
(57)【要約】

本発明は、２つの生理学的状況の間の、選択的スプライ

シング及び／又はＲＮＡ転写されたゲノム領域に位置し

た挿入、欠失と関連した定性的な差を表す核酸領域を同

定及び／又はクローニングするための方法であって、試

験状況に由来するＲＮＡと基準状況に由来するｃＤＮＡ

とのハイブリッド形成及び／又はその逆、又は試験状況

に由来するｃＤＮＡと基準状況に由来するｃＤＮＡとの

二本鎖ハイブリッド形成を含む方法；及び定性的な差を

表す核酸を同定及び／又はクローニングするための方法

に関する。本発明は、上記方法により得ることができる

２つの生理学的状況間の定性的な差を表す核酸の組成物

又はバンク、及び関心のある遺伝子又は分子を同定する

ため又は更に例えば薬理ゲノミクスの方法におけるプロ

ーブとしてのそれらの使用及び分子の治療的効果及び／

又は毒性効果に対する分子のプロフィル化に関する。本

発明は更に分子の毒性及び／又は効能を予言するための

マーカーとして及び薬理ゲノミクスにおけるマーカーと

してのＲＮＡのスプライシングの調節異常の使用に関す

る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 核 酸 を 含 有 す る ２ つ の 生 物 学 的 試 料 間 で 差 異 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 の 部 分 に
相 当 す る 配 列 を 含 む 核 酸 を 同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 生 物 学 的 試
料 の 少 な く と も １ つ に お け る 核 酸 の 組 成 又 は 配 列 が 少 な く と も 部 分 的 に 未 知 で あ り 、 該 方
法 が 、
　 ａ ） 第 １ の 試 料 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 第 ２ の 試 料 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ の 際 該 生 物 学 的 試 料 の 少 な く と も １ つ に お け る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 組 成 又 は 配 列 が 少 な く と も 部 分 的 に 未 知 で あ り ； そ し て
　 ｂ ） ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 核 酸 の 集 団 を
同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 際 該 ク ロ ー ニ ン グ 又 は 同 定 さ れ た 核 酸 が 該 試 料 間 で 差 異 的
に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 の 部 分 に 相 当 す る 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 、
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 第 １ の 試 料 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ り そ し て 第 ２ の 試 料 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が
二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 １ 及 び 第 ２ の 試 料 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 第 １ 又 は 第 ２ の 試 料 が 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 又 は 生 検 試 料 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 試 料 の １ つ が 腫 瘍 細 胞 か ら の も の で あ り 、 そ し て 該 試 料 の 他 方 が 非 腫 瘍 細 胞 か ら の も
の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 試 料 の １ つ が 試 験 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ た 細 胞 か ら の も の で あ り 、 そ し て 該 試 料 の 他
方 が 未 処 理 細 胞 か ら の も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 試 料 の １ つ が ア ポ ト ー シ ス を 受 け て い る 細 胞 か ら の も の で あ り 、 そ し て 該 試 料 の 他 方
が 非 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 か ら の も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 第 １ 及 び 第 ２ の 試 料 が 、 異 な る 生 理 学 的 条 件 に あ る 細 胞 型 か ら の も の で あ る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 試 料 の う ち の １ つ に お け る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 、 １ つ 又 は 数 個 の 選 ば れ た 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 試 料 の １ つ に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 試 料 の １ つ に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が ビ オ チ ニ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 液 相 で 行 わ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 　 － 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な 制 限 酵 素 で 消 化 す る こ と 、
　 　 － 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 制 限 断 片 を 単 離 す る こ と 、 そ し て
　 　 － 単 離 さ れ た 断 片 を 増 幅 す る こ と 、
に よ り 、 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 核 酸 の 集 団 を 同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 制 限 酵 素 が 、 付 着 末 端 を 形 成 し 、 か つ ４ 塩 基 開 裂 部 位 を 認 識 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 制 限 断 片 を ゲ ル 移 動 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 捕 捉 に よ り
単 離 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 単 離 さ れ た 断 片 を 、 該 単 離 さ れ た 断 片 の ５ ′ 及 び ３ ′ 端 部 に ア ダ プ タ ー を 付 加 す る こ と
及 び ア ダ プ タ ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 増 幅 に よ り 増 幅 さ せ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 増 幅 さ れ た 断 片 の 配 列 決 定 を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ 又 は １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 デ ー タ ベ ー ス に 配 列 を 格 納 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 デ ー タ ベ ー ス に お い て 配 列 を 分 析 し て ス プ ラ イ ス ド メ イ ン 及 び 対 応 す る 連 結 領 域 を 同 定
す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 ス プ ラ イ ス ド メ イ ン 又 は 連 結 領 域 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と を 更
に 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 支 持 体 上 に 付 着 さ せ る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 　 ａ ） 第 １ の 試 料 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 第 ２ の 試 料 に 由 来 す る 複 数 の 異 な
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 該 生 物 学 的 試 料 の 少 な く と も １ つ に お け る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の 組 成 又 は 配 列 が 、 少 な く と も 部 分 的 に 未 知 で あ り ；
　 ｂ ） ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 核 酸 の 集 団 を
同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ し 、 該 ク ロ ー ニ ン グ 又 は 同 定 さ れ た 核 酸 が 、 該 試 料 間 で 差 異 的 に ス
プ ラ イ シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 の 部 分 に 相 当 す る 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 み ；
　 ｃ ） ｂ ） で ク ロ ー ニ ン グ 又 は 同 定 さ れ た 核 酸 に 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 合 成 し ； そ し て
　 ｄ ） 該 核 酸 プ ロ ー ブ を 支 持 体 上 に 付 着 さ せ て 核 酸 の ア レ イ を 作 成 す る 、
こ と を 含 む 、 核 酸 の ア レ イ を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 　 － ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 及 び ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て い な い 形 態 の 、 １ つ 又 は 複 数
の 遺 伝 子 の 配 列 を 含 む 核 酸 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る こ と 、
　 － 該 形 態 の 該 遺 伝 子 に お け る 、 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 創 ら れ た 連 結 部 の 配 列 を 決 定 す る
こ と 、 こ こ で 該 連 結 部 が 該 形 態 の 該 遺 伝 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る 、
　 － 該 連 結 部 配 列 に 相 補 的 な 及 び 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と 、 こ こ で 該
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が １ ０ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る 、 そ し て
　 － 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 支 持 体 上 に 付 着 さ せ て ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ
イ を 作 成 す る こ と 、
を 含 む 、 ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 方 法 の 工 程 が コ ン ピ ュ ー タ 支 援 さ れ て い る か 又 は コ ン ピ ュ ー タ に よ っ て 操 作 さ れ る 、
請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 支 持 体 が 固 体 又 は 半 固 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 支 持 体 が 、 ガ ラ ス 、 ポ リ マ ー 、 シ リ カ 、 金 属 、 ゲ ル 又 は ナ イ ロ ン で あ る か 、 又 は そ れ ら
を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 支 持 体 の 表 面 に 配 置 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ２ ５ ～ ６ ５ %の Ｇ Ｃ 含 有 率 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ６ ０ ～ ８ ０ ℃ の 溶 融 温 度 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 本 質 的 に ヘ ア ピ ン 構 造 を 有 し な い 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 １ ０ ～ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ で 直 接 合 成 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 支 持 体 材 料 上 に 固 定 化 さ れ た 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 製 造 物 で あ っ て 、 （ ｉ ）
該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ の エ キ ソ ン － エ キ ソ ン 又 は エ キ ソ ン － イ ン ト
ロ ン 連 結 領 域 に 対 し て 相 補 的 な 及 び 特 異 的 な 配 列 を 含 み 、 （ ii） 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
、 ５ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 、 そ し て （ iii） 該 製 造 物 が 、 同 じ 遺 伝 子 又 は Ｒ
Ｎ Ａ の 異 な る エ キ ソ ン － エ キ ソ ン 又 は エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン 連 結 領 域 に 対 し て 相 補 的 な 及
び 特 異 的 な 少 な く と も ２ 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
　 該 製 造 物 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 起 こ る こ と を 可 能 と す る 条 件 下 で 、 核 酸 を 含 有 す る 試
料 と 接 触 さ せ た 場 合 に 、 該 試 料 に お け る 該 連 結 領 域 の 存 在 又 は 不 存 在 の 決 定 を 可 能 と す る
、
製 造 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 支 持 体 の 分 離 し た 区 域 に 配 置 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の
製 造 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ２ ５ ～ ６ ５ %の Ｇ Ｃ 含 有 率 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 製 造 物
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ６ ０ ～ ８ ０ ℃ に 溶 融 温 度 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 製 造 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 本 質 的 に ヘ ア ピ ン 構 造 を 欠 い て い る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 製 造 物
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 １ ０ ～ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 製 造
物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 本 質 的 そ れ ら の そ れ ぞ れ の 標 的 ス プ ラ イ ス 連 結 部 に 中 心 を 有
す る 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 製 造 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 医 学 、 生 物 学 及 び 生 化 学 の 分 野 に 関 す る 。 そ の 適 用 は 、
ヒ ト の 健 康 、 動 物 及 び 植 物 の ケ ア ー を 目 的 と す る 。 更 に 特 定 的 に は 、 本 発 明 は 、 治 療 的 関
心 の あ る 分 子 を 同 定 す る た め の 新 規 な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 及 び 新 規 な 遺 伝 子 治 療 ツ ー ル を
開 発 す る こ と が で き る 、 核 酸 配 列 を 同 定 す る こ と を 可 能 と し 、 そ し て 更 に 本 発 明 は 分 子 の
毒 性 及 び 効 能 並 び に 薬 理 ゲ ノ ム デ ー タ に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-504426 A 2006.2.9



　 本 発 明 は 、 比 較 さ れ る べ き ２ つ の 異 な る 状 態 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ 、 特 に 病 気 の 器 官 又 は 組
織 と そ の 健 康 な 同 等 物 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ 間 の 定 性 的 な 差 （ qualitative differences） を
証 明 す る こ と に 基 づ く 核 酸 配 列 を 同 定 す る た め の 独 創 的 な 一 連 の 方 法 を 主 と し て 説 明 す る
。 更 に 特 定 的 に は 、 こ れ ら の 方 法 は 、 病 理 条 件 及 び 健 康 な 条 件 に 関 し て 又 は 比 較 す る こ と
が 望 ま れ る ２ つ の 生 理 学 的 条 件 に 関 し て 差 異 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る （ differentially
 spliced） オ ル タ ナ テ ィ ブ エ キ ソ ン 及 び イ ン ト ロ ン （ alternative exons and introns）
を 特 異 的 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 意 図 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ に お け る こ れ ら の 定 性 的 な 差 は 、 Ｒ
Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る べ き 領 域 に お け る 挿 入 又 は 欠 失 の 如 き ゲ ノ ム 変 化 （ genome alterations
） に よ る こ と も あ り う る 。 こ の 一 連 の 方 法 は 略 称 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ ： 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ
る 転 写 物 の 差 異 分 析 （ Differential Analysis of Transcripts with Alternative Splici
ng） と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 与 え れ た 疾 患 の 根 底 と な る 又 は 疾 患 に 結 び 付 け ら れ る 遺 伝 子 発 現 変 化 の 特 徴 付 け は 、 新
規 な 治 療 標 的 及 び 独 創 的 な 診 断 ツ ー ル の 発 見 に 関 す る 実 質 的 な 希 望 を 生 じ さ せ る 。 し か し
な が ら 、 ゲ ノ ム 又 は 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 同 定 に よ っ て 得 ら れ る 情 報 は 、 ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ
ー ニ ン グ に よ ろ う が 定 量 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ （ quantitative differential screening
） 技 術 に よ ろ う が 、 調 べ て い る 疾 患 に 関 す る 調 節 の 欠 陥 に 関 与 す る 機 能 に 関 す る も の は 、
も し あ っ た と し て も 、 僅 か で あ り 、 そ し て 関 与 す る 機 能 的 ド メ イ ン に 関 し て 得 ら れ る 情 報
は 更 に 少 な い 。 本 発 明 は 、 ２ つ の 異 な る 病 態 生 理 学 的 条 件 の 間 で 発 生 す る Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ
シ ン グ の 差 を 同 定 す る こ と を 目 的 と す る 一 連 の 独 創 的 方 法 を 記 載 す る 。 こ の よ う な 差 の 同
定 は 、 定 性 的 な 差 に 関 す る 情 報 を 与 え る が 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ た 技 術 の 場 合 の よ う に 定
量 的 な 差 に 関 し て は 情 報 を 与 え な い 。 ゆ え に 、 本 発 明 で 開 示 さ れ る 技 術 は 、 「 定 性 的 差 異
ス ク リ ー ニ ン グ （ "qualitarive differential screening"） 」 又 は Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ と い う 用 語
の 下 で す べ て 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 新 規 な 標 的 又 は 治 療 的 産 物 を 同 定 す る た め 、
学 的 研 究 及 び ／ 又 は 診 断 用 ツ ー ル を 考 案 す る た め 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め 及 び
例 え ば 化 合 物 の 毒 物 学 的 プ ロ フ ィ ル 又 は 効 能 を 決 定 す る た め の 方 法 を 開 発 す る た め に 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 目 的 は 、 更 に 特 定 的 に は 、 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 遺
伝 的 差 異 に 相 当 す る 核 酸 領 域 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 第 １ の 生
物 学 的 試 料 に 由 来 す る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の 集 団 を 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と を 含 む 方 法 に 基 づ い て い る （ 図 １ Ａ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 し た と お り 、 定 性 的 な 遺 伝 的 差 異 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ の 変 化 又 は Ｒ Ｎ Ａ に 転
写 さ れ る ゲ ノ ム の 領 域 に お け る 又 は 欠 失 及 び ／ 又 は 挿 入 に よ る こ と が あ り う る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 第 １ の 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ と 第 ２ の
生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の ） と の 間 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 他 の 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と
第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 二 本 鎖 又 は 好 ま し く は 一 本 鎖 の ） と の 間 で 行 わ
れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 更 に 特 定 の 目 的 は 、 ２ つ の 生 理 学 的 条 件 間 で 発 生 す る 差 異 的 に ス プ ラ イ シ ン グ
さ れ た （ differentially spliced） 核 酸 領 域 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 試 験 条 件 に
由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ 又 は 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 集 団 を 基 準 条 件 か ら 生 じ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 集 団 と ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 さ せ そ し て 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト （ differential splicing events） に
相 当 す る 核 酸 を 同 定 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 定 の 目 的 は 、 ２ つ の 生 理 学 的 条 件 間 で 発 生 す る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
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た 核 酸 領 域 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 試 験 条 件 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 １ 集 団 を 第 ２ の
（ 例 え ば 、 基 準 ） 条 件 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 ２ 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ し て 形 成 さ
れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 差 異 的 な ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 相 当 す る 核 酸 を 同 定 す る こ と
を 含 む 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 更 に 特 定 の 態 様 で は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 １ 集 団 は 一 本 鎖 で
あ り そ し て 第 ２ 集 団 は 二 本 鎖 又 は 一 本 鎖 で あ る 。 該 集 団 は 典 型 的 に は 、 そ の 組 成 又 は 配 列
が 少 な く と も 部 分 的 に 未 知 で あ る 複 数 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 し か し な が
ら 、 特 定 の 態 様 で は 、 第 １ 集 団 は 選 ば れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 即 ち 、 関 心 の あ る １ つ 又 は そ れ よ り
多 く の 選 ば れ た 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ に 相 当 す る １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 こ
の 特 定 の 態 様 で は 、 種 々 の 病 態 生 理 学 的 状 況 か ら の 選 ば れ た 遺 伝 子 の 生 物 学 的 に 関 係 の あ
る ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 ２ つ の 生 理 学 的 条 件 間 で 発 生 す る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 核 酸
を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、 試 験 条 件 か ら 誘 導 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 又 は 二 本 鎖 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 集 団 を 基 準 条 件 か ら 生 じ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ そ し て 差 異 ス プ
ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 相 当 す る 核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る こ と で
あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 ２ つ の 生 理 学 的 条 件 間 で 発 生 す る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 核 酸
を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、 試 験 条 件 か ら 誘 導 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 集 団 、 該 集
団 は 複 数 の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 、 を 、 基 準 条 件 か ら 生 じ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 集 団 、 該 集 団 は
複 数 の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 、 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ し て 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ
ド か ら 対 を 形 成 し て い な い 領 域 （ unpaired region） を 含 む 核 酸 、 該 核 酸 は 差 異 ス プ ラ イ
シ ン グ さ れ た ド メ イ ン に 相 当 す る 、 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る こ と で
あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 に 従 う 核 酸 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ の 方 法 は 、
　 （ ａ ） 第 １ の 試 料 （ 試 験 条 件 ） に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 第 ２ の 試 料 （ 基 準 条 件 ） に 由 来 す る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と 、
　 （ ｂ ） 第 ２ の 試 料 （ 基 準 条 件 ） に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 第 １ の 試 料 （ 試 験 条 件 ） に 由 来 す る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と 、 及 び
　 （ ｃ ） 段 階 （ ａ ） 及 び （ ｂ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 定 性 的 な 遺 伝 的 差 異 （ qu
alitative genetic differences） に 相 当 す る こ れ ら の 核 酸 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と 、
か ら な る ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 平 行 し て 行 う こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 、 こ の よ う に し て 作 成 さ れ た 核 酸 及 び 核 酸 ラ イ ブ ラ
リ ー 並 び に 後 記 す る 生 物 学 ／ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の す べ て の 分 野 に お け る こ の よ う な 物 質
の 使 用 も 指 向 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 点 で 、 本 発 明 は 、 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 差 を 表 す プ ロ フ ィ ル 化
さ れ た 核 酸 組 成 物 又 は ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る 方 法 で あ っ て 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に 由 来
す る Ｒ Ｎ Ａ を 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 か ら 生 じ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と を 含
む 方 法 も 指 向 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 を Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と 又 は そ の 逆 、
を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 を プ ロ フ ィ ル 化 す る た め の 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 し た と お り 、 本 発 明 は 、 特 に 、 生 理 学 的 状 態 を 表 す 核 酸 を 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ す
る た め の 方 法 に 関 す る 。 更 に 、 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 は 、 こ れ ら の 核 酸
が 観 察 さ れ る 生 理 学 的 状 態 に 強 い 程 度 に 一 般 に 関 与 し て い る と い う 点 で 生 理 学 的 状 態 の 定
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性 的 特 徴 を 表 す 。 ゆ え に 、 本 発 明 の 定 性 的 方 法 は 、 病 態 生 理 学 的 状 態 の 出 現 に 機 能 的 役 割
を 果 た す 遺 伝 子 エ レ メ ン ト 又 は そ の タ ン パ ク 質 産 生 物 の 直 接 の 探 求 を 与 え る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 異 な る 生 理 学 的 状 態 に 属 す る 、 一 方 で は Ｒ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 他 方 で
は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 間 の ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 か ら な る 最 初 の 段 階 に 部 分 的 に 基 づ い て い る 。
こ の 又 は こ れ ら の ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 は 、 有 利 に は 、 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド に お
い て 、 対 を 形 成 し て い な い 領 域 、 即 ち 、 与 え ら れ た 生 理 学 的 条 件 な お け る Ｒ Ｎ Ａ に は 存 在
す る が 他 の 生 理 学 的 条 件 か ら の Ｒ Ｎ Ａ に は 存 在 し な い 領 域 を 証 明 す る こ と を 可 能 と す る 。
こ の よ う な 領 域 は 、 生 理 学 的 状 態 に 典 型 的 な 選 択 的 形 態 の ス プ ラ イ シ ン グ に 本 質 的 に 相 当
す る が 、 挿 入 又 は 欠 失 の よ う な 遺 伝 子 変 化 の 反 映 で も あ り え 、 し た が っ て 下 記 す る と お り
の 治 療 学 及 び 診 断 学 の 分 野 で 特 に 有 用 な 遺 伝 子 エ レ メ ン ト を 形 成 す る 。 ゆ え に 、 本 発 明 は
、 特 に 、 ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 （ １ つ 又 は 複 数 ） の 後 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 保 持 し て そ
れ か ら 定 性 的 な 差 に 相 当 す る 領 域 を 推 定 す る こ と か ら な る 。 こ の 方 法 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 （ １ つ 又 は 複 数 ） の 後 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 捨 て て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な か っ た 核
酸 の み を 保 存 す る 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 定 量 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 技 術 （ Sargent and Da
wid(1983), Science, 222: 135-139; Davis et al.(1984), PNAS, 81: 2194-2198; Dugui
d and Dinauer(1990), Nucl.Acid.Res., 18: 2789-2792; Diatchenko et al., (1996), P
NAS, 93: 6025-6030） と は 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 １ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 試 料 の Ｒ Ｎ Ａ を 基 準 試 料 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 さ せ る こ と を 含 む 関 心 の あ る 核 酸 を 同 定 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 法 は 、 形 成 さ れ た 複 合 体 に お い て 、 調 べ て い る 条 件 間 の 定 性 的 な 遺 伝 的 差 異 を 同 定 す る
こ と 及 び か く し て 例 え ば 試 験 条 件 に 特 徴 的 な ス プ ラ イ シ ン グ を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ゆ え に 、 本 発 明 の 第 １ の 変 法 に 従 え ば 、 該 方 法 は 、 基 準 条 件 に 比 べ て 生 理 学 的 試 験 条 件
に お い て 発 生 す る ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 特 徴 的 な 核 酸 集 団 を 発 生 さ せ る こ と （ 図 １ Ａ
、 １ Ｂ ） を 可 能 と す る 。 後 に 説 明 す る と お り 、 こ の 集 団 は 、 核 酸 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 特 徴
付 け 、 診 断 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 治 療 及 び 抗 体 産 生 に お け る そ れ ら の 使 用 、 又 は 完 全 タ ン パ
ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 の 断 片 の 合 成 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 集 団 は 、 後 に
示 さ れ る と お り 種 々 の 適 用 分 野 で 使 用 す る こ と が で き る ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る た め 及
び 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 発 生 さ せ る た め に 使 用 す る こ と も で き る （ 図 １ Ｄ ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 変 法 に 従 え ば 、 本 方 法 は 、 基 準 条 件 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ と 試 験 条 件 に 由 来 す
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 間 で 平 行 し て 行 わ れ る 前 記 し た 第 １ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 第 ２ の ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 を 含 む 。 こ の 変 法 は 、 １ つ は 基 準 条 件 に 対 す る 試 験 条 件 の 定 性 的 特 徴 を 表 し そ し て
他 方 が 試 験 条 件 に 対 す る 基 準 条 件 の 定 性 的 特 徴 を 表 す ２ つ の 核 酸 集 団 を 発 生 さ せ る こ と を
可 能 と す る （ 図 １ Ｃ ） の で 特 に 有 利 で あ る 。 こ れ ら の ２ つ の 集 団 は 、 以 下 に さ ら に 完 全 に
説 明 さ れ る と お り 特 定 の 生 理 学 的 条 件 の 遺 伝 学 的 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト （ genetic fingerpr
ints） と し て 役 立 つ 核 酸 ソ ー ス と し て 又 は ラ イ ブ ラ リ ー と し て 利 用 す る こ と も で き る （ 図
1Ｄ ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 更 な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 試 料 か ら の Ｄ Ｎ Ａ ｓ を 基 準 試 料 の 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と を 含 む 関 心 の あ る 核 酸 を 同 定 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 こ の ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 法 は 、 形 成 さ れ た 複 合 体 に お い て 、 調 べ て い る 条 件 間 の 定 性 的 な 遺 伝 的 差
異 を 同 定 す る こ と 及 び か く し て 例 え ば 試 験 条 件 に 特 徴 的 な ス プ ラ イ シ ン グ を 同 定 及 び ／ 又
は ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 と す る 。 後 に 開 示 さ れ る と お り 、 こ の 態 様 は 、 そ れ が オ ル
タ ナ テ ィ ブ イ ン ト ロ ン 及 び エ キ ソ ン （ alternative introns and exons） の み な ら ず 、 同
じ 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 内 で 、 エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン の 欠 失 に よ り 形 成 さ れ る 特 異 的 連 結 部
（ specific junctions） も 示 す と い う 点 で 有 利 で あ る 。 更 に 、 得 ら れ る 配 列 は 、 オ ル タ ナ
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テ ィ ブ イ ン ト ロ ン 及 び エ キ ソ ン の フ ラ ン キ ン グ 配 列 （ flanking sequences） に 関 す る 情 報
も 提 供 す る 。 か く し て 、 本 発 明 は 、 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ な か っ た 領 域 に 関 す る 情 報 な し に
、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ が 破 壊 さ れ そ し て ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 遺 伝 子 の 一 部 の み が 保 持
さ れ る 、 Ｕ Ｓ ５ ， ９ ２ ９ ， ５ ３ ５ に 開 示 さ れ た 技 術 の 如 き 先 行 技 術 と は 明 ら か に 区 別 さ れ
る 。 か く し て 、 Ｕ Ｓ ５ ， ９ ２ ９ ， ５ ３ ５ に 開 示 さ れ た 方 法 は 適 当 な ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の デ ザ イ ン を 可 能 と す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 す べ て の タ イ プ の 生 物 学 的 試 料 に 適 用 す る こ と が で き る 。 特 に 、 生 物 学 的 試
料 は 、 核 酸 を 含 有 す る い か な る 細 胞 、 器 官 、 組 織 試 料 又 は 生 検 材 料 等 で あ っ て も よ い 。 器
官 、 組 織 又 は 生 検 材 料 の 場 合 に は 、 試 料 は 成 分 細 胞 へ の ア ク セ ス を 容 易 に す る た め に 培 養
さ せ る こ と が で き る 。 試 料 は 、 哺 乳 動 物 （ 特 に ヒ ト ） 、 植 物 、 バ ク テ リ ア 及 び 下 等 真 核 生
成 物 （ 酵 母 、 カ ビ 細 胞 （ fungal cells） 等 ） か ら 誘 導 さ れ る こ と が で き る 。 関 係 の あ る 材
料 は 、 特 に 、 腫 瘍 生 検 （ tumor biopsy） 、 神 経 変 性 兆 候 を 示 す 神 経 変 性 プ ラ ー ク （ neurod
egenerative plaque） 又 は 大 脳 ゾ ー ン 生 検 （ cerebral zone biopsy） 、 皮 膚 試 料 、 採 血 に
よ り 得 ら れ る 血 液 試 料 、 結 腸 生 検 （ colorectal biopsy） 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 に 由 来 す る 生
検 材 料 等 に よ り 例 示 さ れ る 。 細 胞 の 例 は 、 注 目 す べ き こ と に 、 筋 肉 細 胞 、 肝 細 胞 、 繊 維 芽
細 胞 、 神 経 細 胞 、 表 皮 及 び 皮 膚 細 胞 、 血 液 細 胞 、 例 え ば Ｂ 及 び Ｔ リ ン パ 球 、 マ ス ト 細 胞 、
単 球 、 顆 粒 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 し た と お り 、 本 発 明 に 従 う 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 他 の 用 途 の た め に ク ロ ー
ニ ン グ 又 は 使 用 さ れ る べ き 、 基 準 生 理 学 的 条 件 （ 条 件 Ａ ） に 対 す る 与 え ら れ た 生 理 学 的 条
件 （ 条 件 Ｂ ） に 特 徴 的 な 核 酸 の 同 定 を 可 能 と す る 。 例 示 と し て 、 調 査 さ れ る べ き 生 理 学 的
条 件 Ａ 及 び Ｂ は 下 記 の 中 か ら 選 ぶ こ と が で き る ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
　
　 本 発 明 は 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 又 は メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る
。 こ れ ら の Ｒ Ｎ Ａ は 、 当 業 者 に 熟 知 さ れ て い る い か な る 慣 用 の 分 子 生 物 学 法 に よ っ て も 調
製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 一 般 に 、 細 胞 、 組 織 又 は 試 料 溶 解 （ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ
） 及 び 抽 出 法 に よ る Ｒ Ｎ Ａ 回 収 を 含 む 。 こ れ は 、 特 に 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 、 例 え ば チ オ シ
ア ン 酸 グ ア ニ ジ ウ ム （ Ｒ Ｎ Ａ に 影 響 を 与 え な い で 細 胞 を 破 壊 す る ） に よ る 処 理 、 次 い で 溶
媒 （ 例 え ば 、 フ ェ ノ ー ル 、 ク ロ ロ ホ ル ム ） に よ る Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ
の よ う な 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る （ Maniatis et al., Chomczynski et al. (198
7), Anal.Biochem., 162: 156参 照 ） 。 こ れ ら の 方 法 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な キ ッ ト 、 例
え ば 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 用 の Ｕ Ｓ ７ ３ ７ ５ ０ キ ッ ト （ Amersham） 又 は Rneasy kit(Qujagen） を 使 用
す る こ と に よ り 容 易 に 実 施 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ は 完 全 に 純 粋 な 状 態 に あ る こ と は 必
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要 で は な く 、 そ し て 特 に 調 製 物 中 に 残 っ て い る 微 量 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 又 は 他 の 細 胞 成 分 （ タ
ン パ ク 質 等 ） は 、 そ れ ら が Ｒ Ｎ Ａ 安 定 性 に 有 意 に 影 響 を 与 え な い 限 り そ し て 比 較 下 の 種 々
の 試 料 の 調 製 方 法 が 同 じ で あ る 限 り 、 妨 害 し な い で あ ろ う 。 場 合 に よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 調 製 物
の 代 わ り に メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と が 更 に 可 能 で あ る 。 こ れ ら は 、 標 準 方 法
に 従 い 、 ポ リ Ｔ 配 列 に よ っ て 、 生 物 学 的 試 料 か ら 直 接 又 は 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら 単 離 す る こ と が で
き る 。 こ の 点 で 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 は 、 例 え ば 、 Ｕ Ｓ ７ ２ ７ ０ ０ キ ッ ト （ Amer
sham） 又 は オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） ビ ー ズ （ Dynal） の 使 用 を 伴 う キ ッ ト の 如 き 商 業 的 に 入 手 可 能
な キ ッ ト を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ 調 製 の 有 利 な 方 法 は 、 細 胞 質 ゾ ル Ｒ Ｎ Ａ を
抽 出 し 、 次 い で 細 胞 質 ゾ ル ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る こ と か ら な る 。 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
て い な い エ キ ソ ン 及 び イ ン ト ロ ン を 有 す る プ レ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ に よ り 汚 染 さ れ て い
な い 細 胞 質 ゾ ル Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 的 調 製 を 可 能 と す る キ ッ ト は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ
れ は 、 特 に Quiagenに よ り 市 販 さ れ て い る Rneasyキ ッ ト （ カ タ ロ グ 番 号 の 例 ： ７ ４ １ ０ ３
） に つ い て そ う で あ る 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 前 も っ て 調 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 又 は 他 の 試 料 か ら 直
接 得 る こ と も で き 及 び ／ 又 は 適 当 な 条 件 下 に 貯 蔵 さ れ た 収 集 物 か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 般 に 、 使 用 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 調 製 物 は 、 有 利 に は 少 な く と も ０ ． １ μ gの Ｒ Ｎ Ａ 、 好 ま し
く は 少 な く と も ０ ． ５ μ gの Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。 量 は 、 本 発 明 の 実 施 を 変 化 さ せ な い よ う に 保
ち な が ら 、 使 用 さ れ る 特 定 の 細 胞 及 び 方 法 に 依 存 し て 変 わ る こ と が で き る 。 十 分 な 量 の Ｒ
Ｎ Ａ （ 好 ま し く は 少 な く と も ０ ． １ μ g） を 得 る た め に 、 一 般 に 少 な く と も １ ０ 5 個 の 細 胞
を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 使 用 す る こ と が 推 奨 さ れ る 。 こ の 点 で 、 典 型 的 な 生 検 試 料 は 一 般 に
１ ０ 5 ～ １ ０ 8 個 の 細 胞 を 含 み そ し て 典 型 的 な ペ ト リ 皿 （ 直 径 ６ ～ １ ０ cm） 上 で の 細 胞 培 養
物 は 、 十 分 な 量 の Ｒ Ｎ Ａ が 容 易 に 得 ら れ う る よ う に 、 約 １ ０ 6 個 の 細 胞 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 調 製 物 は 、 そ の 場 で 使 用 す る こ と が で き 、 又 は 好 ま し く は 、 後 に 使 用 す る た め に
溶 液 と し て 又 は 冷 凍 さ れ た 状 態 に お い て 冷 所 に 貯 蔵 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　
　 本 発 明 の 範 囲 内 で 使 用 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 慣 用 の 分 子 生 物 学 技 術 に 従 う 逆 転 写 に よ り 得
る こ と が で き る 。 特 に Maniatis et alを 参 照 さ れ た い 。 逆 転 写 は 、 一 般 に 酵 素 、 逆 転 写 酵
素 及 び プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の 点 で 、 多 く の 逆 転 写 酵 素 が 文 献 に 記 載 さ れ て お り そ し て 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （
１ ４ ８ ３ １ ８ ８ キ ッ ト 、 Boehringer） 。 最 も 普 通 に 使 用 さ れ る 逆 転 写 酵 素 の 例 は 、 鳥 類 ウ
イ ル ス Ａ Ｍ Ｖ （ ニ ワ ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス （ Avian Myeloblastosis Virus)） に 由 来 す
る 逆 転 写 酵 素 及 び マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ （ モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ Molo
ney Murine Leukemia Virus)） か ら の 逆 転 写 酵 素 を 含 む 。 逆 転 写 活 性 を 有 す る あ る 種 の 熱
安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 Thermus flavus及 び Thermus thermophilus HB-8（
商 業 的 に 入 手 可 能 ； Promegaカ タ ロ グ 番 号 　 Ｍ １ ９ ４ １ 及 び Ｍ ２ １ ０ １ ） か ら 単 離 さ れ た
熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 言 及 す る こ と も 価 値 が あ る 。 有 利 な 変 法 に 従 え ば 、 本 発 明
は 、 Ａ Ｍ Ｖ 逆 転 写 酵 素 を 使 用 し て 行 わ れ る 。 何 故 な ら ば 、 ４ ２ ℃ で 活 性 な （ ３ ７ ℃ で 活 性
な Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ の 逆 転 写 酵 素 と 対 照 的 に ） こ の 酵 素 は 、 伸 長 を 停 止 さ せ る 可 能 性 の あ る Ｒ Ｎ Ａ
二 次 構 造 を 脱 安 定 化 さ せ 、 そ し て そ れ ゆ え よ り 大 き い 長 さ の Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 を 可 能 と し そ
し て Ｒ Ｎ Ａ の は る か に よ り 忠 実 な コ ピ ー で あ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 調 製 物 を 高 収 率 で 与 え る か ら で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 更 な る 有 利 な 変 法 に 従 え ば 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 活 性 を 欠 い た 逆 転 写 酵 素 が 使 用 さ れ
る 。 こ の タ イ プ の 酵 素 の 使 用 は 、 い く つ か の 利 点 、 特 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 収 率 を 増 加 さ せ 、
そ し て 新 し く 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 形 成 に そ の 後 参 加 さ せ ら れ る Ｒ Ｎ Ａ
の い か な る 劣 化 も 回 避 す る と い う 利 点 を 有 し 、 そ れ に よ っ て 場 合 に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ の フ ェ ノ
ー ル 抽 出 を 省 く こ と を 可 能 と す る 。 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 活 性 に 欠 け た 逆 転 写 酵 素 は 、 欠 失 （ １ つ
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又 は 複 数 ） 及 び ／ 又 は 突 然 変 異 誘 発 に よ り い か な る 逆 転 写 酵 素 か ら も 調 製 さ れ う る 。 更 に
、 こ の よ う な 酵 素 も 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Life Technologies， カ タ ロ グ 番
号  18053-017） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 逆 転 写 酵 素 に 適 用 さ れ る 操 作 条 件 （ （ 濃 度 及 び 温 度 ） は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 特 に 、
１ ０ mMの 最 適 な Ｍ ｇ 2 ＋ 濃 度 の 存 在 下 に 、 一 般 に １ ０ ～ ３ ０ 単 位 の 酵 素 が １ つ の 反 応 で 使
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 逆 転 写 の た め に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー （ １ つ 又 は 複 数 ） は 種 々 の タ イ プ で あ る こ と が で
き る 。 そ れ は 、 特 に 、 好 ま し く は ４ ～ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 有 利 に は ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー
の 使 用 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て お り そ し て Ｒ Ｎ Ａ 分 子 内 の 種 々 の 部 位 で の 逆 転 写 の ラ ン ダ ム
な 開 始 を 可 能 と す る 。 こ の 技 術 は 、 全 Ｒ Ｎ Ａ （ 即 ち 、 特 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ｒ Ｒ Ｎ
Ａ を 含 む ） を 逆 転 写 す る た め に 特 に 使 用 さ れ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み の 逆 転 写 を 行 う こ と が 所 望
さ れ る 場 合 に は 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 特 異 的 な ポ リ Ａ テ イ
ル か ら 出 発 す る 逆 転 写 の 開 始 を 可 能 と す る オ リ ゴ ｄ Ｔ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と
が 有 利 で あ る 。 オ リ ゴ ｄ Ｔ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ４ ～ ２ ０ mer、 有 利 に は 、 約 １ ５ merを
含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー の 使 用 は 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 表 す 。 更 に 、
逆 転 写 の た め の 標 識 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と が 有 利 で あ り う る 。 実 際 問 題 と し て
、 こ れ は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 認 識 及 び ／ 又 は 選 択 及 び ／ 又 は そ の 後 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 選 別 を 可 能 と
す る 。 こ れ は 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 単 離 す る こ と も 可 能 と す る こ と も で き 、 Ｒ
Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 形 成 は 本 発 明 の 実 施 に お い て 重 要 な 段 階 を 表 す 。 プ ラ イ マ ー
の 標 識 化 は 、 い か な る リ ガ ン ド － 受 容 体 を ベ ー ス と す る シ ス テ ム に よ っ て も 行 う こ と が で
き 、 即 ち 、 プ ラ イ マ ー を 有 す る 分 子 の 親 和 性 を 仲 立 ち と し た 分 離 を 提 供 す る シ ス テ ム に よ
っ て な さ れ う る 。 そ れ は 、 予 め ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た い か な る 支 持 体
（ ビ ー ズ 、 カ ラ ム 、 プ レ ー ト 等 ） 上 に も 捕 捉 さ れ う る 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 標 識 か ら な る こ
と が で き る 。 プ ラ イ マ ー の 性 質 に 影 響 を 与 え る こ と な く 分 離 を 可 能 と す る い か な る 他 の 標
識 化 シ ス テ ム も 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 典 型 的 操 作 条 件 に お い て 、 こ の 逆 転 写 は 一 本 鎖 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 発 生 さ せ る
。 こ れ は 、 本 発 明 の 第 １ の 有 利 な 態 様 を 表 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る 第 ２ の 変 法 で は 、 逆 転 写 は 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 調 製 さ れ る よ う に 達 成 さ
れ る 。 こ の 結 果 は 、 第 １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 転 写 の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 飾 す る こ と が で き る 酵 素 、 例 え
ば フ ァ ー ジ Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ 及 び フ ァ ー ジ Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ を 伴 う 慣 用 の 分 子 生 物 学 技 術 を 使 用 し て 第 ２ 鎖 （ second stranｄ ） を 発 生 さ せ る こ と
に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 調 製 物 は そ の 場 で 使 用 す る こ と が で き 又 は 好 ま し く は 後 の 使 用 の た め に 溶 液 と
し て 又 は 冷 凍 さ れ た 状 態 で 、 好 ま し く は 冷 所 に 貯 蔵 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 上 記 し た と お り 、 本 発 明 は 、 典 型 的 に は 、 複 合 核 酸 集 団 （ 即 ち 、 少 な く と も 部 分 的 に 未
知 で あ る か 又 は 特 徴 付 け さ れ て い な い 複 数 の 異 な る 核 酸 配 列 、 典 型 的 に は ２ ０ 、 ５ ０ 又 は
１ ０ ０ よ り 多 く の 異 な る 核 酸 配 列 を 含 む 集 団 ） を 使 用 し て 行 わ れ る 。 し か し な が ら 、 特 定
の 態 様 で は 、 本 発 明 は 選 ば れ た 核 酸 集 団 を 使 用 し て 行 わ れ う る 。 こ の よ う な 選 ば れ た 核 酸
集 団 は 、 例 え ば 、 選 ば れ た 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ （ 又 は い く つ か の 既 知 の そ し て 選 ば れ た 遺 伝
子 又 は Ｒ Ｎ Ａ ） の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 選 ば れ た 核 酸 集 団 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、
本 発 明 は 、 い か な る 特 定 の 病 態 生 理 学 的 条 件 に あ る 選 ば れ た 遺 伝 子 の 生 物 学 的 に 関 係 の あ
る ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 （ biologically relevant splicing forms） も 同 定 す る た め に 使 用
す る こ と が で き る 。 か く し て 、 本 発 明 は 、 以 後 説 明 さ れ る と お り 選 ば れ た 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ
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Ａ の ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 を ク ロ ー ニ ン グ 又 は 同 定 す る た め に も 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 上 記 し た と お り 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 異 な る 生 理 学 的 条 件 に お け る 生 物 学 的 試 料 に 由
来 す る 又 は 異 な る 起 源 に 由 来 す る 、 一 方 で は Ｒ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 他 方 で は ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の
独 創 的 ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 段 階 に 部 分 的 に 基 づ い て い る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明
に 従 う ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 液 相 で 有 利 に 行 わ れ る 。 更 に 、 そ れ は 、 い か な る 適 当 な 装 置
に お い て も 、 例 え ば 、 チ ュ ー ブ （ 例 え ば 、 Eppendorffチ ュ ー ブ ） 、 プ レ ー ト 又 は 分 子 生 物
学 で 普 通 に 使 用 さ れ る い か な る 他 の 適 当 な 支 持 体 に お い て も 行 う こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 は 、 １ ０ ～ １ ０ ０ ０ μ l、 例 え ば 、 １ ０ ～ ５ ０ ０ μ lの 範 囲 の 容 積 に お い て 有 利 に
行 わ れ る 。 使 用 さ れ る 特 定 の 装 置 及 び 容 積 は 当 業 者 に よ り 容 易 に 適 合 さ せ ら れ う る こ と は
理 解 さ れ る べ き で あ る 。 使 用 さ れ る 核 酸 の 量 は 同 様 に 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 一 般 に
、 数 μ gの 核 酸 、 例 え ば 、 ０ ． １ ～ １ ０ ０ μ gの 範 囲 の 核 酸 を 使 用 す れ ば 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う 際 に 考 慮 さ れ る べ き 重 要 な フ ァ ク タ ー は 、 使 用 さ れ る 核 酸 の そ
れ ぞ れ の 量 で あ る 。 か く し て 、 ２ つ の 試 料 か ら の 核 酸 を 約 ５ ０ ～ ０ ． ０ ２ 、 好 ま し く は ４
０ ～ ０ ． １ の 範 囲 の 割 合 で 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 更 に 特 に 有 利 な 方 法 で は 、 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 比 は 好 ま し く は １ に 近 い か 又 は １ よ り 大 き い 。 実 際 、 こ の よ う な 実 験 で は 、 Ｒ
Ｎ Ａ は テ ス タ ー 化 合 物 を 形 成 し そ し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ド ラ イ バ ー を 形 成 し 、 そ し て 方 法 の 特 異
性 を 改 良 す る た め に 、 ド ラ イ バ ー が テ ス タ ー に 対 し て 過 剰 で あ る 操 作 条 件 を 選 ぶ こ と が 好
ま し い 。 他 の 特 に 有 利 な 方 法 で は 、 ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 比 は 好 ま し く は １ に
近 い か 又 は １ よ り 大 き く 、 更 に 好 ま し く は ５ よ り 大 き い 。 こ の よ う な 実 験 で は 、 ｓ ｓ － ｃ
Ｄ Ｎ Ａ は テ ス タ ー で あ り そ し て 好 ま し く は 、 ド ラ イ バ ー 試 料 か ら の ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 追 い
出 す よ う に 過 剰 に 使 用 さ れ る べ き で あ る 。 こ の よ う な 条 件 で は 、 核 酸 間 の 協 同 性 効 果 が 起
こ り そ し て ミ ス マ ッ チ は 強 く 退 け ら れ る 。 結 果 と し て 、 観 察 さ れ る 唯 一 の ミ ス マ ッ チ は 、
一 般 に 、 ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ に は 存 在 せ ず そ し て そ れ ゆ え 特 異 的 で あ る と 考 え ら れ う る テ
ス タ ー Ｒ Ｎ Ａ 又 は ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お け る 領 域 の 存 在 に よ る も の で あ る 。 ゆ え に 、 本 方 法
の 特 異 性 を 高 め る た め に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 約 １ と 約 １ ０ と の 間 に 含 ま れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
／ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 比 を 使 用 し て 有 利 に 行 わ れ る 。 こ の 比 は 操
作 条 件 （ 入 手 可 能 な 核 酸 の 量 、 生 理 学 的 条 件 、 必 要 な 結 果 等 ） に 依 存 し て 当 業 者 に よ り 適
合 さ せ ら れ う る こ と は 理 解 さ れ る 。 他 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 パ ラ メ ー タ ー （ 時 間 、 温 度 、 イ
オ ン 強 度 ） も 当 業 者 に よ り 適 合 さ せ ら れ う る 。 一 般 的 に 言 え ば 、 テ ス タ ー 及 び ド ラ イ バ ー
の 変 性 （ 例 え ば 、 加 熱 に よ り ） の 後 、 約 ３ ７ ℃ の 温 度 で （ そ し て 場 合 に よ り 下 記 す る 如 き
温 度 シ フ ト を 行 う こ と に よ り ） そ し て 標 準 イ オ ン 強 度 条 件 下 に （ 例 え ば 、 ０ ． １ M～ ５ M 
の 範 囲 の Ｎ ａ Ｃ ｌ ） 約 ２ ～ ２ ４ 時 間 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う 。 イ オ ン 強 度 は 、 特 に 固 体 支
持 体 上 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 場 合 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 規 定 す る フ
ァ ク タ ー の １ つ で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に 従 え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 例 え ば 、 Kohno D.E.et al.(Bioch
emistry.(1977), 16(24): 5329-5341） に よ り 記 載 さ れ た Ｐ Ｅ Ｒ Ｔ 技 術 （ Phenol Emulsion
 DNA Reassociation Technique） に 従 っ て 、 フ ェ ノ ー ル エ マ ル シ ョ ン に お い て 行 わ れ る 。
有 利 に は 、 Miller及 び Ribletの 技 術 (NAR, (1995), 23: 2339） に 従 い 、 攪 拌 の 代 わ り に 温
度 サ イ ク リ ン グ （ 約 ３ ７ ℃ か ら 約 ６ ０ ／ ６ ５ ℃ へ の 温 度 シ フ ト ） 下 の フ ェ ノ ー ル エ マ ル シ
ョ ン ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 本 発 明 の 範 囲 内 で 使 用 さ れ る 。 特 に エ マ ル シ ョ ン 相 に お け る 、 い
か な る 他 の 液 相 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 技 術 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 使 用 す る こ と が で き る 。 か く
し て 、 他 の 特 に 有 利 な 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 ホ ル ム ア ミ ド ８ ０ %を 含 有 す る 溶
液 中 で 例 え ば ４ ０ ℃ の 温 度 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 支 持 体 に 固 定 さ れ た 相 手 の １ つ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う こ と も で き る 。 有 利 に は 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ が 固 定 化 さ れ る 。 こ れ は 、 特 に ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ
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り ｃ Ｄ Ｎ Ａ 標 識 化 （ 上 記 参 照 ） を 利 用 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 部 分 を
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 磁 性 ビ ー ズ と 接 触 さ せ る 。 つ い で ｃ Ｄ Ｎ Ａ
は 、 磁 場 を 加 え る こ と に よ り フ ィ ル タ ー 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ ウ エ ル と 接 触 さ
せ て 保 持 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 適 当 な イ オ ン 強 度 条 件 の 下 に 、 Ｒ Ｎ Ａ を ｃ Ｄ Ｎ Ａ と
接 触 さ せ る 。 対 を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ は 洗 浄 に よ り 除 去 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ
た Ｒ Ｎ Ａ 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 磁 界 を 除 去 す る と 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 二 本 鎖 で あ る 場 合 に は 、 使 用 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 は 本 質 的 に 前 記 し
た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 と 同 様 で あ り 、 そ し て 当 業 者 に よ り 適 合 さ せ ら れ う る 。 Ｒ Ｎ Ａ と
二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 間 で ヘ テ ロ 三 本 鎖 が 形 成 さ れ る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は ホ ル ム ア ミ
ド の 存 在 下 に 行 う こ と が で き 、 そ し て 複 合 体 は 、 例 え ば 、 ６ ０ ℃ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は ５
６ ℃ ～ ４ ４ ℃ で 変 わ る 範 囲 の 温 度 に さ ら さ れ て Ｒ ル ー プ 複 合 体 の 形 成 を 促 進 す る こ と が で
き る 。 更 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 後 、 ホ ル ム ア ミ ド が 媒 体 か ら 除 去 さ れ る と 、 形 成 さ れ た
三 本 鎖 構 造 （ triplex structures） を 安 定 化 さ せ る た め の 安 定 剤 、 例 え ば グ リ オ キ サ ー ル
を 加 え る こ と が 望 ま し い （ Kaback et al., (1979), Nuc. Acid Res., 6: 2499-2517） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 か く し て 、 本 発 明 に 従 う こ れ ら の ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 試 験 さ れ る べ き 各 生 理 学
的 条 件 の 定 性 的 性 質 を 表 す ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二
本 鎖 又 は ヘ テ ロ 三 本 鎖 を 含 む 組 成 物 を 発 生 さ せ る 。 既 に 言 及 し た と お り 、 本 発 明 の 組 成 物
の 各 々 に お い て 、 各 生 理 学 的 条 件 に 特 異 的 な 、 差 異 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ （ differential
 alternative splicing） 又 は 他 の 遺 伝 子 変 化 に 本 質 的 に 相 当 す る 核 酸 を 同 定 及 び ／ 又 は
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ゆ え に 、 本 発 明 は 、 有 利 に は ２ つ の 生 理 学 的 条 件 間 に 発 生 す る 遺 伝 子 差 を 表 す 核 酸 を 同
定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、 第 １ 生 理 学 的 条 件 の 生 物 学 的 試 料 に
由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 第 ２ 生 理 学 的 条 件 の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 さ せ 、 そ し て こ の よ う に し て 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い
Ｒ Ｎ Ａ 領 域 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
　 こ の 第 １ 変 法 は 、 更 に 特 定 的 に は 、 Ｒ Ｎ Ａ と 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 間 の ヘ テ ロ 二 本 鎖 構 造 体 の
形 成 に 基 づ い て い る （ 図 ２ ～ ４ 参 照 ） 。 こ の 変 法 は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 又 は 本 質 的 に
メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 に よ り 、 即 ち 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー の 存 在 下 に 産 生 さ れ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て 有 利 に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 に 従 う 核 酸 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、
　 （ ａ ） 試 験 条 件 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 基 準 条 件 に 由 来 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 さ せ 、
　 （ ｂ ） 基 準 条 件 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 試 験 条 件 に 由 来 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 さ せ 、 そ し て
　 （ ｃ ） 段 階 （ ａ ） 及 び （ ｂ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ
Ａ 領 域 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 定 の 別 の 実 施 方 式 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 下 記 の 段 階 ：
　 （ ａ ） 生 理 学 的 条 件 Ａ （ ｒ Ａ ） の 生 物 学 的 試 料 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 得 、
　 （ ｂ ） 生 理 学 的 条 件 Ｂ （ ｒ Ｂ ） の 同 じ 生 物 学 的 試 料 か ら の Ｒ Ｎ Ａ を 得 、
　 （ ｃ ） 段 階 （ ａ ） で 与 え ら れ た ｒ Ａ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 及 び
段 階 Ｂ で 与 え ら れ た ｒ Ｂ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｂ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を ポ リ Ｔ プ ラ イ マ ー
に よ っ て 調 製 し 、
　 （ ｄ ） 液 相 に お い て ｒ Ａ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 を ｃ Ｂ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ （ ｒ
Ａ ／ ｃ Ｂ ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 発 生 さ せ る た め に ） 、

10

20

30

40

50

(12) JP 2006-504426 A 2006.2.9



　 （ ｅ ） 液 相 に お い て ｒ Ｂ Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 を ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ （
ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 発 生 さ せ る た め に ） 、
　 （ ｆ ） 段 階 （ ｄ ） 及 び （ ｅ ） で 得 ら れ た ｒ Ａ ／ ｃ Ｂ 及 び ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 内 の 対
を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ 領 域 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、
段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る 別 の 方 式 に 従 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 試 験 条 件 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 基
準 条 件 に 由 来 す る ニ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ し て 得 ら れ る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ
領 域 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 。 こ の 第 ２ の 変 法 は 、 更 に 特 定 的 に は
、 Ｒ ル ー プ 型 構 造 （ 図 ５ 参 照 ） に 由 来 す る 、 Ｒ Ｎ Ａ と 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の ヘ テ ロ 三 本 鎖 構
造 の 形 成 に 基 づ い て い る 。 こ の 変 法 は 、 本 質 的 に メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は メ ッ セ ン ジ
ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 に よ り 、 即 ち 、 ポ リ Ｔ プ ラ イ マ ー の 存 在 下 に 産 生 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使
用 す る こ と に よ っ て も 好 ま し く 実 施 さ れ る 。 や は り こ の 変 異 態 様 に お い は 、 特 定 の 態 様 は
、 本 発 明 に 従 う ２ つ の 核 酸 集 団 を 発 生 さ せ る 、 ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 平 行 し て 行 う こ
と を 含 む 。 こ の 変 法 で は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 特 異 的 な 所 望 の 領 域 は 、 対 を
形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ 領 域 で は な く て 、 そ の 代 わ り に 相 同 性 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に よ り 追 い 出 さ れ
な か っ た 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る （ 図 ５ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 変 法 で は 、 ２ つ の 試 料 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 遺 伝 的 差 異 （ 例 え ば 、 選 択 的
ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ド ） を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 第 1生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る 二 本 鎖
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 第 2生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 二 本 鎖 又 は 好 ま し く は 一 本 鎖 ） と ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と を 含 む （ 図 ６ ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 記 し た 変 法 と 異 な り 、 こ の 変 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 又 は ヘ テ ロ 三 本 鎖 構
造 を 使 用 し な い で 、 そ の 代 わ り に Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 相 同 性 ホ モ 二 本 鎖 を 使 用 す る 。 こ の 変 法
は 、 そ れ が オ ル タ ナ テ ィ ブ イ ン ト ロ ン 及 び エ キ ソ ン を 示 す の み な ら ず 、 同 じ 核 酸 ラ イ ブ ラ
リ ー 内 で エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン の 欠 失 に よ り 形 成 さ れ た 特 異 的 連 結 部 （ specific junct
ions） も 示 す と い う 点 で 有 利 で あ る 。 更 に 、 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 配 列 は オ ル
タ ナ テ ィ ブ イ ン ト ロ ン 及 び エ キ ソ ン の フ ラ ン キ ン グ 配 列 に 関 す る 情 報 を 与 え る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 第 １ の 態 様 に 従 え ば 、 こ の 方 法 は 、 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 １ 複 合 集 団 を 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
第 ２ 複 合 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の 態 様 は 、 基 準 条 件 と 比 較 し て 生
理 学 的 試 験 条 件 に お い て 発 生 す る ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 特 徴 的 な 核 酸 集 団 を 発 生 す る
こ と を 可 能 と す る （ 図 １ Ａ 、 変 法 #３ 、 図 ６ Ａ 、 図 ２ ６ ） 。 後 に 示 さ れ る と お り 、 こ の 集
団 は 、 核 酸 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 特 徴 付 け 、 診 断 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 治 療 及 び 抗 体 産 生 又 は
全 タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 断 片 の 合 成 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 集 団 は 、 後
に 示 さ れ る 種 々 の 使 用 分 野 に 使 用 さ れ う る ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る た め 及 び 標 識 さ れ た
プ ロ ー ブ を 発 生 さ せ る た め に 使 用 す る こ と も で き る （ 図 １ Ｄ ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 他 の 態 様 に 従 え ば 、 こ の 方 法 は 、 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 １ 集 団 を 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 ２ 集
団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の 態 様 で は 、 試 験 試 料 及 び 基 準 試 料 の 両 方 は
一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 形 態 に あ る 。 こ の 態 様 は 、 基 準 試 料 か ら の 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 再 ア ニ ー リ
ン グ を 回 避 し 、 か く し て 、 一 方 の 鎖 が 試 験 試 料 か ら 生 じ そ し て 他 方 が 基 準 試 料 か ら 生 じ る
Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖 の み が 形 成 さ れ う る 。 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド は 、 診 断 、 ス ク
リ ー ニ ン グ 、 治 療 及 び 抗 体 産 生 又 は 全 タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 断 片 の 合 成 に お い て 使 用
す る こ と が で き る 、 ２ つ の 試 料 間 で 発 生 す る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト を 表 す 核 酸 の ク
ロ ー ニ ン グ 及 び 特 徴 付 け を 可 能 と す る （ 図 １ Ｄ ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 に 従 う 核 酸 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、
　 （ ａ ） 試 験 条 件 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 核 酸 集 団 を 、 基 準 条 件 に
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由 来 す る 複 数 の 異 な る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 核 酸 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、
　 （ ｂ ） 段 階 （ ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 同
定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 に 従 う 核 酸 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法
は 、
　 （ ａ ） 試 験 条 件 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 核 酸 集 団 を 、 基 準 条 件 に
由 来 す る 複 数 の 異 な る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 核 酸 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ し て
　 （ ｂ ） 段 階 （ ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 同
定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 特 定 の 別 の 実 施 方 式 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 下 記 の 段 階 ：
　 （ ａ ） 生 理 学 的 条 件 Ａ （ ｒ Ａ ） の 生 物 学 的 試 料 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 得 （ ｒ Ａ ） 、
　 （ ｂ ） 生 理 学 的 条 件 Ｂ （ ｒ Ｂ ） の 同 じ 生 物 学 的 試 料 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 得 （ ｒ Ｂ ） 、
　 （ ｃ ） 段 階 （ ａ ） で 与 え ら れ た ｒ Ａ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 及 び 段 階 Ｂ
で 与 え ら れ た ｒ Ｂ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｂ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 標 識 さ れ た （ 例 え ば ビ オ チ ニ ル
化 さ れ た ） ポ リ Ｔ プ ラ イ マ ー に よ っ て 調 製 し 、
　 （ ｄ ） ｃ Ｂ ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し て ｄ ｃ Ｂ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 し 、
　 （ ｅ ） ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を ｄ ｃ Ｂ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ （ 例 え ば 、
液 相 で ） （ ｄ ｃ Ｂ ／ ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖 を 発 生 さ せ ） 、
　 （ ｆ ） 段 階 （ ｅ ） で 得 ら れ た ホ モ 二 本 鎖 内 の 対 を 形 成 し て い な い Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 同 定 及 び
／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 他 の 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 に 従 う 核 酸 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、
　 （ ａ ） １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 選 ば れ た 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
含 む 核 酸 集 団 を 、 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む
核 酸 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、
　 （ ｂ ） 段 階 （ ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 同
定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 特 定 の 別 の 実 施 方 式 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 下 記 の 段 階 ：
　 （ ａ ） 生 理 学 的 条 件 Ａ の 生 物 学 的 試 料 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 得 （ ｒ Ａ ） 、
　 （ ｂ ） 段 階 （ ａ ） の ｒ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 標 識 さ れ た （ 例 え ば 、 ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た ）
ポ リ Ｔ プ ラ イ マ ー に よ っ て 調 製 し （ ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 、
　 （ ｃ ） 場 合 に よ り ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し て ｄ ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 さ
せ 、
　 （ ｄ ） 段 階 （ ｂ ） 又 は （ ｃ ） の 該 ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｄ ｃ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を １ つ 又 は そ れ よ り
多 く の 選 ば れ た 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ （ 例
え ば 、 液 相 で ） 、 そ し て
　 （ ｅ ） 段 階 （ ｅ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド 以 内 の 対 を 形 成 し て い な い Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 同 定
及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る 、
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 最 後 の 態 様 に 従 え ば 、 特 定 の 病 態 生 理 学 的 状 況 に お い て 発 生 す る い か な る 選 ば れ た
遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ の 生 物 学 的 に 関 係 の あ る ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 特 に 、 与 え ら れ た 遺 伝 子 の ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 産 生 し そ し て 上 記 の 方 法 を 行 う こ と
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に よ り 、 特 定 の 組 織 又 は 条 件 に お い て 発 生 す る 与 え ら れ た 遺 伝 子 の ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 の
存 在 、 性 質 及 び ／ 又 は 配 列 を 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う に し て 同 定 さ れ た 対 を
形 成 し て い な い 領 域 は 、 該 特 異 的 組 織 又 は 条 件 に お け る 該 遺 伝 子 の 生 物 学 的 に 関 係 の あ る
ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 に 相 当 す る で あ ろ う 。 選 ば れ た 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ は 、 関 心 の あ る い か
な る 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の フ ァ ミ リ ー で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、
成 長 因 子 、 腫 瘍 抑 制 剤 、 受 容 体 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル 、 転 写 因 子 、 栄 養 因 子 、 凝 血 因 子 （ cl
otting factors） 、 リ ポ タ ン パ ク 質 等 の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 の フ ァ ミ リ ー で あ る こ と が で き
る 。 そ れ ら は 、 哺 乳 動 物 起 源 の も の 又 は い か な る 他 の 起 源 の も の 、 例 え ば 、 植 物 、 ウ イ ル
ス 等 の 起 源 の も の で あ っ て も よ い 。 特 定 の 態 様 で は 、 選 ば れ た 遺 伝 子 は 、 受 容 体 、 例 え ば
Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 受 容 体 （ G-Protein-Coupled Receptor） の す べ て 又 は 一 部 を 含 む 核 酸 分
子 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 調 査 中 の 両 試 料 （ 即 ち 、 病 態 生 理 学 的 条 件 ） に つ い て 、 細 胞 質 ゾ ル ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ は 、
当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る こ れ ま で に 記 載 さ れ た 技 術 に よ り 抽 出 さ れ う る 。 こ れ ら の Ｒ
Ｎ Ａ は 、 上 記 し た と お り 固 有 の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 活 性 の あ る 又 は な い 逆 転 写 酵 素 の 作 用 に よ り
ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 転 換 さ れ る 。 次 い で 、 こ れ ら の 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ つ は 、 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー
に よ る プ ラ イ ミ ン グ 及 び 当 業 者 に よ り 知 ら れ て い る 技 術 に 従 っ て 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 転 換 さ
れ る 。 ゆ え に 、 調 査 中 の 条 件 の １ つ に つ い て 、 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 「 ド ラ イ バ ー 」 と 呼 ば れ
る ） が あ り そ し て 他 方 の 条 件 に つ い て 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 「 テ ス タ ー 」 と 呼 ば れ る ） が あ る
。 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 加 熱 に よ り 変 性 さ れ 、 次 い で ド ラ イ バ ー が テ ス タ ー に 対 し て 過 剰 で
あ る よ う に 混 合 さ れ る 。 こ の 過 剰 は １ ～ ５ ０ 倍 、 有 利 に は １ ０ 倍 の 間 で 選 ば れ る 。 ２ つ の
病 態 生 理 学 的 条 件 で 出 発 し て 行 わ れ る 与 え ら れ た 実 験 で は 、 ド ラ イ バ ー を 発 生 す る 条 件 の
選 択 は 任 意 で あ り そ し て 収 集 さ れ た デ ー タ の 性 質 に 影 響 を 与 え て は い け な い 。 実 際 問 題 と
し て 、 上 記 し た ア プ ロ ー チ の 場 合 に お け る と 同 じ く 、 ２ つ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 間 で 発 生 す る 定
性 的 な 差 を 同 定 す る た め の ス ト ラ テ ジ ー は 、 共 通 の メ ッ セ ン ジ ャ ー に 存 在 す る こ れ ら の 差
を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に 基 づ い て い る ： こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 調 査 中 の 条 件 の １ つ に お
い て 独 特 の 配 列 又 は 過 剰 の 配 列 に 相 当 す る 一 本 鎖 の 代 わ り に 二 本 鎖 内 に 存 在 す る 配 列 を ク
ロ ー ニ ン グ す る こ と に 基 づ い て い る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 混 合 物 を 沈 殿 さ せ 、 次 い で ホ ル ム ア ミ ド
（ 例 え ば 、 ８ ０ %） を 含 有 す る 溶 液 中 に と り 取 り 込 ま れ る （ taken up） 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 は １ ６ 時 間 ～ ４ ８ 時 間 、 有 利 に は ２ ４ 時 間 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ つ の 集 団 は 試 料 に 由 来 す る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 で あ り 、
該 集 団 は 、 ビ オ チ ニ ル 化 プ ラ イ マ ー （ 例 え ば 、 ビ オ チ ニ ル 化 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー ） の 存
在 下 に 逆 転 写 酵 素 に よ り 得 ら れ 、 か く し て ビ オ チ ニ ル 化 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 発 生 を も た ら す
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 と 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、
９ ５ ℃ で の Ｄ Ｎ Ａ ｓ の 熱 変 性 、 続 い て 相 補 的 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の た め に 適 当 な イ オ
ン 及 び 温 度 条 件 下 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 行 わ れ る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 か ら ４ つ
の 主 な 分 子 種 ： 即 ち 、
　 － ３ ′ － ビ オ チ ニ ル 化 さ れ て い る 、 第 １ の 試 料 か ら の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、
　 － 再 ア ニ ー リ ン グ さ れ た 、 第 ２ の 試 料 か ら の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、
　 － 第 ２ の 試 料 か ら の 変 性 さ れ た 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び
　 － ３ ′ － ビ オ チ ニ ル 化 さ れ て い る 第 １ の 試 料 か ら の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と 第 ２ の 試 料 か ら の 変
性 さ れ た 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ り 形 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖
、 が 得 ら れ る 。 こ れ ら の ホ モ 二 本 鎖 は 、 ２ つ の 試 料 を 区 別 す る 遺 伝 子 の 差 異 ス プ ラ イ シ ン
グ に 相 当 す る 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ の 形 態 の 対 を 形 成 し て い な い 領 域 （ １ つ 又 は 複 数 ） を
含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 後 に Ｄ 節 に 開 示 さ れ る よ う に 、 こ れ ら の ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト （ ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
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た 形 態 及 び ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て い な い 形 態 ） に 相 当 す る 配 列 を 単 離 し 、 そ し て 特 異 的 核
酸 プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 産 生 物 を 沈 殿 さ
せ 、 次 い で 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の た め の ４ 塩 基 認 識 部 位 （ 4-base recognition site） を 有 す る
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 作 用 に 付 す 。 ゆ え に 、 こ の よ う な 制 限 酵 素 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 期 間 中 に 形 成 さ れ た 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 平 均 し て ２ ５ ６ 塩 基 毎 に 開 裂 す る で あ ろ う 。 こ の
酵 素 は 、 有 利 に は 付 着 末 端 を 発 生 す る よ う に 選 ば れ る 。 こ の よ う な 酵 素 と し て は 、 Ｓ ａ ｕ
３ Ａ Ｉ 、 Ｈ ｐ ａ Ｉ Ｉ 、 Ｔ ａ ｑ Ｉ 及 び Ｍ ｓ ｅ Ｉ の 如 き 制 限 酵 素 が 例 示 さ れ る 。 ゆ え に 、 こ れ
ら の 酵 素 に よ り 消 化 さ れ た 二 本 鎖 断 片 は 、 開 裂 さ れ た 制 限 部 位 を 使 用 す る ク ロ ー ニ ン グ ス
ト ラ テ ジ ー に 利 用 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 断 片 に は ２ つ の タ イ プ が あ り ： 即 ち 、 そ の ２ つ
の 鎖 が 完 全 に 相 補 的 で あ る 完 全 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ た 断 片 、 及 び 部 分 的 に ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 さ れ た 断 片 、 即 ち 、 二 本 鎖 領 域 に よ り 隣 接 さ れ た （ ｆ ｌ ａ ｎ ｋ ｅ ｄ ） 一 本 鎖 ル ー プ
を 含 む 断 片 （ 図 ６ Ａ ） で あ る 。 少 数 で あ る こ れ ら の 後 者 の 断 片 は 関 心 の あ る 情 報 を 含 む 。
完 全 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ た 断 片 、 こ れ ら は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 長 の 大 部 分 か ら 誘 導 さ れ る の で 多
数 で あ る 、 か ら そ れ ら を 分 離 す る た め に 、 ゲ ル 又 は い か な る 他 の 適 当 な マ ト リ ッ ク ス も 使
用 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 特 に 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 、 電 気 泳 動
又 は ゲ ル ろ 過 期 間 中 の 、 よ り 遅 い 移 動 を 利 用 す る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 所 望 の 情 報 を 含
む 該 少 数 断 片 は 、 両 集 団 に お け る 同 じ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に 相 当 す る 多 数 断 片 か ら 分 取 的 に （ prep
aratively） 分 離 さ れ う る 。 定 性 的 な 差 に 結 び 付 い た ポ ジ テ ィ ブ 及 び ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ン ガ
ー プ リ ン ト を 、 同 じ 集 団 か ら 単 離 す る こ と を 可 能 と す る こ の 変 法 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ
ロ 二 本 鎖 構 造 体 で 実 施 す る こ と も で き る 。 こ の 点 で 、 す べ て の 配 列 が 対 を 形 成 し て い る 相
同 性 ヘ テ ロ 二 本 鎖 に 比 べ て 、 Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 が 対 を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の
よ り 遅 い 移 動 の 例 は 、 実 施 例 で 記 載 さ れ た ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ モ デ ル で 説 明 さ れ る （ 特
に 図 ８ 、 レ ー ン ２ 及 び ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ り 発 生 さ せ た 核 酸 集 団 か ら 出 発 し て 、 定 性 的 な 差 （ 例 え ば 、 差 異
選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト ） を 特 徴 付 け る 領 域 は 、 当 業 者 に よ り 知 ら れ て い る い か な
る 技 術 に よ っ て も 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｄ １ ． Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 で 出 発 す る 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ
　 か く し て 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 場 合 に （ こ の 方 法 の 第 １ の 変 法 ） 、 こ れ ら の
領 域 は 、 図 ３ に 示 さ れ た と お り 、 対 を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ 領 域 （ Ｒ Ｎ Ａ ル ー プ ） と し て
本 質 的 に 現 れ る 。 ゆ え に こ れ ら の 領 域 は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 及 び 一 本 鎖 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ
） （ 過 剰 の 未 反 応 の 核 酸 ） を 分 離 し 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ヘ テ ロ 二 本 鎖 構 造 に 参 加 し た 部 分 ）
を 選 択 的 に 消 化 し そ し て 最 後 に 得 ら れ る 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ か ら 分 離 す る こ と に
よ り 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の 点 で 、 図 ３ に 示 さ れ た 第 １ ア プ ロ ー チ に 従 え ば 、 対 を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ 領 域 は
、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二 本 鎖 に 参 加 し た Ｒ Ｎ Ａ ド メ イ ン を 選 択 的 に 消 化 す る こ と が で き
る 酵 素 に よ る ヘ テ ロ 二 本 鎖 の 処 理 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 こ の よ う な 活 性 を 有 す る 酵 素 は 先
行 技 術 か ら 知 ら れ て お り そ し て 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 そ れ は 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 、 例 え ば
、 特 に 組 換 え 技 術 に よ り Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ に 由 来 す る 商 業 的 に 入 手 可 能 な Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ を 挙 げ
る こ と が で き る （ Promega　 カ タ ロ グ 番 号 　 Ｍ ４ ２ ８ １ ; Life Technology カ タ ロ グ 番 号
　 １ ８ ０ ２ １ ） 。 か く し て こ の 第 １ 処 理 は 対 を 形 成 し て い な い 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 領 域 と 一 本 鎖
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 混 合 物 を 発 生 さ せ る 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た い か な る 技 術 に
よ っ て も 、 特 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 す る の に 使 用 さ れ る こ れ ら の プ ラ イ マ ー の 標 識 化 に 基 づ い
て ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 分 離 す る こ と が で き る （ 上 記 参 照 ） 。 こ れ ら の Ｒ Ｎ Ａ は 標 的 、 関 心 の あ る
遺 伝 子 産 生 物 を 同 定 す る た め 又 は い か な る 他 の 用 途 の た め の 材 料 の ソ ー ス と し て も 使 用 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら の Ｒ Ｎ Ａ は 、 後 に 記 載 す る と お り 、 同 じ く ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 転 換 さ れ る
こ と が で き 、 次 い で ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ う る 。

10

20

30

40

50

(16) JP 2006-504426 A 2006.2.9

Ｄ － 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ



【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の 点 で 、 Ｒ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ は 種 々 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 １ つ の 方 法 は 、 各
Ｒ Ｎ Ａ 端 部 に 適 合 性 プ ラ イ マ ー の 存 在 下 に 逆 転 写 反 応 の た め の 鋳 型 と し て 作 用 す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る こ と で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 当 業 者 に よ り 知 ら れ て い る 技 術 に 従
っ て 酵 素 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ Ｔ ４ 由 来 の そ し て 供 与 体 分 子 の ５ ′ リ ン 酸 基 と 受 容 体 分 子 の
３ ′ ヒ ド ロ キ シ ル 基 間 の 分 子 間 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 形 成 を 触 媒 す る Ｒ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ
っ て 付 加 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な Ｒ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （ 例 え
ば 、 Life Rechnologies-GIBCO BRL　 カ タ ロ グ 番 号 １ ８ ０ ０ ３ ） 。 こ の よ う に し て 得 ら れ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 次 い で 、 図 ３ に 示 さ れ た と お り 、 適 当 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 慣 用 の 技 術
（ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 技 術 は 短 い Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ １ ０ ０ ０
塩 基 よ り 小 さ い ） を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 特 異 的 な Ｒ Ｎ Ａ 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 同 定 す る た め の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 例 え
は 、 Ｒ Ｎ Ａ に 沿 っ て ラ ン ダ ム に 転 写 を 開 始 す る ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 Ｒ Ｎ ア ー
ゼ Ｈ の 如 き 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 特 異 的 に 作 用 す る 酵 素 の 消 化 物 に 対 し て 行 わ れ る 逆 転 写
反 応 を 含 む 。 次 い で こ の よ う に し て 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 慣 用 の 分 子 生 物 学 技 術 に 従 っ て 、
例 え ば 、 Ｔ ４ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ 商 業 的 に 入 手 可 能 ； 例 え ば 、 Life Technologies-
GIBCO BRL　 カ タ ロ グ 番 号 １ ８ ０ ０ ３ ） に よ っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 端 部 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 付
加 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。 こ の 第 ２ の
技 術 は 、 図 ４ と 実 施 例 に 説 明 さ れ て い る 。 こ の 技 術 は 、 特 に 長 い Ｒ Ｎ Ａ に 適 合 し 、 そ し て
後 に 全 イ ニ シ ャ ル 配 列 （ entire initial sequence） を 構 築 す る の に 十 分 な 配 列 デ ー タ の
部 分 を 与 え る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 同 定 す る た め の 更 な る ア プ ロ ー チ は 、 同 じ
く ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 逆 転 写 反 応 に 基 づ い て い る （ 図 ４ ） 。 し か し な が ら 、 こ
の 変 法 に 従 え ば 、 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー は 少 な く と も 部 分 的 に セ ミ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 、
即 ち 、
　 － ラ ン ダ ム （ 縮 重 し た （ degenerated） ） 領 域 、
　 － 規 定 さ れ た 程 度 の 制 限 を 有 す る 最 小 プ ラ イ ミ ン グ 領 域 、 及 び
　 － 安 定 化 領 域 、
を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 ま し く は 、 こ れ ら は 、 ５ ′ → ３ ′ 方 向 に 、
　 － ８ ～ ２ ４ 個 の 規 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は １ ０ ～ １ ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 安 定 化 領 域 、
こ の 安 定 化 領 域 は 、 そ れ 自 体 、 本 発 明 の セ ミ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー に よ っ て 行 わ れ る 初 期 増
幅 に 由 来 す る 断 片 を 再 増 幅 す る の に 使 用 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 相 当 す る こ と
が で き る 。 更 に 、 安 定 化 領 域 は 、 制 限 酵 素 に 対 応 す る １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 部 位 、 好 ま
し く は 非 パ リ ン ド ロ ー ム の 部 位 の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 こ の よ う に
し て 増 幅 さ れ た 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ を 簡 単 化 す る こ と を 可 能 と す る 。 安 定 化 領 域 の 特 定 の
例 は 配 列 Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ （ 配 列 番 号 １ の 残 基 １ ～ １ ２ ） に よ り 与 え ら れ る ；
　 － ３ ～ ８ ヌ ク レ オ チ ド 、 更 に 特 定 的 に は ５ ～ ７ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ラ ン ダ ム 領 域
、 及 び
　 － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 平 均 し て 少 な く と も 約 ６ ０ 塩 基 対 毎 に 、 好 ま し く は 約 ２ ５ ０ 塩
基 対 毎 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う に 規 定 さ れ た 最 小 プ ラ イ ミ ン グ 領 域 、
更 に 好 ま し く は 、 プ ラ イ ミ ン グ 領 域 は 、 ２ ～ ４ 個 の 規 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は
３ 又 は ４ 個 の 、 例 え ば Ａ Ｇ Ｇ Ｘ 、 式 中 Ｘ は ４ つ の 塩 基 Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 又 は Ｔ の １ つ で あ る 、 の
如 き ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ の よ う な プ ラ イ ミ ン グ 領 域 の 存 在 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 平
均 し て 約 ２ ５ ６ 塩 基 対 毎 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 能 力 を 与 え る ；
を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
　 特 に 好 ま し い 方 式 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 式 ：
【 表 ２ 】
　
　

式 中 、 不 変 の 塩 基 は Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 に お い て 自 己 塩 基 対 形 成 に よ る バ ツ ク グ ラ ウ ン ド を 最 小 に
す る よ う に 配 置 さ れ て お り （ ordered） 、 そ し て Ｎ は ４ つ の 塩 基 が 示 さ れ た 位 置 に お い て
ラ ン ダ ム 様 式 で 存 在 す る こ と が で き る こ と を 示 し 、 そ し て Ｘ は ４ 種 の 塩 基 Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 又 は
Ｔ の １ つ で あ る 、
を 有 す る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 同 じ く 本 発 明 の 目 的 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の 点 で 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ る べ き Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る プ ラ イ ミ ン グ イ ベ ン ト を 増 加 さ せ る
よ う に 、 反 応 は 、
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　

の 如 き オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 （ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ） は 単 独 で 又 は
他 と の 組 み 合 わ せ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 、 に よ り 平 行 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 逆 転 写 反 応 の 後 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ａ 又 は Ｂ 又 は Ｃ 又 は Ｄ を 使 用 す る Ｐ Ｃ
Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 に 示 さ れ た と お り 、 所 望 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 の 複 雑 性 及 び 特 異 性 に 依 存 し て
、 縮 重 し た 位 置 （ degenerated positions） の 数 は ３ ～ ８ 、 好 ま し く は ５ ～ ７ の 範 囲 に あ
る こ と が で き る 。 3よ り 少 な い と 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 限 定 さ れ そ し て 8よ り 大 き い と オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 集 団 は 特 異 的 バ ン ド の 良 好 な 増 幅 を 確 保 す る の に は あ ま り に も 複 雑 す ぎ る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 更 に 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 普 遍 の ３ ′ 端 部 （ 制 限 さ れ た プ ラ イ ミ ン グ 領 域 ）
の 長 さ は 修 正 す る こ と も で き る ： ４ 個 の 不 変 の 塩 基 を 有 す る 上 記 し た プ ラ イ マ ー は 平 均 し
て ２ ５ ６ 塩 基 対 断 片 の 増 幅 を 可 能 と す る が 、 ３ 個 の 不 変 の 塩 基 を 有 す る プ ラ イ マ ー は よ り
短 い 断 片 （ 平 均 し て ６ ４ 塩 基 対 ） の 増 幅 を 可 能 と す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 第 １ の 態 様 で は
、 プ ラ イ ミ ン グ 領 域 が ４ 個 の 不 変 の 塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 。 本 発 明 の
他 の 好 ま し い 態 様 で は 、 ３ 個 の 不 変 の 塩 基 の プ ラ イ ミ ン グ 領 域 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 使 用 す る 。 実 際 、 エ キ ソ ン は １ ３ ７ 塩 基 の 平 均 サ イ ズ を 有 す る の で 、 そ れ ら は 、 こ の
よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 有 利 に 増 幅 さ れ る 。 こ の 点 で 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ， ３
、 及 び ４ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 最 後 に 、 一 般 に 、 Ｒ Ｎ Ａ の 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ 段 階 は 、 で き る だ け 多 く の 情 報
を 発 生 す る よ う に Ｐ Ｃ Ｒ と ク ロ ー ニ ン グ の 種 々 の 方 法 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｄ ２ ． ヘ テ ロ 二 本 鎖 で 出 発 す る 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ
　 ヘ テ ロ 二 本 鎖 構 造 の 場 合 に （ 本 方 法 の 別 の 変 法 ） 、 定 性 的 に 異 な る 領 域 （ 挿 入 、 欠 失 、
差 異 ス プ ラ イ シ ン グ ） は 本 質 的 に 、 図 ５ に 示 さ れ る と お り 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 形 態 で 現
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れ る 。 か く し て 、 こ の よ う な 領 域 は Ｒ Ｎ Ａ を 消 化 す る こ と が で き る 酵 素 の 如 き 適 当 な 酵 素
の 存 在 下 に そ れ ら を 処 理 し 、 次 い で 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 す る こ と が で き る 酵 素 に よ り 処 理
す る こ と に よ っ て 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 か く し て 、 核 酸 は 直 接 二 本 鎖
Ｄ Ｎ Ａ の 形 態 で 得 ら れ 、 そ し て 例 え ば 、 ベ ク タ ー ｐ Ｍ ｏ ｓ － Ｂ ｌ ｕ ｅ （ Amerisham, RPN51
10） の 如 き い か な る 適 当 な ベ ク タ ー に も ク ロ ー ニ ン グ さ れ う る 。 こ の 方 法 は 、 ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 を 有 す る よ う に 修 飾 さ れ た 、 所 定 の 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す
る 従 来 述 べ ら れ た 方 法 （ Landigraf et al., (1994), Biochemistry, 33: 10607-10615）
と は 区 別 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 Ｄ ３ ． Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖 で 開 始 す る 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ （ 図 ６ ）
　 こ の 態 様 で は 、 関 心 の あ る 配 列 （ 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ ） は 、 図 ６ に 示 さ れ た と お り 、 本
質 的 に 対 を 形 成 し な い Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 形 態 で 現 れ る 。 こ の よ う な 領 域 は 、 適 当 な 酵 素 の 使 用
及 び 核 酸 精 製 段 階 を 含 む 、 本 願 に 開 示 さ れ た 種 々 の 技 術 に 従 っ て 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ さ
れ う る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 特 定 の 好 ま し い 態 様 で は 、 対 を 形 成 し な い 領 域 を 含 む 核 酸 の 集 団 は 、
　 － 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な 制 限 酵 素 に よ り 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 消 化 し 、
　 － 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 制 限 断 片 を 単 離 し 、 そ し て
　 － 単 離 さ れ た 断 片 を 増 幅 す る 、
こ と に よ り 同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド の 消 化 の 前 に 、 分 離 段 階 を 行 っ て 汚 染 し て い る ハ イ ブ リ ッ ド （ 例 え ば 、 同
じ 試 料 か ら の ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 鎖 間 で 形 成 さ れ た ） を 除 去 す る こ と が で き る 。 こ の 分 離 は 、 ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 の 前 に １ つ の 試 料 中 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 標 識 し そ し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 後 標 識
さ れ な か っ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 除 去 す る こ と に よ り 有 利 に 行 わ れ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 １ つ の 試
料 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ビ オ チ ニ ル 化 さ れ 、 そ し て 分 離 段 階 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 産 生 物
を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン さ れ た 支 持 体 、 例 え ば 、 ビ ー ズ （ 例 え ば 、 磁 性 ビ ー ズ
） と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 他 の 標 識 、 例 え ば 、 親 和 性 結 合 に よ る 選 択 的 分 離 を 可 能 と す
る ア フ イ ニ テ ィ ー 対 の い か な る 他 方 の パ ー ト ナ ー も 使 用 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ
る べ き で あ る 。 ア フ イ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ る と 、 ２ つ の 分 子 種 が 得 ら れ る ： 関 心 の あ る ホ モ
二 本 鎖 及 び 第 １ の 試 料 か ら の 出 発 標 識 化 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ starting labeled single-stra
nded cDNA） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 関 心 の あ る 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 単 離 す る た め に 、 産 生 物 を 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ｓ に 特 異
的 な 制 限 酵 素 を 使 用 し て 酵 素 消 化 に 付 す 。 し た が っ て 、 ホ モ 二 本 鎖 の み が 消 化 さ れ そ し て
第 １ の 試 料 か ら の い か な る 汚 染 性 の 標 識 さ れ た 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ も 元 の ま ま で あ る （ ｉ ｎ ｔ
ａ ｃ ｔ ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 酵 素 は 、 好 ま し く は 、 小 さ な ｄ ｓ 制 限 断 片 を 発 生 す る よ う に 、 ｄ ｓ － Ｄ Ｎ Ａ ｓ を 頻 繁 に
切 断 す る 酵 素 か ら 選 ば れ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 制 限 酵 素 は ４ 塩 基 開 裂 部 位 を 認 識 す る 。
こ の よ う な 開 裂 部 位 は 平 均 し て 約 ２ ５ ０ 塩 基 毎 に 存 在 す る 。 更 な る 好 ま し い 態 様 で は 、 付
着 末 端 を 形 成 す る 。 こ の よ う な 酵 素 の 例 は 、 例 え ば 、 Ｓ ａ ｕ ３ Ａ １ 、 Ｈ ｐ ａ Ｉ Ｉ 、 Ｔ ａ ｑ
Ｉ 、 Ｍ ｓ ｅ Ｉ を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の 処 理 の 結 果 と し て 、 混 合 物 は ３ つ の タ イ プ の 分 子 種 ：
　 － そ の ２ つ の 鎖 が 完 全 に 相 補 的 で あ る 完 全 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た ｄ ｓ 断 片 、 　 － 部 分
的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た ｄ ｓ 断 片 、 即 ち 、 二 本 鎖 領 域 に よ り 隣 接 さ れ た （ flanked） さ
れ た １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 対 を 形 成 し て い な い 領 域 （ 即 ち 、 一 本 鎖 ル ー プ ） （ 図 ６ Ａ ）
。 少 数 で あ る こ れ ら の ｄ ｓ 断 片 は 関 心 の あ る 情 報 を 含 む 。 及 び
　 － 第 １ の 試 料 か ら の 標 識 さ れ た 、 消 化 さ れ な か っ た ｓ ｓ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、
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を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ れ ら の 種 を 分 離 し そ し て 部 分 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ た ｄ ｓ 断 片 を 単 離 す る た め に
、 混 合 物 を ゲ ル 又 は い か な る 他 の 適 当 な マ ト リ ッ ク ス に も よ る 分 離 方 法 に 付 す こ と が で き
る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 特 に 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 電 気 泳 動 又 は ゲ ル
ろ 過 期 間 中 の よ り 遅 い 移 動 を 利 用 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 所 望 の 情 報 を 含 む 少 量 断 片 は
両 集 団 に お け る 同 一 の Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に 相 当 す る 多 量 断 片 か ら 分 取 的 に （ preparatively） 分
離 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 最 も 好 ま し い 態 様 で は 、 部 分 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ た ｄ ｓ 断 片 は 、 第 １ の 試 料 か ら
生 じ る 標 識 さ れ た 、 対 を 形 成 し て い な い ｓ ｓ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 除 去 す る た め に 、 混 合 物 を 上 記 し
た と お り の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 支 持 体 で 最 初 に 処 理 す る こ と に よ り
単 離 す る 。 次 い で 、 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む ｄ ｓ 断 片 を 単 離 す る た め に 、 混 合 物 を
標 識 さ れ た 縮 重 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ degenerated oligonuclotides） と 接 触 さ せ る
こ と が で き る （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 捕 捉 ） 。 こ れ ら の 縮 重 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 す
べ て の 可 能 な 配 列 の 組 み 合 わ せ を 表 し 、 か く し て い か な る ｓ ｓ 配 列 と も ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 縮 重 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 更 に 好 ま し く は 、 長 さ が １
０ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 更 に 好 ま し く は 約 ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 そ れ ら を 特 異 的 ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 が 起 こ る こ と を 可 能 と す る 条 件 下 に 混 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り 対 を 形 成
し て い な い 領 域 を 含 む ｄ ｓ 断 片 と 特 異 的 に 反 応 さ せ る 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 標
識 を 使 用 す る 分 離 に よ り 該 ｄ ｓ 断 片 の 捕 捉 及 び 単 離 を 可 能 と す る 。 例 え ば 、 標 識 は ビ オ チ
ン で あ る こ と が で き そ し て 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む ｄ ｓ 断 片 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 支 持 体 （ 例 え ば 、 磁 性 ビ ー ズ ） と の 接 触 に よ り 単 離 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 次 い で 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む ｄ ｓ 断 片 は 、 媒 体 の イ オ ン 強 度 を 低 下 す る こ と に
よ り 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 　 単 離 さ れ た 断 片 を 、 次 い で 、 そ れ ら の 端 部 の 各 々 で 、 ア ダ プ タ ー 又 は リ ン カ ー 、 そ れ
ら の 端 部 の １ つ に 開 裂 さ れ た 制 限 部 位 を 有 す る 、 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。 こ の 段 階 は 、 当
業 者 に 知 ら れ て い る 技 術 に 従 っ て 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ る ラ イ ゲ ー
シ ョ ン に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 導 入 さ れ た 制 限 部 位 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 部
位 と 適 合 性 で あ る よ う に 選 ば れ る 。 導 入 さ れ た リ ン カ ー は 、 酵 素 的 増 幅 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） の た め
の プ ラ イ マ ー を 発 生 さ せ る こ と を 可 能 と す る 、 既 知 の 配 列 の 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 次 の 段 階 で 、 各 々 同 定 さ れ る べ き 定 性 的 な 差 を 有 す る 二 本 鎖 を 増 幅 す る 。 そ の た め に 、
リ ン カ ー と 付 加 し た 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 熱 変 性 の 後 、 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 端 部 の 各 々 を 特 異 的
プ ラ イ ミ ン グ 配 列 に 共 有 結 合 さ せ る 。 適 当 な 特 異 的 プ ラ イ マ ー に よ る Ｐ Ｃ Ｒ に 続 い て 、 ２
つ の 種 類 の 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ： 即 ち 、 ２ つ の 病 態 生 理 学 的 条 件 を 区 別 す る 定 性 的 な 差 に 特 異
的 な 配 列 を 含 有 す る 断 片 及 び こ れ ら の ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ン ガ ー プ
リ ン ト を 含 む 断 片 が 得 ら れ る 。 こ れ ら の 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ す る と 、 各 ス プ ラ イ シ ン グ イ
ベ ン ト に つ い て ポ ジ テ ィ ブ 及 び ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト が 存 在 す る 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 す る 。 ゆ え に 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 オ ル タ ナ テ イ ブ エ キ ソ ン
及 び イ ン ト ロ ン へ の ア ク セ ス の み な ら ず 、 こ れ ら の ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 配 列 の 切 除 に よ
り 形 成 さ れ た 特 異 的 連 結 部 へ の ア ク セ ス も 与 え る 。 同 じ ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 、 こ の 差 異
遺 伝 子 情 報 は 、 無 差 別 に ２ つ の 病 態 生 理 学 的 条 件 か ら 誘 導 さ れ う る 。 更 に 、 同 定 さ れ た ス
プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト の 差 異 な 性 質 を チ ェ ッ ク す る よ う に そ し て そ れ ら が 特 異 的 に 引 き 出
さ れ る 条 件 を 決 定 す る よ う に 、 ラ イ ブ ラ リ ー に お け る ク ロ ー ン を 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 の 各 々 に
由 来 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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　 次 い で 、 こ の 方 法 は 、 増 幅 さ れ た 断 片 の 配 列 決 定 、 配 列 を デ ー タ ベ ー ス に 記 憶 さ せ る こ
と 、 配 列 を デ ー タ ベ ー ス に お い て 分 析 し て ス プ ラ イ ス ド メ イ ン 及 び 相 当 す る 連 結 領 域 を 同
定 し 、 該 ス プ ラ イ ス ド メ イ ン 又 は 連 結 領 域 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 及 び ／
又 は 支 持 体 上 に 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 付 着 さ せ る こ と を 更 に 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら
の 種 々 の 段 階 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 産 生 か ら ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 付 着 ま で コ ン ピ ュ
ー タ ー 支 援 又 は コ ン ピ ュ ー タ ー 操 作 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 そ の よ う に 同 定 さ れ た 定 性 的 な 差 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は ２ つ の 主 な 使 用 ：
　 － 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て 調 査 中 の ２ つ の 病 態 生 理 学 的 条 件 間 で 発 生 す る 定
性 的 な 差 を 表 す ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と 、
　 － 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト の 同 定 を 可 能 と す る Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の プ ロ ー ブ と し て の 使 用 、
を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る ベ ク タ ー は 、 特 に プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 Ｙ Ａ Ｃ 、 Ｈ Ａ
Ｃ 等 で あ る こ と が で き る 。 か く し て 、 こ れ ら の 核 酸 は そ の ま ま 貯 蔵 す る こ と が で き 、 又 は
複 製 の た め に 使 用 さ れ る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と 適 合 性 の 微 生 物 に 導 入 す る こ と が で き 及
び ／ 又 は 培 養 物 の 形 態 で 貯 蔵 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 各 試 料 に つ い て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 を 行 う た め に 必 要 な 期 間 は 、 一 般 に ２ か 月 よ
り 少 な く 、 特 に ６ 週 間 よ り 少 な い 。 更 に 、 こ れ ら の 種 々 の 方 法 は 、 全 体 の 時 間 の 長 さ を 減
少 さ せ そ し て 多 数 の 試 料 の 処 理 を 簡 単 に す る よ う に 自 動 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の 点 で 、 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ
た 核 酸 に 関 す る 。 既 に 述 べ た と お り 、 こ れ ら の 核 酸 は Ｒ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る こ と が で
き る 。 更 に 一 般 的 に は 、 ２ つ の 生 理 学 的 条 件 に 特 有 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に 相 当 す る 核
酸 を 本 質 的 に 含 む 核 酸 組 成 物 に 関 す る 。 更 に 特 定 的 に は 、 こ れ ら の 核 酸 は 生 物 学 的 試 験 試
料 に お い て 同 定 さ れ そ し て 基 準 条 件 下 の 同 じ 生 理 学 的 試 料 に 存 在 し な い 選 択 的 ス プ ラ イ シ
ン グ に 相 当 す る 。 本 発 明 は 、 同 じ く 、 こ の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 の 、 治 療 的
又 は 診 断 生 成 物 と し て 又 は 後 に 記 載 す る と お り 活 性 分 子 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ
手 段 と し て の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ゆ え に 上 記 に 開 示 さ れ た 種 々 の 方 法 は す べ て ２ つ の 病 態 生 理 学 的 条 件 間 の 差 異 ス プ ラ イ
シ ン グ さ れ た 遺 伝 子 情 報 を 表 す ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ を も た ら す 。 か く し て こ れ ら
の 方 法 の １ つ に 由 来 す る ク ロ ー ン の 全 体 の 組 は 関 心 の あ る ２ つ の 条 件 間 に 発 生 す る 定 性 的
な 差 を 表 す ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 こ の 点 で 、 本 発 明 は 更 に 生 物 学 的 試 料 の 与 え ら れ た 生 理 学 的 状 態 を 表 す 核 酸 ラ イ ブ ラ リ
ー を 作 成 す る 方 法 を 指 向 す る 。 こ の 方 法 は 、 有 利 に は 、 該 生 理 学 的 状 態 の 遺 伝 子 発 現 （ 例
え ば 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ ） の 定 性 的 マ ー カ ー を 表 す が 基 準 状 態 に お い て は 存 在 し な い
核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 調 査 さ れ る べ き ２ つ の 状 態 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 差 に 特 異 的 な
ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 又 は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ
り 構 築 さ れ る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 当 業 者 に よ り
知 ら れ て い る い か な る 他 の 支 持 体 、 例 え ば チ ッ プ 又 は バ イ オ チ ッ プ 上 に 付 着 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ の 特 徴 の １ つ 又 は 独 創 的 特 徴 の １ つ は 、 こ の 技 術 が 、 １ つ で
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は な く て 、 有 利 に は 、 ２ つ の 与 え ら れ た 条 件 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 差 の 全 体 の 組 を 表 す ２
つ の 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー ： ラ イ ブ ラ リ ー 対 （ 図 １ Ｄ 参 照 ） を も た ら す こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 か く し て 、 本 発 明 は 、 好 ま し く は 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 第 ２ の 生 物
学 的 試 料 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と に よ り 得 ら れ う る い か な る 核 酸
組 成 物 又 は ラ イ ブ ラ リ ー に も 関 す る 。 更 に 好 ま し く は 、 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー 又 は 組 成 物
は 、 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 間 の 発 現 の 定 性 的 な 差 を 表 す 核 酸 を 含 み そ し て （ ｉ ） 第 １ の 生 物
学 的 試 料 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ と 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 少 な く と も １ つ
の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 段 階 、 （ ii） 発 現 の 定 性 的 な 差 を 表 す こ れ ら の 核 酸 を 選 び 、 そ し て 場
合 に よ り （ iii） 該 核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 発 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 更 に 、 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー が 構 築 さ れ と 、 得 ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー の 特 異 性 を 改 良 す
る た め に 、 ク ロ ー ン 選 択 の 段 階 を 進 行 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 実 際 に 、 観 察 さ れ る あ る
ミ ス マ ッ チ は 単 に 定 性 的 な 差 （ 例 え ば 、 差 異 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ ） の み に よ る の で は な
く て 、 例 え ば 、 逆 転 写 欠 陥 か ら 生 じ う る と い う こ と が あ り う る 。 こ の よ う な イ ベ ン ト は 一
般 に 有 意 で は な い け れ ど も 、 核 酸 ク ロ ー ニ ン グ の 前 に そ れ ら を 防 止 す る か 又 は そ れ ら の 発
生 率 を 減 少 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 こ れ を 達 成 す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン を 調 査
さ れ る べ き 両 生 理 学 的 条 件 に お い て 発 生 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と
が で き る （ 上 記 段 階 ｃ ） 。 非 差 異 方 式 で 両 集 団 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ク ロ ー ン は 、 非 特
異 的 で あ る と 考 え ら れ そ し て 場 合 に よ り 捨 て ら れ る か 又 は 第 ２ プ ラ イ オ リ テ ィ と し て 処 理
さ れ る で あ ろ う （ 実 際 、 試 験 試 料 に お け る 新 し い ア イ ソ フ ォ ー ム の 出 現 は 、 基 準 試 料 に 存
在 す る 最 初 の ア イ ソ フ ォ ー ム が こ の 試 験 試 料 か ら 消 失 し た こ と を 必 ず し も 示 さ な い ） 。 い
ず れ か の 集 団 の １ つ の み と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る か 又 は 集 団 の １ つ と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 す る ク ロ ー ン は 特 異 的 で あ る と 考 え ら れ そ し て 濃 縮 又 は 精 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を
構 築 す る の に 優 先 し て 選 ば れ う る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 精 製 段 階 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と 又 及 び 統 計 的 に 関 係 が あ る 数 （ statistically 
relevant number） の 病 理 試 料 に 由 来 す る プ ロ ー ブ に よ っ て ク ロ ー ン の 同 一 性 を チ ェ ッ ク
す る こ と に よ り 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ゆ え に 、 本 願 は 、 同 じ く 、 生 理 学 的 条 件 の 典 型 的 な 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に 特 異 的 な 核
酸 を 含 む い か な る 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー も 指 向 す る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 有 利 に は 、 選 択
的 ス プ ラ イ シ ン グ の 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ 領 域 に 相 当 す る 一 般 に 二 本 鎖 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 こ の よ
う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 一 般 に ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 に 組 み 込 ま れ た 核 酸 、 又 は 該 核 酸 を
含 有 す る 細 胞 培 養 物 か ら な る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 最 初 の Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 は 、 得 ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー の 特 徴 を 部 分 的 に 決 定 す る ：
　 － 両 条 件 Ａ 及 び Ｂ の Ｒ Ｎ Ａ は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 技 術 に 従 っ て 単 離 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又
は 全 成 熟 Ｒ Ｎ Ａ （ total mature RNAs） で あ る 。 か く し て ラ イ ブ ラ リ ー は い わ ゆ る 制 限 さ
れ た 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 何 故 な ら ば 、 そ れ ら は 両 病 態 生 理 学
的 条 件 の 成 熟 Ｒ Ｎ Ａ を 特 徴 付 け る 定 性 的 な 差 に 制 限 さ れ る か ら で あ る 。
　 － 両 条 件 の 一 方 の Ｒ Ｎ Ａ は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は 成 熟 し た 全 Ｒ Ｎ Ａ で あ る が 、 こ れ に 対 し て
他 方 の 条 件 の Ｒ Ｎ Ａ は 、 細 胞 核 か ら 当 業 者 に 知 ら れ て い る 技 術 に 従 っ て 単 離 さ れ た 、 ス プ
ラ イ シ ン グ に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て い な い プ レ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 こ の 状
況 に お い て は 、 得 ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー は い わ ゆ る 複 合 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー で
あ る 。 何 故 な ら ば 、 成 熟 Ｒ Ｎ Ａ 間 の 差 に 制 限 さ れ る の で は な く て 、 す べ て の イ ン ト ロ ン を
含 む 、 他 方 に は 欠 け て い る 与 え ら れ た 条 件 に お け る ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 転 写 物 の 全 体 の
組 を 含 む か ら で あ る 。
　 － 最 後 に 、 Ｒ Ｎ Ａ は 単 一 の 病 態 生 理 学 的 条 件 か ら 生 じ る こ と が で き 、 そ し て こ の 場 合 に
差 異 ス ク リ ー ニ ン グ は 同 じ 試 料 か ら の 成 熟 Ｒ Ｎ Ａ 及 び プ レ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。
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こ の よ う な 場 合 に 、 得 ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー は 自 己 由 来 の 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ
ラ リ ー で あ る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー の 有 用 性 は 、 そ れ ら が 与 え ら れ た 条 件 に お い て 転
写 さ れ た イ ン ト ロ ン の 全 範 囲 を も っ ぱ ら 含 む と い う 点 に あ る 。 そ れ ら が 異 な る 条 件 の 成 熟
Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る か ど う か は 、 調 査 中 の 条 件 が イ ン ト ロ
ン を 固 持 す る と 共 に そ れ ら の 容 易 な 同 定 を 与 え る こ と に よ り 特 徴 付 け ら れ る な ら ば 、 迅 速
に 確 か め る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 般 的 に い え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 胞
培 養 物 の 、 固 体 培 地 上 （ 特 に 、 寒 天 培 地 上 ） へ の ス プ レ ッ デ ィ ン グ に よ り 発 生 さ れ る 。 形
質 転 換 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る い か な る 技 術 （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム 沈 殿 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に よ る 感 染 等 ） に よ っ て も 行 わ れ
る 。 細 胞 培 養 物 は 、 一 般 に バ ク テ リ ア 培 養 物 、 例 え ば Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ で あ る 。 そ れ は 、 真 核
細 胞 培 養 物 、 特 に 下 等 真 核 細 胞 （ 例 え ば 酵 母 ） で あ る こ と も で き る 。 こ の ス プ レ ッ デ ィ ン
グ 段 階 は 皿 又 は い か な る 他 の 適 当 な 支 持 体 上 で も 無 菌 条 件 で 行 う こ と が で き る 。 更 に 、 寒
天 培 地 上 の 広 が っ た 培 養 物 は 例 え ば 冷 凍 し た 状 態 で （ グ リ セ ロ ー ル 又 は い か な る 他 の 適 当
な 作 用 物 質 中 で も ） 貯 蔵 す る こ と が で き る 。 当 然 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 「 デ ュ プ リ
ケ ー ト （ duplicate） 」 、 即 ち 、 後 に 更 に 完 全 に 記 載 さ れ る よ く 知 ら れ た 技 術 に 従 っ て 作
ら れ た コ ピ ー を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 更 に 、 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は
、 一 般 に 、 増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 、 即 ち 、 各 ク ロ ー ン を 増 幅 さ れ た 状 態 で 含 む ラ イ ブ ラ
リ ー を 作 成 す る の に 使 用 さ れ る 。 増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 下 記 の 如 く 作 成 さ れ る ： 即
ち 、 広 が っ た 培 養 物 か ら 出 発 し て 、 す べ て の 細 胞 ク ロ ー ン を 回 収 し 、 そ し て い か な る 適 合
性 の 培 地 で も 使 用 し て 冷 凍 さ れ た 状 態 で 又 は 冷 所 に 貯 蔵 す る た め に パ ッ ケ ー ジ す る 。 こ の
増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 有 利 に は Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ バ ク テ リ ア 培 養 物 か ら 作 成 さ れ そ し て
無 菌 条 件 で ４ ℃ で 貯 蔵 さ れ る 。 こ の 増 幅 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 種 々 の 用 途 の た め に 種 々
の 支 持 体 上 に こ の よ う な ク ロ ー ン を 含 有 す る い か な る そ の 後 に 作 成 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー の
作 成 及 び 制 限 の な い 複 製 も 可 能 と す る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 更 に 、 関 心 の あ る い
か な る ク ロ ー ン の 単 離 及 び 特 徴 付 け も 可 能 と す る 。 本 発 明 の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る 各 ク
ロ ー ン は 、 実 際 に 生 理 学 的 条 件 の 特 徴 的 エ レ メ ン ト で あ り 、 そ し て そ れ ゆ え マ ー カ ー 、 抗
体 産 生 、 診 断 、 遺 伝 子 導 入 治 療 等 の た め の サ ー チ の 如 き 種 々 の 調 査 の た め の 特 に 興 味 の あ
る 標 的 を 構 成 す る 。 こ れ ら の 種 々 の 用 途 は 以 下 に 更 に 詳 細 に 論 議 さ れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は
、 一 般 に 、 適 当 な 支 持 体 （ 例 え ば ペ ト リ 皿 ） 上 の 寒 天 培 地 に 培 養 物 を ス プ レ ッ デ ィ ン グ す
る こ と に よ り 上 記 し た よ う に し て 作 成 さ れ る 。 寒 天 培 地 を 使 用 す る こ と の 利 点 は 各 コ ロ ニ
ー を 分 離 し そ し て 別 個 に 認 識 す る こ と が で き る と い う こ と で あ る 。 こ の 培 養 物 か ら 出 発 し
て 、 同 じ デ ュ プ リ ケ ー ト を 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 技 術 に 従 う い か な る 適 当 な 支 持
体 上 で も レ プ リ カ 平 板 培 養 （ replica-plating） に よ り 簡 単 に 実 質 的 量 に お い て 作 成 す る
こ と が で き る 。 か く し て 、 デ ュ プ リ ケ ー ト は 、 フ ィ ル タ ー 、 そ の 上 に 細 胞 付 着 が 可 能 で あ
る 膜 （ ナ イ ロ ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 等 ） に よ っ て 得 ら れ う る 。 次 い で フ ィ ル タ ー は 、 核 酸
を 変 化 さ せ な い い か な る パ ッ ケ ー ジ ン グ 培 地 中 に も 、 乾 燥 さ れ た 状 態 で 例 え ば 4℃ で そ の
ま ま 貯 蔵 さ れ う る 。 フ ィ ル タ ー は 、 同 じ く 細 胞 、 タ ン パ ク 質 等 を 捨 て そ し て こ の よ う な 成
分 の み を 核 酸 と し て 保 持 す る こ と の よ う な 方 式 で 処 理 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 処 理 法
は 、 特 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 洗 剤 等 の 使 用 を 含 む こ と が で き る 。 処 理 さ れ た フ ィ ル タ ー は 、
い か な る 装 置 に お い て も 又 は 核 酸 の た め に 許 容 で き る い か な る 条 件 下 に で も 同 じ く 貯 蔵 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 同 じ く バ イ オ チ ッ プ 又 は い か な る 他 の 適 当 な 装 置 へ の ト ラ ン ス フ
ァ ー に よ り 核 酸 か ら 直 接 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 同 じ く ２ つ の 生 理 学 的 条 件 を 区 別 す る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト の 特 異
的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む い か な る ラ イ ブ ラ リ ー も 指 向 す る 。 こ れ ら は 、 有 利 に は 、
５ ～ １ ０ ０ mer、 好 ま し く は 、 ５ ０ mer未 満 、 例 え ば 、 ２ ５ merの 範 囲 の 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク
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レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 与 え ら れ た 条 件 又 は タ イ プ の 生 理 学 的 条 件 を 表 す 選 択
的 ス プ ラ イ シ ン グ に 特 異 的 で あ る 。 か く し て 、 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば
、 試 験 核 酸 集 団 及 び 基 準 核 酸 集 団 に 特 徴 的 な 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト を 表 す オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば
、 特 異 的 イ ン ト ロ ン 又 は エ キ ソ ン か ら 好 ま し く は 調 査 中 の ２ つ の 状 況 の １ つ に お い て 発 現
さ れ た 配 列 か ら 誘 導 さ れ う る か 又 は そ れ ら は エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン の 保 持 又 は 欠 失 に よ
り 形 成 さ れ た 連 結 部 に 相 当 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 あ る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト が ア ポ ト ー シ ス 条 件 に お い て 観 察 さ れ る こ と が 文 献
に 報 告 さ れ て い る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 Ｂ ｃ ｌ ｘ 、 Ｂ ａ ｘ 、 Ｆ ａ ｓ 又 は Ｇ ｒ ｂ ２ 遺 伝 子 内 の
ス プ ラ イ シ ン グ に つ い て 特 に 当 て は ま る 。 文 献 及 び ／ 又 は デ ー タ ベ ー ス に お い て 入 手 可 能
な 公 表 さ れ た デ ー タ 又 は 配 列 を 参 照 す る こ と に よ り 、 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 又 は ス プ
ラ イ シ ン グ さ れ て い な い 形 態 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 発 生 さ せ る こ と が 可 能 で あ
る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 下 記 の ス ト ラ テ ジ ー に 従 っ て 発 生 さ せ る こ
と が で き る ： 即 ち 、
　 （ ａ ） ア ポ ト ー シ ス 条 件 に 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 又 は ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト 及 び ス プ ラ
イ シ ン グ さ れ た ド メ イ ン の 配 列 を 同 定 す る こ と 。 こ の 同 定 法 は 公 表 さ れ た デ ー タ 又 は デ ー
タ ベ ー ス に お い て 入 手 可 能 な 配 列 の 編 集 （ compilation） に 基 づ く こ と が で き る 。
　 （ ｂ ） こ の ド メ イ ン の １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 領 域 に 相 当 す る １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 人 工 的 に 合 成 す る こ と 。 こ れ は ゆ え に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ り 試 験
試 料 の Ｒ Ｎ Ａ に お け る ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て い な い 形 態 の 同 定 を 可 能 と す る 。
　 （ ｃ ） ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ド メ イ ン に よ り 分 離 さ れ た ２ つ の ド メ イ ン 間 の 連 結 領 域 に
相 当 す る １ 種 又 は そ れ よ り 多 く の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 人 工 的 に 合 成 す る こ と 。 こ れ ら の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ゆ え ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ り 試 験 試 料 の Ｒ Ｎ Ａ に お け る ス プ ラ
イ シ ン グ さ れ た 形 態 の 同 定 を 可 能 と す る 。
　 （ ｄ ） ア ポ ト ー シ ス 条 件 に 特 徴 的 な 他 の タ ン パ ク 質 又 は ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 関 し
て 上 記 し た 段 階 （ ａ ） ～ （ ｃ ） を 繰 り 返 す こ と 。
　 （ ｅ ） 上 記 に 同 定 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー の ア ポ ト ー シ ス 形 態 に 特 異 的 な １ 種 又 は 複 数 種
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 第 1の 適 当 な 支 持 体 上 に 移 し そ し て 非 ア ポ ト ー シ ス 形 態 に 特 異 的
な １ 種 又 は そ れ よ り 多 く の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 他 の 適 当 な 支 持 体 上 に 移 す こ と 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ２ つ の 支 持 体 は 、 細 胞 又 は 試 験 試 料 の 生 理 学 的 状 態 及 び 特 に そ
れ ら の ア ポ ト ー シ ス 状 態 を 、 こ の よ う な 細 胞 又 は 試 料 に 由 来 す る 核 酸 調 製 物 の ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 に よ り 評 価 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 異 な る 病 態 生 理 学 的 状 態 （ 神 経 変 性 、 毒 性 、 増 殖 等 ） に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
使 用 し て 、 他 の 同 様 な ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る こ と が で き 、 か く し て 用 途 の 範 囲 を 広 げ
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 オ ル タ ナ テ ィ ブ イ ン ト ロ ン 又 は エ キ ソ ン ラ イ ブ ラ リ ー は 、 個 々 の 生 物 、 組 織 又 は 細 胞 培
養 物 の ゲ ノ ム に 関 す る 情 報 が 記 録 さ れ て い る デ ー タ ベ ー ス を シ ス テ マ テ ィ ッ ク に 分 析 す る
こ と に よ り 編 集 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ ー 化 さ れ た デ ー タ ベ ー ス シ ス テ ム の 形 態 に あ る こ と も
て き る 。 こ の よ う な 場 合 に 、 こ の よ う な バ ー チ ャ ル な デ ー タ ベ ー ス の 精 巧 化 に よ り 得 ら れ
た デ ー タ は 、 ２ つ の 病 態 生 理 学 的 条 件 を 平 行 し て 試 験 す る の に 役 立 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー を 発 生 さ せ る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー 化 さ れ た デ ー タ ベ ー ス は 、 与 え ら れ た ク ラ ス の タ ン パ ク 質 を 表 す 又 は 特
定 の 配 列 に 特 異 的 な 多 様 な ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 誘 導 す る の に 更 に 使 用 す る こ と が で き
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る 。 次 い で 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 種 々 の オ ル タ ナ テ ィ ブ イ ン ト ロ ン 及 び エ キ ソ ン ク ロ ー
ニ ン グ 技 術 に 由 来 す る ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー 上 に 付 着 さ せ て 、 こ れ ら の 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー
の 複 雑 度 を 認 識 し そ し て 与 え ら れ た ク ラ ス の タ ン パ ク 質 又 は 与 え ら れ た 規 定 さ れ た 配 列 が
、 ２ つ の 異 な る 病 態 生 理 学 的 状 態 を 比 較 す る と き 、 差 異 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る か ど う
か を 迅 速 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に 従 う 更 な る 核 酸 組 成 物 又 は ラ イ ブ ラ リ ー は 、 本 発 明 の 方 法 （ Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ ） に 従
っ て 同 定 さ れ た 配 列 か ら 発 生 さ せ た ア ン チ セ ン ス ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 こ の タ イ プ の ラ イ
ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る た め に 、 こ の よ う な 配 列 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ て 、 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の た め
に 使 用 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て ア ン チ セ ン ス オ リ エ ン テ ー シ ョ ン （ antisens
e orientation） に 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ 断 片 と し て 発 現 さ れ る 。 こ れ は い わ ゆ る ア ン チ セ ン ス
ラ イ ブ ラ リ ー を も た ら す 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 断 片 の オ リ エ ン テ ー シ
ョ ン を 可 能 と す る ク ロ ー ニ ン グ 変 異 体 を 優 先 的 に 利 用 す る 。 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス ラ イ
ブ ラ リ ー の 有 用 性 は 、 そ れ が 細 胞 系 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 可 能 と し そ し て 形 態 的 で あ
ろ う が 酵 素 的 で あ ろ う が 又 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 又 は 選 択 剤 に 対 す る 抵 抗 を 与 え る 遺 伝 子 の
使 用 に よ り 示 さ れ る す べ て の 表 現 型 の 変 化 （ phenotypic alterations） の 監 視 を 可 能 と す
る と い う こ と で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 の 後 の 表 現 型 変 化 の 分 析 は 、 一 般
に 、 い わ ゆ る 安 定 な ク ロ ー ン 、 即 ち 、 発 現 ベ ク タ ー 及 び 宿 主 ゲ ノ ム の 協 同 し た 複 製 を 可 能
と す る ク ロ ー ン の 選 択 の 後 行 わ れ る 。 こ の 協 同 は 、 細 胞 ゲ ノ ム へ の 発 現 ベ ク タ ー の 組 込 み
に よ り 可 能 と さ れ る か 又 は 発 現 ベ ク タ ー が エ ピ ソ ー ム で あ る と き 選 択 的 圧 力 に よ り 可 能 と
さ れ る 。 こ の よ う な 選 択 的 圧 力 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 培 養 物 を 、 発 現 ベ ク
タ ー に よ り 担 わ れ た 遺 伝 子 の 産 物 が 細 胞 内 で 発 現 さ れ る と き に の み 脱 毒 性 化 さ れ う る 毒 性
剤 で 処 理 す る こ と に よ り 加 え ら れ る 。 こ れ は 宿 主 及 び 導 入 遺 伝 子 複 製 間 の 同 期 化 を も た ら
す 。 有 利 に は 、 与 え ら れ た 細 胞 内 で ５ ０ ～ １ ０ ０ ベ ク タ ー コ ピ ー の 発 現 を 可 能 と す る エ プ
ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス に 由 来 す る エ ピ ソ ー ム ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る （ Deiss et al., (199
6), EMBO J., 15: 3861-3870; Kissil et al., (1995), J.Biol.Chem, 270: 27932-27936
） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ れ ら の ア ン チ セ ン ス ラ イ ブ ラ リ ー が 含 有 す る Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 配 列 に 関 係 す る こ れ ら の ア ン
チ セ ン ス ラ イ ブ ラ リ ー の 利 点 は 、 そ の 発 現 が 抑 制 さ れ て 選 ば れ た 表 現 型 を 産 生 す る 遺 伝 子
の 同 定 を 可 能 と す る の み な ら ず 、 こ の 遺 伝 子 の ど の ス プ ラ イ シ ン グ ア イ ソ フ ォ ー ム が 影 響
を 受 け た か の 同 定 も 可 能 と す る と い う こ と で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 断 片 が 与 え ら れ た エ キ ソ
ン を 標 的 と す る 場 合 に 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 及 び 従 っ て こ の ド メ イ ン が 関 与 す る 機 能 は 観
察 さ れ た 表 現 型 に 反 対 の 作 用 を す る こ と は そ れ か ら 推 定 で き る 。 こ の 点 で 、 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ と
ア ン チ セ ン ス ア プ ロ ー チ と の カ ッ プ リ ン グ は 機 能 的 ゲ ノ ミ ク ス に 対 す る 近 道 を 表 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 し た ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ サ イ ン す る た め の 配 列 情 報 を 得
る た め の 顕 著 な 利 点 を 与 え る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ポ ジ テ ィ ブ 及 び ネ ガ テ ィ ブ イ ベ ン ト （ 即
ち 、 ス プ ラ イ ス さ れ た ド メ イ ン 及 び ス プ ラ イ ス さ れ て い な い ド メ イ ン ） の 両 方 を 得 る こ と
を 可 能 と す る 。 か く し て 本 発 明 は 、 ２ つ の 病 態 生 理 学 的 状 態 又 は 与 え ら れ た 状 況 を 区 別 す
る ス プ ラ イ シ ン グ に よ り リ ク ル ー ト さ れ た エ キ ソ ン － エ キ ソ ン 及 び エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン
連 結 部 を 特 徴 付 け る 配 列 の す べ て に 対 す る ア ク セ ス を 与 え る ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 を 可 能 と
す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　
　 本 発 明 は 、 更 に 上 記 し た 核 酸 組 成 物 又 は ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む い か な る 支 持 体 材 料 （ 膜 、
フ ィ ル タ ー 、 バ イ オ チ ッ プ 、 チ ッ プ 等 ） も 指 向 す る 。 こ れ は 更 に 特 定 的 に は 細 胞 ラ イ ブ ラ
リ ー 又 は 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う い く つ か の ラ イ
ブ ラ リ ー を 含 む い か な る キ ッ ト 又 は 支 持 体 に も 関 す る 。 特 に 、 基 準 生 理 学 的 条 件 に 対 す る
試 験 生 理 学 的 条 件 の 定 性 的 特 徴 を 表 す ラ イ ブ ラ リ ー と 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 試 験 生 理 学
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的 条 件 に 対 す る 基 準 生 理 学 的 条 件 の 特 徴 を 表 す ラ イ ブ ラ リ ー （ 「 ラ イ ブ ラ リ ー 対 」 」 を 平
行 し て 使 用 す る こ と が 有 利 で あ り う る 。 か く し て 、 本 発 明 に 従 う 有 利 な キ ッ ト は 、 ２ つ の
生 理 学 的 条 件 に 属 す る ２ つ の 差 異 定 性 的 ラ イ ブ ラ リ ー （ differential qualitative libra
ries） （ 「 ラ イ ブ ラ リ ー 対 」 ） を 含 む 。 １ つ の 特 定 の 態 様 に 従 え ば 、 本 発 明 に 従 う キ ッ ト
は 、 例 え ば 、 異 な る 生 理 学 的 状 態 又 は 異 な る 生 物 学 的 試 料 に 相 当 す る 上 記 し た い く つ か の
ラ イ ブ ラ リ ー 対 を 含 む 。 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 共 通 の 支 持 体 上 に 順 次 に 配 列 さ れ た こ れ ら の
異 な る ラ イ ブ ラ リ ー 対 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 上 記 し た こ の 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 、 即 ち 、 エ キ
ソ ン と イ ン ト ロ ン を 識 別 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 支 持
体 材 料 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン 配 列 及 び ／ 又 は エ キ ソ ン －
エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン － エ キ ソ ン （ い か な る オ リ エ ン テ ー シ ョ ン に お い て も ） 連 結 領 域
に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と が で き る 。 か く し て 本 発 明 の 特 定 の 目 的 は 、 支 持 体 材 料 に 固 定
化 さ れ た 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 産 生 物 で あ っ て 、 （ ｉ ） 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ の エ キ ソ ン － エ キ ソ ン 又 は エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン 連 結 領 域 に 対 し て 相
補 的 及 び 特 異 的 な 配 列 を 含 み 、 （ ii） 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ５ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の
長 さ を 有 し 、 そ し て （ iii） 該 産 生 物 は 同 じ 遺 伝 子 又 は Ｒ Ｎ Ａ の 異 な る エ キ ソ ン － エ キ ソ
ン 又 は エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン 連 結 領 域 に 対 し て 相 補 的 及 び 特 異 的 な 少 な く と も ２ 組 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
　 該 産 生 物 は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 起 こ る こ と を 可 能 と す る 条 件 下 に 核 酸 を 含 有 す る 試 料 と
接 触 さ せ る と 、 該 試 料 中 の 連 結 領 域 の 存 在 又 は 不 存 在 の 決 定 を 可 能 と す る 、 産 生 物 も 含 む
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 上 記 し た と お り 、 支 持 体 上 の 核 酸 は 好 ま し く は 配 置 さ れ て お り 、 即 ち 、 支 持 体 の 既 知 の
分 離 し た 区 域 又 は 「 セ ル 」 に 位 置 し て い る 。 ２ ～ １ ０ ０ ０ 組 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
又 は そ れ よ り 多 く を 含 む 、 支 持 体 に 結 合 し た 複 数 の （ 組 の ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が あ る こ
と が で き る 。 そ れ ら は 、 支 持 体 材 料 の 表 面 に 高 い 又 は 低 い 密 度 で 付 着 さ せ る こ と が で き る
。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 予 め 決 定 さ れ た 幾 何 学 的 配 列 に お い て 支 持 体 の 表
面 に 付 着 さ れ る 。 特 に 、 支 持 体 上 の 特 定 の 「 セ ル 」 の 形 状 、 サ イ ズ 及 び 位 置 は 標 準 化 し て
、 自 動 的 評 価 を 可 能 と す る か 又 は 容 易 に す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 各 組 は 、 担 体 材 料 の 表 面 の 規 定 さ れ た 位 置 を 有 す る 「 セ ル 」 に 対 応 す る 。 セ ル の 数 は 状
況 に 依 存 し て 少 数 ～ 数 百 ま で 変 わ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 試 料 に お け る 連 結 領 域 の 存 在 又 は 不 存 在 の 決 定 の た め の 産 生 物 の 有 効 性 を 増 加 さ せ る た
め に 、 下 記 の 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が 特 に 好
ま し い 。
　 － 長 さ が １ ０ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 更 に 好 ま し く は 長 さ が １ ０ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 な
お 更 に 好 ま し く は 長 さ が １ ０ ～ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 有 利 に は 標 的 ス プ ラ イ ス ド メ イ ン 又 は ス プ ラ イ ス 連 結 部 に 集 中 す る が 、
オ ル タ ナ テ ィ ブ 配 置 （ alternative configuration） も 使 用 す る こ と が で き る 。 最 も 好 ま
し い 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 長 さ が １ ８ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 更 に 特 定 的 に は 長
さ が 約 ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し そ し て 本 質 的 に 標 的 ス プ ラ イ ス ド メ イ ン に 中 心 を 置 く （
即 ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も ４ ０ %、 好 ま し く は 少 な く と も ４ ５ %が 標 的 ス
プ ラ イ ス 連 結 部 の 各 部 位 か ら 延 び て い る ） 。 特 定 の 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ス プ
ラ イ ス 連 結 部 に 完 全 に 中 心 を 置 い た ２ ４ mer（ 即 ち 、 オ リ ゴ の 配 列 の １ ２ ヌ ク レ オ チ ド が
ス プ ラ イ ス 連 結 部 の 各 側 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ） 。
　 － ２ ５ ～ ６ ５ %、 好 ま し く は ３ ０ ～ ６ ０ %の Ｇ Ｃ 含 有 率 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。 Ｇ
Ｃ 含 有 率 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ に 依 存 し て 当 業 者 に よ り 調 節 さ れ う る 。 ４ ０ merで
は 、 ３ ０ %～ ６ ０ %の Ｇ Ｃ 含 有 率 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 ２ ４ merで は 、 ４ ０ %～ ６ ０ %の
Ｇ Ｃ 含 有 率 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
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　 － ６ ０ ～ ８ ０ ℃ の 溶 融 温 度 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。 溶 融 温 度 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 長 さ に 依 存 し て 当 業 者 に よ り 調 節 さ れ う る 。 例 え ば 、 ４ ０ merで は 、 ６ ５ ～ ７ ５ ℃
の 溶 融 温 度 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 ２ ４ merで は 、 ６ ５ ～ ７ ０ ℃ の 溶 融 温 度 を 有 す る こ
と が 好 ま し い 。
　 － ヘ ア ピ ン 傾 向 及 び ／ 又 は 自 己 ニ 量 体 化 傾 向 を 本 質 的 に 欠 い て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
。
【 ０ １ １ ５ 】
　 上 記 し た １ つ の 単 一 産 生 物 に お い て は 、 お 互 い に 対 し て 均 質 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 即
ち 、 上 記 し た と お り の 同 様 な 特 徴 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が 好 ま し い
。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 核 酸 の ア レ イ を 作 成 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 第 １ の 試 料 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 第 ２ の 試 料 に 由 来 す る 複 数 の 異 な る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 該 生 物 学 的 試 料 の 少 な く と も １ つ に お け る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
組 成 又 は 配 列 は 少 な く と も 部 分 的 に 未 知 で あ り 、
　 ｂ ） ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド か ら 、 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 核 酸 の 集 団 を
同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ し 、 該 ク ロ ー ニ ン グ 又 は 同 定 さ れ た 核 酸 は 該 試 料 間 で 差 異 的 に ス プ
ラ イ シ ン グ さ れ る 遺 伝 子 の 部 分 に 相 当 す る 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 み 、
　 ｃ ） ｂ ） で ク ロ ー ニ ン グ 又 は 同 定 さ れ た 核 酸 に 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ 、 好 ま し く は オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 し 、 そ し て
　 ｄ ） 支 持 体 上 に 該 核 酸 を 付 着 さ せ て 核 酸 の ア レ イ を 作 成 す る 、
こ と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ を 作 成 す る 方 法 で あ っ て 、
　 － ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 及 び ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て い な い 形 態 の １ つ 又 は 複 数 の 遺
伝 子 の 配 列 を 含 む 核 酸 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 し 、
　 － 該 形 態 の 該 遺 伝 子 に お け る ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 創 ら れ た 連 結 部 の 配 列 を 決 定 し 、 該
連 結 部 は 該 形 態 の 該 遺 伝 子 に 特 異 的 で あ り 、
　 － 該 連 結 部 配 列 に 相 補 的 及 び 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は １ ０ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は １ ０ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 、 そ
し て
　 － 支 持 体 上 に 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 付 着 さ せ て ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ
イ を 作 成 す る 、
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 上 記 し た 方 法 に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 連 結 部 の 配 列 は 当
該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ラ イ ブ
ラ リ ー に お け る 配 列 を 互 い に 比 較 し て 相 補 的 部 分 を 同 定 す る 。 こ の よ う な 相 補 的 部 分 は 連
結 領 域 を 規 定 す る 欠 失 し た 又 は 挿 入 さ れ た 配 列 も 同 定 す る 。 こ の よ う な 連 結 領 域 に 特 異 的
な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 技 術 を 使 用 し て 、 典 型 的 に は 化 学 的 合 成
に よ り デ ザ イ ン 及 び 合 成 す る こ と が で き る 。 有 利 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 上 記 し た 特
徴 の 少 な く と も １ つ を 示 す 。 支 持 体 上 の こ れ ら の オ リ ゴ の 付 着 は 、 多 様 な 技 術 に よ り 達 成
す る こ と が で き る （ 活 性 化 さ れ た 支 持 体 と の 直 接 の 結 合 、 ス ペ ー サ ー 基 に よ る 間 接 の 結 合
、 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ 、 非 共 有 結 合 又 は 共 有 結 合 カ ッ プ リ ン グ 、 電 気 的 カ ッ プ リ ン グ 等 ）
。 担 体 材 料 上 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 固 定 化 す る た め の 種 々 の 方 法 が 当 該 技 術 分 野 に お い て
、 例 え ば 、 Ｇ Ｂ ２ ， １ ９ ７ ， ７ ２ ０ 、 Ｆ Ｒ ２ ， ７ ２ ６ ， ２ ８ ６ 及 び Ｗ Ｏ ９ ７ ／ １ ８ ２ ２ ６
に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 特 許 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 受 動 的 吸 着 に よ
る 固 定 化 は 、 例 え ば 、 Inouye(J.Clin.Microbiol.28(1990)1469） に 記 載 さ れ て い る 。 共 有
結 合 又 は 紫 外 線 に よ る 固 定 化 は 、 例 え ば Morrissey et al.(Mol.Cell.Probe 3(1989)189）
に 記 載 さ れ て い る 。 上 記 し た と お り 、 支 持 体 は 固 体 又 は 半 固 体 で あ る こ と が で き そ し て ガ
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ラ ス 、 ポ リ マ ー 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 シ リ カ 、 金 属 、 ゲ ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、 テ フ ロ ン （ 登 録 商
標 ） 又 は ナ イ ロ ン 又 は 例 え ば Ｅ Ｐ ３ ７ ３ ２ ０ ３ 及 び Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ ５ ０ ７ ０ に 記 載 さ れ た い
か な る 他 の 材 料 も 含 む こ と が で き る 。 担 体 材 料 の 典 型 的 な 例 は ３ Ｄ リ ン ク 活 性 化 ス ラ イ ド
（ 3D-link activated slides） （ Motorola） を 含 む 。 核 酸 は 好 ま し く は 支 持 体 の 表 面 に 規
則 的 に 位 置 し て い る （ ordered） 。 そ れ ら の 密 度 は 当 業 者 に よ り 調 節 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 上 記 方 法 の 特 定 の 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 及 び 付 着 は 、 例 え ば 光 リ ソ グ ラ フ
ィ ー 又 は 圧 電 方 法 を 使 用 し て 、 同 時 に 、 即 ち 、 チ ッ プ 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ｉ ｎ 　 ｓ
ｉ ｔ ｕ 合 成 に よ り 達 成 さ れ る 。 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ 合 成 方 法 の 例 は Ｕ Ｓ ５ ０ ， ５ １ ０ ， ２ ７ ０
及 び Ｕ Ｓ ５ ， ７ ０ ０ ， ６ ３ ７ に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 特 許 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 上 記 の 方 法 は 、 有 利 に は コ ン ピ ュ ー タ ー 支 援 又 は コ ン ピ ュ ー タ ー 操 作 さ れ る 。 特 に 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の デ ザ イ ン は 、 種 々 の ソ フ ト ウ エ ア 、 例 え ば 、 ArrayDesigner2、 Featur
ama及 び PrimerFinderに よ り 操 作 さ れ う る 。 支 持 体 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ポ ッ テ ィ
ン グ は ロ ボ ッ ト 装 置 、 例 え ば 、 MicroGridll (BioRobotics） に よ り 操 作 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　
　 ２ つ の 病 態 生 理 学 的 状 態 間 に 発 生 す る 定 性 的 な 差 を 表 す 本 発 明 に 従 う ｃ Ｄ Ｎ Ａ 組 成 物 の
他 の 使 用 は 、 そ の プ ロ ー ブ を 誘 導 す る こ と か ら な る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 実 際 に 使 用 し
て ２ つ の 病 態 生 理 学 的 条 件 間 の 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ れ ら の プ ロ ー ブ （ 図 １ Ｄ 参 照 ） は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 慣 用 の 技 術 に 従 っ て 核 酸
ラ イ ブ ラ リ ー 又 は 集 団 を 標 識 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 標 識 化 は
、 好 ま し く は 、 酵 素 的 、 放 射 性 、 蛍 光 、 免 疫 学 的 手 段 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。 標 識 化
は 好 ま し く は 放 射 性 又 は 蛍 光 性 で あ る 。 こ の タ イ プ の 標 識 化 は 、 例 え ば 、 標 識 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド を 核 酸 集 団 （ 合 成 の 後 又 は 合 成 期 間 中 ） に 導 入 し て 、 慣 用 の 方 法 に よ る そ れ ら の
可 視 化 を 可 能 と す る こ と に よ り 達 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ゆ え に 、 １ つ の 用 途 は 、 慣 用 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と で あ る 。
こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ベ ク タ ー が フ ァ ー ジ 又 は コ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ る か ど う か に
依 存 し て 、 １ ０ ｋ ｂ ～ ４ ０ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 含 む こ と が で き る 。 か く し て 、 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ
に よ り 発 生 さ れ た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し そ し て ２ つ の 条 件 間 で 発 生 す る 差 異 ス プ
ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト を 表 す ク ロ ー ン の 数 は 、 か く し て 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 影 響 を
受 け た 遺 伝 子 の 数 を 、 そ れ ら が 調 査 さ れ て い る 一 方 又 は 他 方 の 条 件 で 発 現 さ れ て い る か ど
う か に 従 っ て 、 ほ ぼ 反 映 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト を 同 定 す る の に 適 合 し た ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ 一 般 に ヒ ト 起 源 の ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 さ れ る 。 こ
の よ う な ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は 、 統 計 的 に 単 一 の 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ 可 能 な
エ レ メ ン ト の み 、 即 ち 、 単 一 の エ キ ソ ン 又 は 単 一 の エ キ ソ ン の み を 生 じ さ せ る よ う に 、 制
限 さ れ た サ イ ズ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 一 般 に ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ） か ら な る 。 ゆ え に
、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ４ 塩 基 に よ り 制 限 さ れ た 認 識 部 位 を 有 す
る 酵 素 で 消 化 し 、 か く し て 制 御 さ れ た 消 化 に よ り １ ｋ ｂ の 平 均 サ イ ズ を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片
を 得 る 可 能 性 を 与 え る こ と に よ り 作 成 さ れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 高 等 真 核 生 物 ゲ ノ ム を
表 す Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る の に １ ０ 7 ク ロ ー ン の 発 生 を 必 要 と す る 。 こ の よ う な
ラ イ ブ ラ リ ー は 同 じ く 本 願 の 目 的 で あ る 。 つ い で こ の ラ イ ブ ラ リ ー を 定 性 的 差 異 ス ク リ ー
ニ ン グ に 由 来 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 実 際 、 調 査 さ れ そ し て ２ つ の 病 態
生 理 学 的 条 件 Ａ 及 び Ｂ を 比 較 す る 各 実 験 で は 、 ２ つ の プ ロ ー ブ （ プ ロ ー ブ 対 ） が 得 ら れ る
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。 １ つ の プ ロ ー ブ は 条 件 Ａ の 特 徴 的 な ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 富 ん で お り そ し て 他 方 の
プ ロ ー ブ は Ｂ の 特 徴 的 ス プ ラ イ シ ン グ マ ー カ ー に 富 ん で い る 。 い ず れ か の プ ロ ー ブ の １ つ
と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー に お け る ク ロ ー ン は 対 応 す る 病 態 生
理 学 的 条 件 に お い て 優 先 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 か く し て 遺 伝 子 発 現 に お け る 定 性 的 な 差 の シ ス テ マ チ ッ ク な 同 定 を 与
え る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 例 え ば 、 毒 物 学 、 薬 理 学 又 は 更 に 薬 理 ゲ ノ ミ ッ ク ス の 分 野 に お い
て 関 心 の あ る 分 子 の 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ に 関 係 す る 多 く の 用 途 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 ゆ え に 、 本 発 明 は 、 更 に 、 治 療 又 は 診 断 的 価 値 の あ る 分 子 を 同 定 す る た め の 前 記 し た 方
法 、 核 酸 又 は ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 特 定 的 に は 病 理 学 に お い て 変 化
さ せ ら れ る タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 同 定 す る た め の 上 記 し た 方 法 、 核 酸 又 は
ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ れ ら の 技 術 の 主 要 な 強 み の １ つ は 、 実 際 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー 内 の 、 結 果 と し て 対 応 す る
タ ン パ ク 質 内 の 与 え ら れ た 障 害 に お い て 影 響 を 受 け る 機 能 的 ド メ イ ン の 同 定 で あ る 。 こ れ
は 、 病 理 学 的 状 態 の 進 展 及 び 持 続 に お け る 与 え ら れ た ド メ イ ン の 重 要 性 を 評 価 す る こ と を
可 能 と す る 。 病 理 学 的 障 害 の 影 響 を 与 え ら れ た タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に 制 限 す る こ と の 直 接
の 利 点 は 、 該 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン が 治 療 目 的 の 小 さ な 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 関
係 の あ る 標 的 と 考 え る こ と が で き る と い う こ と に あ る 。 こ の 情 報 は 更 に 遺 伝 子 治 療 に よ り
送 達 さ れ う る 治 療 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド を デ ザ イ ン す る た め の キ ー を 構 成 す る ： 即 ち 、
こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 特 に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 技 術 に よ り 同 定 さ れ る ド メ イ ン に 対
す る 中 和 抗 体 に 由 来 す る 一 本 鎖 抗 体 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 更 に 特 定 的 に は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、
　 － オ ル タ ナ テ ィ ブ エ キ ソ ン （ alternative exons） に 由 来 す る コ ー ド 配 列 で あ る こ と が
で き 、
　 － ２ つ の 病 態 生 理 学 的 状 態 間 の 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た イ ン ト ロ ン に よ り 生 じ た 非 コ
ー ド 配 列 に 相 当 す る こ と が で き る 、
分 子 を 提 供 す る 。 こ れ ら の ２ つ の 点 か ら 種 々 の 情 報 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ２ つ の 病 態 生 理 学 的 状 態 を 区 別 す る エ キ ソ ン の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ は 、 特 定 の タ ン パ
ク 質 の １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る （ よ り 正 確 な 用 語 で は 、 抑 制 又 は
回 復 す る ） こ と が で き る 遺 伝 子 発 現 の 調 節 機 構 を 反 映 す る 。 ゆ え に 、 構 造 的 及 び 機 能 的 ド
メ イ ン の 大 部 分 （ Ｓ Ｈ ２ 、 Ｓ Ｈ ３ 、 Ｐ Ｔ Ｂ 、 Ｐ Ｄ Ｚ 及 び 種 々 の 酵 素 の 触 媒 ド メ イ ン ） は い
く つ か の 連 続 的 エ キ ソ ン （ contiguous exons） に よ り コ ー ド さ れ て い る の で 、 ２ つ の 形 状
（ configurations） を 考 慮 す る こ と が で き る ：
　 ｉ ） ド メ イ ン は 病 理 的 条 件 に お い て ト ラ ン ケ ー シ ョ ン さ れ る （ Zhu, Q. et al., (1994)
, J.Exp.Med., 180(2): 461-470） ； こ れ は 、 こ の よ う な ド メ イ ン が 関 与 す る シ グ ナ ル 伝
達 経 路 （ signaling pathways） は 治 療 目 的 で 回 復 さ れ な け れ ば な ら な い と い う こ と を 示 す
。
　 ii） ド メ イ ン は 病 理 的 障 害 の 過 程 で 保 持 さ れ る が 、 こ れ に 対 し て そ れ ら は 健 康 な 状 態 で
は 存 在 し な い ； こ れ ら の ド メ イ ン は こ の よ う な ド メ イ ン に よ り 媒 介 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 に
拮 抗 す る こ と を 意 図 し た 低 分 子 量 化 合 物 に 対 す る 標 的 を ス ク リ ー ニ ン グ す る と 考 え ら れ う
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 配 列 は 、 コ ー ド 配 列 の ５ ′ 又 は ３ ′ に 位 置 し た 非 コ ー ド 領 域
に 相 当 す る か 又 は ２ つ の コ ー ド エ キ ソ ン 間 に 存 在 す る イ ン ト ロ ン に 相 当 す る こ と が で き る
。 非 コ ー ド 領 域 に お い て は 、 こ れ ら の 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー 安 定 性 又 は
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翻 訳 性 の 変 更 （ modification） を 反 映 す る こ と が で き る （ Bloom, T.J. and Beavo, J.A.,
 (1995), Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 93(24): 14188-14192; Ambartsumian, N.et al., (1
995), Gene, 159(1): 125-130） 。 こ れ ら の 現 象 の 調 査 は こ の よ う な 情 報 に 基 づ い て 行 わ
れ る べ き で あ り 、 そ し て 相 当 す る タ ン パ ク 質 を そ の 蓄 積 又 は 消 失 を 考 慮 し て 候 補 標 的 と み
な す （ qualify） か も 知 れ な い 。 コ ー ド 配 列 に お け る イ ン ト ロ ン の 保 持 は 、 リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム 内 に 停 止 コ ド ン を 導 入 す る こ と に よ り ネ イ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ケ ー シ ョ ン
を も た ら す （ Varesco., L., et al., (1994), Hum.Genet., 93(3): 281-286; Canton, H.
, et al., (1996), Mol.Pharmacol., 50(4), 799-807; Ion, A., et al., (1996), Am.J.
Hum.Genet., 58(6): 1185-1191） 。 こ の よ う な 停 止 コ ド ン が 読 み と ら れ る 前 に 、 一 般 に 多
数 の 追 加 の コ ド ン の 翻 訳 が 起 こ り 、 そ れ に よ り 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の タ ン パ ク 質 マ ー カ
ー と し て 挙 動 す る 特 定 の 配 列 が 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 に 付 加 さ れ る 。 こ れ ら の 追 加 の ア ミ
ノ 酸 は 、 病 理 学 的 条 件 に 固 有 の 選 択 的 形 態 に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 さ せ る の に 使 用 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 次 い で 診 断 ツ ー ル と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ケ ー シ
ョ ン さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 性 質 の 変 更 （ change） 又 は 変 化 （ alteration） す ら 受 け る 。 か
く し て 、 酵 素 は そ れ ら の 触 媒 ド メ イ ン 又 は 調 節 ド メ イ ン を あ い ま い に す る （ loose） こ と
が で き 、 不 活 性 に な る か 又 は 構 成 的 に 活 性 化 さ れ う る 。 ア ダ プ タ ー は 、 そ れ ら の シ グ ナ ル
伝 達 カ ス ケ ー ド の 種 々 の パ ー ト ナ ー を 連 結 す る 能 力 を 失 う こ と が あ る （ Watanabe, K.et a
l., (1995), J.Biol.Chem., 270(23): 13733-13739） 。 受 容 体 の ス プ ラ イ シ ン グ 産 生 物 は
、 そ れ ら の 対 応 す る リ ガ ン ド に 結 合 す る 能 力 を 失 っ た 受 容 体 の 形 成 を も た ら す こ と が あ り
（ Nakajima, et.al., (1996), life Sci., 58(9): 761-768） そ し て そ れ ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン の 放 出 に よ り 受 容 体 の 可 溶 性 形 態 を 発 生 さ せ る こ と も で き る （ Cheng J., (1994), Sc
ience, 263(5154): 1759-1762） 。 こ の 場 合 に 、 診 断 試 験 は 、 種 々 の 生 理 学 的 流 体 中 の 与
え ら れ た リ ガ ン ド に 結 合 す る 受 容 体 の 循 環 す る 可 溶 性 形 態 の 存 在 に 基 づ い て デ ザ イ ン さ れ
う る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 特 定 的 に は 、 病 理 学 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 原 性 ド メ
イ ン を 同 定 す る た め の 前 記 し た 方 法 、 核 酸 又 は ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は 病
理 学 的 状 態 を 診 断 す る た め の 上 記 し た 核 酸 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 病 理 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 同 定 及 び ／ 又 は 製 造 す
る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 病 理 試 料 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 健 康 な 試 料 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ
せ る か 又 は そ の 逆 、 又 は 両 方 を 平 行 し て 行 う こ と 、
　 （ ｂ ） 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 内 で 、 健 康 な 状 態 に 対 し て 病 理 状 態 に 特 異 的 な 定 性 的 な
差 （ 対 を 形 成 し な い （ Ｒ Ｎ Ａ ） 又 は 対 を 形 成 し た （ 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ） ） に 相 当 す る 領 域 を 同
定 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） で 同 定 さ れ た １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 領 域 に 相 当 す る タ ン パ ク 質 又 は
タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 同 定 及 び ／ 又 は 産 生 さ せ る こ と 、
を 含 む 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 そ の よ う に 同 定 さ れ た 領 域 は 、 一 般 に 、 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ に 相 当 す る が 、 そ れ ら は 例
え ば 挿 入 （ １ つ 又 は 複 数 ） 又 は 欠 失 （ １ つ 又 は 複 数 ） の 如 き 他 の 遺 伝 子 変 化 に 相 当 す る こ
と も で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 （ １ つ 又 は 複 数 ） 又 は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 単 離 し 、 配 列 決 定 し そ し て 治 療
又 は 診 断 用 途 に お い て 、 特 に 他 の 抗 体 産 生 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ の 点 を よ り よ く 説 明 す る た め に 、 本 発 明 の 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ は が ん 抑 制 遺 伝
子 を 有 利 に 同 定 す る こ と を 可 能 と す る 。 実 際 、 例 は 、 抑 制 遺 伝 子 が 腫 瘍 の 進 行 中 に 不 活 性
化 さ れ る １ つ の 方 法 は 選 択 的 形 態 （ alternative forms） の ス プ ラ イ シ ン グ の モ ジ ュ レ ー
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シ ョ ン に よ る 不 活 性 化 で あ る こ と を 実 施 例 は 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ の ゆ え に 、 小 細 胞 肺 癌 に お い て 、 Ｒ Ｂ フ ァ ミ リ ー に 属 す る タ ン パ ク 質 ｐ １ ３ ０ （ 網 膜
芽 細 胞 腫 タ ン パ ク 質 ） の 遺 伝 子 は 、 コ ン セ ン サ ス ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 で 突 然 変 異 さ せ ら れ
る 。 こ の 突 然 変 異 は 、 エ キ ソ ン ２ の 除 去 及 び 未 成 熟 停 止 コ ド ン （ premature stop codon）
の 存 在 に よ る タ ン パ ク 質 の 合 成 の 欠 如 を 生 じ さ せ る 。 こ の 観 察 は 、 腫 瘍 形 成 に お け る Ｒ Ｂ
フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 重 要 性 を 強 調 す る そ の 種 の 最 初 の も の で あ っ た 。 同 様 に 、 あ る 種 の
非 小 細 胞 肺 癌 に お い て 、 タ ン パ ク 質 ｐ １ ６ １ Ｎ Ｋ ４ Ａ 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ ｃ ｄ ｋ
４ 及 び ｃ ｄ ｋ ６ の 阻 害 剤 で あ る タ ン パ ク 質 、 の 遺 伝 子 は 、 供 与 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 （ dono
r splicing site） で 突 然 変 異 さ れ る 。 こ の 突 然 変 異 は 、 短 い 半 減 期 を 有 す る ト ラ ン ケ ー
シ ョ ン さ れ た タ ン パ ク 質 の 産 生 を も た ら し 、 こ れ は Ｒ Ｂ の 不 活 性 な リ ン 酸 化 形 態 の 蓄 積 を
も た ら す 。 更 に 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｗ ｉ ｌ ｍ の が ん 抑 制 遺 伝 子 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 発
生 し た い く つ か の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る 。 乳 癌 で は 、 種 々 の 変 異 体 の 相 対 的
割 合 は 健 康 な 組 織 に 比 べ て 変 更 さ れ て お り （ modified） 、 そ れ に よ り 腫 瘍 の 進 行 に お け る
Ｗ Ｔ １ の 種 々 の 機 能 的 ド メ イ ン の 重 要 性 を 理 解 す る こ と へ の 診 断 ツ ー ル 又 は 手 が か り を 与
え る 。 細 胞 形 質 転 換 期 間 中 の 種 々 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 形 態 及 び タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ
ー ム 間 の 割 合 に 影 響 を 与 え る 同 じ 変 化 プ ロ セ ス が ニ ュ ー ロ フ イ ブ リ ン Ｎ Ｆ １ の 場 合 に も 見
出 さ れ る 。 更 に 、 ス プ ラ イ シ ン グ 現 象 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン が 腫 瘍 進 行 の マ ー カ ー と し て 挙
動 す る と い う 概 念 は Ｈ Ｄ Ｍ ２ の 例 に よ り さ ら に 支 持 さ れ 、 そ の 場 合 ５ つ の 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ イ ベ ン ト が 卵 巣 及 び 膵 臓 癌 に お い て 検 出 さ れ 、 そ の 発 現 は 腫 瘍 進 展 の 段 階 に 依 存 し
て 増 加 す る 。 更 に 、 頭 部 及 び 頚 部 癌 で は 、 ｐ ５ ３ が 不 活 性 化 さ れ る 機 構 の １ つ は コ ン セ ン
サ ス ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 で の 突 然 変 異 を 伴 う 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ れ ら の 少 数 の 例 は 、 与 え ら れ た 腫 瘍 と 隣 接 し た 健 康 な 組 織 と を 識 別 す る 選 択 的 ス プ ラ
イ シ ン グ パ タ ー ン の た め の シ ス テ マ チ ッ ク ス ク リ ー ニ ン グ に 基 づ く 本 発 明 の 方 法 の 利 益 を
説 明 す る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 結 果 は 、 既 知 の が ん 抑 制 遺 伝 子 の 特 徴 付 け の み な ら ず
、 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 独 創 的 且 つ シ ス テ マ チ ッ ク な 面 に 鑑 み 、 新 し い が ん 抑
制 遺 伝 子 に 影 響 を 与 え そ う な 腫 瘍 に 対 し て 特 異 的 な 新 規 な 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 同 定 も
可 能 と す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ゆ え に 、 本 発 明 は 、 前 記 し た 、 が ん 抑 制 遺 伝 子 又 は こ れ ら の が ん 抑 制 遺 伝 子 内 の 遺 伝 子
変 化 （ 例 え ば 、 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト ） を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 更 に
指 向 す る 。 こ の 方 法 は 、 有 利 に は 、 下 記 の 段 階 ：
　 （ ａ ） 腫 瘍 試 料 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 健 康 な 試 料 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ
せ る か 又 は そ の 逆 、 又 は 両 方 を 平 行 し て 行 う こ と 、
　 （ ｂ ） 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 内 で 、 健 康 な 試 料 に 対 す る 腫 瘍 試 料 に 特 異 的 な 領 域 を 同
定 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 段 階 （ ｂ ） で 同 定 さ れ た １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 領 域 に 相 当 す る タ ン パ ク 質 又 は
タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 同 定 す る こ と 、
を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 次 い で 、 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の が ん 抑 制 性 を 、 種 々 の 既 知 の
モ デ ル で 試 験 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 又 は そ れ ら の ネ イ テ ィ ブ 形
態 （ 健 康 な 組 織 で 観 察 さ れ る ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン を 示 す ） を 、 種 々 の 治 療 的 又 は 診 断
用 途 に 、 特 に 抗 腫 瘍 遺 伝 子 治 療 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ゆ え に 、 本 願 は 、 本 技 術 を 具 体 化 す る 種 々 の 観 点 の み な ら ず 、 研 究 に お い て 得 ら れ る 情
報 の 利 用 、 低 分 子 量 の 化 合 物 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 開 発 及 び 遺 伝 子 治 療 又
は 診 断 ツ ー ル の 開 発 に も 関 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
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　 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 は 更 に 、 遺 伝 毒 物 学 に お け る 上 記 し た 方 法 、 核 酸 又 は ラ イ ブ ラ リ
ー の 使 用 、 即 ち 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 予 言 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 毒 性 作 用 物 質 に よ る 細 胞 又 は 組 織 の 処 理 期 間 中 に 開 始 さ れ る 遺 伝 子 プ ロ グ ラ ム は 、 主 と
し て ア ポ ト ー シ ス プ ロ セ ス 又 は プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 と 顕 著 に 相 関 し て い る 。 こ の よ う
な ア ポ ト ー シ ス 機 構 を 調 節 す る こ と に お い て 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ プ ロ セ ス の 重 要 性 は 文
献 に 記 載 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 今 日 ま で に 述 べ ら れ た 単 一 の 遺 伝 子 工 学 技 術 は 、 ２
つ の 与 え ら れ た 病 態 生 理 学 的 条 件 に 特 有 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ る 配 列 変 化 の 完 全 な
ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 単 離 を 可 能 と し な い 。 本 発 明 に よ り 開 発 さ れ た 定 性 的 差 異 ス プ ラ イ シ
ン グ ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 内 の ２ つ の 条 件 間 で 発 生 す る す べ て の
ス プ ラ イ シ ン グ 差 を 集 め る こ と を 可 能 と す る 。 標 準 毒 性 化 合 物 で 処 理 さ れ た 又 は 処 理 さ れ
て い な い 組 織 （ 又 は 細 胞 培 養 物 ） Ｒ Ｎ Ａ 配 列 （ 例 え ば メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ ） を 比 較 す る
こ と は 、 調 べ ら れ る べ き 毒 性 作 用 を 特 徴 付 け る 遺 伝 子 発 現 の 定 性 的 な 差 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー の 発 生 を 可 能 と す る 。 次 い で こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 毒 性 に つ い て
評 価 さ れ る べ き 化 学 品 で 処 理 し た 同 じ 組 織 又 は 細 胞 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る プ ロ ー ブ
と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ の 与 え ら れ た 標 準 毒 性 条 件 に
特 異 的 な 遺 伝 子 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 相 対 的 能 力 は 、 化 合 物 の 毒 性 を 決 定 す る こ と
を 可 能 と す る 。 更 に 、 毒 性 作 用 物 質 に よ り 誘 発 さ れ た 定 性 的 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー の 発 生 及 び
利 用 の た め の Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 使 用 に 加 え て 、 本 発 明 の 一 部 は 、 あ る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の
ス プ ラ イ シ ン グ に お け る 調 節 欠 陥 が 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 細 胞 毒 性 及 び ア ポ ト ー シ ス 試
験 で 決 定 さ れ た Ｉ Ｃ ５ ０ よ り 低 い 用 量 で 、 あ る 毒 性 作 用 物 質 に よ り 誘 発 さ れ う る こ と を 証
明 す る こ と か ら も な る 。 こ の よ う な 調 節 欠 陥 （ 又 は 脱 調 節 （ deregulations） を マ ー カ ー
と し て 使 用 し て 分 子 （ 化 学 的 又 は 遺 伝 子 ） の 毒 性 及 び ／ 又 は 効 能 を 評 価 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ゆ え に 、 本 発 明 は 、 ま た 、 生 物 学 的 試 料 に 対 し て 化 合 物 に よ り 誘 発 さ れ る ス プ ラ イ シ ン
グ 形 態 及 び ／ 又 は パ タ ー ン の 検 出 に 基 づ く 、 化 合 物 の 毒 性 及 び ／ 又 は 治 療 潜 在 力 を 検 出 又
は 監 視 す る た め の い か な る 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 マ ー カ ー と し て の ス プ ラ イ シ
ン グ 形 態 及 び ／ 又 は パ タ ー ン の い か な る 変 更 （ modification） も 使 用 し て 分 子 の 毒 性 及 び
／ 又 は 効 能 を 評 価 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 毒 性 評 価 又 は 監 視 は 更 に 特 定 的 に は ２ つ の ア プ ロ ー チ に 従 っ て 行 う こ と が で き る ：
　 　 第 １ の ア プ ロ ー チ に 従 え ば 、 一 方 で は 処 理 に 付 さ れ な か っ た 基 準 組 織 又 は 細 胞 培 養 物
と 他 方 で は そ の 毒 性 が 評 価 さ れ る べ き 産 生 物 に よ り 処 理 さ れ た も の と の 間 で 、 定 性 的 差 異
ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 こ の 産 生 物 に よ り 特 定 的 に 誘 発 さ れ た 定 性 的 な 差 を
表 す ク ロ ー ン の 分 析 は 、 次 い で ア ポ ト ー シ ス の 如 き 毒 性 反 応 に 関 与 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 密 接 に
関 係 す る イ ベ ン ト の こ れ ら の ク ロ ー ン 内 の 最 終 的 検 出 を 与 え る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ の よ う な マ ー カ ー は 監 視 さ れ る 。 何 故 な ら ば 、 そ れ ら は が 問 題 の 産 生 物 の 用 量 及 び 問
題 の 産 生 物 に よ る 処 理 の 期 間 の 関 数 と し て 生 じ 、 そ れ に よ り そ の 毒 物 学 的 プ ロ フ ィ ル を 確
立 す る こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ゆ え に 、 本 願 は 、 そ の 毒 性 が 測 定 さ れ る べ き 化 合 物 に よ り モ デ ル 生 物 学 的 シ ス テ ム に お
い て 誘 発 さ れ た 毒 性 マ ー カ ー を 、 上 記 し た 方 法 に 従 う 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て
同 定 す る た め の 方 法 も 指 向 す る 。 こ れ に つ い て 、 本 発 明 は 、 特 に 、 試 験 毒 性 化 合 物 に よ る
処 理 を 受 け た か 又 は 受 け て い な い 試 料 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 間 の 定 性 的 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー
を 作 成 し 、 そ し て 処 理 後 の 試 料 の 性 質 に 特 異 的 な 毒 性 マ ー カ ー を 調 べ る こ と を 含 む 、 与 え
ら れ た 生 物 学 的 試 料 の 毒 性 状 態 に 特 異 的 な 核 酸 を 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る た め の
方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
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　 第 ２ の ア プ ロ ー チ に 従 え ば 、 与 え ら れ た 基 準 組 織 又 は 細 胞 モ デ ル に つ い て 投 与 量 及 び 処
理 期 間 の 関 数 と し て 毒 性 プ ロ フ ィ ル を 完 全 に 表 す ア バ ク ス （ abacus） が 種 々 の 種 類 の 毒 性
産 生 物 に つ い て 作 成 さ れ る 。 各 ア バ ク ス ド ッ ト に つ い て 、 定 性 的 な 遺 伝 的 差 異 を 表 す ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 後 者 は 定 性 的 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー を 表 す 、 即
ち 、 そ れ ら は ア バ ク ス ダ イ ア グ ラ ム に お い て 選 ば れ た ド ッ ト か ら の 遺 伝 子 情 報 及 び コ ン ト
ロ ー ル 組 織 又 は 細 胞 モ デ ル に お け る 対 応 す る ド ッ ト か ら の 遺 伝 子 情 報 を 抽 出 す る こ と に よ
り 得 ら れ る 。 実 施 例 に 記 載 し た と お り 、 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 １ つ の 条 件 に 由 来
す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 他 の 条 件 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に 基 づ い て い
る 。 上 記 し た と お り 、 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 プ レ メ ッ セ ン ジ ャ ー 種 を 含 有 す る 全
Ｒ Ｎ Ａ 又 は 核 Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ の 点 で 、 本 発 明 は 、 与 え ら れ た 生 物 学 的 試 料 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 決 定 又 は 評
価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 － 健 康 な 状 態 か ら の 該 生 物 学 的 試 料 及 び 基 準 毒 性 化 合 物 に よ る 該 試 料 の 処 理 か ら 生 じ る
毒 性 の 種 々 の 段 階 に お け る 該 生 物 学 的 試 料 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 間 の 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー を
、
　 － 該 試 験 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ た 生 物 学 的 試 料 の 核 酸 調 製 物 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、
そ し て 　
　 － 種 々 の ラ イ ブ ラ リ ー と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 程 度 を 決 定 す る こ と に よ り 試 験 化 合 物 の
毒 性 を 評 価 す る 、
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 こ の 方 法 に 従 え ば 、
　 － 条 件 Ａ （ 試 験 ） か ら の Ｒ Ｎ Ａ と 条 件 Ｂ （ 基 準 ） か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｒ Ａ ／ ｃ Ｂ ）
　 － 条 件 Ｂ （ 基 準 ） か ら の Ｒ Ｎ Ａ と 条 件 Ａ （ 試 験 ） か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ）
間 の 、 各 条 件 （ 化 合 物 投 与 量 及 び ／ 又 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 ） に つ い て ２ つ の ク ロ ス
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 進 行 さ せ る こ と が 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 か く し て 、 各 ア バ ク ス ド ッ ト に お け る 各 基 準 毒 性 条 件 は 、 ２ つ の 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ
ン グ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 応 す る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー の １ つ は 、 定 性 的 な 差 、 即 ち 、 特
に 正 常 な 基 準 条 件 に 特 異 的 な 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト の フ ル コ レ ク シ ョ ン で あ り 、
こ れ に 対 し て 他 方 の ラ イ ブ ラ リ ー は 毒 性 状 況 に 特 異 的 な ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト の フ ル コ
レ ク シ ョ ン で あ る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 固 体 支 持 体 材 料 、 例 え ば 、 ナ イ ロ ン 又 は ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 有 利 に は チ ッ プ 上 で レ プ リ カ 平 板 培 養 さ れ る （ replica-plat
ed） 。 可 変 長 （ 考 慮 さ れ る ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト に 従 っ て ） の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 か ら 最 初 に
形 成 さ れ た こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 予 め 単 離 さ れ た 配 列 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 使 用 す る こ と に よ り 最 適 化 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 化 合 物 が 医 薬 開 発 の た め の 候 補 者 で あ る 場 合 に は 、 こ れ は 毒 性 ア バ ク ス ダ イ ア グ ラ ム に
記 録 さ れ た の と 同 じ 組 織 又 は 細 胞 モ デ ル で 試 験 す る こ と が で き る 。 次 い で 分 子 プ ロ ー ブ を
、 関 心 の あ る 化 合 物 で 処 理 さ れ た 生 物 学 的 試 料 か ら 抽 出 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 合 成 す る こ と
が で き る 。 次 い で こ れ ら の プ ロ ー ブ を 、 ｒ Ａ ／ ｃ Ｂ 及 び ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 有 す る
フ ィ ル タ ー 上 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 例 え ば 、 ｒ Ａ ／ ｃ Ｂ ラ イ ブ ラ リ ー は 正 常 な 条 件
に 特 異 的 な 配 列 を 含 有 す る こ と が で き そ し て ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 毒 性 条 件 に 特 異 的
な 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 種 を 含 有 す る こ と が で き る 。 次 い で 化 合 物 の 無 害 又 は 毒 性
は 、 試 験 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ た 基 準 組 織 又 は 細 胞 モ デ ル に 属 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 由 来 の プ ロ ー
ブ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル を 検 査 す る こ と に よ り 容 易 に 評 価 さ れ る ：
　 － ｒ Ａ ／ ｃ Ｂ ラ イ ブ ラ リ ー と の 有 効 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に
お け る シ グ ナ ル が な い こ と は 、 化 合 物 が 調 べ て い る モ デ ル に お け る 毒 性 を 持 た な い こ と を
証 明 す る 　
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　 － プ ロ ー ブ と ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン と の ポ ジ テ ィ ブ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 試
験 化 合 物 で 誘 発 さ れ た 毒 性 の 証 拠 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー に 関 係 す る 実 際 の 用 途 は 、 エ タ ノ ー ル 、 カ ン プ ト テ シ ン 又 は Ｐ
Ｍ Ａ の 如 き 毒 性 作 用 物 質 に よ る 処 理 の 後 の 肝 細 胞 培 養 モ デ ル 、 例 え ば Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 系 、 腎 上
皮 細 胞 、 例 え ば 、 Ｈ ｋ － ２ 系 又 は 内 皮 細 胞 、 例 え ば Ｅ Ｃ Ｖ ３ ０ ４ 系 に よ り 与 え ら れ う る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 好 ま し い 例 は 、 毒 性 作 用 物 質 又 は 刺 激 剤 に よ る 処 理 を 受 け て い る か 又 は 受 け て い な い 皮
膚 培 養 物 モ デ ル の 化 粧 品 試 験 に お け る 使 用 に よ り 与 え ら れ う る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ゆ え に 、 本 願 の 更 な る 目 的 は 、 文 献 に 開 示 さ れ た ア バ ク ス チ ャ ー ト に 従 う 広 い ク ラ ス の
毒 性 作 用 物 質 を 表 す 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ た 基 準 器 官 、 組 織 又 は 細 胞 培 養 物 か ら 造 ら れ た
差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ と Ｒ Ｎ Ａ 間 の ） で あ る 。 本 発 明 は 更 に 当 業 者
に 知 ら れ た フ ィ ル タ ー 又 は 支 持 体 材 料 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン ． ． ． ） 上 へ の こ れ
ら の ラ イ ブ ラ リ ー の ス プ レ ッ デ ィ ン グ を 包 含 す る 。 有 利 に は 、 こ れ ら の 支 持 体 材 料 は 、 こ
の ゆ え に 遺 伝 毒 性 チ ッ プ を 規 定 す る チ ッ プ で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 は 更 に 種 々 の 毒 性
作 用 物 質 の 作 用 の 基 礎 を な す 機 構 を 理 解 す る た め に こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る 種 々
の ク ロ ー ン に 関 す る 配 列 決 定 デ ー タ の 利 用 可 能 性 （ potential exploitation） に 関 す る も
の で あ り 、 そ し て そ の 毒 性 が 決 定 さ れ る べ き 化 合 物 又 は 医 薬 品 に よ り 処 理 さ れ た 細 胞 又 は
組 織 に 由 来 す る プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に お け る こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 に 関
す る 。 有 利 に は 、 本 発 明 は 、 種 々 の 毒 性 条 件 下 に 処 理 さ れ た 皮 膚 細 胞 か ら 作 成 さ れ た 、 上
記 し た タ イ プ の 如 き 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に こ れ ら の 個 々 の 皮 膚 差 異 ラ
イ ブ ラ リ ー を 含 む キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 記 し た 方 法 、 核 酸 又 は ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 、 試 験 化 合 物 の 治 療 的
有 効 性 を 評 価 す る （ 予 測 す る ） こ と 又 は 高 め る こ と （ 遺 伝 薬 理 学 ） を 指 向 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ の 特 定 の 使 用 で は 、 基 礎 と な る 原 理 は 、 前 記 し た 原 理 に き わ め て 似 て い る 。 基 準 差 異
ラ イ ブ ラ リ ー は 、 器 官 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞 培 養 物 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 及 び 病 理 学 的
モ デ ル を 刺 激 す る そ の カ ウ ン タ ー パ ー ト （ counterparts） か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 間 で
確 立 さ れ る 。 次 い で 産 生 物 の 治 療 的 有 効 性 を 、 病 理 モ デ ル の 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 の 定 性 的
変 動 に 拮 抗 す る そ の 潜 在 力 を 監 視 す る こ と に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 基 準 ラ
イ ブ ラ リ ー と 病 理 モ デ ル に 由 来 す る プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル の 変 化 に よ り
証 明 さ れ る ： 即 ち 、 処 理 が な い 場 合 に は 、 プ ロ ー ブ は 疾 患 の 特 異 的 マ ー カ ー を 含 有 す る ラ
イ ブ ラ リ ー と の み ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 有 効 な 産 生 物 に よ る 処 理 の 後 、 プ ロ ー ブ は 、 そ
れ が 病 理 モ デ ル か ら 誘 導 さ れ る と し て も 、 健 康 な モ デ ル 同 等 物 の マ ー カ ー を 有 す る 他 の ラ
イ ブ ラ リ ー と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 こ の 点 で 、 モ デ ル は 、 更 に 、 与 え ら れ た 生 物 学 的 試 料 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 治 療 的 有 効
性 を 決 定 又 は 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
　 － 健 康 な 状 態 及 び 病 理 的 状 態 （ 種 々 の 進 展 状 態 の ） に お け る 該 生 物 学 的 試 料 か ら の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 間 の 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー を 、
　 － 該 試 験 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ る 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る 核 酸 の 調 製 物 と ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 さ せ 、 そ し て
　 － 該 デ ィ フ ァ レ ン ト ラ イ ブ ラ リ ー と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 程 度 を 決 定 す る こ と に よ り 試
験 化 合 物 の 治 療 的 潜 在 力 を 評 価 す る 、
こ と を 含 む 方 法 を 指 向 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の よ う な 用 途 は 、 標 準 栄 養 因 子 に よ り 拮 抗 さ れ る 神 経 変 性 の あ る 面 を 刺 激 す る ア ポ ト
ー シ ス モ デ ル に よ り 例 示 さ れ る 。 か く し て 、 Ｎ Ｇ Ｆ の 存 在 下 に 神 経 突 起 に 分 化 す る Ｐ Ｃ １
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２ 褐 色 細 胞 腫 系 に 由 来 す る 細 胞 は 、 こ の 成 長 因 子 の 除 去 に よ り ア ポ ト ー シ ス に 入 る 。 こ の
ア ポ ト ー シ ス プ ロ セ ス は 、 多 く の プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 マ ー カ ー の 発 現 に よ り 伴 わ れ 、
そ の い く つ か は 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 調 節 さ れ そ し て Ｉ Ｇ Ｆ 1に よ り ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン さ れ る 。 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ に 由 来 す る ２ つ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 一 方 で
は 、 Ｎ Ｇ Ｆ 除 去 に 続 く ア ポ ト ー シ ス の プ ロ セ ス に お け る 分 化 し た Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
抽 出 物 か ら 発 生 さ れ そ し て 他 方 で は Ｉ Ｇ Ｆ － １ を 補 充 す る こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 受 け
る の を 阻 止 さ れ た 分 化 し た Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 か ら 発 生 さ れ る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー に 、 ア ポ
ト ー シ ス の プ ロ セ ス に お け る 分 化 し た Ｐ Ｃ １ ２ に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 調 製 さ れ た プ ロ ー
ブ を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と が で き 、 そ し て そ の 生 存 は 試 験 さ れ る べ き 神 経 保 護 産 生
物 に よ る 処 理 に よ り 高 め ら れ る 。 か く し て 、 定 性 的 特 徴 を 逆 に す る た め の 試 験 化 合 物 の 有
効 性 は 、 該 プ ロ ー ブ の 、 よ り 良 好 な 生 存 率 を 有 す る 細 胞 を 表 す こ れ ら の 特 異 的 ラ イ ブ ラ リ
ー ク ロ ー ン に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 能 力 を 監 視 す る こ と に よ り 認 識 さ れ う る 。 こ
の 試 験 は 次 い で こ の よ う な 化 合 物 の 誘 導 体 の 有 効 性 又 は 神 経 保 護 化 合 物 の い か な る 他 の 新
規 な フ ァ ミ リ ー の 有 効 性 も 試 験 し そ し て そ の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ル を 改 良 す る の に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 健 康 な 神 経 細 胞 及 び こ の 神 経 変 性 モ デ ル 細 胞 に 由 来
す る 本 発 明 に 従 う 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う こ と に よ り 神 経 保 護 試 験
化 合 物 の 有 効 性 を 評 価 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 他 の 態 様 で は 、 腫 瘍 及 び 健 康 な 細 胞 試 料 か ら 確 立 さ れ た 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 抗
腫 瘍 化 合 物 を 試 験 す る こ と に 興 味 が あ る 。
　 　 既 に 注 目 し た と お り 、 本 発 明 の 方 法 は 、 化 合 物 の 種 々 の 誘 導 体 の 、 健 康 な 試 料 を 表 す
ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル と 同 様 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル を 誘 発
す る 能 力 を 試 験 す る こ と に よ っ て 、 化 合 物 の 性 質 を 改 良 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス に お い て 前 記 し た 方 法 、 核 酸 又 は ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 、 即
ち 、 試 験 化 合 物 又 は 処 理 に 対 す る 患 者 の 応 答 を 評 価 す る （ 予 言 す る ） こ と を 指 向 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス は 、 ど の 処 理 が 与 え ら れ た 病 理 に 対 し て 合 理 的 に 成 功 す る か を 決 定 す る
観 点 で 患 者 の 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ル を 確 立 す る こ と を 目 標 と す る 。 本 発 明 に 記 載 さ れ た 技 術 は
、 こ の 点 で 与 え ら れ た 処 理 に 応 答 す る 病 理 的 な 条 件 と 処 理 に 対 し て 応 答 し な い か 又 は 不 十
分 に 応 答 す る 他 の 条 件 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 差 を 表 す ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 確 立 す る こ
と を 可 能 と し 、 か く し て 種 々 の 治 療 ス ト ラ テ ジ ー を 適 格 と す る こ と が で き る 。 一 旦 こ れ ら
の 標 準 ラ イ ブ ラ リ ー が 確 立 さ れ る と 、 そ れ ら は 患 者 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ か ら 調 製 さ れ
た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 結 果 は 、 ど の 患
者 が 応 答 性 又 は 非 応 答 性 条 件 に 相 当 す る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル を 有 す る か を 決 定 す
る こ と 、 か く し て 患 者 管 理 に お け る 処 理 選 択 を 精 密 に す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 願 で は 、 そ の 目 的 は 、 一 方 で は 、 成 功 し そ う な 最 も 適 切 な 処 理 方 式 を 患 者 の 経 歴 に 依
存 し て 示 唆 し 、 そ し て 他 方 で は 、 こ れ ら の 患 者 が 最 も 利 益 を 得 ら れ そ う な 与 え ら れ た 処 理
方 式 を 登 録 す る こ と で あ る 。 他 の 用 途 と 同 様 に 、 ２ つ の 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ
ラ リ ー を 作 成 す る ： １ つ は 与 え ら れ た 処 理 に 応 答 す る こ と が 知 ら れ て い る 病 理 モ デ ル 又 は
試 料 に 基 づ い て お り 、 そ し て 他 方 は 治 療 よ に 不 十 分 に 応 答 性 で あ る か 又 は 応 答 し な い 更 な
る 病 理 モ デ ル 又 は 試 料 に 基 づ い て い る 。 こ れ ら の ２ つ の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 次 い で 個 々 の 患
者 の 生 検 組 織 か ら 抽 出 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 こ
の よ う な プ ロ ー ブ が １ つ の 特 定 の 条 件 に 特 異 的 な 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 と 優
先 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ど う か に 依 存 し て 、 患 者 は 、 最 初 に モ デ ル を 規 定 す る の に 役
立 っ た 標 準 処 理 に 応 答 性 の 対 象 及 び 非 応 答 性 対 象 に 分 け ら れ う る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
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　 こ の 点 で 、 本 発 明 は 試 験 化 合 物 又 は 処 置 に 対 す る 患 者 の 応 答 を 決 定 又 は 評 価 す る た め の
方 法 で あ っ て 、
　 － 該 化 合 物 ／ 処 理 に 応 答 性 の 生 物 学 的 試 料 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ と 該 化 合 物 ／ 処 理
に 不 十 分 に 応 答 性 で あ る か 又 は 非 応 答 性 で あ る 生 物 学 的 試 料 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 間
の 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー を 、
　 － 患 者 の 病 理 的 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る 核 酸 調 製 物 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ し て
　 種 々 の ラ イ ブ ラ リ ー と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 程 度 を 決 定 す る こ と に よ り 患 者 の 応 答 性 を
評 価 す る 、
こ と を 含 む 方 法 も 指 向 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス に お け る 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ の 有 用 性 の 好 ま し い 例 は 、 同 じ 組 織
学 的 起 源 の ２ つ の 腫 瘍 で あ っ て 、 そ の １ つ は 抗 腫 瘍 性 化 合 物 で 処 理 さ れ る と （ 例 え ば 、 遺
伝 子 治 療 に よ り 野 生 型 ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 ） 退 行 を 示 し 、 他 方
は こ の よ う な 処 理 に 対 し て 非 応 答 性 で あ る ２ つ の 腫 瘍 間 の 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ に よ
り 説 明 さ れ る 。 こ れ ら の ２ つ の 条 件 間 の 定 性 的 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と に 由 来 す
る 第 １ の 利 益 は 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る ク ロ ー ン を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 第
１ モ デ ル で は 観 察 さ れ る が 第 ２ で は 存 在 し な い 退 行 の 期 間 中 ど の 分 子 機 構 が 引 き 出 さ れ る
か を 決 定 す る こ と が で き る こ と で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 次 い で 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る フ ィ ル タ ー の 使 用 又 は い か
な る 他 の 支 持 体 材 料 の 使 用 も 、 該 処 理 に 対 す る そ の 応 答 が 予 測 さ れ る べ き 腫 瘍 生 検 の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ に 由 来 す る プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う こ と を 可 能 と す る 。 結 果 を 見 て 患 者
に 最 適 化 さ れ た 処 理 方 式 を 割 り 当 て る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 例 は 、 ｐ ５ ３ が ん 抑 制 遺 伝 子 治 療 に 対 す る 腫 瘍 応 答 を 決 定 す る
こ と か ら な る 。 あ る タ ン パ ク 質 及 び あ る 腫 瘍 は こ の 型 の 処 置 に 多 か れ 少 な か れ 応 答 す る こ
と が 実 際 に 報 告 さ れ て い る （ Rothet al., (1995)Nature Medicine, 2: 958） 。 ゆ え に 、
処 置 を 最 適 化 す る た め 及 び 受 け て い る 臨 床 試 験 に お け る 患 者 の 登 録 に 関 す る 最 善 の 選 択 を
す る た め に 、 ど の タ イ プ の 腫 瘍 及 び ／ 又 は ど の 患 者 が 野 生 型 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 治 療 に 感 受 性 で
あ る か を 決 定 す る こ と が で き る こ と が 必 須 で あ る 。 有 利 に は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ｐ ５ ３ 応
答 性 細 胞 及 び 非 応 答 性 細 胞 の 定 性 的 特 徴 に 特 異 的 な ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る こ と に よ り こ
の 方 法 を 簡 単 に す る こ と を 可 能 と す る 。 ｐ ５ ３ に 感 受 性 又 は 抵 抗 性 の 細 胞 モ デ ル の 例 は 、
例 え ば 、 Sabbatini et al.に よ り 記 載 さ れ て お り (Genes Dev., (1995), 9: 2184)又 は Roe
mer et al.に よ り 記 載 さ れ て い る (Oncogene, (1996), 12: 2069） 。 患 者 の 生 検 試 料 に 由
来 す る プ ロ ー ブ と こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 患 者 応 答 性 の 評 価 を よ り
容 易 に す る で あ ろ う 。 更 に 、 特 異 的 ラ イ ブ ラ リ ー は ｐ ５ ３ 応 答 性 に 関 与 す る 核 酸 の 同 定 を
可 能 と す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ゆ え に 、 本 願 は 、 少 な く と も １ 種 の 薬 理 学 的 作 用 物 質 に 対 す る 応 答 性 が 変 わ る 病 理 試 料
又 は 病 理 モ デ ル か ら の 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー の 確 立 も 指 向 す る 。 こ れ ら の ラ イ
ブ ラ リ ー は 上 記 し た と お り の 制 限 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 、 複 合 ラ イ ブ ラ リ ー 又 は 自 己 由 来 の
ラ イ ブ ラ リ ー （ autologous libraries） で あ る こ と が で き る 。 そ れ は 、 当 業 者 に 知 ら れ た
フ ィ ル タ ー 又 は 支 持 体 材 料 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン ） 上 の こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の
ス プ レ ッ デ ィ ン グ に も 関 す る 。 有 利 な 方 式 で は 、 こ れ ら の 支 持 体 材 料 は か く し て 薬 理 ゲ ノ
ム チ ッ プ を 規 定 す る チ ッ プ で あ る こ と が で き る 。 更 に 本 発 明 は 、 種 々 の 処 理 に 異 な っ て 応
答 す る 病 理 試 料 を も た ら し た 機 構 を 解 明 す る 観 点 で こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 種
々 の ク ロ ー ン の 配 列 決 定 デ ー タ の 利 用 可 能 性 （ potential exploitation） に 関 し 、 そ し て
こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 規 定 す る の に 最 初 に 使 用 さ れ た 標 準 処 理 に 対 す る 応 答 を 予 言 す る
こ と が 望 ま れ る 病 理 的 条 件 か ら 生 じ る 生 検 組 織 に 由 来 す る プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
を 行 う た め の こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 に 関 す る 。
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 か く し て 、 本 発 明 は 、 ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 及 び ／ 又 は パ タ ー ン の 変 動 が 、 薬 理 ゲ ノ ム マ
ー カ ー の ソ ー ス 、 即 ち 、 患 者 の 処 理 に 応 答 す る 能 力 又 は 患 者 が 処 理 に 応 答 す る 方 式 を 決 定
す る た め の マ ー カ ー の ソ ー ス を 表 す こ と を 記 載 す る 。 し た が っ て 、 こ の 点 で 、 本 発 明 は 、
更 に 薬 理 ゲ ノ ム マ ー カ ー （ pharmacogenomic markers） の ソ ー ス と し て 選 択 的 ス プ ラ イ シ
ン グ に よ り 発 生 し た ア イ ソ フ ォ ー ム に お け る 個 々 の 間 の 変 動 性 の 使 用 を 指 向 す る （ ス プ ラ
イ ソ ソ ー ム 分 析 ） 。 本 発 明 は 、 薬 理 ゲ ノ ム マ ー カ ー の ソ ー ス と し て 処 理 に よ り 誘 発 さ れ た
ス プ ラ イ シ ン グ 修 飾 （ splicing modifications） の 使 用 に も 関 す る 。 か く し て 、 上 記 に 説
明 さ れ た と お り 、 本 発 明 の Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 法 は ２ つ の 生 物 学 的 試 料 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 差 を
表 す 核 酸 を 発 生 さ せ る こ と を 可 能 と す る 。 こ の よ う な 核 酸 又 は そ の 誘 導 体 （ プ ロ ー ブ 、 プ
ラ イ マ ー 、 相 補 的 酸 等 ） は 、 対 象 の 処 理 に 応 答 す る 能 力 及 び 方 式 又 は 与 え ら れ た 処 理 ／ 病
理 に 対 す る 対 象 の 素 質 等 を 証 明 す る と い う 観 点 で 対 象 の ス プ ラ イ ソ ソ ー ム を 分 析 す る の に
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ れ ら の 種 々 の 一 般 的 例 は 、 遺 伝 毒 性 、 遺 伝 薬 理 学 及 び 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス の 研 究 及 び 潜 在
的 診 断 又 は 治 療 標 的 に 関 す る 調 査 に お け る 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー の 有 用
性 を 説 明 す る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ２ つ の 病 態 生 理 学 的 状 況 間 で 発 生 す る 定 性 的
な 差 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と か ら 誘 導 さ れ る 。 こ れ ら の 定 性 的 な 差 を 表 す ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 他 の
使 用 は 、 上 記 し た 特 徴 を 有 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る よ う に デ
ザ イ ン さ れ た プ ロ ー ブ を 発 生 さ せ る こ と で あ る の で 、 こ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 遺 伝 毒 性
、 遺 伝 薬 理 学 及 び 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス の い か な る 研 究 の た め に も 実 施 す る こ と が で き 、 そ し て
遺 伝 子 同 定 の た め に 実 施 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 遺 伝 毒 性 の 研 究 で は 、 単 一 イ ン ト ロ
ン 又 は 単 一 エ キ ソ ン へ の そ れ ら の イ ン サ ー ト （ inserts） の サ イ ズ に よ り 統 計 的 に 制 限 さ
れ た ゲ ノ ム ク ロ ー ン は 、 基 準 細 胞 又 は 組 織 試 料 と 基 準 毒 性 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ た 同 じ 細
胞 又 は 組 織 間 の 定 性 的 差 異 分 析 に 由 来 す る Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ プ ロ ー ブ と の そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 に 従 っ て フ ィ ル タ ー 上 に 配 列 さ れ る 。 種 々 の ク ラ ス の 毒 性 を 表 す こ の よ う な ク ロ ー ン
が 選 ば れ る と 、 そ れ ら は 次 い で 、 そ の 毒 性 が 評 価 さ れ る べ き 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ た 同 じ
細 胞 集 団 又 は 同 じ 組 織 試 料 の 全 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 利 点 及 び 実 際 の 用 途 は 限 定 と し て で は な く 説 明 の 目 的 で 与 え ら れ る 下 記 の
実 施 例 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。 本 発 明 の 使 用 分 野 は 図 ７ に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　
１ ． 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る Ｒ Ｎ Ａ に お け る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 及 び 他 の 定 性 的 修 飾
の 差 異 ク ロ ー ニ ン グ
　 一 方 は 正 常 で あ り （ ｍ Ｎ ） そ し て 他 方 は 病 理 起 源 （ ｍ Ｐ ） で あ る ２ つ の 条 件 に 相 当 す る
メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 生 検 試 料 又 は 培 養 さ れ た 細 胞 か ら 単 離 す る 。 こ れ ら の メ ッ セ ン ジ
ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 （ Ｒ Ｔ ） に よ り 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ ｓ （ ｃ Ｎ ） 及 び （ ｃ Ｐ ） に 転 化 す る 。
次 い で ｍ Ｎ ／ ｃ Ｐ 及 び ｃ Ｎ ／ ｍ Ｐ ハ イ ブ リ ッ ド を 液 相 に お い て 調 製 す る （ ｃ Ｎ ／ ｍ Ｐ の 形
成 を も た ら す い ず れ か の 場 合 の １ つ を 説 明 す る 図 ２ の 略 図 参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド は 、 連 続 的 に 熱 サ イ ク リ ン グ に 付 さ れ た フ ェ ノ ー ル エ マ ル シ ョ ン
（ Ｐ Ｅ Ｒ Ｔ 技 術 又 は Phenol Emulsion DNA Reassociation Technique） に お い て 有 利 に 調
製 さ れ る （ Miller, R., D. and Riblet, R., (1995), Nucleic Acids Research, 23(12):
 2339-2340） 。 典 型 的 に は 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 水 性 相 （ １ ２ ０ mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 緩 衝 液 、 ２ ． ５ M　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ ） 及 び 水 性 相 の ８ %に 相 当 し そ し て 二 回 蒸
留 さ れ た フ ェ ノ ー ル か ら 形 成 さ れ た 有 機 相 か ら 形 成 さ れ た エ マ ル シ ョ ン 中 で ０ ． １ ～ １ μ
gの ポ リ Ａ +Ｒ Ｎ Ａ と ０ ． １ ～ ２ μ gの 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
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実 施 例



　 ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 得 る た め に 他 の 方 法 も 有 利 に 使 用 さ れ る ： 逆 転 写 反 応 の 後 、 新 し く 合 成
さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り ビ オ チ ニ ル 化 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー か ら
分 離 す る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ０ ． １ ～ ２ μ gを ０ ． ３ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ２ 容 積 の エ タ ノ ー
ル の 存 在 下 に ０ ． １ ～ １ μ gの ポ リ Ａ +Ｒ Ｎ Ａ と 共 沈 さ せ る 。 こ れ ら の 共 沈 し た 核 酸 を 、 ８
０ %ホ ル ム ア ミ ド 、 ４ ０ mMＰ Ｉ Ｐ Ｅ Ｓ （ ピ ペ ラ ジ ン ビ ス （ ２ － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ） ） ｐ Ｈ
６ ． ４ 、 ０ ． ４ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び １ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 ３ ０ lμ l中
に 取 り 込 ま せ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 溶 液 中 の 核 酸 を ８ ５ ℃ で １ ０ 分 間 熱 変 性 し 、 次 い で ４ ０ ℃ で 少 な く と も １ ６ 時 間 ～ ４ ８
時 間 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ホ ル ム ア ミ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 方 法 の 利 点 は 、 そ れ が ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 鎖 対 形 成 の た
め の よ り 高 度 に 選 択 的 な 条 件 を 与 え る と い う こ と で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ れ ら の ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 技 術 の 結 果 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ へ テ ロ 二 本 鎖 が 得
ら れ 、 そ の 塩 基 対 形 成 の 程 度 は Ｒ Ｔ の 全 体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ entire cDNA） を 合 成 す る 能 力 に
依 存 す る 。 観 察 さ れ る 他 の 一 本 鎖 構 造 は 、 調 べ て い る ２ つ の 病 態 生 理 学 的 状 態 を 区 別 す る
選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ （ 及 び Ｄ Ｎ Ａ ） 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 次 い で 、 こ の 方 法 は 、 こ の よ う な ス プ ラ イ ス ル ー プ に よ り 生 じ る 遺 伝 情 報 を 特 徴 付 け る
こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 こ の た め に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ッ ド ビ ー ズ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ビ オ チ ニ ル 化 オ リ
ゴ ｄ Ｔ に よ り プ ラ イ ミ ン グ さ れ た ） の 捕 捉 に よ り ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 精 製 す る 。 有 利 に は 、 こ
れ ら の ビ ー ズ は 、 磁 性 を 有 す る ビ ー ズ で あ り 、 こ れ は 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 構
造 に 参 加 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ か ら 磁 性 分 離 器 の 作 用 に よ り 分 離 す る こ と を 可 能 と す る 。 こ の
よ う な ビ ー ズ 及 び こ の よ う な 分 離 器 は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 こ の 方 法 の こ の 段 階 で 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 及 び Ｒ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に 参 加 し な か っ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る 。 こ の 物 質 を 次 い で 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た Ｒ Ｎ Ａ の 領
域 を 選 択 的 に 加 水 分 解 す る Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ の 作 用 に 付 す 。 こ の 加 水 分 解 の 生 成 物 は 一 方 で は
ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ り そ し て 、 他 方 で は 、 不 完 全 な 逆 転 写 反 応 の 結 果 と し て ス プ ラ イ ス ル ー プ 又
は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な か っ た 領 域 に 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ 断 片 で あ る 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ 断 片 は 、 上
記 し た 同 じ 実 験 方 法 に 従 う 磁 性 分 離 、 及 び 汚 染 性 Ｒ Ｎ ア ー ゼ 活 性 の な い Ｄ Ｎ ア ー ゼ に よ る
消 化 に よ り Ｄ Ｎ Ａ か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　
　 こ の ア プ ロ ー チ の 実 行 可 能 性 は 、 一 方 で は Ｇ ｒ ｂ ２ の コ ー ド 領 域 に 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ 、 及
び Ｇ ｒ ｂ ３ ． ３ の コ ー ド 領 域 に 相 補 的 な 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ シ ス
テ ム に お い て 証 明 さ れ た 。 Ｇ ｒ ｂ ２ 遺 伝 子 は 、 ６ ５ １ 塩 基 対 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム を 有 す る 。 Ｇ ｒ ｂ ３ ３ は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 発 生 さ れ そ し て Ｇ ｒ ｂ ２ の Ｓ
Ｈ ２ 機 能 的 ド メ イ ン に お け る １ ２ １ 塩 基 対 の 欠 失 を 含 む ｇ ｒ ｂ ２ の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る
（ Fath et al., (1994), Science 264; 971-4） 。 Ｇ ｒ ｂ ２ 及 び Ｇ ｒ ｂ ３ ３ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ
ｉ ｂ ｏ Ｍ ａ ｘ キ ッ ト （ Promega） に よ っ て Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー に よ り 駆 動 さ れ る Ｇ ｒ ｂ ２ 又
は Ｇ ｒ ｂ ３ ３ コ ー ド 配 列 を 有 す る プ ラ ス ミ ド か ら 当 業 者 に よ り 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 合
成 さ れ る 。 産 生 物 の 分 析 は 、 合 成 が 均 質 で あ る こ と を 示 す （ 図 ８ Ａ ） 。 可 視 化 の 目 的 で 、
Ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ ｉ ｂ ｏ Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ キ ッ ト （ Promega） に よ っ て ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 転
写 期 間 中 標 識 さ れ た 塩 基 の 組 込 み に よ り 放 射 能 標 識 も さ れ た 。 Ｇ ｒ ｂ ２ 及 び Ｇ ｒ ｂ ３ ３ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ キ ッ ト （ Life Technologies） 及 び 、 Ｇ ｒ ｂ ２ 配
列 の 相 補 体 (complement)(618-639)に 相 当 す る Ｇ ｒ ｂ ２ 及 び Ｇ ｒ ｂ ３ ３ に 共 通 の ビ オ チ ニ
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ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 上 で 得 ら れ た 合 成 Ｒ Ｎ Ａ 生 成 物 か ら の 逆
転 写 に よ り 合 成 さ れ た 。 Ｒ Ｎ Ａ 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 供 給 者 の 教 示 （ Promega, Life Technologi
es） に 従 っ て 処 理 し 、 排 除 カ ラ ム （ Ｒ Ｎ ア ー ゼ の な い セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ ２ ５ 又 は Ｇ ５ ０ 、
５ Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ 、 ３ Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ） で 精 製 し そ し て 分 光 法 に よ り 定 量 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 第 １ 段 階 は 、 ８ ０ %ホ ル ム ア ミ ド 、 ４ ０ mMＰ Ｉ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ６ ． ４ ） 、 ０
． ４ MＮ ａ Ｃ ｌ 、 １ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ を 含 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 ３ ０ μ l中 で 、 標 識 さ れ
た Ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ １ ０ ｎ ｇ を 、
　 １ ． ビ オ チ ニ ル 化 ｇ ｒ ｂ ３ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ０ ｎ ｇ 、
　 ２ ． ビ オ チ ニ ル 化 ｇ ｒ ｂ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ０ ｎ ｇ 、
　 ３ ． 水
と 懸 濁 さ せ て 一 緒 に す る こ と に よ り 行 っ た 。 核 酸 を ８ ５ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 す る こ と に よ り
変 性 し 、 そ の 後 ４ ０ ℃ で １ ６ 時 間 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ 上
に 捕 捉 し た 後 、 試 料 を 前 記 し た と お り Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ で 処 理 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ れ ら の 段 階 は 、 ６ %ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 、 続 い て 標 識 さ れ た ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ
Ｎ Ａ に 由 来 す る 種 の 定 性 及 び 定 量 を 可 能 と す る Instant Imager (Packard Instruments）
に よ る ゲ ル の 処 理 に よ り 分 析 さ れ る （ 図 ８ Ｂ ） 。 か く し て 、 レ ー ン ２ , ３ 及 び ４ は 、 ｇ ｒ
ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ 及 び ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 二 本 鎖 が 定 量 的 に 形 成 さ れ る こ と を 示 す 。 ｇ ｒ
ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ 複 合 体 の 移 動 は ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ の 移 動 よ り 相 対 的 に 遅 く （ レ ー ン ２ ） 、
ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 複 合 体 の 移 動 は よ り 速 い （ レ ー ン ３ ） 。 レ ー ン ５ , ６ 及 び ７ は 、 ｇ ｒ
ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ 及 び ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 複 合 体 の ８ ０ %は ビ ー ズ に よ り 捕 捉 さ れ 、 こ れ
に 対 し て ビ オ チ ニ ル 化 さ れ て い な い ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ だ け が ビ ー ズ 上 澄 液 に お い て 見 い だ さ
れ た こ と を 示 す 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ に よ り 保 持 さ れ な か っ た 試 料 に 相 当 す る 。 Ｒ
Ｎ ア ー ゼ Ｈ に よ る 処 理 は 、 ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー （ Ｂ Ｐ Ｂ ） よ り 速 く 移 動 す る 遊 離 ヌ ク
レ オ チ ド に 加 え て 、 キ シ レ ン シ ア ノ ー ル ブ ル ー （ Ｘ Ｃ （ 図 に お い て 矢 印 に よ り 示 さ れ た ）
よ り 遅 く 移 動 す る 種 、 及 び 特 に 、 ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 　 複 合 体 及 び ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ に 相 当
す る レ ー ン ９ 及 び １ ０ に 対 し て ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ 複 合 体 に 相 当 す る レ ー ン ８ に お け る
種 を 放 出 す る 。 レ ー ン １ １ 、 １ ２ 及 び １ ３ は 、 試 料 を 排 除 カ ラ ム に 通 し て 遊 離 ヌ ク レ オ チ
ド を 除 去 し た 後 の レ ー ン ８ 、 ９ 及 び １ ０ に 相 当 す る 。 レ ー ン ８ 及 び １ １ に 観 察 さ れ る 移 動
は 、 ｇ ｒ ｂ ３ ３ か ら ｇ ｒ ｂ ２ を 区 別 す る １ ２ １ ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 に 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子
に つ い て 予 測 さ れ る 移 動 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 こ の 結 果 は 、 ２ つ の ス プ ラ イ シ ン グ ア イ ソ フ ォ ー ム に 由 来 す る ２ つ の 配 列 間 で 二 本 鎖 の
形 成 に よ り 発 生 し た Ｒ Ｎ Ａ ル ー プ を 得 る こ と が 可 能 で あ る こ と を 明 ら か に 示 す 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　

　 よ り 複 雑 な 状 況 を 検 査 し た 。 分 子 の 毒 性 を 予 言 す る た め の ツ ー ル と し て Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 技 術
の 適 用 の 範 囲 内 で 、 ヒ ト 肝 細 胞 細 胞 系 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ を ０ ． １ Mエ タ ノ ー ル で １ ８ 時 間 処 理 し
た 。 処 理 を 受 け た 細 胞 又 は 受 け な か っ た 細 胞 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 上 記 し た Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ
変 法 （ ビ オ チ ニ ル 化 ｓ ｓ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 、 液 相 で の ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 磁 場 を 加 え
て 種 を 分 離 す る こ と 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 ） を 、 基 準 条 件 （ 又 は 条 件 Ａ ） に お け る 未 処 理 細
胞 及 び 試 験 条 件 （ 又 は 条 件 Ｂ ） に お け る 処 理 さ れ た 細 胞 で 行 っ た （ 図 ９ ） 。 抽 出 さ れ た Ｒ
Ｎ Ａ は 放 射 能 標 識 さ れ て い な い の で 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 に よ り 発 生 し た Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｔ ４ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ 及 び ガ ン マ － Ｐ 3 2 Ａ Ｔ Ｐ に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ ５ ′ リ ン 酸 を 標 識 さ れ た
リ ン 酸 で 置 換 す る た め の 交 換 反 応 を 行 う こ と に よ り 可 視 化 し た 。 次 い で 、 こ れ ら の 標 識 さ
れ た 産 生 物 を ア ク リ ル ア ミ ド ／ 尿 素 ゲ ル に ロ ー デ ィ ン グ し そ し て Instant Imager(Packaed
 Instruments） を 使 用 す る 露 光 に よ り 分 析 し た 。 次 い で 、 Ａ ／ Ｂ 及 び Ｂ ／ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 に 由 来 す る 複 合 シ グ ネ ー チ ャ ー を 、 ゲ ル に お い て よ り 遅 く 移 動 し そ し て 大 き い 核 酸 配
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列 に 相 当 す る 第 １ の 群 の シ グ ナ ル 及 び ２ ５ ～ ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 移 動 す る 第 ２ の 群 の
シ グ ナ ル で 可 視 化 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の シ グ ネ ー チ ャ ー は 条 件 Ａ ／ Ａ で は は る か に
低 い 強 度 で あ り 、 こ れ は 、 エ タ ノ ー ル が Ａ ／ Ｂ 及 び Ｂ ／ Ａ シ グ ナ ル の 存 在 と し て 明 ら か に
示 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト の リ プ ロ グ ラ ミ ン グ を 誘 発 す る こ と が で き る こ と
を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 次 い で 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ の 作 用 に 対 し て 抵 抗 性 の こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ す る
た め に い く つ か の 実 験 的 な 選 択 が 考 え ら れ う る ：
　 Ａ ． 第 １ の ア プ ロ ー チ は こ の よ う な ル ー プ を 単 離 及 び ク ロ ー ニ ン グ す る こ と か ら な る （
図 ３ ） 。
　 こ の ア プ ロ ー チ に 従 え ば 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 条 件 に 従 っ て Ｒ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ り
各 端 部 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 進 め る 。 次 い で こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 使 用 し て Ｒ Ｔ 　 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を ク ロ ー ニ ン グ し
そ し て 関 心 の あ る ２ つ の 病 態 生 理 学 的 条 件 に 相 当 す る 全 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で ス ク リ ー
ニ ン グ す る 。 い ず れ か の プ ロ ー ブ の １ つ と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ れ ら の ク ロ ー
ン の み が ス プ ラ イ ス ル ー プ を 含 有 し 、 ス プ ラ イ ス ル ー プ は 次 い で 配 列 決 定 さ れ 及 び ／ 又 は
ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Ｂ ． 第 ２ の ア プ ロ ー チ （ 図 ４ ） は 、 少 な く と も 部 分 的 に ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー に よ り 開 始
さ れ た 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 に よ り ヘ テ ロ 二 本 鎖 構 造 か ら 開 放 さ れ た 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る
逆 転 写 反 応 を 行 う こ と か ら な る 。 か く し て 、 こ れ ら は ラ ン ダ ム ３ ′ 及 び ５ ′ 配 列 を 有 す る
プ ラ イ マ ー 、 ラ ン ダ ム ３ ′ 端 部 及 び 規 定 さ れ た ５ ′ 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー 、 又 は ま だ セ
ミ ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 即 ち 、 縮 重 （ degeneration） の 領 域 及 び 規 定 さ れ た 領 域
を 含 む プ ラ イ マ ー で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ゆ え に 、 こ の ス ト ラ テ ジ ー に 従 え ば 、 プ ラ イ マ ー を 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に 沿 っ て ど こ で で も 又
は セ ミ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の 選 択 に よ り 決 定 さ れ る 各 一 連 の 塩 基 に お い て ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 さ せ る こ と が で き る 。 次 い で 上 記 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 当 す る プ ラ イ マ ー を 使 用
し て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ て 、 ス プ ラ イ ス ル ー プ 誘 導 配 列 （ splice loop-derived sequences） を
得 る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 図 １ ０ （ レ ー ン １ ～ １ ２ ） は 、 い く つ か の Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 実 験 で 得 ら れ そ し て 下 記 の セ ミ ラ
ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　

の 使 用 に カ ッ プ リ ン グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 分 析 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 を 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て し か し 鋳 型 と し て 全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ り
得 ら れ た シ グ ナ ル （ レ ー ン １ ３ ） の 複 雑 性 と 比 較 す る と 、 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ は 定 性 的 な 差 に 相 当
す る 情 報 を フ ィ ル タ ー す る （ プ ロ フ ィ ル 化 す る ） こ と を 可 能 と す る こ と が 証 明 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 こ の 変 法 を 、 上 記 し た プ ロ ト コ ル （ 実 施 例 １ ． １ ） に 従 う ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３
一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 に よ り 発 生 し た ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ ド メ イ ン に 相 当
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す る イ ベ ン ト を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 使 用 し た 。 そ う す る た め に 、 モ デ ル
【 表 ５ 】
　
　

（ 式 中 、 Ｎ は 上 記 の 如 く 定 義 さ れ 、 Ｗ 、 Ｘ 及 び Ｙ は 各 々 定 義 さ れ た 不 変 の 塩 基 を 表 し 、 そ
し て Ｚ は 定 義 さ れ た 塩 基 又 は ３ ′ － Ｏ Ｈ 基 を 示 す 、 配 列 番 号 ３ ） か ら 選 ば れ そ し て ｇ ｒ ｂ
２ 欠 失 に お け る 断 片 を 増 幅 す る よ う に 選 ば れ た 配 列 ：
【 表 ６ 】
　
　

を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 の 発 生 を 可 能 と し 、 該 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 は 、
ク ロ ー ニ ン グ 及 び 配 列 決 定 の 後 、 実 際 ｇ ｒ ｂ ２ の 欠 失 し た ド メ イ ン （ grb2 deleted domai
n） （ ｇ ｒ ｂ ２ に お け る １ ９ ４ － ２ ８ １ ） か ら 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ゆ え に 、 こ れ ら の ２ つ の ア プ ロ ー チ は 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 、 試 験 さ
れ る べ き 両 条 件 に お い て 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ を 表 す 核 酸 組 成 物 の 産 生 を 可 能 と す る か 、 又
は 定 性 的 差 異 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と を 可 能 と す る 。 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 技 術 の 定 性
的 な 差 を 表 す プ ロ フ ィ ル 化 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 す る 能 力 を 下 記 の 実 施 例 １
． ４ で 更 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　
　 こ の 実 施 例 は ヒ ト 内 皮 細 胞 系 （ Ｅ Ｃ Ｖ ３ ０ ４ ） を 使 用 し て 行 わ れ た 。 遺 伝 子 発 現 の 定 性
的 分 析 は 、 一 方 で は 、 増 殖 し て い る 細 胞 か ら 、 そ し て 他 方 で は 、 ア ノ イ キ ス （ anoikis）
（ 接 着 支 持 体 を 除 去 す る こ と に よ り 誘 発 さ れ る ア ポ ト ー シ ス ） の プ ロ セ ス に お け る 細 胞 か
ら 抽 出 さ れ た ｃ ｙ ｓ ｔ ｏ ｌ ｉ ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 Ｅ Ｃ Ｖ 細 胞 を Ｅ ａ ｒ ｌ ｅ 塩 （ Life Sciences） を 補 充 さ れ た １ ９ ９ 培 地 中 で 増 殖 さ せ た
。 ア ノ イ キ ス は 、 ポ リ Ｈ Ｅ Ｍ Ａ 処 理 さ れ た 培 養 皿 （ polyHEMA-treated culture dishes）
上 で の ４ 時 間 の 通 過 に よ り 誘 発 さ れ た 。 Ｒ Ｎ Ａ 調 製 の た め に 、 細 胞 を Ｎ ｏ ｎ ｉ ｄ ｅ ｔ Ｐ －
４ ０ を 含 有 す る 緩 衝 液 中 に 溶 解 さ せ た 。 次 い で 、 核 酸 を 遠 心 に よ り 除 去 す る 。 次 い で 細 胞
質 溶 液 を Quiagen社 の 教 示 に 従 っ て Rneasyシ リ カ マ ト リ ッ ク ス に Ｒ Ｎ Ａ を 特 異 的 に 固 定 す
る よ う に 調 節 し た 。 洗 浄 の 後 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 処 理 さ れ た 水 中 に 溶 離 す る 。 Ｄ ｙ ｎ ａ
ｂ ｅ ａ ｄ ｓ オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） 2 5 磁 性 ビ ー ズ （ Dynal） で の 分 離 に よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら メ ッ セ ン
ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 す る 。 ビ ー ズ を 固 定 緩 衝 液 中 に 懸 濁 さ せ た 後 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を 室 温 で ５ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 磁 性 分 離 及 び 洗 浄 の 後 、 ビ ー ズ を 溶 離 緩 衝 液 中 に 取 り 込 み そ
し て ６ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 放 出 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ 又 は Ｔ ｈ ｅ ｒ ｍ ｏ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 逆 転 写 酵 素 （ Life Technol
ogies） 及 び オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ラ イ マ ー に よ っ て メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ か ら 第 １ Ｄ Ｎ Ａ 鎖
を 合 成 す る 。 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 の 後 、 セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ ５ ０ （ ５ Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ － ３ Ｐ ｒ ｉ ｍ
ｅ ） カ ラ ム に 通 す こ と に よ り 遊 離 ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 す る 。  フ ェ ノ ー ル ／ エ タ ノ ー ル 抽
出 及 び エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 試 料 を 紫 外 線 吸 光 度 に よ り 定 量 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 必 要 な 量 の Ｒ Ｎ Ａ 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ こ の 場 合 に は 各 々 ２ ０ ０ ｎ ｇ ） を プ ー ル し そ し て エ タ
ノ ー ル 沈 殿 さ せ る 。 試 料 を 脱 イ オ ン さ れ た ホ ル ム ア ミ ド （ 特 記 し な い か ぎ り 、 ８ ０ %（ Ｖ
／ Ｖ ） ） を 補 充 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 （ ４ ０ mMＨ ｅ ｐ ｅ ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 、 ４ ０
０ mMＮ ａ Ｃ ｌ ， １ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ ） 中 に ３ ０ μ lの 容 積 に お い て 取 り 込 む 。 ７ ０ ℃ で ５ 分 変 性
し た 後 、 試 料 を ４ ０ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
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【 ０ １ ９ ７ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ （ Dynal） を 次 い で 固 定 化 緩 衝 液 （ ２ Ｘ ＝ １ ０ mMト リ ス Ｈ Ｃ
ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 ２ MＮ ａ Ｃ ｌ 、 １ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ ） 中 で 洗 浄 し 次 い で 再 調 整 す る （ ｒ ｅ ｃ
ｏ ｎ ｄ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ ｅ ｄ ） 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 試 料 を 水 で ２ ０ ０ μ lの 容 積 に 希 釈 し 、 ビ ー
ズ ２ ０ ０ μ lに 調 節 し そ し て ３ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 ビ ー ズ の 磁 性 捕
捉 及 び 洗 浄 の 後 、 ビ ー ズ を Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 緩 衝 液 １ ５ ０ μ l中 に 懸 濁 さ せ 、 次 い で ３ ７ ℃ で
２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 磁 性 捕 捉 の 後 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な か っ た 領 域 を 上
澄 液 中 に 放 出 し 、 上 澄 液 を Ｄ エ ヌ ア ー ゼ で 処 理 し 、 次 い で 酸 性 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム
で 抽 出 し そ し て エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ る 。 少 量 の 核 酸 の エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 市 販 の ポ リ マ ー Ｓ
ｅ ｅ Ｄ Ｎ Ａ （ Amersham Pharmacia Biotech） を 使 用 し て 行 い 、 非 常 に 希 薄 な 溶 液 （ ng/ml
範 囲 の ） か ら の 核 酸 の 定 量 的 回 収 を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ 試 料 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 を 、 ラ ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク
レ オ チ ド 及 び Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ 逆 転 写 酵 素 に よ っ て 行 う 。 次 い で Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｎ
ア ー ゼ Ｈ 及 び Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｔ １ の 混 合 物 で 消 化 す る 。 プ ラ イ マ ー 、 組 み 込 ま れ な か っ た ヌ ク
レ オ チ ド 及 び 酵 素 を Ｇ ｌ ａ ｓ ｓ Ｍ Ａ Ｘ 　 Ｓ ｐ ｉ ｎ カ ー ト リ ッ ジ に よ っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 分 離
す る 。 ス プ ラ イ ス ル ー プ に 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 次 い で 本 発 明 に お い て 前 記 し た セ ミ ラ ン ダ
ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る Ｐ Ｃ Ｒ に 付 す 。 こ の 場 合 に 、 選 ば れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 下 記 の と お り で あ る ：
【 表 ７ 】
　
　
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て ３ ０ サ イ ク ル 行 う ：
　 ・ 最 初 の 変 性 ： ９ ４ ℃ で １ 分
　 ・ ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒
　 ・ ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒
　 ・ ７ ２ ℃ で ３ ０ 秒
　 ・ 最 終 伸 長 ： ７ ２ ℃ で ５ 分
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ の 活 性 に 由 来 す る 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ を 簡 単 に す る
よ う に 、 ３ ′ 端 部 に フ ロ ー テ ィ ン グ Ｔ （ floating T） を 有 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ ベ ク タ ー （ Pr
omega） に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 コ ン ピ テ ン ト Ｊ Ｍ １ ０ ９ バ ク テ リ ア （ Promega） に お け る 形
質 転 換 の 後 、 得 ら れ る コ ロ ニ ー を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 移 し 、 そ し て 一 方 で は 増
殖 し て い る 細 胞 か ら の 及 び 他 方 で は ア ノ イ キ ス に お け る 全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 関 し て 行 わ れ た Ｐ Ｃ
Ｒ の 産 生 物 に 由 来 す る プ ロ ー ブ と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド
【 表 ８ 】
　
　

を こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の た め に 使 用 す る 。 第 １ の 実 験 態 様 で は 、 ア ポ ト ー シ ス に お け る 細
胞 か ら の プ ロ ー ブ と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ３ ４ の ク ロ ー ン 及 び 増 殖 し て い る 細 胞
か ら の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る １ ３ ク ロ ー ン を 単 離 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 こ れ ら の １ ３ ク ロ ー ン の う ち 、 ３ ク ロ ー ン は Ｓ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン に 由 来
す る 同 じ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 含 有 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 こ の 断 片 は 下 記 の 配 列 ：
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【 表 ９ 】
　
　
　

を 有 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 Ｓ Ｈ Ｃ 　 Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン に 隣 接 す る （ flanking） Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
【 表 １ ０ 】
　
　
　

の 使 用 は 、 ア ノ イ キ ス に お け る Ｅ Ｃ Ｖ 細 胞 で 特 異 的 に 観 察 さ れ る Ｓ Ｈ Ｃ 　 Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン
欠 失 の 特 徴 付 け を 可 能 と し た 。 こ の プ ラ イ マ ー 対 に よ っ て 、 も と の ま ま の Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン
を 含 有 す る ３ ８ ２ 塩 基 対 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 に 相 当 す る 一 つ の 増 幅 産 生 物 が 指 数 関 数 的 に 増 殖 し
て い る Ｅ Ｃ Ｖ 細 胞 か ら の Ｒ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ を ア ノ イ キ ス に お け る 細 胞 か ら の Ｒ
Ｎ Ａ で 行 う 場 合 に は 、 更 な る ２ ８ ７ 塩 基 対 の 断 片 が 観 察 さ れ る 。 こ の 追 加 の 断 片 は Ｓ Ｃ Ｈ
メ ッ セ ン ジ ャ ー に 由 来 す る が 欠 失 を 有 す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 由 来 の も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ の 欠 失 は 下 記 の 配 列 ：
【 表 １ １ 】
　
　
　
　

を 有 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 こ の 欠 失 は 、 Ｓ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 の ５ ２ ｋ Ｄ ａ 及 び ４ ６ ｋ Ｄ ａ 形 態 を コ ー ド す る メ ッ セ ン
ジ ャ ー オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 塩 基 １ １ ９ ８ ～ １ ２ ９ ３ に 相 当 す る （ Pelicci, G
.et al., (1992), Cell, 70: 93-104） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 文 献 と 共 に Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン に 関 す る 構 造 デ ー タ は 、 こ の よ う な 欠 失 が ホ ス ホ チ ロ シ ン に
対 す る ア フ イ ニ テ ィ ー の 損 失 を も た ら す こ と を 示 す 。 何 故 な ら ば 、 そ れ は リ ン 酸 化 チ ロ シ
ン と の 相 互 作 用 に 関 与 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む か ら で あ る （ Waksman, G.et al., (1992), Nat
ure, 358: 646-653） 。 Ｓ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の Ｓ Ｈ ２ 及 び Ｐ Ｔ Ｂ ド メ イ ン （ ホ ス
ホ チ ロ シ ン 結 合 ド メ イ ン ） を 介 し て 種 々 の パ ー ト ナ ー を 連 結 す る ア ダ プ タ ー で あ る の で 、
こ の 欠 失 は 我 々 が △ Ｓ Ｈ Ｃ と 呼 ぶ Ｓ Ｈ Ｃ の ネ イ テ ィ ブ な 負 の 優 性 形 態 （ native negative 
dominant form） を 発 生 さ せ る 。 遺 伝 子 が 配 列 決 定 さ れ て い る タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｈ ２ ド メ イ
ン は ２ つ の エ キ ソ ン に 担 わ れ て い る の で 、 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ に よ り 同 定 さ れ る 欠 失 は Ｓ Ｈ Ｃ 遺 伝
子 の オ ル タ ナ テ ィ ブ エ キ ソ ン （ alternative eon） に 相 当 す る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 △ Ｓ Ｈ Ｃ の タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 配 列 は 図 １ ７ に 示 さ れ る （ 配 列 番 号 ９ 及 び １ ０ ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 Ｓ Ｈ Ｃ 　 Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン は 、 細 胞 増 殖 及 び 生 存 力 に 関 与 す る 多 数 の シ グ ナ ル の 伝 達 に 関
与 し て い る の で 、 △ Ｓ Ｈ Ｃ 配 列 の 検 査 は 、 Ｓ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 に 対 す る そ の 負 の 優 性 な 性 質
及 び そ の 種 々 の 細 胞 シ グ ナ ル を 妨 害 す る 能 力 を 予 言 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 Ｓ Ｈ Ｃ の こ の 新 規 な ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 、 こ の ス プ ラ イ シ ン グ に 相 当

10

20

30

40

50

(43) JP 2006-504426 A 2006.2.9



す る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン 、 生 物 学 的 試 料 に お け る そ の 検 出 を 可 能 と す る い か な る 抗 体 又 は
核 酸 プ ロ ー ブ 、 及 び 例 え ば 、 診 断 又 は 治 療 目 的 の そ れ ら の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 塩 基 １ １ ９ ８ ～ １ ２ ９ ３ に 相 当 す る 少 な く と も １ つ の 欠 失 、 更 に 特 定 的
に は 、 配 列 番 号 ８ の 配 列 の 欠 失 を 含 む い か な る Ｓ Ｈ Ｃ 変 異 体 に も 関 す る 。 本 発 明 は 、 更 に
特 定 的 に は 、 配 列 番 号 １ ０ の 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た 配 列 番 号 ９ の 配 列 を 有 す る △ Ｓ Ｈ Ｃ
変 異 体 に 関 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ゆ え に 、 本 発 明 は 、 上 記 △ Ｓ Ｈ Ｃ 変 異 体 を 同 定 す る た め 及 び ／ 又 は 生 物 学 的 試 料 に お け
る Ｓ Ｈ Ｃ ／ △ Ｓ Ｈ Ｃ 比 の い か な る 変 化 も 同 定 す る た め の 、 い か な る 核 酸 プ ロ ー ブ 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は 抗 体 に も 関 す る 。 こ れ は 特 に 配 列 番 号 ８ の 配 列 の す べ て 又 は 一 部 に 相 補
的 な プ ロ ー ブ 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は こ の 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質
ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 で あ る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又
は 抗 体 は 、 生 物 学 的 試 料 に お け る ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て い な い 形 態 （ 例 え ば 、 Ｓ Ｈ Ｃ ） の
存 在 を 検 出 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 こ れ ら の 物 質 は 、 更 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 （ 例 え ば △ Ｓ Ｈ Ｃ ） 、 即 ち 、 例 え ば ス
プ ラ イ シ ン グ か ら 生 じ る 連 結 領 域 （ 配 列 番 号 １ ０ の 配 列 に お い て ヌ ク レ オ チ ド １ １ ９ ８ の
ま わ り に 位 置 し た ） に 相 当 す る 、 に 特 異 的 な プ ロ ー ブ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は 抗
体 と 平 行 し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 こ の よ う な 物 質 は 、 免 疫 抑 制 に 関 す る 疾 患 （ が ん 、 免 疫 抑 制 治 療 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 等 ） の 診 断
の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ｉ ） Ｓ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 に お け る ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ド メ イ ン （ 特 に 、 例 え
ば 、 自 己 免 疫 疾 患 又 は 移 植 片 拒 絶 及 び が ん に お け る 免 疫 寛 容 の 状 態 を 誘 発 す る た め に ） 又
は ii） △ Ｓ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 に よ り 得 ら れ た 追 加 さ れ た 機 能 を ブ ロ ッ ク す る こ と に 基 づ く 分
子 の い か な る ス ク リ ー ニ ン グ 法 に も 関 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 △ Ｓ Ｈ Ｃ の 治 療 的 使 用 及 び 特 に 、 例 え ば 、 Ｓ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 ハ イ パ ー リ
ン 酸 化 が 証 明 さ れ う る が ん 性 細 胞 又 は が ん （ ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 又 は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ ） の 処 理
を 指 向 す る 。 ゆ え に 、 こ の 点 で 、 本 発 明 は △ Ｓ Ｈ Ｃ を コ ー ド す る 配 列 を 含 む い か な る ベ ク
タ ー に も 関 し 、 特 に ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 関 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物
、 特 に ヒ ト 起 源 の が ん 性 細 胞 又 は 増 殖 し て い る 細 胞 、 例 え ば 平 滑 筋 細 胞 、 内 皮 細 胞 （ 再 発
狭 窄 症 ） 、 繊 維 芽 細 胞 （ 繊 維 症 ） を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー は 特 に 、 ア デ ル ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 Ａ Ａ Ｖ 、 ヘ ル ペ ス ベ ク タ ー 等 に よ り 例
示 さ れ う る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　

）
　 標 準 分 子 生 物 学 法 に よ り 正 常 な （ ｍ Ｎ ） 条 件 及 び 病 理 （ ｍ Ｐ ） 条 件 に 相 当 す る メ ッ セ ン
ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 さ せ 、 そ し て 対 応 す る 二 本 鎖 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ ｓ （ ｄ ｓ Ｎ 及 び ｄ ｓ Ｐ ） を
産 生 さ せ る 。 次 い で ７ ０ %ホ ル ム ア ミ ド を 含 有 す る 溶 液 中 で ｍ Ｎ を ｄ ｓ Ｐ と 及 び ｍ Ｐ を ｄ
ｓ Ｎ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に よ り Ｒ ル ー プ 構 造 を 得 る 。 条 件 Ｎ と Ｐ 間 の 差 異 ス プ
ラ イ シ ン グ さ れ た 核 酸 ド メ イ ン は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 形 態 で 残 っ て い る で あ ろ う 。 次 い で 追 い
出 さ れ た （ displaced） 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ｓ を グ リ オ キ サ ー ル で 処 理 し て ホ ル ム ア ミ ド の 除 去
時 の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の 更 な る 追 い 出 し を 回 避 す る 。 ホ ル ム ア ミ ド 及 び グ リ オ キ サ ー ル の 除 去 及 び
Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ に よ る 処 理 の 後 、 ミ ツ バ チ 型 構 造 が 得 ら れ 、 対 を 形 成 し て い な い 一 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ ｓ は ミ ツ バ チ の 羽 を 表 し 、 そ し て 関 心 の あ る 対 を 形 成 し た 二 本 鎖 ド メ イ ン は ミ ツ バ チ の
身 体 を 思 い 起 こ さ せ る 。 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 特 異 的 に 消 化 す る 酵 素 、 例 え ば 、 ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ
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２ ． 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 及 び 他 の 定 性 的 修 飾 の 差
異 ク ロ ー ニ ン グ （ 図 ５



１ 又 は ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ （ ｍ ｕ ｎ ｇ 　 ｂ ｅ ａ ｎ 　 ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ａ ｓ ｅ ） の 使 用 は 、 二 本
鎖 形 態 で 残 っ た Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 を 可 能 と し 、 こ れ を 次 に ク ロ ー ニ ン グ し そ し て 配 列 決 定 す る
。 こ の 第 ２ の 技 術 は 、 関 心 の あ る ド メ イ ン の Ｒ Ｎ Ａ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 生 じ さ せ る 第 １
の 方 法 と 比 べ て 、 関 心 の あ る ド メ イ ン の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト の 直 接 の 形 成 を
可 能 と す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 こ の ア プ ロ ー チ は 、 上 記 し た ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ モ デ ル に 関 し て 行 わ れ た 。 ｇ ｒ ｂ ２
二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ｇ ｒ ｂ ２ の 配 列 （ １ ～ ２ ２ ） 及 び ｇ ｒ ｂ ２ の 相 補 的 配 列 （ ６ １ ８ ～ ６ ３
９ ） に 相 当 す る ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て ｇ ｒ ｂ ２ 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 に よ り 産 生 さ れ た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し 、 ア フ イ ニ テ ィ ー カ
ラ ム （ JetQuick, Genomed） で 洗 浄 し そ し て 分 光 法 に よ り 定 量 し た 。 同 時 に 、 ｇ ｒ ｂ ２ 及
び ｇ ｒ ｂ ３ ３ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 相 当 す る ２ つ の 合 成 Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｒ ｉ ｂ ｏ Ｍ ａ ｘ キ ッ
ト （ Promega） に よ っ て Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に ｇ ｒ ｂ ２ 又 は ｇ ｒ ｂ ３ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー か ら 産 生 さ せ た 。 Ｒ Ｎ Ａ を 供 給 者 に よ り 教 示 さ れ た と お り に 精
製 し そ し て 排 除 カ ラ ム （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ ５ ０ 、 ５ ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ － ３ ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ） で 洗
浄 し た 。 二 本 鎖 ｇ ｒ ｂ ２ Ｄ Ｎ Ａ （ １ ～ ６ ３ ９ ） ６ ０ ０ ngを 、
下 記 の 緩 衝 液 ： １ ０ ０ mMＰ Ｉ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 、 ３ ５ mMＮ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ 、
７ ０ %脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） 、 中 で ３ つ の 別 々 の 反 応 に お い て 、
　 １ ． ｇ ｒ ｂ ３ ３ Ｒ Ｎ Ａ ３ μ g
　 ２ ． ｇ ｒ ｂ ２ Ｒ Ｎ Ａ ３ μ g
　 ３ ． 水
と 一 緒 に し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 試 料 を ５ ６ ℃ に 加 熱 し 、 次 い で １ ０ 分 毎 に － ０ ． ２ ℃ ず つ ４ ４ ℃ に 冷 却 し た 。 次 い で そ
れ ら を ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 分 析 は 、 コ ン ト ロ ー ル レ ー ン ３ （ 図 １ １ Ａ ） と
比 較 し て レ ー ン １ 及 び ２ の 変 化 し た 移 動 パ タ ー ン を 示 し 、 こ れ は 新 し い 複 合 体 が 形 成 さ れ
た こ と を 示 す 。 次 い で 試 料 を 脱 イ オ ン 化 グ リ オ キ サ ー ル （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） （ ５ %ｖ ／ ｖ 又 は
１ Ｍ ） で １ ２ ℃ で ２ 時 間 処 理 し た 。 次 い で 複 合 体 を エ タ ノ ー ル （ ０ ． １ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 エ タ
ノ ー ル ２ 容 積 ） で 沈 殿 さ せ 、 ７ ０ %エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 乾 燥 し 、 次 い で 水 中 に 再 懸 濁 さ
せ る 。 次 に そ れ ら を Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ （ Life Technology） に よ り 処 理 し 、 次 い で 一 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ に 特 異 的 な 酵 素 に よ り 処 理 す る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ １ 及 び ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ は こ の よ
う な 性 質 を 有 し そ し て 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （ Life Technologies, Amersham） 。 こ の
よ う な 消 化 物 （ 酵 素 を 供 給 さ れ た 緩 衝 液 中 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ） を ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 上 で 分 析 し た （ 図 １ １ Ｂ ） 。 有 意 な 消 化 産 生 物 が 反 応 １ に 由 来 す る 複 合 体 （ ｇ ｒ ｂ ２ ／
ｇ ｒ ｂ ３ ３ ） か ら の み 得 ら れ た （ 図 １ １ Ｂ 、 レ ー ン ７ 及 び １ ０ ） 。 こ れ ら の 消 化 は ヤ エ ナ
リ ヌ ク レ ア ー ゼ （ レ ー ン １ ０ ） の 場 合 よ り ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ １ （ レ ー ン ７ ） に よ る の が よ り
完 全 で あ る と 思 わ れ る 。 か く し て 、 １ ０ ０ 塩 基 対 よ り わ ず か に 大 き い サ イ ズ に 相 当 す る バ
ン ド （ レ ー ン ７ で 矢 印 に よ り 示 さ れ た ） を 精 製 し 、 ｐ Ｍ ｏ ｓ － Ｂ ｌ ｕ ｅ ベ ク タ ー （ Amersh
am） に ク ロ ー ニ ン グ し そ し て 配 列 決 定 し た 。 こ の 断 片 は ｇ ｒ ｂ ３ ３ に お い て 欠 失 し て い る
ｇ ｒ ｂ ２ の １ ２ ０ 塩 基 対 ド メ イ ン に 相 当 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 こ の ア プ ロ ー チ は 、 当 業 者 に よ り 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 産 生 さ れ た 全 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ
Ｎ Ａ 集 団 及 び 全 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 で 出 発 し て 今 や 実 行 す る こ と が で き る 。 基 準 条 件 に 相
当 す る Ｒ Ｎ Ａ を 試 験 条 件 に 由 来 す る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ そ し て そ の 逆
を し た 。 上 記 し た プ ロ ト コ ル の 適 用 の 後 、 消 化 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に ロ ー デ ィ ン グ し て
５ ０ ～ ３ ０ ０ 塩 基 対 の 範 囲 の サ イ ズ に 相 当 す る バ ン ド を 単 離 及 び 精 製 す る 。
こ の よ う な バ ン ド を 次 い で ベ ク タ ー （ pMos-Blue, Amersham） に ク ロ ー ニ ン グ し て 定 性 的
差 異 イ ベ ン ト に 富 ん だ イ ン サ ー ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
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３ ． 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ に 由 来 す る ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築



　 上 記 し た ２ つ の 実 施 例 は 、 ２ つ の 与 え ら れ た 病 理 条 件 間 で 発 生 す る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ
さ れ た 配 列 の す べ て 又 は 一 部 を 表 す ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ を も た ら す 。 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ は 、 こ の よ う な ｃ Ｄ Ｎ Ａ の プ ラ ス ミ ド 又 は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー へ の 挿 入 に よ り ラ イ ブ ラ リ
ー の 構 築 を 可 能 と す る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 又 は 当 該
技 術 分 野 で 知 ら れ た い か な る 他 の 支 持 体 材 料 に も 付 着 さ せ る こ と が で き る 、 例 え ば 、 チ ツ
プ 又 は バ イ オ チ ッ プ 又 は 膜 上 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 前 記 し た ラ イ ブ ラ リ ー を 光 か ら
離 し て 冷 所 に 貯 蔵 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 慣 用 の 技 術 に よ り 支 持 体
材 料 上 に 付 着 及 び 固 定 さ れ る と 、 化 合 物 に よ り 処 理 し て 、 プ ラ ス ミ ド 又 は フ ァ ー ジ の 複 製
を 可 能 と し た 宿 主 バ ク テ リ ア を 除 去 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 有 利 に
は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 か ら な る が 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ
ン グ イ ベ ン ト に 由 来 す る こ れ ら の 配 列 の み を フ ィ ル タ ー 上 に 付 着 さ せ る よ う に Ｐ Ｃ Ｒ に よ
り 作 成 さ れ う る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ の 特 徴 の １ つ 及 び 独 創 的 な 特 徴 の １ つ は 、 こ の 方 法 は 有 利 に
は 、 ２ つ の 与 え ら れ た 条 件 間 で 発 生 す る 定 性 的 な 差 の 全 体 の ア レ イ を 表 す １ つ の み な ら ず
２ つ の 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー （ 「 ラ イ ブ ラ リ ー 対 」 ） を も た ら す と い う こ と で あ る 。 特 に 、 本
発 明 の 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー の １ つ は 、 基 準 生 理 学 的 条 件 と 比 べ て 試 験 生 理 学
的 条 件 の 独 特 の 定 性 的 マ ー カ ー を 表 し 、 他 方 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 試 験 生 理 学 的 条 件 に 対 し
て 基 準 生 理 学 的 条 件 の 独 特 の 定 性 的 マ ー カ ー を 表 す 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー の カ ッ プ ル は 、 ラ
イ ブ ラ リ ー 対 ま た は 「 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー 」 と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ の 利 益 の １ つ は 、 次 の 節 に 記 載 の と お り 、 化 合 物 の 毒 性 を 評
価 す る こ と を 可 能 と す る と い う こ と で あ る の で 、 こ の 技 術 の 実 行 の 良 好 な 実 施 例 は 、 一 方
で は 、 未 処 理 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 、 そ し て 他 方 で は エ タ ノ ー ル 処 理 さ れ た 細 胞 、 　 に 特 異 的 な
配 列 に 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 得 る た め の Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 使 用 で あ る 。 後 者 の 細 胞 は 、
細 胞 毒 性 の 兆 候 及 び １ Ｍ エ タ ノ ー ル に １ ８ 時 間 さ ら す こ と か ら 出 発 す る ヌ ク レ オ ソ ー ム 間
の 断 片 化 （ internucleosomal fragmentation） を 介 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 解 を 示 す 。 エ タ ノ ー ル 毒
性 の 初 期 マ ー カ ー を 得 る た め に 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 、 未 処 理 細 胞 及 び ０ ． １ Ｍ エ タ
ノ ー ル で １ ８ 時 間 処 理 さ れ た 細 胞 か ら 調 製 す る 。 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ を 使 用
す る Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 変 法 の 実 行 の 後 、 得 ら れ る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増
幅 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ せ 、 次 い で 当 業 者 に よ り 知 ら れ た 技 術 に し た が っ て
ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー に 移 す 。 一 方 で は 未 処 理 状 態 の 特 異 的 定 性 的 な 差 に 特 異 的 な ク ロ ー ン
及 び 他 方 で は エ タ ノ ー ル 処 理 さ れ た 細 胞 に 特 異 的 な 配 列 に 特 異 的 な ク ロ ー ン の 各 組 に つ い
て 、 ２ つ の 同 じ フ ィ ル タ ー デ ュ プ リ ケ ー ト （ duplicate） を 作 成 す る 。 か く し て 、 ク ロ ー
ン の 各 組 の フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 、 一 方 で は 未 処 理 細 胞 に 特 異 的 な プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 さ せ そ し て 他 方 で は ０ ． １ Ｍ エ タ ノ ー ル で １ ８ 時 間 処 理 さ れ た 細 胞 に 特 異 的 な プ ロ
ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 図 １ ２ に お い て 得 ら れ そ し て 示 さ れ た 差 異 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル は 、 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ
技 術 に よ り 与 え ら れ た サ ブ ト ラ ク シ ョ ン の 品 質 を 認 識 す る こ と を 可 能 と す る 。 か く し て 、
未 処 理 細 胞 （ Ｎ Ｔ ） か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 処 理 さ れ た 細 胞 （ Ｔ ｒ ） か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 か ら 誘 導 さ れ そ し て 未 処 理 条 件 に 特 異 的 な 定 性 的 な 差 に 相 当 す る で あ ろ う ク ロ
ー ン は 、 未 処 理 細 胞 の 全 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 集 団 を 表 す プ ロ ー ブ と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 す る 。 反 対 に 、 Ｒ Ｎ Ａ （ Ｔ ｒ ） ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ ） ヘ テ ロ 二 本 鎖 に 対 す る Ｒ Ｎ ア ー
ゼ Ｈ の 作 用 に 抵 抗 性 の 産 物 に 由 来 す る ク ロ ー ン は 、 処 理 さ れ た 細 胞 か ら の 全 メ ッ セ ン ジ ャ
ー Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る プ ロ ー ブ と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 一 方 で は 処 理 さ れ た 条 件 に 特 異 的 な ク ロ ー ン と 、 他 方 で は 未 処 理 条 件 に 特 異 的 な ク ロ ー
ン の ２ 組 は 、 ２ つ の 異 な る 細 胞 状 態 に 特 徴 的 な 定 性 的 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー の 例 を 表 す 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
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　 ４ ． 定 性 的 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 及 び 利 益
　 本 発 明 の 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー の 可 能 性 の あ る 用 途 を 特 に 図 １ ３ ～ １ ５ に 示
す 。 か く し て 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー は 以 下 の た め に 有 用 で あ る ：
　
　 こ の 実 施 例 で は 、 基 準 条 件 は Ａ と 名 づ け ら れ そ し て 毒 性 条 件 は Ｂ と 名 づ け ら れ る 。 毒 性
ア バ ク ス チ ャ ー ト は 、 種 々 の 期 間 の 時 間 、 種 々 の 濃 度 の 基 準 毒 性 化 合 物 の 存 在 下 に 条 件 Ａ
を 処 理 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 毒 性 ア バ ク ス チ ャ ー ト の 種 々 の ド ッ ト に つ い て 、 定 性 的
差 異 ラ イ ブ ラ リ ー 、 即 ち 、 こ の 例 で は 制 限 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー ｒ Ａ ／ ｃ Ｂ 及 び ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ
を 構 築 す る （ ラ イ ブ ラ リ ー 対 ） 。 ラ イ ブ ラ リ ー 対 を 有 利 に は 支 持 体 上 に 付 着 さ せ る 。 次 い
で 支 持 体 を 種 々 の 用 量 の 試 験 化 合 物 で 処 理 さ れ た 元 の 生 物 学 的 試 料 に 由 来 す る プ ロ ー ブ と
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る ： 産 生 物 Ｘ 、 Ｙ 及 び Ｚ 。 試 験 産 生 物 の 毒 性 潜 在 力 を 決 定 す る た め
に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 反 応 を 展 開 す る （ developed） ： こ の 例 で は 、 産 生 物 Ｚ は 高 度 に 毒 性
で あ り そ し て 産 生 物 Ｙ は 中 間 的 な プ ロ フ ィ ル を 示 す 。 毒 性 ア バ ク ス チ ャ ー ト を 構 築 す る こ
と の 実 行 可 能 性 は エ タ ノ ー ル 処 理 及 び Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ が 関 与 す る 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ラ
イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 関 し て 前 記 し た 例 で 明 白 に 説 明 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　
　 こ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 に 従 う 制 限 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 対 は 、 病 理 モ デ ル Ｂ 及 び 健 康 な
モ デ ル Ａ （ 又 は 基 準 活 性 産 生 物 で 処 理 さ れ た 病 理 モ デ ル ） で 出 発 し て 構 築 さ れ る 。 差 異 ラ
イ ブ ラ リ ー ｒ Ａ ／ ｃ Ｂ 及 び ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ を 場 合 に よ り 支 持 体 上 に 付 着 さ せ る 。 こ の ラ イ ブ ラ
リ ー 対 は 両 条 件 間 で 発 生 す る ス プ ラ イ シ ン グ に お け る 差 を 完 全 に 表 す 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー
対 は 試 験 化 合 物 の 効 能 を 評 価 す る こ と を 可 能 と し 、 即 ち 、 病 理 型 プ ロ フ ィ ル （ ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ
） か ら 出 発 し て 「 健 康 様 （ "healthy-like"） 」 プ ロ フ ィ ル （ ｒ Ｃ ／ ｃ Ｂ ） を 発 生 さ せ る そ
の 能 力 を 決 定 す る こ と を 可 能 と す る 。 こ の 実 施 例 で は 、 ラ イ ブ ラ リ ー 対 を 、 試 験 化 合 物 に
よ り 処 理 さ れ て い る か 又 は さ れ て い な い 条 件 Ａ 及 び Ｂ か ら 調 製 さ れ た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 さ せ る 。 得 ら れ う る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル は 図 １ ４ に 示 さ れ る 。 こ の 用 途
の 実 行 可 能 性 は 健 康 な 条 件 と 毒 性 条 件 に 特 徴 的 な 定 性 的 差 異 ラ イ ブ ラ リ ー の 前 記 し た 構 築
の 実 行 可 能 性 と 同 一 で あ る 。 毒 性 条 件 は 、 病 理 条 件 に よ り 置 き 換 え ら れ 、 そ し て 試 験 化 合
物 の 多 少 優 先 的 に 基 準 条 件 又 は 病 理 条 件 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る プ ロ ー ブ を 産 生 す る 能 力
が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　
　 こ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 に 従 う 制 限 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 対 は 、 ２ つ の 病 理 モ デ ル 、 そ の
１ つ は 与 え ら れ た 産 生 物 （ 例 え ば 、 野 生 型 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 ） に よ る 処 理 に 応 答 性 で あ り ： 条
件 Ａ ； 他 方 は 非 応 答 性 で あ る ： 条 件 Ｂ 、 で 出 発 し て 構 築 さ れ る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー 対 （ ｒ
Ａ ／ ｃ Ｂ ； ｒ Ｂ ／ ｃ Ａ ） を 支 持 体 上 に 付 着 さ せ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 次 い で こ の ラ イ ブ ラ リ ー 対 を 使 用 し て 同 じ 産 生 物 に 対 す る 病 理 試 験 試 料 の 感 受 性 を 決 定
す る 。 そ の 目 的 で 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー 対 を 、 基 準 処 理 に 対 す る 応 答 を 評 価 す る こ と が 望 ま
れ る 患 者 の 生 検 組 織 に 由 来 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 応 答 性 生 検 試 料 及 び
非 応 答 性 生 検 試 料 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ フ ィ ル を 図 １ ５ に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 膜 又 は 核 内 受 容 体 の そ れ ら の リ ガ ン ド に よ る 活 性 化 は 、 あ る Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ シ ン グ に
お け る 調 節 欠 陥 を 特 異 的 に 誘 発 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 法 に よ る こ れ ら の
イ ベ ン ト の 同 定 は 、 受 容 体 、 特 に み な し 子 受 容 体 に 対 す る 天 然 又 は 合 成 リ ガ ン ド を 調 べ る
の に 使 用 す る こ と が で き る 、 受 容 体 活 性 化 を 監 視 す る た め の ツ ー ル （ マ ー カ ー 、 ラ イ ブ ラ
リ ー 、 キ ッ ト 等 ） を 提 供 す る 。 こ の 用 途 に 従 え ば 、 調 節 欠 陥 と 関 連 し た マ ー カ ー を 同 定 し
そ し て 支 持 体 上 に 付 着 さ せ る 。 種 々 の 組 成 物 及 び ／ 又 は 試 験 化 合 物 に よ り 処 理 さ れ た 又 は
処 理 さ れ て い な い 、 調 査 下 の 受 容 体 を （ 過 剰 ） 発 現 す る 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し そ し て 支 持
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４ ． １ ， 化 合 物 の 毒 性 の 評 価 （ 図 １ ３ ）

４ ． ２ ． 医 薬 組 成 物 の 効 能 の 評 価 （ 図 １ ４ ） ：

４ ． ３ ． 処 理 に 対 す る 病 理 試 料 の 応 答 を 予 言 す る こ と （ 図 １ ５ ）

　 ４ ． ４ ． み な し 子 受 容 体 （ orphan receptors） に 対 す る リ ガ ン ド の 同 定



体 と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 反 応 に お け る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 。 支 持 体 上 に 付 着 さ れ た マ
ー カ ー の い く ら か 又 は す べ て と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 検 出 は 、 関 心 の あ る 受 容 体 が 活 性 化
さ れ る こ と そ し て そ れ ゆ え 対 応 す る 組 成 物 ／ 化 合 物 が 該 受 容 体 の リ ガ ン ド を 構 成 し 又 は 含
有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　
　 こ れ は 、 そ の ス プ ラ イ シ ン グ が 病 理 又 は 病 理 モ デ ル に お い て 変 化 さ せ ら れ る 遺 伝 子 を 同
定 す る こ と 、 及 び 更 に 特 定 的 に は 、 修 飾 さ れ た エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン を 同 定 す る こ と に
よ り 達 成 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 、 増 殖 、 分 化 又 は ア ポ ト ー シ ス の 現 象 に 関 与
す る 病 理 又 は い か な る 病 態 生 理 学 的 プ ロ セ ス に お い て も 変 化 さ せ ら れ る 機 能 的 ド メ イ ン を
コ ー ド す る 配 列 を 決 定 す る こ と を 可 能 と す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ の 利 益 の
例 は 、 野 生 型 ｐ ５ ３ 発 現 の 誘 導 を 介 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 の モ デ ル へ の Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 適 用
に よ り 与 え ら れ る 。 こ の 細 胞 モ デ ル は 、 誘 導 性 ｐ ５ ３ が ん 抑 制 遺 伝 子 発 現 シ ス テ ム を ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 確 立 さ れ た 。 ｐ ５ ３ で 誘 導 さ れ た ア ポ ト ー シ ス と 特 異 的
に 関 連 す る 定 性 的 な 差 を 同 定 す る た め に 、 誘 導 さ れ た 細 胞 及 び 誘 導 さ れ な か っ た 細 胞 に 由
来 す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ で 出 発 し て Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ を 　 実 施 し た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 ２
０ ０ ngの ｐ ｏ ｌ ｙ ＋ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ２ ０ ０ ngの ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ヘ テ ロ 二 本 鎖 を 形 成 さ せ た
。 各 ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 か ら 約 １ ０ ０ ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 も と の 条 件 か ら の 全 メ ッ
セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 表 す プ ロ ー ブ と こ れ ら の バ ク テ リ ア ク ロ ー ン 、 し た が っ て そ れ ら が 含
有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 細 胞 死 を も た ら す 効 力 の あ る ｐ ５ ３ 誘 導 の 期
間 中 に 特 異 的 に 発 現 さ れ た 配 列 の 同 定 を 可 能 と し た （ 図 １ ６ ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 こ れ ら の 断 片 は 、 存 在 す る メ ッ セ ー ジ の 品 質 を 変 え る エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン 配 列 に 由
来 し 、 そ し て そ れ ら が 参 加 す る か 又 は そ れ ら が 妨 害 す る 機 能 的 ド メ イ ン を 、 細 胞 死 を 誘 発
又 は 抑 制 す る た め の 処 理 の 標 的 と し て 適 格 と す る （ qualify） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 こ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 非 ア ポ ト ー シ ス 条 件 と ア ポ ト ー シ ス 条 件 間 の す べ て の 差 異 ス
プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー 対 の 構 築 も も た ら す 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー 対 は 、
他 の 病 態 生 理 学 的 条 件 又 は 与 え ら れ た 処 理 に 由 来 す る プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 能
力 を 試 験 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 結 果 は 、 ア ポ ト
ー シ ス に 向 か う 試 験 条 件 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ グ ラ ム の 潜 在 的 コ ミ ッ ト メ ン ト に 関 す る 指 示 を
与 え る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 上 記 説 明 か ら 明 ら か な と お り 、 本 発 明 は 更 に ：
　 － 本 願 に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ そ し て そ れ ら が 病 理 条 件 に 特 徴 的 で あ る こ と を 特 徴
と す る 配 列 を 認 識 す る い か な る 核 酸 プ ロ ー ブ 、 い か な る ヌ ク レ オ チ ド 、 い か な る 抗 体 に も
関 し 、
　 － ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 考 案 す る こ と に よ り 治 療 目 的 の 有 機 分 子 の 調 査 の た め の 本
明 細 書 に 開 示 さ れ た 技 術 を 適 用 す る こ と に 由 来 す る 情 報 の 使 用 で あ っ て 、 有 機 分 子 は 健 康
な 条 件 と 病 理 学 的 条 件 間 で 発 生 す る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ド メ イ ン を 標 的 と す る こ と
を 特 徴 と す る か 、 又 は そ れ ら は 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 と し て タ ン パ ク 質 に よ り 獲 得 さ
れ た 機 能 の 抑 制 に 基 づ い て い る こ と を 特 徴 と す る 使 用 に 関 し 、
　 － 遺 伝 子 治 療 用 途 の た め の 本 願 に 記 載 さ れ た 方 法 に 由 来 す る 情 報 の 利 用 に 関 し 、
　 － 遺 伝 子 治 療 に よ り 送 達 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 で あ っ て 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 規 定 さ れ た 細 胞
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ア ゴ ニ ス ト と し て 挙 動 す る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 に 関
し 、
　 　 　 ． 調 査 の 目 的 で の 診 断 手 段 又 は 試 薬 の 商 業 的 産 生 、
　 　 　 ． 治 療 用 途 の た め の 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 の 発 生 又 は 調 査 、
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を 目 的 と す る オ ル タ ナ テ ィ ブ エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン の 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の い か な る 構 築
又 は い か な る 使 用 に も 関 し 、
　 － オ ル タ ナ テ ィ ブ エ キ ソ ン 又 は イ ン ト ロ ン の ア レ イ を 含 有 す る す べ て の コ ン ピ ュ ー タ ー
化 さ れ た バ ー チ ャ ル ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て 、 該 ラ イ ブ ラ リ ー は ２ つ の 異 な る 病 態 生 理 学 的
条 件 を 区 別 す る 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 を 特 徴 付 け る た め に 核 酸 プ ロ ー ブ 又 は オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の デ ザ イ ン を 可 能 と す る こ と を 特 徴 と す る ラ イ ブ ラ リ ー の い か な る 構 築 又 は い
か な る 使 用 に も 関 し 、
　 － 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 産 物 を 妨 害 す
る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド 、 セ ン ス も し く は ア ン チ セ ン ス 核 酸 又 は 化 合 物 を 含 む い か な
る 医 薬 組 成 物 又 は 診 断 組 成 物 に も 関 し 、
　 － 病 理 条 件 に 固 有 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ イ ベ ン ト と 対 照 的 に 正 常 な 条 件 を 表 す ス プ ラ
イ シ ン グ パ タ ー ン を 回 復 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド 、 セ ン ス も し く は ア ン チ セ ン ス 核
酸 又 は 化 合 物 を 含 む い か な る 医 薬 組 成 物 又 は 診 断 組 成 物 に も 関 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　
　 こ の 実 施 例 は 、 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 及 び ／ 又 は プ ロ フ ィ ル を 化 合 物 の 毒 性 及 び ／ 又
は 効 能 を 監 視 及 び ／ 又 は 決 定 す る た め の マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る こ と を 示 す
。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ 調 節 欠 陥 に 対 す る 毒 性 化 合 物 の 効 果 を 下 記 の と お り 試 験 し た 。 Ｈ
ｅ ｐ Ｇ ２ 肝 細 胞 を 種 々 の 用 量 の ３ つ の 毒 性 化 合 物 （ エ タ ノ ー ル 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 Ｐ Ｍ Ａ
（ ホ ル ボ ー ル １ ２ － ミ リ ス テ ー ト １ ３ － ア セ テ ー ト ） で 処 理 し た 。 ２ つ の 細 胞 毒 性 試 験 （
ト リ パ ン ブ ル ー 、 Ｍ Ｔ Ｔ ） を 種 々 の 時 点 で 行 っ た ： エ タ ノ ー ル で は ４ 時 間 及 び １ ８ 時 間 ；
カ ン プ ト テ シ ン で は ４ 時 間 及 び １ ８ 時 間 ； Ｐ Ｍ Ａ で は １ ８ 時 間 及 び ４ ０ 時 間 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ト リ パ ン ブ ル ー は 、 生 き て い る 細 胞 に よ り 取 り 込 ま れ う る 染 料 で あ る 。 顕 微 鏡 下 の ［ 青
］ 及 び ［ 白 ］ 細 胞 の 簡 単 な 計 数 は 、 処 理 後 の 生 存 細 胞 の 百 分 率 又 は 生 存 百 分 率 を 与 え る 。
実 験 ポ イ ン ト は 三 回 反 復 で （ in triplicate） 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Ｍ Ｔ Ｔ 試 験 は 、 生 き て い る 細 胞 が 可 溶 性 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 （ Ｍ Ｔ Ｔ ） を 不 溶 性 ホ ル マ ザ
ン 沈 殿 に 転 化 す る 能 力 を 測 定 す る 比 色 試 験 で あ る 。 こ れ ら の 暗 青 色 ホ ル マ ザ ン 結 晶 を 溶 解
さ せ そ し て そ れ ら の 濃 度 を ５ ５ ０ nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が
で き る 。 か く し て ２ ４ ウ エ ル の 皿 に １ ５ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 細 胞 を 一 夜 播 種 し 、 次 い で 毒 性 化
合 物 で 細 胞 を 処 理 し た 後 、 Ｍ Ｔ Ｔ （ Sigma） ５ ０ μ lを 加 え る （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ５ mg/mlの 濃 度
で ） 。 ホ ル マ ザ ン 結 晶 形 成 反 応 を Ｃ Ｏ ２ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ５ 時 間 行 う （ ３ ７ ℃ 、 ５ %
Ｃ Ｏ ２ 、 ９ ５ %湿 度 ） 。 可 溶 化 溶 液 （ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル － ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ （ １ ０ %） 中
の ０ ． １ Ｎ Ｈ Ｃ ｌ ） ５ ０ ０ μ lの 添 加 の 後 、 結 晶 を 攪 拌 し な が ら 溶 解 し そ し て そ れ ら の 吸
光 度 を ５ ５ ０ ～ ６ ６ ０ nmで 測 定 す る 。 決 定 は 、 適 当 な コ ン ト ロ ー ル （ 生 存 率 、 細 胞 死 、 ブ
ラ ン ク ） を 使 用 し て ３ 回 反 復 し て な さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 又 は プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 の 試 験 も 抗 ヒ ス ト ン 抗 体 及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ
り Ｄ Ｎ Ａ 断 片 化 を 測 定 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 Rocheか ら の Cell Death ELISA Plusを 使
用 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 こ れ ら の ３ つ の 試 験 の 結 果 （ 図 １ ８ 　 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ） は 、 下 記 の 濃 度 ：
　 ・ エ タ ノ ー ル ： ０ ． １ Ｍ
　 ・ カ ン プ ト テ シ ン ： １ μ g/ml
　 ・ Ｐ Ｍ Ａ ： ５ ０ ng/ml
は 、 測 定 さ れ た Ｉ Ｃ ５ ０ 値 よ り 十 分 に 低 か っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
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　 か く し て 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 を 、 こ れ ら の ３ つ の 濃 度 の こ れ ら の ３ 種 の 化 合 物 で 、 エ タ ノ
ー ル 及 び カ ン プ ト テ シ ン の 場 合 に は ４ 時 間 そ し て Ｐ Ｍ Ａ の 場 合 に は １ ８ 時 間 処 理 し た 。 メ
ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を Rneasyキ ッ ト （ Quiagen） で 精 製 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら 出 発 し て Ｄ ｙ
ｎ ａ ｌ － Ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ － （ ｄ Ｔ ） ビ ー ズ で 精 製 し た 。 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 逆 転 写 酵 素 （
Life Technologies） 及 び プ ラ イ マ ー と し て ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー を 使 用 し て こ れ ら の メ ッ
セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 こ れ ら の 最 初 の 鎖 は 、 下 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 反 応 （ ９
４ ℃ １ 分 、 ５ ５ ℃ １ 分 、 ７ ２ ℃ １ 分 、 ３ ０ サ イ ク ル ） の た め の 鋳 型 と し て 役 立 っ た ：
　 Ｍ Ａ Ｃ Ｈ － α ：
【 表 １ ２ 】
　
　
　

　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は Ｍ Ａ Ｃ Ｈ － α の 種 々 の 記 載 さ れ た ア イ ソ フ ォ ー ム （ １ 、 ２ 及 び ３
、 そ れ ぞ れ ５ ９ ５ 、 ５ ５ ０ 及 び ３ ４ ３ 塩 基 対 を 増 幅 す る ） に 共 通 の 領 域 に 相 当 す る 。 Ｍ Ａ
Ｃ Ｈ － α （ Ｃ ａ ｓ ｐ ａ ｓ ｅ － ８ ） は 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 に 関 与 す る プ ロ テ ア ー ゼ で
あ る （ Boldin et al., (1996), Cell, 85: 803-815） 。
　 Ｂ Ｃ Ｌ － Ｘ ：
【 表 １ ３ 】
　
　
　

　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 ｂ ｃ ｌ － Ｘ の 種 々 の 記 載 さ れ た ア イ ソ フ ォ ー ム （ ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｉ
、 ｂ ｃ ｌ － Ｘ ｓ 、 Ｂ Ｃ Ｌ － Ｘ β ） に 共 通 の 領 域 に 相 当 し （ Boise et al., (1993), Cell 7
4: 597-608; U72398(Genbank） そ し て こ れ ら の ３ つ の ア イ ソ フ ォ ー ム の た め の 単 一 の ２ ０
４ 塩 基 対 断 片 を 増 幅 す る で あ ろ う 。
　 　 Ｆ Ａ Ｓ Ｒ ：
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　

　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 あ る Ｆ Ａ Ｓ Ｒ ア イ ソ フ ォ ー ム に 共 通 の 領 域 に 相 当 し 、 そ し て 野
生 型 形 態 Ｆ ａ ｓ Ｒ で は ４ ７ ８ 塩 基 対 断 片 を 、 ア イ ソ フ ォ ー ム △ ８ で は ４ ５ ２ 塩 基 対 及 び ア
イ ソ フ ォ ー ム △ Ｔ Ｍ で は ４ １ ５ 塩 基 対 を 増 幅 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 図 １ ９ に 示 さ れ た 結 果 は 、
　 ・ カ ン プ ト テ シ ン は ア イ ソ フ ォ ー ム Ｍ Ａ Ｃ Ｈ － α １ の 発 現 の 減 少 及 び ア イ ソ フ ォ ー ム Ｍ
Ａ Ｃ Ｈ － α ３ の 増 加 を 誘 導 す る
　 ・ カ ン プ ト テ シ ン は 、 新 規 な ｂ ｃ ｌ － Ｘ ア イ ソ フ ォ ー ム の 出 現 （ ２ ０ ０ 塩 基 対 付 近 の ダ
ブ レ ッ ト に お け る 上 部 バ ン ド ） を 誘 導 す る
　 ・ カ ン プ ト テ シ ン は 、 Ｆ ａ ｓ △ Ｔ Ｍ に 相 当 す る こ と が で き る よ り 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム の
発 現 に よ り 置 き 換 え ら れ た 、 野 生 型 形 態 の ｆ ａ ｓ 受 容 体 の 減 少 を 誘 導 す る
　 ・ エ タ ノ － ル は よ り 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム に よ り 置 き 換 え ら れ る ｂ ｃ ｌ － ｘ の 消 失 を 誘 導
す る
　 ・ エ タ ノ ー ル は よ り 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム を 犠 牲 に し て ｆ ａ ｓ 受 容 体 の 長 い 野 生 型 形 態 の
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増 加 を 誘 導 す る 、
こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 低 い 濃 度 の 毒 性 化 合 物 に よ る 処 理 は あ る Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン
グ に お け る 調 節 欠 陥 を 誘 導 す る こ と が で き 、 そ し て こ れ を 特 異 的 な 方 式 で 誘 導 す る こ と が
で き る こ と を 証 明 す る 。 転 写 後 の レ ベ ル に お け る こ れ ら の 調 節 欠 陥 の 同 定 、 特 に Ｄ Ａ Ｔ Ａ
Ｓ 技 術 の 適 用 に よ る 同 定 は 、 か く し て 、 分 子 の 毒 性 を 予 言 す る た め の ツ ー ル を 構 成 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ６ ． ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ
　 特 定 の 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム は 、 そ れ ら の ス プ ラ イ ス 連 結 部 配 列 の 点
で 異 な る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 配 列 差 を 利 用 し て 連 結 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を
使 用 す る こ と に よ り 特 定 の ア イ ソ フ ォ ー ム の 発 現 を 分 析 す る こ と を 今 や 提 唱 す る 。 こ れ ら
の プ ラ イ マ ー は 成 熟 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ ス 連 結 部 を 横 切 っ て 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ 、 そ し て そ れ 故 ア イ ソ フ ォ ー ム 特 異 的 で あ る 。 こ の よ
う な プ ラ イ マ ー は 、 汚 染 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い 、 従 っ て 実 験 の 再 現 性 を
増 加 さ せ る 、 と い う 追 加 の 利 点 を 与 え る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 技 術 に よ り 同 定 さ れ た 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 遺 伝 子 が ス プ ラ イ シ ン
グ 連 結 部 分 析 の た め に 選 ば れ た 。 図 ２ ０ に 示 さ れ た ５ つ の 位 置 に 関 係 す る こ れ ら の 遺 伝 子
の 各 々 に つ い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 発 生 さ せ た （ ３ つ の 連 結 部 プ ラ イ マ ー 及 び
２ つ の エ キ ソ ン プ ラ イ マ ー ） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ｅ ｘ ｏ ｎ １ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 野 生 型 及 び よ り 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム の 両 方 を 監 視 す る
で あ ろ う 。
　 ｅ ｘ ｏ ｎ ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 野 生 型 ア イ ソ フ ォ ー ム の み を 監 視 す る で あ ろ う 。
　 ｊ ｃ ｔ 　 １ － ２ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 野 生 型 ア イ ソ フ ォ ー ム の み を 監 視 す る で あ ろ う 。
　 ｊ ｃ ｔ 　 ２ － ３ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 野 生 型 ア イ ソ フ ォ ー ム の み を 監 視 す る で あ ろ う 。
　 ｊ ｃ ｔ 　 １ － ３ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム の み を 監 視 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ス プ ラ イ シ ン グ ア イ ソ フ ォ ー ム の 存 在 は 、 試 料 中 の 連 結 部 １ － ３ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と
の ハ イ ブ リ ッ ド の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 又 は 更 に 好 ま し く は 、 １ つ の 生 物 学 的 試 料
内 の 野 生 型 （ 長 い ） ア イ ソ フ ォ ー ム と 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム と の 比 を 測 定 す る こ と に よ り 決
定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 測 定 は 、 中 立 （ neutral） （ 例 え ば 、 も し 哺 乳 動 物 ア イ
ソ フ ォ ー ム が 監 視 さ れ る な ら ば 、 非 哺 乳 動 物 ） 複 合 Ｒ Ｎ Ａ 混 合 物 中 に ス パ イ ク さ れ た （ sp
iked） 合 成 Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 各 々 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 有 効
性 を 決 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 次 い で 正 規 化 係 数 を 使 用 し て 、
　 （ 野 生 型 ／ 短 い ） ＝ ｅ ｘ ｏ ｎ ２ ／ Ｊ ｃ ｔ １ － ３ ＝ Ｊ ｃ ｔ １ － ２ ／ Ｊ ｃ ｔ １ － ３
　 ＝ Ｊ ｃ ｔ ２ － ３ ／ Ｊ ｃ ｔ １ － ３
　 を 監 視 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 例 え ば 、 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 Ａ 及 び Ｂ 間 の 野 生 型 と 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム と の 比 の 変 化 は
：
（ 野 生 型 ／ 短 い ） Ａ ／ （ 野 生 型 ／ 短 い ） Ｂ ＝ ［ （ 野 生 型 ） Ａ ／ （ 野 生 型 ） Ｂ ］ × ［ （ 短 い
） Ｂ ／ （ 短 い ） Ａ ］
に よ り 計 算 す る こ と が で き る 。
　 ［ （ 野 生 型 ） Ａ ／ （ 野 生 型 ） Ｂ ］ は 、 エ キ ソ ン ２ （ 共 通 エ キ ソ ン ） 、 Ｊ ｃ ｔ １ － ２ 又 は
ｊ ｃ ｔ ２ － ３ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 得 ら れ る 結 果 を 使 用 す る こ と に よ り 測 定 す る こ と
が で き る 。
　 ［ （ 短 い ） Ｂ ／ （ 短 い ） Ａ ］ は 、 Ｊ ｃ ｔ １ － ３ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 得 ら れ た 結 果
を 使 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(51) JP 2006-504426 A 2006.2.9



【 ０ ２ ４ ９ 】
　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー の 各 々 を ３ つ の 異 な る 長 さ （ ２ ４ 、 ３ ０ 及 び ４ ０ 塩 基 ） と し て 発 生
さ せ た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を ３ Ｄ － ｌ ｉ ｎ ｋ （ 登 録 商 標 ） （ Ｍ ｏ ｔ ｏ ｒ ｏ ｌ ａ ） 活 性 化
ス ラ イ ド 上 に 配 置 し て マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の た め の 三 次 元 マ ト リ ッ ク ス を 創 る 。 確 認 の 目
的 で 、 こ れ ら の 分 析 は 、 ３ つ の 選 ば れ た 遺 伝 子 の 各 ア イ ソ フ ォ ー ム に 相 当 す る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ
ｔ ｒ ｏ 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 低 酸 素 症 関 連 モ デ ル か ら 単 離 さ れ た ３ つ の Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ ク ロ ー ン は 課 役 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 当
す る ：
　 ・ Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ リ フ ァ レ ン ス Ａ Ｆ １ ６ １ ４ ６ ０ ． １ ： ホ モ サ ピ エ ン ス Ｈ Ｓ Ｐ Ｃ １ １ １
ｍ Ｒ Ｎ Ａ
　 ・ Ｒ ｅ ｆ ｓ ｅ ｑ リ フ ァ レ ン ス Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ３ ７ ０ ． １ ： ホ モ サ ピ エ ン ス ヘ テ ロ 核 リ ボ 核
タ ン パ ク 質 Ｄ （ Homo sapiens heterogenous nuclear ribonucleoprotein D）
　 ・ Ｒ ｅ ｆ ｓ ｅ ｑ リ フ ァ レ ン ス Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ １ ２ ７ ： ホ モ サ ピ エ ン ス 仮 想 的 タ ン パ ク 質 （
hypothetical protein） Ｍ Ｇ Ｃ ８ ７ ２ １ 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 各 遺 伝 子 に つ い て 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 対 を 同 定 さ れ た Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 断 片 の
ま わ り に デ ザ イ ン し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 野 生 型 の 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム 及 び エ キ ソ ン 配 列 に
相 当 す る い く ら か の 核 酸 配 列 を 欠 失 し て い る よ り 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム を 発 生 さ せ る で あ ろ
う 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ ７ 及 び １ ８ （ Ａ Ｆ １ ６ １ ４ ６ ０
． １ に つ い て ） 、 配 列 番 号 １ ９ 及 び ２ ０ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ３ ７ ０ ． １ に つ い て ） 、 配 列 番 号
２ １ 及 び ２ ２ （ Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ １ ２ ７ に つ い て ） で あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 野 生 型 形 態 及 び よ り 短 い 形 態 は 同 定 さ れ て お り そ し て 、
【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　

に 相 当 す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　
　 我 々 は 、 検 出 を 改 良 す る た め に 、 発 生 さ れ る べ き す べ て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の た め の
共 通 の 熱 力 学 的 プ ロ フ ィ ル を 作 成 す る こ と を 決 定 し た 。 ゆ え に 、 我 々 は 、 均 一 な 溶 融 温 度
を 選 び そ し て 一 定 の 長 さ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン し た 。 我 々 は 、 ２ ４ マ ー
、 ３ ０ マ ー 及 び ４ ０ マ ー を 評 価 す る こ と を 決 定 し た 。 ま た 、 標 的 ス プ ラ イ ス 連 結 部 （ targ
et splice junction） に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 種 々 の 位 置 を 、 中 心 の あ る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド か ら 非 対 称 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま で 考 慮 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の デ ザ イ ン
は 、 高 い ス ル ー プ ッ ト 特 徴 を 与 え る ソ フ ト ウ エ ア ー 、 例 え ば 、 Array Designer2又 は Featu
ramaに よ り 支 援 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 例 で は 、 Primer Finderを 使 用 し そ し て 下 記
の 基 準 が 定 義 さ れ そ し て 適 用 さ れ た ：
　 　 － ２ ４ マ ー 及 び ３ ０ マ ー で は ４ ０ ～ ６ ０ %の %Ｇ Ｃ 及 び ４ ０ マ ー で は ３ ０ %～ ６ ０ %の %
Ｇ Ｃ 　 、
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　 　 － 溶 融 温 度 ： ２ ４ マ ー 及 び ３ ０ マ ー で は ６ ５ ℃ ～ ７ ０ ℃ 及 び ４ ０ マ ー プ ラ イ マ ー で は
６ ５ ～ ７ ５ ℃ 、
　 　 － プ ラ イ マ ー 濃 度 ： ５ ０ nM
　 　 － 塩 濃 度 ： ５ ０ mM。
　 有 意 な ヘ ア ピ ン 傾 向 及 び 自 己 二 量 体 化 傾 向 を 有 す る プ ラ イ マ ー は 隠 れ て い る （ hidden）
。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 配 列 番 号 ２ ９ ～ ７ ９ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン し そ し て 合 成 し た 。 そ れ ら は ２ ５
μ Mの 濃 度 で １ Ｘ プ リ ン テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー に 取 り 込 ま せ た 。 Bioroboticsか ら の Ｍ ｉ ｃ ｒ
ｏ Ｇ ｒ ｉ ｄ Ｉ Ｉ ス ポ ッ タ ー を 使 用 し て 製 造 者 の 教 示 （ Motorola） に 従 っ て ス ラ イ ド を 調 製
し て ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ア レ イ を 作 成 し た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　
　 こ れ ら の バ イ オ チ ッ プ を 、 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム 及 び 野 生 型 ア イ ソ フ ォ ー ム の ５ ０ ／ ５ ０
混 合 物 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た （ 全 体 で ６ ） 。 プ ロ ー ブ 調 製 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件
を 下 記 に 詳 述 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 試 験 核 酸 を ９ ５ ℃ で ３ 分 間 変 性 し 、 そ し て 遠 心 に よ り 冷 却 し た 。 試 験 核 酸 を ス ラ イ ド （
３ Ｄ － Ｌ ｉ ｎ ｋ （ 登 録 商 標 ） 、 Motorola） 上 に 置 き そ し て カ バ ー ス リ ッ プ を 注 意 深 く 所 定
の 位 置 に 置 い た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 温 度 は 、 与 え ら れ た 長 さ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の す べ て に つ い て 均 一 で あ る 溶 融 温 度 よ り １ ５ ℃ 低 い と 規 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 温 度 は ：
　 ・ ５ ０ ℃ （ ２ ４ マ ー ）
　 ・ ５ ５ ℃ （ ３ ０ マ ー ）
　 ・ ６ ０ ℃ 及 び ５ ０ ℃ （ ４ ０ マ ー ）
で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 あ た り 下 記 の 条 件 を 使 用 し た ：
　 ・ 断 片 化 さ れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ ２ ０ ng
  ・ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 （ ５ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． １ %Ｓ Ｄ Ｓ ） 、 １ ４ μ lと す る の に 十 分 な
量
　 ・ １ ． ５ μ l鮭 精 子 Ｄ Ｎ Ａ １ μ g／ μ l。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 加 湿 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 チ ャ ン バ 中 で ８ ～ １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
ス ラ イ ド を 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の た め に 使 用 さ れ た 温 度 で ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． １ %Ｓ Ｄ Ｓ の
低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 溶 液 で 洗 浄 し た 。 室 温 で ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液
を 使 用 す る 追 加 の 洗 浄 に よ り ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 増 加 さ せ た 。 次 い で ス ラ イ ド を ス ピ ン
乾 燥 し そ し て Scan Array4000（ Packard Instruments） 及 び ScanArrayソ フ ト ウ エ ア を 使 用
し て 走 査 し た 。 次 い で ス ポ ッ ト 当 た り の 蛍 光 強 度 を Quant Arrayに よ り 決 定 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ス ラ イ ド の 分 析 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 後 の 条 件 の 適 切 な 選 択 を 示 す 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 値 を 示 す 。 更 に 、 ス ポ ッ ト は 、
ガ ラ ス ス ラ イ ド の 品 質 、 プ リ ン ト さ れ る べ き 標 的 の 適 当 な 濃 度 及 び 使 用 さ れ る プ リ ン テ ィ
ン グ 緩 衝 液 に よ り 均 一 で あ り そ し て 同 じ 形 態 で あ る 。 予 想 さ れ る と お り 、 赤 い ス ポ ッ ト は
共 通 の エ キ ソ ン 、 ス キ ッ プ ド エ キ ソ ン 及 び 連 結 部 １ － ２ 及 び ２ － ３ に 特 異 的 な オ リ ゴ に つ
い て 得 ら れ 、 そ し て 緑 色 の ス ポ ッ ト は 共 通 の エ キ ソ ン 及 び 連 結 部 １ － ３ に 特 異 的 な オ リ ゴ
に つ い て 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 両 方 の 像 を 重 ね 合 わ せ る と 、 ス ポ ッ ト は 共 通 の エ キ ソ ン に 特 異 的 な オ リ ゴ で は オ レ ン ジ
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で 現 れ 、 こ れ は 等 量 の Ｃ ｙ ５ 短 形 態 ｃ Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｃ ｙ ３ 長 形 態 ｃ Ｒ Ｎ Ａ の ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ス プ ラ イ ス 連 結 部 に 中 心 の あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 最 善 の 結 果 が 得 ら れ た 。 し か し な
が ら 、 他 の 可 能 性 も 考 慮 さ れ そ し て 再 現 性 の あ る 結 果 を 生 じ た 。 観 察 か ら 、 ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 は 連 結 部 に 中 心 の あ る オ リ ゴ （ １ ２ ／ １ ２ ） で 高 度 に 特 異 的 で あ り そ し て 特 異 性 は オ
リ ゴ が 連 結 部 に お け る よ り 高 度 に 非 対 称 的 な 位 置 に 向 か う と 減 少 す る こ と が 明 ら か で あ る
。 し か し な が ら 、 僅 か な 非 対 称 性 は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 品 質 に 影 響 を 与 え な い ［ （ Ｎ Ｍ ０
１ ６ １ ２ ７ ｊ ｃ ｔ １ － ２ （ １ ３ ／ １ １ ） 、 ｊ ｃ ｔ １ － ２ ｂ ｉ ｓ （ １ ２ ／ １ ２ ） 、 ｊ ｃ ｔ １
－ ３ （ １ ３ ／ １ １ ） 、 ｊ ｃ ｔ １ － ３ ｂ ｉ ｓ （ １ ２ ／ １ ２ ） ） 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 同 様 な 結 果 が ３ ０ マ ー 及 び ４ ０ マ ー を 使 用 し て 得 ら れ た が 、 最 善 の 特 異 性 は ３ ０ マ ー に
よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　
　 　 本 方 法 が 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム 対 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム の 比 を 決 定 す る こ と を 可 能 と す る
こ と を 確 証 す る た め に 、 こ れ ら の 比 を ０ 、 ２ ０ 、 ４ ０ 、 ６ ０ 、 ８ ０ ， １ ０ ０ %に 調 節 し た
。 次 い で こ れ ら の プ ロ ー ブ を ス ラ イ ド に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た 。 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム （
Ｃ ｙ ａ ｎ ｉ ｎ ｅ ３ ） ５ ０ ０ ng及 び 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム ５ ０ ０ ng（ ５ ０ ０ ng） を 調 製 し た 。
両 方 の 試 料 を 断 片 化 し そ し て 脱 塩 し た 。 次 い で プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 中 で １
０ ng／ μ lの 濃 度 に 希 釈 し そ し て 断 片 化 し た 長 い 形 態 及 び 短 い 形 態 を 下 表 に 記 載 の 如 く 一
緒 に プ ー ル し た 。
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 各 試 料 ４ μ lを ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 （ ５ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． １ %Ｓ Ｄ Ｓ ） で １ ５ μ lと し
そ し て 鮭 の 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ μ g／ μ l） １ ． ５ μ lを 加 え て 後 変 性 し た （ ９ ５ ℃ で ２ 分 ） 。
次 い で 試 料 を ス ラ イ ド （ ２ ４ マ ー オ リ ゴ ア レ イ ） 上 に 加 え そ し て カ バ ー ス リ ッ プ を 注 意 深
く 置 い た 。 加 湿 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 チ ャ ン バ 中 で ５ ０ ℃ で １ ６ 時 間 に わ た り イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ス ラ イ ド を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． １ %Ｓ Ｄ Ｓ ５ ０ ℃ の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 溶 液 で 洗 浄 し た 。 次 い で 室 温 で ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 を 使 用 す る
追 加 の 洗 浄 に よ り ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 増 加 さ せ た 。 次 い で ス ラ イ ド を ス ピ ン 乾 燥 し そ し
て Scan Array4000（ Packard Instruments） 及 び ScanArrayソ フ ト ウ エ ア を 使 用 し て 走 査 し
た 。 次 い で ス ポ ッ ト 当 た り の 蛍 光 強 度 を QuantArrayに よ り 決 定 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 野 生 型 と 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム と の 共 通 の エ キ ソ ン に 相 当 す る 強 度 の 比 は 、
（ 強 度 Ｃ ｙ ５ － バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 Ｃ ｙ ５ ） ／ （ 強 度 Ｃ ｙ ３ － バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 Ｃ
ｙ ３ ）
に 従 っ て 計 算 し た 。
　 図 ２ １ Ａ は 、 ３ つ の 試 験 さ れ た 遺 伝 子 に つ い て 計 算 さ れ た 比 は 予 想 値 と 良 く 一 致 し て い
る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 比 の 変 化 を 連 結 部 １ － ３ に 関 し て も 監 視 し た 。 図 ２ １ Ｂ に 示 さ れ た と お り 、 長 い ア イ ソ
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フ ォ ー ム の 量 は 増 加 す る と 共 に 蛍 光 強 度 は 連 結 部 １ － ３ に 関 し て 減 少 す る （ Ａ Ｆ １ ６ １ ４
０ の た め の ２ つ の 連 結 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 図 ２ １ Ｂ 参 照 ） 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム 対 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム の 比 を 決 定 す る こ と が で き
る こ と を 確 証 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　
　 こ の 実 施 例 で は 、 我 々 は ｃ Ｒ Ｎ Ａ の 複 合 混 合 物 に ス パ イ ク さ れ た 標 識 さ れ た ア イ ソ フ ォ
ー ム を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と が で き る こ と を 証 明 し そ し て 蛍 光 強 度 の 有 意 な 値 を 検
出 す る の に 必 要 な プ ロ ー ブ の 量 と し て 感 受 性 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 減 少 し て い く 量 の ６ つ の ア イ ソ フ ォ ー ム の 全 量 （ ２ ０ ng、 ５ ng、 １ ． ２ ５ ng、 ０ ． ３ ２
ng、 ０ ． １ ６ ng、 ０ ． ０ ８ ng、 ０ ． ０ ４ ng） を シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ
） Ｒ Ｎ Ａ ３ ０ ０ ngに ス パ イ ク し た 。 得 ら れ る 断 片 化 ア イ ソ フ ォ ー ム プ ロ ー ブ を ２ ０ ng／ μ
l、 １ ng／ μ l、 及 び ０ ． １ ng／ μ lの 濃 度 と し た 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 線 状 増
幅 に 付 し そ し て ｃ Ｒ Ｎ Ａ を １ μ g／ μ lの 最 終 濃 度 に し た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 下 記 の 表 は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ る べ き 試 料 の 組 成 物 を 記 載 す る 。
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 試 料 を ９ ５ ℃ で ３ 分 間 変 性 し そ し て 遠 心 に よ り 冷 却 し た 。 試 料 を ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 加
え そ し て カ バ ー ス リ ッ プ を 置 い た 。 加 湿 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 チ ャ ン バ 中 で ５ ０ ℃ で ８
～ １ ６ 時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ス ラ イ ド を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． １ %Ｓ Ｄ
Ｓ ５ ０ ℃ の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 溶 液 で 洗 浄 し た 。 室 温 で ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ ． １ × Ｓ
Ｓ Ｃ 緩 衝 液 を 使 用 す る 追 加 の 洗 浄 に よ り ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 増 加 す る 。 次 い で ス ラ イ ド
を ス ピ ン 乾 燥 し そ し て Scan Array 4000(Packard Instruments)及 び Scan Arrayソ フ ト ウ エ
ア を 使 用 し て 走 査 す る 。 次 い で ス ポ ッ ト 当 た り の 蛍 光 強 度 を Quant Arrayに よ り 決 定 す る
。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 図 ２ ２ は Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ １ ２ ７ に つ い て 得 ら れ た 像 を 示 す （ 同 様 な 結 果 が 他 の ２ つ の 遺 伝
子 で 得 ら れ た ） 。 検 出 可 能 な 最 も 低 い 量 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 断 片 化 さ れ た 標 識 さ れ た ｃ
Ｒ Ｎ Ａ に ス パ イ ク さ れ た 断 片 化 さ れ た 標 識 さ れ た ア イ ソ フ ォ ー ム ０ ． １ ６ ngの あ た り で あ
る 。 こ の 結 果 は 、 全 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） Ｒ Ｎ Ａ ３ ０ ０ ０ ｎ ｇ を 使 用 す る 場 合
に も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 図 ２ ３ 及 び ２ ４ は 、 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム と 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム と の ５ ０ ／ ５ ０ の 比 は 全
量 で ０ ． １ ６ ngに 材 料 の 量 を 減 少 さ せ る と き で も 依 然 と し て 計 算 す る こ と が で き る こ と を
更 に 証 明 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 要 す る に 、 感 受 性 の 調 査 は 、 全 Ｒ Ｎ Ａ ３ ０ ０ ０ ngに お け る ア イ ソ フ ォ ー ム 当 た り ２ ６ ｐ
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ｇ （ ６ で 割 っ た ０ ． １ ６ ng） ま で の 蛍 光 強 度 の 検 出 を も た ら す （ 即 ち 、 ０ ． ０ ０ １ %で 存
在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 又 は 総 計 １ ０ 7 個 の 細 胞 に つ い て 細 胞 当 た り ３ コ ピ ー の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
検 出 ） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　
ヘ パ ト ー マ 細 胞 系 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ ３ mgを ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ス ラ
イ ド と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 像 及 び 蛍 光 値 は Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ １ ２ ７ 及 び Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ３ ７ ０ に つ い て 図 ２ ５ に 示 さ れ る
。 Ｊ ｃ ｔ １ － ３ 又 は Ｊ ｃ ｔ １ － ３ ｂ ｉ ｓ 蛍 光 値 は 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ３ ７ ０ は そ の 野 生 型 カ ウ
ン タ ー パ ー ト と 比 較 し た と き 有 意 水 準 で 発 現 さ れ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ １ ２ ７ に つ い て そ う で は
な い こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト 試 料 か ら を 含 め て 試 料 に お け る ス プ ラ イ シ ン グ 変
動 を 検 出 す る た め の 本 発 明 の 方 法 及 び 生 成 物 の 特 異 性 及 び 感 受 性 を 確 証 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　
　 ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト の よ り 大 き い パ ネ ル で 更 な る 確 認 を 行 っ た 。 Ｐ Ｓ Ａ （ 前 立 腺 特 異 的
抗 原 又 は Ｋ ａ ｌ ｌ ｉ ｋ ｒ ｅ ｎ － ３ （ Ｋ Ｌ Ｋ ３ ） 及 び の Ｋ ａ ｌ ｌ ｉ ｋ ｒ ｅ ｉ ｎ － ２ （ Ｋ Ｌ Ｋ
２ ） 遺 伝 子 に 重 点 を 置 い た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 発 生 さ せ て 野 生 型 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 及 び 以
前 に 特 徴 付 け ら れ た Ｐ Ｓ Ａ 及 び Ｋ Ｌ Ｋ ２ の い く つ か の ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト （ ｐ ａ ｔ ｅ ｎ ｔ
　 ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ７ ６ ６ １ ０ 参 照 ） の 発 現 を 監 視 し た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ 及 び Ｋ Ｌ Ｋ 2は 同 じ 又 は 同 様 な 長 さ の ５ エ キ ソ ン 及 び ４ イ ン ト ロ ン か ら な る 同 様
な 構 造 を 有 す る 極 め て 相 同 性 の 遺 伝 子 で あ る 。 １ ５ ７ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ８ ０
～ ２ ３ ６ ） が 、 こ の 節 で 以 前 に 述 べ た 基 準 （ 簡 単 に 言 え ば 、 ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ （ ７
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｔ ｍ 、 Ｇ Ｃ 百 分 率 又 は 二 次 構 造 制 限 に 適 合 す る よ う に ２ ５ ヌ ク レ オ
チ ド 長 さ で あ る け れ ど も ） 、 ６ ５ ～ ７ ０ ℃ の Ｔ ｍ 、 ４ ０ ～ ６ ０ %の %Ｇ Ｃ 、 自 己 二 量 体 化 及
び ヘ ア ピ ン 形 成 の な い こ と ） に 従 っ て デ ザ イ ン さ れ た 。 ス プ ラ イ ス 連 結 部 が 標 的 化 さ れ る
と き 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ら の 中 心 に 又 は そ れ ら の 中 心 近 く に 連 結 部 を 位 置 づ け る
よ う に デ ザ イ ン さ れ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
　 － Ｐ Ｓ Ａ の ５ つ の エ キ ソ ン （ 配 列 番 号 ８ ０ ～ ８ ５ ） 及 び Ｋ Ｌ Ｋ ２ の ５ つ の エ キ ソ ン （ 配
列 番 号 １ ７ ５ ～ １ ８ ０ ） 、
　 － Ｐ Ｓ Ａ の ４ つ の イ ン ト ロ ン （ 配 列 番 号 ９ ８ ～ １ ０ １ ） 及 び Ｋ Ｌ Ｋ ２ の ４ つ の イ ン ト ロ
ン （ 配 列 番 号 １ ８ ５ ～ １ ８ ８ ） 、
　 － Ｐ Ｓ Ａ の ４ つ の エ キ ソ ン － エ キ ソ ン 連 結 部 （ 配 列 番 号 ８ ６ ～ ８ ９ ） 及 び Ｋ Ｌ Ｋ ２ の ４
つ の エ キ ソ ン － エ キ ソ ン 連 結 部 （ 配 列 番 号 １ ８ １ ～ １ ８ ４ ） 、
　 － Ｐ Ｓ Ａ の ８ つ の エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン 連 結 部 （ 配 列 番 号 ９ ０ ～ ９ ７ ） 及 び Ｋ Ｌ Ｋ ２ の
８ つ の エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン 連 結 部 （ 配 列 番 号 １ ８ ９ ～ １ ９ ５ ） 、
を 標 的 と す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 残 り は Ｐ Ｓ Ａ 内 の ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト を 特 異 的 に 監 視 す
る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 。
【 表 １ ８ 】
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こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 大 部 分 は ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト を 識 別 す る こ と が で き る 。 何
故 な ら ば 、 そ れ ら は ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト に 特 徴 的 な 特 異 的 連 結 部 内 に あ る か ら で あ る 。
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ８ ０ ～ ２ ３ ６ ） は 方 形 プ レ ー ト （ quadriplates） と し て
ス ポ ッ ト さ れ る べ き ２ ５ マ イ ク ロ モ ル の 濃 度 の １ Ｘ プ リ ン テ ィ ン グ 緩 衝 液 中 に 取 り 込 ま れ
た ５ ′ 端 部 （ Ｃ 6 － Ｎ Ｈ 2 ） に お け る 修 飾 を と も な っ て 合 成 さ れ た 。 BioRoboticsか ら の Mic
roGridllス ポ ッ タ ー を 使 用 し て 製 造 者 の 教 示 に 従 っ て ス ラ イ ド （ codelink（ 登 録 商 標 ） 、
Amersham） を 調 製 し て ス プ ラ イ ス オ リ ゴ ア レ イ 又 は ス プ ラ イ ス チ ッ プ を 作 成 し た 。 Arabid
opsis thaliana　 光 化 学 系 Ｉ ク ロ ロ フ ィ ル Ａ ／ Ｂ 結 合 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 に 相 当 す る コ ン ト
ロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も チ ッ プ 上 に 加 え た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 野 生 型 及 び 各 ア イ ソ フ ォ ー ム に 相 当 す
る 個 々 の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 っ た 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 低 酸 素
症 関 連 モ デ ル か ら の 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム 及 び 短 い ア イ ソ フ ォ ー ム に つ い て 前 記 し た 如 く し
て 調 製 す る 。 ５ ５ ℃ の 温 度 で 前 記 の よ う に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 っ た 。 ス ラ イ ド を 加 工 し
そ し て 前 記 の よ う に 分 析 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 Ｃ ｙ ３ 及 び Ｃ ｙ ５ シ グ ナ ル を 区 別 す る こ と が で き る 共 焦 点 レ ー ザ ー ス キ ャ ナ ー （ Scan A
rray 4000、 Packard Instrument） に よ り ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た ア レ イ を 読 み 取 り そ し て S
can Arrayソ フ ト ウ エ ア （ Packard Instrument） を 使 用 し て 各 チ ャ ン ネ ル に つ い て 別 々 の
Ｔ Ｉ Ｆ Ｆ 像 を 作 る こ と に よ り 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る 。 Quant Array（ Packard Instrument
） は こ れ ら の 像 を イ ン ポ ー ト し 、 ス ポ ッ ト を 横 切 っ て グ リ ッ ド を 置 き そ し て 生 の ス ポ ッ ト
強 度 か ら ロ ー カ ル バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 差 し 引 く こ と が で き る 。 Quant Arrayは 各 ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 に つ い て エ ク ス ポ ー ト テ キ ス ト フ ァ イ ル を 発 生 さ せ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 次 に Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｔ ｒ ａ ｆ ｆ ｉ ｃ ソ フ ト ウ エ ア （ Iobion Informatics） を 使 用 し て 、 試 料 調
製 並 び に マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 の ア ノ テ ー シ ョ ン （ Ｍ Ｉ Ａ Ｍ Ｅ ） 、 ア ド レ ス デ ー タ 分 析 に 必
要 な プ ロ ト コ ル を 追 跡 し そ し て 広 範 な 統 計 的 分 析 を 可 能 と す る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 を 超 え る 蛍 光 シ グ ナ ル を 示 す す べ て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 記
録 し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 図 ２ ８ は 、 野 生 型 Ｋ Ｌ Ｋ ２ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た ス ラ イ ド の 像 及 び ポ ジ テ ィ ブ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ れ ら の シ グ ナ ル 強 度 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え る 倍 比 （ ｆ ｏ ｌ ｄ ） と
し て ） を 示 す 分 析 を 示 す 。 ２ ３ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 を 超 え る シ
グ ナ ル を 生 じ そ し て す べ て 野 生 型 Ｋ Ｌ Ｋ ２ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る と 予 測 さ れ た 。 重 要 な
こ と に 、 連 結 部 と 関 連 し た ア イ ソ フ ォ ー ム 特 異 的 識 別 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は い か な る シ
グ ナ ル も 生 じ な か っ た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 図 ２ ９ は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ０ １ ６ ア イ ソ フ ォ ー ム と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た ス ラ イ ド の 像 及 び ポ
ジ テ ィ ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ れ ら の シ グ ナ ル 強 度 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え る 倍 比
（ ｆ ｏ ｌ ｄ ） と し て ） を 示 す 分 析 を 示 す 。 ４ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
の ２ 倍 を 超 え る シ グ ナ ル を 生 じ そ し て す べ て Ｐ Ｓ Ａ － ０ １ ６ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る と 予
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測 さ れ た 。 重 要 な こ と で あ る が 、 識 別 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ０ １ ６ － ｅ ｘ １ － ｅ
ｘ ２ （ 配 列 番 号 １ ２ ２ ） は そ の 対 応 す る ア イ ソ フ ォ ー ム と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 他 の ３
つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は す べ て Ｐ Ｓ Ａ － ０ １ ６ 内 に 存 在 し 、 か く し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る と 予 測 さ れ た （ そ れ ら は Ｐ Ｓ Ａ － ０ １ ６ に 対 し て 独 特 で は な い け れ ど も ） 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 発 現 を 十 分 に 監 視 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の デ ザ イ ン の 正 当 性 を 立 証 す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 次 に Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ ス プ ラ イ ス チ ッ プ を 、 前 立 腺 が ん 患 者 か ら の 正 常 な 組 織 及 び が ん
前 立 腺 組 織 に 由 来 す る 複 合 Ｒ Ｎ Ａ か ら 作 ら れ た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た 。 こ れ
ら の Ｒ Ｎ Ａ は Genomics Collaborative、 Ｕ Ｓ Ａ か ら 得 ら れ た 。 こ れ ら の Ｒ Ｎ Ａ を 発 生 さ せ
る た め に 使 用 さ れ た 組 織 は 、 公 認 の 病 理 学 者 に よ り コ ン ト ロ ー ル さ れ た 。 腫 瘍 組 織 は 腫 瘍
細 胞 を 少 な く も ７ ０ %含 有 す る と 評 価 さ れ た 。 Ｒ Ｎ Ａ は Agilent Bioanalyserで の ゲ ル 電 気
泳 動 を 行 う こ と に よ り 品 質 制 御 さ れ そ し て い か な る 劣 化 の 兆 候 も 示 さ な か っ た 。 簡 単 に 言
え ば 、 全 Ｒ Ｎ Ａ ５ ugを 線 状 増 幅 （ Ｔ ７ 増 幅 法 ） の た め の 出 発 物 質 と し て 使 用 す る 。 次 に 、
得 ら れ る ｃ Ｒ Ｎ Ａ を ５ ０ %Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ の 存 在 下 に Ｃ ｙ ３ 又 は Ｃ ｙ ５ 蛍 光 染 料 で 間 接 標 識 し た
。 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ (良 性 及 び 腫 瘍 試 料 )５ ～ ６ ugを 化 学 的 に 断 片 化 し そ し て チ ッ プ 上 で
共 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た 。 図 ３ ０ は 一 人 の 前 立 腺 が ん 患 者 か ら の 良 性 及 び 腫 瘍 Ｒ Ｎ Ａ に
由 来 す る プ ロ ー ブ と 共 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ ス プ ラ イ ス チ ッ プ の 像 を 示
す 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 ３ つ の 追 加 の マ ッ チ し た 対 を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ そ し て 分 析 し た 。 表 Ａ は 、 4人 の 患
者 で 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 患 者 の 少 な く と も 一 人 に お い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 2倍 よ り 高
い シ グ ナ ル を 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の み が 選 ば れ た 。 １ ０ ６ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が こ
の 基 準 に 合 格 し 、 そ の 中 で も ６ ３ は 識 別 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 即 ち 、 連 結 部 （ 野 生 型 形
態 又 は ス プ ラ イ ス 変 異 体 か ら の い ず れ か の ） を 標 的 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ た 。
４ ３ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な く と も 一 人 の 患 者 に お い て 正 常 な 試 料 と 腫 瘍 試 料 間 の 調
節 異 常 （ dysregulations） を 示 し た （ １ ． ５ 倍 の ア ツ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 又 は ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン の 閾 値 ） 。 こ れ ら の ４ ３ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 内 の ６ つ は 少 な く と も ３ 人
の 患 者 に つ い て 一 致 し て い た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 他 の 重 要 な 分 析 は 、 野 生 型 形 態 に 対 す る ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 相 対 的 豊 富 さ を 評 価 す る こ
と か ら な る 。 こ れ は 、 野 生 型 基 準 に 対 す る 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 強 度 の 比 を 測 定 す る こ
と で 評 価 す る こ と が で き る 。 表 Ｂ は Ｐ Ｓ Ａ 及 び Ｋ Ｌ Ｋ ２ の エ キ ソ ン １ 及 び エ キ ソ ン ４ か ら
取 ら れ た ２ つ の 異 な る 基 準 を 使 用 し そ し て ４ 人 の 患 者 か ら の 良 性 組 織 で 評 価 さ れ た 結 果 を
示 す 。 両 基 準 と も 同 じ 結 果 を 生 じ る が 、 該 結 果 は ア イ ソ フ ォ ー ム の 相 対 的 発 現 に お い て 患
者 間 で 大 き な 変 動 性 が あ る 。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 異 な る 効 力 で そ の 標 的 に ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 す る の で 、 野 生 型 に 対 す る 各 ア イ ソ フ ォ ー ム の 絶 対 百 分 率 を 誘 導 す る こ と は 困 難 で
あ る 。 し か し な が ら 、 ４ 人 の 患 者 に わ た っ て 与 え ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て こ れ
ら の 比 を 比 較 す る こ と は 可 能 で あ る 。 次 い で ２ 倍 よ り 大 き い 差 が 少 な く と も 二 人 の 患 者 に
お い て ５ ６ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 観 察 さ れ う る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 こ の タ イ プ の 分 析 は 、 大 規 模 で の ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 発 現 を 監 視 す る た め の 実 行 可 能 性
を 確 認 す る 。 Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ チ ッ プ は 、 特 に 連 結 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ス プ ラ イ ス 変
異 体 に 含 ま れ る ス プ ラ イ ス 連 結 部 に 関 す る 価 値 あ る 情 報 を 与 え る よ う に 特 別 に デ サ ザ イ ン
さ れ う る こ と を 示 す 。 Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ レ パ ー ト リ ー に お け る 腫 瘍 脱 調 製 及 び 患 者 間 の 変
動 性 の 同 定 は 、 前 立 腺 が ん の 検 出 、 診 断 又 は 予 後 を 改 善 す る の に 価 値 あ る こ と を 証 明 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 ７ ． ス プ ラ イ ス 連 結 部 同 定
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　 ７ ． １ ． こ の 実 施 例 は 、 ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 １ 集 団 及 び ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 ２ 集 団 か ら
の ス プ ラ イ ス ド メ イ ン の 同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ を 説 明 す る 。 こ の 方 法 は 、 不 均 一 Ｒ Ｎ Ａ 集
団 か ら な る 複 合 生 物 学 的 試 料 を 使 用 し て 行 わ れ た 。 更 に 特 定 的 に は 、 下 記 の ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ
試 料 を 使 用 し た ：
　 　 － 試 料 １ ： 特 に ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ｐ Ａ １ を 発 現 す る Ｅ Ｃ ２ ９ ３ 細 胞 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び
　 　 － 試 料 ２ ： ポ ナ ス テ ロ ン （ ponasterone） に よ り 誘 導 さ れ る と 、 ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ｐ Ａ １ ｂ と
名 付 け ら れ た ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ｐ Ａ １ の ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｎ Ｄ － マ
ウ ス Ａ １ ｂ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｅ Ｃ ２ ９ ３ 細 胞 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 か く し て 、 こ れ ら の ２ つ の 複 合 Ｒ Ｎ Ａ 集 団 は 、 種 々 の 遺 伝 子 の 種 々 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、
特 に 、 ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ｐ Ａ １ コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ の ２ つ の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 追 加 の エ キ ソ ン を 含 む
ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ｐ Ａ １ ｂ ア イ ソ フ ォ ー ム 、 を 含 有 す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 該 試 料 の 各 々 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ １ μ gを 逆 転 写 反 応 に お い て 使 用 し て 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ
マ ー の 存 在 下 に ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 さ せ た 。 こ れ ら の 試 料 の １ つ の 逆 転 写 の た め に 、 ビ
オ チ ニ ル 化 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 標 識 さ れ た ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ つ の 集 団 を
産 生 さ せ た 。 次 い で 試 料 １ の ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 さ せ た 。 こ れ ら の
複 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 を 、 次 い で １ ／ ５ の 割 合 の ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た 。 平 行 し て 、 コ ン ト ロ ー ル 状 況 （ 試 料 １ 、 「 Ｃ 」 ） に 由 来 す る ビ
オ チ ニ ル 化 ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び 誘 導 さ れ た 状 況 （ 試 料 ２ 、 「 Ｉ 」 ） に 由 来 す る ｄ ｓ － ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 同 じ 割 合 で 使 用 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 っ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝
液 （ ８ ０ %ホ ル ム ア ミ ド 、 ２ ０ %Ｓ Ｄ Ｓ ） 中 に 懸 濁 さ せ 、 熱 変 性 し 、 そ し て ４ ０ ℃ で 一 夜 冷
却 す る こ と に よ り ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 っ た 。 反 応 混 合 物 中 の 標 識 さ れ た 分 子 種 を ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ッ ド ビ ー ズ を 使 用 し て 回 収 し た 。 ハ イ ブ リ ッ ド を Ｓ ａ ｕ ３ Ａ Ｉ に よ り
消 化 し た 。 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 得 ら れ る 断 片 を ビ オ チ ニ ル 化 （ 半 ） ラ ン ダ ム オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ ２ ５ 又 は Ｎ ２ ５ Ｇ Ｇ Ｃ ） と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 、 存 在 す る す べ
て の 一 本 鎖 配 列 と の ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 を 引 起 し 、 そ れ に よ り 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を
含 む 断 片 を 捕 捉 し た 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ッ ド ビ ー ズ を
使 用 し て 回 収 し 、 断 片 を 溶 離 し そ し て ア ダ プ タ ー を 各 末 端 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 選 ば れ
た ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の す べ て の 両 方 の 鎖 の 増 幅 反 応 の た め の 鋳 型 配 列 を 与 え た 。 両 鎖 の
増 幅 が 行 わ れ る の で 、 こ の 方 法 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 配 列 と 対 応 す る ス プ ラ
イ シ ン グ さ れ て い な い 配 列 の 特 徴 を 示 す 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る 。 次 い で こ れ ら
の 断 片 を Ｔ Ａ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 し て 配 列 決
定 及 び ／ 又 は 分 析 す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 結 果 を 図 ２ ７ に 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る と 、 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ド メ
イ ン の 特 徴 を 示 す 核 酸 の 集 団 が 得 ら れ る こ と を 示 す 。 実 際 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 産 生 物 （
Ｉ ／ Ｃ 又 は Ｃ ／ Ｉ ） を 分 析 す る と き ス メ ア ー （ smear） が 得 ら れ 、 一 方 こ の よ う な ス メ ア
ー は コ ン ト ロ ー ル 実 験 で は 現 れ な い 。 更 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 産 生 物 Ｉ ／ Ｃ 及 び Ｃ ／ Ｉ に
お い て ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ｐ Ａ １ 及 び Ａ １ ｂ に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー に よ り こ れ ら の 核 酸 を 増 幅 す る と
、 特 異 的 バ ン ド が 観 察 さ れ 、 そ れ に よ り こ の 方 法 は 生 物 学 的 試 料 を 識 別 す る 生 物 学 的 に 関
係 の あ る ス プ ラ イ シ ン グ （ biologically relevant splicings） の 選 別 を 可 能 と す る こ と
を 証 明 す る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 ７ ． ２ ． こ の 別 の 実 施 例 は 、 ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 １ 集 団 及 び ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 ２ 集 団
か ら の ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト 及 び ス プ ラ イ ス 連 結 部 の 同 定 又 は ク ロ ー ニ ン グ を 説 明 す る 。 こ
の 方 法 を １ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ に 富 ん だ 不 均 一 Ｒ Ｎ Ａ 集 団 か ら な る 複 合 生
物 学 的 試 料 を 使 用 し て 行 っ た 。 更 に 特 定 的 に は 、 下 記 の ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 使 用 し た ：
　 試 料 １ ： 特 に Ｐ Ｓ Ａ （ Prostate Specific Antigen又 は Ｋ Ｌ Ｋ ３ ） を 発 現 し そ し て 潜 在
的 に い く ら か の ス プ ラ イ ス ア イ ソ フ ォ ー ム を 発 現 す る Ｍ Ｄ Ａ － ２ Ｂ 前 立 腺 が ん 細 胞 か ら の
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増 幅 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び
　 試 料 ２ ： 明 白 に Ｐ Ｓ Ａ を 発 現 し そ し て 潜 在 的 に い く ら か の ス プ ラ イ ス ア イ ソ フ ォ ー ム を
発 現 す る Ｌ ｎ Ｃ ａ ｐ 前 立 腺 が ん 細 胞 か ら の 増 幅 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 該 試 料 の 各 々 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ １ マ イ ク ロ グ ラ ム を 逆 転 写 反 応 に お い て 使 用 し て Ｐ Ｓ Ａ 様
ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 富 ん だ ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｓ を 産 生 さ せ た 。 こ の た め に 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー テ イ ル
と 関 連 し た Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 の 第 ５ エ キ ソ ン に お け る 配 列 に 相 補 的 な ｏ ｆ ａ 配 列 か ら な る Ｐ Ｓ
Ａ 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し た ：
【 表 ２ ０ 】
　
　

　 次 い で 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を こ れ ら の ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 産 生 さ せ た 。 こ れ ら の ｄ ｓ － ｃ Ｄ
Ｎ Ａ は 機 能 的 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー を 示 し 、 か く し て Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 相 補
的 Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ Ｒ Ｎ Ａ ） を 産 生 さ せ る の に 役 立 つ こ と が で き る 。 該 試 料 の 各 々 か ら の ｃ Ｒ Ｎ
Ａ を 逆 転 写 反 応 に お い て 使 用 し て 、 エ キ ソ ン １ の ５ ′ 端 部 に 位 置 し た Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 プ ラ イ
マ ー
【 表 ２ １ 】
　
　

の 存 在 下 に ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 さ せ た 。 こ れ ら の 試 料 の １ つ の 逆 転 写 の た め に 、 ビ オ チ
ニ ル 化 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 標 識 さ れ た ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ つ の 集 団 を 産 生 さ せ た 。 次 い
で ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 試 料 ２ の ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 産 生 さ せ た 。 こ れ ら の 複 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団
を 、 次 い で １ ／ ５ の 割 合 の ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
さ せ た 。 平 行 し て 、 同 じ 割 合 で 、 試 料 １ に 由 来 す る ビ オ チ ニ ル 化 ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 「 コ ン ト
ロ ー ル １ 」 ） 及 び 試 料 ２ に 由 来 す る ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 「 コ ン ト ロ ー ル ２ 」 の み を 使 用 し て ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 っ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 （ ８ ０ %ホ ル ム ア ミ ド 、 ２
０ %Ｓ Ｄ Ｓ ） 中 に 懸 濁 さ せ 、 熱 変 性 し 、 そ し て ４ ０ ℃ で 一 夜 冷 却 す る こ と に よ り ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 を 行 っ た 。 反 応 混 合 物 中 の 標 識 さ れ た 分 子 種 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ッ ド ビ
ー ズ を 使 用 し て 回 収 し た 。 ハ イ ブ リ ッ ド を Ｂ ｓ ｓ Ｓ Ｉ 及 び Ｓ ｔ ｙ Ｉ 、 そ れ ぞ れ Ｐ Ｓ Ａ の エ
キ ソ ン ２ 及 び エ キ ソ ン ５ に 位 置 し た ２ つ の 制 限 酵 素 、 に よ り 消 化 し た 。 対 を 形 成 し て い な
い 領 域 を 含 む 得 ら れ る 断 片 を ビ オ チ ニ ル 化 （ 半 ） ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ ２ ５ 又
は Ｎ ２ ５ Ｇ Ｇ Ｃ ） と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 、 存 在 す る す べ て の 一 本 鎖 配 列 と の ハ イ ブ リ
ッ ド の 形 成 を 引 起 し 、 そ れ に よ り 対 を 形 成 し て い な い 領 域 を 含 む 断 片 を 捕 捉 し た 。 こ の よ
う な ハ イ ブ リ ッ ド を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ッ ド ビ ー ズ を 使 用 し て 回 収 し 、 断 片 を 溶
離 し そ し て ア ダ プ タ ー を 各 末 端 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 選 ば れ た ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の す
べ て の 両 方 の 鎖 の 増 幅 反 応 の た め の 鋳 型 配 列 を 与 え た 。 こ こ で 、 ア ダ プ タ ー は 、 Ｂ ｓ ｓ Ｓ
Ｉ 及 び Ｓ ｔ ｙ Ｉ 酵 素 の 付 着 性 末 端 に 相 当 す る （ 下 記 の ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ： ５ ′ －
Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ － ３ ′ 及 び
【 表 ２ ２ 】
　
　
　

か ら 作 成 さ れ た Ｂ ｓ ｓ Ｉ ア ダ プ タ ー ； 下 記 の ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ： ５ ′ － Ｇ Ｃ Ａ Ｔ
Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ － ３ ′ 　 及 び
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【 表 ２ ３ 】
　
　
　

か ら 作 成 さ れ た Ｓ ｔ ｙ Ｉ ア ダ プ タ ー 。 両 鎖 の 増 幅 は ア ダ プ タ ー 配 列 に 由 来 す る プ ラ イ マ ー
に よ り 行 わ れ る の で 、 こ の 方 法 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 配 列 と 対 応 す る ス プ ラ
イ シ ン グ さ れ て い な い 配 列 の 両 方 に 特 徴 的 な 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ る 。 次 い で こ
れ ら の 断 片 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 で ス メ ア ー と し て 可 視 化 し 、 一 方 ２ つ の コ ン ト ロ ー ル か
ら 生 じ た 増 幅 は い か な る 可 視 シ グ ナ ル も 生 成 し な か っ た 。 次 い で そ れ ら を Ｔ Ａ ベ ク タ ー に
ク ロ ー ニ ン グ し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 し て 配 列 決 定 及 び ／ 又 は 分 析 す る 。
こ の 実 施 例 の プ ロ セ ス は 図 ３ １ に 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 配 列 分 析 は 、 予 想 さ れ る Ｂ ｓ ｓ Ｉ 及 び Ｓ ｔ ｙ Ｉ 部 位 に ２ つ の ア ダ プ タ ー 配 列 を 示 し そ し
て こ れ ら の ２ つ の 部 位 の 間 に Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 に 由 来 す る 配 列 を 示 す ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 断 片
を 示 し た 。 野 生 型 Ｐ Ｓ Ａ 配 列 に 相 当 す る ク ロ ー ン は 回 収 さ れ そ し て 下 記 の イ ベ ン ト に 相 当
す る ク ロ ー ン も 回 収 さ れ た ：
　 ・ エ キ ソ ン ３ の ５ ′ 端 部 に お け る １ ２ ９ ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 。 こ の イ ベ ン ト は 以 前 に 記
載 さ れ た （ Tanaka T.et al, Cancer Res.2000; 60(1): 56-9） 。
　 ・ エ キ ソ ン ３ 内 の １ １ ９ ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 。 こ の イ ベ ン ト は 以 前 に Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に
寄 託 さ れ て お り そ し て そ の 後 公 表 さ れ た （ AJ459782; Heuze Vourc'h N.et al, Eur J Bio
chem.2003, 270(4): 706-14
　 ・ エ キ ソ ン ３ の ３ ′ 端 部 の １ ８ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長 部 （ イ ン ト ロ ン ３ の ５ ′ 端 部 の １ ８
ヌ ク レ オ チ ド に 相 当 す る ） 。 こ の イ ベ ン ト は PCT patent application　 ｎ ｏ Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０
７ ６ ６ １ ０ に 以 前 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 コ ン セ ン サ ス ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト に 相 当 す る 新 規 な イ ベ ン ト も 特 徴 付 け ら れ た ：
　 ・ エ キ ソ ン ３ の ５ ′ 端 部 に お け る 新 規 な 欠 失 。
　 ・ エ キ ソ ン ４ 及 び エ キ ソ ン ３ の 大 部 分 を 包 含 す る 新 規 な 欠 失 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 要 す る に 、 初 め て 記 載 さ れ た ２ つ を 含 む ５ つ の Ｐ Ｓ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム が 、 関 心 の あ る 遺
伝 子 （ こ こ で は Ｐ Ｓ Ａ ） に 無 関 係 の 遍 在 す る プ ラ イ マ ー に よ る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 後 そ れ ら の 配
列 の 先 見 的 知 識 な し に 特 徴 付 け ら れ た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 表 Ａ 。 ４ 人 の 前 立 腺 が ん 患 者 に 由 来 す る プ ロ ー ブ と の Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ ス プ ラ イ ス チ ッ
プ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 分 析 。 強 調 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 連 結 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に 相 当 す る 。 各 患 者 に つ い て 、 正 規 化 さ れ た 強 度 が 示 さ れ る 。 少 な く と も 一 人 の 患 者 に お
い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 よ り 高 い 蛍 光 シ グ ナ ル を 生 じ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の み が 選
ば れ た 。 ブ ラ ン ク は 、 シ グ ナ ル が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 よ り 低 い こ と を 示 す 。 １ ． ５ よ
り 高 い ア ッ プ 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 倍 比 変 化 （ fold change） を 示 す オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 黄 色 で 強 調 さ れ て お り そ し て 倍 比 変 化 の 欄 に お い て 青 で 強 調 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
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【 表 ２ ４ 】
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【 ０ ３ ０ ６ 】
　 表 Ｂ 。 ４ 人 の 前 立 腺 が ん 患 者 に 由 来 す る プ ロ ー ブ に よ る Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ ス プ ラ イ 　 ス
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チ ッ プ の 追 跡 分 析 。 少 な く と も 一 人 の 患 者 に お い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 よ り 高 い 蛍 光
シ グ ナ ル を 生 じ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の み （ 良 性 組 織 の み ） が 選 ば れ た 。 比 は 、 各 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の シ グ ナ ル 強 度 を 、 ２ つ の 基 準 、 即 ち 、 Ｐ Ｓ Ａ 及 び Ｋ Ｌ Ｋ ２ に つ い て の エ キ
ソ ン １ 又 は エ キ ソ ン ４ の シ グ ナ ル 強 度 で 割 る こ と に よ り 計 算 さ れ る 。 ブ ラ ン ク は シ グ ナ ル
が そ の 患 者 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 よ り 低 い こ と を 示 す 。 与 え ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド に つ い て は 、 比 は 黄 色 で 強 調 さ れ そ し て 、 ２ つ の 差 が 少 な く と も ２ 倍 差 異 な る と き 青 で
強 調 さ れ た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
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【 表 ２ ５ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ０ ８ 】
【 図 １ Ａ 】 １ つ （ 図 １ Ｂ ） 又 は ２ つ （ 図 １ Ｃ ） の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 方 法 を 使 用 す る 本 発 明
に 従 う 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ 図 １ Ａ ） 及 び 核 酸 の 使 用 （ 図 １ Ｄ ） の 略 図 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 １ つ （ 図 １ Ｂ ） 又 は ２ つ （ 図 １ Ｃ ） の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 方 法 を 使 用 す る 本 発 明
に 従 う 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ 図 １ Ａ ） 及 び 核 酸 の 使 用 （ 図 １ Ｄ ） の 略 図 で あ る 。
【 図 １ Ｃ 】 １ つ （ 図 １ Ｂ ） 又 は ２ つ （ 図 １ Ｃ ） の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 方 法 を 使 用 す る 本 発 明
に 従 う 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ 図 １ Ａ ） 及 び 核 酸 の 使 用 （ 図 １ Ｄ ） の 略 図 で あ る 。
【 図 １ Ｄ 】 １ つ （ 図 １ Ｂ ） 又 は ２ つ （ 図 １ Ｃ ） の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 方 法 を 使 用 す る 本 発 明
に 従 う 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ 図 １ Ａ ） 及 び 核 酸 の 使 用 （ 図 １ Ｄ ） の 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 即 ち 、 病 理 状 態 又 は 健 康 な 状 態 の 特 異 的 マ ー カ ー 、 の 特 徴 付
け を 可 能 と す る Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド の 産 生 の 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 病 理 条 件 又 は 健 康 な 条 件 に 特 異 的 な 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 単 離 し そ し て 配 列 決 定 に
よ り 特 徴 付 け る た め の 方 法 の 略 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 病 理 条 件 又 は 健 康 な 条 件 に 特 異 的 な 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の す べ て 又 は 一 部 を 配 列 決 定 す
る こ と に よ り 特 徴 付 け る た め の 他 の 手 段 の 略 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 Ｒ ル ー プ 構 造 に 基 づ く 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 産 生 物 の 単 離 の 略 図 で あ る
。
【 図 ６ Ａ 】 ル ー プ 制 限 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖 の 形 成 及 び デ ー タ の 抽 出 、 図 ６ Ａ
） に よ る 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 得 ら れ た デ ー タ の 説 明 （ 図 ６ Ｂ ） の 略 図 で あ る 。
【 図 ６ Ｂ 】 ル ー プ 制 限 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ホ モ 二 本 鎖 の 形 成 及 び デ ー タ の 抽 出 、 図 ６ Ａ
） に よ る 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 得 ら れ た デ ー タ の 説 明 （ 図 ６ Ｂ ） の 略 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 医 薬 研 究 及 び 開 発 の 種 々 の 段 階 に お け る 定 性 的 差 異 ス ク リ ー ニ ン グ の 利 益 を 示 す
。
【 図 ８ Ａ 】 ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ モ デ ル に お け る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ド メ イ ン の 単
離 を 示 す 。 Ａ ） 合 成 ｇ ｒ ｂ ２ 及 び ｇ ｒ ｂ ３ ３ Ｒ Ｎ Ａ の 産 生 。 Ｂ ） 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
た ド メ イ ン に 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ 断 片 の 特 徴 付 け を も た ら す Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 第 １ 段 階 の 説 明 ； １
： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 ２ ：  ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ｇ ｒ ｂ ３ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
、 ３ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 ４ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ
Ｎ Ａ と 水 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 ５ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ 上 の （ ２ ） の 通 過 の 後 の 上
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澄 液 、 ６ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ 上 の （ ３ ） の 通 過 後 の 上 澄 液 、 ７ ： ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン ビ ー ズ 上 の （ ４ ） の 通 過 後 の 上 澄 液 、 ８ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 二
本 鎖 の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 、 ９ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の Ｒ Ｎ ア ー
ゼ Ｈ 消 化 、 １ ０ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 、 １ １ ： 排 除 カ ラ ム 上 の 通 過 後
の （ 8） と 同 じ 、 １ ２ ： 排 除 カ ラ ム 上 の 通 過 後 の （ ９ ） と 同 じ 、 １ ３ ： 排 除 カ ラ ム 上 の 通
過 後 の （ １ ０ ） と 同 じ 。
【 図 ８ Ｂ 】 ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ モ デ ル に お け る 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ド メ イ ン の 単
離 を 示 す 。 Ａ ） 合 成 ｇ ｒ ｂ ２ 及 び ｇ ｒ ｂ ３ ３ Ｒ Ｎ Ａ の 産 生 。 Ｂ ） 差 異 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
た ド メ イ ン に 相 当 す る Ｒ Ｎ Ａ 断 片 の 特 徴 付 け を も た ら す Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 第 １ 段 階 の 説 明 ； １
： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 ２ ：  ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ｇ ｒ ｂ ３ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
、 ３ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ と ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 ４ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ
Ｎ Ａ と 水 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 ５ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ 上 の （ ２ ） の 通 過 の 後 の 上
澄 液 、 ６ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ 上 の （ ３ ） の 通 過 後 の 上 澄 液 、 ７ ： ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン ビ ー ズ 上 の （ ４ ） の 通 過 後 の 上 澄 液 、 ８ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 二
本 鎖 の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 、 ９ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の Ｒ Ｎ ア ー
ゼ Ｈ 消 化 、 １ ０ ： ｇ ｒ ｂ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 、 １ １ ： 排 除 カ ラ ム 上 の 通 過 後
の （ 8） と 同 じ 、 １ ２ ： 排 除 カ ラ ム 上 の 通 過 後 の （ ９ ） と 同 じ 、 １ ３ ： 排 除 カ ラ ム 上 の 通
過 後 の （ １ ０ ） と 同 じ 。
【 図 ９ 】 エ タ ノ ー ル に よ り 処 理 さ れ た 又 は 処 理 さ れ て い な い Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 か ら 生 じ る Ｒ
Ｎ Ａ ／ 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 に 由 来 す る 対 を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ の
表 示 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 変 法 の １ つ に よ り 発 生 し た 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 表 示 で あ る 。 １ ～ １
２ ： Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 消 化 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ ル ー プ 集 団 に 対 す る Ｐ Ｃ Ｒ 、 １ ３ ： 全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に
対 す る Ｐ Ｃ Ｒ 。
【 図 １ １ Ａ 】 ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ モ デ ル に お け る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 伴 う Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 変
法 の 適 用 を 示 す 。 Ａ ） ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に 続 く 複 合 体 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 ： １ ： 二 本 鎖
ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 ２ ： 二 本 鎖 ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 　
Ｒ Ｎ Ａ 、 ３ ： 二 本 鎖 ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ 水 。 Ｂ ） ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ １ 及 び ヤ エ ナ リ ヌ ク レ
ア ー ゼ に よ る （ Ａ ） に お け る 試 料 １ 、 ２ 及 び ３ の 消 化 ： 　 １ ～ ３ ： グ リ オ キ サ ー ル 処 理 前
の 複 合 体 １ ～ ３ ； ４ ～ ６ ： グ リ オ キ サ ー ル 処 理 後 の 複 合 体 １ ～ ３ ； ７ ～ ９ ： １ ～ ３ の ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｓ １ 消 化 ； １ ０ ～ １ ２ ： 1～ 3の ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 。
【 図 １ １ Ｂ 】 ｇ ｒ ｂ ２ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ モ デ ル に お け る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 伴 う Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ の 変
法 の 適 用 を 示 す 。 Ａ ） ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に 続 く 複 合 体 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 ： １ ： 二 本 鎖
ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ３ ３ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 ２ ： 二 本 鎖 ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ ｇ ｒ ｂ ２ 　
Ｒ Ｎ Ａ 、 ３ ： 二 本 鎖 ｇ ｒ ｂ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ 水 。 Ｂ ） ヌ ク レ ア ー ゼ Ｓ １ 及 び ヤ エ ナ リ ヌ ク レ
ア ー ゼ に よ る （ Ａ ） に お け る 試 料 １ 、 ２ 及 び ３ の 消 化 ： 　 １ ～ ３ ： グ リ オ キ サ ー ル 処 理 前
の 複 合 体 １ ～ ３ ； ４ ～ ６ ： グ リ オ キ サ ー ル 処 理 後 の 複 合 体 １ ～ ３ ； ７ ～ ９ ： １ ～ ３ の ヌ ク
レ ア ー ゼ Ｓ １ 消 化 ； １ ０ ～ １ ２ ： 1～ 3の ヤ エ ナ リ ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 。
【 図 １ ２ 】 ０ ． １ Ｍ エ タ ノ ー ル で １ ８ 時 間 処 理 さ れ た 又 は 処 理 さ れ て い な い Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細
胞 シ ス テ ム に お け る 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ が 関 与 す る Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ 変 法 の 適 用 を
示 す 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た イ ン サ ー ト を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 に 膜 に 移 し そ し て 処 理
さ れ た （ Ｔ ｒ ） 及 び 処 理 さ れ て い な い （ Ｎ Ｔ ） 条 件 に 相 当 す る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 さ せ た 。
【 図 １ ３ 】 産 生 物 の 毒 性 を 評 価 す る た め の 実 験 的 方 法 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 産 生 物 の 効 能 を 監 視 す る た め の 実 験 的 方 法 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 処 理 に 対 す る 病 理 条 件 の 感 受 性 を 調 査 す る た め の 実 験 的 方 法 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ａ 】 誘 導 さ れ た 細 胞 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 及 び 誘 導 さ れ な か っ た 細 胞 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使
用 す る Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ に 由 来 す る ク ロ ー ン の 差 異 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 分 析 を 示 す 。 Ａ ） 膜 に 付
着 し そ し て 溶 解 さ れ た バ ク テ リ ア コ ロ ニ ー の 使 用 。 Ｂ ） Ａ か ら の ク ロ ー ン の 選 択 に お け る
サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 。
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【 図 １ ６ Ｂ 】 誘 導 さ れ た 細 胞 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 及 び 誘 導 さ れ な か っ た 細 胞 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使
用 す る Ｄ Ａ Ｔ Ａ Ｓ に 由 来 す る ク ロ ー ン の 差 異 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 分 析 を 示 す 。 Ａ ） 膜 に 付
着 し そ し て 溶 解 さ れ た バ ク テ リ ア コ ロ ニ ー の 使 用 。 Ｂ ） Ａ か ら の ク ロ ー ン の 選 択 に お け る
サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 。
【 図 １ ７ Ａ 】 △ Ｓ Ｈ Ｃ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ９ 及 び １ ０ ） を 示 す 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 △ Ｓ Ｈ Ｃ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ９ 及 び １ ０ ） を 示 す 。
【 図 １ ８ Ａ 】 Ａ ） エ タ ノ ー ル ； Ｂ ） カ ン プ ト テ シ ン ； Ｃ ） Ｐ Ｍ Ａ で 処 理 さ れ た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２
細 胞 に 関 す る 細 胞 毒 性 及 び ア ポ ト ー シ ス 試 験 を 示 す 。
【 図 １ ８ Ｂ 】 Ａ ） エ タ ノ ー ル ； Ｂ ） カ ン プ ト テ シ ン ； Ｃ ） Ｐ Ｍ Ａ で 処 理 さ れ た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２
細 胞 に 関 す る 細 胞 毒 性 及 び ア ポ ト ー シ ス 試 験 を 示 す 。
【 図 １ ８ Ｃ 】 Ａ ） エ タ ノ ー ル ； Ｂ ） カ ン プ ト テ シ ン ； Ｃ ） Ｐ Ｍ Ａ で 処 理 さ れ た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２
細 胞 に 関 す る 細 胞 毒 性 及 び ア ポ ト ー シ ス 試 験 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 Ｍ Ａ Ｃ Ｈ － ａ 、 Ｂ Ｃ Ｌ － Ｘ 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｒ ド メ イ ン に 相 当 す る 断 片 の 増 幅 を 可 能 と
す る エ タ ノ ー ル （ Ｅ ｔ ｈ ） 、 カ ン プ ト テ シ ン （ Ｃ ａ ｍ ｐ ） 及 び Ｐ Ｍ Ａ （ Ｐ Ｍ Ａ ） で 処 理 さ
れ た 又 は 処 理 さ れ て い な い （ Ｎ Ｔ ） Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し そ し て 正 規
化 コ ン ト ロ ー ル と し て β － ア ク チ ン を 使 用 す る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム を 検 出 す る た め の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の デ ザ イ ン を 示 す 。
【 図 ２ １ Ａ 】 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム の 比 の 決 定 を 示 す 。
【 図 ２ １ Ｂ 】 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム の 比 の 決 定 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 複 合 混 合 物 に お け る 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム の 決 定
： 感 受 性 の 調 査 、 を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 複 合 混 合 物 に お け る 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム の 決 定
： 感 受 性 の 調 査 、 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 複 合 体 混 合 物 に お け る 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム の 決
定 ： 感 受 性 の 調 査 、 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 ヒ ト 細 胞 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 に お け る 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ
ア イ ソ フ ォ ー ム の 決 定 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 本 発 明 の 態 様 の 略 図 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 ヒ ト 細 胞 に 由 来 す る 生 物 学 的 試 料 に お け る 与 え ら れ た 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ
ア イ ソ フ ォ ー ム の 決 定 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 Ｋ Ｌ Ｋ ２ ス プ ラ イ ス チ ッ プ の 野 生 型 Ｋ Ｌ Ｋ ２ ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 及 び 分 析 を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ ス プ ラ イ ス チ ッ プ の Ｐ Ｓ Ａ － ０ １ ６ ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と の ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 分 析 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 同 じ 患 者 か ら の Ｃ ｙ ３ で 標 識 さ れ た 良 性 Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｃ ｙ ５ で 標 識 さ れ た 腫 瘍 Ｒ
Ｎ Ａ （ ＞ ７ ０ %） と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た Ｐ Ｓ Ａ ／ Ｋ Ｌ Ｋ ２ ス プ ラ イ ス チ ッ プ の 像 を 示
す 。
【 図 ３ １ 】 特 異 的 に 増 幅 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ で 出 発 す る ｓ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ｄ ｓ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使
用 す る ス プ ラ イ ス イ ベ ン ト 及 び ス プ ラ イ ス 連 結 部 の 単 離 の 略 図 を 示 す 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】 【 図 １ Ｄ 】
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

(72) JP 2006-504426 A 2006.2.9



【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ Ａ 】
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【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ８ Ａ 】
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【 図 １ ８ Ｂ 】 【 図 １ ８ Ｃ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ Ａ 】

【 図 ２ １ Ｂ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】
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【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】

【 配 列 表 】
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