
(57)【要約】
下記の各処置を実施することからなる、ゲノムＤＮＡ試料中のシトシンメチル化標本の解
析方法及び上記方法を、患者または各個人にとって、好ましくない症状の診断及び／また
は予診のために使用すること及び上記方法を使用して診断及び／または予診を行う際、使
用することができるキット。
ゲノムＤＮＡ試料を、細胞または他のこれに付随する物質から分離し、本質的、非可逆的
に表面に結合させ、表面に結合したＤＮＡが、シトシンはＤＮＡ二重鎖における塩基対挙
動が異なる塩基に変化し、一方、５―メチルシトシンは変化しないままでいるように、好
ましくは、重亜硫酸塩（ジ亜硫酸塩、亜硫酸水素塩）で処理し、使用された処理剤を水洗
で除去し、固定化されたＤＮＡの選択された断片をポリメラーゼ反応で増幅し、増幅産物
の配列を調査する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 の 各 処 置 を 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 の シ ト シ ン メ チ ル 化 標 本 の
解 析 方 法 。
a) ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 が 、 細 胞 ま た は 他 の こ れ に 付 随 す る 物 質 か ら 分 離 さ れ 、 本 質 的 、 非
可 逆 的 に 表 面 に 結 合 さ せ ら れ る 。
b) 表 面 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ が 、 シ ト シ ン は Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 に お け る 塩 基 対 挙 動 が 異 な る 塩 基
に 変 化 し 、 一 方 、 ５ ― メ チ ル シ ト シ ン は 変 化 し な い ま ま で い る よ う に 、 好 ま し く は 、 重 亜
硫 酸 塩 （ ジ 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ） で 処 理 さ れ る 。
c) 処 置 b)で 使 用 さ れ た 処 理 剤 が 水 洗 で 除 去 さ れ る 。
d) 固 定 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た 断 片 が ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 で 増 幅 さ れ る 。
e) 増 幅 産 物 の 配 列 が 調 査 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ 】
下 記 の 追 加 の 処 置 を 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
f) 処 理 剤 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 産 物 が 、 洗 浄 処 置 で 除 去 さ れ る 。
g) 処 置 d)の そ れ と は 異 な る 、 更 に 選 択 さ れ た 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 が ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応
で 増 幅 さ れ る 。
h) 増 幅 産 物 が そ れ ら の 配 列 に 関 し て 調 査 さ れ る 。
【 請 求 項 ３ 】
処 置 g)に よ る 増 幅 毎 に 、 前 出 の 増 幅 の う ち の 一 つ の 断 片 と は 異 な る 断 片 が 増 幅 さ れ 、 処 置
f)～ g)が 数 回 、 繰 り 返 し 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 結 合 が 表 面 で 共 有 結 合 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｄ Ｎ Ａ が 固 定 化 処 置 で 直 接 分 離 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 分 離 が 血 液 全 体 ま た は 血 清 か ら 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 分 離 が 溶 解 組 織 か ら 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
溶 解 が プ ロ テ ナ ー ゼ Ｋ に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
固 定 化 が 、 ９ ６ ま た は ３ ８ ４ の 容 器 を 有 す る マ イ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト で 行 わ れ 、 該 容 器 中 で
異 な る Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 固 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
固 定 化 が 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 容 器 で 行 わ れ 、 該 容 器 中 で 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 固 定 化 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ～ ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 固 定 化 が 、 金 属 酸 化 物 、 好 ま し く は 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム に 行 わ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ～ １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
固 定 化 が 疎 水 性 物 質 で 行 わ れ 、 選 択 さ れ た 緩 衝 条 件 の も と で の み 、 結 合 が 本 質 的 に 非 可 逆
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
増 幅 処 置 が 幾 つ か の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 、 多 段 Ｐ Ｃ Ｒ と し て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ ～ １ ２ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 増 幅 産 物 の 全 て ま た は 大 部 分 が プ ー ル さ れ 、 共 同 で 更 に 解 析 さ れ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
こ の 更 な る 解 析 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ ー ま た は Ｐ Ｎ Ａ （ ペ プ チ ド 核 酸 ） －
ア レ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 化 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
増 幅 期 間 中 の 解 析 が リ ア ル タ イ ム の Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ４
の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
増 幅 後 の 解 析 が 同 じ 反 応 容 器 で 、 溶 解 曲 線 に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～
１ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
解 析 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 対 立 遺 伝 子 特 異 性 ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ る か 、 ま た は 、 増 幅 産
物 中 の 調 査 さ れ る べ き 位 置 の Ｐ Ｎ Ａ s（ ペ プ チ ド 核 酸 ） に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ ～ １ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
解 析 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 化 及 び そ れ に 続 く プ ラ イ マ ー 伸 長 反
応 ま た は 配 列 化 反 応 に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ４ の 何 れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
患 者 及 び ま た は 各 個 人 に 発 生 す る 好 ま し く な い 症 状 の 診 断 及 び ま た は 予 診 の た め の 請 求 項
１ ～ １ ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 の 使 用 で あ っ て 、 こ の 際 、 好 ま し く な い 症 状 は 下 記 の
カ テ ゴ リ ー の 少 な く と も 一 つ に 属 す る 。
薬 の 副 作 用 ； 癌 ； Ｃ Ｎ Ｓ 機 能 欠 損 、 障 害 ま た は 疾 病 ； 攻 撃 的 徴 候 ま た は 異 常 行 動 ； 脳 障 害
に よ る 臨 床 的 、 心 理 的 及 び 社 会 的 帰 結 ； 精 神 異 常 及 び 人 格 異 常 ； 痴 呆 及 び ／ ま た は 関 連 し
た 症 候 群 ； 心 臓 血 管 系 疾 患 、 そ の 機 能 欠 損 及 び 傷 害 ； 胃 腸 の 領 域 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は
疾 病 ； 呼 吸 器 系 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 障 害 、 炎 症 、 感 染 、 免 疫 性 及 び ／ ま た は 回
復 期 ； 発 育 期 の 偏 向 的 な 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 皮 膚 、 筋 肉 、 結 合 組 織 、 ま た は 骨 の
機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 内 分 泌 系 及 び 代 謝 系 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 頭 痛 ま た
は 性 的 機 能 欠 損 。
【 請 求 項 ２ １ 】
細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 の 区 分 ま た は 細 胞 分 類 の 調 査 の た め の 請 求 項 １ ～ ２ ０ の 何 れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ の b記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 処 理 用 薬 剤 の 一 種 、 増 幅 産 物 の 製 造 用 の 少 な く と も 二 つ の プ ラ
イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 固 定 化 用 固 相 、 並 び に 、 選 択 的 に 、 溶 剤 及 び 請
求 項 １ ～ １ ８ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 一 つ の ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 手 引 書 、 か ら な る キ
ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に お け る シ ト シ ン メ チ ル 化 の 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
近 年 の 分 子 生 物 学 に お け る 手 法 の 開 発 に よ る 研 究 的 観 察 は 遺 伝 子 自 体 、 こ の 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ
Ａ の 解 読 、 そ こ か ら 発 生 す る 蛋 白 な ど に つ い て で あ る 。 個 々 の 開 発 過 程 で 、 ど の 遺 伝 子 が
評 価 さ れ る か 、 そ し て 、 い か に し て 、 特 定 の 細 胞 及 び 組 織 に お け る 特 定 の 遺 伝 子 の 活 動 及
び 阻 害 が 制 御 さ れ る か 、 は 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム の メ チ ル 化 の 程 度 及 び 性 格 と 関 連 づ け る こ
と が で き る 。 個 々 の 遺 伝 子 ま た は ゲ ノ ム が 変 化 し た メ チ ル 化 サ ン プ ル に お い て 、 病 気 の 状
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態 が 表 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
５ － メ チ ル シ ト シ ン は 最 も 頻 繁 に で る 、 真 核 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ に お け る 共 有 結 合 で 修 飾 さ れ た
塩 基 で あ る 。 こ れ は 例 え ば 、 遺 伝 子 刷 り 込 み 時 の 転 写 規 制 及 び 腫 瘍 遺 伝 子 に お い て 、 一 定
の 役 割 を 演 じ る 。 遺 伝 子 情 報 の 構 成 部 分 と し て の ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 同 定 は 、 そ れ 故 に
、 非 常 に 興 味 あ る 問 題 で あ る 。 ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 位 置 は 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン が シ ト
シ ン と 同 様 な 塩 基 対 挙 動 を 示 す の で 、 配 列 化 に よ っ て は 同 定 す る こ と が で き な い 。 Ｐ Ｃ Ｒ
増 幅 で は ５ － メ チ ル シ ト シ ン が 有 す る 後 成 的 情 報 は 完 全 に 失 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
比 較 的 新 し く 、 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 調 査 方 法 は 、 シ ト シ
ン と 重 亜 硫 酸 塩 と の 特 殊 な 反 応 に 基 づ く 。 シ ト シ ン は 後 続 す る ア ル カ リ 加 水 分 解 に よ り 、
ウ ラ シ ル に 変 化 し 、 こ れ は そ の 塩 基 対 挙 動 が チ ミ ジ ン に 対 応 す る 。 そ れ に 対 し て 、 ５ － メ
チ ル シ ト シ ン は 、 こ の 条 件 下 で は 変 化 し な い 。 こ の よ う に し て 、 元 の Ｄ Ｎ Ａ が 変 化 し 、 元
来 、 シ ト シ ン の ハ イ ブ リ ッ ド 化 挙 動 に よ っ て は 、 シ ト シ ン と 区 別 で き な か っ た ５ － メ チ ル
シ ト シ ン は 、 今 や 、 “ 通 常 ” の 分 子 生 物 学 的 技 法 に よ っ て 、 唯 一 、 残 存 す る シ ト シ ン と し
て 、 例 え ば 、 増 幅 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 化 ま た は 配 列 化 に よ っ て 、 検 出 さ れ 得 る よ う に な っ た
。 こ れ ら 全 て の 技 法 は 、 現 在 、 完 全 に 利 用 し 尽 く さ れ て い る 塩 基 対 に 基 づ く 。 従 来 の 技 術
は 、 感 度 に 関 し て 、 調 査 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ を ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス に 封 入 し 、 そ れ に よ っ て
、 Ｄ Ｎ Ａ の 拡 散 及 び 再 結 合 （ 重 亜 硫 酸 塩 は 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と の み 反 応 す る ） が 阻 害 さ れ 、 全 て
の 沈 殿 及 び 精 製 工 程 が 迅 速 な 透 析 に よ っ て 、 取 っ て 代 ら れ る も の で あ る （ Olek A、 Oswald
 J、 Walter J. 変 化 し 、 改 善 さ れ た 重 亜 硫 酸 塩 ベ ー ス の シ ト シ ン メ チ ル 化 分 析 。 Nucleic 
Acids Res.1996 Dec 15; 24 (24): 5064～ 6） 。 こ れ ら の 方 法 に よ っ て 、 個 々 の 細 胞 を 調
べ る こ と が で き 、 こ の 方 法 の 潜 在 的 効 果 が 具 体 的 に 説 明 さ れ る 。 勿 論 、 こ れ ま で に 、 単 に
、 個 々 の 領 域 で 、 約 ３ ， ０ ０ ０ 塩 基 対 長 ま で が 調 べ ら れ た に 過 ぎ ず 、 数 千 に 及 ぶ 細 胞 の メ
チ ル 化 解 析 の 調 査 は 可 能 で は な い 。 ま た こ れ ら の 方 法 で は 、 僅 か な 量 の 試 料 か ら の 小 さ な
断 片 か ら 、 信 頼 性 の あ る 解 析 は 不 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 で は 拡 散 防 止 の 措 置 に も 拘 ら
ず 、 マ ト リ ッ ク ス か ら 、 こ れ ら 試 料 が 逸 失 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
５ － メ チ ル シ ト シ ン を 検 出 す る 既 知 の 可 能 性 に つ い て の 概 観 は 、 以 下 の 概 観 の 刊 行 物 か ら
知 る こ と が で き る 。 即 ち 、 Rein T、 DePamphilis ML、 Zorbas H. Identifying 5-methylcy
tosine and related modifications in DNA genomes. Nucleic Acids Res .1998 May 15;
 26 (10): 2255～ 64。
【 ０ ０ ０ ６ 】
重 亜 硫 酸 塩 を 使 用 し た 技 法 は 、 こ れ ま で 僅 か な 例 外 [z. B. Zeschnigk M、 Lich C、 Buitin
g K、 Doerfler W、 Horsthemke B. A single-tube PCR test for the diagnosis of Angel
man and Prader-Willi syndrome based on allelic methylation differences at the SN
RPN locus. Eur J Hum Genet. 1997 Mar～ Apr; 5 (2)： 94～ 8 ]を 除 き 、 研 究 の 中 で 使 用
さ れ て い た に 過 ぎ な い 。 し か し な が ら 、 常 に 、 既 知 の 遺 伝 子 の 、 短 い 、 特 殊 な 断 片 が 、 重
亜 硫 酸 塩 処 理 の 後 、 増 幅 さ れ 、 完 全 に 配 列 化 さ れ る か [Olek A 、 Walter J. The pre-impl
antation ontogeny of the H19 methylation imprint、 Nat Genet. 1997 Nov; 17（ 3） : 
275～ 6 ] ま た は 、 個 々 の シ ト シ ン 位 置 が 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応  [Gonzalgo ML、 Jones PA
. Rapid quantitation of methylation differences at specific sites using methylat
ion-sensitive single nucleotide primer extension (Ms-Ｓ NuPE) .Nucleic Acids Res.
 1997 Jun 15; 25 (12): 2529～ 31、 WO-Patent 9500669] に よ っ て 、 ま た は 、 一 つ の 酵 素
断 片 [Xiong Z、 Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation assa
y. Nucleic Acids Res. 1997 Jun. 15; 25 (12): 2532～ 4 ]に よ っ て 検 出 さ れ る 。 さ ら に
、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ る 検 出 も 記 載 さ れ て い る （ Olek et al.、 WO 99 28498） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
尿 素 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 配 列 化 前 の 重 亜 硫 酸 塩 の 処 理 の 効 率 を 高 め る
[Paulin R、 Grigg GW、 Davey MW、 Piper AA. 尿 素 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ － メ チ ル シ ト シ
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ン の 配 列 前 の 重 亜 硫 酸 塩 の 処 理 の 効 率 を 高 め る 。 Nucleic Acids Res. 1998 Nov 1; 26 (2
1): 5009～ 10 ]。
【 ０ ０ ０ ８ 】
そ の 他 の 、 個 々 の 遺 伝 子 の メ チ ル 化 検 出 の た め に 重 亜 硫 酸 塩 技 法 を 使 用 す る こ と に つ い て
、 記 載 さ れ て い る 刊 行 物 は 以 下 の も の で あ る 。
Grigg G、 Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues in genomic DNA. Bioassays
. 1994　 Jun. ; 16 (6): 431～ 6、 431;　 Zeschnigk M、 Schmitz B、 Dittrich B、 Buiting
 K、 Horsthemke B、 Doerfler W、 Imprinted segments in the human genome: different 
DNA methylation patterns in the Prader-Willi/Angelman syndorome region as determ
ined by the genomic sequencing method. Hum mol Genet. 1997　 Mar; 6 (3): 387～ 95;
 Feil R、 Charlton J、 Bird AP、 Walter J、 Reik W. Methylation analysis on individu
al chromosomes: improved protocol for bisulphate genomic sequencing. Nucleic Aci
ds Res.1994 Feb 25; 22 (4): 695～ 6; Martin V、 Ribieras　 S、 Song- Wang　 X、 Rio MC
、 Dante R. Genomic sequencing indicates a correlation between DNA hypomethylatio
n in the 5' region of the pS2 gene and in its expression in human breast cancer 
cell lines. Gene.1995 May 19; 157 (1～ 2): 261～ 4; WO 97／ 46705、 WO 95／ 15373及 び
WO 95／ 45560。
【 ０ ０ ０ ９ 】
更 に 公 知 の 方 法 は 、 所 謂 、 メ チ ル 化 感 受 性 Ｐ Ｃ Ｒ で あ る [Herman　 JG、 Graff　 JR、 Myohan
en S、  Nelkin BD、 Baylin SB (1996)、  Methylation-specific PCR: CpG島 の メ チ ル 化 状
態 の 新 規 な Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ 。 Proc Natl Acad Sci USA. Sep 3; 93 (18): 9821～ 6]。 こ の
方 法 に は 、 当 該 位 置 が メ チ ル 化 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ の 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に よ り 発 生 す る 、 配
列 の み を ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る か 、 ま た は 、 当 該 位 置 が メ チ ル 化 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ の 重 亜
硫 酸 塩 処 理 に よ り 発 生 す る 、 核 酸 に の み 結 合 す る 、 逆 プ ラ イ マ ー で あ る か の 、 何 れ か の プ
ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー で 、 そ の 検 知 が 、 再 び 、 プ ラ イ マ ー が 結 合 す
る 試 料 中 の メ チ ル 化 ま た は 非 メ チ ル 化 位 置 を 提 示 す る 、 増 幅 産 物 が 生 産 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
よ り 新 し い 方 法 は 、 メ チ ル -ラ イ ト （ Methyl-Light） と し て 知 ら れ て い る 、 タ ク マ ン （ Taq
man） PCRに よ る シ ト シ ン メ チ ル 化 の 検 出 で あ る （ WO　 00/70090） 。 こ の 方 法 に よ り 、 個 々
の ま た は 少 数 の 位 置 の メ チ ル 化 状 態 を 、 直 接 Ｐ Ｃ Ｒ の 過 程 で 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る か
ら 、 続 い て 生 産 物 の 分 析 を す る 必 要 が な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
オ リ ゴ マ ー ア レ ー の 製 造 に お け る 従 来 の 技 術 の 概 観 は １ ９ ９ ９ 年 １ 月 の ネ イ チ ャ ー ジ ェ ネ
テ ィ ッ ク ス の 特 別 版 に 記 載 が あ る （ Nature Genetics特 別 版 、 21巻 １ ９ ９ ９ 年 １ 月 ） 。 そ
こ で 引 用 さ れ て い る 文 献 及 び 、 米 国 特 許 第 ５ ９ ９ ４ ０ ６ ５ 号 に は 、 非 特 異 的 背 景 信 号 で の
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 目 的 分 子 の た め の 固 体 担 体 の 製 造 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ ア レ ー の 調 査 に は 、 多 重 蛍 光 マ ー カ ー を 帯 び た ゾ ン デ が 使 用 さ れ て い る 。 特
に 、 そ の 都 度 、 ゾ ン デ の ５ ’ － Ｏ Ｈ に Ｃ y３ 及 び Ｃ y５ 色 素 を 一 回 帯 び さ せ た 蛍 光 マ ー カ ー
が 好 適 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 ゾ ン デ の 蛍 光 の 検 出 は 、 例 え ば 、 コ ン フ ォ カ ー ル 顕 微 鏡 を
使 用 し て 行 な わ れ る 。 Ｃ y３ 及 び Ｃ y５ 色 素 は 他 の 類 似 物 と 共 に 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
マ ト リ ッ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） は 分 子 生 物 学
の 解 析 に お い て 非 常 に 有 力 な 発 展 を も た ら し た [Karas M、 Hillenkamp F.１ ０ ， ０ ０ ０ ダ
ル ト ン を 超 え る 分 子 量 の 蛋 白 の レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 。 Anal Chem. 1988　 Oct. 15; 60 (
20) : 2299～ 301 ]。 あ る 被 分 析 物 は 光 吸 収 性 マ ト リ ッ ク ス 中 に 埋 め 込 ま れ る 。 短 時 間 の
レ ー ザ ー 照 射 に よ っ て 、 マ ト リ ッ ク ス が 蒸 発 し 、 被 分 析 分 子 は 断 片 化 せ ず に 、 ガ ス 相 に 移
行 す る 。 マ ト リ ッ ク ス 分 子 の 衝 撃 に よ り 、 被 分 析 物 の イ オ ン 化 が 達 成 さ れ る 。 電 圧 を か け
ら れ て イ オ ン が 飛 行 管 中 へ 加 速 さ れ る 。 分 子 量 の 差 に よ り 、 イ オ ン は 異 な る 強 さ で 加 速 さ
れ る 。 小 さ い イ オ ン は 大 き い イ オ ン よ り も 早 い 時 期 に 検 出 器 に 達 す る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 は 蛋 白 質 及 び ペ プ チ ド の 解 析 （ 分 析 ） に と り わ け 優 れ て い る
。 核 酸 の 分 析 用 と し て は や や 難 点 が あ る [Gut、 I. G. und Beck S. (1995)、 DNA and Matr
ix Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrometry. Molecular Biology: Cu
rrent Innovations and Future Trends 1: 147～ 157 ]。 核 酸 に つ い て は 、 検 出 感 度 が ペ
プ チ ド の 場 合 の １ ０ ０ 倍 も 悪 く 、 断 片 の サ イ ズ が 増 え る に 従 が っ て 、 超 比 例 的 に 減 少 す る
。 骨 格 に 多 く の 負 電 荷 を 有 し て い る 核 酸 は 、 マ ト リ ッ ク ス に よ る イ オ ン 化 が 本 質 的 に 非 効
率 的 で あ る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 で は マ ト リ ッ ク ス の 選 択 が 、 非 常 に 重 要 な 役 割
を 演 じ る 。
ペ プ チ ド の 脱 離 に は 、 非 常 に 細 か い 結 晶 の 、 有 用 な マ ト リ ッ ク ス を 使 用 す る こ と が 発 見 さ
れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ の た め に は 、 幾 つ か の 効 果 的 な マ ト リ ッ ク ス が あ り 、 そ の 使 用 に よ っ て 、 感
度 の 差 異 は 減 少 し な か っ た 。 感 度 の 差 異 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を ペ プ チ ド に 類 似 す る よ う に 化 学 変 化
さ せ る こ と に よ り 、 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 通 常 の 骨 格 の 燐 酸 塩 が 、 チ オ 燐 酸 塩 に よ っ
て 、 置 換 さ れ る と こ ろ の 、 核 酸 リ ン チ オ エ ー ト は 、 簡 単 な ア ル キ ル 化 反 応 に よ っ て 、 電 荷
的 に 中 性 な Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ る [Gut I. G.und Beck S. (1995)、 Ｄ Ｎ Ａ の 選 択 的 ア ル キ ル
化 及 び 質 量 分 析 に よ る 検 出 法 。 Nucleic Acids Res. 23: 1367～ 1373 ]。 チ ャ ー ジ タ ッ グ
の こ の 変 化 し た Ｄ Ｎ Ａ へ の 結 合 は 、 ペ プ チ ド に 見 ら れ る の と 同 じ 程 度 の 感 度 上 昇 を も た ら
す 。 更 な る チ ャ ー ジ タ ッ ギ ン グ の 利 点 は 、 変 化 し な い 基 質 の 検 出 を 著 し く 困 難 に す る 不 純
物 の 分 析 安 定 性 を 高 め る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 標 準 的 方 法 に よ っ て 、 細 胞 、 組 織 ま た は 他 の 試 料 か ら 得 ら れ る 。
こ の 標 準 的 方 法 は フ リ ッ チ ェ （ Fritsch） 及 び マ ニ ア テ ィ ス (Maniatis)に よ る 、 分 子 ク ロ
ー ン ： 研 究 手 引 １ ９ ８ ９ 年 の よ う な 参 考 文 献 に 載 っ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
Ｐ Ｃ Ｒ の 発 明 後 、 後 続 の 数 年 の 間 に 、 こ の 技 術 を Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 の た め に 使 用 で き る よ う に
改 善 さ れ た 、 多 数 の 変 形 が 公 知 と な っ て い る 。 特 に 、 こ こ で は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 多 段 化 （ 多 段 Ｐ
Ｃ Ｒ ） に つ い て 述 べ る 。 こ の と き 、 2以 上 の 特 殊 な プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ 、 そ れ に よ り 、
一 つ の 反 応 容 器 で 多 数 の 、 異 な る 、 特 殊 な 、 増 幅 が 為 さ れ 得 る 。 特 に 、 と り わ け 微 量 の Ｄ
Ｎ Ａ の 検 出 に 使 用 さ れ る 、 所 謂 、 巣 作 り （ Ｎ ested） Ｐ Ｃ Ｒ に 興 味 が あ る 。 こ の 種 の Ｐ Ｃ
Ｒ は 二 つ の 交 互 に 起 こ る 増 幅 か ら 成 り 、 二 つ の 増 幅 の プ ラ イ マ ー は 最 初 の 増 幅 産 物 の 内 部
に 存 在 し 、 最 初 の 増 幅 の プ ラ イ マ ー と は 同 一 で は な い 。 最 初 の 増 幅 で 、 意 図 し た 断 片 が 生
産 さ れ た と き の み 、 第 二 の 増 幅 の プ ラ イ マ ー が 作 用 す る の で 、 そ れ に よ っ て 特 別 な 特 異 性
が 達 成 さ れ る 。 そ れ に 反 し て 、 最 初 の 何 ら か の 副 生 物 の 増 加 は 、 第 二 の 増 幅 で 同 様 に 見 ら
れ な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
従 来 の メ チ ル 化 解 析 の 方 法 は 、 重 亜 硫 酸 塩 反 応 を 含 み 、 重 亜 硫 酸 塩 反 応 の 塩 の 高 含 量 が 阻
害 的 に 働 く の で 、 反 応 溶 液 を 直 接 、 次 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 投 入 で き な い と い う 不 利
な 点 を 例 外 な く 有 す る 。 そ の た め 、 実 施 に お い て 、 多 く の 精 製 及 び ／ ま た は 洗 浄 処 置 が 行
わ れ ね ば な ら ず 、 そ の こ と は 、 特 に 、 Ｄ Ｎ Ａ の 試 料 量 が 少 な い と き 、 プ ロ ト コ ル の 再 現 性
の 低 さ 、 煩 雑 な 処 理 及 び 方 法 の 感 度 の 低 さ の 原 因 と な る 。 ま た 、 他 の 分 子 生 物 学 の ア ッ セ
ー の よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ は 重 亜 硫 酸 塩 反 応 で 使 用 さ れ る 前 に 、 先 ず 分 離 さ れ ね ば な ら な い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ８ 】
故 に 、 本 発 明 の 課 題 は 従 来 技 術 の 問 題 点 を 解 決 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
上 記 課 題 は 、 下 記 の 各 処 置 を 実 施 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 の シ ト シ ン メ チ ル 化 標 本 の 解 析
方 法 に よ り 解 決 さ れ る 。
a) ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 、 細 胞 ま た は 他 の こ れ に 付 随 す る 物 質 か ら 分 離 し 、 本 質 的 、 非 可
逆 的 に 表 面 に 結 合 さ せ る 。
b) 表 面 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ が 、 シ ト シ ン は Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 に お け る 塩 基 対 挙 動 が 異 な る 塩 基
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に 変 化 し 、 一 方 、 ５ ― メ チ ル シ ト シ ン は 変 化 し な い ま ま で い る よ う に 、 好 ま し く は 、 重 亜
硫 酸 塩 （ ジ 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ） で 処 理 さ れ る 。
c) 処 置 b)で 使 用 さ れ た 処 理 剤 が 水 洗 で 除 去 さ れ る 。
d) 固 定 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た 断 片 が ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 で 増 幅 さ れ る 。
e) 増 幅 産 物 の 配 列 が 調 査 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
次 の 付 加 的 処 置 を 実 施 す る の が 有 効 で あ る 。
f) 処 理 剤 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 産 物 が 、 洗 浄 処 置 で 除 去 さ れ る 。
g) 処 置 d)の そ れ と は 異 な る 、 更 に 選 択 さ れ た 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 が ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応
で 増 幅 さ れ る 。
h) 増 幅 産 物 の 配 列 が 調 査 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 に お い て は 、 更 に 、 処 置 g)に よ る 増 幅 毎 に 、 前 出 の 増 幅 の う ち の 一 つ の 断 片 と は 異
な る 断 片 が 、 増 幅 さ れ 、 処 置 f)～ g)が 数 回 、 繰 り 返 し 実 施 さ れ る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ へ の 表 面 の 結 合 が 共 有 結 合 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ が 固 定 化 処 置 で 直 接 分 離 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 分 離 が 血 液 全 体 ま た は 血 清 か ら 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 ま
た 、 本 発 明 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 分 離 が 溶 解 組 織 か ら 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
溶 解 が プ ロ テ ナ ー ゼ Ｋ に よ り 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 に お い て は 、 固 定 化 が 、 ９ ６ ま た は ３ ８ ４ の 容 器 を 有 す る マ イ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト で
行 わ れ 、 該 容 器 中 で 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 固 定 化 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 に お い て は 、 固 定 化 が 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 容 器 で 行 わ れ 、 該 容 器 中 で 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を
固 定 化 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 固 定 化 が 、 金 属 酸 化 物 、 好
ま し く は 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム に 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 に お い て は 、 固 定 化 が 疎 水 性 物 質 で 行 わ れ 、 選 択 さ れ た 緩 衝 条 件 の も と で の み 、 結
合 が 本 質 的 に 非 可 逆 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 処 置 が 幾 つ か の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 、 多 段 Ｐ Ｃ Ｒ と し て 行 わ れ
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 に お い て は 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 増 幅 産 物 の 全 て ま た は 大 部 分 が プ ー ル さ れ 、 共 同
で 更 に 解 析 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 大 部 分 と は 、 増 幅 産 物 の 約 ５ ０ ％ 以 上 か ら ７ ５ ％ 以 上
で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 に お い て は 、 こ の 更 な る 解 析 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ ー ま た は Ｐ Ｎ Ａ （
ペ プ チ ド 核 酸 ） － ア レ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 化 が 重 要 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 期 間 中 の 解 析 が リ ア ル タ イ ム の Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 行 わ れ る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 に お い て は 、 増 幅 後 の 解 析 が 同 じ 反 応 容 器 で 、 溶 解 曲 線 に よ っ て 行 わ れ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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本 発 明 に お い て は 、 解 析 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 対 立 遺 伝 子 特 異 性 ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ る
か 、 ま た は 、 増 幅 産 物 中 の 調 査 さ れ る べ き 位 置 の Ｐ Ｎ Ａ s（ ペ プ チ ド 核 酸 ） に よ っ て 行 わ
れ る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 に お い て は 、 更 に 、 解 析 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 化 及 び そ
れ に 続 く プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 ま た は 配 列 化 反 応 の に よ っ て 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ま た 、 患 者 及 び ／ ま た は 各 個 人 に 発 生 す る 好 ま し く な い 症 状 の 診 断 及 び ／ ま た は 予 診 の た
め に 本 発 明 の 方 法 の 使 用 す る こ と も 、 本 発 明 の 対 象 に な る 。 こ の 際 、 好 ま し く な い 症 状 は
下 記 の カ テ ゴ リ ー の 少 な く と も 一 つ に 属 す る 。
薬 の 副 作 用 ； 癌 ； Ｃ Ｎ Ｓ 機 能 欠 損 、 障 害 ま た は 疾 病 ； 攻 撃 的 徴 候 ま た は 異 常 行 動 ； 脳 障 害
に よ る 臨 床 的 、 心 理 的 及 び 社 会 的 帰 結 ； 精 神 異 常 及 び 人 格 異 常 ； 痴 呆 及 び ／ ま た は 関 連 し
た 症 候 群 ； 心 臓 血 管 系 疾 患 、 そ の 機 能 欠 損 及 び 傷 害 ； 胃 腸 の 領 域 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は
疾 病 ； 呼 吸 器 系 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 障 害 、 炎 症 、 感 染 、 免 疫 性 及 び ／ ま た は 回
復 期 ； 発 育 期 の 偏 向 的 な 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 皮 膚 、 筋 肉 、 結 合 組 織 、 ま た は 骨 の
機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 内 分 泌 系 及 び 代 謝 系 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 頭 痛 ま た
は 性 的 機 能 欠 損 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 の 区 分 ま た は 細 胞 分 類 の 調 査 の た め に 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
更 に 、 処 置 b記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 処 理 用 薬 剤 の 一 種 、 増 幅 産 物 の 製 造 用 の 少 な く と も 二 つ の プ ラ
イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 固 定 化 用 固 相 、 並 び に 、 選 択 的 に 、 溶 剤 及 び 本 発
明 の 方 法 の 一 つ に よ る ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 手 引 書 、 か ら な る キ ッ ト が 本 発 明 の 対 象
に な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 に 基 づ く 課 題 解 決 の 本 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ が 、 と に か く 、 例 え ば 、 血 液 全 体 、 血 清 ま た は
組 織 か ら 分 離 さ れ た 範 囲 内 で 、 固 相 に 結 合 さ せ ら れ 、 続 い て 、 固 相 上 で 、 直 接 重 亜 硫 酸 塩
反 応 に 供 さ れ る こ と に あ る 。 こ の ケ ー ス で 非 常 に 簡 単 な 、 水 ま た は 好 適 な 緩 衝 液 で 達 成 さ
れ る 重 亜 硫 酸 塩 反 応 混 合 物 分 離 の 後 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ が 直 接 増 幅 に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の 代 り
に 、 こ の 固 定 化 の 形 態 で 蓄 積 さ れ 、 必 要 時 に 増 幅 に 使 用 さ れ る 。 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ は 増 幅 に よ
っ て 、 本 質 的 に 変 化 し な い の で 、 既 に 行 わ れ た 増 幅 反 応 の 成 分 が 洗 浄 処 置 で 除 去 さ れ た 後
に 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 多 く の 後 続 す る 増 幅 を 実 行 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
総 体 的 に 、 本 発 明 は 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に よ る メ チ ル 化 ア ッ セ イ を 著 し く 簡 素 化 し て 、 本 発
明 の 方 法 を 任 意 に 、 自 由 に 使 用 で き る よ う に し て い る 。 試 料 Ｄ Ｎ Ａ は 固 相 に 直 接 結 合 さ せ
ら れ 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 が 固 相 上 で 行 わ れ 、 次 い で 、 全 く 同 じ 固 相 上 で 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応
が 行 わ れ る 。 血 清 か ら 採 取 し た 微 量 の Ｄ Ｎ Ａ の 安 定 し た ア ッ セ イ が 実 行 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
固 相 が 、 そ の 中 で Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 が 行 わ れ 反 応 器 の 変 化 し た 表 面 で あ る の も 好 適 で あ り 、 ま た
、 ８ 条 の 溝 の あ る も の 、 ま た は 、 微 量 滴 定 板 の 部 分 と し て の 市 販 の 反 応 容 器 も 好 適 で あ る
。 本 発 明 の 本 質 的 な 課 題 は 、 一 方 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ を で き る だ け 非 可 逆 的 に 結 合 さ せ る こ と が
で き 、 他 方 で は 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に お け る 条 件 下 、 十 分 に 安 定 性 が 継 続 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 結 合
し た ま ま で 保 持 す る こ と の で き る 表 面 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
こ の 目 的 を 満 足 す る 二 つ の 表 面 が 同 じ で あ る こ と が 証 明 さ れ る 。 一 方 は 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム
で あ り 、 他 方 は 、 化 合 物 中 で ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン の よ う な 好 適 な 陽 イ オ ン と Ｄ
Ｎ Ａ と の 結 合 を 可 能 に す る よ う な 、 Ｃ １ ８ － ア ル キ ル 鎖 で あ る 。 Ｃ １ ８ － ア ル キ ル 鎖 は 専
門 家 に 知 ら れ て い る シ ラ ン 化 法 に よ り オ ク タ デ シ ル ト リ ア ル コ キ シ シ ラ ン を 使 用 し て 調 製
で き る 。 表 面 の 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム に よ る 変 性 法 は Ｕ Ｓ ６ ， ２ ９ １ ， １ ６ ６ に 記 載 さ れ て い
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る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の シ ト シ ン メ チ ル 化 標 本 の 解 析 方 法 は 以 下 の 各 処 置 か ら な る 。
１ ． ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 、 細 胞 ま た は 他 の こ れ に 付 随 す る 物 質 か ら 分 離 し 、 本 質 的 、 非 可
逆 的 に 表 面 に 結 合 さ せ る 。
２ ． 表 面 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ が 、 シ ト シ ン は Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 に お け る 塩 基 対 挙 動 が 異 な る 塩 基
に 変 化 し 、 一 方 、 ５ ― メ チ ル シ ト シ ン は 変 化 し な い ま ま で い る よ う に 、 好 ま し く は 、 重 亜
硫 酸 塩 （ ジ 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ） で 処 理 さ れ る 。
３ ． 第 二 処 置 で 使 用 さ れ た 処 理 剤 が 水 洗 で 除 去 さ れ る 。
４ ． 固 定 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た 断 片 が ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 で 増 幅 さ れ る 。
５ ． 増 幅 産 物 の 配 列 が 調 査 さ れ る 。
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 変 形 は 次 の 付 加 的 処 置 で 実 施 さ れ る 。
６ ． 処 理 剤 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 産 物 が 、 洗 浄 処 置 で 除 去 さ れ る 。
７ ． 処 置 d)の そ れ と は 異 な る 、 更 に 選 択 さ れ た 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 が ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応
で 増 幅 さ れ る 。
８ ． 増 幅 産 物 が そ れ ら の 配 列 に 関 し て 調 査 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
更 に 、 特 に 、 好 ま し い 本 発 明 の 変 形 は 、 処 置 ６ ～ ８ が 数 回 、 繰 り 返 し 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の 方 法 の 最 初 の 処 置 で 、 好 ま し い ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 細 胞 ま た は 他 の こ れ に 付 随 す る
物 質 か ら 分 離 し 、 本 質 的 、 非 可 逆 的 に 表 面 に 結 合 さ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 に お け る 非 可 逆 的 結 合 と は 、 反 応 条 件 下 で 通 常 、 使 用 さ れ る 手 段 で は 、 再 び 完 全 に
、 解 離 さ れ な い 結 合 を 云 う 。 こ の 結 合 は 好 ま し く は 共 有 結 合 、 イ オ ン 対 結 合 ま た は 静 電 気
的 ま た は 疎 水 的 効 果 に 基 づ く 結 合 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 分 離 は 、 好 ま し く は 、 体 液 ま た は 組 織 溶 解 物 が 、 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ と 非 可 逆 的 に
結 合 す る 表 面 と 接 触 す る よ う に し て 為 さ れ る 。 そ の た め に は 、 Ｃ １ ８ 物 質 の 場 合 、 特 殊 な
バ ッ フ ァ ー が 必 要 で あ る （ 例 え ば 、 ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ア セ テ ー ト ） 。 残 余 は 除 去 さ
れ 、 後 続 の 重 亜 硫 酸 塩 反 応 が 、 で き る 限 り 清 浄 な 出 発 物 質 で 行 わ れ る よ う に 、 バ ッ フ ァ ー
ま た は 水 で （ ま た は 両 者 で ） 後 洗 浄 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 変 形 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ の 表 面 へ の 結 合 は 共 有 結 合 で あ る 。 更 に 、 特
に 、 好 ま し い 本 発 明 の 変 形 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ は 直 接 固 定 化 処 置 で 分 離 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 分
離 は 好 ま し く は 血 液 全 体 ま た は 血 清 か ら 為 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
更 に 、 特 に 、 好 ま し い 本 発 明 の 変 形 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ の 分 離 は 組 織 溶 解 物 か ら 為 さ れ る 。
溶 解 は 特 に 好 ま し く は プ ロ テ ナ ー ゼ Ｋ に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
更 に 、 特 に 、 好 ま し い 本 発 明 の 変 形 に お い て 、 固 定 化 は 、 ９ ６ ま た は ３ ８ ４ の 容 器 を 有 す
る マ イ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト で 行 わ れ 、 該 容 器 中 で 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
更 に 、 特 に 、 好 ま し い 本 発 明 の 変 形 に お い て 、 固 定 化 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 容 器 で 行 わ れ 、 該 容
器 中 で 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
特 に 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 固 定 化 は 、 金 属 酸 化 物 、 好 ま し く は 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム に 行 わ
れ る 。 更 に 、 特 に 、 好 ま し い 本 発 明 の 変 形 に お い て 、 固 定 化 が 疎 水 性 物 質 で 行 わ れ 、 結 合
が 選 択 さ れ た 緩 衝 条 件 の も と で の み 、 本 質 的 に 非 可 逆 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
解 析 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ は 好 ま し く は 通 常 の Ｄ Ｎ Ａ 供 給 源 か ら 得 ら れ る 。 こ れ ら の 供 給 源 は 例 え
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ば 、 細 胞 系 、 血 液 、 痰 、 便 、 尿 、 脳 脊 髄 液 ； 例 え ば 、 眼 球 、 腸 、 腎 臓 、 脳 、 心 臓 、 前 立 腺
、 肺 、 乳 房 ま た は 肝 臓 等 の 各 組 織 の パ ラ フ ィ ン 埋 蔵 標 本 ； 組 織 の 顕 微 鏡 標 本 及 び こ れ ら の
可 能 な 組 合 わ せ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の 方 法 の 第 二 処 置 で は 表 面 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ が 、 全 て の 、 塩 基 の ５ 位 置 で は な い 、
メ チ ル 化 シ ト シ ン が 変 化 し 、 塩 基 対 挙 動 が 異 な る 塩 基 が 生 成 し 、 一 方 ５ 位 置 の メ チ ル 化 シ
ト シ ン は 変 化 し な い ま ま で あ る よ う に 、 好 ま し く は 、 重 亜 硫 酸 塩 （ ＝ ジ 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸
水 素 塩 ） で 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
重 亜 硫 酸 塩 を 使 用 す る と き は 、 Ｄ Ｎ Ａ と 表 面 と の 強 固 な 結 合 を 保 証 す る た め に 、 Ｃ １ ８ 表
面 の 場 合 は ト リ ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 重 亜 硫 酸 塩 の 使 用 が 特 に 好 ま し い 。 酸 化 ア ル ミ ニ ウ
ム 表 面 の 場 合 、 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 使 用 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は 、 特 に 好 ま し く は 、 処 理 前 に 、 加 熱 ま た は 、 例 え ば 、 希 釈 苛 性 ソ ー ダ （ 好 ま
し く は 、 ０ ． １ ～ ０ ． ３ モ ル ） の よ う な 、 ア ル カ リ 性 薬 剤 を 使 用 し て 変 性 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
反 応 に 重 亜 硫 酸 塩 が 使 用 さ れ た と き 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 塩 基 に 付 加 が 起 こ る 。 本 発 明 の
方 法 に お い て は 、 変 性 剤 ま た は 溶 剤 及 び ラ ジ カ ル 捕 捉 剤 の 存 在 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
こ の と き 、 変 性 剤 ま た は 溶 剤 と し て は 下 記 の 化 合 物 ま た は 化 合 物 集 団 の 使 用 が 好 ま し い 。
即 ち 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ル キ ル エ ー テ ル 、 ジ オ キ サ ン 及 び そ の 置 換 誘 導 体 、 尿
素 及 び そ の 誘 導 体 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 一 級 ア ル コ ー ル 、 二 級 ア ル コ ー ル 、 三 級 ア ル コ ー ル
、 ジ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ル キ ル エ ー テ ル 、 ト リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ル キ ル エ ー テ
ル 、 テ ト ラ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ル キ ル エ ー テ ル 、 ペ ン タ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ル キ
ル エ ー テ ル 、 ヘ キ サ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ル キ ル エ ー テ ル 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ま た は Ｔ Ｈ Ｆ 。 と
に か く 、 Ｄ Ｎ Ａ の ア ガ ロ ー ス へ の 埋 め 込 み は 、 変 性 の 後 に 、 溶 解 さ せ た 変 性 剤 を 添 加 す る
こ と に よ っ て 可 能 に な り 、 次 い で 、 オ レ ッ ク （ Olek） ら に よ っ て 公 開 さ れ た 方 法 に 類 似 し
た 方 法 で 冷 却 す る 。 ア ガ ロ ー ス は 重 亜 硫 酸 塩 処 理 後 に 、 加 熱 バ ッ フ ァ ー ま た は 熱 水 で 除 去
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
こ れ に 続 く ア ル カ リ 加 水 分 解 （ 好 ま し く は ト リ ス バ ッ フ ァ ー pH１ ０ ま た は ア ン モ ニ ア ） は
非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 核 酸 塩 基 を ウ ラ シ ル に 変 換 さ せ る 。 続 い て 、 好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 脱
硫 （ １ ０ ～ ３ ０ 分 、 ９ ０ ～ １ ０ ０ ℃ ） が ア ル カ リ 性 pH値 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 第 三 処 置 で は 、 そ れ 以 前 に 使 用 さ れ た 処 理 剤 が 水 洗 処 置 で 除 去 さ れ る 。 こ の と き
、 固 定 化 さ れ 、 今 や 化 学 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 表 面 に 結 合 し た ま ま で あ る こ と が 重 要 で あ る
。 こ れ は 、 例 え ば 、 表 面 へ の 共 有 結 合 の 場 合 が 簡 明 で あ る 。 そ れ に 対 し て 、 例 え ば 、 Ｃ １
８ 相 へ の 結 合 が ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 陽 イ オ ン を 用 い て な さ れ た 場 合 は 、 対 応 す る バ ッ
フ ァ ー が 必 要 で あ る 。 こ の と き 、 洗 浄 処 置 で 、 例 え ば 、 ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ア セ テ ー
ト － バ ッ フ ァ ー の よ う な 、 Ｄ Ｎ Ａ が 疎 水 相 に 結 合 す る と き に 必 要 な バ ッ フ ァ ー が 要 求 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
好 ま し く は 多 く の 洗 浄 処 置 が 実 施 さ れ 、 該 処 置 は 水 ま た は バ ッ フ ァ ー が 添 加 さ れ 、 そ れ に
続 く 、 そ の 都 度 、 バ ッ フ ァ ー ま た は 水 が 除 去 さ れ る よ う な 、 滴 定 処 置 か ら な る 、 自 動 滴 定
処 置 か ら な る も の が 特 に 好 ま し い 。 こ れ は 、 例 え ば 、 微 量 滴 定 プ レ ー ト に お け る Ｄ Ｎ Ａ の
固 定 化 及 び 市 販 の 滴 定 ロ ボ ッ ト （ 例 え ば 、 Tecan社 ま た は Qiagen社 製 ） の 使 用 の 際 重 要 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
第 四 処 置 で は 、 固 定 化 さ れ 、 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た 断 片 が 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は 、 好 ま し く は 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
で 増 幅 さ れ る 。 多 く の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 は 好 ま し く は 反 応 容 器 中 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
第 四 処 置 は 、 二 つ の 処 置 で 実 施 す る の が 好 ま し い 。 一 つ の 処 置 は 、 異 な る 配 列 を も つ 少 な
く と も 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ プ レ 増 幅 で 開 始 す る 。 そ の プ ラ イ マ ー は 、 非 特 異
的 に 前 処 理 し た Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ り 、 １ 以 上 の 増 幅 産 物 が Ｐ Ｃ Ｒ 処 理
さ れ る こ と に な る 。 そ の 後 、 プ レ 増 幅 で 形 成 さ れ た 産 物 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 が 異 な る 配 列 を も つ
プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 わ れ る 。 該 プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ぞ れ 同 一 又 は 前 処 理 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 〔 （
＋ ） － 鎖 ま た は （ － ） － 鎖 〕 の 断 片 に 対 し て 、 逆 相 補 的 で あ り 、 増 幅 す べ き Ｄ Ｎ Ａ に 特 異
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 変 形 さ れ た 方 法 は 、 一 つ の 増 幅 処 置 が 、 多 く の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用
し 、 多 段 Ｐ Ｃ Ｒ で 行 わ れ る 。 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 増 幅 産 物 の 全 て 、 ま た は 、 大 部 分 が プ ー
ル さ れ 、 共 同 で 更 に 解 析 さ れ る こ と が 特 に 好 ま し い 。 増 幅 後 の 反 応 混 合 物 が 、 固 定 化 Ｄ Ｎ
Ａ が 結 合 し て い る 反 応 容 器 か ら 取 り 出 さ れ る こ と が 特 に 好 ま し い 。 こ の よ う に し て 、 固 定
化 Ｄ Ｎ Ａ が 、 更 な る 増 幅 用 鋳 型 と し て 、 好 ま し く は 、 こ れ よ り 前 に 使 用 さ れ な か っ た プ ラ
イ マ ー に よ る 増 幅 用 鋳 型 と し て 、 自 由 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 変 形 さ れ た 方 法 は 、 下 記 の 付 加 的 処 置 を 含 む 、 増 幅 が 異 な る プ ラ イ
マ ー で 多 数 回 繰 り 返 さ れ る 。
１ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 に 使 用 さ れ た 薬 剤 及 び 産 物 は 洗 浄 で 除 去 さ れ る 。
２ ） そ れ 以 前 に 、 増 幅 さ れ た も の と は 異 な る 、 更 に 選 択 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 が 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 反 応 で 増 幅 さ れ る 。
３ ） 増 幅 産 物 が そ の 配 列 に 関 し て 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 変 形 さ れ た 方 法 は 、 こ れ ら の 処 置 が 幾 度 も 繰 り 返 さ れ る 。 こ の と き
、 処 置 ２ ） の 増 幅 毎 に 、 こ れ ま で 行 わ れ た 増 幅 と は 異 な る 他 の 断 片 が 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
最 後 の 処 置 で 、 上 述 の 付 加 的 処 置 が 実 施 さ れ る と し て も 、 増 幅 産 物 は そ の 都 度 、
そ の 配 列 に 関 し て 調 べ ら れ る 。 そ れ に よ っ て 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 選 択 さ れ た シ ト シ ン 塩 基
の メ チ ル 化 状 態 が 推 論 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
こ れ ら の 配 列 解 析 と そ れ に 続 く 、 メ チ ル 化 状 態 に 関 す る 推 論 は 、 原 理 的 に 、 多 く の 、 専 門
家 に 熟 知 さ れ た 、 従 来 公 知 の 方 法 に よ っ て 為 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ ー ま た は Ｐ Ｎ Ａ （ ペ プ チ ド 核 酸 ） ア レ ー に 関 す る 増 幅 産 物 の ハ イ
ブ リ ッ ド 化 に よ る 解 析 が 為 さ れ る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
更 に 、 増 幅 期 間 中 の 解 析 が リ ア ル タ イ ム の Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の
方 法 の 変 形 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 、 増 幅 及 び 検 知 に 関 す る 処 置 が 、 リ
ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ で 、 一 つ の 反 応 容 器 で 実 施 で き る こ と が 特 に 好 ま し い 。 こ れ に 関 連 し て
、 増 幅 後 の 解 析 が 同 じ 反 応 容 器 で 、 溶 解 曲 線 に よ っ て 行 わ れ 、 溶 解 挙 動 か ら 断 片 の 塩 基 構
成 及 び メ チ ル 化 状 態 を 推 論 す る 方 法 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
解 析 は 、 増 幅 産 物 の 断 片 ま た は 増 幅 産 物 を 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る ゾ ン デ か ら 増 幅 産
物 の 分 子 量 を 決 定 す る 、 質 量 分 析 計 を 表 面 に 適 用 す る こ と に よ っ て も 、 行 う こ と が で き る
。 こ の 情 報 は 、 も し 、 配 列 の 大 部 分 が 既 に 知 ら れ て い る な ら ば 、 配 列 の 同 定 に 利 用 さ れ 得
る 。 ま た 、 溶 解 さ せ た 増 幅 産 物 を 別 々 に 質 量 分 析 計 に 導 入 す る こ と 、 及 び 、 専 門 家 が 熟 知
し て い る 方 法 に し た が っ て 解 析 を 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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本 発 明 の 方 法 に お い て 、 解 析 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 対 立 遺 伝 子 特 異 性 ハ イ ブ リ ッ ド 化
に よ っ て 行 わ れ る か 、 ま た は 、 増 幅 産 物 中 の 調 査 さ れ る べ き 位 置 の Ｐ Ｎ Ａ s（ ペ プ チ ド 核
酸 ） に よ っ て 行 わ れ る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の 方 法 の 変 形 に お い て 、 解 析 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 化 及
び そ れ に 続 く プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 、 ま た は 、 配 列 化 反 応 に よ っ て 行 わ れ る こ と が 更 に 特 に
好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
患 者 及 び ／ ま た は 各 個 人 に 発 生 す る 好 ま し く な い 症 状 の 診 断 及 び ま た は 予 診 の た め の 前 記
本 発 明 の 方 法 の 使 用 も ま た 本 発 明 の 対 象 と な る 。 こ の 際 、 好 ま し く な い 症 状 は 下 記 の カ テ
ゴ リ ー の 少 な く と も 一 つ に 属 す る 。
薬 の 副 作 用 ； 癌 ； Ｃ Ｎ Ｓ 機 能 欠 損 、 障 害 ま た は 疾 病 ； 攻 撃 的 徴 候 ま た は 異 常 行 動 ； 脳 障 害
に よ る 臨 床 的 、 心 理 的 及 び 社 会 的 帰 結 ； 精 神 異 常 及 び 人 格 異 常 ； 痴 呆 及 び ／ ま た は 関 連 し
た 症 候 群 ； 心 臓 血 管 系 疾 患 、 そ の 機 能 欠 損 及 び 傷 害 ； 胃 腸 の 領 域 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は
疾 病 ； 呼 吸 器 系 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 障 害 、 炎 症 、 感 染 、 免 疫 性 及 び ／ ま た は 回
復 期 ； 発 育 期 の 偏 向 的 な 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 皮 膚 、 筋 肉 、 結 合 組 織 、 ま た は 骨 の
機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 内 分 泌 系 及 び 代 謝 系 の 機 能 欠 損 、 傷 害 ま た は 疾 病 ； 頭 痛 ま た
は 性 的 機 能 欠 損 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 の 区 分 ま た は 細 胞 分 類 の 調 査 の た め に 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る こ と
も ま た 同 様 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ 処 理 用 薬 剤 の 一 種 、 増 幅 産 物 の 製 造 用 の 少 な く と も 二 つ の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 固 定 化 用 固 相 、 並 び に 、 選 択 的 に 、 更 に 他 の 溶 剤 及 び 前 記 本 発 明 の 変
形 さ れ た 方 法 の 少 な く と も 一 つ を 実 施 す る た め の 手 引 書 、 か ら な る キ ッ ト も ま た 本 発 明 の
対 象 に な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
下 記 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る も の で あ る 。 派 生 的 反 応 容 器 中 で の プ ロ メ ガ （ Promega
） － 及 び Ｍ １ ３ － Ｄ Ｎ Ａ の 重 亜 硫 酸 塩 処 理
【 ０ ０ ７ ９ 】
Ｄ Ｎ Ａ の 結 合
反 応 容 器 の 表 面 に 積 層 さ れ た 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 上 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 結 合 の た め に 、 切 り 取 ら れ
た EcoR1ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ Promega） 及 び Ｍ １ ３ プ ラ ス ミ ド － Ｄ Ｎ Ａ が 使 用 さ れ た 。 １ ６ ０ ng
が 対 応 す る 反 応 容 器 に 滴 下 さ れ 、 水 で 全 容 積 を ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル と し た 。 震 盪 機 で 短
時 間 混 合 し 、 １ ５ 分 間 室 温 で 培 養 し た 。 次 い で 、 溶 剤 を 除 去 し 、 容 器 を ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ
ト ル の 水 で 洗 浄 し た 。 チ ュ ー ブ 表 面 の 結 合 位 置 の 残 留 活 性 を 抑 え る た め に 、 牛 （ Bovin）
－ 血 清 ア ル ブ ミ ン の ５ ％ 溶 液 １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル を こ れ に 滴 下 し 、 ４ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト
ル の 水 を 加 え 、 １ ５ 分 間 室 温 で 培 養 し た 。 次 い で 、 容 器 を ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 水 で 一
回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
重 亜 硫 酸 塩 処 理
結 合 し て い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 水 の 添 加 な し で 、 ９ ６ ℃ で ２ ０ 分 間 エ ッ ペ ン ド ル フ － マ ス タ ー サ
イ ク ラ ー （ Eppendorf－ Mastercycler） で 変 性 し た 。 容 器 は そ の 後 で き る だ け 速 く 取 り 除
か れ 、 こ れ に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ の 変 性 は そ の ま ま 保 存 さ れ た 。
重 亜 硫 酸 塩 反 応 は ０ ． ７ ５ モ ル 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 の １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 、 ラ ジ カ
ル 捕 捉 剤 （ ６ － ヒ ド ロ キ シ － ２ ， ５ ， ７ ， ８ － テ ト ラ メ チ ル ク ロ マ ン － ２ － カ ル ボ ン 酸 ，
９ ８ ． ６ mgを 1ミ リ リ ッ ト ル の ジ オ キ サ ン に 加 え た も の ） ２ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 及 び ２ マ イ
ク ロ リ ッ ト ル の 水 が 添 加 さ れ た 。 反 応 容 器 は ５ ０ ℃ で 、 エ ッ ペ ン ド ル フ － マ ス タ ー サ イ ク
ラ ー で ５ 時 間 培 養 さ れ た 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
脱 硫
重 亜 硫 酸 塩 完 了 後 、 溶 液 は ピ ペ ッ ト で 抜 き 取 ら れ 、 容 器 は １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 水 及
び 脱 硫 に 備 え て 、 ５ ０ mMの ト リ ス 塩 酸 溶 液 の １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル で 洗 浄 さ れ た 。 脱 硫
は ５ ０ mMの ト リ ス 塩 酸 溶 液 の ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル で 、
pH９ 、 ９ ６ ℃ で ２ ０ 分 間 行 わ れ た 。 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 水 で 、 ３ 回 洗 浄 後 、 反 応 容 器
は Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 増 幅 に 使 用 可 能 状 態 と な っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｐ Ｃ Ｒ
Ｐ Ｃ Ｒ は ２ ５ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 縮 小 尺 度 で 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー と し て 、 プ ロ メ ガ （ Prom
ega） Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ － Ｔ Ａ Ａ 　 Ｇ Ｔ Ａ 　 Ｔ Ｇ Ｔ 　 Ｔ Ｇ Ａ 　 Ａ Ｇ Ａ 　 Ａ Ａ Ｇ 　 Ａ Ｔ Ｔ 　 Ａ Ｔ
Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ａ 　 Ｇ － ３ ’ 及 び ５ ’ － Ｔ Ａ Ａ 　 Ａ Ａ Ａ 　 Ｃ Ｔ Ａ 　 Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ａ Ｔ 　 Ａ Ａ Ｔ 　 Ａ
Ａ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ａ Ａ 　 Ｃ － ３ ’ 並 び に ５ ’ － Ａ Ｔ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ａ 　 Ａ Ａ Ａ 　 Ｔ Ｃ Ｇ 　 Ｃ Ｇ Ｃ
　 Ａ Ａ Ａ － ３ ’ 及 び ５ ’ － Ａ Ａ Ｇ 　 Ｔ Ｃ Ｇ 　 Ｇ Ａ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ａ Ａ Ａ 　 Ａ Ａ Ｇ 　 Ｇ Ｔ － ３
’ （ Ｍ Ｗ Ｇ ） 、 Ｍ １ ３ プ ラ ス ミ ド － Ｄ Ｎ Ａ が 使 用 さ れ た 。 両 者 の プ ラ イ マ ー は 濃 度 １ ２ ．
５ ピ コ モ ル ／ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 溶 液 と し 、 こ の プ ラ イ マ ー 対 の 溶 液 の ２ マ イ ク ロ リ ッ ト
ル を 対 応 す る チ ュ ー ブ に 滴 下 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ に は ２ ． ５ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の dＮ Ｔ Ｐ － Mix（
フ ァ ー メ ン タ ス 社 製 、 濃 度 ２ ． ５ マ イ ク ロ モ ル ／ マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） 、 ０ ． ３ マ イ ク ロ リ
ッ ト ル の ホ ッ ト ・ ス タ ー ・ タ ク （ Hot Star Taq） (Qiagen社 製 )、  ２ ． ５ マ イ ク ロ リ ッ ト
ル の １ ０ x Ｐ Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ ー 溶 液 （ Qiagen社 製 、 １ ５ マ イ ク ロ モ ル MgCl 2 含 有 バ ッ フ ァ ー
） 及 び １ ７ ． ７ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 水 （ Fluka社 製 ） か ら な る 原 料 が 容 器 に 加 え ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
Ｐ Ｃ Ｒ の コ ン ト ロ ー ル は ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 行 わ れ た 。 そ の た め に 、 １ ． ４ ％ ア ガ ロ ー ス
ゲ ル （ Eurogentec． 社 製 ） に 、 ３ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 色 素 が 添 加 さ れ た ５ マ イ ク ロ リ ッ ト
ル の 試 料 を 加 え 、 運 用 バ ッ フ ァ ー と し て １ xTBEが 使 用 さ れ た 。 断 片 は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ
ド で 染 色 さ れ 、 ゲ ル は Ｕ Ｖ で 印 刷 さ れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 の シ ト シ ン メ チ ル 化 標 本 の 解 析 方 法 は 、 従 来 技 術 の 問 題 点 を
解 決 し た も の で 、 本 発 明 の 方 法 を 、 患 者 ま た は 各 個 人 に と っ て 、 好 ま し く な い 症 状 の 診 断
及 び ／ ま た は 予 診 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

一种用于分析基因组DNA样品中的胞嘧啶甲基化样品的方法和如上所述
的方法，包括对患者或每个个体进行以下治疗，用于诊断和/或初步诊断
不良症状和可使用上述方法用于诊断和/或初步诊断的试剂盒。将基因组
DNA样品与细胞或与其相关的其他物质分离，并且基本上和不可逆地结
合到表面，并且结合到表面的DNA被在DNA双链体中具有不同碱基对行
为的碱基取代。变化，而作为5-甲基胞嘧啶保持不变，优选的是，用重
亚硫酸盐处理（二亚硫酸盐，亚硫酸氢盐），它是通过洗涤所使用的处
理剂去除，固定它被制成通过聚合酶反应扩增选定的DNA片段，并研究
扩增产物的序列。
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