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(57)【要約】
【課題】本発明は核酸領域の特性解析方法、特にマーカー核酸領域の解析方法を提供する
ことを目的とする。
【解決手段】本発明の方法はマーカー核酸領域に近接する片側または両側核酸領域の同定
を基礎とし、またクローン細胞集団に特有のマーカー核酸領域を解析する手段を提供する
。本発明の方法は、クローン細胞集団の存在を特徴とする疾患（腫瘍性疾患など）の進行
の監視、１つまたは複数のクローン細胞集団のレベルの監視、被検者の寛解状態から疾患
状態への再発可能性の予見、既存治療薬および／または新治療薬の有効性の評価、および
マーカー領域の存在の確認などを非限定的に含む様々な応用分野の開拓に有用である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　再編成された免疫グロブリン又はＴ細胞受容体の可変領域遺伝子を分析するための方法
であって、該再編成された遺伝子はクローン細胞集団に特有であり、該方法は、
（ｉ）１つまたは複数の増幅反応を使用し、ここで、各々の増幅反応はプライマー対を使
用し、上流プライマー及び下流プライマーのいずれか１つ又はその両方は、個々のＶ、Ｄ
又はＪ遺伝子断片に特異的であり；又は
（ｉｉ）個々のＶ、ＤまたはＪ遺伝子断片の特異的であるハイブリダイゼーションプロー
ブを使用して、
該再編成された遺伝子のＶ、Ｄ又はＪ遺伝子断片の１つ又は複数を同定することを含む方
法。
【請求項２】
　前記再編成された免疫グロブリン又はＴ細胞受容体の可変領域遺伝子の核酸領域がＤＮ
Ａである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記クローン細胞集団が腫瘍細胞集団又は免疫細胞集団である、請求項１又は２に記載
の方法。
【請求項４】
　前記免疫細胞集団がＴ細胞集団又はＢ細胞集団である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　同定される前記遺伝子断片が、Ｖ及びＤ遺伝子断片、Ｖ及びＪ遺伝子断片、又はＤ及び
Ｊ遺伝子断片である、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記同定方法が増幅反応である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記同定方法が、以下の：
　（ｉ）クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数の増幅反応を行うステップであって
、各々の増幅反応は、上流プライマーがすべての反応に共通し、かつ、上流遺伝子断片の
保存領域を対象とし、そして下流プライマーが１つの下流遺伝子断片に特異的である、プ
ライマー対を使用する前記ステップ；
　（ｉｉ）上記下流プライマーのうち近接配列の増幅を促進するものを同定するステップ
；及び
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉ）および（ｉｉ）を反復するステップであって、下流プライマ
ーがすべての反応に共通し、かつ、下流遺伝子断片の保存領域を対象とし、そして上流プ
ライマーが１つの上流遺伝子断片に特異的である前記ステップ
を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記同定方法が、以下の：
　（ｉ）クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数の増幅反応を行うステップであって
、上記増幅反応には、上流プライマーが１つの上流遺伝子断片に特異的であり、下流プラ
イマーが１つの下流遺伝子断片に特異的である、プライマー対を使用する前記ステップ；
及び
　（ｉｉ）上記上流プライマー及び下流プライマーのうち上記遺伝子断片の増幅を可能に
するものを同定するステップ；
を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記増幅反応がポリメラーゼ連鎖反応である、請求項７又は８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記同定方法が、核酸ハイブリダイゼーション・ステップを含み、ここで、ハイブリダ
イゼーション反応はマイクロアレイを用いて行われるか、又は前記同定方法が核酸配列解
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析ステップを含む、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記核酸配列解析がパイロシーケンス法又はミニシーケンス法である、請求項１０に記
載の方法。
【請求項１２】
　哺乳動物におけるクローン細胞集団を検出又は監視するための方法であって、クローン
細胞は、再編成された免疫グロブリン又はＴ細胞受容体の可変領域遺伝子によって特徴付
けられ、該遺伝子は、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法に従って分析され、該
再編成された遺伝子のＶ、Ｄ又はＪ遺伝子断片の１つ又は複数を同定し、該方法は、該Ｖ
、Ｄ又はＪ遺伝子断片の存在について、該哺乳動物に由来する生物学的サンプルの核酸分
子を選別することを含む前記方法。
【請求項１３】
　前記クローン細胞集団が腫瘍細胞集団又は免疫細胞集団である、請求項１２に記載の方
法。
【請求項１４】
　前記免疫細胞集団がＴ細胞集団又はＢ細胞集団である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　生物学的サンプル中の核酸分子集団の濃縮方法であって、該核酸分子は再編成された免
疫グロブリン又はＴ細胞受容体の可変領域遺伝子によって特徴付けられ、該遺伝子は、請
求項１～１１のいずれか１項に記載の方法に従って分析され、該再編成された遺伝子のＶ
、Ｄ又はＪ遺伝子断片の１つ又は複数を同定し、該方法は、該Ｖ、Ｄ及びＪ遺伝子断片を
含まない核酸分子に対する上記Ｖ、Ｄ又はＪ遺伝子断片を含む核酸分の比率を上昇させる
ステップを含む前記方法。
【請求項１６】
　同定される前記遺伝子断片が、Ｖ及びＤ遺伝子断片、Ｖ及びＪ遺伝子断片、又はＤ及び
Ｊ遺伝子断片である、請求項１３又は１５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は核酸領域の特性解析方法、特にマーカー核酸領域の解析方法に関する。本発明
の方法はマーカー核酸領域に近接する片側または両側核酸領域の同定を基礎とし、またク
ローン細胞集団に特有のマーカー核酸領域を解析する手段を提供する。本発明の方法は、
クローン細胞集団の存在を特徴とする疾患（腫瘍性疾患など）の進行の監視、１つまたは
複数のクローン細胞集団のレベルの監視、被検者の寛解状態から疾患状態への再発可能性
の予見、既存治療薬および／または新治療薬の有効性の評価、およびマーカー領域の存在
の確認などを非限定的に含む様々な応用分野の開拓に有用である。
【背景技術】
【０００２】
　本明細書での先行技術への言及は該先行技術がオーストラリア国内で周知であることの
承認または示唆ではないし、そのように解されてもならない。
【０００３】
　クローンは一般に共通の前駆細胞に由来する細胞集団として理解される。被検者にクロ
ーン細胞（または生物）集団が存在するかどうかの診断および／または検出は一般に比較
的問題の多い方法となっている。特にクローン集団は大きな細胞（または生物）集団内の
小部分を構成するにすぎないという可能性がある。たとえば哺乳生物ではクローン細胞集
団の検出が求められるのは一般的に、がんなどのような腫瘍の診断および／または検出の
場合である。しかし、骨髄形成異常または真性赤血球増多症などのような疾患の診断でも
、さらには免疫系によって生成される抗原依存性クローンの検出でも、１つまたは複数の
クローン集団の検出がやはり重要かもしれない。
【０００４】
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　一般に、クローン生成の場となる細胞集団は特定の体組織または体区画内の細胞集団に
対応する。そうした細胞集団のサンプリングにより選別対象が下位の細胞（または生物）
集団へと効果的に狭められるにもかかわらず、それでもなお臨床医が大きなバックグラウ
ンド集団をなす非クローン細胞（または生物）を相手にし、そこからクローン集団を特定
しなければならないことに変わりはない。
【０００５】
　クローン集団のメンバーが変異ＤＮＡ配列などのような分子マーカーの存在を特徴とす
るとしたら、検出の問題はみな同じ分子配列を有する分子集団を、それと異なる配列（み
な同じ異なる配列、または多かれ少なかれ不均一である配列）を有するもっと大きな分子
集団の中から検出するという問題に置き換えることができよう。実現可能なマーカー分子
検出レベルは検出方法の感度および特異性に依存するところがきわめて大きいが、たいて
い、より大きな分子集団中の標的分子の比率が小さくなると、そのより大きな集団に由来
する信号雑音のために標的分子に由来する信号の検出が不可能になる。
【０００６】
　従って、任意の生物学的環境内で（すなわちバックグラウンドをなす非クローン細胞性
物質のレベルに関係なく）クローン細胞集団の存在を定性的および／または定量的に検出
するための、高感度ながらも簡単な、日常的に実施するのに適した改良方法が求められて
いる。
【０００７】
　本発明につながる研究では、検出対象の着目のマーカー配列は単一ゲノム領域の中に位
置し、また通常は特有の近接配列を有することが分かった。特に、着目のマーカーはしば
しば片側または両側に、反復配列ファミリーの１または２メンバーに対応する特有の近接
配列を有することが分かった。各対象反復配列ファミリーの異なるメンバー自体が配列を
異にする限りで、それらの配列は着目のマーカー配列を解析（たとえば特性解析、検出、
単離または定量）する特有の手段となることが分かった。また、そうした配列は任意の好
適な方法たとえばマイクロアッセイ関連の方法またはＰＣＲなどにより日常的に簡単に同
定することができることも分かった。たとえばＰＣＲに関しては、使用プライマー対をそ
れぞれ異にする多数の増幅反応を行わせることができる。特に、プライマー対の設計に際
して一方のプライマーはすべての反応に共通し、かつ一方の近接配列の保存領域たとえば
コンセンサス配列を対象とするのに対し、他方のプライマーは、その各個別メンバーが反
復配列ファミリーの各個別メンバーに対して特異的であるようなプライマー群より選択さ
れるようにすることで、着目のクローン集団に特有のマーカー核酸分子に近接しているの
は反復配列ファミリーのどの２メンバーかを明確かつ容易に決定することができる。そう
した原理は他の基盤技術たとえば反復配列ファミリーの各メンバーに特異的に対応する一
群のプローブを収めたマイクロアレイチップによるマイクロアッセイ法などにも応用可能
である。従って、本方法の開発は本発明の方法に従って同定されるプライマーを使用して
該マーカー配列を特異的に濃縮する手段を提供することにより、対象クローン細胞集団を
、たとえ大きな非対象クローン・バックグラウンド細胞集団の中にあっても、検出および
／または診断する手段を実現し易くする。
【発明の概要】
【０００８】
本発明の概要
　用語「含む」とその活用形は本明細書と付属の特許請求の範囲では終始、文脈上別段の
解釈が必要な場合を除き、表示の完全体（群）またはステップ（群）の包含を示唆するも
のとするが、任意の他の完全体（群）またはステップ（群）の排除を示唆するものではな
い。
【０００９】
　後述の具体的な実施態様はもっぱら例示を目的とし、本発明の範囲を限定するものでは
ない。機能的に等価の生成物、組成物および方法は本明細書で開示の本発明の範囲内に明
確に包含される。
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【００１０】
　用語「に由来する」は、特定の完全体または完全体群はその源が明記した種にあるもの
の、明記した源から直接獲得したとは限らないことを示すものとする。
【００１１】
　本明細書はコンピュータープログラムＰａｔｅｎｔＩｎ　Ｖｅｒ．　３．１を使用して
作成したヌクレオチド配列情報を、参考文献一覧の後に収めている。各ヌクレオチド配列
は配列表では数値標識＜２１０＞とそれに続く配列識別子（たとえば＜２１０＞１、＜２
１０＞２など）によって識別する。各ヌクレオチド配列に対応する配列の長さ、タイプ（
ＤＮＡなど）および由来生物は数値標識フィールド＜２１１＞、＜２１２＞および＜２１
３＞にそれぞれ記載する情報で示す。本明細書で言及するヌクレオチド配列は標識配列番
号と後続の配列識別子（たとえば配列番号１、配列番号２など）によって識別する。本明
細書で言及する配列識別子は配列表中の数値標識フィールド＜４００＞に記載の情報と後
続の配列識別子（たとえば＜４００＞１、＜４００＞２など）に対応する。すなわち本明
細書で詳述する配列番号１は配列表中の＜４００＞１と表記した配列に対応する。
【００１２】
　本発明の一態様はクローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側に特徴的反復配列
ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸領域を解析する方法であって、該マ
ーカー核酸領域に近接する１つまたは複数の核酸配列領域を同定するステップを含む方法
に関する。
【００１３】
　別の態様では、クローン細胞集団に特有であり、かつ、片側または両側に特徴的反復Ｄ
ＮＡ配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカーＤＮＡ領域を解析する方法であ
って、該マーカーＤＮＡ領域に近接する１つまたは複数のＤＮＡ配列領域を同定するステ
ップを含む方法が提供される。
【００１４】
　さらに別の態様では、本発明はリンパ系細胞クローン集団に特有の可変領域遺伝子断片
を解析する方法であって、ＶおよびＤ遺伝子ファミリーのメンバーを同定するステップを
含む方法を提供する。
【００１５】
　さらになお別の態様では、本発明はリンパ系細胞クローン集団に特有の可変領域遺伝子
断片を解析する方法であって、ＶおよびＪ遺伝子ファミリーのメンバーを同定するステッ
プを含む方法を提供する。
【００１６】
　さらになお別の態様では、本発明はリンパ系細胞クローン集団に特有の可変領域遺伝子
断片を解析する方法であって、ＤおよびＪ遺伝子ファミリーのメンバーを同定するステッ
プを含む方法を提供する。
【００１７】
　さらになお別の態様では、本発明はクローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側
に特徴的反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析す
る方法であって、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数の増幅反応を促進するステップで
あって、該増幅反応には、第１プライマーがすべての反応に共通しかつ上流側近接配列の
保存領域を対象とし、また第２プライマーが下流側反復配列ファミリーのメンバーに対し
て各々特異的であるようなプライマーの群より選択されることを特徴とするプライマー対
が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定するステップ
；
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉ）および（ｉｉ）を反復するステップであって、第１プライマ
ーがすべての反応に共通しかつ下流側近接配列の保存領域を対象とし、また第２プライマ
ーが該反復配列ファミリーの上流側メンバーに対して各々特異的であるようなプライマー
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の群より選択されることを特徴とするステップ；
を含む方法を提供する。
【００１８】
　さらなる態様では本発明は、クローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側に特徴
的反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析する方法
であって、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数の増幅反応を促進するステップで
あって、該増幅反応には、第１プライマーが上流側反復配列ファミリーのメンバーに対し
て各々特異的であるようなプライマーの群より選択され、また第２プライマーが下流側反
復配列ファミリーのメンバーに対して各々特異的であるようなプライマーの群より選択さ
れることを特徴とするプライマー対が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第１および第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定す
るステップ；
を含む方法を提供する。
【００１９】
　さらに別の態様では、クローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側に特徴的反復
配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析する方法であっ
て、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数のポリメラーゼ連鎖増幅反応を促
進するステップであって、該増幅反応には、第１プライマーがすべての反応に共通しかつ
上流側近接配列の保存領域を対象とし、また第２プライマーが下流側反復配列ファミリー
のメンバーに対して各々特異的であるようなプライマーの群より選択されることを特徴と
するプライマー対が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定するステップ
；
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉ）および（ｉｉ）を反復するステップであって、第１プライマ
ーがすべての反応に共通しかつ下流側近接配列の保存領域を対象とし、また第２プライマ
ーが該反復配列ファミリーの上流側メンバーに対して各々特異的であるようなプライマー
の群より選択されることを特徴とするステップ；
を含む方法が提供される。
【００２０】
　さらに別の態様では本発明は、クローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側に特
徴的反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析する方
法であって、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数のポリメラーゼ連鎖増幅反応を促
進するステップであって、該増幅反応には、第１プライマーが上流側反復配列ファミリー
のメンバーに対して各々特異的であるようなプライマーの群より選択され、また第２プラ
イマーが下流側反復配列ファミリーのメンバーに対して各々特異的であるようなプライマ
ーの群より選択されることを特徴とするプライマー対が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第１および第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定す
るステップ；
を含む方法を提供する。
【００２１】
　さらになお別の態様では、前述のような方法に従って哺乳動物のクローン細胞集団を監
視する方法であって、該クローン細胞はマーカー核酸分子の存在を特徴とし、また該マー
カー核酸分子は片側または両側に特徴的反復配列ファミリーのメンバーを近接させている
ことを特徴とする方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】近接配列に結合するプライマーの使用による白血病の定量化グラフである。
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【発明を実施するための形態】
【００２３】
発明の詳細な説明
　本発明は、マーカー核酸領域、特に着目のクローン細胞集団に特有のマーカー核酸領域
を解析する単純ながらもきわめて正確な方法の開発を土台にしている。特にマーカー核酸
領域は該マーカー領域に近接する核酸領域から正確に特性解析することができるし、その
日常的に解析するのも容易になると判明している。この方法は、マーカー核酸領域が特徴
的反復配列ファミリーのメンバーを近接させていて、該メンバーが実際の核酸配列を互い
に異にするような場合に、特に有益である。その場合にはこれは、試験サンプル中に存在
する可能性のある非マーカー・バックグラウンド配列を減らし、もってクローン細胞集団
の増殖を特徴とする疾患の進行の監視、被検者の寛解状態から疾患状態への再発可能性の
予見、または既存治療薬および／または新治療薬の有効性の評価を容易にする手段をもた
らす。
【００２４】
　従って、本発明の一態様はクローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側に特徴的
反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸領域を解析する方法であっ
て、該マーカー核酸領域に近接する１つまたは複数の核酸配列領域を同定するステップを
含む方法に関する。
【００２５】
　「細胞」は任意の種のあらゆる形態の細胞およびその突然変異体または変異体をいうも
のとする。本発明を何らかの特定の作用理論または形態に限定することなく、細胞は生物
を構成してもよいし（単細胞生物の場合）、また個別細胞が特定の機能に多かれ少なかれ
特化（分化）している多細胞生物のサブユニットでもよい。生物はみな１つまたは複数の
細胞からなる。対象細胞は同系、同種または異種環境内で、試験対象としての生物学的サ
ンプルの一部を構成してもよい。同系過程はクローン細胞集団と該クローン細胞集団の存
在の場である生物学的サンプルとが同じＭＨＣ遺伝子型を共有することを意味する。これ
が起こる可能性がもっと大きいのは、たとえば個体を対象に腫瘍選別を行う場合であろう
。「同種」過程は、対象クローン集団が実際に、生物学的サンプルを採取した当の個体の
それとは異なるＭＨＣを発現する場合である。これは、移植片－宿主拒絶反応などの症状
との関係で移植ドナー細胞集団（免疫正常骨髄移植）の定着を選別する場合などに起ころ
う。「異種」過程では、対象クローン細胞は、生物学的サンプルを採取した当の被検者の
それとはまったく異なる種の細胞である。これはたとえば、潜在的に腫瘍性であるドナー
細胞集団が異種移植に由来する場合などに起ころう。
【００２６】
　対象細胞の「変異体」の非限定的な例は、元の細胞の形態学的または表現型特性または
機能活性の全部ではなく一部を示す細胞などである。天然型または非天然型変異細胞たと
えば遺伝子組換え細胞などもまた「変異体」の非限定的な例に含まれる。
【００２７】
　「クローン（の）」は、対象細胞集団が共通の起源細胞に由来していることを意味する
。たとえば腫瘍細胞集団は、特定の分化段階で形質転換をこうむった単一細胞に由来する
。これとの関連で、腫瘍細胞がさらなるＤＮＡ再編成または突然変異をこうむって生み出
す遺伝子的に別個のクローン細胞集団は、別個のクローン細胞集団ではあるもののやはり
「クローン」細胞集団である。別の例では、急性または慢性の感染症あるいは免疫刺激に
反応して増加するＴまたはＢリンパ球もまた、ここでの定義にあてはまる「クローン」細
胞集団である。さらに別の例では、クローン細胞集団はクローン微生物集団たとえばより
大きな微生物集団の内部に発生した薬剤耐性クローンである。好ましくは、対象クローン
細胞集団は腫瘍細胞集団またはクローン免疫細胞集団である。
【００２８】
　対象細胞は「マーカー核酸領域」の存在を特徴とする。対象クローン細胞集団の特徴を
なす「マーカー核酸領域」は、クローン細胞には見られるが非クローン細胞では見られな
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いまたは非クローン細胞では意味のある数が見られない核酸分子配列（たとえば独特の遺
伝子配列または遺伝子領域配列など）をいう。「意味のある」とは対象マーカーの検出に
より対象サンプル中に存在するクローン細胞の有用な標識がなおもたらされることを意味
する。該マーカーは好ましくは不連続の核酸分子領域に対応しており、従ってまた１つま
たは複数の遺伝子または遺伝子部分に対応してもよい。対象遺伝子は必ずしもタンパク質
をコードしなくてもよいが、それでもなお対象クローン細胞に特有の非コード配列に対応
しよう。
【００２９】
　マーカー領域はまた、特定の遺伝子再編成に対応してもよい。たとえばマーカーはＴ細
胞受容体（以下、ＴＣＲ）鎖または免疫グロブリン鎖の再編成ゲノム可変領域核酸分子に
対応してもよい。本発明をなんら限定することなく、各リンパ系細胞は特定の再編成遺伝
子に応じてその生殖細胞系可変領域遺伝子断片（ＶおよびＪまたはＶ、ＤおよびＪ断片）
の体細胞組換えを受けることにより、約１０１６個の別個の可変領域構造からなる全抗原
多様性を生み出す。Ｔ細胞またはＢ細胞などのような任意のリンパ系細胞では、ＴＣＲま
たは免疫グロブリン分子を含む２本の分子鎖のうちの２つ以上、特にＴＣＲのα、β、γ
またはδ鎖および／または免疫グロブリン分子Ｈ鎖またはＬ鎖の再編成のために、少なく
とも２つの別個の可変領域遺伝子断片再編成が起こりそうである。任意の免疫グロブリン
またはＴＣＲ遺伝子のＶＪまたはＶＪＤ断片の再編成に加えて、断片間の接合部でヌクレ
オチドのランダムな削除および／または挿入も行われる。これは途方もない多様性をもた
らす。
【００３０】
　マーカー領域はＤＮＡまたはＲＮＡたとえばｍＲＮＡ、もしくはそれらの誘導体または
類似体でもよい。マーカー領域がタンパク質性分子をコードするＤＮＡ分子である場合に
は、その発現は構成的でもよいし、誘導的であって、その転写および翻訳には細胞による
刺激信号の受容を必要としてもよい。本発明の方法はゲノムＤＮＡを検出対象とするマー
カー核酸領域自体のスクリーニングに関するので、マーカーが発現するかどうかは重要で
はない。しかし、本方法がｍＲＮＡの検出に関し、また該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ない場合には、スクリーニングの前に対象細胞を適当に刺
激する必要があろう。そうした刺激は対象細胞を含む生物学的サンプルを哺乳動物から採
取した後にｉｎ　ｖｉｔｒｏで行ってもよいし、また生物学的サンプルを採取する前に哺
乳動物に与えてもよい。さらに、マーカー核酸領域はクローン増殖前の対象細胞に通常見
られるものでもよい。あるいは、該マーカーはクローン増殖時の対象細胞に起こる突然変
異でもよい。たとえば非腫瘍細胞のウイルス感染による腫瘍性形質転換を誘導する場合に
は、対象マーカーはウイルス由来またはウイルス特異的分子でもよい。
　該マーカー核酸領域は好ましくはマーカーＤＮＡ領域である。
【００３１】
　本発明は従って特に、クローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側に特徴的反復
ＤＮＡ配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカーＤＮＡ領域を解析する方法で
あって、該マーカーＤＮＡ領域に近接する１つまたは複数のＤＮＡ領域を同定するステッ
プを含む方法を提供する。
【００３２】
　本発明の方法は対象マーカー領域に近接する核酸配列領域の同定に関する。「近接」配
列はマーカー核酸領域に近接して位置する核酸配列をいう。「に近接して」は、該配列の
マーカー領域に対する位置関係が該配列の同定により対象クローン集団を解析または研究
する有用な手段が得られるような関係であることを意味する。該近接配列は好ましくは、
対象マーカー領域の両末端の近傍に、または両末端に隣接して、位置する。当然ながら、
マーカー領域が不連続の遺伝子または遺伝子領域である限りで近接配列は該遺伝子に近接
して位置する。しかし当然ながら、マーカー領域がゲノム再編成によって画定される限り
で、対象近接配列は再編成遺伝子（たとえばＴまたはＢ細胞の再編成ＶＪまたはＶＤＪ遺
伝子）群に近接する配列を含んでよいし、あるいは近接配列は再編成遺伝子自体たとえば
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たとえばＶＪまたはＶＤＪ遺伝子に対応してもよい。この場合、マーカーは再編成ＶＪ、
ＶＤまたはＤＪ遺伝子の間に創出される独特の接合物に対応するものとして考えることも
できる。対象近接配列は遺伝子でも遺伝子の一部でもよい。
【００３３】
　前述のように、本発明の方法に従う同定の対象としての近接配列は特徴的反復配列ファ
ミリーのメンバーである。「特徴的反復配列ファミリー」は、単一遺伝子クラスのメンバ
ーとして分類するに足る高レベルの相同性を示すものの、実際の核酸配列では独特の差異
を示すような一群の核酸配列（好ましくは遺伝子）をいう。当然、当の近接配列が２つ存
在する場合には、それらは同じ反復配列ファミリーのメンバーでもよし、２つの異なる反
復配列ファミリーのメンバーでもよい。好ましくは、対象ファミリー配列は免疫グロブリ
ンまたはＴ細胞受容体の可変領域遺伝子ファミリーのメンバー（すなわち種々のＶ、Ｄお
よびＪメンバー）、リボソームＲＮＡ遺伝子、ＨＯＸ遺伝子、反復エレメント（たとえば
ＡｌｕまたはＭＨＣ遺伝子）などである。
　好ましくは、該クローン細胞はリンパ系細胞であり、該マーカーは再編成可変領域遺伝
子断片である。
【００３４】
　従って、本発明の好ましい実施態様は、リンパ系細胞クローン集団に特有の可変領域遺
伝子断片を解析する方法であって、該ＶおよびＤ遺伝子ファミリー・メンバーを同定する
ステップを含む方法を提供する。
【００３５】
　本発明の別の好ましい実施態様は、リンパ系細胞クローン集団に特有の可変領域遺伝子
断片を解析する方法であって、該ＶおよびＪ遺伝子ファミリーのメンバーを同定するステ
ップを含む方法を提供する。
【００３６】
　本発明のさらに別の好ましい実施態様は、リンパ系細胞クローン集団に特有の可変領域
遺伝子断片を解析する方法であって、該ＤおよびＪ遺伝子ファミリーのメンバーを同定す
るステップを含む方法を提供する。
【００３７】
　当然ながら、「リンパ系細胞」は少なくとも１組の生殖細胞系免疫グロブリンまたはＴ
ＣＲ可変領域遺伝子断片をすでに再編成している任意の細胞をいう。再編成される可能性
のある免疫グロブリン鎖可変領域コード化ゲノムＤＮＡはＨ鎖またはκ型またはλ型Ｌ鎖
に関連する可変領域を含むが、再編成される可能性のあるＴＣＲ鎖可変領域コード化ゲノ
ムＤＮＡはα、β、γまたはδ鎖を含む。これとの関連で当然ながら、細胞は、該細胞が
少なくとも１つの免疫グロブリンまたはＴＣＲ遺伝子断片領域の可変領域コード化ＤＮＡ
をすでに再編成している限りで、「リンパ系細胞」の範囲内に包摂される。該細胞は必ず
しも再編成ＤＮＡを転写翻訳する必要はない。これとの関連で、「リンパ系細胞」はその
範囲内に、ＴＣＲまたは免疫グロブリン可変領域遺伝子断片をすでに再編成しているが再
編成鎖（ＴＣＲ胸腺細胞など）をまだ発現していない未熟ＴおよびＢ細胞、またはＴＣＲ
または免疫グロブリン可変領域遺伝子断片の両鎖をまだ再編成してない未熟ＴおよびＢ細
胞などを非限定的に含む。こうした定義は、少なくともある程度のＴＣＲまたは免疫グロ
ブリン可変領域再編成をすでに受けているが、成熟ＴおよびＢ細胞に通常見られるような
形質または機能特性をすべて示すとは限らないようなリンパ球様細胞にもあてはまる。従
って本発明の方法は、任意の分化段階におけるリンパ系細胞、活性化リンパ系細胞、また
は非リンパ系／リンパ球様細胞を非限定的に含む細胞の腫瘍形成を、少なくとも１つの可
変領域遺伝子断片の再編成がすでに起きている限りで、監視するために使用することがで
きる。本発明の方法は、特異性抗原に応答して起こるクローン増殖の監視にも使用するこ
とができる。
【００３８】
　当然ながら、少なくとも１つの可変領域遺伝子断片の再編成がすでに完了しているのが
好ましいとはいえ、本発明の方法は部分的な再編成を示すにすぎない腫瘍細胞の監視にも
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適用可能である。たとえばＤＪ組換えを経ただけのＢ細胞は部分的な再編成を経ただけの
細胞である。完全な再編成はＤＪ組換え断片がＶ断片とのさらなる組換えを経て初めて実
現する。従って本発明の方法は、このマーカー配列に対して相補的である基準分子を使用
して片方のＴＣＲ鎖または免疫グロブリン鎖の部分的なまたは完全な可変領域再編成を検
出するように設計することができるし、また、さらに大きな特異性が要求されていて、し
かも腫瘍細胞が両方のＴＣＲ鎖または免疫グロブリン鎖の可変領域をすでに再編成してい
る場合には、両形態の再編成を目的としたプライマー分子を使用することができる。
【００３９】
　前述のように、「核酸」はデオキシリボ核酸とリボ核酸の両方、もしくはそれらの誘導
体または類似体を意味するが、それにはＤＮＡ（ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）、ＲＮＡ
、ｍＲＮＡまたはｔＲＮＡなどを含むリボ核酸および／またはデオキシリボ核酸のリン酸
エステルも包摂されることは言うまでもない。マーカーおよび近接配列を含む核酸分子は
天然型でもよいし、対象クローン細胞たとえば以前に遺伝子治療の対象となっていた細胞
の遺伝子組換えなどのような非天然事象の結果でもよい。近接配列の同定に使用される可
能性が大きいプローブまたはプライマー分子に関しては、これらの核酸分子はその誘導体
または類似体を包摂する。
【００４０】
　「誘導体」はその元となる天然体、合成体または組換え体の断片、成分、部分、化学的
等価体、類似体、変異体、相同体および模倣体を含むものとする。「機能的誘導体」は当
然、該ヌクレオチドまたは核酸配列の１つまたは複数の機能活性を示す誘導体をいう。該
ヌクレオチドまたは核酸配列の誘導体（たとえばマーカー領域またはプライマーなど）は
、他のタンパク質性または非タンパク質性分子と融合した該ヌクレオチドまたは核酸配列
のエピトープまたは成分を有する断片を含む。対象（プライマー用）核酸分子は、該分子
の単離または検出を容易にするタグに融合させてもよい。本明細書で想定される類似体は
該ヌクレオチドまたは核酸配列の変更たとえば化学的構成または全体構造の変更を非限定
的に含む。これはたとえば該ヌクレオチドまたは核酸配列が他のヌクレオチドまたは核酸
配列と、骨格形成または相補性塩基対ハイブリダイゼーションのレベルなどで、相互作用
する仕方の変更を含む。ビオチン標識したヌクレオチドまたは核酸配列は前述のような「
機能的誘導体」の例である。核酸配列の誘導体は単一または複数の置換、欠失および／ま
たは付加に由来してもよい。用語「機能的誘導体」はまた当然、あるヌクレオチドまたは
核酸配列の任意の１つまたは複数の機能活性を示すヌクレオチドまたは核酸配列類たとえ
ば天然生成物のスクリーニングを経て得られた生成物を、また骨格を異にするヌクレオチ
ド配列たとえばペプチド核酸を、包摂するものとする。
【００４１】
　マーカー核酸領域に近接する核酸配列領域の同定という文脈での「同定」は、該マーカ
ー領域、ひいては着目のクローン細胞集団の同定および／または単離／濃縮および／また
は定量を容易にするに足る、対象近接領域の核酸配列に関する情報の確定をいう。対象近
接領域は次の手法を非限定的に含む任意の好適な手法により同定してもよい：
　（ｉ）固体表面たとえばチップまたはスライド上に配列された一連のプローブに対する
多数の並行ハイブリダイゼーション反応を利用するマイクロアレイ技術。各個別プローブ
、またはプローブのサブセットは近接配列ファミリーの異なる個別メンバーに対し特異性
を有する。マーカー配列に近接するファミリー・メンバーはハイブリダイゼーションのパ
ターンを判定することにより、通常はハイブリダイゼーションを示す最端３’Ｖファミリ
ープローブとして、ハイブリダイゼーションを示す最端５’Ｊファミリープローブとして
、また最大のハイブリダイゼーションを示すＤプローブとして、同定することができる。
【００４２】
　（ｉｉ）近接および／または核酸領域の同定を目的とした核酸配列解析時術。パイロシ
ーケンス法やミニシーケンス法を非限定的に含む任意の好適な配列解析技術を用いてよい
。
【００４３】
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　（ｉｉｉ）多数の増幅反応を利用する核酸増幅技術（ＰＣＲ法など）。個々の増幅反応
は、着目のマーカー核酸領域に近接する片側または両側の領域を同定するために、推定近
接領域ファミリーの特定メンバーまたはそのコンセンサス配列を対象とするプライマー分
子の独自の組み合わせを使用することを特徴とする。
【００４４】
　たとえば多数の増幅反応は、第１プライマーがすべての反応に共通しかつマーカー領域
の上流側近接配列の保存領域を対象とし、また第２プライマーがマーカー領域の下流側反
復配列ファミリーのメンバーに対して各々特異的であるようなプライマーの群より選択さ
れることを特徴とするプライマー対を使用して行ってもよい。これらの反応は、第１プラ
イマーが下流側近接配列を対象とし、第２プライマーが上流側近接配列を対象とするよう
に逆に設計して行ってもよい。あるいは、上流側近接配列ファミリーの特定メンバーおよ
び下流側近接配列ファミリーの特定メンバーをそれぞれ対象とする第１および第２プライ
マーの使用を伴う多数の増幅反応を行うことにより前記ステップを結合することもできる
。この種の増幅設計では、増幅反応は全体として上流側および下流側プライマーの異なる
組み合わせを網羅する。２ファミリーの個別メンバーの諸々の組み合わせを含む単一実験
を設計、実施することにより、ＰＣＲ反応の数は多くなるが、これらの反応は単一ステッ
プで実施されるので、より小さなクローン集団を相手にする場合よりも著しく有利である
。
　（ｉｉｉ）近接配列を直接決定するＤＮＡ配列解析。
【００４５】
　本手法は核酸増幅技術であるのが好ましい。
　好ましい一実施態様では、本発明は、クローン細胞集団に特有でありかつ片側または両
側に特徴的反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析
する方法であって、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数の増幅反応を促進するステップで
あって、該増幅反応には、第１プライマーがすべての反応に共通しかつ上流側近接配列の
保存領域を対象とし、また第２プライマーが下流側反復配列ファミリーのメンバーに対し
て各々特異的であるようなプライマーの群より選択されることを特徴とするプライマー対
が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定するステップ
；
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉ）および（ｉｉ）を反復するステップであって、第１プライマ
ーがすべての反応に共通しかつ下流側近接配列の保存領域を対象とし、また第２プライマ
ーが該反復配列ファミリーの上流側メンバーに対して各々特異的であるようなプライマー
の群より選択されることを特徴とするステップ；
を含む方法を提供する。
【００４６】
　別の好ましい実施態様では本発明は、クローン細胞集団に特有でありかつ片側または両
側に特徴的反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析
する方法であって、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数の増幅反応を促進するステップで
あって、該増幅反応には、第１プライマーが上流側反復配列ファミリーのメンバーに対し
て各々特異的であるようなプライマーの群より選択され、また第２プライマーが下流側反
復配列ファミリーのメンバーに対して各々特異的であるようなプライマーの群より選択さ
れることを特徴とするプライマー対が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第１および第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定す
るステップ；
を含む方法を提供する。
【００４７】
　好ましい実施態様によれば、該クローン細胞はリンパ系細胞であり、また該マーカーは
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再編成された可変領域遺伝子断片である。
【００４８】
　最も好ましくは、該特徴的反復配列ファミリーはＶおよびＤ配列ファミリー、Ｖおよび
Ｊ配列ファミリー、またはＤおよびＪ配列ファミリーである。これとの関連で当然ながら
、上流および下流側の近接配列は同じ反復配列ファミリーの同じまたは異なるメンバーで
もよいし、異なる反復配列ファミリーのメンバーでもよい。
【００４９】
　本発明の好ましい実施態様の方法に従う近接配列の同定は、特徴的反復配列ファミリー
の一特定メンバーが着目のクローン集団のマーカー領域に近接するメンバーに対応するか
どうかの判定を各々の反応の目的とした一連の増幅反応の実施を土台とする。これとの関
連で、「増幅」は技術上周知の任意の核酸増幅法をいう。該増幅法は好ましくはポリメラ
ーゼ連鎖反応法である。
【００５０】
　この好ましい実施態様では、クローン細胞集団に特有でありかつ片側または両側に特徴
的反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析する方法
であって、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数のポリメラーゼ連鎖増幅反応を促
進するステップであって、該増幅反応には、第１プライマーがすべての反応に共通しかつ
上流側近接配列の保存領域を対象とし、また第２プライマーが下流側反復配列ファミリー
のメンバーに対して各々特異的であるようなプライマーの群より選択されることを特徴と
するプライマー対が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定するステップ
；
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉ）および（ｉｉ）を反復するステップであって、第１プライマ
ーがすべての反応に共通しかつ下流側近接配列の保存領域を対象とし、また第２プライマ
ーが該反復配列ファミリーの上流側メンバーに対して各々特異的であるようなプライマー
の群より選択されることを特徴とするステップ；
を含む方法が提供される。
【００５１】
　別の好ましい実施態様では、本発明はクローン細胞集団に特有でありかつ片側または両
側に特徴的反復配列ファミリーのメンバーを近接させているマーカー核酸配列領域を解析
する方法であって、
　（ｉ）該クローン細胞集団に由来する核酸分子の多数のポリメラーゼ連鎖増幅反応を促
進するステップであって、該増幅反応には、第１プライマーが上流側反復配列ファミリー
のメンバーに対して各々特異的であるようなプライマーの群より選択され、また第２プラ
イマーが下流側反復配列ファミリーのメンバーに対して各々特異的であるようなプライマ
ーの群より選択されることを特徴とするプライマー対が使用されるステップ；
　（ｉｉ）該第１および第２プライマーのうち該近接配列の増幅を促進するものを同定す
るステップ；
を含む方法を提供する。
【００５２】
　以上の好ましい実施態様では、該クローン細胞はリンパ系細胞であり、また該マーカー
は再編成された可変領域遺伝子断片である。
【００５３】
　最も好ましくは、該特徴的反復配列ファミリーはＶおよびＤ配列ファミリー、Ｖおよび
Ｊ配列ファミリー、またはＤおよびＪ配列ファミリーである。これとの関連で当然ながら
、上流および下流側の近接配列は同じ反復配列ファミリーの同じまたは異なるメンバーで
もよいし、異なる反復配列ファミリーのメンバーでもよい。
【００５４】
　本発明のこの好ましい実施態様での増幅はプライマー対の使用を土台とする。「プライ
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マー」核酸配列は、ヌクレオチド配列またはその機能的誘導体を含む任意の分子であって
、その機能が該ヌクレオチド配列の少なくとも１領域と標的核酸分子とのハイブリダイゼ
ーションなどであることを特徴とする分子をいう。誘導体の例は、ハイブリダイゼーショ
ンを増進または減退させるように修飾を施した（ＤＮＡまたはＲＮＡの）ロックされた核
酸（ＬＮＡ）などのような誘導体である。よって「標的核酸分子」は、任意の着目の分子
、特に近接配列であり、従ってヌクレオチド配列またはその機能的誘導体を含む任意の分
子であって、事実上の当初プローブ・ステップによる同定の対象をいう。核酸プライマー
も標的核酸配列も非核酸成分を含んでよい。たとえば核酸プライマーは蛍光タグなどのよ
うな検出用の非核酸タグ、または増幅過程または増幅産物解析のある種の側面を促進する
ような他の非核酸成分を含んでもよい。同様に、標的核酸配列もまた非核酸成分を含んで
よい。たとえば標的核酸配列は抗体に結合していてもよい。これはたとえば、標的核酸配
列すなわち近接配列が、該近接配列に対して免疫反応たとえば核レベルでの自己免疫反応
を起こしている個体から単離された生物学的サンプル中に存在するような場合に見られる
。別の例では、核酸プライマーはペプチド骨格に核酸側鎖の付いたタンパク質核酸でもよ
い。
【００５５】
　プライマーは好ましくは一本鎖ヌクレオチド配列であり、また線状構造または開環状（
すなわち実質的に環状ではあるが、末端領域がつながっていない）構造など任意の構造を
有してよい。核酸プライマーの「末端領域」はプライマーの各末端部の領域をいう。
【００５６】
　プライマーを該クローン集団に由来する核酸分子集団に接触させて、試験サンプル中に
存在する任意の近接配列との相互作用を促進するようにするには、任意の好適な方法を用
いてよい。これらの方法は技術上周知であろう。これとの関連で、「相互作用」は任意の
相互作用形態たとえば相補的ヌクレオチド塩基対間のハイブリダイゼーションまたは他の
相互作用形態たとえば対象核酸分子の核酸部分間の結合形成などをいうものとする。該相
互作用は共有結合、水素結合、ファンデルワールス結合または他の任意の相互作用機構な
どを非限定的に含む結合の形成を介して起きてよい。２核酸分子間の「ハイブリダイゼー
ション」はすべて該分子間の任意の相互作用形態をいうものとする。この相互作用を促進
するためは、プライマーと標的核酸分子の両方を一時的に、かつ一本鎖プライマーと一本
鎖近接配列の間のハイブリダイゼーションを起こすに足る条件下で、部分または完全一本
鎖にするのが好ましい。
【００５７】
　本発明の作動理論または形態を何ら限定しないが、着目のクローン集団に由来する核酸
分子集団をプライマー分子とハイブリダイゼーション条件下で接触させると結果として二
本鎖が形成され、それが使用増幅法に応じて近接配列の増幅を、また定義により介在マー
カー配列の増幅を、もたらすであろう。これとの関連で、本発明は上流側および／または
下流側の近接配列の同定を目的とした一連の別々の増幅反応（「多数」の増幅反応）の設
計を土台とする。「下流」または「上流」は近接配列のマーカー領域に対する相対的な位
置をいう。これとの関連で一般に、下流側配列はマーカー領域の３’末端側に現れる配列
をいい、また上流側配列はマーカー領域の５’末端側に現れる配列をいう。
【００５８】
　プライマーと標的核酸分子とのハイブリダイゼーションに続き、酵素ＤＮＡポリメラー
ゼの作用の結果として伸張反応が起こる。反復配列ファミリーのうちどのメンバーがマー
カー配列に近接するかを最適に同定するためには、プライマーの結合および伸長反応を可
能な限り特異的にして問題のファミリー・メンバーを同定するのが好ましい。特異性を強
化し非特異的ハイブリダイゼーションおよび伸長反応を抑制するための対策は技術上周知
である。そうした対策は増幅反応条件の最適化などを含むし、ＬＮＡの、特にプライマー
３’末端での使用を含んでもよい。
【００５９】
　着目のクローン集団のマーカー領域に近接する特定核酸領域を簡単ながらも効率的なや
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り方で同定するためには、上流側近接配列の性質を特定するために一連の増幅反応が行わ
れ、下流側近接配列の性質を特定するために一連の並行的な反応が行われるように、増幅
反応を設計する。上流側近接配列に関しては、最初に述べた本発明の好ましい実施態様で
は、各反応が下流側近接配列の保存領域を対象とする共通プライマーを含むように増幅反
応を設計する。「保存領域」は近接配列が所属するファミリーの全メンバーに共通する領
域をいう。対象保存領域はコンセンサス配列であるのが好ましい。本発明の近接領域は周
知の配列ファミリーであるため、コンセンサス配列の決定は当業者には常法の問題である
。
【００６０】
　上流側近接配列の性質を特定するために、実際にはこれらの（共通の下流側プライマー
を使用する）増幅反応は各々、上流側近接配列が所属するファミリーの特定メンバーを対
象とするプライマーを別個に使用することになろう。好ましくは、該ファミリーの各メン
バーを対象とするプライマーが着目の核酸集団との関連で試験されるように十分な増幅反
応が設計されよう。これらの増幅反応の後は、唯一、上流側近接配列に対して特異的なプ
ライマーを含む反応だけが増幅産物を生成する結果となっていよう。該上流側配列の源と
なるファミリーの他メンバーを対象とするプライマーを使用した反応は増幅産物を生成し
ないであろう。二番目に述べた本発明の好ましい実施態様も原理は同じであるが、どの使
用プライマーも反復配列ファミリーの特定メンバーを対象とする点が異なる。しかし当然
ながら本発明の方法は任意の近接配列ファミリーの各メンバーをことごとくスクリーニン
グする多数の増幅反応を使用して行うのが好ましいとはいえ、多数の増幅反応をそうした
大規模に設計する必要が必ずしもあるわけではない。たとえばある種の遺伝子ファミリー
は選択的に該ファミリーの一部のメンバーを他メンバーよりも高頻度に発現することが知
られている。従って当業者は当初、最も高頻度に発現する遺伝子メンバーを試験すること
を目的とした一連の増幅反応を設計し、その後で、最初の一連の反応から陽性の結果が得
られない場合に、発現頻度の低いメンバーを試験するための一連の反応をさらに設計する
ようにしてもよい。
【００６１】
　前述の方法は上流側反復配列の特異的な性質を特定する手段を提供する。しかし上文で
詳述したように、上流側と下流側の両方の近接配列を同定してこれらの特定の遺伝子配列
を近接させているマーカー領域を発現する細胞集団を日常的に監視する手段を提供しうる
ようにすることが本発明の目的である。従って、本発明は前述のものとは逆に設計される
さらなる一連の増幅反応の設計と実施を包摂する。つまり、このさらなる一連の反応は、
これらの増幅反応の各々に上流側近接配列の保存領域を対象とするプライマーを、下流側
近接配列の同定を目的とした反復配列ファミリーの一メンバーを特異的に対象とするプラ
イマーと共に使用することにより、下流側反復配列の、反復配列ファミリーのメンバーへ
の対応という点での、特異的な性質を特定することが目的である。上流側近接配列の同定
との関連で詳述したように、反復配列ファミリーの各メンバーをことごとく試験するよう
一連の増幅反応を設計するのが好ましいとはいえ、一部のメンバーだけを最初に試験する
ように増幅反応を設計しても差し支えないのは言うまでもない。
【００６２】
　またマーカー配列の上流側と下流側の両方の近接配列を同定するのが好ましいとはいえ
、片方の近接配列だけを同定する方法も本発明に含まれるのは言うまでもない。それはた
とえば、マーカー領域が片側だけに反復配列ファミリーのメンバーを近接させている場合
などである。
　増幅反応を実施しどの反応が増幅産物を生成する結果になったかを特定するための手段
は技術上周知であろう。
【００６３】
　本発明はクローン細胞集団に由来する核酸集団の解析を土台とする。種々の解析方法が
あるが、純粋なクローン細胞集団を、または少なくとも実質的に純粋なクローン細胞集団
を調べることで近接配列の同定が最も簡単に行われよう。「実質的に純粋な」は不純物と
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しての任意の非クローン細胞が十分に低レベルであって、本発明の方法がなお正確な結果
をもたらしうることを意味する。クローン集団の単離に関しては、好適な生物学的サンプ
ルを採取するとクローン増殖細胞集団だけを含む細胞集団を事実上採取する結果になるよ
うな疾患も多いことは言うまでもない。たとえば種々の白血病は、患者から採取された診
断サンプル中に実質的に純粋な白血病細胞集団が存在することを特徴とする。本発明の用
途次第では、本発明の方法を実施する前に細胞サンプルを精製するステップを１回または
複数回行う必要があるかもしれない。たとえばある血液サンプルが腫瘍性骨髄性細胞の集
団を正常非骨髄性細胞の不均一集団と共に含む限りで、該血液サンプルをＣＤ３４発現に
従って選別することにより、予備精製ステップで骨髄性細胞を非骨髄性細胞から分離する
ようにしてもよい。そうした分離はＦＡＣＳなどのような手法を使用することにより日常
的に行うことができる。
【００６４】
　それにもかかわらず、細胞サンプル中に存在する複数の異種クローンを対象とするよう
なタイプの解析では、純粋なクローン集団は必ずしも必要ではない。各クローンのマーカ
ー領域に近接する配列は該クローンのマーカー核酸の増幅を招く各特異的プライマー対に
よって同定することができる。実はそうした特定の近接配列は該マーカー配列の一部分を
形成しているが、もし必要なら、近接配列の内側にあるマーカー配列を増幅後にまたは同
じ増幅反応の一部として解析するという形で、増幅産物を対象にした追加の解析を行うこ
とができる。
【００６５】
　本発明の方法に従って試験する細胞サンプルはｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏ
の源を含む好適な源に由来してよい。クローン細胞集団はｉｎ　ｖｉｖｏ源に由来する限
りで任意の生物に由来してよい。これとの関連で生物学的サンプルは任意のヒト生物また
は非ヒト生物に由来してよい。本発明で想定される非ヒト生物は霊長類、家畜（例：　ヒ
ツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ロバ）、実験動物（例：マウス、ハムスター、ウサギ、ラット
、モルモット）、ペット（例：イヌ、ネコ）、鳥類（例：　ニワトリ、ガチョウ、アヒル
および他の家禽類、狩猟鳥、エミュー、ダチョウ）、捕獲（野生または調教）動物（例：
　キツネ、カンガルー、ディンゴ）、爬虫類、魚類または原核生物などである。非ヒト生
物にはまた、イネ、コムギ、トウモロコシ、オオムギまたはカノーラなどの植物も含まれ
る。植物性生物に関しては、本発明の方法は望ましいまたは望ましくない細胞集団の植物
への定着または細胞下位集団の自律性増幅の検出に特に有効である。
【００６６】
　当然ながら生物学的サンプルは生物由来の任意のサンプルでよい。これはたとえば哺乳
動物の組織や体液（リンパ標本、血液、リンパ液、糞便または気管支分泌物など）のよう
な生物体内に天然存在するサンプルとたとえば肺洗浄後に肺から、または浣腸後に結腸か
ら、それぞれ回収される生理食塩水などのような生物体内に導入された後に排出されるサ
ンプルの両方をいう。対象生物学的サンプルが植物性生物である限りで、その育種資源も
生物学的サンプルに含まれる。
【００６７】
　本発明の方法に従って試験する生物学的サンプルは直接試験してもよいし試験前に何ら
かの処理を必要としてもよい。たとえば生検サンプルは試験前にホモジナイズ処理を必要
としてもよい。サンプルが細胞物質を含む場合には、該細胞物質中に存在する核酸物質を
抽出するかまたは別の方法で露出させて、該核酸物質を解析しやすくする必要があるかも
しれない。試験がｍＲＮＡマーカー近接配列の検出を目的とする場合には、サンプルは試
験前に何らかの刺激を必要としてもよい。さらに別の例では、サンプルは解析前に部分的
に精製するかまたは別の方法で濃縮してもよい。たとえば生物学的サンプルがきわめて雑
多な細胞集団を含む限りで、特に着目の下位集団を選別するのが望ましい場合もある。た
とえば、前述のように急性骨髄性白血病の発症を選別する限りで、ＣＤ３４＋濃縮血液サ
ンプルは血液サンプル中の骨髄性細胞成分を精密選別用に単離する手段を提供してくれる
。これは非骨髄性細胞を除外することにより解析対象の細胞型の数を機能的に問題外のレ
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ベルまで減らすことになる。別の例では、特異的プライマーが使える場合には試験前にマ
ーカー核酸集団を増幅するのが、または汎用プライマーを使用して試験サンプルの核酸集
団を丸ごと増幅するのが、より大きな核酸分子集団から出発するという意味で、好ましい
かもしれない。
【００６８】
　本発明の方法に従う試験にはどのようなタイプのサンプルを選択するのが最も適してい
るかは監視対象の疾患の性質に依存しよう。たとえば腫瘍性疾患がリンパ性白血病であれ
ば、血液サンプル、リンパ液サンプルまたは骨髄穿刺液が好適な試験サンプルとなりそう
である。腫瘍性疾患がリンパ腫であれば、リンパ節生検サンプルまたは血液／骨髄サンプ
ルが好適な試験用組織の源となりそうである。監視対象が腫瘍細胞の原発巣なのか、原発
巣からの転移巣または他の拡散形態なのかを考慮する必要もあろう。これとの関連では、
任意の一生物から多種多様なサンプルを採取して試験するのが望ましいであろう。別の例
では、リンパ球クローンの正常な増殖を選別しようとする限りで、生物学的サンプルを二
次リンパ器官から優先的に採取することになるか、または免疫反応が進んで増殖クローン
集団が循環中に放出されている場合には血液またはリンパ液サンプルを採取してもよい。
【００６９】
　本発明の方法は、マーカー領域に近接する特異的な形態の配列が規定遺伝子ファミリー
に属する遺伝子または遺伝子領域に対応する限りで、それらの近接配列の同定を土台とし
てクローン細胞集団を解析するための簡単で効率的かつ正確な手段を提供する。これとの
関連で、「解析（する）」は最広義に理解されるものとし、マーカー領域の特性解析、検
出、単離、増幅または定量を非限定的に含む。こうして本発明の方法に従ったこれらの近
接領域の解析は次のような用途を非限定的に含む一連の潜在的用途に道を開く：
　（ｉ）これによって同定される近接配列を従えた核酸物質を得るために、生物学的サン
プルに由来する核酸集団を濃縮する手段。そうした濃縮技術は、生物学的サンプルが高度
に不均一の細胞型を含む場合に特に有益である。
【００７０】
　「濃縮」は試験サンプル中の、マーカー核酸領域を発現する核酸分子のバックグラウン
ド非マーカー核酸分子に対する比率を高めることをいう。濃縮は、たとえばこれによって
同定される特定の近接配列の組み合わせを発現しない核酸分子を分解し、除去し、または
別の方法で減らすことにより、実現することができる。着目の核酸集団をやむを得ず増幅
するのではなく、試験サンプルから非関連核酸分子を減らすように設計しうる濃縮ステッ
プを設けることで、本検出方法は非特異的増幅が起きるリスクを排除した高感度の手段を
提供する。「濃縮」は諸々の非関連核酸分子を試験サンプルから除去する濃縮ステップに
限定されず、むしろ非関連核酸分子の濃度を引き下げることをいうものする。従って、こ
の濃度は種々変化してもよい。
【００７１】
　マーカー配列を含む核酸分子の濃縮は、本発明の方法に従って同定された近接配列を対
象とするプローブ分子へのタグの組み込みなどを非限定的に含む多数の好適技術のうちの
１つまたは複数の技術を使用して実施することができる。該タグは、固相に対して分子を
共有結合または非共有結合によってカップリングさせて、無用の分子を洗浄等の手段で簡
単に除去しうるようにするために使用することができる。濃縮はまた、最初のステップと
は別のステップで、または追加のステップとして、核酸増幅法で片側または両側の近接配
列を対象とするプライマーを使用して行うこともできる。
【００７２】
　（ｉｉ）被検者内のクローン細胞集団の増殖を監視する手段を提供すること。これは、
クローン細胞集団の増殖を特徴とする患者の疾患または非疾患の進行を監視する場合に求
められそうである。本発明の方法には、たとえば悪性および非悪性腫瘍患者との関係で、
潜在的な適用分野がかなりある。しかし、種々の免疫不全症の患者との関係でも、該患者
の免疫系によって開始される可能性のある免疫細胞増殖の性質を選別しようとする場合に
、本発明を適用する余地があろう。そうした監視はたとえば前記（ｉ）の濃縮技術によっ
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て行ってもよい。
【００７３】
　（ｉｉｉ）本発明の方法に従って同定される近接配列は細胞集団をマークする簡単かつ
効率的な手段を提供する。たとえばこれらの配列がひとたび同定されると、その特定のマ
ーカーを発現する細胞集団の存在を（定性的および／または定量的に）確認するために細
胞集団を日常的にスクリーニングすることができる。これは、任意の後続濃縮ステップを
欠いたままでも可能である。腫瘍性クローンなどのようなクローン細胞集団が発現する独
特の突然変異の同定はきわめて複雑で実現しにくいとも考えられるが、本発明の方法はク
ローン細胞集団の特性を解析し、もって現行の検出／監視用途にマーカーを提供するため
の比較的日常的な手段を提供する。
【００７４】
　（ｉｖ）本発明の方法は、「コンセンサス」プライマーを使用しても実現し得なかった
クローン細胞集団の検出を容易にする。各配列ファミリーの個別メンバーを対象とした個
別プライマーの使用により核酸増幅を試験サンプルに対して試みることにより、またプラ
イマーを個別に、または多重に、使用することにより、クローン細胞集団の存在を首尾よ
く示してもよいし、またそうした集団の同定と近接配列の特定により、該集団のその後の
監視を可能にしてもよい。
【００７５】
　（ｖ）悪性集団中に複数の悪性クローンが存在するときは、多数の核酸増幅反応を行わ
せて、その各々が異なるプライマー対を使用し、また異なるプライマー対の使用が全体と
して２つの近接配列の個別メンバーを対象とするプライマーの組み合わせを網羅するよう
にすることで、また核酸の増幅を定量的に行うことで、種々の悪性下位集団の相対的な大
きさを測定してもよい。これはリンパ性がん患者の随伴性悪性クローンなどを非限定的に
含む数多くの状況において重宝であろう。
【００７６】
　（ｖｉ）ポリクローン集団中の正常免疫クローンなどのように、ある集団中に複数のク
ローンが存在するときは、多数の核酸増幅反応を行わせて、その各々が異なるプライマー
対を使用し、また異なるプライマー対の使用が全体として２つの近接配列の個別メンバー
を対象とするプライマーの組み合わせを網羅するようにすることで、また核酸の増幅を定
量的に行うことで、種々のクローンの相対的な大きさを測定してもよい。これは生理的ま
たは病理的な条件下での免疫系の研究などを含む状況において重宝であろう。
【００７７】
　従って別の態様では、哺乳動物のクローン細胞集団の、すなわちマーカー核酸分子の存
在によって特徴付けられ、また該マーカー核酸分子が前述のような方法に従って同定され
る特徴的反復配列ファミリーのメンバーである配列を近接させている哺乳動物のクローン
細胞集団の、診断および／または監視方法であって、該哺乳動物に由来する生物学的サン
プルの核酸分子を対象に該近接配列の存在を選別するステップを含むことを特徴とする方
法が提供される。該クローン細胞集団は腫瘍細胞集団、免疫細胞集団または微生物集団で
あるのが好ましい。該免疫集団はＴ細胞集団またはＢ細胞集団であるのがなお好ましい。
【００７８】
　本発明のこの態様に関して、「監視」は被検者を対象とする対象クローン細胞集団に関
する有無の初期診断後の該集団の有無またはレベルの試験をいう。「監視」は孤立した１
回限りの試験の実施と一連の試験の数日、数週、数か月または数年の期間にわたる実施の
両方を含む。それら試験の実施には、寛解期にある哺乳動物が再発する可能性についての
予測、治療プロトコールの有効性の監視、寛解期にある患者の状態の点検、治療計画の適
用前または適用後の疾患の進行の監視、好適な治療に関する決定の補助手段、または新治
療法の試験などを非限定的に含む任意数の理由があってよい。本発明の方法は従って、臨
床手段としても研究手段としても有用である。
【００７９】
　さらに別の態様では、クローン細胞集団の存在によって特徴付けられる哺乳動物の疾患
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を診断および／または監視する方法であって、該クローン細胞はマーカー核酸分子の存在
によって特徴付けられ、該マーカー核酸分子は請求項１～１５のいずれか１項に記載の方
法に従って同定される特徴的反復配列ファミリーのメンバーである配列を片側または両側
に近接させており、また該方法は該哺乳動物に由来する生物学的サンプルの核酸分子を対
象に該近接配列の存在を選別するステップを含むことを特徴とする方法が提供される。
【００８０】
　該クローン細胞集団は腫瘍細胞集団、免疫細胞集団または微生物集団であるのが好まし
い。該免疫集団はＴ細胞集団またはＢ細胞集団であるのがなお好ましい。
　該細胞集団は腫瘍細胞集団であり、該疾患は悪性または非悪性腫瘍性疾患であるのが最
も好ましい。
　別の最も好ましい実施態様では、該細胞集団は免疫細胞集団であり、該疾患は望ましい
または望ましくない免疫反応または免疫不全疾患たとえばＡＩＤＳである。
　さらに別の好ましい実施態様では、該クローン集団は微生物集団であり、該疾患は感染
症である。
【００８１】
　本発明のそうした好ましい態様に従って、また該クローン集団はＴ細胞集団またはＢ細
胞集団である限りで、該マーカー核酸領域は再編成された免疫グロブリンまたはＴ細胞受
容体の可変領域遺伝子断片であり、該特徴的反復配列はＶ、ＤまたはＪ遺伝子断片である
のが好ましい。
【００８２】
　本発明のさらに別の態様は、生物学的サンプル中の核酸分子集団を濃縮する方法であっ
て、該核酸分子はマーカー核酸分子の存在によって特徴付けられ、該マーカー核酸分子は
請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法に従って同定される特徴的反復配列ファミリ
ーのメンバーである配列を片側または両側に近接させており、また該方法は該近接配列を
含まない核酸分子に対する該近接配列を含む核酸分の比率を上昇させるステップを含むこ
とを特徴とする方法に関する。
　本発明のさらなる特徴を以下の非限定的な実施例でもっと詳しく説明する。
【実施例】
【００８３】
　実施例１
　治療時の白血病定量化を説明するための流れ図：
　出発物質－１個～非常に多数個の細胞にわたる多様な大きさのポリクローン性リンパ球
集団。各クローンは１／＞５０個のＶ断片、１／＞３０個のＤ断片および１／６個のＪ断
片を特徴とする。解析用の白血性クローンは未知のＶ、ＤおよびＪ断片（たとえば引数Ｖ

２３、Ｄ７およびＪ４）を有する。
【００８４】
　診断での比較的純粋なクローン集団である白血病細胞の使用が、近接Ｊ、ＤおよびＶ断
片（この場合はＪ４、Ｖ２３およびＤ７）を決定する。
【００８５】
　上記出発物質の解析
　　出発物質を対象とした、Ｖ２３およびＪ４プライマーによる増幅反応。
　　↓
　　Ｖ２３およびＪ４増幅物質を対象とした、Ｄ７およびＪ４プライマーによる増幅反応
。
　　↓
　　増幅物質は大体が、または全部が、Ｖ２３、Ｄ７およびＪ４を特徴とするクローンだ
けに由来する。従って、白血病細胞由来の物質が大幅に濃縮される結果となる。
　　↓
　　定量的ＰＣＲ法により、および／または電気泳動法またはクロマトグラフィーなどの
ような方法を用いた鎖長および／または配列の解析により、増幅物質のマーカー領域を解
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析して出発物質中の白血性クローンを検出および／または定量する。
【００８６】
　近接配列が未知であるときの多数のクローンの定量化を説明する流れ図：
　　解析対象の物質から多数の増幅反応を設計するが、各反応には異なるプライマー対を
使用する（通常、各プライマー対はＶ、Ｊ各１個であるが、Ｖ、Ｄ各１個でも、Ｄ、Ｊ各
１個でもよい）。
　　↓
　　定量的ＰＣＲ法により、および／または電気泳動法またはクロマトグラフィーなどの
ような方法を用いた鎖長および／または配列の解析または異なるプライマー対を使用する
さらなる多重増幅反応により、増幅を示す各反応の増幅物質のマーカー領域を解析する。
【００８７】
　実施例２
　Ｊ、ＶおよびＤ領域同定のためのプロトコール
　Ｊ領域のスクリーニング：
　－ＴａｑＭａｎプローブＭＪＢ２
　－チューブ（各チューブ×２）あたり１０ｎｇの診断用ＤＮＡを使用
　－３Ａ－Ｊ１，Ｊ１ｄｕｐ，Ｊ２，Ｊ２ｄｕｐ，……Ｊ６，Ｊ６ｄｕｐ
　－チューブは対照を含めて２８本
　－ファイルに従い９２℃１５秒、５８℃１分を４５サイクルの設定で定量的ＰＣＲを実
施
　－関連トラックをゲル電気泳動にかけてサイズを検証
　・２７～３５サイクル程度のＣｔ値が優性クローンのＪ領域を示す。
　特異的Ｊ領域を同定したら、Ｖ領域のスクリーニングに移る。
【００８８】
　Ｖ領域のスクリーニング：
　－ＴａｑＭａｎプローブＭＪＢ２
　－チューブ（各チューブ×２）あたり１０ｎｇの診断用ＤＮＡを使用
　－Ｖｓｐｅｃｉｆｉｃ（４１プライマー）－Ｊｓｐｅｃｉｆｉｃ
　－チューブは対照を含めて９０本
　－ファイルに従い９２℃１５秒、５８℃１分を４５サイクルの設定で定量的ＰＣＲを実
施
　－関連トラックをゲル電気泳動にかけてサイズを検証
　・２５～３０サイクル程度のＣｔ値が優性クローンのＶ領域を示す。
【００８９】
　Ｄ領域のスクリーニング：
　－ＴａｑＭａｎプローブＭＪＢ２
　－Ｖ領域スクリーニングにおけるＶ特異的－Ｊ特異的に由来する約１／１００，０００
の希釈液を使用する
　－Ｄｓｐｅｃｉｆｉｃ（３１プライマー）－Ｊｓｐｅｃｉｆｉｃ
　－チューブは対照を含めて６５本
　－ファイル４０℃×２サイクル（９２℃１５秒、４０℃１分）に従い定量的ＰＣＲを実
施
　　　４４℃×２
　　　４８℃×２
　　　５２℃×２
　　　５４℃×２
　　　５８℃×３０
　－関連トラックをゲル電気泳動にかけてサイズを検証
　・２０～２５サイクル程度のＣｔ値が優性クローンのＤ領域を示す。
【００９０】
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　実施例３
　近接配列に結合するプライマーの使用による白血病の定量化
　実施例２に示したプロトコールによって同定される近接配列およびプライマーと共に、
実施例１で概略を示したような近接配列に結合するプライマーを使用することによる白血
病の定量化の結果。白血病細胞は正常血液細胞と既知の比率で混合し、次に混合物中の該
比率の白血病細胞を本方法の使用により定量化した。各記号は異なるサンプル混合物に由
来する結果を示す。細胞混合比率から推測される「真の」結果と本方法によって得られた
測定値とがぴったりと合致することに注目。
【００９１】
【表１】

【００９２】
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【表７】

【００９８】
【表８】

【００９９】
　当業者には自明であろうが、開示の発明は変異や変更を明記したもの以外にも許容する
ことができる。本発明がそうした変異や変更をすべて包含することは言うまでもない。本
発明はまた、本明細書で個別にまたは一括して言及または示唆した諸々のステップ、特徴
、組成物および化合物、それに任意の複数の該ステップまたは特徴の一切の組み合わせを
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