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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 9月 27日 (2006.9.27)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ラ パ マ イ シ ン と そ の 誘 導 体 お よ び ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 は 有 効 な 免 疫 抑 制 剤 で は あ る が 、 一
部 の 患 者 に お い て こ れ ら の 薬 物 投 与 は 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル お よ び ト リ グ リ セ リ ド の 上 昇 を
引 き 起 こ す こ と 、 す な わ ち 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 お よ び 高 脂 血 症 の 原 因 と な る こ と が 分
か っ て い る 。 こ れ ら の 症 状 は 共 に と り わ け 糖 尿 病 患 者 に お い て 、 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） お
よ び 一 般 的 な ア テ ロ ー マ 動 脈 硬 化 症 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 危 険 因 子 で あ る 。
　 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 そ れ 自 体 は 症 状 で あ り 、 数 種 の 主 要 分 類 の 薬 物 で 処 置 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら は Ｈ Ｍ Ｇ － Ｃ ｏ Ａ 還 元 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー ま た は い わ ゆ る ス タ チ ン
類 、 胆 汁 酸 結 合 樹 脂 お よ び ニ コ チ ン 酸 な ど で あ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 免 疫 抑 制 剤 投 薬 に よ る 処 置 中 の 患 者 に お い て 生 じ る 血
清 コ レ ス テ ロ ー ル の 上 昇 度 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 に 存 在 す る Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 を
含 む ２ つ の コ ピ ー に つ い て 、 Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 に 関 す る ハ プ ロ タ イ プ を 判 定 す る こ と を 特
徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。 用 語 “ Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 に 関 す る ハ プ ロ タ イ プ ” と は 、 Ｉ Ｌ －
１ β 遺 伝 子 の － ５ １ １ お よ び － ３ １ 位 置 の 多 形 の 組 合 せ か ら な る ハ プ ロ タ イ プ を い う も の
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と す る 。 両 方 の 染 色 体 が “ 高 コ レ ス テ ロ ー ル ” ハ プ ロ タ イ プ を 含 む 場 合 、 す な わ ち 、 Ｉ Ｌ
－ １ β 遺 伝 子 の － ５ １ １ で Ｃ の 代 わ り に Ｔ を 含 む 場 合 、 患
者 は 高 コ レ ス テ ロ ー ル 上 昇 群 と し 、 染 色 体 の 一 方 が “ 高 コ レ ス テ ロ ー ル ” ハ プ ロ タ イ プ を
含 み 、 一 方 が “ 低 コ レ ス テ ロ ー ル ” ハ プ ロ タ イ プ を 含 む 場 合 、 患 者 は 中 間 の コ レ ス テ ロ ー
ル 上 昇 群 と し 、 ま た 両 方 の 染 色 体 が “ 低 コ レ ス テ ロ ー ル ” ハ プ ロ タ イ プ を 含 む 場 合 、 す な
わ ち 、 部 位 － ５ １ １ に Ｃ を 、 部 位 － ３ １ に Ｔ を 含 む 場 合 、 患 者 は 低 コ レ ス テ ロ ー ル 上 昇 群
と す る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の ハ プ ロ タ イ プ の 性 質 を 判 定 す る キ ッ ト で
あ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の 多 形 部 位 － ５ １ １ で の ヌ ク レ オ チ ド 対 の 性 質 を 検 出 す る 特 異
的 な 少 な く と も １ 種 の 試 薬 を 含 む 容 器 ； お よ び Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の 多 形 部 位 － ３ １ で の ヌ
ク レ オ チ ド 対 の 性 質 を 検 出 す る 特 異 的 な 少 な く と も １ 種 の 試 薬 を 含 む 容 器 ；

お よ び 指 摘 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ の 性 質 に も と づ
き 推 奨 さ れ る 処 置 を 選 択 す る た め 明 書 ； を 含 ん で な る キ ッ ト で あ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
そ の 他 の 随 伴 療 法
　 研 究 の 全 処 置 期 間 、 す な わ ち 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 初 日 か ら 最 終 の 研 究 評 価 が す べ て 終 了
す る ま で の 期 間 、 研 究 薬 物 、 研 究 予 防 薬 お よ び 通 常 の 患 者 の 投 薬 以 外 の 投 薬 は 実 施 し な か
っ た 。 こ の 規 則 に 対 す る 例 外 は 事 象 （ Ａ ） を 処 置 す る た め に 必 要 な 投 薬 に の み 適 用
し た 。 他 の 投 薬 （ 薬 局 で の 投 薬 お よ び ビ タ ミ ン 類 を 含 む ） の 管 理 に つ い て は 事 前 お よ び 随
伴 投 薬 事 例 報 告 様 式 （ Prior and Concomitant Medications Case Report Form （ CRF） ）
に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 Ａ Ｅ に つ い て 必 要 な 場 合 に は 、 随 伴 投 薬 法 が Ａ Ｅ ｓ  Ｃ Ｒ Ｆ に
詳 細 に 記 載 さ れ 、 関 連 文 献 も 引 用 さ れ て い る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
遺 伝 子 型 決 定
　 ２ ４ 遺 伝 子 に 相 当 す る 合 計 ４ ７ の ユ ニ ー ク 多 形 に つ い て 、 各 臨 床 試 験 の た め に 解 析 し た
。 薬 物 代 謝 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 高 脂 肪 血 症 、 免 疫 抑 制 お よ び 炎 症 に 関 わ る 候 補 遺 伝
子 を 本 研 究 用 に 選 択 し た 。 Ｓ Ｎ Ｐ ア ッ セ イ は 、 Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ 、 Ｓ Ｎ Ｐ 協 会 、 遺 伝 子 座 リ ン ク お
よ び ｄ ｂ Ｓ Ｎ Ｐ 、 お よ び サ ー ド ・ ウ エ ー ブ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ・ イ ン ク （ Ｔ Ｗ Ｔ 、 マ ジ ソ ン
、 ウ ィ ス コ ン シ ン ） ウ エ ブ サ イ ト （ http://64.73.25.65:8080/coe/index.jsp） な ど の 公
共 デ ー タ ベ ー ス か ら の 情 報 を 用 い て 設 計 し た 。 遺 伝 子 型 決 定 ア ッ セ イ 用 の 得 ら れ た プ ロ ー
ブ セ ッ ト は Ｔ Ｗ Ｔ が 作 製 し た 。 遺 伝 子 型 決 定 は Ｔ Ｗ Ｔ （ ９ － １ ０ ） が 開 発 し た イ ン ベ ー ダ
ー （ INVADER） （ 登 録 商 標 ） を 用 い 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ６ ０
ｎ ｇ に よ り 実 施 し た 。 参 照 文 献 ： Lyamichev et al., Nat. Biotechnol., Vol. 17, pp. 2
92-296 （ 1999） ; and Ryan, Mol. Diagn., Vol. 4, pp. 135-144 （ 1999） 。
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【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 （ － ５ １ １ ） Ｉ Ｌ － １ β Ｓ Ｎ Ｐ に つ い て の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 １ ０ ～
７ ０ ｎ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 １ ６ ０ μ Ｍ － ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .３ ）
、 ５ ０ ｍ Ｍ － Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .５ ｍ Ｍ － Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ .６ μ Ｍ － Ｉ Ｌ － １ β （ － ５ １ １ ） 前 進
プ ラ イ マ ー 、 ０ .６ μ Ｍ － Ｉ Ｌ － １ β （ － ５ １ １ ） 逆 進 プ ラ イ マ ー お よ び ０ .０ ３ Ｕ － Ｔ ａ
ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ ア ッ プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ 、 カ リ フ ォ
ル ニ ア ） を 含 む ２ ０ μ Ｌ の 反 応 液 中 で 実 施 し た 。 以 下 の 条 件 で ３ ６ 回 の 増 幅 を 実 施 し た ：
９ ４ ℃ 、 ３ ０ 秒 ； ５ ５ ℃ 、 ３ ０ 秒 ； ７ ２ ℃ 、 ３ ０ 秒 。 次 い で 、 ９ 種 の サ ン プ ル を ２ ％ ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 （ ５ μ Ｌ ） し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ り 可 視 化 し 、 増 幅 を 確 認 し た
。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の １ ： ７ 希 釈 は 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 用 ３ ８ ４ 穴 バ イ プ レ ッ ク ス プ レ ー ト に よ り 、 Ｔ Ｗ
Ｔ Ｓ Ｎ Ｐ ＃ １ ２ ８ ０ ６ ９ に 対 し 実 施 し た 。
　 プ ラ イ マ ー 配 列 は 以 下 の と お り で あ る ：
　 　 IL-1 （ -511） -前 進  5’ -GCAGAGCTCATCTGGCATTG-3’  （ 配 列 番 号 １ ）
　 　 IL-1 （ -511） -逆 進  5’ -TATGTGGGACAAAG TGGAAG-3’  （ 配 列 番 号 ２ ）
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の １ ： １ ０ 希 釈 は 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 用 ３ ８ ４ 穴 バ イ プ レ ッ ク ス プ レ ー ト に よ り 、 Ｒ
Ａ Ｄ  Ｂ １ 用 の Ｔ Ｗ Ｔ  Ｓ Ｎ Ｐ ＃ ２ ７ ４ ３ ３ ９ に 対 し 実 施 し た 。 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 解 析 は Ａ ｌ ｕ
－ Ｉ 制 限 酵 素 （ ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ス 、 ビ バ リ ー 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ ） を 用
い て 遺 伝 子 型 を 決 定 す る た め に 使 用 し た 。 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 消 化 物 は 、 ５ ０ ｍ Ｍ － Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０
ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ － Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ － Ｄ Ｔ Ｔ （ ｐ Ｈ ７ .９ ） 、 ８ ｎ ｇ 増 幅
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び ０ .５ ｍ Ｍ － Ａ ｌ ｕ － Ｉ 酵 素 を 含 む ２ ０ μ Ｌ の 反 応 液 中 で 処 理 し た 。
サ ン プ ル は す べ て ３ ７ ℃ で １ ７ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 （ １
９ μ Ｌ ） し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ り 可 視 化 し 、 バ ン ド サ イ ズ を 確 認 し た 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
［ 統 計 的 解 析 ］
　 ２ ４ ヶ 月 の lab_ｂ .sd２ Ｒ Ａ Ｄ Ｂ ２ ５ １ 臨 床 デ ー タ セ ッ ト を 用 い 、 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ
ル に 対 す る 遺 伝 子 型 と 処 置 の 影 響 を 解 析 す る た め に 、 共 分 散 モ デ ル の 解 析 を 使 用 し た 。 該
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モ デ ル の 条 件 は 、 最 終 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル 、 共 変 量 と し て の 初 期 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル
、 お よ び 主 エ フ ェ ク タ ー と し て の 遺 伝 子 型 と 処 置 で あ る 。 適 用 し 得 る 場 合 、 オ ッ ズ 比 、 ９

％ 信 頼 限 界 、 お よ び カ イ 二 乗 解 析 を 計 算 し た 。 統 計 解 析 は す べ て Ｓ Ａ Ｓ ８ .０ ２ ソ フ ト
ウ エ ア に よ り 実 施 し た 。 多 重 テ ス ト の 補 正 の た め に 、 ボ ン フ ェ ロ ニ 補 正 を 行 っ た 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 相 関 を さ ら に 解 析 す る た め に 、 Ｉ Ｌ － １ β （ － ５ １ １ ） 遺 伝 子 型 と Ｈ Ｄ Ｌ お よ び Ｌ
Ｄ Ｌ の レ ベ ル 間 に 関 連 性 が あ る か ど う か を 試 験 し た 。 図 ３ と 表 ６ に 示 す よ う に 、 両 処 置 群
か ら の 患 者 の Ｉ Ｌ － １ β （ － ５ １ １ ） （ Ｔ － Ｔ ） 遺 伝 子 型 は 共 に 、 患 者 の 最 終 訪 問 時 に 測
定 し た Ｈ Ｄ Ｌ の 最 高 レ ベ ル と 相 関 し た （ ｐ ＝ ０ .０ ２ １ ４ ） 。
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 下 記 表 １ ０ に 示 す よ う に 、 オ ッ ズ 比 が 示 す に は 、 患 者 が Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー
の 位 置 （ － ５ １ １ ） に Ｔ を 含 む な ら ば 、 Ｒ Ａ Ｄ ／ ネ オ ー ラ ル （ 登 録 商 標 ） 処 方 で 処 理 し た
場 合 、 総 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル が 最 終 濃 度 ≧ ２ ４ ０ ｍ ｇ ／ ｄ Ｌ に 上 昇 す る 可 能 性 は ５
.６ ７ 倍 （ ９ ５ ％ 信 頼 限 界 ： １ .２ ０ ～ ９ .０ １ ） と な り 、 あ る い は 患 者 が Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝
子 プ ロ モ ー タ ー の 位 置 （ － ３ １ ） に Ｃ を 含 む な ら ば 、 Ｒ Ａ Ｄ ／ ネ オ ー ラ ル （ 登 録 商 標 ） 処
方 で 処 理 し た 場 合 、 総 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル が 最 終 濃 度 ≧ ２ ４ ０ ｍ ｇ ／ ｄ Ｌ に 上 昇 す
る 可 能 性 は ７ .２ ３ 倍 （ ９ ５ ％ 信 頼 限 界 ： １ .２ ０ ～ ９ .０ １ ） と な る 。 こ れ ら の 知 見 は 統
計 的 に 有 意 で あ り （ そ れ ぞ れ 、 ｐ ＝ ０ .０ ２ ０ ７ お よ び ｐ ＝ ０ .０ ０ ９ ６ ） 、 高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症 を 容 易 に 処 置 し 得 る た め 、 Ｒ Ａ Ｄ ／ ネ オ ー ラ ル （ 登 録 商 標 ） 処 方 に よ り 移 植 手 術
患 者 を 処 置 す る 際 に 、 予 防 策 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ － ５ １ １ ） と （ － ３ １ ） Ｉ Ｌ － １ β Ｓ Ｎ Ｐ の 連 鎖 不 平 衡
　 Ｉ Ｌ － １ β （ － ５ １ １ ） Ｃ → Ｔ 多 形 が 位 置 （ － ３ １ ） に 位 置 す る Ｉ Ｌ － １ β プ ロ モ ー タ
ー 内 の も う 一 つ の 多 形 と 強 力 な 連 鎖 不 平 衡 （ ９ ９ .５ ％ ） に あ り 、 結 果 と し て Ｔ → Ｃ 塩 基
遷 移 を 生 じ る こ と は 報 告 さ れ て い る 。 参 照 ： El-Omar et al., Nature, Vol. 404, pp. 39
8-402 （ 2000） 。 そ れ 故 、 Ｉ Ｌ － １ β プ ロ モ ー タ ー の 位 置 （ － ５ １ １ ） に Ｔ を も つ 患 者 は
、 位 置 （ － ３ １ ） に Ｃ を も つ で あ る こ と が 予 知 さ れ る 。 こ の 知 見 は こ れ ら ２ つ の 治 験 に お
い て 試 験 し た 患 者 で 確 認 さ れ る 。 野 生 型 Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 に お い て 、 Ｔ は － ３ １ の 位 置 に
見 出 さ れ る 。 こ の Ｔ は Ｉ Ｌ － １ β の 転 写 開 始 に 決 定 的 な 役 割 を 果 た す Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 配
列 （ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ ） の 一 部 で あ る た め 、 Ｉ Ｌ － １ β の 発 現 の た め に 非 常 に 重 要 で あ る 。
一 般 に 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 配 列 は 、 転 写 が 正 し い 位 置 で 始 ま る こ と を 確 か な も の と す る た
め に 、 遺 伝 子 内 の 正 し い 位 置 に 転 写 機 構 を 供 給 し 、 位 置 を 定 め る こ と に 関 わ っ て い る 。 位
置 （ － ３ １ ） で の Ｔ → Ｃ 多 形 は こ の 重 要 な Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 配 列 （ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ か ら
Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ へ ） を さ せ て 不 活 性 化 し 、 Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の 効 率 的 な 開 始 を 禁 止
す る 。 こ の 変 化 し た Ｉ Ｌ － １ β Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 配 列 へ の 転 写 機 構 の 結 合 欠 如 は す で に 示
さ れ て い る 。 上 記 参 照 ： El-Omar。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｌ Ｄ Ｌ レ セ プ タ ー 発 現 の 上 昇 は 、 細 胞 内 に 取 込 ま れ る コ レ ス テ ロ ー ル 量 の 増 加 に つ な が
り 、 そ の 結 果 、 血 中 の 総 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル が 低 下 す る 。 こ れ は こ の 薬 物 が 後 期 Ｇ １ を
経 て Ｓ に 入 る 細 胞 の 発 展 に 必 要 な 化 学 的 経 路 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る た め 、 Ｒ Ａ
Ｄ （ エ ベ ロ リ ム ス ） に 関 連 性 を も つ 。 重 要 な こ と は 、 こ の 過 程 に は Ｅ Ｒ Ｋ の 関 与 が 示 さ れ
て い る こ と で あ る 。 そ れ 故 、 Ｅ Ｒ Ｋ 活 性 は エ ベ ロ リ ム ス に よ り 低 下 さ せ る こ と が 可 能 で あ
る 。 エ ベ ロ リ ム ス は Ｅ Ｒ Ｋ 活 性 を 阻 害 す る た め 、 Ｌ Ｄ Ｌ レ セ プ タ ー の 発 現 が Ｉ Ｌ － １ β の
発 現 か ら 独 立 し て す べ て の 患 者 で 低 下 し 、 そ の 結 果 、 Ｌ Ｄ Ｌ の レ ベ ル を 低 下 さ せ 、 し た が
っ て 、 エ ベ ロ リ ム ス を 服 用 し た 患 者 の 総 コ レ ス テ ロ ー ル を 低 下 さ せ る 。 エ ベ ロ リ ム ス が Ｅ
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Ｒ Ｋ の 活 性 化 を 完 全 に 阻 害 す る こ と は あ り そ う に な い 。 そ れ 故 、 Ｉ Ｌ － １ β （ － ５ １ １ ）
（ Ｔ － Ｔ ） お よ び Ｉ Ｌ － １ β （ － ３ １ ） （ Ｃ － Ｃ ） 遺 伝 子 型 を も つ 患 者 は 、 Ｌ Ｄ Ｌ レ セ プ
タ ー の 一 部 発 現 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ れ ら の 患 者 は Ｉ Ｌ － １ β の レ ベ ル が
非 常 に 低 い 、 そ の た め 、 Ｌ Ｄ Ｌ レ セ プ タ ー の 発 現 が 低 く 、 そ の 結 果 、 細 胞 内 に 取 込 ま れ る
コ レ ス テ ロ ー ル 量 が 低 下 し 、 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル が 上 昇 す る 。 し た が っ て 、 こ の 説
明 は Ｉ Ｌ － １ β （ － ３ １ ） （ Ｃ － Ｃ ） 遺 伝 子 型 を も つ 患 者 に 観 察 さ れ る 最 高 レ ベ ル の コ レ
ス テ ロ ー ル の 説 明 と な る 。 有 意 義 な こ と は 、 Ｉ Ｌ － １ β （ － ３ １ ） （ Ｃ － Ｃ ） 遺 伝 子 型 に
相 当 す る Ｉ Ｌ － １ β （ － ５ １ １ ） （ Ｔ － Ｔ ） 遺 伝 子 型 を も つ 患 者 は 、 他 の Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝
子 型 を も つ 患 者 に 比 較 し て 、 有 意 に 高 い Ｌ Ｄ Ｌ （ ｐ ＝ ０ .０ １ ５ ９ ） を 有 す る こ と で あ っ
た （ 図 ３ お よ び 表 ４ ） 。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 特 に 好 適 な 態 様 に お い て 、 多 形 の 検 出 は 、 い わ ゆ る イ ン ベ ー ダ ー （ INVADER T M ） 技 法 （
サ ー ド ・ ウ エ ー ブ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ・ イ ン ク （ Ｔ Ｗ Ｔ 、 マ ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン ） か ら
入 手 可 能 ） に よ り 実 施 し 得 る 。 本 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 特 異 的 上 流 “ イ ン ベ ー ダ ー ” オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 部 分 的 に 重 な り 合 う 下 流 の プ ロ ー ブ が 共 に 相 補 性 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 に 結 合
し た と き 、 特 異 的 構 造 を 形 成 す る 。 こ の 構 造 を ク リ バ ー ゼ （ Cleavase） 酵 素 が 特 定 の 部 位
で 認 識 し 、 切 断 す る ； そ の 結 果 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ フ ラ ッ プ を 放 出 す る
。 次 い で 、 こ の フ ラ グ メ ン ト が 反 応 混 合 物 に 含 ま れ る 合 成 二 次 標 的 と 二 次 蛍 光 標 識 シ グ ナ
ル プ ロ ー ブ に 関 し 、 “ イ ン ベ ー ダ ー ” オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 作 用 す る 。 こ れ が ク リ バ
ー ゼ 酵 素 に よ る 二 次 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ の 開 裂 を 生 じ る 。 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 し
得 る 色 素 分 子 で 標 識 し た こ の 二 次 プ ロ ー ブ が 開 裂 す る と き 、 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 生 す る 。 ク
リ バ ー ゼ 酵 素 は 重 な り 合 う Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は フ ラ ッ プ に よ り 形 成 さ れ る 構 造 に 相 関 し た 緊
縮 要 件 を 有 し 、 そ れ 故 、 下 流 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 上 、 開 裂 部 位 の 直 ぐ 上 流 の 単 一 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を
特 異 的 に 検 出 す る た め に 使 用 し 得 る 。 参 照 ： Ryan et al., Molecular Diagnosis, Vol. 4
, No 2, pp. 135-144 （ 1999） ; and Lyamichev et al., Nat. Biotechnol., Vol. 17, p
p. 292-296 （ 1999） ; 参 照 関 連 米 国 特 許 第 ５ ,８ ４ ６ ,７ １ ７ 号 お よ び ６ ,０ ０ １ ,５ ６ ７
号 公 報 （ こ れ ら の 開 示 は そ の 全 文 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 “ Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 に 関 す る ハ プ ロ タ イ プ ” と は 、 Ｉ Ｌ －
１ β 遺 伝 子 の － ５ １ １ お よ び － ３ １ 位 置 で の 多 形 の 組 合 せ か ら な る ハ プ ロ タ イ プ を い う も
の と し 、 こ れ ら の ハ プ ロ タ イ プ は 以 下 の 方 法 で 命 名 す る も の と す る ； Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の
多 形 部 位 － ５ １ １ で Ｃ か ら Ｔ へ の 多 形 （ 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の 位 置 １ ４ ２ ３ ） お よ び Ｉ Ｌ －
１ β 遺 伝 子 の 多 形 部 位 － ３ １ で Ｔ か ら Ｃ へ の 多 形 （ 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の 位 置 １ ９ ０ ３ ） の
両 方 が Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の １ コ ピ ー に 存 在 す る 場 合 、 ハ プ ロ タ イ プ は “ 高 コ レ ス テ ロ ー ル
” と 呼 ぶ も の と す る 。 逆 に 、 こ れ ら 多 形 の 両 方 が Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の 所 定 の コ ピ ー に 存 在
せ ず 、 し た が っ て 、 こ の Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の 部 位 ― ３ １ の ヌ ク レ オ チ ド が Ｔ で あ り 、 こ の
Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の 部 位 － ５ １ １ の ヌ ク レ オ チ ド が Ｌ － １ β 遺 伝 子 に お い て Ｃ で あ る
場 合 、 ハ プ ロ タ イ プ は “ 低 コ レ ス テ ロ ー ル ” と 呼 ぶ も の と す る 。
【 手 続 補 正 １ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
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【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 認 め る よ う に 、 個 体 の ク ロ ー ン は 個 体 に 存 在 す る ２ つ の Ｉ Ｌ － １
β 遺 伝 子 コ ピ ー に つ い て 、 ハ プ ロ タ イ プ の 情 報 を 提 供 す る だ け で あ る 。 ハ プ ロ タ イ
プ の 情 報 が 個 体 の 他 の コ ピ ー に つ い て 欲 し い 場 合 に は 、 追 加 の Ｉ Ｌ － １ β ク ロ ー ン を 試 験
す る 必 要 が あ る 。 一 般 的 に 、 個 体 に お け る Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 の 両 コ ピ ー に つ い て ハ プ ロ タ
イ プ 決 定 す る 確 率 を ９ ０ ％ 以 上 と す る た め に は 、 少 な く と も ５ つ の ク ロ ー ン を 試 験 す べ き
で あ る 。 特 に 好 適 な 態 様 に お い て は 、 各 多 形 部 位 で の ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 。
【 手 続 補 正 １ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 Ｉ Ｌ － １ β ハ プ ロ タ イ プ 対 は 、 個 体 に 存 在 す る Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子
の 各 コ ピ ー に お け る １ ヶ 所 以 上 の 多 形 部 位 で の ヌ ク レ オ チ ド の 位 相 配 列 を 同 定 す る こ と に
よ り 、 個 体 に つ い て 判 定 す る 。

遺 伝 子 の 両 コ ピ ー に つ い て ハ プ ロ タ イ プ 決 定 す る 場 合 、 同 定 ス テ ッ プ は 、 好 ま し く は
別 個 の 容 器 に 収 容 し た 遺 伝 子 の 各 コ ピ ー に よ り 実 施 す る 。 し か し 、 ２ つ の コ ピ ー が 異 な る
タ グ 標 識 で 標 識 し て あ る か 、 ま た は さ も な く ば 別 々 に 識 別 し 得 る か も し く は 同 定 し 得 る 場
合 、 あ る 場 合 に は 同 じ 容 器 中 で こ の 方 法 を 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る と も 想 定 し 得 る 。 た
と え ば 、 遺 伝 子 の 第 一 お よ び 第 二 コ ピ ー を そ れ ぞ れ 異 な る 第 一 お よ び 第 二 蛍 光 色 素 に よ り
標 識 し 、 さ ら に 第 三 の 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
使 用 し て 多 形 部 位 （ １ ま た は 複 数 部 位 ） を ア ッ セ イ す る 場 合 、 第 一 お よ び 第 三 色 素 の 組 合
せ を 検 出 す る こ と で 第 一 遺 伝 子 コ ピ ー 中 の 多 形 を 同 定 し 、 一 方 、 第 二 お よ び 第 三 色 素 の 組
合 せ を 検 出 す る こ と で 第 二 遺 伝 子 コ ピ ー 中 の 多 形 を 同 定 す る 。
【 手 続 補 正 １ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 仲 介 プ ラ イ マ ー 伸 張 法 を 用 い て 多 形 を 同 定 す る こ と も で き る 。 か か
る 方 法 の 幾 つ か は 特 許 お よ び 科 学 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 “ 遺 伝 的 ビ ッ ト 分 析 ” 法 （ 国 際
特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ５ ７ １ ２ 号 公 報 ） お よ び リ パ ー ゼ ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 仲 介 ビ ッ ト
分 析 （ 米 国 特 許 第 ５ ,６ ７ ９ ,５ ２ ４ 号 公 報 ） を 包 含 す る 。 関 連 方 法 は 国 際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９
１ ／ ０ ２ ０ ８ ７ 、 Ｗ Ｏ ９ ０ ／ ０ ９ ４ ５ ５ 、 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ １ ７ ６ ７ ６ 、 米 国 特 許 第 ５ ,３ ０ ２ ,
５ ０ ９ お よ び ５ ,９ ４ ５ ,２ ８ ３ 号 公 報 に 開 示 さ れ て い る 。 多 形 を 含 む 伸 張 プ ラ イ マ ー は 米
国 特 許 第 ５ ,６ ０ ５ ,７ ９ ８ 号 公 報 に 記 載 さ れ て い る よ う に 質 量 分 析 法 に よ り 検 出 し 得 る 。
も う 一 つ の プ ラ イ マ ー 伸 張 法 は 対 立 遺 伝 子 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ で あ る 。 参 照 ： Ruafio et al., N
ucl. Acids Res., Vol. 17, p.8392 （ 1989） ; Ruafio et al., Nucl. Acids Res., Vol.
 19, pp. 6877-6882 （ 1991） ; WO93/22456;  Turki et al., J. Clin. Invest., V
ol. 95, pp. 1635-1641 （ 1995） 。 さ ら に 、 多 重 多 形 部 位 は ワ レ イ ス ら （ Wallace et al.
 （ Ｗ Ｏ ８ ９ ／ １ ０ ４ １ ４ ） ） が 記 載 し て い る よ う に 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の セ
ッ ト を 用 い て 核 酸 の 多 重 領 域 を 同 時 に 増 幅 す る こ と に よ り 検 討 し 得 る 。

(7) JP 2006-500930 A5 2006.11.16

の １ つ

特 に 好 適 な 態 様 に お い て 、 ハ プ ロ タ イ プ 決 定 法 は 、 Ｉ Ｌ －
１ β 遺 伝 子 の 各 コ ピ ー に お け る 各 多 形 部 位 で ヌ ク レ オ チ ド の 位 相 配 列 を 同 定 す る こ と を 含
む 。

遺 伝 的

お よ び
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