
(57)【要約】
本発明は、対照における自己免疫疾患を検出する方法を提供し、これは、生物学的試料を
対象から採取すること；該生物学的試料における少なくとも２個の遺伝子の発現レベルを
決定すること；およびそれぞれの遺伝子の発現レベルをスタンダードと比較すること（こ
こで、該比較により、対象における自己免疫疾患の存在を検出する）による。本発明の方
法を行うための組成物およびキットも提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 対 象 か ら 採 取 す る こ と ；
（ ｂ ） 該 生 物 学 的 試 料 に お け る 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と ； お
よ び
（ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） で 決 定 さ れ た そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を ス タ ン ダ ー ド と 比 較 す る
こ と （ こ こ で 、 該 比 較 に よ り 、 該 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 を 検 出 す る ） 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 が 、 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 、 多 発 性
硬 化 症 （ Ｍ Ｓ ） 、 １ 型 （ す な わ ち 、 イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 病 （ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） 、 お よ び そ
れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 が 末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 対 象 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 動 物 が 哺 乳 類 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 決 定 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 お
よ び 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 を 含
む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 が 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 決
定 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ５ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 決
定 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も １ ０ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
決 定 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ ０ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
決 定 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ ５ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
決 定 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 全 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 決 定 で あ る 、 請 求
項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 比 較 が 、
（ ａ ） 集 団 に お け る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て の 平 均 発 現 レ ベ ル を 確 立 す る こ と （ こ こ で
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、 該 集 団 は 、 統 計 学 上 有 意 な 数 の 正 常 対 象 お よ び １ 以 上 の 異 な る 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 対
象 を 含 む ） 、
（ ｂ ） 第 １ の 値 を 、 対 象 で の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 高 い 、 そ れ ぞ れ
の 遺 伝 子 に 対 し て 、 そ し て 第 ２ の 値 を 、 対 象 で の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル
よ り 低 い 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に 対 し て 指 定 す る こ と ； お よ び
（ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） で 指 定 さ れ た 値 を 足 し 、 合 計 を 得 る こ と （ こ こ で 、 該 合 計 が 、 対 象 に お
け る 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 指 標 で あ る ） 、
を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 対 象 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 多 数 の 核 酸 配 列 を 含 む ア レ イ を 用 意 す る こ と （ こ こ で 、 そ れ ぞ れ の 核 酸 配 列 が 、 既
知 遺 伝 子 に 対 応 す る ） 、
（ ｂ ） 対 象 由 来 の 生 物 学 的 試 料 を 用 意 す る こ と （ こ こ で 、 該 生 物 学 的 試 料 は 核 酸 を 含 む ）
、
（ ｃ ） 該 生 物 学 的 試 料 を ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と 、
（ ｄ ） 該 生 物 学 的 試 料 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア レ イ 上 の 全 核 酸 を 検 出 す る こ と 、
（ ｅ ） 検 出 さ れ た そ れ ぞ れ の 核 酸 に つ い て の 相 対 的 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、
（ ｆ ） 検 出 さ れ た 核 酸 に つ い て 相 対 的 発 現 レ ベ ル の 特 性 を 創 成 す る こ と 、
（ ｇ ） 創 成 さ れ た 特 性 を ス タ ン ダ ー ド の 特 性 と 比 較 す る こ と （ こ こ で 、 該 比 較 に よ り 、 対
象 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 を 診 断 す る ） 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 が 、 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 、 多 発 性
硬 化 症 （ Ｍ Ｓ ） 、 １ 型 （ イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 病 （ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） 、 お よ び そ れ ら の 組 合
せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ア レ イ が 、 マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ お よ び メ ン ブ レ ン ベ ー ス フ ィ ル タ ー ア レ イ か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ア レ イ が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項
１ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア レ イ が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ５ 個 の 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項
１ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ア レ イ が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も １ ０ 個 の 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求
項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ア レ イ が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ ０ 個 の 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求
項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ア レ イ が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ ５ 個 の 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求
項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ア レ イ が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 全 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ア レ イ が 、 少 な く と も １ 個 の 内 部 対 照 遺 伝 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
　 細 胞 が 末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 対 象 が 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 動 物 が 哺 乳 類 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 決 定 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 お
よ び 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 を 含
む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 が 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 決
定 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ５ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 決
定 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も １ ０ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
決 定 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ ０ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
決 定 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ ５ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
決 定 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 決 定 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 全 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 決 定 で あ る 、 請 求
項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 比 較 が 、
（ ａ ） 集 団 に お け る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 確 立 す る こ と （ こ こ で 、 該 集 団
は 、 統 計 学 上 有 意 な 数 の 正 常 対 象 お よ び １ 以 上 の 異 な る 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 対 象 を 含 む
） 、
（ ｂ ） 第 １ の 値 を 、 対 象 で の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 高 い 、 そ れ ぞ れ
の 遺 伝 子 に 対 し て 、 そ し て 第 ２ の 値 を 、 対 象 で の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル
よ り 低 い 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に 対 し て 指 定 す る こ と ； お よ び
（ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） で 指 定 さ れ た 値 を 足 し 、 合 計 を 得 る こ と （ こ こ で 、 該 合 計 が 、 対 象 に お
け る 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 指 標 で あ る ） 、
を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 お よ び 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な
く と も １ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
を 利 用 す る た め の 指 示 書 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ５ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た
め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も １ ０ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る
た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ２ ０ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る
た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 少 な く と も ３ ０ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る
た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ 全 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 対 照 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を さ ら に 含 む
、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ６ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 番 号 ６ ０ ／ ３ ８ １ ， ０ ５
５ （ 全 体 と し て 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る ） に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 研 究 は 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 の 研 究 費 Ａ Ｉ ４ ４ ９ ２ ４ 、 Ａ Ｒ ０ ２ ０ ２ ７ 、 Ａ Ｒ ４ １ ９
４ ３ 、 お よ び Ｄ Ｋ ５ ８ ７ ６ ５ に よ り 支 援 さ れ た 。 従 っ て 、 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定 の 権
利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 一 般 に 、 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 全 身 性 エ
リ テ マ ト ー デ ス 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ま た は １ 型 糖 尿 病 の 様 な 自 己 免 疫 疾 患 を
有 す る 減 少 さ れ た 確 率 の 同 定 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 自 己 免 疫 疾 患 は 、 米 国 に お い て 何 百 万 も の 人 々 に 影 響 を 及 ぼ す （ 集 団 の 約 ３ ～ ５ ％ が 影
響 を 受 け て い る ） 。 Jacobson et al., 1997；  Marrack et al., 2001を 参 照 さ れ た い 。 自
己 免 疫 疾 患 の 病 因 は 、 一 般 的 に は 、 １ 型 （ イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 病 （ 膵 β 細 胞 ； Kukr
eja & Maclaren 2000を 参 照 ） 、 多 発 性 硬 化 症 （ ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 ； Ufret-Vince
nty et al., 1998を 参 照 ） 、 お よ び 甲 状 腺 炎 （ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン ま た は 甲 状 腺 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ ； Martin et al., 1999を 参 照 ） の 場 合 で 見 ら れ る 様 な 、 患 者 の 免 疫 系 に よ る 器 官
ま た は 組 織 に 対 す る 攻 撃 を 含 む 。 あ る 種 の 自 己 免 疫 疾 患 は 、 関 節 リ ウ マ チ に お け る 滑 膜 表
層 、 肺 、 お よ び 心 臓 （ Quayle et al., 1992を 参 照 ） 、 お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ K
otzin 1996を 参 照 ） に お け る 皮 膚 、 腎 臓 、 お よ び 心 臓 に 対 す る 免 疫 応 答 を 含 む 、 全 身 性 攻
撃 も 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 疾 患 症 候 群 の 分 類 、 疾 患 経 過 の 予 測 、 お よ び 疾 患 原 因 を 理 解 す る こ と は 、 自 己 免 疫 の 研
究 の ３ つ の 根 本 的 な 目 標 で あ る 。 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 は 、 大 抵 、 何 度 も 患 者 が 医 師 を 受 診
し 、 そ し て 臨 床 検 査 を 繰 り 返 し 受 け る こ と を 必 要 と す る 。 こ の こ と は 、 現 在 、 自 己 免 疫 疾
患 の 絶 対 的 予 測 と し て 有 効 な 単 独 検 査 、 ま た は 臨 床 検 査 の 組 合 せ が な い と い う 事 実 に 主 に
起 因 す る 。 例 え ば 、 既 存 の 基 準 を 用 い て 、 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） の 診 断 を 確 実 に 確 立 す る
に は 、 少 な く と も ３ ヶ 月 間 の 症 状 の 既 往 歴 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 の 迅 速 か つ 正 確 な 診 断 検 査 の 必 要 性 の 重 要 さ は 、 該 疾 患 の 処 置 へ の ア プ ロ
ー チ の 変 更 に よ り 、 強 調 さ れ る 。 最 近 ま で 、 リ ウ マ チ 専 門 医 は 、 新 た に 診 断 し た 患 者 に 対
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し て 、 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 （ Ｎ Ｓ Ａ Ｉ Ｄ ） お よ び 低 用 量 の コ ル チ コ ス テ ロ イ ド で の 治
療 を 開 始 し て い た 。 疾 患 が 進 行 す る と 、 さ ら に 、 疾 患 修 飾 性 抗 リ ウ マ チ 薬 （ Ｄ Ｍ Ａ Ｒ Ｄ ）
が 加 え ら れ た 。 現 在 、 リ ウ マ チ 専 門 医 は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 ま た は 新 規
腫 瘍 壊 死 因 子 α （ Ｔ Ｎ Ｆ － α ） 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 エ タ ネ ル セ プ ト お よ び イ ン フ リ キ シ マ ブ
） の 様 な 新 た な 薬 剤 で の 初 期 、 か つ 攻 撃 的 治 療 が 、 改 善 結 果 を も た ら し 、 そ し て 実 際 に 機
能 を 保 護 し 、 か つ ク オ リ テ ィ ー ・ オ ブ ・ ラ イ フ を 改 善 し 得 る こ と を 理 解 し て い る 。 Jacobs
on et al., 1997を 参 照 さ れ た い 。 し か し な が ら 、 該 新 た な 薬 剤 は 高 価 で あ り 、 そ し て 深
刻 な 副 作 用 を 生 じ 得 る 。 従 っ て 、 そ れ は 明 確 な Ｒ Ａ 患 者 で 有 効 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ れ ゆ え 、 個 体 を 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 分 類 か ら 直 ち に 除 外 し 得 る 、 改 善 さ れ た 診 断 検
査 が 必 要 と さ れ る 。 当 該 技 術 分 野 に お け る 該 お よ び 他 の 必 要 性 は 、 本 発 明 の 開 示 に よ り 満
た さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 を 検 出 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 １ つ の
実 施 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 （ ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 対 象 か ら 採 取 す る こ と ； （ ｂ ） 該 生 物
学 的 試 料 に お け る 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と ； お よ び （ ｃ ） 段
階 （ ｂ ） で 決 定 さ れ た そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を ス タ ン ダ ー ド と 比 較 す る こ と （ こ
こ で 、 該 比 較 に よ り 、 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 を 検 出 す る ） を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に
お い て 、 自 己 免 疫 疾 患 は 、 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 、
多 発 性 硬 化 症 （ Ｍ Ｓ ） 、 １ 型 （ す な わ ち 、 イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 病 （ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） 、 お
よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料
は 細 胞 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は 末 梢 血 単 核 細 胞 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様
に お い て 、 対 象 は 動 物 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 動 物 は 哺 乳 類 で あ る 。 １ つ の 実
施 態 様 に お い て 、 哺 乳 類 は ヒ ト で あ る 。 本 方 法 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 段 階 （ ｂ ） で
の 決 定 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 お
よ び 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 を 含
む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 代 わ り の 実 施 態 様 に お い て 、 段 階 （ ｂ ） で の 決 定 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 同
定 さ れ る 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も ５ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も １ ０ 個
の 遺 伝 子 、 少 な く と も ２ ０ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も ２ ５ 個 の 遺 伝 子 、 ま た は 全 遺 伝 子 の 発
現 レ ベ ル の 決 定 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 い 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 比 較 は 、 （ ａ ） 集 団 に お け る そ れ ぞ れ
の 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 確 立 す る こ と （ こ こ で 、 該 集 団 は 、 統 計 学 上 有 意 な 数 の 正 常
対 象 、 お よ び １ 以 上 の 異 な る 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 対 象 を 含 む ） ； （ ｂ ） 第 １ の 値 を 、 対
象 で の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 高 い 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に 対 し て 、 そ
し て 第 ２ の 値 を 、 対 象 で の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 低 い 、 そ れ ぞ れ の
遺 伝 子 に 対 し て 指 定 す る こ と ； お よ び （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） で 指 定 さ れ た 値 を 足 し 、 合 計 を 得
る こ と （ こ こ で 、 該 合 計 が 、 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 指 標 と な る ） を 含
む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 を 診 断 す る 方 法 も 提 供 し 、 こ れ は 、 （ ａ ） 多 数 の 核 酸 配
列 を 含 む ア レ イ を 用 意 す る こ と （ こ こ で 、 そ れ ぞ れ の 核 酸 配 列 が 、 既 知 の 遺 伝 子 に 対 応 す
る ） ； （ ｂ ） 対 象 由 来 の 生 物 学 的 試 料 を 用 意 す る こ と （ こ こ で 、 該 生 物 学 的 試 料 は 、 核 酸
を 含 む ） ； （ ｃ ） 該 生 物 学 的 試 料 を ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ； （ ｄ ） 該 生 物 学
的 試 料 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 該 ア レ イ 上 の 全 核 酸 を 検 出 す る こ と ； （ ｅ ） 検 出 さ れ た そ れ
ぞ れ の 核 酸 に つ い て の 相 対 的 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と ； （ ｆ ） 検 出 さ れ た 核 酸 に つ い て
の 相 対 的 発 現 レ ベ ル の 特 性 （ profile） を 創 成 す る こ と ； お よ び （ ｇ ） 創 成 さ れ た 特 性 を
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ス タ ン ダ ー ド 特 性 と 比 較 す る こ と （ こ こ で 、 該 比 較 に よ り 、 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 を 診 断 す
る ） を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 自 己 免 疫 疾 患 は 、 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） 、 全 身 性
エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 、 多 発 性 硬 化 症 （ Ｍ Ｓ ） 、 １ 型 （ イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿
病 （ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お
い て 、 ア レ イ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ お よ び メ ン ブ レ ン ベ ー ス フ ィ ル タ ー ア レ イ か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 代 わ り の 実 施 態 様 に お い て 、 ア レ イ は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 同 定
さ れ る 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も ５ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も １ ０ 個 の
遺 伝 子 、 少 な く と も ２ ０ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も ２ ５ 個 の 遺 伝 子 、 ま た は 全 遺 伝 子 を 含 む
。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 ア レ イ は 、 少 な く と も １ 個 の 内 部 対 照 遺 伝 子 を さ ら に 含 む 。 １
つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は 細 胞 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は 末
梢 血 単 核 細 胞 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 対 象 は 動 物 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お
い て 、 動 物 は 哺 乳 類 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 哺 乳 類 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 方 法 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 決 定 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ
と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 お よ び 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ）
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 定 量
的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 で あ る 。 代 わ り の 実 施 態 様 に お い て 、 決 定 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 同
定 さ れ る 遺 伝 子 の 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も ５ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も １ ０ 個
の 遺 伝 子 、 少 な く と も ２ ０ 個 の 遺 伝 子 、 少 な く と も ２ ５ 個 の 遺 伝 子 、 ま た は 全 遺 伝 子 の 発
現 レ ベ ル の 決 定 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 方 法 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 比 較 は 、 （ ａ ） 集 団 に お け る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ
い て の 平 均 発 現 レ ベ ル を 確 立 す る こ と （ こ こ で 、 該 集 団 は 、 統 計 学 上 有 意 な 数 の 正 常 対 象
、 お よ び １ 以 上 の 異 な る 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 対 象 を 含 む ） ； （ ｂ ） 第 １ の 値 を 、 対 象 で
の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 高 い 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に 対 し て 、 そ し て
第 ２ の 値 を 、 対 象 で の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 で の 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 低 い 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝
子 に 対 し て 指 定 す る こ と ； お よ び （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） で 指 定 さ れ た 値 を 足 し 、 合 計 を 得 る こ
と （ こ こ で 、 該 合 計 が 、 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 指 標 と な る ） を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 お よ び 代 わ り の 実 施 態 様 に お い て 、
配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 遺 伝 子 の 少 な く と も １ 個 、 少 な く と も ５ 個 、 少 な く と
も １ ０ 個 、 少 な く と も ２ ０ 個 、 少 な く と も ３ ０ 個 、 ま た は 全 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す
る た め の 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 利 用 す る た め の 指 示 書 を 含 む キ ッ ト も 提
供 す る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 対 照 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ は 、 免 疫 前 お よ び 免 疫 後 の デ ー タ の ク ラ ス タ ー 分 析 を 表 す 。
　 図 １ Ａ は 、 免 疫 前 （ 対 照 ） ま た は イ ン フ ル エ ン ザ 抗 原 に よ る 免 疫 後 （ Ｉ Ｍ Ｍ 、 免 疫 後 ６
～ ９ 日 ） の 個 体 を 比 較 す る 非 監 視 下 自 己 組 織 化 マ ッ プ を 表 す 。 図 １ Ａ の 上 段 パ ネ ル で は 、
全 遺 伝 子 の 分 析 由 来 の 特 性 が 表 さ れ る 。 図 １ Ａ の 下 段 パ ネ ル で は 、 不 変 遺 伝 子 を 除 去 し た
後 の 特 性 が 表 さ れ る 。 個 体 （ １ １ な い し １ ８ と 呼 ば れ る ） は 、 ひ と く く り に さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 １ Ｂ は 、 デ ー タ セ ッ ト の Ｋ 平 均 分 析 を 表 す 。 図 １ Ｂ に お い て 、 デ ー タ は 、 Ｘ 軸 に 示 さ
れ た 実 験 群 の 対 照 群 に 対 す る 比 の 自 然 対 数 と し て 表 さ れ る 。 プ ロ ッ ト の 個 々 の 線 は 、 時 間
経 過 で の 個 々 の 遺 伝 子 の 発 現 比 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 ２ Ａ お よ び ２ Ｂ は 、 ク ラ ス タ ー 分 析 に よ る 免 疫 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 分 類 群 の 比 較 を 表
す 。
　 図 ２ Ａ に お い て 、 免 疫 （ 免 疫 後 ６ ～ ８ 日 ） 、 Ｒ Ａ 、 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ 群 は 、 階 層 的 ク ラ ス タ
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ー 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 分 析 さ れ た （ 上 段 パ ネ ル ） 。 免 疫 、 Ｍ Ｓ 、 お よ び １ 型 糖 尿 病
群 は 、 同 様 の ク ラ ス タ ー 分 析 の 対 象 と さ れ た （ 下 段 パ ネ ル ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 ２ Ｂ に お い て 、 Ｋ 平 均 を 用 い て 、 全 ４ つ の 自 己 免 疫 疾 患 群 に お い て 、 一 様 に 過 剰 発 現
さ れ た 遺 伝 子 （ 左 パ ネ ル ） ま た は 低 発 現 さ れ た 遺 伝 子 （ 右 パ ネ ル ） の ２ つ の 別 々 の ク ラ ス
タ ー が 同 定 さ れ た 。 デ ー タ は 、 免 疫 群 ま た は そ れ ぞ れ の 自 己 免 疫 疾 患 群 （ １ 型 糖 尿 病 、 Ｍ
Ｓ 、 Ｒ Ａ 、 ま た は Ｓ Ｌ Ｅ ） の 対 照 群 に 対 す る 比 の 自 然 対 数 と し て 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ は 、 自 己 免 疫 疾 患 集 団 に お け る 最 も 低 発 現 遺 伝 子 お よ び 過 剰 発 現 遺 伝
子 の 個 体 ベ ー ス の 分 析 を 表 す 。 個 々 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 １ ０ の 対 照 個 体 （ 黒 で 塗 り
つ ぶ さ れ た 棒 ） お よ び ２ ５ の 自 己 免 疫 疾 患 の 個 体 （ グ レ ー の 破 線 の 棒 ） の 間 で 比 較 さ れ た
。
　 図 ３ Ａ は 、 １ ０ 個 の 最 も 過 剰 発 現 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 表 す 。
　 図 ３ Ｂ は 、 １ ０ 個 の 最 も 低 発 現 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 ４ は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 分 類 お よ び 予 測 を 表 す 。 ス コ ア （ Ｙ 軸 ） は 、 異 な る 集 団 か ら 分
析 さ れ た そ れ ぞ れ の 個 体 試 料 （ Ｘ 軸 ） に 対 し て 、 示 さ れ る 。 Ｐ 値 は 、 次 の 、 免 疫 ＝ ０ ． ９
； Ｓ Ｌ Ｅ ＝ １ Ｅ － ０ ８ ； Ｒ Ａ ＝ ４ Ｅ － ０ ７ ； Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ＝ １ Ｅ － ０ ６ ； Ｍ Ｓ ＝ １ Ｅ － ０ ６ ；
Ｓ Ｌ Ｅ （ ２ ） ＝ ８ Ｅ － ０ ７ ； Ｒ Ａ （ ２ ） ＝ ５ Ｅ － ０ ７ ； お よ び フ ァ ミ リ ー ＝ １ Ｅ － ０ ６ と
し て 表 さ れ る 、 レ ジ ェ ン ド で 表 さ れ る 。 該 ス コ ア を も た ら す た め に 利 用 さ れ た ３ ５ の 遺 伝
子 は 次 の も の で あ っ た 。 Ｔ Ｇ Ｍ ２ 、 Ｓ Ｓ Ｐ ２ ９ 、 Ｔ Ａ Ｆ ２ Ｉ 、 Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ ２ 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ａ Ｉ Ｐ
２ 、 Ｓ Ｉ Ｐ １ 、 Ｂ Ｐ Ｈ Ｌ 、 Ｔ Ｐ ５ ３ 、 Ｄ Ｉ Ｐ Ａ 、 Ａ Ｓ Ｌ 、 Ｇ Ｎ Ｂ ５ 、 Ｍ Ａ Ｎ １ Ａ １ 、 Ｒ ０
９ ５ ０ ３ 、 Ｌ Ｏ Ｃ ５ １ ６ ４ ３ 、 Ｂ Ｍ Ｐ ８ 、 Ｏ Ｒ Ｃ １ Ｌ 、 Ｗ ０ ４ ６ ７ ４ 、 Ｒ ９ ４ １ ７ ５ 、 Ｃ
Ｄ Ｈ １ 、 Ｓ Ｕ Ｄ Ｄ 、 Ｅ Ｐ Ｂ ７ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｂ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ６ 、 Ｔ Ｘ Ｋ 、 Ｍ Ｙ Ｏ １ Ｃ 、 Ｌ Ｉ
Ｆ 、 Ｈ Ｓ Ｊ ２ 、 Ｂ Ｒ Ｃ Ａ １ 、 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ １ Ｂ ３ 、 Ａ Ｐ ３ Ｓ ２ 、 Ｎ ６ ８ ５ ６ ５ 、 Ｓ Ｃ ６ ５ 、 Ｕ
Ｂ ３ ２ Ｇ ２ 、 Ｓ Ｌ Ｃ １ ６ Ａ ４ 、 お よ び Ｍ Ｍ Ｐ １ ７ 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 配 列 番 号 ： １ お よ び ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ ２ （ Ｔ Ｇ Ｍ ２ ） 遺 伝
子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受
託 番 号 Ａ Ａ １ ５ ６ ３ ２ ４ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ６ １ ３ ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ３ お よ び ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 酸 性 （ ロ イ シ ン リ ッ チ ） 核 リ ン タ ン パ ク 質 ３
２ フ ァ ミ リ ー 、 メ ン バ ー Ｂ （ Ａ Ｎ Ｐ ３ ２ Ｂ 、 銀 染 色 性 タ ン パ ク 質 ２ ９ と も 呼 ば れ る ； Ｓ Ｓ
Ｐ ２ ９ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ
ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ ４ ８ ９ ２ ０ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ６ ４ ０ １ ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 配 列 番 号 ： ５ お よ び ６ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｔ Ｂ Ｐ ）
関 連 因 子 １ １ （ Ｔ Ａ Ｆ １ １ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 、 ２ ８ キ ロ ダ ル ト ン （ ｋ Ｄ ａ ） 遺 伝
子 （ Ｔ Ａ Ｆ ２ Ｉ ） に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ
ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｎ ９ ２ ７ １ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ６ ４ ３ ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 配 列 番 号 ： ７ お よ び ８ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 致 死 性 巨 大 幼 虫 相 同 体 ２ （ Ｌ Ｌ Ｇ Ｌ ２ ） 遺 伝
子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受
託 番 号 Ｔ ４ ０ ５ ４ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ５ ２ ４ ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ９ お よ び １ ０ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α 誘 導 性 タ ン パ ク 質 ２ （ Ｔ
Ｎ Ｆ Ａ Ｉ Ｐ ２ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （
Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ ４ ５ ７ １ １ ４ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ６ ２ ９ １ ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 配 列 番 号 ： １ １ お よ び １ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン タ ン パ ク 質 生 存 相 互 作 用 タ ン
パ ク 質 １ （ Ｓ Ｉ Ｐ １ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で
あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｎ ２ ６ ０ ２ ６ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ６ １ ６ ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 配 列 番 号 ： １ ３ お よ び １ ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト ビ フ ェ ニ ル 加 水 分 解 酵 素 様 （ Ｂ Ｐ Ｈ Ｌ ；
セ リ ン 加 水 分 解 酵 素 ； 乳 房 上 皮 ム チ ン 関 連 抗 原 ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び
全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ １ ７ １ ４ ４ ９ お よ び Ｎ Ｍ
＿ ０ ０ ４ ３ ３ ２ ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 配 列 番 号 ： １ ５ お よ び １ ６ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 腫 瘍 タ ン パ ク 質 ｐ ５ ３ （ Ｔ Ｐ ５ ３ ； リ ー
・ フ ラ ウ メ ニ 症 候 群 ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で
あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｒ ３ ９ ３ ５ ６ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ５ ４ ６ ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 配 列 番 号 ： １ ７ お よ び １ ８ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 肝 炎 δ 抗 原 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 Ａ （ Ｄ Ｉ
Ｐ Ａ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ
Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｎ ９ ４ ８ ２ ０ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ６ ８ ４ ８ ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 配 列 番 号 ： １ ９ お よ び ２ ０ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸 分 解 酵 素 （ Ａ Ｓ Ｌ ） 遺
伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ
受 託 番 号 Ａ Ａ ４ ８ ６ ７ ４ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ０ ４ ８ ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 配 列 番 号 ： ２ １ お よ び ２ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ ｐ ５ ８ ６ Ｏ １ ９ ２ ２ と し て 同 定 さ れ
た ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ
Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｈ ０ ８ ７ ５ ３ お よ び Ａ Ｌ １ １ ７ ４ ７ １ ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ３ お よ び ２ ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト マ ン ノ シ ダ ー ゼ 、 α 、 ク ラ ス １ Ａ 、 メ ン
バ ー １ （ Ｍ Ａ Ｎ １ Ａ １ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列
で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｔ ９ １ ２ ６ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ９ ０ ７ ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ５ は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス に お い て Ｒ ０ ９ ５ ０ ３ と 呼 ば れ る 、 発
現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） の 核 酸 配 列 で あ る 。 該 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 染 色 体 ２ 由 来 の ラ イ ブ ラ リ ー
Ｃ Ｉ Ｔ Ｂ ＿ ９ ７ ８ ＿ Ｓ Ｋ Ｂ の ２ ｐ ２ １ ～ ２ ｐ ２ ２ 　 Ｂ Ａ Ｃ 　 ４ １ Ｍ １ ４ の Ｓ Ｐ Ｇ ４ 候 補 領
域 由 来 の Ｂ Ａ Ｃ 配 列 の 塩 基 １ ０ ６ ２ ８ ３ か ら １ ０ ６ ５ ９ ２ に 対 し て 、 実 質 的 相 同 性 を 示 す
（ 配 列 番 号 ： ２ ６ ； Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ｌ １ ２ １ ６ ５ ７ ． ４ ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ７ は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ １ ３ ０ ８ ７ ４ の 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配
列 で あ る 。 該 遺 伝 子 は 、 ヒ ト Ｃ Ｇ Ｉ － １ １ ９ 遺 伝 子 に 対 し て 実 質 的 相 同 性 を 示 す （ 配 列 番
号 ： ２ ８ ； Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ ０ ５ ６ ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ９ お よ び ３ ０ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 骨 形 成 タ ン パ ク 質 ８ （ 骨 原 性 タ ン パ ク 質
２ ； Ｂ Ｍ Ｐ ８ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （
Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ ７ ７ ９ ４ ８ ０ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ １ ７ ２ ０ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 配 列 番 号 ： ３ １ お よ び ３ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 膜 前 駆 体 外 側 の ヒ ト シ ト ク
ロ ム ｂ ５ に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ
ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｗ ０ ４ ６ ７ ４ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ ０ ５ ７ ９ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 配 列 番 号 ： ３ ３ お よ び ３ ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 複 製 開 始 点 認 識 複 合 体 、 サ ブ ユ ニ ッ ト １
様 （ Ｏ Ｒ Ｃ １ Ｌ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る
（ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｒ ８ ３ ２ ７ ７ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ １ ５ ３ ） 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 配 列 番 号 ： ３ ５ は 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス に お い て Ｒ ９ ４ １ ７ ５ と 呼 ば れ る Ｅ Ｓ
Ｔ の 核 酸 配 列 で あ る 。 該 Ｅ Ｓ Ｔ は 、 ヒ ト 染 色 体 １ ４ 由 来 の ラ イ ブ ラ リ ー Ｒ Ｐ Ｃ Ｉ － １ １ の
Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン Ｒ － ４ ３ １ Ｈ １ ６ の 塩 基 ６ ８ ６ ５ ６ か ら ６ ８ ８ ８ ６ に 対 し て 、 実 質 的 相 同
性 を 示 す （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ； Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ｌ １ ６ １ ６ ６ ５ ． ５ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 配 列 番 号 ： ３ ７ お よ び ３ ８ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト カ ド ヘ リ ン １ 、 タ イ プ １ 、 Ｅ － カ ド ヘ リ
ン （ 上 皮 ； Ｃ Ｄ Ｈ １ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で
あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｈ ９ ７ ７ ７ ８ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ３ ６ ０ ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 配 列 番 号 ： ３ ９ お よ び ４ ０ は 、 そ れ ぞ れ 、 Aspergillus nidulans由 来 の ｂ ｉ ｍ Ｄ ６ 相 同
体 の ヒ ト ｓ ｕ ｄ Ｄ サ プ レ ッ サ ー （ Ｓ Ｕ Ｄ Ｄ ） 、 転 写 物 変 異 体 １ 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｔ ５ ４ １ ４ ４ お
よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ８ ３ １ ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 配 列 番 号 ： ４ １ お よ び ４ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト ス ト マ チ ン に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お
よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｒ ６ ２ ８ １ ７ お よ び Ｎ Ｍ
＿ ０ ０ ４ ０ ９ ９ ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ４ ３ お よ び ４ ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー
１ Ｂ （ Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｂ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で
あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ ６ ３ ０ ０ ８ ２ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ０ ６ ４ ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 配 列 番 号 ： ４ ５ お よ び ４ ６ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト カ ス パ ー ゼ ６ （ Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ６ ） 遺 伝 子 に 対
応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号
Ｗ ４ ５ ６ ８ ８ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ １ ２ ２ ６ ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 配 列 番 号 ： ４ ７ お よ び ４ ８ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト Ｔ Ｘ Ｋ チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ Ｔ Ｘ Ｋ ） 遺 伝
子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受
託 番 号 Ｈ １ ２ ３ １ ２ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ３ ２ ８ ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ４ ９ お よ び ５ ０ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト ミ オ シ ン Ｉ Ｃ （ Ｍ Ｙ Ｏ １ Ｃ ） 遺 伝 子 に 対
応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号
Ａ Ａ ４ ８ ５ ８ ７ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ ３ ３ ７ ５ ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 配 列 番 号 ： ５ １ お よ び ５ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 白 血 病 抑 制 因 子 （ Ｌ Ｉ Ｆ ） 遺 伝 子 に 対 応
す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ
Ａ ０ ２ ６ ６ ０ ９ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ３ ０ ９ ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 配 列 番 号 ： ５ ３ お よ び ５ ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト Ｄ ｎ ａ Ｊ 相 同 体 、 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー Ａ
、 メ ン バ ー １ （ Ｄ Ｎ Ａ Ｊ Ａ １ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核
酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｒ ４ ５ ４ ２ ８ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ １ ５ ３ ９ ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 配 列 番 号 ： ５ ５ お よ び ５ ６ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 乳 癌 １ 、 初 期 （ Ｂ Ｒ Ｃ Ａ １ ） 、 転 写 物 変
異 体 Ｂ Ｒ Ｃ Ａ １ ａ 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る
（ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｈ ９ ０ ４ １ ５ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ７ ２ ９ ４ ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 配 列 番 号 ： ５ ７ お よ び ５ ８ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ １ 、 可 溶 性 、 β ３
（ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ １ Ｂ ３ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ
る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ ４ ５ ８ ７ ８ ５ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ８ ５ ７ ） 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 配 列 番 号 ： ５ ９ お よ び ６ ０ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト ア ダ プ タ ー 関 連 タ ン パ ク 質 複 合 体 ３ 、 σ
２ サ ブ ユ ニ ッ ト （ Ａ Ｐ ３ Ｓ ２ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核
酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｒ ３ ３ ０ ３ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ５ ８ ２ ９ ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 配 列 番 号 ： ６ １ お よ び ６ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス の 受 託 番 号 Ｎ ６
８ ５ ６ ５ に 挙 げ ら れ る 、 ヒ ト レ チ キ ュ ロ ン ４ （ Ｒ Ｔ Ｎ ４ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｎ ６ ８ ５ ６ ５ お よ び
Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ７ ０ ０ ８ ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ６ ３ お よ び ６ ４ は 、 そ れ ぞ れ 、 ラ ッ ト シ ナ プ ト ネ マ 複 合 タ ン パ ク 質 （ Ｓ Ｃ ６
５ ） 遺 伝 子 に 類 似 の ヒ ト ５ ５ ｋ Ｄ ａ 核 小 体 自 己 抗 原 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｗ ８ １ １ ９ １ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ６
４ ５ ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 配 列 番 号 ： ６ ５ お よ び ６ ６ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素 Ｅ ２ Ｇ 　 ２ （ Ｕ Ｂ Ｃ
７ 相 同 体 、 酵 母 ； Ｕ Ｂ Ｅ ２ Ｇ ２ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ａ ４ ４ ３ ６ ３ ４ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ３ ４ ３
） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 配 列 番 号 ： ６ ７ お よ び ６ ８ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 溶 質 キ ャ リ ア ー フ ァ ミ リ ー １ ６ 、 メ ン バ
ー ４ （ Ｓ Ｌ Ｃ １ ６ Ａ ４ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列
で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｒ ７ ３ ６ ０ ８ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ６ ９ ６ ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ６ ９ お よ び ７ ０ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト 基 質 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ １ ７ （ Ｍ Ｍ Ｐ
１ ７ ） 遺 伝 子 に 対 応 す る 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 で あ る （ Ｇ ｅ ｎ ｅ
Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｒ ４ ２ ６ ０ ０ お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ １ ５ ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 は 、 対 象 の 自 己 免 疫 疾 患 を 検 出 す る 方 法 に 関 し 、 こ れ は 、 対 象 か ら 単 離 さ れ た 生
物 学 的 試 料 に お い て 選 択 さ れ た 遺 伝 子 に つ い て 遺 伝 子 発 現 特 性 を 分 析 す る こ と 、 お よ び 該
遺 伝 子 発 現 特 性 を ス タ ン ダ ー ド と 比 較 す る こ と に よ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 方 法 は
、 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る こ と が 疑 わ れ て い る 対 象 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 に お け る
、 発 現 さ れ た 遺 伝 子 セ ッ ト の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、 お よ び 該 遺 伝 子 の 該 発 現 レ ベ ル
を 、 正 常 対 象 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 の 確 定 し た 対 象 で の 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ
と を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 対 象 が 自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 関 節 リ ウ マ チ 、 全 身 性
エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 お よ び ／ ま た は １ 型 （ イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 症 ）
を 有 す る か 否 か 、 ま た は 対 象 が 自 己 免 疫 疾 患 を 有 さ な い か 否 か を 決 定 す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 対 象 が 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る か 否 か の 決 定 に お い て 、 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 マ
イ ク ロ ア レ イ ま た は メ ン ブ レ ン ベ ー ス フ ィ ル タ ー ア レ イ を 用 い て 、 同 時 に 分 析 さ れ 得 る 。
代 表 的 な フ ィ ル タ ー ア レ イ は 、 GF211 Human 哲 amed Genes  GENEFILTERS［ 登 録 商 標 ］ Mic
roarrays Release 1（ RESGEN［ 商 標 ］ 、 Invitrogen Corporation事 業 部 、 Carlsbad, Cali
fornia, United States of Americaよ り 市 販 ） で あ る が 、 他 の ア レ イ も 用 い ら れ 得 る 。 Ｇ
Ｆ ２ １ １ ア レ イ を 用 い て 、 生 物 学 的 試 料 の ４ ０ ０ ０ を 超 え る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 同 時 に
決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 あ る 種 の 「 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 」 遺 伝 子 が Ｇ Ｆ ２ １ １
フ ィ ル タ ー 上 に 存 在 す る こ と に よ り 、 実 験 間 の デ ー タ が 比 較 可 能 と な る 。 こ れ に よ り 、 新
た に 得 ら れ た デ ー タ の ス タ ン ダ ー ド （ 例 え ば 、 事 前 に 作 ら れ た ス タ ン ダ ー ド ） と の 比 較 が
容 易 と な る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】

　 次 の 用 語 は 、 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 者 に よ り 、 よ く 理 解 さ れ る と 思 う が 、 次 の 定 義
は 、 本 発 明 の 説 明 を 容 易 に す る た め に 説 明 さ れ る 。
　 長 年 の 特 許 実 務 に 従 い 、 名 詞 は 、 本 出 願 （ 請 求 項 を 含 む ） で 用 い ら れ る 場 合 、 単 数 ま た
は 複 数 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 約 」 は 、 質 量 、 重 量 、 時 間 、 量 、 濃 度 、 ま た は パ ー セ ン テ
ー ジ の 値 ま た は 量 に 言 及 さ れ る 場 合 、 開 示 の 方 法 を 行 う の に 適 当 で あ る よ う に 、 特 定 さ れ
た 量 か ら ± ２ ０ ％ ま た は ± １ ０ ％ 、 別 の 例 で は 、 ± ５ ％ 、 別 の 例 で は 、 ± １ ％ 、 そ し て な
お 別 の 例 で は 、 ± ０ ． １ ％ の 変 動 を 包 含 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 有 意 」 ま た は 「 有 意 な 」 は 、 ２ 以 上 の 実 体 間 の ラ ン ダ ム で な い
関 係 が 存 在 す る 確 率 の 統 計 的 分 析 に 関 す る 。 関 係 が 「 有 意 」 で あ る か 、 あ る い は デ ー タ の
「 有 意 な 」 統 計 上 の 操 作 を 有 す る か 否 か を 決 定 す る こ と は 、 「 ｐ 値 」 と し て 表 さ れ る 確 率
を 計 算 す る た め に 行 わ れ 得 る 。 使 用 者 に よ り 定 義 さ れ た カ ッ ト オ フ ポ イ ン ト 以 下 と な る ｐ
値 が 有 意 で あ る と み な さ れ る 。 １ つ の 例 で は 、 ｐ 値 は ０ ． ０ ５ 未 満 ま た は 同 等 、 別 の 例 で
は 、 ０ ． ０ １ 未 満 、 別 の 例 で は 、 ０ ． ０ ０ ５ 未 満 、 そ し て な お 別 の 例 で は 、 ０ ． ０ ０ １ 未
満 が 有 意 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 に 従 い 利 用 さ れ る 核 酸 分 子 は 、 発 現 が 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 評 価 す
る 際 に 決 定 さ れ る こ と が 望 ま れ る 、 任 意 の 核 酸 分 子 を 含 む 。 代 表 的 な 核 酸 分 子 は 、 配 列 番
号 ： １ ～ ７ ０ の 任 意 の １ つ で あ る 単 離 核 酸 分 子 、 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０
の 任 意 の １ つ と 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ
る 条 件 下 で 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ の 任 意 の １ つ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 配 列 、 お よ び 対 応 す
る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 分 子 」 は 、 任 意 の デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ Ｄ Ｎ
Ａ ） 、 リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に
よ り 生 成 さ れ た フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 任 意 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 切 断 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
作 用 、 お よ び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 作 用 に よ り 生 成 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 核 酸 は
、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド ） 、 ま た は 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド の 類 似 体 （ 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ
オ チ ド の α 鏡 像 異 性 体 形 ） で あ る モ ノ マ ー 、 ま た は 両 者 の 組 合 せ を 含 み 得 る 。 修 飾 ヌ ク レ
オ チ ド は 、 糖 部 分 、 お よ び ／ ま た は ピ リ ミ ジ ン ま た は プ リ ン 塩 基 部 分 で の 修 飾 を 有 し 得 る
。 糖 修 飾 は 、 例 え ば 、 １ 以 上 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の ハ ロ ゲ ン 、 ア ル キ ル 基 、 ア ミ ン 、 お よ び
ア ジ ド 基 で の 置 換 を 含 む 。 糖 は 、 エ ー テ ル ま た は エ ス テ ル と し て も 機 能 化 さ れ 得 る 。 さ ら
に 、 糖 部 分 全 体 は 、 ア ザ 糖 お よ び 炭 素 環 式 糖 類 似 体 の 様 な 立 体 的 か つ 電 子 的 に 類 似 の 構 造
体 で 置 換 さ れ 得 る 。 塩 基 部 分 の 修 飾 の 例 は 、 ア ル キ ル 化 プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 、 ア シ ル
化 プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン 、 ま た は 他 の よ く 知 ら れ た 複 素 環 式 置 換 基 を 含 む 。 核 酸 モ ノ マ
ー は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 、 ま た は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 類 似 の も の に よ り 結 合 さ れ
得 る 。 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 類 似 の も の は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー
ト 、 ホ ス ホ ロ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ニ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス
ホ ア ニ リ デ ー ト ） 、 ホ ス ホ ル イ ミ デ ー ト 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 別 段 に 示 さ れ て い な け れ ば 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 相 補 的 配 列 、 部 分 配 列 、 伸 長
配 列 、 な ら び に 明 確 に 示 さ れ た 配 列 も 暗 に 包 含 す る 。 用 語 「 核 酸 分 子 」 ま た は 「 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 」 は 、 「 遺 伝 子 」 、 「 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 」 、 ま た は 「 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 」 の 代 わ り に も 用 い ら れ 得
る 。 核 酸 は 、 任 意 の 生 物 を 含 む 任 意 の 供 給 源 か ら も た ら さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い
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て 、 核 酸 は 、 対 象 か ら 単 離 さ れ た 生 物 学 的 試 料 か ら も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 用 語 「 部 分 配 列 」 は 、 よ り 長 い 核 酸 配 列 の 部 分 を 含 む 核 酸 の 配 列 を 意 味 す る 。 例 示 的 部
分 配 列 は 、 プ ロ ー ブ 、 ま た は プ ラ イ マ ー で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 プ ラ イ マ ー
」 は 、 １ つ の 例 で は 、 選 択 さ れ た 核 酸 分 子 の 約 ８ 以 上 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 別 の 例 で は 、 １ ０ ～ ２ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て な お 別 の 例 で は 、 ２
０ ～ ３ ０ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 連 続 配 列 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る プ ラ イ マ ー は
、 標 的 核 酸 分 子 へ の 重 合 を 開 始 さ せ る の に 十 分 な 長 さ か つ 適 当 な 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 用 語 「 伸 長 配 列 」 は 、 核 酸 に 取 り 込 ま れ た ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は 、 他 の 類 似 分 子 ） の 付
加 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ） は 、 核 酸 分 子 の ３
’ 末 端 に 配 列 を 付 加 し 得 る 。 さ ら に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー
領 域 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 イ ン ト ロ ン 配 列 、 さ ら な る 制 限 酵 素 部 位
、 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 、 お よ び 他 の コ ー ド セ グ メ ン ト の 様 な 他 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 組 み
合 わ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 」 お よ び 「 Ｏ Ｒ Ｆ 」 は 、 共
通 す る 意 味 を 与 え ら れ 、 そ し て ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド
化 す る 、 連 続 す る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ を 形 成 す る た め に Ｒ Ｎ Ａ 前 駆 体 を ス プ ラ イ ス す る 生 物 に お い て は 、 Ｏ Ｒ Ｆ は ゲ ノ ム 中 で
不 連 続 で あ ろ う 。 ス プ ラ イ シ ン グ は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る た め に 翻 訳 さ れ 得 る 、 連 続
Ｏ Ｒ Ｆ を 産 生 す る 。 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お い て 、 完 全 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 開 始 コ ド ン で 始 ま り 、 そ し て
停 止 コ ド ン で 終 結 す る 該 核 酸 配 列 を 含 む 。 全 長 で な い ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に お い て は 、 Ｏ Ｒ Ｆ は
、 対 応 す る 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 Ｏ Ｒ Ｆ に 含 ま れ る 非 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 存 在 す る 該 核 酸 配 列 を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 コ ー ド 配 列 」 は 、 「 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 」 お よ
び 「 Ｏ Ｒ Ｆ 」 と 共 に 互 換 使 用 さ れ 、 そ し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ 、
セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （ こ れ ら に 制 限 さ れ な い ） を 含 む Ｒ Ｎ Ａ に 転 写
さ れ る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 次 に 、 該 Ｒ Ｎ Ａ は 試 験 管 内 ま た は 生 体 内 で 翻 訳 さ れ 、 タ ン パ
ク 質 が 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 相 補 的 」 お よ び 「 相 補 的 配 列 」 は 、 塩 基 対 間 で の 水 素 結 合
の 形 成 の 際 に 互 い に 対 形 成 可 能 な 逆 向 き の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 相 補 的 配 列 」 は 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ る 同 一 ヌ
ク レ オ チ ド 比 較 に よ り 決 定 さ れ 得 る 、 実 質 的 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る か 、
あ る い は 本 明 細 書 で 記 載 さ れ る も の の 様 な 比 較 的 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 対 象 の 核
酸 セ グ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ス 可 能 で あ る と 同 定 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 相 補
的 配 列 は 、 対 形 成 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ 相 補 的 で あ る 。 別 の 実
施 態 様 に お い て 、 相 補 的 配 列 は 、 対 形 成 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ８ ５ ％
相 補 的 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 相 補 的 配 列 は 、 対 形 成 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 少 な く と も ９ ０ ％ 相 補 的 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 相 補 的 配 列 は 、 対 形 成 能 を
有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ 相 補 的 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 相 補
的 配 列 は 、 対 形 成 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ８ ％ 相 補 的 で あ る 。 別 の 実
施 態 様 に お い て 、 相 補 的 配 列 は 、 対 形 成 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ９ ％
相 補 的 で あ る 。 な お 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 相 補 的 配 列 は 、 対 形 成 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と １ ０ ０ ％ 相 補 的 で あ る 。 相 補 的 核 酸 セ グ メ ン ト の 具 体 的 な 例 は 、 ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 生 物 学 的 機 能 と 関 係 す る Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の セ グ メ ン ト を 広 範 に 意 味 す
る 。 遺 伝 子 は 、 コ ー ド 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 転 写 制 御 配 列 、 制 御 タ ン パ ク 質 に 特 異 的
な 認 識 配 列 で あ る 非 発 現 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト 、 所 望 の パ ラ メ ー タ ー を 有 す る よ う に 設 計 さ れ
た Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 遺 伝 子 は
、 生 物 学 的 試 料 か ら の 単 離 ま た は ク ロ ー ニ ン グ 、 既 知 ま た は 予 測 配 列 情 報 に 基 づ く 合 成 、
お よ び 現 在 の 配 列 の 組 換 え 誘 導 を 含 む 、 様 々 な 方 法 に よ り 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 既 知 遺 伝 子 」 お よ び 「 参 考 遺 伝 子 」 は 、 互 換 使 用 さ れ 、 そ
し て 、 特 定 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 遺 伝 子 に 対
応 す る と し て 同 定 さ れ 得 る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 参 考 遺 伝 子 は
、 遺 伝 子 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 核 酸 配 列 が 決 定 さ れ た （ す な わ ち 、 既 知 の ） Ｅ Ｓ Ｔ で あ る 。
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 参 考 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開 示 さ れ る 核 酸 配 列 の １ つ
に よ り 表 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 参 考 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開 示 さ れ
る 核 酸 配 列 の １ つ と 相 補 的 な 核 酸 配 列 に よ り 表 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 参 考 遺 伝
子 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ の 任 意 の １ つ と ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 に よ り 表 さ れ
る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 参 考 遺 伝 子 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 条 件 下 で 配 列 番 号 ： １
～ ７ ０ の 任 意 の １ つ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 核 酸 配 列 に よ り 表 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 に お
い て 、 参 考 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ の 任 意 の １ つ に 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に よ り 表 さ
れ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 参 考 遺 伝 子 は 、 ア レ イ 上 に 存 在 す る 核 酸 配 列 に よ り 表 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 対 応 す る 」 、 お よ び 「 表 す 」 、 「 よ り 表 さ れ る 」 、 お よ び
そ れ ら の 文 法 上 の 派 生 語 は 、 遺 伝 子 に 対 応 す る か ま た は 表 す 核 酸 配 列 と の 関 係 で 用 い ら れ
る 場 合 、 特 定 の 遺 伝 子 座 、 遺 伝 子 、 ま た は 遺 伝 子 産 物 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 由 来 の 転 写 、
逆 転 写 、 ま た は 複 製 か ら 生 じ る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 言 い 換 え る と 、 特 定 の 参 考 遺 伝 子 に
対 応 す る Ｅ Ｓ Ｔ 、 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 者 が
、 該 参 考 遺 伝 子 の 転 写 ま た は 複 製 産 物 （ 例 え ば 、 参 考 遺 伝 子 の 転 写 に よ り 産 生 さ れ た 産 物
） で あ る と し て 認 識 す る 核 酸 配 列 で あ る 。 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 者 は 、 Ｅ Ｓ Ｔ 、 部 分
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を Ｅ Ｓ Ｔ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 転 換 さ せ る た め の
試 験 管 内 操 作 に よ り （ 例 え ば 、 参 考 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た 単 離 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 逆 転 写 に よ り
） 、 産 生 さ れ る こ と を 理 解 す る だ ろ う 。 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 者 は 、 逆 転 写 産 物 が ２
本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る こ と 、 お よ び 該 ２ 本 鎖 分 子 の 所 定 の 鎖 が 、 遺 伝 子 の コ ー ド 鎖 ま た は
非 コ ー ド 鎖 の い ず れ か を 与 え 得 る こ と も 理 解 す る で あ ろ う 。 配 列 表 に 示 さ れ る 配 列 は １ 本
鎖 で あ る が 、 本 発 明 が 、 説 明 さ れ る 特 定 の 配 列 セ ッ ト 、 な ら び に 該 配 列 そ れ ぞ れ の 逆 ／ 相
補 鎖 を 含 む 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 示 さ れ る 配 列 に よ り 表 さ れ る 遺 伝 子 を 包 含 す る こ と が
意 図 さ れ て い る こ と は 、 理 解 さ れ る べ き こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 既 知 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 参 考 遺 伝 子 は 、 表 １ で 説 明 さ れ る も の （ こ れ ら に 制 限 さ れ な
い ） の 様 な 、 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 対 正 常 患 者 で 差 次 的 に 発 現 さ れ る と し て 同 定 さ れ た 該 遺
伝 子 も 含 む が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 参 考 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開 示 さ れ る
核 酸 配 列 の １ つ （ こ れ に 制 限 さ れ な い ） を 含 む 該 遺 伝 子 の １ つ と 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 核 酸 配 列 を 含 む こ と も 意 図 さ れ て い る 。 ま た は 、 参 考 遺 伝 子 は 、 特 定 の 核 酸 配 列 が 、
配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開 示 さ れ る も の （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の １ つ を 含 む 該 遺 伝 子 の
１ つ と 若 干 異 な る が 、 こ れ に も 関 わ ら ず 、 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 者 が 、 該 特 定 の 核 酸
配 列 を 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開 示 さ れ る 配 列 の １ つ （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含 む 該
遺 伝 子 の １ つ に よ り 表 さ れ る 遺 伝 子 に 対 応 す る と し て 認 識 す る よ う な 、 １ 以 上 の 多 型 性 を
有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス は 、 ヒ ト 乳 癌 １ 、 初 期 （ Ｂ
Ｒ Ｃ Ａ １ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る と し て 同 定 さ れ る 、 少 な く と も ３ つ の 受 託 番 号 を 有 す る 。
こ れ ら ３ つ は 、 転 写 物 変 異 体 ａ 、 ａ ’ 、 お よ び ｂ を 表 し 、 そ れ ぞ れ 、 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０
７ ２ ９ ４ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ７ ２ ９ ６ 、 お よ び Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ７ ２ ９ ５ を 有 す る 。 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ７ ２ ９
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４ を 配 列 番 号 ： ５ ６ と し て 同 定 す る 本 発 明 は 、 他 の 転 写 物 変 異 体 も 包 含 す る こ と は 理 解 さ
れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 に 照 ら し て 、 参 考 遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開 示 さ れ る 核 酸 配 列 の １ つ に
よ り 表 さ れ る 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸 と 、 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 を 含 む こ と
も 意 図 さ れ て い る 。 ま た は 、 参 考 遺 伝 子 は 、 特 定 の 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開
示 さ れ る も の と 若 干 異 な る が 、 こ れ に も 関 わ ら ず 、 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 者 が 、 該 特
定 の 核 酸 配 列 を 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 開 示 さ れ る 配 列 の １ つ に よ り 表 さ れ る 遺 伝 子 に 対
応 す る と 認 識 す る よ う な 、 １ 以 上 の 多 型 性 を 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 用 語 「 遺 伝 子 発 現 」 は 、 一 般 に 、 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 生 成
さ れ る こ と に よ る 、 細 胞 過 程 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 遺 伝 子 発 現 は 、 転 写 お よ び 翻 訳 過 程 を
、 新 た に 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 を 活 性 形 に 修 飾 し 、 そ し て そ れ に 適 当 な 細 胞 下 ま た は 細 胞
外 位 置 を 割 り 当 て る た め に 細 胞 で 正 常 に 生 じ る 該 修 飾 と 共 に 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 」 お よ び 「 発 現 レ ベ ル 」 は 、 生 物 学 的 試
料 に 存 在 す る 遺 伝 子 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 意 味 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と 関 連
し て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 存 在 量 」 は 、 用 語 「 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 」 お よ び 「 発 現 レ ベ ル
」 と 共 に 互 換 使 用 さ れ 得 る 。 発 現 レ ベ ル は 、 Ｒ Ｎ Ａ に つ い て の 「 転 写 物 ／ 細 胞 」 、 ま た は
Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 「 ｎ ｇ ／ 組 織 １ μ ｇ 」 の 様 な 標 準 的 単 位 で 表 さ れ 得
る が 、 発 現 レ ベ ル が こ の よ う に 定 義 さ れ る 必 要 は な い 。 ま た は 、 関 連 の 単 位 を 利 用 し て 、
発 現 レ ベ ル が 記 載 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ア ッ セ イ が 内 部 対 照 （ 本 明 細 書 で 「 対 照 遺 伝 子 」 と
し て 言 及 さ れ る ） を 有 す る 場 合 、 そ れ は 、 例 え ば 、 発 現 レ ベ ル が 既 知 で あ る か 、 あ る い は
実 際 に 決 定 さ れ 得 る 遺 伝 子 由 来 の 既 知 量 の 核 酸 で あ り 、 他 の 遺 伝 子 の 未 知 の 発 現 レ ベ ル が
、 該 既 知 の 内 部 対 照 と 比 較 さ れ 得 る 。 よ り 具 体 的 に は 、 ア ッ セ イ が 、 標 識 全 Ｒ Ｎ Ａ を 、 既
知 遺 伝 子 由 来 の 既 知 量 の 核 酸 を 含 む 固 体 支 持 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と を 含 む 場 合 、
適 当 な 内 部 対 照 は 、 全 細 胞 種 類 に お い て 、 お よ び 全 条 件 下 で 発 現 レ ベ ル が 同 じ で あ る 遺 伝
子 と し て 同 定 さ れ る 理 想 的 な ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 （ 例
え ば 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 ま た は 伸 長 因 子 １ ） で あ り 得 る 。 該 内 部 対 照 の
使 用 に よ り 、 相 対 的 発 現 レ ベ ル が 、 固 体 支 持 体 ま た は 同 一 固 体 支 持 体 を 用 い た 異 な る 実 験
間 で も 存 在 す る 核 酸 に つ い て 決 定 さ れ る こ と （ 例 え ば 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 発 現 と
相 対 し て ） が 可 能 と な る 。 該 別 々 の 発 現 レ ベ ル は 次 に 、 対 照 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 ） の 発 現 レ ベ ル に 相 対 的 な 値 に 標 準 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 標 準 化 」 お よ び そ の 文 法 上 の 派 生 語 は 、 参 考 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル が 、 対 照 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 相 対 的 に 発 現 さ れ る 、 別 々 の 発 現 レ ベ ル の デ ー タ の
操 作 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 対 照 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が １ と 設 定 さ れ 、 そ し て 全 参 考 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル が 、 該 対 照 遺 伝 子 の 発 現 に 相 対 的 な 単 位 で 表 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 平 均 発 現 レ ベ ル 」 は 、 ど の 単 位 が 選 択 さ れ よ う と も 、 集 団
の 特 定 の 生 物 学 的 試 料 に お け る 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 意 味 す る 。 平 均 発 現 レ ベ ル を 決
定 す る た め に 、 集 団 が 定 義 さ れ 、 そ し て 該 集 団 の そ れ ぞ れ の メ ン バ ー 由 来 の 同 一 生 物 学 的
試 料 を 分 析 す る こ と に よ り 、 該 集 団 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 該 集 団 の そ れ ぞ れ の メ ン バ ー
に つ い て 決 定 さ れ る 。 該 決 定 さ れ た 発 現 レ ベ ル は 、 次 に 足 さ れ 、 そ し て 合 計 が 集 団 の メ ン
バ ー 数 で 割 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 用 語 「 平 均 発 現 レ ベ ル 」 は 、 ２ 集 団 を 比 較 す る た め に 用 い ら れ 得 る 計 算 値 を 意 味 す る た
め に も 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患 の 状 態 に 関 わ ら ず 、 全 患 者 か ら な る 集 団 で の 平
均 発 現 レ ベ ル が 、 上 記 の 方 法 を 用 い て 、 統 計 学 上 有 意 な 数 の 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 患 者 ま
た は 有 さ な い 患 者 （ 後 者 は 、 「 影 響 さ れ な い 部 分 集 団 」 と し て も 言 及 さ れ 得 る ） か ら な る
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集 団 に つ い て 計 算 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 集 団 が 、 不 十 分 な 数 の 自 己 免 疫 疾 患 を 有 る 患
者 、 お よ び 有 さ な い 患 者 か ら な る 場 合 、 該 ２ つ の 部 分 集 団 で 差 次 的 に 発 現 さ れ た 全 遺 伝 子
に つ い て の 計 算 値 は 、 よ り 多 数 の メ ン バ ー を 有 す る 部 分 集 団 に つ い て 決 定 さ れ た 発 現 レ ベ
ル に 対 し て 、 偏 っ て い る よ う で あ る 。 該 偏 り 作 用 を 取 り 除 く た め に 、 記 載 の 集 団 で の 平 均
発 現 レ ベ ル は 、 （ ａ ） 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 部 分 集 団 に お け る 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 決
定 す る こ と ； （ ｂ ） 影 響 を 受 け な い 部 分 集 団 に お け る 同 一 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 決 定
す る こ と ； （ ｃ ） ２ つ の 決 定 さ れ た 値 を 足 す こ と ； お よ び （ ｄ ） ２ つ の 決 定 さ れ た 値 の 合
計 を ２ で 割 り 、 値 を 得 る こ と （ こ の 値 も 本 明 細 書 に お い て 「 平 均 発 現 レ ベ ル 」 と し て 定 義
さ れ て い る ） に よ っ て も 計 算 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 発 現 レ ベ ル が 遺 伝 子 に つ い て 決 定 さ れ る と 、 特 性 が 創 成 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ
る 用 語 「 特 性 」 は 、 様 々 な 対 象 間 の 異 な る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 比 較 す る た め に 用 い ら れ
得 る 発 現 レ ベ ル の デ ー タ の 集 積 （ repository） を 意 味 す る 。 例 え ば 、 所 定 の 対 象 に つ い て
、 用 語 「 特 性 」 は 、 ど ん な 単 位 （ 上 で 記 載 ） が 選 択 さ れ て も 、 検 出 さ れ た 全 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル を 包 含 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 用 語 「 特 性 」 は 、 対 象 由 来 の 発 現 レ ベ ル の デ ー タ の 操 作 を 包 含 す る こ と も 意 図 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 相 対 的 発 現 レ ベ ル が 対 象 に お け る 遺 伝 子 の 所 定 の セ ッ ト に つ い て 決 定 さ れ る
と 、 該 対 象 に つ い て の 相 対 的 発 現 レ ベ ル が ス タ ン ダ ー ド と 比 較 さ れ 、 該 対 象 の 発 現 レ ベ ル
が 、 ス タ ン ダ ー ド で の 同 一 遺 伝 子 に つ い て の も の よ り 高 い か ま た は 低 い か が 決 定 さ れ 得 る
。 ス タ ン ダ ー ド は 、 比 較 の た め に 相 関 す る と 思 わ れ る 任 意 の デ ー タ を 含 み 得 る 。 １ つ の 実
施 態 様 に お い て 、 ス タ ン ダ ー ド は 、 正 常 集 団 （ 正 常 集 団 は 、 自 己 免 疫 疾 患 を 有 さ な い 対 象
と し て 定 義 さ れ て い る ） に お け る 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ り 、 調 製 さ
れ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 ス タ ン ダ ー ド は 、 自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 Ｒ Ａ 、 Ｍ Ｓ 、 Ｉ
Ｄ Ｄ Ｍ 、 お よ び ／ ま た は Ｓ Ｌ Ｅ ） を 有 す る 対 象 の 集 団 に お け る 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を
決 定 す る こ と に よ り 、 調 製 さ れ る 。 第 ３ の 実 施 態 様 に お い て 、 ス タ ン ダ ー ド は 、 全 体 （ す
な わ ち 、 対 象 が 、 自 己 免 疫 疾 患 の 状 態 に 関 わ ら ず 、 一 群 と さ れ て い る ） と し て の 集 団 に お
け る 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ り 、 調 製 さ れ る 。 な お 別 の 実 施 態 様 に お
い て 、 ス タ ン ダ ー ド は 、 正 常 集 団 に お け る 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル 、 自 己 免 疫 疾 患 の 集 団
で の 遺 伝 子 の 平 均 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、 該 ２ つ の 値 を 足 す こ と 、 そ し て 合 計 を ２ で
割 り 、 該 集 団 に お け る 平 均 発 現 レ ベ ル の 中 間 点 を 決 定 す る こ と に よ り 、 調 製 さ れ る 。 該 後
者 の 実 施 態 様 に お い て 、 「 新 た な 」 対 象 に つ い て の 特 性 は 、 ス タ ン ダ ー ド と 比 較 さ れ 、 そ
し て 該 特 性 は 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て 、 新 た な 対 象 の 発 現 レ ベ ル が ス タ ン ダ ー ド に お
け る 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル よ り 高 い か ま た は 低 い か ど う か を 示 す デ ー タ を さ ら に 含 み 得 る
。 例 え ば 、 新 た な 対 象 の 特 性 は 、 対 象 で の 発 現 が ス タ ン ダ ー ド で の も の よ り 高 い 、 そ れ ぞ
れ の 遺 伝 子 に つ い て の ス コ ア 「 １ 」 を 、 そ し て 対 象 で の 発 現 が ス タ ン ダ ー ド で の も の よ り
低 い 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て の ス コ ア 「 ０ 」 を 含 み 得 る 。 こ の 方 法 で は 、 特 性 は 、 総
合 「 ス コ ア 」 （ 該 ス コ ア は 、 特 性 に 存 在 す る 全 て の １ お よ び ０ の 合 計 と し て 定 義 さ れ て い
る ） を 含 み 得 る 。 次 に 、 該 ス コ ア を 用 い て 、 新 た な 対 象 で の 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 ま た は 非
存 在 が 予 測 さ れ 得 る 。 １ お よ び ０ の 使 用 は た だ 例 示 で あ り 、 任 意 の 好 都 合 な 値 が 、 本 発 明
の 方 法 の 実 施 で 指 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 核 酸 分 子 と 関 連 し て 用 い ら れ る 用 語 「 単 離 さ れ た 」 は 、 該 核 酸 分 子 が 、 そ の 天 然 環 境 と
離 れ て 存 在 し 、 か つ 天 然 産 物 で な い こ と を 示 す 。 単 離 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 精 製 形 で 存 在 し 得 る
か 、 ま た は 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 様 な 非 天 然 環
境 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ２ つ の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 配 列 と 関 連 し て 、 用 語 「 パ ー セ ン ト 同 一 性 」 お よ び 「 パ ー
セ ン ト 同 一 」 は 、 次 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム の １ つ を 用 い て 、 ま た は 目 視 検 査 に よ り 測 定
さ れ た 一 致 が 最 大 と な る よ う 比 較 さ れ 、 そ し て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 場 合 、 １ つ の 実 施 態
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様 に お い て 、 少 な く と も ６ ０ ％ 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 別 の 実 施 態
様 に お い て 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 別 の 実 施 態
様 に お い て 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 別 の 実 施 態
様 に お い て 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 そ し て な お 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も ９ ９ ％ の
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 同 一 性 を 有 す る 、 ２ 以 上 の 配 列 ま た は 部 分 配 列 を 意 味 す
る 。 パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ５ ０ 残 基 長 で あ る 配 列
を 覆 い 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ 残 基 の 領 域 を 覆 い 存 在 し 、 そ し て な
お 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 配 列 同 一 性 は 、 少 な く と も 約 １ ５ ０ 残 基 を 覆 い 存 在 す る 。 な お
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 配 列 同 一 性 は 、 コ ー ド 領 域 の 様 な 所 定 の 領 域 全 長 を 覆 い 存 在 す る
。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ の １ つ と 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 典 型 的 に は １ 配 列 が 、 配 列 比 較 の た め 、 試 験 配 列 が 比 較 さ れ る 参 考 配 列 と な る 。 配 列 比
較 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 場 合 、 試 験 お よ び 参 考 配 列 が コ ン ピ ュ ー タ ー に 入 力 さ れ 、 必 要
な ら 、 配 列 整 合 性 （ coordinate） が 指 定 さ れ 、 そ し て 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ ロ グ ラ ム パ ラ メ
ー タ ー が 指 定 さ れ る 。 次 に 、 該 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 指 定 さ れ た プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー
タ ー に 基 づ き 、 参 考 配 列 に 対 す る 試 験 配 列 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 計 算 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 比 較 の た め の 最 適 な 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 例 え ば 、 Smith & Waterman 1981に 記 載 さ
れ る 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Needleman & Wunsch 1970に 記 載 さ れ る 相 同 性 ア ラ
イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Pearson & Lipman 1988に よ り 記 載 さ れ る 類 似 方 法 の 検
索 に よ り 、 該 ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 の 実 施 （ GCG Wisconsin Packageの Ｇ Ａ
Ｐ 、 Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 お よ び Ｔ Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 Accelrys, Inc., San Diego, C
alifornia, United States of Americaよ り 市 販 ） に よ り 、 ま た は 目 視 検 査 に よ り 、 行 わ
れ 得 る 。 概 論 と し て 、 Ausubel et al., 1994を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 お よ び 配 列 類 似 性 を 決 定 す る の に 適 し た ア ル ゴ リ ズ ム の １ つ の 例
は 、 Altschul et al., 1990に 記 載 さ れ る 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ
分 析 を 実 行 す る た め の ソ フ ト ウ エ ア は 、 National Center for Biotechnology Informatio
n（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/） よ り 公 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 該 ア ル ゴ リ ズ ム は ま ず
、 ク エ リ ー 配 列 中 の 長 さ Ｗ の 短 い 単 語 を 同 定 す る こ と に よ り 、 高 ス コ ア 配 列 対 （ Ｈ Ｓ Ｐ ）
を 同 定 す る こ と を 含 み 、 そ し て そ れ は 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 じ 長 さ の 単 語 で ア ラ イ ン
メ ン ト し た 場 合 の 同 一 ポ ジ テ ィ ブ 閾 値 ス コ ア と 一 致 す る か 、 ま た は こ れ に 見 合 う 。 Ｔ は 閾
値 ス コ ア 隣 接 単 語 と し て も 言 及 さ れ る （ Altschul et al., 1990） 。 該 最 初 の 隣 接 単 語 ヒ
ッ ト は 、 そ れ を 含 有 す る よ り 長 い Ｈ Ｓ Ｐ を 見 出 す た め に 検 索 を 開 始 す る た め の シ ー ド と な
る 。 該 単 語 ヒ ッ ト は 、 次 に 、 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 増 加 さ れ 得 る 限 り 、 そ れ ぞ れ の
配 列 に 沿 っ て 、 両 方 向 に 拡 大 さ れ る 。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て パ ラ メ ー
タ ー Ｍ （ 一 致 残 基 の 対 の 報 酬 ス コ ア ； い つ も ＞ ０ ） 、 お よ び Ｎ （ 不 一 致 残 基 の ペ ナ ル テ ィ
ー 値 ス コ ア ） を 用 い て 計 算 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス
を 用 い て 、 累 積 ス コ ア が 計 算 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 方 向 で の 単 語 ヒ ッ ト の 拡 大 は 、 累 積 ア ラ
イ ン メ ン ト ス コ ア が そ の 最 大 達 成 値 か ら 量 Ｘ 低 下 し た と き 、 累 積 ス コ ア が ０ と な る か ま た
は １ 以 上 の ネ ガ テ ィ ブ ス コ ア リ ン グ 残 基 ア ラ イ ン メ ン ト の 累 積 に よ り 低 く な る か 、 あ る い
は い ず れ か の 配 列 末 端 に 至 る と き に 中 止 さ れ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ア ル ゴ リ ズ ム パ ラ メ ー タ ー Ｗ
、 Ｔ 、 お よ び Ｘ は 、 該 ア ラ イ ン メ ン ト の 感 度 お よ び ス ピ ー ド を 決 定 す る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ プ
ロ グ ラ ム （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て ） は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 単 語 長 （ Ｗ ） １ １ 、 予 測
（ Ｅ ） １ ０ 、 カ ッ ト オ フ １ ０ ０ 、 Ｍ ＝ ５ 、 Ｎ ＝ ４ 、 お よ び 両 鎖 の 比 較 を 用 い る 。 ア ミ ノ 酸
配 列 に つ い て 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ プ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 単 語 長 （ Ｗ ） ３ 、 予 測 （
Ｅ ） １ ０ 、 お よ び Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 用 い る 。 Henikoff & Hen
ikoff 1989を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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　 パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 の 計 算 に 加 え て 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ２ 配 列 間 の 類 似 性
の 統 計 的 分 析 も 実 行 す る 。 例 え ば 、 Karlin & Altschul 1993を 参 照 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ア ル ゴ リ
ズ ム に よ り 提 供 さ れ る 類 似 性 の １ つ の 測 定 は 、 ２ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 一
致 が 偶 然 生 じ る 確 率 の 指 標 と な る 、 最 小 合 計 確 率 （ Ｐ （ Ｎ ） ） で あ る 。 例 え ば 、 試 験 核 酸
配 列 は 、 参 考 核 酸 配 列 と の 試 験 核 酸 配 列 の 比 較 で の 最 小 合 計 確 率 が 、 １ つ の 実 施 態 様 に お
い て 、 約 ０ ． １ 未 満 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 約 ０ ． ０ １ 未 満 、 そ し て な お 別 の 実 施 態 様
に お い て 、 約 ０ ． ０ ０ １ 未 満 で あ る と 、 参 考 配 列 に 類 似 す る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ２ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 関 連 し て 、 用 語 「 実 質 的 に 同 一 」 は 、 次 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ の
１ つ を 用 い て 、 ま た は 目 視 検 査 に よ り 測 定 さ れ た 一 致 が 最 大 と な る よ う に 比 較 さ れ 、 そ し
て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 場 合 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ヌ ク レ オ
チ ド 同 一 性 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 、 別 の 実
施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少
な く と も 約 ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の
ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 、 そ し て な お 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ヌ ク レ オ
チ ド 同 一 性 を 有 す る ２ 以 上 の 配 列 ま た は 部 分 配 列 を 意 味 す る 。 １ つ の 例 で は 、 実 質 的 同 一
性 は 、 少 な く と も ５ ０ 残 基 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 別 の 例 で は 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 別 の 例 で は 、 少 な く と も 約 １ ５ ０ 残 基 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 そ し て な お 別
の 例 で は 、 完 全 コ ー ド 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 存 在 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 多
型 配 列 は 、 実 質 的 同 一 の 配 列 で あ り 得 る 。 用 語 「 多 型 」 は 、 集 団 に お け る ２ 以 上 の 一 般 的
に 決 定 さ れ た 代 替 配 列 ま た は 対 立 遺 伝 子 の 発 生 を 意 味 す る 。 対 立 遺 伝 子 の 差 は １ 塩 基 対 と
同 じ 位 小 さ い も の で あ り 得 る 。 に も か か わ ら ず 、 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 者 は 、 多 型 配
列 が 同 一 遺 伝 子 に 対 応 す る こ と を 理 解 す る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ は 、 ヒ ト Ｔ Ｐ ５
３ 遺 伝 子 由 来 の Ｅ Ｓ Ｔ で あ る 。 ヒ ト Ｔ Ｐ ５ ３ 完 全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） は 、 Ｇ
ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ０ ５ ４ ６ で 存 在 し 、 そ し て そ こ
で の 記 載 に 従 い 、 該 Ｔ Ｐ ５ ３ 遺 伝 子 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ９ ０ 、 ４ ６ ６ 、 １ ４ ７ ０ 、 １
９ ２ ７ 、 １ ９ ５ ０ 、 １ ９ ７ ６ 、 １ ９ ７ ７ 、 ２ ０ ７ ５ 、 ２ ０ ７ ６ 、 ２ ４ ９ ７ 、 お よ び ２ ４ ９
８ で の 多 型 性 を 特 徴 と す る 。 任 意 ま た は 全 て の 該 多 型 性 を 含 む 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １
～ ７ ０ と 実 質 的 に 同 一 で あ り 、 従 っ て 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ２ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と の 別 の 指 標 は 、 該 ２ 分 子 が 、 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で 互 い に 特 異 的 ま た は 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 核 酸 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 関 連 し て 、 比 較 さ れ た ２ 核 酸 配 列 は 、 「 プ ロ ー ブ 配 列 」 お よ び 「 標
的 配 列 」 と 呼 ば れ 得 る 。 「 プ ロ ー ブ 配 列 」 は 参 考 核 酸 分 子 で あ り 、 そ し て 「 標 的 配 列 」 は
、 し ば し ば 異 種 性 集 団 の 核 酸 分 子 で 見 出 さ れ る 、 試 験 核 酸 分 子 で あ る 。 「 標 的 配 列 」 は 「
試 験 配 列 」 と 同 義 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 ま た は ア ッ セ イ に 利 用 さ れ る 例 示 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、
１ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 少 な く と も 約 １ ４ か ら ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 相 補 的 ま た は 模 倣 的 で あ る プ ロ ー ブ 配 列 を 含 む 。 １ つ の 例 で は 、 プ ロ ー ブ は 、 １ ４ か
ら ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 所 望 に よ り 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 任 意 の 遺 伝
子 の ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ま た は ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は 最 大 、 全 長 の 様 な 長 さ も 含 む 。 該 フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 化 学 合 成 に よ る フ ラ グ メ ン
ト の 直 接 合 成 、 核 酸 増 幅 技 術 の 適 用 、 ま た は 組 換 え 生 成 の た め 、 選 択 配 列 の 組 換 え ベ ク タ
ー へ の 導 入 に よ り 、 す ぐ に 調 製 さ れ 得 る 。 用 語 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 該 配
列 が 複 合 体 核 酸 混 合 物 （ 例 え ば 、 全 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） に 存 在 す る 場 合 、 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 で の 分 子 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の み と の 結 合 、 ２ 本 鎖 形 成 、 ま た は
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 用 語 「 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 プ ロ ー ブ 核 酸 分 子 と 標 的 核 酸 分 子 間 の 相 補 的
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 意 味 し 、 所 望 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 達 成 す る た め に ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 体 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 低 減 さ せ る こ と に よ り 、 適 応 さ れ 得 る マ
イ ナ ー ミ ス マ ッ チ を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 サ ザ ン お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の よ う な 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 と 関 連
し て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 お よ び 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 条 件 」 は 、 配 列 お よ び 環 境 依 存 性 で あ る 。 長 い 配 列 ほ ど 、 高
い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 詳 細 な 案 内 は 、
Tijssen, 1993で 見 出 さ れ る 。 一 般 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び 洗 浄 条 件 が 選 択 さ れ 、 こ れ は 、 確 定 し た イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ で の 特 定 配 列 の 融 解 温
度 （ Ｔ ｍ ） よ り 約 ５ ℃ 低 い 。 典 型 的 に は 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 下 で 、 プ ロ ー ブ は
、 そ の 標 的 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 他 の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 Ｔ ｍ は 、 標 的 配 列 の ５ ０ ％ が 、 完 全 一 致 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 温 度 （ 確 定 し
た イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ ） で あ る 。 非 常 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 が 選 択 さ れ 、 こ れ は 、
特 定 の プ ロ ー ブ に つ い て の Ｔ ｍ 値 と 等 し い 。 約 １ ０ ０ 以 上 の 相 補 的 残 基 を 有 す る 相 補 的 核
酸 の サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 の 例 は 、 ヘ パ リ ン １ ｍ ｇ を 含 む ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 、 ４ ２ ℃ で の 一 晩 の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン で あ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 例 は 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 Ｓ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ 中 、 ６ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 例 は 、 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ
バ ッ フ ァ ー 中 、 ６ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ る （ Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ ァ ー の 記 載 に つ い て は 、 Sambrook
 and Russell, 2001を 参 照 さ れ た い ） 。 大 抵 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 は 、 バ ッ ク グ ラ
ン ド の プ ロ ー ブ シ グ ナ ル を 取 り 除 く た め に 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 に よ り 置 き 換
え ら れ る 。 約 １ ０ ０ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の ２ 本 鎖 の た め の 中 程 度 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄
条 件 の 例 は 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 、 ４ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ る 。 約 １ ０ ０ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の ２
本 鎖 の た め の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 例 は 、 ４ ～ ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 、 ４ ０ ℃ 、 １ ５ 分
間 で あ る 。 短 い プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 約 １ ０ か ら ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） の た め の 、 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 は 、 典 型 的 に は 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ～ ８ ． ３ で 約 １ Ｍ 　 Ｎ ａ ＋ イ オ ン 未 満 の 塩 濃 度
、 典 型 的 に は 、 約 ０ ． ０ １ か ら １ Ｍ 　 Ｎ ａ ＋ イ オ ン 濃 度 （ ま た は 、 他 の 塩 ） を 含 み 、 そ し
て 温 度 は 、 典 型 的 に は 少 な く と も 約 ３ ０ ℃ で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ホ ル ム ア
ミ ド の 様 な 不 安 定 化 剤 の 添 加 に よ っ て も 達 成 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ア ッ セ イ で の 非 関 連 プ ロ ー ブ に つ い て 観 察 さ れ る も の よ り ２ 倍 の ノ イ ズ に 対 す る シ
グ ナ ル の 比 は 、 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 次 は 、 本 発 明 の 参 考 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 、 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
ク ロ ー ン 化 す る た め に 用 い ら れ 得 る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 の 例 で あ る 。
プ ロ ー ブ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 １ つ の 例 で は 、 ７ ％ 　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ）
、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 、 ５ ０ ℃ で の 標 的 ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 に ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ５ ０ ℃ で の 洗 浄 、 別 の 例 で は
、 プ ロ ー ブ と 標 的 配 列 は 、 ７ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 、
５ ０ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 次 に 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ５ ０ ℃ で 洗 浄 さ れ
、 別 の 例 で は 、 プ ロ ー ブ と 標 的 配 列 は 、 ７ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ｍ Ｍ 　
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 、 ５ ０ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 次 に ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ５
０ ℃ で 洗 浄 さ れ 、 別 の 例 で は 、 プ ロ ー ブ と 標 的 配 列 は 、 ７ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｐ
Ｏ ４ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 、 ５ ０ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 次 に ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １
％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ５ ０ ℃ で 洗 浄 さ れ 、 な お 別 の 実 施 例 に お い て 、 プ ロ ー ブ と 標 的 配 列 は 、 ７
％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 、 ５ ０ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、
次 に 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ６ ５ ℃ で 洗 浄 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お
い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 回 転 チ ュ ー ブ 中 、 ４ ２ ℃ で の 少 な く と も １ ２ 時 間
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 。
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【 ０ ０ ９ ７ 】
　 あ ら か じ め 作 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は ま た 、 様 々 な 供 給 源 よ り 市 販 さ れ て
い る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 MICROHYB［ 商 標 ］ （ RE
SGEN［ 商 標 ］ ） を 含 み 、 そ し て 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、
COT-1［ 登 録 商 標 ］ Ｄ Ｎ Ａ （ Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, United St
ates of America） ５ ． ０ μ ｇ 、 お よ び ポ リ ｄ Ａ 　 ５ μ ｇ を さ ら に 含 む MICROHYB［ 商 標 ］
を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 条 件 は 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ
／ １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ５ ０ ℃ で の ２ ０ 分 間 、 ２ 回 の 洗 浄 、 次 に 、 ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ １ ％ 　 Ｓ
Ｄ Ｓ 中 、 ５ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 、 ３ 回 目 の 洗 浄 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 精 製 さ れ た 」 は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 に 適 用 さ れ る 場 合
、 該 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 が 、 そ れ と 天 然 状 態 で 関 係 す る 他 の 細 胞 成 分 を 本 質 的 に 含 ま な
い こ と を 示 す 。 そ れ は 均 一 な 状 態 で あ り 得 る が 、 そ れ は ま た 、 乾 燥 ま た は 水 溶 液 中 に 存 在
し 得 る 。 純 度 お よ び 均 一 性 は 、 典 型 的 に は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 ま た は 高
速 処 理 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 様 な 分 析 的 化 学 技 術 を 用 い て 決 定 さ れ る 。 集 団 に 存 在 す
る 優 勢 種 で あ る タ ン パ ク 質 は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ て い る 。 用 語 「 精 製 さ れ た 」 は 、 核 酸 ま
た は タ ン パ ク 質 が 電 気 泳 動 ゲ ル に お い て 本 質 的 に １ つ の バ ン ド を 生 じ る こ と を 示 す 。 具 体
的 に は 、 そ れ は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 が 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ５ ０
％ 純 粋 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 純 粋 、 そ し て な お 別 の 実 施 態 様 に お
い て 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 純 粋 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 で の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 用 い ら れ 得 る 方 法 を
提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 は 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ
れ る こ と を 可 能 と す る 生 体 分 子 を 含 む 試 料 を 意 味 す る 。 代 表 的 な 生 体 分 子 は 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 、
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ま た は 、 生 物 学 的 試 料
は 、 細 胞 ま た は 細 胞 群 を 含 み 得 る 。 任 意 の 細 胞 ま た は 細 胞 群 が 、 本 発 明 の 方 法 で 用 い ら れ
得 る が 、 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 対 象 対 正 常 対 象 に お い て 差 次 的 遺 伝 子 発 現 を 示 す こ と が 予
測 さ れ る 細 胞 種 お よ び 器 官 が 最 も 適 し て い る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 が
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 含 む と 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的
試 料 は 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 単 球 、 お よ び Ｎ Ｋ ／ Ｎ Ｋ Ｔ 細 胞 （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含
む 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 調 製 物 を 構 成 す る １ 以 上 の 成 分 の 細 胞 種 を 含 む 。 代 表 的 な Ｐ Ｍ Ｂ Ｃ 調 製 物 は
、 約 ７ ５ ％ の Ｔ 細 胞 、 約 ５ ％ か ら 約 １ ０ ％ の Ｂ 細 胞 、 約 ５ ％ か ら 約 １ ０ ％ の 単 球 、 お よ び
数 ％ の Ｎ Ｋ ／ Ｎ Ｋ Ｔ 細 胞 を 含 み 得 る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は 、 頬 上 皮 細
胞 の 様 な 上 皮 細 胞 を 含 む 。 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 に は 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ る こ
と を 可 能 と す る 細 胞 ま た は 細 胞 群 か ら も た ら さ れ る 生 体 分 子 、 例 え ば 、 核 酸 お よ び ポ リ ペ
プ チ ド も 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 分 子 生 物 学 的 技 術 を 用 い て 、
決 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 発 現 レ ベ ル が 、 生 物 学 的 試 料 か ら 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 分 析 す る こ
と に よ り 決 定 さ れ る 場 合 、 該 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 技 術 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、
定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 お よ び 核 酸 ア レ イ お よ び マ イ ク ロ ア レ イ の 使 用 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 生 物 学 的 試 料 か ら 単 離 さ れ た 全 Ｒ Ｎ
Ａ か ら 生 成 さ れ た ３ ３ Ｐ 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 固 体 支 持 体 、 例 え ば 、 メ ン ブ レ ン に 固 定 さ れ た
１ 以 上 の 遺 伝 子 を 表 す １ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 決 定 さ れ
る 。 メ ン ブ レ ン が 、 多 く の 遺 伝 子 （ 内 部 対 照 を 含 む ） を 表 す 核 酸 を 含 む 場 合 、 多 く の 遺 伝
子 の 相 対 的 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ 得 る 。 メ ン ブ レ ン 上 で の 内 部 対 照 配 列 の 存 在 に よ り 、 実
験 間 の 変 動 が 検 出 さ れ る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ ぞ れ の 実 験 か ら も た ら さ れ る 未 処 理 の 発
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現 デ ー タ が 、 実 験 間 で 比 較 さ れ 得 る ス ト ラ テ ジ ー を 生 じ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ま た は 、 遺 伝 子 発 現 は 、 生 物 学 的 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 抗 体 を 用 い て 分 析 す
る こ と に よ り 、 決 定 さ れ 得 る 。 代 表 的 な 抗 体 に 基 づ い た 技 術 は 、 免 疫 沈 殿 法 、 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 、 お よ び 免 疫 親 和 性 カ ラ ム の 使 用 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 対 象 」 は 、 任 意 の 脊 椎 動 物 種 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 方 法 は
、 温 血 脊 椎 動 物 の 診 断 で 特 に 有 効 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 哺 乳 類 に 関 係 す る 。 よ り 具 体
的 に は 、 ヒ ト の 様 な 哺 乳 類 、 な ら び に 絶 滅 の 危 機 に 瀕 し て い る た め 重 要 な 該 哺 乳 類 （ 例 え
ば 、 シ ベ リ ア ト ラ ） 、 ヒ ト に と っ て 経 済 的 に 重 要 な 哺 乳 類 （ ヒ ト に よ る 消 費 の た め 、 農 場
で 飼 育 さ れ る 動 物 ） 、 お よ び ／ ま た は ヒ ト に と っ て 社 会 的 に 重 要 な 動 物 （ ペ ッ ト と し て ま
た は 動 物 園 で 飼 わ れ て る 動 物 ） 、 例 え ば 、 ヒ ト 以 外 の 肉 食 動 物 （ 例 え ば 、 ネ コ お よ び イ ヌ
） 、 ブ タ （ swine） （ ブ タ 、 ブ タ （ hog） 、 お よ び イ ノ シ シ ） 、 反 芻 動 物 （ 例 え ば 、 ウ シ 、
メ ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 キ リ ン 、 シ カ 、 ヤ ギ 、 ヤ ギ ュ ウ 、 お よ び ラ ク ダ ） 、 お よ び ウ マ の 診 断 が
意 図 さ れ て い る 。 飼 い 慣 ら さ れ た ブ タ （ ブ タ 、 お よ び ウ マ ） 、 反 芻 動 物 、 ウ マ 、 家 禽 な ど
を 含 む 家 畜 で の 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 も 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 本 発 明 は 、 試 料 に 少 量 で 存 在 す る 核 酸 の 広 範 囲 に 渡 る 調 査 を 可 能 と す る た め に 、 十 分 な
大 き さ の 生 物 学 的 試 料 の 使 用 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 試 料 は 、 必 要 に 応 じ て 濃 縮 さ れ て か ら
、 核 酸 が 単 離 さ れ る 。 ス ラ イ ド 支 持 体 （ Kohsaka & Carson 1994；  Millar et al., 1995
） 、 濾 過 カ ラ ム （ Bej et al., 1991） 、 ま た は 免 疫 磁 気 ビ ー ズ （ Albert et al., 1992；  
Chiodi et al., 1992） を 代 替 的 に 使 用 す る 、 い く つ か の 濃 縮 プ ロ ト コ ー ル が 開 発 さ れ て
き た 。 該 ア プ ロ ー チ は 、 連 続 す る 検 出 方 法 の 感 度 を 有 意 に 増 加 さ せ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 １ 例 と し て 、 SEPHADEX［ 登 録 商 標 ］ マ ト リ ッ ク ス （ Sigma, St. Louis, Missouri, Unit
ed States of America） は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 溶 液 に 懸 濁 さ れ た 珪 藻 土 お よ び ガ ラ ス マ ト
リ ッ ク ス で あ り 、 核 酸 物 質 を 結 合 す る た め に 用 い ら て い る （ Boom et al., 1990；  Buffon
e et al., 1991） 。 核 酸 を 固 体 支 持 体 物 質 と 結 合 さ せ た 後 、 不 純 物 お よ び 阻 害 物 が 、 洗 浄
お よ び 遠 心 に よ り 取 り 除 か れ 、 そ し て 次 に 核 酸 が 標 準 的 バ ッ フ ァ ー に 溶 出 さ れ る 。 標 的 の
捕 獲 に よ り 、 標 的 試 料 が 最 小 量 に 濃 縮 さ れ る こ と が 可 能 と な り 、 こ れ に よ り 、 部 分 配 列 分
析 の 自 動 化 お よ び 再 現 が 容 易 と な る （ Lanciotti et al., 1992） 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 核 酸 単 離 方 法 は 、 全 核 酸 の 同 時 単 離 、 ま た は 個 々 の 核 酸 種 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 小 器 官 Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ
Ｎ Ａ ） の 別 々 お よ び ／ ま た は 連 続 単 離 、 必 要 に 応 じ て 、 次 に １ 試 料 へ の 多 数 の 核 酸 種 の 組
合 せ を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 全 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 精 製 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 生 物 学 的 試 料 と し て 選 択 さ れ る 場 合 、 開 示 の 方 法 は 、 遺
伝 子 発 現 レ ベ ル の 決 定 を 可 能 と す る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 試 料 に お け る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の
検 出 は 、 生 物 学 的 試 料 に お け る 所 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 の 存 在 量 の 決 定 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 に 知 ら れ て い る 。 Albert et al., 1992； Bus
ch et al., 1992； Hamel et al., 1995； Herrewegh et al., 1995； Izraeli et al., 199
1； McCaustland et al., 1991； Natarajan et al., 1994； Rupp et al., 1988； Tanaka e
t al., 1994； Vankerckhoven et al., 1994を 参 照 。 生 物 学 的 試 料 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 単 離 の 代
表 的 方 法 は 、 実 施 例 ２ で 説 明 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
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　 例 え ば 、 SPLIT SECOND［ 商 標 ］ シ ス テ ム （ Boehringer Mannheim, Indianapolis, India
na, United States of America） 、 TRIZOL［ 商 標 ］ 試 薬 シ ス テ ム （ Life Technologies, G
aithersburg, Maryland, United States of America） 、 お よ び FASTPREP［ 商 標 ］ シ ス テ
ム （ Bio 101, La Jolla, California, United States of America） を 含 む 、 単 純 か つ 半
自 動 化 抽 出 方 法 も 核 酸 の 単 離 の た め に 用 い ら れ 得 る 。 Paladichuk 1999も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 連 続 的 増 幅 お よ び 標 識 の た め に 用 い ら れ る 核 酸 は 、 分 光 光 学 的 測 定 に よ り 、 ま た は 電 気
泳 動 分 解 の 後 目 視 検 査 に よ り 決 定 さ れ 、 分 析 的 に 純 粋 で あ り 得 る 。 核 酸 試 料 は 、 多 糖 体 、
タ ン パ ク 質 、 お よ び 酵 素 反 応 の 阻 害 物 の 様 な 混 入 物 を 含 ん で い て は な ら な い 。 Ｒ Ｎ Ａ 試 料
が プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と を 意 図 さ れ て い る 場 合 、 そ れ は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ の 混 入 を 含 ん
で い て は な ら な い 。 混 入 物 お よ び 阻 害 物 は 、 取 り 除 か れ る か 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 の た め の
樹 脂 （ 例 え ば 、 CHELEX［ 商 標 ］ 100、 BioRad Laboratories, Hercules, California, Unit
ed States of Americaよ り ） を 用 い て 、 ま た は 標 準 的 フ ェ ノ ー ル 抽 出 お よ び エ タ ノ ー ル 沈
殿 に よ り 、 実 質 的 に 低 減 さ れ 得 る 。 単 離 核 酸 は 、 必 要 に 応 じ て 、 制 限 酵 素 切 断 ま た は 剪 断
に よ り 、 フ ラ グ メ ン ト 化 さ れ 、 増 幅 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】

　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 鋳 型 核 酸 」 お よ び 「 標 的 核 酸 」 は 、 そ れ ぞ れ 上 記 の 生 物 学
的 試 料 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 を 意 味 す る 。 用 語 「 鋳 型 核 酸 プ ー ル 」 、 「 鋳 型 プ ー ル 」 、 「 標
的 核 酸 プ ー ル 」 、 お よ び 「 標 的 プ ー ル 」 は 、 そ れ ぞ れ 「 鋳 型 核 酸 」 の 増 幅 試 料 を 意 味 す る
。 従 っ て 、 標 的 プ ー ル は 、 鋳 型 核 酸 を 用 い て 増 幅 反 応 を 行 う こ と に よ り 生 成 さ れ る 単 位 複
製 配 列 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 標 的 プ ー ル は 、 上 記 の ラ ン ダ ム 増 幅 方 法 を 用 い
て 増 幅 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 用 語 「 標 的 特 異 的 プ ラ イ マ ー 」 は 、 標 的 核 酸 試 料 に お け る 、 標 的 配 列 、 例 え ば 、 正 常 患
者 と 比 較 し て 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 で 差 次 的 発 現 を 示 す 配 列 と 選 択 的 か つ 予 測 通 り に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 意 味 す る 。 標 的 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 標 的 核 酸 の 既 知 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と 相 補 的 で あ る よ う に 選 択 さ れ る か 、 ま た は 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 用 語 「 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 」 は 、 任 意 の 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 意 味 す る 。 ラ ン ダ ム
プ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 既 知 で あ り 得 る が 、 該 配 列 は 、 そ れ が 標 的 特 異 的 プ ロ ー
ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る よ う に 設 計 さ れ て い な い と う 点 で 任 意 で あ る と 見 な
さ れ る 。 用 語 「 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 」 は 、 増 加 確 率 を 有 す る 任 意 の 配 列 の 選 択 を 包 含 し 、
こ れ に よ り 、 増 幅 反 応 で 有 効 に 利 用 さ れ る 。 例 え ば 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 構 築 キ
ッ ト （ ROCK； http://www.sru.edu/depts/artsci/bio/ROCK.htmよ り 市 販 ） は 、 ラ ン ダ ム オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 生 成 お よ び 分 析 を 容 易 に す る マ ク ロ に 基 づ く プ ロ グ ラ ム で
あ る （ Strain & Chmielewski 2001） 。 代 表 的 な プ ラ イ マ ー は 、 ラ ン ダ ム な ６ 量 体 、 お よ
び Williams et al., 1990に 記 載 さ れ る 、 多 型 Ｄ Ｎ Ａ の 迅 速 増 幅 （ Ｒ Ａ Ｐ Ｄ ） 形 プ ラ イ マ
ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー は ま た 、 縮 重 ま た は 部 分 的 縮 重 で あ り 得 る （ Telenius et al., 199
2に 記 載 ） 。 概 略 、 縮 重 は 、 同 一 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド 化 し 得 る 、 代 替 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 選 択 に よ り 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー は 、 鋳 型 核 酸 試 料 の 一 部 を 剪 断 ま た は 切
断 す る こ と に よ り 、 調 製 さ れ 得 る 。 こ の よ う に 構 築 さ れ た ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー は 、 試 料 特
異 的 な ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 含 む 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 用 語 「 異 種 性 プ ラ イ マ ー 」 は 、 鋳 型 核 酸 プ ー ル に 導 入 さ れ た 配 列 と 相 補 的 な プ ラ イ マ ー
を 意 味 す る 。 例 え ば 、 リ ン カ ー ま た は ア ダ プ タ ー と 相 補 的 な プ ラ イ マ ー は 、 異 種 性 プ ラ イ
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マ ー で あ る 。 代 表 的 な 異 種 性 プ ラ イ マ ー は 、 必 要 に 応 じ て 、 ポ リ （ ｄ Ｔ ） プ ラ イ マ ー 、 ポ
リ （ Ｔ ） プ ラ イ マ ー 、 ま た は 適 切 な ら 、 ポ リ （ ｄ Ａ ） プ ラ イ マ ー ま た は ポ リ （ Ａ ） プ ラ イ
マ ー を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 プ ラ イ マ ー 」 は 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 約 ６ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 約 １ ０ ～ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 １ ５ ｍ ｅ ｒ ）
、 そ し て な お 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 約 ２ ０ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ２ ２ ｍ ｅ ｒ ）
を 含 む 連 続 配 列 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 方 法 を 行 う た め に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー は 、 核 酸 分
子 上 へ の 重 合 を 開 始 さ せ る の に 十 分 な 長 さ か つ 適 切 な 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す
る 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 に 存 在 す る 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 （ 例 え ば
、 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 存 在 量 は 、 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 決 定
さ れ る 。 該 実 施 態 様 に お い て 、 標 準 的 分 子 生 物 学 的 技 術 は 、 対 象 の 遺 伝 子 に 対 応 す る 該 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 定 量 的 に 増 幅 す る た め に 、 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ
る 。 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 設 計 す る 方 法 、 お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 核 酸 の 定 量 的 増 幅 を
行 う 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrook & Russell, 2001； Va
ndesompele et al., 2002； Joyce 2002を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 い く つ か の 方 法 が 、 増 幅 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （ ａ ａ Ｒ Ｎ Ａ ） お よ び 包 括 的 Ｒ Ｎ Ａ 増 幅 （
Global RNA Amplification） を 含 む Ｒ Ｎ Ａ の ラ ン ダ ム 増 幅 の た め 、 特 異 的 に 開 発 さ れ て き
た （ 以 下 で も さ ら に 詳 細 に 説 明 ） 。 Ｒ Ｎ Ａ 集 団 は 、 増 幅 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （ ａ ａ Ｒ Ｎ Ａ
） と し て 言 及 さ れ る 技 術 を 用 い て 増 幅 さ れ 得 る 。 Van Gelder et al., 1990； Wang et al.
, 2000を 参 照 さ れ た い 。 概 略 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ラ イ マ ー は 、 該 プ ラ イ マ ー の ５ ’ 末 端 が
Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 含 む よ う に 、 合 成 さ れ る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 す る た め に ポ リ （ Ａ ） ＋ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 を 用 意 す る た め に 用 い ら れ 得
る 。 フ ァ ー ス ト ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に 続 き 、 セ カ ン ド ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｒ Ｎ Ａ
ニ ッ キ ン グ お よ び プ ラ イ ミ ン グ を 用 い て 生 成 さ れ る （ Sambrook & Russell 200） 。 生 じ た
ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で 簡 単 に 処 理 さ れ 、 そ し て Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で 平
滑 末 端 化 さ れ る 。 次 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 指 揮 す る た め の Ｔ ７ 　 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 転 写 に 基 づ く 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Eberwine等 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の イ ン サ イ ツ ラ ン ダ ム 増 幅 、 続 い て 、 標 的 特 異 的 増 幅 に ａ ａ Ｒ Ｎ
Ａ 方 法 を 適 用 し た 。 代 表 的 な 転 写 物 の 十 分 な 増 幅 は 、 ａ ａ Ｒ Ｎ Ａ に よ り 増 幅 さ れ た 転 写 物
プ ー ル が 、 最 初 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 を 表 す こ と を 示 す （ Eberwine et al., 1992） 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 米 国 特 許 番 号 ６ ， ０ ６ ６ ， ４ ５ ７ （ ） は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 様 な １ 本 鎖 核 酸 分 子
の 収 集 物 の 実 質 的 に 同 じ 増 幅 方 法 を 記 載 し て い る 。 概 略 、 核 酸 出 発 物 質 を 固 定 し 、 そ し て
処 理 し 、 試 料 の 増 幅 に 適 し た 方 向 の 短 い ラ ン ダ ム サ イ ズ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 混 合 物 が 産 生 さ れ
る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 い 、 上 記 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 ま た は 関 連 技 術 の い ず れ か １ つ を 利 用 し 、 核 酸 試
料 の 増 幅 段 階 が 行 わ れ 得 る 。 さ ら に 、 該 方 法 は 、 核 酸 の 特 定 サ ブ セ ッ ト （ 例 え ば 、 特 異 的
な ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 対 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 増 幅 に 最 適 化 さ れ 、 そ し て 代 表 的 な 最 適 化 基 準 お よ び 関
連 す る 指 示 書 が 当 該 技 術 分 野 に お い て 見 出 さ れ 得 る 。 Cha & Thilly 1993； Linz et al., 
1990； Robertson & Walsh-Weller 1998； Roux 1995； Williams 1989； McPherson et al.,
 1995を 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ １ ２ ３ 】

　 本 発 明 は 、 対 象 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 本 発 明 の 方 法 で 用 い ら れ 得
る 、 多 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 む キ ッ ト も 提 供 す る 。 非 限 定 的 実 施 態 様 に
お い て 、 キ ッ ト は 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 説 明 さ れ る １ 以 上 （ 例 え ば 、 １ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２
０ 、 ３ ０ 、 ま た は 全 て ） の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る よ う に 設 計 さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 キ ッ ト は 、 適 当 な 反 応 条 件 、 お
よ び 予 測 増 幅 フ ラ グ メ ン ト の サ イ ズ に 関 す る 情 報 （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含 む 、 プ ラ
イ マ ー を 用 い る た め の 指 示 書 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 で の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 生 物 学 的 試 料 か ら
単 離 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ を 、 既 知 遺 伝 子 に 対 応 す る 既 知 量 の 核 酸 配 列 を 含 有 す る ア レ イ と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 ア レ イ は 、 特 定 の 遺 伝 子 に 対 す る 既
知 量 の １ 本 鎖 核 酸 （ 本 明 細 書 に お い て 「 プ ロ ー ブ 」 お よ び ／ ま た は 「 プ ロ ー ブ セ ッ ト 」 と
し て も 言 及 さ れ る ） を 含 み 、 そ し て そ れ は 次 に 、 生 物 学 的 試 料 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ れ 得 る 。 核 酸 が 、 全 Ｒ Ｎ Ａ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア レ イ 上 で の 該 遺 伝 子 の 同
定 を 可 能 と す る 該 方 法 に お い て 、 固 体 支 持 体 上 に 存 在 す る よ う に 、 ア レ イ は 設 定 さ れ 得 る
。 該 実 施 態 様 に お い て 、 全 Ｒ Ｎ Ａ は 該 ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 全 Ｒ Ｎ Ａ が ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 遺 伝 子 が 、 標 準 的 技 術 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、
増 幅 核 酸 は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド で 標 識 さ れ 、 ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ ら れ 、 そ し て
Ｒ Ｎ Ａ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 該 ア レ イ 上 の 遺 伝 子 が 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は ホ ス
ホ イ メ ー ジ ャ ー 分 析 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ま た は 、 生 物 学 的 試 料 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 事 前 に 核 酸 を 標 識 す る こ と な く 、 プ ロ ー
ブ セ ッ ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 試 料 か ら 単 離 さ れ た 非 標 識 全 Ｒ Ｎ Ａ
は 、 １ 以 上 の 標 識 プ ロ ー ブ （ 標 識 プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 方 法 で 有 効 で あ る と 見 出 さ れ た 該
遺 伝 子 に 特 異 的 で あ る （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ に よ り 表 さ れ る 該 遺 伝 子 ） ） と の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 お よ び １ 以 上 の
プ ロ ー ブ １ 以 上 の プ ロ ー ブ が 標 識 を 含 み 、 こ こ で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 該 標 識 の
近 接 部 が 検 出 可 能 と な る 。 検 出 可 能 な 光 子 構 造 を 生 成 す る た め に 、 発 色 団 お よ び フ ル オ ロ
フ ォ ア で 標 識 さ れ た 核 酸 を 用 い る 例 示 的 方 法 が 、 米 国 特 許 番 号 ６ ， １ ６ ２ ， ６ ０ ３ に 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 核 酸 、 ま た は プ ロ ー ブ ／ プ ロ ー ブ セ ッ ト は 、 任 意 の 検 出 可 能 な 標 識 を 用 い て 標 識 さ れ 得
る 。 任 意 の 標 識 に 適 し た 方 法 が 用 い ら れ 、 そ し て 具 体 的 な 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 標 識 技 術
が 、 開 示 の 方 法 の 制 限 と し て 構 成 さ れ る べ き で な い こ と は 、 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 に よ り
、 理 解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 直 接 標 識 技 術 は 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 標 識 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 存 在 下 で の 酵 素 合 成
に よ る 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 例 え ば 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ３ Ｐ 、 ま た は ３ ５ Ｓ ） ま た は 蛍 光 ヌ ク レ オ
チ ド 類 似 体 の 核 酸 へ の 取 り 込 み を 含 む 。 放 射 性 同 位 元 素 標 識 は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー
ま た は ホ ス ホ イ メ ー ジ ン グ を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 蛍 光 標 識 は 、 用 い ら れ た 特 定 の 標 識 に
適 し た 放 出 お よ び 吸 光 度 ス ペ ク ト ル を 用 い て 、 直 接 検 出 さ れ 得 る 。 フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ
チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 FLUOR X［ 商 標 ］ 、 ALEXA FLUOR［ 登 録 商 標 ］ 488、 OREGON 
GREEN［ 登 録 商 標 ］ 488、 ６ － Ｊ Ｏ Ｅ （ ６ － カ ル ボ キ シ － ４ ’ ， ５ ’ － ジ ク ロ ロ － ２ ’ ， ７
’ － ジ メ ト キ シ フ ル オ レ ッ セ イ ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ） 、 ALEXA FLUOR［ 登 録 商
標 ］ 532、 Ｃ ｙ ３ 、 ALEXA FLUOR［ 登 録 商 標 ］ 546、 Ｔ Ｍ Ｒ （ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ） 、 A
LEXA FLUOR［ 登 録 商 標 ］ 568、 Ｒ Ｏ Ｘ （ Ｘ － ロ ー ダ ミ ン ） 、 ALEXA FLUOR［ 登 録 商 標 ］ 594
、 TEXAS RED［ 登 録 商 標 ］ 、 BODIPY［ 登 録 商 標 ］ 630/650、 お よ び Ｃ ｙ ５ （ Amersham Pharm
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acia Biotech, Piscataway, New Jersey, United States of America、 ま た は Molecular 
Probes Inc., Eugene, Oregon, United States of Americaか ら 市 販 ） を 含 む （ こ れ ら に
限 定 さ れ な い ） 、 任 意 の 検 出 可 能 な 蛍 光 色 素 が 用 い ら れ 得 る 。 蛍 光 タ グ は 、 赤 外 線 イ メ ー
ジ ン グ を 用 い て 検 出 さ れ 得 る ス ル ホ ン 化 シ ア ニ ン ダ イ （ Li-Cor, Inc., Lincoln, Nebrask
a, United States of Americaよ り 市 販 ） も 含 む 。 異 種 性 核 酸 試 料 の 直 接 標 識 方 法 は 、 当
該 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ し て 代 表 的 な プ ロ ト コ ー ル は 、 例 え ば 、 DeRisi et al., 1
996； Sapolsky & Lipshutz 1996； Schena et al., 1995； Schena et al., 1996； Shalon 
et al., 1996； Shoemaker et al., 1996； Wang et al., 1998で 見 出 さ れ 得 る 。 代 表 的 な
方 法 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 ６ で 説 明 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 間 接 的 標 識 技 術 も 本 発 明 の 方 法 に 従 い 用 い ら れ 、 そ し て あ る 場 合 で は 、 検 出 段 階 で 標 識
を 増 幅 す る こ と に よ り 、 希 少 な 標 的 配 列 の 検 出 を 容 易 に し 得 る 。 間 接 的 標 識 は 、 増 幅 核 酸
へ の 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 含 む エ ピ ト ー プ の 取 り 込 み を 含 み 、 そ の 後 、 プ ロ ー ブ セ ッ ト と ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る
タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 該 エ ピ ト ー プ タ グ が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ビ オ チ ン 化 ヌ ク レ オ チ ド が 、 増 幅 反 応 で 含 ま れ 、 ビ オ チ ン 標
識 核 酸 試 料 が 産 生 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に 記 載 の プ ロ ー ブ と の 該 ビ オ チ ン 標 識 試 料 の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 該 標 識 が 、 ア ビ ジ ン 接 合 フ ル オ ロ フ ォ ア （ 例 え ば 、 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン ・ フ ィ コ エ リ ト リ ン ） の ビ オ チ ン 標 識 と の 結 合 に よ り 、 検 出 さ れ 得 る 。 ま た は 、
標 識 は 、 ア ビ ジ ン ・ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 接 合 体 の
結 合 後 、 Ｈ Ｒ Ｐ 酵 素 産 物 の 比 色 分 析 的 検 出 に よ り 、 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 プ ロ ー ブ ま た は 核 酸 試 料 標 識 の 質 は 、 標 識 取 り 込 み の 特 異 的 活 性 の 決 定 に よ り 見 積 も ら
れ 得 る 。 例 え ば 、 蛍 光 標 識 の 場 合 、 取 り 込 み の 特 異 的 活 性 は 、 公 開 さ れ た 消 衰 係 数 （ Rand
olph & Waggoner 1995） を 用 い て 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ お よ び ５ ５ ０ ｎ ｍ （ Ｃ ｙ ３ の た め ） 、 ま た
は ６ ５ ０ ｎ ｍ （ Ｃ ｙ ５ の た め ） で の 吸 光 度 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 非 常 に 多 い 標 識 取 り 込 み
（ 特 異 的 活 性 ＞ １ 蛍 光 分 子 ／ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 少 量 の 標 識 を 取 り 込 ん だ プ ロ ー ブ と
比 較 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 減 少 さ せ 得 る 。 非 常 に 低 い 特 異 的 活 性 （ ＜
１ 蛍 光 分 子 ／ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 低 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 容 認 し 難 い
レ ベ ル で 生 じ 得 る 。 Worley et al., 2000を 参 照 。 従 っ て 、 標 識 方 法 が 様 々 な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ で の 実 施 に 最 適 化 さ れ な け れ ば な ら な い こ と 、 か つ 該 最 適 化 標 識 が
そ れ ぞ れ の 標 識 種 に 固 有 で な け れ ば な ら な い こ と は 、 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 に 理 解 さ れ る
だ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】

　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 マ イ ク ロ ア レ
イ （ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 検 査 さ れ る べ き 遺 伝 子 、 な ら び に 内 部 対 照 遺 伝 子 に 対 応 す る 核 酸
を 含 む ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 支 持 体 上 の そ れ ぞ れ の 位 置 が 特 定 遺 伝 子 を 同 定 す る よ
う に 、 遺 伝 子 は 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 固 体 支 持 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン お
よ び ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン を 含 む が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 固 体 支 持 体 は ま た 、 ガ ラ ス ま
た は シ リ コ ン ベ ー ス （ す な わ ち 、 遺 伝 子 「 チ ッ プ 」 ） で あ り 得 る 。 任 意 の 固 体 支 持 体 は 、
該 支 持 体 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 お よ び 検 出 段 階 に 続 い て 同 定 さ れ 得 る 特 定 の 位
置 に お け る 既 知 量 の 核 酸 の 局 在 化 の た め の 基 材 （ substrate） を 提 供 す る 限 り 、 本 発 明 の
方 法 で 用 い ら れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン
（ 例 え ば 、 GF211 Human 哲 amed Genes  GENEFILTERS［ 登 録 商 標 ］ Microarrays Release 1
、 RESGEN［ 商 標 ］ よ り 市 販 ） を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 に 既 知 の 任 意 の 適 し た 方 法 を 用 い て 集 め ら れ
、 か つ 任 意 の １ つ の マ イ ク ロ ア レ イ 構 造 ま た は 構 築 方 法 は 、 本 発 明 を 制 限 す る こ と を 意 図
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し て い な い 。 本 発 明 の 方 法 に 従 い 用 い ら れ 得 る 、 代 表 的 な マ イ ク ロ ア レ イ フ ォ ー マ ッ ト は
以 下 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 ア レ イ を プ リ ン ト す る 基 材 は 、 実 質 的 に 堅 く 、 か つ Ｄ Ｎ Ａ 固 定 お よ び 検 出 方 法 （ 例 え ば
、 蛍 光 検 出 の 場 合 、 基 材 は 、 蛍 光 色 素 励 起 波 長 領 域 で の バ ッ ク グ ラ ン ド の 蛍 光 が 低 く な け
れ ば な ら な い ） を 行 う こ と が で き る も の で な け れ ば な ら な い 。 基 材 は 、 特 定 の 適 用 に 最 も
適 し て い る と 決 定 さ れ た 、 無 孔 ま た は 多 孔 で あ り 得 る 。 代 表 的 な 基 材 は 、 ガ ラ ス 顕 微 鏡 用
ス ラ イ ド 、 ガ ラ ス カ バ ー ス リ ッ プ 、 シ リ コ ン 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 、 寒
天 ゲ ル 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 お よ び ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ
レ ン 、 ま た は ANAPORE［ 商 標 ］ （ Whatman, Maidstone, United Kingdom） メ ン ブ レ ン の 様
な メ ン ブ レ ン を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 多 孔 基 材 （ メ ン ブ レ ン お よ び ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス ） は 、 比 較 的 多 量 の プ ロ ー ブ 分 子 の
固 定 を 可 能 と し 、 そ し て 生 体 分 子 相 互 作 用 が 生 じ る ３ 次 元 親 水 性 環 境 を 提 供 す る 点 で 好 ま
し い （ Dubiley et al., 1997；  Yershov et al., 1996） 。 BIOCHIP ARRAYER［ 商 標 ］ デ ィ
ス ペ ン サ ー （ Packard Instrument Company, Meriden, Connecticut, United States of A
merica） は 、 ス ポ ッ ト サ イ ズ が ス ポ ッ ト 間 で 一 定 と な る （ １ 、 ２ 、 ま た は ４ 滴 が ス ポ ッ ト
毎 に 分 配 さ れ て も ） よ う に 、 プ ロ ー ブ を メ ン ブ レ ン に 効 果 的 に 分 配 で き る （ Englert 2000
） 。 ア レ イ は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト も 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 い 用 い ら れ る マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 は 、 ２ 次 元 （ 平 面 ） ま た は ３ 次 元 （
非 平 面 ） 構 造 の い ず れ か を 有 し 得 る 。 例 示 的 な ３ 次 元 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 FLOW-THRU［ 商
標 ］ チ ッ プ （ Gene Logic, Inc., Gaithersburg, Maryland, United States of America）
で あ り 、 そ し て そ れ は ３ 次 元 を 生 じ る た め の ゲ ル パ ッ ド を 導 入 さ れ て い る 。 該 ３ 次 元 マ イ
ク ロ ア レ イ は 、 ガ ラ ス キ ャ ピ ラ リ ー 、 シ リ コ ン 、 金 属 酸 化 物 フ ィ ル タ ー 、 ま た は 多 孔 ポ リ
マ ー を 含 む 任 意 の 適 当 な 基 材 で 構 築 さ れ 得 る 。 Yang et al., 1998； Steel et al., 2000
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 概 略 、 FLOW-THRU［ 商 標 ］ チ ッ プ （ Gene Logic, Inc.） は 、 該 チ ッ プ の 上 部 お よ び 下 部
表 面 と 接 続 す る 孔 ま た は マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル を 有 す る 有 孔 基 材 を 一 様 に 含 む 。 プ ロ ー ブ は
、 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル の 壁 に 固 定 さ れ 、 そ し て 核 酸 試 料 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶
液 は マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル を 通 っ て 流 さ れ 得 る 。 該 構 造 は 、 ２ 次 元 ア レ イ と 比 べ て 、 さ ら な
る 表 面 を 提 供 す る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ と 標 的 と の 結 合 キ ャ パ シ テ ィ ー を 増 加 さ せ る 。 米
国 特 許 番 号 ５ ， ８ ４ ３ ， ７ ６ ７ を 参 照 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 利 用 さ れ る 特 定 の 表 面 の 化 学 的 性 質 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 お よ び 基 材 調 製 に 固 有 で あ
る 。 合 成 後 の 核 酸 プ ロ ー ブ の 固 定 は 、 吸 着 、 取 り 込 み 、 お よ び 共 有 結 合 を 含 む 様 々 な ア プ
ロ ー チ に よ り 行 わ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 結 合 技 術 は プ ロ ー ブ の 活 性 を 破 壊 し な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 実 質 上 永 久 的 な 固 定 の た め 、 共 有 結 合 が 好 ま し い 。 活 性 化 シ リ カ 表 面 と 反 応 す る 有 機 官
能 基 は ほ と ん ど な い の で 、 中 間 層 が 実 質 上 永 久 的 な プ ロ ー ブ 固 定 に 望 ま し い 。 機 能 化 オ ル
ガ ノ シ ラ ン は 、 ガ ラ ス お よ び シ リ コ ン 基 材 上 の 中 間 層 と し て 用 い ら れ 得 る （ Liu & Hlady 
1996； Shriver-Lake 1998） 。 異 な る ２ 機 能 の ク ロ ス リ ン カ ー は 、 プ ロ ー ブ が 表 面 と 異 な
る 化 学 的 性 質 を 有 す る こ と を 必 要 と し 、 そ し て 同 一 種 類 の 反 応 基 と の 結 合 を 回 避 す る こ と
が 好 ま し い 。 代 表 的 な 異 な る ２ 機 能 の ク ロ ス リ ン カ ー は 、 マ レ イ ミ ド を プ ロ ー ブ の １ 級 ア
ミ ン と 結 合 さ せ 得 る γ － マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ － ス ク シ ン イ ミ ド （ Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ ） を 含 む
。 該 リ ン カ ー を 用 い る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 に 知 ら れ て お り 、 Hermanson 1990に
要 約 さ れ て い る 。 シ リ コ ン ウ エ ハ ー と の Ｄ Ｎ Ａ の 共 有 結 合 の 代 表 的 な プ ロ ト コ ー ル は 、 O'

10

20

30

40

50

(29) JP 2006-503587 A 2006.2.2

Ｉ Ｖ ． Ａ ． ア レ イ 基 材 お よ び 構 造

Ｉ Ｖ ． Ｂ ． 表 面 の 化 学 的 性 質



Donnell et al., 1997に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ガ ラ ス 基 材 を 用 い る 場 合 、 該 ガ ラ ス は 、 破 片 お よ び 他 の 沈 殿 物 を 実 質 的 に 含 ま ず 、 か つ
実 質 的 に 不 変 の 被 覆 を 有 し て い る べ き で あ る 。 そ の 製 造 中 に 沈 殿 さ れ 得 る 有 機 化 合 物 を 除
去 す る た め の ス ラ イ ド の 事 前 処 理 は 、 例 え ば 、 熱 硝 酸 中 で の 洗 浄 に よ り 成 さ れ 得 る 。 次 に
清 浄 さ れ た ス ラ イ ド は 、 蒸 気 層 技 術 を 用 い て 、 ３ － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン に
よ り 被 覆 さ れ 得 る 。 シ ラ ン の 沈 着 後 、 ス ラ イ ド を 脱 イ オ ン 水 で 洗 浄 し 、 ガ ラ ス に 接 着 し て
い な い シ ラ ン が 取 り 除 か れ 、 そ し て 無 反 応 の メ ト キ シ 基 が 該 ス ラ イ ド 上 の 隣 接 シ ラ ン 部 分
と 架 橋 結 合 す る の を 触 媒 す る 。 被 覆 の 均 一 性 は 、 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 化 学 分 析 の た め の
電 子 分 光 法 （ Ｅ Ｓ Ｃ Ａ ） ま た は 偏 光 解 析 法 に よ り 、 決 定 さ れ 得 る （ Ratner & Castner 199
7； Schena et al., 1995） 。 Worley et al., 2000も 参 照 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 約 ３ ０ ０ 塩 基 対 以 上 の プ ロ ー ブ の 接 着 に は 、 非 共 有 結 合 が 適 し て い る 。 非 共 有 結 合 の 代
表 的 な 技 術 は 、 ス ポ ッ テ ィ ン グ 溶 液 で の イ ソ チ オ シ ア ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ Ｓ Ｃ Ｎ ） の 使
用 を 含 む （ 実 施 例 ７ に 記 載 ） 。 該 方 法 を 用 い る 場 合 、 ア ミ ノ シ ラ ン 化 ス ラ イ ド は 、 該 被 覆
が そ の ま ま の ガ ラ ス と 比 較 し て 核 酸 結 合 を 改 善 す る た め 、 用 い ら れ 得 る 。 該 方 法 は 、 約 １
０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ を 用 い る ス ポ ッ テ ィ ン グ 方 法 に 対 し て 上 手 く 機 能 す る （ Worley et al., 2
000） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン の 場 合 、 該 メ ン ブ レ ン と 結 合 す る 核 酸 の 化
学 的 性 質 は 、 よ く 特 徴 付 け ら れ て い る （ Southern 1975；  Sambrook & Russell 2001） 。
ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー ア レ イ の １ つ は 、 GF211 Human 哲 amed Genes  GENEFILTERS［ 登 録 商
標 ］  Microarrays Release 1（ RESGEN［ 商 標 ］ 、 Invitrogen Corporation事 業 部 、 Calsba
d, California, United States of America） で あ る が 、 他 の ア レ イ も 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 生 物 学 的 試 料 に お い て 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る た め の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 さ ら に 以
下 で 詳 細 に 記 載 さ れ る ホ ト リ ン グ ラ フ ィ ー 方 法 お よ び マ イ ク ロ フ ル イ デ ィ ク ス 方 法 （ こ れ
ら に 限 ら れ な い ） を 含 む 、 当 該 技 術 分 野 で 利 用 可 能 な い く つ か の 方 法 の 任 意 の １ つ を 用 い
て 構 築 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ が 特 定 の 目 的 に 合 わ せ ら れ 得
る よ う に 、 構 築 方 法 は フ レ キ シ ブ ル で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 当 該 技 術 分 野 で 標 準 的 な 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 生 成 す る 技 術 は 、 一 定 か つ 再 現 可 能 な ス ポ
ッ ト を 作 成 す べ き で あ る 。 そ れ ぞ れ の ス ポ ッ ト は 一 様 で あ り 、 構 造 内 の 他 の ス ポ ッ ト か ら
適 度 に 離 れ て い な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 固 体 支 持 体 は 、 １ つ の 実 施
態 様 に お い て 、 約 １ ０ 以 上 の ス ポ ッ ト 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 約 １ ０ ０ 以 上 の ス ポ ッ ト
、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 約 １ ， ０ ０ ０ 以 上 の ス ポ ッ ト 、 そ し て な お 別 の 実 施 態 様 に お い
て 、 約 １ ０ ， ０ ０ ０ 以 上 の ス ポ ッ ト を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ス ポ ッ ト 毎 の 沈 着
量 は 、 約 １ ０ ｐ ｌ か ら 約 １ ０ ｎ ｌ で あ り 、 そ し て 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 約 ５ ０ ｐ ｌ か ら
約 ５ ０ ０ ｐ ｌ で あ る 。 ス ポ ッ ト の 直 径 は 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 約 ５ ０ μ ｍ か ら 約 １
０ ０ ０ μ ｍ で あ り 、 そ し て 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 約 １ ０ ０ μ ｍ か ら 約 ２ ５ ０ μ ｍ で あ
る 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 該 技 術 は 、 Fodor等 （ Fodor et al., 1991； Fodor et al., 1993； 米 国 特 許 番 号 ５ ， ４
４ ５ ， ９ ３ ４ ） に よ り 開 発 さ れ 、 そ し て Affymetrix, Inc. of Santa Clara, California,
 United States of Americaに よ り 市 販 さ れ て い る 。 概 略 、 該 技 術 は 、 １ つ の 特 定 の ヌ ク
レ オ チ ド が 生 成 １ 本 鎖 核 酸 に 加 え ら れ る 位 置 を 定 義 す る た め に 、 正 確 な 写 真 平 板 を 用 い る
。 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 添 加 お よ び 光 指 揮 合 成 の 一 連 の 段 階 に よ り 、 所 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 高 感 度 ア レ イ が 固 体 基 材 上 に 合 成 さ れ る 。 Digital Optical Chemistryと 呼 ば れ る
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該 方 法 の 変 法 は 、 写 真 平 板 マ ス ク の 代 わ り に 光 合 成 を 指 揮 す る た め の 鏡 を 利 用 す る （ 国 際
公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ６ ３ ３ ８ ５ ） 。 該 ア プ ロ ー チ は 、 一 般 に 、 約 ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 ま た
は そ れ 未 満 の プ ロ ー ブ に 限 ら れ る 。 Warrington et al., 2000も 参 照 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 い く つ か の 方 法 お よ び ツ ー ル が 、 固 定 ピ ン ツ ー ル を 用 い て マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト す
る た め に 開 発 さ れ て き た 。 表 面 の 接 触 プ リ ン テ ィ ン グ に お い て 、 該 ピ ン ツ ー ル は 試 料 溶 液
に 浸 漬 さ れ 、 少 量 の 流 動 体 が チ ッ プ の ピ ン 上 に 移 さ れ る 。 ピ ン ま た は ピ ン 試 料 を マ イ ク ロ
ア レ イ 表 面 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 ス ポ ッ ト を 残 し 、 そ し て そ の 直 径 は 、 ピ ン 、 流 動 体
、 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 の 表 面 エ ネ ル ギ ー に よ り 決 定 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 移 さ れ た
流 動 体 は 、 ｎ ｌ ま た は ｐ ｌ の 範 囲 の 量 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 あ る 共 通 す る 接 触 プ リ ン テ ィ ン グ 技 術 は 、 固 体 ピ ン 複 製 装 置 を 用 い る 。 複 製 装 置 の ピ ン
は 、 あ る 静 止 位 置 か ら 試 料 を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 そ し て そ れ を 固 体 支 持 体 の 所 定 の 位 置 に 移
す た め の ツ ー ル で あ る 。 複 製 ヘ ッ ド の 典 型 的 な 構 造 は 、 一 般 的 に は 、 ９ ６ お よ び ３ ８ ４ ウ
ェ ル プ レ ー ト に 適 し た 中 心 が ９ ｍ ｍ 離 れ た ８ × １ ２ フ ォ ー マ ッ ト の 固 体 ピ ン の ア レ イ で あ
る 。 該 ピ ン を ウ ェ ル に 浸 漬 し 、 持 ち 上 げ 、 マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 の 位 置 に 移 動 し 、 固 体 支 持
体 に 接 触 さ せ る た め に 下 げ ら れ 、 こ れ に よ り 試 料 が 移 さ れ る 。 該 過 程 が 全 試 料 が 完 全 に 移
さ れ る ま で 繰 り 返 さ れ る 。 Maier et al., 1994を 参 照 さ れ た い 。 固 体 ピ ン の 最 近 の 変 法 は
、 凹 底 の 固 体 ピ ン チ ッ プ の 使 用 を 含 み 、 こ れ は あ る 状 況 下 で 、 平 ら な ピ ン よ り 有 効 に プ リ
ン ト す る 。 Rose 2000を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 幅 広 い チ ッ プ 長 の マ イ ク ロ ア レ イ プ リ ン テ ィ ン グ の た め の 固 体 ピ ン は 、 例 え ば 、 TeleCh
em International, Inc. of Sunnyvale, Californiaか ら 市 販 さ れ て い る 。 TeleChemの CHI
PMAKER［ 商 標 ］ お よ び STEALTH［ 商 標 ］ ピ ン は 、 精 密 な ス テ ン レ ス ス チ ー ル シ ャ フ ト を 含
有 す る 。 試 料 の 添 加 お よ び ス ポ ッ テ ィ ン グ の た め の 供 給 所 と な る よ う に 、 ナ ロ ー ギ ャ ッ プ
は 精 密 に 作 ら れ る 。 該 ピ ン は 、 添 加 量 ０ ． ２ μ ｌ か ら ０ ． ６ μ ｌ を 有 し 、 直 径 ７ ５ μ ｍ か
ら ３ ６ ０ μ ｍ の ス ポ ッ ト サ イ ズ を 生 じ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 １ 試 料 の 添 加 に よ り 、 多 ア レ イ の プ リ ン テ ィ ン グ を 可 能 と す る た め に 、 プ リ ン テ ィ ン グ
キ ャ ピ ラ リ ー 、 ピ ン セ ッ ト 、 お よ び ス プ リ ッ ト ピ ン を 含 む 、 ク イ ル （ quill） ベ ー ス の ツ
ー ル が 開 発 さ れ て き た 。 該 プ リ ン テ ィ ン グ ツ ー ル は 、 固 体 ピ ン よ り 多 量 の 試 料 を と ど め 、
従 っ て １ 試 料 添 加 に 続 い て 多 ア レ イ の プ リ ン テ ィ ン グ が 可 能 と な る 。 ク イ ル ベ ー ス ア レ イ
は 、 キ ャ ピ ラ リ ー 作 用 に よ り 、 少 量 の 流 動 体 を マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー ト か ら 沈 着 装 置 へ 吸
い 上 げ る 。 Schena et al., 1995を 参 照 。 該 キ ャ ピ ラ リ ー の 直 径 は 、 典 型 的 に は 約 １ ０ μ
ｍ か ら 約 １ ０ ０ μ ｍ の 範 囲 に あ る 。 次 に 、 ロ ボ ッ ト が ク イ ル を 有 す る ヘ ッ ド を 所 望 の 文 注
位 置 に 動 か す 。 該 ク イ ル は 、 試 料 を 全 ス ポ ッ テ ィ ン グ 位 置 に 運 び 、 そ し て 、 こ こ で 試 料 分
画 が 沈 着 さ れ る 。 該 ク イ ル に と ど ま っ た 流 動 体 へ 作 用 す る 力 は 、 該 流 動 体 が 放 出 さ れ る の
に 十 分 で な け れ ば な ら な い 。 加 速 、 そ し て 次 に 、 該 ク イ ル を マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 に 激 突 さ
せ る こ と に よ る 原 則 は 流 動 体 放 出 を 成 し 遂 げ る 。 該 ク イ ル の チ ッ プ が 固 体 支 持 体 に 当 た る
と 、 メ ニ ス カ ス （ meniscus） は 、 チ ッ プ の 向 こ う に 広 が り 、 そ し て 基 材 に 移 さ れ る 。 多 量
の 試 料 流 動 体 を 運 ぶ こ と に よ り 、 ア レ イ 間 の ス ポ ッ テ ィ ン グ 変 動 を 最 小 と す る 。 表 面 を た
た く こ と が 流 動 体 の 移 送 に 必 要 で あ る た め 、 比 較 的 堅 い 支 持 体 、 例 え ば 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド
が 、 こ の 方 法 の 試 料 送 達 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ピ ン プ リ ン テ ィ ン グ 過 程 の 変 法 は 、 Genetic MicroSystems Inc. of Woburn, Massachus
etts, United States of Americaに よ り 開 発 さ れ た PIN-AND-RING［ 商 標 ］ 技 術 で あ る 。 こ
の 技 術 は 、 小 さ な リ ン グ を 試 料 ウ ェ ル に 浸 漬 す る こ と 、 お よ び そ れ を 取 り 出 し 、 該 リ ン グ
中 の 液 体 を と ら え る こ と を 含 む 。 次 に 、 固 体 ピ ン が リ ン グ 中 の 試 料 に よ り 押 さ れ 、 該 ピ ン
の 平 ら な 端 に と ら え ら れ た 試 料 が 、 表 面 に 沈 着 さ れ る 。 Mace et al., 2000を 参 照 さ れ た
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い 。 PIN-AND-RING［ 商 標 ］ 技 術 は 、 堅 い 支 持 体 、 ま た は 寒 天 、 ゲ ル 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、
お よ び ナ イ ロ ン の 様 な 軟 基 材 に 適 し て い る 。 PIN-AND-RING［ 商 標 ］ を 利 用 す る 代 表 的 な 装
置 は 、 417［ 商 標 ］ Arrayer（ Affymetrix, Inc. of Santa Clara, California, United St
ates of Americaよ り 市 販 ） で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ア レ イ レ イ ア ウ ト オ プ シ ョ ン 、 プ リ ン ト エ リ ア 、 プ リ ン ト ヘ ッ ド 構 造 、 試 料 添 加 、 プ レ
プ リ ン テ ィ ン グ 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 特 性 、 試 料 溶 液 特 性 、 ピ ン 速 度 、 ピ ン 洗 浄 、 プ リ ン
テ ィ ン グ 時 間 、 再 現 性 、 お よ び プ リ ン テ ィ ン グ 処 理 量 を 含 む 、 接 触 プ リ ン テ ィ ン グ 方 法 と
関 連 す る さ ら な る 手 続 的 考 慮 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 Rose 2000に 要 約
さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】

　 非 接 触 イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ の 代 表 的 な 方 法 は 、 流 動 体 貯 蔵 場 所 と 密 接 に 並 ん
だ 圧 電 性 結 晶 を 用 い る 。 １ つ の 構 造 は 、 圧 電 性 結 晶 を 、 試 料 流 動 体 を 取 り 込 ん だ ガ ラ ス キ
ャ ピ ラ リ ー と 共 に 配 置 す る 。 該 試 料 は 貯 蔵 場 所 に 吸 い 上 げ ら れ 、 そ し て 結 晶 は 電 圧 を か け
ら れ 、 こ れ に よ り 該 結 晶 は 変 形 さ れ 、 キ ャ ピ ラ リ ー が 圧 迫 さ れ 、 そ し て 少 量 の 流 動 体 が チ
ッ プ か ら 押 し 出 さ れ る 。 圧 電 性 ポ ン プ は 、 コ ン ト ロ ー ル 可 能 な 高 速 ジ ェ ッ ト 速 度 お よ び 一
定 量 の 沈 着 を も た ら す 。 大 抵 の 圧 電 性 ポ ン プ は 、 例 え ば 、 フ レ キ シ ブ ル な キ ャ ピ ラ リ ー の
取 り 付 け に よ り 、 試 料 供 給 源 ま た は 洗 浄 溶 液 と 直 接 つ な げ ら れ る こ と を 必 要 と す る 一 方 向
性 の ポ ン プ で あ る 。 該 キ ャ ピ ラ リ ー お よ び ジ ェ ッ ト 口 は 、 分 子 が 取 ら れ な い よ う に 、 十 分
な 内 部 径 で な け れ ば な ら な い 。 該 キ ャ ピ ラ リ ー に 含 有 さ れ る 流 動 体 の 空 隙 用 量 は 、 典 型 的
に は 、 約 １ ０ ０ μ ｌ か ら 約 ５ ０ ０ μ ｌ の 範 囲 で あ り 、 一 般 的 に 回 収 不 可 能 で あ る 。 米 国 特
許 番 号 ５ ， ９ ６ ５ ， ３ ５ ２ を 参 照 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 液 体 の 流 れ ま た は 表 面 に 熱 圧 力 、 音 圧 力 、 ま た は 振 動 圧 力 を か け る 装 置 が 、 イ ン ク ジ ェ
ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ に も 用 い ら れ 得 る 。 Theriault et al., 1999を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 シ リ ン ジ 電 磁 的 技 術 は 、 シ リ ン ジ ポ ン プ を 極 小 電 磁 弁 と 組 合 せ 、 ｎ ｌ の 試 料 用 量 を 定 量
的 に 分 注 す る 。 高 分 解 性 シ リ ン ジ ポ ン プ は 、 開 閉 弁 に よ り 、 高 速 極 小 電 磁 弁 お よ び 貯 蔵 場
所 と つ な げ ら れ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン テ ィ ン グ す る た め 、 シ ス テ ム は シ ス テ ム 流 動
体 、 典 型 的 に は 、 水 で 満 た さ れ 、 そ し て シ リ ン ジ は 電 磁 弁 に つ な げ ら れ る 。 シ リ ン ジ を 引
く と 、 試 料 が チ ッ プ 内 の 上 方 に 移 動 す る 。 次 に 、 極 小 電 磁 弁 を 開 け る こ と で 、 小 滴 が 表 面
に 排 出 さ れ る よ う に 、 該 シ リ ン ジ は シ ス テ ム に 圧 力 を か け る 。 該 構 造 に よ り 、 最 小 分 注 量
は 、 ４ ｎ ｌ か ら ８ ｎ ｌ の オ ー ダ ー と な る 。 容 積 式 特 性 の 分 配 機 序 に よ り 、 実 質 的 に 信 頼 で
き る シ ス テ ム を 生 じ る 。 米 国 特 許 番 号 ５ ， ７ ４ ３ ， ９ ６ ０ お よ び ５ ， ９ １ ６ ， ５ ２ ４ を 参
照 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 こ の 方 法 は 、 帯 電 分 子 を ブ ラ ン ク マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 、 例 え ば 、 NANOCHIP［ 商 標 ］ 基 材
（ Nanogen Inc., San Diego, California, United States of America） の 特 定 の 位 置 に
配 置 す る こ と を 含 む 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 該 マ イ ク ロ チ ッ プ に 導 入 さ れ 、 負 に 帯 電 し た プ ロ ー
ブ は 選 択 さ れ た 帯 電 位 置 （ こ こ で そ れ は 濃 縮 さ れ 、 そ し て 結 合 さ れ る ） に 移 動 す る 。 異 な
る プ ロ ー ブ の 一 連 の 方 法 は 、 プ ロ ー ブ の ア レ イ を 別 の 位 置 に ア セ ン ブ ル す る た め に 行 わ れ
得 る 。 米 国 特 許 番 号 ６ ， ２ ２ ５ ， ０ ５ ９ お よ び 国 際 公 開 公 報 番 号 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ２ ３ ０ ８ ２ を
参 照 。
【 ０ １ ５ ５ 】

　 本 発 明 の 方 法 に 従 い 用 い ら れ 得 る 代 わ り の ア レ イ は 、 シ リ コ ン の 様 な 半 導 体 表 面 で 合 成
さ れ た １ 、 ま た は ２ 、 ３ の 原 子 層 か ら な る 極 小 さ な 構 造 （ ナ ノ 構 造 ） を 提 供 す る 。 該 ナ ノ
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構 造 は 、 分 子 の ３ 次 元 形 態 お よ び 電 気 化 学 特 性 に 正 確 に 対 応 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ ゆ
え 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 核 酸 を 認 識 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 米 国 特 許 番 号 ６ ， １
２ ３ ， ８ １ ９ を 参 照 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 用 語 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 お よ び 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は そ れ ぞ
れ 、 配 列 が 、 複 合 体 核 酸 混 合 物 （ 例 え ば 、 全 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） に 存 在 す る 場 合 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の み と 結 合 、 ２ 本 差 形 成 、 ま た は ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 用 語 「 実 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 プ ロ ー ブ 核 酸 分 子 と 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る
実 質 的 に 同 一 の 標 的 核 酸 配 列 と の 間 の 相 補 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 意 味 す る 。 実 質 的
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 一 般 的 に 、 当 該 技 術 分 野 で 認 識 さ れ る 技 術 を 用 い て 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 低 減 さ せ る こ と に よ り 、 可 能 と さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 と 関 連 し て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 」 お よ び 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 条 件 」 は 、 配 列 か
つ 環 境 依 存 性 で あ る 。 長 い 配 列 ほ ど 、 高 い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 一 般 的 に
、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強
度 お よ び ｐ Ｈ で の 特 定 の 配 列 の 融 点 （ Ｔ ｍ ） よ り 約 ５ ℃ 低 い も の が 選 択 さ れ る 。 Ｔ ｍ は 、
標 的 配 列 の ５ ０ ％ が 、 完 全 一 致 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 （ 定 義 さ れ た イ オ ン 強
度 お よ び ｐ Ｈ の 下 ） で あ る 。 非 常 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 特 定 の プ ロ ー ブ の Ｔ ｍ と
等 し い も の が 選 択 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 下 で 、 プ ロ ー ブ は 、
そ の 標 的 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 他 の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 詳 細 な 案 内 は 、 Tijssen 1993で 見 出 さ れ る 。 一 般 的 に 、
同 一 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に お い て 、 負 の 対 照 プ ロ ー ブ に つ い て 観 察 さ れ う
も の よ り 、 ２ 倍 （ ま た は 、 高 い ） の ノ イ ズ に 対 す る シ グ ナ ル の 比 は 、 特 異 的 ま た は 実 質 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が
利 用 さ れ る 必 要 が な く な る こ と が 理 解 さ れ る 。 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ の １ つ に よ り 表 さ れ る
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 、 配 列 番 号 ： １ ～ ７ ０ で 説 明 さ れ る 配 列 の 任 意 の 代
表 的 フ ラ グ メ ン ト ま た は 部 分 配 列 が 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
と 組 み 合 わ せ て 、 利 用 さ れ 得 る 。 結 果 的 に 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を ア ッ セ イ す る た め に 用 い
ら れ る 核 酸 配 列 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ま た は 、 そ の 部 分 ） 、 ５ ’ 非 翻 訳 領
域 、 お よ び ／ ま た は ３ ’ 非 翻 訳 領 域 に 対 応 す る 配 列 を 含 み 得 る 。 参 考 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
が 特 異 的 に 決 定 さ れ る こ と を 可 能 と す る 任 意 の 核 酸 配 列 が 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 と
共 に 利 用 さ れ 得 る こ と は 、 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 増 幅 お よ び 標 識 核 酸 試 料 は 、 多 数 の 同 定 位 置 を 含 む 連
続 的 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ て い る プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 代 表 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ る 。 高 感 度 の ガ ラ ス ベ ー
ス の マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 の た め 、 少 な く と も 一 部 分 、 蛍 光 標 識 の 存 在 に よ り 核 酸 ２ 本 鎖 が
不 安 定 と な る の で 、 ６ ５ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 典 型 的 な 使 用 に は あ ま り に ス
ト リ ン ジ ェ ン ト で あ る （ Randolph & Waggoner 1997） 。 ま た は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
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は 、 Pieutu et al., 1996に 記 載 の ホ ル ム ア ミ ド ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ
ァ ー 中 で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ フ ォ ー マ ッ ト は 、 電 気 化 学 的 増 強 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る 適 性
に 基 づ く 使 用 の た め に 選 択 さ れ 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 、 ま た は マ イ ク ロ ア レ イ の １ 以 上 の
異 な る 位 置 へ の 電 流 供 給 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ に 近 接 す る 標 的
核 酸 試 料 の 局 在 化 を 容 易 に す る 。 ア レ イ プ ロ ー ブ に 隣 接 す る 標 的 核 酸 の 濃 縮 は 、 試 料 中 の
核 酸 の プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 す る 。 さ ら に 、 電 気 的 な ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー コ ン ト ロ ー ル は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 非 結 合 お よ び 非 特 異 的 結 合 Ｄ Ｎ Ａ の
除 去 を 可 能 と す る 。 米 国 特 許 番 号 ６ ， ０ １ ７ ， ６ ９ ６ お よ び ６ ， ２ ４ ５ ， ５ ０ ８ を 参 照 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 増 幅 お よ び 標 識 核 酸 試 料 は 、 溶 液 中 の １ 以 上 の プ ロ ー
ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 約 １ ０ ０ 以 上 の 相 補 的 残 基 を 有 す る 相 補 的 核 酸 の 代 表 的 な ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 ヘ パ リ ン １ ｍ ｇ を 含 む ５ ０ ％ 　 ホ ル ム
ア ミ ド 中 、 ４ ２ ℃ 、 一 晩 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条
件 の 例 は 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 、 ６ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 洗 浄 条 件 の 例 は 、 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ ァ ー 中 、 ６ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ る （ Ｓ Ｓ Ｃ
バ ッ フ ァ ー の 記 載 に つ い て は 、 Sambrook & Russell 2001を 参 照 さ れ た い ） 。 高 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 洗 浄 は 、 バ ッ ク グ ラ ン ド の プ ロ ー ブ シ グ ナ ル を 取 り 除 く た め に 低 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 洗 浄 が ま ず 行 わ れ 得 る 。 約 １ ０ ０ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ２ 本 鎖 の た め の 中 程
度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 例 は 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 、 ４ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ る 。 約 １
０ ０ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ２ 本 鎖 の た め の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 の 例 は 、 ４ ～
６ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 、 ４ ０ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド の 様
な 不 安 定 化 剤 の 添 加 に よ っ て も 成 し 遂 げ ら れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 短 い プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 約 １ ０ か ら ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） の た め 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 は 、 典 型 的 に は 、 約 １ Ｍ 　 Ｎ ａ ＋ イ オ ン 未 満 の 塩 濃 度 、 典 型 的 に は 、 約 ０ ． ０ １ Ｍ か ら
１ Ｍ 　 Ｎ ａ ＋ イ オ ン 濃 度 （ ま た は 他 の 塩 ） （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ～ ８ ． ３ ） を 含 み 、 そ し て 温 度 は
典 型 的 に は 少 な く と も 約 ３ ０ ℃ で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 必 要 に 応 じ て 、 核 酸 ２ 本 鎖 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド は 、 検 出 ア ッ セ イ を 含 む 連 続 分 析 の た め
の 溶 液 か ら 取 り 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 単 純 ア ッ セ イ に お い て 、 １ プ ロ ー ブ セ ッ ト は 、 標 的
核 酸 試 料 か ら も た ら さ れ た 増 幅 か つ 標 識 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 Ｄ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を 認 識 す る 抗 体 を 用 い て 、 連 続 的 分 析
の た め 該 ハ イ ブ リ ッ ド が 沈 殿 さ れ る 。 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 沈 殿 物 中 の 標 識 を 検 出 す
る こ と に よ り 、 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 代 わ り の 取 り 込 み 技 術 は 、 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 、 例 え ば 、 ヒ ス
チ ジ ン タ グ を 含 む プ ロ ー ブ を 用 い る 場 合 、 金 属 親 和 性 カ ラ ム に よ り 精 製 と し て 用 い ら れ 得
る 。 別 の 例 と し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 試 料 は 、 ア ル カ リ 処 理 （ こ こ で 、 ２ 本 鎖 ハ イ ブ
リ ッ ド は 保 護 さ れ 、 一 方 非 ハ イ ブ リ ダ イ ズ １ 本 鎖 鋳 型 お よ び 過 剰 の プ ロ ー ブ は 加 水 分 解 さ
れ る ） に よ り 、 加 水 分 解 さ れ 得 る 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド は 、 さ ら な る 分 析 の た め 、 任 意 の
核 酸 精 製 技 術 を 用 い て 集 め ら れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 同 時 に 決 定 す る た め に 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト は
、 異 な る 標 識 の プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト に よ り 、 区 別 さ れ 得 る 。 ま た は 、 プ ロ ー ブ
ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト は 、 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 容 器 に 空 間 的 に 分 け ら れ 得 る 。
そ れ ぞ の ア プ ロ ー チ の 代 表 的 な 実 施 態 様 が 、 以 下 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
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　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 固 有 の 標 識 を 有 す る プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト が 、 分 析
さ れ る べ き そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 第 １ の プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー
ブ セ ッ ト は 、 第 １ の 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ 、 そ し て 第 ２ の プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト は
、 第 ２ の 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ 得 る 。 多 標 識 の 実 験 は 、 そ れ ぞ れ の 標 識 の 検 出 を 最 適 化 す る
た め に 標 識 特 徴 お よ び 検 出 技 術 を 考 慮 す べ き で あ る 。 代 表 的 な 第 １ お よ び 第 ２ の 蛍 光 標 識
は 、 良 好 な 対 比 お よ び 最 小 の シ グ ナ ル 漏 出 で 分 析 さ れ 得 る 、 Ｃ ｙ ３ お よ び Ｃ ｙ ５ （ Amersh
am Pharmacia Biotech, Piscataway, New Jersey, United States of America） で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト に 固 有 の 標 識 は 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ
ッ ト が 接 着 さ れ る 標 識 ミ ク ロ ス フ ェ ア を さ ら に 含 み 得 る 。 代 表 的 な シ ス テ ム は 、 LabMAP（
Luminex Corporation, Austin, Texas, United States of America） で あ る 。 概 略 、 LabM
AP（ Laboratory Multiple Analyte Profiling） 技 術 は 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア と 呼 ば れ る 、 色
分 け さ れ た 微 小 ビ ー ズ の 表 面 上 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 含 む 分 子 反 応 を 行 う こ
と を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 に 従 い 用 い ら れ る 場 合 、 個 々 の プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ セ ッ ト は
、 そ れ ら が ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ 得 る よ う に 、 １ つ の 色 分 け さ れ た ビ ー ズ と 接 着 さ れ る
。 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 増 幅 核 酸 試 料 の 検 出 可 能 な 標 識 （ 検 出 可 能 な 標 識 は
、 個 々 の ミ ク ロ ス フ ェ ア を 同 定 す る た め に 用 い ら れ た そ れ ぞ れ の 色 分 け か ら 区 別 さ れ 得 る
） を 用 い て 、 測 定 さ れ る 。 増 幅 、 標 識 核 酸 試 料 の プ ロ ー ブ セ ッ ト を 含 む ミ ク ロ ス フ ェ ア と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 を 分 析 し 、 色 コ ー ド
、 な ら び に ミ ク ロ ス フ ェ ア と 結 合 し た 核 酸 試 料 の 標 識 が 検 出 さ れ る 。 Vignali 2000； Smit
h et al., 1998； 国 際 公 開 公 報 番 号 Ｗ Ｏ ０ １ ／ １ ３ １ ２ ０ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ １ ４ ５ ８ ９ 、 Ｗ Ｏ
９ ９ ／ １ ９ ５ １ ５ 、 お よ び Ｗ Ｏ ９ ７ ／ １ ４ ０ ２ ８ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ２ 本 鎖 ま た は ３ 本 鎖 を 検 出 す る 方 法 は 、 利 用 さ れ た 標 識 に 従 い
、 選 択 さ れ る 。
　 放 射 性 標 識 （ 例 え ば 、 ３ ２ Ｐ － 、 ３ ３ Ｐ － 、 ま た は ３ ５ Ｓ － ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ） の 場 合 、 検 出 は
、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 、 ま た は 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 に 既 知 の ホ ス ホ イ メ ー ジ
ャ ー を 用 い る こ と に よ り 、 成 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 検 出 方 法 は 自 動 化 さ れ
、 そ し て 多 数 の 試 料 の 同 時 検 出 に 適 合 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 共 通 研 究 設 備 は 、 GSI Lumonics（ Watertown, Massachusetts, United States of Ameri
ca） 、 Amersham Pharmacia Biotech／ Molecular Dynamics（ Sunnyvale, California, Uni
ted States of America） 、 Applied Precision Inc. （ Issauah, Washington, United St
ates of America） 、 Genomic Solutions Inc.（ Ann Arbor, Michigan, United States of
 America） 、 Genetic MicroSystems Inc.（ Woburn, Massachusetts, United States of A
merica） 、 Axon（ Foster City, California, United States of America） 、 Hewlett Pac
kard（ Palo Alto, California, United States of America） 、 お よ び Virtek（ Woburn, M
assachusetts, United States of America） の 機 械 を 含 む 高 処 理 蛍 光 検 出 を 行 う た め に 開
発 さ れ た 。 市 販 の シ ス テ ム の 多 く は 、 光 電 子 増 倍 管 検 出 を 伴 う 、 い く つ か の 形 態 の ス キ ャ
ニ ン グ 技 術 を 用 い る 。 蛍 光 試 料 を 分 析 す る 場 合 に 考 慮 す る 基 準 は 、 Alexay et al., 1996
に よ り 要 約 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 試 料 ま た は プ ロ ー ブ は 、 赤 外 線 、 近 赤 外 線 、 ま た は 赤 外 線
蛍 光 ダ イ で 標 識 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 増 幅 核 酸 お よ び プ ロ ー ブ の 混 合
物 が 、 レ ー ザ ー ダ イ オ ー ド お よ び セ ン サ ー （ こ こ で 、 レ ー ザ ー が 、 蛍 光 標 識 の 吸 収 ス ペ ク
ト ル 内 の 波 長 で の ス キ ャ ニ ン グ 光 に よ り ス キ ャ ン し 、 そ し て 光 が 標 識 の 放 出 波 長 で 送 ら れ
る ） に よ り 光 電 子 的 に ス キ ャ ン さ れ る 。 米 国 特 許 番 号 ６ ， ０ ８ ６ ， ７ ３ ７ ； ５ ， ５ ７ １ ，
３ ８ ８ ； ５ ， ３ ４ ６ ， ６ ０ ３ ； ５ ， ５ ３ ４ ， １ ２ ５ ； ５ ， ３ ６ ０ ， ５ ２ ３ ； ５ ， ２ ３ ０ ，
７ ８ １ ； ５ ， ２ ０ ７ ， ８ ８ ０ ； お よ び ４ ， ７ ２ ９ ， ９ ４ ７ を 参 照 さ れ た い 。 ODYSSEY［ 商

10

20

30

40

50

(35) JP 2006-503587 A 2006.2.2

Ｖ Ｉ ． 検 出



標 ］ 赤 外 線 イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム （ Li-Cor, Inc., Lincoln, Nebraska, United States o
f America） が 、 デ ー タ 収 集 お よ び 分 析 の た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 エ ピ ト ー プ 標 識 が 用 い ら れ る と 、 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は 化 合 物 を 用 い
て 、 該 エ ピ ト ー プ が 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 酵 素 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 分 光 高 度 計 ま
た は 照 度 計 を 用 い て 測 定 可 能 な 比 色 分 析 ま た は 蛍 光 反 応 産 物 の 発 生 に よ り 、 連 続 的 に 検 出
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 INVADER［ 商 標 ］ 技 術 （ Third Wave Technologies, Madison,
 Wisconsin, United States of America） を 用 い て 、 標 的 核 酸 ／ プ ロ ー ブ 複 合 体 が 検 出 さ
れ る 。 概 略 、 核 酸 切 断 部 位 （ 例 え ば 、 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 様 々 な 酵 素 に よ り 認
識 さ れ る も の ） が 、 標 的 配 列 上 に 生 成 さ れ 、 そ し て 該 標 的 配 列 が 部 位 特 異 的 方 法 で 切 断 さ
れ 、 こ れ に よ り 、 特 異 的 核 酸 配 列 ま た は そ の 特 異 的 バ リ エ ー シ ョ ン の 存 在 を 示 す 。 米 国 特
許 番 号 ５ ， ８ ４ ６ ， ７ １ ７ ； ５ ， ９ ８ ５ ， ５ ５ ７ ； ５ ， ９ ９ ４ ， ０ ６ ９ ； ６ ， ０ ０ １ ， ５
６ ７ ； お よ び ６ ， ０ ９ ０ ， ５ ４ ３ を 参 照 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 標 的 核 酸 ／ プ ロ ー ブ 複 合 体 は 、 増 幅 分 子 、 例 え ば 、 Lisle et a
l., 2001に 記 載 の ポ リ ｄ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 検 出 さ れ る 。 概 略 、 テ ザ ー プ ロ ー
ブ が 、 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 標 的 核 酸 に 対 し て 利 用 さ れ る 。 当 該 技 術 分 野 の 技
術 者 に 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 任 意 の 核 酸 配 列 に 付 加 さ れ 得 る 、 ポ リ ｄ Ｔ 配 列 を 有 す る 標 的
核 酸 は 、 ポ リ ｄ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 増 幅 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 短 い オ リ ゴ
ｄ Ｔ ４ ０ シ グ ナ ル 伝 達 部 分 は 、 任 意 の 適 当 な 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 、 化 学 発 光 、 放 射 性 同 位
体 標 識 ） で 標 識 さ れ る 。 短 い オ リ ゴ ｄ Ｔ ４ ０ シ グ ナ ル 伝 達 部 分 は 、 分 子 に 続 い て ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ れ 、 そ し て 該 標 識 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 分 光 学 は 、 本 明 細 書 で 記 載 の ラ ン ダ ム に 増 幅 さ れ た 核 酸 と プ ロ ー ブ
と の 間 で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ２ 本 鎖 を 検 出 す る た め に も 用 い ら れ 得 る 。 例
え ば 、 Heaton et al., 2001； Nelson et al., 2001； Guedon et al., 2000を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ １ ７ ８ 】

　 統 計 上 最 も 有 意 な 対 照 集 団 と 比 較 し て 、 Ｓ Ｌ Ｅ 患 者 で 最 も 低 発 現 し て い る 遺 伝 子 が 選 択
さ れ 、 そ れ ら を 用 い て 、 自 己 免 疫 疾 患 の 個 体 が 分 類 さ れ る か が 決 定 さ れ 、 そ し て 新 た な 試
料 が 自 己 免 疫 疾 患 ま た は 対 象 個 体 か ら も た ら さ れ た か 否 か が 予 測 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
表 １
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方 程 式 で 用 い ら れ る 遺 伝 子



【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ０ 】
表 １ の 続 き
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ １ 】

　 表 １ で 挙 げ ら れ る 遺 伝 子 そ れ ぞ れ の 発 現 レ ベ ル が 、 上 記 の よ う に 決 定 さ れ た 。 そ れ ぞ れ
の 遺 伝 子 に つ い て 、 対 照 集 団 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ 集 団 の 平 均 発 現 レ ベ ル が 合 計 さ れ 、 そ し て ２ で
割 ら れ る （ す な わ ち 、 （ 対 照 平 均 ＋ Ｓ Ｌ Ｅ 平 均 ／ ２ ） ） 。 該 値 の 決 定 後 、 ３ ５ の 遺 伝 子 そ
れ ぞ れ の 発 現 レ ベ ル が 、 そ れ ぞ れ の 対 象 に つ い て 調 べ ら れ た 。 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て
、 値 ０ は 、 該 遺 伝 子 に つ い て の 発 現 レ ベ ル が 、 上 で 決 定 さ れ た 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 低 い 対
象 の 遺 伝 子 に 対 し て 指 定 さ れ た 。 個 々 の 対 象 の 発 現 レ ベ ル が 平 均 発 現 レ ベ ル よ り 高 い と 、
該 遺 伝 子 は 値 １ と 指 定 さ れ た 。 次 に 指 定 さ れ た 値 を 加 え 、 合 計 を 得 た （ 最 小 値 ＝ ０ ； 最 大
値 ＝ ３ ５ ） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 対 照 個 体 の ス コ ア 範 囲 は 、 １ ８ ～ ３ ５ で あ り 、 １ １ の 対 照 個 体 の う ち ８ で ス コ ア ３ ５ と
な っ た 。 該 分 析 が 正 常 免 疫 対 象 に 適 用 さ れ る と 、 該 ス コ ア は ２ ６ ～ ３ ５ の 範 囲 と な っ た 。
し か し な が ら 対 照 的 に 、 自 己 免 疫 疾 患 の 対 象 の ス コ ア 範 囲 は 、 次 の ： Ｓ Ｌ Ｅ に つ い て ０ ～
５ ； Ｒ Ａ に つ い て ０ ～ ６ 、 １ 型 糖 尿 病 に つ い て ０ ～ １ ； お よ び Ｍ Ｓ に つ い て ０ で あ っ た （
ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ ０ ０ １ ） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
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Ｖ Ｉ Ｉ ． Ｂ ． 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 を 予 測 す る た め の 方 程 式 の 使 用



　 最 初 の 分 析 に 含 ま れ な か っ た Ｓ Ｌ Ｅ お よ び Ｒ Ａ 患 者 群 が 次 に 検 査 さ れ 、 上 で 開 示 の ス ト
ラ テ ジ ー の 予 測 値 が 調 べ ら れ た 。 該 患 者 で 得 ら れ た ス コ ア 範 囲 は 、 Ｓ Ｌ Ｅ に つ い て ０ ～ ５
、 そ し て Ｒ Ａ に つ い て ０ ～ ６ で あ っ た 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で 開 示 の 方 法 を 用 い て 、 疾 患 状
態 が 未 知 の 対 象 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 ま た は 非 存 在 が 、 対 象 か ら 単 離 さ れ た 全 Ｒ Ｎ
Ａ を 上 記 分 析 の 対 象 と し 、 そ し て 既 に 記 載 の ス コ ア を 得 る こ と に よ り 、 検 出 さ れ 得 る 。 該
実 施 態 様 に お い て 、 ス コ ア ８ ま た は そ れ 未 満 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 存 在 を 示 唆 し 、 一 方 ス コ
ア １ ５ ま た は そ れ 以 上 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 非 存 在 を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 次 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 方 法 を 説 明 す る た め に 含 め ら れ て い る 。 次 の 実 施 例 の あ る 種 の
態 様 は 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 上 手 く 機 能 す る こ と が 本 発 明 者 に よ り 見 出 さ れ る か 、 ま た
は 考 慮 さ れ た 技 術 お よ び 方 法 に 関 し て 記 載 さ れ る 。 該 実 施 例 は 、 本 発 目 者 の 標 準 的 な 実 験
室 で の 実 施 を 説 明 す る 。 本 発 明 の 開 示 お よ び 当 該 技 術 分 野 の 技 術 者 の 一 般 的 レ ベ ル に 照 ら
し 、 当 該 技 術 者 は 、 次 の 実 施 例 が 説 明 の み を 意 図 さ れ て い る こ と 、 お よ び 多 く の 変 化 、 修
飾 、 お よ び 変 更 が 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 利 用 さ れ 得 る こ と を 理 解 す る で あ
ろ う 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 ９ 人 の 対 照 対 象 （ 年 齢 ２ ７ ～ ５ ８ 歳 ） を 、 イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン 前 お よ び 後 に 検 査 し
た 。 Ｒ Ａ 患 者 （ ｎ ＝ ２ ０ ； 年 齢 ４ ６ ～ ６ ８ 歳 ） 、 Ｓ Ｌ Ｅ 患 者 （ ｎ ＝ ２ ４ ； 年 齢 ２ ２ ～ ７ ３
歳 ） 、 １ 型 糖 尿 病 患 者 （ ｎ ＝ ５ ； 年 齢 ２ ０ ～ ４ ６ 歳 ） 、 お よ び Ｍ Ｓ （ ｎ ＝ ４ ； 年 齢 ３ ７ ～
５ ４ 歳 ） も 、 該 検 査 に 登 録 し た 。 そ れ ぞ れ の 自 己 免 疫 疾 患 の 臨 床 的 診 断 が 、 登 録 の 唯 一 の
基 準 で あ っ た 。 影 響 を 受 け て い な い フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー も 、 該 検 査 に 含 み （ ｎ ＝ ４ 、 ３ ３
～ ５ ４ 歳 ） 、 う ち ３ 人 が Ｓ Ｌ Ｅ 患 者 個 体 で あ り 、 １ 人 が Ｒ Ａ 小 児 個 体 で あ っ た 。 検 査 群 に
お け る 男 性 対 女 性 の 比 は 、 約 ３ ： １ で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 フ ィ コ ー ル ・ ハ イ パ ッ ク （ Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, United States of A
merica） 勾 配 で の 遠 心 に よ り 、 実 施 例 １ の 集 団 か ら 採 取 し た ヘ パ リ ン 添 加 血 液 か ら 、 末 梢
血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 単 離 し た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 中 の 白 血 球 分 布 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に
よ り 決 定 し た 。 全 Ｒ Ｎ Ａ を 、 製 造 元 （ Molecular Research Center, Cincinnati, Ohio, U
nited States of America） の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 TRI REAGENT［ 登 録 商 標 ］ に よ り 単 離
し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 Ｒ Ｎ Ａ 標 識 は ３ 段 階 ； プ ラ イ ミ ン グ 、 伸 長 、 お よ び プ ロ ー ブ 精 製 を 必 要 と し た 。 プ ラ イ
ミ ン グ の た め 、 全 Ｒ Ｎ Ａ １ ～ １ ０ μ ｇ （ ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー ト （ Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ ） 処 理 水 ８
． ０ μ ｌ 未 満 の 用 量 中 ） 、 お よ び オ リ ゴ ｄ Ｔ ２ ． ０ μ ｇ （ １ ０ ～ ２ ０ ｍ ｅ ｒ 混 合 物 ； １ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ） を 、 １ ． ５ ｍ ｌ の 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ に 全 量 １ ０ μ ｌ で 混 合 し た （ バ ラ ン ス ； Ｄ
Ｅ Ｐ Ｃ 処 理 水 ） 。 該 チ ュ ー ブ を ７ ０ ℃ に １ ０ 分 間 置 き 、 次 に 短 時 間 、 軽 く 氷 冷 し た 。 伸 長
の た め 、 ５ × フ ァ ー ス ト ス ト ラ ン ド バ ッ フ ァ ー （ Invitrogenカ タ ロ グ 番 号 Ｙ ０ ０ １ ４ ６ ）
６ ． ０ μ ｌ 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 　 １ ． ０ μ ｌ 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 　 １ ． ５ μ ｌ （ ２ ０ ｍ Ｍ 　
各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ） 、 お よ び SUPERSCRIPT［ 商 標 ］ II逆 転 写 酵 素 （ Invitrogen） １ ． ５ μ ｌ を 、
該 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ に 添 加 し た 。 ３ ３ Ｐ － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ １ ０ ｍ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ ； 特 異 的 活 性 ３ ０
０ ０ Ｃ ｉ ／ ｍ ｍ ｏ ｌ ； ICN Biomedicals Inc., Irvine, California, United States of A
merica） を 該 微 量 遠 心 チ ュ ー ブ に 添 加 し 、 内 容 物 を 完 全 に 混 合 し 、 そ し て 該 チ ュ ー ブ を ３
７ ℃ で ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ ロ ー ブ 精 製 を 、 伸 長 反 応 混 合 物 を Bio-Spin 6
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, United Sta
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tes of America） を 通 す こ と で 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】

　 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 単 離 し た ３ ３ Ｐ 標 識 全 Ｒ Ｎ Ａ ５ μ ｇ を GF211 GENEFILTERS［ 登 録 商 標 ］ メ
ン ブ レ ン （ RESGEN［ 商 標 ］ 、 Invitrogen Corporation事 業 部 、 Carlsbad, California, Un
ited States of America； GF211メ ン ブ レ ン に 存 在 す る 遺 伝 子 を 、 RESGEN［ 商 標 ］ の ftpサ
イ ト ： ftp://ftp.resgen.com/pub/GENEFILTERSで 見 出 し 得 る ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 先 立 ち 、 フ ィ ル タ ー を ０ ． ５ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ で 前 処 理 し た 。 該 Ｓ Ｄ
Ｓ 溶 液 を 沸 騰 す る ま で 加 熱 し 、 メ ン ブ レ ン に 加 え 、 そ し て 次 に そ れ を 、 Ｓ Ｄ Ｓ 溶 液 中 で 軽
く 攪 拌 し な が ら ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 前 処 理 後 、 フ ィ ル タ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ロ ー ラ ー チ ュ ー ブ （ ３ ５ × １ ５ ０ ｍ ｍ
； Ｄ Ｎ Ａ 側 は 該 チ ュ ー ブ の 内 側 に 面 し て い る ） に 置 い て プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て MI
CROHYB［ 商 標 ］ 溶 液 （ RESGEN［ 商 標 ］ ） ５ ｍ ｌ を 該 チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。 さ ら な る ブ ロ ッ
キ ン グ 剤 （ COT-1［ 登 録 商 標 ］ Ｄ Ｎ Ａ 　 ５ μ ｇ 、 Invitrogen Corporation, Carlsbad, Cal
ifornia, United States of America； ポ リ ｄ Ａ 　 ５ μ ｇ ） を 添 加 し 、 該 チ ュ ー ブ を ボ ル
テ ッ ク ス し て 完 全 に 混 合 し た 。 メ ン ブ レ ン と チ ュ ー ブ の 間 の 泡 を 取 り 除 き 、 該 メ ン ブ レ ン
を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 、 ４ ２ ℃ で 少 な く と も ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め 、 プ ロ ー ブ を 沸 騰 に よ り 変 性 し 、 冷 却 し 、 そ し て GENEFILT
ERS［ 登 録 商 標 ］ メ ン ブ レ ン お よ び プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 含 有 ロ ー ラ ー チ ュ ー
ブ へ ピ ペ ッ ト で 移 し た 。 こ こ で 、 変 性 プ ロ ー ブ 含 有 溶 液 を ボ ル テ ッ ク ス に よ り 混 合 し た 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 一 晩 ま た は 少 な く と も １ ２ ～ １ ８ 時 間 、 ４ ２ ℃ で 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 該 フ ィ ル タ ー を ロ ー ラ ー チ ュ ー ブ 内 で 洗 浄 し た 。 次 の 洗 浄
条 件 を 用 い た 。 第 １ お よ び 第 ２ の 洗 浄 は 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ ／ ５ ０ ℃ 、 ２ ０ 分 間
で あ り 、 第 ３ の 洗 浄 は 、 ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ ／ ５ ５ ℃ 、 １ ５ 分 間 で あ っ た 。 洗
浄 後 、 メ ン ブ レ ン を プ ラ ス チ ッ ク ラ ッ プ で 覆 い 、 ホ ス ホ イ メ ー ジ ン グ カ セ ッ ト に 置 い た 。
フ ィ ル タ ー を イ メ ー ジ ン グ ス ク リ ー ン に ２ ～ ４ 時 間 （ 短 時 間 曝 露 ） 、 次 に さ ら に ２ ４ 時 間
（ 長 時 間 曝 露 ） 曝 露 し 、 ス ク リ ー ン を PHOSPHORIMAGER［ 商 標 ］ 装 置 （ Molecular Dynamics
, Piscataway, New Jersey, United States of America） を 用 い て ス キ ャ ン し た 。 デ ー タ
を 標 準 化 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 表 れ た そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン （ 計 ４ ３ ２ ９ ク ロ ー ン ） に つ い
て 、 平 均 感 度 １ ． ０ を 生 じ た 。 該 方 法 の 再 現 性 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 分 け る た め に 再 現 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 確 立 し た 。 線 形 回 帰 分 析 は 、 個 々 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン が ０ ． ８ ７ か ら ０ ． ９ ６ の 範 囲 の Ｒ ２ 値 を 生 じ る こ と を 示 し た 。 同 一 フ ィ ル
タ ー の 異 な る 曝 露 時 間 も 、 高 Ｒ ２ 値 （ ０ ． ９ ９ ） を 生 じ た 。
【 ０ １ ９ １ 】

　 ホ ス ホ イ メ ー ジ ン グ に 続 き 、 デ ー タ を デ ジ タ ル フ ォ ー マ ッ ト を 集 め 、 Pathways 3.0ソ フ
ト ウ エ ア プ ロ グ ラ ム （ Invitrogenよ り 市 販 ） を 用 い て 、 共 通 対 照 フ ィ ル タ ー に 対 し て 標 準
化 し た 。 Eisen's Clusterお よ び Treeviewソ フ ト ウ エ ア （ Stanford University, Palo Alt
o, California, United States of America； （ Eisen et al., 1998） を 用 い て 、 個 々 の
試 料 間 の 類 似 性 を 比 較 し た 。 デ ー タ セ ッ ト を 、 階 層 的 Ｋ 平 均 お よ び 自 己 複 製 マ ッ プ ア ル ゴ
リ ズ ム （ Sherlock 2000） を 用 い て 分 析 し た 。 PATHWAYS［ 商 標 ］ 3.0プ ロ グ ラ ム （ RESGEN［
商 標 ］ ） を 用 い て 、 免 疫 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 分 類 に お い て 差 次 的 に 発 現 し た 遺 伝 子 を 同 定
し た 。 い ず れ の 状 態 で も 有 意 （ ９ ９ ％ 信 頼 性 、 チ ェ ン 検 査 （ Chen test） ） に 変 化 し な い
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を デ ー タ ベ ー ス か ら 取 り 除 い た （ Kim et al., 2000） 。 デ ー タ セ ッ ト
に 残 る 遺 伝 子 を 、 １ ０ の セ ン ト ロ イ ド で の 非 監 視 Ｋ 平 均 ク ラ ス タ ー ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て
、 ク ラ ス タ ー 化 し た （ Eisen et al., 1998； Sherlock 2000） 。
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【 ０ １ ９ ２ 】

　 単 核 細 胞 集 団 が 遺 伝 子 発 現 に お け る 変 化 を 測 定 す る た め の 適 当 な 供 給 源 を 表 す と い う 仮
説 を 判 断 す る た め に 、 健 常 対 照 対 象 （ ｎ ＝ ９ ） 由 来 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で の 遺 伝 子 発 現 に お け る 変
化 を 、 免 疫 前 お よ び イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン で の 免 疫 後 に 測 定 し た 。 該 対 象 か ら も た ら さ
れ た 遺 伝 子 発 現 特 性 は 、 全 対 象 が 多 数 の イ ン フ ル エ ン ザ 抗 原 （ Ａ ｇ ） に 既 に 曝 露 し て い た
た め 、 ２ 次 免 疫 応 答 を 含 む よ う で あ っ た 。 試 料 を 対 象 か ら ３ つ の 時 間 点 ： 免 疫 ３ 、 ６ ～ ９
、 お よ び １ ９ ～ ２ １ 日 後 に 集 め た 。 自 己 複 製 マ ッ プ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 既 に 免 疫 さ れ
て い た 群 を 免 疫 群 と 比 較 し た 。 該 方 法 は 、 免 疫 状 態 よ り む し ろ 同 一 性 に 基 づ き 個 体 を 分 類
し 、 こ れ を 個 々 の 試 料 の 相 対 的 近 似 値 に よ り 示 し た （ 図 １ Ａ 、 上 段 パ ネ ル を 参 照 ） 。 従 っ
て 、 残 り の 全 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 免 疫 後 、 比 較 的 無 変 化 の ま ま で あ っ た 。 最 も 差 次 的
に 発 現 し た 遺 伝 子 か ら 生 じ た 特 徴 に 焦 点 を あ て る た め 、 発 現 レ ベ ル が そ の そ れ ぞ れ の 平 均
よ り ３ 標 準 偏 差 （ Ｓ Ｄ ） 以 上 変 動 し て い な い 遺 伝 子 を 除 去 し た 。 除 去 後 、 免 疫 前 お よ び 免
疫 後 状 態 に よ り 、 １ 次 的 に 発 現 特 性 を 分 け た （ 図 １ Ａ 、 上 段 パ ネ ル を 参 照 ） 。 こ れ は 、 よ
り 小 さ な 群 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に お け る 一 様 な 変 化 が 、 免 疫 前 お よ び 免 疫 後 の 群 を 区 別
す る こ と を 示 唆 す る 。 該 遺 伝 子 を 同 定 す る た め 、 Ｋ 平 均 ク ラ ス タ リ ン グ を 用 い て 、 発 現 パ
タ ー ン に お け る 同 一 性 に 基 づ き 遺 伝 子 を 群 に 分 け た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 正 常 免 疫 応 答 と 関 係 す る 、 ３ つ の 異 な る ク ラ ス タ ー を 見 出 し た （ 図 １ Ｂ 参 照 ） 。 第 １ の
ク ラ ス タ ー は 、 免 疫 後 ３ 日 で 過 剰 発 現 し た ３ ０ ４ の 遺 伝 子 か ら な る 。 該 ク ラ ス タ ー は 、 鍵
と な る シ グ ナ ル 導 入 経 路 で 含 ま れ る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｃ 、 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ Ｃ 、 １ ， ２ － ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ 、 マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ
ナ ー ゼ 、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ お よ び Ｓ Ｔ Ａ Ｔ イ ン ヒ ビ タ ー 、 Ａ Ｐ － １ 転 写 因 子 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 制
御 因 子 、 お よ び 増 殖 に 必 要 な タ ン パ ク 質 ） を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 を 主 に 含 有 す る 。 該 ク ラ
ス タ ー の 遺 伝 子 は 、 対 照 群 と 比 較 し て ３ ～ ２ １ 倍 の 発 現 増 加 を 現 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ８ ８ の 遅 い （ １ ９ ～ ２ １ 日 ） 応 答 性 の 遺 伝 子 で あ る 第 ２ の ク ラ ス タ ー は 、 シ グ ナ ル 伝 達
お よ び 増 殖 経 路 か ら 機 能 的 活 性 の 増 加 へ の シ フ ト を 現 し た 。 遅 い 免 疫 応 答 性 の 遺 伝 子 ク ラ
ス タ ー に お い て 、 ケ モ カ イ ン （ Ｓ Ｃ Ｙ Ａ ３ 、 Ｓ Ｃ Ｙ Ａ １ ３ 、 Ｓ Ｃ Ｙ Ａ １ ４ ） 、 補 体 成 分 （
Ｃ １ Ｓ ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ Ｉ Ｆ Ｎ ） 誘 導 性 タ ン パ ク 質 （ Ｉ Ｆ Ｉ ３ ５ ） 、 お よ び 白 血 球
ホ ー ミ ン グ ／ 接 着 （ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ２ ） 遺 伝 子 が 過 剰 発 現 し た 。 セ ロ ト ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 エ
ス ト ロ ゲ ン 、 お よ び レ チ ノ イ ン 酸 の 受 容 体 も 過 剰 発 現 し た 。 該 群 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の
増 加 は 、 ２ ～ １ １ 倍 変 動 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 最 後 の 免 疫 応 答 性 の ク ラ ス タ ー は 、 全 時 間 的 経 過 に 渡 り 発 現 レ ベ ル の 低 減 を 示 し た ７ ８
の 遺 伝 子 を 含 有 し て い た 。 該 遺 伝 子 の １ ５ ％ 以 上 が 、 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す
る 。 こ れ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 存 在 す る 全 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 遺 伝 子 の う ち ３
分 の １ の 発 現 に お い て 増 加 し た 。 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 に お け る 同 等 の 変 化
は 、 真 核 細 胞 で の 差 と 関 係 し （ Krichevsky et al., 1999） 、 そ し て 観 察 し た 変 化 は 、 免
疫 へ の 応 答 に お け る エ フ ェ ク タ ー 状 態 に 対 す る リ ン パ 球 の 差 を 反 映 可 能 で あ っ た 。 出 願 人
は 、 任 意 の 特 定 の 理 論 の 操 作 に よ り 結 び つ け る こ と を 望 ま な い が 、 総 合 す る と 該 デ ー タ は
、 生 体 内 で の 免 疫 応 答 に 不 随 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に お け る 、 動 的 な 同 等 の 変 化 を 説 明 す る 。
第 １ に 、 シ グ ナ ル 導 入 お よ び 細 胞 増 殖 で あ る 、 初 期 免 疫 応 答 の ２ つ の 鍵 と な る エ レ メ ン ト
に 必 要 な 遺 伝 子 が 含 ま れ る よ う で あ っ た 。 第 ２ に 、 該 遺 伝 子 か ら 、 リ ン パ 球 の 免 疫 機 能 を
請 け 負 う の に 必 要 な 他 の 分 類 へ の シ フ ト が 生 じ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】

　 上 記 の 知 見 が 、 正 常 応 答 を と な る 対 象 （ す な わ ち 、 イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン で 免 疫 し た
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対 象 ） お よ び 自 己 免 疫 性 の 応 答 と な る 対 象 間 の 差 で あ る か を 決 定 す る た め に 、 試 料 を ４ つ
の 通 常 の 自 己 免 疫 疾 患 患 者 ： Ｒ Ａ 、 Ｍ Ｓ 、 １ 型 糖 尿 症 、 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ の １ つ と 診 断 し た 患
者 か ら 採 取 し た 。 自 己 免 疫 疾 患 と 関 係 す る 全 遺 伝 子 発 現 特 性 の 関 連 を 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ
ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 正 常 免 疫 応 答 群 と 比 較 し て 調 べ た （ 図 ２ Ａ 参 照 ） 。 他 の ク ラ
ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 類 似 の 結 果 と な っ た 。 Ｒ Ａ ／ Ｓ Ｌ Ｅ 分 類 と 正 常 免 疫 応 答 分 類
の 間 の 比 較 は 、 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 か ら ４ つ の 主 要 な 分 岐 を 生 じ た 。 １ つ の 主 要 な 分 岐 は
、 全 正 常 免 疫 応 答 試 料 を 含 有 す る が 、 自 己 免 疫 疾 患 の 試 料 を 全 く 含 有 し な い 。 自 己 免 疫 疾
患 の 試 料 を ３ つ の 主 要 な 分 岐 に 分 け た 。 こ の 分 析 は 、 Ｒ Ａ 試 料 の い く つ か （ 例 え ば 、 Ｒ Ａ
２ お よ び Ｒ Ａ ５ 、 あ る い は Ｒ Ａ １ 、 Ｒ Ａ ６ 、 お よ び Ｒ Ａ ４ ） 、 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ 試 料 の い く つ
か （ 例 え ば 、 Ｓ Ｌ Ｅ ２ 、 Ｓ Ｌ Ｅ ３ 、 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ ４ 、 あ る い は Ｓ Ｌ Ｅ ６ 、 Ｓ Ｌ Ｅ ８ 、 お よ
び Ｓ Ｌ Ｅ ９ ） が 、 高 度 に 関 係 す る こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 Ｒ Ａ ／ Ｓ Ｌ Ｅ と 正 常 免 疫
応 答 と の 違 い と は 異 な り 、 大 部 分 の Ｒ Ａ 試 料 を 大 部 分 の Ｓ Ｌ Ｅ 試 料 か ら 区 別 す る こ と は で
き な か っ た 。 こ の こ と は 、 Ｒ Ａ お よ び Ｓ Ｌ Ｅ が 、 免 疫 分 類 と は 異 な り 、 共 通 す る 自 己 免 疫
疾 患 分 類 を 現 す か も し れ な い こ と を 示 唆 す る 。 類 似 の 結 果 を 、 Ｍ Ｓ ／ １ 型 糖 尿 病 試 料 と の
正 常 免 疫 応 答 試 料 の ク ラ ス タ リ ン グ か ら 得 た 。 再 度 、 正 常 免 疫 応 答 群 を Ｍ Ｓ ／ １ 型 糖 尿 病
群 か ら 良 好 に 区 別 し た が 、 Ｍ Ｓ お よ び １ 型 糖 尿 病 の 特 性 は 互 い に 区 別 し 合 わ な か っ た 。 不
変 の 遺 伝 子 を デ ー タ セ ッ ト か ら 除 去 し た 場 合 で さ え 、 自 己 免 疫 疾 患 分 類 で 区 別 で き な か っ
た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 該 デ ー タ セ ッ ト を さ ら に 分 析 し 、 正 常 免 疫 応 答 と 比 較 し て 、 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 最 も
差 次 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 非 自 己 免 疫 疾 患 群 を 、 対 照 （ 無 処 置 ） お よ び 免 疫 （
免 疫 後 ６ ～ ９ 日 ） と に 分 け た 。 自 己 免 疫 疾 患 群 由 来 の 個 々 の 試 料 を 、 疾 患 の 種 類 に 基 づ い
て 分 け 、 そ し て 免 疫 応 答 遺 伝 子 特 性 と 比 較 し た 。 異 な る 群 で の 遺 伝 子 発 現 の 差 を 、 実 験 条
件 と 対 照 群 間 の 比 の 自 然 対 数 と し て プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 差 次 的 に 発 現 し た 遺 伝 子 の ２ つ の ク ラ ス タ ー を （ １ ） 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 、 お よ び （ ２
） 対 照 お よ び 免 疫 個 体 と に 区 別 し た （ 図 ２ Ｂ 参 照 ） 。 第 １ の 主 要 な ク ラ ス タ ー は 、 全 ４ つ
の 自 己 免 疫 疾 患 （ １ 型 糖 尿 病 、 Ｍ Ｓ 、 Ｒ Ａ 、 お よ び Ｓ Ｌ Ｅ ） で 過 剰 発 現 し た 、 ９ ５ の 遺 伝
子 を 含 ん で い た 。 該 自 己 免 疫 疾 患 の ク ラ ス タ ー で 過 剰 発 現 し た 遺 伝 子 は 、 い く つ か の 異 な
る 機 能 的 カ テ ゴ リ ー ： 受 容 体 （ Ｃ Ｓ Ｆ ３ Ｒ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｍ Ｂ 、 Ｈ Ｌ Ａ Ｌ Ｓ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２
、 お よ び Ｂ Ｍ Ｐ Ｒ ２ ） 、 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー （ Ｍ Ｓ Ｔ Ｐ ９ 、 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ 、 Ｃ Ｅ Ｓ １ 、 Ｅ Ｌ Ａ
３ 、 お よ び Ｃ Ｙ Ｒ ６ １ ） 、 シ グ ナ ル 伝 達 ／ ２ 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 分 子 （ Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ｋ 、 Ｄ Ｇ Ｋ
Ａ 、 お よ び Ｄ Ｇ Ｋ Ｄ ） 、 お よ び 自 己 抗 原 （ Ｇ Ａ Ｒ Ｓ お よ び Ｇ Ａ Ｄ ２ ） を 現 し 、 比 較 的 異 種
性 で あ っ た 。 第 ２ の 主 要 な ク ラ ス タ ー は 、 全 免 疫 疾 患 群 で 非 常 に 低 発 現 し た １ １ ７ の 遺 伝
子 を 含 有 し て い た 。 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 免 疫 応 答 群 で 変 化 し な か っ た 。 ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー ト し た 遺 伝 子 の 多 く が 、 ア ポ ト ー シ ス (Ｔ Ｒ Ａ Ｄ Ｄ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｐ １ 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｐ 、 Ｔ Ｒ
Ａ Ｆ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ６ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｔ Ｐ ５ ３ 、 お よ び Ｓ Ｉ Ｖ Ａ )、 お よ び ユ ビ キ チ ン ／ プ
ロ テ ア ソ ー ム 機 能 （ Ｕ Ｂ Ｅ ２ Ｍ 、 Ｕ Ｂ Ｅ ２ Ｇ ２ 、 お よ び Ｐ Ｏ Ｈ １ ） に お い て 鍵 と な る 働 き
を す る 。 様 々 な 細 胞 機 能 の イ ン ヒ ビ タ ー も 、 該 ク ラ ス タ ー で 広 範 に 出 現 し た 。 こ れ は 、 細
胞 サ イ ク ル プ ロ グ レ ッ シ ョ ン の 直 接 的 イ ン ヒ ビ タ ー （ Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｂ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ａ 、 お よ
び Ｂ Ｒ Ｃ Ａ １ ） 、 な ら び に 細 胞 分 化 の イ ン デ ュ ー サ ー （ Ｌ Ｉ Ｆ 、 お よ び Ｃ Ｄ ２ ４ ） を 含 む
。 あ る 種 の 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー （ Ａ Ｐ Ｏ Ｃ ３ お よ び Ｋ Ａ Ｌ １ ） も 該 分 類 で 見 出 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｋ 平 均 ク ラ ス タ リ ン グ は 、 免 疫 分 類 と 自 己 免 疫 分 類 の 間 で オ ー バ ー ラ ッ プ す る 遺 伝 子 の
ク ラ ス タ ー を 同 定 す る こ と が 不 可 能 で あ る こ と を 示 し 、 こ れ は 、 正 常 免 疫 応 答 を 特 徴 と す
る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 、 自 己 免 疫 疾 患 で 見 出 す も の と 相 当 異 な る こ と を 示 唆 し て い る 。
さ ら に 、 異 な る 自 己 免 疫 疾 患 で 区 別 さ れ る 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー を 見 出 し 、 こ れ は 、 検 査 し
た 自 己 免 疫 疾 患 が 、 正 常 免 疫 応 答 に 対 し て よ り 、 互 い に 類 似 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 免 疫 前 対 照 と ４ 種 類 の 自 己 免 疫 疾 患 そ れ ぞ れ を 有 す る 個 体 間 の １ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
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さ ら に 調 べ た 。 集 団 レ ベ ル に お い て 非 常 に 高 い レ ベ ル の 過 剰 発 現 お よ び 低 発 現 を 現 し （ 図
３ Ａ お よ び 図 ３ Ｂ 参 照 ） 、 か つ 自 己 免 疫 疾 患 の そ れ ぞ れ の 個 体 と 高 度 に 一 致 す る 遺 伝 子 を
選 択 し た 。 自 己 免 疫 疾 患 の 集 団 に お け る 過 剰 発 現 遺 伝 子 は 、 よ り 大 き な 個 々 の 変 動 を 示 し
た （ 図 ３ Ａ 参 照 ） 。 過 剰 発 現 遺 伝 子 に お い て 、 全 対 照 個 体 と 比 較 し て 、 全 自 己 免 疫 疾 患 の
個 体 で 過 剰 発 現 し た 個 々 の 遺 伝 子 は 存 在 し な い 。 し か し な が ら 、 該 過 剰 発 現 遺 伝 子 そ れ ぞ
れ は 、 全 体 と し て 取 り 上 げ た 対 照 集 団 と 比 較 し た 場 合 、 一 体 と 見 な し た 自 己 免 疫 疾 患 の 集
団 に お い て 、 有 意 に 過 剰 発 現 し た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。 対 照 的 に 、 低 発 現 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル （ 図 ３ Ｂ ） は 、 任 意 の 対 照 個 体 に お い て よ り 、 そ れ ぞ れ の 自 己 免 疫 疾 患 の 個 体 に お い て
低 か っ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 対 照 と 自 己 免 疫 疾 患 の 集 団 の 間 の 遺 伝 子 発 現 の 差 は 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 成 す 細 胞 の 分 布 ま た は
活 性 化 状 態 に お け る 変 化 に 起 因 す る か も し れ な い 。 ２ 度 の 分 析 を 行 い 、 該 確 率 を 調 べ た 。
第 １ に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 Ｃ Ｄ ３ （ Ｔ 細 胞 ） 、 Ｃ Ｄ １ ４ （ 単 球 ） 、 Ｃ Ｄ １ ９
（ Ｂ 細 胞 ） 、 お よ び 白 血 球 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 好 中 球 ） に つ い て Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 調 製 物 を
分 析 し た 。 両 対 象 由 来 の 全 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 調 製 物 は 、 ７ ５ ～ ８ ０ ％ の Ｔ 細 胞 、 約 １ ０ ％ の 単 球 、
約 ５ ％ の Ｂ 細 胞 、 お よ び １ ％ 未 満 の 好 中 球 を 含 ん で い た 。 第 ２ に 、 所 定 の 部 分 集 団 に 限 ら
れ る か 、 ま た は 活 性 化 状 態 を 反 映 す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 自 己 免 疫 疾 患 の 集 団 と 比 較
し て 、 対 照 に お い て 差 次 的 に 発 現 す る か 否 か を 決 定 し た （ 表 ２ ） 。 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
は 、 対 照 群 と 自 己 免 疫 疾 患 群 の 間 で ２ 倍 未 満 変 動 し 、 こ の 差 は 、 統 計 上 有 意 で は な か っ た
。 総 合 す る と 、 該 デ ー タ は 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 組 成 ま た は 活 性 化 状 態 の 変 化 は 、 対 照 集 団 と 自 己
免 疫 疾 患 集 団 の 間 で 見 ら れ る 差 の 原 因 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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表 ２
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ３ 】

　 核 酸 試 料 を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 に よ る 蛍 光 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 （ 例 え ば 、 Ｃ ｙ ３ － ｄ Ｕ
Ｔ Ｐ お よ び Ｃ ｙ ５ － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ 、 Amersham Pharmacia Biotech of Piscataway, New Jersey
, United States of Americaよ り 市 販 ） の 直 接 的 取 り 込 み の 鋳 型 と し て 用 い 得 る 。 概 略 、
標 識 反 応 液 ５ ０ μ ｌ は 、 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 　 ２ μ ｇ 、 １ ０ × バ ッ フ ァ ー 　 ５ μ ｌ 、 蛍 光 ｄ Ｕ Ｔ Ｐ
　 １ ． ５ μ ｌ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 お よ び ｄ Ｇ Ｔ Ｐ そ れ ぞ れ ０ ． ５ μ ｌ 、 ６ 量 体 お よ び
１ ０ 量 体 （ す な わ ち 、 ラ ン ダ ム ま た は 対 象 の 遺 伝 子 由 来 、 い ず れ か の プ ラ イ マ ー ） 、 お よ
び ク レ ノ ー （ E. coliＤ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ３ ’ か ら ５ ’ 、 New England Biolabs of Beverl
y, Massachusetts, United States of America） ２ μ ｌ を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

　 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を 、 ３ か ら ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｓ Ｃ Ｎ 溶 液 に 懸 濁 し 、 Santa Clara, Califor
nia, United States of Americaの GMS 417［ 商 標 ］ ア レ イ を 用 い て 、 ア ミ ノ シ ラ ン 処 理 し
た ス ラ イ ド に ス ポ ッ ト す る 。 ス ポ ッ ト 後 、 該 ス ラ イ ド を ８ ０ ℃ で ２ 時 間 加 熱 し 、 該 ス ポ ッ
ト を 脱 水 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 先 立 ち 、 該 ス ラ イ ド を 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 中 で
１ ０ 分 間 洗 浄 し 、 次 に 、 沸 騰 水 中 で ５ 分 間 洗 浄 す る 。 該 洗 浄 段 階 に よ り 、 ガ ラ ス に 強 固 に
結 合 し て い な い 任 意 の 核 酸 を 取 り 除 き 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に 弱 く 接 着 し た
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Ｄ Ｎ Ａ の 再 分 配 に よ り 生 じ る バ ッ ク グ ラ ン ド を 低 減 す る 。 洗 浄 剤 お よ び 炭 水 化 物 の 様 な 混
入 物 は 、 ス ポ ッ テ ィ ン グ 溶 液 中 に 最 小 と し な け れ ば な ら な い 。 Maitra & Thakur 1992； Ma
itra & Thakur 1994も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

　 試 料 由 来 の 標 識 核 酸 を 、 ４ × Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ ァ ー 、 ０ ． ７ μ ｇ ／ μ ｌ 　 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び
０ ． ３ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 溶 液 中 で 調 製 し 、 全 容 量 １ ４ ． ７ ５ μ ｌ と す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 混 合 物 を ９ ８ ℃ で ２ 分 間 変 性 し 、 ６ ５ ℃ ま で 冷 却 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ に ア プ ラ イ し 、 そ
し て ２ ２ ｍ ｍ ２ の カ バ ー ス リ ッ プ で 覆 う 。 該 ス ラ イ ド を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 防 水
加 工 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン チ ャ ン バ ー 内 、 ６ ５ ℃ の ウ オ ー タ ー バ ス に ３ 時 間 置 い た 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 ス ラ イ ド を ０ ． ０ ６ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む １ × Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ
ァ ー 中 、 次 に ０ ． ０ ６ × Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ ァ ー 中 で ２ 分 間 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

　 以 下 に 列 挙 さ れ る 参 考 文 献 、 な ら び に 本 明 細 書 で 記 載 の 全 参 考 文 献 は 、 そ れ ら が 、 本 明
細 書 で 利 用 さ れ た 方 法 論 、 技 術 、 お よ び ／ ま た は 組 成 物 を 捕 捉 し 、 説 明 し 、 そ の 背 景 を も
た ら し 、 ま た は 教 え る 範 囲 で 、 引 用 に よ り 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 Albert J, Wahlberg J, Lundeberg J, Cox S, Sandstrom E, Wahren B & Uhlen M (199
2) Persistence of Azidothymidine-Resistant Human Immunodeficiency Virus Type 1 R
NA Genotypes in Posttreatment Sera. J Virol 66:5627-5630.
　 Alexay C, Kain RC, Hanzel DK & Johnston RF (1996) Fluorescence scanner employi
ng a macro scanning objective, in Menzel ER, ed, . Proc
 SPIE 2705:63-72.
　 Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW & Lipman DJ (1990) Basic Local Alignme
nt Search Tool. J Mol Biol 215:403-410.
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA & Struhl K, e
ds (1994) . Wiley, New York.
　 Bej AK, Mahbubani MH, Dicesare JL & Atlas RM (1991) Polymerase Chain Reaction-
Gene Probe Detection of Microorganisms by Using Filter-Concentrated Samples. App
l Environ Microbiol 57:3529-3534.
　 Boom R, Sol CJ, Salimans MM, Jansen CL, Wertheim-van Dillen PM & van der Noord
aa J (1990) Rapid and Simple Method for Purification of Nuckeic Acids. J Clin Mi
crobiol 28:495-503.
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 Buffone GJ, Demmler GJ, Schimbor CM & Greer J (1991) Improved Amplification of
 Cytomegalovirus DNA from Urine after Purification of DNA with Glass Beads. Clin
 Chem 37:1945-1949.
　 Busch MP, Wilber JC, Johnson P, Tobler L & Evans CS (1992) Impact of Specimen 
Handling and Storage on Detection of Hepatitis C Virus RNA. Transfusion 32:420-4
25.
　 Cha RS & Thilly WG (1993) Specificity, Efficiency, and Fidelity of Pcr. PCR Me
thods Appl 3:S18-29.
【 ０ ２ １ ０ 】
　 Chiodi F, Keys B, Albert J, Hagberg L, Lundeberg J, Uhlen M, Fenyo EM & Norkra
ns G (1992) Human Immunodeficiency Virus Type 1 Is Present in the Cerebrospinal 
Fluid of a Majority of Infected Individuals. J Clin Microbiol 30:1768-1771.
　 DeRisi J, Penland L, Brown PO, Bittner ML, Meltzer PS, Ray M, Chen Y, Su YA & 
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【 ０ ２ ４ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ は 、 免 疫 前 お よ び 免 疫 後 の デ ー タ の ク ラ ス タ ー 分 析 を 表 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ お よ び ２ Ｂ は 、 ク ラ ス タ ー 分 析 に よ る 免 疫 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 分 類 群 の 比
較 を 表 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ は 、 自 己 免 疫 疾 患 集 団 に お け る 最 も 低 発 現 遺 伝 子 お よ び 過 剰 発
現 遺 伝 子 の 個 体 ベ ー ス の 分 析 を 表 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 分 類 お よ び 予 測 を 表 す 。
【 配 列 表 】
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