
(57)【要約】
ミトコンドリアゲノム全体の突然変異の検査が、前立腺がんや非黒色腫皮膚がんのような
疾患のための診断システムとして用いられている。ミトコンドリアゲノムにおける点突然
変異（トランジション、トランスバージョン）、欠失、逆位、重複、組換え、挿入または
これらの組合せを含む特徴的な突然変異および再配列が、前立腺がんおよび非黒色腫皮膚
がんの初期のインジケータとして用いられている。さらに、 4977bp、または他の関連する
突然変異および（または）欠失とともに「共通欠失（ common deletion）」が、老化の尺
度として用いられている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て 病 気 の 発 生 ま た は 進 行 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る 工 程 と 、
ｂ ） 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 工 程 と 、
ｃ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と 、
ｄ ） 生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 工 程 と を 備 え 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 病 気 の な い ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 連 し た 突 然 変 異 の デ ー タ と 、
病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 1の 方 法 で あ っ て 、
突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 が 、
ａ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る 工 程 と 、
ｂ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る 工 程 と 、
ｃ ） サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 、 ウ ェ ス タ ン お よ び サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン す る 工 程 と 、
ｄ ） Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 変 性 さ せ る 工 程 と 、
ｅ ） マ イ ク ロ ア レ イ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ま た は バ イ オ チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 工
程 と 、
ｆ ） 分 子 マ ー カ ー 分 析 と 、
ｇ ） ａ ） な い し ｆ ） の い ず れ か の 組 合 せ と 、
か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ は 、 病 気 と 関 連 す る 既 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 配 置
さ れ て い る ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 特 異 領 域 を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ が ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム 全 体 を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ の 方 法 で あ っ て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 病 気 の 潜 在 的 部 位 で あ る と 疑 わ れ る 組 織 か ら の も の で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ の 方 法 で あ っ て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 転 移 し て い る と 疑 わ れ る 組 織 か ら の も の で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん お よ び 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ７ に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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請 求 項 ７ に お い て 、
病 気 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ に お い て 、
突 然 変 異 が 、 単 一 塩 基 対 の 突 然 変 異 、 欠 失 、 挿 入 お よ び ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン の グ ル ー プ か
ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ に お い て 、
突 然 変 異 が ホ モ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ に お い て 、
突 然 変 異 が 任 意 の レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ に お い て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 、 唾 液 、 頬 の 細 胞 、 前 立 腺 液 、 唾 、 汗 、 Ｐ Ａ Ｐ 頚 管 組 織 、 尿 、 皮 膚
細 胞 、 骨 、 髪 、 リ ン パ 組 織 、 頚 管 塗 抹 、 乳 吸 引 物 、 お り も の 、 精 液 、 月 経 液 ま た は 生 検 組
織 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ク レ ー ム １ な い し １ ３ の い ず れ か に お い て 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 少 な く と も 有 意 性 の あ る 数 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 し て お り 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 母 系 お よ び 非 母 系 双 方 の 試 料 か ら 獲 得 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て 病 気 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る 工 程 と 、
ｂ ） 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 工 程 と 、
ｃ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と 、
ｄ ） 生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 工 程 と を 備 え 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 病 気 の な い ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 連 し た 突 然 変 異 の デ ー タ と 、
病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ５ の 方 法 で あ っ て 、
突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 が 、
ａ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る 工 程 と 、
ｂ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る 工 程 と 、
ｃ ） サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 、 ウ ェ ス タ ン お よ び サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン す る 工 程 と 、
ｄ ） Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 変 性 さ せ る 工 程 と 、
ｅ ） マ イ ク ロ ア レ イ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ま た は バ イ オ チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 工
程 と 、
ｆ ） 分 子 マ ー カ ー 分 析 と 、
ｇ ） ａ ） な い し ｆ ） の い ず れ か の 組 合 せ と 、
か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ６ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ は 、 病 気 と 関 連 す る 既 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 配 置
さ れ て い る ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 特 異 領 域 を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ６ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ が 全 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ５ の 方 法 で あ っ て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 病 気 の 潜 在 的 部 位 で あ る と 疑 わ れ る 組 織 か ら の も の で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ５ の 方 法 で あ っ て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 転 移 し て い る と 疑 わ れ る 組 織 か ら の も の で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ５ に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん お よ び 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 ２ １ に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 ２ １ に お い て 、
病 気 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ ５ に お い て 、
突 然 変 異 が 、 単 一 塩 基 対 の 突 然 変 異 、 欠 失 、 挿 入 お よ び ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン の グ ル ー プ か
ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ ５ に お い て 、
突 然 変 異 が ホ モ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ ５ に お い て 、
突 然 変 異 が 任 意 の レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ ５ に お い て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 、 唾 液 、 頬 の 細 胞 、 前 立 腺 液 、 唾 、 汗 、 Ｐ Ａ Ｐ 頚 管 組 織 、 尿 、 皮 膚
細 胞 、 骨 、 髪 、 リ ン パ 組 織 、 頚 管 塗 抹 、 乳 吸 引 物 、 お り も の 、 精 液 、 月 経 液 ま た は 生 検 組
織 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
ク レ ー ム １ ５ な い し ２ ７ の い ず れ か に お い て 、
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デ ー タ ベ ー ス が 、 少 な く と も 有 意 性 の あ る 数 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 し て お り 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 母 系 お よ び 非 母 系 双 方 の 試 料 か ら 獲 得 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 突 然 変 異 に よ っ て 示 さ れ る 病 気 素 質 ま た は 機 能 障 害 素 質 を 決
定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る 工 程 と 、
ｂ ） 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 工 程 と 、
ｃ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と 、
ｄ ） 生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 工 程 と を 備 え 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 病 気 の な い ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 連 し た 突 然 変 異 の デ ー タ と 、
病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 ２ ９ の 方 法 で あ っ て 、
突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 が 、
ａ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る 工 程 と 、
ｂ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る 工 程 と 、
ｃ ） サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 、 ウ ェ ス タ ン お よ び サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン す る 工 程 と 、
ｄ ） Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 変 性 さ せ る 工 程 と 、
ｅ ） マ イ ク ロ ア レ イ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ま た は バ イ オ チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 工
程 と 、
ｆ ） 分 子 マ ー カ ー 分 析 と 、
ｇ ） ａ ） な い し ｆ ） の い ず れ か の 組 合 せ と 、
か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ３ ０ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ は 、 病 気 と 関 連 す る 既 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 配 置
さ れ て い る ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 特 異 領 域 を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 ３ ０ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ が 全 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 ２ ９ の 方 法 で あ っ て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 病 気 の 潜 在 的 部 位 で あ る と 疑 わ れ る 組 織 か ら の も の で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 ２ ９ の 方 法 で あ っ て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 転 移 し て い る と 疑 わ れ る 組 織 か ら の も の で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 ２ ９ に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん お よ び 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 ３ ５ に お い て 、
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病 気 が 前 立 腺 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 ３ ５ に お い て 、
病 気 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 ２ ９ に お い て 、
突 然 変 異 が 、 単 一 塩 基 対 の 突 然 変 異 、 欠 失 、 挿 入 お よ び ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン の グ ル ー プ か
ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 ２ ９ に お い て 、
突 然 変 異 が ホ モ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 ２ ９ に お い て 、
突 然 変 異 が 任 意 の レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 ２ ９ に お い て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 、 唾 液 、 頬 の 細 胞 、 唾 、 前 立 腺 液 、 汗 、 乳 吸 引 物 、 お り も の 、 精 液
、 Ｐ Ａ Ｐ 頚 管 組 織 、 尿 、 皮 膚 細 胞 、 骨 、 髪 、 リ ン パ 組 織 、 お り も の 、 頚 管 塗 抹 ま た は 生 検
組 織 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
ク レ ー ム ２ ９ な い し ４ １ の い ず れ か に お い て 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 少 な く と も 有 意 性 の あ る 数 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 し て お り 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 母 系 お よ び 非 母 系 双 方 の 試 料 か ら 獲 得 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
ヒ ト 検 体 の 老 化 の 進 行 状 態 を 査 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） ヒ ト 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る 工 程 と 、
ｂ ） 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 工 程 と 、
ｃ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と 、
ｄ ） 生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 工 程 と を 備 え 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 病 気 の な い ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 連 し た 突 然 変 異 の デ ー タ と 、
病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ４ ３ の 方 法 で あ っ て 、
突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 が 、
ａ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る 工 程 と 、
ｂ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る 工 程 と 、
ｃ ） サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 、 ウ ェ ス タ ン お よ び サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン す る 工 程 と 、
ｄ ） Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 変 性 さ せ る 工 程 と 、
ｅ ） マ イ ク ロ ア レ イ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ま た は バ イ オ チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 工
程 と 、
ｆ ） 分 子 マ ー カ ー 分 析 と 、
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ｇ ） ａ ） な い し ｆ ） の い ず れ か の 組 合 せ と 、
か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
請 求 項 ４ ３ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ は 、 病 気 と 関 連 す る 既 知 の バ イ オ マ ー カ ー が 配 置
さ れ て い る ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 特 異 領 域 を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
請 求 項 ４ ３ の 方 法 で あ っ て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ が 全 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 ４ ３ に お い て 、
突 然 変 異 が 、 単 一 塩 基 対 の 突 然 変 異 、 欠 失 、 挿 入 お よ び ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン の グ ル ー プ か
ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 ４ ３ に お い て 、
突 然 変 異 が ホ モ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 ４ ３ に お い て 、
突 然 変 異 が 任 意 の レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 ４ ３ に お い て 、
生 物 学 的 試 料 が 、 血 液 、 唾 液 、 頬 の 細 胞 、 唾 、 前 立 腺 液 、 汗 、 Ｐ Ａ Ｐ 頚 管 組 織 、 尿 、 皮 膚
細 胞 、 骨 、 髪 、 リ ン パ 組 織 、 頚 管 塗 抹 、 お り も の 、 乳 吸 引 物 、 精 液 、 月 経 液 ま た は 生 検 組
織 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
ク レ ー ム ４ ３ な い し ５ ０ の い ず れ か に お い て 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 少 な く と も 有 意 性 の あ る 数 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 し て お り 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 母 系 お よ び 非 母 系 双 方 の 試 料 か ら 獲 得 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
複 数 の ヒ ト ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る デ ー タ ベ ー ス で あ っ て 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 病 気 の な い 状 態 と 関 連 す る 正 常 な 制 御 配 列 と 、 病 気 の 存 在
と 関 連 す る 配 列 ま た は 病 気 素 質 を 示 す 配 列 と か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る デ ー タ ベ ー ス 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 ５ ２ に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん お よ び 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 ５ ２ に お い て 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 ヒ ト 検 体 の 老 化 の プ ロ セ ス と 関 連 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
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ク レ ー ム ５ ３ ま た は ５ ４ に お い て 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 有 意 性 の あ る 数 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 し て お り 、 ミ ト コ ン ド
リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 母 系 お よ び 非 母 系 双 方 の 試 料 か ら 獲 得 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
病 気 の 診 断 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、
使 い 捨 て の チ ッ プ と 、 マ イ ク ロ ア レ イ と 、 使 い 捨 て チ ッ プ を 保 持 す る 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド
リ ア Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に ア ク セ ス す る
た め の 手 段 と を 備 え た 、
病 気 の 診 断 の た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
病 気 素 質 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
使 い 捨 て の チ ッ プ と 、 マ イ ク ロ ア レ イ と 、 使 い 捨 て チ ッ プ を 保 持 す る 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド
リ ア Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に ア ク セ ス す る
た め の 手 段 と を 備 え た 、
病 気 素 質 を 決 定 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
複 数 の 核 酸 要 素 と 固 形 基 質 を 有 す る ア レ イ で あ っ て 、
各 核 酸 要 素 が 病 気 の 存 在 を 示 す と と も に 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ と ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ
か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ と か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て お り 、 各 核 酸 要 素 が ア レ イ 上 で
特 有 の 位 置 を 有 し て お り 、 固 形 基 質 に 安 定 し て 結 合 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
請 求 項 ５ ８ に お い て 、
各 核 酸 要 素 が 前 立 腺 が ん を 示 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
請 求 項 ５ ８ に お い て 、
各 核 酸 要 素 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん を 示 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ １ 】
複 数 の 核 酸 要 素 と 固 形 基 質 を 有 す る ア レ イ で あ っ て 、
各 核 酸 要 素 が 病 気 素 質 を 示 す と と も に 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ と ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ か
ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ と ｃ Ｄ Ｎ Ａ と か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て お り 、 各 核 酸 要 素 が ア
レ イ 上 で 特 有 の 位 置 を 有 し て お り 、 固 形 基 質 に 安 定 し て 会 合 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
請 求 項 ５ ８ に お い て 、
各 核 酸 要 素 が 病 気 素 質 を 示 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
請 求 項 ５ ８ に お い て 、
各 核 酸 要 素 が 老 化 の プ ロ セ ス と 関 係 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
患 者 の 病 気 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ た 核 酸 試 料 を 、 固 形 基 質 と 複 数 の 核 酸 要 素 を 有 す る ア レ
イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 工 程 を 備 え 、 各 核 酸 要 素 が 病 気 の 存 在 を 示 し て お り 、 各
核 酸 要 素 が 特 有 の 位 置 を 有 す る と と も に 固 形 基 質 に 安 定 し て 結 合 し て お り 、 ア レ イ を 有 す
る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 要 素 へ の 核 酸 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 病 気 の 存 在
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を 示 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
請 求 項 ６ ４ に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
請 求 項 ６ ５ に お い て 、
前 立 腺 液 試 料 を 患 者 か ら 分 離 す る 工 程 を さ ら に 備 え た 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
請 求 項 ６ ５ に お い て 、
前 立 腺 液 試 料 か ら 核 酸 試 料 を 用 意 す る 工 程 を さ ら に 備 え た 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
患 者 の 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ た 核 酸 試 料 を 、 固 形 基 質 と 複 数 の 核 酸 要 素 を 有 す る ア レ
イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 工 程 を 備 え 、 各 核 酸 要 素 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん を 示 し て お
り 、 各 核 酸 要 素 が 特 有 の 位 置 を 有 す る と と も に 固 形 基 質 に 安 定 し て 結 合 し て お り 、 ア レ イ
を 有 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 要 素 へ の 核 酸 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 非 黒
色 腫 皮 膚 が ん の 存 在 を 示 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
請 求 項 ６ ８ に お い て 、
皮 膚 試 料 を 患 者 か ら 分 離 す る 工 程 を さ ら に 備 え た 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
請 求 項 ６ ９ に お い て 、
皮 膚 試 料 か ら 核 酸 試 料 を 準 備 す る 工 程 を さ ら に 備 え た 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る 工 程 と 、
ｂ ） 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 工 程 と 、
ｃ ） 試 料 上 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 変 性 さ せ る 工 程 と 、
を 備 え た 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て 病 気 と 関 連 す る 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て
、
ａ ） 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る 工 程 と 、
ｂ ） 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 工 程 と 、
ｃ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と 、
ｄ ） 生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 工 程 と を 備 え 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 病 気 の な い 共 通 集 団 の バ リ ア ン ト の デ ー タ と 、 病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン
ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 分 野 に 関 す る 。 と く に 、 本 発 明 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ
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ノ ム の 突 然 変 異 に 関 す る と と も に 、 疾 患 の ほ ん の 初 期 の 段 階 に お け る そ の イ ン ジ ケ ー タ と
し て の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
生 物 科 学 に お け る 最 近 の 大 き な 流 れ は 、 ヒ ト の ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト で あ り 、 そ の デ ー タ の
商 業 的 利 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 デ ー タ が 個 人 の レ ベ ル に お い て 特 定 的 な も の で は な い
た め 、 こ の 情 報 の 使 用 お よ び 提 供 に は 例 外 的 な 制 限 が あ る 。 信 じ ら れ な い ほ ど に 、 デ ー タ
は ほ ん の 少 数 の 個 人 か ら の も の で あ り 、 ヒ ト の 集 団 に 存 在 す る 変 化 を ほ と ん ど 表 し て お ら
ず 、 デ ー タ を 一 般 的 な 適 用 に の み 有 用 な も の に し て い る 。 ヒ ト の ゲ ノ ム の 驚 く ほ ど の 複 雑
さ は 、 個 人 ベ ー ス へ の 適 用 を 実 行 不 可 能 な も の に し て い る 。 ヒ ト 一 人 の 核 の ゲ ノ ム の 配 列
を 完 全 に 決 定 す る た め に 、 米 国 の エ ネ ル ギ ー 省 お よ び 国 家 保 健 研 究 所 は 、 １ ９ ８ ８ 年 以 来
２ ５ 億 ド ル を 投 資 し て い る （ http://www.ornl.gov/hgmis/project/budget.html） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム は 、 コ ン パ ク ト だ が 重 要 な 核 酸 配 列 で あ る 。 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム
は 、 細 胞 呼 吸 に 必 要 な 酵 素 の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 。 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ つ ま り ｍ
ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 33億 塩 基 対 （ base pairs: bp Andersonら (1981); Andrews ら (1999)） の 巨
大 な 核 ゲ ノ ム に 比 べ て 、 16,569 塩 基 対 に お い て 核 酸 の 非 常 に 小 さ な ゲ ノ ム で あ る 。 そ の
遺 伝 補 体 （ genetic complement） は 、 そ の 核 細 胞 の 相 手 の 遺 伝 補 体 よ り も 天 文 学 的 に 小 さ
い （ 0.0005%） 。 し か し な が ら 、 連 絡 つ ま り 化 学 的 シ グ ナ ル は 、 日 常 的 に 発 生 し て い る （ S
herrattら (1997)） 。 さ ら に 、 特 定 の 核 成 分 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 配 列 の 維 持 お よ び 保 持 に
対 し て 責 任 が あ る 。 潜 在 的 な 疾 患 を 示 す 核 の 再 配 列 に よ っ て こ れ ら の 核 領 域 が 機 能 し な く
な っ た と き 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 突 然 変 異 が 現 れ 始 め る 。 ま た 、 特 定 の ミ ト コ ン ド リ ア が 、
ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム に お け る 体 細 胞 突 然 変 異 に よ っ て 誘 発 さ れ る 欠 失 に よ る 細 胞 内 破 壊
の た め に 認 定 さ れ る か も し れ な い 。 こ の よ う な 理 論 的 な メ カ ニ ズ ム は 、 こ れ か ら 発 症 し よ
う と す る 病 気 の 徴 候 と し て 役 立 つ か も し れ な い 。 ミ ト コ ン ド リ ア を 作 成 す る の に 、 約 3,00
0の 遺 伝 子 が 必 要 で あ る が 、 こ れ ら の う ち の た っ た 37個 が ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム に よ っ て
コ ー ド さ れ て お り 、 こ の こ と は 、 遺 伝 子 座 に 対 す る ミ ト コ ン ド リ ア の か な り の 依 存 性 を 示
し て い る （ Naviaux(1997)） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 本 質 的 な 役 割 は 、 細 胞 代 謝 を 燃 焼 さ せ る 細 胞 燃 料 で あ る ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸
（ Ａ Ｔ Ｐ ） の 生 成 で あ る 。 重 要 な こ と に 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム は 、 そ の 重 要 な 機 能 に 必
要 な 酸 化 ・ 還 元 反 応 を 達 成 す る た め に 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム に よ っ て 供 給 さ れ た １ ３ の
ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て （ Leonard and Shapira(1997)） 、 核 コ ー ド さ れ た ７ ０ の タ ン パ ク
質 に 依 存 し て い る 。 種 々 の 組 織 お よ び 器 官 が 、 異 な る 程 度 で 酸 化 的 リ ン 酸 化 反 応 に 依 存 し
て い る 。 さ ら に 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 突 然 変 異 は 、 種 々 の 慢 性 変 性 疾 患 に 関 係 し て い
る （ Gattermannら (1995)） 。 欠 陥 酸 化 的 リ ン 酸 化 反 応 （ Ｏ Ｘ Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ ） に 関 連 す る 疾 患 は
、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 に 関 連 し て い る と 考 え ら れ て い る （ Byrne(1992)） 。 し た が っ て
、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 の 激 し さ が 増 す こ と に よ り Ｏ Ｘ Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ が 減 少 す る に つ れ て 、 種
々 の 臨 床 的 表 現 型 を 引 き 起 こ す 、 器 官 特 有 の エ ネ ル ギ ー 閾 値 が 超 え ら れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
最 近 、 フ リ ス （ Fliss） ら （ 2000） は 、 肺 が ん お よ び 膀 胱 が ん か ら の 第 １ 期 腫 瘍 に お い て
本 来 著 し く ホ モ プ ラ ス ミ ー で あ っ た ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 の 高 周 波 が 、 突 然 変 異 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ
が が ん 細 胞 に お い て 支 配 的 で あ っ た こ と を 示 し て い る こ と を 発 見 し た 。 点 突 然 変 異 お よ び
欠 失 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム お よ び 膜 に 対 し て 酸 素 の フ リ ー ラ ジ カ ル に よ る 障 害 で あ る
と こ ろ の 、 プ ロ グ ラ ム さ れ て い な い が 避 け ら れ な い 副 作 用 で あ る と 考 え ら れ て い る （ Miqu
elら (1992)） 。 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム が 防 御 ヒ ス ト ン を 有 し て い な い ば か り か 、 ミ ト コ ン
ド リ ア の 酸 素 発 生 内 膜 の 近 傍 で 酸 化 損 傷 の 影 響 を 受 け や す い の で 、 こ の よ う な 理 論 は 一 応
妥 当 性 が あ る 。 さ ら に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が コ ン パ ク ト な ゲ ノ ム を 有 し て お り 、 イ ン ト ロ ン を 有
し て い な い の で 、 有 毒 な 事 象 が 、 生 化 学 的 機 能 障 害 に 帰 着 す る こ と に な る コ ー ド 配 列 に 影
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響 を 与 え や す く な る 。 こ の 機 能 障 害 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 の み な ら ず 核 損 傷 に つ な が る 細 胞
酸 化 作 用 を さ ら に 増 加 さ せ 、 こ れ に よ り 、 細 胞 が 癌 進 行 状 態 に 入 る 可 能 性 を 増 加 さ せ る （
Pentaら (2001)） 。 こ の 点 に お い て 、 研 究 は 、 年 齢 の 増 加 と と も に ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 損 傷 が 増
加 し （ Cortopassi & Wang 1955） 、 そ れ に 続 い て 、 い つ か は 起 こ る 細 胞 死 に つ な が る こ と
に な る 呼 吸 機 能 の 低 下 が 生 じ る （ Miquelら (1992)） と い う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】

ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 成 長 過 程 は 、 重 要 な 診 断 ツ ー ル で あ る 。 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 は 、 核 の
突 然 変 異 と 関 係 し て い る こ と が 多 い が 、 病 気 の 症 状 を 示 す 予 備 的 な イ ン ジ ケ ー タ と し て し
ば し ば 用 い ら れ て お り 、 以 下 の よ う な 病 気 （ こ れ ら に は 限 定 さ れ な い が ） に 関 連 す る バ イ
オ マ ー カ ー と し て 作 用 し て い る 。 す な わ ち 、 組 織 損 傷 、 （ 直 接 ） 喫 煙 お よ び 間 接 喫 煙 に よ
る 癌 （ Leeら (1998); Wei(1998)） 、 ２ ０ 歳 の 頃 に 始 ま っ て そ の 後 増 加 す る ミ ト コ ン ド リ ア
ゲ ノ ム 突 然 変 異 の 蓄 積 に 基 づ い た 寿 命 （ von Wurmb(1998)） 、 発 が ん 物 質 、 変 異 原 ま た は
紫 外 線 に さ ら さ れ る こ と に よ る ま た は 突 然 変 異 に よ り 生 じ る 転 移 性 疾 患 （ Birch-Machin(2
000)） 、 骨 関 節 症 、 心 臓 血 管 障 害 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 （ Shoffnerら (199
3); Sherrattら (1997); Zangら (1998)） 、 年 齢 に 関 係 し た 難 聴 （ Seidmanら (1997)） 、 視
神 経 の 変 性 お よ び 心 拍 不 整 （ Brownら (1997); Wallceら (1988)） 、 慢 性 進 行 性 眼 球 突 出 症
（ Taniikeら (1992)） 、 粥 状 硬 化 症 （ Boglioloら (1999)） 、 乳 頭 状 甲 状 腺 が ん お よ び 甲 状
腺 腫 瘍 （ Yehら (2000)） 、 な ら び に そ の 他 の 病 気 （ 例 ： Naviaux(1997); Chinnery お よ び  
Turnbull(1997)） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
と く に 、 こ れ ら の 変 性 は 、 点 突 然 変 異 （ ト ラ ン ジ シ ョ ン 、 ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン ） 、 欠 失 （
一 つ の 塩 基 か ら 何 千 も の 塩 基 へ の ） 、 逆 位 、 重 複 （ 一 つ の 塩 基 か ら 何 千 も の 塩 基 へ の ） 、
組 換 え 、 挿 入 （ 一 つ の 塩 基 か ら 何 千 も の 塩 基 へ の ） を 含 ん で い る 。 ま た 、 特 定 の 塩 基 対 の
変 性 、 欠 失 ま た は 結 合 が 、 前 立 腺 が ん 、 皮 膚 が ん お よ び 肺 が ん の 早 期 発 症 ば か り で な く 、
老 化 （ 例 ： Polyakら (1998)） 、 早 期 老 化 、 発 が ん 物 質 に さ ら さ れ る こ と （ Leeら (1998)）
な ど と 関 係 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 卵 を 介 し て の み 子 孫 に 伝 え ら れ る の で 、 こ の 遺 伝 手 段 を 通 じ て ミ ト コ ン ド リ
ア 配 列 を 理 解 す る の は 重 要 な こ と で あ る 。 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 は 、 母 系 の 血 族 間 で 広 汎 に 変
化 す る （ Wardら (1991)） 。 し た が っ て 、 病 気 に 関 連 し た 突 然 変 異 は 、 こ の 変 化 と 比 較 し て
明 確 に 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。 た と え ば 、 特 定 の 癌 に 関 連 し て 、 何 人 か の 個 人 の 配 列
に 見 ら れ る 特 定 の Ｔ か ら Ｃ へ の ト ラ ン ジ シ ョ ン は 、 実 際 に は 、 特 定 の 地 理 的 領 域 に 広 ま っ
た つ ま り 民 族 性 に 関 連 し た 、 母 系 の 血 族 に お け る 自 然 の 変 化 で あ ろ う 。 た と え ば 、 先 住 北
ア メ リ カ 人 は 、 異 常 に 高 い 頻 度 で 大 人 が 糖 尿 病 を 発 症 す る 。 ま た 、 す べ て の 北 米 先 住 民 は
、 Ａ ， Ｂ ， Ｃ ， Ｄ お よ び Ｘ で 表 さ れ る 五 つ の 基 本 的 な 母 系 血 族 に よ っ て 、 一 般 に 特 徴 付 け
ら れ て い る （ Schurrら (1990); Stone お よ び  Stoneking(1993); Smithら (1999)） 。 血 族
Ａ は 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 663 bp(塩 基 対 )に お い て 部 位  Hae III に 帰 着 す る こ と に
な る 単 純 点 突 然 変 異 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の 突 然 変 異 と 成 人 の 糖 尿 病 発
症 と の 間 に 原 因 と な る 関 係 は な か っ た 。 ま た 、 血 族 集 団 内 に お い て さ え 、 配 列 変 性 が 存 在
す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
特 定 の 血 族 に 関 連 し た 特 定 の マ ー カ ー の 外 側 に は 、 人 の 集 団 に お け る 配 列 の 変 性 よ り も も
っ と 多 く 人 の 集 団 に お け る 変 性 が あ る （ Eastonら (1996); Wardら (1991, 1993)） 。 こ の よ
う な 相 違 は 、 病 気 が 関 連 し た 突 然 変 異 の 最 適 な 識 別 の た め に 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。
し た が っ て 、 縦 構 造 の 力 を 真 似 す る （ つ ま り 、 被 験 者 が 実 質 的 な 時 間 に わ た っ て 追 跡 す る
） 母 系 研 究 の ア プ ロ ー チ （ Parsonsら (1997)） が 、 病 気 と の 関 連 を 持 た な い 突 然 変 異 と 対
照 的 で あ る と こ ろ の 、 病 気 と 直 接 関 連 す る 突 然 変 異 を 識 別 す る の に 用 い ら れ な け れ ば な ら
な い 。 さ ら に 、 タ バ コ の 間 接 喫 煙 、 低 レ ベ ル の ア ス ベ ス ト 、 鉛 、 す で に 知 ら れ て お り か つ
多 く の 環 境 で 低 レ ベ ル の す べ て の 突 然 変 異 原 の よ う な 特 定 の 物 質 が 、 特 定 の 点 突 然 変 異 の
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原 因 と な る か も し れ な い が 、 必 ず し も 病 気 に 特 異 性 の あ る マ ー カ ー で は な い 。 し た が っ て
、 実 質 的 な ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 デ ー タ ベ ー ス が 、 自 然 な 進 行 過 程 と し て の ま た は 作 用 因 子 に さ
ら さ れ る こ と に よ る 潜 在 的 な 病 気 を 正 確 に 予 測 す る た め の 明 確 な 必 要 条 件 で あ る 。 さ ら に
、 分 子 全 体 の 配 列 が 、 そ の す べ て の 情 報 量 の た め に 決 定 さ れ な け れ ば な ら な い 。 点 突 然 変
異 （ ト ラ ン ジ シ ョ ン 、 ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン ） 、 欠 失 （ 一 つ の 塩 基 か ら 何 千 も の 塩 基 へ の ）
、 逆 位 、 重 複 （ 一 つ の 塩 基 か ら 何 千 も の 塩 基 へ の ） 、 組 換 え お よ び 挿 入 （ 一 つ の 塩 基 か ら
何 千 も の 塩 基 へ の ） の す べ て が 、 全 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム に わ た っ て 全 体 と し て 特 徴 付 け
ら れ な け れ ば な ら な い 。 こ れ に よ り 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム に お い て 利 用 可 能 な す べ て の
情 報 を 捕 捉 す る こ と が 保 証 さ れ る 。 細 胞 質 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム （ 16,569bp） は 、 核 の 場
合 と 同 様 に 、 個 人 レ ベ ル で は 、 そ の 配 列 が 決 定 さ れ た が 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム は 、 診 断
ツ ー ル と し て の 使 用 の た め に 、 集 団 レ ベ ル で は そ の 配 列 が 決 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
最 近 、 ミ ト コ ン ド リ ア は 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 腫 瘍 生 物 学 の 他 の 局 面 に お け る 役 割 ゆ え に
、 発 が ん 性 の 進 行 過 程 に お い て 密 接 に 結 び 付 け ら れ て き た （ Green & Reed(1998); Penta
ら (2001)） 。 と く に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 体 細 胞 突 然 変 異 は 、 多 く の ヒ ト の 腫 瘍 で 観 察 さ れ て き
た （ Habanoら (1998); Polyakら (1998); Tamuraら (1999); Flissら (2000))。 こ れ ら の う ち
後 者 の 発 見 は 、 特 定 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 が ホ モ プ ラ ス ミ ー で あ る と 見 ら れ る と い う 主 張
に よ っ て 、 よ り 興 味 深 い も の と さ れ た （ Habanoら (1998); Polyakら (1998); Flissら (2000
)） 。 ま た 、 研 究 者 ら は 、 紫 外 線 照 射 （ Ｕ Ｖ ） が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん （ Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ ） の 病 因 お
よ び 進 行 に 重 要 で あ り (Weinstock(1998); Rees(1998))、 Ｕ Ｖ が ヒ ト の 皮 膚 に お い て ｍ ｔ
Ｄ Ｎ Ａ の 損 傷 を 誘 発 す る （ Birch-Machin(2000a)） と い う こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
さ ら に 、 時 間 の 経 過 に よ り 、 ミ ト コ ン ド リ ア 配 列 は 全 体 性 を 失 う 。 た と え ば 、 4977bpの 欠
失 は 、 年 齢 と と も に 増 加 す る （ Fahnら (1996)） 。 ２ ０ 歳 の と き に 始 ま っ て 、 こ の 欠 失 は 、
少 数 の ミ ト コ ン ド リ ア に お い て 発 生 し 始 め る 。 ８ ０ 歳 ま で に 実 質 的 な 数 の 分 子 が 欠 失 さ れ
た 。 こ の 欠 失 は 、 標 準 的 な 老 化 の プ ロ セ ス を 特 徴 付 け て お り 、 そ の よ う な も の と し て 、 こ
の プ ロ セ ス の バ イ オ マ ー カ ー と し て 機 能 す る 。 こ の よ う な 老 化 プ ロ セ ス の 定 量 化 は 、 プ ロ
セ ス の 進 行 を 遅 く す る た め の 医 用 ま た は そ の 他 の 処 置 を 可 能 に す る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 主 に 集 団 遺 伝 学 の ツ ー ル と し て 、 最 近 で は 法 医 学 の ツ ー ル と し て 、 用 い ら
れ て き た の で 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 薬 へ の 適 用 は 見 過 ご さ れ て き た 。 し か し な が ら 、
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 情 報 量 が 医 用 診 断 の 分 野 に 実 質 的 に 適 用 さ れ て い る こ と が ま す ま す 明 ら か に
な っ て き て い る 。 さ ら に 、 最 近 、 大 容 量 で 多 量 処 理 の ロ ボ ッ ト Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー シ ス
テ ム が 出 現 す る ま で 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の す べ て の 補 体 の 配 列 を 決 定 す る こ と は 骨 の 折 れ る 仕 事
で あ っ た 。 ま た 、 集 団 遺 伝 学 は 、 制 御 領 域 に お い て 大 き く 変 化 し た 二 つ の 地 域 か ら 重 要 な
デ ー タ を 集 め る こ と が で き た が 、 こ れ ら の 小 さ な 地 域 は 、 ゲ ノ ム 全 体 の １ ０ ％ 以 下 と い う
小 さ な 部 分 を 代 表 し て お り 、 こ の こ と は 、 デ ー タ の う ち の 分 析 力 を 有 す る ９ ０ ％ が 使 用 さ
れ な い と い う こ と を 意 味 し て い る 。 重 要 な こ と で は あ る が 、 病 気 に 関 連 し た 多 く の 変 性 は
、 制 御 領 域 の 外 側 に あ る 。 ゲ ノ ム 全 体 の 特 性 は 、 正 確 で か つ 高 度 に 分 析 力 の あ る 診 断 の た
め に は 、 す べ て の 配 列 情 報 を 含 む よ う に み な さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】

ヒ ト の 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん （ Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ ） は 、 多 く の コ ー カ ソ イ ド 人 に も っ と も よ く 発 生 す る
癌 で あ る （ Weinstock(1998); Rees(1998)） 。 こ れ ら の 腫 瘍 の 大 部 分 は 、 基 底 細 胞 癌 （ Ｂ
Ｃ Ｃ ） お よ び 扁 平 上 皮 癌 （ Ｓ Ｃ Ｃ ） で あ る 。 Ｂ Ｃ Ｃ は 、 局 部 的 に 浸 潤 性 が あ り 、 著 し い う
つ 状 態 を 生 じ さ せ る が め っ た に 転 移 し な い 。 Ｓ Ｃ Ｃ は 、 著 し い 転 移 の 可 能 性 を 示 し 、 免 疫
抑 制 さ れ た 患 者 に お け る 多 発 性 Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ の 発 生 は 、 重 大 な 処 置 問 題 を 生 じ さ せ る （ Rees(1
998)） 。 Ｂ Ｃ Ｃ に と っ て 予 め 悪 性 の 損 傷 は 臨 床 的 に は 何 ら 認 定 さ れ て い な い が 、 Ｓ Ｃ Ｃ の
中 に は 、 前 駆 体 損 傷 、 す な わ ち 化 学 線 角 化 症 （ Ａ Ｋ ） ま た は ボ ー エ ン 病 （ in situ 癌 ） （
Rees(1998)） の 領 域 か ら 生 じ る と 考 え ら れ て い る も の も あ る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
Ｓ Ｃ Ｃ は 、 い く つ か の 腫 瘍 抑 制 因 子 の 発 達 中 の 関 与 を 示 唆 す る い く つ か の 染 色 体 に 影 響 を
与 え る ヘ テ ロ 接 合 体 の 損 失 を 示 す 。 興 味 深 い こ と に 、 Ａ Ｋ に お い て は 、 Ｓ Ｃ Ｃ と 比 べ て 、
同 程 度 の ま た は 大 き な 遺 伝 的 損 失 が 前 駆 体 に お い て 観 察 さ れ る （ Rehmanら (1994); Rehman
ら (1996)） 。 こ の こ と は 、 提 案 さ れ た 発 明 に お い て は 重 要 な こ と で あ る 。 と い う の は 、 腫
瘍 抑 制 因 子 の 不 活 性 化 に 加 え て 、 他 の 機 構 が Ｓ Ｃ Ｃ の 発 達 に 含 ま れ て い そ う だ と い う こ と
を 示 唆 し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
腫 瘍 形 成 に お け る ミ ト コ ン ド リ ア の 役 割 は 、 当 初 、 腫 瘍 細 胞 が 呼 吸 系 傷 害 お よ び 高 解 糖 作
用 を 有 し て い る こ と が 発 見 さ れ た と き に 仮 定 さ れ た も の で あ る （ Shay & Werbin(1987)）
。 結 腸 が ん （ Penta(2001)ら に よ り 再 調 査 さ れ た Habanoら (1998); Polyakら (1998)） 、 膀
胱 、 首 、 肺 の 第 １ 期 腫 瘍 （ Flissら (2000)） 、 お よ び 胃 の 腫 瘍 （ Tamuraら (1999)） に お け
る ホ モ プ ラ ス ミ ー ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 の 高 い 発 生 率 と と も に 、 Green & Reed(1998)に お け
る ミ ト コ ン ド リ ア の 役 割 を 明 ら か に す る 最 近 の 発 見 は 、 こ の よ う な 仮 定 を さ ら に 支 持 す る
も の で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ミ ト コ ン ド リ ア 突 然 変 異 が 、 高 い 分 裂 誘 発 性 を 有 し て い る
こ と が 示 さ れ た 活 性 酸 素 種 （ Ｒ Ｏ Ｓ ） の レ ベ ル に 影 響 を 与 え る か も し れ な い と い う こ と が
指 摘 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 願 の 発 明 者 そ の 他 に よ る 過 去 の 研 究 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 お よ び こ れ に 関 連 し た ミ
ト コ ン ド リ ア の 機 能 障 害 が ヒ ト の 変 性 疾 患 の 重 要 な 一 因 と な っ て い る と い う こ と を 示 し た
（ Birch-Machinら (1993); Chinneryら (1999); Birch-Machinら (2000b)） 。 こ れ は 、 保 護
ヒ ス ト ン の 欠 如 に 関 連 し て 細 胞 器 官 に 生 じ た 多 量 の Ｒ Ｏ Ｓ の た め に 、 お よ び 核 に 比 べ て 低
い 比 率 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 修 復 （ Pascucciら (1997); Sawyer & van Houten; LeDouxら (1999)）
の た め に 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム が 突 然 変 異 に と く に 影 響 を 受 け や す い か ら で あ る 。 確 か
に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 率 は 、 核 Ｄ Ｎ Ａ よ り も 約 １ ０ 倍 高 い （ Wallace(1994)） 。 最 近
の ヒ ト の 腫 瘍 研 究 に お い て 認 識 さ れ た ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 の 多 く は 、 Ｒ Ｏ Ｓ に よ る 変 異 原
に さ ら さ れ る 可 能 性 を 示 し て い る 。 こ の こ と は 、 Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ に お け る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 の
調 査 に と っ て 重 要 で あ る 。 と い う の は 、 Ｕ Ｖ 誘 発 の Ｒ Ｏ Ｓ が ヒ ト の 皮 膚 細 胞 に お け る ｍ ｔ
Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 の 発 生 に 直 接 関 わ っ て い る と い う 最 近 の 証 拠 が あ る か ら で あ る 。 ま た 、 防 御 色
素 沈 着 ま た は 遺 伝 的 素 質 の な い 個 人 に お け る Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ の 最 大 の 決 定 因 子 は 、 Ｕ Ｖ で あ る （
Weinstock(1998)） 。 Ｓ Ｃ Ｃ に お い て 前 駆 体 損 傷 と 推 定 さ れ る も の が ま た 、 常 時 太 陽 に さ
ら さ れ た 部 位 に 際 立 っ て 発 見 さ れ て い る 。 こ の こ と は 、 重 要 で あ る 。 と い う の は 、 Birch-
Machin 研 究 所 に よ る 成 果 が 、 太 陽 に さ ら さ れ た 体 の 異 な る 部 位 か ら 採 取 さ れ た 皮 膚 の ミ
ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 の 発 生 に お け る 際 立 っ た 違 い を 示 し て い る か ら で あ る 。 損 傷 の 大
部 分 は 、 常 時 太 陽 に さ ら さ れ た 部 位 に 発 見 さ れ る （ Krishananら (2002)） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 願 発 明 者 の う ち の 一 人 は 、 Ｕ Ｖ に さ ら さ れ る こ と が ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 を 誘 発 す る と い う こ
と を 定 量 的 に 示 し た 最 初 の 人 で あ っ た （ Birch-Machinら (1998)） 。 分 子 マ ー カ ー と し て の
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が 、 ヒ ト の 皮 膚 に お い て 年 齢 に よ る 老 化 と 光 老 化 と の 間 の 関 係 を 研 究 す る の に
用 い ら れ た 。 ヒ ト の 皮 膚 の 太 陽 へ の 露 出 と そ の 生 活 年 齢 と に 対 す る 、 野 生 型 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ へ
の 4977bp 欠 失 の 比 の 変 化 を 研 究 す る た め に 、 ３ プ ラ イ マ ー 定 量 化 Ｐ Ｃ Ｒ 法 が 用 い ら れ た
。 太 陽 か ら 保 護 さ れ た 部 位 （ 1.1%[1/90]） に 比 べ て 、 太 陽 に さ ら さ れ た 部 位 （ 27%[27/100
]） に お け る 高 レ ベ ル の （ つ ま り ＞ 1%） 4977bp 欠 失 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 発 生 が 著 し く 増 加 し た
（ Fishers exact test, P＜ 0.0001） 。 し た が っ て 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 欠 失 ま た は 突 然 変 異 は
、 蓄 積 的 な 紫 外 線 照 射 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
さ ら に 、 チ ミ ン 二 量 体 に 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ
る ア プ ロ ー チ を 用 い た 研 究 は 、 Ｕ Ｖ が 引 き 起 こ す 、 精 製 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ へ の 損 傷 の 存 在 の 直 接
的 な 証 拠 を 提 供 し た （ Rayら (1998)） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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し か し な が ら 、 単 一 の 欠 失 の 定 量 化 の み で は 、 多 く の 可 能 な 欠 失 ま た は 組 合 せ お よ び 他 の
関 連 す る 突 然 変 異 の う ち の 一 つ を 表 わ し て い る に 過 ぎ な い の で 、 信 頼 で き る Ｕ Ｖ バ イ オ マ
ー カ ー を 提 供 し な い （ Birch-Machin(2000)） 。 本 発 明 者 ら の 研 究 グ ル ー プ に よ る 最 近 の 研
究 は 、 Ｕ Ｖ に さ ら さ れ る こ と に 派 生 し て 生 じ る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 全 欠 失 ス ペ ク ト ル を 決 定 す る
た め に （ Rayら (2000)） 、 す べ て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム を 増 幅 す る 長 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｌ Ｘ － Ｐ
Ｃ Ｒ ） 技 術 を 用 い た 。 表 皮 が そ の 下 層 の 真 皮 か ら 分 離 さ れ た ７ １ の 分 割 皮 膚 試 料 の 長 Ｐ Ｃ
Ｒ 分 析 は 、 太 陽 に さ ら さ れ る こ と に 関 連 し て 行 わ れ た 。 Ｕ Ｖ に 長 く さ ら さ れ る ほ ど 、 表 皮
に お け る 欠 失 の 数 が 著 し く 増 加 し た （ Kruskal-Wallis test, p=0.0015） 。 表 皮 に お け る
発 見 は 、 同 様 に 長 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 に よ っ て 検 出 さ れ た 、 年 齢 に よ る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 の 増 加 と は
混 同 さ れ て い な い 。 認 識 さ れ た 欠 失 の 大 き な ス ペ ク ト ル は 、 Ｕ Ｖ に さ ら さ れ た こ と に 関 連
す る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 変 異 荷 重 お よ び 偏 在 す る 性 質 を 強 調 し て い る 。 低 コ ス ト の Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い
た 単 一 欠 失 の 検 出 と 比 べ て 、 長 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 高 精 度 の 技 術 で あ っ て 、 定 量 的 で は な い も の の
、 皮 膚 の す べ て の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 の よ り 包 括 的 な 指 数 を 提 供 す る か も し れ な い と い う こ と
を 示 し て い る 。 上 記 発 明 者 の う ち の 一 人 に よ る 研 究 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が Ｕ Ｖ の 重 要 な 標 的 で
あ っ て 、 こ の こ と が 、 皮 膚 の 疾 患 に お け る ミ ト コ ン ド リ ア の 役 割 と と も に 、 最 近 見 直 さ れ
た （ Birch-Machin(2000)） と い う こ と を は っ き り と 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
Ｕ Ｖ 感 度 お よ び ヒ ト の 皮 膚 が ん と 主 な 共 変 関 係 に あ る ヒ ト の 髪 お よ び 皮 膚 の 色 が 調 査 さ れ
た 。 こ れ ら の 調 査 は 、 皮 膚 が ん の 罹 患 性 に 関 連 す る 、 個 人 ま た は 集 団 の 太 陽 に 対 す る 感 度
と メ ラ ノ コ ル チ ン １ -受 容 体 遺 伝 子 の 変 異 体 と の 関 連 に 集 中 し て 行 わ れ た （ Smithら (1998)
; Healyら (1999); Flanaganら (2000); Healyら (2000); Hardingら (2000); Flanaganら (20
02)） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 研 究 は 、 特 定 の 皮 膚 の 種 類 お よ び （ ま た は ） 髪 の 色 に 関
連 し て 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お け る 集 団 レ ベ ル の 変 化 に は 取 り 組 ん で は い な か っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
ヒ ト の 腫 瘍 に お け る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 の 最 近 の 研 究 に よ っ て 一 般 に 答 え ら れ て い な い 問
題 の 一 つ は 、 こ れ ら の 腫 瘍 に 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 欠 失 の 発 生 で あ る 。 こ れ は
、 答 え る べ き 重 要 な 問 題 で あ る 。 と い う の は 、 単 一 の 患 者 の 皮 膚 に つ い て の 予 備 研 究 が 、
い く つ か の 腫 瘍 と 正 常 な 皮 膚 （ Ａ Ｋ お よ び Ｓ Ｃ Ｃ ） と の 間 の 共 通 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 の 発 生 を
示 し た か ら で あ る （ Pangら (1994)） 。 同 様 に 、 本 発 明 者 自 身 の 予 備 デ ー タ は 、 腫 瘍 内 の ｍ
ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 の 数 が 、 正 常 な 皮 膚 と 比 べ て 増 加 し て い る こ と を 示 し て い る 。 最 後 に 、 Birc
h-Machinお よ び そ の 他 の 者 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 の 発 生 が 、 複 製 と 同 様 に 、 Ｕ Ｖ に 長 く さ ら
さ れ る ほ ど 増 加 す る と い う こ と を 示 し た （ Berneburgら (1999); Birch-Machinら (1998); R
ayら (1999); Rayら (2000); Lindseyら (2001); Birch-Machinら (2001); Lowesら (2002); K
rishnanら (2002)） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
腫 瘍 の 発 達 に 関 連 す る 問 題 は 別 に し て 、 他 の 重 要 な 問 題 が 、 ヒ ト の 腫 瘍 に お け る ｍ ｔ Ｄ Ｎ
Ａ の 最 近 の 研 究 に よ っ て 一 般 に 答 え ら れ な い で い る （ Habanoら (1998); Flissら (2000)）
。 第 １ に 、 ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー の 変 異 レ ベ ル が 重 要 な 病 気 の 変 異 に つ い て も 示 し て い る か も
し れ な い の で 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 が 本 当 に ホ モ プ ラ ス ミ ー で あ る の か ど う か が 、 技 術 的
な 制 限 の た め に 明 ら か で な い と い う こ と で あ る （ Habanoら (1998); Polyakら (1998); Flis
sら (2000)） 。 第 ２ に 、 一 つ の 研 究 （ Tamuraら (1999)） を 別 に し て は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 の
発 生 お よ び そ の 潜 在 的 な Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ 用 バ イ オ メ ー カ ー と し て の 役 割 が 、 調 査 さ れ な か っ た 。
研 究 者 ら は 、 共 通 欠 失 を 見 て 、 残 り の １ ０ ０ か そ こ ら の 欠 失 を 無 視 し た 。 同 様 に 、 調 査 者
ら は 、 突 然 変 異 の 定 量 化 で は な く 、 突 然 変 異 を 識 別 す る こ と に 集 中 し た 。 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 損 傷
の Ａ Ｔ Ｐ 生 産 に 対 す る し た が っ て 細 胞 機 能 に 対 す る 閾 効 果 の た め に 、 欠 失 の 発 生 を 定 量 的
手 法 で 正 確 に 評 価 す る こ と は 重 要 な こ と で あ る 。 ま た 、 欠 失 は 、 特 徴 付 け る こ と が 難 し い
。 特 徴 付 け ら れ な け れ ば な ら な い 欠 失 の ラ ダ ー を 生 産 す る 長 Ｐ Ｃ Ｒ が 、 一 般 に 用 い ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
現 在 の Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ 診 断 は 、 切 除 さ れ た 組 織 の 病 理 的 な 鑑 定 で あ る 。 し た が っ て 、 ヒ ト を Ｎ Ｍ
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Ｓ Ｃ に 罹 り や す く す る 、 Ｕ Ｖ 誘 発 の Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 の た め の 早 期 マ ー カ ー の 必 要 性 が 存 在 す る
。 早 期 検 出 を 可 能 に す る と と も に 正 確 な 診 断 を 行 え る 遺 伝 子 ベ ー ス の 診 断 ツ ー ル の 必 要 性
も ま た 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

前 立 腺 が ん は 、 し ば し ば 診 断 さ れ る 固 形 腫 瘍 で あ っ て 、 前 立 腺 上 皮 に 生 じ る こ と が 多 い （
Huangら (1999)） 。 １ ９ ９ ７ 年 、 １ ０ ０ ０ 万 近 い ア メ リ カ の 男 性 は 、 そ の 存 在 が 前 立 腺 が
ん を 示 唆 す る 前 立 腺 特 異 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） の 検 査 を 受 け た （ Woodwell(1999)） 本 当 に 、 こ の
こ と は 、 さ ら に 多 く の 数 の 男 性 が 初 期 の デ ジ タ ル 前 立 腺 触 診 （ Ｄ Ｒ Ｅ ） を 受 け た と い う こ
と を 示 し て い る 。 同 じ 年 に 、 ３ １ ０ ０ 万 人 の 男 性 が Ｄ Ｒ Ｅ を 受 け た （ Woodwell(1999)） 。
さ ら に 、 米 国 に お い て 、 前 立 腺 が ん を 新 た に 診 断 し た ケ ー ス が 年 間 179,000件 で あ る と 見
積 も ら れ て い る （ Landisら (1999)） 。 こ れ は 、 カ ナ ダ の 男 性 に お い て 、 ２ 番 目 に 最 も 多 く
診 断 さ れ た 癌 で あ り 、 癌 死 亡 率 の 中 で ２ 番 目 に 多 い 原 因 で あ る 。 １ ９ ９ ７ 年 、 前 立 腺 が ん
は 、 カ ナ ダ の 男 性 （ 28%） に お い て 、 初 め て 診 断 さ れ た 癌 の 19,800件 を 占 め た （ National 
Cancer Institute of Canada） 。 ４ ９ 歳 を 越 え る す べ て の 男 性 の ３ ０ ～ ４ ０ ％ は い く つ か
の 癌 性 前 立 腺 細 胞 を 有 し て い る が 、 こ れ ら の 男 性 の う ち の ２ ０ ～ ２ ５ ％ の み が 臨 床 的 に 重
要 な 形 態 の 前 立 腺 が ん を 有 し て い る （ SpringNet-CE Connection, internet, www.springn
et.com/ce/j803a.htm） 。 前 立 腺 が ん は 、 性 的 な 要 因 お よ び 外 因 性 の 要 因 の 双 方 を 含 む 種
々 の 組 織 学 的 性 質 、 す な わ ち 、 社 会 経 済 的 状 態 、 食 品 、 地 理 、 ホ ル モ ン 不 安 定 、 家 族 の 病
歴 、 お よ び 遺 伝 体 質 を 現 わ す （ Konishiら (1997); Haywardら (1998)） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
危 険 性 の 観 点 か ら は 、 家 族 性 前 立 腺 が ん と 遺 伝 性 前 立 腺 が ん と は 、 同 義 の 語 と は み な さ れ
な い 。 家 族 性 が ん は 、 家 族 内 で の 発 生 を 指 し て い る が 、 遺 伝 し な い 。 こ の 形 態 は 、 前 立 腺
が ん の ２ ５ ％ ま で を 占 め て い る （ Walsh & Partin(1997)） 。 遺 伝 性 と は 、 罹 患 性 遺 伝 子 の
メ ン デ ル 性 遺 伝 を す る 亜 型 の 前 立 腺 が ん の こ と を 指 し て お り 、 報 告 さ れ た ケ ー ス の 約 ９ ％
を 占 め て い る 。 前 立 腺 が ん に 対 す る 家 族 の 陽 性 の 病 歴 は 、 こ れ ら の 罹 患 性 遺 伝 子 が 前 立 腺
が ん の 発 達 お よ び 進 行 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と い う こ と を 示 唆 し て い る 。 最 近 、 男
性 を 前 立 腺 が ん に か か り や す く す る も の と し て 、 染 色 体 １ お よ び Ｘ に お け る 感 受 性 遺 伝 子
が 識 別 さ れ て お り 、 こ れ に よ り 、 遺 伝 性 が ん の 病 因 に 対 す る 大 き な 病 識 が 提 供 さ れ て い る
（ Berthonら (1998); Xuら (1998)） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
前 立 腺 が ん の 予 後 は 、 主 に 、 診 断 時 に お け る 腫 瘍 の 病 期 お よ び 進 行 度 に よ る 。 限 局 性 の 前
立 腺 が ん の み が 根 治 療 法 に よ っ て 治 療 す る こ と が 可 能 で あ る 。 標 準 的 な 検 出 は 、 依 然 と し
て 、 デ ジ タ ル 前 立 腺 触 診 や Ｐ Ｓ Ａ 試 験 、 生 検 を 行 っ た 前 立 腺 組 織 の 組 織 病 理 検 査 に 頼 っ て
い る 。 生 検 は 、 悪 性 腫 瘍 を 確 認 す る の に 用 い ら れ て い る が 、 こ れ は 早 期 検 出 技 術 で は な い
。 残 念 な こ と で は あ る が 、 初 期 の 腫 瘍 の 中 に は 、 触 診 の 間 に 識 別 す る こ と が で き な い も の
も あ る 。 Ｐ Ｓ Ａ 試 験 は 、 ６ ０ ～ ７ ０ ％ の 特 異 性 を 有 す る と と も に 、 ７ ０ ～ ８ ０ ％ の 感 度 を
有 し て い る （ personal communication, Dr. Sunil Gulavita, Northwestern Ontario Can
cer Centre） 。 共 通 の 組 織 学 段 階 を 有 す る 腫 瘍 の た め の 診 断 を 改 良 す る 新 し い 技 術 は 、 フ
ロ ー サ イ メ ト リ ー 法 （ Shankeyら (1995)） を 採 用 す る 倍 数 性 Ｄ Ｎ Ａ 分 析 で あ る 。 し か し な
が ら 、 こ の 技 術 は 、 癌 の 進 行 の 後 半 段 階 に な っ て 明 ら か に な る 染 色 体 の 変 化 を 測 定 し て お
り 、 Ｄ Ｎ Ａ 構 造 の 小 さ な 変 化 ま た は 染 色 体 の 逆 位 、 あ る い は 初 期 の 癌 に お け る 相 互 転 座 の
検 出 に は 十 分 な 感 度 を 有 し て い な い 。 予 後 は 診 断 時 の 病 気 の 段 階 に 大 き く 左 右 さ れ る た め
、 本 発 明 に お い て は 、 初 期 の 検 出 に 集 中 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
前 立 腺 が ん の 遺 伝 子 異 常 に つ い て の 我 々 の 理 解 は 乏 し い 。 前 立 腺 が ん に 対 す る 研 究 は 、 以
下 の 領 域 に お け る 知 識 を 発 達 さ せ る こ と に 集 中 し た 。 １ ） 癌 原 遺 伝 子 （ Buttyanら (1987)
） 。 ２ ） 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 （ p53,p73,　 KAII and MMACI/PTEN; Dongら (1995); Cairnsら (19
97)） 。 ３ ） 転 移 に お け る テ ロ メ ア ／ テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 。 前 立 腺 細 胞 に お け る テ ロ メ ラ ー
ゼ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び テ ロ メ ア Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 は 、 診 断 の た め の 効 果 的 な マ ー
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カ ー を 提 供 す る か も し れ な い 。 さ ら に 、 テ ロ メ ア が 治 療 の た め の 部 位 と し て 役 立 つ か も し
れ な い （ Ozenら (1998)） 。 多 く の グ ル ー プ が 、 染 色 体 １ の 短 い ア ー ム に 「 前 立 腺 が ん 遺 伝
子 」 の た め の 証 拠 を 提 供 し た 。 多 く の 研 究 は 、 こ の 領 域 内 で 特 異 遺 伝 子 座 を 特 定 す る こ と
が 必 要 と さ れ て い る 。 こ の マ ー カ ー が 男 性 を 家 族 性 前 立 腺 が ん に 罹 り や す く す る い く つ か
の 可 能 な 遺 伝 子 の う ち の 一 つ に す ぎ な い と い う こ と が 示 唆 さ れ て き た 。 他 の 研 究 は 、 Ｘ 染
色 体 の 上 の 可 能 な マ ー カ ー 部 位 を 示 し た （ Xuら (1998)） 。 も し い く つ か の 前 立 腺 が ん が 多
因 性 を 有 し て い れ ば 、 こ の よ う な 場 合 に す べ て の 関 連 す る 核 遺 伝 子 間 の 相 互 作 用 を 認 識 し
て 理 解 す る の は 難 し い の で 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が 重 要 な 診 断 ツ ー ル と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
確 か に 、 前 立 腺 が ん の 研 究 に お け る 主 要 な 問 題 は 、 腫 瘍 の 段 階 を 効 果 的 に 決 定 し て 識 別 す
る こ と が で き る 分 子 マ ー カ ー を 識 別 す る こ と で あ る 。 分 子 マ ー カ ー は 、 急 速 に 転 移 病 に 進
行 す る 新 生 の 前 立 腺 腫 瘍 の 場 合 と 、 腫 瘍 に 発 展 す る こ と が ほ と ん ど な い 場 合 と を 区 別 す る
こ と が で き る か も し れ な い 。 今 日 ま で 、 研 究 は 、 主 に 核 ゲ ノ ム の 内 部 に 隠 れ た 秘 密 に 集 中
し て 行 わ れ て き た 。 そ の 一 方 で 、 ず っ と 小 さ な ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム が 核 内 部 の 事 象 の バ ロ メ
ー タ ー と し て 作 用 す る よ う に 思 わ れ て お り 、 そ の よ う な も の と し て 、 ヒ ト の 前 立 腺 が ん の
早 期 検 出 の た め の 手 段 を 提 供 し て い る （ Zevianiら (1990)） 。 重 要 な こ と に 、 こ の 点 に お
い て 、 ミ ト コ ン ド リ ア は 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 腫 瘍 生 物 学 の 他 の 面 に お け る そ の 役 割 ゆ え
に 、 発 が ん の プ ロ セ ス に 関 係 し て き た （ Green & Reed(1998)） 。 と く に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 体
細 胞 突 然 変 異 が 、 多 く の ヒ ト の 腫 瘍 に お い て 観 察 さ れ て き た （ Polyakら (1998); Tamuraら
(1999); Flissら (2000)） 。 し か し な が ら 、 過 去 の 研 究 は 、 母 系 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ン
性 を 考 慮 し て い な か っ た の で 、 も っ ぱ ら 代 表 的 な 面 を 見 て き た だ け で あ っ た 。 こ の よ う な
代 表 的 な 面 だ け を 見 た 限 定 的 な 研 究 は 、 あ る 時 点 に お け る 突 然 変 異 を 示 し て い る に す ぎ な
い 。 こ れ は 、 突 然 変 異 と こ れ に 対 応 す る 病 状 と の 間 の 正 確 な 関 連 を 与 え る か も し れ な い し
、 あ る い は 与 え な い か も し れ な い 。 代 表 的 な 面 を 見 つ つ 母 系 を 採 用 し た 研 究 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ
Ａ の 突 然 変 異 を 時 間 を か け て 追 跡 す る と い う 利 点 を 有 し て お り 、 こ れ に よ り 、 縦 方 向 の 構
造 の 力 を ま ね る 。
一 般 的 な 集 団 異 型 で あ る 突 然 変 異 は 、 病 気 と 関 連 し た 突 然 変 異 と 対 照 的 に 、 い ず れ も 識 別
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

老 化 は 、 分 子 レ ベ ル お よ び 細 胞 レ ベ ル の 双 方 に お い て 時 間 の 経 過 に よ る 変 化 の 蓄 積 か ら な
る 。 し か し な が ら 、 老 化 の プ ロ セ ス を 引 き 起 こ す 特 定 の 分 子 構 造 は 、 解 明 さ れ な い で 残 っ
て い る 。 老 化 の プ ロ セ ス を 説 明 し よ う と し て 、 年 取 っ た 検 体 に お け る ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ
ム が 、 同 じ 母 系 か ら の 若 い 検 体 の ゲ ノ ム と 比 較 さ れ た 。 老 化 に 関 連 し た 一 つ の 欠 失 は 、 共
通 欠 失 ま た は 4977-bp欠 失 と し て 知 ら れ て い る 。 老 化 の 研 究 は 、 こ の 共 通 欠 失 お よ び 制 御
領 域 に お け る 多 形 現 象 に 限 定 さ れ て き た 。 こ の 突 然 変 異 を 明 確 に 理 解 す る た め に は 、 す べ
て の ゲ ノ ム が 分 析 さ れ な け れ ば な ら な い 。 そ の 他 の 欠 失 は 、 1992年 の  Weiか ら 改 作 さ れ た
表 １ に 見 ら れ る 。
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ３ ０ 】
酸 素 フ リ ー ラ ジ カ ル は 、 Ａ Ｔ Ｐ 生 産 の 標 準 的 な 副 産 物 で あ る が 、 こ の 欠 失 の 確 実 な 原 因 で
あ り 、 年 齢 と と も に 頻 度 が 増 加 す る 。 現 存 す る 文 献 は 、 筋 肉 お よ び 脳 の よ う な 細 胞 分 裂 し
な い 組 織 に お い て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 と 、 生 活 年 齢 と 、 全 体 の 老 化 の プ ロ セ ス と の 間 に 強
力 な 関 係 が あ る こ と を 実 証 し て い る 。 し か し な が ら 、 年 齢 に 関 連 し た 腫 瘍 の 事 象 と 年 齢 に
関 係 し な い 腫 瘍 と を 区 別 す る た め に は 、 比 較 母 系 研 究 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
最 近 、 種 々 の 慢 性 変 性 疾 患 が 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 か ら 起 因 し て い る こ と が 示 さ れ た （
Gattermanら (1995)） 。 変 性 Ｏ Ｘ Ｐ Ｈ Ｏ Ｓ に 関 連 し た 病 気 が ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 に 密 接 に
関 連 し て い る と 考 え ら れ て い る （ Byrne(1992)） 。 さ ら に 、 こ れ ら の 筋 障 害 が ミ ト コ ン ド
リ ア ゲ ノ ム の 4977-bpの 共 通 欠 失 に し ば し ば 関 連 し て い る こ と が 示 さ れ た （ Liuら (1977)）
。 こ の 大 き な 欠 失 は ま た 、 正 常 に 年 老 い た 人 の 種 々 の 組 織 に お い て 、 ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー レ
ベ ル で 発 見 さ れ て お り 、 老 化 の ミ ト コ ン ド リ ア 理 論 （ Mitochondrial Theory of Aging）
と 一 致 し て い る （ Harman(1981)） 。 こ れ は 、 欠 失 頻 度 の 増 加 （ Cortopassi & Wang(1995)
） 、 お よ び こ れ に 続 い て 起 こ る 、 結 果 と し て 老 齢 期 の 細 胞 死 に つ な が る こ と に な る 呼 吸 機
能 の 衰 退 （ Miquelら (1992)） を 通 じ て 、 明 ら か で あ る 。 早 期 の 遺 伝 子 診 断 は 患 者 の 予 後 を
向 上 さ せ る の で 、 病 気 素 質 ま た は 機 能 障 害 素 質 の 早 期 発 見 は 、 医 学 の 介 入 の た め の 最 良 の
機 会 を 与 え る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
代 表 的 な 面 だ け の 構 造 を 採 用 し た 過 去 の 研 究 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 、 欠 失 、 お よ び （
ま た は ） そ の 組 合 せ と 老 化 と の 関 連 つ ま り 因 果 関 係 を 確 立 し た 。 正 確 な デ ー タ を 得 る た め
に は 、 年 齢 に 特 異 性 の あ る 欠 失 お よ び （ ま た は ） 突 然 変 異 の 比 率 が 簡 潔 に 決 定 さ れ な け れ
ば な ら な い 。 集 団 レ ベ ル で の 特 定 の 病 気 と は 対 照 的 に 、 突 然 変 異 を 老 化 の プ ロ セ ス に 起 因
す る と 考 え る こ と は 重 要 な こ と で あ る 。 こ の 情 報 は 、 い か に し て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 損 傷 が 時 間
を か け て 生 じ る の か に つ い て の 理 解 に は 不 可 欠 で あ る 。 さ ら に 、 予 知 を 行 う と と も に 最 終
的 に 分 子 レ ベ ル で 老 化 を 遅 ら せ る た め に は 、 こ れ ら の 特 定 の 突 然 変 異 の 結 果 、 頻 度 、 お よ

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-506057 A 2005.3.3



び 老 化 の 時 間 的 側 面 に お け る 関 係 が 知 ら れ な け れ ば な ら な い 。 研 究 者 ら は 、 母 系 を 通 じ て
集 団 の デ ー タ の 評 価 を 必 要 と す る 、 こ の 比 率 を 未 だ 決 定 し て い な い 。 し た が っ て 、 老 化 の
プ ロ セ ス を 追 跡 す る バ イ オ メ ー カ ー の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
し た が っ て 、 早 期 の 段 階 の 癌 、 老 化 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 要 素 を 備 え た 、 そ の 他 の ヒ ト の 病 気 を
示 す 突 然 変 異 の た め の 膨 大 な 核 ゲ ノ ム を 監 視 す る 単 純 か つ 簡 単 な シ ス テ ム の 必 要 性 が 存 在
す る 。 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 欠 失 に 関 連 す る 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん 、 前 立 腺 が ん 、 肺 が ん お
よ び 老 化 の た め の 簡 単 な 診 断 シ ス テ ム の 必 要 性 に つ い て も 存 在 す る 。 病 気 を 引 き 起 こ す ｍ
ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 と 、 単 に 集 団 内 お よ び 集 団 間 の 変 異 を 示 す 突 然 変 異 と を 識 別 す る 診 断
シ ス テ ム の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 癌 、 老 化 、 Ｄ Ｎ Ａ 要 素 を 有 す る そ の 他 の ヒ ト の 病 気 と 関 連 し た 早 期 ト ラ
ン ジ シ ョ ン の た め に 巨 大 な 核 ゲ ノ ム を 監 視 す る た め の 単 純 で 簡 単 な シ ス テ ム を 提 供 す る こ
と に あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 一 実 施 例 に お い て は 、 尿 、 前 立 腺 液 、 皮 膚 細 胞 、 唾 液 の よ う な 組 織 ま た は 体 液 試
料 を 含 む 小 さ な 生 物 学 的 試 料 が 、 個 人 か ら 採 取 さ れ る 。 病 気 の 形 態 を 示 す 細 胞 を 識 別 す る
た め に 、 こ れ ら の 試 料 は 、 組 織 学 的 検 査 を 含 む 任 意 の 適 切 な 方 法 を 用 い て 検 査 さ れ る 。 レ
ー ザ ー 捕 捉 を 含 む （ こ れ に は 限 定 さ れ な い が ） 任 意 の 適 切 な 方 法 を 用 い て 、 病 気 の 形 態 を
示 す 識 別 細 胞 が 試 料 か ら 採 取 さ れ 、 そ こ か ら の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 が 決 定 さ れ 、 続 い て 、 健
康 お よ び 病 気 の 双 方 に 関 連 す る 既 知 の ミ ト コ ン ド リ ア 配 列 の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
好 ま し い 実 施 例 で は 、 病 気 と 関 連 す る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 変 異 を 決 定 す る た め に 、 す べ て の
ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 配 列 が 集 団 レ ベ ル で 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
他 の 実 施 例 で は 、 突 然 変 異 の 進 行 の 存 在 が 、 病 気 の 始 ま り お よ び 進 行 を 表 し て い る 。 突 然
変 異 （ 遺 伝 ） 荷 重 は ま た 、 病 気 の 進 行 状 態 つ ま り 病 状 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
好 ま し い 実 施 例 で は 、 前 立 腺 液 か ら の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 前 立 腺 が ん と 明 ら か に 関 係 す る
、 正 常 で 一 時 的 な 転 移 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス と 比 較 さ れ て い る 。 こ の 比 較 デ ー タ
の 組 は 、 母 系 の 研 究 に 基 づ い て お り 、 さ ら に 、 一 般 の 集 団 に 存 在 す る ミ ト コ ン ド リ ア 族 に
現 れ る 変 異 と は 対 称 的 に 、 病 気 と 明 ら か に 関 連 し た ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 変 異 の 明 ら か な 例 を 供 給 す
る 母 系 デ ー タ ベ ー ス に 蓄 積 さ れ て い る 集 団 に 存 在 す る そ の 他 の 正 常 な 母 系 変 異 の 研 究 に 基
づ い て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
病 気 素 質 を 示 す 特 異 母 系 が あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
他 の 実 施 例 に お い て は 、 疑 わ し い と 考 え ら れ て い る 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん か ら の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配
列 が 、 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん と 明 ら か に 関 係 す る 正 常 な ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 デ ー
タ ベ ー ス と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の 一 つ の 特 徴 部 分 に よ れ ば 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て 病 気 の 発 生 ま た は 進
行 を 検 出 す る 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る こ
と と 、 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す こ と と 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検
出 す る こ と と を 有 し て い る 。 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 が 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定
す る こ と と 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と と 、 サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ す る こ と と 、 変 性 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 行 う こ と と 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ま た は バ イ
オ チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ） す る こ と と 、 分 子 マ ー カ ー 分 析
と 、 こ れ ら の 組 合 せ と か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 。 さ ら に 、 生 物 学 的 試 料 の ｍ
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ｔ Ｄ Ｎ Ａ が デ ー タ ベ ー ス と 比 較 さ れ て お り 、 こ の デ ー タ ベ ー ス が 、 病 気 の な い ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ
配 列 に 関 連 し た 突 然 変 異 の デ ー タ と 、 病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を
含 ん で い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 一 つ の 特 徴 部 分 に よ れ ば 、 ヒ ト 検 体 に お い て 病 気 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 が 提 供 さ
れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 ヒ ト 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る こ と と 、 生 物 学 的 試 料 か ら
Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す こ と と 、 生 物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 を 検 出 す る こ
と と 、 生 物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る こ と と を 備 え
て い る 。 こ の デ ー タ ベ ー ス は 、 病 気 の な い ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 連 し た 突 然 変 異
の デ ー タ と 、 病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 。 特 異 病 に 関
連 し た ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 率 は 、 病 気 の 進 行 お よ び 予 後 の 重 要 な イ ン ジ ケ ー
タ で あ る 。 こ の こ と は 、 病 気 の ス テ ー ジ の 特 定 が で き る よ う に し て 、 優 れ た 病 気 干 渉 や 特
定 の 療 法 に 帰 着 す る こ と に な る 病 気 の 特 定 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
さ ら に 他 の 実 施 例 に お い て は 、 ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー 検 出 の 感 度 を 増 加 さ せ る こ と が 、 試 験 の
早 期 識 別 能 力 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 転 移 に よ っ て タ ー ゲ ッ ト さ れ た 重 要 な 部 位 を 観 察 す る こ と に よ っ て 病 気
の 進 行 を 監 視 す る の に 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 突 然 変 異 に よ っ て 示 さ れ る 病 気 素 質 ま た は 機 能 障 害 素 質 を 決
定 す る 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 ヒ ト 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る こ と と
、 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す こ と と 、 生 物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 中
の 突 然 変 異 を 検 出 す る こ と と 、 生 物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を デ ー タ ベ ー ス
と 比 較 す る こ と と を 備 え て い る 。 こ の デ ー タ ベ ー ス は 、 病 気 ま た は 機 能 障 害 に か か り や す
い 個 人 と 病 気 ま た は 機 能 障 害 に か か り に く い 個 人 と の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 連 し
た 突 然 変 異 の デ ー タ を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
好 ま し い 実 施 例 に お い て は 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る の に 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク
ロ ア レ イ が 使 用 さ れ て い る 。 そ の 他 の 技 術 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 検 体 ま
た は 完 全 ヒ ト ゲ ノ ム の 直 接 配 列 決 定 法 、 SNaP shot T M 、 Ｓ Ｎ Ｐ 検 出 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ
、 ま た は 当 該 分 野 で 標 準 的 な そ の 他 の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 特 徴 部 分 に よ れ ば 、 ヒ ト 検 体 の 老 化 の 進 行 状 態 を 査 定 す る 方 法 が 提 供
さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 ヒ ト 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る こ と と 、 生 物 学 的 試 料 か
ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す こ と と 、 生 物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 を 検 出
す る こ と と 、 生 物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る こ と と
を 備 え て い る 。 デ ー タ ベ ー ス は 、 老 化 に 関 連 し た Ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 の デ ー タ を 含 ん で い
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 が 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る こ と と 、 Ｐ Ｃ
Ｒ に よ っ て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と と 、 サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 、 ウ ェ ス タ ン お よ び サ ウ ス ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と と 、 変 性 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 行 う こ と と 、 マ
イ ク ロ ア レ イ 、 バ イ オ チ ッ プ ま た は 遺 伝 子 チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と と 、
分 子 マ ー カ ー 分 析 と 、 こ れ ら の い ず れ か の 組 合 せ と か ら 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に よ れ ば 、 複 数 の ヒ ト ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る デ ー
タ ベ ー ス が 提 供 さ れ て い る 。 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 病 気 の な い 状 態 と 関 連 す る 正
常 な 制 御 配 列 と 、 病 気 の 存 在 と 関 連 す る 配 列 ま た は 病 気 素 質 を 示 す 配 列 と か ら な る グ ル ー
プ か ら 選 択 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
病 気 の 診 断 の た め の キ ッ ト が 提 供 さ れ て い る 。 こ の キ ッ ト は 、 使 い 捨 て の チ ッ プ と 、 マ イ
ク ロ ア レ イ と 、 使 い 捨 て チ ッ プ を 保 持 す る 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 手 段
と 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に ア ク セ ス す る 手 段 と を 備 え て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 特 徴 部 分 に よ れ ば 、 患 者 の 病 気 を 診 断 す る 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。 こ
の 方 法 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ た 核 酸 試 料 を 、 固 形 基 質 と 複 数 の 核 酸 要 素 を
有 す る ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 備 え て い る 。 各 核 酸 要 素 は 病 気 の 存 在
を 示 し て お り 、 各 核 酸 要 素 は 特 有 の 位 置 を 有 す る と と も に 、 固 形 基 質 に 安 定 し て 結 合 し て
い る 。 ア レ イ を 有 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 要 素 へ の 核 酸 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン が 、 前 立 腺 が ん の 存 在 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 特 徴 部 分 に よ れ ば 、 病 気 素 質 を 決 定 す る た め の キ ッ ト が 提 供 さ れ て い
る 。 こ の キ ッ ト は 、 使 い 捨 て の チ ッ プ と 、 マ イ ク ロ ア レ イ と 、 使 い 捨 て チ ッ プ を 保 持 す る
手 段 と 、 Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に ア ク セ ス
す る 手 段 と を 備 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 例 に よ れ ば 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 突 然 変 異 に よ り 示 さ れ る 病 気
ま た は 機 能 障 害 の 素 質 を 決 定 し ま た は 徴 候 を 示 す た め の 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法
は 、 ヒ ト 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る こ と と 、 生 物 学 的 試 料 か ら ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ
Ａ を 取 り 出 す こ と と 、 生 物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る こ と と 、 生
物 学 的 試 料 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る こ と と を 備 え て い る 。
デ ー タ ベ ー ス は 、 病 気 の な い ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 連 し た 突 然 変 異 の 集 団 レ ベ ル の デ ー タ と
、 病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 例 に よ れ ば 、 患 者 の 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん を 診 断 す る 方 法 が 提 供 さ れ
て い る 。 こ の 方 法 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ た 核 酸 試 料 を 、 固 形 基 質 と 複 数 の
核 酸 要 素 を 有 す る ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 備 え て い る 。 各 核 酸 要 素 は
非 黒 色 腫 皮 膚 が ん を 示 し て お り 、 各 核 酸 要 素 は 特 有 の 位 置 を 有 す る と と も に 、 固 形 基 質 に
安 定 し て 結 合 し て い る 。 ア レ イ を 有 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 要 素 へ の 核 酸 試 料 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん の 存 在 を 示 し て い る 。 あ る い は 、 非 特 異 的 突
然 変 異 が 、 癌 の 進 展 す る 閾 効 果 （ threshold effect） を 超 え た 閾 効 果 に 到 達 す る か も し れ
な い 。 同 様 に し て 、 前 立 腺 が ん に つ い て も 診 断 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 例 に よ れ ば 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー を 検 出
す る 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る こ と と 、 生
物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す こ と と 、 試 料 上 で 変 性 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 実 行 す る こ と と を 備 え
て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 の 他 の 特 徴 部 分 に よ れ ば 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て 病 気 と 関 連 す る 突 然 変
異 を 検 出 す る 方 法 が 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 獲 得 す る こ
と と 、 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 す こ と と 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検
出 す る こ と と 、 生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る こ と と を 備 え て い る
。 デ ー タ ベ ー ス は 、 病 気 の な い 共 通 集 団 の バ リ ア ン ト の デ ー タ と 、 病 気 が 関 連 し た ミ ト コ
ン ド リ ア ゲ ノ ム の デ ー タ と を 含 ん で い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に 関 連 し た 病 気 を 診 断 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明
に よ る 方 法 は 、 生 物 学 的 試 料 か ら 個 人 の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム を 増 幅 し 、 ミ ト コ ン ド リ ア
ゲ ノ ム の 一 部 、 好 ま し く は 個 人 の す べ て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 配 列 を す で に 知 ら れ た
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任 意 の 手 段 を 用 い て 決 定 す る 。 多 く の 試 料 を 迅 速 に ス ク リ ー ン す る の に 、 変 性 高 速 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） を 用 い る よ う に し て も よ い 。 Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ は 、 突 然 変 異 の
ホ ッ ト ス ポ ッ ト に 集 中 さ せ る こ と が で き る 。 通 常 の シ ー ク エ ン ス に お け る ２ ０ ～ ２ ５ ％ と
比 べ て 、 Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ は 、 突 然 変 異 の 検 出 に 関 し て は 、 ２ ％ の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー を 自 動 シ ー
ク エ ン ス す る よ り も 感 度 が よ い 。 低 レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー （ ＜ ２ ％ ） を 検 出 す る 方 法
を 開 発 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に お け る 突 然 変 異 の 「 存 在 」 は 、 ヘ テ ロ プ ラ
ス ミ ー 突 然 変 異 を 含 ん で お り 、 し た が っ て 、 突 然 変 異 し た Ｄ Ｎ Ａ が 存 在 す る 試 料 の 中 に は
、 い く つ か の 正 常 な ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が 付 加 的 に 存 在 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 紫 外 線 角 膜 炎 （ actinic kerotoses） 」 は 、 扁 平 上 皮 が ん の 前
駆 物 質 表 皮 損 傷 を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 老 化 （ aging） 」 は 、 分 子 レ ベ ル お よ び 細 胞 レ ベ ル の 双 方 に お
い て 、 時 間 の 経 過 に つ れ て の 変 化 の 蓄 積 を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 対 立 遺 伝 子 （ alleles） 」 と は 、 染 色 体 の 特 異 部 位 を 占 め る 一
定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お け る い く つ か の 変 形 形 態 の う ち の 一 つ を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 付 着 （ attaching） 」 ま た は 「 接 着 （ spotting） 」 は 、 核 酸 が
共 有 結 合 、 水 素 結 合 ま た は イ オ ン 作 用 （ イ オ ン 結 合 ） を 介 し て 基 質 に 不 可 逆 に 結 合 さ れ る
よ う に 、 核 酸 を 固 形 基 質 の 上 に 配 置 し て 核 酸 ア レ イ を 形 成 す る 工 程 を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 基 底 細 胞 が ん （ basal cell carcinoma） 」 は 、 皮 膚 細 胞 の 癌 の
一 類 型 で あ る
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ボ ー エ ン 病 （ Bowen’ s disease） 」 は 、 in situ 表 皮 が ん を 意
味 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 診 断 上 の （ diagnostic） 」 ま た は 「 診 断 す る （ diagnosing） 」
と は 、 病 気 の 診 断 ま た は 処 置 の 要 素 と し て 突 然 変 異 ま た は そ の 組 合 せ の 存 在 ま た は 非 存 在
を 用 い る こ と を 意 味 し て い る 。 突 然 変 異 の 検 出 は 、 病 気 の 症 状 の 診 断 の 一 ス テ ッ プ と な り
得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 病 気 （ disease） 」 は 、 機 能 障 害 ま た は そ の 他 の 異 常 な 肉 体 状
態 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 病 気 が 関 連 し た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム （ disease associated m
itochondrial genomes） 」 と は 、 特 定 の 病 気 を 示 す ま た は 特 定 の 病 気 に 関 連 し た 突 然 変 異
を 含 む ゲ ノ ム を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 デ ー タ ベ ー ス （ database） 」 と は 、 電 子 記 憶 シ ス テ ム （ 標 準 的
な 産 業 ソ フ ト ウ エ ア を 用 い た コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の ） を 意 味 し て お り 、 こ の シ ス テ ム は 、
研 究 者 ら が ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 構 造 を 素 早 く 決 定 す る の を 可 能 に す る 回 収 可 能 な 情 報 を 蓄
積 し 提 供 す る 能 力 を 有 し て い る 。 こ の デ ー タ ベ ー ス は ま た 、 生 物 学 的 試 料 を 提 供 す る 個 人
の 記 述 情 報 に つ い て も 蓄 積 し て い る 。 こ の 記 述 情 報 は 、 生 物 学 的 試 料 に 相 関 関 係 が あ る 健
康 状 態 お よ び そ の 他 の 関 連 項 目 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 欠 失 （ deletions） 」 と は 、 核 酸 の 連 続 的 な 配 列 か ら Ｄ Ｎ Ａ の
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一 部 位 を 取 り 除 く こ と を 意 味 し て い る 。 一 旦 欠 失 が 発 生 す る と 、 そ の 隙 間 は 端 部 を 再 結 合
す る こ と に よ っ て 修 復 さ れ る 。 欠 失 は 、 一 つ の 塩 基 か ら 何 千 ま た は そ れ 以 上 の 大 き さ の 塩
基 ま で そ の 大 き さ が 変 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 重 複 （ duplications） 」 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 特 異 配 列 が 複 製 さ れ て
、 元 の 複 製 の 後 方 ま た は 前 方 に ま た は ゲ ノ ム の い ず れ か の 部 位 に 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 挿
入 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー （ heteroplasmy） 」 は 、 突 然 変 異 の 比 率 に よ
っ て 定 義 さ れ る 。 野 生 型 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に つ い て は 、 １ ０ ０ ％ 突 然 変 異 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が 「 ホ
モ プ ラ ス ミ ー の （ homoplasmic） 」 と 称 さ れ る 。 ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー の （ heteroplasmic） 突
然 変 異 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の す べ て の 複 製 に お い て で は な い が 、 い く つ か の 複 製 に
お い て 発 生 す る 突 然 変 異 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ホ モ プ ラ ス ミ ー （ homoplasmy） 」 と は 、 す べ て の ミ ト コ ン ド リ
ア 配 列 が 同 一 で あ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 逆 位 （ inversions） 」 は 、 一 連 の Ｄ Ｎ Ａ の 長 さ が 切 除 さ れ て 、
逆 向 き に 再 挿 入 さ れ る こ と を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 母 性 遺 伝 （ maternal inheritance） 」 と は 、 卵 の 細 胞 質 を 介 し
て 受 け 継 が れ る ミ ト コ ン ド リ ア を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 母 系 （ maternal line） 」 は 、 母 親 か ら 次 の 世 代 に 代 々 引 き 継
が れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ン 配 列 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ミ ト コ ン ド リ ア （ mitochondria） 」 と は 、 細 胞 プ ロ セ ス の た め
の Ａ Ｔ Ｐ を 生 成 す る 真 核 細 胞 質 細 胞 小 器 官 を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 突 然 変 異 （ mutation） 」 は 、 野 生 型 配 列 か ら の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 内 の
任 意 の 変 化 を 包 含 し て お り 、 こ れ に は 、 点 突 然 変 異 、 ト ラ ン ジ シ ョ ン 、 挿 入 、 ト ラ ン ス バ
ー ジ ョ ン 、 転 位 、 欠 失 、 逆 位 、 重 複 、 組 換 え 、 ま た は こ れ ら の 組 合 せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 突 然 変 異 荷 重 （ mutation load） 」 は 、 関 与 遺 伝 子 ま た は す べ
て の 遺 伝 子 の 機 能 低 下 に つ な が る こ と に な る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に お け る 突 然 変 異 の 増 加 を 指 し て
い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 核 酸 ア レ イ （ nucleic acid array） 」 は 、 異 な る 核 酸 が １ 平 方
セ ン チ 当 た り ２ ０ を 超 え る 密 度 で 固 形 支 持 部 の 一 方 の 面 に 付 着 さ れ た 複 数 の 特 定 の 核 酸 を
指 し て い る 。 各 核 酸 は 、 予 め 選 択 さ れ た 、 同 一 で な い 領 域 に お い て 、 固 形 支 持 部 の 面 に 付
着 さ れ て い る 。 一 実 施 例 に お い て は 、 固 形 支 持 部 の 面 に 付 着 さ れ た 核 酸 は 、 Ｄ Ｎ Ａ で あ る
。 好 ま し い 実 施 例 に お い て は 、 固 形 支 持 部 の 面 に 付 着 さ れ た 核 酸 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 他
の 好 ま し い 実 施 例 に お い て は 、 固 形 支 持 部 の 面 に 付 着 さ れ た 核 酸 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 ア レ イ
は 、 少 な く と も １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の 核 酸 を 有 し て い る 。 好 ま し く は 、 核 酸 ア レ イ
は 、 ６ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 下 の 長 さ の 核 酸 を 有 し て い る 。 よ り 好 ま し く は 、 核 酸 ア レ
イ は 、 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 下 の 長 さ の 核 酸 を 有 し て い る 。 他 の 実 施 例 で は 、 ア レ イ は 、
固 形 支 持 部 の 一 方 の 面 に 付 着 さ れ た 少 な く と も １ ０ の 異 な る 拡 散 を 有 し て い る 。 さ ら に 他
の 実 施 例 で は 、 ア レ イ は 、 固 形 支 持 部 の 一 方 の 面 に 付 着 さ れ た 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ の
異 な る 拡 散 を 有 し て い る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 核 酸 （ nucleic acid） 」 と い う 語 は
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、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ polynucleotide） 」 と 互 換 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 核 酸 タ ー ゲ ッ ト （ nucleic acid target） 」 ま た は 「 タ ー ゲ ッ
ト 核 酸 （ target nucleic acid） 」 は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 種 類 の 化 学 的 結 合 を 介 し て
、 通 常 は 相 補 的 な 塩 基 対 合 を 介 し て 、 相 補 的 配 列 の 核 酸 要 素 に 結 合 で き る 核 酸 と 定 義 さ れ
る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う に 、 核 酸 タ ー ゲ ッ ト は 、 天 然 塩 基 （ 例 ： Ａ ， Ｇ ， Ｃ ま た
は Ｔ ） と 、 修 飾 塩 基 （ 7-ジ ア ゾ グ ア ノ シ ン 、 イ ノ シ ン な ど ） を 含 む 。 ま た 、 核 酸 プ ロ ー ブ
の 塩 基 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 干 渉 し な い 限 り 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の 結 合
に よ っ て 結 合 さ れ て い て も よ い 。 こ れ に よ り 、 核 酸 タ ー ゲ ッ ト は 、 構 成 塩 基 が ホ ス ホ ジ エ
ス テ ル 結 合 よ り も む し ろ ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ た ペ プ チ ド 核 酸 で あ っ て も よ い 。
好 ま し く は 、 核 酸 タ ー ゲ ッ ト は 、 ヒ ト の 組 織 ま た は 体 液 の 抽 出 物 か ら 取 り 出 さ れ て い る 。
よ り 好 ま し く は 、 核 酸 タ ー ゲ ッ ト は 、 ヒ ト の 組 織 ま た は 体 液 の 抽 出 物 か ら 合 成 さ れ た 一 本
鎖 ま た は 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 核 （ nucleus） 」 は 、 真 核 細 胞 の 中 の も っ と も 有 名 な 細 胞 小 器
官 を 意 味 し て お り 、 す べ て の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 Ｐ Ｓ Ａ 試 験 （ PSA Test） 」 は 、 前 立 腺 に 特 異 性 の あ る 抗 原 試 験
を 意 味 し て お り 、 こ の 抗 原 は 、 前 立 腺 が ん を 示 す 血 液 中 の 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 点 突 然 変 異 （ point mutation） 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 単 一 の ヌ ク レ
オ チ ド の 変 化 を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 多 型 性 （ polymorphism） 」 と は 、 対 立 遺 伝 子 ま た は ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ
ゲ ノ ム の 集 団 内 に お け る 配 列 の 変 化 を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 前 駆 体 障 害 （ precursor lesions） 」 と は 、 潜 在 的 な 病 気 と の
関 連 を 示 す Ｄ Ｎ Ａ 変 異 ま た は そ の 組 合 せ を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 病 気 素 質 （ predisposed to a disease or a predisposition t
o a disease） 」 は 、 病 気 ま た は 機 能 障 害 と 関 連 性 が あ る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 欠 如 の た
め に 、 人 が 病 気 ま た は 機 能 障 害 を 持 つ よ う に な る 危 険 性 が 非 常 に 高 い 、 あ る い は 、 平 均 的
な 人 よ り も 病 気 ま た は 機 能 障 害 を 早 期 に 発 症 す る 危 険 性 が 非 常 に 高 い と い う こ と を 意 味 し
て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 予 め 選 択 さ れ た 領 域 （ preselected region） 」 、 「 予 め 限 定 さ
れ た 領 域 （ predefined region） 」 ま た は 「 独 特 の 位 置 （ unique position） 」 は 、 核 酸 の
堆 積 の た め に 用 い ら れ て い る 、 ま た は 用 い ら れ た 、 あ る い は 用 い ら れ よ う と 意 図 さ れ て い
る 基 質 上 の 局 所 領 域 を 指 し て い る 。 別 の 言 い 方 を す れ ば 、 こ こ で は 、 「 選 択 領 域 （ select
ed region） 」 ま た は 単 に 「 領 域 （ region） 」 の こ と を 指 し て い る 。 予 め 選 択 さ れ た 領 域
は 、 任 意 の 適 切 な 形 状 （ 例 ： 円 形 、 矩 形 、 楕 円 形 、 楔 状 な ど ） を 有 し て い る 。 い く つ か の
実 施 例 に お い て は 、 予 め 選 択 さ れ た 領 域 は 、 約 １ cm 2 よ り 小 さ く 、 よ り 好 ま し く は １ mm 2 よ
り 小 さ く 、 さ ら に 一 層 好 ま し く は ０ ． ５ mm 2 よ り も 小 さ い 。 ま た 、 い く つ か の 実 施 例 で は
、 領 域 は 約 ０ ． １ ２ ５ ～ ０ ． ５ mm 2 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 体 細 胞 突 然 変 異 （ somatic mutation） 」 は 、 受 精 後 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 の 変 化 を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 固 形 基 質 （ solid substrate） 」 ま た は 「 固 形 支 持 部 （ solid s
upport） 」 は 、 堅 い ま た は 部 分 的 に 堅 い 面 を 有 す る 要 素 の こ と を 指 し て い る 。 「 基 質 （ su
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bstrate） 」 ま た は 「 支 持 部 （ support） 」 と い う 語 は 、 こ こ で は 、 「 固 形 基 質 （ solid su
bstrate） 」 ま た は 「 固 形 支 持 部 （ solid support） 」 と い う 語 と 互 換 性 が あ る 。 固 形 支 持
部 は 、 粒 子 、 鎖 、 沈 殿 物 、 ゲ ル 、 シ ー ト 、 管 、 球 、 容 器 、 毛 細 管 、 パ ッ ド 、 ス ラ イ ス 、 フ
ィ ル ム 、 プ レ ー ト 、 ス ラ イ ド な ど と し て 存 在 す る 、 生 物 学 的 、 非 生 物 学 的 、 生 体 的 ま た は
非 生 体 的 な も の 、 あ る い は こ れ ら の う ち の 任 意 の 組 合 せ で よ い 。 基 質 は 、 シ リ コ ン 面 ま た
は ガ ラ ス 面 、 あ る い は （ ポ リ ） テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 （ ポ リ ） フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 、 ポ
リ ス チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ま た は ６ ６ ナ イ ロ ン や ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 こ れ ら の 組 合
せ の よ う な 帯 電 膜 で あ る こ と が 多 い 。 好 ま し い 実 施 例 で は 、 固 形 の 支 持 部 は ガ ラ ス で あ る
。 好 ま し く は 、 基 質 の 少 な く と も 一 つ の 面 が 実 質 的 に 平 坦 に な っ て い る 。 好 ま し く は 、 固
形 支 持 部 の 面 は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 チ オ ー ル 基 な ど を 含 む （
こ れ ら に は 限 定 さ れ な い が ） 官 能 基 を 有 し て い る 。 一 実 施 例 で は 、 面 は 透 光 性 を 有 し て い
る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 扁 平 上 皮 が ん （ squamous cell carcinoma） 」 は 、 皮 膚 細 胞 の
癌 の 一 類 型 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 安 定 し て 結 合 （ stably associated） 」 と は 、 共 有 結 合 、 水 素
結 合 ま た は イ オ ン 作 用 （ イ オ ン 結 合 ） を 介 し て ア レ イ を 形 成 す る た め に 、 固 形 基 質 に 不 可
逆 に 結 合 し て い る 核 酸 を 指 し て い る 。 こ れ に よ り 、 核 酸 が 、 ア レ イ と 安 定 し て 結 合 し て い
る 他 の す べ て の 核 酸 に 対 し て 、 あ る い は 、 ア レ イ が 分 析 （ す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ま た は ス キ ャ ン ） さ れ る 条 件 下 で 固 形 基 質 上 で 予 め 選 択 さ れ た 他 の す べ て の 領 域 に 対
し て 、 予 め 選 択 さ れ た 特 有 の 位 置 を 維 持 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 「 有 意 性 の あ る （ statistically significant） 」 数 は 、 標
準 的 な カ イ 二 乗 設 計 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 つ ま り 観 測 値 対 期 待 値 を 決 定 す る こ と に よ
っ て 、 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ト ラ ン ジ シ ョ ン 」 と は 、 窒 素 を 含 む 同 じ 塩 基 、 つ ま り ピ リ ミ ジ
ン か ら ピ リ ミ ジ ン 、 ま た は プ リ ン か ら プ リ ン へ の 置 換 を 意 味 し て い る 。 一 方 の ピ リ ミ ジ ン
が 他 の ピ リ ミ ジ ン に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 、 あ る い は 一 方 の プ リ ン が 他 方 の プ リ ン に よ っ
て 置 換 さ れ る 突 然 変 異 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン 」 は 、 窒 素 を 含 む 異 な る 塩 基 の 置 換 、 つ ま
り プ リ ン か ら ピ リ ミ ジ ン 、 ま た は ピ リ ミ ジ ン か ら プ リ ン へ の 置 換 を 意 味 し て い る 。 一 方 の
プ リ ン が ピ リ ミ ジ ン 置 き 換 え ら れ る （ 置 換 さ れ る ） ま た は そ の 逆 に 置 換 さ れ る 突 然 変 異 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

本 発 明 の 一 実 施 例 に お い て は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 前 立 腺 が ん や 非 黒
色 腫 皮 膚 が ん の よ う な 特 異 な 病 気 を 診 断 す る と と も に 老 化 を 観 察 す る た め の 方 法 が 提 供 さ
れ て い る 。 核 Ｄ Ｎ Ａ で は な く ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 前 立 腺 が ん の よ う な 病 気 を 診 断 す る こ
と は 、 い く つ か の 利 点 を 有 し て い る 。 第 １ に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 複 雑 な ゲ ノ ム で は な く 、 個
人 レ ベ ル お よ び 集 団 レ ベ ル に お い て 容 易 に 理 解 さ れ る 。 こ の た め 、 正 常 な ゲ ノ ム お よ び 病
気 が 関 連 し た ゲ ノ ム を 有 す る 大 き な ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス が 、 個 人 の 診 断 を 非 常 に 正 確
な も の に す る 。 し た が っ て 、 病 気 に 関 連 し た 変 種 （ variation） が 理 解 さ れ る 。 第 ２ に 、
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 核 Ｄ Ｎ Ａ よ り も １ ０ 倍 突 然 変 異 率 が 高 い （ Wallace(1992)） 。 病 気 の 前 段
階 を 示 唆 す る 核 再 配 列 が 、 素 早 く ミ ト コ ン ド リ ア と 結 合 し て 、 体 細 胞 突 然 変 異 と し て 現 れ
る 。 第 ３ に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が 母 性 遺 伝 パ タ ー ン （ maternal inheritance pattern） を 有 し て
お り 、 す べ て の ミ ト コ ン ド リ ア が 同 じ ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ か ら 始 ま る の で 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 本 質 的 に
ク ロ ー ン で あ る 。 こ の た め 、 こ の ク ロ ー ン 状 態 か ら の 変 種 は 、 簡 単 に 検 出 さ れ る 。 ま た 、
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ が 組 換 え の 説 得 力 あ る 証 拠 を 示 さ な い の で 、 配 列 に お け る 何 ら か の 変 種 は 体 細
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胞 の 事 象 で あ る 。 突 然 変 異 が あ る 任 意 の ミ ト コ ン ド リ ア は 、 一 つ の ミ ト コ ン ド リ ア に つ き
多 く の （ コ ピ ー 数 2～ 10の ） ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム が 、 ま た 一 つ の 細 胞 に つ き 多 く の （ 500
～ 2,000の ） ミ ト コ ン ド リ ア が 存 在 し て い る こ と の 結 果 と し て 、 あ る 意 味 で は 「 劣 性 （ rec
essive） 」 で あ る 。 さ ら に 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム は 、 損 傷 を 受 け た ゲ ノ ム を 有 す る ミ ト
コ ン ド リ ア の 非 常 に 高 い レ ベ ル （ ９ ０ ％ ま で ） を 許 容 で き る 。 こ の こ と は 、 残 存 す る 野 生
型 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に よ る 相 補 性 を 通 じ て 起 こ る （ Chomynら (1992)） 。 し か し な が ら 、 突 然 変 異
し た ゲ ノ ム は 、 通 常 小 さ い た め 、 野 生 型 ゲ ノ ム に 対 し て 複 製 の 利 点 を 有 し て お り （ Hayash
iら (1991)） 、 し た が っ て 、 突 然 変 異 し た ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は ク ロ ー ン 拡 大 す る 。 こ の こ と は 、
核 遺 伝 子 と 異 な り 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 が い る 細 胞 に 対 す る 選 択 が ほ と ん ど な い か ま た は
全 く な い と い う こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の よ う な 高 い 突 然 変 異 率 の た め に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に
現 れ る 突 然 変 異 お よ び （ ま た は ） 欠 失 は 、 細 胞 の 寿 命 の 間 維 持 さ れ 、 種 々 の 変 異 原 に さ ら
さ れ た こ と の 記 録 と し て 役 立 つ 。 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 全 体 性 （ integrity） は 、 核 修 復 機 構 に よ
っ て 維 持 さ れ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 座 に お け る 欠 陥 は 、 多 数 の ミ ト コ ン ド リ ア 欠 失 と 関 連 す
る 常 染 色 体 優 性 異 常 （ autosomal dominant disorder） に 帰 着 す る こ と に な る こ と が 示 唆
さ れ て い る （ Zevianiら (1990)） 。 し た が っ て 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 種 々 の 癌 ま た は そ の 他 の
病 気 と 関 連 し た 初 期 の 核 事 象 の 初 期 の 見 張 り 役 と し て 機 能 す る 。 最 後 に 、 ミ ト コ ン ド リ ア
ゲ ノ ム は 、 そ の 配 列 を 決 定 す る こ と が で き 、 個 人 ベ ー ス で 突 然 変 異 を 監 視 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

本 発 明 の 好 ま し い 実 施 例 で は 、 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん （ Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ ） に お け る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 変 化
や 固 形 腫 瘍 の 発 達 を 示 す 前 駆 体 損 傷 の 初 期 診 断 の た め の シ ス テ ム が 提 供 さ れ て い る 。 共 通
欠 失 （ common deletion） 、 関 連 す る 突 然 変 異 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に お い て 未 だ 特 徴 付 け ら れ て
い な い 欠 失 の 発 生 の よ う な 特 定 の 変 化 が 、 潜 在 的 な 皮 膚 が ん の 信 頼 で き る バ イ オ マ ー カ ー
と し て 役 立 つ 。 ヒ ト の Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ お よ び そ の 前 駆 体 損 傷 に お け る す べ て の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム
の 突 然 変 異 指 紋 （ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ） が 決 定 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 変
化 が 、 ヒ ト の 皮 膚 が ん お よ び そ の 前 駆 体 損 傷 の 早 期 バ イ オ マ ー カ ー と し て 確 立 さ れ る 。 次
に 、 変 性 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ が 、 注 目 さ れ て い る 配 列 に お い て 低 レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー を 評 価 す
る の に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な ア プ ロ ー チ は ま た 、 そ の 他 の ヒ ト の 腫 瘍 に お け る 早 期 変 化
の 発 達 の 見 通 し を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

本 発 明 の 他 の 実 施 例 に お い て は 、 前 立 腺 が ん の 診 断 の た め の シ ス テ ム が 提 供 さ れ て い る 。
年 齢 に 関 連 し た 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 陥 の 蓄 積 は 、 中 年 お よ び 老 年 に 流 行 っ て い る 前 立 腺 が ん の
よ う な あ る 種 の 臨 床 疾 患 の 発 現 に 人 を か か り や す く す る 。 好 ま し い 実 施 例 に お い て は 、 前
立 腺 が ん の ル ー チ ン ・ ス ク リ ー ニ ン グ が 、 前 立 腺 液 か ら の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム 配 列 決 定
を 通 じ て 行 わ れ る 。 が ん 細 胞 に 変 異 し た 上 皮 細 胞 の 存 在 が 、 前 立 腺 液 か ら の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の
増 幅 を 通 じ て 決 定 さ れ る 。 こ の こ と は 、 デ ジ タ ル 直 腸 内 診 お よ び Ｐ Ｓ Ａ の よ う な 現 行 の 診
断 技 術 の 影 を 薄 く し て い る 。 最 近 、 Flissら （ 2000） は 、 膀 胱 が ん の 患 者 の 尿 の サ ン プ ル
の 中 に 突 然 変 異 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 認 定 し た 。 前 立 腺 液 に お け る 同 様 の 発 見 が 、 前 立 腺 が ん の
た め の 、 侵 襲 で な い （ non-invensive） 早 期 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 全 体 と し て 前 立 腺 が ん
と 対 照 的 に 、 若 い 患 者 に お い て 攻 撃 的 で 成 長 の 速 い 細 胞 の 分 化 と 同 様 に し て 、 異 な る タ イ
プ の 前 立 腺 が ん を 診 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

本 発 明 に よ る シ ス テ ム お よ び 方 法 は 、 4977bpの 「 共 通 欠 失 」 や ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 他
の 突 然 変 異 （ Liuら (1977))の よ う な 突 然 変 異 の 増 加 頻 度 に 基 づ い て 、 老 化 を 評 価 す る の に
用 い ら れ て も よ い 。 こ の 情 報 は 、 健 康 調 査 デ ー タ と 協 働 し て 、 同 じ 突 然 変 異 /欠 失 に 帰 着
す る 別 個 の 原 因 の 統 計 上 重 要 な 区 別 を 可 能 に す る 。 幸 い な こ と に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 卵 を 通
じ て の み 遺 伝 し 、 本 来 、 本 質 的 に ク ロ ー ン で あ る （ Van De Graaff & Fox(1955)） 。 こ の
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こ と は 、 年 齢 が 関 連 し た 欠 失 の 信 頼 で き る 頻 度 を 決 定 す る た め に 、 幾 世 代 か に わ た っ て 母
系 の 突 然 変 異 ／ 欠 失 の 注 意 深 く 管 理 さ れ た 研 究 を 可 能 に す る 。 こ の 情 報 は 、 老 化 の プ ロ セ
ス を 遅 ら せ る 処 置 方 法 を 開 発 す る の に 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

生 物 学 的 試 料 は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス を 構 築 す る 目 的 で ま た は 個 人 に 診 断 検 査
を 行 う 目 的 で 、 任 意 の 既 知 の 手 段 に よ っ て 集 め る こ と が で き る 。 デ ー タ ベ ー ス の 作 成 の た
め に 前 も っ て 用 意 さ れ る 試 料 は 、 以 下 の も の を 含 む が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 す な わ
ち 、 腫 瘍 バ ン ク 、 皮 膚 が ん お よ び 前 立 腺 が ん （ こ れ ら に は 限 定 さ れ な い ） の よ う な 特 異 病
を 高 い 頻 度 で 発 症 す る グ ル ー プ ま た は 集 団 か ら の 母 系 研 究 お よ び 健 康 状 態 や 老 化 の 評 価 と
と も に 、 同 じ 母 系 か ら 影 響 を 受 け た 人 お よ び 影 響 を 受 け て い な い 人 の 母 系 研 究 。 た と え ば
、 生 物 学 的 試 料 を 収 集 し て 記 録 す る の に 、 FTAョ  Gene Cardsョ  が 用 い ら れ て も よ い 。 適
切 な 試 料 は 、 中 皮 （ 体 腔 上 皮 ） 、 上 皮 ま た は 内 皮 か ら 得 ら れ た 任 意 の 組 織 ま た は 体 液 を 含
ん で い る 。 こ の よ う な 組 織 お よ び 体 液 は 、 以 下 の も の を 含 む が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い
。 す な わ ち 、 血 液 、 唾 、 頬 細 胞 、 唾 液 、 前 立 腺 液 、 汗 、 骨 、 髪 、 リ ン パ 組 織 、 子 宮 頸 管 塗
抹 、 乳 吸 引 物 、 お り も の 、 精 液 、 月 経 出 血 お よ び 生 検 組 織 。 好 ま し く は 、 約 １ ０ ０ μ lの
血 液 、 １ ０ ０ μ g～ ２ ５ mgの 固 形 組 織 が 試 料 と さ れ た 。 皮 膚 が ん が 疑 わ れ る 場 合 に は 、 （
正 常 な 、 Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ の 、 お よ び 前 駆 体 損 傷 か ら の ） 皮 膚 細 胞 ま た は 皮 膚 組 織 が 皮 膚 生 検 ま た
は ル ー チ ン ・ サ ク シ ョ ン ・ ブ リ ス タ リ ン グ 法 に よ り 採 取 さ れ る 。 病 気 が 疑 わ れ る 場 合 に は
、 初 期 治 療 の 医 師 、 癌 研 究 者 ま た は そ の 他 の 専 門 家 は 、 患 者 か ら 正 常 な 組 織 と 病 気 が 疑 わ
れ る 組 織 の 双 方 を 抽 出 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
た と え ば 、 前 立 腺 ま た は 皮 膚 の 腫 瘍 の 試 料 の 場 合 、 微 小 分 割 さ れ て パ ラ フ ィ ン が 埋 め 込 ま
れ た 組 織 の 同 型 体 の 横 断 面 （ ５ ミ ク ロ ン ） は 、 一 つ の ス ラ イ ド が ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ
オ シ ン （ Ｈ Ｅ ） で 染 色 さ れ る 前 に 、 パ ラ フ ィ ン が 取 り 除 か れ る 。 同 型 体 は 、 当 該 分 野 で 標
準 的 な こ と で は あ る が 、 メ チ ル グ リ ー ン （ Ｍ Ｇ ） を 用 い て 染 色 さ れ て い る 。 Ｈ Ｅ 染 色 は 、
正 常 、 前 駆 体 に つ い て 、 お よ び 腫 瘍 の 進 行 の 適 用 可 能 な 格 付 け に つ い て 、 病 理 学 者 に よ り
格 付 け さ れ る 。 同 型 体 Ｍ Ｇ ス ラ イ ド は 、 格 付 け 細 胞 の 製 造 者 推 薦 （ Arcturus） に よ る と 、
レ ー ザ ー 捕 捉 に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】

分 子 生 物 学 の 現 行 プ ロ ト コ ル （ Current Protocols in Molecular Biology） に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 用 い て 行 わ れ 、 こ れ
に 続 い て 、 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 配 列 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

＜ Ｐ Ｃ Ｒ ＞
本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 増 幅 す る こ
と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 、 当 該 分 野 の 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に は 、 増 幅 さ
れ る 核 酸 の 存 在 、 増 幅 さ れ る 配 列 の 両 側 に 位 置 す る 二 本 鎖 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 緩 衝 剤 お よ び 塩 が 必 要 で
あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 手 法 は 、 当 該 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Mullisお よ び Faloon
a(1987)の  Methods Enzymolの 155:335（ 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 含 ま れ る ） に 記 載 さ れ
て い る よ う に 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
一 般 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 鋳 型 （ template） Ｄ Ｎ Ａ （ 少 な く と も １ fg； よ り 有 効 的 に は １ ～ 1000
 ng） お よ び 少 な く と も ２ ５ pmolの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 実 行 さ れ る 。
典 型 的 な 反 応 混 合 物 は 、 ２ μ lの Ｄ Ｎ Ａ 、 ２ ５ pmolの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 ２
． ５ μ lの １ ０ Ｘ  Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 剤 １ （ Perkin-Elmer, Foster City, CA） 、 ０ ． ４ μ lの １ ．
２ ５ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ０ ． １ ５ μ l（ ま た は ２ ． ５ ユ ニ ッ ト ） の  Taq Ｄ Ｎ Ａ  ポ リ メ ラ ー ゼ
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（ Perkin-Elmer, Foster City, CA） 、 お よ び 総 量 ２ ５ μ lの 脱 イ オ ン 水 を 含 ん で い る 。 流
動 パ ラ フ ィ ン （ mineral oil） で 覆 わ れ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な 熱 循 環 器 を 用 い
て 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル の 各 ス テ ッ プ の 長 さ お よ び 温 度 は 、 サ イ ク ル の 数 と と も に 、 実 際 上 、 過 酷
な 必 要 条 件 に よ っ て 調 整 さ れ て い る 。 ア ニ ー ル 温 度 お よ び タ イ ミ ン グ は 、 プ ラ イ マ ー が 鋳
型 に ア ニ ー ル す る と 期 待 さ れ る 効 率 と 、 許 容 さ れ る ミ ス マ ッ チ の 程 度 と の 双 方 に よ っ て 決
定 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー の ア ニ ー ル す る 条 件 の 厳 し さ を 最 適 化 す る こ と が で き る 能 力 は 、 当
該 分 野 に お け る 通 常 の 技 術 者 の 一 人 の 知 識 の 範 囲 内 で あ る 。 ３ ０ ～ ７ ２ ℃ の 範 囲 の ア ニ ー
ル 温 度 が 用 い ら れ て い る 。 一 般 に 、 鋳 型 分 子 の 初 期 の 変 性 が 通 常 ９ ２ ～ ９ ９ ℃ の 範 囲 の 温
度 で ４ 分 間 発 生 し 、 変 性 か ら な る ２ ０ ～ ４ ０ サ イ ク ル （ ９ ４ ～ ９ ９ ℃ で １ ５ 秒 ～ １ 分 間 ）
が こ れ に 続 い て 、 ア ニ ー リ ン グ （ 上 述 の よ う に 決 定 さ れ た 温 度 で １ ～ ２ 分 間 ） お よ び 伸 長
（ ７ ２ ℃ で １ 分 間 ） が 生 じ る 。 最 終 の 伸 長 工 程 は 、 一 般 に ７ ２ ℃ で ４ 分 間 実 行 さ れ 、 次 に
４ ℃ で （ ０ ～ ２ ４ 時 間 ） 不 定 の 工 程 が こ れ に 続 く 。
【 ０ １ ０ ５ 】
＜ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 ＞
ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 配 列 を 決 定 す る た め の 任 意 の 既 知 の 手 段 が 用 い ら れ て よ い 。 好 ま
し く は 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 の 決 定 に 先 立 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物
は 、 直 接 そ の 配 列 が 決 定 さ れ る か 、 あ る い は バ ク テ リ ア 宿 主 に 配 置 さ れ る ベ ク タ ー に ク ロ
ー ン 化 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン ス 法 の 例 は 、 Brumley, R.L. Jr.お よ び  Smith, L.M.（ 1
991） に よ る 「 横 型 超 薄 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 高 速 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン ス （ Rapid DNA sequenc
ing by horizontal ultrathin gel electrophoresis） 」 (Nucleic Acids Res. 19:4121-4
126)と 、 Luckey, J.A.ら (1993)に よ る 「 毛 細 管 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 高 速 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン
ス （ High speed DNA sequencing by capillary gel electrophoresis） 」 (Methods Enzym
ol. 218: 154-172)と に 見 出 さ れ る 。 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 決 定 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ を 組 み 合 わ せ て
使 用 す る こ と は 、 Hopgood, R.ら (1992)に よ る 「 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 か ら 直 接 ヒ ト の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ
の 配 列 を 自 動 的 に 決 定 す る た め の 方 法 （ Strategies for automated sequencing of human
 mtDNA directly from PCR products） 」 (Biotechniques 13:82-92)お よ び  Tanaka, M ら
(1996)に よ る 「 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 自 動 配 列 決 定 （ Automated sequencing of mtDNA） 」 (Method
s Enzymol 264:407-421)に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
＜ 欠 失 分 析 お よ び 検 出 ＞
好 ま し い ア プ ロ ー チ は 、 伸 長 鋳 型 （ Expand Long Template） Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム （ Boehringer
 Mannheim） を 用 い た 伸 長 （ long extension） Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｌ Ｘ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 技 術 で あ る 。 Ｌ Ｘ
－ Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 は 、 Birch-Machin 研 究 所 に お い て 確 立 さ れ 実 証 さ れ た も の で あ る が 、 こ れ
を 用 い る こ と に よ り 、 単 一 の 欠 失 の 事 象 と 対 比 し て 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の す べ て の ス ペ ク ト ル の
た め に 迅 速 に ス ク リ ー ン す る 機 会 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
全 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 中 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 4 9 7 7 欠 失 の 比 率 を 評 価 す る の に 、 半 定 量 化 Ｐ Ｃ Ｒ 法 （ Corr
al-Debrinskiら (1991)） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
ま た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト や 同 位 元 素 で 標 識 化 さ れ た プ ロ ー ブ 技 術 、 お よ び 当 該 分 野 で 標 準 的
な 他 の 任 意 の 技 術 を 欠 失 検 出 に も 用 い る よ う に し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
＜ Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 配 列 決 定 ＞
Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 配 列 を 決 定 す る の に 、 任 意 の 既 知 の 手 段 が 用 い ら れ て よ い 。 好 ま し く は 、
す べ て の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 ABI Big Dye Terminator T M 技 術 と 、 各 々 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の た め の
一 連 の ７ ２ オ ー バ ラ ッ プ プ ラ イ マ ー と を 用 い た ジ デ オ キ シ 配 列 決 定 法 に よ っ て 特 徴 付 け ら
れ て い る 。 配 列 決 定 は 、 一 つ に つ い て 、 ま た は 幾 つ か に つ い て 、 あ る い は 310， 3100ま た
は 3700の Ａ Ｂ Ｉ プ ラ ッ ト フ ォ ー ム の 組 合 せ に つ い て 、 生 じ る 。 配 列 決 定 反 応 は 、 製 造 者 の
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推 薦 に 応 じ て 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】

ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 配 列 決 定 お よ び 突 然 変 異 の ホ ッ ト ス ポ ッ ト の 識 別 に 先 立 っ て 、 多
く の 試 料 の 中 の 突 然 変 異 を 迅 速 に ス ク リ ー ン す る の に 、 Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い る こ と が で き る
。 こ の 技 術 は 、 低 レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー （ heteroplasmy） の 識 別 に 高 感 度 を 提 供 す る
。 こ れ は 、 ホ モ プ ラ ス ミ ー な （ homoplasmic） 変 化 を 検 出 す る こ と は で き な い が 、 伝 統 的
な 配 列 決 定 技 術 を 補 完 す る も の で あ る 。 最 近 腫 瘍 内 で 識 別 さ れ た ホ モ プ ラ ス ミ ー の 突 然 変
異 は 別 に し て 、 報 告 さ れ た 大 多 数 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 は ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー で あ る （ Ch
inneryら (1999)） 。 こ れ ら の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー な （ heteroplasmic） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 変 化 は 、
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 後 に ヘ テ ロ 二 本 鎖 （ heteroduplexes） に 帰 着 す る 。 ヘ テ ロ プ ラ
ス ミ ー な ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 の た め の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 変 性 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ： Denaturing High Performance Liquid Chromatography） と い う
比 較 的 新 し い 技 術 を 用 い て 決 定 さ れ る 。 こ の 技 術 は 、 ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー な 点 突 然 変 異 に 関
し て ５ ％ よ り も 低 い レ ベ ル ま で 、 す べ て の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 迅 速 に ス ク リ ー ン し て 識 別
す る の に 最 近 用 い ら れ て き た （ Van den Boschら (2000)） 。
【 ０ １ １ １ 】
こ の Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ は 、 完 全 自 動 化 ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 す る  Wave T M  DNA Fragment Analysi
s System (Transgenomic, Omaha. USA) に 基 づ い て 実 行 さ れ て も よ い 。 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の ヘ テ
ロ プ ラ ス ミ ー な 突 然 変 異 を ス ク リ ー ン す る の に 、 同 じ 技 術 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 好
ま し く は 、 す べ て の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ ゲ ノ ム は 、 van den Boschら (2000)に よ り 記 述 さ れ た 二 つ
の 異 な る Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 を 用 い る こ と に よ っ て 、 １ ３ の オ ー バ ラ ッ プ 断 片 に お い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ
り 増 幅 さ れ て い る 。 １ ～ ２ kbの Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 が 、 ９ ０ ～ ６ ０ ０ bpの 断 片 に 分 解 さ れ 、 そ の
最 適 な 溶 融 温 度 で 分 割 さ れ る 。 突 然 変 異 は 、 二 つ の ピ ー ク で 表 さ れ 、 ２ ％ ヘ テ ロ プ ラ ス ミ
ー よ り も 低 い よ う な 低 比 率 の 突 然 変 異 は 、 ピ ー ク の 肩 部 （ shoulder） と し て 表 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 決 定 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 行 う こ と も 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】

一 旦 配 列 が 決 定 さ れ る と 、 正 常 な ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 病 気 が 関 連 し た ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が
、 デ ー タ ベ ー ス で の 比 較 の た め に 記 録 さ れ る 。 再 配 列 決 定 装 置 （ resequensing devices）
、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 （ micro-array technology） 、 一 体 型 微 少 流 体 増 幅 ・ 分 析 シ ス テ ム
（ integrated microfluidic amplification and analysis system） 、 高 速 ・ 高 処 理 突 然
変 異 検 出 法 （ high-speed, high-throughput, mutation detection method） お よ び そ の 他
の 方 法 が す べ て 本 発 明 の 方 法 と と も に 用 い ら れ て よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
個 人 の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 配 列 決 定 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 集 団 レ ベ ル の デ ー タ と 比
較 さ れ る 。 デ ー タ は 、 上 述 し た よ う に 、 試 料 の 入 手 お よ び ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 決 定 を 通 じ て
、 獲 得 さ れ る 。 好 ま し く は 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 母 系 研 究 か ら の 情 報 を 含 ん で い る 。 集 団 レ
ベ ル デ ー タ は 、 デ ー タ ベ ー ス に 保 有 さ れ て い る 。 任 意 の 適 切 な デ ー タ ベ ー ス を 使 用 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
臨 床 お よ び 生 物 学 的 デ ー タ の 多 次 元 評 価 研 究 デ ー タ ベ ー ス （ multidimensional evaluatio
n research database） が 用 い ら れ て い る 。 こ れ は 、 こ の 事 業 に 携 わ る 研 究 所 に よ っ て 集
め ら れ た 情 報 の 収 集 、 加 工 お よ び 流 布 の た め に 必 要 な バ イ オ 情 報 科 学 の 基 盤 を 提 供 す る 。
こ の デ ー タ ベ ー ス は 、 動 的 か つ 強 力 な 資 源 と な る ネ ッ ト ワ ー ク と リ ン ク す る 中 央 電 子 シ ス
テ ム で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
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変 性 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ： Denaturing High Performance Liquid C
hromatography） を 用 い た ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 突 然 変 異 分 析

デ ー タ の 分 析



デ ー タ ベ ー ス は 、 任 意 の 既 知 の 手 段 、 好 ま し く は 安 全 な イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て 、 ア ク セ
ス さ れ る よ う に し て も よ い 。 好 ま し く は 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 サ ー バ ー に 構 築 さ れ る と と も
に 最 適 な 性 能 お よ び 測 定 可 能 な 特 徴 部 分 を 通 じ て 多 数 の ユ ー ザ ー を サ ポ ー ト す る ア プ リ ケ
ー シ ョ ン サ ー バ ー の 使 用 を 採 用 す る ｅ -コ マ ー ス ・ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 開 発 さ れ て い る
。 別 個 の 「 ウ エ ブ 」 サ ー バ ー は 、 す べ て の 内 容 、 ア プ リ ケ ー シ ョ ン お よ び 処 理 が ユ ー ザ ー
に 到 達 す る 前 に そ こ を 通 じ て 流 れ な け れ ば な ら な い 中 央 ポ イ ン ト と し て 機 能 し 得 る の で 、
ウ エ ブ サ イ ト の ア ー キ テ ク チ ャ ー の 基 礎 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
当 該 分 野 で 知 ら れ て い る デ ー タ 発 掘 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 デ ー タ か ら パ タ ー ン 、 集 団 お よ び モ
デ ル を 発 見 す る の に 利 用 さ れ て い る （ SAS 2000） 。 さ ら に 、 知 能 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 方 法
は 、 突 然 変 異 の 発 生 、 突 然 変 異 率 、 病 気 検 出 の た め の 突 然 変 異 の パ タ ー ン 、 情 報 回 収 、 お
よ び そ の 他 の 複 雑 な 配 列 分 析 ソ フ ト ウ エ ア の た め に 、 開 発 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ １ １ ８ 】

本 発 明 は 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 核 酸 要 素 お よ び プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 配 列 は 、 前 立 腺 が ん 、 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん な ど の 病 気 を 示 す も の と し て 、 検
出 さ れ る べ き 核 酸 ま た は 核 酸 の 一 領 域 で あ る 。 本 発 明 の マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 分 析 さ れ
る べ き タ ー ゲ ッ ト 核 酸 配 列 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト の 組 織 ま た は 体 液 の 試 料 か ら 採 取 さ れ て
い る 。 本 発 明 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 核 酸 （ つ ま り ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ か ら
な る タ ー ゲ ッ ト 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 核 酸 要 素 は 、 本 発 明 に よ る ア レ イ を 構 成 す る た め の
固 形 支 持 部 と 安 定 し て 結 合 し て い る 。 核 酸 要 素 は 、 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 で も よ く 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
か ら 増 幅 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 で も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 プ ロ ー ブ を 構 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い
ら れ て い る よ う に 、 「 プ ロ ー ブ 」 と い う 語 は 、 タ ー ゲ ッ ト 領 域 に 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ に
お い て 少 な く と も 一 つ の 配 列 の 相 補 性 の た め に 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 に 配 列 を 有 す る 二 重 構 造
を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 指 し て い る 。 プ ロ ー ブ は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ る 方 法 に よ
り 、 標 識 化 さ れ て い て も よ い 。 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ は 、 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 で も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】

本 発 明 は 、 特 異 病 を 診 断 し ま た は 特 異 突 然 変 異 を 識 別 す る の に 用 い ら れ る バ イ オ チ ッ プ 、
遺 伝 子 チ ッ プ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ の よ う な 診 断 装 置 を 含 ん で い る 。 配 列 が 決 定 さ れ た す
べ て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム は 、 塩 基 対 配 列 の 一 致 構 造 を 生 成 す る よ う に 評 価 さ れ る と と
も に 、 特 定 の 病 気 ま た は 機 能 疾 患 に 関 連 し た 突 然 変 異 お よ び 塩 基 対 欠 失 の 比 率 の 抑 制 指 数
を 付 与 さ れ る 。 診 断 装 置 は 、 次 に 、 バ イ オ チ ッ プ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ を
生 成 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
特 定 の 病 気 、 病 状 ま た は 機 能 障 害 に 関 連 し た 配 列 が 一 旦 識 別 さ れ る と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の ア レ イ へ の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 特 定 の 突 然 変 異 を 識 別 す る た め に
用 い ら れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 任 意 の 既 知 の 手 法 が 用 い ら れ て よ い 。 好 ま し く
は 、 野 生 型 ま た は 突 然 変 異 領 域 と マ ッ チ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び 制 御 プ ロ
ー ブ を 有 し て い る ア レ イ が 用 い ら れ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 遺 伝 子 チ ッ プ の よ う な 市 販
可 能 な ア レ イ が 適 し て い る 。 こ れ ら の ア レ イ は 、 適 合 し た 何 千 も の 制 御 プ ロ ー ブ 対 を ス ラ
イ ド ま た は マ イ ク ロ チ ッ プ の 上 に 有 し て い る 。 ゲ ノ ム お よ び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 に お け る マ イ
ク ロ ア レ イ の 使 用 に つ い て 記 述 す る 雑 誌 の 記 事 は 、 www.gene-chips.com で 入 手 可 能 で あ
る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
＜ マ イ ク ロ ア レ イ ＞
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 配 列 を 有 す る 試 料 内 で
多 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 分 析 を 可 能 に す る 高 速 処 理 技 術 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ア レ イ は
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、 遺 伝 子 発 現 分 析 、 病 気 の 診 断 お よ び 予 後 （ 例 ： 治 療 、 ド ラ ッ グ ス ク リ ー ニ ン グ な ど に 対
す る 患 者 の 反 応 の 監 視 ） に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
病 気 、 老 化 ま た は そ の 他 健 康 が 関 連 し た 突 然 変 異 を 示 す ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 任 意 の 組 合 せ が 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 構 築 の た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 分 析 さ れ る べ き タ ー ゲ ッ ト 核 酸 試 料 は 、 上 述 し た よ う に 、 十 分 な
量 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 任 意 の ヒ ト の 組 織 ま た は 体 液 、 好 ま し く は 前 立 腺 液 、 固 形 腫 瘍 、 血
液 ま た は 尿 か ら 採 取 さ れ る 。 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 試 料 は 、 相 補 核 酸 要 素 /タ ー ゲ ッ ト 複 合 体 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ タ ー ン を 生 じ さ せ る の に 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
下 で 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 要 素 と 接 触 さ せ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
＜ マ イ ク ロ ア レ イ の 構 築 ＞
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 固 形 支 持 部 の 一 方 の 面 に 付 着 し た 複 数 の 特 定 （ unique） の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 有 し て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 は 、 予 め 選 択 さ れ た 同 一 で な い 領 域 に お い
て 固 形 支 持 部 の 面 に 付 着 し て い る 。 ア レ イ 上 の 各 関 連 試 料 は 、 以 下 に よ り 詳 細 に 記 述 さ れ
る よ う に 、 既 知 の ア イ デ ン テ ィ テ ィ ー （ identity） 、 通 常 は 既 知 の 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 成 分 を 有 し て い る 。 本 発 明 に お い て は 、 考 え ら れ る 任 意 の 基 質 を 採 用 す る よ う に し て も
よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
ア レ イ は 、 既 知 の 任 意 の 手 段 を 用 い て 構 成 さ れ る 。 核 酸 要 素 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （
Ｐ Ｃ Ｒ ） や 逆 転 写 （ Ｒ Ｔ ） の よ う な ， 確 立 さ れ た 技 術 を 用 い て 生 成 さ れ て も よ い 。 こ れ ら
の 手 法 は 、 当 該 分 野 で 現 在 知 ら れ て い る 技 術 と 類 似 し て い る （ 例 え ば 　 PCR Strategies, 
Michael A. Innis (Editor), et al.(1995) お よ び  PCR: Introduction to Biotechnique
s Series, C.R. Newton, A. Graham (1997) 参 照 ） 。 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当
該 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 （ 例 ： カ ラ ム 精 製 ） に よ っ て 精 製 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 所 望 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 の 間 に 生 成 さ れ た 不 完 全 な 生 産 物 お よ び ポ リ マ ー が 実 質
的 に な い と き に は 、 純 粋 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド も ま た 、 分 子 の 結 合 作 用 を 妨 げ た り 邪 魔 を し た り す る 汚 染 物 が 実 質 的 に な い だ ろ う 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 発 明 の ア レ イ に お い て は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 成 成 分 が 、 固 形 支 持 部 の 表 面 に 安 定 し
て 結 合 し て い る 。 支 持 部 は 、 可 撓 性 の あ る ま た は 堅 い 固 形 支 持 部 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
本 発 明 に お い て は 、 核 酸 要 素 が 付 着 す る 任 意 の 固 形 支 持 部 を 用 い て よ い 。 適 切 な 固 形 支 持
部 の 材 料 の 例 は 、 以 下 の も の を 含 む が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 す な わ ち 、 ガ ラ ス お よ
び シ リ カ ゲ ル の よ う な ケ イ 酸 塩 、 セ ル ロ ー ス 紙 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス
チ レ ン 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 ラ テ ッ ク ス 、 ラ バ ー 、 お よ び テ フ ロ ン T M の よ う な フ ッ 化 炭
素 樹 脂 。
【 ０ １ ２ ９ 】
堅 い 支 持 要 素 は 、 ス ラ イ ド や ビ ー ド （ こ れ ら に は 限 定 さ れ な い ） を 含 む 幅 広 い 種 類 の 形 状
で 用 い ら れ て よ い 。 ス ラ イ ド は 、 い く つ か の 機 能 上 の 利 点 を 提 供 し て お り 、 固 形 支 持 部 の
好 ま し い 形 態 で あ る 。 そ の 平 坦 な 面 の た め に 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド を 用 い る こ と に よ り 、 プ ロ
ー ブ や ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 が 最 小 に さ れ る 。 ス ラ イ ド は ま た 、 試 薬 の タ ー ゲ ッ ト
応 用 を 可 能 に し 、 一 定 の 温 度 に 保 持 す る の を 容 易 に し 、 洗 浄 を 容 易 に す る と と も に 、 固 形
支 持 部 に 固 定 化 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ お よ び （ ま た は ） Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 的 な 視 覚 化 を 容 易 に す る 。 固
形 支 持 部 に 固 定 化 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ お よ び （ ま た は ） Ｄ Ｎ Ａ の 除 去 に つ い て も 、 ス ラ イ ド を 用
い る こ と に よ り 容 易 に な る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
固 形 支 持 部 と し て 選 択 さ れ る 特 定 の 材 料 は 、 記 述 さ れ た 機 能 を 提 供 す る 限 り に お い て 、 本
発 明 に 本 質 的 な も の で は な い 。 通 常 、 本 発 明 を 生 産 し ま た は 使 用 す る 者 は 、 コ ス ト 面 、 入
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手 可 能 性 、 最 終 生 成 物 に お い て 期 待 さ れ る 応 用 条 件 、 お よ び 全 製 造 工 程 の 需 要 に 基 づ い て
、 最 良 の 市 販 可 能 な 材 料 を 選 択 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 発 明 の 核 酸 要 素 を 基 質 に 付 着 さ せ る （ ス ポ ッ テ ィ ン グ と 称 さ れ る 工 程 ） た め の 多 く の 手
法 が 用 い ら れ て い る 。 た と え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 米 国 特 許 第 5,807,522号 の 技 術 を
用 い て 付 着 さ れ て い る 。 な お 、 当 該 米 国 特 許 は 、 ポ リ マ ー 付 着 の 方 法 を 教 示 す る た め に 、
引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 中 に 含 ま れ て い る 。 あ る い は 、 ス ポ ッ テ ィ ン グ は 、 密 着
印 刷 技 術 （ contact printing technology） を 用 い て 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
各 構 成 成 分 に 存 在 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 は 、 ア レ イ が 採 用 さ れ る 分 析 の 間 に タ ー ゲ ッ
ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 検 出 お よ び 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 提 供 す る の に 十 分
で あ ろ う 。 一 般 に 、 ア レ イ の 固 形 支 持 部 と 安 定 し て 結 合 す る 各 核 酸 要 素 の 量 は 、 少 な く と
も 約 ０ ． １ ngで あ り 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ０ ． ５ ngで あ り 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 １ ngで あ る 。 各 核 酸 の 量 は 、 せ い ぜ い １ ０ ０ ０ ngま た は そ れ 以 上 で あ り 、 通 常 は 約 ２
０ ngを 超 え な い 。 拡 散 要 素 が 、 全 体 と し て 円 の 大 き さ を 有 す る ス ポ ッ ト 内 に お い て 固 形 支
持 部 の 上 に ス ポ ッ ト さ れ る 場 合 、 ス ポ ッ ト の 直 径 は 、 一 般 に 約 10～ 5,000μ mの 範 囲 で あ り
、 大 抵 約 20～ 2,000μ mで あ り 、 普 通 は 約 50～ １ ,000μ mで あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
プ ロ ー ブ が 標 識 化 さ れ る タ ー ゲ ッ ト 以 外 の 試 料 に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 非 特 異
性 結 合 ま た は ク ロ ス ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 監 視 す る た め に 、 制 御 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 ア レ イ 上 に ス ポ ッ ト さ れ て 、 タ ー ゲ ッ ト 発 現 制 御 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ミ ス マ ッ チ
制 御 ヌ ク レ オ チ ド と し て 用 い ら れ て も よ い 。 こ の た め 、 ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 特 異 的 か そ う で な い か を 示 す 。 た と え ば 、 も し タ ー ゲ ッ ト が 存 在 し て い
れ ば 、 完 全 に マ ッ チ し た プ ロ ー ブ が ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ よ り も 常 に 明 る い は ず で あ る 。 ま
た 、 も し す べ て 中 央 の ミ ス マ ッ チ が 存 在 し て い れ ば 、 ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ が 突 然 変 異 を 検
出 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
＜ タ ー ゲ ッ ト の 準 備 ＞
マ イ ク ロ ア レ イ の た め の タ ー ゲ ッ ト は 、 ヒ ト の 体 液 ま た は 組 織 の 試 料 か ら 採 取 さ れ る 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 先 立 っ て 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 試 料 を 増 幅 す る の が 望 ま し い で あ ろ う
。 当 該 分 野 の 当 業 者 は 、 ど ん な 増 幅 方 法 が 用 い ら れ よ う と も 、 も し 定 量 的 結 果 が 望 ま し い
の で あ れ ば 、 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 的 頻 度 を 制 御 し ま た は 維 持 す る 方 法 を 使
用 す る よ う に 注 意 し な け れ ば な ら な い と い う こ と を 理 解 す る だ ろ う 。 「 定 量 」 増 幅 の 方 法
は 、 当 該 分 野 の 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 た と え ば 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い
て 既 知 の 量 の 制 御 配 列 を 同 時 に 増 幅 す る こ と を 含 ん で い る 。 こ の こ と は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 較
正 す る の に 用 い ら れ る 内 部 基 準 を 提 供 す る 。 高 密 度 の ア レ イ は 、 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 定 量 化 の た め の 内 部 基 準 に 特 異 性 を 有 す る プ ロ ー ブ を 含 ん で い て よ い 。 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ
の た め の 詳 細 な プ ロ ト コ ル は 、 PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, 
Innis ら に よ る  Academic Press, Inc. N.Y.(1990)に 提 供 さ れ て い る 。 そ の 他 の 適 切 な 増
幅 方 法 は 、 以 下 の も の を 含 む が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 す な わ ち 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） （ Innis, et al., PCR Protocols. A guide to Methods and Application
. Academic Press, Inc. San Diego, (1990)） , リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ： ligase cha
in reaction） (Wu and Wallace, Genomics, 4: 560(1989), Landegren, et al., Science
, 241: 1077(1988) and Barringer, et al., Gene, 89: 117(1990), transcription ampl
ication（ Kwoh, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 1173(1989)) お よ び 自 動 継
続 配 列 複 製 （ self-sustained sequences replication） (Guatelli, et al., Proc. Nat. 
Acad. Sci. USA, 87: 1874 (1990))。
【 ０ １ ３ ５ 】
本 発 明 は 、 標 識 タ ー ゲ ッ ト ま た は 標 識 プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 本 発 明 に お い て は 、 分 子 内 に
付 着 さ れ ま た は 組 み 込 ま れ た 、 分 析 的 に 検 出 可 能 な 任 意 の マ ー カ ー を 用 い て よ い 。 分 析 的
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に 検 出 可 能 な マ ー カ ー は 、 分 析 的 に 検 出 さ れ て 定 量 化 さ れ る 任 意 の 分 子 、 原 子 団 ま た は 原
子 を 指 し て い る 。 本 発 明 へ の 使 用 に 適 し た 検 出 可 能 な 標 識 は 、 分 光 、 光 化 学 、 生 化 学 、 免
疫 化 学 、 電 気 的 、 光 学 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 検 出 可 能 な 任 意 の 構 成 成 分 を 含 ん で い る
。 本 発 明 に 有 用 な 標 識 は 、 標 識 化 ス ト レ プ タ ビ ジ ン 抱 合 体 で 染 色 さ れ る ビ オ チ ン 、 磁 気 ビ
ー ド （ 例 ： Dynabeads T M ） 、 蛍 光 染 料 （ 例 ： フ ル オ レ セ イ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー ダ ミ
ン 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど ） 、 放 射 能 標 識 （ 例 ： ３ Ｈ ， １ ２ ５ Ｉ ， ３ ５ Ｓ ， １ ４ Ｃ
ま た は ３ ２ Ｐ ） 、 酵 素 （ 例 ： 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お
よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ ） に お い て 一 般 に 使 用 さ れ て い る そ の 他 の も
の ） 、 お よ び 金 コ ロ イ ド 、 着 色 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク ビ ー ド （ 例 ： ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ
ロ プ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス な ど ） の よ う な 比 色 標 識 を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 標 識 の 使 用 に つ
い て 教 示 す る 特 許 は 、 米 国 特 許 第 3,817,837号 、 第 3,850,752号 、 第 3,939,350号 、 第 3,996
,345号 、 第 4,277,437号 、 第 4,275,149号 、 第 4,366,241号 を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
こ の よ う な 標 識 を 検 出 す る 手 段 は 、 当 該 分 野 の 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 し た が っ て
、 た と え ば 、 放 射 能 標 識 は 、 写 真 フ ィ ル ム ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 用 い て 検 出
さ れ 、 蛍 光 マ ー カ ー は 、 放 出 し た 光 を 検 出 す る 光 検 出 器 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 酵 素 標 識 は
、 典 型 的 に は 、 基 質 に 酵 素 を 与 え 、 基 質 上 の 酵 素 反 応 に よ り 生 成 さ れ る 反 応 生 成 物 を 検 出
す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 、 比 色 標 識 は 、 着 色 標 識 を 単 に 視 覚 化 す る こ と に よ っ て 検 出 さ
れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
標 識 は 、 当 該 分 野 の 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 多 く の 手 段 の う ち の い ず れ か に よ っ て 組 み 込 ま
れ る 。 な お 、 好 ま し い 実 施 例 に お い て は 、 標 識 は 、 試 料 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 準 備 に お け
る 増 幅 工 程 の 間 に 同 時 に 組 み 込 ま れ て い る 。 こ の た め 、 た と え ば 、 標 識 化 プ ラ イ マ ー ま た
は 標 識 化 ヌ ク レ オ チ ド と の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） が 、 標 識 化 さ れ た 増 幅 生 成 物
を 提 供 す る だ ろ う 。 好 ま し い 実 施 例 に お い て は 、 上 述 し た よ う に 、 標 識 化 ヌ ク レ オ チ ド （
フ ル オ レ セ イ ン 標 識 Ｕ Ｔ Ｐ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｔ Ｐ ） を 用 い た 転 写 増 幅 は 、 標 識 を 転 写 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に 導 入 し て い る 。 あ る い は 、 標 識 は 、 元 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 料 （ 例 ： ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ， ポ リ Ａ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ， ｃ Ｄ Ｎ Ａ な ど ） に 、 ま た は 増 幅 完 了 後 の 増 幅 生 成 物 に 直 接 加 え
て ら れ て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 標 識 を 付 け る 手 段 は 、 当 該 分 野 の 当 業 者 に は よ く 知
ら れ て お り 、 た と え ば 、 試 料 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 （ 例 ： fluorophore） に 結 合 す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー の 次 の 付 着 （ 連 鎖 反 応 ） お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を キ ナ ー ゼ 化
す る こ と に よ る ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン や 端 部 標 識 化 （ end-labeling） （ 例 え ば 標 識 化
Ｒ Ｎ Ａ と の ） を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
好 ま し い 実 施 例 で は 、 タ ー ゲ ッ ト は 、 マ イ ク ロ ア レ イ か ら 発 生 し た 信 号 を 平 均 化 す る た め
に 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の プ ロ ー ブ を 制 御 す る よ う に 雑 種 核 酸 を 作 る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の
制 御 分 子 を 含 ん で い る 。 標 識 化 さ れ た 平 均 化 タ ー ゲ ッ ト は 、 上 述 し た よ う に マ イ ク ロ ア レ
イ 上 に ス ポ ッ ト さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 制 御 す る よ う に 完 全 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 平 均 化 制 御 か ら 得 ら れ た 信 号 は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 変 化 、 標 識 強 度 の 変 化 、 効 率 の 「 読 み （ reading） 」 の 変 化 、 完 全
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 信 号 を ア レ イ 間 で 変 化 さ せ る 他 の 要 因 の 変 化 の た め の 制 御 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
＜ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ＞
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 プ ロ ー ブ ま た は タ ー ゲ ッ ト 核 酸 要 素 お よ
び そ の 相 補 的 タ ー ゲ ッ ト が 相 補 的 な 塩 基 対 合 を 通 じ て 安 定 し た ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 構 造 を 形
成 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 変 性 プ ロ ー ブ ま た は タ ー ゲ ッ ト 核 酸 要 素 お よ び タ ー ゲ ッ ト
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る こ と を 含 ん で い る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 構 造 を 形 成 し な い ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 付 着 さ れ た 検 出 可 能 な 標 識 の 検 出 を 通 じ て 検 出 さ れ る べ き ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 残 し た ま ま 、 洗 い 流 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 温 度 を 上 げ
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た り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 緩 衝 液 の 塩 濃 度 を 下 げ た り す る こ と に よ っ て 変 性 す る こ と
が 、 一 般 に 認 識 さ れ て い る 。 低 緊 縮 条 件 （ low stringency conditions） 下 (例 ： 低 温 お よ
び /ま た は 高 濃 度 塩 分 )で は 、 ア ニ ー リ ン グ さ れ た 配 列 が 完 全 に 相 補 的 で な い 場 合 に お い て
も 、 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 構 造 体 （ 例 ： Ｄ Ｎ Ａ ： Ｄ Ｎ Ａ ， Ｒ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ ， Ｒ Ｎ Ａ ： Ｄ Ｎ Ａ ，
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ ， ｃ Ｄ Ｎ Ａ ： Ｄ Ｎ Ａ ） が 形 成 さ れ る 。 こ の た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 特 異 性 は 、 低 緊 縮 時 に は 減 少 す る 。 こ れ と は 逆 に 、 高 緊 縮 （ higher stringency） 時 (
例 ： 高 温 ま た は 低 濃 度 塩 分 )に お い て は 、 成 功 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ほ と ん ど ミ
ス マ ッ チ を 要 求 し な い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 最 適 化 す る 方 法 は 、 当 該 分 野 の 当
業 者 に は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Laboratory Techniques in Biochemistry and Mole
cular Biology, Vol. 24: Hybridization With Polynucleotide Probes, P. Tijssen, ed
. Elsevier, N.Y.(1993)） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ ず に 標 識 化 さ れ た ま た は 標 識 化
さ れ て い な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 好 都 合 な こ と に 洗 浄 に よ っ て 支 持 面 か ら 取 り 除 か れ る
。 こ れ に よ り 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ た タ ー ゲ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の パ タ ー ン が 支 持 面
上 に 生 成 さ れ る 。 種 々 の 洗 浄 液 が 当 該 分 野 の 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 こ れ ら が 用 い ら れ て
よ い 。 結 果 と し て 生 じ る と こ ろ の 、 標 識 化 さ れ て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び （ ま た は ） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の パ タ ー ン は 、 種 々 の 方 法 で
視 覚 化 さ れ て 検 出 さ れ て よ い 。 特 定 の 検 出 方 法 が 試 験 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の 標 識 に 基
づ い て 選 択 さ れ て お り 、 代 表 的 な 検 出 手 段 は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン テ ィ ン グ 、 オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 蛍 光 測 定 、 比 色 測 定 、 発 光 測 定 な ど を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
＜ イ メ ー ジ 獲 得 お よ び デ ー タ 分 析 ＞
上 述 し た よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 任 意 の 洗 浄 工 程 お よ び （ ま た は ） そ の 後 の 処
理 に 続 き 、 そ の 結 果 と し て 生 じ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ タ ー ン が 検 出 さ れ る 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 検 出 し ま た は 視 覚 化 す る 際 に は 、 標 識 の 強 度 ま た は 信 号 値
が 検 出 さ れ る だ け で な く 、 定 量 化 さ れ る 。 こ の こ と は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 各 ス ポ
ッ ト か ら の 信 号 が 測 定 さ れ て 、 既 知 の 数 の 端 部 標 識 化 タ ー ゲ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り
発 せ ら れ る 信 号 に 対 応 す る 単 位 値 と 比 較 さ れ 、 こ れ に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ
ー ン に お い て ア レ イ 上 の 特 定 の ス ポ ッ ト に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ る 各 端 部 標 識 化 タ ー ゲ ッ
ト の コ ピ ー 数 の 数 ま た は 絶 対 値 が 得 ら れ る と い う こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 か ら 集 め ら れ た デ ー タ を 分 析 す る 手 法 は 、 当 該 分 野 で は よ く
知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 検 出 が 蛍 光 標 識 を 含 ん で い る 場 合 に は 、 デ
ー タ 分 析 は 、 集 め ら れ た デ ー タ か ら 基 質 位 置 の 関 数 と し て 蛍 光 強 度 を 決 定 し 、 異 常 値 つ ま
り 所 定 の 統 計 分 布 か ら 外 れ て い る デ ー タ を 除 去 し 、 残 り の デ ー タ か ら 試 験 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 相 対 的 な 結 合 親 和 性 を 計 算 す る 工 程 を 含 み 得 る 。 残 り の デ ー タ は 、 関 連 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド と （ ま た は ） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 試 験 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 結 合 の 親 和 性
に 応 じ て 変 化 す る 各 領 域 の 強 度 を 備 え た イ メ ー ジ と し て 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
検 出 ま た は 視 覚 化 に 続 い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の パ タ ー ン が 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 パ タ ー ン
を 生 成 す る よ う に ア レ イ と 接 触 し た 標 識 化 タ ー ゲ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 料 の 遺 伝 子 の 特
徴 の み な ら ず 、 標 識 化 タ ー ゲ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 料 が 取 り 出 さ れ た 生 理 学 的 出 所 に つ
い て の 定 量 的 情 報 を 決 定 す る の に 用 い ら れ て い る 。 遺 伝 子 の 特 徴 は 、 試 料 内 に 存 在 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 型 に 関 す る 、 す な わ ち 相 補 性 を 有 す る 遺 伝 子 の 型 の み な ら ず 試 料 内 の 特
定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ピ ー 数 に 関 す る 情 報 を 意 味 し て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
＜ 診 断 検 査 ま た は 予 後 検 査 ＞
本 発 明 は 、 病 気 を 検 出 す る た め の 診 断 検 査 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 治 療 に 対 す る 患 者
の 反 応 を 観 察 す る た め の 予 後 検 査 を も 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 病 気 の 存 在 ま た
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は 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 が 、 患 者 か ら 体 液 ま た は 組 織 試 料 を 採 取 す る こ と に よ っ て 検 出
さ れ る 。 体 液 ま た は 組 織 の 試 料 か ら 、 核 酸 を 含 む 試 料 が 用 意 さ れ る 。 試 料 か ら 抽 出 さ れ た
核 酸 は 、 固 形 基 質 お よ び 複 数 の 核 酸 要 素 を 含 む ア レ イ に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ る 。
各 要 素 は 、 病 気 あ る い は 病 気 素 質 ま た は 機 能 障 害 素 質 の 存 在 を 示 し て い る 。 こ の 診 断 検 査
に よ れ ば 、 ア レ イ 上 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 要 素 に 対 す る 、 核 酸 を 含 む 試 料 の ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 が 、 病 気 、 病 気 素 質 ま た は 機 能 障 害 素 質 を 示 し て お り 、 さ ら に 予 後 検 査 の 場 合
に は 、 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
本 発 明 の そ の 他 の 有 用 性 は 、 上 述 し た よ う に 、 ま た 以 下 の 例 に 示 す よ う に 、 当 該 分 野 の 当
業 者 に は す ぐ に 明 ら か と な る だ ろ う 。
【 ０ １ ４ ６ 】
本 発 明 は 、 以 下 の 実 例 に お い て さ ら に 詳 細 に 記 述 さ れ て い る 。 多 数 の 変 更 例 や 変 形 例 が 当
該 分 野 の 当 業 者 に は 明 ら か で あ る の で 、 こ れ ら の 実 例 は 単 な る 例 示 に す ぎ な い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
実 例 １ ： 前 立 腺 腫 瘍
前 立 腺 液 の 採 取 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 を 切 除 す る 外 科 手 術 に 続 い て 、 変 異 細 胞 ま た は 癌 細 胞 を
特 定 す る た め に 、 生 検 ス ラ イ ド が 準 備 さ れ る 。 正 常 、 良 性 ま た は 悪 性 の 細 胞 を 組 織 部 分 か
ら 分 離 す る の に 、 レ ー ザ ー 捕 捉 微 小 切 断 （ Ｌ Ｃ Ｍ ： Laser Capture Microdissection） 顕
微 鏡 検 査 が 用 い ら れ る 。 前 癌 性 細 胞 や 癌 細 胞 浸 潤 グ ル ー プ の よ う な 、 対 象 と な っ て い る 罹
病 細 胞 の 入 手 は 、 周 囲 の 外 性 細 胞 の 中 か ら 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
こ れ ら の 各 細 胞 か ら の す べ て の Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 物 は 、 Arcturus Engineering Inc. に よ っ て 概
略 示 さ れ た プ ロ ト コ ル の 変 形 例 に 応 じ て 精 製 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 １ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス （ ｐ Ｈ
８ ． ０ ） 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） お よ び ０ ． １ ％ の Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 内 に お
い て 、 １ mg/mlの プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ Ｐ Ｋ ） の ５ ０ μ lの 容 積 を も っ て 、 ４ ２ ℃ で 一 晩 か け
て 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た 。 ４ ２ ℃ で 一 晩 培 養 し た 後 、 培 養 炉 か ら 管 が 取 り 出 さ れ た 。 試 料 は
、 6400rpm（ 2000 x g） で ５ min遠 心 分 離 さ れ た 。 CapSure T M が 管 か ら 取 り 外 さ れ て 廃 棄 さ
れ た 。 管 は 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 培 養 さ れ て （ Ｐ Ｋ は 不 活 性 ） 、 室 温 ま で 冷 却 さ れ た 。 ５ ～
５ ０ μ lの 試 料 が Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の た め に 用 い ら れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
精 製 に 続 い て 、 超 可 変 領 域 １ （ Ｈ Ｖ １ ） 、 超 可 変 領 域 ２ （ Ｈ Ｖ ２ ） お よ び す べ て の １ ２ Ｓ
領 域 の た め の 適 切 な プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｌ Ｘ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 個 々 の 試 料 が 増 幅 さ れ る 。
次 に 、 こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ た 高 速 処 理 法 を 用 い て 配 列 決 定 さ
れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 例 ２ ： 太 陽 に さ ら さ れ た 皮 膚 か ら の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 非 コ ー ド 領 域 の 複 製
Qiagen に よ り 供 給 さ れ た  DNeasy T M  キ ッ ト を 使 用 し て 、 実 例 １ に 記 述 さ れ た よ う に 、 組
織 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ た 。 太 陽 に さ ら さ れ た こ と に 関 連 し た 非 コ ー ド 領 域 （ Ｎ Ｃ Ｒ
） の タ ン デ ム 重 複 の 発 生 を 調 査 す る の に 、 「 背 中 合 わ せ （ back to back） 」 の プ ラ イ マ ー
法 が 用 い ら れ た 。 ３ ２ 歳 に 匹 敵 す る 、 太 陽 に さ ら さ れ た 体 の 部 位 （ n=24） お よ び 太 陽 か ら
保 護 さ れ た 体 の 部 位 （ n=10） か ら の ヒ ト の 皮 膚 の 分 割 試 料 が 調 査 さ れ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
Brockingtonら (1993) お よ び Leeら (1994)か ら の 以 下 の 重 複 プ ラ イ マ ー が 用 い ら れ た 。
C　 L336　 AAC ACA TCT CTG CCA AAC CC　  20 mer
D　 H335　 TAA GTG CTG TGG CCA GAA GC　  20 mer
E　 L467　 CCC ATA CTA CTA ATC TCA TC　  20 mer
F　 H466　 AGT GGG AGG GGA AAA TAA TG　  20 mer
【 ０ １ ５ ２ 】
プ ラ イ マ ー 対 で あ る Ｃ /Ｄ お よ び Ｅ /Ｆ は 、 非 コ ー ド 領 域 の 直 列 反 復 に お け る 二 つ の 隔 て ら
れ た 組 の 部 位 に お い て 、 「 背 中 合 わ せ （ back to back） 」 で あ る 。 こ の た め 、 も し こ れ ら
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の 部 位 に 重 複 が 存 在 し て い れ ば 、 直 列 反 復 は 単 に 生 成 物 を 生 成 す る だ け で あ る 。 生 成 さ れ
る 生 成 物 は 、 ２ ６ ０ bpお よ び （ ま た は ） こ れ よ り 少 な い ２ ０ ０ bpの 共 通 バ リ ア ン ト で あ る
。 変 更 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、 以 下 の と お り で あ る 。 総 量 100ngの 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ 、 200μ Mの  ｄ
Ｎ Ｔ Ｐ 、 ２ ． ５ Ｕ  HotStar Taq ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 （ Qiagen, UK） 、 ９ ４
℃ ４ 分 間 を １ サ イ ク ル 、 ９ ４ ℃  x１ 分 間 、 ５ ５ ℃  x １ 分 間 お よ び ７ ２ ℃  x １ 分 間 を ３ ６
サ イ ク ル 、 な ら び に ７ ２ ℃ ７ 分 間 を １ サ イ ク ル で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
太 陽 へ の 露 出 の 増 加 と と も に 、 重 複 の 発 生 の 増 加 が 観 察 さ れ た 。 太 陽 に さ ら さ れ た 皮 膚 か
ら の 試 料 と 太 陽 か ら 保 護 さ れ た 皮 膚 か ら の 試 料 と に つ い て そ れ ぞ れ １ ０ /２ ４ で 重 複 が 確
認 さ れ 、 ０ /１ ０ で 重 複 が 確 認 さ れ な か っ た （ Fisher’ s exact test, p=0.015） （ Birch-
Machin and Krishnan 2001） 。 も っ と も 頻 度 の 高 い 重 複 の サ イ ズ は 、 ２ ０ ０ お よ び ２ ６ ０
塩 基 対 で あ っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 こ れ ら の 同 じ 試 料 は ま た 、 実 例 ６ に 記 述 さ れ て い る 、
確 立 さ れ た 定 量 化 ３ プ ラ イ マ ー Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て 決 定 さ れ た よ う な 高 レ ベ ル （ ＞ 1%） の
4977bpの 共 通 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 例 ３ ： ヒ ト の Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ お よ び そ の 前 駆 体 損 傷 に お け る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 フ ィ ン ガ ー
プ リ ン ト
Qiagen に よ る DNeasy T M  を 用 い て 、 実 例 １ に 記 述 さ れ た ヒ ト の 皮 膚 組 織 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ が
抽 出 さ れ た 。 特 定 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び こ れ に 続 く Ｄ Ｎ Ａ
試 料 の 準 備 （ Qiagen） に よ っ て 増 幅 さ れ た 。 突 然 変 異 は 、 BigDye T M  Terminator Cycle 配
列 決 定 を 用 い た 自 動 配 列 決 定 （ PE Applied Biosystems） に よ っ て 認 識 さ れ た 。 こ の よ う
な や り 方 は 、 Healyら (2000)お よ び  Heardingら (2000)に 記 述 さ れ て い る 。 偽 遺 伝 子 や そ の
他 の 核 遺 伝 子 座 を 増 幅 し な い こ と で 知 ら れ て い る 、 確 立 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 を 用 い
て 、 す べ て の 16,569bpの ヒ ト の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 配 列 が 決 定 さ れ る 。 推 定 さ れ る 任
意 の Ｄ Ｎ Ａ 変 化 は 、 改 訂 さ れ た 「 ケ ン ブ リ ッ ジ 」 ヒ ト ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 文 献 （ Andrewsら (1999)
） と 比 較 す る こ と に よ っ て 確 認 さ れ る 。 腫 瘍 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ た 配 列 は 、 ま ず 、 既
知 の 多 型 性 （ Andrewsら (1999); MITOMAP） の た め に 比 較 さ れ 、 次 に 、 純 粋 な 体 細 胞 突 然 変
異 を 認 識 す る た め に 、 正 常 な 皮 膚 か ら の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
完 全 自 動 化 ス ク リ ー ン 処 理 を 提 供 す る Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ が 、 WAVE T M  DNA Fragment Analysis Sys
tem (Transgenomic, Omaha, USA) に お い て 実 行 さ れ る 。 同 じ 技 術 は 、 皮 膚 腫 瘍 ｍ ｔ Ｄ Ｎ
Ａ の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー の た め に ス ク リ ー ン す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 例 ２ に 記 述 さ れ た よ う な 背 中 合 わ せ （ back to back） プ ラ イ マ ー 法 を 用 い て 、 非 コ ー ド
領 域 （ Ｎ Ｃ Ｒ ） の 非 常 に 変 化 し や す い 部 分 に お い て Ｄ Ｎ Ａ 長 さ の 突 然 変 異 （ つ ま り タ ン デ
ム 重 複 ） の パ タ ー ン が 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 例 ４ ： ヒ ト の Ｎ Ｍ Ｓ Ｃ お よ び そ の 前 駆 体 損 傷 に お け る す べ て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の
欠 失 ス ペ ク ト ル
扁 平 上 皮 細 胞 が ん （ Ｓ Ｃ Ｃ Ｓ ） 、 基 底 細 胞 が ん （ Ｂ Ｃ Ｃ Ｓ ） ， お よ び ボ ー エ ン 病 や 化 学 線
角 化 症 の よ う な 推 定 さ れ る 前 駆 体 損 傷 に お け る ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 が 、 太 陽 に さ ら さ れ た 体 の
異 な る 部 位 か ら 採 取 さ れ た 隣 の 皮 膚 と 比 較 さ れ た 。 す べ て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム を 増 幅
し て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の す べ て の 欠 失 ス ペ ク ト ル を 決 定 す る た め に 、 長 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 （ Ｌ Ｘ － Ｐ Ｃ
Ｒ ） （ Rayら (1998)） が 用 い ら れ た 。 無 数 の 特 異 欠 失 が 、 す べ て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム
に お い て 発 生 す る の が 観 察 さ れ た 。 し か し な が ら 、 す べ て の 欠 失 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん と 相
関 関 係 を 有 す る と は 限 ら な い が 、 正 確 な 診 断 方 法 の た め に は 、 病 気 と 関 連 す る 欠 失 が 知 ら
れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
Ｄ Ｎ Ａ は 、 生 産 者 の 推 薦 に 応 じ て 、 市 販 の キ ッ ト （ Qiangen） を 用 い て 抽 出 さ れ る 。 す べ
て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム は 、 Expand TM Long Template PCR Systems T M  (Boehringer Ma
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nheim, ス イ ス )を 用 い て 、 別 個 の 二 つ の 反 応 で 増 幅 さ れ る 。 使 用 さ れ る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
は 、 ケ ン ブ リ ッ ジ 配 列 （ Andrewsら (1999)） の 以 下 の 領 域 を カ バ ー す る 、 Kleinleら (1997)
に よ り 記 述 さ れ た も の で あ る 。 す な わ ち 、 Ｄ Ｉ Ａ (ヌ ク レ オ チ ド (nt)336-363)， Ｄ Ｉ Ｂ (nt
 282-255)， Ｏ Ｌ Ａ (nt 5756-5781)， お よ び Ｏ Ｌ Ｂ (nt 5745-5781)で あ る 。 こ れ ら の 大 き
な 生 成 物 は 、 核 偽 遺 伝 子 の 増 幅 を 排 除 す る 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 以 下 の と お り で あ る 。
DIAF:(336-363)　 5' AACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACA 3'
OLBR:(5745-5721)　 5' CCGGCGGCGGGAGAAGTAGATTGAA 3'
OLAF:(5756-5781)　 5' GGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGC 3'
DIBR:(282-255)　 5' ATGATGTCTGTGTGGAAAGTGGCTGTGC 3'
【 ０ １ ５ ９ 】
増 幅 は 、 １ ６ pmolの 各 プ ラ イ マ ー 、 ５ ０ ０ μ molの ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ２ ２ ． ５ Mmの Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ お
よ び 界 面 活 性 剤 （ キ ッ ト ） を 含 む １ ０  x Ｐ Ｃ Ｒ の 緩 衝 剤 、 ０ ． ７ ５ μ lの 酵 素 （ ３ ． ５  x
 １ ０ ３ 単 位 /ml） お よ び ５ ０ ～ ２ ０ ０ ngの 全 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ タ ー の 反 応 液
内 で 実 行 さ れ る 。 一 つ の 反 応 が ゲ ノ ム の 11,095bpの 部 分 を 生 成 し 、 他 の 反 応 が 5,409bpの
長 さ に 帰 着 す る （ 例 え ば Kleinleら (1997)） 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 条 件 は 、 ９ ３ ℃ で １ 分 ３ ０ 秒 の
変 性 段 階 と 、 こ れ に 続 く 、 ９ ３ ℃ ３ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ ３ ０ 秒 お よ び ６ ８ ℃ １ ２ 分 の １ ０ サ イ ク
ル と 、 さ ら に こ れ に 続 く 、 同 じ 温 度 変 化 の ２ ０ サ イ ク ル で あ っ て 各 サ イ ク ル に ５ 秒 の 延 長
時 間 が 加 え ら れ た も の と か ら 構 成 さ れ て い る 。 そ し て 、 ９ ３ ℃ ３ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ ３ ０ 秒 お よ
び ６ ８ ℃ ２ ６ 分 の 最 終 サ イ ク ル が あ る 。 再 生 産 性 を 確 保 す る た め に 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル
上 で 既 知 の 量 の Ｄ Ｎ Ａ が 分 離 さ れ て お り 、 少 な く と も 同 じ 量 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 し て い る 試 料 の
み が 分 析 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
表 ２ に 示 す よ う に 、 腫 瘍 試 料 に お い て Ｕ Ｖ に さ ら さ れ る 時 間 が 増 え る ほ ど 、 平 均 的 に 多 数
の 欠 失 が 発 見 さ れ て い る 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】
実 例 ５ ： 老 化 お よ び ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ
ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 対 の 配 列 を そ の 特 異 分 子 お よ び 可 能 な 時 間 変 化 の た め に 最 終 的 に 明 確
に す る た め に 、 与 え ら れ た 組 織 か ら 抽 出 さ れ た ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の す べ て の 配 列 が 、 時 間 的 な 母
系 比 較 （ つ ま り 曾 孫 か ら 祖 父 母 ま で の ） を 用 い て 、 迅 速 か つ 正 確 に 決 定 さ れ る 。 こ れ ら の
特 徴 付 け は 、 大 き な 集 団 の 中 の 特 異 な 母 系 間 で 、 健 康 状 態 お よ び 老 化 の イ ン ジ ケ ー タ と 比
較 さ れ る 。 こ の 組 み 合 わ さ れ た 情 報 は 、 同 じ 突 然 変 異 /欠 失 に 帰 着 す る こ と に な る 別 個 の
原 因 の 間 の 重 要 な 統 計 的 区 別 を 与 え る と と も に 、 バ イ オ マ ー カ ー と し て 用 い ら れ る ｍ ｔ Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 が 、 そ の 有 効 性 を 確 立 す る た め に 、 要 求 さ れ た 特 異 性 指 数 と 感 度 を 有 し て い る と
い う こ と を 証 明 し て い る 。 ま た 、 塩 基 対 の 欠 失 お よ び 突 然 変 異 の 比 率 が 、 一 貫 性 の た め に
、 母 方 の ４ 世 代 に わ た っ て 種 々 の 組 織 で 比 較 さ れ る 。 最 近 の 方 法 論 の 発 達 は 、 血 液 試 料 に
お い て 老 化 に 影 響 を 与 え る 塩 基 対 欠 失 の 検 出 を 可 能 に す る と と も に （ Bassamら (1991)） 、
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 研 究 す る の に 、 骨 格 筋 の 代 わ り に 血 液 試 料 が 用 い ら れ て も よ い と い う 可 能 性
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を 高 め た （ Von Wurmbら (1998)） 。 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 欠 失 お よ び /ま た は 突 然 変 異 の 代 表 例 と し
て 、 筋 肉 組 織 の 代 わ り に 白 血 球 を 採 用 す る 有 効 性 を 確 立 し た 後 で 、 次 の 工 程 は 、 白 血 球 中
の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の み を 評 価 す る だ け で あ る 。 次 に 、 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 欠 失 /突 然 変 異 が 、 既 述 し
た よ う に し て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
骨 格 筋 ま た は 白 血 球 は 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 例 １ で 実 行 さ れ た よ う に し て
抽 出 さ れ た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー が 用 い ら れ た 。
12ST1:(1257-1279) 　 5' TATACCGCCATCTTCAGCAAAC 3'
12ST2:(1433-1411)　 5' TACTGCTAAATCCACCTTCGAC 3'
D1F: 5' CCTTACACTATTCCTCATCACC 3'
D1R: 5' TGTGGTCTTTGGAGTAGAAACC 3'
【 ０ １ ６ ３ 】
増 幅 は 、 ２ ． ０ μ molの 各 プ ラ イ マ ー 、 ２ ５ ０ μ molの dNTP、 １ ０  x PCR緩 衝 剤 （ Thermopo
l Reaction Buffer） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ５ 単 位 の Deep vent ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お
よ び ５ ０ － ２ ０ ０ ng の 全 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ タ ー の 反 応 液 中 で 実 行 さ れ た 。
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 条 件 は 、 ９ ５ ℃ で ５ 分 間 の 変 性 段 階 （ ホ ッ ト ス タ ー ト ） と 、 こ れ に 続 く 、 ９ ４
℃ ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ ６ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ １ ０ 分 間 の 最 終 延 長 が あ る ７ ２ ℃ ３ ０ 秒 間 の ３ ０ サ
イ ク ル と か ら 構 成 さ れ て い る 。 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お い て 、 １ ２ ５ ボ ル ト で ６ ０ 分 間 、
ゲ ル 電 気 泳 動 が 実 行 さ れ た 。 そ し て 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 さ れ 、 Ｕ Ｖ 光 の 下 で 視 覚 化 さ
れ た 。 再 生 産 性 を 確 保 す る た め に 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 既 知 の 量 の Ｄ Ｎ Ａ が 分 離 さ れ
て お り 、 同 じ 量 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 し て い る 試 料 の み が 分 析 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 例 ６ ： ３ -プ ラ イ マ ー Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ４ ９ ７ ７ bp共 通 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 の 定 量 化 検 出
適 切 な 個 所 に お い て 、 １ -５ ％ よ り も 高 い レ ベ ル を 検 出 す る ３ -プ ラ イ マ ー Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る
、 ま た は １ ％ よ り も 低 く １ ０ － ４ ％ ま で の レ ベ ル を 検 出 す る 希 釈 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 、 定 量 的
方 法 で 共 通 欠 失 の 発 生 が 決 定 さ れ る （ 実 例 ７ 参 照 ） 。 試 料 は 採 取 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 例 １
に 既 述 し た よ う に し て 抽 出 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 に お い て 欠 失 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 野 生 型 （
ｗ ｔ ） ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 双 方 の 比 率 を 同 時 に 検 出 し て 定 量 化 す る た め に 、 ３ -プ ラ イ マ ー Ｐ Ｃ
Ｒ 法 が 用 い ら れ る （ Birch-Machinら (1998)に 既 述 さ れ た よ う に ） 。 プ ラ イ マ ー Ａ お よ び Ｃ
は 、 重 鎖 位 置 13720-13705お よ び 9028-9008に そ れ ぞ れ 対 応 し て お り （ Andersonら (1981)）
、 プ ラ イ マ ー Ｂ は 、 軽 鎖 位 置 8273-8289位 置 に 対 応 し て い る 。 プ ラ イ マ ー Ｃ は 、 共 通 欠 失
内 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に 位 置 し て お り 、 プ ラ イ マ ー Ａ お よ び Ｂ は 、 欠 失 領 域 の 側 面 に 位 置 し
て い る 。 し た が っ て 、 プ ラ イ マ ー Ｂ お よ び Ｃ は 、 ｗ ｔ -ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る だ け で あ り
、 プ ラ イ マ ー Ａ お よ び Ｂ は 、 欠 失 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る だ け で あ る （ 欠 失 の な い 二 つ の プ
ラ イ マ ー 間 の 距 離 で あ る 約 ５ ． ５ kbは 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 我 々 の Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 の 下 で 増
幅 す る に は 長 す ぎ る ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
三 つ の プ ラ イ マ ー の 使 用 は 、 ｗ ｔ -ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 長 い バ ン ド （ 755bp） と 「 共 通 欠
失 」 に い る 欠 失 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 短 い バ ン ド （ 470bp） と い う 二 つ の バ ン ド の 同 時 検
出 を 可 能 に し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 混 合 物 （ 総 量 ２ ５ μ l） は 、 総 量 １ ０ ０ ngの 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ と 、
２ ０ ０ μ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ と 、 １ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス ‐ Ｈ Ｃ Ｌ （ pH 8.8） と 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ と
、 １ ． ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ と 、 ０ ． １ ％ の ト リ ト ン Ｘ -１ ０ ０ と 、 ２ ． ５ Ｕ の Taq DNA ポ
リ メ ラ ー ゼ （ BioTaq, BiolineUK Limited, London） 、 ２ ５ pmolの プ ラ イ マ ー Ａ ， Ｂ 、 ６
． ２ ５ pmolの プ ラ イ マ ー Ｃ 、 お よ び ３ μ Ci of [α -３ ２ P]-dATP。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、 ９ ４ ℃
１ 分 間 、 ５ ５ ℃ １ 分 間 、 ７ ２ ℃ １ ５ 分 間 の 最 終 延 長 を 含 む ７ ２ ℃ ２ 分 間 の ２ ５ サ イ ク ル で
あ っ た 。 次 に 、 こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、 ６ ％ の 非 変 性 ポ リ ア ク リ ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 電
気 泳 動 さ れ た 。 そ し て 、 放 射 性 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 が 、 ImageQuant T M ソ フ ト ウ エ ア （ Molecule Dyn
amics, Chesham UK） を 用 い た 分 析 に よ っ て 定 量 化 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
実 例 ７ ： 低 レ ベ ル （ ＜ １ ％ ） の 共 通 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 欠 失 を 定 量 的 に 検 出 す る た め の 連 続 希 釈 Ｐ
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Ｃ Ｒ 法
組 織 /細 胞 試 料 か ら 抽 出 さ れ た す べ て の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 中 の 共 通 欠 失 の 比 率 を 評 価 す る た め に
、 半 定 量 化 Ｐ Ｃ Ｒ 法 （ Corral-Debrinskiら (1991)） が 用 い ら れ る 。 生 物 学 的 試 料 が 採 取 さ
れ 、 実 例 １ に 示 す よ う に し て 、 Ｄ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は 、 ま ず 、 制 限 酵 素  Bam
 HI（ １ μ lの 酵 素 お よ び 工 業 用 に 供 給 さ れ た １ μ lの 緩 衝 剤 ） を 用 い て ３ ７ ℃ で ９ ０ 分 間
か け て 線 状 に さ れ た 。 （ 最 初 １ ０ 倍 の 希 釈 液 が あ っ た 完 全 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の た め に ） ２ 倍 の 工
程 で 連 続 希 釈 が 実 行 さ れ た 。 そ し て 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 各 希 釈 液 （ １ μ l） に
つ い て Ｐ Ｃ Ｒ が 実 行 さ れ た 。
完 全 mtDNAの た め の プ ラ イ マ ー
L3108(nt3108-3127)
H3717(nt3717-3701)
共 通 欠 失 の た め の プ ラ イ マ ー
L8282(nt8282-8305)
H13851(ntl3851-13832)
【 ０ １ ６ ７ 】
反 応 条 件 は 以 下 の と お り で あ る 。
９ ４ ℃ ２ 分 間 を １ サ イ ク ル 、 ９ ４ ℃ ４ ５ 秒 間 、 ５ １ ℃ ３ ０ 秒 間 （ 完 全 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ ） 、 ５ ６
℃ ３ ０ 秒 間 （ 共 通 欠 失 ） お よ び ７ ２ ℃ １ 分 間 を ３ ４ サ イ ク ル 、 最 後 に ７ ２ ℃ ８ 分 間 を １ サ
イ ク ル 。 す べ て の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 以 下 の 混 合 物 （ ５ ０ μ l） 内 で 実 行 さ れ た 。 １ μ lの 試 料
Ｄ Ｎ Ａ 、 ０ ． ６ μ Ｍ の 前 進 （ forward） プ ラ イ マ ー 、 ０ ． ６ μ Ｍ の 復 帰 （ reverse） プ ラ イ
マ ー 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ の  dNTP、 ５ μ lの  GeneAmp R  10x PCR 緩 衝 剤 （ Perkin Elmer） 、 ０ ． ２
μ lの  Amplitaq R の Ｄ Ｎ Ａ の ポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin Elmer） 、 オ ー ト ク レ ー ブ さ れ た ３ ５
． ７ ５ μ lの ２ 倍 無 菌 蒸 留 水 。
【 ０ １ ６ ８ 】
電 気 泳 動 に 続 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 が Ｕ Ｖ 照 通 装 置 （ TMW-20, Flowgen Ltd., Lichfield, U
K） で 視 覚 化 さ れ る と と も に 、 イ メ ー ジ 捕 捉 措 置 （ Flowgen LTD., Lichfield, UK に よ り
供 給 さ れ た  Alpha Imager 2000, Alpha Innotech Corporation, ） を 用 い て 、 ゲ ル の デ ジ
タ ル 像 が 得 ら れ た 。 関 連 す る イ メ ー ジ 解 析 ソ フ ト ウ エ ア （ Alpha Ease v3.3, Alpha Innot
ech Corp.） は 、 直 接 希 釈 に お い て 各 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 に つ い て の 統 一 吸 光 度 （ Ｉ Ｏ Ｄ ： Integ
rated Optical Density） の 算 出 を 可 能 に し た 。 Ｉ Ｏ Ｄ 値 が 零 の 帯 域 は 、 完 全 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ
お よ び 欠 失 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 双 方 に つ い て 得 ら れ た 。 対 応 す る 希 釈 値 が 、 以 下 の よ う に 、 試 料
内 の 共 通 欠 失 の 比 率 を 計 算 す る の に 用 い ら れ て い る 。
共 通 欠 失 （ ％ ） ＝ ［ 全 ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 希 釈 因 子 （ I O D  Z e r o ） ｘ  100］ /［ 共 通 欠 失 希 釈 因 子 （ I

O D  Z e r o ） ］
【 ０ １ ６ ９ 】
実 例 ８ ： 変 性 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ）
試 料 が 採 取 さ れ 、 実 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｄ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ た 。 Van den Boschら (2000)に
よ り 記 述 さ れ た 二 つ の 異 な る Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 を 用 い る こ と に よ り 、 １ ３ の 重 複 断 片 に つ い て Ｐ
Ｃ Ｒ が 実 行 さ れ た 。 以 下 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の 三 つ の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 プ ラ イ マ ー 対 で あ る 。
ｉ ． オ リ ゴ 配 列
Mt3118F　 CCCTGTACGAAAGGACAAGAG
Mt3334R　 TGAGGAGTAGGAGGTTGG
Mt8207F　 CCCATCGTCCTAGAATTAATTCC
Mt8400R　 ATGGTGGGCCATACGGTAG
Mt14427F　 CCCATGCCTCAGGATACTCCTC
Mt14997R　 GCGTGAAGGTAGCGGATG
【 ０ １ ７ ０ 】
1-2 kb の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、 90‐ 600 bp の 断 片 に 温 浸 さ れ 、 最 適 な 融 解 温 度 で 分 解 さ れ た
。 突 然 変 異 は 、 二 つ の ピ ー ク で 表 さ れ 、 ２ ％ ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー よ り も 低 い よ う な 低 い 比 率
の 突 然 変 異 は 、 ピ ー ク の 「 肩 部 」 で 表 さ れ る 。
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【 ０ １ ７ １ 】
Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ は 、 二 つ の 溶 離 液 （ pH 7.0） か ら な る 流 動 相 を 用 い て 実 行 さ れ る 。 緩 衝 液 Ａ は
、 ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ア セ テ ー ト （ Ｔ Ｅ Ａ Ａ ） を 含 ん で お り 、 こ れ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 上 で 負
に 帯 電 し た リ ン 酸 基 お よ び カ ラ ム 表 面 の 双 方 と 相 互 作 用 す る 。 緩 衝 液 Ｂ は 、 ２ ５ ％ 変 性 剤
ア セ ト ニ ト リ ル を 有 す る Ｔ Ｅ Ａ Ａ を 含 ん で い る 。 断 片 は 、 一 定 の 流 速 に お い て ア セ ト ニ ト
リ ル の １ 次 勾 配 を も っ て 溶 離 し た 。 ア セ ト ニ ト リ ル の 濃 度 を 上 げ る と 、 断 片 が 変 性 す る 。
以 下 の 表 ３ は 、 製 造 者 の 指 示 に し た が っ て WAVEMAKER ソ フ ト ウ エ ア （ Transgenomics） を
用 い る こ と に よ り 、 生 成 し た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の た め の 標 準 的 な 方 法 の 一 例 を 示 し
て い る 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ２ 】
種 々 の  heteroduplexes に お い て 成 功 し た 分 解 の 温 度 は 、 以 下 に 詳 細 に 示 さ れ て お り 、 表
２ の 関 連 位 置 に 置 き 換 え る こ と が で き る 。
断 片 　 　 　 　 融 解 温 度 （ ℃ ） 　 　 緩 衝 液 Ｂ の 濃 度 勾 配 （ ％ ）
Mt3118F　 　  59　 　 　 　 　 　 　 　 51-59
Mt8207F　 　  58　 　 　 　 　 　 　 　 50-58
Mt14427F　 　 56　 　 　 　 　 　 　 　 60-68
【 ０ １ ７ ３ 】

Anderson S, et al., Nature 290:457-464, 1981.
【 ０ １ ７ ４ 】
Andrews RM, et al., Nature Genetics 23(2):147, 1999.
【 ０ １ ７ ５ 】
Barringer, et al., Gene 89:117, 1990.
【 ０ １ ７ ６ 】
Bassam BJ, Caetano-Anolles PM, Gresshoff PM., Anal. Biochem. 196:80-83, 1991.
【 ０ １ ７ ７ 】
Berneburg M, et al., J. Biol. Chem. 274(22):1 5345-15349, 1999.
【 ０ １ ７ ８ 】
Berthon P, Valeri A, Cohen-Akeninc A, Drelon E, Paiss T, Wohr G, Latil A et al.,
 Am. J. Hum. Genet., 62:1416-1424, 1998.
【 ０ １ ７ ９ 】
Birch-Machin MA, et al., Methods in Toxicology, Volume 2, 51-69, 1993.
【 ０ １ ８ ０ 】
Birch-Machin MA, et al., J. Invest. Dermatol., 110:149-152, 1998.
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 1月 17日 (2003.1.17)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ５ １ 】
Brockingtonら (1993)お よ び Leeら (1994)か ら の 以 下 の 重 複 プ ラ イ マ ー が 用 い ら れ た 。
SEQ ID NO: 1
C　 L336　 AAC ACA TCT CTG CCA AAC CC　  20 mer
SEQ ID NO: 2
D　 H335　 TAA GTG CTG TGG CCA GAA GC　  20 mer
SEQ ID NO: 3
E　 L467　 CCC ATA CTA CTA ATC TCA TC　  20 mer
SEQ ID NO: 4
F　 H466　 AGT GGG AGG GGA AAA TAA TG　  20 mer
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ５ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ５ ８ 】
Ｄ Ｎ Ａ は 、 生 産 者 の 推 薦 に 応 じ て 、 市 販 の キ ッ ト （ Qiangen） を 用 い て 抽 出 さ れ る 。 す べ
て の ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム は 、 Expand TM Long Template PCR Systems T M （ Boehringer Ma
nheim, ス イ ス ） を 用 い て 、 別 個 の 二 つ の 反 応 で 増 幅 さ れ る 。 使 用 さ れ る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ
ー は 、 ケ ン ブ リ ッ ジ 配 列 （ Andrewsら (1999)） の 以 下 の 領 域 を カ バ ー す る 、 Kleinleら (199
7)に よ り 記 述 さ れ た も の で あ る 。 す な わ ち 、 Ｄ Ｉ Ａ (ヌ ク レ オ チ ド (nt)336-363)， Ｄ Ｉ Ｂ (
nt 282-255)， Ｏ Ｌ Ａ (nt 5756-5781)， お よ び Ｏ Ｌ Ｂ (nt 5745-5781)で あ る 。 こ れ ら の 大
き な 生 成 物 は 、 核 偽 遺 伝 子 の 増 幅 を 排 除 す る 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 以 下 の と お り で あ る 。
SEQ ID NO: 5
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DIAF:(336-363)　 5' AACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACA 3'
SEQ ID NO: 6
OLBR:(5745-5721)　 5' CCGGCGGCGGGAGAAGTAGATTGAA 3'
SEQ ID NO: 7
OLAF:(5756-5781)　 5' GGGAGAAGCCCCGGCAGGTTTGAAGC 3'
SEQ ID NO: 8
DIBR:(282-255)　 5' ATGATGTCTGTGTGGAAAGTGGCTGTGC 3'
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ６ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ６ ２ 】
骨 格 筋 ま た は 白 血 球 は 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 例 １ で 実 行 さ れ た よ う に し て
抽 出 さ れ た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー が 用 い ら れ た 。
SEQ ID NO: 9
12ST1:(1257-1279) 　 5' TATACCGCCATCTTCAGCAAAC 3'
SEQ ID NO: 10
12ST2:(1433-1411)　 5' TACTGCTAAATCCACCTTCGAC 3'
SEQ ID NO: 11
D1F: 5' CCTTACACTATTCCTCATCACC 3'
SEQ ID NO: 12
D1R: 5' TGTGGTCTTTGGAGTAGAAACC 3'
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ６ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ６ ９ 】
実 例 ８ ： 変 性 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ）
試 料 が 採 取 さ れ 、 実 例 １ と 同 様 に し て 、 Ｄ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ た 。 Van den Boschら (2000)に
よ り 記 述 さ れ た 二 つ の 異 な る Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 を 用 い る こ と に よ り 、 １ ３ の 重 複 断 片 に つ い て Ｐ
Ｃ Ｒ が 実 行 さ れ た 。 以 下 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の 三 つ の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 プ ラ イ マ ー 対 で あ る 。
ｉ ． オ リ ゴ 配 列
SEQ ID NO: 13
Mt3118F　 CCCTGTACGAAAGGACAAGAG
SEQ ID NO: 14
Mt3334R　 TGAGGAGTAGGAGGTTGG
SEQ ID NO: 15
Mt8207F　 CCCATCGTCCTAGAATTAATTCC
SEQ ID NO: 16
Mt8400R　 ATGGTGGGCCATACGGTAG
SEQ ID NO: 17
Mt14427F　 CCCATGCCTCAGGATACTCCTC
SEQ ID NO: 18
Mt14997R　 GCGTGAAGGTAGCGGATG
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 12月 2日 (2003.12.2)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 被 検 体 に お い て 病 気 を 検
出 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ． 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を す る と 、
ｂ ． 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を と 、
ｃ ． ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る と 、
ｄ ．

方 法 。
【 請 求 項 ２ 】

【 請 求 項 ３ 】

【 請 求 項 ４ 】

【 請 求 項 ５ 】

【 請 求 項 ６ 】
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有 す る 、 、 機 能 障 害 ま た は 老 化 に 関 連 す る 突 然 変 異

用 意 こ と
抽 出 す る こ と

内 こ と
突 然 変 異 が 正 常 な 集 団 内 ま た は 集 団 間 の 変 異 に 関 連 し て い る か ど う か 、 あ る い は 突 然

変 異 が 病 気 、 機 能 障 害 ま た は 老 化 に 関 連 し て い る か ど う か を 決 定 す る こ と と 、
を 備 え た

請 求 項 １ の 方 法 に お い て 、
生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 全 変 異 荷 重 を 決 定 す る こ と を さ ら に 備 え た 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

請 求 項 １ の 方 法 に お い て 、
生 物 学 的 試 料 が 被 検 体 の 正 常 組 織 か ら の も の で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

請 求 項 １ の 方 法 で あ っ て 、
突 然 変 異 が 正 常 な 集 団 内 ま た は 集 団 間 の 変 異 に 関 連 し て い る か ど う か 、 あ る い は 突 然 変 異
が 病 気 、 機 能 障 害 ま た は 老 化 に 関 連 し て い る か ど う か を 決 定 す る 工 程 に お い て 、
ａ ） 生 物 学 的 試 料 の ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る こ と を 備 え 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 集 団 内 変 異 お よ び 集 団 間 変 異 の デ ー タ と 、 病 気 、 機 能 障 害 ま た は 老 化 と
関 連 す る 突 然 変 異 の デ ー タ と を 有 し て お り 、
ｂ ） 任 意 的 に 、 生 物 学 的 試 料 の 全 変 異 荷 重 を 決 定 す る こ と を 備 え て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

診 断 の た め の 請 求 項 １ の 方 法 の 使 用 で あ っ て 、
診 断 が 、 病 気 素 質 ま た は 機 能 障 害 素 質 、 病 気 ま た は 機 能 障 害 の 早 期 発 見 、 病 気 ま た は 機 能
障 害 の 発 生 、 病 気 ま た は 機 能 障 害 の 存 在 、 病 気 ま た は 機 能 障 害 の 進 行 か ら な る グ ル ー プ か
ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 使 用 。

請 求 項 １ の 方 法 に お い て 、
突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 が 、
ａ ． ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 決 定 す る こ と と 、
ｂ ． Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と と 、
ｃ ． サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 、 ウ ェ ス タ ン お よ び サ ウ ス ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン す る こ と と 、
ｄ ． 変 性 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 行 う こ と と 、
ｅ ． マ イ ク ロ ア レ イ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ま た は バ イ オ チ ッ プ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ
と と 、
ｆ ． 分 子 マ ー カ ー 分 析 と 、
ｇ ． ａ ） な い し ｆ ） の い ず れ か の 組 合 せ と 、
か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。



【 請 求 項 ７ 】

【 請 求 項 ８ 】

【 請 求 項 ９ 】

【 請 求 項 １ ０ 】

【 請 求 項 １ １ 】

【 請 求 項 １ ２ 】

【 請 求 項 １ ３ 】

【 請 求 項 １ ４ 】

【 請 求 項 １ ５ 】

【 請 求 項 １ ６ 】

【 請 求 項 １ ７ 】
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請 求 項 ６ の 方 法 に お い て 、
配 列 が 決 定 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ が 全 ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム を 有 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

請 求 項 １ の 方 法 に お い て 、
病 気 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

請 求 項 １ の 方 法 に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

請 求 項 １ の 方 法 に お い て 、
突 然 変 異 が 任 意 の レ ベ ル の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

請 求 項 ４ の 方 法 に お い て 、
デ ー タ ベ ー ス が 、 少 な く と も 有 意 性 の あ る 数 の ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 し て お り 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 母 系 、 非 母 系 、 ま た は 双 方 か ら 得 ら れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

病 気 の 診 断 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、
使 い 捨 て の チ ッ プ と 、 マ イ ク ロ ア レ イ と 、 使 い 捨 て チ ッ プ を 保 持 す る 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド
リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出 の た め の 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に ア ク セ ス
す る た め の 手 段 と を 備 え た 、
病 気 の 診 断 の た め の キ ッ ト 。

病 気 素 質 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
使 い 捨 て の チ ッ プ と 、 マ イ ク ロ ア レ イ と 、 使 い 捨 て チ ッ プ を 保 持 す る 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド
リ ア Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出 の た め の 手 段 と 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に ア ク セ ス
す る た め の 手 段 と を 備 え た 、
病 気 素 質 を 決 定 す る た め の キ ッ ト 。

請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ の い ず れ か に お い て 、
病 気 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。

請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ の い ず れ か に お い て 、
病 気 が 前 立 腺 が ん で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。

複 数 の 核 酸 要 素 お よ び 固 形 基 質 を 有 す る ア レ イ で あ っ て 、
各 核 酸 要 素 が 、 病 気 、 機 能 障 害 ま た は 老 化 の 存 在 を 示 し 、 あ る い は 、 病 気 、 機 能 障 害 ま た
は 老 化 に 関 連 す る 塩 基 対 欠 失 ま た は 突 然 変 異 の 比 率 の た め の 抑 制 指 数 に 関 連 す る と と も に
、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ
か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て お り 、 各 核 酸 要 素 が ア レ イ 上 に 特 有 の 位 置 を 有 し 、 固 形
基 質 に 安 定 し て 結 合 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。



【 請 求 項 １ ８ 】

【 請 求 項 １ ９ 】

【 請 求 項 ２ ０ 】

【 請 求 項 ２ １ 】

【 請 求 項 ２ ２ 】
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複 数 の 核 酸 要 素 お よ び 固 形 基 質 を 有 す る ア レ イ で あ っ て 、
各 核 酸 要 素 が 、 病 気 素 質 、 機 能 障 害 素 質 ま た は 老 化 素 質 を 示 し 、 あ る い は 、 病 気 、 機 能 障
害 ま た は 老 化 に 関 連 す る 塩 基 対 欠 失 ま た は 突 然 変 異 の 比 率 の た め の 抑 制 指 数 に 関 連 す る と
と も に 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び ｃ
Ｄ Ｎ Ａ か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て お り 、 各 核 酸 要 素 が ア レ イ 上 に 特 有 の 位 置 を 有 し
、 固 形 基 質 に 安 定 し て 結 合 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。

請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ の い ず れ か に お い て 、
各 要 素 が 前 立 腺 が ん を 示 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。

請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ の い ず れ か に お い て 、
各 要 素 が 非 黒 色 腫 皮 膚 が ん を 示 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。

請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ の い ず れ か に お い て 、
各 要 素 が 老 化 に 関 連 し て い る 、
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。

ｍ ｔ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 被 検 体 に お い て ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 被 検 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 用 意 す る こ と と 、
ｂ ） 生 物 学 的 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 す る こ と と 、
ｃ ) 試 料 に 変 性 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 実 行 す る こ と と 、
を 備 え た 方 法 。

複 数 の ヒ ト ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る デ ー タ ベ ー ス で あ っ て 、
ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 病 気 の な い 状 態 と 関 連 す る 正 常 な 制 御 配 列 と 、 集 団 内 変 異
と 関 連 す る 配 列 と 、 集 団 間 変 異 と 関 連 す る 配 列 と 、 病 気 の 存 在 と 関 連 す る 配 列 と 、 病 気 素
質 を 示 す 配 列 と か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ て い る 、
こ と を 特 徴 と す る デ ー タ ベ ー ス 。



【 国 際 調 査 報 告 】
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