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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体においてアルツハイマー病の発症に関する危険性の増大を決定する方法であって
、
　（ａ）前記被験体から採取したＤＮＡを含有する生体試料からアルツハイマー病の危険
性の増大に関連するＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異の存在を検出することであって、該
変異が該ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ欠失／挿入多型（Ｄ
ＩＰ）である、検出すること、及び
　（ｂ）前記遺伝的変異が存在している場合、前記被験体のアルツハイマー病の危険性が
増大していることを決定すること、
を含む、方法。
【請求項２】
　前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４
、又はＥ４／Ｅ４被験体であるか否かを検出することをさらに含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３又はＥ３／Ｅ４被験体であるか否かを検出することを
さらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　被験体のアルツハイマー病の危険性が増大している場合に前記被験体に投与するための
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治療に効果的な量の抗アルツハイマー病活性剤を調製する方法であって、
　（ａ）前記被験体から採取したＤＮＡを含有する生体試料からアルツハイマー病の危険
性の増大に関連するＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異の存在を検出することであって、該
変異が該ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ欠失／挿入多型（Ｄ
ＩＰ）である、検出すること、
　（ｂ）前記遺伝的変異が存在している場合、前記被験体のアルツハイマー病の危険性が
増大していることを決定すること、及び
　（ｃ）前記被験体のアルツハイマー病の危険性が増大していることが決定された場合、
前記被験体に投与するための治療に効果的な量の抗アルツハイマー病活性剤を調製する工
程を含む、方法。
【請求項５】
　前記遺伝的変異が存在しない被験体と比較して、該遺伝的変異の存在により該被験体の
危険性が増大していることが決定された場合、より低年齢で該被験体に投与するための前
記活性剤が調製される工程を行う、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記活性剤がアセチルコリンエステラーゼ阻害剤、ＮＭＤＡ受容体アンタゴニスト、ペ
ルオキシソーム増殖因子活性化受容体アゴニスト又はモジュレータ、抗体、融合タンパク
質、治療用ＲＮＡ分子、及びそれらの組合せから成る群から選択される、請求項４又は５
に記載の方法。
【請求項７】
　前記活性剤がチアゾリジンジオンである、請求項４又は５に記載の方法。
【請求項８】
　前記活性剤がチアゾリジンジオン薬物である、請求項４又は５に記載の方法。
【請求項９】
　前記投与がアルツハイマー病の発病を遅延させるためのものである、請求項４～８のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　患者プロファイルを得ることを含む、患者において予後又はアルツハイマー病を発症す
る危険性を決定する方法であって、該患者プロファイルを得ることが、
　前記患者の生体試料においてＡｐｏＥ　２、ＡｐｏＥ　３、又はＡｐｏＥ　４対立遺伝
子の有無を検出すること、
　アルツハイマー病の危険性の増大に関連するＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２
３におけるポリＴ欠失／挿入多型（ＤＩＰ）対立遺伝子の存在を検出すること、及びそれ
から
　前記患者プロファイルを前記予後へと変換すること、
を含み、前記ＡｐｏＥ　３又はＡｐｏＥ　４対立遺伝子及び前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒ
ｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰ対立遺伝子の存在により、前記患者がアルツ
ハイマー病を発症する危険性がある患者として同定される、方法。
【請求項１１】
　前記患者がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、
又はＥ４／Ｅ４患者であるか否かを検出することをさらに含む、請求項１０に記載の方法
。
【請求項１２】
　被験体をアルツハイマー病の危険性に基づいてサブグループに階層化する方法であって
、
　前記患者の生体試料においてＡｐｏＥ　２、ＡｐｏＥ　３、又はＡｐｏＥ　４対立遺伝
子の有無を検出すること、
　アルツハイマー病の危険性の増大に関連するＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２
３におけるポリＴ欠失／挿入多型（ＤＩＰ）対立遺伝子の存在を検出すること、及び
　前記ＡｐｏＥ　２、ＡｐｏＥ　３、又はＡｐｏＥ　４対立遺伝子及び／又は前記ＴＯＭ
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Ｍ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰ対立遺伝子の有無に基づい
て、前記治療法の前記臨床試験のために前記被験体を前記サブグループに階層化すること
であって、前記ＡｐｏＥ　３又はＡｐｏＥ　４対立遺伝子を有し、かつ前記ＴＯＭＭ４０
遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰ対立遺伝子を有する患者を、アル
ツハイマー病の危険性の増大に関連するサブグループに入れること
を含む、方法。
【請求項１３】
　前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４
、又はＥ４／Ｅ４被験体であるか否かを検出することをさらに含む、請求項１２に記載の
方法。
【請求項１４】
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異が２０～５０個の連続した塩基対のポリＴを有す
る欠失／挿入多型ｒｓ１０５２４５２３である、請求項１－１３のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１５】
　前記患者のアルツハイマー病の危険性が増大していることが決定された場合、前記患者
に投与するための治療に効果的な量の抗アルツハイマー病活性剤を調製する工程をさらに
含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ欠失／挿入多型（ＤＩ
Ｐ）である遺伝的変異が存在しない被験体と比較して、該遺伝的変異の存在により該被験
体の危険性が増大していることが決定された場合、より低年齢で該被験体に投与するため
の前記活性剤が調製される工程を行う、請求項１５に記載の方法。  
【請求項１７】
　前記活性剤がアセチルコリンエステラーゼ阻害剤、ＮＭＤＡ受容体アンタゴニスト、ペ
ルオキシソーム増殖因子活性化受容体アゴニスト又はモジュレータ、抗体、融合タンパク
質、治療用ＲＮＡ分子、及びそれらの組合せから成る群から選択される、請求項１５又は
１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記活性剤がチオアゾリンジオンである、請求項１５又は１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記活性剤がチアゾリジンジオン薬物である、請求項１５又は１６に記載の方法。
【請求項２０】
　前記投与がアルツハイマー病の発病を遅延させるためのものである、請求項１５－１９
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記投与がアルツハイマー病の進行を遅延させるためのものである、請求項４－８及び
１５－１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰが、２１個～
３０個のポリＴ残基からなるポリＴ長を有する、請求項１－１３及び請求項１５－２１の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰが、２１個、
２２個、２３個、２６個、２７個、２８個、２９個、または３０個のポリＴ残基からなる
ポリＴ長を有する、請求項１－１３及び請求項１５－２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　被験体の後発性アルツハイマー病を発症する危険性が増大しているか否かを決定するキ
ットであって、
　（Ａ）ＡｐｏＥアイソフォームと選択的に結合する抗体、及びＡｐｏＥ対立遺伝子をコ
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ードするＤＮＡと選択的に結合するオリゴヌクレオチドプローブから成る群から選択され
る、ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４、及び／又はＡｐｏＥ　２を特異的に検出する少なくと
も１つの試薬、
　（Ｂ）アルツハイマー病の危険性の増大に関連するＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２
４５２３におけるポリＴ欠失／挿入多型（ＤＩＰ）変異の存在を特異的に検出する少なく
とも１つの試薬、並びに
　（Ｃ）取扱説明書であって、
　　（ｉ）前記少なくとも１つの試薬を用いて前記被験体においてＡｐｏＥ　３、Ａｐｏ
Ｅ　４、及び／又はＡｐｏＥ　２アイソフォームの有無を検出すること、
　　（ｉｉ）アルツハイマー病の危険性の増大に関連する前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ
１０５２４５２３におけるポリＴ欠失／挿入多型（ＤＩＰ）変異の存在を検出すること、
及び
　　（ｉｉｉ）ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４、及び／又はＡｐｏＥ　２、及び前記ＴＯＭ
Ｍ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰの存在が前記少なくとも１
つの試薬を用いて検出されることを観察することにより前記被験体の後発性アルツハイマ
ー病を発症する危険性が増大しているか否かを観察することによって、該被験体の後発性
アルツハイマー病を発症する危険性が増大していることを決定するための取扱説明書を含
み、ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４、及び／又はＡｐｏＥ　２アイソフォーム及び前記ＴＯ
ＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰの存在により、前記被験
体の後発性アルツハイマー病を発症する危険性が増大していることが示される、キット。
【請求項２５】
　前記少なくとも１つの試薬及び前記取扱説明書が単一容器に封入されている、請求項２
４に記載のキット。
【請求項２６】
　前記決定する工程が、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４、Ｅ
３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、又はＥ４／Ｅ４被験体であるか否かを検出することをさらに含む
、請求項２４又は２５に記載のキット。
【請求項２７】
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異が２０～５０個の連続した塩基対のポリＴを有す
る欠失／挿入多型ｒｓ１０５２４５２３である、請求項２４－２６のいずれか一項に記載
のキット。
【請求項２８】
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰが、２１個～
３０個のポリＴ残基からなるポリＴ長を有する、請求項２４－２６のいずれか一項に記載
のキット。
【請求項２９】
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のｒｓ１０５２４５２３におけるポリＴ　ＤＩＰが、２１個、
２２個、２３個、２６個、２７個、２８個、２９個、または３０個のポリＴ残基からなる
ポリＴ長を有する、請求項２４－２６のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ゲノム分析及びＤＮＡ配列変異の研究を含む、ゲノミクス、遺伝学、薬理遺
伝学及びバイオインフォマティクスの分野に関する。本発明はＤＮＡ配列の変異と、特定
の疾患、障害又は病態に対する個体の感受性、及び／又は特定の薬物又は治療に対する応
答性の予測との間の関連性の研究にも関する。
【０００２】
　　［関連出願］
　本願は２００８年８月１２日に出願された米国仮特許出願第６１／０８８，２０３号、
２００９年６月１２日に出願された米国仮特許出願第６１／１８６，６７３号、及び２０
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０９年７月１０日に出願された米国仮特許出願第６１／２２４，６４７号（それらの開示
はそれぞれその全体が参照により本明細書中に援用される）に対する優先権を主張する。
【背景技術】
【０００３】
　複合疾患に関連する遺伝子マーカーの探求が続いている。ＳＮＰアレイによるゲノムワ
イドスキャニング研究は、アルツハイマー病の研究における調査に最も重要な区域として
ＡｐｏＥ領域に注目し続けている（非特許文献１、非特許文献２）。
【０００４】
　以前からＡｐｏＥ　４アイソフォームは後発性アルツハイマー病を発症する危険性の増
大に強く関連しているとされてきた（非特許文献３、非特許文献４、Roses, et al.に対
する特許文献１、Roses et al.に対する特許文献２）。その関連性は用量依存的である（
非特許文献５、非特許文献６）。すなわち、２つのＡｐｏＥ　４対立遺伝子の保因者は１
つだけのＡｐｏＥ　４対立遺伝子の保因者よりも、また低年齢で後発性アルツハイマー病
（ＬＯＡＤ）を発症しやすい（非特許文献７）。
【０００５】
　それにもかかわらず、Ｅ４対立遺伝子は遺伝性アルツハイマー病のおおよそ５０％を占
めているにすぎない。１つの説明としてはＡｐｏＥ　４が近隣の連鎖不平衡における何ら
かのものに対する代理マーカーとして働いているにすぎないことである。代替的に、近年
のミトコンドリア毒性におけるＡｐｏＥ　４の機構上の役割の発見を考慮すると、Ａｐｏ
Ｅ　４の負の効果は近隣でコードされる別の遺伝子産物によって無効になるか、又は悪化
する可能性がある（非特許文献８）。
【０００６】
　ＡｐｏＥ状態は冠動脈疾患の危険性にも関連し、他の疾患及び障害のホストとも考えら
れるので、ＡｐｏＥ領域の研究の意図するところはアルツハイマー病に限定されず、潜在
的に広範囲に及ぶ（非特許文献９）。より広範には、複合疾患プロセスに関与することが
知られている他の遺伝領域と連鎖不平衡にある遺伝子周辺のプロセス又は経路に関する配
列の試験により、これらの疾患の機構を解明するのに役立つ情報が与えられる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】米国特許第６，０２７，８９６号明細書
【特許文献２】米国特許第５，７１６，８２８号明細書
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Coon et al., J. Clin. Psychiatry 68: 613-8 (2007)
【非特許文献２】Li et al., Arch. Neurol. 65: 45-53 (2007)
【非特許文献３】Pericak-Vance et al., Am. J. Hum. Genet. 48, 1034-50 (1991)
【非特許文献４】Martin et al., 2000
【非特許文献５】Yoshizawa et al., 1994
【非特許文献６】Schellenberg, 1995
【非特許文献７】Corder et al., Science 261, 921-3 (1993)
【非特許文献８】Chang et al., 2005
【非特許文献９】Mahley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 5644-51 (2006)
【発明の概要】
【０００９】
　対象となる病態の発症（例えば対象となる疾患の早期又は後期の発病）に関連する遺伝
的変異を同定する方法であって、
　（ａ）ＤＮＡを含有する生体試料から対象となる遺伝子座で複数の個々のヒト被験体に
より保有されるヌクレオチド配列を決定することであって、該被験体が（ｉ）前記対象と
なる病態に罹患した被験体、及び（ｉｉ）該対象となる病態に罹患していない被験体の両
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方を含む、決定すること、
　（ｂ）（例えば複合配列アラインメント分析を行って）前記遺伝子座での遺伝的変異を
前記複数のヒト被験体で観察されるヌクレオチド配列から同定すること、
　（ｃ）前記被験体の前記ヌクレオチド配列の系統樹を構築することにより、前記遺伝的
変異をマッピングすることであって、前記系統樹が前記被験体間の変異差（例えば同じシ
ストロン上での変異差）を同定するブランチを含む、マッピングすること、
　（ｄ）前記系統樹でブランチとして表される前記遺伝的変異を試験すると共に、罹患し
た被験体と罹患していない被験体との比を決定し、罹患した被験体と罹患していない被験
体との比の変化をもたらす該遺伝的変異の変化を同定すること（好ましくは開始点は最大
数の被験体を表す遺伝的変異である）、及びそれから
　（ｅ）罹患した被験体と罹患していない被験体との前記比が前記系統樹上の１つ又は複
数の隣接変異と実質的に異なる（例えば少なくとも５％、１０％、１５％、２０％、２５
％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５
％、８０％、８５％、又は９０％異なる）遺伝的変異又は変異群（ハプロタイプ）を同定
すること、
を含み、それにより前記対象となる病態の発症に関連する遺伝的変異を同定する、方法が
本明細書で提供される。
【００１０】
　幾つかの実施の形態において、全ての被験体が前記対象となる病態に関して同じ既知の
多型を保有する。
【００１１】
　幾つかの実施の形態では、前記対象となる病態が神経変性疾患、代謝性疾患（例えば脂
質異常症）、心臓血管疾患、精神障害又は癌である。幾つかの実施の形態では、前記対象
となる疾患がＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０が病因にかかわる疾患である。
【００１２】
　幾つかの実施の形態では、前記対象となる病態がミトコンドリア機能障害の増大又は低
減に関連する。幾つかの実施の形態では、前記対象となる病態が統合失調症である。幾つ
かの実施の形態では、前記対象となる病態が冠動脈疾患である。幾つかの実施の形態では
、前記対象となる病態が２型糖尿病である。幾つかの実施の形態では、前記対象となる病
態がパーキンソン病である。幾つかの実施の形態では、前記対象となる病態がアルツハイ
マー病である。
【００１３】
　幾つかの実施の形態では、既知の多型危険因子がアポリポタンパク質Ｅ対立遺伝子（例
えばＡｐｏＥ　２、ＡｐｏＥ　３又はＡｐｏＥ　４）である。
【００１４】
　幾つかの実施の形態では、前記対象となる遺伝子座が前記既知の多型と連鎖不平衡にあ
る。幾つかの実施の形態では、前記対象となる遺伝子座が同じ染色体上にあり、かつ前記
既知の多型と１０キロベース、２０キロベース、３０キロベース、４０キロベース、又は
５０キロベース未満しか離れていない。幾つかの実施の形態では、前記遺伝子座がＴＯＭ
Ｍ４０である。
【００１５】
　対象となる病態の発症に関する危険性の増大を決定する方法であって、
　（ａ）ＤＮＡを含有する生体試料から、個々の被験体により保有される、前段落のいず
れかの方法により同定された遺伝的変異を決定すること、及びそれから
　（ｂ）前記遺伝的変異が存在する場合、前記被験体の前記対象となる病態の発症に関す
る危険性が増大していることを決定すること、
を含む、方法も提供される。
【００１６】
　被験体（例えば少なくとも１つのＡｐｏ　Ｅ３対立遺伝子を保有する被験体）において
アルツハイマー病の発症に関する危険性の増大を決定する方法であって、
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　（ａ）前記被験体から採取したＤＮＡを含有する生体試料からアルツハイマー病の危険
性の増大又は低減に関連する前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異の有無を検出すること
、及び
　（ｂ）前記遺伝的変異が存在している又は非存在である場合、前記被験体のアルツハイ
マー病の危険性が増大又は低減していることを決定すること、
を含む、方法がさらに提供される。
【００１７】
　幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４
、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、又はＥ４／Ｅ４被験体であるか否かを決定する。幾つかの実
施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３又はＥ３／Ｅ４被験体であるか否かを決
定する。
【００１８】
　幾つかの実施の形態では、該方法は（ｃ）前記被験体のアルツハイマー病の危険性が増
大していることが決定された場合、抗アルツハイマー病活性剤を治療に効果的な量で前記
被験体に投与する工程をさらに含む。
【００１９】
　幾つかの実施の形態では、前記遺伝的変異が存在しない又は存在する被験体と比較して
、該遺伝的変異の存在又は非存在により該被験体の危険性が増大していることが決定され
た場合、より低年齢（例えばＡｐｏＥ ４／４被験体では、５５歳以上で始めるのではな
く、４５歳、４６歳、４７歳、４８歳、４９歳、５０歳、５１歳、５２歳又は５３歳で始
め、その後毎年連続的に投与し；ＡｐｏＥ ４／３被験体では、６０歳以上で始めるので
はなく、５０歳、５１歳、５２歳、５３歳、５４歳、５５歳、５６歳、５７歳又は５８歳
で始め、その後毎年連続的に投与し；ＡｐｏＥ ３／３被験体では、６５歳以上で始める
のではなく、５５歳、５６歳、５７歳、５８歳、５９歳、６０歳、６１歳、６２歳又は６
３歳で始め、その後毎年連続的に投与し；ＡｐｏＥ ２／３被験体では、７０歳以上で始
めるのではなく、６０歳、６１歳、６２歳、６３歳、６４歳、６５歳、６６歳、６７歳又
は６８歳で始め、その後毎年連続的に投与する）で該被験体において前記投与する工程を
行う。
 
【００２０】
　幾つかの実施の形態では、前記活性剤がアセチルコリンエステラーゼ阻害剤、ＮＭＤＡ
受容体アンタゴニスト、ＰＰＡＲアゴニスト又はモジュレータ（例えばチアゾリジンジオ
ン系又はグリタザール（glitazar）系の薬物）、抗体、融合タンパク質、治療用ＲＮＡ分
子、及びそれらの組合せから成る群から選択される。幾つかの実施の形態では、前記活性
剤がロシグリタゾン又はその薬学的に許容される塩である。
【００２１】
　幾つかの実施の形態では、前記ＴＯＭＭ４０の遺伝的変異が以下に記載の表１で列挙さ
れる変異である。
【００２２】
　アルツハイマー病の被験体（例えば少なくとも１つのＡｐｏＥ　３対立遺伝子を有する
被験体）を、抗アルツハイマー病活性剤を治療的に有効な量で該被験体に投与することに
より治療する方法であって、その改良点が
　前記被験体が、アルツハイマー病の危険性の増大に関連する前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の
遺伝的変異を保有していない対応する被験体と比較して、該遺伝的変異を保有する場合、
より低年齢（例えばＡｐｏＥ　４／４被験体では、５５歳以上で始めるのではなく、４５
歳、４６歳、４７歳、４８歳、４９歳、５０歳、５１歳、５２歳又は５３歳で始め、その
後毎年連続的に投与し；ＡｐｏＥ　４／３被験体では、６０歳以上で始めるのではなく、
５０歳、５１歳、５２歳、５３歳、５４歳、５５歳、５６歳、５７歳又は５８歳で始め、
その後毎年連続的に投与し；ＡｐｏＥ　３／３被験体では、６５歳以上で始めるのではな
く、５５歳、５６歳、５７歳、５８歳、５９歳、６０歳、６１歳、６２歳又は６３歳で始
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め、その後毎年連続的に投与し；ＡｐｏＥ　２／３被験体では、７０歳以上で始めるので
はなく、６０歳、６１歳、６２歳、６３歳、６４歳、６５歳、６６歳、６７歳又は６８歳
で始め、その後毎年連続的に投与する）で該活性剤を該被験体に投与することを含む、方
法も提供される。
【００２３】
　幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４
、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、Ｅ４／Ｅ４被験体である。幾つかの実施の形態では、前記被
験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３又はＥ３／Ｅ４被験体である。
【００２４】
　幾つかの実施の形態では、前記活性剤がアセチルコリンエステラーゼ阻害剤、ＮＭＤＡ
受容体アンタゴニスト、ＰＰＡＲアゴニスト又はモジュレータ（例えばチアゾリジンジオ
ン系又はグリタザール系の薬物）、抗体、融合タンパク質、治療用ＲＮＡ分子、及びそれ
らの組合せから成る群から選択される。幾つかの実施の形態では、前記活性剤がロシグリ
タゾン又はその薬学的に許容される塩である。
【００２５】
　幾つかの実施の形態では、前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異が欠失／挿入多型（Ｄ
ＩＰ）である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の
形態では、前記ＤＩＰがポリＴ欠失／挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂ
ｐ～８０ｂｐ、又は２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ）である。
【００２６】
　幾つかの実施の形態では、前記ＴＯＭＭ４０の遺伝的変異が以下に記載の表１で列挙さ
れる変異である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３、ｒｓ１
０６０２３２９、又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０
５２４５２３である。
【００２７】
　対象となる病態を治療する方法であって、それを必要とする患者に関して該対象となる
病態がＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０に関連し、該方法が
　（ａ）個々の被験体により保有される、第１段落～第１２段落の方法により同定された
遺伝的変異の有無を決定し、前記患者の遺伝子プロファイルを作製する、決定する工程、
及びそれから
　前記プロファイルが前記患者が活性剤に対して応答性であることを示している場合、（
ｂ）前記活性剤を治療に効果的な量で前記被験体に投与し、前記対象となる病態を治療す
る、投与する工程、
を含む、方法がさらに提供される。
【００２８】
　幾つかの実施の形態では、前記活性剤がアセチルコリンエステラーゼ阻害剤、ＮＭＤＡ
受容体アンタゴニスト、ＰＰＡＲアゴニスト又はモジュレータ（例えばチアゾリジンジオ
ン系又はグリタザール系の薬物）、抗体、融合タンパク質、治療用ＲＮＡ分子、及びそれ
らの組合せから成る群から選択される。幾つかの実施の形態では、前記活性剤がロシグリ
タゾン又はその薬学的に許容される塩である。
【００２９】
　幾つかの実施の形態では、前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異が欠失／挿入多型（Ｄ
ＩＰ）である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の
形態では、前記ＤＩＰがポリＴ欠失／挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂ
ｐ～８０ｂｐ、又は２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ挿入）である。
【００３０】
　幾つかの実施の形態では、前記ＴＯＭＭ４０の遺伝的変異が以下に記載の表１で列挙さ
れるＴＯＭＭ４０の変異である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４
５２３、ｒｓ１０６０２３２９、又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記Ｄ
ＩＰがｒｓ１０５２４５２３である。
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【００３１】
　被験体においてアルツハイマー病を治療する方法であって、
　（ａ）前記被験体から採取したＤＮＡを含有する生体試料から活性剤に対する応答性に
関連するＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異の有無を検出すること、及び
　前記遺伝的変異が存在する場合、（ｂ）前記活性剤を治療に効果的な量で前記被験体に
投与し、前記アルツハイマー病を治療すること、
を含む、方法も提供される。
【００３２】
　幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏＥ　３対立遺伝子を少なくとも１つ保有
する。幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３又はＥ３／Ｅ４被験体
である。
【００３３】
　幾つかの実施の形態では、前記活性剤がアセチルコリンエステラーゼ阻害剤、ＮＭＤＡ
受容体アンタゴニスト、ＰＰＡＲアゴニスト又はモジュレータ（例えばチアゾリジンジオ
ン系又はグリタザール系の薬物）、抗体、融合タンパク質、治療用ＲＮＡ分子、及びそれ
らの組合せから成る群から選択される。幾つかの実施の形態では、前記活性剤がロシグリ
タゾン又はその薬学的に許容される塩である。
【００３４】
　幾つかの実施の形態では、前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異が欠失／挿入多型（Ｄ
ＩＰ）である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の
形態では、前記ＤＩＰがポリＴ欠失／挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂ
ｐ～８０ｂｐ、又は２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ）である。
【００３５】
　幾つかの実施の形態では、前記ＴＯＭＭ４０遺伝子の遺伝的変異が以下に記載の表１で
列挙される変異である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３、
ｒｓ１０６０２３２９、又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒ
ｓ１０５２４５２３である。
【００３６】
　上記の段落に従ってアルツハイマー病を治療する方法を行うための薬剤の調製のための
抗アルツハイマー病活性剤の使用がさらに提供される。アルツハイマー病を治療する方法
を行うための抗アルツハイマー病活性剤の使用も提供される。
【００３７】
　患者プロファイルを得ることを含む、アルツハイマー病を発症する危険がある患者の予
後を決定する方法であって、該患者プロファイルを得ることは、
　前記患者の生体試料において少なくとも１つのＡｐｏＥ対立遺伝子の有無を検出するこ
と、
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のイントロン６又はイントロン９に位置する少なくとも１つの
ＴＯＭＭ４０欠失／挿入多型（ＤＩＰ）の有無を検出すること、及びそれから
　前記患者プロファイルを前記予後へと変換すること、
を含み、前記ＡｐｏＥ対立遺伝子の存在、及び前記少なくとも１つのＴＯＭＭ４０　ＤＩ
Ｐ多型の存在により、前記患者がアルツハイマー病を発症する危険性がある患者として同
定される、方法が提供される。
【００３８】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の形態では、前
記ＤＩＰがポリＴ欠失／挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂｐ～８０ｂｐ
、又は２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ）である。
【００３９】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３、ｒｓ１０６０２３２９
、又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３で
ある。
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【００４０】
　幾つかの実施の形態では、該方法は前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ
２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、Ｅ４／Ｅ４被験体であるか否かを検出することをさ
らに含む。幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３又はＥ３／Ｅ４被
験体である。
【００４１】
　被験体をアルツハイマー病の治療のための治療法の臨床試験のサブグループに階層化す
る方法であって、
　前記患者の生体試料において少なくとも１つのＡｐｏＥ対立遺伝子の有無を検出するこ
と、及び
　前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のイントロン６又はイントロン９に位置する少なくとも１つの
ＴＯＭＭ４０欠失／挿入多型（ＤＩＰ）の有無を検出すること、
を含み、前記少なくとも１つのＡｐｏＥ対立遺伝子及び／又はＴＯＭＭ４０　ＤＩＰ対立
遺伝子の有無に基づいて、前記治療法の前記臨床試験のために前記被験体を前記サブグル
ープに階層化する、方法も提供される。
【００４２】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の形態では、前
記ＤＩＰがポリＴ挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂｐ～８０ｂｐ、又は
２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ挿入）である。
【００４３】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３、ｒｓ１０６０２３２９
又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３であ
る。
【００４４】
　幾つかの実施の形態では、該方法は前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ
２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、Ｅ４／Ｅ４被験体であるか否かを検出することをさ
らに含む。幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３又はＥ３／Ｅ４被
験体である。
【００４５】
　アルツハイマー病の治療の臨床試験において患者を同定する方法であって、
　ａ）アルツハイマー病と診断された患者を同定すること、及び
　ｂ）患者プロファイルを得ることを含む、アルツハイマー病と診断された前記患者の予
後を決定することであって、前記患者プロファイルが、
　　ｉ）前記患者の生体試料において少なくとも１つのＡｐｏＥ対立遺伝子の有無を検出
すること、
　　ｉｉ）前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のイントロン６又はイントロン９に位置する少なくと
も１つのＴＯＭＭ４０欠失／挿入多型（ＤＩＰ）の有無を検出すること、及び
　　ｉｉｉ）前記患者プロファイルを前記予後に変換すること、
を含み、前記予後が、前記患者がアルツハイマー病の前記治療の前記臨床試験の候補であ
るか否かを予測することを含む、方法がさらに提供される。
【００４６】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の形態では、前
記ＤＩＰがポリＴ欠失／挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂｐ～８０ｂｐ
、又は２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ）である。
【００４７】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３、ｒｓ１０６０２３２９
又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３であ
る。
【００４８】
　幾つかの実施の形態では、該方法は前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ２／Ｅ３、Ｅ
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２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、又はＥ４／Ｅ４被験体であるか否かを検出すること
をさらに含む。幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３又はＥ３／Ｅ
４被験体である。
【００４９】
　被験体の後発性アルツハイマー病を発症する危険性が増大しているか否かを決定するキ
ットであって、
　（Ａ）ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４又はＡｐｏＥ　２と選択的に結合する抗体、及びこ
れをコードするＤＮＡと選択的に結合するオリゴヌクレオチドプローブから成る群から選
択される、ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４、又はＡｐｏＥ　２を特異的に検出する少なくと
も１つの試薬、
　（Ｂ）前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のイントロン６又はイントロン９に位置する少なくとも
１つのＴＯＭＭ４０欠失／挿入多型（ＤＩＰ）の有無を特異的に検出する少なくとも１つ
の試薬、並びに
　（Ｃ）取扱説明書であって、
　　（ｉ）前記少なくとも１つの試薬を用いて前記被験体においてＡｐｏＥアイソフォー
ムの有無を検出すること、
　　（ｉｉ）前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のイントロン６又はイントロン９に位置する少なく
とも１つのＴＯＭＭ４０欠失／挿入多型（ＤＩＰ）の有無を検出すること、及び
　　（ｉｉｉ）ＡｐｏＥアイソフォーム、及び前記ＴＯＭＭ４０　ＤＩＰの存在が前記少
なくとも１つの試薬で検出されるか又は検出されないかを観察することにより前記被験体
の後発性アルツハイマー病を発症する危険性が増大しているか否かを観察することによっ
て、該被験体の後発性アルツハイマー病を発症する危険性が増大していることを決定する
ための取扱説明書を含み、ＡｐｏＥアイソフォーム及び前記ＴＯＭＭ４０　ＤＩＰの存在
により、前記被験体の後発性アルツハイマー病を発症する危険性が増大していることが示
される、キットが提供される。
【００５０】
　幾つかの実施の形態では、前記少なくとも１つの試薬及び前記取扱説明書が単一容器に
封入されている。
【００５１】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の形態では、前
記ＤＩＰがポリＴ欠失／挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂｐ～８０ｂｐ
、又は２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ）である。
【００５２】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３、ｒｓ１０６０２３２９
又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３であ
る。
【００５３】
　幾つかの実施の形態では、前記決定する工程が、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ
２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、又はＥ４／Ｅ４被験体であるか否かを
検出することをさらに含む。幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３
又はＥ３／Ｅ４被験体である。
【００５４】
　被験体が、ＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０に関連する対象となる病態の活性剤による
治療に対して応答性であるか否かを決定するキットであって、
　（Ａ）ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４、又はＡｐｏＥ　２と選択的に結合する抗体、及び
これをコードするＤＮＡと選択的に結合するオリゴヌクレオチドプローブから成る群から
選択される、ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４、又はＡｐｏＥ　２を特異的に検出する少なく
とも１つの試薬、
　（Ｂ）前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のイントロン６又はイントロン９に位置する少なくとも
１つのＴＯＭＭ４０欠失／挿入多型（ＤＩＰ）の有無を特異的に検出する少なくとも１つ
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の試薬、並びに
　（Ｃ）取扱説明書であって、
　　（ｉ）前記少なくとも１つの試薬を用いて前記被験体においてＡｐｏＥアイソフォー
ムの有無を検出すること、
　　（ｉｉ）前記ＴＯＭＭ４０遺伝子のイントロン６又はイントロン９に位置する少なく
とも１つのＴＯＭＭ４０欠失／挿入多型（ＤＩＰ）の有無を検出すること、及び
　　（ｉｉｉ）ＡｐｏＥアイソフォーム、及び前記ＴＯＭＭ４０　ＤＩＰの存在が前記少
なくとも１つの試薬で検出されるか又は検出されないかを観察することにより前記被験体
が治療に応答性であるか否かを観察することによって、該被験体が前記対象となる活性剤
による前記対象となる病態の治療に対して応答性であることを決定するための取扱説明書
を含み、ＡｐｏＥ　３及び前記ＴＯＭＭ４０　ＤＩＰの存在により、前記被験体が前記活
性剤による前記治療に対して応答性であることが示される、キットが提供される。
【００５５】
　幾つかの実施の形態では、前記少なくとも１つの試薬及び前記取扱説明書が単一容器に
封入されている。
【００５６】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰが挿入多型である。幾つかの実施の形態では、前
記ＤＩＰがポリＴ欠失／挿入多型（例えば５ｂｐ～１００ｂｐ、又は１０ｂｐ～８０ｂｐ
、又は２０ｂｐ～５０ｂｐのポリＴ）である。
【００５７】
　幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３、ｒｓ１０６０２３２９
又はＤＩＰ３である。幾つかの実施の形態では、前記ＤＩＰがｒｓ１０５２４５２３であ
る。
【００５８】
　幾つかの実施の形態では、前記決定する工程が、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ２／Ｅ２、Ｅ
２／Ｅ３、Ｅ２／Ｅ４、Ｅ３／Ｅ３、Ｅ３／Ｅ４、又はＥ４／Ｅ４被験体であるか否かを
検出することをさらに含む。幾つかの実施の形態では、前記被験体がＡｐｏ　Ｅ３／Ｅ３
又はＥ３／Ｅ４被験体である。
【００５９】
　上述の実施形態は全てどのような方法及び／又は組合せで組合せてもよいことが理解さ
れるであろう。本発明の上述の及び他の目的及び態様は本明細書と共に与えられる図面及
び以下に記載の明細書でより詳細に説明される。
【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】幾つかの実施形態による対象となる病態に関連し得る、対象となる遺伝子座にお
けるゲノム配列の所定の領域の遺伝的変異を同定するための概略的なフローチャートを示
す。
【図２】５つの一般的なＡｐｏＥ遺伝子型の遺伝的形質に応じたアルツハイマー病の発病
の平均年齢のグラフを示す。ＡｐｏＥ　４はアルツハイマー病の危険因子として表される
（1993）。
【図３】例示的な対象となる遺伝子座である染色体１９上の領域Ａ、領域Ｂ及び領域Ｃを
示す図である。ＴＯＭＭ４０遺伝子はＡｐｏＥ遺伝子に極めて接近しており、ミトコンド
リア外膜に指向性を有する４０ｋＤのタンパク質をコードする。ＴＯＭＭ４０はミトコン
ドリアタンパク質輸送の調節においてＡｐｏＥと直接的に相互作用し、本発明の仮説は特
定のＴＯＭＭ４０変異（複数可）の存在がＡｐｏＥ　３対立遺伝子の用量依存的な存在に
関連するアルツハイマー病の危険性の増大を悪化させるというものである。
【図４】本明細書で詳述される幾つかの実施形態に従って作製された図３で示された領域
Ｂの進化マップを概略的に示す図である。横長の楕円（horizontal oval）はそれぞれ観
察される配列変異（例えばヌクレオチド変化）を表し、楕円の大きさはその頻度を表す。
それぞれの変異は系統樹においてノードと呼ばれ、或るノードと別のノードとのブランチ
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による結び付きは個々の被験体がシス位に２つの変異を保有するという観察結果を表す。
【図５】ＴＯＭＭ４０に関して構築された領域Ｂに基づく系統樹の概略図であり、この領
域でのＴＯＭＭ４０変異の２つの主なグループ（grouping）又はクレードにおけるＡｐｏ
Ｅ表現型のパーセントを示す。
【図６】ハプロタイプブロックと、予備試験においてプライマリシークエンシングを受け
る領域（Ｒ１）（２３Ｋｂ）及び確認試験においてプライマリシークエンシングを受ける
領域（Ｒ２）（１０Ｋｂ）（ＮＣＢＩ　Ｂｕｉｌｄ　３６．３）とを示すＬＤプロットを
含むＴＯＭＭ４０－ＡｐｏＥ遺伝子座の概略図である。ＬＤプロットはハップマップデー
タ（ＣＥＵ分析パネル）、ソリッドスピンハプロタイプブロック規定、異なる線特性によ
り表されるＤ’／ＬＯＤカラースキームを有するｒ２値で示される。
【図７Ａ】変異の分離による系統樹の説明を示す図である。７Ａ：ＳＮＰ変異、クレード
Ａ対クレードＢ、Ｅ６～Ｅ１０はＴＯＭＭ４０エキソンを表し、縦線はＳＮＰのおおよそ
の位置を示す。２つの主なブランチの分離には強いブートストラップサポートがある（９
７３／１０００）。
【図７Ｂ】変異の分離による系統樹の説明を示す図である。７Ｂ：ｒｓ１０５２４５２３
長多型。記述統計により、それぞれのグループの長多型が与えられる。系統樹又は非常に
小さいクレードにおいて個々の外グループを形成した長いハプロタイプの幾つかは「残り
（Remainder）」として同定されたグループ内にある。
【図８Ａ】ＡｐｏＥ遺伝子型３／３で階層化したｒｓ１０５２４５２３長多型の長さのヒ
ストグラムである。Ｎ＝２１０ハプロタイプ（ＡＳコホート）。
【図８Ｂ】ＡｐｏＥ遺伝子型３／４で階層化したｒｓ１０５２４５２３長多型の長さのヒ
ストグラムである。Ｎ＝２１０ハプロタイプ（ＡＳコホート）。
【図８Ｃ】ＡｐｏＥ遺伝子型４／４で階層化したｒｓ１０５２４５２３長多型の長さのヒ
ストグラムである。Ｎ＝２１０ハプロタイプ（ＡＳコホート）。
【図９】６０歳～８６歳で発病するＡＤ患者に関するＡＤ発病年齢とｒｓ１０５２４５２
３多型の長さとの関連性を示す図である。ボックスプロットは９５％範囲（縦線）、中央
値（ボックスの中の横線）及び四分位範囲（ボックス）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００６１】
　本発明を以下でより詳細に説明する。本明細書は本発明を実施することができる全ての
様々な方法、又は本発明に加えることができる全ての特徴の詳細な一覧であるとは意図さ
れない。例えば一実施形態に関して示された特徴は他の実施形態に組み込んでもよく、特
定の実施形態に関して示された特徴をその実施形態から削除してもよい。さらに、本明細
書で示唆される様々な実施形態に対する多くの変更及び追加は、本開示を鑑みれば当業者
にとって明らかであり、本発明から逸脱しない。したがって以下の明細書は本発明の幾つ
かの特定の実施形態を示しているが、それらの全ての置換（permutations）、組合せ及び
変更を網羅的に明示しているものではないことが意図される。
【００６２】
　本発明の説明及び添付の特許請求の範囲で使用されるように、単数形（singular forms
 "a", "an", and "the"）は文脈が別途はっきりと示していなければ、複数形も含むこと
が意図される。また本明細書で使用されるように、「及び／又は」は１つ又は複数の列挙
される項目のありとあらゆる可能な組合せと、代替的に解釈する場合には組合せの欠如（
「又は」）を表すと共に包含する。
【００６３】
　本発明は複合疾患及び障害に関して特に対象となる領域における遺伝的変異を明らかに
する方法に関する。本発明は表現型情報との関連性に基づく最も有益な（informative）
遺伝子マーカーの発見にも関する。一実施形態では、特定の疾患、障害又は病態に対する
感受性に関連する遺伝子マーカーを見つけるのに本発明を用いることができる。別の実施
形態では、候補治療又は薬物に対する被験体の応答性に関するデータはその治療又は薬物
に対する有益な応答性に関連する遺伝子マーカーの位置に関する系統発生分析（すなわち
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薬理遺伝学（pharmacogenetics））に含まれ得る。該方法は特定の遺伝子座の遺伝的変異
のいずれのデータセットにも適用することができる。本発明による遺伝的危険因子を発見
するアプローチのフローチャートに関しては図１を参照されたい。
【００６４】
　一態様において、遺伝的変異の分析は変異配列データに基づいている。第２の態様では
、二倍体遺伝子型データを使用するとこの構造が明らかになり、そのため実験的に又はコ
ンピュータを用いて構成要素であるハプロタイプを推測する必要がなくなる（例えばRose
s et al.に対する特許文献１を参照されたい）。別の態様では、本方法は、配列変異が存
在するという記録は与えるが、実際には全配列は与えない実験手順により、標的となる核
酸に対する疑問（interrogation）に起因する特徴付けられていない対立遺伝子変異に適
用することができる。遺伝的変異の基本的な構造は二倍体遺伝子型データから構成要素で
あるハプロタイプを導くのにも有用である。
【００６５】
　本明細書に記載の方法は、疾患又は障害を有する被験体（例えばミトコンドリア機能障
害（例えばアルツハイマー病又は他の神経変性疾患）を伴うと考えられている被験体）の
評価、又はこのような疾患を発症する危険性があると疑われる被験体の評価に使用される
当該技術分野で既知の又は説明されている他の臨床的な診断情報と併せて使用されること
が好ましく、またそのように意図されている。本発明は他の複合疾患、障害又は病態に関
する遺伝的危険因子の発見にも適用可能である。
【００６６】
　本明細書で言及される全ての米国特許文献の開示はその全体が参照により本明細書中に
援用される。
【００６７】
１．定義
　以下の定義を本明細書で使用する：
　「対象となる病態」は系統発生研究、及び／又はその後の診断又は予後診断に関して指
定される特定の病態、疾患又は障害を表す。本明細書で使用される「病態」としてはＡｐ
ｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０に関連する状態、及び／又はミトコンドリア機能障害、例え
ば神経変性疾患、代謝性疾患、精神障害及び癌が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６８】
　ＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０がかかわっている病態の例としては、心臓血管疾患；
代謝性疾患；神経変性疾患；神経的外傷（neurological trauma）又は疾患；自己免疫疾
患（例えば多発性硬化症（Pinholt M, et al. Apo E in multiple sclerosis and optic 
neuritis: the apo E-epsilon4 allele is associated with progression of multiple s
clerosis. Mult Scler. 11:511-5 (2005)、Masterman, T. & Hillert, J. The telltale 
scan: APOE ε4 in multiple sclerosis. Lancet Neurol. 3: 331 (2004)、全身性エリテ
マトーデス神経精神病（neuropsychiatric systemic lupus erythematosus：中枢神経系
ループス血管炎）（Pullmann Jr. R, et al. Apolipoprotein E polymorphism in patent
s with neuropsychiatric SLE. Clin Rheumatol. 23: 97-101 (2004)）等））；ウイルス
感染（例えばＣ型肝炎感染に関連する肝疾患（Wozniak MA, et al. Apolipoprotein E-ε
4 protects against severe liver disease caused by hepatitis C virus. Hepatol. 36
: 456-463 (2004)）、ＨＩＶ疾患（Burt TD, et al. Apolipoprotein(apo) E4 enhances 
HIV-1 cell entry in vitro, and the APOE epsilon4/epsilon4 genotype accelerates H
IV disease progression. Proc Natl Acad Sci U S A. 105:8718-23 (2008)）等)）；股
関節骨折／骨粗鬆症（Pluijm SM, et al. Effects of gender and age on the associati
on of apolipoprotein E epsilon4 with bone mineral density, bone turnover and the
 risk of fractures in older people. Osteoporos Int. 13: 701-9 (2002)）；ミトコン
ドリア病（Chang S, et al. Lipid- and receptor-binding regions of apolipoprotein 
E4 fragments act in concert to cause mitochondrial dysfunction and neurotoxicity
. Proc Natl Acad Sci U S A. 102:18694-9 (2005)）；老化（Schachter F, et al. Gene
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tic associations with human longevity at the APOE and ACE loci. Nat Genet. 6:29-
32 (1994)、Rea IM, et al., Apolipoprotein E alleles in nonagenarian subjects in 
the Belfast Elderly Longitudinal Free-living Ageing Study (BELFAST). Mech. Aging
 and Develop. 122: 1367-1372 (2001)）；炎症（Li L, et al., Infection induces a p
ositive acute phase apolipoprotein E response from a negative acute phase gene: 
role of hepatic LDL receptors. J Lipid Res. 49:1782-93 (2008)）；及び記憶機能障
害（Caselli RJ, et al. Longitudinal modeling of age-related memory decline and t
he APOE epsilon4 effect. N Engl J Med. 361:255-63 (2009)）が挙げられるが、これら
に限定されない。
【００６９】
　本明細書で使用される「心臓血管疾患」は心臓及び／又は血管に関する疾患を表し、こ
れには以下に限定されないが、冠動脈疾患（Song Y, et al. Meta-analysis: apolipopro
tein E genotypes and risk for coronary heart disease. Ann Intern Med. 141:137-47
 (2004)、Bennet AM, et al., Association of apolipoprotein E genotypes with lipid
 levels and coronary risk. JAMA 298:1300-11 (2007)）、アテローム性動脈硬化症（No
rata GD, et al. Effects of PCSK9 variants on common carotid artery intima media 
thickness and relation to ApoE alleles. Atherosclerosis (2009) Jun 27. [Epub ahe
ad of print], doi:10.1016/j.atherosclerosis 2009.06.023、Paternoster L, et al. A
ssociation Between Apolipoprotein E Genotype and Carotid Intima-Media Thickness 
May Suggest a Specific Effect on Large Artery Atherothrombotic Stroke. Stroke 39
:48-54 (2008)）、虚血性心疾患（Schmitz F, et al., Robust association of the APOE
 4 allele with premature myocardial infarction especially in patients without hy
percholesterolaemia: the Aachen study. Eur. J. Clin. Investigation 37: 106-108 (
2007)）、虚血性脳卒中等の血管疾患（Peck G, et al. The genetics of primary haemor
rhagic stroke, subarachnoid haemorrhage and ruptured intracranial aneurysms in a
dults. PLoS One. 3:e3691 (2008)、Paternoster L, et al. Association Between Apoli
poprotein E Genotype and Carotid Intima-Media Thickness May Suggest a Specific E
ffect on Large Artery Atherothrombotic Stroke. Stroke 39:48-54 (2008)）、血管性
認知症（Bang OY, et al. Important link between dementia subtype and apolipoprote
in E: a meta-analysis. Yonsei Med J. 44:401-13 (2003)、Baum L, et al. Apolipopro
tein E epsilon4 allele is associated with vascular dementia. Dement Geriatr Cogn
 Disord. 22:301-5 (2006)）等が含まれる。
【００７０】
　本明細書で使用される「神経変性疾患」はアルツハイマー病（Corder EH, et al. Gene
 dose of apolipoprotein E type 4 allele and the risk of Alzheimer's disease in l
ate onset families. Science 261:921-3 (1993)、Corder EH, et al. There is a patho
logic relationship between ApoE-epsilon 4 and Alzheimer's disease. Arch Neurol. 
52:650-1 (1995)）、パーキンソン病（Huang X, et al. Apolipoprotein E and dementia
 in Parkinson disease: a meta-analysis. Arch Neurol. 63:189-93 (2006)、Huang X e
t al. APOE-[epsilon]2 allele associated with higher prevalence of sporadic Parki
nson disease. Neurology  62:2198-202 (2004)、Martinez, M. et al. Apolipoprotein 
E4 is probably responsible for the chromosome 19 linkage peak for Parkinson's di
sease. Am. J. Med. Genet. B Neuropsychiatr. Genet. 136B, 172-174 (2005)）、ハン
チントン病、並びにニューロンの衰退を引き起こすあまり一般的ではない複数の疾患及び
障害、例えば加齢黄斑変性症（Thakkinstian A, et al. Association between apolipopr
otein E polymorphisms and age-related macular degeneration: A HuGE review and me
ta-analysis. Am J Epidemiol. 164:813-22 (2006)、Bojanowski CM, et al. An apolipo
protein E variant may protect against age-related macular degeneration through c
ytokine regulation. Environ Mol Mutagen. 47:594-602 (2006)）を表す。
【００７１】
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　「神経的外傷又は疾患」としては頭部損傷後の転帰（Zhou W, et al. Meta-analysis o
f APOE4 allele and outcome after traumatic brain injury. J Neurotrauma. 25:279-9
0 (2008)、Lo TY, et al. Modulating effect of apolipoprotein E polymorphisms on s
econdary brain insult and outcome after childhood brain trauma. Childs Nerv Syst
. 25:47-54 (2009)）、偏頭痛（Gupta R, et al. Polymorphism in apolipoprotein E am
ong migraineurs and tension-type headache subjects. J Headache Pain. 10:115-20 (
2009)）、血管原性浮腫（James ML, et al. Apolipoprotein E modifies neurological o
utcome by affecting cerebral edema but not hematoma size after intracerebral hem
orrhage in humans. J Stroke Cerebrovasc Dis. 18:144-9 (2009)、James ML, et al. P
harmacogenomic effects of apolipoprotein e on intracerebral hemorrhage. Stroke 4
0:632-9 (2009)）等が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７２】
　本明細書で使用される「代謝性疾患」としては、脂質異常症（Willer CJ, et al. Newl
y identified loci that influence lipid concentrations and risk of coronary arter
y disease. Nat Genet. 40:161-9 (2008)、Bennet AM, et al., Association of apolipo
protein E genotypes with lipid levels and coronary risk.JAMA 298:1300-11 (2007)
）、末期腎不全（Oda H, et al. Apolipoprotein E polymorphism and renal disease. K
idney Int Suppl. 71:S25-7 (1999)、Hubacek JA, et al. Apolipoprotein E Polymorphi
sm in Hemodialyzed Patients and Healthy Controls. Biochem Genet. (2009) Jun 30. 
[Epub ahead of print] DOI 10.1007/s10528-009-9266-y.）、慢性腎疾患（Yoshida T, e
t al. Association of a polymorphism of the apolipoprotein E gene with chronic ki
dney disease in Japanese individuals with metabolic syndrome. Genomics 93:221-6 
(2009)、Leiva E, et al. Relationship between Apolipoprotein E polymorphism and n
ephropathy in type-2 diabetic patients. Diabetes Res Clin Pract. 78:196-201 (200
7)）、胆嚢疾患（Boland LL,et al. Apolipoprotein E genotype and gallbladder disea
se risk in a large population-based cohort. Ann Epidemiol. 16:763-9 (2006)、Andr
eotti G, et al. Polymorphisms of genes in the lipid metabolism pathway and risk 
of biliary tract cancers and stones: a population-based case-control study in Sh
anghai, China. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 17:525-34 (2008)）、糖尿病（２
型）（Elosua R, et al. Obesity Modulates the Association among APOE Genotype, In
sulin, and Glucose in Men. Obes Res. 11:1502-1508 (2003)、Moreno JA, et al. The 
Apolipoprotein E Gene Promoter (-219G/T) Polymorphism Determines Insulin Sensiti
vity in Response to Dietary Fat in Healthy Young Adults. J. Nutr. 135:2535-2540 
(2005)）、メタボリックシンドローム、胆石症（Abu Abeid S, et al. Apolipoprotein-E
 genotype and the risk of developing cholelithiasis following bariatric surgery:
 a clue to prevention of routine prophylactic cholecystectomy. Obes Surg. 12:354
-7 (2002)）等が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７３】
　本明細書で使用される「精神障害」は統合失調症（Kampman O, et al. Apolipoprotein
 E polymorphism is associated with age of onset in schizophrenia. J Hum Genet. 4
9:355-9 (2004)、Dean B. et al., Plasma apolipoprotein E is decreased in schizoph
renia spectrum and bipolar disorder. Psychiatry Res. 158:75-78 (2008)）、強迫性
障害（ＯＣＤ）、常習行為（喫煙中毒、アルコール中毒等）、双極性障害（Dean B. et a
l., Plasma apolipoprotein E is decreased in schizophrenia spectrum and bipolar d
isorder. Psychiatry Res. 158:75-78 (2008)）、精神医学的性質の他の疾患、障害又は
病態を表す。
【００７４】
　本明細書で使用される「病態の発症」は疾患、障害若しくは他の医学的病態の初期診断
、又は被験体が既に診断されている既存の疾患、障害若しくは他の医学的病態の悪化のい
ずれかを表す。
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【００７５】
　本明細書で使用される「診断」又は「予後診断」は共通のヌクレオチド配列を共有する
複数の個体との比較、症状、兆候、家族歴、又は患者の健康状態の判断に関する他のデー
タに基づき、最も起こり得る転帰、時間枠、及び／又は所与の疾患、障害又は病態の特定
の治療に対する応答性を予測するための情報（例えば遺伝情報、又は生体試料に対する他
の分子試験、兆候及び症状、身体検査所見、認知能力の結果のデータ等）の使用に関する
。
【００７６】
　本明細書で使用される「生体試料」は対象となる核酸を含有すると考えられる材料を表
す。ＤＮＡを含有する生体試料には、毛、皮膚、口腔粘膜、及び血液、血清、血漿、唾液
、リンパ液、精液、膣粘液、排泄物、尿、髄液のような体液等が含まれる。このような試
料からのＤＮＡの単離方法は当業者にとって既知である。
【００７７】
　幾つかの実施形態による「被験体」は遺伝子型（複数可）又はハプロタイプ（複数可）
が個体の病態（すなわち疾患又は障害の状態）及び／又は候補薬物又は治療に対する応答
性と併せて、決定及び記録される個体である。系統樹を構築するのには、複数の被験体由
来のヌクレオチド配列が用いられ、それから個々の被験体由来の類似のヌクレオチド配列
を診断又は予後診断目的で系統樹上のヌクレオチド配列と比較することができる。
【００７８】
　本明細書で使用される「遺伝子」はＲＮＡ産物の生合成の調節に関する全ての情報を含
有するＤＮＡのセグメントを意味し、プロモータ、エキソン、イントロン、及び発現を制
御する他の非翻訳領域を含む。
【００７９】
　本明細書で使用される「遺伝子座（"Genetic locus" or "locus"）」は染色体又はＤＮ
Ａ分子上の位置を意味し、遺伝子又は身体的若しくは表現型の特徴に、又は特定のヌクレ
オチド若しくはヌクレオチドのストレッチに対応することが多い。遺伝子座（Loci）は遺
伝子座（locus）の複数形である。
【００８０】
　本明細書において核酸に適用される「増幅」は核酸の１つ又は複数のコピーの形成をも
たらす任意の方法を表し、この場合増幅は指数関数的であるのが好ましい。ＤＮＡの特異
的配列の酵素増幅に関するこのような方法の１つとしては、Saiki et al., 1986, Scienc
e 230:1350-1354に記載のようなポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）が知られている。ＰＣ
Ｒに使用されるプライマーは通常、約１０～５０以上のヌクレオチド長と様々であり、典
型的には十分な特異性を確保するために少なくとも約１５ヌクレオチドとなるように選択
される。産生される二本鎖断片は「単位複製配列」と呼ばれ、わずか約３０から２０００
０以上のヌクレオチド長と様々であり得る。
【００８１】
　本明細書で使用される「マーカー」又は「遺伝子マーカー」は特定の遺伝子座でのＤＮ
Ａ配列の既知の変異である。変異は突然変異又は遺伝的形質により個体で存在し得る。遺
伝子マーカーは短いＤＮＡ配列、例えば単一塩基対の変化（一塩基多型（single nucleot
ide polymorphism）、ＳＮＰ）の周囲の配列、又はミニサテライトのような長いＤＮＡ配
列であってもよい。遺伝性疾患とその遺伝的要因（例えば欠陥タンパク質又はそうでなけ
れば望ましくない形態のタンパク質をもたらす遺伝子の特定の突然変異）との間の関係性
を研究するのにマーカーを使用することができる。
【００８２】
　本明細書で使用される「遺伝的危険因子」は病態、疾患又は障害に対する感受性の増大
に関連する遺伝子マーカーを意味する。また遺伝的危険因子は対象となる選択薬物又は治
療に対する特定の応答性に関連する遺伝子マーカーも表し得る。
【００８３】
　本明細書で使用される「に関連する（Associated with）」は単に偶然として期待され
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るよりも頻繁に２つ以上の特性を同時に発生させることを意味する。関連性の一例には、
ＨＬＡと呼ばれる白血球の表面上の特徴が含まれる（ＨＬＡはヒト白血球抗原を表す）。
特定のＨＬＡ型であるＨＬＡ型Ｂ－２７は強直性脊椎炎を含む多くの疾患の危険性の増大
に関連している。強直性脊椎炎は一般集団よりも８７倍以上ＨＬＡ　Ｂ－２７の人々で起
こりやすい。
【００８４】
　遺伝的危険因子により「病態を発症する危険性が増大している」被験体は、病態に罹り
やすい、病態に対する遺伝的感受性を有する、及び／又は遺伝的危険因子が非存在である
被験体よりも病態を発症しやすい被験体である。例えば、１つ又は２つのＡｐｏＥ　４対
立遺伝子の存在により「アルツハイマー病を発症する危険性が増大している」被験体はＡ
ｐｏＥ　４対立遺伝子を保有していない被験体よりもアルツハイマー病を発症しやすい。
【００８５】
　本明細書で使用される「多型」はゲノムのＤＮＡにおける特定の遺伝子座で２つ以上の
異なるヌクレオチド配列が存在することを表す。多型は遺伝子マーカーとして働くことが
でき、遺伝的変異とも称され得る。多型はヌクレオチド置換、挿入、欠失及びマイクロサ
テライトを含み、遺伝子発現又はタンパク質機能において検出可能な差異をもたらしても
よいが、必ずしももたらす必要はない。多型部位はヌクレオチド配列が集団の中の少なく
とも一個体において参照配列と異なる遺伝子座内のヌクレオチド位置である。
【００８６】
　本明細書で使用される「欠失／挿入多型」すなわち「ＤＩＰ」は、或るバージョンの配
列における別のバージョンの配列に比べた１つ又は複数のヌクレオチドの挿入である。ど
ちらの対立遺伝子がマイナー対立遺伝子を表すかが分かっていれば、マイナー対立遺伝子
がヌクレオチドの欠失である場合に「欠失」という用語が用いられ、マイナー対立遺伝子
がヌクレオチドの付加である場合に「挿入」という用語が用いられる。「欠失／挿入多型
」という用語は複数の形態又は長さが存在し、かつマイナー対立遺伝子が明らかではない
場合にも用いられる。例えば本明細書に記載のポリＴ多型では、多様な長さの多型が観察
される。
【００８７】
　本明細書で使用される「多型データ」は、特異的遺伝子での以下の１つ又は複数に関す
る情報を意味する：多型部位の位置；これらの部位での配列変異；１つ又は複数の集団に
おける多型の頻度；遺伝子に対して決定される様々な遺伝子型及び／又はハプロタイプ；
１つ又は複数の集団における１つ又は複数のこれらの遺伝子型及び／又はハプロタイプの
頻度；並びに遺伝子に対する形質と遺伝子型又はハプロタイプとの間の任意の既知の関連
性（複数可）。
【００８８】
　本明細書で使用される「ハプロタイプ」は個体における少なくとも１つの染色体上で保
有される遺伝的変異又は変異の組合せを表す。ハプロタイプには複数の隣接多型遺伝子座
が含まれることが多い。本明細書で使用される全てのハプロタイプの部分が同じコピーの
染色体又は半数性ＤＮＡ分子上で発生する。反証がなければ、ハプロタイプは減数分裂中
に同時に伝播しやすい複数の遺伝子座の組合せを表すと推定される。それぞれのヒトが、
２人の親から相同染色体上で受け継いだ配列から成る、任意の所与の遺伝子座に関して一
対のハプロタイプを保有している。これらのハプロタイプは所与の遺伝子座に関して同一
であっても、又は２つの異なる遺伝的変異を表していてもよい。ハプロタイプ決定（Hapl
otyping）は個体において１つ又は複数のハプロタイプを決定するプロセスである。ハプ
ロタイプ決定は家系図、分子技法及び／又は統計的推論の使用を含んでいてもよい。
【００８９】
　本明細書で使用される「変異(variant)」、「変動（variance）」、又は「遺伝的変異(
genetic variant)」は集団におけるハプロタイプの特異的なアイソフォームを表し、この
特異的な形態は遺伝子の配列内での少なくとも１つ、多くは２つ以上の変異部位又はヌク
レオチドの配列の点で同じハプロタイプの他の形態とは異なっている。遺伝子の異なる対
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立遺伝子間で異なるこれらの変異部位での配列は「遺伝子配列変異」、「対立遺伝子」、
「変動（variance）」又は「変異(variant)」と呼ばれる。「代替形態」という用語は遺
伝子配列内に少なくとも１つ、多くは２つ以上の変異部位を有することにより他の対立遺
伝子と区別することができる対立遺伝子を表す。「変動（variance）」又は「変異(varia
nt)」と同義であると当該技術分野で知られている他の用語には突然変異及び一塩基多型
（ＳＮＰ）が含まれる。変動（variance）（単数又は複数）の存在への言及は特定の変動
（variance）、すなわち遺伝子における任意の変動（variance）の存在だけではなく、特
定の多型部位での特定のヌクレオチドを意味する。
【００９０】
　本明細書で使用される「アイソフォーム」は、遺伝子、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ又はそれら
によりコードされるタンパク質の特定の形態を意味し、その特定の配列及び／又は構造に
より他の形態とは区別される。例えば、アポリポタンパク質ＥのＡｐｏＥ　４アイソフォ
ームはＡｐｏＥ　２又はＡｐｏＥ　３アイソフォームとは別のものである。
【００９１】
　本明細書で使用される「シストロン」は、単一ポリペプチドに関する遺伝子コードを含
有すると共に、遺伝性単位として機能する、単一染色体上に見られるＤＮＡ部分を意味す
る。シストロンには、エキソン、イントロン及び単一の機能単位（すなわち遺伝子）に関
連する調節要素が含まれる。この用語は遺伝要素が同じＤＮＡ分子上に位置しているかに
かかわらず（「トランス」相補性）、又は遺伝要素が同じＤＮＡ分子上に位置している場
合にのみ（「シス」作用要素）、遺伝要素が機能的に相互作用することができるか否かを
決定するための従来のシス－トランス試験から派生したものである。
【００９２】
　本発明の文脈では「遺伝子型」という用語は特定の対立形態の遺伝子を表し、特定の部
位（複数可）での核酸配列に存在する特定のヌクレオチド（複数可）によって規定するこ
とができる。また遺伝子型は１つ又は複数の多型遺伝子座に存在する対立遺伝子対も示し
得る。二倍体生物、例えばヒトでは、２つのハプロタイプが１つの遺伝子型を構成する。
遺伝子型決定（Genotyping）は、例えば核酸増幅、抗体結合又は他の化学分析により、個
体の遺伝子型を決定するための任意のプロセスである。得られる遺伝子型は段階的なもの
でなくてもよく、これは見られる配列が片方の親の染色体に由来するか又はもう一方の親
の染色体に由来するかが分からないことを意味する。
【００９３】
　本明細書で使用される「連鎖不平衡」は２つ以上の遺伝子座での対立遺伝子の非ランダ
ムな関連性を意味する。連鎖不平衡は対立遺伝子又は遺伝子マーカーの幾つかの組合せが
集団においてその頻度に基づき対立遺伝子由来のハプロタイプのランダム形成から予測さ
れるよりも高い頻度で又は低い頻度で発生する状況を説明している。異なる遺伝子座での
多型間の非ランダムな関連性は連鎖不平衡の程度により測定される。
【００９４】
　本明細書で使用される「多重配列アラインメント」すなわち「ＭＳＡ」は配列間の相同
性及び非相同性を決定するための複数の個体から得られたゲノムＤＮＡ由来の３つ以上の
ヌクレオチド配列のアラインメントを意味する。概して、クエリ配列の入力セットは系統
を共有する進化的関係性を有すると推測され、共通の祖先から枝分かれしている。ほとん
どの場合、アラインメントした配列の分析を行うのにはコンピュータアルゴリズムが用い
られる。
【００９５】
　本発明の幾つかの実施形態は方法を例示するブロック図（例えば図１）を参照して説明
しており、この方法はコンピュータ及び／又はコンピュータプログラム製品によって実施
される工程を含み得る。ブロック図のブロック及び／又は操作の説明のそれぞれ、及びブ
ロック図のブロック及び／又は操作の説明の組合せは、アナログ及び／又はデジタルのハ
ードウェア、及び／又はコンピュータプログラム命令により実施することができると理解
される。コンピュータ及び／又は他のプログラム可能なデータ処理装置のプロセッサを介
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して実行される命令がブロック図及び／又は操作の説明で明記された機能／作用を実施す
るための手段を生じるように、これらのコンピュータプログラム命令を汎用コンピュータ
、専用コンピュータ、ＡＳＩＣ及び／又は他のプログラム可能なデータ処理装置のプロセ
ッサに与えることができる。したがって、ブロック図及び操作の説明は装置、方法及びコ
ンピュータプログラム製品をサポートすると理解される。
【００９６】
　他のソフトウェア、例えばオペレーティングシステムも含まれ得る。個別のハードウェ
アコンポーネント、１つ又は複数の特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、及び／又は１つ
又は複数の専用デジタルプロセッサ及び／又はコンピュータを使用して、複合配列アライ
ンメントモジュール、マッピングモジュール及び／又は本明細書に記載の他のモジュール
の機能性を少なくとも一部具現することができるとさらに理解されるであろう。
【００９７】
　本明細書で使用される「マッピング」は、観察された新たなヌクレオチド配列変異それ
ぞれにノードを割り当て、そのノードと、同じ染色体又はシストロン上で同じ個体により
保有された既知の配列を表す別のノードと結び付け、それぞれのノードで表されるそれぞ
れのタイプの被験体の数を数えることにより系統樹を作製することを意味する。このよう
にして展開した系統樹の例に関しては図４を参照されたい。
【００９８】
　「系統発生的」は種内の生物又は個体の様々なグループ間の進化的結び付きの研究に関
することを意味する。遺伝情報は容易に利用することができる前は、系統発生はほとんど
が表現型観察に基づいていた。本明細書で使用される「系統発生マッピング」は、進化的
結び付き及び分岐のクロノロジー（chronology）を決定するために複数の個体により保有
される関連の配列変異を結び付けるのにＤＮＡ配列データを使用することを意味する。「
系統樹」は変異間の結び付きをマッピングした結果である。
【００９９】
　本明細書で使用される「ノード」は少なくとも１つの被験体によって保有される実際の
変異配列を表す系統樹上の多型データ点を意味する。ノードはブランチにより、同じ染色
体上で及び同じシストロンにおいて、ただしシストロン内の異なる遺伝子座で同じ個体に
よって保有される変異配列を表す別のノードと結び付く。ノードの存在により、少なくと
も１つの被験体が該ノードで示される配列とブランチにより結び付く隣接したノードによ
って表される配列との両方を保有することが示される。
【０１００】
　本明細書で使用される「ブランチ」は２つの異なる変異配列又はハプロタイプを表す２
つのノード間の結び付きを意味し、ここでは２つの変異が個々の被験体由来の同じ染色体
上に及び同じシストロンに位置する。「分岐点」は３つ以上のブランチが伸びる任意のノ
ードを意味するが、本明細書では特に、３つ以上のノードが伸びるルートノード（root n
ode）を表すのに使用される。「ルートノード」は共通の進化的祖先の遺伝的配列を表し
、そこから遺伝的分岐により、結び付いたノードによって表される近隣の配列変異の多様
化が起こる。
【０１０１】
　本明細書で使用される「反復的に」はそれぞれの形質に関する値の一連の反復計算を表
す。例えば、系統樹上のそれぞれのノードを分析し、対象となる病態（例えばアルツハイ
マー病）に罹患した被験体の数と対照の罹患していない被験体の数との比を計算する。こ
の比を結び付いたノードの比と比較して、対象となる疾患、障害又は病態を発症する危険
性の増大又は低減との相関関係を決める。或るノードとその隣のノードとの間のこの比の
実質的な変化は、早期疾患発病の危険性が増大している又は低減している変異の存在を示
す。「遺伝的変異を反復的に試験する」とは最大数の個々の被験体によって共有された配
列を表すノードを用いて分析を始め、続いてそのノードから伸びるブランチによって結び
付くノード、その後第２レベルのノード（以降同様に続く）を分析することを意味する。
それから分析を系統樹のルートから系統樹の外側のブランチ及びノードに向かって全体的
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に移行させる。
【０１０２】
　本明細書で使用される「治療」には、任意の薬物、処置、ライフサイクルの変化、又は
被験体の特定の健康面の変化に（すなわち特定の疾患、障害又は病態に関して）影響を与
えるために導入される他の調整が含まれる。
【０１０３】
　本明細書で使用される「薬物」は疾患又は病態を治療又は予防又は制御するのにヒトに
投与される、化学物質、又は生物学的製剤、又は化学物質若しくは生物学的製剤の組合せ
を表す。本明細書で使用される「薬物」という用語は「薬」、「薬剤」、「治療的介入」
又は「医薬品」という用語と同義である。薬物は少なくとも１つの特定の疾患又は病態の
治療に関して政府機関によって認可されているのが最も好ましい。
【０１０４】
　「疾患」、「障害」及び「病態」は当該技術分野で共通して認識され、かつ異常である
及び／又は望ましくないと一般的に認識されている個体又は患者における兆候及び／又は
症状の存在を指す。疾患又は病態は病理変化に基づき診断及び分類するとこができる。疾
患又は病態はHarrison's Principles of Internal Medicine, 1997、又はRobbins Pathol
ogic Basis of Disease, 1998のような標準テキストに列挙されたタイプの疾患から選択
され得る。
【０１０５】
　本明細書で使用される「ミトコンドリア機能障害」は細胞（単数又は複数）内のミトコ
ンドリアの任意の有害異常を意味する。現在では当該技術分野においてミトコンドリア機
能障害に関連することが知られている幾つかの疾患、障害又は病態には、アルツハイマー
病、パーキンソン病、他の神経変性疾患、脳卒中及び心臓発作による虚血再かん流傷害、
癲癇、糖尿病、並びに老化が含まれる。当該技術分野において多くの他の疾患、障害及び
病態がミトコンドリア機能障害に関連している。実際、ミトコンドリアはほとんどの細胞
型の適切な機能に必須であり、ミトコンドリア数の低下により度々、細胞死が起こる。こ
のミトコンドリア機能障害は、ＡＴＰ産生を損い、カルシウム恒常性を破壊し、酸化スト
レスが増大することにより細胞破壊及び細胞死を引き起こす。さらに、ミトコンドリア損
傷は、シトクロムｃ及び他のアポトーシス促進因子を細胞質に放出させることによりアポ
トーシス細胞死を引き起こす可能性がある（参考としてWallace, 1999、Schapira, 2006
を参照されたい）。本明細書で見られる具体的な例に関しては、ＡｐｏＥ　３及びＡｐｏ
Ｅ　４アイソフォームがＴＯＭＭ４０との相互作用を介してミトコンドリア機能障害を引
き起こすと仮定している。幾つかのＴＯＭＭ４０変異はＡｐｏＥ　３アイソフォームと相
乗的に作用し、ミトコンドリア数の低下を促進させ得る。このミトコンドリア機構は多く
の複合遺伝的疾患、障害及び病態に寄与すると考えられる。
【０１０６】
　本明細書で使用される「被験体」はヒト被験体が好ましいが、これに限定されない。被
験体は雄又は雌であってもよく、白人、アフリカ系アメリカ人、アフリカ人、東洋人、ス
ペイン系アメリカ人、インディアン（Indian）等を含む（がこれらに限定されない）任意
の人種又は民族であってもよい。被験体は新生児、乳児、幼児、小児、青少年、成人及び
高齢者を含む任意の年齢のものであってもよい。被験体には、獣医学又は調合薬の開発目
的でスクリーニングされる動物被験体、特にイヌ、ネコ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ブ
タ、齧歯類（例えばラット及びマウス）、ウサギ、霊長類（非ヒト霊長類を含む）等の哺
乳動物被験体も含まれ得る。
【０１０７】
　本明細書で使用される「治療（"Treat," "treating," or "treatment"）」は疾患を患
う患者に利益、例えば患者の病態（例えば１つ又は複数の症状）の改善、疾患の発病又は
進行の遅延等を与える、任意のタイプの手段を表す。
【０１０８】
　本明細書で使用される「後発性アルツハイマー病」すなわち「ＬＯＡＤ」は当該技術分
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野で既知であり、６５歳を超えてアルツハイマー病が発病した、又はアルツハイマー病と
診断された場合に用いられる分類である。ＬＯＡＤは最も一般的な形態のアルツハイマー
病である。
【０１０９】
２．遺伝的変異を同定する方法
　ゲノムワイドスキャンで得られる関連性のリストは有効であるが、概してそのリストは
疾患の複雑性を説明するには不十分である。遺伝子のファミリー、経路及び相互作用が特
異性を与え得る。高分解能の変異マッピングにより、複雑な遺伝的相互作用に対する答え
が明らかになると考えられる。この高分解能の変異マッピングは、１つの既知の遺伝的危
険因子（それ自体は対象となる疾患、障害又は病態との関連性を完全には説明しない）が
より詳細な調査に優れた候補遺伝子座を提示することができる場合に特に適用することが
できる。さらに薬理遺伝学は薬物開発には有用であるが、生物学的関連性にまで拡大適用
することもできる。集団における個体間の遺伝子配列の変異を発見するための多数の個体
からの配列データの分析により、集団において全ての変異のより大きい断片が検出される
。
【０１１０】
　本発明の方法によって分析される初期配列情報は複数の被験体のゲノムＤＮＡから得ら
れる。生物は多様な配列が利用可能な任意の生物であってもよいが、好ましくはヒト由来
である。新たな変異を同定する際には、特定の変異はこのようなグループ間で頻度が異な
り得るため、人種、民族、性別及び／又は地理的起源に基づき異なる集団グループをスク
リーニングすることが有用であることが多い。最も好ましくは、複数の遺伝子がかかわっ
ている（multigenic）と考えられる疾患又は障害（遺伝的複合疾患／障害）では、被験体
集団によって表される表現型は極端なスペクトルに由来するものである。ＤＮＡを含有す
る生体試料は血液、精液、口腔粘膜等であり得る。このような試料からのＤＮＡの単離方
法は当該技術分野において既知である。
【０１１１】
　幾つかの実施形態では、本発明は所与の疾患、障害又は病態（遺伝的又はそれ以外）に
関する少なくとも１つの既知の危険因子を有する複数の被験体からのヌクレオチド配列デ
ータの分析に関する。ヌクレオチド配列を分析し、ハプロタイプデータを作製して、それ
からハプロタイプ又は遺伝的変異を系統樹上にマッピングして、表される配列の進化を明
らかにする。この系統樹と複数の被験体に関する表現型データとを比較することにより、
系統樹上で観察されたハプロタイプを保有する個々の被験体に関して予後診断又は診断が
可能になる。
【０１１２】
　他の実施形態では、本発明は薬理遺伝学及び薬理ゲノミクス分野、並びに疾患に対する
個体の感受性、及び／又は特定の薬物（単数又は複数）に対する個体の応答性を予測する
ための遺伝的ハプロタイプ情報の使用に関し、これにより集団グループの遺伝的差異に合
わせた薬物を開発し、及び／又は適切な遺伝子プロファイルを有する個体に投与すること
ができる。
【０１１３】
　ヌクレオチド配列情報はゲノムＤＮＡから得られる。使用されるゲノム配列データは臨
床動物若しくは非ヒト動物又は培養細胞又は単離組織の試験から得ることができる。生物
は多様な配列が利用可能な任意の生物であってもよいが、好ましくはヒト由来である。新
たな変異を同定する際には、特定の変異はこのようなグループ間で頻度が異なり得るため
、人種、民族、性別及び／又は地理的起源に基づき異なる集団グループをスクリーニング
することが有用であることが多い。複数の遺伝子がかかわっていると考えられる疾患又は
障害（遺伝的複合疾患／障害）では、被験体集団によって表される表現型が対極であるの
が最も好ましい。
【０１１４】
　ＤＮＡを含有する生体試料は血液、精液、口腔粘膜等であり得る。このような試料から



(23) JP 5833922 B2 2015.12.16

10

20

30

40

50

のＤＮＡの単離方法は当業者にとって既知である。対象となる特定の遺伝子座でＤＮＡ配
列を決定する方法も当該技術分野で既知である。現在では自動シークエンシングが広く利
用可能であり、これには単離ＤＮＡ試料と、対象となる遺伝子座内にある又は極めて接近
している高度に保存された配列を認識するように具体的に設計された少なくとも１つのプ
ライマーとだけが必要となる。
【０１１５】
　幾つかの実施形態によれば、規定の遺伝領域又は対象となる遺伝子座（例えばフォワー
ド及びリバースＰＣＲプライマーのセットにより規定された）を特定の障害に関して十分
特徴付けられた患者を含めた人々のコホートから慎重にシークエンシングする。
【０１１６】
　コンセンサス配列を決定し、所与の遺伝子座で観察された全ての配列変異をリストにま
とめる。最大数の観察された変異を有する遺伝子座は共通の祖先からの進化的分岐を表す
。このため、これらの遺伝子座は１つだけ又はほんのわずかしか観察された変異を有しな
い遺伝子座とシス位で結び付いている。少なくとも調査の初期段階では、集団を同様の祖
先を表す共通の一般表現型を共有する被験体グループへと分類するのが好ましい。そうで
なければ、系統樹の構築によるこれらのデータの分析には、非常に多くの被験体が必要と
なる。
【０１１７】
３．複合配列アラインメント
　様々な方法で集団における遺伝子又は遺伝子領域の特定の変異（単数又は複数）の存在
を決定することができ、その方法は全て高度に保存されていることが分かっている対象と
なる領域内の配列を標的とすることにより、特定の遺伝子座を決めることを含む。当該技
術分野で既知の多くの技法の１つにより、高度に保存された遺伝子座から隣接配列が容易
に得られる。
【０１１８】
　複数の被験体から並行したＤＮＡ配列を分析する際の第１の工程は複合配列アラインメ
ント（「ＭＳＡ」）である。ＭＳＡは典型的には、保存された区域（areas）及び変異配
列を示す遺伝子又は遺伝子領域内に多型差異を有する相同試料からの配列アラインメント
を提示するのに使用される。対象となる遺伝子座で得られた配列情報のＭＳＡは１つ又は
複数の様々な既知の技法及び公開されているソフトウェアを使用して構築することができ
、インターネットを含む多くのソースから公開されている。当該技術分野で既知の複合配
列アラインメントを分析する方法には、例えばSjolanderに対する米国特許第６，１２８
，５８７号、Schork et al.に対する米国特許第６，２９１，１８２号、及びStanton et 
al.に対する米国特許第６，４０１，０４３号に記載のものが含まれる。
【０１１９】
４．系統樹及び分析
　「系統樹」を構築する様々な方法が当該技術分野で既知である（例えばSanderson， 20
08を参照されたい）。Sun et al.は「ハプロタイプブロック」分析法を用いて、Ｔｏｌｌ
様受容体（ＴＬＲ）変異と前立腺癌との間の関連性を研究し（２００５年）、Bardel et 
al.は分岐分析アプローチを用いて、ＣＡＲＤ１５遺伝子変異とクローン病との間の関連
性を調査した（２００５年）。しかしながら、両者とも連鎖を調査するためにその疾患に
以前に関連付けられた遺伝子座を利用しなかった。
【０１２０】
　一部の実施形態による系統樹は、研究対象の個々のヒト被験体において観察されるハプ
ロタイプ配列変異が、系統樹上のノード（データ中に観察される各々の配列を表す）を形
成するトポロジーを用いて構築され得る。ノードを他のノードと結んでもよく、共通の祖
先は系統樹の分枝部位、共通のルート又はルートノードに見られる。系統樹はデータを分
析する遺伝子座間の進化的関係性を反映する（Sanderson， 2008；Tzeng， 2005；Seltma
n， 2003を参照されたい）。図４は図３に示す遺伝子座の領域Ｂについて構築した詳細な
系統樹を示す。
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【０１２１】
　系統樹推定の開始点は概してＭＳＡである（上記を参照されたい）。複数のソフトウェ
アアプリケーションが配列データを基に系統樹を構築するのに利用可能である。例えば、
Brocklebank, et al.に対する米国特許第７，１２７，４６６号及び米国特許第６，５３
２，４６７号を参照されたい。多くの変異を示す遺伝子座を、シス位で結ばれたこれらの
変異によって表すことが大前提である。多型は関連する配列又はハプロタイプのグループ
を規定する系統樹中の分岐点（ノード）を生じる。
【０１２２】
　系統樹は、非罹患対照被験体に対する、病態に罹患している被験体の比を反復試験する
ことによって情報に利用される。計算は、最大数の被験体において観察されるノードから
始められ、系統樹の周辺部、より少数の被験体において観察されるノードへと移動する。
非罹患対照被験体に対する、対象となる病態に罹患している被験体の比に実質的な変化が
ある分岐点、ブランチ又はノードを位置付けることが目標である。このような分岐点は、
危険性が低い被験体からの危険性が高い被験体の進化的分岐（又は逆もまた同様）を表す
。
【０１２３】
　作製した系統樹の統計分析は、当該技術分野で既知の方法に従って行うことができる。
当該技術分野において承認されている一方法は、ブートストラップ信頼レベルの計算であ
る（Efron et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 13429-13434 (1996)を参照された
い）。
【０１２４】
５．患者評価
　特定の遺伝子座に関して系統樹を作製すれば、個々の被験体を、そのＤＮＡ配列と系統
樹を構成する配列とを比較することによって評価することができる。対象となる病態の発
生率が高い（すなわち、非罹患対照被験体に対する、疾患又は障害に罹患している被験体
の比が高い）被験体を表す系統樹の領域と一致するハプロタイプ又は配列変異の存在は、
個々の被験体も危険性が増大していることを意味する。反対に、実質的に低い比は、対象
となる病態を発症する危険性の低さに相当する。
【０１２５】
　系統樹はまた、一部の実施形態による対象となる活性剤又は治療方法での治療に対する
対象となる病態の応答性に基づいて分析することができる。
【０１２６】
６．ＡＰＯＥ及びＴＯＭＭ４０
　ＡｐｏＥ表現型及び遺伝子型は当該技術分野で既知である。ＡｐｏＥに関する確立され
た命名方式並びにその表現型及び遺伝子型は、例えばZannis et al., 1982（参照により
本明細書中に援用される）に記載されている。
【０１２７】
　ＴＯＭＭ４０（ミトコンドリア外膜チャネルサブユニット、４０ｋＤａ）表現型及び遺
伝子型も既知である。ＴＯＭＭ４０は、ミトコンドリアへのタンパク質輸送に必須である
、ミトコンドリア膜中に見られるトランスロカーゼのチャネル形成サブユニットとして機
能する。
【０１２８】
　アルツハイマー病患者の研究からのゲノムワイド関連性スキャニングデータによって、
アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）遺伝子を含有する連鎖不平衡領域が明確に同定された
。ＡｐｏＥ　４変異は、１９９３年の最初の公表（例えばCorder et al.を参照されたい
）から、確認済みの感受性遺伝子として広く複製されている。しかしながら、このゲノム
ワイド関連性スキャニングデータは、ミトコンドリア外膜へのＡｐｏＥとＴＯＭＭ４０と
の共局在化に対する細胞生物学研究において観察される驚くべき「一致」をもたらした。
この他の遺伝子であるＴＯＭＭ４０は、１９９８年にＡｐｏＥ周辺の連鎖不平衡をモデル
化する研究中に初めて発見された。多型は小さな連鎖不平衡領域内にＡｐｏＥに隣接して
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位置するものであった。
【０１２９】
　ＡｐｏＥはミトコンドリア外膜に共局在化し、アルツハイマー病発現における初期段階
としてのＡｐｏＥ誘導ミトコンドリアアポトーシスの潜在的な役割につながるアイソフォ
ーム特異的相互作用を示す。生物学的データによって、神経細胞培養物中の可動（mobile
）ミトコンドリアの割合、並びにそれらが移動する速度及びそれらが横断する距離がミト
コンドリアアポトーシスの増大に影響を与える因子であることが実証された。系統学的デ
ータによって、ＴＯＭＭ４０に関するアルツハイマー病の発症に対する独立した遺伝的影
響が示唆される。
【０１３０】
　ＡｐｏＥはヒト神経培養物中でミトコンドリアに特異的に結合し（Chang, 2005）、Ｔ
ＯＭＭ４０の遺伝的変異進化のマッピングと組み合わせた、数百人のアルツハイマー病患
者及び対応対照におけるこの連鎖不平衡領域のシークエンシングによって、図３に示すよ
うな、ＡｐｏＥ－ＴＯＭＭ４０相互作用について特に興味深い領域が規定される。これら
の進化的データはＡｐｏＥとＴＯＭＭ４０との遺伝的関連性をさらに支持し、ミトコンド
リア機能障害が長年にわたってゆっくり起こる神経細胞死に関与し得ることを示唆してい
る。アルツハイマー病の発病年齢分布（例えば、Roses et al.に対する米国特許第６，０
２７，８９６号を参照されたい）は、疾患の臨床的発現を引き起こす２つの生化学的に相
互作用するタンパク質の密接に関連した変異の遺伝を反映し得る。
【０１３１】
　本明細書中に詳述するように、ＴＯＭＭ４０変異の複数のハプロタイプとＡｐｏＥ対立
遺伝子との間の相互作用は、アルツハイマー病の病因に関与する。特に、ＡｐｏＥのＥ　
３対立遺伝子と連鎖したＴＯＭＭ４０のハプロタイプは疾患の病因に関与する。ＴＯＭＭ
４０遺伝子変異の幾つかは、ＡｐｏＥ　３にシス連結してのみ進化した（同様に、特異的
ＴＯＭＭ４０変異は、ＡｐｏＥ　４又はＡｐｏＥ　２にシス連結して進化した可能性があ
る）。したがって、ＴＯＭＭ４０変異の任意の付加的な遺伝的影響は、ＡｐｏＥ　４とは
別に分かれたが、この２つの変異タンパク質産物はトランス位で機能的に相互作用して、
所与の観察可能な表現型又は形質をもたらし得る。したがって、ＴＯＭＭ４０変異の任意
の付加的な遺伝的影響はＡｐｏＥ　４とは別に分かれる。隣接する相互作用遺伝子のこの
「一致」は、アルツハイマー病ゲノムワイド関連性スキャニング研究の全てにおいて見ら
れる極めて有意な統計的関連性データの説明となり得る。興味深いことには、初期の市販
のゲノムワイド関連性スキャニングプラットフォームはいかなるＡｐｏＥ多型も含有しな
かったが、ＴＯＭＭ４０及びＡｐｏＣ１　ＳＮＰによって同定された（ただし、この領域
は事実上常に「ＡｐｏＥ領域」と称されている）。
【０１３２】
　疾患の遺伝学と病因の推定分子機構を総合したものであるこれらのデータは、薬理遺伝
学の関連の中で考えることもできる。ＡｐｏＥ　４対立遺伝子を遺伝することの強い遺伝
的影響のために、ＡｐｏＥ　４は１０年以上にわたって複合感受性遺伝子と称されてきた
。ＡｐｏＥ遺伝子型に応じた発病年齢分布の一貫した反復（replications）によって、Ａ
ｐｏＥ　３遺伝の役割は完全に無害なものではないが、より遅い疾患発病速度で観察され
る危険性が低い因子であることが確認される。連鎖不平衡領域中にＡｐｏＥ　３を含有す
るＤＮＡ鎖上にのみ位置し（Roses et al.、未発表のデータ）、したがってゲノムワイド
関連性パネルにおけるＳＮＰに必要であったようにハーディ・ワインベルグ平衡にないＴ
ＯＭＭ４０の遺伝的変異が存在する。ＡｐｏＥ　３にのみシス連結するＴＯＭＭ４０配列
における進化的変化は、ＡｐｏＥ　３と関連するアルツハイマー病の危険性を増大させる
ように作用するが、ＡｐｏＥ　３にシス連結するＴＯＭＭ４０の他の変異は、ＡｐｏＥ　
３と関連する危険性を減少させる。独立した遺伝的試験によって、アルツハイマー病とあ
まり関連しないこれらのＴＯＭＭ４０多型は、ＡｐｏＥ　３含有遺伝子型［ＡｐｏＥ　３
／３又はＡｐｏＥ　４／３］に対する発病年齢分布プロットのより遅い年齢で分かれるか
否かが決定され得る。
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【０１３３】
　被験体におけるＡｐｏＥ　２、３若しくは４、及び／又はＴＯＭＭ４０ハプロタイプ、
又はそれをコードするＤＮＡの有無（一部の実施形態では、それぞれの対立遺伝子の数を
含む）の検出は、任意の好適な手段によって直接的又は間接的に行うことができる。様々
な技法が当業者に既知である。全てが概して、ＤＮＡ又はタンパク質のいずれかを含有す
る生体材料の試料を被験体から採取する工程、及び次いで被験体が対象となるハプロタイ
プを保有するか否かを検出する工程を含む。例えば、ＡｐｏＥに関して検出する工程は、
ＡｐｏＥ試料を被験体から（例えば脳脊髄液、又はＡｐｏＥを含有する任意の他の体液若
しくは組織から）採取すること、及び次いでＡｐｏＥ試料中のＡｐｏＥ　２、３又は４ア
イソフォームの有無を（例えば等電点電気泳動法又は免疫測定法により）決定することに
よって行うことができる。
【０１３４】
　ＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０アイソフォームをコードするＤＮＡの有無の決定は、
好適な検出可能な基で標識したオリゴヌクレオチドプローブを用いた、及び／又はポリメ
ラーゼ連鎖反応若しくはリガーゼ連鎖反応等の増幅反応による（この増幅反応の産物をそ
の後標識したオリゴヌクレオチドプローブ又は多くの他の技法によって検出してもよい）
対象となるゲノムＤＮＡ領域の直接シークエンシングによって行うことができる。さらに
、検出する工程は、被験体がＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０ハプロタイプをコードする
遺伝子についてヘテロ接合であるか、又はホモ接合であるかを検出する工程を含み得る。
本発明を実施するために利用することができる多数の異なるオリゴヌクレオチドプローブ
アッセイフォーマットが既知である。例えば、Wahl et al.に対する米国特許第４，３０
２，２０４号；Falkow et al.に対する米国特許第４，３５８，５３５号；Ranki et al.
に対する米国特許第４，５６３，４１９号；及びStavrianopoulos et al.に対する米国特
許第４，９９４，３７３号を参照されたい（本出願人は特に、本明細書中で引用される全
ての米国特許参照文献の開示が参照により本明細書中に援用されることを意図する）。
【０１３５】
　一部の実施形態では、検出はＤＮＡの多重増幅（例えば、対立遺伝子特異的蛍光ＰＣＲ
）を含み得る。一部の実施形態では、検出はマイクロアレイ（チップ、ビーズ等）へのハ
イブリダイゼーションを含み得る。一部の実施形態では、検出は、検出対象のハプロタイ
プを含有する遺伝子の適切な部分のシークエンシングを含み得る。一部の実施形態では、
１つ又は複数のエンドヌクレアーゼ制限酵素による消化に対する感受性を変化させるハプ
ロタイプが検出に使用され得る。例えば、様々な制限酵素をＤＮＡに適用した場合に消化
パターンを示す制限断片長多型（ＲＦＬＰ）を使用してもよい。一部の実施形態では、１
つ又は複数のハプロタイプの存在は対立遺伝子特異的増幅によって決定することができる
。一部の実施形態では、ハプロタイプの存在はプライマー伸長によって決定することがで
きる。一部の実施形態では、ハプロタイプの存在はオリゴヌクレオチドライゲーションに
よって決定することができる。一部の実施形態では、ハプロタイプの存在は、検出可能に
標識したプローブとのハイブリダイゼーションによって決定することができる。例えば、
Sun et al.に対する米国特許出願公開第２００８／０１５３０８８号；Kobler et al., I
dentification of an 11T allele in the polypyrimidine tract of intron 8 of the CF
TR gene, Genetics in Medicine 8(2):125-8 (2006)；Costa et al., Multiplex Allele-
Specific Fluorescent PCR for Haplotyping the IVS8 (TG)m(T)n Locus in the CFTR Ge
ne, Clin. Chem., 54:1564-1567 (2008)；Johnson et al., A Comparative Study of Fiv
e Technologically Diverse CFTR Testing Platforms, J. Mol. Diagnostics, 9(3) (200
7)；Pratt et al., Development of Genomic Reference Materials for Cystic Fibrosis
 Genetic Testing, J. Mol. Diagnostics, 11:186-193 (2009)を参照されたい。
【０１３６】
　選択された又は標的の核酸配列の増幅は、生体試料から単離されたＤＮＡに対する任意
の好適な手段によって行うことができる。概して、D. Kwoh and T. Kwoh, 1990を参照さ
れたい。好適な増幅法の例としては、ポリメラーゼ連鎖反応、リガーゼ連鎖反応、鎖置換
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増幅（概して、Walker et al., 1992a；Walker et al., 1992bを参照されたい）、転写ベ
ースの増幅（Kwoh et al., 1989を参照されたい）、自律的配列複製（すなわち「３ＳＲ
」）（Guatelli et al., 1990を参照されたい）、Ｑβレプリカーゼシステム（Lizardi e
t al., 1988を参照されたい）、核酸配列ベースの増幅（すなわち「ＮＡＳＢＡ」）（Lew
is, 1992を参照されたい）、修復連鎖反応（すなわち「ＲＣＲ」）（Lewis（上掲）を参
照されたい）、及びブーメランＤＮＡ増幅（すなわち「ＢＤＡ」）（Lewis（上掲）を参
照されたい）。ポリメラーゼ連鎖反応が現在は好ましい。
【０１３７】
　上記のようなＤＮＡ増幅法は、ＡｐｏＥ　４をコードするＤＮＡに特異的に結合するが
、同じハイブリダイゼーション条件下でＡｐｏＥ　２又はＡｐｏＥ　３をコードするＤＮ
Ａには結合せず、増幅反応においてＡｐｏＥ　４のＤＮＡ又はその一部の増幅のためのプ
ライマー（単数又は複数）として働くプローブ、１対のプローブ、又は２対のプローブの
使用を含み得る。同様に、ＡｐｏＥ　２をコードするＤＮＡに特異的に結合するが、同じ
ハイブリダイゼーション条件下でＡｐｏＥ　３又はＡｐｏＥ　４をコードするＤＮＡには
結合せず、増幅反応においてＡｐｏＥ　２のＤＮＡ又はその一部の増幅のためのプライマ
ー（単数又は複数）として働くプローブ、１対のプローブ、又は２対のプローブを使用し
てもよく、ＡｐｏＥ　３をコードするＤＮＡに特異的に結合するが、同じハイブリダイゼ
ーション条件下でＡｐｏＥ　２又はＡｐｏＥ　４をコードするＤＮＡには結合せず、増幅
反応においてＡｐｏＥ　３のＤＮＡ又はその一部の増幅のためのプライマー（単数又は複
数）として働くプローブ、１対のプローブ、又は２対のプローブを使用してもよい。
【０１３８】
　同様に、対象となるＴＯＭＭ４０ハプロタイプをコードするＤＮＡに特異的に結合する
が、同じハイブリダイゼーション条件下で他のＴＯＭＭ４０ハプロタイプには結合せず、
増幅反応においてＴＯＭＭ４０のＤＮＡ又はその一部の増幅のためのプライマー（単数又
は複数）として働くプローブ、１対のプローブ、又は２対のプローブを使用してもよい。
【０１３９】
　概して、ＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０ハプロタイプをコードするＤＮＡを検出する
のに使用されるオリゴヌクレオチドプローブは、対象となるハプロタイプをコードするＤ
ＮＡと結合するが、同じハイブリダイゼーション条件下で他のハプロタイプをコードする
ＤＮＡとは結合しないオリゴヌクレオチドプローブである。オリゴヌクレオチドプローブ
は、抗体との関連で下記に記載されるような検出可能な好適な基で標識される。
【０１４０】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は既知の技法に従って行うことができる。例えば、米
国特許第４，６８３，１９５号；同第４，６８３，２０２号；同第４，８００，１５９号
；及び同第４，９６５，１８８号を参照されたい。概して、ＰＣＲは、初めに核酸試料を
（例えば、熱安定性ＤＮＡポリメラーゼの存在下で）、検出対象の特異的配列の各々の鎖
に対する１つのオリゴヌクレオチドプライマーでハイブリダイズ条件下で処理して、各々
の核酸鎖に相補的な各々のプライマーの伸長産物を合成すること（プライマーは特異的配
列の各々の鎖と十分に相補的であり、それとハイブリダイズするため、各々のプライマー
から合成される伸長産物は、その相補体から分離されている場合、他のプライマーの伸長
産物の合成の鋳型として働くことができる）、及び次いで試料を変性条件下で処理して、
検出対象の配列（単数又は複数）が存在する場合、プライマー伸長産物をその鋳型から分
離することを含む。これらの工程を所望の増幅度が得られるまで周期的に繰り返す。増幅
された配列の検出は、ハイブリダイズすることが可能なオリゴヌクレオチドプローブ（例
えば本発明のオリゴヌクレオチドプローブ）を反応産物に添加すること（プローブは検出
可能な標識を保有する）、及び次いで既知の技法に従って、又はゲル上での直接可視化に
より標識を検出することによって行うことができる。
【０１４１】
　ＰＣＲ条件が全てのＡｐｏＥ対立遺伝子型の増幅を可能にする場合、その型は対立遺伝
子特異的プローブとのハイブリダイゼーション、制限エンドヌクレアーゼ消化、変性勾配
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ゲル上での電気泳動、又は他の技法によって区別することができる。ＡｐｏＥ遺伝子型を
決定するためのＰＣＲプロトコルは、Wenham et al. (1991)（参照により本明細書中に援
用される）に記載されている。ＡｐｏＥアイソフォームの増幅及び同定に効果的なプライ
マーの例はその中に記載されている。ＡｐｏＥ多型領域（ＡｐｏＥ　４、Ｅ３又はＥ２の
いずれか）に特異的なプライマーを用いることができる。Wenhamでは例えば、ＡｐｏＥ多
型部位（ヌクレオチド３７４５及び３８８３を含有するコドン１１２及び１５８）にまた
がるＤＮＡの２２７ｂｐ領域を増幅するＰＣＲプライマーが利用される。増幅された断片
を次に、電気泳動ゲル上で認識可能であり得る６つの可能性のあるＡｐｏＥ遺伝子型から
異なる制限断片をもたらす制限エンドヌクレアーゼＣｆｏＩに付す。さらなる方法につい
ては、Hixon et al. (1990)；Houlston et al. (1989)；Wenham et al. (1991)及びKonru
la et al. (1990)（全て参照により本明細書中に援用される）も参照されたい。
【０１４２】
　アルツハイマー病の他に、本発明の方法が既存の分析法に優る利点をもたらす幾つかの
他の遺伝的複合疾患及び障害が存在する。例えば、複数の２型糖尿病の遺伝学研究のデー
タによって、ゲノムワイド関連性研究によって規定される遺伝子座についての統計的有意
性を得るには非常に多くの臨床症例／対照系列が必要となるという見解が支持される。
【０１４３】
７．活性剤、組成物及び治療
　上述のように、本明細書中に詳述する方法を用いて作製される系統樹は、一部の実施形
態による対象となる活性剤又は治療方法による治療に対する、対象となる病態の応答性に
基づいて分析してもよく、被験体又は患者に対する治療決定は同定された特異的遺伝的変
異に基づくものであってもよい。
【０１４４】
　活性剤。活性剤は対象となる病態の治療に関して既知の活性剤を含み、抗アルツハイマ
ー病活性剤（アセチルコリンエステラーゼ阻害剤、ＮＭＤＡ受容体アンタゴニストを含む
が、これらに限定されない）及びペルオキシソーム増殖因子活性化受容体（ＰＰＡＲ）ア
ゴニスト又はモジュレータ（チアゾリジンジオン系又はグリタザール系の薬物を含むが、
これらに限定されない）が含まれる。活性剤は生物医薬品、例えば抗体（例えば、ドメイ
ン抗体（商標）、バピネオズマブ等といったモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、
抗体の誘導体若しくは修飾抗体）、融合タンパク質又は治療用ＲＮＡ分子であってもよい
。活性剤はこれらの製品のいずれかの組み合わせであってもよい。
【０１４５】
　アセチルコリンエステラーゼ阻害剤の例としては、ドネペジル（ＡＲＩＣＥＰＴとして
市販されている）、ガランタミン（ＲＡＺＡＤＹＮＥとして市販されている）及びリバス
チグミン（ＥＸＥＬＯＮとして市販されている）、並びにそれらの薬学的に許容される塩
が挙げられるが、これらに限定されない。さらなる例としては、米国特許第６，３０３，
６３３号；同第５，９６５，５６９号；同第５，５９５，８８３号；同第５，５７４，０
４６号；及び同第５，１７１，７５０号（本明細書中で引用される全ての米国特許参照文
献は、その全体が参照により本明細書中に援用される）に記載されるものが挙げられるが
、これらに限定されない。
【０１４６】
　ＮＭＤＡ受容体アンタゴニストの例としては、メマンチン（ＡＫＡＴＩＮＯＬ、ＡＸＵ
ＲＡ、ＥＢＩＸＩＡ／ＡＢＩＸＩＡ、ＭＥＭＯＸ及びＮＡＭＥＮＤＡとして市販されてい
る）及びその薬学的に許容される塩が挙げられるが、これらに限定されない。さらなる例
としては、米国特許第６，９５６，０５５号；同第６，８２８，４６２号；同第６，６４
２，２６７号；同第６，４３２，９８５号；及び同第５，９９０，１２６号に記載される
ものが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１４７】
　チアゾリジンジオンの例としては、ロシグリタゾン（ＡＶＡＮＤＩＡとして市販されて
いる）及びその薬学的に許容される塩が挙げられるが、これらに限定されない。さらなる
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例としては、５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ベンゾチアゾリル）アミノ）エ
トキシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ
－（２－ベンゾチアゾリル）アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジン
ジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ベンゾオキサゾリル）アミノ）エト
キシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－
（２－ベンゾオキサゾリル）アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジン
ジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ピリミジニル）アミノ）エトキシ］
ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－
ピリミジニル）アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジオン；５－
（４－（２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（４，５－ジメチルチアゾリル）］アミノ）エト
キシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－
［２－（４，５－ジメチルチアゾリル）］アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－
チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－チアゾリル）アミノ）
エトキシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－
Ｎ－（２－チアゾリル）アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジオ
ン；５－［４－（２－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－（４－フェニルチアゾリル））アミノ）
エトキシ）ベンジル］－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－
Ｎ－（２－（４－フェニルチアゾリル））アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－
チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（４－フェニル－５－
メチルチアゾリル）］アミノ）エトキシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５
－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（４－フェニル－５－メチルチアゾリル）］ア
ミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ
－メチル－Ｎ－［２－（４－メチル－５－フェニルチアゾリル）］アミノ）エトキシ］ベ
ンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（
４－メチル－５－フェニルチアゾリル）］アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－
チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（４－メチルチアゾリ
ル）］アミノ）エトキシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－
（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（４－メチルチアゾリル）］アミノ）エトキシ］ベンジリデン
）－２，４－チアゾリジンジオン；５－［４－（２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（５－フ
ェニルオキサゾリル）］アミノ）エトキシ）ベンジル］－２，４－チアゾリジンジオン；
５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（５－フェニルオキサゾリル）］アミノ）エ
トキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル
－Ｎ－［２－（４，５－ジメチルオキサゾリル）］アミノ）エトキシ］ベンジル）－２，
４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－［２－（４，５－ジメチ
ルオキサゾリル）］アミノ）エトキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジオン；
５－［４－（２－（２－ピリミジニルアミノ）エトキシ）ベンジル］－２，４－チアゾリ
ジンジオン；５－［４－（２－（２－ピリミジニルアミノ）エトキシ）ベンジリデン］－
２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－アセチル－Ｎ－（２－ピリミジニ
ル）アミノ）エトキシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－（２－（
Ｎ－（２－ベンゾチアゾリル）－Ｎ－ベンジルアミノ）エトキシ）ベンジリデン）－２，
４－チアゾリジンジオン；５－（４－（２－（Ｎ－（２－ベンゾチアゾリル）－Ｎ－ベン
ジルアミノ）エトキシ）ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［３－（
Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ベンゾオキサゾリル）アミノ）プロポキシ］ベンジル）－２，４
－チアゾリジンジオン；５－（４－［３－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ベンゾオキサゾリル
）アミノ）プロポキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２
－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ピリジル）アミノ）エトキシ］ベンジル）－２，４－チアゾ
リジンジオン；５－（４［２－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ピリジル）アミノ）エトキシ］
ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［４－（Ｎ－メチル－Ｎ－（
２－ベンゾオキサゾリル）アミノ）ブトキシ］ベンジリデン）－２，４－チアゾリジンジ
オン；５－（４－［４－（Ｎ－メチル－Ｎ－（２－ベンゾオキサゾリル）アミノ）ブトキ
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シ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－（２－ベンゾオ
キサゾリル）アミノ）エトキシ］ベンジリデン）２，４－チアゾリジンジオン；５－（４
－［２－（Ｎ－（２－ベンゾオキサゾリル）アミノ）エトキシ］ベンジル）－２，４－チ
アゾリジンジオン；５－（４－［２－（Ｎ－イソプロピル－Ｎ－（２－ベンゾオキサゾリ
ル）アミノ）エトキシ］ベンジル）－２，４－チアゾリジンジオン及びそれらの薬学的に
許容される塩が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、米国特許第５，００２，
９５３号を参照されたい。
【０１４８】
　本明細書中に開示される活性剤は、上述のように、その薬学的に許容される塩の形態で
調製され得る。薬学的に許容される塩とは、親化合物の所望の生物活性を保持し、望まし
くない毒性効果を与えない塩である。このような塩の例は、（ａ）無機酸、例えば塩酸、
臭化水素酸、硫酸、リン酸、硝酸等を用いて形成された酸付加塩；及び有機酸、例えば酢
酸、シュウ酸、酒石酸、コハク酸、マレイン酸、フマル酸、グルコン酸、クエン酸、リン
ゴ酸、アスコルビン酸、安息香酸、タンニン酸、パルミチン酸、アルギン酸、ポリグルタ
ミン酸、ナフタレンスルホン酸、メタンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、ナフタレ
ンジスルホン酸、ポリガラクツロン酸等を用いて形成された塩、（ｂ）塩素、臭素及びヨ
ウ素等の元素アニオンから形成された塩、並びに（ｃ）塩基から得られる塩、例えばアン
モニウム塩、ナトリウム及びカリウムの塩等のアルカリ金属塩、カルシウム及びマグネシ
ウムの塩等のアルカリ土類金属塩並びにジシクロヘキシルアミン及びＮ－メチル－Ｄ－グ
ルカミン等の有機塩基による塩である。
【０１４９】
　活性剤はプロドラッグとして投与することができる。「プロドラッグ」とは、本明細書
中で使用される場合、正しい医学的判断の範囲内で、過度の毒性、刺激、アレルギー応答
等なしにヒト及び下等動物の組織と接触させて使用するのに好適であり、妥当な危険性対
効果比に見合い、その使用目的に有効な本発明の化合物、並びに可能な場合、本発明の化
合物の双性イオン形態のプロドラッグを指す。「プロドラッグ」という用語は、例えば血
中での加水分解によって、ｉｎ　ｖｉｖｏで急速に変形して、上記式の親化合物を生じる
化合物を指す。徹底的な議論はT. Higuchi and V. Stella, Prodrugs as Novel delivery
 Systems, Vol. 14 of the A.C.S. Symposium Series及びEdward B. Roche, ed., Biorev
ersible Carriers in Drug Design, American Pharmaceutical Association and Pergamo
n Press, 1987（どちらも参照により本明細書中に援用される）に与えられている。米国
特許第６，６８０，２９９号も参照されたい。例としては、ｉｎ　ｖｉｖｏで被験体によ
って、本明細書中に記載される活性化合物の活性を有する活性薬物まで代謝されるプロド
ラッグが挙げられ、ここでプロドラッグは、米国特許第６，６８０，３２４号及び米国特
許第６，６８０，３２２号に記載されるように、アルコール基若しくはカルボン酸基（こ
のような基が化合物中に存在する場合）のエステル；アルコール基（このような基が化合
物中に存在する場合）のアセタール若しくはケタール；アミン基（このような基が化合物
中に存在する場合）のＮ－マンニッヒ塩基若しくはイミン；又はカルボニル基（このよう
な基が化合物中に存在する場合）のシッフ塩基、オキシム、アセタール、エノールエステ
ル、オキサゾリジン若しくはチアゾリジンである。
【０１５０】
　組成物。上記の活性剤は、既知の技法に従って医薬担体に入れて投与するように配合す
ることができる。例えば、Remington, The Science And Practice of Pharmacy (9th Ed.
 1995)を参照されたい。本発明による医薬配合物の製造において、活性化合物（その生理
学的に許容される塩を含む）は典型的には、とりわけ許容される担体と混合される。担体
は当然ながら、配合物中の任意の他の成分と相溶性があるという意味で許容可能でなくて
はならず、患者にとって有害なものであってはならない。担体は固体若しくは液体、又は
その両方であってもよく、好ましくは化合物と共に、０．０１重量％又は０．５重量％～
９５重量％又は９９重量％の活性化合物を含有し得る単位用量（unit-dose）配合物、例
えば錠剤として配合される。１つ又は複数の活性化合物が本発明の配合物中に組み込まれ



(31) JP 5833922 B2 2015.12.16

10

20

30

40

50

ていてもよく、配合物は、任意で１つ又は複数の副成分を含む成分を混合することを含む
、調剤学の任意の既知の技法によって調製することができる。
【０１５１】
　本発明の配合物は、経口投与、直腸投与、局所投与、口腔投与（例えば舌下投与）、膣
内投与、非経口投与（例えば皮下投与、筋肉内投与、皮内投与又は静脈内投与）、局所投
与（すなわち、気道表面を含む皮膚表面及び粘膜表面の両方）及び経皮投与に好適な配合
物を含むが、任意の所与の症例に最も好適な経路は、治療される病態の性質及び重症度、
並びに使用される特定の活性化合物の性質によって決まる。
【０１５２】
　経口投与に好適な配合物は、各々が所定量の活性化合物を含有するカプセル剤、カシェ
剤、舐剤又は錠剤等の個別単位で；粉末又は顆粒として；水性液体若しくは非水性液体中
の溶液若しくは懸濁液として；又は水中油型若しくは油中水型エマルジョンとして与えら
れ得る。このような配合物は、活性化合物と好適な担体（上述のように１つ又は複数の副
成分を含有し得る）とを混合する（bringing into association）工程を含む調剤学の任
意の好適な方法で調製することができる。概して、本発明の配合物は、活性化合物を液体
担体若しくは微粉化固体担体、又はその両方と均一かつ密接に混合した後、必要に応じて
得られる混合物を成形することによって調製される。例えば、錠剤は任意で１つ又は複数
の副成分と共に、活性化合物を含有する粉末又は顆粒を圧縮又は成型することによって調
製することができる。圧縮錠は、任意で結合剤、滑剤、不活性希釈剤及び／又は界面活性
剤／分散剤（複数可）と混合した、粉末又は顆粒といった易流動性の形態の化合物を、好
適な機械において圧縮することによって調製され得る。成型（Molded）錠は、不活性液体
結合剤で湿らせた粉末状化合物を、好適な機械において成型することによって製造され得
る。
【０１５３】
　口腔（舌下）投与に好適な配合物は、風味付けした基剤、通常はスクロース及びアラビ
アゴム又はトラガカントゴム中に活性化合物を含む舐剤；並びにゼラチン及びグリセリン
又はスクロース及びアラビアゴム等の不活性基剤中に化合物を含むトローチを含む。
【０１５４】
　非経口投与に好適な本発明の配合物は、活性化合物（複数可）の水性及び非水性の滅菌
注射液を含み、この調製物は好ましくは意図されるレシピエントの血液と等張である。こ
れらの調製物は、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、及び配合物を意図されるレシピエントの
血液と等張にする溶質を含有し得る。水性及び非水性の滅菌懸濁液は、懸濁剤及び増粘剤
を含み得る。配合物は、単位用量（unit/dose）又は複数回用量の容器、例えば密閉アン
プル及びバイアル中で与えられ、使用の直前に滅菌液体担体、例えば生理食塩水又は注射
用蒸留水を添加するだけでよいフリーズドライ（凍結乾燥）状態で保管され得る。即時調
合（Extemporaneous）注射液及び懸濁液は、滅菌粉末、顆粒及び先に記載した種類の錠剤
から調製され得る。例えば本発明の一態様では、密閉容器中の単位投与形態での、活性剤
（複数可）又はその塩を含む注射可能な、安定な滅菌組成物が提供される。化合物又は塩
は、好適な薬学的に許容される担体によって再構成して、被験体へのその注射に好適な液
体組成物を形成することが可能な凍結乾燥物の形態で提供される。単位投与形態は典型的
には、約１０ｍｇ～約１０ｇの化合物又は塩を含む。化合物又は塩が実質的に不水溶性で
ある場合、十分な量の生理学的に許容される乳化剤を十分量用いて、化合物又は塩を水性
担体中に乳化させることができる。このような有用な乳化剤の一つはホスファチジルコリ
ンである。
【０１５５】
　皮膚への局所適用に好適な配合物は、好ましくは軟膏、クリーム、ローション、ペース
ト、ジェル、スプレー、エアロゾル又はオイルの形態をとる。使用され得る担体としては
、ワセリン、ラノリン、ポリエチレングリコール、アルコール、経皮促進剤（transderma
l enhancers）及びそれらの２つ以上の組み合わせが挙げられる。
【０１５６】
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　経皮投与に好適な配合物は、長期間レシピエントの表皮に密接に接触してとどまるのに
適した個別パッチとして与えられ得る。経皮投与に好適な配合物は、イオン導入によって
送達してもよく（例えば、Pharmaceutical Research 3 (6):318 (1986)を参照されたい）
、典型的には任意で緩衝化した活性化合物の水溶液の形態をとる。好適な配合物は、クエ
ン酸又はＢｉｓ－Ｔｒｉｓ緩衝剤（ｐＨ６）又はエタノール／水を含み、０．１Ｍ～０．
２Ｍの活性成分を含有する。
【０１５７】
　医薬組成物は、活性化合物（複数可）に加えて、ｐＨ調節添加剤等の他の添加剤を含有
し得る。特に、有用なｐＨ調節剤としては、塩酸等の酸、塩基又は緩衝剤、例えば乳酸ナ
トリウム、酢酸ナトリウム、リン酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム、ホウ酸ナトリウム
若しくはグルコン酸ナトリウムが挙げられる。さらに、組成物は抗菌性（microbial）保
存剤を含有し得る。有用な抗菌性保存剤としては、メチルパラベン、プロピルパラベン及
びベンジルアルコールが挙げられる。抗菌性保存剤は典型的には、配合物を複数回用量の
使用のために設計されたバイアルに入れる場合に利用される。当然ながら、示されるよう
に、本発明の医薬組成物は当該技術分野で既知の技法を用いて凍結乾燥してもよい。
【０１５８】
　投与量。任意の特定の活性剤（その使用は本発明の範囲内にある）の治療的に有効な投
与量は、化合物によって、及び患者によって幾らか異なり、患者の病態及び送達経路によ
って決まる。経口投与については、１ｍｇ、２ｍｇ又は３ｍｇ、最大で３０ｍｇ、４０ｍ
ｇ又は５０ｍｇの一日総投与量（単回の日用量として与えられるか、又は２回若しくは３
回の日用量に分割される）が用いられ得る。
【０１５９】
　治療。本明細書中に記載されるか、又は本明細書中に教示される方法を用いて発見され
る遺伝的変異を用いて、例えば投与する活性剤及び／又は治療方針を遺伝的変異（単数又
は複数）の有無に基づいて決定することによって、病態（例えば、ＡｐｏＥ及び／又はＴ
ＯＭＭ４０と関連する病態）を患っている患者の治療方針を決定することができる。遺伝
的変異の有無は、例えば患者に対する活性剤及び／又は治療方針の効力を示し、病態の発
病年齢を予測し、好ましい用法を示す可能性がある。患者について遺伝子プロファイルを
作製することができ、プロファイルを調べて、その患者が、特定の活性剤に応答する可能
性が高い患者の群に入るか否かを決定することができる。
【０１６０】
　取扱説明書は、遺伝的変異の有無に基づいて治療、治療時期、用法等に関する推奨を示
して活性剤と共に包装されるか、又はそれと別の形で結び付けられ得る。
【０１６１】
８．疾患危険性の予測又は予後を決定する方法
　本発明の一部の実施形態によって、症状のない個体の疾患危険性の予測又は予後（疾患
の通常の経過又は症例の特殊性から予想される病気又は疾患の経過の見通し）を決定する
ために、患者の診断結果又は病歴（medical hisotry）及び患者の遺伝子型（例えば、Ａ
ｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０遺伝子型）等の遺伝的データを含む診断データを処理して
、治療選択及び転帰予測を提供することができる。処理は、年齢及び性別を含む患者の病
歴の収集等の「患者プロファイル」の入手、対象となる遺伝子座の遺伝子型決定（例えば
、適切に設計されたプライマーを用い、ＲＴ－ＰＣＲ若しくはＰＣＲ増幅工程、及び／又
は例えば抗体媒介方法若しくは酵素試験を用いた表現型分析を用いる）、並びにこの生デ
ータを予後に変換する統計分析法又は他の分析法を含み得る。予後診断は患者の疾患発病
年齢、薬物療法に対する応答、治療時期、治療効果等を含み得る。一部の実施形態では、
患者データ又はプロファイルを予後に変換するために、予後診断は患者データを分析し、
関係データベースに対する統計的照合を行うコンピュータソフトウェアプログラムの使用
を含み得る。
【０１６２】
　「患者プロファイル」は、予測分析及び／又は予後分析を行う患者に関するデータ及び
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／又は材料を含む。データは患者の診断結果、年齢、性別及び／又は遺伝子型についての
情報を含み得る。患者プロファイルは、血液、血清タンパク質試料、脳脊髄液、又は精製
ＲＮＡ若しくはＤＮＡ等の患者に由来する材料も含み得る。
【０１６３】
９．臨床試験における遺伝子型の階層化
　本明細書中に教示されるか、又は本明細書中の方法を用いて決定される遺伝子型の検出
は、例えば米国特許第６，５７３，０４９号、同第６，３６８，７９７号及び同第６，２
９１，１７５号に記載されているように、他の遺伝子型情報を用いて臨床試験を行う場合
と同様の方法で臨床試験を行う際に用いることができる。
【０１６４】
　一部の実施形態では、このような方法は、（例えば、集団を１つ又は複数のサブグルー
プに分割することによって）患者集団を有利に階層化するか、又はその精選を可能にし、
特に特定の遺伝子型を有する特定の患者の亜集団に関して、特定の治療計画の利点をより
正確に検出することができる。一部の実施形態では、このような方法は、複数の被験体に
試験活性剤を投与すること又は試験療法を施すこと（対照又はプラシーボ療法を典型的に
は、別個ではあるが、同様の特徴を有する複数の被験体に施す）、複数の被験体において
上記の遺伝子型（例えば、ＡｐｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０）の有無を検出することを含
む。遺伝子型は、試験療法を施す工程の前、後又はそれと同時に検出することができる。
次いで、試験療法に対する１つ又は複数の検出される対立遺伝子の影響を、任意の好適な
パラメータ又は潜在的な治療転帰又は結果（上記療法の効力、療法の副作用の欠如等を含
むが、これらに限定されない）について決定することができる。
【０１６５】
　臨床試験は、疾患と診断されているか、又は疾患を発症する危険性を有する被験体に対
して、特定の遺伝子型が関連することが決定された様々な疾患を治療する試験化合物の効
力を試験するように設定することができる。被験体を臨床試験終了後に遺伝子型決定する
場合、分析法は依然として、疾患の治療と、効力について評価される対立遺伝子との関係
を決定することを目的とするものであり得る。代替的には、症状のある被験体又は無症状
の被験体が未だ疾患と診断されていないが、疾患を発症する危険性があると決定されてい
る場合、上記の臨床試験と同様の臨床試験を行うことができる。
【０１６６】
　根底にある生物学的機構は治療群を設計する場合にも検討され得る。例えば、ＡｐｏＥ
　４（１－２７２）断片はミトコンドリアに結合し、ＡｐｏＥ　３（１－２７２）よりも
ミトコンドリア細胞動力学を減少させ、シナプス形成を減少させる。アルツハイマー病の
治療に対する薬物候補であるロシグリタゾンは、ＡｐｏＥ断片の結合の影響とは相反して
、ＡｐｏＥ　４よりもＡｐｏＥ　３について有糸分裂誘発を増大させ、シナプス形成を増
大させる。したがって、薬物又は治療候補（例えばロシグリタゾン）は、階層化に使用さ
れる遺伝子マーカー（例えばＡｐｏＥ　２、ＡｐｏＥ　３、ＡｐｏＥ　４及び／又はＴＯ
ＭＭ４０変異）に関連するため、根底にある作用機構に基づいて選択され得る。
【０１６７】
　試験に選択された薬物の効力の評価は、一定期間にわたって被験体をモニタリングする
こと、並びに疾患の発病の遅延及び発病時の疾患の強度を分析すること、並びに疾患と関
連する症状の発病を測定することを含み得る。臨床試験において、疾患の発病を排除若し
くは遅延させるか、又は疾患の症状を低減する薬物は、疾患と診断されているか、又は疾
患を発症する危険性がある患者に使用するのに有益な薬物であり得る。このような試験に
使用され得る試験化合物は、以前に臨床用途が認可されているもの、及び未だ使用が認可
されていないか、又は特定の疾患の治療に認可された新たな化合物を含む上記の薬剤を含
む。したがって、一部の実施形態では、臨床試験は投与量、投与のタイミング、毒性又は
副作用、投与経路及び治療の効力を含む薬物投与を最適化することを含み得る。
【０１６８】
１０．対象となる遺伝子座での遺伝子型変異の検出に有用なキット
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　被験体の疾患を発症する、より低い発病年齢で疾患を発症する危険性が増大しているか
否か、及び／又は特定の治療の候補を決定するための有用なキットであって、疾患がＡｐ
ｏＥ及び／又はＴＯＭＭ４０と関連する（例えば遅発性アルツハイマー病）、キットが本
明細書中で提供される。キットは、本明細書中に記載されるようなＡｐｏＥ及び／又はＴ
ＯＭＭ４０変異の有無を検出するのに特異的な少なくとも１つの試薬を含み、被験体の疾
患を発症する危険性が増大しているか否かを決定するのを助ける取扱説明書を含み得る。
キットは任意で、ＡｐｏＥ遺伝子（例えばＡｐｏＥ　２、ＡｐｏＥ　３及び／又はＡｐｏ
Ｅ　４）を検出するための核酸、又はＡｐｏＥ遺伝子型を検出する等電点電気泳動法のた
めの取扱説明書；及び／又は本明細書中に記載されるようなＴＯＭＭ４０変異の検出のた
めの核酸を含み得る。一部の実施形態では、キットは任意で、ＡｐｏＥ　２、ＡｐｏＥ　
３、ＡｐｏＥ　４又はＴＯＭＭ４０のアイソフォームに結合する１つ又は複数の抗体を含
み得る。試験キットは任意の好適な方法で、典型的には全ての要素が試験を行うための印
刷された取扱説明書のシートと共に単一の容器内に入れられて包装され得る。
【０１６９】
　一部の実施形態では、キットは任意で、緩衝剤、酵素、及びプライマー指向性増幅によ
ってゲノム核酸を増幅するための試薬を含有し得る。キットは、増幅核酸における特定の
ハプロタイプの有無を検出するための１つ又は複数の装置も含み得る。このような装置は
、米国特許第６，３５５，４２９号に記載されるもののいずれかのような、バイオチップ
又はマイクロアレイ装置に結合し得る、ハプロタイプ核酸にハイブリダイズする１つ又は
複数のプローブを含み得る。バイオチップ又はマイクロアレイ装置は任意で、ハプロタイ
プ配列にハイブリダイズし得る表面に結合する少なくとも１つの捕捉プローブを有する。
好ましい実施形態では、バイオチップ又はマイクロアレイは複数のプローブを含有し、最
も好ましくは、存在する場合、一連の隣接プライマーによって増幅され得るハプロタイプ
配列に対する少なくとも１つのプローブを含有する。例えば、５対の隣接プライマーを増
幅に使用する場合、装置は各々の増幅産物に対する少なくとも１つのハプロタイププロー
ブ、又は少なくとも５つのプローブを含有し得る。キットはまた、キットの構成要素を使
用するための取扱説明書を含むのが好ましい。
【０１７０】
　本発明は、以下の非限定的な実施例においてより詳細に説明される。
【実施例】
【０１７１】
実施例１：系統樹の構築
　全ての既知のゲノムワイドスキャニング研究によって、アポリポタンパク質Ｃ１［Ａｐ
ｏＣ１］遺伝子座の周囲の極めて有意なｐ値が実証される（Mahley et al., Proc. Natl.
 Acad. Sci. U S A 103: 5644-51 (2006)、Coon et al., J. Clin. Psychiatry 68: 613-
8 (2007)、Li et al., Arch. Neurol. 65: 45-53 (2007)）。同様に重要なのは、各々の
系列によってＡｐｏＥ連鎖不平衡領域の外側の「好適な」有意に近い（borderline signi
ficant）候補遺伝子が同定されたが、これらの好適な候補遺伝子は各研究において異なっ
ていたことである。ＴＯＭＭ４０はＡｐｏＣ１に近く、ＡｐｏＥと連鎖不平衡である。Ａ
ｐｏＥ　３又はＡｐｏＥ　４と種々のＴＯＭＭ４０アイソフォームとの間の相互作用は、
より低年齢層でアルツハイマー病を発症する危険性の増大又は減少と関連すると考えられ
ている。ＡｐｏＥプロファイルに応じたより低年齢での疾患発症の危険性の範囲を示す、
Ａｐｏ　４／４、３／４、３／３、２／４及び２／３遺伝子型についての発病年齢曲線を
図２に示す。しかしながら、ＡｐｏＥのみではこれらの発病年齢曲線のデータの全てが説
明されないと考えられる。
【０１７２】
　種々のＡｐｏＥ対立遺伝子と関連するアルツハイマー病の危険性の多型プロファイリン
グに関する様々な方法が提案されている（例えば、Cox et al.の米国特許出願公開第２０
０６０２２８７２８号；Li and Grupeの米国特許出願公開第２００８００５１３１８号を
参照されたい）。ＡｐｏＥ　４パズルに対する系統発生的アプローチが本明細書中で実証
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される。
【０１７３】
　生体試料、ＤＮＡ単離、対象となる遺伝子座の増幅。合計して３４０人の被験体は、グ
ループＡに１３５人のアルツハイマー病症例及び９９人の年齢適合対照、並びにグループ
Ｂに５７人の症例及び４９人の対照を含んでいた。全ての被験体は、以前により低年齢で
の疾患発病の高い危険性と関連付けられたＡｐｏＥ遺伝子型（すなわち３／３、３／４又
は４／４）を保有していた。ＤＮＡを含有する生体試料を全ての被験体から採取した。次
いで、ゲノムＤＮＡを染色体１９上の遺伝子座をシークエンシングする従来の方法に従っ
て単離した。
【０１７４】
　図３は、複数の報告値からのゲノムワイドスキャニングデータを用いた研究の標的とさ
れる染色体１９上の遺伝領域を示す。この領域はＧｅｎＢａｎｋ参照配列ＡＦ０５０１５
４内に含まれる。ソフトウェアを用いて、変異遺伝子座について複数の配列アラインメン
トを作製した（例えばＣｌｕｓｔａｌＷ２（欧州バイオインフォマティクス研究所））。
続いて、複数の配列アラインメントを、系統樹を展開するソフトウェアを用いて分析した
（例えば、ＭＥＧＡバージョン２．１（進化機能ゲノム学センター（Center for Evoluti
onary Functional Genomics））、ＴＲＥＥＶＯＬＶＥ（オックスフォード大学動物学部
）、又はＰＡＵＰ（Sinauer Associates）等の節約法に基づく構築ソフトウェア）。統計
分析は、例えば、Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｄａｔａ　Ａｎａｌｙｓｉｓ（ＧＤＡ：不連続遺伝的
データの分析用のソフトウェア、ノースカロライナ州立大学のバイオインフォマティクス
研究センターを用いて行った）。領域Ｂ分析の結果を図４の系統樹に示す。
【０１７５】
　図４中の各々のデータは、観察された配列変異を表す。これらの変異はヌクレオチド置
換、挿入、欠失、又はマイクロサテライトであり得るが、遺伝子発現又はタンパク質機能
において検出可能な差異を生じる場合も、又は生じない場合もある。各々のノードは２つ
以上の染色体上に生じた変異（すなわち変異の数）を表す。隣接するノードは、被験体の
染色体上の対象となる領域においてシス位にあり、したがって１つの単位として遺伝する
可能性がより高い配列の境界を規定する。最大数の後続ノードに先行するノードは、進化
的に祖先の変異（そこから遺伝的分岐が時間をかけて生じた）を表す。
【０１７６】
　実質的に高いアルツハイマー病の発生率を有する被験体（すなわち、非罹患対照被験体
に対する疾患に罹患している被験体の比がより高い）を表す系統樹の領域に相当するハプ
ロタイプ又は配列変異の存在は、個々の被験体の危険性が増大していることも意味し得る
。反対に、実質的に低い比はアルツハイマー病を発症する危険性の低減に相当する。
【０１７７】
　ＴＯＭＭ４０は、ミトコンドリアタンパク質輸送の調節においてＡｐｏＥと直接相互作
用するが、現在の仮説は、特定のＴＯＭＭ４０変異（複数可）の発現が、ＡｐｏＥ　３対
立遺伝子の用量依存的な存在と関連してアルツハイマー病の比較的中程度の危険性を悪化
させるということである。このようなＴＯＭＭ４０変異は、本発明の方法を用いて領域Ｂ
内に発見される。
【０１７８】
　ヒト被験体に対して新たな薬物を試験することは非常に大きな危険性を伴う（Kenter a
nd Cohen, Lancet, 368: 1387-91 (2006)を参照されたい）。対象となる薬物又は治療に
対する個々の応答を予想するための系統樹の使用は、この危険性を大いに緩和する可能性
を有する。予備研究によって、ロシグリタゾン（Avandia）がアルツハイマー病の治療に
おいて遺伝子プロファイルに特異的な効力を有し得ることが示された（Risner et al., T
he Pharmacogenomics Journal 6, 246-254 (2006)；Brodbeck et al., Proc. Nat. Acad.
 Sci. 105, 1343-6 (2008)を参照されたい）。第二相臨床試験データは、ＡｐｏＥ　４対
立遺伝子を有しないアルツハイマー病患者が、１つ又は２つのＡｐｏＥ　４対立遺伝子を
保有する患者よりも良好にロシグリタゾンに対して応答したことを示している（データは
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子型に基づく治療に対する個人の応答を予想するために使用され得るという仮説を支持す
るものである。
【０１７９】
実施例２：対象となるＴＯＭＭ４０変異の同定
　１７４個の配列（８７人の被験体の各々から２個ずつ）を、ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｘプログ
ラム（バージョン２．０．１０、Larkin et al., Clustal W and Clustal X version 2.0
. Bioinformatics, 23:2947-2948 (2007)）を用いてアラインメントした。欧州バイオイ
ンフォマティクス研究所（ＥＢＩ）のウェブサイトで実施されるように、近隣結合アルゴ
リズム（Saitou and Nei, The neighbor-joining method: a new method for reconstruc
ting phylogenetic trees. Mol. Evol. Biol., 4:406-425 (1987)）を用いて系統樹を構
築するために複合配列アラインメントを使用した。
【０１８０】
　得られた系統樹は最初の分岐に大きな２つのグループ（Ａ、Ｂ）がある構造を有する。
これらのグループに関するＡｐｏＥ遺伝子型頻度を図５に一覧にして示す。グループＢが
主としてε３／ε３及びε３／ε４　ＡｐｏＥ遺伝子型の被験体－ハプロタイプを含有し
、ε４／ε４をほとんど有しないことが明らかである。グループＡはε４／ε４遺伝子型
を含むほとんど全ての被験体ハプロタイプを含有する。
【０１８１】
　ＳＮＰ発見プラットホームによって作製した多型のリスト（Polymorphic）を用いて、
データを２つのグループに分けるＴＯＭＭ４０遺伝子中の特定の変異を同定した。尤度比
検定を用いて、０．００５未満のｐ値を有する有意な変異を同定した。
【０１８２】
　変異のリストを表１に要約する。表において、「欠失」という用語はマイナー対立遺伝
子がヌクレオチドの欠失である場合に使用され、「挿入」という用語はマイナー対立遺伝
子がヌクレオチドの付加である場合に使用される。「欠失／挿入多型」という用語は３つ
以上の可能な形態が存在し、マイナー対立遺伝子が明らかでない場合に使用される。例え
ばポリＴ多型については、複数の長さの多型が観察される。表の２列目には、配列を２つ
のグループに分ける変異と関連する特定の対立遺伝子の固有性についての情報を与える。
例えば、Ｔ＞ＡはＴ対立遺伝子が配列を系統樹上でグループ「Ａ」に分けることを示す。
２つの対立遺伝子が載っている場合（例えばＧ＞Ｂ；Ａ＞Ａ）、各々の対立遺伝子が独自
に配列データを２つのグループに分けるが、単一の対立遺伝子が載っている場合、 デー
タの優勢な分離と関連し、残りの対立遺伝子は独自にデータを均質なグループに分離せず
、両方のグループを混合したものである。
【０１８３】
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【表１】

【０１８４】
実施例３：ＡｐｏＥ　３の２つの異なる形態：危険性を増大させ、発病年齢を低下させる
ＴＯＭＭ４０ハプロタイプと連鎖した形態、及び危険性を減少させる形態
　アポリポタンパク質Ｅ（ＡｐｏＥ）遺伝子型、特にＡｐｏＥ　ε４（ＡｐｏＥ　４）と
、アルツハイマー病（ＡＤ）の危険性及び発病年齢との関連性は依然として、任意の複合
疾患に関して確認される最大の遺伝的関連性である。遅発性ＡＤに関するＡｐｏＥ　４の
遺伝率の推定値は５８％～７９％の範囲であり、ＡｐｏＥ　４対立遺伝子による集団寄与
危険度は２０％～７０％である。これらの推定値によって、他の遺伝的変異及び／又は変
異間の相互作用がさらなる疾患危険性を招き、発病年齢分布を変更することが示唆される
。
【０１８５】
　ＡＤに関するゲノムワイドスキャン関連結果は、ＡｐｏＥを含有するＬＤ領域の並外れ
た関連性を一貫して再現した。ミトコンドリア外膜のタンパク質トランスロカーゼである
ＴＯＭＭ４０はＡｐｏＥと高ＬＤであり、細胞質ペプチド及びタンパク質が新たなミトコ
ンドリアを合成するために横断する膜チャネルをコードする。本発明者らの目的は、遺伝
率の推定値を増大させるＬＤ領域内のさらなるハプロタイプを同定することであった。
【０１８６】
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　方法：本発明者らは、ＡｐｏＥ及びＴＯＭＭ４０の両方を含有するＬＤ領域を、ＡＤ患
者及び対照におけるディープ（１０×）プライマリシークエンシングを用いて試験した。
危険性及び発病年齢分布に関して、６６人の患者及び６６人の年齢適合対照において、Ｔ
ＯＭＭ４０及びＡｐｏＥを含むＬＤ領域の系統発生分析法を行った。
【０１８７】
　結論：本発明者らは、種々のＴＯＭＭ４０変異の独自の別個に遺伝したファミリーが、
ＡｐｏＥ　３と同じゲノム範囲上に位置するが、ＡｐｏＥ　４含有ゲノム範囲上には位置
せず、ＡＤの危険性分布の年齢を上昇又は低下させ得ることを見出した。したがって、こ
れらのＴＯＭＭ４０変異の遺伝（genetic inheritance）は、ＡｐｏＥ　４の遺伝とは独
立しており、ＡｐｏＥ　３の２つの異なる形態（危険性を増大させ、発病年齢を低下させ
るＴＯＭＭ４０ハプロタイプと連鎖した形態、及び危険性を減少させる形態）を効果的に
区別する。これらのデータは、発病年齢の遺伝的危険性（年齢、ＡｐｏＥ及びＴＯＭＭ４
０遺伝子型に依存する）の正確性を増大させ、その後５年～７年にわたってＡＤのより低
い危険性に対してＡＤの高い危険性を規定する機会をもたらす。
【０１８８】
実施例４：３つの同定されたＴＯＭＭ４０　ＤＩＰ変異の分析
　本出願において同定したＴＯＭＭ４０変異のうち３つは、イントロン６又はイントロン
９に位置する欠失／挿入多型（ＤＩＰ）である。これらのＤＩＰは、国立バイオテクノロ
ジー情報センターのｄｂＳＮＰデータベースにおけるｒｓ１０５２４５２３及びｒｓ１０
６０２３２９、並びに以前に記載されていない多型（ＤＩＰ３と指定する）として同定さ
れる。これらの多型は、ＮＣＢＩ　ｂｕｉｌｄ　３６によると、それぞれｃｈｒ１９：５
０，０９４，８８９、ｃｈｒ１９：５０，０９４，７３１及びｃｈｒ１９：５０，０９６
，６４７に位置する。本発明では、ＴＯＭＭ４０遺伝子（特に該遺伝子の１０Ｋｂ断片）
の系統発生分析を用いたこれらのＤＩＰの同定、及びＤＩＰが系統発生分析によって決定
される種々の進化的グループと関連することを説明する。本発明はさらに、（１）健常者
が将来アルツハイマー病を発症する危険性を決定すること、及び（２）およそ８年の時間
枠内でＡＤの発病年齢を予測することに対するこれらのＤＩＰの有用性を開示する。
【０１８９】
　本明細書中で特徴付けた３つのＤＩＰ多型は、ＴＯＭＭ４０遺伝子中の異なる長さのＤ
ＩＰポリＴ反復に相当する。ＤＩＰポリＴ変異と疾患危険性との関連性が優先される。例
えば、嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子（ＣＦＴＲ）遺伝子中のイントロン８のポ
リＴ変異は、エキソン９のスキッピング及び嚢胞性線維症の発症と関連する（Groman et 
al., Am J Hum Genet 74(1):176-9 (2004)）。本明細書中では、（１）疾患危険性及び／
又は疾患発病年齢の差異を予測するＤＩＰを同定するための新規の方法（系統発生関連性
分析（上記））の使用、（２）ＡＤ発病年齢及びＡＤ危険性における差異と関連する３つ
の特異的ＤＩＰの固有性、（３）疾患を診断するか、又は疾患発病年齢、疾患の予後、疾
患の亜型、疾患の重症度等の疾患特性を予測若しくは決定するため、さらに薬物に対する
応答を分析若しくは決定するための、これらのＳＮＰの個々の、合わせた、又はＴＯＭＭ
４０若しくはＡｐｏＥの他の配列変異との使用が開示される。
【０１９０】
　系統発生分析によって、２つの異なるクレードへのｒｓ１０５２４５２３及びｒｓ１０
６０２３２９　ＤＩＰの分布が明らかとなる。この分析によって、これらの遺伝子座の短
いポリＴ長が、グループＢ中の系統発生学的に同定されたクレードにマッピングされ、こ
のグループはまた、より高い割合のＡｐｏＥ　ｅ３／ｅ３遺伝子型被験体、事実上わずか
な（０％）ＡｐｏＥ　ｅ４／ｅ４被験体、及びより低い症例／対照比（すなわちＡＤの疾
患危険性）を含むことが明らかとなる（図５）。ＤＩＰ長と系統発生グループとの間の関
連性は、尤度比検定又はピアソンのカイ二乗検定によると統計的に有意である（ｐ＜０．
０００１）。
【０１９１】
　上記の２つの遺伝子間の系統発生分析によって示されるようなゲノム構造、高い連鎖不
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平衡及び進化的関係性、並びに２つの遺伝子産物間の推定の物理的相互作用のために、Ｔ
ＯＭＭ４０遺伝子型の影響は、ＡｐｏＥ遺伝子型によって影響を受ける他の疾患にまで及
ぶ可能性が高い。これらの疾患としては、パーキンソン病、多発性硬化症、心臓血管疾患
、脂質異常症、外傷性脳損傷からの回復、虚血脳イベントからの回復、麻酔薬に対する応
答、及びＡＤ及び本明細書中で挙げられる疾患を治療するのに使用される薬物に対する応
答が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９２】
　これらの多型は、ＴＯＭＭ４０又はＡｐｏＥタンパク質又は遺伝子変異の変動に影響さ
れる疾患を治療するのに有用な化合物のスクリーニングのための創薬努力においても使用
することができる。
【０１９３】
　また、変異は、モノクローナル抗体及びｓｉＲＮＡ分子によって例示されるような特異
的に標的とされる生物医薬品に基づく療法に影響を与えるか、又はそれを決定する。
【０１９４】
　本明細書中に開示されるＴＯＭＭ４０中のＤＩＰ多型は、多くの異なる分子ヌクレオチ
ド分析法（下記に挙げる表４に示されるプライマーを用いたＤＮＡシークエンシングを含
むが、これに限定されない）を用いて、個体のＤＮＡ試料から同定することができる。
【０１９５】
実施例５：ｒｓ１０５２４５２３のより長いポリＴ領域（tracts）は、ＬＯＡＤのより低
い発病年齢と有意に相関する
　系統発生分析を用いて、低頻度遺伝的変異間のゲノム関係を同定し、進化的に関連した
ハプロタイプをクラスタリングした（Hahn et al. Population genetic and phylogeneti
c evidence for positive selection on regulatory mutations at the factor VII locu
s in humans. Genetics 167, 867-77 (2004)）。この方法を利用して、ＡｐｏＥ－ＴＯＭ
Ｍ４０　ＬＤブロックをＬＯＡＤに対する新規の危険性決定因子の存在について探索した
。探索研究では、７２人のＬＯＡＤ症例及び６０人の年齢適合対照について、ＴＯＭＭ４
０及びＡｐｏＥ遺伝子を含有する２３ＫｂのＤＮＡを増幅してシークエンシングし、位相
分解（phase-resolved）ハプロタイプを決定した（Li et al. Candidate single-nucleot
ide polymorphisms from a genomewide association study of Alzheimer disease. Arch
 Neurol 65, 45-53 (2008)）。この領域のうちエキソン２～１０をコードする１０Ｋｂに
ついて明確な系統樹を構築することが可能であった。２つのクレード（Ａ及びＢ）を、強
いブートストラップサポート（９８％、１０００回の反復）で区別した。この系統樹上の
２つのＴＯＭＭ４０ハプロタイプの２つのクレード間でＡｐｏＥ遺伝子型の分布に有意な
差異があり、この領域が機能的に重要であり得ることが示唆された。両方のクレードはε
３／ε３遺伝子型を有する被験体を含有していたが、全てのクレードＢハプロタイプの９
８％がＡｐｏＥ　ε３対立遺伝子とシス位で生じた（Ｐ＝１．２×１０－１８、フィッシ
ャーの正確確率検定、両側）。
【０１９６】
　続いて、このＴＯＭＭ４０の１０Ｋｂ領域の系統発生学的構造、特定のハプロタイプの
ＡｐｏＥ　ε３特異的遺伝、及びクレード特異的多型の固有性（identify）を、２つの独
立したＬＯＡＤ症例／対照コホート（剖検によって確認されるＡＤ状態及び疾患発病年齢
のデータによる１つのコホートを含む）において確認した。２つのクレードと、疾患危険
性及び疾患発病年齢（データが利用可能であった場合）との間の関連性も、これら２つの
コホートに関して探索した。第１のコホート（ＡＳ）は、アリゾナアルツハイマー病研究
センター（ＡＤＲＣ）で確認されたＡＤ症例（ｎ＝７４）及び対照（ｎ＝３１）を含んで
いた。第２のコホート（ＤＳ）は、デューク大学のブライアンＡＤＲＣに集められ、Ａｐ
ｏＥ　ε３／ε４被験体のみを含んでいた（疾患発病年齢が明らかな４０人の剖検によっ
て確認された症例及び３３人の対照）（表２）。ＤＮＡシークエンシングは５０歳～６８
歳に疾患が発病したＤＳコホートのサブセットにとっては成功であったが、関連性分析は
ＡＤを６０歳以降に発症した患者のサブセットに限られていた。
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【０１９７】
【表２】

【０１９８】
　探索研究において作製したものと同様の構造の系統樹を、ＡＳコホートについて強いブ
ートストラップサポート（９７％、１０００回の反復）で展開した。ＡｐｏＥ　ε４／ε
４被験体はクレードＡにおいてのみ生じたが（９８％のグループ間の分離、Ｐ＝２．０×
１０－４、フィッシャーの正確確率検定、両側）、残りのＡｐｏＥ遺伝子型はクレードＡ
とクレードＢとに分布していた（図６）。すなわち、ＡｐｏＥ　ε４は常にクレードＡ変
異とＬＤであったが、ＡｐｏＥ　ε３はクレードＡ及びクレードＢハプロタイプの両方に
おいて生じた。少数のＡｐｏＥ　ε２／ε４被験体の系統樹上での分布の検査によって、
ＡｐｏＥ　ε２－ＴＯＭＭ４０ハプロタイプが、ＡｐｏＥε３－ＴＯＭＭ４０ハプロタイ
プと同様の進化史を共有することが示唆される（データは示さない）。系統発生学的構造
を別の方法を用いて確かめるため、またその遺伝子間隔内での組み換えがＡＳコホートに
対して展開された系統樹構造を交絡させていないことを確実にするため、統計的節約法（
ＴＣＳバージョン１．２１（Clement et al. TCS: a computer program to estimate gen
e genealogies. Mol Ecol 9, 1657-9 (2000))）を用いてハプロタイプネットワークも構
築した。この２つの方法（最大節約法及びＴＣＳ）によって得られる大部分の被験体－ハ
プロタイプクラスターは合同であった。
【０１９９】
　クレードＡは、クレードＢよりも高頻度でＡＤ症例と関連していた（ＯＲ＝１．４４、
９５％ＣＩ＝０．７６～２．７０）。ＡｐｏＥ　ε４の影響を制御しながらＡｐｏＥ　ε
３／ε４ヘテロ接合体（ｎ＝３６）を分析して、クレードＡハプロタイプと関連する疾患
危険性を推定した。ＴＯＭＭ４０クレードＡについてホモ接合であったサブセットは、ク
レードＡ及びクレードＢについてヘテロ接合であったサブセットと比較してＬＯＡＤ発生
率がより高いという傾向があり（ＯＲ＝１．３６、９５％ＣＩ＝０．４０～４．６１）、
したがってクレードＡを規定するＴＯＭＭ４０変異の少なくとも一部が、ＡｐｏＥ　ε４
とは無関係のＬＯＡＤの危険性を与えることが想定された。
【０２００】
　ＡＳコホート配列データを分析することによって、ＴＯＭＭ４０の１０Ｋｂ領域におい
て３９個の多型部位が同定され、そのうち３０個が節約法に有益な部位（それぞれが少な
くとも２つの配列で表される少なくとも２つの異なるヌクレオチド）であった。３０個の
節約法に有益な部位のうち、１８個が０．１０を上回るマイナー対立遺伝子頻度（ＭＡＦ
）を有し、６個のＳＮＰがＴＯＭＭ４０遺伝子の境界外部にあった。１０個のＳＮＰがＡ
ｐｏＥ　ε３との関連でのみ生じ（Ｐ＝６．０７×１０－５０、フィッシャーの正確確率
検定、両側、ｎ＝２１０）、ＡｐｏＥ　ε４／ε４ホモ接合被験体において観察されるこ
とはなかった（ｎ＝１６）。ε３特異的ＴＯＭＭ４０変異の大部分はイントロン領域に位
置していた。
【０２０１】
　図７に、ＡＳコホートからのＡｐｏＥ　ε３／ε３被験体についてＴＯＭＭ４０クレー
ドＡとクレードＢとを（Ｐ＜０．００１で）区別する１０個のＳＮＰ及び６個の挿入／欠
失多型を示す。これらの多型を個々に、ＬＯＡＤ危険性との関連性についてのハプロタイ
プとして試験した（表３）。マイナー対立遺伝子の全ての症例における、各々のクレード
Ｂ対立遺伝子についての疾患危険性に対するオッズ比によって、クレードＢ対立遺伝子が
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ＡＳコホートにおいてＡＤ危険性を保つことが示唆されるが、各々の症例における関連性
はわずかに有意性を外れていた。表３に報告したオッズ比に対するＡｐｏＥ　ε４の影響
を説明するために、４８人のＡＤ症例及び４８人のＡＤ対照という均衡の取れたセットを
、プールしたＡＳコホート及びＤＳコホートからのＡｐｏＥ　ε３／ε４被験体から配列
を無作為に選択することによって構築した。単一のＳＮＰも同様に、この均衡の取れたデ
ータセットにおいて有意にＬＯＡＤと関連しなかった。しかしながら、ＴＯＭＭ４０クレ
ードＢを区別する４個のＳＮＰ（ｒｓ８１０６９２２、ｒｓ１１６０９８５、ｒｓ７６０
１３６、ｒｓ７４１７８０）のマイナー対立遺伝子を、３つのＬＯＡＤ症例／対照ゲノム
ワイド関連性研究において前もって検査し、疾患危険性を保つことを見出したが（各々の
症例においてＯＲ＜１）、これは本発明者らの研究において観察された傾向と一致する（
Abraham et al. A genome-wide association study for late-onset Alzheimer's diseas
e using DNA pooling. BMC Med Genomics 1, 44 (2008); Carrasquillo et al. Genetic 
variation in PCDH11X is associated with susceptibility to late-onset Alzheimer's
 disease. Nat Genet 41, 192-198 (2009); Takei et al. Genetic association study o
n in and around the ApoE in late-onset Alzheimer disease in Japanese. Genomics 9
3, 441-448 (2009)）。
【０２０２】
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【表３】

【０２０３】
　２つのクレード、したがってＡｐｏＥ　ε３ハプロタイプの２つのグループを区別した
別の多型は、ＴＯＭＭ４０のイントロン６に位置するポリＴ変異（ｒｓ１０５２４５２３
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）であった。ＡｐｏＥ　ε４染色体上では、この変異は比較的長く（狭く単峰型の長さの
分布を有する）（２１個～３０個のＴ残基、平均＝２６．７８、標準偏差＝２．６０、ｎ
＝３２）、一方でＡｐｏＥ　ε３染色体上では、ピークが１５．１７個（標準偏差＝０．
８５、ｎ＝３６）及び３３．１５個（標準偏差＝２．０９、ｎ＝５５）のＴ残基にある二
峰性の長さの分布が見てとれる（図８）。より長いポリＴ長（Ｔ≧２７）は、ＡＳコホー
トにおいて危険性が高いクレードであるクレードＡにほぼ例外なく分けられた（Ｐ＝７．
６×１０－４６、ｎ＝２１０、フィッシャーの正確確率検定、両側）。その２つの最も一
般的な短い長さ（１５個又は１６個のＴ残基）を含有するカテゴリーについての症例／対
照比は１．４６であり（９５％ＣＩ＝１．２５～１．７５）、より長い長さ（２８個、２
９個、３３個及び３４個のＴ残基）のカテゴリーについての症例／対照比は２．０２であ
った（９５％ＣＩ＝１．１３～２．８７）。このデータによって、より長いｒｓ１０５２
４５２３のポリＴ長とＡＤとの間の関連性に対する傾向が示された（ＯＲ＝１．３８、９
５％ＣＩ＝０．８０～２．３９）。
【０２０４】
　ＡＳコホートについてはＴＯＭＭ４０ハプロタイプ又は個々の多型とＬＯＡＤとの間の
関連性に対する傾向しか見られなかったが、ｒｓ１０５２４５２３のポリＴ長カテゴリー
とＬＯＡＤ発病年齢との間に有意な関連性が見られた。これを、疾患発病データがある剖
検によって確認されたＡｐｏＥ　ε３／ε４被験体のＤＳコホートを用いて試験した。よ
り長いポリＴ対立遺伝子（２７個以上のＴ残基）は、はるかに若い年齢での疾患の発病と
有意に関連していた（７０．５歳±１．２歳対７７．６歳±２．１歳、Ｐ＝０．０２、ｎ
＝３４）（図５）。
【０２０５】
　したがって、この多型は、ＡｐｏＥ　ε３対立遺伝子を保有する個体に関する疾患発病
年齢に有意に影響を与えた。イントロン６中に位置する３つの他のポリＴ長多型（ｒｓ３
４８９６３７０、ｒｓ５６２９０６３３及びｒｓ１０６０２３２９）も、クレードＡとク
レードＢとを区別するが、これらの多型は疾患発病年齢と関連していなかった。同様に、
クレードを区別するＳＮＰとＬＯＡＤの年齢との間の関係性は見られず、又は３つのゲノ
ムワイド関連性研究において有意にＡＤ危険性と関連していた単一のＳＮＰ（ｒｓ８１０
６９２２）についても関係性は見られなかった（Abraham et al. A genome-wide associa
tion study for late-onset Alzheimer's disease using DNA pooling. BMC Med Genomic
s 1, 44 (2008)；Carrasquillo et al. Genetic variation in PCDH11X is associated w
ith susceptibility to late-onset Alzheimer's disease. Nat Genet 41, 192-198 (200
9)；Takei et al. Genetic association study on in and around the ApoE in late-ons
et Alzheimer disease in Japanese. Genomics 93, 441-448 (2009)）（データは示さな
い）。
【０２０６】
　ｒｓ１０５２４５２３のより長いポリＴ領域が、ＬＯＡＤのより低い発病年齢と有意に
相関することを結論付ける。この変異の長さはＡｐｏＥ　ε４染色体上では比較的均一で
あり、比較的長いが、ＡｐｏＥ　ε３と連鎖するポリＴ長の２つのカテゴリーがある。Ａ
ｐｏＥ　ε２染色体もε３染色体と同様に可変長のポリＴ反復を保有するようであるが、
この予備調査結果を確かめるため、及びＡｐｏＥ　ε２の保因者に対してポリＴ反復が非
常に遅い年齢での疾患発病に影響を与えるか否かを決定するためにさらなる調査が必要と
される。
【０２０７】
　ＡｐｏＥ　ε４に関してホモ接合でない個体に対してＬＯＡＤの発病年齢に影響を与え
る他の変異が存在する可能性はあるが、ＴＯＭＭ４０イントロン６中のポリＴ多型の長さ
は、この連鎖領域における最も強力な遺伝的予測因子であると考えられ、予め確認する必
要がある。これらのデータから、ＡｐｏＥ遺伝子型によって層別化した発病年齢曲線（Co
rder et al. Gene dose of apolipoprotein E type 4 allele and the risk of Alzheime
r's disease in late onset families. Science 261, 921-3 (1993)；Li et al. Candida
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mer disease. Arch Neurol 65, 45-53 (2008)）が、実際には、各々の曲線がＡｐｏＥ及
びＴＯＭＭ４０において連鎖した多型の特異的相互作用を反映する曲線の組であることが
示唆される。したがって、これらのデータは、６０歳を超えた個体に対して５年～７年の
期間内にＬＯＡＤ発病年齢の予測に対する解決策を与える。ＡｐｏＥ遺伝子型及びＴＯＭ
Ｍ４０ハプロタイプ又はｒｓ１０５２４５２３と、疾患発病年齢との間の関連性を確認す
る研究が現在計画されている。この研究は、幾つかの民族集団において行われる５年間の
集団に基づく前向き研究であり、疾患発病を予防又は遅延させる薬物の試験と組み合わせ
られる。
【０２０８】
方法
　本研究において分析した２つのコホートは、アリゾナアルツハイマー病研究センター（
ＡＤＲＣ）（Phoenix，Arizona）及びデューク大学のブライアンＡＤＲＣ（Durham，Nort
h Carolina）からのものであった。全ての被験体はヨーロッパ系であった。アリゾナ及び
デュークの研究は治験審査委員会によって認可され、全ての参加者から適切なインフォー
ムドコンセントが得られた。各々のコホート中の症例及び対照に対する年齢及び性別のデ
ータを表２に示す。デュークのコホートについては、疾患発病年齢をレトロスペクティブ
に決定し、疾患診断結果を剖検によって確認した。
【０２０９】
　Polymorphic DNA Technologies （Alameda，CA）でのロングレンジＰＣＲ及びＤＮＡシ
ークエンシングのために試料を９６ウェルプレート上にプレーティングした。
【０２１０】
　ロングレンジＰＣＲは、Ｔａｋａｒａ　ＬＡ　Ｔａｑ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Takara
 Mirus Bio）を用いて行った。反応混合物及びＰＣＲ条件は、製造業者によって推奨され
るものと同じであった。ＰＣＲを、２．５ＵのＬＡ　Ｔａｑ及び２００ｎｇ～４００ｎｇ
のヒトゲノムＤＮＡを含む５０μＬ容量中で行った。熱サイクリング（Thermocycling）
は以下の条件で行った：９４℃、１分間を１サイクル；９４℃、３０秒間；５７℃、３０
秒間；６８℃、９分間を１４サイクル；９４℃、３０秒間；５７℃、３０秒間；６８℃、
９分間＋１５秒間／サイクルを１６サイクル；７２℃、１０分間を１サイクル。ロングレ
ンジＰＣＲ用のプライマーを表４に示す。
【０２１１】
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【表４】

【０２１２】
　ＰＣＲ産物を０．８％アガロースゲル上で泳動し、クリスタルバイオレット色素によっ
て可視化し、サイズ標準と比較し、ゲルから切り取り、ＴＯＰＯ　ＸＬ　ＰＣＲ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇキット（Invitrogen）に付随の精製材料を用いて抽出した。ロングレンジＰＣＲ
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産物をＴＯＰＯ　ＸＬ　ＰＣＲクローニングベクターにクローン化した。このシステムは
ＴＡクローニングベクターを使用し、最大で１０ｋｂの挿入が推奨される。製造業者の取
扱説明書によると、（同じキットからの）エレクトロコンピテントセルをベクターによっ
て形質転換し、抗生物質の存在下でプレーティングし、インキュベートした。各プレート
から１０個のクローンを採取し、９６ウェルフォーマットで培養した。
【０２１３】
　希釈した培養物を、ＴｅｍｐｌｉＰｈｉ　ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｔｅｍｐｌ
ａｔｅ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎキット（GE HealthCare／Amersham Biosciences）
に含まれる変性バッファーに移した。このバッファーはプラスミドＤＮＡの放出を引き起
こすが、細菌ＤＮＡの放出は引き起こさない。培養物を加熱し、冷却し、遠心し、Ｔｅｍ
ｐｌｉＰｈｉ酵素及び他の成分を含有する新たなプレートに移した。この混合物を３０℃
で１８時間インキュベートして、プラスミド鋳型の増幅を促進した。これらの産物を次い
で遠心し、６５℃に加熱して酵素を破壊した。
【０２１４】
　プラスミド鋳型を、Ｂｉｇ　Ｄｙｅバージョン３．１シークエンシングキット（Applie
d Biosystems）を用いるＤＮＡシークエンシング反応に使用した。各々の反応について、
鋳型の独自の位置にアニールするように設計された適切なシークエンシングプライマー（
表４）を使用した。サイクルシークエンシングを５０℃のアニーリング温度、６０℃の伸
長温度及び９６℃の変性温度で、合計して３０サイクル行った。シークエンシング反応産
物を、５０ｃｍのキャピラリーアレイを備えるＡＢＩ　３７３０ＸＬ　ＤＮＡシークエン
サー上で標準泳動モードを用いて泳動した。
【０２１５】
　「Ａｇｅｎｔ」と呼ばれる独自のシークエンシング分析プログラム（Celeraによって開
発された）を用いて、シークエンシング読み取り値を適切な参照配列にアラインメントし
、各々のクローンと関連する「コンティグ」を作製した。このシステムは、いずれの試料
についても任意の変異がある全ての塩基に対する推定の品質スコアをもたらす。各々の試
料に対するシークエンシング報告値を、クローンの１つのサブセットについて或るハプロ
タイプパターンで相関し、残りのクローンについて異なるハプロタイプパターンで相関す
るＳＮＰの存在について分析した。対象となる領域に対する参照ファイルを、ＮＣＢＩ　
ｄｂＳＮＰから公開されているこの領域に対する既知の変異を列挙することによって作製
した。対象となる領域についての遺伝子型ファイルを、既知の参照配列とコンセンサスハ
プロタイプ配列との間の全ての変異について各々の被験体のハプロタイプ報告値を探索す
ることによって作製した。
【０２１６】
　ポリＴ変異（例えばｒｓ１０５２４５２３）に関する長さ－読み取り誤差の大きさを、
単一のハプロタイプを有する試料について調製された１０個のクローンからの観測長を試
験することによって推定した。１６ｂｐという短いポリＴ長を有する典型的な試料につい
ては、１０個のクローンに対する標準偏差は０．９７であった。例えば２７ｂｐというよ
り長いポリＴ長を有する典型的な試料については、標準偏差は１．５８であった。
【０２１７】
　系統発生分析を行った。デフォルトパラメータを用いてＣｌｕｓｔａｌＷ２（バージョ
ン２．０．１０）プログラムを使用して配列の複合配列アラインメントを行った。Ｇｅｎ
ｅｄｏｃ（バージョン２．７．０００）を使用してアラインメントのマニュアル調整を完
了させた。ベイジアン最大尤度及び距離ベースの再構築を用いて系統樹を構築した。使用
した系統樹構築ソフトウェアはＰａｕｐ＊（バージョン４．０ｂ１０）、Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｘ２（近接結合法、バージョン２．０．１０）及びＭｒ．Ｂａｙｅｓ（バージョン３．１
．２）であった。
【０２１８】
　樹形二分割再結合法（Tree-bisection and reconnection brunch swapping）を全ての
方法で使用した。配列進化の最適モデルをＭｏｄｅｌｔｅｓｔプログラム（バージョン３
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．７）を使用して推定し、以下の重要な決定因子に関する推定値が与えられた：速度行列
（rate matrix）、γ分布の形状及び不変異部位の割合。特異的な系統樹形態に関する統
計的支持を決定するために１０００回の反復を用いてブートストラップ分析を行った。
【０２１９】
　また、プログラムＴＣＳ（バージョン１．２１（Clement et al. TCS: a computer pro
gram to estimate gene genealogies. Mol Ecol 9, 1657-9（2000）））を使用して、配
列データからハプロタイプネットワークを構築し、系統樹を比較して、統計的節約法を使
用して分岐図の推定を行った。系統樹及びハプロタイプネットワークを２度構築し、ギャ
ップは最初のものでは欠測データとして、及び２番目のものでは第５の形質として処理し
た。対象となる領域におけるヌクレオチド多様性をＤｎａＳＰ（バージョン５．００．０
２（Librado et al. DnaSP v5: a software for comprehensive analysis of DNA polymo
rphism data. Bioinformatics 25, 1451-2(2009)））を使用して計算した。
【０２２０】
　系統樹及びハプロタイプネットワークを構築し、対象となる領域におけるヌクレオチド
多様性の分析を完了させた後、様々な方法による結果を比較し、コンセンサス系統樹へと
調整した（reconciled）。最近の疾患突然変異を共有する配列群を推測し、より綿密に系
統樹上で分けたが、表現型模写（phenocopies）、優性及びエピスタシスにより、散発性
症例では表現型－ハプロタイプ関係性にノイズが導入される可能性がある（Tachmazidou 
et al. Genetic association mapping via evolution-based clustering of haplotypes.
 PLoS Genet 3, e111 （2007））。
【０２２１】
　しかしながら、表現型模写、優性及びエピスタシスにより、散発性症例では表現型－ハ
プロタイプ関係性にノイズが導入される可能性がある。この系統発生分析はこれらの影響
を最小限にするためにクレードの高レベルの集約に注目した。系統樹において最初のスプ
リットで決定されるクレードを用いて、クレード「Ｂ」由来のＴＯＭＭ４０被験体－ハプ
ロタイプがクレード「Ａ」由来の被験体－ハプロタイプより遅い年齢でのＡＤの発病と関
連していた（各々の被験体では、ＡＤ発病年齢関連性シグナルに対して２つのハプロタイ
プが寄与していた）という仮説を検証した。このアプローチを用いて行った関連性の試験
の数は典型的なゲノムワイド関連性研究でのものよりも桁違いに少なく、これは系統発生
分析が進化的に関連した被験体－ハプロタイプのカテゴリーを同定したためであった。関
連性の試験により、異なるクレードが発病年齢で被験体－ハプロタイプデータを分類する
ことが確認された場合、配列を各々のクレードに分離させる変異を同定するためにさらに
統計的分析を行った。この分析により、系統樹構造によって導かれる一連の一自由度試験
を用いて発病年齢に影響する因子として各々の変異の有意性が効果的に評価された。単一
のヌクレオチド及び挿入／欠失多型を使用して、系統発生分析法を行った。関連性の統計
的試験を、この分析に含まれる多型部位の数に関してボンフェローニ補正を用いて調整し
た。
【０２２２】
　多型分析ソフトウェアによるハプロタイプ報告値及びＤｎａＳＰソフトウェア（バージ
ョン５．００．０２（Librado et al. DnaSP v5: a software for comprehensive analys
is of DNA polymorphism data. Bioinformatics 25, 1451-2(2009)））による報告値を後
続の統計的分析法に使用した。本発明者らは、ＡＳコホートではＬＯＡＤ危険性及びＤＳ
コホートではＬＯＡＤ発病年齢との関連性に関して、個々のＴＯＭＭ４０　ＳＮＰ変異、
ＴＯＭＭ４０ハプロタイプ及びポリＴ反復の長さを分析した。各々のＡｐｏＥ対立遺伝子
又はＡｐｏＥ遺伝子型と関連する特異的ＴＯＭＭ４０対立遺伝子の割合の差異をフィッシ
ャーの正確確率検定（両側）を用いて比較した。３０個の節約法に有益な部位及びα＝０
．０５から始める場合、特異的対立遺伝子関連性の有意性に関するボンフェローニ補正に
は、０．００１のＰ値が必要となる。オッズ比（ＯＲ）を（症例におけるマイナー対立遺
伝子の数／対照におけるマイナー対立遺伝子の数）／（症例におけるメジャー対立遺伝子
の数／対照におけるメジャー対立遺伝子の数）として計算し、９５％信頼区間で報告した
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。ＬＯＡＤ発病年齢群を規定する手段をｔ検定（両側）で比較した。群分散でのスタンダ
ードＦ検定を行い、等分散又は不等分散のどちらを仮定してｔ検定を計算したかを決定し
た。統計分析をＪＭＰソフトウェア（バージョン８、SAS Institute, Cary, NC）を使用
して完了させた。
アクセッションコード：ＧｅｎＢａｎｋ：ＴＯＭＭ４０、ミトコンドリア外膜４０ホモロ
グのトランスロカーゼ、１０４５２；ＡｐｏＥ、アポリポタンパク質Ｅ、３４８
【０２２３】
　上述の記載は本発明を例示するものであり、本発明を限定するものとしては解釈されな
い。本発明は以下の特許請求の範囲によって規定され、特許請求の範囲の均等物が本明細
書中に包含される。
【配列表フリーテキスト】
【０２２４】
配列番号１：ロングレンジＰＣＲプライマー
配列番号２：ロングレンジＰＣＲプライマー
配列番号３：シークエンシングプライマー
配列番号４：シークエンシングプライマー
配列番号５：シークエンシングプライマー
配列番号６：シークエンシングプライマー
配列番号７：シークエンシングプライマー
配列番号８：シークエンシングプライマー
配列番号９：シークエンシングプライマー
配列番号１０：シークエンシングプライマー
配列番号１１：シークエンシングプライマー
配列番号１２：シークエンシングプライマー
配列番号１３：シークエンシングプライマー
配列番号１４：シークエンシングプライマー
配列番号１５：シークエンシングプライマー
配列番号１６：シークエンシングプライマー
配列番号１７：シークエンシングプライマー
配列番号１８：シークエンシングプライマー
配列番号１９：シークエンシングプライマー
配列番号２０：シークエンシングプライマー
配列番号２１：シークエンシングプライマー
配列番号２２：シークエンシングプライマー
配列番号２３：シークエンシングプライマー
配列番号２４：シークエンシングプライマー
配列番号２５：シークエンシングプライマー
配列番号２６：シークエンシングプライマー
配列番号２７：シークエンシングプライマー
配列番号２８：シークエンシングプライマー
配列番号２９：シークエンシングプライマー
配列番号３０：シークエンシングプライマー
配列番号３１：シークエンシングプライマー
配列番号３２：シークエンシングプライマー
配列番号３３：シークエンシングプライマー
配列番号３４：シークエンシングプライマー
配列番号３５：シークエンシングプライマー
配列番号３６：シークエンシングプライマー
配列番号３７：シークエンシングプライマー
配列番号３８：シークエンシングプライマー
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配列番号３９：シークエンシングプライマー
配列番号４０：シークエンシングプライマー
配列番号４１：シークエンシングプライマー
配列番号４２：シークエンシングプライマー
配列番号４３：シークエンシングプライマー
配列番号４４：シークエンシングプライマー
配列番号４５：シークエンシングプライマー
配列番号４６：シークエンシングプライマー
配列番号４７：シークエンシングプライマー
配列番号４８：シークエンシングプライマー
配列番号４９：シークエンシングプライマー
配列番号５０：シークエンシングプライマー
配列番号５１：シークエンシングプライマー
配列番号５２：シークエンシングプライマー

【図１】 【図２】



(50) JP 5833922 B2 2015.12.16

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】



(51) JP 5833922 B2 2015.12.16

【図７Ａ】 【図７Ｂ】

【図８Ａ】

【図８Ｂ】

【図８Ｃ】

【図９】



(52) JP 5833922 B2 2015.12.16

【配列表】
0005833922000001.app



(53) JP 5833922 B2 2015.12.16

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｐ  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   25/28     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  31/425    (2006.01)           Ａ６１Ｋ   31/425    　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   15/00     　　　Ａ        　　　　　

(31)優先権主張番号  61/224,647
(32)優先日　　　　  平成21年7月10日(2009.7.10)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(56)参考文献  特表２００１－５１４６６３（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２０００－２７３０４０（ＪＰ，Ａ）　　　
              Genomics，２００７年，Vol.89，p.655-665

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０
              Ｃ１２Ｑ　　　１／００－３／００
              ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              ＰｕｂＭｅｄ
              　　　　
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

