
(57)【要約】
本発明は、増幅反応において内部対照としてパラロガスな遺伝子を使用することにより染
色体異常の存在を検出する一般的な方法を提供する。上記方法は、迅速で、ハイスループ
ットであり、かつ半自動解析しやすい。一態様では、上記方法は、ＰＣＲのような増幅反
応で使用される条件下でパラロガスな遺伝子セットそれぞれに特異的にハイブリダイズす
ることができるプライマー対を供給することを含む。パラロガスな遺伝子は、好ましくは
異なる染色体上に存在するが、同じ染色体上にも存在し得る（例えば、異なる染色体アー
ムの損出または獲得を検出するため）。生成された増幅産物の量を比較することにより、
各遺伝子の相対用量が確定され、遺伝子が位置する各染色体領域および／または各染色体
の相対用量と相関され得る。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
個 体 か ら の 核 酸 試 料 を 用 意 す る こ と 、
第 １ の 染 色 体 位 置 に あ る 第 １ の 配 列 を 増 幅 し て 、 第 １ の 増 幅 産 物 を 生 産 す る こ と 、
第 ２ の 染 色 体 位 置 に あ る 第 ２ の 配 列 を 増 幅 し て 、 第 ２ の 増 幅 産 物 を 生 産 す る こ と 、
な お 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 増 幅 産 物 は 、 約 ８ ０ ％ を 上 回 る 配 列 同 一 性 を 含 み 、 か つ 少 な
く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 差 異 を 含 み 、 か つ 、
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 増 幅 産 物 の 比 を 確 定 す る こ と 、
こ こ で １ ： １ で は な い 比 は 染 色 体 不 均 衡 の 危 険 性 を 示 す こ と
を 含 む 、
染 色 体 不 均 衡 の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 増 幅 は Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 は 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 増 幅 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 染 色 体 位 置 は 異 な る 染 色 体 上 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 は パ ラ ロ ガ ス な 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 増 幅 産 物 は 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 長 数 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 第 １ の 増 幅 産 物 に お い て 前 記 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に あ る 第 １ の ヌ ク レ
オ チ ド を 同 定 す る こ と 、 お よ び
前 記 第 ２ の 増 幅 産 物 に お い て 前 記 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に あ る 第 ２ の ヌ ク レ
オ チ ド を 同 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 同 定 す る こ と は 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 増 幅 産 物 を シ ー ケ ン シ ン グ す る こ と に よ り 実 施
さ れ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 シ ー ケ ン シ ン グ が 、 Pyrosequencing（ 登 録 商 標 ） で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 試 料 中 の 前 記 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に あ る 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の ヌ ク レ
オ チ ド の 量 を 確 定 す る こ と を さ ら に 含 み 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の ヌ ク レ オ チ ド の 比 は 前 記
試 料 中 の 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 の 存 在 量 （ dose)に 比 例 す る 、 請 求 項 ７ ， ８ ， ９ の い
ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
同 一 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 前 記 第 １ お よ び 前 記 第 ２ の 増 幅 産 物 に お い て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に
あ る ヌ ク レ オ チ ド の 量 を 確 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ， ８ ， ９ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 染 色 体 不 均 衡 は ト リ ソ ミ ー で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 ト リ ソ ミ ー は ２ １ ト リ ソ ミ ー で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 染 色 体 不 均 衡 は モ ノ ソ ミ ー で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 染 色 体 不 均 衡 は 重 複 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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前 記 染 色 体 不 均 衡 は 欠 失 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 プ ラ イ マ ー は 結 合 対 の 第 ２ の 成 員 が 結 合 さ れ て い る 固 体 支 持 体 に 結 合 す る た め の 結 合
対 の 第 １ の 成 員 と 連 結 さ れ 、 前 記 第 ２ の 成 員 は 前 記 第 １ の 成 員 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
可 能 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 第 ２ の 成 員 を 含 む 前 記 固 体 支 持 体 を 用 意 す る こ と 、 お よ び 前 記 第 １ の 成 員 を 含 む 前 記
プ ラ イ マ ー を 前 記 支 持 体 に 結 合 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 結 合 す る こ と が 、 前 記 増 幅 に 先 立 っ て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 結 合 す る こ と が 、 前 記 増 幅 の 後 に 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 第 １ の 配 列 は Ｓ Ｉ Ｍ １ の 配 列 を 含 み 、 前 記 第 ２ の 配 列 は Ｓ Ｉ Ｍ ２ の 配 列 を 含 む 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 プ ラ イ マ ー 対 は Ｓ Ｉ Ｍ Ａ Ｆ （ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ ） お よ び Ｓ Ｉ
Ｍ Ａ Ｒ （ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ ） を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 試 料 は 少 な く と も １ つ の 胎 児 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 試 料 は 体 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 第 １ の 配 列 は Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ パ ラ ロ グ の 配 列 を 含 み 、 前 記 第 ２ の 配 列 は Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ パ ラ ロ グ は 図 ３ に 示 す 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 プ ラ イ マ ー 対 は Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ Ｆ （ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ ） お よ び Ｇ
Ａ Ｂ Ｐ Ａ Ｒ （ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ ） を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 第 １ の 配 列 は Ｃ Ｃ Ｔ ８ パ ラ ロ グ の 配 列 を 含 み 、 前 記 第 ２ の 配 列 は Ｃ Ｃ Ｔ ８ の 配 列 を 含
む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 Ｃ Ｃ Ｔ ８ パ ラ ロ グ は 図 ４ に 示 す 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 プ ラ イ マ ー 対 は Ｃ Ｃ Ｔ ８ Ｆ （ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ ） お よ び Ｃ
Ｃ Ｔ ８ Ｒ （ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ ） を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 第 ２ の 配 列 は Ｃ ２ １ ０ Ｒ Ｆ １ ９ の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 第 ２ の 配 列 は Ｄ Ｓ Ｃ Ｒ ３ の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 第 ２ の 配 列 は Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ９ ５ ８ の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 第 ２ の 配 列 は Ｔ Ｔ Ｃ ３ の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 第 ２ の 配 列 は Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ １ の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
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前 記 第 １ の 配 列 は Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ パ ラ ロ グ の 配 列 を 含 み 、 前 記 第 ２ の 配 列 は Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ 配 列 の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ パ ラ ロ グ は 図 ５ に 示 す 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 第 １ の 配 列 は Ｃ Ｄ Ｋ ８ パ ラ ロ グ の 配 列 を 含 み 、 前 記 第 ２ の 配 列 は Ｃ Ｄ Ｋ ８ の 配 列 を 含
む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 Ｃ Ｄ Ｋ ８ パ ラ ロ グ は 図 ７ に 示 す 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 第 １ の 配 列 は Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ パ ラ ロ グ の 配 列 を 含 み 、 前 記 第 ２ の 配 列 は Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ パ ラ ロ グ は 図 ８ に 示 す 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 第 １ の 配 列 は Ｍ Ｅ ２ パ ラ ロ グ の 配 列 を 含 み 、 前 記 第 ２ の 配 列 は Ｍ Ｅ ２ の 配 列 を 含 む 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 Ｍ Ｅ ２ パ ラ ロ グ は 図 ６ に 示 す 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 染 色 体 不 均 衡 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 関 連 出 願 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 出 願 は 、 ２ ０ ０ １ 年 ６ 月 ２ ２ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 60/300,266号 を 基 に 優 先 権
を 主 張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
胎 児 に お け る 染 色 体 異 常 は 、 典 型 的 に は 染 色 体 の 誤 整 列 （ misalignment） お よ び 不 分 離 （
non-disjunction） に よ り 引 き 起 こ さ れ る 減 数 分 裂 中 の 異 常 染 色 体 分 離 事 象 に 起 因 す る 。
性 染 色 体 不 均 衡 は 生 存 度 （ viability） を 損 な わ ず 、 思 春 期 ま で 診 断 さ れ な い 場 合 が あ る
一 方 で 、 常 染 色 体 不 均 衡 は 胎 児 に 壊 滅 的 な 影 響 を 与 え 得 る 。 例 え ば 、 常 染 色 体 モ ノ ソ ミ ー
お よ び た い て い の ト リ ソ ミ ー は 妊 娠 初 期 に 死 を も た ら す （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
い く つ か の ト リ ソ ミ ー に は 出 産 （ term） ま で 生 存 す る も の も あ る が 、 重 度 の 発 達 障 害 を 伴
う 。 ２ １ ト リ ソ ミ ー は 、 ダ ウ ン 症 候 群 に 関 連 し （ 非 特 許 文 献 ２ ） 、 民 族 集 団 す べ て に お け
る 精 神 遅 滞 の 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ り 、 ７ ０ ０ 人 の 出 生 児 （ live births） の う ち １ 人 が
罹 患 し て い る 。 ダ ウ ン 症 候 群 の 子 供 の 親 は 、 一 般 に 彼 ら 自 体 染 色 体 異 常 を 有 し て い な い 一
方 で 、 母 親 年 齢 の 顕 著 な 影 響 が 見 ら れ 、 母 親 の 年 齢 が 進 む に つ れ 危 険 性 が 増 す （ 非 特 許 文
献 ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
２ １ ト リ ソ ミ ー の よ う な 染 色 体 不 均 衡 の 診 断 は 、 核 型 分 析 お よ び 染 色 体 特 異 的 プ ロ ー ブ を
用 い た 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） 技 法 の 開 発 に よ り 可 能 と な っ て
き て い る 。 高 精 度 で は あ る が 、 こ れ ら の 方 法 は 、 特 に 分 析 に 十 分 な 数 の 胎 児 細 胞 を 獲 得 す
る た め に 羊 水 穿 刺 が 実 施 さ れ た 後 に 数 日 の 細 胞 培 養 を 必 要 と す る 核 型 分 析 の 場 合 に 手 間 と
時 間 を 要 す る 。 さ ら に 、 胎 児 細 胞 か ら 得 ら れ る 分 裂 中 期 の 染 色 体 を 検 査 す る プ ロ セ ス に は
、 非 常 に 熟 練 し た 技 術 者 の 主 観 的 判 断 が 必 要 と な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
伝 統 的 な 核 型 分 析 お よ び Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 方 法 に 取 っ て 代 わ る 多 く の 方 法 が 長 年 に わ た っ て 提 唱 さ
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れ て い る が 、 広 く 使 用 さ れ て い る も の は な い 。 こ れ ら は 主 に ３ つ の カ テ ゴ リ ー ： 短 い タ ン
デ ム 反 復 （ Ｓ Ｔ Ｒ ） の 使 用 に よ る 異 数 性 の 検 出 、 合 成 競 合 相 手 鋳 型 （ synthetic competit
or template） を 用 い た 染 色 体 の Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 定 量 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ベ
ー ス の 方 法 に 分 類 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Ｓ Ｔ Ｒ ベ ー ス の 方 法 は 、 当 該 染 色 体 領 域 中 の Ｓ Ｔ Ｒ の 数 の 変 化 を 検 出 し て 、 余 分 の 染 色 体
ま た は 欠 損 染 色 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と に 依 拠 す る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 染 色 体
損 失 ま た は 獲 得 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 用 い て ヘ テ ロ 接 合 性 Ｓ Ｔ Ｒ マ ー カ
ー の 比 の 変 化 を 検 出 し て 、 こ れ ら の マ ー カ ー を 定 量 す る こ と に よ り 観 察 さ れ 得 る 。 例 え ば
、 あ る Ｓ Ｔ Ｒ マ ー カ ー の 別 の Ｓ Ｔ Ｒ マ ー カ ー に 対 す る ２ ： １ の 比 は 、 お そ ら く 余 分 染 色 体
の 存 在 を 示 す の に 対 し て 、 マ ー カ ー に 関 す る ０ ： １ の 比 ま た は ホ モ 接 合 性 は 、 染 色 体 損 失
の 徴 候 を 提 供 し 得 る 。 し か し な が ら 、 あ る 特 定 の 個 体 は ま た 、 第 Ｉ Ｉ 減 数 分 裂 で の 組 換 え
事 象 ま た は 不 分 離 の 結 果 と し て ホ モ 接 合 性 と な り 、 試 験 に よ り こ れ ら の 結 果 は 区 別 さ れ な
い 。 各 Ｓ Ｔ Ｒ マ ー カ ー が 異 な る 数 の 反 復 を 有 し 、 し た が っ て 各 マ ー カ ー の 増 幅 効 率 が 同 じ
で な い こ と か ら 、 Ｓ Ｔ Ｒ ベ ー ス の 方 法 の 定 量 的 性 質 も ま た 疑 わ し い 。 さ ら に 、 Ｓ Ｔ Ｒ マ ー
カ ー は 非 常 に 多 型 性 で あ る た め 、 個 体 す べ て に 普 遍 的 に 適 用 可 能 な 診 断 ア ッ セ イ の 創 出 は
不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
競 合 相 手 核 酸 （ competitor nucleic acids） は ま た 、 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の ア ッ セ イ で 使 用 さ れ
、 染 色 体 存 在 量 （ dosage)の 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 内 部 対 照 を 提 供 す る 。 こ の タ
イ プ の ア ッ セ イ で は 、 標 的 （ す な わ ち 、 染 色 体 上 の ゲ ノ ム 領 域 ） と 配 列 類 似 性 を 有 す る 合
成 Ｐ Ｃ Ｒ 鋳 型 （ 競 合 相 手 ） が 供 給 さ れ 、 競 合 相 手 お よ び 標 的 核 酸 は 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い
て 同 時 増 幅 さ れ る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ ～ ５ 、 お よ び 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 増 幅 さ れ た 競
合 相 手 お よ び 標 的 核 酸 は 、 競 合 相 手 の サ イ ズ お よ び ／ ま た は 配 列 の 検 出 可 能 な 差 異 を 導 入
す る 操 作 制 限 部 位 ま た は 挿 入 配 列 の よ う な 修 飾 を 競 合 相 手 に 導 入 す る こ と に よ り 区 別 さ れ
得 る 。 同 量 の 競 合 相 手 を 試 験 試 料 お よ び 対 照 試 料 に 添 加 す る こ と に よ り 、 標 的 ゲ ノ ム セ グ
メ ン ト の 存 在 量 （ dosage)は 、 増 幅 さ れ た 競 合 相 手 核 酸 に 対 す る 増 幅 さ れ た 標 的 の 比 を 比
較 す る こ と に よ っ て 確 定 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 競 合 相 手 核 酸 が 試 験 さ れ る 試 料 に 添 加
さ れ な く て は な ら な い た め 、 試 料 の 取 り 扱 い に お け る 変 動 か ら 生 じ る ア ッ セ イ に お け る 固
有 の 変 動 性 が 存 在 す る 。 か か る 変 動 は 、 競 合 相 手 と 標 的 鋳 型 と の 間 の わ ず か な 最 初 の 差 異
を 増 幅 し 、 か つ ア ッ セ イ の 信 頼 性 を 小 さ く し 得 る 増 幅 プ ロ セ ス の 指 数 関 数 的 性 質 に よ り 増
幅 さ れ る 傾 向 に あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
幾 つ か の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ベ ー ス の 方 法 は 、 標 識 染 色 体 特 異 的 プ ロ ー ブ を 用 い る こ
と に 依 拠 し 、 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 染 色 体 存 在 量 （ dosage)に お け る 差 異 を 検 出 す る （ 例
え ば 、 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文 献 ５ 、 特 許 文 献 ６ お よ び 特 許 文 献 ７ を 参 照 ） 。 比 較 ゲ ノ ム
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ comparative genome hybridization； Ｃ Ｇ Ｈ ） の よ う な 他 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ベ ー ス の 方 法 は 、 全 ゲ ノ ム に わ た る 変 化 を 評 価 す る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｇ
Ｈ 分 析 で は 、 未 知 用 量 の 標 的 ゲ ノ ム 領 域 を 含 有 す る 標 識 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 試 験 試 料 、 お
よ び 既 知 用 量 の 標 的 ゲ ノ ム 領 域 を 含 有 す る 標 識 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 対 照 試 料 を 固 定 化 ゲ ノ
ム 鋳 型 に 適 用 し て 、 試 験 試 料 お よ び 対 照 試 料 に よ り 生 じ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ
ル を 比 較 す る 。 試 験 試 料 お よ び 対 照 試 料 で 観 察 さ れ る シ グ ナ ル 比 は 、 ゲ ノ ム に お け る 標 的
の コ ピ ー 数 の 尺 度 を 提 供 す る 。 Ｃ Ｇ Ｈ は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 の 可 能 性 を 付 与 す る が 、 試
験 試 料 と 対 照 試 料 と の 間 の 正 規 化 が 重 要 で あ り 、 こ の 方 法 の 感 度 は 最 適 で な い た め 、 こ の
方 法 は 実 行 す る の が 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
２ １ ト リ ソ ミ ー を 検 出 す る た め 、 ゲ ノ ム に お け る ２ つ の 異 な る 標 的 配 列 へ の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に 依 存 す る 方 法 が 、 非 特 許 文 献 ６ に よ り 記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 単 一 プ
ラ イ マ ー 対 を 用 い て 、 一 方 が ２ １ 番 染 色 体 上 （ 肝 臓 型 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 、 Ｐ
Ｆ Ｋ Ｌ － Ｃ Ｈ ２ １ ） に 、 お よ び 一 方 が １ 番 染 色 体 上 （ ヒ ト 筋 肉 型 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ
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遺 伝 子 、 Ｐ Ｆ Ｋ Ｍ － Ｃ Ｈ １ ） に 存 在 す る ２ つ の 相 同 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 を 同 時
に 増 幅 す る 。 各 遺 伝 子 に 相 当 す る 増 幅 産 物 は サ イ ズ で 区 別 す る こ と が で き る 。
し か し な が ら 、 Lee等 （ 非 特 許 文 献 ６ ） は 、 ト リ ソ ミ ー 個 体 お よ び 二 染 色 体 （ す な わ ち 、
正 常 ） 個 体 か ら の 試 料 は こ の 方 法 を 用 い て 区 別 可 能 で あ っ た と 報 告 し て い る が 、 観 察 さ れ
た Ｐ Ｆ Ｋ Ｍ － Ｃ Ｈ １ お よ び Ｐ Ｆ Ｋ Ｌ － Ｃ Ｈ ２ １ 増 幅 の 比 は 、 予 測 し た １ ／ １ .５ で は な く
１ ／ ３ .３ で あ り 、 ２ つ の 相 同 遺 伝 子 が 同 じ 効 率 で 増 幅 さ れ な か っ た こ と を 示 し て い る 。
さ ら に 、 正 常 な 個 体 お よ び ト リ ソ ミ ー 個 体 か ら の 試 料 か ら 得 ら れ る 増 幅 値 は 、 そ れ ら の 両
端 （ extremes） で 部 分 的 に 重 複 し て お り 、 診 断 ツ ー ル と し て の こ の 試 験 の 有 用 性 を 疑 わ し
い も の に し た 。
【 特 許 文 献 １ 】
国 際 特 許 公 開  WO 94/03638
【 特 許 文 献 ２ 】
国 際 特 許 公 開  WO99/14376
【 特 許 文 献 ３ 】
国 際 特 許 公 開  WO96/09407
【 特 許 文 献 ４ 】
国 際 特 許 公 開  WO94/09156
【 特 許 文 献 ５ 】
国 際 特 許 公 開  WO91/02187
【 特 許 文 献 ６ 】
国 際 特 許 公 開  WO00/24925
【 特 許 文 献 ７ 】
国 際 特 許 公 開  WO93/23566
【 非 特 許 文 献 １ 】
Epstein、 1986、 「 染 色 体 不 均 衡 の 帰 結 ： 原 理 、 メ カ ニ ズ ム お よ び モ デ ル 」 （ The Consequ
ences of Chromosome Imbalance: Principles, Mechanisms and Models） 、 Cambridge Un
iv. Press
【 非 特 許 文 献 ２ 】
Lejeune et al., 1959, C. R. Acad. Sci. 248:1721-1722
【 非 特 許 文 献 ３ 】
Yang et al., 1998, Fetal Diagn. Ther. 13(6):361-366
【 非 特 許 文 献 ４ 】
Lapierre et al., 2000, Prenat. Diagn. 20(2): 123-131
【 非 特 許 文 献 ５ 】
Bell et al., 2001, Fertil. Steril. 75(2):374-379
【 非 特 許 文 献 ６ 】
Lee et al., 1997, Hum. Genet. 99(3):364-367
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は 、 染 色 体 異 常 を 検 出 す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 方 法 は 、 出 生 前
検 査 で 、 な ら び に 体 細 胞 に お け る 染 色 体 異 常 を 検 出 す る の に （ 例 え ば 、 癌 の 存 在 ま た は 進
行 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ で ） 使 用 さ れ 得 る 。 上 記 方 法 は 、 ト リ ソ ミ ー 、 モ ノ ソ ミ ー 、
お よ び ／ ま た は １ つ も し く は 複 数 の 遺 伝 子 を 含 む 染 色 体 領 域 の 重 複 （ duplication） ま た
は 欠 失 （ deletion） の よ う な 多 数 の 種 々 の タ イ プ の 染 色 体 不 均 衡 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 染 色 体 不 均 衡 の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 方 法 は 、
同 時 に 、 第 １ の 染 色 体 位 置 に あ る 第 １ の 配 列 を 増 幅 し 、 そ れ に よ り 第 １ の 増 幅 産 物 を 生 産
し 、 第 ２ の 染 色 体 位 置 に あ る 第 ２ の 配 列 を 増 幅 し 、 そ れ に よ り 第 ２ の 増 幅 産 物 を 生 産 す る
こ と を 同 時 に 含 む 。 増 幅 産 物 の 相 対 量 が 確 定 さ れ 、 第 １ の 増 幅 産 物 対 第 ２ の 増 幅 産 物 の 比
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が 、 １ ： １ と 異 な る 場 合 に 、 染 色 体 不 均 衡 の 危 険 性 を 示 し て い る 。 好 ま し く は 、 第 １ お よ
び 第 ２ の 配 列 は 、 異 な る 染 色 体 上 に 位 置 さ れ る パ ラ ロ ガ ス な 配 列 （ paralogous sequences
） で あ り 、 幾 つ か の 態 様 で は あ る が 、 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 は 同 じ 染 色 体 上 （ 例 え ば 、 例
え ば 異 な る ア ー ム 上 ） に 位 置 さ れ る 。 第 １ お よ び 第 ２ の 増 幅 産 物 は 、 約 ８ ０ ％ を 上 回 る 配
列 同 一 性 を 含 み 、 好 ま し く は 実 質 的 に 同 一 長 で あ る 。 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 の 増 幅 効 率 は
、 実 質 的 に 同 じ で あ る た め 、 上 記 方 法 は 非 常 に 定 量 的 で あ り 、 か つ 信 頼 性 が 高 い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
増 幅 は 好 ま し く は 、 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 実 施 さ れ 、 第 １ お よ び 第 ２
の 配 列 の 両 方 を 増 幅 す る 。 一 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー は 、 結 合 対 の 第 ２ の 成 員 （ member） が
結 合 さ れ て い る 固 体 支 持 体 （ solid support） に 結 合 す る た め の 結 合 対 の 第 １ の 成 員 と 連
結 さ れ 、 第 ２ の 成 員 は 上 記 第 １ の 成 員 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 固 体 支 持 体
を 供 給 す る こ と に よ り 、 プ ラ イ マ ー お よ び 増 幅 産 物 を 支 持 体 上 に 捕 捉 す る こ と が 可 能 で あ
り 、 シ ー ケ ン シ ン グ の よ う な さ ら な る 手 順 を 容 易 に す る 。 一 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー は 増 幅
前 に 支 持 体 に 結 合 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー は 増 幅 後 に 支 持 体 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
第 １ お よ び 第 ２ の 増 幅 産 物 は 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に 位 置 す る 第 １ の 増 幅
産 物 と 第 ２ の 増 幅 産 物 と の 間 の 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 差 異 を 有 し 、 そ れ に よ り 第
１ お よ び 第 ２ の 増 幅 産 物 は こ の 配 列 差 異 に 基 づ い て 区 別 さ れ る こ と が 可 能 と な る 。 し た が
っ て 、 一 態 様 で は 、 上 記 方 法 は 、 （ i） 第 １ の 増 幅 産 物 に お い て 記 少 な く と も １ つ の ヌ ク
レ オ チ ド 位 置 に あ る 第 １ の ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 工 程 、 （ iii） 第 ２ の 増 幅 産 物 に お い
て 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に あ る 第 ２ の ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 工 程 、 お よ び
（ iii） 第 １ お よ び 第 ２ の ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 量 を 確 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 。 第 １ お よ
び 第 ２ の ヌ ク レ オ チ ド の 比 は 、 試 料 中 の 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 の 存 在 量 （ dose)に 比 例 す
る 。 同 定 す る 工 程 お よ び 確 定 す る 工 程 は シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 実 施 さ れ 得 る 。 好 ま し い 実
施 形 態 で は 、 Pyrosequencing（ 登 録 商 標 ） の シ ー ケ ン シ ン グ 方 法 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ６ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列 を
供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込 み
を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 第 １ の 配 列 は 、 Ｓ Ｉ Ｍ １ 配 列 を 含 む 一 方
で 、 上 記 第 ２ の 配 列 は Ｓ Ｉ Ｍ ２ 配 列 を 含 む 。 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー Ｓ Ｉ Ｍ Ａ Ｆ （ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ
Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ ） お よ び Ｓ Ｉ Ｍ Ａ Ｒ （ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ
Ｇ Ｇ ） の よ う な 両 遺 伝 子 に お け る 同 一 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 一 の プ ラ イ マ
ー 対 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 約 １ ： １ .５ の 増 幅 Ｓ Ｉ Ｍ １ と Ｓ Ｉ Ｍ ２ 配 列 と の 比 は 、 個 体 が
２ １ ト リ ソ ミ ー ま た は ダ ウ ン 症 候 群 の 危 険 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ７ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込
み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 第 １ の 配 列 は Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ
グ （ paralogue） 配 列 を 含 む 一 方 で 、 上 記 第 ２ の 配 列 は Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 配 列 を 含 む 。 一 態 様 で
は 、 第 １ の 配 列 は 、 図 ３ に 示 す Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。 増 幅 は 、 プ ラ イ マ
ー Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ Ｆ （ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ ） お よ び Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ Ｒ （ Ｃ Ｔ
Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ ） の よ う な 両 遺 伝 子 に お け る 同 一 配 列 に 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 約 １ ： １ .５ の 増 幅 Ｇ Ａ Ｂ
Ｐ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 と Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ と の 比 は 、 個 体 が ２ １ ト リ ソ ミ ー ま た は ダ ウ ン 症 候
群 の 危 険 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 １ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込
み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 第 １ の 配 列 は Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ
配 列 を 含 む 一 方 で 、 上 記 第 ２ の 配 列 は Ｃ Ｃ Ｔ ８ 配 列 を 含 む 。 一 態 様 で は 、 第 １ の 配 列 は 図
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４ に 示 す Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。 増 幅 は 、 プ ラ イ マ ー Ｃ Ｃ Ｔ ８ Ｆ （ Ａ Ｔ Ｇ Ａ
Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ ） お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ Ｒ （ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ
Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ ） の よ う な 両 遺 伝 子 に お け る 同 一 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 一 の プ
ラ イ マ ー 対 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 約 １ ： １ .５ の 増 幅 Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ と Ｃ Ｃ Ｔ ８
と の 比 は 、 個 体 が ２ １ ト リ ソ ミ ー ま た は ダ ウ ン 症 候 群 の 危 険 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ２ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込
み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 第 ２ の 配 列 は Ｃ ２ １ Ｏ Ｒ Ｆ １ ９ を 含 む 。 一 態 様 で は 、
第 １ の 配 列 は Ｃ ２ １ Ｏ Ｒ Ｆ １ ９ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ２ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込
み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 第 ２ の 配 列 は Ｄ Ｓ Ｃ Ｒ ３ を 含 む 。 一 態 様 で は 、 第 １ の
配 列 は Ｄ Ｓ Ｃ Ｒ ３ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ４ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込
み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 第 ２ の 配 列 は Ｃ ２ １ Ｏ ｒ ｆ ６ を 含 む 。 一 態 様 で は 、 第
１ の 配 列 は Ｃ ２ １ Ｏ ｒ ｆ ６ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 １ ２ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配
列 を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見
込 み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 第 ２ の 配 列 は Ｗ Ｒ Ｂ １ を 含 む 。 一 態 様 で は 、 第 １ の
配 列 は Ｗ Ｒ Ｂ １ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ７ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込
み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 第 ２ の 配 列 は Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ９ ５ ８ を 含 む 。 一 態 様 で は 、
第 １ の 配 列 は Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ９ ５ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｘ 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列 を
供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込 み
を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 第 ２ の 配 列 は Ｔ Ｔ Ｃ ３ を 含 む 。 一 態 様 で は 、 第 １ の 配 列
は Ｔ Ｔ Ｃ ３ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ５ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 お よ び 個 体 が ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る 見 込
み を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 第 ２ の 配 列 は Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ １ を 含 む 。 一 態 様 で は 、 第 １ の
配 列 は Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ １ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ３ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び １ ３ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 １ ３ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態
様 で は 、 第 １ の 配 列 は Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 一 方 で 、 第 ２ の 配 列 は Ｐ Ａ Ｐ
２ Ａ 配 列 を 含 む 。 増 幅 は 、 両 遺 伝 子 に お け る 同 一 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 一
の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 一 態 様 で は 、 Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 は 図 ５
に 示 す Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ２ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び １ ３ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 １ ３ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態
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様 で は 、 第 １ の 配 列 は Ｃ Ｄ Ｋ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 一 方 で 、 第 ２ の 配 列 は Ｃ Ｄ Ｋ ８
配 列 を 含 む 。 増 幅 は 、 両 遺 伝 子 に お け る 同 一 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 一 の プ
ラ イ マ ー 対 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 一 態 様 で は 、 Ｃ Ｄ Ｋ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 は 図 ７ に 示 す
Ｃ Ｄ Ｋ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ２ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び １ ８ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 １ ８ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態
様 で は 、 第 １ の 配 列 は Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 一 方 で 、 第 ２ の 配 列 は Ａ Ｃ Ａ
Ａ ２ 配 列 を 含 む 。 増 幅 は 、 両 遺 伝 子 に お け る 同 一 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 一
の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 一 態 様 で は 、 Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 は 図 ８
に 示 す Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ９ 番 染 色 体 上 の 第 １ の 配 列 お よ び １ ８ 番 染 色 体 上 の 第 ２ の 配 列
を 供 給 す る こ と に よ り 、 １ ８ ト リ ソ ミ ー の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態
様 で は 、 第 １ の 配 列 は Ｍ Ｅ ２ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 一 方 で 、 第 ２ の 配 列 は Ｍ Ｅ ２ 配 列
を 含 む 。 増 幅 は 、 両 遺 伝 子 に お け る 同 一 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 一 の プ ラ イ
マ ー 対 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 一 態 様 で は 、 Ｍ Ｅ ２ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 は 図 ６ に 示 す Ｍ Ｅ ２
遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 染 色 体 不 均 衡 の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 染 色 体
不 均 衡 は 、 ２ １ ト リ ソ ミ ー 、 １ ３ ト リ ソ ミ ー 、 １ ８ ト リ ソ ミ ー 、 ト リ ソ ミ ー Ｘ 、 Ｘ Ｘ Ｙ お
よ び Ｘ Ｏ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 染 色 体 不 均 衡 の 危 険 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 染 色 体
不 均 衡 は 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 タ ー ナ ー 症 候 群 、 ク ラ イ ン フ ェ ル タ ー 症 候 群 、 ウ ィ リ ア ム ズ 症
候 群 、 ラ ン ガ ー ・ ギ ー デ ィ オ ン 症 候 群 、 プ ラ ー ダ ー ・ ヴ ィ リ 症 候 群 、 ア ン ゲ ル マ ン 症 候 群
、 ル ー ビ ン ス タ イ ン ・ テ ー ビ 症 候 群 、 お よ び デ ィ ・ ジ ョ ー ジ 症 候 群 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 疾 患 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の 目 的 お よ び 特 徴 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 添 付 の 図 面 を 参 照 し て よ り よ く 理 解
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 は 、 増 幅 反 応 に お い て 内 部 対 照 と し て パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と に よ り 染
色 体 異 常 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 方 法 は 、 迅 速 で 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト で あ
り 、 か つ 半 自 動 ま た は 全 自 動 解 析 し や す い 。 一 態 様 で は 、 上 記 方 法 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な 増
幅 反 応 で 使 用 さ れ る 条 件 下 で パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト そ れ ぞ れ に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー 対 を 供 給 す る こ と を 含 む 。 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 は 、 好 ま し
く は 異 な る 染 色 体 上 に 存 在 す る が 、 同 じ 染 色 体 上 に も 存 在 し 得 る （ 例 え ば 、 異 な る 染 色 体
ア ー ム の 損 失 ま た は 獲 得 を 検 出 す る た め ） 。 生 成 さ れ た 増 幅 産 物 の 量 を 比 較 す る こ と に よ
り 、 各 遺 伝 子 の 相 対 存 在 量 （ dose)が 確 定 さ れ 、 遺 伝 子 が 位 置 す る 各 染 色 体 領 域 お よ び ／
ま た は 各 染 色 体 の 相 対 存 在 量 （ dose)と 相 関 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
定 義
以 下 の 定 義 は 、 以 下 に 記 載 す る 説 明 で 使 用 さ れ る 特 定 の 用 語 に 関 し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 共 通 の 進 化 起 源 を 有
す る が 、 ヒ ト ゲ ノ ム に お い て 時 間 を か け て 重 複 さ れ た 遺 伝 子 を 指 す 。 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子
は 、 遺 伝 子 構 造 （ 例 え ば 、 イ ン ト ロ ン お よ び エ キ ソ ン の 数 な ら び に 相 対 位 置 、 お よ び 好 ま
し く は 転 写 物 長 ） な ら び に 配 列 を 保 存 す る 。 一 態 様 で は 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 は 、 増 幅 可
能 な 配 列 領 域 に わ た っ て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 同 一 性 、 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 同 一 性 、 少 な く
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と も 約 ９ ０ ％ 同 一 性 、 ま た は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 増 幅 可 能 な 領 域 」 ま た は 「 増 幅 可 能 な 配 列 領 域 」 と い う 用
語 は 、 第 １ の プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に よ り そ の ５ ’ － 末 端 （ 5'-most end） と 、 第 ２ の プ ラ
イ マ ー 結 合 部 位 に 相 補 的 な 配 列 に よ り そ の ３ ’ － 末 端 で 規 定 さ れ 、 か つ 増 幅 可 能 な 配 列 領
域 を 含 む 二 本 鎖 配 列 （ double-stranded sequence） に お い て 第 １ お よ び 第 ２ の プ ラ イ マ ー
結 合 部 位 に 特 異 的 に 結 合 す る プ ラ イ マ ー の 結 合 に 基 づ く 増 幅 条 件 下 で 増 幅 さ れ 得 る 一 本 鎖
配 列 を 指 す 。 好 ま し く は 、 増 幅 可 能 な 領 域 は 、 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 少 な く
と も 約 ７ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 少 な く と も 約 ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 ま た は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 」 は 、 増 幅 反 応 の プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ
ン グ 段 階 中 に プ ラ イ マ ー が 結 合 部 位 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 、 プ ラ イ マ ー に
実 質 的 に 相 補 的 で あ る か 、 ま た は 完 全 に 相 補 的 で あ る 配 列 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 パ ラ ロ グ セ ッ ト 」 ま た は 「 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト 」 は
、 少 な く と も ２ つ の パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 ま た は パ ラ ロ グ を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 染 色 体 異 常 」 ま た は 「 染 色 体 不 均 衡 」 は 、 １ つ も し く は 複
数 の 遺 伝 子 を 含 む 染 色 体 全 体 ま た は 染 色 体 領 域 の 獲 得 あ る い は 損 失 で あ る 。 染 色 体 異 常 と
し て は 、 モ ノ ソ ミ ー 、 ト リ ソ ミ ー 、 ポ リ ソ ミ ー 、 不 均 衡 転 座 （ unbalanced translocation
s） に よ り 引 き 起 こ さ れ る 欠 失 お よ び 重 複 を 含 む 遺 伝 子 の 欠 失 お よ び ／ ま た は 重 複 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 高 度 の 配 列 類 似 性 」 な る 用 語 は 、 増 幅 可 能 な 領 域 に わ た っ
て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 実 質 的 に 等 し い 増 幅 効 率 」 ま た は 「 実 質 的 に 同 じ 増 幅 効 率
」 は 、 等 し い 量 で 提 供 さ れ る 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 の 増 幅 で あ り 、 第 １ お よ び 第 ２ の 増 幅
産 物 の 量 に お い て 約 １ ０ ％ 未 満 の 差 異 を 生 じ る 増 幅 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 個 体 」 は 、 胎 児 、 新 生 児 、 子 供 ま た は 成 体 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 同 定
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 は 、 重 複 期 間 お よ び 選 択 的 機 能 性 制 限 （ selective functional restr
aints） の 両 方 に 依 存 し て 高 度 の 配 列 類 似 性 を 保 持 す る 重 複 遺 伝 子 で あ る 。 そ れ ら の 高 度
の 配 列 類 似 性 の た め に 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 位 置 す る 染 色 体 お よ び
／ ま た は 染 色 体 領 域 の 相 対 存 在 量 （ dose)の 確 定 を 可 能 に す る 増 幅 反 応 用 の 理 想 的 な 鋳 型
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 は 、 共 通 の 進 化 歴 を 有 す る が 、 重 複 事 象 ま た は レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ジ シ
ョ ン 事 象 に よ り 時 間 を か け て 複 製 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。 重 複 事 象 は 、 一 般 に 保 存 遺 伝 子 構
造 を 有 す る ２ つ の 遺 伝 子 を も た ら し 、 す な わ ち そ れ ら は イ ン ト ロ ン － エ キ ソ ン 接 合 部 の 類
似 パ タ ー ン を 有 す る 。 他 方 で 、 レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ジ シ ョ ン に よ り 生 成 さ れ る パ ラ ロ ガ ス な
遺 伝 子 は 、 イ ン ト ロ ン を 含 有 せ ず 、 た い て い の 場 合 で 進 化 に よ り 機 能 的 に 不 活 性 化 さ れ 、
（ 発 現 さ れ ず ） 、 し た が っ て 偽 遺 伝 子 と し て 分 類 さ れ る 。 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 両 方 の カ
テ ゴ リ ー に 関 し て 、 高 度 の 配 列 保 存 が 存 在 す る が 、 機 能 的 制 約 に 大 い に 依 存 す る 割 合 で 突
然 変 異 に よ り 差 異 が 蓄 積 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 方 法 で 使 用 す る た め の 最 適 な パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト を 同
定 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 ヒ ト ゲ ノ ム の 完 成 し た シ ー ケ ン シ ン グ か ら 利 用 可 能 な 情 報 を
用 い て 重 複 事 象 が 起 こ っ た こ と が 既 知 で あ る 染 色 体 の あ る 特 定 の 区 域 を 標 的 と す る こ と が
で き る （ 例 え ば 、 Venter et al., 2001, Science 291(5507): 1304-51、 Lander et al., 
2001, Nature 409 (6822): 860-921参 照 ） 。 こ れ は 、 所 定 の 標 的 遺 伝 子 を 同 定 し 、 標 的 遺
伝 子 が 由 来 す る の と 同 じ 種 か ら の 配 列 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス ま た は 発 現 配 列 デ ー タ ベ
ー ス を 検 索 す る こ と に よ り コ ン ピ ュ ー タ で 実 行 さ れ 、 増 幅 可 能 な 配 列 領 域 に わ た っ て 少 な
く と も 約 ８ ０ ％ 同 一 性 を 含 む 配 列 を 同 定 す る 。 好 ま し く は 、 パ ラ ロ ガ ス な 配 列 は 、 実 質 的
に 同 一 の Ｇ Ｃ 含 有 量 を 含 む （ す な わ ち 、 配 列 は 、 Ｇ Ｃ 含 有 量 に お い て 約 ５ ％ 未 満 、 好 ま し
く は 約 １ ％ 未 満 の 差 異 を 有 す る ） 。 配 列 検 索 プ ロ グ ラ ム は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410を 参 照 ） 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ
Ａ 、 お よ び Ｓ Ｓ Ａ Ｈ Ａ （ 例 え ば 、 Pearson, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85(5): 2
444-2448、 Lung et al., 1991, J. Mol. Biol. 221(4): 1367-1378を 参 照 ） が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
さ ら に 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 有 意 性 を 確 定 す る 方 法 が 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 Need
leman and Wunsch, 1970, J. of Mol. Biol. 48: 444、 Waterman et al., 1980, J. Moll
. Biol. 147: 195-197、 Karlin et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-22
68、 お よ び Dembo et al., 1994, Ann. Prob. 22: 2022-2039に 記 載 さ れ て い る 。 一 態 様 で
は 、 単 一 の ク エ リ ー 配 列 が デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 さ れ る 一 方 で 、 別 の 態 様 で は 、 複 数
の 配 列 が デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 さ れ る （ 例 え ば 、 NCBIか ら ア ク セ ス 可 能 な Ｍ Ｅ Ｇ Ａ Ｂ
Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 用 い て ） 。 マ ル チ プ ル 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 ClustalW 1.6（ http
://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multialign/multi-align.htmlで 利 用 可 能 ） の よ う な 当
該 技 術 分 野 で 既 知 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 単 一 回 で 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 検 索 さ れ る ゲ ノ ム ま た は 発 現 配 列 デ ー タ ベ ー ス は ヒ ト 配 列 を 含 む
。 ヒ ト ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト （ 上 述 の Venter et al., 2001、 上 述 の Lander et al., 2001を
参 照 ） の 完 了 に よ り 、 ヒ ト 配 列 デ ー タ ベ ー ス の コ ン ピ ュ ー タ 検 索 に よ り 、 多 重 染 色 体 組 合
せ に 関 す る パ ラ ロ ガ ス な セ ッ ト が 同 定 さ れ る 。 多 数 の ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス が 存 在
し 、 NCBI GenBankデ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=G
enome） 、 Celera Human Genomeデ ー タ ベ ー ス （ http://www.celera.com） 、 Genetic Infor
mation Research Institute（ Ｇ Ｉ Ｒ Ｉ ） デ ー タ ベ ー ス （ http://www.girinst.org） 、 TIG
R Gene Indices（ http://www.tigr.org/tdb/tgi.shtml） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 発 現 配 列 デ ー タ ベ ー ス と し て は 、 NCBI ESTデ ー タ ベ ー ス 、 LIFESEQ（ 登 録 商
標 ） デ ー タ ベ ー ス （ Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, Calif.） 、 Human Genome Scie
ncesか ら の ラ ン ダ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 デ ー タ ベ ー ス 、 お よ び Ｅ Ｍ Ｅ Ｓ Ｔ ８ デ ー タ ベ ー ス （ EMBL
, Heidelberg, Germany） が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
一 態 様 で は 、 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 セ ッ ト は 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト を 同 定 す る た め ク
エ リ ー 配 列 と し て ラ ン ダ ム に 選 ば れ る 。 別 の 態 様 で は 、 文 献 中 で パ ラ ロ ガ ス で あ る と 同 定
さ れ た 遺 伝 子 を ク エ リ ー と し て 使 用 し て 、 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し て 、 最 適 な 増 幅 可 能 な 配
列 を 提 供 す る こ れ ら の 遺 伝 子 の 領 域 （ す な わ ち 、 増 幅 可 能 な 配 列 領 域 に わ た っ て 約 ８ ０ ％
を 上 回 る 同 一 性 、 お よ び 約 １ ％ ～ ５ ％ 未 満 の Ｇ Ｃ 含 有 量 の 差 異 を 有 す る 遺 伝 子 の 領 域 ） を
同 定 す る 。 好 ま し く は 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 は 保 存 遺 伝 子 構 造 お よ び 保 存 配 列 を 有 し 、 す
な わ ち エ キ ソ ン お よ び イ ン ト ロ ン の 数 な ら び に 相 対 位 置 が 保 存 さ れ 、 好 ま し く は パ ラ ロ ガ
ス な 遺 伝 子 か ら 生 成 さ れ る 転 写 物 は サ イ ズ が 実 質 的 に 同 じ で あ る （ す な わ ち 、 約 ２ ０ ０ 塩
基 対 未 満 の サ イ ズ の 差 異 、 好 ま し く は 約 １ ０ ０ 塩 基 対 未 満 の サ イ ズ の 差 異 を 有 す る ） 。 表
１ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 評 価 さ れ 得 る 非 限 定 的 な 候 補 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト の 例 を
提 供 す る 。 表 １ Ａ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 評 価 さ れ 得 る 非 限 定 的 な 候 補 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝
子 セ ッ ト の 例 を 提 供 し 、 こ こ で セ ッ ト の 一 つ の 成 員 は ２ １ 番 染 色 体 上 に 位 置 す る 。 表 １ Ｂ
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は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 評 価 さ れ 得 る さ ら な る 非 限 定 的 な 候 補 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト
の 例 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 表 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － ２ 】
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【 ０ ０ ４ ８ 】
【 表 １ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 １ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 に よ る 有 用 な パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト と し て は 、 以 下 の ： Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ  （ ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ０ ４ ０ 、 Ｎ Ｔ － ０ １ １ ５ １ ２ 、 Ｘ Ｍ ０ ０ ９ ７ ０ ９ 、 Ａ Ｐ ０ ０
１ ６ ９ ４ 、 Ｘ ８ ４ ３ ６ ６ ） お よ び Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ パ ラ ロ グ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｌ Ｏ Ｃ １ ５
４ ８ ４ ０ ） ； Ｃ Ｃ Ｔ ８ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ６ ５ ８ ５ 、 Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ １ ２
、 Ａ Ｌ １ ６ ３ ２ ４ ９ 、 Ｇ ０ ９ ４ ４ ４ ） お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ パ ラ ロ グ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｌ
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Ｏ Ｃ １ ４ ９ ０ ０ ３ ） ； Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０ ２ １ ０ ３ ３ ） お よ び Ｒ
Ａ Ｐ ２ Ａ パ ラ ロ グ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ８ ８ ６ ） ； Ｍ Ｅ ２ （ ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ３ ９ ６ ） お よ び Ｍ Ｅ ２ パ ラ ロ グ ； Ｃ Ｄ Ｋ ８ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ：
Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ １ ２ ６ ０ ） お よ び Ｃ Ｄ Ｋ ８ パ ラ ロ グ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｌ Ｏ Ｃ １ ２ ９ ３ ５
９ ） ； Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ６ １ １ １ ） お よ び Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ パ ラ ロ
グ ； Ｄ Ｓ Ｃ Ｒ ３ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ １ ２ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ６ ０ ５ ２ 、 Ａ Ｐ
０ ０ １ ７ ２ ８ ） お よ び Ｄ Ｓ Ｃ Ｒ ３ パ ラ ロ グ ； Ｃ ２ １ ｏ ｒ ｆ １ ９ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ
Ｍ ＿ ０ １ ５ ９ ５ ５ 、 Ｎ Ｔ ＿ ０ ０ ５ ３ ６ ７ 、 Ａ Ｆ ３ ６ ３ ４ ４ ６ 、 Ａ Ｐ ０ ０ １ ７ ２ ５ ） お よ び
Ｃ ２ １ ｏ ｒ ｆ １ ９ パ ラ ロ グ ； Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ９ ５ ８ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ １
４ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ５ ２ ２ ７ 、 Ａ Ｌ １ ６ ３ ３ ０ １ 、 Ａ Ｂ ０ ２ ３ １ ７ ５ ） お よ び Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ９ ５
８ パ ラ ロ グ ； Ｔ Ｔ Ｃ ３ （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ３ １ ６ 、 Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ １ ２
、 Ａ Ｐ ０ ０ １ ７ ２ ７ 、 Ａ Ｐ ０ ０ １ ７ ２ ８ ） お よ び Ｔ Ｔ Ｃ ３ パ ラ ロ グ ； Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ １ （ ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｔ ＿ ０ １ １ ５ １ ２ 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ０ ２ ４ 、 Ｘ Ｍ ＿ ０ ４ ８ ６ ２ １ ） お よ び
Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ １ パ ラ ロ グ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ク エ リ ー 配 列 と し て 使 用 す る こ と が で き る さ ら な る パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト と し て は 、
Ｈ Ｏ Ｘ 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。 関 連 Ｈ Ｏ Ｘ 遺 伝 子 お よ び そ れ ら の 染 色 体 位 置 は 、 Popovici e
t al., 2001, FEBS Letters 491: 237-242に 記 載 さ れ て い る 。 １ 番 、 ２ 番 、 ７ 番 、 １ １ 番
、 １ ２ 番 、 １ ４ 番 、 １ ７ 番 お よ び １ ９ 番 染 色 体 中 の 遺 伝 子 に 関 す る 候 補 パ ラ ロ グ は 、 Lund
in, 1993, Genomics 16: 1-19に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 参 照 文 献 の 全 体 が 本 明 細 書 に
参 照 に よ り 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら に 別 の 態 様 で は 、 ク エ リ ー 配 列 は 、 重 複 さ れ る ヒ ト ゲ ノ ム の 領 域 （ 例 え ば 、 完 成 ヒ ト
ゲ ノ ム 配 列 の 解 析 に よ り 確 定 さ れ る よ う な ） を 標 的 と す る こ と に よ り 同 定 さ れ 、 こ れ ら の
配 列 を 用 い て ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 の デ ー タ ベ ー ス （ 複 数 可 ） を 検 索 し て 、 増 幅 可 能 な 配 列 領 域
に わ た っ て 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 の 配 列 を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
さ ら な る 態 様 で は 、 ク ラ ス タ リ ン グ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 増 幅 可 能 な 配 列 領 域 に わ た っ て
少 な く と も 約 ８ ０ ％ 同 一 性 を 含 む コ ン セ ン サ ス 配 列 を 共 有 す る デ ー タ ベ ー ス に お い て 発 現
配 列 を 類 別 し て 、 適 切 な パ ラ ロ グ を 同 定 す る 。 配 列 ク ラ ス タ リ ン グ プ ロ グ ラ ム は 、 当 該 技
術 分 野 で 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 Guan et al., 1998, Bioinformatics 14(9): 783-8、 Mill
er et al., Comput. Appl. Biosci. 13(1): 81-7、 お よ び Parsons, 1995, Comput. Appl.
 Biosci. 11(6): 603-13参 照 、 こ れ ら の 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
適 切 な パ ラ ロ グ セ ッ ト を 同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ 的 方 法 が 好 ま し い 一 方 で 、 有 意 な 塩 基 対 形
成 が 可 能 で あ る 配 列 を 検 出 す る 任 意 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き 、 そ れ ら は 本 発 明 の 範 囲
内 に 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ベ ー ス
の 方 法 お よ び コ ン ピ ュ ー タ 的 方 法 の 組 合 せ を 用 い て 同 定 さ れ 得 る 。 こ の 態 様 で は 、 標 的 染
色 体 領 域 を 同 定 す る こ と が で き 、 そ の 領 域 に 相 当 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 選 択 し て （ 例 え ば 、
Ｂ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー 、 Ｙ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー 、 コ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー 等 か ら ） 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ま た は Ｉ Ｓ Ｈ ア ッ セ イ
） で 使 用 さ れ て 、 多 重 染 色 体 （ 好 ま し く は 約 ５ 未 満 ） へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ を 同
定 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 は 、 標 的 プ ロ ー ブ を 、 パ ラ ロ ガ ス
な 遺 伝 子 （ 複 数 可 ） を 含 有 す る と 考 え ら れ る フ ロ ー ソ ー テ ィ ン グ し た 染 色 体 、 染 色 体 特 異
的 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び ／ ま た は 所 定 の 試 験 染 色 体 （ 複 数 可 ） を 含 む 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド へ
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 確 証 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Horvath, et al., 2000, Genome 
Research 10: 839-852） 。 引 き 続 い て よ り 小 さ な プ ロ ー ブ 断 片 を 用 い て 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺
伝 子 を 含 有 す る と 考 え ら れ る 所 定 の 領 域 を 絞 り 込 む こ と が で き 、 こ れ ら の 断 片 を シ ー ケ ン
シ ン グ し て 、 最 適 な パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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一 態 様 で は 、
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 は 本 発 明 の 方 法 に お い て 増 幅 鋳 型 と し て 使 用 さ れ る が 、 増 幅 可 能 な 領
域 に わ た っ て 約 ２ ０ ％ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 差 異 を 有 す る 実 質 的 に 同 一 の 増 幅 鋳 型 を 提 供 す
る の に 十 分 な 配 列 同 一 性 を 含 む 任 意 の パ ラ ロ ガ ス な 配 列 が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 偽 遺 伝 子
は 、 各 セ ッ ト に お け る 配 列 間 に 十 分 な 同 一 性 が 存 在 す る 場 合 に 、 非 発 現 配 列 と し て パ ラ ロ
グ セ ッ ト に 包 含 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
核 酸 の 供 給 源
一 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 出 生 前 検 査 で 使 用 さ れ 、 染 色 体 異 常 を 有 し て 生 ま れ た 新 生
児 の 危 険 性 を 評 価 す る 。 こ れ ら の タ イ プ の ア ッ セ イ に 関 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は 、 羊 水 穿 刺 （
例 え ば 、 Barter, Am. J. Obstet. Gynecol. 99: 795-805、 米 国 特 許 第 5,048,530号 ） 、 絨
毛 膜 絨 毛 試 料 採 取 （ 例 え ば 、 Imamura et al., 1996, Prenat. Diagn. 16(3): 259-61） の
よ う な 手 順 に よ り 、 あ る い は 母 体 の 末 梢 血 試 料 採 取 （ 例 え ば 、 Iverson et al., 1981, Pr
enat. Diagn. 9:31-48、 米 国 特 許 第 6,210,574号 ） に よ り 獲 得 さ れ る 。 胎 児 細 胞 も ま た 、
臍 帯 穿 刺 ま た は 経 皮 臍 帯 血 試 料 採 取 に よ り 獲 得 す る こ と が で き る が 、 こ の 技 法 は 技 術 的 に
困 難 で あ り 、 広 く 利 用 さ れ て い な い （ Erbe, 1994, Scientific American Medicine 2, se
ction 9, chapter IV, Scientific American Press, New York, pp41-42を 参 照 ） 。 好 ま
し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 技 法 を 用 い て 胎 児 細 胞 試 料 か ら 単 離 お よ び 精 製
さ れ る （ 例 え ば 、 Maniatis et al., In Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, New Y
ork, 1982を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
し か し な が ら 、 別 の 態 様 で は 、 細 胞 は 成 体 ま た は 子 供 か ら （ 例 え ば 、 癌 を 有 す る こ と が 疑
わ し い 患 者 か ら ） 獲 得 さ れ る 。 細 胞 は 、 血 液 試 料 か ら 、 あ る い は 癌 成 長 部 位 （ 例 え ば 、 腫
瘍 ま た は 生 検 材 料 試 料 ） か ら 獲 得 さ れ 、 上 記 の よ う に （ 例 え ば 、 続 く 増 幅 ） 単 離 お よ び 精
製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
増 幅 条 件
存 在 量 （ dosage)が 確 定 さ れ る べ き 標 的 遺 伝 子 を 含 む パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト お よ び 既
知 の 存 在 量 （ dosage)を 有 す る 参 照 遺 伝 子 を 同 定 す る 場 合 、 プ ラ イ マ ー 対 は 、 サ イ ズ が 類
似 し て い る か 、 ま た は 同 一 で あ る 各 遺 伝 子 か ら 増 幅 産 物 を 産 生 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 一
態 様 で は 、 各 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 か ら 生 成 さ れ る 増 幅 産 物 は 、 約 ０ ～ ７ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以
下 だ け 、 好 ま し く は 約 ０ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 下 だ け 長 さ が 異 な る 。 増 幅 用 の プ ラ イ マ ー
は 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 容 易 に 合 成 さ れ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,458,066号 、 米 国 特
許 第 4,415,732号 、 お よ び Molecular Protocols Online http://www.protocol-online.net
/molbio/PCR/pcr_primer.htmを 参 照 ） 。 好 ま し く は 、 プ ラ イ マ ー は 約 ６ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 で あ り 、 増 幅 産 物 は 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
好 ま し い 方 法 で は 、 プ ラ イ マ ー は 未 標 識 で あ る が 、 態 様 に よ っ て は 、 プ ラ イ マ ー は 例 え ば
放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 、 高 電 子 密 度 部 分 等 の 直 接 結 合 ま た は 間 接 結 合 に よ り 、 当 該 技 術 分
野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 標 識 さ れ る も の も あ る 。 プ ラ イ マ ー は ま た 、 固 体 支 持 体 上 に 増 幅
産 物 を 捕 捉 す る こ と が 望 ま し い 場 合 に は 、 捕 捉 分 子 （ 例 え ば 、 結 合 対 の 成 員 ） に 連 結 さ れ
得 る （ 例 え ば 、 国 際 特 許 公 開  WO99/14376を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 増 幅 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 実 施 す る こ と が
で き 、 Ｐ Ｃ Ｒ （ Innis et al., 1990, PCR Protocols. A Guide to Methods and Applicat
ion, Academic Press, Inc. San Diego） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） （ Wu and Wallac
e, 1989, Genomics 4: 560、 Landegren ,et al., 1988, Science 241: 1077） 、 自 己 持 続
性 配 列 複 製 （ ３ Ｓ Ｒ ： Self-Sustained Sequence Replication） （ Guatelli et al., 1990
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 遺 伝 子 は 、 標 準 的 な 条 件 を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ
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る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 、 米 国 特 許 第 4,800,159号 、 米 国 特 許 第 4,683,202号
、 お よ び 米 国 特 許 第 4,889,818号 に 記 載 さ れ る よ う な も の を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
一 態 様 で は 、 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 続 く 定 量 化 を 容 易 に す る た め に 固 定 化 さ れ る 。 例 え ば
、 結 合 対 の 第 １ の 成 員 に 連 結 さ れ た プ ラ イ マ ー を 、 第 １ の 成 員 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
可 能 な 結 合 対 の 第 ２ の 成 員 が 結 合 さ れ て い る 支 持 体 に 結 合 す る こ と が で き る 。 適 切 な 結 合
対 と し て は 、 ア ビ ジ ン ： ビ オ チ ン 、 抗 原 ： 抗 体 対 、 化 学 基 の 反 応 性 対 等 が 挙 げ ら れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 前 に 支 持 体 に 連 結 さ れ 、 増 幅 産
物 の 固 定 化 は 増 幅 プ ロ セ ス 自 体 の 間 に 起 こ る 。 あ る い は 、 増 幅 産 物 は 増 幅 後 に 固 定 化 す る
こ と が で き る 。 固 体 支 持 体 は 、 固 相 ア ッ セ イ に 関 し て 当 該 技 術 分 野 で 使 用 さ れ る 任 意 の 既
知 の も の で あ り 得 る （ 例 え ば 、 粒 子 、 ビ ー ズ 、 磁 気 も し く は 常 磁 性 粒 子 ま た は ビ ー ズ 、 デ
ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 キ ャ ピ ラ リ ー 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 等 ） （ 例 え ば 、 米 国
特 許 第 4,654,267号 に 記 載 さ れ る よ う な も の を 参 照 ） 。 好 ま し く は 、 固 体 支 持 体 は 、 続 く
定 量 化 工 程 の 自 動 化 を 容 易 に す る た め に マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル （ 例 え ば 、 ９ ６ ウ ェ ル プ
レ ー ト ） の 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
遺 伝 子 用 量 の 定 量 化
個 々 の パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 定 量 化 は 、 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 差 異 を 検 出 す る こ と が で き る
当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 適 切 な ア ッ セ イ と し て は
、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ （ 登 録 商 標 ） ） 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ベ ー ス の ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,207,373号 を 参 照 ） 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 分 析 （
例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 差 異 が 制 限 部 位 を 創 出 ま た は 破 壊 す る 場 合 ） 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー 伸 長 ベ ー ス の ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,221,592号 を 参 照 ） 、 シ ー ケ ン シ
ン グ ベ ー ス の ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,221,592号 を 参 照 ） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 定 量 化 は Pyrosequencing（ 登 録 商 標 ） 方 法 （ 例 え ば 、 米
国 特 許 第 6,210,891号 お よ び 米 国 特 許 第 6,197,505号 参 照 、 こ れ ら の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明
細 書 に 援 用 さ れ る ） を 用 い て 実 施 さ れ る 。 こ の 方 法 で は 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 増 幅 産 物
は 、 一 本 鎖 に さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ａ Ｔ Ｐ ス ル フ リ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ピ
ラ ー ゼ 、 ア デ ノ シ ン － ５ ’ － ホ ス ホ サ ル フ ェ ー ト （ Ａ Ｐ Ｓ ） お よ び ル シ フ ェ リ ン の 存 在 下
で 各 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 に お け る 同 じ 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 む シ ー
ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 適 切 な ポ リ メ ラ ー ゼ と し て は 、 Ｔ
７ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 （ エ ク ソ ） ク レ ノ ウ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Sequenase（ 登 録 商 標 ）  Ver.2.0（ U
SB U.S.A.） 、 Ｔ ａ ｑ （ 登 録 商 標 ） ポ リ メ ラ ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 ４ つ の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ト リ ホ ス フ ェ ー ト （ ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ） の う ち の １ つ 目 が 添 加 さ
れ （ ｄ Ａ Ｔ Ｐ で な く デ オ キ シ ア デ ノ シ ン α － チ オ ト リ ホ ス フ ェ ー ト が 使 用 さ れ る ） 、 プ ラ
イ マ ー 伸 長 に よ り プ ラ イ マ ー に 組 み 込 ま れ る 場 合 、 組 み 込 ま れ た ヌ ク レ オ チ ド の 量 と 等 モ
ル 量 で ピ ロ リ ン 酸 （ Ｐ Ｐ ｉ ） が 放 出 さ れ る 。 続 い て 、 Ｐ Ｐ ｉ は 、 Ａ Ｐ Ｓ の 存 在 下 で Ａ Ｔ Ｐ
ス ル フ リ ラ ー ゼ に よ り Ａ Ｔ Ｐ に 定 量 的 に 変 換 さ れ る 。 試 料 へ の Ａ Ｔ Ｐ の 放 出 に よ り 、 ル シ
フ ェ リ ン は Ａ Ｔ Ｐ の 量 に 比 例 し た 量 で 光 を 発 生 す る 反 応 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ に よ り オ キ シ ル
シ フ ェ リ ン に 変 換 さ れ る 。 放 出 さ れ た 光 は 、 電 荷 結 合 素 子 （ Ｃ Ｃ Ｄ ） に よ り 検 出 さ れ 、 py
rogram（ 登 録 商 標 ） デ ィ ス プ レ イ （ 例 え ば 、 Pyrosequencing（ 登 録 商 標 ） , Inc., Westbo
rough, MA 01581か ら 入 手 可 能 な Pyrosequencing（ 登 録 商 標 ）  PSQ 96 DNA/SNPア ナ ラ イ ザ
ー に お い て ） 上 に ピ ー ク と し て 測 定 さ れ 得 る 。 ア ピ ラ ー ゼ は 、 非 組 み 込 み ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 分 解
し 、 分 解 が 完 了 す る と （ 例 え ば 、 光 が も は や 検 出 さ れ な い 場 合 と き ） 、 別 の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を 添
加 す る 。 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ の 添 加 は １ つ ず つ 行 わ れ 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は シ グ ナ ル ピ ー ク か ら 確 定
さ れ る 。 同 一 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ２ つ の 連 続 塩 基 の 存 在 は 、 比 例 的 に よ り 大 き な シ グ ナ ル
ピ ー ク と し て 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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現 在 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 核 酸 試 料 中 の 染 色 体 存 在 量 （ dosage)は 、 Pyrosequencing（
登 録 商 標 ） 方 法 を 使 用 す る こ と で 評 価 さ れ 、 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 異 な る
パ ラ ロ ガ ス な 配 列 に お け る 配 列 差 異 の 比 を 確 定 す る 。 例 え ば 、 一 態 様 で は 、 そ れ ぞ れ 異 な
る 染 色 体 上 の ２ つ の パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 か ら の ２ つ の パ ラ ロ ガ ス な 配 列 が 、 シ ー ケ ン シ ン
グ さ れ 、 ２ つ の パ ラ ロ グ に お け る 配 列 差 異 の 位 置 に あ る 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 比 が 確
定 さ れ る 。 ２ つ の 配 列 が 異 な る 位 置 で の １ ： １ の 比 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 は 、 １ ： １
の 比 の 染 色 体 を 示 す 。 し か し な が ら 、 １ ： １ の 比 か ら の 差 異 は 、 試 料 中 に 染 色 体 不 均 衡 が
存 在 す る こ と を 示 す 。 例 え ば 、 ３ ： ２ の 比 は ト リ ソ ミ ー の 存 在 を 示 す 。 同 じ 染 色 体 上 の パ
ラ ロ ガ ス な 配 列 も ま た 、 こ の よ う に し て 評 価 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 特 定 の 染 色 体 ア
ー ム の 損 失 ま た は 獲 得 を 確 定 す る た め に ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
Pyrosequencing（ 登 録 商 標 ）  PSQ 96 DNA/SNPア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て 、 ９ ６ 個 の 試 料 を ３
０ 分 以 内 に 同 時 に 分 析 す る こ と が で き る 。 パ ラ ロ グ そ れ ぞ れ に 特 有 の パ ラ ロ グ 配 列 の 一 部
に 隣 接 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 １ 回 ま
た は 数 回 の み の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 組 み 込 み （ す な わ ち 、 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ を 実 施 ） 後 に パ ラ ロ グ
間 を 区 別 す る こ と が 可 能 で あ り 得 る 。 Pyrosequencerか ら の 出 力 が 直 接 的 な 定 量 比 を 提 供
し 、 試 料 が 得 ら れ た 個 体 の 遺 伝 子 型 、 し た が っ て 表 現 型 を 使 用 者 が 推 測 す る こ と が 可 能 と
な る た め 、 分 析 に は ゲ ル 電 気 泳 動 も 任 意 の さ ら な る 試 料 プ ロ セ シ ン グ も 必 要 と さ れ な い 。
天 然 内 部 対 照 と し て パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 の 取 り 扱 い に よ る 変
動 性 の 量 が 低 減 さ れ る 。 さ ら に 、 放 射 活 性 も 標 識 も 必 要 と さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
診 断 用 途
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト の 増 幅 は 、 染 色 体 異 常 を 有 す る 個 体 の 危 険 性 を 確 定 す る の に 使
用 さ れ 得 る 。 所 定 の 染 色 体 領 域 由 来 の 標 的 遺 伝 子 お よ び 参 照 遺 伝 子 （ 好 ま し く は 異 な る 染
色 体 上 に 存 在 ） を 含 む パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト を 用 い て 、 上 述 の よ う に 遺 伝 子 比 が 確 定
さ れ る 。 標 的 対 参 照 遺 伝 子 の １ ： １ の 比 か ら の 逸 脱 は 、 個 体 が 染 色 体 異 常 の 危 険 性 を 有 す
る こ と を 示 す 。 本 発 明 に よ る 方 法 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 染 色 体 異 常 の 例 を 下 記 の
表 ２ に 提 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 ２ － １ 】
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【 表 ２ － ２ 】
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【 ０ ０ ６ ８ 】
概 し て 、 染 色 体 存 在 量 （ dosage)の 評 価 は 、 患 者 の 症 状 の 臨 床 的 評 価 の よ う な 他 の 評 価 と
併 用 し て 実 施 さ れ る 。 例 え ば 、 出 生 前 評 価 は 、 親 が 自 然 流 産 歴 を 有 す る 場 合 （ 誕 生 お よ び
新 生 児 死 亡 に か か わ ら ず ） ま た は 母 親 の 高 齢 、 母 親 の 異 常 血 清 の 結 果 の 場 合 、 お よ び 染 色
体 異 常 の 家 族 歴 を 有 す る 患 者 に お い て 特 に 適 切 で あ る 。 出 生 後 試 験 は 、 多 発 性 先 天 性 異 常
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（ multiple congenital abnormalities） 、 既 知 の 染 色 体 症 候 群 と 一 致 し た 臨 床 的 徴 候 （ c
linical manifestations） 、 不 明 の 精 神 遅 滞 、 原 発 性 お よ び 続 発 性 無 月 経 、 不 妊 症 等 が 見
ら れ る 場 合 に 適 切 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
上 記 方 法 は 、 ２ つ の 染 色 体 が 同 じ 期 間 で 用 量 を 変 更 さ れ る 見 込 み が 無 視 し 得 る （ す な わ ち
、 そ れ ぞ れ 試 験 パ ラ ロ ガ ス な 配 列 お よ び 参 照 パ ラ ロ ガ ス な 配 列 を 含 む 試 験 染 色 体 な ら び に
参 照 染 色 体 が 、 同 じ 期 間 で モ ノ ソ ミ ー ま た は ト リ ソ ミ ー で あ る 可 能 性 が 低 い ） と い う 仮 定
を 前 提 と し て い る 。 さ ら に 、 ア ッ セ イ は 、 一 般 に 、 対 照 と し て 染 色 体 の 正 常 な 相 補 体 を 含
む 試 料 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 一 態 様 で は 、 そ れ ぞ れ の セ ッ ト が 異 な る 染 色
体 対 に 由 来 す る パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 多 重 セ ッ ト を 用 い て 、 ア ッ セ イ の 感 度 を 増 大 す る 。
別 の 態 様 で は 、 例 え ば 出 生 後 試 験 で は 、 Ｘ 染 色 体 用 量 は 概 し て 表 現 型 に よ り 確 証 さ れ 得 る
た め 、 常 染 色 体 の パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 セ ッ ト の 増 幅 は 、 Ｘ 染 色 体 配 列 の 増 幅 と 同 じ と き に
実 施 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 階 層 的 試 験 計 画 が 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 に よ
る 方 法 を 用 い た ２ １ ト リ ソ ミ ー に 関 す る 陽 性 の 結 果 の 後 に 、 変 更 遺 伝 子 用 量 を 確 認 す る た
め の 異 な る 試 験 を 行 う こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｐ Ｋ Ｆ Ｌ － Ｃ Ｈ ２ １ 活 性 の 増 加 お よ び Ｍ ４
型 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 活 性 の 欠 如 を ア ッ セ イ す る こ と に よ る 等 、 例 え ば 、 Vora, 1981
, Blood 57:724-731に 記 載 さ れ る よ う な も の を 参 照 ） 一 方 で 、 陰 性 の 結 果 を 示 す 試 料 は 一
般 に は さ ら に 分 析 さ れ な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 陽 性 の 結 果 を 確 認 す る た
め の よ り 低 い ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ を 補 足 す る こ と が で き る 稀 な ケ ー ス の 染 色 体 異 常 を 同
定 す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
同 様 に 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 損 失 ま た は 獲 得 が 染 色 体 対 染 色 体 ア ー ム 対 染 色 体 バ ン ド 対
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 自 体 の み の 損 失 ま た は 獲 得 を 反 映 す る と い う 仮 定 は 、 本 発 明 に よ る 方
法 を さ ら な る 試 験 で 補 足 す る こ と に よ り 、 例 え ば そ れ ぞ れ の セ ッ ト が 異 な る 染 色 体 領 域 に
相 当 す る 同 じ 染 色 体 上 の パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 多 重 セ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 立 証 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
こ こ で 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て さ ら に 説 明 さ れ る 。 以 下 の 事 項 は 単 な る 例 の 手
段 で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 細 目 に 対 す る 変 更 が な さ れ て も よ い こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
以 下 の 実 施 例 は 、 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 （ a single set of primers） と と も に 、 異 な る 染
色 体 に 存 在 す る パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 を 同 時 増 幅 す る こ と に よ り 、 染 色 体 不 均 衡 、 例 え ば ２
１ ト リ ソ ミ ー を 検 出 す る Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と に 関 す る 論 理 的 根 拠 は 、 パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 が ほ と ん
ど 同 一 の サ イ ズ お よ び 配 列 組 成 を 有 す る た め 、 そ れ ら は 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 等 し
い 効 率 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ と で あ る 。 ２ つ の 配 列 間 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 差 異 が 同 定 さ れ 、
各 対 立 遺 伝 子 （ そ の そ れ ぞ れ が 染 色 体 を 表 す ） の 相 対 量 が 、 定 量 さ れ る （ 図 ９ を 参 照 ） 。
Pyrosequencing方 法 は 非 常 に 定 量 的 で あ る た め 、 染 色 体 間 の 比 を 正 確 に ア ッ セ イ す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
２ １ ト リ ソ ミ ー の 検 出 に 関 し て 、 上 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ： ａ ． 同 時 増 幅 に 適 し
た 候 補 物 の 同 定 （ パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 ） 、 ｂ ． ヒ ト ２ １ 番 染 色 体 と 他 の 染 色 体 と の 間 の パ
ラ ロ ガ ス な 配 列 の 同 時 増 幅 に 関 す る 多 重 ア ッ セ イ （ multiple assays） の 設 計 、 ｃ ． ２ １
ト リ ソ ミ ー お よ び 対 照 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の パ ネ ル を 用 い た ア ッ セ イ の 試 験 、 ｄ ． 適 切 に 大 き な 遡
及 的 試 料 に お け る 上 記 方 法 の 頑 強 さ の 試 験
【 ０ ０ ７ ５ 】
類 似 の 工 程 が 、 本 発 明 に よ り 任 意 の 染 色 体 不 均 衡 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 の 同 定
２ １ 番 染 色 体 と ゲ ノ ム の 残 部 と の 間 の パ ラ ロ ガ ス な 配 列 を 同 定 す る た め に 、 ２ １ ｑ ２ ２ .
１ 領 域 と テ ロ メ ア と の 間 に 位 置 す る す べ て の ２ １ 番 遺 伝 子 お よ び 偽 遺 伝 子 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
） を 、 ダ ウ ン 症 候 群 と 報 告 さ れ た 個 体 す べ て に お い て 、 こ の 領 域 が ３ コ ピ ー で 存 在 す る た
め 、 非 冗 長 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast
.html） に 対 し て （ と 比 較 し て ） ブ ラ ス ト し た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
こ の こ と か ら 、 同 時 増 幅 用 の 適 切 な 標 的 と し て 作 用 し 得 る １ ０ 個 の 潜 在 的 候 補 対 が 同 定 さ
れ た （ 表 １ Ａ ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
こ れ ら の 対 の ほ と ん ど が 機 能 的 遺 伝 子 お よ び ス プ ラ イ シ ン グ さ れ な い 偽 遺 伝 子 に よ り 形 成
さ れ 、 こ れ ら の パ ラ ロ ガ ス な コ ピ ー の 最 も 普 通 の 起 源 は 古 代 染 色 体 重 複 で は な く レ ト ロ ト
ラ ン ス ポ ジ シ ョ ン で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
試 料
２ つ の 最 適 化 し た 試 験 に 関 す る 遡 及 的 立 証 研 究 を 実 施 す る た め に 、 ４ ０ ０ 個 の Ｄ Ｎ Ａ 試 料
（ ２ ０ ０ 個 の Ｄ Ｎ Ａ は ト リ ソ ミ ー 個 体 に 由 来 、 ２ ０ ０ 個 の 対 照 Ｄ Ｎ Ａ ） を 使 用 し た 。 こ れ
ら の 試 料 は 、 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 行 い 、 過 去 １ ５ 年 か け て ジ ュ ネ ー ヴ 大 学 遺 伝 医
学 部 （ the Division of Medical Genetics, University of Geneva） で 収 集 し た 。 試 料 は
推 定 上 異 な る 方 法 で 異 な る 期 間 に 抽 出 さ れ て お り 、 し た が っ て こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ の 品 質 は 均
一 で な い と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
診 断 方 法 の 開 発 の た め に こ れ ら の 試 料 を 使 用 す る こ と に 関 し て 、 こ の 特 定 の 使 用 に 関 し て
地 元 の 倫 理 委 員 会 に よ り 許 可 を 受 け た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 発 明 は 、 使 用 試 料 が 調 製 さ れ た ば か り で あ る か 、 ま た は 例 え ば ４ ℃ で 保 管 さ れ 、 好 ま し
く は 少 な く と も － ２ ０ ℃ で 凍 結 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 液 体 窒 素 中 で 凍 結 さ れ る 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
ア ッ セ イ 設 計
表 １ Ａ に 取 り 纏 め た 結 果 を 用 い て 、 第 １ 回 の ア ッ セ イ が 設 計 さ れ 、 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ア ッ セ イ の 開 発 に 関 す る 重 要 な 態 様 は 、 両 方 の 遺 伝 子 に お い て 同 じ エ キ ソ ン 内 に 含 ま れ （
こ の こ と は 両 方 の ア ン プ リ コ ン が 等 し い サ イ ズ で あ る た め に 必 要 で あ る ） 、 か つ 以 下 の 条
件 を 満 た す 非 常 に 高 度 な 配 列 保 存 （ ７ ０ ～ ９ ５ ％ 、 好 ま し く は ８ ５ ～ ９ ５ ％ ） の 領 域 を 選
択 す る こ と で あ る ：
１ ． 適 合 性 プ ラ イ マ ー が 設 計 さ れ 得 る 完 璧 な 配 列 保 存 の 長 い 伸 長 物 が 存 在 す る こ と 、
２ ． 適 切 な シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー が 設 計 さ れ 得 る よ う に 、 完 璧 に 相 同 配 列 （ homologo
us sequence） に よ り 取 り 囲 ま れ る ア ン プ リ マ ー 内 に １ つ ま た は 複 数 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド
差 異 が 存 在 す る こ と 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
こ れ ら の 基 準 を 用 い て 、 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 遺 伝 子 お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 に 関 し て ア ッ セ イ を 開 発
し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
２ １ ト リ ソ ミ ー は 、 患 者 （ 例 え ば 、 胎 児 ） か ら の 少 な く と も １ つ の 細 胞 を 含 む 試 料 を 供 給
し 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 細 胞 （ 複 数 可 ） か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
こ の 試 料 を 、 そ れ ぞ れ ２ １ 番 染 色 体 お よ び ６ 番 染 色 体 上 に 位 置 す る パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 で
あ る Ｓ Ｉ Ｍ ２ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 第 Ｕ ８ ０ ４ ５ ６ 号 、 第 Ｕ ８ ０ ４ ５ ７ 号
、 お よ び 第 Ａ Ｂ ０ ０ ３ １ ８ ５ 号 ） お よ び Ｓ Ｉ Ｍ １ 遺 伝 子 （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン
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番 号 第 Ｕ ７ ０ ２ １ ２ 号 ） の 両 方 に 特 異 的 に ア ニ ー リ ン グ す る 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 と と も に
、 Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 さ れ る 標 準 的 な ア ニ ー リ ン グ 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｓ Ｉ Ｍ ２ お よ
び Ｓ Ｉ Ｍ １ の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
プ ラ イ マ ー 配 列 Ｓ Ｉ Ｍ Ａ Ｆ （ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ ） お よ び Ｓ Ｉ Ｍ Ａ
Ｒ （ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ ） を 用 い て 、 試 料 を Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 に 付 し た 。 例
え ば 、 増 幅 緩 衝 液 ５ .０ μ ｌ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ３ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 Ｄ Ｎ Ａ 　 ５
０ ｎ ｇ 、 お よ び Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ ５ ユ ニ ッ ト を 供 給 し て 、 タ ッ チ ダ ウ ン Ｐ Ｃ Ｒ （ 例 え ば
、 ９ ４ ℃ を ３ ０ 秒 、 ６ ３ ～ ５ ８ ℃ を ３ ０ 秒 、 お よ び ７ ２ ℃ を １ ０ 秒 ） の ３ ５ サ イ ク ル に よ
り 、 ２ つ の パ ラ ロ グ 間 の 配 列 差 異 の 続 く 検 出 の た め に 適 切 な 量 の 増 幅 産 物 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ｓ Ｉ Ｍ １ お よ び Ｓ Ｉ Ｍ ２ に 相 当 す る 増 幅 産 物 の 量 は 、 ２ つ の 遺 伝 子 を 区 別 す る 単 一 ヌ ク レ
オ チ ド 差 異 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と に よ り 確 定 さ れ る （ 図 １ の 丸 を 施 し た 配 列 を 参 照 ）
。 好 ま し く は 、 こ れ は 、 シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー Ｓ Ｉ Ｍ Ａ Ｓ （ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ
Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ ） を 用 い た Pyrosequencing方 法 に よ り 実 行 さ れ る 。 Pyrosequencing（ 登 録
商 標 ） 反 応 か ら 得 ら れ る 予 測 配 列 は 、 Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ ［ Ｃ ／ Ｇ ］ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ で あ り 、 角
括 弧 お よ び 太 字 に よ る 強 調 は 、 ２ つ の 配 列 間 の 配 列 差 異 の 位 置 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
Ｓ Ｉ Ｍ ２ ： Ｓ Ｉ Ｍ １ の 対 立 遺 伝 子 の 比 は 、 あ る 塩 基 の 比 を 、 ２ つ の パ ラ ロ グ 間 の ヌ ク レ オ
チ ド 差 異 の 部 位 に あ る 別 の 塩 基 に 対 し て 比 較 す る こ と で 確 定 さ れ る 。 図 ２ か ら 理 解 さ れ る
よ う に 、 か か る 塩 基 の 比 は 、 ダ ウ ン 症 候 群 の 個 体 で は １ ： １ .５ で あ り 、 正 常 な 個 体 で は
１ ： １ で あ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
以 下 の 例 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り ２ １ ト リ ソ ミ ー を 検 出 す る 方 法 に つ い て 記 載 し て お り 、
こ こ で パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 対 の １ つ の 成 員 は Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
２ １ ト リ ソ ミ ー は 、 患 者 （ 例 え ば 、 胎 児 ） か ら の 少 な く と も １ つ の 細 胞 を 含 む 試 料 を 供 給
し 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 細 胞 （ 複 数 可 ） か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
パ イ ロ ッ ト 実 験 の 結 果 を 図 １ １ に 示 す 。 パ イ ロ ッ ト 実 験 の 性 能 を 受 け て 、 上 記 ア ッ セ イ は
、 よ り 高 い 効 率 の 増 幅 な ら び に よ り 小 さ な 試 料 内 お よ び 試 料 間 の 変 動 で プ ラ イ マ ー セ ッ ト
を 同 定 す る こ と に よ り さ ら に 最 適 化 さ れ た 。 ２ １ ト リ ソ ミ ー の 検 出 に 関 す る 最 適 化 さ れ た
ア ッ セ イ の 詳 細 を 以 下 に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
４ ０ ０ 個 の Ｄ Ｎ Ａ 試 料 （ ２ ０ ０ 個 は ト リ ソ ミ ー 試 料 、 お よ び ２ ０ ０ 個 は 対 照 試 料 ） を 、 そ
れ ぞ れ ７ 番 染 色 体 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 に 位 置 す る パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 で あ る Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ
遺 伝 子 パ ラ ロ グ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｌ Ｏ Ｃ １ ５ ４ ８ ４ ０ ） お よ び Ｇ Ａ Ｂ
Ｐ Ａ 遺 伝 子 （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｎ Ｍ ０ ０ ２ ０ ４ ０ ） の 両 方 に 特 異 的 に ア
ニ ー リ ン グ す る 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 と と も に 、 Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 さ れ る 標 準 的 な ア ニ ー リ ン グ
条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ お よ び Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ の 配 列 の ア ラ
イ ン メ ン ト を 図 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
プ ラ イ マ ー 配 列 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ Ｆ （ ５ ビ オ チ ン Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ ） お
よ び Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ Ｒ （ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ ） （ 図 １ ２ ） を 用 い て 、
試 料 を Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 に 付 し た 。 例 え ば 、 増 幅 緩 衝 液 ５ .０ μ ｌ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ３
ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 Ｄ Ｎ Ａ 　 ５ ０ ｎ ｇ 、 お よ び Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ ５ ユ ニ ッ ト を 供 給 し て
、 タ ッ チ ダ ウ ン Ｐ Ｃ Ｒ （ 例 え ば 、 ９ ４ ℃ を ３ ０ 秒 、 ６ ３ ～ ５ ８ ℃ を ３ ０ 秒 、 お よ び ７ ２ ℃
を １ ０ 秒 ） の ３ ５ サ イ ク ル に よ り 、 ２ つ の パ ラ ロ グ 間 の 配 列 差 異 の 続 く 検 出 の た め に 適 切
な 量 の 増 幅 産 物 が 生 成 さ れ る 。 図 １ ２ は 、 使 用 し た プ ラ イ マ ー を 示 す 最 適 化 ア ッ セ イ を 示
す 。 図 ３ お よ び 図 ７ は 、 定 量 化 に 使 用 さ れ る 位 置 （ 丸 を 施 す か 、 ま た は 矢 印 で 示 す ） を 示
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す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ お よ び Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ に 相 当 す る 増 幅 産 物 の 量 は 、 ２ つ の 遺 伝 子 を
区 別 す る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 差 異 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と に よ り 確 定 さ れ た （ 図 １ ２ の 丸
を 施 し た 配 列 、 ま た は 図 ３ の 矢 印 で 印 を 付 け た 配 列 を 参 照 ） 。 好 ま し く は 、 こ れ は 、 シ ー
ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ Ｓ （ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ ） を 用 い た Pyro
sequencing（ 登 録 商 標 ） 方 法 に よ り 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
試 料 は pyrosequencerを 用 い て 分 析 し た 。 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 組 み 込 み 当 た り １ ０ ユ ニ ッ
ト の 閾 値 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の た め の 品 質 管 理 と し て 設 定 し 、 そ れ 以 下 で は 試 料 は 分 析 か ら 廃 棄 さ
れ た 。 こ の 手 順 に 従 っ て 、 １ ６ ９ 個 の 試 料 が 廃 棄 さ れ 、 残 り が 分 析 さ れ た 。 こ の 閾 値 は 非
常 に 控 え め で あ る が 、 よ り 低 い シ グ ナ ル 強 度 を 有 す る ア ッ セ イ は 、 信 頼 性 が よ り 低 い 定 量
化 を も た ら す 。 図 １ ３ は 分 析 し た ２ ３ ０ 個 の 試 料 に 関 す る Ｇ 値 の 分 布 を 示 す 。 Ｇ 対 立 遺 伝
子 は 、 ２ １ 番 染 色 体 の 相 対 比 率 を 表 す 。 対 照 Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 準 偏 差 １ .３ ％ で ５ １ .１ １ ％ の
平 均 Ｇ 値 を 有 し て い た 。 ト リ ソ ミ ー 個 体 は 、 標 準 偏 差 １ .９ ０ ％ で ５ ９ .５ ４ ％ の 平 均 値 を
有 し て い た 。 グ ラ フ か ら わ か る よ う に 、 ２ つ の 群 は 十 分 に 分 離 さ れ る 。 し か し な が ら 、 ５
３ .０ ～ ５ ４ .９ の 値 を 有 す る 試 料 に 関 し て は 、 明 確 な 診 断 を 付 与 す る こ と は で き な い 。 し
か し な が ら 、 試 料 の た っ た ５ ％ が こ の 間 隔 の 範 疇 に あ り 、 し た が っ て 、 得 ら れ た デ ー タ に
従 っ て ９ ５ ％ の 事 例 で 明 確 な 診 断 を 付 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
さ ら に 、 誤 っ た 診 断 が 付 与 さ れ た 試 料 が ４ つ 存 在 し た 。 ミ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー を 用 い
た さ ら な る 分 析 に よ り 、 こ れ ら の 個 体 の う ち ３ 個 が 誤 っ て 分 類 さ れ て お り 、 し た が っ て ト
リ ソ ミ ー 個 体 で な く 対 照 で あ る こ と が わ か っ た 。 第 ４ の 試 料 （ Ｄ Ｓ ０ ０ ０ ６ － Ｆ ５ ） は ト
リ ソ ミ ー で あ る と 確 認 さ れ 、 し た が っ て 同 じ 試 料 が Ｃ Ｃ Ｔ ８ ア ッ セ イ で は 正 し い 結 果 を 付
与 し た こ と か ら 、 お そ ら く 反 応 に お け る 混 入 に 起 因 し た 誤 り を 表 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
図 １ ４ は 、 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ ア ッ セ イ に 関 す る 典 型 的 な プ ロ グ ラ ム を 示 す 。 矢 印 は 染 色 体 定 量 化
に 使 用 し た 位 置 を 示 す 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ９ ７ 】
以 下 の 例 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り ２ １ ト リ ソ ミ ー を 検 出 す る 方 法 に つ い て 記 載 し て お り 、
こ こ で パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 対 の １ つ の 成 員 は Ｃ Ｃ Ｔ ８ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
２ １ ト リ ソ ミ ー は 、 患 者 （ 例 え ば 、 胎 児 ） か ら の 少 な く と も １ つ の 細 胞 を 含 む 試 料 を 供 給
し 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 該 細 胞 （ 複 数 可 ） か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
Ｄ Ｎ Ａ 試 料 （ ト リ ソ ミ ー 試 料 お よ び 対 照 試 料 ） を 、 そ れ ぞ れ ２ １ 番 染 色 体 お よ び １ 番 染 色
体 上 に 位 置 す る パ ラ ロ ガ ス な 遺 伝 子 で あ る Ｃ Ｃ Ｔ ８ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
Ｎ Ｍ ０ ０ ６ ５ ８ ５ ） お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
Ｌ Ｏ Ｃ １ ４ ９ ０ ０ ３ ） の 両 方 に 特 異 的 に ア ニ ー リ ン グ す る 単 一 の プ ラ イ マ ー 対 と と も に 、
Ｐ Ｃ Ｒ で 使 用 さ れ る 標 準 的 な ア ニ ー リ ン グ 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｃ Ｃ Ｔ ８ パ ラ ロ
グ お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
プ ラ イ マ ー 配 列 Ｃ Ｃ Ｔ ８ Ｆ （ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ ） お よ び Ｃ Ｃ Ｔ
８ Ｒ （ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ ） （ 図 １ ５ ） を 用 い て 、 試 料 を Ｐ Ｃ Ｒ 条
件 に 付 し た 。 例 え ば 、 増 幅 緩 衝 液 ５ .０ μ ｌ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ３ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ

２ 、 Ｄ Ｎ Ａ 　 ５ ０ ｎ ｇ 、 お よ び Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ ５ ユ ニ ッ ト を 供 給 し て 、 タ ッ チ ダ ウ ン
Ｐ Ｃ Ｒ （ 例 え ば 、 ９ ４ ℃ を ３ ０ 秒 、 ６ ３ ～ ５ ８ ℃ を ３ ０ 秒 、 お よ び ７ ２ ℃ を １ ０ 秒 ） の ３
５ サ イ ク ル に よ り 、 ２ つ の パ ラ ロ グ 間 の 配 列 差 異 の 続 く 検 出 の た め に 適 切 な 量 の 増 幅 産 物
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が 生 成 さ れ る 。 図 １ ５ は 、 使 用 し た プ ラ イ マ ー を 示 す 最 適 化 ア ッ セ イ を 示 す 。 図 ４ お よ び
図 １ ５ は 、 定 量 化 に 使 用 さ れ た 位 置 （ 丸 を 施 す か 、 ま た は 矢 印 で 示 す ） を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ に 相 当 す る 増 幅 産 物 の 量 は 、 ２ つ の 遺 伝 子 を 区 別
す る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 差 異 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と に よ り 確 定 さ れ た （ 図 ４ 及 び 図 １ ５
の 丸 を 施 し た 配 列 、 ま た は 矢 印 で 印 を 付 け た 配 列 を 参 照 ） 。 好 ま し く は 、 こ れ は 、 シ ー ケ
ン シ ン グ プ ラ イ マ ー Ｃ Ｃ Ｔ ８ Ｓ （ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ ） を 用 い た pyro
sequencing（ 登 録 商 標 ） 方 法 に よ り 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
試 料 は 、 実 施 例 ３ に 記 載 す る よ う に pyrosequencerを 用 い て 分 析 し た 。 こ の 手 順 に 従 っ て
、 ２ １ ０ 個 の 試 料 が 廃 棄 さ れ 、 残 り が 分 析 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
図 １ ６ は 、 分 析 し た １ ９ ０ 個 の 試 料 に 関 す る Ｔ 値 （ Ｈ Ｃ ２ １ の 比 率 ） の 分 布 を 示 す 。 Ｔ 対
立 遺 伝 子 は 、 ２ １ 番 染 色 体 の 相 対 比 率 を 表 す 。 グ ラ フ か ら わ か る よ う に 、 分 布 は 、 Ｇ Ａ Ｂ
Ｐ Ａ ア ッ セ イ の 分 布 と 非 常 に 類 似 し て お り 、 十 分 に 分 離 さ れ た メ ジ ア ン お よ び 明 確 な 診 断
が な さ れ 得 な い 中 央 の 領 域 を 有 し て い る 。 こ の 場 合 、 ４ ８ ～ ５ ０ の 値 を 有 す る 試 料 は 、 診
断 す る こ と が で き な い が 、 実 施 例 ３ と 同 様 に 、 試 料 の た っ た ５ ％ が こ の 範 囲 の 範 疇 に あ る
。 さ ら に 、 お そ ら く 混 入 の 結 果 と し て 、 誤 っ た 診 断 が 付 与 さ れ た 試 料 が ２ ／ １ ９ ０ 個 存 在
し た 。 図 １ ７ は 、 Ｃ Ｃ Ｔ ８ ア ッ セ イ に 関 す る 典 型 的 な プ ロ グ ラ ム を 示 す 。 矢 印 は 染 色 体 定
量 化 に 使 用 し た 位 置 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ 試 験 に 関 す る 立 証 研 究 か ら の デ ー タ は 、 各 ア ッ セ イ を 別 個 に 使
用 し て 、 出 所 不 明 で あ る （ 混 入 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 が 高 い ） １ ～ １ .５ ％ の 誤 り
率 を 伴 っ て 、 ９ ５ ％ の 試 料 を 正 確 に 診 断 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 両
方 の 試 験 を 一 緒 に 考 慮 す れ ば 、 ９ ８ ％ の 試 料 を 正 確 に 診 断 す る こ と が で き 、 （ 一 方 で 、 残
り の ２ ％ に 関 し て は 診 断 を 付 与 す る こ と が で き ず ） 、 よ り 重 要 な こ と に は 、 両 方 の ア ッ セ
イ が 正 反 対 の 結 果 を 生 じ る よ う に ３ つ の 誤 り が 容 易 に 検 出 さ れ 得 る こ と を デ ー タ は 示 す 。
こ の こ と は 、 並 行 し て ２ つ の 試 験 を 使 用 す る こ と を 強 く 主 張 し て 、 誤 診 の 蓋 然 性 を 最 低 限
に 抑 え る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 事 項 の 変 形 、 変 更 お よ び 他 の 実 施 態 様 （ implementations） は 、
特 許 請 求 す る よ う な 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 当 業 者 に 思 い 浮 か ぶ で
あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 上 述 の 例 示 的 説 明 に よ り 規 定 さ れ る べ き で は な く 、 添 付
の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 お よ び 範 囲 に よ り 規 定 さ れ る べ き で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ６ 】
【 図 １ 】 そ れ ぞ れ ６ 番 染 色 体 お よ び ２ １ 番 染 色 体 上 に 位 置 さ れ る Ｓ Ｉ Ｍ １ お よ び Ｓ Ｉ Ｍ ２
パ ラ ロ グ の 部 分 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ 】 ダ ウ ン 症 候 群 の 個 体 お よ び 正 常 な 個 体 に お け る Ｓ Ｉ Ｍ １ お よ び Ｓ Ｉ Ｍ ２ パ ラ ロ グ
の 対 立 遺 伝 子 比 を 示 す 。
【 図 ３ 】 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 遺 伝 子 お よ び Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 。 第 １ の 配 列 は ２ １ 番 染 色 体 に 対 応 し 、 第 ２ の 配 列 は ７ 番 染 色 体 に 対 応 す る 。 ア ッ セ
イ さ れ た ヌ ク レ オ チ ド に は 斜 線 を 施 し 、 矢 印 で 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 お よ び Ｃ Ｃ Ｔ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す
。 第 １ の 配 列 は ２ １ 番 染 色 体 に 対 応 し 、 第 ２ の 配 列 は １ 番 染 色 体 に 対 応 す る 。 ア ッ セ イ さ
れ た ヌ ク レ オ チ ド に は 斜 線 を 施 し 、 矢 印 で 示 し て い る 。
【 図 ５ 】 Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ 遺 伝 子 お よ び Ｒ Ａ Ｐ ２ Ａ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 。 第 １ の 配 列 は １ ３ 番 染 色 体 に 対 応 し 、 第 ２ の 配 列 は ３ 番 染 色 体 に 対 応 す る 。 ア ッ セ
イ さ れ た ヌ ク レ オ チ ド に は 斜 線 を 施 し 、 矢 印 で 示 し て い る 。
【 図 ６ 】 Ｍ Ｅ ２ 遺 伝 子 お よ び Ｍ Ｅ ２ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 第
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１ の 配 列 は １ ８ 番 染 色 体 に 対 応 し 、 第 ２ の 配 列 は ９ 番 染 色 体 に 対 応 す る 。 ア ッ セ イ さ れ た
ヌ ク レ オ チ ド に は 斜 線 を 施 し 、 矢 印 で 示 し て い る 。
【 図 ７ 】 Ｃ Ｄ Ｋ ８ 遺 伝 子 お よ び Ｃ Ｄ Ｋ ８ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す
。 第 １ の 配 列 は １ ３ 番 染 色 体 に 対 応 し 、 第 ２ の 配 列 は ２ 番 染 色 体 に 対 応 す る 。
【 図 ８ 】 Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ 遺 伝 子 お よ び Ａ Ｃ Ａ Ａ ２ 遺 伝 子 パ ラ ロ グ 配 列 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 。 第 １ の 配 列 は １ ８ 番 染 色 体 に 対 応 し 、 第 ２ の 配 列 は ２ 番 染 色 体 に 対 応 す る 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 方 法 の 原 理 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 ゲ ノ ム ビ ュ ー と し て 示 さ れ る ２ １ 番 染 色 体 上 の Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ １ 遺 伝 子 お よ び ５ 番 染
色 体 上 の そ の パ ラ ロ グ を 示 す ブ ラ ス ト 結 果 の 一 例 で あ る 。
【 図 １ １ 】 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ パ イ ロ ッ ト 実 験 の 結 果 を 示 す 。 パ ネ ル Ａ は 、 対 照 試 料 と ト リ ソ ミ ー
試 料 と の 間 に 明 確 な 識 別 を 伴 う パ イ ロ グ ラ ム の 一 例 を 示 す 。 矢 印 で 示 さ れ る 位 置 に あ る ピ
ー ク 間 の 比 を 参 照 さ れ た い 。 Ｇ ピ ー ク は ２ １ 番 染 色 体 を 表 す 。 パ ネ ル Ｂ は 、 一 連 の ２ ４ 個
の 対 照 お よ び 罹 患 被 験 体 Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る Ｇ ピ ー ク 値 （ ２ １ 番 染 色 体 ） の プ ロ ッ ト を 示 す 。
パ ネ ル Ｃ は デ ー タ の 概 括 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 使 用 し た プ ラ イ マ ー 、 な ら び に Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ 最 適 化 ア ッ セ イ に お け る 定 量 化 に 使
用 さ れ た 位 置 （ 丸 を 施 し て あ る ） を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ ア ッ セ イ で 分 析 さ れ た ２ ３ ０ 個 の 試 料 に 関 す る Ｇ 値 の 分 布 を 示 す 。
Ｇ 対 立 遺 伝 子 は ２ １ 番 染 色 体 の 相 対 比 率 を 表 す 。
【 図 １ ４ 】 Ｇ Ａ Ｂ Ｐ Ａ ア ッ セ イ に 関 す る 典 型 的 な パ イ ロ グ ラ ム プ ロ グ ラ ム を 示 す 。 矢 印 は
、 染 色 体 定 量 化 に 使 用 さ れ た 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 使 用 し た プ ラ イ マ ー 、 な ら び に Ｃ Ｃ Ｔ ８ 最 適 化 ア ッ セ イ に お け る 定 量 化 に 使 用
さ れ た 位 置 （ 丸 を 施 し て あ る ） を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 Ｃ Ｃ Ｔ ８ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 分 析 さ れ た １ ９ ０ 個 の 試 料 に 関 す る Ｔ 値 の 分
布 が 示 さ れ て い る 。 Ｔ 対 立 遺 伝 子 は ２ １ 番 染 色 体 の 比 率 を 表 す 。
【 図 １ ７ 】 Ｃ Ｃ Ｔ ８ ア ッ セ イ に 関 す る 典 型 的 な パ イ ロ グ ラ ム プ ロ グ ラ ム を 示 す 。 矢 印 は 、
染 色 体 定 量 化 に 使 用 さ れ た 位 置 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ Ａ 】 【 図 １ １ Ｂ 】
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【 図 １ １ Ｃ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

(30) JP 2004-531271 A 2004.10.14



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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