
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】少なくとも１つの核酸フラグメントに関する点変異及び／又は大規模変更を検出
するための方法の提供。
【解決手段】第１の核酸フラグメントと、該核酸フラグメントと区別可能であり且つ量的
参照としての役割を果たす第２の核酸フラグメントとを含むかもしれないサンプルを用意
し、該核酸フラグメントを変性し、ホモデュプレックス及び起こりうるヘテロデュプレッ
クスを含む産物を得るために適切な条件において、それらを再アニーリングし、第１の核
酸フラグメントの存在するデュプレックス形を識別する信号の強度を、第２の参照核酸フ
ラグメントから得られた信号の強度と比較すること等を含む方法。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も １ つ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト （ 以 下 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 言 う ） に 関 す る
点 変 異 及 び ／ 又 は 大 規 模 変 更 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 区 別 可 能 で あ り 且
つ 量 的 参 照 と し て の 役 割 を 果 た す 少 な く と も 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と を 含 む か も し れ な
い サ ン プ ル を 用 意 す る こ と 、
　 ｂ ． 前 記 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 変 性 し 、 そ し て ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び 起 こ り う る ヘ テ ロ
デ ュ プ レ ッ ク ス を 含 む 産 物 を 得 る た め に 適 切 な 条 件 に お い て 、 そ れ ら を 再 ア ニ ー リ ン グ す
る こ と 、
　 ｃ ． 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 す る デ ュ プ レ ッ ク ス 形 を 識 別 す る 信 号 の 強 度 を
、 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら 得 ら れ た 信 号 の 強 度 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 前
記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 既 存 の デ ュ プ レ ッ ク ス 形 を 識 別 す る 信 号 及 び 前 記 第 １ の 核 酸
フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 相 対 的 量 デ ー タ を 少 な く と も 得 る た め に 適 切 な 分 析 的 方 法 を 前 記
再 ア ニ ー リ ン グ さ れ た 産 物 に 対 し て 実 行 す る こ と 、 及 び
　 ｄ ． 工 程 ｃ に お い て 得 ら れ た 相 対 的 量 デ ー タ を 、 大 規 模 変 更 が そ の 中 に 存 在 し な い 第 １
の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に つ い て 予 想 さ れ る 対 照 相 対 的 量 デ ー タ と 比 較 す る こ と 、
　 か ら な る 工 程 を 少 な く と も 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 工 程 ｃ に お い て 得 ら れ た 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 の 形 状 の 分 析 を 含 む 追
加 工 程 ｅ を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 追 加 工 程 ｅ が 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 の 形 状 を 、 前 記 第 １ の 核 酸
フ ラ グ メ ン ト の 非 変 異 形 に 等 価 で あ る 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 形 に 工 程 ａ ～ ｃ を 適
用 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 信 号 の 形 状 と 比 較 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ る 、 請 求 項 ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 １ よ り 多 い 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 第 １ の 及 び 前 記 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 少 な く と も 幾 つ か 又 は 全 て が 、 少 な く と
も そ れ ら の 個 々 の 長 さ に よ っ て 互 い に 異 な っ て い る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 異 な る 長 さ の フ ラ グ メ ン ト 間 の 前 記 長 さ 差 が 少 な く と も １ で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 １ の 及 び 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 幾 つ か 又 は 全 て が 、 少 な く と も 別 個 の マ ー カ ー に
よ っ て 互 い に 区 別 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む か も し れ な い
サ ン プ ル 中 に 天 然 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 ２ つ の 別 個 の 遺
伝 子 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 同 じ 遺 伝 子 か ら
得 ら れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む か も し れ な い
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サ ン プ ル 内 に 、 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 核 酸 の 総 量 に 対 し て 所 定 の 量 で 取 り 込 ま れ る 、
請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 増 幅 を 少 な く と も 含 む 追 加
工 程 ｆ を さ ら に 含 み 、 前 記 工 程 ｆ が 工 程 ｂ の 前 に 実 行 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 増 幅 が 非 飽 和 条 件 で 実 行 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 増 幅 が 半 定 量 的 増 幅 で あ る 、 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 工 程 ｂ が Ｐ Ｃ Ｒ 又 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 実 行 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 又 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ が 、 ２ ２ ～ ２ ７ の 範 囲 で あ る 増 幅 サ イ ク ル の 数 を 含 む 、 請 求 項
１ ２ ～ １ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 又 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ が 、 ｎ ｉ － ７ ～ ｎ ｉ ＋ ２ の 範 囲 で あ る 増 幅 サ イ ク ル の 数 を 含 み
、 ｎ ｉ は 増 幅 曲 線 の 変 曲 点 に 対 応 す る サ イ ク ル の 数 で あ る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ 又 は １ ６ に
記 載 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 工 程 ｆ が ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 又 は Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ に よ っ て 実 行 さ れ る 、 請 求 項 １ ２
～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 工 程 ｃ が 非 変 性 条 件 に お い て 実 行 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 個 々 の 分 析 方 法 が 、 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ 又 は 質 量 ス ペ ク ト ル 法 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 個 々 の 分 析 方 法 が 、 キ ャ ピ ラ リ ー 又 は マ ル チ キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 で あ る 、 請 求 項
２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 電 気 泳 動 分 析 が 分 離 培 地 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ２ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 分 離 培 地 が 絡 み 合 っ た ポ リ マ ー の 溶 液 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 分 離 培 地 が 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ タ ク リ ル ア ミ ド 又 は ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 の 架 橋
化 さ れ た 又 は 架 橋 化 さ れ て い な い ポ リ マ ー を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ 又 は ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 分 離 培 地 が 、 ア ク リ ル ア ミ ド 及 び ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド の ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー を
含 む 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 分 離 培 地 が 、 ヌ ク レ オ チ ド Ａ 、 Ｔ 、 Ｇ 、 Ｃ の 一 つ と 特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用 を 受 け
う る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を さ ら に 含 み 、 前 記 化 合 物 は 前 記 分 離 培 地 に お い て 少 な く と
も １ ｇ ／ ｌ の 濃 度 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 工 程 ｃ 、 ｄ 及 び ／ 又 は ｅ が 自 動 化 さ れ た ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 実 行 さ れ る 、 請 求 項 １ ～
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２ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 含 む 、 癌 へ の 素 因 の 診 断 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 含 む 、 癌 診 断 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 含 む 、 遺 伝 疾 病 の 診 断 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 含 む 、 治 療 の た め の 新 し い 目 標 を 発 見 す
る た め の 又 は 治 療 の 効 率 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 含 む 、 疾 病 又 は 病 理 状 態 の た め の 新 し い
バ イ オ マ ー カ ー を 発 見 す る た め の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
ゲ ノ ミ ク ス に お け る 最 近 の 発 展 は 、 ヒ ト の 健 康 及 び バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー に お け る 改 良 の た
め に か な り の 望 み を も た ら し て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
医 薬 に お い て 、 例 え ば 遺 伝 疾 病 及 び 癌 の 理 解 及 び 診 断 又 は 感 染 性 有 機 体 の 研 究 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
及 び 核 酸 の 分 析 に ま す ま す 依 存 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー は ま た 、 分 子 遺 伝 及 び 核 酸 高 ス ル ー プ ッ ト 分 析 に ま す ま す 依 存 し て い
る 。 特 に 、 個 体 間 の 遺 伝 的 差 の マ ッ ピ ン グ は 、 法 医 学 調 査 、 医 薬 応 用 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ
ー 及 び 食 品 産 業 に つ い て 重 要 性 を 増 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
例 え ば 、 異 常 タ ン パ ク 質 を も た ら す 変 異 を 検 出 す る こ と は 、 疾 病 の 遺 伝 起 源 を 識 別 す る た
め に 必 須 で あ り う る 。 多 く の 遺 伝 し た 病 理 状 態 が 、 Ｄ Ｎ Ａ の 構 造 分 析 の 方 法 を 使 用 し て 、
症 状 の 兆 候 前 に 診 断 さ れ う る 。 癌 研 究 に お い て 、 例 え ば 、 乳 癌 を 進 展 す る こ と の 可 能 性 に
お い て 強 い 増 加 を も た ら す こ と を 認 識 す る Ｂ Ｒ Ｃ Ａ １ 及 び Ｂ Ｒ Ｃ Ａ ２ 遺 伝 子 に お け る 変 異
の 探 索 が 、 大 規 模 で 今 実 行 さ れ る 。 遺 伝 子 Ａ Ｐ Ｃ が ま た 、 結 腸 直 腸 癌 へ の 強 い 素 因 を も た
ら す こ と が 知 ら れ て い る 。 遺 伝 ス ク リ ー ニ ン グ が ま た 、 多 く の 遺 伝 疾 病 に つ い て 、 初 期 に
又 は 実 に 子 宮 に お い て 実 行 さ れ う る 。 現 在 、 ７ ０ ０ 個 の 遺 伝 疾 病 が 識 別 さ れ 、 そ の 中 に セ
ラ セ シ ア 及 び ミ オ パ シ ー が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
後 天 性 の 遺 伝 的 疾 患 の 識 別 及 び 詳 細 な 分 析 （ 例 え ば 、 特 に 癌 に お い て 生 ず る そ れ ら ） が ま
た 、 腫 瘍 の 「 遺 伝 マ ッ ピ ン グ 」 に よ っ て 、 よ り 有 効 な 及 び 個 人 化 さ れ た 治 療 の た め の 望 み
を も た ら し て い る 。 変 異 及 び 遺 伝 的 変 異 性 の 大 規 模 遺 伝 ス ク リ ー ニ ン グ （ 「 遺 伝 子 型 特 定
」 と も よ ば れ る ） が ま た 、 薬 理 遺 伝 的 ア プ ロ ー チ に お け る 治 療 の た め の 新 し い 目 標 を 見 つ
け る た め に 、 疾 病 及 び 遺 伝 子 間 の 相 関 を 決 定 す る た め に 最 高 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
遺 伝 ス ク リ ー ニ ン グ が ま た 、 医 薬 品 、 食 品 産 業 、 獣 医 又 は 生 物 テ ロ 応 用 に お け る 特 定 の 病
原 種 の 識 別 を 含 む 病 原 体 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 食 品 産 業 に お い て 、 出
発 原 料 又 は 食 材 に お け る 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 有 機 体 「 Ｇ Ｍ Ｏ 」 の 検 出 は 、 高 ま る 関 心 事 で
あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
疾 病 機 構 に 関 係 す る 変 異 は 、 点 変 異 （ 単 一 の 塩 基 置 換 、 又 は 塩 基 対 の 一 つ 若 し く は 数 十 の
小 さ な 挿 入 又 は 欠 失 ） 又 は 大 き な 染 色 体 再 配 列 で あ り う る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
そ れ 故 に 、 正 確 な 、 再 現 可 能 な 及 び 信 頼 可 能 な 様 式 に お い て 、 非 病 理 状 態 （ 野 生 型 ） に 関
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連 す る 遺 伝 子 に 関 し て 変 異 を 検 出 す る た め の 又 は 遺 伝 子 の 異 な る 対 立 遺 伝 子 を 識 別 す る た
め の 方 法 論 の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ば れ る サ ブ ユ ニ ッ ト の 直 線 状 ポ リ マ ー で あ る 。 各 ヌ ク レ
オ チ ド は 、 フ ォ ス フ ェ ー ト 基 に よ っ て 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド の 糖 に 連 結 さ れ る 共 通 の 環 状 糖 分
子 と 、 塩 基 と 呼 ば れ る 異 な る 環 状 置 換 基 の 一 つ と を 含 む 。 該 糖 及 び 塩 基 の 組 み 合 わ せ は 、
ヌ ク レ オ シ ド と 呼 ば れ る 。 天 然 起 源 か ら の Ｄ Ｎ Ａ に お い て 共 通 に 見 つ け ら れ た ４ つ の 塩 基
は 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 及 び チ ミ ジ ン （ 本 明 細 書 で 以 下 、 Ａ 、 Ｇ 、 Ｃ 及 び Ｔ と
夫 々 呼 ば れ る ） で あ る 。 個 体 の Ｄ Ｎ Ａ に お け る こ れ ら 塩 基 の 直 線 配 列 は 、 そ の 「 ゲ ノ ム 」
で あ る 。 そ れ は 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 の た め の 情 報 を 生 み 出 す コ ー ド 領 域 、 遺 伝 子 発 現 の 制
御 の た め の 領 域 、 及 び そ の 役 割 が 完 全 に 理 解 さ れ て い な い 所 謂 「 非 コ ー ド 」 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （ 全 て の 細 胞 有 機 体 の 染 色 体 に お け る Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て 適 用 さ れ る 形 状 ） に お
い て 、 ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 内 側 へ 配 向 さ れ た 塩 基 を 有 す る 正 確 な 螺 旋 状 配 位 に お い て 絡 ま れ
、 反 対 の 鎖 か ら の 塩 基 間 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る 。 ２ つ の 鎖 は 、 塩 基 の 特 定 の 対 の 構 造 の
相 補 性 に よ っ て 塩 基 間 に 許 容 さ れ る 水 素 結 合 に よ っ て 主 に 、 正 確 な 配 列 に お い て 互 い に 保
た れ る 。 こ の 構 造 相 補 性 は 、 化 学 的 性 質 及 び 塩 基 の 各 々 に つ い て の 置 換 の 位 置 に よ っ て 決
定 さ れ 、 水 素 基 の 一 定 の 数 及 び 配 向 を 特 に も た ら す 。 従 っ て 、 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に お い て 、 通
常 一 つ の 鎖 上 の 各 Ａ は 、 反 対 の 鎖 か ら の Ｔ と 好 相 互 作 用 を 有 し （ ２ つ の 水 素 結 合 を 含 む ）
、 及 び 各 Ｇ は 、 反 対 の Ｃ と 好 相 互 作 用 を 有 す る （ ３ つ の 水 素 結 合 を 含 む ） 。 基 本 的 に 、 そ
れ ら は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 複 製 さ れ 、 そ し て 正 確 な コ ピ ー が 細 胞 複 製 の 間 （ 有 糸 分 裂 ） に 細 胞
子 孫 へ 、 或 い は 複 製 が 生 殖 体 に 関 係 す る 場 合 （ 減 数 分 裂 ） に 、 個 体 の 子 孫 へ 伝 え ら れ る こ
と を 保 証 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
時 折 、 不 正 確 な 塩 基 対 が 複 製 の 間 に 生 じ る こ と が あ り 、 そ れ は 新 し い 鎖 の 更 な る 複 製 後 に
、 親 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の そ れ か ら １ 以 上 の 塩 基 の 欠 失 、 挿 入 又 は 置 換 の よ う な 遺 伝 性 の 塩 基 相 違
を 含 む 配 列 を 有 す る 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 子 孫 を も た ら す 。 そ の よ う な 遺 伝 性 の 変 化 は 、 遺 伝 変 異
、 又 は よ り 特 に は 本 件 の 場 合 、 「 点 変 異 」 と 呼 ば れ る 。 遺 伝 変 異 の マ ッ ピ ン グ は 、 実 質 的
に 同 一 の （ す な わ ち 相 同 性 の ） 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 分 子 間 の 配 列 相 違 と 、 ま た 比 較 さ れ
る 分 子 に お け る 配 列 の 幾 つ か の サ ブ セ ッ ト 内 に そ れ ら の 相 違 の 物 理 的 局 在 と の 両 方 の 検 出
を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お け る 変 化 が ま た 、 非 コ ー ド 領 域 に 影 響 し う る 。 特 に 、 高 い 変 異 性
、 例 え ば 短 鎖 縦 列 反 復 配 列 (short tandem repeat: STR)又 は １ 塩 基 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ Ｓ
Ｎ Ｐ ） が 、 非 コ ー ド 領 域 に お い て 存 在 す る こ と が で き 、 及 び 遺 伝 子 型 特 定 に お い て 非 常 に
有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
点 変 異 、 特 に 置 換 を 検 出 す る こ と は 、 特 に 挑 戦 的 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は 非 常 に 局
在 化 さ れ 、 そ し て 多 く の 発 生 に お い て 、 そ れ ら の 位 置 は 前 も っ て 知 ら れ る こ と が で き な い
か ら で あ る 。 実 際 に 、 疾 病 に 関 連 付 け ら れ た 多 く の 変 異 に つ い て 、 変 異 の 正 確 な 位 置 は 先
験 的 に 知 ら れ て い ず 、 そ し て （ 塩 基 の 数 千 又 は 数 万 を 一 般 に 表 す ） 遺 伝 子 の 全 コ ー ド 配 列
が 完 全 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て い な け れ ば な ら な い 。 時 折 、 幾 つ か の 大 規 模 変 更 が ま た 現
れ う る 。 最 近 の 研 究 は 、 長 さ に お い て 数 キ ロ 塩 基 か ら 数 メ ガ 塩 基 ま で の 特 定 の ゲ ノ ム セ グ
メ ン ト の 再 配 列 に よ る 疾 病 の グ ル ー プ を 明 ら か に し た 。 再 配 列 が 一 般 に １ キ ロ 塩 基 よ り 多
い に 関 与 す る 場 合 、 標 準 Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 技 術 は 、 そ の よ う な 変 異 の 検 出 に 適 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
点 変 異 を 検 出 す る た め の 現 在 で 最 も 顕 著 な 技 術 は 、 配 列 決 定 及 び 変 成 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
手 法 「 ダ イ レ ク ト シ ー ケ ン シ ン グ 」 に お い て 、 全 遺 伝 子 が 、 各 患 者 に つ い て 全 体 と し て 配
列 決 定 さ れ る が 、 費 用 の か か る 方 法 で あ る 。 加 え て 、 ヘ テ ロ 接 合 体 （ heterozygoty） の 存
在 の た め に 、 変 異 さ れ た 患 者 配 列 は 「 純 粋 」 で な く 、 そ し て デ ー タ の 解 釈 は 慣 用 の シ ー ケ
ン シ ン グ に つ い て ほ ど 直 接 的 で な い 。 最 も 重 要 な こ と に 、 全 遺 伝 子 及 び 隣 接 領 域 が ス ク リ
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ー ニ ン グ す る た め の 各 患 者 又 は 個 体 に つ い て 完 全 に 配 列 決 定 さ れ な け れ ば な ら な い 故 に 、
こ の 方 法 は 長 く 且 つ 費 用 が か か る 。 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の 一 部 の 欠 失 又 は 複 製 は 、 こ の 方 法
で 検 出 さ れ え な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
「 変 性 条 件 の グ ラ ジ エ ン ト に お け る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 」 （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） は 、 ホ モ デ ュ プ
レ ッ ク ス か ら ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス の 分 離 に 基 づ く （ Oefner PJ, Underhill PA. 1995年 .
 Comparative DNA sequencing bydenaturing high-performance liquid chromatography 
(DHPLC). Am. J. Hum. Genet.57:S: A266） 。 遺 伝 子 の 位 置 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト が
Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ る 場 合 、 両 遺 伝 子 が 増 幅 さ れ る 。 該 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 変 性 さ れ
、 次 に ゆ っ く り と 復 元 さ れ 、 ４ 個 の 異 な る 種 類 の 複 製 Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ う る ： す な わ ち 、 ２
つ の 初 期 の 対 立 遺 伝 子 （ 通 常 の も の 及 び 変 性 さ れ た も の ） の Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る ２ つ の ホ モ
デ ュ プ レ ッ ク ス 、 及 び 一 つ の 対 立 遺 伝 子 か ら の 一 つ の 鎖 を 、 他 の 対 立 遺 伝 子 か ら の （ ほ と
ん ど ） 相 補 的 な 鎖 と 混 合 す る ２ つ の ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 。 こ れ ら ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス
は 、 変 異 の 位 置 で 、 ミ ス マ ッ チ 「 バ ブ ル 」 を 含 む 。 こ れ ら ミ ス マ ッ チ 「 バ ブ ル 」 は 、 Ｄ Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 探 索 さ れ う る 。 復 元 さ れ た （ ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び 、 関 連 す る 場 合 、 ヘ
テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス ） Ｄ Ｎ Ａ は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ カ ラ ム 上 で 吸 着 さ れ 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ の 変 性 （ そ れ
は ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス に つ い て わ ず か に 初 期 に 生 じ る ） は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 遊 離 、 及 び カ ラ ム
の 出 口 で の 検 出 を も た ら す （ 例 え ば 、 Wagner, T., Stoppa-Lyonnet, D., Fleischmann, E
., Muhr, D., Pages, S., Sandberg, T., Caux, V., Moeslinger, R., Langbauer, G., B
org, A., Oefner, P., Genomics, 1999年 ,第 62巻 ,第 369～ 376頁 を 参 照 ） 。 し か し な が ら
、 Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 一 連 の 性 質 （ そ れ は 一 度 に 一 つ の サ ン プ ル の み を 分 析 し う る ） の た め に 、
大 き い 遺 伝 子 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ な け れ ば な ら な い 場 合 、 Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 全 工 程 は 長 い 。
そ の 上 、 こ の 方 法 は 、 大 規 模 変 更 の 検 出 を 可 能 に し な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
点 変 異 の 検 出 の た め に 使 用 さ れ る 他 の 方 法 、 例 え ば 一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 （ single strand 
conformation polymorphism ： SSCP） (Orita M, Iwahana H, Kanazawa H, Hayashi K, Se
kiya T. 1989年 . Detection of polymorphisms of human DNA by gel electrophoresis a
s single-strand conformation polymorphisms. Proc Natl Acad Sci U S A 第 86(8)巻 :
第 2766～ 70頁 )、 化 学 開 裂 (Cotton RG, Rodrigues NR, Campbell RD. 1988年 . Reactivity
 of cytosine and thymine in single-base-pair mismatches with hydroxylamine and o
smium tetroxide and its application to the study of mutations. Proc Natl Acad Sc
i U S A 第 85(12)巻 :第 4397～ 401頁 )及 び ダ イ レ ク ト シ ー ケ ン シ ン グ も 、 大 き な 再 配 列 を
検 出 し え な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
大 規 模 変 更 に 関 し て 、 現 在 で 最 も 顕 著 な 技 術 は 、 多 重 化 半 定 量 的 （ multiplexed semi-qua
ntitative） Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 。
【 ０ ０ １ ８ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 幾 つ か の 段 階 に 分 解 さ れ う る 。 第 １ の 段 階 の 間 （ ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 及 び プ ロ ー ブ が
過 剰 で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 が 高 い ） 、 増 幅 は ２ ｎ に 近 い 増 幅 速 度 で 指 数 関 数 的
で あ る 。 次 に 、 こ の 増 幅 速 度 が 減 少 し 、 新 し い Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 が 飽 和 し 、 そ し て 停 滞 に 到 達
す る 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ の 指 数 関 数 的 部 分 に お い て と ど ま る た め に 、 当 業 者 は Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル の 数
を 制 限 し な け れ ば な ら な い （ す な わ ち 、 非 飽 和 条 件 に お い て Ｐ Ｃ Ｒ を 実 行 す る ） 。 全 体 と
し て 、 総 Ｄ Ｎ Ａ 量 は 、 Ｓ 字 状 曲 線 を 与 え る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル の 数 が こ の Ｓ 字 状 の 速 く 増 加 す る 領 域 に お い て と ど ま る こ と を 制 限 さ れ る
場 合 、 所 定 の 数 の 増 幅 サ イ ク ル 後 の フ ラ グ メ ン ト の コ ピ ー の 最 終 数 は 、 コ ピ ー の 初 期 数 に
強 く 依 存 す る 。 よ り 特 に は 、 そ れ は 、 コ ピ ー の 初 期 数 に お よ そ 比 例 的 で あ る 。 ２ 以 上 の Ｄ
Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は Ｐ Ｃ Ｒ で 同 時 に 増 幅 さ れ う る 。 こ れ は 、 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ と 呼 ば れ る 。 従 っ
て 、 最 終 サ ン プ ル に お い て こ れ ら ２ つ の フ ラ グ メ ン ト の コ ピ ー の 最 終 数 を 比 較 す る こ と に
よ っ て 、 初 期 Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 を 相 対 的 に 数 値 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
少 な く と も ２ つ の 所 定 の ピ ー ク 間 の バ ン ド 強 度 の 比 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 大 き な 複 製
又 は 欠 失 の 存 在 を 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 実 際 、 通 常 の 患 者 は 、 あ る 比 を も た ら す だ
ろ う 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の 部 分 の ２ つ の 通 常 の コ ピ ー を 有 す る だ ろ う 。 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の
部 分 の 欠 失 を 有 す る 患 者 は 、 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の 部 分 の 一 つ の 通 常 の コ ピ ー の み を 有 し 、
そ れ は 通 常 の 患 者 よ り も ２ 倍 低 い 比 を も た ら す だ ろ う 。 最 終 的 に 、 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の 部
分 の 複 製 を 有 す る 患 者 は 、 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の 部 分 の ３ つ の 通 常 の コ ピ ー を 有 し 、 次 に 通
常 の 患 者 よ り も １ ． ５ 倍 高 い 比 を も た ら す だ ろ う 。 遺 伝 子 の 多 重 複 製 が あ る 場 合 、 該 比 は
１ ． ５ よ り も 高 く あ り う る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
「 多 重 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 依 存 プ ロ ー ブ 増 幅 」 （ Ｍ Ｌ Ｐ Ａ ） （ Schouten JP, McElgunn CJ, Wa
aijer R, Zwijnenburg D, Diepvens F, Pals G. 2002年 . Relative quantification of 4
0 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent probe amplification. Nu
cleic Acids Res 第 30(12)巻 :e57） は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 半 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 。
２ つ の 近 接 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の カ ッ プ ル (couples)が 使 用 さ れ る
。 該 プ ロ ー ブ の 一 つ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 上 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 且 つ 遺 伝 子 の 研 究 さ れ た 部 分 に
依 存 す る サ イ ズ 依 存 配 列 を 有 す る 。 該 プ ロ ー ブ の 一 つ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ
る そ の ３ ’ 末 端 で 特 異 的 配 列 を 有 す る 。 他 の プ ロ ー ブ は 、 他 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に 相 補 的
で あ る そ の ５ ’ 末 端 で 特 異 的 配 列 を 有 す る 。 プ ロ ー ブ の 幾 つ か の カ ッ プ ル が 、 同 時 に 使 用
さ れ う る 。 プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 特 定 の 酵 素 、 リ ガ ー ゼ が 、 ２ つ の 隣 接
プ ロ ー ブ 間 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 作 る た め に 使 用 さ れ る 。 複 製 又 は 欠 失 の な い 遺 伝 子 の 部 分
は 、 ２ つ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た プ ロ ー ブ カ ッ プ ル の 形 成 を も た ら す だ ろ う 。 複 製 を 有 す
る 遺 伝 子 の 部 分 は 、 ３ つ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た プ ロ ー ブ カ ッ プ ル の 形 成 を も た ら す だ ろ
う 。 欠 失 を 有 す る 遺 伝 子 の 部 分 は 、 １ つ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た プ ロ ー ブ カ ッ プ ル の 形 成
を も た ら す だ ろ う 。 次 に 、 プ ロ ー ブ は 、 プ ラ イ マ ー の 単 一 セ ッ ト を 使 用 し て 増 幅 さ れ る （
全 て の ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た プ ロ ー ブ は 、 そ れ ら の ３ ’ 末 端 で 、 同 じ Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 配 列 を 有 し 、 及 び 全 て の ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た プ ロ ー ブ は 、 そ れ ら
の ５ ’ 末 端 で 、 同 じ Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 配 列 を 有 す る ） 。 次 に 、 増
幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 ゲ ル 又 は キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 を 使 用 し て 分 離 さ れ 、 次 に ４ ０
個 ま で の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 は 、 同 じ 反 応 に お い て ス キ ャ ン さ れ う る 。 こ の 方 法 は 、 点 変 異
の 検 出 を 可 能 に し な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
「 短 蛍 光 フ ラ グ メ ン ト の 定 量 的 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｑ Ｍ Ｐ Ｓ Ｆ ） 」 （ Casilli F, Di Rocco ZC, 
Gad S, Tournier I, Stoppa-Lyonnet D, Freboug T, Tosi M. 2002年 . Rapid detection 
of novel BRCA1 rearrangements in high-riskbreast-ovarian cancer families using m
ultiplex PCR of short fluorescent fragments. Hum Mutat 第 20(3)巻 :第 218～ 26頁 ） は
、 １ ０ よ り 上 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 同 時 増 幅 を 可 能 に す る た め に 、 特 定 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 使
用 に 基 づ く 。 全 て の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ら の ３ ’ 末 端 で 特 定 の 伸 張 を 持 つ 。 全
て の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ら の ５ ’ 末 端 で 特 定 の 伸 張 を 持 つ 。 １ ６ 個 の ヌ ク レ オ チ
ド の こ れ ら 伸 張 は 、 研 究 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 的 は な い 非 常 に ま れ な 配 列 で あ る 。 そ れ ら は
、 非 常 に 同 種 の ア ニ ー リ ン グ 温 度 を 有 す る こ と を 第 ２ の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル か ら 可 能 に す る 。
こ れ ら 特 定 の プ ラ イ マ ー の 使 用 は 、 同 種 の 蛍 光 ピ ー ク レ ベ ル を 達 成 す る た め に 、 相 対 的 プ
ラ イ マ ー 濃 度 を 調 節 す る 際 に 投 入 さ れ る 努 力 を 減 少 す る 。 こ の 方 法 は 、 小 さ な 挿 入 及 び 欠
失 の 検 出 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ れ ら の 方 法 は 、 全 体 遺 伝 子 を 含 む 大 規 模 変 更 、 又 は 数 十 か ら 数 千 の 塩 基 の 通 常 の Ｄ Ｎ Ａ
と 変 性 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ と の 間 の 配 列 相 違 の 検 出 に 有 効 的 で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら は 、
点 変 異 、 特 に 置 換 に つ い て の 情 報 を 提 供 し な い 。 患 者 又 は よ り 一 般 的 に 有 機 体 が 変 異 を 生
じ る と 疑 わ れ る 場 合 に お い て 、 こ の 変 異 が 比 較 的 に 大 規 模 又 は 局 所 の 変 異 を 含 む 場 合 、 当
業 者 は 先 験 的 に 知 ら な い 。 現 在 、 変 異 の こ れ ら ２ つ の 種 類 は 、 ２ つ の 異 な る 方 法 論 を 使 用
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し て 、 並 行 に 探 索 さ れ る 。 こ れ は 、 努 力 の 重 複 、 並 び に 費 用 の 増 加 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
大 規 模 変 更 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 他 の 方 法 、 例 え ば 実 時 間 Ｐ Ｃ Ｒ 又 は 多 重 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ Multiplex liquid chromatography、 Ｍ Ｐ ／ Ｌ Ｃ ） （ Dehainault C, Lau
ge A, Caux-Moncoutier V, Pages-BerhouetS, Doz F, Desjardins L, Couturier J, Gaut
hier-Villars M, Stoppa-Lyonnet D, Houdayer C. 2004年 . Multiplex PCR/liquid chrom
atography assay for detection of gene rearrangements: application to RB1 gene. N
ucleic Acids Res 第 32(18） 巻 :e139） が ま た 、 単 一 の 塩 基 置 換 を 検 出 で き ず 且 つ 小 さ な
挿 入 及 び 欠 失 に つ い て あ ま り 信 頼 で き な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
従 っ て 、 核 酸 （ 例 え ば ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） に お け る 点 変 異 及 び 大 規 模 変 更 と 同 じ く ら い 異 な る
変 異 を 同 時 に 検 出 す る こ と を 可 能 に す る こ と が で き 、 並 び に 最 小 の 操 作 者 技 術 で 及 び 費 用
の 減 少 さ れ た 量 で 、 迅 速 に 、 正 確 に 及 び 簡 単 に 実 行 さ れ る こ と が で き る 簡 単 且 つ 非 常 に 特
定 の 方 法 の 必 要 性 が な お あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
大 規 模 及 び 局 在 の 変 異 の 同 時 探 索 、 従 っ て 変 異 探 索 努 力 の 簡 易 化 及 び 加 速 化 を 可 能 に す る
こ と が 本 発 明 の 正 確 な 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
よ り 正 確 に は 、 少 な く と も １ つ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト （ 以 下 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 言
う ） に 関 す る 点 変 異 及 び ／ 又 は 大 規 模 変 更 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 区 別 可 能 で あ り 且
つ 量 的 参 照 と し て の 役 割 を 果 た す 少 な く と も 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と を 含 む か も し れ な
い サ ン プ ル を 用 意 す る こ と 、
　 ｂ ． 前 記 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 変 性 し 、 そ し て ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び 起 こ り う る ヘ テ ロ
デ ュ プ レ ッ ク ス を 含 む 産 物 を 得 る た め に 適 切 な 条 件 に お い て 、 そ れ ら を 再 ア ニ ー リ ン グ す
る こ と 、
　 ｃ ． 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 す る デ ュ プ レ ッ ク ス 形 を 識 別 す る 信 号 の 強 度 を
、 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら 得 ら れ た 信 号 の 強 度 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 前
記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 既 存 の デ ュ プ レ ッ ク ス 形 を 識 別 す る 信 号 及 び 前 記 第 １ の 核 酸
フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 相 対 的 量 デ ー タ を 少 な く と も 得 る た め に 適 切 な 分 析 的 方 法 を 前 記
再 ア ニ ー リ ン グ さ れ た 産 物 に 対 し て 実 行 す る こ と 、 及 び
　 ｄ ． 工 程 ｃ に お い て 得 ら れ た 相 対 的 量 デ ー タ を 、 大 規 模 変 更 が そ の 中 に 存 在 し な い 第 １
の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に つ い て 予 想 さ れ る 対 照 相 対 的 量 デ ー タ と 比 較 す る こ と 、
　 か ら な る 工 程 を 少 な く と も 含 む 方 法 を 提 案 す る こ と が 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 異 な る 配 列 を 有 す る 少 な く と も ２ つ の 形 に お い て 前 記 サ
ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 に 、 工 程 ｂ で 前 記 起 こ り う る ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス を 得 る こ と が
生 じ う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
第 １ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 工 程 ｃ に お い て 得 ら れ た 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ
グ メ ン ト か ら の 信 号 の 形 状 の 分 析 を 含 む 追 加 工 程 ｅ を 少 な く と も 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
こ の 追 加 の 分 析 は 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 の 形 状 を 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ
ラ グ メ ン ト の 非 変 異 形 に 等 価 で あ る 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 形 に 工 程 ａ ～ ｃ を 適 用
す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 信 号 の 形 状 と 比 較 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ
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ン ト は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む サ ン プ ル に 制 限 酵 素 を 適 用 す る こ と に よ っ て 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
他 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 前 記 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は
、 核 酸 増 幅 方 法 に よ っ て 得 ら れ う る 。 核 酸 増 幅 方 法 は 、 例 え ば Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ 、 ロ ー リ ン グ サ
ー ク ル 増 幅 （ Ｒ Ｃ Ａ ） 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
そ の 観 点 の 他 に 従 う と 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 を 含 む 、 癌 へ の 素 因 の 診 断 の た め の
方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
そ の 観 点 の 他 に 従 う と 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 を 含 む 、 癌 診 断 の た め の 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
そ の 観 点 の 他 に 従 う と 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 を 含 む 、 遺 伝 疾 病 の 診 断 の た め の 方
法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
そ の 観 点 の 他 に 従 う と 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 を 含 む 、 治 療 の た め の 新 し い 目 標 を
発 見 す る た め の 又 は 治 療 の 効 率 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
そ の 観 点 の 他 に 従 う と 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 を 含 む 、 疾 病 又 は 病 理 状 態 の た め の
新 し い バ イ オ マ ー カ ー を 発 見 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
定 義
本 発 明 に 従 う と 、
　 － 表 現 「 核 酸 」 は 、 任 意 の 合 成 の 又 は 天 然 の Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ， 核 酸 類 縁 物 （ 例 え ば 、 Ｐ
Ｎ Ａ （ ペ プ チ ド 核 酸 ） ） 、 Ｌ Ｎ Ａ 、 チ オ ー ル 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ な ど を 包 含 す る こ と を 意 味 す
る 。
　 － 表 現 「 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 ２ つ の 所 定 の 隣 接 配 列 （ flanking sequence） 間 に （
包 括 的 に ） 含 ま れ る 核 酸 の ス ト レ ッ チ （ stretch） を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 典 型 的 に
、 本 発 明 内 で 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 50 bpか ら 50,000 bp、 及 び 好 ま し く は 100 bpか ら 1000
 bpの 範 囲 で あ る 長 さ を 有 し う る 。 核 酸 フ ラ グ メ ン ト Ａ は 、 そ れ が 同 じ ２ つ の 隣 接 配 列 間
で 含 ま れ る が フ ラ グ メ ン ト Ｂ の こ れ と 等 し い ま た は 異 な る 配 列 を 有 し う る 場 合 に 、 核 酸 フ
ラ グ メ ン ト Ｂ に 「 等 価 で あ る 」 と 言 わ れ る 。
　 － 表 現 「 隣 接 配 列 （ flanking sequence） 」 は 、 有 機 体 又 は 個 体 の ゲ ノ ム に 沿 っ た 配 列
の 対 で あ っ て 、 こ の ゲ ノ ム 内 の 配 列 の ２ つ の 側 を 定 義 す る こ と を 意 図 す る 。 本 発 明 内 で 使
用 さ れ う る 最 も 共 通 の 隣 接 配 列 は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の 対 で あ り う る 。 よ り 特 に は 、 所 定 の
配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ く 、 ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下
に 置 い た 場 合 、 単 一 ス ト ラ ン ド 核 酸 上 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 及 び び 前 記 単 一
ス ト ラ ン ド 核 酸 上 で 複 製 を 開 始 す る こ と が で き る 。 隣 接 配 列 の 対 の 他 の 例 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子
に 沿 っ た ２ つ の 別 個 の 及 び 連 続 し た 制 限 部 位 の 配 列 （ そ こ で 制 限 酵 素 が Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る
だ ろ う ） に よ っ て 与 え ら れ う る 。 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 に 対 向 し て 、 隣 接 配 列 と し て 制 限 酵
素 を 使 用 す る こ と は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と の 必 要 性 を 避 け る こ と の 有 利 点 を 有 し う る 。
　 － 表 現 「 プ ラ イ マ ー 配 列 対 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ２ つ の 相 補 鎖 上 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 増 幅 を 生 じ う る プ ラ イ マ ー 配 列 の 対 を 意 味 す る こ と を 意 図
す る 。
　 － 語 「 信 号 」 は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 の 工 程 ｃ ） 、 ｄ ） 及 び ／ 又 は ｅ ） で 得 ら れ た 再 ア ニ
ー リ ン グ さ れ た 産 物 に 対 す る 分 析 的 方 法 の 応 用 か ら 生 じ る プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ に お け る 一
つ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に 対 応 す る ピ ー ク 又 は ピ ー ク の ア ン サ ン ブ ル を 意 味 す る こ と を 意 図
す る 。
　 － 表 現 「 信 号 強 度 」 は 、 所 定 の ピ ー ク 又 は 信 号 に 対 応 す る 物 質 の 量 の 量 的 決 定 を 意 味 す
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る こ と を 意 図 す る 。
　 － 表 現 「 核 酸 増 幅 」 は 、 ２ つ の 所 定 の 配 列 間 に 含 ま れ る 少 な く と も 一 つ の 核 酸 フ ラ グ メ
ン ト の 複 数 の コ ピ ー を サ ン プ ル 中 に 生 成 し う る 任 意 の 方 法 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 好
ま し く は 、 最 終 産 物 に お い て 生 成 さ れ た コ ピ ー の 数 が 、 サ ン プ ル 中 に 初 期 に 存 在 す る コ ピ
ー の 数 の 関 数 で あ り う る 。
　 － 語 「 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 当 業 者 が そ れ に 関 す る 変 異 を 探 し て い る サ ン プ ル
中 の 任 意 の 多 重 度 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 示 す だ ろ う 。 従 っ て 、 「 第 １ の 」 は 、 当 業 者 が 、
同 じ サ ン プ ル 中 の 参 照 と し て 使 用 さ れ る 「 第 ２ の 」 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら 、 そ の よ う な 変
異 を そ の 上 で 探 す フ ラ グ メ ン ト を 区 別 す る た め の 一 般 的 な 表 現 と し て 使 用 さ れ る 。
　 － 表 現 「 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 非 変 異 形 に 等 価 を 形 成 す る 」 は 、 多 型 を 有 す る 形 状
を 含 む 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 任 意 の 非 変 異 野 生 型 を 対 象 と す る こ と 、 す な わ ち 本 発 明
の 意 味 内 、 す な わ ち 疾 病 機 構 に 関 係 し た 任 意 の 変 異 を 有 し な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 方 法 は ２ つ の 別 個 の 分 析 を シ ン グ ル ラ ン で 及 び 同 じ 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 上 で
処 理 す る こ と を 可 能 に す る 故 に 、 本 発 明 の 方 法 は 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
そ の 上 、 本 発 明 は 、 単 一 の 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 上 の 点 変 異 及 び 大 規 模 変 更 の シ ン グ ル
ラ ン に お け る 探 索 に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
そ れ は 、 分 離 方 法 の シ ン グ ル ラ ン に お い て 、 幾 つ か の 「 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 」 を 含 む
サ ン プ ル に 適 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
要 す る に 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 点 変 異 及 び ／ 又 は １ よ り 大 き い 、 特 に ２ よ り 大 き い 、 特
に ５ よ り 大 き い 、 及 び よ り 特 に は 多 数 の 異 な る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト （ 同 じ 遺 伝 子 に 属 す る 又
は 属 し な い 「 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 」 と 名 付 け ら れ る ） に 関 す る 大 規 模 変 更 の 検 出 に 有
効 に 適 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 幾 つ か の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 上 の そ の よ う な 探 索 を 実 行 し 、 引 き 続 き 分
析 方 法 に よ る 一 つ の 単 一 分 離 工 程 を 実 行 す る こ と の 有 利 な 可 能 性 を 提 供 し う る 。 本 発 明 の
こ の 有 利 な 実 施 態 様 は 、 下 記 「 多 重 化 (multiplexing)」 に お い て 求 め ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
幾 つ か の 「 第 １ の 」 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 本 発 明 内 の 一 つ の サ ン プ ル に お い て 存 在 す る 場 合
、 こ れ ら 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 区 別 出 来 な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
前 に 述 べ ら れ た よ う に 、 両 分 析 の う ち の 一 つ は 、 点 変 異 の 検 出 に 向 け ら れ う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
よ り 特 に は 、 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス を も た ら す 、 サ ン プ ル に お け る 異 な る 対 立 遺 伝 子 の 存
在 は 、 点 変 異 の 存 在 を 決 定 す る こ と の 目 的 に お い て 使 用 さ れ う る 。 そ れ は 、 ヘ テ ロ デ ュ プ
レ ッ ク ス が そ の 上 で 形 成 さ れ る フ ラ グ メ ン ト 上 で 、 単 一 置 換 を 含 む 変 異 の 存 在 を 認 識 す る
た め の 方 法 で あ り う る 。 こ れ は 、 サ ン プ ル が 変 異 及 び 非 変 異 形 に お い て 同 時 に 核 酸 フ ラ グ
メ ン ト を 含 み う る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
例 え ば 、 サ ン プ ル が そ れ か ら 得 ら れ る 有 機 体 は ヘ テ ロ 接 合 体 で あ り 、 変 異 遺 伝 子 の 少 な く
と も １ つ の コ ピ ー 、 及 び 対 応 す る 通 常 の 遺 伝 子 の 少 な く と も １ つ の コ ピ ー を 含 む 場 合 、 ヘ
テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス は 、 任 意 の 他 の 核 酸 の 追 加 な し に 、 再 ア ニ ー リ ン グ の 間 に 自 然 に 形 成
さ れ う る 。 こ の ケ ー ス は 非 常 に 一 般 的 で あ り 、 例 え ば 、 患 者 が 、 探 索 さ れ た 変 異 の た め の
（ そ の 例 の 問 題 と し て 生 じ る 場 合 、 限 定 さ れ な い が 、 乳 癌 の 素 因 を つ く る BRCA1又 は BRCA2
遺 伝 子 に 沿 っ た 変 異 の た め の ） ヘ テ ロ 接 合 で あ る 全 て の ケ ー ス に 対 応 し う る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 有 機 体 、 組 織 、 又 は よ り 一 般 に 生 物 学 的 材 料 が 、 変 異 の た め の
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ホ モ 接 合 体 で あ る 場 合 に 、 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス は 、 考 慮 中 の フ ラ グ メ ン ト に い て 非 変 異
で あ る と 知 ら れ て い る 参 照 核 酸 を サ ン プ ル 内 に 追 加 す る こ と に よ っ て 、 変 異 の 痕 跡 と し て
ま だ 得 ら れ う る 。 こ の 場 合 好 ま し く は 、 参 照 非 変 異 フ ラ グ メ ン ト の コ ピ ー の 数 が 、 考 慮 中
の フ ラ グ メ ン ト の コ ピ ー の 数 の 0.1倍 ～ 10倍 の 間 、 好 ま し く は 0.5倍 ～ 2倍 、 及 び さ ら に よ
り 好 ま し く は 等 し い 数 を 含 ま れ る よ う に 、 サ ン プ ル に 追 加 さ れ た 参 照 、 非 変 異 フ ラ グ メ ン
ト に 対 応 す る 核 酸 の 量 が 適 応 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
例 え ば ダ イ レ ク ト シ ー ケ ン シ ン グ と 又 は Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ と 比 較 し て 、 本 発 明 の 有 利 点 の 一 つ は
、 そ れ が 通 常 の 及 び 変 異 核 酸 の 濃 度 に お け る 違 い に 比 較 的 敏 感 で な い こ と で あ る こ と は 注
目 す る に 値 す る 。 従 っ て 、 そ れ は プ ロ ト コ ル の ロ ー バ ス ト 性 を 増 加 さ せ る 。 典 型 的 に 、 本
発 明 の 方 法 は 、 10％ 以 下 の 少 な い 又 は 90％ 以 上 の 大 き い 濃 度 で 変 異 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を
検 出 し う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
有 利 に 、 点 変 異 の 存 在 は ま た 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 工 程 ｃ ） に お い て 得 ら
れ る 信 号 の 形 状 を 分 析 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
よ り 特 に は 、 こ の 分 析 は 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に つ い て 得 ら れ た 信 号 の 形 状 を 、 第 １
の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 非 変 異 形 に 等 価 で あ る 第 １ の フ ラ グ メ ン ト の 形 に つ い て 得 ら れ 、 且
つ 本 明 細 書 の 以 下 に 、 よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 同 様 の 分 析 条 件 に お い て 得 ら れ た 信 号 の
形 状 と 比 較 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 多 重 化 は 、 同 じ ラ ン （ 実 行 ） に お い て 、 異 な る 長 さ を 有 す る フ ラ
グ メ ン ト を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び ヘ テ ロ デ ュ
プ レ ッ ク ス は 一 般 に 、 近 い 移 動 性 を 有 す る 故 に 、 ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び ヘ テ ロ デ ュ プ レ
ッ ク ス の 幾 つ か の 組 み 合 わ せ が 、 そ れ ら 自 身 の 間 で 十 分 に 異 な る サ イ ズ を 有 し 、 第 ２ の 参
照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 十 分 に 異 な る 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 混 合 す る こ と に よ っ て 、 シ
ン グ ル ラ ン に お い て 分 離 さ れ そ し て 識 別 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
欠 失 及 び ／ 又 は 複 製 の よ う な 大 規 模 変 更 の 検 出 に 向 け ら れ た 他 の 分 析 は 、 量 的 分 析 方 法 、
及 び 分 析 す る た め の 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 区 別 可 能 な 参
照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト （ 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と も 呼 ば れ る ） を 組 み 合 わ せ て の 使 用 に 基
づ く 。 こ の 方 法 は 、 最 初 に 、 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 参 照 す る こ と に よ っ て 第 １ の 核 酸 フ
ラ グ メ ン ト に 対 す る 量 デ ー タ を 評 価 す る こ と 、 そ し て 第 ２ に 、 所 謂 相 対 的 量 デ ー タ を 、 第
１ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 大 規 模 変 異 が 存 在 し な い 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に 、 分 析 の
同 じ 条 件 に お い て 期 待 さ れ る 量 デ ー タ と 比 較 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に 関 し て 、 分 析 す る た め の 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら 区 別 出 来 な
け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 幾 つ か
又 は 全 て は 、 少 な く と も そ れ ら の 個 々 の 長 さ に よ っ て 異 な り う る 。 特 に 、 そ れ ら は 、 少 な
く と も １ だ け 、 特 に 少 な く と も ３ だ け 、 特 に 少 な く と も ５ だ け 、 特 に 少 な く と も 10だ け 、
特 に 少 な く と も 15だ け 、 特 に 少 な く と も 20だ け 、 特 に 少 な く と も 30塩 基 だ け 、 そ し て よ り
特 に は 少 な く と も 100塩 基 だ け 異 な り う る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
全 て の 場 合 に お い て 、 サ ン プ ル に お け る 第 １ の 及 び 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 区 別 可 能 で
な け れ ば な ら な い 。 典 型 的 に 、 分 析 方 法 が 電 気 泳 動 で あ る 場 合 、 該 フ ラ グ メ ン ト は 、 サ イ
ズ に お い て 10～ 100 bpの 間 、 好 ま し く は 20～ 100 bpの 間 だ け 異 な っ て い な け れ ば な ら な い
。 し か し な が ら 、 分 析 方 法 が 質 量 分 析 で あ る 場 合 、 こ の 方 法 は よ り 高 い 解 像 度 を 有 す る 故
に 、 サ イ ズ に お い て ２ ～ 100の 間 だ け 異 な る フ ラ グ メ ン ト を 有 す る と 十 分 で あ り う る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
長 さ の 同 様 の 差 が 、 本 明 細 書 の 下 記 に 記 載 さ れ た 多 重 化 が 実 行 さ れ る と き に 、 異 な る 第 １
の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 間 に 適 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る 技 術 的 な 理 由 の た め に 、 長 さ の 差 は 、 1000よ り も 大 き く な い 塩
基 で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
第 ２ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 、 及 び 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 幾 つ
か 又 は 全 て が 、 少 な く と も 別 個 の マ ー カ ー に よ っ て 互 い に 区 別 可 能 に な り う る 。 こ れ ら の
マ ー カ ー は 蛍 光 又 は 同 位 体 で あ る こ と が で き 、 及 び 例 え ば 蛍 光 的 に 又 は 同 位 体 的 に ラ ベ ル
付 け さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
以 前 の 実 施 態 様 と 組 み 合 わ せ ら れ う る 実 施 態 様 で は 、 多 重 化 は 、 例 え ば 蛍 光 的 に ラ ベ ル 付
け さ れ た 異 な る プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 使 用 し て 、 異 な る 波 長 で 蛍 光 を 有 す る タ グ を
運 ぶ 異 な る サ ン プ ル を 用 意 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ う る 。 異 な る サ ン プ ル の 増 幅 は 、 単
一 反 応 に お い て 実 行 さ れ る こ と が で き 、 混 合 物 は 、 シ ン グ ル 電 気 泳 動 ラ ン に お い て 分 析 さ
れ う る 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ 又 は フ ラ グ メ ン ト 分 析 の た め に 設 計 さ れ た 幾 つ か の キ ャ ピ
ラ リ ー 電 気 泳 動 機 器 械 （ 例 え ば ABI　 ３ １ ０ 、 ３ １ ０ ０ 、 ３ ７ ０ ０ 、 又 は Amersham 「 Mega
base」 ） が 、 異 な る 蛍 光 放 出 波 長 で 産 物 を 同 時 に 分 析 し う る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
分 析 方 法 が ク ロ マ ト グ ラ フ 方 法 で あ る 場 合 、 異 な る 蛍 光 タ グ の 使 用 が ま た 使 用 さ れ う る 。
最 終 的 に 、 分 析 方 法 が 質 量 分 析 で あ る 場 合 、 異 な る 同 位 体 に よ る タ グ 付 け が 使 用 さ れ う る
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
当 然 に 、 第 １ の 及 び 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 区 別 す る た め に 提 案 さ れ た 前 の 両 方 の 実 施
態 様 （ す な わ ち 、 個 々 の 長 さ 又 は 個 別 の マ ー カ ー に よ る ） が 、 組 み 合 わ さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 サ ン プ ル 、 特 に 分 析 す る た め の 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト
を 含 む か も し れ な い 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 に 天 然 に 存 在 し う る 。 当 然 に 、 そ れ は 、 そ れ を 分
析 す る た め の フ ラ グ メ ン ト か ら 区 別 す る た め の 以 前 の 要 求 に 適 合 す る た め に 選 択 さ れ る だ
ろ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、
２ つ の 別 個 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、
同 じ 遺 伝 子 か ら 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
他 の 実 施 態 様 に 従 う と 、 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む か も し
れ な い サ ン プ ル 内 に 取 り こ ま れ う る 。 そ の よ う な 場 合 、 そ れ は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 核
酸 の 総 量 に 対 し て 所 定 の 量 で 導 入 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
例 え ば 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 と 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 と の 間
の 量 比 較 を 容 易 に す る た め に 、 ２ つ の 信 号 が あ ま り に も 異 な る 振 幅 を 有 し な い こ と が 好 ま
し い だ ろ う 。 例 え ば 、 第 ２ の 核 酸 参 照 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 が 考 慮 中 の 第 １ の 核 酸 フ ラ
グ メ ン ト か ら の 信 号 の 0.1倍 ～ 10倍 の 間 、 好 ま し く は 0.5倍 ～ ２ 倍 の 間 で 含 ま れ る こ と が 適
切 で あ り う る 。 こ の 観 点 を 達 成 す る た め に 、 当 業 者 が 、 例 え ば 264 nmで の 光 学 密 度 に よ っ
て 、 初 期 サ ン プ ル に お け る 総 核 酸 量 の 総 濃 度 ｃ （ 例 え ば g/lで ） の 測 定 を な し う る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 一 般 に コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 場 合 で あ る ） 単 一 コ ピ ー と し て ゲ ノ ム に お い て 存 在 す る 配 列
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に つ い て 、 サ ン プ ル 中 の リ ッ ト ル 当 た り の こ の 配 列 の コ ピ ー の 数 が 有 機 体 の ゲ ノ ム の 総 分
子 量 に よ っ て 割 ら れ た 総 核 酸 濃 度 ｃ に 等 し く あ り う る 。 次 に 、 同 等 の 濃 度 に お け る 第 ２ の
参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 用 意 す る こ と は 容 易 で あ る 。 そ の よ う に す る た め の 一 つ の 特 に 簡
単 な 方 法 は 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 遺 伝 子 変 更 が そ の 上 で 知 ら れ て な い 第 ２
の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 共 増 幅 す る こ と に よ っ て 、 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 用 意 す る
こ と で あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
そ の よ う な 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 使 用 は 、 分 析 さ れ た サ ン プ ル に お い て 存 在 す る
第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 第 １ の 相 対 的 量 デ ー タ を 得 る こ と を 可 能 に し う る 。 こ
の 第 １ の 相 対 的 量 デ ー タ を 、 対 応 す る 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 分 析 の た め の 工 程 ａ ） か
ら ｄ ） で 選 択 さ れ る 条 件 を 表 す 分 析 の 条 件 に お い て 大 規 模 変 更 が 存 在 し な い 第 １ の 核 酸 フ
ラ グ メ ン ト に つ い て 得 ら れ る 相 対 的 対 照 量 デ ー タ と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 分 析 さ れ た 第
１ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 大 規 模 変 更 の 起 こ り う る 存 在 に 関 す る 結 論 が 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
こ の 対 照 相 対 的 量 デ ー タ が 、 対 照 サ ン プ ル （ す な わ ち 、 大 規 模 変 更 が そ の 中 に 存 在 し な い
第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 及 び 同 じ 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む ） 上 で 少 な く と も 工 程 ａ
） か ら ｄ ） を 再 生 だ け す る こ と に よ っ て 分 析 さ れ る べ き サ ン プ ル の 相 対 的 量 デ ー タ よ り も
、 同 時 に 又 は 同 時 で な く 得 ら れ う る 。 こ の 対 照 分 析 は 、 サ ン プ ル の 分 析 と と も に 同 時 に 実
行 さ れ う る が 、 そ れ は 必 要 で な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
真 に 、 相 対 的 量 デ ー タ が 、 異 な る 実 験 間 で 、 第 １ の 核 酸 に 関 す る 濃 度 の 比 で サ ン プ ル に お
い て 存 在 す る 内 部 の 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に 関 連 し て 再 現 的 に 得 ら れ う る こ と は 、
本 発 明 の 重 要 な 有 利 点 で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
従 っ て 、 別 々 の 実 行 に お い て 分 析 さ れ る サ ン プ ル が 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト と 第 ２ の 核 酸
フ ラ グ メ ン ト の 両 方 を 含 み 、 第 １ の 及 び 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 間 の 濃 度 の 比 が 、 分 析
さ れ る べ き サ ン プ ル と 対 照 サ ン プ ル に お い て 同 じ で あ る 場 合 、 対 照 相 対 的 量 デ ー タ が 別 々
の 実 行 （ ラ ン ） に お い て 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
対 照 相 対 的 量 デ ー タ は 、 対 応 す る サ ン プ ル を 分 析 す る た め に 適 用 さ れ る 工 程 ａ ） か ら ｄ ）
に 定 義 さ れ る 本 発 明 の 方 法 の 条 件 を 正 確 に 再 現 す る こ と に よ っ て 得 ら れ う る 。 し か し な が
ら 、 対 応 す る サ ン プ ル を 分 析 す る た め に 適 用 さ れ る 工 程 ａ ） か ら ｄ ） に 定 義 さ れ る 方 法 の
条 件 が こ れ ら の 等 価 な 又 は 異 な る 条 件 に 基 づ き 推 定 さ れ う る と い う 場 合 に 、 そ れ は ま た 等
価 な 又 は 異 な る 条 件 か ら 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
一 つ の 実 施 態 様 で は 、 対 照 相 対 デ ー タ は 、 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 の 強 度
に 対 す る 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら の 信 号 の 強 度 の 比 で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
一 般 に 、 一 つ の 単 一 の 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 同 じ サ ン プ ル に お け る 幾 つ か の 第 １ の
核 酸 フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 参 照 と し て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
し か し な が ら 、 幾 つ か の 場 合 で は 、 幾 つ か の 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
ま た 、 参 照 と し て 使 用 さ れ る 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 大 規 模 変 異 に 関 与 さ れ る か も し れ
な い 又 は 野 生 型 と し て コ ピ ー の 同 じ 数 を 示 す と い う 場 合 に 、 幾 つ か の 場 合 で は 、 「 第 １ の
」 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 他 の 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の た め の 参 照 と し て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
集 団 に お け る 一 つ の 特 定 の 変 異 の 発 生 の 可 能 性 が 低 い 故 に 、 こ の 特 定 の 実 施 態 様 が 、 例 え
ば 同 様 の 条 件 に お い て 、 異 な る 患 者 か ら の 多 く の サ ン プ ル を 分 離 す る 場 合 に 達 成 さ れ う る
。 次 に 、 信 号 強 度 間 の 量 比 の ほ と ん ど が 一 つ の サ ン プ ル か ら 他 へ 不 変 で あ り 、 及 び ま れ な
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異 常 が 大 規 模 変 異 の 痕 跡 と し て 容 易 に 識 別 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
典 型 的 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 １ ％ ほ ど 少 な い 又 は 99％ ほ ど 多 い 濃 度 で 、 変 異 フ ラ グ メ ン ト
に お け る 大 規 模 変 更 の 存 在 を 検 出 し う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

本 発 明 に 従 う 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 分 析 方 法 は 、 そ れ ら の 長 さ の 関 数 と し て 、 そ れ ら の
配 列 の 関 数 と し て 、 又 は 好 ま し く は 両 方 と し て 、 ２ つ の 二 重 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 区 別 し う る 任 意
の 方 法 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 本 発 明 に 適 切 な 個 々 の 分 析 方 法 は 、 電 気 泳 動 の 、 ク ロ マ ト グ ラ
フ の 、 又 は 質 量 ス ペ ク ト ル の 方 法 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
電 気 泳 動 は 、 こ れ に つ い て 特 に 適 切 で あ る 方 法 で あ り う る 。 な ぜ な ら ば 、 そ の 使 用 の 便 利
さ 、 そ の 量 的 な 特 徴 、 並 び に そ れ が サ イ ズ 及 び 配 座 識 別 に お い て 提 案 す る 高 解 像 度 の た め
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
「 チ ッ プ 上 の ラ ボ （ labs on chips） 」 に お け る 分 離 （ マ イ ク ロ 流 体 シ ス テ ム と も 呼 ば れ
る ） が ま た 、 高 い 見 込 み で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
し か し な が ら 、 分 析 方 法 は ま た 、 質 量 分 析 (MS)方 法 で あ り う る 。 質 量 分 析 に よ る 点 変 異 の
検 出 は 、 Laken SJ, Jackson PE, kinzler KW, Vogelstein B, Strickland PT, Groopman 
JD, Friesen MD. 1998年 .Genotyping by mass spectrometric analysis of short DNA fr
agments. Nat Biotechnol 第 16(13)巻 :第 1352-6頁 に お い て す で に 提 案 さ れ て い る が 、 MS
に よ る 点 変 異 及 び 大 規 模 変 更 の 共 同 の 決 定 は 決 し て 提 案 さ れ な か っ た 。 MSが 分 析 方 法 と し
て 使 用 さ れ る 場 合 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 電 気 泳 動 法 に つ い て 、 典 型 的 に 30 bp～ 500 b
p、 及 び 好 ま し く は 50 bpか ら 250 bpの 範 囲 よ り も 小 さ い 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と
は 一 般 に 有 利 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 分 析 方 法 は 、 特 に 分 離 培 地 の 使 用 を 含 む 電 気 泳 動 方 法 で
あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
よ り 特 に は 、 ミ ス マ ッ チ を 有 す る 核 酸 、 特 に ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス は 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気
泳 動 又 は 例 え ば マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル に お け る マ ル チ キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に よ っ て 検 出 さ
れ う る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 発 明 の 方 法 の 工 程 ｃ ） の 分 析 方 法 は 、 非 変 性 条 件 に お い て 実 行 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 発 明 は 、 下 記 の 理 由 の た め に キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 又 は マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル に お け る マ
ル チ キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に つ い て 特 に 有 利 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
そ れ は 、 電 気 泳 動 分 析 の 感 度 、 困 難 な 検 出 可 能 な ミ ス マ ッ チ 、 た と え ば 特 に 置 換 を 有 意 に
改 善 し う る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
そ れ は 、 シ ー ケ ン シ ン グ よ り も よ り 早 い 分 離 を 可 能 に し う る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
困 難 な 方 法 で 多 重 化 を 可 能 に し 、 従 っ て 処 理 能 力 を さ ら に 増 加 さ せ う る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
「 電 気 泳 動 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 析 」 (EHDA)と 名 付 け ら れ た ア プ ロ ー チ は 、 非 変 性 条 件
に お け る 電 気 泳 動 に よ っ て 、 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 対 で 現 れ る ミ ス マ ッ チ に 関 連 付 け ら れ
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た 「 変 性 バ ブ ル (denaturation bubble)」 又 は 「 ル ー プ (loop)」 に よ っ て 導 入 さ れ る 移 動
性 に お け る 差 を 直 接 的 に 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
サ ン プ ル が 非 変 性 条 件 に お け る 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 さ れ る 場 合 、 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス
分 子 上 の 局 所 の 「 ミ ス マ ッ チ バ ブ ル (mismatch bubble)」 の 存 在 は 、 二 重 鎖 の 柔 軟 性 の ジ
オ メ ト リ （ geometry） に お け る 差 （ そ れ は 、 ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス と 比 較 し て 移 動 性 に お け
る 差 を も た ら す ） を も た ら す 。 分 析 す る た め の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 通 常 の デ ュ プ レ ッ ク ス
フ ラ グ メ ン ト 及 び 変 異 フ ラ グ メ ン ト を 示 す 場 合 （ す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ が そ れ か ら 抽 出 さ れ る
有 機 体 が 、 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に つ い て ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 場 合 ） に 、 ピ ー ク の
多 重 度 （ ２ ～ ４ ） は 電 気 泳 動 図 に お い て 現 れ る だ ろ う 。 こ れ ら の 異 な る ピ ー ク は 、 本 発 明
の 意 味 に お い て 、 同 じ フ ラ グ メ ン ト に 対 応 す る （ す な わ ち 、 そ れ ら は 同 じ 隣 接 配 列 に よ っ
て 区 切 ら れ る ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
Ｅ Ｈ Ｄ Ａ 方 法 の パ ワ ー は 、 ミ ス マ ッ チ バ ブ ル の 存 在 の た め に 、 移 動 速 度 に お け る わ ず か な
差 を 検 出 す る た め の 能 力 に 主 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
電 気 泳 動 、 ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 マ ル チ キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、
又 は マ ル チ チ ャ ン ネ ル 電 気 泳 動 の 異 な る 種 類 が 使 用 さ れ う る 。 マ ル チ キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳
動 は 、 高 ス ル ー プ ッ ト 自 動 化 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に て 特 に 恵 ま れ う る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
一 つ の 実 施 態 様 で は 、 多 重 化 は 同 じ ラ ン に お い て 、 異 な る 長 さ を 有 す る フ ラ グ メ ン ト を 組
み 合 わ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス は
近 い 移 動 性 を 一 般 に 有 し て い る 故 に 、 ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス の 幾
つ か の 組 み 合 わ せ は 、 十 分 に 異 な る サ イ ズ を 有 す る フ ラ グ メ ン ト を 混 合 す る こ と に よ っ て
、 シ ン グ ル ラ ン に お い て 分 離 さ れ 、 そ し て 識 別 さ れ う る 。 典 型 的 に 、 該 フ ラ グ メ ン ト は 、
10～ 100 bpの 間 、 好 ま し く は 20～ 100 bpの 間 で サ イ ズ に よ っ て 異 な ら な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 多 重 化 は 、 異 な る サ ン プ ル の 幾 つ か の 逐 次 的 な 注 入 を 実 行 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う
る 。 原 理 は 、 異 な る サ イ ズ の フ ラ グ メ ン ト の 分 離 に つ い て と 同 じ で あ り う る ： そ れ は 、 例
え ば シ ー ケ ン シ ン グ と 対 照 的 に 、 単 一 フ ラ グ メ ン ト の 電 気 泳 動 分 析 が 電 気 泳 動 法 に よ っ て
提 供 さ れ る 分 離 ウ ィ ン ド ウ の 非 常 に 制 限 さ れ た 部 分 の み を 使 用 し 、 従 っ て 、 シ フ ト さ れ た
適 切 な 開 始 時 間 を 有 す る 幾 つ か の サ ン プ ル が 、 シ ン グ ル ラ ン で 分 離 さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
他 の 実 施 態 様 で は 、 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス フ ラ グ メ ン ト の 分 離 は 、 本 発 明 に お い て 記 載 さ
れ た 組 成 物 の 存 在 で DGGEに よ っ て 、 又 は 同 じ 種 類 の 組 成 物 の 存 在 で DHPLCに よ っ て 実 行 さ
れ う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

分 離 培 地 又 は 基 質 の 異 な る 種 類 が 、 本 発 明 に 従 う 分 離 の た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
実 に 、 サ イ ズ に よ っ て 核 酸 を 分 離 し う る 任 意 の 基 質 又 は 分 離 培 地 が ま た 使 用 さ れ う る 。 ス
ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 の た め に 、 最 も 有 用 な 基 質 が ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で あ り う る が 、 例
え ば ア ガ ロ ー ス 、 又 は 例 え ば 、 Andrews, A.T., 1986年 , Electrophoresis:Theory, Techn
iques and Biochemical and Clinical Applications, (Clarenton, Oxford); Righetti,P
.G., 1989年 , J. of Biochem. Biophys. Methods 第 19巻 , 第 1-20頁 に お い て 調 べ ら れ た
他 の 基 質 の 網 羅 的 で な い リ ス ト の 例 で 与 え ら れ た 他 の 基 質 が 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ １ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 本 発 明 に 適 切 な 分 離 培 地 は 、 絡 み 合 っ た ポ リ マ ー 溶 液 で あ り う
る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に つ い て 、 全 て の 分 離 培 地 が 使 用 さ れ う る 。 そ の よ う な 培 地 の 網 羅
的 で な い 例 が 、 （ Barbier V, Viovy JL. 2003年 . Advanced polymers for DNA separatio
n. Curr Opin Biotechnol 第 14(1)巻 :第 51-7巻 ； Righetti, P. G. and C. Gelfi. 1997年
. In Analysis of Nucleic Acids by Capillary Electrophoresis, C. Hellerに よ っ て 編
集 , Chromatographia, CE series 1, (Vieweg, Wiesbaden), 第 255-271頁 ） に お い て 列 挙
さ れ い て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ま た 、 幾 つ か の 非 ポ リ マ ー 基 質 又 は 篩 分 特 性 を 示 す 分 離 培 地 が 使 用 さ れ う る （ 例 え ば 、 Ri
ll, R., T. Liu, B. R. Locke and D. H. Van Winkle, 1998年 , Proc. Natl. Acad. Sci,
 USA, 第 95巻 , 第 1534-1539頁 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
し か し な が ら 、 分 離 の 実 行 の た め に 、 従 っ て 本 発 明 の 最 適 な 操 作 の た め に 、 サ イ ズ 差 に つ
い て 及 び ま た 恵 ま れ る べ き で あ る ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 間 の 識 別
に つ い て 最 高 の 識 別 力 を 有 す る 基 質 を 有 す る こ と が 重 要 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 本 発 明 に 従 う 分 離 培 地 は 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ タ ク リ ル ア ミ ド
又 は ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 の 架 橋 化 さ れ た 又 は 架 橋 化 さ れ て い な い ポ リ マ ー を 含 み う る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
特 に 、 例 え ば Madabushi等 に 対 す る 米 国 特 許 第 5,567,292号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る PDMA（
ポ リ ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド ） に 基 づ く 篩 分 基 質 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 興 味 深 い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
例 え ば 、 本 発 明 に 便 利 な ポ リ マ ー は 、 N,N-二 置 換 さ れ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 N-モ ノ 置 換
さ れ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン な ど を 含 み う
る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の 例 示 的 な 置 換 は 、 Ｃ １ ～ Ｃ １ ２ ア ル
キ ル ； ハ ロ 置 換 さ れ た Ｃ １ ～ Ｃ １ ２ ア ル キ ル ； メ ト キ シ 置 換 さ れ た Ｃ １ ～ Ｃ １ ２ ア ル キ ル
； ヒ ド ロ キ シ ル 置 換 さ れ た Ｃ １ ～ Ｃ １ ２ ア ル キ ル な ど を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
直 線 の ア ク リ ア ル ア ミ ド は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 電 気 泳 動 の た め の 篩 分 ポ リ マ ー
で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 本 発 明 に 適 切 な 分 離 培 地 は 、 ア ク リ ル ア ミ ド 及 び ジ メ チ ル ア ク
リ ル ア ミ ド の ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー を 含 み う る 。
【 ０ １ １ ０ 】
該 ポ リ マ ー は 、 ア ク リ ル ア ミ ド 骨 格 （ backbone） 及 び ポ リ ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ PDMA
） 側 鎖 を 有 す る ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 ま た は よ り 一 般 的 に ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー タ イ プ 、 例
え ば Barbierに 対 す る フ ラ ン ス 国 特 許 出 願 第 00/0856号 明 細 書 に 引 用 さ れ た そ れ ら で あ り う
る 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 に 従 う 方 法 の 工 程 ｅ ） の 分 析 方 法 は 、 非 変 性 条 件 に お い て 有 利 に 適 用 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ２ 】
し か し な が ら 、 変 性 剤 の よ う な 追 加 の 成 分 は 、 本 発 明 の 分 離 培 地 、 例 え ば デ ュ プ レ ッ ク ス
又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 第 ２ の 構 造 の 形 成 を 防 止 す る た め の 変 性 剤 に お い て 含 ま れ
う る 。
【 ０ １ １ ３ 】
変 性 剤 は 、 ホ ル ム ア ミ ド （ 例 え ば １ ～ 90％ ） 、 尿 素 （ 例 え ば 0.1～ ８ Ｍ ） 、 商 業 的 に 又 は
非 商 業 的 に 入 手 可 能 な ラ ク タ ム （ 例 え ば ピ ロ リ ジ ン ） な ど を 含 み う る 。 電 気 泳 動 に お け る
そ れ ら の 使 用 に つ い て の ガ イ ド ラ イ ン は 、 周 知 の 分 子 生 物 学 文 献 、 例 え ば Sambrook等 ,Mol
ecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition (Cold Spring Harbor Laborato
ry, New York, 1989年 )に お い て み ら れ う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
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一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 本 発 明 に 従 う 分 離 培 地 は ま た 、 ミ ス マ ッ チ に 関 与 す る ヌ ク レ オ
チ ド と 特 に 、 特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用 を 受 け う る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を 含 み う る 。
【 ０ １ １ ５ 】
前 記 化 合 物 は 、 一 つ の 単 一 の 塩 基 対 単 位 を 含 み う る 。 該 「 塩 基 対 単 位 」 は 、 塩 基 （ Ａ 、 Ｔ
、 Ｇ 、 Ｕ 又 は Ｃ ） の 一 つ と 塩 基 対 相 互 作 用 を 受 け う る 分 子 基 を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
そ の よ う な 化 合 物 は 、 単 独 で 、 或 い は ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス の ミ ス マ ッ チ に 関 与 す る 核 酸
の 塩 基 と 、 特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用 を 受 け う る 一 つ の 又 は 幾 つ か の 他 の 化 合 物 を 有 す る 混
合 物 に お い て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 前 記 化 合 物 が 、 そ れ を 又 は そ れ ら を 、 変 異 の ア ッ セ イ を す る
た め の 核 酸 の 好 ま し く は 10ｇ ／ ｌ 、 及 び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 25ｇ ／ ｌ と 接 触 す る た
め に 使 用 さ れ る 分 離 培 地 の 少 な く と も １ ｇ ／ ｌ の 組 み 合 わ さ れ た 濃 度 で 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ８ 】
「 組 み 合 わ さ れ た 濃 度 」 に よ っ て 、 例 え ば 幾 つ か の 種 類 の 化 合 物 の 使 用 の 場 合 、 そ れ は 前
記 化 合 物 の 総 濃 度 と 理 解 さ れ 、 該 組 み 合 わ さ れ た 濃 度 は 、 各 化 合 物 の 総 濃 度 で あ る 。 そ の
よ う な 化 合 物 の 濃 度 は 、 分 析 す る た め の 核 酸 を 含 む 培 地 の 総 容 量 に 関 し て 表 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 そ の よ う な 化 合 物 は 、 ５ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は ３ 未
満 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は ２ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 塩 基 又 は そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
そ の よ う な 化 合 物 の 非 制 限 的 な 例 は 、
　 － 塩 基 　 ア デ ニ ン （ Ａ ） 、 グ ア ニ ン （ Ｇ ） 、 シ ト シ ン （ Ｃ ） 、 ウ ラ シ ル （ Ｕ ） 、 及 び チ
ミ ン （ Ｔ ）
　 － ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 、 ウ ラ シ ル 、 及 び チ ミ ン を 生 じ る 様 々 な 置 換 体 、 特 に
置 換 さ れ て い な い 塩 基 に お け る 塩 基 対 相 互 作 用 を 引 き 起 こ す ア ミ ノ 及 び 水 酸 基 に 対 し て 影
響 を 有 し な い 置 換 体
　 － 塩 基 Ａ ， Ｔ ， Ｇ ， Ｃ ， Ｕ を 用 い て 形 成 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 、
　 － 塩 基 Ａ ， Ｔ ， Ｇ ， Ｃ ， Ｕ を 用 い て 形 成 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 、
　 － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 及 び 様 々 に 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び
　 － そ れ ら の 混 合 物 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 前 記 化 合 物 は 、 ヌ ク レ オ シ ド 　 ア デ ノ シ ン 、 グ ア ノ シ ン 、 ウ リ
ジ ン 、 シ チ ジ ン 、 チ ミ ジ ン 及 び そ れ ら の 混 合 物 間 で 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ シ ド で あ り う る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
例 え ば 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 シ チ ジ ン 及 び チ ミ ジ ン 、 又 は シ チ ジ ン 及 び ア デ ノ シ ン 、 又
は グ ア ノ シ ン 及 び チ ミ ジ ン 、 又 は グ ア ノ シ ン 及 び ア デ ノ シ ン を 有 利 に 使 用 し う る が 、 例 え
ば チ ミ ジ ン 及 び ア デ ノ シ ン 、 又 は シ チ ジ ン 及 び グ ア ノ シ ン で な い 。
【 ０ １ ２ ３ 】

前 に 述 べ ら れ た よ う に 、 分 析 は 、 分 析 さ れ る べ き 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト か ら 出 さ れ る 信
号 の 強 度 及 び ／ 又 は 形 状 を 、 第 ２ の 参 照 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 信 号 の 強 度 及 び ／ 又 は 形 状 、 該
第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 大 規 模 変 異 が 存 在 し な い 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 形 及 び
第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 非 変 性 形 に 等 価 で あ る 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 形 と 比 較 す る
こ と に よ っ て 実 行 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
信 号 の 形 状 は 、 信 号 の ピ ー ク の 数 に よ っ て 、 信 号 の 幅 に よ っ て 、 又 は 両 方 に よ っ て 特 徴 付
け ら れ う る 。 変 異 の な い フ ラ グ メ ン ト は 、 単 一 の ピ ー ク を 通 常 も た ら す だ ろ う 。 フ ラ グ メ
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ン ト の 信 号 の 形 状 を 対 照 サ ン プ ル の 信 号 の 形 状 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 当 業 者 は 変 異 の
存 在 又 は 非 存 在 を 決 定 し う る 。 形 状 差 は 、 ピ ー ク の 数 に お け る 差 で あ り う る （ ピ ー ク の 最
大 値 は 、 ２ つ の ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 及 び ２ つ の ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス に 対 応 す る ４ 個 で あ
る べ き で あ る ） 。 ピ ー ク シ ョ ル ダ ー 又 は ピ ー ク 拡 張 （ widening） が ま た 、 変 異 の 存 在 の 痕
跡 と し て 識 別 さ れ う る 。 こ の 形 状 差 は 、 操 作 者 に よ る 視 覚 観 察 に よ っ て 又 は 特 定 の 曲 線 分
析 ソ フ ト ウ ェ ア の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ う る （ ピ ー ク 多 重 度 及 び ピ ー ク 拡 張 の 比 較 は 、 例
え ば 、 Peakfit, OriginPro (Originlab)又 は Igor(Wavemetrics)曲 線 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア を
用 い て 容 易 に 実 行 さ れ う る 。 ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
し か し な が ら 、 好 ま し く は 分 析 は 、 専 用 の 自 動 化 さ れ た ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 実 行 さ れ る
こ と が で き 、 完 全 に 自 動 化 さ れ た 方 法 で 、 信 号 中 の ピ ー ク の 数 及 び 信 号 の 拡 張 を 分 析 す る
こ と 、 及 び 結 果 、 特 に 参 照 信 号 の 信 号 拡 張 に 対 し て サ ン プ ル の 信 号 拡 張 の 比 を 、 所 定 の 値
と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
対 照 的 に 、 大 規 模 変 更 の 存 在 は 、 信 号 の 正 規 化 さ れ た ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） を 、 何 ら 大
規 模 変 更 の な い 対 照 サ ン プ ル の 信 号 の 正 規 化 さ れ た ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） と 比 較 す る こ
と に よ っ て 検 出 さ れ う る 。 ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） は 、 多 重 に お い て 存 在 す る 内 部 参 照 （
関 心 の あ る 遺 伝 子 と 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 か ら の フ ラ グ メ ン ト ） の ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） に
よ っ て 、 又 は 分 離 の 間 に サ ン プ ル に お い て 存 在 す る 関 心 の あ る 遺 伝 子 の 他 の フ ラ グ メ ン ト
の ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） に よ っ て 、 正 規 化 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
対 照 の 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） よ り も 少 な く と も 1.2倍 、 及 び
好 ま し く は 少 な く と も 1.35倍 高 い ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） は 、 複 製 の 存 在 の 痕 跡 で あ り う
る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
0.5（ ± 0.3） 倍 の 対 照 の 変 性 さ れ て い な い 第 １ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 多 く と も 0.8倍 、 及
び 好 ま し く は 多 く と も 0.7倍 の ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） が 、 欠 失 の 存 在 の 痕 跡 で あ り う る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
こ れ ら の ピ ー ク 強 度 （ 又 は 面 積 ） 差 は 、 操 作 者 に よ る 視 覚 観 察 に よ っ て 又 は 特 定 の 曲 線 分
析 ソ フ ト ウ ェ ア の 使 用 に よ っ て 決 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
「 ピ ー ク 強 度 又 は 信 号 強 度 は 、 所 定 の ピ ー ク 又 は 信 号 に 対 応 す る 物 質 の 量 の 量 的 決 定 を 意
味 す る こ と を 意 図 さ れ る 。 ピ ー ク 強 度 の 測 定 の 典 型 的 な 方 法 は 、 ベ ー ス ラ イ に 関 し て 最 大
高 さ 又 は 信 号 の 後 ろ の 累 積 面 積 を 測 定 し う る 。
【 ０ １ ３ １ 】
好 ま し く は 、 特 に 信 号 が 幾 つ か の ピ ー ク を 含 む 場 合 、 該 強 度 は 累 積 面 積 を 使 用 し て 決 定 さ
れ う る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
異 な る 通 常 の デ ー タ 処 理 方 法 が 、 信 号 増 幅 及 び 信 号 形 状 分 析 の 信 頼 性 を 改 善 す る た め に 、
本 発 明 内 で 使 用 さ れ う る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 網 羅 的 で な い が 、 ベ ー ス ラ イ ン 控 除 、 ノ イ
ズ 減 少 、 所 定 の ピ ー ク 形 状 を 有 す る ピ ー ク フ ィ ッ テ ィ ン グ 、 偽 ピ ー ク 消 去 な ど を 含 み う る
。
【 ０ １ ３ ３ 】

本 発 明 に 従 い 、 検 出 可 能 な 点 変 異 は 、 不 正 確 な 塩 基 対 が 生 じ る 欠 失 変 異 、 挿 入 変 異 及 び 置
換 変 異 を 含 む 。 欠 失 及 び 挿 入 変 異 は ま た 、 タ ン パ ク 質 内 の 遺 伝 コ ー ド の 翻 訳 に 対 す る そ れ
ら の 影 響 の た め に 、 「 フ ラ グ メ ン ト シ フ ト 」 変 異 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
デ ュ プ レ ッ ク ス 形 に お い て 対 と さ れ る 核 酸 の ２ つ の 相 同 鎖 間 の 差 が 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 差 、
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す な わ ち 小 さ な 挿 入 若 し く は 欠 失 か ら な る 場 合 、 ミ ス マ ッ チ さ れ た デ ュ プ レ ッ ク ス が 形 成
さ れ う る 。 本 発 明 に 従 う 該 方 法 は 、 ミ ス マ ッ チ さ れ た デ ュ プ レ ッ ク ス を 検 出 す る た め に 特
に 効 率 的 で あ り う る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
よ り 特 に は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 特 に 、 点 変 異 が そ の 上 で 疾 病 又 は 疾 病 へ の 増 加 す る 素 因
に 関 連 付 け ら れ て い る 又 は 推 定 的 に 関 連 付 け ら れ て い る 遺 伝 子 に 関 連 し た 核 酸 配 列 を 有 す
る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ り う る 。 前 記 疾 病 は 、 癌 、 遺 伝 疾 病 、
又 は 疾 病 へ の 増 加 す る 素 因 、 例 え ば 、 例 と し て サ ラ セ ミ ア 、 心 疾 患 、 ミ オ パ シ ー 、 癌 、 及
び よ り 一 般 的 に 遺 伝 的 に 遺 伝 可 能 な 疾 病 の 異 な る 種 類 で あ り う る 。 関 連 付 け ら れ た 遺 伝 子
及 び 集 団 に お け る 罹 患 率 を 有 す る そ の よ う な 疾 病 の 網 羅 的 で な い リ ス ト が 、 例 の 問 題 と し
て 下 記 表 に 与 え ら れ る 。 こ の リ ス ト は 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る 意 味 に よ っ て 考 慮 さ れ る
べ き で は な い が 、 ヒ ト 健 康 に お け る 本 発 明 の 応 用 の 範 囲 が 遺 伝 学 の 進 行 と と も に 大 き く 且
つ 絶 え ず 拡 張 す る こ と を 明 ら か に す る た め に の み 、 本 明 細 書 に お い て 提 案 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
癌 疾 病 へ の 増 加 す る 素 因 に 関 連 付 け ら れ た 遺 伝 子 、 そ の 診 断 の 制 限 さ れ な い リ ス ト が 、 本
発 明 の 応 用 の 恵 ま れ う る 範 囲 を 構 成 し う る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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【 ０ １ ３ ８ 】
特 に 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 特 に 、 変 異 に つ い て 、 ヒ ト 乳 癌 素 因 遺 伝 子 （ BRCA1及 び BRCA2の
よ う な （ BRCA） ） の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
本 発 明 の 方 法 に 従 う と 、 野 生 型 BRCA1又 は BRCA2座 の 変 更 が 検 出 さ れ う る 。 加 え て 、 該 方 法
は 、 野 生 型 BRCA1又 は BRCA2座 を 検 出 し 、 従 っ て BRCA1及 び BRCA2座 で の 癌 へ の 素 因 の 欠 失 を
確 認 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ う る 。
【 ０ １ ４ ０ 】

本 発 明 に 従 う と 、 こ の 語 は 、 複 数 の 塩 基 対 に 影 響 し 、 欠 失 又 は 複 製 か ら な り う る 点 変 異 よ
り も 大 き い 変 異 を 包 含 す る こ と を 意 図 す る 。
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【 ０ １ ４ １ 】
特 に 、 幾 つ か の 大 規 模 変 更 が 、 繰 り 返 し Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に お け る 複 製 機 構 の 「 ず れ （ slippage
） 」 に よ り 生 じ 、 可 変 サ イ ズ の 挿 入 物 又 は 欠 失 物 を も た ら す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
典 型 的 に 、 本 発 明 は 特 に 、 ゲ ノ ム 上 に 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 幾 つ か の 増 幅 可 能 な コ ピ ー の 存
在 、 又 は 対 照 的 に 、 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 増 幅 の 不 存 在 を も た ら し う る 大 規 模 変 更 を 検 出 す
る 際 に 有 用 で あ る 。 典 型 的 に 、 そ の よ う な 大 規 模 変 更 は 、 非 常 に 多 種 多 様 の 核 酸 長 （ と き
ど き 、 10又 は 数 十 kb、 し か し よ り 一 般 的 に 数 百 又 は 数 千 bpほ ど 小 さ い ） を 含 み う る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
例 と し て 、 大 規 模 変 更 は 、 10 bps～ 10 kbps、 又 は 20、 30、 又 は 40 kbpsの 範 囲 で あ り う る
。 例 え ば 、 そ れ は 、 100 bps～ 10 kbps、 又 は 例 え ば 200 bps～ 5000 bps、 又 は 例 え ば 500 b
ps～ 1000 bpsの 範 囲 で あ り う る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
例 と し て 、 大 規 模 変 更 は 、 100 bps～ 1000 bpsの 範 囲 で あ り う る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
時 々 、 そ れ ら は 実 に 全 遺 伝 子 を 含 み 、 従 っ て 数 Mbpsを カ バ ー し う る 。
【 ０ １ ４ ６ 】

一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 非 飽 和 条 件 に お い て 、 第 １ の 核 酸 フ ラ グ
メ ン ト 及 び 第 ２ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 増 幅 、 及 び よ り 特 に は セ ミ 定 量 増 幅 を 少 な く と も 含
む 追 加 工 程 、 工 程 ｆ ） を 含 み う る （ 前 記 工 程 ｆ ） は 、 工 程 ｂ ） の 前 に 実 行 さ れ る ） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
最 も 一 般 的 な 核 酸 増 幅 方 法 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） で あ り 、 こ の 方 法 は 、 本
発 明 に お け る 追 加 工 程 ｆ ） を 実 行 す る た め に 恵 ま れ う る 方 法 で あ り う る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 及 び ロ ー リ ン グ サ ー
ク ル 増 幅 （ Ｒ Ｃ Ａ ） 又 は 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 （ Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ ） の よ う な 技 術 を 含 み う る が
こ れ に 制 限 さ れ な い 増 幅 の 任 意 の 直 線 又 は 対 数 方 法 が 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 本 発 明 に と っ て 特 に 便 利 で あ り う る
。
【 ０ １ ５ ０ 】
該 増 幅 は 、 非 飽 和 増 幅 条 件 で 実 行 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ １ 】
本 発 明 内 で 、 表 現 「 非 飽 和 増 幅 条 件 」 は 、 増 幅 サ イ ク ル の 数 、 又 は 増 幅 生 成 物 に お け る 核
酸 フ ラ グ メ ン ト の コ ピ ー の 最 終 数 が サ ン プ ル に お け る コ ピ ー の 初 期 数 に 有 意 に 且 つ 再 現 可
能 な 方 法 で 依 存 す る よ う に 選 択 さ れ た 増 幅 の よ り 一 般 的 な 条 件 を 意 味 す る と 意 図 さ れ る 。
増 幅 方 法 が Ｐ Ｃ Ｒ で あ る 場 合 、 特 に 、 サ イ ク ル の 数 は 、 コ ピ ー の 最 終 数 が そ の 中 で ほ ぼ Ｃ
final＝ Ｃ initial＊ ２ ｎ （ こ こ で ｎ は Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル の 数 で あ り 、 Ｃ final及 び Ｃ initial
は 所 定 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の コ ピ ー の 夫 々 最 終 数 及 び 初 期 数 で あ る ） に ほ ぼ 比 例 す る 「 指
数 領 域 」 で あ る よ う に 選 択 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
該 増 幅 は ま た 、 増 幅 曲 線 の Ｓ 字 状 形 状 の 変 曲 点 を 囲 む 領 域 に 対 応 す る 「 直 線 領 域 」 に お い
て 実 行 さ れ う る （ コ ピ ー の 数 対 サ イ ク ル の 数 ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
当 業 者 は 、 所 定 の サ ン プ ル に つ い て 、 コ ピ ー の 初 期 数 に 依 存 す る コ ピ ー の 最 終 数 を 有 す る
条 件 を 満 足 す る た め に 適 し し た 条 件 を 決 定 す る 異 な る 方 法 を 知 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
所 定 の サ イ ズ の ゲ ノ ム に つ い て 、 そ れ ら の 条 件 を 決 定 す る た め の 単 純 な 方 法 は 、 初 期 サ ン
プ ル に お い て 核 酸 の 所 定 濃 度 を 有 す る た め に 、 サ ン プ ル を 希 釈 す る こ と で あ り う る 。
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【 ０ １ ５ ５ 】
例 え ば 、 下 記 の 実 施 例 に お い て よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ヒ ト 診 断 に つ い て 、 従
っ て ゲ ノ ム ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 含 む サ ン プ ル に つ い て 、 100ｎ ｇ の 初 期 Ｄ Ｎ Ａ 量 が 適 切 で あ り う
る 。 そ の よ う な 濃 度 に つ い て 、 ２ ５ 回 の 数 の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル が 適 切 で あ り う る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
サ ン プ ル に お け る Ｄ Ｎ Ａ の 量 が 上 記 し た こ れ と 異 な る 場 合 、 単 純 な 式 が ま た 、 こ の 規 則 か
ら 推 定 す る こ と を 可 能 に し う る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
典 型 的 に 当 業 者 は 、 下 記 の 式 を 使 用 し う る ：
　 　 ｎ 最 適 ＝ 2500/x
　 　 式 に お い て 、 ｘ は サ ン プ ル に お け る Ｄ Ｎ Ａ 量 で あ り 、 ｎ ｇ で 表 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
こ の 式 は 、 10μ ｌ の 容 量 に つ い て 有 効 で あ る 。 異 な る 等 価 の 式 が 、 異 な る 増 幅 条 件 の 異 な
る サ ン プ ル 容 量 、 異 な る ゲ ノ ム に つ い て 当 業 者 に よ っ て 決 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
例 え ば 、 そ の よ う な よ り 一 般 的 な 方 法 は 、 第 １ の 例 に お い て 、 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 、 例 え ば Ap
pleraに よ る ラ イ ト サ イ ク ラ ー （ Light Cycler） に お け る 増 幅 を 実 行 す る こ と 、 そ し て 増
幅 曲 線 の 変 曲 点 に 対 応 す る 「 ｎ ｉ 」 の 数 を こ の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と か ら な り う る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 又 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル の 増 幅 の 数 は 、 ｎ ｉ － ７ ～ ｎ ｉ ＋ ２ 、 及 び 好 ま し く は ｎ

ｉ － ３ ～ ｎ ｉ ＋ １ の 範 囲 で あ り う る 。 こ こ で 、 ｎ ｉ は 、 増 幅 曲 線 の 変 曲 点 に 対 応 す る サ イ
ク ル の 数 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
一 つ の 実 施 態 様 に 従 う と 、 Ｐ Ｃ Ｒ 又 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ２ ２ ～ ２ ７ の 範 囲 で あ る 増 幅 サ イ
ク ル の 数 を 含 み う る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
フ ラ グ メ ン ト が 、 異 な る 対 立 遺 伝 子 に 対 応 す る ２ つ の 異 な る 配 列 を 有 す る サ ン プ ル に お い
て 存 在 す る 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 の 最 後 で 、 該 増 幅 さ れ た 核 酸 は 、 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス の 形
成 を 助 け る た め に 例 え ば ゆ っ く り と 冷 や す こ と に よ っ て の よ う な 便 利 な 条 件 で 復 元 さ れ う
る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
そ の よ う な 条 件 は 、 お よ そ 90℃ 又 は そ れ よ り 高 い 温 度 で サ ン プ ル を 加 熱 す る こ と 、 そ し て
こ の サ ン プ ル を ゆ っ く り と 冷 や す こ と （ 典 型 的 に ほ ぼ １ ℃ ／ 分 程 度 で ） か ら 本 質 的 に な り
う る 。 例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 １ ℃ ／ 分 の 温 度 減 少 が 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ４ 】

分 析 さ れ る べ き 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む サ ン プ ル は 、 合 成 の 若 し く は 天 然 の サ ン プ ル 、 又
バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 由 来 の サ ン プ ル で あ り う る 。 恵 ま れ た 実 施 態 様 で は 、 そ れ は 患 者 か ら
の サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
特 に 、 本 発 明 は 、 な ん ら か の 特 定 の 制 限 な し に 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 全 て の 生 物 サ ン プ
ル を 包 含 す る 。 よ り 特 に は 、 本 発 明 に 従 う 生 物 サ ン プ ル は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 、 固 定 さ れ
た 又 は 固 定 さ れ て い な い 外 科 的 な 若 し く は 生 検 試 験 片 、 例 え ば 骨 髄 吸 引 液 、 又 は 体 液 を 含
む 生 体 液 、 例 え ば 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 リ ン パ 液 、 並 び に 呼 吸 器 、 腸 及 び 尿
生 殖 路 、 涙 、 唾 液 、 乳 、 白 血 球 細 胞 及 び 細 胞 培 養 上 清 の 様 々 な 外 部 分 泌 物 由 来 で あ り う る
。 該 サ ン プ ル の 起 原 は 、 動 物 （ 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト ） 、 植 物 、 ウ ィ
ル ス 、 細 菌 、 原 生 動 物 又 は 菌 で あ り う る 。 該 サ ン プ ル は 、 真 核 、 原 核 、 又 は 無 細 胞 で あ り
う る 。 生 物 サ ン プ ル を 含 む 細 胞 （ 特 に 組 織 、 器 官 、 生 物 液 又 は 生 検 由 来 で あ る 場 合 ） は 、
利 用 可 能 な 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る た め に 、 培 養 さ れ う る 。 該 サ ン プ ル は 、 単 一 の 種 か ら の
又 は 混 合 さ れ た 細 胞 種 の 細 胞 を 含 み う る 。 細 胞 、 組 織 、 及 び 試 験 片 は 、 正 常 個 体 か ら 又 は
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疾 病 又 は 疾 患 を 患 う 患 者 か ら 由 来 し う る 。 疾 病 又 は 疾 患 は 、 例 え ば 、 癌 、 神 経 変 性 の 疾 病
、 炎 症 疾 病 、 心 血 管 疾 病 、 免 疫 疾 患 、 体 重 疾 患 （ 例 え ば 肥 満 ） な ど で あ り う る 。 任 意 の 特
定 の 細 胞 、 細 胞 種 、 病 理 細 胞 、 発 生 又 は 疾 病 の 進 展 の 特 定 の 状 態 で の 細 胞 が 、 本 発 明 に お
い て 検 討 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 特 定 の 点 変 異 及 び ／ 又 は 大 規 模 変 更 に 関 連 付 け ら れ た 又 は 推 定 的 に
関 連 付 け ら れ た 疾 病 の 素 因 の 診 断 、 或 い は そ の よ う な 疾 病 の 診 断 又 は 予 後 の い ず れ か に 特
に 有 用 で あ り う る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 疾 病 或 い は 癌 へ の 素 因 の 診 断 、 又 は 前 記 疾 病 若 し く は 癌
の 診 断 若 し く は 予 後 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 方 法 を 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 前 記 疾 病 の 治 療 に お い て 前 記 方 法 を 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
特 に 、 関 係 あ る 疾 病 は 、 そ れ ら が 特 定 の 点 変 異 に 関 連 付 け ら れ て い る 又 は 推 定 的 に 関 連 付
け ら れ て い る 範 囲 で 多 く の 癌 、 例 え ば 黒 色 腫 、 白 血 病 、 星 状 細 胞 腫 、 グ リ ア 芽 腫 、 リ ン パ
腫 、 神 経 膠 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 筋 肉 腫 、 胆 管 癌 、 扁 平 上 皮 細 胞
癌 、 及 び 膵 臓 、 胸 、 脳 、 前 立 腺 、 膀 胱 、 甲 状 腺 、 卵 巣 、 子 宮 、 精 巣 、 腎 臓 、 胃 、 大 腸 、 直
腸 の 癌 を 含 み う る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
図 面 及 び 下 記 に 与 え ら れ た 実 施 例 は 、 本 発 明 の 制 限 さ れ な い 例 に よ っ て 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
実 施 例
分 離 の た め に 使 用 さ れ た 全 て の フ ラ グ メ ン ト が 、 表 １ に 示 さ れ る 。 置 換 の 種 類 、 フ ラ グ メ
ン ト サ イ ズ 、 プ ラ イ マ ー 配 列 及 び 多 重 組 成 が 、 下 記 表 に お い て 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ３ 】
Ｐ Ｃ Ｒ が 、 下 記 プ ロ ト コ ル に 従 い 行 わ れ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
変 異 ス キ ャ ン ニ ン グ の た め に 使 用 さ れ る サ ン プ ル が 、 100 ｎ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 0.06ユ ニ
ッ ト ／ μ Ｌ の Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Amplitaq gold, Applied biosystems） 、 4 ｍ Ｍ  MgCl 2 、
800μ ｍ  dNTP、 及 び １ × バ ッ フ ァ ー (Applied biosystems)を 含 む 50μ Ｌ 反 応 容 量 に お い て
生 成 さ れ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 が 、 多 重 に 含 ま れ る 全 て の フ ラ グ メ ン ト に つ い て 同
種 の 強 度 を 有 す る た め に 適 合 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ グ ラ ム が 、 Icycler thermocycler（ Biorad） に お い て 実 行 さ れ 、 及 び 96℃ で 15
分 間 の 変 性 工 程 、 引 き 続 き 96℃ で 30秒 間 で の 変 性 の 25サ イ ク ル 、 58℃ で 30秒 間 で の ア ニ ー
リ ン グ 、 そ し て 72℃ 、 30秒 間 で の 伸 張 か ら な っ た 。 次 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は ５ 分 間 、 96℃ で
変 性 さ れ 、 そ し て 96℃ ～ 25℃ ま で １ ℃ ／ 分 で サ ン プ ル 温 度 を 減 少 す る こ と に よ っ て 71分 間
に 亘 っ て 徐 々 に リ ア ニ ー ル さ れ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
全 て の 実 験 は 、 50cmの 有 効 長 を 有 す る 50μ ｍ 内 径 キ ャ ピ ラ リ ー 用 い て 、 ABI 3100(Applied
 biosystems, Foster city、 米 国 )で 実 行 さ れ る 。 分 離 基 質 は 、 Tris（ 50 ｍ Ｍ ） 、 Taps（
50 ｍ Ｍ ） 、 EDTA（ 2 ｍ Ｍ ） バ ッ フ ァ ー に 溶 解 さ れ た ５ ％ （ g/100 ml） で の ポ リ （ ア ク リ
ル ア ミ ド － ｇ － ポ リ （ ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド ） ） か ら な る 。 2.5％ の チ ミ ジ ン 及 び 2.5％
の シ チ ジ ン が 、 基 質 に 添 加 さ れ る 。 温 度 は 、 30℃ で 一 定 で あ る 。 最 終 的 に 、 SYBRgreen1（
Molecularprobes） が 、 Ｄ Ｎ Ａ 検 出 の た め に １ × で 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド － ｇ － ポ リ （ ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド ） ） 特 徴 は 、 下 記 の 通 り で あ
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る ： 2,377,000 Daの コ ポ リ マ ー 分 子 量 、 5,000 Daの ポ リ ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド 片 分 子 量
、 及 び 9.7％ の ポ リ ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド 片 密 度 。
【 ０ １ ７ ８ 】
液 体 分 離 培 地 の コ ポ リ マ ー は 、 国 際 公 開 公 報 第 02/01218号 明 細 書 に 開 示 さ れ た 調 製 の 工 程
に 従 い 用 意 さ れ た 。 そ れ ら は 、 良 好 な 篩 分 特 性 を 有 し 、 及 び 表 面 活 性 で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ７ ９ 】

多 重 （ Multiplex） M25BC2が 、 こ の 実 験 の た め に 使 用 さ れ る 。 そ れ は 、 遺 伝 子 BRCA2の エ ク
ソ ン ５ 、 21、 20、 及 び 16に 夫 々 対 応 す る サ イ ズ に よ っ て 異 な る ４ つ の フ ラ グ メ ン ト （ 290 
bp、 365 bp、 412 bp及 び 472 bp） か ら な る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
注 入 は 、 2kVで 20秒 間 行 わ れ る 。 分 離 は 、 同 じ キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ に お い て 同 じ 実 行 （ ラ
ン ） の 間 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
図 １ は 、 実 施 例 １ に つ い て 得 ら れ た 異 な る ピ ー ク の 面 積 測 定 の キ ャ ピ ラ リ ー 対 キ ャ ピ ラ リ
ー 再 現 性 を 示 す 図 で あ る 。 全 て の ピ ー ク 面 積 が 、 第 ２ の フ ラ グ メ ン ト （ エ ク ソ ン 21） の 面
積 で 正 規 化 さ れ た 。 最 大 の 観 察 さ れ た 変 動 性 は ほ ぼ 10％ 程 度 で あ り 、 そ れ は 大 き い 再 配 列
検 出 と 完 全 に 互 換 性 で あ る 。 実 に 、 複 製 の 痕 跡 が 少 な く と も 50％ の 振 幅 （ amplitude） で
増 加 を も た ら し 、 及 び 欠 失 は ほ ぼ 50％ の 振 幅 の 減 少 を も た ら す 。 エ ラ ー バ ー が 10％ の オ ー
ダ ー で あ る 故 に 、 こ れ ら デ ー タ は 、 分 析 に お い て 、 偽 陽 性 又 は 偽 陰 性 の 危 険 が な い こ と を
示 す 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ８ ２ 】

多 重 M25BC2が 、 実 験 の こ の 設 定 の た め に 使 用 さ れ る 。 そ れ は 、 遺 伝 子 BRCA2の エ ク ソ ン ５
、 21、 20、 及 び 16に 夫 々 対 応 す る サ イ ズ に よ っ て 異 な る ４ つ の フ ラ グ メ ン ト （ 290 bp、 36
5 bp、 412 bp及 び 472 bp） か ら な る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
注 入 は 、 2kVで 20秒 間 行 わ れ る 。 分 離 は 、 順 次 実 行 さ れ る 。 ５ 回 の 注 入 が 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
図 ２ は 、 実 施 例 ２ に つ い て の 、 ５ 回 連 続 ラ ン （ 実 行 ） に 対 す る 異 な る ピ ー ク の 平 均 正 規 化
さ れ た 面 積 測 定 の ラ ン 対 ラ ン 再 現 性 を 示 す 図 で あ る 。 ピ ー ク 面 積 が 、 第 ２ の フ ラ グ メ ン ト
（ エ ク ソ ン 21） の 面 積 で 正 規 化 さ れ た 。 平 均 正 規 化 さ れ た 面 積 は 、 ラ ン 対 ラ ン か ら 非 常 に
再 現 可 能 で あ る 。 エ ラ ー バ ー が 標 準 偏 差 に 対 応 す る 。 再 び 、 こ れ は 、 大 規 模 変 異 の た め の
偽 陽 性 が 非 常 に あ り そ う も な い こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ８ ５ 】

多 重 M1BC1が 、 こ の 実 験 の た め に 使 用 さ れ る 。 そ れ は 、 BRCA1遺 伝 子 の 異 な る エ ク ソ ン （ 夫
々 エ ク ソ ン 19、 エ ク ソ ン ６ 、 エ ク ソ ン 20、 及 び エ ク ソ ン 11.5） に 対 応 す る サ イ ズ に よ っ て
異 な る ４ つ の フ ラ グ メ ン ト （ 268 bp、 334 bp、 433 bp及 び 519 bp） か ら な る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
多 重 M1BC1-Aは 、 大 き な 染 色 体 再 配 列 を 有 し な い が エ ク ソ ン 11.5に お い て 単 一 の 塩 基 置 換
を 有 す る 患 者 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
多 重 M1BC1-Bは 、 エ ク ソ ン ３ か ら エ ク ソ ン 16の 大 き な 欠 失 を 有 す る 患 者 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
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SYBRgreen1－ キ ャ プ ラ リ ー 対 キ ャ ピ ラ リ ー 変 動 性 （ variability） を 用 い た キ ャ ピ ラ リ ー
電 気 泳 動 を 使 用 し た Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 の 半 定 量 的 測 定

変 動 性 を 実 行 す る た め に 、 SYBRgreen1－ ラ ン を 用 い た キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 を 使 用 し た Ｄ
Ｎ Ａ 濃 度 の 半 定 量 的 測 定

一 人 の 患 者 に お け る 大 き な 欠 失 及 び 異 な る 患 者 に お け る 置 換 の 同 時 検 出



当 業 者 は 、 M1BC1-Bの エ ク ソ ン ６ 及 び エ ク ソ ン 11.5に 対 応 す る ピ ー ク が 、 M1BC1-Aの そ れ ら
よ り も お お よ そ ２ 倍 小 さ い こ と が わ か る 。 こ れ は 、 エ ク ソ ン ６ 及 び 11.5が 、 M1BC1-Bに お
い て 欠 失 さ れ る こ と を 示 す 。 当 業 者 は ま た 、 M1BC1-Aの エ ク ソ ン 11.5が ２ つ の ピ ー ク を 有
し 、 一 方 M1BC1-Bの エ ク ソ ン 11.5が 単 一 の ピ ー ク を 有 す る こ と に 気 付 く 。 こ れ は 、 M1BC1-A
の エ ク ソ ン 11.5に お け る 小 さ な 変 化 （ variation） の 存 在 を 示 す 。 こ の フ ラ グ メ ン ト の シ
ー ケ ン シ ン グ は 、 単 一 の 塩 基 置 換 を 明 ら か に し た （ c.2430T>C/Leu771Leu） 。
【 ０ １ ８ ９ 】
図 ３ は 、 実 施 例 ３ で 述 べ ら れ た M1BC1-A及 び M1BC1-Bの 分 離 に 対 応 す る ２ つ の 重 ね ら れ た 電
気 泳 動 図 を 示 す 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ９ ０ 】

多 重 M1BC1が 、 こ の 実 験 の た め に 使 用 さ れ る 。 そ れ は 、 BRCA1遺 伝 子 の 異 な る エ ク ソ ン （ 夫
々 エ ク ソ ン 19、 エ ク ソ ン ６ 、 エ ク ソ ン 20、 及 び エ ク ソ ン 11.5） に 対 応 す る サ イ ズ に よ っ て
異 な る ４ つ の フ ラ グ メ ン ト （ 268 bp、 334 bp、 433 bp及 び 519 bp） か ら な る 。
【 ０ １ ９ １ 】
多 重 M1BC1-Aは 、 大 き な 染 色 体 再 配 列 を 有 し な い が エ ク ソ ン 11.5に お い て 単 一 の 塩 基 置 換
を 有 す る 患 者 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
多 重 M1BC1-Cは 、 エ ク ソ ン 18及 び 19の 大 き な 複 製 及 び エ ク ソ ン 11.5に お け る 単 一 の 塩 基 置
換 を 有 す る 患 者 に 対 応 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
前 の 実 施 例 に お い て 、 当 業 者 は 、 単 一 の 塩 基 置 換 に 対 応 す る M1BC1-Aの エ ク ソ ン 11.5の 二
重 ピ ー ク を 観 察 し う る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
M1BC1-Cの 第 １ の ピ ー ク は M1BC1-Aの そ れ よ り も お よ そ 1.5倍 高 く 、 そ れ は M1BC1-Cに お け る
エ ク ソ ン 19の 複 製 を 示 す 。 M1BC1-Aに お い て 観 察 さ れ た 同 じ 二 重 ピ ー ク が M1BC1-Cの エ ク ソ
ン 11.5に お い て 存 在 し 、 単 一 の 塩 基 置 換 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ５ 】
図 ４ は 、 実 施 例 ４ で 述 べ ら れ た M1BC1-A及 び M1BC1-Cの 分 離 に 対 応 す る ２ つ の 重 ね ら れ た 電
気 泳 動 図 を 示 す 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ９ ６ 】

M1BC1-Aで ６ 個 の 分 離 、 M1BC1-Bで ９ 個 の 分 離 、 及 び M1BC1-Cで 10個 の 分 離 が 実 行 さ れ た 。
ピ ー ク 面 積 は 、 多 重 の 何 れ に お い て も 何 ら の 種 類 の 変 異 を 与 え な い 第 ３ の ピ ー ク （ エ ク ソ
ン 22） で 正 規 化 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
非 変 異 フ ラ グ メ ン ト と 比 較 し て ２ 倍 の ピ ー ク 面 積 差 に 対 応 す る 欠 失 は 、 非 常 に よ く 識 別 さ
れ る （ M1BC1-Bの エ ク ソ ン 16及 び 11.5） 。 非 変 異 フ ラ グ メ ン ト と 比 較 し て 1.5倍 の ピ ー ク 面
積 差 に 対 応 す る 複 製 は 、 エ ク ソ ン 19の 見 本 上 の 変 性 さ れ て い な い フ ラ グ メ ン ト と 非 常 に 小
さ な 重 な り （ overlap） を 示 す 。
【 ０ １ ９ ８ 】
図 ５ は 、 実 施 例 ５ で 述 べ ら れ た フ ラ グ メ ン ト M1BC1-A、 M1BC1-B及 び M1BC1-Cに つ い て の 正
規 化 さ れ た 面 積 の 分 布 を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ９ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ に つ い て 得 ら れ た 異 な る ピ ー ク の 面 積 測 定 の キ ャ ピ ラ リ ー 対 キ ャ ピ ラ リ
ー 再 現 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 実 施 例 ２ に つ い て の 、 ５ 回 連 続 ラ ン に 対 す る 異 な る ピ ー ク の 平 均 正 規 化 さ れ た 面
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一 人 の 患 者 に お け る 大 き な 複 製 及 び 単 一 の 塩 基 置 換 の 同 時 検 出

M1BC1-B及 び M1BC1-Cに い て 存 在 す る 大 き な 再 配 列 の 検 出 の た め の 正 規 化 さ れ た 面 積 の 分 布



積 測 定 の ラ ン 対 ラ ン 再 現 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 実 施 例 ３ で 述 べ ら れ た M1BC1-A及 び M1BC1-Bの 分 離 に 対 応 す る ２ つ の 重 ね ら れ た 電
気 泳 動 図 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 実 施 例 ４ で 述 べ ら れ た M1BC1-A及 び M1BC1-Cの 分 離 に 対 応 す る ２ つ の 重 ね ら れ た 電
気 泳 動 図 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 実 施 例 ５ で 述 べ ら れ た フ ラ グ メ ン ト M1BC1-A、 M1BC1-B及 び M1BC1-Cに つ い て の 正
規 化 さ れ た 面 積 の 分 布 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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