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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a) 哺乳動物由来の血液試料を提供する工程、
(b) 該血液試料から末梢血単核細胞を単離する工程、および
(c) 該末梢血単核細胞をジスフェリン発現の存在に関してアッセイする工程、ここでアッ
セイが、ＰＣＲ増幅工程を含まない
を含む、哺乳動物においてジスフェリンが発現されているかどうかを決定する方法。
【請求項２】
　工程 (b) がジスフェリン核酸発現を検出する工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　工程 (b) がジスフェリンタンパク質発現を検出する工程を含む、請求項１記載の方法
。
【請求項４】
　工程 (b) が免疫学的アッセイを含む、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　哺乳動物がジスフェリノパシーを有すると推測される、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　ジスフェリノパシーが肢体筋ジストロフィー 2B (LGMD) またはミヨシミオパシー (MM)
 である、請求項５記載の方法。
【請求項７】
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　更に血液試料においてジスフェリンタンパク質またはジスフェリンmRNAのレベルを決定
する工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　更に血液試料中のジスフェリンタンパク質またはジスフェリンmRNAのレベルを対照と比
較する工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　対照と比較した際の血液試料における低いレベルのジスフェリン発現が哺乳動物におけ
るジスフェリノパシーの存在を示す、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　哺乳動物がヒトである、請求項１～９いずれか記載の方法。
【請求項１１】
　(a) 哺乳動物由来の血液試料を提供する工程;
(b) 該血液試料から末梢血単核細胞を単離する工程；および
(c) アッセイによって該末梢血単核細胞におけるジスフェリン発現のレベルを決定する工
程であって、ここで、アッセイは、ＰＣＲ増幅工程を含まず、前もって決定されたジスフ
ェリン発現の値よりも低いジスフェリン発現のレベルが、該哺乳動物が、ジスフェリノパ
シーを有している、ジスフェリノパシーを有しやすい、またはジスフェリノパシーの遺伝
的キャリアであることの指標である、工程
を含む、哺乳動物がジスフェリノパシーを有するかどうか、ジスフェリノパシーを有しや
すいかどうか、またはジスフェリノパシーの遺伝的キャリアであるかどうかを検出する方
法。
【請求項１２】
　(a) 治療の処置後の哺乳動物由来の血液試料を提供する工程、
(b) 該血液試料から末梢血単核細胞を単離する工程、および
(c) アッセイによって該末梢血単核細胞におけるジスフェリン発現のレベルを決定する工
程であって、ここで、アッセイは、ＰＣＲ増幅工程を含まず、治療開始前の該哺乳動物か
ら得られた血液試料におけるジスフェリン発現のレベルよりも高いレベルのジスフェリン
発現が、該治療が有効であることの指標である、工程
を含む、哺乳動物においてジスフェリノパシーの治療が有効であるかどうかを検出する方
法。
【請求項１３】
　ジスフェリン発現のレベルを決定する工程が、ストリンジェントな条件下でジスフェリ
ンmRNAにハイブリダイズする核酸分子へ血液試料を曝露する工程を含む、請求項１１～１
２いずれか記載の方法。
【請求項１４】
　ジスフェリン発現のレベルを決定する工程が、ジスフェリンポリペプチドの存在を検出
する工程を含む、請求項１１～１２いずれか記載の方法。
【請求項１５】
　ジスフェリン発現のレベルを決定する工程がジスフェリンに選択的に結合する抗体へ血
液試料を曝露する工程を含む、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　哺乳動物がヒトである、請求項１１～１２いずれか記載の方法。
【請求項１７】
　ジスフェリノパシーが肢体筋ジストロフィーまたはミヨシミオパシーである、請求項１
１～１２いずれか記載の方法。
【請求項１８】
　末梢血単核細胞がＣＤ１４ポジティブ単球である、請求項１、１１または１２記載の方
法。
【請求項１９】
　(a) 哺乳動物から得られた血液試料から末梢血単核細胞を単離する工程；および
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(b) 該末梢血単核細胞をジスフェリンタンパク質またはジスフェリンポリぺプチドの存在
または非存在について分析する工程、ここで分析は、ジスフェリン特異的抗体を使用し、
末梢血単核細胞中のジスフェリンタンパク質またはジスフェリンポリぺプチドの存在が、
哺乳動物におけるジスフェリンの発現を示す
を含む、哺乳動物におけるジスフェリンタンパク質の発現の存在または非存在を検出する
方法。
【請求項２０】
　分析がウエスタンブロット分析である、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　哺乳動物がヒトである、請求項１９記載の方法。
【請求項２２】
　試料中のジスフェリンタンパク質またはポリぺプチドのレベルを決定する工程をさらに
含む、請求項２０記載の方法。
【請求項２３】
　試料中のジスフェリンタンパク質またはポリぺプチドのレベルを対照と比較する工程を
さらに含む、請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　対照に比較してより低いレベルの試料中のジスフェリン発現が、哺乳動物におけるジス
フェリノパシーの存在を示す、請求項２３記載の方法。
【請求項２５】
　末梢血単核細胞がＣＤ１４ポジティブ細胞である、請求項１９記載の方法。
【請求項２６】
　(a) 哺乳動物から得られた血液試料から末梢血単核細胞を単離する工程；および
(b) 該末梢血単核細胞をジスフェリンをコードする核酸の存在または非存在について分析
する工程、ここで分析はＰＣＲ増幅工程を含まず、末梢血単核細胞中のジスフェリンをコ
ードする核酸の存在が哺乳動物におけるジスフェリンの発現を示す、
を含み、ジスフェリンの発現がジスフェリンをコードする核酸の存在または非存在を検出
することによって決定される、哺乳動物におけるジスフェリンの発現の存在または非存在
を検出する方法。
【請求項２７】
　核酸がｍＲＮＡであり、分析が、ジスフェリンをコードする核酸の全てまたは一部に特
異的にハイブリダイズする核酸プローブを使用するノーザンブロット分析による、請求項
２６記載の方法。
【請求項２８】
　哺乳動物がヒトである、請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
　試料中のジスフェリンｍＲＮＡのレベルを決定する工程をさらに含む、請求項２７記載
の方法。
【請求項３０】
　試料中のジスフェリンｍＲＮＡのレベルを対照と比較する工程をさらに含む、請求項２
９記載の方法。
【請求項３１】
　対照に比較してより低いレベルの試料中のジスフェリンｍＲＮＡ発現が、哺乳動物にお
けるジスフェリノパシーの存在を示す、請求項３０記載の方法。
【請求項３２】
　末梢血単核細胞がＣＤ１４ポジティブ細胞である、請求項２６記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本出願は、2001年11月28日に出願された米国仮特許出願第60/333,895号の出願日の恩典
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を主張する。米国仮特許出願第60/333,895号の内容はその全体が参照により本明細書に援
用される。
【０００２】
技術分野
　本発明は、筋ジストロフィー、より詳細には筋ジストロフィーの診断試験に関する。
【０００３】
背景
　肢帯筋ジストロフィー 2B（LGMD）およびミヨシミオパシー（MM）はどちらも、常染色
体性の劣性遺伝、成人期発症、および筋酵素クレアチンキナーゼの著しい上昇を特徴とす
る（Bushby, 1999, Brain 122: 1403-1420)。これらはどちらもジスフェリンをコードす
る遺伝子の欠損により起こることが示されている（Bashirら, 1998, Nat. Genet. 20:37-
42；Liuら, 1998, Nat. Genet. 20:31-36)。ジスフェリン遺伝子における同様の突然変異
は、同じファミリーのメンバーの中でさえ異なる臨床的提示を起こし得る（Illarioshkin
ら, 2000, Neurology 55:1931-1933；Weilerら, 1999, Hum. Mol.Genet. 8:871-877；Wei
lerら, 1996, Am. J. Hum. Genet. 59: 872-878)。さらに、前方遠位ミオパシーはジスフ
ェリン突然変異に関連している（Illaら, 2001, Ann. Neurol. 49: 130-134)。従って、
ジスフェリノパシー（dysferlinopathy）には多くの臨床的異質性が存在する。
【０００４】
　150 kbを越すゲノム領域にまたがる55のエクソンを含むジスフェリン遺伝子は巨大であ
る（Aokiら, 2001, Neurology 57:271-278)。ジスフェリン遺伝子は、2,080のアミノ酸よ
り構成される、膜結合性の膜結合型237 ｋDaジスフェリンタンパクをコードする（Anders
onら, 1999, Hum Mol.Genet.8:855-861；Matsudaら, 1999, Neurology 53:1119-1122；Se
lcenら, 2001, Neurology 56:1472-81)。
【０００５】
　現在は、ジスフェリノパシーの正確な診断には、臨床的評価、筋組織のタンパク研究（
免疫ブロットもしくは免疫組織化学分析)、および/または直接遺伝子分析の組み合わせが
必要である。さらに、ジスフェリン遺伝子の欠損は大部分は単一のヌクレオチド変化であ
り、検出を手助けする反回変異、全体再配列、または変異ホットスポットの証拠がない（
Liuら, 1998, Nat. Genet. 20:31-36；Aokiら, 2001, Neurology 57:271-278；Anderson
ら, 1999, Hum. Mol. Genet. 8:855-861)。これらの理由のために、DNAベースの診断は、
ジスフェリノパシーを他の筋ジストロフィーの形態と区別するための初期スクリーニング
ストラテジーとして用いるには困難である。
【０００６】
要旨
　本発明は部分的に、ジスフェリンが末梢白血球（単球またはCD14(+)細胞）の部分母集
団において発現され、筋肉においてジスフェリンを欠損する個体ではまたCD14(+)細胞に
おいてもジスフェリンを欠損するという発見に基づく。これらの発見により、ジスフェリ
ンの異常発現に対する血液ベースの試験の本発明に至った。このような試験は、例えば、
ジスフェリノパシーの試験として用いられ得、ジスフェリノパシーを治療するために施さ
れるモニタリング治療の方法を提供する。
【０００７】
　１つの態様において、本発明は、哺乳動物においてジスフェリンが発現されるかどうか
を決定する方法を提供する。この方法は、哺乳動物由来の血液試料を提供する工程および
ジスフェリン発現の存在について血液試料をアッセイする工程を含む。ジスフェリン発現
は、ジスフェリン核酸の発現を検出することにより、またはジスフェリンタンパク質の発
現を検出する（例えば、免疫学的アッセイを用いて）ことによりアッセイされ得る。この
方法は、血液試料中のジスフェリンmRNAまたはジスフェリンタンパク質レベルを決定する
工程を含み得る。いくつかの態様において、この方法は、血液試料中のジスフェリンタン
パク質またはジスフェリンmRNAのレベルを参考と比較する工程を含む。例えば、本発明の
いくつかの局面において、参考と比較して血液試料中の低いレベルのジスフェリン発現は
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、哺乳動物におけるジスフェリノパシーの存在を示す。特定の態様において、哺乳動物が
ジスフェリノパシー（肢帯筋ジストロフィー 2B（LGMD）およびミヨシミオパシー（MM)）
を有することが推測される。哺乳動物は、例えばマウスやヒトであり得る。
【０００８】
　本発明は、哺乳動物がジスフェリノパシーを有するか、ジスフェリノパシーを有する傾
向があるか、またはジスフェリノパシーの遺伝的キャリアであるかどうかを決定する方法
を含む。この方法は、哺乳動物由来の血液試料を提供する工程；および、血液試料中のジ
スフェリン発現のレベルを決定し、その結果前もって決定した値より低いレベルは、哺乳
動物がジスフェリノパシーを有しているか、ジスフェリノパシーを有する傾向があるか、
またはジスフェリノパシーの遺伝的キャリアである指標である工程を含む。
【０００９】
　別の態様において、本発明は、哺乳動物においてジスフェリノパシーに対する治療が有
効かどうかを決定する方法を提供する。この方法は哺乳動物由来の血液試料を提供する工
程、続く治療における処置工程、および血液試料のジスフェリン発現のレベルを決定し、
その結果治療開始以前の哺乳動物から得られた血液試料中のジスフェリン発現レベルより
も高いジスフェリン発現レベルが、治療が効果的である指標である工程を含む。
【００１０】
　本発明の特定の局面において、ジスフェリン発現レベルを決定する工程は、血液試料を
、ストリンジェントな条件下でジスフェリンmRNAにハイブリダイズする核酸分子に曝露す
ることを含む。
【００１１】
　本発明の他の態様において、ジスフェリン発現レベルを決定する工程は、例えば、ジス
フェリンに選択的に結合する抗体と血液試料を接触させることによりジスフェリンポリペ
プチドの存在を検出することを含む。
【００１２】
　本発明のいくつかの態様において、哺乳動物はマウスもしくはヒトである。本発明の他
の局面において、ジスフェリノパシーはLGMDもしくはMMである。
【００１３】
　本明細書で使用される場合、ジスフェリノパシーとは、ジスフェリン発現の異常なパタ
ーンに関連した障害をいう。このような障害は当該分野で公知であり、肢帯筋ジストロフ
ィー2B（LGMD）およびミヨシミオパシー（MM）が挙げられる。
【００１４】
　本明細書で使用される場合、「誤発現（misexpression）または異常発現」とは、血球
中（例えば、単球）のRNAまたはタンパクレベルが、正常な個体（すなわち、ジスフェリ
ノパシーを有さない、ジスフェリノパシーを有する傾向のない、およびジスフェリノパシ
ーに関連する遺伝子配列のキャリアでない個体はまた、野生型または正常対照をいう）と
は異なる遺伝子発現パターンをいう。これは以下のことを含む；非正常レベルの発現、(
すなわち、ジスフェリンの過剰な、または低い発現)/遺伝子が発現する時期またはステー
ジの点で正常型と異なる発現パターン（例えば、前もって決定した発生時期またはステー
ジにおける発現の増加または減少（正常型と比較))/前もって決定した細胞型または組織
型における発現の減少（野生型と比較）の点で野生型と異なる発現パターン/スプライシ
ングサイズ、アミノ酸配列、翻訳後修飾、または発現したポリペプチドの生物学的活性の
点で、野生型と異なる発現パターン/遺伝子発現における環境刺激または細胞外刺激の影
響の点で野性型と異なる発現パターン（例えば、刺激の強さの増加または減少の存在下で
の発現の増加または減少パターン（野性型と比較して))。これはまた、ジスフェリンRNA
またはポリペプチドの正常型と比較して、ターンオーバーの速度の変化（例えば、ジスフ
ェリンポリペプチド分解の速度の増加）によりおこる異常発現または誤発現も含む。一般
的には、誤発現または異常発現は、ジスフェリンRNAまたはポリペプチドの発現において
は減少する。一般的に、「mRNA」はpolyA+ RNAをいう。
【００１５】
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　動物、例えばヒトは、母集団（例えば、一般的集団、年齢が合致する集団、同性の集団
）と比較して、状態を発症する可能性が増加している場合、状態を発症する「危険性があ
る」または「傾向がある」。この可能性の増加は、遺伝子の特有の対立遺伝子/突然変異
の存在、または特定の環境への暴露を含む因子の１つまたは組み合わせに起因し得る。例
えば、ある個体が正常な対照集団と比べてジスフェリン発現（例えば単球などの血球にお
ける）のレベルの減少を示した場合、ジスフェリノパシーを発症する危険性がある。
【００１６】
　試験血球または血液試料（例えばジスフェリノパシーを有すると推測される、ジスフェ
リノパシーの傾向のある、またはジスフェリノパシーに関連するジスフェリン遺伝子配列
の遺伝的キャリアである個体由来の細胞）のジスフェリン発現量は、前もって決定した値
もしくは参考（例えば正常血球における発現レベル)、または正常対照細胞における発現
と比較することにより評価され得る。
【００１７】
　本発明の１つ以上の態様の詳細は、添付の図面および下の記載に示される。本発明の他
の特性、目的、利点は記載および図面、ならびに特許請求の範囲から明らかである。
【００１８】
詳細な説明
　免疫ブロット分析による欠損タンパク質発現のスクリーニングは、筋ジストロフィーに
おける鑑別診断のために確実で迅速な手段であることが判明している（AndersonおよびDa
vison, 1999, Am. J.Pathol. 154:1017-1022)。しかしながら、現在の方法は筋肉生検試
料を必要とする。本発明は、ジスフェリノパシーを診断するのに有用な方法を提供する。
特に、この方法は非筋肉組織および侵襲性の少ないサンプリング技術を用いる。ジスフェ
リンは、心臓、胎盤、および腎臓を含む特定の非筋肉組織で発現することが見出されてい
るが（Liuら, 1998, 前出；Matsudaら, 1999, 前出)、末梢血球で発現することはこれま
でに知られていなかった。単球においてジスフェリンが発現すること、および単球におけ
るジスフェリンの発現が、骨格筋におけるジスフェリンの発現と相互に関連することが発
見されている（表１)。従って、単球におけるジスフェリン発現の検出は、ジスフェリノ
パシー（例えばLGMD 2BおよびMM）のための血液ベース診断アッセイとして使用され得る
。
【００１９】
　この新たな血液ベース診断アッセイは、現在の筋肉免疫診断方法を上回る様々な利点を
提示する。本発明の方法は、筋肉試料の取り扱いおよび貯蔵に関連する特定の問題を克服
する。この方法は筋肉生検と比較して、侵襲性の少ないサンプリング方法を用いて達成さ
れる。この侵襲性の少ない方法により、診断を確認するため、更なる試験を導くため、ま
たは治療の効力を評価するために、患者から試料を得ることを容易に、かつより消耗性を
少なくするはずである。さらに、この方法に用いるための試料の回収はオペレーティング
シアターを必要とせず、明らかにコスト削減の利点がある。
【００２０】
　診断上の用途に加えて、単球におけるジスフェリン発現は、インビトロでの機能的アッ
セイに利用し易くかつ影響をうけやすい非筋肉細胞型における、このタンパク質の生物学
的機能を研究するために用いられ得る、新しいパラダイムを提供する。また、本発明は個
体におけるジスフェリノパシーの進行をモニタリングするため、個体のジスフェリンレベ
ル増加を意図した治療の効果をモニタリングするための（例えば、骨格筋ではなくむしろ
血液におけるジスフェリンレベルをモニタリングすることによって治療効力をモニターす
る）勝手のよい方法を提供し得る。
【００２１】
　本発明の方法は、二次的な影響としてジスフェリン発現が変化する(例えば、ジスフェ
リン遺伝子の突然変異以外の何らかの原因による筋ジストロフィーにおいて）障害を同定
するためにも有用である。ジスフェリン発現が減少しているがジスフェリン遺伝子の欠損
のない患者の同定は、例えば、ジスフェリン発現に正常に関与するタンパク質またはジス
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フェリン発現を制御するタンパク質の発見を導き得、ジスフェリノパシーに関係する病態
生理学的経路を解明する手助けともなり得る。
【００２２】
　本発明は、血液試料におけるジスフェリン発現検出の方法を用いる。この方法は、ジス
フェリン核酸またはジスフェリンポリペプチドの検出を用い得る。核酸およびポリペプチ
ドの検出のための血液試料（例えば単球）の調整方法は当該分野で公知である。
【００２３】
ジスフェリン核酸
　本発明のいくつかの態様において、試験血液試料はRNAを検出することにより、ジスフ
ェリン発現についてアッセイされる。従って、本発明の様々な方法は、ジスフェリン、例
えば、全長ジスフェリンタンパク質またはその断片、例えば、ジスフェリンタンパクの抗
原性断片をコードする、単離または精製した核酸分子（またはその相補体)、ならびに、
例えば極めてストリンジェントな条件下で、ジスフェリンをコードする核酸分子およびジ
スフェリンをコードする核酸分子（例えば、Genbankアクセッション番号 XM 034329（ヒ
トmRNA)、XM 010780（ヒトmRNA)、NM 003494（ヒトmRNA)、AF 075575（ヒトmRNA)、AJ 00
7973（ヒトゲノムDNA)、およびAF 188290（musmusculus mRNA）に対して特定の度合いの
配列同一性（例えば、少なくともおよそ60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91
％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、または99％の同一性）をもつ核酸分子
にハイブリダイズする核酸分子を用いる。ジスフェリンcDNA配列は、WO 00/11157およびW
O 00/11016に開示されており、参考として本明細書中に援用される。
【００２４】
　配列間の相同性もしくは配列同一性（これらの用語は、本明細書中では相互に用いられ
る）の計算は、下記のように実行される。
【００２５】
　２つのアミノ酸配列または２つの核酸配列の同一性の割合を決定するためにこれらの配
列は、最適の比較目的に対して並べられる（例えば、ギャップ、最適なアラインメントの
ために、第1および第２のアミノ酸の１つまたは両方、または核酸配列に導入され得、非
相同配列は比較目的に対して無視され得る）。１つの態様において、比較目的に対して並
べられた参考配列の長さは、参考配列の長さの少なくとも30％、例えば、少なくとも40％
、少なくとも50％、少なくとも60％、または少なくとも70％、80％、90％、もしくは100
％である（例えば、ジスフェリンアミノ酸配列に対して第２の配列を並べた場合)。次い
で、アミノ酸位置またはヌクレオチド位置に対応するアミノ酸残基またはヌクレオチドが
比較される。第１の配列における位置が、第２の配列の対応する位置と同じアミノ酸残基
またはヌクレオチドにより占められている場合、その位置での分子は同一である（本明細
書中で用いられる場合、アミノ酸または核酸「同一性」はアミノ酸または核酸「相同性」
と同意義である)。２種の配列間の同一性の割合は、２種の配列の最適なアラインメント
のため導入される必要のあるギャップの数および各ギャップの長さを配慮した、配列によ
り共有された同一位置の数の関数である。
【００２６】
　２つの配列間の配列の比較および同一性割合の決定は、数学的アルゴリズムを用いて達
成され得る。好ましい態様においては、２つのアミノ酸配列間の同一性割合は、GCGソフ
トウエアパッケージ（インターネットwww.gcg.comで入手可能）内のGAPプログラムに組み
込まれているNeedlemanおよびWunsch（J. Mol. Biol. 48:444-453,1970）アルゴリズムを
用いて、Blossum62マトリックスまたはPAM250マトリックスのいずれか、ならびに、16、1
4、12、10、8、6または4のギャップウェートおよび1、2、3、4、5または6の長さウェート
を用いて、決定される。さらに別の態様において、２つのヌクレオチド配列間の同一性割
合は、GCGソフトウエアパッケージ（インターネットwww.gcg.comで入手可能）内のGAPプ
ログラムを用いて、NWSgapdna.CMPマトリックス、ならびに、40、50、60、70または80の
ギャップウェートおよび1、2、3、4、5または6の長さウェートを用いて、決定される。特
に好ましいパラメーターのセット（および開業医が、ある分子が本発明の配列同一性また



(8) JP 4282483 B2 2009.6.24

10

20

30

40

50

は相同性の範囲内かどうかを決定するために、どのパラメーターが適用されるべきかにつ
いて不確かな場合に、使われるべきパラメーターセット)は、12のギャップペナルティ、4
のギャップ延長ペナルティ、および5のフレームシフトギャップペナルティを有するBloss
um 62スコアリングマトリックスである。
【００２７】
　２つのアミノ酸またはヌクレオチド配列間の同一性割合は、ALIGNプログラム（バージ
ョン2.0)に組み込まれているMeyersおよびMiller（CABIOS（1989）4:11-17）のアルゴリ
ズムを用いて、PAM120ウェート残基表、12のギャップ長さペナルティおよび4のギャップ
ペナルティを用いて決定され得る。
【００２８】
　本明細書で使用される場合、用語「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」
とはハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を説明している。ストリンジェントな条件
は当業者には公知であり、Molecular Biology（John WileyとSons, N.Y.(1989), 6.3.1-6
.3.6）のCurrent Protocols内に見出され得る。水溶性および非水溶性の方法がこの参考
文献に記載されており、いずれも使用され得る。ストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件の一例は、約45℃での6×塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム（SSC）中でのハ
イブリダイゼーション、次いで50℃での0.2×SSC、0.1％ SDS中での1回以上の洗浄である
。ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の別の例は、約45℃での6×塩化ナト
リウム/クエン酸ナトリウム（SSC）中でのハイブリダイゼーション、次いで55℃での0.2
×SSC、0.1％ SDS中での1回以上の洗浄である。ストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件の更なる例は、約45℃での6×塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム（SSC）中で
のハイブリダイゼーション、次いで60℃での0.2×SSC、0.1％ SDS中での1回以上の洗浄で
ある。一般的に、ストリンジェントなハイブリダイゼーションの条件は、約45℃での6×
塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム（SSC）中でのハイブリダイゼーション、次いで65℃
での0.2×SSC、0.1％ SDS中での1回以上の洗浄である。他のストリンジェンシー条件（お
よび開業医が、ある分子が本発明のハイブリダイゼーション限度以内かどうかを決定する
ために、どの条件が適用されるべきかについて不確かな場合に、使われるべき条件）は、
65℃での0.5 Mリン酸ナトリウム、7％ SDS、次いで65℃での0.2×SSC、0.1％ SDSでの1回
以上の洗浄である。
【００２９】
　ジスフェリンプローブおよびプライマーは、多くの検出方法において有用である。典型
的に、プローブ/プライマーは、単離されたまたは精製されたオリゴヌクレオチドである
。このオリゴヌクレオチドは典型的に、ジスフェリンのセンスもしくはアンチセンス配列
、または、天然に存在するジスフェリン核酸配列の対立遺伝子のバリアントもしくは変異
体の、少なくとも約7、12または15、好ましくは約20または25、より好ましくは約30、35
、40、45、50、55、60、65または75の連続したヌクレオチドに対して、ストリンジェント
な条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列の領域を含む。
【００３０】
　ジスフェリン配列の選択された領域を増幅するために用いられ得る、PCRにおける使用
に適したプライマーは、本発明の特定の方法において有用である。このプライマーは、少
なくとも5、10、または50の塩基対長であるべきであり、また、一般的には100より少ない
、または200未満の長さの塩基対長である。
【００３１】
　他の有用な核酸分子は、260、300、400、500、600、700、800、900、1000または1100以
上のヌクレオチド長であり、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でジスフ
ェリン核酸分子に対してハイブリダイズする。
【００３２】
　本発明の方法においてまた有用であるものは、対立遺伝子のバリアント（同じ遺伝子座
)、ホモログ（異なる遺伝子座)、およびオーソログ（異なる生物）など天然に存在する、
または、天然に存在し得ない核酸分子である。他の有用なバリアントとしては、ジスフェ
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リノパシーに関連した突然変異を含む配列が挙げられる。このような突然変異の例は、例
えば、WO 11157およびWO 11016に見出され得る。変異はコード領域および非コード領域の
いずれかまたは両方に起こり得る。このようなコード領域における変異は、保存的および
非保存的アミノ酸置換の両方を引き起こし得る。
【００３３】
　ジスフェリンの有用な対立遺伝子のバリアント（例えば、抗原または参照タンパク質と
して有用であるもの）は、機能的および非機能的タンパク質の両方を含む。機能的な対立
遺伝子のバリアントは、ジスフェリンの生物学的活性を媒介する能力を維持する集団の範
囲内のジスフェリンタンパク質の天然に存在するアミノ酸配列バリアントである（例えば
、対立遺伝子のバリアントをコードする配列に対する動物ホモ接合体は、正常な筋肉の機
能を有する)。機能的な対立遺伝子のバリアントは、典型的に、ジスフェリン配列の１つ
以上のアミノ酸の保存的置換、またはこのタンパク質の重要でない残基の置換、欠失また
は挿入のみを含む。非機能的な対立遺伝子のバリアントは、ジスフェリンバリアントをコ
ードする遺伝子の２つのコピーを保有する動物において、ジスフェリンの生物学的活性を
媒介する能力を持たないジスフェリンタンパク質の、天然に存在するアミノ酸配列バリア
ントである（すなわち、この動物はジスフェリノパシーを発症する)。非機能的な対立遺
伝子のバリアントは、典型的に、ジスフェリンタンパク質のアミノ酸配列の非保存的置換
、欠失、挿入もしくは成熟前切断、または、このタンパク質の重要な残基もしくは重要な
領域における置換、挿入もしくは欠失を含む。
【００３４】
　「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似した側鎖を有するアミノ酸残基で置換
されたものである。類似した側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは当該分野で定義さ
れている。これらのファミリーとしては、塩基性側鎖（例えば、リシン、アルギニン、ヒ
スチジン)、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸)、非荷電極性側鎖（例え
ば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン
)、非極性側鎖（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェ
ニルアラニン、メチオニン、トリプトファン)、β分枝状側鎖（例えば、スレオニン、バ
リン、イソロイシン)、および芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリ
プトファン、ヒスチジン)、を有するアミノ酸が挙げられる。
【００３５】
単離されたジスフェリンポリペプチド
　単離されたジスフェリンタンパク質またはその断片（例えば、生物学的活性部分）は、
診断上のアッセイにおいておよび治療組成物の調製において有用な抗ジスフェリン抗体を
惹起する、または試験する（またはより一般的には、結合する）ために、例えば免疫原ま
たは抗原として使用され得る。ジスフェリンタンパク質は、標準的なタンパク質精製技術
を用いて、細胞または組織供給源より単離され得る。ジスフェリンタンパク質またはその
断片は、組換えDNA技術により生成されるか、または化学合成され得る。このポリペプチ
ドは、ポリペプチドがシステム天然の細胞において発現される場合に存在するのと実質的
に同じ翻訳後修飾を生る系（例えば培養細胞）において、または、天然の細胞で発現され
る場合に存在する翻訳後修飾（例えばグリコシル化または切断）の変化もしくは省略を生
じる系内において、発現され得る。
【００３６】
　有用なジスフェリンタンパク質またはその断片は、既知のジスフェリンタンパク質配列
とは異なり得る（例えば、その中の残基の少なくとも１つの、しかし15、10または5つ未
満のアミノ酸残基、または、少なくとも１つの残基、しかし20％、15％、10％または5％
未満異なる)。有用なタンパク質は、既知のジスフェリンタンパク質配列に対し、少なく
とも約60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％またはそれ以上が同一で
あるアミノ酸配列を含む。
【００３７】
抗ジスフェリン抗体
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　ジスフェリンポリペプチドに対して惹起された抗体は、本発明の特定の態様において有
用である。このような抗体は市販されているか、または、当該分野で公知である方法を用
いて生成され得る。
【００３８】
　抗ジスフェリン抗体は、診断的に用いられ得、また、治療用途に有用であり得る。本明
細書中において使用される場合、用語「抗体」とは、免疫グロブリン分子またはその免疫
学的に活性な部分、すなわち抗原結合部分をいう。免疫グロブリン分子の免疫学的に活性
な部分の例としては、抗体をペプシンなどの酵素で処理することにより生成され得るF(ab
）およびF(ab')2断片が挙げられる。
【００３９】
　この抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、組換え（例えば、キメラまたはヒト化
、完全なヒト、非ヒト（例えばマウス))、または一本鎖抗体であり得る。１つの態様にお
いて、これはエフェクタ機能を有し、補体を固定し得る。この抗体は、造影剤に結合され
得る。
【００４０】
　全長ジスフェリンタンパク質またはジスフェリンの抗原性ペプチド断片は、(ａ）本発
明の特定の態様において有用な抗体を生成するために使用され得るか、または、(ｂ）他
の免疫原（例えば、単球、単球膜調製物など）を用いて作製された抗ジスフェリン抗体を
同定するために使用され得る。
【００４１】
　抗原性ポリペプチドに含まれる好ましいエピトープは、一般的にタンパク質の表面に位
置するジスフェリンの領域（例えば、親水性の領域)、ならびに、高い抗原性を有する領
域である。例えば、ジスフェリンタンパク質配列のEmini表面可能性分析は、ジスフェリ
ンタンパク質表面に局在する特に高い可能性を有し、従って抗体生産を標的にするのに有
用な表面残基をおそらく構成する領域を示すために用いられ得る。
【００４２】
　この抗ジスフェリン抗体は、一本鎖抗体であり得る。一本鎖抗体（scFV）は遺伝子工学
で作製され得る（例えば、Colcherら, 1999, Ann. N.Y. Acad. Sci. 880:263-80；および
Reiter, 1996, Clin. Cancer Res. 2:245-52を参照のこと)。一本鎖抗体は、同じ標的ジ
スフェリンタンパク質の、異なるエピトープに対する特異性を有する多価抗体を生成する
ために、二量体化または多量体化され得る。
【００４３】
　いくつかの態様において、この抗体はFcレセプターを結合する能力が低いか、または無
く、例えば、アイソタイプ、サブタイプ、断片、または他の変異体であり、これは、Fcレ
セプターに結合することをサポートせず、例えば、突然変異をおこしている、または欠失
しているFcレセプター結合領域を有する。
【００４４】
　本発明の方法において使用するための抗ジスフェリン抗体（例えば、モノクローナル抗
体）は、アフィニティークロマトグラフィーまたは免疫沈降などの標準的な技術により血
液試料からジスフェリンを単離するために用いられ得る。抗ジスフェリン抗体は、タンパ
ク質発現の豊富さ（すなわち量）およびパターンを評価するためにジスフェリンタンパク
質（例えば、細胞溶解物または細胞上清における）を検出するために用い得る。例えば、
ジスフェリノパシーを有する個体において、抗体を用いて血液試料中で検出可能なジスフ
ェリンの量は、ジスフェリノパシーを有さない個体由来の血液試料中で検出された量より
も有意に少ない。いくつかの場合において、ジスフェリノパシーを有する個体由来の血液
試料中でジスフェリン免疫活性は検出されない。抗ジスフェリン抗体は、例えば、所定の
治療養生法の効力を決定するために、臨床試験手順の一部として血液中（例えば、単球）
のジスフェリンタンパク質の量をモニターするために、診断的に用いられ得る。検出は、
検出可能な基質に抗体を連結（すなわち物理的に連結）する（すなわち、抗体標識）こと
によって容易になり得る。検出可能な基質の例としては、様々な酵素、補欠分子族、蛍光
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物質、発光物質、生物発光物質、および放射性物質が挙げられる。適切な酵素の例として
は、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、ま
たはアセチルコリンエステラーゼが挙げられる；適切な補欠分子族複合体としては、スト
レプトアビジン/ビオチンおよびアビジン/ビオチンが挙げられる；適切な蛍光物質の例と
しては、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ロー
ダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシル、緑色蛍光タンパク
質（GFP）、またはフィコエリトリンが挙げられる；発光物質の例は、ルミノール（islum
inol）である；生物発光物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、およびエク
オリンが挙げられる、適切な放射性物質の例としては、125I、131I、35S、または3Hが挙
げられる。
【００４５】
予測医学
　本発明の特定の態様は、診断アッセイ、予後アッセイおよび臨床試験のモニタリングが
、予後（予測）目的のために使用され、それにより個々を治療する、予測医学の分野に関
する。例えば、被験体が障害、ジスフェリノパシーの危険がある（すなわち、かかりやす
い）かどうかを決定し得る。一般に、このような障害は、ジスフェリンポリペプチドをコ
ードする遺伝子における損傷、または誤発現と関連がある。しかしながら、本発明の方法
は、(例えば、ジスフェリン遺伝子以外の遺伝子における欠損による）血液中のジスフェ
リン発現の量が二次的効果となる、障害においてジスフェリンをモニターするためにもま
た有用である。
【００４６】
診断および予後アッセイ
　血液試料（例えば、単球）におけるジスフェリンタンパク質または核酸の存在、レベル
、または非存在は、試験被験体（例えば、LGMDまたはMMといったジスフェリノパシーと推
測される個体）由来の血液サンプルを得、その血液試料を、ジスフェリンタンパク質また
は、ジスフェリンタンパク質もしくはその断片（例えば、ジスフェリンの分解産物）をコ
ードする核酸（例えばmRNA）を検出し得る化合物または薬剤と接触させ、その結果、ジス
フェリンタンパク質または核酸の存在が血液試料において検出されることにより評価され
得る。ジスフェリン遺伝子の発現のレベルは、多くの方法（血液試料中のジスフェリンmR
NAを測定すること、または、血液試料中のジスフェリン遺伝子によりコードされたタンパ
ク質の量を測定することが挙げられるが、これらに限定されない）で測定され得る。この
ような方法は、例えば核酸またはタンパク質の絶対的なレベルまたは相対的なレベルを測
定し得る。細胞内のジスフェリンmRNAのレベルは、インサイチュおよびインビトロの形式
の両方によって決定され得る。
【００４７】
　用語「血液試料」とは、全血液、血清、血漿、特定の細胞型（例えば単球）に対して富
化された試料および、核酸またはタンパク質の検出を高めるために処理されている血球を
含む試料を含む。一般に、血液試料はジスフェリノパシーを有する、または有することが
推測される、個体由来である。この試料はまた、ジスフェリノパシーを有する傾向がある
こと、またはジスフェリノパシーに関連したジスフェリン遺伝子を有することが推測され
る個体（すなわち、個体はジスフェリノパシーに対するキャリアである）由来でもあり得
る。
【００４８】
　ジスフェリンmRNAは、ハイブリダイゼーションまたはサザンもしくはポリメラーゼ連鎖
反応分析、およびプローブアレイを含むが、これらに限定されない、増幅アッセイにおい
て使用され得る。このmRNAは当該分野で公知の方法を用いて単離され得る。一般に、細胞
（例えば、血球）由来のpolyA+ RNAが、このようなアッセイのために使用される。このRN
Aは全血液試料または特定の細胞型（例えば、単球）に対して富化された試料から単離さ
れ得る。mRNAレベルの検出のための１つの診断方法は、単離されたmRNAを目的のmRNAにハ
イブリダイズし得る核酸分子（プローブ）と接触させる工程を含む。この核酸プローブは
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、例えば、全長、一本鎖アンチセンスジスフェリン核酸（例えばGenbank アクセッション
番号、XM 034329（ヒトmRNA)、XM 010780（ヒトmRNA)、NM 003494（ヒトmRNA)、AF 07557
5（ヒトmRNA)、AJ 007973（ヒトゲノムDNA)、およびAF 188290（musmusculus mRNA）のう
ちのいずれか１つの核酸)、またはその部分（例えば、少なくとも15、30、50、100、250
または500ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドおよびジスフェリンmRNAにストリンジェ
ントな条件下で特異的にハイブリダイズするために十分なオリゴヌクレオチド）である。
本発明における使用のための他の適切なプローブとしては、例えば本明細書に記載された
ものが挙げられる。
【００４９】
　１つの形式において、例えば単離されたmRNAをアガロースゲルにおいて泳動し、このmR
NAをゲルからメンブレン（例えば、ニトロセルロース）に転写することにより、mRNA（ま
たはcDNA）が表面に固定され、プローブと接触する。代替の形式において、例えば、二次
元遺伝子チップアレイにおいて、プローブが表面に固定され、mRNA（またはcDNA）はプロ
ーブと接触する。当業者は、公知のmRNA検出方法を、血液試料におけるジスフェリンmRNA
のレベルを検出する際の使用のために適合し得る。
【００５０】
　試料内のジスフェリンmRNAのレベルは、例えばRT-PCR（Mullis,米国特許第4,683,202号
)、リガーゼ連鎖反応（Barany, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193)、自己
継続的な（self-sustained）配列複製(Guatelliら, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
87:1874-1878)、転写増幅系（Kwohら, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177
)、Q-βレプリカーゼ（Lizardiら, 1988, Bio/Technology 6:1197)、ローリングサークル
複製（Lizardiら,米国特許第5,854,033号）または他の核酸増幅方法のいずれかによる核
酸増幅、それに引き続く、当該分野で公知である技術を用いた増幅分子の検出で評価され
得る。適切な条件下および適切な試薬を用いて、このようなプライマーはプライマー間の
ヌクレオチド配列を含む核酸分子の増幅を可能にする。このようなプライマーの例は、WO
 00/11157およびWO 11016に記載される。
【００５１】
　インサイチュ方法のために、血液試料は調製され/処理され、および支持体、典型的に
はスライドガラスの上に固定され得、次いで、ジスフェリンmRNAに対してハイブリダイズ
し得るプローブと接触される。
【００５２】
　別の態様において、この方法は、さらに対照試料をジスフェリンmRNAもしくはcDNAを検
出し得る化合物または薬剤と接触させる工程、および、対照試料中のジスフェリンmRNAま
たはcDNAの存在と試験試料中のジスフェリンmRNAまたはcDNAの存在を比較する工程を含む
。
【００５３】
　多様な方法が、ジスフェリンポリペプチドを検出するために、または試料中に存在する
ジスフェリンタンパク質の量を決定するために使用され得る。本発明のいくつかの局面に
おいて、参考と比較した試験血液試料中のジスフェリンポリペプチドの量が決定される。
参考は、前もって決定された標準量または試験試料と同時に評価される試料（例えば、対
照）であり得る。一般的に、これらの方法は、試料中のタンパク質のレベルを評価するた
めに、抗体など選択的にタンパク質に結合する薬剤を、血液試料と接触させる工程を含む
。本発明のいくつかの態様において、抗体は検出可能なラベルを保有する。抗体はポリク
ローナル、またはより好ましくは、モノクローナルであり得る。インタクトな抗体または
その断片（たとえは、Fab またはF(ab')2）が使用され得る。プローブまたは抗体に関し
て、用語「標識された」とは、検出可能な基質をそのプローブもしくは抗体に結合（すな
わち、物理的に連結）することによるプローブまたは抗体の直接標識、ならびに検出可能
な基質との反応性によるプローブまたは抗体の間接標識を含むと意図される。検出可能な
基質の例は、本明細書中に提供される。
【００５４】
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　この検出方法は、インビトロで血液試料中のジスフェリンタンパク質を検出するために
使用され得る。血液試料中に存在するジスフェリンタンパク質の検出のためのインビトロ
技術としては、酵素免疫測定法（ELISA)、免疫沈降、免疫蛍光、酵素免疫アッセイ（EIA)
、放射性免疫測定（RIA)、およびウエスタンブロット分析が挙げられる。
【００５５】
　この方法はさらに、対照試料を、ジスフェリンタンパク質を検出し得る化合物または薬
剤と接触させる工程、および対照試料におけるジスフェリンタンパク質のレベルを試験試
料中のジスフェリンタンパク質の存在と比較する工程を含み得る。
【００５６】
　本発明はまた、生物学的試料中の、ジスフェリンタンパク質または（of）mRNAの存在を
検出するためのキットを含む。例えば、このキットは生物学的試料におけるジスフェリン
タンパク質もしくはmRNAを検出し得る化合物または薬剤、および任意に標準を含む。この
化合物または薬剤は適切な容器内に梱包され得る。このキットはさらに、血球中のジスフ
ェリンタンパク質または核酸を検出するためのキットを使用するための使用説明書を含み
得る。
【００５７】
　抗体ベースのキットに関して、このキットは：(１）ジスフェリンポリペプチドに結合
する一次抗体（例えば、固体支持体に付着された)；および任意に(２）ジスフェリンまた
は一次抗体のいずれかに結合し、検出可能な薬剤に結合体化された二次の、異なる抗体を
含み得る。任意に、このキットはまた、血液試料を含むのに適切なバイアルおよび本発明
の方法において使用するための使用説明書を含む。
【００５８】
　オリゴヌクレオチドベースのキットに関して、このキットは：(１）ジスフェリンmRNA
に対してハイブリダイズするオリゴヌクレオチド、例えば、検出可能に標識されたオリゴ
ヌクレオチド、または（２）ジスフェリンmRNAに対応する核酸分子を増幅するために有用
な一対のプライマーを含み得る。このキットはまた、緩衝剤、防腐剤、またはタンパク質
安定剤の少なくとも１つを含み得る。このキットはまた、検出可能な薬剤を検出するため
に必要な成分（例えば、酵素または基質）を含み得る。このキットはまた、対照試料（例
えば、ポジティブまたはネガティブ対照試料)、またはアッセイされ試験試料と比較され
得る一連の対照試料を含み得る。キットの各成分は別々の容器内に封入され得、各種容器
の全ては、このキットを使用して実行されたアッセイの結果を判断するための使用説明書
と共に、単独の梱包内にあり得る。
【００５９】
　本明細書中に記載された診断方法は、誤発現、異常なもしくは所望でないジスフェリン
発現に関連した疾患または障害を、有するあるいは発症する危険性のある被験体を同定し
得る。本明細書中に記載された予後アッセイを使用して、被験体がジスフェリノパシーの
症状を発症しそうかどうか、または被験体が、ジスフェリノパシーを治療するために薬剤
（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核酸
、低分子、または他の薬物候補物）を投与され得るかどうかを決定し得る。例えばこのよ
うな方法を使用して、被験者がジスフェリン発現または活性を増加させる薬剤で効果的に
治療され得るかどうかを決定し得る。
【００６０】
　本発明の方法はまた、ジスフェリン遺伝子における遺伝的変化を検出し、それにより変
化した遺伝子を持つ被験体がジスフェリノパシーを発症する危険性があるかどうかを決定
するために使用され得る。この方法は、被験体由来の試料中において、ジスフェリンタン
パク質をコードするmRNAの完全性に影響するもしくはジスフェリン遺伝子の誤発現を引き
起こす変化の少なくとも１つにより特徴づけられる、遺伝的変化の存在または非存在を検
出する工程を含む。例えば、このような遺伝的変化は、１）ジスフェリン遺伝子のmRNA転
写産物のレベルにおける変化、２）ジスフェリン遺伝子のmRNA転写産物の非野生型スプラ
イシングパターンの存在、３）ジスフェリンタンパク質の非野生型レベル、４）ジスフェ
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リンタンパク質の不適切な翻訳後修飾、および ５）ジスフェリン転写産物の配列におけ
る変化、の少なくとも１つの存在を確認することにより検出され得る。このような方法は
当該分野で公知である。
【００６１】
　ジスフェリンmRNAの配列における変化は、ジスフェリン遺伝子において点突然変異を検
出するために特に有用であり得るアンカーPCRもしくはRACE-PCRなどのポリメラーゼ連鎖
反応、または代替としてライゲーション連鎖反応（LCR）において、プローブ/プライマー
を用いず検出され得る。この方法は、被験体由来の血球の試料を回収する工程、試料から
polyA+ RNA（mRNA）を単離する工程、mRNAを、(存在する場合）ジスフェリン配列のハイ
ブリダイゼーションと増幅が起こるような条件下でジスフェリン核酸配列に特異的にハイ
ブリダイズする１つ以上のプライマーと接触させる工程、および増幅産物の存在または非
存在を検出する工程、または増幅産物のサイズを検出し対照試料と長さを比較する工程を
含み得る。PCRおよび/またはLCRは、WO 11157およびWO 11016に記載されているようなジ
スフェリン遺伝子における突然変異を検出するために使用されるいずれかの技術と共に、
予備的な増幅工程として使用されることが所望され得ると予想される。
【００６２】
　代替の増幅方法は、以下を含む : 自己継続的な配列複製（Guatelliら, 1990, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878)、転写増幅系（Kwohら, 1989, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 86:1173-1177)、Q-βレプリカーゼ（Lizardiら, 1988, Bio-Technology 6:1197)
および他の核酸増幅方法、次いで当業者に公知である技術を用いた増幅された分子の検出
。
【００６３】
　別の態様において、血球中のジスフェリンmRNAにおける突然変異は、リボザイム切断パ
ターンにおける変化を検出することにより同定され得る。このような方法において、配列
特異的なリボザイム（例えば米国特許第 5,798,531号を参照のこと）は、リボザイム切断
部位の発生または損失による特異的突然変異の存在を記録するために使用され得る。ある
いは、デオキシリボザイムが使用され得る。
【００６４】
　他の態様において、ジスフェリンにおける遺伝的突然変異は、血球から得られたmRNA試
料（またはcDNA）をプローブ核酸、例えばDNAまたはRNA、に対してハイブリダイズするこ
とにより、例えば二次元アレイ、または、例えばチップベースのアレイにより、同定され
得る。このようなアレイは複数のアドレスを含み、それぞれは他と位置的に区別できる。
異なるプローブは複数の各アドレスに位置する。このアレイは高い密度のアドレスを有し
得る、例えば、数百のまたは数千のオリゴヌクレオチドプローブを含み得る（Croninら, 
1996, Human Mutation 7:244-255；Kozalら, 1996, Nature Medicine 2:753-759)。例え
ば、ジスフェリンmRNAにおける突然変異は、Cloninら, 前出に記載されているように、発
光DNAプローブを含む２次元アレイにおいて同定され得る。端的にいえば、プローブの一
次ハイブリダイゼーションアレイを使用して、連続的な重複したプローブの直線状アレイ
を作製することによって、配列間の塩基変化を同定するため、試料および対照中のRNAの
長い伸長の端から端まで走査し得る。この工程は点突然変異の同定を可能にする。この工
程は、検出される全てのバリアントまたは変異体に対して相補的な、より小さく特殊化し
たプローブアレイを使用することによって、特異的な突然変異の特徴付けを可能にする二
次ハイブリダイゼーションアレイの前である。それぞれの二次ハイブリダイゼーションア
レイは、野生型遺伝子と相補的なものおよび変異体遺伝子と相補的なもう一方の、並行な
プローブのセットで構成される。
【００６５】
　ジスフェリン遺伝子における突然変異を検出するための他の方法としては、ジスフェリ
ノパシーを有すると推測される個体由来の血液試料より得られたmRNAを用いて、切断薬剤
からの保護がRNA/RNAまたはRNA/DNAへテロ二量体（Myersら, 1985, Science 230:1242；C
ottonら, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4397；Saleebaら, 1992, Methods Enzy
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mol. 217:286-295）におけるミスマッチの塩基を検出するために使用される方法が挙げら
れる。
【００６６】
　また別の態様において、このミスマッチ切断反応は、血球の試料より得られたジスフェ
リンcDNAにおける点突然変異の検出およびマッピングのための規定された系において、二
本鎖DNAにおけるミスマッチ塩基対を認識する１つ以上の酵素（従って「DNAミスマッチ修
復」酵素と呼ばれる）を使用する。例えば、E.ColiのmutY酵素はG/AミスマッチにおいてA
を切断し、HeLa細胞由来のチミジンDNAグリコシラーゼはG/TミスマッチにおいてTを切断
する（Hsuら, 1994, Carcinogenesis 15:1657-1662；米国特許第5,459,039号)。
【００６７】
　点突然変異を検出するための他の技術の例としては、例えば血液試料より生成されたcD
NAを使用した、選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増幅、または
選択的プライマー伸長（Saikiら, 1986, Nature 324:163；Saikiら, 1989, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 86:6230）が挙げられるが、これに限定されない。あるいは、選択的PCR
増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術が、本発明と共に使用され得る。血球において
発現されたジスフェリン配列の特異的増幅のためのプライマーとして使用されるオリゴヌ
クレオチドは、分子の中心において（ゆえに増幅はディファレンシャルハイブリダイゼー
ションに依存する）(Gibbsら, 1989, Nucleic Acids Res. 17:2437-2448)、または適切な
条件下で、ミスマッチがポリメラーゼ伸長を防ぎもしくは減少し得る一つのプライマーの
極度な3'末端において（Prossner, 1993, Tibtech 11:238)、目的の突然変異を有し得る
。特定の態様において、増幅はまた、増幅のためのTaqリガーゼを用いて実行され得ると
予想される（Barany, 1991, Proc. Natl. Acad. SciUSA 88:189)。このような場合におい
て、ライゲーションは5'側配列の3'末端において完全な適合がある場合にのみおこり、増
幅の存在または非存在を探すことにより、特異的部位における公知の突然変異の存在を検
出することを可能にしている。
【００６８】
　特異的なジスフェリン突然変異の同定はまた、薬理ゲノム科学の用途において有用であ
り得る。例えば、特定のジスフェリン突然変異、ジスフェリン発現のレベル、またはジス
フェリン発現のパターンはジスフェリノパシーを治療するための治療介入に対する特異的
な応答に関連し得る。従って、ジスフェリンの突然変異、発現のレベル、または発現のパ
ターンの同定は、ジスフェリノパシーを有する個体に対する治療養生法の調整のために有
用であり得る。
【００６９】
　本明細書中に記載された方法は例えば、例えばジスフェリン遺伝子に関連する疾患の症
状または家系病歴を示す患者を診断するための臨床設定において便利に使用され得る、本
明細書中に記載された少なくとも１つのプローブ核酸または抗体試薬を含む前もって梱包
された診断キットを利用することにより、実行され得る。
【実施例】
【００７０】
実施例１：材料および方法
ジスフェリン遺伝子発現の検出
　Qiagen製QIAampblood mini kitを用いて、製品使用説明書に従い、総RNAを全血より単
離した。およそ10igの総RNAを1％ ホルムアルデヒドゲルにおいて分画し、HybondTM N+メ
ンブレン（Amersham）に転写した。Genbankアクセッション番号AF 075575におけるジスフ
ェリンcDNA配列のヌクレオチド5364-5732に対応する標識プローブを用いて、標準のプロ
トコルに従い、ハイブリダイゼーションを65℃で実行した。メンブレンを65℃で2×SSC、
0.1％ SDS中で15分間洗浄し、次いで1×SSC、0.1％ SDSおよび0.2×SSC、0.1％ SDS中で1
5分間、それぞれ洗浄した。
【００７１】
　試験血液試料中のジスフェリン遺伝子発現を検出するためにこのような方法を使用し得
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る。
【００７２】
末梢血単核細胞の単離と免疫ブロット分析
　製品使用説明書（Amersham）に従い、FicollTM-Paque勾配遠心分離により、末梢血単核
細胞（PBMC;単球）を、患者および健常対照の全血より単離した。PBMCをリン酸緩衝生理
食塩水（PBS）中で2回洗浄し、10倍容量のタンパク質抽出バッファー、M-PER（Pierce, R
ockford, IL）中で溶解した。この試料を遠心（約18,000×gで10分間）し、細胞残屑をペ
レット化し、上清をジスフェリンのSDS-PAGE分析のために使用した。およそ20μgのタン
パク質を、4～15％の勾配SDS-PAGEゲルにおいて分離した。免疫ブロッティングを、１次
抗ジスフェリンモノクローナル抗体（NCL-Hamlet, Novacastra, UKから得た）を1:300希
釈で用いて、標準的な方法に従って実行した。免疫反応性結合を、ECL chemiluminescenc
e system（Amersham）を用いて検出した。
【００７３】
CD14-ポジティブおよび-ネガティブ細胞集合へのPBMCの分離
　どの血球型がジスフェリンを発現するかを決定する実験のため、CD14(+)およびCD14(-)
血球を分離した。PBMC（およそ10７細胞）を20μlのCD14抗体コーティングマイクロビー
ズと混合し、6～12℃で30分間、インキュベートした。非結合細胞を、過剰のPBSバッファ
ー中で細胞を洗浄し、次いで300×gで10分間遠心することにより取り除いた。この細胞ペ
レットを、製品使用説明書に従ったMACS（磁性細胞選別/分離）装置 Milteny Biotec, Ge
rmany）における分離前に、2×108 細胞/mlの濃度になるようにPBS中に再懸濁した。
【００７４】
免疫細胞化学
　免疫細胞化学を使用し、血球中のジスフェリンタンパク質発現をアッセイした。PBMCを
、Cytospintm（Shandon,UK）遠心分離機を用いて顕微鏡スライド上にかけた。この細胞を
次いで、氷上において10分間、アセトン中で固定した。免疫細胞化学のために、このスラ
イドを0.5％ BSAおよび5％正常ヤギ血清を含むPBS（リン酸緩衝生理食塩水）中でプレイ
ンキュベートした。この切片を次いで室温で一時間、5％正常血清を含むPBSに1:20に希釈
したNCL-Hamlet（Novacastra, UK）とインキュベートした。このスライドを次いでPBS中
で2回（各5分）洗浄した。抗体の検出を、標準技術を用いて行なった。洗浄したスライド
を、製品使用説明書に従って、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識二次抗体（Jackson Immu
noresearch, PA）中でインキュベートし、スライドをジアミノベンジジン（diaminobenzi
dine）使用およびABC染色キット（Vector labs, CA）中でインキュベートすることにより
可視化した。
【００７５】
実施例２：末梢血単核細胞（PBMC）におけるジスフェリン発現の検出
　ジスフェリノパシーのための非筋肉診断アッセイを展開するための最初の工程として、
健常個体の血球におけるジスフェリン遺伝子発現をノーザンブロット分析により試験した
。ジスフェリン転写産物に対応する、弱いが明確な約7.5 kbのバンドを、末梢血球および
骨格筋から単離した総RNAにおいて検出した（図１Ａ)。1レーンあたりおよそ10μgのRNA
を積載した。およそ4.5 kbおよび2.0 kb、より小さい転写産物をもまた、末梢血球におい
て検出し、組織特異的なスプライスバリアントの存在を示唆する。これらのデータは、血
球中にジスフェリン遺伝子発現があることを実証する。従ってジスフェリン発現をアッセ
イする方法として、例えば個体がジスフェリノパシーを有するかどうかを決定するため、
ノーザンブロット分析を使用し得る。
【００７６】
　血球においてジスフェリンタンパク質が発現しているかどうかを決定するために、白血
球（WBC)、末梢血単核細胞（PBMC)、脳および骨格筋由来の総タンパク質のウエスタンブ
ロットを、実施例１に記載したように、抗ジスフェリンモノクローナル抗体（NCL-Hamlet
）を用いてスクリーニングした。ジスフェリンタンパク質に対応するおよそ230 kDaの顕
著なバンドを、PBMC、骨格筋、および脳で検出したが、試料における総WBCタンパク質で
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１Ｂ)。PBMCは主にリンパ球および単球から成るので、この結果はこれらの細胞型におい
てジスフェリンが発現することを示唆する。これらのデータは、ジスフェリンタンパク質
が少なくとも血球の部分集合において発現することを実証する。ジスフェリンのための免
疫細胞化学ベースアッセイにおいて、アッセイの感度を増加するために、PBMC（単球）に
対して富化されている血液試料を使用することが一般的に好ましい。
【００７７】
実施例３：PBMCにおけるジスフェリン発現の免疫細胞化学分析
　ジスフェリンを発現する細胞型を更に規定するために、PBMCをCD14抗体でコーティング
した磁性ビーズを用いてCD14-ポジティブおよび-ネガティブ細胞に分離した。CD14は単球
の特異的マーカーであるので、このアプローチはPBMCにおける二つの主要な細胞型を識別
する。図１ＣおよびＤに示される通り、免疫細胞化学分析はCD14(+)細胞におけるジスフ
ェリン染色を示したが、CD(-)細胞においては示さなかった。この結果を、ウエスタンブ
ロット分析によりにより確認した（図１Ｅ)。まとめると、これらの知見は、血液におけ
るジスフェリン発現は主に単球においてであることを示す。単球は総WBCの3～7％のみを
構成し、その結果ジスフェリンはWBCにおける総タンパク質の比較的少量を構成するので
、WBCにおける検出可能なジスフェリンタンパク質発現の欠如がおこりやすい。
【００７８】
実施例４：PBMCにおけるジスフェリン発現の診断用途
　ジスフェリノパシーのための血液ベース診断アッセイの正確性を評価するために、LGMD
 2BまたはMMと診断されていた12人の患者におけるPBMCおよび骨格筋におけるジスフェリ
ン発現の比較を行った。患者についてのウエスタンブロッティングにより、骨格筋におけ
るジスフェリン欠損を確認した。PBMCの免疫ブロット分析は、対照においてジスフェリン
反応性を示した（試験した6人中6人）が、患者から得られた12の血液試料のいずれにおい
ても、ジスフェリンを検出せず（図２、表１)、PBMCおよび骨格筋におけるジスフェリン
発現間に優れた相関があることを示唆している。これらのデータは、ジスフェリノパシー
を診断するために血液ベースアッセイを使用し得ることを実証する。
【００７９】
　常に速やかに試料を処理し得ないので、ジスフェリンタンパク質の安定性における血液
試料の遅延した処理の影響をまた、上記したノーザンブロット分析を用いて試験した。抜
き取り36時間以内に処理された血液試料はジスフェリン分解の証拠を示さなかったが、一
方、48時間放置した試料においては軽微な分解を観察し得る（図２)。24時間以上放置し
た対照試料において約55 kDaの低いバンドを検出したが、6時間経った試料においては検
出しなかった（図２)。これは、対象のみに存在するが、患者試料においては存在しない
ので、55 kDaのタンパク質が部分的に分解されたジスフェリン産物であることを示唆する
。一般的に、ジスフェリン欠損の診断指標として全長ジスフェリンタンパク質を使用する
。
【００８０】
　本発明の多数の態様を記載している。それでもなお、本発明の趣旨および範囲から逸脱
すること無く、様々な変更がされ得ることが理解される。従って、他の態様は以下の特許
請求の範囲内である。
【００８１】
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【表１】

【図面の簡単な説明】
【００８２】
【図１Ａ】図１Ａは、ジスフェリンcDNAのヌクレオチド5364-5732に対応するプローブを
用いた、正常個体由来の末梢血単核細胞におけるジスフェリン遺伝子の発現を示すノーザ
ンブロットの結果を示す。
【図１Ｂ】図１Ｂは、NCL-Hamletモノクローナル抗体を用いた、複数の組織におけるジス
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フェリンタンパク質の発現を示すウエスタンブロットの結果を示す。ポジティブ対照には
、マウスおよびヒト由来の骨格筋および脳組織が含まれる。
【図１Ｃ】図１Ｃは、CD14-ネガティブ細胞におけるジスフェリン発現の免疫細胞化学分
析の結果を示す。
【図１Ｄ】図１Ｄは、CD14-ポジティブ細胞におけるジスフェリン発現の免疫細胞化学分
析の結果を示す。
【図１Ｅ】図１Ｅは、CD14-ポジティブ細胞（レーン1）およびCD14-ネガティブ細胞（レ
ーン2）におけるジスフェリン発現のウエスタンブロット分析の結果を示す。両方の調製
物において、42 kDAのアクチン抗原イムノブロットをポジティブ対照として取り扱った（
レーン1およびレーン2、下のパネル)。
【図２】図２は、健常対照ミヨシミオパシー患者由来のPBMCにおけるジスフェリン発現の
免疫細胞化学分析の結果を示す。レーン1、2、3、7および8は、正常な健常対照由来の末
梢血単細胞（PBMC）を含み、レーン4、5および6（それぞれ、RB 2329、RB3533およびRB20
79）はMM患者由来のものである（患者の遺伝子型の詳細は表1を参照)。ジスフェリンタン
パク質の安定性に対する血液試料の処理の遅れの影響は、イムノブロット分析のための処
理前に48時間（レーン1)、36時間（レーン2)、24時間（レーン3および7）ならびに6時間
（レーン8）放置した試料を比較することにより示され得る。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図１Ｄ】

【図１Ｅ】

【図２】
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摘要(译)

在血液中表达Dysferlin，而且个人缺乏肌肉dysferlin，CD14（+）缺乏
dysferlin已发现也细胞。基于这些发现，其描述了使用基于血液的测试和
这样的测试对于dysferlin表达的。
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