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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インスリン様増殖因子-2（IGF2）遺伝子のインプリンティングの消失を検出するために
、IGF2遺伝子における一塩基多型(SNP)についてヘテロ接合体であるヒト個体におけるRNA
の対立遺伝子特異的な発現を定量化する方法であって、
　SEQ ID NO: 4の26位のSNPの各多型選択肢を含むRNAの量を、個体由来の試料において定
量化する段階; ならびに
　該SNPの各多型選択肢を含んだRNAの相対量を、IGF2遺伝子のインプリンティングの消失
と関連付ける段階であって、該SNPの2種の対立遺伝子の発現がインプリンティングの消失
の指標となる、段階
を含む方法。
【請求項２】
　IGF2遺伝子のインプリンティングの消失の検出が、がん又はがん素因を有していること
の指標となる、あるいはIGF2遺伝子のインプリンティングの消失の低下または欠如が、抗
がん処置が有効であることの指標となる、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　試料が血液、大便または組織試料である、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　RNAをcDNAに逆転写し、対立遺伝子特異的なcDNAの量を用いて、RNAの量を判定する、請
求項1記載の方法。
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【請求項５】
　個体がSNPについてホモ接合性またはヘテロ接合性であるかどうかを判定する段階をさ
らに含む、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　ヒト個体におけるSNP遺伝子型を判定する方法であって、
　個体由来のゲノムDNAを含有する試料において、一塩基多型(SNP)の多型位置のヌクレオ
チドを判定する段階を含み、該ヌクレオチドがSEQ ID NO:4の26位のヌクレオチドであり
、
　判定結果がIGF2遺伝子のインプリンティングの消失を検出するために利用される、方法
。
【請求項７】
　SNPの一方の対立遺伝子(またはその相補体)と、SNPの他方の対立遺伝子(またはその相
補体)とを、ハイブリダイゼーション反応において識別し、15～100ヌクレオチドである、
ヒトインスリン様増殖因子2(IGF2)遺伝子のインプリンティングの消失を検出するための
プローブまたはプライマーであって、該SNPが、SEQ ID NO: 4の26位にある、プローブま
たはプライマー。
【請求項８】
　プローブまたはプライマーの最後から2番目のまたは最後の3'ヌクレオチドが、SNPの多
型ヌクレオチドとハイブリダイズする、請求項7記載のプローブまたはプライマー。
【請求項９】
　インスリン様増殖因子2 (IGF2) cDNAとハイブリダイズし、かつ、プライマーの3'ヌク
レオチドが、SEQ ID NO: 4の26位のSNPの多型ヌクレオチドのすぐ上流のヌクレオチドに
相補的であり、プライマーの少なくとも15個の連続した3'ヌクレオチドが前記cDNAに相補
的である、ヒトインスリン様増殖因子2(IGF2)遺伝子のインプリンティングの消失を検出
するための15～100ヌクレオチドのプライマー。
【請求項１０】
　SEQ ID NO: 4のSNP配列またはその相補体を含み、SNPの多型位置のヌクレオチドが、SE
Q ID NO:4の26位のAである、ヒトインスリン様増殖因子2(IGF2)遺伝子のインプリンティ
ングの消失を検出するためのプライマーまたはプローブ。
【請求項１１】
　請求項7または9記載のプライマーまたはプローブを含む、ヒトにおけるインスリン様増
殖因子2 RNAの対立遺伝子特異的な発現を検出するためのキット。
【請求項１２】
　SNPの第一の対立遺伝子と、SNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とを、ハイブリ
ダイゼーション反応において識別する、15～100ヌクレオチドの第一の単離プローブまた
はプライマーを含む、請求項11記載のキット。
【請求項１３】
　SNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)とSNPの第二の対立遺伝子(またはその相補
体)とを識別する、15～100ヌクレオチドの第二の単離プローブまたはプライマーをさらに
含むキットであって、第一のプローブまたはプライマーが第一の対立遺伝子における多型
ヌクレオチドに相補的であり、第二のプローブまたはプライマーが第二の対立遺伝子の多
型ヌクレオチドに相補的である、請求項12記載のキット。
【請求項１４】
　多型部位を包含するIGF2遺伝子座の領域を増幅するための一種または複数種のプライマ
ーをさらに含むキットであって、該一種または複数種のプライマーが前記プローブまたは
プライマーとは異なっている、請求項11記載のキット。
【請求項１５】
　DNAポリメラーゼをさらに含む、請求項11記載のキット。
【請求項１６】
　ポリメラーゼが熱安定性DNAポリメラーゼである、請求項11記載のキット。
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【請求項１７】
　逆転写酵素をさらに含む、請求項11記載のキット。
【請求項１８】
　第一および/または第二のプローブまたはプライマーが検出可能に標識される、請求項1
2または13記載のキット。
【請求項１９】
　請求項7または9記載のプライマーまたはプローブを含む、ヒトにおけるインスリン様増
殖因子2 RNAの対立遺伝子特異的な発現を検出するための反応混合物。
【請求項２０】
　以下を含む、請求項19記載の反応混合物:
　SNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)と、SNPの第二の対立遺伝子(またはその相
補体)とを、ハイブリダイゼーション反応において識別する、15～100ヌクレオチドの第一
の単離プローブまたはプライマー;
　熱安定性DNAポリメラーゼ; および
　ヒトゲノムDNA、またはヒトRNAの逆転写由来のDNA。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連特許出願の相互参照
　本出願は、2007年8月6日付で出願された米国仮特許出願第60/954,290号および2007年11
月16日付で出願された米国仮特許出願第60/988,715号の優先権の恩典を主張するものであ
り、これらの各々が参照により組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　インスリン様増殖因子2の遺伝子、すなわちIGF2は、ヒト染色体11p15.5上のインプリン
ティング遺伝子のクラスタに位置している。ゲノムインプリンティングは、一方の遺伝子
コピーが通常発現され、他方のコピーが親由来の後成的マークを通じて沈黙化される重要
な遺伝子調節機構である。IGF2は、通常、ヒト組織では母性的にインプリントされており
、それゆえ、父性的に受け継がれた遺伝子コピーからのみ発現される(DeChiara TM, et a
l. Cell 64, 849-859 (1991)(非特許文献1); Rainier S, et al., Nature 362, 747-749 
(1993)(非特許文献2); Ogawa, et al, Nature 362, 749-751 (1993)(非特許文献3))。IGF
2のインプリンティングの消失(インプリンティングの消失またはLOIといわれる)は、いく
つかのがん種(Falls, et al. 1999, AJP 154, 635-647(非特許文献4)に概説されている20
種を超える腫瘍種)に強く結び付けられている。さらに、山のような証拠から、IGF2のLOI
を示す個体は、結腸直腸がんを発症するリスクが高い可能性のあることも示唆される(Kin
ochi et al., 1996, Cancer Letters 107, 105-108 (1996)(非特許文献5); Nishihara S.
 2000, Int. Jour. Oncol. 17, 317-322(非特許文献6); Cui H 1998, Nature Medicine 4
-11, 1276-1280(非特許文献7); Nakagawa H 2001, PNAS 98-2, 591-596(非特許文献8))。
IGF2のLOIは、末梢血および正常結腸粘膜を含むがん患者の正常組織において(Kinochi et
 al., 1996, Cancer Letters 107, 105-108 (1996)(非特許文献5); Ogawa, et al, Natur
e Genetics 5, 408-412 (1993)(非特許文献9); Cui H, Science 299, 1753 (2003)(非特
許文献10))、ならびにがんがないと考えられる人の正常組織において(Cui H, et al. Nat
ure Medicine 4-11, 1276-1280 (1998)(非特許文献7); Cui H, Science 299, 1753 (2003
)(非特許文献10); Woodson K et al., JNCI 96, 407-410 (2004)(非特許文献11); Cruz-C
orrea Met al., Gastroenterology 126, 964-970 (2004)(非特許文献12))検出することが
できる。
【０００３】
　一般集団の末梢血に関するいくつかの研究から、7～10%の人が結腸粘膜組織においてIG
F2のインプリンティングの消失を示すことが報告されている。三つの後ろ向き研究から、
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末梢血または結腸粘膜のどちらかでIGF2のLOIを示す結腸直腸がん患者の確率は、LOIを示
すがんなしの年齢適合対照群の確率よりも著しく(2～21倍)高いことが報告されている。
これらの研究から、IGF2のLOIは、他の点では健常な個体を結腸直腸がんにかかりやすく
させる可能性のあることが示唆される。それゆえ、IGF2のLOIの検出に基づくリスク検査
には将来の臨床的有益性があり得る(Cui H, et al. Nature Medicine 4-11, 1276-1280 (
1998)(非特許文献7); Cui H, Science 14, 1753-1755 (2003)(非特許文献13); Woodson K
 2004, JNCI 96, 407-410(非特許文献11); Cruz-Correa M, Gastroenterology 126, 964-
970 (2004)(非特許文献12))。これらの研究から、IGF2のLOI (IGF2バイオマーカーともい
われる)を有する人は、IGF2バイオマーカーのない個体よりも結腸直腸がんを発症する可
能性が最大で20倍まで高い可能性のあることが明らかである。
【０００４】
　IGF2のLOIの検出は、IGF2遺伝子の両コピー由来の転写産物がそれぞれ定量化される定
量的な対立遺伝子特異的遺伝子発現アッセイ法に基づく。次いでその量を互いに比較して
、対立遺伝子の発現比率を判定し、これを次に閾値と比較する。豊富ではない方の対立遺
伝子の濃度が豊富な方の対立遺伝子の濃度と「比較的似ている」なら、IGF2のインプリン
トは失われていると判定される。豊富ではない方の対立遺伝子の濃度が豊富な方の対立遺
伝子の濃度と「比較的似ていない」なら、IGF2のインプリントは存在していると判定され
る。試料におけるIGF2のインプリンティング状態を測定する一つの方法は、IGF2遺伝子の
転写領域における一つまたは複数の多型部位の遺伝子型をまず判定することである。遺伝
子の転写領域におけるヘテロ接合性のマーカーは、IGF2遺伝子の個々の対立遺伝子を試料
中において互いに識別できる簡便な分子的手段を提供する。二コピーのIGF2遺伝子の各々
からのRNA転写を定量的な対立遺伝子特異的アッセイ法で独立的に測定することができる
。一方の対立遺伝子の発現量と他方の対立遺伝子の発現量との比較をゆえに行うことがで
き、IGF2遺伝子のインプリンティング状態を判定することができる(図2参照)。
【０００５】
　IGF2は、各々が選択的スプライスによる転写産物の発現を、組織特異的に推進する四つ
のプロモーターを有する(図1A)。第7、8、および9エクソンは全ての転写産物に存在する
が、第1～6エクソンはプロモーター特異的に発現されることが報告されている。第9エク
ソンはタンパク質コード配列の短いストレッチと、その後にそれよりもかなり長い3' UTR
を含む。それゆえ、第7、8、および9エクソンにおける多型マーカーは、四つのIGF2プロ
モーターのいずれかより推進されるIGF2転写の対立遺伝子特異的な発現の検出を可能にす
ることにより、IGF2インプリンティング状態の判定において有用である。
【０００６】
　IGF2インプリンティング状態を測定する四種の対立遺伝子特異的な発現アッセイ法が当
業者に公知である。Woodsonらは、二種のSNPに基づくアッセイの組み合わせ(rs680 - 表1
A中のSEQ ID NO: 64に類似; およびrs2230949 - 表1A中のSEQ ID NO: 56に類似)を用いて
IGF2のインプリンティング状態を測定した(Woodson K 2004, JNCI 96, 407-410(非特許文
献11))。両SNPはIGF2の第9エクソンの中にあるが、Woodsonらによって最小の連鎖不均衡
にあると報告されている。それゆえ、そのようなマーカーの組み合わせを用いて個体のLO
Iを測定しようとする試みは、個体がその二種のSNPの少なくとも一種についてヘテロ接合
性であるという可能性を高め、それにより、個体のLOI状態を判定できる可能性を高める
。同著者らは、第一のSNP、第二のSNP、または両方のSNPが、評価した患者106人中48人(
または45%)において情報価値のある(すなわち、ヘテロ接合性であり、それゆえ、IGF2のL
OIの測定を可能にする)ことを実証した。Cuiらは、一つがSNP (rs680 - 表1A中のSEQ ID 
NO: 64に類似)を標的とし、もう一つがIGF2の第9エクソン内の単純な配列リピートの制限
断片長多型を測定する、二通りのアッセイ法の組み合わせを用いてIGF2のインプリンティ
ングを測定した。同著者らは、SNP、リピート、または両方のマーカーが、評価した患者4
21人中191人(または45%)において情報価値のあることを実証した(Cui H, et al. Nature 
Medicine 4-11, 1276-1280 (1998)(非特許文献7))。
【０００７】
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　過去の研究では、これらの多型を使用しても患者集団における組み合わさったヘテロ接
合性の頻度が低く、それゆえ、これらの集団における多数の個体が、彼らのIGF2のインプ
リンティング状態を判定され得ない「情報価値なし」であったことを示している。本出願
では、IGF2の第9エクソン中で新たに発見されたSNP、およびヒト集団のさらに高い割合に
おいて功を奏するLOIの測定を可能にするSNPの有用な組み合わせの発見について記述する
。一般集団でこれらの多型を用いてLOIを測定する能力には、さまざまな分子診断的およ
び治療的検査の基礎を成す著しい医学的有益性が有るであろう。
【０００８】
　LOIの検出のための所与のSNPの情報の有益性は、集団内でのSNPのヘテロ接合性の頻度
に基づく。さらに、異なるSNPの組み合わせの至適な情報有益性は、異なるマーカー間の
連鎖に依る。例えば、二種のSNPが共通のハプロタイプブロック内にあれば、二種のSNPの
併用は二種のSNP単独でのどちらかの使用と比べて情報の有益性の増加はわずかとなる。
しかしながら、二種のSNPが同一のハプロタイプブロック内になければ(すなわち、最小の
連鎖不均衡にあれば)、二種のSNPの併用は二種のSNP単独でのどちらかの使用と比べて情
報の有益性の効果的増加を与える。
【０００９】
　HapMap IIヒト遺伝的変異データセットが最近公表されたことで、ゲノム規模でのDNA配
列データのハプロタイプ解析が可能になる。HapMap IIの研究では、ナイジェリアのイバ
ダン出身ヨルダ族の母親・父親・成人した子供の三人組30組; ユタ州に住む北および西ヨ
ーロッパ系のそのような三人組30組; 北京に住む親族でない漢族の中国人個体および東京
に住む親族でない日本人個体45人を含む、地理的に多様な4集団由来の遺伝子型を特定さ
れた270人の人においてSNPを特定した。IGF2の遺伝子座を含むおよそ70 Kbの領域内での
それらSNPのハプロタイプ解析は、この現在のかつ広範囲のデータセットにより予測され
るハプロタイプブロックの概観を提供する。図3には、一定の比率に縮小したIGF2遺伝子
座の図式下にHaploviewによる連鎖予測の視覚化を描いた。三つのハプロタイプブロック
が特定されている(IGF2の遺伝子座と釣り合いをとって位置付けた黒色の水平棒として表
されている)。データから、IGF2第1エクソンの上流およそ14～19 Kbに及ぶハプロタイプ
ブロック、第3エクソンの上流およそ1 Kb～第4エクソンの下流およそ5 Kbに及ぶハプロタ
イプブロック、および第9エクソンの開始部の上流およそ2 Kb～第9エクソンの末端部の下
流およそ14 Kbに及ぶハプロタイプブロック、つまり第8および9エクソンを包含するハプ
ロタイプブロックが予測される。一般に、これらのハプロタイプブロック間の領域は、最
小の連鎖不均衡を示し、(多重対SNP比較を表す白色の菱形によって示した)歴史上起こっ
た組み換えの強力な証拠を提供する。これらのデータを図1Bにまとめた。ハプロタイプブ
ロックを黒色の水平棒によって表し、予測される最小の連鎖不均衡の領域を灰色の水平棒
によって表した。
【００１０】
　Gauntらは、IGF2第1エクソンのすぐ上流から第9エクソン3' UTRの末端部の前およそ1 K
bに及ぶ12種のSNPを用いて欧州人男性2,734人の白人同齢集団で体格指数(BMI)について関
連研究を行った(Gaunt et al. Human Mol Genet. vol. 10, no. 14: 1491-1501(非特許文
献14))。この研究には、一方の対立遺伝子が同齢集団において高いBMIと正の関連を示す
と報告された、単一のSNP (rs680 - 表1A中のSEQ ID NO: 64に類似)の、その他11種のSNP
の各々に対する一対の形での連鎖解析が含まれた。同著者らは、その研究からの3種のSNP
を含んだ、第9エクソンの3' UTR内のハプロタイプブロックを報告している(実施例3、図1
C中の黒色の水平棒、および図4中の灰色棒を参照のこと)。
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【発明の概要】
【００１２】
発明の簡単な概要
　本発明は、ヒト個体におけるSNP遺伝子型を判定する方法を提供する。いくつかの態様
において、この方法は、個体由来のゲノムDNAを含有する試料において、SNPがSEQ ID NO:
 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、
23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、
43、44、45、46、および47からなる群より選択される、一塩基多型(SNP)の多型ヌクレオ
チドの位置のヌクレオチドを判定する段階を含む。いくつかの態様において、SNPの多型
位置の(およびそれゆえポリヌクレオチドの対応する位置の)ヌクレオチドは、表2Aまたは
2Bに示される下線が引かれたヌクレオチドである。
【００１３】
　本発明は同様に、インスリン増殖因子-2 (IGF2)遺伝子における一塩基多型(SNP)につい
てヘテロ接合体である、ヒト個体におけるRNAの対立遺伝子特異的な発現を定量化する方
法を提供する。いくつかの態様において、この方法は、SEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、
28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、およ
び47からなる群より選択されるSNPの一つのまたは各々の多型選択肢(polymorphic option
)を含む、ヒト個体由来の試料におけるRNAの量を定量化する段階を含む。
【００１４】
　いくつかの態様において、試料は血液または組織試料である。いくつかの態様において
、試料は大便試料である。いくつかの態様において、この方法は、SNPの各々の多型選択
肢を含んだRNAの相対量を、IGF2遺伝子のインプリンティングの消失と関連付ける段階を
さらに含む。いくつかの態様において、関連付ける段階は、RNAの相対量を、がんの予後
もしくは診断またはがんを処置するための薬物の効力の予測と関連付ける段階を含む。い
くつかの態様において、RNAをcDNAに逆転写し、対立遺伝子特異的なcDNAの量を用いて、R
NAの量を判定する。
【００１５】
　いくつかの態様において、この方法は、個体が一種または複数種のSNPについてホモ接
合性またはヘテロ接合性であるかどうかを判定する段階をさらに含む。
【００１６】
　本発明は同様に、SNPの一方の対立遺伝子(またはその相補体)と、SNPの他方の対立遺伝
子(またはその相補体)とを、ハイブリダイゼーション反応において識別する、8～100ヌク
レオチドの単離されたポリヌクレオチドであって、該SNPがSEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6
、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、2
7、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、
および47からなる群より選択される、ポリヌクレオチドを提供する。
【００１７】
　いくつかの態様において、ポリヌクレオチドの最後から2番目のまたは最後の3'ヌクレ
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オチドは、SNPの多型ヌクレオチドとハイブリダイズする。
【００１８】
　本発明は同様に、インスリン様増殖因子2 (IGF2) cDNAにおけるプライマーとして機能
する、8～100ヌクレオチドの単離されたポリヌクレオチドであって、cDNAとハイブリダイ
ズし、かつ、ポリヌクレオチドの3'ヌクレオチドが、SEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7、
8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28
、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および
47からなる群より選択されるSNPの多型ヌクレオチドのすぐ上流のヌクレオチドに相補的
であるような、該ポリヌクレオチドを提供する。
【００１９】
　いくつかの態様において、ポリヌクレオチドの少なくとも10個の連続した3'ヌクレオチ
ドがcDNAに相補的である。
【００２０】
　本発明は同様に、SNPの多型位置のヌクレオチドが表2Aまたは2Bに示される下線が引か
れたヌクレオチドである、SEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34
、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および47からなる群より選択され
る、SNP配列、またはその相補体を含む単離されたポリヌクレオチドを提供する。
【００２１】
　本発明は同様に、
ポリヌクレオチドがインスリン様増殖因子2 (IGF2) cDNAにおけるプライマーとして機能
し、このポリヌクレオチドはcDNAとハイブリダイズし、かつポリヌクレオチドの3'ヌクレ
オチドはSNPの多型ヌクレオチドのすぐ上流のヌクレオチドに相補的であるような、8～10
0ヌクレオチドの; または
ポリヌクレオチドがインスリン様増殖因子2 (IGF2) cDNAにおけるプライマーとして機能
し、このポリヌクレオチドはcDNAとハイブリダイズし、かつポリヌクレオチドの3'ヌクレ
オチドは、SNPがSEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36
、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および47からなる群より選択されるSNPの
多型ヌクレオチドのすぐ上流のヌクレオチドに相補的であるような、8～100ヌクレオチド
の
単離されたポリヌクレオチドを含むキットを提供する。
【００２２】
　いくつかの態様において、キットは、ポリヌクレオチドがSNPの第一の対立遺伝子と、S
NPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とを、ハイブリダイゼーション反応において識
別する、8～100ヌクレオチドの第一の単離ポリヌクレオチドを含む。
【００２３】
　いくつかの態様において、キットは、ポリヌクレオチドがSNPの第一の対立遺伝子(また
はその相補体)と、SNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とを識別し、かつ第一のポ
リヌクレオチドが第一の対立遺伝子における多型ヌクレオチドに相補的であり、第二のポ
リヌクレオチドが第二の対立遺伝子の多型ヌクレオチドに相補的である、8～100ヌクレオ
チドの第二の単離ポリヌクレオチドをさらに含む。
【００２４】
　いくつかの態様において、キットは、多型部位を包含するIGF2遺伝子座の領域を増幅す
るための一種または複数種のプライマーであって、単離ポリヌクレオチドとは異なる該一
種または複数種のプライマーをさらに含む。
【００２５】
　いくつかの態様において、キットは、DNAポリメラーゼをさらに含む。いくつかの態様
において、ポリメラーゼは熱安定性DNAポリメラーゼである。いくつかの態様において、
キットは、逆転写酵素をさらに含む。いくつかの態様において、第一および/または第二
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のポリヌクレオチドは検出可能に標識される。
【００２６】
　本発明は同様に、
ポリヌクレオチドがインスリン様増殖因子2 (IGF2) cDNAにおけるプライマーとして機能
し、このポリヌクレオチドはcDNAとハイブリダイズし、かつポリヌクレオチドの3'末端ヌ
クレオチドは、ポリメラーゼによるポリヌクレオチドの伸長によってSNPの多型ヌクレオ
チドに相補的なヌクレオチドが取り込まれるようにSNPの多型ヌクレオチドのすぐ上流の
ヌクレオチドに相補的であるような、8～100ヌクレオチドの; または
ポリヌクレオチドがインスリン様増殖因子2 (IGF2) cDNAにおけるプライマーとして機能
し、このポリヌクレオチドはcDNAとハイブリダイズし、かつポリヌクレオチドの3'ヌクレ
オチドは、ポリメラーゼによるポリヌクレオチドの伸長によって、SNPがSEQ ID NO: 1、2
、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、2
4、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、4
4、45、46、および47からなる群より選択されるSNPの多型ヌクレオチドに相補的なヌクレ
オチドが取り込まれるようにSNPの多型ヌクレオチドのすぐ上流のヌクレオチドに相補的
であるような、8～100ヌクレオチドの
単離されたポリヌクレオチドを含む反応混合物を提供する。
【００２７】
　いくつかの態様において、反応混合物は以下を含む:
SNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)とSNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)
とをハイブリダイゼーション反応において識別する、8～100ヌクレオチドの第一の単離ポ
リヌクレオチド; 熱安定性DNAポリメラーゼ; およびヒトゲノムDNAまたはヒトRNAの逆転
写由来のcDNA。
【００２８】
　いくつかの態様において、第一の単離ポリヌクレオチドはDNAとハイブリダイズする。
いくつかの態様において、ポリメラーゼは熱安定性DNAポリメラーゼである。
【００２９】
　いくつかの態様において、反応混合物は、SNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)
とSNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とを識別する、8～100ヌクレオチドの第二
の単離ポリヌクレオチドをさらに含み、第一のポリヌクレオチドは第一の対立遺伝子にお
ける多型ヌクレオチドに相補的であり、第二のポリヌクレオチドは第二の対立遺伝子の多
型ヌクレオチドに相補的である。
【００３０】
　いくつかの態様において、反応混合物は、多型部位を包含するIGF2遺伝子座の領域を増
幅するための一種または複数種のプライマーであって、単離ポリヌクレオチドとは異なる
該一種または複数種のプライマーをさらに含む。
【００３１】
　本発明は、インスリン増殖因子-2 (IGF2)遺伝子における少なくとも二種の一塩基多型(
SNP)についてヘテロ接合体である、ヒト個体におけるRNAの対立遺伝子特異的な発現を定
量化する方法を提供する。いくつかの態様において、この方法は以下の段階を含む:
表1A、1B、1C、2Aもしくは2Bの「連鎖ブロック」1から各々選択される少なくとも二種のS
NPそれぞれの一つもしくは複数の多型選択肢を含むヒト個体由来の試料におけるRNAの量
を定量化する段階; または
表1A、1B、1C、2Aもしくは2Bの「連鎖ブロック」2から各々選択される少なくとも二種のS
NPそれぞれの一つもしくは各々の多型選択肢を含むヒト個体由来の試料におけるRNAの量
を定量化する段階; または
表1A、1B、1C、2Aもしくは2Bの「連鎖ブロック」3から各々選択される少なくとも二種のS
NPそれぞれの一つもしくは各々の多型選択肢を含むヒト個体由来の試料におけるRNAの量
を定量化する段階。
【００３２】
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　いくつかの態様において、試料は血液または組織試料である。いくつかの態様において
、試料は大便試料である。いくつかの態様において、この方法は、SNPの各多型選択肢を
含んだRNAの相対量を、IGF2遺伝子のインプリンティングの消失および/またはがんの素因
と関連付ける段階をさらに含む。
【００３３】
　いくつかの態様において、RNAをcDNAに逆転写し、対立遺伝子特異的なcDNAの量を用い
て、RNAの量を判定する。
【００３４】
定義
　「熱安定性ポリメラーゼ」とは、PCRの用途に有用なポリメラーゼをいう。熱安定性ポ
リメラーゼは一般に、75℃まで繰り返し(例えば、毎回1分間を少なくとも20回)加熱され
、それなのにその元の活性の少なくとも80%を保持することができる。そのようなポリメ
ラーゼの例としては、Taqポリメラーゼが挙げられるが、これに限定されることはない。
【００３５】
　「一塩基多型」または「SNP」とは、対立遺伝子間で異なる一ヌクレオチドの部位をい
う。
【００３６】
　「対立遺伝子」とは、異なる遺伝子形態の対または組のうちの一つの成員をいう。二倍
体生物においては、個体は二コピーの各常染色体遺伝子を持つ。一塩基多型の場合、多型
ヌクレオチドの位置での遺伝子型が一方の遺伝子コピー上で、もう一方の遺伝子コピーと
は異なっていれば、個体は多型ヌクレオチドの異なる対立遺伝子を二つ持つ(すなわち個
体は多型ヌクレオチドについてヘテロ接合性である)。個体が両方の遺伝子コピー上の多
型ヌクレオチドの位置で同じ遺伝子型を持つ(すなわち個体が多型ヌクレオチドについて
ホモ接合性である)なら、個体は多型ヌクレオチドの同じ対立遺伝子のコピーを二つ持つ
。所与の個体は遺伝子内のある多型ヌクレオチドについてホモ接合性(多型ヌクレオチド
の同じ対立遺伝子のコピーが二つ)であり、同じ遺伝子内の異なる多型ヌクレオチドにつ
いてヘテロ接合性(多型ヌクレオチドの異なる対立遺伝子が二つ)であることができる。
【００３７】
　「ハイブリダイゼーション」とは、相補的塩基対合に起因する二本の一本鎖核酸による
二重鎖構造の形成をいう。ハイブリダイゼーションは厳密に相補的な核酸鎖の間で、また
はミスマッチの領域が小さい核酸鎖の間で起こりうる。
【００３８】
　「標的配列」または「標的領域」とは、分析される核酸の領域をいい、関心対象の多型
部位を含む。
【００３９】
　本明細書において用いられる場合、「核酸」、「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌ
クレオチド」という用語は、核酸領域、核酸セグメント、プライマー、プローブ、単位複
製配列およびオリゴマー断片をいう。これらの用語は長さによって限定されるものではな
く、ポリデオキシリボヌクレオチド(2-デオキシ-D-リボースを含む)、ポリリボヌクレオ
チド(D-リボースを含む)、およびプリン塩基もしくはピリミジン塩基、または修飾プリン
塩基もしくは修飾ピリミジン塩基のその他任意のN-グリコシドの直鎖重合体に対する総称
である。これらの用語は二本鎖および一本鎖DNA、ならびに二本鎖および一本鎖RNAを含む
。
【００４０】
　核酸、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドは、例えば、ホスホトリエステル、
ホスホロアミデート、シロキサン、カーボネート、カルボキシメチルエステル、アセトア
ミデート、カルバメート、チオエーテル、架橋ホスホロアミデート、架橋メチレンホスホ
ネート、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、ホスホロジチオエート、架橋ホスホ
ロチオエートまたはスルホン結合、およびこのような結合の組み合わせを含むが、これら
に限定されない、ホスホジエステル結合または修飾結合を含むことができる。
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【００４１】
　核酸、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドは、生物学的に存在する5種の塩基(
アデニン、グアニン、チミン、シトシンおよびウラシル)および/または生物学的に存在す
る5種の塩基以外の塩基を含むことができる。例えば、本発明のポリヌクレオチドは、N6-
メチル-アデニン、N6-tert-ブチル-ベンジル-アデニン、イミダゾール、置換イミダゾー
ル、5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシル、5-クロロウラシル、5-ヨードウラシル、ヒ
ポキサンチン、キサンチン、4-アセチルシトシン、5-(カルボキシヒドロキシメチル)ウラ
シル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン、5-カルボキシメチルアミノメ
チルウラシル、ジヒドロウラシル、β-D-ガラクトシルキューオシン、イノシン、N6-イソ
ペンテニルアデニン、1-メチルグアニン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアニン、2-
メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン、5-メチルシトシン、N6-メチル
アデニン、7-メチルグアニン、5-メチルアミノメチルウラシル、5-メトキシアミノメチル
-2-チオウラシル、β-Dマンノシルキューオシン、5'-メトキシカルボキシメチルウラシル
、5-メトキシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-オキシ
酢酸(v)、ワイブトキソシン、シュードウラシル、キューオシン、2-チオシトシン、5-メ
チル-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4-チオウラシル、ウラシル-5-オキシ酢酸メチル
エステル、3-(3-アミノ-3-N-2-カルボキシプロピル)ウラシル、(acp3)w、2,6-ジアミノプ
リン、および5-プロピニルピリミジンを含むが、これらに限定されない、一つまたは複数
の修飾された、非標準的な、または誘導体化された塩基部分を含むことができる。修飾さ
れた、非標準的な、または誘導体化された塩基部分の他の例は、米国特許第6,001,611号;
 同第5,955,589号; 同第5,844,106号; 同第5,789,562号; 同第5,750,343号; 同第5,728,5
25号; および同第5,679,785号において見出すことができる。
【００４２】
　さらに、核酸、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドは、アラビノース、2-フル
オロアラビノース、キシルロース、およびヘキソースを含むが、これらに限定されない、
一つまたは複数の修飾された糖部分を含むこともできる。
【００４３】
　「ハプロタイプブロック」とは、遺伝でともに受け継がれる傾向にある一個または複数
個(例えば、1～10個)の多型部位を含んだ染色体の領域をいう。換言すれば、ブロック内
の多型部位での多型の組み合わせは、ある集団において、異なるハプロタイプブロックで
生じる多型部位の組み合わせよりも高頻度に同時分離する。ハプロタイプブロック内の多
型部位は、お互いに連鎖不均衡の傾向がある。多くの場合、ハプロタイプブロックを特徴
付ける多型部位は、共通の多型部位である。ハプロタイプブロックのなかには、個体集団
において隣接する多型部位と同時分離しない多型部位を含むものもある。
【００４４】
　「連鎖不均衡」とは、特定の多型の、異なる染色体位置にある別の多型との、偶然と予
想されるよりも高い頻度での選択的な分離をいう。連鎖不均衡とは、表現型形質が、偶然
と予想されるよりも高い頻度で、特定の多型または別の表現型形質との選択的な分離を示
す状況も指しうる。
[請求項1001]
　インスリン増殖因子-2 (IGF2)遺伝子における一塩基多型(SNP)についてヘテロ接合体で
あるヒト個体におけるRNAの対立遺伝子特異的な発現を定量化する方法であって、
　SEQ ID NO: 10、1、2、3、4、5、6、7、8、9、11、12、13、14、15、16、17、18、19、
20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、
40、41、42、43、44、45、46、および47からなる群より選択されるSNPの各々の多型選択
肢(polymorphic option)を含むRNAの量を、個体由来の試料において定量化する段階; な
らびに
　SNPの各々の多型選択肢を含んだRNAの相対量を、IGF2遺伝子のインプリンティングの消
失と関連付ける段階
を含む方法。
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[請求項1002]
　関連付ける段階が、RNAの相対量を、がんの予後もしくは診断またはがんを処置するた
めの薬物の効力の予測と関連付ける段階を含む、請求項1001記載の方法。
[請求項1003]
　試料が血液、大便または組織試料である、請求項1001記載の方法。
[請求項1004]
　RNAをcDNAに逆転写し、対立遺伝子特異的なcDNAの量を用いて、RNAの量を判定する、請
求項1001記載の方法。
[請求項1005]
　個体がSNPについてホモ接合性またはヘテロ接合性であるかどうかを判定する段階をさ
らに含む、請求項1001記載の方法。
[請求項1006]
　ヒト個体におけるSNP遺伝子型を判定する方法であって、
　個体由来のゲノムDNAを含有する試料において、一塩基多型(SNP)の多型位置のヌクレオ
チドを判定する段階を含み、SNPがSEQ ID NO: 10、2、3、4、5、6、7、8、9、1、11、12
、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32
、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および47からなる群より
選択され、かつヌクレオチドが表2Aまたは2Bに示される下線が引かれたヌクレオチドであ
る
方法。
[請求項1007]
　SNPの一方の対立遺伝子(またはその相補体)と、SNPの他方の対立遺伝子(またはその相
補体)とを、ハイブリダイゼーション反応において識別する、8～100ヌクレオチドの単離
されたポリヌクレオチドであって、該SNPが、SEQ ID NO: 10、2、3、4、5、6、7、8、9、
1、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、3
0、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および47から
なる群より選択される、ポリヌクレオチド。
[請求項1008]
　ポリヌクレオチドの最後から2番目のまたは最後の3'ヌクレオチドが、SNPの多型ヌクレ
オチドとハイブリダイズする、請求項1007記載のポリヌクレオチド。
[請求項1009]
　インスリン様増殖因子2 (IGF2) cDNAにおけるプライマーとして機能する、8～100ヌク
レオチドの単離されたポリヌクレオチドであって、cDNAとハイブリダイズし、かつ、ポリ
ヌクレオチドの3'ヌクレオチドが、SEQ ID NO: 10、2、3、4、5、6、7、8、9、1、11、12
、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32
、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および47からなる群より
選択されるSNPの多型ヌクレオチドのすぐ上流のヌクレオチドに相補的であるような、ポ
リヌクレオチド。
[請求項1010]
　ポリヌクレオチドの少なくとも10個の連続した3'ヌクレオチドがcDNAに相補的である、
請求項1009記載のポリヌクレオチド。
[請求項1011]
　SEQ ID NO: 10、2、3、4、5、6、7、8、9、1、11、12、13、14、15、16、17、18、19、
20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、
40、41、42、43、44、45、46、および47からなる群より選択されるSNP配列またはその相
補体を含む、単離されたポリヌクレオチドであって、SNPの多型位置のヌクレオチドが、
表2Aまたは2Bに示される下線が引かれたヌクレオチドである、単離されたポリヌクレオチ
ド。
[請求項1012]
　請求項1007または1009記載の単離されたポリヌクレオチドを含むキット。
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[請求項1013]
　SNPの第一の対立遺伝子と、SNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とを、ハイブリ
ダイゼーション反応において識別する、8～100ヌクレオチドの第一の単離ポリヌクレオチ
ドを含む、請求項1012記載のキット。
[請求項1014]
　SNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)とSNPの第二の対立遺伝子(またはその相補
体)とを識別する、8～100ヌクレオチドの第二の単離ポリヌクレオチドをさらに含むキッ
トであって、第一のポリヌクレオチドが第一の対立遺伝子における多型ヌクレオチドに相
補的であり、第二のポリヌクレオチドが第二の対立遺伝子の多型ヌクレオチドに相補的で
ある、請求項1013記載のキット。
[請求項1015]
　多型部位を包含するIGF2遺伝子座の領域を増幅するための一種または複数種のプライマ
ーをさらに含むキットであって、該一種または複数種のプライマーが単離ポリヌクレオチ
ドとは異なっている、請求項1012記載のキット。
[請求項1016]
　DNAポリメラーゼをさらに含む、請求項1012記載のキット。
[請求項1017]
　ポリメラーゼが熱安定性DNAポリメラーゼである、請求項1012記載のキット。
[請求項1018]
　逆転写酵素をさらに含む、請求項1012記載のキット。
[請求項1019]
　第一および/または第二のポリヌクレオチドが検出可能に標識される、請求項1012記載
のキット。
[請求項1020]
　請求項1007または1009記載の単離ポリヌクレオチドを含む反応混合物。
[請求項1021]
　以下を含む、請求項1020記載の反応混合物:
　SNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)と、SNPの第二の対立遺伝子(またはその相
補体)とを、ハイブリダイゼーション反応において識別する、8～100ヌクレオチドの第一
の単離ポリヌクレオチド;
　熱安定性DNAポリメラーゼ; および
　ヒトゲノムDNA、またはヒトRNAの逆転写由来のDNA。
[請求項1022]
　以下を含む反応混合物:
　ポリヌクレオチドがSNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)と、SNPの第二の対立遺
伝子(またはその相補体)とを、ハイブリダイゼーション反応において識別する、8～100ヌ
クレオチドの第一の単離ポリヌクレオチド;
　熱安定性DNAポリメラーゼ; および
　ヒトゲノムDNA、またはヒトRNAの逆転写由来のDNA。
[請求項1023]
　第一の単離ポリヌクレオチドがDNAとハイブリダイズする、請求項1021記載の反応混合
物。
[請求項1024]
　ポリメラーゼが熱安定性DNAポリメラーゼである、請求項1020記載の反応混合物。
[請求項1025]
　ポリヌクレオチドがSNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)とSNPの第二の対立遺伝
子(またはその相補体)とを識別する、8～100ヌクレオチドの第二の単離ポリヌクレオチド
をさらに含む反応混合物であって、第一のポリヌクレオチドが第一の対立遺伝子における
多型ヌクレオチドに相補的であり、第二のポリヌクレオチドが第二の対立遺伝子の多型ヌ
クレオチドに相補的である、請求項1020記載の反応混合物。
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[請求項1026]
　多型部位を包含するIGF2遺伝子座の領域を増幅するための一種または複数種のプライマ
ーをさらに含む反応混合物であって、該一種または複数種のプライマーが単離ポリヌクレ
オチドとは異なっている、請求項1020記載の反応混合物。
[請求項1027]
　インスリン増殖因子-2 (IGF2)遺伝子における少なくとも二種の一塩基多型(SNP)につい
てヘテロ接合体であるヒト個体におけるRNAの対立遺伝子特異的な発現を定量化する方法
であって、
　表1A、1B、1C、2A、2Bもしくは2Cの「ブロック」1から各々独立して選択される少なく
とも二種のSNPそれぞれの一つもしくは各々の多型選択肢を含むRNAの量を個体由来の試料
において定量化する段階; または
　表1A、1B、1C、2A、2Bもしくは2Cの「ブロック」2から各々独立して選択される少なく
とも二種のSNPそれぞれの一つもしくは各々の多型選択肢を含むRNAの量を個体由来の試料
において定量化する段階; または
　表1A、1B、1C、2A、2Bもしくは2Cの「ブロック」3から各々独立して選択される少なく
とも二種のSNPそれぞれの一つもしくは各々の多型選択肢を含むRNAの量を個体由来の試料
において定量化する段階
を含む方法。
[請求項1028]
　試料が血液、大便または組織試料である、請求項1027記載の方法。
[請求項1029]
　SNPの各多型選択肢を含んだRNAの相対量を、IGF2遺伝子のインプリンティングの消失ま
たはがんの素因と関連付ける段階をさらに含む、請求項1027記載の方法。
[請求項1030]
　RNAをcDNAに逆転写し、対立遺伝子特異的なcDNAの量を用いて、RNAの量を判定する、請
求項1027記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１Ａ】IGF2遺伝子の構造を図示している。遺伝子略図の上の尺度棒は、1 Kbの増分で
描かれており、染色体11 (NCBI build 36)上のIGF2の位置を表現している。この尺度棒は
図4にも含まれている。図1A中の矢印はIGF2の四つのプロモーターを表す。遺伝子略図の
下には第1～9エクソンが示されている。黒の影付きの第1～6エクソンは、IGF2の大部分の
転写産物においてタンパク質をコードしていない。白色の第7および8エクソンはタンパク
質をコードしており、第9エクソンの小さな白色領域も同様である。第9エクソンの黒の影
付きの領域は3' UTRである。
【図１Ｂ】背景の項において記述したように、HapMap II遺伝子型特定データのハプロタ
イプ解析に基づいてハプロタイプブロック(黒色の水平棒)内に、および低い連鎖不均衡に
あると予測される領域(灰色の水平棒)内に含まれると予測されるIGF2の領域を図示してい
る。
【図１Ｃ】背景の項および実施例3に記述したように、過去の研究(Gaunt et al. Human M
ol Genet. 10(14): 1491-1501 (2001))に基づいてハプロタイプブロック(黒色の水平棒)
内に、およびIGF2の二つの特徴未定域(灰色の水平棒)内に含まれると予測されるIGF2の領
域を図示している。
【図２】生体試料においてIGF2のLOIを判定するための基本戦略を図示している。個体に
由来する生体試料(例えば、末梢血、末梢血単核細胞、大便など)からゲノムDNAおよびト
ータルRNAまたはポリアデニル化RNAを単離する。ゲノムDNA試料を一種または複数種の多
型マーカーの遺伝子型の特定(DNA SNPアッセイ法)に用いる。この段階では、特定のSNPま
たはSNPの組み合わせについて個体がヘテロ接合性であるかどうかを判定する。ヘテロ接
合性であると判定された、いずれかのSNPまたはSNPの組み合わせを、適合するRNA試料で
のIGF2遺伝子の対立遺伝子特異的な発現の分析(RNA SNPアッセイ法)に利用することがで
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きる。示した例では、対立遺伝子を識別するDNA遺伝子型特定アッセイ法により、個体は
仮想のSNP 1、3、4および6についてホモ接合性、かつ仮想のSNP 2および5についてヘテロ
接合性であると判定されている。標準的な逆転写酵素、ならびに少なくともSNP 2および5
を含むPCR産物が増幅されるようなPCR法を用いてIGF2転写産物の関連領域からcDNAを増幅
する。二コピーのIGF2遺伝子の各々に由来する発現を、定量的な、かつ遺伝子の二種の対
立遺伝子を十分に識別できる、対立遺伝子特異的な遺伝子発現アッセイ法で、生成された
cDNAを用いて独立的に測定する。一方の対立遺伝子の発現量の、他方の対立遺伝子の発現
量に対する比較により、IGF2遺伝子のインプリンティング状態が判定される。SNP 2およ
び5を識別するアッセイは同時に行われてもよく、各アッセイで得た対立遺伝子特異的な
発現比率を比べて精度を高めることができる。
【図３】背景の項に記述したように、HapMap II SNP遺伝子型データのハプロタイプ解析
を図示している。IGF2の遺伝子略図(図1Aに記述した)を示し、Haploviewにより生成した
連鎖データを下に表している。垂直線は、IGF2遺伝子略図に対して予測されるハプロタイ
プブロックの位置(水平黒色の棒)を示す。表示したSNPペアワイズ比較の連鎖データに基
づいて菱形に影を付けてある。黒色の菱形は、連鎖不均衡の強力な証拠(D' = 1およびLOD
スコア≧2)があるSNP対を表す。白色の菱形は、最小の連鎖不均衡を示す、歴史上起こっ
た組み換えの強力な証拠(D' < 1およびLODスコア < 2)があるSNP対を表す。灰色の菱形は
、連鎖不均衡の判定に対して情報価値のないデータを与えたSNP対を表す。図の左下端に
は、予測されるハプロタイプブロックの境界を定義するSNPに対するdbSNP識別子を示して
ある。HapMap IIデータの解析は、第9エクソンを包含するハプロタイプブロックを支持し
ている。
【図４】本出願において記述する研究により作成された、白人、アフリカ系アメリカ人、
中国人、日本人およびメキシコ人の個体の組み合わせ同齢集団に対するSNP遺伝子型デー
タのハプロタイプ解析を図示している。IGF2の遺伝子略図を示してある。垂直線は、解析
したSNPの相対位置を示し、下方のHaploviewによる連鎖解析の視覚化にまで伸びている。
Gauntらが判定したように、水平灰色の棒はハプロタイプブロックを表し、水平白色の棒
は第9エクソンの特徴未定域を表す(背景の項および実施例3を参照のこと)。菱形の陰影付
けは図3に記述した通りである。解析したSNPに対するSEQ ID NO:数、および各々が属する
既報の連鎖ブロック(Gauntブロック)を左下端に示してある。
【図５】SEQ ID NO: 64に対応するSNP遺伝子型を特定するための制限酵素に基づくアッセ
イ法の使用を図示している。多型ヌクレオチドは二種の制限酵素の認識配列内に位置して
いる。Apa Iは「G」対立遺伝子が存在する場合に配列を認識かつ切断し、Ava IIは「A」
対立遺伝子が存在する場合に配列を認識かつ切断する。3人の個体に由来する3つの独立し
たゲノムDNA試料(試料A、BおよびC)からSEQ ID NO: 64を含むPCR単位複製配列を増幅した
。単位複製配列をApa IもしくはAva IIまたは両酵素の組み合わせ(二重)により消化した
。Apa Iのみによる消化では、G対立遺伝子について個体がホモ接合性であることを示唆し
(試料B)、Ava IIのみによる消化では、A対立遺伝子について個体がホモ接合性であること
を示唆し(試料C)、両酵素による消化では、このSNPについて個体がヘテロ接合性であるこ
とを示唆する(試料A)。
【図６】IGF2のLOIを検出するための制限酵素に基づく方法の使用を図示している。SEQ I
D NO: 64についてヘテロ接合性である個体3人からトータルRNAを抽出した。SEQ ID NO: 6
4を含む領域を各試料からRT-PCR増幅した。各レーンの上方に示したように、cDNA単位複
製配列をApa IもしくはAva IIまたは両酵素の組み合わせで消化した。消化された産物をA
gilent Bioanalyzerにて分離し、切断されたおよび切断されなかった断片の濃度を測定し
た。Apa Iにより切断された断片の量は、「G」対立遺伝子を含むcDNAの割合を表す。Ava 
IIにより切断された断片の量は、「A」対立遺伝子を含むcDNAの割合を表す。それゆえ、A
pa I切断断片のAva II切断断片に対する比率は、元のRNA試料における二種の対立遺伝子
の発現の相対比率を示す。計算されたG:Aの比率を、各試料に対応する各三つ組のレーン
の下方に示す。試料2は「A」対立遺伝子を排他的に発現している。試料1および3は、両方
の対立遺伝子を発現しており(すなわちIGF2のLOIを示しており)、G:Aの比率、それぞれ、
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0.5および0.3を有する。
【図７】一塩基プライマー伸長戦略を用いたSNPの対立遺伝子特異的な検出のための方法
を図示している。SEQ ID NO:64により表されるSNPおよびその周囲のDNA配列を一例(「PCR
単位複製配列」 - SEQ ID NO: 114)として示す。SEQ ID NO:64のヌクレオチド位置を、矢
印で表示した「SeqID 64」により示している。一塩基プライマー伸長に用いられるポリヌ
クレオチドの配列は、括弧で表示した「プライマー」(SEQ ID NO: 113)により示される。
関心対象の配列を含むPCR DNA単位複製配列(また、あるいはRT-PCR cDNA単位複製配列)を
、アッセイする試料から増幅する。精製したPCR (また、あるいはRT-PCR)産物に、遺伝子
型を特定する多型ヌクレオチドの3'側1塩基の位置で鋳型ヌクレオチドに相補的な3'末端
のヌクレオチドによりアニールするプライマーを加える。熱安定性DNAポリメラーゼおよ
び示差的に蛍光標識されたddNTPを用いて、一ヌクレオチドのプライマー伸長を行う。こ
の例では、dR110標識ddGTPまたはdR6G標識ddATPのどちらかがプライマーの3'末端に付加
される(それぞれ、SEQ ID NO: 115および116を生ずる)。次いでこれらの標識されたポリ
ヌクレオチドを分離し、取り込まれた可能性のある各ヌクレオチドを表すピーク面積を計
算する。ピーク面積を比較して、そのSNP位置での個体の遺伝子型(また、あるいは対立遺
伝子特異的な遺伝子発現の比率)を判定する。
【図８】SEQ ID NO:64について3人の個体の遺伝子型を特定するための図7に記述した一塩
基プライマー伸長アッセイ法の使用を図示している。図6に示した制限酵素に基づくアッ
セイ法によりIGF2のLOIについてアッセイされた個体3人の遺伝子型を特定した。図には、
ABI Genetic AnalyzerおよびGene Mapperソフトウェアによる分離およびピーク検出後に
各試料について得られたクロマトグラムが示されている。予想通り、SEQ ID NO:64の両対
立遺伝子に相当するピークは比較的均等な割合で得られており、3人の個体がSEQ ID NO:6
4についてヘテロ接合性であることが確認され、制限酵素に基づく方法により得られた結
果と一塩基プライマー伸長に基づく方法により得られた結果との一致が実証された。
【図９】IGF2のLOIを検出するための方法に基づく一塩基プライマー伸長の適用を図示し
ている。SEQ ID NO:64を含む領域を、図8で遺伝子型を特定した個体3人の各人に由来する
トータルRNA試料からRT-PCR増幅した。得られたcDNA産物を精製し、図7に図示されている
ように解析した。図には、ABI Genetic AnalyzerおよびGene Mapperソフトウェアによる
分離およびピーク検出後に各試料について得られたクロマトグラムが示されている。各試
料について、可能性のある二種の対立遺伝子の各々に相当するピーク面積を計算し、互い
に比較した。計算されたG:Aの比率を各クロマトグラムの右側に示してある。図6に示した
結果と一致して、試料1および3はIGF2のLOIを示すと判定され、試料2はIGF2の正常なイン
プリンティングを示すと判定された。
【図１０】9種の独立的SNPに向けて開発された一塩基プライマー伸長アッセイ法の定量分
析的な直線性を図示している。アッセイした各SNPに対するSEQ ID数をグラフの右側に示
してある。各アッセイについて、SNPの一方の対立遺伝子について一方がホモ接合性およ
びSNPの他方の対立遺伝子について他方がホモ接合性の二人の個体に由来するゲノムDNA試
料からPCR産物を別々に増幅した。PCR産物を精製し定量化した。9種のSNPの各々について
、2種のPCR産物(一方の対立遺伝子についてホモ接合性のDNA試料から増幅された一方のも
のおよび他方の対立遺伝子についてホモ接合性のDNA試料から増幅された他方のもの)を、
対立遺伝子1の対立遺伝子2に対する以下の比率; 1:10、1:8、1:6、1:4、1:3、1:2、1:1、
2:1、3:1、4:1、6:1、8:1および10:1で混合した。9種のSNPの各々について、一塩基プラ
イマー伸長アッセイ法を各希釈点に対し三つ組で実施した。可能性のある二種の対立遺伝
子の各々に相当するピーク面積を計算し(y軸)、各対立遺伝子対の公知の入力した比率(x
軸)と比較する。値はlog 10の尺度でプロットされている。アッセイの平均R2は0.996±0.
002であり、平均の傾きは0.830±0.024であり、各アッセイによって、試料で示される各
対立遺伝子対の相対的な定量比を感度良く正確に測定できることを実証している。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
詳細な説明
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I. 導入
　本発明は、IGF2のLOIを検出する方法を提供し、IGF2遺伝子中の新規の一塩基多型(SNP)
を含む。これらのSNPの、単独でのもしくは相互との組み合わせでの、または既知のSNPと
の組み合わせでの検出は、例えば、IGF2のインプリンティングの消失を検出するのに有益
な新しい方法を提供する。この新たなSNPは、単独でまたは組み合わせで、ヒト個体の二
種のIGF2遺伝子コピーの各々の発現を独立的にモニタリングするために用いることができ
、生体試料におけるIGF2のインプリンティング状態を判定するために用いることができる
。例えば、個体が特定のIGF2 SNPについてヘテロ接合性であれば、プローブまたは他の試
薬を利用して、各IGF2対立遺伝子由来のRNAを別々に検出および定量化することができる
。一方の対立遺伝子が主に発現されていれば、IGF2のインプリンティングが起きている可
能性が高い。しかしながら、両方の対立遺伝子が類似のレベルで発現されていれば、IGF2
のインプリンティングの消失が起きている可能性が高い。
【００４７】
　さらに、現在では、ずっと多くのヒト遺伝的および人種的背景でのインプリンティング
の消失をモニタリングすることも可能である。一例として、本発明は、アフリカ系アメリ
カ人、白人、中国人、日本人およびメキシコ人の集団によく見られるいくつかのSNPを提
供し、それによって、これまでよりもそれらの集団におけるがんのリスクを判定するため
のさらに有用な方法を可能にする。
【００４８】
　新規のIGF2 SNPの発見に加えて、本発明は、以前に予測されたものに比べて個体におけ
るLOIを検出する能力の驚くべき改善をもたらすIGF2 SNPの組み合わせも提供する。例え
ば、IGF2遺伝子座での遺伝子組み換え頻度の以前の研究では、組み換えの低いブロックの
存在について記述しており、同一ブロック内の二つまたはそれ以上のSNPを用いることに
利点はないものと示唆している。例えば、HapMap II (NCBI build 36); Gaunt et al., 
前記を参照されたい。これらのブロックは図1Bおよび1Cに描かれている。しかしながら、
本明細書において提示されるデータに示されるように(例えば、図4を参照されたい)、実
際には、これらの「ブロック」内ではかなりの組み換えが行われており、それゆえ、これ
らの「ブロック」内の二種またはそれ以上のSNPの検出は、先行技術において予測されて
いたよりも個体におけるLOIを検出する能力の実質的な改善をもたらす。
【００４９】
　したがって、本発明は、LOI判定の精度を改善するうえで、および(ある人が少なくとも
一種のSNPについてヘテロ接合性である場合に)アッセイ法が有効な可能性のある人の集団
を拡げるうえで驚くほど有効であるSNPの組み合わせ(本明細書において最初に記述のまた
は既知の)を提供する。
【００５０】
II. IGF2 SNP
　以下の配列識別子は、SEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、
15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、
35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、
55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、
75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、
95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、
および112からなる群より選択されるIGF2遺伝子座内のSNP配列を表す。
【００５１】
　一つの態様において、本発明は、SNP配列がSEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7、8、9、1
0、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、3
0、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および47から
なる群より選択される、一方または他方の多型配列を有する少なくとも一つのSNPを含む
単離核酸を提供する。
【００５２】
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　本発明は、SNPがSEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、1
6、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、3
6、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、および47からなる群より選択されるSNPの
二種の対立遺伝子を識別するポリヌクレオチドを提供する。
【００５３】
　例えば、本発明は、特定のSNPの第一の対立遺伝子にハイブリダイズするが、SNPの第二
の対立遺伝子に有意にハイブリダイズしないポリヌクレオチドを提供する。「有意にハイ
ブリダイズしない」とは、試料中における等量の両対立遺伝子の存在下で、ポリヌクレオ
チドが第一の対立遺伝子の存在を検出できるが、アッセイの解釈を妨げるような程度には
第二の対立遺伝子の存在を検出しないことを意味する。いくつかの態様において、試料中
における等量の両対立遺伝子の存在下で、ポリヌクレオチドは、等量の第二の対立遺伝子
を有する試料に対してポリヌクレオチドが発するシグナルよりも少なくとも、例えば、約
100倍、1,000倍、10,000倍、100,000倍またはそれ以上である、第一の対立遺伝子を有す
る試料に対するシグナルを与える。「シグナル」とは、相補配列へのポリヌクレオチドの
ハイブリダイゼーションを示す任意の出力をいう。いくつかの態様において、ポリヌクレ
オチドの配列の少なくとも70%、80%、90%、95%が、SEQ ID NO: 1～112より選択されるSNP
に相補的であり、例えば、それらは少なくとも8、10、15、20、30、40、50個の相補的ヌ
クレオチドを有する。
【００５４】
　あるいは、ポリヌクレオチドは、鋳型特異的なプライマー伸長反応においてプライマー
として作用することによりSNPの二種の対立遺伝子を識別することもできる。これらの態
様において、ポリヌクレオチドは、多型ヌクレオチドを一般的に包含しないが、その代わ
りに多型ヌクレオチドの位置でポリヌクレオチドの3'伸長が起こるようにゲノムDNAにハ
イブリダイズする。したがって、いくつかの態様において、ポリヌクレオチドの3'末端は
多型ヌクレオチドから10、5、3、2または1ヌクレオチド上流の範囲内のヌクレオチドに相
補的である。いくつかの態様において、ポリヌクレオチドはIGF2 cDNAに対するポリヌク
レオチド長の少なくとも70%、80%、90%、95%、96%、97%、98%、99%または100%にわたって
相補的である。いくつかの態様において、ポリヌクレオチドはその3'末端に、IGF2 cDNA
に対して少なくとも70%、80%、90%、95%、96%、97%、98%、99%または100%相補的である少
なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40、50個またはそれ以上の連続ヌクレオ
チドを含む。任意で、ポリヌクレオチドの5'末端は、配列タグまたはIGF2 cDNAに相補的
ではない他の配列を含んでもよい。当技術分野において周知であるように、種々のプライ
マー伸長法を利用して、SNPを検出することができる。
【００５５】
　いくつかの態様において、二種の対立遺伝子を識別するポリヌクレオチドは、長さが少
なくとも4、6、8、10、12、15、20、30、50個またはそれ以上のヌクレオチドである。い
くつかの態様において、ポリヌクレオチドは、長さがわずか1000、500、200、100、80、5
0、40、30、または25個のヌクレオチドしかない。例えば、ポリヌクレオチドは、例えば
、8～25、8～30、8～50、8～100、10～25、10～50、10～100ヌクレオチドなどでありうる
。二種の対立遺伝子を識別するポリヌクレオチドは、典型的には、SNPの多型ヌクレオチ
ドの一つに対応する(すなわち、それと整列する)およびそれに相補的であるヌクレオチド
を含む。いくつかの態様において、ポリヌクレオチドの最後のまたは最後から2番目の3'
ヌクレオチドは、SNPの多型位置のヌクレオチドに相補的である。そのような態様は、ポ
リヌクレオチドをプライマーまたはプローブとして、例えばポリメラーゼ連鎖反応を伴う
ものなどの増幅に基づくアッセイ法において、利用するSNP検出法にとりわけ有用であり
うる。
【００５６】
　本発明のポリヌクレオチドを検出可能な程度に標識することができる。本発明で用いる
のに適した検出可能な標識は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光
学的または化学的な手段によって検出可能な任意の組成物を含む。本発明において有用な
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標識は、標識ストレプトアビジン結合体で染色するためのビオチン、磁性ビーズ(例えば
、Dynabeads(商標))、蛍光色素(例えば、フルオレセイン、テキサスレッド、ローダミン
、緑色蛍光タンパク質など、例えば、Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA参照)、放
射性標識(例えば、3H、125I、35S、14C、もしくは32P)、酵素(例えば、西洋ワサビペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼおよびELISAでよく使われるその他のもの)、および
コロイド金のような比色標識(例えば、直径サイズ40～80 nmの範囲で、高効率の散乱緑色
光の金粒子)または着色ガラスもしくは着色プラスチック(例えば、ポリスチレン、ポリプ
ロピレン、ラテックスなど)ビーズを含む。そのような標識の使用について教示している
特許としては、米国特許第3,817,837号; 同第3,850,752号; 同第3,939,350号; 同第3,996
,345号; 同第4,277,437号; 同第4,275,149号; および同第4,366,241号が挙げられる。
【００５７】
　ハイブリダイゼーション反応条件は、SNPを検出するために用いられるアッセイ法に応
じて変わりうる。オリゴヌクレオチドが、厳密に相補的な標的配列としかハイブリダイズ
しない、ストリンジェントの、配列特異的なハイブリダイゼーション条件は、当技術分野
において周知である。ストリンジェントの条件は、配列依存的であり、異なる環境では異
なるであろう。一般的に、ストリンジェントの条件は規定のイオン強度およびpHでの特異
的配列に対する熱融点(Tm)よりも約5℃低くなるように選択される。Tmは、塩基対の50%が
解離した(規定のイオン強度およびpH下の)温度である。ハイブリダイズする条件のストリ
ンジェンシーを緩めることで、配列のミスマッチが許容されるようになる。許容されるミ
スマッチの程度は、ハイブリダイゼーション条件の適当な調整によって制御することがで
きる。
【００５８】
　サザン型のハイブリダイゼーションの場合、例示的な条件は以下である: 50%ホルムア
ミド、5×SSC、および1% SDS、42℃でインキュベートを行い、または5×SSC、1% SDS、65
℃でインキュベートで行い、0.2×SSC、および0.1% SDS中55℃、60℃、または65℃で洗浄
。そのような洗浄は5、15、30、60、120分またはそれ以上の間、行うことができる。PCR
用途(プライマーおよび/またはプローブのハイブリダイゼーションおよび/または伸長を
伴う)の場合、アニーリングおよび伸長条件を含むハイブリダイゼーション条件は、例え
ば、PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis et al., eds., 1990
)に記述されているように周知である。
【００５９】
　本発明は、遺伝子組み換え工学の分野における日常の技術に依る。本発明で役に立つ一
般的な方法を開示している基礎的なテキストには、Sambrook et al., Molecular Cloning
, A Laboratory Manual (3rd ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A 
Laboratory Manual (1990); およびCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel 
et al., eds., 1994))が含まれる。
【００６０】
III. インプリンティングの消失およびがん素因を測定する方法
　LOIの検出は、個体から得た生体試料中の二種のIGF2遺伝子コピーの各々に由来する発
現量の比較に基づく。すなわち、個体がIGF2遺伝子の異なる二種の対立遺伝子を持ってい
るなら、対立遺伝子特異的な検出を用いて、各遺伝子コピーの発現を定量化することがで
きる。インプリンティングが機能しているなら、一方の遺伝子コピー(典型的には母方の
コピー)は遺伝子のゲノムコピーの存在にもかかわらず発現されないであろう。しかし、L
OIが起きているなら、発現は、IGF2遺伝子の母方および父方の両方のコピーから起こるで
あろう。LOIが起きている場合に、発現レベルは必ずしもぴったり等しいとは限らないの
で、いくつかの態様において、定量化した豊富ではない方の対立遺伝子の割合が、定量化
した豊富な方の対立遺伝子の割合の33.3%を超えるか、またはそれに等しい場合に、試料
はIGF2のLOIを示すと判定される。
【００６１】
　特定のSNPについて個体がヘテロ接合性であるかどうかを知ることは、一般的に望まし
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い。したがっていくつかの態様においては、試料からDNA (すなわち、ゲノムDNA)もRNAも
ともに得る。ゲノムDNAをアッセイして、特定のSNPについて個体がヘテロ接合性であるか
どうかを判定する。個体がヘテロ接合性であるなら、二種のSNP対立遺伝子のどちらかを
有するRNAを検出し、次いでその発現を比較することによりインプリンティングの消失を
測定することが可能である。これを図2に示す。しかしながら、ある状況では、特定のSNP
について個体がヘテロ接合体であるかどうかを知ることなく、RNAだけを検出するのが有
益なこともある。この状況では、二種の対立遺伝子の発現を観察することでLOIが示唆さ
れるが、一方の対立遺伝子の発現を検出するのでは情報価値がない。というのも、陰性の
結果が特定のSNPのインプリンティングまたはホモ接合性に起因するのかは、分からない
ためである。しかしながら、検出される異なるSNPの数を増やすことにより、どのSNPにつ
いても個体がホモ接合性であるという可能性が極めて低くなるようなアッセイ法をデザイ
ンすることが可能である。
【００６２】
　いくつかの態様において、二種以上のSNPを個体についてアッセイする。「アッセイす
る」または「についてアッセイする」とは、SNPの可能性のある各対立遺伝子を別々に定
量化することをいう。一般に、試料においてSNPの任意の組み合わせをアッセイすること
ができる。いくつかの態様において、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40、50、75
、100種またはそれ以上の異なるSNPをアッセイして、IGF2のLOIが起きているかを判定す
る。二種以上のSNPを包含する単位複製配列をデザインし、それによって、複数のSNPの効
率的な検出を可能にすることが最適である。
【００６３】
　実施例3において詳細に説明するように、本発明の一つの新規の特徴は、アッセイの精
度も、可能性のあるヘテロ接合性の候補の数もともに改善する、概して互いに近接した二
種のSNPの検出である。この後者の発見は、ある種のゲノム領域が連鎖ブロックとして分
離することを示唆した以前の報告を考えれば、ことさらに驚きである。実施例3に記述の
発見を考えれば、本発明のもう一つの新規の特徴は、各SNPが表1A、1B、1C、2Aおよび2B
に記載の同じ「ブロック」から選択される二種またはそれ以上のSNPの多型選択肢の相対
量の検出である。したがって、例えば、ブロック1において二種またはそれ以上のSNPをア
ッセイする。あるいは、ブロック2において二種またはそれ以上のSNPをアッセイする。あ
るいは、ブロック3において二種またはそれ以上のSNPをアッセイする。これらの選択肢は
、他のブロックからのSNPをさらに追加することを除外するものではない。単純に一例と
して、このことは、ブロック1からの二種のSNPおよびブロック2からの一種のSNPをアッセ
イできることを意味する。
【００６４】
　表4～8に示されるように、各種の人種群は、SNPに対するヘテロ接合性の発生率の違い
を見せる。したがって、いくつかの態様において、SNPを特定の人種群内で用いるために
選択し、特定の人種群においてヘテロ接合性であるSNPをアッセイする可能性の改善を可
能にする。したがって、いくつかの態様において、中国系の人では表4中の一種または複
数種のSNPをアッセイし、日系の人では表5中の一種または複数種のSNPをアッセイし、ア
フリカ系の人では表6中の一種または複数種のSNPをアッセイし、白人では表7中の一種ま
たは複数種のSNPをアッセイし、およびメキシコ系の人では表8中の一種または複数種のSN
Pをアッセイする。
【００６５】
　あるいは、一組のSNPを選択して、人種にかかわらずヘテロ接合性のSNPについてアッセ
イする最も高い可能性を可能にすることもできる。したがって、いくつかの態様において
、表4～8から選択されるSNPのパネルを用いる。
【００６６】
　さらなる態様において、表4～8に記載のある種の人種群の者を、その同じ人種群に対し
て表1A～Cおよび表2A～Bに記載の同じ連鎖ブロックを有する一種または複数種のSNPで検
査する。
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【００６７】
IV. SNP検出の方法
　SNPの存在について核酸を評価するための検出技術は、分子遺伝学の分野において周知
の手順を伴う。さらに、方法の多くは核酸の増幅を伴う。実施のための十分な指針が当技
術分野において提供されている。例示的な参考文献としては、PCR Technology: Principl
es and Applications for DNA Amplification (ed. H. A. Erlich, Freeman Press, NY, 
N.Y., 1992); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (eds. Innis, et 
al., Academic Press, San Diego, Calif., 1990); Current Protocols in Molecular Bi
ology, Ausubel, 1994-1999, 2004年4月までの追補改訂版を含む; Sambrook & Russell, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3rd Ed, 2001)などの手引き書が挙げられる
。
【００６８】
　これらの方法では典型的にはPCR段階を利用するが、他の増幅または非増幅に基づくプ
ロトコルを用いることもできる。適当な増幅法には、リガーゼ連鎖反応(例えば、Wu & Wa
llace, Genomics 4:560-569, 1988を参照のこと); 鎖置換アッセイ(例えば、Walker et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:392-396, 1992; 米国特許第5,455,166号を参照のこ
と); ならびに米国特許第5,437,990号; 同第5,409,818号; および同第5,399,491号に記述
されている方法を含め、いくつかの転写に基づく増幅系; 転写増幅系(TAS) (Kwoh et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177, 1989); ならびに自家持続配列複製(3SR) 
(Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878, 1990; WO 92/08800)が
含まれる。あるいは、Qβレプリカーゼ増幅(Kramer & Lizardi, Nature 339:401-402, 19
89; Lomeli et al., Clin. Chem. 35:1826-1831, 1989)などの、検出可能なレベルまでプ
ローブを増幅する方法を用いることもできる。公知の増幅法の総説は、例えば、Abramson
およびMyersによってCurrent Opinion in Biotechnology 4:41-47, 1993に提供されてい
る。
【００６９】
　典型的には、個体におけるSNPの検出は、オリゴヌクレオチドプライマーおよび/または
プローブを用いて行われる。オリゴヌクレオチドは任意の適当な方法、通常は化学合成に
よって調製することができる。オリゴヌクレオチドは市販の試薬および機器を用いて合成
することができる。あるいは、商業的供給源を通じてそれらを購入することもできる。オ
リゴヌクレオチドを合成する方法は、当技術分野において周知である(例えばNarang et a
l., Meth. Enzymol. 68:90-99, 1979; Brown et al., Meth. Enzymol. 68:109-151, 1979
; Beaucage et al., Tetrahedron Lett. 22:1859-1862, 1981; 米国特許第4,458,066号の
固体支持体法を参照のこと)。さらに、上記の合成方法の改変を用いて、合成されたオリ
ゴヌクレオチドに対する酵素作用に望ましい影響を与えることもできる。例えば、修飾さ
れたホスホジエステル結合(例えば、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、ホスホ
アミデートもしくはボラノホスフェート)または亜リン酸誘導体以外の結合のオリゴヌク
レオチドへの組み込みを用いて、選択部位での切断を阻止することができる。さらに、2'
-アミノ修飾糖の使用は、新しい核酸鎖の合成のための鋳型でもある核酸へのハイブリダ
イズ時のオリゴヌクレオチドの消化よりも置換に有利に働く傾向がある。
【００７０】
　個体から得た試料における本発明のSNPの対立遺伝子の量および/または存在は、当技術
分野において周知である多くの検出法を用いて判定することができる。いくつかのSNPア
ッセイの形成では、いくつかの一般的なプロトコル: 対立遺伝子特異的なオリゴヌクレオ
チドを用いたハイブリダイゼーション、プライマー伸長、対立遺伝子特異的なライゲーシ
ョン、配列決定、または電気泳動的な分離技術、例えば、一本鎖高次構造多型分析(SSCP)
およびヘテロ二重鎖分析のうちの一つを必要とする。例示的なアッセイ法としては、5'ヌ
クレアーゼアッセイ法、鋳型を標的とした色素終結因子の取り込み、分子指標対立遺伝子
特異的なオリゴヌクレオチドアッセイ法、一塩基伸長アッセイ法、および実時間のピロリ
ン酸エステル配列によるSNPスコアリングが挙げられる。増幅された配列の分析はマイク
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ロチップ、蛍光偏光アッセイ法およびマトリックス支援レーザー脱離イオン化(MALDI)質
量分析などの、さまざまな技術を用いて行うことができる。同様に使用できる二つの方法
は、Flapヌクレアーゼを用いた侵襲的切断に基づくアッセイ法、およびパドロックプロー
ブを利用した方法論である。
【００７１】
　特定のSNP対立遺伝子の有無の判定は、分析される個体由来の生体試料から得られる核
酸試料を分析することによって一般に行われる。SNP対立遺伝子の量および/または存在は
、試料由来のRNAを用いて直接測定されてもよいが、多くの場合、試料中のRNAを逆転写し
、任意で増幅し、次いで得られたcDNAにおいてSNP対立遺伝子を検出する。
【００７２】
　SNPの対立遺伝子の量および/または存在を測定するのによく使われる核酸試料の分析方
法を簡単に記述する。しかしながら、当技術分野において公知の任意の方法を本発明のな
かで用いて、一塩基多型の量および/または存在を測定することができる。
【００７３】
対立遺伝子特異的なハイブリダイゼーション
　対立遺伝子特異的なオリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション(ASO)ともよくいわれ
るこの技術(例えば、Stoneking et al., Am. J. Hum. Genet. 48:70-382, 1991; Saiki e
t al., Nature 324, 163-166, 1986; EP 235,726; およびWO 89/11548)は、変種の一方に
特異的であるオリゴヌクレオチドプローブを、核酸試料の増幅から得られた増幅産物とハ
イブリダイズすることによって、一塩基だけ異なる二種のDNA分子を識別することに依る
。いくつかの態様において、この方法では短い、例えば、長さが15～20塩基のオリゴヌク
レオチドを利用する。プローブは、もう一方の変種と比べて一方の変種と示差的にハイブ
リダイズするようにデザインされる。そのようなプローブをデザインするための原理およ
び指針は、当技術分野において、例えば、本明細書に引用の参考文献において入手可能で
ある。ハイブリダイゼーション条件は、対立遺伝子間にハイブリダイゼーション強度の有
意な相違が存在し、好ましくは本質的に二成分の応答が存在し、それによってプローブが
対立遺伝子の一方とだけハイブリダイズするように十分にストリンジェントとすべきであ
る。プローブのなかには、多型部位がプローブの中央の位置と(例えば、オリゴヌクレオ
チドの中央の4塩基内で、例えば、15塩基のオリゴヌクレオチドでは7個目の位置で; 16塩
基のオリゴヌクレオチドでは8個目か9個目かのどちらかの位置で)整列するように、標的D
NAまたはcDNAのセグメントとハイブリダイズするようデザインされるものもある(例えば
、本発明のポリヌクレオチドは本明細書に記載の二種のSNP対立遺伝子を識別する)が、こ
のデザインは必要とされない。
【００７４】
　対立遺伝子の量および/または存在は、試料とハイブリダイズしている対立遺伝子特異
的なオリゴヌクレオチドの量を測定することによって判定される。典型的には、オリゴヌ
クレオチドは蛍光標識などの標識で標識される。例えば、対立遺伝子特異的なオリゴヌク
レオチドを、潜在的なSNP配列に相当する固定化されたオリゴヌクレオチドにアプライす
る。ストリンジェントなハイブリダイゼーションおよび洗浄条件の後、各SNPオリゴヌク
レオチドについて蛍光強度を測定する。
【００７５】
　一つの態様において、多型部位に存在するヌクレオチドは、多型部位を包含する領域に
おいて多型対立遺伝子の一方に厳密に相補的なオリゴヌクレオチドプローブを用いた配列
特異的なハイブリダイゼーション条件下でのハイブリダイゼーションによって特定される
。プローブハイブリダイズ配列および配列特異的なハイブリダイゼーション条件は、多型
部位での単一のミスマッチがハイブリダイゼーション二重鎖を十分に不安定化し、その結
果、該二重鎖が効果的に形成されないように選択される。かくして、配列特異的なハイブ
リダイゼーション条件の下では、安定な二重鎖は、プローブと、厳密に相補的な対立遺伝
子配列との間だけで形成される。したがって、多型部位を包含する領域において対立遺伝
子配列に厳密に相補的である、長さが約10～約35ヌクレオチドの、例えば、長さが約15～
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約35ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドは、本発明の範囲内(例えば、SEQ ID NO: 1～112
のうちの一つ)である。
【００７６】
　代替的な態様において、多型部位のヌクレオチドの量および/または存在は、多型部位
を包含する領域においてSNP対立遺伝子の一方に実質的に相補的な、および多型部位で対
立遺伝子に厳密に相補的なオリゴヌクレオチドを用いた十分にストリンジェントなハイブ
リダイゼーション条件下でのハイブリダイゼーションによって特定される。非多型部位で
生じるミスマッチは両方の対立遺伝子配列とのミスマッチであるので、標的の対立遺伝子
配列と形成された二重鎖中のおよび対応する非標的の対立遺伝子配列と形成された二重鎖
中のミスマッチ数の相違は、標的の対立遺伝子配列に厳密に相補的なオリゴヌクレオチド
を用いた場合と同じである。この態様においては、非標的配列との安定な二重鎖の形成を
防ぐのに十分なストリンジェンシーは維持しながらも、ハイブリダイゼーション条件を十
分に緩めて、標的配列との安定な二重鎖の形成を可能にする。そのような十分にストリン
ジェントなハイブリダイゼーション条件の下で、安定な二重鎖はプローブと標的の対立遺
伝子との間でのみ生じる。したがって、多型部位を包含する領域において対立遺伝子配列
に実質的に相補的である、および多型部位で対立遺伝子配列に厳密に相補的である、長さ
が約10～約35ヌクレオチドの、好ましくは、長さが約15～約35ヌクレオチドのオリゴヌク
レオチドは、本発明の範囲内である。
【００７７】
　厳密によりもむしろ、実質的に、相補的なオリゴヌクレオチドの使用は、ハイブリダイ
ゼーション条件の最適化が制限されているアッセイの形式において望ましいことがある。
例えば、典型的な多標的固定化プローブアッセイの形式においては、各標的に対するプロ
ーブを単一の固体支持体に固定化する。ハイブリダイゼーションは、標的DNAまたはcDNA
を含有する溶液と固体支持体を接触させることによって同時に行われる。全てのハイブリ
ダイゼーションが同一の条件下で行われるので、ハイブリダイゼーション条件を各プロー
ブについて別々に最適化することはできない。アッセイの形式によってハイブリダイゼー
ション条件の調整が不可能とされる場合には、プローブへのミスマッチの組み込みを用い
て、二重鎖の安定性を調整することができる。導入された特定のミスマッチが二重鎖の安
定性に及ぼす影響は周知であり、二重鎖の安定性を、上記のように、日常的に推定するこ
とも実験的に判定することもできる。プローブの正確なサイズおよび配列に依る、適当な
ハイブリダイゼーション条件は、本明細書において提供のおよび当技術分野において周知
の指針を用いて実験的に選択することができる。配列の一塩基対の相違を検出するための
オリゴヌクレオチドプローブの使用は、例えば、Conner et al., 1983, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 80:278-282、ならびに米国特許第5,468,613号および同第5,604,099号に記述
されており、これらの各々が参照により本明細書に組み入れられる。
【００７８】
　完全マッチのハイブリダイゼーション二重鎖と一塩基ミスマッチのハイブリダイゼーシ
ョン二重鎖との間の安定性の比例的変化は、ハイブリダイズするオリゴヌクレオチドの長
さに依る。いっそう短いプローブ配列と形成される二重鎖は、ミスマッチの存在によって
いっそう比例的に不安定化される。実際には、長さが約15～約35ヌクレオチドのオリゴヌ
クレオチドが、配列特異的な検出には好ましい。さらに、ハイブリダイズしたオリゴヌク
レオチドの末端は、熱エネルギーによって間断のない無作為の解離および再アニーリング
を起こしているので、両末端のミスマッチは、内部に生じたミスマッチほど、ハイブリダ
イゼーション二重鎖を不安定化しない。標的配列における一塩基対変化の識別のため、多
型部位がプローブの内部領域に生じるように、標的配列とハイブリダイズするプローブ配
列を選択することが好ましい。
【００７９】
　特定のSNPとハイブリダイズするプローブ配列を選択するための上記の基準は、プロー
ブのハイブリダイズ領域、すなわち、標的配列とのハイブリダイゼーションに関わるプロ
ーブのその部分に当てはまる。プローブのハイブリダイゼーション特性をあまり変化させ
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ないで、プローブを固定化するために使われるポリ-T尾部などの、さらなる核酸配列にプ
ローブを結合させることができる。本発明の方法で用いる場合、標的配列に相補的ではな
い、すなわち、ハイブリダイゼーションに関わらないさらなる核酸配列に結合するプロー
ブは、未結合のプローブと本質的に同等であることを当業者は認識するであろう。
【００８０】
　プローブと試料中の標的核酸配列との間で形成されるハイブリッドを検出するのに適し
たアッセイ形式は、当技術分野において公知であり、固定化した標的(ドットブロット)の
形式および固定化したプローブ(逆ドットブロットまたはラインブロット)のアッセイ形式
を含む。ドットブロットおよび逆ドットブロットのアッセイ形式は、米国特許第5,310,89
3号; 同第5,451,512号; 同第5,468,613号; および同第5,604,099号に記述されており、こ
れらの各々が参照により本明細書に組み入れられる。
【００８１】
　ドットブロットの形式においては、増幅された標的DNAまたはcDNAをナイロン膜などの
、固体支持体に固定化する。膜-標的複合体を適当なハイブリダイゼーション条件の下で
標識プローブとともにインキュベートし、ハイブリダイズしなかったプローブを適当にス
トリンジェントな条件下での洗浄によって除去し、結合したプローブの存在について膜を
モニタリングする。
【００８２】
　逆ドットブロット(またはラインブロット)の形式においては、プローブをナイロン膜ま
たはマイクロタイタープレートなどの、固体支持体に固定化する。標的DNAまたはcDNAを
、典型的には増幅の間に標識プライマーの取り込みによって標識する。プライマーの一方
または両方を標識することができる。膜-プローブ複合体を適当なハイブリダイゼーショ
ン条件の下で、標識され増幅された標的DNAまたはcDNAとともにインキュベートし、ハイ
ブリダイズしなかった標的DNAまたはcDNAを、適当にストリンジェントな条件下での洗浄
によって除去し、結合した標的DNAまたはcDNAの存在について膜をモニタリングする。
【００８３】
　多型変種の一方に特異的である対立遺伝子特異的なプローブは、他方の多型変種に対す
る対立遺伝子特異的なプローブと併せて用いられることが多い。いくつかの態様において
、プローブを固体支持体に固定化し、個体における標的配列を両方のプローブによって同
時に分析する。核酸アレイの例はWO 95/11995によって記述されている。特徴付けられて
いる多型の分析に同じアレイまたは異なるアレイを用いることができる。WO 95/11995で
も、既に特徴付けられている多型の変種型の検出のために最適化されたサブアレイについ
て記述している。
【００８４】
対立遺伝子特異的なプライマー
　対立遺伝子の量および/または存在は同様に、対立遺伝子特異的な増幅法またはプライ
マー伸長法を用いて一般に検出される。これらの反応では、典型的には、プライマーの3'
末端のミスマッチを介して多型を特異的に標的化するようにデザインされたプライマーの
使用を伴う。ポリメラーゼに誤りを修正する活性がない場合には、ミスマッチの存在がプ
ライマーを伸長するポリメラーゼの能力に影響を与える。例えば、対立遺伝子特異的な増
幅または伸長に基づく方法を用いて対立遺伝子配列を検出するために、SNPの多型ヌクレ
オチドに相補的なプライマーは、3'末端のヌクレオチドが多型位置でハイブリダイズする
ようにデザインされる。特定の対立遺伝子の存在は、伸長を開始するプライマーの能力に
よって判定することができる。3'末端が不適合であれば、伸長が妨げられる。プライマー
が3'末端の多型ヌクレオチドに適合すれば、プライマーは効率的に伸長されるであろう。
【００８５】
　典型的には、プライマーは増幅反応において第二のプライマーと併せて用いられる。第
二のプライマーは多型位置と無関係の部位でハイブリダイズする。増幅はこれらの二つの
プライマーから進行し、特定の対立遺伝子型が存在することを示す検出可能な産物をもた
らす。対立遺伝子特異的な増幅または伸長に基づく方法は、例えば、WO 93/22456; 米国
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特許第5,137,806号; 同第5,595,890号; 同第5,639,611号; および米国特許第4,851,331号
に記述されている。
【００８６】
　対立遺伝子特異的な増幅に基づく方法を用いる場合、対立遺伝子の特定および/または
定量化には増幅された標的配列の存在または非存在の検出が必要になる。増幅された標的
配列の検出のための方法は、当技術分野において周知である。例えば、記述したゲル電気
泳動法およびプローブハイブリダイゼーションアッセイ法は、核酸の存在を検出するため
に使われることが多い。
【００８７】
　プローブを使用しない代替的な方法では、増幅された核酸は、反応混合液中での二本鎖
DNAの総量の増大をモニタリングすることによって検出され、これは、例えば、米国特許
第5,994,056号; ならびに欧州特許出願公開第487,218号および同第512,334号に記述され
ている。二本鎖の標的DNAまたはcDNAの検出は、さまざまなDNA結合色素、例えば、SYBR G
reenが二本鎖DNAへの結合時に示す蛍光の増大に依る。
【００８８】
　当業者には理解されるように、対立遺伝子特異的な増幅法は、特定の標的対立遺伝子に
対する複数の対立遺伝子特異的なプライマーを利用する反応において実施することができ
る。そのような複数の用途のためのプライマーは、一般には識別可能な標識を用いて標識
されるか、または対立遺伝子から生じる増幅産物がサイズによって識別可能であるように
選択される。したがって、例えば、単一試料中の両方の対立遺伝子は、さまざまな方法に
より単一増幅を用いて特定および/または定量化することができる。
【００８９】
　対立遺伝子特異的なプローブの場合と同様に、対立遺伝子特異的なオリゴヌクレオチド
プライマーは、ハイブリダイズする領域において多型対立遺伝子の一方に厳密に相補的で
あってもよく、またはオリゴヌクレオチドの3'末端以外の位置でいくつかのミスマッチを
有していてもよいが、そのミスマッチは両方の対立遺伝子配列内の非多型部位に存在して
いる。
【００９０】
5'-ヌクレアーゼアッセイ法
　対立遺伝子の量および/または存在は米国特許第5,210,015号; 同第5,487,972号; およ
び同第5,804,375号; ならびにHolland et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7
276-7280に記述されているように、「TaqMan(登録商標)」または「5'-ヌクレアーゼアッ
セイ法」を用いて判定することもできる。TaqMan(登録商標)アッセイでは、増幅された領
域内でハイブリダイズする標識した検出プローブが増幅反応中に加えられる。プローブは
、DNA合成用のプライマーとしてプローブが作用することを阻止するように修飾される。
増幅は、5'から3'方向のエキソヌクレアーゼ活性を有するDNAポリメラーゼを用いて行わ
れる。増幅の各合成段階中、伸長されているプライマーより下流の標的核酸とハイブリダ
イズする任意のプローブは、DNAポリメラーゼの5'から3'方向のエキソヌクレアーゼ活性
によって分解される。したがって、新しい標的鎖の合成はプローブの分解も引き起こし、
分解産物の蓄積は標的配列合成の尺度となる。
【００９１】
　ハイブリダイゼーションプローブは、SNP対立遺伝子を識別する対立遺伝子特異的なプ
ローブであってもよい。あるいは、本方法は、対立遺伝子特異的なプライマーおよび増幅
産物に結合する標識プローブを用いて行われてもよい。
【００９２】
　分解産物を検出するのに適した任意の方法を5'ヌクレアーゼアッセイ法において用いる
ことができる。多くの場合には、検出プローブを二種の蛍光色素で標識し、その一方が他
方の色素の蛍光を消光することができる。色素をプローブに付着させるが、好ましくは、
プローブが非ハイブリダイズ状態にある場合に消光が起こるように、およびDNAポリメラ
ーゼの5'から3'方向のエキソヌクレアーゼ活性によるプローブの切断が二種の色素間で起
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こるように、一方を5'末端に付着させ、他方を内部部位に付着させる。増幅は、同時に起
こる消光の解除と、最初には消光されていた色素からの観察可能な蛍光の増大とともに、
色素間でのプローブの切断を引き起こす。分解産物の蓄積は、反応による蛍光の増大を測
定することによってモニタリングされる。参照によりともに本明細書に組み入れられる米
国特許第5,491,063号および同第5,571,673号では、増幅と同時に起こるプローブの分解を
検出するための代替的な方法について記述している。
【００９３】
DNA配列決定および一塩基または他のプライマー伸長
　対立遺伝子の量および/または存在は直接的な配列決定によって判定することもできる
。方法としては、例えば、ダイデオキシ配列決定に基づく方法、ならびにMaxamおよびGil
bert配列のような他の方法が挙げられる(例えば、Sambrook and Russell, 前記を参照の
こと)。
【００９４】
　その他の検出方法には、オリゴヌクレオチド長の産物のPyrosequencing(商標)が含まれ
る。そのような方法では、PCRなどの増幅技術を利用することが多い。例えば、パイロ配
列決定法では、配列決定用のプライマーを、一本鎖の、PCR増幅された、DNAまたはcDNA鋳
型とハイブリダイズし、酵素のDNAポリメラーゼ、ATPスルフリラーゼ、ルシフェラーゼお
よびアピラーゼ、ならびに基質のアデノシン5'ホスホ硫酸(APS)およびルシフェリンとと
もにインキュベートする。初めの四種のデオキシヌクレオチド三リン酸(dNTP)を反応に加
える。DNAポリメラーゼは、鋳型鎖中の塩基に相補的であれば、DNA鎖へのデオキシヌクレ
オチド三リン酸の組み込みを触媒する。各組み込み事象には、組み込まれたヌクレオチド
の量と当モルの量でのピロリン酸塩(PPi)の遊離が付随する。ATPスルフリラーゼは、アデ
ノシン5'ホスホ硫酸の存在下でPPiをATPへ定量的に変換する。このATPは、ATPの量に比例
する量で可視光を発生するオキシルシフェリンへのルシフェリンの、ルシフェラーゼを介
した変換を推進する。ルシフェラーゼ触媒反応において生じた光は、電荷結合素子(CCD)
カメラによって検出され、pyrogram(商標)におけるピークとして見られる。各光シグナル
は、組み込まれたヌクレオチドの数に比例する。ヌクレオチド分解酵素であるアピラーゼ
は、組み込まれていないdNTPおよび過剰なATPを持続的に分解する。分解が完了した時点
で、さらに別のdNTPを加える。
【００９５】
　SNPを特徴付けるための別の類似の方法では、完全なPCRの使用を要しないが、典型的に
は、調べられるヌクレオチドに相補的である一つの、検出可能に(例えば蛍光的に)標識さ
れたジデオキシリボ核酸分子(ddNTP)によるプライマーの伸長だけを用いる。多型部位の
ヌクレオチドは、一塩基だけ伸長された、かつ蛍光的に標識されているプライマーの検出
によって特定することができる(例えば、Kobayashi et al, Mol. Cell. Probes, 9:175-1
82, 1995)。もちろん、伸長産物を必要に応じて、他種の標識に基づきまたは質量分析に
より検出することもできる。
【００９６】
　類似の方法では、PCR増幅された標的DNAまたはRT-PCR増幅された標的cDNAを、一ヌクレ
オチドのプライマー伸長反応の鋳型として用いることができ、それによって多型ヌクレオ
チドに相補的な一つの蛍光標識ddNTPが単一のプライマーの3'末端に組み込まれる。各特
異的ddNTPを、異なる蛍光色素で標識することができる(例えば、ddATPをdR6Gで標識し、d
dCTPをdTAMRA(商標)で標識し、ddGTPをdR110で標識し、およびddTTPまたはddUTPをdROX(
商標)で標識することができる)。それゆえ、初めには標識されていないプライマーの一ヌ
クレオチド伸長により、プライマーは、非標識プライマーの3'末端に付加された塩基を特
定する特異的な蛍光色素でタグ付けされる。伸長されたプライマーを分離し分析して、標
的DNAまたは標的cDNA鋳型中の各対立遺伝子の相対量に当たる、各特異的色素タグの付い
たプライマーの存在および相対量を判定することができる。
【００９７】
制限断片長多型分析
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　他の態様において、SNPの対立遺伝子の量および/または存在は、関心対象の多型ヌクレ
オチドが制限酵素の認識配列内にある場合、増幅された標的DNAまたはcDNAの示差的消化
によって判定することができる。ある場合には、SNPの一方の対立遺伝子(第一の対立遺伝
子)は制限酵素の認識配列を保持しており、他方の対立遺伝子(第二の対立遺伝子)は保持
していない。この場合には、制限酵素は、第一の対立遺伝子を含む標的DNAまたはcDNAを
切断するが、第二の対立遺伝子を含む標的DNAまたはcDNAは切断しないであろう。別の場
合には、SNPの一方の対立遺伝子(第一の対立遺伝子)は制限酵素(第一の制限酵素)の認識
配列を保持しており、他方の対立遺伝子(第二の対立遺伝子)は異なる制限酵素(第二の制
限酵素)の認識配列を保持している。この場合には、第一の制限酵素は、第一の対立遺伝
子を含む標的DNAまたはcDNAを切断するが、第二の対立遺伝子を含む標的DNAまたはcDNAは
切断しないであろう。第二の制限酵素は、第二の対立遺伝子を含む標的DNAまたはcDNAを
切断するが、第一の対立遺伝子を含む標的DNAまたはcDNAは切断しないであろう。対立遺
伝子の量および/または存在は、固定化された制限断片へのサザンブロットハイブリダイ
ゼーションおよびバンド強度の定量化、ゲル電気泳動による制限断片の分離および可視化
、(Agilent BioAnalyzerを用いて行われるような)キャピラリー電気泳動による制限断片
の分離および定量化、または切断された鋳型DNAもしくはcDNA vs 切断されなかった鋳型D
NAもしくはcDNAの示差的な定量的PCR増幅を含むが、これらに限定されない、さまざまな
方法によって判定することができる。
【００９８】
変性勾配ゲル電気泳動
　ポリメラーゼ連鎖反応を用いて作製された増幅産物は、変性勾配ゲル電気泳動の使用に
よって分析することができる。異なる配列依存的融解特性および溶液中でのDNAの電気泳
動的な移動に基づいて、異なる対立遺伝子を特定することができる(例えば、Erlich, ed.
, PCR Technology, Principles and Applications for DNA Amplification, W. H. Freem
an and Co, New York, 1992, Chapter 7を参照のこと)。
【００９９】
一本鎖高次構造多型分析
　標的配列の対立遺伝子は、例えば、Orita et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 86, 2766-2
770 (1989)に記述されているように、一本鎖PCR産物の電気泳動的な移動の変化によって
塩基の差異を特定する、一本鎖高次構造多型分析を用いて差別化することができる。増幅
されたPCRまたはRT-PCR産物を上記のように作製し、加熱するか、それ以外の方法で変性
させて、一本鎖増幅産物を形成させることができる。一本鎖核酸は再び折り畳まれるか、
または塩基配列に部分的に依存した二次構造を形成することができる。一本鎖増幅産物の
異なる電気泳動移動度を、標的の対立遺伝子間の塩基配列差異に関連付けることができる
。
【０１００】
　SNP検出法では、標識されたオリゴヌクレオチドを利用することが多い。オリゴヌクレ
オチドは、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、または化学的な手段によって検
出可能な標識を組み込むことによって標識することができる。有用な標識には、蛍光色素
、放射性標識、例えば、32P、電子密度の高い試薬、例えばペルオキシダーゼもしくはア
ルカリホスファターゼなどの酵素、ビオチン、または抗血清もしくはモノクローナル抗体
が得られるハプテンおよびタンパク質が含まれる。標識化技術は、当技術分野において周
知である(例えば、Current Protocols in Molecular Biology, 前記; Sambrook & Russel
l, 前記を参照のこと)。
【０１０１】
V. RNAを定量化するための方法
　特定のSNPに対応するRNAの存在および量を、RNAを定量化するための任意の方法にした
がって容易に判定することができる。固体支持体へのRNAの結合およびRNAのプロービング
を伴う種々の方法(例えば、ノザンブロット、ドットブロットなど)を用いることができる
。
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【０１０２】
　いくつかの態様において、標的RNAを初めに(例えば、逆転写酵素を用いて)逆転写し、
次いで、得られたcDNAをRNA量の代わりに、当技術分野において公知の任意の方法(ブロッ
トハイブリダイゼーション、RT-PCRなど)により定量化する。種々の逆転写の方法が公知
であり、例えば、Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3rd ed.
 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); およ
びCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., 1994))に記述され
ており、特異的または非特異的なプライマーのどちらかを用いた逆転写を伴いうる。
【０１０３】
　いくつかの態様において、RT-PCRまたは他の定量的な増幅技術を用いて、標的RNAを定
量化する。反応によるcDNAの増幅は周知である(米国特許第4,683,195号および同第4,683,
202号; PCR PROTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS (Innis et al., eds, 19
90))。
【０１０４】
　本発明の方法により増幅された配列を、溶液中でまたは固体支持体への結合の後に、特
異的なDNA配列の検出に通常適用される任意の方法、例えばPCR、オリゴマー制限(Saiki, 
et al., Bio/Technology 3:1008-1012 (1985))、対立遺伝子特異的なオリゴヌクレオチド
(ASO)プローブ分析(Conner, et al., PNAS USA 80:278 (1983))、オリゴヌクレオチドラ
イゲーションアッセイ(OLA) (Landegren, et al., Science 241:1077, (1988))などによ
って、さらに評価、検出、配列決定することなどができる。DNA分析のための分子技術が
概説されている(Landegren, et al., Science 242:229-237 (1988))。
【０１０５】
　定量的増幅の方法は、例えば、米国特許第6,180,349号; 同第6,033,854号; および同第
5,972,602号に、ならびに、例えば、Gibson et al., Genome Research 6:995-1001 (1996
); DeGraves, et al., Biotechniques 34(1): 106-10, 112-5 (2003); Deiman B, et al.
, Mol Biotechnol. 20(2): 163-79 (2002)に開示されている。増幅は「実時間」でモニタ
リングすることができる。
【０１０６】
　一般に、定量的増幅は、増幅(例えばPCR)反応のサイクルにおける鋳型のコピー数に当
たるシグナル(例えば、プローブの蛍光)のモニタリングに基づく。PCRの初期サイクルに
おいては、形成された単位複製配列の量はアッセイ由来の測定可能なシグナル出力を支持
するものではないので、非常に低いシグナルが観察される。初期サイクルの後、形成され
た単位複製配列の量が増加するにつれて、シグナル強度は測定可能なレベルまで増大し、
PCRが非対数増殖期に入る後期サイクルでプラトーに達する。シグナル強度 vs サイクル
数のプロットを通じて、測定可能なシグナルがPCR反応から得られる特定のサイクルを推
定し、これを用いて、PCRの開始前の標的の量を逆算することができる。この方法によっ
て判定される特定のサイクル数は、典型的には、サイクル閾値(Ct)といわれる。例示的な
方法は、例えば、加水分解に関連してHeid et al. Genome Methods 6:986-94 (1996)に記
述されている。
【０１０７】
　増幅産物の検出のための一つの方法は、5'から3'方向のエキソヌクレアーゼ「加水分解
」PCRアッセイ法(TaqMan(商標)アッセイ法ともいわれる) (米国特許第5,210,015号および
同第5,487,972号; Holland et al., PNAS USA 88: 7276-7280 (1991); Lee et al., Nucl
eic Acids Res. 21: 3761-3766 (1993))である。このアッセイ法では増幅反応中の、二重
標識された蛍光発生プローブ(「TaqMan(商標)」プローブ)のハイブリダイゼーションおよ
び切断によって特異的なPCR産物の蓄積を検出する。この蛍光発生プローブは、蛍光レポ
ーター色素と消光剤色素の両方を用いて標識されたオリゴヌクレオチドからなる。PCR中
、このプローブは、増幅されているセグメントとハイブリダイズする場合に、かつその場
合にのみ、DNAポリメラーゼの5'-エキソヌクレアーゼ活性によって切断される。プローブ
の切断によって、レポーター色素の蛍光強度の増大が生じる。
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【０１０８】
　エネルギー転移の使用に依存した増幅産物を検出する別の方法は、Tyagi and Kramer, 
Nature Biotech. 14:303-309 (1996)によって記述されている「ビーコンプローブ」法で
あり、これは米国特許第5,119,801号および同第5,312,728号の主題でもある。この方法で
は、ヘアピン構造を形成できるオリゴヌクレオチド・ハイブリダイゼーションプローブを
利用する。ハイブリダイゼーションプローブの一方の末端(5'または3'末端のどちらか)に
は供与体フルオロフォアがあり、他方の末端には、受容体成分がある。TyagiおよびKrame
rによる方法の場合には、この受容体成分は消光剤であり、すなわち、受容体は供与体に
よって放出されたエネルギーを吸収するが、蛍光自体は吸収しない。かくして、ビーコン
が開放構造にある場合、供与体フルオロフォアの蛍光は検出可能であるのに対し、ビーコ
ンがヘアピン(閉鎖)構造にある場合、供与体フルオロフォアの蛍光は消光される。PCRに
利用された場合、PCR産物の鎖の一つとハイブリダイズする分子ビーコンプローブは「開
放構造」にあって、蛍光が検出されるのに対し、未ハイブリダイズのままのものは、蛍光
を発しないであろう(Tyagi and Kramer, Nature Biotechnol. 14: 303-306 (1996))。結
果として、蛍光の量は、PCR産物の量が増加するにつれて増加するので、したがってPCRの
進行の尺度として用いることができる。その他の定量的増幅の方法も利用可能であること
を当業者は認識するであろう。
【０１０９】
　核酸の定量的増幅を実施するためのその他種々の技術も公知である。例えば、方法論の
なかには、オリゴヌクレオチドが標的核酸とハイブリダイズする場合に蛍光の変化が生じ
るように構造化されている一つまたは複数のプローブオリゴヌクレオチドを利用するもの
もある。例えば、一つのそのような方法には、蛍光共鳴エネルギー転移(FRET)を活用する
二重フルオロフォア法、例えば、二種のオリゴ・プローブが単位複製配列にアニールする
LightCycler(商標)ハイブリダイゼーションプローブがある。このオリゴヌクレオチドは
、頭尾方向でハイブリダイズし、効率的なエネルギー転移に適合した距離でフルオロフォ
アが離れているようにデザインされている。核酸に結合するまたは伸長産物に組み込まれ
る場合にシグナルを放射するよう構造化されている標識オリゴヌクレオチドのその他の例
としては、Scorpions(商標)プローブ(例えば、Whitcombe et al., Nature Biotechnology
 17:804-807, 1999および米国特許第6,326,145号)、Sunrise(商標) (またはAmplifluor(
商標))プローブ(例えば、Nazarenko et al., Nuc. Acids Res. 25:2516-2521, 1997およ
び米国特許第6,117,635号)、ならびに消光剤なしでもシグナルの低下をもたらす、かつ標
的とハイブリダイズする場合に増大したシグナルを放射する二次構造を形成するプローブ
(例えば、Luxプローブ(商標))が挙げられる。
【０１１０】
　他の態様において、二本鎖DNAに挿入される場合にシグナルを生み出す挿入剤を用いる
ことができる。例示的な薬剤としては、SYBR GREEN(商標)およびSYBR GOLD(商標)が挙げ
られる。これらの薬剤は鋳型特異的ではないので、シグナルは鋳型特異的な増幅に基づい
て作り出されるものと考えられる。これは、温度に応じてシグナルをモニタリングするこ
とにより確認することができる。なぜなら、鋳型配列の融解点は一般的に、例えば、プラ
イマー-二量体などよりもはるかに高いからである。
【０１１１】
VI. キット
　本発明は同様に、本方法を実践するのに有用な構成成分を含むキットを提供する。いく
つかの態様において、キットは、適切な支持膜に任意で固定化されてもよい、本発明のSN
Pに対する一方または両方の対立遺伝子特異的な検出ポリヌクレオチド(例えば、プライマ
ーまたはプローブ)を含むことができる。いくつかの態様において、キットは、8～100ヌ
クレオチドの第一の単離ポリヌクレオチドであって、SNPの第一の対立遺伝子(またはその
相補体)とSNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とをハイブリダイゼーション反応に
おいて識別するポリヌクレオチド、および任意で、8～100ヌクレオチドの第二の単離ポリ
ヌクレオチドであって、SNPの第一の対立遺伝子(またはその相補体)とSNPの第二の対立遺
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伝子(またはその相補体)とを識別し、かつ第一のポリヌクレオチドが第一の対立遺伝子に
おける多型ヌクレオチドに相補的であり、第二のポリヌクレオチドが第二の対立遺伝子の
多型ヌクレオチドに相補的である、ポリヌクレオチドを含む。任意で、キットは、SEQ ID
 NO: 1～112より選択される2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、50、100種またはそれ以上
のSNPに対する一方または両方の対立遺伝子特異的なポリヌクレオチドを含んでもよい。
そのようなキットは、多型部位を包含するIGF2遺伝子座の領域を増幅するための増幅プラ
イマーを含むこともできる。あるいは、有用なキットは、多型対立遺伝子の特異的増幅の
ための対立遺伝子特異的なプライマーを含んだプライマーのセットを含むこともできる。
そのようなキットは、増幅産物の検出のためのプローブを含むこともできる。あるいは、
有用なキットは、上記のプライマー伸長法で用いるために関心対象のSNP位置の5'側の、
しかしそのSNP位置は含まない配列(またはその相補体)に相補的なプライマーのセットを
含むこともできる。
【０１１２】
　キットのその他の任意の構成成分には、患者の遺伝子型を決定するのに、および/また
は存在する特定の対立遺伝子の相対量を定量化するのに使われるさらなる試薬が含まれる
。例えば、キットは、ポリメラーゼ、標識されたまたは標識されていない基質ヌクレオシ
ド三リン酸、核酸を標識するおよび/または検出するための手段、増幅またはハイブリダ
イゼーション反応に適した緩衝液、ならびに本発明の方法を実施するための使用説明書を
含むことができる。
【０１１３】
VII. 反応混合物
　本発明は同様に、本方法を実践するための構成成分を含む反応混合物を提供する。いく
つかの態様において、キットは、適切な支持膜に任意で固定化されてもよい、本発明のSN
P (またはその相補体)に対する一方または両方の対立遺伝子特異的な検出ポリヌクレオチ
ド(例えば、プライマーまたはプローブ)を含むことができる。いくつかの態様において、
反応混合物は、8～100ヌクレオチドの第一の単離ポリヌクレオチドであって、SNPの第一
の対立遺伝子(またはその相補体)とSNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とをハイ
ブリダイゼーション反応において識別するポリヌクレオチド、および任意で、8～100ヌク
レオチドの第二の単離ポリヌクレオチドであって、SNPの第一の対立遺伝子(またはその相
補体)とSNPの第二の対立遺伝子(またはその相補体)とを識別し、かつ第一のポリヌクレオ
チドが第一の対立遺伝子における多型ヌクレオチドに相補的であり、第二のポリヌクレオ
チドが第二の対立遺伝子の多型ヌクレオチドに相補的である、ポリヌクレオチドを含む。
任意で、反応混合物は、SEQ ID NO: 1～112より選択される2、3、4、5、6、7、8、9、10
、20、50、100種またはそれ以上のSNPに対する一方または両方の対立遺伝子特異的なポリ
ヌクレオチドを含んでもよい。そのような反応混合物は、多型部位を包含するIGF2遺伝子
座の領域を増幅するための増幅プライマーを含むこともできる。あるいは、反応混合物は
、多型対立遺伝子の特異的増幅のための対立遺伝子特異的なプライマーを含んだプライマ
ーのセットを含むこともできる。そのような反応混合物は、増幅産物の検出のためのプロ
ーブを含むこともできる。任意で、反応混合物は、SEQ ID NO: 1、2、3、4、5、6、7、8
、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28
、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48
、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68
、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88
、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106
、107、108、109、110、111、および112より選択される2、3、4、5、6、7、8、9、10、20
、50、100種またはそれ以上のSNPに対するSNP位置の5'側の、しかしそのSNP位置は含まな
い配列に相補的なプライマーのセットを含んでもよい。
【０１１４】
　反応混合物のその他の任意の構成成分には、患者の遺伝子型を決定するのに、および/
または存在する特定の対立遺伝子の相対量を定量化するのに使われるさらなる試薬が含ま
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れる。例えば、反応混合物は、ポリメラーゼ、標識されたまたは標識されていない基質ヌ
クレオシド三リン酸、核酸を標識するおよび/または検出するための手段、増幅またはハ
イブリダイゼーション反応に適した緩衝液を含むことができる。
【０１１５】
VIII. がん検出
　IGF2 LOIは、例えば、がんの素因および種々の薬物によるがん処置の効力の予測と関連
付けられる。例えば、WO2004/003003; Kaneda et al. Proc. Natl . Acad. Sci. USA 104
(52): 20926-20931 (2007)を参照されたい。したがって、本明細書において記述のIGF2に
おけるLOIの検出は、がんのリスクの診断、予後、分類、予測、がんの再発の検出、およ
びいくつかのがん種の処置の選択において用いることができる。原発がん、転移がんおよ
び再発がんなどの、任意の進行度のがんを検出することができる。多数のがん種に関する
情報は、例えば、米国がん協会(cancer.orgのワールドワイドウェブにて入手可能)より、
または、例えば、Harrison's Principles of Internal Medicine, Kaspar, et al., eds.
, 16th Edition, 2005, McGraw-Hill, Incより見出すことができる。検出できる例示的な
がんとしては、膀胱がん、乳がん、子宮頸がん、絨毛がん、結腸直腸新生物(結腸直腸腺
腫または結腸直腸がん)、食道がん、胃腺がん、神経膠腫、肝細胞がん、急性骨髄性白血
病、慢性骨髄性白血病、肺がん、髄芽腫、前立腺がん、中皮腫、卵巣がん、腎細胞がん、
精巣生殖細胞、および子宮がんが挙げられる。
【０１１６】
　本発明は、哺乳類(例えば、ヒト)ががんを有するかどうか、哺乳類から採取された生体
試料ががん細胞を含むかどうかを判定する、哺乳類ががんを発現するリスクもしくは可能
性を推定する、がんの種類および病期を分類する、抗がん処置の効力をモニタリングする
、またはがんを有する哺乳類において適切な抗がん処置を選択するための方法を提供する
。
【０１１７】
　いくつかの態様において、生体試料は、がん細胞を含むものと疑われる組織由来の組織
試料を含む。例えば、がんを有するものと疑われる個体において、乳房組織、リンパ組織
、肺組織、脳組織、または血液を評価することができる。あるいは、肺、腎臓、肝臓、卵
巣、頭頸部、甲状腺、膀胱、頸部、結腸、子宮内膜、食道、前立腺、または皮膚の組織を
評価することもできる。組織または細胞は、例えば、外科手術、生検、静脈切開術、綿球
採取、乳頭分泌、大便などによるような、当技術分野において公知の任意の方法により得
ることができる。他の態様において、がん細胞を含むことが分かっている組織試料、例え
ば、腫瘍由来の組織試料を、本発明の診断バイオマーカーの一種または複数種でのメチル
化の存在または量について分析し、がんに関する情報、例えば、ある種の処置の効力、個
体の生存予測などについて判定する。いくつかの態様において、本方法をさらなる診断法
、例えば、他のがんバイオマーカーの検出などと併せて用いる。
【０１１８】
　本発明の方法は、がんを有することが分かっているもしくは疑われる個体を評価するた
めに、または日常の臨床検査として、すなわち、がんを有することが必ずしも疑われない
個体において用いることができる。さらなる診断アッセイを実施して、個体におけるがん
の状態を確認することもできる。
【０１１９】
　さらに、本発明の方法は、処置過程の効力を評価するために用いることもできる。例え
ば、がんを有する哺乳類において経時的にLOIをモニタリングすることによって、抗がん
処置の効力を評価することができる。例えば、処置の前に、または処置の初期に哺乳類か
ら採取された試料でのレベルと比べて、処置後の哺乳類から採取された生体試料でのIGF2
におけるLOIの低下または欠如は、有効な処置であることを示す。さらに、がん処置に適
した薬物の選択の前にIGF2のLOIについて患者をスクリーニングすることもできる。例え
ば、LOIが検出されたら、患者はIGF1R阻害剤にふさわしい候補である可能性が高い。例え
ば、Kaneda et al., 前記を参照されたい。
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【０１２０】
　いくつかの態様において、本方法は、個体から判定されたメチル化状態に基づき、診断
、予後、リスク評価または分類を記録する段階を含む。例えば、コンピュータによる電磁
的記録を含め、いかなる種類の記録も企図される。
【０１２１】
実施例
　以下の実施例は、本発明を限定するためではなく例示するために提供される。
【０１２２】
実施例1. IGF2遺伝子の第9エクソン内の新規のSNPの発見
　IGF2遺伝子の第9エクソン内のSNPのコレクションがこれまでに報告されている。表1A、
1Bおよび1Cはゲノムコーディネート(NCBI build 36)、単一ヌクレオチド配列変種、NCBI 
dbSNP参照識別子および以前に特定されたSNP周囲のヌクレオチド配列(dbSNP build 129)
を記載している。これまでに特徴付けられていないSNPを特定するため、本発明者らは、I
GF2第9エクソンの大部分をタイル状に埋め尽くす15種のPCR単位複製配列をデザインした
。各々を用いてInternational HapMap Projectコレクションの一部である試料462個を含
む、個体589人分のパネルに由来するゲノムDNAをPCRにより増幅した。このパネルには白
人の個体225人分(親族でない健常な白人の個体を含むCoriell Human Variation Panel由
来の98人分および血液試料を商業的に入手した個体127人分)、アフリカ系アメリカ人(Cor
iell Human Variation Panel)の個体96人分、メキシコ系の個体(各人にはメキシコで生ま
れた3人または4人の祖父母がいる、親族でない個体を含むロサンゼルスのメキシコ系アメ
リカ人社会のCoriell Human Variationパネル) 96人分、日本人の個体(日本・東京の個体
を含むInternational Hapmap Projectコレクション) 88人、ならびに中国人の個体(中国
・北京の中国人漢族の個体を含むInternational Hapmap Projectコレクション) 84人分が
含まれた。全ての単位複製配列について両方向で複数回の直接的な配列決定を試みた。配
列をアッセンブルかつ整列し、遺伝子型を記録し、自動化ポリフレッド・ポリスキャン配
列決定解析パイプラインによりパネル中の各人についてSNPを特定した。高いヘテロ接合
性頻度のSNPに対する遺伝子型の指定は、CONSED内の配列クロマトグラムの手動検査によ
り手作業で確認した。配列決定データに基づいた遺伝子型の指定に関するさらなる信頼の
指標として、実施例4に記述するように、表1A中のSEQ ID NO: 64に対応するSNPについて
独立的な制限酵素に基づく遺伝子型特定アッセイ法をデザインした。遺伝子型の指定を、
配列決定データに基づくものと比較した。白人パネル由来の個体70人分の遺伝子型を両方
の方法によって特定した。これらの独立的な二通りの方法(配列決定および制限酵素消化
に基づくアッセイ法)に基づく遺伝子型の指定の一致は、100%であった。
【０１２３】
　表2Aおよび2Bは単一ヌクレオチド配列変種および本出願に記述の本研究において発見さ
れた新規SNPの周囲のヌクレオチド配列のゲノムコーディネート(NCBI build 36)を記載し
ている。配列決定された全個体のパネルでの、ならびにアフリカ系アメリカ人、白人、中
国人、日本人およびメキシコ人の個体での選択のSNP (新規のSNPも以前に特定されたSNP
もともに含む)について認めたヘテロ接合性の頻度を表3に記載する。新規のSNPの特定は
、本出願において記述される新規のSNPがIGF2のLOIの検出向上に有用でありうることを意
味する。例えば、アフリカ系アメリカ人のパネルの個体間で認めたSEQ ID 10のヘテロ接
合性の頻度は、17.33%である。
【０１２４】
　本研究では、異なる人種群の間での新規のSNPと以前に特定されたSNPの両方の示差的な
ヘテロ接合性の頻度について実証する。中国人、日本人、アフリカ系アメリカ人、白人、
およびメキシコ人の同齢集団内の個体の少なくとも2%においてヘテロ接合性と遺伝子型を
特定されたSNPを、それぞれ、表4～8に記載している。その結果、IGF2のLOIをモニタリン
グするのに最適なSNPまたはSNPの組み合わせは、人種群で異なる可能性がある。
【０１２５】
実施例2. IGF2遺伝子のLOIの検出向上のための新規のSNPのいずれか一つの使用
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　上記のように、IGF2遺伝子のLOIの検出は、所与の個体由来の生体試料から単離された
二コピーのIGF2遺伝子の各々に由来する発現量の独立的な比較に基づく。IGF2遺伝子は、
通常、母性的にインプリントされ(すなわち、個体の母親から受け継がれたコピーは、通
常、転写的に抑制され)、その一方で、父性的に受け継がれた遺伝子コピーは、通常、発
現される。IGF2の母方のインプリントが緩められるとLOIが起こり、父性的におよび母性
的に受け継がれた遺伝子コピーの両方の発現レベルが類似になる。試料におけるIGF2のイ
ンプリンティング状態を測定する一つの方法は、生体試料からゲノムDNAを最初に単離し
、次いでIGF2遺伝子の転写領域における一つまたは複数の多型部位の遺伝子型を判定する
ことである。第二に、IGF2の対立遺伝子特異的な発現を次いで、同じ生体試料から抽出さ
れたRNAにおいて一種または複数種のヘテロ接合性ヌクレオチドを利用することにより測
定する。二コピーのIGF2遺伝子の各々に由来する発現を、定量的であり、かつ試料中の一
種または複数種のヘテロ接合性のSNPの二種の対立遺伝子を十分に識別できるアッセイ法
で独立的に測定することができる。第三に、一方の対立遺伝子由来の発現量の、他方の対
立遺伝子の発現量に対する比率をコンピュータで計算し、閾値と比較し、それによって試
料におけるIGF2遺伝子のインプリンティング状態を判定する。
【０１２６】
　IGF2のLOIをモニタリングするための本出願において報告の新規のSNPのいずれかの一種
または複数種の有用性の一例として、特定の意図した手法の一つをここで記述する。SNP
の検出および定量化のための複数の手法が存在しており、これらのいずれも、特定のSNP
に対する生体試料由来ゲノムDNAの遺伝子型の特定と、生体試料の発現mRNAにおいて存在
する各配列変種の相対レベルの定量化の両方に利用できることは、当業者には明らかであ
る。基本戦略を図2に概説する。これには、個体に由来する生体試料(例えば、末梢血、末
梢血単核細胞、結腸粘膜試料、大便試料など)からゲノムDNAとトータルRNAまたはポリア
デニル化RNAの両方を単離することが伴われる。次いで、ゲノムDNA試料を、一種または複
数種のSNPの対立遺伝子を検出するアッセイ法で遺伝子型特定する。この段階では、もし
あるなら、どのSNPを、適合するRNA試料でのIGF2遺伝子の対立遺伝子特異的な発現の分析
に利用できるかを判定する。アッセイにより評価した全てのSNPについて個体がホモ接合
性であるなら、個体は、それらのSNPについて情報価値がなく、IGF2のLOIについて測定す
ることができない。一種または複数種のSNPについて個体がヘテロ接合性である(情報価値
がある)なら、標準的な逆転写酵素/PCR (RT-PCR)法を用いてIGF2転写産物の関連領域から
cDNAを増幅する。二コピーのIGF2遺伝子の各々に由来する発現を、定量的であり、かつ二
種の対立遺伝子を十分に識別できるアッセイ法で、生成されたcDNAを用いて独立的に測定
する。一方の対立遺伝子の発現量の、他方の対立遺伝子の発現量に対する比率のコンピュ
ータ計算、およびこの比率と閾値との比較により、IGF2遺伝子のインプリンティング状態
を判定する。所与の試料に複数のヘテロ接合性のSNPが存在していれば、各々のSNPを識別
するアッセイ法を同時に用いることができる。これによって試料内での対立遺伝子特異的
な発現の重複測定が可能になり、これらの測定結果の比較を用いて、LOIの判定精度を判
定することができる。閾値の範囲を用いることができるが、典型的には、定量化した豊富
ではない方の対立遺伝子の割合が、定量化した豊富な方の対立遺伝子の割合の33.3%を超
えるか、またはそれに等しい場合に、試料はIGF2のLOIを示すと一般的に判定される。
【０１２７】
　所与のSNPについて個体の遺伝子型を特定するための一つの方法は、IGF2遺伝子の配列
に相補的であり、かつ、鋳型の多型ヌクレオチドの一塩基3'側のIGF2鋳型ヌクレオチドに
相補的である3'末端のヌクレオチドを有するオリゴヌクレオチドプライマーをデザインす
ることにより達成される(例えば図7参照)。アッセイ法は表1A、1B、1C、2Aおよび2Bに記
載のSNPのいずれかの一種または複数種の遺伝子型を特定するようにデザインすることが
できる。オリゴヌクレオチドプライマーを、異なる蛍光成分でそれぞれタグ付けされた全
ddNTP (ddATP、ddCTP、ddGTP、ddTTP (またはddUTP))を含む混合物中でゲノムDNA試料か
らPCR増幅されたDNA産物と混ぜ合わせ、ハイブリダイズする。例えば、G/A多型の遺伝子
型を特定したい(およびG/AヌクレオチドがゲノムDNA試料の鋳型鎖にある)なら、相補的な
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鋳型とハイブリダイズし、3'末端のヌクレオチドが鋳型のG/A位置の一塩基3'側の相補的
な鋳型ヌクレオチドとハイブリダイズしているようにオリゴヌクレオチドプライマーをデ
ザインする。一ヌクレオチドのプライマー伸長は、ddCTPの取り込み(G対立遺伝子を表す)
によりまたはddTTPの取り込み(A対立遺伝子を表す)により伸長するオリゴヌクレオチドが
その3'末端で示差的に蛍光標識されるような、示差的に蛍光標識されたddNTPの存在下に
おいてDNAポリメラーゼにより触媒される。次いで、伸長されたオリゴヌクレオチドをキ
ャピラリー電気泳動によって分離し、第5の蛍光色素で標識されたサイズ標準物質の存在
下において分析する。特異的な一ヌクレオチドのプライマー伸長産物に相当するピークを
検出し定量化して、所与のDNA試料に対する遺伝子型を判定する。異なる多型部位のすぐ3
'側で終結するようにデザインされた異なる長さのオリゴヌクレオチドと多重化すること
により、一回の反応で複数のSNP遺伝子型を特定することができる。異なる遺伝子型は、i
) 異なる長さの伸長されたヌクレオチドの分離およびii) 一ヌクレオチドの伸長の間に組
み込まれた、特異的な蛍光でタグ付けされているddNTPに基づいて得られる。
【０１２８】
　IGF2のインプリンティング状態を判定するための一つの方法では、特定のSNPの異なる
対立遺伝子を識別するようにデザインされた類似の一塩基プライマー伸長法を伴う。表1
および2に記載したSNPのいずれかの一種または複数種を利用するようにアッセイ法をデザ
インすることができる。所与のSNPがゲノムDNA試料においてヘテロ接合性であると判定さ
れれば、ランダムヘキサマーもしくはデカマープライマー、mRNAのポリA尾部に相補的な
オリゴdTプライマーまたはIGF2転写産物の特定領域に相補的なプライマーを用いて逆転写
酵素(RT)により適合するRNA試料から第一鎖cDNAを増幅する。SNP部位に隣接する配列に相
補的なオリゴヌクレオチドプライマーを引き続き用いて、多型部位を含むcDNA産物をPCR
増幅する。あるいは、ネスト化PCR法を用いて、cDNA産物を作製することもできる。ある
いは、直鎖のインビトロでの転写によるcDNAからのaRNAの作製、続けてランダムヘキサマ
ー(hexomer)もしくはデカマープライマーまたはIGF2転写産物特異的なプライマーによる2
回目の逆転写反応およびその後のPCR増幅を含む手法を用いて、cDNA産物を作製すること
もできる。次いでこれらのRT-PCR産物を、上記と同じ一塩基プライマー伸長アッセイ法に
より多型部位の特異的な配列変種についてアッセイする。特異的な一ヌクレオチドのプラ
イマー伸長産物に相当するピークを検出し定量化する。一方の対立遺伝子の他方の対立遺
伝子に対する定量化された量の比率を判定する。豊富ではない方の対立遺伝子に相当する
PCR産物の定量化された割合が、豊富な方の対立遺伝子に相当するPCR産物の定量化された
割合の33.3%を超えるか、またはそれに等しいなら、LOIが検出される。上記のように、複
数のヘテロ接合性のSNPを用いて、異なる多型部位のすぐ3'側で終結するようにデザイン
された異なる長さのオリゴヌクレオチドと、または伸長されるプライマーに異なる標識dd
NTPを組み込むオリゴヌクレオチドと多重化することにより、共通の反応でLOIを測定する
ことができる。
【０１２９】
実施例3. 連鎖解析から多数のSNP間で最小の連鎖不均衡が示唆される
　本出願ではIGF2の第9エクソンにおける多数の新規SNPの発見について記述する。これら
のデータから、個体589人分の高分解能ハプロタイプ解析が可能になった(発見用パネルの
記述については実施例1を参照のこと)。遺伝子型のデータをHaploview (Broad Institute
 of MIT and Harvard University)により解析して、全解析域でのハプロタイプブロック
の存在、または非存在を判定した。
【０１３０】
　図4は、個体パネルの全体においてIGF2第9エクソン領域にわたり分布しているSNPのハ
プロタイプ解析を示す。解析に含めたSNPは、遺伝子型を特定した個体内で少なくとも1%
のヘテロ接合性の頻度を示した。
【０１３１】
　全個体(図4)で、第9エクソンの全体に分布している8種のSNP (SEQ ID NO: 1、SEQ ID N
O: 4、SEQ ID NO: 64、SEQ ID NO: 10、SEQ ID NO: 16、SEQ ID NO: 21、SEQ ID NO: 32
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、SEQ ID NO: 102)を解析した。8種のSNPのサブセットにはSEQ ID 10を含めたが、これは
、本研究に含まれる全ての新規SNPのうち、所与の同齢集団内で最も高いヘテロ接合性の
頻度(アフリカ系アメリカ人の同齢集団におけるヘテロ接合性の頻度17.33%)を有していた
。本研究では、既報のハプロタイプブロック内の(すなわち、図4に示したように「Gaunt
ブロック2」内の) SNP間での最小の連鎖不均衡を実証した。例えば、歴史上起こった組み
換えの強力な証拠を高頻度SNPのSEQ ID NO: 10とSEQ ID NO: 16との間で検出した(Haplov
iewの出力では白色の菱形で示した)。最小の連鎖不均衡は、既報のハプロタイプブロック
内のSNPと第9エクソンの上流および下流領域(特徴未定域のブロック1およびブロック3)内
のSNPとの間でも認められた。この一例はブロック3中のSEQ ID 102と最小の連鎖不均衡を
記録した、ブロック2中の高頻度SNPのSEQ ID 10である。これらのSNP対のさらなる例とし
ては、SEQ ID NO: 4とSEQ ID NO: 64; SEQ ID NO: 4とSEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 64とS
EQ ID NO: 32; およびSEQ ID NO: 10とSEQ ID NO: 102が挙げられる。驚くべきことに、
またこの領域のGauntのおよびHAPMAP連鎖解析の所見に反して、本発明者らは、強力な連
鎖不均衡の証拠を見出せなかった。これらの所見から、この相対的に小さなゲノム配列領
域内での予想外の組み換え頻度が示唆される。これらの所見は、この遺伝子座の場合、そ
の先行技術の「連鎖ブロック」であると考えられていたものにともに配置している二つ以
上の多型マーカーを検出するアッセイ法の使用により、試料のインプリンティング状態を
判定するための検査の情報有益性が高まるという結論を支持するものである。定量化する
マーカーのパネルは、既報のSNPと、本出願に記述の新規SNPとのSNPの組み合わせに基づ
くことができ、またこれらの所見は、本発明者らの研究の前に分かっていたことに反して
、そのようなマーカーの組み合わせでは、検査できる集団の割合を劇的に高めることによ
り、IGF2のLOIをモニタリングする能力を向上させられることを実証するものである。
【０１３２】
実施例4. IGF2のLOI状態を判定するためにSNPを用いることの実証
　SEQ ID NO: 64に対応するSNP (rs680)は、二種の制限酵素Apa IおよびAva IIの標的認
識配列の中にある。これらの二種の酵素は対立遺伝子特異的な形で切断を行う。Apa Iは
「G」対立遺伝子が存在する場合に配列を認識かつ切断し、Ava IIは「A」対立遺伝子が存
在する場合に配列を認識かつ切断する。選択した個体パネル内の遺伝子型を独立的に評価
するため、各個体に由来するゲノムDNA試料からSEQ ID NO: 64の位置を含むPCR単位複製
配列を増幅した。単位複製配列をApa IもしくはAva IIまたは両酵素の組み合わせを用い
て消化した。Apa Iのみによる消化では、G対立遺伝子について個体がホモ接合性であるこ
とを示唆し、Ava IIのみによる消化では、A対立遺伝子について個体がホモ接合性である
ことを示唆し、両酵素による消化では、このSNPについて個体がヘテロ接合性であること
を示唆する。SEQ ID NO: 64の各可能性のある遺伝子型に関するデータ出力の一例を図5に
示す。上記のように、個体70人中70人で、消化に基づくアッセイ法によって判定した遺伝
子型の呼出し(genotype call)は、DNA配列決定に基づく遺伝子型の呼出しにぴったり(100
%)一致した。
【０１３３】
　検査している個体がSEQ ID NO: 64についてヘテロ接合性であれば、同じ基本的アッセ
イ戦略を利用してIGF2のLOIを検出することができる。一例を図6に示す。SEQ ID NO: 64
についてヘテロ接合性の個体3人からトータルRNAを抽出した。2人の個体はIGF2についてL
OIであることが以前に示され、3人目はIGF2の正常なインプリンティングを見せることが
以前に示されていた。SEQ ID NO: 64を含む領域を各試料からRT-PCR増幅した。逆転写酵
素を欠いた反応を並行して実施し、ゲノムDNAからの増幅がないことを確認した。次いでR
T-PCR単位複製配列を上記のように、Apa IもしくはAva IIまたは両酵素の組み合わせを用
いて消化した。消化された産物をAgilent Bioanalyzerにて分離し、切断されたおよび切
断されなかった断片の濃度を測定した。Apa Iにより切断された断片の量は、「G」対立遺
伝子から増幅されたcDNAの割合を表す。Ava IIにより切断された断片の量は、「A」対立
遺伝子から増幅されたcDNAの割合を表す。それゆえ、Apa I切断断片のAva II切断断片に
対する比率は、元のRNA試料における二種の対立遺伝子の発現の相対比率を示す。図6に示
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されるように、試料2は「A」対立遺伝子を排他的に発現している。試料1および3は、両方
の対立遺伝子を発現しており(すなわちIGF2のLOIを示しており)、G:Aの比率、それぞれ、
0.5および0.3を有する。上記のように、過去の研究では、IGF2のLOIの定義として、豊富
な方の対立遺伝子に対する豊富ではない方の対立遺伝子由来の発現の閾値33.3%を用いて
いた。
【０１３４】
　IGF2のLOIを検出するのに有用でありうる他のSNPは、制限酵素認識配列の中に入ってい
ない。それゆえ、制限酵素消化を要しない対立遺伝子特異的な遺伝子発現アッセイ法を開
発することにより、所与の個体におけるLOIをモニタリングする能力は改善される。実証
として、本発明者らは、SEQ ID NO: 64についてプライマー伸長に基づくアッセイ法を開
発した。図7は、SEQ ID NO: 64の遺伝子型を特定するためのプライマー伸長アッセイ法の
使用を図示している。遺伝子型を特定する個体から得られたゲノムDNAを用いて、関心対
象のSNPを含む領域をPCR増幅する。精製したPCR産物に、遺伝子型を特定する多型ヌクレ
オチドの3'側1塩基の位置で鋳型ヌクレオチドに相補的な3'末端のヌクレオチドによりア
ニールするプライマーを加える。熱安定性DNAポリメラーゼおよび示差的に蛍光標識され
たddNTPを用いて、一ヌクレオチドのプライマー伸長を行う。図7に図示した例では、dR11
0標識ddGTPまたはdR6G標識ddATPのどちらかがプライマーの3'末端に付加される。次いで
これらの標識されたポリヌクレオチドを分離し、取り込まれた可能性のある各ヌクレオチ
ドを表すピーク面積を計算する(すなわちABI 3730 Gene AnalyzerをGene Mapperソフトウ
ェアとともに用いる)。ピーク面積を比較して、そのSNP位置での個体の遺伝子型を判定す
る。
【０１３５】
　制限酵素に基づくアッセイ法(図6)によりIGF2のLOIについてアッセイした個体3人を、
プライマー伸長アッセイ法(図8)によりSEQ ID NO: 64について遺伝子型特定した。SNPの
両対立遺伝子に相当するピークを検出したところ、予想通り、個体3人がSEQ ID NO: 64に
ついてヘテロ接合性であることが確認された。
【０１３６】
　同じ個体3人でのIGF2の対立遺伝子特異的な発現を測定するため、各個体に由来するト
ータルRNA試料からSEQ ID NO: 64を含む領域をRT-PCR増幅した。逆転写酵素を欠いた反応
を並行して実施し、ゲノムDNAからの増幅がないことを確認した。得られたcDNA産物を精
製し、図7に図示するように解析した。可能性のある二種の対立遺伝子の各々に相当する
ピーク面積を計算した。色素強度の相違を補正するため、各対立遺伝子の所定の比率1:1 
(すなわち二種の対立遺伝子の各々についてホモ接合性である個体に由来するDNA単位複製
配列の比率1:1)を用いて計算されたピーク面積の比較に基づきこれらの値を規準化した。
得られたクロマトグラムおよび計算された対立遺伝子の比率を図9に示す。図6に示した結
果に一致して、試料1および3はIGF2のLOIを示すと判定され、試料2はIGF2の正常なインプ
リンティングを示すと判定された。IGF2の転写領域内の任意のSNPを利用する同種の一塩
基プライマー伸長アッセイ法を用いて、IGF2の対立遺伝子特異的な発現をモニタリングす
ることができよう。
【０１３７】
　IGF2の対立遺伝子特異的な発現を測定するためのさらなるSNPの使用を実証するため、
さらに8種のSNP (SEQ ID NO: 1、10、21、56、83、85、102および111)に基づき一塩基プ
ライマー伸長アッセイ法をデザインした。SEQ ID NO: 1、10および21に対応するSNPは新
規のSNPである。9種のSNP (SEQ ID NO: 64を含む)の各々について、SNPの一方の対立遺伝
子について一方がホモ接合性およびSNPの他方の対立遺伝子について他方がホモ接合性の
二人の個体に由来するゲノムDNA試料からPCR産物を別々に増幅した。PCR産物を精製し定
量化した。9種のSNPの各々について、2種のPCR産物(一方の対立遺伝子についてホモ接合
性のDNA試料から増幅された一方のものおよび他方の対立遺伝子についてホモ接合性のDNA
試料から増幅された他方のもの)を、対立遺伝子1の対立遺伝子2に対する以下の比率; 1:1
0、1:8、1:6、1:4、1:3、1:2、1:1、2:1、3:1、4:1、6:1、8:1および10:1で混合した。9
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種のSNPの各々について、一塩基プライマー伸長アッセイ法を各希釈点に対し三つ組で実
施した。可能性のある二種の対立遺伝子の各々に相当するピーク面積を計算した。色素強
度の相違を補正するため、各対立遺伝子の所定の比率1:1を用いて計算されたピーク面積
の比較に基づきこれらの値を規準化した。各アッセイの分析定量的な直線性を図10に示す
。アッセイの平均R2は0.996±0.002であり、平均の傾きは0.830±0.024である。
【０１３８】
　本明細書において記述する実施例および態様が例示的な目的のものでしかないと、かつ
それらに照らして種々の修正または変更が当業者に示唆されるはずであり、本出願の趣旨
および範囲ならびに添付の特許請求の範囲のなかに含まれるものと理解されよう。本明細
書において引用される全ての刊行物、特許および特許出願は、全ての目的についてその全
体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１３９】
　(表１Ａ) IGF2第8および9エクソンにおける公知の多型
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＊NCBI Build 36, Chr:11に対するコーディネート
【０１４０】
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　(表１Ｂ) IGF2第9エクソンにおける公知の多型

＊NCBI Build 36, Chr:11に対するコーディネート
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【０１４１】
　(表１Ｃ) IGF2第9エクソンにおける公知の多型
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＊NCBI Build 36, Chr:11に対するコーディネート
【０１４２】
　(表２Ａ) IGF2第9エクソンにおける新規の多型

＊NCBI Build 36, Chr:11に対するコーディネート
【０１４３】
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　(表２Ｂ) IGF2第9エクソンにおける新規の多型

＊NCBI Build 36, Chr:11に対するコーディネート
【０１４４】
　(表３) ヒト集団において認められた転写IGF2 SNPのヘテロ接合性



(42) JP 5777340 B2 2015.9.9

10

20

30

40

50＊NCBI Build 36, Chr:11に対するコーディネート



(43) JP 5777340 B2 2015.9.9

10

20

30

40

【０１４５】
　(表４) 中国人において情報価値のあるSNP

【０１４６】
　(表５) 日本人において情報価値のあるSNP

【０１４７】
　(表６) アフリカ系アメリカ人において情報価値のあるSNP

【０１４８】
　(表７) 白人において情報価値のあるSNP

【０１４９】
　(表８) メキシコ人において情報価値のあるSNP
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