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(54)【発明の名称】 病的事象の検出のための組成物及び方法

(57)【要約】
本発明は、病的事象の検出のための新規な組成物及び方
法に関する。更に詳細には、被験者における病態又は病
的事象の存在のインビトロ検出のための方法であって、
被験者の血球の試料をとって、該試料中の、病態に特徴
的な生理的状態を有する血球の存在を測定することから
なる方法に関する。本発明はまた、該方法の実行のため
の道具、キット及び組成物、並びにヒト及び動物の健康
管理の分野、又は例えば実験的研究における、これらの
用途に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  被験者における病態のインビトロ検出のための方法であって

、被験者から血球の試料を採取して、この試料中の、病態に特徴的な生理的状態

を提示する血球の存在を測定することを特徴とする方法。

    【請求項２】  この試料中の、病態に特徴的なタンパク質又はタンパク質ド

メインを提示する血球の存在の測定を含む、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  この試料中の、病態に特徴的な遺伝子プロファイルを提示す

る血球の存在の測定を含む、請求項１記載の方法。

    【請求項４】  この試料中の、病態の存在に特徴的な遺伝子発現における変

質を提示する血球の存在の測定を含む、請求項３記載の方法。

    【請求項５】  この試料中の、病態の存在に特徴的な遺伝子発現における転

写及び／又は転写後の変質を提示する血球の存在の測定を含む、請求項４記載の

方法。

    【請求項６】  （ｉ）試料からの核酸の調製及び（ii）こうして調製された

核酸と、病的状態に特徴的な少なくとも１つの核酸バンクとのハイブリダイゼー

ション（ハイブリダイゼーションプロファイルは、病態に特徴的な試料中の血球

の存在を示す）、を含む、請求項３～５のいずれか１項記載の方法。

    【請求項７】  バンクが、病的状況にある血球において発現のレベルが改変

されている遺伝子に特異的な核酸を含む、請求項６記載の方法。

    【請求項８】  バンクが、病的状況にある血球に特徴的な、遺伝子のスプラ

イシング形態に特異的な核酸を含む、請求項６記載の方法。

    【請求項９】  単数又は複数のバンクが、支持体に沈積している、請求項６

～８のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１０】  試料から調製される核酸が、全ＲＮＡ若しくはメッセンジ

ャーＲＮＡ、又はこれらに由来するｃＤＮＡである、請求項６～９のいずれか１

項記載の方法。

    【請求項１１】  核酸が、標識されている、請求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  血球が、有核細胞である、請求項１～１１のいずれか１項

記載の方法。
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    【請求項１３】  有核血球が、リンパ球、マクロファージ、単球及び／又は

樹状細胞を含む、請求項１２記載の方法。

    【請求項１４】  被験者における病態の進行の段階のインビトロ検出のため

の、請求項１～１３のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１５】  被験者における病態の部位のインビトロ検出のための、請

求項１～１４のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１６】  神経変性障害の存在、進行の段階及び／又は部位のインビ

トロ検出のための、請求項１～１５のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１７】  癌性病態の存在、進行の段階及び／又は部位のインビトロ

検出のための、請求項１～１５のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１８】  病的状態に特徴的な血球のインビトロ検出の方法であって

、被験者から血球の試料を採取して、この試料中の、病態に特徴的な遺伝子プロ

ファイルを提示する血球の存在を測定することを特徴とする方法。

    【請求項１９】  病的状態に特徴的な核酸バンクの調製の方法であって、（

ｉ）病態を提示する生物から単離された血球から最初の核酸調製物を得ること、

（ii）この病態を提示しない生物から単離される血球から核酸参照調製物を得る

こと、（iii）該第１の調製物と参照調製物との間のハイブリダイゼーション工

程、及び病的状況にある生物からの血球に特徴的な核酸の回収を含むことを特徴

とする方法。

    【請求項２０】  病態の進行の段階に特徴的な核酸のバンクの調製の方法で

あって、（ｉ）進行の確定段階の病態を提示している生物から単離された血球か

ら最初の核酸調製物を得ること、（ii）この病態を異なる進行の段階で提示して

いる生物から単離された血球から核酸参照調製物を得ること、（iii）該第１の

調製物と参照調製物との間のハイブリダイゼーション工程、及び（iv）病態の進

行の確定段階の生物からの血球に特徴的な核酸の回収を含むことを特徴とする方

法。

    【請求項２１】  ハイブリダイズしない核酸のクローンの回収を含む、請求

項１９又は２０記載の方法。

    【請求項２２】  遺伝子のスプライシング形態に特異的な核酸クローンの、
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生成したハイブリッドからの回収を含む、請求項１９又は２０記載の方法。

    【請求項２３】  バンクが、支持体に沈積している、請求項１９～２２のい

ずれか１項記載の方法。

    【請求項２４】  病的状況にある生物からの血球において発現のレベルが改

変されている遺伝子に特異的な核酸を含むことを特徴とする、核酸調製物。

    【請求項２５】  病的状況にある生物からの血球に特徴的な、遺伝子のスプ

ライシング形態に特異的な核酸を含むことを特徴とする、核酸調製物。

    【請求項２６】  病的状況にある生物からの血球に特徴的な遺伝子発現にお

ける改変に特異的な核酸を含む核酸バンクを含む、請求項３～１８のいずれか１

項記載の方法の実行のために使用可能なキット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、病的事象の検出のための新しい組成物及び方法に関する。更に詳細

には、病的事象の遠隔検出のための組成物及び方法に関する。本発明はまた、こ

のような方法の実行のための道具、キット及び組成物、更にはヒト若しくは動物

の健康の分野、又は例えば実験的研究におけるこれらの用途を提供する。

      【０００２】

  工業国における住民の加齢は、診断における新しいニーズを生みだしている。

癌又は神経変性障害のような疾患は、疾患の発症又は進行を予測するための診断

の道具が利用可能であれば、患者及び社会の両方の益となるように、より良好に

管理されよう。

      【０００３】

  経験により、診断が早く行われるほど、疾患の推定過程を制御する機会が大き

くなることが判っている。このことは、癌の場合には非常に明白に確立されてい

る。ごく普通のマンモグラフィの使用による乳癌の早期検出キャンペーンによっ

て、これらの癌の平均余命は改善している。同様に、アルツハイマー病になる患

者では早期介入によって、有意にその進行を遅らせることができると推定される

。

      【０００４】

  癌及び神経変性障害のような疾患の発生率は、住民の年齢と共に鋭く増加する

。これらの疾患は、検出できる程度まで発現するのに数年かかるようである。例

えば、ヒトゲノムにおける継時的突然変異の蓄積が、癌を起こすのに必要である

ことが見い出された。同様に、動物における遺伝子実験と共に行われる、アルツ

ハイマー病が高発生率である選択されたコホートにおける遺伝子研究は、この疾

患の発病の多因子性を更に強調する。

      【０００５】

  これらの加齢関連疾患は、以下を含む幾つかの共通の特色を共有する：

  ・物理的、化学的又は生物学的物質による損傷のため、患部組織の環境におけ

る平衡失調に応じて起こる細胞内変質；
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  ・免疫系の細胞の関与。

      【０００６】

  患部組織における変質は、生検によってのみ選択的に同定されるが、免疫系の

多くの細胞が、組織と血液又はリンパ区画の間を循環するため、進行中の疾患過

程を反映する免疫細胞における変質を、これらの疾患の発現の部位の遠方で検出

できる場合もある。

      【０００７】

  リンパ球性細胞及びマクロファージは、細胞性免疫応答の主なメディエーター

である。リンパ球及びマクロファージは、組織と血液の両方に存在する。これら

は、異種組織と接触することになる最初の細胞である。マクロファージは、関係

する組織及び物質を分解する。分解タンパク質から誘導されるペプチドは、次に

これらをマクロファージ表面（ここで複合体はＴリンパ球に認識される）に輸送

する主要組織適合抗原系クラスII分子に結合される。ペプチド提示及び免疫応答

活性化の他の系が存在しており、そして特に癌の発現の場合には報告されている

。

      【０００８】

  今日、これらのような疾患は、病態が既に現れた後に診断されている。例えば

癌の症例では、診断は、医用画像研究及び生検組織の形態学的診断に基づいて行

われる。アルツハイマー病のような疾患では、診断は、一連の医学的所見に基づ

いて行われる。

      【０００９】

  よって、疾患、特に細胞シグナル生成調節機序の欠損に関連する疾患、とりわ

け癌、神経変性障害、狭窄症などのような、過剰な細胞増殖を特徴とする疾患の

発現の早期で、簡便かつ信頼性ある検出を可能にする、道具及び方法に対する真

のニーズが存在する。

      【００１０】

  生物情報技術と組合せた分子生物学の方法の出現は、所定の病態に特徴的なＤ

ＮＡ断片のライブラリー（又はバンク）を作成することを可能にしており、この

ため任意の組織の非常に小さな試料中の病態マーカーの存在又は非存在の検出が
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可能になっている。

      【００１１】

  今や本発明は、インビトロでの病態の検出のための新しいアプローチを示す。

更に具体的には、本発明は、病的事象、特に病的遺伝子サインの検出のための新

しい方法及び組成物を記述する。本発明は更に、病的事象の遠隔検出（即ち、病

的組織とは別個の生物学的材料を使用する）のために使用可能な方法及び組成物

を記述する。本発明により提供される組成物及び方法は、今や臨床医、生物学者

及び生産業者に、自動化可能な、直接的、迅速、高感度かつ経済的な方法に基づ

く、インビトロ診断のための新しい解法を提案している。

      【００１２】

  更に詳細には、本発明は、循環細胞を含むことを特徴とする生物学的試料から

、病態の存在又はその発現のリスクを測定できるという証明に特に基づく。更に

詳細には、本発明は、血球を含むことを特徴とする生物学的試料中で、他の全て

の現存する診断法では無効であろう、初発及び発現の非常に初期段階におけるも

のを含めて、病態の存在を検出できるという証明に基づく。

      【００１３】

  本発明の第１の目的は、更に具体的には被験者における病態の存在のインビト

ロ検出のための方法であって、被験者から血球の試料をとること、及びこの試料

中の、疾患に特徴的な生理的状態を提示する血球の存在の測定を含むことを特徴

とする方法に基づく。

      【００１４】

  特定の実施態様において、本発明の方法は、試料中の、疾患に特徴的なタンパ

ク質又はタンパク質ドメインを提示する血球の存在の測定を含むことを特徴とす

る。これに関連して、「提示」という用語は、細胞内（任意の細胞区画内）のこ

のタンパク質又はタンパク質ドメインの存在と、細胞膜内又は細胞表面のこれの

存在の両方を意味する。この実施態様において、タンパク質（又はタンパク質ド

メイン）の存在は、抗体（又は抗体の断片若しくは誘導体）により、又は当業者

には周知の任意の他の方法により測定することができる。

      【００１５】
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  別の特定の実施態様において、本発明の方法は、試料中の、疾患に特徴的な遺

伝子プロファイルを提示する血球の存在の測定を含むことを特徴とする。

      【００１６】

  更に好ましくは、本発明の方法は、試料中の、疾患の存在に特徴的な遺伝子発

現における変質を提示する血球の存在の測定を含むことを特徴とする。

      【００１７】

  即ち、本発明は、第１に病的事象の存在に関する遠隔検査における血球の使用

に基づき、そして第２にこれらの細胞中のゲノムの発現（特に転写）における変

質の検出のゲノム法の使用に基づく。

      【００１８】

  よって特定の変法において、本発明は、更に好ましくは生物学的試料中の、疾

患の存在に特徴的な遺伝子発現における転写及び／又は転写後の変質を提示する

血球の存在の測定を含むことを特徴とする。

      【００１９】

  本発明は、胚性病巣が、脳若しくは脊髄（神経変性疾患の部位）のような神経

組織又は癌が発現しうる任意の他の組織、例えば、乳房、肺、前立腺、肝臓、骨

などに存在しうるとき、血球において同定されるゲノムのサインから、発現の進

行中の病態を検出することができるという証明に基づく。

      【００２０】

  本発明は、血球（好ましくは、リンパ球、マクロファージ、単球、樹状細胞な

どのような有核細胞）中に、疾患の初発にある細胞との直接又は間接の相互作用

から生じる、遺伝子発現における転写及び転写後の変質が存在することを期せず

証明している。

      【００２１】

  更に詳細には、本発明は、血球（好ましくは、リンパ球、マクロファージ、単

球、樹状細胞などのような有核細胞）中に、疾患の初発にある細胞との直接又は

間接の相互作用による、遺伝子転写において定性的な変質が存在することを期せ

ず証明している。

      【００２２】
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  別の好ましい実施態様では、本発明の方法は、（ｉ）試料からの核酸の調製及

び（ii）こうして調製される核酸の、病的状態に特徴的な少なくとも１つの核酸

のバンクとのハイブリダイゼーション（ハイブリダイゼーションプロファイルは

、試料中の、病態に特徴的な血球の存在を示す）を含むことを特徴とする。

      【００２３】

  更に詳細には、本発明の１つの実施態様において、使用されるバンクは、発現

のレベルが病的状況にある身体からの血球において変性している遺伝子に特異的

な核酸を含むことを特徴とする。

      【００２４】

  本発明の別の実施態様において、使用されるバンクは、病的状況にある身体か

らの血球に特徴的な遺伝子のスプライシング形態に特異的な核酸を含むことを特

徴とする。

      【００２５】

  本発明は、原法である、遺伝子産物の機能に不可欠な領域における挿入又は欠

失（選択的スプライシング）の存在に関連する差異の定性分析に特に基づいてい

る。これらの挿入及び欠失は、正確に調節され、かつ身体の細胞における生理学

的及び病態生理学的状態（特に増殖性及び分化した状態）に特徴的である。この

調節のレベルは、多くの病態の発症、維持及び発現中に変性する。よって好まし

い実施態様において、本発明はまた、予測診断試験を開発する目的のための、こ

れらの調節逸脱を同じ手順で分析するために設計されるゲノム技術の応用に基づ

く。即ち、本発明によって、病的事象の間の循環細胞中の調節逸脱した遺伝子の

同定が可能になり、そして病的事象の予測又は検出のための診断試験における、

これらの定性的な遺伝子事象の使用が可能になり、そしてそのことが、保健費用

の包括的制御に寄与する。

      【００２６】

  例えば、臨床検査又は典型的な診断試験によって診断するには早すぎる段階で

の、罹患生物の血球中に存在する遺伝子発現の特異的マーカーの同定を予想して

、本発明は有利には転写後の変質の同定法を提供する。実際、これらの変質は、

主として遺伝子発現における重要な段階：スプライシングの調節における変性に
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由来する。選択的スプライシングは、所定の病態生理学的状況に関連する存在又

は非存在が診断の根拠を与えうる、ＲＮＡからのエクソン又はイントロンを包含

又は排除することにより、このＲＮＡを定性的に変性させる。この診断は、２つ

の状況の間のスプライシングされた配列の特異的な示差的検出が可能になるよう

に、ＰＣＲ又はハイブリダイゼーションの使用に基づくことができる。代替エク

ソンの使用を通して、又はメッセンジャーＲＮＡ中のイントロンの保持による、

選択的スプライシングは、しばしば対応するタンパク質の配列に影響を及ぼす。

アミノ酸配列におけるこれらの差によって、代替タンパク質配列を特異的に認識

する抗体の使用に基づく診断を構想することが可能になる。

      【００２７】

  上記のように、本発明の方法は、特に生物学的材料としての循環細胞の使用に

基づく。更に具体的には、これらは、血球、好ましくは有核細胞である。特にリ

ンパ球、マクロファージ、単球、樹状細胞などを引用することができる。これら

の細胞は、細胞アフェレーシス（cytapheresis）、フィコール勾配（Ficoll gra

dients）、末梢血単核細胞の調製などを含む、当業者には既知の任意の方法によ

り、被験者から採取することができる。本発明の実行を目的として、特異的ゲノ

ムのサインを提示する特異的な型だけが使用されるように、異なる集団の血球を

相互に分離することができる。しかし本発明により述べられる試験はまた、未分

離血球を含むことを特徴とする生物学的試料で実施することもできる。更には、

循環細胞はまた、例えば転移過程の場合には、病的組織から分離された腫瘍細胞

であってもよい（又はこれを含んでもよい）。核酸は、細胞溶解、抽出、ＲＮＡ

単離などを含む、当業者には周知の任意の方法により試料から調製することがで

きる。更には、これらの核酸は、好ましくはハイブリダイゼーション工程の前に

、例えば、ｃＤＮＡを生成させるため、これらの核酸を増幅するため、これらを

標識するなどのために処理される。これに関して、標識は、放射活性、酵素、蛍

光、比色法又は任意の他の型であってよい。本発明の方法は、典型的には、生物

の血液試料をとり、核酸を放出させるために血球を処理し、核酸（及び場合に応

じてその逆転写配列）を増幅し、核酸を標識して、これらを１つ以上のバンクに

ハイブリダイズさせることを含む。
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      【００２８】

  本発明の方法は、病態（又は病的事象）の存在、即ち、病態の初発又は発現の

状況に特徴的な細胞機序の存在を検出するために使用することができる（このよ

うな臨床的症候がまだ明白でないとしても）。これに関して、本発明の方法はま

た、被験者における病態の進行の段階のインビトロ検出をも可能にしうる。即ち

、細胞の遺伝子のサインは、病態の進行の段階に応じて変化し、そして特異的バ

ンクの使用によって病態の進行を検出することができる。更には、本発明の方法

はまた、被験者における病態の部位、即ち、例えば病態部位が存在する組織のイ

ンビトロ検出を可能にする。

      【００２９】

  上記のように、本発明の方法は、異なる型の病態、特に細胞シグナル生成経路

の統制解除に関連する病態の検出のために実行することができる。これらは、例

えば神経変性障害のような加齢に関連する病態、又は特に癌、狭窄症などのよう

な、異常レベルの細胞増殖を伴う任意の他の病態であってよい。

      【００３０】

  特定の実施態様において、本発明は、神経変性障害の存在、進行の段階及び／

又は部位のインビトロ検出のための、上述のような方法に関する。

      【００３１】

  別の特定の実施態様において、本発明は、癌性疾患の存在、進行の段階及び／

又は部位のインビトロ検出のための、上述のような方法に関する。これらは、例

えば、肝臓の充実性腫瘍、肺癌、頭頚部癌、黒色腫、肝癌、膀胱癌、乳癌などの

ような、異なる型の癌であってよい。

      【００３２】

  本発明はまた、病的状態に特徴的な血球のインビトロ検出の方法であって、被

験者から血球の試料をとって、この試料中の、病態に特徴的な遺伝子プロファイ

ルを提示する血球の存在を測定することを特徴とする方法を提供する。

      【００３３】

  上記のように、本発明は、部分的には病的状態に特徴的な核酸のバンクの構成

及び使用に基づく。第１の実施態様において、これらは、発現のレベルが病的状
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況にある生物からの血球において変更されている、遺伝子の特定の核酸を含むこ

とを特徴とする核酸のバンク（又は調製物）である。

      【００３４】

  別の実施態様において、これらは、病的状況にある生物からの血球に特徴的な

、遺伝子のスプライシング型に特異的な核酸を含むことを特徴とする核酸のバン

ク（又は調製物）である。

      【００３５】

  調製物及びバンクは、更に詳細には後述されるように、精製及び混合して、支

持体に沈積させてもよい。

      【００３６】

  本発明は更に、このようなバンクの調製のための方法を記述している。特に、

これらの方法は、（ｉ）病態を提示する生物から単離された血球から初期核酸調

製物を得ること、（ii）該病態を提示しない生物から単離された血球から参照核

酸調製物を得ること、（iii）該初期調製物と参照調製物との間のハイブリダイ

ゼーション工程、及び病的状況にある生物からの血球に特徴的な核酸の回収を含

むことを特徴とする。

      【００３７】

  本発明はまた、病態の進行の段階に特徴的な核酸バンクの調製の方法であって

、（ｉ）進行の確定段階の病態を提示する生物から単離された血球から初期核酸

調製物を得ること、（ii）該病態を進行の異なる段階で提示している生物から単

離された血球から参照核酸調製物を得ること、（iii）該初期調製物と参照調製

物との間のハイブリダイゼーション工程、及び（iv）病態の進行の確定段階の生

物からの血球に特徴的な核酸の回収を含むことを特徴とする方法を記述している

。

      【００３８】

  更に詳細には後述されるように、クローンの回収は、ハイブリダイズしない核

酸クローンの回収、又は生成したハイブリッドからの遺伝子のスプライシング型

に特異的な核酸クローンの回収のいずれかを特徴としてよい。

      【００３９】
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  本発明はまた、病的状況にある生物の血球に特徴的な遺伝子発現における変更

に特異的な核酸を含むことを特徴とする、核酸バンクを含むことを特徴とする、

上述の方法の実行のために使用することができる、任意のキットに関する。

      【００４０】

転写及び転写後の変質の特異的マーカーの同定

  上記のように、本発明は、病態の進行の段階に特徴的な核酸バンクの調製の方

法であって、（ｉ）進行の確定段階の病態を提示する生物から単離される血球か

ら初期核酸調製物を得ること、（ii）該病態を進行の異なる段階で提示している

生物から単離される血球から参照核酸調製物を得ること、（iii）該初期調製物

と参照調製物との間のハイブリダイゼーション工程、及び（iv）病態の進行の確

定段階の生物からの血球に特徴的な核酸の回収を含むことを特徴とする方法を記

述している。

      【００４１】

  本発明により示される方法は、更に詳細には、異なる疾患から、その進行の異

なる段階で抽出され、かつ病的組織と遺伝子発現がこれらの組織により影響を及

ぼされた血球との両方から得られるＲＮＡからの、核酸クローン及びバンクの構

成を含むことを特徴とする。これらのクローン及びバンクは、有利には、遺伝子

発現の示差的分析のための方法により得られる。よって得られる示差的サインは

、一方では健常組織と患部組織の間の差異に特異的であり、そして他方では患者

の血球と健常対照の血球の間の差異に特異的である。よってこれらのサインは、

病態試料又は対照試料のいずれかで優先的に発現されうる。

      【００４２】

  クローンを得るため、又はバンクを構成するために使用される核酸集団は、例

えば、病的状況から抽出される細胞のＲＮＡ（全又はメッセンジャーＲＮＡ）及

び対照状況に対応するＲＮＡ（全又はメッセンジャーＲＮＡ）、あるいはこの全

又はメッセンジャーＲＮＡから逆転写、増幅、ベクターへのクローニングなどに

より誘導される核酸である。これらの核酸は、当業者には周知の方法により調製

することができる。簡単に述べると、これらの方法は一般に、細胞、組織又は試

料の溶解、及び抽出によるＲＮＡの単離を含むことを特徴とする。特にこれは、
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チオシアン酸グアニジウム（guanidium thiocyanate）のようなカオトロピック

剤（細胞を分解してＲＮＡを保護する）による処理と、これに続くフェノール又

はクロロホルムのような溶媒によるＲＮＡの抽出から成ってよい。当業者であれ

ば、このような方法は周知であり（Maniatisら, Chomczynskiら, Anal. Biochem

. 162 (1987) 156を参照のこと）、そしてこれらは、全ＲＮＡ用のUS73750キッ

ト（アマーシャム（Amersham））のような市販のキットを用いて容易に実行する

ことができる。使用されるＲＮＡは、完全に純粋である必要はなく、そして特に

調製物中の痕跡量のゲノムＤＮＡ又はタンパク質などのような他の細胞成分の存

在は、これらがＲＮＡ安定性に顕著に影響を及ぼさないかぎり問題ではない。更

には、場合により、全ＲＮＡ調製物の代わりにメッセンジャーＲＮＡの調製物を

使用することが可能である。メッセンジャーＲＮＡは、生物学的試料から直接、

又は従来法により全ＲＮＡからポリＴ配列を用いて単離することができる。これ

に関して、メッセンジャーＲＮＡは、US72700キット（アマーシャム）のような

市販のキットの使用により入手できる。ＲＮＡはまた、先に調製されるか、かつ

／又はコレクションとして利用可能なバンク又は他の試料から直接に入手して、

適切な条件下で貯蔵することもできる。

      【００４３】

  ハイブリダイゼーションは、当業者が調整可能な異なる条件下で行うことがで

きる。ハイブリダイゼーションは、好ましくは対照状況に由来する核酸集団に対

して過剰な調節逸脱状況に由来する核酸集団を利用する。

      【００４４】

  ハイブリダイゼーション反応の産物を使用して、本発明の調節逸脱（病態）に

特徴的なクローンを単離するために２つの主要な型のアプローチを利用すること

ができる。第１は、厳密に定量的であるが、２つの状況の間の発現のレベルの差

から生じる全ての（又はかなりの部分の）クローンを含む核酸調製物の生成を可

能にする。このようなクローン（及びバンク）は、主としてハイブリダイゼーシ

ョン工程中に生成したハイブリッドを排除して、選択された対照状況に対して調

節逸脱状況に特徴的なハイブリダイズしないクローンだけを保持することから成

る、既知のサブトラクティブハイブリダイゼーション法により得られる。
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      【００４５】

  しかし好ましい実施態様では、選択される対照状況に対して調節逸脱状況に特

徴的な機能性遺伝子突然変異から生ずる全ての（又は大部分の）クローンを含む

核酸調製物の生成を可能にするために、定性的方法が使用される。更に詳細には

、このような定性的バンクは、発現が変性しているクローンの全群を含むのでは

なく、例えば、２つの状況の間で異なるスプライシング又は欠失事象に対応する

クローンを含むことを特徴とする。細胞調節及び形質転換経路における選択的ス

プライシングの役割を考えると、このような調製物（及びバンク）は、有利には

重要な機能的価値を有するクローンを含むことを特徴とし、よって統制解除の状

況に関係する遺伝子変性を反映しやすい。よってこのようなクローンは、より大

きな予測能力を持つバンクの構成及び更に典型的な遺伝子マーカーの生成を可能

にする。

      【００４６】

  このような定性的バンクは、示差的スプライシング又は欠失に対応する核酸領

域の、ハイブリダイゼーション工程中に生成したハイブリッドからの単離により

構成することができる。使用される方法に応じて、これらの領域は、非対領域又

は対形成領域のいずれかに対応する。

      【００４７】

  これらの２つのアプローチは、更に詳細に後述される。

      【００４８】

示差定量的バンクの製造及び使用

  したがって第１の実施態様において、本発明は、示差定量的バンク、即ち、発

現のレベルが、対照状況に対して病的状況の細胞において変性している、遺伝子

に対応する核酸クローンを含むことを特徴とするバンクを利用する。このような

バンクはまた、示差定量的分析から、発現が細胞の統制解除現象において増大又

は減少している配列をプールして誘導することができる。この型のバンクを確立

するための方法は、当業者には周知であり、そして以下のカテゴリーに分類する

ことができる。

      【００４９】
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高流量配列測定の電子的サブトラクション

  このプロセスは、ある数のｃＤＮＡのランダム配列測定に基づく。次に分析さ

れる２つの状況の間のサブトラクションを実行するために、コンピュータ検索エ

ンジンを使用することができる。

      【００５０】

遺伝子発現の連続分析（Serial Analysis of Gene Expression）（ＳＡＧＥ）

  このプロセスは、制限酵素及びオリゴヌクレオチドアダプターを使用すること

による、各ｃＤＮＡに関連するサインの認識に基づく。この標識は、ｃＤＮＡ配

列の一部に対応する（対応するｃＤＮＡを疑いなく同定するために１０ヌクレオ

チド長）。次にこの標識は、配列測定及び分析のために集合させる（Velculescu

ら, Science, 1995, 270: 484-487）。よってこのアプローチは、系統的な配列

測定への近道を表す。

      【００５１】

核酸アレイ

  この方法は、膜、ガラス板又はバイオチップのような固体支持体への、オリゴ

ヌクレオチド、ＰＣＲ断片又はｃＤＮＡのような核酸の幾分高密度での適用に基

づく。次に健常又は病態試料からのメッセンジャーＲＮＡプローブを、過剰発現

又は発現不足のメッセンジャーを同定するために、ハイブリダイゼーションにお

いて使用する。

      【００５２】

ディファレンシャルディスプレイ

  この方法は、ｃＤＮＡ集団にＰＣＲを実行するために、オリゴ－ｄＴプライマ

ー及びランダムプライマーを利用する。次にＰＣＲ産物は、非常に高分解能のゲ

ル上で比較する。次に示差的に発現される断片を単離して、これらの存在を配列

測定の前にノーザンブロット分析により確認する。この方法の幾つかの変法が報

告されている（PrasharとWeissman, PNAS, 1996, 93: 659-663）。これらの変法

は、プライマーと制限酵素及び使用されるアダプターに関して異なる。ＳＡＧＥ

法によるように、これらは、ｃＤＮＡの３′末端を利用する。このアプローチは

、幾つかの市販のキットの存在により利用しやすくなっている。
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      【００５３】

サブトラクティブクローニング

  この方法は、比較される２つの試料に共通なｃＤＮＡの排除に基づく。即ち、

「テスター」ｃＤＮＡが過剰の「ドライバー」ｃＤＮＡとハイブリダイズする異

なるキットが利用できる（クローンテック（Clontech））。最終産物は、示差的

に発現されるｃＤＮＡから誘導されるＰＣＲ増幅断片のプールから成り、そして

これらは、次の分析のために適切なベクターにクローン化することができる。Ｒ

ＤＡ（リプレゼンテーショナルディファレンスアナリシス（Representational D

ifference Analysis））は、このサブトラクションの原理に基づく別の方法であ

る（Lisitsynら, Science, 1993, 259: 946-951）。

      【００５４】

  したがってこれらの示差的分析方法の実行は、定量的バンク及びクローンの生

成、即ち、発現が病態に関係する細胞の統制解除現象において増大又は減少して

いる、全ての配列を含むことを特徴とするこれらの生成を可能にする。

      【００５５】

示差定性的バンクの製造及び使用

  別の実施態様において、本発明は、有利には、示差定性的バンク、即ち、少な

くとも配列の一部が、病態細胞と対照細胞において示差的にスプライシングされ

る遺伝子の配列に対応する、核酸クローンを含むことを特徴とするバンクを使用

する。よってこの型のバンクは、病理学的な調節逸脱プロセスにおいて示差的に

スプライシングされる配列を含むことを特徴とする。

      【００５６】

  この型のバンクの使用は、特に有利である。実際、例えば癌及び神経変性障害

のような多くの疾患において変更されている異なるシグナル生成経路は、発現が

選択的スプライシングにより調節される遺伝子を含み、そのためｍＲＮＡをも含

む。更には、文献がもたらす増大する数の例は、病的状態において特異的に観測

されるＲＮＡ型が、選択的スプライシングから生じることを示している。

      【００５７】

  本発明の独創性に関して、免疫応答に関与する異なる型の細胞の活性化の状態
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が、そのメディエーターがスプライシングにより調節される、シグナル生成カス

ケードにより調節されることにも注目すべきである。

      【００５８】

  即ち、アルツハイマー病、ハンチントン病及びパーキンソン病は、真の経済的

影響力を有する、神経変性成分を伴う疾患のほんの数例である。臨床的特色の記

述及び幾つかの感受性遺伝子の同定が、これらの疾患の我々の理解を顕著に前進

させているとしても、その発現に潜在する分子機序は、未だ全くあいまいである

。これらの病的状態において調節逸脱しているシグナル生成カスケードの解明は

、確実に診断及び治療の尺度にしたがう標的の発見に導くであろう。文献は、Ｒ

ＮＡスプライシングプロセスにおける変質の重要性を強調している。

  ・棘筋萎縮は、最もありふれた遺伝子病の１つである。２つの遺伝子、ＳＭＮ

１及びＳＭＮ２は、同一のタンパク質をコードする。２つのＳＭＮ１対立遺伝子

の消失及びＳＭＮ２遺伝子におけるスプライシング突然変異は、疾患の発現を導

く（Lorsonら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96: 6307-6311）。

  ・プレシニリン（presinillin）遺伝子のＰＳ１における特異的スプライシン

グ突然変異が、アルツハイマー病の患者の生検標本で見い出された（Isoe-Wada

ら, Eur. J. Neurol., 1999: 163-167）。

  ・グルタミン酸輸送タンパク質は、例えば、筋萎縮性側索硬化症又はてんかん

のような神経変性疾患において重要なものである。このトランスポーターにおけ

るスプライシング突然変異は、その機能に影響を及ぼす（Meyerら, Neurosci. L

ett., 1998, 241: 68-70）。

      【００５９】

  対応するメッセンジャーの選択的スプライシングに由来する抗腫瘍遺伝子活性

の不活化の多くの例が、今や知られている：

  ・小細胞肺癌において、ＲＢ（網膜芽腫タンパク質）ファミリーの一員である

ｐ１３０タンパク質をコードする遺伝子は、スプライシングコンセンサス配列で

突然変異している。この突然変異によって、エクソン２が排除され、これによっ

て未熟な停止コドンの存在のためタンパク質合成がなくなる。この知見は、まっ

先に腫瘍形成におけるＲＢファミリータンパク質の重要性を強調した。
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  ・頭頚部癌において、ｐ５３不活化の機序の１つは、スプライシングコンセン

サス配列における突然変異を伴う。

  ・他の型の肺癌において、サイクリン依存性ＣＤＫ４及びＣＤＫ６キナーゼの

インヒビターであるｐ１６／ＩＮＫ４Ａタンパク質をコードする遺伝子は、スプ

ライシングドナー部位で突然変異している。この突然変異によって、半減期の短

い切断型タンパク質が産生される。ｐ１６タンパク質は、普通はＣＤＫ４及びＣ

ＤＫ６に結合して、これらのＤ型サイクリンへの結合、及び特にＲＢのリン酸化

を阻害し、このため、活性な低リン酸化型のＲＢの蓄積が起こる。ｐ１６の非存

在下では、ＲＢは、リン酸化により不活化される。ｐ１６遺伝子座が、特に複雑

であり、ｐ１６発現とは別に、選択的スプライシングによりｐ１９発現を可能に

するという事実に注目すべきである。ｐ１６タンパク質と何ら共通のアミノ酸を

共有しないｐ１９タンパク質は、ＭＤＭ２プロト腫瘍遺伝子に結合して、ｐ５３

の存在下で細胞サイクルをブロックすることができ、このため腫瘍抑制物質とし

て作用する。

  ・突然変異すると、ウィルムス腫瘍を引き起こしうる転写リプレッサーをコー

ドする抗腫瘍遺伝子であるＷＴ１は、選択的スプライシングにより生成する幾つ

かのメッセンジャーＲＮＡに転写される。乳癌において、異なる変種の相対割合

は、健常組織と比較して変性しており、これが、診断の道具及び腫瘍の進行にお

ける異なるＷＴ１機能性ドメインの重要性の理解への糸口を与える。

  ・異なるメッセンジャーＲＮＡ型及びタンパク質イソフォームの割合の変性の

この同じ現象は、神経線維腫におけるニューロフィブリンＮＦ１の場合に起こる

。

  ・腫瘍の進行のインジケーターとしてのスプライシング事象の変調のこの概念

はまた、ＨＤＭ２の例により強化される。実際、５つの選択的スプライシング型

のＨＤＭ２が、卵巣及び膵臓癌で検出されており、そしてその発現が腫瘍の病期

と共に増大することは特に興味深い。

  ・ＴＧＦ－βの分泌及び貯蔵に関係する種々の組織の細胞外マトリックスの成

分であるＬＴＢＰもまた、異なるイソフォームで産生される。タンパク質分解に

恐らくあまり感受性でない１つのこのようなイソフォームは、ＴＧＦ－βの生物
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学的活性を変調すると考えられ、そして異なる肝臓の病態に関係しているであろ

う。

      【００６０】

  細胞性及び液性免疫応答は、転写制御の下にある。文献は、これらの免疫応答

に関係する選択的スプライシングにより産生される、未変性イソフォームの多く

の例を提供する。

  ・マクロファージ「スカベンジャー」受容体は、これらの血球の生理的及び病

的応答に必要とされる膜糖タンパク質であり、これらの機能は、スプライシング

により生成するイソフォームにより調節される（Goughら, J. Lipid Res; 1998;

 39: 531-543）。

  ・Ｔリンパ球の活性化は、幾つかの調節タンパク質及び受容体の機能的な存在

を必要とする。Borielloら（J. Immunol. 1995; 155: 5490-5497）は、この遺伝

子の選択的スプライシングにより生成する、Ｂ７活性化コファクターのイソフォ

ームの存在を報告して、これらのスプライシング変種が免疫応答に与える相当な

柔軟性を強調している。

      【００６１】

  これらの現象及びこの複雑さを考慮するため、そして病的状態に特異的であり

、血球に存在するサインを単離するために、本発明の方法は、有利には、遺伝子

マーカーとして、統制解除の状況に特徴的なスプライシング事象を利用する。そ

うするために、本発明は、例えば、未公開国際特許出願PCT/FR 99/00547に記載

されている「ＤＡＴＡＳ」法により製造される示差定性的核酸バンクを使用する

。特に、このようなバンクは、病的状況にある血液から単離される細胞から誘導

される核酸集団と、対照状況にある循環細胞から誘導される核酸集団との間のハ

イブリダイゼーション、及び生成したハイブリッドからの示差的スプライシング

に対応する核酸の単離により調製することができる。

      【００６２】

  このアプローチにおいて、ハイブリダイゼーションは、好ましくは液相で行わ

れる。更には、チューブ（例えば、エッペンドルフ型チューブ）、プレート又は

分子生物学において一般に使用される任意の他の適切な支持体のような、適切な
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装置中で行うことができる。ハイブリダイゼーションは、有利には１０～１００

０μlの間、例えば１０～５００μlの間の容量で行われる。使用される装置及び

容量が、当業者であれば容易に適合させられることは言うまでもない。ハイブリ

ダイゼーションに使用される核酸の量もまた、当業者には知られている。一般に

、マイクログラム量の核酸（例えば、約０．１～１００μgの間）で十分である

。更には、約５０～０．０２、好ましくは４０～０．１の範囲のドライバー／テ

スター比にある核酸を使用することができる。更に有利には、この比は、好まし

くは約１以上、有利には約１～約１０の間である。この比が、プロセスの条件（

核酸の利用可能な量、生理的状況、目的など）に応じて、当業者であれば適合さ

せられることは言うまでもない。時間、温度及びイオン強度を含む他のハイブリ

ダイゼーションパラメーターもまた、当業者であれば適合させることができる。

概して、例えば加熱によるテスターとドライバーの変性後に、ハイブリダイゼー

ションは、約２～２４時間、約３７℃の温度（あるいは温度のスパイクを受ける

）で、かつ例えば０．１～５Ｍ  ＮａＣｌの範囲であってよいイオン強度の標準

条件で行われる。イオン強度は、特に固体支持体上のハイブリダイゼーションの

場合には、ハイブリダイゼーションの厳密さを測定する因子の１つであることが

知られている。

      【００６３】

  本発明の特定の実施態様では、ハイブリダイゼーションは、フェノールエマル

ション中で、例えば、Kohne D.E.らにより報告（Biochemistry, Vol. 16, No. 2

4, pp 5329-5341, 1977）されるＰＥＲＴ法（「フェノールエマルションＤＮＡ

再結合法（Phenol Emulsion DNA Reassociation Technique）」）により行われ

る。ハイブリダイゼーションは、有利には温度循環（温度は約３７℃から約６０

／６５℃に上昇する）により振動させずに維持されるフェノールエマルション中

で、MillerとRibletにより報告（NAR 23 (1995) 2339）される方法によって行わ

れる。

      【００６４】

  液相、好ましくはエマルション中の任意の他のハイブリダイゼーション法を、

本発明の範囲内で使用することができる。更には、ハイブリダイゼーションはま
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た、支持体に固定化される１本の鎖により行ってもよい。有利には、固定化され

るのはドライバーである。これは、特にビオチン化プライマーのため、又は当業

者には既知の固定化の任意の他の手段により行うことができる。

      【００６５】

  ハイブリダイゼーションにより生成する核酸集団を使用して、本発明の遺伝子

マーカー（定性的ゲノム変質に特徴的なクローン）は、当業者には周知の任意の

方法により同定することができる。ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖の場合には、こ

れらの領域は、主として非対ＲＮＡ（ＲＮＡループ）の領域であり、そしてヘテ

ロ二重鎖と１本鎖核酸（反応しなかった過剰の核酸）の分離、２本鎖ＲＮＡ（ヘ

テロ二重鎖に関係するドメイン）の選択的消化、及びこれに続く生じる１本鎖Ｒ

ＮＡと１本鎖ＤＮＡの分離により、同定及びクローン化することができる。ヘテ

ロ三重鎖の場合には、これらの示差的スプライシング領域は、主として２本鎖Ｄ

ＮＡの領域から成っており、ＲＮＡを消化する酵素、次いで１本鎖ＤＮＡを消化

する酵素のような適切な酵素での処理により、同定及びクローン化することがで

きる。こうして得られる核酸は、まさに２本鎖ＤＮＡの形であり、そして任意の

適切なベクターにクローン化することができる。

      【００６６】

  核酸の単離、定性的クローンのハイブリダイゼーション及び獲得のための、他

の特定の変法及び条件が、未公開の出願番号PCT/FR99/00547に示されることは言

うまでもない。

      【００６７】

  これらの方法は、健常状況からの血球を病的状況からのものと区別可能にする

、定性的遺伝子マーカーに対応する、クローン及び核酸バンクの生成を可能にす

る。実験セクションに示されるように、これらの核酸調製物は、血液試料から神

経変性障害及び癌を診断するのに特に有用なマーカーである。

      【００６８】

バンクの多様性

  よって前述の方法は、健常及び病的状況の間の差に特徴的な核酸クローンの群

の生成を可能にする。調製の各方法は、バンクを構成する多くのクローンを生成
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する。これらのバンクは、そのまま、支持体に沈積させて、クローンの付加又は

除去により変性させて使用することができるか、あるいは異なるバンクを組合せ

るか、又は対照クローンを付加するなどができる。

      【００６９】

  本発明により提供されるバンクは、１０～５０，０００クローン、更に一般的

には１０～１０，０００クローン、そして更に好ましくは５０～５，０００クロ

ーンを含んでいてよい。クローンは、一般には、ハイブリダイゼーション結果の

分析を促進するために、１つ以上の支持体に十分に規則正しく沈積させる。支持

体は、ガラス、ナイロン、プラスチック、繊維などから成っていてよいか、又は

一般には核酸の沈積に適した任意の固体支持体であってよい。バンクは、支持体

上に、例えば、国際出願番号PCT/FR99/00547に記載されるように、当業者には既

知の従来法により沈積させることができる。

      【００７０】

  使用されるバンクは、発現のレベルが変質している遺伝子に対応する核酸クロ

ーン（定量的遺伝子マーカー）及び配列の少なくとも一部が病的及び健常状況に

おいて示差的にスプライシングされるエクソン又はイントロンに対応する核酸ク

ローン（定性的遺伝子マーカー）の両方を含んでよい。即ち、遺伝子マーカーは

、異なるアプローチにより生成し、次に可能な限り予測的な応答を得るためにプ

ールすることができる。

      【００７１】

  また、同じ支持体上の同じバンク内に、異なる病態の循環血球中で特異的に発

現する遺伝子マーカーをプールすることも可能である。よってこのようなバンク

のハイブリダイゼーションは、同じ血液試料を用いて、幾つかの病態の発現をモ

ニターすることを可能にする。

      【００７２】

  よって本発明の主題はまた、循環血球に存在して病態を示す細胞の統制解除に

特徴的な定性的及び定量的遺伝子マーカーを含むことを特徴とする、核酸調製物

に基づく。特定の主題は、統制解除の異なる状況に特徴的な遺伝子マーカーを含

むことを特徴とするバンクに関する。本発明の別の主題は、統制解除の２つの状
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況に特徴的な核酸の少なくとも２つのバンクが沈積している、任意の固体支持体

である。これに関連して、本発明は更に、固体支持体への、統制解除の状況に特

徴的な１つ以上の核酸調製物の適用を含むことを特徴とする、病態を診断するた

めに使用されるＤＮＡチップの調製の方法に関する。

      【００７３】

  更には、好ましい実施態様において、異なる病態又は同じ病態の異なる段階へ

の実際の関与に基づくクローンの選択により、使用を通じて精製される核酸バン

クが利用される。初期バンクは、実際に病態の発症後の統制解除の状況の遺伝子

事象に特徴的な、全てのクローンを含んでいてもよい。次に本発明により示され

る診断法の実行により、クローンの幾つかが、病態の発現の早期及び中間期から

のプローブとハイブリダイズすることを観測することができる。よってこれらの

クローンは、早期のマーカーとして同定することができ、そして任意の他の臨床

的基準又は任意の他の診断の道具に先だって、非常に強力な診断の道具を提供す

ることができる。

      【００７４】

  更に具体的には、本発明は今や、疾患の存在及び進行の遺伝子マーカーとして

使用することができる、このようなクローンの同定及び性状解析を記述する。

      【００７５】

  これらの遺伝子マーカーの同定及びクローン化の主要な応用の１つは、所定の

被験者の血球から抽出されるＲＮＡのハイブリダイズ能力の評価に関する。この

評価は、この被験者の細胞のメッセンジャーＲＮＡに対応するプローブを、上述

のような病的状況に特徴的なサインの１つ以上のバンクとハイブリダイズするこ

とにより行うことができる。この応用は、更に詳細に後述される。

      【００７６】

病態のサインの分析及び診断のための方法

  本発明により、循環血中に存在する細胞からの核酸の試料を、上述の遺伝子マ

ーカーとハイブリダイズすることにより、異なる病期に特異的なサインの存在の

測定が可能になる（観測されるハイブリダイゼーションプロファイルは、血液試

料をとった被験者における病態生理学的統制解除を示す）。このため、使用され
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る遺伝子マーカーは、応答が可能な限り予測的になるように、好ましくはバンク

中に組合せられる。本発明の利点の１つはまた、使用される多数のマーカーに関

するが、このため得られる情報がより予測的になる。情報の予測性は、使用及び

調製されるマーカーのタイプにより更に強化される。

      【００７７】

  本発明の特定の主題は、ａ）血球からの核酸の試料とｂ）細胞内シグナル生成

経路における統制解除に特徴的な遺伝子事象に対応する核酸バンクの間の少なく

とも１つのハイブリダイゼーション工程（ハイブリダイゼーションプロファイル

は、その生物における病態生理学的統制解除を示す）を含むことを特徴とする、

血球の状態の分析の方法に基づく。

      【００７８】

  本発明の他の側面及び利点は、以下の実験セクションにおいて明らかになろう

が、これらは例示的及び非限定的なものと考えるべきである。

      【００７９】

実験セクション

神経変性障害の例：ＡＬＳ

  動物モデルによって、疾患の発現の異なる段階を分析し、これらの段階を健常

対照と比較するために使用することができる、生物学的試料を入手できる。

      【００８０】

  筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）は、レビ小体（Lewis bodies）のような封入体

の異なるタイプに関連する神経変性疾患であり、脊髄及び皮質運動ニューロンの

アポトーシスを特徴とする；致死的予後の前に時として前頭葉痴呆が発生する。

突然変異が同定されていない散発型は、スーパーオキシドジスムターゼをコード

するＳＯＤ１遺伝子における突然変異に関連する家族型（ＦＡＬＳ）と並んで共

存する。ＦＡＬＳに見られる突然変異の１つ（突然変異Ｇ９３Ａ）を有するヒト

ＳＯＤ１遺伝子を発現するトランスジェニックマウスは、使用者のライセンスが

ノースウェスタン大学（Northwestern University）から得られれば、ジャクソ

ンラボラトリー（Jackson Laboratory）から入手可能である。ＳＯＤ１における

Ｇ９３Ａ突然変異によるＡＬＳの症候の発症は、スーパーオキシドジスムターゼ
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活性の低下に起因するのではなく、フリーラジカルを生成するその能力を増強す

るその機能の増大に起因する。このモデルは、ヒトの疾患に類似した症候プロフ

ァイルを有する致死的予後の疾患を１２０日間再現する。このモデルは、脳、脊

髄及び末梢血試料の入手を提供する。

      【００８１】

ＡＬＳモデルにおける特異的スプライシング型の同定：

  エクソンヒット療法（ExonHit Therapeutics）は、ＤＡＴＡＳ（選択的スプラ

イシングされた転写配列の示差的分析（Differential Analysis of Transcript 

Alternatively Spliced））法を用いる示差的定性スクリーニングの独創的なア

プローチを開発した。この技術は、ヨーロッパ及び米国における特許出願の主題

である。ＤＡＴＡＳにより同定される配列は、代替エクソン又は比較される２つ

の病態生理学的状況の一方におけるイントロンの保持に由来しうる。よって得ら

れるデータは、タンパク質の機能性ドメインに影響を及ぼす、ＲＮＡ配列の発現

における変性を特徴づける。示差的定性分析は、トランスジェニックマウス及び

６０及び１００日齢の同系対照からの試料で行われる。６０日は、第１の症候の

発症の直前に存在する段階であるが、既に脳細胞の生理における変化を特徴とし

、特にミトコンドリア代謝における変質を特徴とする段階に対応する。１００日

目には、５０％の皮質及び脊髄運動ニューロンが死んで、ニューロンの活性アポ

トーシスが星状膠細胞の活性化と平行して誘発される。

      【００８２】

  よって示差的定性分析が、以下において行われる：

  ・疾患の発現に関連する最大の選択的スプライシング事象を考慮に入れるため

に、ニューロンの予備的単離を伴わない脳及び脊髄標本から抽出されるＲＮＡに

おいて。

  ・末梢全血又は血球画分において。

      【００８３】

  ＤＡＴＡＳにより同定される配列は、病的状況と健常状況の間のスプライシン

グを介する示差的発現がＰＣＲにより確認される、イントロン及び／又はエクソ

ンに対応する。
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      【００８４】

  これらの配列のデータベースとの比較によって、得られる情報の分類ができ、

更に別の試験に付すべき２つの配列の十分に根拠ある選択ができる。

      【００８５】

得られる配列の二次的性状解析

  ＰＣＲにより確認される配列は、神経変性プロセスを伴う相補的モデルにおい

てスクリーニングすることができる。例えば、脳虚血のモデルからのＲＮＡ又は

プリオン疾患の動物モデルからのＲＮＡは、ＡＬＳマーカー又は更に一般的には

神経変性疾患のマーカーの選択的発現を確認するために、有益に研究することが

できる。

      【００８６】

  同定されるスプライシング型の発現は、神経変性成分を伴う異なる病態からの

ヒト試料において探索される：

  ・アルツハイマー病、パーキンソン病などのような神経変性疾患の患者からの

血液試料。

      【００８７】

癌の例：上部消化管及び呼吸器管癌

  トランスジーンの形質導入は、実験腫瘍学の分野における幾らかの実験応用の

主題である。即ち、ある腫瘍遺伝子の優性対立遺伝子は、今や癌の研究の実験モ

デルであるトランスジェニックマウスを入手するために使用される。

      【００８８】

  癌は、疾患の不均質なファミリーであり、それぞれは異常な細胞増殖及び転移

の播種をもたらす遺伝子突然変異の複合群を特徴とする。癌の発症及び進行を誘

導する遺伝子突然変異の同定は、今や腫瘍の進行の診断及びモニタリングに必須

であると考えられるが、この研究が製薬工業を代表する、重要な関与を説明する

のは、この知識に基づく新しい早期診断の道具を開発する期待である。突然変異

すると、細胞に癌性を与えうる多くの遺伝子が存在する。これらの遺伝子は、発

生中ばかりでなく細胞の生存中にわたって必須な役割を演じる。例えば、これら

は、増殖、分化、ＤＮＡ修復及び細胞生存と同様に活力度高く機能を果たす。突
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然変異すると、細胞サイクルを異常に活性化するタンパク質の産生に導く遺伝子

は、腫瘍遺伝子と呼ばれる。このカテゴリーは、例えば、細胞内遺伝子のｍｙｃ

及びｒａｓを含む。対照的に、抗腫瘍遺伝子は、普通には細胞サイクルを減速さ

せるように作用する。これらの活性の阻害により、細胞は増殖作用を持つ遺伝子

にのみ依存するようになり、これが腫瘍の進行を促進する。このカテゴリーは、

遺伝子のＲＢ（網膜芽腫）及びｐ５３を含む。腫瘍遺伝子及び抗腫瘍遺伝子と共

に、プログラムされた細胞死、即ちアポトーシスを変調する遺伝子は、腫瘍形成

において重要な演者であると考えられる。生理的細胞分化のプロセスと同様に、

プログラムされた細胞死は、遺伝子の制御下にある。細胞の除去を可能にする末

端分化を誘発するこの能力の消失は、この細胞を、形質転換クローンの出現に有

利な異常な生存の状況に据える。

      【００８９】

  転写の異なるドライバー（プロモーター領域）を使用することにより、特定の

組織においてトランスジーンの発現を優先的に得ることが可能である。こうして

、特定の組織環境において発現する腫瘍モデルを確立することができる。これら

の標的の異なる腫瘍モデルは、腫瘍の位置による循環細胞中の特異的サインを検

出することが可能であることを示唆する。

      【００９０】

肝臓を標的とする腫瘍モデル

  ネズミ肝細胞癌（ＨＣＣ）モデルは、大及び小Ｔ抗原をコードするＳＶ４０ウ

イルス初期配列の肝臓における制限された発現に関連づけられる（Dubois, N., 

Bennoun, M., Allemand, I., Molina, T., Grimber, G., Daudet-Monsac, M., A

belanet, R.,及びBriand, P. (1991) トランスジェニックマウスにおける分化し

た肝細胞癌及び肺転移の経時発現 J. Hepatol., 13, 227-239）。トランスジー

ンは、ウイルス抗原の初期の連続発現を行わせるヒトアンチトロンビンIIIプロ

モーターの制御下にある。このため、肝細胞増殖は、２段階の摂動を受ける。ト

ランスジェニック肝細胞の増殖指数は、肝臓発生中（誕生～５週）には正常より

も比較的高く、次にかなり低下するが、正常な静止肝臓に特徴的な低レベルに達

することはない。これらのトランスジェニックマウスは、分化したＨＣＣを系統
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的に発現させるが、これは、全ての動物に対して７ヶ月以前に致死的となる。肝

細胞増殖の早期の統制解除にもかかわらず、肝腫は経過の後期にのみ存在する。

ＨＣＣの発現に先立つ前新生物段階の分析は、このモデルにおいて正常肝重量を

維持するアポトーシス補償機序の存在を明らかにした（Allemandら, 1995）。こ

のアポトーシスが、正常肝が静止期に入るちょうどその時に停止することに注目

すべきである。この点を超えると、肝臓の恒常性はもはや制御されないようであ

る。アポトーシスに対する感受性の系統的研究は、このトランスジェニックモデ

ルから誘導される肝細胞が、ＣＤ９５／Ｆａｓ受容体の選択的スプライシングと

は独立した機序により、ＣＤ９５／Ｆａｓ系に依存性の細胞死に対する抵抗性を

獲得したことを示した（Rouquet N, Allemand I, Molina T, Bennoun M, Briand

 P及びJoulin V. (1995) トランスジェニック肝臓においてＦａｓ依存性アポト

ーシスは、ＳＶ４０  Ｔ抗原により損なわれる。 Oncogene, 11, 1061-1067；Ro

uquet N, Allemand I, Grimber G, Molina T, Briand P及びJoulin V. (1996) 

非形質転換ＳＶ４０  Ｔ抗原変異体によるＦａｓ介在性アポトーシスからの肝細

胞の保護。 Cell Death & Diff., 3, 91-96）。しかし、スプライシング変質の

全体的な分析だけが、ＣＤ９５／Ｆａｓ受容体シグナル生成経路に関係する全て

のメンバーに関してこのプロセスにおける変質を説明できる。

      【００９１】

  このトランスジェニックモデルは、１）その遺伝子が、形質転換に必須（腫瘍

遺伝子）であろうとなかろうと、又は腫瘍の進行を阻害（アポトーシス遺伝子）

しようとしまいと、前新生物移行期から新生物形成に伴う遺伝子発現における変

性；２）腫瘍からの腫瘍細胞の逸脱に関連づけられる癌発現の循環サイン；３）

癌の発現に特徴的な血球における遺伝子発現の変質の事象を同定するための理想

的な道具である。

      【００９２】

特異的なサインの同定

  示差定性的アプローチは、正常マウス、及びＳＶ４０  Ｔ抗原のアンチトロン

ビンIIIによる発現により肝細胞癌（ＨＣＣ）を発現させるマウスの、肝臓及び

血球から抽出されるＲＮＡを用いて行われる。対照及びトランスジェニック動物
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は、非常に早期の前新生物及び新生物段階（このモデルにおいて、特に肝臓の恒

常性に必要なアポトーシスの活性化と次の不活化を特徴とする）を研究すること

ができるように、異なる齢で選択される。

      【００９３】

同定した配列の用途

  これらの配列の発現における変質は、ヒトの治療及び診断に応用の分野を広げ

るために、次にヒト腫瘍生検においてスクリーニングすることができる。

      【００９４】

  これらのｃＤＮＡは、このトランスジェニックモデル及び一連のトランスジェ

ニックネズミＨＣＣモデルにおける腫瘍の進行をモニターするために使用される

（Bennoun M, Grimber G, Couton D, Seye A, Molina T, Briand P及びJoulin V

. (1998) ＳＶ４０大Ｔ抗原のアミノ末端領域は、十分にマウスにおいて肝臓腫

瘍を誘導できる Oncogene, 17, 印刷中）。即ち、腫瘍の発現前に、異なる非常

に早期に血球中に検出される特異的ｃＤＮＡを使用することにより、健常及びト

ランスジェニックマウスの混合集団において、どの動物が腫瘍を発現するかを予

測することができる。

      【００９５】

  これらの腫瘍特異的ｃＤＮＡから誘導されるヌクレオチドプローブ又はＰＣＲ

プライマーを使用して、ヒト腫瘍生検における、同定されたスプライシング型及

び／又はこのモデルにおいて量が変質しているＲＮＡの発現に関してスクリーニ

ングすることができる。

      【００９６】

  同様に、腫瘍発現の異なる段階の動物の血液において同定されたプローブを使

用して、癌患者からの血液試料に共通なサインを検出することもできる。

      【００９７】

  本発明の上述のプロセスにより得られるｃＤＮＡバンクを使用する戦略におい

て、癌患者からの血液試料から調製される全プローブを使用して、一方では腫瘍

の進行の異なる段階のネズミモデルから、そして他方では異なるヒト腫瘍の生検

から、確立される異なるバンクに共通なサインに関してスクリーニングすること
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もできる。これらのハイブリダイゼーションは、当業者には周知の方法により行

われる（特に、出願番号PCT/FR99/00547に示されるハイブリダイゼーション条件

を参照のこと）。

      【００９８】

ヒトにおける予測診断のための研究

  このセクションに記述される方法は、上述の定量又は定性分析法のいずれかを

使用することにより実行することができる。それにもかかわらず、本発明は、上

述の利点のため、遺伝子発現における定性的変質に関係づけられるマーカーの使

用及び研究を奨励する。

      【００９９】

  本発明は、生検試料からの、病態の進行に特徴的なサインのバンクの同定及び

構成を記述している。即ち、これらの病態の経過及び部位を表すｃＤＮＡ配列の

バンクを確立することができる。よってバンクに存在するものと同一のｃＤＮＡ

サインの存在に関して、血液試料をスクリーニングすることができる。そして共

通のサインの存在は、疑わしい病態に関して、病的組織の細胞から誘導されたに

ほかならない、生検標本で見い出されたのと同じ変質を持つ核酸の存在を示す。

      【０１００】

  このスクリーニングは、特に血球からのプローブの作成、及びこれこれの病態

に特異的な異なるマーカーを有するフィルター上のこれらのプローブのハイブリ

ダイゼーションに基づく。

      【０１０１】

  本発明は、血球中の遺伝子発現における変質を同定する可能性、及びヒトの病

態の全部又は一部を模倣する、この実験モデルの使用を記述している（例えば、

ネズミＡＬＳモデル又は肝臓腫瘍モデル）。

      【０１０２】

  スクリーニングされた病態（神経変性疾患、癌など）を伴うか又は伴わない患

者の血球から誘導される核酸プローブの使用によって、実験疾患モデルから作成

された実験的予測バンクに存在するサインの存在に関してスクリーニングするこ

とができる。共通のサインの存在は、検査される個人がこのような病態を発現す
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るおそれがあるという診断を構成する。

      【０１０３】

  本発明によってまた、以下のように進行させることが可能になる：

  ・スクリーニングされる疾患を伴うか又は伴わない患者からの血液試料は、健

常及び病的状態の両方を表すＲＮＡのストックを構成するためにプールされる。

  ・このＲＮＡは、本発明に示される方法により示差的分析に付して、病的及び

健常状態に特徴的なｃＤＮＡバンクを作成する。

  ・次にこれらのｃＤＮＡバンクは、患者又は健常被験者からの個々の血液試料

から調製されるプローブとのハイブリダイゼーションにより確認する。

  ・こうして確認されたバンクは、次にごく普通の検査に関して医者にかかる被

験者の大集団からの血液試料から調製されるプローブの使用によって分析する。

これらのバンクは、本発明に特異的な診断の道具を構成する。例えば、マンモグ

ラフィによる、ごく普通の乳癌スクリーニングを受ける患者から、少量の血液試

料をとることができる。このような試料から調製される核酸プローブによって、

陽性の放射線診断的知見がない場合でさえ、次に癌の発現を示す非常に早期のサ

インを検出することが可能になる。

      【０１０４】

  本発明は、バイオチップの形で使用することができる。このバイオチップは、

ＤＮＡの２つのいわゆる相補鎖が非常に特異的に相互に結合するハイブリダイゼ

ーションの性質を利用する。本発明はまた、所望のＤＮＡに特異的なオリゴヌク

レオチドプライマーによるＤＮＡ増幅法を使用することにより、病態に関する１

つ以上のＤＮＡマーカーを特異的に探索することにより使用することができる。
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年１０月５日（２００１．１０．５）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  被験者における病態の存在のインビトロ検出のための方法で

あって、（ｉ）該被験者からの血球の試料からの核酸の調製、及び（ii）こうし

て調製される核酸の、病的状況にある血球に特徴的な遺伝子のスプライシング形

態に特異的な核酸を含む少なくとも１つの核酸ライブラリーとのハイブリダイゼ

ーション（ハイブリダイゼーションプロファイルは、病態に特徴的な試料中の血

球の存在を示す）、を含むことを特徴とする方法。

    【請求項２】  ライブラリーが、病的状況にある血球において発現のレベル

が改変されている遺伝子に特異的な核酸を更に含む、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  単数又は複数のライブラリーが、支持体に沈積している、請

求項１又は２のいずれか１項記載の方法。

    【請求項４】  試料から調製される核酸が、場合によっては増幅されている

、全－若しくはメッセンジャーＲＮＡ、又はそれに由来するｃＤＮＡである、請

求項１～３のいずれか１項記載の方法。

    【請求項５】  核酸が、標識されている、請求項４記載の方法。

    【請求項６】  血球が、有核細胞である、請求項１～５のいずれか１項記載

の方法。

    【請求項７】  有核血球が、リンパ球、マクロファージ、単球及び／又は樹

状細胞を含む、請求項６記載の方法。

    【請求項８】  被験者における病態の進行の段階のインビトロ検出のための

、請求項１～７のいずれか１項記載の方法。

    【請求項９】  被験者における病態の部位のインビトロ検出のための、請求
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項１～８のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１０】  神経変性障害の存在、進行の段階及び／又は部位のインビ

トロ検出のための、請求項１～９のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１１】  癌性病態の存在、進行の段階及び／又は部位のインビトロ

検出のための、請求項１～９のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１２】  病的状態に特徴的な血球のインビトロ検出の方法であって

、（ｉ）被験者からの血球の試料からの核酸の調製、及び（ii）こうして調製さ

れた核酸の、病的状況にある血球に特徴的な遺伝子のスプライシング形態に特異

的な核酸を含む少なくとも１つの核酸ライブラリーとのハイブリダイゼーション

（ハイブリダイゼーションプロファイルは、病態に特徴的な試料中の血球の存在

を示す）、を含むことを特徴とする方法。

    【請求項１３】  病的状態に特徴的な核酸ライブラリーの調製の方法であっ

て、該方法が（ｉ）病態を提示する生物から単離される血球から第１の核酸調製

物を得ること、（ii）該病態を提示しない生物から単離される血球から参照核酸

調製物を得ること、（iii）該第１の調製物と参照調製物との間のハイブリダイ

ゼーション工程、及び病的状況にある生物からの血球に特徴的な核酸の回収を含

むことを特徴とする方法。

    【請求項１４】  病態の進行の段階に特徴的な核酸のライブラリーの調製の

方法であって、（ｉ）進行の確定段階の病態を提示している生物から単離される

血球から第１の核酸調製物を得ること、（ii）該病態を異なる進行の段階で提示

している生物から単離された血球から参照核酸調製物を得ること、（iii）該第

１の調製物と参照調製物との間のハイブリダイゼーション工程、及び（iv）病態

の進行の確定段階の生物からの血球に特徴的な核酸の回収を含むことを特徴とす

る方法。

    【請求項１５】  ハイブリダイズしない核酸のクローンの回収を含む、請求

項１３又は１４記載の方法。

    【請求項１６】  遺伝子のスプライシング形態に特異的な核酸クローンの、

生成したハイブリッドからの回収を含む、請求項１３又は１４記載の方法。

    【請求項１７】  ライブラリーが、支持体に沈積している、請求項１３～１
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６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１８】  該調製物が、病的状況にある生物からの血球において発現

のレベルが改変されている遺伝子に特異的な核酸を含む、核酸調製物。

    【請求項１９】  該調製物が、病的状況にある生物からの血球に特徴的な、

遺伝子のスプライシング形態に特異的な核酸を含む、核酸調製物。

    【請求項２０】  病的状況にある生物からの血球に特徴的な遺伝子のスプラ

イシング形態に特異的な核酸を含む核酸ライブラリーを含むことを特徴とする、

請求項１～１２のいずれか１項記載の方法の実行のために使用可能なキット。

    【請求項２１】  被験者における神経変性疾患又は癌の存在のインビトロ検

出のための方法であって、（ｉ）該被験者からの血球の試料からのタンパク質の

調製、及び（ii）該調製物（ｉ）中の、該疾患に特徴的なタンパク質又はタンパ

ク質ドメインの存在の測定（該存在は、神経変性疾患又は癌の存在を示す）を含

むことを特徴とする方法。
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【国際調査報告】
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