
(57)【要約】
　ジスフェリンが血液中で発現されること、および筋肉においてジスフェリンを欠く個体
はまた、 CD14(＋ )細胞においてもジスフェリンを欠くことが発見されている。これらの発
見に基づいて、ジスフェリン発現についての血液ベースの試験およびかかる試験の使用が
記載される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a) 哺 乳 動 物 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工 程 、 お よ び
(b) 該 血 液 試 料 を ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 存 在 に 関 し て ア ッ セ イ す る 工 程
を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て ジ ス フ ェ リ ン が 発 現 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 工 程  (b) が ジ ス フ ェ リ ン 核 酸 発 現 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 工 程  (b) が ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 発 現 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
　 工 程  (b) が 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 哺 乳 動 物 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る と 推 測 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー が 肢 体 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー  2B (LGMD) ま た は ミ ヨ シ ミ オ パ シ ー  (MM)
 で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 更 に 血 液 試 料 に お い て ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は ジ ス フ ェ リ ン mRNAの レ ベ ル を 決 定
す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 更 に 血 液 試 料 に お い て ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は ジ ス フ ェ リ ン mRNAの レ ベ ル を 参 考
と 比 較 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 参 考 と 比 べ て 血 液 試 料 に お け る 低 い レ ベ ル の ジ ス フ ェ リ ン 発 現 が 哺 乳 動 物 に お け る ジ ス
フ ェ リ ノ パ シ ー の 存 在 を 示 す 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 (a) 哺 乳 動 物 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工 程 ; お よ び
(b) 該 血 液 試 料 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 、 前
も っ て 決 定 さ れ た 値 よ り も 低 い レ ベ ル が 、 該 哺 乳 動 物 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 し や す い
ま た は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 遺 伝 的 キ ャ リ ア で あ る こ と の 指 標 で あ る 、 工 程
を 含 む 、 哺 乳 動 物 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る か ど う か 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 し や
す い か ど う か 、 ま た は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 遺 伝 的 キ ャ リ ア で あ る か ど う か を 決 定 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 (a) 治 療 の 処 置 後 に 哺 乳 動 物 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工 程 、 お よ び
(b) 該 血 液 試 料 に お い て ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 治 療
開 始 前 の 該 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 血 液 試 料 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル よ り も 高 い
レ ベ ル の ジ ス フ ェ リ ン 発 現 が 、 該 治 療 が 有 効 で あ る こ と の 指 標 で あ る 、 工 程
を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お い て ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 治 療 が 有 効 で あ る か ど う か を 決 定 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 が 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ジ ス フ ェ リ
ン mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 へ 血 液 試 料 を 曝 露 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ～ １
２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 が 、 ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出
す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 が ジ ス フ ェ リ ン に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 へ 血
液 試 料 を 曝 露 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ １ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー が 肢 体 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー ま た は ミ ヨ シ ミ オ パ シ ー で あ る 、 請 求 項 １
１ ～ １ ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2001年 11月 28日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/333,895号 の 出 願 日 の 恩 典
を 主 張 す る 。 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/333,895号 の 内 容 は そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 よ り 詳 細 に は 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー の 診 断 試 験 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景
　 肢 帯 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー  2B（ LGMD） お よ び ミ ヨ シ ミ オ パ シ ー （ MM） は ど ち ら も 、 常 染 色
体 性 の 劣 性 遺 伝 、 成 人 期 発 症 、 お よ び 筋 酵 素 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ の 著 し い 上 昇 を 特 徴 と す
る （ Bushby, 1999, Brain 122: 1403-1420)。 こ れ ら は ど ち ら も ジ ス フ ェ リ ン を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 欠 損 に よ り 起 こ る こ と が 示 さ れ て い る （ Bashirら , 1998, Nat. Genet. 20:37-
42； Liuら , 1998, Nat. Genet. 20:31-36)。 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 に お け る 同 様 の 突 然 変 異
は 、 同 じ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 中 で さ え 異 な る 臨 床 的 提 示 を 起 こ し 得 る （ Illarioshkin
ら , 2000, Neurology 55:1931-1933； Weilerら , 1999, Hum. Mol.Genet. 8:871-877； Wei
lerら , 1996, Am. J. Hum. Genet. 59: 872-878)。 さ ら に 、 前 方 遠 位 ミ オ パ シ ー は ジ ス フ
ェ リ ン 突 然 変 異 に 関 連 し て い る （ Illaら , 2001, Ann. Neurol. 49: 130-134)。 従 っ て 、
ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー （ dysferlinopathy） に は 多 く の 臨 床 的 異 質 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 150 kbを 越 す ゲ ノ ム 領 域 に ま た が る 55の エ ク ソ ン を 含 む ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 は 巨 大 で あ
る （ Aokiら , 2001, Neurology 57:271-278)。 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 は 、 2,080の ア ミ ノ 酸 よ
り 構 成 さ れ る 、 膜 結 合 性 の 膜 結 合 型 237 ｋ Daジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク を コ ー ド す る （ Anders
onら , 1999, Hum Mol.Genet.8:855-861； Matsudaら , 1999, Neurology 53:1119-1122； Se
lcenら , 2001, Neurology 56:1472-81)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 は 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 正 確 な 診 断 に は 、 臨 床 的 評 価 、 筋 組 織 の タ ン パ ク 研 究 （
免 疫 ブ ロ ッ ト も し く は 免 疫 組 織 化 学 分 析 )、 お よ び /ま た は 直 接 遺 伝 子 分 析 の 組 み 合 わ せ が
必 要 で あ る 。 さ ら に 、 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 の 欠 損 は 大 部 分 は 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 変 化 で あ
り 、 検 出 を 手 助 け す る 反 回 変 異 、 全 体 再 配 列 、 ま た は 変 異 ホ ッ ト ス ポ ッ ト の 証 拠 が な い （
Liuら , 1998, Nat. Genet. 20:31-36； Aokiら , 2001, Neurology 57:271-278； Anderson
ら , 1999, Hum. Mol. Genet. 8:855-861)。 こ れ ら の 理 由 の た め に 、 DNAベ ー ス の 診 断 は 、
ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 他 の 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー の 形 態 と 区 別 す る た め の 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ
ス ト ラ テ ジ ー と し て 用 い る に は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
要 旨
　 本 発 明 は 部 分 的 に 、 ジ ス フ ェ リ ン が 末 梢 白 血 球 （ 単 球 ま た は CD14(+)細 胞 ） の 部 分 母 集
団 に お い て 発 現 さ れ 、 筋 肉 に お い て ジ ス フ ェ リ ン を 欠 損 す る 個 体 で は ま た CD14(+)細 胞 に
お い て も ジ ス フ ェ リ ン を 欠 損 す る と い う 発 見 に 基 づ く 。 こ れ ら の 発 見 に よ り 、 ジ ス フ ェ リ
ン の 異 常 発 現 に 対 す る 血 液 ベ ー ス の 試 験 の 本 発 明 に 至 っ た 。 こ の よ う な 試 験 は 、 例 え ば 、
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ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 試 験 と し て 用 い ら れ 得 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 治 療 す る た め に 施 さ
れ る モ ニ タ リ ン グ 治 療 の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お い て ジ ス フ ェ リ ン が 発 現 さ れ る か ど う か
を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工 程 お よ び
ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 存 在 に つ い て 血 液 試 料 を ア ッ セ イ す る 工 程 を 含 む 。 ジ ス フ ェ リ ン 発 現
は 、 ジ ス フ ェ リ ン 核 酸 の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ま た は ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 発
現 を 検 出 す る （ 例 え ば 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 用 い て ） こ と に よ り ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 こ の
方 法 は 、 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン mRNAま た は ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 決 定 す る
工 程 を 含 み 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン タ ン
パ ク 質 ま た は ジ ス フ ェ リ ン mRNAの レ ベ ル を 参 考 と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の
い く つ か の 局 面 に お い て 、 参 考 と 比 較 し て 血 液 試 料 中 の 低 い レ ベ ル の ジ ス フ ェ リ ン 発 現 は
、 哺 乳 動 物 に お け る ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 存 在 を 示 す 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 が
ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー （ 肢 帯 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー  2B（ LGMD） お よ び ミ ヨ シ ミ オ パ シ ー （ MM)）
を 有 す る こ と が 推 測 さ れ る 。 哺 乳 動 物 は 、 例 え ば マ ウ ス や ヒ ト で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る か 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 傾
向 が あ る か 、 ま た は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 遺 伝 的 キ ャ リ ア で あ る か ど う か を 決 定 す る 方 法
を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工 程 ； お よ び 、 血 液 試 料 中 の ジ
ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル を 決 定 し 、 そ の 結 果 前 も っ て 決 定 し た 値 よ り 低 い レ ベ ル は 、 哺 乳
動 物 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 し て い る か 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 傾 向 が あ る か 、
ま た は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 遺 伝 的 キ ャ リ ア で あ る 指 標 で あ る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お い て ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー に 対 す る 治 療 が 有
効 か ど う か を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 哺 乳 動 物 由 来 の 血 液 試 料 を 提 供 す る 工
程 、 続 く 治 療 に お け る 処 置 工 程 、 お よ び 血 液 試 料 の ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル を 決 定 し 、
そ の 結 果 治 療 開 始 以 前 の 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン 発 現 レ ベ ル よ り
も 高 い ジ ス フ ェ リ ン 発 現 レ ベ ル が 、 治 療 が 効 果 的 で あ る 指 標 で あ る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 局 面 に お い て 、 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 は 、 血 液 試 料 を
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ジ ス フ ェ リ ン mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に 曝 露 す
る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 は 、 例 え ば 、 ジ ス
フ ェ リ ン に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 と 血 液 試 料 を 接 触 さ せ る こ と に よ り ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ
プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 は マ ウ ス も し く は ヒ ト で あ る 。 本 発 明 の 他
の 局 面 に お い て 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー は LGMDも し く は MMで あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー と は 、 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 異 常 な パ タ
ー ン に 関 連 し た 障 害 を い う 。 こ の よ う な 障 害 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 肢 帯 筋 ジ ス ト ロ フ
ィ ー 2B（ LGMD） お よ び ミ ヨ シ ミ オ パ シ ー （ MM） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 誤 発 現 （ misexpression） ま た は 異 常 発 現 」 と は 、 血 球
中 （ 例 え ば 、 単 球 ） の RNAま た は タ ン パ ク レ ベ ル が 、 正 常 な 個 体 （ す な わ ち 、 ジ ス フ ェ リ
ノ パ シ ー を 有 さ な い 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 傾 向 の な い 、 お よ び ジ ス フ ェ リ ノ パ シ
ー に 関 連 す る 遺 伝 子 配 列 の キ ャ リ ア で な い 個 体 は ま た 、 野 生 型 ま た は 正 常 対 照 を い う ） と
は 異 な る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を い う 。 こ れ は 以 下 の こ と を 含 む ； 非 正 常 レ ベ ル の 発 現 、 (
す な わ ち 、 ジ ス フ ェ リ ン の 過 剰 な 、 ま た は 低 い 発 現 )/遺 伝 子 が 発 現 す る 時 期 ま た は ス テ ー
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ジ の 点 で 正 常 型 と 異 な る 発 現 パ タ ー ン （ 例 え ば 、 前 も っ て 決 定 し た 発 生 時 期 ま た は ス テ ー
ジ に お け る 発 現 の 増 加 ま た は 減 少 （ 正 常 型 と 比 較 ))/前 も っ て 決 定 し た 細 胞 型 ま た は 組 織
型 に お け る 発 現 の 減 少 （ 野 生 型 と 比 較 ） の 点 で 野 生 型 と 異 な る 発 現 パ タ ー ン /ス プ ラ イ シ
ン グ サ イ ズ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 翻 訳 後 修 飾 、 ま た は 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 の
点 で 、 野 生 型 と 異 な る 発 現 パ タ ー ン /遺 伝 子 発 現 に お け る 環 境 刺 激 ま た は 細 胞 外 刺 激 の 影
響 の 点 で 野 性 型 と 異 な る 発 現 パ タ ー ン （ 例 え ば 、 刺 激 の 強 さ の 増 加 ま た は 減 少 の 存 在 下 で
の 発 現 の 増 加 ま た は 減 少 パ タ ー ン （ 野 性 型 と 比 較 し て ))。 こ れ は ま た 、 ジ ス フ ェ リ ン RNA
ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 型 と 比 較 し て 、 タ ー ン オ ー バ ー の 速 度 の 変 化 （ 例 え ば 、 ジ ス フ
ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド 分 解 の 速 度 の 増 加 ） に よ り お こ る 異 常 発 現 ま た は 誤 発 現 も 含 む 。 一 般
的 に は 、 誤 発 現 ま た は 異 常 発 現 は 、 ジ ス フ ェ リ ン RNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に お い て
は 減 少 す る 。 一 般 的 に 、 「 mRNA」 は polyA+ RNAを い う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 動 物 、 例 え ば ヒ ト は 、 母 集 団 （ 例 え ば 、 一 般 的 集 団 、 年 齢 が 合 致 す る 集 団 、 同 性 の 集 団
） と 比 較 し て 、 状 態 を 発 症 す る 可 能 性 が 増 加 し て い る 場 合 、 状 態 を 発 症 す る 「 危 険 性 が あ
る 」 ま た は 「 傾 向 が あ る 」 。 こ の 可 能 性 の 増 加 は 、 遺 伝 子 の 特 有 の 対 立 遺 伝 子 /突 然 変 異
の 存 在 、 ま た は 特 定 の 環 境 へ の 暴 露 を 含 む 因 子 の １ つ ま た は 組 み 合 わ せ に 起 因 し 得 る 。 例
え ば 、 あ る 個 体 が 正 常 な 対 照 集 団 と 比 べ て ジ ス フ ェ リ ン 発 現 （ 例 え ば 単 球 な ど の 血 球 に お
け る ） の レ ベ ル の 減 少 を 示 し た 場 合 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 発 症 す る 危 険 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 試 験 血 球 ま た は 血 液 試 料 （ 例 え ば ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る と 推 測 さ れ る 、 ジ ス フ ェ
リ ノ パ シ ー の 傾 向 の あ る 、 ま た は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー に 関 連 す る ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 配 列
の 遺 伝 的 キ ャ リ ア で あ る 個 体 由 来 の 細 胞 ） の ジ ス フ ェ リ ン 発 現 量 は 、 前 も っ て 決 定 し た 値
も し く は 参 考 （ 例 え ば 正 常 血 球 に お け る 発 現 レ ベ ル )、 ま た は 正 常 対 照 細 胞 に お け る 発 現
と 比 較 す る こ と に よ り 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の １ つ 以 上 の 態 様 の 詳 細 は 、 添 付 の 図 面 お よ び 下 の 記 載 に 示 さ れ る 。 本 発 明 の 他
の 特 性 、 目 的 、 利 点 は 記 載 お よ び 図 面 、 な ら び に 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
詳 細 な 説 明
　 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 欠 損 タ ン パ ク 質 発 現 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー に
お け る 鑑 別 診 断 の た め に 確 実 で 迅 速 な 手 段 で あ る こ と が 判 明 し て い る （ Andersonお よ び Da
vison, 1999, Am. J.Pathol. 154:1017-1022)。 し か し な が ら 、 現 在 の 方 法 は 筋 肉 生 検 試
料 を 必 要 と す る 。 本 発 明 は 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 診 断 す る の に 有 用 な 方 法 を 提 供 す る 。
特 に 、 こ の 方 法 は 非 筋 肉 組 織 お よ び 侵 襲 性 の 少 な い サ ン プ リ ン グ 技 術 を 用 い る 。 ジ ス フ ェ
リ ン は 、 心 臓 、 胎 盤 、 お よ び 腎 臓 を 含 む 特 定 の 非 筋 肉 組 織 で 発 現 す る こ と が 見 出 さ れ て い
る が （ Liuら , 1998, 前 出 ； Matsudaら , 1999, 前 出 )、 末 梢 血 球 で 発 現 す る こ と は こ れ ま
で に 知 ら れ て い な か っ た 。 単 球 に お い て ジ ス フ ェ リ ン が 発 現 す る こ と 、 お よ び 単 球 に お け
る ジ ス フ ェ リ ン の 発 現 が 、 骨 格 筋 に お け る ジ ス フ ェ リ ン の 発 現 と 相 互 に 関 連 す る こ と が 発
見 さ れ て い る （ 表 １ )。 従 っ て 、 単 球 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 検 出 は 、 ジ ス フ ェ リ ノ
パ シ ー （ 例 え ば LGMD 2Bお よ び MM） の た め の 血 液 ベ ー ス 診 断 ア ッ セ イ と し て 使 用 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の 新 た な 血 液 ベ ー ス 診 断 ア ッ セ イ は 、 現 在 の 筋 肉 免 疫 診 断 方 法 を 上 回 る 様 々 な 利 点 を
提 示 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 筋 肉 試 料 の 取 り 扱 い お よ び 貯 蔵 に 関 連 す る 特 定 の 問 題 を 克 服
す る 。 こ の 方 法 は 筋 肉 生 検 と 比 較 し て 、 侵 襲 性 の 少 な い サ ン プ リ ン グ 方 法 を 用 い て 達 成 さ
れ る 。 こ の 侵 襲 性 の 少 な い 方 法 に よ り 、 診 断 を 確 認 す る た め 、 更 な る 試 験 を 導 く た め 、 ま
た は 治 療 の 効 力 を 評 価 す る た め に 、 患 者 か ら 試 料 を 得 る こ と を 容 易 に 、 か つ よ り 消 耗 性 を
少 な く す る は ず で あ る 。 さ ら に 、 こ の 方 法 に 用 い る た め の 試 料 の 回 収 は オ ペ レ ー テ ィ ン グ
シ ア タ ー を 必 要 と せ ず 、 明 ら か に コ ス ト 削 減 の 利 点 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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　 診 断 上 の 用 途 に 加 え て 、 単 球 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 は 、 イ ン ビ ト ロ で の 機 能 的 ア ッ
セ イ に 利 用 し 易 く か つ 影 響 を う け や す い 非 筋 肉 細 胞 型 に お け る 、 こ の タ ン パ ク 質 の 生 物 学
的 機 能 を 研 究 す る た め に 用 い ら れ 得 る 、 新 し い パ ラ ダ イ ム を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 個
体 に お け る ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る た め 、 個 体 の ジ ス フ ェ リ ン レ ベ
ル 増 加 を 意 図 し た 治 療 の 効 果 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の （ 例 え ば 、 骨 格 筋 で は な く む し ろ
血 液 に お け る ジ ス フ ェ リ ン レ ベ ル を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ っ て 治 療 効 力 を モ ニ タ ー す
る ） 勝 手 の よ い 方 法 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 二 次 的 な 影 響 と し て ジ ス フ ェ リ ン 発 現 が 変 化 す る (例 え ば 、 ジ ス フ ェ
リ ン 遺 伝 子 の 突 然 変 異 以 外 の 何 ら か の 原 因 に よ る 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー に お い て ） 障 害 を 同 定
す る た め に も 有 用 で あ る 。 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 が 減 少 し て い る が ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 の 欠 損
の な い 患 者 の 同 定 は 、 例 え ば 、 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 に 正 常 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ま た は ジ ス
フ ェ リ ン 発 現 を 制 御 す る タ ン パ ク 質 の 発 見 を 導 き 得 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー に 関 係 す る 病 態
生 理 学 的 経 路 を 解 明 す る 手 助 け と も な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 血 液 試 料 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 検 出 の 方 法 を 用 い る 。 こ の 方 法 は 、 ジ ス
フ ェ リ ン 核 酸 ま た は ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 用 い 得 る 。 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ
ド の 検 出 の た め の 血 液 試 料 （ 例 え ば 単 球 ） の 調 整 方 法 は 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
ジ ス フ ェ リ ン 核 酸
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 試 験 血 液 試 料 は RNAを 検 出 す る こ と に よ り 、 ジ ス フ
ェ リ ン 発 現 に つ い て ア ッ セ イ さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 様 々 な 方 法 は 、 ジ ス フ ェ リ ン 、 例
え ば 、 全 長 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 例 え ば 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク の 抗
原 性 断 片 を コ ー ド す る 、 単 離 ま た は 精 製 し た 核 酸 分 子 （ ま た は そ の 相 補 体 )、 な ら び に 、
例 え ば 極 め て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 ジ ス フ ェ リ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 お よ び ジ
ス フ ェ リ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号  XM 034329（ ヒ
ト mRNA)、 XM 010780（ ヒ ト mRNA)、 NM 003494（ ヒ ト mRNA)、 AF 075575（ ヒ ト mRNA)、 AJ 00
7973（ ヒ ト ゲ ノ ム DNA)、 お よ び AF 188290（ musmusculus mRNA） に 対 し て 特 定 の 度 合 い の
配 列 同 一 性 （ 例 え ば 、 少 な く と も お よ そ 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 91
％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は 99％ の 同 一 性 ） を も つ 核 酸 分 子
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 を 用 い る 。 ジ ス フ ェ リ ン cDNA配 列 は 、 WO 00/11157お よ び W
O 00/11016に 開 示 さ れ て お り 、 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 配 列 間 の 相 同 性 も し く は 配 列 同 一 性 （ こ れ ら の 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 相 互 に 用 い ら れ
る ） の 計 算 は 、 下 記 の よ う に 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は ２ つ の 核 酸 配 列 の 同 一 性 の 割 合 を 決 定 す る た め に こ れ ら の 配
列 は 、 最 適 の 比 較 目 的 に 対 し て 並 べ ら れ る （ 例 え ば 、 ギ ャ ッ プ 、 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト の
た め に 、 第 1お よ び 第 ２ の ア ミ ノ 酸 の １ つ ま た は 両 方 、 ま た は 核 酸 配 列 に 導 入 さ れ 得 、 非
相 同 配 列 は 比 較 目 的 に 対 し て 無 視 さ れ 得 る ） 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 比 較 目 的 に 対 し て 並
べ ら れ た 参 考 配 列 の 長 さ は 、 参 考 配 列 の 長 さ の 少 な く と も 30％ 、 例 え ば 、 少 な く と も 40％
、 少 な く と も 50％ 、 少 な く と も 60％ 、 ま た は 少 な く と も 70％ 、 80％ 、 90％ 、 も し く は 100
％ で あ る （ 例 え ば 、 ジ ス フ ェ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 第 ２ の 配 列 を 並 べ た 場 合 )。 次 い
で 、 ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が
比 較 さ れ る 。 第 １ の 配 列 に お け る 位 置 が 、 第 ２ の 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基
ま た は ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 め ら れ て い る 場 合 、 そ の 位 置 で の 分 子 は 同 一 で あ る （ 本 明 細
書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 「 同 一 性 」 は ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 「 相 同 性 」
と 同 意 義 で あ る )。 ２ 種 の 配 列 間 の 同 一 性 の 割 合 は 、 ２ 種 の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト
の た め 導 入 さ れ る 必 要 の あ る ギ ャ ッ プ の 数 お よ び 各 ギ ャ ッ プ の 長 さ を 配 慮 し た 、 配 列 に よ
り 共 有 さ れ た 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ２ つ の 配 列 間 の 配 列 の 比 較 お よ び 同 一 性 割 合 の 決 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 達
成 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 割 合 は 、 GCGソ フ
ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ イ ン タ ー ネ ッ ト www.gcg.comで 入 手 可 能 ） 内 の GAPプ ロ グ ラ ム に 組 み
込 ま れ て い る Needlemanお よ び Wunsch（ J. Mol. Biol. 48:444-453,1970） ア ル ゴ リ ズ ム を
用 い て 、 Blossum62マ ト リ ッ ク ス ま た は PAM250マ ト リ ッ ク ス の い ず れ か 、 な ら び に 、 16、 1
4、 12、 10、 8、 6ま た は 4の ギ ャ ッ プ ウ ェ ー ト お よ び 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6の 長 さ ウ ェ ー ト
を 用 い て 、 決 定 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 割
合 は 、 GCGソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ イ ン タ ー ネ ッ ト www.gcg.comで 入 手 可 能 ） 内 の GAPプ
ロ グ ラ ム を 用 い て 、 NWSgapdna.CMPマ ト リ ッ ク ス 、 な ら び に 、 40、 50、 60、 70ま た は 80の
ギ ャ ッ プ ウ ェ ー ト お よ び 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6の 長 さ ウ ェ ー ト を 用 い て 、 決 定 さ れ る 。 特
に 好 ま し い パ ラ メ ー タ ー の セ ッ ト （ お よ び 開 業 医 が 、 あ る 分 子 が 本 発 明 の 配 列 同 一 性 ま た
は 相 同 性 の 範 囲 内 か ど う か を 決 定 す る た め に 、 ど の パ ラ メ ー タ ー が 適 用 さ れ る べ き か に つ
い て 不 確 か な 場 合 に 、 使 わ れ る べ き パ ラ メ ー タ ー セ ッ ト )は 、 12の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 、 4
の ギ ャ ッ プ 延 長 ペ ナ ル テ ィ 、 お よ び 5の フ レ ー ム シ フ ト ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 有 す る Bloss
um 62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ２ つ の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 割 合 は 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ
ョ ン 2.0)に 組 み 込 ま れ て い る Meyersお よ び Miller（ CABIOS（ 1989） 4:11-17） の ア ル ゴ リ
ズ ム を 用 い て 、 PAM120ウ ェ ー ト 残 基 表 、 12の ギ ャ ッ プ 長 さ ペ ナ ル テ ィ お よ び 4の ギ ャ ッ プ
ペ ナ ル テ ィ を 用 い て 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」
と は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 の 条 件 を 説 明 し て い る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
は 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 Molecular Biology（ John Wileyと Sons, N.Y.(1989), 6.3.1-6
.3.6） の Current Protocols内 に 見 出 さ れ 得 る 。 水 溶 性 お よ び 非 水 溶 性 の 方 法 が こ の 参 考
文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 い ず れ も 使 用 さ れ 得 る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 の 一 例 は 、 約 45℃ で の 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） 中 で の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で 50℃ で の 0.2× SSC、 0.1％  SDS中 で の 1回 以 上 の 洗 浄 で あ る
。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 別 の 例 は 、 約 45℃ で の 6× 塩 化 ナ ト
リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で 55℃ で の 0.2
× SSC、 0.1％  SDS中 で の 1回 以 上 の 洗 浄 で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 の 更 な る 例 は 、 約 45℃ で の 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） 中 で
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で 60℃ で の 0.2× SSC、 0.1％  SDS中 で の 1回 以 上 の 洗 浄 で
あ る 。 一 般 的 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 約 45℃ で の 6×
塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で 65℃
で の 0.2× SSC、 0.1％  SDS中 で の 1回 以 上 の 洗 浄 で あ る 。 他 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 （ お
よ び 開 業 医 が 、 あ る 分 子 が 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 限 度 以 内 か ど う か を 決 定 す る
た め に 、 ど の 条 件 が 適 用 さ れ る べ き か に つ い て 不 確 か な 場 合 に 、 使 わ れ る べ き 条 件 ） は 、
65℃ で の 0.5 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 7％  SDS、 次 い で 65℃ で の 0.2× SSC、 0.1％  SDSで の 1回
以 上 の 洗 浄 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 多 く の 検 出 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 典 型
的 に 、 プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー は 、 単 離 さ れ た ま た は 精 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的 に 、 ジ ス フ ェ リ ン の セ ン ス も し く は ア ン チ セ ン ス 配 列
、 ま た は 、 天 然 に 存 在 す る ジ ス フ ェ リ ン 核 酸 配 列 の 対 立 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト も し く は 変 異
体 の 、 少 な く と も 約 7、 12ま た は 15、 好 ま し く は 約 20ま た は 25、 よ り 好 ま し く は 約 30、 35
、 40、 45、 50、 55、 60、 65ま た は 75の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 ジ ス フ ェ リ ン 配 列 の 選 択 さ れ た 領 域 を 増 幅 す る た め に 用 い ら れ 得 る 、 PCRに お け る 使 用
に 適 し た プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 の 特 定 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 こ の プ ラ イ マ ー は 、 少
な く と も 5、 10、 ま た は 50の 塩 基 対 長 で あ る べ き で あ り 、 ま た 、 一 般 的 に は 100よ り 少 な い
、 ま た は 200未 満 の 長 さ の 塩 基 対 長 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 有 用 な 核 酸 分 子 は 、 260、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、 1000ま た は 1100以
上 の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ジ ス フ
ェ リ ン 核 酸 分 子 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て ま た 有 用 で あ る も の は 、 対 立 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト （ 同 じ 遺 伝 子 座
)、 ホ モ ロ グ （ 異 な る 遺 伝 子 座 )、 お よ び オ ー ソ ロ グ （ 異 な る 生 物 ） な ど 天 然 に 存 在 す る 、
ま た は 、 天 然 に 存 在 し 得 な い 核 酸 分 子 で あ る 。 他 の 有 用 な バ リ ア ン ト と し て は 、 ジ ス フ ェ
リ ノ パ シ ー に 関 連 し た 突 然 変 異 を 含 む 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 の 例 は 、 例
え ば 、 WO 11157お よ び WO 11016に 見 出 さ れ 得 る 。 変 異 は コ ー ド 領 域 お よ び 非 コ ー ド 領 域 の
い ず れ か ま た は 両 方 に 起 こ り 得 る 。 こ の よ う な コ ー ド 領 域 に お け る 変 異 は 、 保 存 的 お よ び
非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 両 方 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン の 有 用 な 対 立 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト （ 例 え ば 、 抗 原 ま た は 参 照 タ ン パ ク 質 と
し て 有 用 で あ る も の ） は 、 機 能 的 お よ び 非 機 能 的 タ ン パ ク 質 の 両 方 を 含 む 。 機 能 的 な 対 立
遺 伝 子 の バ リ ア ン ト は 、 ジ ス フ ェ リ ン の 生 物 学 的 活 性 を 媒 介 す る 能 力 を 維 持 す る 集 団 の 範
囲 内 の ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 配 列 バ リ ア ン ト で あ る （ 例 え ば
、 対 立 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト を コ ー ド す る 配 列 に 対 す る 動 物 ホ モ 接 合 体 は 、 正 常 な 筋 肉 の 機
能 を 有 す る )。 機 能 的 な 対 立 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト は 、 典 型 的 に 、 ジ ス フ ェ リ ン 配 列 の １ つ
以 上 の ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 、 ま た は こ の タ ン パ ク 質 の 重 要 で な い 残 基 の 置 換 、 欠 失 ま た
は 挿 入 の み を 含 む 。 非 機 能 的 な 対 立 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト は 、 ジ ス フ ェ リ ン バ リ ア ン ト を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の ２ つ の コ ピ ー を 保 有 す る 動 物 に お い て 、 ジ ス フ ェ リ ン の 生 物 学 的 活 性 を
媒 介 す る 能 力 を 持 た な い ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 配 列 バ リ ア
ン ト で あ る （ す な わ ち 、 こ の 動 物 は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 発 症 す る )。 非 機 能 的 な 対 立 遺
伝 子 の バ リ ア ン ト は 、 典 型 的 に 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 非 保 存 的 置 換
、 欠 失 、 挿 入 も し く は 成 熟 前 切 断 、 ま た は 、 こ の タ ン パ ク 質 の 重 要 な 残 基 も し く は 重 要 な
領 域 に お け る 置 換 、 挿 入 も し く は 欠 失 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 し た 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換
さ れ た も の で あ る 。 類 似 し た 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー は 当 該 分 野 で 定 義 さ
れ て い る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー と し て は 、 塩 基 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ
ス チ ジ ン )、 酸 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 )、 非 荷 電 極 性 側 鎖 （ 例 え
ば 、 グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン
)、 非 極 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン )、 β 分 枝 状 側 鎖 （ 例 え ば 、 ス レ オ ニ ン 、 バ
リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン )、 お よ び 芳 香 族 側 鎖 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ
プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン )、 を 有 す る ア ミ ノ 酸 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
単 離 さ れ た ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド
　 単 離 さ れ た ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 （ 例 え ば 、 生 物 学 的 活 性 部 分 ） は 、
診 断 上 の ア ッ セ イ に お い て お よ び 治 療 組 成 物 の 調 製 に お い て 有 用 な 抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体 を
惹 起 す る 、 ま た は 試 験 す る （ ま た は よ り 一 般 的 に は 、 結 合 す る ） た め に 、 例 え ば 免 疫 原 ま
た は 抗 原 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 技 術
を 用 い て 、 細 胞 ま た は 組 織 供 給 源 よ り 単 離 さ れ 得 る 。 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は そ の
断 片 は 、 組 換 え DNA技 術 に よ り 生 成 さ れ る か 、 ま た は 化 学 合 成 さ れ 得 る 。 こ の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド が シ ス テ ム 天 然 の 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 に 存 在 す る の と 実 質 的
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に 同 じ 翻 訳 後 修 飾 を 生 る 系 （ 例 え ば 培 養 細 胞 ） に お い て 、 ま た は 、 天 然 の 細 胞 で 発 現 さ れ
る 場 合 に 存 在 す る 翻 訳 後 修 飾 （ 例 え ば グ リ コ シ ル 化 ま た は 切 断 ） の 変 化 も し く は 省 略 を 生
じ る 系 内 に お い て 、 発 現 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 有 用 な ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 既 知 の ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 配 列
と は 異 な り 得 る （ 例 え ば 、 そ の 中 の 残 基 の 少 な く と も １ つ の 、 し か し 15、 10ま た は 5つ 未
満 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 、 少 な く と も １ つ の 残 基 、 し か し 20％ 、 15％ 、 10％ ま た は 5％
未 満 異 な る )。 有 用 な タ ン パ ク 質 は 、 既 知 の ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 配 列 に 対 し 、 少 な く
と も 約 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ ま た は そ れ 以 上 が 同 一 で
あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体
　 ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 惹 起 さ れ た 抗 体 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 有
用 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 は 市 販 さ れ て い る か 、 ま た は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 方 法 を 用
い て 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体 は 、 診 断 的 に 用 い ら れ 得 、 ま た 、 治 療 用 途 に 有 用 で あ り 得 る 。 本 明
細 書 中 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 抗 体 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 ま た は そ の 免 疫
学 的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち 抗 原 結 合 部 分 を い う 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性
な 部 分 の 例 と し て は 、 抗 体 を ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ り 生 成 さ れ 得 る F(ab
） お よ び F(ab')2断 片 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 組 換 え （ 例 え ば 、 キ メ ラ ま た は ヒ ト 化
、 完 全 な ヒ ト 、 非 ヒ ト （ 例 え ば マ ウ ス ))、 ま た は 一 本 鎖 抗 体 で あ り 得 る 。 １ つ の 態 様 に お
い て 、 こ れ は エ フ ェ ク タ 機 能 を 有 し 、 補 体 を 固 定 し 得 る 。 こ の 抗 体 は 、 造 影 剤 に 結 合 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 全 長 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は ジ ス フ ェ リ ン の 抗 原 性 ペ プ チ ド 断 片 は 、 (ａ ） 本 発
明 の 特 定 の 態 様 に お い て 有 用 な 抗 体 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る か 、 ま た は 、 (ｂ ） 他
の 免 疫 原 （ 例 え ば 、 単 球 、 単 球 膜 調 製 物 な ど ） を 用 い て 作 製 さ れ た 抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体 を
同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 、 一 般 的 に タ ン パ ク 質 の 表 面 に 位
置 す る ジ ス フ ェ リ ン の 領 域 （ 例 え ば 、 親 水 性 の 領 域 )、 な ら び に 、 高 い 抗 原 性 を 有 す る 領
域 で あ る 。 例 え ば 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 配 列 の Emini表 面 可 能 性 分 析 は 、 ジ ス フ ェ リ
ン タ ン パ ク 質 表 面 に 局 在 す る 特 に 高 い 可 能 性 を 有 し 、 従 っ て 抗 体 生 産 を 標 的 に す る の に 有
用 な 表 面 残 基 を お そ ら く 構 成 す る 領 域 を 示 す た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の 抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体 は 、 一 本 鎖 抗 体 で あ り 得 る 。 一 本 鎖 抗 体 （ scFV） は 遺 伝 子 工 学
で 作 製 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Colcherら , 1999, Ann. N.Y. Acad. Sci. 880:263-80； お よ び
Reiter, 1996, Clin. Cancer Res. 2:245-52を 参 照 の こ と )。 一 本 鎖 抗 体 は 、 同 じ 標 的 ジ
ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 、 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 多 価 抗 体 を 生 成 す る
た め に 、 二 量 体 化 ま た は 多 量 体 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 抗 体 は Fcレ セ プ タ ー を 結 合 す る 能 力 が 低 い か 、 ま た は 無
く 、 例 え ば 、 ア イ ソ タ イ プ 、 サ ブ タ イ プ 、 断 片 、 ま た は 他 の 変 異 体 で あ り 、 こ れ は 、 Fcレ
セ プ タ ー に 結 合 す る こ と を サ ポ ー ト せ ず 、 例 え ば 、 突 然 変 異 を お こ し て い る 、 ま た は 欠 失
し て い る Fcレ セ プ タ ー 結 合 領 域 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体 （ 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
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体 ） は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 免 疫 沈 降 な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り 血
液 試 料 か ら ジ ス フ ェ リ ン を 単 離 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体 は 、 タ ン パ
ク 質 発 現 の 豊 富 さ （ す な わ ち 量 ） お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る た め に ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク
質 （ 例 え ば 、 細 胞 溶 解 物 ま た は 細 胞 上 清 に お け る ） を 検 出 す る た め に 用 い 得 る 。 例 え ば 、
ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 個 体 に お い て 、 抗 体 を 用 い て 血 液 試 料 中 で 検 出 可 能 な ジ ス フ
ェ リ ン の 量 は 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 さ な い 個 体 由 来 の 血 液 試 料 中 で 検 出 さ れ た 量 よ り
も 有 意 に 少 な い 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 個 体 由 来 の 血 液
試 料 中 で ジ ス フ ェ リ ン 免 疫 活 性 は 検 出 さ れ な い 。 抗 ジ ス フ ェ リ ン 抗 体 は 、 例 え ば 、 所 定 の
治 療 養 生 法 の 効 力 を 決 定 す る た め に 、 臨 床 試 験 手 順 の 一 部 と し て 血 液 中 （ 例 え ば 、 単 球 ）
の ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 量 を モ ニ タ ー す る た め に 、 診 断 的 に 用 い ら れ 得 る 。 検 出 は 、
検 出 可 能 な 基 質 に 抗 体 を 連 結 （ す な わ ち 物 理 的 に 連 結 ） す る （ す な わ ち 、 抗 体 標 識 ） こ と
に よ っ て 容 易 に な り 得 る 。 検 出 可 能 な 基 質 の 例 と し て は 、 様 々 な 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光
物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 お よ び 放 射 性 物 質 が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 酵 素 の 例 と し て
は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま
た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る ； 適 切 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 と し て は 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン が 挙 げ ら れ る ； 適 切 な 蛍 光 物 質 の 例 と
し て は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー
ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ ル 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク
質 （ GFP） 、 ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン が 挙 げ ら れ る ； 発 光 物 質 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル （ islum
inol） で あ る ； 生 物 発 光 物 質 の 例 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び エ ク
オ リ ン が 挙 げ ら れ る 、 適 切 な 放 射 性 物 質 の 例 と し て は 、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 ま た は 3 Hが 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
予 測 医 学
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 ア ッ セ イ お よ び 臨 床 試 験 の モ ニ タ リ ン グ が
、 予 後 （ 予 測 ） 目 的 の た め に 使 用 さ れ 、 そ れ に よ り 個 々 を 治 療 す る 、 予 測 医 学 の 分 野 に 関
す る 。 例 え ば 、 被 験 体 が 障 害 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の 危 険 が あ る （ す な わ ち 、 か か り や す
い ） か ど う か を 決 定 し 得 る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 障 害 は 、 ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 損 傷 、 ま た は 誤 発 現 と 関 連 が あ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 方 法
は 、 (例 え ば 、 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子 に お け る 欠 損 に よ る ） 血 液 中 の ジ ス フ ェ
リ ン 発 現 の 量 が 二 次 的 効 果 と な る 、 障 害 に お い て ジ ス フ ェ リ ン を モ ニ タ ー す る た め に も ま
た 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
診 断 お よ び 予 後 ア ッ セ イ
　 血 液 試 料 （ 例 え ば 、 単 球 ） に お け る ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 、 レ ベ ル
、 ま た は 非 存 在 は 、 試 験 被 験 体 （ 例 え ば 、 LGMDま た は MMと い っ た ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー と 推
測 さ れ る 個 体 ） 由 来 の 血 液 サ ン プ ル を 得 、 そ の 血 液 試 料 を 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た
は 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 （ 例 え ば 、 ジ ス フ ェ リ ン の 分 解 産 物 ） を コ
ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば mRNA） を 検 出 し 得 る 化 合 物 ま た は 薬 剤 と 接 触 さ せ 、 そ の 結 果 、 ジ ス
フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 が 血 液 試 料 に お い て 検 出 さ れ る こ と に よ り 評 価 さ れ
得 る 。 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル は 、 多 く の 方 法 （ 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン mR
NAを 測 定 す る こ と 、 ま た は 、 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ
ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） で 測 定 さ れ 得 る 。 こ の
よ う な 方 法 は 、 例 え ば 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 絶 対 的 な レ ベ ル ま た は 相 対 的 な レ ベ ル を 測
定 し 得 る 。 細 胞 内 の ジ ス フ ェ リ ン mRNAの レ ベ ル は 、 イ ン サ イ チ ュ お よ び イ ン ビ ト ロ の 形 式
の 両 方 に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 「 血 液 試 料 」 と は 、 全 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 特 定 の 細 胞 型 （ 例 え ば 単 球 ） に 対 し て 富
化 さ れ た 試 料 お よ び 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 を 高 め る た め に 処 理 さ れ て い る 血 球 を
含 む 試 料 を 含 む 。 一 般 に 、 血 液 試 料 は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 、 ま た は 有 す る こ と が
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推 測 さ れ る 、 個 体 由 来 で あ る 。 こ の 試 料 は ま た 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 傾 向 が あ る
こ と 、 ま た は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー に 関 連 し た ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 を 有 す る こ と が 推 測 さ れ
る 個 体 （ す な わ ち 、 個 体 は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー に 対 す る キ ャ リ ア で あ る ） 由 来 で も あ り 得
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン mRNAは 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は サ ザ ン も し く は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 分 析 、 お よ び プ ロ ー ブ ア レ イ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 増 幅 ア ッ セ イ に お い
て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の mRNAは 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 単 離 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 細 胞
（ 例 え ば 、 血 球 ） 由 来 の polyA+ RNAが 、 こ の よ う な ア ッ セ イ の た め に 使 用 さ れ る 。 こ の RN
Aは 全 血 液 試 料 ま た は 特 定 の 細 胞 型 （ 例 え ば 、 単 球 ） に 対 し て 富 化 さ れ た 試 料 か ら 単 離 さ
れ 得 る 。 mRNAレ ベ ル の 検 出 の た め の １ つ の 診 断 方 法 は 、 単 離 さ れ た mRNAを 目 的 の mRNAに ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る 核 酸 分 子 （ プ ロ ー ブ ） と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 。 こ の 核 酸 プ ロ ー ブ は
、 例 え ば 、 全 長 、 一 本 鎖 ア ン チ セ ン ス ジ ス フ ェ リ ン 核 酸 （ 例 え ば Genbank ア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 、 XM 034329（ ヒ ト mRNA)、 XM 010780（ ヒ ト mRNA)、 NM 003494（ ヒ ト mRNA)、 AF 07557
5（ ヒ ト mRNA)、 AJ 007973（ ヒ ト ゲ ノ ム DNA)、 お よ び AF 188290（ musmusculus mRNA） の う
ち の い ず れ か １ つ の 核 酸 )、 ま た は そ の 部 分 （ 例 え ば 、 少 な く と も 15、 30、 50、 100、 250
ま た は 500ヌ ク レ オ チ ド 長 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ジ ス フ ェ リ ン mRNAに ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る た め に 十 分 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） で あ る 。
本 発 明 に お け る 使 用 の た め の 他 の 適 切 な プ ロ ー ブ と し て は 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 １ つ の 形 式 に お い て 、 例 え ば 単 離 さ れ た mRNAを ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お い て 泳 動 し 、 こ の mR
NAを ゲ ル か ら メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ） に 転 写 す る こ と に よ り 、 mRNA（ ま
た は cDNA） が 表 面 に 固 定 さ れ 、 プ ロ ー ブ と 接 触 す る 。 代 替 の 形 式 に お い て 、 例 え ば 、 二 次
元 遺 伝 子 チ ッ プ ア レ イ に お い て 、 プ ロ ー ブ が 表 面 に 固 定 さ れ 、 mRNA（ ま た は cDNA） は プ ロ
ー ブ と 接 触 す る 。 当 業 者 は 、 公 知 の mRNA検 出 方 法 を 、 血 液 試 料 に お け る ジ ス フ ェ リ ン mRNA
の レ ベ ル を 検 出 す る 際 の 使 用 の た め に 適 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 試 料 内 の ジ ス フ ェ リ ン mRNAの レ ベ ル は 、 例 え ば RT-PCR（ Mullis,米 国 特 許 第 4,683,202号
)、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Barany, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193)、 自 己
継 続 的 な （ self-sustained） 配 列 複 製 (Guatelliら , 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
87:1874-1878)、 転 写 増 幅 系 （ Kwohら , 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177
)、 Q-β レ プ リ カ ー ゼ （ Lizardiら , 1988, Bio/Technology 6:1197)、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル
複 製 （ Lizardiら ,米 国 特 許 第 5,854,033号 ） ま た は 他 の 核 酸 増 幅 方 法 の い ず れ か に よ る 核
酸 増 幅 、 そ れ に 引 き 続 く 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 技 術 を 用 い た 増 幅 分 子 の 検 出 で 評 価 さ れ
得 る 。 適 切 な 条 件 下 お よ び 適 切 な 試 薬 を 用 い て 、 こ の よ う な プ ラ イ マ ー は プ ラ イ マ ー 間 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 の 増 幅 を 可 能 に す る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー の 例 は 、 WO
 00/11157お よ び WO 11016に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 イ ン サ イ チ ュ 方 法 の た め に 、 血 液 試 料 は 調 製 さ れ /処 理 さ れ 、 お よ び 支 持 体 、 典 型 的 に
は ス ラ イ ド ガ ラ ス の 上 に 固 定 さ れ 得 、 次 い で 、 ジ ス フ ェ リ ン mRNAに 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し 得 る プ ロ ー ブ と 接 触 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 さ ら に 対 照 試 料 を ジ ス フ ェ リ ン mRNAも し く は cDNAを 検
出 し 得 る 化 合 物 ま た は 薬 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、 対 照 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン mRNAま
た は cDNAの 存 在 と 試 験 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン mRNAま た は cDNAの 存 在 を 比 較 す る 工 程 を 含 む
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 多 様 な 方 法 が 、 ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 ま た は 試 料 中 に 存 在 す る
ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 量 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の い く つ か の 局 面 に
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お い て 、 参 考 と 比 較 し た 試 験 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 決 定 さ れ る 。
参 考 は 、 前 も っ て 決 定 さ れ た 標 準 量 ま た は 試 験 試 料 と 同 時 に 評 価 さ れ る 試 料 （ 例 え ば 、 対
照 ） で あ り 得 る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 方 法 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 評 価 す る た
め に 、 抗 体 な ど 選 択 的 に タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 薬 剤 を 、 血 液 試 料 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む
。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 保 有 す る 。 抗 体 は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 、 ま た は よ り 好 ま し く は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 得 る 。 イ ン タ ク ト な 抗 体 ま た は
そ の 断 片 （ た と え は 、 Fab ま た は F(ab')2） が 使 用 さ れ 得 る 。 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 関 し
て 、 用 語 「 標 識 さ れ た 」 と は 、 検 出 可 能 な 基 質 を そ の プ ロ ー ブ も し く は 抗 体 に 結 合 （ す な
わ ち 、 物 理 的 に 連 結 ） す る こ と に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 直 接 標 識 、 な ら び に 検 出 可 能
な 基 質 と の 反 応 性 に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 間 接 標 識 を 含 む と 意 図 さ れ る 。 検 出 可 能 な
基 質 の 例 は 、 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 検 出 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に
使 用 さ れ 得 る 。 血 液 試 料 中 に 存 在 す る ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の イ ン ビ ト ロ
技 術 と し て は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA)、 免 疫 沈 降 、 免 疫 蛍 光 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ EIA)
、 放 射 性 免 疫 測 定 （ RIA)、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 方 法 は さ ら に 、 対 照 試 料 を 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 を 検 出 し 得 る 化 合 物 ま た は 薬
剤 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 対 照 試 料 に お け る ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 試 験 試
料 中 の ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 存 在 と 比 較 す る 工 程 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 生 物 学 的 試 料 中 の 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は （ of） mRNAの 存 在 を
検 出 す る た め の キ ッ ト を 含 む 。 例 え ば 、 こ の キ ッ ト は 生 物 学 的 試 料 に お け る ジ ス フ ェ リ ン
タ ン パ ク 質 も し く は mRNAを 検 出 し 得 る 化 合 物 ま た は 薬 剤 、 お よ び 任 意 に 標 準 を 含 む 。 こ の
化 合 物 ま た は 薬 剤 は 適 切 な 容 器 内 に 梱 包 さ れ 得 る 。 こ の キ ッ ト は さ ら に 、 血 球 中 の ジ ス フ
ェ リ ン タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 み
得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 体 ベ ー ス の キ ッ ト に 関 し て 、 こ の キ ッ ト は ： (１ ） ジ ス フ ェ リ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
す る 一 次 抗 体 （ 例 え ば 、 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ た )； お よ び 任 意 に (２ ） ジ ス フ ェ リ ン ま た
は 一 次 抗 体 の い ず れ か に 結 合 し 、 検 出 可 能 な 薬 剤 に 結 合 体 化 さ れ た 二 次 の 、 異 な る 抗 体 を
含 み 得 る 。 任 意 に 、 こ の キ ッ ト は ま た 、 血 液 試 料 を 含 む の に 適 切 な バ イ ア ル お よ び 本 発 明
の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ベ ー ス の キ ッ ト に 関 し て 、 こ の キ ッ ト は ： (１ ） ジ ス フ ェ リ ン mRNA
に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は （ ２ ） ジ ス フ ェ リ ン mRNAに 対 応 す る 核 酸 分 子 を 増 幅 す る た め に 有 用
な 一 対 の プ ラ イ マ ー を 含 み 得 る 。 こ の キ ッ ト は ま た 、 緩 衝 剤 、 防 腐 剤 、 ま た は タ ン パ ク 質
安 定 剤 の 少 な く と も １ つ を 含 み 得 る 。 こ の キ ッ ト は ま た 、 検 出 可 能 な 薬 剤 を 検 出 す る た め
に 必 要 な 成 分 （ 例 え ば 、 酵 素 ま た は 基 質 ） を 含 み 得 る 。 こ の キ ッ ト は ま た 、 対 照 試 料 （ 例
え ば 、 ポ ジ テ ィ ブ ま た は ネ ガ テ ィ ブ 対 照 試 料 )、 ま た は ア ッ セ イ さ れ 試 験 試 料 と 比 較 さ れ
得 る 一 連 の 対 照 試 料 を 含 み 得 る 。 キ ッ ト の 各 成 分 は 別 々 の 容 器 内 に 封 入 さ れ 得 、 各 種 容 器
の 全 て は 、 こ の キ ッ ト を 使 用 し て 実 行 さ れ た ア ッ セ イ の 結 果 を 判 断 す る た め の 使 用 説 明 書
と 共 に 、 単 独 の 梱 包 内 に あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 診 断 方 法 は 、 誤 発 現 、 異 常 な も し く は 所 望 で な い ジ ス フ ェ リ ン
発 現 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 障 害 を 、 有 す る あ る い は 発 症 す る 危 険 性 の あ る 被 験 体 を 同 定 し
得 る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 予 後 ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 被 験 体 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の
症 状 を 発 症 し そ う か ど う か 、 ま た は 被 験 体 が 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 治 療 す る た め に 薬 剤
（ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸
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、 低 分 子 、 ま た は 他 の 薬 物 候 補 物 ） を 投 与 さ れ 得 る か ど う か を 決 定 し 得 る 。 例 え ば こ の よ
う な 方 法 を 使 用 し て 、 被 験 者 が ジ ス フ ェ リ ン 発 現 ま た は 活 性 を 増 加 さ せ る 薬 剤 で 効 果 的 に
治 療 さ れ 得 る か ど う か を 決 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 的 変 化 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 変
化 し た 遺 伝 子 を 持 つ 被 験 体 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 発 症 す る 危 険 性 が あ る か ど う か を 決 定
す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 は 、 被 験 体 由 来 の 試 料 中 に お い て 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAの 完 全 性 に 影 響 す る も し く は ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 の 誤 発 現 を 引 き
起 こ す 変 化 の 少 な く と も １ つ に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 遺 伝 的 変 化 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検
出 す る 工 程 を 含 む 。 例 え ば 、 こ の よ う な 遺 伝 的 変 化 は 、 １ ） ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 の mRNA転
写 産 物 の レ ベ ル に お け る 変 化 、 ２ ） ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 の mRNA転 写 産 物 の 非 野 生 型 ス プ ラ
イ シ ン グ パ タ ー ン の 存 在 、 ３ ） ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 非 野 生 型 レ ベ ル 、 ４ ） ジ ス フ ェ
リ ン タ ン パ ク 質 の 不 適 切 な 翻 訳 後 修 飾 、 お よ び  ５ ） ジ ス フ ェ リ ン 転 写 産 物 の 配 列 に お け
る 変 化 、 の 少 な く と も １ つ の 存 在 を 確 認 す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 方 法 は
当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン mRNAの 配 列 に お け る 変 化 は 、 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 に お い て 点 突 然 変 異 を 検
出 す る た め に 特 に 有 用 で あ り 得 る ア ン カ ー PCRも し く は RACE-PCRな ど の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 、 ま た は 代 替 と し て ラ イ ゲ ー シ ョ ン 連 鎖 反 応 （ LCR） に お い て 、 プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー
を 用 い ず 検 出 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 は 、 被 験 体 由 来 の 血 球 の 試 料 を 回 収 す る 工 程 、 試 料 か ら
polyA+ RNA（ mRNA） を 単 離 す る 工 程 、 mRNAを 、 (存 在 す る 場 合 ） ジ ス フ ェ リ ン 配 列 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 増 幅 が 起 こ る よ う な 条 件 下 で ジ ス フ ェ リ ン 核 酸 配 列 に 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る １ つ 以 上 の プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 増 幅 産 物 の 存 在 ま た は 非
存 在 を 検 出 す る 工 程 、 ま た は 増 幅 産 物 の サ イ ズ を 検 出 し 対 照 試 料 と 長 さ を 比 較 す る 工 程 を
含 み 得 る 。 PCRお よ び /ま た は LCRは 、 WO 11157お よ び WO 11016に 記 載 さ れ て い る よ う な ジ
ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る い ず れ か の 技 術 と 共 に 、
予 備 的 な 増 幅 工 程 と し て 使 用 さ れ る こ と が 所 望 さ れ 得 る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 代 替 の 増 幅 方 法 は 、 以 下 を 含 む  : 自 己 継 続 的 な 配 列 複 製 （ Guatelliら , 1990, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878)、 転 写 増 幅 系 （ Kwohら , 1989, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 86:1173-1177)、 Q-β レ プ リ カ ー ゼ （ Lizardiら , 1988, Bio-Technology 6:1197)
お よ び 他 の 核 酸 増 幅 方 法 、 次 い で 当 業 者 に 公 知 で あ る 技 術 を 用 い た 増 幅 さ れ た 分 子 の 検 出
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 血 球 中 の ジ ス フ ェ リ ン mRNAに お け る 突 然 変 異 は 、 リ ボ ザ イ ム 切 断 パ
タ ー ン に お け る 変 化 を 検 出 す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 方 法 に お い て 、 配 列
特 異 的 な リ ボ ザ イ ム （ 例 え ば 米 国 特 許 第  5,798,531号 を 参 照 の こ と ） は 、 リ ボ ザ イ ム 切 断
部 位 の 発 生 ま た は 損 失 に よ る 特 異 的 突 然 変 異 の 存 在 を 記 録 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 あ る
い は 、 デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 ジ ス フ ェ リ ン に お け る 遺 伝 的 突 然 変 異 は 、 血 球 か ら 得 ら れ た mRNA試
料 （ ま た は cDNA） を プ ロ ー ブ 核 酸 、 例 え ば DNAま た は RNA、 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と に よ り 、 例 え ば 二 次 元 ア レ イ 、 ま た は 、 例 え ば チ ッ プ ベ ー ス の ア レ イ に よ り 、 同 定 さ れ
得 る 。 こ の よ う な ア レ イ は 複 数 の ア ド レ ス を 含 み 、 そ れ ぞ れ は 他 と 位 置 的 に 区 別 で き る 。
異 な る プ ロ ー ブ は 複 数 の 各 ア ド レ ス に 位 置 す る 。 こ の ア レ イ は 高 い 密 度 の ア ド レ ス を 有 し
得 る 、 例 え ば 、 数 百 の ま た は 数 千 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 み 得 る （ Croninら , 
1996, Human Mutation 7:244-255； Kozalら , 1996, Nature Medicine 2:753-759)。 例 え
ば 、 ジ ス フ ェ リ ン mRNAに お け る 突 然 変 異 は 、 Cloninら , 前 出 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 発
光 DNAプ ロ ー ブ を 含 む ２ 次 元 ア レ イ に お い て 同 定 さ れ 得 る 。 端 的 に い え ば 、 プ ロ ー ブ の 一
次 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ を 使 用 し て 、 連 続 的 な 重 複 し た プ ロ ー ブ の 直 線 状 ア レ イ
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を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 配 列 間 の 塩 基 変 化 を 同 定 す る た め 、 試 料 お よ び 対 照 中 の RNAの
長 い 伸 長 の 端 か ら 端 ま で 走 査 し 得 る 。 こ の 工 程 は 点 突 然 変 異 の 同 定 を 可 能 に す る 。 こ の 工
程 は 、 検 出 さ れ る 全 て の バ リ ア ン ト ま た は 変 異 体 に 対 し て 相 補 的 な 、 よ り 小 さ く 特 殊 化 し
た プ ロ ー ブ ア レ イ を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 特 異 的 な 突 然 変 異 の 特 徴 付 け を 可 能 に す る 二
次 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ の 前 で あ る 。 そ れ ぞ れ の 二 次 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア
レ イ は 、 野 生 型 遺 伝 子 と 相 補 的 な も の お よ び 変 異 体 遺 伝 子 と 相 補 的 な も う 一 方 の 、 並 行 な
プ ロ ー ブ の セ ッ ト で 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 他 の 方 法 と し て は 、 ジ ス フ ェ リ
ノ パ シ ー を 有 す る と 推 測 さ れ る 個 体 由 来 の 血 液 試 料 よ り 得 ら れ た mRNAを 用 い て 、 切 断 薬 剤
か ら の 保 護 が RNA/RNAま た は RNA/DNAへ テ ロ 二 量 体 （ Myersら , 1985, Science 230:1242； C
ottonら , 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4397； Saleebaら , 1992, Methods Enzy
mol. 217:286-295） に お け る ミ ス マ ッ チ の 塩 基 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 方 法 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 こ の ミ ス マ ッ チ 切 断 反 応 は 、 血 球 の 試 料 よ り 得 ら れ た ジ ス フ ェ
リ ン cDNAに お け る 点 突 然 変 異 の 検 出 お よ び マ ッ ピ ン グ の た め の 規 定 さ れ た 系 に お い て 、 二
本 鎖 DNAに お け る ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 を 認 識 す る １ つ 以 上 の 酵 素 （ 従 っ て 「 DNAミ ス マ ッ チ 修
復 」 酵 素 と 呼 ば れ る ） を 使 用 す る 。 例 え ば 、 E.Coliの mutY酵 素 は G/Aミ ス マ ッ チ に お い て A
を 切 断 し 、 HeLa細 胞 由 来 の チ ミ ジ ン DNAグ リ コ シ ラ ー ゼ は G/Tミ ス マ ッ チ に お い て Tを 切 断
す る （ Hsuら , 1994, Carcinogenesis 15:1657-1662； 米 国 特 許 第 5,459,039号 )。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 点 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 他 の 技 術 の 例 と し て は 、 例 え ば 血 液 試 料 よ り 生 成 さ れ た cD
NAを 使 用 し た 、 選 択 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 選 択 的 増 幅 、 ま た は
選 択 的 プ ラ イ マ ー 伸 長 （ Saikiら , 1986, Nature 324:163； Saikiら , 1989, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 86:6230） が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 あ る い は 、 選 択 的 PCR
増 幅 に 依 存 す る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 技 術 が 、 本 発 明 と 共 に 使 用 さ れ 得 る 。 血 球 に お い て
発 現 さ れ た ジ ス フ ェ リ ン 配 列 の 特 異 的 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 分 子 の 中 心 に お い て （ ゆ え に 増 幅 は デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に 依 存 す る ） (Gibbsら , 1989, Nucleic Acids Res. 17:2437-2448)、 ま た は 適 切 な
条 件 下 で 、 ミ ス マ ッ チ が ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 を 防 ぎ も し く は 減 少 し 得 る 一 つ の プ ラ イ マ ー の
極 度 な 3'末 端 に お い て （ Prossner, 1993, Tibtech 11:238)、 目 的 の 突 然 変 異 を 有 し 得 る
。 特 定 の 態 様 に お い て 、 増 幅 は ま た 、 増 幅 の た め の Taqリ ガ ー ゼ を 用 い て 実 行 さ れ 得 る と
予 想 さ れ る （ Barany, 1991, Proc. Natl. Acad. SciUSA 88:189)。 こ の よ う な 場 合 に お い
て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 5'側 配 列 の 3'末 端 に お い て 完 全 な 適 合 が あ る 場 合 に の み お こ り 、 増
幅 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 探 す こ と に よ り 、 特 異 的 部 位 に お け る 公 知 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検
出 す る こ と を 可 能 に し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 異 的 な ジ ス フ ェ リ ン 突 然 変 異 の 同 定 は ま た 、 薬 理 ゲ ノ ム 科 学 の 用 途 に お い て 有 用 で あ
り 得 る 。 例 え ば 、 特 定 の ジ ス フ ェ リ ン 突 然 変 異 、 ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の レ ベ ル 、 ま た は ジ ス
フ ェ リ ン 発 現 の パ タ ー ン は ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 治 療 す る た め の 治 療 介 入 に 対 す る 特 異 的
な 応 答 に 関 連 し 得 る 。 従 っ て 、 ジ ス フ ェ リ ン の 突 然 変 異 、 発 現 の レ ベ ル 、 ま た は 発 現 の パ
タ ー ン の 同 定 は 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る 個 体 に 対 す る 治 療 養 生 法 の 調 整 の た め に 有
用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 は 例 え ば 、 例 え ば ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 に 関 連 す る 疾 患 の 症
状 ま た は 家 系 病 歴 を 示 す 患 者 を 診 断 す る た め の 臨 床 設 定 に お い て 便 利 に 使 用 さ れ 得 る 、 本
明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 少 な く と も １ つ の プ ロ ー ブ 核 酸 ま た は 抗 体 試 薬 を 含 む 前 も っ て 梱 包
さ れ た 診 断 キ ッ ト を 利 用 す る こ と に よ り 、 実 行 さ れ 得 る 。
【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ７ ０ 】
実 施 例 １ ： 材 料 お よ び 方 法
ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 発 現 の 検 出
　 Qiagen製 QIAampblood mini kitを 用 い て 、 製 品 使 用 説 明 書 に 従 い 、 総 RNAを 全 血 よ り 単
離 し た 。 お よ そ 10igの 総 RNAを 1％  ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル に お い て 分 画 し 、 Hybond T M  N+メ
ン ブ レ ン （ Amersham） に 転 写 し た 。 Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF 075575に お け る ジ ス フ
ェ リ ン cDNA配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 5364-5732に 対 応 す る 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 標 準 の プ ロ
ト コ ル に 従 い 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 65℃ で 実 行 し た 。 メ ン ブ レ ン を 65℃ で 2× SSC、
0.1％  SDS中 で 15分 間 洗 浄 し 、 次 い で 1× SSC、 0.1％  SDSお よ び 0.2× SSC、 0.1％  SDS中 で 1
5分 間 、 そ れ ぞ れ 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 試 験 血 液 試 料 中 の ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 発 現 を 検 出 す る た め に こ の よ う な 方 法 を 使 用 し 得
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 の 単 離 と 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析
　 製 品 使 用 説 明 書 （ Amersham） に 従 い 、 Ficoll T M -Paque勾 配 遠 心 分 離 に よ り 、 末 梢 血 単 核
細 胞 （ PBMC;単 球 ） を 、 患 者 お よ び 健 常 対 照 の 全 血 よ り 単 離 し た 。 PBMCを リ ン 酸 緩 衝 生 理
食 塩 水 （ PBS） 中 で 2回 洗 浄 し 、 10倍 容 量 の タ ン パ ク 質 抽 出 バ ッ フ ァ ー 、 M-PER（ Pierce, R
ockford, IL） 中 で 溶 解 し た 。 こ の 試 料 を 遠 心 （ 約 18,000× gで 10分 間 ） し 、 細 胞 残 屑 を ペ
レ ッ ト 化 し 、 上 清 を ジ ス フ ェ リ ン の SDS-PAGE分 析 の た め に 使 用 し た 。 お よ そ 20μ gの タ ン
パ ク 質 を 、 4～ 15％ の 勾 配 SDS-PAGEゲ ル に お い て 分 離 し た 。 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 、 １ 次
抗 ジ ス フ ェ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ NCL-Hamlet, Novacastra, UKか ら 得 た ） を 1:300希
釈 で 用 い て 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 実 行 し た 。 免 疫 反 応 性 結 合 を 、 ECL chemiluminescenc
e system（ Amersham） を 用 い て 検 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
CD14-ポ ジ テ ィ ブ お よ び -ネ ガ テ ィ ブ 細 胞 集 合 へ の PBMCの 分 離
　 ど の 血 球 型 が ジ ス フ ェ リ ン を 発 現 す る か を 決 定 す る 実 験 の た め 、 CD14(+)お よ び CD14(-)
血 球 を 分 離 し た 。 PBMC（ お よ そ 10７ 細 胞 ） を 20μ lの CD14抗 体 コ ー テ ィ ン グ マ イ ク ロ ビ ー
ズ と 混 合 し 、 6～ 12℃ で 30分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 結 合 細 胞 を 、 過 剰 の PBSバ ッ フ ァ
ー 中 で 細 胞 を 洗 浄 し 、 次 い で 300× gで 10分 間 遠 心 す る こ と に よ り 取 り 除 い た 。 こ の 細 胞 ペ
レ ッ ト を 、 製 品 使 用 説 明 書 に 従 っ た MACS（ 磁 性 細 胞 選 別 /分 離 ） 装 置  Milteny Biotec, Ge
rmany） に お け る 分 離 前 に 、 2× 10 8  細 胞 /mlの 濃 度 に な る よ う に PBS中 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
免 疫 細 胞 化 学
　 免 疫 細 胞 化 学 を 使 用 し 、 血 球 中 の ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 発 現 を ア ッ セ イ し た 。 PBMCを
、 Cytospin t m （ Shandon,UK） 遠 心 分 離 機 を 用 い て 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に か け た 。 こ の 細 胞 を
次 い で 、 氷 上 に お い て 10分 間 、 ア セ ト ン 中 で 固 定 し た 。 免 疫 細 胞 化 学 の た め に 、 こ の ス ラ
イ ド を 0.5％  BSAお よ び 5％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を 含 む PBS（ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） 中 で プ レ イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 切 片 を 次 い で 室 温 で 一 時 間 、 5％ 正 常 血 清 を 含 む PBSに 1:20に 希 釈
し た NCL-Hamlet（ Novacastra, UK） と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の ス ラ イ ド を 次 い で PBS中
で 2回 （ 各 5分 ） 洗 浄 し た 。 抗 体 の 検 出 を 、 標 準 技 術 を 用 い て 行 な っ た 。 洗 浄 し た ス ラ イ ド
を 、 製 品 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 二 次 抗 体 （ Jackson Immu
noresearch, PA） 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ス ラ イ ド を ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ diaminobenzi
dine） 使 用 お よ び ABC染 色 キ ッ ト （ Vector labs, CA） 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り
可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 施 例 ２ ： 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 検 出
　 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の た め の 非 筋 肉 診 断 ア ッ セ イ を 展 開 す る た め の 最 初 の 工 程 と し て 、
健 常 個 体 の 血 球 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 発 現 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 試 験 し た
。 ジ ス フ ェ リ ン 転 写 産 物 に 対 応 す る 、 弱 い が 明 確 な 約 7.5 kbの バ ン ド を 、 末 梢 血 球 お よ び
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骨 格 筋 か ら 単 離 し た 総 RNAに お い て 検 出 し た （ 図 １ Ａ )。 1レ ー ン あ た り お よ そ 10μ gの RNA
を 積 載 し た 。 お よ そ 4.5 kbお よ び 2.0 kb、 よ り 小 さ い 転 写 産 物 を も ま た 、 末 梢 血 球 に お い
て 検 出 し 、 組 織 特 異 的 な ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 存 在 を 示 唆 す る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 血
球 中 に ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 発 現 が あ る こ と を 実 証 す る 。 従 っ て ジ ス フ ェ リ ン 発 現 を ア ッ セ
イ す る 方 法 と し て 、 例 え ば 個 体 が ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー を 有 す る か ど う か を 決 定 す る た め 、
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 血 球 に お い て ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 白 血
球 （ WBC)、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC)、 脳 お よ び 骨 格 筋 由 来 の 総 タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト を 、 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 抗 ジ ス フ ェ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ NCL-Hamlet
） を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 に 対 応 す る お よ そ 230 kDaの 顕
著 な バ ン ド を 、 PBMC、 骨 格 筋 、 お よ び 脳 で 検 出 し た が 、 試 料 に お け る 総 WBCタ ン パ ク 質 で
は 検 出 し な か っ た 。 PBMCお よ び WBC試 料 は ２ つ の 関 連 の な い 、 健 常 個 体 由 来 で あ っ た （ 図
１ Ｂ )。 PBMCは 主 に リ ン パ 球 お よ び 単 球 か ら 成 る の で 、 こ の 結 果 は こ れ ら の 細 胞 型 に お い
て ジ ス フ ェ リ ン が 発 現 す る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質
が 少 な く と も 血 球 の 部 分 集 合 に お い て 発 現 す る こ と を 実 証 す る 。 ジ ス フ ェ リ ン の た め の 免
疫 細 胞 化 学 ベ ー ス ア ッ セ イ に お い て 、 ア ッ セ イ の 感 度 を 増 加 す る た め に 、 PBMC（ 単 球 ） に
対 し て 富 化 さ れ て い る 血 液 試 料 を 使 用 す る こ と が 一 般 的 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 ３ ： PBMCに お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 免 疫 細 胞 化 学 分 析
　 ジ ス フ ェ リ ン を 発 現 す る 細 胞 型 を 更 に 規 定 す る た め に 、 PBMCを CD14抗 体 で コ ー テ ィ ン グ
し た 磁 性 ビ ー ズ を 用 い て CD14-ポ ジ テ ィ ブ お よ び -ネ ガ テ ィ ブ 細 胞 に 分 離 し た 。 CD14は 単 球
の 特 異 的 マ ー カ ー で あ る の で 、 こ の ア プ ロ ー チ は PBMCに お け る 二 つ の 主 要 な 細 胞 型 を 識 別
す る 。 図 １ Ｃ お よ び Ｄ に 示 さ れ る 通 り 、 免 疫 細 胞 化 学 分 析 は CD14(+)細 胞 に お け る ジ ス フ
ェ リ ン 染 色 を 示 し た が 、 CD(-)細 胞 に お い て は 示 さ な か っ た 。 こ の 結 果 を 、 ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に よ り に よ り 確 認 し た （ 図 １ Ｅ )。 ま と め る と 、 こ れ ら の 知 見 は 、 血 液 に お け
る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 は 主 に 単 球 に お い て で あ る こ と を 示 す 。 単 球 は 総 WBCの 3～ 7％ の み を
構 成 し 、 そ の 結 果 ジ ス フ ェ リ ン は WBCに お け る 総 タ ン パ ク 質 の 比 較 的 少 量 を 構 成 す る の で
、 WBCに お け る 検 出 可 能 な ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 発 現 の 欠 如 が お こ り や す い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
実 施 例 ４ ： PBMCに お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 診 断 用 途
　 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー の た め の 血 液 ベ ー ス 診 断 ア ッ セ イ の 正 確 性 を 評 価 す る た め に 、 LGMD
 2Bま た は MMと 診 断 さ れ て い た 12人 の 患 者 に お け る PBMCお よ び 骨 格 筋 に お け る ジ ス フ ェ リ
ン 発 現 の 比 較 を 行 っ た 。 患 者 に つ い て の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 骨 格 筋 に お け
る ジ ス フ ェ リ ン 欠 損 を 確 認 し た 。 PBMCの 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 対 照 に お い て ジ ス フ ェ リ ン
反 応 性 を 示 し た （ 試 験 し た 6人 中 6人 ） が 、 患 者 か ら 得 ら れ た 12の 血 液 試 料 の い ず れ に お い
て も 、 ジ ス フ ェ リ ン を 検 出 せ ず （ 図 ２ 、 表 １ )、 PBMCお よ び 骨 格 筋 に お け る ジ ス フ ェ リ ン
発 現 間 に 優 れ た 相 関 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ジ ス フ ェ リ ノ パ シ ー
を 診 断 す る た め に 血 液 ベ ー ス ア ッ セ イ を 使 用 し 得 る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 常 に 速 や か に 試 料 を 処 理 し 得 な い の で 、 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 安 定 性 に お け る 血 液
試 料 の 遅 延 し た 処 理 の 影 響 を ま た 、 上 記 し た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て 試 験 し た 。 抜
き 取 り 36時 間 以 内 に 処 理 さ れ た 血 液 試 料 は ジ ス フ ェ リ ン 分 解 の 証 拠 を 示 さ な か っ た が 、 一
方 、 48時 間 放 置 し た 試 料 に お い て は 軽 微 な 分 解 を 観 察 し 得 る （ 図 ２ )。 24時 間 以 上 放 置 し
た 対 照 試 料 に お い て 約 55 kDaの 低 い バ ン ド を 検 出 し た が 、 6時 間 経 っ た 試 料 に お い て は 検
出 し な か っ た （ 図 ２ )。 こ れ は 、 対 象 の み に 存 在 す る が 、 患 者 試 料 に お い て は 存 在 し な い
の で 、 55 kDaの タ ン パ ク 質 が 部 分 的 に 分 解 さ れ た ジ ス フ ェ リ ン 産 物 で あ る こ と を 示 唆 す る
。 一 般 的 に 、 ジ ス フ ェ リ ン 欠 損 の 診 断 指 標 と し て 全 長 ジ ス フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 を 使 用 す る
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 本 発 明 の 多 数 の 態 様 を 記 載 し て い る 。 そ れ で も な お 、 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱
す る こ と 無 く 、 様 々 な 変 更 が さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。 従 っ て 、 他 の 態 様 は 以 下 の 特 許
請 求 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 表 １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Ａ は 、 ジ ス フ ェ リ ン cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 5364-5732に 対 応 す る プ ロ ー ブ を
用 い た 、 正 常 個 体 由 来 の 末 梢 血 単 核 細 胞 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 示 す ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Ｂ は 、 NCL-Hamletモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 複 数 の 組 織 に お け る ジ ス
フ ェ リ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 に は
、 マ ウ ス お よ び ヒ ト 由 来 の 骨 格 筋 お よ び 脳 組 織 が 含 ま れ る 。
【 図 １ Ｃ 】 図 １ Ｃ は 、 CD14-ネ ガ テ ィ ブ 細 胞 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 免 疫 細 胞 化 学 分
析 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ Ｄ 】 図 １ Ｄ は 、 CD14-ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の 免 疫 細 胞 化 学 分
析 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ Ｅ 】 図 １ Ｅ は 、 CD14-ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 （ レ ー ン 1） お よ び CD14-ネ ガ テ ィ ブ 細 胞 （ レ
ー ン 2） に お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 結 果 を 示 す 。 両 方 の 調 製
物 に お い て 、 42 kDAの ア ク チ ン 抗 原 イ ム ノ ブ ロ ッ ト を ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 取 り 扱 っ た （
レ ー ン 1お よ び レ ー ン 2、 下 の パ ネ ル )。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 健 常 対 照 ミ ヨ シ ミ オ パ シ ー 患 者 由 来 の PBMCに お け る ジ ス フ ェ リ ン 発 現 の
免 疫 細 胞 化 学 分 析 の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン 1、 2、 3、 7お よ び 8は 、 正 常 な 健 常 対 照 由 来 の 末
梢 血 単 細 胞 （ PBMC） を 含 み 、 レ ー ン 4、 5お よ び 6（ そ れ ぞ れ 、 RB 2329、 RB3533お よ び RB20
79） は MM患 者 由 来 の も の で あ る （ 患 者 の 遺 伝 子 型 の 詳 細 は 表 1を 参 照 )。 ジ ス フ ェ リ ン タ ン
パ ク 質 の 安 定 性 に 対 す る 血 液 試 料 の 処 理 の 遅 れ の 影 響 は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 の た め の 処
理 前 に 48時 間 （ レ ー ン 1)、 36時 間 （ レ ー ン 2)、 24時 間 （ レ ー ン 3お よ び 7） な ら び に 6時 間
（ レ ー ン 8） 放 置 し た 試 料 を 比 較 す る こ と に よ り 示 さ れ 得 る 。

10

20

【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】
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【 図 １ Ｅ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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