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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　滲出型加齢黄斑変性（ＡＭＤ）の患者が高親和性抗ＶＥＧＦ抗体での治療から恩恵を受
ける増加した可能性を有しているかどうかを予測する方法において、ｒｓ１０６４８７５
に対応するマトリックスメタロプロテアーゼ２５遺伝子（ＭＭＰ２５）対立遺伝子におけ
るゲノム多型性について上記患者から単離された試料をスクリーニングすることを含み、
該患者が、対応する遺伝子型がＡＡ又はＡＧを含むならば上記治療から恩恵を受ける増加
した可能性を有している方法。
【請求項２】
　滲出型加齢黄斑変性（ＡＭＤ）の患者が抗ＶＥＧＦ抗体での治療から恩恵を受ける増加
した可能性を有しているかどうかを予測する方法において、ｒｓ１７５７１４に対応する
塩基性ロイシンジッパー転写因子ＡＴＦ様（ＢＡＴＦ）対立遺伝子におけるゲノム多型性
について上記患者から単離された試料をスクリーニングすることを含み、該患者が、対応
する遺伝子型がＡＡ又はＡＧを含むならば上記治療から恩恵を受ける増加した可能性を有
している方法。
【請求項３】
　上記抗ＶＥＧＦ抗体が、ハイブリドーマＡＴＣＣ（登録商標）ＨＢ１０７０９によって
産生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４．６．１と同じエピトープに結合する請求
項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
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　上記抗ＶＥＧＦ抗体が、次の重鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸配列：ＣＤＲＨ１
（ＧＹＤＦＴＨＹＧＭＮ；配列番号１）、ＣＤＲＨ２（ＷＩＮＴＹＴＧＥＰＴＹＡＡＤＦ
ＫＲ；配列番号２）及びＣＤＲＨ３（ＹＰＹＹＹＧＴＳＨＷＹＦＤＶ；配列番号３）を含
む重鎖可変ドメインと次の軽鎖ＣＤＲアミノ酸配列：ＣＤＲＬ１（ＳＡＳＱＤＩＳＮＹＬ
Ｎ；配列番号４）、ＣＤＲＬ２（ＦＴＳＳＬＨＳ；配列番号５）及びＣＤＲＬ３（ＱＱＹ
ＳＴＶＰＷＴ；配列番号６）を含む軽鎖可変ドメインを有する請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　上記抗ＶＥＧＦ抗体がＹ０３１７の重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメインを有する請
求項４に記載の方法。
【請求項６】
　上記抗ＶＥＧＦ抗体がラニビズマブである請求項１又は２に記載の方法。
【請求項７】
　対応する遺伝子型がＡＡを含む請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　対応する遺伝子型がＡＧを含む請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　対応する遺伝子型がＡＡを含む請求項２に記載の方法。
【請求項１０】
　対応する遺伝子型がＡＧを含む請求項２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願とのクロスリファレンス
　この出願は、その内容が出典明示によりここに援用される２００９年１０月２１日に出
願の仮出願番号第６１／２５３７５８号に対する米国特許法第１１９条（ｅ）項の下の優
先権主張を請求する米国特許法施行規則第１．５３（ｂ）（１）条の下に出願された非仮
出願である。
【０００２】
発明の分野
　この発明は一般にヒトの疾患の治療に関する。より詳細には、本発明は滲出型加齢黄斑
変性（ＡＭＤ）に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ＡＭＤは、高齢者における深刻な不可逆的視力喪失の主要な原因である。Bressler (20
04) JAMA 291:1900-01。ＡＭＤはドルーゼンとして知られる淡黄色斑、網膜色素上皮（Ｒ
ＰＥ）の破壊、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、及び円板状黄斑変性を含む広い範囲の臨床的
及び病理的所見によって特徴づけられる。該疾患は２つの形態に分類される：非滲出（乾
燥）及び滲出（湿潤又は血管新生）である。最近、滲出型ＡＭＤの治療に対して幾つかの
治療法が開発されている－ベルテポルフィン（ビスダイン（登録商標））；ＶＥＧＦ結合
アプタマーのペガプタニブ（マクジェン（登録商標））；及び抗ＶＥＧＦ抗体断片のラニ
ビズマブ（ルセンティス（登録商標））を使用する光線力学的治療法である。
【０００４】
　特定の遺伝子における異なった対立遺伝子が、疾患発生又は進行及び治療薬に対する応
答性を含む異なった表現型を生じる場合、遺伝子多型性が集団において生じる。ＡＭＤの
発症又は進行に関連する多重の多型性が同定されている（例えばDespriet等 (2007) Arch
. Ophthalmol. 125:1270-71；Seddon等(2007) JAMA 297:1793-99, 2585；Boon等(2008) A
m. J. Human Genet. 82:516-23）。過去の研究では、補体因子Ｈ（ＣＦＨ）遺伝子のアミ
ノ酸位４０２における特定の多型がベルテポルフィンでのＰＤＴ又は適応外使用のＡＭＤ
のベバシツマブ治療に対する応答性に関連していることが示されている（Brantley等(200
8) Eye published online 22 February, pp. 1-6；Brantley等 (2007) Ophthalmology 11
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4:2168-73）。疾患の発症及び／又は特定の治療法の効果又は安全性の予測に関連する更
なる多型性の同定を使用して、それらから最も恩恵を受ける患者に治療法を仕立てること
ができる。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、ＡＭＤのリスク又は高親和性抗ＶＥＧＦ抗体での治療がＡＭＤの患者に恩恵
を与える増加した可能性を予測する遺伝的多型性の同定に部分的に基づくものである。
【０００６】
　一態様では、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者が高親和性抗ＶＥＧＦ抗体での治療から恩
恵を受ける増加した可能性を有しているかどうかを予測する方法において、ｒｓ１０６４
８７５に対応するマトリックスメタロプロテアーゼ２５遺伝子（ＭＭＰ２５）対立遺伝子
におけるゲノム多型性について上記患者から単離された試料をスクリーニングすることを
含み、該患者が、対応する遺伝子型がＡＡ又はＡＧを含むならば上記治療から恩恵を受け
る増加した可能性を有している方法を提供する。ある実施態様では、遺伝子型はＡＡを含
む。ある実施態様では、遺伝子型はＡＧを含む。
【０００７】
　他の態様では、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者が抗ＶＥＧＦ抗体での治療から恩恵を受
ける増加した可能性を有しているかどうかを予測する方法において、ｒｓ１０９１７５８
３に対応するジスコイジンドメインレセプターファミリーメンバー２遺伝子（ＤＤＲ２）
対立遺伝子におけるゲノム多型性について上記患者から単離された試料をスクリーニング
することを含み、該患者が、対応する遺伝子型がＡＡ又はＡＣを含むならば上記治療から
恩恵を受ける増加した可能性を有している方法を提供する。ある実施態様では、遺伝子型
はＡＡを含む。ある実施態様では、遺伝子型はＡＣを含む。
【０００８】
　他の態様では、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者が抗ＶＥＧＦ抗体での治療から恩恵を受
ける増加した可能性を有しているかどうかを予測する方法において、ｒｓ１７５７１４に
対応する塩基性ロイシンジッパー転写因子ＡＴＦ様（ＢＡＴＦ）対立遺伝子におけるゲノ
ム多型性について上記患者から単離された試料をスクリーニングすることを含み、該患者
が、対応する遺伝子型がＡＡ又はＡＧを含むならば上記治療から恩恵を受ける増加した可
能性を有している方法を提供する。ある実施態様では、遺伝子型はＡＡを含む。ある実施
態様では、遺伝子型はＡＧを含む。
【０００９】
　ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体は、ハイブリドーマＡＴＣＣ（登録商標）ＨＢ１０
７０９によって産生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４．６．１と同じエピトープ
に結合する。ある実施態様では、ＶＥＧＦ抗体は、次の重鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）ア
ミノ酸配列：ＣＤＲＨ１（ＧＹＤＦＴＨＹＧＭＮ；配列番号１）、ＣＤＲＨ２（ＷＩＮＴ
ＹＴＧＥＰＴＹＡＡＤＦＫＲ；配列番号２）及びＣＤＲＨ３（ＹＰＹＹＹＧＴＳＨＷＹＦ
ＤＶ；配列番号３）を含む重鎖可変ドメイン及び次の軽鎖ＣＤＲアミノ酸配列：ＣＤＲＬ
１（ＳＡＳＱＤＩＳＮＹＬＮ；配列番号４）、ＣＤＲＬ２（ＦＴＳＳＬＨＳ；配列番号５
）及びＣＤＲＬ３（ＱＱＹＳＴＶＰＷＴ；配列番号６）を含む軽鎖可変ドメインを有する
。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はＹ０３１７の重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメ
インを有する。ある実施態様では、抗ＶＥＧＦ抗体はラニビズマブである。
【００１０】
　　他の態様では、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者がラニビズマブでの治療から恩恵を受
ける増加した可能性を有しているかどうかを予測するためのキットにおいて、ｒｓ１０６
４８７５に対応するＭＭＰ２５対立遺伝子におけるＡ／Ｇ多型性に対して特異的な第一オ
リゴヌクレオチド及び第二オリゴヌクレオチドを含むキットを提供する。ある実施態様で
は、第一オリゴヌクレオチド及び上記第二オリゴヌクレオチドは、ｒｓ１０６４８７５に
対応するＭＭＰ２５対立遺伝子におけるＡ／Ｇ多型性を含むＭＭＰ２５遺伝子の一部を増
幅させるために使用されうる。
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【００１１】
　他の態様では、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者がラニビズマブでの治療から恩恵を受け
る増加した可能性を有しているかどうかを予測するためのキットにおいて、ｒｓ１０９１
７５８３に対応するＤＤＲ２対立遺伝子におけるＡ／Ｃ多型性に対して特異的な第一オリ
ゴヌクレオチド及び第二オリゴヌクレオチドを含むキットを提供する。ある実施態様では
、第一オリゴヌクレオチド及び上記第二オリゴヌクレオチドは、ｒｓ１０９１７５８３に
対応するＤＤＲ２対立遺伝子におけるＡ／Ｃ多型性を含むＤＤＲ２遺伝子の一部を増幅さ
せるために使用されうる。
【００１２】
　他の態様では、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者がラニビズマブでの治療から恩恵を受け
る増加した可能性を有しているかどうかを予測するためのキットにおいて、ｒｓ１７５７
１４に対応するＢＡＴＦ対立遺伝子におけるＡ／Ｇ多型性に対して特異的な第一オリゴヌ
クレオチド及び第二オリゴヌクレオチドを含むキットを提供する。ある実施態様では、第
一オリゴヌクレオチド及び上記第二オリゴヌクレオチドは、ｒｓ１７５７１４に対応する
ＢＡＴＦ対立遺伝子におけるＡ／Ｇ多型性を含むＢＡＴＦ遺伝子の一部を増幅させるため
に使用されうる。
【００１３】
　他の態様では、本発明は、患者が滲出型ＡＭＤを発症する増加したリスクを有している
かどうかを決定する方法において、表４又は表５に示された対立遺伝子変異体の一又は複
数について患者から単離された試料をスクリーニングすることを含み、ここで、表４又は
表５に示される対立遺伝子変異体の存在が、患者が滲出型ＡＭＤを発症する増加したリス
クを有していることを示す方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１はＭＭＰ２５、ＤＤＲ２、及びＢＡＴＦ遺伝子からのリスク対立遺伝子の和
によって層別化された１２ヶ月のルセンティス治療後の視力の平均変化を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明の実施には、別段の記載がない限り、当業者の技量の範囲内にある分子生物学(
組換え技術を含む)、微生物学、細胞生物学、生化学の一般的な技術を用いる。かかる技
術は、例えば「Molecular Cloning: A Laboratory Manual」, 2版 (Sambrook等, 1989)」
；「Oligonucleotide Synthesis」 (M. J. Gait編, 1984)；「Animal Cell Culture」 (R
. I. Freshney編, 1987)；「Methods in Enzymology」 (Academic Press, Inc.)；「Curr
ent Protocols in Molecular Biology」(F. M. Ausubel等編, 1987及び定期改訂版)；「P
CR:The Polymerase Chain Reaction」, (Mullis等編, 1994)のような文献に十分に説明さ
れている。
【００１６】
　特に別に定義しない限り、ここで使用される技術及び科学用語は、この発明が属する分
野の当業者によって一般的に理解されているものと同じ意味を有する。Singleton等, Dic
tionary of Microbiology and Molecular Biology 2版, J. Wiley & Sons (New York, N.
Y. 1994)、及びMarch, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Struct
ure 4版, John Wiley & Sons (New York, N.Y. 1992)は本願において使用される用語の多
くに対する一般的なガイドを当業者に提供する。
【００１７】
　特許出願及び刊行物を含むここで引用する全ての文献はその全体を出典明示により援用
する。
【００１８】
定義
　ここで使用される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに他
の定義を指示するものでない限り複数形を含む。例えば「ａ」細胞はまた「細胞（cells
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）」を含む。
　「含む」なる用語は、組成物及び方法が記載の要素を含むが、他のものを排除しないこ
とを意味するものである。
【００１９】
　「ＶＥＧＦ」及び「ＶＥＧＦ-Ａ」なる用語は交換可能に用いられ、Leung等 Science, 
246:1306 (1989)、及びHouck等 Mol. Endocrin., 5:1806 (1991)により記載されているよ
うな、１６５アミノ酸の血管内皮細胞増殖因子及び／又は関連する１２１、１８９、及び
２０６アミノ酸の血管内皮細胞増殖因子を、その天然に生じる対立遺伝子及び加工型と共
に、意味する。
【００２０】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は十分な親和性と特異性をもってＶＥＧＦに結合する抗体である。
好ましくは、本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ活性が関与する疾患又は症状を標的と
しそれを妨害する点で治療剤として使用することができる。抗ＶＥＧＦ抗体は通常はＶＥ
ＧＦ-Ｂ又はＶＥＧＦ-Ｃのような他のＶＥＧＦ相同体、あるいはＰ１ＧＦ、ＰＤＧＦ又は
ｂＦＧＦのような他の増殖因子に結合しない。好ましい抗ＶＥＧＦ抗体は、ハイブリドー
マＡＴＣＣ（登録商標）ＨＢ１０７０９によって産生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗
体Ａ４．６．１と同じエピトープに結合するモノクローナル抗体であり、高親和性抗ＶＥ
ＧＦ抗体である。「高親和性抗ＶＥＧＦ抗体」はモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ４．６
．１よりもＶＥＧＦに対して少なくとも１０倍良好な親和性を有している。好ましくは、
抗ＶＥＧＦ抗体は、Ｙ０３１７のＣＤＲ及び／又は可変領域を含む抗体を含む、国際公開
第９８／４５３３１号に従って生成された組換えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体断
片である。より好ましくは、抗ＶＥＧＦ抗体はラニビズマブ（ルセンティス（Ｌｕｃｅｎ
ｔｉｓ）（登録商標））として知られている抗体断片である。
【００２１】
　「抗体」なる用語は、最も広義に使用され、モノクローナル抗体(完全長又はインタク
トモノクローナル抗体を含む)、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体(例えば二重特異性
抗体)、及びそれらが所望の生物学的活性を示す限り、抗体断片を含む。
【００２２】
　「治療」は、治療的処置及び予防措置又は防止措置の両方を指す。治療を必要とする者
としては、既にその疾患を有する者並びにその疾患が防止又は遅延されるべき者を含む。
【００２３】
　「多型性」なる用語は、集団内で変動する遺伝子の配列中の位置を意味する。多型性は
異なった「対立遺伝子」から構成される。そのような多型性の位置は、遺伝子中のその位
置と、そこに見出される異なったアミノ酸又は塩基によって特定されうる。例えば、Ｙ４
０２Ｈ ＣＦＨは、ＣＦＨ遺伝子におけるアミノ酸位４０２においてチロシン（Ｙ）とヒ
スチジン（Ｈ）の間の変異が存在することを示している。このアミノ酸変化は、二つの異
なった対立遺伝子である、二つの可能な変異体塩基Ｃ及びＴの結果である。遺伝子型は二
つの別個の対立遺伝子からなるので、幾つかの可能な変異体の任意のものは何れか一の個
々に観察されうる（例えばこの例では、ＣＣ、ＣＴ、又はＴＴ）。個々の多型性にはまた
当業者に知られ、例えばＮＣＢＩウェブサイトで利用できるヌクレオチド配列変異の一塩
基多型データベース（ｄｂＳＮＰ）において使用されている独特の識別子（「リファレン
スＳＮＰ」、「ｒｅｆＳＮＰ」又は「ｒｓ＃」）があてがわれる。
【００２４】
　「遺伝子型」なる用語は細胞又は組織試料中のある種の遺伝子の特定の対立遺伝子を意
味する。上記の例では、ＣＣ、ＣＴ、又はＴＴがＹ４０２Ｈ ＣＦＨ多型での可能な遺伝
子型である。
【００２５】
　「試料」なる用語は患者から採取された細胞又は組織試料を含む。例えば、試料は皮膚
試料、頬細胞試料、又は血液細胞を含みうる。
【００２６】
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　試料における特定の遺伝子型の同定は、当業者によく知られた多くの方法の何れかによ
って実施することができる。例えば、多型の同定は当該技術分野でよく知られた技術を使
用して対立遺伝子をクローニングし、それをシークエンシングすることによって達成する
ことができる。あるいは、遺伝子配列を、ゲノムＤＮＡから、例えばＰＣＲを使用して増
幅させ、生成物を配列決定することができる。与えられた遺伝子座における変異について
患者のＤＮＡを分析するための幾つかの非限定的方法を以下に記載する。
【００２７】
　ＤＮＡマイクロアレイ技術、例えばＤＮＡチップ装置及びハイスループットのスクリー
ニングの適用のための高密度マイクロアレイ及び低密度マイクロアレイを使用することが
できる。マイクロアレイの製造方法は当該技術分野で知られており、様々なインクジェッ
ト及びマイクロジェット沈着又はスポッティング技術及びプロセス、インサイツ又はオン
チップフォトリソグラフィーオリゴヌクレオチド合成プロセス、及び電子ＤＮＡプローブ
アドレッシングプロセスを含む。ＤＮＡマイクロアレイハイブリダイゼーション法は、遺
伝子発現解析及び点突然変異、一塩基多型（ＳＮＰ）、及びショートタンデムリピート（
ＳＴＲ）の遺伝子型判定の分野で成功裏に適用されてきている。更なる方法は、干渉ＲＮ
Ａマイクロアレイ及びマイクロアレイと他の方法、例えばレーザーキャプチャー法(LCM)
、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)及びクロマチン免疫沈降 (ChiP)との組み合わ
せを含む。例えばHe等(2007) Adv. Exp. Med. Biol. 593:117-133及びHeller (2002) Ann
u. Rev. Biomed. Eng. 4:129-153を参照のこと。他の方法は、ＰＣＲ、ｘＭＡＰ、インベ
ーダーアッセイ、質量分析、及び ピロシーケンス法を含む（Wang等(2007) Microarray T
echnology and Cancer Gene Profiling Vol 593 of book series Advances in Experimen
tal Medicine and Biology, pub. Springer New York）。
【００２８】
　他の検出方法は、多型部位にオーバーラップし多型領域の廻りに約５、あるいは代わり
に１０、又は代わりに２０、又は代わりに２５、又は代わりに３０のヌクレオチドを有す
るプローブを使用するアレル特異的ハイブリダイゼーションである。例えば、対立遺伝子
変異体に特異的にハイブリダイズ可能な幾つかのプローブを固相支持体、例えば「チップ
」に取り付ける。オリゴヌクレオチドはリソグラフィーを含む様々な方法によって固体支
持体に結合されうる。「ＤＮＡプローブアレイ」とも名付けられたオリゴヌクレオチドを
含むこれらチップを使用する突然変異検出分析法は、例えばCronin等(1996) Human Mutat
ion 7:244に記載されている。
【００２９】
　他の検出方法では、対立遺伝子変異体を同定する前に少なくとも遺伝子の一部を最初に
増幅させることが必要である。増幅は、例えばＰＣＲ及び／又はＬＣＲ又は当該技術分野
でよく知られている他の方法によって実施することができる。
【００３０】
　ある場合には、被験者からのＤＮＡ中における特定の対立遺伝子の存在が制限酵素分析
によって示されうる。例えば、特異的ヌクレオチド多型は、別の対立遺伝子変異体のヌク
レオチド配列からは不在である制限部位を含むヌクレオチド配列を生じうる。
【００３１】
　更なる実施態様では、切断剤（例えばヌクレアーゼ、ヒドロキシルアミン又は四酸化オ
スミウム及びピペリジン）からの保護を使用して、 RNA/RNA DNA/DNA、又はRNA/DNA ヘテ
ロ二本鎖におけるミスマッチ塩基を検出することができる（例えばMyers等(1985) Scienc
e 230:1242を参照）。一般に、「ミスマッチ切断」の技術は、組織試料から得られた例え
ばＲＮＡ又はＤＮＡのような試料核酸と、遺伝子の対立遺伝子変異体のヌクレオチド配列
を含む場合によっては標識された例えばＲＮＡ又はＤＮＡであるコントロール核酸をハイ
ブリダイズさせることによってヘテロ二本鎖を提供することによって開始される。二重鎖
である二本鎖は、例えばコントロール及び試料ストランド間の塩基対ミスマッチに基づい
て形成された二本鎖のような二本鎖の一本鎖領域を切断する薬剤で処理される。例えば、
RNA/DNA二本鎖がリボヌクレアーゼで処理され、DNA/DNA ハイブリッドが S1ヌクレアーゼ
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で処理されてミスマッチ領域を酵素的に消化させる。別法では、DNA/DNA又はRNA/DNA二本
鎖の何れかを、ミスマッチ領域を消化させるためにヒドロキシルアミン又は四酸化オスミ
ウムとピペリジンで処理することができる。ミスマッチ領域の消化後、得られる物質をつ
いで変性ポリアクリルアミドゲルでサイズによって分離し、コントロール及び試料核酸が
同一のヌクレオチド配列を持っているかどうか、又はどのヌクレオチドでそれらが異なっ
ているかを決定する。例えば米国特許第６４５５２４９号；Cotton等(1988) Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 85:4397；Saleeba等(1992) Meth. Enzymol. 217:286-295を参照のこと
。
【００３２】
　電気泳動移動度の変化をまた使用して特定の対立遺伝子変異体を同定することができる
。例えば、一本鎖高次構造多型分析(SSCP)を使用して変異体及び野生型核酸間の電気泳動
移動度の差を検出することができる（Orita等(1989) Proc Natl. Acad. Sci USA 86:2766
; Cotton (1993) Mutat. Res. 285:125-144及びHayashi (1992) Genet. Anal. Tech. App
l. 9:73-79）。試料及びコントロール核酸の一本鎖ＤＮＡ断片を変性させ、また再生させ
る。一本鎖核酸の二次構造は配列に従って変化し、得られた電気泳動移動度の変化により
一塩基の変化さえ検出できる。ＤＮＡ断片は標識されるか又は標識されたプローブで検出
されうる。アッセイの感度は、（ＤＮＡよりも）二次構造が配列変化に更に感受性である
ＲＮＡを使用して向上させることができる。他の好ましい実施態様では、主題の方法は、
ヘテロ二本鎖分析を利用して、電気泳動移動度の変化に基づいて二本鎖のヘテロ二本鎖分
子を分離する（Keen等(1991) Trends Genet. 7:5）。
【００３３】
　対立遺伝子変異体の同一性はまたある勾配の変性剤を含むポリアクリルアミドゲル中で
の多型領域を含む核酸の移動を分析することによって得ることができ、それは、変性勾配
ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる（Myers等(1985) Nature 313:495）
。分析方法としてDGGEが使用される場合、DNAは修飾され、例えばＰＣＲによりおよそ４
０ｂｐの高融解ＧＣリッチＤＮＡのＧＣクランプを添加することによってそれが完全に変
性しないようにされる。更なる実施態様では、コントロール及び試料ＤＮＡの移動度の差
を特定するために変性剤勾配の代わりに温度勾配が使用される（Rosenbaum及びReissner 
(1987) Biophys. Chem. 265:1275）。
【００３４】
　２核酸間の少なくとも一つのヌクレオチドの差を検出するための技術の例は、限定しな
いが、選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増幅、又は選択的プラ
イマー伸長法を含む。例えば、既知の多型ヌクレオチドが中央に位置させられ（アレル特
異的プローブ）、ついで完全なマッチが見出される場合のみハイブリダイゼーションを許
容する条件下で標的ＤＮＡにハイブリダイズさせるオリゴヌクレオチドプローブが調製さ
れうる（Saiki等(1986) Nature 324:163)；Saiki等(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
86:6230）。このようなアレル特異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション技術は
遺伝子の多型領域におけるヌクレオチド変化の検出に使用することができる。例えば、特
異的対立遺伝子変異体のヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドをハイブリダイズ
膜に付着させ、ついでこの膜を標識された試料核酸とハイブリダイズさせる。ついで、ハ
イブリダイゼーションシグナルの分析により、試料核酸のヌクレオチドの同一性が明らか
になる。
【００３５】
　別法では、選択的ＰＣＲ増幅に依存するアレル特異的増幅技術を本発明との関連で使用
してもよい。特異的増幅用のプライマーとして使用されるオリゴヌクレオチドは分子の中
心に（そのため、増幅はディファレンシャルハイブリダイゼーションに依存する）（Gibb
s 等(1989) Nucl. Acids Res. 17:2437-2448）又は、適切な条件下でミスマッチがポリメ
ラーゼ伸長を防止又は低減しうる一プライマーの極３’端に（Prossner (1993) Tibtech 
11:238 及びNewton等(1989) Nucl. Acids Res. 17:2503）対象の対立遺伝子変異体を有し
うる。この技術は、PRobe Oligo Base Extensionから「ＰＲＯＢＥ」とも呼ばれる。また
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、切断ベースの検出を得るために変異の領域に新規な制限部位を導入することが望ましい
場合がある（Gasparini等(1992) Mol. Cell. Probes 6:1）。
【００３６】
　他の実施態様では、対立遺伝子変異体の同定は、例えば米国特許第４９９８６１７号及
びLaridegren, U.等Science 241:1077-1080 (1988)に記載されているように、オリゴヌク
レオチドライゲーションアッセイ（ＯＬＡ）を使用して実施される。OLAプロトコールは
、標的の一本鎖の隣接配列にハイブリダイズ可能なように設計された二つのオリゴヌクレ
オチドを使用する。オリゴヌクレオチドの一つは例えばビオチン化された分離マーカーに
連結され、他方が検出可能に標識される。正確な相補配列が標的分子に見出されるならば
、オリゴヌクレオチドはその末端が隣接し、ライゲーション基質を作るようにハイブリダ
イズする。ついで、ライゲーションにより、標識されたオリゴヌクレオチドをアビジン又
は他のビオチンリガンドを使用して回収することが可能になる。Nickerson, D. A.等はＰ
ＣＲとＯＬＡの特質を組み合わせる核酸検出アッセイを記載している（Nickerson, D. A.
等 (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8923-8927）。この方法では、ＰＣＲを使用
して標的ＤＮＡの指数関数的増幅が達成され、ついでこれをＯＬＡを使用して検出する。
【００３７】
　本発明は、ＭＭＰ２５、ＤＤＲ２及びＢＡＴＦにおける一塩基多型（ＳＮＰ）を検出す
る方法を提供する。一塩基多型にインバリアント配列の領域が隣接するので、その分析に
は一変異塩基の同一性の決定だけを要するものであり、各患者に対する完全な遺伝子配列
を決定することは不要である。ＳＮＰの分析を容易にするために幾つかの方法が開発され
ている。
【００３８】
　一塩基多型は、例えば米国特許第４６５６１２７号に開示されたようにして、特殊化さ
れたエキソヌクレアーゼ耐性ヌクレオチドを使用して検出することができる。該方法によ
れば、多型部位に３’が直ぐの対立遺伝子配列に相補的なプライマーが特定の動物又はヒ
トから得られた標的分子にハイブリダイズすることが許容される。標的分子上の多型部位
が、存在する特定のエキソヌクレアーゼ耐性ヌクレオチド誘導体に相補的であるヌクレオ
チドを含むならば、その誘導体はハイブリダイズされたプライマーの末端に導入される。
そのような導入はプライマーをエキソヌクレアーゼ耐性にし、よってその検出を可能にす
る。試料のエキソヌクレアーゼ耐性誘導体の同一性が既知であるので、プライマーがエキ
ソヌクレアーゼに耐性になったことの発見は、標的分子の多型部位に存在するヌクレオチ
ドが反応に使用されるヌクレオチド誘導体のものと相補的であったことを明らかにしてい
る。この方法は、多量の無関係な配列データの決定を必要としないという利点を有してい
る。
【００３９】
　溶液ベース法（solution-based method）をまた多型部位のヌクレオチドの同一性の決
定に使用することができる（国際公開第91/02087号)。上述のように、多型部位に３’が
直ぐの対立遺伝子配列に相補的なプライマーが用いられる。該方法は、多型部位のヌクレ
オチドに相補的ならばプライマーの末端に導入されることになる標識されたジデオキシヌ
クレオチド誘導体を使用してその部位のヌクレオチドの同一性を決定する。
【００４０】
　代替方法は国際公開第９２／１５７１２号に記載されている。この方法は、多型部位の
配列３’に相補的であるプライマー及び標識ターミネーターの混合物を使用する。導入さ
れる標識ターミネーターは、よって、評価されている標的分子の多型部位に存在するヌク
レオチドによって決定され、それに相補的である。該方法は通常、プライマー又は標的分
子が固相に固定される不均一相アッセイである。
【００４１】
　ＤＮＡにおける多型部位をアッセイするための多くの他のプライマーガイドのヌクレオ
チド導入手順が記載されている（Komher, J. S.等(1989) Nucl. Acids. Res. 17:7779-77
84；Sokolov, B. P. (1990) Nucl. Acids Res. 18:3671；Syvanen, A.-C.等(1990) Genom
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ics 8:684-692；Kuppuswamy, M. N.等(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1143-1147
；Prezant, T. R.等(1992) Hum. Mutat. 1: 159-164；Ugozzoli, L.等(1992) GATA 9:107
-112；Nyren, P.等(1993) Anal. Biochem. 208:171-175）。これらの方法は全て多型部位
の塩基を判別するための標識デオキシヌクレオチドの導入に依存する。
【００４２】
　更に、遺伝子又は遺伝子産物又は多型変異体中の変化を検出するための上記方法の何れ
かを使用して処置の過程又は治療法をモニターすることができることは理解されるであろ
う。
【００４３】
　ここに記載された方法は、例えば、個体がＡＭＤを発症する増加した可能性を有してい
るかどうか、又は滲出型ＡＭＤ患者が抗ＶＥＧＦ抗体での治療から恩恵を受ける増加した
可能性を有しているかどうかを判定するために簡便に使用されうる、少なくとも一つのプ
ローブ又はプライマー核酸を含む、以下に記載されたもののような、予め包装された診断
キットを例えば利用することにより、実施することができる。
【００４４】
　上述の診断及び予後方法に使用される試料核酸は被験者の任意の細胞型又は組織から得
ることができる。例えば、被験者の体液（例えば血液）を既知の技術によって得ることが
できる。あるいは、核酸試験を乾燥した試料（例えば毛髪又は皮膚）で実施することがで
きる。
【００４５】
　ここに記載された発明は、それぞれｒｓ１０６４８７５、ｒｓ１０９１７５８３及びｒ
ｓ１７５７１４のＭＭＰ２５、ＤＤＲ２及びＢＡＴＦ対立遺伝子を含む幾つかの対立遺伝
子に存在する対立遺伝子を決定し同定するための方法及び組成物に関する。プローブを試
料の遺伝子型を直接決定するために使用することができ、または増幅と同時に又は増幅の
後で使用することができる。「プローブ」なる用語は天然に生じるか又は組換え一本鎖又
は二本鎖核酸又は化学合成された核酸を含む。それらはニックトランスレーション、クレ
ノウフィルイン反応、ＰＣＲ又は当該技術分野で知られている他の方法によって標識され
うる。本発明のプローブ、その調製及び／又は標識化は上掲のSambrook等(1989)に記載さ
れている。プローブは本発明の多型領域を含む核酸への選択的ハイブリダイゼーションに
適した任意の長さのポリヌクレオチドでありうる。使用されるプローブの長さは、部分的
には、使用されるアッセイの性質及び用いられるハイブリダイゼーション条件に依存する
であろう。
【００４６】
　標識プローブはまた多型の増幅との関連で使用することができる。（Holland等(1991) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7276-7280）。米国特許第５２１００１５号は、ＰＣＲ
の間に増幅産物のリアルタイムの測定を提供する蛍光ベースのアプローチ法を記載してい
る。このようなアプローチは、存在する二本鎖ＤＮＡの量を示すために挿入染料（例えば
臭化エチジウム）を用いているか、又はそれらは蛍光－クエンチャー対を含むプローブを
用いており（また「ＴａｑＭａｎ（登録商標）」アプローチとも称される）、ここでプロ
ーブは増幅中に切断されて、その濃度が存在する二本鎖ＤＮＡの量に比例する蛍光分子を
放出する。増幅中、プローブは、標的配列にハイブリダイズされたときにポリメラーゼの
ヌクレアーゼ活性によって消化され、蛍光分子をクエンチャー分子から分離させ、それに
よってレポーター分子から蛍光を出現させる。ＴａｑＭａｎ（登録商標）アプローチは、
多型を含む標的ポリヌクレオチドの領域に特異的にアニールするレポーター分子－クエン
チャー分子対を含むプローブを使用する。
【００４７】
　プローブは「遺伝子チップ」としての使用のために表面に添付することができる。かか
る遺伝子チップを使用して、当業者に知られている多くの技術によって遺伝子変異を検出
することができる。一技術では、オリゴヌクレオチドは、例えば米国特許第６０２５１３
６号及び第６０１８０４１号に概説されたもののようなハイブリダイゼーションアプロー
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チによるシークエンシングによってＤＮＡ配列を決定するために遺伝子チップに整列され
る。本発明のプローブはまた遺伝子配列の蛍光検出に使用することができる。かかる技術
は例えば米国特許第５９６８７４０号及び第５８５８６５９号に記載されている。プロー
ブはまた米国特許第５９５２１７２号及びKelley, S. O.等(1999) Nucl. Acids Res. 27:
4830-4837に記載されているような核酸配列の電気化学的検出の電極面に添付することが
できる。
【００４８】
　また、プローブ又はプライマーとして使用される単離された核酸を修飾させてより安定
にすることができる。修飾される例示的核酸分子は、ＤＮＡのホスホロアミデート、ホス
ホロチオエート及びメチルホスホネートアナログを含む（また米国特許第５１７６９９６
号；第５２６４５６４号及び第５２５６７７５号を参照のこと）。
【００４９】
　ここに記載されたように、本発明はＭＭＰ２５、ＤＤＲ２又はＢＡＴＦに存在する多型
領域の対立遺伝子変異体のタイプを決定するための診断方法をまた提供する。幾つかの実
施態様では、該方法は、ＭＭＰ２５、ＤＤＲ２又はＢＡＴＦの多型領域に相補的であるヌ
クレオチド配列を含むプローブ又はプライマーを使用する。従って、本発明はこれらの方
法を実施するためのキットを提供する。
【００５０】
　ある実施態様では、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者が、高親和性抗ＶＥＧＦ抗体を含む
抗ＶＥＧＦ抗体での治療から恩恵を受ける増加した可能性を有しているかどうかを判定す
るためのキットを提供する。そのようなキットはここに記載された組成物の一又は複数と
使用のための指示書を含む。単に一例として、本発明は、滲出型ＡＭＤの患者が、ラニビ
ズマブでの治療から恩恵を受ける増加した可能性を有しているかどうかを判定するための
キットにおいて、ＭＭＰ２５ｒｓ１０６４８７５ＳＮＰにおけるＡＧ多型性に対して特異
的な第一オリゴヌクレオチド及び第二オリゴヌクレオチドを含むキットをまた提供する。
遺伝子座に「特異的な」オリゴヌクレオチドは、遺伝子座の多型領域に結合するか又は遺
伝子座の多型領域に隣接して結合する。増幅のためのプライマーとして使用されるオリゴ
ヌクレオチドでは、プライマーは、それらが多型領域を含むポリヌクレオチドを産生する
ために使用されるのに十分に近いならば、隣接している。一実施態様では、オリゴヌクレ
オチドは、それらが多型から約１－２ｋｂ以内、例えば１ｋｂ未満で結合するならば隣接
している。特異的オリゴヌクレオチドは配列にハイブリダイズすることができ、適切な条
件下で一塩基だけ異なる配列に結合しない。
【００５１】
　キットは、ＭＭＰ２５、ＤＤＲ２又はＢＡＴＦの多型領域に特異的にハイブリダイズ可
能な少なくとも一つのプローブ又はプライマーと使用のための指示書を含みうる。キット
は通常は上述の核酸の少なくとも一つを含む。ＭＭＰ２５、ＤＤＲ２又はＢＡＴＦの少な
くとも一部を増幅させるためのキットは、少なくとも一つが対立遺伝子変異体配列にハイ
ブリダイズすることができる二つのプライマーを一般に含む。そのようなキットは、例え
ば蛍光検出、電気化学的検出、又は他の検出法による遺伝子型の検出に適している。
【００５２】
　プローブとして使用されようと又はプライマーとして使用されようと、キットに含まれ
るオリグヌクレオチドは、検出可能に標識されうる。標識は、例えば蛍光標識のように直
接的に、又は間接的に検出されうる。間接的な検出は、ビオチン－アビジン相互作用、抗
体結合等を含む当業者に知られた任意の検出方法を含みうる。蛍光標識されたオリゴヌク
レオチドは消光分子をまた含みうる。オリゴヌクレオチドは表面に結合されうる。幾つか
の実施態様では、表面はシリカ又はガラスである。幾つかの実施態様では、表面は金属電
極である。
【００５３】
　本発明の更に他のキットは、アッセイを実施するのに必要な少なくとも一種の試薬を含
む。例えば、キットは酵素を含みうる。あるいは、キットはバッファー又は任意の他の必
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【００５４】
　キットはＭＭＰ２５、ＤＤＲ２又はＢＡＴＦの多型領域における被験者の遺伝子型を判
定するためにここに記載された陽性コントロール、陰性コントロール、試薬、プライマー
、シークエンシングマーカー、プローブ及び抗体の全て又は幾らかを含みうる。
【００５５】
　次の実施例は単に本発明の実施を例証するためのもので、限定のために供されるもので
はない。
【実施例】
【００５６】
実施例１　遺伝子多型性及びＡＭＤ発症及び治療成績とのその関連性
試料及び遺伝子型判定
　ＨＯＲＩＺＯＮ拡張治験のＤＡＷＮ遺伝子サブ治験に参加したルセンティス（登録商標
）ピボタル治験（ＭＡＲＩＮＡ、ＡＮＣＨＯＲ、及びＦＯＣＵＳ）からの２５０名の非特
定の被験者からの末梢血試料を集め、ゲノムＤＮＡを単離した。分析に使用された全ての
試料は、「白人」として列挙された自己特定の人種を有しており、血管新生ＡＭＤの確認
された診断を有していた。試料は１０４名の男性と１４６名の女性からなり、ベースライ
ンでの平均年齢は７５．７歳であった。文書でのインフォームドコンセントが治験におけ
る全ての個人から得られ、治験プロトコルが治験審査委員会によって承認された。
【００５７】
　上述の試料に加えて、１０２の試料がＤＡＷＮ治験の一部として集められ、全体で３５
２の合計試料となった。その３５２の試料についてＩｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）５５０
Ｋ Ｈｕｍａｎ ＨａｐＭａｐビードアレイを使用して遺伝子型を判定した。我々はストリ
ンジェントな品質管理（ＱＣ）基準を使用して、高品質のデータが最終分析に含められる
ようにした。すなわち、我々は、ａ）＞５％の欠測データを有していた個体を除外し、ｂ
）潜在的関連性に基づき個体を除外し、ＩＢＳ状態に基づき試料を複製した（ＰＩ＿Ｈａ
ｔ＞０．１５，このデータセットで誰も検出されず）。我々は、ａ）＜５％の欠測データ
、ｂ）ＨＷＥ ｐ値＞１×１０－６、及びｃ）ＭＡＦ＞０．０１％のＳＮＰのみを含めた
。全てのＱＣ試験はＰＬＩＮＫ（Purcell等(2007) Am. J. Hum. Genet. 81, 559-75）を
使用して実施した。
【００５８】
ルセンティス（登録商標）治療への応答に対する全ゲノム相関スキャン
　ＤＡＷＮ試料を、ＭＡＲＩＮＡ、ＡＮＣＨＯＲ及びＦＯＣＵＳ治験中の処置状態に基づ
いて２つの群に分離した。ルセンティス（登録商標）治療群は０．３ｍｇ、０．５ｍｇ又
は０．５ｍｇ＋ＰＤＴの容量を投与された個体を含んでいた（Ｎ＝２４２）。ＳＨＡＭ／
ＰＤＴ群は、モック注射（ＳＨＡＭ）又は光線力学的治療（ＰＤＴ）のみを受けた個体か
ら構成された（Ｎ＝１１０）。我々は、ルセンティス（登録商標）治療から１２ヶ月後に
全ゲノム相関スキャンを実施して、視力変化に有意に関連した遺伝子変異体を同定した（
表１）。ＶＡの平均変化に関連した上位の遺伝子座のリストから、我々は創傷治癒に所定
の役割を果たす可能性のある遺伝子を含む３遺伝子座を同定し（表２）、ＭＭＰ２５（ｒ
ｓ１０６４８７５）、ＤＤＲ２（ｒｓ１０９１７５８３）及びＢＡＴＦ（ｒｓ１７５７１
４）遺伝子座からの各個体によって保持されるリスク対立遺伝子の数を合計することによ
って「遺伝子スコア」を作成した（図１）。
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【００５９】
ベースライン臨床表現型に対する全ゲノム相関スキャン
　３５２の全てのＤＡＷＮ試料において、我々は、ベースラインでの視力（表３）、未処
置の僚眼におけるＣＮＶの存在（表４）、及びＣＮＶ分類（ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ
 ｃｌａｓｓｉｃ型対ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｃｌａｓｓｉｃ型及びｏｃｃｕｌｔ型分類、表
５）を含む幾つかのベースライン表現型との相関についての全ゲノム試験を実施した。
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