
(57)【要約】
【課題】被検体 DNA由来の標的配列中に含まれる遺伝子変異及び CpGジヌクレオチドのメチ
ル化シトシンの有無を簡便に、かつ高精度に検出する方法を提供する。
【解決手段】　二本鎖核酸試料の非相補鎖部位を一本鎖特異的エンドヌクレアーゼで切断
し、得られた核酸断片を前記二本鎖核酸試料のいずれか一方の鎖と一部又は全部が同一の
塩基配列を含むプローブとハイブリダイゼーションさせ、前記プローブにハイブリダイズ
した前記核酸断片からの伸長反応を行い、前記伸長反応で生じるピロリン酸を光学的に検
出することにより、前記二本鎖核酸試料中の非相補鎖部位の有無を判定することを特徴と
する核酸分析方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 二 本 鎖 核 酸 試 料 中 の 非 相 補 鎖 部 位 を 分 析 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 非 相 補 鎖 部 位 を 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 し て 核 酸 断 片 を 得 る 工 程 と
、
　 得 ら れ た 核 酸 断 片 を 、 前 記 二 本 鎖 核 酸 試 料 の い ず れ か 一 方 の 鎖 と 一 部 又 は 全 部 が 同 一 の
塩 基 配 列 を 含 む プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 前 記 核 酸 断 片 か ら の 伸 長 反 応 を 行 う 工 程 と 、
　 前 記 伸 長 反 応 で 生 じ る ピ ロ リ ン 酸 を 光 学 的 に 検 出 す る 工 程 と を 含 む 、 核 酸 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 二 本 鎖 核 酸 試 料 が 、 標 的 核 酸 上 の 前 記 非 相 補 鎖 部 位 を 含 む 配 列 を あ ら か じ め 増 幅 し
て 得 ら れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 増 幅 工 程 で 二 本 鎖 核 酸 試 料 の 一 方 の 鎖 を ビ オ チ ン 標 識 し 、 そ の 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 切 断 に よ っ て 得 ら れ る ビ オ チ ン 標 識 核 酸 断 片 を 、 ア ビ ジ ン 標 識 担 体 を
用 い て 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 固 相 担 体 に 固 定 化 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 核 酸 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 非 相 補 鎖 部 位 が 前 記 二 本 鎖 核 酸 試 料 中 に 存 在 す る 変 異 部 位 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 変 異 部 位 が メ チ ル 化 シ ト シ ン で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 核 酸 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 増 幅 工 程 前 に 前 記 二 本 鎖 核 酸 試 料 を Bisulfite処 理 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記
載 の 核 酸 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 が ０ ． １ ℃ ／ 秒 以 下 で 温 度 降 下 さ せ て 行 わ れ る も の で
あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ピ ロ リ ン 酸 の 光 学 的 な 検 出 工 程 が 、 ル シ フ ェ リ ン － ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 を 利 用 し た
生 物 学 的 発 光 反 応 に よ り 行 わ れ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸
分 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 CELIヌ ク レ ア ー ゼ 、 Mung Beanヌ ク レ ア ー ゼ
、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 及 び P1ヌ ク レ ア ー ゼ か ら 選 ば れ る い ず れ か で あ る 、 請 求 項 1～ ９ の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 析 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 標 的 核 酸 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 む 、 各 種 変 異 の 有
無 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 真 核 細 胞 の DNAメ チ ル 化 は 、 グ ア ニ ン の 5’ 側 に 位 置 す る シ ト シ ン （ 以 下 「 CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド 」 と い う ） で 生 じ る こ と が 多 い 。 特 に 多 く の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に は 複 数 の Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド が 見 ら れ 、 CpGア イ ラ ン ド と 呼 ば れ て い る 。 癌 細 胞 中 に 観 察 さ れ る メ チ ル
化 の パ タ ー ン に は 広 範 囲 の メ チ ル 化 の 低 下 、 部 位 （ プ ロ モ ー タ ー 領 域 な ど ） 特 異 的 高 メ チ
ル 化 が あ る 。 低 メ チ ル 化 が 生 じ る と そ れ ぞ れ の 細 胞 に お い て 不 必 要 な 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制
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さ れ な い の で 染 色 体 の 不 安 定 化 を 招 き 遺 伝 子 突 然 変 異 の リ ス ク を 高 め る と 報 告 さ れ て い る
（ 非 特 許 文 献 １ ） 。 部 分 的 な 高 メ チ ル 化 は 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 な ど 遺 伝 子 の 発 現
に 関 係 す る 領 域 に 集 中 的 に メ チ ル 化 が 観 察 さ れ る 現 象 で あ り 、 癌 抑 制 遺 伝 子 や DNA修 復 遺
伝 子 の 発 現 を 妨 げ る と 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 特 定 の 癌 で は 、 p16な ど の 突 然 変 異 又 は CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 に よ り 不 活 化 さ れ
る 癌 抑 制 遺 伝 子 の 頻 度 を 見 た 場 合 、 突 然 変 異 に 比 べ て CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 異 常
の 頻 度 が 高 く 認 め ら れ る ケ ー ス も あ る （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 ま た CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の
メ チ ル 化 異 常 は 前 癌 病 変 な ど 、 早 期 か ら 認 め ら れ る こ と が あ り 、 例 え ば 肺 発 癌 に お い て p1
6の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 の 異 常 は 、 過 形 成 （ 17％ ） 、 化 生 （ 24％ ） 、 そ し て 上 皮
内 癌 （ 50％ ） の よ う に 病 変 の 進 展 に 伴 い そ の 頻 度 が 増 加 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る （
非 特 許 文 献 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 メ チ ル 化 さ れ て い な い シ ト シ ン は 、 Bisulfiteで 脱 ア ミ ノ 化 す る こ と に よ っ て 容 易 に ウ
ラ シ ル へ 変 換 さ れ る （ 非 特 許 文 献 ５ 参 照 ） 。 一 方 、 メ チ ル 化 さ れ て い る シ ト シ ン は 、 Bisu
lfiteで 処 理 し て も ウ ラ シ ル へ は 変 換 さ れ な い 。 し た が っ て 被 検 体 由 来 の DNAを Bisulfite
で 処 理 す る こ と に よ り 、 メ チ ル 化 さ れ て い る DNAと メ チ ル 化 さ れ て い な い DNAに お い て 塩 基
配 列 に 差 が 生 じ る 。 こ れ を 利 用 し て メ チ ル 化 の 有 無 を 検 出 す る こ と が 可 能 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 特 定 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 を 検 出 す る 方 法 と し て 、 被 検 体 由 来 の DNAを Bisulf
iteで 処 理 し た 後 に メ チ ル 化 特 異 的 PCR （ MSP： Methylation specific PCR） に よ っ て 鋭 敏
に 検 出 が 可 能 で あ る が 、 広 範 囲 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 を 調 べ る に は 数 多 く の プ
ラ イ マ ー が 必 要 と な る （ 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 検 出 す る 方 法 と し て 、 Bisulfiteで 処 理 し た 被
検 体 由 来 の DNAを 用 い て 制 限 酵 素 処 理 を 施 し 、 そ の 断 片 解 析 の 結 果 に よ っ て メ チ ル 化 シ ト
シ ン の 有 無 を 検 出 す る Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA)法 が あ る （ 非
特 許 文 献 ７ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 検 出 す る 方 法 と し て 、 基 板 上 に 固 定 化 さ れ た
複 数 の キ ャ プ チ ャ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ヌ ク レ オ チ ド と 、 Bisulfiteで 処 理 し た 被 検 体 由
来 の DNA試 料 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 そ の 結 果 に よ っ て DNA試 料 中 の CpG
ジ ヌ ク レ オ チ ド の Ｃ の メ チ ル 化 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 も 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ 参 照
） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 遺 伝 子 突 然 変 異 を 検 出 す る 方 法 と し て 、 被 検 体 由 来 の DNA試 料 及 び 突 然 変 異 を 含 ま な い
コ ン ト ロ ー ル DNA試 料 を そ れ ぞ れ PCR増 幅 さ せ た 産 物 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行
っ た 後 、 遺 伝 子 突 然 変 異 部 位 由 来 す る 非 相 補 鎖 部 位 を 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 し
、 遺 伝 子 突 然 変 異 の 有 無 を 検 出 す る 方 法 が 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 レ ー ザ ー 励 起 蛍 光 を 用 い な い DNA検 出 方 法 と し て 、 相 補 鎖 合 成 に よ り 伸 長 す る 塩 基 長 分
の ピ ロ リ ン 酸 が 生 成 さ れ 、 こ の ピ ロ リ ン 酸 を Ａ Ｔ Ｐ へ 変 換 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 存 在 下 で ル
シ フ ェ リ ン と 反 応 さ せ て 誘 起 さ れ る 生 物 発 光 を 利 用 し た 方 法 が あ る 。 こ れ を 利 用 し た 検 出
法 と し て は 、 DNA塩 基 配 列 を 決 定 す る パ イ ロ シ ー ク エ ン ス 法 （ 非 特 許 文 献 ８ 参 照 ） と 、 遺
伝 子 変 異 及 び SNPの 判 定 を 行 う BAMPER法 (Bioluminometric Assay with Modified Extensio
n Reaction, 非 特 許 文 献 ９ 参 照 )が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2001-17199号
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 2000-511774号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Chen RZ. et al., Nature. 395, p89-93, (1998)
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【 非 特 許 文 献 ２ 】 Jones PA. et al., Nat. Rev. Genet. 3, p415-428, (2002)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Esteller M. et al., Cancer Res. 61, p3225-3229, (2001)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Belinsky SA. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, p11891-1189
6 (1998)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Shapiro R. et al., J. Am. Chem. Soc. 96, p206-212, (1974)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Chan EC. et al., Clin. Cancer Res. 8, p3741-3746, (2002)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Xiong Z. et al., Nucleic Acids Res. 25, p2532-2534, (1997)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Ahmadian A. et al., Anal. Biochem. 280, p103-110, (2000)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Zhou G. et al., Nucleic Acids Res. 29, e93, (2001)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 遺 伝 子 診 断 に お い て 要 請 さ れ る 事 項 と し て は 、 高 精 度 な 判 定 結 果 が 得 ら れ る こ と 、 手 法
が 簡 便 で あ る こ と 、 高 価 な 試 薬 及 び 装 置 を 必 要 と し な い こ と 、 複 数 部 位 を 一 括 し て 調 べ る
こ と が で き る こ と が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 目 的 は 、 標 的 配 列 内 に お い て 1箇 所 又 は 複 数 箇
所 存 在 す る 遺 伝 子 変 異 及 び メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 を 簡 便 か つ 高 精 度 に 判 定 す る 方 法 を 提
供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 課 題 を 克 服 す る た め 鋭 意 検 討 し 、 被 検 体 DNA由 来 の 標 的 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 核 酸 と
、 変 異 部 位 以 外 は 標 的 配 列 に 相 補 的 な 参 照 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 行 っ た 後 、 被 検 体 DNAに 変 異 部 位 が 存 在 す る 場 合 に の み 形 成 さ れ る 非 相 補 塩 基 対
を 、 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 し た 。 そ し て 、 そ の 際 に 生 じ た 断 片 が 、 前 記
標 的 配 列 又 は 参 照 配 列 の 一 部 又 は 全 部 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 鋳 型 と し て
伸 長 反 応 が 進 む か 否 か を 判 定 す る こ と で 、 変 異 部 位 の 有 無 を 決 定 で き る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 二 本 鎖 核 酸 試 料 中 の 非 相 補 鎖 部 位 を 分 析 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 非 相 補 鎖 部 位 を 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 切 断 し て 核 酸 断 片 を 得 る 工 程 と
、
　 得 ら れ た 核 酸 断 片 を 、 前 記 二 本 鎖 核 酸 試 料 の い ず れ か 一 方 の 鎖 と 一 部 又 は 全 部 が 同 一 の
塩 基 配 列 を 含 む プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 前 記 核 酸 断 片 か ら の 伸 長 反 応 を 行 う 工 程 と 、
　 前 記 伸 長 反 応 で 生 じ る ピ ロ リ ン 酸 を 光 学 的 に 検 出 す る 工 程 と を 含 む 、 核 酸 分 析 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 記 方 法 に お い て 、 二 本 鎖 核 酸 試 料 は 、 分 析 対 象 で あ る 標 的 核 酸 （ 標 的 遺 伝 子 ） 上 の 前
記 非 相 補 鎖 部 位 を 含 む 配 列 を あ ら か じ め 増 幅 し て 得 ら れ た 核 酸 試 料 で あ る こ と が 好 ま し い
。 増 幅 す べ き 領 域 の 長 さ は 、 非 相 補 鎖 部 位 を 含 む 100 塩 基 ～ 300 塩 基 程 度 の 長 さ で あ る こ
と が 好 ま し い 。 可 能 で あ れ ば 、 前 記 増 幅 領 域 は 分 析 対 象 で あ る 非 相 補 鎖 部 位 が そ の 5’ 末
端 か ら 20 塩 基 以 上 3’ 側 に 存 在 す る よ う に 設 定 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 範 囲 に 設 定 さ れ
れ ば 、 後 の 酵 素 切 断 に お い て 生 じ る 核 酸 断 片 か ら の 伸 長 反 応 が 円 滑 に 進 む こ と が 期 待 さ れ
る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 析 方 法 で は 、 前 記 増 幅 工 程 で 二 本 鎖 核 酸 試 料 の 一 方 の 鎖 を （ 例 え ば 、 ビ
オ チ ン 標 識 化 プ ラ イ マ ー を 用 い る な ど し て ） ビ オ チ ン 標 識 し 、 こ の 標 識 化 二 本 鎖 核 酸 試 料
の 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 で 生 じ る ビ オ チ ン 標 識 核 酸 断 片 を 、 ア ビ
ジ ン 標 識 担 体 を 用 い て 回 収 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 プ ロ ー ブ は 固 相 担 体 に あ ら か じ め 固 定 化 し て お い て も よ い 。 前 記 固 相 化 担 体 と し
て は 、 例 え ば 金 属 や ガ ラ ス 性 の 基 板 の ほ か 、 ビ ー ズ 、 セ フ ァ ロ ー ス 等 を 用 い る こ と が で き
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る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 分 析 対 象 で あ る 非 相 補 鎖 部 位 と し て は 、 二 本 鎖 核 酸 試 料 中 に 存 在 す る あ ら ゆ る 変 異 部 位
、 例 え ば 、 SNP、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 多 型 、 VNTR、 そ の 他 特 定 塩 基 の 欠 失 、 置 換 、 挿 入 、
メ チ ル 化 等 の 修 飾 が 存 在 す る 部 位 を 挙 げ る こ と が で き る 。 な か で も 、 本 発 明 の 方 法 は CpG
ジ ヌ ク レ オ チ ド に 存 在 す る メ チ ル 化 シ ト シ ン の 分 析 に 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 分 析 に 用 い る 場 合 、 前 記 増 幅 工 程 前 に 二 本 鎖 核 酸 試 料 を あ ら か じ め
Bisulfite処 理 す る こ と に よ り 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を チ ミ ン に 変 換 し て お く こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 核 酸 断 片 と プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 は 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 避 け る た め に 、 ０ ． １ ℃ ／ 秒 以 下 の 速 度 で ゆ っ く り と 温 度 降 下 さ せ て い く
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 前 記 ピ ロ リ ン 酸 の 光 学 的 検 出 工 程 は 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン － ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 を 利 用 し た 生 物 学 的 発 光 反 応 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 な お 、 こ
の 方 法 に 限 定 さ れ ず 、 TAMRA、 Texas Red等 で 蛍 光 標 識 さ れ た ddNTPを 利 用 す る 事 に よ り 、
伸 長 反 応 の 有 無 が 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 用 い ら れ る 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と し て は 、 例 え ば CELIヌ ク レ ア ー ゼ
、 Mung Beanヌ ク レ ア ー ゼ 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 、 P1ヌ ク レ ア ー ゼ を 挙 げ る こ と が で き る 。 酵
素 処 理 後 の 核 酸 断 片 は 、 用 い る 酵 素 （ 例 え ば 、 CELI） の 特 性 に 応 じ て 、 適 宜 断 片 末 端 の 平
滑 処 理 を 行 う 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 １ つ の ゲ ノ ム DNA(核 酸 試 料 )に メ チ ル 化 /変 異 部 位 が 複 数 あ る 場 合 、 切 断 処 理 に よ っ て 様
々 な 長 さ の 断 片 が 生 じ る 。 こ れ を 従 来 法 で あ る 電 気 泳 動 に よ っ て 検 出 す る と 、 各 断 片 長 が
異 な る こ と か ら 信 号 強 度 が ば ら つ き 、 検 出 感 度 が 落 ち る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 各 断 片 長 の 長
さ に か か わ ら ず 、 得 ら れ る 発 光 強 度 は 同 じ に な る た め 、 検 出 感 度 が 向 上 す る 。 さ ら に 標 的
配 列 ご と に 多 く の プ ラ イ マ ー や プ ロ ー ブ を 作 成 す る 必 要 が な く 、 簡 便 に 広 範 囲 の 変 異 部 位
を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 検 査 方 法 で は 、 被 検 体 DNA由 来 の 標 的 配 列 を 有 す る 核 酸 と 、 遺 伝 子 変 異
あ る い は メ チ ル 化 シ ト シ ン 以 外 は 標 的 配 列 に 相 補 的 で あ る 参 照 配 列 を 有 す る 核 酸 と の 間 で
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 被 検 体 DNAに 遺 伝 子 変 異 塩 基 あ る い は メ チ ル 化 シ ト
シ ン が 存 在 す る 場 合 に お い て 形 成 さ れ る 非 相 補 塩 基 対 を 、 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 を 有 す る 酵 素 で 切 断 す る 。 そ の 際 に 生 じ た 断 片 が 、 前 記 標 的 配 列 あ る い は 参 照 配 列
の 一 部 又 は 全 部 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 を 鋳 型 と し て 伸 長 反 応 が 進 む か 否 か を 判 定 し
、 遺 伝 子 突 然 変 異 又 は メ チ ル 化 シ ト シ ン の 有 無 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 遺 伝 子 突 然 変 異 を 検 出 す る 場 合 に は 、 被 検 体 DNA由 来 の 標 的 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン さ せ る 上 記 参 照 配 列 は 、 遺 伝 子 変 異 塩 基 以 外 は 標 的 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 を 用 い
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 記 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 検 出 す る 場 合 に は 、 被 検 体 DNAに 含 ま れ る メ チ ル 化 さ れ て い な
い シ ト シ ン を 脱 ア ミ ノ 化 し て ウ ラ シ ル へ 変 換 す る Bisulfite処 理 を あ ら か じ め 施 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 検 出 す る 場 合 に 被 検 体 DNA由 来 の 標 的 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
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ン さ せ る 上 記 参 照 配 列 は 、 標 的 配 列 に 含 ま れ る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 以 外 の 全 て
の シ ト シ ン を チ ミ ン に 変 換 し た 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 配 列 、 又 は 標 的 配 列 に 含 ま れ る 全 て の
シ ト シ ン を チ ミ ン に 変 換 し た 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 断 片 と 上 記 参 照 配 列 と の 伸 長 反 応 で 生 成 さ れ る ピ ロ リ ン 酸 を ATPに 変 え 、 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 存 在 下 で ル シ フ ェ リ ン と 反 応 さ せ た 結 果 得 ら れ る 発 光 を 検 出 す る 工 程 に よ り 、 伸 長
反 応 の 有 無 を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 標 的 配 列 又 は 参 照 配 列 か ら 一 本 鎖 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 非 相 補 鎖 部 位 の 3’
側 で 切 断 さ れ て 生 じ た 断 片 と 、 突 然 変 異 及 び メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 ま な い 標 的 配 列 又 は 参
照 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 を 鋳 型 と し た 伸 長 反 応 は 、 液 相 中 で 行 っ て も い い し 、
上 記 標 的 配 列 に 相 補 的 塩 基 配 列 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 定 化 し た 固 相 担 体 を 用 い て
行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 15に 、 複 数 の 変 異 部 位 を 分 析 す る 場 合 に お け る 、 電 気 泳 動 法 と 本 発 明 の 方 法 を 比 較 し
た も の （ 概 念 ） を 示 す 。 図 15か ら わ か る よ う に 、 １ つ の ゲ ノ ム DNA(核 酸 試 料 )に メ チ ル 化
又 は 変 異 部 位 が 複 数 あ る と 、 切 断 処 理 に よ っ て 様 々 な 長 さ の 断 片 が 生 じ る 。 こ れ を 従 来 の
電 気 泳 動 法 で 検 出 す る と 、 各 断 片 長 が 異 な る こ と か ら 信 号 強 度 が ば ら つ き 、 検 出 感 度 が 落
ち る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 断 片 長 が 異 な っ て も 、 期 待 さ れ る 発 光 強 度 は 同 じ に な る た め 、 検
出 感 度 が 高 く な る 。 さ ら に 調 べ た い 場 所 ご と に 多 く の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 成 す る 必 要
が な く 、 簡 便 に 広 範 囲 の 遺 伝 子 突 然 変 異 又 は メ チ ル 化 シ ト シ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 遺 伝 子 変 異 検
出 と メ チ ル 化 検 出 の 例 を 示 す た め の も の で あ り 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。 実 施 例
１ で 用 い る 癌 遺 伝 子 K-Rasは 、 こ こ で 用 い た 癌 細 胞 由 来 DNAで は コ ド ン 12に 遺 伝 子 変 異 が 存
在 し 、 非 癌 細 胞 由 来 の DNAで は 全 て 遺 伝 子 変 異 が 存 在 し な い 状 態 と す る 。 ま た 実 施 例 ２ ～
５ で 用 い る 癌 抑 制 遺 伝 子 hMLH1の プ ロ モ ー タ ー 領 域 内 に 存 在 す る 3箇 所 の CpGジ ヌ ク レ オ チ
ド シ ト シ ン は 、 こ こ で 用 い た 癌 細 胞 由 来 DNAで は 全 て メ チ ル 化 さ れ て お り 、 非 癌 細 胞 由 来
の DNAで は 全 て 非 メ チ ル 化 状 態 で あ る も の と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
〔 実 施 例 １ 〕
　 癌 遺 伝 子 K-Rasの コ ド ン 12に お け る 遺 伝 子 変 異 に つ い て 、 遺 伝 子 変 異 の 有 無 を 判 定 し た
。 検 体 か ら 通 常 の 方 法 （ Molecular Cloning Third Edition (2001) PP6.8-6.11 (Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press)） に 従 っ て ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し た 。 抽 出 し た ゲ ノ ム DNA（ 2
0 ng/μ L） 、  10 μ Mの プ ラ イ マ ー （ 表 １ ） 、 2.5 mMの dNTP、 PCR緩 衝 液  (QIAGEN) を そ れ
ぞ れ 各 2 μ Lず つ 、 さ ら に 5U /μ Lの Taq DNA Polymerase (QIAGEN)を 0.2 μ L混 和 し て 滅 菌
水 で 20 μ Lに 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 PCR増 幅 は 94℃  1.5分 間 の 熱 変 性 の 後 、 94℃  30秒 間 、 55℃  30秒 間 、 72℃  1分 間 を 35回
行 っ た 後 、 72℃  2分 間 の 温 度 サ イ ク ル で 行 っ た 。 増 幅 さ れ る PCR産 物 及 び プ ラ イ マ ー の 配
列 を 下 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 後 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 を 上 げ る た め 、 二 本 鎖 PCR産 物 に 残 存 す る PCRプ ラ イ
マ ー 及 び dNTPを 除 去 し た （ QIAquick PCR purificationキ ッ ト ： QIAGEN社 ） 。 こ の 二 本 鎖 P
CR産 物 10 μ Lに Streptavidin Sepharose（ Amersham Biosciences社 ） 8 μ L、 及 び Binding
 Buffer （ 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 2 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.01 % Tween20(w/v)） 42 
μ Lを 添 加 し 、 5分 間 よ く 混 和 し て 片 方 の 鎖 が ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 二 本 鎖 PCR産 物 を Strepta
vidinに 捕 捉 さ せ た 。 こ の 混 和 物 を 60 μ L/wellず つ Multi Screen-96 wellプ レ ー ト (Milli
pore社 )に 分 注 し て 遠 心 （ 2450 rpm、 3分 間 、 室 温 ） し た 。 さ ら に 0.2 Mの NaOHを 50 μ L/we
ll分 注 し て 二 本 鎖 PCR産 物 を ア ル カ リ 変 性 さ せ た 後 、 遠 心 （ 2450 rpm、 3分 間 、 室 温 ） し て
ビ オ チ ン 標 識 さ れ て い な い 一 本 鎖 PCR産 物 を 含 む 濾 液 を 回 収 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 精 製 を 施
し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 標 的 配 列 で あ る 被 検 体 由 来 の 一 本 鎖 PCR産 物 （ 核 酸  50 ng） を 1 μ L、 参 照 配 列 と し て 、
遺 伝 子 変 異 塩 基 以 外 は 標 的 配 列 と 相 補 的 で あ り 、 5’ 末 端 側 に ビ オ チ ン が 標 識 さ れ た 一 本
鎖 DNA（ 核 酸  50 ng） を 1 μ L添 加 し 、 さ ら に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ （ 100 mM T
ris-HCl, 1M NaCl, 0.5mM EDTA） を 1 μ L加 え て 、 滅 菌 水 で 8 μ Lに 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
標 的 配 列 ： （ 下 線 部 は 変 異 塩 基 部 位 ）
3’ -CTGACTTATATTTGAACACCATCAACCTCGAACACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGCTATGTCGATTAAGTCTTA
GTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATC- 5’ （ 配 列 番 号 ４ ）
【 ０ ０ ３ ７ 】
参 照 配 列 ： （ 下 線 部 は 変 異 塩 基 部 位 ）
5’ -GACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAAT
CATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAG- 3’ （ 配 列 番 号 ５ ）
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ を 95℃  10分 間 で 熱 変 性 さ せ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 回 避 す る た め
に 0.1℃ /秒 間 ず つ ゆ っ く り と 温 度 を 25℃ ま で 低 下 さ せ る 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
行 っ た 。 標 的 配 列 に 遺 伝 子 変 異 が 存 在 す る 場 合 、 遺 伝 子 変 異 塩 基 に お い て 非 相 補 鎖 部 位 が
生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 上 記 工 程 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 施 し た 試 料 8 μ L（ 核 酸  100 ng） に 、 10× 緩 衝 液
（ 100mM KCl, 100mM MgSO4 ， 100mM HEPES, 0.02% TritonX100, 0.002mg/mL BSA） を 1 μ L
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、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ CELI (TRANSGENOMIC社 )を 各 0.5 μ Lず つ 混
和 し て 計 10 μ Lの 反 応 溶 液 に 調 製 し た 。 こ れ を 45℃  15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 上 記 非 相
補 鎖 部 位 を 酵 素 消 化 し 、 500mM EDTAを 1 μ L添 加 し て 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 反 応 を 停
止 さ せ る 。 さ ら に 、 断 片 末 端 の 平 滑 処 理 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ の 消 化 に よ り 参 照 配 列 か ら 生 じ た ビ オ チ ン 標 識 断 片 10 μ Lに
、 Streptavidin Sepharose 8 μ L、 及 び Binding Buffer （ 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 2 
M NaCl, 1 mM EDTA, 0.01 % Tween20(w/v)） 42 μ Lを 添 加 し 、 5分 間 よ く 混 和 し て ビ オ チ
ン 標 識 さ れ た 断 片 を Streptavidinに 捕 捉 さ せ た 。 こ の 混 和 物 60 μ Lを Multi Screen-96 we
llプ レ ー ト (Millipore社 )に 分 注 し 、 遠 心 （ 2450 rpm， 3分 間 ， 室 温 ） し た 。 Multi Screen
-96 wellプ レ ー ト の メ ン ブ レ ン 上 に 存 在 し て い る 一 本 鎖 断 片 （ 5’ 末 端 ビ オ チ ン 標 識 ） が
補 足 さ れ た Streptavidin Sepharoseを 、 滅 菌 水 10 μ Lで 混 濁 さ せ 、 回 収 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 工 程 で 回 収 し た 断 片 試 料 1.5 μ Lに 、 こ の 配 列 に 相 補 的 な 一 本 鎖 DNA試 料 （ 1μ M） を
1 μ L、 10× Taq Buffer (Amersham Bioscience社 )を 0.3 μ L、 1 mMの dNTP（ pyrophosphat
ase処 理 済 ） を 0.15 μ L、 5 U/μ Lの Taq polymerase (Amersham Bioscience社 )を 0.03 μ L
加 え て 混 和 し 、 滅 菌 水 で 3 μ Lに 調 製 し た 。 こ れ を 95℃ で 2分 間 熱 変 性 さ せ た 後 、  55℃  1
分 間 の 伸 長 反 応 を 行 い 、 反 応 液 を 室 温 に 戻 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
断 片 試 料 に 相 補 的 な 一 本 鎖 DNA試 料 ： （ 下 線 部 は 変 異 対 応 部 位 ）
3’ -CTGACTTATATTTGAACACCATCAACCTCGACCACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGCTATGTCGATTAAGTCTTA
GTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATC-5’ （ 配 列 番 号 ６ ）
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 伸 長 反 応 液 に ル シ フ ェ リ ン ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 光 試 薬 (Zhou G. et al., Nucleic Acids
 Res. 29, e93, (2001))を 3 μ L添 加 し 、 発 光 検 出 を 行 っ た 。 即 ち 、 標 的 配 列 中 に 遺 伝 子
変 異 が 存 在 す る 場 合 は 、 生 じ た 断 片 に よ っ て 伸 長 反 応 が 進 み 、 ピ ロ リ ン 酸 が 産 出 さ れ る た
め に 発 光 が 認 め ら れ る が 、 標 的 配 列 中 に 遺 伝 子 変 異 が 存 在 し な い 場 合 は 伸 長 反 応 が 進 ま ず
ピ ロ リ ン 酸 が 産 出 さ れ な い た め 、 一 連 の 反 応 に よ る 発 光 反 応 は 認 め ら れ な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
〔 実 施 例 ２ 〕
　 常 法 に 従 い 、 検 体 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し た （ Molecular Cloning Third Edition (2001
) PP6.8-6.11 (Cold Spring Harbor Laboratory Press)） 。 20 ng/μ Lの 被 検 体 由 来 ゲ ノ
ム DNA 50 μ Lに 2 Mの NaOHを 5.5 μ L加 え て 37℃ 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 10 mMの ヒ ド
ロ キ ノ ン を 30 μ L及 び 3 Mの Bisulfiteを 520 μ L加 え て 50～ 55℃ で 一 晩 （ 16～ 20時 間 ） 遮
光 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Wizard DNA Purification kit （ Promega） を 用 い て Bisulfi
te処 理 を 施 し た DNAを 精 製 し た 。 本 化 学 処 理 に よ り 、 抽 出 し た ゲ ノ ム DNAの 非 メ チ ル 化 シ ト
シ ン は ウ ラ シ ル へ 変 換 さ れ る (図 １ )。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 hMLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に お い て 、 Bisulfite処 理 前 の DNA配 列 、 ま た メ チ ル 化
シ ト シ ン 及 び 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 含 む DNAを 用 い て Bisulfite処 理 を 施 し た 後 の DNA配 列 を
下 表 ２ に 示 す 。 表 2で 灰 色 に 囲 ま れ た 箇 所 は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン 塩 基 の 存 在 箇
所 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

10

20

30

40

(8) JP 2006-271311 A 2006.10.12



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 精 製 し た DNAを 用 い て 、 hMLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の PCR増 幅 を 行 っ た 。 Bisulfite
処 理 を 施 し た DNA、 10 μ Mの 各 プ ラ イ マ ー （ Forward方 向 、  Reverse方 向 ） 、 2.5 mMの dNTP
、 10xPCR緩 衝 液  (QIAGEN社 ) を 各 2 μ Lず つ 、 さ ら に 5U /μ Lの Taq DNA Polymerase (QIAG
EN社 )を 0.5 μ L混 和 し て 滅 菌 水 で 20 μ Lに 調 製 し た 。 PCR増 幅 は 94℃  1.5分 間 の 熱 変 性 の
後 、 94℃  30秒 間 、 55℃  30秒 間 、 72℃  1分 間 を 35回 行 っ た 後 、 72℃  2分 間 の 温 度 サ イ ク ル
で 行 っ た 。 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン は Bisulfite処 理 に よ っ て ウ ラ シ ル へ 置 換 さ れ る た め 、 Bis
ulfite処 理 後 の DNAを 鋳 型 に し た PCR産 物 は 、 さ ら に ウ ラ シ ル か ら チ ミ ン へ 置 き 換 わ っ た 配
列 と な る （ 図 ２ (B)） 。 一 方 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン で は Bisulfite処 理 を 施 し て も 塩 基 の 置 換
が 起 き な い た め に 、 Bisulfite処 理 後 の DNAを 鋳 型 に し て PCR増 幅 を 行 っ て も 、 シ ト シ ン の
状 態 が 維 持 さ れ る （ 図 ２ (A)） 。 PCRプ ラ イ マ ー の 配 列 を 表 ３ (A)に す 。 片 方 の PCRプ ラ イ マ
ー （ hMLH1F） は 5’ 末 端 ビ オ チ ン 標 識 を 施 し て あ る も の を 用 い た 。 ま た メ チ ル 化 シ ト シ ン
及 び 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 む DNAを そ れ ぞ れ 鋳 型 に し て 増 幅 さ せ た 場 合 の 、 PCR産 物 の 配
列 を 、 表 ３ (B)及 び (C)に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 後 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 を 上 げ る た め 、 PCR産 物 に 残 存 す る プ ラ イ マ ー 及 び d
NTPを 除 去 し た （ QIAquick PCR purificationキ ッ ト ： QIAGEN社 ） 。 こ の PCR産 物 10μ Lに St
reptavidin Sepharose（ Amersham Biosciences社 ） 8 μ L、 及 び Binding Buffer （ 10 mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 2 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.01 % Tween20(w/v)） 42 μ Lを 添 加 し 、 5分
間 よ く 混 和 さ せ て ビ オ チ ン 標 識 さ れ た PCR産 物 を Streptavidinに 捕 捉 さ せ た 。 こ の 混 和 物
を 60 μ L/wellず つ Multi Screen-96 wellプ レ ー ト (Millipore社 )に 分 注 し て 遠 心 （ 2450 r
pm， 3分 間 ， 室 温 ） し た 。 さ ら に 0.2 Mの NaOHを 50 μ L/well分 注 し た 後 、 遠 心 （ 2450 rpm
， 3分 間 ， 室 温 ） し て 一 本 鎖 PCR産 物 （ ビ オ チ ン 非 標 識 ） を 含 む 濾 液 を 回 収 し 、 エ タ ノ ー ル
沈 殿 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 標 的 配 列 で あ る 一 本 鎖 PCR産 物 （ 核 酸 50 ng） と 、 参 照 配 列 （ 核 酸 50 ng） と し て 標 的 配
列 内 の 全 て の シ ト シ ン が チ ミ ン へ 変 換 さ れ た 配 列 に 相 補 的 で あ り 、 か つ 5’ 末 端 に ビ オ チ
ン 標 識 さ れ て い る も の を 各 々 混 和 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ を 1 μ L（ 100 mM 
Tris-HCl, 1M NaCl, 0.5mM EDTA） 加 え て 8 μ Lに 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
標 的 配 列 ： (下 線 部 は メ チ ル 化 シ ト シ ン 対 応 部 位 )
3'-GTTTGCGTATAGGAAGATTTATTGCTTGTTATTGGCGAAGTTTTTTTTTGCTTTTTTGGGTTGTTGGGTGTTTTAAT
TTTTTAAATTGATTGTAAGTTTGATAGGTTAGTTATTGATG-5'（ 配 列 番 号 14）
【 ０ ０ ５ ２ 】
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参 照 配 列 ： （ 下 線 部 は 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 対 応 部 位 ）
5'-CAAACGCATATCCTTCTAAATAACAAACAATAACCACTTCAAAAAAAAACAAAAAAACCCAACAACCCACAAAATTA
AAAAATTTAACTAACATTCAAACTATCCAATCAATAACTAC-3'（ 配 列 番 号 15）
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の 混 和 試 料 を 95℃  10分 間 で 熱 変 性 さ せ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 回 避
す る た め に 0.1℃ /秒 間 ず つ ゆ っ く り と 温 度 を 25℃ ま で 低 下 さ せ る 工 程 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 行 っ た 。 こ こ で 被 検 体 由 来 の DNA試 料 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る 場 合 は 、 図
３ の よ う に 相 補 鎖 結 合 で き ず に 非 相 補 鎖 部 位 が 生 じ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 工 程 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 施 し た 試 料 8 μ L（ 核 酸  100 ng） に 、 10× 緩 衝 液
（ 100mM KCl, 100mM MgSO4 ， 100mM HEPES, 0.02% TritonX100, 0.002mg/mL BSA） を 1 μ L
、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ CELI (TRANSGENOMIC社 )を 各 0.5 μ Lず つ 混
和 し て 計 10 μ Lの 反 応 溶 液 に 調 製 し た 。 こ れ を 45℃  15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 記 非 相
補 鎖 部 位 を 消 化 し （ 図 ４ ） 、 500mM EDTAを 1 μ L添 加 し て 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ 反 応
を 停 止 さ せ た 。 さ ら に 、 断 片 末 端 の 平 滑 処 理 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 消 化 反 応 に よ り 参 照 配 列 か ら 生 じ た ビ オ チ ン 標 識 断 片 10 μ Lに 、 Streptavidin Sepharo
se 8 μ L、 及 び Binding Buffer （ 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 2 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.0
1 % Tween20(w/v)） 42 μ Lを 添 加 し 、 5分 間 よ く 混 和 し て ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 断 片 を Strep
tavidinに 捕 捉 さ せ る 。 こ の 混 和 物 60 μ Lを Multi Screen-96 wellプ レ ー ト (Millipore社 )
に 分 注 し 、 遠 心 （ 2450 rpm， 3分 間 ， 室 温 ） し た 。 Multi Screen-96 wellプ レ ー ト の メ ン
ブ レ ン 上 に 存 在 し て い る 一 本 鎖 断 片 （ 5’ 末 端 ビ オ チ ン 標 識 ） が 補 足 さ れ た Streptavidin 
Sepharoseを 、 滅 菌 水 10 μ Lで 混 濁 さ せ 、 回 収 し た (図 ５ )。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 参 照 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 16） で あ る 1 μ Mの 一 本 鎖 DNAを 1 μ L， 10× Taq
 Buffer (Amersham Bioscience社 )を 0.3 μ L、 さ ら に 1 mMの dNTP（ pyrophosphatase処 理
済 ） を 0.15 μ L， 5 U/μ Lの Taq polymerase(Amersham Bioscience社 )を 0.03 μ L加 え て 混
和 し 、 滅 菌 水 で 3 μ Lに 調 製 し た 。 こ れ を 95℃ で 2分 間 熱 変 性 さ せ た 後 、 図 ６ の よ う に 55℃
 1分 間 の 伸 長 反 応 を 行 い 、 反 応 液 を 室 温 に 戻 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
参 照 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 ：
3'-GTTTGCGTATAGGAAGATTTATTGTTTGTTATTGGTGAAGTTTTTTTTTGTTTTTTTGGGTTGTTGGGTGTTTTAAT
TTTTTAAATTGATTGTAAGTTTGATAGGTTAGTTATTGATG-5'（ 配 列 番 号 16）
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ル シ フ ェ リ ン ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 光 試 薬 を 3 μ L添 加 し て 、 伸 長 反 応 で 生 じ た ピ ロ リ ン
酸 を 利 用 し た 発 光 検 出 を 行 っ た 。 標 的 配 列 中 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る 場 合 は 、 生 じ
た 断 片 に よ っ て 伸 長 反 応 が 進 み 、 ピ ロ リ ン 酸 が 産 出 さ れ る た め に 発 光 が 認 め ら れ た が 、 標
的 配 列 中 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 し な い 場 合 伸 長 反 応 が 進 ま ず 、 ピ ロ リ ン 酸 が 産 出 さ れ
な い た め 、 一 連 の 反 応 に よ る 発 光 反 応 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
〔 実 施 例 ３ 〕
　 実 施 例 ２ に お い て 、 標 的 配 列 で あ る 一 本 鎖 PCR産 物 （ 核 酸 50 ng） に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン さ せ る 参 照 配 列 を 、 標 的 配 列 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 以 外 の 全 て の シ ト シ ン が チ ミ ン へ
変 換 さ れ た も の に 相 補 的 な 配 列 （ 配 列 番 号 17） に 変 え る と 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ
ン が メ チ ル 化 さ れ て い な い 検 体 の み 消 化 反 応 で 断 片 が 生 じ る た め 、 そ の 後 の 伸 長 反 応 及 び
発 光 反 応 が 認 め ら れ た 。 す な わ ち 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ ン が 非 メ チ ル 化 で あ る 場
合 は 発 光 が 検 出 さ れ 、 逆 に メ チ ル 化 さ れ て い る 場 合 は 、 発 光 反 応 が 認 め ら れ な い こ と が 確
認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
変 換 さ れ た 参 照 配 列 ： （ 下 線 部 は メ チ ル 化 シ ト シ ン 対 応 部 位 ）
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5'-CAAACGCATATCCTTCTAAATAACGAACAATAACCGCTTCAAAAAAAAACGAAAAAACCCAACAACCCACAAAATTA
AAAAATTTAACTAACATTCAAACTATCCAATCAATAACTAC-3'（ 配 列 番 号 17）
【 ０ ０ ６ １ 】
〔 実 施 例 ４ 〕
　 常 法 に 従 い 、 検 体 及 び 正 常 細 胞 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し た （ Molecular Cloning Third E
dition (2001) PP6.8-6.11 (Cold Spring Harbor Laboratory Press)） 。 20 ng/μ Lの ゲ
ノ ム DNA 50 μ Lに 2 Mの NaOHを 5.5 μ L加 え て 37℃ 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 10 mMの ヒ
ド ロ キ ノ ン を 30 μ L及 び 3 Mの Bisulfiteを 520 μ L加 え て 50～ 55℃ で 一 晩 （ 16～ 20時 間 ）
遮 光 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Wizard DNA Purification kit （ Promega社 ） を 用 い て Bis
ulfite処 理 を 施 し た DNAを 精 製 し た 。 本 化 学 処 理 に よ り 、 抽 出 し た ゲ ノ ム DNAの 非 メ チ ル 化
シ ト シ ン は ウ ラ シ ル へ 変 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 検 体 及 び 正 常 細 胞 由 来 の Bisulfite処 理 し た DNAを 用 い て 、 hMLH1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 の PCR増 幅 を 行 う 。 使 用 す る PCRプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 10及 び 11） は 、 両 方 と も 5’ ビ
オ チ ン 修 飾 を 施 し て い な い プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 Bisulfite処 理 を 施 し た DNA、 10 μ Mの 各
プ ラ イ マ ー （ Forward方 向 、  Reverse方 向 ） 、 2.5 mMの dNTP、 10xPCR緩 衝 液  (QIAGEN社 ) 
を 各 2 μ Lず つ 、 さ ら に 5U /μ Lの Taq DNA Polymerase (QIAGEN社 )を 0.5 μ L混 和 し て 滅 菌
水 で 20 μ Lに 調 製 し た 。 PCR増 幅 は 94℃  1.5分 間 の 熱 変 性 の 後 、 94℃  30秒 間 、 55℃  30秒
間 、 72℃  1分 間 を 35回 行 っ た 後 、 72℃  2分 間 の 温 度 サ イ ク ル で 行 っ た 。 続 い て QIAquick P
CR purificationキ ッ ト （ QIAGEN社 ） を 使 用 し て 、 PCR産 物 に 含 ま れ る 残 存 プ ラ イ マ ー 及 び
残 存 dNTPを 除 去 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 工 程 で 得 ら れ た 検 体 由 来 の PCR産 物 （ 核 酸 50 ng） と 、 正 常 細 胞 由 来 の PCR産 物 （ 核
酸 50 ng） を 混 和 し 、 10 μ Lと し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ を 1 μ L（ 100 mM Tri
s-HCl, 1M NaCl, 0.5mM EDTA） 加 え て 滅 菌 水 で 8 μ Lに 調 製 す る 。 2次 構 造 を 崩 す た め に 混
和 試 料 を 95℃  10分 間 で 熱 変 性 さ せ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 回 避 す る た め
に 0.1℃ /秒 間 ず つ ゆ っ く り と 温 度 を 25℃ ま で 低 下 さ せ る 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
行 っ た 。 検 体 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す れ ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 試 料 の 一
部 に 、 非 相 補 鎖 部 位 を 有 す る も の が 生 じ る (図 ８ )。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 記 工 程 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 施 し た 試 料 8 μ L（ 核 酸  100 ng） に 、 10× 緩 衝 液
（ 100mM KCl, 100mM MgSO4 ， 100mM HEPES, 0.02% TritonX100, 0.002mg/mL BSA） を 1 μ L
、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ CELI (TRANSGENOMIC社 )を そ れ ぞ れ 0.5 μ L
混 和 し て 滅 菌 水 で 10 μ Lに 調 製 し た 。 こ れ を 45℃  15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 上 記 非 相
補 鎖 部 位 を 消 化 し た （ 図 ９ ） 。 た だ ち に 500mM EDTAを 1 μ L添 加 し て 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ
ア ー ゼ 反 応 を 停 止 さ せ た 。 さ ら に 、 断 片 末 端 の 平 滑 処 理 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 工 程 で 非 相 補 鎖 部 位 を 酵 素 消 化 し た 試 料 を 1.5 μ Lと 被 検 体 を 用 い て 増 幅 さ せ た PCR
産 物  1μ Mを 1 μ L混 和 し 、 10× Taq Buffer (Amersham Bioscience社 )を 0.3 μ L、 1 mMの d
NTPを 0.15 μ L、 5 U/μ Lの Taq polymerase (Amersham Bioscience社 )を 0.03 μ L添 加 し て
、 滅 菌 水 で 3 μ Lに 調 製 し た 。 こ れ を 95℃ 2分 間 の 熱 変 性 さ せ た 後 、 図 10の よ う に 55℃  1分
間 の 伸 長 反 応 を 行 い 、 反 応 液 を 室 温 に 戻 し た 。 こ の 際 、 生 じ た 断 片 は 精 製 し な い た め に 複
数 の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 生 じ る が 、 伸 長 反 応 が 進 む 組 み 合 わ せ は 一 部
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ル シ フ ェ リ ン ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 光 試 薬 を 3 μ L添 加 し て 、 伸 長 反 応 で 生 じ た ピ ロ リ ン
酸 を 利 用 し た 発 光 検 出 を 行 っ た 。 検 体 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る 場 合 は 、 生 じ た 断 片
に よ っ て 伸 長 反 応 が 進 み 、 ピ ロ リ ン 酸 が 産 出 さ れ る た め に 発 光 が 認 め ら れ る が 、 メ チ ル 化
シ ト シ ン が 存 在 し な い 場 合 伸 長 反 応 が 進 ま ず 、 ピ ロ リ ン 酸 が 産 出 さ れ な い た め 、 一 連 の 反
応 に よ る 発 光 反 応 は 認 め ら れ な い 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
〔 実 施 例 ５ 〕
　 実 施 例 ２ と 同 様 の 工 程 で 被 検 体 よ り 抽 出 し た ゲ ノ ム を Bisulfite処 理 し 、 hMLH1遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ ー 領 域 を PCR増 幅 後 、 一 本 鎖 精 製 及 び エ タ ノ ー ル 沈 殿 精 製 を 施 し た 。 PCRプ ラ イ
マ ー の 配 列 を 表 ３ (A)に 示 す 。 片 方 の PCRプ ラ イ マ ー （ hMLH1F） は 5’ 末 端 ビ オ チ ン 標 識 を
施 し て あ る も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 得 ら れ た 一 本 鎖 PCR産 物 を 標 的 配 列 と し て PerfectHyb R  Hybridization Solution (TOYOB
O社 )で 3 μ Lに 調 製 後 、 95℃ 3分 間 加 熱 し て 2次 構 造 を 崩 し た 。 室 温 に 戻 し た 後 、 試 料  3 μ
Lを 基 板 上 に ア プ ラ イ し て 、 あ ら か じ め 基 板 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と 42℃ 、 湿 度 100％ の
条 件 下 で 1時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た （ 図 11） 。 こ の 時 の プ ロ ー ブ は 、 標 的 配 列
内 の 全 て の シ ト シ ン が チ ミ ン へ 変 換 さ れ た 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 で あ る 。 そ の 後 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し な か っ た 残 物 を 除 去 す る た め 、 基 板 を 滅 菌 水 で 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 10× 緩 衝 液 （ 100mM KCl, 100mM MgSO4 ， 100mM HEPES, 0.02% TritonX100, 0.002mg/mL 
BSA） を 0.6 μ L、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ CELI (TRANSGENOMIC社 )を
そ れ ぞ れ 0.05 μ L混 和 し て 滅 菌 水 で 6 μ Lに 調 製 し た 。 こ れ を 上 記 工 程 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン さ せ た 基 板 上 に ア プ ラ イ し た 。 45℃  15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 い 、 非 相 補 鎖 部
位 を 図 12の よ う に 消 化 さ せ た 。 そ の 後 た だ ち に 500mM EDTAを 1 μ L添 加 し て 一 本 鎖 特 異 的
ヌ ク レ ア ー ゼ 反 応 を 停 止 さ せ た 。 さ ら に 、 断 片 末 端 の 平 滑 処 理 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Denature solution (0.2M NaOH)を 基 板 に 添 加 し て 、 図 13の よ う に 基 板 上 に 固 定 化 さ れ
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 標 的 配 列 を デ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ 、 基 板 を 滅 菌 水 で 2回
洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 プ ロ ー ブ に 相 補 的 な 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 16） の オ リ ゴ  5 pmolを PerfectHyb R  Hybridiza
tion Solution (TOYOBO社 ) 3μ Lに 溶 解 し 、 95℃ で 3分 間 加 熱 し て 2次 構 造 を 完 全 に 崩 し た
。 室 温 に 戻 し た 後 、 こ の 3 μ Lを 基 板 上 に ア プ ラ イ し て 、 42℃ 、 湿 度 100％ の 条 件 下 で 基 板
固 定 化 プ ロ ー ブ と 1時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に 寄 与 し な か っ た 残 存 物 を 除 去 す る た め 、 基 板 を 滅 菌 水 で 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 10× Taq Buffer (Amersham Bioscience社 )を 0.3 μ L、 1 mMの dNTPを 0.15 μ L、 5 U/μ L
の Taq polymerase(Amersham Bioscience社 )を 0.03 μ L混 和 し て 、 滅 菌 水 で 3 μ Lに 調 製 す
る 。 こ の 伸 長 反 応 溶 液 を 基 板 上 に ア プ ラ イ し 、 55℃  10分 間 の 伸 長 反 応 を 行 っ た （ 図 14）
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 時 、 標 的 配 列 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が な い 場 合 は 、 基 板 固 定 化 プ ロ ー ブ は 添 加 し た オ
リ ゴ と 完 全 長 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て い る た め 伸 長 反 応 は 進 ま な い 。 一 方 、 標 的 配 列
に メ チ ル 化 シ ト シ ン が あ る 場 合 は 、 非 相 補 鎖 部 位 で 消 化 さ れ て 基 板 固 定 化 プ ロ ー ブ は 短 く
な っ て い る 。 そ の た め 、 基 板 固 定 化 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し な か っ た 添 加 し
た オ リ ゴ 領 域 は 一 本 鎖 状 態 で あ る た め 、 伸 長 反 応 が 進 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 伸 長 反 応 終 了 後 、 速 や か に 基 板 を マ イ ク ロ ア レ イ 検 出 装 置 に セ ッ ト し て ル シ フ ェ リ ン ・
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 光 試 薬 を 3 μ L加 え 、 伸 長 反 応 で 生 じ た ピ ロ リ ン 酸 を 利 用 し た 発 光 検 出
を 行 っ た 。 標 的 配 列 中 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 し な い 場 合 は 伸 長 反 応 が 進 ま ず 、 ピ ロ リ
ン 酸 が 産 出 さ れ な い た め 、 一 連 の 反 応 に よ る 発 光 反 応 は 認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 標 的 配
列 中 に メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す る 場 合 は 、 生 じ た 断 片 に よ っ て 伸 長 反 応 が 進 み 、 ピ ロ リ
ン 酸 が 産 出 さ れ た た め 、 発 光 が 認 め ら れ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 上 に 複 数 存 在 す る 変 異 、 特 に メ チ ル 化 シ ト シ ン を 、 簡 便 か つ 広 範 囲 に
検 出 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 遺 伝 子 異 常 を 伴 う 疾 患 等 の 診 断 に 利 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ゲ ノ ム DNAの Bisulfite処 理 工 程 を 示 す 。 （ A） * Cで 示 さ れ る メ チ ル 化 シ
ト シ ン は 、 こ の 化 学 処 理 に よ り 塩 基 の 変 化 は 生 じ な い が 、 他 方 で （ B） 非 メ チ ル 化 シ ト シ
ン は ウ ラ シ ル へ 変 換 さ れ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 メ チ ル 化 DNAあ る い は 非 メ チ ル 化 DNAに よ る PCR増 幅 工 程 を 示 す 。 (A)： メ
チ ル 化 DNAを 用 い た PCR増 幅 で は 通 常 の シ ト シ ン の ま ま 増 幅 さ れ る 。  (B)： Bisulfite処 理
済 み の 非 メ チ ル 化 DNAを 用 い た PCR増 幅 で は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン が チ ミ ン に 変 換 さ れ た PC
R増 幅 産 物 が 生 じ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 5’ 末 端 を ビ オ チ ン 標 識 し た メ チ ル 化 シ ト シ ン 以 外 は 標 的 配 列 と 相 補 的
な 配 列 で あ る 参 照 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ヌ ク レ オ チ ド 又 は PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 示 す 。 こ の 時 、 非 メ チ ル 化 DNAの 場 合 は 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 塩 基 で 非
相 補 鎖 部 位 が 生 じ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 、 非 相 補 鎖 部 位 の 切 断 工 程 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ア ビ ジ ン 標 識 担 体 に よ る 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 断 片 鎖 の 捕 捉 工 程 を 示 す
。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 精 製 さ れ た 断 片 と 、 標 的 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
又 は PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 こ れ に 続 く 伸 長 反 応 工 程 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 伸 長 反 応 溶 液 に 発 光 試 薬 を 添 加 し 、 生 じ る 発 光 を 検 出 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 未 標 識 の メ チ ル 化 シ ト シ ン 以 外 は 標 的 配 列 と 相 補 的 な 配 列 で あ る 参 照 配
列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 示 す 。 こ の 時 、
非 メ チ ル 化 DNAの 場 合 は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 塩 基 で 非 相 補 鎖 部 位 が 生 じ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 非 相 補 鎖 部 位 の 切 断 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 切 断 断 片 と 標 的 配 列 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PCR産 物 と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 こ れ に 続 く 伸 長 反 応 工 程 を 示 す 。 こ こ で は 、 生 じ た 断 片 を
精 製 し な い た め に 複 数 の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る が 、 伸 長 反 応 が 進 む
組 み 合 わ せ は 一 部 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 基 板 上 に 固 定 化 さ れ た 正 常 塩 基 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ヌ ク レ オ
チ ド と 一 本 鎖 精 製 し た PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 基 板 上 で の 、 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 非 相 補 鎖 部 位 の 切 断
工 程 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 デ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 参 照 配 列 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ヌ ク レ オ チ ド 又 は PCR産 物 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 こ れ に 続 く 基 板 上 で の 伸 長 反 応 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 複 数 の 変 異 部 位 を 分 析 す る 場 合 に お け る 、 電 気 泳 動 法 と 本 発 明 の 方
法 を 比 較 し た 概 念 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
1 ： ゲ ノ ム DNAに お け る メ チ ル 化 シ ト シ ン （ ＊ C）
2 ： ビ オ チ ン
3 ： メ チ ル 化 シ ト シ ン 塩 基 以 外 は 標 的 配 列 と 相 補 的 な 配 列 で あ る 参 照 配 列
4 ： 被 検 体 を PCR増 幅 し 、 一 本 鎖 精 製 を 施 し た 標 的 配 列
5 ： 非 相 補 塩 基 対
6 ： 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 切 断
7 ： ア ビ ジ ン
8 ： 担 体
9 ： 伸 長 反 応
10 ： 基 板 上 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ （ 5’ 末 端 側 は 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ の 作 用 を 受
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け な い Cn(カ ー ボ ン )ス ペ ー サ ー も し く は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら
成 る ） 。
11 ： 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ た 固 定 化 プ ロ ー ブ
12 ： 基 板 固 定 化 プ ロ ー ブ に 相 補 的 な 配 列
13 ： 100 bp　 DNA断 片
14 ： 200 bp　 DNA断 片
15 ： 300 bp　 DNA 
16 ： 70 bp　 DNA断 片
17 ： 130 bp　 DNA断 片
18 ： 50 bp　 DNA断 片
19 ： 80 bp　 DNA断 片
20 ： 生 物 発 光 強 度
21 ： 100 bp DNA断 片 （ 13） の Forward鎖
22 ： 参 照 配 列 （ 300塩 基 ： 15） の Reverse鎖
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
配 列 番 号 １ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー (K-RasF)
配 列 番 号 ２ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー (K-RasR)
配 列 番 号 ３ － kRAS gene（ 断 片 ）
配 列 番 号 ４ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 標 的 配 列
配 列 番 号 ５ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 参 照 配 列
配 列 番 号 ６ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 断 片 試 料 に 相 補 的 な 一 本 鎖 DNA試 料
配 列 番 号 ７ － hMLH1 gene遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域
配 列 番 号 ８ － 人 工 配 列 の 説 明 ： メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 む hMLH1 gene遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領
域 の Bisulfite処 理 で 得 ら れ た DNA配 列
配 列 番 号 ９ － 人 工 配 列 の 説 明 ： メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 ま な い hMLH1 gene遺 伝 子 プ ロ モ ー タ
ー 領 域 の Bisulfite処 理 で 得 ら れ た DNA配 列
配 列 番 号 １ ０ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー (hMLH1F)
配 列 番 号 １ １ － 人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー (hMLH1R)
配 列 番 号 １ ２ － 人 工 配 列 の 説 明 ： メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 む 鋳 型 配 列 か ら 得 ら れ た PCR産 物  
配 列 番 号 １ ３ － 人 工 配 列 の 説 明 ： メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 ま な い 鋳 型 配 列 か ら 得 ら れ た PCR
産 物  
配 列 番 号 １ ４ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 標 的 配 列
配 列 番 号 １ ５ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 参 照 配 列
配 列 番 号 １ ６ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 参 照 配 列 に 相 補 的 な 配 列
配 列 番 号 １ ７ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 変 換 さ れ た 参 照 配 列
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 2月 2日 (2006.2.2)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 検 出 す る 方 法 と し て 、 基 板 上 に 固 定 化 さ れ た
複 数 の キ ャ プ チ ャ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ 、 Bisulfiteで 処 理 し た 被 検 体 由 来 の DNA試 料 と
の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 そ の 結 果 に よ っ て DNA試 料 中 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド
の Ｃ の メ チ ル 化 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 も 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ０ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2001-17199号
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 2000-511774号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Chen RZ. et al., Nature. 395, p89-93, (1998)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Jones PA. et al., Nat. Rev. Genet. 3, p415-428, (2002)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Esteller M. et al., Cancer Res. 61, p3225-3229, (2001)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Belinsky SA. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, p11891-1189
6 (1998)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Shapiro R. et al., J. Am. Chem. Soc. 96, p906-912, (1974)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Chan EC. et al., Clin. Cancer Res. 8, p3741-3746, (2002)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Xiong Z. et al., Nucleic Acids Res. 25, p2532-2534, (1997)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Ahmadian A. et al., Anal. Biochem. 280, p103-110, (2000)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Zhou G. et al., Nucleic Acids Res. 29, e93, (2001)
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
標 的 配 列 ： （ 下 線 部 は 変 異 塩 基 部 位 ）
3’ -CTGACTTATATTTGAACACCATCAACCTCGA CACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGCTATGTCGATTAAGTCTTA
GTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATC- 5’ （ 配 列 番 号 ４ ）
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
参 照 配 列 ： （ 下 線 部 は 変 異 塩 基 部 位 ）
5’ -GACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCT GTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAAT
CATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAG- 3’ （ 配 列 番 号 ５ ）
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【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
断 片 試 料 に 相 補 的 な 一 本 鎖 DNA試 料 ： （ 下 線 部 は 変 異 対 応 部 位 ）
3’ -CTGACTTATATTTGAACACCATCAACCTCGA CACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGCTATGTCGATTAAGTCTTA
GTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATC-5’ （ 配 列 番 号 ６ ）
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】

(18) JP 2006-271311 A 2006.10.12

C



【 ０ ０ ４ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ １ 】
標 的 配 列 ： (下 線 部 は メ チ ル 化 シ ト シ ン 対 応 部 位 )
3'-GTTTGCGTATAGGAAGATTTATTG TTGTTATTGG GAAGTTTTTTTTTG TTTTTTGGGTTGTTGGGTGTTTTAAT
TTTTTAAATTGATTGTAAGTTTGATAGGTTAGTTATTGATG-5'（ 配 列 番 号 14）
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
参 照 配 列 ： （ 下 線 部 は 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 対 応 部 位 ）
5'-CAAACGCATATCCTTCTAAATAAC AACAATAACC CTTCAAAAAAAAAC AAAAAACCCAACAACCCACAAAATTA
AAAAATTTAACTAACATTCAAACTATCCAATCAATAACTAC-3'（ 配 列 番 号 15）
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

(19) JP 2006-271311 A 2006.10.12

C C C

A A A



【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
参 照 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 ：
3'-GTTTGCGTATAGGAAGATTTATTG TTGTTATTGG GAAGTTTTTTTTTG TTTTTTGGGTTGTTGGGTGTTTTAAT
TTTTTAAATTGATTGTAAGTTTGATAGGTTAGTTATTGATG-5'（ 配 列 番 号 16）
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
変 換 さ れ た 参 照 配 列 ： （ 下 線 部 は メ チ ル 化 シ ト シ ン 対 応 部 位 ）
5'-CAAACGCATATCCTTCTAAATAAC AACAATAACC CTTCAAAAAAAAAC AAAAAACCCAACAACCCACAAAATTA
AAAAATTTAACTAACATTCAAACTATCCAATCAATAACTAC-3'（ 配 列 番 号 17）
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 工 程 で 得 ら れ た 検 体 由 来 の PCR産 物 （ 核 酸 50 ng） と 、 正 常 細 胞 由 来 の PCR産 物 （ 核
酸 50 ng） を 混 和 し ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ を 1μ L（ 100 mM Tris-HCl, 1M NaC
l, 0.5mM EDTA） 加 え て 滅 菌 水 で 8 μ Lに 調 製 す る 。 2次 構 造 を 崩 す た め に 混 和 試 料 を 95℃  
10分 間 で 熱 変 性 さ せ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 回 避 す る た め に 0.1℃ /秒 間 ず
つ ゆ っ く り と 温 度 を 25℃ ま で 低 下 さ せ る 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 検 体 に
メ チ ル 化 シ ト シ ン が 存 在 す れ ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 試 料 の 一 部 に 、 非 相 補 鎖
部 位 を 有 す る も の が 生 じ る (図 ８ )。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ゲ ノ ム DNAの Bisulfite処 理 工 程 を 示 す 。 （ A） * Cで 示 さ れ る メ チ ル 化 シ
ト シ ン は 、 こ の 化 学 処 理 に よ り 塩 基 の 変 化 は 生 じ な い が 、 他 方 で （ B） 非 メ チ ル 化 シ ト シ
ン は ウ ラ シ ル へ 変 換 さ れ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 メ チ ル 化 DNAあ る い は 非 メ チ ル 化 DNAに よ る PCR増 幅 工 程 を 示 す 。 (A)： メ
チ ル 化 DNAを 用 い た PCR増 幅 で は 通 常 の シ ト シ ン の ま ま 増 幅 さ れ る 。  (B)： Bisulfite処 理
済 み の 非 メ チ ル 化 DNAを 用 い た PCR増 幅 で は 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン が チ ミ ン に 変 換 さ れ た PC
R増 幅 産 物 が 生 じ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 5’ 末 端 を ビ オ チ ン 標 識 し た メ チ ル 化 シ ト シ ン 以 外 は 標 的 配 列 と 相 補 的
な 配 列 で あ る 参 照 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工
程 を 示 す 。 こ の 時 、 DNAの 場 合 は シ ト シ ン の 塩 基 で 非 相 補 鎖 部 位 が 生 じ
る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 、 非 相 補 鎖 部 位 の 切 断 工 程 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ア ビ ジ ン 標 識 担 体 に よ る 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 断 片 鎖 の 捕 捉 工 程 を 示 す
。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 精 製 さ れ た 断 片 と 、 に 相 補 的 な 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は
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PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 こ れ に 続 く 伸 長 反 応 工 程 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 伸 長 反 応 溶 液 に 発 光 試 薬 を 添 加 し 、 生 じ る 発 光 を 検 出 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 未 標 識 の メ チ ル 化 シ ト シ ン 以 外 は 標 的 配 列 と 相 補 的 な 配 列 で あ る 参 照 配
列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 示 す 。 こ の 時 、
メ チ ル 化 DNAの 場 合 は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン の 塩 基 で 非 相 補 鎖 部 位 が 生 じ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 非 相 補 鎖 部 位 の 切 断 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 切 断 断 片 と 標 的 配 列 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は PCR産 物 と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 こ れ に 続 く 伸 長 反 応 工 程 を 示 す 。 こ こ で は 、 生 じ た 断 片 を
精 製 し な い た め に 複 数 の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ る が 、 伸 長 反 応 が 進 む
組 み 合 わ せ は 一 部 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 基 板 上 に 固 定 化 さ れ た 正 常 塩 基 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ 一 本 鎖
精 製 し た PCR産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 基 板 上 で の 、 一 本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 非 相 補 鎖 部 位 の 切 断
工 程 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 デ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 参 照 配 列 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ PCR産 物 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン と 、 こ れ に 続 く 基 板 上 で の 伸 長 反 応 工 程 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 複 数 の 変 異 部 位 を 分 析 す る 場 合 に お け る 、 電 気 泳 動 法 と 本 発 明 の 方
法 を 比 較 し た 概 念 図 で あ る 。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 １ ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 １ ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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