
(57)【要約】
本発明は患者集団の診断的および予後のスクリーニングにおける AAGAと呼ばれる喘息関連
遺伝子、 AAGAによってコードされるタンパク質分子および関連分子の使用、 AAGAの多型、
および AAGAまたはその変異体によってコードされるタンパク質の治療標的としての使用に
関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
被 験 者 が 気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 に 罹 患 し て い る か 、 ま た は 発 症 す る 危 険 が あ る か
ど う か を 調 べ る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 由 来 の 細 胞 サ ン プ ル に お い て 、 （ i） 配 列 番 号 1も し
く は 配 列 番 号 2も し く は 配 列 番 号 3も し く は 配 列 番 号 4も し く は 配 列 番 号 5も し く は 配 列 番 号
6の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で そ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列
を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 発 現 レ ベ ル 、 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 配 列 番 号 7も し く
は 配 列 番 号 8ま た は そ れ ら の 機 能 的 に 同 等 な 変 異 体 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 発 現
レ ベ ル 、 ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド プ チ ド （ B） の 生 理 活 性 レ ベ ル を 調 べ 、 （ A） も し く は （
B） の 発 現 レ ベ ル ま た は （ B） の 生 理 活 性 レ ベ ル を 健 常 な 被 験 者 に お け る （ A） も し く は （ B
） そ れ ぞ れ の 発 現 レ ベ ル ま た は 生 理 活 性 レ ベ ル と 比 較 す る こ と 、 あ る い は （ ii） 気 管 支 過
敏 症 と 関 連 し て い る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） も し く は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 変 異 体
の 存 在 を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 が 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド に お い て ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 更 す る か ま た は コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を
変 更 す る か ま た は 転 写 物 の 安 定 性 を 変 更 す る か ま た は 転 写 物 が プ ロ セ シ ン グ さ れ る 方 法 を
変 更 す る 変 更 を 含 む 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
変 異 体 が （ i） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） か ら の 1個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 （ ii） ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド （ A） へ の 1個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 （ iii） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の
1個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 （ iv） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 全 染 色 体 再 構 成 、 （ v）
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物 レ ベ ル の 全 変 更 、 （ vi） ゲ ノ ム DNAの
メ チ ル 化 パ タ ー ン な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 異 常 な 修 飾 、 （ vii） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ A） の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物 の 非 野 生 型 ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン の 存 在 、 （ viii） ポ
リ ペ プ チ ド （ B） の 非 野 生 型 レ ベ ル 、 （ ix） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 対 立 遺 伝 子 の 欠 損 、
お よ び （ x） ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 不 適 切 な 翻 訳 後 修 飾 の う ち の 少 な く と も 1つ に 関 与 す る
変 更 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 を 、 被 験 者 由 来 の DNAサ ン プ ル を プ ロ ー ブ が 相 補 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 少 な く と も 5個 の 連
続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て
第 1の 反 応 生 成 物 を 得 、 第 1の 反 応 生 成 物 を プ ロ ー ブ お よ び 健 常 な 被 験 者 由 来 の DNAか ら 得
ら れ る 対 照 反 応 生 成 物 と 比 較 す る こ と に よ っ て 検 出 す る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 の 存 在 を 調 べ る こ と が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 の 対
立 遺 伝 子 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 同 一 性 を 調 べ 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 が 気 管 支 過 敏 症 と
関 連 し て い る 多 型 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 有 す る か ど う か を 調 べ る こ と を 含 ん で な る
、 請 求 項 1、 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
細 胞 サ ン プ ル に お い て 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A
） の 変 異 体 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 サ ン プ ル に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A
） の 多 型 の 対 立 遺 伝 子 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 同 一 性 を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
多 型 に 重 な る 、 5～ 30個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ロ ー ブ を 用 い る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 ん で な る 、 請 求 項 5ま た は 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 が 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 含 ん で な り 、 か つ 、 DNAサ ン プ
ル を 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 同 定 す る 、 請 求 項 5ま た は 6に 記 載 の 方
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法 。
【 請 求 項 ９ 】
多 型 が 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 に 相 当 す る 位 置 の 一 方 ま た は 両 方 の も の で あ る 、 請
求 項 5～ 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 の 存 在 を 調 べ る こ と が 被 験 者 由 来 の 細 胞 サ ン プ ル に
お い て 、 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 に 相 当 す る 位 置 の 一 方 ま た は 双 方 で 塩 基 の 同 一 性
を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 6377位 に 相 当 す る 位 置 の Tお よ び ／ ま た は 前 記 7390位 に 相 当 す る 位 置 の Cが 気 管 支 過 敏
症 と 関 連 し て い る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 を 示 す 、 請 求 項 9ま た は 10に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 番 号 1を 含 ん で な る 核 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 6377お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 7390を
含 ん で な る そ の 一 部 を 前 記 サ ン プ ル か ら 単 離 し 、 単 離 し た 核 酸 ま た は 一 部 を 配 列 決 定 す る
、 請 求 項 5、 6お よ び 9～ 11の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
細 胞 サ ン プ ル 由 来 の DNA断 片 を 、 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 の う ち の 1箇 所 以 上 で の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 を 検 出 す る こ と が で き る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 存 在
下 で PCRに よ っ て 増 幅 す る 、 請 求 項 5ま た は 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
配 列 番 号 1の 6377ま た は 7390位 で の 請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 を 検 出
す る こ と が で き る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
15～ 30個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 か つ 、 前 記 6377ま た は 7390位 に 重 な る 、 請 求 項 14に 記 載
の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
配 列 番 号 1の 6377ま た は 7390位 で の 請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 を 検 出
す る こ と が で き る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 、 請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 で あ る 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
配 列 番 号 1の 6377位 お よ び ／ ま た は 7390位 で の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 特 異 的 対 立 遺 伝 子
変 異 体 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 17ま た は 18に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、
気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 単 離 さ れ た 変 異 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て
い る 請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 変 異 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
個 体 の AAGA遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル を 調 べ て 個 体 の AAGA遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル を AAGA遺 伝 子 集 団
プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 し 、 そ れ に よ っ て 個 体 に 投 与 す る 治 療 を 選 択 す る こ と を 含 ん で な る 、
喘 息 を 罹 患 し て い る 個 体 に 投 与 す る 治 療 を 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス に よ っ て 選 択 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
被 験 者 由 来 の 投 与 前 DNAサ ン プ ル に お い て お よ び 被 験 者 由 来 の 投 与 後 DNAサ ン プ ル に お い て
請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 発 現 ま た は 活 性 の レ
ベ ル を 調 べ 、 投 与 前 サ ン プ ル お よ び 投 与 後 サ ン プ ル に お け る そ れ ぞ れ の 発 現 ま た は 活 性 レ
ベ ル を 比 較 し 、 必 要 で あ れ ば 、 被 験 者 へ の 医 薬 の 投 与 を そ れ に 応 じ て 変 更 す る こ と を 含 ん
で な る 、 被 験 者 の 医 薬 で の 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 被 験 者 に 有 効
量 の 請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） ま た は 請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま
た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド （ B） に 関 し て 免 疫 応 答 性 で あ る 抗 体 （ C） も し く は 該 疾 病 と 関 連 し
て い る そ の 変 異 体 、 ま た は 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の も の と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 ん で な る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ D） も し く は 該 疾 病 と 関 連 し て い る そ
の 変 異 体 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
疾 病 が 喘 息 で あ る 、 請 求 項 1～ 13お よ び 22の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る そ の 変 異 体 の 活 性
を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 候 補 物 質 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 前 記
変 異 体 と 混 合 し て 前 記 活 性 に 対 す る 候 補 物 質 の 作 用 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 1に 定 義 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は そ の 変 異 体 と 結 合 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ
っ て 、 候 補 物 質 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 前 記 変 異 体 と 混 合 し て 結 合 が 生 じ た か ど
う か を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 17ま た は 18に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド と 結 合 す る か 、 そ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 候 補 物 質 を 前 記
ポ リ ペ プ チ ド と 混 合 し て （ i） 結 合 が 生 じ た か ど う か を 調 べ 、 か つ ／ ま た は （ ii） 前 記 活
性 に 対 す る 前 記 物 質 の 作 用 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 の 診 断 ま た は 予 後 用 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 1に 定 義
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 少 な く と も 5個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 の 診 断 ま た は 予 後 用 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 1に 定 義
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） ま た は 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 6377お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ
ド 7390を 含 ん で な る そ の 一 部 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 の 治 療 薬 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 22に 定 義 の 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド （ A） 、 ポ リ ペ プ チ ド （ B） 、 抗 体 （ C） ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ D） の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 患 者 集 団 の 診 断 お よ び 予 後 ス ク リ ー ニ ン グ に お け る AAGAと 示 さ れ る 喘 息 関 連 遺 伝
子 、 AAGAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 分 子 お よ び 関 連 分 子 の 使 用 お よ び AAGAの 多 型 、
お よ び AAGAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 変 異 体 の 治 療 標 的 と し て の 使 用 に
関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
喘 息 と は 以 下 の 特 徴 を 有 す る 極 め て 一 般 的 な 肺 疾 病 で あ る ：
気 道 閉 塞 － 通 常 こ れ は 可 逆 的 で あ る が 、 進 行 性 で あ る こ と も 多 い
慢 性 気 管 支 炎 症 － 炎 症 細 胞 浸 潤 お よ び 活 性 化 、 生 化 学 的 媒 介 物 質 の 放 出 お よ び 構 造 変 化 （
気 道 リ モ デ リ ン グ ） を 特 徴 と す る 症 状
気 管 支 過 敏 症 （ BHR） － 種 々 の 免 疫 性 、 生 化 学 的 お よ び 物 理 的 刺 激 に 対 す る 過 度 の 気 管 支
収 縮 性 応 答 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
喘 息 は 臨 床 的 に は 喘 鳴 音 、 咳 嗽 お よ び 息 切 れ を 伴 う 慢 性 の 、 断 続 的 な 気 道 閉 塞 を 特 徴 と す
る 。 喘 息 は 典 型 的 に は 可 逆 性 で あ る 閉 塞 障 害 を 伴 う が 、 こ の 所 見 も 何 ら か の そ の 他 の 単 一
の 試 験 ま た は 測 定 も 喘 息 を 診 断 す る の に 十 分 で は な い ［ Guideline for diagnosis and de
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velopment of asthma， 1997， NIH Publication 97号 － 4051］ 。 多 く の 疾 病 が こ の パ タ ー
ン の 異 常 と 関 連 し て い る 。 喘 息 と い う 診 断 を 確 立 す る に は 、 患 者 の 症 状 パ タ ー ン （ 患 者 の
病 歴 か ら の そ の 他 の 情 報 に 加 え て ） お よ び そ の 他 の 可 能 性 あ る 診 断 の 除 外 も 必 要 と さ れ る
。 喘 息 に つ い て 評 価 を 行 う に は 臨 床 上 の 判 断 が 必 要 で あ る 。 喘 息 の 患 者 は 不 均 一 で あ り 患
者 ご と に 、 な ら び に 一 人 の 患 者 に つ い て も 時 が 経 つ に つ れ て 極 め て 広 範 な 兆 候 お よ び 症 状
を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
気 道 平 滑 筋 、 炎 症 の 役 割 、 気 道 の 神 経 支 配 お よ び 媒 介 物 質 が 関 係 す る 機 構 に 関 す る 問 題 を
は じ め 、 喘 息 の 病 態 生 理 を 説 明 す る た め に 多 く の 仮 説 が 掲 げ ら れ て き た 。 こ れ ら の 因 子 の
す べ て が 重 要 で あ り 得 る が 、 ど れ が 一 次 的 な （ す な わ ち 、 原 因 で あ る ） 欠 陥 で あ り 、 ど れ
が 二 次 的 な 欠 陥 で あ る の か は 明 ら か で は な い 。 し か し な が ら 、 環 境 お よ び 遺 伝 的 性 質 の 双
方 が 重 要 で あ る と い う こ と は 一 般 に 認 め ら れ て い る 。 喘 息 の 多 因 子 性 を 考 え る と 、 基 礎 的
な 機 構 を 同 定 す る た め の 1つ の ア プ ロ ー チ は 、 個 体 に 喘 息 を 発 症 さ せ る 素 因 と な る 喘 息 罹
患 性 遺 伝 子 を 発 見 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
喘 息 罹 患 性 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 使 用 で き る 1つ の 方 法 と し て は ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ
ン グ が あ る 。 こ の 方 法 で は 、 DNAマ ー カ ー を 用 い て 家 系 を 通 し て 遺 伝 子 の 遺 伝 を た ど る こ
と に よ っ て 罹 患 性 遺 伝 子 を ヒ ト 染 色 体 の 特 定 の 領 域 に 局 在 化 す る 。 DNAマ ー カ ー は 染 色 体
上 で 所 定 の 物 理 的 位 置 を 占 め 、 そ の 遺 伝 を モ ニ タ ー で き る DNAの 断 片 で あ る 。 DNAマ ー カ ー
が 罹 患 性 遺 伝 子 に 近 い ほ ど 、 マ ー カ ー お よ び 罹 患 性 遺 伝 子 が 親 か ら 子 へ と も に 渡 さ れ る 可
能 性 が 大 き い 。 こ の 現 象 は 遺 伝 子 連 鎖 と 呼 ば れ て い る 。 ひ と 度 、 特 定 の 染 色 体 領 域 の 連 鎖
が 得 ら れ れ ば 、 領 域 が 配 列 決 定 す る の に 十 分 な ほ ど 小 さ く な り 、 罹 患 性 遺 伝 子 を 同 定 で き
る ま で 、 物 理 的 お よ び 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ の 組 み 合 わ せ を 用 い て そ の 領 域 の 大 き さ を 狭 め る
。 罹 患 性 遺 伝 子 を 同 定 し た 後 、 こ の 遺 伝 子 の あ ら ゆ る 多 型 を 調 べ る こ と が で き 、 こ れ ら の
変 異 が 非 喘 息 患 者 と 比 べ 喘 息 患 者 に よ り 大 き な 優 勢 を 生 じ る か ど う か を 確 認 す る 解 析 を 実
施 す る こ と が で き る 。 ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ の 主 要 な 利 点 は 疾 病 を 引 き 起 こ す 根 底 に
あ る 因 子 が 未 知 で あ っ て も 新 規 遺 伝 子 を 同 定 で き 、 か つ 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 、 そ れ ら が
保 因 者 を 直 接 発 症 し や す く す る の で 直 接 的 に 病 理 学 的 関 連 が あ る （ す な わ ち 、 一 次 的 な 原
因 と な る 欠 陥 ） と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
近 年 、 い く つ か の 学 術 研 究 グ ル ー プ が ヒ ト 5番 染 色 体 上 の 喘 息 お よ び ア レ ル ギ ー 性 応 答 の
調 節 に 重 要 な 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て の 証 拠 を 明 ら か に し た 。 特 に 、 92の オ ラ ン ダ の 喘 息 家
系 の 遺 伝 子 連 鎖 解 析 か ら サ ブ 領 域 5q31－ 5q33に お け る 5番 染 色 体 上 の BHRお よ び 血 清 IgEレ
ベ ル の 上 昇 に 関 す る 罹 患 性 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て の 証 拠 が 得 ら れ た ［ Meyersら ， Genomics
 23： p.464－ 470； Postmaら ， New England Journal Medicine 333： p.894－ 900お よ び Ble
eckerら ， Clinical and Experimental Allergy 25： p.84－ 88］ 。 マ ー カ ー D5S436、 全 血
清 IgEレ ベ ル ［ Meyersら ， Genomics 23： p.464－ 470； Postmaら ， New England Journal Me
dicine 333： p.894－ 900お よ び Bleeckerら ， Clinical and Experimental Allergy 25： p.
84－ 88］ お よ び BHR［ Postmaら ， New England Journal Medicine 333： p.894－ 900お よ び B
leeckerら ， Clinical and Experimental Allergy 25： p.84－ 88］ 間 の 遺 伝 子 連 鎖 に 関 す
る 強 力 な 証 拠 が オ ラ ン ダ の 家 系 に お い て 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
喘 息 罹 患 性 遺 伝 子 は ま だ 同 定 さ れ て い な い の で 、 当 技 術 分 野 で は こ の よ う な 遺 伝 子 の 同 定
が 必 要 と さ れ て い る 。 喘 息 罹 患 性 遺 伝 子 の 同 定 に よ り 疾 病 プ ロ セ ス の 基 礎 的 な 理 解 が 提 供
さ れ 、 そ こ か ら 多 数 の 臨 床 上 重 要 な 応 用 が 生 じ る で あ ろ う 。 同 定 さ れ た 罹 患 性 遺 伝 子 は 遺
伝 子 ま た は 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を 直 接 標 的 と す る 治 療 薬 （ 小 分 子 薬 、 ア ン チ セ ン ス 分
子 、 抗 体 分 子 ） の 開 発 を も た ら し 得 る か 、 あ る い は こ の よ う な 薬 剤 の 開 発 が 遺 伝 子 ま た は
そ の タ ン パ ク 質 産 物 を 直 接 標 的 と す る よ り も よ り 容 易 で あ る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 産 物 が
上 流 ま た は 下 流 位 置 の 一 部 で あ る 生 化 学 的 経 路 を 標 的 と し て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

10

20

30

40

50

(5) JP 2004-536603 A 2004.12.9



遺 伝 子 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 そ の 配 列 変 異 体 お よ び そ れ ら の タ ン パ ク 質 産
物 を 喘 息 の お よ び 喘 息 発 症 の ハ イ リ ス ク 個 体 の 同 定 の た め の 臨 床 診 断 試 験 を 開 発 す る た め
に 用 い て も よ い 。 こ の よ う な 試 験 の 結 果 は ま た 予 後 的 価 値 を 有 す る 場 合 も あ り 、 ま た 薬 剤
治 療 に 応 答 す る 患 者 お よ び 応 答 し な い も の を 予 測 す る た め に 用 い て も よ い 。 最 後 に 、 喘 息
罹 患 性 遺 伝 子 の DNA配 列 お よ び こ れ ら の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い
て の 情 報 に よ っ て 組 換 え 技 術 に よ る タ ン パ ク 質 の 大 規 模 生 産 お よ び タ ン パ ク 質 を 天 然 に 産
生 す る 組 織 ／ 細 胞 の 同 定 が 容 易 と な る 。 ま た 、 こ の よ う な 配 列 情 報 に よ り 抗 体 物 質 ま た は
罹 患 性 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 し 、 タ ン パ ク 質 が 関 与 し 得
る 天 然 リ ガ ン ド ／ 抗 リ ガ ン ド 結 合 反 応 の 調 節 に お よ び 診 断 目 的 の た め に 使 用 で き る そ の 他
の 新 規 の 結 合 分 子 の 調 製 も 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い た 用 語 は 以 下 の 意 味 を 有 す る ：
「 単 離 さ れ た 」 と は そ の 本 来 の 環 境 か ら 取 り 出 さ れ た 物 質 を 指 す 。
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 ま た は 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 が 塩
基 対 形 成 を 介 し て 相 補 的 な 鎖 と 結 合 す る あ ら ゆ る プ ロ セ ス を 指 す 。
「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 20％ ま で の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 許 容 す る 実 験 条 件 、 典 型
的 に は 65℃ で の 0.1× SSC（ 15mMの NaCl、 1.5mMの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.0） で の 2回 の 1
5分 の 洗 浄 を 指 す 。
「 相 同 性 」 ま た は 「 相 同 な 」 と は ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 類 似 度 を 指 し 、 こ
れ は 部 分 的 な も の で あ る 場 合 も あ る し 、 配 列 が 同 一 で あ る 場 合 に は 完 全 で あ り 得 る 。
「 発 現 ベ ク タ ー 」 と は 、 そ の 転 写 を 提 供 す る さ ら な る セ グ メ ン ト と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ
れ た 注 目 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る セ グ メ ン ト を 含 ん で な る 直 線 状 ま た は 環 状 DNA分
子 を 指 す 。
「 ア ン チ セ ン ス 」 と は 、 オ リ ゴ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 標 的 タ ン パ ク 質 の メ ッ セ ン ジ
ャ ー RNA（ mRNA） 中 の そ の 相 補 的 な 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る タ ン パ ク 質 合
成 の 選 択 的 阻 害 を 指 す 。 ア ン チ セ ン ス 概 念 は Zamecnikお よ び Stephensonに よ っ て （ Procee
dings of the National Academy of Sciences of the United States of America 75： p.
280－ 284； Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States o
f America 75： p.285－ 288） 最 初 に 提 唱 さ れ 、 そ の 後 実 験 ツ ー ル と し て お よ び 推 定 上 の 治
療 分 子 を 作 製 す る 手 段 の 双 方 と し て の 広 範 な 適 用 が 認 め ら れ る よ う に な っ た （ Alama， A.
， Pharmacological Research 36： p.171－ 178； Dean， N.M.、 Biochemical Society Trans
actions 24： p.623－ 629； Bennet， C.F.， Journal of Pharmacology and Experimental T
herapeutics 280： p.988－ 1000； Crooke， S.T.， Antisense Research and Applications
， Springer） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
今 で は 、 AAGA、 す な わ ち 配 列 番 号 7ま た は 配 列 番 号 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な り 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が mRNA配 列 お よ び プ
ロ ト カ ド ヘ リ ン － 42遺 伝 子 に 相 当 す る ESTと 100％ の 相 同 性 を 有 す る 5番 染 色 体 上 の 遺 伝 子
が 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る と い う こ と が 遺 伝 子 連 鎖 解 析 お よ び バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ
ク ス 解 析 に よ っ て 分 か っ て い る 。 プ ロ ト カ ド ヘ リ ン － 42は カ ド ヘ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー で あ る 。 こ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 in vivoで の 広 範 な 事 象 に
お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 か つ 組 織 完 全 性 の 維 持 に 重 要 で あ る 細 胞 － 細 胞 （ 細 胞 間 ） 接
着 に 関 与 し て い る 。 M. Takeichi， Annual Revies Biochemistry（ 1990） ， 58， p.237－ 52
参 照 。 AAGAは ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 に お い て 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る と 認 め ら れ て い る 。 ま た
、 AAGAの 多 型 は 非 喘 息 患 者 に お い て 生 じ る よ り も 喘 息 患 者 で よ り 優 勢 で あ る こ と が 分 か っ
て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
従 っ て 、 1つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 被 験 者 が 気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 に 罹 患 し て い
る か 、 ま た は 発 症 す る 危 険 が あ る か ど う か 調 べ る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 被 験 者 由 来 の 細 胞
サ ン プ ル に お い て 、 （ i） 配 列 番 号 1も し く は 配 列 番 号 2も し く は 配 列 番 号 3も し く は 配 列 番
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号 4も し く は 配 列 番 号 5も し く は 配 列 番 号 6の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 下 で そ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 発 現 レ ベ
ル （ 以 下 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） は 代 わ り に AAGA遺 伝 子 と 呼 ぶ ） 、 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 7も し く は 配 列 番 号 8も し く は そ の 機 能 的 に 同 等 な 変 異 体 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ
ド （ B） の 発 現 レ ベ ル 、 ま た は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 生 理 活 性 レ ベ ル を 調 べ 、 （ A） も
し く は （ B） の 発 現 レ ベ ル ま た は （ B） の 生 理 活 性 レ ベ ル を 健 常 な 被 験 者 に お け る （ A） も
し く は （ B） そ れ ぞ れ の 発 現 レ ベ ル ま た は 生 理 活 性 と 比 較 す る か 、 あ る い は 　 （ ii） 気 管
支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） も し く は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 変
異 体 の 存 在 を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 「 変 異 体 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 変 更 さ
れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。 そ の 変 化 は ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 含 ん で い
て も よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て は 、 本 明 細 書 に お い て 「 変 異 体 」 と は 、 1個 以 上 の
ヌ ク レ オ チ ド が 変 更 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 し 、 そ の 変 化 は ヌ ク レ オ チ ド 置 換
、 欠 失 ま た は 挿 入 を 含 ん で い て も よ い 。 ア ミ ノ 酸 配 列 配 列 番 号 7ま た は 配 列 番 号 8の 好 ま し
い 機 能 的 に 同 等 な 変 異 体 に は 配 列 番 号 7ま た は 配 列 番 号 8と 少 な く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 90％ 、 特 に 95％ よ り も 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る も の が あ る 。 こ の よ
う な 好 ま し い 機 能 的 に 同 等 な 変 異 体 で は 、 通 常 、 細 胞 外 ド メ イ ン に 相 当 す る 配 列 番 号 7ま
た は 配 列 番 号 8の 領 域 は 実 質 的 に 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
配 列 番 号 7ま た は 配 列 番 号 8な ど の 参 照 配 列 と x％ の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と は 、 参
照 配 列 の ア ミ ノ 酸 各 100個 の 当 た り 100－ x個 ま で の ア ミ ノ 酸 変 更 を 含 み 得 る と い う こ と を
除 い て は 参 照 配 列 と 同 一 で あ る 配 列 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 参 照 配 列 と 少 な く と も 80％ の 同
一 性 を 有 す る 被 験 ア ミ ノ 酸 配 列 で は 、 参 照 配 列 中 の 20％ ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 が 別 の ア ミ ノ
酸 残 基 で 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 さ れ て い て も よ い 。 ア ミ ノ 酸 配 列 間 の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一
性 は 、 便 宜 に は 、 既 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば 、 Brutlagら ， （ Computer Ap
plications in the Biosciences（ 1990） 6： p.237－ 245） の ア ル ゴ リ ズ ム を 基 に し た FAST
DBプ ロ グ ラ ム を 用 い て 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
上 記 で 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） ま た は 上 記 で 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 発
現 レ ベ ル は 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT－ PCR）
、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 免 疫 沈 降 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ま た は 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 求 め る こ と が で き る 。 被 験 者 由 来 の 細 胞 に お い て 上 記 の
技 術 の う ち の 1種 に よ っ て 測 定 し た （ A） 、 例 え ば 、 mRNAと し て の ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ B
） の レ ベ ル を 健 常 な 被 験 者 の （ A） ま た は （ B） そ れ ぞ れ の レ ベ ル と 比 較 す れ ば よ い 。 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド （ A） ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 異 常 な レ ベ ル は 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い
る 異 常 な AAGA活 性 を 示 唆 す る も の で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 生 理 活 性 レ ベ ル は 、 例 え ば 、 Sanoら ， EMBO Journal 12： p.2249－ 22
56に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 例 え ば 、 L細 胞 に お い て ホ モ タ イ プ Ca 2 ＋ 依 存 性 凝 集 お よ び
接 着 を 促 進 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム 依 存 性 細 胞 -細 胞 接 着 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 測 定 す れ ば よ い 。 被 験 者 由 来 の 細 胞 に お い て 測 定 さ れ た 活 性 を 健 常 な 被 験 者 由 来
の 細 胞 に お い て 測 定 さ れ た 活 性 と 比 較 す る こ と で 被 験 者 が 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 異
常 な AAGA活 性 を 有 し て い る か ど う か が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 は コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 更 す る か 、 ま た は コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル 、 転 写 物
の 安 定 性 、 も し く は 転 写 物 が プ ロ セ シ ン グ さ れ る 方 法 を 変 更 す る 変 更 を 含 む 変 異 体 で あ り
得 る 。 こ の よ う な 変 更 は 以 下 の う ち の 少 な く と も 1つ を 含 む 場 合 が あ る ： （ i） ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド （ A） か ら の 1個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 （ ii） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） へ の 1個
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以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 （ iii） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 1個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の
置 換 、 （ iv） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 全 染 色 体 再 構 築 、 （ v） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の
メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物 レ ベ ル の 全 変 更 、 （ vi） ゲ ノ ム DNAの メ チ ル 化 パ タ ー ン な ど の 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 異 常 な 修 飾 、 （ vii） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の メ ッ セ ン ジ ャ ー R
NA転 写 物 の 非 野 生 型 ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン の 存 在 、 （ viii） ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 非 野
生 型 レ ベ ル 、 （ ix） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 対 立 遺 伝 子 欠 失 お よ び ／ ま た は （ x） ポ リ ペ
プ チ ド （ B） の 不 適 切 な 翻 訳 後 修 飾 。 AAGA遺 伝 子 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） ） の 変 更 を 検 出
す る た め に は 種 々 の ア ッ セ イ 技 術 を 用 い て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 配 列 解 析 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 感
受 性 ゲ ル 電 気 泳 動 （ CSGE） 、 制 限 酵 素 部 位 マ ッ ピ ン グ に 関 す る 方 法 、 お よ び 分 析 さ れ る 核
酸 と プ ロ ー ブ 間 で ヌ ク レ オ チ ド 対 を 形 成 し な い こ と の 検 出 に 関 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
従 っ て 、 1つ の 実 施 形 態 で は 、 被 験 者 に お け る 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド （ A） の 変 異 体 、 す な わ ち 、 遺 伝 子 の 異 常 を 被 験 者 由 来 の DNAサ ン プ ル を プ ロ ー ブ が 相
補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 下 で 上 記 で 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド （ A） の 少 な く と も 5個 、 例 え ば 、 少 な く と も 15個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で
な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 第 1の 反 応 産 物 を 得 、 第 1の 反
応 産 物 を 、 プ ロ ー ブ と 健 常 な 被 験 者 由 来 の DNAか ら 得 た 対 照 反 応 産 物 と 比 較 す る こ と に よ
っ て 検 出 す る 。 第 1の 反 応 産 物 と 対 照 反 応 産 物 の 間 に 、 例 え ば 喘 息 に お け る 気 管 支 過 敏 症
と 相 関 の あ る 相 違 が あ れ ば 、 そ の 相 違 は 気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 の 発 症 に 対 す る 素
因 を 示 す 。 一 般 に 、 プ ロ ー ブ は 15～ 50個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
あ り 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る よ う 、 例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は 放 射 性 ヌ ク レ
オ チ ド で 標 識 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
特 に 、 喘 息 ま た は BHRを 特 徴 と す る そ の 他 の 炎 症 性 も し く は 閉 塞 性 気 道 疾 病 の 発 症 を 引 き
起 こ す か ま た は 寄 与 す る 可 能 性 が あ る AAGA変 異 に は AAGAの 正 常 な （ 野 生 型 の ） 機 能 、 特 に
、 ホ モ タ イ プ 会 合 、 ひ い て は 細 胞 -細 胞 接 着 に 関 与 す る 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び 構 造 タ ン パ
ク 質 ま た は シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と 相 互 作 用 す る 細 胞 内 ド メ イ ン に 負 の 影 響 を 及 ぼ す 変 異 が あ
る 。 こ の よ う な 変 異 の 例 と し て は 、 i） 産 生 さ れ る 転 写 物 レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す 変 異 ； ii
） 細 胞 内 、 膜 貫 通 ま た は 細 胞 外 ド メ イ ン 内 に 生 じ る ミ ス セ ン ス 変 異 ； お よ び 転 写 物 が プ ロ
セ シ ン グ さ れ る 方 法 に 影 響 を 及 ぼ す 変 異 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
特 定 の 疾 病 ま た は 疾 患 、 例 え ば 、 遺 伝 的 疾 患 ま た は 失 病 は 特 定 の 遺 伝 子 の 多 型 領 域 の 特 定
の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 と 関 連 が あ る が 、 こ れ は 必 ず し も 変 異 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る わ
け で は な い 。 従 っ て 、 被 験 者 に お け る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ 「 SNP」 ） な ど の 遺 伝 子 の
多 型 領 域 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 存 在 が 被 験 者 に 特 定 の 疾 病 ま た は 疾 患 を 発 症 す る 感
受 性 を 付 与 し 得 る 。 遺 伝 子 、 例 え ば 、 AAGA遺 伝 子 の 多 型 領 域 は 個 体 集 団 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 調 べ る こ と に よ っ て 同 定 す れ ば よ い 。 多 型 領 域 、 例 え ば 、 SNPま た は ハ プ ロ
タ イ プ 、 す な わ ち 、 SNPの 組 み 合 わ せ を 同 定 す れ ば 、 特 定 の 個 体 、 例 え ば 喘 息 な ど の 特 定
の 疾 病 を 発 生 し た 個 体 の 集 団 を 研 究 す る こ と に よ っ て 特 定 の 疾 病 と の 関 連 を 調 べ る こ と が
で き る 。 多 型 領 域 は 遺 伝 子 の い ず れ の 領 域 に も 、 例 え ば 、 エ キ ソ ン （ エ キ ソ ン の コ ー ド ま
た は 非 コ ー ド 領 域 ） 、 イ ン ト ロ ン お よ び プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 位 置 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
AAGA遺 伝 子 は そ の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 が 特 に 喘 息 患 者 に お け る 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る
多 型 領 域 を 含 ん で な る と い う こ と が 分 か っ て い る 。 従 っ て 、 上 記 で 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド （ A） の 変 異 体 の 存 在 を 調 べ る こ と は 被 験 者 に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型
の 対 立 遺 伝 子 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 同 一 性 を 調 べ 、 そ れ に よ っ て 被 験 者 が 気 管 支 過 敏
症 と 関 連 し て い る 多 型 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 有 し て い る か ど う か を 調 べ る こ と を 含
ん で な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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喘 息 患 者 由 来 の DNAサ ン プ ル に お い て 同 定 さ れ た 配 列 番 号 1中 の 多 数 の SNPを 実 施 例 3に 示 す
。 こ れ ら の う ち 、 配 列 番 号 1の 6377位 （ Cか ら Tへ の 変 化 ） お よ び 7390位 （ Gか ら Tへ の 変 化
） で の 多 型 が 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る と 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 上 記 に 定 義 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 の 存 在 を 調 べ る こ と は 被 験 者 由 来 の 細
胞 サ ン プ ル に お い て 、 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 に 相 当 す る 位 置 の 一 方 ま た は 双 方 で
塩 基 の 同 一 性 を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 。 上 記 6377位 に 相 当 す る 位 置 で の Tお よ び ／ ま た
は 上 記 7390位 に 相 当 す る 位 置 で の Cの 存 在 が 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド （ A） の 変 異 体 を 示 す 。 ハ プ ロ タ イ プ 、 す な わ ち 、 SNP　 の 組 み 合 わ せ の 存 在 を 調 べ る こ
と が 望 ま れ る 場 合 に は 、 6377お よ び 7390位 双 方 に 相 当 す る 位 置 で 塩 基 の 同 一 性 を 調 べ て も
よ い し 、 ま た は こ れ ら の 位 置 の 一 方 ま た は 双 方 で の 塩 基 の 同 一 性 お よ び 配 列 番 号 1の 589、
1001、 1060、 2033、 2193、 2561、 5667、 5804お よ び 7531位 、 な ら び に 配 列 番 号 2の 1212、 1
216、 1964お よ び 2330位 に 相 当 す る 位 置 の 1箇 所 以 上 で の 塩 基 の 同 一 性 を 調 べ て も よ い 。 特
に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 1を 含 ん で な る 核 酸 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 6377お よ び
／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 7390を 含 ん で な る そ の 一 部 を 細 胞 サ ン プ ル か ら 単 離 し て 配 列 決 定 す
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
例 示 的 な 実 施 形 態 で は 、 被 験 者 由 来 の サ ン プ ル 細 胞 の DNAを ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 利
用 で き る よ う に し て AAGA遺 伝 子 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） ） ま た は そ の 天 然 変 異 体 、 例 え
ば 、 配 列 番 号 1の 6377位 お よ び ／ ま た は 7390位 を 含 む 領 域 な ど の 遺 伝 子 の 多 型 領 域 、 ま た
は AAGA遺 伝 子 と 天 然 に 関 連 し て い る 5’ も し く は 3’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 ま た は そ の 天 然 変 異
体 の セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 含
む 核 酸 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ て プ ロ ー ブ の サ ン プ ル DNAと の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出
す る 。 こ の よ う な 技 術 は 欠 失 、 置 換 な ど を は じ め と す る 、 ゲ ノ ム ま た は mRNAレ ベ ル の い ず
れ か で の 変 更 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 検 出 す る た め に 、 な ら び に mRNA転 写 物 レ ベ ル を 調
べ る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
多 型 領 域 の 対 立 遺 伝 子 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 同 定 す る 別 の 方 法 は 、 変 異 ま た は 多 型 部
位 に 重 な り 、 か つ 、 約 5～ 30、 例 え ば 、 5、 10、 20、 25ま た は 30個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ
ロ ー ブ を 用 い る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は
、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 な ど の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る い く つ
か の プ ロ ー ブ を 固 相 支 持 体 、 例 え ば 、 「 チ ッ プ 」 に 付 着 さ せ る 。 リ ソ グ ラ フ ィ ー を は じ め
と す る 種 々 の プ ロ セ ス に よ っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ て も よ い 。 例
え ば 、 チ ッ プ は 約 250， 000個 ま で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 保 持 し 得 る 。 「 DNA　 プ ロ ー ブ
ア レ イ 」 と も 呼 ば れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る こ れ ら の チ ッ プ を 用 い る 変 異 検 出
分 析 は 、 例 え ば 、 Croninら （ 1996） Human Mutation 7： p.244に 記 載 さ れ て い る 。 1つ の 実
施 形 態 で は 、 チ ッ プ は あ る 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の 多 型 領 域 の す べ て の 対 立 遺 伝 子 変 異
体 を 含 ん で な る 。 次 い で 、 固 相 支 持 体 を 試 験 核 酸 と 接 触 さ せ て 特 異 的 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 。 従 っ て 、 患 者 由 来 の DNAサ ン プ ル 中 の 1以 上 の 遺 伝 子 の 多 数
の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 同 一 性 を 単 純 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で 同 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
従 っ て 、 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 の う ち の 1箇 所 以 上 で の 上
記 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 を 検 出 す る こ と が で き る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 一 般 に 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ロ ー ブ は 約 15～ 50個 の
ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 通 常 は 約 15～ 30個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 上 記 6377ま た は 7390位 に 重
な る 。 便 宜 に は 、 プ ロ ー ブ の 中 心 位 置 が 上 記 6377ま た は 7390位 と ア ラ イ ン し て い る 。 こ の
よ う な プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 一 般 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 領 域 中 の 相 当
す る 配 列 に 対 し て 100％ 相 補 的 で あ る 。 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 便 宜 に は 、 検 出 可 能 な シ グ
ナ ル を 提 供 す る た め に 、 例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は 放 射 性 標 識 で 標 識 す る こ と も で き
る 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 変 更 の 検 出 は ア ン カ ー PCRま た は RACE　 PCRな ど の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 （ PCR） に お い て （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4， 683， 195号 お よ び 同 4， 683， 202号 参 照 ）
、 あ る い は 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR） に お い て （ 例 え ば 、 Landegranら （ 1988） Science 
241： p.1077－ 1080お よ び Nakazawaら （ 1994） PNAS　 91： p.360－ 364参 照 ） プ ロ ー ブ ／ プ
ラ イ マ ー を 利 用 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ の 後 者 は AAGA遺 伝 子 の 点 変 異 を 検 出 す る の に 特
に 有 用 で あ り 得 る （ Abravayaら （ 1995） Nucleic Acidis Research 23： p.675－ 682参 照 ）
。 単 に 例 示 的 な 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 は （ i） 患 者 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 採 取 し 、 （ ii
） サ ン プ ル の 細 胞 か ら 核 酸 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム の 、 mRNAの ま た は そ の 双 方 ） を 単 離 し 、 （ ii
i） 核 酸 サ ン プ ル を 、 AAGA遺 伝 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 増 幅 が （ 存 在 す れ ば ）
生 じ る よ う な 条 件 下 で AAGA遺 伝 子 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 1種 以 上 の プ ラ イ マ ー と
接 触 さ せ 、 そ し て （ iv） 増 幅 産 物 の 有 無 を 検 出 す る か 、 ま た は 増 幅 産 物 の 大 き さ を 検 出 し
て 対 照 サ ン プ ル の 長 さ と 比 較 す る と い う ス テ ッ プ を 含 む 。 PCR、 LCRま た は い ず れ か の そ の
他 の 増 幅 手 順 （ 例 え ば 、 自 己 持 続 性 配 列 複 製 （ Guatelli， J.C.ら ， 1990， Proceedings of
 the National Academy of Sciences of the United States of America 87： p.1874－ 18
78） ） 、 転 写 増 幅 系 （ Kwoh， D.Y.ら ， 1989， Proceedings of the National Academy of S
ciences of the United States of America 86： p.1173－ 1177） ま た は Q－ β レ プ リ カ ー
ゼ （ Lizardi， P.M.ら ， 1988， Bio／ Technology 6： p.1197） を 予 備 ス テ ッ プ と し て 用 い て
サ ン プ ル 量 を 増 加 さ せ て も よ く 、 そ れ で 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 変 異 を 検 出 す る 技 術 の い ず
れ か を 実 施 し て も よ い と い う こ と は 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
上 記 で 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 含 ん で な る 変 異 体
の 存 在 を 調 べ る 好 ま し い 方 法 は 被 験 者 由 来 の DNAサ ン プ ル を 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 対
立 遺 伝 子 変 異 体 を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 。 多 型 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 同 定 す る 別 の 方 法
で は 、 細 胞 サ ン プ ル 由 来 の DNA　 断 片 を 、 特 に 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 の う ち の 1箇
所 以 上 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 を 検 出 す る こ と が で き る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ
マ ー の 存 在 下 で PCRで 増 幅 す る 。 喘 息 患 者 由 来 の DNAサ ン プ ル で 同 定 さ れ た 多 数 の SNPを 実
施 例 2に 示 す 。 こ れ ら の う ち 、 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 の 多 型 は 特 定 の 集 団 に お い て
気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る と 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 例 え ば 、 配 列 番 号 1の 6377お よ び 7390位 の う ち の 1箇 所 以 上 で の 上 記 で 定 義
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 多 型 を 検 出 す る こ と が で き る 、 増 幅 ス テ ッ プ を 含 む 多 型
検 出 手 順 に 用 い ら れ る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 提 供 す る 。 一 般 に 、 こ の プ ラ イ マ ー
は 約 15～ 50個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 通 常 は 約 15～ 30個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 プ ラ イ マ ー
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 検 出 さ れ る 対 立 遺 伝 子 の も の と 対 応 す る が 、 検 出 さ れ る 対 立 遺 伝 子
の も の と 対 応 す る プ ラ イ マ ー の 3’ 末 端 の 約 5～ 10の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 部 分 的 に 対 応 す る
配 列 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
プ ラ イ マ ー は そ の 検 出 を 補 助 す る よ う 、 例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は 放 射 性 標 識 で 標 識
し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は 上 記 の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は 上 記 の 対 立 遺 伝 子 特
異 的 プ ラ イ マ ー を 、 所 望 に よ り 標 識 試 薬 （ 検 出 可 能 な 標 識 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 産 物 に
組 み 込 む た め の ） 、 バ ッ フ ァ ー お よ び Taqポ リ メ ラ ー ゼ な ど の DNAポ リ メ ラ ー ゼ な ど の そ の
他 の 試 薬 と と も に 含 ん で な る 診 断 用 ま た は 予 後 用 キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
従 っ て 、 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1の 6377お よ び ／ ま た は 7390位 で の 単 一 ヌ ク レ
オ チ ド 多 型 、 特 に 、 上 記 6377位 で の Tお よ び ／ ま た は 上 記 7390位 で の Cな ど の 、 気 管 支 過 敏
症 と 関 連 し て い る 上 記 で 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 、 特 に 、 気 管 支 過 敏
症 と 関 連 し て い る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド （ A） の 変 異 体 で あ る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 相 応 し て 、 さ ら な る 態
様 で は 、 本 発 明 は 上 記 の 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 単 離 さ れ た 変 異
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 変 異 体 で
あ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 に 記 載 の 診 断 ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ た 情 報 は （ 単 独 で 、 ま た は 同 一 の 疾 病 に 寄
与 す る 別 の 遺 伝 子 欠 損 に 関 す る 情 報 と 併 せ て ） 症 候 性 被 験 者 が 特 定 の 疾 病 ま た は 疾 患 を 引
き 起 こ す か ま た は 寄 与 す る 遺 伝 子 欠 損 （ 例 え ば 、 AAGA遺 伝 子 に お け る 、 ま た は AAGA遺 伝 子
の 発 現 を 調 節 す る 遺 伝 子 に お け る ） を 有 す る こ と を 予 知 、 診 断 ま た は 確 認 す る の に 有 用 で
あ る 。 あ る い は 、 こ の 情 報 は （ 単 独 で 、 ま た は 同 一 の 疾 病 に 寄 与 す る 別 の 遺 伝 子 欠 損 に 関
す る 情 報 と 併 せ て ） 非 症 候 性 被 験 者 が 被 験 者 に お け る 異 常 な AAGA活 性 ま た は タ ン パ ク 質 レ
ベ ル に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る か ま た は 寄 与 さ れ る 疾 病 ま た は 症 状 を 発 症 す る 可 能 性 が あ る
か ど う か を 予 測 す る た め に 予 後 的 に 用 い て も よ い 。 特 に 、 ア ッ セ イ に よ り AAGAの 、 ま た は
そ れ と 関 連 し て い る 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ SNP） な ど の 多 型 で あ る 変 異 と 関 連 し て い
る 気 管 支 過 敏 症 を 発 症 す る 個 体 の 傾 向 を 確 認 す る こ と が 可 能 と な る 。 予 後 情 報 を 基 に 、 医
師 は 療 法 、 例 え ば 、 個 体 に お い て 喘 息 の 発 症 を 防 ぐ か 、 ま た は 遅 延 さ せ る の に 有 用 な 治 療
プ ロ ト コ ー ル を 推 奨 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
個 体 に お け る て 欠 陥 の あ る 、 ま た は 欠 損 し た AAGA遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 を も た ら す 特 定
の 単 一 ま た は 複 数 の 変 更 （ AAGAプ ロ フ ィ ー ル ） に つ い て の 知 識 は 単 独 で 、 ま た は 同 一 の 疾
病 に 寄 与 す る 他 の 遺 伝 子 欠 損 に 関 す る 情 報 （ 特 定 の 疾 病 の 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル ） と 併 せ て
、 個 体 の 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル 、 「 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 」 の 目 標 に 向 け た 特 定 の 疾 病 の 治 療 の カ
ス タ マ イ ズ を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 AAGA遺 伝 子 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 被 験 者 は 特 定
の 疾 病 の 症 状 を 示 す 場 合 も あ る し そ う で な い 場 合 も あ り 、 ま た は 特 定 の 疾 病 の 症 状 を 発 症
し や す い 場 合 も あ る し そ う で な い 場 合 も あ る 。 さ ら に 、 そ れ ら の 被 験 者 が 症 候 性 で あ る 場
合 に は 、 特 定 の 薬 剤 、 例 え ば 、 特 定 の AAGA治 療 薬 に 応 答 す る 場 合 も あ り 、 応 答 し な い 場 合
も あ る が 、 別 の も の に 応 答 す る 場 合 も あ る 。 従 っ て 、 欠 陥 お よ び ／ ま た は 欠 損 AAGA遺 伝 子
お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る か ま た は 寄 与 さ れ る 疾 病 ま た は 症 状 に
つ い て 症 候 性 で あ る 被 験 者 集 団 か ら の AAGA遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル の 作 製 （ 例 え ば 、 喘 息 の 発
症 と 関 連 し て い る AAGA遺 伝 子 の 変 更 の 分 類 ） （ AAGA遺 伝 子 集 団 プ ロ フ ィ ー ル ） お よ び 個 体
の AAGAプ ロ フ ィ ー ル の 集 団 プ ロ フ ィ ー ル と の 比 較 に よ り 、 特 定 の 患 者 ま た は 患 者 集 団 （ す
な わ ち 、 同 一 の 遺 伝 子 変 更 を 有 す る 患 者 群 ） に と っ て 安 全 で あ り 、 か つ 、 有 効 で あ る と 予
想 さ れ る 薬 剤 の 選 択 ま た は 設 計 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
従 っ て 、 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 喘 息 を 罹 患 し て い る 個 体 に 施 す 治 療 を 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス に
よ り 選 択 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 個 体 の AAGA遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル を 調 べ て 個 体 の AAGA遺
伝 子 プ ロ フ ィ ー ル を AAGA遺 伝 子 集 団 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 し 、 そ れ に よ っ て 個 体 に 施 す 治 療
を 選 択 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
例 え ば 、 AAGA集 団 プ ロ フ ィ ー ル は 欠 陥 ま た は 欠 損 AAGA遺 伝 子 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る か ま
た は 寄 与 さ れ る 疾 病 を 罹 患 し て い る 患 者 集 団 に お い て AAGAプ ロ フ ィ ー ル 、 例 え ば 、 AAGA遺
伝 子 の 同 一 性 を 調 べ る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 所 望 に よ り 、 AAGA集 団 プ ロ フ
ィ ー ル に は 1） AAGA関 連 疾 病 と 関 連 し て い る 症 状 の 重 篤 度 、 2） AAGA遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 、 3
） AAGAmRNA　 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 4） AAGAタ ン パ ク 質 レ ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と 、 な ら
び に （ iii） そ の AAGA遺 伝 子 ま た は AAGA経 路 遺 伝 子 に 存 在 す る 特 定 の 遺 伝 子 の 単 一 ま た は
複 数 の 変 更 を 基 に し て 集 団 を 分 割 す る ま た は 分 類 す る こ と を は じ め と す る 種 々 の 方 法 の い
ず れ か を 用 い て AAGA治 療 薬 に 対 す る 集 団 の 応 答 に 関 す る 情 報 を さ ら に 含 め て も よ い 。 AAGA
遺 伝 子 集 団 プ ロ フ ィ ー ル は ま た 、 場 合 に よ っ て は 特 定 の 治 療 薬 に 対 し て 患 者 が 応 答 性 か 非
応 答 性 の い ず れ か で あ る 特 定 の 変 更 を 示 し 得 る 。 従 っ て 、 こ の 情 報 ま た は 集 団 プ ロ フ ィ ー
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ル は そ の 個 体 の AAGAプ ロ フ ィ ー ル に 基 づ い て 特 定 の 薬 剤 に 対 し て そ の 個 体 が 応 答 す る は ず
で あ る か を 予 測 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 AAGAプ ロ フ ィ ー ル は 転 写 ま た は 発 現 レ ベ ル プ ロ フ ィ ー ル で あ り 、
ス テ ッ プ （ i） は AAGAタ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 単 独 で 、 ま た は 同 一 の 疾 病 に 寄 与 す る
と 知 ら れ て い る 他 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 併 せ て 調 べ る こ と を 含 ん で な る 。 AAGAプ ロ フ ィ
ー ル は 疾 病 の 種 々 の 段 階 の 多 数 の 患 者 で 調 べ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 研 究 は ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い て 実 施 し て も よ い 。 例 え ば 、 AA
GA遺 伝 子 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 例 え ば ヒ ト AAGA
遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 を 用 い て そ の 野 生 型 AAGA遺 伝 子 を 複 製 す る こ と に よ っ て 作 製 し て も よ
い 。 次 い で 、 特 定 の AAGA治 療 薬 に 対 す る こ れ ら の マ ウ ス の 応 答 を 調 べ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
AAGA治 療 薬 で の 個 体 の 治 療 は AAGAタ ン パ ク 質 レ ベ ル ま た は 活 性 、 AAGA　 mRNAレ ベ ル 、 お よ
び ／ ま た は AAGA転 写 レ ベ ル な ど の AAGA特 性 を 調 べ る こ と に よ っ て モ ニ タ ー す れ ば よ い 。 こ
れ ら の 測 定 値 は 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か 、 ま た は 調 整 、 ま た は 最 適 化 す る べ き か ど う か
を 示 す 。 従 っ て 、 AAGAを 臨 床 試 験 の 際 の 薬 剤 の 有 効 性 の マ ー カ ー と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 被 験 者 由 来 の 投 与 前 DNAサ ン プ ル に お い て 、 お よ び 被 験
者 由 来 の 投 与 後 DNAサ ン プ ル に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） （ 例 え ば 、 mRNAま た は ゲ ノ ム
DNA） も し く は ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 発 現 レ ベ ル ま た は 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） も し く
は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ B） の 活 性 レ ベ ル を 調 べ て 、 投 与 前 サ ン プ ル お よ び 投 与 後 サ ン プ ル
に お け る そ れ ぞ れ の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル を 比 較 し て 、 所 望 に よ り そ れ に 応 じ て 被 験 者 へ
の 医 薬 の 投 与 を 変 更 す る と い う ス テ ッ プ を 含 ん で な る 、 被 験 者 の 医 薬 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス
ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 ま た
は 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た そ の 他 の 薬 剤 候 補 ） で の 治 療 の 有 効
性 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 AAGAの 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 さ れ た も の よ り
も よ り 高 レ ベ ル に 高 め る た め に 、 す な わ ち 、 薬 剤 の 有 効 性 を 高 め る た め に 薬 剤 の 投 与 の 増
加 が 望 ま し い 場 合 も あ る 。 あ る い は 、 AAGAの 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 さ れ た も の よ り も よ り
低 レ ベ ル に 低 下 さ せ る た め に 、 す な わ ち 、 薬 剤 の 有 効 性 を 低 下 さ せ る た め に 薬 剤 の 投 与 の
減 少 が 望 ま し い 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ま た 、 被 験 者 の 細 胞 を AAGA治 療 薬 の 投 与 前 後 に 採 取 し て AAGA以 外 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
検 出 し て AAGA治 療 薬 が こ の よ う な 遺 伝 子 の 発 現 の 有 害 な 増 加 ま た は 減 少 を 引 き 起 こ し て い
な い こ と を 確 認 し て も よ い 。 こ れ は 例 え ば 、 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 法 を 用 い る こ と に よ っ
て 実 施 す れ ば よ い 。 従 っ て 、 in vivoで AAGA治 療 薬 に 曝 さ れ た 細 胞 由 来 の mRNAと AAGA治 療
薬 に 曝 さ れ な か っ た 同 種 の 細 胞 由 来 の mRNAを 逆 転 写 さ せ て 多 数 の 遺 伝 子 由 来 の DNAを 含 有
す る チ ッ プ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ っ て AAGA治 療 薬 で 処 理 さ れ た お よ び 処 理 さ れ
て い な い 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 比 較 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 AAGA治 療 薬 が 個 体 に お い
て プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン の 発 現 を オ ン に す る 場 合 に は 、 こ の 特 定 の AAGA治 療 薬 の 使 用 は 望 ま
し く な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
個 体 の AAGA遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル ま た は 喘 息 の 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル は 、 1） 喘 息 の 分 子 的 機
序 に 対 応 す る 薬 剤 の よ り 有 効 な 処 方 ； お よ び 2） 特 定 の 薬 剤 の 適 切 な 投 与 量 の よ り よ い 決
定 を 可 能 に し 得 る 。 AAGAま た は 喘 息 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ い て 、 最 も 高 い 臨 床 上 の 利
点 を 示 す と 予 想 さ れ る 集 団 を 標 的 に す る 能 力 に よ り 、 1） 期 待 は ず れ の 市 場 結 果 の 市 販 薬
の 再 配 置 ； 2） 患 者 部 分 群 に 特 異 的 で あ る 安 全 性 ま た は 有 効 性 の 限 界 の 結 果 と し て 臨 床 上
の 開 発 が 中 断 さ れ て い る 薬 剤 候 補 の 救 済 ； な ら び に 、 3） 薬 剤 候 補 お よ び よ り 最 適 な 薬 剤
標 識 の 急 速 、 か つ 、 費 用 の か か ら な い 開 発 （ 例 え ば 、 AAGAの マ ー カ ー と し て の 使 用 が 有 効
用 量 を 最 適 化 す る の に 有 用 で あ る た め ） が 可 能 と な り 得 る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は そ れ を 必 要 と す る 被 験 者 に 有 効 量 の 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A
） ま た は 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド （ B） も し く は 疾 病 と 関 連 し て
い る そ の 変 異 体 に 対 し て 免 疫 応 答 性 で あ る 抗 体 （ C） ま た は 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） も
し く は 疾 病 と 関 連 し て い る そ の 変 異 体 の も の に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ D） を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と
す る 疾 病 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） は 配 列 番 号 4ま た は 配 列 番 号 5ま た は 配 列 番 号 6の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 ん で な る cDNA、 配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 2ま た は 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
ん で な る ゲ ノ ム DNA、 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 2ま
た は 配 列 番 号 3ま た は 配 列 番 号 4ま た は 配 列 番 号 5ま た は 配 列 番 号 6と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る DNAで あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） は 配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 2ま た は 配 列
番 号 3ま た は 配 列 番 号 4ま た は 配 列 番 号 5ま た は 配 列 番 号 6由 来 の 少 な く と も 20個 の 、 例 え ば
少 な く と も 50個 の 、 例 え ば 少 な く と も 100個 の 、 例 え ば 少 な く と も 200個 の 連 続 す る 塩 基 を
含 む 一 部 を 含 ん で な る 。 さ ら な る 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） は 配 列 番 号 7ま た は 配
列 番 号 8由 来 の 少 な く と も 10個 の 、 例 え ば 、 少 な く と も 50個 の 、 例 え ば 少 な く と も 100個 の
、 例 え ば 少 な く と も 200個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） は DNA配 列 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 解 析 に よ っ て 酵 母 人 工 染 色
体 （ YAC） 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） お よ び ／ ま た は P1人 工 染 色 体 （ PAC） の 配 列 決 定 に よ
っ て 求 め ら れ た 5番 染 色 体 上 の サ ブ 領 域 5q31－ 5q33か ら 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 の 予 想 さ れ る
エ キ ソ ン と 95％ よ り 高 い 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 検 索 し そ の 配 列 を 用 い て 設 計 し た プ ラ イ マ
ー を 用 い る PCRに よ っ て ヒ ト 肺 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら cDNAを 同 定 す る こ と で 単 離 し て サ ブ
領 域 内 の 遺 伝 子 を 同 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
例 え ば 、 配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 2ま た は 配 列 番 号 3ま た は 配 列 番 号 4ま た は 配 列 番 号 5ま
た は 配 列 番 号 6の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） は 既 知 の 手 順 お よ び 装 置 を 用 い る 化 学
合 成 、 例 え ば 、 自 動 固 相 合 成 に よ っ て 、 そ れ を 含 む ヌ ク レ オ チ ド か ら 調 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド （ B） は 配 列 番 号 7ま た は 配 列 番 号 8の 少 な く と も 10
個 、 例 え ば 、 少 な く と も 50個 、 例 え ば 少 な く と も 100個 、 例 え ば 少 な く と も 200個 の 連 続 す
る ア ミ ノ 酸 を 含 む 一 部 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 変 異 ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は
そ の 変 異 体 を プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 の た め の そ の 他 の 適 当 な 調 節 エ レ メ ン ト を 含 有 す る
発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 細 菌 、 植 物 、 昆 虫 、 酵 母 、 動 物 ま た は ヒ ト 細 胞 な ど の 原
核 生 物 の ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を
好 適 な 条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ っ て 生 産 し て も よ い 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え
発 現 の た め の 技 術 は 十 分 に 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 J.Sambrookら 、 Molecular Cloning 第 2
版 、 Cold Spring Harbor Press、 1990に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 変 異 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 精 製 を 容 易 に す る た め に 1
種 以 上 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ て も よ い 。 例 え ば 、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 間 に 位 置 す る 切 断 部 位 を 含 み 、
そ の 結 果 、 十 分 に 公 知 の 技 術 を 用 い て 、 配 列 番 号 7ま た は 配 列 番 号 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん
で な る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る そ の 変 異 体 が 異 種 部 分 か ら 切 断 さ
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れ て 精 製 さ れ 得 る 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン な ど の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 と
し て 発 現 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 変 異 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 全 体 ま た は 一 部 を 、 十 分 に 公
知 の 化 学 法 、 例 え ば 、 自 動 固 相 技 術 を 用 い て そ れ を 含 む ア ミ ノ 酸 か ら 合 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 変 異 ポ リ ペ プ チ ド は 十 分 に 公 知 の 標 準 的 な 手 順 に よ っ て
精 製 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
抗 体 （ C） は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 こ の よ
う な 抗 体 は 従 来 の 手 順 を 用 い て 調 製 す れ ば よ い 。 精 製 さ れ た 抗 原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 作 製 方 法 は 十 分 に 確 立 さ れ て い る （ Current Protocols in Molecular Biology、 Au
subelら 編 、 John Wiley and Sons Inc、 11章 の Cooperお よ び Paterson参 照 ） 。 典 型 的 に は
、 ウ サ ギ ま た は マ ウ ス な ど の 宿 主 動 物 を 抗 原 と し て 精 製 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た
は そ の 免 疫 原 性 部 分 で 免 疫 化 し 、 適 当 な 時 間 間 隔 の 後 、 宿 主 の 血 清 を 回 収 し て ポ リ ペ プ チ
ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に つ い て 調 べ る 。 精 製 さ れ た 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
作 製 方 法 は 十 分 に 確 立 さ れ て い る （ 11章 、 Current Protocols in Molecular Biology、 Au
subelら 編 、 John Wiley and Sons Inc 参 照 ） 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に は 血 清 を 飽
和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は DEAEセ フ ァ デ ッ ク ス で 処 理 し て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
作 製 に は 免 疫 化 さ れ た 動 物 の 脾 臓 ま た は リ ン パ 球 を 回 収 し て 公 知 の 方 法 に よ っ て 不 死 化 す
る か ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る の に 用 い る 。 不 死 化 さ れ た 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ た
抗 体 を 、 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し て 所 望 の 特 異 性 の 抗
体 を 分 泌 す る ク ロ ー ン を 決 定 す る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 従 来 手 順 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ D） は AAGAの mRNAの も の に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 特 に 、 配 列 番 号 1も し く は 配 列 番 号 2も し く は 配 列 番 号 3も し く は 配 列 番 号 4も し く は 配 列
番 号 5も し く は 配 列 番 号 6に 相 補 的 な 、 ま た は 疾 病 、 例 え ば 、 喘 息 と 相 関 の あ る 多 型 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド （ B） の 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の も の に 相 補 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 特 に 、 配 列 番 号 1も し く は 配 列 番 号 2も し く は 配 列 番 号 3も し く は 配 列 番 号 4も し
く は 配 列 番 号 5も し く は 配 列 番 号 6の こ の よ う な 多 型 変 異 体 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で な る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は DNA、 DNAの ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ま た は メ
チ ル ホ ス ホ メ ー ト 類 似 体 な ど の DNAの 類 似 体 、 RNA、 RNAの 類 似 体 ま た は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA
） で あ っ て も よ い 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 従 来 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 自 動 固
相 技 術 を 用 い て 合 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
喘 息 お よ び 気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る そ の 他 の 閉 塞 性 ま た は 炎 症 性 気 道 疾 病 に お け る ポ リ
ペ プ チ ド （ B） の 役 割 は 気 管 支 過 敏 症 の 従 来 の ア レ ル ゲ ン に よ っ て 誘 発 さ れ た 動 物 モ デ ル
、 例 え ば 、 以 下 に 記 載 さ れ る オ ボ ア ル ブ ミ ン 誘 導 性 BHRマ ウ ス モ デ ル （ Tsuyukiら ， Journa
l of Clinical Investigation. 96： p.2924－ 2931） ま た は モ ル モ ッ ト モ デ ル を 用 い て 調
べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
上 記 の あ る い は 以 下 ま と め て 本 発 明 の 薬 剤 と 呼 ば れ る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 抗 体 ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 炎 症 性 ま た は 閉 塞 性 気 道 疾 病 の 治 療 （ 予
防 的 ま た は 対 症 的 ） に 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド （ B） は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド
に 欠 陥 の あ る 、 ま た は そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 類 、 特 に 、 ヒ ト を 治 療 す る た め に 用 い て も よ
く ； ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） は AAGA活 性 を 高 め る こ と が 望 ま れ る 場 合 に 、 例 え ば 、 被 験 者
が 変 異 し た AAGA遺 伝 子 を 有 す る か AAGA遺 伝 子 を 失 っ て い る 場 合 に 遺 伝 子 治 療 に 用 い て も よ
く ； ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ D） は AAGA活 性 ま た は 疾 病 、 例 え ば 、 喘 息 と 相 関
の あ る 多 型 を 有 す る AAGA遺 伝 子 の 変 異 体 の 活 性 を 、 こ れ が 望 ま れ る 場 合 に 、 阻 害 す る た め
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に 用 い て も よ く ； 抗 体 （ C） は AAGAポ リ ペ プ チ ド の リ ガ ン ド ／ 抗 リ ガ ン ド 結 合 活 性 を 阻 害
す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 遺 伝 子 治 療 」 と は 遺 伝 物 質 を 個 体 の 体 細 胞 に 導 入 す る こ と に 基 づ い た 、 ヒ ト 疾 病 を 治 療
す る た め の ア プ ロ ー チ を 指 す 。 遺 伝 子 導 入 は 遺 伝 子 を 保 持 す る ウ イ ル ス ま た は 非 ウ イ ル ス
ベ ク タ ー を 血 液 ま た は 組 織 へ 投 与 す る こ と に よ っ て in vivoで 直 接 的 に 、 ま た は 実 験 室 に
お い て 操 作 し た 細 胞 へ 遺 伝 物 質 を 導 入 し 、 次 い で 、 遺 伝 子 を 含 有 す る 細 胞 を 個 体 に 戻 す こ
と に よ っ て ex vivoで 間 接 的 に 達 成 し て も よ い 。 細 胞 内 の 遺 伝 物 質 を 変 更 す る こ と に よ っ
て 、 遺 伝 子 治 療 は 根 底 に あ る 疾 病 病 態 生 理 を 正 し 得 る 。 動 物 に お い て 特 定 の 組 織 お よ び 器
官 系 へ 遺 伝 子 送 達 す る の に 好 適 な ベ ク タ ー お よ び 手 順 は Dracopoli， N.C.ら ， Current Pro
tocols in Human Genetics. John Wiley and Sons Inc.， 12章 お よ び 13章 に そ れ ぞ れ 記 載
さ れ て い る 。 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） に 関 し て は 、 遺 伝 子 治 療 は 好 適 な 制 御 エ レ メ
ン ト 下 に AAGA遺 伝 子 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ウ イ ル ス ま た は 非 ウ イ ル ス 遺 伝 子 治 療 ベ ク
タ ー を 疾 病 個 体 （ 例 え ば 、 喘 息 患 者 の ） の 肺 へ 送 達 し 、 そ の 結 果 根 底 に あ る 疾 病 病 態 生 理
を 正 す か ま た は 寛 解 さ せ る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
気 道 の 過 反 応 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 回 復 さ せ る 本 発 明 の 薬 剤 の 有 効 性 は モ ル モ ッ ト 試 験
モ デ ル で 証 明 さ れ 得 る 。 予 め 形 成 し た 免 疫 複 合 体 の 急 性 注 入 に よ り モ ル モ ッ ト を ヒ ス タ ミ
ン に 対 し て 反 応 性 亢 進 に す る 。 免 疫 複 合 体 の 投 与 に 先 立 つ わ ず か な 程 度 の 気 管 支 収 縮 の み
を 引 き 起 こ す ヒ ス タ ミ ン の 用 量 が そ の 後 に か な り 強 力 な 効 果 を 引 き 起 こ す 。 モ ル モ ッ ト （
ダ ン キ ン － ハ ー ト レ ー 、 雄 、 400～ 600g） を フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル （ 100mg／ kg、 腹 腔 内 ） お
よ び ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル （ 30mg／ kg、 腹 腔 内 ） で 麻 酔 し て ガ ラ ミ ン （ 10mg／ kg筋 内 ） で 麻
痺 さ せ 、 空 気 と 酸 素 の 混 合 物 （ 45： 55、 v／ v） を 用 い て 人 工 呼 吸 し た 。 動 物 は 気 管 カ ニ ュ
ー レ に よ っ て 人 工 呼 吸 し た （ 8ml／ kg、 1Hz） 。 人 工 呼 吸 は フ ロ ー ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー に よ
っ て モ ニ タ ー し た 。 フ ロ ー の 測 定 を 行 う 際 に は 、 胸 郭 に お け る 同 時 発 生 的 圧 力 変 化 を 胸 腔
内 外 套 針 に よ っ て 直 接 モ ニ タ ー し 、 こ れ に よ っ て 気 管 に 関 連 し た 圧 力 の 差 を 示 す こ と が 可
能 と な る 。 こ の 情 報 か ら 、 各 吸 息 で の 抵 抗 お よ び コ ン プ ラ イ ア ン ス を 算 出 す る 。 ア レ ル ギ
ー 反 応 は 予 め 形 成 し た 免 疫 複 合 体 （ 0.05mlの モ ル モ ッ ト 抗 ウ シ γ グ ロ ブ リ ン 抗 血 清 に 0.05
mlの 生 理 食 塩 水 中 の 30μ gの ウ シ γ グ ロ ブ リ ン を 添 加 す る こ と に よ っ て 調 製 し た ） を 10分
間 隔 で 3回 静 脈 内 注 射 す る こ と に よ っ て 開 始 す る 。 免 疫 複 合 体 の 最 後 の 暴 露 の 前 後 に 、 ヒ
ス タ ミ ン （ 10分 間 隔 で の 1.0～ 3.2μ g／ kg） の 静 脈 内 注 射 を 用 い て 気 道 の 感 受 性 を 規 定 す
る 。 気 道 の 過 反 応 性 は 免 疫 複 合 体 の 反 復 注 射 の 前 後 の ヒ ス タ ミ ン に 応 答 す る 肺 抵 抗 の 最 大
値 の 対 差 と し て 現 れ る 。 本 発 明 の 薬 剤 は ト ラ ガ カ ン ト 中 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の い ず れ か と
し て 気 管 内 投 与 す る 。 気 道 の 反 応 性 亢 進 の 回 復 に つ い て の ED 5 0 値 は 用 量 応 答 曲 線 か ら 図 に
よ っ て 求 め 、 気 道 の 過 反 応 性 の 50％ 減 少 を も た ら す 用 量 を 表 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 を 適 用 で き る 、 気 管 支 過 敏 症 を 特 徴 と す る 疾 病 と し て は 炎 症 性 ま た は 閉 塞 性 気 道 疾
病 、 特 に 、 内 因 性 （ 非 ア レ ル ギ ー 性 ） 喘 息 お よ び 外 因 性 （ ア レ ル ギ ー 性 ） 喘 息 、 軽 度 の 喘
息 、 中 程 度 の 喘 息 、 重 症 の 喘 息 、 気 管 支 喘 息 、 運 動 誘 導 性 喘 息 、 職 業 性 喘 息 お よ び 細 菌 感
染 後 に 誘 導 さ れ た 喘 息 を は じ め と す る い か な る 種 類 ま た は 起 源 の 喘 息 も 挙 げ ら れ る 。 喘 息
の 治 療 は ま た 、 例 え ば 、 喘 鳴 症 状 を 示 し 、 か つ 、 主 要 な 医 学 的 懸 念 に つ い て の 確 立 さ れ た
患 者 カ テ ゴ リ ー で あ り 、 今 で は 初 発 性 ま た は 初 相 喘 息 と 同 定 さ れ る こ と が 多 い 「 喘 鳴 の あ
る 幼 児 」 と 診 断 さ れ た か ま た は 診 断 可 能 で あ る 、 4ま た は 5歳 未 満 と い う 年 齢 の 被 験 者 の 治
療 を 包 含 す る と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 （ 便 宜 上 、 こ の 特 定 の 喘 息 症 状 は 「 喘 鳴 幼 児 症 候
群 」 と 呼 ば れ る 。 ）
【 ０ ０ ５ ８ 】
喘 息 の 治 療 の 予 防 効 率 は 、 例 え ば 、 急 性 喘 息 の 症 候 性 の 発 作 ま た は 気 管 支 収 縮 発 作 の 頻 度
ま た は 重 篤 度 の 軽 減 、 肺 機 能 の 改 善 ま た は 気 道 の 過 反 応 性 の 軽 減 に よ っ て 明 ら か と な る 。
そ の 他 の 対 症 療 法 、 す な わ ち 症 候 性 の 発 作 を そ れ が 生 じ る 時 に 、 例 え ば 、 抗 炎 症 的 に （ 例
え ば 、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド ） ま た は 気 管 支 拡 張 に よ っ て 制 限 す る か 、 中 断 す る 療 法 の 必 要

10

20

30

40

50

(15) JP 2004-536603 A 2004.12.9



性 の 減 少 に よ っ て さ ら に 明 ら か と な り 得 る 。 喘 息 の 予 防 利 点 は 特 に 「 モ ー ニ ン グ ・ デ ィ ッ
プ （ morning dipping） 」 へ の 被 験 者 の 傾 向 性 に お い て 明 ら か と な り 得 る 。 「 モ ー ニ ン グ
・ デ ィ ッ プ （ morning dipping） 」 は 相 当 な パ ー セ ン テ ー ジ の 喘 息 患 者 に 共 通 で あ り 、 か
つ 、 例 え ば 、 約 午 前 4時 ～ 6時 と い う 時 間 の 間 、 す な わ ち 、 通 常 そ れ ま で に 施 さ れ た 喘 息 対
症 療 法 の い ず れ と も 実 質 的 に 離 れ て い る 時 間 の 喘 息 発 作 を 特 徴 と す る 、 認 識 さ れ た 喘 息 症
状 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 を 適 用 で き る そ の 他 の 炎 症 性 ま た は 閉 塞 性 気 道 疾 病 お よ び 症 状 と し て は 、 成 人 急 性
呼 吸 窮 迫 症 候 群 （ ARDS） 、 そ れ に 関 連 し て い る 慢 性 の 気 管 支 炎 ま た は 呼 吸 困 難 を 含 む 慢 性
閉 塞 性 肺 （ pulmonary） 、 気 道 ま た は 肺 （ lung） 疾 患 （ COPD、 COAD、 COLD） 、 肺 気 腫 、 な
ら び に 、 そ の 他 の 薬 剤 治 療 、 特 に そ の 他 の 吸 入 薬 治 療 の 結 果 と し て の 気 道 の 過 反 応 性 の 悪
化 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 は ま た 、 例 え ば 、 急 性 、 ア ラ キ デ ィ ッ ク （ arachidic） 、 カ タ ル
性 、 ク ル ー プ 性 、 慢 性 ま た は 結 核 性 （ phthinoid） 気 管 支 炎 を は じ め と す る い か な る 種 類
ま た は 起 源 の 気 管 支 炎 の 治 療 に も 適 用 で き る 。 本 発 明 を 適 用 で き る さ ら な る 炎 症 性 ま た は
閉 塞 性 気 道 疾 病 と し て は い か な る 種 類 ま た は 起 源 の 塵 肺 （ 粉 塵 の 吸 入 の 反 復 に よ っ て 引 き
起 こ さ れ る 、 慢 性 で あ る か 急 性 で あ る か に 関 わ ら ず 気 道 閉 塞 を 伴 う こ と が 多 い 、 炎 症 性 で
、 通 常 職 業 性 の 肺 の 疾 病 ） も 挙 げ ら れ 、 例 え ば 、 ア ル ミ ニ ウ ム 肺 症 、 炭 症 、 石 綿 沈 着 症 、
石 肺 症 、 プ チ ロ ー シ ス （ ptilosis） 、 鉄 沈 着 症 、 ケ イ 肺 症 、 タ バ コ シ ス （ tabacosis） お
よ び 綿 肺 症 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
そ の 抗 炎 症 活 性 を 考 慮 し て 、 特 に 、 好 酸 球 活 性 化 の 阻 害 に 関 連 し て 、 本 発 明 の 薬 剤 は ま た
、 そ れ が 気 道 お よ び ／ ま た は 肺 、 な ら び に 、 例 え ば 、 レ フ ラ ー 症 候 群 、 好 酸 球 性 肺 炎 、 寄
生 虫 （ 特 に 後 生 動 物 ） 感 染 （ 熱 帯 性 好 酸 球 増 加 症 を は じ め と す る ） 、 気 管 支 肺 ア ス ペ ル ギ
ル ス 症 、 結 節 性 多 発 性 動 脈 炎 （ チ ャ ー グ ・ ス ト ラ ウ ス 症 候 群 を は じ め と す る ） 、 好 酸 球 性
肉 芽 腫 の 結 果 と し て 起 こ る か 、 ま た は こ れ に 付 随 す る 気 道 の 好 酸 球 関 連 疾 患 お よ び 薬 剤 応
答 に よ っ て も た ら さ れ た 気 道 に 影 響 を 及 ぼ す 好 酸 球 関 連 疾 患 に 作 用 す る の で 、 好 酸 球 関 連
疾 病 、 例 え ば 、 過 好 酸 球 増 加 症 を は じ め と す る 好 酸 球 増 加 症 、 特 に 、 気 道 の 好 酸 球 関 連 疾
患 （ 例 え ば 、 肺 組 織 の 病 的 な 好 酸 球 の 浸 潤 を は じ め と す る ） の 治 療 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の 薬 剤 は い ず れ の か 適 当 な 経 路 、 例 え ば 、 経 口 的 に 、 例 え ば 、 錠 剤 ま た は カ プ セ ル
剤 の 形 態 で ； 非 経 口 的 に 、 例 え ば 、 静 脈 内 に ； 局 所 的 に 、 例 え ば 、 軟 膏 ま た は ク リ ー ム で
； 経 皮 的 に 、 例 え ば 、 パ ッ チ で 、 吸 入 に よ っ て ； ま た は 鼻 腔 内 に 投 与 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 の 薬 剤 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 は 従 来 の 希 釈 剤 ま た は 腑 形 剤 お よ び 生 薬 の 技 術 分 野 で
公 知 の 技 術 を 用 い て 製 造 す れ ば よ い 。 従 っ て 、 経 口 投 与 形 と し て は 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤
が 挙 げ ら れ 、 吸 入 用 組 成 物 は エ ア ロ ゾ ル ま た は そ の 他 の 微 粒 化 可 能 な 製 剤 ま た は 乾 燥 粉 末
製 剤 を 含 ん で な っ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 は （ A） 吸 入 可 能 な 形 態 の 、 例 え ば 、 エ ア ロ ゾ ル ま た は そ の 他 の 微 粒 化 可 能 な 組 成
物 の 、 ま た は 吸 入 可 能 な 微 粒 子 、 例 え ば 、 微 粉 化 し た 形 態 の 本 発 明 の 薬 剤 、 （ B） 吸 入 可
能 な 形 態 の 本 発 明 の 薬 剤 を 含 ん で な る 吸 入 可 能 な 医 薬 ； （ C） こ の よ う な 吸 入 可 能 な 形 態
の 本 発 明 の 薬 剤 を 吸 入 装 置 と 関 連 し て 含 ん で な る 医 薬 製 剤 ； お よ び （ D） 吸 入 可 能 な 形 態
の 本 発 明 の 薬 剤 を 含 有 す る 吸 入 装 置 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 を 実 施 す る の に 用 い る 本 発 明 の 薬 剤 の 用 量 は も ち ろ ん 例 え ば 、 治 療 さ れ る 特 定 の 症
状 、 望 ま れ る 作 用 お よ び 投 与 様 式 に よ っ て 異 な る 。 一 般 に 、 吸 入 に よ る 投 与 に 好 適 な 日 用
量 は 1μ g～ 10mg／ kgの オ ー ダ ー で あ り 、 他 方 、 経 口 投 与 に 好 適 な 日 用 量 は 0.1mg～ 1000mg
／ kgの オ ー ダ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 気 管 支 過 敏 症 と 関 連 し て い る 上 記 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド 、
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例 え ば 、 配 列 番 号 7ま た は 配 列 番 号 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 そ の 変
異 体 が 配 列 多 型 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を そ の 活 性 の エ ン ハ ン サ ー （ ア ゴ ニ ス ト ） ま た は イ ン
ヒ ビ タ ー （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 同 定 す る た め に 、 す な わ ち 、 炎 症 性 ま た は 閉 塞 性 気 道 疾 病
、 特 に 喘 息 を 治 療 す る の に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い て も よ い 。 エ ン ハ ン サ ー ま
た は イ ン ヒ ビ タ ー は 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 核 酸 ま た は 低 分 子 量 化 合
物 で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 気 管 支 過 敏 症 、 特
に 、 喘 息 と 関 連 し て い る そ の 変 異 体 の 活 性 を 調 節 す る 物 質 な ど の 炎 症 性 ま た は 閉 塞 性 気 道
疾 病 の 治 療 に 有 用 な 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 候 補 物 質 を 上 記 ポ リ ペ プ チ ド （
B） ま た は 上 記 の そ の 変 異 体 と 混 合 し て 候 補 物 質 の 上 記 活 性 に 対 す る 作 用 を 測 定 す る こ と
を 含 ん で な る 。 ポ リ ペ プ チ ド （ B） ま た は 変 異 体 の 活 性 は 、 例 え ば 、 Sanoら ， EMBO Journa
l 12： p.2249－ 2256に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 例 え ば 、 L細 胞 に お け る ホ モ タ イ プ な Ca 2
＋ 依 存 性 凝 集 お よ び 接 着 を 促 進 す る こ と に よ っ て 測 定 す れ ば よ い 。 本 発 明 は ま た 上 記 の ポ
リ ペ プ チ ド （ B） ま た は そ の 変 異 体 と 結 合 す る 物 質 、 特 に 、 喘 息 な ど の 炎 症 性 ま た は 閉 塞
性 気 道 疾 病 の 治 療 に 有 用 な 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 含 み 、 こ れ は 候 補 物 質 を 上 記 ポ リ ペ プ チ
ド （ B） ま た は 上 記 変 異 体 と 混 合 し て 結 合 が 生 じ た か ど う か を 調 べ る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ A） の 変 異 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る 変
異 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る か 、 そ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 、 特 に 、 喘 息 な ど の 炎 症 性 ま た は
閉 塞 性 気 道 疾 病 の 治 療 に 用 い る の に 好 適 な 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 候 補 物 質
を 上 記 変 異 ポ リ ペ プ チ ド と 混 合 し て （ i） 結 合 が 生 じ た か ど う か を 調 べ 、 か つ ／ ま た は 、
候 補 物 質 の 上 記 活 性 に 対 す る 作 用 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 例 示 す る 。 実 施 例 に 用 い た 略 語 は 以 下 の 意 味 を 有 す る ：
AEBSF： 　 4－ （ 2－ ア ミ ノ エ チ ル ） ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド
BAC： 　 細 菌 人 工 染 色 体
BAP： 　 1， 4－ ビ ス （ ア ク リ ロ イ ル ） ピ ペ ラ ジ ン
BHR： 　 気 管 支 過 敏 症
BLAST： 　 基 礎 的 局 所 ア ラ イ ン メ ン ト 検 索 ツ ー ル （ basic local alignment search tool）
BSA： 　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
CSGE： 　 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 感 受 性 （ conformation sensitive） ゲ ル 電 気 泳 動
dNTP： 　 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸
DTT： 　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
EIA： 　 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ
EST： 　 発 現 さ れ た 配 列 タ グ
FAM： 　 6－ カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン
FCS： 　 胎 児 ウ シ 血 清
HBEC： 　 ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞
LBNL： 　 ロ ー レ ン ス ・ バ ー ク レ ー 国 立 研 究 所
LOD： 　 オ ッ ズ の 対 数
MTN： 　 マ ル チ プ ル ・ テ ィ シ ュ ー ・ ノ ー ザ ン
ORF： 　 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム
PAC： 　 P1人 工 染 色 体
PCR： 　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
PBS： 　 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
PEG： 　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
PMSF： 　 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド
SDS－ PAGE： 　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
SNP： 　 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型
STS： 　 配 列 タ グ を つ け た 部 位
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TAMRA： 　 6－ カ ル ボ キ シ － テ ト ラ メ チ ル － ロ ー ダ ミ ン
TDT： 　 伝 達 不 均 衡 試 験
TET： 　 テ ト ラ ク ロ ロ － 6－ カ ル ボ キ シ － フ ル オ レ セ イ ン
TTE： 　 44mMの Tris、 14.5mMの タ ウ リ ン 、 0.1mMの EDTA、 pH9.0
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
喘 息 患 者 お よ び 非 喘 息 患 者 の 個 体 を オ ラ ン ダ の 喘 息 の 遺 伝 学 に つ い て の 家 系 研 究 か ら 選 択
す る （ ［ Panhuysenら ， Clinical amd Experimental Allergy 25（ 付 録 2） ： p.35－ 38］ ；
フ ロ ー ニ ン ゲ ン 大 学 病 院 お よ び メ リ ー ラ ン ド 大 学 の 医 薬 品 倫 理 委 員 会 が 本 研 究 を 承 認 し て
お り 、 記 入 さ れ た イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を す べ て の 参 加 者 か ら 得 る ） 。 ビ ー ト リ ッ
ク ソ ー ド 、 ハ レ ン 、 オ ラ ン ダ に お け る 、 1962年 と 1975年 の 間 の 、 喘 息 の 患 者 を 喘 息 の 診 断
お よ び そ の 治 療 の 最 適 化 に つ い て 評 価 す る 。 こ の 第 1の 評 価 か ら こ の 研 究 に 含 め る に は 、
患 者 は 3つ の 基 準 を 満 た さ な け れ ば な ら な い ： （ 1） 喘 息 に 一 致 す る 症 状 ； （ 2） 年 齢 ≦ 45
歳 ； （ 3） ヒ ス タ ミ ン に 対 す る 気 管 支 過 敏 症 （ デ ・ フ リ ー ス の 30秒 吸 入 法 を 用 い て PC20≦ 3
2mg／ ml； ［ de Vriesら ， International Archives of Allergy 20： p.93－ 101］ ） 。 臨 床
評 価 は 一 般 的 な 空 気 ア レ ル ゲ ン で の 皮 内 皮 膚 試 験 の 実 施 、 ウ ォ ー タ ー シ ー ル 肺 活 量 計 （ Lo
de Spirograph、 グ ロ ー ニ ン ゲ ン 、 オ ラ ン ダ ） で の 肺 機 能 試 験 、 お よ び 30秒 吸 入 プ ロ ト コ
ー ル を 用 い る ヒ ス タ ミ ン で の 気 管 支 過 敏 症 に つ い て の 試 験 ［ de Vriesら ， Int. Arch. All
ergy 20： p.93－ 101］ を 含 む 。 DNA単 離 、 総 IgE、 特 異 的 IgEお よ び 好 酸 球 測 定 の た め に 血
液 サ ン プ ル を 採 取 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
1990年 以 降 、 こ れ ら の 発 端 者 を そ の 配 偶 者 、 最 小 2人 の 子 供 、 可 能 な ら 孫 と と も に 再 研 究
す る 。 全 体 で 、 200の 2お よ び 3世 代 の 家 族 を 研 究 す る 。 こ の 第 2の 評 価 （ 1990～ 1998） で は
、 発 端 者 で は 第 1の 評 価 （ 1962～ 1975） で 行 わ れ た 測 定 を 反 復 し 、 ま た 家 族 で も 実 施 す る
。 800μ gの サ ル ブ タ ノ ー ル （ ア ル ブ テ ロ ー ル ） の 投 与 の 20分 後 に 肺 活 量 計 を 反 復 す る こ と
に よ っ て 可 逆 性 を 調 べ る 。 す べ て の 参 加 者 に 可 能 で あ れ ば 臨 床 試 験 の 前 に 肺 の 薬 物 治 療 を
停 止 す る よ う 求 め る ： 吸 入 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド は 14日 間 、 吸 入 長 時 間 作 用 性 β ミ メ テ ィ ッ
ク ス お よ び 経 口 抗 ヒ ス タ ミ ン は 48時 間 、 吸 入 短 時 間 作 用 性 β ミ メ テ ィ ッ ク ス お よ び 抗 コ リ
ン 薬 は 8時 間 停 止 す る 。 喘 息 患 者 は 研 究 の 前 に 喘 息 悪 化 し な か っ た か 、 ま た は 6週 間 の 経 口
プ レ ド ニ ゾ ン の 過 程 を 必 要 と し な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
こ の 評 価 は 喘 息 お よ び ア レ ル ギ ー の 症 状 お よ び 治 療 に つ い て の さ ら な る 質 問 を 含 む 英 国 医
療 審 議 会 （ British Bedical Counscil） ア ン ケ ー ト の 改 変 型 を さ ら に 含 む ［ Panhuysenら
， Clinical and Experimental Allergy 25（ 付 録 2） ： p.35－ 38］ 。 定 義 に よ り 、 発 端 者
に は 医 師 の 喘 息 の 診 断 が 存 在 す る 。 配 偶 者 に お い て は 、 被 験 者 が （ 1） 現 在 喘 息 の 定 期 的
な 治 療 を 受 け て い る 、 （ 2） こ れ ま で に 開 業 医 ま た は 喘 息 の 専 門 医 を 訪 れ た か 、 あ る い は
（ 3） こ れ ま で に 喘 息 の 医 薬 を 用 い た と 報 告 す る 場 合 に は 、 喘 息 の 所 見 が あ る と す る 。 ア
レ ル ギ ー 性 鼻 炎 は 以 下 の 質 問 の う ち の 1つ に 対 す る 肯 定 的 回 答 と 定 義 う る ： （ 1） 動 物 （ 例
え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ ） 、 羽 （ 例 え ば 、 枕 の 中 の ） の 周 辺 に い る と き 、 ま た は 家 の ほ こ
り っ ぽ い 場 所 ； ま た は （ 2） 木 、 草 、 お よ び 花 の 周 辺 に い る と き に 鼻 水 や 鼻 詰 ま り が あ る
か ？ 。 花 粉 症 は 質 問 ： こ れ ま で に 花 粉 症 だ っ た こ と は あ る か ？ に 対 す る 肯 定 的 な 回 答 と 定
義 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
第 1の 92家 族 で は 血 清 総 IgEは 固 相 免 疫 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ て い る ［ Panhuysenら ， C
linical and Experimental Allergy 25（ 付 録 2） ： p.35－ 38］ 。 108家 族 の 第 2の セ ッ ト で
は 、 血 清 IgEレ ベ ル は 酵 素 結 合 蛍 光 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る （ Mini Vidas、 Biomerieux 
Vitek Inc.、 マ ー シ ー 、 フ ラ ン ス ） 。 皮 膚 試 験 は 16種 の 一 般 的 な 空 気 ア レ ル ゲ ン 、 陽 性 お
よ び 陰 性 対 照 を 用 い る 皮 下 皮 膚 試 験 に よ っ て 実 施 さ れ て い る 。 以 下 の ア レ ル ゲ ン を 試 験 す
る ： 混 合 し た 花 粉 、 2種 の 混 合 し た 木 の 花 粉 、 混 合 し た 草 、 イ エ ダ ニ 、 貯 蔵 庫 ダ ニ 、 ネ コ
、 イ ヌ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ ／ モ ル モ ッ ト の 鱗 屑 、 羽 混 合 物 お よ び 5種 の 糸 状 菌 類 （ Aspergillus
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 fumigatus、 Alternaria alternata、 Cladosporium herbarum、 Penisillium notatum、 Bo
trytis Cineria） 。 （ ALK－ Abello、 ニ ュ ー ゲ イ ン 、 オ ラ ン ダ ） 。 陽 性 皮 膚 試 験 は 最 大 膨
疹 径 が ≧ 5mmで あ る 場 合 に 存 在 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
オ ラ ン ダ の 家 族 に お い て 、 候 補 遺 伝 子 ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 総 血 清 IgEレ ベ ル ［ Meyersら
， Genomics 23： p.464－ 470］ 、 気 管 支 過 敏 症 ［ Postmaら ， New England Journal Medicin
e 333： p.894－ 900］ お よ び 喘 息 ［ Panhuysenら ， Journal of Investigative Medicine 43
： 281A； Bleeckerら ， American Journal of Human Genetics 59： A213］ の ヒ ト 染 色 体 5q
と の 連 鎖 に つ い て の 証 拠 が こ れ ま で に 認 め ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 そ の 他 の 複 雑 な 疾
病 で 認 め ら れ た よ う に 、 連 鎖 領 域 は 広 い （ ＞ 40cMに ま た が る サ イ ト カ イ ン ク ラ ス タ ー か ら
β 2 ア ド レ ノ セ プ タ ー 領 域 ） 。 連 鎖 領 域 を 絞 り 込 む た め に 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル （ ピ ュ
ア ジ ー ン （ Puregene） キ ッ ト 、 Gentra Systems Inc.、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ 州 ） を 用
い て 血 液 DNAサ ン プ ル か ら DNAを 抽 出 す る 。 染 色 体 5q31～ q33領 域 に ま た が る ト リ お よ び テ
ト ラ ヌ ク レ オ チ ド リ ピ ー ト か ら な る 37種 の マ ー カ ー の 収 集 物 を 用 い て DNAサ ン プ ル の 遺 伝
子 型 を 同 定 す る 。 蛍 光 標 識 し た プ ラ イ マ ー を 用 い る マ ル チ プ レ ッ ク ス PCRを 実 施 し 、 得 ら
れ る 増 幅 さ れ た 断 片 を 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 分 離 す る 。 標 識 し た 断 片 を ABI377配
列 決 定 機 を 用 い て 検 出 し 、 従 来 技 術 を 用 い て GENOTYPERソ フ ト ウ ェ ア ［ Applied Biosystem
s、 USA］ を 用 い て 遺 伝 子 型 を ス コ ア づ け す る 。 プ ロ グ ラ ム リ ン ケ ー ジ ・ デ ザ イ ナ ー ［ Van 
Campら ， Trends Genetics 13： 82］ の 改 変 版 を 用 い て 対 立 遺 伝 子 を ビ ン と し て 遺 伝 を 調 べ
る 。 次 い で 、 疾 病 情 報 を 用 い ず に 、 Linkage Designerの ア ウ ト プ ッ ト を LINKAGEバ ー ジ ョ
ン 5.1ソ フ ト ウ ェ ア ［ Handbook of Statistics， Vol.8、 Raoお よ び Chakraborty（ 編 ） p.81
－ 123の Lathropお よ び Lalouel、 Elsevier Science Publishers BV、 ア ム ス テ ル ダ ム ］ を
用 い て い ず れ か の 不 一 致 に つ い て 解 析 す る 。 デ ー タ の 最 終 チ ェ ッ ク と し て 、 CRIMAP［ Land
erお よ び Green、 Proceedings of the National Academy of Sciences of the United Sta
tes of America 84： p.2363－ 2367］ を 用 い て 染 色 体 マ ッ プ の 順 序 お よ び 長 さ を 調 べ 、 二
重 組 換 え を 検 出 す る 。 連 鎖 し て い る 家 族 で は 、 こ の 解 析 に よ り 7.0を 超 え る LODス コ ア を 有
す る BHRの 連 鎖 領 域 が 同 定 さ れ る 。 ピ ー ク LODス コ ア は マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー D5S201
1お よ び D5S2017に よ っ て 規 定 さ れ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
ロ ー レ ン ス ・ バ ー ク レ ー 国 立 研 究 所 ゲ ノ ム セ ン タ ー ウ ェ ブ サ イ ト （ LBNL;www-hgc.lbl.gov
/biology/bacmap/2.gif） で 入 手 可 能 な ヒ ト 染 色 体 5q31～ q33に つ い て の 物 理 的 マ ッ プ 情 報
を 用 い て 同 定 さ れ 、 Research Genetics（ ハ ン ツ ビ ル 、 ア ラ バ マ 、 USA） か ら BACク ロ ー ン
番 号 h164（ 22f14） 、 c5（ 50g20） 、 h187（ 35k5） 、 h167（ 8e5） お よ び h177（ 32d16） と し
て 得 ら れ る マ ー カ ー D5S2011と D5S2017の 間 の 染 色 体 領 域 に ま た が る 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC
） ク ロ ー ン お よ び Genome Systems Inc.（ セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 、 USA） に よ る LBNLウ ェ
ブ サ イ ト （ www_hgc.lbl.gov/sts.html） で 入 手 可 能 な STSマ ー カ ー bac51107T（ BAC50g20の
5’ 末 端 ） お よ び bac51330T（ BAC22f14の 3’ 末 端 ） に 関 し て 、 配 列 番 号 9～ 12を 含 む プ ラ イ
マ ー を 用 い る PCRに よ っ て 単 離 さ れ た P1人 工 染 色 体 （ PAC） （ BACお よ び PACは と も に ヒ ト 染
色 体 領 域 5q31～ 5q33の サ ブ 領 域 を カ バ ー し て い る ） を ABI377配 列 に 関 す る 従 来 技 術 （ http
://www.pebio.com/ab/about/dna/377/） を 用 い て 配 列 決 定 す る 。 得 ら れ る ゲ ノ ム DNA配 列
を GENSCAN（ Burgeお よ び Karlin， Journal of Molecular Biology 268： p.78－ 94） お よ び
GENEMARKバ ー ジ ョ ン 2.4（ Borodovskyお よ び McIninch， Computers and Chemistry 17： p.1
23－ 133） 遺 伝 子 検 出 プ ロ グ ラ ム お よ び BLAST（ Altschulら ， Journal of Molecular Biolo
gy 215： p.403－ 410） 相 同 性 検 索 を 用 い て 公 開 タ ン パ ク 質 、 ESTお よ び DNAデ ー タ ベ ー ス （
SWISSPROT、 SWISSPROTPLUS、 GenBank、 Genbankア ッ プ デ ー ト 、 EMBL、 GENEMBLPLUS、 GenBa
nk EST、 EMBL EST、 GenBank STS、 EMBL STS） に 対 し て 解 析 し 、 そ の 結 果 を グ ラ フ ィ ッ ク
・ デ ィ ス プ レ ー の た め に ACeDb（ A C. elegans Database； http://www.sanger.ac.uk/Soft
ware/Acedb/） の ヒ ト 5番 染 色 体 特 異 的 バ ー ジ ョ ン に 解 析 す る 。 こ の グ ラ フ ィ ッ ク ・ デ ィ ス
プ レ ー か ら 重 要 な 領 域 （ す な わ ち 、 遺 伝 子 ） を 予 想 さ れ る エ キ ソ ン お よ び ア ラ イ ン さ れ た
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EST／ タ ン パ ク 質 ヒ ッ ト に よ っ て 同 定 す る 。 遺 伝 子 AAGAは 、 ま ず 、 グ ラ フ ィ ッ ク ・ デ ィ ス
プ レ ー で ゲ ノ ム DNAの 少 な く と も 22.5kbを カ バ ー し 、 か つ 、 配 列 決 定 さ れ て い な い DNAの ス
ト レ ッ チ に よ っ て 分 離 さ れ た DNA配 列 の 2つ の 島 に 広 が る 153～ 2196bpの 大 き さ に わ た る 5個
の エ キ ソ ン を 含 ん で な る GENSCANで 予 測 さ れ た 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
GENSCANで 予 測 さ れ た エ キ ソ ン 中 の DNA配 列 は ヒ ト を は じ め と す る 各 種 生 物 に お け る カ ド ヘ
リ ン 型 分 子 と 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 こ の こ と は そ れ が カ ド ヘ リ ン タ ン パ
ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る と い う こ と を 示 唆 す る 。 100％ の 相 同 性 は プ ロ ト カ ド ヘ
リ ン 42遺 伝 子 （ GENEBANK受 託 番 号 L11370、 L11369お よ び AA481656） に 相 当 す る mRNA配 列 お
よ び ESTで 検 出 さ れ る 。 mRNAお よ び EST配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 3種 の ス プ ラ イ シ ン グ
変 異 体 が 確 認 さ れ て お り （ 配 列 番 号 4、 5お よ び 6） 、 そ の う ち の 2種 が こ れ ま で に 同 定 さ れ
て い る （ Sanoら ， EMBO Journal 12： p.2249－ 2256） 、 1種 （ 配 列 番 号 6） は 新 規 の も の で
あ る 。 Lasergeneソ フ ト ウ ェ ア の EditSeqモ ジ ュ ー ル （ DNASTAR社 、 マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ
ン シ ン 、 USA） を 用 い る 最 長 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ ORF） に つ い て の 配 列 番
号 4、 5お よ び 6の 解 析 に よ り 3198個 の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 4、 377～ 3574位 ） お よ び 372
9個 の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 5お よ び 6、 377～ 4105位 ） の ORFが 示 さ れ て い る 。 配 列 番 号 4
の ORFは こ れ ま で に 報 告 さ れ た も の よ り も 118ヌ ク レ オ チ ド 長 く （ 494－ 3574位 ； Sanoら ， E
MBO Journal 12： p.2249－ 2256お よ び GenBank受 託 番 号 L11370） 、 翻 訳 に よ り GenBank受 託
番 号 L11370に つ い て 予 測 さ れ る も の よ り も 39ア ミ ノ 酸 長 い タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 7） を 生
じ る （ 1065個 の ア ミ ノ 酸 対 1026個 の ア ミ ノ 酸 ） と い う こ と を 注 記 す る 。 配 列 番 号 5お よ び 6
の ORFは 1242個 の ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 8） に 翻 訳 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
エ キ ソ ン 2に 相 当 し 、 か つ 、 配 列 番 号 13お よ び 14を 含 む プ ラ イ マ ー を 用 い て ヒ ト ゲ ノ ム DNA
か ら 作 製 し た 441bpの PCR断 片 を 用 い 、 多 数 の ヒ ト 組 織 由 来 の mRNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ ヒ
ト 12レ ー ン 　 MTNブ ロ ッ ト ； Clontech Laboratories UK Ltdベ ー ジ ン グ ス ト ー ク 、 ハ ン プ
シ ャ ー 州 、 UK） を プ ロ ー ブ し て AAGAの 発 現 パ タ ー ン を 調 べ る 。 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 に 相
当 す る バ ン ド が 脳 、 心 臓 、 骨 格 筋 、 大 腸 、 腎 臓 、 肝 臓 、 小 腸 、 膵 臓 お よ び 肺 で 検 出 さ れ て
い る 。 胸 腺 、 脾 臓 お よ び 末 梢 血 リ ン パ 球 に つ い て は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 検 出 さ れ て
い な い 。 配 列 番 号 13お よ び 14を 含 む プ ラ イ マ ー を 用 い る 種 々 の 細 胞 系 由 来 の 第 1鎖 cDNAの P
CR解 析 に よ り AAGAは 活 性 化 さ れ た お よ び 活 性 化 さ れ て い な い ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 （ HBEC）
で 高 レ ベ ル で 、 線 維 芽 細 胞 で 中 程 度 の レ ベ ル で 、 そ し て 好 中 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ で 低
レ ベ ル で 発 現 さ れ る と い う こ と が 示 さ れ て い る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 実 施 例 で は 、 喘 息 患 者 か ら 単 離 さ れ た 血 液 DNAか ら PCR増 幅 し た DNA断 片 に お い て 可 能 性
あ る 配 列 変 化 を 検 出 す る た め に コ ン ホ メ ー シ ョ ン 感 受 性 ゲ ル 電 気 泳 動 （ CSGE： Ganguly et
 al.， Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Am
erica 90： p.10325－ 10329； Gangulyお よ び Williams， Hum. Mut. 9： p.339－ 343） を 用 い
る 。 DNAヘ テ ロ 二 本 鎖 中 の 単 一 塩 基 の ミ ス マ ッ チ を 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 を 生 じ さ せ 、
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か つ 、 ホ モ 二 本 鎖 と ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 移 動 の 相 違 を も た ら し て ミ ス マ ッ チ の 傾 向 を 増 幅 す る
軽 い 変 性 溶 媒 の 存 在 下 で ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 検 出 す る 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 作
製 す る た め に 、 増 幅 し た PCR産 物 を 熱 変 性 さ せ 、 ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 次 い で 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 す る 。 DNA断 片 は 臭 化 エ チ ジ ウ ム に よ っ て 可 視 化 す る
。 次 い で 、 差 の あ る 電 気 泳 動 移 動 パ タ ー ン を 示 す DNA断 片 を 配 列 決 定 し て ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 変 化 の 存 在 お よ び こ の 変 化 の 正 確 な 性 質 を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
Lasergeneソ フ ト ウ ェ ア の EditSeqモ ジ ュ ー ル （ DNASTAR， Inc.， マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン
シ ン 州 、 USA） を 用 い て 配 列 番 号 4、 5お よ び 6を 手 作 業 で 配 列 番 号 1お よ び 2と ア ラ イ ン す る
。 こ の 解 析 は 配 列 番 号 4、 5お よ び 6の 5’ 末 端 で DNA配 列 の 470bpの セ グ メ ン ト は 配 列 番 号 1
ま た は 2と ア ラ イ ン し な い と い う こ と を 示 す 。 失 わ れ て い る ゲ ノ ム 配 列 を 同 定 す る た め に G
ENBANKデ ー タ ベ ー ス の BLAST検 索 を こ の 470bpの mRNA配 列 を 用 い て 行 う 。 こ れ に よ り GENBAN
K受 託 番 号 ACO13643（ ヒ ト ク ロ ー ン RP11－ 16P20由 来 の 13個 の 順 序 づ け ら れ て い な い 部 分 の
154594bpの ワ ー キ ン グ ド ラ フ ト 配 列 ） に お い て 2717bpの ゲ ノ ム DNA配 列 （ 配 列 番 号 3） が 同
定 さ れ て い る 。 ア ラ イ ン メ ン ト 解 析 は 3つ の 選 択 的 転 写 物 は ゲ ノ ム DNAの 少 な く と も 21kbに
ま た が る 7つ の エ キ ソ ン に 由 来 す る と い う こ と を 示 す 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ７ ８ 】
AAGA遺 伝 子 配 列 に 対 応 す る PCRプ ラ イ マ ー セ ッ ト を 配 列 番 号 1お よ び 2お よ び Primer Expres
s（ 登 録 商 標 ） （ バ ー ジ ョ ン 1.0； Perkin Elmer、 P／ N604313） を 用 い て 設 計 す る 。 こ れ ら
の プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 配 列 番 号 15～ 94） は 以 下 の と お り で あ る 。
【 表 ５ 】
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【 ０ ０ ７ ９ 】
上 記 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 、 16人 の 喘 息 患 者 由 来 の 血 液 DNAサ ン プ ル か ら 40種 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 。 PCR反 応 を 1× GeneAmp（ 登 録 商 法 ） 10× PCRバ ッ フ ァ ー （ Perk
in Elmer P／ N N808－ 0240） 、 13ngの 鋳 型 DNA、 400μ Mの 各 dNTP（ Amersham Life Science
 Nucleix Plus（ 登 録 商 標 ） 25mM dNTPミ ッ ク ス ； 製 造 番 号 US77119） 、 30ngの 各 プ ラ イ マ
ー 、 2mMの MgCl 2 お よ び 0.5uの AmpliTaq Gold（ 登 録 商 標 ） ポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin－ Elmer P
／ N N808－ 0242） を 含 有 す る 10μ lの 反 応 容 積 で 実 施 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
Biometra　 UNO　 IIサ イ ク ラ ー （ パ ー ト 番 号 050－ 603； ア ナ ケ ム 社 、 ル ー ト ン 、 UK） を 用
い る 典 型 的 な 熱 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 以 下 の と お り で あ り 、 配 列 ス テ ッ プ 2－ ス テ ッ プ 3－ ス
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テ ッ プ 4を 36回 反 復 す る ：
ス テ ッ プ 1　 　 　 95℃ 　 10分
ス テ ッ プ 2　 　 　 92℃ 　 1分
ス テ ッ プ 3　 　 　 60℃ 　 1分
ス テ ッ プ 4　 　 　 72℃ 　 2分
ス テ ッ プ 5　 　 　 72℃ 　 10分
【 ０ ０ ８ １ 】
ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 作 製 す る た め に 、 熱 サ イ ク ラ ー （ 例 え ば 、 Biometra UNOII） を 用 い て 2μ l
の PCR産 物 を 95℃ で 10分 間 変 性 さ せ て 68℃ に て 30分 間 ア ニ ー リ ン グ さ せ る 。 ゲ ル 解 析 の 前
に 各 サ ン プ ル に 2μ lの 2× ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 20％ の エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 30％ の
ホ ル ム ア ミ ド 、 0.025％ の キ シ レ ン シ ア ノ ー ル 、 0.025％ の ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ） を 加
え る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
標 準 的 な DNA配 列 決 定 装 置 （ Owl Scientific S3S； Autogen Bioclear UK Ltd.） を 60の サ
ン プ ル コ ー ム （ Owl Scientific S2S－ 60A； Autogen Bioclear UK Ltd.） お よ び 温 度 プ ロ
ー ブ （ Biorad、 カ タ ロ グ 番 号 165－ 5058） を 備 え た 標 準 的 な 電 源 装 置 （ Biorad、 カ タ ロ グ
番 号 165－ 5057） と と も に 用 い る 。 0.4mmの 厚 さ の 15％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 99： 1の
割 合 の ア ク リ ル ア ミ ド 対 BAP架 橋 剤 、 0.5× TTE中 の 10％ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 15％ の
ホ ル ム ア ミ ド を 用 い て 調 製 す る 。 ゲ ル は 温 度 を 最 高 25℃ に 制 限 し な が ら （ 必 要 に 応 じ て 扇
風 機 、 例 え ば 、 Jencons、 カ タ ロ グ 番 号 292－ 004を 用 い て 温 度 を 低 く 維 持 し な が ら ） 30ワ
ッ ト に て 1時 間 プ レ ・ ラ ン す る 。 プ レ ・ ラ ン 後 、 ウ ェ ル を ピ ペ ッ ト を 用 い て 洗 い 流 し て サ
ン プ ル を ウ ェ ル に の せ る 。 次 い で 、 ゲ ル を 25℃ に て 12ワ ッ ト で 一 晩 （ 15時 間 ） 電 気 泳 動 す
る 。 350bpよ り も 大 き い 断 片 は ゲ ル に 残 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
電 気 泳 動 後 、 ゲ ル プ レ ー ト を 分 離 す る 。 ゲ ル を 1μ g／ mlの 臭 化 エ チ ジ ウ ム （ バ イ オ ラ ッ ド
、 カ タ ロ グ 番 号 161－ 0433） を 含 有 す る 0.5× TTEに 10分 間 入 れ る こ と で ゲ ル を 染 色 し 、 次
い で 、 0.5× TTE中 で 10分 間 脱 染 す る 。 次 い で 、 UVト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー （ 例 え ば 、 UVP 
GDS 7500） 上 で ゲ ル の 写 真 を と る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
40種 の PCR断 片 の う ち の 15種 に つ い て 16人 の 患 者 の う ち の 1人 以 上 に お い て 可 能 性 あ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 変 化 が CSGEに よ っ て 検 出 さ れ て い る 。 こ れ ら の 可 能 性 あ る 変 化 の 各 々 に つ い
て 、 16人 の 患 者 す べ て 由 来 の PCR断 片 を 標 準 的 な 方 法 を 用 い る ABI377自 動 シ ー ク エ ン サ ー
で の 二 本 鎖 DNA配 列 決 定 に 付 し （ http://www.pebio.com/ab/about/dna/377/） 、 得 ら れ る D
NA配 列 を CONSEDソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 解 析 し （ Gordonら ， Genome Research 8： p.195－ 20
2） 、 配 列 変 化 の 存 在 を 確 認 し 、 正 確 な 塩 基 変 化 を 同 定 す る 。 CSGEに よ っ て 検 出 さ れ た 15
種 の 可 能 性 あ る 変 化 の す べ て が 確 認 さ れ て い る 。 多 型 変 化 を 示 す 患 者 の 番 号 を 以 下 の 表 に
示 す ：
【 表 ６ 】
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【 ０ ０ ８ ５ 】
検 出 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 化 の う ち の 2つ は AAGAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 更 し （ 非 症 候 性 変 化 ） 、 2つ は 症 候 性 で あ り （ 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 に よ る
残 基 変 化 は な い ） 、 11は 遺 伝 子 の 非 コ ー ド 領 域 に 生 じ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
オ ラ ン ダ の 家 族 か ら 200組 の 3人 組 （ 両 親 と 罹 患 し た 子 供 ） を ABI PRISM（ 登 録 商 標 ） 7700
配 列 検 出 機 （ PE－ Applied Biosystems、 ウ ォ リ ン ト ン 、 UK） で TagMan（ 登 録 商 標 ） 技 術 を
用 い る 対 立 遺 伝 子 識 別 ア ッ セ イ に よ っ て 配 列 番 号 1の 1060、 2561、 6377、 7390位 お よ び 配
列 番 号 2の 2330位 で の SNPに つ い て 遺 伝 子 型 を 同 定 す る 。 2つ の TaqMan（ 登 録 商 標 ） 蛍 光 発
生 プ ロ ー ブ （ 一 方 は 非 SNP対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 で あ り 、 他 方 は SNP対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 で あ
る ） を 設 計 し て PCR増 幅 し た 標 的 配 列 の SNP部 位 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
TaqMan（ 登 録 商 標 ） プ ロ ー ブ は 蛍 光 レ ポ ー タ ー 色 素 （ FAMま た は TET） お よ び ク エ ン チ ャ ー
色 素 （ TAMRA） が そ れ ぞ れ 5’ お よ び 3’ 末 端 に 共 有 結 合 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な
る 。 無 処 理 の プ ロ ー ブ で は レ ポ ー タ ー 色 素 の ク エ ン チ ャ ー 色 素 へ の 近 接 は レ ポ ー タ ー 蛍 光
の 抑 制 も た ら す 。 標 的 配 列 の 増 幅 の 際 に は 、 プ ロ ー ブ は PCRの 伸 長 ス テ ッ プ の 間 に 切 断 さ
れ る 。 こ れ に よ り ク エ ン チ ャ ー 色 素 の 影 響 が な く な り レ ポ ー タ ー 色 素 が 蛍 光 を 発 す る こ と
が 可 能 と な る 。 SNPお よ び 非 SNPプ ロ ー ブ は 異 な る レ ポ ー タ ー 色 素 を 保 持 す る の で 、 各 色 素
の 蛍 光 レ ベ ル は サ ン プ ル 中 の SNPま た は 非 SNP標 的 配 列 の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
伝 達 不 均 衡 試 験 ［ Spielmanら ， American Journal of Human Genetics 52： p.506－ 516］
を 用 い て 5つ の 遺 伝 子 型 の SNPと 喘 息 ／ 喘 息 の 亜 型 の 間 の 遺 伝 的 関 連 に つ い て 調 べ る 。 こ の
試 験 で は 、 親 か ら 罹 患 し た 子 供 に 伝 達 さ れ た 対 立 遺 伝 子 を 同 じ 親 か ら 伝 達 さ れ て い な い そ
の 他 の 対 立 遺 伝 子 に 対 し て マ ッ チ さ せ る 。 次 い で 、 得 ら れ た 対 に 不 一 致 に つ い て の McNema
rの カ イ 2乗 検 定 を 適 用 す る ［ Terwilligerお よ び Ott， Human Heredity 42， p.337－ 346］

10

20

30

40

50

(25) JP 2004-536603 A 2004.12.9



。 200組 の オ ラ ン ダ の 喘 息 家 族 か ら 得 ら れ た 遺 伝 子 型 デ ー タ の TDT解 析 に よ り 配 列 番 号 1の 6
377位 （ p＝ 0.00017） お よ び 7390位 （ p＝ 0.00049） の SNPと 気 管 支 過 敏 症 の 間 の 強 い 遺 伝 的
関 連 が 示 さ れ 、 AAGAは 喘 息 の 罹 患 性 遺 伝 子 で あ り 、 ま た 2つ の SNPを 保 持 す る 個 体 は 気 管 支
過 敏 症 を 発 症 す る 危 険 が 高 い と い う こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 家 族 ベ ー ス の 関 連 試 験 ［
FBAT； Horvath， Xuお よ び Laird, European Journal of Human Genetics 9， 301－ 306］ を
用 い て 、 6377お よ び 7390位 の SNPそ れ ぞ れ に つ い て p＝ 0.01お よ び p＝ 0.001が 得 ら れ て い る
。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 実 施 例 は T. ni Hi5細 胞 に お け る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 を 用 い る C末 端 に 6個 の ヒ ス チ ジ ン
タ グ を つ け た 全 長 AAGAの 発 現 お よ び 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
1． 組 換 え AAGAバ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 構 築
以 下 の プ ラ イ マ ー ：
5ST
5’ － GAAGATCTTCG CATC GTGATGGGGAGCCCTTTGGAG－ 3’
を 用 い る PCR増 幅 に よ っ て ユ ニ ー ク な EcoRI部 位 を AAGA開 始 コ ド ン の 5’ （ 配 列 番 号 4、 5お
よ び 6の 377位 ） に 組 み 込 む 。
別 の プ ラ イ マ ー を 用 い て を AAGA の 直 前 に （ 3ST1に つ い て
は 配 列 番 号 4の 3574位 な ら び に 3ST2に つ い て は 配 列 番 号 5お よ び 6の 4105位 ） 導 入 す る 。 こ
の プ ラ イ マ ー は ま た ユ ニ ー ク な 部 位 も AAGA停 止 の 3’ に 組 み 込 む 。
3ST1（ ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 1）
5’ －
AAGATCTTC CTCCCACACCTCGGTCCAG
－ 3’
3ST2（ ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 2お よ び 3）
5’ －
AAGATCTTC CAGGTAGATCTCGCGCTTG
－ 3’
AAGAス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 1の 組 換 え 「 Hisタ グ を つ け た 」 バ ー ジ ョ ン を 3208bpの EcoRI／ K
pnI断 片 と し て EcoRI／ KpnI消 化 し た pFastbac1バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー
（ Life Sciences） に 連 結 す る 。 AAGAス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 2お よ び 3の 組 換 え 「 Hisタ グ を
つ け た 」 バ ー ジ ョ ン は 3739bpの EcoRI／ KpnI断 片 と し て EcoRI／ KpnI消 化 し た pFastbac1に
連 結 す る 。 組 換 え AAGA配 列 は DH10Bac細 胞 に 保 持 さ れ る Bacmid DNAに ト ラ ン ス ポ ー ズ す る
（ Life Sciences； Bac to Bacバ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 シ ス テ ム ） 。 開 示 さ れ た プ ロ ト コ ー
ル （ Bac to Bacバ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 シ ス テ ム マ ニ ュ ア ル ； Life Sciences） を 用 い て AAG
A組 換 え Bacmidを DH10Bac細 胞 か ら 単 離 し て Sf9細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
2． 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ス ト ッ ク の 増 幅
組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 0.5× 10 6 細 胞 ／ mlの 細 胞 密 度 お よ び 0.01の 感 染 効 率 （ moi） で 9
6時 間 Sf9細 胞 （ SF900　 SFMII培 地 ； Life Sciences） で 維 持 さ れ た ） に 感 染 さ せ る こ と で
増 幅 す る 。 次 い で 、 Sf9細 胞 を 1000× gで 5分 間 遠 心 分 離 す る 。 高 力 価 ウ イ ル ス を 含 有 す る
上 清 を 4℃ に て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
3． Hi5細 胞 に お け る 組 換 え AAGAの 発 現
Excell 401培 地 （ JRH Biosciences； 振 盪 フ ラ ス コ （ 90RPMで 回 転 さ せ た ） ま た は ス ピ ナ ー
フ ラ ス コ （ 75PRMで 回 転 さ せ た ） の い ず れ か で AMS Biotechnology ） に よ っ て 分 配 さ れ た
） で 3× 10 5 か ら 3× 10 6 個 の 間 の 細 胞 ／ mlの 密 度 で 維 持 さ れ た Hi5細 胞 （ Invitrogen） を 増
幅 さ せ た 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 用 い て 2.0の moiに て 2.0× 10 6 の 細 胞 密 度 で 60時 間 感 染
さ せ る 。 感 染 後 、 Hi5細 胞 を 1000× gで 5分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 捨 て て 細 胞 ペ レ ッ ト を － 8
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GAATTC ATG

6個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 停 止 コ ド ン

KpnI コ ド ン

GGTACCTCAATGGTGATGGTGATGGTG

GGTACCTCAATGGTGATGGTGATGGTG



0℃ に て 凍 結 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
4． 粗 溶 菌 液 調 製
細 胞 （ 1× 10 9 個 ） を 100mlの 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 20mMの Hepes pH7.5、 100mMの NaCl、 5％ の グ
リ セ ロ ー ル 、 2mMの β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 0.5mMの イ ミ ダ ゾ ー ル 、 0.1％ の ノ ニ デ ッ
ト P－ 40、 40μ g／ mlの AEBSF、 0.5μ g／ mlの ロ イ ペ プ チ ン 、 1μ g／ mlの ア プ ロ チ ニ ン お よ
び 0.7μ g／ mlの ペ プ ス タ チ ン A） に 再 懸 濁 す る 。 細 胞 を 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
次 い で 、 4℃ に て 39， 000× gで 30分 間 遠 心 分 離 す る 。 こ の サ ン プ ル を 使 用 直 前 に 0.22μ mの
フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
5． 金 属 キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
金 属 キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 室 温 に て BioCADク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ワ
ー ク ス テ ー シ ョ ン に 取 り 付 け た カ ラ ム を 用 い て 実 施 す る 。 20mlの ポ ロ ス MC／ M（ 16mmD× 10
0mmL） カ ラ ム に 使 用 前 お よ び 各 精 製 後 に Ni 2 ＋ を 充 填 す る 。 Ni2＋ を 充 填 す る た め に 、 カ ラ
ム を 10カ ラ ム 容 積 （ CV） の 50mMの EDTA pH8、 1Mの NaCl次 い で 10CVの 水 で 洗 浄 す る 。 カ ラ ム
に 500mlの 0.1Mの NiSO4 pH4.5～ 5を 充 填 し 、 10CVの 水 で 洗 浄 し 、 次 い で 、 5CVの 0.3Mの NaCl
で 洗 浄 す る こ と で 結 合 し て い な い Ni 2 ＋ を 全 て 除 去 す る 。 す べ て の ス テ ッ プ は 20ml／ 分 の
流 速 で 実 施 す る 。 充 填 し た MC／ Mカ ラ ム を 5CVの バ ッ フ ァ ー B（ 20mMの Hepes pH7.5、 500mM
の NaCl、 5％ の グ リ セ ロ ー ル 、 2mMの β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 1mMの PMSF、 250mMの イ ミ
ダ ゾ ー ル ） で 満 た し 、 次 い で 、 10CVの バ ッ フ ァ ー A（ 0.5mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 除 い て バ ッ フ
ァ ー Bと 同 一 ） で 平 衡 化 す る 。 20ml／ 分 の 流 速 で の 実 施 当 た り 90～ 95mlの 粗 溶 菌 液 を カ ラ
ム に 入 れ る 。 次 の ス テ ッ プ は 30ml／ 分 の 流 速 で 実 施 す る 。 12CVの バ ッ フ ァ ー Aで 洗 浄 す る
こ と で 結 合 し て い な い 物 質 は い ず れ も 除 去 し 、 10CVに わ た っ て 0～ 100％ の バ ッ フ ァ ー B勾
配 を 適 用 す る こ と に よ っ て AAGAを 溶 出 す る 。 勾 配 に わ た っ て 画 分 （ 8ml） を 回 収 す る 。 AAG
A含 有 画 分 を 合 し て プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 溶 解 バ ッ フ ァ ー に つ い て 前 に 記 載 さ れ た 最 終 濃
度 ま で 加 え る 。 DTTも 1mMの 最 終 濃 度 ま で 加 え る 。 合 し た 画 分 を 4℃ に て 4リ ッ ト ル の 20mMの
Tris－ HCl pH7.5、 1mMの DTT、 0.2mMの PMSFに 対 し て 一 晩 透 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
6． イ オ ン 交 換 （ 陰 イ オ ン 交 換 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
4℃ に て FPLCワ ー ク ス テ ー シ ョ ン （ Amersham Pharmacia Biotech） に 取 り 付 け た カ ラ ム で R
esource（ 登 録 商 標 ） Qク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 す る 。 6mlの Resource（ 登 録 商 標 ） Qカ ラ
ム （ 16mmD× 30mmL） を 2ml／ 分 の 流 速 に て 10CVの バ ッ フ ァ ー C（ 20mMの Tris－ HCl pH7.5、 1
mMの DTT） で 平 衡 化 す る 。 透 析 し た 金 属 キ レ ー ト 溶 出 液 を カ ラ ム に 入 れ て 、 10CVの バ ッ フ
ァ ー Cで 洗 浄 す る 。 10CVに わ た る 0～ 100％ の バ ッ フ ァ ー D勾 配 （ 20mMの Tris－ HCl pH7.5、 1
mMの DTT、 1Mの NaCl） を 入 れ る こ と で タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る 。 カ ラ ム を 溶 出 す る 際 に 画 分
（ 3ml） を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
7． ゲ ル 濾 過
4℃ に て BioCAD SPRINTク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン （ PE Biosystems） に 取 り
付 け た カ ラ ム で ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 実 施 す る 。 24ml（ 10mmD× 300mmL） の Super
dex 200HR（ Amersham Pharmacia Biotech） カ ラ ム を 0.5ml／ 分 の 流 速 に て 10CVの バ ッ フ ァ
ー E（ 20mMの Tris－ HCl pH7.5、 1mMの DTT、 150mMの NaCl） で 平 衡 化 す る 。 イ オ ン 交 換 溶 出
液 を カ ラ ム に 入 れ バ ッ フ ァ ー Eで 溶 出 す る 。 精 製 の 実 施 に よ る 画 分 （ 1ml） を 回 収 し て 分 析
す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
8． サ ン プ ル 濃 縮
4℃ に て Millipore Ultrafree－ 15遠 心 分 離 装 置 （ 分 子 量 カ ッ ト オ フ 50kDa） を 用 い て サ ン
プ ル を 約 10倍 濃 縮 す る 。 こ の 装 置 は 使 用 前 に 予 め す す ぐ 。 － 80℃ で の 長 期 保 存 に 用 い る 最
終 保 存 バ ッ フ ァ ー は 20mMの Hepes pH7.5、 1mM DTT、 100mMの NaCl、 5％ の グ リ セ ロ ー ル と す
る 。 4℃ で の 保 存 に は サ ン プ ル か ら グ リ セ ロ ー ル を 省 略 し て も よ い 。
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【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 実 施 例 は 実 施 例 4に 記 載 さ れ た よ う に 精 製 し た AAGAタ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 作 製 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ウ サ ギ の 免 疫 化 ：
オ ラ ン ダ ウ サ ギ （ Harlen－ Olac） を 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 4箇 所 の 皮 下 部 位 で PBS中
の 500μ gの 精 製 し た AAGAタ ン パ ク 質 で 免 疫 化 す る 。
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
試 験 出 血 （ 500μ l） を 採 取 し て 血 清 を 抗 体 力 価 に つ い て 評 価 す る 。 最 大 力 価 に 到 達 し た 時
点 で 血 清 を 回 収 す る 。 こ れ は 血 液 （ 10ml） を 採 取 に よ っ て 行 い 、 そ れ を 4℃ に て 2時 間 凝 結
さ せ る こ と で 可 能 と な る 。 血 液 を 1000× gで 5分 間 遠 心 分 離 し て 血 清 を 分 離 す る 。 血 清 を 回
収 し て ア ッ セ イ す る ま で － 20℃ に て 保 存 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
ELISAス ク リ ー ニ ン グ ：
Nunc－ Immuno Plate・ Maxisorp 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ Nunc， Fisher Scientific UK、 ラ フ
バ ラ 、 UK） を 個 体 支 持 体 と し て 用 い 、 4℃ に て 精 製 し た AAGAタ ン パ ク 質 （ 100ng／ ウ ェ ル ）
で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ す る 。 こ の プ レ ー ト を 37℃ に て 2％ BSA（ Sigma） お よ び 0.02％ の NaN 3
（ Sigma） を 含 有 す る PBSで 3時 間 ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 プ レ ー ト を PBS
の 種 々 の 希 釈 液 中 の 血 清 と と も に 室 温 に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 存 在 を 双 方 と も ビ オ チ ン 標 識 し た ウ サ ギ の IgG抗 体 （ ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗 血 清 、 1： 25000
希 釈 ） を 用 い て 40分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 で 調 べ る 。 次 い で 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ を 結 合 さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Immununo research、 Dianova、 CH） を 1： 10000希 釈
液 で 加 え る 。 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン に 溶 解 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 （ Sigma、 f.c. 
1mg／ ml） を 加 え る こ と で 反 応 の 進 行 を 実 施 す る 。 45分 後 、 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー （ Bio
－ rad laboratories Ltd.、 ヘ メ ル ヘ ム ス テ ッ ド 、 UK） を 用 い て 490nmを 参 照 し て 405nmの
吸 光 度 を 読 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
精 製 ：
5mlの プ ロ テ イ ン A－ ア ガ ロ ー ス を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 流 し 入 れ て 6カ ラ ム 容 積 の 0
.1Mの tris（ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） メ チ ル ア ミ ン （ Tris） バ ッ フ ァ ー pH7.5で 洗 浄 す る 。 抗 AA
GA抗 体 を 含 有 す る ウ サ ギ 血 清 を Trisバ ッ フ ァ ー で 希 釈 し （ 1／ 2） て プ ロ テ イ ン A－ ア ガ ロ
ー ス に 加 え る 。 カ ラ ム を 6容 積 の Trisバ ッ フ ァ ー で 洗 浄 す る こ と で 結 合 し て い な い タ ン パ
ク 質 を 除 去 す る 。 3カ ラ ム 容 積 の 0.1Mの グ リ シ ン バ ッ フ ァ ー pH3.0を 用 い て カ ラ ム か ら IgG
を 溶 出 し て 1mlの 画 分 と し て 28μ lの 1Mの Trisを 含 有 す る チ ュ ー ブ に 回 収 す る 。 還 元 条 件 下
で SDS－ PAGEに よ っ て タ ン パ ク 質 含 量 に つ い て 陽 性 で あ る 画 分 を 純 度 に つ い て 調 べ る 。 免
疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 に 相 当 す る 50お よ び 25Kdの 2つ の バ ン ド を 可 視 化 す る
。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の み を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て 再 び 調 べ て －
20℃ に て 保 存 す る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ０ ３ 】
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本 実 施 例 は 実 施 例 4に 記 載 さ れ た よ う に 精 製 し た AAGAタ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 調 製 を 記 載 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
マ ウ ス の 免 疫 化
以 下 に 示 さ れ る ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 、 雌 の Balb／ cマ ウ ス を PBS中 の 100μ gの AAGAタ ン パ
ク 質 を 用 い て 腹 腔 内 で 免 疫 化 す る 。
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
融 合 用 脾 臓 細 胞 を 調 製 す る た め に 動 物 を 屠 殺 し た 後 ELISA（ 実 施 例 5） に よ っ て 血 清 を 抗 体
力 価 に つ い て 評 価 す る 。 抗 体 力 価 が 十 分 で あ れ ば （ 1／ 1000～ 1／ 100， 000） 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ う で な け れ ば 廃 棄 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
骨 髄 腫 細 胞 の 調 製
融 合 前 に Sp2／ 0ネ ズ ミ 骨 髄 腫 細 胞 （ ATCC＃ CRL1581； 20μ g／ mlの 8－ ア ザ グ ア ニ ン を 含 有
す る 培 養 培 地 で 維 持 さ れ た ） を RPMI1680（ 8－ ア ザ グ ア ニ ン は 含 ま れ て い な い ） 、 10％ （ v
／ v） FCSお よ び 1％ ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ そ れ ぞ れ 50IU／ mlお よ び 50μ g／ ml
） で 1週 間 培 養 す る 。 細 胞 を 遠 心 分 離 （ 200× g5分 間 ） に よ っ て 回 収 し て 冷 RPMI1640で 3回
洗 浄 す る 。 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 当 た り 約 2.5× 10 6 個 の 細 胞 を 用 い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
脾 臓 細 胞 懸 濁 液 の 調 製
マ ウ ス を 過 量 の 麻 酔 薬 （ フ ォ ー レ ン ） で 屠 殺 し 、 脾 臓 を 摘 出 し て セ ル ス ト レ ー ナ ー （ 70μ
mメ ッ シ ュ セ ル ス ト レ ー ナ ー ； ベ ク ト ン ＆ デ ィ キ ン ソ ン 、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 、 UK、 カ タ ロ
グ 番 号 2350） に 押 し 付 け て 通 す 。 細 胞 懸 濁 液 を RPMI1640（ 上 記 と 同 じ ） で 3回 洗 浄 し て カ
ウ ン ト す る ： 5.10 6 細 胞 ／ 96ウ ェ ル プ レ ー ト が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
骨 髄 腫 細 胞 と 脾 臓 細 胞 の 融 合
脾 臓 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 を 混 合 し （ 2： 1） 、 遠 心 分 離 し て （ 200× g、 5分 間 ） ペ レ ッ ト を 37
℃ 水 浴 で 加 温 す る 。 予 め 加 温 し て お い た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 4000（ 10 8 個 の 細 胞 当 た
り 1ml） を 1分 に わ た っ て 、 次 い で 、 20mlの 予 め 加 温 し て お い た 洗 浄 培 地 を 2分 に わ た っ て
ゆ っ く り と 加 え る 。 遠 心 分 離 し た 後 、 ペ レ ッ ト を 選 抜 培 地 （ RPMI1640、 10％ の FCS、 1％ の
ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 10％ の BMコ ン デ ィ ム ド H1（ Boehringer Mannheim、 ル
イ ス 、 UK製 支 持 細 胞 置 換 ； カ タ ロ グ 番 号 1088947） ） 、 10％ の HAT培 地 サ プ リ メ ン ト （ 融 合
さ れ て い な い 骨 髄 腫 細 胞 を 選 択 す る た め の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ
ン ； Boehringer Mannheim、 ル イ ス 、 UK； カ タ ロ グ 番 号 644579） に 注 意 深 く 再 懸 濁 し て 、 2
00μ l／ 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル で プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 5日 後 、 倒 立
顕 微 鏡 で マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の 底 を 調 べ る こ と に よ っ て ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 の ク ラ ス タ
ー を 同 定 す れ ば よ い 。 10～ 14日 後 、 ELISA（ 実 施 例 4） に よ っ て 培 養 上 清 を 抗 体 の 存 在 に つ
い て 調 べ る 。 陽 性 ク ロ ー ン を 24ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト に 拡 大 し て 再 試 験 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ
依 然 と し て 陽 性 で あ る 拡 大 し た ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ す る 。 細 胞 を 96
ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お け る 4つ の 希 釈 ス テ ッ プ で 連 続 希 釈 す る ； 5、 2、 1お
よ び 0.5細 胞 ／ ウ ェ ル 。 HAT培 地 上 清 を HT培 地 サ プ リ メ ン ト （ Boehringer Mannheim、 ル イ
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ス 、 UK； カ タ ロ グ 番 号 623091） で 置 換 す る 。 約 1週 間 後 、 細 胞 を ELISA（ 実 施 例 4） に よ っ
て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 単 一 の 陽 性 ク ロ ー ン を 含 む ウ ェ ル の 細 胞 を 拡 大 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 上 清 の 作 製
細 胞 を ハ イ ブ リ ド ー マ が 異 常 増 殖 し て 壊 死 す る ま で 培 養 フ ラ ス コ 中 で 標 準 的 な 培 地 （ RPMI
1640、 10％ （ v／ v） FCSお よ び 1％ ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン ） で 増 殖 さ せ る 。 遠 心
分 離 に よ っ て 細 片 を 除 去 し 、 ELISA（ 実 施 例 4） を 用 い て 抗 体 を 含 有 す る 上 清 の 力 価 を 求 め
、 次 い で 4℃ 、 － 20℃ ま た は － 70℃ に て 滅 菌 条 件 下 で 保 存 す る 。
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