
(57)【要約】
本発明は、患者の UGT1A1遺伝子の -3156位の遺伝子型または -3156変異内のいずれかの位置
の連鎖不平衡を基に、癌患者におけるイリノテカン毒性のリスクを評価する方法および組
成物に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 を 含 む 、 患 者 に お け る イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス ク を 評 価 す る 方 法 ：
　 患 者 の 、 一 方 ま た は 両 方 の UGT1A1遺 伝 子 の -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 工 程
。
【 請 求 項 ２ 】
　 患 者 に お け る UGT1A1活 性 レ ベ ル を 分 類 す る 工 程 を 更 に 含 み 、 こ れ に よ り グ ア ニ ン 残 基 の
同 定 が 、 そ の 患 者 は 低 レ ベ ル の 活 性 を 有 さ な い こ と を 示 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 一 方 の UGT1A1遺 伝 子 に つ い て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 患 者 の 、 両 方 の UGT1A1遺 伝 子 に つ い て 決 定 さ れ る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 一 方 ま た は 両 方 の UGT1A1遺 伝 子 中 の -3156位 の 配 列 に 関 連 し た グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 を 分
析 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 患 者 に 投 与 す る た め の イ リ ノ テ カ ン の 投 与 量 を 最 適 化 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 一 方 ま た は 両 方 の UGT1A1遺 伝 子 の -3156位 の 配 列 の 決 定 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア
ッ セ イ に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 UGT1A1遺 伝 子 の -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 が 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は マ イ ク
ロ シ ー ク エ ン シ ン グ ア ッ セ イ に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 UGT1A1遺 伝 子 の -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 工 程 が 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅
ア ッ セ イ に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 患 者 へ イ リ ノ テ カ ン を 投 与 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 胆 汁 を 介 し た 活 性 イ リ ノ テ カ ン 種 の 排 出 を 低 下 す る た め に 、 患 者 へ 第 二 の 物 質 を 投 与 す
る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 を 含 む 、 患 者 に お け る イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス ク を 評 価 す る 方 法 ：
　 患 者 の 、 一 方 の UGT1A1の -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 患 者 の UGT1A1活 性 レ ベ ル を 分 類 す る 工 程 を 更 に 含 み 、 こ れ に よ り グ ア ニ ン 残 基 の 同 定 が
、 そ の 患 者 は 低 レ ベ ル の 活 性 を 有 さ な い こ と を 示 し て い る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 患 者 に お け る 第 二 の UGT1A1遺 伝 子 の -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 工 程 を 更 に
含 む 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド が -3156位 に 認 め ら れ る 場 合 に 、 患 者 に イ リ ノ テ カ ン を 投 与 す る
こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
1. 発 明 の 技 術 分 野
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　 本 発 明 は 概 し て 、 薬 理 遺 伝 学 お よ び 癌 療 法 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に 述 べ る と 、 こ れ
は 患 者 に お い て UGT酵 素 に よ り グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 さ れ た イ リ ノ テ カ ン お よ び 他 の 化 合 物 の
毒 性 レ ベ ル を 推 定 ま た は 予 測 す る 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 こ の よ う な 方 法 お よ び 組 成
物 は 、 イ リ ノ テ カ ン -ベ ー ス の 療 法 ま た は UGT基 質 に 関 連 し た 療 法 が 、 特 定 の 患 者 に 投 与 さ
れ た 場 合 に 、 毒 性 を 有 し 得 る か ど う か を 評 価 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 示 さ れ た
療 法 の 別 法 で は 、 毒 性 が 問 題 で あ る か ど う か を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
2. 関 連 技 術 の 説 明
　 イ リ ノ テ カ ン は 、 転 移 性 結 腸 直 腸 癌 の 治 療 に 関 し て 世 界 中 で 承 認 さ れ て い る ト ポ イ ソ メ
ラ ー ゼ Iイ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 イ リ ノ テ カ ン は 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル -抗 療 性 患 者 に お け る
単 剤 と し て (Rougier et al., 1998； Cunningham et al., 1998)に 加 え 、 第 一 選 択 の 療 法
と し て の 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル /ロ イ コ ボ リ ン と の 併 用 に お い て (Saltz et al., 2000； Roth
enberg et al., 2001)よ く 確 立 さ れ て い る 。 補 助 的 設 定 療 法 (adjuvant setting)に お け る
そ の 役 割 が 研 究 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ リ ノ テ カ ン 治 療 は 、 本 疾 患 に お け る そ の 効 能 お よ び 他 の 腫 瘍 型 に お け る そ の 広 い 活 性
ス ペ ク ト ル に も か か わ ら ず 、 重 大 な 毒 性 に 関 連 し て い る 。 イ リ ノ テ カ ン の 主 な 重 度 の 毒 性
は 、 遅 発 性 の 下 痢 お よ び 骨 髄 抑 制 で あ る 。 初 期 の 単 剤 臨 床 試 験 に お い て 、 3～ 4度 (grade)
の 下 痢 が 患 者 の 約 1/3に お い て 発 生 し 、 投 与 量 が 制 限 さ れ た (Negoro et al., 1991； Rothe
nberg et al., 1993)。 そ の 頻 度 は 、 試 験 毎 に 変 動 し 、 ス ケ ジ ュ ー ル 依 存 型 で も あ る 。 週 3
回 の 投 薬 様 式 に お け る 3～ 4度 の 下 痢 の 頻 度 (19％ )は 、 週 1回 の ス ケ ジ ュ ー ル (36％ , Fuchs 
et al., 2003)と 比 べ 有 意 に 低 い 。 下 痢 に 加 え 、 3～ 4度 の 好 中 球 減 少 症 も 一 般 的 な 有 害 事
象 で あ り 、 週 1回 お よ び 週 3回 の 両 投 薬 様 式 に お い て 患 者 の 約 30～ 40％ が こ れ を 経 験 し て い
る (Fuchs et al., 2003； Vanhoefer et al., 2001)。 イ リ ノ テ カ ン 治 療 時 の 致 命 的 事 象 が
報 告 さ れ て い る 。 週 1回 お よ び 週 3回 の 単 剤 イ リ ノ テ カ ン 投 薬 様 式 に お い て 、 各 々 、 5.3お
よ び 1.6％ の 高 度 の 死 亡 率 が 報 告 さ れ て い る (Fuchs et al., 2003)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 部 の 情 報 は 、 最 終 的 に 忍 容 で き な い 毒 性 に 冒 さ れ る で あ ろ う 患 者 を 予 測 す る 方 法 を 知
る こ と が で き る (Ratain, 2002)が 、 追 加 情 報 が 有 用 で あ り 得 る 。 こ の シ ナ リ オ は 落 胆 さ せ
る も の の よ う で あ る が 、 重 度 の 毒 性 の リ ス ク は 、 イ リ ノ テ カ ン の 薬 理 学 を 理 解 し か つ イ リ
ノ テ カ ン 代 謝 の 遺 伝 的 変 更 を 調 べ る こ と に よ り 予 測 す る こ と が で き る 。 カ ル ボ キ シ ル エ ス
テ ラ ー ゼ -2に よ る イ リ ノ テ カ ン の 加 水 分 解 は 、 イ リ ノ テ カ ン よ り も は る か に 効 力 の 高 い ト
ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iイ ン ヒ ビ タ ー で あ る SN-38(7-エ チ ル -10-ヒ ド ロ キ シ カ ン プ ト テ シ ン )へ の
そ の 活 性 化 に 寄 与 し て い る (参 考 文 献 )。 イ リ ノ テ カ ン の 主 要 な 不 活 性 化 経 路 は 、 活 性 型 SN
-38の 不 活 性 型 SN-38グ ル ク ロ ニ ド (SN-38G)へ の 生 体 内 変 換 で あ る 。 SN-38Gの 全 身 性 の 形 成
の 患 者 間 差 は 、 イ リ ノ テ カ ン で 治 療 さ れ る 患 者 に お い て 明 確 な 臨 床 結 果 を も た ら す こ と が
示 さ れ て い る 。 SN-38の よ り 高 い グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 を 伴 う 患 者 は 、 お そ ら く 週 1回 の ス ケ ジ
ュ ー ル に 投 与 量 制 限 す る 下 痢 の 毒 性 か ら 保 護 さ れ る で あ ろ う (Gupta et al., 1994)。 SN-3
8は 、 UDP-グ ル ク ロ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 1A1(UGT1A1)に よ り グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 さ れ る
(Iyer et al., 1997)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 UGT1A1酵 素 は ビ リ ル ビ ン の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 を 触 媒 す る (参 考 文 献 )の で 、 UGT1A1の 遺 伝
的 変 異 が 、 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 候 群 に 関 し て 集 中 的 に 研 究 さ れ た 。 可 変 数 の 反 復 配 列 (5、 6
、 7お よ び 8)が 、 UGT1A1 TATAボ ッ ク ス に お い て 認 め ら れ た 。 遺 伝 子 転 写 効 率 は 、 TA反 復 配
列 の 数 に 反 比 例 す る (Beutler et al., 1998)。 (TA) 7 対 立 遺 伝 子 の ホ モ 接 合 性 は 、 ジ ル ベ
ー ル 症 候 群 の 古 典 的 病 像 に 関 連 し て い る (Burchell et al.； Monaghan et al.)。 ジ ル ベ ー
ル 症 候 群 は 同 じ く 、 特 に こ れ ら の 変 異 が 比 較 的 共 通 で あ る よ う な ア ジ ア 人 に お い て 、 UGT1
A1遺 伝 子 の ミ ス セ ン ス を コ ー ド し て い る 変 異 に も 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 イ リ ノ テ カ ン 治 療 に お い て グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 経 路 は 臨 床 的 に 重 要 で あ る の で 、 UGT1A1は
、 イ リ ノ テ カ ン 治 療 後 の 重 度 の 毒 性 事 象 を 予 測 す る た め に 研 究 さ れ る 遺 伝 子 の 候 補 で あ る
。 様 々 な イ リ ノ テ カ ン -ベ ー ス の 投 薬 様 式 後 の 重 度 の 毒 性 に 関 連 す る UGT1A1遺 伝 的 変 異 の
レ ト ロ ス ペ ク テ ィ ブ 分 析 が 、 日 本 人 患 者 に お い て 実 行 さ れ た (Ando et al., 2000)が 、 大
規 模 臨 床 試 験 に お い て プ ロ ス ペ ク テ ィ ブ な 評 価 は 行 わ れ て い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 UGT1A1上 流 領 域 の -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド は イ リ ノ テ カ ン 毒 性 に 相 関 し て い
る と い う 知 見 を 基 に し て い る 。 そ の 位 置 の Aは イ リ ノ テ カ ン 毒 性 に 正 に 相 関 し て い る が 、
そ の 位 置 の Gは イ リ ノ テ カ ン に 対 す る 耐 性 に 相 関 し て い る 。 従 っ て 本 発 明 は 、 患 者 が イ リ
ノ テ カ ン か ら 毒 性 を 経 験 す る か ど う か を 評 価 、 予 測 、 お よ び 決 定 す る 方 法 お よ び 組 成 物 に
関 す る 。 イ リ ノ テ カ ン か ら の 毒 性 は 、 薬 物 の 副 作 用 と し て 証 拠 だ て ら れ て い る が 、 こ れ は
腫 瘍 遺 伝 子 学 者 お よ び そ の 患 者 に と っ て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 患 者 は 、 イ リ ノ テ カ ン が 投 与 さ れ る 場 合 に 、 そ の 薬 物 の
毒 性 に 冒 さ れ る か ま た は 受 け る か ど う か を 予 測 す る 方 法 が 存 在 す る 。 方 法 は 、 患 者 の 一 方
ま た は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 の UGT1A1プ ロ モ ー タ ー の 塩 基 -3156の 核 酸 配 列 の 決 定 に 関 連 し て
い る 。 Aヌ ク レ オ チ ド の 存 在 は 、 そ の ヒ ト に イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス ク が あ る こ と を 示 し
て い る 。 AA遺 伝 子 型 は 、 そ の 位 置 で の 他 の 遺 伝 子 型 よ り も 4度 の 好 中 球 減 少 症 に よ り 密 接
に 関 連 し て い る 。 更 に 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ れ は 、 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー 内 の TAイ ン デ ル
の 遺 伝 子 型 と は 無 関 係 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 結 果 的 に 、 ヒ ト が イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス ク が あ る と 同 定 さ れ た 場 合 に は 、 療 法 の 別 の
経 路 ま た は 通 常 投 与 さ れ る も の よ り も よ り 少 な い イ リ ノ テ カ ン 投 与 量 を 検 討 す る こ と が で
き る 。 加 え て こ の 方 法 は 、 -3156変 異 を 伴 う 連 鎖 不 平 衡 (LED)に お け る 他 の 多 型 の 配 列 ま た
は イ ン デ ル (挿 入 /欠 失 )を 決 定 す る こ と も 含 む 。 従 っ て 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 反
復 配 列 の 数 を 決 定 す る た め に 、 TAイ ン デ ル が 評 価 さ れ る 。 同 じ く UGT1A1の 他 の 変 異 ま た は
他 の 遺 伝 子 (用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル に 影
響 す る 非 -コ ー ド 領 域 を 含 む 。 )は 、 -3156変 異 を 伴 う LEDの 変 異 に つ い て 評 価 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 UGT1Aの -3156位 の 配 列 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 核 酸
ま た は そ れ に 関 連 す る 他 の 試 薬 を 含 む 。 複 数 の 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア レ イ お
よ び 他 の ア ッ セ イ も 、 本 発 明 の 一 部 と し て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に よ る 、 イ リ ノ テ カ ン の 活 性 代 謝 産 物 で あ る SN-38の 代 謝 は 、 患 者 を
イ リ ノ テ カ ン の 毒 性 作 用 か ら 保 護 す る 機 構 を 表 し 、 そ の 結 果 SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 の 減
少 が 、 患 者 が イ リ ノ テ カ ン に 関 連 し た 毒 性 を 経 験 し 得 る 確 率 に 寄 与 し て い る 。 減 少 し た SN
-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 の 遺 伝 的 基 礎 の 一 部 は 確 定 さ れ て い る が 、 他 の 基 礎 は 依 然 確 定 さ れ
て い な い 。 従 っ て 患 者 の 一 方 ま た は 両 方 の UGT1A1遺 伝 子 の 多 型 を 評 価 し 、 な ら び に 遺 伝 子
型 を 様 々 な 療 法 の 有 害 作 用 と 相 関 す る た め の 改 善 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 の 必 要 性 が 依 然
残 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 的 変 異 は 、 UGT1A1発 現 と 相 関 し 、 か つ い く つ か の 重 要 な 臨 床 的 意 義 を 有
す る と い う 事 実 を 基 に し て い る 。 本 発 明 の 改 善 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 治 療 が 患 者 に
有 害 に 作 用 す る 性 向 を 有 す る か ど う か 、 ま た は ど の 治 療 が 特 定 の 患 者 に と っ て 適 切 も し く
は 不 適 で あ る か を 決 定 す る 際 に 使 用 す る こ と が で き る 。 UGT1A1基 本 転 写 は 、 本 明 細 書 に 説
明 さ れ た よ う な 、 誘 導 性 遺 伝 子 発 現 に 影 響 す る 変 異 を 含 む フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル -反 応 性 エ
ン ハ ン サ ー モ ジ ュ ー ル (PBREM)に 加 え 、 多 型 性 の (TA)反 復 配 列 に よ り 影 響 さ れ る (図 4参 照
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、 Innocenti et al., 2002の 説 明 )。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 多 型 」 ま た は 「 遺 伝
子 多 型 」 は 、 例 え ば 単 独 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 1個 も し く は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 反 復 配
列 な ど の 、 特 定 の 特 徴 の 2種 ま た は よ り 多 く の 変 異 形 の 存 在 で あ る 。 一 般 に 変 動 は 、 DNA配
列 の あ る 位 置 で の 1個 ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 欠 失 も し く は 置 換 、 ま た は タ ン
デ ム 反 復 配 列 の 数 の 変 動 に 起 因 す る 。 様 々 な 態 様 に お い て 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ
ら れ て い る Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF297093を 参 照 し 、 UGT1遺 伝 子 座 の 内 部 ま た は 外
側 の 他 の 多 型 を 、 特 定 の 表 現 型 お よ び ／ ま た は ハ プ ロ タ イ プ を 伴 う 多 型 の 関 係 が 確 立 さ れ
る 限 り は 使 用 す る こ と が で き る 。 UGT1A遺 伝 子 の 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ 法 の 例 は 、 少 な く と も
米 国 特 許 第 6,479,236号 、 第 6,472,157号 お よ び 第 6,395,481号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら
の 各 特 許 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 に お い て 、 (TA)多 型 と 、 PBREMに お け る 変 異 と の 、 ま た は UGT1遺 伝
子 座 の 内 側 も し く は 外 側 の 他 の 変 異 と の 間 の 有 意 な 連 鎖 不 平 衡 は 、 そ の よ う な 他 の 変 異 を
有 す る 患 者 は 、 イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス ク が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 連 鎖 不 平 衡 に 関 し
て 使 用 さ れ る 「 有 意 な 」 と は 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ る よ う に 、 統 計 学 的 p値 ま た は α 値
が 、 0.25ま た は 0.1で あ る こ と 、 お よ び 0.1、 0.05、 0.001、 0.00001ま た は そ れ 未 満 で あ る
こ と が 意 図 さ れ て い る 。 「 連 鎖 不 平 衡 」 (本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 LD」 は 、 当 該 技
術 分 野 に お い て 「 LED」 と も 記 さ れ る )は 、 対 立 遺 伝 子 (す な わ ち 所 定 の 遺 伝 子 の 変 異 形 )の
特 定 の 組 合 せ ま た は 2個 の 遺 伝 子 座 の 多 型 が 、 偶 然 予 想 さ れ る 頻 度 よ り も よ り 頻 繁 に 認 め
ら れ る よ う な 状 況 を 意 味 す る 。 PBREM-(TA) n ハ プ ロ タ イ プ と UGT1A1基 質 SN-38の グ ル ク ロ ン
酸 抱 合 率 の 間 の 関 係 は 、 遺 伝 子 型 (す な わ ち 、 生 物 の 遺 伝 的 構 成 (genetic make up))を 表
現 型 (す な わ ち 、 生 物 ま た は 細 胞 に よ り 示 さ れ た 物 理 的 形 質 )と 相 関 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。 「 ハ プ ロ タ イ プ 」 は 本 明 細 書 に お い て 、 2個 ま た は そ れ よ り も 多 い よ り 密 接
に 連 鎖 し た 遺 伝 子 座 の 集 合 的 遺 伝 子 型 を 意 味 す る よ う に 使 用 さ れ る 。 各 ハ プ ロ タ イ プ は 、
対 立 遺 伝 子 の 配 列 ま た は 相 同 染 色 体 の 片 方 に 沿 っ た 多 型 を 明 示 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て
、 多 型 は 、 互 い に 0.001、 0.01、 0.1、 0.2cMま た は そ れ よ り も 大 き く て よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 は 、 患 者 に お け る イ リ ノ テ カ ン ま た は 他 の UGT1A1基 質 の 毒 性 の リ ス
ク を 評 価 す る 方 法 を 含 む 。 多 型 は 、 一 塩 基 多 型 (SNP)で あ っ て よ く 、 か つ (TA) n 反 復 配 列 と
の 連 鎖 不 平 衡 で あ っ て よ い 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 UGT1A1遺 伝 子 の 一 方 も し く は
両 方 の コ ピ ー お よ び ／ ま た は 患 者 の UGT1遺 伝 子 座 に 位 置 し た い ず れ か 他 の 遺 伝 子 の 一 方 も
し く は 両 方 の コ ピ ー に お い て 1種 ま た は 複 数 の 多 型 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 多 型 が 検 出 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 UGT1A1多 型 が 一
方 ま た は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る か ま た は 存 在 し な い か の 決 定 を 実 行 す る こ と が 特 に
企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 多 型 は 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 領 域 ま た は 転 写 に 影 響 す る 5'フ ラ ン キ
ン グ 領 域 (こ れ は プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む )に お け る よ う な 、 UGT1A1の 転 写 に 影 響 す る 多 型
で あ っ て よ く 、 こ れ は 特 に 、 0と 指 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 伴 わ ず +1と 指 定 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド UGT1A1遺 伝 子 転 写 開 始 点 か ら 、 -3440、 -3401、 -3279、 -3177、 -3175、 ま た は -3156
位 の ヌ ク レ オ チ ド で の 多 型 で あ っ て よ い 。 TA反 復 配 列 の 数 は 5、 6、 7、 8個 ま た は よ り 多 く
の TA反 復 配 列 で あ る こ と が で き る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 多 型 は 下 記 の も の で あ る ： -344
0C＞ A、 -3401T＞ C、 -3279G＞ T、 -3177C＞ G、 -3175A＞ G、 -3156G＞ A、 ま た は そ れ ら の い ず
れ か の 組 合 せ 。 例 え ば 表 記 -3440C＞ Aは 、 -3440位 の シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ド (C)が ア デ ノ シ
ン (A)に よ り 交 換 さ れ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 患 者 か ら 核 酸 試 料 を 得 る こ と 、 お よ び 様 々 な 方 法 を 用 い UGT1A1遺 伝 子
の 1種 ま た は 複 数 の 多 型 を 検 出 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 多 型 検
出 は 、 UGT1A1遺 伝 子 の 特 定 の 領 域 の 全 て ま た は 一 部 を 含 む 核 酸 を 増 幅 し 、 増 幅 産 物 を 得 る
こ と ； お よ び ／ ま た は 、 1種 も し く は 複 数 の 多 型 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て 増 幅 産 物 を
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分 析 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 多 型 検 出 法 も 企 図 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 UGT1A1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 多 型 が 、 様 々 な 公 知 の ア ッ セ イ の ひ と
つ を 行 う こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 こ れ ら は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 、 シ ー ク エ
ン シ ン グ も し く は マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ ア ッ セ イ 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 ア ッ セ イ ま
た は 核 酸 多 型 の 検 出 に つ い て 公 知 の い ず れ か 他 の 方 法 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な く 、 核 酸 の 増 幅 を 含 ん で も 含 ま な く て も よ い 。 多 型 の 「 検 出 」 と は 、 そ の 位 置 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 同 定 お よ び ／ ま た は そ の 多 型 が 存 在 す る か ど う か の 決 定 を 含 む と 理 解 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 1種 ま た は 複 数 の 多 型 と 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ま た は ビ リ ル ビ ン 、 エ ス ト リ オ ー ル 、 β -エ ス
ト ラ ジ オ ー ル 、 2-ヒ ド ロ キ シ エ ス ト リ オ ー ル 、 2-ヒ ド ロ キ シ エ ス ト ロ ン 、 2-ヒ ド ロ キ シ エ
ス ト ラ ジ オ ー ル 、 サ イ ロ キ シ ン (T4)、 rT3、 没 食 子 酸 オ ク チ ル 、 没 食 子 酸 プ ロ ピ ル 、 ア ン
ト ラ フ ラ ビ ン 酸 (anthraflavic acid)、 ケ ル セ チ ン 、 フ イ セ チ ン (fisetin)、 ナ リ ン ゲ ニ ン
、 1-ナ フ ト ー ル 、 お よ び エ チ ニ ル エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い UGT1A1の 他 の 基 質 の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の 間 の 相 関 関 係 を 使 用 し 、 UGT1A1に よ り 直
接 ま た は 間 接 に 代 謝 さ れ る イ リ ノ テ カ ン お よ び ／ ま た は 他 の 薬 物 も し く は 化 合 物 を 含 む 治
療 様 式 の 様 々 な 局 面 を 決 定 し て も よ い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 方 法 は 、 様 々 な 多
型 お よ び 多 型 組 合 せ に 関 連 し た グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の 分 析 も 含 み 、 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の
分 析 に 関 連 し た 例 証 的 方 法 お よ び 組 成 物 に つ い て は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て
い る 米 国 特 許 第 6,319,678号 を 参 照 の こ と 。 こ れ ら の 方 法 は 、 患 者 の 胆 汁 輸 送 能 の 決 定 を
含 む こ と も で き る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 多 型 の 評 価 を 使 用 し 、 患 者 の 治 療
の た め の イ リ ノ テ カ ン ま た は 他 の 化 合 物 の 投 与 量 を 最 適 化 す る か ま た は そ れ ら の 毒 性 を 軽
減 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 イ リ ノ テ カ ン ま た は UGT1A1の 他 の 基 質 の 毒 性 を 軽 減 す る た め に 、 イ リ
ノ テ カ ン を 他 の 薬 学 的 物 質 と 組 合 せ て 適 当 な 用 量 で 、 患 者 へ 投 与 す る こ と に よ る 患 者 の 治
療 を 更 に 含 ん で も よ い 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 胆 汁 を 介 し た 活 性 イ リ ノ テ カ ン 種 の 排 出 を
低 下 す る 第 二 の 物 質 を 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い て 成 さ れ た 決 定 を 基 に 、 イ リ ノ
テ カ ン と 共 に 投 与 す る こ と が で き 、 関 連 し た 方 法 お よ び 組 成 物 に つ い て は 、 本 明 細 書 に 参
照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 米 国 特 許 第 6,407,117号 、 第 6,287,834号 お よ び 第 5,786,344号
を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 UGT1A1上 流 領 域 の -3156位 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ リ ノ テ カ ン 毒 性 と 相 関 し て
い る と い う 知 見 も 基 に し て い る 。 そ の 位 置 の Aは イ リ ノ テ カ ン 毒 性 と 正 に 相 関 し て い る が
、 そ の 位 置 の Gは イ リ ノ テ カ ン に 対 す る 耐 性 と 相 関 し て い る 。 従 っ て 本 発 明 は 、 患 者 が イ
リ ノ テ カ ン か ら 毒 性 を 経 験 す る か ど う か を 評 価 、 予 測 、 お よ び 決 定 す る 方 法 お よ び 組 成 物
に 関 す る 。 イ リ ノ テ カ ン か ら の 毒 性 は 、 薬 物 の 副 作 用 と し て 証 拠 だ て ら れ て い る が 、 こ れ
は 腫 瘍 遺 伝 子 学 者 お よ び そ の 患 者 に と っ て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 イ リ ノ テ カ ン が 投 与 さ れ る 場 合 に 、 患 者 が そ の 薬 物 の 毒
性 に 冒 さ れ る か ま た は 受 け る か ど う か を 予 測 す る 方 法 に は 、 患 者 の 一 方 ま た は 両 方 の 対 立
遺 伝 子 の UGT1A1 5'フ ラ ン キ ン グ 領 域 に お け る 塩 基 -3156の 核 酸 配 列 の 決 定 が 関 連 し て い る
。 Aヌ ク レ オ チ ド の 存 在 は 、 そ の ヒ ト に イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス ク が あ る こ と を 示 唆 し て
い る 。 AA遺 伝 子 型 は 、 そ の 位 置 で の 他 の 遺 伝 子 型 よ り も 4度 の 好 中 球 減 少 症 に よ り 密 接 に
関 連 し て い る 。 更 に 一 部 の 態 様 に お い て は 、 こ れ は 、 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー の TAイ ン デ ル の
遺 伝 子 型 と は 無 関 係 で あ る 。 UGT1A1 5'フ ラ ン キ ン グ 領 域 の -3156位 の イ ン デ ル に 関 連 す る
こ れ ら の 方 法 は 、 同 じ 患 者 の UGT1A1 5'フ ラ ン キ ン グ 領 域 の 1種 ま た は 複 数 の 他 の 多 型 の 決
定 に 関 連 し て い る 方 法 に よ り 実 行 す る こ と が で き る こ と が 企 図 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 結 果 的 に 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た い ず れ か の 態 様 を 基 に ヒ ト が イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス
ク が あ る と 確 定 さ れ た 場 合 、 療 法 の 別 の 経 路 ま た は 通 常 投 与 さ れ る も の よ り も よ り 少 な い
イ リ ノ テ カ ン 投 与 量 を 検 討 す る こ と が で き る 。 加 え て こ の 方 法 は 、 -3156変 異 を 伴 う 連 鎖
不 平 衡 (LD)に お け る 他 の 多 型 の 配 列 ま た は イ ン デ ル (挿 入 /欠 失 )を 決 定 す る こ と も 含 む 。
従 っ て 本 発 明 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 反 復 配 列 の 数 を 決 定 す る た め に 、 TAイ ン デ ル が 評 価
さ れ る 。 同 じ く UGT1A1の 他 の 変 異 ま た は 他 の 遺 伝 子 (用 語 「 遺 伝 子 」 は 、 コ ー ド さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル に 影 響 す る 非 -コ ー ド 領 域 を 含 む 。 )は 、 -3156変 異 を
伴 う LDの 変 異 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 様 々 な 態 様 は 、 患 者 に お け る イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の リ ス ク を 評 価 す る キ ッ ト を 含 み 得 る 。
こ の キ ッ ト は 、 様 々 な 容 器 、 試 薬 な ど を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は
、 1個 ま た は 複 数 の UGT1A1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 増 幅 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー 、 UGT1A1遺 伝 子 の ハ プ ロ タ イ プ タ グ SNPも し く は 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な 増 幅
プ ラ イ マ ー 、 ま た は UGT1遺 伝 子 座 内 の い ず れ か 他 の プ ラ イ マ ー を 含 む こ と が で き る 。 ハ プ
ロ タ イ プ タ グ SNPま た は 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 UGT1A1遺 伝 子 ま た は
他 の UGT1遺 伝 子 座 の 1個 ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の 多 型 を 増 幅 す る こ と が で き る 。
特 定 の 態 様 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 は 、 UGT1A1遺 伝 子 転 写 開 始 点 か ら 、 -3440、 -3401
、 -3279、 -3177、 -3175、 も し く は -3156、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ で あ る こ と が で き る 。 キ
ッ ト は 、 マ ル チ ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト 内 の ハ プ ロ タ イ プ タ グ SNPま た は 対 立 遺 伝 子 に 特
異 的 な 増 幅 プ ラ イ マ ー を 含 ん で も よ い 。 同 じ く キ ッ ト は 、 様 々 な プ ロ モ ー タ ー 多 型 の た め
の ハ プ ロ タ イ プ タ グ SNPま た は 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を
含 ん で も よ い 。 ハ プ ロ タ イ プ タ グ SNPま た は 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ は 、 UGT1A1遺 伝 子 の 転 写 開 始 点 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 -3440、 -3401、 -3279
、 -3177、 -3175、 ま た は -3156で の 多 型 を 検 出 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト は 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ア レ イ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ 中 に 含 ま れ た ハ プ ロ タ イ プ タ グ SNPま た は 対 立 遺 伝
子 に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 UGT1Aの -3156位 の 配 列 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 核 酸
ま た は そ れ に 関 し た 他 の 試 薬 を 含 む 。 複 数 の 試 料 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の ア レ イ お よ び
他 の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の 一 部 と し て 含 ま れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に お い て
考 察 さ れ た 他 の 組 成 物 と 共 に 、 キ ッ ト に ま た は キ ッ ト の 一 部 と し て 組 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の い ず れ か の 方 法 ま た は 装 置 の い ず れ か の 態 様 を 、 本 発 明 の い ず れ か 他 の 方 法 ま
た は 装 置 に 関 し て 使 用 す る こ と も で き る こ と が 特 に 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 ま た は 」 は 、 単 な る 代 替 物 お よ び 「 お よ び ／ ま た は 」 を 意 味 す る 定 義 を 支 持 す る も の
で あ る が 、 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 ま た は 」 は 、 明 白 に 代 替 の み を 意 味
す る こ と ま た は 代 替 物 を 相 互 に 排 除 す る こ と が 示 さ れ な い 限 り は 、 「 お よ び ／ ま た は 」 を
意 味 す る よ う に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 出 願 を 通 じ 、 用 語 「 約 」 は 、 値 が 、 そ の 値 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 装 置 ま た は 方
法 の 誤 差 の 標 準 偏 差 を 含 む こ と を 示 す よ う に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 用 語 「 あ る (a, an)」 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び ／ ま た は 本 明 細 書 に お い て 用 語 「 含 む
」 と 共 に 使 用 さ れ る 場 合 、 「 ひ と つ の 」 を 意 味 す る こ と が あ る が 、 「 1ま た は 複 数 の 」 、
「 少 な く と も ひ と つ の 」 お よ び 「 1ま た は 1よ り も 多 い 」 の 意 味 と も 一 致 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 、 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
し か し 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 の 様 々 な 変 更 お よ び 修 飾 は こ の 詳 細 な 説 明 か ら 当 業 者
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に は 明 ら か に な る の で 、 こ の 詳 細 な 説 明 お よ び 具 体 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 示 し て い
る が 、 単 な る 例 示 と し て 記 さ れ て い る こ と は 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
例 証 的 態 様 の 説 明
　 下 記 特 許 出 願 お よ び 特 許 は 、 そ れ ら の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る ：
米 国 特 許 第 6,395,481号 、 第 6,472,157号 、 特 許 出 願 第 10/277,160号 、 お よ び 第 10/057,834
号 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 個 人 ま た は 患 者 に お け る イ リ ノ テ カ ン 毒 性 の 可 能 性 ま た は リ ス ク の 評 価 に 関
す る 、 UGT1A1の 発 現 ま た は UGT1A1の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 に 対 す る 、 様 々 な 多 型 、 プ ロ モ ー
タ ー 多 型 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ の 作 用 を 確 定 す る た め の 、 改 善 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物
を 提 供 す る 。 こ れ ら の 改 善 さ れ た 方 法 お よ び 組 成 物 の 開 発 は 、 そ の よ う な 評 価 を 用 い 、 患
者 の 治 療 を 最 適 化 し 、 か つ 毒 性 の リ ス ク を 低 減 す る こ と を 可 能 に す る 。 本 発 明 の あ る 局 面
に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 多 型 の 様 々 な 組 合 せ を こ の 評 価 に お い て 使 用 す る こ と が で き 、 特
に 、 PBREM領 域 の 多 型 お よ び TA反 復 配 列 の 多 型 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 UGT1A1発 現 に お け る 遺 伝 的 変 異 は 、 い く つ か の 重 要 な 臨 床 的 意 義 を 有 す る 。 UGT1A1基 本
転 写 は 、 多 型 性 の (TA)反 復 配 列 に よ り 影 響 を 受 け る 。 別 の 重 要 な 調 節 エ レ メ ン ト は 、 誘 導
性 遺 伝 子 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 変 異 を 含 む こ と が あ る フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル -反 応 性 エ ン ハ ン
サ ー モ ジ ュ ー ル (PBREM)で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ た こ れ ら の 例 は 、 (TA)多 型 と P
BREMお よ び UGT1A1プ ロ モ ー タ ー に お け る 変 異 間 の 連 鎖 不 平 衡 の 程 度 を 研 究 す る 。 PBREM-(T
A) n ハ プ ロ タ イ プ と UGT1A1基 質 SN-38の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の 間 の 関 係 も 、 本 明 細 書 に お い
て 説 明 さ れ て い る 。 本 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ た 試 験 は 、 SN-38G形 成 率 は 、 (TA)遺 伝 子 型
お よ び プ ロ モ ー タ ー 変 異 と 相 関 し て い る こ と を 例 証 し て い る 。 様 々 な 局 面 に お い て 、 特 定
の (TA)変 異 は 、 様 々 な 他 の 多 型 と 連 鎖 不 平 衡 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の あ る 局 面 は 、 UGT1A1遺 伝 子 の PBREM領 域 内 の 新 規 多 型 の 知 見 お よ び 特 徴 決 定 を
基 に し て い る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 UGT1A1活 性 の 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 調
節 の 臨 床 的 意 義 の た め に 、 下 記 実 施 例 の 項 で 説 明 さ れ る よ う に 、 PBREM領 域 は 配 列 決 定 さ
れ 、 か つ UGT1A1プ ロ モ ー タ ー の TATAボ ッ ク ス 内 の 多 型 は 、 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
I. UGT酵 素 に よ る 肝 臓 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合
　 肝 臓 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 は 、 そ の 一 員 が 様 々 な 内 在 性 基 質 お よ び 生 体 異 物 に 対 し 特 異 性 を
示 す UGT酵 素 の 多 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 活 性 か ら 生 じ る 。 UGT酵 素 は 、 ふ た つ の 個 別 の 遺 伝 子
フ ァ ミ リ ー に お お ま か に 分 類 さ れ る 。 UGT1遺 伝 子 座 は 、 UGTの 複 数 の ア イ ソ フ ォ ー ム を コ
ー ド し て お り 、 そ の 全 て は 、 エ キ ソ ン 2-5の 独 自 の セ ッ ト に よ り コ ー ド さ れ た C-末 端 は 共
有 し て い る が 、 こ れ は 異 な る 第 一 の エ キ ソ ン に よ り コ ー ド さ れ た 変 動 す る N-末 端 を 有 し 、
各 々 そ れ 独 自 の 独 立 し た プ ロ モ ー タ ー を 伴 う (Bosma et al., 1992； Ritter et al., 1992
)。 変 動 す る 第 一 の エ キ ソ ン は 、 こ の 酵 素 の 基 質 特 異 性 を も た ら す 。 UGT2フ ァ ミ リ ー の ア
イ ソ フ ォ ー ム は 、 少 な く と も 8種 の ア イ ソ ザ イ ム が 同 定 さ れ て い る 独 自 の 遺 伝 子 産 物 で あ
る (Clarke et al.、 Handbook of Experimental Pharmacology、 1994)。 UGT1A1ア イ ソ フ ォ
ー ム は 、 主 要 な ビ リ ル ビ ン グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 酵 素 で あ る 。 UGT1A1遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 欠
損 は 、 低 下 し た グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 活 性 を 生 じ る こ と が で き 、 こ れ は 異 常 に 高 レ ベ ル の 非 抱
合 型 血 清 ビ リ ル ビ ン に つ な が り 、 こ の ビ リ ル ビ ン は 脳 に 侵 入 し か つ 脳 症 お よ び 核 黄 疸 を 引
き 起 こ す こ と が あ る (Owens & Ritter, 1995)。 こ の 状 態 は 、 通 常 ジ ル ベ ー ル 症 候 群 と し て
知 ら れ る 。 ジ ル ベ ー ル 症 候 群 に お け る 分 子 欠 損 は 、 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー 内 の TATAボ ッ ク ス
の 変 化 で あ る (Bosma et al., 1995、 お よ び Monaghan et al., 1996)。 こ の プ ロ モ ー タ ー
は 通 常 、 (TA) 6 TAAエ レ メ ン ト を 含 む が 、 UGT1A1 * 28ま た は 対 立 遺 伝 子 7と 称 さ れ る 別 の 対 立
遺 伝 子 も 、 ヒ ト 集 団 に お い て 高 頻 度 で 存 在 し 、 こ れ は 配 列 (TA) 7 TAAを 含 む 。 UGT1A1遺 伝 子
の プ ロ モ ー タ ー 内 の こ の 多 型 は 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 し 、 か つ ジ ル ベ ー ル 症 候 群 の ほ

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-526412 A 2006.11.24



と ん ど の 症 例 を 説 明 す る (Bosma et al., 1995)。 全 体 と し て 、 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー 対 立 遺
伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 TATAボ ッ ク ス 内 の TA反 復 配 列 の 長 さ に 反 比 例 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の プ ロ モ ー タ ー 内 に 認 め ら れ た 変 動 は 、 薬 物 代 謝 お よ び 生 体 異 物 曝 露 に 対 す る 反 応 の
個 人 間 お よ び 人 種 間 の 変 動 も 説 明 す る こ と が で き る 。 UGTは 、 外 来 性 お よ び 内 在 性 の 両 化
合 物 の 解 毒 お よ び 排 泄 に 貢 献 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば UGT1A1ア イ ソ フ ォ ー ム の ひ
と つ の 典 型 的 役 割 は 、 SN-38(7-エ チ ル -10-ヒ ド ロ キ シ カ ン プ ト テ シ ン )の 対 応 す る グ ル ク
ロ ニ ド (10-O-グ ル ク ロ ニ ル -SN-38、 SN-38G)へ の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に 加 え 、 TAS-103(6-[[2
-(ジ メ チ ル ア ミ ノ )エ チ ル ]ア ミ ノ ]-3-ヒ ド ロ キ シ -7H-イ ン デ ノ [2,1-c]キ ノ リ ン -7-オ ン 二
塩 酸 塩 )の そ の 対 応 す る グ ル ク ロ ニ ド (TAS-103G)へ の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 で あ る 。 SN-38は 、
転 移 性 結 腸 直 腸 癌 お よ び 他 の 悪 性 疾 患 の 治 療 に お い て 使 用 さ れ る カ ン プ ト テ シ ン 誘 導 体 で
あ る イ リ ノ テ カ ン (CPT-11、 7-エ チ ル -10-[4-(1-ピ ペ リ ジ ノ )-1-ピ ペ リ ジ ノ ]カ ル ボ ニ ル オ
キ シ カ ン プ ト テ シ ン )の 活 性 型 で あ る 。 SN-38お よ び TAS-103(フ ラ ボ ピ リ ド ー ル と し て も 公
知 )の 代 謝 は 、 本 発 明 の 単 な る 例 で あ る 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 ビ リ ル ビ ン 、 単 純 な フ ェ ノ
ー ル 、 フ ラ ボ ン 、 C18ス テ ロ イ ド 、 複 合 フ ェ ノ ー ル お よ び ク マ リ ン な ど の 、 他 の UGT1A1基
質 の 代 謝 も 、 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 イ リ ノ テ カ ン は 、 組 織 お よ び 血 清 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ に よ り 、 イ リ ノ テ カ ン よ り
も 100～ 1,000-倍 高 い 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る 活 性 型 代 謝 産 物 で あ る SN-38へ 生 体 内 変 換 さ れ る
。 SN-38は 、 肝 臓 ウ リ ジ ン ジ 二 リ ン 酸 グ ル ク ロ ニ ル 転 移 酵 素 (UGT)に よ り グ ル ク ロ ン 酸 抱 合
さ れ 、 不 活 性 型 で あ り か つ 胆 汁 お よ び 尿 中 に 排 泄 さ れ る SN-38グ ル ク ロ ニ ド (10-O-グ ル ク
ロ ニ ル -SN-38、 SN-38G)を 形 成 す る が 、 SN-38Gは 小 腸 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 に よ り 脱 抱
合 さ れ 、 SN-38を 形 成 す る (Kaneda et al., 1990)。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 イ リ ノ テ カ ン の 主 な 投 与 量 -制 限 す る 毒 性 は 、 下 痢 、 お よ び 程 度 は 少 な い が 骨 髄 抑 制 で
あ る 。 イ リ ノ テ カ ン が 誘 導 し た 下 痢 は 、 重 篤 で あ る こ と が あ り 、 一 般 的 止 瀉 剤 に 適 切 に 反
応 し な い こ と が 多 い (Takasuna et al., 1995)。 こ の 下 痢 は 、 無 胸 腺 マ ウ ス に お い て イ リ
ノ テ カ ン の 腹 腔 内 投 与 後 に 小 腸 内 に 蓄 積 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 活 性 型 代 謝 産 物 SN-38
に よ り 引 き 起 こ さ れ た 腸 損 傷 に 直 接 起 因 し 得 る (Araki et al., 1993)。 最 近 実 施 さ れ た 臨
床 試 験 第 I相 の 結 果 は 、 SN-38の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 と 、 漸 増 量 の イ リ ノ テ カ ン に よ り 治 療
さ れ た 患 者 の 下 痢 罹 患 の 重 症 度 の 間 に は 反 比 例 の 関 係 が あ る こ と を 明 ら か に し た (Gupta e
t al., 1994)。 こ れ ら の 知 見 は 、 SN-38の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 は 、 イ リ ノ テ カ ン が 誘 導 し た
胃 腸 毒 性 に 対 し 保 護 す る こ と を 示 し て い る 。 下 痢 と SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 の 間 の 相 関 関
係 の 完 全 な 考 察 に 加 え 、 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 生 化 学 的 方 法 の 説 明 は
、 米 国 特 許 第 5,786,344号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 96/01127号 に 認 め る こ と が で き 、 こ れ ら
は 両 方 と も そ れ ら の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。 同 様 に 、 TAS-103を
使 用 す る 試 験 の 結 果 は 、 TAS-103の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 は 、 TAS-103が 誘 導 し た 毒 性 に 対 し て
保 護 す る こ と を 明 ら か に し て い る 。 従 っ て こ れ ら ふ た つ の 毒 性 化 合 物 の 肝 臓 UGTに よ る 転
換 は 、 UGTに よ り 代 謝 さ れ た 化 合 物 へ の 曝 露 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 毒 性 に 対 す る 感 受 性 の
指 標 と し て の 、 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 活 性 の モ ニ タ リ ン グ の 重 要 性 を 明 ら か に し て い る 。 更 に
対 象 間 で 異 な る SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 は 、 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ の 推 定 値 の か な り の 個
人 間 変 動 な ら び に 抗 癌 剤 に よ る 治 療 後 ま た は 生 体 異 物 へ の 曝 露 後 に 観 察 さ れ た 毒 性 を 説 明
す る こ と が で き る (Gupta et al., 1994； Gupta et al., 1997)。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 UGT1Aア イ ソ フ ォ ー ム を 欠 損 し て い る ふ た つ の 種 Gunnラ ッ ト (Gunn, 1938)お よ び CN-1患
者 が 、 TAS-103お よ び SN-38の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 場 合 に
は 、 健 常 肝 臓 ド ナ ー と 比 べ 、 イ ン ビ ト ロ に お け る TAS-103の お よ そ 80％ 低 い グ ル ク ロ ン 酸
抱 合 率 が 存 在 し 、 か つ イ ン ビ ト ロ に お い て SN-38の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 が 存 在 し な か っ た 。
こ れ ら の 結 果 は 、 SN-38お よ び TAS-103抱 合 を 触 媒 す る UGT1フ ァ ミ リ ー の 役 割 を 明 ら か に し
て い る 。 更 に こ れ ら の 結 果 は 、 UGT2フ ァ ミ リ ー は 、 SN-38の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に お い て 役
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割 を 果 た さ な い こ と も 明 ら か に し て い る 。 他 方 で UGT1フ ァ ミ リ ー の ア イ ソ フ ォ ー ム は 、 TA
S-103グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に 関 連 し た 支 配 的 な ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る が 、 UGT2フ ァ ミ リ ー の
ア イ ソ フ ォ ー ム も 、 TAS-103グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に 参 加 し 得 る 。 こ れ ら の 例 に お け る SN-38お
よ び TAS-103の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 の 失 敗 は 、 特 に UGT1遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 欠 損 か ら
生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 別 の 実 験 は 、 UGT1A1ア イ ソ フ ォ ー ム と SN-38お よ び TAS-103グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 の 間 の 関 係
を 確 認 し て い る 。 こ れ ら の 試 験 は 、 UGT1A1ア イ ソ フ ォ ー ム フ ァ ミ リ ー に お い て 、 特 に UGT1
A1プ ロ モ ー タ ー に お い て 、 実 質 的 遺 伝 子 変 動 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 こ の 遺 伝 子 変
動 は 、 遺 伝 子 発 現 と 相 関 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー 内 の 5対
立 遺 伝 子 の 存 在 は 増 加 し た 遺 伝 子 発 現 に つ な が る が 、 8対 立 遺 伝 子 の 存 在 は 低 下 し た 遺 伝
子 発 現 に つ な が る 。 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 差 異 は 、 UGTに よ り 代 謝 さ れ た 化 合 物 の グ ル ク ロ
ン 酸 抱 合 能 が 変 動 す る 個 人 に 生 じ る こ と が あ る 。 こ の 予 測 は 、 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子
型 と 、 イ ン ビ ト ロ に お け る SN-38お よ び TAS-103の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の 相 関 関 係 分 析 に よ
り 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 従 っ て 8対 立 遺 伝 子 を 伴 う 個 人 は 、 そ れ ら の 化 合 物 が UGT1A1に よ り 代 謝 さ れ た 場 合 、 他
の 遺 伝 子 型 と 比 較 し 、 生 体 異 物 に 対 す る 異 な る 感 受 性 も 有 し 得 る こ と と な る 。 他 方 で 、 増
大 し た 遺 伝 子 発 現 お よ び よ り 高 い グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 活 性 と 相 関 し て い る 5対 立 遺 伝 子 の 存
在 は 、 薬 物 の 適 量 未 満 の 投 与 を 生 じ る こ と が あ る 。 例 え ば 、 UGT1A1に よ り 代 謝 さ れ た 薬 物
が こ の 多 型 の 個 人 に 投 与 さ れ る 場 合 、 増 加 し た グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 活 性 は 、 よ り 短 い 期 間 に
、 よ り 多 く の 薬 物 の 不 活 性 型 代 謝 産 物 へ の 転 換 を 引 き 起 こ す こ と が で き 、 こ れ に よ り こ の
薬 物 の 有 効 性 が 低 下 す る 。 逆 に 、 活 性 化 に グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 が 必 要 で あ る 薬 物 お よ び 生 体
異 物 の 稀 な 場 合 に お い て は 、 減 少 し た グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 活 性 は 、 よ り 少 な い 利 用 可 能 で あ
る 薬 物 ま た は 生 体 異 物 の 活 性 型 を 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 反 復 さ れ た 配 列 は 、 本 質 的 に 不 安 定 で あ り か つ 減 数 分 裂 時 の 不 均 等 な 交 差 の 結 果 と し て
長 く お よ び 短 く な る 傾 向 が あ る と い う 事 実 は 、 そ の 集 団 に お け る (TA) 6 お よ び (TA) 7 に 加 え
、 他 の 対 立 遺 伝 子 の 存 在 を 説 明 し 得 る 。 下 記 の ふ た つ の 追 加 の 対 立 遺 伝 子 が ヒ ト 集 団 に お
い て 確 定 さ れ て い る ： 配 列 (TA) 5  TAAを 含 む 対 立 遺 伝 子 5お よ び 配 列 (TA) 8  TAAを 含 む 対 立
遺 伝 子 8。 そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 、 米 国 特 許 第 6,395,481号 を
参 照 の こ と 。 興 味 深 い こ と に 、 対 立 遺 伝 子 5お よ び 8は 、 サ ハ ラ 以 南 の ア フ リ カ 系 の 集 団 試
料 中 に 優 勢 的 に 認 め ら れ 、 そ こ で は こ れ ら は 、 一 般 的 な 対 立 遺 伝 子 6お よ び 7よ り も よ り 低
い 頻 度 で 生 じ る が 、 こ れ ら ふ た つ の 対 立 遺 伝 子 は 様 々 な 人 種 群 に わ た り 存 在 す る 事 が 可 能
で あ る 。 対 立 遺 伝 子 6お よ び 7の 頻 度 も 、 人 種 群 に わ た り 有 意 に 異 な る こ と が 明 ら か で あ り
、 ア ジ ア 系 お よ び ア メ リ カ イ ン デ ィ ア ン 系 の 集 団 は 、 対 立 遺 伝 子 6の 最 高 頻 度 を 示 し て い
る 。 対 照 的 に 、 コ ー カ サ ス 人 お よ び サ ハ ラ 以 南 の ア フ リ カ 系 に お い て は 、 対 立 遺 伝 子 6お
よ び 7は 、 中 間 か つ 同 様 の 頻 度 で 生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー の 観 察 さ れ た 集 団 間 変 動 の パ タ ー ン の 原 因 と な る 選 択 的 圧 力 に 関 す
る い く つ か の 仮 説 が 提 唱 さ れ て い る 。 こ れ ま で に 、 中 間 レ ベ ル の ビ リ ル ビ ン の 維 持 は 、 適
応 性 が あ る こ と (Beutler et al., 1998)、 お よ び こ の プ ロ モ ー タ ー の 対 立 遺 伝 子 は 、 選 択
の バ ラ ン ス を と る こ と に よ り そ の 集 団 に お い て 維 持 さ れ る こ と が 提 唱 さ れ て い る 。 こ の 仮
説 は 、 ビ リ ル ビ ン は 、 お そ ら く 生 理 的 意 義 を 持 つ 強 力 な 抗 酸 化 物 質 で あ る と い う 知 見 を 基
に し て い る (Stocker et al., 1987)。 し か し グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 は 、 多 く の 外 来 性 化 合 物 に
加 え 内 在 性 化 合 物 の 重 要 な 解 毒 工 程 で あ る こ と も 知 ら れ て い る (Clarke & Burchell, 1994
)。 UGT1A1は 、 TAS-103お よ び SN-38に 加 え 、 環 境 中 に 存 在 す る 他 の 基 質 、 例 え ば 解 毒 を 必
要 と す る 食 事 成 分 、 環 境 汚 染 物 質 お よ び 発 癌 性 物 質 な ど に も 作 用 し 、 解 毒 に 加 え ビ リ ル ビ
ン お よ び 他 の 内 在 性 化 合 物 の 代 謝 に お い て 役 割 を 果 た す 。 こ の 枠 組 み 内 に お い て 、 高 レ ベ
ル の UGT1A1遺 伝 子 発 現 の 維 持 は 、 毒 性 化 合 物 ま た は 内 在 性 化 合 物 の 迅 速 な 排 泄 を 確 実 と し
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か つ 利 点 と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た よ う に 、 対 立 遺 伝 子 6お よ び 7に つ い て 認 め ら れ る イ ン ビ ト ロ グ ル
ク ロ ン 酸 抱 合 率 と UGT1A1プ ロ モ ー タ ー 多 型 の 間 の 相 関 関 係 は 、 対 立 遺 伝 子 5お よ び 8に 拡 大
す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 対 立 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 集 団 の サ ブ セ ッ ト に お い て (例 え
ば 、 ア フ リ カ 系 を 起 源 と す る も の )よ り 頻 度 が 高 い よ う に 見 え る の で 、 SN-38お よ び TAS-10
3代 謝 の さ ら に よ り 高 い 個 人 間 変 動 が 、 こ れ ら の 集 団 内 に お い て 予 想 さ れ る 。 TA反 復 配 列
の サ イ ズ と SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の 間 の 反 比 例 の 関 係 は 対 立 遺 伝 子 5お よ び 8に 拡 大 す
る の で 、 こ れ ら の 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 薬 物 療 法 の 個 人 化 を
促 進 し 、 生 体 異 物 曝 露 に 感 受 性 の あ る 個 人 を 確 定 し 、 か つ 薬 用 量 計 算 を 改 善 す る た め に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
A. UGT1A1に 関 連 す る 先 行 す る 実 験
　 UGT1A1に 関 連 す る 実 験 は 、 2004年 1月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 10/751,606号 に 開
示 さ れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。 こ れ ら の 実 験 を 以 下 に 説
明 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
1. (TA) N 多 型 の 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ
　 (TA) 6 対 立 遺 伝 子 は 、 頻 度 0.58の 最 も 一 般 的 な 対 立 遺 伝 子 で あ る が 、 (TA) 7 対 立 遺 伝 子 は
、 頻 度 0.36で あ る (下 記 表 )。 (TA) 5 お よ び (TA) 8 対 立 遺 伝 子 も 認 め ら れ た が 、 よ り 低 い 頻 度
で あ っ た (各 々 、 0.02お よ び 0.05)。 集 団 試 料 (n＝ 107)に お い て 、 最 も 一 般 的 な 遺 伝 子 型 は
6/7で あ り (0.41)、 次 に 6/6遺 伝 子 型 (0.34)で あ っ た 。 稀 な 遺 伝 子 型 (＜ 0.02)は 、 5/6、 5/7
お よ び 5/8遺 伝 子 型 で あ っ た 。 (TA) 6 お よ び (TA) 7 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 コ ー カ サ ス 人 と ア フ
リ カ 系 ア メ リ カ 人 の 間 で 有 意 差 は な か っ た (χ -二 乗 検 定 、 P＝ 0.7)。 同 様 に 、 6/6、 6/7、
お よ び 7/7遺 伝 子 型 頻 度 は 、 こ れ ら ふ た つ の 人 種 群 間 で 差 が な か っ た (χ -二 乗 検 定 、 P＝ 0.
8)。 ひ と り の ア ジ ア 人 が 6/6遺 伝 子 型 を 有 し 、 他 の 人 種 の ふ た り が 6/7お よ び 7/7遺 伝 子 型
を 有 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
(TA) n 多 型 ： 遺 伝 子 型 頻 度
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
2. PBREMの シ ー ク エ ン シ ン グ
　 103の 試 料 に お い て 、 6種 の 多 型 が 認 め ら れ 、 そ の 中 の ふ た つ (-3279G＞ Tお よ び -3156G＞
A)が 一 般 的 で あ り 、 頻 度 は 各 々 0.39お よ び 0.30で あ っ た (図 4、 下 記 表 )。 6種 の 多 型 は 全 て
、 ハ ー デ ィ -ワ イ ン ベ ル グ 平 衡 で あ る (P＞ 0.5)。 ヒ ヒ 配 列 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AC091778、
こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )と の 比 較 を 基 に 、 お そ ら く -3279Gお よ び -
3156Gは 祖 先 の 状 態 で あ ろ う 。 最 も 一 般 的 な -3279G＞ T多 型 は 、 PBREMの NR3ド メ イ ン の ス ペ
ー サ ー 配 列 内 に 位 置 す る (図 4)。 変 異 は 、 構 成 性 活 性 型 受 容 体 (CAR)の 結 合 部 位 で あ る gtNR
1ド メ イ ン 内 に は 認 め ら れ な い 。 -3279Gは 、 コ ー カ サ ス 人 と 比 べ ア フ リ カ -ア メ リ カ 人 に お
い て 有 意 に よ り 一 般 的 で あ る (χ 二 乗 ＝ 13.82、 P＝ 0.001)が 、 -3156Aの 頻 度 は 、 こ れ ら ふ
た つ の 人 種 群 間 で 有 意 差 が な か っ た (χ -二 乗 検 定 、 P＝ 0.9)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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PBREMの シ ー ク エ ン シ ン グ ： 遺 伝 子 型 頻 度
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
3. UGT1A1プ ロ モ ー タ ー の 連 鎖 不 平 衡 お よ び ハ プ ロ タ イ プ 構 造
　 尤 度 比 検 定 は 、 本 発 明 者 ら の 集 団 試 料 に お け る 位 置 -3279、 -3156お よ び (TA) n 多 型 間 の
有 意 な 対 の あ る (pairwise)連 鎖 不 平 衡 を 検 出 し た (n＝ 103、 P＜ 0.0001)。 連 鎖 不 平 衡 分 析
に 一 般 的 (TA) 6 お よ び (TA) 7 対 立 遺 伝 子 の み を 使 用 し た 場 合 、 同 じ 結 果 が 得 ら れ た (P＜ 0.00
01)。 対 の あ る 連 鎖 不 平 衡 を コ ー カ サ ス 人 お よ び ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 に お い て 個 別 に 評
価 し た 場 合 、 コ ー カ サ ス 人 に お い て 高 度 に 有 意 な 連 鎖 不 平 衡 が 同 様 に 検 出 さ れ た (P＜ 0.00
01)。 ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 に お い て 、 同 じ く 対 の あ る 連 鎖 不 平 衡 は 全 て の 位 置 間 で 検 出
さ れ た が 、 有 意 性 の レ ベ ル は こ れ ら の 対 の あ る 比 較 間 で 大 き く 変 動 し た 。 (TA) n と -3156間
の 連 鎖 不 平 衡 の み が 、 コ ー カ サ ス 人 に つ い て 認 め ら れ る も の と 同 様 の 有 意 な レ ベ ル を 有 し
(P＜ 0.0005)、 他 方 連 鎖 不 平 衡 は 、 (TA) n と -3279間 (P＝ 0.02)お よ び -3279と -3156の 間 (P＝
0.04)で わ ず か に 低 レ ベ ル の 有 意 性 を 有 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 マ ル チ サ イ ト ハ プ ロ タ イ プ 推 論 は 、 PBREM変 異 お よ び (TA) n 多 型 に わ た る 10種 の ハ プ ロ タ
イ プ を 生 じ た (下 記 表 )。 ハ プ ロ タ イ プ I-Vは 、 (TA) 6 対 立 遺 伝 子 を 含 み 、 お よ び ハ プ ロ タ イ
プ Iは 、 ハ プ ロ タ イ プ IIと は PBREMの NR3ド メ イ ン の 位 置 -3279で 異 な る 。 ハ プ ロ タ イ プ VI、
VIIお よ び VIIIは 、 (TA) 7 反 復 配 列 を 含 み 、 ハ プ ロ タ イ プ VIお よ び VIIは 、 互 い に -3156位 が
異 な る 。 こ こ で 、 (TA) 6 対 立 遺 伝 子 の ハ プ ロ タ イ プ 構 造 は 、 ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 部 分 試
料 に お い て 異 な る と い う 示 唆 が 存 在 す る 。 ハ プ ロ タ イ プ Iは 、 コ ー カ サ ス 人 と 比 べ 、 ア フ
リ カ 系 -ア メ リ カ 人 に お い て 余 り 一 般 的 で は な い (χ 二 乗 ＝ 27.06、 P＜ 0.0001)が 、 ハ プ ロ
タ イ プ IIは 、 よ り 一 般 的 で あ る (χ 二 乗 ＝ 14.84、 P＝ 0.0001)。 ハ プ ロ タ イ プ VIお よ び VII
の 頻 度 の 差 異 は 、 こ れ ら 2群 間 で 統 計 学 的 に 有 意 で は か な っ た (χ -二 乗 検 定 、 各 々 、 P＝ 0.
44お よ び 0.48)。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ れ ら の 試 験 し た 試 料 間 で 、 こ れ ら の ハ プ ロ タ イ プ の 21種 の 異 な る 組 合 せ が 認 め ら れ た
。 コ ー カ サ ス 人 に お い て 、 最 も 頻 度 の 高 い ハ プ ロ タ イ プ 対 は 、 I/VI(0.35)、 I/I(0.24)お
よ び I/II(0.11)で あ る の に 対 し 、 ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 に お い て I/II(0.11)、 II/VI(0.1
1)、 II/VIII(0.08)、 I/VI(0.08)、 II/VII(0.08)お よ び VI/VI(0.08)で あ っ た 。 い か に 多 く
の 相 対 的 に 高 頻 度 の ハ プ ロ タ イ プ が 認 め ら れ る か を 反 映 し て い る 、 ハ プ ロ タ イ プ 有 効 数 は
、 ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 お よ び コ ー カ サ ス 人 に お い て 、 各 々 、 5.2お よ び 2.6で あ っ た (下
記 表 )。 最 後 に 、 (TA) 6 ハ プ ロ タ イ プ の 多 様 性 (± SD)は 、 ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 お よ び コ
ー カ サ ス 人 に お い て 、 各 々 、 0.555± 0.070お よ び 0.262± 0.065で あ っ た (P＜ 0.05)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
プ ロ モ ー タ ー 突 然 変 異 の ハ プ ロ タ イ プ 構 造 お よ び ハ プ ロ タ イ プ 頻 度
　 ハ プ ロ タ イ プ の 有 効 数 も 報 告 し て い る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
4. UGT1A1表 現 型 決 定 な ら び に (TA) n 多 型 お よ び ハ プ ロ タ イ プ と の 関 連
　 UGT1A1活 性 は 、 83種 の ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム に お け る SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 と し て
測 定 し た 。 変 動 係 数 46％ (1.90 f 0.87 SN-38G/IS、 平 均 f SD)お よ び 10-倍 の 範 囲 の SN-38
グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 5/7、 5/6、 6/8お よ び 7/8遺 伝 子 型 の 対 象 は 少 数 で あ る た め に 、 6/6、 6/7お よ び 7/7の み
を ANOVA解 析 に 使 用 し た 。 表 現 型 は 、 こ れ ら の 3種 の 遺 伝 子 型 に わ た り 有 意 に 異 な っ た (P＝
0.008)(図 5A)。 こ れ ら の 遺 伝 子 型 に わ た る SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の 変 動 度 は 、 異 な る
人 種 群 に お い て 同 様 で あ っ た (P＞ 0.1)。 有 意 に 減 少 す る 傾 向 は 、 コ ー カ サ ス 人 に お い て は
6/6、 6/7お よ び 7/7遺 伝 子 型 に わ た り (P＜ 0.001、 JT検 定 、 図 5B)、 な ら び に ア フ リ カ 系 -ア
メ リ カ 人 に お い て は 6/6、 6/7、 6/8お よ び 7/7遺 伝 子 型 に わ た り (P＝ 0.033、 JT検 定 )、 認 め
ら れ た (図 5C)。 ア ジ ア 人 (n＝ 1)、 そ の 他 の (n＝ 2)お よ び 不 明 の (n＝ 10)人 種 的 背 景 を 持 つ
試 料 が 一 緒 に プ ー ル さ れ た 場 合 に は 、 (TA) n 遺 伝 子 型 に わ た り 有 意 な 傾 向 は 認 め ら れ な か
っ た (P＞ 0.1、 JT検 定 )(図 5D)。 コ ー カ サ ス 人 試 料 に お い て 、 ふ た つ の 遺 伝 子 型 群 間 の 表 現
型 の 対 の あ る 比 較 は 、 6/7と 7/7群 の 間 (P＝ 0.007、 片 側 正 確 確 率 ウ イ ル コ ク ソ ン 検 定 )お よ
び 6/6と 7/7群 の 間 (P＝ 0.0002)で 、 有 意 差 を 示 し た 。 対 の あ る 比 較 は 、 ア フ リ カ 系 -ア メ リ
カ 人 内 で は 有 意 性 が な く 、 こ れ は お そ ら く 各 遺 伝 子 型 の 試 料 数 が 少 な い た め で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 (TA) n 遺 伝 子 型 が 、 両 染 色 体 の TA反 復 配 列 数 の 合 計 と み な さ れ る 場 合 (す な わ ち 、 ≦ 12(5
/6、 6/6、 5/7)、 13(6/7)お よ び ≧ 14(7/7、 6/8、 7/8)遺 伝 子 型 )、 全 試 料 集 団 、 コ ー カ サ ス
人 、 ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 に お け る 、 低 下 し た UGT1A1活 性 の 有 意 な 傾 向 (P＜ 0.01)が 、 こ
れ ら 3群 に わ た り 測 定 さ れ た (最 低 は 、 ≧ 14遺 伝 子 型 群 で あ る )が 、 ア ジ ア /そ の 他 /不 明 の
人 種 の 試 料 に お い て は 認 め ら れ な か っ た (P＝ 0.66)。 対 の あ る 比 較 (片 側 正 確 確 率 ウ イ ル コ
ク ソ ン 検 定 )は 、 全 試 料 集 団 お よ び コ ー カ サ ス 人 に お い て 、 13お よ び ≦ 12遺 伝 子 型 と 比 べ
≧ 14に お い て 、 な ら び に ≦ 12遺 伝 子 型 と 比 較 し た 13に お い て 、 有 意 に 低 下 し た UGT1A1活 性
を 示 し た (P＜ 0.01)。 ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 に お い て 、 ≦ 12遺 伝 子 型 は 、 13ま た は ≧ 14遺
伝 子 型 の い ず れ か と 比 較 し て 、 有 意 に 高 い UGT1A1活 性 を 有 し た (各 々 、 P＝ 0.028お よ び 0.0
16)が 、 UGT1A1活 性 は 、 13お よ び ≧ 14遺 伝 子 型 の 間 で 有 意 差 は な か っ た (P＝ 0.11)。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 コ ー カ サ ス 人 お よ び ア フ リ カ 人 起 源 の 試 料 に お い て 、 SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 は 、 減
少 す る 傾 向 で こ れ ら の ハ プ ロ タ イ プ に わ た り 有 意 に 変 動 す る (P＜ 0.0001、 JT検 定 )(図 6)。
し か し こ の 見 か け の ハ プ ロ タ イ プ -表 現 型 相 関 関 係 は 、 お そ ら く PBREM変 異 と の 連 鎖 不 平 衡
で あ る (TA) n 多 型 の 作 用 に 起 因 す る で あ ろ う 。 従 っ て 一 般 的 -3279G＞ Tお よ び -3156G＞ A変
異 の 可 能 性 の あ る 機 能 的 作 用 は 、 試 験 し た 変 異 に よ っ て の み 異 な る 遺 伝 子 型 に わ た り SN-3
8グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 を 比 較 す る こ と に よ り 調 べ ら れ た 。 -3279G＞ T変 異 に 関 し て 、 SN-38
グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 は 、 コ ー カ サ ス 人 の 間 で I/I対 と 比 較 し て I/II対 に お い て 低 下 し た が 、
統 計 学 的 有 意 性 に は 到 達 し な か っ た (各 々 、 2.06± 0.74、 対 、 2.53± 0.82 SN-38G/IS)(ウ
ィ ル コ ク ソ ン 順 位 和 検 定 、 P＝ 0.18)。 -3156G＞ A変 異 に 関 し て 、 SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 は
、 I/VI対 と 比 較 し I/VII対 に お い て わ ず か に 低 下 し た が 、 こ の 差 異 は 統 計 学 的 有 意 性 は な
か っ た (ウ ィ ル コ ク ソ ン 順 位 和 検 定 、 P＝ 0.64)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
5. 前 記 実 験 の た め の 材 料 お よ び 方 法
a. 化 学 物 質 お よ び 試 薬
　 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Iお よ び エ ビ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (exo/SAP)は 、 USB(ク リ ー ブ ラ
ン ド , オ ハ イ オ 州 , USA)か ら 購 入 し た 。 ABI Big Dyeタ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル -シ ー ク エ ン
シ ン グ キ ッ ト は 、 Applied Biosystems(フ ォ ス タ ー シ テ ィ , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 , USA)か ら
購 入 し た 。 PBREMの 増 幅 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 、 お よ び (TA) n 多 型 の 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー
は 、 GibcoBRL(Invitrogen Co., カ ー ル ス バ ッ ド , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 , USA)か ら 入 手 し た
。 SN-38は 、 Dr. Kiyoshi Terada(Yakult Honsha Co., Ltd, 日 本 )の ご 厚 意 に よ り 入 手 し
た 。 カ ン プ ト テ シ ン 、 UDPGA、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 ト リ ズ マ 塩 基 、 リ ン 酸 一 水 素 カ リ ウ ム
お よ び 1-ヘ プ タ ン ス ル ホ ン 酸 は 、 Sigma-Aldrich(セ ン ト ル イ ス , ミ ズ ー リ 州 , USA)か ら 購
入 し た 。 ア セ ト ニ ト リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン お よ び 塩 酸 は 、 Fisher Scientific(ハ ー ノ
ー バ ー , イ リ ノ イ 州 , USA)か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
b. ヒ ト 肝 臓
　 正 常 な ヒ ト 肝 臓 (n＝ 83)は 、 主 に Liver Tissue Procurement and Distribution System(
National Institutes of Diabetes and Digestive and Kidney Disease, ミ ネ ア ポ リ ス , 
ミ ネ ソ タ 州 )か ら 入 手 し た 。 DNAを 、 Qiagen RNA/DNA Maxi Kit(Qiagen Inc., バ レ ン シ ア ,
 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 , USA)を 用 い て 単 離 し 、 ミ ク ロ ソ ー ム を 、 分 画 遠 心 分 離 法 (Purba et a
l., 1987)に よ り 単 離 し た 。 DNAお よ び ミ ク ロ ソ ー ム は 、 Pharmacogenetics of Anticancer
 Agents Research (PAAR) Groupの Liver Core Bank Facility(St. Jude Children's Rese
arch Hospital)に よ り 提 供 さ れ た 。 酵 素 分 解 が 発 生 し た 肝 臓 を 同 定 す る た め に 、 UGT1A1、
UGTlA9お よ び UGT2B7活 性 の 10パ ー セ ン タ イ ル に 一 貫 し て 含 ま れ た 肝 臓 試 料 を 探 し た 。 UGT1
A9お よ び UGT2B7活 性 は 、 特 異 的 プ ロ ー ブ を 用 い て 測 定 し た (デ ー タ は 示 さ ず )(Ramirez et 
al., 2002お よ び Innocenti, et al., 2001)。 UGT1A1の 10パ ー セ ン タ イ ル の 活 性 内 の 8種 の
試 料 の う ち 、 た だ ひ と つ の 試 料 が 、 残 り の 2種 の 酵 素 活 性 の 10パ ー セ ン タ イ ル 内 に 含 ま れ
た 。 異 な る 肝 臓 の 取 扱 い /貯 蔵 ま た は ミ ク ロ ソ ー ム の タ ン パ ク 質 分 解 の 分 解 が そ の 試 料 に
お い て 生 じ る 場 合 は 、 こ れ は 表 現 型 /遺 伝 子 型 相 関 関 係 の 程 度 に 影 響 さ れ る は ず が な く 、
そ の 理 由 は 、 そ の 個 人 は 7/7遺 伝 子 型 を 有 し 、 か つ 7/7遺 伝 子 型 試 料 (n＝ 11)間 で は こ れ は 4
番 目 に 低 い 値 を 有 す る か ら で あ る 。 更 に 、 UGT1A1と UGT2B7活 性 の 間 の 相 関 関 係 の 欠 如 (n＝
83、 r＝ 0.07、 P＝ 0.5)は 、 組 織 完 全 性 お よ び ミ ク ロ ソ ー ム 安 定 性 に お け る 差 異 は 、 お そ ら
く UGT表 現 型 へ の 軽 度 の 影 響 (あ る と し た ら )を 有 す る と い う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 83名 の 肝 臓 ド ナ ー の 人 種 的 組 成 は 以 下 で 構 成 さ れ た ： コ ー カ サ ス 人 68％ 、 ア フ リ カ 系 -
ア メ リ カ 人 18％ 、 ア ジ ア 人 1％ 、 そ の 他 の 人 種 2％ 。 不 明 の 人 種 起 源 の 試 料 の 割 合 は 、 12％
で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
c. (TA) n 多 型 の 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ
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　 (TA) n 多 型 の 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ の た め に 、 お よ そ 40ngの DNAに 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (P
CR)に よ る 増 幅 を 施 し た 。 使 用 し た 増 幅 プ ラ イ マ ー は 、 先 に 説 明 さ れ て お り (Monaghan et 
al., 1996)、 こ こ で フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 配 列 は
　
　
で あ り 、 お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、
　
　
　
で あ っ た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 UGT1A1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 内 の 多 型 性 の TA遺 伝
子 座 の 側 方 に 位 置 し 、 か つ (TA) 6 対 立 遺 伝 子 が 存 在 す る 場 合 は 98bp断 片 を 増 幅 し 、 お よ び (
TA) 7 対 立 遺 伝 子 が 存 在 す る 場 合 は 100bp断 片 を 増 幅 す る 。 (TA) 5 お よ び (TA) 8 対 立 遺 伝 子 が
存 在 す る 場 合 は 、 96bpお よ び 102bpの 対 立 遺 伝 子 が 増 幅 さ れ た 。 増 幅 産 物 を 可 視 化 す る た
め に 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 そ の 5'-末 端 を 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 。 増 幅 反 応 は 、 1.5mmol
 MgCl 2 、 250mmol dNTPs、 0.8mmolの 各 プ ラ イ マ ー お よ び 0.5U Taqポ リ メ ラ ー ゼ (Amplitaq 
Gold Applied Biosystems)を 含 有 す る 、 10μ l容 積 で 行 っ た 。 こ の ポ リ メ ラ ー ゼ は 、 95℃
で 10分 間 活 性 化 し 、 お よ び DNAは 、 95℃ で 30秒 、 55℃ で 30秒 お よ び 72℃ で 30秒 で 35サ イ ク
ル 増 幅 し 、 次 に 最 後 の 伸 長 を 72℃ で 10分 間 行 っ た 。 こ の PCR分 析 に は 、 6/6、 6/7お よ び 7/7
遺 伝 子 型 を 有 す る こ と が わ か っ て い る 個 人 に 由 来 し た 対 照 DNAを 含 ん だ 。 ABI 377 DNAア ナ
ラ イ ザ ー (Applied Biosystems)上 で 、 PCR断 片 に ゲ ル 電 気 泳 動 を 施 し た 。 増 幅 産 物 は 、 ホ
ル ム ア ミ ド お よ び デ キ ス ト ラ ン ブ ル ー 装 荷 緩 衝 液 で 希 釈 し 、 1μ lを 1μ lの サ イ ズ 標 準 (GS-
350、 Applied Biosystems)と 混 合 し 、 95℃ で 変 性 し 、 か つ 6％ 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 上 に 装 荷 し た 。 電 気 泳 動 は 、 製 造 業 者 の 推 奨 に 従 い 3.5時 間 行 っ た 。 Genescan and Geno
typerソ フ ト ウ ェ ア (ver.3.7、 Applied Biosystems)を 使 用 し 、 断 片 を 分 析 し サ イ ズ を 決 定
し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
d. PBREMの シ ー ク エ ン シ ン グ
　 NIGMS HGCR Human VariationPanel(Coriell Institute for Medical Research, Camden
, ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 , USA)に 含 ま れ た ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 (ア フ リ カ 家 系 の ア メ リ カ
人 、 米 国 に お い て 誕 生 )か ら 得 た 、 83種 の ヒ ト 肝 臓 DNA中 81種 お よ び 24種 の DNA試 料 中 22種
に つ い て 、 PBREMを 含 む 606bp領 域 (-3641か ら -3036)が 、 う ま く PCR-増 幅 さ れ 、 配 列 決 定 さ
れ た 。 図 4に 示 し た 参 照 配 列 は 、 GenBankデ ー タ ー ベ ー ス に 寄 託 さ れ た も の で あ る (ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 AF313454)。 PCR産 物 の 増 幅 は 、 10ま た は 25-pl反 応 容 積 に お い て 、 下 記 プ ラ
イ マ ー を 用 い 行 っ た ：
　
　
　
　
。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 Primer3ソ フ ト ウ ェ ア (Rozen et al., 1998)を 用 い て デ ザ イ ン
し た 。 PCR条 件 は 、 94℃ で 2分 間 、 3-工 程 サ イ ク リ ン グ プ ロ グ ラ ム (94℃ で 30秒 、 66.8℃ で 3
0秒 お よ び 72℃ で 1分 )を 32ま た は 33サ イ ク ル 、 な ら び に 72℃ で 3分 間 で あ っ た 。 PCR産 物 の e
xo/SAPク リ ー ナ ッ プ 後 、 そ の 後 こ の ア ン プ リ コ ン を 、 こ れ ら の 増 幅 プ ラ イ マ ー 、 Big Dye
タ ー ミ ネ ー タ ー 化 学 を 用 い 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス 方 向 に 配 列 決 定 し 、 ABI 3700(App
lied Biosystems)上 で 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 試 行 し た 。 配 列 は 分 析 し 、 Poly-Phr
edソ フ ト ウ ェ ア (Nickerson et al., 1997)を 用 い 、 個 別 に 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ し た 。 ヒ ト に
お い て 認 め ら れ た 多 型 の 祖 先 の 状 態 を 決 定 す る た め に 、 こ の 配 列 を 、 ヒ ヒ の 配 列 (ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 AC091778)と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
e. ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム に お け る SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 ア ッ セ イ
　 UGT1A1の 基 質 と し て SN-38を 用 い 、 試 料 を 表 現 型 決 定 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物
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は 、 5μ mol SN-38、 10mmol MgCl 2 、 1mg/mlミ ク ロ ソ ー ム 、 0.025molト リ ス -HCl(pH7.4)お
よ び 5mmol UDP-GAで 構 成 さ れ た 。 試 料 は 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 メ タ ノ
ー ル を 添 加 し 、 反 応 を 停 止 し た 。 こ れ ら の 条 件 は 、 先 の 酵 素 反 応 の 最 適 化 (Iyer et al., 
1998)後 に 、 選 択 し た 。 カ ン プ ト テ シ ン (75ng)を 、 内 部 標 準 と し て 使 用 し た 。 SN-38グ ル ク
ロ ン 酸 抱 合 を 、 蛍 光 検 出 (λ 励 起 波 長 ＝ 355nm、 λ 放 出 波 長 ＝ 515nm)を 備 え る HPLC(Hitachi
 Instruments Inc., サ ン ノ ゼ , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 , USA)に よ り 測 定 し た 。 μ Bondapak(商
標 )C 1 8 カ ラ ム (3.9X300mm、 10μ m； Waters Corp., ミ ル フ ォ ー ド , マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 , U
SA)お よ び μ Bondapak(商 標 )C 1 8 ガ ー ド パ ッ ク (Waters Corp.)を 使 用 し た 。 試 行 の 最 初 の 7
分 間 の 移 動 相 は 、 50mmolリ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム (pH4)中 の 8/4/88の ア セ ト ニ ト リ ル /テ ト ラ
ヒ ド ロ フ ラ ン /0.9mmolヘ プ タ ン ス ル ホ ン 酸 (heptanedfonic acid)ナ ト リ ウ ム を 使 用 し た 。
7.1～ 25分 間 は 、 溶 離 液 は 、 50mmolリ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム (pH4)中 の 30/70ア セ ト ニ ト リ ル /
5mmolヘ プ タ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で 構 成 さ れ た 。 流 量 は 、 0.9ml/分 で あ っ た 。 SN-38G
、 SN-38お よ び カ ン プ ト テ シ ン の 保 持 時 間 は 、 各 々 、 13.3、 18.4お よ び 19.3分 で あ っ た 。 S
N-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 は 、 SN-38グ ル ク ロ ニ ド (SN-38G)と 内 部 標 準 (IS)の ピ ー ク 高 さ の
比 と し て 示 し た 。 ア ッ セ イ 内 変 動 は 、 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム の プ ー ル を 用 い 、 同 日 に 10回
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 決 定 し た 。 ア ッ セ イ 間 変 動 は 、 異 な る 3日 に 、 3つ 組 で 、 ヒ ト
肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム の プ ー ル を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 評 価 し た 。 ア ッ セ イ 内 お
よ び ア ッ セ イ 間 変 動 は 7％ 以 内 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
f. 統 計 解 析
　 多 型 部 位 の 対 の 間 の 連 鎖 不 平 衡 の 有 意 性 は 、 ARLEQUIN、 ver.2(Schneider et al., 2000
)に 提 供 さ れ た 遺 伝 子 型 デ ー タ お よ び 尤 度 比 検 定 を 用 い て 評 価 し た 。 同 じ く ARLEQUINを 用
い 、 改 変 Markov-鎖 ラ ン ダ ム ウ ォ ー ク ア ル ゴ リ ズ ム も 行 い 、 ハ ー デ ィ -ワ イ ン ベ ル グ 平 衡 に
つ い て 検 定 し た 。 次 に プ ロ グ ラ ム PHASE(Stephens et al., 2001)を 用 い 、 マ ル チ サ イ ト ハ
プ ロ タ イ プ を 推 定 し た 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 二 -対 立 遺 伝 子 お よ び 多 -対 立 遺 伝 子 の 多 型 部 位
の 両 方 を 許 容 し な い の で 、 ハ プ ロ タ イ プ は 、 (TA) 6 ま た は (TA) 7 対 立 遺 伝 子 の い ず れ か を 伴
う 個 人 に つ い て の み 推 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 13名 の 個 人 は 、 (TA) 5 ま た は (TA) 8 反 復 配 列 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ り 、 そ の 中 の 3名
は 、 TA反 復 配 列 の み ヘ テ ロ 接 合 性 で あ り 、 従 っ て 他 の 部 位 に つ い て は 明 白 で あ っ た 。 残 り
の 10名 の 個 人 に つ い て 、 ハ プ ロ タ イ プ は 、 (TA) 6 ま た は (TA) 7 対 立 遺 伝 子 を 伴 う 染 色 体 は 、
PHASE分 析 に よ り 先 に 同 定 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ を 含 む と 想 定 す る こ と に よ り 、 手 作 業 に よ
り 決 定 し た 。 ひ と つ の 場 合 に お い て 、 こ の 方 法 は 新 た な (TA) 8 ハ プ ロ タ イ プ を 生 じ る で あ
ろ う 。 し か し 、 お そ ら く こ の 個 人 は 代 わ り に 新 規 (TA) 6 ハ プ ロ タ イ プ (V)を 有 し 、 こ れ は 、
(TA) 6 対 立 遺 伝 子 は 、 他 の 稀 な も の を 含 む 、 複 数 の ハ プ ロ タ イ プ に つ い て 認 め ら れ る と い
う 知 見 と 一 致 す る 。 新 規 ハ プ ロ タ イ プ は 、 103名 の 個 人 中 1名 で 生 じ る の み で あ り 、 表 現 型
と の 相 関 関 係 の 試 験 に お い て 使 用 し た 試 料 中 で は 生 じ な い の で 、 不 正 確 な 割 当 て は 、 そ の
後 の 分 析 に ほ と ん ど ま た は 全 く 影 響 を 及 ぼ さ な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ハ プ ロ タ イ プ の 有 効 数 は 、 二 乗 し た 頻 度 の 和 の 逆 数 と し て 計 算 し た 。 ハ プ ロ タ イ プ の 数
お よ び 頻 度 を 基 に し な ら び に 試 料 サ イ ズ に よ り 調 整 し た 、 コ ー カ サ ス 人 お よ び ア フ リ カ 系
-ア メ リ カ 人 の (TA) 6 ハ プ ロ タ イ プ の 多 様 性 は 、 DnaSP ver.3.53(Rozas et al.)に 加 え そ れ
ら の SDに よ り 推 定 し た 。 統 計 学 的 有 意 性 は 、 先 に 説 明 さ れ た t-検 定 (Nei, 1987)を 用 い 評
価 し た 。 χ -二 乗 検 定 を 用 い 、 コ ー カ サ ス 人 と ア フ リ カ 系 -ア メ リ カ 人 の 間 の 遺 伝 子 型 /ハ
プ ロ タ イ プ 頻 度 の 差 異 を 解 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 UGT1A1活 性 は 、 各 肝 臓 の SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 を 、 3つ 組 で 行 っ た 1回 の 実 験 の 平 均
± SDと し て 測 定 す る こ と に よ り 、 表 現 型 決 定 し た 。 (TA) n 多 型 と 表 現 型 の 間 の 関 係 の 統 計
解 析 は 、 分 散 分 析 (ANOVA)を 用 い 、 集 団 試 料 (n＝ 83)に お け る 表 現 型 に 対 す る 遺 伝 子 型 作 用
を 最 初 に 評 価 す る た め に 計 画 し た 。 遺 伝 子 型 の 作 用 が 統 計 学 的 に 有 意 で あ る 場 合 、 そ の 結
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果 、 各 人 種 群 内 で 、 正 確 確 率 ヨ ン キ ー -テ ル プ ス ト ラ (Jonkheerer-Terpstra)(JT)検 定 を 用
い 、 遺 伝 子 型 に わ た る ト レ ン ド の 検 定 を 行 っ た (Gibbons et al., 1992)。 ふ た つ の 遺 伝 子
型 の 間 の 対 の あ る 比 較 は 、 片 側 正 確 確 率 ウ ィ ル コ ク ソ ン 検 定 を 用 い て 行 っ た 。 更 に ト レ ン
ド 解 析 お よ び 対 の あ る 比 較 を 、 両 染 色 体 の TA反 復 配 列 の 和 と し て 表 さ れ た 遺 伝 子 型 に お い
て 行 っ た (す な わ ち 、 ≦ 12(5/6、 6/6、 5/7)、 13(6/7)お よ び ≦ 14(7/7、 6/8、 7/8)TA反 復 配
列 遺 伝 子 型 を 持 つ 試 料 に お い て )。 ハ プ ロ タ イ プ -表 現 型 の 関 係 に 関 し て 、 両 側 正 確 確 率 ウ
ィ ル コ ク ソ ン 検 定 を 用 い 、 ふ た つ の ハ プ ロ タ イ プ 間 の SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 を 比 較 し
た 。 SASシ ス テ ム (SAS Institute, Inc., Cary, ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 州 )お よ び StatXact-5(C
YTEL Software Corporation, ケ ン ブ リ ッ ジ , MA, USA)を 用 い 、 統 計 解 析 し た 。 GraphPad
ソ フ ト ウ ェ ア ver.3.02(GraphPad Software Inc., サ ン デ ィ エ ゴ , カ リ フ ォ ル ニ ア 州 , USA
)を 用 い 、 図 表 解 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
II. 核 酸
　 本 発 明 の あ る 態 様 は 、 ゲ ノ ム DNAの 分 析 に 関 係 し た プ ロ モ ー タ ー 、 増 幅 プ ラ イ マ ー 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び 他 の 核 酸 エ レ メ ン ト を 含 む 、 様 々 な 核 酸 に 関 連 し て い る
。 あ る 局 面 に お い て 、 核 酸 は 、 野 生 型 、 突 然 変 異 体 、 ま た は 多 型 性 の 核 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 用 語 「 核 酸 」 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 核
酸 」 は 、 一 般 に 核 酸 塩 基 を 含 む DNA、 RNAの 分 子 (す な わ ち 鎖 )ま た は そ れ ら の 誘 導 体 も し く
は ア ナ ロ グ を 意 味 す る で あ ろ う 。 核 酸 塩 基 は 、 例 え ば 、 DNA(例 え ば 、 ア デ ニ ン 「 A」 、 グ
ア ニ ン 「 G」 、 チ ミ ン 「 T」 ま た は シ ト シ ン 「 C」 )ま た は RNA(例 え ば 、 A、 G、 ウ ラ シ ル 「 U
」 ま た は C)に お い て 認 め ら れ る 天 然 の プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン 塩 基 を 含 む 。 用 語 「 核 酸 」
は 、 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 を 含 み 、 こ れ ら は 各 々 用 語
「 核 酸 」 の 亜 属 で あ る 。 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 長 さ が 約 3か ら 約 100個 の 核 酸 塩
基 の 分 子 を 意 味 す る 。 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 長 さ が 約 100個 よ り も 多 い 核 酸 塩 基
の 少 な く と も ひ と つ の 分 子 を 意 味 す る 。 「 遺 伝 子 」 は 、 遺 伝 子 産 物 の コ ー ド 配 列 に 加 え 遺
伝 子 産 物 の イ ン ト ロ ン お よ び プ ロ モ ー タ ー を 意 味 す る 。 UGT1A1遺 伝 子 に 加 え 、 UGT1A1の エ
ン ハ ン サ ー の よ う な 他 の 調 節 領 域 が 、 請 求 さ れ た 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 で 使 用 す る た
め の 核 酸 と し て 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 定 義 は 一 般 に 、 一 本 鎖 分 子 を 意 味 す る が 、 特 定 の 態 様 に お い て は 、 こ の 一 本 鎖
分 子 に 対 し 、 部 分 的 、 実 質 的 ま た は 完 全 に 相 補 的 で あ る 追 加 の 鎖 も 包 含 す る で あ ろ う 。 従
っ て 核 酸 は 、 1本 ま た は 複 数 の 相 補 鎖 ま た は 分 子 を 含 む 特 定 の 配 列 の 「 相 補 物 」 を 含 む 、
二 本 鎖 分 子 ま た は 三 本 鎖 分 子 を 包 含 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 一 本
鎖 核 酸 は 、 接 頭 辞 「 ss」 で 、 二 本 鎖 核 酸 は 接 頭 辞 「 ds」 で 、 お よ び 三 本 鎖 核 酸 は 接 頭 辞 「
ts」 で 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 特 定 の 局 面 に お い て 、 核 酸 は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド し
て い る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 性 分 子 を 含 む 新 規 組
成 物 に 関 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 タ ン パ ク 質 性 分 子 」 、 「 タ ン パ ク 質 性 組 成
物 」 、 「 タ ン パ ク 質 性 化 合 物 」 、 「 タ ン パ ク 質 性 鎖 」 ま た は 「 タ ン パ ク 質 性 物 質 」 は 、 一
般 に 、 約 200個 よ り も 多 い ア ミ ノ 酸 の ま た は 遺 伝 子 か ら 翻 訳 さ れ た 完 全 長 内 在 配 列 の タ ン
パ ク 質 ； 約 100個 よ り も 多 い ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び ／ ま た は 、 約 3～ 約 100個 の
ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を 意 味 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 先 に 説 明 さ れ た 「
タ ン パ ク 質 性 」 と い う 用 語 は 全 て 、 本 明 細 書 に お い て 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
1. 核 酸 の 調 製
　 核 酸 は 、 化 学 合 成 、 酵 素 産 生 ま た は 生 物 学 的 産 生 な ど の 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 の い ず れ
か に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 合 成 核 酸 (例 え ば 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )の 限 定 的 で
な い 例 は 、 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス フ ァ イ ト ま た は ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 を 使 用 す る
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イ ン ビ ト ロ 化 学 合 成 、 な ら び に 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 欧 州 特 許 第 266,03
2号 に 開 示 さ れ た 固 相 法 、 ま た は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る Froehlerら の 論
文 (1986)お よ び 米 国 特 許 第 5,705,629号 に よ り 説 明 さ れ た デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド H-ホ ス ホ
ネ ー ト 中 間 体 経 由 に よ り 作 製 さ れ た 核 酸 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 1種 ま た は 複 数
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 多 種 多 様 な 機
構 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,659,774号 、 第 4,816,571号 、 第 5,141,813号 、 第 5,264,566号
、 第 4,959,463号 、 第 5,428,148号 、 第 5,554,744号 、 第 5,574,146号 、 第 5,602,244号 に 開
示 さ れ て お り 、 そ の 各 々 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 酵 素 に よ り 産 生 さ れ た 核 酸 の 限 定 的 で な い 例 は 、 PCR(商 標 )の よ う な 増 幅 反 応 に お い て
酵 素 に よ り 産 生 さ れ た も の (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,683,202号 お よ び 第 4,682,195号 参 照 、
両 方 と も 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )、 ま た は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ
ら れ て い る 米 国 特 許 第 5,645,897号 に 開 示 さ れ た よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 を 含 む
。 生 物 学 的 に 産 生 さ れ た 核 酸 の 限 定 的 で な い 例 は 、 生 存 細 胞 に お い て 作 製 さ れ た (す な わ
ち 複 製 さ れ た )組 換 え 核 酸 、 例 え ば 細 菌 に お い て 複 製 さ れ た 組 換 え DNAベ ク タ ー を 含 む (例
え ば 、 Sambrook et al. 2001参 照 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。
【 ０ ０ ７ ３ 】
2. 核 酸 の 精 製
　 核 酸 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 塩 化 セ シ ウ ム 遠 心 勾 配 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム
ま た は 他 の 当 業 者 に 公 知 の 手 段 に よ り 精 製 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Sambrook et al. 2
001参 照 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。 一 部 の 局 面 に お い て 、 核 酸 は
、 薬 学 的 に 許 容 で き る 核 酸 で あ る 。 薬 学 的 に 許 容 で き る 組 成 物 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、
か つ 本 明 細 書 に 記 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 あ る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 核 酸 で あ る 核 酸 に 関 す る 。 本 明 細 書 に お い て
使 用 さ れ る 用 語 「 単 離 さ れ た 核 酸 」 は 、 1個 ま た は 複 数 の 細 胞 の 全 ゲ ノ ム 核 酸 お よ び 転 写
さ れ た 核 酸 の バ ル ク を 含 ま な い よ う に 単 離 さ れ た か 、 さ も な け れ ば こ れ を 含 ま な い 核 酸 分
子 (例 え ば 、 RNAま た は DNA分 子 )を 意 味 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 「 単 離 さ れ た 核 酸 」 は 、
細 胞 成 分 、 ま た は 例 え ば 脂 質 も し く は タ ン パ ク 質 の よ う な 巨 大 分 子 、 小 型 生 体 分 子 な ど の
イ ン ビ ト ロ 反 応 成 分 の バ ル ク を 含 ま な い よ う に 単 離 さ れ た か 、 さ も な け れ ば こ れ を 含 ま な
い 核 酸 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
3. 核 酸 セ グ メ ン ト
　 あ る 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 核 酸 セ グ メ ン ト で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語
「 核 酸 セ グ メ ン ト 」 は 、 限 定 し な い 例 と し て 、 UGT1遺 伝 子 座 ま た は UGT1A1遺 伝 子 配 列 の 一
部 の み を コ ー ド し て い る も の の よ う な 、 核 酸 の 断 片 で あ る 。 従 っ て 「 核 酸 セ グ メ ン ト 」 は
、 約 2ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 か ら ポ リ ア デ ニ ン 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 完 全 長
遺 伝 子 お よ び 全 て の コ ー ド 領 域 を 含 む い ず れ か の 長 さ ま で を 含 む 、 遺 伝 子 配 列 の い ず れ か
の 部 分 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 様 々 な 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 特 定 の 核 酸 配 列 を 基 に デ ザ イ ン す る こ と が で き 、 か つ あ ら ゆ
る 長 さ で あ る こ と が で き る 。 例 え ば 最 初 の 残 基 を 1に 、 第 二 の 残 基 を 2な ど 、 配 列 に 数 値 を
割 当 て る こ と に よ り 、 全 て の 核 酸 セ グ メ ン ト を 定 義 す る ア ル ゴ リ ズ ム を 作 成 す る こ と が で
き る ：
　 nか ら n＋ y
こ こ で nは 1か ら そ の 配 列 の 最 後 の 数 ま で の 整 数 で あ り 、 な ら び に yは 、 核 酸 セ グ メ ン ト － 1
の 長 さ で あ り 、 こ こ で n＋ yは 、 そ の 配 列 の 最 後 の 数 を 超 え な い 。 従 っ て 10-merに つ い て 、
核 酸 セ グ メ ン ト は 、 塩 基 1か ら 10、 2か ら 11、 3か ら 12・ ・ ・ な ど に 相 当 す る 。 15-merに つ
い て 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 塩 基 1か ら 15、 2か ら 16、 3か ら 17・ ・ ・ ・ な ど に 相 当 す る 。 20-
merに つ い て 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 塩 基 1か ら 20、 2か ら 21、 3か ら 22・ ・ ・ な ど に 相 当 す る
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。 あ る 態 様 に お い て 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー で あ る こ と が で き る
。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 一 般 に 検 出 の 方 法 ま た は 組 成 物 に お い て
使 用 さ れ る 核 酸 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 プ ラ イ マ ー 」 は 、 一 般 に 伸 長
ま た は 増 幅 の 方 法 ま た は 組 成 物 に お い て 使 用 さ れ る 核 酸 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
4. 核 酸 相 補 体
　 本 発 明 は 、 核 酸 に 相 補 的 で あ る 核 酸 も 包 含 し て い る 。 核 酸 は 、 標 準 の ワ ト ソ ン -ク リ ッ
ク 、 フ ー グ ス テ ィ ー ン ま た は 逆 フ ー グ ス テ ィ ー ン 結 合 相 補 則 に 従 い 別 の 核 酸 と 塩 基 対 形 成
す る こ と が 可 能 で あ る 場 合 、 別 の 核 酸 に 対 し 「 相 補 体 」 ま た は 「 相 補 性 」 で あ る 。 本 明 細
書 に お い て 使 用 さ れ る 「 別 の 核 酸 」 は 、 別 の 分 子 ま た は 同 じ 分 子 の 空 間 的 に 分 離 さ れ た 配
列 を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 相 補 体 は 、 核 酸 多 型 の 検 出 の た め の 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は 増 幅 プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 相 補 体 」 ま た は 「 相 補 性 」 は 、 例 え 全 て よ り も 少 な
い 核 酸 塩 基 が 対 応 す る 核 酸 塩 基 と 塩 基 対 形 成 し な い と し て も 、 別 の 核 酸 鎖 ま た は 二 重 鎖 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 で あ る 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は 半 連 続 し た 核 酸 塩 基 (例 え
ば 、 1種 ま た は 複 数 の 核 酸 塩 基 部 分 は そ の 分 子 内 に 存 在 し な い )の 配 列 を 含 む 核 酸 も 意 味 す
る 。 し か し 一 部 の 診 断 ま た は 検 出 の 態 様 に お い て は 、 完 全 に 相 補 的 な 核 酸 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
III. 核 酸 検 出
　 本 発 明 の 一 部 の 態 様 は 、 UGT1A1の 多 型 、 相 関 す る 遺 伝 子 型 ま た は 表 現 型 に 対 す る ハ プ ロ
タ イ プ を 同 定 す る 事 に 関 し 、 こ こ で 表 現 型 は よ り 低 い ま た は 変 更 さ れ た UGT1A1活 性 ま た は
発 現 で あ り 、 次 に イ リ ノ テ カ ン ま た は 関 連 す る 薬 物 も し く は 化 合 物 が 投 与 さ れ た ま た は 投
与 さ れ る で あ ろ う 患 者 に お け る こ の よ う な 多 型 を 同 定 す る 。 従 っ て 本 発 明 は 、 多 型 を 同 定
す る ア ッ セ イ お よ び 他 の 核 酸 検 出 法 に 関 す る 。 そ の 結 果 核 酸 は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に 関 連 し た 態 様 に 関 し て プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て の 利 用 性 を 有 す る 。 こ れ ら
は 、 本 発 明 の 診 断 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 使 用 さ れ て も よ い 。 UGT1A1を コ ー ド し
て い る 核 酸 に 加 え 、 UGT1A1ポ リ ペ プ チ ド ま た は 転 写 産 物 の 発 現 ま た は 安 定 性 に 関 連 し た 核
酸 の 検 出 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ て い る 。 核 酸 検 出 法 の 一 般 的 方 法 が 以 下 に 示 さ れ て お り 、
そ の 後 一 塩 基 多 型 (SNP)を 含 む 多 型 の 同 定 に 利 用 さ れ た 具 体 的 実 施 例 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
A. ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 長 さ が 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14も し く は 15お よ び 50、 60、 70、 80、 9
0、 も し く は 100個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 17～ 100個 の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 ま た は 本 発
明 の 一 部 の 局 面 に お い て は 長 さ が 最 大 1～ 2キ ロ ベ ー ス も し く は そ れ 以 上 の 、 プ ロ ー ブ ま た
は プ ラ イ マ ー の 使 用 は 、 安 定 し か つ 選 択 的 で あ る 二 重 鎖 分 子 の 形 成 を 可 能 に す る 。 得 ら れ
た ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 安 定 性 お よ び ／ ま た は 選 択 性 を 増 大 す る た め に は 、 長 さ が 20塩 基 よ
り も 大 き い 連 続 す る ひ と 配 列 (stretch)に ま た が る 相 補 的 配 列 を 有 す る 分 子 が 、 一 般 に 好
ま し い 。 20～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 望 ま し い な ら ば よ り 長 い 1種 も し く は 複 数 の 相 補 的
配 列 を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 核 酸 分 子 を デ ザ イ ン す る こ と が 一 般 に は 好
ま し い で あ ろ う 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば 化 学 的 手 段 に 断 片 の 直 接 合 成 に よ る か 、 ま た
は 組 換 え 産 生 の た め の 選 択 さ れ た 配 列 の 組 換 え ベ ク タ ー へ の 導 入 に よ り 、 容 易 に 調 製 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 従 っ て 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 DNAお よ び ／ ま た は RNAの 相 補 的 ひ と 配 列 を 伴 う 二
重 鎖 分 子 を 選 択 的 に 形 成 す る か 、 ま た は 試 料 か ら DNAま た は RNAを 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ
ー を 提 供 す る そ れ ら の 能 力 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 想 定 さ れ た 用 途 に 応 じ て 、 標
的 配 列 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 選 択 性 の 程 度 を 変 動 す る こ と を 実 行 す る た め に 、 変
動 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 使 用 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 高 い 選 択 性 が 必 要 な 用 途 に つ い て は 、 典 型 的 に は 比 較 的 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 使
用 し 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 例 え ば 、 約 0.02M～ 約 0.10M NaC
l、 温 度 約 50℃ ～ 約 70℃ で 提 供 さ れ る よ う な 、 比 較 的 低 い 塩 お よ び ／ ま た は 高 い 温 度 条 件
で あ る 。 こ の よ う な 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 も し あ っ た と し て も 、 プ ロ ー ブ ま た は
プ ラ イ マ ー と 鋳 型 ま た は 標 的 鎖 の 間 の ミ ス マ ッ チ の 忍 容 性 が 低 く 、 お よ び 特 に 特 定 の 遺 伝
子 の 単 離 ま た は 特 定 の 多 型 の 検 出 に 適 し て い る で あ ろ う 。 条 件 は 漸 増 量 の ホ ル ム ア ミ ド の
添 加 に よ り 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト と な る こ と が 一 般 に 理 解 さ れ て い る 。 例 え ば 、 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 フ ィ ル タ ー に 結 合 し た DNAへ の 、 0.5M NaHPO 4 、 7％ ド デ シ ル 硫 酸
ナ ト リ ウ ム (SDS)、 1mM EDTA中 、 65℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 そ の 後 の 0.1xSSC/0.1
％ SDS中 で 68℃ で の 洗 浄 を 行 う こ と が で き る (Ausubel et al., 1989)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 条 件 は 、 塩 濃 度 を 増 加 お よ び ／ ま た は 温 度 を 低 下 す る こ と に よ り 、 よ り 低 い ス ト リ ン ジ
ェ ン ト と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 約 0.1～ 0.25M
 NaCl、 温 度 約 37℃ ～ 約 55℃ で も た ら す こ と が で き る が 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、
約 0.15M～ 約 0.9M塩 、 温 度 範 囲 約 20℃ ～ 約 55℃ で も た ら さ れ る 。 穏 や か な ス ト リ ン ジ ェ ン
ト 条 件 な ど の 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 洗 浄 は 、 例 え ば 、 0.2xSSC/0.1％ SDS中 で 、
42℃ で 行 う こ と が で き る (Ausubel et al., 1989)。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 望 ま
し い 結 果 に 応 じ て 容 易 に 操 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 50mMト リ ス -HCl(pH8.3)、 75m
M KCl、 3mM MgCl 2 、 1.0mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 温 度 約 20℃ ～ 約 37℃ の 条 件 下 で 実 現 す る
こ と が で き る 。 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 約 10mMト リ ス -HCl(pH8.3)、 50mM KC
l、 1.5mM MgCl 2 、 温 度 範 囲 約 40℃ ～ 約 72℃ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る た め に 、 標 識 の よ う な 適 当 な 手
段 と 組 合 せ て 、 本 発 明 の 規 定 さ れ た 配 列 の 核 酸 を 利 用 す る こ と は 有 利 で あ ろ う 。 多 種 多 様
な 適 当 な イ ン ジ ケ ー タ ー 手 段 が 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 こ れ は 検 出 す る こ と
が 可 能 で あ る 蛍 光 、 放 射 性 、 酵 素 ま た は 他 の リ ガ ン ド 、 例 え ば ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン を 含 む
。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 放 射 性 も し く は そ の 他 の 環 境 に 望 ま し く な い 試 薬 の 代 わ り に 、
蛍 光 標 識 、 ま た は ウ レ ア ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど 酵
素 タ グ を 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 酵 素 タ グ の 場 合 、 相 補 的 核 酸 を 含 有 す る 試 料 と の 特 異
的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 同 定 す る た め に 、 呈 色 イ ン ジ ケ ー タ ー 基 質 を 、 肉 眼 ま た は 分
光 光 度 計 に よ り 検 出 可 能 で あ る 検 出 手 段 を 提 供 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る こ と が わ
か っ て い る 。 別 の 局 面 に お い て 、 特 定 の ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 が 存 在 し 、 特 定 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 検 出 は 、 核 酸 切 断 の 存 在 ま た は 非 存 在 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 概 し て 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー は 、 対 応 す る 遺 伝 子 の 発 現 ま
た は 遺 伝 子 型 を 検 出 す る た め の 、 PCRの よ う な 液 相 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 加 え 、 固 相
を 使 用 す る 態 様 に お け る 試 薬 と し て 有 用 で あ る こ と が 想 起 さ れ て い る 。 固 相 に 関 係 す る 態
様 に お い て 、 被 験 DNA(ま た は RNA)は 、 選 択 さ れ た マ ト リ ッ ク ス ま た は 表 面 に 吸 着 、 そ う で
な け れ ば 付 着 さ れ る 。 こ の 固 定 さ れ た 一 本 鎖 核 酸 に は 、 次 に 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ と の 望 ま
し い 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 施 さ れ る 。 選 択 さ れ た 条 件 は 、 具 体 的 状 況 に 応
じ て 決 ま る (例 え ば 、 G+C含 量 、 標 的 核 酸 の 種 類 、 核 酸 の 給 源 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ の サ イ ズ な ど に 応 じ て )。 関 心 の あ る 特 定 の 用 途 の た め に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 を 最 適 化 す る こ と は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 分 子 の 洗 浄 後 、 非
特 異 的 に 結 合 し た プ ロ ー ブ 分 子 を 除 去 す る た め に 、 結 合 し た 標 識 の 量 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 検 出 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 定 量 さ れ る 。 代 表 的 固 相 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 、 米 国 特 許 第 5,843,663号 、 第 5,900,481号 お よ び 第 5,919,626号 に
開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の 実 践 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 法 は 、 米 国 特 許 第 5,849,481号 、 第 5,849,486号 お よ び 第 5,851,772号 に 開 示 さ れ て い る
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。 本 明 細 書 の こ の 項 目 で 確 定 さ れ た こ れ ら お よ び 他 の 参 考 文 献 の 関 連 部 分 は 本 明 細 書 に 参
照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
B. 核 酸 の 増 幅
　 増 幅 の 鋳 型 と し て 使 用 し た 核 酸 は 、 常 法 に 従 い 細 胞 、 組 織 ま た は 他 の 試 料 か ら 単 離 し て
も よ い (Sambrook et al., 2001)。 あ る 態 様 に お い て 、 分 析 は 、 鋳 型 核 酸 の 実 質 的 精 製 を
伴 う か ま た は 伴 わ ず に 、 全 細 胞 も し く は 組 織 の ホ モ ジ ネ ー ト ま た は 生 物 学 的 液 体 試 料 に つ
い て 行 わ れ る 。 こ の 核 酸 は 、 ゲ ノ ム DNAま た は 分 画 さ れ た も し く は 全 体 の 細 胞 RNAで あ っ て
よ い 。 RNAが 使 用 さ れ る 場 合 、 こ れ は 最 初 に RNAを 相 補 的 DNAに 転 換 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 プ ラ イ マ ー 」 は 、 鋳 型 -依 存 型 の プ ロ セ ス に お い て
新 生 核 酸 合 成 の 引 き 金 を 引 く こ と が 可 能 で あ る い ず れ か の 核 酸 を 包 含 す る こ と を 意 味 す る
。 典 型 的 に は 、 プ ラ イ マ ー は 、 長 さ が 10～ 20お よ び ／ ま た は 30個 の 塩 基 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る が 、 よ り 長 い 配 列 を 利 用 す る こ と が で き る 。 プ ラ イ マ ー は 、 二 本 鎖 お よ び ／
ま た は 一 本 鎖 型 で 提 供 す る こ と が で き る 、 一 本 鎖 型 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 UGT1遺 伝 子 座 (Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF279093)、 UGT1A1遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 配
列 番 号 :1ま た は そ れ ら の 変 異 に 相 当 す る 核 酸 な ら び に そ れ ら の 断 片 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た プ ラ イ マ ー 対 は 、 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に
す る 条 件 下 で 鋳 型 核 酸 と 接 触 さ れ る 。 配 列 番 号 :1は 、 UGT1A1遺 伝 子 の 大 半 を 含 む ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 配 列 番 号 :1は 、 UGT1遺 伝 子 座 の ヌ ク レ オ チ ド 169,831か ら 187,313を
含 み 配 列 番 号 :1の ヌ ク レ オ チ ド 1645は 、 UGT1A1遺 伝 子 の 転 写 開 始 点 か ら の ヌ ク レ オ チ ド -3
565に 相 当 し て お り 、 従 っ て 転 写 開 始 点 は 、 配 列 番 号 :1の ヌ ク レ オ チ ド 5212に 位 置 す る 。
望 ま し い 用 途 に 応 じ て 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー と 完 全 に 相 補 性 で あ る 配 列 に の み ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と が で き る よ う な 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
が 選 択 さ れ 得 る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 と の 1
個 ま た は 複 数 の ミ ス マ ッ チ を 含 む 核 酸 の 増 幅 を 可 能 に す る よ う に 、 低 下 し た ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 下 で 生 じ る こ と が あ る 。 一 旦 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る と 、 鋳 型 -プ ラ イ マ ー 複 合 体 は
、 鋳 型 -依 存 型 の 核 酸 合 成 を 促 進 す る 1種 ま た は 複 数 の 酵 素 と 接 触 さ れ る 。 「 サ イ ク ル 」 と
も 称 さ れ る 複 数 回 の 増 幅 を 、 十 分 量 の 増 幅 産 物 が 生 成 さ れ る ま で 継 続 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 増 幅 産 物 は 、 検 出 、 分 析 ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。 あ る 用 途 に お い て 、 検 出 は 目 視
手 段 に よ り 行 っ て よ い 。 あ る 用 途 に お い て 、 検 出 は 、 生 成 物 の 、 組 込 ま れ た 放 射 性 も し く
は 蛍 光 標 識 の 化 学 発 光 、 ラ ジ オ シ ン チ グ ラ フ ィ ー に よ る 間 接 的 同 定 、 ま た は 更 に は 電 気 お
よ び ／ も し く は 温 度 イ ン パ ル ス シ グ ナ ル を 用 い る シ ス テ ム が 関 与 し て も よ い (Affymax tec
hnology；  Bellus, 1994)。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 所 定 の 鋳 型 試 料 中 に 存 在 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 す る た め に 、 多 く の 鋳 型 依
存 型 の プ ロ セ ス を 利 用 す る こ と が で き る 。 最 も 知 ら れ た 増 幅 法 の ひ と つ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 (PCR(商 標 )と 称 さ れ る )で あ り 、 こ れ は 米 国 特 許 第 4,683,195号 、 第 4,683,202号
お よ び 第 4,800,159号 な ら び に Innisら の 論 文 (1988)に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は 全 体 が 本
明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 別 の 増 幅 法 は 、 欧 州 特 許 出 願 第 320308号 に 開 示 さ れ た リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (「 LCR」 )で あ
り 、 こ れ も 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。 米 国 特 許 第 4,883,750号 は 、 プ ロ ー
ブ 対 を 標 的 配 列 に 結 合 す る た め の LCRに 類 似 し た 方 法 を 開 示 し て い る 。 米 国 特 許 第 5,912,1
48号 に 開 示 さ れ た 、 PCR（ 商 標 ） お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ガ ー ゼ ア ッ セ イ (OLA)(以 下
に よ り 詳 細 に 説 明 す る )を 基 に し た 方 法 も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 実 践 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 標 的 核 酸 配 列 の 増 幅 の 別 法 は 、 米 国 特 許 第
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5,843,650号 、 第 5,846,709号 、 第 5,846,783号 、 第 5,849,546号 、 第 5,849,497号 、 第 5,849
,547号 、 第 5,858,652号 、 第 5,866,366号 、 第 5,916,776号 、 第 5,922,574号 、 第 5,928,905
号 、 第 5,928,906号 、 第 5,932,451号 、 第 5,935,825号 、 第 5,939,291号 お よ び 第 5,942,391
号 、 英 国 特 許 出 願 第 2 202 328号 、 お よ び PCT出 願 PCT/US89/01025に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ
ら は 各 々 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。 PCT出 願 PCT/US87/00880に 開 示
さ れ た Qbeta Replicaseも 、 本 発 明 に お け る 増 幅 法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 制 限 部 位 の 片 方 の 鎖 に ヌ ク レ オ チ ド 5'-[α -チ オ ]-三 リ ン 酸 を 含 む 標 的 分 子 の 増 幅 を 実
現 す る た め に 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び リ ガ ー ゼ を 使 用 す る 等 温 増 幅 法 も 、 本 発 明
の 核 酸 の 増 幅 に 有 用 で あ る (Walker et al., 1992)。 米 国 特 許 第 5,916,779号 に 開 示 さ れ た
鎖 置 換 増 幅 (SDA)は 、 複 数 回 の 鎖 置 換 お よ び 合 成 、 す な わ ち ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン が
関 連 し て い る 核 酸 の 等 温 増 幅 を 実 行 す る 別 法 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 別 の 核 酸 増 幅 手 法 は 、 核 酸 配 列 ベ ー ス の 増 幅 (NASBA)お よ び 3SRを 含 む 転 写 -ベ ー ス の 増
幅 シ ス テ ム (TAS)を 含 む (Kwoh et al., 1989； PCT出 願 WO88/10315、 こ れ ら は 全 体 が 本 明 細
書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。 欧 州 特 許 出 願 第 329822号 は 、 一 本 鎖 RNA(「 ssRNA」 )
、 ssDNA、 お よ び 二 本 鎖 DNA(dsDNA)を 循 環 的 合 成 す る 核 酸 増 幅 プ ロ セ ス を 開 示 し て お り 、
こ れ も 本 発 明 に 従 い 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 PCT出 願 WO89/06700(そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )は 、 プ ロ モ ー
タ ー 領 域 /プ ラ イ マ ー 配 列 の 標 的 一 本 鎖 DNA(「 ssDNA」 )に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 そ れ に 続 く そ の 配 列 の 多 く の RNAコ ピ ー の 転 写 を 基 に し た 核 酸 配 列 増 幅 ス キ ー ム を 開 示
し て い る 。 こ の ス キ ー ム は 、 循 環 式 で は な く 、 す な わ ち 得 ら れ た RNA転 写 産 物 か ら 新 規 鋳
型 は 作 成 さ れ な い 。 他 の 増 幅 法 は 、 「 RACE」 お よ び 「 片 側 PCR」 を 含 む (Frohman, 1990； O
hara et al., 1989)。
【 ０ ０ ９ ７ 】
C. 核 酸 の 検 出
　 増 幅 後 、 鋳 型 お よ び ／ ま た は 過 剰 な プ ラ イ マ ー か ら 増 幅 産 物 を 分 離 す る こ と が 望 ま し い
。 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 増 幅 産 物 は 、 常 法 (Sambrook et al., 2001)を 用 い 、 ア ガ ロ ー
ス 、 ア ガ ロ ー ス -ア ク リ ル ア ミ ド ま た は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 さ れ
る 。 分 離 さ れ た 増 幅 産 物 は 、 更 な る 操 作 の た め に ゲ ル か ら 切 出 し か つ 溶 出 す る こ と が で き
る 。 融 点 が 低 い ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い 、 分 離 さ れ た バ ン ド は 、 ゲ ル の 加 熱 、 そ れ に 続 く 核
酸 の 抽 出 に よ り 取 り 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 核 酸 の 分 離 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の ス ピ ン カ ラ ム お よ び ／ ま た は ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 技 術 に よ り 実 行 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 実 践 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 多
く の 種 類 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 存 在 し 、 こ れ は 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 分 配 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 分 子 篩 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ペ
ー パ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
加 え HPLCを 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 増 幅 産 物 は 、 分 離 し た 後 ま た は 分 離 せ ず に 可 視 化 さ れ る 。 典 型 的 可
視 化 法 は 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム に よ る ゲ ル の 染 色 、 お よ び UV光 下 で の バ ン ド の 可 視 化 に 関 与 す
る 。 あ る い は 増 幅 産 物 が 、 放 射 性 -ま た は 蛍 光 分 光 的 に -標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド に よ り 一
体 化 し て 標 識 さ れ て い る 場 合 、 分 離 さ れ た 増 幅 産 物 は 、 x-線 フ ィ ル ム に 曝 す か 、 ま た は 適
当 な 励 起 ス ペ ク ト ル 下 で 可 視 化 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 増 幅 産 物 の 分 離 後 、 標 識 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 増 幅 さ れ た マ
ー カ ー 配 列 と 接 触 さ れ る 。 こ の プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 、 発 色 団 に 複 合 さ れ る が 、 放 射 標 識
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さ れ て も よ い 。 別 の 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ は 、 抗 体 ま た は ビ オ チ ン の よ う な 結 合 パ ー ト
ナ ー 、 ま た は 検 出 可 能 な 部 分 を 保 持 す る 別 の 結 合 パ ー ト ナ ー と 複 合 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 検 出 は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト に 関 連 し た 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る (Sambroo
k et al., 2001参 照 )。 前 述 の 一 例 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 米 国 特 許
第 5,279,721号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ は 自 動 化 さ れ た 核 酸 の 電 気 泳 動 お よ び 転 写 の た め
の 装 置 お よ び 方 法 を 開 示 し て い る 。 こ の 装 置 は 、 ゲ ル を 外 部 で 操 作 せ ず に 電 気 泳 動 お よ び
ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 可 能 に し 、 本 発 明 の 方 法 の 実 行 に 理 想 的 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 実 践 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 核 酸 検 出 の 他 の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,840,
873号 、 第 5,843,640号 、 第 5,843,651号 、 第 5,846,708号 、 第 5,846,717号 、 第 5,846,726号
、 第 5,846,729号 、 第 5,849,487号 、 第 5,853,990号 、 第 5,853,992号 、 第 5,853,993号 、 第 5
,856,092号 、 第 5,861,244号 、 第 5,863,732号 、 第 5,863,753号 、 第 5,866,331号 、 第 5,905,
024号 、 第 5,910,407号 、 第 5,912,124号 、 第 5,912,145号 、 第 5,919,630号 、 第 5,925,517号
、 第 5,928,862号 、 第 5,928,869号 、 第 5,929,227号 、 第 5,932,413号 お よ び 第 5,935,791号
に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は 各 々 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
D. 他 の ア ッ セ イ
　 他 の 遺 伝 的 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 を 、 例 え ば ゲ ノ ム DNA、 cDNAお よ び ／ ま た は RNA試 料 中
の 突 然 変 異 を 検 出 す る た め に 、 本 発 明 の 範 囲 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 点 突 然 変 異
を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 方 法 は 、 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 (「 DGGE」 )、 制 限 断 片 長 多 型
分 析 (「 RFLP」 )、 化 学 的 ま た は 酵 素 的 切 断 法 、 PCR(商 標 )に よ り 増 幅 さ れ た 標 的 領 域 の 直
接 シ ー ク エ ン シ ン グ (前 記 参 照 )、 一 本 鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 多 型 分 析 (「 SSCP」 )お よ び 当 該
技 術 分 野 に お い て 周 知 の 他 の 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 点 突 然 変 異 の ス ク リ ー ニ ン グ の ひ と つ の 方 法 は 、 RNA/DNAま た は RNA/RNAの ヘ テ ロ 二 重 鎖
に お け る 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ の RNase切 断 を 基 に し て い る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用
語 「 ミ ス マ ッ チ 」 は 、 二 本 鎖 RNA/RNA、 RNA/DNAま た は DNA/DNA分 子 に お い て 1個 ま た は 複 数
の 対 の な い ま た は 誤 対 形 成 の ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 と し て 定 義 さ れ る 。 従 っ て こ の 定 義 は 、
単 独 ま た は 複 数 の 塩 基 の 点 突 然 変 異 に 加 え 、 挿 入 /欠 失 突 然 変 異 に よ る ミ ス マ ッ チ を 含 む
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 米 国 特 許 第 4,946,773号 は 、 一 本 鎖 DNAま た は RNAの 被 験 試 料 の RNAプ ロ ー ブ へ の ア ニ ー リ
ン グ 、 そ れ に 続 く RNase Aに よ る 核 酸 二 重 鎖 の 処 理 に 関 与 し て い る 、 RNase Aミ ス マ ッ チ 切
断 ア ッ セ イ を 開 示 し て い る 。 ミ ス マ ッ チ の 検 出 の た め に 、 RNase A処 理 の 一 本 鎖 生 成 物 は
、 サ イ ズ に 従 い 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 同 様 に 処 理 さ れ た 対 照 二 重 鎖 と 比 較 さ れ る 。 対 照
二 重 鎖 に お い て は 認 め ら れ な い 比 較 的 小 さ い 断 片 (切 断 生 成 物 )を 含 有 す る 試 料 は 、 正 (pos
itive)と ス コ ア 化 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 他 の 研 究 者 ら は 、 ミ ス マ ッ チ ア ッ セ イ に お け る RNase Iの 使 用 を 説 明 し て い る 。 ミ ス マ
ッ チ 検 出 の た め の RNase Iの 使 用 は 、 Promega Biotechの 文 献 に 説 明 さ れ て い る 。 Promega
は 、 4種 の 公 知 の ミ ス マ ッ チ の 中 の 3種 を 切 断 す る こ と が 報 告 さ れ て い る RNase Iを 含 む キ
ッ ト を 販 売 し て い る 。 他 の も の は 、 単 -塩 基 の ミ ス マ ッ チ の 検 出 を MutSタ ン パ ク 質 ま た は
他 の DNA-修 復 酵 素 を 用 い て 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 実 践 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 突 然 変 異 を 検 出 す る
別 法 は 、 米 国 特 許 第 5,849,483号 、 第 5,851,770号 、 第 5,866,337号 、 第 5,925,525号 お よ び
第 5,928,870号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は 各 々 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ
て い る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
E. SNPス ク リ ー ニ ン グ 法 の 具 体 例
　 生 物 の ゲ ノ ム の 進 化 の 過 程 に お い て 生 じ る 自 然 突 然 変 異 は 、 そ の 種 の メ ン バ ー 全 て に 直
ち に 伝 播 さ れ る こ と は 稀 で あ り 、 従 っ て そ の 種 の 集 団 内 に 同 時 に 存 在 す る 多 型 性 の 対 立 遺
伝 子 を 生 じ る 。 多 型 は 、 遺 伝 的 疾 患 の 原 因 で あ る こ と が 多 い 。 多 型 の い く つ か の ク ラ ス が
同 定 さ れ て い る 。 例 え ば 、 可 変 性 ヌ ク レ オ チ ド 型 多 型 (VNTR)は 、 ヌ ク レ オ チ ド の ジ -ま た
は ト リ ヌ ク レ オ チ ド 反 復 モ チ ー フ の 自 然 タ ン デ ム 重 複 か ら 生 じ る 。 こ の よ う な 変 動 が 、 制
限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 に よ り 作 成 さ れ た DNA断 片 の 長 さ を 変 更 す る 場 合 は 、 こ れ ら の
変 動 は 、 制 限 断 片 長 多 型 (RFLP)と 称 さ れ る 。 RFLPは 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 遺 伝 的 分 析 に お い
て 広 範 に 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 多 型 の 別 の ク ラ ス は 、 単 独 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 に よ り 作 成 さ れ る 。 こ の よ う な 一 塩 基
多 型 (SNP)は 稀 に 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 の 変 化 を 生 じ る 。 従 っ て SNPは 、 制 限 断 片
長 分 析 に お い て 稀 に 検 出 可 能 で あ る 。 SNPは 、 最 も 一 般 的 な 遺 伝 的 変 異 で あ り 、 か つ 100～
300塩 基 毎 に 1回 生 じ 、 か つ い く つ か の SNP突 然 変 異 は 、 実 際 に 遺 伝 疾 患 を 引 き 起 こ す の に
十 分 な 様 式 で 、 タ ン パ ク 質 -コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 単 独 の ヌ ク レ オ チ ド に 影 響 を 及 ぼ す
こ と が 分 か っ て い る 。 SNP疾 患 は 、 血 友 病 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 遺 伝 性 血 色 素 症 、 後 発 性 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど に よ り 例 証 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 イ リ ノ テ カ ン な ら び に 他 の 化 学 療 法 剤 お よ び 生 体 異 物 の グ ル ク
ロ ン 酸 抱 合 が 原 因 で あ る 、 UGT1A1遺 伝 子 産 物 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す
多 型 性 の 突 然 変 異 は 、 一 連 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 ス ク リ ー ニ ン
グ 法 の ひ と つ の セ ッ ト は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ア ッ セ イ に お い て UGT1A1遺 伝 子 産 物
の 誘 導 性 、 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す SNPの 同 定 を 目 的 と し て い る 。 次 に
ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 別 の セ ッ ト は 、 先 に 同 定 さ れ た SNPの 発 生 に つ い て 個 人 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め に 実 行 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ を 行 う た め に 、 試 料 (血 液 ま た は 他 の 体 液 ま た
は 組 織 試 料 な ど )が 、 遺 伝 子 型 分 析 の た め に 患 者 か ら 採 取 さ れ る 。 SNPの 存 在 ま た は 非 存 在
は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 個 人 の 、 UGT1A1遺 伝 子 産 物 に よ り 代 謝 さ れ る イ リ ノ テ カ ン お よ
び 他 の 化 学 療 法 剤 を 代 謝 す る 能 力 を 決 定 す る で あ ろ う 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ た 方 法 に 従
い 、 こ れ ら の 結 果 を 用 い 、 薬 物 の 副 作 用 を 軽 減 す る た め に 、 個 人 に 投 与 さ れ る イ リ ノ テ カ
ン ま た は 他 の 物 質 の 投 与 量 を 調 節 お よ び ／ ま た は 変 更 す る で あ ろ う 。  
【 ０ １ １ １ 】
　 SNPは 、 欠 失 、 点 突 然 変 異 お よ び 挿 入 の 結 果 で あ る こ と が で き 、 な ら び に い か な る 場 合
で あ っ て も 、 一 般 に は 単 塩 基 の 変 更 が SNPを 生 じ る 。 よ り 大 き い 頻 度 の SNPは 、 こ れ ら が 他
の 多 型 の ク ラ ス よ り も 、 よ り 容 易 に 同 定 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 そ れ ら の 分 布 の よ り 大 き
い 均 一 性 は 、 SNPの 同 定 を 、 特 に 関 心 の あ る 形 質 に 「 よ り 近 い 」 も の と す る 。 こ れ ら ふ た
つ の 属 性 を 組 合 せ た 作 用 は 、 SNPを 極 め て 変 動 性 と す る 。 例 え ば 、 特 定 の 形 質 (例 え ば 、 イ
リ ノ テ カ ン を 効 率 的 に 代 謝 す る こ と の 不 能 )は 、 特 定 の 遺 伝 子 座 で の 突 然 変 異 を 反 映 し て
お り 、 従 っ て 特 定 の 遺 伝 子 座 に 連 結 さ れ た い ず れ か の 多 型 を 用 い 、 個 人 が そ の 形 質 を 発 揮
す る 確 率 を 予 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 多 型 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に い く つ か の 方 法 が 開 発 さ れ て お り 、 か つ い く つ か の 例
を 以 下 に 列 記 す る 。 Kwokお よ び Chen(2003)な ら び に Kwok(2001)の 参 考 文 献 は 、 こ れ ら の 方
法 の 一 部 の 概 説 を 提 供 し て い る ； こ れ ら の 参 考 文 献 は 両 方 と も 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入
れ ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 化 学 療 法 剤 の グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に 関 係 し て い る SNPは 、 こ れ ら の 方 法 の い ず れ か ま た は
そ れ ら の 適 当 は 変 法 の 使 用 に よ り 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 部 位 の 直
接 ま た は 間 接 シ ー ク エ ン シ ン グ 、 そ の 部 位 の 各 対 立 遺 伝 子 が 制 限 部 位 を 作 成 ま た は 破 壊 す
る よ う な 制 限 酵 素 の 使 用 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 使 用 、 多
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型 の 異 な る 対 立 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で あ る 抗 体 の 使 用 、 ま た は
い ず れ か 他 の 生 化 学 的 解 釈 を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
i) DNAシ ー ク エ ン シ ン グ
　 多 型 の 特 徴 決 定 に お い て 使 用 さ れ る 最 も 一 般 的 な 方 法 は 、 多 型 の 側 方 に 位 置 し か つ こ れ
を 含 む 遺 伝 子 座 の 直 接 的 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ で あ る 。 こ の よ う な 分 析 は 、 「 サ ン ガ ー 法
」 と し て も 知 ら れ て い る 「 ジ デ オ キ シ -媒 介 型 連 鎖 終 結 法 」 (Sanger, F., et al., 1975)
ま た は 「 マ ク サ ム -ギ ル バ ー ト 法 」 と し て も 知 ら れ て い る 「 化 学 分 解 法 」 (Maxam, A. M., 
et al., 1977)の い ず れ か を 用 い 、 実 現 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 な ど の
ゲ ノ ム 配 列 特 異 的 増 幅 技 術 と 組 合 せ た シ ー ク エ ン シ ン グ を 利 用 し 、 望 ま し い 遺 伝 子 の 回 収
を 促 進 す る こ と が で き (Mullis, K. et al., 1986； 欧 州 特 許 出 願 第 50,424号 ； 欧 州 特 許 出
願 第 84,796号 、 欧 州 特 許 出 願 第 258,017号 、 欧 州 特 許 出 願 第 237,362号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 20
1,184号 ； 米 国 特 許 第 4,683,202号 ； 第 4,582,788号 ； お よ び 、 第 4,683,194号 )、 こ れ ら は
全 て 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ii) エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性
　 多 型 部 位 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド の 同 一 性 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 他 の
方 法 は 、 特 定 さ れ た エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ -抵 抗 性 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を 利 用 す る (米 国 特
許 第 4,656,127号 )。 多 型 部 位 の す ぐ 3'-側 の 対 立 遺 伝 子 配 列 に 相 補 的 で あ る プ ラ イ マ ー が
、 研 究 対 象 の DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 DNA上 の 多 型 部 位 が 存 在 す る 特 定 の エ キ ソ ヌ ク
レ オ チ ド -抵 抗 性 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 、 結 果 的
に そ の 誘 導 体 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た プ ラ イ マ ー の 末 端 に ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 組 込 ま れ
る で あ ろ う 。 こ の よ う な 組 込 み は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 に 抵 抗 性 の プ ラ イ マ ー を 作 成
し 、 こ れ に よ り そ の 検 出 を 可 能 に す る 。 エ キ ソ ヌ ク レ オ チ ド -抵 抗 性 の 誘 導 体 の 独 自 性 は
わ か っ て い る の で 、 そ の DNAの 多 型 部 位 に 存 在 す る 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド を 決 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
iii) マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ 法
　 DNA内 の 多 型 部 位 を ア ッ セ イ す る た め の い く つ か の 他 の プ ラ イ マ ー -指 示 し た ヌ ク レ オ チ
ド 組 込 み 法 が 説 明 さ れ て い る (Komher, J. S. et al., 1989； Sokolov, B. P., 1990； Syv
anen 1990； Kuppuswamy et al., 1991； Prezant et al., 1992； Ugozzoll, L. et al., 1
992； Nyren et al., 1993)。 こ れ ら の 方 法 は 、 多 型 部 位 で 塩 基 間 を 識 別 す る た め の 、 標 識
さ れ た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 組 込 み に 頼 っ て い る 。 シ グ ナ ル は 組 込 ま れ た デ オ キ シ ヌ ク
レ オ チ ド 数 に 比 例 す る の で 、 同 じ ヌ ク レ オ チ ド の 試 行 時 に 生 じ る 多 型 は 、 試 行 の 長 さ に 比
例 し た シ グ ナ ル を 生 じ る (Syvanen et al, 1990)。
【 ０ １ １ ７ 】
iv) 溶 液 中 の 伸 長
　 仏 国 特 許 第 2,650,840号 お よ び PCT出 願 W091/02087は 、 多 型 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド の 同 一 性
を 決 定 す る た め の 溶 液 -ベ ー ス の 方 法 に つ い て 考 察 し て い る 。 こ れ ら の 方 法 に 従 い 、 多 型
部 位 の す ぐ 3'側 の 対 立 遺 伝 子 配 列 に 相 補 的 で あ る プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る 。 そ の 部 位 の ヌ
ク レ オ チ ド の 同 一 性 は 、 多 型 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ る 場 合 に 、 プ ラ イ マ ー の 末
端 に 組 込 ま れ て い る 標 識 さ れ た ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を 用 い 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
v) 遺 伝 的 ビ ッ ト (Genetic Bit)分 析 ま た は 固 相 伸 長
　 PCT出 願 W092/15712は 、 標 識 さ れ た タ ー ミ ネ ー タ ー お よ び 多 型 部 位 の 3'側 の 配 列 に 相 補
的 で あ る プ ラ イ マ ー の 混 合 物 を 使 用 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 組 込 ま れ る 標 識 さ れ た タ ー
ミ ネ ー タ ー は 、 評 価 さ れ る 標 的 分 子 の 多 型 部 位 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ り 、
そ の 結 果 同 定 さ れ る 。 こ こ で プ ラ イ マ ー ま た は 標 的 分 子 は 、 固 相 に 固 定 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
vi) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ゲ ー シ ョ ン ア ッ セ イ (OLA)
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　 こ れ は 、 異 な る 方 法 論 を 使 用 す る 別 の 固 相 法 で あ る (Landegren et al., 1988)。 標 的 DN
Aの 一 本 鎖 の 隣 接 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 で あ る ふ た つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 は ビ オ チ ン 化 さ れ る が 、 他 方 は 検 出
で き る よ う に 標 識 さ れ る 。 標 的 分 子 中 に 正 確 に 相 補 的 な 配 列 が 認 め ら れ る 場 合 は 、 こ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら の 末 端 が 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 基 質 に 隣 接 し か つ こ れ を 作 成 す る
よ う に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 、 ア ビ ジ ン を 使 用 す る こ と に よ る
標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 回 収 を 可 能 に す る 。 PCRと 組 合 せ た 、 こ の 方 法 を 基 に し
た 他 の 核 酸 検 出 ア ッ セ イ も 説 明 さ れ て い る (Nickerson et al., 1990)。 こ こ で PCRを 使 用
し 、 標 的 DNAの 指 数 関 数 的 増 幅 を 実 行 す る こ と が で き 、 こ れ は 次 に OLAを 用 い 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
vii) リ ガ ー ゼ /ポ リ メ ラ ー ゼ -媒 介 型 遺 伝 的 ビ ッ ト 分 析
　 米 国 特 許 第 5,952,174号 は 、 標 的 分 子 に 隣 接 す る 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能
で あ る ふ た つ の プ ラ イ マ ー が 同 じ く 関 与 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た
生 成 物 は 、 そ の 上 に 標 的 が 固 定 さ れ た 固 形 支 持 体 上 に 形 成 さ れ る 。 こ こ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン は 、 プ ラ イ マ ー が 単 独 の ヌ ク レ オ チ ド の ス ペ ー ス に よ り 互 い に 分 離 さ れ る よ う に
生 じ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ 、 お よ び 少 な く と も 1種 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン
酸 を 含 有 す る ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 混 合 物 の 存 在 下 で 、 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 生 成 物
を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と は 、 隣 接 す る ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
対 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 。 リ ガ ー ゼ の 添 加 は 、 シ グ ナ ル 生 成 、 伸 長 お よ び ラ イ ゲ
ー シ ョ ン に 必 要 な ふ た つ の 事 象 を 生 じ る 。 こ れ は 、 伸 長 ま た は ラ イ ゲ ー シ ョ ン の い ず れ か
を 単 独 で 使 用 す る 方 法 よ り も よ り 高 い 特 異 性 お よ び よ り 低 い 「 ノ イ ズ 」 を 提 供 し 、 か つ ポ
リ メ ラ ー ゼ -ベ ー ス の ア ッ セ イ と は 異 な り 、 こ の 方 法 は 、 固 相 に 結 合 さ れ る べ き シ グ ナ ル
の た め に こ れ を 第 二 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 工 程 と 組 合 せ る こ と
に よ り 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 工 程 の 特 異 性 を 増 強 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
viii) SNPを 検 出 す る 他 の 方 法
　 SNP検 出 お よ び 同 定 の い く つ か の 他 の 具 体 的 方 法 が 、 以 下 に 示 さ れ て お り 、 か つ こ れ ら
は そ の よ う な も の と し て ま た は 適 当 に 変 更 し て 、 本 発 明 の UGT1A1遺 伝 子 の 多 型 を 同 定 す る
こ と と 組 合 せ て 、 使 用 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 他 の 方 法 は 、 ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ
上 の ncbi.nlm.nih.gov/SNPの ウ ェ ブ サ イ ト で 、 NCBIの SNPウ ェ ブ サ イ ト に お い て も 示 さ れ
て お り 、 こ れ も 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 伸 長 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ は 、 集 団 に お い て い ず れ か 所 定 の 遺 伝 子
座 に お い て 決 定 す る こ と が で き 、 こ の こ と は 正 確 に ど の SNPが 縮 重 し て い る か お よ び ど れ
が 相 関 試 験 に お い て 必 須 で あ る か を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 後 者 は 、 「 ハ プ ロ タ イ プ
タ グ SNP(htSNP)」 と 称 さ れ る 、 遺 伝 子 の ハ プ ロ タ イ プ ま た は 連 鎖 不 平 衡 の 領 域 を 捕 え る マ
ー カ ー で あ る 。 Johnson et al.(2001)お よ び Ke and Cardon(2003)の 文 献 を 参 照 し 、 こ れ
ら は 各 々 方 法 を 例 証 す る た め に 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 VDA-ア ッ セ イ は 、 TaKaRa LA Taq試 薬 お よ び 他 の 標 準 の 反 応 条 件 を 使 用 す る 、 ロ ン グ PCR
方 法 に よ る 、 ゲ ノ ム セ グ メ ン ト の PCR増 幅 を 利 用 す る 。 ロ ン グ 増 幅 は 、 サ イ ズ が 約 2,000～
12,000bpの DNAを 増 幅 す る こ と が で き る 。 生 成 物 の 変 異 検 出 ア レ イ (VDA)へ の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン は 、 Affymetrix High Throughput Screening Centerで 実 施 し 、 か つ コ ン ピ ュ
ー タ ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 チ ッ プ ア ッ セ イ と 称 さ れ る 方 法 は 、 標 準 ま た は ロ ン グ PCRプ ロ ト コ ー ル に よ る 、 ゲ ノ ム
セ グ メ ン ト の PCR増 幅 を 使 用 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 産 物 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し
て 組 入 れ ら れ て い る Halushkaら の 論 文 (1999)の VDAに よ り 分 析 さ れ る 。 SNPは 一 般 に 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン の コ ン ピ ュ ー タ 解 析 を ベ ー ス に 「 確 実 な 」 ま た は 「 可 能 性 の
あ る 」 と し て 分 析 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン シ ン グ の よ う な 代 替 検 出 法 と 比 較 す る
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こ と に よ り 、 「 あ る 種 の 」 SNPは 、 そ の 時 点 で 100％ 確 認 さ れ ； お よ び 「 可 能 性 の あ る 」 SN
Pは 、 こ の 方 法 に よ り そ の 時 点 で 73％ 確 認 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 他 の 方 法 は 、 単 純 に 関 連 す る 制 限 酵 素 に よ る 消 化 後 の PCR増 幅 に 関 連 し て い る 。 更 に 他
の も の は 、 公 知 の ゲ ノ ム 領 域 か ら の 精 製 さ れ た PCR産 物 の シ ー ク エ ン シ ン グ に 関 連 し て い
る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 更 に 別 の 方 法 に お い て 、 個 々 の エ キ ソ ン ま た は 巨 大 な エ キ ソ ン の 重 複 す る 断 片 は 、 PCR-
増 幅 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 公 表 さ れ た 配 列 ま た は デ ー タ ベ ー ス の 配 列 か ら デ ザ イ ン さ れ
、 か つ ゲ ノ ム DNAの PCR-増 幅 は 、 下 記 の 条 件 を 用 い て 行 わ れ る ： 200ng DNA鋳 型 、 0.5μ M各
プ ラ イ マ ー 、 各 80μ Mの dCTP、 dATP、 dTTPお よ び dGTP、 5％ ホ ル ム ア ミ ド 、 1.5mM MgCl 2 、 0
.5Uの Taqポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 0.1容 量 の Taq緩 衝 液 。 サ ー マ ル サ イ ク リ ン グ を 行 い 、 得 ら れ
た PCR-産 物 を 、 例 え ば 5％ グ リ セ ロ ー ル を 伴 う ま た は 伴 わ な い 、 15％ 尿 素 を 含 む 5ま た は 10
％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の よ う な 、 様 々 な 条 件 下 で 、 PCR-一 本 鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 多 型
(PCR-SSCP)解 析 に よ り 解 析 す る 電 気 遊 動 は 一 晩 行 う 。 移 動 度 シ フ ト を 示 す PCR-産 物 は 、 ヌ
ク レ オ チ ド 変 動 を 同 定 す る た め に 再 増 幅 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 CGAP-GAI(DEMIGLACE)と 称 さ れ る 方 法 に お い て 、 配 列 お よ び ア ラ イ ン メ ン ト デ ー タ (PHRA
P.aceフ ァ イ ル よ り )、 配 列 塩 基 (callの 品 質 ス コ ア (PHRED 品 質 フ ァ イ ル よ り )、 距 離 情 報 (
PHYLIP dnadistお よ び neighbourプ ロ グ ラ ム よ り )お よ び 塩 基 -callingデ ー タ (PHRED'-d'ス
イ ッ チ よ り )が 、 メ モ リ ー に 取 り 込 ま れ る 。 配 列 は 、 並 置 さ れ 、 不 一 致 に つ い て 得 ら れ る
ア ッ セ ン ブ リ の 各 垂 直 チ ャ ン ク ('ス ラ イ ス ')に つ い て 検 証 さ れ る 。 こ の よ う な ス ラ イ ス は
い ず れ も 、 候 補 SNP(DEMIGLACE)と 考 え ら れ る 。 DEMIGLACEに よ り 多 く の フ ィ ル タ ー を 用 い
、 お そ ら く 真 の 多 型 を 表 し て い な い ス ラ イ ス を 排 除 す る 。 こ れ ら は 、 下 記 の フ ィ ル タ ー を
含 む ： (i)近 接 す る 配 列 の 品 質 ス コ ア が 40％ ま た は そ れ 以 上 低 下 す る よ う な SNP考 察 か ら 所
定 の ス ラ イ ス 中 の 配 列 を 排 除 す る ； (ii)ピ ー ク 振 幅 が 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 型 に 関 す る 全 て
の 塩 基 callの 15パ ー セ ン タ イ ル を 下 回 る よ う な callを 排 除 す る ； (iii)SNP計 算 へ の 参 加 か
ら の コ ン セ ン サ ス と の 大 き い 数 の 不 一 致 を 有 す る 配 列 の 領 域 を 不 適 格 と 見 な す ； (iv)ピ ー
ク が 、 callさ れ た ピ ー ク の 面 積 の 25％ ま た は そ れ 以 上 で あ る よ う な 代 替 callを 伴 う い ず れ
か の 塩 基 callが 考 察 か ら 外 さ れ る ； (v)た だ ひ と つ の 読 み 方 向 に 生 じ る 変 動 を 排 除 す る 。 P
HRED品 質 ス コ ア は 、 そ の ス ラ イ ス 内 の 各 ヌ ク レ オ チ ド に つ い て の エ ラ ー 確 率 値 に 変 換 さ れ
た 。 標 準 の Baysian法 を 用 い 、 所 定 の 位 置 で の ヌ ク レ オ チ ド の 異 種 性 の 証 拠 で あ る 事 後 確
率 を 計 算 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 CU-RDF(RESEQ)と 称 さ れ る 方 法 に お い て 、 PCR増 幅 は 、 各 SNPに つ い て 特 異 的 プ ラ イ マ ー
を 使 用 し 、 血 液 か ら 単 離 さ れ た DNAか ら 行 い 、 か つ 未 使 用 の プ ラ イ マ ー お よ び 遊 離 の ヌ ク
レ オ チ ド を 除 去 す る 典 型 的 ク リ ー ン ナ ッ プ プ ロ ト コ ー ル の 後 、 同 じ プ ラ イ マ ー ま た は 入 れ
子 式 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 直 接 シ ー ク エ ン シ ン グ が 行 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 DEBNICK(METHOD-B)と 称 さ れ る 方 法 に お い て 、 ク ラ ス タ ー 化 さ れ た EST配 列 の 比 較 分 析 が
行 わ れ 、 蛍 光 -ベ ー ス の DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 確 認 さ れ た 。 関 連 し た 方 法 に お い て 、
DEBNICK(METHOD-C)と 称 さ れ る 、 ク ラ ス タ ー 化 さ れ た EST配 列 の ミ ス マ ッ チ 部 位 で の phred 
品 質 ＞ 20、 5'-FLANKお よ び SNPの 3'側 の 5塩 基 に わ た り 平 均 phred 品 質 ＞ ＝ 20と の 比 較 分 析
は 、 SNPの 5'お よ び 3'側 の 5塩 基 に ミ ス マ ッ チ が な く 、 各 対 立 遺 伝 子 の 少 な く と も 2の 発 生
が 行 わ れ お よ び ト レ ー ス を 試 験 す る こ と に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ERO(RESEQ)に よ り 確 定 さ れ た 方 法 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ 上 に 発 表 さ れ た STSsに つ い て
新 規 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を デ ザ イ ン し 、 か つ 10種 の 異 な る マ ウ ス 系 統 の DNAを 増 幅 す る た め
に 使 用 す る 。 次 に 各 系 統 か ら の 増 幅 産 物 を 、 ゲ ル 精 製 し 、 3 3 P-標 識 さ れ た タ ー ミ ネ ー タ ー
に よ る 標 準 の ジ デ オ キ シ サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ 技 術 を 用 い 配 列 決 定 す る 。 次 に 全 て の
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ddATPで 終 結 し た 反 応 物 を 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ゲ ル の 隣 接 レ ー ン に 装 荷 し 、 引 き 続 き 全 て
の ddGTP反 応 物 な ど を 装 荷 し た 。 SNPは 、 ラ ジ オ グ ラ フ の 視 覚 的 走 査 に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ERO(RESEQ-HT)と し て 確 定 さ れ る 別 法 に お い て 、 新 規 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 、 コ ン ピ ュ ー
タ 上 に 発 表 さ れ た マ ウ ス DNA配 列 に つ い て デ ザ イ ン し 、 か つ 10種 の 異 な る マ ウ ス 系 統 の DNA
を 増 幅 す る た め に 使 用 す る 。 次 に 各 系 統 か ら の 増 幅 産 物 を 、 シ ー ク エ ン シ ン グ の た め に エ
キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Iお よ び エ ビ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り 処 理 す る こ と に よ り 調 製 す
る 。 シ ー ク エ ン シ ン グ を ABI Prism Big Dye Terminator Ready反 応 キ ッ ト (Perkin-Elmer)
を 用 い て 行 い 、 配 列 試 料 を 、 3700 DNAア ナ ラ イ ザ ー (96 Capillary Sequencer)上 に 流 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 FGU-CBT(SCA2-SNP)は 、 SNPを 含 む 領 域 が 、 プ ラ イ マ ー SCA2-FP3お よ び SCA2-RP3を 用 い 、
PCR増 幅 さ れ る 方 法 を 確 定 す る 。 ゲ ノ ム DNA約 100ngを 、 最 終 濃 度 5mMト リ ス 、 25mM KCl、 0.
75mM MgCl 2 、 0.05％ ゼ ラ チ ン 、 各 20pmolの プ ラ イ マ ー お よ び 0.5Uの Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ
を 含 有 す る 反 応 容 量 50ml中 で 増 幅 す る 。 試 料 は 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ お よ び 伸 長 し 、 な ら
び に PCR産 物 を 、 例 え ば 、 QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト (Qiagen)を 用 い ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 切
出 し た バ ン ド か ら 精 製 し 、 PCRプ ラ イ マ ー と 共 に ABI Prism 377自 動 化 さ れ た DNAシ ー ク エ
ン サ ー 上 で 色 素 タ ー ミ ネ ー タ ー 化 学 を 用 い 配 列 決 定 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 JBLACK(SEQ/RESTRICT)と し て 確 定 さ れ た 方 法 に お い て 、 ふ た つ の 独 立 し た PCR反 応 を 、
ゲ ノ ム DNAで 行 う 。 第 一 の 反 応 の 生 成 物 を 、 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 分 析 し 、 こ れ は 独 自
の FspI制 限 部 位 を 示 し て い る 。 突 然 変 異 は 、 FspIで 消 化 す る こ と に よ り 第 二 の PCR反 応 生
成 物 に お い て 確 認 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 KWOK(1)と 記 さ れ る 方 法 に お い て 、 4名 の 無 作 為 に 選 択 さ れ た 個 人 か ら の 高 品 質 の ゲ ノ ム
配 列 デ ー タ を 、 色 素 -タ ー ミ ネ ー タ ー 化 学 に よ る PCR産 物 の 直 接 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に よ
り 比 較 す る こ と に よ り 、 SNPが 同 定 さ れ る (Kwok et al., 1996参 照 )。 KWOK(2)と し て 確 定
さ れ る 関 連 し た 方 法 に お い て 、 細 菌 の 人 工 染 色 体 (BACs)ま た は P1-ベ ー ス の 人 工 染 色 体 (PA
Cs)な ど の 重 複 す る 巨 大 -挿 入 断 片 ク ロ ー ン か ら の 高 品 質 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ を 比 較 す る こ
と に よ り 、 SNPが 同 定 さ れ る 。 次 に こ の SNPを 含 む STSを 開 発 し 、 か つ 様 々 な 集 団 内 の SNPの
存 在 を 、 プ ー ル し た DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 確 認 す る (Taillon-Miller et al., 1998
参 照 )。 KWOK(3)と 称 さ れ る 別 の 類 似 し た 方 法 に お い て 、 重 複 す る 巨 大 -挿 入 断 片 ク ロ ー ン B
ACsま た は PACsか ら の 高 品 質 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ を 比 較 す る こ と に よ り 、 SNPが 同 定 さ れ る
。 こ の 方 法 に よ り 認 め ら れ た SNPは 、 ふ た つ の ド ナ ー 染 色 体 間 の DNA配 列 変 動 を 表 し て い る
が 、 一 般 的 集 団 に お け る 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 依 然 決 定 さ れ な い 。 方 法 KWOK(5)に お い て 、 PCR
産 物 の 色 素 -タ ー ミ ネ ー タ ー 化 学 に よ る 直 接 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 、 ホ モ 接 合 の DNA
試 料 お よ び 1種 ま た は 複 数 の プ ー ル し た DNA試 料 か ら の 高 品 質 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ を 比 較 す
る こ と に よ り 、 SNPが 同 定 さ れ る 。 使 用 さ れ る STSsは 、 公 に 利 用 可 能 な デ ー タ ベ ー ス に お
い て 認 め ら れ た 配 列 デ ー タ か ら 開 発 さ れ る 。 具 体 的 に は こ れ ら の STSsは 、 全 て の 遺 伝 子 座
お よ び 80CEPH親 か ら の DNA試 料 プ ー ル に お い て ホ モ 接 合 で あ る こ と が 示 さ れ て い る complet
e hydatidiform mole(CHM)に 対 す る PCRに よ り 増 幅 さ れ る (Kwok et al., 1994参 照 )。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 別 の こ の よ う な 方 法 KWOK(OverlapSnpDetectionWithPolyBayes)に お い て 、 SNPは 、 巨 大
な -挿 入 断 片 ヒ ト ゲ ノ ム ク ロ ー ン 配 列 の 重 複 領 域 の 自 動 化 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ 分 析 に よ り
発 見 さ れ た 。 デ ー タ 捕 集 の た め に 、 大 規 模 シ ー ク エ ン シ ン グ セ ン タ ー か ら 直 接 ク ロ ー ン 配
列 を 得 る 。 塩 基 の 品 質 配 列 は GenBankに は 存 在 せ ず /入 手 で き な い の で 、 こ れ は 必 要 で あ る
。 ク ロ ー ン 配 列 お よ び コ ン シ ス テ ン シ ー に 関 す る 付 随 す る 塩 基 品 質 情 報 が 分 析 さ れ た 生 デ
ー タ の 処 理 が 関 連 し て い る 。 関 連 し た 塩 基 品 質 配 列 を 伴 わ な い 仕 上 げ ら れ た (「 塩 基 完 全
性 」 、 誤 差 率 は 10,000bpに お い て 1未 満 )配 列 に は 、 均 一 な 塩 基 品 質 値 40(10,000bpに 1の 誤
差 率 )が 与 え ら れ る 。 塩 基 品 質 値 を 伴 わ な い ド ラ フ ト 配 列 は 拒 絶 さ れ る 。 処 理 さ れ た 配 列
は 、 ロ ー カ ル デ ー タ ベ ー ス に 入 力 さ れ る 。 マ ス ク さ れ た 公 知 の ヒ ト 反 復 配 列 を 伴 う 各 配 列
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の バ ー ジ ョ ン も 保 存 さ れ る 。 反 復 配 列 の マ ス ク は 、 プ ロ グ ラ ム 「 MASKERAID」 に よ り 実 行
さ れ る 。 重 複 検 出 ： 推 定 重 複 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 WUBLAST」 に よ り 検 出 さ れ る 。 偽 重 複 検 出
結 果 、 す な わ ち 真 の 重 複 と は 対 照 的 に 配 列 複 製 の た め に 生 じ る ク ロ ー ン 配 列 対 の 間 の 類 似
性 を 排 除 す る た め に 、 い く つ か の フ ィ ル タ リ ン グ 工 程 が 続 く 。 重 複 の 総 長 、 全 体 の 類 似 性
割 合 、 配 列 数 は 、 高 塩 基 品 質 値 「 高 -品 質 ミ ス マ ッ チ 」 を 伴 う ヌ ク レ オ チ ド 間 で 異 な る 。
こ の 結 果 は 更 に 、 Washington University Genome Sequencing Centerで の ゲ ノ ム ク ロ ー ン
の 制 限 断 片 マ ッ ピ ン グ の 結 果 、 重 複 に 関 す る 完 成 し た 報 告 書 、 お よ び NCBIで の 配 列 コ ン テ
ィ グ 構 築 努 力 の 結 果 と 比 較 さ れ る 。 SNP検 出 ： POLYBAYES'SNP検 出 ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 、 ク
ロ ー ン 配 列 の 重 複 対 は 、 候 補 SNP部 位 に つ い て 分 析 さ れ る 。 配 列 対 の 間 の 配 列 差 異 は 、 シ
ー ク エ ン シ ン グ 誤 差 と は 対 照 的 に 真 の 配 列 変 動 を 表 す 確 率 に つ い て ス コ ア 化 さ れ る 。 こ の
プ ロ セ ス は 、 両 配 列 に 関 す る 塩 基 品 質 値 の 存 在 が 必 要 で あ る 。 高 ス コ ア の 候 補 が 抽 出 さ れ
る 。 検 索 は 、 置 換 -型 一 塩 基 対 変 動 に 限 定 さ れ る 。 候 補 SNPの 信 頼 ス コ ア は 、 POLYBAYESソ
フ ト ウ ェ ア に よ り コ ン ピ ュ ー タ で 算 出 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 KWOK(TaqManア ッ セ イ )に よ り 確 定 さ れ た 方 法 に お い て 、 90名 の ラ ン ダ ム な 個 人 の 遺 伝 子
型 を 決 定 す る た め に 、 TaqManア ッ セ イ が 使 用 さ れ る 。 KYUGEN(Q1)に よ り 確 定 さ れ た 方 法 に
お い て 、 指 示 さ れ た 集 団 の DNA試 料 が プ ー ル さ れ 、 PLACE-SSCPに よ り 分 析 さ れ る 。 プ ー ル
さ れ た 分 析 に お け る 各 対 立 遺 伝 子 の ピ ー ク 高 さ は 、 ヘ テ ロ 接 合 性 の も の に よ り 補 正 さ れ 、
引 き 続 き 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 計 算 に 使 用 さ れ る 。 10％ よ り も 高 い 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 こ の 方
法 で 信 頼 で き る よ う に 定 量 さ れ る 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 ＝ 0(ゼ ロ )は 、 そ の 対 立 遺 伝 子 は 個 人
間 で 認 め ら れ た が 、 プ ー ル の 試 験 に お い て は 対 応 す る ピ ー ク は 認 め ら れ な か っ た こ と を 意
味 す る 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 ＝ 0～ 0.1は 、 少 数 の 対 立 遺 伝 子 が プ ー ル に お い て 検 出 さ れ る が 、
そ の ピ ー ク は 信 頼 で き る よ う に 定 量 す る に は 余 り に も 小 さ い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 更 に KYUGEN(方 法 1)と し て 確 定 さ れ た 別 法 に お い て 、 PCR産 物 は 、 蛍 光 色 素 に よ り 後 -標
識 さ れ 、 SSCP条 件 下 で の 自 動 化 さ れ た キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム (PLACE-SSCP)に よ り
分 析 さ れ る 。 4名 ま た は そ れ よ り も 多 い 個 人 の DNAが 、 一 連 の 実 験 に お い て 、 二 つ の プ ー ル
さ れ た DNA(日 本 人 プ ー ル お よ び CEPH親 プ ー ル )と 共 に ま た は こ れ を 伴 わ ず に 分 析 さ れ る 。
対 立 遺 伝 子 は 、 目 視 検 査 に よ り 同 定 さ れ る 。 異 な る 遺 伝 子 型 を 伴 う 個 人 の DNAは 、 配 列 決
定 さ れ 、 SNPが 同 定 さ れ る 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 ヘ テ ロ 接 合 体 の ピ ー ク 高 さ を 用 い る シ グ
ナ ル バ イ ア ス の 補 正 後 に 、 プ ー ル さ れ た 試 料 に お い て ピ ー ク 高 さ か ら 概 算 さ れ る 。 PCRの
た め に 、 プ ラ イ マ ー が 、 両 鎖 の 後 -標 識 の た め に そ れ ら の 末 端 に 5'-ATTま た は 5'-GTTを 有
す る よ う に タ グ 付 け さ れ る 。 DNA試 料 (10ng/ul)が 、 緩 衝 液 (10mMト リ ス -HCl、 pH8.3ま た は
9.3、 50mM KCl、 2.0mM MgCl 2 )、 各 0.25μ Mの プ ラ イ マ ー 、 各 200μ Mの dNTP、 お よ び 0.025
ユ ニ ッ ト /μ lの 抗 -Taq抗 体 と 予 備 混 合 し た Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る 反 応 混 合 液 中
で 増 幅 さ れ る 。 PCR産 物 の ふ た つ の 鎖 は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 の 交 換 反 応 に
よ り 、 R110お よ び R6Gで 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド で 、 示 差 的 に 標 識 さ れ る 。 こ の 反 応 は 、 E
DTAの 添 加 に よ り 停 止 さ れ 、 組 込 ま れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド は 、 ウ シ 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ の 添 加 に よ り 脱 リ ン 酸 化 さ れ る 。 SSCPに つ い て 、 蛍 光 標 識 さ れ た PCR産 物 の ア リ コ
ー ト お よ び TAMRA-標 識 さ れ た 内 部 マ ー カ ー が 、 脱 イ オ ン 化 さ れ た ホ ル ム ア ミ ド に 添 加 さ れ
、 変 性 さ れ る 。 電 気 泳 動 を 、 キ ャ ピ ラ リ ー 内 で 、 ABI Prism 310 Genetic Analyzerを 用 い
実 施 す る 。 Genescanソ フ ト ウ ェ ア (P-E Biosystems)を 用 い 、 デ ー タ を 収 集 し 、 か つ デ ー タ
処 理 す る 。 SSCPに 関 し て 異 な る 遺 伝 子 型 を 示 し た 個 人 を 含 む 個 人 (2～ 11名 )の DNAは 、 ABI 
Prism 310シ ー ク エ ン サ ー 上 で ビ ッ グ -色 素 タ ー ミ ネ ー タ ー 化 学 を 用 い 、 直 接 シ ー ク エ ン シ
ン グ が 施 さ れ る 。 ABI Prism 310か ら 得 ら れ た 複 数 の 配 列 追 跡 フ ァ イ ル は 処 理 さ れ 、 Phred
/Phrapに よ り ア ラ イ ン メ ン ト さ れ 、 か つ Consed viewerを 用 い 目 視 さ れ る 。 SNPは 、 PolyPh
redソ フ ト ウ ェ ア お よ び 目 視 検 査 に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 更 に KYUGEN(方 法 2)と し て 確 定 さ れ る 別 法 に お い て 、 異 な る 遺 伝 子 型 を 有 す る 個 人 が 、
変 性 HPLC(DHPLC)ま た は PLACE-SSCPに よ り 検 索 さ れ (Inazuka et al., 1997)、 そ れ ら の 配
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列 が 決 定 さ れ 、 SNPが 同 定 さ れ る 。 両 鎖 の 後 -標 識 の た め に そ の 両 端 に 5'-ATTま た は 5'-GTT
で タ グ を 付 け た プ ラ イ マ ー に よ り PCRが 行 わ れ る 。 DHPLC分 析 は 、 WAVE DNA断 片 分 析 シ ス テ
ム (Transgenomic)を 用 い て 行 わ れ る 。 PCR産 物 は 、 DNASepカ ラ ム に 注 入 さ れ 、 WAVEMakerプ
ロ グ ラ ム (Transgenomic)を 用 い て 決 定 さ れ た 条 件 下 で 分 離 さ れ る 。 PCR産 物 の 二 本 鎖 は 、 D
NAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 の 交 換 反 応 に よ り 、 R110お よ び R6Gで 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド で 、 示 差 的 に 標 識 さ れ る 。 こ の 反 応 は 、 EDTAの 添 加 に よ り 停 止 さ れ 、 組 込 ま れ て い な
い ヌ ク レ オ チ ド は 、 ウ シ 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 添 加 に よ り 脱 リ ン 酸 化 さ れ る 。 電 気
泳 動 後 の SSCPは 、 ABI Prism 310 Genetic Analyzer、 Genescanソ フ ト ウ ェ ア (P-E Biosyst
ems)を 用 い 、 キ ャ ピ ラ リ ー で 実 施 さ れ る 。 DHPLCま た は SSCPに 関 し て 異 な る 遺 伝 子 型 を 示
し た 個 人 を 含 む 個 人 の DNAは 、 ABI Prism 310シ ー ク エ ン サ ー 上 で ビ ッ グ -色 素 タ ー ミ ネ ー
タ ー 化 学 を 用 い 、 直 接 シ ー ク エ ン シ ン グ が 施 さ れ る 。 ABI Prism 310か ら 得 ら れ た 複 数 の
配 列 追 跡 フ ァ イ ル は 処 理 さ れ 、 Phred/Phrapに よ り ア ラ イ ン メ ン ト さ れ 、 か つ Consed view
erを 用 い 目 視 さ れ る 。 SNPは 、 PolyPhredソ フ ト ウ ェ ア お よ び 目 視 検 査 に よ り 同 定 さ れ る 。
Unigeneの EST配 列 の 追 跡 ク ロ マ ト グ ラ ム デ ー タ は 、 PHREDに よ り 処 理 さ れ る 。 可 能 性 の あ
る SNPを 同 定 す る た め に 、 各 Unigeneク ラ ス タ ー に つ い て プ ロ グ ラ ム PHRAP、 BROお よ び POA
に よ り も た ら さ れ た 複 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト か ら 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ が 報 告 さ れ る 。 BRO
は 、 可 能 性 の あ る 誤 報 告 さ れ た EST配 向 を 補 正 す る 一 方 、 POAは 、 偽 SNPを 生 じ 得 る 遺 伝 子
混 合 /キ メ ラ の 非 -線 形 ア ラ イ ン メ ン ト 構 造 指 標 を 確 定 し か つ 分 析 し た 。 Bayesian確 定 を 用
い 、 シ ー ク エ ン シ ン グ エ ラ ー 、 ミ ス ア ラ イ ン メ ン ト ま た は 曖 昧 さ 、 ミ ス ク ラ ス タ ー 化 ま た
は キ メ ラ EST配 列 、 生 ク ロ マ ト グ ラ ム の 高 さ 、 鋭 敏 さ 、 重 複 お よ び ス ペ ー シ ン グ な ど の デ
ー タ の 評 価 ； シ ー ク エ ン シ ン グ 誤 差 率 ； 状 況 (context)-感 度 ； cDNAラ イ ブ ラ リ ー 起 源 な ど
に 対 し 、 真 の 多 型 で あ る 証 拠 に 重 み を つ け る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 MARSHFIELD(方 法 -B)と し て 確 定 さ れ た 方 法 に お い て 、 推 定 さ れ る 挿 入 /欠 失 多 型 を 含 ん
だ 重 複 す る ヒ ト DNA配 列 は 、 公 開 さ れ た デ ー タ ベ ー ス の 検 索 に よ り 同 定 さ れ る 。 各 多 型 部
位 の 側 方 に 位 置 す る PCRプ ラ イ マ ー が 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 選 択 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー を
使 用 し 、 個 人 ま た は プ ー ル さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム の DNAが 増 幅 さ れ る 。 得 ら れ る PCR産 物 は 、 変
性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 解 さ れ 、 PhosphorImagerを 用 い 、 DNAプ ー ル か ら 対 立 遺
伝 子 頻 度 を 概 算 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
IV. 薬 学 的 組 成 物
　 水 性 組 成 物 は 、 イ リ ノ テ カ ン の 有 効 量 、 な ら び に ／ ま た は II相 の 抱 合 酵 素 グ ル ク ロ ニ ル
転 移 酵 素 の 活 性 を 増 加 す る 化 合 物 ま た は 胆 汁 輸 送 を 減 少 す る 化 合 物 に よ り 代 表 さ れ る よ う
な 、 抱 合 酵 素 活 性 を 増 大 す る 化 合 物 (第 二 の 物 質 )の 有 効 量 を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ う
な 組 成 物 は 一 般 に 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 ま た は 水 性 媒 体 中 に 溶 解 ま た は 分 散 さ れ る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 語 句 「 薬 学 的 に ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 」 と は 、 動 物 、 ま た は ヒ ト へ 適 宜 投 与 さ れ
る 場 合 に 、 有 害 反 応 、 ア レ ル ギ ー 反 応 ま た は 他 の 不 利 な 反 応 を 生 じ な い 分 子 全 体 ま た は 組
成 物 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 」 は 、 溶 媒 、 分
散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど の い ず れ か
お よ び 全 て を 含 む 。 薬 学 的 活 性 物 質 の た め に こ の よ う な 媒 体 お よ び 物 質 の 使 用 は 、 当 該 技
術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 通 常 の 媒 体 ま た は 物 質 の い ず れ か が 活 性 物 質 と 適 合 性 が な い
場 合 を 除 き 、 治 療 的 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 企 図 さ れ て い る 。 他 の 抗 -癌 剤 の よ う な 補
助 的 活 性 成 分 も 、 こ の 組 成 物 へ 混 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 静 脈 内 ま た は 筋 肉 内 注 射 の よ う な 非 経 口 投 与 の た め に 製 剤 さ れ た 化 合 物 に 加 え 、 そ の 他
の 薬 学 的 に 許 容 で き る 形 状 は 、 例 え ば 経 口 投 与 用 の 錠 剤 ま た は 他 の 固 形 物 ； 徐 放 性 (time 
release)カ プ セ ル 剤 ； な ら び に 、 ク リ ー ム 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 含 嗽 剤 、 吸 入 剤 な ど の 現 在
使 用 さ れ る い ず れ か 他 の 剤 形 を 含 む 。
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【 ０ １ ４ ３ 】
A. 非 経 口 投 与
　 こ の 活 性 化 合 物 は 、 非 経 口 投 与 の た め に 製 剤 さ れ る こ と が 多 く 、 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内
、 皮 下 、 更 に は 腹 腔 内 経 路 に よ る 注 射 の た め に 製 剤 さ れ る 。 活 性 成 分 と し て イ リ ノ テ カ ン
お よ び 第 二 の 物 質 を 含 有 す る 水 性 組 成 物 の 調 製 は 、 本 発 明 の 開 示 を 考 慮 し 、 当 業 者 に は 公
知 で あ ろ う 。 典 型 的 に は こ の よ う な 組 成 物 は 、 液 体 ま た は 懸 濁 液 の い ず れ か と し て 、 注 射
可 能 で あ る よ う に 調 製 す る こ と が で き ； 更 に 注 射 前 に 液 体 の 添 加 時 に 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を
調 製 す る た め に 使 用 す る 固 形 物 と し て も 調 製 す る こ と が で き ； な ら び に 、 こ れ ら の 調 製 物
は 乳 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 遊 離 塩 基 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 塩 と し て の 活 性 化 合 物 の 溶 液 は 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ
ピ ル セ ル ロ ー ス な ど の 界 面 活 性 剤 が 適 当 に 混 合 さ れ た 水 中 で 調 製 す る こ と が で き る 。 グ リ
セ ロ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 中 、 な ら び に 油 中 に お い
て も 、 分 散 剤 を 調 製 す る こ と が で き る 。 貯 蔵 お よ び 使 用 に 関 す る 通 常 の 条 件 下 で 、 こ れ ら
の 調 製 物 は 、 微 生 物 の 増 殖 を 防 ぐ た め に 保 存 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 注 射 に よ る 使 用 に 適 し た 薬 学 的 形 状 は 、 滅 菌 水 溶 液 ま た は 分 散 液 ； ゴ マ 油 、 ピ ー ナ ッ ツ
油 ま た は 水 性 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 製 剤 ； な ら び に 、 滅 菌 注 射 溶 液 ま た は 分 散 液
の 即 時 調 製 用 の 滅 菌 散 剤 を 含 む 。 全 て の 場 合 に お い て 、 こ の 形 は 、 滅 菌 さ れ な け れ ば な ら
ず 、 か つ 容 易 に 注 射 器 内 に 存 在 す る 程 度 に 液 体 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 製 造 お よ び
貯 蔵 の 条 件 下 で 安 定 し て い な け れ ば な ら ず 、 か つ 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 の 混 入 作 用
に 対 し 保 存 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 活 性 化 合 物 は 、 天 然 の 形 ま た は 塩 の 形 で 、 組 成 物 へ 製 剤 さ れ て も よ い 。 薬 学 的
に 許 容 で き る 塩 は 、 酸 付 加 塩 (タ ン パ ク 質 の 遊 離 ア ミ ノ 基 に よ り 形 成 さ れ る )、 お よ び 例 え
ば 塩 酸 も し く は ホ ス ホ ン 酸 な ど の 無 機 酸 、 ま た は 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 マ ン デ ル 酸 な
ど の 有 機 酸 に よ り 形 成 さ れ る も の を 含 む 。 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 に よ り 形 成 さ れ た 塩 も 、
例 え ば 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 水 酸 化 カ ル シ ウ ム も し
く は 水 酸 化 第 二 鉄 な ど の 無 機 塩 基 、 お よ び イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ヒ ス
チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど の 有 機 塩 基 に 由 来 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル (例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル 、 お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど )、 そ れ ら の 適 当 な 混 合 物 、 な ら び に 植 物
油 を 含 む 、 溶 媒 ま た は 分 散 媒 で あ る こ と も で き る 。 適 当 な 流 動 性 が 、 例 え ば レ シ チ ン の よ
う な コ ー テ ィ ン グ を 使 用 す る こ と に よ り 、 分 散 剤 の 場 合 に 必 要 な 粒 径 を 維 持 す る こ と に よ
り 、 お よ び 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る こ と に よ り 維 持 さ れ 得 る 。 微 生 物 の 作 用 の 防 止 は 、 例 え
ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ル な ど の 、 様 々 な 抗
細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 に よ り も た ら さ れ る 。 多 く の 場 合 に 、 例 え ば 糖 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ
ム な ど の 等 張 剤 を 含 有 す る こ と は 好 ま し い で あ ろ う 。 注 射 可 能 な 組 成 物 の 延 長 さ れ た 吸 収
は 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど の 吸 収 遅 延 剤 の 組 成 物 中 の
使 用 に よ り も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 無 菌 注 射 液 は 、 活 性 化 合 物 の 必 要 量 を 適 当 な 溶 媒 中 へ 、 必 要 な ら ば 、 先 に 列 記 さ れ た 様
々 な 他 の 成 分 と 共 に 混 入 し 、 引 き 続 き 濾 過 滅 菌 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 一 般 に 分 散 剤
は 、 様 々 な 滅 菌 し た 活 性 成 分 を 、 基 本 的 分 散 媒 お よ び 先 に 列 記 さ れ た も の か ら の 必 要 な 他
の 成 分 を 含 有 す る 無 菌 の ビ ヒ ク ル に 混 入 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 無 菌 注 射 液 の 調 製 の
た め の 無 菌 散 剤 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 法 は 、 そ れ ら の 先 に 濾 過 滅 菌 さ れ た 溶 液 か ら 、 活 性
成 分 に 加 え 追 加 の 望 ま し い 成 分 の 散 剤 を 生 じ る 、 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 技 術 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 製 剤 時 に 、 溶 液 は 、 そ の 剤 形 に 適 合 し た 方 式 で か つ 治 療 的 に 有 効 で あ る 量 で 投 与 さ れ る
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。 こ れ ら の 製 剤 は 、 先 に 説 明 さ れ た 注 射 液 剤 の 型 、 薬 物 放 出 カ プ セ ル と 共 に 、 お よ び 利 用
可 能 で あ る 同 様 の も の な ど の 、 様 々 な 剤 形 に お い て 、 容 易 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 水 溶 液 中 の 非 経 口 投 与 に 関 し て 、 例 え ば こ の 溶 液 は 、 必 要 な ら ば 適 宜 緩 衝 さ れ 、 お よ び
液 体 希 釈 剤 は 十 分 な 生 理 食 塩 水 ま た は グ ル コ ー ス に よ り 最 初 に 等 張 に さ れ る べ き で あ る 。
こ れ ら の 特 定 の 水 溶 液 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 お よ び 腹 腔 内 投 与 に 特 に 適 し て い る 。 こ
れ に 関 連 し て 、 使 用 す る こ と が で き る 無 菌 水 性 媒 体 は 、 本 発 明 の 開 示 を 考 慮 し 当 業 者 に 公
知 で あ ろ う 。 例 え ば 1回 量 を 、 等 張 NaCl溶 液 1mLに 溶 解 し 、 か つ 皮 下 注 射 用 液 体 1000mLに 添
加 さ れ る か ま た は 注 入 に よ り 提 唱 さ れ た 位 置 に 注 射 さ れ る で あ ろ う (例 え ば 「 Remington's
 Pharmaceutical Sciences」 、 15版 、 1035-1038ペ ー ジ お よ び 1570-1580ペ ー ジ 参 照 )。 若
干 の 用 量 変 動 は 、 治 療 さ れ る 対 象 の 状 態 に 応 じ て 必 ず 行 わ れ る で あ ろ う 。 投 与 責 任 者 は 、
い ず れ に し て も 個 人 対 象 に つ い て の 適 量 の 決 定 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ １ 】
B. 経 口 投 与
　 あ る 態 様 に お い て 、 活 性 化 合 物 は 、 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 消 化 酵 素
に よ る タ ン パ ク 質 分 解 に 一 般 に 抵 抗 性 が あ る 、 ま た は 抵 抗 性 に な る 物 質 に つ い て 企 図 さ れ
て い る 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 製 造 業 者 か ら の 錠 剤 の 形 で 利 用 可 能 で あ る 、 そ の よ う な 化
合 物 、 ま た は 薬 物 、 な ら び に そ れ ら の 誘 導 体 お よ び ア ナ ロ グ を 全 て 含 む こ と が 企 図 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 経 口 投 与 に 関 し て 、 こ の 活 性 化 合 物 は 、 例 え ば 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 同 化 可 能 な 食 用 担 体
と 共 に 、 投 与 す る こ と が で き る か 、 ま た は こ れ ら は 硬 シ ェ ル も し く は 軟 シ ェ ル の ゼ ラ チ ン
カ プ セ ル 中 に 被 包 す る か 、 も し く は 錠 剤 に 圧 縮 す る か 、 ま た は 食 事 用 食 品 に 直 接 混 入 す る
こ と が で き る 。 経 口 の 治 療 用 投 与 に つ い て 、 こ の 活 性 化 合 物 は 、 賦 形 剤 と 共 に 混 入 す る こ
と が で き 、 か つ 経 口 摂 取 可 能 の 錠 剤 、 バ ッ カ ル 錠 、 ト ロ ー チ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル
剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 カ シ ェ 剤 な ど の 形 で 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 成 物
お よ び 調 製 物 は 、 少 な く と も 0.1％ の 活 性 化 合 物 を 含 有 し な け れ ば な ら な い 。 こ の 組 成 物
お よ び 調 製 物 の 割 合 は 、 当 然 変 動 す る こ と が で き 、 通 常 そ の 単 位 質 量 の 約 2～ 約 60％ の 間
で あ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 治 療 上 有 用 な 組 成 物 中 の 活 性 化 合 物 の 量 は 、 適 量 が 得 ら
れ る よ う な も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 な ど は 、 以 下 も 含 有 す る こ と が で き る ： 結 合 剤 、
例 え ば ト ラ ガ カ ン ト ガ ム 、 ア カ シ ア ゴ ム 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ま た は ゼ ラ チ ン ； 賦 形 剤 、 例
え ば リ ン 酸 二 カ ル シ ウ ム ； 崩 壊 剤 、 例 え ば コ ン ス タ ー チ 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン
酸 な ど ； 滑 沢 剤 、 例 え ば ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ； お よ び 、 甘 味 剤 、 例 え ば シ ョ 糖 、 乳
糖 ま た は サ ッ カ リ ン を 添 加 す る こ と が で き ； ま た は 、 矯 味 矯 臭 剤 、 例 え ば ペ パ ー ミ ン ト 、
ウ イ ン タ ー グ リ ー ン 油 、 ま た は チ ェ リ ー 香 料 。 単 位 剤 形 が カ プ セ ル 剤 で あ る 場 合 、 こ れ は
、 前 述 の 種 類 の 物 質 に 加 え 、 液 体 担 体 を 含 ん で も 良 い 。 コ ー テ ィ ン グ と し て 、 、 も し く は
単 位 剤 形 の 物 理 的 形 状 を 修 飾 す る た め に 、 様 々 な 他 の 物 質 が 存 在 し て も よ い 。 例 え ば 錠 剤
、 丸 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 は 、 シ ェ ラ ッ ク 、 糖 ま た は 両 方 に よ り コ ー ト さ れ て よ い 。 エ リ キ
シ ル の シ ロ ッ プ 剤 は 、 活 性 化 合 物 、 甘 味 剤 と し て シ ョ 糖 、 保 存 剤 と し て メ チ ル ま た は プ ロ
ピ ル パ ラ ベ ン 、 チ ェ リ ー も し く は オ レ ン ジ 香 料 な ど の 色 素 お よ び 矯 味 矯 臭 剤 を 含 ん で よ い
。 当 然 、 単 位 剤 形 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る 物 質 は 、 薬 学 的 に 純 粋 で あ り 、 か つ 使 用 さ
れ る 量 で 実 質 的 に 無 毒 で な け れ ば な ら な い 。 加 え て 活 性 化 合 物 は 、 持 続 放 出 さ れ る 調 製 物
お よ び 製 剤 中 に 混 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 製 剤 時 に 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 用 量 製 剤 に 適 し た 様 式 で か つ 治 療 的 に 有 効 で あ る よ う な
量 で 投 与 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ ら の 製 剤 は 、 具 体 例 に お い て 以 下 に 説 明 さ れ る よ う な 、 様
々 な 剤 形 で 容 易 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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C. リ ポ ソ ー ム
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム 製 剤 も 企 図 さ れ て い る 。 薬 学 的 物 質 の リ ポ ソ ー ム 封 入
は 、 通 常 の 薬 物 送 達 シ ス テ ム と 比 較 し て 、 そ れ ら の 半 減 期 を 延 長 す る 。 か な り 多 量 が 保 護
的 に 被 包 さ れ る の で 、 こ れ は 、 細 胞 に 送 達 さ れ る 物 質 の 用 量 -強 度 の 機 会 を も た ら す 。 こ
の こ と は 、 こ の よ う な 細 胞 へ の こ の よ う な リ ポ ソ ー ム の 細 胞 標 的 化 を 特 異 的 に 増 強 す る 機
構 が 存 在 す る な ら ば 、 子 宮 頚 癌 の 化 学 療 法 に お い て 特 に 魅 力 的 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 取 り 囲 ま れ た 脂 質 二 重 層 の 作 成 に よ り 形 成 さ れ る 、 様 々 な 一 重 膜 お
よ び 多 重 膜 脂 質 ビ ヒ ク ル を 包 含 す る 一 般 的 用 語 で あ る 。 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム の 調 製 に は リ
ン 脂 質 が 使 用 さ れ 、 か つ 正 味 の 正 電 荷 、 ま た は 正 味 の 負 電 荷 を 保 持 す る か 、 中 性 で あ る こ
と が で き る 。 リ ン 酸 ジ セ チ ル を 使 用 し 、 リ ポ ソ ー ム に 負 電 荷 を 付 与 す る こ と が で き 、 か つ
ス テ ア リ ル ア ミ ン を 使 用 し 、 リ ポ ソ ー ム に 正 電 荷 を 付 与 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は
、 リ ン 脂 質 二 重 層 膜 お よ び 内 部 の 水 性 媒 体 に よ り 特 徴 決 定 さ れ る 。 多 重 膜 リ ポ ソ ー ム は 、
水 性 媒 体 に よ り 分 離 さ れ た 複 数 の 脂 質 層 を 有 す る 。 こ れ ら は 、 リ ン 脂 質 が 過 剰 な 水 溶 液 中
に 懸 濁 さ れ た 場 合 に 、 自 然 発 生 的 に 形 成 す る 。 こ の 脂 質 成 分 は 、 閉 鎖 構 造 の 形 成 前 に 自 己
-再 構 成 を 受 け 、 脂 質 二 重 層 の 間 に 水 お よ び 溶 解 さ れ た 溶 質 を 捕 獲 す る (Ghosh and Bachha
wat, 1991)。 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン -核 酸 複 合 体 の よ う な 、 カ チ オ ン 性 脂 質 -核 酸 複 合 体 も 企 図
さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
V. キ ッ ト
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た あ ら ゆ る 組 成 物 は 、 キ ッ ト を 構 成 し て も よ い 。 限 定 的 で な い 例 に
お い て 、 一 方 ま た は 両 方 の UGT1A1遺 伝 子 の 遺 伝 子 型 を 決 定 す る 試 薬 が キ ッ ト に 含 ま れ て い
る 。 こ の キ ッ ト は 更 に 、 UGT1A1遺 伝 子 の 特 定 の 核 酸 配 列 を 増 幅 お よ び ／ ま た は 検 出 す る こ
と が で き る 個 別 の 核 酸 を 含 ん で も よ い 。 こ れ は 、 1種 ま た は 複 数 の 緩 衝 液 、 例 え ば DNA単 離
用 緩 衝 液 、 増 幅 用 緩 衝 液 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 緩 衝 液 な ど も 含 ん で よ い 。 こ の
キ ッ ト は 、 DNA鋳 型 を 調 製 し お よ び 試 料 か ら DNAを 単 離 す る た め の 化 合 物 お よ び 試 薬 も 含 ん
で よ い 。 こ の キ ッ ト は 、 様 々 な 標 識 用 の 試 薬 お よ び 化 合 物 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の キ ッ ト の 成 分 は 、 水 性 媒 体 中 ま た は 凍 結 乾 燥 さ れ た 形 の い ず れ か で 包 装 さ れ て よ い
。 キ ッ ト の 容 器 手 段 は 、 一 般 に そ の 中 に 成 分 が 配 置 さ れ 、 お よ び 好 ま し く は 適 宜 ア リ コ ー
ト 化 さ れ た 、 少 な く と も 1個 の バ イ ア ル 、 試 験 管 、 フ ラ ス コ 、 ボ ト ル 、 シ リ ン ジ ま た は 他
の 容 器 手 段 を 含 む で あ ろ う 。 1種 よ り も 多 い 成 分 が キ ッ ト に 存 在 す る 場 合 (標 識 試 薬 お よ び
標 識 物 は 一 緒 に 包 装 さ れ て よ い )、 こ の キ ッ ト は 、 一 般 に 追 加 の 成 分 が 個 別 に 配 置 さ れ て
い る よ う な 第 二 、 第 三 ま た は 他 の 追 加 の 容 器 も 含 む で あ ろ う 。 し か し 成 分 の 様 々 な 組 合 せ
を 、 ひ と つ の バ イ ア ル 内 に 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 典 型 的 に は 市 販 の た め に 密
封 さ れ た 、 核 酸 を 含 有 す る 手 段 、 お よ び い ず れ か の 他 の 試 薬 の 容 器 も 含 む で あ ろ う 。 こ の
よ う な 容 器 は 、 望 ま し い バ イ ア ル が 保 持 さ れ る よ う に 注 型 成 形 ま た は ブ ロ ー 成 形 さ れ た プ
ラ ス チ ッ ク 容 器 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 キ ッ ト の 成 分 が 1種 お よ び ／ ま た は よ り 多 く の 液 体 中 に 提 供 さ れ る 場 合 、 こ の 液 体 は 水
溶 液 で あ り 、 無 菌 水 溶 液 が 特 に 好 ま し い 。 し か し キ ッ ト 成 分 は 、 乾 燥 散 剤 と し て 提 供 す る
こ と が で き る 。 試 薬 お よ び ／ ま た は 成 分 が 乾 燥 散 剤 と し て 提 供 さ れ る 場 合 、 散 剤 は 、 適 当
な 溶 媒 の 添 加 に よ り 再 構 成 す る こ と が で き る 。 溶 媒 は 、 別 の 容 器 手 段 中 に 提 供 さ れ る こ と
も 想 起 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 キ ッ ト は 、 キ ッ ト の 成 分 の 使 用 に 加 え 、 キ ッ ト に 含 ま れ な い 他 の 試 薬 の 使 用 の 説 明 書 も
含 む で あ ろ う 。 説 明 書 は 、 実 行 す る こ と が で き る 変 更 も 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ の よ う な 試 薬 は 、 本 発 明 の キ ッ ト の 態 様 で あ る こ と も 企 図 さ れ て い る 。 し か し こ の よ
う な キ ッ ト は 、 先 に 同 定 さ れ た 特 定 の 商 品 に 限 定 さ れ ず 、 UGT1A1遺 伝 子 の 多 型 ま た は UGT1
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A1ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル の 検 出 に お い て 直 接 ま た は 間 接 に 使 用 さ れ る 試 薬 を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
実 施 例
　 下 記 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 明 ら か に す る た め に 含 ま れ る 。 当 業 者 に よ り 、
代 表 的 技 術 に 従 う 実 施 例 に お い て 明 ら か に さ れ た 技 術 は 、 本 発 明 の 実 践 に お い て よ く 機 能
す る よ う に 本 発 明 者 ら に よ り 発 見 さ れ 、 従 っ て そ の 実 践 の た め の 好 ま し い 様 式 を 構 成 す る
と 考 え ら れ る こ と は 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。 し か し 当 業 者 は 、 本 発 明 の 開 示 を 考 慮 し
、 開 示 さ れ た 具 体 的 態 様 に お い て 多 く の 変 更 を 行 う こ と が で き 、 か つ 本 発 明 の 精 神 お よ び
範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 同 様 の ま た は 類 似 し た 結 果 を 依 然 得 る こ と が で き る こ と を 理 解
し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 1： 材 料 お よ び 方 法
患 者 の 選 択
　 イ リ ノ テ カ ン に 反 応 す る こ と が 分 か っ て い る 固 形 腫 瘍 も し く は リ ン パ 腫 の 既 応 が 確 認 さ
れ た 患 者 ま た は 恩 恵 が 証 明 さ れ た 療 法 が 存 在 し な い 患 者 が 、 本 試 験 の 参 加 に 適 合 で あ っ た
。 他 の 適 合 性 の 判 断 基 準 は 、 放 射 線 造 影 ま た は 身 体 試 験 に よ り 測 定 可 能 な 疾 患 ； 年 齢 が 少
な く と も 18歳 ； カ ル ノ フ ス キ ー 行 動 状 態 で 少 な く と も 70％ (歩 行 お よ び セ ル フ ケ ア 能 )； お
よ び 、 絶 対 好 中 球 数 (ANC)≧ 1500μ l - 1 、 血 小 板 数 ≧ 100,000μ l - 1 、 血 清 ク レ ア チ ニ ン レ ベ
ル ≦ 1.5mg/dlま た は ク レ ア チ ニ ン ク リ ア ラ ン ス ≧ 60ml/分 、 ASTお よ び ALTレ ベ ル ＜ 正 常 上
限 の 5倍 、 な ら び に 正 常 限 界 内 の 抱 合 ビ リ ル ビ ン と し て 定 義 さ れ る 、 適 当 な 臓 器 機 能 を 含
ん だ 。 患 者 は 、 放 射 線 療 法 を 含 む 、 先 行 す る 抗 癌 療 法 か ら 、 少 な く と も 4週 間 (先 の 治 療 が
ニ ト ロ ソ 尿 素 ま た は マ イ ト マ イ シ ン Cを 含 む 場 合 は 、 6週 間 )は 離 脱 し 、 か つ コ ロ ニ ー 刺 激
因 子 か ら 少 な く と も 2週 間 離 脱 し な け れ ば な ら な い 。 治 療 が 必 要 な 炎 症 性 腸 疾 患 、 慢 性 下
痢 症 候 群 、 麻 痺 性 イ レ ウ ス 、 ま た は 臓 器 も し く は 幹 細 胞 移 植 の 既 応 の あ る 患 者 は 、 本 試 験
か ら 除 外 し た 。 UGT1A1酵 素 の 基 質 で あ る ま た は UGT1A1活 性 の イ ン デ ュ ー サ ー も し く は イ ン
ヒ ビ タ ー で あ る よ う な 医 薬 品 の 同 時 使 用 は 、 許 可 し な か っ た 。 妊 娠 中 お よ び 授 乳 中 の 女 性
も 参 加 か ら 除 外 し 、 妊 娠 の 可 能 性 の あ る 女 性 に は 、 性 交 時 に は 有 効 な 避 妊 法 を 用 い る こ と
を 求 め た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
治 療 プ ロ ト コ ー ル
　 イ リ ノ テ カ ン は 、 National Cancer Institute(NCI)か ら 静 脈 内 投 与 液 剤 と し て 、 2mlま
た は 5mlバ イ ア ル の い ず れ か 中 に 濃 度 20mg/mlで 供 給 さ れ た 。 投 与 さ れ る イ リ ノ テ カ ン の 量
は 、 バ イ ア ル か ら 無 菌 操 作 に よ り 取 り 出 さ れ 、 500mlの 0.9％ 生 理 食 塩 水 ま た は 5％ デ キ ス
ト ロ ー ス 注 射 液 (USP)に 添 加 し た 。 静 脈 内 オ ン ダ ン セ ト ロ ン 20mgに よ る 前 処 置 の 30分 後 、
イ リ ノ テ カ ン 350mg/m 2 を 、 3週 間 に 1回 の 90分 間 か け た 静 脈 内 注 入 に よ り 投 与 し た -標 準 の
投 与 量 お よ び ス ケ ジ ュ ー ル 。 病 歴 、 身 体 的 試 験 、 示 差 的 全 血 球 算 定 (CBC)、 血 清 化 学 プ ロ
フ ァ イ ル (電 解 質 、 血 中 尿 素 窒 素 、 ク レ ア チ ニ ン 、 ブ ト ウ 糖 、 ア ル ブ ミ ン 、 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 GGTP、 AST、 ALT、 総 お よ び 抱 合 ビ リ ル ビ ン 、 尿 酸 、 お よ び 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ )、 な ら び に 凝 集 プ ロ フ ァ イ ル (プ ロ ト ロ ン ビ ン 時 間 お よ び 部 分 ト ロ ン ボ プ ラ ス チ ン 時
間 )を 、 初 回 治 療 前 に 行 っ た 。 そ の 後 、 病 歴 、 身 体 試 験 、 お よ び 毒 性 評 価 を 、 治 療 に 関 連
し た 毒 性 が よ り 頻 繁 な 経 過 観 察 を 必 要 と し な い 限 り は 、 各 サ イ ク ル の 1日 目 に 行 っ た 。 CBC
お よ び 血 清 化 学 プ ロ フ ァ イ ル は 、 治 療 を 通 じ 毎 週 得 た が 、 CBCは 、 3ま た は 4度 の 好 中 球 減
少 症 ま た は 血 小 板 減 少 症 の 出 現 時 に は 、 1週 間 に 3回 得 た 。 毒 性 評 価 は 、 NCI一 般 毒 性 基 準
、 ver.2.0(ウ ェ ブ サ イ ト ： ctep.cancer.gov)に 従 い 行 っ た 。 適 当 な 放 射 線 像 に よ る 客 観 的
腫 瘍 評 価 は 、 治 療 開 始 前 お よ び 各 2サ イ ク ル 後 に 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
毒 性 管 理 お よ び 投 与 量 変 更
　 イ リ ノ テ カ ン 投 与 の 24時 間 以 内 に 下 痢 、 腹 痛 、 ま た は 発 汗 を 経 験 し た 患 者 に つ い て は 、
静 脈 内 ア ト ロ ピ ン 0.25mg～ 1mgを 考 え た 。 イ リ ノ テ カ ン 投 与 後 24時 間 よ り も 後 に 生 じ た 下
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痢 と し て 定 義 さ れ る 遅 発 型 下 痢 は 、 発 症 時 に ロ ペ ラ ミ ド 4mgで 直 ち に 治 療 し 、 そ の 後 少 な
く と も 12時 間 患 者 の 下 痢 が 止 ま る ま で 2時 間 毎 に 2mgで 治 療 し た 。 ロ ペ ラ ミ ド 治 療 に 失 敗 し
た 患 者 に つ い て は 、 ジ フ ェ ノ キ シ レ ー ト 、 オ ク レ オ チ ド お よ び オ ピ ウ ム チ ン キ 剤 を 、 必 要
に 応 じ 逐 次 添 加 し た 。 患 者 は 、 積 極 的 に 経 口 で 水 分 を 摂 る よ う に 指 示 さ れ 、 必 要 な ら ば 静
脈 内 電 解 質 お よ び 液 体 交 換 の た め に 入 院 し た 。 新 規 の 治 療 コ ー ス は 、 ANCが 少 な く と も 150
0μ l - 1 を 回 復 す る ま で 、 血 小 板 数 が 少 な く と も 100,000μ l - 1 を 回 復 す る ま で 、 な ら び に 治
療 に 関 連 し た 下 痢 が 完 全 に 寛 解 す る ま で は 開 始 し な か っ た 。 3度 ま た は 4度 の あ る 種 の 毒 性
を 示 し た 患 者 は 、 引 き 続 き の サ イ ク ル に つ い て 50mg/m 2 ま で 用 量 減 量 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
試 料 採 取
　 最 初 の イ リ ノ テ カ ン 注 入 前 に 、 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ 用 の 静 脈 血 (4.5ml)を 、 EDTAを 含 有 す
る 紫 色 の 蓋 の Vacutainer(登 録 商 標 )チ ュ ー ブ (Becton, Dickinson, and Company, フ ラ ン
ク リ ン レ イ ク , NJ)に 採 取 し 、 -80℃ で 5日 間 を 超 え ず に 貯 蔵 し 、 そ の 後 分 析 し た 。 薬 物 動
態 分 析 用 の 静 脈 血 は 、 サ イ ク ル 1の 1日 目 に 薬 物 動 態 分 析 の た め に 採 取 し た 。 試 料 7mlを 、
緑 色 の 蓋 の ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム を 含 む Vacutainer(登 録 商 標 )チ ュ ー ブ へ 、 注 入 前 ； 注 入 時
30、 60、 お よ び 90分 ； な ら び に 、 注 入 後 10、 20、 30、 45お よ び 60分 、 お よ び 1.5、 2、 4、 6
、 12、 お よ び 24時 間 に 採 取 し た 。 試 料 を 遠 心 し (2500rpm、 20分 、 4℃ )、 血 漿 を 直 ぐ に 分 離
し 、 二 つ の ア リ コ ー ト と し て 貯 蔵 用 チ ュ ー ブ に 移 し 、 分 析 ま で -80℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
UGT1A1遺 伝 子 タ イ ピ ン グ ア ッ セ イ
　 本 試 験 に お い て タ イ ピ ン グ し た 変 異 は 、 表 1に 列 記 し て い る 。 UGT1A1(TA) n TAA多 型 は 、 P
CRに よ り 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ し 、 先 に 説 明 し た よ う に 生 成 物 を サ イ ズ 決 定 し た (Te et al., 
2000)。 6個 の TA反 復 配 列 を 伴 う 対 立 遺 伝 子 は 98bp断 片 を 生 じ る 一 方 で 、 7個 の TA反 復 配 列
を 伴 う 対 立 遺 伝 子 は 100bp断 片 を 生 じ た 。 5個 の TAお よ び 8個 の TA反 復 配 列 を 伴 う 対 立 遺 伝
子 は 、 各 々 、 96bpお よ び 102bp断 片 を 生 じ た 。 5、 6、 7お よ び 8個 の TA反 復 配 列 を 伴 う 対 立
遺 伝 子 は (TA) n と し て 報 告 さ れ 、 お よ び 遺 伝 子 型 は 、 各 対 立 遺 伝 子 中 の TA反 復 配 列 の 数 を
基 に 割 当 て ら れ 、 す な わ ち 6/6、 6/7、 7/7、 6/8な ど で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 5'上 流 領 域 (-3279G＞ Tお よ び -3156G＞ A)お よ び エ キ ソ ン 1[211G＞ A(G71R)お よ び 686C＞ A
(P229Q)]の 変 異 は 、 一 塩 基 伸 長 (SBE)に よ り 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ し 、 変 性 高 速 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー (DHPLC)シ ス テ ム に お い て 分 離 し た (Devaney et al., 2001)。 -3279G＞ Tお よ び
-3156G＞ A変 異 の 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ は 、 両 方 の 変 異 を 含 む UGT1A1 5'上 流 領 域 の 333bp断 片
の PCR増 幅 に よ り 行 っ た 。 使 用 し た PCRプ ラ イ マ ー は 以 下 で あ る ：
　
　
　
　
　
。 PCRは 、 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ た 緩 衝 液 中 に 各 125nMの プ ラ イ マ ー 、 2.5mM MgCl 2 、 各 5
0μ Mの dNTPお よ び 0.375Uの AmpliTaq Goldポ リ メ ラ ー ゼ (Applied Biosystems)を 含 有 す る
容 量 15μ lで 行 っ た 。 PCRサ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 9600サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Applied Biosyst
ems)に お い て 、 95℃ で 15秒 、 58℃ で 15秒 お よ び 72℃ で 30秒 を 40サ イ ク ル で あ っ た 。 PCR増
幅 産 物 は 、 SBE反 応 前 に 、 エ ビ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ Iを 用 い
、 37℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 精 製 し た 。 SBE反 応 は 、 両 変 異 の 遺
伝 子 タ イ ピ ン グ の た め に 、 1μ M伸 長 プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
、 各 250μ Mの ddNTPお よ び 1.25Uの thermosequenase(Amersham Pharmacia Biotech)を 含 有
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す る 容 量 10μ l中 に お い て 、 二 つ 組 で 行 っ た 。 反 応 は 、 96℃ で 30秒 、 55℃ で 30秒 お よ び 60
℃ で 30秒 を 60サ イ ク ル 、 サ イ ク リ ン グ し た 。 SBE生 成 物 の 分 離 は 、 試 料 の 変 性 後 、 WAVE 35
00HT DHPLCシ ス テ ム (Transgenomic Inc)に お い て 70℃ で 行 っ た 。 使 用 し た 流 量 は 1.5ml/分
で あ り 、 各 試 料 の 試 行 時 間 は 2.5分 で あ っ た 。 SBE生 成 物 の 溶 離 に 使 用 し た 勾 配 は 、 伸 長 さ
れ た 生 成 物 の 長 さ を 基 に ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 作 成 し 、 2分 間 に わ た り 24％ か ら 34％ ま で の
緩 衝 液 Bで あ る よ う に 調 節 し た (緩 衝 液 Bは 25％ ア セ ト ニ ト リ ル を 含 有 す る )。 伸 長 さ れ た 生
成 物 は 、 4種 の 塩 基 の 疎 水 性 の 差 異 に 応 じ 、 C＜ G＜ T＜ Aの 順 番 で 溶 離 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 211G＞ Aお よ び 686C＞ Aエ キ ソ ン 1変 異 の 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ は 、 両 変 異 を 含 む 774bp断 片 の
PCR増 幅 に よ り 行 っ た 。 使 用 し た PCRプ ラ イ マ ー は 以 下 で あ る ：
　
　
　
　
。 PCRは 、 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ た 緩 衝 液 中 に 各 125nMの プ ラ イ マ ー 、 2.5mM MgCl 2 、 各 1
00μ Mの dNTPお よ び 0.375Uの AmpliTaq Goldポ リ メ ラ ー ゼ (Applied Biosystems)を 含 有 す る
容 量 15μ lに お い て 行 っ た 。 PCRサ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 9600サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Applied B
iosystems)に お い て 、 95℃ で 15秒 、 58℃ で 15秒 お よ び 72℃ で 45秒 を 40サ イ ク ル で あ っ た 。
PCR精 製 を 、 先 に 説 明 し た よ う に 行 い 、 SBE反 応 は 、 先 に 説 明 し た 条 件 を 用 い 、 各 伸 長 プ ラ
イ マ ー
　
　
　
　
1μ Mを 含 有 す る 容 量 10μ lに お い て 行 っ た 。 各 試 料 の DHPLCシ ス テ ム で の 分 離 に 関 し て 、 流
量 は 1.5ml/分 お よ び 試 行 時 間 は 3分 を 使 用 し た 。 SBE生 成 物 の 溶 離 に 使 用 し た 勾 配 は 、 伸 長
さ れ た 生 成 物 の 長 さ を 基 に ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 作 成 し 、 2.5分 間 に わ た り 25.6％ か ら 38.1
％ ま で の 緩 衝 液 Bで あ る よ う に 調 節 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
薬 物 動 態 分 析
　 イ リ ノ テ カ ン お よ び そ の 代 謝 産 物 の 血 漿 濃 度 を 、 先 に 発 表 さ れ た よ う に 決 定 し た (Iyer 
et al., 2001)。 イ リ ノ テ カ ン 、 SN-38、 お よ び SN-38Gの 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ は 、 WinNonli
n 2.0(Pharsight Corporation, マ ウ ン テ ン ビ ュ ー , CA)に よ る 標 準 ノ ン コ ン パ ー ト メ ン ト
法 を 用 い て 計 算 し た 。 時 間 ゼ ロ か ら イ リ ノ テ カ ン お よ び 代 謝 産 物 の 最 後 の 測 定 濃 度 ま で の
血 漿 濃 度 -時 間 曲 線 下 面 積 (AUC)を 、 線 形 台 形 法 に よ り 決 定 し た 。 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 は 、
SN-38G AUCの SN-38 AUCに 対 す る 割 合 と し て 表 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
統 計 解 析
　 本 試 験 は 当 初 、 UGT1A1プ ロ モ ー タ ー に お け る 遺 伝 的 変 異 と 3～ 4度 の 下 痢 の 間 の 関 係 を プ
ロ ス ペ ク テ ィ ブ に 調 べ る た め に デ ザ イ ン さ れ た 。 3週 間 毎 350mg/m 2 の ス ケ ジ ュ ー ル を 使 用
す る 臨 床 試 験 の 結 果 は 、 下 痢 の 頻 度 が 20～ 35％ で あ る こ と を 示 唆 し た (参 考 文 献 )。 先 に 発
表 さ れ た デ ー タ を 基 に 、 単 -遺 伝 子 メ ン デ ル モ デ ル は 、 患 者 の 16％ は 7/7遺 伝 子 型 を 有 し 、
48％ は 6/7遺 伝 子 型 を 有 し 、 お よ び 36％ は 6/6遺 伝 子 型 を 有 す る こ と を 暗 示 し て い る 。 試 料
サ イ ズ 60は 、 7/7患 者 60％ 、 6/7患 者 30％ 、 お よ び 6/6患 者 10％ に よ り 定 義 さ れ た 3～ 4度 の
下 痢 を 経 験 す る 各 遺 伝 子 型 に お け る 患 者 の 割 合 の 線 形 ト レ ン ド を 検 出 す る の に 、 α ＝ 0.05
で 検 定 力 0.8を 有 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 し か し 、 3～ 4度 の 下 痢 が 予 想 頻 度 よ り も 低 い た め に (下 記 参 照 )、 解 析 者 は 、 代 わ り に 4
度 の 好 中 球 減 少 症 (ANC＜ 500μ l - 1 )の 頻 度 に 焦 点 を 当 て た 。 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン
ド 検 定 を 用 い 、 い か に 遺 伝 子 型 が 、 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ 、 治 療 前 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル お よ び
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ANC ナ デ ィ ア に 関 係 し て い る か を 調 べ た 。 遺 伝 子 型 と 4度 の 好 中 球 減 少 症 の 間 の 関 係 は 、
フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 検 定 お よ び 相 対 リ ス ク の 計 算 に よ り 評 価 し た 。 単 変 量 回 帰 解 析 を 行 い
、 ANCナ デ ィ ア の 可 能 性 の あ る 予 測 値 を 確 定 し た 。 こ れ ら は 、 残 差 の 歪 度 を 低 下 す る た め
に 、 ANCに つ い て 対 数 ス ケ ー ル で 行 っ た 。 ln(ANCナ デ ィ ア )を 予 測 す る こ と が で き る 治 療 前
測 定 値 を 確 定 す る た め に 、 治 療 前 変 量 も 共 分 散 分 析 (ANCOVA)モ デ ル に よ り 共 に 考 慮 し た 。
治 療 前 -お よ び 治 療 後 変 数 を 同 時 に 考 慮 す る 異 な る ANCOVAモ デ ル を 用 い 、 UGT1A1状 態 の 変
動 が ANCナ デ ィ ア に 影 響 を 及 ぼ し う る 機 構 を 調 べ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
実 施 例 2： イ リ ノ テ カ ン 毒 性 に お け る UGT1A1の -3156G＞ Aの 役 割
患 者 の 特 徴
　 患 者 66名 が 本 試 験 に 登 録 し た (表 2)。 患 者 1名 に つ い て は 、 DNA抽 出 用 の 血 液 を 誤 っ て 採
取 せ ず 、 遺 伝 子 型 情 報 は 65名 の 患 者 に つ い て 入 手 し た 。 3名 の 患 者 (1名 6/6、 1名 6/7、 1名 7
/8)は 、 予 定 さ れ た 血 液 試 験 お よ び ／ ま た は 医 師 の 予 約 を 誤 っ た の で 、 63名 の 患 者 を 毒 性
に つ い て 評 価 し た 。 6名 は 腫 瘍 反 応 の 放 射 線 評 価 前 に 、 本 試 験 か ら 離 脱 し た の で 、 60名 の
患 者 が 腫 瘍 反 応 に つ い て 評 価 可 能 で あ っ た 。 患 者 は 全 員 、 先 行 す る 化 学 療 法 投 薬 様 式 を 受
け て い た 。 35名 の 患 者 は 、 加 え て 放 射 線 療 法 を 以 前 に 受 け て い た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
対 立 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 型 頻 度
　 TAイ ン デ ル 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 以 下 で あ っ た ： TA 6 ＝ 0.68、 TA 7 ＝ 0.29、 TA 8 ＝ 0.02、 TA 5 ＝
0.01。 TA 5 お よ び TA 8 対 立 遺 伝 子 は 、 専 ら 黒 人 患 者 に お い て 生 じ た (1名 5/6、 2名 の 患 者 6/8
、 お よ び 1名 の 患 者 7/8遺 伝 子 型 )。 -3279Tお よ び -3156A対 立 遺 伝 子 は 、 各 々 、 頻 度 0.55お
よ び 0.26で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 表 3は 、 そ れ ら の 連 鎖 不 平 衡 に 関 す る 本 発 明 者 ら の 先 の 発 表 を 基 に (Innocenti et al., 
2002)、 -3279、 -3156、 お よ び TAイ ン デ ル を 含 む プ ロ モ ー タ ー ハ プ ロ タ イ プ の 頻 度 を 示 し
て い る 。 ハ プ ロ タ イ プ 対 の 頻 度 は 、 表 4に 示 し た 。 エ キ ソ ン 1変 異 (211G＞ Aお よ び 686C＞ A)
は 、 こ の 患 者 集 団 に お い て は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
毒 性 有 病 率 、 相 対 リ ス ク 、 遺 伝 的 試 験
　 下 痢 お よ び 好 中 球 減 少 症 の 毒 性 は 、 治 療 の サ イ ク ル 1に お い て 認 め ら れ た 事 象 で あ る 。 4
度 の 好 中 球 減 少 症 の 頻 度 は 9.5％ で あ っ た 。 4度 の 好 中 球 減 少 症 は 、 6/7遺 伝 子 型 (3/24、 12
. 5％ )お よ び 6/6遺 伝 子 型 (0/30、 0％ )の 患 者 と 比 べ 、 遺 伝 子 型 7/7(3/6、 50％ )の 患 者 に お
い て は る か に よ り 一 般 的 で あ っ た (p＝ 0.001、 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 検 定 )。 ノ ン パ ラ メ ト リ
ッ ク な ト レ ン ド 解 析 は 、 TAイ ン デ ル 多 型 は ln(ANCナ デ ィ ア )に 有 意 に 相 関 し て い る こ と を
明 ら か に し た (7/7＜ 6/7＜ 6/6、 z＝ -2.35、 p＝ 0.02)(図 1)。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 -3156G＞ A変 異 は 、 TA 7 個 人 の ふ た つ の 異 な る ハ プ ロ タ イ プ 間 で 異 な る の で 、 4度 の 好 中
球 減 少 症 の 相 対 リ ス ク は 、 -3156 AA遺 伝 子 型 (AGお よ び GGを 一 緒 に し た も の に 対 し て )お よ
び 7/7遺 伝 子 型 (5/6、 6/6、 6/7お よ び 6/8を 一 緒 に し た も の に 対 し て )解 析 し た 。 7/7遺 伝 子
型 の 患 者 (9.3、 95％ CI 1.7-40.7、 n＝ 63)と 比 べ 、 よ り 高 い 相 対 リ ス ク が 、 -3156 AA 遺 伝
子 型 の 患 者 (14.0、 95％ CI 2.1-36.7)に お い て 認 め ら れ た 。 更 に イ リ ノ テ カ ン を 受 け 取 っ
た 患 者 に お け る 遺 伝 的 試 験 の 予 測 力 を 、 TAイ ン デ ル お よ び -3156変 異 の 両 方 に つ い て 評 価
し た (表 5)。 4度 の 好 中 球 減 少 症 に 関 す る 7/7ま た は - 3156 AA遺 伝 子 型 の い ず れ か の 予 測 力
を 評 価 し た 。 加 え て 6/6ま た は -3156 GG遺 伝 子 型 の い ず れ か の 予 測 力 を 、 4度 の 好 中 球 減 少
症 の 非 存 在 (す な わ ち 、 0-3度 )と の 関 係 に お い て 評 価 し た 。 TA 8 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 患 者 は
遺 伝 的 試 験 の 結 果 に つ い て 交 絡 因 子 で あ る か ど う か を 評 価 す る た め に 、 こ の 比 較 に お い て
、 2名 の 6/8患 者 が 、 6/6ま た は 6/7遺 伝 子 型 の い ず れ か と み な さ れ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 試 験 は 当 初 UGT1A1遺 伝 子 型 と 下 痢 の 重 症 度 の 関 係 を 試 験 す る た め に 着 想 さ れ た が 、 本
発 明 者 ら の 患 者 で 3度 の 下 痢 の 頻 度 は わ ず か に 5％ (n＝ 3)で あ り 、 4度 下 痢 の 症 例 は な か っ
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た 。 3度 の 下 痢 の 患 者 3名 は 、 6/6で は な か っ た (2名 は 6/7お よ び 1名 は 7/7遺 伝 子 型 )。 TA 8 対
立 遺 伝 子 の 患 者 (2名 は 6/8お よ び 1名 は 7/8)に お け る 下 痢 事 象 を 考 慮 し 、 1名 の 6/8患 者 に お
い て 、 1事 象 の み が 報 告 さ れ た 。 重 度 の 下 痢 は 低 頻 度 で あ る の で 、 正 式 な 統 計 解 析 は 不 可
能 で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
総 ビ リ ル ビ ン ： TAイ ン デ ル 遺 伝 子 型 お よ び 毒 性 と の 相 関 関 係
　 治 療 前 総 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル は 、 全 て の 患 者 か ら 得 た (0.5± 0.22mg/dl、 平 均 ± SD、 n＝ 66
)。 図 5に 示 し た よ う に 、 総 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル は 、 TAイ ン デ ル 多 型 と 有 意 に 相 関 し て い た (
ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン ド 解 析 、 7/7＞ 6/7＞ 6/6、 z＝ 2.88、 p＜ 0.01)。 総 ビ リ ル ビ ン
レ ベ ル は 、 7/7患 者 に お い て 、 6/6お よ び 6/7患 者 を 一 緒 に し た も の と 比 べ 有 意 に 高 か っ た (
各 々 、 0.80± 0.29お よ び 0.48± 0.19mg/dl、 p＝ 0.0003)。 6/7遺 伝 子 型 群 に お け る 、 各 TAイ
ン デ ル 遺 伝 子 型 群 の -3156遺 伝 子 型 の 分 布 を 考 慮 し 、 GG遺 伝 子 型 の 患 者 3名 は 、 低 い ビ リ ル
ビ ン レ ベ ル 0.3～ 0.4mg/dlを 有 し た 。 同 様 に 6/8お よ び GG遺 伝 子 型 の 患 者 2名 は 、 低 レ ベ ル
の ビ リ ル ビ ン 0.2～ 0.3mg/dlを 有 し た 。 7/7群 の GA遺 伝 子 型 の 患 者 1名 は 、 ビ リ ル ビ ン レ ベ
ル 0.6mg/dlを 有 し 、 こ れ は こ の 遺 伝 子 型 群 で は 低 い 範 囲 で あ っ た 。 TA 8 対 立 遺 伝 子 は グ ル
ク ロ ン 酸 抱 合 の 低 下 を 生 じ る と 予 測 さ れ る の で 、 7/8患 者 は 著 し く 上 昇 し た レ ベ ル の ビ リ
ル ビ ン を 有 さ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 加 え て -3156お よ び TAイ ン デ ル 変 異 は 、 重 回 帰 分 析 に よ り 総 ビ リ ル ビ ン と 相 関 し て い た
。 TA 8 対 立 遺 伝 子 が TA 6 (r

2 ＝ 0.23、 p＝ 0.002)ま た は TA 7 (r
2 ＝ 0.20、 p＝ 0.0009)の い ず れ か

と 見 な さ れ る 場 合 に 、 AA遺 伝 子 型 は 、 7/7遺 伝 子 型 と 比 べ わ ず か に 良 い 相 関 関 係 を 示 し た (
r 2 ＝ 0.28、 p＜ 0.0001)。 他 の 一 般 的 変 異 -3279G＞ Tは 、 総 ビ リ ル ビ ン と 有 意 な 関 係 を 有 さ
な か っ た (デ ー タ は 示 さ ず )。
【 ０ １ ８ １ 】
　 治 療 前 ビ リ ル ビ ン は 好 中 球 減 少 症 と 相 関 す る か ど う か も 分 析 し た 。 有 意 に 高 い ビ リ ル ビ
ン レ ベ ル が 、 4度 の 好 中 球 減 少 症 の 患 者 に お い て (0.83± 0.21mg/dl)、 4度 の 好 中 球 減 少 症
を 伴 わ な い 患 者 (0.47± 0.20mg/dl)と 比 べ 認 め ら れ た (p＝ 0.0001)(図 3)。 4度 の 好 中 球 減 少
症 の 症 例 は 、 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル が 0.6mg/dl未 満 の 患 者 に お い て は 報 告 さ れ な か っ た 。 7名
の 患 者 の 中 の 1名 の 総 ビ リ ル ビ ン が 0.7mg/dlよ り も 高 く 、 そ の う ち 4名 が 4度 の 好 中 球 減 少
症 を 有 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
TAイ ン デ ル 遺 伝 子 型 と PKパ ラ メ ー タ 間 の 相 関 関 係
　 表 6は 、 6/6、 6/7、 お よ び 7/7遺 伝 子 型 に よ り 階 層 化 さ れ た イ リ ノ テ カ ン お よ び そ の 代 謝
産 物 の 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ を 示 し て い る 。 TA 7 対 立 遺 伝 子 数 が 増 加 す る 間 、 SN-38 AUCは 増
加 し た (ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン ド 解 析 、 7/7＞ 6/7＞ 6/6、 z＝ 2.13、 p＝ 0.03)。 対 照
的 に 、 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 (SN-38G/SN-38 AUC比 )は 、 TA 7 対 立 遺 伝 子 数 が 増 加 す る 間 、 減
少 し た (ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン ド 解 析 、 6/6＞ 6/7＞ 7/7、 z＝ -2.16、 p＝ 0.03)。 イ リ
ノ テ カ ン お よ び SN-38Gの AUCに つ い て 、 有 意 な ト レ ン ド は 認 め ら れ な か っ た (p＞ 0.05)。
【 ０ １ ８ ３ 】
回 帰 分 析
　 本 発 明 者 ら は 、 好 中 球 減 少 症 の 変 動 性 に 関 す る 、 薬 物 動 態 の 変 動 性 と 治 療 前 (遺 伝 子 型
を 含 む )変 量 の 両 方 の 影 響 を 理 解 し よ う と し た 。 TAイ ン デ ル 遺 伝 子 型 の 代 わ り に 、 -3156変
異 を 使 用 し た が 、 そ の 理 由 は 、 総 ビ リ ル ビ ン と の 相 関 関 係 に 関 す る デ ー タ を 基 に 、 1)-315
6遺 伝 子 型 は 、 4度 の 好 中 球 減 少 症 の リ ス ク と よ り 良 く 相 関 し 、 な ら び に 2)-3156は 、 患 者
の UGT1A1状 態 を よ り 良 く 反 映 し た か ら で あ る 。 ANCナ デ ィ ア の 単 変 量 回 帰 分 析 は 、 3種 の 最
良 の 独 立 変 数 と し て 、 SN-38 AUC、 総 ビ リ ル ビ ン お よ び -3156遺 伝 子 型 を 選 択 し た (表 7)。
性 別 は 、 ANC ナ デ ィ ア と の 相 関 関 係 に 有 意 性 を 示 さ な か っ た が 、 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に は 性
差 の 可 能 性 が あ る の で 、 こ れ は 更 に モ デ リ ン グ に 含 ん だ 。 他 の 変 数 は 相 関 関 係 を 示 さ な か
っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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多 変 量 解 析
　 Ln(ANCナ デ ィ ア )を 予 測 す る 治 療 前 測 定 値 を 確 定 す る た め に 、 い く つ か の 多 変 量 予 測 的 A
NCOVAモ デ ル を 考 慮 し た 。 最 終 モ デ ル (r 2 ＝ 0.41)は 、 表 7の 変 数 減 少 法 に よ り 選 択 し 、 表 8
に 示 し た 。 治 療 前 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル は 、 ln(ANCナ デ ィ ア )非 常 に 有 意 で あ り か つ と 負 の 相
関 す る こ と が わ か っ た 。 性 別 お よ び -3156遺 伝 子 型 は 、 総 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル の 調 節 後 、 わ
ず か に 有 意 で あ る こ と が わ か っ た 。 Ln(ANCナ デ ィ ア )は 、 女 性 に お い て よ り 低 い 値 で あ る
こ と が わ か っ て お り 、 こ れ は (TA) 7 対 立 遺 伝 子 数 の 増 加 に つ れ 減 少 す る (6/6＞ 6/7＞ 7/7)。
人 種 、 以 前 の 投 薬 様 式 の 数 、 行 動 状 態 、 お よ び ln(治 療 前 ANC)な ど の 他 の 因 子 は 、 -3156遺
伝 子 型 、 性 別 お よ び 総 ビ リ ル ビ ン の 調 節 後 に 、 ln(ANCナ デ ィ ア )の 有 意 な 予 測 因 子 で あ る
よ う に は 見 え な か っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 治 療 前 変 数 を 使 用 し 、 予 測 モ デ ル の 決 定 後 、 イ リ ノ テ カ ン AUC、 SN-38 AUC、 SN-38G AUC
お よ び グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 の 治 療 後 測 定 値 を 、 い か に し て UGT1A1状 態 の 変 動 性 が ln(ANCナ
デ ィ ア )に 影 響 を 及 ぼ す か ど う か 可 能 性 の あ る 機 構 を 決 定 す る こ と を 意 図 し 、 独 立 変 量 と
し て 、 こ の モ デ ル に 追 加 し た 。 最 良 に ln(ANCナ デ ィ ア )を 予 測 す る 変 数 減 少 法 (r 2 ＝ 0.5141
)に よ り 選 択 さ れ た 最 終 モ デ ル は 、 遺 伝 子 型 お よ び SN-38 AUCを 含 ん だ (p＜ 0.001)(表 9)。
【 ０ １ ８ ６ 】
毒 性 に よ る 死 亡 お よ び 反 応
　 毒 性 に よ る 死 亡 例 が 1例 報 告 さ れ 、 こ の 患 者 は 、 好 中 球 減 少 症 に 関 連 し た 敗 血 症 に よ り
死 亡 し た 。 こ の 患 者 に は 、 発 熱 に よ り サ イ ク ル 1の 7日 目 に 病 院 に 入 院 し 、 好 中 球 は 検 出 さ
れ な か っ た (白 血 球 数 100μ l - 1 )。 患 者 は 、 感 染 源 は 依 然 確 定 さ れ な か っ た が 、 経 験 的 に セ
フ タ ザ ジ ム 、 ト ブ ラ マ イ シ ン 、 お よ び フ ル コ ナ ゾ ー ル に よ り 治 療 が 施 さ れ た 。 顆 粒 球 コ ロ
ニ ー 刺 激 因 子 に よ る 支 援 に も か か わ ら ず 、 こ の 患 者 は 好 中 球 減 少 症 で あ り 続 け 、 敗 血 症 と
な り 、 11日 目 に 死 亡 し た 。 こ の 患 者 は 7/7遺 伝 子 型 で あ り 、 こ れ ら の 患 者 内 で 、 治 療 前 総
ビ リ ル ビ ン レ ベ ル の 最 高 値 が 認 め ら れ た (1.2mg/dl)。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 試 験 の 反 応 率 を 考 慮 し 、 3名 の 他 覚 的 反 応 を 観 察 し た 。 2名 の 患 者 (1名 は 結 腸 直 腸 癌 、
な ら び に 他 の １ 名 は 頭 部 お よ び 頸 部 の 癌 )は 、 部 分 的 反 応 を 示 し 、 6/7遺 伝 子 型 を 有 し た 。
1名 の 結 腸 直 腸 癌 患 者 は 、 完 全 な 反 応 を 示 し 、 6/6遺 伝 子 型 を 有 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
表
（ 表 １ ） 本 試 験 に お い て タ イ ピ ン グ さ れ た UGT1A1変 異
　 示 さ れ た 位 置 は 、 UGT1Aク ラ ス タ ー 参 照 配 列 (AF297093)に お け る UGT1A1開 始 部 位 の 最 初
の 塩 基 か ら で あ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
（ 表 ２ ） 患 者 の 特 徴
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【 ０ １ ９ ０ 】
（ 表 ３ ） UGT1A1プ ロ モ ー タ ー ハ プ ロ タ イ プ 頻 度
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
（ 表 ４ ） ハ プ ロ タ イ プ 対 の 頻 度
　 ハ プ ロ タ イ プ は 、 -3279、 -3156、 お よ び TAイ ン デ ル 変 異 の 変 化 を 反 映 し 、 第 一 塩 基 を -3
279変 異 、 第 二 を -3156変 異 と 称 し 、 お よ び 数 値 は TA反 復 配 列 の 数 を 意 味 す る 。

10

20

30

40

(40) JP 2006-526412 A 2006.11.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ２ 】
（ 表 ５ ） TAイ ン デ ル お よ び -3156遺 伝 子 型 に 関 す る 遺 伝 的 試 験
　 デ ー タ は 、 ()内 の 95％ CIと 共 に 表 し た 。 5/6遺 伝 子 型 の 患 者 は 、 6/6遺 伝 子 型 を 有 す る と
み な さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
PPV： 正 の 予 測 値
NPV： 負 の 予 測 値
【 ０ １ ９ ３ 】
（ 表 ６ ） 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ 、 な ら び に 6/6、 6/7お よ び 7/7 TAイ ン デ ル 遺 伝 子 型
　 デ ー タ は 平 均 (標 準 偏 差 )と し て 示 す 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a 6/6＜ 6/7＜ 7/7, z＝ 2.13, p＝ 0.03, ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン ド 分 析
b 6/6＞ 6/7＞ 7/7, z＝ 2.16, p＝ 0.03, ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン ド 分 析  
【 ０ １ ９ ４ 】
（ 表 ７ ） ln(ANCナ デ ィ ア )の 単 変 量 解 析
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【 ０ １ ９ ５ 】
（ 表 ８ ） 治 療 前 変 数 を 使 用 す る ln(ANCナ デ ィ ア )の 最 終 予 測 モ デ ル の ANCOVA
　 全 体 の モ デ ル は r 2 値 0.4048を 示 す (p＜ 0.0001)。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
SE, 標 準 誤 差
【 ０ １ ９ ６ 】
（ 表 ９ ） 治 療 前 お よ び 治 療 後 変 数 を 使 用 す る ln(ANCナ デ ィ ア )の 最 終 予 測 モ デ ル の ANCOVA
　 全 体 の モ デ ル は r 2 値 0.5128を 示 す (p＜ 0.0001)。
　
　
　
　
　
　
　
SE, 標 準 誤 差
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ お よ び 請 求 さ れ た 全 て の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 本 説 明 を 考 慮
し 必 要 以 上 の 実 験 を 伴 わ ず に 行 い か つ 実 行 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法
は 、 好 ま し い 態 様 に つ い て 説 明 さ れ て い る が 、 当 業 者 に は 、 組 成 物 お よ び 方 法 に 、 な ら び
に 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ た 方 法 の 工 程 も し く は 工 程 の 順 番 に 、 本 発 明 の 概 念 、 精 神 お
よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 変 更 を 適 用 す る こ と が で き る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 よ り
詳 細 に 述 べ る と 、 化 学 的 お よ び 物 理 的 の 両 方 で 関 連 し た 試 薬 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 試
薬 と 交 換 し 、 同 じ ま た は 同 様 の 結 果 が 実 現 さ れ る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 当 業 者 に は 明 ら
か で あ る こ の よ う な 類 似 の 置 換 お よ び 修 飾 は 全 て 、 添 付 さ れ た 「 特 許 請 求 の 範 囲 」 に 定 義
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さ れ た 本 発 明 の 精 神 、 範 囲 お よ び 概 念 内 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
参 考 文 献
　 下 記 参 考 文 献 は 具 体 的 に 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ９ 】
　 下 記 図 面 は 、 本 明 細 書 の 一 部 を 形 成 し 、 か つ 本 発 明 の あ る 局 面 を 更 に 明 示 す る た め に 含
ま れ る 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 示 さ れ た 具 体 的 態 様 の 詳 細 な 説 明 と 組 合 せ 、 1個 ま た は 複
数 の こ れ ら の 図 面 を 参 照 し 、 よ り 良 く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 １ 】 図 1は 、 ANCと TAイ ン デ ル 遺 伝 子 型 の 間 の 相 関 関 係 で あ る 。 バ ー は 、 平 均 を 表 す 。
ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン ド 分 析 (7/7＜ 6/7＜ 6/6、 z＝ -2.72、 p＝ 0.01)。
【 図 ２ 】 図 2は 、 治 療 前 総 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル お よ び 各 TAイ ン デ ル 遺 伝 子 型 内 の -3156遺 伝 子
型 の 分 布 で あ る 。 -3156 AA遺 伝 子 型 は ■ で 、 GA遺 伝 子 型 は ● で 、 お よ び GG遺 伝 子 型 は ▲ で
示 さ れ る 。 バ ー は 、 平 均 を 表 す 。 有 意 な ト レ ン ド が 報 告 さ れ た (7/7＞ 6/7＞ 6/6、 z＝ 2.88
、 p＜ 0.01、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な ト レ ン ド 分 析 )。
【 図 ３ 】 図 3は 、 ln(ANC ナ デ ィ ア )と 治 療 前 総 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル の 間 の 相 関 関 係 で あ る 。
ビ リ ル ビ ン レ ベ ル が 0.6mg/dl未 満 の 患 者 は 、 ■ で 表 し た 。 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル が 0.7mg/dlよ
り も 高 い 患 者 は 、 ● で 表 し た 。
【 図 ４ 】 GenBankデ ー タ ー ベ ー ス に 寄 託 さ れ た 参 照 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 各 ハ プ ロ タ イ プ 対 の SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 を 示 す 。
【 図 ６ 】 各 (TA) n 遺 伝 子 型 の SN-38グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 率 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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