
(57)【要約】
本発明はシトシン－メチル化の検出のためのオリゴヌクレオチッド及び／またはＰＮＡ－
オリゴマー及び方法を提供するもので、これは特定の疾病について、遺伝的及び／または
後天的パラメーターの組の解析による、疾病または疾病の発病素質の診断のために特に好
適である。
【解決手段】
下記の段階からなることを特徴とする、シトシンのメチル化の解析により、進行状態の疾
病または特定の疾病の発病素質の診断のために、遺伝的及び／または後天的パラメーター
を調べる方法。
ａ）一つのゲノムＤＮＡ－試料について、５－部位の非メチル化シトシン塩基を化学処理
によって、ウラシルまたは他の、塩基対挙動がシトシンに類似していない塩基に変換する
、 b）化学的に前処理したゲノムＤＮＡを、プライマーオリゴヌクレオチッド及びポリメ
ラーゼの組合わせ物によって増幅する、 c）増幅産物をオリゴヌクレオチッド及び／また
はＰＮＡ－ゾンデまたは一つのアレーの使用によってハイブリッド化する、ｄ）ハイブリ
ッド化された増幅産物の存在を証明する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 一 つ に 相 当 す る 、 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 、 少
な く と も １ ８ 塩 基 長 の 配 列 断 片 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
化 学 的 に 前 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の ） を ハ イ ブ リ ッ ド 化 す
る 、 少 な く と も ９ ヌ ク レ オ チ ッ ド 長 の 塩 基 配 列 を そ の 都 度 、 少 な く と も 含 む 、 化 学 的 に 前
処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 中 の シ ト シ ン の メ チ ル 化 状 態 の 検 査 用 の オ リ ゴ マ ー [オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） － オ リ ゴ マ ー ]。
【 請 求 項 ３ 】
塩 基 配 列 が 、 少 な く と も 一 つ の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド を 含 む 請 求 項 ２ に 記 載 の オ リ ゴ マ
ー 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の シ ト シ ン が オ リ ゴ マ ー の 約 ３ 分 の 一 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ３ に 記 載 の オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 一 つ の 、 少 な く と も 一 つ の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド あ
た り 、 少 な く と も 一 つ の オ リ ゴ マ ー を 含 む 請 求 項 ３ に 記 載 の オ リ ゴ マ ー の 組 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 一 つ の 配 列 の 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド 毎 に 少 な く と
も 一 つ の オ リ ゴ マ ー を 含 む 請 求 項 ５ に 記 載 の オ リ ゴ マ ー の 組 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 少 な く と も 一 つ に 相 当 す る Ｄ Ｎ Ａ － 配 列 ま た は 断 片 の
増 幅 用 に プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド と し て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 、 少 な く
と も 二 つ の 核 酸 の 組 。
【 請 求 項 ８ 】
少 な く と も 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が 一 つ の 固 相 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ７ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 組 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ２ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の オ リ ゴ マ ー の 少 な く と も １ ０ 個 を 含 む 、 配 列 Ｉ Ｄ １ ～
配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ に 相 当 す る 、 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の シ ト シ ン － メ チ
ル 化 状 態 及 び ／ ま た は 多 形 性 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ッ ド （ Ｓ Ｎ Ｐ s） の 検 出 用 の オ リ ゴ マ ー ゾ
ン デ の 組 。
【 請 求 項 １ ０ 】
配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ チ ル 化 状 態 と 相 関 関 係 に
あ る 疾 病 解 析 用 の 異 な る オ リ ゴ マ ー （ ア レ ー ） の 、 担 体 上 に 固 定 さ れ る 配 置 方 法 で あ っ て
、 請 求 項 ２ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の オ リ ゴ マ ー が 固 相 に 結 合 さ れ て い
る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 ２ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 異 な る オ リ ゴ マ ー （ ア レ ー ） の 固 相 上 に 結 合 し た 配 置
。
【 請 求 項 １ ２ 】
固 相 の 平 坦 な 平 面 上 に 四 角 形 ま た は 六 角 形 状 格 子 形 で 、 配 置 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ １ に 記 載 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド － 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー 配 列
の ア レ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
固 相 表 面 が シ リ カ 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ ロ ー ル 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀
ま た は 金 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の ア レ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ～ １ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 核 酸 を 含 む 、 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状
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態 と 相 関 関 係 を 有 す る 疾 病 の 解 析 用 Ｄ Ｎ Ａ － ア レ ー 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － ア レ ー 。
【 請 求 項 １ ５ 】
下 記 の 段 階 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 シ ト シ ン の メ チ ル 化 の 解 析 に よ り 、 進 行 状 態 の 疾
病 ま た は 特 定 の 疾 病 の 発 病 素 質 の 診 断 の た め に 、 遺 伝 的 及 び ／ ま た は 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー
を 調 査 す る 方 法 。
ａ ） 一 つ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ － 試 料 に つ い て 、 ５ － 部 位 の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 塩 基 を 化 学 処 理
に よ っ て 、 ウ ラ シ ル ま た は 他 の 、 塩 基 対 挙 動 が シ ト シ ン に 類 似 し て い な い 塩 基 に 変 換 す る
；
b） こ の 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 断 片 が 、 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の プ
ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ の 組 合 わ せ の 使 用 に よ っ て 増 幅 さ れ 、 そ
の 際 、 増 幅 産 物 が 証 明 可 能 な 標 識 を 帯 び て い る ；
c） 増 幅 産 物 は 請 求 項 ２ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ
Ｎ Ａ － ゾ ン デ ま た は 請 求 項 １ １ ～ １ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 一 つ の ア レ ー の 使 用 に よ っ て
ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ る ；
ｄ ） 次 い で 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ た 増 幅 産 物 が 証 明 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ６ 】
化 学 処 理 が 重 亜 硫 酸 塩 、 酸 性 亜 硫 酸 塩 ま た は 亜 硫 酸 水 素 塩 の 溶 液 に よ っ て 行 な わ れ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
１ ０ を 超 え る 異 な る 、 １ ０ ０ ～ ２ ， ０ ０ ０ の 塩 基 対 長 の 断 片 が 増 幅 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
増 幅 が 多 く の Ｄ Ｎ Ａ － 断 片 に よ っ て 、 反 応 器 中 で 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５
～ １ ７ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ が 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ － ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ ～ １ ８ の
何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
増 幅 産 物 の 標 識 が 蛍 光 標 識 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ ～ ２ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
増 幅 産 物 の 標 識 が 放 射 性 核 種 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ ～ ２ ０ の 何 れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
増 幅 産 物 の 標 識 が 、 質 量 分 析 計 で 証 明 可 能 で あ っ て 、 分 離 可 能 な 、 通 常 分 子 量 の 分 子 断 片
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ ～ ２ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
増 幅 産 物 ま た は 増 幅 産 物 の 断 片 が 質 量 分 析 計 で 証 明 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ ～
２ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
質 量 分 析 計 の 検 出 能 力 を 改 善 す る た め に 、 検 出 対 象 の 断 片 が 各 々 陽 荷 電 ま た は 陰 荷 電 を 帯
び る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ 及 び ／ ま た は 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
検 出 が マ ト リ ッ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） ま た は 電 子 噴
射 質 量 分 析 法 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） に よ っ て 行 な わ れ 、 映 像 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ ～
２ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 ま た は 細 胞 構 成 物 か ら 得 ら れ 、 そ の 際 、 Ｄ Ｎ Ａ の 供 給 源
が 例 え ば 、 細 胞 列 、 生 検 、 血 液 、 喀 痰 、 便 、 尿 、 脳 － 脊 髄 － 液 、 パ ラ フ ィ ン 埋 め 込 み 組 織
、 例 え ば 、 眼 、 腸 、 腎 臓 、 脳 、 心 臓 、 前 立 腺 、 肺 、 乳 房 ま た は 肝 臓 の 組 織 、 組 織 の 顕 微 鏡
ス ラ イ ド ガ ラ ス 標 本 及 び こ れ ら か ら 得 ら れ る 全 て の 可 能 な 組 み 合 わ せ を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ５ ～ ２ ６ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 ２ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 重 亜 硫 酸 塩 （ ＝ 酸 性 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ） 及 び オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 ２ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は
Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の キ ッ ト ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ３ の 何 れ か １ 項 に 記
載 の 、 以 下 に 列 挙 す る 各 種 疾 病 、 障 害 等 に つ い て メ チ ル 化 サ ン プ ル の 解 析 に よ る 診 断 及 び
治 療 。 薬 剤 の 副 作 用 ； 各 種 癌 ； Ｃ Ｎ Ｓ － 機 能 欠 損 ； 攻 撃 的 徴 候 ま た は 挙 動 ； 脳 傷 害 の 結 果
、 惹 起 さ れ る 臨 床 的 、 心 理 的 及 び 社 会 的 マ イ ナ ス の 効 果 ； 精 神 錯 乱 及 び 人 格 錯 乱 ； 老 人 性
痴 呆 及 び ／ ま た は そ れ に 附 随 す る 徴 候 ； 心 筋 症 ； 胃 腸 系 統 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ；
呼 吸 器 系 統 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 傷 害 、 炎 症 、 感 染 、 免 疫 、 及 び ／ ま た は 、 回 復
期 、 発 育 期 の 身 体 異 常 と し て の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 皮 膚 、 筋 肉 、 結 合 組 織 ま た は
骨 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 内 分 泌 及 び 代 謝 系 の 機 能 欠 損 ； 頭 痛 、 性 機 能 障 害 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
近 年 、 分 子 生 物 学 に お い て 、 方 法 的 展 開 の 後 に 、 成 功 し て い る 研 究 分 野 は 、 遺 伝 子 自 体 、
Ｒ Ｎ Ａ に お け る こ の 遺 伝 子 の 翻 訳 及 び そ れ か ら 生 成 す る 蛋 白 質 で あ る 。 個 々 の 開 発 経 過 に
お け る 何 時 、 ど の 遺 伝 子 が 評 価 さ れ た か 、 如 何 に し て 特 定 の 細 胞 及 び 組 織 の 、 特 定 の 遺 伝
子 の 活 性 化 及 び 阻 害 が 制 御 さ れ る か は 、 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム の メ チ ル 化 の 程 度 及 び 特 性 に
相 関 す る 。 そ の 限 り で は 、 個 々 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム の 変 化 し た メ チ ル 化 サ ン プ ル に お け
る 疾 病 状 態 が 表 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 発 明 は 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 、 Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー 及 び 進 行 中 の 疾 病 ま た は 特 定
の 疾 病 の 発 病 素 質 に つ い て の 診 断 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 従 来 の 技 術 ）
Ｃ pＧ 島 の メ チ ル 化 は 、 し ば し ば 、 転 写 不 活 性 － 性 と 同 一 視 さ れ る 。 Ｃ pＧ 島 遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー 中 に 見 ら れ る 一 義 的 な 証 明 は さ れ て い な い が 、 全 て の Ｃ pＧ 島 と 既 知 の プ ロ モ ー
タ ー が 局 在 す る メ チ ル 化 位 置 と は 同 じ で は な い 。 異 な る 、 組 織 特 異 性 の 、 刻 印 の 遺 伝 子 に
お い て 、 Ｃ pＧ 島 は 転 写 出 発 部 位 か ら 、 見 か け 上 、 下 流 方 向 に 離 れ た 部 位 に 局 在 し 、 多 く
の 遺 伝 子 が 複 数 の プ ロ モ ー タ ー を 有 し て い る 。 疾 病 の 多 く が Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ
チ ル 化 と 因 果 関 係 に あ る と 実 証 さ れ て い る 。 古 典 的 突 然 変 異 に 対 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ － メ チ ル 化
で は 、 コ ー ド 化 さ れ た 遺 伝 子 の 機 能 を 変 え る こ と な く 、 塩 基 置 換 を 行 な う メ カ ニ ズ ム が 重
要 で あ る 。 後 天 的 変 換 と 古 典 的 突 然 変 異 と の 間 の 相 互 作 用 は 腫 瘍 遺 伝 子 で は 重 要 な 役 割 を
演 じ る 。 例 え ば 、 病 巣 に つ い て の 過 度 の メ チ ル 化 及 び 一 般 的 な ゲ ノ ム メ チ ル 化 は 多 く の 異
な る 腫 瘍 タ イ プ の 指 標 と な る 。 腫 瘍 の 発 生 及 び 腫 瘍 の 進 行 は 過 度 の メ チ ル 化 に よ っ て 、 誘
発 さ れ た 突 然 変 異 及 び 他 の 、 遺 伝 子 遮 断 、 － こ れ は 細 胞 増 殖 及 び ／ ま た は 遺 伝 子 の 、 脱 メ
チ ル を 経 て 、 誘 導 さ れ た 、 発 生 学 的 展 開 に の み 必 要 な 、 再 活 性 化 を 制 御 す る が － 、 が 原 因
と な る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
遺 伝 性 、 非 ポ リ ー プ 性 結 腸 直 腸 癌 で は 、 例 え ば 、 突 然 変 異 マ イ ナ ス の 大 腸 ガ ン の 主 要 部 は
、 以 前 は 、 hMLH1プ ロ モ ー タ ー の 過 度 メ チ ル 化 及 び そ れ に 続 く hMLH1の 非 － 発 現 、 欠 損 対 の
修 復 に 原 因 が あ る [Bevilacqua RA、 Simpson AJ． ハ イ レ ベ ル ミ ク ロ サ テ ラ イ ト 不 安 定 性 を
有 す る 散 発 性 胃 癌 に お け る hMLH1突 然 変 異 で は な い 、 hMLH1プ ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 。 Int 
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J Cancer． 2000 Jul 15;87(2):200～ 3]。 肺 癌 の 原 因 で は 、 発 現 の 減 少 が Ｒ Ａ Ｓ 効 果 － 相
同 体 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に お け る Ｃ pＧ 島 の メ チ ル 化 と 関 連 す る [Dammann R、 Li C、 Yoon 
JH、 Chin PL、 Bates S、 Pfeifer GP、 肺 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 坐 3p21.3.か ら の RAS結 合 域 同 族 蛋
白 質 の 後 天 的 不 活 性 化 。 Nat Genet 2000 Jul； 25(3):315～ 9]。 プ ロ モ ー タ ー の 過 度 の メ
チ ル 化 を 含 む 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 Ｌ Ｋ Ｂ １ の 後 天 的 不 活 性 化 は Peutz－ Jeghers症 候 と 関 連 す
る [Esteller M、 Avizienyte E、 Conn PG、 Lothe RA、 Baylin SB、 Aaltonen LA、 Herman J
G、 一 次 腫 瘍 の Ｌ Ｋ Ｂ １ の 後 天 的 不 活 性 化 は Peutz－ Jeghers症 候 と 関 連 す る 。 Oncogene． 2
000 Jan 6;19(1):164～ 8]。
【 ０ ０ ０ ５ 】
メ チ ル 化 と 関 連 す る 疾 病 の 多 く が 、 そ の 病 因 に お い て 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 p１ ６ ま た は p１ ５
遺 伝 子 の 間 に 、 真 菌 症 と p16(INK４ a)遺 伝 子 の 間 に 認 め ら れ る よ う な 密 接 な 関 係 を 示 し て
い る [Navas IC、 Ortiz-Romero PL、 Villuendas R、 Martinez P、 Garcia C、 Gomez E、 Rod
riguez JL、 Garcia D、 Vanaclocha F、 Iglesias L、 Piris MA、 Algara P、 p16(INK４ a)遺
伝 子 の 変 性 は し ば し ば 真 菌 症 の 原 因 に な る 。 Am J Pathol． 2000 May;156(5):1565～ 72]。
ま た 、 胃 癌 の 転 写 遺 伝 子 p１ ６ の 切 断 と 若 干 の 、 特 殊 な Ｃ pＧ 部 位 の 新 た な メ チ ル 化 の 間 に
は 、 あ る 強 力 な 関 係 が あ る [Song SH、 Jong HS、 Choi HH、 Kang SH、 Ryu MH、 Kim NK、 Kim
 WH、 Bang YJ、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 特 殊 な Ｃ pＧ 部 位 の メ チ ル 化 は 胃 癌 の 、 p16(INK４ a)発
現 を 強 力 に 制 御 で き る 。 Int J Cancer． 2000 Jul 15;87(2):236～ 40]。 初 期 の 胆 管 硬 化 症
と 関 連 す る 胆 管 癌 の 病 因 は 、 p１ ６ プ ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 に 依 存 す る 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 p
１ ６ の 不 活 性 化 、 と 相 関 関 係 に あ る [Ahrendt SA、 Eisenberger CF、 Yip L、 Rashid A、 Ch
ow JT、 Pitt HA、 Sidransky D、 染 色 体 ９ p２ １ 損 失 及 び 初 期 胆 管 硬 化 症 に 関 連 す る 胆 管 癌
の p１ ６ 不 活 性 化 。 J Surg Res． 1999 Jun 1;84(1):88～ 93]。 白 血 病 素 因 及 び 急 性 リ ン パ
性 白 血 病 の 進 行 に お い て 、 p１ ６ 遺 伝 子 の 過 度 の メ チ ル 化 に よ る 不 活 性 化 が 、 一 つ の 役 割
を 演 じ る  [Nakamura M、 Sugita K、 Inukai T、 Goi K、 Iijima K、 Tezuka T、 Kojika S、 S
hiraishi K、 Miyamoto N、 Karakida N、 Kagami K、 O-Koyama T、 Mori T、 Nakazawa S、 p
１ ６ ／ Ｍ Ｔ Ｓ １ ／ １ Ｎ Ｋ ４ A遺 伝 子 は １ １ q２ ３ 転 移 の 幼 児 性 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 に お け
る 過 度 の メ チ ル 化 に よ っ て し ば し ば 不 活 性 化 さ れ る 。 Leukemia． 1999 Jun;13(6):884～ 90
]。 更 に 、 p１ ６ 遺 伝 子 及 び p1５ 遺 伝 子 の 過 度 メ チ ル 化 が 多 く の 骨 髄 癌 の 原 因 に 決 定 的 役 割
を 演 じ て い る こ と が 前 提 に な る [Ng NH、 Wong IH、 Lo KW、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 の 変 化 及 び 多 数
の 骨 髄 炎 。 リ ン パ 性 白 血 病 。 1999 Aug;34(5‾6):463～ 72]。 腎 臓 癌 の 発 病 素 質 に は メ チ ル
化 に よ っ て 不 活 性 化 さ れ た Ｖ Ｈ Ｌ － 遺 伝 子 が 関 与 し て い る と み な さ れ る [Glavac D、 Ravni
k－ Glavac M、 Ovcak Z、 Masera A、 腎 細 胞 癌 の 源 発 と 進 行 に お け る 遺 伝 子 的 変 化 。 Pfluge
rs Arch． 1996； 431（ 6 Suppl 2） :R193～ 4]。 ５ ’ Ｃ pＧ 島 の 異 常 メ チ ル 化 は 鼻 咽 喉 系 癌
に お け る p１ ６ 遺 伝 子 の 転 写 不 活 性 化 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る [Lo KW、 Cheung ST、 Le
ung SF、 van Hasselt A、 Tsang YS、 Mak KF、 Chung YF、 Woo JK、 Lee JC、 Huang DP、 鼻
咽 喉 系 癌 に お け る p１ ６ 遺 伝 子 の 過 度 メ チ ル 化 。 Cancer Res． 1996 Jun 15;56(12):2721～
5]。 肝 細 胞 癌 で は p１ ６ 蛋 白 の 不 活 性 化 が 証 明 さ れ て い る 。 プ ロ モ ー タ ー の 過 度 メ チ ル 化
及 び 遺 伝 子 の 同 型 接 合 体 の 消 去 は こ こ で は 頻 繁 な メ カ ニ ズ ム に 属 す る [Jin M、 Piao Z、 Ki
m NG、 Park C、 Shin EC、 Park JH、 Jung HJ、 Kim CG、 Kim H、 p１ ６ は 肝 細 胞 癌 に お け る
一 つ の 大 き な 不 活 性 化 標 的 で あ る 。 2000 Jul 1;89(1):60～ 8]。 Ｄ Ｎ Ａ － メ チ ル 化 は 乳 癌
の Ｂ Ｒ Ｃ Ａ ― １ 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る こ と が 証 明 さ れ た 。  [Magdinier F、 Billa
rd LM、 Wittmann G、 Frappart L、 Benchaib M、 Lenoir GM、 Guerin JF、  Dante R、 Ｂ Ｒ
Ｃ Ａ ― １ の Ｃ pＧ 島 ５ ’ 末 端 の 部 分 的 メ チ ル 化 は ヒ ト の 体 細 胞 Ｆ Ａ Ｓ Ｅ Ｂ の 遺 伝 子 発 現 を
抑 制 す る こ と に 関 与 す る 。 ]。 メ チ ル 化 と 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の 間 の 関 係 も 同 様 に 認 め ら
れ て い る [Martinez－ Delgado B、 Richart A、 Garcia MJ、 Robledo M、 Osorio A、 Cebrian
 A、 Rivas C、 Benitez J、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の 追 跡 に お け る 病 気 の 標 識 と し て の Ｐ 16in
k4a及 び Ｐ 15ink4b遺 伝 子 。 Br J Haematol． 2000 Apr;109(1):97～ 103]。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｃ pＧ － メ チ ル 化 は Ｔ － 細 胞 白 血 病 を 進 行 さ せ 、 こ れ は Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ａ 遺 伝 子 の 発 現 低 下 と
相 関 す る [Nosaka K、 Maeda M、 Tamiya S、 Sakai T、 Mitsuya H、 Matsuoka M、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２
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Ａ 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 増 加 は 成 人 Ｔ － 細 胞 白 血 病 の 進 行 と 相 関 す る 。 Cancer Res． 2000 F
eb 15;60(4):1043～ 8]。 膀 胱 癌 で は 、 Ｃ pＧ － 島 の メ チ ル 化 度 を 上 げ る こ と と 関 連 す る [Sa
lem C、 Liang G、 Tsai YC、 Coulter J、 Knowles MA、 Feng AC、 Groshen S、 Nichols PW、
Jones PA、 膀 胱 癌 の Ｃ pＧ 島 の メ チ ル 化 度 と 進 行 速 度 の 増 加 。 Cancer Res． 2000 May 1;60
(9):2473～ 6]。 食 道 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 の 転 写 非 活 性 化 は 、 病 気 の 進 行 に 関 与 す る Ｆ Ｈ Ｉ Ｔ
遺 伝 子 の メ チ ル 化 と 関 連 す る [Shimada Y、 Sato F、 Watanabe G、 Yamasaki S、 Kato M、 Ma
eda M、 Imamura M、 脆 弱 な ヒ ス チ ジ ン 三 つ 組 み 遺 伝 子 発 現 の 低 下 は 食 道 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌
の 進 行 に 関 係 が あ る が 、 患 者 の 予 兆 及 び 喫 煙 歴 に は 無 関 係 で あ る 。 Cancer． 2000 Jul 1;8
9(1):5～ 11]。 中 性 エ ン ド ペ プ チ ダ － ゼ ２ ４ ． １ １ （ Ｎ Ｅ Ｐ ） は 、 男 性 ホ ル モ ン 非 依 存 性
前 立 腺 癌 の 生 長 に 関 与 す る 、 神 経 ペ プ チ ッ ド の 成 長 を 非 活 性 化 す る 。 Ｎ Ｅ Ｐ － プ ロ モ ー タ
ー の 過 度 の メ チ ル 化 に よ る Ｎ Ｅ Ｐ 発 現 の 減 少 は 、 神 経 ペ プ チ ッ ド 刺 激 性 男 性 ホ ル モ ン 非 依
存 型 前 立 腺 癌 の 成 長 を 助 長 す る [Usmani BA、 Shen R 、 Janeczko M、 Papandreou CN、 Lee 
WH、 Nelson WG、 Nelson JB、 Nanus DM、 ヒ ト 前 立 腺 癌 の 中 性 エ ン ド ペ プ チ ダ － ゼ 遺 伝 子 プ
ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 。 Clin Cancer Res． 2000 May;6(5):1664～ 70]。 成 人 の 副 腎 皮 質 腫
瘍 は 腫 瘍 － Ｄ Ｎ Ａ の 構 造 的 異 常 を 示 す 。 こ の 異 常 は 他 の Ｉ Ｇ Ｆ ２ 遺 伝 子 の 過 発 現 下 に 、 こ
の 遺 伝 子 坐 の Ｄ Ｎ Ａ の 脱 メ チ ル と 関 連 が あ る [Wilkin F、 Gagne N、 Paquette J、 Oligny L
L、 Deal C、 小 児 性 副 腎 皮 質 腫 瘍 ： 分 子 内 変 異 が イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の 過
発 現 へ と 導 く 。 J Clin Endocrinol Metab． 2000 May;85(5):2048～ 56． Review]。 網 膜 芽
腫 遺 伝 子 で 、 多 く の ポ リ ヌ ク レ オ チ ッ ド に お け る Ｄ Ｎ Ａ － メ チ ル 化 が こ の 疾 病 に 関 与 し て
い る こ と が 認 め ら れ て い る [Mancini D、 Singh S、 Ainsworth P、 Rodenhiser D、 網 膜 芽 腫
遺 伝 子 （ Ｒ Ｂ １ ） に お け る 、 構 成 的 に 突 然 変 異 を 起 こ し 易 い ホ ッ ト ス ポ ッ ト と し て の メ チ
ル 化 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド 。 Am J Hum Genet． 1997 Jul;61(1):80～ 7]。 慢 性 骨 髄 白 血 病
の 進 行 に 関 し て 、 p５ ３ 遺 伝 子 の 規 制 解 除 と メ チ ル 化 対 象 の 変 更 と の 間 に は 、 関 連 が あ る
と 推 測 さ れ る [Guinn BA、 Mills KI、 慢 性 骨 髄 白 血 病 の 進 行 に お け る 、 p５ ３ 突 然 変 異 、 メ
チ ル 化 及 び ゲ ノ ム の 不 安 定 度 。 Leuk Lymphoma． 1997 Jul;26(3～ 4):211～ 26]。 ま た 、 急
性 骨 髄 白 血 病 の メ チ ル 化 と の 関 連 も 証 明 さ れ て い る [Melki JR、 Vincent PC、 Clark SJ．
急 性 骨 髄 白 血 病 の 多 数 遺 伝 子 の 同 時 過 度 メ チ ル 化 。 Cancer Res． 1999 Aug 1;59(15):3730
～ 40]。 ウ イ ル ム ス 腫 瘍 の 抑 制 遺 伝 子 に お け る 腫 瘍 特 異 性 メ チ ル 化 部 位 が 同 定 さ れ た [Kley
menova EV、 Yuan X、 LaBate ME、 Walker CL、 ウ イ ル ム ス 腫 瘍 の 抑 制 遺 伝 子 に お け る 腫 瘍
特 異 性 メ チ ル 化 部 位 の 同 定 。 Oncogene． 1998 Feb 12;16(6):713～ 20]。 バ ー キ ッ ト リ ン パ
腫 で は 、 い く つ か の プ ロ モ ー タ ー が 完 全 な Ｃ pＧ － メ チ ル 化 を 示 し て い る [Tao Q、 Roberts
on KD、 Manns A、  Hildesheim A、 Ａ mbinder RF、 特 定 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 に お け る エ プ
ス テ イ ン － バ ー ト ウ イ ー ル ス （ Ｅ Ｂ Ｖ ） ： 初 期 腫 瘍 組 織 の 分 子 的 解 析 。 Blood． 1998 Feb 
15;91(4):1373～ 81]。 甲 状 腺 腫 瘍 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ － メ チ ル 化 が 一 つ の 役 割 を 演 じ て い る
こ と が 認 め ら れ て い る [Venkataraman GM、 Yatin Ｍ 、 Marcinek R、 Ain KB、 脱 分 化 甲 状 腺
腫 瘍 に お け る 沃 化 物 摂 取 の 制 限 ： Ｎ a＋ ／ Ｉ － シ ン ポ ー タ ー 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 へ の 関
係 。 J Clin Endocrinol Metab． 1999 Jul;84(7):2449～ 57]。
【 ０ ０ ０ ７ 】
多 く の 癌 性 疾 病 が メ チ ル 化 と 関 連 す る だ け で な く 、 多 く の 非 癌 性 疾 病 も メ チ ル 化 と 関 連 し
て い る 。 関 節 炎 の 研 究 が 、 こ の 病 気 が ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 と 関 連 す る こ と を 示 し て い
る [Kim YI、 Logan JW、 Mason JB、 Roubenoff R、 関 節 炎 に お け る Ｄ Ｎ Ａ の 低 メ チ ル 化 ： 抗
悪 性 腫 瘍 薬 に よ る 逆 療 法 。 Lab Clin Med． 1996 Aug;128(2):165～ 72]。 Ｉ Ｃ Ｆ － 症 候 で は
メ チ ル 化 で 規 制 さ れ た 発 現 が 実 証 さ れ た [Kond T、 Bobek MP、 Kuick R、 Lamb B、 Zhu X、 N
arayan A、 Bourc'his D、 Viegas－ Pequignot E、 Ehrlich M、 Hanash SM、 Ｉ Ｃ Ｆ － 症 候 に
お け る 全 － ゲ ノ ム の メ チ ル 化 ： 非 サ テ ラ イ ト Ｄ Ｎ Ａ の 低 メ チ ル 化 は Ｄ ４ Ｚ ４ Ｎ Ｂ Ｌ ２ を 反
復 す る 。 ]。 シ ス テ ム ル ー パ ス 紅 斑 症 へ の メ チ ル 化 の 関 与 が 推 定 さ れ る [Vallin H、 Perers
 A、 Alm GV、 Ronnblom L、 シ ス テ ム ル ー パ ス 紅 斑 症 に お け る 内 因 性 Ｉ Ｆ Ｎ － α 誘 導 物 質 の
ミ ミ ッ ク 組 み 合 わ せ の 、 抗 体 の 抗 － 二 重 － 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 及 び 免 疫 刺 激 性 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ． J 
Immunol． 1999 Dec1;163(11):6306～ 13];同 様 に 、 デ ュ シ ェ ン ヌ 型 進 行 性 筋 ジ ス ト ロ フ ィ
ー 及 び Ｃ pＧ 島 の 間 の 関 連 [Banerjee S、 Singh PB、 Rasberry C、 Cattanach BM、 マ ウ ス 精
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子 の 書 込 み Ｈ １ ９ 領 域 の ク ロ マ チ ン 体 の 初 期 遺 伝 継 承 。 Mech Dev． 2000 Feb;90(2):217～
26;Burmeister M、 Lehrach H、 デ ュ シ ェ ン ヌ 型 進 行 性 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 遺 伝 子 の 周 辺 図 。
Nature． 1986 Dec11～ 17;324(6097):582～ 5]。 ア ミ ロ イ ド 前 駆 蛋 白 の 低 メ チ ル 化 に 関 与 す
る 後 天 的 効 果 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 発 生 に 関 与 す る と 推 定 さ れ る [West RL、 Lee JM、 Ma
roun LE、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 脳 中 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 蛋 白 遺 伝 子 の 低 メ チ ル 化 。 J Mol
 Neurosci． 1995;6(2):141～ 6]。 染 色 体 面 で も メ チ ル 化 状 態 は 重 要 な 役 割 を 演 じ る 。 例 え
ば 、 Ｘ － 染 色 体 の 脆 弱 性 と 関 係 す る 精 神 的 発 育 不 全 症 候 に お い て 、 染 色 体 の 脆 弱 性 の 程 度
は メ チ ル 化 に よ っ て 決 定 さ れ る [de Muniain AL、 Cobo AM、 Poza JJ、 Saenz A、 （ Ｄ Ｎ Ａ
の 不 安 定 性 に よ る 病 気 ） 。 Neurologia． 1995 Dec;10 Suppl 1:12～ 9]。
【 ０ ０ ０ ８ 】
５ － メ チ ル シ ト シ ン は 最 も 頻 繁 に 現 わ れ る 、 真 核 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ の 共 有 結 合 反 応 し た 塩 基 で
あ る 。 こ れ は 例 え ば 、 遺 伝 子 書 込 み 及 び 腫 瘍 発 生 の 際 、 転 写 規 制 で 或 役 割 を 演 じ る 。 遺 伝
情 報 の 構 成 部 分 と し て の ５ ― メ チ ル シ ト シ ン の 同 定 は そ れ 故 非 常 に 興 味 が あ る 。 ５ ― メ チ
ル シ ト シ ン は シ ト シ ン と 同 じ 塩 基 対 挙 動 を 示 す の で 、 ５ ― メ チ ル シ ト シ ン の 部 位 は 配 列 に
よ っ て は 同 定 で き な い 。 更 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ － 増 幅 で は ５ ― メ チ ル シ ト シ ン が 有 す る 後 天 的 情 報
は 完 全 に 失 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
Ｄ Ｎ Ａ の ５ － メ チ ル シ ト シ ン に つ い て の 研 究 で 、 比 較 的 新 し く 、 頻 繁 に 使 用 さ れ る 方 法 は
、 重 亜 硫 酸 塩 と シ ト シ ン と の 特 殊 な 反 応 で あ る 。 こ れ は そ の 後 に 続 く ア ル カ リ 加 水 分 解 で
、 そ の 塩 基 対 挙 動 が チ ミ ン に 相 当 す る と こ ろ の ウ ラ シ ル に 変 化 す る 。 ５ － メ チ ル シ ト シ ン
は そ れ に 対 し て 、 こ の 条 件 下 で 変 化 し な い 。 こ の よ う に し て 、 元 の Ｄ Ｎ Ａ は 変 換 さ れ て 、
も と も と 、 そ の 増 幅 挙 動 か ら で は シ ト シ ン と 区 別 さ れ 得 な か っ た メ チ ル シ ト シ ン は 、 今 や
、 通 常 の 分 子 生 物 学 的 技 法 で 、 僅 か に 残 存 す る シ ト シ ン と し て 、 例 え ば 、 増 幅 及 び ハ イ ブ
リ ッ ド 化 ま た は 配 列 化 に よ っ て 証 明 さ れ る 。 感 度 に 関 す る 現 技 術 水 準 は 、 調 べ る Ｄ Ｎ Ａ を
ア ガ ロ ー ス － マ ト リ ッ ク ス に 封 じ こ め る こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ の 拡 散 と 変 性 （ 重 亜 硫 酸 塩
は 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に の み 反 応 す る ） が 防 止 さ れ 、 全 て の 沈 殿 － 及 び 精 製 過 程 が 迅 速 な 透 析 操 作
で 置 き 換 え ら れ る [Olek、 A． et al． 、 Nucl． Acids． Res． 1996、 24、 5064～ 5066]。 ポ テ
ン シ ャ ル が 具 体 的 に 説 明 で き る 方 法 に よ っ て 、 個 々 の 細 胞 が 研 究 さ れ る 。 た だ し 、 今 日 ま
で 、 僅 か ３ ０ ０ ０ 塩 基 対 長 ま で の 個 別 領 域 が 調 べ ら れ た に す ぎ ず 、 数 千 の メ チ ル 化 解 析 を
要 す る 細 胞 研 究 は 不 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ の 方 法 で は 、 僅 少 量 の 試 料 か ら の 非 常 に 小 さ い
断 片 か ら 信 頼 性 の あ る 解 析 結 果 を 得 る こ と は で き な い 。 こ れ ら 試 料 は マ ト リ ッ ク ス に よ る
拡 散 の 保 護 に よ っ て も ロ ス さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
５ － メ チ ル シ ト シ ン を 証 明 す る 広 範 な 公 知 の 方 法 に つ い て の 概 観 は 、 次 ぎ の 概 観 － 刊 行 物
か ら 読 み 取 れ る 。 ： Rein、 T． 、 DePamphilis、 M． L． 、 Zorbas、 H． 、 Nucleic Acids Res
． 1998、 26、 2255．
【 ０ ０ １ １ 】
重 亜 硫 酸 塩 － 技 法 は 今 日 ま で 、 ほ ん の 僅 か の 例 外 [Z． B． Zechnigk、 M． et al． 、 Eur． J
． Hum． Gen． 1997、 5、 94～ 98]と し て 研 究 で 使 用 さ れ て い た 。 常 に 既 知 の 遺 伝 子 の 短 い 、
特 殊 な 断 片 が 重 亜 流 酸 塩 － 処 理 後 増 幅 さ れ る か 、 完 全 に 配 列 さ れ て い る か [Olek、 A． und 
Walter、 J． 、 Nat． Genet． 1997、 17、 275～ 276]ま た は 個 々 の シ ト シ ン － 位 置 が “ プ ラ イ
マ ー － 延 長 － 反 応 “ [Gonzalgo、 M． L． und Jones、 P． A． 、 Nucl． Acids Res． 1997、 25
、 2529～ 2531、 WO-Patent 9500669]ま た は 酵 素 断 片 [Xiong、 Z． und Laird、 P． W． 、 Nucl
． Acids． Res． 1997、 25、 2532～ 2534]が 証 明 さ れ た 。 こ れ に は ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ る 証
明 も 記 載 さ れ て い る [Olek et al． 、 WO99 28498]。
【 ０ ０ １ ２ 】
個 々 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 証 明 に 重 亜 硫 酸 塩 － 技 法 を 使 用 す る こ と を 記 載 し て い る 他 の 刊
行 物 は 以 下 の 通 り で あ る 。 Xiong、 Z und Laird、 P． W． (1 7)、 Nucl． Acids Res． 25、 25
32;Gonzalgo、 M． L． und Jones、 P． A． (1997)、 Nucl． Acids Res． 25、 2529;Grigg、 S．
und Clark、 S． (1994)、 Bioassays 16、 431;Zeschnik、 M． et al． (1997)、 Human Molecu
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lar Genetics 6、 387;Teil、 R． et al． (1994)、 Nucl． Acids． Res． 22、 695;Martin、 V
． et al． (1995)、 Gene 157、  261;WO 9746705、 WO 9515373 und WO 45560．
【 ０ ０ １ ３ 】
マ ト リ ッ ク ス － 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 － 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） は 非 常 に
優 れ た 分 子 生 物 学 に お け る 解 析 手 段 で あ る [Karas、 M． und Hillenkamp、 F． (1988)、 分 子
量 １ ０ ０ ０ ０ ダ ル ト ン を 超 え る 蛋 白 質 分 子 の レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 。 Anal． Chem． 60:229
9～ 2301]。 或 分 析 で は 光 吸 収 性 マ ト リ ッ ク ス が 使 用 さ れ て い る 。 短 い レ ー ザ ー 照 射 で マ ト
リ ッ ク ス が 蒸 発 し 、 被 分 析 分 子 は 分 解 す る こ と な く ガ ス 化 す る 、 マ ト リ ッ ク ス 分 子 の 衝 撃
に よ り 、 被 分 析 分 子 の イ オ ン 化 が 達 成 さ れ る 。 一 定 の 電 圧 に よ り 、 イ オ ン は 飛 行 管 へ と 加
速 さ れ る 。 イ オ ン の 質 量 に 比 例 し て 、 異 な る 強 さ で 加 速 さ れ る 。 小 さ い イ オ ン は 大 き い イ
オ ン よ り 早 く 検 出 器 に 到 達 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 は ペ プ チ ッ ド 及 び 蛋 白 質 の 分 析 に 優 れ て お り 、 且 つ 好 適 で あ
る 。 核 酸 の 分 析 に は や や 難 点 が あ る [Gut、 I． G． und Beck、 S． (1995)Ｄ Ｎ Ａ 及 び マ ト リ
ッ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 。 分 子 生 物 学 ： 技 術 革 新 の 現 状 と 将 来 の 傾 向
1:147～ 157． ]。 核 酸 の 分 析 時 の 感 度 は 、 ペ プ チ ッ ド の 場 合 の 感 度 に 比 較 し て 約 １ ０ ０ 倍
も 悪 く 、 断 片 の 大 き さ が 増 加 す る に 従 が っ て 、 そ れ に 不 釣 合 な 程 度 に 感 度 が 低 下 す る 。 核
酸 に つ い て は 、 多 量 の 負 電 荷 を 帯 び た 骨 格 を 有 す る の で 、 マ ト リ ッ ク ス に よ る イ オ ン 化 過
程 が 本 質 的 に 非 効 率 的 で あ る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 で は 、 マ ト リ ッ ク ス の 選 択 が
非 常 に 重 要 で あ る 。 ペ プ チ ッ ド の 脱 離 用 に 、 非 常 に 細 か い 結 晶 に な る 、 非 常 に 有 効 な 、 い
く つ か の マ ト リ ッ ク ス が 発 見 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ ヘ の 用 途 と し て は 、 感 度 に そ れ ほ ど 差 の な い
、 い く つ か の マ ト リ ッ ク ス が あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ を 化 学 処 理 し て ペ プ チ ッ ド に 類 似 す る も の に す
る こ と に よ っ て 、 感 度 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 普 通 の ホ ス フ ェ ー ト 骨 格 が チ オ ホ ス フ
ェ ー ト で 置 換 さ れ る ホ ス ホ ロ チ オ エ イ ト 核 酸 は 簡 単 な ア ル キ ル 化 剤 に よ っ て 、 中 性 電 荷 の
Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ る [Gut、 I． G． und Beck、 S． (1995)、 Ｄ Ｎ Ａ の 選 択 的 ア ル キ ル 化 法 と
質 量 分 析 法 に よ る 検 出 。 Nucleic Acids Res． 23:1367～ 1373]。 “ charge tags“ を こ の 化
学 変 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 さ せ る と 、 ペ プ チ ッ ド に み ら れ る 感 度 と 同 程 度 に 感 度 が 上 昇 す
る 。 “ charge tags“ の 、 も う 一 つ の 利 点 は 、 変 化 し な い 物 質 の 検 出 を 困 難 に す る 不 純 物
の 分 析 安 定 性 を 高 め る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 細 胞 － 試 料 、 組 織 － 試 料 ま た は 他 の 試 験 試 料 か ら 、 標 準 的 方 法 に よ り 得 ら
れ る 。 こ の 標 準 的 方 法 は Fritsch und Maniatis eds． 、 分 子 ク ロ ー ン ： 実 験 マ ニ ュ ア ル な
ど の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ 課 題 の 設 定 ）
本 発 明 は シ ト シ ン － メ チ ル 化 の 検 出 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ －
オ リ ゴ マ ー 及 び 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。 こ れ は 特 定 の 疾 病 に つ い て 、 遺 伝 的 及 び ／ ま
た は 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー の 組 の 解 析 に よ る 、 疾 病 ま た は 疾 病 の 発 病 素 質 の 診 断 の た め に 、
特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
本 発 明 は 少 な く と も 、 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７
１ ２ ） に お け る シ ト シ ン － メ チ ル 化 状 態 の 検 出 の た め に 使 用 さ れ る 、 １ ０ 個 の オ リ ゴ マ ー
ゾ ン デ （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ま た は Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー ） の 組 で あ る 。 こ の ゾ ン デ
に よ っ て 、 現 在 進 行 中 の 疾 病 ま た は 特 定 の 疾 病 の 発 病 素 質 の 診 断 の た め の 遺 伝 的 及 び ／ ま
た は 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー の 組 の 解 析 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 に お け る 遺 伝 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 請 求 項 記 載 の 核 酸 （ 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７
１ ２ ） の 突 然 変 異 及 び 多 形 性 及 び そ の 規 制 外 の 必 要 と す る 配 列 で あ る 。 特 に 、 突 然 変 異 と
し て は 、 組 込 み 、 一 部 染 色 体 の 欠 失 、 一 部 突 然 変 異 、 遺 伝 子 配 列 順 の 逆 位 及 び 多 形 性 及 び
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、 中 で も 特 に 、 Ｓ Ｎ Ｐ s（ 単 一 ヌ ク レ オ チ ッ ド 多 形 性 ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 多 形 性 は
上 記 の 組 込 み 、 一 部 染 色 体 の 欠 失 ま た は 遺 伝 子 配 列 順 の 逆 位 で も あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 に お け る 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 特 に 、 請 求 項 記 載 の 核 酸 （ 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ
４ ０ ７ １ ２ ） の Ｄ Ｎ Ａ － 塩 基 の シ ト シ ン － メ チ ル 化 及 び 更 な る 化 学 変 化 及 び そ の 規 制 外 の
必 要 と す る 配 列 で あ る 。 そ の 他 の 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化
が あ る が 、 こ れ は 本 発 明 の 方 法 で は 直 接 解 析 で き ず 、 再 度 の Ｄ Ｎ Ａ － メ チ ル 化 を 要 す る 。
前 記 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ で は 、 少 な く と も 、 １ ８ 塩 基 対 長 の 、 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列
Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 断 片 が 診 断 用 と し て 使 用 さ れ る 。 こ の 断 片 の 検 出 に は 、 少 な く と も 、 ９
ヌ ク レ オ チ ッ ド 長 の オ リ ゴ マ ー が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
上 記 オ リ ゴ マ ー は 少 な く と も 一 つ の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド を 含 む 。 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ
ド の シ ト シ ン は オ リ ゴ マ ー の 約 ３ 分 の １ 存 在 す る 。 オ リ ゴ マ ー の 組 に お い て は 、 そ の 都 度
、 少 な く と も 各 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド 毎 に 、 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 、 少 な
く と も 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が 存 在 す る 。 オ リ ゴ マ ー は 担 体 物 質 上 に 一 定 の 配 置 で
形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
こ の 関 係 に お い て は 、 更 に 、 請 求 項 記 載 の 、 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 核 酸 の 遺
伝 的 及 び ／ ま た は 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー の 診 断 の た め に は 、 個 々 の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド
で は な く て 、 配 列 中 に 存 在 す る 多 数 の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド が 解 析 さ れ ね ば な ら な い 。
本 発 明 の 方 法 の 特 に 好 ま し い 変 形 に お い て は 、 配 列 中 に 存 在 す る 全 て の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ
チ ッ ド が 研 究 さ れ ね ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 変 形 に お い て は 、 少 な く と も 一 つ の オ リ ゴ マ ー が 、 一 つ の 固 相 に
結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の 方 法 の 更 に 好 ま し い 変 形 の 一 つ に お い て は 、 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
に お け る 、 シ ト シ ン － メ チ ル 化 状 態 及 び ／ ま た は Ｓ Ｎ Ｐ s単 一 ヌ ク レ オ チ ッ ド 多 形 性 （ Ｓ
Ｎ Ｐ s） が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 に お け る オ リ ゴ マ ー は 、 メ チ ル 化 試 料 の 解 析 に よ っ て 、 以 下 に 列 挙 す る 各 種 疾 病 、
障 害 等 に つ い て の 診 断 に 使 用 さ れ る 。 薬 剤 の 副 作 用 ； 各 種 癌 ； Ｃ Ｎ Ｓ － 機 能 欠 損 、 障 害 ま
た は 疾 病 ； 攻 撃 的 徴 候 ま た は 挙 動 ； 脳 傷 害 の 結 果 、 惹 起 さ れ る 臨 床 的 、 心 理 的 及 び 社 会 的
マ イ ナ ス の 効 果 ； 精 神 錯 乱 及 び 人 格 錯 乱 ； 老 人 性 痴 呆 及 び ／ ま た は そ れ に 附 随 す る 徴 候 ；
心 筋 症 ； 胃 腸 系 統 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 呼 吸 器 系 統 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病
； 傷 害 、 炎 症 、 感 染 、 免 疫 、 及 び ／ ま た は 回 復 期 、 発 育 期 の 身 体 異 常 と し て の 機 能 欠 損 、
傷 害 ま た は 疾 病 ； 皮 膚 、 筋 肉 、 結 合 組 織 ま た は 骨 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 内 分 泌 及
び 代 謝 系 の 機 能 欠 損 ； 頭 痛 、 性 機 能 障 害 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ の 、 補 遺 中 に リ ス ト ア ッ プ さ れ て い る 核 酸 の 、 少 な く と
も 一 つ が 、 現 在 進 行 中 の 疾 病 ま た は 特 定 の 疾 病 の 発 病 素 質 の 診 断 の た め の 、 遺 伝 的 及 び ／
ま た は 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー の 組 の 解 析 用 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
更 に 、 本 発 明 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ － 試 料 に お け る シ ト シ ン － メ チ ル 化 及 び 多 形 性 、 単 一 ヌ ク レ
オ チ ッ ド の 検 出 用 の オ リ ゴ マ ー ゾ ン デ の 解 析 に よ っ て 、 現 在 進 行 中 の 疾 病 ま た は 特 定 の 疾
病 の 発 病 素 質 の 診 断 の た め の 、 重 要 な 遺 伝 的 及 び ／ ま た は 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー の 調 査 方 法
で あ り 、 そ の 方 法 は 次 の 段 階 よ り な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の 方 法 の 最 初 の 段 階 で は 、 一 つ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ － 試 料 に つ い て 、 ５ － 位 置 の 非 メ チ
ル 化 シ ト シ ン 塩 基 を 化 学 処 理 に よ っ て 、 ウ ラ シ ル 、 チ ミ ン ま た は 他 の 、 塩 基 対 挙 動 が シ ト
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シ ン に 類 似 し て い な い 塩 基 に 変 換 す る 。 こ れ は 次 ぎ に 、 化 学 的 前 処 理 を 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
通 常 の 専 門 家 に と っ て は 、 使 用 さ れ る 配 列 中 の 、 オ リ ゴ マ ー に お い て 、 チ ミ ン が ウ ラ シ ル
と 交 換 さ れ る 際 、 同 じ 目 的 が 達 成 さ れ る こ と が 理 解 で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
解 析 さ れ る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が 、 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 通 常 の Ｄ Ｎ Ａ の 供 給 源 か ら 得 ら れ
、 そ れ ら は 、 例 え ば 、 細 胞 列 、 生 検 、 血 液 、 喀 痰 、 便 、 尿 、 脳 － 脊 髄 － 液 、 パ ラ フ ィ ン 埋
め 込 み 組 織 、 例 え ば 、 眼 、 腸 、 腎 臓 、 脳 、 心 臓 、 前 立 腺 、 肺 、 乳 房 ま た は 肝 臓 の 組 織 、 組
織 の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ガ ラ ス 標 本 及 び こ れ ら か ら 得 ら れ る 全 て の 可 能 な 組 み 合 わ せ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
好 ま し く は 、 上 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 処 理 は 重 亜 硫 酸 塩 （ 酸 性 亜 硫 酸 塩 ま た は 亜 硫 酸 水 素 塩 ）
に よ っ て 行 な わ れ 、 次 い で 、 ア ル カ リ 加 水 分 解 さ れ て 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン － 核 塩 基 が ウ
ラ シ ル へ 変 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の 方 法 の 第 二 段 階 に お い て 、 化 学 的 に 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が プ ラ イ マ ー
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド に よ っ て 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
好 ま し く は 、 異 な る 、 １ ０ を 超 え る 数 の 、 １ ０ ０ ～ ２ ， ０ ０ ０ の 塩 基 対 長 の 断 片 が 増 幅 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の 、 変 形 さ れ た 、 好 ま し い 方 法 で は 増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り
行 わ れ 、 そ の 際 、 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ － ポ リ メ ラ ー ゼ が 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 が 多 く の Ｄ Ｎ Ａ － 断 片 に よ っ て 、 反 応 器 中 で 行 な わ れ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 変 形 に お い て は 、 そ の 配 列 が そ の 都 度 、 補 遺 （ 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列
Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ ） に リ ス ト ア ッ プ さ れ て い る 塩 基 配 列 の 少 な く と も １ ８ 塩 基 対 長 の 断 片 に
、 対 相 補 的 で あ る か 、 同 一 で あ り 、 少 な く と も 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド で あ る プ ラ イ
マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 組 を 含 む 。 こ の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド は 、 好 ま し
く は 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド を 含 ま な い こ と が 特 徴 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の 好 ま し い 形 態 は 、 更 に 、 異 な る オ リ ゴ マ ー が 固 相 の 平 坦 な 平 面 上 に 四 角 形 ま た は
六 角 形 状 格 子 形 で 、 配 置 さ れ て い る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の 、 変 形 さ れ た 、 好 ま し い 方 法 は 、 増 幅 が 、 固 相 に 結 合 す る 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ッ ド の 鎖 延 長 に よ っ て 行 な わ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
固 相 表 面 が シ リ カ 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ ロ ー ル 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀
ま た は 金 か ら な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
第 二 段 階 で 得 ら れ た 、 増 幅 産 物 は 、 次 い で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ －
ゾ ン デ ま た は 一 つ の ア レ ー の 使 用 に よ っ て ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 の 際 、
使 用 さ れ る 組 は 好 ま し く は 、 少 な く と も 、 １ ０ オ リ ゴ マ ー ゾ ン デ か ら な る も の で あ る 。 増
幅 産 物 は 固 相 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド を ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る ソ ン デ と し て 働 く 。
次 い で ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ な か っ た 断 片 は 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
前 記 オ リ ゴ マ ー は 、 少 な く と も 一 つ の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド を 含 む 、 少 な く と も ９ ヌ ク
レ オ チ ッ ド 長 の 塩 基 配 列 を 含 む も の で あ る 。 そ し て 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の シ ト シ ン
は オ リ ゴ マ ー の 約 ３ 分 の 一 で あ る 。 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド 毎 に 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
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ッ ド が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の 方 法 の 第 四 段 階 で は ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ な か っ た 増 幅 産 物 が 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 方 法 の 最 終 段 階 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ た 増 幅 産 物 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 配 列 が 存 在 す る 、 固 相 の 部 位 毎 に 、 増 幅 産 物 に
付 加 さ れ た 標 識 が 同 定 可 能 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 産 物 に 付 加 さ れ た 標 識 が 蛍 光 物 質 標 識 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 産 物 に 付 加 さ れ た 標 識 が 放 射 性 核 種 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 産 物 に 付 加 さ れ た 標 識 が 、 分 離 可 能 な 、 質 量 分 析 計 で 証 明 可 能 で
あ っ て 、 通 常 分 子 量 の 分 子 断 片 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 産 物 、 増 幅 産 物 の 断 片 ま た は 増 幅 産 物 に 相 補 的 な ゾ ン デ が 、 質 量
分 析 計 で 証 明 可 能 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 に お い て は 、 質 量 分 析 計 の 検 出 能 力 を 改 善 す る た め に 、 検 出 対 象 の 断 片 が 各 々 陽 荷
電 ま た は 陰 荷 電 を 帯 び る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 に お い て は 、 検 出 が マ ト リ ッ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ａ Ｌ
Ｄ Ｉ ） ま た は 電 子 噴 射 質 量 分 析 法 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） に よ っ て 行 な わ れ 、 映 像 化 さ れ る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
更 に 、 本 発 明 に お い て は 、 患 者 ま た は 健 常 者 個 人 の 好 ま し く な い 徴 候 の 診 断 及 び ／ ま た は
予 備 診 断 に お い て 、 こ の 好 ま し く な い 徴 候 が 重 要 な 遺 伝 的 及 び ／ ま た は 後 天 的 パ ラ メ ー タ
ー と 関 係 が あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 に お い て は 、 進 行 中 の 病 気 ま た は 、 あ る 特 定 の 疾 病 の 発 病 素 質 の 診 断 に 、 遺 伝 的 及
び ま た は ／ 後 天 的 パ ラ メ ー タ ー の 組 の 解 析 に よ る 方 法 が 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の 対 象 は 、 重 亜 硫 酸 塩 含 有 反 応 剤 ； 配 列 が そ の 都 度 、 少 な く と も 、 １ ８ 塩 基 対 長 の
、 補 遺 と し て リ ス ト ア ッ プ さ れ て い る 塩 基 配 列 （ 配 列 Ｉ Ｄ １ ～ 配 列 Ｉ Ｄ ４ ０ ７ １ ２ ） の 断
片 に 対 応 す る か 、 ま た は 、 そ れ に 相 補 的 で あ り 、 増 幅 産 物 製 造 用 で あ っ て 、 少 な く と も 、
二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド を 含 む 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ； オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ッ ド ； 及 び ／ ま た は 、 Ｐ Ｎ Ａ － オ リ ゴ マ ー の 組 ； 及 び 、 本 発 明 の 方 法 の 実 施 及 び 評 価 用
手 引 き ； か ら な る キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
次 ぎ の 実 施 例 は 、 特 定 の Ｃ Ｇ － 部 位 の メ チ ル 化 が 調 べ ら れ て い る と こ ろ の 、 遺 伝 的 非 ポ リ
ー プ 性 結 腸 直 腸 癌 に 関 与 す る hＨ Ｍ Ｌ １ 遺 伝 子 断 片 に つ い て の も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
第 １ 段 階 で は 、 ゲ ノ ム 配 列 が 、 塩 基 の ５ － 部 位 が メ チ ル 化 さ れ な い 、 全 て の 、 シ ト シ ン が
変 化 し て 、 塩 基 対 挙 動 が 異 な る 塩 基 を 生 成 し 、 そ れ に 対 し て 、 塩 基 の ５ － 部 位 が メ チ ル 化
さ れ た シ ト シ ン が 変 化 し な い よ う に 、 重 亜 硫 酸 塩 （ 亜 硫 酸 水 素 塩 、 酸 性 亜 硫 酸 塩 ） に よ り
処 理 さ れ る 。 反 応 が 重 亜 硫 酸 塩 の 濃 度 が ０ ． １ ～ ６ モ ル で 行 な わ れ る と 、 非 メ チ ル 化 シ ト
シ ン 塩 基 に 付 加 が 起 こ る 。 こ れ に は 、 変 性 剤 ま た は 溶 剤 及 び ラ ジ カ ル 捕 捉 剤 の 使 用 が 必 要
で あ る 。 次 い で 、 ア ル カ リ 加 水 分 解 に よ り 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン － 核 塩 基 が ウ ラ シ ル に 変
換 さ れ る 。 こ の 変 換 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 証 明 に 使 用 さ れ る 。 反 応 の 第 二 段
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階 で 、 Ｄ Ｎ Ａ － 試 料 が 水 ま た は 水 性 溶 剤 で 希 釈 さ れ る 。 続 い て Ｄ Ｎ Ａ の 脱 ス ル フ ォ ン （ １
０ ～ ３ ０ 分 、 ９ ０ ～ １ ０ ０ ℃ ） が ア ル カ リ pＨ 域 の 値 で 行 な わ れ る 。 本 発 明 の 方 法 の 第 三
段 階 で Ｄ Ｎ Ａ － 試 料 が 好 ま し く は 、 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ － ポ リ メ ラ ー ゼ の 使 用 下 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 に よ り 増 幅 さ れ る 。 本 実 施 例 で は 、 １ ５ ５ １ bp５ ’ 側 鎖 領 域 の hＨ Ｍ Ｌ １ 遺 伝 子
の シ ト シ ン が 調 べ ら れ る 。 こ こ で は 、 特 殊 な プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド で あ る Ａ Ｇ
Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ 及 び Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｇ
Ｃ に よ っ て 、 ７ １ ９ bp長 の 断 片 が 増 幅 さ れ る 。 こ の 増 幅 産 物 は 固 相 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ッ ド を 増 幅 す る 試 料 と し て 使 用 さ れ 、 二 重 鎖 構 造 、 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ
Ｃ Ａ Ｇ が 形 成 さ れ る 。 こ の と き 、 証 明 さ れ る シ ト シ ン は 増 幅 産 物 の ５ ８ ８ 部 位 に 存 在 す る
。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 産 物 の 証 明 は Ｃ y３ 及 び Ｃ y５ の 部 位 が 蛍 光 標 識 さ れ 、 増 幅 に 使 用 さ れ た
、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド に よ り 証 明 さ れ る 。 亜 硫 酸 塩 で 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の こ
の 位 置 に 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る な ら ば 、 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の ハ イ ブ リ ッ ド 化 反 応
は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド に よ っ て 起 こ る 。 こ の よ う に し て 、 そ の 都 度 、 調 べ ら れ る シ ト シ
ン の メ チ ル 化 状 態 は ハ イ ブ リ ッ ド 化 産 物 を 経 て 決 定 さ れ る 。
【 配 列 表 】
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