
(57)【要約】
【課題】　ＤＮＡのＳＮＰを同定するための唯一の利用可能な方法は、配列決定によるも
のであり、これは高価で、困難で、そして労働力消費性である。そのため、安価で、簡易
で、そして労働力が少なくてすむ配列決定法を提供することが目的である。さらには、疾
患のゲノム基礎およびそのマーカーを同定するための方法を提供することが目的である。
【解決手段】　健康体ヒトドナーからのゲノムサンプルのデータベースを創出するための
プロセスおよび方法、多型遺伝的マーカーおよび他のマーカーを同定し、そして疾患およ
び状態と相関させるデータベースを使用する方法を提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル が 取 得 さ れ る 複 数 の 健 康 体 生 物 を 表 す デ ー タ ポ イ ン ト ； お よ び
そ れ ぞ れ の 生 物 を 同 定 す る イ ン デ ク サ ー を 含 む デ ー タ ベ ー ス で あ っ て 、 こ こ で
（ ａ ） 各 デ ー タ ポ イ ン ト が 、 生 物 型 お よ び 他 の 同 定 の た め の 情 報 を 表 す デ ー タ と 、 イ ン デ
ク サ ー に よ っ て 連 関 さ れ る ； か つ
（ ｂ ） 該 デ ー タ が 蓄 積 可 能 で あ る ；
デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ２ 】
　 デ ー タ ポ イ ン ト が 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 蓄 積 媒 体 に 蓄 積 さ れ る 、 請 求 項 １ の デ
ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ３ 】
　 リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ の デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ４ 】
　 デ ー タ ポ イ ン ト が 、 人 種 、 年 齢 、 性 、 身 長 、 体 重 、 ア ル コ ー ル 摂 取 量 、 妊 娠 回 数 、 生 児
出 生 回 数 、 菜 食 主 義 、 肉 体 的 活 動 の 型 、 住 居 の 状 態 お よ び ／ ま た は 特 定 の 状 態 に お け る 居
住 の 期 間 、 教 育 レ ベ ル 、 親 の 死 亡 年 齢 、 親 の 死 亡 原 因 、 過 去 の ま た は 現 在 の 喫 煙 者 、 喫 煙
者 と し て の 期 間 、 喫 煙 頻 度 、 肉 親 (親 、 兄 妹 、 子 供 )に お け る 疾 患 の 発 生 、 処 方 薬 の 使 用 お
よ び ／ ま た は そ の 理 由 、 入 院 の 期 間 お よ び ／ ま た は 回 数 、 お よ び 環 境 要 因 に さ ら さ れ る こ
と 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 １ ま た は ２ 以 上 の パ ラ メ ー タ に 関 す る 質 問 に 対 す る 回 答 で あ
る 、 請 求 項 １ － ３ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ５ 】
　 生 物 が 動 物 、 細 菌 、 真 菌 、 原 生 生 物 お よ び 寄 生 生 物 の 中 か ら 選 択 さ れ て い る 、
請 求 項 １ － ４ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ６ 】
　 サ ン プ ル が 体 液 ま た は 組 織 で あ る 、 請 求 項 １ － ５ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ７ 】
　 サ ン プ ル が 血 液 、 血 液 画 分 、 細 胞 、 亜 細 胞 性 の オ ル ガ ネ ラ 、 細 胞 、 種 子 、 微 生 物 、 病 原
体 お よ び 生 殖 組 織 サ ン プ ル か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ － ５ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ８ 】
　 生 物 由 来 の 表 現 型 デ ー タ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ － ７ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ９ 】
　 生 物 か ら 取 得 し た 核 酸 か ら の 遺 伝 子 型 の デ ー タ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ － ８ い ず れ か の
デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 遺 伝 子 型 デ ー タ が 、 遺 伝 的 マ ー カ ー 、 非 コ ー ド 領 域 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ お
よ び Ｖ Ｎ Ｔ Ｒ を 含 む 、 請 求 項 １ － ９ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に し た が っ て 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス を 分 類 し 、
選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に マ ッ チ す る サ ン プ ル を 同 定 す る こ と ；
そ れ ぞ れ の 同 定 さ れ た サ ン プ ル か ら 生 体 高 分 子 を 単 離 す る こ と ；
所 望 に よ り そ れ ぞ れ 単 離 さ れ た 生 体 高 分 子 を プ ー ル す る こ と ；
所 望 に よ り 生 体 高 分 子 の 量 を 増 幅 す る こ と ；
プ ー ル し た 生 体 高 分 子 を 切 断 し て 、 そ の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 さ せ る こ と ；
得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト の マ ス ス ペ ク ト ル を 取 得 し 、 対 照 の マ ス ス ペ ク ト ル と 、 該 マ ス ス ペ
ク ト ル を 比 較 し 、 ス ペ ク ト ル 間 の 相 違 を 同 定 し 、 そ れ に よ っ て 任 意 の 多 型 を 同 定 す る こ と
；
を 含 む 集 団 に お け る 多 型 の 発 見 方 法 ；
こ こ で 、
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該 対 照 の マ ス ス ペ ク ト ル は 、 コ レ ク シ ョ ン 中 の 未 分 類 の サ ン プ ル ま た は 異 な る パ ラ メ ー タ
ー に 従 っ て 分 類 さ れ た サ ン プ ル か ら 取 得 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 切 断 が 生 体 高 分 子 を 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 １ １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 酵 素 が ヌ ク レ オ チ ド グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 ニ ッ カ ー ゼ お よ び IIＳ 型 制 限 酵 素 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 生 体 高 分 子 が 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 質 量 分 析 の 形 式 が マ ト リ ッ ク ス 介 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 、 飛 行 時 間 型 (Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ -
Ｔ Ｏ Ｆ )、 電 子 ス プ レ ー (Ｅ Ｓ )、 Ｉ Ｒ － Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 (Ｉ Ｃ Ｒ )
、 フ ー リ エ 変 換 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に し た が っ て 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス を 分 類 し 、
選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に マ ッ チ す る サ ン プ ル を 同 定 す る こ と ；
そ れ ぞ れ の 同 定 さ れ た サ ン プ ル か ら 生 体 高 分 子 を 単 離 す る こ と ；
そ れ ぞ れ 単 離 さ れ た 生 体 高 分 子 を プ ー ル す る こ と ；
所 望 に よ り 生 体 高 分 子 の 量 を 増 幅 す る こ と ； お よ び
プ ー ル し た 生 体 高 分 子 に お け る 多 型 の 頻 度 を 決 定 す る こ と ；
を 含 む 多 型 を パ ラ メ ー タ と 相 関 さ せ る 方 法 ；
こ こ で 、
対 照 と 比 較 し た と き の 多 型 の 頻 度 の 変 化 は 、 多 型 と 、 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ と の 相 関 を 示
し て お り ； か つ
該 対 照 は 、 未 分 類 の デ ー タ ベ ー ス ま た は 異 な る パ ラ メ ー タ に 従 っ て 分 類 さ れ て い る デ ー タ
ベ ー ス よ り 同 定 さ れ た サ ン プ ル か ら 取 得 し た 、 プ ー ル し た 生 体 高 分 子 に お け る 多 型 の 頻 度
で あ る 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 多 型 性 の 遺 伝 子 座 に リ ン ク し た 任 意 の 経 路 ま た は 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 請
求 項 １ ６ の 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、
遺 伝 的 マ ー カ ー の 候 補 で あ る 多 型 性 が 同 定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 頻 度 が 、 多 型 を 含 む プ ー ル し た 核 酸 中 の 核 酸 分 子 の パ ー セ ン テ ー ジ で あ る 、 請 求 項 １ ６
ま た は １ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 パ ラ メ ー タ が 、 人 種 、 年 齢 、 性 、 身 長 、 体 重 、 ア ル コ ー ル 摂 取 量 、 妊 娠 回 数 、 生 児 出 生
回 数 、 菜 食 主 義 者 、 肉 体 的 活 動 の 種 類 、 住 居 の 状 態 お よ び ／ ま た は 特 定 の 状 態 に お け る 居
住 の 期 間 、 教 育 レ ベ ル 、 親 の 死 亡 年 齢 、 親 の 死 亡 原 因 、 過 去 の ま た は 現 在 の 喫 煙 者 、 喫 煙
者 と し て の 期 間 、 喫 煙 頻 度 、 肉 親 (親 、 兄 妹 、 子 供 )に お け る 疾 患 の 発 生 、 処 方 薬 の 使 用 お
よ び ／ ま た は そ の 理 由 、 入 院 の 期 間 お よ び ／ ま た は 回 数 、 お よ び 環 境 要 因 に さ ら さ れ る こ
と 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ － １ ８ い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 パ ラ メ ー タ が 疾 患 の 発 生 ま た は 肉 親 の メ ン バ ー に お け る 特 定 の 疾 患 で あ り 、 そ れ に よ っ
て 多 型 を 該 疾 患 と 相 関 さ せ る 、 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 パ ラ メ ー タ ー が 、 年 齢 、 人 種 ま た は 性 別 で あ り 、 か つ 、 多 型 性 の 頻 度 が 、 健 康 体 集 団 に
お け る 、 加 齢 で 、 人 種 で 、 ま た は 性 別 で 決 定 さ れ る 、
請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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　 パ ラ メ ー タ が 年 齢 で あ り 、 そ れ に よ っ て 多 型 を 死 亡 （ 率 ） 、 早 期 罹 病 （ 率 ） 、 ま た は 罹
病 （ 率 ） お よ び 早 期 死 亡 （ 率 ） に 対 す る 感 受 性 と 相 関 さ せ る 、 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 切 断 が 生 体 高 分 子 を 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り お こ な わ れ る 、 請 求 項 １ １ － ２ ２ い ず
れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 酵 素 が ヌ ク レ オ チ ド グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 ニ ッ カ ー ゼ お よ び IIＳ 型 制 限 酵 素 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 生 体 高 分 子 が 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 多 型 が 、
a)第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
b)第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 の 隣 接 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
c)ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ラ イ ゲ ー ト さ せ る こ と ； お よ び
ｄ )標 的 核 酸 の 存 在 を 指 標 と し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 質 量
分 析 法 に よ り 検 出 す る こ と ：
の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 で サ ン プ ル 中 の 標 的 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 、
請 求 項 １ ６ － ２ ５ い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 多 型 が 、
a)第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 標 的 核 酸 の 隣 接 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
b)ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 第 １ お よ び 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 酵 素 と 接 触 さ せ て 切 断
生 成 物 を 形 成 さ せ る こ と ； お よ び
c)標 的 核 酸 の 存 在 を 指 標 と し て 質 量 分 析 法 に よ り 切 断 生 成 物 を 検 出 す る こ と ：
の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 で サ ン プ ル 中 の 標 的 核 酸 を 検 出 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 、 請 求 項
１ ６ － ２ ５ い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 核 酸 の 領 域 を 増 幅 し ア プ リ コ ン を 作 成 す る こ と 、 こ こ で 、 得 ら れ る ア プ リ コ ン に は １ ま
た は ２ 以 上 の 酵 素 制 限 部 位 が 含 ま れ ；
ア プ リ コ ン を 制 限 酵 素 と 接 触 さ せ 、 フ ラ グ メ ン ト を 作 成 す る こ と ；
得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト の マ ス ス ペ ク ト ル を 取 得 す る こ と 、 お よ び
マ ス ス ペ ク ト ル の シ グ ナ ル を 解 析 す る こ と ；
を 含 む 、 請 求 項 １ ６ － ２ ５ い ず れ か の 方 法 ；
こ こ で 、
該 多 型 は シ グ ナ ル の パ タ ー ン か ら 検 出 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 質 量 分 析 の 形 式 が マ ト リ ッ ク ス 介 助 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 、 飛 行 時 間 型 (Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ -
Ｔ Ｏ Ｆ )、 電 子 ス プ レ ー (Ｅ Ｓ )、 Ｉ Ｒ － Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 (Ｉ Ｃ Ｒ )
、 フ ー リ エ 変 換 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ 塩 基 伸 長 法 (Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 法 )で サ ン プ ル 中 の 標 的 核 酸 を 同 定 す る こ と に
よ り 多 型 を 同 定 す る 、 請 求 項 １ ６ － ２ ５ い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ 塩 基 伸 長 法 が 、
a)標 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 分 子 を 取 得 す る こ と ；
b)所 望 に よ り 核 酸 分 子 を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 し 、 固 定 さ れ た 核 酸 分 子 を 作 成 す る こ と ；
c)核 酸 分 子 を 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド に 隣 接 し た 部 位 で 、 核 酸 分 子 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー オ リ
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ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
d)ス テ ッ プ c)の 生 成 物 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ・ ト リ ホ ス フ ェ ー ト ま た は ３ ’ － デ オ キ
シ ヌ ク レ オ シ ド ・ ト リ ホ ス フ ェ ー ト お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む コ ン ポ ジ シ ョ ン と 接 触 さ せ
、 そ の 結 果 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ・ ト リ ホ ス フ ェ ー ト ま
た は ３ ’ － デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ・ ト リ ホ ス フ ェ ー ト の み を プ ラ イ マ ー 上 で 伸 長 さ せ る こ
と ； お よ び
e)伸 長 し た プ ラ イ マ ー を 検 出 し 、 そ れ に よ り 標 的 ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る こ と ：
を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 伸 長 し た プ ラ イ マ ー の 検 出 を 質 量 分 析 法 に よ り 実 施 す る 請 求 項 ３ １ の 方 法 で あ っ て 、
ス テ ッ プ d)の 生 成 物 を イ オ ン 化 し 、 気 化 さ せ る こ と ； お よ び
質 量 分 析 法 に よ り 伸 長 し た プ ラ イ マ ー を 検 出 し 、 そ れ に よ り 標 的 ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る
こ と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 サ ン プ ル を チ ッ プ 上 の ア レ イ と し て 質 量 分 析 計 に 提 供 し ； そ し て
各 サ ン プ ル が 、 マ ト リ ッ ク ス 介 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 (Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ )質 量 分 析 法 で 使 用
さ れ る 質 量 分 析 計 に お け る レ ー ザ ー に よ り 発 射 さ れ た レ ー ザ ー ス ポ ッ ト ほ ど の 大 き さ の 体
積 を 占 め る 、 請 求 項 ３ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 反 応 容 器 中 に 含 ま れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル に 対 し て 、 そ れ ぞ れ が 処 理 (procedure)を 実 行
す る 複 数 の プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン を 含 む プ ロ セ ス ラ イ ン ；
プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン か ら プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン へ と 反 応 容 器 を 運 ぶ ロ ボ ッ
ト シ ス テ ム ；
プ ロ セ ス ラ イ ン の テ ス ト 結 果 を 受 け 取 り 、 テ ス ト 結 果 を 自 動 的 に プ ロ セ ッ シ ン グ し 、 反 応
容 器 中 の 生 物 学 的 サ ン プ ル に 関 し て 決 定 を す る デ ー タ 解 析 シ ス テ ム ；
各 プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン で の テ ス ト を い つ 終 了 さ せ る か を 決 定 し 、 そ れ に 応 じ て 、
反 応 容 器 を 次 の テ ス ト ス テ ー シ ョ ン へ と 移 動 さ せ 、 コ ン ト ロ ー ル シ ス テ ム が 停 止 の 指 示 を
受 け る ま で 逐 次 、 反 応 容 器 を 連 続 的 に プ ロ セ ッ シ ン グ す る コ ン ト ロ ー ル シ ス テ ム ； お よ び
自 動 化 さ れ た プ ロ セ ス ラ イ ン に よ り テ ス ト さ れ る サ ン プ ル が デ ー タ ベ ー ス 内 の 対 象 か ら の
サ ン プ ル を 含 む 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス ：
を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ス ル ー プ ッ ト プ ロ セ シ ン グ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン の う ち の １ つ が 質 量 分 析 計 を 含 む 、 請 求 項 ３ ４ の シ ス テ ム
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル に 関 す る テ ス ト デ ー タ が １ ま た は ２ 以 上 の シ グ ナ ル を 含 む よ う に 、 デ
ー タ 解 析 シ ス テ ム が 質 量 分 析 計 か ら の テ ス ト デ ー タ を 受 け 取 る こ と に よ り テ ス ト 結 果 を プ
ロ セ ッ シ ン グ し 、 そ の 後 、 デ ー タ 解 析 シ ス テ ム が 各 シ グ ナ ル の 曲 線 の 下 の 面 積 を 決 定 し 、
そ の 結 果 を 正 規 化 し 、 テ ス ト さ れ た サ ン プ ル 中 の コ ン ポ ー ネ ン ト の 相 対 量 を 表 す 実 質 的 に
定 量 的 な 結 果 を 取 得 す る 、 請 求 項 ３ ５ の シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス ；
自 動 化 さ れ た プ ロ セ ス ラ イ ン 、 こ こ で サ ン プ ル は デ ー タ ベ ー ス 内 の 対 象 由 来 の サ ン プ ル を
含 む 自 動 化 さ れ た プ ロ セ ス ラ イ ン に よ り テ ス ト さ れ る ； お よ び
　 サ ン プ ル 内 の 生 体 高 分 子 の 解 析 の た め の 質 量 分 析 計 ；
を 含 む 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ス ル ー プ ッ ト プ ロ セ シ ン グ の た め の シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ス ル ー プ ッ ト プ ロ セ シ ン グ の た め の 方 法 で あ っ て ：
反 応 容 器 中 に 含 ま れ る １ ま た は ２ 以 上 の 生 物 学 的 サ ン プ ル に 対 し て そ れ ぞ れ が 処 理 を 実 行
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す る 、 複 数 の プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン を 有 す る プ ロ セ ス ラ イ ン を 含 ん だ 請 求 項 ３ ４ の
シ ス テ ム に し た が っ て 反 応 容 器 を 運 ぶ こ と ；
各 プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン で の テ ス ト 処 理 を い つ 終 了 さ せ る か を 決 定 し 、 そ れ に 応 答
し て 、 反 応 容 器 を 次 の プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン に 移 動 さ せ る こ と ；
プ ロ セ ス ラ イ ン の テ ス ト 結 果 を 受 け 取 り 、 自 動 的 に テ ス ト 結 果 を プ ロ セ ッ シ ン グ し 、 反 応
容 器 中 の 生 物 学 的 サ ン プ ル に 関 し て デ ー タ 解 析 決 定 を 作 成 す る こ と ； そ し て
停 止 の 指 示 を 受 け る ま で 逐 次 連 続 的 に 反 応 容 器 を 処 理 す る こ と ；
を 含 む 方 法 ；
こ こ で 、
自 動 化 さ れ た プ ロ セ ス ラ イ ン に よ り テ ス ト さ れ る サ ン プ ル に は 、 デ ー タ ベ ー ス 内 の 患 者 由
来 の サ ン プ ル が 含 ま れ る 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 プ ロ セ シ ン グ ・ ス テ ー シ ョ ン の う ち の １ つ が 質 量 分 析 計 を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 サ ン プ ル が 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ 塩 基 伸 長 法 (Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 法 )を 含 む 方 法 に よ り 解 析 さ れ る
、 請 求 項 ３ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル に 関 す る テ ス ト デ ー タ が １ ま た は ２ 以 上 の シ グ ナ ル ま た は シ グ ナ ル を
表 す 絶 対 値 を 含 む よ う に 、 質 量 分 析 計 か ら の テ ス ト デ ー タ を 受 け 取 る こ と に よ り テ ス ト 結
果 を プ ロ セ ッ シ ン グ し 、 そ の 後 、 デ ー タ 解 析 シ ス テ ム が 各 シ グ ナ ル の 曲 線 の 下 の 面 積 を 決
定 し 、 そ の 結 果 を 正 規 化 し 、 テ ス ト さ れ た サ ン プ ル 中 の コ ン ポ ー ネ ン ト の 相 対 量 を 表 す 実
質 的 に 定 量 的 な 結 果 を 取 得 す る こ と ：
を さ ら に 含 む 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ 塩 基 伸 長 法 が 、
a)標 的 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 分 子 を 取 得 す る こ と ；
b)所 望 に よ り 核 酸 分 子 を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 し 、 固 定 さ れ た 核 酸 分 子 を 作 成 す る こ と ；
c)核 酸 分 子 を 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド に 隣 接 し た 部 位 で 核 酸 分 子 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
d)ス テ ッ プ c)の 生 成 物 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ・ ト リ フ ォ ス フ ェ ー ト ま た は ３ ’ － デ オ
キ シ ヌ ク レ オ シ ド ・ ト リ ホ ス フ ェ ー ト お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む コ ン ポ ジ シ ョ ン と 接 触 さ
せ 、 そ の 結 果 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ま た は ３ ’ － デ オ キ
シ ヌ ク レ オ シ ド ・ ト リ ホ ス フ ェ ー ト の み を プ ラ イ マ ー 上 で 伸 長 さ せ る こ と ； お よ び
e)プ ラ イ マ ー を 検 出 し 、 そ れ に よ り 標 的 ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る こ と ：
を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 伸 長 し た プ ラ イ マ ー の 検 出 を 質 量 分 析 法 に よ り 実 施 す る 、 請 求 項 ４ ２ の 方 法 で あ っ て 、
ス テ ッ プ d)の 生 成 物 を イ オ ン 化 し 、 気 化 さ せ る こ と ； お よ び
質 量 分 析 法 に よ り 伸 長 し た プ ラ イ マ ー を 検 出 し 、 そ れ に よ り 標 的 ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る
こ と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 サ ン プ ル 中 の 標 的 核 酸 が 、
a)第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
b)第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 の 隣 接 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
c)次 い で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ラ イ ゲ ー ト さ せ る こ と ； お よ び
c)標 的 核 酸 の 存 在 を 指 標 と し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 質 量 分
析 法 に よ り 検 出 す る こ と ：
の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 に よ り 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ３ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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　 サ ン プ ル 中 の 標 的 核 酸 が 、
a)第 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 標 的 核 酸 の 隣 接 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ；
b)ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 第 １ お よ び 第 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 酵 素 と 接 触 さ せ て 切 断
生 成 物 を 形 成 さ せ る こ と ； お よ び
c)標 的 核 酸 の 存 在 を 指 標 と し て 質 量 分 析 法 に よ り 切 断 生 成 物 を 検 出 す る こ と ：
の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 に よ り 、 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ３ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 評 価 さ れ る べ き 健 康 体 の 標 的 集 団 お よ び 遺 伝 的 変 異 を 選 択 す る こ と ；
集 団 の メ ン バ ー か ら 取 得 し た 生 体 高 分 子 の 複 数 の サ ン プ ル を プ ー ル す る こ と ；
変 異 を 含 む 生 体 高 分 子 を 質 量 分 析 法 に よ り 決 定 ま た は 検 出 す る こ と ；
マ ス ス ペ ク ト ル ま た は そ の デ ジ タ ル 表 示 を 取 得 す る こ と ； お よ び
該 集 団 の 変 異 の 頻 度 を 決 定 す る こ と ：
を 含 む 遺 伝 的 変 異 の 頻 度 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 変 異 が 対 立 遺 伝 子 変 異 、 翻 訳 後 修 飾 、 核 酸 修 飾 、 標 識 、 核 酸 の 質 量 的 修 飾 お よ び メ チ ル
化 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ ； そ し て ／ ま た は
関 心 の あ る 生 体 高 分 子 の 濃 度 が そ れ ぞ れ の サ ン プ ル に お い て 同 じ で あ る 、 生 体 高 分 子 が 核
酸 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 類 、 脂 質 、 低 分 子 有 機 メ タ ボ ラ リ ト ま た は 中 間 体 で あ り ； そ し て ／
ま た は
該 頻 度 が 、 ゲ ノ ム 変 異 を 含 む 生 体 高 分 子 の 質 量 に 対 応 す る 、 マ ス ス ペ ク ト ル ま た は そ の デ
ジ タ ル 表 示 の ピ ー ク の 下 の 面 積 を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 を 評 価 す る こ と に よ り 決 定 さ れ
る ；
請 求 項 ４ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 頻 度 の 決 定 方 法 が 、 バ ッ ク グ ラ ン ド が 補 正 さ れ て い る 、 全 体 の マ ス ス ペ ク ト ル の 総 面 積
に 対 す る シ グ ナ ル ま た は そ の デ ジ タ ル 表 示 の 比 率 を 決 定 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 、 請 求
項 ４ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 (a)選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に し た が っ て 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス を 分 類
し 、 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に マ ッ チ す る サ ン プ ル を 同 定 す る こ と ；
(b)そ れ ぞ れ の 同 定 さ れ た サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る こ と ；
(c)所 望 に よ り そ れ ぞ れ の 単 離 さ れ た 核 酸 を プ ー ル す る こ と ；
(d)核 酸 の 量 を 増 幅 す る こ と ；
(e)１ 本 鎖 核 酸 を 形 成 さ せ 、 そ れ ぞ れ の １ 本 鎖 を 別 個 の 反 応 容 器 に 分 け る こ と ；
(f)そ れ ぞ れ の １ 本 鎖 核 酸 を ア ダ プ タ ー 核 酸 と 接 触 さ せ 、 ア ダ プ タ ー 複 合 体 を 形 成 さ せ る
こ と ；
(g)ア ダ プ タ ー 複 合 体 を ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び リ ガ ー ゼ と 接 触 さ せ る こ と ；
(h)ス テ ッ プ (g)の 生 成 物 を 、 ラ イ ゲ ー ト し た ア ダ プ タ ー を 増 幅 す る こ と が で き る 混 合 物 と
接 触 さ せ 、 伸 長 し た 生 成 物 を 生 成 さ せ る こ と ；
(i)ス テ ッ プ (h)か ら 得 ら れ る そ れ ぞ れ の 核 酸 の マ ス ス ペ ク ト ル を 取 得 し 、 伸 長 し た 生 成 物
に 対 応 す る シ グ ナ ル を 同 定 す る こ と に よ り 多 型 を 検 出 す る こ と ；
(j)同 じ 鎖 上 の 異 な る 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 別 の ア ダ プ タ ー 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可
能 な 核 酸 を 利 用 し て 、 ス テ ッ プ (f)～ (i)を 繰 り 返 す こ と ；
を 含 む 、 核 酸 中 の 多 型 を ハ プ ロ タ イ ピ ン グ す る 方 法 ；
こ こ で 、
該 多 型 は １ よ り 多 い 伸 長 生 成 物 を 検 出 す る こ と に よ り ハ プ ロ タ イ ピ ン グ さ れ る 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ が Ｆ ｅ ｎ － １ で あ る 、 請 求 項 ４ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
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　 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に し た が っ て 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス を 分 類 し 、
選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に マ ッ チ す る サ ン プ ル を 同 定 す る こ と ；
そ れ ぞ れ の 同 定 さ れ た サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る こ と ；
そ れ ぞ れ 単 離 さ れ た 核 酸 を プ ー ル す る こ と ；
所 望 に よ り 核 酸 の 量 を 増 幅 す る こ と ；
核 酸 を 少 な く と も １ つ の 酵 素 と 接 触 さ せ 、 そ の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 さ せ る こ と ；
得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト の マ ス ス ペ ク ト ル を 取 得 す る こ と ；
を 含 む 、 集 団 中 の 多 型 を ハ プ ロ タ イ ピ ン グ す る 方 法 ；
こ こ で 、
該 多 型 は 、 多 型 に 対 応 す る シ グ ナ ル を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 さ れ ； そ し て
該 多 型 は 、 核 酸 の 同 じ 鎖 に 位 置 す る 多 型 の マ ス ス ペ ク ト ル か ら 決 定 す る こ と に よ り ハ プ ロ
タ イ ピ ン グ さ れ る 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 酵 素 が ニ ッ カ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ４ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 ニ ッ カ ー ゼ が Ｎ Ｙ ２ Ａ お よ び Ｎ Ｙ Ｓ １ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 多 型 を 同 定 す る こ と ；
健 康 体 集 団 に お け る 多 型 の 頻 度 を 、 年 齢 に よ っ て 請 求 項 １ － １ １ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス
を 層 化 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と ： お よ び
加 齢 に よ る 統 計 的 有 意 性 の 相 違 は 、 該 多 型 性 が 罹 病 （ 率 ） 、 早 期 死 亡 （ 率 ） 、 ま た は 罹 病
（ 率 ） お よ び 早 期 死 亡 （ 率 ） へ の 感 受 性 と 相 関 す る こ と を 指 摘 す る 、 年 齢 群 間 の 多 型 性 頻
度 の 相 違 の 統 計 的 有 意 性 を 決 定 す る こ と ；
を 含 む 、 多 型 性 が 罹 病 （ 率 ） 、 早 期 死 亡 （ 率 ） 、 ま た は 罹 病 （ 率 ） お よ び 早 期 死 亡 （ 率 ）
へ の 感 受 性 と 相 関 す る か 否 か 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 核 酸 サ ン プ ル 内 の メ チ ル 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 方 法 で あ っ て 、
核 酸 の サ ン プ ル を 別 個 の 反 応 容 器 に 分 け る こ と ；
１ つ の 反 応 容 器 中 の 核 酸 を 亜 硫 酸 塩 と 接 触 さ せ る こ と ；
各 反 応 容 器 中 の 核 酸 分 子 を 増 幅 す る こ と ；
各 反 応 容 器 中 の 核 酸 分 子 を 切 断 し 、 そ の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 さ せ る こ と ； お よ び
１ つ の 反 応 容 器 か ら 得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト の マ ス ス ペ ク ト ル 、 お よ び 別 の 反 応 容 器 か ら 得
ら れ る フ ラ グ メ ン ト の 別 の マ ス ス ペ ク ト ル を 取 得 す る こ と ；
を 含 む 方 法 ；
こ こ で 、
シ ト シ ン の メ チ ル 化 は マ ス ス ペ ク ト ル 間 の シ グ ナ ル の 相 違 を 同 定 す る こ と に よ り 検 出 さ れ
る 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 増 幅 の ス テ ッ プ が ｄ Ｕ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で 行 わ れ ； そ し て
切 断 の ス テ ッ プ が ウ ラ シ ル グ リ コ シ ラ ー ゼ で 処 理 し 、 該 核 酸 を 切 断 の た め に 有 効 な 条 件 下
で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ５ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 核 酸 サ ン プ ル 内 の メ チ ル 化 ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
任 意 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 脱 ア ミ ノ 化 す る た め に 重 亜 硫 酸 塩 で 核 酸 分 子 を 処 理 し 、 ウ ラ
シ ル を 生 産 す る 、
処 理 し た 分 子 を 増 幅 す る 、
増 幅 し た 核 酸 分 子 を フ ラ グ メ ン ト 化 す る 、
得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト の マ ス ス ペ ク ト ル を 取 得 し 、 シ ト シ ン の 代 わ り に ウ ラ シ ル を 含 む も
の を 、 処 理 し て な い 核 酸 分 子 か ら 得 ら れ る ス ペ ク ト ル と 、 処 理 し た 増 幅 フ ラ グ メ ン ト か ら
の ス ペ ク ト ル と を 比 較 す る こ と に よ っ て 同 定 す る 、
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こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 フ ラ グ メ ン ト 化 が 、 ウ ラ シ ル グ リ コ シ ラ ー ゼ で 、 フ ォ ス フ ェ ー ト バ ッ ク ボ ー ン を 切 断 す
る の に 有 効 な 条 件 下 で 処 理 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 ５ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 請 求 項 ２ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス を 含 む コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 請 求 項 ２ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス を 含 む デ ー タ 蓄 積 媒 体 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス お よ び 質 量 分 析 計 を 含 む 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル を 解 析 す る た め の 自 動 化 さ れ た プ ロ セ ス ラ イ ン で あ る 、 請 求 項 ６ １ の
組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 請 求 項 １ － １ ０ い ず れ か の デ ー タ ベ ー ス お よ び
イ ン デ ッ ク ス が サ ン プ ル が 取 得 さ れ た 対 象 を 同 定 す る イ ン デ ッ ク ス を 付 さ れ た サ ン プ ル の
コ レ ク シ ョ ン ；
を 含 む 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 血 液 、 組 織 、 体 液 、 細 胞 、 種 子 、 微 生 物 、 病 原 体 お よ び 生 殖 組 織 の サ ン プ ル か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 複 数 の サ ン プ ル ； お よ び
各 サ ン プ ル の ソ ー ス お よ び ／ ま た は 履 歴 （ history） を 表 す 、 サ ン プ ル を 含 む コ ン テ ナ ー
の シ ン ボ ロ ジ ー ：
を 含 む 標 的 集 団 由 来 の サ ン プ ル の サ ブ コ レ ク シ ョ ン ；
こ こ で 、
標 的 集 団 は 疾 患 状 態 に つ い て 選 択 さ れ て い な い 健 康 体 集 団 で あ り ；
核 酸 配 列 情 報 が 該 サ ン プ ル か ら 由 来 し ；
コ レ ク シ ョ ン は 健 康 体 集 団 か ら の サ ン プ ル を 含 み ； そ し て
サ ブ コ レ ク シ ョ ン は 特 異 的 な パ ラ メ ー タ に し た が っ て 該 コ レ ク シ ョ ン を 分 類 す る こ と に よ
り 得 ら れ る 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 核 酸 、 胎 児 組 織 、 タ ン パ ク 質 の サ ン プ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 複 数 の サ ン プ ル ；
お よ び
各 サ ン プ ル の ソ ー ス お よ び ／ ま た は 履 歴 を 表 す 、 サ ン プ ル を 含 む コ ン テ ナ ー の シ ン ボ ロ ジ
ー ；
を 含 む 標 的 集 団 由 来 の サ ン プ ル の サ ブ コ レ ク シ ョ ン ；
こ こ で 、
該 標 的 集 団 は 疾 患 状 態 で 選 択 さ れ て い な い 健 康 体 集 団 で あ り ；
該 コ レ ク シ ョ ン は 、 健 康 体 集 団 か ら の サ ン プ ル を 含 み ； そ し て
該 サ ブ コ レ ク シ ョ ン は 、 特 異 的 な パ ラ メ ー タ に し た が っ て コ レ ク シ ョ ン を 分 類 す る こ と に
よ り 得 ら れ る 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 パ ラ メ ー タ が 、 人 種 、 年 齢 、 性 、 身 長 、 体 重 、 ア ル コ ー ル 摂 取 量 、 妊 娠 回 数 、 生 児 出 生
回 数 、 菜 食 主 義 者 、 肉 体 的 活 動 の 型 、 住 居 の 状 態 お よ び ／ ま た は 特 定 の 状 態 に お け る 居 住
の 期 間 、 教 育 レ ベ ル 、 親 の 死 亡 年 齢 、 親 の 死 亡 原 因 、 過 去 の ま た は 現 在 の 喫 煙 者 、 喫 煙 者
と し て の 期 間 、 喫 煙 頻 度 、 肉 親 (親 、 兄 妹 、 子 供 )に お け る 疾 患 の 発 生 、 処 方 薬 の 使 用 お よ
び ／ ま た は そ の 理 由 、 入 院 の 期 間 お よ び ／ ま た は 回 数 、 お よ び 環 境 要 因 に さ ら さ れ る こ と
、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４ ま た は ６ ５ の サ ブ コ レ ク シ ョ ン 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
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　 シ ン ボ ロ ジ ー が バ ー コ ー ド で あ る 請 求 項 ６ ４ ま た は ６ ５ の サ ブ コ レ ク シ ョ ン 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル の コ ン ポ ジ シ ョ ン を 示 す デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る こ と ；
デ ー タ セ ッ ト の ノ イ ズ を 除 去 し 、 ノ イ ズ が 除 去 さ れ た デ ー タ を 作 成 す る こ と ；
ノ イ ズ が 除 去 さ れ た デ ー タ か ら ベ ー ス ラ イ ン を 削 除 し 、 中 間 デ ー タ セ ッ ト （ intermediate
 data set） を 作 成 す る こ と ；
生 物 学 的 サ ン プ ル に 関 し て 推 定 さ れ る ピ ー ク を 定 義 す る こ と ；
推 定 さ れ る ピ ー ク を 用 い て 残 留 ベ ー ス ラ イ ン (residual baseline)を 作 成 す る こ と ；
残 留 ベ ー ス ラ イ ン を 中 間 デ ー タ セ ッ ト か ら 除 い て 、 補 正 さ れ た デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る こ
と ；
残 留 ベ ー ス ラ イ ン を 除 去 す る こ と に 応 じ て 、 補 正 さ れ た デ ー タ セ ッ ト 中 で 有 り 得 る ピ ー ク
(probable peak)を 位 置 決 定 す る こ と ； お よ び
位 置 決 定 し た 有 り 得 る ピ ー ク を 用 い て 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る こ と ；
を 含 む 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 同 定 方 法 ；
こ こ で 、 作 成 さ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル デ ー タ セ ッ ト は 、 ア ッ セ イ 用 の フ ラ グ メ ン ト の セ ン
ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 か ら の デ ー タ を 含 む 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 同 定 が 、
セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 か ら の デ ー タ を 組 み 合 わ せ る こ と 、 お よ び デ ー タ を 予 測 さ れ る
セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 値 と 比 較 し て 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る こ と を 含 む 、
請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 有 り 得 る ピ ー ク が 、 セ ン ス 鎖 の デ ー タ 由 来 で あ る か 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 の デ ー タ 由 来 で あ
る か に 従 い 、 当 該 同 定 が 、 有 り 得 る ピ ー ク に つ い て ピ ー ク 確 率 を 導 く こ と を 含 む 、 請 求 項
６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 当 該 同 定 が 、 有 り 得 る ピ ー ク に つ い て ピ ー ク 確 率 を 導 く こ と 、 お よ び 有 り 得 る ピ ー ク の
下 の 算 出 し た 面 積 と 、 デ ー タ セ ッ ト に お け る す べ て の ピ ー ク の 下 の 算 出 し た 予 測 さ れ る 平
均 面 積 と の 比 率 に 応 じ て 、 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 適 用 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル の コ ン ポ ジ シ ョ ン を 示 す デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る こ と ；
デ ー タ セ ッ ト の ノ イ ズ を 除 去 し 、 ノ イ ズ が 除 去 さ れ た デ ー タ を 作 成 す る こ と ；
ノ イ ズ が 除 去 さ れ た デ ー タ か ら ベ ー ス ラ イ ン を 削 除 し 、 中 間 デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る こ と
；
生 物 学 的 サ ン プ ル に 関 し て 推 定 さ れ る ピ ー ク を 定 義 す る こ と ；
推 定 さ れ て い る ピ ー ク を 用 い て 残 留 ベ ー ス ラ イ ン を 作 成 す る こ と ；
残 留 ベ ー ス ラ イ ン を 中 間 デ ー タ セ ッ ト か ら 除 い て 、 補 正 さ れ た デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る こ
と ；
残 留 ベ ー ス ラ イ ン を 除 去 す る こ と に 応 じ て 、 補 正 さ れ た デ ー タ セ ッ ト 中 で 有 り 得 る ピ ー ク
を 位 置 決 定 す る こ と ； お よ び
位 置 決 定 し た 有 り 得 る ピ ー ク を 用 い て 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る こ と ；
を 含 む 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 同 定 方 法 ；
こ こ で 、
当 該 同 定 に は 、 有 り 得 る ピ ー ク に つ い て ピ ー ク 確 率 を 導 く こ と 、 お よ び 有 り 得 る ピ ー ク の
下 の 算 出 し た 面 積 と 、 デ ー タ セ ッ ト に お け る す べ て の ピ ー ク の 下 の 算 出 さ れ る 予 測 さ れ る
面 積 と の 比 率 に 応 じ て 、 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 適 用 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 同 定 が 、 適 用 さ れ る 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 受 け 取 ら な か っ た 有 り 得 る ピ ー ク か ら の
デ ー タ を 比 較 し 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 生 物 学 的 デ ー タ に し た が っ て そ れ ら の 質 量 を 決 定
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す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー が 、 予 測 さ れ る 面 積 値 に 対 す る ピ ー ク の 下 の 面 積 の 比 率 が ３ ０
％ よ り 大 き い 、 有 り 得 る ピ ー ク に は 適 用 さ れ な い 、 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 以 下 の 出 願 の 優 先 権 の 利 益 を こ こ に 請 求 す る ：
Andreas Braun, Hubert Koster; Dirk Van den Boonの 、 米 国 仮 出 願 番 号 ６ ０ ／ ２ １ ７ ６
５ ８ 、 ７ 月 １ ０ 日 出 願 、 名 称 「 デ ー タ ベ ー ス を 作 成 す る 方 法 お よ び 多 型 遺 伝 的 マ ー カ ー を
同 定 す る た め の デ ー タ ベ ー ス 」 ； Andreas Braun, Hubert Koster, Dirk Van den Boomの
、 米 国 仮 出 願 番 号 ６ ０ ／ １ ５ ９ １ ７ ６ 、 １ ９ ９ ９ 年 １ ０ 月 １ ３ 日 出 願 、 名 称 「 デ ー タ ベ ー
ス を 作 成 す る 方 法 お よ び 多 型 遺 伝 的 マ ー カ ー を 同 定 す る た め の デ ー タ ベ ー ス 」 ； Andreas 
Braunの 、 米 国 仮 出 願 番 号 ６ ０ ／ ２ １ ７ ２ ５ １ 、 ２ ０ ０ ０ 年 ７ 月 １ ０ 日 出 願 、 名 称 「 多 型
キ ナ ー ゼ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 遺 伝 子 配 列 、 多 型 キ ナ ー ゼ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 お よ び 多 型 キ
ナ ー ゼ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら を コ ー ド し て い る 核 酸 を 検 出 す る 方 法 」 ； お よ び
Ping Yipの 、 米 国 出 願 番 号 ０ ９ ／ ６ ６ ３ ９ ６ ８ 、 ２ ０ ０ ０ 年 ９ 月 １ ９ 日 出 願 、 名 称 「 生 物
学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る た め の 方 法 お よ び 装 置 」 。
　 許 容 さ れ る 場 合 、 前 記 の 出 願 お よ び 仮 出 願 を 引 用 を も っ て 、 そ の 全 体 を こ こ に 含 ま せ る
。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 健 康 体 ヒ ト ド ナ ー か ら の ゲ ノ ム サ ン プ ル の デ ー タ ベ ー ス を 創 出 す る た め の プ ロ セ ス お よ
び 方 法 。 当 該 デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て 多 型 遺 伝 的 マ ー カ ー お よ び 他 の マ ー カ ー を 同 定 し 、
そ し て 疾 患 お よ び 状 態 と 相 関 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景
　 す べ て の 生 物 の 疾 患 は 、 遺 伝 さ れ 、 ま た は 体 の 環 境 ス ト レ ス 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス お よ び
毒 物 へ の 応 答 に 起 因 す る 、 遺 伝 的 コ ン ポ ー ネ ン ト を 有 す る 。 ゲ ノ ム リ サ ー チ を 進 め る 究 極
的 目 標 は 、 こ の 情 報 を 使 用 し て 、 こ れ ら の 疾 患 を 同 定 し 、 処 置 し 、 そ し て 有 効 に 治 療 す る
新 し い 方 法 を 開 発 す る こ と で あ る 。 第 一 の ス テ ッ プ は 、 個 体 サ ン プ ル の レ ベ ル で 疾 患 組 織
を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て ゲ ノ ム 変 化 を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 次 い で 、 こ れ ら の 「 疾 患 」 マ ー カ ー の 同 定 は 、 こ れ ら の 誤 り の あ る 遺 伝 子 ま た は 多 型 を
検 出 す る 診 断 テ ス ト の 開 発 お よ び 商 業 化 を 活 気 付 け る 。 医 学 的 お よ び 薬 学 的 コ ミ ュ ニ テ ィ
ー に 対 す る 問 題 提 起 は 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 、 タ ン デ
ム リ ピ ー ト 、 新 規 に マ ッ ピ ン グ さ れ た イ ン ト ロ ン お よ び エ キ ソ ン を 含 む 遺 伝 的 マ ー カ ー の
数 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 疾 患 を 同 定 す る だ け で な く 、 ま た 疾 患 の 進 行 に 従 い 、 そ し
て 処 置 に 対 す る 生 物 の 応 答 を 予 測 す る 、 遺 伝 子 型 を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 行 の 薬 学 的 お よ び 生 物 工 学 的 産 業 は 、 疾 患 を 発 見 し 、 そ れ か ら そ の 疾 患 に つ い て 、 ゲ
ノ ム の 基 礎 を 決 定 し よ う と 試 み る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 時 間 消 費 性 で 、 そ し て 高 価 で あ り
、 そ し て 多 く の 場 合 、 そ の 疾 患 に ど の 経 路 が 関 係 し 得 る か に つ い て 、 調 査 者 は 推 測 し な け
れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
ゲ ノ ミ ク ス
　 現 在 、 利 用 可 能 な ゲ ノ ム 情 報 を 分 析 す る と き に 使 用 さ れ る ２ 種 の 主 要 な 戦 略 は 、 逆 遺 伝
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学 的 な 力 ず く の 戦 略 お よ び 知 識 に 基 づ く 経 路 指 向 的 （ pathway oriented） フ ォ ワ ー ド ジ ェ
ネ テ ィ ッ ク ス （ forward genetics） 戦 略 で あ る 。 こ の 力 ず く の ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 配 列
情 報 の 大 き な デ ー タ ベ ー ス を 得 る が 、 医 学 的 ま た は 配 列 情 報 の 他 の 使 用 に つ い て 、 わ ず か
な 情 報 し か 得 ら れ な い 。 ゆ え に 、 こ の 戦 略 は 、 価 値 に 疑 問 の あ る 漠 然 と し た 産 物 を も た ら
す 。 知 識 に 基 づ く 戦 略 に よ れ ば 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び そ の 経 路 の 他 の 産 物 の 医 学 的 使
用 に つ い て の 多 く の 情 報 を 含 む 小 さ い デ ー タ ベ ー ス が 得 ら れ 、 そ し て 高 価 値 の 具 体 的 な 産
物 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
多 型
　 多 型 は 血 液 型 の 同 定 に よ っ て １ ９ ０ １ 以 来 知 ら れ て い る 。 １ ９ ５ ０ 年 代 に 、 こ れ ら は 大
集 団 の 遺 伝 的 研 究 を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル で 同 定 さ れ た 。 １ ９ ８ ０ 年 代 お よ び １
９ ９ ０ 年 代 に 、 多 く の 既 知 の タ ン パ ク 質 多 型 が 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 子 座 と 相 関 さ れ た 。
例 え ば 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｅ ４ 型 の 対 立 遺 伝 子 の 遺 伝 子 用 量 （ gene dose） が 、 遅 発 型
フ ァ ミ リ ー の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の リ ス ク と 相 関 さ れ （ 例 え ば 、 Corder et al.(1993)Scien
ce 261: 921-923参 照 ） ； 血 液 凝 第 Ｖ 因 子 の 突 然 変 異 が 活 性 化 タ ン パ ク 質 Ｃ に 対 す る 抵 抗
性 と 連 関 さ れ (例 え ば 、 Bertina et al. (1994)Nature 369:64-67参 照 )； Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染
に 対 す る 抵 抗 性 が Ｃ Ｃ Ｒ － ５ ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー 遺 伝 子 の 突 然 変 異 体 対 立 遺 伝 子 を 有 す
る 白 人 個 体 で 示 さ れ （ 例 え ば 、 Samson et al. (1996)Nature 382:772-725参 照 ） ； そ し て
抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ） の 高 頻 度 突 然 変 異 性 ト ラ ク ト が Ashkenzi
ユ ダ ヤ 人 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 個 体 の 家 族 性 結 腸 直 腸 癌 で 同 定 さ れ た （ 例 え ば 、 Laken et a
l. (1997)Nature Genet. 17:79-83参 照 ） 。 ヒ ト ゲ ノ ム の ３ 百 万 よ り 多 い 多 型 部 位 が 存 在
し 得 る 。 多 く は 同 定 さ れ た が 、 な お 特 徴 を 把 握 さ れ 、 ま た は マ ッ ピ ン グ さ れ 、 ま た は マ ー
カ ー と 連 関 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ）
　 ゲ ノ ミ ク ス の 焦 点 の 多 く は 、 Ｓ Ｎ Ｐ の 同 定 に あ り 、 そ れ は 種 々 の 理 由 の た め に 重 要 で あ
る 。 そ れ ら は 、 間 接 的 テ ス ト （ ハ プ ロ タ イ プ の 連 関 ） お よ び 直 接 的 テ ス ト （ 機 能 変 異 体 ）
を も た ら す 。 こ れ ら は 、 最 も 豊 富 な 、 そ し て 安 定 な 遺 伝 的 マ ー カ ー で あ る 。 共 通 の 疾 患 は
、 共 通 す る 遺 伝 的 な 変 化 に よ っ て と く に う ま く 説 明 さ れ 、 そ し て ヒ ト 集 団 の 天 然 の 変 異 は
、 疾 患 、 治 療 お よ び 環 境 的 相 互 作 用 の 理 解 の 助 け と な る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 現 在 、 Ｄ Ｎ Ａ の Ｓ Ｎ Ｐ を 同 定 す る た め の 唯 一 の 利 用 可 能 な 方 法 は 、 配 列 決 定 に よ る も の
で あ り 、 こ れ は 高 価 で 、 困 難 で 、 そ し て 労 働 力 消 費 性 で あ る 。 さ ら に 、 ひ と た び Ｓ Ｎ Ｐ が
発 見 さ れ る と 、 そ れ が 真 の 多 型 な の か 配 列 決 定 の エ ラ ー な の か 決 定 す る た め に 確 認 し な け
れ ば な ら な い 。 ま た 、 次 い で 、 発 見 さ れ た Ｓ Ｎ Ｐ は 特 定 の 表 現 型 と 連 関 さ れ る か ど う か 、
評 価 さ れ な け れ ば な ら な い 。 し た が っ て 、 疾 患 に つ い て の ゲ ノ ム 基 礎 を 、 お よ び そ の マ ー
カ ー を 同 定 す る た め の 新 規 パ ラ ダ イ ム を 開 発 す る 必 要 が あ る 。 し た が っ て 、 疾 患 の ゲ ノ ム
基 礎 お よ び そ の マ ー カ ー を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と が こ こ で の 目 的 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
要 約
　 デ ー タ ベ ー ス お よ び デ ー タ ベ ー ス を 使 用 す る 方 法 を 、 こ こ で 提 供 す る 。 こ の デ ー タ ベ ー
ス は 、 健 康 で あ る と い う 基 礎 の み に 基 づ き 選 択 さ れ た 集 団 の 対 象 と 連 関 す る パ ラ メ ー タ の
セ ッ ト を 含 む （ す な わ ち 、 対 象 が 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 ヒ ト で あ る 場 合 、 彼 ら は 外 観 上 の 健
康 お よ び 検 出 可 能 な 感 染 症 が な い こ と に 基 づ い て 選 択 さ れ る ） 。 こ の デ ー タ ベ ー ス は 、 １
ま た は ２ 以 上 の 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に 基 づ い て 分 類 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 デ ー タ ベ ー ス は 、 好 ま し く は リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス （ relational database） で
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あ り 、 そ れ は そ れ ぞ れ の 対 象 を 表 す イ ン デ ッ ク ス が 、 パ ラ メ ー タ （ そ れ ら は デ ー タ 、 例 え
ば 、 年 齢 、 人 種 、 性 別 、 病 歴 等 、 そ し て 究 極 的 に は 遺 伝 子 型 情 報 で あ り 、 デ ー タ ベ ー ス に
入 力 さ れ 、 そ し て 蓄 積 さ れ た ） を 関 連 づ け る の に 役 立 つ 。 次 い で 、 こ の デ ー タ ベ ー ス は 、
こ れ ら の パ ラ メ ー タ に し た が っ て 分 類 す る こ と が で き る 。 最 初 に 、 そ の パ ラ メ ー タ 情 報 は
そ れ ぞ れ の 対 象 （ そ こ か ら 体 組 織 ま た は 体 液 サ ン プ ル を 取 得 す る ） に よ っ て 回 答 さ れ る 質
問 票 か ら 取 得 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル に つ い て さ ら な る 情 報 を 取 得 す る よ う に 、 こ の
情 報 を デ ー タ ベ ー ス に 入 力 す る こ と が で き 、 そ し て 分 類 パ ラ メ ー タ と し て 役 立 て る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 健 康 体 個 体 か ら 取 得 し た デ ー タ ベ ー ス は 、 多 く の 使 用 （ 例 え ば 、 既 知 の 多 型 を 表 現 型 ま
た は 疾 患 と 相 関 さ せ る こ と ） を 有 す る 。 こ の デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て 、 有 害 で あ る 、 有 益
で あ る 、 そ し て 疾 患 と 相 関 の あ る 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ こ で の 目 的 の た め に 、 遺 伝 子 型 情 報 を 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て 取 得 す る
こ と が で き る が 、 好 ま し く は 質 量 分 析 法 を 使 用 し て 取 得 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 対 象 お よ び 遺 伝 子 型 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 、 年 齢 、 人 種 、 種 族 お よ び 性 の 既 存
の デ ー タ ベ ー ス の 新 規 の 使 用 を 、 ま た こ こ で 提 供 す る 。 任 意 の デ ー タ ベ ー ス を 、 こ こ で の
方 法 に し た が っ て 分 類 す る こ と が で き 、 そ し て 任 意 の 分 類 パ ラ メ ー タ と 統 計 的 に 有 意 な 相
関 を 示 す 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス お よ
び ラ ン ダ ム に 選 択 し た デ ー タ ベ ー ス が 、 こ れ ら の 方 法 で よ り よ く 機 能 す る こ と が 注 目 さ れ
、 な ぜ な ら 、 疾 患 に 基 づ く デ ー タ ベ ー ス は 多 く の 限 界 （ そ れ ら は 比 較 的 大 き さ が 小 さ い 点
、 選 択 さ れ た 疾 患 集 団 の 均 質 性 、 お よ び デ ー タ ベ ー ス の 選 択 の た め の マ ー カ ー と 連 関 す る
多 型 の マ ス キ ン グ 効 果 を 含 む ） を こ う む っ て い る か ら で あ る 。 ゆ え に 、 こ こ で 提 供 す る 健
康 体 の デ ー タ ベ ー ス は 、 こ れ ま で 認 識 さ れ 、 ま た は 開 拓 さ れ て い な い 有 利 な 効 果 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し か し 、 こ こ で 提 供 す る 方 法 は 、 多 型 の 発 見 お よ び 相 関 の た め の 分 類 を 有 す る （ ま た は
有 し な い ） 、 疾 患 に 基 づ く デ ー タ ベ ー ス を 含 む 、 選 択 さ れ た デ ー タ ベ ー ス と と も に 使 用 す
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス は 、 多 型 の 発 見 の た め に 典 型 的 に
利 用 さ れ る 選 択 さ れ て い な い デ ー タ ベ ー ス よ り も よ り 大 き い 遺 伝 的 多 様 性 を 表 し 、 し た が
っ て 、 こ れ に よ り 、 効 率 的 に 多 型 を 発 見 し 、 そ し て 相 関 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス は 、 同 定 さ れ た 多 型 を 取 得 す る た め に 使 用 し 、 そ し て デ ー
タ を 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に し た が っ て 分 類 す る と き に 、 そ れ が 頻 度 に つ い て 変 化 す る か
確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら の 方 法 の あ る 使 用 は 、 既 知 の 遺 伝 的 マ ー カ ー の 出 現 に 従 う こ と に よ っ て 、 特 定 の
パ ラ メ ー タ と 選 択 さ れ た マ ー カ ー を 相 関 さ せ る こ と で あ り 、 そ れ か ら こ の 相 関 を 作 成 し た
ら 、 疾 患 と の 相 関 を 決 定 し 、 ま た は 同 定 す る 。 こ の 使 用 の 例 は 、 ｐ ５ ３ お よ び リ ポ タ ン パ
ク 質 リ パ ー ゼ 多 型 で あ る 。 こ こ で 例 示 の よ う に 、 既 知 の マ ー カ ー は 、 あ る 種 の 群 、 例 え ば
、 特 定 の 人 種 ま た は 種 族 ま た は あ る 性 別 と 特 定 の 相 関 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 次 い で 、
そ の よ う な 相 関 に よ っ て 、 よ り よ い 診 断 テ ス ト お よ び 処 置 養 生 法 の 開 発 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 遺 伝 的 マ ー カ ー の 同 定 の た め に 有 益 で あ り 、 そ れ ら
の 頻 度 は 、 年 齢 、 人 種 群 、 性 別 ま た は あ る 他 の 基 準 の 関 数 （ function） と し て 集 団 内 で 変
化 す る 。 こ れ は 、 以 前 未 知 で あ る 多 型 、 そ し て 究 極 的 に は 、 疾 患 の 開 始 （ onset） お よ び
進 行 に 関 係 す る 遺 伝 子 ま た は 経 路 の 同 定 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス お よ び 方 法 に よ っ て 、 と り わ け 、 そ の 遺 伝 子 基 盤 に よ っ て
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疾 患 プ ロ セ ス の コ ン ポ ー ネ ン ト 、 特 に キ ー コ ン ポ ー ネ ン ト の 同 定 が 可 能 と な り 、 そ し て ま
た プ ロ セ ス 、 例 え ば 個 体 の 薬 物 応 答 の 理 解 が 可 能 と な る 。 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス お
よ び 方 法 は 、 ま た 病 理 学 的 経 路 の 解 明 に 関 係 す る 方 法 で 、 新 規 診 断 ア ッ セ イ の 開 発 で 、 新
規 の 可 能 性 の あ る 薬 物 標 的 の 同 定 、 お よ び 新 規 薬 物 候 補 の 同 定 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の 方 法 お よ び デ ー タ ベ ー ス は 、 イ ン シ リ コ （ in cilico） Ｓ Ｎ Ｐ 同 定 、 イ ン ビ ト ロ Ｓ
Ｎ Ｐ 同 定 ／ 明 確 化 、 大 集 団 の 遺 伝 的 プ ロ フ ァ イ ル 、 お よ び 生 物 統 計 的 分 析 お よ び 解 釈 を 含
む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 実 験 的 処 理 と と も に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス お よ び デ ー タ ベ ー ス の 対 象 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 お よ
び 好 ま し く は す べ て の 対 象 ま た は デ ー タ ベ ー ス 中 の 複 数 の 対 象 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ ル を
含 む 組 み 合 わ せ を 、 ま た こ こ で 提 供 す る 。 組 織 お よ び 体 液 サ ン プ ル の 収 集 物 を ま た 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 年 齢 と 相 関 し 、 多 型 の 同 定 を 含 み 、 そ し て 健 康 体 集 団 の 年 齢 の 増 加 に つ い て 多 型 の 頻 度
を 決 定 す る 、 遺 伝 的 マ ー カ ー を 決 定 す る た め の 方 法 を 、 ま た こ こ で 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 遺 伝 的 マ ー カ ー が 病 的 状 態 （ morbidity） に 対 す る 感 受 性 、 早 期 死 亡 （ early mortality
） 、 ま た は 病 的 状 態 お よ び 早 期 死 亡 と 相 関 す る か 否 か を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 多
型 を 同 定 し 、 そ し て 健 康 体 集 団 で 年 齢 の 増 加 に と も な う 多 型 の 頻 度 を 決 定 す る こ と を 含 む
方 法 を 、 ま た こ こ で 提 供 す る 。
　 こ こ で 記 載 の 任 意 の 方 法 を 、 マ ル チ プ レ ッ ク ス フ ォ ー マ ッ ト で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 遺 伝 的 情 報 を 正 確 に 同 定 す る た め の 装 置 お よ び プ ロ セ ス を 、 ま た こ こ で 提 供 す る 。 遺 伝
的 デ ー タ か ら 高 度 に 自 動 化 さ れ た 態 様 で 遺 伝 的 情 報 を 抽 出 す る こ と が 、 こ こ で の さ ら な る
目 的 で あ る 。 し た が っ て 、 既 知 の 通 常 の シ ス テ ム の 欠 点 を 克 服 す る た め に 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル を 同 定 す る た め の 方 法 お よ び 装 置 を 提 案 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 簡 単 に は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る た め の 方 法 お よ び シ ス テ ム は 、 生 物 学 的 サ ン プ
ル の コ ン ポ ジ シ ョ ン を 示 す デ ー タ セ ッ ト を 作 成 す る 。 特 定 の 例 で は 、 そ の デ ー タ セ ッ ト は
、 質 量 分 析 計 か ら 受 け と ら れ る Ｄ Ｎ Ａ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー デ ー タ で あ る 。 こ の デ ー タ セ ッ
ト は 、 ノ イ ズ が 除 去 さ れ 、 そ し て ベ ー ス ラ イ ン が 削 除 さ れ て い る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル の あ
り 得 る コ ン ポ ジ シ ョ ン が 既 知 で あ り 得 る か ら 、 予 測 ピ ー ク エ リ ア （ area） を 決 定 し 得 る 。
予 測 ピ ー ク エ リ ア を 使 用 し 、 残 留 ベ ー ス ラ イ ン を 作 成 し 、 デ ー タ セ ッ ト を さ ら に 補 正 す る
。 次 い で 、 有 り 得 る ピ ー ク （ probable peak） が 補 正 さ れ た デ ー タ セ ッ ト で は 同 定 可 能 で
あ り 、 そ れ を 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の コ ン ポ ジ シ ョ ン を 同 定 す る た め に 使 用 す る 。 開 示 の 例
で は 、 統 計 的 方 法 を 使 用 し て 、 有 り 得 る ピ ー ク が 実 際 の ピ ー ク で あ る 、 ま た は 実 際 の ピ ー
ク で は な い 、 ま た は そ の デ ー タ が あ ま り に 決 定 的 で な い た め 利 用 （ call） で き な い 、 確 率
を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る た め の 方 法 お よ び シ ス テ ム は 、 コ ン ポ ジ シ ョ ン コ ー ル （ co
mposition call(s)） を 高 度 に 自 動 化 さ れ た 態 様 で 正 確 に 作 成 す る こ と が 、 有 利 で あ る 。
そ の よ う な 態 様 で は 、 例 え ば 、 完 全 な Ｓ Ｎ Ｐ プ ロ フ ァ イ ル 情 報 が 効 率 的 に 収 集 さ れ 得 る 。
収 集 さ れ た デ ー タ が 高 度 に 正 確 な 結 果 で 分 析 さ れ る こ と が よ り 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 特 定
の コ ン ポ ジ シ ョ ン が コ ー ル さ れ る と き 、 結 果 は 高 い 信 頼 性 で 信 頼 し 得 る 。 そ の よ う な 信 頼
性 を 、 使 用 の 確 固 た る （ robust） コ ン ピ ュ ー タ ー 的 プ ロ セ ス に よ っ て 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
図 面 の 説 明
　 図 １ は 、 例 示 的 な サ ン プ ル バ ン ク を 示 す 。 パ ネ ル １ は 、 性 別 お よ び 人 種 の 関 数 と し て の
サ ン プ ル を 示 す 。 パ ネ ル ２ は 、 年 齢 の 関 数 と し て 白 人 を 示 す 。 パ ネ ル ３ は 、 年 齢 の 関 数 と
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し て ヒ ス パ ニ ッ ク を 示 す 。
　 図 ２ Ａ お よ び ２ Ｃ は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の ２ ９ １ Ｓ 対 立 遺 伝 子 の 年 齢 お よ
び 性 別 分 布 を 示 し 、 全 部 で ４ ３ ６ 人 の 男 性 お よ び ５ ８ ９ 人 の 女 性 を 調 査 し た 。 図 ２ Ｂ は 、
４ ３ ６ 人 の 男 性 に つ い て 年 齢 の 分 布 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 ３ は 、 集 団 に 基 づ く サ ン プ ル バ ン キ ン グ の た め の 例 示 的 な 質 問 票 で あ る 。
　 図 ４ は 、 血 液 サ ン プ ル コ ン ポ ー ネ ン ト の プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び ト ラ ッ キ ン グ を 示 す 。
　 図 ５ は 、 「 病 気 」 対 立 遺 伝 子 お よ び 「 健 康 体 」 対 立 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 年 齢 の 関
数 と し て 示 す 。 健 康 体 対 立 遺 伝 子 の 相 対 的 頻 度 が 年 齢 の 増 加 と と も に 集 団 中 で 増 加 す る こ
と が 注 目 さ れ る 。
　 図 ６ は 、 Ａ ｐ ｏ Ｅ 遺 伝 子 型 の 年 齢 依 存 性 分 布 を 示 す （ Schaechter et al. (1994)Nature
 Genetics 6:29-32参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ７ Ａ － Ｄ は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 白 人 集 団 中 の ｐ ５ ３ （ 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー ） コ ド ン ７ ２
の 年 齢 依 存 性 お よ び 遺 伝 子 型 頻 度 を 示 す 。 ＊ Ｒ ７ ２ お よ び ＊ Ｐ ７ ２ は デ ー タ ベ ー ス 集 団 中
の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 表 す 。 Ｒ ７ ２ 、 Ｒ ７ ２ Ｐ 、 お よ び Ｐ ７ ２ は 集 団 中 の 個 体 の 遺 伝 子 型
を 表 す 。 ホ モ 接 合 性 Ｐ ７ ２ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 は 、 年 齢 と と も に ６ ． ７ ％ か ら ３ ． ７ ％ に 低
下 す る 。
　 図 ８ は 、 年 齢 の 関 数 と し て 、 ｐ ２ １ 　 Ｓ ３ １ Ｒ 対 立 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型
頻 度 を 示 す 。
　 図 ９ は 、 個 体 サ ン プ ル に 対 し て プ ー ル さ れ た Ｆ Ｖ Ｉ Ｉ 対 立 遺 伝 子 ３ ５ ３ Ｑ の 頻 度 を 示 す
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 １ ０ は 、 個 体 サ ン プ ル に 対 し て プ ー ル さ れ た 、 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ （ コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 輸
送 タ ン パ ク 質 ） 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 示 す 。
　 図 １ １ は 、 個 体 サ ン プ ル に 対 し て プ ー ル さ れ た 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン
ヒ ビ タ ー － １ （ Ｐ Ａ Ｉ － １ ） ５ Ｇ の 頻 度 を 示 す 。
　 図 １ ２ は 、 Ｐ Ａ Ｉ － １ 対 立 遺 伝 子 の サ ン プ ル の マ ス ス ペ ク ト ル お よ び 人 種 分 布 を 示 す 。
　 図 １ ３ は 、 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ ４ ０ ５ 対 立 遺 伝 子 の サ ン プ ル の マ ス ス ペ ク ト ル お よ び 人 種 分 布 を 示
す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 １ ４ は 、 第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 ３ ５ ３ 対 立 遺 伝 子 の サ ン プ ル の マ ス ス ペ ク ト ル お よ び 人 種 分 布
を 示 す 。
　 図 １ ５ は 、 プ ー ル さ れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 使 用 す る 、 Ｐ Ａ Ｉ － １ 、 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ お よ び 第 Ｖ
Ｉ Ｉ 因 子 の 人 種 分 布 を 示 す 。
　 図 １ ６ は 、 ｐ ５ ３ － Ｒ ｂ 経 路 お よ び そ の 経 路 の 種 々 の 因 子 の 間 の 関 連 を 示 す 。
　 図 １ ７ は 、 こ こ で 記 載 し た プ ロ セ ス お よ び デ ー タ ベ ー ス を 提 供 す る 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 構
築 性 の ブ ロ ッ ク ダ イ ヤ グ ラ ム で あ り 、 こ れ は 、 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス を 蓄 積 し 、 そ
し て 分 類 す る た め の 、 そ し て こ こ で 提 供 す る 方 法 を 実 行 す る 、 典 型 的 な コ ン ピ ュ ー タ ー シ
ス テ ム を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 １ ８ は 、 多 型 遺 伝 的 マ ー カ ー を 同 定 す る た め の デ ー タ ベ ー ス へ の ア ク セ ス を 維 持 し 、
そ し て 提 供 す る た め の 、 図 １ ７ に 示 さ れ る コ ン ピ ュ ー タ ー を 使 用 し て 実 行 さ れ る 、 プ ロ セ
ッ シ ン グ ス テ ッ プ を 示 す フ ロ ー ダ イ ヤ グ ラ ム を 示 す 。
　 図 １ ９ は 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ 遺 伝 子 座 に つ い て 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 さ れ た 、 白 人 集
団 で の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 明 緑 色 の バ ー は 、 ４ ０
歳 よ り 若 齢 の 個 体 で の 頻 度 を 示 す 。 暗 緑 色 の バ ー は 、 ６ ０ 歳 よ り 高 齢 の 個 体 で の 頻 度 を 示
す 。
　 図 ２ ０ は 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ 遺 伝 子 座 に つ い て 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 さ れ た 、 白 人 集
団 の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 明 緑 色 の バ ー は 、 ４ ０ 歳
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よ り 若 齢 の 個 体 の 頻 度 を 示 す 。 暗 緑 色 の バ ー は 、 ６ ０ 歳 よ り 高 齢 の 個 体 の 頻 度 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 ２ １ は 、 ｈ － ｍ ｓ ｒ － Ａ 遺 伝 子 座 に つ い て 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 さ れ た 白 人 集 団 の
、 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 明 緑 色 の バ ー は 、 ４ ０ 歳 よ
り 若 齢 の 個 体 で の 頻 度 を 示 す ； 暗 緑 色 の バ ー は 、 ６ ０ 歳 よ り 高 齢 の 個 体 で の 頻 度 を 示 す 。
　 図 ２ ２ Ａ － Ｄ は 、 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス の た め に 使 用 す る 、 サ ン プ ル デ ー タ 収 集 質 問 票
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 ２ ３ は 、 ア ッ セ イ フ ラ グ メ ン ト か ら の セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 遺 伝 子 型 決 定
を お こ な う と き に 、 図 ２ ４ の コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 に よ っ て 実 行 さ れ る プ ロ セ ッ シ ン グ
を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
　 図 ２ ４ は 、 本 発 明 に 従 う シ ス テ ム を 示 す ブ ロ ッ ク ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。
　 図 ２ ５ は 、 本 発 明 に 従 う 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
　 図 ２ ６ は 、 質 量 分 析 計 か ら の デ ー タ を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ２ ７ は 、 質 量 分 析 法 デ ー タ の ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 の ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ２ ８ は 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト ス テ ー ジ ０ ｈ ｉ デ ー タ を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ２ ９ は 、 ス テ ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ３ ０ は 、 ス テ ー ジ ノ イ ズ 標 準 偏 差 の 作 成 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ３ １ は 、 デ ー タ ス テ ー ジ の ス レ シ ョ ル ド （ threshold） の 適 用 を グ ラ フ に 表 し た も の
で あ る 。
　 図 ３ ２ は 、 希 薄 デ ー タ セ ッ ト を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ３ ３ は 、 シ グ ナ ル を シ フ ト さ せ る 式 で あ る 。
　 図 ３ ４ は 、 ノ イ ズ を 除 去 し 、 そ し て シ フ ト し た シ グ ナ ル の 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 を グ ラ
フ に 表 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 ３ ５ は 、 ノ イ ズ を 除 去 し 、 そ し て シ フ ト し た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ３ ６ は 、 ピ ー ク セ ク シ ョ ン の 除 去 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ３ ７ は 、 ピ ー ク フ リ ー シ グ ナ ル の 作 成 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ３ ８ は 、 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 を 作 成 す る 方 法 の ブ ロ ッ ク ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。
　 図 ３ ９ は 、 ベ ー ス ラ イ ン お よ び シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ４ ０ は 、 ベ ー ス ラ イ ン を 除 去 し た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ４ １ は 、 圧 縮 し た デ ー タ を 示 す 表 で あ る 。
　 図 ４ ２ は 、 デ ー タ を 圧 縮 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
　 図 ４ ３ は 、 マ ス シ フ テ ィ ン グ を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 図 ４ ４ は 、 ピ ー ク 幅 の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ４ ５ は 、 ピ ー ク の 除 去 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ４ ６ は 、 ピ ー ク を 除 去 し た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ４ ７ は 、 残 留 ベ ー ス ラ イ ン を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ４ ８ は 、 残 留 ベ ー ス ラ イ ン が 除 去 さ れ た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 ４ ９ は 、 ピ ー ク 高 の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ５ ０ は 、 各 ピ ー ク に つ い て 、 シ グ ナ ル － 対 － ノ イ ズ 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る
。
　 図 ５ １ は 、 各 ピ ー ク に つ い て 、 残 留 エ ラ ー の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ５ ２ は 、 ピ ー ク 確 率 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ５ ３ は 、 ピ ー ク 確 率 に 対 す る 対 立 遺 伝 子 比 率 の 適 用 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 図 ５ ４ は 、 ピ ー ク 確 率 の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
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　 図 ５ ５ は 、 遺 伝 子 型 の コ ー ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
　 図 ５ ６ は 、 遺 伝 子 型 を コ ー ル す る た め の 統 計 的 処 理 を 示 す フ ロ チ ャ ー ト で あ る 。
　 図 ５ ７ は 、 標 準 を 欠 く 遺 伝 子 型 決 定 を お こ な う と き 、 図 １ の コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 に
よ っ て 実 行 さ れ る プ ロ セ ッ シ ン グ を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 そ し て
　 図 ５ ８ は 、 標 準 を 欠 く 遺 伝 子 型 プ ロ セ ッ シ ン グ の た め の 、 ピ ー ク 確 率 に 対 す る 対 立 遺 伝
子 比 率 の 適 用 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
詳 細 な 説 明
　 特 記 し な い 限 り 、 こ こ で 使 用 す る す べ て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 本 発 明 の 属 す る
業 界 の 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 開 示 す べ て に お い て 、 こ こ で
引 用 さ れ る 、 す べ て の 特 許 、 出 願 、 公 開 さ れ た 出 願 お よ び 他 の 刊 行 物 お よ び Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ
ｋ お よ び 他 の デ ー タ ベ ー ス か ら の 配 列 は 、 引 用 に よ っ て そ の す べ て が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 生 体 高 分 子 は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 類 、 脂 質 お よ び 他 の 大
分 子 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 核 酸 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト
を 含 む 。 核 酸 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ミ ト コ ン ド リ ア 核 酸 、 ク ロ ロ プ ラ ス ト 核 酸 お よ び
別 の 遺 伝 的 物 質 を 有 す る 他 の オ ル ガ ネ ラ に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 病 的 状 態 （ 率 ） （ morbidity） は 、 状 態 、 例 え ば 、 疾 患 ま た は
障 害 で あ っ て 、 生 物 、 例 え ば 、 動 物 の 健 康 お よ び 幸 福 を 妥 協 す る 状 態 を 言 う 。 病 的 状 態 感
受 性 ま た は 病 的 状 態 連 関 性 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 に よ っ て 変 化 さ れ
る と き 、 特 異 的 な 疾 患 臨 床 的 表 現 型 の 発 現 を 促 進 す る （ facilitate） 遺 伝 子 で あ る 。 し た
が っ て 、 病 的 状 態 感 受 性 遺 伝 子 は 、 変 化 さ れ る と き 、 生 物 が 特 定 の 疾 患 を 発 生 さ せ る 、 尤
度 ま た は 一 般 的 な リ ス ク を 増 加 さ せ る ポ テ ン シ ャ ル を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 死 亡 （ 率 ） （ mortality） は 、 生 物 、 特 に 動 物 が 、 予 測 さ れ る
寿 命 全 部 を 生 存 し な い 統 計 的 尤 度 を 意 味 す る 。
　 ゆ え に 、 高 い 死 亡 （ 率 ） と 連 関 す る 、 特 徴 （ trait） ま た は マ ー カ ー 、 例 え ば 、 多 型 は
、 集 団 の よ り 若 齢 の セ グ メ ン ト よ り も よ り 高 齢 な も の で 、 よ り 低 い 頻 度 で 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 多 型 、 例 え ば 遺 伝 的 変 異 は 、 集 団 中 の ゲ ノ ム の 遺 伝 子 の 配 列 の
変 異 、 例 え ば 対 立 遺 伝 子 変 異 お よ び 発 生 し 、 ま た は 観 察 さ れ る 他 の 変 異 を 意 味 す る 。 し た
が っ て 、 多 型 は 、 集 団 中 の 、 ２ 種 ま た は よ り 多 い 遺 伝 的 に 決 定 さ れ る 別 の 配 列 ま た は 対 立
遺 伝 子 の 存 在 を 意 味 す る 。 こ れ ら の 相 違 は 、 ゲ ノ ム の コ ー ド お よ び 非 コ ー ド 部 分 に 存 在 す
る こ と が で き 、 そ し て 例 え ば 転 写 、 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 翻 訳 、 輸 送 、 タ ン パ ク 質 プ ロ セ ッ シ
ン グ 、 ト ラ フ ィ ッ キ ン グ 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 、 他 の 遺 伝 子 産 物 ま た は 生
物 学 的 経 路 の ま た は ポ ス ト 翻 訳 修 飾 の 産 物 お よ び 集 団 の メ ン バ ー 中 に 明 示 さ れ る 任 意 の 他
の 相 違 を 含 む 、 核 酸 配 列 、 遺 伝 子 発 現 で の 相 違 と し て 明 示 さ れ 、 ま た は 検 出 さ れ る こ と が
で き る 。 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） は 、 単 一 塩 基 変 化 、 例 え ば 、 塩 基 の 挿 入 、 欠 失
ま た は 変 化 の 結 果 と し て 生 じ る 多 型 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 多 型 マ ー カ ー ま た は 部 位 は 、 分 岐 が 存 在 す る 遺 伝 子 座 で あ る 。 そ の よ う な 部 位 は 、 一 塩
基 対 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） と 同 じ く ら い 小 さ く て よ い 。 多 型 マ ー カ ー は 、 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 多 型 、
種 々 の 数 の タ ン デ ム リ ピ ー ト （ Ｖ Ｎ Ｔ Ｒ の ） 、 過 剰 可 変 領 域 、 ミ ニ サ テ ラ イ ト 、 ジ ヌ ク レ
オ チ ド リ ピ ー ト 、 ト リ ヌ ク レ オ チ ド リ ピ ー ト 、 テ ト ラ ヌ ク レ オ チ ド リ ピ ー ト 、 お よ び 他 の
反 復 パ タ ー ン 、 単 純 配 列 リ ピ ー ト お よ び 挿 入 エ レ メ ン ト 、 例 え ば Ａ ｌ ｕ を 含 む が こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 多 型 形 態 は 、 ま た 遺 伝 子 に つ い て 異 な る メ ン デ ル 的 対 立 遺 伝 子 と し て 明 示
さ れ る 。 多 型 は 、 タ ン パ ク 質 の 相 違 、 タ ン パ ク 質 修 飾 、 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 修 飾 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ
Ｎ Ａ メ チ ル 化 、 遺 伝 子 発 現 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 複 製 を 変 化 さ せ る 調 節 フ ァ ク タ ー 、 お よ び ゲ ノ ム
核 酸 ま た は オ ル ガ ネ ラ 核 酸 の 任 意 の 他 の 明 示 ま た は 変 化 に よ っ て 観 察 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 健 康 体 集 団 は 、 疾 患 フ リ ー で あ る 、 動 物 、 バ ク テ リ ア 、 ウ イ ル
ス 、 寄 生 生 物 、 植 物 、 ユ ー バ ク テ リ ア 、 お よ び そ の 他 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 生 物
の 集 団 を 意 味 す る 。 疾 患 フ リ ー の 概 念 は 、 選 択 さ れ る 生 物 の 関 数 （ function） で あ る 。 例
え ば 、 哺 乳 動 物 に つ い て 、 そ れ は 、 任 意 の 疾 患 状 態 を 明 示 し な い 対 象 を 意 味 す る 。 実 際 上
、 ヒ ト の 場 合 に 、 健 康 体 対 象 は 、 一 般 集 団 で の 最 終 的 な 使 用 の た め に 、 血 液 を 献 血 す る 血
液 バ ン ク の 基 準 を 通 過 す る ヒ ト ド ナ ー と し て 定 義 さ れ る 。 こ れ ら の 基 準 は 以 下 の 通 り で あ
る ：
検 出 可 能 な ウ イ ル ス 性 、 バ ク テ リ ア 性 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 性 、 お よ び 寄 生 生 物 性 感 染 症 フ リ
ー で ； 貧 血 性 で な く ； そ れ か ら 質 問 票 に 関 連 す る 履 歴 （ history） に 基 づ い て さ ら に 選 択
さ れ る （ 図 ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 し た が っ て 、 健 康 体 集 団 は 、 血 液 バ ン ク 基 準 に し た が っ て 血 液 を 献 血 す る の に 十 分 健 康
で あ り 、 任 意 の 疾 患 状 態 に つ い て さ ら に 選 択 さ れ て い な い 、 偏 り の な い 集 団 を 表 す 。 典 型
的 に は 、 そ の よ う な 個 体 は 、 い ず れ の 明 示 も 有 し な い 。 植 物 に つ い て 、 例 え ば 、 そ れ は 植
物 に 連 関 す る 病 害 病 理 を 明 示 し な い 植 物 集 団 で あ る 。 バ ク テ リ ア に つ い て 、 そ れ は 環 境 ス
ト レ ス 、 例 え ば 選 択 物 質 、 熱 お よ び 他 の 病 原 な く 複 製 し て い る バ ク テ リ ア 集 団 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス （ ま た は 健 康 な 患 者 デ ー タ ベ ー ス ） は 、
任 意 の 特 定 の 疾 患 に つ い て 予 め 選 択 さ れ て い な い 対 象 の プ ロ フ ァ イ ル の デ ー タ ベ ー ス を 意
味 す る 。 ゆ え に 、 予 め 決 定 さ れ た 基 準 に し た が っ て 、 健 康 で あ る よ う に 、 デ ー タ ベ ー ス の
デ ー タ の ソ ー ス と し て 役 立 つ 対 象 が 選 択 さ れ る 。 特 定 の 疾 患 ま た は 他 の 形 質 （ characteri
stic） を 有 す る 対 象 に つ い て 予 め 選 択 さ れ た 、 他 の そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス と 異 な り 、 こ
こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス の た め の 対 象 は 、 そ の よ う に 選 択 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 対 象 が 疾 患 ま た は 他 の 状 態 を 明 示 し て い る な ら ば 、 発 見 さ れ 、 ま た は 特 徴 付 け ら
れ た 任 意 の 多 型 が 、 無 関 係 の 疾 患 ま た は 状 態 に 関 連 付 け ら れ る べ き で あ る 。 好 ま し い 実 施
態 様 で は 、 対 象 が ヒ ト で あ る 場 合 、 健 康 な 対 象 は 、 疾 患 症 候 を 明 示 せ ず 、 そ し て 基 準 、 例
え ば 血 液 ド ナ ー の た め に 血 液 バ ン ク に よ っ て セ ッ ト さ れ た も の に 適 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 し た が っ て 、 デ ー タ ベ ー ス の た め の 対 象 は 、 動 物 、 植 物 、 バ ク テ リ ア 、 ウ イ ル ス 、 寄 生
生 物 お よ び 核 酸 を 有 す る 任 意 の 他 の 生 物 ま た は 存 在 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 任 意
の 生 物 の 集 団 で あ る 。 好 ま し い 対 象 に は 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し い が 必 然 的 で は な く ヒ ト が 含
ま れ る 。 そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 集 団 の 多 様 性 を 捕 捉 し 、 こ う し て ま れ な 多 型 の 発 見
を す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 プ ロ フ ァ イ ル は 、 す べ て の 、 年 齢 、 性 別 、 人 種 、 疾 患 履 歴 、 家
族 履 歴 、 表 現 型 的 な 形 質 、 例 え ば 、 身 長 、 体 重 お よ び 他 の 表 れ る パ ラ メ ー タ を 必 須 で な く
含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 こ れ ら に 関 連 す る 情 報 を 意 味 す る 。 サ ン プ ル 収 集 情 報 フ
ォ ー ム は 、 図 ２ ２ に 示 さ れ 、 そ れ は プ ロ フ ァ イ ル の 意 図 を 例 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 疾 患 状 態 は 、 状 態 ま た は 異 常 ま た は 障 害 で あ っ て 、 遺 伝 さ れ 、
ま た は 環 境 ス ト レ ス 、 例 え ば 、 毒 物 、 細 菌 、 真 菌 お よ び ウ イ ル ス 性 感 染 か ら 生 じ 得 る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 非 選 択 的 対 象 の セ ッ ト は 、 共 通 の 疾 患 ま た は 他 の 形 質 を 有 す る
予 め 選 択 さ れ な い 対 象 を 意 味 す る 。 そ れ ら は 、 こ こ で 定 義 さ れ る よ う に 健 康 で あ る べ き で
あ る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 表 現 型 は 、 生 物 の 任 意 の 区 別 可 能 な 特 徴 を 含 む パ ラ メ ー タ の セ
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ッ ト を 意 味 す る 。 表 現 型 は 、 身 体 的 特 徴 で あ る こ と が で き 、 そ し て 例 え ば 、 対 象 が 動 物 で
あ る 場 合 、 精 神 的 特 徴 、 例 え ば 感 情 的 特 徴 で あ る こ と が で き る 。 幾 つ か の 表 現 型 は 、 質 問
票 に よ っ て 導 い た 観 察 に よ っ て （ 例 え ば 、 図 ３ お よ び ２ ２ 参 照 ） ま た は 先 行 す る 医 学 的 お
よ び 他 の 記 録 を 参 照 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ こ で の 目 的 の た め に 、 表
現 型 は 、 デ ー タ ベ ー ス が 分 類 （ sort） さ れ る こ と が で き る 周 辺 の パ ラ メ ー タ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 パ ラ メ ー タ は デ ー タ ベ ー ス を 分 類 す る た め の 基 礎 と し て 役 立 つ
任 意 の 入 力 デ ー タ で あ る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 表 現 型 特 徴 、 病 歴 、 家 族 履 歴 お よ び 対
象 か ら 引 き 出 さ れ 、 ま た は 対 象 に つ い て 観 察 さ れ る 任 意 の 他 の そ の よ う な 情 報 を 含 む 。 パ
ラ メ ー タ は 、 対 象 、 対 象 に よ っ て 経 験 さ れ る あ る 種 の 履 歴 ま た は 現 在 の 環 境 的 ま た は 社 会
的 影 響 、 ま た は 対 象 に 関 連 す る 者 に 及 ぼ す 状 態 ま た は 環 境 的 影 響 を 説 明 し 得 る 。 パ ラ メ ー
タ は 、 こ こ で 記 載 さ れ 、 そ し て 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の も の を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 ハ プ ロ タ イ プ は 、 単 一 の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に 位 置 す る ２ ま た は よ り 多 い
多 型 を 意 味 す る 。 ゆ え に 、 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ は 、 単 一 の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 上 の ２ ま た は そ れ よ り 多
い 多 型 の 同 定 を 意 味 す る 。 ハ プ ロ タ イ プ は 、 表 現 型 を 示 す こ と が で き る 。 幾 つ か の 障 害 に
つ い て は 、 単 一 の 多 型 は 、 特 徴 を 表 す た め に 十 分 で 有 り 得 る 。 そ の 他 の 場 合 に は 、 複 数 の
も の （ す な わ ち ハ プ ロ タ イ プ ） が 必 要 と さ れ 得 る 。 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ を 、 核 酸 を 単 離 し 、
そ し て 鎖 を 分 離 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 加 え て 、 酵 素 、 例 え ば 、 各 鎖 か ら 異
な る サ イ ズ の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る 、 あ る 種 の ヌ ク レ ア ー ゼ を 使 用 す る と き 、 鎖 分 離 は
ハ プ ロ タ イ ピ ン グ に 必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ こ で 使 用 す る 、 使 用 す る よ う に 、 マ ス ス ペ ク ト ル ま た は 質 量 分 析 法 的 分 析 の 参 照 を 有
す る パ タ ー ン は 、 形 質 分 布 お よ び シ グ ナ ル の 数 （ そ の よ う な ピ ー ク ま た は そ の デ ジ タ ル 表
示 ） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 マ ス ス ペ ク ト ル の コ ン テ ク ス ト お よ び そ の 分 析 に お け る シ グ ナ
ル は 、 特 定 の 質 量 を 有 す る 分 子 の 数 ま た は 相 対 数 で あ る 、 出 力 デ ー タ を 意 味 す る 。 シ グ ナ
ル は 、 「 ピ ー ク 」 お よ び そ の デ ジ タ ル 表 示 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 ア ダ プ タ ー は 、 Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ を 使 用 す る ハ プ ロ タ イ ピ ン グ を
引 用 し て 使 用 す る と き 、 所 望 の 多 型 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 意 味 す る 。 ア ダ
プ タ ー は 、 部 分 的 に 二 本 鎖 で あ る こ と が で き る 。 ア ダ プ タ ー が そ の 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る と き 、 ア ダ プ タ ー 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 標 的 核 酸 は 、 サ ン プ ル の 所 望 の 任 意 の 核 酸 を 意 味 す る 。 そ れ は
１ ま た は ２ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 標 準 を 欠 く 分 析 は 、 内 部 標 準 に 基 づ く 決 定 を 意 味 す る 。 例 え ば
、 多 型 の 頻 度 は 、 単 一 の マ ス ス ペ ク ト ル 内 の シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て こ こ に 決 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 増 幅 は 、 生 体 高 分 子 、 特 に 核 酸 の 量 を 増 加 さ せ る 手 段 を 意 味 す
る 。 選 択 さ れ る ５ ’ お よ び ３ ’ プ ラ イ マ ー に 基 づ き 、 増 幅 は 、 そ し て ま た 分 析 の 対 象 で あ
る ゲ ノ ム の 領 域 を 制 限 し 、 そ し て 定 義 す る よ う に 役 立 つ 。 増 幅 は 、 当 業 界 で 既 知 の 任 意 の
手 段 に よ っ て な さ れ る こ と が で き 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 等 の 使 用 を 含 む 。 多
型 の 頻 度 を 決 定 す る こ と が 要 求 さ れ る と き 、 増 幅 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ は 、 定 量 的 に さ れ な け れ
ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 切 断 は 、 生 体 高 分 子 の 非 特 異 的 お よ び 特 異 的 フ ラ グ メ ン ト 化 を
意 味 す る 。
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 マ ル チ プ レ ッ ク シ ン グ は 、 １ よ り 多 い 多 型 の 同 時 的 な 検 出 を 意
味 す る 。 マ ル チ プ レ ッ ク シ ン グ 反 応 を 実 施 す る た め の 方 法 は 、 質 量 分 析 法 と 組 み 合 せ て 、
実 際 的 に 既 知 で あ る （ 例 え ば 米 国 特 許 番 号 ６ ０ ４ ３ ０ ３ １ 、 ５ ５ ４ ７ ８ ３ ５ お よ び 国 際 Ｐ
Ｃ Ｔ 出 願 番 号 ９ ７ ／ ３ ７ ０ ４ １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 質 量 分 析 法 の 引 用 は 、 当 業 者 に 既 知 の 、 任 意 の 適 当 な 質 量 分 析
法 形 式 を 含 む 。 そ の よ う な 形 式 は 、 マ ト リ ッ ク ス 介 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 飛 行 時 間 型
（ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー （ Ｅ Ｓ ） 、 Ｉ Ｒ － Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ （ 例 え ば 公 開
さ れ た 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 ９ ９ ／ ５ ７ ３ １ ８ お よ び 米 国 特 許 番 号 ５ １ １ ８ ９ ３ ７ 参 照 ） 、
イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 （ Ｉ Ｃ Ｒ ） 、 フ ー リ エ 変 換 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む が
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 、 特 に Ｕ Ｖ お よ び Ｉ Ｒ が 好 ま し い 形 式 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 マ ス ス ペ ク ト ル は 、 質 量 分 析 法 に よ っ て グ ラ フ 的 に 、 ま た は 数
値 的 に コ ー ド 化 さ れ た 生 体 高 分 子 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 分 析 す る こ と か ら 取 得 さ れ た
デ ー タ を 表 し た も の を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 血 液 コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 血 液 か ら 分 離 さ れ る コ ン ポ ー ネ ン ト を
意 味 し 、 そ し て 赤 血 球 細 胞 お よ び 血 小 板 、 血 液 凝 固 因 子 、 血 漿 、 酵 素 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 細 胞 性 血 液 コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 血 液 の
コ ン ポ ー ネ ン ト 、 例 え ば 、 細 胞 で あ る 赤 血 球 細 胞 で あ る 。 血 液 タ ン パ ク 質 は 血 液 中 に 通 常
見 出 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 の 例 は 、 血 液 第 Ｖ Ｉ Ｉ お よ び 第 Ｖ Ｉ
Ｉ Ｉ 因 子 で あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 お よ び コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 血 漿 を 、 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 分 離 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 そ れ は 赤 色 細 胞 に ペ レ ッ ト 化 す る 力 で 血 液 を 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 調
製 す る こ と が で き 、 そ し て 赤 色 細 胞 お よ び バ フ ィ ー コ ー ト （ buffy coat） （ そ れ は 白 血 球
を 含 み 、 さ ら に そ れ は 血 漿 で あ る ） の 間 の 界 面 を 形 成 す る 。 例 え ば 、 典 型 的 な 血 小 板 濃 縮
物 は 少 な く と も １ ０ ％ の 血 漿 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 血 液 は 、 そ の コ ン ポ ー ネ ン ト （ 血 漿 、 血 小 板 お よ び 赤 血 球 細 胞 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い ） に 、 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 分 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 血 液 は
、 十 分 な 時 間 、 そ し て 十 分 な 加 速 度 で 遠 心 分 離 し 、 赤 血 球 細 胞 を 含 む ペ レ ッ ト を 形 成 す る
こ と が で き る 。 白 血 球 は 、 ペ レ ッ ト お よ び バ フ ィ ー コ ー ト 領 域 の 上 清 の 界 面 で 、 お も に 収
集 す る 。 血 漿 、 血 小 板 、 お よ び 他 の 血 液 コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 む 上 清 は 、 次 い で 除 去 さ れ 、
そ し て よ り 高 い 加 速 度 で 遠 心 分 離 さ れ 、 そ れ に よ っ て 血 小 板 ペ レ ッ ト が 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 ｐ ５ ３ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 評 価 し 、 そ し て 細 胞 成 長 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復
お よ び ア ポ ト ー シ ス を 制 御 す る 、 転 写 因 子 調 節 遺 伝 子 と し て 働 く 、 細 胞 周 期 コ ン ト ロ ー ル
タ ン パ ク 質 で あ る 。 ｐ ５ ３ 突 然 変 異 は 、 種 々 の 頻 度 を 有 す る す べ て の 異 な る 型 の 白 血 球 を
含 む 、 広 く 種 々 の 異 な る 癌 に 見 出 さ れ る 。 通 常 の ｐ ５ ３ 機 能 の 喪 失 は 、 ゲ ノ ム の 不 安 定 性
お よ び 宿 主 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル さ れ な い 成 長 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 ｐ ２ １ は 、 通 常 細 胞 の Ｇ １ 相 ア レ ス ト と 連 関 す る 、 サ イ ク リ ン
依 存 性 キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 発 現 ト リ ガ ー ア ポ ト ー シ ス ま た は プ ロ グ ラ ム さ れ た
細 胞 死 は 、 ま た Ｗ ｉ ｌ ｌ ｍ の 腫 瘍 、 小 児 性 腎 臓 癌 と 連 関 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 は 独 特 な 血 液 凝 固 カ ス ケ ー ド と 関 係 す る セ リ ン プ
ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 こ の 因 子 は 、 ト ロ ン ビ ン に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 そ し て 組 織 因 子 （ 第 Ｉ
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Ｉ Ｉ 因 子 ） と 、 第 Ｘ 因 子 の 第 Ｘ ａ 因 子 へ の プ ロ セ ッ シ ン グ に お い て 働 く 。 証 拠 は 、 遺 伝 子
の 多 型 と 、 心 筋 梗 塞 を 含 む 、 虚 血 性 心 臓 血 管 疾 患 の 高 リ ス ク を 生 じ 得 る 第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 活 性
の 増 加 の 間 の 連 関 を 支 持 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス は 、 デ ー タ の 裂 お よ び コ ラ ム を 含
む 、 例 え ば ２ 次 元 の 表 、 ま た は よ り 高 次 元 の マ ト リ ッ ク ス の よ う な 、 マ ト リ ッ ク ス を 表 す
形 態 で 情 報 を 蓄 積 す る 。 例 え ば 、 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス は 、
そ れ ぞ れ が パ ラ メ ー タ を 有 す る 別 々 の 表 を 有 す る 。 表 は 、 記 録 さ れ た 数 と 連 結 さ れ 、 そ れ
は ま た イ ン デ ッ ク ス と し て 作 用 す る 。 デ ー タ ベ ー ス は 、 表 の デ ー タ を 使 用 す る こ と に よ っ
て サ ー チ し 、 ま た は 分 類 す る こ と が で き 、 そ し て 任 意 の 適 当 な 蓄 積 媒 体 、 例 え ば フ ロ ッ ピ
ー (登 録 商 標 )デ ィ ス ク 、 Ｃ Ｄ ロ ム デ ィ ス ク 、 ハ ー ド ド ラ イ ブ ま た は 他 の 適 当 な 媒 体 に 蓄 積
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 バ ー コ ー ド は 、 任 意 の 望 ま れ る 大 き さ お よ び 形 状 の 、 所 望 に よ
り 読 み 取 り 可 能 な マ ー ク の 任 意 の ア レ イ を 意 味 し 、 そ れ ら は 、 必 ず し も 必 須 で は な い の だ
が 、 好 ま し く は 、 １ ま た は ２ 以 上 の コ ラ ム お よ び １ ま た は ２ 以 上 の 列 の 参 照 コ ン テ ク ス ト
ま た は フ レ ー ム に 編 成 さ れ る 。 こ こ で の 目 的 の た め に 、 バ ー コ ー ド は 、 必 ず し も 「 バ ー 」
で あ る 必 要 は な い が ド ッ ト 、 文 字 ま た は 任 意 の シ ン ボ ル （ 複 数 含 む ） を 含 み 得 る 、 任 意 の
シ ン ボ ロ ジ ー を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ こ で 使 用 す る よ う に 、 シ ン ボ ロ ジ ー は 、 サ ン プ ル に 連 結 さ れ る 、 識 別 子 （ identifier
） コ ー ド ま た は シ ン ボ ル 、 例 え ば 、 バ ー コ ー ド を 意 味 す る 。 イ ン デ ッ ク ス は 、 そ れ ぞ れ の
そ の よ う な シ ン ボ ロ ジ ー に 参 照 符 を 付 す る 。 シ ン ボ ロ ジ ー は 、 使 用 者 に よ っ て 知 ら れ 、 ま
た は 設 計 さ れ る 任 意 の コ ー ド で あ る 。 シ ン ボ ル は 、 デ ー タ ベ ー ス に 蓄 積 さ れ る 情 報 と 連 関
さ れ る 。 例 え ば 、 各 サ ン プ ル を 、 コ ー ド 化 さ れ た シ ン ボ ロ ジ ー で 独 特 に 同 定 す る こ と が で
き る 。 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 、 質 問 に 対 す る 回 答 お よ び 、 サ ン プ ル の 分 析 に よ り 取 得 さ れ る
次 の 遺 伝 型 お よ び 他 の 情 報 を デ ー タ ベ ー ス に 含 ま せ 、 そ し て シ ン ボ ロ ジ ー と 連 関 さ せ る 。
デ ー タ ベ ー ス を 、 任 意 の 適 当 な 記 録 媒 体 、 例 え ば 、 ハ ー ド ド ラ イ ブ 、 フ ロ ッ ピ ー (登 録 商
標 )デ ィ ス ク 、 テ ー プ 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｄ Ｖ Ｄ デ ィ ス ク お よ び 任 意 の 他 の 適 当 な 媒 体 に 蓄
積 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
デ ー タ ベ ー ス
　 ヒ ト の 遺 伝 子 型 決 定 は 、 現 在 は 、 疾 患 組 織 の サ ン プ ル を 提 供 す る 、 病 院 、 組 織 バ ン ク お
よ び リ サ ー チ 機 関 と の 共 同 に 依 存 し て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 疾 患 の 開 始 お よ び ／ ま た
は 進 行 を 、 多 型 ま た は 他 の 遺 伝 的 マ ー カ ー の 存 在 と 相 関 さ せ る こ と が で き る と い う 概 念 に
基 づ い て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 疾 患 が 特 異 的 な マ ー カ ー の 存 在 お よ び 特 異 的 な マ ー カ
ー の 不 存 在 と 相 関 し て い る べ き も の で あ る 、 と は 考 え な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 マ ー カ ー の 出 現 お よ び 消 失 の 同 定 お よ び ス コ ア ー 化 は 、 こ れ ら の マ ー カ ー が 健 康 体 対 象
の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で 測 定 さ れ 、 こ こ で 、 疾 患 の 開 始 が 多 型 の 存 在 の 変 化 を マ ス ク し な い
と き の み 、 可 能 で あ る こ と が こ こ で 示 さ れ る 。 疾 患 集 団 か ら の 情 報 の デ ー タ ベ ー ス は 、 サ
ン プ ル の 大 き さ が 小 さ い 点 、 選 択 の 偏 り 、 お よ び 不 均 質 性 を こ う む っ て い る 。 健 康 体 集 団
か ら こ こ で 提 供 し た デ ー タ ベ ー ス は 、 サ ン プ ル バ ン ド が 大 き い 点 、 簡 単 な 選 択 方 法 お よ び
不 均 質 性 を 希 釈 す る こ と に よ っ て こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 非 選 択 性 、 特 に 健 康 な 対 象 と 連 関 し た 、 パ ラ メ ー タ の 第 １ の デ ー タ ベ ー ス を こ こ で 提 供
す る 。 ま た 、 デ ー タ ベ ー ス と 、 各 対 象 か ら 取 得 さ れ る イ ン デ ッ ク ス 化 さ れ た サ ン プ ル の 組
み 合 わ せ も 提 供 す る 。 さ ら に 、 第 １ の デ ー タ ベ ー ス か ら 作 成 さ れ る デ ー タ ベ ー ス を 提 供 す
る 。 こ れ ら は 、 本 来 の パ ラ メ ー タ 情 報 に 加 え て 、 例 え ば 、 サ ン プ ル に 由 来 す る 、 ゲ ノ ム 配
列 情 報 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 遺 伝 子 型 情 報 を 含 む 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ こ で 健 康 体 デ ー タ ベ ー ス と 命 名 し た デ ー タ ベ ー ス は 、 特 定 の 疾 患 に つ い て 予 め 選 択 さ
れ た 対 象 か ら 取 得 さ れ な い た め 、 そ の よ う に 命 名 す る 。 ゆ え に 、 個 々 の メ ン バ ー は 疾 患 を
有 し て い る か も し れ な い が 、 個 体 の 収 集 は 特 定 の 疾 患 を 有 す る よ う に 選 択 さ れ て い る わ け
で は な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 パ ラ メ ー タ を 取 得 す る 対 象 は 、 好 ま し く は す べ て の 集 団 に わ た り 、 ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ
て い る 対 象 の セ ッ ト 、 ま た は 疾 患 フ リ ー ま た は 健 康 で あ る よ う に 予 め 選 択 さ れ る 、 対 象 の
セ ッ ト の い ず れ か を 含 む 。 結 果 と し て 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 任 意 の 予 め 選 択 さ れ た 表 現 型 、
遺 伝 子 型 、 疾 患 ま た は 他 の 形 質 を 表 す よ う に は 選 択 さ れ な い 。 典 型 的 に は 、 デ ー タ ベ ー ス
が 調 製 さ れ る 対 象 の 数 は 、 こ こ で 提 供 す る 方 法 に 使 用 す る と き に 、 統 計 的 に 有 意 な 結 果 が
得 ら れ る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 好 ま し く は 、 対 象 の 数 は 、 １ ０ ０ よ り 多 く 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ０ よ り 多 く 、 な お よ り
好 ま し く は 、 １ ０ ０ ０ よ り 多 い 。 正 確 な 数 は 、 デ ー タ ベ ー ス を 分 類 す る た め に 使 用 す る べ
き パ ラ メ ー タ （ 複 数 含 む ） の 頻 度 に 基 づ い て 経 験 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 集
団 は 、 少 な く と も ５ ０ 、 少 な く と も １ ０ ０ 、 少 な く と も ２ ０ ０ 、 少 な く と も ５ ０ ０ 、 少 な
く と も １ ０ ０ ０ 、 少 な く と も ５ ０ ０ ０ 、 ま た は 少 な く と も １ ０ ０ ０ ０ ま た は よ り 多 い 対 象
を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 対 象 の 収 集 物 を 同 定 し 、 各 対 象 に つ い て の 情 報 を 記 録 し 、 そ し て デ ー タ ベ ー ス と し て 各
対 象 と 連 関 さ せ る 。 各 対 象 と 連 関 し て い る 情 報 は 、 対 象 の 履 歴 的 形 質 に 関 連 す る 情 報 、 表
現 型 的 形 質 お よ び ま た 遺 伝 型 形 質 、 医 学 的 形 質 お よ び 任 意 の 他 の 特 徴 お よ び 決 定 す る こ と
の で き る 対 象 に つ い て の 形 質 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の 情 報 は 、 デ ー タ ベ ー ス
を 分 類 す る た め の 基 礎 と し て 役 立 つ 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 例 示 的 実 施 態 様 で は 、 対 象 は 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 ヒ ト で あ り 、 そ し て 情 報 は 、 １ ま た
は ２ 以 上 の パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 年 齢 、 性 別 、 病 歴 、 人 種 お よ び 任 意 の 他 の 要 因 と 関 連 す る
情 報 で あ る 。 そ の よ う な 情 報 は 、 動 物 が 例 え ば ヒ ト で あ る と き 、 質 問 票 に よ っ て 、 そ し て
個 体 に つ い て の 観 察 、 例 え ば 髪 の 色 、 目 の 色 、 お よ び 他 の 形 質 に よ っ て 取 得 す る こ と が で
き る 。 遺 伝 子 伝 型 情 報 は 、 対 象 か ら の 組 織 ま た は 他 の 体 お よ び 体 液 サ ン プ ル か ら 取 得 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 健 康 体 ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス は 、 血 液 サ ン プ ル の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 健 康 体 個 体 か ら の プ ロ
フ ァ イ ル お よ び 多 型 を 含 む こ と が で き 、 こ こ で ラ イ ブ ラ リ ー の 各 サ ン プ ル は 、 個 体 お よ び
分 離 血 液 ま た は 他 の 組 織 サ ン プ ル で あ る 。 デ ー タ ベ ー ス の 各 サ ン プ ル は 、 ド ナ ー の 性 別 、
年 齢 、 人 種 群 、 お よ び 病 歴 に つ い て プ ロ フ ァ イ ル 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 デ ー タ ベ ー ス は 、 最 初 に 対 象 の 健 康 体 集 団 を 同 定 し 、 そ し て 各 対 象 に つ い て デ ー タ ベ ー
ス の パ ラ メ ー タ を 分 類 す る よ う に 役 立 つ 情 報 を 取 得 す る こ と に よ っ て 作 成 す る 。 こ の 情 報
を 好 ま し く は 蓄 積 媒 体 、 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ー の メ モ リ ー に 入 力 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 デ ー タ ベ ー ス を 作 成 す る た め に 使 用 す る 集 団 の 各 対 象 に つ い て 取 得 さ れ た 情 報 を 、 コ ン
ピ ュ ー タ ー メ モ リ ー ま た は 他 の 適 当 な 蓄 積 媒 体 に 蓄 積 す る 。 こ の 情 報 を 各 対 象 と 連 関 さ れ
た 識 別 子 （ identifier） と 連 結 さ せ る 。 ゆ え に 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 対 象 を 、 例 え ば 、 バ ー
コ ー ド の 表 す デ ー タ ポ イ ン ト に よ っ て 同 定 し 、 そ れ か ら 個 体 に つ い て 、 す べ て の 情 報 、 例
え ば 、 質 問 票 か ら の 情 報 を デ ー タ ポ イ ン ト と 連 関 さ せ る 。 情 報 が 収 集 さ れ る よ う に 、 デ ー
タ ベ ー ス は 作 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 し た が っ て 、 例 え ば 、 プ ロ フ ァ イ ル 情 報 、 例 え ば 、 質 問 票 か ら 取 得 さ れ る 対 象 履 歴 を 、
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デ ー タ ベ ー ス に 収 集 す る 。 得 ら れ た デ ー タ ベ ー ス は 、 標 準 的 ソ フ ト ウ ェ ア ー を 使 用 し 、 例
え ば 、 年 齢 、 性 別 お よ び ／ ま た は 人 種 に よ っ て 、 望 ま れ る よ う に 分 類 す る こ と が で き る 。
サ ン プ ル が 取 得 さ れ る べ き 対 象 の た め の 例 示 的 質 問 票 を 、 図 ２ ２ Ａ － Ｄ に 示 す 。 各 質 問 票
を 、 好 ま し く は バ ー コ ー ド 、 特 に デ ー タ ベ ー ス へ の 入 力 の た め 機 械 読 み 取 り 可 能 バ ー コ ー
ド に よ っ て 同 定 す る 。 対 象 が デ ー タ を 提 供 し 、 そ し て 健 康 で あ る と 思 わ れ る 後 （ す な わ ち
、 献 血 の た め の 基 準 に 適 合 す る ） 、 質 問 票 の デ ー タ を デ ー タ ベ ー ス に 入 力 し 、 そ し て バ ー
コ ー ド と 連 関 さ せ る 。 組 織 、 細 胞 ま た は 血 液 サ ン プ ル を 対 象 か ら 取 得 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 図 ４ は 、 血 液 サ ン プ ル コ ン ポ ー ネ ン ト の プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び 追 跡 （ tracking） を 例 示
す る 。 各 コ ン ポ ー ネ ン ト を バ ー コ ー ド で 追 跡 し 、 日 付 を 付 し 、 デ ー タ ベ ー ス に 入 力 し 、 そ
し て 対 象 お よ び 対 象 の プ ロ フ ァ イ ル と 連 関 さ せ る 。 典 型 的 に は 、 全 血 を 遠 心 分 離 し 、 血 漿
、 赤 血 球 細 胞 （ ペ レ ッ ト 性 で あ る ） お よ び 間 の 層 で あ る バ フ ィ ー コ ー ト に 見 出 さ れ る 白 血
球 を 生 成 す る 。 種 々 の サ ン プ ル を 取 得 し 、 そ し て バ ー コ ー ド で コ ー ド 化 し 、 そ し て 必 要 な
使 用 の た め に 蓄 積 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 サ ン プ ル を 対 象 か ら 収 集 す る 。 サ ン プ ル は 、 組 織 、 細 胞 、 お よ び 流 体 、 例 え ば 核 酸 、 血
液 、 血 漿 、 羊 水 、 滑 膜 液 、 尿 、 唾 液 、 水 性 体 液 、 汗 、 精 液 サ ン プ ル お よ び 脳 髄 液 を 含 む が
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 サ ン プ ル の 特 定 の セ ッ ト は 集 団 の 生 物 に 依 存 す る こ と が 理 解 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ひ と た び サ ン プ ル を 取 得 す る と 、 収 集 物 を 好 ま し い 実 施 態 様 で は 貯 蔵 す る こ と が で き 、
各 サ ン プ ル を 識 別 子 、 特 に 機 械 読 み 取 り 可 能 コ ー ド 、 例 え ば バ ー コ ー ド で イ ン デ ッ ク ス を
付 す る 。 分 析 の た め に 、 サ ン プ ル ま た は サ ン プ ル の コ ン ポ ー ネ ン ト 、 特 に 生 体 高 分 子 お よ
び 小 分 子 、 例 え ば 核 酸 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 お よ び メ タ ボ ラ イ ト を 単 離 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 サ ン プ ル の 分 析 後 、 こ の 情 報 を 蓄 積 媒 体 の メ モ リ ー に お い て デ ー タ ベ ー ス に 入 力 し 、 そ
し て 各 対 象 と 連 関 さ せ る 。 こ の 情 報 は 、 遺 伝 子 型 情 報 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特
に 、 多 型 を 示 す 核 酸 配 列 情 報 お よ び 他 の 情 報 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト の 質 量 、 ペ プ
チ ド フ ラ グ メ ン ト 配 列 ま た は 質 量 、 生 体 高 分 子 お よ び 小 分 子 の ス ペ ク ト ル お よ び 遺 伝 子 、
遺 伝 子 産 物 ま た は 集 団 内 の 多 型 の 存 在 が 推 論 さ れ る こ と が で き る 他 の マ ー カ ー の 構 造 ま た
は 機 能 の 他 の 印 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 例 示 的 実 施 態 様 で は 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 血 液 サ ン プ ル の 収 集 物 に 由 来 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 図 １ （ ま た 図 １ ０ 参 照 ） は 、 ５ ０ ０ ０ 個 体 サ ン プ ル を 超 え る 収 集 物 の 状 態 を 示
す 。 サ ン プ ル を 、 Ｓ Ｏ Ｐ （ 標 準 的 取 り 扱 い 処 理 ） ガ イ ド ラ イ ン に し た が っ て 実 験 室 で プ ロ
セ ッ シ ン グ し た 。 任 意 の 標 準 的 血 液 プ ロ セ ッ シ ン グ プ ロ ト コ ル を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ こ で 記 載 の 例 示 的 デ ー タ ベ ー ス の た め に 、 以 下 の 基 準 を 使 用 し て 対 象 を 選 択 し た ：
感 染 性 物 質 に つ い て は テ ス ト は し な い 。
年 齢 ： 少 な く と も １ ７ 歳
体 重 ： 最 小 で １ １ ０ ポ ン ド
永 久 に 不 適 格 ：
肝 炎 の 履 歴 （ １ １ 歳 よ り 後 ）
白 血 病 リ ン パ 腫
ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ
慢 性 腎 臓 疾 患
【 ０ ０ ９ ３ 】
一 時 的 不 適 格 ：
妊 娠 － 出 産 、 流 産 、 中 絶 後 ６ 週 ま で
大 き な 外 科 手 術 ま た は 点 滴 － １ 年 間
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単 球 増 加 症 － 完 全 な 回 復 ま で
全 血 献 血 の ま え － ８ 週 間
注 射 に よ る 抗 生 物 質 、 １ 週 間 ； 口 に よ り 、 ４ ８ 時 間 、
皮 膚 複 合 感 染 の た め の 抗 生 物 質 を 除 く ；
年 繰 り 延 べ
も し 除 去 さ れ な い な ら 、 内 部 癌 お よ び 皮 膚 癌 は 、 な お り 、 そ し て 再 発 は な い
　 こ れ ら は 献 血 に つ い て 血 液 バ ン ク 基 準 に 対 応 し 、 そ し て ヒ ト 健 康 体 デ ー タ ベ ー ス に つ い
て こ こ で 定 義 さ れ る よ う な 健 康 体 集 団 を 表 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
デ ー タ ベ ー ス の 構 造
　 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 適 当 な デ ー タ ベ ー ス 構 造 お よ び フ ォ ー マ ッ ト を 使 用 し 得 る 。 例 え
ば 、 リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス は 好 ま し い フ ォ ー マ ッ ト で あ り 、 そ こ で は デ ー タ が 各 対
象 を 同 定 す る イ ン デ ク サ ー （ indexer） に よ っ て 連 結 さ れ た パ ラ メ ー タ の マ ト リ ッ ク ス ま
た は 表 と し て 蓄 積 さ れ る 。 デ ー タ ベ ー ス を 分 類 す る こ と を 含 む 、 調 製 お よ び 操 作 の た め の
ソ フ ト ウ ェ ア ー を 、 商 業 的 に 利 用 可 能 で あ る ソ フ ト ウ ェ ア ー 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ ソ フ ト ア
ク セ ス か ら 容 易 に 開 発 し 、 ま た は 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
質 コ ン ト ロ ー ル
　 質 コ ン ト ロ ー ル 処 理 を 実 行 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル の 収 集 の 後 、 バ ン ク の
収 集 物 の 質 を 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 混 合 し た サ ン プ ル を 、 既 知 の マ ー カ ー 、 例
え ば 性 別 に つ い て の テ ス ト に よ っ て チ ェ ッ ク す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル の 人 種 に よ る 分
離 の 後 、 サ ン プ ル を 特 定 の 人 種 、 例 え ば 、 Ｈ Ｌ Ａ 　 Ｄ Ｑ Ａ １ 群 特 異 的 コ ン ポ ー ネ ン ト と 連
関 す る マ ー カ ー に つ い て ラ ン ダ ム に テ ス ト し 、 サ ン プ ル が 適 当 に 人 種 群 に よ っ て 分 類 さ れ
た か ど う か 評 価 す る 。 例 示 的 サ ン プ ル バ ン ク を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
デ ー タ ベ ー ス の た め の 遺 伝 子 型 デ ー タ お よ び 他 の パ ラ メ ー タ の 取 得
　 情 報 お よ び 履 歴 パ ラ メ ー タ の デ ー タ ベ ー ス へ の 入 力 の 後 、 各 対 象 か ら 取 得 さ れ る サ ン プ
ル か ら の 材 料 を 分 析 す る 。 分 析 す る 材 料 は 、 タ ン パ ク 質 、 メ タ ボ ラ イ ト 、 核 酸 、 脂 質 お よ
び 任 意 の 他 の 望 ま れ る 材 料 の 構 成 物 を 含 む 。 例 え ば 、 核 酸 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 配 列
決 定 に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 配 列 決 定 を 当 業 者 に 任 意 の 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 多 型 が
同 定 さ れ 、 ま た は 既 知 で あ り 、 そ し て デ ー タ ベ ー ス の 対 象 の そ の 頻 度 ま た は 存 在 を 評 価 す
る こ と が 望 ま れ る な ら 、 各 サ ン プ ル か ら の 所 望 の 領 域 を 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ ま た は 制 限 フ ラ
グ メ ン ト 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 当 業 者 に 既 知 の 他 の 適 当 な 方 法 に よ っ て 単 離 す
る こ と が で き 、 そ し て 配 列 決 定 す る 。 こ こ で の 目 的 の た め に 、 配 列 決 定 分 析 は 、 好 ま し く
は 質 量 分 析 法 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 ５ ５ ４ ７ ８ ３ ５ 、 ５ ６ ２ ２ ８ ２ ４ 、 ５ ８ ５ １ ７ ６ ５
、 お よ び ５ ９ ２ ８ ９ ０ ６ 参 照 ） を 使 用 し て 実 施 す る 。 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ っ て 、 ま た 配 列 決 定 す る こ と が で き （ 例 え ば 米 国 特 許 番 号 ５ ５ ０ ３ ９ ８ ０ 、 ５ ６ ３ １ １
３ ４ 、 ５ ７ ９ ５ ７ １ ４ 参 照 ） 、 こ れ ら は 質 量 分 析 法 に よ る 分 析 を 含 む （ 米 国 出 願 番 号 ０ ８
／ ４ １ ９ ９ ９ ４ お よ び ０ ９ ／ ３ ９ ５ ４ ０ ９ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 他 の 検 出 方 法 で は 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 同 定 す る 前 に 、 ま ず 増 幅 す る こ と が 必 要 で あ る
。 増 幅 は 、 当 業 界 で 既 知 の 方 法 に し た が っ て 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｌ Ｃ Ｒ に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ２ 種 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
に 曝 露 し 、 そ し て 望 ま れ る 量 の 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 す る の に 十 分 な 何 回 か の サ イ ク ル
の 増 幅 に 付 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー は 、 １ ５ ０ な い し ３ ５ ０ 塩 基 対 離 れ
て 位 置 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 別 の 増 幅 方 法 は 、 下 記 の も の を 含 む ：
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自 己 持 続 性 配 列 複 製 （ Guatelli, J. C. et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
87:1874-1878） 、 転 写 的 増 幅 系 （ Kwoh, D. Y. et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U
.S.A.86: 1173-1177） 、 Q-Beta Replicase（ Lizardi, P. M.et al., 1988, Bio/Technolo
gy 6:1197） 、 ま た は 任 意 の 他 の 核 酸 増 幅 方 法 、 次 い で 当 業 界 で 周 知 の 方 法 を 使 用 す る 増
幅 さ れ た 分 子 の 検 出 。 こ れ ら の 検 出 ス キ ー ム は 、 そ の よ う な 分 子 が 非 常 に 少 量 で 存 在 す る
な ら ば 、 核 酸 分 子 の 検 出 の た め に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 核 酸 は 、 ま た 検 出 方 法 お よ び プ ロ ト コ ル 、 特 に 質 量 分 析 法 に よ る も の に よ っ て 分 析 す る
こ と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 ５ ６ ０ ５ ７ ９ ８ 、 ６ ０ ４ ３ ０ ３ １ 、 共 係 属 し て い る
、 米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ７ ４ ４ ４ ８ １ 、 米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ９ ９ ０ ８ ５ １ 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願
番 号 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ３ １ ２ ７ ３ 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ ０ １ ９ 参 照 ） 。 こ れ ら の
方 法 は 、 自 動 化 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 共 係 属 し て い る 、 米 国 出 願 番 号 ０ ９ ／ ２ ８ ５
４ ８ １ お よ び 公 開 さ れ た 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ０ ０ ／ ０ ８ １ １ １ で あ っ て 自 動
化 さ れ た プ ロ セ ス ラ イ ン を 記 載 す る も の 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ こ で の 分 析 の 方 法 の 好 ま し い も の は 、 検 出 の た め 質 量 分 析 法 で の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ 塩
基 伸 長 （ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ ） 反 応 に 関 係 す る も の を 含 む （ こ こ で 記 載 さ れ 、 そ し て 他 に 、 例 え ば
、 米 国 特 許 番 号 ６ ０ ４ ３ ０ ３ １ 参 照 ； ま た 米 国 出 願 番 号 ０ ９ ／ ２ ８ ７ ６ ８ １ 、 ０ ９ ／ ２ ８
７ ６ ８ ２ 、 ０ ９ ／ ２ ８ ７ １ ４ １ お よ び ０ ９ ／ ２ ８ ７ ６ ７ ９ 、 共 係 属 し て い る 米 国 出 願 番 号
０ ８ ／ ７ ４ ４ ４ ８ １ 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ ０ １ ９ と し て 公 開 さ れ 、 そ し て
米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ７ ４ ４ ４ ８ １ 、 ０ ８ ／ ７ ４ ４ ５ ９ ０ 、 ０ ８ ／ ７ ４ ６ ０ ３ ６ 、 ０ ８ ／ ７
４ ６ ０ ５ ５ 、 ０ ８ ／ ７ ８ ６ ９ ８ ８ 、 ０ ８ ／ ７ ８ ７ ６ ３ ９ 、 ０ ８ ／ ９ ３ ３ ７ ９ ２ 、 ０ ８ ／ ７
４ ６ ０ ５ ５ 、 ０ ８ ／ ７ ８ ６ ９ ８ ８ お よ び ０ ８ ／ ７ ８ ７ ６ ３ ９ に 基 づ く 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番
号 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ７ ／ ２ ０ ４ ４ ４ 参 照 ； ま た 米 国 出 願 番 号 ０ ９ ／ ０ ７ ４ ９ ３ ６ 、 米 国 特 許
番 号 ６ ０ ２ ４ ９ ２ ５ 、 お よ び 米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ７ ４ ６ ０ ５ ５ お よ び ０ ８ ／ ７ ８ ６ ９ ８ ８
お よ び 公 開 さ れ た 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ ０ ２ ０ 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 分 析 を 実 施 す る た め の 好 ま し い フ ォ ー マ ッ ト は 、 固 体 支 持 体 、 例 え ば 、 シ リ コ ン ま た は
シ リ コ ン コ ー ト 基 質 に 生 体 高 分 子 が 連 結 さ れ て い る チ ッ プ に 基 づ く フ ォ ー マ ッ ト 、 好 ま し
く は ア レ イ の 形 態 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 分 析 を 、 質 量 分 析 法 、 特 に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ を 使 用
し て 実 施 す る と き 、 小 さ い ナ ノ リ ッ ト ル レ ベ ル の 体 積 の サ ン プ ル を 負 荷 し 、 こ う し て 得 ら
れ る ス ポ ッ ト は レ ー ザ ー ス ポ ッ ト の サ イ ズ く ら い 、 ま た は よ り 小 さ い 。 こ れ は 達 成 さ れ る
と き 、 質 量 分 析 分 析 か ら 得 ら れ る 結 果 は 定 量 的 で あ る こ と が 見 出 さ れ る 。 得 ら れ る 質 量 ス
ペ ク ト ル の シ グ ナ ル の 面 積 は 濃 度 に 比 例 的 で あ る （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に つ い て 標 準 化 さ れ
、 そ し て 補 正 さ れ る と き ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 そ の よ う な チ ッ プ を 調 製 し 、 そ し て 使 用 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 番 号 ６ ０ ２ ４ ９ ２ ５ 、 共
係 続 し て い る 、 米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ７ ８ ６ ９ ８ ８ 、 ０ ９ ／ ３ ６ ４ ７ ７ ４ 、 ０ ９ ／ ３ ７ １ １
５ ０ お よ び ０ ９ ／ ２ ９ ７ ５ ７ ５ に 記 載 さ れ ； ま た 米 国 出 願 番 号 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ７ ／ ２ ０ １
９ ５ で あ っ て Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ ０ ２ ０ と し て 公 開 さ れ て い る も の 参 照 。 こ れ ら の 分 析 を 実 施
す る た め の チ ッ プ お よ び キ ッ ト は 、 Ｓ Ｅ Ｑ Ｕ Ｅ Ｎ Ｏ Ｍ か ら 商 標 Ｍ ａ ｓ ｓ Ａ Ｒ Ｒ Ａ Ｙ で 商 業
的 に 入 手 可 能 で あ る 。 Ｍ ａ ｓ ｓ Ａ ｒ ｒ ａ ｙ は 、 結 果 を よ り 迅 速 に 送 達 す る た め に 、 ミ ニ チ
ュ ア 化 さ れ た ア レ イ お よ び Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ （ マ ト リ ッ ク ス 介 助 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化
－ 飛 行 時 間 型 ） 質 量 分 析 法 と 結 合 さ れ た 酵 素 的 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の 忠 実 性 に よ る 。 そ れ
は 、 タ グ の な い 遺 伝 的 変 異 体 と 連 関 し た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の サ イ ズ の 単 一 塩 基 変 化 を 正
確 に 区 別 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ こ で 提 供 す る 方 法 は 、 対 立 遺 伝 子 の 定 量 的 な 決 定 を 可 能 と す る 。 マ ス ス ペ ク ト ル の シ
グ ナ ル の 面 積 は 、 定 量 的 な 決 定 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 頻 度 は 、 す べ て の ス ペ ク
ト ル の 総 面 積 に 対 す る シ グ ナ ル の 比 率 （ ratio） か ら 決 定 さ れ 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に つ い
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て 補 正 さ れ る 。 こ れ は 前 記 出 願 に 記 載 さ れ た よ う な Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 技 法 に よ り 可 能 で あ り 、 引
用 に よ り こ こ に 含 ま せ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 核 酸 を 分 析 す る さ ら な る 方 法 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応
（ Ｌ Ｃ Ｒ ） 、 ミ ニ Ｐ Ｃ Ｒ 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 、 自 己 触 媒 的 方 法 、 例 え ば 、 Ｑ β レ プ
リ カ ー ゼ 、 Ｔ Ａ Ｓ 、 ３ Ｓ Ｒ 、 お よ び 当 業 者 に 既 知 で あ る 任 意 の 他 の 適 当 な 方 法 を 含 む 、 増
幅 に 基 づ く 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 多 型 の 分 析 お よ ぼ 同 定 お よ び 検 出 の た め の 他 の 方 法 は 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ロ ー ブ 、 サ
ザ ン 分 析 、 お よ び 他 の そ の よ う な 分 析 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 以 下 に 記 載 の 方 法 は 、 質 量 分 析 法 が フ ラ グ メ ン ト 混 合 物 を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ る と
き 、 所 望 の 増 幅 さ れ 、 ま た は 非 増 幅 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を フ ラ グ メ ン ト 化 し 、 そ れ に よ っ
て 質 量 シ グ ナ ル の セ ッ ト を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 増 幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 標 準 的
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｕ Ｓ ４ ６ ８ ３ １ ９ ５ お よ び ４ ６ ８ ３ ２ ０ ２ ） に よ っ て も た ら さ れ
る 。 フ ラ グ メ ン ト 化 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 を 切 断 す る 酵 素 お よ び Ｄ Ｎ Ａ を
ラ イ ゲ ー ト す る 酵 素 の 使 用 に 関 係 す る 。 切 断 酵 素 は グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 ニ ッ カ ー ゼ 、 お よ び
部 位 特 異 的 お よ び 部 位 非 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る こ と が で き 、 グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 ニ ッ カ
ー ゼ 、 お よ び 部 位 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
グ リ コ シ ラ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト 化 方 法
　 Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ は あ る 種 の タ イ プ の ヌ ク レ オ 塩 基 を 所 望 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト か
ら 特 異 的 に 除 去 す る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 そ れ に よ っ て 脱 塩 基 (abasic)部 位 を 生 成 す る 事 が
で き 、 そ れ ら は 、 脱 塩 基 部 位 で 特 異 的 に さ ら さ れ た フ ォ ス フ ェ ー ト 骨 格 を 切 断 し 、 そ し て
配 列 を 示 す ヌ ク レ オ 塩 基 特 異 的 フ ラ グ メ ン ト の セ ッ ト を 生 成 す る 、 さ ら な る 切 断 酵 素 に よ
っ て 、 ま た は ア ル カ リ 溶 液 お よ び ま た は 熱 の よ う な 化 学 的 手 段 に よ っ て 認 識 す る こ と が で
き る 。 Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ お よ び そ の 標 的 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の あ る 組 み 合 わ せ の 使
用 は 、 任 意 の 所 望 の 標 的 領 域 の 塩 基 特 異 的 シ グ ナ チ ュ ア パ タ ー ン を 生 成 す る た め に 十 分 で
あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 多 く の Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ が 既 知 で あ り 、 酵 素 の 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ
ド ア ナ ロ グ 標 的 に 対 応 し 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ は ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー
ゼ （ Ｕ Ｄ Ｇ ） 、 ３ － メ チ ル ア デ ニ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 ３ － メ チ ル ア デ ニ ン Ｄ Ｎ Ａ グ
リ コ シ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 、 ピ リ ミ ジ ン ヒ ド レ ー ト Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 Ｆ ａ Ｐ ｙ Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ
シ ラ ー ゼ 、 チ ミ ジ ン ミ ス マ ッ チ Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ
ー ゼ 、 ５ － ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ （ Ｈ ｍ Ｕ Ｄ Ｇ ） 、 ５ － ヒ ド ロ
キ シ メ チ ル シ ト シ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ 、 ま た は １ ， Ｎ ６ － エ テ ノ ア デ ニ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ
コ シ ラ ー ゼ で あ る こ と が で き る （ 例 え ば 米 国 特 許 番 号 ５ ５ ３ ６ ６ ４ ９ 、 ５ ８ ８ ８ ７ ９ ５ 、
５ ９ ５ ２ １ ７ ６ お よ び ６ ０ ９ ９ ５ ５ ３ 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ０ ３ ２ １ ０ 、 Ｗ Ｏ
９ ９ ／ ５ ４ ５ ０ １ 参 照 ； ま た Eftedal et al.(1993)Nucleic Acids Res 21:2095-2101, Bj
elland and Seeberg (1987)Nucleic Acids Res. 15:2787-2801, Saparbaev et al. (1995
)Nucleic Acids Res. 23:3750-3755, Bessho(1999)Nucleic Acids Res. 27:979-983参 照
） 。 好 ま し い グ リ コ シ ラ ー ゼ は ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ （ Ｕ Ｄ Ｇ ） で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 例 え ば ウ ラ シ ル は 、 通 常 の Ｄ Ｎ Ａ 前 駆 体 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、
お よ び ｄ Ｇ Ｔ Ｐ ） お よ び ｄ Ｕ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で 、 Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と に よ っ て 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ
分 子 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 増 幅 さ れ た 産 物 が Ｕ Ｄ Ｇ で 処 理 さ れ る と き 、 ウ ラ シ ル 残 基
が 切 断 さ れ る 。 Ｕ Ｄ Ｇ 反 応 か ら の 産 物 の 次 の 化 学 的 処 理 に よ っ て 、 フ ォ ス フ ェ ー ト 骨 格 の
切 断 お よ び ヌ ク レ オ 塩 基 特 異 的 フ ラ グ メ ン ト の 生 成 を 得 る 。 さ ら に 、 グ リ コ シ ラ ー ゼ 処 理
の 前 に 、 増 幅 産 物 の 相 補 鎖 の 分 離 に よ り 、 生 成 さ れ る べ き フ ラ グ メ ン ト 化 の 相 補 的 パ タ ー
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ン を 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 し た が っ て 、 ｄ Ｕ Ｔ Ｐ お よ び ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ の 使 用 に よ っ て 、 相 補 鎖 の
Ｔ 特 異 的 フ ラ グ メ ン ト の 生 成 が 可 能 と な り 、 し た が っ て こ れ は 、 所 望 の 配 列 内 の Ｔ お よ び
Ａ 位 置 の 情 報 を 提 供 す る 。 こ れ と 同 様 に 、 両 方 の （ 相 補 的 ） 鎖 （ す な わ ち Ｃ 特 異 的 グ リ コ
シ ラ ー ゼ ） の Ｃ 特 異 的 反 応 は 、 も し 両 方 の 増 幅 鎖 の フ ラ グ メ ン ト 化 パ タ ー ン が 別 個 に 分 析
さ れ る な ら ば 、 所 望 の 配 列 内 の Ｃ お よ び Ｇ 位 置 の 情 報 を も た ら す 。 し た が っ て 、 グ リ コ シ
ラ ー ゼ 法 お よ び 質 量 分 析 法 に よ っ て 、 Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ お よ び Ｔ 特 異 的 フ ラ グ メ ン ト 化 パ タ ー ン
の 全 シ リ ー ズ が 分 析 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
ニ ッ カ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト 化 法
　 Ｄ Ｎ Ａ ニ ッ カ ー ゼ 、 ま た は Ｄ Ｎ ア ー ゼ を 使 用 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 ら せ ん の １ の 鎖 を 認 識 し
、 そ し て 切 断 す る こ と が で き る 。 多 く の ニ ッ カ ー ゼ が 既 知 で あ る 。 こ れ ら の う ち に 、 例 え
ば 、 ニ ッ カ ー ゼ Ｎ Ｙ ２ Ａ ニ ッ カ ー ゼ お よ び Ｎ Ｙ Ｓ １ ニ ッ カ ー ゼ （ Megabase） が あ り 、 以 下
の 切 断 部 位 を 有 す る ；
Ｎ Ｙ ２ Ａ ： ５ ’ ・ ・ ・ Ｒ 　 Ａ Ｇ ・ ・ ・ ３ ’
３ ’ ・ ・ ・ Ｙ 　 Ｔ Ｃ ・ ・ ・ ５ ’ 、 こ こ で 、 Ｒ ＝ Ａ ま た は Ｇ お よ び Ｙ ＝ Ｃ ま た は Ｔ
Ｎ Ｙ Ｓ １ ： ５ ’ ・ ・ ・ Ｃ Ｃ 〔 Ａ ／ Ｇ ／ Ｔ 〕 ・ ・ ・ ３ ’
３ ’ ・ ・ ・ Ｇ Ｇ 〔 Ｔ ／ Ｃ ／ Ａ 〕 ・ ・ ・ ５ ’ 。
【 ０ １ １ ３ 】
Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト 化 法
　 Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ 法 は 、 ２ 種 の 酵 素 ： Ｆ ｅ ｎ － １ 酵 素 お よ び リ ガ ー ゼ に 関 係 す る 。 Ｆ ｅ ｎ
－ １ 酵 素 は “ フ ラ ッ プ ” エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 知 ら れ る 部 位 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ
る （ 米 国 特 許 ５ ８ ４ ３ ６ ６ ９ 、 ５ ８ ７ ４ ２ ８ ３ お よ び ６ ０ ９ ０ ６ ０ ６ ） 。 こ の 酵 素 は 、 標
的 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の オ バ ー ラ ッ プ に よ っ て 創
出 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ “ フ ラ ッ プ ” を 認 識 し 、 そ し て 切 断 す る 。 こ の 切 断 は 高 度 に 特 異 的 で あ り
、 そ し て 単 一 塩 基 対 突 然 変 異 を 認 識 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 所 望 の あ る Ｓ Ｎ Ｐ の 個 々
の ヘ テ ロ 接 合 性 か ら 単 一 ホ モ ロ グ の 検 出 、 そ れ か ら フ ラ グ メ ン ト 内 に 存 在 す る 他 の Ｓ Ｎ Ｐ
の そ の ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 型 決 定 を 可 能 と す る 。 Ｆ ｅ ｎ － １ 酵 素 は 、 Ｆ ｅ ｎ － １ 様 ヌ ク レ ア
ー ゼ 、 例 え ば ヒ ト 、 ハ ツ カ ネ ズ ミ 、 お よ び ツ メ ガ エ ル 属 Ｘ Ｐ Ｇ 酵 素 お よ び 酵 母 Ｒ Ａ Ｄ ２ ヌ
ク レ ア ー ゼ ま た は 例 え ば 、 M.jannaschii、 P. furiosus、 お よ び P. woeseiか ら の Ｆ ｅ ｎ －
１ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い 酵 素 に は 、 Ｆ ｅ ｎ － １ 酵 素 が 含 ま れ
る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 リ ガ ー ゼ 酵 素 は 、 ２ つ の 二 本 鎖 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 間 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す
る 。 リ ガ ー ゼ は 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ Ｉ ま た は Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ で あ る こ と が で き る （ 例
え ば 、 米 国 特 許 番 号 ５ ５ ０ ６ １ ３ ７ 、 ５ ７ ０ ０ ６ ７ ２ 、 ５ ８ ５ ８ ７ ０ ５ お よ び ５ ９ ７ ６ ８
０ ６ 参 照 ； ま た Waga. et al. (1994)J. Biol. Chem. 269: 10923-10934、 Li et al. (199
4) Nucleic Acids Res. 22:632-638、 Arrand et al.(1986) J. Biol. Chem. 261: 9079-9
082, Lehman (1974) Science 186: 790-797、 Higgins and Cozzarelli(1979)Methods Enz
ymol. 68:50-71、 Lasko et al. (1990)Mutation Res. 236:277-287、 お よ び Lindahl and 
Barnes (1992)Ann. Rev.Biochem. 61:251-281参 照 ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 熱 安 定 性 リ ガ ー ゼ （ Epicenter Technologies） は 、 こ こ で の 使 用 の た め の 好 ま し い リ ガ
ー ゼ に 含 ま れ 、 こ こ で “ 熱 安 定 性 ” は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ２ つ の 鎖 を 分 離 す る た め に 必 要 で あ る 温
度 へ の 曝 露 の 後 、 な お 活 性 を 保 持 し て い る リ ガ ー ゼ を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
タ イ プ Ｉ Ｉ Ｓ 酵 素 フ ラ グ メ ン ト 化 法
　 制 限 酵 素 は 、 特 定 の 認 識 配 列 内 、 ま た は そ れ に 隣 接 す る 特 異 的 部 位 で 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 特
異 的 に 結 合 し 、 そ し て 切 断 す る 。 こ れ ら の 酵 素 を 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る よ う に ２ 種 の 群
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に 分 類 す る （ 例 え ば タ イ プ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 、 お よ び Ｉ Ｉ Ｉ ） 。 タ イ プ Ｉ お よ び タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ 酵 素
の 特 性 の た め に 、 こ れ ら は 分 子 生 物 学 的 応 用 に 広 く 使 用 さ れ て い な い 。 し た が っ て 、 本 発
明 の た め に タ イ プ Ｉ Ｉ 制 限 酵 素 が 好 ま し い 。 当 業 界 で 既 知 で あ る 何 千 も の 制 限 酵 素 の う ち
、 １ ７ ９ 種 の 異 な る タ イ プ Ｉ Ｉ 特 異 性 が あ る 。 １ ７ ９ 種 の 独 特 の タ イ プ Ｉ Ｉ 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ の う ち 、 ３ １ 種 が ４ 塩 基 認 識 配 列 を 有 し 、 １ １ 種 が ５ 塩 基 認 識 配 列 を 有 し 、 １
２ ７ 種 が ６ 塩 基 認 識 配 列 を 有 し 、 そ し て １ ０ 種 が ６ 塩 基 よ り 大 き い 認 識 配 列 を 有 す る （ 米
国 特 許 ５ ６ ０ ４ ０ ９ ８ ） 。 カ テ ゴ リ ー タ イ プ Ｉ Ｉ の う ち 、 タ イ プ Ｉ Ｉ Ｓ が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 タ イ プ Ｉ Ｉ Ｓ 酵 素 は 、 Ａ ｌ ｗ 　 Ｘ Ｉ 、 Ｂ ｂ ｖ 　 Ｉ 、 Ｂ ｃ ｅ 　 ８ ３ 、 Ｂ ｐ ｍ 　 Ｉ 、 Ｂ ｓ ｇ
　 Ｉ 、 Ｂ ｓ ｍ 　 Ａ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｍ 　 Ｆ Ｉ 、 Ｂ ｓ ａ 　 Ｉ 、 Ｂ ｃ ｃ 　 Ｉ 、 Ｂ ｃ ｇ 　 Ｉ 、 Ｅ ａ ｒ 　 Ｉ
、 Ｅ ｃ ｏ 　 ５ ７ １ 、 Ｅ ｓ ｐ 　 ３ １ 、 Ｆ ａ ｕ 　 Ｉ 、 Ｆ ｏ ｋ 　 Ｉ 、 Ｇ ｓ ｕ 　 Ｉ 、 Ｈ ｇ ａ 　 Ｉ 、
Ｍ ｍ ｅ 　 Ｉ 、 Ｍ ｂ ｏ 　 Ｉ Ｉ 、 Ｓ ａ ｐ 　 Ｉ 、 等 で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い タ イ プ Ｉ Ｉ Ｓ
酵 素 は Ｆ ｏ ｋ 　 Ｉ で あ る 。
　 Ｆ ｏ ｋ 　 Ｉ 酵 素 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 例 示 的 な 周 知 の 、 タ イ プ Ｉ Ｉ Ｓ ク ラ ス の 特 徴 を
把 握 さ れ た メ ン バ ー で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 ５ ７ １ ４ ３ ３ ０ 、 ５ ６ ０ ４ ０ ９ ８ 、 ５ ４ ３
６ １ ５ ０ 、 ６ ０ ５ ４ ２ ７ ６ お よ び ５ ８ ７ １ ９ １ １ 参 照 ； ま た Szybalski et al. (1991)Gen
e 100:13-26、 Wilson and Murray(1991)Ann. Rev. Genet. 25:585-627、 Sugisaki et al.
(1981)Gene 16:73-78、 Podhajska and Szalski(1985) Gene 40:175-182参 照 。 Ｆ ｏ ｋ 　 Ｉ
は 配 列 ５ ’ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ － ３ ’ を 認 識 し 、 そ し て そ れ に よ り Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る 。 タ イ プ Ｉ Ｉ
Ｓ 制 限 部 位 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 を 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー に タ イ プ Ｉ Ｉ Ｓ 制 限 部
位 を 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 に 導 入 す る こ と が で き る 。 Ｆ ｏ ｋ 　 Ｉ で の 消 化 に
よ っ て 生 成 し た フ ラ グ メ ン ト は 、 部 位 特 異 的 で あ り 、 そ し て 質 量 分 析 法 、 例 え ば 、 Ｍ Ａ Ｌ
Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 、 Ｅ Ｓ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 、 お よ び 当 業 者 に 周 知 で あ る 任 意 の
他 の タ イ プ の 質 量 分 析 法 に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 か つ て 、 多 型 が 年 齢 の よ う な パ ラ メ ー タ と 相 関 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。 対 立 遺 伝 子
脱 落 の た め の 誤 り の 結 果 の 可 能 性 を 、 ゲ ノ ム の 隣 接 領 域 で 比 較 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と に よ っ て
試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
分 析
　 デ ー タ ベ ー ス の 使 用 で は 、 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 集 団 に わ た り 、 集 団 の 各 サ ン プ ル を 個 々 に
分 析 し 、 各 個 体 サ ン プ ル の 所 望 の 対 立 遺 伝 子 ま た は マ ー カ ー の 存 在 ま た は 不 存 在 を 決 定 し
、 そ れ か ら 集 団 の マ ー カ ー の 頻 度 を 決 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 次 い で
、 こ の デ ー タ ベ ー ス を 分 類 し （ 層 化 し ） 、 標 準 的 統 計 的 分 析 を 使 用 し て 、 対 立 遺 伝 子 お よ
び 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ の 間 の 任 意 の 相 関 を 同 定 す る こ と が で き る 。 も し 相 関 、 例 え ば 、
年 齢 と 特 定 の マ ー カ ー の 減 少 ま た は 性 別 ま た は 他 の パ ラ メ ー タ と の 相 関 が 観 察 さ れ る な ら
ば 、 そ の と き は そ の マ ー カ ー が さ ら な る 研 究 、 例 え ば 、 関 係 す る 遺 伝 子 ま た は 経 路 を 同 定
す る た め の 遺 伝 的 マ ッ ピ ン グ の た め の 候 補 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 次 い で 、 例 え ば 、 マ ー カ ー は 疾 患 と 相 関 づ け ら れ 得 る 。 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ を 、 ま た 実 施
す る こ と が で き る 。 遺 伝 的 マ ッ ピ ン グ を 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き 、 そ し
て ま た 他 の デ ー タ ベ ー ス の 使 用 、 例 え ば 、 障 害 と 連 関 さ れ る べ き 予 め 決 定 さ れ た デ ー タ ベ
ー ス を 要 し 得 る 。
　 例 示 的 な 分 析 を 実 施 し 、 そ し て こ れ ら を 図 に 示 し 、 そ し て こ こ で 考 察 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
サ ン プ ル を プ ー ル す る
　 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス 、 ま た は そ の よ う な 情 報 の 任 意 の 他 の デ ー タ ベ ー ス を 使 用
し て 、 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル を 別 々 に 試 験 す る こ と に よ っ て 取 得 さ れ た 実 質 的 に 同 じ 頻 度 を
、 サ ン プ ル を 、 例 え ば 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ ま た は 任
意 の 他 の 数 の バ ッ チ で プ ー ル す る こ と に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る こ と が 見 出 さ れ る 。
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正 確 な 数 を 必 要 な ら ば 経 験 的 に 決 定 し 、 そ し て ３ よ り 小 さ い こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 型 の 、 お よ び 他 の マ ー カ ー の 頻 度 を 、 サ ン プ ル を プ ー ル す る
こ と に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 こ の 標 的 集 団 を 実 施 す る た め に 、 そ し て 評 価 す べ き
遺 伝 的 変 異 を 選 択 し 、 複 数 の 生 体 高 分 子 の サ ン プ ル を 集 団 の メ ン バ ー か ら 取 得 し 、 そ し て
マ ー カ ー ま た は 遺 伝 子 型 を 推 論 す る こ と が で き る 生 体 高 分 子 を 決 定 し 、 ま た は 検 出 す る 。
プ ー ル 中 の テ ス ト す る サ ン プ ル を 個 々 に 比 較 し 、 そ し て そ の 分 類 し た 結 果 を 図 ９ に 示 し 、
第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 対 立 遺 伝 子 ３ ５ ３ Ｑ の 頻 度 を 示 す 。 図 １ ０ は 、 プ ー ル 性 対 個 体 サ ン プ ル に お
け る 、 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ 対 立 遺 伝 子 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ の 頻 度 を 示 す 。 図 １ ５ は 、 デ ー タ を 取 得 す る た め に プ
ー ル し た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 使 用 す る 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 種 々 の 人 種 の 群 の な か の 人 種 の 多
様 性 を 示 す 。 図 １ ２ － １ ４ は こ れ ら の サ ン プ ル に つ い て マ ス ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 テ ス ト サ ン プ ル を プ ー ル す る こ と は 、 こ こ で 提 供 す る 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス に 応 用 で き
る だ け で な く 、 ま た 疾 患 性 集 団 に 由 来 す る 典 型 的 な デ ー タ ベ ー ス を 含 む 、 対 象 お よ び 遺 伝
子 型 の 情 報 の 任 意 の デ ー タ ベ ー ス へ の 入 力 の た め の デ ー タ を 集 め る と き に 使 用 で き る 。 こ
こ で 実 証 さ れ る こ と は 、 達 成 し た 結 果 は 、 も し 各 サ ン プ ル を 別 に 分 析 す る な ら ば 達 成 さ れ
る の と 統 計 的 に 同 じ 結 果 で あ る と い う 、 発 見 で あ る 。 方 法 、 例 え ば こ こ で 提 供 す る 質 量 分
析 法 に よ っ て プ ー ル し た サ ン プ ル の 分 析 に よ っ て 、 そ の よ う な デ ー タ の 解 決 お よ び 結 果 の
数 量 化 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 に つ い て Ｒ ５ ３ Ｑ 酸 多 型 を 評 価 す る 。 図 ９ で は 、 “ 個 体 ” デ ー タ は ９ ２ 個
体 の 反 応 物 で 観 察 さ れ た 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 表 す 。 プ ー ル し た デ ー タ は 、 単 一 の プ ロ ー ブ の
反 応 に プ ー ル し た 同 じ ９ ２ 個 体 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 表 す 。 個 体 の ド ナ ー の サ ン プ ル 中 の Ｄ
Ｎ Ａ の 濃 度 は 、 ２ ５ ０ ナ ノ グ ラ ム で あ る 。 プ ー ル し た サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ の 総 濃 度 は 、 ま た
２ ５ ０ ナ ノ グ ラ ム で あ り 、 こ こ で す べ て の 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 は 、 ２ ． ７ ナ ノ グ ラ ム で あ
る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ス ペ ク ト ル の 質 ま た は 検 出 す る サ ン プ ル の 量 を 定 量 す る 能 力 の 何 ら の 変 化 な く 、 ２ ． ７
ナ ノ グ ラ ム か ら ０ ． ２ ７ ナ ノ グ ラ ム に 、 プ ー ル し た サ ン プ ル の 個 体 の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 減 少 さ
せ る こ と が 可 能 で あ る こ と が ま た 示 さ れ た 。 ゆ え に 、 低 濃 度 の サ ン プ ル を 、 こ の プ ー ル す
る 方 法 で 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
デ ー タ ベ ー ス お よ び そ れ に よ っ て 同 定 し た マ ー カ ー の 使 用
　 ゲ ノ ム の 首 尾 よ い 使 用 は 、 科 学 的 な 仮 説 （ す な わ ち 一 般 的 な 遺 伝 的 変 異 、 例 え ば 、 Ｓ Ｎ
Ｐ ） 、 研 究 計 画 （ す な わ ち 複 合 的 な 障 害 ） 、 サ ン プ ル お よ び 技 術 、 例 え ば チ ッ プ に 基 づ く
質 量 分 析 分 析 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 ５ ６ ０ ５ ７ ９ ８ 、 米 国 特 許 番 号 ５ ７ ７ ７ ３ ２ ４ 、 米
国 特 許 番 号 ６ ０ ４ ３ ０ ３ １ 、 共 係 属 し て い る 米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ７ ４ ４ ４ ８ １ 、 米 国 出 願
番 号 ０ ８ ／ ９ ９ ０ ８ ５ １ 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ ０ １ ９ 、 共 係 属 し て い る 米
国 出 願 番 号 ０ ９ ／ ２ ８ ５ ４ ８ １ で あ っ て 分 析 の た め の 自 動 化 さ れ た プ ロ セ ス ラ イ ン を 記 載
し て い る も の 参 照 ； ま た 例 え ば 、 米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ６ １ ７ ２ ５ ６ 、 ０ ９ ／ ２ ８ ７ ６ ８ １
、 ０ ９ ／ ２ ８ ７ ６ ８ ２ 、 ０ ９ ／ ２ ８ ７ １ ４ １ お よ び ０ ９ ／ ２ ８ ７ ６ ７ ９ 、 共 係 属 し て い る
米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ７ ４ ４ ４ ８ １ 、 米 国 出 願 番 号 ０ ８ ／ ７ ４ ４ ４ ８ １ 、 ０ ８ ／ ７ ４ ４ ５ ９
０ 、 ０ ８ ／ ７ ４ ６ ０ ３ ６ 、 ０ ８ ／ ７ ４ ６ ０ ５ ５ 、 ０ ８ ／ ７ ８ ６ ９ ８ ８ 、 ０ ８ ／ ７ ８ ７ ６ ３
９ 、 ０ ８ ／ ９ ３ ３ ７ ９ ２ 、 ０ ８ ／ ７ ４ ６ ０ ５ ５ 、 ０ ９ ／ ２ ６ ６ ４ ０ ９ 、 ０ ８ ／ ７ ８ ６ ９ ８
８ お よ び ０ ８ ／ ７ ８ ７ ６ ３ ９ に 基 づ き 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ ０ １ ９ と し て
公 開 さ れ た 、 国 際 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 番 号 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ７ ／ ２ ０ ４ ４ ４ 参 照 ； ま た 米 国 出 願 番 号
０ ９ ／ ０ ７ ４ ９ ３ ６ 参 照 ） を 要 求 す る 。 こ れ ら の 態 様 の す べ て は 、 こ こ で 提 供 す る デ ー タ
ベ ー ス お よ び 収 集 中 の サ ン プ ル と 結 合 さ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 そ れ に よ っ て 同 定 し た デ ー タ ベ ー ス お よ び マ ー カ ー を 、 例 え ば 、 以 前 同 定 さ れ て い な い
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、 ま た は 未 知 の 遺 伝 的 マ ー カ ー の 同 定 の た め に 、 そ し て 既 知 の マ ー カ ー の 新 規 な 使 用 を 同
定 す る た め に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 同 定 さ れ る マ ー カ ー と し て 、 こ れ ら を デ ー タ ベ ー
ス に 入 力 し 、 さ ら な る 相 関 を 決 定 し 得 る パ ラ メ ー タ を 分 類 す る よ う に 使 用 す る た め 、 デ ー
タ ベ ー ス に 入 力 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
予 め 同 定 さ れ て い な い 未 知 の 遺 伝 的 マ ー カ ー
　 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス の サ ン プ ル を 使 用 し て 、 ま た デ ー タ ベ ー ス の 集 団 の 多 型 を 調 査 す
る と き に 、 任 意 の マ ッ ピ ン グ 、 配 列 決 定 、 増 幅 お よ び 他 の 方 法 論 を 使 用 し 、 新 規 の 多 型 お
よ び 遺 伝 的 マ ー カ ー を 同 定 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ う し て 同 定 し た 多 型 を 、 各 サ ン
プ ル に つ い て デ ー タ ベ ー ス に 入 力 す る こ と が で き 、 そ し て そ の 多 型 を 分 類 用 パ ラ メ ー タ と
し て 使 用 し て 、 デ ー タ ベ ー ス を 分 類 （ 層 化 ） す る こ と が で き 、 例 え ば 同 定 し た マ ー カ ー の
頻 度 の 年 齢 相 関 性 変 化 を 表 す 、 任 意 の パ タ ー ン お よ び 相 関 を 同 定 す る こ と が で き る 。 相 関
を 同 定 す る な ら ば 、 マ ー カ ー の 遺 伝 子 座 を マ ッ ピ ン グ し 、 そ し て そ の 機 能 ま た は 効 果 を 評
価 し 、 ま た は 演 繹 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ う し て 、 こ こ に デ ー タ ベ ー ス は 以 下 の た め の 手 段 を 提 供 す る ：
　 集 団 で 、 年 齢 の 増 加 に と も な う マ ー カ ー の 発 生 ま た は 消 失 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 遺
伝 子 的 要 因 の 有 意 に 異 な る 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 同 定 し 、 そ れ か ら そ の マ ー カ ー と 疾 患 ま た は
生 化 学 的 経 路 を 連 関 さ せ る こ と ；
【 ０ １ ３ ０ 】
　 男 性 を 女 性 集 団 と 比 較 し 、 ま た は 他 の 選 択 さ れ た 層 化 さ れ た 集 団 を 比 較 す る こ と に よ っ
て 、 疾 患 を 生 じ る 遺 伝 的 要 因 の 有 意 に 異 な る 対 立 遺 伝 頻 度 を 同 定 し 、 そ し て そ の マ ー カ ー
を 疾 患 ま た は 生 化 学 的 経 路 と 連 関 さ せ る こ と ；
【 ０ １ ３ １ 】
　 異 な る 人 種 群 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 疾 患 を 生 じ る 遺 伝 子 的 要 因 の 有 意 に 異 な る 対 立
遺 伝 子 変 異 を 同 定 し 、 そ し て そ の マ ー カ ー を そ の 人 種 群 に 高 頻 度 で 存 在 す る と 知 ら れ て い
る 、 疾 患 ま た は 生 化 学 的 経 路 と 連 関 さ せ る こ と ；
【 ０ １ ３ ２ 】
　 年 齢 、 性 別 、 お よ び 人 種 起 源 に し た が っ て 層 化 さ れ た 、 全 般 に 任 意 交 配 さ れ た 集 団 中 の
遺 伝 子 の 潜 在 的 に 機 能 的 な 変 異 体 を プ ロ フ ァ イ ル し 、 そ し て そ れ に よ っ て 調 査 し た 集 団 の
身 体 的 状 態 へ の 変 異 体 遺 伝 子 の 寄 与 を 実 証 す る こ と ；
【 ０ １ ３ ３ 】
　 年 齢 、 性 別 、 お よ び 人 種 起 源 に し た が っ て 層 化 さ れ た 、 全 般 に 任 意 交 配 さ れ た 集 団 内 で
遺 伝 子 不 平 衡 分 析 を 実 施 す る こ と に よ っ て 機 能 的 に 関 連 の あ る 遺 伝 子 変 異 体 を 同 定 し 、 そ
し て そ れ に よ っ て 調 査 し た 集 団 の 身 体 的 状 態 へ の そ れ ら の 寄 与 を 実 証 す る こ と ；
【 ０ １ ３ ４ 】
　 年 齢 、 性 別 、 お よ び 人 種 起 源 に し た が っ て 層 化 さ れ た 、 全 般 に 任 意 交 配 さ れ た 集 団 内 で
連 鎖 不 平 衡 分 析 を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 潜 在 的 に 機 能 的 な 染 色 体 ま た は 染 色 体 の 部 分 の
変 異 体 を 同 定 し 、 そ し て そ れ に よ っ て 調 査 し た 集 団 の 身 体 的 状 態 に 対 す る そ れ ら の 寄 与 を
実 証 す る こ と 。
【 ０ １ ３ ５ 】
同 定 し た マ ー カ ー お よ び 既 知 の マ ー カ ー の 使 用
　 こ の デ ー タ ベ ー ス を 、 ま た 既 知 マ ー カ ー と 組 み 合 せ て 使 用 し 、 任 意 の 相 関 を 同 定 す る た
め に 分 類 し 得 る 。 例 え ば 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 以 下 の た め に 使 用 す る こ と が で き る ；
　 医 学 的 に 関 連 の あ る 多 型 マ ー カ ー の 存 在 を 、 決 定 お よ び 評 価 す る こ と ；
【 ０ １ ３ ６ 】
　 医 学 的 に 関 連 の あ る 遺 伝 的 要 因 の 診 断 的 な 特 異 性 を 決 定 お よ び 評 価 す る こ と ；
　 医 学 的 に 関 連 の あ る 遺 伝 的 要 因 の 肯 定 的 な 予 測 値 を 決 定 お よ び 評 価 す る こ と ；
　 原 因 と な る 遺 伝 的 要 因 に 関 し て 、 全 体 の 集 団 内 で 、 例 え ば 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 自 己 免 疫
性 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 癌 お よ び 他 の 疾 患 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 複
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合 的 な 疾 患 の 発 生 を 決 定 し 、 お よ び 評 価 す る こ と ；
【 ０ １ ３ ７ 】
　 予 防 的 な 疾 患 処 置 の た め の 適 当 な 戦 略 を 描 く こ と ；
　 原 発 性 疾 患 介 入 の た め の 適 当 な タ イ ム ラ イ ン を 描 く こ と ；
　 こ れ ら の 一 般 的 な 利 用 可 能 性 に 関 し て 単 離 し た 集 団 で 同 定 さ れ た 関 連 の あ る 遺 伝 的 要 因
を 医 学 的 に 確 認 す る こ と ；
　 こ れ ら の 一 般 的 な 利 用 可 能 性 に 関 し て 単 離 さ れ た 集 団 で 同 定 さ れ た す べ て の 潜 在 的 な 標
的 構 造 を 含 む 疾 患 経 路 を 確 認 す る こ と ； お よ び
　 こ れ ら の 一 般 的 な 利 用 可 能 性 に 関 し て 単 離 さ れ た 集 団 内 で 同 定 さ れ た 適 当 な 薬 物 標 的 を
確 認 す る こ と 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 多 型 が 連 鎖 し 得 る 疾 患 お よ び 障 害 に は 、 先 天 性 の 代 謝 の 誤 り に 連 鎖 し た も の 、 後 天 性 の
代 謝 的 障 害 、 介 在 性 代 謝 、 発 癌 経 路 、 血 液 凝 固 経 路 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 合 成 お よ び 修 復 経 路 Ｄ
Ｎ Ａ 修 復 ／ 複 製 ／ 転 写 因 子 お よ び 活 性 、 例 え ば 発 癌 、 加 齢 お よ び 血 液 凝 固 に 関 係 す る 遺 伝
子 お よ び 血 栓 に 関 連 す る 関 連 性 生 化 学 的 経 路 、 塞 栓 、 発 作 、 心 筋 梗 塞 、 脈 管 形 成 お よ び 発
癌 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 多 く の 疾 患 が 、 中 間 代 謝 の 酵 素 の 不 足 ま た は 欠 損 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 ま た
は 関 係 し （ 例 え ば 、 以 下 の 表 １ お よ び ２ 参 照 ） 、 そ れ は 酵 素 基 質 を 摂 取 す る と 、 臓 器 お よ
び 組 織 （ 特 に 、 幼 児 の 脳 お よ び 他 の 臓 器 に 発 生 し 、 精 神 的 遅 滞 お よ び 他 の 発 育 障 害 を 生 じ
る ） を 損 傷 さ せ る 有 害 な メ タ ボ ラ イ ト の 蓄 積 を 生 じ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
非 常 に 興 味 あ る 障 害 の マ ー カ ー お よ び 遺 伝 子 の 同 定
モ デ ル 系
　 幾 つ か の 遺 伝 子 系 、 例 え ば 、 ｐ ２ １ 、 ｐ ５ ３ お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 多 型 （ Ｎ ２
９ １ Ｓ ） を 選 択 し た 。 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 は 、 多 様 な 腫 瘍 タ イ プ で 突 然 変 異 し て い る 腫 瘍 抑 制 遺
伝 子 で あ る 。 あ る 共 通 す る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が コ ド ン ７ ２ に 存 在 す る 。 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 で 同
定 さ れ た 多 型 、 す な わ ち Ｒ ７ ２ Ｐ 対 立 遺 伝 子 は 、 当 該 遺 伝 子 の コ ド ン ７ ２ で ア ル ギ ニ ン か
ら プ ロ リ ン へ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 生 じ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 疾 患 性 集 団 を 使 用 し て 、 米 国 の ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 お よ び 白 人 の な か の こ れ ら の 対 立
遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 分 布 の 人 種 間 相 違 が あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 結 果 は こ こ に 、 こ の 発
見 を 支 持 し 、 そ し て ま た 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス か ら 取 得 さ れ た 結 果 が 意 義 深 い こ と を 実 証
し て い る （ 図 ７ Ｂ 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ２ ９ １ Ｓ の 対 立 遺 伝 子 は 、 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 コ レ ス テ ロ ー ル （ Ｈ Ｄ Ｌ － Ｃ ） （ こ れ
は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 特 に 、 心 筋 梗 塞 の 男 性 の 高 い リ ス ク と 連 関 す る ） を 生 じ る （
Reymer et al. (1995) Nature Genetics 10:28-34参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 両 方 の 遺 伝 的 多 型 が 白 人 集 団 に 基 づ く サ ン プ ル バ ン ク の 一 部 の 中 に プ ロ フ ァ イ ル さ れ た
。 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 に 位 置 す る 多 型 に つ い て 、 １ ０ ２ ５ 人 の 非 選 択 性 個 体 （
４ ３ ６ 人 の 男 性 お よ び ５ ８ ９ 人 の 女 性 ） の す べ て を テ ス ト し た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 当 該 個 体
か ら 取 得 し た 血 液 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 実 施 例 お よ び 図 面 に 示 す よ う に 、 約 ５ ０ ０ ０ の 対 象 を 含 む 、 例 示 的 デ ー タ ベ ー ス は 、 質
問 票 に 対 す る 回 答 （ 図 ３ 参 照 ） 、 そ し て 遺 伝 子 型 情 報 を 層 化 す る 。 特 定 の 既 知 の 対 立 遺 伝
子 を 選 択 し 、 そ し て 質 量 分 析 法 を 使 用 し て マ ー カ ー に つ い て サ ン プ ル を テ ス ト し 、 特 定 の
Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ （ 実 施 例 参 照 ） を 使 用 し て 、 各 サ ン プ ル 中 の 多 型 を 同 定 し た 。 デ ー タ ベ ー ス 中
の 集 団 を 、 種 々 の パ ラ メ ー タ に し た が っ て 分 類 し 、 そ し て 相 関 を 観 察 し た 。 例 え ば 、 図 ２
Ａ － Ｃ は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 白 人 集 団 の リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 に つ い て の 、 年 齢
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お よ び 性 別 に よ る デ ー タ の 分 類 を 示 し て い る 。 結 果 は 、 男 性 に つ い て 年 齢 に と も な っ て こ
の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 は 減 少 す る が 、 女 性 で は そ の よ う な 減 少 が な い こ と を 示 し て い る 。 デ
ー タ ベ ー ス に 対 し て テ ス ト し た 他 の 対 立 遺 伝 子 は 、 ｐ ５ ３ 、 ｐ ２ １ お よ び 第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 を
含 む 。 年 齢 に よ っ て 分 類 し た と き の 結 果 を 図 に 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ れ ら の 例 は 、 一 般 的 な 集 団 内 の 疾 患 を 生 じ る 遺 伝 的 要 因 の 変 化 し た 頻 度 の 影 響 を 実 証
し て い る 。 こ れ ら の 結 果 の 科 学 的 な 解 釈 に よ っ て 、 多 型 性 の 遺 伝 的 変 化 の 医 学 的 な 関 連 性
の 予 測 が 可 能 と な る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 一 貫 性 、 診 断 的 な 特 異 性 、 肯 定 的 な 予 測 値 、 疾 患
の 開 始 、 予 防 戦 略 の 最 も 適 当 な 開 始 、 お よ び 任 意 交 配 さ れ た 集 団 に つ い て 単 離 さ れ た 集 団
で 同 定 さ れ た 遺 伝 的 変 化 の 一 般 的 な 利 用 可 能 性 に つ い て 結 論 を 引 き 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 人 種 的 に 同 質 で あ る 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 さ れ た 集 団 に 基 づ く サ ン プ ル
バ ン ク は 、 そ れ ら の 潜 在 的 な 医 学 的 有 用 性 に 関 し て 遺 伝 子 要 因 の 迅 速 な 同 定 お よ び 確 認 の
た め の 適 当 な ツ ー ル で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
デ ー タ ベ ー ス シ ス テ ム を 創 出 し 、 分 類 し 、 そ し て プ ロ セ ッ シ ン グ す る た め の 例 示 的 コ ン ピ
ュ ー タ ー シ ス テ ム
　 デ ー タ ベ ー ス を 含 む 、 コ ン ピ ュ ー タ ー を 含 む シ ス テ ム を こ こ で 提 供 す る 。 コ ン ピ ュ ー タ
ー お よ び デ ー タ ベ ー ス を 、 例 え ば 、 Ａ Ｐ Ｌ シ ス テ ム （ 共 係 属 し て い る 米 国 出 願 番 号 ０ ９ ／
２ ８ ５ ４ ８ １ 参 照 ） と 組 み 合 せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 生 体 高 分 子 、 特 に 核 酸
を 分 析 す る た め の 自 動 化 さ れ た シ ス テ ム で あ る 。 Ａ Ｐ Ｌ シ ス テ ム 由 来 の 結 果 を デ ー タ ベ ー
ス に 入 力 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 任 意 の 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 使 用 し 得 る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を サ ン プ
ル 分 析 、 例 え ば 、 こ こ で 記 載 の 自 動 化 プ ロ セ ス ラ イ ン の た め に シ ス テ ム に 組 み 込 み 得 る （
例 え ば 、 共 係 属 し て い る 米 国 出 願 番 号 ０ ９ ／ ２ ８ ５ ４ ８ １ 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 図 １ ７ は 、 こ こ で 記 載 の デ ー タ ベ ー ス を 提 供 し 、 そ し て プ ロ セ ッ シ ン グ す る た め の 、 構
築 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ ー の ブ ロ ッ ク 図 で あ る 。 デ ー タ ベ ー ス を 維 持 し 、 そ し て 方 法 お よ び
処 理 を 実 施 す る プ ロ セ ッ シ ン グ を 、 同 様 の 構 築 を 有 す る す べ て の 複 数 コ ン ピ ュ ー タ ー 上 で
実 施 し 得 、 ま た は 単 一 の 、 総 合 的 な コ ン ピ ュ ー タ ー に よ っ て 実 施 し 得 る 。 例 え ば 、 デ ー タ
を デ ー タ ベ ー ス に 加 え る コ ン ピ ュ ー タ ー を 、 デ ー タ ベ ー ス を 蓄 積 す る コ ン ピ ュ ー タ ー か ら
分 離 し 得 、 ま た は そ れ に よ っ て 総 合 化 し 得 る 。 別 の 編 成 で は 、 プ ロ セ ッ シ ン グ を 実 施 す る
コ ン ピ ュ ー タ ー は 、 図 １ ７ に 例 示 さ れ る よ う な 構 築 を 有 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 図 １ ７ は 、 前 記 の デ ー タ ベ ー ス を 維 持 す る 例 示 的 な コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ の ブ ロ ッ ク
図 で あ り 、 そ し て こ の 方 法 お よ び 処 理 を 実 行 す る 。 各 コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ は 、 中 央 プ
ロ セ ッ サ ー ユ ニ ッ ト （ Ｃ Ｐ Ｕ ） １ ７ ０ ２ 、 例 え ば 、 “ ペ ン テ ィ ア ム ” マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ
ー の 制 御 下 で 作 動 し 、 そ し て イ ン テ ル コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ Snata Clara, California, USA
） か ら 入 手 可 能 で あ る 総 合 的 サ ー キ ッ ト チ ッ プ と 連 関 し て い る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー 使 用 者 は
、 コ マ ン ド お よ び デ ー タ を キ ー ボ ー ド お よ び デ ィ ス プ レ イ マ ウ ス １ ７ ０ ４ か ら 入 力 す る こ
と が で き 、 そ し て デ ィ ス プ レ イ １ ７ ０ ６ で 入 力 お よ び コ ン ピ ュ ー タ ー 出 力 を 見 る こ と が で
き る 。 デ ィ ス プ レ イ は 、 典 型 的 に は 、 ビ デ オ モ ニ タ ー ま た は フ ラ ッ ト パ ネ ル デ ィ ス プ レ イ
装 置 で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ は ま た 、 直 接 的 ア ク セ ス 蓄 積 装 置 （ Ｄ Ａ Ｓ Ｄ ） １ ７ ０ ７ 、 例 え
ば 、 固 定 ハ ー ド デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を も 含 む 。 メ モ リ ー １ ７ ０ ８ は 、 典 型 的 に は 、 揮 発 性 セ
ミ コ ン ダ ク タ ー ラ ン ダ ム ア ク セ ス メ モ リ ー （ Ｒ Ａ Ｍ ） を 含 む 。 各 コ ン ピ ュ ー タ ー は 好 ま し
く は 、 プ ロ グ ラ ム 製 品 リ ー ダ ー が デ ー タ を 読 む こ と が で き る （ そ し て そ れ が 所 望 に よ り デ
ー タ を 書 き 込 む こ と が で き る ） 、 プ ロ グ ラ ム 製 品 蓄 積 装 置 １ ７ １ ２ を 許 容 す る 、 プ ロ グ ラ
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ム 製 品 リ ー ダ ー １ ７ １ ０ を 含 む 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 プ ロ グ ラ ム 製 品 リ ー ダ ー は 、 例 え ば 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 含 む こ と が で き 、 そ し て プ ロ
グ ラ ム 製 品 蓄 積 装 置 は 取 り 外 し 可 能 蓄 積 媒 体 、 例 え ば 磁 気 フ ロ ッ ピ ー (登 録 商 標 )デ ィ ス ク
、 光 学 的 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ デ ィ ス ク 、 Ｃ Ｄ － Ｒ デ ィ ス ク 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｗ デ ィ ス ク 、 ま た は Ｄ Ｖ Ｄ
デ ー タ デ ィ ス ク を 含 む こ と が で き る 。 要 す れ ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ー は 相 互 に 、 ネ ッ ト ワ ー ク
１ ７ １ ３ 上 の 他 の 接 続 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ ー と 通 信 す る こ と が で き る よ う に 、 接 続 す る こ
と が で き る 。 各 コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ は 、 ネ ッ ト ワ ー ク と コ ン ピ ュ ー タ ー の 間 の 接 続 １
７ １ ６ 上 の 通 信 を 可 能 と す る 、 ネ ッ ト ワ ー ク イ ン タ ー フ ェ ー ス １ ７ １ ４ を 経 由 し て 、 ネ ッ
ト ワ ー ク １ ７ １ ３ 上 の 接 続 さ れ た 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー と 通 信 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ は 通 常 の コ ン ピ ュ ー タ ー 構 築 物 に し た が う 、 メ モ リ ー １ ７ ０ ８
に 一 時 的 に 蓄 積 さ れ る 、 プ ロ グ ラ ミ ン グ ス テ ッ プ の 制 御 下 で 作 動 す る 。 プ ロ グ ラ ミ ン グ ス
テ ッ プ を Ｃ Ｐ Ｕ １ ７ ０ ２ に よ っ て 実 行 す る と き 、 付 属 シ ス テ ム コ ン ポ ー ネ ン ト は そ の そ れ
ぞ れ の 機 能 を 実 行 す る 。 こ う し て 、 プ ロ グ ラ ミ ン グ ス テ ッ プ は 前 記 の よ う な シ ス テ ム の 機
能 性 を 履 行 す る 。 プ ロ グ ラ ミ ン グ ス テ ッ プ を 、 プ ロ グ ラ ム 製 品 リ ー ダ ー １ ７ １ ２ を 経 由 し
て 、 ま た は ネ ッ ト ワ ー ク 接 続 １ ７ １ ６ を 経 由 し て 、 Ｄ Ａ Ｓ Ｄ １ ７ ０ ７ か ら 受 け 取 る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 蓄 積 ド ラ イ ブ １ ７ １ ０ は 、 プ ロ グ ラ ム 製 品 を 受 け 取 り 、 そ こ に 記 録 さ れ た プ ロ グ ラ ミ ン
グ ス テ ッ プ を 読 み 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｕ １ ７ ０ ２ に よ る 履 行 の た め に メ モ リ ー １ ７ ０ ８ へ プ ロ グ
ラ ミ ン グ ス テ ッ プ を 送 達 す る こ と が で き る 。 前 記 の よ う に 、 プ ロ グ ラ ム 製 品 蓄 積 装 置 １ ７
１ ０ は 、 磁 気 フ ロ ッ ピ ー (登 録 商 標 )デ ィ ス ク お よ び Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ 蓄 積 デ ィ ス ク を 含 む 、 記
録 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 可 能 指 令 を 有 す る 、 複 数 の 取 り 外 し 可 能 媒 体 の い ず れ か
を 含 む こ と が で き る 。 他 の 適 当 な プ ロ グ ラ ム 製 品 蓄 積 装 置 は 、 磁 気 テ ー プ 、 お よ び セ ミ コ
ン ダ ク タ ー メ モ リ ー チ ッ プ を 含 む こ と が で き る 。 こ の 方 法 で 、 作 動 の た め に 必 要 な プ ロ セ
ッ シ ン グ ス テ ッ プ を プ ロ グ ラ ム 製 品 上 に 埋 め 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 あ る い は 、 プ ロ グ ラ ム ス テ ッ プ を 、 ネ ッ ト ワ ー ク １ ７ １ ３ 上 で 作 動 し て い る メ モ リ ー １
７ ０ ８ へ と 受 け 取 る こ と が で き る 。 こ の ネ ッ ト ワ ー ク 方 法 で は 、 ネ ッ ト ワ ー ク 通 信 が さ ら
な る 説 明 な く し て 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る 周 知 の 方 法 に よ っ て ネ ッ ト ワ ー ク 接 続 １ ７ １
６ 上 に 確 立 さ れ た 後 に 、 ネ ッ ト ワ ー ク イ ン タ ー フ ェ ー ス １ ７ １ ４ を 経 由 し て 、 コ ン ピ ュ ー
タ ー が プ ロ グ ラ ム ス テ ッ プ を 含 む デ ー タ ー を メ モ リ ー １ ７ ０ ８ に 受 け 取 る 。 プ ロ グ ラ ム ス
テ ッ プ を 次 い で 、 ガ ー メ ン ト デ ー タ ベ ー ス シ ス テ ム の プ ロ セ ッ シ ン グ を 履 行 す る た め に 、
Ｃ Ｐ Ｕ １ ７ ０ ２ に よ っ て 実 行 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 シ ス テ ム の す べ て の コ ン ピ ュ ー タ ー が 好 ま し く は 図 １ ７ に 示 す の と 同 様 の 構 築 物 を 有 し
、 し た が っ て 図 １ ７ の コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ に 関 し て 記 載 さ れ た 詳 細 が シ ス テ ム １ ７ ０
０ の す べ て の コ ン ピ ュ ー タ ー に あ て は ま る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の こ と は 、 ネ
ッ ト ワ ー ク １ ７ １ ３ に 接 続 さ れ て 示 さ れ る 、 複 数 の コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ に よ っ て 指 摘
さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー １ ７ ０ ０ の い ず れ か は 、 そ れ ら が 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー と 通 信 す る
こ と が で き 、 そ し て こ こ で 記 載 の 機 能 性 を 支 持 す る こ と が で き る 限 り 、 別 の 構 築 物 を 有 す
る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 図 １ ８ は 、 図 １ ７ に 例 示 し た コ ン ピ ュ ー タ ー を 使 用 し 、 デ ー タ ベ ー ス 、 例 え ば 、 多 型 遺
伝 的 マ ー カ ー を 同 定 す る た め の デ ー タ ベ ー ス を 維 持 し 、 そ し て ア ク セ ス を 提 供 し て 実 施 さ
れ る プ ロ セ ッ シ ン グ ス テ ッ プ を 例 示 す る 、 フ ロ ー 図 で あ る 。 特 に 、 デ ー タ ベ ー ス に 含 ま れ
る 情 報 を 、 図 １ ７ に 例 示 さ れ る の と 同 様 の 構 築 を 有 す る コ ン ピ ュ ー タ ー に 蓄 積 す る 。 図 １
８ に 指 摘 の よ う に 、 デ ー タ ベ ー ス を 維 持 す る た め の 第 １ の ス テ ッ プ は 、 集 団 の 健 康 な メ ン
バ ー を 同 定 す る こ と で あ る 。 前 記 の 様 に 、 集 団 メ ン バ ー は 健 康 で あ る こ と の み を 基 礎 に 選
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択 さ れ る 対 象 で あ り 、 そ し て こ こ で 、 対 象 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 ヒ ト で あ り 、 彼 ら は ／ こ
れ ら は 好 ま し く は 外 観 上 の 健 康 お よ び 検 出 可 能 な 感 染 症 の 不 存 在 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。
同 定 す る ス テ ッ プ は 、 １ ８ ０ ２ の 数 を 付 し た フ ロ ー 図 ボ ッ ク ス に よ っ て 表 す 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 １ ８ ０ ４ の 数 を 付 し た フ ロ ー 図 ボ ッ ク ス に よ っ て 表 さ れ る 次 の ス テ ッ プ は 、 同 定 さ れ る
集 団 の メ ン バ ー に 関 連 す る 、 同 定 の た め の 、 そ し て 履 歴 的 情 報 お よ び デ ー タ を 取 得 す る こ
と で あ る 。 情 報 お よ び デ ー タ は 、 そ れ ぞ れ の 集 団 メ ン バ ー 、 例 え ば 、 メ ン バ ー の 年 齢 、 人
種 、 性 別 、 医 学 的 履 歴 、 お よ び 最 終 的 に は 遺 伝 子 型 情 報 に つ い て の パ ラ メ ー タ を 含 む 。 最
初 に 、 パ ラ メ ー タ 情 報 を 、 体 組 織 ま た は 体 液 サ ン プ ル が ま た 取 得 さ れ る 、 各 メ ン バ ー に よ
っ て 回 答 さ れ た 質 問 票 か ら 取 得 す る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ ー の デ ー タ ベ ー
ス に 入 力 し 、 そ し て 蓄 積 す る ス テ ッ プ を 、 １ ８ ０ ６ の 数 を 付 し た フ ロ ー 図 ボ ッ ク ス に よ っ
て 表 す 。 各 集 団 に つ い て の さ ら な る 情 報 と し て 、 メ ン バ ー お よ び 対 応 す る サ ン プ ル を 取 得
し 、 こ の 情 報 を デ ー タ ベ ー ス に 入 力 し 、 そ し て 蓄 積 パ ラ メ ー タ と し て 役 立 て る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 １ ８ ０ ８ の 数 を 付 し た フ ロ ー 図 ボ ッ ク ス に よ っ て 表 し た 、 次 の ス テ ッ プ で は 、 メ ン バ ー
の パ ラ メ ー タ を イ ン デ ク サ ー と 連 関 さ せ る 。 こ の ス テ ッ プ を 、 例 え ば 、 新 規 の デ ー タ 記 録
が リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス 構 造 に し た が っ て 蓄 積 さ れ 、 そ し て そ の 構 造 に し た が っ て
他 の 記 録 と 自 動 的 に 連 結 さ れ る と き 、 デ ー タ ベ ー ス 蓄 積 操 作 の 一 部 と し て 実 行 し 得 る 。 ス
テ ッ プ １ ８ ０ ６ は ま た 、 デ ー タ ベ ー ス 入 力 が 入 力 サ ー チ に し た が っ て サ ー チ さ れ 、 ま た は
デ ー タ の 寄 与 を 決 定 す る た め の キ ー 値 を イ ン デ ッ ク ス 化 す る 、 通 常 の デ ー タ 分 類 ま た は 修
復 プ ロ セ ス の 一 部 と し て 履 行 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 例 え ば 、 そ の よ う な サ ー チ お よ び 分 類 技 術 を 使 用 し 、 既 知 の 遺 伝 的 マ ー カ ー の 存 在 に し
た が い 、 そ れ か ら そ れ ら が 企 図 し て い た 、 疾 患 と の 相 関 が あ る か ど う か 決 定 し 得 る 。 こ の
使 用 の 例 は 、 ｐ ５ ３ お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 多 型 の 頻 度 を 評 価 す る た め の も の で あ
る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス の サ ー チ は ま た 、 集 団 な い の 頻 度 が 年 齢 、 年 齢 、 人 種 群 、 性 別
、 ま た は あ る 他 の 基 準 の 関 数 と し て 変 化 す る 、 １ ま た は ２ 以 上 の 遺 伝 的 マ ー カ ー を 同 定 す
る た め に 有 益 で あ っ て よ い 。 こ れ は 以 前 未 知 の 多 型 の 同 定 お よ び 、 最 終 的 に は 疾 患 の 開 始
お よ び 進 行 と 関 係 す る 遺 伝 子 ま た は 経 路 の 同 定 を も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 同 定 さ れ た 多 型 を 取 得 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 そ し
て 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ に し た が っ て デ ー タ を 分 類 す る と き 、 頻 度 に つ い て 変 化 す る か ど
う か 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 こ の 方 法 で は 、 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス お よ び 方 法 が 、 と り わ け 、 コ ン ポ ー ネ ン ト
、 特 に 疾 患 プ ロ セ ス の キ ー コ ン ポ ー ネ ン ト の 同 定 が 、 そ の 遺 伝 的 基 盤 の 理 解 、 お よ び ま た
プ ロ セ ス 、 例 え ば 個 体 の 薬 物 応 答 の 理 解 に よ っ て 可 能 と な る 。 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー
ス お よ び 方 法 を ま た 、 病 理 学 的 経 路 の 解 明 に 関 係 す る 方 法 で 、 新 規 な 診 断 ア ッ セ イ の 開 発
で 、 新 規 の 可 能 性 の あ る 薬 物 標 的 の 同 定 、 お よ び 新 規 薬 物 候 補 の 同 定 で 、 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
病 的 状 態 お よ び ／ ま た は 早 期 死 亡 関 連 性 多 型
　 何 ら の 特 定 の 疾 患 に つ い て 選 択 さ れ て い な い 、 健 康 な 血 液 ド ナ ー の 集 団 に よ っ て 提 供 さ
れ た 情 報 を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て 、 存 在 し 、 年 齢 に と も な い 頻 度 が 減 少 す る 多 型 お
よ び 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 病 的 状 態 感 受 性 マ ー カ ー お よ び 遺 伝 子
を 表 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
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　 ゲ ノ ム の 多 型 は 遺 伝 子 機 能 、 タ ン パ ク 質 機 能 ま た は ゲ ノ ム 不 安 定 性 の 変 化 に つ な が る こ
と が で き る 。 臨 床 的 関 連 性 ／ 有 用 性 を 有 す る こ れ ら の 多 型 を 同 定 す る こ と が 、 全 世 界 の 科
学 的 努 力 の 目 標 で あ る 。 そ の よ う な 多 型 性 の 発 見 が 、 疾 患 を 治 療 す る た め の 新 規 薬 物 化 合
物 の 同 定 お よ び 開 発 に 基 本 的 な 影 響 を 有 す る こ と を 期 待 す る こ と が で き る 。 し か し 、 種 々
の 多 型 を 同 定 す る た め の 戦 略 は 、 煩 雑 で あ り 、 そ し て 非 常 に 多 数 の 患 者 、 お よ び 疾 患 連 関
を 示 す た め の コ ン ト ロ ー ル コ ホ ー ト の 利 用 可 能 性 に 依 存 す る 。 特 に 、 任 意 の 疾 患 （ 病 的 状
態 感 受 性 遺 伝 子 ） に 罹 患 し て い る 集 団 の 一 般 的 リ ス ク を 生 じ る 遺 伝 子 に よ り 、 こ れ ら の ケ
ー ス ／ コ ン ト ロ ー ル 研 究 か ら 完 全 に 免 れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 広 範 な 異 な る 疾 患 に 存 在 す る 、 病 的 状 態 感 受 性 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ
戦 略 を こ こ に 記 載 す る 。 病 的 状 態 感 受 性 遺 伝 子 の 定 義 は 、 多 く の 異 な る 細 胞 型 ま た は 組 織
に 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 （ ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 ） で あ り 、 そ し て そ の 変 化 し た 機 能 は
、 こ の 障 害 に 特 異 的 な 経 路 と 関 係 す る 、 疾 患 特 異 的 感 受 性 遺 伝 子 に よ っ て 生 じ た 臨 床 的 表
現 型 の 発 現 を 促 進 す る こ と が で き る 。 換 言 す る と 、 こ れ ら の 病 的 状 態 感 受 性 遺 伝 子 は 、 こ
の 疾 患 に つ い て の そ の 遺 伝 子 的 な 構 成 （ make-up） に し た が っ て 、 ヒ ト に 明 瞭 な 疾 患 を 発
生 さ せ る 素 因 を つ く る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 病 的 状 態 感 受 性 遺 伝 子 の 候 補 は 、 転 写 、 翻 訳 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 ト ラ
フ ィ ッ キ ン グ （ protein trafficking） 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 、 細 胞 内 構 造 （ 例 え ば 、 ミ ト コ ン ド
リ ア 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム お よ び 他 の 細 胞 内 ミ ク ロ ボ デ ィ ー ） に つ い て の 組 み た て シ ス テ ム
、 レ セ プ タ ー シ グ ナ ル カ ス ケ ー ド 、 免 疫 等 に 関 係 す る 経 路 の 根 本 の レ ベ ル で 見 出 す こ と が
で き る 。 こ れ ら の 経 路 は 、 細 胞 内 レ ベ ル で 、 並 び に 全 生 物 に つ い て 生 命 の 質 を 制 御 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 こ れ ら の 経 路 に つ い て の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 位 置 す る 突 然 変 異 ／ 多 型 は 、
細 胞 の 適 応 性 を 減 少 さ せ 、 そ し て 生 物 を よ り 感 受 性 に さ せ 、 疾 患 特 異 的 感 受 性 遺 伝 子 の 作
用 に よ っ て 生 じ た 、 臨 床 的 な 表 現 型 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 病
的 状 態 感 受 性 遺 伝 子 は 、 す べ て で な い に し て も 、 広 範 な 種 々 の 複 合 的 な 疾 患 に 潜 在 的 に 関
係 す る こ と が で き る 。 疾 患 特 異 的 感 受 性 遺 伝 子 は 、 グ ル コ ー ス 、 脂 質 、 ホ ル モ ン 代 謝 、 等
の よ う な 疾 患 特 異 的 経 路 と し て 考 え る こ と が で き る 経 路 に 関 係 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 例 示 し た 方 法 は 、 と り わ け 、 病 的 状 態 お よ び ／ ま た は 死 亡 に 対 す る ヒ ト の 全 般 的 な 感 受
性 と 関 係 す る 、 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 産 物 の 同 定 ； ヒ ト の 疾 患 の 遺 伝 子 的 基 盤 を 解
明 す る た め の 研 究 に お け る こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 産 物 の 使 用 ； 疾 患 特 異 的
感 受 性 遺 伝 子 な く 、 ま た は そ れ と と も に 組 み あ わ せ に よ る 統 計 的 分 析 に お け る こ れ ら の 遺
伝 子 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 産 物 の 使 用 ； 疾 患 感 受 性 遺 伝 子 の 一 貫 性 を 予 測 す る た め の こ れ
ら の 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 産 物 の 使 用 ； 素 因 お よ び ／ ま た は 急 性 医 学 的 診 断 に お け
る こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 産 物 の 使 用 、 お よ び 疾 患 を 治 療 す る た め お よ び ／
ま た は ヒ ト の 寿 命 を 延 長 す る た め の 薬 物 を 開 発 す る た め の こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は
遺 伝 子 産 物 の 使 用 を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ セ ス
　 年 齢 、 性 お よ び 人 種 等 に よ っ て 層 化 さ れ た 健 康 体 集 団 は 、 遺 伝 子 に 連 関 す る 病 的 状 態 に
つ い て の 、 大 変 効 率 的 で 、 普 遍 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 手 段 で あ る 。 高 齢 な 集 団 と 比 較 し た と
き の 若 齢 の 集 団 中 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 変 化 は 、 推 定 的 な 病 的 状 態 感 受 性 遺 伝 子 を 示 す こ と
が 期 待 さ れ る 。 こ の 健 康 体 集 団 ベ ー ス の 個 々 の サ ン プ ル を 、 ス ル ー プ ッ ト を さ ら に 増 加 さ
せ る た め に プ ー ル す る こ と が で き る 。 原 則 的 な 実 験 の 証 明 に お い て 、 若 齢 お よ び 高 齢 な 白
人 女 性 お よ び 男 性 の プ ー ル を 適 用 し て 、 多 く の 異 な る 遺 伝 子 に 位 置 す る 、 ４ ０ ０ よ り 多 い
ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ た 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 対 立 遺 伝 子 的 な 相 違 が 、 両 方 ま た は 一 方 の み の 性 に つ い て 、 若 齢 お よ び 高 齢 者 の 間 で ８
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％ よ り 大 き い な ら ば 、 候 補 多 型 が 同 定 さ れ た 。 当 初 の 結 果 を 、 少 な く と も １ つ の 独 立 的 な
次 の 実 験 で も う 一 度 ア ッ セ イ し た 。 反 復 実 験 は 、 不 安 定 な 生 化 学 的 反 応 を み と め る た め に
必 要 で あ り 、 そ し て そ れ は 約 ２ － ３ ％ の 頻 度 で 存 在 し 、 そ し て 年 齢 関 連 性 の 対 立 遺 伝 子 頻
度 の 相 違 に 似 て い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 平 均 の 頻 度 の 相 違 お よ び 標 準 偏 差 を 、 当 初 の 結 果 の 良 好 な 再 現 性 が あ っ た 後 に 算 出 す る
。 最 終 的 な 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 次 い で 、 白 人 Ｃ Ｅ Ｐ Ｈ サ ン プ ル プ ー ル の 引 用 集 団 と 比 較 す る
。 結 果 は 、 若 齢 白 人 集 団 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 に 類 似 す る こ と を 示 す も の と す る 。 次 い で 、 遺
伝 子 型 情 報 を 含 む 、 候 補 の 正 確 な 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 、 す べ て の 個 々 の サ ン プ ル を 分 析 す る
こ と に よ っ て 取 得 し た 。 こ の 処 理 は 、 時 間 お よ び コ ス ト に 関 し て 単 純 で あ る 。 そ れ は 莫 大
な 数 の Ｓ Ｎ Ｐ の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 と す る 。 し た が っ て 、 年 齢 に 対 し て 高 度 に 有 意 な 連
関 を 有 す る 幾 つ か の マ ー カ ー を 同 定 し 、 そ し て 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 一 般 に 、 統 計 的 に 有 意 な 結 果 を 得 る た め に 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 、 層 化 し た 集 団
の 少 な く と も ５ の 個 体 が 必 要 で あ る 。 年 齢 層 化 集 団 に つ い て 、 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 決 定 す
る 。 次 い で 、 カ イ 二 乗 分 析 を 対 立 遺 伝 子 頻 度 に 基 づ い て 実 施 し 、 年 齢 の 群 の 間 の 相 違 が 統
計 的 に 有 意 か ど う か 決 定 す る 。 ０ ． １ よ り 小 さ い ｐ 値 は 、 統 計 的 に 有 意 な 相 違 で あ る こ と
を 示 す と 考 え ら れ る 。 よ り 好 ま し く は ｐ 値 は 、 ０ ． ０ ５ よ り 小 さ い も の と す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
臨 床 試 験
　 集 団 内 の 頻 度 が 年 齢 と と も に 減 少 す る マ ー カ ー の 同 定 に よ っ て 、 ま た よ り よ く 設 計 さ れ
、 そ し て バ ラ ン ス が 取 れ て い る 臨 床 試 験 を 得 る こ と が で き る 。 現 在 で は 、 臨 床 試 験 が 研 究
で 重 要 な 指 標 （ endpoint） と し て マ ー カ ー を 利 用 し 、 そ し て そ の マ ー カ ー が 年 齢 と と も に
消 失 す る な ら ば 、 そ の と き は 研 究 の 結 果 は 不 正 確 か も し れ な い 。 こ こ で 提 供 し た 方 法 を 使
用 す る こ と に よ っ て 、 マ ー カ ー が 年 齢 と と も に 頻 度 が 減 少 す る か ど う か 確 認 す る こ と が で
き る 。 研 究 を 計 画 す る と き 、 こ の 情 報 を 考 慮 し 、 そ し て 管 理 す る （ control） こ と が で き
る 。 例 え ば 、 年 齢 に 独 立 的 な マ ー カ ー は 、 適 当 な 場 合 に 置 換 し 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 解 説 目 的 の み の た め に 含 ま れ 、 本 発 明 の 範 囲 の 制 限 を 目 的 と す る も の
で は な い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
実 施 例 １
　 こ の 実 施 例 は 、 年 齢 に 伴 う 既 知 遺 伝 的 マ ー カ ー の 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 分 布 を 測 定 す る た め
の 任 意 の 特 定 疾 患 で 選 択 さ れ て い る わ け で は な い 健 康 体 血 液 ド ナ ー 集 団 に よ り 提 供 さ れ る
情 報 を 含 む デ ー タ ベ ー ス の 使 用 お よ び 当 該 デ ー タ ベ ー ス の 白 人 部 分 集 団 に お け る 性 別 に よ
り 提 供 さ れ る 情 報 を 含 む デ ー タ ベ ー ス の 使 用 に つ い て 記 載 す る 。 こ の 実 施 例 に 記 載 の 結 果
に よ り 、 疾 患 関 連 遺 伝 的 マ ー カ ー ま た は 多 型 は 、 年 齢 、 性 別 お よ び 人 種 の よ う な パ ラ メ ー
タ ー ま た は パ ラ メ ー タ ー 群 に よ る 健 康 体 デ ー タ ベ ー ス の 分 類 よ り 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
デ ー タ ベ ー ス の 作 成
　 血 液 は 、 提 供 さ れ る 血 液 用 の 血 液 バ ン ク 基 準 を 満 た し た ヒ ト 対 象 か ら 静 脈 穿 刺 に よ り 得
た 。 血 液 サ ン プ ル は 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で 保 存 し 、 ラ ベ ル し た 。 各 ド ナ ー か ら 、 年 齢
、 性 別 、 人 種 、 病 歴 お よ び 家 族 の 病 歴 の よ う な 情 報 を 得 た 。 各 サ ン プ ル を 、 情 報 の 同 定 を
提 示 す る バ ー コ ー ド で ラ ベ ル し た 。 デ ー タ ベ ー ス は 、 商 業 的 に 利 用 可 能 な ソ フ ト ウ エ ア 、
例 え ば Microsoft Accessを 用 い コ ン ピ ュ ー タ ー 保 存 媒 体 の メ モ リ 中 に 入 れ ら れ る 、 各 ド ナ
ー に つ い て の 、 相 当 す る 対 象 の 識 別 子 (identifier)お よ び 情 報 を 入 力 す る こ と に よ り 、 作
成 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
モ デ ル 遺 伝 的 マ ー カ ー
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　 幾 つ か の レ ベ ル で 疾 患 と 連 関 す る と 知 ら れ て い る 多 型 の 頻 度 は 、 デ ー タ ベ ー ス で 提 示 さ
れ る 対 象 の 部 分 集 団 に お い て 測 定 さ れ た 。 こ れ ら 既 知 多 型 は 、 ｐ ２ １ 、 ｐ ５ ３ お よ び リ ポ
タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 中 で 生 じ る 。 特 に 、 ア ミ ノ 酸 コ ド ン ２ ９ １ で セ リ ン と ア ス パ ラ
ギ ン と の 置 換 を 生 じ る リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の Ｎ ２ ９ １ Ｓ 多 型 (Ｎ ２ ９ １ Ｓ )は 、
男 性 の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 お よ び 特 に 心 筋 梗 塞 の 危 険 性 の 増 加 と 連 関 す る 、 高 密 度 リ ポ
タ ン パ ク 質 コ レ ス テ ロ ー ル (Ｈ Ｄ Ｌ － Ｃ )の レ ベ ル を 低 下 す る こ と に つ な が る (Reymer et a
l. (1995) Nature Genetics 10: 28-34)。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 評 価 す る 細 胞 周 期 制 御 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 細 胞 増 殖
、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 お よ び ア ポ ト ー シ ス (プ ロ グ ラ ム 化 さ れ た 細 胞 死 )を 制 御 す る 転 写 因 子 制 御 遺
伝 子 と し て 作 用 す る 。 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 は 、 種 々 の 頻 度 を 有 す る 、 種 々 の 型 の 白
血 病 を 含 む 広 く 多 種 の 癌 で 見 つ か っ た 。 通 常 の ｐ ５ ３ 機 能 の 喪 失 は 、 非 制 御 細 胞 増 殖 を ゲ
ノ ム 的 に 不 安 定 と す る 。 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 中 で 同 定 さ れ た 多 型 、 す な わ ち 、 Ｒ ７ ２ Ｐ 対 立 遺 伝
子 は 、 当 該 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 コ ド ン ７ ２ で プ ロ リ ン と ア ル ギ ニ ン と の 置 換 を 生 じ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ｐ ２ １ 遺 伝 子 は 、 通 常 細 胞 の Ｇ １ 期 進 行 停 止 を 伴 う サ イ ク リ ン 依 存 キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー を コ ー ド す る 。 ｐ ２ １ 遺 伝 子 の 発 現 は ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 。 ｐ ２ １ 遺 伝 子 の 多 型 は
、 Wilm's腫 瘍 、 小 児 科 腎 臓 癌 と 連 関 す る 。 ｐ ２ １ 遺 伝 子 の １ つ の 多 型 、 Ｓ ３ １ Ｒ 多 型 は 、
ア ミ ノ 酸 コ ド ン ３ １ に お い て ア ル ギ ニ ン と セ リ ン の 置 換 を 生 じ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
デ ー タ ベ ー ス 分 析
特 定 パ ラ メ ー タ ー に よ る 対 象 の 分 類
　 遺 伝 的 多 型 は 、 サ ン プ ル バ ン ク の 白 人 部 分 集 団 の セ グ メ ン ト 内 で プ ロ フ ァ イ ル し た 。 ｐ
５ ３ の プ ロ フ ァ イ ル の 場 合 、 年 齢 １ ８ － ５ ９ 歳 の 合 計 １ ２ ７ ７ 人 の 白 人 対 象 お よ び 年 齢 ６
０ － ７ ９ 歳 の 合 計 ４ ５ ７ 人 の 白 人 対 象 の 血 液 か ら 単 離 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 分 析 し た 。 ｐ ２
１ の プ ロ フ ァ イ ル の 場 合 、 年 齢 １ ８ － ４ ９ 歳 の 合 計 ９ １ ０ 白 人 対 象 お よ び 年 齢 ５ ０ － ７ ９
歳 の 合 計 ８ ２ ４ 白 人 対 象 の 血 液 か ら 単 離 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 分 析 し た 。 リ ポ タ ン パ ク 質 リ
パ ー ゼ 遺 伝 子 の プ ロ フ ァ イ ル の 場 合 、 年 齢 ６ ０ 歳 未 満 の 合 計 １ ４ ６ ４ 人 の 白 人 女 性 お よ び
合 計 １ ４ ７ ０ 人 の 白 人 男 性 な ら び に ６ ０ 歳 を 超 え る 合 計 ４ ７ ８ 人 の 白 人 女 性 お よ び 合 計 ５
６ ０ 人 の 白 人 男 性 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び 分 析
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 個 体 か ら 得 た 血 液 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 。 各 個 体 か ら の 全 血 １ ０ ｍ ｌ
を ２ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 バ フ ィ ー コ ー ト (buffy coat)１ ｍ ｌ を 、 １ ５ ５ ｍ Ｍ  Ｎ
Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 お よ び ０ ． １ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の ９ ｍ ｌ に 加 え 、 室
温 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 １ ０ 分 間 ２ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 取 り
除 き 、 白 色 の 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 １ ５ ５ ｍ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ Ｃ Ｏ ３ お よ び ０ ．
１ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 洗 浄 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お よ び １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ の ４ ． ５ ｍ ｌ 中 に 再 懸 濁 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 ６ ｍ Ｍ  酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ．
３ に よ り 細 胞 ラ イ ゼ ー ト よ り 沈 殿 さ せ 、 次 い で 、 ３ ０ ０ ０ × ｇ の 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し た
。 当 該 核 酸 を 、 同 体 積 の １ ０ ０ ％ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル の 添 加 お よ び ２ ０ ０ ０ × ｇ の 遠 心 分 離
に よ り 上 清 か ら 取 り 除 い た 。 当 該 乾 燥 核 酸 ペ レ ッ ト を 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ６
お よ び １ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 水 和 し 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 既 知 遺 伝 的 マ ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 を 決 定 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ア ッ セ イ は 、 Ｂ ｉ ｏ
ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ (商 標 )検 出 方 法 (プ ラ イ マ ー オ リ ゴ 塩 基 伸 張 )反 応 を 用 い 開 発 し た 。 当
該 方 法 は 、 単 一 の 検 出 プ ラ イ マ ー を 用 い 、 そ の 後 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 張 ス テ ッ プ を 行 い
、 質 量 分 析 法 、 特 に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 容 易 に 分 解 し 得 る 産 物 を 得 た 。
当 該 産 物 は 、 多 型 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 依 存 し て 長 さ が 異 な る 。 こ の 方 法 で は 、 検 出 プ ラ
イ マ ー は 、 可 変 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 位 に 隣 接 し て ア ニ ー リ ン グ し 、
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当 該 プ ラ イ マ ー は 、 １ 以 上 の ジ デ オ キ シ Ｎ Ｔ Ｐ 、 所 望 に よ り １ 以 上 の デ オ キ シ Ｎ Ｔ Ｐ の 存
在 下 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い 伸 張 す る 。 当 該 得 ら れ た 産 物 を 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量
分 析 法 に よ り 、 分 解 す る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 測 定 す る よ う な 当 該 産 物
の 質 量 は 、 可 変 部 位 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド の 決 定 を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 最 初 に 、 各 白 人 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 、 ｐ ２ １ (Ｓ ３ １ Ｒ 対 立 遺 伝 子 )、 ｐ ５ ３ (Ｒ ７
２ Ｐ 対 立 遺 伝 子 )お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ (Ｎ ２ ９ １ Ｓ 対 立 遺 伝 子 )の 遺 伝 子 の 多 型
部 位 の ５ 'お よ び ３ '部 位 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー を 用 い 核 酸 増 幅 し た 。 各 プ ラ イ マ ー 対 の １
プ ラ イ マ ー を 、 固 体 支 持 体 に 増 幅 産 物 を 固 定 化 し 得 る よ う に ビ オ チ ニ ル 化 し た 。 特 に 、 ｐ
２ １ 、 ｐ ５ ３ お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ の 遺 伝 子 の 関 連 セ グ メ ン ト の 増 幅 に 用 い る ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 プ ラ イ マ ー を 以 下 に 示 す ： ｐ ２ １ の 遺 伝 子 増 幅 の た め の Ｕ Ｓ ４ ｐ ２ １
ｃ ３ １ － ２ Ｆ (配 列 番 号 ９ )お よ び Ｕ Ｓ ５ ｐ ２ １ － ２ Ｒ (配 列 番 号 １ ０ )； ｐ ５ ３ の 遺 伝 子 増
幅 の た め の Ｕ Ｓ ４ － ｐ ５ ３ － ｅ ｘ ４ － Ｆ (ｐ ５ ３ － ｅ ｘ ４ Ｕ Ｓ ４ (配 列 番 号 ２ )と し て も 示
さ れ る )お よ び Ｕ Ｓ ５ － ｐ ５ ３ ／ ２ － ４ Ｒ (Ｕ Ｓ ５ ｐ ５ ３ ／ ４ Ｒ (配 列 番 号 ３ )と し て も 示 さ
れ る )； お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ の 遺 伝 子 増 幅 の た め の Ｕ Ｓ ４ － Ｌ Ｐ Ｌ － Ｆ ２ (配 列
番 号 １ ６ )お よ び Ｕ Ｓ ５ － Ｌ Ｐ Ｌ － Ｒ ２ (配 列 番 号 １ ７ )。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 各 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 増 幅 は 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に よ り 行 っ た 。 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー は 濃
度 ８ ｐ ｍ ｏ ｌ で 用 い 得 る 。 当 該 反 応 混 合 物 (例 え ば 、 全 体 積 ５ ０ μ ｌ )は 、 １ ０ × 緩 衝 液 お
よ び ｄ Ｔ Ｎ Ｐ を 含 む Ｔ ａ ｑ － ポ リ メ ラ ー ゼ を 含 み 得 る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 の サ イ
ク リ ン グ 条 件 は 、 典 型 的 に は 、 最 初 に ９ ５ ℃ ５ 分 間 、 そ の 後 、 ９ ４ ℃ １ 分 間 、 ５ ３ ℃ ４ ５
秒 、 お よ び ７ ２ ℃ ３ ０ 秒 を ４ ０ サ イ ク ル 、 最 終 伸 張 と し て ７ ２ ℃ ５ 分 間 、 行 い 得 る 。 増 幅
産 物 は 、 製 造 者 説 明 に 従 い 、 Qiagen PCR精 製 キ ッ ト (No.28106)を 用 い 精 製 し 得 る 。 カ ラ ム
か ら 精 製 し た 産 物 の 溶 出 は 、 Ｔ Ｅ 緩 衝 液 (１ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７
． ５ )５ ０ μ ｌ 中 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 精 製 増 幅 産 物 を 、 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 連 結 を 介 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ビ ー ズ に 固
定 化 し 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ た 。 次 い で 、 検 出 プ ラ イ マ ー を 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な
条 件 を 用 い 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ に ア ニ ー リ ン グ さ せ た ： ５ ０ ℃ の ５ ０ μ ｌ ア ニ ー リ ン グ 緩 衝 液
(２ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ  (Ｎ Ｈ ４ )２ Ｓ Ｏ ４ 、 ２ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｓ Ｏ

２ 、 １ ％  Triton X-100、 ｐ Ｈ ８ )で １ ０ 分 間 、 そ の 後 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 (４ ０ ｍ Ｍ  Ｔ
ｒ ｉ ｓ 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ ％  Tween 20、 ｐ Ｈ ８ ． ８ )２ ０ ０
μ ｌ で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｔ Ｅ 緩 衝 液 ２ ０ ０ μ ｌ で １ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 伸 張 反 応 は 、 例 え ば 、 Ｕ Ｓ Ｂ か ら の Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ キ ッ ト (Ｎ ｏ ． ７
０ ７ ７ ０ )の 幾 つ か の 内 容 物 お よ び Pharmaciaの ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ま た は ｄ ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 用 い る こ と に
よ り 、 行 っ た 。 典 型 的 な プ ロ ト コ ー ル に は 、 水 ２ １ μ ｌ 、 シ ー ク エ ナ ー ゼ 緩 衝 液 ６ μ ｌ 、
１ ０ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ 溶 液 ３ μ ｌ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の ３ つ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ４ ． ５ μ ｌ 、 ２ ｍ Ｍ の 非 含 有 (
missing)の １ つ の ｄ ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ４ ． ５ μ ｌ 、 グ リ セ ロ ー ル 酵 素 希 釈 緩 衝 液 ５ ． ５ μ ｌ 、 シ ー
ク エ ナ ー ゼ ２ ． ０  ０ ． ２ ５ μ ｌ 、 お よ び ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ０ ． ２ ５ μ ｌ を 含 む 、 全 反
応 物 体 積 ４ ５ μ ｌ が 含 ま れ 得 る 。 次 い で 、 当 該 反 応 物 を 氷 上 で ピ ペ ッ テ ィ ン グ し 、 １ ５ 分
間 室 温 で そ し て ５ 分 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 得 る 。 当 該 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 ２ ０
０ μ ｌ で ３ 回 洗 浄 し 、 ７ ０ ｍ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ ク エ ン 酸 溶 液 ６ ０ μ ｌ で １ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 当 該 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 し 、 固 定 化 鋳 型 か ら 伸 張 プ ラ イ マ ー を 開 放 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の 得 ら れ
た 伸 張 産 物 を 、 マ ト リ ッ ク ス と し て ３ － ヒ ド ロ キ シ ピ コ リ ン 酸 (３ － Ｈ Ｐ Ａ )お よ び Ｕ Ｖ レ
ー ザ ー を 用 い Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 別 々 に 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 特 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 反 応 に 用 い る プ ラ イ マ ー は 以 下 の よ う に 示 さ れ る ： ｐ ２ １ 多 型 部 位 の
Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 分 析 用 の Ｐ ２ １ ／ ３ １ － ３ (配 列 番 号 １ ２ )； ｐ ５ ３ 多 型 部 位 の Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 分 析
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用 の Ｐ ５ ３ ／ ７ ２ (配 列 番 号 ４ )； お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 多 型 部 位 の Ｐ Ｒ Ｏ
Ｂ 分 析 用 の Ｌ Ｐ Ｌ － ２ 。 ｐ ２ １ 多 型 部 位 の Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 分 析 に お い て 、 伸 張 反 応 は 、 ジ デ オ
キ シ Ｃ を 用 い 行 っ た 。 “ 野 生 型 ” 対 立 遺 伝 子 鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン ３ １ は セ リ ン を コ ー
ド す る )で 起 こ る 反 応 か ら お よ び 多 型 Ｓ ３ １ Ｒ 対 立 遺 伝 子 鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン ３ １ は ア
ル ギ ニ ン を コ ー ド す る )で 起 こ る 反 応 か ら 生 ず る 産 物 は 、 以 下 の よ う に 示 し 、 そ れ ぞ れ 、
Ｐ ２ １ ／ ３ １ － ３ Ｓ ｅ ｒ (ｗ ｔ )(配 列 番 号 １ ３ )お よ び Ｐ ２ １ ／ ３ １ － ３ Ａ ｒ ｇ (配 列 番 号
１ ４ )の よ う に 設 計 し た 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 で 測 定 で き る よ う な 各 産 物 の 質
量 が ま た 、 提 供 さ れ る (野 生 型 産 物 の 場 合 、 ４ ９ ０ ０ ． ２ Ｄ ａ お よ び 多 型 産 物 の 場 合 、 ５
２ １ ３ ． ４ Ｄ ａ )。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ｐ ５ ３ 多 型 部 位 の Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 分 析 に お い て 、 当 該 伸 張 反 応 は ジ デ オ キ シ Ｃ を 用 い 行 っ た
。 “ 野 生 型 ” 対 立 遺 伝 子 鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン ７ ２ は ア ル ギ ニ ン を コ ー ド す る )で 起 こ る
反 応 か ら お よ び 多 型 Ｒ ７ ２ Ｐ 対 立 遺 伝 子 鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン ７ ２ は プ ロ リ ン を コ ー ド
す る )で 起 こ る 反 応 か ら 生 ず る 産 物 を 、 以 下 の よ う に 示 し 、 そ れ ぞ れ 、 Ｃ ｏ ｄ ７ ２  Ｇ  Ａ
ｒ ｇ (ｗ ｔ )お よ び Ｃ ｏ ｄ ７ ２  Ｃ  Ｐ ｒ ｏ の よ う に 設 計 し た 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析
法 に よ り 測 定 さ れ 得 る よ う な 各 産 物 の 質 量 が ま た 、 提 供 さ れ る (野 生 型 産 物 の 場 合 、 ５ ７
３ ４ ． ８ Ｄ ａ お よ び 多 型 産 物 の 場 合 、 ５ ４ ０ ５ ． ６ Ｄ ａ )。
【 ０ １ ９ １ 】
　 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 多 型 部 位 の Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 分 析 に お い て 、 当 該 伸 張 反 応 は ｄ
ｄ Ａ お よ び ｄ ｄ Ｔ の 混 合 物 を 用 い 行 っ た 。 “ 野 生 型 ” 対 立 遺 伝 子 鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン
２ ９ １ は ア ス パ ラ ギ ン を コ ー ド す る )で 起 こ る 反 応 か ら お よ び 多 型 Ｎ ２ ９ １ Ｓ 対 立 遺 伝 子
鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン ２ ９ １ は セ リ ン を コ ー ド す る )で 起 こ る 反 応 か ら 生 ず る 産 物 は 、 以
下 の よ う に 示 し 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ９ １ Ａ ｓ ｎ お よ び ２ ９ １ Ｓ ｅ ｒ の よ う に 設 計 し た 。 Ｍ Ａ Ｌ
Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 測 定 さ れ 得 る よ う な 各 産 物 の 質 量 が ま た 、 提 供 さ れ る (野
生 型 産 物 の 場 合 、 ６ ４ ３ ８ ． ２ Ｄ ａ お よ び 多 型 産 物 の 場 合 、 ６ ７ ５ ８ ． ４ Ｄ ａ )。
【 ０ １ ９ ２ 】
Ｐ ５ ３ － １ (Ｒ ７ ２ Ｐ )
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 長 さ ： ４ ０ ７ ｂ ｐ (配 列 番 号 １ )
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 ２ － ４ )
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
質 量
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
ビ オ チ ン 化 Ｕ Ｓ ５ プ ラ イ マ ー を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 用 い る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
Ｌ Ｐ Ｌ － １ (Ｎ ２ ９ １ Ｓ )
　 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の コ ド ン ２ ９ １ の ア ス パ ラ ギ ン を セ リ ン に ア ミ ノ 酸 置 換
す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 長 さ ： ２ ５ １ ｂ ｐ (配 列 番 号 １ ５ )
Ｕ Ｓ ４ － Ｌ Ｐ Ｌ － Ｆ ２ (配 列 番 号 １ ６ )
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 １ ６ － １ ８ )
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
質 量
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
ビ オ チ ン 化 Ｕ Ｓ ５ プ ラ イ マ ー を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 用 い る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
Ｐ ２ １ － １ (Ｓ ３ １ Ｒ )
　 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 ｐ ２ １ の コ ド ン ３ １ の セ リ ン を ア ル ギ ニ ン に ア ミ ノ 酸 置 換 す る
。 産 物 の 長 さ ： ２ ０ ７ ｂ ｐ (配 列 番 号 ８ )
【 化 ５ 】
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プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 ９ － １ １ )
【 化 ６ 】
　
　
　
　
質 量
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
ビ オ チ ン 化 Ｕ Ｓ ５ プ ラ イ マ ー を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 用 い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 各 白 人 対 象 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 個 々 に 分 析 し 、 多
型 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド の 同 一 性 を 測 定 し た 。 各 ア ッ セ イ の 遺 伝 子 型 結 果 を デ ー タ ベ ー ス に
入 力 で き る 。 次 い で 、 結 果 を 、 年 齢 お よ び ／ ま た は 性 別 に よ り 分 類 し 、 年 齢 お よ び ／ ま た
は 性 別 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 分 布 を 測 定 し た 。 各 ケ ー ス の 結 果 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 図 中 で
示 す よ う に 、 ｐ ２ １ 、 ｐ ５ ３ お よ び リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の 多 型 の 遺 伝 的 マ ー カ
ー の 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 差 異 分 布 が あ っ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 ８ は 、 ｐ ２ １ 遺 伝 的 マ ー カ ー ア ッ セ イ の 結 果 か ら 、 年 齢 (年 齢 １ ８ － ４ ９ 歳 を 年 齢 ５
０ － ７ ９ 歳 と 比 較 し た )の 白 人 の ヘ テ ロ 接 合 遺 伝 子 型 (Ｓ ３ １ Ｒ )の 頻 度 に 統 計 的 に 有 意 な
減 少 (１ ３ ． ３ ％ か ら ９ ． ２ ％ )が 見 ら れ る こ と を 示 す 。 ２ つ の 年 代 群 の ホ モ 接 合 (Ｓ ３ １
お よ び Ｒ ３ １ )遺 伝 子 型 の 頻 度 も ま た 、 ２ つ の 年 代 群 に お け る Ｓ ３ １ お よ び Ｒ ３ １ 対 立 遺
伝 子 (図 中 、 そ れ ぞ れ ＊ Ｓ ３ １ お よ び ＊ Ｒ ３ １ と し て 命 名 し た )の 全 体 的 頻 度 で あ る た め 、
示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 図 ７ Ａ － Ｃ は 、 ｐ ５ ３ 遺 伝 的 マ ー カ ー ア ッ セ イ の 結 果 を 示 し 、 年 齢 (年 齢 １ ８ － ５ ９ 歳
を 年 齢 ６ ０ － ７ ９ 歳 と 比 較 し た )の 白 人 の ホ モ 接 合 遺 伝 子 型 (Ｐ ７ ２ )の 頻 度 に 満 足 で き る
有 意 な 減 少 (６ ． ７ ％ か ら ３ ． ７ ％ )を 示 す 。 ２ つ の 年 代 群 の ホ モ 接 合 “ 野 生 型 ” 遺 伝 子 型
(Ｒ ７ ２ )お よ び ヘ テ ロ 接 合 遺 伝 子 型 (Ｒ ７ ２ Ｐ )の 頻 度 も ま た 、 ２ つ の 年 代 群 に お け る Ｒ ７
２ お よ び Ｐ ７ ２ 対 立 遺 伝 子 (図 中 、 そ れ ぞ れ ＊ Ｒ ７ ２ お よ び ＊ Ｐ ７ ２ と し て 設 計 し た )の 全
体 的 頻 度 で あ る た め 、 示 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ｐ ５ ３ が 第 二 の タ ン パ ク 質 、 細 胞 周 期
を 通 し て 細 胞 を 動 か す 必 要 の あ る サ イ ク リ ン 依 存 キ ナ ー ゼ (Ｃ Ｄ Ｋ )を 阻 害 す る ｐ ２ １ の 発
現 を 制 御 す る (何 れ か の 遺 伝 子 の 変 異 が 細 胞 周 期 を 崩 壊 さ せ 、 細 胞 分 裂 の 増 加 を 生 ず る )た
め 、 対 立 遺 伝 子 が 良 性 で は な い と い う 観 察 か ら な る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 図 ２ Ｃ は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 遺 伝 的 マ ー カ ー ア ッ セ イ の 結 果 は 、 年 齢 (ま
た Reymer et al. (1995) Nature Genetics 10: 28-34参 照 )の 白 人 男 性 の 多 型 対 立 遺 伝 子 (
Ｓ ２ ９ １ )の 頻 度 に 統 計 的 に 有 意 な 減 少 (１ ． ９ ７ ％ か ら ０ ． ５ ４ ％ )が 見 ら れ る こ と を 示
す 。 別 の 年 代 群 の 白 人 女 性 の こ の 対 立 遺 伝 子 頻 度 も ま た 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 ２
　 こ の 実 施 例 は 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 多 型 対 立 遺 伝 子 (３ ５ ３ Ｑ 対 立 遺 伝 子 )の 存 在 ま た は
非 存 在 を 評 価 す る 複 数 対 象 の 個 々 サ ン プ ル お よ び プ ー ル し た サ ン プ ル と し て 多 く の 対 象 の
Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 分 析 し 、 対 象 の 群 中 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 決 定 す る Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質
量 分 析 法 の 使 用 に つ い て 記 載 す る 。 こ の 研 究 結 果 は 、 本 質 的 に 、 同 じ 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、
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別 々 に 各 サ ン プ ル を 分 析 す る よ う に プ ー ル し た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 分 析 す る こ と に よ り 得 ら
れ 、 そ れ に よ り 、 核 酸 の 分 析 に お け る Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 の 量 的 性 質 が 説 明 さ
れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
因 子 Ｖ Ｉ Ｉ
　 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ は 、 外 来 的 血 液 凝 固 カ ス ケ ー ド 中 に 含 ま れ る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 こ
の 因 子 は ト ロ ン ビ ン に よ り 活 性 化 さ れ 、 因 子 Ｘ か ら 因 子 Ｘ ａ へ の プ ロ セ ッ シ ン グ に お い て
組 織 因 子 (因 子 Ｉ Ｉ Ｉ )と 共 に 働 く 。 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 中 の 多 型 間 の 関 連 お よ び 心 筋 梗 塞 を
含 む 虚 血 性 心 血 管 疾 患 の 危 険 性 を 増 大 し 得 る 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 活 性 の 増 加 を サ ポ ー ト す る 証 拠 が
あ る 。 本 研 究 で 調 査 す る 多 型 は 、 Ｒ ３ ５ ３ Ｑ で あ る (す な わ ち 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の コ ド
ン ３ ５ ３ に お い て グ ル タ ミ ン 酸 残 基 か ら ア ル ギ ニ ン 残 基 へ の 置 換 )(表 ５ 参 照 )。
【 ０ ２ ０ ２ 】
因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の ３ ５ ３ Ｑ 対 立 遺 伝 子 の 存 在 ま た は 非 存 在 に 関 す る Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル の 分
析
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 群 あ た り ９ ２ 対 象 の 複 数 の 群 に 分 け た 大 多 数 の 対 象 か ら 得 ら れ た 別 々
の 血 液 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 各 サ ン プ ル は 、 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う
な Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ (商 標 )ア ッ セ イ を 用 い 分 析 し 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の ３ ５ ３ Ｑ
多 型 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 決 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 最 初 に 、 各 サ ン プ ル 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 、 以 下 に 示 す よ う に 、 Ｆ ７ － ３ ５ ３ Ｆ Ｕ Ｓ ４ (配 列
番 号 ２ ４ )お よ び Ｆ ７ － ３ ５ ３ Ｒ Ｕ Ｓ ５ (配 列 番 号 ２ ６ )を 用 い 、 例 え ば 、 実 施 例 １ に 記 載
す る よ う な 標 準 的 な 条 件 を 用 い ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お い て 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー の １
つ を ビ オ チ ニ ル 化 し 、 増 幅 産 物 を 固 体 支 持 体 に 固 定 化 し 得 た 。 精 製 増 幅 産 物 を 、 ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 被 覆 ビ ー ズ へ の ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 連 結 を 介 し て 固 定 化 し 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 変
性 し た 。 次 い で 、 検 出 プ ラ イ マ ー を 、 例 え ば 、 実 施 例 １ に 記 載 の よ う な 条 件 を 用 い 固 定 化
Ｄ Ｎ Ａ に ア ニ ー リ ン グ し た 。 検 出 プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の よ う に Ｆ ７ － ３ ５ ３ － Ｐ (配 列 番
号 ２ ７ )と し て 示 す 。 Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 伸 張 反 応 は 、 例 え ば 、 実 施 例 １ に 示 す よ う な 条 件 を 用 い
行 っ た 。 当 該 反 応 は 、 ｄ ｄ Ｇ を 用 い 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 し 、 固 定 化 鋳 型 か ら 伸 張 プ ラ イ マ ー を 開 放 し た 。 そ れ ぞ れ の 得 ら れ た 伸 張
産 物 は 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 別 々 に 分 析 し た 。 ３ － ヒ ド ロ キ シ ピ コ リ ン
酸 (３ － Ｈ Ｐ Ａ )の よ う な マ ト リ ッ ク ス お よ び Ｕ Ｖ レ ー ザ ー を Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析
法 分 析 に 用 い た 。 “ 野 生 型 ” 対 立 遺 伝 子 鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン ３ ５ ３ は ア ル ギ ニ ン を コ
ー ド す る )で 起 こ る 反 応 か ら お よ び 多 型 ３ ５ ３ Ｑ 対 立 遺 伝 子 鋳 型 (こ の 場 合 、 コ ド ン ３ ５ ３
は グ ル タ ミ ン 酸 を コ ー ド す る )で 起 こ る 反 応 か ら 生 ず る 産 物 は 、 以 下 の よ う に 示 し 、 そ れ
ぞ れ 、 ３ ５ ３  Ｃ Ｇ Ｇ お よ び ３ ５ ３ Ｃ Ａ Ｇ の よ う に 設 計 し た 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分
析 法 に よ り 測 定 さ れ 得 る よ う な 各 産 物 の 質 量 が ま た 、 提 供 さ れ る (す な わ ち 、 野 生 型 産 物
の 場 合 、 ５ ６ ４ ６ ． ８ Ｄ ａ お よ び 多 型 産 物 の 場 合 、 ５ ９ ６ ０ Ｄ ａ )。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 各 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル の Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 反 応 の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 分 析 は 、 各 サ ン プ
ル に お い て 最 初 に 別 々 に 行 わ れ る (分 析 あ た り の Ｄ Ｎ Ａ の 合 計 濃 度 ２ ５ ０ ｎ ｇ )。 ９ ２ 対 象
の 群 に お け る ３ ５ ３ Ｑ 多 型 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 検 出 さ れ る 多 く の 各 対 象 に 基 づ き 算 出 さ
れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 次 に 、 ９ ２ 対 象 の サ ン プ ル を プ ー ル し (任 意 の 個 々 Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 が ２ ． ７ ｎ ｇ で あ る 、
Ｄ Ｎ Ａ の 合 計 濃 度 ２ ５ ０ ｎ ｇ )、 Ｄ Ｎ Ａ の プ ー ル を Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 分 析 し
た 。 生 じ る ス ペ ク ト ル に お け る ３ ５ ３ Ｑ 多 型 Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ 伸 張 産 物 の 質 量 に 相 当 す る シ グ ナ
ル の 下 の 領 域 が 、 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 量 を 定 量 す る た め 、 組 込 ま れ た 。 合 計 Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 、
こ の 量 の 割 合 が 用 い ら れ 、 対 象 の 群 に お け る ３ ５ ３ Ｑ 多 型 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 が 測 定 さ れ た
。 こ の 型 の 個 々 サ ン プ ル 対 プ ー ル し た サ ン プ ル の 分 析 を 、 ９ ２ 種 サ ン プ ル の 多 種 の 群 に つ
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い て 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ９ ２ の 各 群 の ９ ２ 種 の サ ン プ ル の 各 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 分 析 に 基 づ き 算 出 さ
れ る 頻 度 を 、 図 ９ に お い て 、 ９ ２ サ ン プ ル か ら の Ｄ Ｎ Ａ の プ ー ル の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質
量 分 析 法 分 析 に 基 づ き 算 出 し た も の と 比 較 す る 。 こ れ ら の 比 較 を 、 図 中 、 棒 グ ラ フ で “ 対
” と し て 示 し 、 各 対 は 、 別 々 の “ プ ー ル ” 番 号 、 例 え ば 、 Ｐ １ 、 Ｐ １ ６ 、 Ｐ ２ な ど と し て
標 識 さ れ て い る 。 そ の た め 、 例 え ば 、 Ｐ １ の 場 合 、 ９ ２ サ ン プ ル そ れ ぞ れ の 別 々 の 分 析 に
よ り 算 出 さ れ る 多 型 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 １ １ ． ４ １ ％ で あ り 、 ９ ２ Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル 全 て
の プ ー ル の 分 析 に よ り 算 出 さ れ る 頻 度 は 、 １ ２ ． ０ ９ ％ で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 別 々 の Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 個 々 に 分 析 す る こ と に よ り お よ び Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル の プ ー ル に よ
り 算 出 さ れ る 頻 度 の 類 似 性 か ら 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 の 量 的 性 質 を 通 し て 、 プ
ー ル し た サ ン プ ル を 分 析 し 、 正 確 な 頻 度 測 定 を 得 る こ と が 可 能 と な る こ と が 証 明 さ れ る 。
プ ー ル し た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル の 分 析 能 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う な 非 選 択 性 の 健 康 体 デ
ー タ ベ ー ス の 使 用 を 含 む 時 間 お よ び 費 用 を 有 意 に 減 少 す る 。 ス ペ ク ト ル の 特 質 ま た は 検 出
さ れ た サ ン プ ル 量 を 図 る 能 力 を 全 く 変 化 せ ず に プ ー ル 混 合 物 中 の 個 々 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ 濃
度 を ２ ． ７ ｎ ｇ か ら ０ ． ２ ７ ｎ ｇ に 減 少 さ せ る こ と が 可 能 と な る こ と も ま た 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｒ ３ ５ ３ Ｑ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ ア ッ セ イ
　 コ ー ド ３ ５ ３  Ｃ Ｇ Ｇ ＞ Ｃ Ａ Ｇ (Ａ ｒ ｇ ＞ Ｇ ｌ ｎ )、 エ キ ソ ン ９ Ｇ ＞ Ａ の た め の Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ
Ｅ ア ッ セ イ
【 ０ ２ １ ０ 】
Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト ： １ ３ ４ ｂ ｐ (Ｕ Ｓ タ グ を 含 む ； 配 列 番 号 ２ ２ お よ び ２ ３ )
　 対 立 遺 伝 子 頻 度 ： ヨ ー ロ ッ パ 人 約 ０ ． １ 、 日 本 人 ／ 中 国 人 約 ０ ． ０ ３ － ０ ． ０ ５ (Throm
b. Haemost. 1995, 73: 617-22; Diabetologia 1998, 41: 760-6)：
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
質 量
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
結 論
　 上 記 実 施 例 か ら 、 一 般 的 な 群 の 遺 伝 的 因 子 に 起 因 す る 疾 患 の 頻 度 を 変 化 さ せ る 効 果 が 証
明 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 多 型 遺 伝 的 変 化 の 医 学 的 関 連 性 が 予 測 さ れ 得 る と 解 釈 さ れ
る 。 加 え て 、 結 論 が 、 浸 透 度 、 診 断 特 異 性 、 陽 性 適 中 率 、 疾 患 の 攻 撃 、 予 防 ス ト ラ テ ジ ー
の 最 も 適 す る 攻 撃 、 お よ び 単 離 さ れ た 群 を 任 意 交 配 し た 群 と 同 定 す る 遺 伝 的 変 化 の 一 般 的
適 用 可 能 性 を 導 く 。 そ の た め 、 人 種 的 に 同 種 で あ る 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 し た 群 に 基 づ
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く サ ン プ ル バ ン ク は 、 可 能 性 あ る 医 療 的 有 用 性 に 関 し 、 遺 伝 的 因 子 の 迅 速 な 同 定 お よ び 確
認 の た め の 適 当 な ツ ー ル と な る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
実 施 例 ３
病 的 状 態 お よ び 死 亡 の マ ー カ ー
サ ン プ ル バ ン ド お よ び 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ
　 健 康 体 サ ン プ ル は 、 San Bernardino, CAの 血 液 バ ン ク を 通 じ て 取 得 し た 。 ド ナ ー に 、 血
液 回 収 の 前 に 同 意 書 に サ イ ン し て も ら い 、 血 液 を ヒ ト の 加 齢 に 関 す る 遺 伝 的 研 究 に 使 用 す
る こ と に 同 意 し て も ら っ た 。 す べ て の サ ン プ ル を ア ノ ミ マ イ ズ (anomymize)し た 。 サ ン プ
ル の ト ラ ッ キ ン グ バ ッ ク (tracking back)は 可 能 で は な い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
健 康 体 ド ナ ー 群 の 血 液 サ ン プ ル か ら の Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 血 液 を 静 脈 穿 刺 に よ り 取 得 し 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ  ｐ Ｈ ８ ． ０ で 保 存 す る 。 各 ド ナ ー か ら
の 全 血 １ ０ ｍ ｌ を ２ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 バ フ ィ ー コ ー ト (buffy coat)１ ｍ ｌ を 、
１ ５ ５ ｍ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 お よ び ０ ． １ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の ９
ｍ ｌ に 加 え 、 室 温 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 １ ０ 分 間 ２ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 し
た 。 上 清 を 取 り 除 き 、 白 色 の 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 １ ５ ５ ｍ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ Ｃ
Ｏ ３ お よ び ０ ． １ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 洗 浄 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ お よ び １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の ４ ． ５ ｍ ｌ 中 に 再 懸 濁 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 ６ Ｍ  酢 酸 ア ン モ ニ ウ
ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ３ に よ り 細 胞 ラ イ ゼ ー ト よ り 沈 殿 さ せ 、 次 い で 、 ３ ０ ０ ０ × ｇ の 遠 心 分 離 に
よ り 核 酸 か ら 分 離 し た 。 当 該 核 酸 を 、 同 体 積 の １ ０ ０ ％ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル の 添 加 お よ び ２
０ ０ ０ × ｇ の 遠 心 分 離 に よ り 上 清 か ら 取 り 除 い た 。 当 該 乾 燥 核 酸 ペ レ ッ ト を 、 １ ０ ｍ Ｍ  
Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ６ お よ び １ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 水 和 し 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 こ の 研 究 で は 、 サ ン プ ル を 表 １ に 示 す よ う に プ ー ル し た 。 血 液 ド ナ ー の 両 親 は 白 人 起 源
で あ っ た 。
表 １
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ４ ０ ０ を 超 え る Ｓ Ｎ Ｐ を ４ つ 全 て の プ ー ル を 用 い 試 験 し た 。 試 験 を 行 っ た 後 、 ３ ４ ア ッ
セ イ を 少 な く と も 一 度 、 再 ア ッ セ イ す る よ う 選 択 し た 。 最 終 的 に 、 １ ０ ア ッ セ イ に よ り 、
幾 ら か の 割 合 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 に 繰 り 返 し の 相 違 が 見 ら れ 、 そ れ に よ っ て 、 各 サ ン プ ル を
用 い 試 験 さ れ る 基 準 を 満 た し た 。 平 均 対 立 遺 伝 子 頻 度 お よ び 標 準 偏 差 を 表 ２ に 表 と す る 。
表 ２
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 １ ０ の う ち ７ の 可 能 性 の あ る 病 的 状 態 の マ ー カ ー が 充 分 に 分 析 さ れ た 。 こ れ ら Ｓ Ｎ Ｐ が
位 置 す る 遺 伝 子 に 関 す る 更 な る 情 報 を 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ の よ う な 公 共 の デ ー タ ベ ー ス を 通
じ て 集 め た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
Ａ Ｋ Ａ Ｐ Ｓ
　 候 補 の 病 的 状 態 お よ び 死 亡 の マ ー カ ー に は 、 シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン に 含 ま れ る 遺
伝 子 の よ う な ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 そ の 遺 伝 子 に は 、 タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化
を 含 む シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 経 路 に 関 係 す る Ａ キ ナ ー ゼ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 (Ａ Ｋ
Ａ Ｐ )遺 伝 子 が あ る 。 タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 は 、 酵 素 制 御 、 お よ び 真 核 細 胞 の 細 胞 膜 を 通 過
す る 細 胞 外 シ グ ナ ル の ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン に 重 要 な 機 構 で あ る 。 酵 素 、 膜 レ セ プ タ ー 、 イ
オ ン チ ャ ン ネ ル お よ び 転 写 因 子 を 含 む 広 範 の 種 類 の 細 胞 性 基 質 は 、 細 胞 と 相 互 作 用 す る 細
胞 外 シ グ ナ ル に 応 答 し て リ ン 酸 化 さ れ 得 る 。 ホ ル モ ン お よ び 神 経 伝 達 物 質 に 応 答 す る 細 胞
性 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 に お い て 鍵 と な る 酵 素 は 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ (ｃ Ａ Ｍ Ｐ )依 存 タ
ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ で あ る （ Ｐ Ｋ Ａ ） 。 そ の た め 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ に よ る 活 性 化 に お い て 、 Ｐ Ｋ Ａ
は 、 そ の 細 胞 外 シ グ ナ ル に 対 す る 種 々 の 細 胞 性 応 答 を 仲 介 す る 。 Ｐ Ｋ Ａ ア イ ソ ザ イ ム の ア
レ イ は 、 哺 乳 類 細 胞 中 で 発 現 す る 。 Ｐ Ｋ Ａ は 、 通 常 、 制 御 (Ｒ )サ ブ ユ ニ ッ ト ダ イ マ ー お よ
び ２ つ の 触 媒 (Ｃ )サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 不 活 性 テ ト ラ マ ー と し て 存 在 す る 。 ３ つ の Ｃ サ ブ ユ
ニ ッ ト (Ｃ α 、 Ｃ β お よ び Ｃ γ )お よ び ４ つ の Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト (Ｒ Ｉ α 、 Ｒ Ｉ β 、 Ｒ Ｉ Ｉ α
お よ び Ｒ Ｉ Ｉ β )を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 し た (Takio et al. (1982) Proc. Natl. Acad
. Sci. U.S.A. 79: 2544-2548; Lee et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:
 3608-3612; Jahnsen et al. (1996) J. Biol. Chem. 261: 12352-12361; Clegg et al. 
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 3703-3707;お よ び Scott (1991) Pharmacol.
 Ther. 50: 123-145参 照 )。 型 Ｉ (Ｒ Ｉ )α お よ び 型 Ｉ Ｉ (Ｒ Ｉ Ｉ )α サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 偏 在
的 に 分 布 し 、 こ の 場 合 、 Ｒ Ｉ β お よ び Ｒ Ｉ Ｉ β は 主 に 脳 に 存 在 す る (例 え ば 、 Miki and Ed
dy (1999) J. Biol. Chem. 274: 29057-29062参 照 )。 型 Ｉ  Ｐ Ｋ Ａ ホ ロ 酵 素 (Ｒ Ｉ α お よ び
Ｒ Ｉ β )は 、 細 胞 質 中 に 主 に 存 在 し 、 一 方 、 多 数 の 型 Ｉ Ｉ  Ｐ Ｋ Ａ (Ｒ Ｉ Ｉ α お よ び Ｒ Ｉ Ｉ
β )は 細 胞 性 構 造 お よ び 細 胞 小 器 官 に 関 係 す る (Scott (1991) Pharmacol. Ther. 50: 123-
145)。 多 く の ホ ル モ ン お よ び 他 の シ グ ナ ル が レ セ プ タ ー を 介 し て 作 用 し 、 Ｐ Ｋ Ａ の Ｒ サ ブ
ユ ニ ッ ト に 結 合 し 、 放 出 し 、 タ ン パ ク 質 を リ ン 酸 化 す る Ｃ サ ブ ユ ニ ッ ト を 活 性 化 す る ｃ Ａ
Ｍ Ｐ を 生 ず る 。 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ お よ び そ の 基 質 は 広 く 細 胞 全 体 に 分 布 す る た め 、 異 な
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る シ グ ナ ル に 対 す る タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ 仲 介 応 答 を 局 在 化 さ せ る 細 胞 中 に 存 在 す る 機 構 が
あ る 。 そ の 機 構 の １ つ に は 、 特 定 の 細 胞 小 器 官 ま た は 細 胞 骨 格 コ ン パ ー ト メ ン ト に き わ め
て 接 近 し て Ｐ Ｋ Ａ を 位 置 さ せ 、 そ れ に よ り よ り 特 異 的 な Ｐ Ｋ Ａ 相 互 作 用 お よ び 局 在 化 応 答
を 提 供 す る Ａ キ ナ ー ゼ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 (Ａ Ｋ Ａ Ｐ )と 呼 ば れ る 、 ア ン カ ー タ ン パ ク 質 の
付 随 を 介 す る Ｐ Ｋ Ａ の 亜 細 胞 性 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ が 含 ま れ る (例 え ば 、 Scott et al. (199
0) J. Biol. Chem. 265: 21561-21566; Bregman et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 72
07-7213; お よ び Miki and Eddy (1999) J. Biol. Chem. 274: 29057-29062参 照 )。 ア ン カ
ー は 好 ま し い 基 質 に 近 づ け て キ ナ ー ゼ を 位 置 さ せ る ば か り で な く 、 所 望 に よ り 第 二 メ ッ セ
ン ジ ャ ー ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 揺 ら ぎ (fluctuation)に 応 答 し 得 る 部 位 に Ｐ Ｋ Ａ ホ ロ 酵 素 を 位 置 さ せ
る (Mochly-Rosen (1995) Science 268: 247-251; Faux and Scott (1996) Trends Bioche
m. Sci. 21: 312-315; Hubbard and Cohen (1993) Trends Biochem. Sci. 18: 172-177参
照 )。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 ７ ５ ％ ま で の 型 Ｉ Ｉ  Ｐ Ｋ Ａ は 、 制 御 サ ブ ユ ニ ッ ト (Ｒ Ｉ Ｉ )に よ る Ａ Ｋ Ａ Ｐ と の 会 合 を
介 し て 様 々 な 細 胞 内 部 位 に 局 在 す る (例 え ば 、 Hausken et al. (1996) J. Biol. Chem. 27
1: 29016-29022参 照 )。 Ｐ Ｋ Ａ の Ｒ Ｉ Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ナ ノ モ ー ラ ー の 親 和 性 で Ａ Ｋ Ａ
Ｐ と 結 合 し (Carr et al. (1992) J. Biol. Chem. 267: 13376-13382)、 多 く の Ａ Ｋ Ａ Ｐ －
Ｒ Ｉ Ｉ 複 合 体 が 、 細 胞 抽 出 物 か ら 単 離 さ れ た 。 Ｐ Ｋ Ａ の Ｒ Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 マ イ ク ロ モ
ー ラ ー の み の 親 和 性 で Ａ Ｋ Ａ Ｐ に 結 合 す る (Burton et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sc
i. U.S.A. 94: 11067-11072)。 Ｐ Ｋ Ａ  Ｒ Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト に よ る Ａ Ｋ Ａ Ｐ へ の 結 合 の 証 明
は 報 告 さ れ て お り (Miki and Eddy (1998) J. Biol. Chem. 273: 34384-34390)、 そ れ は 、
Ｒ Ｉ α 特 異 的 お よ び Ｒ Ｉ α ／ Ｒ Ｉ Ｉ β 二 重 特 異 性 Ｐ Ｋ Ａ ア ン カ ー ド メ イ ン は 、 Ｆ Ｓ Ｃ １ ／
Ａ Ｋ Ａ Ｐ ８ ２ で 同 定 さ れ た 。 Ｐ Ｋ Ａ の 型 Ｉ お よ び 型 Ｉ Ｉ 制 御 サ ブ ユ ニ ッ ト と 相 互 作 用 す る
Ｄ － Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ お よ び Ｄ － Ａ Ｋ Ａ Ｐ ２ と 呼 ば れ る 、 更 な る 二 重 特 異 的 Ａ Ｋ Ａ Ｐ も ま た 報 告
さ れ て い る (Huang et al. (1997) J. Biol. Chem. 272: 8057-8064; Huang et al. (1997
) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 11184-11189)。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ２ ０ を 超 え る Ａ Ｋ Ａ Ｐ は 、 種 々 の 組 織 お よ び 種 で 報 告 さ れ て い る 。 Ａ Ｋ Ａ Ｐ を コ ー ド す
る 相 補 Ｄ Ｎ Ａ (ｃ Ｄ Ｎ Ａ )は 、 Caenorhabditis elegansお よ び Drosophiliaか ら ヒ ト ま で の
範 囲 の 多 様 な 種 か ら 単 離 さ れ た (例 え ば 、 Colledge and Scott (1999) Trends Cell Biol.
 9: 216-221参 照 )。 Ｐ Ｋ Ａ の Ｒ Ｉ Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト と の 会 合 を 仲 介 す る Ａ Ｋ Ａ Ｐ 内 の 領 域 を
同 定 し た 。 約 １ ０ － １ ８ ア ミ ノ 酸 残 基 の こ れ ら の 領 域 は 、 実 質 的 に 、 第 一 の 配 列 で 変 化 す
る が 、 第 二 の 構 造 予 測 か ら 、 ヘ リ ッ ク ス の 面 に 沿 っ て 並 ぶ 疎 水 性 残 基 お よ び 他 の も の に 沿
っ た 荷 電 性 残 基 と 共 に 両 親 媒 性 ヘ リ ッ ク ス を 形 成 す る よ う で あ る こ と が 示 さ れ て い る (Car
r et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 14188-14192; Carr et al. (1992) J. Biol. Che
m. 267: 13376-13382)。 長 い 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 、 バ リ ン 、 ロ イ
シ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン は 、 Ｒ Ｉ Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト へ の 結 合 に 関 連 し 得 る (Glantz et al. (
1993) J. Biol. Chem. 268: 12796-12804)。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 多 く の Ａ Ｋ Ａ Ｐ が ま た 、 他 の シ グ ナ リ ン グ 酵 素 を 含 む 複 数 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力
を 有 す る 。 例 え ば 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ ７ ９ は 、 Ｐ Ｋ Ａ 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｃ (Ｐ Ｋ Ｃ )、 お よ び プ
ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ カ ル シ ニ ュ リ ン (Ｐ Ｐ ２ Ｂ )に 結 合 す る (Coghlan et al. (1995) S
cience 267: 108-112お よ び Klauck et al. (1996) Science 271: 1589-1592)。 そ の た め
、 ニ ュ ー ロ ン 性 シ ナ プ ス 後 膜 に 対 す る Ａ Ｋ Ａ Ｐ ７ ９ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 単 一 複 合
体 に お け る 逆 触 媒 活 性 を 有 す る 酵 素 が 同 時 に 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 そ の た め 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 仲 介 応 答 の 選 択 性 お よ び 強 度 を 増 大 す る 可 能 性 あ る 制
御 機 構 と し て の 役 割 を す る 。 そ の た め 、 細 胞 の 基 礎 と な る 機 能 に お い て こ れ ら の タ ン パ ク
質 が 担 う 重 要 な 役 割 を 完 全 に 理 解 す る た め 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ の 構 造 的 お よ び 機 能 的 な 性 質 を 明 ら
か に し 解 明 す る 必 要 が あ る 。
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【 ０ ２ ２ １ 】
Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０
　 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０  ｃ Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ － Ａ Ｋ Ａ Ｐ ２ と も 称 す る )の 配 列 は Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー
タ ベ ー ス に お い て 、 受 け 入 れ 番 号 Ａ Ｆ ０ ３ ７ ４ ３ ９ (配 列 番 号 ３ １ )お よ び Ｎ Ｍ ０ ０ ７ ２ ０
２ と し て 利 用 可 能 で あ る 。 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 遺 伝 子 は ク ロ モ ソ ー ム １ ７ 上 に 位 置 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 マ ウ ス Ｄ － Ａ Ｋ Ａ Ｐ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 も ま た 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス (受 け 入 れ
番 号 Ａ Ｆ ０ ２ １ ８ ３ ３ )に お い て 利 用 可 能 で あ る 。 マ ウ ス Ｄ － Ａ Ｋ Ａ Ｐ ２ タ ン パ ク 質 は 、
Ｇ α サ ブ ユ ニ ッ ト と 相 互 作 用 し Ｇ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ 活 性 化 タ ン パ ク 質 様 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
の 特 性 で あ る ア ミ ノ 末 端 近 辺 の Ｒ Ｇ Ｓ ド メ イ ン を 含 む (Huang et al. (1997) Proc. Natl.
 Acad. Sci. U.S.A. 94: 11184-11189)。 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 は ま た 、 Ｒ Ｇ Ｓ ド
メ イ ン と 相 同 な 配 列 を 有 す る 。 マ ウ ス Ｄ － Ａ Ｋ Ａ Ｐ ２ タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 ４ ０ 残
基 は 、 Ｐ Ｋ Ａ の 制 御 サ ブ ユ ニ ッ ト と の 相 互 作 用 に 応 答 す る 。 こ の 配 列 は 、 マ ウ ス Ｄ － Ａ Ｋ
Ａ Ｐ ２ と ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 と の 間 で 完 全 に 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 遺 伝 子 の 多 型 お よ び 多 型 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質
　 遺 伝 子 発 現 、 制 御 、 タ ン パ ク 質 構 造 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 機 能 を 変 化 さ せ る 、 Ａ Ｋ
Ａ Ｐ 遺 伝 子 の 多 型 は 、 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 機 能 を 変 え な い 多 型 よ り も 、 酵 素
(特 に Ｐ Ｋ Ａ )活 性 の 制 御 、 シ グ ナ ル の 細 胞 性 形 質 導 入 お よ び そ の 応 答 に お い て な ら び に 細
胞 の 基 礎 機 能 に お い て 、 よ り 重 要 な 効 果 を 有 す る よ う で あ る 。 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 多 型
Ａ Ｋ Ａ Ｐ に 含 ま れ る も の は 、 番 号 ６ ４ ６ 位 に 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０
タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ６ ４ ６ は 、 Ｐ Ｋ Ａ の Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト の 結 合 に 関
係 す る セ グ メ ン ト 内 の タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 に 位 置 す る 。 こ の セ グ メ ン ト は 、
カ ル ボ キ シ 末 端 ４ ０ ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 の ６ ４ ６ 位 に 関 し 報 告 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 残 基 は イ ソ ロ イ
シ ン で あ る 。 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 多 型 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で
あ る が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の ６ ４ ６ 位 ア ミ ノ 酸 の イ ソ ロ イ シ ン 以 外 の 残 基 を 含 む 。 本 明 細 書
で 提 供 さ れ る 多 型 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ６ ４ ６ 位 の ア ミ ノ
酸 は 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド ２ ０ ７ ３ 位 に お け る Ａ か ら Ｇ へ の 変 化
　 本 明 細 書 で 記 載 の 通 り 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ２ ０ ７ ３ 位 の 特 異 的 多 型 を 含 み 、 そ れ に よ
り 、 ６ ４ ６ 位 で バ リ ン を コ ー ド す る ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 集 団 の
よ り 若 齢 お よ び よ り 高 齢 の セ グ メ ン ト 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル に お い て 多 様 な 頻 度 で 検 出 さ
れ た 。 こ の 対 立 遺 伝 子 に お い て 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 遺 伝 子 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ２ ０ ７ ３ 位 の Ａ
は 、 Ａ か ら Ｇ に 変 化 さ せ 、 ア ミ ノ 酸 ６ ４ ６ の コ ド ン を イ ソ ロ イ シ ン の コ ー ド の Ａ Ｔ Ｔ か ら
バ リ ン の コ ー ド の Ｇ Ｔ Ｔ へ と 変 化 さ せ て 変 化 し た 配 列 を 生 じ さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
病 的 状 態 マ ー カ ー １ ： ヒ ト タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ａ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 (Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ )
健 康 体 ド ナ ー 集 団 に お け る Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 お よ び Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ
Ｅ ア ッ セ イ 検 出
Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ の ド ナ ー 集 団 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 Ｏ Ｐ Ｅ Ｒ Ｏ Ｎ に よ り 、 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 を 用 い 合 成 さ れ た 。
Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 標 的 配 列 の 増 幅 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ 中 に 、 プ ー ル し た ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ １ ０ ０ ｎ ｇ － １ μ ｇ を 有 す る 単 一 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ 中 で 行 っ た 。 プ ー ル し た サ ン
プ ル 内 の 各 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は 、 最 終 濃 度 １ － ２ ５ ｎ ｇ の 範 囲 の 等 濃 度 で 存 在 し た 。 各 反 応 物 は
、 １ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (Qiagen, Valencia, CA)、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ Ｕ  Hotstar Ｔ ａ
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ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Qiagen, Valencia, CA)、 ４ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 な ら び に ユ ニ バ ー サ ル プ
ラ イ マ ー 配 列 お よ び 標 的 特 異 的 配 列 5'-TCTCAATCATGTGCATTGAGG-3'(配 列 番 号 ４ ５ )を 含 む
２ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 お よ び ２ ｐ ｍ ｏ ｌ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5'-AGCGGATAA
CAATTTCACACAGGGATCACACAGCCATCAGCAG-3'(配 列 番 号 ４ ６ )、 な ら び に Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ コ ン
の ５ ’ 末 端 に 相 補 的 な ビ オ チ ニ ル 化 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ  5'-AGCGGATAAC
AATTTCACACAGG-3'(配 列 番 号 ４ ７ )を 含 む 。 特 異 的 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を
用 い る 最 初 の ラ ウ ン ド の 増 幅 の 後 、 次 い で 、 ５ ’ ビ オ チ ニ ル 化 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と し て 作 用 さ せ 、 そ れ に よ り 、 ３ ’ ビ オ チ ン 捕
捉 部 分 を 当 該 分 子 中 に 導 入 し た 。 当 該 増 幅 プ ロ ト コ ー ル は 、 ５ ’ － ビ オ チ ニ ル 化 二 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ ア ン プ リ コ ン を 生 じ 、 遺 伝 子 型 決 定 (genotyping)に 用 い る ５ ’ ビ オ チ ン 標 識 各 フ ォ ワ
ー ド プ ラ イ マ ー の 必 要 性 を 除 く こ と に よ る ハ イ ス ル ー プ ッ ト 遺 伝 子 型 決 定 の 費 用 を 劇 的 に
減 少 す る 。 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 、 ０ ． ２ ｍ Ｌ チ ュ ー ブ ま た は ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で
、 MJ Research Thermal Cycler(算 出 温 度 )を 用 い 、 以 下 の パ ラ メ ー タ ー で 行 っ た ： ９ ４ ℃
５ 分 間 ； ４ ５ サ イ ク ル ： ９ ４ ℃ ２ ０ 秒 、 ５ ６ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ６ ０ 秒 ； ７ ２ ℃ ３ 分 間 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 固 定 化
　 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ を 、 事 前 に ３ 回 洗 浄 し １ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ６ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ
中 に 再 懸 濁 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 性 ビ ー ズ ２ ５ μ ｌ に 加 え た 。 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ コ
ン は 、 室 温 で １ ５ 分 間 で ビ ー ズ に 結 合 し 得 る 。 次 い で 、 当 該 ビ ー ズ を 、 磁 石 を 用 い 回 収 し
、 非 結 合 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 取 り 除 い た 。 非 結 合 鎖 は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ 中 で イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  ｐ Ｈ ８ ． ０ で ビ ー ズ を ３ 回 洗 浄 す る こ と に よ り 二 本
鎖 ア ン プ リ コ ン か ら 解 放 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ の ド ナ ー 集 団 の Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ ア ッ セ イ 分 析 (ク ロ ー ン ４ ８
３ １ ９ )
　 Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ ア ッ セ イ 法 を 用 い る 遺 伝 子 型 決 定 は 、 ２ ６ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ －
Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ９ ． ５ 、 ６ ． ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ お よ び ５ ０ ｍ Ｍ  各 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ５ ０ ｍ Ｍ  
各 ｄ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ２ ． ５ Ｕ (Amersha
m)な ら び に 鋳 型 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ プ ラ イ マ ー 5'-CTGGCGCCCACGTGGTCAA
-3'(配 列 番 号 ４ ８ )(Operon)に Ｄ Ｎ Ａ 被 覆 磁 性 ビ ー ズ を 再 懸 濁 す る こ と に よ り 行 っ た 。 プ
ラ イ マ ー 伸 張 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 伸 張 の ３
サ イ ク ル で 生 じ る 。 当 該 伸 張 産 物 は 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ で 鋳 型 か ら 変 性 さ せ 、 各 サ ン
プ ル １ ５ ０ ｎ Ｌ を 、 Ｈ ３ Ｐ Ａ マ ト リ ッ ク ス 物 質 １ ５ ０ ｎ Ｌ で 事 前 負 荷 し た シ リ コ ン チ ッ プ
へ 移 し た 後 、 分 析 し た 。 当 該 サ ン プ ル 物 質 を 結 晶 化 し 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ (Bruker, Per
Septive)で 分 析 し た 。 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 中 に 存 在 す る Ｓ Ｎ Ｐ は 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 遺 伝 子 (Ｇ ｅ ｎ
Ｂ ａ ｎ ｋ 受 け 入 れ 番 号 Ａ Ｃ ０ ０ ５ ７ ３ ０ (配 列 番 号 ３ ６ )の ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 配 列 の ヌ ク レ
オ チ ド 番 号 １ ５ ６ ２ ７ ７ に お い て Ｔ を Ｃ に 変 化 す る 。 配 列 番 号 ３ ５ は 、 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０
遺 伝 子 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ヒ ト ク ロ モ ソ ー ム １ ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し
、 配 列 番 号 ３ ６ は 、 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ 対 立 遺 伝 子 の ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ヒ
ト ク ロ モ ソ ー ム １ ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 Ｂ ｉ ｏ Ｍ ａ ｓ ｓ プ ロ ー ブ 反 応 に 使 用 し た
プ ラ イ マ ー の 質 量 は 、 ５ ５ ０ ０ ． ６ ダ ル ト ン で あ っ た 。 Ｓ Ｎ Ｐ の 存 在 下 、 当 該 プ ラ イ マ ー
は 、 質 量 ５ ７ ７ ３ ． ８ の ｄ ｄ Ｃ の 添 加 に よ り 伸 張 す る 。 野 生 型 遺 伝 子 は 、 ｄ Ｔ お よ び ｄ ｄ
Ｇ を プ ラ イ マ ー に 添 加 し 、 質 量 ６ １ ０ １ ダ ル ト ン を 有 す る 伸 張 産 物 を 産 生 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ の 頻 度 は 、 年 齢 で 選 択 し た 健 康 個 体 の 集 団 で 測 定 し た 。 年 齢 １ ８ － ３ ９ 歳 の 五 百
五 十 二 (５ ５ ２ )個 体 (２ ７ ６ 女 性 、 ２ ７ ６ 男 性 )お よ び 年 齢 ６ ０ － ７ ９ の ５ ５ ２ 個 体 (年 齢
６ ０ － ６ ９ で は １ ８ ４ 女 性 、 年 齢 ６ ０ － ７ ９ で は ３ ６ ８ 男 性 )を 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ の 非 翻 訳
３ ’ 領 域 中 に 局 在 す る 多 型 の 存 在 に 関 し 試 験 し た 。 増 加 す る 年 齢 の 群 に と も な っ て の こ の
多 型 の 頻 度 に お け る 相 違 が 、 健 康 個 体 で 観 察 さ れ た 。 統 計 学 的 な 分 析 に よ り 、 “ よ り 若 齢
” お よ び “ よ り 高 齢 ” の 集 団 の 間 の 対 立 遺 伝 子 に 関 す る 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 相 違 の 有 意 な レ
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ベ ル は 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ ９ お よ び 遺 伝 子 型 の 有 意 な レ ベ ル は ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ で あ る こ と が
示 さ れ た 。 年 齢 群 の 間 の 相 違 は 、 有 意 で あ る 。 す べ て の 集 団 対 立 遺 伝 子 有 意 性 は 、 ｐ ＝ ０
． ０ ０ ０ ９ で あ り 、 遺 伝 子 型 の 有 意 性 は 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 最 善 の 有 意 性 を 生 ず る こ の マ ー カ ー は 、 年 齢 分 類 集 団 に お け る 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子
型 頻 度 に 関 す る 結 果 で あ る 。 図 １ ９ は 、 両 性 お よ び 集 団 全 体 に お け る 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺
伝 子 型 頻 度 を 示 す 。 対 立 遺 伝 子 に 関 す る 後 者 の 有 意 性 は 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ ９ で あ り 、 遺 伝
子 型 の 有 意 性 は 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ で あ っ た 。 若 齢 お よ び 高 齢 の 集 団 は 、 ハ ー デ ィ -ヴ ァ イ
ン ベ ル グ 平 衡 で あ っ た 。 あ る 特 定 の 遺 伝 子 型 の 好 ま し い 変 化 は 、 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 多 型 は 、 ヒ ト プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 (Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ )を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 非 翻 訳 ３ ’ － 領 域 中 に 局 在 す る 。 当 該 遺 伝 子 は 、 ク ロ モ ソ ー ム １ ７ に 局 在 す る 。 そ
の 構 造 に は 、 １ ５ エ キ ソ ン お よ び １ ４ 介 在 配 列 (イ ン ト ロ ン )を 含 む 。 コ ー ド タ ン パ ク 質 は
、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 依 存 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 亜 細 胞 局 在 に 応 答 し 、 そ れ に よ っ て 、 Ｇ － プ ロ テ イ
ン 仲 介 レ セ プ タ ー シ グ ナ リ ン グ 経 路 に お い て 鍵 の 役 割 を す る (Huang et al. (1007) PNAS 
94: 11184-11189)。 そ の 局 在 は 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 外 側 で あ る た め 、 こ の 多 型 は 、 ア ミ
ノ 酸 置 換 お よ び そ の 後 の タ ン パ ク 質 の 機 能 変 化 を 誘 引 し 得 る 他 の 非 同 義 性 多 型 と 共 に 、 ほ
ぼ 連 鎖 不 平 衡 (Ｌ Ｄ )で あ る よ う で あ る 。 こ の 遺 伝 子 に 関 す る 異 な る Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ
ベ ー ス の 配 列 比 較 に よ り 、 さ ら に ６ つ の 可 能 性 あ る 多 型 が 示 さ れ 、 そ の ２ つ 各 ア ミ ノ 酸 の
変 化 が 考 え ら れ る (表 ３ 参 照 )。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
病 的 状 態 マ ー カ ー ２ ： ヒ ト プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 (Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ )
Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ 対 立 遺 伝 子 (配 列 番 号 ３ ３ )の 発 見
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ 遺 伝 子 座 で 遺 伝 子 型 Ｃ Ｃ を 有 す る 十 七 (１ ７ )個 体 お
よ び 単 一 の ヘ テ ロ 接 合 性 個 体 (Ｃ Ｔ )(上 記 の よ う に )の 血 液 (上 記 の よ う に )か ら 単 離 さ れ た
。 Ｃ 末 端 Ｐ Ｋ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ 遺 伝 子 中 の 標 的 配 列 は 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 Ｏ Ｐ Ｅ Ｒ Ｏ Ｎ に よ り 、 ホ ス ホ ラ
ミ ダ イ ト 化 学 を 用 い 合 成 し た 。 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ 標 的 配 列 の 増 幅 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 鋳
型 ２ ５ ｎ ｇ を 有 す る 各 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ で 行 っ た 。 各 反 応 物 は 、 １ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (Q
iagen, Valencia, CA)、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ Ｕ  Hotstar Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Qiage
n, Valencia, CA)、 ４ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー 配 列 お よ び 標 的 特 異 的
配 列 5'-TCCCAAAGTGCTGGAATTAC-3'(配 列 番 号 ５ ３ )を 含 む ２ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー (Ｅ ｘ １ ３ Ｆ )、 お よ び ２ ｐ ｍ ｏ ｌ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー (Ｅ ｘ １ ４ Ｒ )5'-GTCCAATATATGC
AAACAGTTG-3'(配 列 番 号 ５ ４ )を 含 む 。 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 、 ０ ． ２ ｍ Ｌ チ ュ ー ブ ま た
は ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 、 MJ Research Thermal Cycler(MJ Research, Waltham, MA)(
算 出 温 度 )を 用 い 、 以 下 の サ イ ク リ ン グ パ ラ メ ー タ ー で 行 っ た ： ９ ４ ℃ ５ 分 間 ； ４ ５ サ イ
ク ル ： ９ ４ ℃ ２ ０ 秒 、 ５ ６ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ６ ０ 秒 ； ７ ２ ℃ ３ 分 間 。 増 幅 後 、 当 該 ア ン プ
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リ コ ン は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い 精 製 し た (Mo Bio Laboratories (Solana Beachm, C
A))。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 標 的 領 域 を 示 す １ ８ ア ン プ リ コ ン の 配 列 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ コ ン ２ ５ ｎ ｍ ｏ ｌ 、 ３ ． ２
μ Ｍ  Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー 5'-CCCACAGCAGTTAATCCTTC-3'(配 列 番 号 ５ ５ )、 お
よ び 鎖 終 結 ロ ー ダ ミ ン 標 識 ２ ’ ， ３ ’ ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド (PE Biosystems, Foster C
ity, CA)を 伴 う 標 準 的 サ ン ガ ー サ イ ク ル シ ー ケ ン シ ン グ 法 を 用 い 、 以 下 の サ イ ク リ ン グ パ
ラ メ ー タ ー に 従 い 決 定 し た ： ９ ６ ℃ １ ５ 秒 ； ２ ５ サ イ ク ル ： ５ ５ ℃ １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ ４ 分 間
。 当 該 シ ー ケ ン シ ン グ 産 物 は 、 ０ ． ３ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ お よ び エ タ ノ ー ル に よ り 沈 殿 し た 。
当 該 沈 殿 を 遠 心 分 離 し 、 乾 燥 さ せ た 。 当 該 ペ レ ッ ト を 脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド 中 に 再 懸 濁
し 、 ５ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 分 離 し た 。 当 該 配 列 は 、 “ Sequencher” ソ フ ト ウ ェ ア
を 用 い 決 定 し た (Gene Codes, Ann Arbor, MI)。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ア ン プ リ コ ン の Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ Ｓ Ｎ Ｐ に つ い て ホ モ 接 合 性 で あ る 、 １ ７ す べ て の ア ン
プ リ コ ン の 配 列 は 、 Ａ と Ｇ が 置 換 え ら れ た ヌ ク レ オ チ ド １ ５ ２ １ ７ １ 位 (Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ ゲ
ノ ム ク ロ ー ン (配 列 番 号 ３ ５ )に つ い て Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 け 入 れ 番 号 AC005730)の 多 型 を 示
す 。 こ の Ｓ Ｎ Ｐ は ま た 、 野 生 型 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ (Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 け 入 れ 番 号 AF037439)(配
列 番 号 ３ １ )の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド ２ ０ ７ ３ 位 に 位 置 す る よ う に 設 計 で き る
。 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ３ ２ と し て 提 供 す る 。 こ の 単
一 の ヌ ク レ オ チ ド 多 型 は 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ (配 列 番 号 ３ ３ )と し て 命 名 さ れ 、 ヒ ト Ａ Ｋ Ａ
Ｐ １ ０ タ ン パ ク 質 (配 列 番 号 ３ ２ )の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 ６ ４ ６ 位 で バ リ ン と イ ソ ロ イ
シ ン と の 置 換 を 生 じ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
健 康 体 ド ナ ー 集 団 に お け る Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 お よ び Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ
Ｅ ア ッ セ イ 検 出
　 年 齢 に よ り 層 化 さ れ る 健 康 体 集 団 は 、 高 齢 の 集 団 と 比 べ 若 齢 の 集 団 に お い て 対 立 遺 伝 子
頻 度 の 変 化 を 検 出 し 得 る こ と に よ り 、 病 的 状 態 随 伴 遺 伝 子 用 の 非 常 に 有 効 で ユ ニ バ ー サ ル
な ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル で あ る 。 こ の 健 康 体 集 団 ベ ー ス の 各 サ ン プ ル は 、 更 に ス ル ー プ ッ
ト を 増 加 さ せ る た め プ ー ル す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 健 康 体 サ ン プ ル は 、 San Bernardino, CAの 血 液 バ ン ク を 通 じ て 得 た 。 血 液 ド ナ ー の 両 親
は 、 白 人 起 源 で あ っ た 。 事 実 上 、 ヒ ト で あ る と き 、 健 康 対 象 体 は 、 一 般 的 集 団 に お け る 結
果 と し て の 使 用 の た め 血 液 が 提 供 さ れ る 血 液 バ ン ク の 基 準 を 有 す る ヒ ト ド ナ ー と し て 定 義
さ れ る 。 こ れ ら の 基 準 は 、 以 下 の 通 り で あ る ： 検 出 可 能 な ウ イ ル ス 、 細 菌 、 マ イ コ プ ラ ズ
マ 、 お よ び 寄 生 体 感 染 が な い こ と ； 貧 血 症 で な い こ と ； お よ び 次 い で 更 に 病 歴 に 関 す る 質
問 表 に 基 づ き 選 択 す る (図 ３ 参 照 )。 そ の た め 、 健 康 体 集 団 は 、 血 液 バ ン ク 基 準 に 従 い 血 液
が 提 供 さ れ た 充 分 に 健 康 の 先 入 観 の な い 集 団 を 示 し 、 更 に 任 意 の 疾 患 の 状 態 に 関 し て 選 択
さ れ る こ と は な い 。 典 型 的 に そ の 個 体 は 、 任 意 の 薬 物 療 法 を 受 け て い な い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 Ｏ Ｐ Ｅ Ｒ Ｏ Ｎ に よ り ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 を 用 い て 合 成 し た 。 Ａ
Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 標 的 配 列 の 増 幅 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ に お い て 、 プ ー ル し た ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ １ ０ ０ ｎ ｇ － １ μ ｇ を 伴 う 単 一 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ 中 で 行 っ た 。 プ ー ル し た サ ン
プ ル 内 の 各 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は 、 最 終 濃 度 １ － ２ ５ ｎ ｇ の 範 囲 の 等 濃 度 で 存 在 し た 。 各 反 応 物 は
、 １ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (Qiagen, Valencia, CA)、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ Ｕ  Hotstar Ｔ ａ
ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Qiagen, Valencia, CA)、 ４ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 な ら び に ユ ニ バ ー サ ル プ
ラ イ マ ー 配 列 お よ び 標 的 特 異 的 配 列 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGGAGCTAGCTTGGAAGATTGC-3
'(配 列 番 号 ４ １ )を 含 む ２ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 お よ び ２ ｐ ｍ ｏ ｌ リ バ ー
ス プ ラ イ マ ー 5'-GTCCAATATATGCAAACAGTTG-3'(配 列 番 号 ５ ４ )、 な ら び に Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ コ
ン Ｂ Ｉ Ｏ の ５ ’ 末 端 に 相 補 的 な ビ オ チ ニ ル 化 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ： 5'-A
GCGGATAACAATTTCACACAGG-3'(配 列 番 号 ４ ３ )を 含 む 。 特 異 的 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ
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ラ イ マ ー を 用 い る 標 的 の 最 初 の ラ ウ ン ド の 増 幅 の 後 、 次 い で 、 ５ ’ ビ オ チ ニ ル 化 ユ ニ バ ー
サ ル プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て 作 用 さ せ 、 そ れ に よ
り 、 ５ ’ ビ オ チ ン 捕 捉 部 分 を 当 該 分 子 中 に 導 入 し た 。 当 該 増 幅 プ ロ ト コ ー ル は 、 ５ ’ － ビ
オ チ ニ ル 化 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ア ン プ リ コ ン 中 で 生 じ 、 遺 伝 子 型 決 定 に 用 い る ５ ’ ビ オ チ ン 標 識
各 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 必 要 性 を 除 く こ と に よ る ハ イ ス ル － プ ッ ト 遺 伝 子 型 決 定 の 費 用
を 劇 的 に 減 少 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 、 ０ ． ２ ｍ Ｌ チ ュ ー ブ ま た は ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 、 MJ Res
earch Thermal Cycler(算 出 温 度 )を 用 い 、 以 下 の パ ラ メ ー タ ー で 行 っ た ： ９ ４ ℃ ５ 分 間 ；
４ ５ サ イ ク ル ： ９ ４ ℃ ２ ０ 秒 、 ５ ６ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ６ ０ 秒 ； ７ ２ ℃ ３ 分 間 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 固 定 化
　 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ を 、 事 前 に ３ 回 洗 浄 し １ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ６ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ
中 に 再 懸 濁 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 性 ビ ー ズ (Dynal, Oslo, Norway)２ ５ μ ｌ に 加
え た 。 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ コ ン の 一 本 鎖 の ５ ’ 末 端 は 、 室 温 で １ ５ 分 間 で ビ ー ズ に 結 合
し 得 る 。 次 い で 、 当 該 ビ ー ズ を 、 磁 石 を 用 い 回 収 し 、 非 結 合 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 取 り 除 い
た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る が 非 結 合 の 鎖 は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  ｐ Ｈ ８ ． ０ で ビ ー ズ を ３ 回 洗 浄 す る こ と に よ り 二 本 鎖 ア ン プ
リ コ ン か ら 解 放 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ (商 標 )ア ッ セ イ を 用 い る Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ の 検 出
　 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ (配 列 番 号 ３ ３ )の ド ナ ー 集 団 の プ ラ イ マ ー 伸 張 分 析 (米 国 特 許 番 号 ６
， ０ ４ ３ ， ０ ３ １ )の Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ (商 標 )ア ッ セ イ を 用 い た 。 こ れ ら の 方 法
を 用 い る 遺 伝 子 型 決 定 は 、 ２ ６ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ９ ． ５ 、 ６ ． ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ
ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ５ ０ ｍ Ｍ  各 ｄ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ２ ．
５ Ｕ  熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham)な ら び に 鋳 型 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｐ
Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ プ ラ イ マ ー 5'-ACTGAGCCTG CTGCATAA-3'(配 列 番 号 ４ ４ )(Operon)に Ｄ Ｎ Ａ 被 覆 磁
性 ビ ー ズ を 再 懸 濁 す る こ と に よ り 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー 伸 張 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び 伸 張 を 伴 う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ３ サ イ ク ル で 生 じ る 。 当 該 伸 張 産 物 は 、
５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ で 鋳 型 か ら 変 性 さ せ 、 各 サ ン プ ル １ ５ ０ ｎ Ｌ を 、 Ｈ ３ Ｐ Ａ マ ト リ ッ
ク ス 物 質 １ ５ ０ ｎ ｌ で 事 前 負 荷 し た シ リ コ ン チ ッ プ へ 移 し た 後 、 分 析 し た 。 当 該 サ ン プ ル
物 質 を 結 晶 化 し 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ (Bruker, PerSeptive)で 分 析 し た 。 当 該 プ ラ イ マ ー
は 、 質 量 ５ ４ ８ ３ ． ６ ダ ル ト ン を 有 す る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は プ ラ イ マ ー に ｄ ｄ Ｃ を 付 加 し 、 質 量 ５
７ ５ ６ ． ８ ダ ル ト ン の 伸 張 産 物 を 得 た 。 当 該 野 生 型 は 、 プ ラ イ マ ー へ Ｔ お よ び ｄ ｄ Ｇ を 付
加 し 、 質 量 ６ １ ０ １ ダ ル ト ン を 得 る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ の 頻 度 は 、 年 齢 で 選 択 し た 健 康 個 体 の 集 団 で 測 定 し た 。 年 齢 ４ ０ 歳 未 満 の 七 百 十
三 (７ １ ３ )個 体 (３ ６ ０ 女 性 、 ３ ５ ３ 男 性 )お よ び ６ ０ 歳 を 超 え る 年 齢 の ７ ０ ３ 個 体 (３ ２
２ 女 性 、 ３ ８ １ 男 性 )を 、 Ｓ Ｎ Ｐ 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ (配 列 番 号 ３ ３ )の 存 在 下 、 試 験 し た
。 結 果 を 以 下 の 表 １ に 示 す 。
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 図 ２ ０ は 、 年 齢 お よ び 性 別 で 分 類 さ れ た 白 人 集 団 に お け る 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 の
分 布 の 結 果 を 描 写 的 に 示 す 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
病 的 状 態 マ ー カ ー ３ ： ヒ ト メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ Ａ (ｍ ｓ ｒ Ａ )
　 両 性 お よ び 集 団 全 体 に お け る こ の マ ー カ ー の 年 齢 関 連 の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 の 頻
度 を 図 ２ １ に 示 す 。 高 齢 の 男 性 集 団 に お け る ホ モ 接 合 Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 の 減 少 は 、 高 度 に 有 意
で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ Ａ (＃ ６ ３ ３ ０ ６ )
ヒ ト 健 康 体 ド ナ ー 集 団 に お け る ヒ ト メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ Ａ (ｈ － ｍ ｓ ｒ
－ Ａ )の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 お よ び Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ ア ッ セ イ 検 出
ｈ － ｍ ｓ ｒ － Ａ の ド ナ ー 集 団 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 Ｏ Ｐ Ｅ Ｒ Ｏ Ｎ に よ り 、 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 を 用 い 合 成 し た 。 Ａ
Ｋ Ａ Ｐ １ ０ 標 的 配 列 の 増 幅 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ 中 に 、 プ ー ル し た ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
鋳 型 １ ０ ０ ｎ ｇ － １ μ ｇ を 有 す る 単 一 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ 中 で 行 っ た 。 プ ー ル し た サ
ン プ ル 内 の 各 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 は 、 最 終 濃 度 １ － ２ ５ ｎ ｇ の 範 囲 の 等 濃 度 で 存 在 し た 。 各 反 応 物
は 、 １ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (Qiagen, Valencia, CA)、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ Ｕ  Hotstar Ｔ
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ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Qiagen, Valencia, CA)、 ４ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 な ら び に ユ ニ バ ー サ ル
プ ラ イ マ ー 配 列 お よ び 標 的 特 異 的 配 列 5'-TTTCTCTGCACAGAGAGGGC-3'(配 列 番 号 ４ ９ )を 含 む
２ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 お よ び ２ ｐ ｍ ｏ ｌ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5'-AGCGGAT
AACAATTTCACACAGGGCTGAAATCCTTCGCTTTACC-3'(配 列 番 号 ５ ０ )、 な ら び に Ｐ Ｃ Ｒ ア ン プ リ コ
ン の ５ ’ 末 端 に 相 補 的 な ビ オ チ ニ ル 化 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ  5'-AGCGGATA
ACAATTTCACACAGG-3'(配 列 番 号 ５ １ )を 含 む 。 特 異 的 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
を 用 い る 標 的 の 最 初 の ラ ウ ン ド の 増 幅 の 後 、 次 い で 、 ５ ’ ビ オ チ ニ ル 化 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ
イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と し て 作 用 さ せ 、 そ れ に よ り 、 ３ ’ ビ
オ チ ン 捕 捉 部 分 を 当 該 分 子 中 に 導 入 し た 。 当 該 増 幅 プ ロ ト コ ー ル は 、 ５ ’ － ビ オ チ ニ ル 化
二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ア ン プ リ コ ン を 生 じ 、 遺 伝 子 型 決 定 に 用 い る ５ ’ ビ オ チ ン 標 識 各 フ ォ ワ ー ド
プ ラ イ マ ー の 必 要 性 を 除 く こ と に よ っ て ハ イ ス ル － プ ッ ト 遺 伝 子 型 決 定 の 費 用 を 劇 的 に 減
少 す る 。 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 、 ０ ． ２ ｍ Ｌ チ ュ ー ブ ま た は ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 、
MJ Research Thermal Cycler(算 出 温 度 )を 用 い 、 以 下 の サ イ ク リ ン グ パ ラ メ ー タ ー で 行 っ
た ： ９ ４ ℃ ５ 分 間 ； ４ ５ サ イ ク ル ： ９ ４ ℃ ２ ０ 秒 、 ５ ６ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ６ ０ 秒 ； ７ ２ ℃
３ 分 間 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 固 定 化
　 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 ５ ０ μ ｌ を 、 事 前 に ３ 回 洗 浄 し １ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ６ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ
中 に 再 懸 濁 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 性 ビ ー ズ (Dynal)２ ５ μ ｌ に 加 え た 。 Ｐ Ｃ Ｒ ア
ン プ リ コ ン は 、 室 温 で １ ５ 分 間 で ビ ー ズ に 結 合 し 得 る 。 次 い で 、 当 該 ビ ー ズ を 、 磁 石 を 用
い 回 収 し 、 非 結 合 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 取 り 除 い た 。 非 結 合 鎖 は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ 中
で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  ｐ Ｈ ８ ． ０ で ビ ー ズ を ３ 回 洗 浄 す る こ と に
よ り 二 本 鎖 ア ン プ リ コ ン か ら 解 放 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
ｈ － ｍ ｓ ｒ － Ａ の ド ナ ー 集 団 の Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ ア ッ セ イ 分 析
　 Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｓ ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ ア ッ セ イ 法 を 用 い る 遺 伝 子 型 決 定 は 、 ２ ６ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ －
Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ９ ． ５ 、 ６ ． ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  ｄ Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ５ ０ ｍ Ｍ  各 ｄ ｄ
Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ２ ． ５ Ｕ  熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham)な
ら び に ２ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ の 鋳 型 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ プ ラ イ マ ー 5'-CTGAAAAGG
GAGAGAAAG-3'(Operon)(配 列 番 号 ５ ２ )に Ｄ Ｎ Ａ 被 覆 磁 性 ビ ー ズ を 再 懸 濁 す る こ と に よ り 行
っ た 。 プ ラ イ マ ー 伸 張 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 伸 張 を 伴 う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー の ３ サ イ ク ル で 生 じ る 。 当 該 伸 張 産 物 は 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ で 鋳 型 か ら 変
性 さ せ 、 各 サ ン プ ル １ ５ ０ ｎ ｌ を 、 Ｈ ３ Ｐ Ａ マ ト リ ッ ク ス 物 質 １ ５ ０ ｎ ｌ で 事 前 負 荷 し た
シ リ コ ン チ ッ プ へ 移 し た 後 、 分 析 し た 。 当 該 サ ン プ ル 物 質 を 結 晶 化 し 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ
Ｆ (Bruker, PerSeptive)で 分 析 し た 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 ２ つ の Ｅ Ｓ Ｔ の 配 列 に お け る Ｔ か ら Ｃ へ
の 変 化 と し て 示 さ れ る 。 野 生 型 は 、 野 生 型 ヒ ト ｍ ｓ ｒ Ａ 遺 伝 子 (配 列 番 号 ３ ９ )の 一 部 で あ
る Ｅ Ｓ Ｔ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 け 入 れ 番 号 Ａ Ｗ １ ９ ５ １ ０ ４ の １
２ ８ 位 に Ｔ を 有 す る こ と に よ り 示 さ れ る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 ヒ ト ｍ ｓ ｒ Ａ 遺 伝 子 (配 列 番 号 ４ ０ )
の 対 立 遺 伝 子 の 一 部 で あ る Ｅ Ｓ Ｔ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 け 入 れ 番
号 Ａ Ｗ ８ ７ ４ １ ８ ７ の １ ２ ９ 位 の Ｃ と し て 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 ゲ ノ ム 配 列 に お い て 、 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 Ａ か ら Ｇ へ の 変 化 と し て 示 さ れ る 。 Ｂ ｉ ｏ Ｍ ａ ｓ ｓ プ
ロ ー ブ 反 応 で 使 用 す る プ ラ イ マ ー は 、 質 量 ５ ６ ５ ４ ． ８ ダ ル ト ン を 有 し て い た 。 Ｓ Ｎ Ｐ の
存 在 下 、 当 該 プ ラ イ マ ー は 、 ｄ ｄ Ｃ の 組 込 み に よ り 伸 張 し 、 質 量 ５ ９ ２ ８ を 有 す る 。 野 生
型 の 存 在 下 、 当 該 プ ラ イ マ ー は 、 ｄ Ｔ お よ び Ｄ Ｄ Ｃ の 添 加 に よ り 伸 張 し 、 質 量 ６ ２ ３ ２ ．
１ ダ ル ト ン を 生 ず る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ の 頻 度 は 、 年 齢 で 選 択 し た 健 康 個 体 の 集 団 で 測 定 し た 。 年 齢 １ ８ － ３ ９ 歳 の 五 百
五 十 二 (５ ５ ２ )個 体 (２ ７ ６ 女 性 、 ２ ７ ６ 男 性 )お よ び 年 齢 ６ ０ － ７ ９ の ５ ５ ２ 個 体 (年 齢
６ ０ － ６ ９ で は １ ８ ４ 女 性 、 年 齢 ６ ０ － ７ ９ で は ３ ６ ８ 男 性 )を 、 ｈ － ｍ ｓ ｒ － Ａ の 非 翻
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訳 ３ ’ 領 域 中 に 局 在 す る 多 型 の 存 在 に 関 し 試 験 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 健 康 体 個 体 間 の 男 性 年 齢 群 の 遺 伝 子 型 の 相 違 が 有 意 で あ っ た 。 男 性 集 団 の 場 合 、 対 立 遺
伝 子 有 意 性 は 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ ９ お よ び 遺 伝 子 型 有 意 性 は ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ で あ る 。 両 性 お
よ び 集 団 全 体 に お け る 、 こ の マ ー カ ー の 年 齢 関 連 の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 の 頻 度 を 図
２ １ に 示 す 。 高 齢 の 男 性 集 団 に お け る ホ モ 接 合 Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 の 減 少 は 、 非 常 に 有 意 で あ る
。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 多 型 は 、 ヒ ト メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ Ａ (ｈ － ｍ ｓ ｒ － Ａ )を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 非 翻 訳 ３ ’ － 領 域 中 に 局 在 す る 。 当 該 正 確 な 局 在 は 、 ス ト ッ プ コ ド ン (Ｔ Ａ Ａ )の ４
５ １ 塩 基 対 下 流 で あ る 。 こ の Ｓ Ｎ Ｐ は 、 コ ー デ ィ ン グ ま た は プ ロ モ ー タ ー の 領 域 よ り も 上
流 の 他 の 多 型 と 共 に 連 鎖 不 平 衡 (Ｌ Ｄ )と な る よ う で あ り ； そ の た め 、 直 接 病 的 状 態 の 原 因
と は な ら な い 。 酵 素 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ は 、 複 数 の 生 物 学 的 機 能 を 示 す
こ と が 提 唱 さ れ て い る 。 酸 化 性 タ ン パ ク 質 損 傷 の 修 復 ば か り で な く 、 生 物 学 的 機 能 の 活 性
化 ま た は 不 活 性 化 に よ る タ ン パ ク 質 の 制 御 に お い て ま た 重 要 な 役 割 を す る (Moskovitz et 
al. (1990) PNAS 95: 14071-14075)。 そ の 活 性 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 の 脳 組 織 に お い て
有 意 に 減 少 す る こ と も ま た 示 さ れ た (Gabbita et al. (1999) J. Neurochem 73: 1660-166
6)。 反 応 性 酸 素 種 の 代 謝 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 が 疾 患 に 関 係 す る と 、 科 学 的 に 考 え ら れ る
。
【 ０ ２ ５ ２ 】
結 論
　 健 康 体 集 団 の 使 用 は 、 病 的 状 態 マ ー カ ー の 同 定 を 提 供 す る 。 Ｇ － プ ロ テ イ ン 結 合 シ グ ナ
リ ン グ 形 質 導 入 経 路 に ま た は 酸 化 ス ト レ ス の 緩 和 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、 説 得 力
の あ る 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 ヒ ト プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 に お い て in silicoで 既 に 同 定 さ れ て い る 他 の 可 能 性 あ る 多 型 の 更 な る 確 認 お
よ び 検 証 は 、 病 的 状 態 に 強 力 に 付 随 し 、 こ の 遺 伝 子 産 物 は 、 適 当 な 医 薬 的 ま た は 診 断 的 標
的 で あ る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
実 施 例 ４
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 分 析
　 以 下 に 挙 げ た 酵 素 ア ッ セ イ の 産 物 の す べ て を Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 分 析
し た 。 水 で ２ ． ５ 倍 に 希 釈 さ れ た １ ： １  水 ： ア セ ト ニ ト リ ル 中 の １ ０ ： １  ３ － ヒ ド ロ キ
シ ピ コ リ ン 酸 ： ク エ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 希 釈 マ ト リ ッ ク ス 溶 液 (０ ． １ ５ μ Ｌ )は 、 Ｓ
ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ Ｃ ｈ ｉ ｐ (Sequenom, Inc.)に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し 、 結 晶 化 す る こ と が で き た 。
次 い で 、 サ ン プ ル ０ ． １ ５ μ ｌ を 加 え た 。 陽 性 イ オ ン モ ー ド で 操 作 す る 、 直 線 状 の PerSep
tive Voyager DEマ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー ま た は Bruker Biflex Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス
ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー を 測 定 に 使 用 し た 。 当 該 サ ン プ ル プ レ ー ト を 各 Ｕ Ｖ レ ー ザ ー シ ョ ッ ト
(合 計 約 ２ ５ ０ レ ー ザ ー シ ョ ッ ト )後 は ４ ０ ０ ｎ ｍ の １ ８ ． ２ ｋ Ｖ で 維 持 し 、 次 い で 、 標 的
ボ ル ト 数 を ２ ０ ｋ Ｖ に 上 昇 さ せ た 。 オ リ ジ ナ ル の ス ペ ク ト ル は 、 ５ ０ ０ Ｍ Ｈ ｚ で デ ジ タ ル
化 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
実 施 例 ５
サ ン プ ル コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ
　 以 下 の 実 施 例 に 示 す 場 合 、 酵 素 消 化 物 の 産 物 は 、 ZipTip(Millipore, Bedford, MA)で 精
製 し た 。 ZipTipは 、 ５ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル １ ０ μ ｌ で 事 前 に 濡 ら し て お き 、 ０ ． １ Ｍ  Ｔ
Ｅ Ａ Ａ ｃ １ ０ μ ｌ で ４ 回 平 衡 化 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 、 連 続 的 ア ス ピ
レ ー シ ョ ン お よ び 各 サ ン プ ル を ZipTipに 分 配 す る こ と に よ り 、 Ｃ １ ８ に 結 合 さ せ た 。 各 消
化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ０ ． １ Ｍ  Ｔ Ｅ Ａ Ａ ｃ １ ０ μ ｌ で 洗 浄 し 、 そ の 後 、 Ｈ ２ Ｏ １ ０
μ Ｌ で ４ 回 洗 浄 ス テ ッ プ を 行 う こ と に よ り コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し た 。 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト
は 、 ５ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ７ μ Ｌ を 用 い ZipTipか ら 溶 出 さ せ た 。
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【 ０ ２ ５ ５ 】
　 当 該 サ ン プ ル の コ ン デ ィ シ ョ ン の 任 意 の 方 法 を 用 い 得 る 。 一 般 的 に ピ ー ク 分 解 の 増 大 に
使 用 す る コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ の 方 法 が 、 既 知 で あ る (例 え ば 、 国 際 特 許 出 願 番 号 WO98/2001
9参 照 )。
【 ０ ２ ５ ６ 】
実 施 例 ６
Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ 仲 介 配 列 分 析
　 Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ は 、 特 異 的 核 酸 塩 基 が Ｄ Ｎ Ａ 中 に 存 在 す る 各 位 置 に お い て Ｄ Ｎ Ａ
を 修 飾 し 、 そ れ に よ り 、 脱 塩 基 部 位 を 生 ず る 。 他 の 酵 素 、 化 学 、 ま た は 熱 に よ る そ の 後 の
反 応 に お い て 、 脱 塩 基 部 位 の リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン が 切 断 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 以 下 の 手 順 に 従 い 利 用 さ れ る グ リ コ シ ラ ー ゼ は 、 ウ ラ シ ル － Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ (Ｕ
Ｄ Ｇ )で あ っ た 。 ウ ラ シ ル 塩 基 は 、 ウ ラ シ ル の 存 在 下 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 配 列 を 増 幅 す る こ と に よ
り チ ミ ン 塩 基 が 通 常 占 め る 各 位 置 に お い て Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト 中 に 組 込 ま れ た 。 各 ウ ラ シ
ル 置 換 Ｄ Ｎ Ａ ア ン プ リ コ ン は 、 ア ン プ リ コ ン 中 の 各 ウ ラ シ ル 塩 基 を 切 断 す る Ｕ Ｄ Ｇ と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 生 ず る 各 脱 塩 基 部 位 で バ ッ ク ボ ー ン
切 断 に 効 果 的 な コ ン デ ィ シ ョ ン に し た 。 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分
析 法 分 析 し た 。 次 い で 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 的 変 異 性 を マ ス ス ペ ク ト ル を 分 析 す る こ と に よ
り 評 価 し た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 ま た は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 な グ リ
コ シ ラ ー ゼ が 以 下 の 手 順 で Ｕ Ｄ Ｇ で 置 換 さ れ 得 る 。 下 記 の グ リ コ シ ラ ー ゼ 法 は 、 リ ン 酸 バ
ッ ク ボ ー ン 切 断 お よ び Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ と 共 に 用 い ら れ 、 Ｓ Ｎ Ｐ ス キ ャ ン ニ ン グ 、 細 菌 型 別 化 、
メ チ ル 化 分 析 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 分 析 、 遺 伝 子 型 決 定 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 お
よ び 再 配 列 決 定 の 目 的 で Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 分 析 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
Ａ ． 遺 伝 子 型 決 定
　 グ リ コ シ ラ ー ゼ 手 順 を 用 い 、 Ｕ Ｃ Ｐ － ２ (非 結 合 タ ン パ ク 質 ２ )を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 遺 伝 子 型 決 定 し た 。 Ｕ Ｃ Ｐ － ２ の 配 列 は 、 受 け 例 番 号 Ａ Ｆ ０ ９ ６ ２ ８ ９ で Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ
ｋ に 登 録 さ れ い て る 。 以 下 の 手 順 で 遺 伝 子 型 決 定 し た 配 列 の 変 化 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ４ ７ ９
０ 位 に お け る シ ト シ ン (Ｃ － 対 立 遺 伝 子 )か ら チ ミ ン (Ｔ － 対 立 遺 伝 子 )へ の 変 化 で あ り 、 そ
の 結 果 、 Ｕ Ｃ Ｐ － ２ ポ リ ペ プ チ ド の ５ ５ 位 に お い て ア ラ ニ ン か ら バ リ ン へ の 変 異 を 生 ず る
。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 5'-TGCTTATCCCTGTAGCTACCCTGTCTTGGCCTTGCAGATCCAA-3'(配 列 番 号 ９ １ )
を 有 す る ５ ｐ ｍ ｏ ｌ ビ オ チ ニ ル 化 プ ラ イ マ ー 、 配 列 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGCCATCACA
CCGCGGTACTG-3'(配 列 番 号 ９ ２ )を 有 す る １ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ 非 ビ オ チ ニ ル 化 プ ラ イ マ ー 、 ２ ０ ０
μ Ｍ  ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ６ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｕ Ｔ Ｐ (完
全 に ｄ Ｔ Ｔ Ｐ に 置 換 さ れ 得 る )、 １ ． ５ ｍ Ｍ か ら ３ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ Ｕ  Hotstar Ｔ ａ
ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び Ｃ Ｅ Ｐ Ｈ  Ｄ Ｎ Ａ ２ ５ ｎ ｇ を 含 む 反 応 体 積 ５ ０ μ Ｌ に Ｐ Ｃ Ｒ 手 順
を 用 い 増 幅 し た 。 増 幅 は 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 ５ ６ ℃ で ４ ５ サ イ ク ル 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 次 い で 、 増 幅 産 物 は 、 事 前 に 洗 浄 し た Dynabeads５ μ Ｌ を 伴 う 増 幅 反 応 物 ５ ０ μ Ｌ を 室
温 で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 固 体 支 持 体 に 固 定 化 し た 。 上 清 を 取 り
除 き 、 ビ ー ズ を ０ ． １ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ ５ ０ μ ｌ と 共 に 室 温 ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 一
本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を ビ ー ズ に 連 結 さ せ た 方 法 で 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 変 性 さ せ た 。 次 い で 、 当 該 ビ
ー ズ を １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ８ )５ ０ μ Ｌ で ３ 回 洗 浄 す る こ と に よ り 中 性 化 し た
。 当 該 ビ ー ズ を ６ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ ／ １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (ｐ Ｈ ７ ． ９ )溶 液 中 で 再 懸 濁
し 、 １ Ｕ  ウ ラ シ ル Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ を ３ ７ ℃ で ４ ５ 分 間 、 当 該 溶 液 に 加 え 、 ビ ー ズ
に 連 結 す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 中 に 存 在 す る ウ ラ シ ル ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 除 い た 。 次 い で 、 当 該
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ビ ー ズ を 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ８ )２ ５ μ Ｌ で ２ 回 洗 浄 し 、 水 １ ０ μ Ｌ で １ 回
洗 浄 し た 。 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 鎖 を 、 ６ ０ ℃ で １ ０ 分 間 、 ２ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ １ ２ μ ｌ で ビ
ー ズ か ら 溶 出 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ の バ ッ ク ボ ー ン を 、 ９ ５ ℃ １ ０ 分 間 、 サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン す る こ と に よ り (密 閉 の ふ た と 共 に )、 切 断 し 、 ア ン モ ニ ア を 、 サ ン プ ル を ８ ０ ℃ で
１ １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り サ ン プ ル か ら 蒸 発 さ せ た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 次 い で 、 切 断 フ ラ グ メ ン ト を 、 実 施 例 ４ に 記 載 の よ う に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法
よ り 分 析 し た 。 Ｔ 対 立 遺 伝 子 は 、 ３ ２ ５ ４ ダ ル ト ン の 特 有 フ ラ グ メ ン ト を 生 じ た 。 Ｃ 対 立
遺 伝 子 は 、 ４ ７ ８ ８ ダ ル ト ン の 特 有 フ ラ グ メ ン ト を 生 じ た 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 マ
ス ス ペ ク ト ル で 識 別 可 能 で あ っ た 。 そ の た め 、 上 記 同 定 手 順 は 、 Ｕ Ｃ Ｐ － ２ 中 の Ｃ 対 立 遺
伝 子 お よ び Ｔ 対 立 遺 伝 子 に ヘ テ ロ 接 合 の 個 体 の 遺 伝 子 型 決 定 に 成 功 的 に 利 用 で き た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
Ｂ ． プ ー ル し た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 用 い る グ リ コ シ ラ ー ゼ 分 析
　 グ リ コ シ ラ ー ゼ ア ッ セ イ を 、 プ ー ル し た サ ン プ ル を 用 い 構 成 し 、 Ｕ Ｃ Ｐ － ２ 遺 伝 子 配 座
の 遺 伝 的 多 様 性 を 検 出 し た 。 既 知 遺 伝 子 型 の Ｄ Ｎ Ａ を １ １ 個 体 か ら プ ー ル し 、 固 定 濃 度 の
５ ｎ ｇ ／ μ Ｌ に 希 釈 し た 。 実 施 例 ３ Ａ で 提 供 さ れ た 手 順 は 、 配 列 5'-CCCAGTCACGACGTTGTAA
AACGTCTTGGCCTTGCAGATCCAAG-3'(配 列 番 号 ９ ３ )を 有 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ２ ｐ ｍ ｏ ｌ
お よ び 配 列 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGCCATCACACCGCGGTACTG-3'(配 列 番 号 ９ ４ )を 有 す る
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー １ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ を 用 い る こ と が で き た 。 加 え て 、 配 列 5'bioCCCAGTCACGA
CGTTGTAAAACG-3'(配 列 番 号 ９ ７ )を 有 す る ビ オ チ ニ ル 化 プ ラ イ マ ー ５ ｐ ｍ ｏ ｌ を 、 約 ２ サ
イ ク ル 後 に Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 に 導 入 し 得 る 。 当 該 フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分
析 法 (実 施 例 ４ )で 分 析 し た 。 実 施 例 ３ Ａ で 測 定 し た よ う に 、 ３ ２ ５ ４ ダ ル ト ン の 特 有 の フ
ラ グ メ ン ト を 生 じ る Ｔ 対 立 遺 伝 子 は 、 マ ス ス ペ ク ト ル で 、 ４ ７ ８ ８ ダ ル ト ン の 特 有 の フ ラ
グ メ ン ト を 生 じ る Ｃ 対 立 遺 伝 子 と 区 別 し 得 る 。 プ ー ル し た サ ン プ ル の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、
対 立 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト に 相 当 す る 各 シ グ ナ ル の 下 の 領 域 を 積 算 す る こ と に よ り 定 量 さ れ
た 。 積 算 は 、 当 業 者 に 既 知 の 等 式 を 用 い 手 計 算 で 行 っ た 。 １ １ サ ン プ ル の プ ー ル に お い て
、 こ の 手 順 は 、 ４ ０ ． ９ ％ の 個 体 が Ｔ 対 立 遺 伝 子 を 保 有 し 、 ５ ９ ． ０ ９ ％ の 個 体 が Ｃ 対 立
遺 伝 子 を 保 有 す る こ と を 提 唱 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
Ｃ ． グ リ コ シ ラ ー ゼ 仲 介 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 分 析
　 グ リ コ シ ラ ー ゼ 手 順 を 用 い 、 Bradykinin Receptor 2(Ｂ Ｋ Ｒ － ２ )配 列 の マ イ ク ロ サ テ
ラ イ ト を 同 定 し た 。 Ｂ Ｋ Ｒ － ２ の 配 列 は 、 受 け 入 れ 番 号 Ｘ ８ ６ １ ７ ３ で Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ に
登 録 さ れ て い る 。 Ｂ Ｋ Ｒ － ２ は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に Ｃ か ら Ｔ へ の 変 化 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 み 、
そ し て 繰 り 返 し 単 位 中 に Ｇ か ら Ｔ へ の 変 化 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む 。 実 施 例 ３ Ａ で 提 供 さ れ た 当 該
手 順 を 用 い 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 中 の Ｓ Ｎ Ｐ 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 繰 り 返 し 単 位 領 域 中 の Ｓ
Ｎ Ｐ 、 お よ び Ｂ Ｋ Ｒ － ２ の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 領 域 の 繰 り 返 し 単 位 の 数 を 同 定 し た 。 特 に
配 列 5'-CTCCAGCTGGGCAGGAGTGC-3'(配 列 番 号 ９ ５ )を 有 す る フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー お
よ び 配 列 5'-CACTTCAGTCGCTCCCT-3'(配 列 番 号 ９ ６ )を 有 す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い 、
ウ ラ シ ル 存 在 下 、 Ｂ Ｋ Ｒ － ２ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た 。 当 該 ア ン プ リ コ ン は 、 Ｕ Ｄ Ｇ に よ り フ ラ
グ メ ン ト 化 し 、 そ の 後 、 バ ッ ク ボ ー ン 切 断 し た 。 当 該 切 断 フ ラ グ メ ン ト は 実 施 例 ４ で 記 載
の よ う に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 Ｃ か ら Ｔ へ の 変 化 を 有 す る Ｂ Ｋ Ｒ － ２ プ ロ モ ー タ ー 領 域 中 の Ｓ Ｎ Ｐ に 関 し 、 Ｃ 対 立 遺 伝
子 は 、 質 量 ７ ３ ４ ２ ． ４ ダ ル ト ン を 有 す る 特 有 の フ ラ グ メ ン ト を 生 じ 、 Ｔ 対 立 遺 伝 子 は 、
質 量 ７ ０ ５ ３ ． ２ ダ ル ト ン を 有 す る 特 有 の フ ラ グ メ ン ト を 生 じ た 。 こ れ ら フ ラ グ メ ン ト は
、 マ ス ス ペ ク ト ル で 区 別 で き た 。 そ の た め 、 上 記 特 定 し た 手 順 は 、 Ｂ Ｋ Ｒ － ２ の プ ロ モ ー
タ ー 領 域 中 の Ｃ 対 立 遺 伝 子 お よ び Ｔ 対 立 遺 伝 子 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 の 個 体 を 遺 伝 子 型 決 定
す る た め 成 功 的 に 利 用 で き た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 Ｇ か ら Ｔ へ の 変 化 を 有 す る Ｂ Ｋ Ｒ － ２ の 繰 り 返 し 領 域 中 の Ｓ Ｎ Ｐ に 関 し 、 Ｔ 対 立 遺 伝 子
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は 、 質 量 １ ７ ８ ４ ダ ル ト ン を 有 す る 特 有 の フ ラ グ メ ン ト を 生 じ 、 そ れ は 、 容 易 に マ ス ス ペ
ク ト ル で 検 出 で き た 。 そ れ ゆ え 、 Ｔ 対 立 遺 伝 子 の 存 在 は 、 Ｂ Ｋ Ｒ － ２ の 繰 り 返 し 領 域 中 の
Ｇ か ら Ｔ へ の 配 列 変 化 を 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 加 え て 、 繰 り 返 し 領 域 の 数 は 、 Ｂ Ｋ Ｒ － ２ 中 に 、 ２ つ の 繰 り 返 し 配 列 を 有 す る 個 体 と ３
つ の 繰 り 返 し 配 列 を 有 す る 個 体 と を 区 別 で き た 。 こ れ ら 個 体 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 各 繰 り 返 し 配 列
が Ｓ Ｎ Ｐ 遺 伝 子 配 座 で Ｇ を 含 ん で い る た め 、 繰 り 返 し 配 列 中 の Ｇ か ら Ｔ へ の 配 列 変 化 を 保
持 し て い な か っ た 。 繰 り 返 し 領 域 の 数 は 、 質 量 ２ ７ ７ １ ． ６ ダ ル ト ン を 有 す る 特 有 の Ｄ Ｎ
Ａ フ ラ グ メ ン ト に 相 当 す る シ グ ナ ル の 下 の 面 積 を 算 出 す る こ と に よ り 、 個 々 の サ ン プ ル で
決 定 さ れ た 。 ２ つ の 繰 り 返 し 領 域 を 有 す る 個 体 か ら 生 ず る ス ペ ク ト ル に お け る こ の シ グ ナ
ル は 、 ３ つ の 繰 り 返 し 領 域 を 有 す る 個 体 か ら 生 ず る ス ペ ク ト ル 中 の 同 じ シ グ ナ ル の 下 の 面
積 の ３ ３ ％ 未 満 の 領 域 で あ る 、 領 域 を 有 し て い た 。 そ の た め 、 上 記 考 察 の 手 順 を 用 い 、 Ｂ
Ｋ Ｒ － ２ 中 に 存 在 す る 繰 り 返 し 領 域 の 数 に つ い て 個 体 の 遺 伝 子 型 決 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
Ｄ ． グ リ コ シ ラ ー ゼ 消 化 と 合 わ せ た バ イ サ ル フ ァ イ ト
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 置 を 用 い 、 Ｄ Ｎ Ａ 内 の メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 の 位 置
を 分 析 す る こ と が で き る 。 バ イ サ ル フ ァ イ ト に よ る 核 酸 処 置 に よ り 、 シ ト シ ン 残 基 を ウ ラ
シ ル 残 基 に ジ ア ミ ノ 化 し 、 そ の 一 方 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 修 飾 し な い ま ま で あ る 。 そ の た
め 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト で 処 置 し て い な い ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 生 ず る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 配 列 を 、 バ
イ サ ル フ ァ イ ト で 処 置 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 生 じ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 配 列 と 比 較 す る こ と に よ
り 、 核 酸 中 お よ び シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ て い る 位 置 に お け る メ チ ル 化 の 程 度 を 推 測 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ (２ μ ｇ )を 、 制 限 酵 素 １ μ Ｌ で ３ ７ ℃ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と
に よ り 消 化 し た 。 ３ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ の ア リ コ ー ト を 添 加 し 、 消 化 溶 液 中 、 最 終 濃 度 ０ ． ３ Ｍ  
Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 得 た 。 当 該 反 応 物 を ３ ７ ℃ １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 、 ５ ． ３ ５
Ｍ  尿 素 、 ４ ． ４ ４ Ｍ  バ イ サ ル フ ァ イ ト お よ び １ ０ ｍ Ｍ  ヒ ド ロ キ ノ リ ン で 処 置 し 、 こ の
場 合 、 ヒ ド ロ キ ノ リ ン の 最 終 濃 度 は ０ ． ５ ｍ Ｍ で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 バ イ サ ル フ ァ イ ト (サ ン プ ル Ａ )で 処 置 し た サ ン プ ル を 、 バ イ サ ル フ ァ イ ト 処 置 (サ ン プ
ル Ｂ )し て い な い 同 じ 消 化 サ ン プ ル と 比 較 し た 。 サ ン プ ル Ａ を 上 記 の よ う に バ イ サ ル フ ァ
イ ト で 処 置 し た 後 、 サ ン プ ル Ａ お よ び サ ン プ ル Ｂ を 標 準 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 手 順 に よ り 増 幅 し た 。
当 該 Ｐ Ｃ Ｒ 手 順 に は 、 各 サ ン プ ル を ミ ネ ラ ル オ イ ル で 覆 い 、 当 該 サ ン プ ル を サ ー マ ル サ イ
ク リ ン グ (５ ５ ℃ １ ５ 分 間 、 そ の 後 、 ９ ５ ℃ ３ ０ 秒 間 の ２ ０ サ イ ク ル )す る ス テ ッ プ を 含 む
。 当 該 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 に は 、 ４ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 、 Ｃ 、 Ａ 、 Ｇ 、 お よ び Ｕ を 含 む 。 当 該
ミ ネ ラ ル オ イ ル を 各 サ ン プ ル か ら 取 り 除 き 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ガ ラ ス ミ ル ク で 精 製 し た 。 ヨ ウ
化 ナ ト リ ウ ム (３ 体 積 )お よ び ガ ラ ス ミ ル ク (５ μ Ｌ )を サ ン プ ル Ａ お よ び サ ン プ ル Ｂ に 添 加
し た 。 次 い で 、 当 該 サ ン プ ル を 氷 上 に ８ 分 間 置 き 、 冷 緩 衝 液 ４ ２ ０ μ Ｌ で 洗 浄 し 、 １ ０ 秒
間 遠 心 分 離 し 、 上 清 画 分 を 取 り 除 い た 。 こ の 方 法 を ２ 回 繰 り 返 し 、 次 い で 、 水 ２ ５ μ Ｌ を
添 加 し た 。 サ ン プ ル を ３ ７ ℃ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ２ ０ 秒 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 画
分 を 回 収 し 、 そ し て こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ／ 遠 心 分 離 ／ 上 清 画 分 回 収 の 手 順 を 繰 り 返 し
た 。 次 い で 、 ０ ． １ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ ５ ０ μ Ｌ を 当 該 サ ン プ ル に 添 加 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ た
。 当 該 サ ン プ ル を 室 温 ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ８ )
５ ０ μ Ｌ で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て ６ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ Ｈ Ｃ ｌ ／ １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ． ９
 １ ０ μ Ｌ 中 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 次 い で 、 サ ン プ ル Ａ お よ び サ ン プ ル Ｂ か ら の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 配 列 を ２ Ｕ  Ｕ Ｄ Ｇ (MBI Ferm
entas)で 処 理 し 、 次 い で 、 上 記 の よ う に バ ッ ク ボ ー ン を 切 断 し た 。 各 サ ン プ ル Ａ お よ び サ
ン プ ル Ｂ か ら 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト は 実 施 例 ４ に 記 載 の よ う に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分
析 法 に よ り 分 析 し た 。 サ ン プ ル Ａ は 、 サ ン プ ル Ｂ か ら 得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト の 数 よ り も 多
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い フ ラ グ メ ン ト の 数 が 生 じ 、 こ れ は 、 核 酸 が 少 な く と も １ つ の メ チ ル 化 シ ト シ ン 部 分 を 保
持 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
実 施 例 ７
Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ 仲 介 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ
　 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ 手 順 に よ り 、 個 体 の ２ つ の 相 同 性 ク ロ モ ソ ー ム の １ つ か ら フ ラ グ メ ン
ト を 選 択 し 得 、 そ し て そ の フ ラ グ メ ン ト に お け る 連 鎖 し た Ｓ Ｎ Ｐ を 遺 伝 子 型 決 定 し 得 る 。
ハ プ ロ タ イ プ の 直 接 決 定 に よ り 、 情 報 コ ン テ ン ト を 増 加 し 、 任 意 の 連 鎖 疾 患 遺 伝 子 の 診 断
を 改 善 し 、 ま た は こ れ ら 疾 患 の 関 連 を 同 定 す る こ と が で き る 。 従 前 の 研 究 で は 、 ハ プ ロ タ
イ プ は 、 典 型 的 に は 、 系 統 分 析 (系 統 が 利 用 可 能 で あ る 場 合 )を 介 し て 、 困 難 で 信 頼 性 の な
い 対 立 遺 伝 子 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ を 介 し て 、 ま た は 当 分 野 に 既 知 の 単 一 分 子 希 釈 を 介 し て 、 再 構
成 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ 手 順 を 用 い 、 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル 中 の 一 本 鎖 に 存 在 す る 、 Ｓ Ｎ Ｐ １ お よ び
Ｓ Ｎ Ｐ ２ と 称 せ ら れ る ２ つ の Ｓ Ｎ Ｐ の 存 在 を 決 定 し た 。 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ 手 順 を 、 Ｆ ｅ ｎ
－ １ を 利 用 す る こ の ア ッ セ イ に 使 用 し 、 Ｄ Ｎ Ａ “ フ ラ ッ プ (flap)” を 切 断 す る 部 位 特 異 的
“ フ ラ ッ プ ” エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ２ つ の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の オ ー バ ー ラ ッ プ に よ り 作 成 し た 。 こ の 実 施 例 の 当 該 ２ つ の オ ー バ ー ラ ッ ピ ン
グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 短 ア ー ム お よ び 長 ア ー ム 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ア ダ プ タ ー で あ っ た
。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 変 性 し Ｓ Ｎ Ｐ １ お よ び Ｓ Ｎ Ｐ ２ を 含 む 増 幅 核 酸 で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 短 ア ー ム ア ダ プ タ ー に は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に は 見 ら れ な い 特 有 の 配 列 を 含 む 。 短 ア ー ム ア ダ
プ タ ー の ３ '末 端 ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｓ Ｎ Ｐ １ 対 立 遺 伝 子 の １ つ と 同 一 で あ っ た 。 更 に 、 長
ア ー ム ア ダ プ タ ー に は 、 ２ つ の 領 域 ： 短 ア ー ム に 相 補 的 な ３ ’ 領 域 お よ び Ｓ Ｎ Ｐ に 隣 接 す
る 目 的 の フ ラ グ メ ン ト に 相 補 的 な ５ ’ 遺 伝 子 特 異 的 領 域 を 含 む 。 ア ダ プ タ ー と そ の 相 同 体
の １ つ と の 間 に マ ッ チ が あ れ ば 、 Ｆ ｅ ｎ 酵 素 は 、 認 識 し 、 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ フ ラ ッ プ を
切 断 す る 。 次 い で 、 当 該 ア ダ プ タ ー の 短 ア ー ム を 標 的 フ ラ グ メ ン ト の 残 り (Ｓ Ｎ Ｐ 部 位 を
除 く )に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 こ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た フ ラ グ メ ン ト を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン
し た 相 同 体 の み を 増 幅 す る 第 二 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て 用 い た 。 次 い
で 、 第 二 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 (Ｐ Ｃ Ｒ ２ )を 質 量 分 析 法 で 分 析 し た 。 ア ダ プ タ ー と 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と の
間 に マ ッ チ が な け れ ば 、 Ｆ ｅ ｎ － １ に よ る オ ー バ ー ラ ッ プ ま た は 切 断 は な く 、 そ の た め 、
目 的 の Ｐ Ｃ Ｒ ２ は 存 在 し な い 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 目 的 配 列 中 に １ を 超 え る Ｓ Ｎ Ｐ が 存 在 す る な ら ば 、 第 二 の Ｓ Ｎ Ｐ (Ｓ Ｎ Ｐ ２ )は 、 Ｓ Ｎ Ｐ
２ に 特 異 的 な ア ダ プ タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 お よ び 第 一 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ ２ 産 物 に
ア ダ プ タ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 発 見 で き た 。 Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ お よ び 増 幅
手 順 は 、 第 一 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ ２ 産 物 で 繰 り 返 し た 。 増 幅 産 物 が 第 二 の Ｓ Ｎ Ｐ を 生 ず
る な ら ば 、 Ｓ Ｎ Ｐ １ お よ び Ｓ Ｎ Ｐ ２ は 同 じ フ ラ グ メ ン ト に あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ が 知 ら れ て い な い な ら ば 、 ４ つ の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ア ダ プ タ ー (例 え ば 、 Ｃ 、 Ｇ
、 Ａ お よ び Ｔ )を 用 い 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 。 次 い で 、 基 質 を
、 増 幅 を 含 む Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ プ ロ ト コ ー ル で 処 理 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ ２ 産 物 を 本 明 細 書 に 記 載 の
よ う に Ｐ Ｒ Ｏ Ｂ Ｅ で 分 析 し 、 ど の ア ダ プ タ ー が Ｄ Ｎ Ａ 標 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か を 決 定
し 、 そ れ に よ り 、 当 該 配 列 中 の Ｓ Ｎ Ｐ を 同 定 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ ア ッ セ イ を 用 い 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 中 に 存 在 す る ２ つ の Ｓ Ｎ Ｐ を 検 出 し た 。 こ
れ ら の Ｓ Ｎ Ｐ は 、 お 互 い か ら ８ １ ４ 塩 基 対 離 れ て 位 置 し て い る 。 Ｓ Ｎ Ｐ １ は 、 ８ ４ ０ １ 位
(Ｃ か ら Ｔ へ )に 位 置 し 、 Ｓ Ｎ Ｐ ２ は 、 ９ ２ １ ５ 位 (Ｇ か ら Ａ へ )に 位 置 す る (配 列 番 号 ＃ )
【 ０ ２ ７ ８ 】
Ａ ． 最 初 の 増 幅 ス テ ッ プ
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　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 (Ｐ Ｃ Ｒ １ )は 、 Ｓ Ｎ Ｐ の ５ '末 端 か ら 僅 か に 離 れ た Ｓ Ｎ Ｐ １ に お け る 既 知 ヘ
テ ロ 接 合 個 体 と し て 生 じ た 。 特 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 １ ０ μ Ｌ は 、 １ ． ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、
２ ０ ０ μ Ｍ  各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ５ Ｕ  Hotstar ポ リ メ ラ ー ゼ 、 配 列 5'-GCGCTCCTGTCGGTGCCA-
3'(配 列 番 号 ５ ６ )を 有 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ０ ． １ μ Ｍ 、 配 列 5'-GCCTGACTGGTGGGGCC
C-3'(配 列 番 号 ５ ７ )を 有 す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ０ ． １ μ Ｍ 、 お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ １ ｎ ｇ
を 混 合 す る こ と に よ り 行 っ た 。 ア ニ ー リ ン グ 温 度 は ５ ８ ℃ で あ り 、 増 幅 処 理 に よ り 、 長 さ
が ８ ６ １ で あ る フ ラ グ メ ン ト を 得 た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ １ 反 応 混 合 物 を 半 分 に 分 け 、 １ ． ０ μ Ｌ  Ｓ Ａ Ｐ お よ び ０ ． １ μ Ｌ  エ キ ソ ン １ を
含 む エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ １ ／ Ｓ Ａ Ｐ 混 合 物 (０ ． ２ ２ μ Ｌ 混 合 物 ／ ５ μ Ｌ  Ｐ Ｃ Ｒ １ 反 応 物
)で 処 理 し た 。 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 処 理 は 、 ３ ７ ℃ ３ ０ 分 間 行 い 、 次 い で 、 ８ ５ ℃ ２ ０ 分
間 行 い Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
Ｂ ． ア ダ プ タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　 ア ダ プ タ ー あ た り 、 １ つ の 長 お よ び １ つ の 短 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 対 立 遺 伝 子 特 異
的 ア ダ プ タ ー (Ｃ お よ び Ｔ )の 溶 液 を 調 製 し た 。 各 ア ダ プ タ ー (１ ０ μ Ｍ )の 長 ア ー ム お よ び
短 ア ー ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 １ ： １ の 割 合 で 混 合 し 、 ９ ５ ℃ ３ ０ 秒 間 加 熱 し た 。 当 該
温 度 を 、 ア ニ ー リ ン グ の た め ２ ℃ の 誤 差 で 、 ３ ７ ℃ に 下 げ た 。 Ｃ ア ダ プ タ ー は 、 5'-CATGC
ATGCACGGTC-3'(配 列 番 号 ５ ８ )の 短 ア ー ム 配 列 お よ び 5'-CAGAGAGTACCCCTCGACCGTGCATGCATG
-3'(配 列 番 号 ５ ９ )の 長 ア ー ム 配 列 を 有 す る 。 こ れ ゆ え 、 ア ダ プ タ ー の 長 ア ー ム は ３ ０ ｂ
ｐ (１ ５ ｂ ｐ 遺 伝 子 特 異 的 )で あ り 、 短 ア ー ム は １ ５ ｂ ｐ で あ っ た 。 Ｔ ア ダ プ タ ー は 、 5'-C
ATGCATGCACGGTT-3'(配 列 番 号 ６ ０ )の 短 ア ー ム 配 列 お よ び 5'-GTACGTACGTGCCAACTCCCCATGAG
AGAC-3'(配 列 番 号 ６ １ )の 長 ア ー ム 配 列 を 有 し た 。 当 該 ア ダ プ タ ー は ま た 、 ３ か ら １ ０ ヌ
ク レ オ チ ド (配 列 番 号 １ １ ８ )を 含 む ル ー プ に よ り 短 お よ び 長 ア ー ム が 分 離 さ れ る ヘ ア ピ ン
構 造 を 有 し 得 る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
Ｃ ． Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ 反 応
　 ２ つ の チ ュ ー ブ に (サ ン プ ル あ た り の 各 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ア ダ プ タ ー と し て １ チ ュ ー ブ )
、 １ ０ ｍ Ｍ  １ ６ ％ Ｐ Ｅ Ｇ ／ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ ３ ． ５ μ ｌ 、 ２ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２  １ ． ２
μ ｌ 、 １ ０ × Ampligase緩 衝 液 １ ． ５ μ ｌ 、 お よ び ２ ． ５ μ ｌ Ｐ Ｃ Ｒ １ を 含 む 溶 液 (溶 液 Ａ
)を 入 れ た 。 溶 液 Ａ を 含 む 各 チ ュ ー ブ は 、 ９ ５ ℃ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Ｐ Ｃ Ｒ １
産 物 を 変 性 さ せ た 。 Ampligase(熱 安 定 性 リ ガ ー ゼ 、 Epicentre Technologies)１ ． ６ ５ μ
ｌ 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ  Ｍ Ｆ Ｅ Ｎ (Methanocuccus jannaschii由 来 )１ ． ６ ５ μ ｌ お よ び 対
立 遺 伝 子 特 異 的 ア ダ プ タ ー (Ｃ ま た は Ｔ )３ ． ０ μ ｌ を 含 む 第 二 の 溶 液 (溶 液 Ｂ )を 調 製 し た
。 溶 液 Ｂ の 種 々 の 変 化 物 、 種 々 の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ア ダ プ タ ー を 含 む 各 変 化 物 を 作 成 し た
。 溶 液 Ｂ を ９ ５ ℃ で 溶 液 Ａ に 添 加 し 、 ５ ５ ℃ ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 全 反 応 物 体
積 を ア ダ プ タ ー 特 異 的 反 応 物 あ た り １ ５ ． ０ μ ｌ と し た 。 二 対 立 遺 伝 子 シ ス テ ム (bi-alle
lic system)で は 、 ２ × １ ５ ． ０ μ ｌ 反 応 物 を 必 要 と し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 次 い で 、 各 チ ュ ー ブ に お け る Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ 反 応 物 を 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ  ８ ． ０ μ ｌ
を 加 え る こ と に よ り 不 活 性 化 し た 。 次 い で 、 エ キ ソ Ｉ Ｉ Ｉ ／ 緩 衝 液 (７ ０ ％ ／ ３ ０ ％ )溶 液
１ ． ０ μ ｌ を 各 サ ン プ ル に 加 え 、 ３ ７ ℃ ３ ０ 分 間 、 ７ ０ ℃ ２ ０ 分 間 (エ キ ソ Ｉ Ｉ Ｉ を 不 活
性 化 )、 お よ び ９ ５ ℃ ５ 分 間 (サ ン プ ル を 変 性 さ せ 、 使 用 し て い な い ア ダ プ タ ー を 鋳 型 か ら
分 離 し た )イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 当 該 サ ン プ ル を 氷 ス ラ リ ー で 冷 却 し 、 長 さ １ ０ ０ 塩
基 対 未 満 の す べ て の フ ラ グ メ ン ト を 取 り 除 く UltraClean PCR Clean-up(MoBio)ス ピ ン カ ラ
ム で 精 製 し た 。 当 該 フ ラ グ メ ン ト は Ｈ ２ Ｏ ５ ０ μ ｌ で 溶 出 し た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
Ｄ ． 第 二 の 増 幅 ス テ ッ プ
　 第 二 の 増 幅 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ ２ )を 、 各 サ ン プ ル チ ュ ー ブ に お い て 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と
し て 短 ア ー ム ア ダ プ タ ー (Ｃ ま た は Ｔ )配 列 を 用 い (Ｓ Ｎ Ｐ １ 部 位 を 除 く )、 行 っ た 。 ラ イ ゲ
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ー シ ョ ン 相 同 体 の み を 増 幅 し た 。 標 準 的 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 は 、 １ × 緩 衝 液 (最 終 濃 度 )、 １ ． ５
ｍ Ｍ  最 終 濃 度 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 最 終 濃 度 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ５ Ｕ  Hotstar ポ リ メ ラ ー
ゼ 、 ０ ． １ μ Ｍ  最 終 濃 度 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5'-CATGCATGCACGGT-3'(配 列 番 号 ６ ２ )、
０ ． １ μ Ｍ  最 終 濃 度 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5'-GCCTGACTGGTGGGGCCC-3'(配 列 番 号 ６ ３ )、 お
よ び 精 製 Ｆ Ｅ Ｎ リ ガ ー ゼ 反 応 溶 液 １ ． ０ μ ｌ を 含 む 全 体 積 １ ０ ． ０ μ ｌ で 行 っ た 。 ア ニ ー
リ ン グ 温 度 は 、 ５ ８ ℃ で あ っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ ２ 産 物 を 実 施 例 ４ で 示 し た よ う に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ
Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 で 分 析 し た 。 Ｆ ｅ ｎ  Ｓ Ｎ Ｐ １ の マ ス ス ペ ク ト ル は 、 質 量 ６ ０ ８ ４ ． ０ ８
ダ ル ト ン で あ り 、 そ れ は 、 Ｃ 対 立 遺 伝 子 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
Ｅ ． 付 加 Ｓ Ｎ Ｐ の 遺 伝 子 型 決 定
　 第 二 の Ｓ Ｎ Ｐ (Ｓ Ｎ Ｐ ２ )は 、 Ｓ Ｎ Ｐ ２ に 特 異 的 な ア ダ プ タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 お よ
び 第 一 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ ２ 産 物 に ア ダ プ タ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 発
見 で き る 。 Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ お よ び 増 幅 手 順 は 、 第 一 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ ２ 産 物 で 繰 り 返
す 。 増 幅 産 物 が 第 二 の Ｓ Ｎ Ｐ を 生 ず る な ら ば 、 Ｓ Ｎ Ｐ １ お よ び Ｓ Ｎ Ｐ ２ は 同 じ フ ラ グ メ ン
ト に あ る 。 Ｔ 対 立 遺 伝 子 を 示 す Ｓ Ｎ Ｐ ２ の マ ス ス ペ ク ト ル は 質 量 ６ ３ ５ ９ ． ８ ８ ダ ル ト ン
で あ っ た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 こ の ア ッ セ イ は ま た 、 プ ー ル し た Ｄ Ｎ Ａ で 行 い 、 本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に ハ プ ロ タ イ
プ 頻 度 を 生 ず る こ と が 可 能 で あ る 。 Ｆ ｅ ｎ リ ガ ー ゼ ア ッ セ イ を 用 い 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ
う に マ ル チ プ レ ッ ク ス を 分 析 で き る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
実 施 例 ８
ニ ッ カ ー ゼ 仲 介 配 列 分 析
　 Ｄ Ｎ Ａ ニ ッ カ ー ゼ ま た は Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ を 用 い 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 ら せ ん の 一 本 鎖 を 認 識 し 切 断 し
た 。 使 用 し た ２ つ の ニ ッ カ ー ゼ は Ｎ Ｙ ２ Ａ ニ ッ カ ー ゼ お よ び Ｎ Ｙ Ｓ １ ニ ッ カ ー ゼ (Megabas
e)で あ り 、 そ れ ら は 以 下 の 部 位 で Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ７ 】
Ａ ． ニ ッ カ ー ゼ 消 化
　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ (１ ０ ｍ Ｍ )、 Ｋ Ｃ ｌ (１ ０ ｍ Ｍ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３ )、 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム (２
５ ｍ Ｍ )、 Ｂ Ｓ Ａ (１ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ )、 お よ び ６ Ｕ  Ｃ ｖ ｉ  Ｎ Ｙ ２ Ａ ま た は Ｃ ｖ ｉ  Ｎ Ｙ Ｓ １ ニ
ッ カ ー ゼ (Megabase Research)を 、 標 準 的 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 を 用 い 合 成 さ れ る 配 列 5'-
CGCAGGGTTTCCTCGTCGCACTGGGCATGTG-3'(配 列 番 号 ９ ０ 、 Operon, Alameda, CA)を 有 す る 二
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 ２ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ に 加 え た 。 全 体 積 ２ ０ μ Ｌ を 用 い 、 当 該 反 応 混
合 物 を ３ ７ ℃ ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 当 該 消 化 産 物 を 実 施 例 ５ に 記 載 す る よ う に Zi
pTip(Millipore, Bedford, MA)を 用 い 精 製 し た 。 当 該 サ ン プ ル を 、 実 施 例 １ に 記 載 す る よ
う に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 で 分 析 し た 。 ニ ッ カ ー ゼ Ｃ ｖ ｉ  Ｎ Ｙ ２ Ａ は 質 量 ４ ０
４ ９ ． ７ ６ ダ ル ト ン 、 ５ ４ ７ ３ ． １ ４ ダ ル ト ン お よ び ９ ５ ４ ０ ． ７ １ ダ ル ト ン の ３ つ の フ
ラ グ メ ン ト を 生 じ た 。 Ｃ ｖ ｉ  Ｎ Ｙ Ｓ １ ニ ッ カ ー ゼ は 質 量 ２ ０ ６ ３ ． １ ８ ダ ル ト ン 、 ３ ０
５ ６ ． ４ ８ ダ ル ト ン 、 ６ ４ ９ ２ ． ８ １ ダ ル ト ン お よ び ７ ４ ５ ０ ． １ ４ ダ ル ト ン の フ ラ グ メ
ン ト を 生 じ た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
Ｂ ． プ ー ル し た サ ン プ ル の ニ ッ カ ー ゼ 消 化
　 Ｄ Ｑ Ａ (HLA ClassII-DQ Alpha、 予 想 フ ラ グ メ ン ト サ イ ズ ＝ ２ ２ ５ ｂ ｐ )は 、 １ ０ ０ の 健
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康 個 体 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し た 。 Ｄ Ｑ Ａ は 、 標 準 的 Ｐ Ｃ Ｒ 化 学 を 用 い 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ
ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ８ ． ３ )、 ２ ． ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ  
各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 配 列 5'-GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG-3'(配 列 番 号 ６ ４ )を 有 す る フ ォ ワ ー ド
プ ラ イ マ ー １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ 、 配 列 5'-CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTTG-3'(配 列 番 号 ６ ５ )を 有
す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ 、 １ Ｕ  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ (Stoffel fragment, Pe
rkin Elmer)、 お よ び ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ (２ ｎ ｇ Ｄ Ｎ Ａ ／ 個 体 )２ ０ ０ ｎ ｇ を 含 む 全 体 積 ５
０ μ ｌ を 有 す る 反 応 物 中 で 増 幅 し た 。 当 該 鋳 型 を ９ ４ ℃ ５ 分 間 変 性 さ せ た 。 サ ー マ ル サ イ
ク リ ン グ は 、 ９ ４ ℃ ２ ０ 秒 、 ５ ６ ℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ １ 分 間 の ４ ５ サ イ ク ル お よ び ７ ２ ℃ ３
分 間 の 最 終 伸 張 を 含 む タ ッ チ ダ ウ ン プ ロ グ ラ ム で 続 け た 。 粗 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を そ の 後 の ニ ッ カ
ー ゼ 反 応 に 用 い た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 非 精 製 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ニ ッ カ ー ゼ 消 化 し た 。 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ (１ ０ ｍ Ｍ )、 Ｋ Ｃ ｌ (１ ０
ｍ Ｍ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３ )、 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム (２ ５ ｍ Ｍ )、 Ｂ Ｓ Ａ (１ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ )、 お よ び ５ Ｕ  
Ｃ ｖ ｉ  Ｎ Ｙ ２ Ａ ま た は Ｃ ｖ ｉ  Ｎ Ｙ Ｓ １ ニ ッ カ ー ゼ (Megabase Research)を 、 全 反 応 物 体
積 ２ ０ μ Ｌ を 有 す る 増 幅 鋳 型 ２ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ に 加 え た 。 次 い で 、 当 該 反 応 混 合 物 を ３ ７ ℃ ５
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 当 該 消 化 産 物 を 実 施 例 ５ に 記 載 す る よ う に ZipTip(Millipo
re, Bedford, MA)を 用 い 精 製 し た 。 当 該 サ ン プ ル を 、 実 施 例 ４ に 記 載 す る よ う に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ
Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 で 分 析 し た 。 ま た 、 こ の ア ッ セ イ を 用 い 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に
、 マ ル チ プ レ ッ ク シ ン グ し 、 標 準 的 遺 伝 子 型 決 定 を 行 い 得 る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 ニ ッ カ ー ゼ マ ス ス ペ ク ト ル を 単 純 化 す る た め 、 ２ つ の 相 補 鎖 は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ と し て 一
本 鎖 非 消 化 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 用 い た 消 化 の 後 、 分 離 す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ ー ブ (以 下 の
実 施 例 ８ Ｃ で 示 し た 調 製 物 )を 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ  ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び １ ％ ブ ロ ッ キ ン グ
剤 (Boehringer Mannheim)を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の ニ ッ カ ー ゼ フ ラ グ メ
ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 。 当 該 反 応 物 を 、 thermal cycler(PTC-200 DNA
 engine, MJ Research, Waltham, MA)を 用 い ９ ５ ℃ ５ 分 間 加 熱 し 、 ３ ０ 分 間 を 超 え て 室 温
で 冷 却 す る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ ニ ッ カ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 性 ビ ー ズ
１ ４ ０ μ ｇ 上 に 固 定 化 し た 。 そ の 後 、 当 該 ビ ー ズ を ７ ０ ｍ Ｍ  ク エ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム で ３
回 洗 浄 す る 。 捕 捉 一 本 鎖 ニ ッ カ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト を 、 ５ ０ ｍ Ｍ  水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム  ５ μ
Ｌ 中 で ８ ０ ℃ ５ 分 間 加 熱 す る こ と に よ り 、 溶 出 す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
Ｃ ． 捕 捉 プ ロ ー ブ の 調 製
　 捕 捉 プ ロ ー ブ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 介 し 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ａ ｍ ｐ  １ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 Ｉ Ｉ 、 １ ０ ｍ Ｍ  
Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ３ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 ２ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ  ｄ
Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 、 各 プ ラ イ マ ー (フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5'-ACTGGGCATGTGGAGACAG-3'(配 列 番
号 ６ ６ ))１ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ お よ び ビ オ チ ニ ル 化 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー  bio5'-GCACTTTCTTGCCATGA
G-3'(配 列 番 号 ６ ７ )、 ２ Ｕ  Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ Ｔ ａ ｑ  Ｇ ｏ ｌ ｄ 、 お よ び ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ０
ｎ ｇ を 含 む 全 体 積 ５ ０ μ Ｌ 中 で ヒ ト β ‐ グ ロ ビ ン 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と に よ り 、 調 製 す る
。 当 該 鋳 型 は ９ ４ ℃ ８ 分 間 で 変 性 さ せ る 。 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 、 ９ ４ ℃ ２ ０ 秒 、 ６ ４
℃ ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ １ 分 間 の １ １ サ イ ク ル お よ び ７ ２ ℃ ５ 分 間 の 最 終 伸 張 を 含 む タ ッ チ ダ ウ
ン プ ロ グ ラ ム で 続 け た 。 当 該 ア ン プ リ コ ン は 、 UltraClean(商 標 ) PCR clean-upキ ッ ト (MO
 Bio Laboratories, Solano Beach, CA)を 用 い 精 製 す る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
実 施 例 ９
マ ル チ プ レ ッ ク ス Ｉ Ｉ Ｓ 型 Ｓ Ｎ Ｐ ア ッ セ イ
　 Ｉ Ｉ Ｓ 型 ア ッ セ イ を 用 い 、 既 知 Ｓ Ｎ Ｐ を 有 す る ヒ ト 遺 伝 子 配 列 を 同 定 し た 。 こ の ア ッ セ
イ 中 で 使 用 し た Ｉ Ｉ Ｓ 型 酵 素 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 二 本 鎖 切 断 す る フ ォ ー ク Ｉ で あ っ た 。 当 該
ア ッ セ イ は 、 増 幅 の ス テ ッ プ お よ び ア ン プ リ コ ン の フ ォ ー ク Ｉ 処 理 を 含 む 。 増 幅 ス テ ッ プ
で は 、 フ ォ ー ク Ｉ 認 識 配 列 が ア ン プ リ コ ン の ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 に 組 込 ま れ る た め 、 設 計
遺 伝 子 標 的 の 各 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が １ ０ ０ 塩 基 未 満 と な る よ う に 当 該 プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 そ
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の た め 、 フ ォ ー ク Ｉ で 切 断 さ れ る フ ラ グ メ ン ト は 、 目 的 の Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む 中 央 フ ラ グ メ ン ト
を 含 ん だ 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 既 知 Ｓ Ｎ Ｐ を 有 す る １ ０ の ヒ ト 遺 伝 子 標 的 は 、 こ の ア ッ セ イ に よ り 分 析 さ れ た 。 １ ０ の
遺 伝 子 標 的 、 お よ び 標 的 領 域 の 増 幅 に 用 い る プ ラ イ マ ー の 配 列 を 表 ５ に 示 す 。 １ ０ の 標 的
は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 、 因 子 Ｖ 、 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 転 移 タ
ン パ ク 質 (Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ )、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ 、 因 子 Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｈ エ キ ソ ン ２ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｈ エ
キ ソ ン ４ 、 メ チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ フ ォ レ ー ト レ ダ ク タ ー ゼ (Ｍ Ｔ Ｈ Ｒ )お よ び Ｐ ５ ３ エ キ ソ
ン ４ コ ド ン ７ ２ で あ っ た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 １ ０ の 遺 伝 子 配 列 の 増 幅 は 、 ５ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 チ ュ ー ブ 中 に ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 ２ ０ ｎ ｇ
を 有 す る 単 一 の ５ ０ μ Ｌ 体 積 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 中 で 行 っ た 。 各 反 応 バ イ ア ル は 、 １ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩
衝 液 (Qiagen)、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ Ｕ  Hotstar Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Qiagen)、 ４ ｍ
Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 お よ び 各 プ ラ イ マ ー １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ を 含 ん で い た 。 5'TCAGTCACGACGTT3'(配
列 番 号 ６ ８ )の 配 列 を 有 す る Ｕ Ｓ ８ 、 お よ び 5'CGGATAACAATTTC3'(配 列 番 号 ６ ９ )の 配 列 を
有 す る Ｕ Ｓ ９ を 、 そ れ ぞ れ フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と し て 使 用 し た 。 更 に 、
当 該 プ ラ イ マ ー は 、 フ ォ ー ク Ｉ 認 識 部 位 が ア ン プ リ コ ン の ５ 'お よ び ３ '末 端 に 組 込 ま れ る
よ う に 、 設 計 し た 。 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ は 、 ０ ． ２ ｍ Ｌ チ ュ ー ブ ま た は ９ ６ ウ ェ ル プ レ
ー ト 中 で 、 MJ Research Thermal Cycler(算 出 温 度 )を 用 い 、 以 下 の サ イ ク リ ン グ パ ラ メ ー
タ ー で 行 っ た ： ９ ４ ℃ ５ 分 間 ； ４ ５ サ イ ク ル ： ９ ４ ℃ ２ ０ 秒 、 ５ ６ ℃ ２ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ ６ ０
秒 ； お よ び ７ ２ ℃ ３ 分 間 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 後 、 当 該 サ ン プ ル を 、 ０ ． ２ Ｕ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ (Amersham Pharmacia)お よ
び Ｓ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Amersham Pharmacia)で 処 理 し 、 組 込 ま れ て い な い プ ラ イ マ
ー お よ び ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 取 り 除 い た 。 典 型 的 に 、 ０ ． ２ Ｕ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ お よ び Ｓ Ａ Ｐ
を Ｐ Ｃ Ｒ サ ン プ ル ５ μ Ｌ に 加 え た 。 次 い で 、 当 該 サ ン プ ル を ３ ７ ℃ １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ お よ び Ｓ Ａ Ｐ を 、 ８ ５ ℃ ま で の 温 度 で １ ５ 分
間 サ ン プ ル を 加 熱 す る こ と に よ り 、 不 活 性 化 し た 。 フ ォ ー ク Ｉ 消 化 は 、 ２ Ｕ  フ ォ ー ク Ｉ (
New England Biolab)を Ｐ Ｃ Ｒ サ ン プ ル ５ μ Ｌ に 加 え る こ と に よ り 、 お よ び ３ ７ ℃ ３ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 行 っ た 。 フ ォ ー ク Ｉ 制 限 酵 素 部 位 は 、 ア ン プ リ コ
ン の 両 サ イ ド に 位 置 す る た め 、 ５ 'お よ び ３ 'カ ッ ト オ フ フ ラ グ メ ン ト は Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む 中 央
フ ラ グ メ ン ト よ り も 大 き い 質 量 を 有 す る 。 次 い で 、 当 該 サ ン プ ル を 陰 イ オ ン 交 換 に よ り 精
製 し 、 実 施 例 ４ に 記 載 の よ う に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 法 に よ り 分 析 し た 。 こ の マ ル
チ プ レ ッ ク シ ン グ 実 験 か ら の 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 質 量 を 表 ６ に 挙 げ る 。 こ れ ら 遺 伝 子 フ
ラ グ メ ン ト は マ ス ス ペ ク ト ル で 分 解 し 、 そ れ に よ り 、 こ の 遺 伝 子 中 の 配 列 変 化 を マ ル チ プ
レ ッ ク シ ン グ 分 析 し 得 る 。
表 ５
マ ル チ プ レ ッ ク シ ン グ Ｉ Ｉ Ｓ 型 ア ッ セ イ の 遺 伝 子

10

20

30

(62) JP 2004-158005 A 2004.6.3



【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(63) JP 2004-158005 A 2004.6.3



【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 ６
Ｉ Ｉ Ｓ ア ッ セ イ に よ る １ ０ 種 の Ｓ Ｎ Ｐ の 分 類 分 け の た め の 中 央 フ ラ グ メ ン ト の 質 量
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ６ 】
実 施 例 １ ０
健 康 体 デ ー タ ベ ー ス の 層 化 の た め の 親 病 歴 パ ラ メ ー タ ー の 典 型 的 使 用
　 健 康 体 デ ー タ ベ ー ス を 用 い 、 年 齢 と 対 立 遺 伝 子 、 特 に ホ モ 接 合 遺 伝 子 型 と の 間 に 強 力 な
関 係 が 見 ら れ る こ と が 判 明 し た 特 定 対 立 遺 伝 子 (Ｓ Ｎ Ｐ )と 疾 患 状 態 と を 関 連 さ せ る こ と が
で き る 。 当 該 方 法 は 、 年 齢 に 依 存 す る 関 連 性 の 同 定 に 用 い ら れ る 同 じ 健 康 体 デ ー タ ベ ー ス
を 用 い る こ と を 含 む が 、 層 化 は 、 両 親 が 患 っ て い る 通 常 疾 患 (ド ナ ー の 家 族 性 の 病 歴 )に 関
す る ド ナ ー に よ り 提 供 さ れ る 情 報 に 基 づ く 。 ド ナ ー が 両 親 の 健 康 状 態 に 関 し 得 ら れ る ３ つ
の 可 能 性 あ る 答 え が あ る ： 全 く 影 響 は な い 、 一 方 の 影 響 を 受 け る 、 ま た は 両 方 の 影 響 を 受
け る 。 ド ナ ー の 両 親 が 臨 床 的 疾 患 の 表 現 型 が 見 ら れ る ぐ ら い に ま で 加 齢 し て い な け れ ば な
ら な い た め 、 疾 患 に 依 存 し て 、 特 定 の 最 小 年 齢 を 超 え る ド ナ ー の み を 用 い る 。 こ れ ら の 各
群 の 遺 伝 子 型 頻 度 が 決 定 さ れ 、 互 い に 比 較 さ れ る 。 ド ナ ー の マ ー カ ー が 疾 患 と 関 連 す れ ば
、 ヘ テ ロ 接 合 遺 伝 子 型 の 頻 度 は 増 大 す る 。 ホ モ 接 合 遺 伝 子 型 の 頻 度 は 、 健 康 体 集 団 に お い
て 表 示 不 足 （ underrepresented） が 有 意 で あ る た め 、 増 大 し な い 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
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実 施 例 １ １
生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る 方 法 お よ び 装 置
詳 細
　 本 発 明 に 従 い 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る 方 法 お よ び 装 置 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 図 ２
４ に つ い て 言 及 す る と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る 装 置 １ ０ を 開 示 す る 。 生 物 学 的 サ ン
プ ル を 同 定 す る 装 置 １ ０ は 、 一 般 的 に 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 ２ ０ に 伝 達 す る マ ス ス ペ
ク ト ロ メ ー タ ー １ ５ を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー は 、 Bruker
-Franzen Analytik GmbHに よ り 製 造 さ れ た Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー で
あ り 得 る ； し か し 、 他 の マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー が 置 換 さ れ 得 る こ と が 認 識 さ れ る 。 コ ン
ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 ２ ０ は 、 好 ま し く は 汎 用 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 で あ る 。 し か し 、 コ
ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 は 、 他 に 形 成 さ れ 得 、 例 え ば 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー に 組 込 ま れ
得 る か 、 ま た は 巨 大 な ネ ッ ト ワ ー ク シ ス テ ム 中 の コ ン ピ ュ ー タ ー の 一 部 で あ り 得 る こ と が
認 識 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る た め の 装 置 １ ０ は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー １ ５ の 受 入 エ
リ ア ３ １ に サ ン プ ル プ レ ー ト ２ ９ を 送 達 す る よ う 形 成 し た ロ ボ ッ ト ア ー ム ２ ７ を 有 す る ロ
ボ ッ ト ２ ５ を 有 す る 自 動 化 同 定 シ ス テ ム と し て 操 作 し 得 る 。 そ の 形 式 で は 、 同 定 さ れ る サ
ン プ ル を プ レ ー ト ２ ９ に 置 き 、 そ れ は 自 動 的 に マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー １ ５ 中 へ と 受 け 取
ら れ る 。 次 い で 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー 中 で 処 理 し 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 で Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 質 量 を 示 す デ ー タ を 得 る 。 こ の デ ー タ を コ ン ピ ュ ー テ ィ ン
グ 装 置 ２ ０ に 直 接 送 る か 、 ま た は マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー 内 で 行 わ れ る プ レ プ ロ セ ッ シ ン
グ ま た は フ ィ ル タ リ ン グ を し 得 る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー １ ５
は 、 未 プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び 未 フ ィ ル タ リ ン グ の 質 量 分 析 法 デ ー タ を コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ
装 置 ２ ０ に 伝 達 す る 。 し か し 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 で の 分 析 を 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー
タ ー 内 で 行 わ れ る プ レ プ ロ セ ッ シ ン グ ま た は フ ィ ル タ リ ン グ に 対 応 す る よ う に 調 節 し 得 る
こ と が 認 識 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 こ こ で 、 図 ２ ５ に つ い て 言 及 す る と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る た め の 一 般 的 方 法 ３
５ を 示 す 。 方 法 ３ ５ で は 、 デ ー タ は 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ 中 の 試 験 装 置 か ら コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ
装 置 中 へ 受 け 取 ら れ る 。 好 ま し く は 、 当 該 デ ー タ は 、 未 処 理 、 未 プ ロ セ ス お よ び 未 フ ィ ル
タ ー の 形 態 で 受 け 取 ら れ る が 、 他 に 、 適 用 さ れ る 幾 つ か の 形 態 の フ ィ ル タ リ ン グ ま た は プ
ロ セ ッ シ ン グ で あ り 得 る 。 好 ま し い 実 施 対 応 の 試 験 装 置 は 、 上 記 の よ う な マ ス ス ペ ク ト ロ
メ ー タ ー で あ る 。 し か し 、 他 の 試 験 装 置 が マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー と 置 換 さ れ る こ と が 認
識 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 試 験 装 置 に よ り 生 ず る デ ー タ 、 お よ び 特 に マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー は 、 生 物 学 的 サ ン プ
ル の 同 定 を 示 す 情 報 を 含 む 。 よ り 特 に 、 当 該 デ ー タ は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物
を 示 す 。 典 型 的 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 技 術 か ら 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル か ら 集 め ら れ た 質 量 分 析
法 デ ー タ は 、 例 え ば 、 典 型 的 な タ ン パ ク 質 サ ン プ ル 由 来 の も の よ り も ノ イ ズ が 多 い 。 こ れ
は 、 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル が よ り 容 易 に よ り 多 量 に 調 製 さ れ る こ と 、 お よ び タ ン パ ク 質 サ ン
プ ル は Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル と 比 較 し て よ り 容 易 に イ オ ン 化 す る こ と に 一 部 起 因 す る 。 従 っ て 、
通 常 の マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー デ ー タ 分 析 技 術 は 、 一 般 的 に 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ
分 析 に 効 果 的 で は な い 。 Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 デ ー タ が よ り 容 易 に 識 別 で き る よ う に 分 析 能 を 改 善
す る た め 、 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 質 量 分 析 法 デ ー タ を 分 析 す る た め の ウ ェ ー ブ レ ッ
ト 技 術 を 用 い る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト は 、 シ グ ナ ル プ ロ セ ッ シ ン グ 、 数 値 解 析 、 お よ び 数 学 的
モ デ リ ン グ の た め の 分 析 ツ ー ル で あ る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 技 術 は 、 デ ー タ セ ッ ト に 適 用 さ れ
る 基 本 的 な 拡 張 機 能 を 提 供 す る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 分 解 を 用 い 、 当 該 デ ー タ セ ッ ト を 同 時 に
時 間 お よ び 頻 度 の 範 囲 内 で 分 析 し 得 る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 は 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ  Ｄ
Ｎ Ａ デ ー タ の よ う な 複 雑 な 時 間 (質 量 )お よ び 頻 度 の 領 域 を 示 す デ ー タ の 分 析 に お け る 選 択
の 技 術 で あ る 。 本 明 細 書 で 述 べ る よ う な ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 は 、 通 常 の フ ー リ エ 分 析 技 術
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と の 比 較 と し て 優 れ た ノ イ ズ 除 去 性 を 有 す る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 は 、 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル の
固 有 の ノ イ ズ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ス ペ ク ト ル の イ ン タ ー プ リ テ ィ ン グ に 特 に 効 果 的 で あ る
こ と が 証 明 さ れ た 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト の 使 用 で は 、 “ 小 さ な 波 ” ま た は “ ス ケ ー リ ン グ 関 数
” を 用 い ス テ ー ジ に デ ー タ セ ッ ト を 変 換 し 、 各 ス テ ー ジ は デ ー タ セ ッ ト 中 の 頻 度 コ ン ポ ー
ネ ン ト を 示 す 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 を 用 い 、 質 量 分 析 法 デ ー タ を プ ロ セ ス し 、 フ ィ ル タ ー
し 、 お よ び 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 の 同 定 に 有 用 な 有 意 な 識 別 で 分 析 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 再 び 、 図 ２ ５ に つ い て 言 及 す る と 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ で 受 け 取 る デ ー タ は 、 ブ ロ ッ ク ４ ５ で
ノ イ ズ 除 去 さ れ る 。 次 い で 、 ノ イ ズ が 除 去 さ れ た デ ー タ は 、 ブ ロ ッ ク ５ ０ で 適 用 さ れ る ベ
ー ス ラ イ ン 補 正 を 有 す る 。 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 は 、 試 験 装 置 、 特 に マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー
装 置 か ら 来 る デ ー タ と し て 一 般 的 に 必 要 で あ り 、 一 般 的 に 、 指 数 的 減 衰 手 法 で 配 列 さ れ る
デ ー タ を 有 す る 。 こ の 一 般 的 な 指 数 的 減 衰 配 列 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 組 成 物 に は 起 因 し
な い が 、 試 験 装 置 の 物 理 的 性 質 お よ び 特 性 の 結 果 で あ り 、 他 の 化 学 物 質 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ サ ン
プ ル 調 製 物 が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 は 、 実 質 的 に デ ー タ を 校 正 し 、 試 験 シ
ス テ ム に 帰 す る デ ー タ 、 お よ び サ ン プ ル 調 製 物 特 性 の コ ン ポ ー ネ ン ト を 取 り 除 く 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 ブ ロ ッ ク ４ ５ で ノ イ ズ 除 去 し 、 ブ ロ ッ ク ５ ０ で ベ ー ス ラ イ ン 補 正 し た 後 、 シ グ ナ ル は 残
存 し 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 組 成 物 を 一 般 的 に 示 す 。 し か し 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ 組
成 物 の 分 析 に 必 要 と さ れ る 通 常 以 上 の 識 別 の た め 、 当 該 組 成 物 は 、 ノ イ ズ 除 去 化 お よ び 校
正 化 シ グ ナ ル か ら は 容 易 に は 明 白 と は な ら な い 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル は ピ ー ク 領 域 を 含 み 得
る が 、 こ れ ら の “ 推 定 ” ピ ー ク が 実 際 に Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 を 表 し て い る の か ど う か 、 ま た は 推
定 ピ ー ク が 合 成 的 も し く は 化 学 的 な 異 常 型 の 結 果 で あ る か ど う か 、 ま だ 明 ら か と は な ら な
い 。 更 に 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 組 成 物 の 任 意 の コ ー ル (call)は 、 臨 床 的 ま た は 治 療 的 目 的
と し て は 受 け 入 れ が た い エ ラ ー の 可 能 性 を 有 し 得 る 。 そ の よ う な 危 険 な 状 態 で は 、 サ ン プ
ル の 任 意 の コ ー ル ま た は 同 定 が 正 確 で あ る と い う 、 高 い 程 度 の 確 実 性 が 必 要 で あ る 。 そ の
た め 、 更 な る デ ー タ プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び イ ン タ ー プ リ テ ー シ ョ ン が 、 サ ン プ ル を 正 確 に
お よ び 確 実 に 同 定 す る 前 に 必 要 と な る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 各 質 量 分 析 法 試 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ の 量 は 、 典 型 的 に は 数 千 の デ ー タ ポ イ ン ト で あ り
、 自 動 シ ス テ ム が セ ッ ト さ れ て 時 間 あ た り 数 百 ま た は 更 に は 数 千 の 試 験 を 行 う た め 、 得 ら
れ た 質 量 分 析 法 デ ー タ の 量 は 膨 大 と な る 。 質 量 分 析 法 デ ー タ の 効 率 的 伝 達 お よ び 保 存 を 促
進 す る た め 、 ブ ロ ッ ク ５ ５ は 、 ノ イ ズ 除 去 化 お よ び ベ ー ス ラ イ ン 補 正 デ ー タ が 圧 縮 さ れ る
こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 選 択 し 、 制 限 さ れ た 範 囲 の 可 能 な 組 成 物 の
み を 有 す る よ う 処 理 を す る 。 従 っ て 、 そ の た め 、 組 成 物 を 示 す ピ ー ク が ど こ に 位 置 す る か
が 、 存 在 す る な ら ば 、 判 る 。 こ れ ら 予 想 さ れ る ピ ー ク の 位 置 を 知 る 利 点 が あ る た め 、 ブ ロ
ッ ク ６ ０ に お い て 、 方 法 ３ ５ は 、 プ ロ セ ス し た シ グ ナ ル の お け る 推 定 ピ ー ク を 予 想 ピ ー ク
の 位 置 に マ ッ チ さ せ る 。 そ の 方 法 で は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 組 成 物 を 示 す 実 際 の ピ ー ク で
あ る デ ー タ 内 の 各 推 定 ピ ー ク の 確 率 を 決 定 す る こ と が で き る 。 各 ピ ー ク の 確 率 を ブ ロ ッ ク
６ ０ で 一 旦 決 定 す る と 、 次 い で 、 ブ ロ ッ ク ６ ５ に お い て 、 方 法 ３ ５ は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル
の 組 成 物 を 統 計 学 的 に 決 定 し 、 遺 伝 子 型 を コ ー ル す る 程 度 に 確 実 性 が 高 い な ら ば 決 定 す る
。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 再 び ブ ロ ッ ク ４ ０ に つ い て 言 及 す る と 、 デ ー タ は 、 試 験 装 置 、 好 ま し く は マ ス ス ペ ク ト
ロ メ ー タ ー か ら 受 け 取 ら れ る 。 特 定 の 説 明 で は 、 図 ２ ６ は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー か ら
の デ ー タ の 例 を 示 す 。 当 該 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー デ ー タ ７ ０ は 、 ｘ 軸 ７ １ お よ び ｙ 軸 ７
２ に 沿 っ て 分 布 す る デ ー タ ポ イ ン ト を 一 般 に 含 ん で い る 。 ｘ 軸 ７ １ は 、 決 定 さ れ た 粒 子 の
質 量 を 示 し 、 そ の 一 方 、 ｙ 軸 ７ ２ は 、 当 該 粒 子 の 数 値 濃 度 を 示 す 。 図 ２ ６ に 示 す よ う に 、
質 量 分 析 法 デ ー タ ７ ０ は 、 ｘ 軸 ７ １ の よ り 重 い 端 (heavier end)７ ４ の デ ー タ の 方 向 へ 一
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般 的 に 指 数 的 に 減 衰 す る ｘ 軸 ７ ３ の 左 端 の デ ー タ に 伴 っ て 、 一 般 に 指 数 的 に 減 衰 す る 。 し
か し 、 当 該 デ ー タ の 一 般 的 な 指 数 的 表 示 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 組 成 物 を 示 さ な い が 、 合
成 エ ラ ー お よ び 特 性 を よ り 反 映 さ せ る 。 更 に 、 上 記 お よ び 図 ２ ６ に 示 す よ う に 、 相 当 な ノ
イ ズ が 質 量 分 析 法 Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ７ ０ に 存 在 す る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 再 び ブ ロ ッ ク ４ ５ に つ い て 言 及 す る と 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ で 受 け た 未 処 理 デ ー タ を ノ イ ズ 除
去 化 す る 場 合 、 ノ イ ズ 除 去 化 プ ロ セ ス を よ り 詳 細 に 記 載 す る 。 図 ２ ５ に 示 し た よ う に 、 ノ
イ ズ 除 去 化 プ ロ セ ス は 、 一 般 に 、 １ )未 処 理 デ ー タ に お い て ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 を 行 い 、
未 処 理 デ ー タ を ウ ェ ー ブ レ ッ ト ス テ ー ジ 係 数 に 分 解 す る こ と 、 ２ )ウ ェ ー ブ レ ッ ト 係 数 の
最 も 高 い ス テ ー ジ か ら ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る こ と 、 お よ び ３ )ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変
換 に お け る 他 の ス テ ー ジ に ス ケ ー ル 化 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 適 用 す る こ と を 必 要 と す る 。
ノ イ ズ 除 去 プ ロ セ ス の 各 ス テ ッ プ を 更 に 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 こ こ で 図 ２ ７ に つ い て 言 及 す る と 、 未 処 理 質 量 分 析 法 デ ー タ の ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 を 一
般 的 に ダ イ ア グ ラ ム 化 す る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 技 術 を 用 い 、 そ の 後 、 質 量 分 析 法 デ ー タ
７ ０ を ス テ ー ジ に 変 換 す る 。 各 ス テ ー ジ ス テ ッ プ で は 、 当 該 デ ー タ を Ｈ ｉ ス テ ー ジ お よ び
Ｌ ｏ ｗ ス テ ー ジ に お い て 示 し 、 Ｌ ｏ ｗ ス テ ー ジ は 次 の そ の 後 の ス テ ー ジ へ の 入 力 と し て 作
用 す る 。 例 え ば 、 質 量 分 析 法 デ ー タ ７ ０ を 、 ス テ ー ジ ０ ハ イ デ ー タ ８ ２ お よ び ス テ ー ジ ０
ロ ー デ ー タ ８ ３ に 変 換 す る 。 次 い で 、 ス テ ー ジ ０ ロ ー デ ー タ ８ ３ を 次 の レ ベ ル の 変 換 へ の
入 力 と し て 用 い 、 ス テ ー ジ １ ハ イ デ ー タ ８ ４ お よ び ス テ ー ジ １ ロ ー デ ー タ ８ ５ を 得 る 。 同
様 の 方 法 で 、 ス テ ー ジ １ ロ ー デ ー タ ８ ５ を 、 ス テ ー ジ ２ ハ イ デ ー タ ８ ６ お よ び ス テ ー ジ ２
ロ ー デ ー タ ８ ７ へ 変 換 す る 入 力 と し て 使 用 す る 。 変 換 は 、 よ り 有 用 な 情 報 が 更 な る ウ ェ ー
ブ レ ッ ト 変 換 に よ り 得 る こ と が で き な く な る ま で 、 続 け る 。 例 え ば 、 好 ま し い 実 施 態 様 で
は 、 ２ ４ ポ イ ン ト ウ ェ ー ブ レ ッ ト を 用 い る 。 よ り 特 に 、 Daubechies２ ４ と し て 通 常 言 及 さ
れ る ウ ェ ー ブ レ ッ ト を 用 い 、 未 処 理 デ ー タ を 分 解 す る 。 し か し 、 他 の ウ ェ ー ブ レ ッ ト が ウ
ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 に 使 用 で き る こ と が 認 識 さ れ る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 の 各 ス テ ー ジ は 前
の ス テ ー ジ の デ ー タ ポ イ ン ト の 半 分 と な る た め 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 は 、 ス テ ー ジ ｎ ロ ー
デ ー タ ８ ９ が 約 ５ ０ ポ イ ン ト と な る ま で 続 け る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ス テ ー ジ ｎ ハ イ ８
８ は 、 約 １ ０ ０ デ ー タ ポ イ ン ト を 含 む 。 好 ま し い ウ ェ ー ブ レ ッ ト は ２ ４ ポ イ ン ト 長 で あ る
た め 、 小 さ な デ ー タ ま た は 情 報 が 、 約 ５ ０ ポ イ ン ト の デ ー タ セ ッ ト に お い て ウ ェ ー ブ レ ッ
ト 変 換 続 け る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 図 ２ ８ は 、 ス テ ー ジ ０ ハ イ デ ー タ ９ ５ の 例 を 示 す 。 ス テ ー ジ ０ ハ イ デ ー タ ９ ５ は 質 量 分
析 法 デ ー タ に お い て 最 も 高 い 頻 度 を 一 般 的 に 示 す た め 、 ス テ ー ジ ０ ハ イ デ ー タ ９ ５ は 質 量
分 析 法 デ ー タ に お け る 高 頻 度 ノ イ ズ の 量 に 密 接 に 関 連 す る 。 図 ２ ９ に お い て 、 指 数 フ ィ ッ
テ ィ ン グ 式 (exponential fitting formula)を ス テ ー ジ ０ ハ イ デ ー タ ９ ５ に 適 用 し 、 ス テ
ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル ９ ７ を 得 る 。 特 に 、 指 数 フ ィ ッ テ ィ ン グ 式 は 、 式 Ａ ０ ＋ Ａ １ Ｅ
Ｘ Ｐ (－ Ａ ２ ｍ )で あ る 。 他 の 指 数 フ ィ ッ テ ィ ン グ 式 ま た は 他 の 型 の カ ー ブ フ ィ ッ ト も 用 い
得 る こ と が 認 識 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 こ こ で 図 ３ ０ つ い て 言 及 す る と 、 他 の Ｈ ｉ ス テ ー ジ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 。
各 ス テ ー ジ の 後 の デ ー タ ポ イ ン ト は 、 各 ス テ ー ジ の ノ イ ズ の レ ベ ル を 示 す よ う で あ る た め
、 各 ス テ ー ジ の 後 の デ ー タ ポ イ ン ト の み を 用 い 、 特 定 ス テ ー ジ の ノ イ ズ コ ン テ ン ト を 示 す
標 準 偏 差 図 を 得 る 。 よ り 特 に 、 各 残 り ス テ ー ジ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル の 作 成 に お い て 、 各
ス テ ー ジ の 最 後 ５ ％ の デ ー タ ポ イ ン ト の み を 分 析 し 、 標 準 偏 差 数 を 決 定 す る 。 他 に 多 く の
ポ イ ン ト ま た は 他 の 方 法 を 用 い 、 そ の 標 準 偏 差 図 を 得 る こ と が 認 識 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 各 ス テ ー ジ の 標 準 偏 差 数 を ス テ ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル (指 数 曲 線 )９ ７ と 共 に 用 い 、
各 ス テ ー ジ の ス ケ ー ル 化 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 。 例 え ば 、 図 ３ ０ は 、 ス テ ー ジ １ ハ イ
デ ー タ ９ ８ が エ リ ア ９ ９ に よ り 示 さ れ る 最 後 ５ ％ の デ ー タ ポ イ ン ト と 共 に ス テ ー ジ １ ハ イ
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デ ー タ １ ０ ３ を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 エ リ ア ９ ９ の ポ イ ン ト を 評 価 し 、 ス テ ー ジ １ ハ イ
デ ー タ １ ０ ３ の ノ イ ズ コ ン テ ン ト を 示 す 標 準 偏 差 数 を 決 定 す る 。 次 い で 、 標 準 偏 差 数 を ス
テ ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル ９ ７ と 共 に 用 い ス テ ー ジ １ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 同 様 の 方 法 で 、 ス テ ー ジ ２ ハ イ １ ０ ０ は 、 エ リ ア １ ０ １ に よ り 示 さ れ る 最 後 ５ ％ の ポ イ
ン ト と 共 に ス テ ー ジ ２ ハ イ デ ー タ １ ０ ４ を 有 す る 。 次 い で 、 エ リ ア １ ０ １ の デ ー タ ポ イ ン
ト を 用 い 標 準 偏 差 数 を 算 出 し 、 次 い で 、 そ れ を 用 い 、 ス テ ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル ９ ７
を ス ケ ー ル 化 し 、 ス テ ー ジ ２ デ ー タ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 。 こ の 同 じ プ ロ セ ス を 、
ス テ ー ジ ｎ ハ イ １ ０ ５ に よ り 示 さ れ る よ う に 各 ス テ ー ジ ハ イ デ ー タ に つ い て 続 け る 。 ス テ
ー ジ ｎ ハ イ １ ０ ５ に 関 し 、 ス テ ー ジ ｎ ハ イ デ ー タ １ ０ ８ は 、 エ リ ア １ ０ ６ に よ り 示 さ れ る
最 後 ５ ％ の デ ー タ ポ イ ン ト を 有 す る 。 エ リ ア １ ０ ６ の デ ー タ ポ イ ン ト を 用 い 、 ス テ ー ジ ｎ
の 標 準 偏 差 数 を 決 定 す る 。 次 い で 、 ス テ ー ジ ｎ 標 準 偏 差 数 を ス テ ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ
ル ９ ７ と 共 に 用 い 、 ス テ ー ジ ｎ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 得 る 。 従 っ て 、 各 ハ イ デ ー タ ス テ
ー ジ は ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 図 ３ １ は 、 ど の よ う に ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 各 ス テ ー ジ の デ ー タ に 適 用 す る か を 示 す 。
一 般 に ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 用 い 、 各 ス テ ー ジ の デ ー タ に 適 用 す る ス レ シ ョ ル ド (thresho
ld)を 得 る 。 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 既 に ス ケ ー ル 化 し 、 各 ス テ ー ジ の ノ イ ズ コ ン テ ン ト を
調 製 す る た め 、 ス レ シ ョ ル ド の 算 出 に よ り 、 除 か れ る ノ イ ズ の 量 を 調 節 す る 調 製 が 可 能 と
な る 。 ス レ シ ョ ル ド 未 満 の ウ ェ ー ブ レ ッ ト 係 数 は 無 視 で き 、 そ の 一 方 、 ス レ シ ョ ル ド の 上
の も の は 維 持 さ れ る 。 従 っ て 、 残 り デ ー タ は 、 除 か れ る ノ イ ズ コ ン テ ン ト の 実 質 的 な 一 部
を 有 す る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 の 特 性 の た め 、 ス テ ー ジ ０ お よ び １ の よ う な 低 い ス テ ー ジ は 、 ス テ
ー ジ ２ ま た は ス テ ー ジ ｎ の よ う な 後 の ス テ ー ジ よ り も よ り ノ イ ズ コ ン テ ン ト を 有 し て い る
。 実 際 、 ス テ ー ジ ｎ ロ ー デ ー タ は 、 殆 ど ノ イ ズ を 有 し て な い よ う で あ る 。 そ の た め 、 好 ま
し い 実 施 態 様 で は 、 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 、 よ り 低 い ス テ ー ジ で は よ り 積 極 的 に 適 用 し 、
よ り 後 の ス テ ー ジ で は あ ま り 積 極 的 に 適 用 し な い 。 例 え ば 、 図 ３ １ は 、 ス テ ー ジ ０ ハ イ ス
レ シ ョ ル ド が ス テ ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を ４ つ の 因 子 に 掛 け る こ と に よ り 決 定 さ れ る
こ と を 示 す 。 そ の 方 法 で 、 ス テ ー ジ ０ ハ イ デ ー タ ９ ５ 内 の デ ー タ ポ イ ン ト の 有 意 な 数 は ス
レ シ ョ ル ド 未 満 と な り 、 そ れ ゆ え 、 除 か れ る 。 ス テ ー ジ １ ハ イ ス レ シ ョ ル ド １ １ ２ は 、 ス
テ ー ジ １ ハ イ デ ー タ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル の ２ 倍 の セ ッ ト で あ り 、 ス テ ー ジ ２ ハ イ ス レ シ
ョ ル ド １ １ ４ は 、 ス テ ー ジ ２ ハ イ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル と 等 し い セ ッ ト で あ る 。 そ の た め
、 こ の ゲ ノ ム 経 過 の 後 、 ス テ ー ジ ｎ ハ イ ス レ シ ョ ル ド １ １ ６ は 、 (１ ／ ２ ｎ － ２ )に 等 し い
因 子 に よ る 各 ス テ ー ジ ｎ ハ イ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル の ス ケ ー リ ン グ に よ り 決 定 さ れ る 。 他
の 因 子 が 各 ス テ ー ジ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル の ス ケ ー ル に 適 用 さ れ る こ と が 認 識 さ れ る 。 例
え ば 、 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 多 か れ 少 な か れ 積 極 的 に ス ケ ー ル し 、 特 異 的 組 織 特 性 ま た は
サ ン プ ル 組 成 物 に 適 応 さ せ る 。 上 記 し た よ う に 、 ス テ ー ジ ｎ ロ ー デ ー タ １ １ ８ は 僅 か に ノ
イ ズ コ ン テ ン ト を 有 す る か 全 く 有 し て い な い と 想 定 す る と 、 ス テ ー ジ ｎ ロ ー デ ー タ は 、 適
用 さ れ る ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 有 し て は い な い 。 ス ケ ー ル 化 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 各 ハ イ
デ ー タ ス テ ー ジ に 適 用 し た 後 、 質 量 分 析 法 デ ー タ ７ ０ は ノ イ ズ 除 去 さ れ 、 容 易 に 更 に プ ロ
セ ッ シ ン グ さ れ る 。 ノ イ ズ 除 去 化 シ グ ナ ル の ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 は 、 図 ３ １ に 示 す よ う に
希 薄 デ ー タ セ ッ ト １ ２ ０ を 生 ず る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 図 ２ ５ に つ い て 再 び 言 及 す る と 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ で 受 け る 質 量 分 析 法 デ ー タ を ブ ロ ッ ク ４
５ で ノ イ ズ 除 去 し 、 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 の た め ブ ロ ッ ク ５ ０ に 移 す 。 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 を 行
う 前 に 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 手 順 に よ り 導 入 さ れ る ア ー テ フ ァ ク ト (artifact)を 好 ま し く
は 取 り 除 く 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 は 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト の ポ イ ン ト を 開 始 点 と し て 用 い る こ
と に 僅 か に 依 存 す る 変 化 を 生 ず る 。 例 え ば 、 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 ２ ４ ポ イ ン ト の Daubec
hies２ ４ ウ ェ ー ブ レ ッ ト を 用 い る 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト の ０ ポ イ ン ト の 変 換 の 開 始 に よ り 、 僅
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か に 異 な る 結 果 が 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト の ポ イ ン ト １ ま た は ２ で 開 始 す る 場 合 よ り も 得 ら れ る
。 そ の た め 、 ノ イ ズ 除 去 デ ー タ は 、 各 利 用 可 能 な 開 始 点 を 用 い 変 換 し 、 そ の 結 果 を 平 均 し
最 終 的 な ノ イ ズ 除 去 化 お よ び シ フ ト 化 シ グ ナ ル を 決 定 す る 。 例 え ば 、 図 ３ ３ は 、 ウ ェ ー ブ
レ ッ ト 係 数 を ２ ４ 種 の 時 間 に 適 用 し 、 次 い で 、 そ の 結 果 を 平 均 し 最 終 デ ー タ セ ッ ト を 得 る
。 他 の 技 術 を 用 い ウ ェ ー ブ レ ッ ト シ フ テ ィ ン グ に よ り 導 入 さ れ る 僅 か な エ ラ ー を 適 応 さ せ
る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 式 １ ２ ５ は 、 図 ３ ３ で 一 般 的 に 示 さ れ る 。 シ グ ナ ル を 、 一 旦 、 ノ イ ズ 除 去 お よ び シ フ ト
す る と 、 ノ イ ズ 除 去 化 お よ び シ フ ト 化 シ グ ナ ル １ ３ ０ を 図 ５ ８ に 示 さ れ る よ う に 生 ず る 。
図 ３ ４ は 、 ノ イ ズ 除 去 化 お よ び シ フ ト 化 シ グ ナ ル １ ３ ０ か ら の ウ ェ ー ブ レ ッ ト 係 数 １ ３ ５
デ ー タ セ ッ ト の 例 を 示 す 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 図 ３ ６ は 、 推 定 ピ ー ク エ リ ア １ ４ ５ 、 １ ４ ７ お よ び １ ４ ９ は 、 ノ イ ズ 除 去 化 お よ び シ フ
ト 化 シ グ ナ ル １ ５ ０ に 位 置 す る こ と を 示 し て い る 。 推 定 ピ ー ク エ リ ア を 、 シ グ ナ ル １ ５ ０
に 沿 っ て 移 動 平 均 す る こ と 、 お よ び 移 動 平 均 に 関 連 す る ス レ シ ョ ル ド を 超 え る シ グ ナ ル １
５ ０ の セ ク シ ョ ン を 同 定 す る こ と に よ り 組 織 的 に 同 定 さ れ る 。 他 の 方 法 を 用 い 、 シ グ ナ ル
１ ５ ０ に お け る 推 定 ピ ー ク エ リ ア を 同 定 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 推 定 ピ ー ク エ リ ア １ ４ ５ 、 １ ４ ７ お よ び １ ４ ９ を シ グ ナ ル １ ５ ０ か ら 取 り 除 き 、 図 ３ ７
に 示 す よ う に ピ ー ク フ リ ー シ グ ナ ル １ ５ ５ を 作 成 す る 。 ピ ー ク フ リ ー シ グ ナ ル １ ５ ５ を 更
に 分 析 し 、 残 存 最 小 値 １ ５ ７ を 同 定 し 、 残 存 最 小 値 １ ５ ７ を 接 続 し 、 ピ ー ク フ リ ー シ グ ナ
ル １ ５ ５ を 得 る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 図 ３ ８ は 、 ピ ー ク フ リ ー シ グ ナ ル １ ５ ５ を 用 い 図 ３ ９ に 示 す よ う に ベ ー ス ラ イ ン １ ７ ０
を 得 る プ ロ セ ス を 示 す 。 ブ ロ ッ ク １ ６ ２ に 示 す よ う に 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 を ピ ー ク フ リ
ー シ グ ナ ル １ ５ ５ で 行 う 。 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 か ら の 全 ス テ ー ジ を 、 ｎ Ｌ ｏ ｗ ス テ ー ジ を
除 く ブ ロ ッ ク １ ６ ４ で 排 除 す る 。 ｎ Ｌ ｏ ｗ ス テ ー ジ は 、 一 般 的 に 、 ピ ー ク フ リ ー シ グ ナ ル
１ ５ ５ の 最 も 低 い 頻 度 コ ン ポ ー ネ ン ト を 示 し 、 そ れ に よ り 、 一 般 的 に 、 シ ス テ ム 指 数 特 性
を 示 す 。 ブ ロ ッ ク １ ６ ６ は 、 シ グ ナ ル は ｎ ロ ー 係 数 か ら 再 構 成 さ れ 、 ベ ー ス ラ イ ン シ グ ナ
ル １ ７ ０ を ブ ロ ッ ク １ ６ ８ で 得 る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 図 ３ ９ は 、 校 正 ベ ー ス ラ イ ン １ ７ ０ に 隣 接 し て 位 置 す る ノ イ ズ 除 去 化 お よ び シ フ ト 化 デ
ー タ シ グ ナ ル １ ７ ２ を 示 す 。 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 １ ７ ０ は 、 ノ イ ズ 除 去 化 お よ び シ フ ト 化 シ
グ ナ ル １ ７ ２ か ら 差 し 引 か れ 、 図 ４ ０ に 示 す よ う に 適 用 さ れ た ベ ー ス ラ イ ン 補 正 を 有 す る
シ グ ナ ル １ ７ ５ を 得 る 。 そ の ノ イ ズ 除 去 化 、 シ フ ト 化 お よ び 校 正 化 シ グ ナ ル は 、 殆 ど の 同
定 目 的 に 重 要 で あ る が 、 シ グ ナ ル １ ７ ５ 中 の 推 定 ピ ー ク は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ 組
成 物 を コ ー ル す る 有 意 な 正 確 性 ま た は 確 実 性 を 伴 っ て 同 定 で き な い 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 再 び 図 ２ ５ に つ い て 言 及 す る と 、 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 ５ ０ の デ ー タ を ブ ロ ッ ク ５ ５ で 圧 縮
し 、 好 ま し い 実 施 態 様 に 用 い る 圧 縮 技 術 を 図 ４ １ に 詳 述 す る 。 図 ４ １ で は 、 ベ ー ス ラ イ ン
補 正 化 デ ー タ 内 の デ ー タ は 、 連 関 デ ー タ 値 １ ８ ４ を 有 す る ｘ 軸 ポ イ ン ト １ ８ ３ と 共 に ア レ
イ フ ォ ー マ ッ ト １ ８ ２ に 存 在 す る 。 ｘ 軸 は 、 ゼ ロ で は な い ウ ェ ー ブ レ ッ ト 係 数 に よ る 指 標
と な り 、 連 関 す る 値 は 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 係 数 の 値 で あ る 。 表 １ ８ ２ の 解 説 デ ー タ 例 で は 、
最 大 値 １ ８ ４ は 、 １ ０ ０ ０ と な る こ と を 示 す 。 質 量 分 析 法 デ ー タ に 特 に 利 点 の 圧 縮 技 術 を
示 す が 、 他 の 圧 縮 技 術 も 使 用 し 得 る こ と が 認 識 さ れ る 。 好 ま し く な い が 、 当 該 デ ー タ は ま
た 、 圧 縮 な し に 保 存 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に よ る デ ー タ 圧 縮 に お い て 、 中 間 フ ォ ー マ ッ ト １ ８ ６ を 得 る 。 中 間 フ
ォ ー マ ッ ト １ ８ ６ は 、 一 般 的 に 、 自 然 数 部 分 １ ８ ８ お よ び 少 数 部 分 １ ９ ０ を 有 す る 実 数 を
含 む 。 自 然 数 部 分 は 、 ｘ 軸 ポ イ ン ト １ ８ ３ で あ り 、 そ の 一 方 、 少 数 部 分 は 、 最 大 値 で 割 ら

10

20

30

40

50

(70) JP 2004-158005 A 2004.6.3



れ る 値 デ ー タ １ ８ ４ で あ る 。 例 え ば 、 デ ー タ １ ８ ２ で は 、 デ ー タ 値 “ ２ ５ ” は 、 ｘ 軸 ポ イ
ン ト “ １ ０ ０ ” で 示 さ れ る 。 こ の デ ー タ ポ イ ン ト の 中 間 値 は “ １ ０ ０ ． ０ ２ ５ ” と な り 得
る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 中 間 圧 縮 デ ー タ １ ８ ６ か ら 、 最 終 圧 縮 デ ー タ １ ９ ５ を 得 る 。 中 間 デ ー タ フ ァ イ ル の 最 初
の ポ イ ン ト は 、 圧 縮 デ ー タ の 開 始 点 と な る 。 そ の 後 、 圧 縮 デ ー タ １ ９ ５ の 各 デ ー タ ポ イ ン
ト は 、 以 下 の よ う に 算 出 さ れ る ： 自 然 数 部 分 (少 数 点 の 左 )は 、 現 在 の 自 然 数 と 過 去 の 自 然
数 と の 間 の 違 い に よ り 置 換 え ら れ る 。 残 り 部 分 (小 数 点 の 右 )は 未 処 理 の ま ま で あ る 。 例 え
ば 、 圧 縮 デ ー タ １ ９ ５ の 開 始 点 は 、 “ １ ０ ０ ． ０ ２ ５ ” で あ る 中 間 デ ー タ ポ イ ン ト と 同 じ
で あ る と 示 さ れ て い る 。 最 初 の 中 間 デ ー タ ポ イ ン ト “ １ ０ ０ ． ０ ２ ５ ” と 第 二 の 中 間 デ ー
タ ポ イ ン ト “ １ ５ ０ ． ２ ２ ０ ” と の 間 は 、 “ ５ ０ ． ２ ２ ０ ” で あ る 。 そ の た め 、 “ ５ ０ ．
２ ２ ０ ” は 圧 縮 デ ー タ １ ９ ５ の 第 二 の ポ イ ン ト と な る 。 同 様 の 方 法 で 、 第 二 の 中 間 ポ イ ン
ト は 、 “ １ ５ ０ ． ２ ２ ０ ” で あ り 、 第 三 の 中 間 デ ー タ ポ イ ン ト は “ ５ ０ ０ ． ０ ０ ０ １ ” で
あ る 。 そ の た め 、 第 三 の 圧 縮 デ ー タ は 、 “ ３ ５ ０ ． ０ ０ ０ ” と な る 。 決 定 さ れ た 圧 縮 デ ー
タ ポ イ ン ト の 算 出 は 、 デ ー タ ポ イ ン ト の 全 ア レ イ が 実 数 の 単 一 ア レ イ に 変 換 さ れ る ま で 続
け る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 図 ４ ２ は 、 一 般 的 に 、 質 量 分 析 法 デ ー タ を 圧 縮 す る 方 法 を 記 載 し 、 そ れ は 、 ブ ロ ッ ク ２
０ １ の デ ー タ フ ァ イ ル が ブ ロ ッ ク ２ ０ ２ で 係 数 の ア レ イ と し て 表 さ れ る こ と を 示 す 。 当 該
デ ー タ 開 始 点 お よ び 最 大 は 、 ブ ロ ッ ク ２ ０ ３ に 示 す よ う に 決 定 さ れ 、 中 間 実 数 は 、 上 記 の
よ う に ブ ロ ッ ク ２ ０ ４ で 算 出 さ れ る 。 得 ら れ た 中 間 デ ー タ ポ イ ン ト を 用 い 、 圧 縮 デ ー タ を
ブ ロ ッ ク ２ ０ ５ で 得 る 。 記 載 さ れ た 圧 縮 方 法 は 、 質 量 分 析 法 装 置 か ら の プ ロ セ ス 化 デ ー タ
セ ッ ト の よ う な 圧 縮 デ ー タ セ ッ ト に 高 い 利 点 お よ び 効 果 が あ る 。 当 該 方 法 は 、 多 数 使 用 し
、 ｘ 軸 デ ー タ に お い て 部 分 的 な ギ ャ ッ プ を 有 す る よ う に プ ロ セ ス す る 、 質 量 分 析 法 デ ー タ
の よ う な デ ー タ に 特 に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 プ ロ セ ス 化 質 量 分 析 法 デ ー タ の ｘ － ｙ デ ー タ
ア レ イ は 、 １ ０ × ま た は そ れ を 超 え る 効 果 的 な 圧 縮 率 で 保 存 さ れ 得 る 。 圧 縮 技 術 が 質 量 分
析 法 デ ー タ に 適 用 さ れ る が 、 当 該 方 法 は 、 他 の デ ー タ セ ッ ト に 有 利 に 適 用 さ れ る こ と が 認
識 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 再 び 図 ２ ５ に つ い て 言 及 す る と 、 ピ ー ク の 高 さ は 、 ブ ロ ッ ク ６ ０ で 決 定 さ れ る 。 ピ ー ク
の 高 さ を 決 定 す る 最 初 の ス テ ッ プ を 図 ４ ３ に 示 し 、 こ の 場 合 、 シ グ ナ ル ２ １ ０ は 、 左 ま た
は 右 に シ フ ト し 、 そ れ は 予 測 ピ ー ク の 位 置 に 相 当 す る 。 質 量 分 析 法 デ ー タ を 生 ず る 前 に 生
物 学 的 サ ン プ ル に お い て 可 能 性 あ る 組 成 物 の セ ッ ト が 判 る た め 、 予 測 ピ ー ク の 可 能 な 位 置
は 既 に 判 る 。 こ れ ら の あ り 得 る ピ ー ク を 、 予 測 ピ ー ク ２ １ ２ 、 ２ １ ４ お よ び ２ １ ６ の よ う
な 予 測 ピ ー ク と し て 称 す る 。 校 正 ま た は 試 験 装 置 デ ー タ 中 の 他 の エ ラ ー の た め 、 全 シ グ ナ
ル は 、 実 際 の 位 置 か ら 左 ま た は 右 に シ フ ト し 得 、 そ の た め 、 推 定 ピ ー ク ２ １ ８ 、 ２ ２ ２ お
よ び ２ ２ ４ の よ う な シ グ ナ ル に 位 置 す る 推 定 ピ ー ク を 予 測 ピ ー ク ２ １ ２ 、 ２ １ ４ お よ び ２
１ ６ と そ れ ぞ れ 比 較 し 得 る 。 次 い で 、 全 シ グ ナ ル を 、 推 定 ピ ー ク が 予 測 ピ ー ク に よ り 近 づ
い て 位 置 す る よ う に シ フ ト す る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 推 定 ピ ー ク が 一 旦 シ フ ト し 、 予 測 ピ ー ク と マ ッ チ す る と 、 最 も 強 い 推 定 ピ ー ク が 図 ４ ４
で 同 定 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 最 も 強 い ピ ー ク を 、 ピ ー ク の 全 体 の 高 さ お よ び ピ
ー ク の 真 下 の エ リ ア の 分 析 の 組 合 せ と し て 算 出 す る 。 例 え ば 、 幅 の 広 い ピ ー ク で な く 適 度
な 高 さ の ピ ー ク は 、 極 端 に 幅 が 狭 く 非 常 に 高 い よ り も 強 力 と な り 得 る 。 推 定 ピ ー ク ２ ２ ５
の よ う な 同 定 さ れ る 最 も 強 力 な 推 定 ピ ー ク を 用 い 、 ガ ウ ス ２ ２ ８ カ ー ブ を ピ ー ク ２ ２ ５ に
フ ィ ッ ト さ せ る 。 一 旦 、 ガ ウ ス を フ ィ ッ ト さ せ る と 、 ガ ウ ス の 幅 (Ｗ )を 測 定 し 、 将 来 的 に
算 出 の た め の ピ ー ク 幅 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 一 般 に 上 記 の よ う な 取 り 組 み と し て 、 ノ イ ズ 除 去 化 、 シ フ ト 化 、 お よ び ベ ー ス ラ イ ン 補
正 化 シ グ ナ ル は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 を 確 実 に コ ー ル す る ほ ど に は 充 分 に は
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プ ロ セ ス さ れ な い 。 例 え ば 、 ベ ー ス ラ イ ン は 、 一 般 に 取 り 除 か れ る が 、 な お 、 現 在 の 残 留
ベ ー ス ラ イ ン 効 果 が 存 在 す る 。 そ の た め 、 こ れ ら 残 留 ベ ー ス ラ イ ン 効 果 を 取 り 除 き 、 同 定
の 正 確 性 お よ び 確 実 性 を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 残 留 ベ ー ス ラ イ ン 効 果 を 取 り 除 く た め 、 図 ４ ５ は 、 推 定 ピ ー ク ２ １ ８ 、 ２ ２ ２ お よ び ２
２ ４ を ベ ー ス ラ イ ン 補 正 シ グ ナ ル か ら 取 り 除 く こ と を 示 す 。 当 該 ピ ー ク を 、 推 定 ピ ー ク ２
１ ８ 、 ２ ２ ２ お よ び ２ ２ ４ 、 そ れ ぞ れ の セ ン タ ー ラ イ ン ２ ３ ０ 、 ２ ３ ２ 、 お よ び ２ ３ ４ を
同 定 す る こ と に よ り 、 お よ び 同 定 セ ン タ ー ラ イ ン の 左 お よ び 右 に エ リ ア を 取 り 除 く こ と に
よ り 、 取 り 除 く 。 各 推 定 ピ ー ク の 場 合 、 ガ ウ ス の ２ 倍 の 幅 (Ｗ )に 等 し い エ リ ア を セ ン タ ー
ラ イ ン の 左 か ら 取 り 除 き 、 そ の 一 方 、 ５ ０ ダ ル ト ン に 等 し い エ リ ア を セ ン タ ー ラ イ ン の 右
か ら 取 り 除 く 。 ５ ０ ダ ル ト ン を 示 す エ リ ア を 適 合 さ せ 、 実 際 の ピ ー ク に 付 随 し 得 る 塩 付 加
物 の 効 果 を 充 分 に 適 当 に 取 り 除 く こ と が 発 見 さ れ た 。 そ の 付 加 物 は 、 実 際 の ピ ー ク の 右 に
現 れ 、 マ ス ス ペ ク ト ル の 取 得 を 含 む 化 学 か ら の 自 然 効 果 を 有 す る 。 ５ ０ ダ ル ト ン 緩 衝 液 を
選 択 す る け れ ど も 、 他 の 範 囲 ま た は 方 法 が 使 用 さ れ 付 加 物 の 効 果 を 減 少 さ せ る か 取 り 除 き
得 る こ と が 認 識 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 当 該 ピ ー ク が 取 り 除 か れ 、 シ グ ナ ル ２ ４ ５ の 作 成 に 関 連 す る 最 小 ２ ４ ７ に よ り 図 ４ ６ で
示 さ れ る よ う に 位 置 す る 最 小 ２ ４ ７ が 残 存 す る 。 四 次 多 項 式 を シ グ ナ ル ２ ４ ５ に 適 用 し 、
図 ４ ７ に 示 す よ う に 残 留 ベ ー ス ラ イ ン ２ ５ ０ を 得 る 。 残 留 ベ ー ス ラ イ ン ２ ５ ０ を 、 シ グ ナ
ル ２ ２ ５ か ら 差 し 引 き 、 図 ４ ８ に 示 す よ う に 最 終 シ グ ナ ル ２ ５ ５ を 得 る 。 残 留 ベ ー ス ラ イ
ン は 、 シ グ ナ ル ２ ４ ５ へ の 四 次 フ ィ ッ ト の 結 果 で あ る が 、 他 の 技 術 を 用 い 残 留 ベ ー ス ラ イ
ン を ス ム ー ズ に す る か 、 フ ィ ッ ト さ せ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 図 ４ ９ に 示 す よ う に ピ ー ク の 高 さ を 決 定 す る た め 、 ガ ウ ス ２ ６ ６ 、 ２ ６ ８ お よ び ２ ７ ０
の よ う な ガ ウ ス を 、 そ れ ぞ れ ピ ー ク ２ ６ ０ 、 ２ ６ ２ 、 お よ び ２ ６ ４ の よ う な 各 ピ ー ク に フ
ィ ッ ト さ せ る 。 従 っ て 、 ガ ウ ス の 高 さ は 、 高 さ ２ ７ ２ 、 ２ ７ ４ 、 お よ び ２ ７ ６ と し て 決 定
す る 。 一 旦 、 各 ガ ウ ス ピ ー ク の 高 さ を 決 定 す る と 、 次 い で 、 生 物 学 的 化 合 物 ３ ５ を 同 定 す
る 方 法 は 、 図 ２ ５ に 示 す よ う に 遺 伝 子 型 決 定 フ ェ ー ズ ６ ５ へ と 移 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 各 推 定 ピ ー ク が 実 際 の ピ ー ク で あ る と い う 確 実 性 の 現 れ (indication)は 、 各 推 定 ピ ー ク
に つ い て ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 (signal to noise ratio)を 算 出 す る こ と に よ り 認 識 し 得
る 。 従 っ て 、 ノ イ ズ に 対 す る 強 力 な シ グ ナ ル の 比 を 有 す る 推 定 ピ ー ク は 、 ノ イ ズ に 対 す る
よ り 低 い シ グ ナ ル の 比 を 有 す る 推 定 ピ ー ク よ り も よ り 実 際 の ピ ー ク と な る よ う で あ る 。 上
記 お よ び 図 ５ ０ に 示 し た よ う に 、 高 さ ２ ７ ２ 、 ２ ７ ４ 、 お よ び ２ ７ ６ の よ う な 各 ピ ー ク の
高 さ を 各 ピ ー ク に つ い て 決 定 し 、 こ の 場 合 、 高 さ が 各 ピ ー ク の シ グ ナ ル 強 度 イ ン デ ィ ケ ー
タ ー と な る 。 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル ９ ７ の よ う な ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 、 同 定 ピ ー ク を 通 し
て ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル ２ ８ ０ に 外 挿 す る 。 各 ピ ー ク の セ ン タ ー ラ イ ン に お い て 、 ノ イ ズ 値
を ノ イ ズ 値 ２ ８ ２ 、 ２ ８ ３ 、 お よ び ２ ８ ４ の よ う に 決 定 す る 。 得 ら れ る シ グ ナ ル 値 お よ び
ノ イ ズ 値 を 用 い 、 ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を 各 ピ ー ク で 算 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 図
５ ０ の 最 初 の ピ ー ク に つ い て の ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 は 、 ノ イ ズ 値 ２ ８ ２ で 割 っ た シ グ ナ
ル 値 ２ ７ ２ と し て 算 出 し 、 同 様 の 方 法 で 、 図 ５ ０ の 中 央 ピ ー ク の ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 は
、 ノ イ ズ 値 ２ ８ ３ で 割 っ た シ グ ナ ル ２ ７ ４ と し て 決 定 し 得 る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 は 、 実 際 ピ ー ク の 存 在 の 有 用 な 一 般 的 な イ ン デ ィ ケ ー タ ー で あ る
が 、 更 な る プ ロ セ ッ シ ン グ に よ り 、 サ ン プ ル が 同 定 さ れ 得 る 確 実 性 を 増 大 す る こ と が 発 見
さ れ た 。 例 え ば 、 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 各 ピ ー ク に 関 す る ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 は 、
好 ま し く は 、 ガ ウ ス と 各 推 定 ピ ー ク と の 間 で の フ ィ ッ ト の 長 所 に よ り 調 節 さ れ る 。 そ れ は
、 通 常 の 分 布 に 一 般 的 に 従 う 方 法 で サ ン プ ル 物 質 を 検 出 す る マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー の 特
性 で あ る 。 従 っ て 、 少 な い 通 常 分 布 を 有 す る シ グ ナ ル よ り も 、 よ り よ い 確 実 性 が 、 ガ ウ ス
形 を 有 す る 推 定 シ グ ナ ル を 付 随 す る 。 非 ガ ウ ス 形 を 有 す る こ と か ら 生 ず る エ ラ ー を “ 残 留
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エ ラ ー ” と 称 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 図 ５ １ に つ い て 言 及 す る と 、 残 留 エ ラ ー は 、 デ ー タ シ グ ナ ル に お け る ガ ウ ス ２ ９ ３ と 推
定 ピ ー ク ２ ９ ０ と の 間 で 二 乗 平 均 を 算 出 す る こ と に よ り 、 算 出 す る 。 当 該 算 出 は 、 ガ ウ ス
の セ ン タ ー ラ イ ン の 何 れ か の 側 の １ つ の 幅 内 の デ ー タ で 行 う 。 残 留 エ ラ ー は 、 ：
【 数 １ 】
　
　
と し て 算 出 さ れ る 。 こ の 場 合 、 Ｇ は ガ ウ ス シ グ ナ ル 値 で あ り 、 Ｒ は 推 定 ピ ー ク 値 で あ り 、
そ し て Ｎ は － Ｗ か ら ＋ Ｗ ま で の ポ イ ン ト の 数 で あ る 。 算 出 残 留 エ ラ ー を 用 い 、 下 記 の よ う
な 、 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 (adjusted signal to noise ratio)を 得 る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 調 節 さ れ た シ グ ナ ル ノ イ ズ 比 率 は 、 式
【 化 ９ 】
　
を 用 い る 各 推 定 ピ ー ク に つ い て 算 出 す る 。 こ の 場 合 、 Ｓ ／ Ｎ は ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 で あ
り 、 Ｒ は 上 記 で 決 定 し た 残 留 エ ラ ー で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で 、 各 ピ ー ク の 残 留 エ ラ ー
を 用 い る 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を 算 出 す る が 、 他 の 技 術 を 用 い 、 ガ ウ ス と 実 際
の シ グ ナ ル と の 間 で の フ ィ ッ ト の 長 所 が 説 明 さ れ る こ と が 認 識 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 図 ５ ２ に つ い て 言 及 す る と 、 推 定 ピ ー ク が 実 際 の ピ ー ク と な る 確 率 を 決 定 す る 。 ピ ー ク
の 確 率 の 決 定 に お い て 、 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 が ｘ 軸 で あ り 、 確 率 が ｙ 軸 で あ
る 、 確 率 プ ロ フ ァ イ ル ３ ０ ０ を 得 る 。 確 率 は 、 確 率 ０ ％ と 、 １ と し て 示 さ れ る 確 率 １ ０ ０
％ と の 範 囲 に あ る こ と が 必 要 で あ る 。 一 般 的 に 、 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 が 高 く
な れ ば な る ほ ど 、 推 定 ピ ー ク が 実 際 の ピ ー ク で あ る 確 実 性 が 高 く な る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 の 幾 つ か の 標 的 値 に お い て 、 確 率 が １ ０ ０ ％ で あ る と
は 、 推 定 ピ ー ク が 実 際 の ピ ー ク で あ り 、 確 実 に 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 同 定 に 用
い 得 る こ と で あ る と 判 る 。 し か し 、 確 率 が １ ０ ０ ％ で あ る と み な せ る 場 合 、 調 節 さ れ た ノ
イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 の 標 的 値 は 、 適 用 特 異 的 基 準 に 従 う セ ッ ト で あ る 可 変 パ ラ メ ー タ ー と
な る 。 例 え ば 、 標 的 の ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 は 、 試 行 実 験 、 サ ン プ ル 特 性 お よ び シ ス テ ム
全 体 の 許 容 可 能 エ ラ ー 耐 性 に 応 じ て 、 調 節 さ れ る 。 よ り 特 異 的 に 、 エ ラ ー を 許 容 で き な い
保 存 ア プ ロ ー チ を 必 要 と す る 状 態 で は 、 標 的 の 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 が セ ッ ト
さ れ 得 、 例 え ば 実 施 例 １ ０ 、 よ り 高 く な り 得 る 。 従 っ て 、 １ ０ ０ ％ 確 率 が 、 調 節 さ れ た ノ
イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 が １ ０ ま た は そ れ を 超 え な い な ら ば 、 ピ ー ク に 割 り 当 て ら れ な い 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 他 の 状 況 で は 、 サ ン プ ル デ ー タ が 明 白 で あ る か 、 ま た は エ ラ ー の 危 険 性 を 減 少 し 得 る た
め 、 よ り 積 極 的 な ア プ ロ ー チ を 取 り 得 る 。 そ の 状 況 で 、 当 該 シ ス テ ム を セ ッ ト す る と 、 ５
ま た は そ れ 以 上 の 標 的 の ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 が １ ０ ０ ％ の 確 率 と み な さ れ 得 る 。 も ち ろ
ん 、 エ ラ ー の 極 度 の 危 険 性 が み な さ れ る と き 、 中 間 の ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 標 的 図 を 、 ７
の よ う に 選 択 す る 。 標 的 の 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を 、 一 旦 当 該 方 法 に セ ッ ト す
る と 、 次 い で 、 任 意 の 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 に 関 し 、 確 率 に よ り 、 推 定 ピ ー ク
が 実 際 の ピ ー ク で あ る と 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 同 定 試 験 、 特 に Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 に よ り 調 製 さ れ る サ ン プ ル の 質 量 分 析 法 試 験 の 実 行 を 含 む 化
学 に よ り 、 最 も 高 い ピ ー ク の シ グ ナ ル 強 度 と 二 番 目 (ま た は 三 番 目 な ど )に 高 い ピ ー ク の シ
グ ナ ル 強 度 の 間 の 対 立 遺 伝 子 比 率 は 、 予 想 さ れ る 比 率 内 に 含 ま れ る 。 対 立 遺 伝 子 比 率 が 通
常 の ガ イ ド ラ イ ン の 外 側 に 含 ま れ る な ら ば 、 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 当 該 確 率 に 対 し 対 立 遺
伝 子 比 の ペ ナ ル テ ィ ー を 強 要 す る こ と と な る 。 例 え ば 、 図 ５ ３ は 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー
３ １ ５ を 示 し 、 そ れ は 、 最 も 高 い ピ ー ク の シ グ ナ ル 強 度 で 割 っ た 二 番 目 に 高 い ピ ー ク の シ
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グ ナ ル 強 度 の 間 の 割 合 で あ る ｘ 軸 を 有 す る 。 ｙ 軸 ３ １ ９ は 、 決 定 さ れ た 対 立 遺 伝 子 比 に 依
存 し た ０ か ら １ の 間 の ペ ナ ル テ ィ ー と み な せ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ３ ０ ％ を 超 え る
対 立 遺 伝 子 比 率 が 予 測 範 囲 内 に 含 ま れ 、 そ れ に よ り 、 ペ ナ ル テ ィ ー は 適 用 さ れ な い と み な
せ る 。 １ ０ ％ と ３ ０ ％ と の 間 の 比 に お い て 、 ペ ナ ル テ ィ ー は 、 １ ０ ％ 未 満 の 対 立 遺 伝 子 比
率 に お い て 二 番 目 に 高 い ピ ー ク が 現 実 で な い と み な せ る ま で 、 直 線 的 に 増 大 す る 。 １ ０ ％
と ３ ０ ％ と の 間 の 対 立 遺 伝 子 比 率 の 場 合 、 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー チ ャ ー ト ３ １ ５ を 用 い
ペ ナ ル テ ィ ー ３ １ ９ を 決 定 し 、 図 ５ ２ で 決 定 し た ピ ー ク 確 率 に よ り マ ル チ プ レ ッ ク シ ン グ
し 、 最 終 ピ ー ク の 確 率 を 決 定 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 を 、 対 立 遺 伝 子 比 率 ペ ナ ル テ ィ ー に
組 込 み 、 可 能 な 化 学 エ ラ ー を 考 慮 す る が 、 他 の 技 術 を 使 用 し 得 る こ と が 認 識 さ れ る 。 同 様
の 処 置 を 他 の ピ ー ク に 適 用 す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 決 定 さ れ る 各 ピ ー ク の ピ ー ク 確 率 を 用 い 、 種 々 組 成 物 コ ン ポ ー ネ ン ト の 統 計 学 的 確 率 を
決 定 し 得 る 。 実 施 例 の よ う に 、 ２ つ の ピ ー ク 、 ピ ー ク Ｇ 、 ピ ー ク Ｃ お よ び Ｇ Ｇ 、 Ｃ Ｃ お よ
び Ｇ Ｃ の 組 合 せ の そ れ ぞ れ ３ つ の 可 能 な 組 合 せ の 確 率 を 決 定 す る た め で あ る 。 図 ５ ４ は 、
最 も あ り 得 る ピ ー ク ３ ２ ５ を 測 定 す る と 、 最 終 ピ ー ク 確 率 ９ ０ ％ を 有 し て い た こ と を 示 す
。 ピ ー ク ３ ２ ５ は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 に Ｇ コ ン ポ ー ネ ン ト を 示 す よ う に 位 置 す る 。 従 っ
て 、 Ｇ が 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 確 率 ９ ０ ％ が 維 持 さ れ 得 る 。 図 ５ ４ に 示 す 例 に お
い て も 、 二 番 目 に 高 い 確 率 は ピ ー ク ３ ３ ０ で あ り 、 ２ ０ ％ の ピ ー ク 確 率 を 有 す る 。 ピ ー ク
３ ３ ０ は Ｃ 組 成 物 を 付 随 す る 位 置 に あ る 。 従 っ て 、 Ｃ が 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 確
率 ２ ０ ％ が 維 持 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 開 始 点 と し て Ｇ 存 在 の 確 率 (９ ０ ％ )お よ び Ｃ 存 在 の 確 率 (２ ０ ％ )に よ り 、 Ｇ お よ び Ｃ 存
在 の 組 合 せ の 確 率 を 算 出 し 得 る 。 例 え ば 、 図 ５ ４ は 、 Ｇ Ｇ 存 在 の 確 率 ３ ２ ９ が ７ ２ ％ と し
て 算 出 さ れ る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 Ｇ Ｇ の 確 率 が 、 Ｃ が 存 在 し な い 確 率 (１ ０ ０ ％ － ２ ０
％ )を 掛 け た Ｇ 存 在 の 確 率 (９ ０ ％ )に 等 し く な る と 、 算 出 さ れ る 。 Ｇ 存 在 の 確 率 が ９ ０ ％
で あ り 、 Ｃ が 存 在 し な い 確 率 が ８ ０ ％ な ら ば 、 Ｇ Ｇ の 確 率 は ７ ２ ％ で あ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 同 様 の 方 法 で 、 Ｃ Ｃ が 存 在 す る 確 率 は 、 Ｇ が 存 在 し な い 確 率 (１ ０ ０ ％ － ９ ０ ％ )を 掛 け
た Ｃ 存 在 の 確 率 (２ ０ ％ )に 等 し く な る 。 図 ５ ４ に 示 す よ う に 、 Ｃ 存 在 の 確 率 が ２ ０ ％ で あ
る 一 方 、 Ｇ が 存 在 し な い 確 率 は １ ０ ％ で あ り 、 そ の た め 、 Ｃ Ｃ の 確 率 は ２ ％ の み で あ る 。
最 終 的 に 、 Ｇ Ｃ 存 在 の 確 率 は 、 Ｃ 存 在 の 確 率 (２ ０ ％ )を 掛 け た Ｇ 存 在 の 確 率 (９ ０ ％ )に 等
し く な る 。 Ｇ 存 在 の 確 率 が ９ ０ ％ で あ り 、 Ｃ 存 在 の 確 率 が ２ ０ ％ で あ る な ら ば 、 Ｇ Ｃ 存 在
の 確 率 は １ ８ ％ で あ る 。 略 式 の 形 式 で は 、 次 い で 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 組 成 物 の 確 率 は 、
　 Ｇ Ｇ の 確 率 ： ７ ２ ％
　 Ｇ Ｃ の 確 率 ： １ ８ ％ 、 お よ び
　 Ｃ Ｃ の 確 率 ： ２ ％
で あ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 可 能 性 あ る 組 合 せ の そ れ ぞ れ の 確 率 を 一 旦 決 定 す る と 、 図 ５ ５ は 、 遺 伝 子 型 を コ ー ル す
る 重 要 な 確 実 性 が 存 在 す る か ど う か の 決 定 に 使 用 さ れ る 。 図 ５ ５ は 、 最 も 高 い 組 合 せ 確 率
と 二 番 目 に 高 い 組 合 せ 確 率 と の 比 率 で あ る ｘ 軸 ３ ３ ７ を 有 す る コ ー ル チ ャ ー ト ３ ３ ５ を 示
す 。 ｙ 軸 ３ ３ ９ は 、 当 該 比 率 が 、 遺 伝 子 型 の コ ー ル を 正 し い と す る ほ ど に 充 分 に 高 い か ど
う か を 単 に 示 す 。 当 該 比 率 の 値 は Ｍ ３ ４ ０ で 示 し 得 る 。 Ｍ 値 は 、 試 行 デ ー タ 、 サ ン プ ル 組
成 物 お よ び エ ラ ー 許 容 能 に 依 存 す る セ ッ ト で あ る 。 例 え ば 、 Ｍ 値 は 、 値 ４ の よ う に 比 較 的
高 い セ ッ ト と な り 得 、 そ の た め 、 最 も 高 い 確 率 は 、 確 実 性 に よ り 遺 伝 子 型 の コ ー ル を 確 立
す る 前 に 二 番 目 に 高 い 確 率 よ り も 少 な く と も 約 ４ 倍 大 き く な け れ ば な ら な い 。 し か し 、 特
定 レ ベ ル の エ ラ ー が 許 容 さ れ る な ら ば 、 Ｍ 値 は ３ の よ う な よ り 積 極 的 な 値 の セ ッ ト で あ り
得 、 そ の た め 、 最 も 高 い 確 率 と 二 番 目 に 高 い 確 率 と の 間 の 比 率 は 、 ３ の み の 比 ま た は そ れ
以 上 と な る こ と が 必 要 と な る 。 も ち ろ ん 、 適 度 の 危 険 性 を 許 容 で き る と き 、 適 度 の 値 が Ｍ
に 関 し 選 択 さ れ 得 る 。 Ｇ Ｇ の 確 率 が ７ ２ ％ で あ り 、 Ｇ Ｃ の 確 率 が １ ８ ％ で あ る 図 ５ ４ の 例
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を 用 い 、 ７ ２ ％ と １ ８ ％ と の 間 の 比 率 は 、 ４ ． ０ で あ り 、 そ の た め 、 Ｍ の セ ッ ト は ３ 、 ３
． ５ 、 ま た は ４ の 何 れ か と な り 、 そ の シ ス テ ム は Ｇ Ｇ と し て 遺 伝 子 型 を コ ー ル し 得 る 。 好
ま し い 実 施 態 様 が 、 遺 伝 子 型 が 確 実 に コ ー ル す る か ど う か を 決 定 す る ２ つ の 最 も 高 い ピ ー
ク 確 率 間 の 比 を 用 い る が 、 他 の 方 法 が 置 換 さ れ 得 る こ と が 認 識 さ れ る 。 上 記 技 術 が 、 確 率
の 算 出 お よ び ２ を 超 え る ピ ー ク の 組 合 せ を 含 む 遺 伝 子 型 (ま た は よ り 一 般 的 な Ｄ Ｎ Ａ パ タ
ー ン )の 決 定 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 こ こ で 図 ５ ６ に つ い て 言 及 す る と 、 フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 し て お り 、 上 記 の 遺 伝 子 型 の 統
計 学 的 コ ー ル の プ ロ セ ス を 一 般 的 に 定 義 し て い る 。 図 ５ ６ で は 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ ２ は 、 各 ピ
ー ク の 高 さ を 決 定 し 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ ４ に お け る ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル が 各 ピ ー ク に つ い て 外
挿 さ れ る こ と を 示 す 。 当 該 シ グ ナ ル を 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ ６ の 各 ピ ー ク の 高 さ か ら 決 定 し 、 各
ピ ー ク の ノ イ ズ を 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ ８ の ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を 用 い 決 定 す る 。 ブ ロ ッ ク ４ １
０ で は 、 ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を 各 ピ ー ク に つ い て 算 出 す る 。 非 ガ ウ ス ピ ー ク 形 を 説 明 す
る た め 、 残 留 エ ラ ー を ブ ロ ッ ク ４ １ ２ で 決 定 し 、 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を ブ ロ
ッ ク ４ ０ ４ で 算 出 す る 。 ブ ロ ッ ク ４ １ ６ は 、 確 率 プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る こ と 、 こ の 場 合
、 存 在 す る 各 ピ ー ク の 確 率 が ブ ロ ッ ク ４ １ ８ に 見 ら れ る こ と を 示 す 。 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ
ィ ー を ブ ロ ッ ク ４ ２ ０ に 適 用 し 得 、 こ の 場 合 、 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 、 ブ ロ ッ ク ４ ４
２ の 調 節 さ れ た ピ ー ク 確 率 に 適 用 す る 。 コ ン ポ ー ネ ン ト の 各 組 み 合 わ せ の 確 率 を ブ ロ ッ ク
４ ２ ４ で 算 出 し 、 こ の 場 合 、 ２ つ の 最 も 高 い 確 率 の 間 の 比 を ブ ロ ッ ク ４ ２ ６ で 決 定 す る 。
次 い で 、 確 率 の 比 率 が ス レ シ ョ ル ド 値 を 超 え る な ら ば 、 次 い で 、 遺 伝 子 型 を ブ ロ ッ ク ４ ２
８ で コ ー ル す る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 ２ ０ (図 ２ ４ )は 、 推 定 Ｓ Ｎ Ｐ を 含
む デ ー タ ピ ー ク を 同 定 す る こ と に よ り “ 標 準 ” 遺 伝 子 型 決 定 を サ ポ ー ト す る 。 例 え ば 、 標
準 遺 伝 子 型 決 定 を 用 い 、 こ の 場 合 、 サ ン プ ル に つ い て の 情 報 が 充 分 に 知 ら れ て お ら ず 、 予
想 ピ ー ク の 位 置 を 決 定 し 、 そ れ に 対 し 、 上 記 の よ う な 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー が 確 実 性 を
も っ て 算 出 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を フ ラ グ メ ン ト 化 す る 任 意 の ア ッ セ イ に
よ り 生 ず る デ ー タ か ら 推 定 Ｓ Ｎ Ｐ が 含 ま れ る ピ ー ク の 同 定 に 関 し コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置
を 用 い 得 る 。 そ の 標 準 遺 伝 子 型 決 定 の 場 合 、 デ ー タ ス ペ ク ト ル 中 の 他 の ピ ー ク の 典 型 的 エ
リ ア か ら 有 意 に 誘 導 さ れ る デ ー タ 曲 線 の 下 の エ リ ア に 付 随 す る ピ ー ク が 同 定 さ れ 、 そ の 相
当 す る 質 量 (ｘ 軸 に 沿 っ た 位 置 )を 決 定 す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 よ り 特 に 、 デ ー タ 中 の 他 の ピ ー ク の 平 均 エ リ ア か ら 有 意 に 誘 導 さ れ る ピ ー ク を 同 定 し 、
デ ー タ ピ ー ク 間 の 予 想 対 立 遺 伝 子 比 率 を 、 デ ー タ ピ ー ク の 下 の エ リ ア の 比 率 に つ い て 定 義
す る 。 理 論 的 に は 、 各 遺 伝 的 配 座 が 同 じ モ ル 濃 度 の ア ナ ラ イ ト を 有 す る 場 合 、 各 相 当 す る
ピ ー ク の 下 の エ リ ア は 同 じ で あ り 、 そ の た め 、 任 意 の ２ つ の ピ ー ク 間 に １ ． ０ 比 率 の ピ ー
ク エ リ ア を 生 ず る 。 本 発 明 に よ り 、 デ ー タ 中 の 他 の ピ ー ク に 比 例 し て よ り 小 さ く な る 比 を
有 す る ピ ー ク は 、 ピ ー ク と し て 認 識 さ れ な い 。 よ り 特 に 、 ピ ー ク エ リ ア の 見 た 目 の 値 に 比
例 し て ３ ０ ％ 未 満 と な る エ リ ア 比 率 を 有 す る ピ ー ク を 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー と す る 。 残
存 ピ ー ク の 質 量 (当 該 デ ー タ の ｘ 軸 に 沿 っ た 位 置 )を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 準 に 基 づ き 決 定
す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 図 ５ ７ は 、 標 準 遺 伝 子 型 決 定 を 行 う と き 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 ２ ０ (図 ２ ４ )に よ る
プ ロ セ ッ シ ン グ の フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム 表 示 を 示 す 。 フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム ボ ッ ク ス 番 号 ５ ０
２ に よ り 示 さ れ る 、 最 初 の 操 作 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ
ー タ ー か ら デ ー タ を 受 け る 。 次 に 、 デ ー タ サ ン プ ル 中 の 各 推 定 ピ ー ク の 高 さ を 、 ブ ロ ッ ク
５ ０ ４ に よ り 示 さ れ る よ う に 、 決 定 し た 。 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー デ ー タ 内 の 各 ピ ー ク の
高 さ を 決 定 し た 後 、 ノ イ ズ 除 去 プ ロ セ ス ５ ０ ５ を 行 い 、 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル の 外 挿 を 開 始
し (ブ ロ ッ ク ５ ０ ６ )、 そ の 後 、 各 ピ ー ク の ノ イ ズ を 発 見 し (ブ ロ ッ ク ５ ０ ８ )、 そ し て 各 デ
ー タ サ ン プ ル (ブ ロ ッ ク ５ １ ０ )の ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を 算 出 す る (ブ ロ ッ ク ５ １ ０ )。 各
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こ れ ら の 操 作 は 、 図 ２ ５ の ノ イ ズ 除 去 操 作 ４ ５ の た め 上 記 に よ り 行 い 得 る 。 他 の 適 当 な ノ
イ ズ 除 去 操 作 が 当 業 者 に よ り 思 い つ く 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 次 の 操 作 は 、 各 デ ー タ ポ イ ン ト に 連 関 す る 残 留 エ ラ ー を 見 つ け る こ と で あ る 。 こ れ は 、
図 ５ ７ の ブ ロ ッ ク ５ １ ２ に よ り 表 さ れ て い る 。 次 の ス テ ッ プ 、 ブ ロ ッ ク ５ １ ４ は 、 各 同 定
ピ ー ク の 調 節 さ れ た ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を 算 出 す る こ と を 含 む 。 確 率 プ ロ フ ァ イ ル は 、
次 (ブ ロ ッ ク ５ １ ６ )で 作 成 さ れ 、 そ の 後 、 ブ ロ ッ ク ５ １ ８ で ピ ー ク 確 率 を 決 定 す る 。 好 ま
し い 実 施 態 様 で は 、 ブ ロ ッ ク ５ ０ ２ か ら ブ ロ ッ ク ５ １ ８ ま で を 含 む 図 ５ ７ の ノ イ ズ 除 去 操
作 は 、 図 ５ ６ と 関 連 す る 相 当 す る 、 ブ ロ ッ ク ４ ０ ２ か ら ブ ロ ッ ク ４ １ ８ 、 そ れ ぞ れ の た め
の 上 記 操 作 を 含 む 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 標 準 遺 伝 子 型 決 定 プ ロ セ ッ シ ン グ の た め の 次 の 動 作 で 、 ブ ロ ッ ク ５ ２ ４ に よ り 示 さ れ る
各 ピ ー ク の 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 決 定 す る 。 上 記 の よ う に 、 図 ５ ７ の 標 準 遺 伝 子 決 定
プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 ピ ー ク の 下 の エ リ ア を 比 較 す る こ と に よ り 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を
決 定 す る 。 そ の た め 、 上 記 図 ５ ３ の よ う な 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 決 定 す る 比 較 シ グ ナ
ル 強 度 比 以 外 で は 、 標 準 プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 各 同 定 ピ ー ク の 下 の エ リ ア を 決 定 し 、 こ れ ら
エ リ ア の 比 率 を 比 較 す る 。 各 ピ ー ク の 下 の エ リ ア の 決 定 は 、 実 験 デ ー タ の 曲 線 の 下 の エ リ
ア を 計 算 す る た め の 通 常 の 多 く の 分 析 技 術 を 用 い 計 算 し 得 る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 そ の た め 、 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 、 ０ ． ３ ０ (３ ０ ％ )を 超 え る 予 想 平 均 エ リ ア 値 に
比 例 す る ピ ー ク エ リ ア を 有 す る ピ ー ク に 割 り 当 て ら れ る ペ ナ ル テ ィ ー は な い こ と を 示 す 図
５ ８ に よ り 割 り 当 て る 。 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 、 図 ５ ２ に 記 載 の よ う な プ ロ セ ス に よ
り 決 定 さ れ 得 る 、 ピ ー ク 確 率 値 に 適 用 す る 。 ピ ー ク を ３ ０ ％ 未 満 の 比 と す る 対 立 遺 伝 子 ペ
ナ ル テ ィ ー よ り 、 ピ ー ク が 更 な る 測 定 お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ か ら 取 り 除 か れ る と い う こ と
が 、 図 ５ ８ か ら 明 白 と な る 。 し か し 、 他 の ペ ナ ル テ ィ ー ス キ ー ム を 、 当 業 者 が 決 定 す る よ
う に 、 プ ロ セ ス さ れ る デ ー タ に 関 す る 知 識 に よ り 、 課 す 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 決 定 し 適 用 し た 後 、 標 準 遺 伝 子 型 プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 残 存 推
定 ピ ー ク と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 準 の 位 置 を 比 較 し 、 ブ ロ ッ ク ５ ２ ４ の プ ロ セ ッ シ ン グ に
お い て 相 当 す る 質 量 を 決 定 す る 。 標 準 遺 伝 子 型 デ ー タ の 場 合 、 図 ３ ３ の ブ ロ ッ ク ４ ２ ４ 、
４ ２ ６ 、 お よ び ４ ２ ８ に 相 当 す る 操 作 を 行 う よ り も む し ろ 、 ブ ロ ッ ク ５ ２ ４ の プ ロ セ ッ シ
ン グ を 行 い 、 質 量 お よ び 遺 伝 子 型 を 決 定 す る 。 そ の 比 較 を 行 い 、 質 量 を 測 定 す る 技 術 は 当
業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 ２ ０ (図 ２ ４ )に よ り 、 ア ッ セ イ に お い て 生
ず る フ ラ グ メ ン ト の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 質 量 (当 該 デ ー タ の ｘ 軸 に 沿 っ た 位 置 )
の 検 出 お よ び 決 定 が 可 能 と な る 。 望 ま し い な ら ば 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 は ま た 、 標 準
遺 伝 子 型 プ ロ セ ッ シ ン グ の た め の 上 記 し た 同 様 技 術 を 用 い 、 各 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス
鎖 の 量 (各 ピ ー ク の 下 の エ リ ア )を 検 出 し 、 決 定 し 得 る 。 次 い で 、 各 型 の 鎖 を 生 ず る デ ー タ
を 合 わ せ 、 デ ー タ 冗 長 を 達 成 し 、 そ れ に よ り 、 決 定 化 遺 伝 子 型 の 確 実 性 レ ベ ル を 増 大 す る
。 こ の 技 術 に よ り 、 他 の 診 断 方 法 か ら デ ー タ 中 に し ば し ば 観 察 さ れ る プ ラ イ マ ー ピ ー ク を
事 前 に 除 去 し 、 そ れ に よ り 、 よ り 高 い レ ベ ル の マ ル チ プ レ ッ ク シ ン グ が 可 能 と な る 。 加 え
て 、 定 量 化 を 、 プ ー ル し た 実 験 で 用 い る と き 、 測 定 ピ ー ク エ リ ア の 比 率 は 、 デ ー タ 冗 長 の
た め 、 ピ ー ク 同 定 技 術 よ り も よ り 確 実 に 算 出 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 図 ２ ３ は 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ロ セ ッ シ ン グ を 行 う コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 ２
０ に よ り 実 行 す る プ ロ セ ッ シ ン グ を 示 す フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム で あ る 。 フ ロ ー ダ イ ア グ ラ ム
ボ ッ ク ス 番 号 ６ ０ ２ に よ り 示 さ れ る 最 初 の 操 作 で 、 コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 は 、 マ ス ス ペ
ク ト ロ メ ー タ ー か ら デ ー タ を 受 け 取 る 。 こ の デ ー タ は 、 ア ッ セ イ フ ラ グ メ ン ト の セ ン ス 鎖
お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の デ ー タ を 含 む 。 次 に 、 デ ー タ サ ン プ ル 中 の 各 推 定 ピ ー ク の 高 さ を
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ブ ロ ッ ク ６ ０ ４ で 示 す よ う に 決 定 す る 。 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー デ ー タ 中 の 各 ピ ー ク の 高
さ を 決 定 し た 後 、 ノ イ ズ 除 去 プ ロ セ ス ６ ０ ５ を 行 い 、 ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル に 外 挿 す る 操 作
(ブ ロ ッ ク ６ ０ ６ )を 開 始 し 、 そ の 後 、 各 ピ ー ク の ノ イ ズ を 発 見 し (ブ ロ ッ ク ６ ０ ８ )、 そ し
て 各 デ ー タ サ ン プ ル の ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル 比 率 を 算 出 す る (ブ ロ ッ ク ６ １ ０ )。 各 こ れ ら の 操
作 は 、 図 ２ ５ の ノ イ ズ 除 去 操 作 ４ ５ の た め 上 記 に よ り 行 い 得 る 。 他 の 適 当 な ノ イ ズ 除 去 操
作 が 当 業 者 に よ り 思 い つ く 。 次 の 操 作 は 、 各 デ ー タ ポ イ ン ト に 付 随 す る 残 留 エ ラ ー を 発 見
す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 図 ３ ６ の ブ ロ ッ ク ６ １ ２ に よ り 示 す 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の デ ー タ の た め の 残 留 エ ラ ー を 行 っ た 後 、 遺 伝 子 型 を 同
定 す る プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 セ ン ス 鎖 で 行 い 、 ま た 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 で 行 う 。 そ の た め 、 図
２ ３ は 、 プ ロ セ ッ シ ン グ に は セ ン ス 鎖 プ ロ セ ッ シ ン グ (ブ ロ ッ ク ６ ３ ０ )お よ び ア ン チ セ ン
ス 鎖 プ ロ セ ッ シ ン グ (ブ ロ ッ ク ６ ４ ０ )が 含 ま れ る こ と を 示 す 。 各 ブ ロ ッ ク ６ ３ ０ 、 ６ ４ ０
に は 、 図 ５ ６ の ブ ロ ッ ク ４ １ ４ か ら ４ ２ ６ と 関 連 す る 上 記 す る よ う な 、 ノ イ ズ 対 シ グ ナ ル
比 率 を 調 節 す る こ と 、 確 率 プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る こ と 、 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー を 決 定
す る こ と 、 対 立 遺 伝 子 ペ ナ ル テ ィ ー に よ り ピ ー ク 確 率 を 調 節 す る こ と 、 遺 伝 子 型 決 定 の 確
率 を 算 出 す る こ と 、 お よ び 遺 伝 子 型 確 率 比 を 試 験 す る こ と 、 に 相 当 す る プ ロ セ ッ シ ン グ が
含 ま れ る 。 各 ブ ロ ッ ク ６ ３ ０ 、 ６ ４ ０ の プ ロ セ ッ シ ン グ に は 、 望 ま し い な ら ば 、 図 ５ ７ と
関 連 す る 上 記 の よ う な 標 準 プ ロ セ ッ シ ン グ 操 作 が 含 ま れ る 。 標 準 プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 図 ５
６ の プ ロ セ ッ シ ン グ 操 作 に 代 え て ま た は そ れ に 加 え て 、 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 遺 伝 子 型 確 率 プ ロ セ ッ シ ン グ を 行 っ た 後 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 プ ロ セ ッ シ ン
グ か ら の デ ー タ を 合 わ せ 、 予 測 デ ー タ ベ ー ス 値 と 比 較 す る と 、 セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖
と の 間 の デ ー タ 冗 長 の 利 点 を 得 る 。 当 業 者 な ら ば 、 技 術 に よ り 、 ア ッ セ イ フ ラ グ メ ン ト の
セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 と の 間 の 既 知 の デ ー タ 冗 長 が 利 点 と な る こ と を 理 解 し 得 る 。 こ
の プ ロ セ ッ シ ン グ を ブ ロ ッ ク ６ ５ ０ に 示 し て い る 。 二 本 鎖 か ら の デ ー タ を プ ロ セ ッ シ ン グ
の た め に 合 わ せ た 後 、 遺 伝 子 型 プ ロ セ ッ シ ン グ を 行 い (ブ ロ ッ ク ６ ６ ０ )、 遺 伝 子 型 を 同 定
す る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 修 飾 が 当 業 者 に 明 白 で あ る た め 、 本 発 明 が 添 付 の 請 求 の 範 囲 に の み に よ っ て 限 定 さ れ る
こ と を 意 図 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ５ ５ 】
【 図 １ － Ａ 】 図 １ は 、 例 示 的 な サ ン プ ル バ ン ク を 示 す 。 図 １ － Ａ は 、 性 別 お よ び 人 種 の 関
数 と し て の サ ン プ ル を 示 す 。
【 図 １ － Ｂ 】 図 １ は 、 例 示 的 な サ ン プ ル バ ン ク を 示 す 。 図 １ － Ｂ は 、 年 齢 の 関 数 と し て 白
人 を 示 す 。
【 図 １ － Ｃ 】 図 １ は 、 例 示 的 な サ ン プ ル バ ン ク を 示 す 。 図 １ － Ｃ は 、 年 齢 の 関 数 と し て ヒ
ス パ ニ ッ ク を 示 す 。
【 図 ２ － Ａ 】 図 ２ － Ａ は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の ２ ９ １ Ｓ 対 立 遺 伝 子 の 年 齢 お
よ び 性 別 分 布 を 示 し 、 全 部 で ４ ３ ６ 人 の 男 性 お よ び ５ ８ ９ 人 の 女 性 を 調 査 し た 。
【 図 ２ － Ｂ 】 図 ２ － Ｂ は 、 ４ ３ ６ 人 の 男 性 に つ い て 年 齢 の 分 布 を 示 す 。
【 図 ２ － Ｃ 】 図 ２ － Ｃ は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 遺 伝 子 の ２ ９ １ Ｓ 対 立 遺 伝 子 の 年 齢 お
よ び 性 別 分 布 を 示 し 、 全 部 で ４ ３ ６ 人 の 男 性 お よ び ５ ８ ９ 人 の 女 性 を 調 査 し た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 集 団 に 基 づ く サ ン プ ル バ ン キ ン グ の た め の 例 示 的 な 質 問 票 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 血 液 サ ン プ ル コ ン ポ ー ネ ン ト の プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び ト ラ ッ キ ン グ を 示
す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 「 病 気 」 対 立 遺 伝 子 お よ び 「 健 康 体 」 対 立 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 年
齢 の 関 数 と し て 示 す 。 健 康 体 対 立 遺 伝 子 の 相 対 的 頻 度 が 年 齢 の 増 加 と と も に 集 団 中 で 増 加
す る こ と が 注 目 さ れ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Ａ ｐ ｏ Ｅ 遺 伝 子 型 の 年 齢 依 存 性 分 布 を 示 す （ Schaechter et al. (1994)
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Nature Genetics 6:29-32参 照 ） 。
【 図 ７ － Ａ 】 図 ７ － Ａ は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 白 人 集 団 中 の ｐ ５ ３ （ 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー ） コ
ド ン ７ ２ の 年 齢 依 存 性 お よ び 遺 伝 子 型 頻 度 を 示 す 。 ＊ Ｒ ７ ２ お よ び ＊ Ｐ ７ ２ は デ ー タ ベ ー
ス 集 団 中 の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 表 す 。 Ｒ ７ ２ 、 Ｒ ７ ２ Ｐ 、 お よ び Ｐ ７ ２ は 集 団 中 の 個 体 の
遺 伝 子 型 を 表 す 。 ホ モ 接 合 性 Ｐ ７ ２ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 は 、 年 齢 と と も に ６ ． ７ ％ か ら ３ ．
７ ％ に 低 下 す る 。
【 図 ７ － Ｂ 】 図 ７ － Ｂ は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 白 人 集 団 中 の ｐ ５ ３ （ 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー ） コ
ド ン ７ ２ の 年 齢 依 存 性 お よ び 遺 伝 子 型 頻 度 を 示 す 。 ＊ Ｒ ７ ２ お よ び ＊ Ｐ ７ ２ は デ ー タ ベ ー
ス 集 団 中 の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 表 す 。 Ｒ ７ ２ 、 Ｒ ７ ２ Ｐ 、 お よ び Ｐ ７ ２ は 集 団 中 の 個 体 の
遺 伝 子 型 を 表 す 。 ホ モ 接 合 性 Ｐ ７ ２ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 は 、 年 齢 と と も に ６ ． ７ ％ か ら ３ ．
７ ％ に 低 下 す る 。
【 図 ７ － Ｃ 】 図 ７ － Ｃ は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 白 人 集 団 中 の ｐ ５ ３ （ 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー ） コ
ド ン ７ ２ の 年 齢 依 存 性 お よ び 遺 伝 子 型 頻 度 を 示 す 。 ＊ Ｒ ７ ２ お よ び ＊ Ｐ ７ ２ は デ ー タ ベ ー
ス 集 団 中 の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 表 す 。 Ｒ ７ ２ 、 Ｒ ７ ２ Ｐ 、 お よ び Ｐ ７ ２ は 集 団 中 の 個 体 の
遺 伝 子 型 を 表 す 。 ホ モ 接 合 性 Ｐ ７ ２ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 は 、 年 齢 と と も に ６ ． ７ ％ か ら ３ ．
７ ％ に 低 下 す る 。
【 図 ７ － Ｄ 】 図 ７ － Ｄ は 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 白 人 集 団 中 の ｐ ５ ３ （ 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー ） コ
ド ン ７ ２ の 年 齢 依 存 性 お よ び 遺 伝 子 型 頻 度 を 示 す 。 ＊ Ｒ ７ ２ お よ び ＊ Ｐ ７ ２ は デ ー タ ベ ー
ス 集 団 中 の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 表 す 。 Ｒ ７ ２ 、 Ｒ ７ ２ Ｐ 、 お よ び Ｐ ７ ２ は 集 団 中 の 個 体 の
遺 伝 子 型 を 表 す 。 ホ モ 接 合 性 Ｐ ７ ２ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 は 、 年 齢 と と も に ６ ． ７ ％ か ら ３ ．
７ ％ に 低 下 す る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 年 齢 の 関 数 と し て 、 ｐ ２ １ 　 Ｓ ３ １ Ｒ 対 立 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺
伝 子 型 頻 度 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 個 体 サ ン プ ル に 対 し て プ ー ル さ れ た Ｆ Ｖ Ｉ Ｉ 対 立 遺 伝 子 ３ ５ ３ Ｑ の 頻 度
を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 個 体 サ ン プ ル に 対 し て プ ー ル さ れ た 、 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ （ コ レ ス テ ロ ー ル エ
ス テ ル 輸 送 タ ン パ ク 質 ） 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 個 体 サ ン プ ル に 対 し て プ ー ル さ れ た 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー
タ ー イ ン ヒ ビ タ ー － １ （ Ｐ Ａ Ｉ － １ ） ５ Ｇ の 頻 度 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 Ｐ Ａ Ｉ － １ 対 立 遺 伝 子 の サ ン プ ル の マ ス ス ペ ク ト ル お よ び 人 種 分 布
を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ ４ ０ ５ 対 立 遺 伝 子 の サ ン プ ル の マ ス ス ペ ク ト ル お よ び 人 種
分 布 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 ３ ５ ３ 対 立 遺 伝 子 の サ ン プ ル の マ ス ス ペ ク ト ル お よ び
人 種 分 布 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 プ ー ル さ れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 使 用 す る 、 Ｐ Ａ Ｉ － １ 、 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ お
よ び 第 Ｖ Ｉ Ｉ 因 子 の 人 種 分 布 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 ｐ ５ ３ － Ｒ ｂ 経 路 お よ び そ の 経 路 の 種 々 の 因 子 の 間 の 関 連 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 こ こ で 記 載 し た プ ロ セ ス お よ び デ ー タ ベ ー ス を 提 供 す る 、 コ ン ピ ュ
ー タ ー 構 築 性 の ブ ロ ッ ク ダ イ ヤ グ ラ ム で あ り 、 こ れ は 、 こ こ で 提 供 す る デ ー タ ベ ー ス を 蓄
積 し 、 そ し て 分 類 す る た め の 、 そ し て こ こ で 提 供 す る 方 法 を 実 行 す る 、 典 型 的 な コ ン ピ ュ
ー タ ー シ ス テ ム を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 多 型 遺 伝 的 マ ー カ ー を 同 定 す る た め の デ ー タ ベ ー ス へ の ア ク セ ス を
維 持 し 、 そ し て 提 供 す る た め の 、 図 １ ７ に 示 さ れ る コ ン ピ ュ ー タ ー を 使 用 し て 実 行 さ れ る
、 プ ロ セ ッ シ ン グ ス テ ッ プ を 示 す フ ロ ー ダ イ ヤ グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － １ 遺 伝 子 座 に つ い て 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 さ れ た
、 白 人 集 団 で の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 明 緑 色 の バ ー
は 、 ４ ０ 歳 よ り 若 齢 の 個 体 で の 頻 度 を 示 す 。 暗 緑 色 の バ ー は 、 ６ ０ 歳 よ り 高 齢 の 個 体 で の
頻 度 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ０ － ５ 遺 伝 子 座 に つ い て 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 さ れ た
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、 白 人 集 団 の 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 明 緑 色 の バ ー は
、 ４ ０ 歳 よ り 若 齢 の 個 体 の 頻 度 を 示 す 。 暗 緑 色 の バ ー は 、 ６ ０ 歳 よ り 高 齢 の 個 体 の 頻 度 を
示 す 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 ｈ － ｍ ｓ ｒ － Ａ 遺 伝 子 座 に つ い て 、 年 齢 お よ び 性 別 で 層 化 さ れ た 白
人 集 団 の 、 対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 明 緑 色 の バ ー は 、
４ ０ 歳 よ り 若 齢 の 個 体 で の 頻 度 を 示 す ； 暗 緑 色 の バ ー は 、 ６ ０ 歳 よ り 高 齢 の 個 体 で の 頻 度
を 示 す 。
【 図 ２ ２ － Ａ 】 図 ２ ２ － Ａ は 、 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス の た め に 使 用 す る 、 サ ン プ ル デ ー タ
収 集 質 問 票 で あ る 。
【 図 ２ ２ － Ｂ 】 図 ２ ２ － Ｂ は 、 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス の た め に 使 用 す る 、 サ ン プ ル デ ー タ
収 集 質 問 票 で あ る 。
【 図 ２ ２ － Ｃ 】 図 ２ ２ － Ｃ は 、 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス の た め に 使 用 す る 、 サ ン プ ル デ ー タ
収 集 質 問 票 で あ る 。
【 図 ２ ２ － Ｄ 】 図 ２ ２ － Ｄ は 、 健 康 体 の デ ー タ ベ ー ス の た め に 使 用 す る 、 サ ン プ ル デ ー タ
収 集 質 問 票 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 ア ッ セ イ フ ラ グ メ ン ト か ら の セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 遺 伝
子 型 決 定 を お こ な う と き に 、 図 ２ ４ の コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ 装 置 に よ っ て 実 行 さ れ る プ ロ セ
ッ シ ン グ を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 本 発 明 に 従 う シ ス テ ム を 示 す ブ ロ ッ ク ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 本 発 明 に 従 う 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 同 定 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト
で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 質 量 分 析 計 か ら の デ ー タ を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 質 量 分 析 法 デ ー タ の ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変 換 の ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト ス テ ー ジ ０ ｈ ｉ デ ー タ を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る
。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 ス テ ー ジ ０ ノ イ ズ プ ロ フ ァ イ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 ス テ ー ジ ノ イ ズ 標 準 偏 差 の 作 成 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 デ ー タ ス テ ー ジ の ス レ シ ョ ル ド （ threshold） の 適 用 を グ ラ フ に 表
し た も の で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 希 薄 デ ー タ セ ッ ト を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 シ グ ナ ル を シ フ ト さ せ る 式 で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 ノ イ ズ を 除 去 し 、 そ し て シ フ ト し た シ グ ナ ル の 、 ウ ェ ー ブ レ ッ ト 変
換 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 ノ イ ズ を 除 去 し 、 そ し て シ フ ト し た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の
で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 ピ ー ク セ ク シ ョ ン の 除 去 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 ピ ー ク フ リ ー シ グ ナ ル の 作 成 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 ベ ー ス ラ イ ン 補 正 を 作 成 す る 方 法 の ブ ロ ッ ク ダ イ ヤ グ ラ ム で あ る 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ は 、 ベ ー ス ラ イ ン お よ び シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ は 、 ベ ー ス ラ イ ン を 除 去 し た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ は 、 圧 縮 し た デ ー タ を 示 す 表 で あ る 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ は 、 デ ー タ を 圧 縮 す る 方 法 の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ４ ３ 】 図 ４ ３ は 、 マ ス シ フ テ ィ ン グ を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ４ は 、 ピ ー ク 幅 の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ５ は 、 ピ ー ク の 除 去 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ６ は 、 ピ ー ク を 除 去 し た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ ７ 】 図 ４ ７ は 、 残 留 ベ ー ス ラ イ ン を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ８ は 、 残 留 ベ ー ス ラ イ ン が 除 去 さ れ た シ グ ナ ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ
る 。
【 図 ４ ９ 】 図 ４ ９ は 、 ピ ー ク 高 の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
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【 図 ５ ０ 】 図 ５ ０ は 、 各 ピ ー ク に つ い て 、 シ グ ナ ル － 対 － ノ イ ズ 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も
の で あ る 。
【 図 ５ １ 】 図 ５ １ は 、 各 ピ ー ク に つ い て 、 残 留 エ ラ ー の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る
。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ ２ は 、 ピ ー ク 確 率 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ５ ３ 】 図 ５ ３ は 、 ピ ー ク 確 率 に 対 す る 対 立 遺 伝 子 比 率 の 適 用 を グ ラ フ に 表 し た も の で
あ る 。
【 図 ５ ４ 】 図 ５ ４ は 、 ピ ー ク 確 率 の 決 定 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ５ ５ 】 図 ５ ５ は 、 遺 伝 子 型 の コ ー ル を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ５ ６ 】 図 ５ ６ は 、 遺 伝 子 型 を コ ー ル す る た め の 統 計 的 処 理 を 示 す フ ロ チ ャ ー ト で あ る
。
【 図 ５ ７ 】 図 ５ ７ は 、 標 準 を 欠 く 遺 伝 子 型 決 定 を お こ な う と き 、 図 １ の コ ン ピ ュ ー テ ィ ン
グ 装 置 に よ っ て 実 行 さ れ る プ ロ セ ッ シ ン グ を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ５ ８ 】 図 ５ ８ は 、 標 準 を 欠 く 遺 伝 子 型 プ ロ セ ッ シ ン グ の た め の 、 ピ ー ク 確 率 に 対 す る
対 立 遺 伝 子 比 率 の 適 用 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る 。
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【 図 １ － Ｃ 】 【 図 ２ － Ａ 】

【 図 ２ － Ｂ 】

【 図 ２ － Ｃ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ － Ａ 】
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【 図 ７ － Ｂ 】 【 図 ７ － Ｃ 】

【 図 ７ － Ｄ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ － Ａ 】
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【 図 ２ ２ － Ｂ 】 【 図 ２ ２ － Ｃ 】

【 図 ２ ２ － Ｄ 】 【 図 ２ ３ 】
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【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】
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【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】
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【 図 ３ ５ 】
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【 図 ３ ８ 】

【 図 ３ ９ 】
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【 図 ４ ８ 】
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库，识别多态性遗传标记和其他标记以及使用数据库与疾病和状况相关
的方法和方法。 。 [选择图]无


