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(54)【発明の名称】 新生又は非新生細胞の検出方法

(57)【要約】
本発明は、哺乳動物体内のリンパ系新形成の進行を定性
的及び／又は定量的に監視する方法、そしてさらに特定
的には、分子スクリーニング技術を利用してリンパ系新
形成の進行を監視する方法に関する。本発明の方法は、
新生リンパ系疾病状態の進行の監視、緩解中の新生リン
パ系細胞レベルの監視、緩解状態から疾病状態への対象
の再発確率予想、又は既存の治療薬及び／又は新しい治
療剤の有効性の査定を含む（ただしこれらに制限される
わけではない）一定範囲の利用分野において有用である
。関係する態様において、本発明は同様に、哺乳動物体
内のクローンリンパ球集団を定性的及び／又は定量的に
検出するため、そしてより特定的には、新生リンパ系細
胞が体性遺伝子再編成を受け、かくして新しく遺伝的に
全く異なるクローン集団を形成している場合又は単数又
は複数のクローンリンパ球集団が免疫学的応答に寄与し
ている場合といった対象体内の多数のクローンリンパ球
集団を検出するための方法も同様に提供している。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  哺乳動物体内のリンパ系新生状態を監視するための方法にお

いて、前記哺乳動物に由来する検体中に含有された核酸分子と、新生細胞の特徴

であるマーカー核酸分子又はその類似体に相補的な核酸基準分子又はその誘導体

又は類似体を、前記基準分子と前記マーカー分子の相互作用を容易にするのに充

分な条件下でかつそれに充分な時間だけ接触させる段階；ハイブリッド形成され

ていない核酸分子及びハイブリダイゼーションミスマッチ核酸分子の濃度を低減

させることによって前記マーカー分子について富化する段階；及び前記富化され

たマーカー核酸分子を定性的及び／又は定量的に検出する段階を含んで成る方法

。

    【請求項２】  前記基準核酸分子が、ドライバ核酸分子である、請求項１に

記載の方法。

    【請求項３】  ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハイブリダイゼ

ーションミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによりマーカー分子につい

て富化する段階にはさらに、基準核酸分子の濃度を低減させる段階が内含される

、請求項１又は２に記載の方法。

    【請求項４】  富化段階は、タグ付けされたドライバ核酸分子に対しハイブ

リッド形成しなかった非マーカー核酸分子を除去し、あらゆるミスマッチハイブ

リダイゼーション核酸分子を酵素により分割し、ドライバ分子を除去することに

よって実施される、請求項３に記載の方法。

    【請求項５】  富化段階が、ゲル又はサイズ排除又は親和力又はその他のマ

トリクスを介した二本鎖分子の移動差に基づいてハイブリダイゼーション及びミ

スマッチヘテロ２本鎖分子から基準マーカーホモ２本鎖分子を分離することによ

り実施される、請求項３に記載の方法。

    【請求項６】  前記マトリクスがカラム又は毛管の中に入れられている、請

求項５に記載の方法。

    【請求項７】  前記ドライバ分子がＵＮＧを用いることで除去される、請求

項４に記載の方法。

    【請求項８】  前記マーカーが、再編成ＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領域
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核酸分子又はその誘導体又は類似体である、請求項１～７のいずれか１項に記載

の方法。

    【請求項９】  前記可変領域核酸分子が、再編成可変領域遺伝子セグメント

のゲノム形態である、請求項８に記載の方法。

    【請求項１０】  前記リンパ系新生状態がリンパ系悪性状態である、請求項

９に記載の方法。

    【請求項１１】  前記監視が、微小残存腫瘍状態の監視である、請求項１０

に記載の方法。

    【請求項１２】  生体検体中の細胞のクローン集団を検出及び／又は定量化

するための方法において、前記細胞がマーカー核酸分子によって特徴づけされ、

該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時移動でき、前記検体

中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含まれ、かかる分離が核

酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核酸分子を検出する段

階が含まれる方法。

    【請求項１３】  前記細胞のクローン集団が、新生細胞の集団である、請求

項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  前記新生細胞が悪性である、請求項１３に記載の方法。

    【請求項１５】  前記新生細胞が、新生リンパ系細胞である、請求項１３又

は１４に記載の方法。

    【請求項１６】  前記マーカーが、再編成ＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領

域核酸分子又はその誘導体又は類似体である、請求項１５に記載の方法。

    【請求項１７】  前記可変領域核酸分子が、再編成可変領域遺伝子セグメン

トのゲノム形態である、請求項１６に記載の方法。

    【請求項１８】  前記分離が２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動である、請求

項１２～１７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１９】  対象の新生状態が、新生細胞のクローン進化である、請求

項１２～１８のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２０】  生体検体中の多数の非新生リンパ系細胞を検出及び／又は

定量化するための方法において、前記非新生細胞がマーカー核酸分子によって特
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徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時移動で

き、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含まれ、か

かる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核酸分子

を検出する段階が含まれる方法。

    【請求項２１】  前記分離が２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動である、請求

項２０に記載の方法。

    【請求項２２】  実質的に図及び／又は例を参考にして以上で記述された通

りの請求項１～２１のいずれか１項に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  発明の分野

  本発明は、哺乳動物体内のリンパ系新形成の進行を定性的及び／又は定量的に

監視する方法、そしてさらに特定的には、分子スクリーニング技術を利用してリ

ンパ系新形成の進行を監視する方法に関する。本発明の方法は、新生リンパ系疾

病状態の進行の監視、緩解中の新生リンパ系細胞レベルの監視、緩解状態から疾

病状態への対象の再発確率の予想、又は既存の治療薬及び／又は新しい治療剤の

有効性の査定を含む（ただしこれらに制限されるわけではない）一定範囲の利用

分野において有用である。関係する態様において、本発明は同様に、哺乳動物体

内のクローンリンパ球集団を定性的及び／又は定量的に検出するため、そしてよ

り特定的には、新生リンパ系細胞が体性遺伝子再編成を受け、かくして新しく遺

伝的に全く異なるクローン集団を形成している場合又は単数又は複数のクローン

リンパ球集団が免疫学的応答に寄与している場合といった対象体内の多数のクロ

ーンリンパ球集団を検出するための方法も同様に提供している。

      【０００２】

  発明の背景

  本明細書のいずれの先行技術についての参照指示も、その先行技術がオースト

ラリアにおける一般常識の一部を成すものであるということの何らかの形の示唆

又は認知ではなく、かかるものとしてみなされるべきではない。

  免疫応答に役立つ細胞であるリンパ球には、抗体を産生するＢリンパ球と細胞

免疫に関与するＴリンパ球という２つのタイプのものがある。発達中に、特異的

免疫応答を発生させるべく、各々のリンパ球は独特の要領で１つ又は数個の特異

的遺伝子、すなわちＢリンパ球については免疫グロブリン遺伝子そしてＴリンパ

球についてはＴ細胞レセプタ遺伝子を再編成する。このとき、これらのリンパ球

の子孫は全て同じ再編成を担持することになる。

      【０００３】

  新生物は、単細胞の遺伝子変化の加重の結果として発生すると考えられている

。その細胞のその後の増殖は、子孫集団を発生させる。Ｂ又はＴリンパ球の悪性
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変化から発生する新生物（往々にして「癌」と呼ばれる）は従って主として細胞

クローンを含み、その各々が初代細胞の中に存在したものと同じ遺伝子再編成を

含有している。二次細胞再編成が、新生クローン内で発生する可能性があり、こ

れは遺伝的に異なるサブクローンを導くことになる。

      【０００４】

  従って、リンパ球新生物はクローン障害である。これらは、単細胞内の単数又

は複数の突然変異が細胞及びその後代を漸進的かつ指数的に増殖させた後に発生

する。例えば、リンパ性白血病クローンが体内に１０11～１０12個の細胞に達す

る場合、臨床的症候が結果として起こる。治療しない場合、クローンは拡大し続

け、約１０13個の白血病細胞が存在すると死に至る。しかしながら、患者が細胞

毒性治療を受けた場合、クローンはサイズが縮小し、約１０10個未満の細胞しか

含まなくなった場合、もはや従来の技術によっては識別できなくなる。この時点

で、患者は、臨床的及び血液学的緩解状態にあると判断されるが、この「緩解」

という語は実際には、連続する白血病細胞数の一方の終着点に向かう幾分か恣意

的な点しか意味しない。緩解中に残存する可能性のある白血病細胞の数は分かっ

ておらず、０～１０10の範囲内にある可能性があるため、緩解が達成された後の

治療は経験的なものであり、その強度は、診断において又は治療の初期に決定さ

れたさまざまな臨床的な要素又は臨床検査による予知的な要素に基づいている。

その結果、患者の中には、受ける治療が少なすぎる者もあれば、多すぎる可能性

もある。

      【０００５】

  悪性リンパ球を定量化するための現行方法には、クローンの全ての細胞が共有

する「マーカー」の使用が関与している。マーカーは、１つの表面抗原又は数個

の表面抗原のパターンであってもよいし、或いは又分子変化であってもよい。使

用される分子変化は、染色体転座又は逆位が関与するものと免疫グロブリン又は

Ｔ細胞レセプタ遺伝子の編成を使用するものという２つのタイプに大きく分類で

きる。

      【０００６】

  現行の方法は、その複雑性、実施の容易さ、感度及び応用性がさまざまである
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。一般に、複雑性と感度の間には直接的な関係があり、最も感度の高い方法は通

常非常に複雑で時間のかかるものである。その複雑性のため、新生リンパ系細胞

の数を測定するため、分子マーカーとして遺伝子再編成を使用する現行の方法は

、なお、研究用手段として使用するためのみに適し、広く用いられる臨床的用途

には適していない。

      【０００７】

  最小残存腫瘍を検出し定量化することに関して、基本的問題は、不均一な正常

ポリクローナルリンパ球から誘導された不均一マーカーのバックグラウンドに対

して新生リンパ系クローンから特定のマーカーを検出し定量化するという問題で

ある。検出レベルを高めるための大部分のアプローチは、新生リンパ系マーカー

自体を直接的かつ能動的に検出するための方法を改善することに基づいてきた。

例えば、ＰＣＲベースの方法は、ラベル付けされた配列特異的プローブを用いた

プロービングを使用してきたか又は新生リンパ系配列に特異的なＰＣＲプライマ

を用いたＰＣＲ初回免疫を使用してきた。異なる１つのアプローチは、新生リン

パ系表現型の直接的検出に依存している。

      【０００８】

  しかしながら問題のＤＮＡのプロービング又は増幅に基づく最も一般的に使用

されている分子技術に付随する重大を欠点は、特異的プローブ又はプライマを適

切に設計し合成するためのヌクレオチド配列情報に対する先行必要条件にある。

このため、かかる技術は、必然的に複雑で費用のかかるものとなっている。

  従って、非常に感度が高くしかも実施が簡単な、対象体内の新生リンパ系細胞

レベルの定性的及び／又は定量的検出のための改良型方法を開発するニーズが存

在している。本発明まで導いた研究作業の中で、本発明者らは、哺乳動物体内の

リンパ系新形成の進行を監視するための単純かつ感度の高い方法を開発した。該

方法の単純性及び感度は、本発明者らが、まず最初に対象マーカーに関するヌク

レオチド配列情報を得る必要なく、新生リンパ球特異的マーカー、特にＴ細胞レ

セプタ又は免疫グロブリン領域についてコードする再編成された核酸分子の存在

について分子レベルで生体検体をスクリーニングすることに基づく検出方法を開

発したという事実に由来している。それでもなお、該方法はきわめて感度の高い
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ものである。

      【０００９】

  本発明者らは、不均一ＤＮＡ集団から問題のＤＮＡを特異的プロービング又は

特異的に増幅することを試みることではなくむしろ非マーカーバックグラウンド

ＤＮＡを減少させることによって、新生細胞をスクリーニングする非常に高感度

でかつ単純な方法が可能となる、ということを見極めた。特に、本発明者らは、

診断において得られた新生リンパ球ＤＮＡの検体で患者の検査ＤＮＡをハイブリ

ッド形成することにより、ハイブリッド形成されていない検査ＤＮＡ又は不適切

ハイブリダイゼーションを効率良く除去し、かくして新生ＤＮＡマーカー集団を

有効に富化させることができるということを見極めた。このとき、低減されたレ

ベルの非マーカーバックグランドＤＮＡのバックグランドに対して、新生シグナ

ルの検出が行なわれる。検出には、ＰＣＲ、螢光検出、免疫検出又は酵素検出と

いったような一般的な検出システムが関与している。非新生バックグランド分子

の除去により、使用される検出システムとは無関係に感度が増大することになる

。

      【００１０】

  この方法は、分子スクリーニング技術を利用するためのヌクレオチド配列情報

に対する通常の必要条件を軽減し、かくして、かかる技術について現在入手可能

な高い方の感度レベルを維持し、さらに一部のケースではそれを改善しながら、

該技術の実施を著しく簡略化する。

  関連する態様においては、新生リンパ球内のＴ細胞レセプタ又は免疫グロブリ

ン可変遺伝子の特異的分子再編成に基づいて、当該本発明者らは同様に、リンパ

球新形成の診断、特に初期診断の後明らかになる体性新生リンパ球再編成（すな

わちクローン進化）の診断のための高効率でかつ高感度の方法を提供するように

２次元ゲル電気泳動技術も適合させた。

      【００１１】

  発明の要約

  本明細書及び請求の範囲全体を通して、前後関係から相反する形が必要となる

のでないかぎり、「含んで成る」という語及びその三人称単数形及び現在進行形
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は、記述されている整数又はステップ又は一群の整数又はステップの内含を意味

するものの、その他のいずれかの整数又はステップ又は一群の整数又はステップ

の除外を意味するものではないと理解すべきである。

      【００１２】

  発明の一態様は、哺乳動物体内のリンパ系新生状態を監視するための方法にお

いて、前記哺乳動物に由来する検体中に含有された核酸分子と、新生細胞の特徴

であるマーカー核酸分子又はその類似体に相補的な核酸基準分子又はその誘導体

又は類似体を、前記基準分子と前記マーカー分子の相互作用を容易にするのに充

分な条件下でかつそれに充分な時間だけ接触させる段階；ハイブリッド形成され

ていない核酸分子及びハイブリダイゼーションミスマッチ核酸分子の濃度を低減

させることによって前記マーカー分子について富化する段階；及び前記富化され

たマーカー核酸分子を定性的及び／又は定量的に検出する段階を含んで成る方法

を提供する。

      【００１３】

  本発明のもう１つの態様は、哺乳動物体内の新生リンパ系状態を監視するため

の方法において、前記哺乳動物に由来する検体中に含有された核酸分子と、再編

成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又は類似体の一部分に相補

的な核酸基準分子又はその誘導体又は類似体を、前記基準分子と前記可変領域核

酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに充分な時間だけ接

触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハイブリダイゼーシ

ョンミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによって前記可変領域核酸分子

について富化する段階；及び前記富化された可変領域核酸分子を定性的及び／又

は定量的に検出する段階を含んで成る方法を提供している。

      【００１４】

  本発明のさらにもう１つの態様は、哺乳動物体内のリンパ系悪性状態を監視す

るための方法において、前記哺乳動物に由来する検査用検体中に含有された核酸

分子と、再編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又はその類似

体に相補的な核酸基準分子又はその誘導体又は類似体を、前記基準分子と前記可

変領域核酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに充分な時
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間だけ接触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハイブリダ

イゼーションミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによって前記可変領域

核酸分子について富化する段階；及び前記富化された可変領域核酸分子を定性的

及び／又は定量的に検出する段階を含んで成る方法に向けられている。

      【００１５】

  本発明のさらにもう１つの態様は、ヒトの体内のリンパ系悪性状態を監視する

ための方法において、前記ヒトに由来する検査用検体中に含有された核酸分子と

、再編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又はその類似体に相

補的な核酸基準分子又はその誘導体又は類似体を、前記基準分子と前記可変領域

核酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに充分な時間だけ

接触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハイブリダイゼー

ションミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによって前記可変領域核酸分

子について富化する段階；及び前記富化された可変領域核酸分子を定性的及び／

又は定量的に検出する段階を含んで成る方法に向けられている。

      【００１６】

  本発明のさらにもう１つの態様は、哺乳動物体内の新生リンパ系状態を監視す

るための方法において、前記哺乳動物に由来する検査用検体中に含有された核酸

分子と、再編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又はその類似

体に相補的な核酸ドライバ分子又はその誘導体又は類似体を、前記ドライバ分子

と前記可変領域核酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに

充分な時間だけ接触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子、ハイ

ブリダイゼーションミスマッチ核酸分子及び核酸ドライバ分子の濃度を低減させ

ることによって前記可変領域核酸分子について富化する段階；及び前記富化され

た可変領域核酸分子を定性的及び／又は定量的に検出する段階を含んで成る方法

を提供している。

      【００１７】

  本発明のさらなる態様は、生体検体中の細胞のクローン集団を検出及び／又は

定量化するための方法において、前記細胞がマーカー核酸分子によって特徴づけ

され、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時移動でき、前
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記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含まれ、かかる分

離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核酸分子を検出

する段階が含まれる方法に向けられている。

      【００１８】

  本発明のもう１つのさらなる態様は、生体検体中の新生リンパ系細胞集団を検

出及び／又は定量化するための方法において、前記検体がマーカー核酸分子によ

って特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時

移動でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含ま

れ、かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核

酸分子を検出する段階が含まれる方法を提供する。

      【００１９】

  本発明のさらにもう１つの態様は、生体検体中の新生リンパ系細胞集団を検出

及び／又は定量化するための方法において、前記新生細胞がマーカー核酸分子に

よって特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同

時移動でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含

まれ、かかる分離が２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動であり、かつ核酸の長さ及

び配列に基づいており、さらに前記分離された核酸分子を検出する段階が含まれ

る方法を提供している。

      【００２０】

  本発明のさらにもう１つのさらなる態様は、哺乳動物中の新生細胞を検出及び

／又は定量化するための方法において、前記新生細胞がマーカー核酸分子によっ

て特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時移

動でき、前記哺乳動物に由来する検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分

離する段階が含まれ、かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに

前記分離された核酸分子を検出する段階が含まれる方法を提供している。

      【００２１】

  もう１つの態様においては、生体検体中の多数の非新生リンパ系細胞を検出及

び／又は定量化するための方法において、前記非新生細胞がマーカー核酸分子に

よって特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同
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時移動でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含

まれ、かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された

核酸分子を検出する段階が含まれる方法が提供されている。

      【００２２】

  好ましくは、前記分離は、２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動である。

  発明の詳細な説明

  本発明は、部分的には、新生マーカー核酸分子を同定すると共に検査用検体中

に存在する非マーカーバックグランド核酸分子を減少させるための手段を提供す

る目的での基準核酸分子の使用に基づいている。これにより、新生リンパ系状態

を監視するための単純でありながらきわめて感度の高い方法を開発が容易になっ

た。関連する態様において、本発明者は、核酸の長さ及び配列に基づく２次元電

気泳動分離を通したマーカー核酸分子の同時移動パターンに基づいた、新生細胞

といったクローン細胞の集団を同定しかつ／又は監視するための技術を開発した

。

      【００２３】

  従って、本発明の１つの態様は、哺乳動物体内の新生リンパ系状態を監視する

ための方法において、前記哺乳動物に由来する検体中に含有された核酸分子と、

新生細胞の特徴であるマーカー核酸分子又はその類似体に相補的な核酸基準分子

又はその誘導体又は類似体を、前記基準分子と前記マーカー分子の相互作用を容

易にするのに充分な条件下でかつそれに充分な時間だけ接触させる段階；ハイブ

リッド形成されていない核酸分子及びハイブリダイゼーションミスマッチ核酸分

子の濃度を低減させることによって前記マーカー分子について富化する段階；及

び前記富化されたマーカー核酸分子を定性的及び／又は定量的に検出する段階を

含んで成る方法を提供している。

      【００２４】

  対象の新生リンパ系細胞「の特徴である」「マーカー核酸分子」という記載は

、新生リンパ系細胞内に見い出されるものの非新生細胞内には発見されないか又

は有意な数の非新生細胞中に発見されない分子についての記載として理解される

べきである。「有意な」という語は、対象マーカーの検出が、対象の哺乳動物の
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体内に存在する新生リンパ系細胞のレベルの有意な標示を提供することを意味し

ている。マーカーは、細胞内分子、分泌分子又は膜内外分子といったようなタン

パク様分子をコードする核酸分子又はその領域であり得る。代替的には、マーカ

ーは、それでもなお対象の新生細胞の特徴である非コーディング配列を含むこと

ができる。マーカー分子は、ＤＮＡ又はｍＲＮＡといったようなＲＮＡであり得

る。

      【００２５】

  マーカー分子が、タンパク様分子をコードするＤＮＡ分子である場合、その発

現は、構成的であってもよく又、そうでなければその転写及び翻訳を誘発するべ

く新生細胞によって刺激シグナルが受取られることが必要となる可能性もある。

本発明の方法は、それ自体マーカー核酸分子のためのスクリーニングに向けられ

ていることから、ゲノミックＤＮＡが検出対象である場合、マーカーが発現され

ているか否かは重要ではない。しかしながら、対象の方法がｍＲＮＡの検出に向

けられ、前記マーカーによってコードされるタンパク質が構成的に産生されるも

のでない場合、スクリーニングに先立ち対象の新生細胞を適切な形で刺激するこ

とが必要となるだろう。かかる刺激は、対象の新生細胞を含む生体検体が哺乳動

物から収獲された後でin vitroで実施されてもよいし、或いは又、生体検体の収

集に先立ち哺乳動物に刺激シグナルが投与されてもよい。さらには又、マーカー

核酸分子は、その形質転換に先立ち対象の新生細胞内に通常発見されるものであ

ってもよい。代替的には、マーカーは、その形質転換の時点で対象の新生細胞に

導入されるものであってよい。例えば、形質転換が非新生細胞のウイルス感染に

よって誘発される場合、対象マーカーは、ウイルス由来又はウイルス特異的分子

でありうる。

      【００２６】

  好ましくは、マーカーは、Ｔ細胞レセプタ（本書中「ＴＣＲ」と呼ばれる）鎖

又は免疫グロブリン鎖の再編成されたゲノム可変領域核酸分子である。本発明を

いかなる形であれ制限することなく、各々のリンパ系細胞は、およそ１０16個の

全く異なる可変領域構造の合計抗原多様性を生成するべく再編成された特定の遺

伝子に応じてその生殖細胞系可変領域遺伝子セグメント（Ｖ及びＪ又はＶ、Ｄ及
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びＪセグメント）の体性組換えを受ける。Ｔ細胞又はＢ細胞といったような一定

の任意の与えられたリンパ系細胞において、ＴＣＲ又は免疫グロブリン分子を含

む２鎖のうちの２つ以上の再編成に起因して、少なくとも２つの全く異なる可変

領域遺伝子セグメントの再編成が発生する可能性が高い。特定的に言うと、ＴＣ

Ｒのα、β、γ又はδ鎖及び免疫グロブリン分子の軽鎖である。任意の与えられ

た免疫グロブリン又はＴＣＲ遺伝子のＶＪ又はＶＤＪセグメントの再編成に加え

て、ヌクレオチドは、セグメント間の接合部において無作為に除去及び／又は挿

入される。こうして、多大な多様性が生み出されることになる。

      【００２７】

  従って本発明は、より特定的には、哺乳動物体内の新生リンパ系状態を監視す

るための方法において、前記哺乳動物に由来する検体中に含有された核酸分子と

、再編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又は類似体に相補的

な核酸基準分子又はその誘導体又は類似体を、前記基準分子と前記可変領域核酸

分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに充分な時間だけ接触

させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハイブリダイゼーショ

ンミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによって前記可変領域核酸分子に

ついて富化する段階；及び前記富化された可変領域核酸分子を定性的及び／又は

定量的に検出する段階を含んで成る方法を提供する。

      【００２８】

  好ましくは、前記可変領域核酸分子は、再編成された可変領域遺伝子セグメン

トのゲノム形態である。

  「リンパ系細胞」に対する言及は、免疫グロブリン又はＴＣＲ可変領域遺伝子

セグメントの少なくとも１つの生殖細胞系セットを再編成させたあらゆる細胞に

対するものであると理解すべきである。再編成されうる免疫グロブリン可変領域

コーディングゲノミックＤＮＡには、重鎖又はκ又はλ軽鎖に結びつけられた可

変領域が含まれるが、一方再編成可能なＴＣＲ鎖可変領域コーディングゲノミッ

クＤＮＡには、α、β、γ及びδ鎖が含まれる。この点において、１つの細胞は

、それが少なくとも１つの免疫グロブリン又はＴＣＲ遺伝子セグメント領域の可

変領域コーディングＤＮＡを再編成したことを条件として、「リンパ系細胞」の
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定義の範囲内に入るものと理解されるべきである。細胞が同様に、再編成された

ＤＮＡを転写し翻訳していることは必要ではない。この点において、「リンパ系

細胞」はその範囲内に、ＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領域遺伝子セグメントを

再編成したもののそれでも再編成鎖（例えばＴＣＲ－胸腺細胞といったような）

をまだ発現していない、又はそのＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領域遺伝子セグ

メントの両方の鎖をまだ再編成していない未熟なＴ及びＢ細胞を内含しているが

、いかなる形であれそれに制限されるわけではない。この定義はさらに、少なく

とも幾分かのＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領域再編成を受けているもののその

他の形では成熟Ｔ細胞又はＢ細胞に従来結びつけられた表現型又は機能特性を全

て示し得ないリンパ系様細胞にまで拡大される。従って、本発明の方法は、１つ

の可変領域遺伝子領域の少なくとも一部分の再編成が発生したことを条件として

、発達の任意の分化段階にあるリンパ系細胞、活性化されたリンパ系細胞又は非

リンパ系／リンパ系様細胞を含む（ただし、これらに制限されるわけではない）

細胞の新形成を監視するために使用可能である。

      【００２９】

  少なくとも１つの可変領域遺伝子領域の再編成が完成していることが好ましい

ものの、本発明の方法はそれでも、部分的再編成しか示さない新生細胞を監視す

るためにも応用可能である、ということも理解すべきである。例えば、ＤＪ組み

換え事象のみを受けたＢ細胞は、部分的再編成のみを受けた細胞である。ＤＪ組

換えセグメントがさらにＶセグメントと組換えを行なってしまうまで、完全な再

編成は達成されないことになる。本発明の方法は従って、このマーカー配列に相

補的な基準分子を利用して１つのＴＣＲ又は免疫グロブリン鎖の部分的又は完全

な可変領域再編成を検出するように設計され得、そうでなければ、例えば、より

高い特異性が必要とされ、新生細胞がＴＣＲ又は免疫グロブリン鎖の両方の可変

領域を再編成した場合、両方の再編成形態に向けられた基準分子を利用すること

ができる。

      【００３０】

  「新生細胞」に対する言及は、異常な「成長」を示す細胞に対する言及として

理解すべきである。「成長」という語は、その最も広い意味で理解されるべきで
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あり、増殖の意味を内含する。この点において、異常細胞成長の一例としては、

細胞の無制御増殖がある。リンパ系細胞の無制御増殖は、（例えば白血病患者の

血液中に見られるような）単細胞懸濁液又は中実腫瘍のいずれかの形をとる細胞

集団を導く可能性がある。新生細胞は、良性細胞又は悪性細胞のいずれの場合も

ある。好ましい実施形態においては、新生細胞は、悪性細胞である。この点にお

いて、「新生状態」に対する言及は、対象の哺乳動物における新生細胞の存在に

対する言及である。「新生リンパ系状態」には、白血病、リンパ腫及び骨髄腫に

おいて発生するような異常に高い数の新生細胞の存在に対する言及によって特徴

づけられる疾病状態に対する言及が含まれるものの、この語句は同様に、哺乳動

物の体内に発見される新生細胞の数が、明らかな疾病状態から緩解状態へ又はそ

の逆方向への哺乳動物のシフトを画定するものと通常みなされている閾値よりも

低いような状況に対する言及も内含するものと理解されるべきである（緩解の間

に存在する細胞数は、往々にして「最小残存腫瘍」と呼ばれる）。さらに、哺乳

動物体内に存在する新生細胞の数が、本発明の到来以前に利用されていたスクリ

ーニング方法により検出可能な閾値より低い値に降下した場合でも、その哺乳動

物はなお「新生状態」を示すものとみなされる。

      【００３１】

  好ましい一実施形態においては、本発明は、哺乳動物体内のリンパ系悪性状態

を監視するための方法において、前記哺乳動物に由来する検査用検体中に含有さ

れた核酸分子と、再編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又は

その類似体に相補的な核酸基準分子又はその誘導体又は類似体を、前記基準分子

と前記可変領域核酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに

充分な時間だけ接触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハ

イブリダイゼーションミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによって前記

可変領域核酸分子について富化する段階；及び前記富化された可変領域核酸分子

を定性的及び／又は定量的に検出する段階を含んで成る方法に向けられている。

      【００３２】

  さらに一層好ましくは、前記監視は、最小残留疾病状態の監視である。

  対象の哺乳動物由来の「検査用検体」に対する言及は、その最も広い意味にお
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いて、１つの哺乳動物に由来する材料のあらゆる検体を内含するものとして理解

すべきである。これには、組織及び体液（例えばリンパ系試料、血液、リンパ液

、糞便又は気管支分泌物といった生検材料）といった哺乳動物の体内に天然に存

在する検体及び例えば肺洗浄の後に肺から又は浣腸の後に結腸から抽出された食

塩溶液といったような、哺乳動物の体内に導入されその後取出された検体の両方

に対する言及が内含される。本発明の方法に従って検査される生体検体は、直接

検査されてもよいし、そうでなければ、検査に先立ち何らかの形の処置が必要と

なる場合もある。例えば、生検検体は、検査に先立ち均質化を必要とする可能性

がある。検体が細胞材料を含む場合、基準核酸分子と核酸材料の相互作用を容易

にするため細胞材料中に存在する核酸材料を抽出するか又はその他の形で露呈す

ることが必要となるかもしれない。先に詳述したように、検査がｍＲＮＡマーカ

ー配列を検出するように設計されている場合、検体は、検査以前に何らかの形の

刺激も必要とする可能性がある。

      【００３３】

  本書中に開示されている方法に従って検査するのに最も適しているのはどのよ

うなタイプの検体であるかの選択は、監視されている新生状態の性質によって左

右されることになる。例えば、新生状態がリンパ系白血病である場合、血液検体

、リンパ液検体又は骨髄吸引液が適切な検査用検体を提供する可能性が高いと思

われる。新生状態がリンパ腫である場合、リンパ節生検又は血液又は骨髄検体が

、検査用組織の適切な供給源を提供する可能性が高いと思われる。新生細胞の原

供給源を監視しているのか又は原点からの新形成の転移又はその他の形の拡散の

存在を監視すべきかについての考慮も同様に必要とされることになる。この点に

おいて、いずれか１つの哺乳動物から一定数の異なる検体を収獲し検査すること

が望まれるかもしれない。任意の与えられた監視シナリオについて適切な検体を

選ぶことは、当業者の技量の範囲内に入ると思われる。

      【００３４】

  本書で使用されるような「哺乳動物」という語には、ヒト、霊長類、家畜（例

えば、馬、牛、羊、豚、ロバ）、実験動物（例えばマウス、ラット、ウサギ、モ

ルモット）、コンパニオンアニマル（例えばイヌ、ネコ）及び捕獲野生動物（例
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えばカンガルー、鹿、キツネ）が内含される。好ましくは、哺乳動物はヒト又は

実験動物である。さらに一層好ましくは、哺乳動物はヒトである。

      【００３５】

  この好ましい実施形態に従うと、本発明は、ヒトの体内のリンパ系悪性状態を

監視するための方法において、前記ヒトに由来する検査用検体中に含有された核

酸分子と、再編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又はその類

似体に相補的な核酸基準分子又はその誘導体又は類似体を、前記基準分子と前記

可変領域核酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに充分な

時間だけ接触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハイブリ

ダイゼーションミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによって前記可変領

域核酸分子について富化する段階；及び前記富化された可変領域核酸分子を定性

的及び／又は定量的に検出する段階を含んで成る方法に向けられている。

      【００３６】

  本発明の方法は、実際の又は推定上の新生リンパ系状態を監視することを目的

として以上で定義した通りのマーカー核酸分子と相互作用し得る基準核酸分子の

使用に基づいている。この点において、「監視」に対する言及は、新生状態の初

期診断後の対象に関する新生リンパ球の存在又はそのレベルについて対象を検査

することに対する言及として理解されるべきである。「監視」という語には、日

、週、月又は年の一定期間にわたる一連の検査又は１回限り単発検査の両方の実

施に対する言及が内含されている。検査は、緩解状態にある哺乳動物が再発する

確率を予測すること、治療プロトコルの有効性を監視すること、緩解状態にある

患者の状態を点検すること、治療養生法の適用前後の新生状態の進行を監視して

適切な治療に関する決定に到達する上での一助となるか又は新しい治療形態を検

査すること、を含めた数多くの理由のうちのいずれかのために行なわれる。従っ

て、本発明の方法は、臨床的手段及び研究手段の両方として有用である。

      【００３７】

  「核酸」に対する言及は、デオキシリボ核酸及びリボ核酸又はその誘導体又は

類似体の両方に対する言及として理解すべきものである。

  基準核酸分子は、天然に、組換えによって、又は合成によって産生され得る。
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対象のマーカー分子に関する配列情報がわかっている場合、基準分子は、合成又

は組換えにより生成され得る。しかしながら好ましい実施形態においては、本発

明は、マーカー分子との関係におけるヌクレオチド配列情報を得ることが可能で

ないかつ／又は望ましくないような状況に対し応用される。このことは、本発明

の方法が、臨床的環境の中で数多くの患者についての新生リンパ系状態の監視に

応用される場合に特に関連している。特に、ＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領域

再編成は、新生リンパ球の特に適切なマーカーであることから、一定の与えられ

た患者の新生リンパ球が示す特定の可変領域再編成が一意的なものとなる確率が

最も高い。１人の患者が一次新生リンパ系状態のため２度診察を受けにきた場合

でも、第１の一次新生リンパ系状態に由来する新生細胞の可変領域再編成が、第

２の一次新生リンパ状態に由来する新生細胞のものと異なる可能性は高い。

      【００３８】

  好ましい実施形態においては、基準核酸分子は、ドライバ核酸分子といったよ

うな天然に発生する分子である。「ドライバ」核酸分子は、本発明の方法を介し

て監視されつつある哺乳動物から単離された基準核酸分子を意味するものとして

理解すべきである。分子は、必然的に本発明の方法を最初に実施する前に単離さ

れる。本発明において使用するのに適したドライバ分子の位置を特定し、同定し

単離する方法は、当業者にとって周知のものと思われるが、１つの好ましい実施

形態においては、ドライバ分子は、診断時点で対象の哺乳動物から得られた新生

リンパ系細胞の検体から誘導された再編成ＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領域ゲ

ノミックＤＮＡである。本発明の方法で使用するのに適したドライバ分子は、例

えば、診断時点で得られた細胞から抽出されたＤＮＡ又はＲＮＡの中に存在する

再編成ＴＣＲ又は免疫グロブリン遺伝子の核酸増幅によって調製され得る。いか

なる形であれ本発明の作用を制限するわけではないものの、新生リンパ系状態は

、通常、異常な症候で患者が診察を受けにきた結果として診断されることになる

。これらの症候は、通常、新生リンパ系細胞が高い濃度で存在することによって

もたらされてきた（通常Ｂ細胞白血病といったような新形成については骨髄中９

９％以上、胸腺細胞白血病については胸腺中９５％以上そして中実リンパ系腫瘍

を含む細胞の９９％以上）。従って、新生細胞の検体は、診断の時点か又は治療
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養生法を開始する前の任意の時点で容易かつ迅速に単離され得る。任意のいずれ

かの患者から充分な細胞又はＤＮＡ又はＲＮＡ又はドライバ核酸分子検体を獲得

し保管でき（例えば冷凍アリコート）、かくして、その患者の新生リンパ系状態

の監視を必要なだけ又は望まれるだけ長く維持することが可能になっている。

      【００３９】

  従って本発明の方法は、哺乳動物体内の新生リンパ系状態を監視するための方

法において、前記哺乳動物に由来する検査用検体中に含有された核酸分子と、再

編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又は類似体に相補的な核

酸ドライバ分子又はその誘導体又は類似体を、前記ドライバ分子と前記可変領域

核酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつそれに充分な時間だけ

接触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子及びハイブリダイゼー

ションミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによって前記可変領域核酸分

子について富化する段階；及び前記富化された可変領域核酸分子を定性的及び／

又は定量的に検出する段階を含んで成る方法を提供している。

      【００４０】

  好ましくは、前記新生状態は悪性状態であり、より一層好ましくは、前記哺乳

動物はヒトである。

  「誘導体」及び「類似体」に対する言及は、天然、合成又は組換え型供給源か

らのフラグメント、部分、部分、突然変異体、相同体、擬似体及び類似体に対す

る言及を内含するものと理解されるべきである。前該核酸分子の誘導体には、核

酸配列の特定のエピトープ又は部分をもつフラグメントが内含される。例えば、

基準分子は、それが充分なマーカーである場合、可変領域の一部分のみをコード

する。同様にして、可変領域の一部分のみが、免疫グロブリン再編成のＤＪ領域

のみ又は接合点のみ、といったように、充分なマーカーを提供できる。この定義

づけは同様に、その他のタンパク様又は非タンパク様の分子に融合された核酸分

子をも内含している。対象の核酸分子は例えば、前記分子の単離又は検出を容易

にするタグに融合され得る。本書で考慮されている類似体には、その化学的構成

又は全体的配座に対する修飾といったような核酸配列に対する修飾が内含される

が、これに限られるわけではない。例えば基準核酸分子は、キャリオーバーされ
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たあらゆる望ましくない基準分子をその後に除去できるようにするための酵素分

割標的を提供する目的でウラシルヌクレオチドを示すことができる。これには同

様に、例えば、バックボーン形成又は相補的塩基対ハイブリダイゼーションレベ

ルにおける場合のように核酸配列がその他の核酸配列と相互作用する要領に対す

る修飾も含まれる。ヌクレオチド又は核酸配列のビオチニル化は、本書に定義さ

れている通りの誘導体の一例である。核酸配列の誘導体は、単一又は多数のヌク

レオチド置換、欠失及び／又は付加から誘導されうる。「誘導体」という語は、

例えば天然の産物をスクリーニングした後に得られた生成物といったような核酸

配列の活性のうちの任意の単数又は複数のものを示す核酸配列を包含するものと

して、と同時にペプチド核酸といったような異なるバックボーン上のヌクレオチ

ド配列を包含するものとしても理解すべきである。

      【００４１】

  検査用検体内に存在する任意のマーカー分子との相互作用が容易になるように

検査用検体の核酸分子と基準核酸分子を接触させることは、任意の適切な方法に

よって実施可能である。これらの方法は、当業者にとって既知のものとなる。こ

の点で、「相互作用」に対する言及は、相補的ヌクレオチド塩基間のハイブリダ

イゼーションといった何らかの相互作用形態又は、対象の核酸分子の核酸部分間

の結合形成といったようなその他の何らかの相互作用形態に対する言及として理

解されるべきである。相互作用は、共有結合、水素結合、ファンデルワールス力

又はその他の相互作用メカニズムといった結合形成（ただしこれらに制限される

わけではない）を介して起こり得る。２つの核酸分子間の「ハイブリダイゼーシ

ョン」に対する本書中の全ての言及は、前記分子間の任意の相互作用形態を包含

するものとして理解すべきである。この相互作用を容易にするためには、基準核

酸分子及び検査用検体の核酸分子の両方が、１本鎖基準分子と１本鎖マーカー分

子の間のハイブリダイゼーションが発生するのに充分な時間だけかつそれに充分

な条件下で、部分的又は完全に一本鎖状態にされていることが好ましい。基準核

酸分子のコーディングストランドとそれに相補的なマーカー核酸分子のストラン

ド、又は基準核酸の非コーディングストランド及びそれに相補的であるマーカー

核酸分子のストランドの間でハイブリダイゼーションが発生しうるということが
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わかるはずである。

      【００４２】

  基準分子に関連して用いられる「核酸分子」という句は、その機能の中にマー

カー核酸配列に対するヌクレオチド配列の少なくとも１つの領域のハイブリダイ

ゼーションが含まれている、ヌクレオチド配列又はその誘導体を含むあらゆる分

子を意味するものとして理解すべきである。従って「マーカー核酸分子」という

句は、核酸配列又はその誘導体を含むものの上述のように新生細胞の特徴であり

従って接触段階を介した同定の対象であるようなあらゆる分子を内含する。核酸

基準分子及びマーカー核酸分子は両方共、これらの分子の検出及び／又は富化を

容易にするタグといったような非核酸成分を含むことができる。これらのタグは

、対象である方法の実施中任意の適切な時点で取り込まれ得る。

      【００４３】

  本発明の理論又は作用様式を何らかの形で制限することなく、ハイブリダイゼ

ーション条件下で基準核酸分子と検査用検体の核酸分子を接触させることにより

、基準：マーカーホモ２本鎖分子，基準：基準ホモ２本鎖又はマーカー：マーカ

ーホモ２本鎖分子の形成が結果としてもたらされる可能性がある。基準分子が非

マーカー分子とミスマッチな形でハイブリッド形成する場合又はマーカー又は非

マーカー核酸分子が、異なる配列の核酸分子とハイブリッド形成する場合にはヘ

テロ２本鎖分子が形成されることになる。マーカー；マーカーホモ２本鎖分子形

成の濃度は、余剰の基準核酸分子と検査用検体を接触させることによって最小限

におさえることができる。

      【００４４】

  なおも本発明を何らかの形で制限することなく、基準核酸分子と検査用検体中

に存在するマーカー核酸分子のハイブリダイゼーションにより、単純でかつ特異

的な形でのマーカー核酸分子の富化が容易になる。特異性は、マーカー分子が基

準分子に対しハイブリッド形成してホモ２本鎖分子を形成し、かくして検査用検

体の一部をも形成するその他の非マーカー不均一核酸分子からマーカー分子を弁

別するという事実によって提供される。

      【００４５】
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  「富化」に対する言及は、検査用検体中に含まれた生殖細胞系非マーカー核酸

分子との関係におけるマーカー核酸分子の比を増大させることに対する言及とし

て理解されるべきである。これは、例えば非マーカー核酸分子を分解、除去又は

その他の形で減少させることによって達成できる。本発明の方法に従うと、富化

段階は、マーカー核酸分子を増幅させることにより検査用検体内のマーカー核酸

分子の濃度を増大させるのではなくむしろ検体中に含まれた非マーカー核酸分子

の濃度を減少させる形をとる。本発明の理論又は作用様式を制限することなく、

本発明者らは、マーカー核酸集団を増幅させようと試みるよりもむしろ検査用検

体からの非マーカー核酸分子濃度を減少させることに基づく富化段階を利用する

ことにより、対象の検出方法は、非特異的増幅が発生する危険性がないきわめて

感度の高い手段を提供するということを発見した。さらに、本書で用いられてい

る富化のタイプは、対象のマーカー核酸分子を標的とする基準核酸分子の使用の

おかげで実現可能となっている。この分子スクリーニング方法が全体的に簡略な

ものであることも同様に、基準核酸分子を使用しかくして高度に特異的なプロー

プ及び／又はプライマ分子の設計を容易にする目的で将来のマーカー核酸分子の

配列分子を行なう必要性が回避されているということと関係している。

      【００４６】

  「富化」に対する言及は、検査用検体から全ての非マーカー核酸分子を除去す

る富化段階に制限されるものでない、ということを理解すべきである。むしろ、

先に提供した定義に従うと、これは、検査用検体中の非マーカー核酸分子の濃度

の減少に対する言及である。従って、濃度の減少の程度は変動しうるものである

。本発明の方法は、マーカー核酸分子集団の純度を改善するため単数又は複数の

逐次的富化段階を行なうことにまで拡大されるというふうに理解すべきである。

単数又は複数の富化段階を実施する必要があるか否かについての決定は、ケース

バイケースで当業者が下すことができる。新生リンパ系の数が多い場合、例えば

治療の初期段階の間、高濃度で存在することになるマーカー核酸分子を検出する

のに単一の単純な富化段階で充分であり得る。しかしながら、緩解状態にある患

者が検査対象である場合には、対象のマーカー分子の純度を最大限にするため２

つ以上の異なる富化技術を実施することが望ましい可能性がある。
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      【００４７】

  マーカー核酸分子のための富化は、制限的な意味なく、以下のものを含む適切

な一定数の技術のうちのいずれか１つ又は複数のものによって実施できる：

（ｉ）  検査用検体に由来する核酸分子又は基準核酸分子のいずれかの中にタグ

を取込むこと。洗浄その他の手段による望まれない分子の除去を容易にするため

、共有結合又は非共有結合のいずれによってであれ、固相に対し分子をカップリ

ングするためにタグを使用することができる。タグは、酵素分割に対する耐性を

もつ基準核酸又は検査用検体に由来する核酸分子のいずれかの上に核酸配列を提

供するためにも使用可能である。かかるタグは、当業者にとって既知であり、一

般に用いられているものとしてはビオチン、ジゴキシゲン及びフルオレセインが

ある。もう１つの一般的に使用されているタグには、酵素耐性をもつペプチド又

はホスホロチオエートバックボーンが関与している。かかる用途に適した固体相

には、プラスチック表面、ゲルマトリクス及びコーティングされた磁気ビーズが

含まれ、これらには、ストレプトアビジン又は抗体といった捕獲分子が付着して

いてよい。

（ｉｉ）  カラム又は毛管といった器具の中に入ったゲル又はサイズ排除又は親

和性又はその他の基質を通した２本鎖分子の移動差に基づき、ハイブリダイゼー

ションミスマッチヘテロ２本鎖分子から基準：マーカーホモ２本鎖分子を分離す

ること。

（ｉｉｉ）  ミスマッチ修復タンパク質とヘテロ２本鎖分子の会合を介して、非

マーカー核酸分子に対し部分的にハイブリッド形成された基準核酸分子間で形成

されたものといったようなハイブリダイゼーションミスマッチヘテロ２本鎖分子

を除去すること。除去は、ミスマッチ修復タンパク質がカラム又はプレートの表

面といったような固相表面にカップリングされている場合のような任意の適切な

技術によって容易になる。もう１つの例においては、ゲル又は基質を通してのヘ

テロ２本鎖分子の移動で示差的に改変するミスマッチ修復タンパク質が使用され

得る。

（ｉｖ）  マッチしなかった１本鎖核酸分子及び／又はハイブリダイゼーション

ミスマッチヘテロ２本鎖分子を、化学的又は酵素的分割技術を利用して除去する
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こと。好ましくは、Ｓ１ヌクレアーゼ及び／又はＴ４エンドヌクレアーゼを利用

した対象核分子の消化といったような酵素技術が利用される。

（ｖ）  固相に対しタグ付きホモダイマ及びヘテロダイマをカップリングし、ハ

イブリッド形成されていない１本鎖分子、ヘテロダイマー又はホモダイマーを除

去すること。この除去段階は、例えば、基準核酸分子に対しミスマッチな形でハ

イブリッド形成したいずれかの非マーカー分子を１本鎖状態にするべく残留核酸

分子集団を洗浄しかつ次に加熱又は化学的処置をほどこすことによって達成でき

る。本発明を何らかの形で制限することなく、ハイブリダイゼーションミスマッ

チ非マーカー分子は、完全にハイブリッド形成されたマーカー分子よりも低い温

度で融解する。このとき、洗浄段階により、新たに１本鎖にされた分子を除去す

ることができる。

      【００４８】

  対象の富化段階は、以上の項目（ｉ）－（ｖ）に概略的に説明された技術のう

ちの単数又は複数のもののような適切ないずれかの単数又は複数の技術を実施す

ることによって達成可能である、ということを理解すべきである。対象技術は、

固相に対する検査用検体核酸分子又は基準核酸分子のいずれかの付着を介してか

又は分離用ゲル又はカラムを介して、又は溶解状態で、といったものを含む任意

の数の方法で実施することができる。最も適切な富化プロトコルを決定すること

は、当業者の能力範囲内に入ると思われる。富化が複数の技術の使用を含む場合

、これらの技術は好ましくは、逐次的に実施される。

      【００４９】

  以上で詳述した富化技術のうちのいずれか単数又は複数のものを応用すること

に加えて、ドライバ分子は好ましくは、マーカー核酸分子を検出するに先立ち除

去される。これによりさらにマーカー核酸集団が富化される。これは、以下のも

のを含めた一定数の技術のうちのいずれか１つのによって達成され得る。

（ｉ）  単離された核酸分子２本鎖分子を１本鎖にし、基準核酸分子を、その中

に取込まれたタグによって析出すること。例えば、以上で記述された通りのビオ

チン標識又は磁気ビーズ。

（ｉｉ）  基準核酸分子内に取込まれた適切な固定タグを用いて基準分子を特異
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的に分解すること。例えば、ウラシル類似体を基準分子ＤＮＡ内に取込むことに

より、酵素ウラシルＮグリコシラーゼ（ＵＮＧ）を利用した基準分子の特異的消

化が可能となる。本発明を何らかの形で制限することなく、基準：基準分子ホモ

２本鎖分子が形成されたか又はドライバ：非マーカーヘテロ２本鎖分子が富化を

生き延びたのであるかぎり、このような段階によって、これらの余剰分子が除去

されることになる。

（ｉｉｉ）  基準分子ではなく検査用検体に由来する核酸分子の増幅を可能にす

るため、これらの核酸分子に対してのみ付着された酵素耐性タグを利用すること

。このことは、基準分子の相対的割合を大幅に減少させる。

      【００５０】

  最も好ましい実施形態においては、ハイブリッド形成されていない核酸分子及

びハイブリダイゼーションミスマッチ核酸分子の濃度を低減させることによるマ

ーカー分子についての富化段階は、さらに、基準核酸分子の濃度の低減段階を内

含している。

  この最も好ましい実施形態に従うと、哺乳動物体内の新生リンパ系状態を監視

するための方法において、前記哺乳動物に由来する検査用検体中に含有された核

酸分子と、再編成ＴＣＲ又は遺伝子可変領域核酸分子又はその誘導体又は類似体

に相補的な核酸基準ドライバ分子又はその誘導体又は類似体を、前記基準ドライ

バ分子と前記可変領域核酸分子の相互作用を容易にするのに充分な条件下でかつ

それに充分な時間だけ接触させる段階；ハイブリッド形成されていない核酸分子

及びハイブリダイゼーションミスマッチ核酸分子及び核酸ドライバ分子の濃度を

低減させることによって前記可変領域核酸分子について富化する段階；及び前記

富化された可変領域核酸分子を定性的及び／又は定量的に検出する段階を含んで

成る方法が管理されている。

      【００５１】

  最も好ましい実施形態においては、富化段階は、タグ付けされたドライバ核酸

分子にハイブリッド形成されなかった非マーカー核酸分子を除去し、ミスマッチ

ハイブリダイゼーション核酸分子を酵素により分割し、例えば、ＵＮＧの使用に

よりドライバ分子を除去することによって実施される。
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  マーカー分子の「検出」は、当業者にとって既知の適切なあらゆる方法によっ

て実施可能である。この点において、「定性的」検出に対する言及は、新生リン

パ系細胞集団の有無を検出することに対する言及として理解されるべきであり、

一方「定量的」検出は、対象哺乳動物の体内に存在する新生リンパ系細胞のレベ

ルの検出に対する言及として理解されるべきである。本発明の方法において使用

するのに適した検出技術には、以下のことが内含されるが、これらに制限される

わけではない。

      【００５２】

  （ｉ）  シグナルを発出するか又は、シグナルを発出する検出システムにカッ

プリングされうる検出タグで、富化されたマーカー核酸分子集団を標識付けし、

次に前記信号を検出すること。これには、例えば比色分析検出、螢光検出、酵素

検出又は放射性タグ検出が含まれる：又は、

  （ｉｉ）  富化されたマーカー核酸分子をその検出に先立ち増幅すること。こ

れは、マーカー核酸のコピー数が少ない（例えば、患者が緩解状態にあることを

理由にして）などに必要とされ得る。マーカー核酸集団は富化されていることか

ら、対象マーカー分子に特異的に向けられた増幅プライマを合成する必要はない

。むしろ、対象マーカー核酸集団を増幅するために汎用プライマを利用すること

ができ、電気泳動により、増幅された生成物を検出することができる。

      【００５３】

  （ｉｉｉ）  異なる配列の既知の量の標準を当初の検査用検体に添加し、標準

用のものとマーカー用のものの計２つの基準ドライバを用いて初期富化を実施し

、最終的に得られる未知マーカー分子及び富化された標準の相対的量を決定する

ことにより、（未知の）マーカーの定量的検出を達成することができる。未知の

マーカーの量を次に計算することができる。

      【００５４】

  （ｉｖ）  以下で記述される通りの２次元電気泳動分離を使用することができ

る。

  本発明を何らかの形で制限することなく、本発明者らは、本発明の方法により

、血液中では検体中の合計細胞数あたり１０-5個の白血病細胞までそして骨髄中
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では１０-5～１０-6個までの疾患の検出及び定量化が可能となる。これは、実施

が同等に簡単である現在利用可能な技術に比べ１０００倍の改善に相当する（表

１参照）。

      【００５５】

  関連する態様においては、当該本発明者らは、以上で定義されたマーカー核酸

分子が、そのサイズ及びヌクレオチド配列について示す差異に起因して独特の電

気泳動による移動パターンを示す、ということを見極めた。従って本本発明者ら

は、単離されかくして検出可能である集団を形成するべく検査用検体中に含まれ

た不均一非マーカー核酸分子からのマーカー集団の電気泳動による分離に基づき

生体検体中のマーカー核酸分子の集団の存在を定性的かつ／又は定量的に検出す

るための方法を開発した。個々のマーカー核酸集団の存在についてスクリーニン

グすることにより、新生状態において観察されるような細胞のクローン集団の拡

大が発生したか否かを見極めることが可能である。

      【００５６】

  従って、本発明のもう１つの態様は、生体検体中の細胞のクローン集団を検出

及び／又は定量化するための方法において、前記細胞がマーカー核酸分子によっ

て特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時移

動でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含まれ

、かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核酸

分子を検出する段階が含まれる方法に向けられている。

      【００５７】

  「～を特徴とする」という句は、対象細胞が定義づけされた特徴を示すことを

表わすように意図されているが、その細胞が同じくどんな特徴を示す可能性があ

るかに関しての制限としては意図されていないということを理解すべきである。

同様に、対象の特徴が必然的に対象細胞のみによって示される必要はないものの

、好ましい実施形態においては対象の特徴が、問題の細胞を検体中に存在する問

題外の細胞と区別して同定する特徴である、ということも理解すべきである。

      【００５８】

  「クローナル（クローンの）」という語は、対象の細胞集団が共通の細胞源に
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由来したものであることを意味している。例えば、新生細胞の集団は、形質転換

を受けた単細胞に由来する。この点において、遺伝的に全く異なる新生細胞集団

を産生するべくさらに核再編成又は突然変異を受ける新生細胞も又、細胞の「ク

ローナル」集団である。もう１つの例においては、急性又は慢性感染又は免疫刺

激に応答して拡張するＴ又はＢリンパ球も同様に、本書に提供された定義の範囲

内での「クローナル」細胞集団である。好ましくは、細胞のクローナル集団は、

新生細胞の集団であり、さらに好ましくは新生リンパ系細胞である。

      【００５９】

  従って、本発明は、より特定的には、生体検体中の新生リンパ系細胞集団を検

出及び／又は定量化するための方法において、前記検体がマーカー核酸分子によ

って特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時

移動でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含ま

れ、かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核

酸分子を検出する段階が含まれる方法を提供する。

      【００６０】

  「新生」及び「リンパ系」に対する言及は、以上で示されたものと同じ意味を

有するものと理解すべきである。

  「マーカー核酸分子」に対する言及は、上述のものと同じ意味を有する。対象

の新生細胞がリンパ系細胞であるかぎり、対象のマーカーは、好ましくは再編成

ＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領域核酸分子である。

      【００６１】

  この好ましい実施形態に従うと、生体検体中の新生リンパ系細胞集団を検出及

び／又は定量化するための方法において、前記新生細胞がマーカー核酸分子によ

って特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時

移動でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含ま

れ、かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核

酸分子を検出する段階が含まれ、ここで前記新生リンパ系細胞の再編成ＴＣＲ又

は免疫グロブリン可変領域核酸分子が同時移動する方法が提供されている。

      【００６２】
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  「生体検体」に対する言及は、前述のような哺乳動物由来の検査用検体に対す

る言及として理解されるべきである。検体が細胞材料を含むかぎり、その検体中

に含まれている核酸材料を抽出又はその他の形で単離又は露呈することが必要で

あるかもしれない。以上で詳述した通り、対象マーカー核酸分子がｍＲＮＡ分子

であるかぎり、この転写産物の産生をアップレギュレートするために検査用検体

に対し刺激シグナルを最初に適用することが必要であるかもしれない。同様に、

特異的プライマが利用可能である場合検査に先立ちマーカー核酸集合を増幅する

か又は核酸分子のより大きな出発集団を提供する目的で汎用プライマを利用して

検査用検体の核酸集団を全体として増幅することも又望ましいかもしれない。

      【００６３】

  本発明を、いずれかの理論又は行動様式に制限することなく、再編成ＴＣＲ又

は免疫グロブリン可変領域遺伝子といったようなマーカー分子は、独特のヌクレ

オチド配列を示し、この配列はかくして独特のＴＣＲ又は免疫グロブリン可変領

域をコードする。本発明者らは、かかる分子を含有する核酸検体を、個々の分子

の長さ及びそれらのヌクレオチド配列に応じた分離に基づいた電気泳動分離に付

した時点で、マーカー分子が、電気泳動ゲル上の共通の終点まで同時移動すると

いうことを見極めた。最終的に得られる核酸移動パターンは、電気泳動分離の前

後又はその間に検査用検体の核酸分子内に取込まれた分子（例えば螢光タグ又は

抗原）のオートラジオグラフィ、フルオログラフィ又は、視覚化といったような

技術を利用してゲル上で視覚化することができる。

      【００６４】

  ＩＳＭを含む数多くの核酸分子集団が、独特の長さ／配列の電気泳動位置まで

移動したことになるため、そして任意の与えられた位置に存在する核酸分子の数

量を相対的又は絶対的に決定することが可能であることから、非マーカー核酸分

子集団のレベルとの関係において対象のマーカー核酸分子がより高い濃度で存在

することに起因して、新生リンパ系細胞集団が検査対象の生体検体内に存在した

か否かを迅速かつ簡単に見極めることができる。

      【００６５】

  この点において、マーカー核酸分子が「前記細胞集団内で同時移動可能である
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」ことに対する言及は、電気泳動分離が長さ（すなわち塩基対の合計数）及び配

列（すなわち対象の核酸分子の実質のヌクレオチド配列）のパラメータに基づい

ている場合に、同じクローナル集団に由来する細胞から誘導されるかぎりにおい

て対象マーカー核酸分子が、同じ終点まで電気泳動的に移動しているということ

に対する言及に等しい。本発明を何らかの１つの理論又は行動様式に制限するこ

となく、本発明は、クローナル核酸分子集団を電気泳動分離するのに、新生細胞

集団及び非新生不均一細胞集団のマーカー分子間に存在する配列差を用いること

に基づいている。

      【００６６】

  長さ及び配列に基づく分子の電気泳動分離は、適切ないずれの技術を利用して

でも実施可能である。好ましい実施形態においては、この技術は、検査核酸分子

集団がまず最初に長さに従って分離され次に分子が尿素勾配ゲル内を走行させら

れる２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動である。核酸分子のＨ結合と尿素の干渉差

は配列に左右されることから、これは、ヌクレオチド配列差に基づいて核酸分子

を分解するための適切な方法の１つの例を提供する。温度も、変性剤として使用

可能である。一定の又は勾配変性条件を使用することができる。

      【００６７】

  従って、本発明はより特定的には、生体検体中の新生リンパ系細胞集団を検出

及び／又は定量化するための方法において、前記新生細胞がマーカー核酸分子に

よって特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同

時移動でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含

まれ、かかる分離が２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動であり、かつ核酸の長さ及

び配列に基づいており、さらに前記分離された核酸分子を検出する段階が含まれ

る方法を提供している。

好ましくは、前記新生細胞は悪性である。

      【００６８】

  本発明をいかなる形でも制限することなく、当該本発明者は、２次元電気泳動

が、非マーカー核酸分子集団内のマーカー核酸分子の検出感度を１０～１００倍

増大させるということを見極めた。
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  本発明のこの態様の方法は、哺乳動物の体内のクローナル細胞集団を検出する

、単純でしかも高感度の方法を提供している。該方法は、比較のために検出され

た核酸分子の濃度と比較した又はその他の終点位置で定量的標準と比較した場合

に、特定の終点まで同時移動した核酸分子の濃度がより高いことにより立証され

るように、大きなクローナル集団のスクリーニングに特に有用である。本発明の

方法は診断手段として使用され得るものの、これは哺乳動物体内の新生細胞集団

のサイズ変調を検出することによる新生状態の監視のため又は、新生細胞のクロ

ーン進化の発生を検出するために特に有用である。

      【００６９】

  本発明を何らかの形で制限することなく、全ての未使用可変領域セグメントが

その細胞の早期分化段階中の生殖細胞系の初期再編成の時点で必ずしも消失して

いるわけではないことから、新生リンパ系細胞は、可変領域遺伝子のさらなる再

編成を受けることができる。例えば、緩解に入ってから２～５年後に再発した白

血病患者は、新しいＴＣＲ又は免疫グロブリン再編成を時として示す。これは通

常、診断前後のもとの新生細胞のクローン進化に起因している。本発明の方法を

用いると、ヌクレオチド配列情報の必要性なく、感度の高いやり方で新しいクロ

ーナル集団といったような１つのクローナル集団を同定することが可能である。

この方法を一定の時間周期にわたる監視用手段として使用した場合、細胞集団の

サイズ又は供給源の変化を追跡することができる。例えば、或る種の新生状態の

場合、骨髄中の新生細胞の存在の証拠は、不良な予後と結びつけられることにな

るだろう。もう１つの例では、それは、新生細胞の治療中の予測手段として有用

である。特定的には、治療から５週間後に、なお高レベルの新生細胞を示す患者

は一般に、新生細胞レベルが低レベルまで減少した患者に比べて不良な予後を有

することになる。

      【００７０】

  本発明のこの態様の方法は、本発明の第１の態様において記述された検査方法

に加えて又はその代りに使用することができる。本発明を何らかの形で制限する

ことなく、本発明の第１の態様は、マーカー分子を検出する基準分子を利用して

新生細胞が検出され、かくして陽性結果を達成するのにその他の正常なクローナ
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ル細胞集団と比べ多い数で新生細胞が存在する必要性がなくなることから、後者

の方法よりもさらに感度の高い結果を提供する確率が高い。両方の方法共、新生

細胞に関するマーカー核酸配列情報に対する必要性を無くするものの、本発明の

後者の態様は、さらに基準分子に対する必要性をも無くする。これは、クローン

進化が検出の対象であり新しいクローンに対応する基準核酸分子がまだ獲得され

ていない場合に特に使用される確率が高い。この点において、本発明の後者の態

様は、実際に、監視及び診断の両方のための手段を提供する。

      【００７１】

  従って、関連する態様において、本発明は、哺乳動物中の新生細胞を検出及び

／又は定量化するための方法において、前記新生細胞がマーカー核酸分子によっ

て特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時移

動でき、前記哺乳動物に由来する検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分

離する段階が含まれ、かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに

前記分離された核酸分子を検出する段階が含まれる方法を提供している。

      【００７２】

  好ましくは、前記新生状態は、新生細胞のクローン進化である。最も好ましく

は、前記検出は診断である。

  さらに一層好ましくは、前記電気泳動分離は、２次元変性濃度勾配ゲル電気泳

動である。

  もう１つの態様において、生体検体中の多数の非新生リンパ球を検出及び／又

は定量化するための方法において、前記非新生細胞がマーカー核酸分子によって

特徴づけされ、該マーカー核酸分子が前記細胞集団内で電気泳動により同時移動

でき、前記検体中に含まれた核酸分子を電気泳動により分離する段階が含まれ、

かかる分離が核酸の長さ及び配列に基づいており、さらに前記分離された核酸分

子を検出する段階が含まれる方法が提供されている。

      【００７３】

  好ましくは、前記分離は、２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動である。

  本発明のさらなる特長は、以下の制限的意味のない例においてさらに充分記述

されている。
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例１

  「ドライバ」と呼ばれる診断時に得られた白血病再編成を、検査ＤＮＡに余剰

に添加する。このドライバを、後続のプロセス中においてひき続きその除去を可

能にするため、いくつかの方法のうちの１つで修飾する。その後、ＤＮＡ変性さ

せ、再度アニールさせる。結果として、ドライバは、白血病検査分子又は正常な

検査分子のいずれかと会合する。白血病検査分子との会合は、パーフェクトマッ

チを生み出すことになり、一方異なる配列をもつ正常な不均一再編成との会合は

ミスマッチを生み出すことになる。ミスマッチはこのとき、カラム又は下降毛管

を通っての移動差に基づくか又はカラム又はプラスチック表面といったような表

面に対し物理的に付着されたミスマッチ修復タンパク質との会合により、物理的

手段で除去され得る。次にドライバを除去し、正常な分子の「ノイズ」から分離

された富化された白血病分子をその後検出し定量化する（例２参照）。

例２

  最初の手順は、例１と同じである。検査ＤＮＡに対し白血病ドライバを余剰に

添加し、変性を行ない次に再アニーリングを行なう。ここでも又、ドライバは、

白血病検査分子又は正常な検査分子のいずれかと会合する。このとき、ミスマッ

チを認識する化学プロセス又は酵素の結果として、化学的又は酵素的にミスマッ

チが除去される。その結果、分割した分子は、このときその後のポリメラーゼ連

鎖反応において増幅しなくなる。白血病ドライバ分子は、ウラシル－Ｎ－グリコ

シラーゼ、ヌクレアーゼ又は制限酵素といったようなさまざまな酵素によって除

去される。定量化は、もとの検査ＤＮＡに対して標準クローナルＤＮＡを既知の

量だけ添加することによって実施される。標準ドライバは、標準ＤＮＡを保護す

るためにも使用される。不均一正常再編成及びドライバＤＮＡを除去した後、最

終的ＰＣＲを、螢光色素で標識づけされたプライマを用いて実施する。標準とマ

ーカーの相対的量を、ゲル電気泳動中の螢光を測定する遺伝子シーケンサ及び該

当するソフトウェアといった計器を用いて決定する。この方法は単独で、血液中

では１０-5のレベルまで、又骨髄中では１０-5～１０-6の検体中合計細胞あたり

の白血病細胞レベルの検出及び定量化を可能にすることが実証された。これは、

表１中で言及されている患者の大部分に対して適用可能な現行の単純な方法に対
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する１０００倍の改善に相当する。

例３

  これは、白血病と不均一正常再編成の間の配列差を用いるという原理に基づい

ている。配列差は、変性濃度勾配ゲル電気泳動により検出可能である。検査材料

中の白血病及び正常遺伝子再編成は、ＧＣクランプを伴うプライマを用いてホリ

メラーゼ連鎖反応によって増幅され、その後２次元勾配ゲル電気泳動に付される

ことになる。標的再編成及び任意の基準再編成が、２次元ゲル内のより特定的な

点まで移動することになる。感度を得るためには、ゲル中のＤＮＡを膜に移し、

次に放射性又は化学的手段により、これを検出する。２次元変性濃度勾配ゲル電

気泳動は、新しい方法ではなく、クローナルリンパ球再編成を検出するためには

１次元ＤＧＧＥが使用されてきたが、悪性リンパ系クローンを検出するための２

次元変性濃度勾配ゲル電気泳動の使用は、生成物のための新しい用途である。し

かしながら、一部の状況下では、ＰＣＲ産物の検出のための単純な方法が充分感

度の高いものでない可能性もある。そのような場合には、標識づけされたプロー

ブを用いたプロービング又は感度の良い二次検出の使用といったようなさらに高

感度の方法が必要となる。定量は基準モノクローナルＤＮＡを使用することによ

って達成されたことになる。例１及び／又は２からの材料を研究するためにこの

方法が使用される場合、ＰＣＲでは、上述の例２の中で言及されているプライマ

よりもむしろＧＣクランプを伴うプライマが使用されることになる。

例４

迅速な方法プロトコル

  １．λエキソヌクレアーゼを用いて、ドライバを１本鎖にする：  ドライバＤ

ＮＡ，λエキソヌクレアーゼ、１０ｘｉ緩衝液及びＨ2Ｏを混合する。インキュ

ベートする。

      【００７４】

  ドライバは、診断時の白血病ＤＮＡからのものである。方法の終了時に向けて

いかなる微量ドライバも除去できるような形でウラシルを取込むことにより、こ

れを修飾する。

  ２．ドライバ及びマーカーを変性させアニーリングして、ヘテロ２本鎖分子及
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びホモ２本鎖分子を形成する。

      【００７５】

  ドライバは、全てのマーカーストランドがドライバストランドと２本鎖分子を

形成するような形で、余剰に存在する。幾分かの余剰の１本鎖ドライバ分子も同

様に存在することになる。

  ３．Ｓ１ヌクレアーゼでＳ１を処置する：  ＳＩ酵素及び１０ｘＳＩ緩衝液を

添加する。インキュベートする。

      【００７６】

  ＳＩヌクレアーゼは、実質的度合のミスマッチが存在するヘテロ２本鎖分子を

消化する。これは又、余剰な１本鎖ドライバをも除去する。

  ４．結合及び洗浄緩衝液（Ｂ＆Ｗ）中の調製されたストレプトアビジンコーテ

ィングしたビーズに検体を結合させる。回転ホイール上でインキュベートする。

Ｂ＆Ｗで３回、Ｈ2Ｏで１回洗浄する。

      【００７７】

  マーカーは、ビオチンで標識付けされたプライマを用いて調製された。従って

、１つのマーカー分子が１本のストランドを形成するヘテロ２本鎖分子及びホモ

２本鎖分子が、ストレプトアビジンに対する結合のおかげで固定相に結合するこ

とになる。

  ５．Ｔ４エンドヌクレアーゼで処理する：  Ｔ４酵素、Ｔ４酸緩衝液を添加す

る。インキュベートする。Ｂ＆Ｗで３回、Ｈ2Ｏで１回洗浄を行なう。

      【００７８】

  この酵素はヘテロ２本鎖分子を消化する。

  ６．ＣelＩエンドヌクレアーゼで処置する。ＣelＩ酵素、１０ｘＨ緩衝液、ク

レノウ及びＨ2Ｏを添加する。インキュベートする。Ｂ＆Ｗで３回、Ｈ2Ｏで１回

、Ｈ2Ｏで３回高温にて洗浄する。

  この酵素はヘテロ２本鎖分子を消化する。

      【００７９】

  ７．Ｓｌエンドヌクレアーゼで処置する：Ｓ１酵素、１０ｘＳｌ緩衝液、及び

Ｈ2Ｏを添加する。インキュベートする。Ｂ＆Ｗで３回、Ｈ2Ｏで１回、洗浄する
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。

  この酵素はヘテロ２本鎖分子を消化する。

  ８．λエンドヌクレアーゼで処置する。λ酵素、１０ｘλ緩衝液、及びＨ2Ｏ

を添加する。インキュベートする。Ｂ＆Ｗで３回、Ｈ2Ｏで１回洗浄する。

      【００８０】

  エンドヌクレアーゼ酵素は、あらゆる残留ドライバ分子を消化する。

  ９．水酸化ナトリウムで１回、Ｂ＆Ｗで３回、Ｈ2Ｏで３回、高温にて洗浄す

る。

  このステップは、ビーズに結合したあらゆる２本鎖分子の第２のストランドを

除去することを目的としている。

      【００８１】

  １０．ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＮＧ）で処置する：ＵＮＧ酵素、Ｕ

ＮＧ緩衝液及びＨ2Ｏを添加する。インキュベートする。

  ＵＮＧの処置は、取込まれたウラシルを有することになるあらゆる存続するド

ライバ分子を消化することを目的とする。

  １１．ストレプトアビジンでコーティングされたビーズの画分についてＰＣＲ

を実施し、アクリルアミドゲル上にＰＣＲ産物を走らせる。最終段階で、該プロ

セスは、ドライバ分子に対するパーフェクトマッチである、すなわち白血病配列

を有しているために処置を生き抜いた単一のマーカーＤＮＡストランドを結果と

してもたらしているはずである。

      【００８２】

  独自の基準ドライバを有する基準ＤＮＡ分子で同じプロセスを実施することに

よって、定量化が達成される。該プロセスの始めに、さまざまな量の基準分子を

マーカー分子と混合させ、プロセス内に取入れる。プロセスの終りで最終ＰＣＲ

をフルオレセインで標識づけされたプライマを用いて実施し、白血病マーカー及

び基準の相対的量を、ＤＮＡフラグメント分析を用いた定量化によって決定する

。

      【００８３】

  当業者であれば、本書で記述した発明が、特定的に記述されたもの以外の変更
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及び修正を受け得るものである、ということを認識することだろう。本発明が、

かかる全ての変更及び修正を内含するということを理解すべきである。該発明は

同様に、本明細書に言及され記されている段階、特長、組成物及び化合物の全て

及びこれらの段階又は特長のうちのいずれか複数のものの任意の及び全ての組合

せを個別に又は集合的に内含している。

      【００８４】

    【表１】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、異なる量の未知のマーカー白血病ＤＮＡが正常なＤＮＡに添加され、
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未知のものの量が例２に記述した方法によって測定される２つの実験のグラフ表

示である。

    【図２】

  図２は、遺伝マーカーの同定による、末梢血単核細胞からのＤＮＡとさまざま

な比率で混合された細胞系統ＤＮＡの検出の１つの画像である。免疫グロブリン

重鎖遺伝子のＣＤＲ３領域は、クローン特異的マーカーとして作用する。Ｂ細胞

系統からのＤＮＡは、１：３～１：３０００の細胞系統細胞：血球比を提供する

ように、さまざまな比率で末梢血から抽出されたＤＮＡと混合された。ＣＤＲ３

領域は、ＧＣクランプされたプライマを用いて、ＰＣＲによって増幅された。生

成物は、６％のポリアクリルアミドゲル上で電気泳動に付された。矢印は、その

細胞系統に特異的なサイズをもつ１３０及び１２０塩基対の細胞系統からの２つ

のマーカー生成物を表わしている。これらは、混合物３中１、１０中１及び３０

中１の割合で見られるが、それ以上の希釈度では見られない。

  Ｍ：  左側のサイズ（塩基対）をもつマーカー、

  Ｃ：  細胞系統  ＤＮＡ単独

  Ｐ：  末梢血細胞ＤＮＡ単独

  ～ve：  負の対照（ＤＮＡ無し）

  その他のトラック：  １血球あたりの細胞系統細胞

    【図３】

  図３は、２次元変性濃度勾配ゲル電気泳動によって分析された、上述の図２に

詳述された生成物の画像である。上述の生成物は、まず第１に、標準ポリアクリ

ルアミドゲル上の電気泳動により分析された。生成物を含有するゲルのストリッ

プを切取り、標準的処方に従って上部の０％飽和から底部の８０％まで尿素とホ

ルムアミドを含有する変性濃度勾配ゲルの上面にこれを置いた。生成物を一晩電

気泳動に付した。

  →  第１次元分離方向：サイズ毎に、標準的６％ポリアクリルアミドゲル上で

。

  ↓  第２次元分離方向：ポリアクリルアミドゲル内で変性剤（尿素・ホルムア

ミド）の濃度勾配に基づき、融解特性による。
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  Ａ：  単独細胞系統は、１つの主要生成物（円内）を提供する。

  Ｂ：  希釈細胞系統は、細胞系統生成物としてのゲルの対応する部域内の生成

物（円内）を高解像度で示すが、これはサイズ及び融解特性に関し類似している

。

  １／３～１／３００に希釈された細胞系統ＤＮＡも同様にこの生成物を提供し

たが、血液ＤＮＡ単独も負の対照（ＤＮＡ無し）もこの生成物を提供しなかった

。

  結論としては、２次元分離は、１次元分離と比べ約３０倍に改善された。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【国際調査報告】
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