
(57)【要約】
本発明は、糖尿病患者の血管合併症を治療するための抗酸化治療の有効性を判断する方法
を提供する。この方法は、糖尿病患者のハプトグロビン表現型を判定するステップと、そ
れによって糖尿病患者の抗酸化治療の有効性を判断するステップとを含んでいる。前記抗
酸化治療の有効性は、ハプトグロビン２－２表現型の糖尿病患者の方が、ハプトグロビン
１－２表現型又はハプトグロビン１－１表現型の糖尿病患者よりも大きいとする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 糖 尿 病 患 者 の 血 管 合 併 症 を 治 療 す る た め の 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 判 断 す る 方 法 で あ っ て
、
　 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 判 定 す る ス テ ッ プ と 、 そ れ に よ っ て 糖 尿 病 患 者 の
抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 判 断 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、
　 前 記 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 の 方 が 、 ハ プ ト
グ ロ ビ ン １ － ２ 表 現 型 又 は ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 よ り も 大 き い と す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 血 管 合 併 症 は 、 微 小 血 管 合 併 症 及 び 大 血 管 合 併 症 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 大 血 管 合 併 症 は 、 慢 性 心 不 全 、 心 血 管 疾 患 死 、 卒 中 、 及 び 冠 動 脈 血 管 形 成 術 に 関 連
す る 再 狭 窄 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 微 小 血 管 合 併 症 は 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 腎 、 及 び 糖 尿 病 性 神 経 障 害 か ら 成 る
群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 大 血 管 合 併 症 は 、 冠 動 脈 側 枝 血 管 減 少 及 び 心 筋 虚 血 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 判 定 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 型 を 判 定 す る
こ と に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 型 を 判 定 す る ス テ ッ プ は 、 信 号 増 幅 方 法 、 直 接
検 出 方 法 、 及 び 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て
行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 信 号 増 幅 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 を 増 幅
す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 信 号 増 幅 方 法 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｌ Ｃ Ｒ （ Ｌ Ａ Ｒ ） 、 自 立 合 成 反 応 （ ３ Ｓ Ｒ ／ Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ
） 、 及 び Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 反 応 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 直 接 検 出 方 法 は 、 サ イ ク ル 試 験 反 応 （ Ｃ Ｐ Ｒ ） 及 び 分 岐 Ｄ Ｎ Ａ 分 析 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 は 、 制 限 断 片 長 多 型 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ ） 分 析 、 対 立 遺 伝
子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ Ｓ Ｏ ） 分 析 、 変 性 剤 ／ 温 度 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ Ｄ
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Ｇ Ｇ Ｅ ／ Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ ） 、 一 本 鎖 構 造 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） 分 析 、 及 び ジ デ オ キ シ ・ フ ィ ン ガ ー プ
リ ン ト 法 （ ｄ ｄ Ｆ ） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 判 定 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 直 接 的 に 決
定 す る こ と に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 決 定 は 、 免 疫 学 的 検 出 方 法 に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 免 疫 学 的 検 出 方 法 は 、 放 射 免 疫 検 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）
、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 及 び 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） か ら 成
る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 が 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 糖 尿 病 に 関 連 す る 血 管 合 併 症 を 防 止 す る た め に 、 糖 尿 病 患 者 の 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ
せ る こ と の 重 要 性 を 判 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 判 定 す る ス テ ッ プ と 、 そ れ に よ っ て 特 定 の 糖 尿 病
患 者 の 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 を 判 断 す る ス テ ッ プ を 含 み 、
　 前 記 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の 糖 尿
病 患 者 の 方 が 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － ２ 表 現 型 又 は ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 の 糖 尿 病 患
者 よ り も 大 き い と す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 血 管 合 併 症 は 、 微 小 血 管 合 併 症 及 び 大 血 管 合 併 症 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 大 血 管 合 併 症 は 、 慢 性 心 不 全 、 心 血 管 疾 患 死 、 卒 中 、 及 び 冠 動 脈 血 管 形 成 術 に 関 連
す る 再 狭 窄 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 微 小 血 管 合 併 症 は 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 腎 、 及 び 糖 尿 病 性 神 経 障 害 か ら 成 る
群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 大 血 管 合 併 症 は 、 冠 動 脈 側 枝 血 管 減 少 及 び 心 筋 虚 血 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 判 定 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 型 を 判 定 す る
こ と に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 型 を 判 定 す る ス テ ッ プ は 、 信 号 増 幅 方 法 、 直 接
検 出 方 法 、 及 び 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て
行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
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　 前 記 信 号 増 幅 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 を 増 幅
す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 信 号 増 幅 方 法 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｌ Ｃ Ｒ （ Ｌ Ａ Ｒ ） 、 自 立 合 成 反 応 （ ３ Ｓ Ｒ ／ Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ
） 、 及 び Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 反 応 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 直 接 検 出 方 法 は 、 サ イ ク ル 試 験 反 応 （ Ｃ Ｐ Ｒ ） 及 び 分 岐 Ｄ Ｎ Ａ 分 析 か ら 成 る 群 よ り
選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 は 、 制 限 断 片 長 多 型 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ ） 分 析 、 対 立 遺 伝
子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ Ｓ Ｏ ） 分 析 、 変 性 剤 ／ 温 度 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ Ｄ
Ｇ Ｇ Ｅ ／ Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ ） 、 一 本 鎖 構 造 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） 分 析 、 及 び ジ デ オ キ シ ・ フ ィ ン ガ ー プ
リ ン ト 法 （ ｄ ｄ Ｆ ） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 判 定 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 直 接 的 に 決
定 す る こ と に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 決 定 は 、 免 疫 学 的 検 出 方 法 に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 免 疫 学 的 検 出 方 法 は 、 放 射 免 疫 検 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）
、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 及 び 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） か ら 成
る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 が 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 の 多 型 に 基 づ く 、 糖 尿 病 患 者 の 心 疾 患 を 予 防 す
る た め の 酸 化 防 止 剤 補 給 の 予 想 さ れ る 有 効 性 を 判 断 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 心 疾 患 （ Cardiovascular disease： CVD） は 、 ２ 型 糖 尿 病 に お け る 、 最 も 頻 度 の 高 い 、
重 症 で 、 費 用 の か か る 合 併 症 で あ る （ １ ） 。 こ の 合 併 症 は 、 病 気 の 期 間 に か か わ ら ず 、 ２
型 糖 尿 病 の 患 者 の 主 な 死 亡 原 因 で あ る （ ２ ） 。 幾 つ か の 集 団 ベ ー ス の 研 究 は 一 貫 し て 、 糖
尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ Ｄ の 相 対 リ ス ク が 、 非 糖 尿 病 者 と 比 べ て 数 倍 高 い こ と を 示 し て い る （ ３ ～
７ ） 。 こ の よ う に 高 い リ ス ク は 女 性 に お い て 顕 著 で あ る （ ４ ， ５ ， ８ ） 。 高 血 圧 、 高 脂 血
症 、 喫 煙 な ど の リ ス ク 因 子 は 、 全 て が 独 立 し て Ｃ Ｖ Ｄ を 患 う 糖 尿 病 患 者 の 相 対 リ ス ク を 高
め る が 、 糖 尿 病 の 影 響 は 従 来 の リ ス ク 因 子 と 無 関 係 で あ る よ う に 見 え る （ ９ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 調 査 し た 集 団 全 て に お い て 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 発 生 率 は 非 糖 尿 病 者 よ り も 糖 尿 病 患 者 の 方 が 高 い
が 、 糖 尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ Ｄ の 相 対 リ ス ク に は 明 ら か な 地 理 的 及 び 民 族 的 な 相 違 が あ る 。 し か
し 、 前 記 相 違 は 、 こ れ ら の グ ル ー プ の 間 で の 従 来 の 心 臓 病 リ ス ク 因 子 の 差 に よ っ て 、 完 全
に 説 明 す る こ と が で き な い （ １ ０ ～ ２ ０ ） 。 例 え ば 、 英 国 在 住 の 異 な る 民 族 群 で Ｃ Ｖ Ｄ の
相 対 リ ス ク を 分 析 し た と こ ろ 、 ヨ ー ロ ッ パ 出 身 の 糖 尿 病 患 者 と 比 べ る と 南 ア ジ ア 出 身 の 糖
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尿 病 患 者 は Ｃ Ｖ Ｄ の リ ス ク が 著 し く 大 き か っ た が （ １ ２ ， １ ５ ） 、 ア フ リ カ 系 カ リ ブ 人 の
糖 尿 病 患 者 は 著 し く 小 さ か っ た （ １ ４ ， １ ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 調 査 は 、 遺 伝 的 相 違 が 糖 尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ Ｄ に 対 す る 感 受 性 の 相 違 に 寄 与 す る の
で は な い か と い う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 で は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の 機 能 的 対 立 遺 伝 子 多 型 に そ の 可 能 性 が あ る と 仮 定
し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン （ Ｈ ｐ ） は 、 ヘ ム 主 導 の 酸 化 ス ト レ ス か ら の 保 護 に お い て 主 要 な 役 割 を
果 た す よ う な ヘ モ グ ロ ビ ン 結 合 血 清 タ ン パ ク で あ る （ ２ ３ ， ２ ４ ） 。 Ｈ ｐ 遺 伝 子 が 欠 乏 し
た マ ウ ス は 、 特 に 腎 臓 に お け る 酸 化 ス ト レ ス 及 び 酸 化 組 織 ダ メ ー ジ の 劇 的 な 増 加 を 示 し た
。 ヒ ト に お い て は 、 Ｈ ｐ に 対 し て ２ つ の 共 通 対 立 遺 伝 子 （ １ 及 び ２ ） が あ り 、 ３ 大 表 現 型
１ － １ 、 ２ － １ 、 ２ － ２ と し て 現 れ る （ ２ １ ～ ２ ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ３ つ の 表 現 型 の ヘ モ グ ロ ビ ン 結 合 能 力 の 機 能 的 な 相 違 は 、 既 に 実 証 さ れ て い る 。 Ｈ ｐ １
－ １ 表 現 型 の 患 者 の Ｈ ｐ は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 産 物 を 含 む Ｈ ｐ よ り １ グ ラ ム 当
た り で よ り 多 く の ヘ モ グ ロ ビ ン と 結 合 す る こ と が で き る （ ２ ３ ） 。 よ り 小 さ い サ イ ズ の ハ
プ ト グ ロ ビ ン １ － １ は ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 産 物 と 比 べ て 酸 化 組 織 損 傷 の 血 管 外 部
位 へ の 侵 入 を 促 進 す る の で 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 の 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 分 子 は
ま た 、 よ り 効 果 的 な 酸 化 防 止 剤 で あ る 。 こ れ は ま た 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ を 有 す る 患 者
に お け る ハ プ ト グ ロ ビ ン の か な り 大 き な 糸 球 体 の ふ る い 分 け を 含 む （ ２ ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 は 、 約 ２ ０ ０ ０ 万 年 前 に 部 分 的 遺 伝 子 複 製 イ ベ ン ト に よ っ
て １ 対 立 遺 伝 子 か ら 生 じ 、 感 染 因 子 に 対 す る 抵 抗 性 に 関 連 す る 選 択 的 圧 力 の 結 果 と し て 世
界 的 に 広 ま っ た よ う で あ る （ ２ ４ ， ２ ５ ） 。 現 在 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 対 立 遺 伝 子 は 、 異 な
る 民 族 群 間 で そ の 相 対 的 な 頻 度 が 全 く 異 な る （ ２ ６ ） 。 遺 伝 子 複 製 イ ベ ン ト は 、 ２ 対 立 遺
伝 子 の そ れ ぞ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ハ プ ト グ ロ ビ ン ・ タ ン パ ク 質 の 生 物 物 理 学 及 び 生 物
化 学 特 性 を 劇 的 に 変 化 さ せ た 。 例 え ば 、 １ 対 立 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 は 、 ２ 対 立 遺 伝 子
に よ っ て 産 出 さ れ る も の と 比 べ て 優 れ た 酸 化 防 止 剤 で あ る よ う に 思 わ れ る （ ２ ３ ） 。 個 人
の １ － １ 、 ２ － １ 、 ２ － ２ の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 、 １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 血 漿 か ら
ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 、 糖 尿 病 患 者 に お い て 多 く の 微 小 血 管 合 併 症 が 発 生 す る 前 兆 で
あ る こ と が 最 近 実 証 さ れ た （ ２ ７ ～ ２ ９ ） 。 具 体 的 に は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ 対 立 遺 伝 子 に
と っ て 同 種 接 合 で あ る 患 者 が 網 膜 症 及 び 腎 症 を 患 う リ ス ク が 低 下 し た こ と が 示 さ れ た 。 こ
の 効 果 は 、 少 な く と も 腎 症 に 対 し て は 、 １ 型 及 び ２ 型 糖 尿 病 患 者 の 両 方 に 見 ら れ 、 ハ プ ト
グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 の 数 と 腎 症 の 発 症 に 関 連 す る 勾 配 効 果 （ gradient effect） の 発 見
に よ り 関 連 性 は 強 化 さ れ た （ ２ ９ ） 。 更 に 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 が 糖 尿 病 患 者 に お け る
大 血 管 合 併 症 の 発 生 の 前 兆 で あ り 得 る こ と が 示 さ れ た 。 １ － １ ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 有
す る 糖 尿 病 患 者 に お い て 経 皮 的 冠 動 脈 再 建 術 後 の 再 狭 窄 の 発 生 が 有 意 に 減 少 す る こ と は 、
既 に 示 し た （ ２ ７ ， ３ ０ ） 。 一 般 集 団 に お い て ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 及 び 冠 動 脈 疾 患 を 検
査 し て い る よ う な 以 前 の 遡 及 研 究 及 び 横 断 研 究 は 、 相 反 す る 結 果 を 出 し て い る （ ３ １ ～ ３
８ ） 。 糖 尿 病 状 態 に お け る ア テ ロ ー ム 硬 化 性 冠 動 脈 疾 患 の 発 生 に お け る ハ プ ト グ ロ ビ ン 表
現 型 の 役 割 に つ い て は 、 未 だ 研 究 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ア メ リ カ イ ン デ ィ ア ン は 、 以 前 は 冠 動 脈 疾 患 の 発 生 に 抵 抗 す る と 考 え ら れ て い た が 、 現
在 で は 流 行 伝 染 病 の よ う な 勢 い で Ｃ Ｖ Ｄ に 直 面 し て い る （ ２ ０ ） 。 Ｃ Ｖ Ｄ 発 生 率 の 増 加 は
、 こ の 集 団 で の ２ 型 糖 尿 病 の 急 激 な 増 加 に 起 因 し て い る （ １ ， ２ ） 。 Ｓ Ｈ Ｓ （ Strong Hea
rt Study） は 、 １ ９ ８ ８ 年 以 降 現 在 ま で 継 続 し て ３ つ の 地 理 的 区 域 に お け る ア メ リ カ イ ン
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デ ィ ア ン 母 集 団 の 心 疾 患 の 発 生 率 、 有 病 率 、 リ ス ク 因 子 を 調 査 し て い る （ ２ ０ ） 。 こ の 患
者 集 団 の 相 対 的 遺 伝 的 均 一 性 に よ り 、 糖 尿 病 状 態 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ に 寄 与 す る よ う な 特 異 的
遺 伝 因 子 の 同 定 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て 、 米 国 特 許 第 ６ ， ６ １ ３ ， ５ １ ９ 号 に お い て 、 先 ず 、 糖 尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ Ｄ の 相 対
リ ス ク を 決 定 す る た め に Ｓ Ｈ Ｓ か ら の ケ ー ス ／ 対 照 サ ン プ ル に お け る ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現
型 に 基 づ い て 相 関 が 作 ら れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 幾 つ か の 先 行 技 術 文 献 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 と 疾 患 を 相 関 す る 方 法 を 教 示 し て い る
。 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３ ７ ４ １ ９ は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 決 定 す る た め の 方 法 及 び キ ッ ト を 教
示 し 、 特 に ヒ ト ハ プ ト グ ロ ビ ン に 関 与 す る 適 用 に 関 連 し て い る 。 こ の 特 許 出 願 の 教 示 は 、
特 に 不 応 性 本 態 性 高 血 圧 の 標 的 器 官 ダ メ ー ジ に 関 し て 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 （ 一 般 集 団
に お い て ） 及 び 急 性 心 筋 梗 塞 に 関 し て 、 そ し て Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 で の 死 亡 率 に 関 し て 、 独 立 リ ス
ク 因 子 と し て の ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の 使 用 に 焦 点 を 当 て て い る 。 こ の 特 許 出 願 は
、 Ｄ Ｍ に お け る 心 疾 患 の リ ス ク 因 子 と し て の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 使 用 に つ い て は 教 示
し て い な い 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 は 患 者 に 酸 化 的 ス ト レ ス を よ り 起 こ し や す く す
る 傾 向 が あ る の で 、 Ｄ Ｍ に お け る 心 疾 患 に 対 す る 消 極 的 な 予 測 因 子 と し て の ２ － ２ 表 現 型
の 使 用 に つ い て こ の 特 許 出 願 が 間 接 的 に 示 唆 し て い る か ど う か は 議 論 の 余 地 が あ る で あ ろ
う 。 し か し 、 こ の 特 許 出 願 の 教 示 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 が Ｄ Ｍ に お け る 心 疾 患
に 対 す る 傾 向 低 下 に 対 す る 、 ま た は 酸 化 防 止 剤 補 給 の 効 果 に 対 す る 積 極 的 な 予 測 因 子 で あ
る と い う 考 え を 含 ん で い な い 。 実 際 、 そ の 後 の 研 究 で は 、 Ｐ Ｃ Ｔ  Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３ ７ ４ １ ９
の 発 明 の 発 明 者 は 、 Ｈ ｐ １ － １ 患 者 の 心 疾 患 死 亡 率 に 対 す る リ ス ク が 高 い こ と を 含 め て 逆
の 結 果 を 報 告 し て い る （ De Bacquer et al, Atherosclerosis 2001; 157:161-6） 。 ハ プ
ト グ ロ ビ ン 表 現 型 と 疾 患 と の 有 用 な 相 関 を 引 き 出 す に は 、 慎 重 か つ 想 像 力 の 豊 か な 分 析 が
必 要 で あ る 。 な ぜ な ら 、 多 く の 研 究 は 結 果 を 示 し て い な い か 或 い は 困 惑 さ せ る 結 果 を 報 告
し て い る か ら で あ る （ Buhlin et al Fur Heart J 2003; 24:2099-107; Lind et al Angio
logy 2003;54:401-10; Hong et al Hum Hered 1997;47:283-7） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 換 言 す れ ば 、 こ れ は 、 Ｈ ｐ ２ － １ ま た は ２ － ２ 表 現 型 に 由 来 す る 酸 化 的 ス ト レ ス が 一 般
集 団 に お け る 血 管 合 併 症 に つ な が る こ と を 提 唱 し て い る 。 あ る 種 の 血 管 合 併 症 が Ｄ Ｍ に 関
連 す る 酸 化 的 ス ト レ ス に 関 連 す る こ と も 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 現 時 点 で は 、 糖 尿 病
患 者 に お け る 血 管 合 併 症 を 予 防 す る た め の 酸 化 防 止 剤 補 給 に 対 す る 反 応 に Ｈ ｐ １ － １ 表 現
型 が 効 果 を 及 ぼ し 得 る か 否 か は 未 だ は っ き り し て お ら ず 、 予 測 も で き な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｐ Ｃ Ｔ  Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３ ７ ４ １ ９ は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 結 合 相 手 の 使 用 に つ い て も 教 示 し て
い る 。 Ｐ Ｃ Ｔ  Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３ ７ ４ １ ９ に 基 づ く 結 合 相 手 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン を 結 合 す る 少
な く と も ２ つ の 位 置 を 有 す る 分 子 で あ っ て よ い 。 位 置 の 形 成 は 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ま た は
そ の 一 部 に よ っ て 、 ま た は 、 レ ク チ ン 、 細 胞 受 容 体 、 分 子 イ ン プ リ ン ト 、 細 菌 性 抗 原 、 ま
た は そ の 一 部 に よ っ て な す こ と が で き る 。 こ の 特 許 の 教 示 は 、 Ｓ ． ピ オ ゲ ネ ス の Ｔ ４ 抗 原
の 使 用 に 特 に 焦 点 を 当 て て い る 。 全 て の ハ プ ト グ ロ ビ ン は 、 α 鎖 と β 鎖 の 両 方 を 含 む 。 β
鎖 は 全 て の ハ プ ト グ ロ ビ ン に お い て 同 じ で あ る が 、 α 鎖 は ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の ２ つ の
対 立 遺 伝 子 間 で 異 な る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン の α ２ 鎖 は 、 不 等 乗 換 え に 基 づ く 突 然 変 異 の 結 果
物 で あ り 、 α １ 鎖 が ８ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ る の と 対 照 的 に １ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 α ２ 鎖
に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 の 特 異 的 な 配 列 （ Ala-Val-Gly-Asp-Lys-Leu-Pro-Glu-Cys-Glu-Ala-
Asp-Asp-Gly-Gln-Pro-Pro-Pro-Lys-Cys-Ile, SEQ ID NO:1） を 除 き 、 免 疫 学 的 に は α １ 鎖
と α ２ 鎖 は 類 似 し て い る 。 従 っ て 、 こ の 特 異 的 な ペ プ チ ド 配 列 の 任 意 の 部 分 は 、 α １ 鎖 を
含 む ハ プ ト グ ロ ビ ン と α ２ 鎖 を 含 む ハ プ ト グ ロ ビ ン と を 区 別 す る べ く 抗 体 を 産 出 さ せ る の
に 適 し た エ ピ ト ー プ で あ り 、 こ の こ と は 「 Using Antibodies: A Laboratory Manual」 （ E
d Harlow and David Lane eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999)） に 記 載
さ れ て い る 。 当 該 文 献 は 引 用 を 以 っ て 全 文 を 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。 そ の よ う な 抗 体 は 、
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 ま た は そ の 一 部 で あ る こ と が で き 、 当 業 者 に 知 ら れ て
い る 多 く の 技 術 の う ち 任 意 の １ つ に よ っ て 濃 縮 ま た は 精 製 す る こ と が で き る 。 そ れ に 加 え
て 、 こ の 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｈ ｐ 遺 伝 子 型 を 区 別 す る た め に 容 易 に 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 酸 化 防 止 剤 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン と 、 糖 尿 病 患 者 の 心 疾 患 （ Ｃ Ｏ Ｄ ） の 予 防 ： 冠 動 脈 疾 患 の
全 有 病 率 は 、 一 般 集 団 で ２ ～ ４ ％ で あ る の に 対 し て 成 人 糖 尿 病 （ Ｄ Ｍ ） で ５ ５ ％ を 超 え て
い る 。 Ｃ Ｖ Ｄ に よ る 死 亡 率 は 、 非 糖 尿 病 者 と 比 べ て Ｄ Ｍ の 男 性 で は ２ 倍 以 上 、 女 性 で は ４
倍 以 上 で あ る （ Stamler, et al. Diabetes Care 1993; 16: 434-444） 。 酸 化 的 ス ト レ ス
の 増 加 は 、 糖 尿 病 血 管 疾 患 を 仲 立 ち す る も の と し て 知 ら れ て い る 幾 つ か の シ グ ナ ル 伝 達 経
路 の 協 調 活 性 化 を 説 明 す る 魅 力 的 な 統 合 メ カ ニ ズ ム を 表 し て い る （ Nishikawa et al., Na
ture 2000; 404:787-790） 。 グ ル コ ー ス 自 動 酸 化 の 結 果 と し て 作 ら れ る 高 血 糖 及 び 酸 化 環
境 は 、 後 期 糖 化 最 終 産 物 （ Ａ Ｇ Ｅ ） を 形 成 し （ Ohgami et al., J Diabetes Complic 2002
; 16:56-59） 、 糖 尿 病 血 管 疾 患 に 見 ら れ る 病 理 学 的 及 び 形 態 学 的 変 化 に 結 び つ け ら れ る 複
数 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 物 を 刺 激 す る こ と が で き る よ う な 低 濃 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ ｏ
ｘ － Ｌ Ｄ Ｌ ） を 修 飾 し た （ Steinberg D so J Biol Chem 1997; 272:20963-6） 。 酸 化 仮 説
は 、 ビ タ ミ ン Ｅ な ど の 酸 化 防 止 剤 が ア テ ロ ー ム 硬 化 プ ロ セ ス を 著 し く 妨 げ る こ と が 実 証 さ
れ て い る 実 験 動 物 デ ー タ に よ っ て 支 持 さ れ て い る （ Williams et al Atherosclerosis 199
2; 94: 153-59） 。 し か し 、 in vitro研 究 及 び 実 験 室 研 究 の 結 果 が 有 望 で あ る に も 拘 ら ず
、 幾 つ か の 最 近 の 大 規 模 な 前 向 き プ ラ セ ボ 対 照 試 験 は 、 ビ タ ミ ン Ｅ 単 独 の 利 点 （ HOPE Stu
dy Investigators NE J Med 2000; 342: 154-160; Hodis et al, Circulation 2002; 106
:1453-59; Jiang et lo al, J Biol Chem 2002; 277: 31850-6） ま た は 他 の 酸 化 防 止 剤 ビ
タ ミ ン と 組 み 合 わ せ て の 利 点 （ GISSI, Lancet 1999; 354:4477-55; Brown et al NE J Me
d 2001;345: 1538-92; Marchioli et al, Lipids; 2001: 36 Suppl:S53-63; Waters et a
l, JAMA 2002; 288:2432-40; Witztum et al Trends Cardio Med 2001;11:93-102） の い
ず れ か が 主 要 な 有 害 な 心 血 管 イ ベ ン ト の 発 生 率 を 低 下 さ せ る こ と を 支 持 す る よ う な 決 定 的
な 証 拠 を 与 え る に は 至 っ て い な い 。 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ （ the Heart Outcomes Prevention Evaluati
on） ト ラ イ ア ル は そ の よ う な 研 究 の １ つ で あ り 、 特 に 糖 尿 病 Ｃ Ｖ Ｄ を 防 止 す る ビ タ ミ ン Ｅ
治 療 の 効 力 を 扱 っ て い る （ HOPE Study Investigators NE J Med 2000; 342: 154-160） 。
Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 （ HOPE study） は 、 ４ ０ ０ Ｉ Ｕ の ビ タ ミ ン Ｅ を ４ ． ５ 年 間 毎 日 投 与 す る こ と
の 心 血 管 （ Ｃ Ｖ ） 結 果 に 対 す る 臨 床 上 の 利 点 を 実 証 す る こ と は で き な か っ た 。 こ れ ら の 研
究 に お い て は 、 ビ タ ミ ン Ｅ の 明 ら か な 不 足 を 説 明 す る た め に 幾 つ か の メ カ ニ ズ ム が 提 唱 さ
れ て い る 。 ス タ イ ン バ ー グ （ Steinberg） は 、 抗 酸 化 治 療 か ら 得 ら れ る 利 点 は 、 軽 減 さ れ
た 酸 化 的 ス ト レ ス を 経 験 し た 特 定 の 患 者 の サ ブ グ ル ー プ に お い て 実 証 可 能 で し か な い で あ
る こ と を 提 唱 し て い る （ Steinberg et al Circulation 2002; 105:2107-111） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 糖 尿 病 患 者 の 血 糖 値 を イ ン シ ュ リ ン ま た は 経 口 低 血 糖 性 （ 血 糖 が 低 い ） 投 薬 に よ っ て 調
整 す る こ と が で き て も 、 糖 尿 病 患 者 に は い ず れ 血 管 合 併 症 が 発 症 す る 。 糖 尿 病 患 者 の 羅 患
リ ス ク が あ る 血 管 合 併 症 は 数 多 く あ り 、 例 え ば 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 白 内 障 及 び 緑 内
障 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 間 欠 性 跛 行 及 び 壊 疽 、 高 脂 血 症 、 そ し て 高 血 圧 、
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 冠 動 脈 疾 患 （ 冠 動 脈 疾 患 ） な ど の 心 臓 血 管 の 疾 患 が 含 ま れ る 。 ア
テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 は 、 ア ン ギ ナ 及 び 心 発 作 を 起 こ す こ と が あ り 、 糖 尿 病 者 で は 非 糖 尿 病
者 の ２ 倍 よ く 起 き る こ と で あ り 、 男 女 共 に 等 し く 影 響 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 そ の よ う な 糖 尿 病 血 管 疾 患 が 遺 伝 的 に 影 響 さ れ や す い 患 者 に の み 発 生 す る こ と を 示 す 証
拠 は 増 え て い る （ UK Prospective Study Group Diab Care 1998;21:1271-77） 。 ハ プ ト グ
ロ ビ ン 遺 伝 子 は 、 １ 及 び ２ で 表 さ れ た ２ つ の 主 要 な ク ラ ス の 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 多 型 で あ
る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 に お け る こ の 多 型 が 糖 尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ Ｄ に 対 す る 独 立 し た リ ス
ク 因 子 で あ る こ と が 最 近 実 証 さ れ た （ ２ ０ ０ ３ 年 ９ 月 ２ 日 に 発 行 さ れ た Levy et alの 米 国
特 許 第 ６ ， ６ １ ３ ， ５ １ ９ 号 の 例 １ 、 後 述 、 及 び Levy lo et al J Am Coll Card 2002; 4
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0: 1984-90を 参 照 ） 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 に と っ て 同 種 接 合 で あ る 糖 尿 病 患 者 は
、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ 対 立 遺 伝 子 に と っ て 同 種 接 合 で あ る 糖 尿 病 患 者 に 比 べ て Ｃ Ｖ Ｄ の リ ス
ク が ５ 倍 高 い こ と が 分 か っ た 。 更 に は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 製 品 が ハ
プ ト グ ロ ビ ン １ 対 立 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 製 品 に 比 べ て 劣 っ た 酸 化 防 止 剤 で あ る こ と も 示 さ れ
て い る （ Melamed-Frank et al Blood 2001; 98:3693-98） 。 し か し 、 上 述 の 研 究 で は 、 酸
化 防 止 剤 補 給 と 糖 尿 病 患 者 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ と の 相 関 に つ い て も 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 に
つ い て も 、 抗 酸 化 治 療 か ら 派 生 す る 利 点 の 予 測 に お け る そ の よ う な 相 関 の 有 用 性 に つ い て
も 考 慮 ・ 示 唆 さ れ て い な い 。 よ っ て 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 に と っ て 同 種 接 合 で あ
る 糖 尿 病 患 者 に 酸 化 防 止 剤 を 補 給 す る こ と が 有 害 な 心 血 管 イ ベ ン ト の 予 防 に 有 益 で あ ろ う
と 仮 定 し た 。 こ の 仮 説 の 真 偽 を 調 べ る た め に 、 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 か ら の ハ プ ト グ ロ ビ ン 型 の 参
加 者 に つ い て 、 ビ タ ミ ン Ｅ 及 び ラ ミ プ リ ル 処 置 に 基 づ き ３ つ の 可 能 な ハ プ ト グ ロ ビ ン 型 に
対 す る 主 要 な 心 血 管 の 終 点 の 相 対 リ ス ク 比 率 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ど の 特 定 の Ｄ Ｍ 患 者 が 心 疾 患 に 関 す る リ ス ク が 低 い か 、 そ し て ど の 特 定 の 患 者 の サ ブ グ
ル ー プ が 予 防 的 抗 酸 化 治 療 の 恩 恵 を 受 け る こ と に な る か を 予 測 す る 方 法 は 、 そ の 必 要 性 が
広 く 認 識 さ れ て い お り 、 こ れ を 有 す る こ と は 大 い に 有 利 に な る だ ろ う 。 そ の よ う な 方 法 は
、 各 患 者 へ の リ ス ク を で き る 限 り 最 小 に す る 一 方 で 、 医 者 は 利 用 可 能 な 資 源 を 最 大 限 に 利
用 で き る よ う に し 得 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 糖 尿 病 患 者 の 血 管 合 併 症 を 治 療 す る た め の 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 判 断 す る 方
法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 判 定 す る ス テ ッ プ と 、
そ れ に よ っ て 糖 尿 病 患 者 の 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 判 断 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で い る 。 前 記
抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 の 方 が 、 ハ プ ト グ ロ ビ
ン １ － ２ 表 現 型 又 は ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 よ り も 大 き い と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 糖 尿 病 に 関 連 す る 血 管 合 併 症 を 防 止 す る た め に 、 糖
尿 病 患 者 の 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 を 判 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方
法 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 判 定 す る ス テ ッ プ と 、 そ れ に よ っ て 特 定 の 糖
尿 病 患 者 の 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 を 判 断 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る 。
前 記 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の 糖 尿 病
患 者 の 方 が 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － ２ 表 現 型 又 は ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者
よ り も 大 き い と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 血 管 合 併 症 は 、 微 小 血 管 合 併 症 及 び 大 血 管 合 併 症
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 大 血 管 合 併 症 は 、 慢 性 心 不 全 、 心 血 管 疾 患 死 、 卒
中 、 及 び 冠 動 脈 血 管 形 成 術 に 関 連 す る 再 狭 窄 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 微 小 血 管 合 併 症 は 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 腎 、 及
び 糖 尿 病 性 神 経 障 害 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 大 血 管 合 併 症 は 、 冠 動 脈 側 枝 血 管 減 少 と 心 筋 虚 血
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 判 定 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ
プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 型 を 判 定 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 型 を 判 定 す る
ス テ ッ プ は 、 信 号 増 幅 方 法 、 直 接 検 出 方 法 、 及 び 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 か ら 成
る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 信 号 増 幅 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 か ら
成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 信 号 増 幅 方 法 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｌ Ｃ Ｒ （ Ｌ Ａ Ｒ ） 、 自
立 合 成 反 応 （ Self-Sustained Synthetic Reaction： 3SR/NASBA） 、 及 び Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ
反 応 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 直 接 検 出 方 法 は 、 サ イ ク ル 試 験 反 応 （ cycling pr
obe reaction： CPR） 及 び 分 岐 Ｄ Ｎ Ａ 分 析 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 は 、 制 限 断 片 長
多 型 （ restriction fragment length polymorphism： RFLP） 分 析 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ allele specific oligonucleotide： ASO） 分 析 、 変 性 剤 ／ 温 度 濃 度 勾 配
ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis： Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ／ Temperature G
radient Gel Electrophoresis： TGGE） 、 一 本 鎖 構 造 多 型 （ Single-Strand Conformation 
Polymorphism： SSCP） 分 析 、 及 び ジ デ オ キ シ ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 （ Dideoxy fingerpr
inting： ddF） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 が 用 い ら れ る
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 判 定 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ
プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 直 接 的 に 決 定 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 決 定 は 、 免 疫 学 的 検 出 方
法 に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 免 疫 学 的 検 出 方 法 は 、 放 射 免 疫 検 定 法 （ radio-im
munoassay： Ｒ Ｉ Ａ ） 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ enzyme linked immunosorbent assay： ELISA）
、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 及 び 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 （ Fluorescence act
ivated cell sorting： Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 が 用 い ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 予 防 医 学 を 可 能 に す る た め に 、 高 血 糖 性 患 者 の 心 疾 患 （ cardiovascular dis
ease： CVD） が 発 現 す る 危 険 性 を 評 価 す る 方 法 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 糖 尿 病 患 者 に
お け る 抗 酸 化 治 療 に よ る 心 疾 患 予 防 の 有 効 性 を 評 価 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 を 詳 細 に 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 は 、 そ の 適 用 に お い て 、 構 成 の 詳 細 や
下 記 の 説 明 又 は 図 面 に 記 載 さ れ て い る 要 素 の 配 置 に 限 定 さ れ な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 本
発 明 は 、 他 の 実 施 形 態 又 は 様 々 な 方 法 で 実 施 又 は 実 行 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ こ
で 使 用 さ れ る 表 現 及 び 専 門 用 語 は 、 説 明 を 目 的 と し た も の で あ り 、 限 定 す る た め の も の で
は な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 最 近 公 に な っ た 多 く の 臨 床 試 験 を 根 拠 に し て 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 危 険 性 が 高 い 患 者 の Ｃ Ｖ 有 害 転
帰 を 防 止 す る の に は 、 抗 酸 化 治 療 は 推 奨 で き な い （ The Heart Outcomes Prevention Eval
uation Study Investigators. N Eng J Med 2000; 342: 154-160; Hodis, et al. Circul
ation 2002; 106: 1453-1459; Gruppo Italiano per lo Studio delta Soprawivenza nel
l'Infarto Miocardico. Lancet 1999; 354: 447- 455; Brown et al. N Engl J Med 2001
; 345: 1583-1592.） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 ま た 一 方 、 こ れ ら の 研 究 は 、 患 者 の 一 部 に 対 す る 潜 在 的 利 益 を 無 視 す る こ と が で き な い
（ Steinberg D, Witzum JL. Circulation 2002; 105; 2107-2111） 。 予 防 す る た め の 抗 酸
化 治 療 の 有 効 性 に つ い て の 多 く の 研 究 の 分 析 デ ー タ は 、 サ ン プ ル 全 部 に 対 す る 抗 酸 化 治 療
の 有 効 性 を 示 す こ と は で き な か っ た が 、 こ の 著 者 ら は 、 酸 化 防 止 剤 補 給 の 利 益 を 受 け た サ
ブ グ ル ー プ が 確 認 さ れ た こ と を 初 め て 明 ら か に し た 。 特 に 、 前 記 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 で は 、 Ｈ ｐ
２ － ２ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ 病 死 及 び 非 致 死 性 心 筋 梗 塞 は 、 ビ タ ミ ン Ｅ 補 給 に よ っ て
、 統 計 的 に 有 意 に 減 少 す る 。 ま た 、 各 種 の 評 価 項 目 （ 非 致 死 性 Ｍ Ｉ 、 卒 中 又 は 心 血 管 疾 患
死 ） は 、 ラ ミ プ リ ル （ ramipril） 治 療 に よ っ て 、 統 計 的 に 有 意 に 減 少 す る （ 後 記 す る 実 施
例 Ｉ Ｉ を 参 照 ） 。 Ｓ Ｈ Ｓ （ Strong Heart Study） 研 究 で の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 と Ｃ Ｖ Ｄ
と の 相 互 関 係 の 分 析 は 、 Ｈ ｐ ２ － ２ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 は 糖 尿 病 Ｃ Ｖ Ｄ の 危 険 性 が 高 い こ
と と （ 後 記 す る 実 施 例 Ｉ 、 及 び Levy AP et al. J Am Coll Card 2002; 40: 1984-1990を
参 照 ） 、 Ｈ ｐ ２ － ２ が 劣 っ た 酸 化 防 止 剤 で あ る こ と を 示 す （ Melamed-Frank M, et al. Bl
ood 2001; 98: 3693-3698） 。 １ つ の 仮 説 に よ り 限 定 さ れ る こ と は 望 ん で い な い が 、 酸 化
防 止 剤 の 有 効 性 が 糖 尿 病 患 者 の サ ブ グ ル ー プ で 選 択 的 に 得 ら れ る 理 由 と 、 そ れ ら の 発 見 が
明 ら か に 統 計 的 に 有 意 で あ る こ と は 、 Ｈ ｐ ２ － ２ の 劣 っ た 酸 化 防 止 剤 特 性 に よ り 説 明 さ れ
る で あ ろ う 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 影 響 の さ ら な る 裏 付 け と し て は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 型 は 、 糖
尿 病 で な い 患 者 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ 発 症 に 有 意 な 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と が 観 察 さ れ て い る と い
う 事 実 （ 後 記 す る 実 施 例 Ｉ 参 照 ） が あ る 。 ま た 、 抗 酸 化 治 療 （ ビ タ ミ ン Ｅ に よ る ） に 有 意
な 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と も 分 か っ て い る （ 後 記 す る 実 施 例 Ｉ Ｉ 参 照 ） 。 １ つ の 仮 説 に よ り
限 定 さ れ る こ と は 望 ん で い な い が 、 Ｈ ｐ ２ － ２ の 抗 酸 化 活 性 低 下 の 重 要 性 は 、 酸 化 的 ス ト
レ ス （ 糖 尿 病 ） を 作 り 出 す 付 加 的 な 構 造 の 存 在 下 で 、 臨 床 的 に 唯 一 明 ら か で あ る と 仮 定 で
き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 糖 尿 病 患 者 に お け る 血 管 合 併 症 の 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 評
価 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 判 定 す る ス テ
ッ プ と 、 そ れ に よ っ て 糖 尿 病 患 者 に お け る 前 記 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 判 断 す る ス テ ッ プ と
を 含 ん で い る 。 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の 患 者 の 方 が 、 ハ プ
ト グ ロ ビ ン １ － ２ 表 現 型 又 は ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 の 患 者 よ り も 大 き い と す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ や Ｇ Ｉ Ｓ Ｓ Ｉ 研 究 で の 研 究 結 果 で は 、 抗 酸 化 治 療 が 効 果 的 で あ る と い う 亜
母 集 団 を 特 定 す る こ と は で き な か っ た が 、 こ こ に 示 す デ ー タ は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表
現 型 の 糖 尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ 病 死 及 び 非 致 死 性 心 筋 梗 塞 は 、 ビ タ ミ ン Ｅ 補 給 に よ り 、 統 計 的 に
有 意 に 減 少 す る こ と を 初 め て 明 確 し た 。 ま た 、 各 種 の 評 価 項 目 （ 非 致 死 性 Ｍ Ｉ 、 卒 中 又 は
心 血 管 疾 患 死 ） は 、 ラ ミ プ リ ル 治 療 に よ り 、 統 計 的 に 有 意 に 減 少 す る （ 後 記 す る 実 施 例 Ｉ
Ｉ 参 照 ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、 糖 尿 病 に 関 連 す る 血 管 合 併 症 を 防 止 す る た め
に 、 糖 尿 病 患 者 の 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 を 判 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。
こ の 方 法 は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 判 定 す る ス テ ッ プ 、 そ れ に よ っ て 特 定
の 糖 尿 病 患 者 の 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 を 判 断 す る ス テ ッ プ と を 含 ん で
い る 。 前 記 酸 化 的 ス ト レ ス を 減 少 さ せ る こ と の 重 要 性 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の
患 者 の 方 が 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － ２ 表 現 型 又 は ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ 表 現 型 の 患 者 よ り も
大 き い と す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 糖 尿 病 患 者 に お け る 血 管 合 併 症 の 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 評 価 す る キ ッ
ト （ kit） を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 糖 尿 病 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 判 定 す る た
め の 包 装 さ れ た 試 薬 を 含 ん で い る 。 こ の キ ッ ト は 、 糖 尿 病 患 者 の 血 管 合 併 症 の 抗 酸 化 治 療
の 有 効 性 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 試 薬 の 性 質 は 、 以 下 の 説 明 と 、 周 知 で 特
徴 的 な ハ プ ト グ ロ ビ ン １ 及 び ２ 対 立 遺 伝 子 の 配 列 デ ー タ に よ り 、 当 業 者 に は 明 ら か に な る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 方 法 及 び キ ッ ト の 有 用 性 は 、 後 記 す る 実 施 例 の 表 １ ～ ６ に 示 す デ ー タ に よ
り 実 証 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 し た が っ て 、 こ こ で は 、 人 口 に 基 づ い た 長 期 に 渡 る 研 究 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル に つ い て
、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 糖 尿 病 患 者 の 血 管 合 併 症 を 治 療 す る た め の 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性
に つ い て の 重 要 な 予 測 の 判 断 材 料 で あ る こ と が 実 証 さ れ る 。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 で は 、
血 管 合 併 症 は 、 微 小 血 管 合 併 症 と 大 血 管 合 併 症 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 糖 尿 病 が 発 現 す る 危 険 性 が あ る 血 管 合 併 症 が 数 多 く あ る 。 前 記 血 管 合 併 症 と し て は 、 糖
尿 病 性 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 白 内 障 、 緑 内 障 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 間 欠 性 跛 行
、 壊 疽 、 高 脂 血 症 、 及 び 心 臓 血 管 疾 患 （ 例 え ば 、 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 及 び 冠
動 脈 疾 患 ） が 挙 げ ら れ る 。 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 は 、 狭 心 症 と 心 臓 発 作 を 引 き 起 こ し 、 糖
尿 病 患 者 で は 、 糖 尿 病 で な い 人 の ２ 倍 見 ら れ る （ 男 性 も 女 性 も 等 し い ） 。 糖 尿 病 の 微 小 血
管 合 併 症 と し て は 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 （ 神 経 損 傷 ） 、 糖 尿 病 性 腎 症 （ 腎 臓 病 ） 、 及 び 視 覚
障 害 （ 例 え ば 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 緑 内 障 、 白 内 障 、 及 び 角 膜 疾 患 ） が 挙 げ ら れ る 。 大 血 管
合 併 症 と し て は 、 心 筋 梗 塞 、 慢 性 心 不 全 、 心 血 管 疾 患 死 及 び 心 臓 病 、 卒 中 、 及 び 末 梢 血 管
障 害 （ 潰 瘍 、 壊 疽 、 及 び 切 断 の 原 因 と な る ） な ど の 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 促 進 冠 血 管 病
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 血 管 合 併 症 は 大 血 管 合 併 症 で あ り 、 慢 性 心 不 全 、 心 血 管 疾 患 死
、 卒 中 、 及 び 冠 動 脈 血 管 形 成 術 に 関 連 す る 再 狭 窄 、 冠 動 脈 側 枝 血 管 減 少 、 及 び 心 筋 虚 血 か
ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 血 管 合 併 症 は 微 小 血 管 合 併 症 で あ り 、 糖 尿
病 性 神 経 障 害 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 及 び 糖 尿 病 性 網 膜 症 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 糖 尿 病 患 者 の 血 管 病 に 対 す る 酸 化 防 止 剤 補 給 の 有 効 性 に つ い て の ハ プ ト グ ロ ビ ン の 予 測
値 は 、 異 な る 人 種 に お け る ハ プ ト グ ロ ビ ン １ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 と 、 そ れ ら の グ ル ー プ に お
け る 関 係 す る 糖 尿 病 の 微 小 血 管 合 併 症 及 び 大 血 管 合 併 症 の 発 症 と の 相 互 関 係 に よ り さ ら に
裏 付 け さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 例 え ば 、 糖 尿 病 の オ ー ス ト ラ リ ア ・ ア ボ リ ジ ニ ー （ １ ９ ） と 糖 尿 病 の 南 ア ジ ア の 人 々 （
１ ２ 、 １ ５ ） は Ｃ Ｖ Ｄ 及 び 糖 尿 病 微 小 血 管 合 併 症 の 相 対 的 な 危 険 性 が 高 く （ ４ ７ ） 、 ハ プ
ト グ ロ ビ ン １ 対 立 遺 伝 子 の 相 対 的 な 頻 度 が 低 い （ そ れ ぞ れ 、 ０ ． １ ８ 、 ０ ． ０ ９ で あ る ）
（ ２ ６ ） 。 こ れ に 対 し て 、 糖 尿 病 の ア フ リ カ 系 カ リ ブ 人 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ 及 び 微 小 血 管 合 併 症 の
相 対 的 な 危 険 性 が 少 な く （ １ ４ 、 １ ６ ） 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 が 高 い （ あ
る 人 口 で は ０ ． ８ ７ に 上 る ） （ ２ ６ ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の ２ つ の 機 構 は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 Ｃ Ｖ Ｄ の 臨 床 経 過 に 影 響
を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 第 １ に 、 経 皮 経 管 冠 動 脈 形 成 手 術 後 の 再 狭 窄 の 段 階 的 な リ ス ク は
、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 遺 伝 子 の 数 に 関 係 す る こ と を 明 ら か に さ れ て い る （ ２ ７ 、 ３ ０ ）
。 第 ２ に 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － １ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 は 、 同 程 度 の 冠 動 脈 疾 患 を 有 す る ハ
プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の 糖 尿 病 患 者 と 比 べ る と 、 冠 動 脈 側 枝 を 有 す る 可 能 性 が 高 い 。
個 人 間 の 冠 状 動 脈 側 副 血 行 の 程 度 差 が 心 筋 梗 塞 の 主 要 因 で あ る こ と は 、 以 前 か ら 知 ら れ て
い る （ ４ ８ ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン ・ タ ン パ ク 質 に は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 の 発 生 に 影 響 を 与 え る 様 々 な
機 能 が 割 り 当 て ら れ る 。 ６ ０ 年 以 上 も 、 血 清 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 主 な 機 能 は 遊 離 ヘ モ グ ロ ビ
ン を 結 合 す る こ と で あ る と 思 わ れ て い た （ ２ ２ ） 。 こ の 相 互 作 用 は 、 鉄 分 を 除 去 す る の を
助 け 、 そ れ の 尿 中 で の 損 失 を 防 止 す る と 思 わ れ て い た 。 ま た 、 酸 化 防 止 剤 と し て 機 能 し 、
組 織 を ヘ モ グ ロ ビ ン に 仲 介 さ れ た 組 織 の 酸 化 か ら 保 護 す る （ ２ ３ ） 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ －
１ タ ン パ ク 質 と 異 な る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 、 他 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 酸 化 防 止
剤 と し て の 能 力 は 、 他 の 形 態 の タ ン パ ク 質 と 比 べ て 、 優 れ た 抗 酸 化 保 護 を も た ら す よ う に
思 わ れ る （ ２ ３ ） 。 そ の よ う な 酸 化 防 止 剤 の 仮 定 は と り わ け 興 味 深 く 、 明 ら か に 重 要 な 、
糖 尿 病 血 管 疾 患 に 至 る 酸 化 的 ス ト レ ス と し て の 役 割 を 与 え る （ ４ ９ 、 ５ ０ ） 。 お そ ら く 、
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異 な る タ イ プ の ハ プ ト グ ロ ビ ン に よ り 与 え ら れ る 酸 化 的 保 護 に お け る 見 掛 け 上 の 差 を さ ら
に 拡 大 す る と 、 異 な る 表 現 型 そ れ ぞ れ に 存 在 す る ハ プ ト グ ロ ビ ン ・ タ ン パ ク 質 の サ イ ズ が
全 体 的 に 異 な る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ は ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ よ り も 明 ら か に 小 さ い の
で 、 血 管 外 の 区 画 を も っ と 小 さ く ふ る い 分 け 、 血 管 外 傷 の 部 分 で 、 ヘ モ グ ロ ビ ン に 仲 介 さ
れ た 組 織 の 損 傷 を 防 ぐ こ と が 可 能 で あ る （ ２ ３ ） 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 ア テ ロ ー ム 性 動
脈 硬 化 に お け る ハ プ ト グ ロ ビ ン の 役 割 は 、 未 だ 不 明 の と こ ろ が 多 い 。 あ る 研 究 で は 、 逆 説
的 に 、 Ｈ ｐ １ － １ は 心 臓 血 管 系 の 死 亡 の リ ス ク を 高 め る こ と を 明 ら か に し て い る （ De Bac
quer et al, Atherosclerosis 2001; 157: 161-6） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 代 謝 の 役 割 と 無 関 係 で は な い か も し れ な い が 、 免 疫 賦
活 剤 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ ２ １ 、 ２ ３ ） 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン ・
ヘ モ グ ロ ビ ン 複 合 体 に 対 す る 特 異 的 受 容 体 は 、 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 で 、 グ ル ー プ Ｂ ・
ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 の 高 シ ス テ イ ン ・ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 一 員 で あ る Ｃ Ｄ １ ６ ３ ５ １
と し て 、 明 確 に 確 認 さ れ て い る （ ５ ２ ） 。 ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に
お け る 他 の メ ン バ ー で あ る Ｃ Ｄ ３ ６ は 、 Ｌ Ｄ Ｌ 同 化 作 用 に お い て 重 要 な 役 割 （ ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 部 の 発 生 の た め に と て も 重 要 で あ る ） を 果 た す こ と が 以 前 よ り 知 ら れ て い る （
５ ３ ～ ５ ５ ） 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン と 複 合 す る ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ は 、 こ の 受 容 体 に 対 し て
、 ハ プ ト グ ロ ビ ン と 複 合 す る ハ プ ト グ ロ ビ ン １ － １ よ り も １ ０ 倍 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と
が 知 ら れ て い る （ ５ １ ） 。 多 く の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 の 結 果 、 Ｃ Ｄ １ ６ ３ と 結 合 す
る リ ガ ン ド は 、 チ ロ シ ン － キ ナ ー ゼ に 依 存 す る 信 号 カ ス ケ ー ド を 引 き 起 こ す こ と が 明 ら か
に さ れ て い る （ ５ ６ ） 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン は そ れ だ け で 、 顆 粒 球 及 び 単 球 と 結 合 す る こ と が
知 ら れ て い る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン は 、 規 定 の プ ラ ズ マ 細 胞 膜 受 容 体 に よ っ て 、 様 々 な ア ゴ ニ
ス ト に 対 す る 好 中 球 の 反 応 を ブ ロ ッ ク す る と 思 わ れ る 。 こ の こ と は 、 免 疫 系 の 受 容 体 リ ガ
ン ド 相 互 作 用 に お い て 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン が ア ン タ ゴ ニ ス ト の 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 す る
（ ５ ７ ） 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン の 特 異 的 結 合 は 、 イ ン テ グ リ ン ・ フ ァ ミ リ ー の 一 員 で あ る Ｍ Ａ
Ｃ － １ 又 は Ｃ Ｄ ｌ ｌ ｂ ／ Ｃ Ｄ １ ８ 受 容 体 に 対 し て 実 証 さ れ て い る （ ５ ８ ） 。 こ れ ら の イ ン
テ グ リ ン は 、 負 傷 に 対 す る 血 管 壁 の 反 応 の 主 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る （ ５ ９
） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ア テ ロ ー ム 斑 の 発 生 及 び 不 安 定 化 に お け る 細 菌 感 染 の 重 要 な 役 割 は 、 近 年 、 多 く の 研 究
に よ り 示 唆 さ れ て い る （ ６ ０ ） 。 こ の 点 に つ い て は 、 表 現 型 は イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ に
お け る 細 菌 及 び ウ イ ル ス 複 製 を 防 止 す る 能 力 が 異 な る と 思 わ れ る の で 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表
現 型 に 関 連 す る ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 差 異 リ ス ク に 対 し て 重 要 だ と 思 わ れ る （ ２ ３ ～
２ ５ ） 。 こ れ は 、 鉄 分 の 除 去 の 差 異 が 原 因 で あ る （ ２ ３ ） 。 ま た 、 表 現 型 の 違 い に よ っ て
生 じ る 免 疫 調 整 の 差 異 が 原 因 で あ る （ ５ １ ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ れ ら の 発 見 事 項 は 、 こ こ に 示 す ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 に 関 す る 結 果 、 及 び 糖 尿 病 性 の
血 管 合 併 症 を 予 防 す る た め の 酸 化 防 止 剤 補 給 の 有 効 性 と 、 意 見 が 完 全 に 一 致 し て い る 。 ハ
プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 が 異 な る 糖 尿 病 患 者 の 抗 酸 化 治 療 に 対 す る 相 対 的 な 反 応 の 顕 著 な 相 違
は 、 Ｃ Ｖ Ｄ リ ス ク の 層 別 化 （ risk stratification） ア ル ゴ リ ズ ム に 使 用 さ れ る 広 範 囲 に
わ た る 糖 尿 病 患 者 の 試 験 、 及 び 糖 尿 病 患 者 の Ｃ Ｖ Ｄ を 予 防 す る こ と を 目 的 と す る 潜 在 的 な
治 療 的 介 入 （ 例 え ば 、 酸 化 防 止 剤 補 給 、 酸 化 防 止 剤 の 併 用 、 及 び 薬 理 的 治 療 ） の 評 価 を 正
当 化 す る よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 方 法 の 様 々 な 好 ま し い 実 施 形 態 に よ れ ば 、 患 者 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の
判 定 は 、 信 号 増 幅 方 法 、 直 接 観 測 方 法 、 及 び 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 な ど の 様 々
な 方 法 （ た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ） に よ っ て 行 わ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は
、 遺 伝 子 型 を 判 定 す る こ と に よ り 、 表 現 型 を 間 接 的 に 判 定 す る 。 ま た 、 後 述 す る よ う に 、
ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 判 定 は 、 プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 産 物 を 分 析 す る こ と に よ り 、 直 接 的
に 判 定 す る こ と も で き る 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 前 記 信 号 増 幅 方 法 は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 や Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 増 幅 す る 。 本 発 明 の 一 部 と し
て 使 用 す る こ と が 可 能 な 信 号 増 幅 方 法 と し て は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｌ Ｃ Ｒ （ Ｌ Ａ Ｒ ） 、 自 律 合 成 反
応 （ ３ Ｓ Ｒ ／ Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ ） 、 Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ 反 応 が あ る （ た だ し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） ： Mullis and Mullis ら の 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ３ ， １
９ ５ 号 及 び 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ
Ｃ Ｒ ） は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 混 合 物 に お け る 標 的 配 列 の セ グ メ ン ト の 密 度 を ク ロ ー ニ ン グ や
精 製 な し に 増 大 さ せ る 方 法 で あ る 。 こ の 技 術 は 、 低 い 標 的 配 列 密 度 の 問 題 に 対 す る １ つ の
ア プ ロ ー チ を 与 え る 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 容 易 に 検 出 可 能 な レ ベ ル ま で 標 的 の 密 度 を 増 加 さ せ る こ
と が で き る 。 標 的 配 列 を 増 幅 す る プ ロ セ ス は 、 所 望 の 標 的 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 へ の 二
本 鎖 標 的 配 列 の そ れ ぞ れ の 鎖 に 相 補 的 で あ る よ う な モ ル 濃 度 過 剰 の ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー の 導 入 を 含 む 。 混 合 物 は 、 変 性 さ せ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る よ う に す る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 い て 、 プ ラ イ マ ー を ポ リ メ ラ ー ゼ で 伸 長 し て 相 補 的 な 鎖 を 形
成 す る 。 変 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ア ニ ー リ ン グ ） 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 （ 延 長 ） の
過 程 は 、 比 較 的 高 密 度 の 所 望 の 標 的 配 列 の セ グ メ ン ト を 得 る た め に 必 要 な だ け 繰 り 返 す こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 所 望 の 標 的 配 列 の セ グ メ ン ト の 長 さ は 、 両 プ ラ イ マ ー の 互 い に 対 す る 相 対 位 置 に よ っ て
決 定 さ れ 、 そ れ 故 に こ の 長 さ は 調 節 可 能 な パ ラ メ ー タ で あ る 。 標 的 配 列 の 所 望 の セ グ メ ン
ト は 、 混 合 物 中 で （ 濃 度 の 点 で ） 優 勢 な 配 列 に な る の で 、 「 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た 」 と 呼 ば れ
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ま た は Ｌ Ａ Ｒ ） ： Barany, Proc. Natl. Acad. Sci., 88:189
 (1991)、 Barany, PCR Methods and Applic., 1:5 (1991)、 及 び Wu and Wallace, Genomi
cs 4:560 (1989) に 記 載 さ れ て い る リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ 。 「 リ ガ ー ゼ 増 幅 反 応 」 （
Ｌ Ａ Ｒ ） と 呼 ば れ る こ と も あ る ） は 、 核 酸 を 増 幅 す る た め の よ く 知 ら れ た 代 替 方 法 へ と 発
展 し た 。 Ｌ Ｃ Ｒ で は 、 ４ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の １ つ の 鎖 と 一 意 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な ２ つ の 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 、 反 対 の 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る よ う な 相 補 的 な １ 組 の 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と を 混 合 し 、 混 合 物 に Ｄ Ｎ Ａ リ
ガ ー ゼ を 加 え る 。 結 合 部 に 完 全 な 相 補 性 が あ る と す れ ば 、 リ ガ ー ゼ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
れ た 分 子 の 各 組 に 共 有 結 合 的 に 連 結 す る こ と に な る 。 重 要 な こ と に は 、 Ｌ Ｃ Ｒ で は 、 ２ つ
の プ ロ ー ブ が 連 結 さ れ る の は 標 的 サ ン プ ル に お い て ギ ャ ッ プ や ミ ス マ ッ チ な し に 配 列 と 塩
基 対 を な す と き に の み で あ る 。 繰 り 返 し サ イ ク ル の 変 性 及 び 連 結 反 応 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 短 い セ
グ メ ン ト を 増 幅 す る 。 Ｌ Ｃ Ｒ は 、 一 塩 基 変 化 の 検 出 を 向 上 さ せ る た め に Ｐ Ｃ Ｒ と 併 用 さ れ
て き た 。 Segev， Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 第 ９ ０ ０ １ ０ ６ ９ Ａ １ （ １ ９ ９ ０ ） 。 し か し 、 こ の ア ッ
セ イ に 用 い ら れ る ４ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 対 に な っ て ２ つ の 短 い 連 結 可 能 な 断 片 を 形
成 す る こ と が で き る の で 、 標 的 非 依 存 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 生 成 さ れ る 可 能 性 が
あ る 。 突 然 変 異 体 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の Ｌ Ｃ Ｒ の 使 用 は 、 特 異 的 核 酸 位 置 の 検 査 に 限 ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 自 立 合 成 反 応 （ ３ Ｓ Ｒ ／ Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ ） ： 自 立 配 列 複 製 反 応 （ ３ Ｓ Ｒ ） （ Guatelli et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:1874-1878, 1990, with an erratum at Proc. Natl. Aca
d. Sci., 87:7797, 1990） は 、 均 一 な 温 度 で Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 指 数 関 数 的 に 増 幅 す る こ と が で
き る よ う な 転 写 ベ ー ス の in vitro増 幅 シ ス テ ム （ Kwok et al., Proc Natl. Acad. Sci., 
86:1173-1177, 1989） で あ る 。 そ の 後 、 増 幅 Ｒ Ｎ Ａ は 、 突 然 変 異 の 検 出 に 用 い る こ と が で
き る （ Fahy et al., PCR Meth. Appl., 1:25-33, 1991） 。 こ の 方 法 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て フ ァ ー ジ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 関 心 の あ る 配 列 の
５ ’ 末 端 に 付 加 す る 。 ２ 次 プ ラ イ マ ー 、 逆 転 写 酵 素 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
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、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 酸 及 び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 酸 を 含 む よ う な 酵 素 及
び 基 質 の 反 応 混 液 に お い て 、 関 心 の あ る 領 域 を 増 幅 す る た め に 標 的 配 列 に 対 し て 転 写 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 第 ２ 鎖 合 成 が 繰 り 返 さ れ る 。 突 然 変 異 検 出 の た め の ３ Ｓ Ｒ の 使 用 は 、 動 力 学
的 に 小 セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ 塩 基 対 ） の ス ク リ ー ニ ン グ に 限 定 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｑ － ベ ー タ （ Ｑ β ） レ プ リ カ ー ゼ ： こ の 方 法 で は 、 関 心 の あ る 配 列 を 識 別 す る プ ロ ー ブ
は 、 Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ に 対 す る 複 製 可 能 な Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 に 付 着 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
て い な い プ ロ ー ブ の 複 製 か ら 生 じ る 偽 陽 性 に 関 し て 以 前 に 確 認 さ れ た 主 要 な 問 題 に は 、 配
列 特 異 的 連 結 過 程 を 利 用 し て の 取 り 組 み が な さ れ て き た 。 し か し 、 利 用 可 能 な 熱 安 定 性 Ｄ
Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ は こ の Ｒ Ｎ Ａ 基 質 に 対 し て 効 果 的 で は な い の で 、 連 結 反 応 は Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ
ー ゼ に よ っ て 低 温 （ ３ ７ ℃ ） で 行 わ な け れ ば な ら な い 。 こ の こ と は 、 Ｌ Ｃ Ｒ に お い て そ う
で あ っ た よ う に 特 異 性 を 達 成 す る 手 段 と し て 高 温 を 使 用 す る こ と を 妨 げ 、 結 合 部 位 で は 突
然 変 異 検 出 の た め に 連 結 反 応 イ ベ ン ト を 用 い る こ と が で き る が 、 そ れ 以 外 の 部 位 で は 用 い
る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 所 期 目 標 を 達 成 で き る よ う な 診 断 方 法 は 、 非 常 に 特 異 的 で な け れ ば な ら な い 。 核 酸 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 を 調 整 す る 直 接 的 な 方 法 は 、 反 応 の 温 度 を 調 整 す る こ と に よ
る 。 ３ Ｓ Ｒ ／ Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ 及 び Ｑ β シ ス テ ム は 全 て 大 量 の シ グ ナ ル を 精 製 す る こ と が 可 能 で
あ る が 、 そ れ ぞ れ に 含 ま れ る １ 若 し く は 複 数 の 酵 素 は 高 温 （ 即 ち ＞ ５ ５ ℃ ） で の 使 用 が 不
可 能 で あ る 。 従 っ て 、 反 応 温 度 を 上 げ て プ ロ ー ブ の 非 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 防
止 す る こ と は で き な い 。 プ ロ ー ブ を 短 く し て 低 温 で 容 易 に 融 解 す る よ う に す れ ば 、 複 合 ゲ
ノ ム に お い て １ つ 以 上 の 完 全 な マ ッ チ を 有 す る 見 込 み は 高 ま る 。 こ の よ う な 理 由 の た め 、
Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｌ Ｃ Ｒ は 目 下 の と こ ろ 検 出 技 術 に お け る 研 究 分 野 で 優 位 を 占 め て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｌ Ｃ Ｒ に お け る 増 幅 手 順 の 基 本 は 、 １ つ の サ イ ク ル の 産 物 が 全 て の 後 続 サ イ
ク ル に お い て 使 用 可 能 な 鋳 型 に な り 、 結 果 的 に 各 サ イ ク ル で 集 団 を 倍 加 す る と い う 事 実 で
あ る 。 そ の よ う な 倍 加 シ ス テ ム の 最 終 収 率 は 、 （ ｌ ＋ Ｘ ） ｎ ＝ ｙ で 表 す こ と が で き る 。 こ
こ で 、 Ｘ は 平 均 効 率 （ 各 サ イ ク ル で コ ピ ー さ れ る パ ー セ ン ト ） 、 ｎ は サ イ ク ル 数 、 ｙ は 反
応 の 全 体 的 な 効 率 ま た は 収 率 で あ る （ Mullis, PCR Methods Applic. 1.1, 1991） 。 ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の サ イ ク ル 毎 に 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の あ ら ゆ る コ ピ ー が 鋳 型 と し て 利 用 さ れ る の
で あ れ ば 、 平 均 効 率 は １ ０ ０ ％ で あ る 。 ２ ０ サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ を 実 行 す る と 、 収 率 は 出 発
物 質 の ２ ２ ０ 即 ち １ ， ０ ４ ８ ， ５ ７ ６ コ ピ ー に な る こ と に な る 。 反 応 条 件 が 平 均 効 率 を ８
５ ％ に 低 下 さ せ れ ば 、 ２ ０ サ イ ク ル の 収 率 は 出 発 物 質 の １ ． ８ ５ ２ ０ 即 ち ２ ２ ０ ， ５ １ ３
コ ピ ー に 過 ぎ な く な る 。 換 言 す れ ば 、 効 率 ８ ５ ％ で 実 行 さ せ る Ｐ Ｃ Ｒ は 、 効 率 １ ０ ０ ％ で
実 行 さ せ る 反 応 に 比 べ て 収 率 が 最 終 産 物 の ２ １ ％ に し か な ら な い こ と に な る 。 平 均 効 率 を
５ ０ ％ に 低 下 さ せ た 反 応 で は 、 収 率 は 予 想 産 物 の １ ％ 以 下 に し か な ら な い こ と に な る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 実 際 に は 、 ル ー チ ン の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 が 理 論 上 の 最 大 収 率 を 達 成 す る こ と は 稀 で
あ り 、 Ｐ Ｃ Ｒ は よ り 低 い 収 率 を 補 償 す る た め に ２ ０ サ イ ク ル 以 上 実 行 さ せ る の が 普 通 で あ
る 。 ５ ０ ％ の 平 均 効 率 で は 、 ２ ０ サ イ ク ル で 理 論 的 に 可 能 な 百 倍 増 幅 を 達 成 す る に は 、 ３
４ サ イ ク ル を 要 す る で あ ろ う し 、 低 効 率 で は 、 所 要 サ イ ク ル 数 は 桁 外 れ に な る 。 そ れ に 加
え て 、 所 期 の 標 的 よ り よ 高 い 平 均 効 率 で 増 幅 す る よ う な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 産 物 は 、 支 配 的
な 産 物 に な る こ と に な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 平 均 効 率 に 影 響 す る 多 く の 変 数 は 、 少 し 例 を 挙 げ た だ け で も 、 標 的 Ｄ Ｎ
Ａ の 長 さ 及 び 二 次 構 造 、 プ ラ イ マ ー の 長 さ 及 び デ ザ イ ン 、 プ ラ イ マ ー 及 び ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 濃 度 、
バ ッ フ ァ ー 組 成 な ど を 含 む 。 外 来 Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 実 験 室 の 面 に こ ぼ れ た Ｄ Ｎ Ａ ） に よ る 反
応 の 汚 染 ま た は 相 互 汚 染 も ま た 主 た る 考 慮 事 項 で あ る 。 異 な る 各 プ ラ イ マ ー 対 及 び 標 的 配
列 に 対 し て 反 応 条 件 を 慎 重 に 最 適 化 し な け れ ば な ら ず 、 こ の プ ロ セ ス は 経 験 の あ る 研 究 者
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で さ え も 数 日 か か る こ と が あ る 。 多 数 の 技 術 的 考 察 及 び 他 の 要 因 を 含 め た こ の プ ロ セ ス の
面 倒 さ は 、 臨 床 応 用 で の Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 を 妨 げ る 重 大 な 欠 点 を 露 呈 し て い る 。 実 の と こ ろ 、
そ れ で も Ｐ Ｃ Ｒ は 臨 床 市 場 に 浸 透 し て い る 。 同 じ こ と は Ｌ Ｃ Ｒ に も 言 え る 。 Ｌ Ｃ Ｒ も ま た
各 標 的 配 列 に 対 し て 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 す る 最 適 化 さ れ な け れ ば な ら な
い か ら で あ る 。 そ れ に 加 え て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 も Ｌ Ｃ Ｒ 法 も 正 確 な 温 度 サ イ ク リ ン グ を 可 能 に す
る 高 価 な 器 具 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 対 立 遺 伝 子 の 変 異 の 研 究 な ど 核 酸 検 出 技 術 の 多 く の 適 用 は 、 複 雑 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に
お け る 特 異 的 配 列 の 検 出 の み な ら ず 、 ヌ ク レ オ チ ド の 差 が 殆 ど な い か 或 い は １ つ だ け で あ
る よ う な 配 列 の 識 別 に 関 与 し て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 変 異 体 の 検 出 方 法 の
１ つ は 、 鋳 型 鎖 と プ ラ イ マ ー の ３ ’ 末 端 の 間 に ミ ス マ ッ チ が あ る と き に Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー
ゼ が Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 合 成 す る の は 困 難 で あ る と い う 事 実 に 基 づ い て い る 。 対 立 遺 伝 子 特 異 的 変
異 体 は 、 可 能 性 の あ る 対 立 遺 伝 子 １ つ の み に 完 全 に マ ッ チ す る プ ラ イ マ ー の 使 用 に よ っ て
検 出 す る こ と が で き る 。 他 の 対 立 遺 伝 子 へ の ミ ス マ ッ チ は 、 プ ラ イ マ ー の 伸 長 を 妨 げ る よ
う に 働 き 、 そ れ に よ っ て 配 列 の 増 幅 を 防 止 す る 。 ミ ス マ ッ チ の 塩 基 組 成 が ミ ス マ ッ チ 全 体
で 伸 長 を 防 止 す る 能 力 に 影 響 し 、 あ る 種 の ミ ス マ ッ チ は 伸 長 を 防 止 し な い か 最 小 の 効 果 し
か 有 さ な い と い う 点 で 、 こ の 方 法 に は か な り の 制 限 が あ る （ Kwok et al., Nucl. Acids R
es., 18:999,1990） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 同 様 の ３ ’ ミ ス マ ッ チ 戦 略 を 用 い る と 、 Ｌ Ｃ Ｒ に お い て 連 結 反 応 を 防 止 す る 効 果 が 大 き
い （ Barany, PCR Meth. Applic., 1:5, 1991） 。 ミ ス マ ッ チ は 熱 安 定 性 リ ガ ー ゼ の 作 用 を
効 果 的 に 遮 断 す る が 、 Ｌ Ｃ Ｒ は 増 幅 を 開 始 す る 標 的 非 依 存 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 連 結 反 応 産
物 の 欠 点 を 尚 も 有 す る 。 更 に 、 個 々 の 位 置 で ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ と 後 の
Ｌ Ｃ Ｒ と の 組 合 せ も ま た 、 臨 床 実 験 室 の た め の 明 ら か に 厄 介 な 命 題 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 好 適 実 施 例 に 基 づ く 直 接 検 出 方 法 は 、 例 え ば サ イ ク ル 試 験 反 応 （ Ｃ Ｐ Ｒ
） や 分 枝 Ｄ Ｎ Ａ 分 析 に よ り 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 十 分 な 量 の 検 出 さ れ る 核 酸 が 利 用 可 能 で あ れ ば 、 そ の 標 的 の コ ピ ー を 多 く 作 成 す る 代 わ
り に （ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｌ Ｃ Ｒ で ） そ の 配 列 を 直 接 検 出 す る の が 有 利 で あ る 。 と り わ け 、
シ グ ナ ル を 指 数 関 数 的 に 増 幅 し な い よ う な 方 法 は 、 定 量 分 析 に よ り 敏 感 に 反 応 す る 。 １ つ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 複 数 の 色 素 を 付 着 さ せ る こ と に よ っ て シ グ ナ ル を 強 め て も 、 最 終
的 な シ グ ナ ル 強 度 と 標 的 の 量 の 相 関 は 直 接 的 で あ る 。 そ の よ う な 方 式 は 、 反 応 産 物 が そ れ
自 体 更 な る 反 応 を 促 進 し な い こ と に な る と い う 別 の 利 点 を 有 す る の で 、 産 物 に よ る 実 験 室
の 面 の 汚 染 は そ れ ほ ど 深 刻 な 問 題 で は な い 。 ノ ー ザ ン 及 び サ ザ ン バ ン ド ・ Ｒ Ｎ ア ー ゼ 保 護
ア ッ セ イ を 含 む 直 接 検 出 の 伝 統 的 な 方 法 は 、 通 常 は 放 射 能 の 使 用 を 要 し 、 自 動 化 を 受 け 入
れ な い 。 最 近 考 案 さ れ た 技 術 は 、 放 射 能 の 使 用 を 排 除 し か つ ／ 或 い は 自 動 化 可 能 な 形 式 に
お い て 感 受 性 を 向 上 さ せ る と 考 え ら れ て い る 。 例 を ２ つ 挙 げ る と 、 「 サ イ ク ル 試 験 反 応 」
（ Ｃ Ｐ Ｒ ） と 「 分 枝 Ｄ Ｎ Ａ 」 （ ｂ Ｄ Ｎ Ａ ） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 サ イ ク ル 試 験 反 応 （ Ｃ Ｐ Ｒ ） ： サ イ ク ル 試 験 反 応 （ Ｃ Ｐ Ｒ ） （ Duck et al., BioTech.,
 9:142, 1990） は 、 中 心 部 分 が Ｒ Ｎ Ａ で 、 ２ つ の 末 端 が Ｄ Ｎ Ａ で で き て い る よ う な 長 い キ
メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ へ の プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
及 び 熱 安 定 性 Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ に さ ら す と 、 Ｒ Ｎ Ａ 部 分 が 消 化 さ れ る よ う に な る 。 こ れ は 、 二
重 鎖 の 残 り の Ｄ Ｎ Ａ 部 分 を 不 安 定 化 し 、 プ ロ ー ブ の 残 り を 標 的 Ｄ Ｎ Ａ か ら 放 出 し て 別 の プ
ロ ー ブ 分 子 が プ ロ セ ス を 繰 り 返 せ る よ う に す る 。 シ グ ナ ル は 、 切 断 さ れ た プ ロ ー ブ 分 子 の
形 で 、 線 形 速 度 で 蓄 積 す る 。 繰 り 返 し プ ロ セ ス が シ グ ナ ル を 増 加 さ せ る 一 方 で 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 部 分 は 、 サ ン プ ル 調 製 で 用 い ら れ る よ う な Ｒ Ｎ ア ー ゼ に 対 し て 脆 弱 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 分 枝 Ｄ Ｎ Ａ ： 分 枝 Ｄ Ｎ Ａ （ ｂ Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 Urdea et al., Gene 61:253- 264 (1987) に
記 載 さ れ て お り 、 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が そ れ ぞ れ ３ ５ ～ ４ ０ の 標 識 を 保 持 で き る よ
う に す る よ う な 分 枝 構 造 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む （ 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 酵 素 ） 。 ｂ Ｄ Ｎ Ａ が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン イ ベ ン ト か ら の シ グ ナ ル を 強 め る 一 方 で
、 非 特 異 的 結 合 か ら の シ グ ナ ル は 同 様 に 増 加 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 好 適 実 施 例 に 基 づ く 少 な く と も １ つ の 配 列 変 化 の 検 出 は 、 例 え ば 、 制 限
断 片 長 多 型 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 分 析 ） 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ Ｓ Ｏ ） 分 析 、 変
性 剤 ／ 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ／ Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ ） 、 一 本 鎖 構 造 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） 分 析
、 ま た は ジ デ オ キ シ ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 （ ｄ ｄ Ｆ ） に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 異 的 核 酸 配 列 及 び 配 列 変 化 の 検 出 を 可 能 に す る テ ス ト に 対 す る 要 求 は 、 臨 床 診 断 に お
い て 急 速 に 高 ま っ て い る 。 ヒ ト 及 び 病 原 生 物 か ら の 遺 伝 子 に 対 す る 核 酸 配 列 デ ー タ が 蓄 積
さ れ て い く に つ れ て 、 特 定 の 配 列 内 で 現 時 点 で の 突 然 変 異 に 対 す る 高 速 で 費 用 対 効 果 の 大
き く 簡 便 な テ ス ト の 需 要 は 急 速 に 高 ま っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 突 然 変 異 に 対 す る 核 酸 セ グ メ ン ト を 走 査 す る た め に 少 数 の 方 法 が 考 案 さ れ て き た 。 １ つ
の オ プ シ ョ ン は 、 全 遺 伝 子 配 列 の 各 テ ス ト サ ン プ ル （ 例 え ば 単 離 細 菌 ） を 決 定 す る こ と で
あ る 。 こ れ は 、 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で は 、 増 幅 さ れ た 物 質 （ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 産 物
） を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 関 心 の あ る セ グ メ ン ト の ク ロ ー ン 化 に 関 連 す
る 時 間 及 び 費 用 を 回 避 す る 。 し か し 、 専 門 の 器 具 と 高 度 に 訓 練 さ れ た 人 員 が 必 要 で あ り 、
こ の 方 法 は 負 担 が 非 常 に 大 き く か つ 高 価 す ぎ る の で 、 臨 床 応 用 に お い て 実 用 的 ・ 効 果 的 で
は な い 。 シ ー ク エ ン シ ン グ に 関 連 す る 困 難 の 点 か ら す る と 、 核 酸 の 所 与 の セ グ メ ン ト は 幾
つ か の 他 の レ ベ ル で 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 最 低 の 解 析 度 で 、 同 一 ゲ ル に お い て 既 知 の
標 準 的 な 実 行 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 電 気 泳 動 に よ り 分 子 の サ イ ズ を 決 定 す る こ と が で
き る 。 電 気 泳 動 前 に 制 限 酵 素 の 組 合 せ で 切 断 す る こ と に よ っ て 分 子 の 更 に 詳 細 な 像 が 得 ら
れ 、 き ち ん と し た 地 図 の 作 成 が 可 能 に な る 。 断 片 内 の 特 異 的 配 列 の 存 在 は 、 標 識 さ れ た プ
ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 す る こ と が で き 、 或 い は 、 正 確 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 連 鎖 停 止 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 の 存 在 下 で プ ラ イ マ ー 伸 長 に よ っ て ま た は 部 分
化 学 分 解 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 制 限 断 片 長 多 型 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ ） ： 似 た よ う な 配 列 間 の 一 塩 基 の 違 い を 検 出 す る た め に 、 分
析 に は 多 く の 場 合 最 高 レ ベ ル の 解 析 度 が 要 求 さ れ る 。 問 題 に な っ て い る ヌ ク レ オ チ ド の 位
置 が 予 め 分 か っ て い る 場 合 に ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン シ ン グ な し に 一 塩 基 変 化 を 検 査 す る た
め の 幾 つ か の 方 法 が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば 、 関 心 の あ る 突 然 変 異 が 期 せ ず し て 制 限 認 識
配 列 に 含 ま れ て い れ ば 、 消 化 の パ タ ー ン の 変 化 は 診 断 ツ ー ル （ 例 え ば 制 限 断 片 長 多 型 （ Ｒ
Ｆ Ｌ Ｐ ） 分 析 ） と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 単 独 部 位 （ single point） に お け る 突 然 変 異 は ま た 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ の 創 造 ま た は 破 壊 に よ っ
て 検 出 さ れ て き た 。 突 然 変 異 は 、 ミ ス マ ッ チ に お い て 切 断 に よ っ て 生 成 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 断 片
の 存 在 及 び サ イ ズ に よ っ て 検 出 及 び 局 在 化 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ ニ 重 鎖 に お け る 単 一 ヌ ク
レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ は ま た 、 同 じ 化 学 薬 品 に よ っ て 認 識 及 び 切 断 さ れ 、 一 塩 基 置 換 を 検
出 す る 別 の 戦 略 を 与 え る が 、 こ れ は 一 般 的 に は 「 ミ ス マ ッ チ 化 学 切 断 （ Mismatch Chemica
l Cleavage） 」 （ Ｍ Ｃ Ｃ ） と 命 名 さ れ て い る （ Gogos et al., Nuel. Aeids Res., 18:680
7-6817, 1990） 。 し か し 、 こ の 方 法 は 、 臨 床 実 験 室 で の 使 用 に 適 し て い な い ２ つ の 非 常 に
有 害 な 化 学 薬 品 即 ち 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム と ピ ペ リ ジ ン を 使 用 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 分 析 は 、 感 受 性 が 低 く 、 大 量 の サ ン プ ル が 必 要 で あ る の が 欠 点 で あ る 。 点 突 然
変 異 の 検 出 に Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 分 析 を 用 い る と き 、 こ れ は 、 そ の 性 質 か ら 言 っ て 、 既 知 の 制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 制 限 配 列 内 に 含 ま れ る よ う な 一 塩 基 変 化 の み の 検 出 に 限 定 さ れ る 。 更 に
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、 大 部 分 の 利 用 可 能 な 酵 素 は ４ ～ ６ の 塩 基 対 認 識 配 列 を 有 し 、 多 く の 大 規 模 Ｄ Ｎ Ａ 操 作 に
対 し て 頻 繁 に 切 断 す る （ Eekstein and Lilley (eds.), Nucleic Acids and Molecular Bi
ology, vol. 2, Springer-Verlag, Heidelberg, 1988） 。 よ っ て 、 殆 ど の 突 然 変 異 は そ の
よ う な 部 位 に 含 ま れ な い の で 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 分 析 は ご く 少 数 の ケ ー ス に し か 適 用 可 能 で な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ８ 塩 基 対 特 異 性 を 有 す る 少 数 の レ ア カ ッ ト （ rare-cutting） 制 限 酵 素 は 、 単 離 さ れ て 遺
伝 子 地 図 作 成 に 幅 広 く 用 い ら れ て い る が 、 こ れ ら の 酵 素 は 数 が 非 常 に 少 な く 、 Ｇ ＋ Ｃ リ ッ
チ 配 列 の 認 識 に 限 定 さ れ 、 高 度 に ク ラ ス タ ー 形 成 さ れ る 傾 向 に あ る よ う な 部 位 で 切 断 す る
（ Barlow and Lehrach, Trends Genet., 3:167, 1987） 。 最 近 で は 、 グ ル ー プ Ｉ イ ン ト ロ
ン に よ っ て コ ー ド さ れ る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は １ ２ 以 上 の 塩 基 対 特 異 性 を 有 し 得 る こ と が
発 見 さ れ て い る が （ Perlman and Butow, Science 246:1106, 1989） 、 と は 言 っ て も そ の
数 は 非 常 に 少 な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ Ｓ Ｏ ） ： 変 化 が 認 識 配 列 に お け る も の で な け
れ ば 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ Ｓ Ｏ ） は 突 然 変 異 し た ヌ ク レ オ チ ド に 近
接 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 で き 、 そ れ に よ っ て プ ラ イ マ ー 伸 長 ま た は 連 結 反 応
イ ベ ン ト は マ ッ チ ま た は ミ ス マ ッ チ の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。 放 射 能 標 識 さ れ た
対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ Ｓ Ｏ ） を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 特
異 的 な 点 突 然 変 異 の 検 出 に も 適 用 さ れ て き た （ Conner et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
 80:278- 282, 1983） 。 こ の 方 法 は 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 異 な っ て い る 短 い Ｄ Ｎ Ａ
断 片 の 融 解 温 度 の 差 に 基 づ く 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 及 び 洗 浄
条 件 は 、 突 然 変 異 遺 伝 子 と 野 生 型 対 立 遺 伝 子 と を 区 別 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に 適
用 さ れ る Ａ Ｓ Ｏ ア プ ロ ー チ は ま た 、 多 数 の 研 究 者 が ラ ス 遺 伝 子 （ Vogelstein et al., N. 
Eng. J. Med., 319:525-532, 1988; and Parr et al., Proc. Natl. Acad. Sci. , 85:16
29-1633, 1988） 及 び gsp/gip腫 瘍 遺 伝 子 （ Lyons et al., Science 249:655- 659, 1990）
に お け る 点 突 然 変 異 を 検 出 及 び 特 徴 付 け す る た め に 広 範 に 用 い て き た 。 複 数 の 位 置 で 種 々
の ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 が 変 化 す る の で 、 Ａ Ｓ Ｏ 法 は 、 全 て の 可 能 な 腫 瘍 遺 伝 子 突 然 変 異 を
網 羅 す る た め に 多 く の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 上 記 し た 技 術 （ 即 ち Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 及 び Ａ Ｓ Ｏ ） の い ず れ か を 用 い る の で あ れ ば 、 疑 い が あ る
突 然 変 異 の 正 確 な 位 置 を テ ス ト 前 に 知 っ て お か な け れ ば な ら な い 。 即 ち 、 遺 伝 子 ま た は 関
心 の あ る 配 列 内 で 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る 必 要 が な い と き に は こ れ ら の 技 術 を 適 用 で き
な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 変 性 剤 ／ 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ／ Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ ） ： こ れ ら ２ つ の 別 法 は 、 微 小 配
列 変 化 に 応 じ た 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 の 検 出 に 依 存 し て い る 。 ２ つ の 方 法 の う ち １ つ は 、
「 変 性 剤 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 」 （ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ） と 呼 ば れ 、 僅 か に 異 な る 配 列 が 勾 配 ゲ ル に 電 気
泳 動 的 に 溶 解 し た と き に 局 在 融 解 の 異 な る パ タ ー ン を 示 す こ と に な る よ う な 知 見 に 基 づ く
。 こ の 方 法 で は 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド で 異 な っ て い る ホ モ 二 重 鎖 と ヘ テ ロ 二 重 鎖 の 融 解 特 性
の 差 が 、 対 応 す る 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 に よ っ て 標 的 配 列 に お け る 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出
で き る の で 、 変 異 体 を 区 別 す る こ と が で き る 。 分 析 さ れ る 断 片 は 、 通 常 は Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 で あ
り 、 鎖 の 完 全 な 解 離 な く 関 心 の あ る 配 列 の 完 全 な 変 性 を 可 能 に す る よ う に 長 い ひ と 続 き の
Ｇ － Ｃ 塩 基 対 （ ３ ０ ～ ８ ０ ） に よ り 一 端 で 「 ク ラ ン プ 」 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 へ の Ｇ Ｃ 「 ク
ラ ン プ 」 の 付 着 は 、 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ に よ っ て 認 識 さ れ 得 る よ う な 突 然 変 異 の 割 合 を 増 加 さ せ る （
Abrams et al., Genomics 7:463-475, 1990） 。 増 幅 さ れ た 配 列 が 低 い 解 離 温 度 を 有 す る
こ と を 保 証 す る に は 、 １ つ の プ ラ イ マ ー に Ｇ Ｃ ク ラ ン プ を 付 着 す る こ と は 絶 対 不 可 欠 で あ
る （ Sheffield et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 86:232-236, 1989; and Lerman and S
ilverstein, Meth. Enzymol., 155:482-501, 1987） 。 温 度 勾 配 を 用 い て 技 術 の 改 変 が な
さ れ て お り （ Wartell et al., Nucl. Acids Res., 18:2699-2701, l990） 、 そ の 方 法 は Ｒ
Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 に も 適 用 す る こ と が で き る （ Smith et al., Genomics 3:217-223, 19
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88） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ の 有 用 性 に 対 す る 制 限 は 、 テ ス ト さ れ る 各 種 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 変 性 条 件 が 最 適
化 さ れ な け れ ば な ら な い と い う 要 求 を 含 む 。 更 に 、 こ の 方 法 は 、 ゲ ル を 調 整 し 、 電 気 泳 動
中 に 必 要 な 高 温 を 維 持 す る た め の 特 別 な 器 具 を 必 要 と す る 。 テ ス ト さ れ る 各 配 列 に 対 す る
１ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 で ク ラ ン プ 末 端 （ clamping tail） の 合 成 に 関 連 す る 費 用 も
ま た 主 た る 考 慮 事 項 で あ る 。 そ れ に 加 え て 、 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ に は 長 い 実 行 時 間 が 必 要 で あ る 。 Ｄ
Ｇ Ｇ Ｅ を 改 変 し た 変 性 剤 定 濃 度 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｃ Ｄ Ｇ Ｅ ） と 呼 ば れ る 方 法 で は 、 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ
の 長 い 実 行 時 間 が 短 縮 さ れ て い る （ Borrensen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
8405, 1991） 。 Ｃ Ｄ Ｇ Ｅ で は 、 突 然 変 異 を 高 効 率 で 検 出 す る た め に 異 な る 変 性 剤 条 件 下 で
ゲ ル が 行 わ れ る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ ） と 呼 ば れ る Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ に 類 似 の 技 術 は 、 化 学 変 性 剤 勾
配 よ り は 熱 勾 配 を 用 い る （ Scholz, et al., Hum. Mol. Genet. 2:2155, 1993） 。 Ｔ Ｇ Ｇ
Ｅ は 、 電 界 に 対 し て 垂 直 に 温 度 勾 配 を か け る こ と が で き る よ う な 特 別 な 器 具 を 必 要 と す る
。 Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 比 較 的 小 さ な 断 片 の 突 然 変 異 を 検 出 で き る の で 、 大 き な 遺 伝 子 セ
グ メ ン ト の 走 査 に は ゲ ル を 実 行 さ せ る 前 に 複 数 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 使 用 が 必 要 に な る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 本 鎖 構 造 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） ： 「 一 本 鎖 構 造 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） 」 と 呼 ば れ る 別 の 一 般 的
な 方 法 は 、 Hayashi、 Sekya、 及 び そ の 同 僚 に よ っ て 開 発 さ れ （ Hayashi, PCR Meth. Appl.
, 1:34-38, 1991 に レ ビ ュ ー さ れ て い る ） 、 未 変 性 条 件 で 核 酸 の 一 本 鎖 が 特 徴 的 な 高 次 構
造 を と る こ と が で き 、 こ れ ら の 高 次 構 造 が 電 気 泳 動 移 動 度 に 影 響 す る と い う 知 見 に 基 づ く
。 相 補 的 な 鎖 は 、 一 方 の 鎖 が 他 方 か ら 分 離 さ れ 得 る よ う な 十 分 に 異 な る 構 造 を 想 定 す る 。
断 片 内 の 配 列 の 変 化 は 高 次 構 造 を 変 化 さ せ る こ と に も な り 、 結 果 的 に 移 動 度 を 変 え 、 配 列
変 化 の た め の ア ッ セ イ と し て こ れ を 用 い る こ と を 可 能 に す る （ Orita, et al., Genomics 
5:874-879, 1989） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ プ ロ セ ス は 、 両 鎖 に お い て 標 識 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト （ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ）
を 変 性 さ せ 、 未 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で の 緩 慢 な 電 気 泳 動 的 分 離 が 続 き 、 そ れ に
よ っ て 分 子 内 相 互 作 用 を 形 成 で き か つ 実 行 中 に 妨 げ ら れ な い よ う に す る 過 程 を 含 む 。 こ の
技 術 は 、 ゲ ル 組 成 及 び 温 度 の 変 化 に 非 常 に 感 受 性 が あ る 。 こ の 方 法 の 重 大 な 制 限 は 、 異 な
る 実 験 室 に お い て 明 ら か に 類 似 し た 条 件 下 で 作 成 さ れ た デ ー タ と の 比 較 が 比 較 的 困 難 な こ
と で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ジ デ オ キ シ ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 （ ｄ ｄ Ｆ ） ： ジ デ オ キ シ ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 （
ｄ ｄ Ｆ ） は 、 突 然 変 異 の 存 在 に 関 し て 遺 伝 子 を 走 査 す る た め に 開 発 さ れ た 別 の 技 術 で あ る
（ Liu and Sommer, PCR Methods Appli., 4:97, 1994） 。 ｄ ｄ Ｆ 技 術 は 、 サ ン ガ ー 法 （ Sa
nger dideoxy sequencing） の 成 分 を Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ と 併 用 し て い る 。 ジ デ オ キ シ ・ シ ー ク エ ン
シ ン グ 反 応 は １ つ の ジ デ オ キ シ ・ タ ー ミ ネ ー タ ー を 用 い て 行 い 、 そ の 後 、 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ 分 析 で
行 う よ う に 、 反 応 産 物 を 未 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 終 結 セ グ メ ン ト の
移 動 度 の 変 化 を 検 出 す る 。 ｄ ｄ Ｆ は 感 受 性 の 増 加 の 点 で は Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ よ り 改 善 さ れ て い る が
、 ｄ ｄ Ｆ は 高 価 な ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 が 必 要 で あ り 、 こ の 技 術 は 尚 も Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ
に 適 し た サ イ ズ の 断 片 （ 即 ち 突 然 変 異 の 最 適 な 検 出 の た め の ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ 塩 基 の 断 片 ）
の 分 析 に 限 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 全 て 、 上 記 し た 制 限 の 他 に も 分 析 可 能 な 核 酸 断 片 の サ イ ズ に 関 し て 制 限
さ れ て い る 。 ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン シ ン グ ア プ ロ ー チ の 場 合 、 断 片 全 体 を 網 羅 す る た め に
、 ６ ０ ０ 以 上 の 塩 基 対 の 配 列 に は ク ロ ー ニ ン グ が 必 要 で あ り 、 欠 失 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ ま た
は プ ラ イ マ ー ウ ォ ー キ ン グ の い ず れ か の 遅 延 及 び 費 用 を 結 果 的 に 伴 う 。 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ 及 び Ｄ Ｇ
Ｇ Ｅ は 、 更 に 厳 格 な サ イ ズ 制 限 が あ る 。 配 列 変 化 に 対 す る 感 受 性 が 低 い た め 、 こ れ ら の 方
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法 は よ り 大 き な 断 片 に は 適 し て い な い と 考 え ら れ る 。 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ は ２ ０ ０ 塩 基 対 断 片 内 で ９
０ ％ の 一 塩 基 置 換 型 を 繰 り 返 し 検 出 可 能 で あ る が 、 検 出 は ４ ０ ０ 塩 基 対 断 片 に 対 し て は ５
０ ％ 以 下 に 低 下 す る 。 同 様 に 、 断 片 長 さ が ５ ０ ０ 塩 基 対 に 達 し た ら 、 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ の 感 受 性 は
減 少 す る 。 ｄ ｄ Ｆ 技 術 は ま た 、 ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン シ ン グ と Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ の 組 合 せ で あ り 、
比 較 的 小 さ な サ イ ズ の ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て 限 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 目 下 の 好 適 実 施 例 に 基 づ き 、 腫 瘍 細 胞 ま た は 癌 患 者 由 来 の 細 胞 に お い て 例 え ば
還 元 葉 酸 輸 送 体 （ Ｒ Ｆ Ｃ ） 遺 伝 子 な ど 上 述 の 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 を 調 査 す る 過 程 は 、
ｃ Ｄ Ｎ Ａ － Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ や ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ － Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ な ど の 一 本 鎖 構 造 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） 技 術 に
よ っ て 影 響 さ れ る 。 し か し 、 こ れ 以 外 の 方 法 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 核 酸
シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 自 立 合 成 反 応 、 Ｑ β レ プ
リ カ ー ゼ 、 サ イ ク ル 試 験 反 応 、 分 枝 Ｄ Ｎ Ａ 、 制 限 断 片 長 多 型 分 析 、 ミ ス マ ッ チ 化 学 切 断 、
ヘ テ ロ ニ 重 鎖 分 析 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 変 性 剤 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 、 変
性 剤 定 濃 度 ゲ ル 電 気 泳 動 、 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ジ デ オ キ シ ・ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 を
用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 、 後 述 の 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ て い る よ う に 、 ハ プ ト グ ロ ビ
ン 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 遺 伝 子 産 物 ま た は そ の 一 部 を 分 析 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 Wassellら （ Ann Clin Biochem 1999;36:609-12） は 、 電 気 泳 動 的 に 分 離
さ れ た ハ プ ト グ ロ ビ ン タ ン パ ク 質 及 び 特 定 の 染 色 の 高 感 度 直 接 分 析 を 教 示 し て い る 。 更 に
、 そ の よ う な 直 接 分 析 は 多 く の 場 合 免 疫 学 的 検 出 方 法 を 用 い て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 免 疫 学 的 検 出 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 「 Using Antibodies: A Laboratory Manual」 （ E
d Harlow, David Lane eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999)） に 十 分 に
説 明 さ れ て お り 、 当 該 技 術 を 熟 知 し て い る 者 は 以 下 に 要 約 し た 種 々 の 技 術 を 本 発 明 の 一 部
と し て 実 行 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 全 て の 免 疫 学 的 技 術 は 、 ２ つ の ハ プ ト グ ロ ビ ン 対
立 遺 伝 子 の 少 な く と も １ つ に 特 異 的 な 抗 体 を 必 要 と す る 。 本 発 明 の 一 部 と し て 用 い る の に
適 し た 免 疫 学 的 検 出 方 法 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 放 射 免 疫 検 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、
酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 蛍 光 活 性 化 細
胞 分 類 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 放 射 免 疫 検 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） ： １ つ の 適 用 形 式 で は 、 こ の 方 法 は 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ な ど
の 沈 殿 可 能 担 体 に 固 定 化 さ れ た 特 異 的 抗 体 及 び 放 射 標 識 さ れ た 抗 体 結 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば Ｉ １ ２ ５ で 標 識 さ れ た プ ロ テ イ ン Ａ ） を 用 い て 、 所 望 の 基 質 を 沈 殿 さ せ る 過 程 を 含 む 。
こ の 場 合 及 び 後 述 の 方 法 で は 、 所 望 の 基 質 は ハ プ ト グ ロ ビ ン で あ る 。 沈 殿 ペ レ ッ ト 中 の カ
ウ ン ト 数 は 、 基 質 の 量 に 比 例 す る 。 Ｒ Ｉ Ａ の 別 の 適 用 形 式 で は 、 標 識 さ れ た 基 質 及 び 標 識
さ れ て い な い 抗 体 結 合 タ ン パ ク 質 が 用 い ら れ る 。 未 知 の 量 の 基 質 を 含 む サ ン プ ル を 種 々 の
量 で 加 え る 。 標 識 さ れ た 基 質 か ら の 沈 殿 カ ウ ン ト の 減 少 は 、 加 え ら れ た サ ン プ ル 中 の 基 質
の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） ： こ の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 基 質 を 含 む サ ン プ ル （ 例 え ば
固 定 細 胞 ま た は タ ン パ ク 質 溶 液 ） を 微 量 定 量 プ レ ー ト の ウ ェ ル な ど の 表 面 に 固 定 す る 過 程
を 含 む 。 酵 素 に 結 合 し た 基 質 特 異 的 抗 体 は 、 基 質 に 適 用 さ れ 、 基 質 に 結 合 す る こ と が で き
る 。 そ の 後 、 抗 体 に 結 合 し た 酵 素 を 用 い た 熱 量 反 応 に よ っ て 抗 体 の 存 在 を 検 出 及 び 定 量 す
る 。 こ の 方 法 に 通 常 用 い ら れ る 酵 素 に は 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 及 び ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ が あ る 。 よ く 較 正 さ れ か つ 反 応 の 直 線 範 囲 内 で あ れ ば 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 基
質 の 量 は 生 成 さ れ た 着 色 の 量 に 比 例 す る 。 定 量 精 度 を 向 上 さ せ る た め に 、 通 常 、 基 質 基 準
が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ： こ の 方 法 は 、 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に よ っ て 他 の タ ン パ ク 質 か ら
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基 質 を 分 離 し 、 続 い て 基 質 を 膜 （ 例 え ば ナ イ ロ ン ま た は Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） に 導 入 す る 過 程 を 含 む
。 次 に 、 基 質 の 存 在 を 基 質 に 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 検 出 し 、 基 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 同 様 に
抗 体 結 合 試 薬 に よ っ て 検 出 す る 。 抗 体 結 合 試 薬 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ や 、 他 の 抗 体 で も
よ い 。 前 記 抗 体 結 合 試 薬 は 、 上 述 し た よ う な 放 射 標 識 し た も の や 酵 素 連 結 し た も の を 用 い
る こ と が で き る 。 検 出 は 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 熱 量 反 応 、 ま た は 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン
ス に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 電 気 泳 動 中 に ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 移 動 距 離
を 示 す よ う な 膜 上 の 相 対 位 置 に よ っ て 、 基 質 量 の 定 量 化 と そ の 一 致 の 決 定 の 両 方 を 可 能 に
す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 免 疫 組 織 化 学 法 ： こ の 方 法 は 、 基 質 特 異 的 抗 体 に よ っ て 固 定 細 胞 に お け る 基 質 を in sit
uで 検 出 す る 過 程 を 含 む 。 基 質 特 異 的 抗 体 は 、 酵 素 連 結 し た も の や フ ル オ ロ フ ォ ア に 連 結
し た も の を 用 い る こ と が で き る 。 検 出 は 、 顕 微 鏡 観 察 及 び 主 観 的 評 価 に よ っ て 行 う こ と が
で き る 。 酵 素 連 結 抗 体 を 用 い る の で あ れ ば 、 熱 量 反 応 が 必 要 と さ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） ： こ の 方 法 は 、 基 質 特 異 的 抗 体 に よ っ て 細 胞 に お け る
基 質 を in situで 検 出 す る 過 程 を 含 む 。 基 質 特 異 的 抗 体 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア に 連 結 し た も
の で あ る 。 検 出 は 、 各 細 胞 か ら 発 せ ら れ た 光 が 光 ビ ー ム を 通 過 す る 際 の 波 長 を 読 み 取 る よ
う な 細 胞 選 別 機 に よ っ て 行 う 。 こ の 方 法 で は 、 ２ つ 以 上 の 抗 体 を 同 時 に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 を 実 行 す る 間 に 、 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 の デ ー タ の 分 析 は ま た 、 ビ タ ミ ン Ｅ 及 び 薬 物 ラ ミ
プ リ ル に 対 す る 類 似 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 型 に 特 異 的 な 利 益 を 初 め て 明 ら か に し た 。 ラ ミ プ リ
ル は 一 般 に 高 血 圧 に 対 し て 処 方 さ れ 、 そ の よ う な も の は Ｃ Ｖ Ｄ の 予 防 に 寄 与 す る で あ ろ う
と 期 待 で き る 。 し か し 、 ラ ミ プ リ ル 処 置 の 予 防 効 果 の 大 き さ （ Ｒ Ｒ ＝ ０ ． ５ ７ ） と 、 予 防
が １ つ の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 サ ブ グ ル ー プ （ Ｈ ｐ ２ － ２ ） に 厳 格 に 制 限 さ れ て い る こ と
は 、 ラ ミ プ リ ル 治 療 の 予 防 成 分 が 高 血 圧 に 対 す る 効 果 を 超 え て い る こ と を 示 し て い る 。 ラ
ミ プ リ ル で 治 療 す る と in vivoで 遊 離 基 酸 化 種 が 低 下 す る の で （ Lopez-Jaramillo, et al 
J Hum Hypertens 2002; 16S1:S100-300） 、 ラ ミ プ リ ル は 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 転 換 酵 素 （
Ａ Ｃ Ｅ ） 阻 害 剤 と し て の 活 性 に 加 え て 、 酸 化 防 止 剤 と し て の 活 性 を 有 す る 。 劇 的 に 異 な る
生 化 学 構 造 を 有 す る ２ つ の 異 な る 酸 化 防 止 剤 が ハ プ ト グ ロ ビ ン 型 別 に よ っ て 同 定 さ れ る 糖
尿 病 患 者 の サ ブ グ ル ー プ に 類 似 の 臨 床 上 の 利 益 を 与 え る と い う 本 明 細 書 の 実 証 は 、 Trolox
（ Sagach et al Pharma Res 202;45:435-39） 、 ラ キ ソ フ ェ ラ ス ト （ Raxofelast） （ Campo
 et al, Cardiovasc Drug Rev 1997; 15:157-73） 、 Ｔ Ｍ Ｇ （ Meng et al Bioorg Med Che
m Ltrs 2002;12:2545-48） ； AGI-1067（ Yoshida et al Atheroscler 2002; 162: 111-17
） 、 プ ロ ブ コ ー ル （ Probucol） （ Kite et al PNAS USA 1987; 84:7725） や 、 例 え ば 、 ビ
タ ミ ン Ｅ と 酸 化 防 止 剤 作 用 の メ カ ニ ズ ム が 類 似 し て い る ニ ソ ル ジ ピ ン 、 ニ フ ェ ジ ピ ン 、 ニ
カ ル ジ ピ ン な ど の カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 （ Mak I, et al. Pharma Res. 2002;45:27-33） な ど
の 他 の 酸 化 防 止 剤 に も 抗 酸 化 治 療 の 理 論 的 枠 組 み を 適 用 で き る こ と を 示 唆 し て い る 。 よ っ
て 、 そ の よ う な 酸 化 防 止 剤 で の 予 防 治 療 が 最 も 有 益 で あ る と 期 待 さ れ る よ う な 患 者 集 団 （
Ｈ ｐ ２ － ２ 糖 尿 病 ） は 、 ビ タ ミ ン Ｅ 及 び ラ ミ プ リ ル の 補 給 が 有 益 で あ る こ と が 実 証 さ れ た
患 者 集 団 に 類 似 し て い る こ と に な ろ う 。 し か し 、 非 選 択 サ ン プ ル に お い て も 糖 尿 病 患 者 に
お い て も Ｃ Ｖ Ｄ 結 果 と ビ タ ミ ン Ｃ 補 給 の 間 に は 相 関 が 見 ら れ な か っ た の で （ デ ー タ 示 さ ず
） 、 Ｄ Ｍ 患 者 に お け る 酸 化 防 止 剤 補 給 に よ っ て 利 益 が あ る こ と が 実 証 さ れ て も こ れ が 全 て
の 酸 化 防 止 剤 ビ タ ミ ン に 適 用 で き る 訳 で は な い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ て い る Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 デ ー タ の へ 分 析 の 新 規 な ア プ ロ ー チ は 、 糖 尿 病 患
者 の 層 別 化 さ れ て い な い 集 団 に お い て は 酸 化 防 止 剤 ビ タ ミ ン Ｅ の 明 白 な 利 益 は な い が 、 糖
尿 病 患 者 の サ ブ グ ル ー プ に は 抗 酸 化 治 療 が か な り 有 益 で あ る こ と を 示 し 得 る 明 白 な 証 拠 を
与 え て い る 。 よ っ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 全 て の 糖 尿 病 患 者 に 対 す る ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現
型 の 桁 外 れ の 値 及 び 糖 尿 病 の Ｃ Ｖ Ｄ を 予 防 す る た め に Ｈ ｐ ２ － ２ 表 現 型 を 有 す る 患 者 の た
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め の 予 防 的 な 酸 化 防 止 剤 補 給 治 療 を 示 し て い る 。 こ の 予 防 的 な 酸 化 防 止 剤 効 果 は １ つ の 酸
化 防 止 剤 （ ビ タ ミ ン Ｅ な ど ） に 限 定 さ れ る も の で は な い こ と 、 そ し て 、 Trolox、 ラ キ ソ フ
ェ ラ ス ト 、 AGI-1067、 プ ロ ブ コ ー ル 、 Ｔ Ｍ Ｇ 、 カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 な ど 種 々 の 潜 在 的 な 酸 化
防 止 剤 も 効 果 的 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ れ ら の 異 な る 薬 剤 の 相 対 的 な 有 効 性 は 、 更 な
る 臨 床 研 究 の 分 析 か ら 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 血 液 、 血 漿 、 血 球 、 唾 液 ま た は 口 洗 に よ り 派 生 し た 細 胞 、
尿 や 涙 な ど 体 か ら の 分 泌 物 、 生 検 か ら 採 取 し た も の な ど を 含 む 、 被 検 者 由 来 の 好 適 な 生 物
学 的 サ ン プ ル を 用 い て 、 個 人 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 を 直 接 的 に 或 い は 遺 伝 的 に 決 定 す る
こ と が で き る が 、 こ の こ と は 当 業 者 に は 当 然 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 、 利 点 及 び 新 規 な 機 能 に つ い て は 、 以 下 の 実 施 例 を 検 討 す れ ば 当 業
者 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。 但 し 、 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。 更
に 、 こ れ ま で に 詳 細 に 述 べ た り 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 し た り し た 本 発 明 の 種 々 の 実 施 例 及
び 側 面 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 そ の 実 験 的 根 拠 を 下 記 の 実 施 例 に 見 出 す こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 例 に つ い て 説 明 す る 。 一 般 に 、 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 と 、 本 発 明 で
用 い ら れ る 実 験 手 法 は 、 分 子 的 、 生 化 学 的 、 微 生 物 学 的 、 及 び 組 み 替 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 含 ん
で い る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 次 の 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 「 "Molecular Cloning: A 
laboratory Manual" Sambrook et al., (1989)」 、 「 "Current Protocols in Molecular 
Biology" Volumes I-III Ausubel, R. M., ed. (1994)」 、 「 Ausubel et al., "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989)
」 、 「 Perbal, "A Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, New Y
ork (1988)」 、 「 Watson et al., "Recombinant DNA", Scientific American Books, New
 York」 、 「 Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vo
ls. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1998)」 。 米 国 特 許 第 4,666
,828号 、 第 4,683,202号 、 第 4,801,531号 、 第 5,192,659号 、 及 び 第 5,272,057号 に 記 載 さ れ
て い る 手 法 。 「 "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volumes I I-III Cellis, J. 
E., ed. (1994)」 、 「 "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" by F
reshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994), Third Edition」 、 「 "Current Protocols in Immu
nology" Volumes I-III Coligan J. E., ed. (1994)」 、 「 Stiles et al. (eds), "Basic
 and Clinical Immunology" (8th Edition), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994)」
、 「 Mishell and Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular Immunology", W. H. F
reeman and Co., New York (1980)」 。 使 用 す る こ と が で き る 免 疫 学 的 検 定 法 は 、 以 下 の
特 許 及 び 科 学 文 献 に 幅 広 く 記 載 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 3,791,932号 、 第 3,839,153号 、 第
3,850,752号 、 第 3,850,578号 、 第 3,853,987号 、 第 3,867,517号 、 第 3,879,262号 、 第 3,901
,654号 、 第 3,935,074号 、 第 3,984,533号 、 第 3,996,345号 、 第 4,034,074号 、 第 4,098,876
号 、 第 4,879,219号 、 第 5,011,771号 、 及 び 第 5,281,521号 。 「 "Oligonucleotide Synthesi
s" Gait' M. J., ed. (1984)」 、 「 "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., and H
iggins S. J., eds. (1985)」 、 「 "Transcription and Translation" Hames, B. D., and
 Higgins S. J., eds. (1984)」 、 「 "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (198
6)」 、 「 "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986)」 、 「 "A Practical Guid
e to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) and "Methods in Enzymology" Vol. 1-31
7, Academic Press」 、 「 "PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications", Aca
demic Press, San Diego, CA (1990)」 、 「 Marshak et al., "Strategies for Protein P
urification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996)
」 。 他 の 一 般 的 な 参 考 文 献 は 、 本 明 細 書 中 で 述 べ る 。 上 記 し た 手 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で
あ り 、 利 便 性 に 富 ん で い る 。 こ れ ら 全 て は 、 参 照 す る こ と に よ り 本 発 明 に 含 ま れ る も の と
す る 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 《 実 験 方 法 》
　 本 発 明 を 立 証 す る 実 験 デ ー タ を 提 供 す る 実 施 例 を 説 明 す る 前 に 、 以 下 の 方 法 に つ い て 説
明 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 〈 患 者 〉
　 Ｓ Ｈ Ｓ （ Strong Heart Study） の 計 画 、 調 査 方 法 、 及 び 実 験 手 法 、 並 び に 関 係 す る イ ン
デ ィ ア ン 社 会 に つ い て の 詳 し い 説 明 は 、 既 に 公 開 さ れ て い る （ ２ ０ 、 ３ ９ 、 ４ ０ ） 。 第 １
の 実 験 に 用 い ら れ る ４ ５ ～ ７ ４ 歳 の ４ ， ５ ４ ９ 人 以 上 か ら 成 る コ ホ ー ト の 研 究 は 、 １ ９ ８
９ 年 ７ 月 ～ １ ９ ９ ２ 年 １ 月 の 間 に 行 わ れ た 。 適 切 な 部 族 全 体 に お け る 実 験 対 象 者 の 割 合 は
、 平 均 ６ ４ ％ で あ っ た 。 非 実 験 対 象 者 は 、 年 齢 と 自 己 申 告 に よ る 糖 尿 病 の 頻 度 と 同 様 で あ
る 。 そ れ ら が 第 ２ の 実 験 （ １ ９ ９ ３ 年 ７ 月 ～ １ ９ ９ ５ 年 １ ２ 月 ） に お い て 生 存 し て い る 割
合 は ８ ８ ％ で あ り 、 第 ３ の 実 験 に お い て は ９ ０ ％ で あ っ た （ １ ９ ９ ７ 年 ７ 月 ～ １ ９ ９ ９ 年
１ ２ 月 ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 各 段 階 で の 臨 床 検 査 は 、 個 人 面 接 と 身 体 検 査 か ら 成 る 。 空 腹 時 の 血 液 サ ン プ ル は 生 化 学
的 測 定 に 使 用 さ れ 、 経 口 的 ブ ド ウ 糖 負 荷 試 験 （ ７ ５ ｇ ） が 行 わ れ る 。 血 液 サ ン プ ル は Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ の 存 在 下 で 収 集 さ れ る 。 ま た 、 血 漿 は 採 取 さ れ 、 摂 氏 － ２ ０ 度 で 保 存 さ れ る 。 標 準 化
さ れ た 血 圧 測 定 が 得 ら れ 、 心 電 図 が 記 録 さ れ 前 述 し た よ う に コ ー ド 化 さ れ る （ ３ ９ 、 ４ ０
） 。 実 験 対 象 者 は 、 Ｗ Ｈ Ｏ （ World Health Organization） 基 準 に し た が っ て 、 糖 尿 病 患
者 と し て 分 類 さ れ る （ ４ １ ） 。 降 圧 薬 を 服 用 し て い る 場 合 や 、 最 大 血 圧 が １ ４ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ
以 上 又 は 最 低 血 圧 が ９ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ 以 上 の 場 合 は 、 実 験 対 象 者 は 高 血 圧 で あ る と 見 な さ れ る
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 １ ９ ８ ８ 年 か ら 現 在 ま で の Ｓ Ｈ Ｓ コ ホ ー ト 中 の 死 者 は 、 部 族 記 録 及 び 医 療 記 録 、 並 び に
専 門 的 な 研 究 が 実 験 対 象 者 と そ の 家 族 に 対 し て 直 接 的 に 接 触 す る こ と に よ っ て 確 認 さ れ る
。 死 亡 証 明 書 の 写 し は 州 保 健 局 か ら 得 ら れ 、 疾 病 分 類 学 者 を 中 心 に し て Ｉ Ｃ Ｄ － ９ コ ー ド
化 さ れ る 。 Ｃ Ｖ Ｄ に よ る 死 亡 の 可 能 性 は 、 病 初 で は 死 亡 証 明 書 か ら 判 断 さ れ る （ ４ ２ ） 。
死 因 は 、 検 死 報 告 、 医 療 記 録 、 及 び 情 報 提 供 者 と の 面 接 に よ り 調 査 さ れ る （ ４ ２ ） 。 死 因
を 確 認 す る た め に 、 全 て の 資 料 は Ｓ Ｈ Ｓ 死 亡 評 価 委 員 会 （ Strong Heart Study Mortality
 Review Committee） の 一 員 で あ る 医 師 に よ り 別 々 に 見 直 さ れ る 。 致 命 的 Ｃ Ｖ Ｄ 及 び 脳 卒
中 （ 脳 梗 塞 ） の 基 準 は 、 前 述 し た 通 り で あ る （ ４ ２ ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 前 回 の 実 験 以 後 に 発 生 し た 非 致 死 心 血 管 系 症 状 、 明 確 な Ｍ Ｉ 、 及 び 明 確 な Ｃ Ｖ Ｄ を 確 認
す る た め に 、 医 療 記 録 は 各 実 験 で 見 直 さ れ る （ ２ ０ 、 ４ ３ ） 。 ま た 、 第 ２ 及 び 第 ３ の 実 験
に 参 加 し な か っ た 者 の 記 録 も 見 直 さ れ る 。 全 て の 潜 在 的 な Ｃ Ｖ Ｄ 症 状 又 は 介 入 に つ い て 、
医 療 記 録 は 熟 練 し た 医 療 記 録 要 約 者 （ abstracter） に よ り 見 直 さ れ る 。 Ｃ Ｖ Ｄ 診 断 （ 例 え
ば 、 ト レ ッ ド ミ ル 試 験 、 冠 動 脈 造 影 ） に つ い て 、 外 来 患 者 の 来 診 記 録 は 見 直 さ れ 、 要 約 さ
れ る 。 カ ル テ の 見 直 し に よ り 得 ら れ た 情 報 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ に 対 し て 特 異 的 な 診 断 を 確 立 す る た
め に 、 Ｓ Ｈ Ｓ 死 亡 及 び 発 病 評 価 委 員 会 （ Strong Heart Study mortality or morbidity re
view committee） の 一 員 で あ る 医 師 に よ り 見 直 さ れ る 。 前 記 死 亡 評 価 委 員 会 の 一 員 で あ る
他 の 医 師 に よ っ て 、 前 記 要 約 さ れ た 記 録 を ブ ラ イ ン ド ・ レ ビ ュ ー す る と 、 診 断 の ＞ ９ ０ ％
が 一 致 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 〈 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 及 び 患 者 の 特 性 〉
　 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ （ Heart Outcomes Prevention Evaluation） 研 究 は 、 ２ つ の 予 防 介 入 方 法 （ す
な わ ち 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 （ angiotensin-converting enzyme： ACE） 阻 害 又 は ビ
タ ミ ン Ｅ ） が 、 プ ラ シ ー ボ （ ｐ ｌ ａ ｃ ｅ ｂ ｏ ） と 比 較 し て 、 心 血 管 系 疾 患 の 危 険 性 の 高 い
患 者 の 死 亡 及 び 発 病 を 改 善 す る と い う 仮 説 の 検 証 を 目 的 と し て い る 。 研 究 対 象 の 患 者 は 、
彼 ら の 年 齢 （ ＞ ５ ５ 歳 ） で は 心 疾 患 又 は 糖 尿 病 が 存 在 す る の で 、 将 来 的 に 致 命 的 又 は 非 致
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命 的 な 心 血 管 系 疾 患 で あ る 危 険 性 が 高 い と 見 な さ れ る 。 糖 尿 病 は 少 な く と も １ つ の 他 の 危
険 因 子 を 有 し て い る 。 そ れ は 、 血 管 疾 患 や 、 喫 煙 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 又 は 高 血 圧 な ど で あ
る 。 十 分 な 割 合 の 患 者 に 対 し て 、 抗 高 血 圧 薬 （ Ａ Ｃ Ｅ － Ｉ を 除 く ） 、 高 脂 血 症 治 療 薬 、 又
は ア ス ピ リ ン な ど の 併 用 薬 に 、 ラ ミ プ リ ル （ ramipril） 又 は プ ラ シ ー ボ が 加 え ら れ る 。 Ｈ
Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 の 計 画 及 び 手 順 は 、 前 述 し た 通 り で あ る 。 例 え ば 、 「 The Heart Outcomes Pre
vention Evaluation Study Investigators NE J Med. 2000; 342:154-60」 や 「 Sleight, 
P. J Rennin Angioten Aldost Sys 2000; 1:18-20」 を 参 照 さ れ た い 。 簡 単 に 説 明 す る と
、 こ の 調 査 対 象 集 団 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 危 険 性 の 高 い ９ ， ４ ５ １ 人 以 上 の 患 者 か ら な る （ ３ ， ６
５ ４ Ｄ Ｍ ） 。 こ の 研 究 は 、 ４ ０ ０ Ｉ Ｕ 自 然 源 ビ タ ミ ン Ｅ （ Ｒ Ｒ Ｒ － ａ － ト コ フ ェ ロ ー ル ・
ア セ テ ー ト ） 又 は プ ラ シ ー ボ 、 及 び １ ０ ｍ ｇ の ラ ミ プ リ ル 又 は プ ラ シ ー ボ に 対 し て ラ ン ダ
ム 化 し て 、 ２ × ２ 要 因 計 画 を 持 っ て い る 。 患 者 は 平 均 ４ ． ５ 年 間 、 追 跡 調 査 さ れ る 。 こ の
研 究 の 主 要 結 果 は 、 非 致 死 性 Ｍ Ｉ 、 脳 卒 中 、 又 は 心 臓 血 管 病 に よ る 死 亡 か ら 成 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 〈 症 例 と 対 照 の 定 義 〉
　 こ の 研 究 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ と ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 と の 関 係 を 調 査 す る こ と を 目 的 と し た 、 症
例 対 照 サ ン プ ル を 用 い る 。 こ の 調 査 に は 、 ２ ０ ６ の Ｃ Ｖ Ｄ 症 例 及 び 対 照 （ 年 齢 、 性 別 、 及
び 地 理 的 区 域 に 対 応 し て い る ） が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 〈 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 検 査 〉
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 検 査 は 、 １ ０ μ ｌ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 血 漿 に 対 し て 、 元 々 は ス ミ テ ィ ー
ズ （ Smithies） に よ り 説 明 さ れ た で ん ぷ ん ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び ベ ン ジ ジ ン に よ る ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 染 色 を 用 い る 方 法 を 修 正 し た （ ４ ４ 、 ４ ５ ） 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 染 色 を 用 い る 方 法 に よ り 行 わ れ る 。 患 者 の 血 漿 は 、 摂 氏 － ２ ０ 度 で 保 存 す る 。 全 て の
試 薬 は 、 Sigma Israel（ Rehovot, Israel） か ら 購 入 す る 。 １ ０ ％ の ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 は
、 ま ず 血 液 細 胞 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 内 で ５ 回 洗 浄 し 、 そ の 後 ９ ｍ ｌ の 滅 菌 水 内 で 前 記
細 胞 を 溶 解 さ せ る （ １ ｍ ｌ あ た り の ペ レ ッ ト 化 さ れ た 細 胞 体 積 ） こ と に よ り 、 ヘ パ リ ン 添
加 血 液 か ら 作 成 さ れ る 。 細 胞 溶 解 物 は 、 １ ０ ， ０ ０ ０ ｇ で ４ ０ 分 間 遠 心 分 離 さ れ 、 ヘ モ グ
ロ ビ ン を 含 ん で い る 上 清 は 、 ア リ コ ー ト さ れ 摂 氏 － ７ ０ 度 で 保 存 さ れ る 。 血 清 （ １ ０ μ ｌ
） は 、 １ ０ ％ の ヘ モ グ ロ ビ ン 溶 液 ２ μ ｌ と 混 合 さ れ る 。 そ し て 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ・ ヘ モ グ
ロ ビ ン 複 合 体 を 生 成 す る た め に 、 サ ン プ ル は 、 室 温 で ５ 分 間 お か れ る 。 ゲ ル 電 気 泳 動 法 を
行 う 前 に 、 同 量 （ １ ２ μ ｌ ） の サ ン プ ル 緩 衝 液 が 各 サ ン プ ル に 添 加 さ れ る 。 前 記 サ ン プ ル
緩 衝 液 は 、 １ ２ ５ ｍ Ｍ の ト リ ス 塩 基 （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 、 ２ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の グ リ セ ロ ー ル と
、 ０ ． ０ ０ １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ・ ブ ル ー を 含 ん で い る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン ・
ヘ モ グ ロ ビ ン 複 合 体 は 、 ２ ５ ｍ Ｍ の ト リ ス ベ ー ス 及 び １ ９ ２ ｍ Ｍ の グ リ シ ン を 含 ん で い る
緩 衝 液 を 使 用 し た 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り 分 解 さ れ る 。 １ ２ ５ ｍ Ｍ
ト リ ス 塩 基 （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 中 の 堆 積 し た ゲ ル は 、 ４ ％ の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド （ ア ク リ ル ア
ミ ド ： ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド ＝ ２ ９ ： １ ） で あ る 。 そ し て 、 分 離 し た ゲ ル は 、 ３ ６ ０ ｍ Ｍ ト
リ ス 塩 基 （ ｐ Ｈ ８ ． ８ ） 中 の 堆 積 し た ゲ ル は 、 ４ ． ７ ％ の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド （ ア ク リ ル
ア ミ ド ： ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド ＝ ２ ９ ： １ ） で あ る 。 電 気 泳 動 は 、 ２ ５ ０ Ｖ の 定 電 圧 で ３ 時
間 行 わ れ た 。 電 気 泳 動 が 完 了 し た 後 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ・ ヘ モ グ ロ ビ ン 複 合 体 は 、 前 記 ゲ ル
を ガ ラ ス 皿 内 の 新 た に 調 整 さ れ た 染 色 溶 液 に 浸 す こ と に よ っ て 視 覚 化 さ れ る 。 染 色 溶 液 （
複 数 の 試 薬 を リ ス ト に 記 載 さ れ て い る 順 に 添 加 す る こ と に よ り 調 整 さ れ る ） は 、 ０ ． ２ ％
（ ｗ ／ ｖ ） の ３ ， ３ ´ ， ５ ， ５ ´ － テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ メ タ ノ ー ル 内 ） を ５ ｍ ｌ 、
ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を ０ ． ５ ｍ ｌ 、 ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の 氷 酢 酸 を １ ０ ｍ ｌ 、 １ ％ （ ｗ ／ ｖ
） の フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム を １ ｍ ｌ 、 及 び ３ ０ ％ （ ｗ ／ ｗ ） の 過 酸 化 水 素 を １ ５ ０ μ ｌ
含 ん で い る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン ・ ヘ モ グ ロ ビ ン 複 合 体 に 対 応 す る バ ン ド は １ ５ 分 以 内 に 容 易
に 視 覚 化 さ れ 、 ４ ８ 時 間 以 上 安 定 す る 。 全 て の ゲ ル は 、 写 真 に よ っ て 記 録 さ れ る 。 全 て の
サ ン プ ル の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 、 患 者 に 関 す る 知 識 を 持 た ず に 実 験 室 で 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 血 漿 サ ン プ ル は 実 験 室 で 分 析 し た 。 そ し て 、 こ れ ら の サ ン プ ル の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型

10

20

30

40

50

(23) JP 2006-512079 A 2006.4.13



検 査 は 、 ６ つ を 除 い て す べ て 可 能 で あ る 。 こ れ ら ６ 人 の 患 者 に つ い て は 、 そ れ ら が ヘ モ グ
ロ ビ ン （ Ｈ ｐ ０ 　 表 現 型 ） を 作 成 し な い 患 者 を 示 す 場 合 （ ２ ２ 、 ２ ３ ） 、 又 は 前 述 し た 分
析 の 際 に ハ プ ト グ ロ ビ ン 濃 度 が 検 出 限 界 以 下 で あ る 場 合 は 不 明 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 の サ ン プ ル と し て は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 検 査 は 、 １ ０ μ ｌ の 血 漿 に
対 し て 、 来 の 手 法 に 従 っ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ Hochberg I et al Ath
erosclerosis 2002; 161:441-446） に よ り 行 っ た 。 特 徴 と な る バ ン ド パ タ ー ン は 、 １ 対 立
遺 伝 子 に 対 し て 異 型 接 合 す る 者 （ Ｈ ｐ １ － １ ） 、 ２ 対 立 遺 伝 子 に 対 し て 異 型 接 合 す る 者 （
Ｈ ｐ ２ － ２ ） 、 又 は ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 座 に 対 し て 異 型 接 合 す る 者 （ Ｈ ｐ ２ － １ ） か ら
得 ら れ た 。 血 漿 か ら 決 定 さ れ た ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 と 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 決 定 さ れ た ハ プ ト グ ロ ビ ン 遺 伝 子 型 は １ ０ ０ ％ 一 致 し た （ Koch W. et al 
Clin Chem 2002; 277:13635-40） 。 一 義 的 な ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 、 全 サ ン プ ル の ９ ９
． ６ ％ 以 上 の 分 析 に よ っ て 得 ら れ る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 検 査 は 、 患 者 の 臨 床 及 び 治
療 状 態 を 知 る こ と な く 行 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 〈 統 計 的 分 析 〉
　 年 齢 、 性 別 、 Ｌ Ｄ Ｌ 及 び Ｈ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル 、 ト リ グ リ セ リ ド 、 最 大 血 圧 、 Ｂ Ｍ Ｉ 、
糖 尿 病 、 喫 煙 状 態 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 家 系 、 補 充 の 中 心 （ recruitment center） な ど の Ｃ Ｖ Ｄ 危 険
因 子 は 、 ３ つ の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 間 だ け で は な く 、 症 例 及 び 対 照 と 比 較 さ れ る 。 さ
ら に 、 イ ン ス リ ン 、 空 腹 時 の 血 糖 値 、 Ｈ ｂ Ａ ｌ ｃ 、 Ｄ Ｍ の 継 続 期 間 、 Ｄ Ｍ の 家 系 な ど の Ｄ
Ｍ 特 性 は 、 ３ つ の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 間 だ け で は な く 、 症 例 及 び 対 照 と 比 較 さ れ る 。
分 布 及 び 多 項 式 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ リ ン グ は 、 こ れ ら の Ｃ Ｖ Ｄ 危 険 因 子 及 び Ｄ Ｍ 特 性
が 表 現 型 に 関 係 す る こ と を 確 認 す る た め に 行 わ れ る 。 パ ラ メ ー タ を 検 査 す る た め に は 尤 度
比 （ likelihood ratio） が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 条 件 付 き ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル は 、 Ｃ Ｖ Ｄ 危 険 因 子 を 調 整 す る ３ つ の ハ プ ト グ ロ ビ
ン 表 現 型 及 び Ｄ Ｍ 特 性 に よ り 、 糖 尿 病 患 者 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ 症 状 を 有 す る 確 率 の モ デ リ ン グ
を 行 う 。 糖 尿 病 の 表 現 型 の 相 互 作 用 は 、 ２ つ の 指 標 変 数 （ １ つ は 糖 尿 病 に 患 者 用 、 も う １
つ は 糖 尿 病 で は な い 患 者 用 ） を 使 用 し て コ ー ド 化 さ れ る 。 モ デ ル の 妥 当 性 は 、 残 り の 分 析
に よ り 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研 究 の 全 て の 分 析 は 、 Ｓ Ａ Ｓ ６ ． ０ ２ を 使 用 し て 行 わ れ る 。 ハ プ ト グ ロ ビ ン に
関 す る 患 者 の 基 準 と な る 特 性 は 、 必 要 に 応 じ て 、 ｔ テ ス ト 又 は ｘ ２ テ ス ト に よ っ て 比 較 さ
れ る 。 相 対 リ ス ク （ Relative risk： RR） と ９ ５ ％ 信 頼 区 間 は 、 心 疾 患 に よ る 死 亡 、 非 致
死 性 心 筋 梗 塞 、 及 び 脳 卒 中 の 主 要 な 結 果 と し て 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 《 実 験 結 果 》
　 〈 実 施 例 １ ： ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 糖 尿 病 患 者 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ の 危 険 性 を 予 測 す る 〉
　 Ｃ Ｖ Ｄ の 危 険 因 子 及 び Ｄ Ｍ 特 性 に よ る 、 症 例 ・ 対 照 コ ホ ー ト （ case control cohort）
の 臨 床 的 特 徴 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 症 例 及 び 対 照 は 、 年 齢 、 性 別 、 及 び 地 域 に 対 応 し て い る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 糖 尿 病 、
Ｌ Ｄ Ｌ 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 及 び 高 血 圧 は 全 て Ｃ Ｖ Ｄ の 独 立 予 測 因 子 で あ る と い う 、 こ の 母
集 団 に お け る 前 回 の 発 見 と 一 致 す る （ ２ ０ ） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の コ ホ ー ト の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 検 査 は 、 １ － １ が ２ ５ ％ 、 ２ － １ が ４ ４ ％ 、 ２
－ ２ が ３ １ ％ と い う 分 布 を 明 ら か に す る 。 １ 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 は ０ ． ４ ７ で あ り 、 前 回 報
告 さ れ た こ の 母 集 団 に お け る ハ プ ト グ ロ ビ ン の 対 立 遺 伝 子 頻 度 と 十 分 に 一 致 し て い る （ ２
６ ） 。 Ｃ Ｖ Ｄ の 危 険 因 子 又 は Ｄ Ｍ 特 性 に つ い て 、 異 な る ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 間 で 著 し い
差 異 は 発 見 さ れ な か っ た 。 両 方 と も 、 単 変 量 解 析 、 及 び １ － １ 表 現 型 を 持 つ 確 立 を モ デ ル
化 す る 多 項 式 ロ ジ ッ ト 回 帰 分 析 に よ り 判 断 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 下 記 の 表 ２ は 、 糖 尿 病 の 及 び 糖 尿 病 に か か っ て い な い 人 に お け る 、 Ｃ Ｖ Ｄ 危 険 因 子 及 び
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Ｄ Ｍ 特 性 が 調 整 さ れ る 前 及 び 後 の 、 各 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の Ｃ Ｖ Ｄ 症 状 の 可 能 性 を 予 測
す る 条 件 付 き ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 を 表 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ １ ５ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 糖 尿 病 の Ｓ Ｔ Ｓ 対 象 者 に お け る 全 て の Ｃ Ｖ Ｄ 危 険 因 子 及 び Ｄ Ｍ 特 性
を 調 整 し た 後 に 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 ２ － ２ が Ｃ Ｖ Ｄ 症 状 を 有 す る 可 能 性 が 、 １ － １ 表
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現 型 （ p=0.001） よ り も ４ ． ７ 倍 高 く （ 1.86-11.88 OR 95% Cl） 、 ２ － １ 表 現 型 （ p=0.022
） よ り も ２ ． ５ 倍 高 い （ 1.14-5.67 OR 95% Cl） こ と を 示 す 。 さ ら に 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表
現 型 ２ － １ の 患 者 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 ２ － ２ が Ｃ Ｖ Ｄ 症 状 を 有 す る 可 能 性 が 、 １ －
１ 表 現 型 よ り も １ ． ８ 倍 高 く （ 0.86-3.96 OR 95% Cl） で あ る （ 統 計 的 に 有 意 で は な い が
） 。 総 合 す れ ば 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ 対 立 型 遺 伝 子 の 数 か ら 与 え ら れ る
糖 尿 病 患 者 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ の 進 行 の 段 階 的 な リ ス ク の 存 在 を 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 最 終 的 に 、 糖 尿 病 に 罹 っ て い な い 患 者 で は 、 傾 向 は 統 計 的 有 意 性 の 境 界 で あ る と 観 察 さ
れ 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 ２ － ２ の 糖 尿 病 患 者 は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 ２ － ２ が Ｃ Ｖ Ｄ
症 状 を 有 す る 可 能 性 が 、 １ － １ 表 現 型 （ p=0.073） よ り も ３ ． ０ 倍 高 い （ 0.90-9.77 OR 95
% Cl） こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 下 記 の 表 ３ は 、 こ れ ら の 結 果 を 要 約 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　 〈 実 施 例 ２ ： ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 糖 尿 病 患 者 に お け る 抗 酸 化 治 療 の 有 効 性 を 予 測 す
る 〉
　 （ ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 の 検 査 を 受 け る Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ サ ン プ ル の 患 者 の 特 徴 ）
　 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 は 、 ３ １ ７ ６ 人 の 患 者 （ １ ０ ７ ８ 人 の 糖 尿 病 ） の 元 の 血 漿 が 保 存
さ れ て い た 元 の Ｈ Ｐ Ｐ Ｅ コ ホ ー ト か ら か ら 得 ら れ た 。 Ｃ Ｖ Ｄ 危 険 因 子 に 関 す る Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ コ
ホ ー ト の 臨 床 的 特 徴 と 、 治 療 計 画 を 下 記 の 表 ４ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ コ ホ ー ト の 一 部 の 基 準 特 徴 は 、 コ ホ ー ト 全 体 と 有 意 差 が あ る と は い え な い
。 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 に よ り 示 唆 さ れ る こ の サ ン プ ル の 基 準 特 徴 は 、 基 準 個 体 群 統 計 学
、 医 療 又 は 治 療 特 性 に 有 意 差 が な い こ と を 明 ら か に す る （ 表 ４ ） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 （ Ｈ ｐ .表 現 型 の Ｃ Ｖ 転 帰 へ の 影 響 ）
　 抗 酸 化 治 療 を 受 け て い な い 患 者 の 間 で は 、 全 研 究 サ ン プ ル （ Ｈ ｐ １ － １  ４ ５ ／ ２ ５ ９  
１ ７ ． ４ ％ 、 Ｈ ｐ ２ － １  １ １ ３ ／ ７ ３ ７  １ ５ ． ３ ％ 、 Ｈ ｐ ２ － ２  ９ ５ ／ ５ ８ １  １ ６ ．
４ ％ , Χ ２ for trend 0.08, P=0.87） に お い て 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 に 関 係 す る 主 要 な
各 種 の 評 価 項 目 （ 非 致 死 性 Ｍ Ｉ 、 脳 卒 中 、 又 は 心 臓 血 管 病 に よ る 死 亡 ） の 発 生 率 に 大 き な
差 異 は な い 。 し か し 一 方 、 上 記 の Ｓ Ｈ Ｓ で 報 告 さ れ た 結 果 と 一 致 す る の で （ 実 施 例 １ と 、
「 Levy AP, et al. haptoglobin phenotype is an independent risk factor for cardio
vascular disease in individuals with diabetes: the strong heart study. J Am Colt
 Card 2002; 40: 1984-1990」 を 参 照 さ れ た い ） 、 抗 酸 化 治 療 を 受 け て い な い Ｈ Ｏ Ｐ Ｅ 研
究 の Ｄ Ｍ 患 者 で は 、 Ｈ ｐ ２ 対 立 遺 伝 子 （ Ｈ ｐ １ － １  １ ３ ／ ７ ９  １ ６ ． ５ ％ 、 Ｈ ｐ ２ － １
 ４ ４ ／ ２ ２ ５  １ ９ ． ６ ％ 、 Ｈ ｐ ２ － ２  ４ ８ ／ １ ８ ７  ２ ５ ． ７ ％ ， Χ ２  for trend ５
． ６ ７ ， Ｐ ＝ ０ ． ０ ２ ） と 関 係 が あ る 主 要 な 各 種 の 評 価 項 目 （ 非 致 死 性 Ｍ Ｉ 、 脳 卒 中 、 又
は 心 臓 血 管 病 に よ る 死 亡 ） に お い て 危 険 性 が 高 ま る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 （ ビ タ ミ ン Ｅ の Ｃ Ｖ 転 帰 へ の 影 響 ）
　 下 記 の 表 ５ は 、 全 て の 患 者 及 び 糖 尿 病 患 者 に つ い て の 、 ビ タ ミ ン Ｅ を 補 給 し た 、 又 は 補
給 し な い 場 合 の 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 と の 相 関 関 係 に お け る 主 要 な Ｃ Ｖ 転 帰 （ 非 致 死 性
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Ｍ Ｉ 、 脳 卒 中 、 又 は 心 臓 血 管 病 に よ る 死 亡 ） の 分 析 の 結 果 を 表 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
（ RRR are given as mean (95% CI) for the risk of a CV event who vitamin E as com
pared to without vitamin E. *, statistically significant with p<0.05. NS, not st
atistically significant.）
　 ま た 、 研 究 し た サ ン プ ル 全 体 で は 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 型 に か か わ ら ず 、 ビ タ ミ ン Ｅ の 補 給
は 、 主 要 な Ｃ Ｖ 転 帰 に 対 し て 著 し い 有 効 性 は な か っ た （ 表 ５ 、 患 者 全 体 ） 。 さ ら に 、 す で
に 報 告 さ れ て い る よ う に （ The Heart Outcomes Prevention Evaluation Study Investiga
tors. Vitamin E supplementation and cardiovascular events in high-risk patients.
 N Eng J Med 2000; 342: 154-160） （ 表 ５ 、 Ｄ Ｍ 患 者 ） 、 任 意 抽 出 の Ｄ Ｍ 群 に お い て 、
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ビ タ ミ ン Ｅ の 補 給 の 著 し い 有 効 性 は な か っ た 。 意 外 に も 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の
Ｄ Ｍ 患 者 で は 、 ビ タ ミ ン Ｅ 治 療 は Ｃ Ｖ 死 の 危 険 性 （ RR 0.45, 95% CI 0.23-0.90; P=0.003
） 及 び 非 致 死 性 心 筋 梗 塞 の 危 険 性 （ RR 0.57, 95% CI 0.33-0.97; P=0.02） を 著 し く 低 く
す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 一 方 、 他 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 （ Ｈ ｐ １ － １ 及 び Ｈ ｐ ２ －
１ ） の Ｄ Ｍ 患 者 で は 、 主 要 な 各 種 の 評 価 項 目 に 対 し て 、 ビ タ ミ ン Ｅ 治 療 の 大 き な 有 効 性 が
見 ら れ な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 （ ラ ミ プ リ ル の Ｃ Ｖ 転 帰 へ の 影 響 ）
【 ０ １ ２ ７ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
（ * statistically significant p<0.05. NS, not statistically significant. RRR are
 given as mean (95% CI) for the risk of a CV event with ramipril as compared to 
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without ramipril.）
　 全 サ ン プ ル の 分 析 か ら 明 ら か に な る よ う に 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 型 に か か わ ら ず 、 ラ ミ プ リ
ル の 補 給 に よ る 主 要 な Ｃ Ｖ 転 帰 に 対 し て の 大 き な 利 益 は 無 か っ た （ 表 ６ 、 全 患 者 ） 。 そ し
て 、 ビ タ ミ ン Ｅ に 影 響 （ 表 ５ 、 Ｄ Ｍ 患 者 ） と 同 様 に 、 任 意 抽 出 の Ｄ Ｍ 群 に お い て 、 ラ ミ プ
リ ル の 補 給 の 著 し い 有 効 性 は な か っ た 。 意 外 に も 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン ２ － ２ 表 現 型 の Ｄ Ｍ 患
者 に お い て の み 、 非 致 死 性 Ｍ Ｉ 、 脳 卒 中 、 心 臓 血 管 病 に よ る 死 亡 、 及 び 心 筋 梗 塞 に つ い て
の 複 合 性 の 主 要 な 各 種 の 評 価 項 目 に 対 す る ラ ミ プ リ ル の 大 き な 利 益 が あ っ た （ RR 0.57, 9
5% CI 0.36-0.90; P<0.05） 。 一 方 、 他 の ハ プ ト グ ロ ビ ン 表 現 型 （ Ｈ ｐ １ － １ 及 び Ｈ ｐ ２
－ １ ） の Ｄ Ｍ 患 者 で は 、 主 要 な 各 種 の 評 価 項 目 に 対 し て 、 ラ ミ プ リ ル の 有 効 性 は 無 か っ た
（ 表 ６ ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 個 々 の 実 施 形 態 の 中 で 、 明 確 に す る た め に 説 明 さ れ た 本 発 明 の い く
つ か の 特 徴 は 、 １ つ の 実 施 形 態 の 中 で 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 反 対 に 、 １ つ の 実 施 形
態 の 中 で 簡 潔 に 説 明 さ れ た 本 発 明 の 様 々 な 特 徴 は 、 個 々 に 又 は 適 切 に 組 み 合 わ せ る こ と が
で き る 。 以 上 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 例 に つ い て 説 明 し た が 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 特 許 請 求
の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 当 業 者 は 種 々 の 変 更 を 加 え 得 る こ と は 勿 論 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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【 配 列 表 】
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摘要(译)

本发明提供了判断抗氧化剂疗法治疗糖尿病血管并发症的有效性的方
法。该方法包括确定糖尿病患者的触珠蛋白表型的步骤，从而确定糖尿
病患者的抗氧化剂治疗的有效性。假设具有触珠蛋白2-2表型的糖尿病患
者的抗氧化剂治疗的有效性大于具有触珠蛋白1-2表型或触珠蛋白1-1表
型的糖尿病患者。
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