
(57)【要約】
本発明は、成人型ラクターゼ欠乏症の一因となる、または成人型ラクターゼ欠乏症を示す
、腸内ラクターゼ・フロリジン加水分解酵素（ＬＰＨ）遺伝子の５’部分を含む核酸分子
であって、（ａ）配列番号１の核酸配列を有する、または含む核酸分子であって、配列番
号１のその配列が、図 4にも図示され、図８に図示される配列中にも含まれる核酸分子；
（ｂ）配列番号２の核酸配列を有する、または含む核酸分子であって、配列番号２のその
配列が、図 5にも図示され、図９に図示される配列中にも含まれる核酸分子；（ｃ）その
相補鎖が（ａ）または（ｂ）の核酸分子と厳密な条件下にてハイブリダイズする、少なく
とも２０ヌクレオチドの核酸分子であって、前記ポリヌクレオチド／核酸分子が、ＬＰＨ
遺伝子から－１３９１０  ５’位に相当する位置にシトシン残基を有する核酸分子；（ｄ
）その相補鎖が（ａ）または（ｂ）の核酸分子と厳密な条件下にてハイブリダイズする、
少なくとも２０ヌクレオチドの核酸分子であって、前記ポリヌクレオチド／核酸分子が、
ＬＰＨ遺伝子から－２２０１８  ５’位に相当する位置にグアニン残基を有する核酸分子
；からなる群から選択される、核酸分子に関する。本発明はさらに、上述の核酸分子に含
まれるＳＮＰの解析に基づく、成人型ラクターゼ欠乏症の存在または素因について試験す
る方法に関する。さらに、本発明は、成人型ラクターゼ欠乏症の存在または素因の検出に
有用な診断組成物およびキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 を 示 す 、 腸 内 ラ ク
タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ） 遺 伝 子 の ５ ’ 部 分 を 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、
（ ａ ） 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ の そ の
配 列 が 、 図 4に も 図 示 さ れ 、 図 ８ に 図 示 さ れ る 配 列 中 に も 含 ま れ る 核 酸 分 子 ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ の そ の
配 列 が 、 図 5に も 図 示 さ れ 、 図 ９ に 図 示 さ れ る 配 列 中 に も 含 ま れ る 核 酸 分 子 ；
（ ｃ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 厳 密 な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 核 酸 分 子
が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － １ ３ ９ １ ０  ５ ’ 位 に 相 当 す る 位 置 に シ ト シ ン 残 基 を 有 す る 核 酸
分 子 ；
（ ｄ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 厳 密 な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 核 酸 分 子
が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － ２ ２ ０ １ ８  ５ ’ 位 に 相 当 す る 位 置 に グ ア ニ ン 残 基 を 有 す る 核 酸
分 子 ； か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
腸 内 ラ ク タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ） 遺 伝 子 の ５ ’ 部 分 を 含 む 核 酸 分 子 で
あ っ て 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ３ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ３ の そ の
配 列 が 、 図 ６ に 図 示 さ れ る 核 酸 分 子 ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ４ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ４ の そ の
配 列 が 、 図 ７ に も 図 示 さ れ る 核 酸 分 子 ；
（ ｃ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 厳 密 な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 核 酸 分 子 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － １ ３ ９ １
０ 位 に 相 当 す る 位 置 に チ ミ ジ ン 残 基 を 有 す る 核 酸 分 子 ；
（ ｄ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 厳 密 な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 核 酸 分 子 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － ２ ２ ０ １
８ 位 に 相 当 す る 位 置 に ア デ ノ シ ン 残 基 を 有 す る 核 酸 分 子 ； か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 核
酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が 遺 伝 子 の 一 部 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
少 な く と も １ ４ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子
の 断 片 で あ っ て 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 － ２
２ ０ １ ８ を 含 む 、 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ お よ び ３ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ２ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ お よ び ３ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ２ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 － ２ ２ ０ １ ８ を 含 む 、
請 求 項 １ お よ び ３ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と 、 ま た は そ の 相 補 鎖 と 、 厳 密
な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 。
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【 請 求 項 １ １ 】
Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 － ２ ２ ０ １ ８ を 含 む 、
請 求 項 ２ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と 、 ま た は そ の 相 補 鎖 と 、 厳 密 な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 、 非 ヒ ト 宿 主 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 、 非 ヒ ト 宿 主 。
【 請 求 項 １ ４ 】
細 菌 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 遺 伝 子 導 入 動 物 ま た は
遺 伝 子 導 入 植 物 で あ る 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト 宿 主 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ お よ び ３ か ら ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 野 生 型 核 酸 分 子 と は 特 異 的 に 結 合 す る が
、 対 応 す る 野 生 型 核 酸 分 子 と は 特 異 的 に 結 合 し な い 、 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー
ジ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 ２ か ら ５ お よ び ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 野 生 型 核 酸 分 子 と は 特 異 的 に 結 合 す る が
、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 を 示 す 、 対 応 す
る 変 異 配 列 と は 特 異 的 に 結 合 し な い 、 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 ２ 、 ３ 、 ４ に 記 載 の 野 生 型 核 酸 分 子 ま た は 請 求 項 ９ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 、 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の ベ ク タ ー 、
請 求 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 １
５ ま た は １ ６ に 記 載 の 抗 体 ア プ タ マ ー お よ び ／ ま た は フ ァ ー ジ を 含 む 、 診 断 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 も し く は そ れ に 関 連 す る 形 質 の 存 在 ま た は 素 因 に つ い て 試 験 す る
方 法 で あ っ て 、 ホ モ 接 合 ま た は ヘ テ ロ 接 合 の 状 態 に お け る 、 請 求 項 １ お よ び ３ か ら ６ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 に 関 し て 、 か か る 素 因 を 保 有 す る 将 来 の 患 者 ま た は か
か る 素 因 を 保 有 す る 疑 い の あ る ヒ ト か ら 採 取 さ れ た 試 料 を 試 験 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 も し く は そ れ に 関 連 す る 形 質 の 存 在 ま た は 素 因 に つ い て 試 験 す る
方 法 で あ っ て 、 ホ モ 接 合 ま た は ヘ テ ロ 接 合 の 状 態 に お け る 、 請 求 項 ２ か ら ５ お よ び ７ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 に 関 し て 、 か か る 素 因 を 保 有 す る 将 来 の 患 者 ま た は か
か る 素 因 を 保 有 す る 疑 い の あ る ヒ ト か ら 採 取 さ れ た 試 料 を 試 験 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 試 験 が 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 を 示
す 核 酸 分 子 に 相 補 的 な 請 求 項 ６ に 記 載 の 相 補 的 核 酸 分 子 、 ま た は プ ロ ー ブ と し て の 野 生 型
配 列 に 相 補 的 な 請 求 項 ７ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 、 厳 密 な 条 件 下 に て 前 記 試 料 に 含 ま れ る 核 酸
分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 段 階 と 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 段 階 と を 含
む 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 産 物 を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る か 、 ま た は 前 記
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 産 物 を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い た 消 化 に か け る 段 階 と 、
前 記 消 化 の 産 物 を 分 析 す る 段 階 と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ １ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
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前 記 試 験 が 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 の 少 な く と も 一 部 の 核 酸 配
列 を 決 定 す る 段 階 を 含 み 、 前 記 部 分 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０ お よ
び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 － ２ ２ ０ １ ８ を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
核 酸 配 列 の 前 記 決 定 が 、 固 相 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ （ minisequencing） に よ っ て 行 わ れ る 、
請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 核 酸 配 列 を 決 定 す る 前 に 、 前 記 核 酸 分 子 の 少 な く と も 前 記 一 部 を 増 幅 す る 段 階 を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 試 験 が 、 増 幅 反 応 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 前 記 増 幅 反 応 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー の 少 な
く と も １ つ が 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の プ ラ イ マ ー で あ る か 、 ま た は 請 求 項 １ ０ に 記 載 の プ ラ
イ マ ー 対 に 属 す る 段 階 と 、 増 幅 産 物 を ア ッ セ イ す る 段 階 と を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 試 験 が 、 増 幅 反 応 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 前 記 増 幅 反 応 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー の 少 な
く と も １ つ が 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の プ ラ イ マ ー で あ る か 、 ま た は 請 求 項 １ １ に 記 載 の プ ラ
イ マ ー 対 に 属 す る 段 階 と 、 増 幅 産 物 を ア ッ セ イ す る 段 階 と を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 増 幅 が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 行 わ れ る か 、 ま た は 前 記 増 幅 が ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） で あ る 、 請 求 項 ２ ６ か ら ２ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 存 在 ま た は 素 因 に つ い て 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト か ら 採 取
さ れ た 試 料 を 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ へ の 特 異 的 結 合
に つ い て ア ッ セ イ す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 存 在 ま た は 素 因 に つ い て 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト か ら 採 取
さ れ た 試 料 を 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ へ の 特 異 的 結 合
に つ い て ア ッ セ イ す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 試 験 が イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 、 請 求 項 ３ ０ か ら ３ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 胎 児 組 織 、 唾 液 、 尿 、 粘 膜 組 織 、 粘 液 、 膣 組 織 、 膣 か ら
採 取 さ れ る 胎 児 組 織 、 皮 膚 、 毛 、 毛 嚢 ま た は 他 の ヒ ト 組 織 で あ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ３ ３ の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 試 料 か ら の 前 記 核 酸 分 子 が 、 固 体 担 体 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ３ ４ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 方 法
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 固 体 担 体 が 、 チ ッ プ 、 シ リ カ ウ エ ハ ー 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ
る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 存 在 ま た は 素 因 を 解 析 す る た め の 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
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請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の プ ラ イ
マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の ベ ク タ ー 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 １
５ ま た は １ ６ に 記 載 の 抗 体 ア プ タ マ ー お よ び ／ ま た は フ ァ ー ジ を １ つ ま た は 複 数 の 容 器 内
に 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
遺 伝 子 治 療 に お け る 、 請 求 項 ２ か ら ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 ま た は 請 求 項 ７ に
記 載 の ベ ク タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 遺 伝 子 治 療 に よ っ て 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 が 治 療 ま た は 予 防 さ れ る 、 請 求 項 ３ ９
に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 （ adult-type hypolactasia） の 一 因 と な る 、 ま た は
そ れ を 示 す 、 腸 内 ラ ク タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ） 遺 伝 子 の ５ ’ 部 分 を 含
む 核 酸 分 子 に 関 し 、 前 記 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む
核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ の そ の 配 列 が 、 図 4に も 図 示 さ れ 、 図 ８ に 図 示 さ れ る 配 列
中 に も 含 ま れ る 核 酸 分 子 ； （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸 分 子 で
あ っ て 、 配 列 番 号 ２ の そ の 配 列 が 、 図 5に も 図 示 さ れ 、 図 ９ に 図 示 さ れ る 配 列 中 に も 含 ま
れ る 核 酸 分 子 ； （ ｃ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 、 厳 密 な 条 件 下 に て
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ／ 核 酸 分 子 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － １ ３ ９ １ ０  ５ ’ 位 に 相 当 す る 位 置 に シ ト シ ン
残 基 を 有 す る 核 酸 分 子 ； （ ｄ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 、 厳 密 な 条
件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 核 酸 分 子 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － ２ ２ ０ １ ８  ５ ’ 位 に 相 当 す る 位 置 に
グ ア ニ ン 残 基 を 有 す る 核 酸 分 子 ； か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 成 人 型 ラ
ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 存 在 、 ま た は そ の 素 因 に つ い て 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 の 核 酸 分 子
に 含 ま れ る Ｓ Ｎ Ｐ の 解 析 に 基 づ く 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠
乏 症 の 存 在 、 ま た は そ の 素 因 の 検 出 に 有 用 な 診 断 組 成 物 お よ び 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
様 々 な 試 料 が 本 明 細 書 を 通 じ て 記 載 さ れ て い る 。 製 造 元 の マ ニ ュ ア ル お よ び カ タ ロ グ を 含
む 、 こ れ ら の 試 料 の 開 示 内 容 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
腸 内 上 皮 細 胞 に よ っ て 主 に 発 現 さ れ る 、 ラ ク タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ）
は 、 ラ ク ト ー ス 、 乳 糖 を グ ル コ ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス 1 に 加 水 分 解 す る 。 ラ ク ト ー ス が
も は や 食 事 の 必 須 成 分 で は な い 場 合 、 Ｌ Ｐ Ｈ 酵 素 の 発 現 は 、 哺 乳 動 物 に お い て 離 乳 期 間 に
非 常 に 低 い レ ベ ル に 劇 的 に 低 下 す る 。 ヒ ト に お い て は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 ま た は ラ
ク タ ー ゼ 非 存 続 （ lactase non-persistence） と し て 知 ら れ る 状 態 は 、 ほ と ん ど の 人 種 に
発 生 し 、 乳 糖 不 耐 症 の た め に 、 成 人 間 で の 新 鮮 な 乳 の 使 用 を 厳 し く 制 限 す る も の で あ る 。
ラ ク タ ー ゼ 非 存 続 状 態 の 発 症 年 齢 は 、 タ イ 人 に お け る １ ～ ２ 歳 か ら 、 フ ィ ン ラ ン ド 人 中 の
１ ０ ～ ２ ０ 歳 ま で の 範 囲 に わ た り 、 人 種 間 で 異 な る 2 ～ 3 。 し か し な が ら 、 北 欧 人 種 お よ び
他 の 数 種 の 人 種 群 に お い て は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 活 性 は 、 成 人 の 大 部 分 で 一 生 を 通 し て ラ ク タ ー ゼ 存
続 と し て 知 ら れ る 状 態 を 持 続 す る 。 そ の 表 現 型 ラ ク タ ー ゼ 存 続 ／ 非 存 続 は 、 遺 伝 的 に 決 定
さ れ る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ の 存 続 状 態 は 、 非 存 続 性 状 態 4 ～ 6 と 比 較 し て 優 性 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 現 況 技 術 の 診 断 は 、 乳 糖 負 荷 試 験 （ Ｌ Ｔ Ｔ ） に 基 づ く 。 一 晩 （
１ ０ 時 間 ） 絶 食 さ せ た 後 、 ラ ク ト ー ス １ ｇ ／ ｋ ｇ を １ ２ ． ５ ％ 溶 液 と し て 投 与 す る 。 最 大
投 与 量 は ５ ０ ｇ で あ る 。 ラ ク ト ー ス 摂 取 前 お よ び ラ ク ト ー ス を 摂 取 し て ２ ０ 分 お よ び ３ ０
分 後 に 、 毛 細 管 血 試 料 を 採 取 す る 。 そ の グ ル コ ー ス 濃 度 は 、 グ ル コ ー ス オ キ シ タ ー ゼ 法 に
よ っ て 決 定 さ れ る （ イ ェ ル ム （ Hjelm） お よ び デ ・ ベ ル デ ィ エ （ de Verdier） 1963)。 Ｌ Ｔ
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Ｔ の 日 の 腹 部 症 状 を 記 録 す る 。 １ ． １ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ ｌ 以 上 の 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 の 最 高 上 昇
が 、 吸 収 不 良 の 徴 候 と さ れ る (ガ ッ ド マ ン （ Gudman） -ホ イ ヤ ー （ Hoyer） お よ び ハ ル マ ン
（ Harnum） 1968,ジ ュ ッ シ ラ （ Jussila） 1970,サ ヒ （ Sahi） 1972)。 Ｌ Ｌ Ｔ は 、 偽 陽 性 お よ
び 偽 陰 性 診 断 の リ ス ク を １ ０ ％ 有 し 、 つ ま り 、 Ｌ Ｔ Ｔ の 感 受 性 お よ び 特 異 性 は 約 ９ ０ ％ で
あ る （ イ ソ コ ス キ ー （ Isokoski） ら . 1972, ニ ュ ー カ マ ー （ Newcomer） ら . 1975, Sahi 1
983)。 肝 臓 に お け る ガ ラ ク ト ー ス の 代 謝 を 阻 害 す る エ タ ノ ー ル ０ ． ３ ｇ ／ ｋ ｇ を 投 与 し (T
ygstrup お よ び Lundqvist 1962)、 １ ２ ． ５ ％ 溶 液 で ラ ク ト ー ス １ ｇ ／ ｋ ｇ を １ ５ 分 後 に
投 与 す る こ と に よ っ て 、 Ｌ Ｌ Ｔ の 精 度 を 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
最 初 の 、 ま た は 繰 り 返 し 行 わ れ た Ｌ Ｔ Ｔ に お け る ０ ． ２ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｍ ｌ 未 満 の 最 高 上 昇
を 有 す る 小 児 は 、 胃 内 視 鏡 に よ っ て 行 わ れ る 小 腸 生 検 に 送 ら れ る 。 こ れ は 、 専 門 知 識 が 必
要 と さ れ る 観 血 的 手 順 で あ り 、 通 常 、 胃 腸 病 学 の 専 門 家 に よ っ て の み 大 学 病 院 で 行 わ れ て
い る 。 生 検 試 料 は 、 解 剖 顕 微 鏡 を 用 い て 組 織 学 的 に 検 査 さ れ 、 粘 膜 の マ ル タ ー ゼ 、 ス ク ラ
ー ゼ お よ び ラ ク タ ー ゼ 活 性 が 決 定 さ れ る (ラ ウ ニ ア ラ （ Launiala） ら . 1964)。 小 児 に お け
る ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 診 断 は 、 腸 内 生 検 の 組 織 構 造 が 正 常 で あ り 、 ラ ク タ ー ゼ 活 性 が タ ン
パ ク 質 ２ ０ Ｕ ／ ｇ 未 満 で あ り 、 ラ ク タ ー ゼ /ス ク ラ ー ゼ 比 ０ ． ３ ０ 未 満 で あ れ ば 、 あ る い
は 、 エ タ ノ ー ル 投 与 を 用 い た Ｌ Ｔ Ｔ に お い て は 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｍ ｌ 未 満 の 血 中 グ ル コ
ー ス 濃 度 の 最 高 上 昇 お よ び ５ ｍ ｇ ／ １ ０ ０ ｍ ｌ 未 満 の 血 中 ガ ラ ク ト ー ス 濃 度 の 最 高 上 昇 （
サ ヒ （ Sahi） ら , 1972)が 示 さ れ れ ば 、 正 し い と さ れ る 。 上 述 の よ う に 、 成 人 型 ラ ク タ ー
ゼ 欠 乏 症 を 診 断 す る 現 在 の 方 法 は 手 間 が か か る 。 Ｌ Ｔ Ｔ は 不 正 確 で あ り 、 し た が っ て 、 診
断 が 確 定 さ れ る 前 に 、 観 血 的 手 順 、 胃 鏡 検 査 が 必 要 で あ る 。 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 は 一
般 的 で あ り 、 非 特 異 的 な 腹 部 症 状 （ 患 者 の ３ 分 の １ が 胃 痛 を 訴 え る ） の 主 な 原 因 で あ る こ
と か ら 、 こ の 一 般 的 な 健 康 上 の 問 題 の 診 断 法 を 改 善 す る こ と が 明 ら か に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
そ れ に も か か わ ら ず 、 今 ま で に 取 り 扱 い 易 く 、 そ れ と 同 時 に 、 迅 速 か つ 正 確 な 結 果 が 得 ら
れ る 生 化 学 的 試 験 法 は 開 発 さ れ て い な か っ た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ／ 発 現 レ ベ ル で の 疾 患 原 因 の
解 明 も 同 様 に 成 功 し て い な い 。 こ の よ う に 、 成 人 に お け る Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 お よ
び プ ロ モ ー タ ー 領 域 の シ ー ケ ン シ ン グ に よ っ て 、 ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 ／ 非 存 続 性 と 相 関 す る
Ｄ Ｎ Ａ 変 異 は 明 ら か に さ れ て お ら ず 、 こ の 形 質 7 ～ 8 と 関 連 す る ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト ま た
は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 編 集 バ リ ア ン ト の 証 拠 も 現 れ て い な い 。 ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 ／ 非 存 続 性 の 形 質 が
、 ラ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 内 に あ る 、 ま た は ラ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 に 隣 接 す る シ ス 作 用 要 素 （ １ つ ま
た は 複 数 ） に よ っ て お そ ら く 制 御 さ れ る こ と が 、 以 前 の 研 究 に よ っ て 示 さ れ て お り 、 強 い
連 鎖 不 平 衡 （ Ｌ Ｄ ） が 、 ラ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 に わ た る ７ ０ ｋ ｂ ハ プ ロ タ イ プ 全 体 に 認 め ら れ
て い る 9 , 1 0 。 い く つ か の 研 究 に よ っ て 、 転 写 調 節 レ ベ ル で Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 発 現 の 主 要 な 制 御
が 働 く と い う 証 明 が 報 告 さ れ て い る 1 1 ～ 1 3 。 し か し な が ら 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 の 転 写 お
よ び 転 写 後 制 御 の 両 方 に 影 響 を 及 ぼ す 変 異 が 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 病 因 に 関 係 す る
こ と が 示 唆 さ れ て い る 1 4 ～ 1 5 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
上 記 の 事 項 を 考 慮 す る と 、 本 発 明 の 根 底 に あ る 技 術 的 課 題 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 、
ま た は こ の 疾 患 に 対 す る 素 因 の 正 確 か つ 簡 便 な 診 断 を 可 能 に す る 、 手 段 お よ び 方 法 を 提 供
す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
前 記 技 術 的 課 題 の 解 決 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 特 徴 付 け ら れ る 実 施 形 態 に よ っ て 達 成
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は そ れ を 示 す 、 腸 内
ラ ク タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ） 遺 伝 子 の ５ ’ 部 分 を 含 む 核 酸 分 子 に 関 す
る も の で あ り 、 前 記 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸
分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ の 配 列 が 、 図 4に も 図 示 さ れ 、 図 ８ に 図 示 さ れ る 配 列 中 に も 含
ま れ る 核 酸 分 子 ； （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、
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配 列 番 号 ２ の そ の 配 列 が 、 図 5に も 図 示 さ れ 、 図 ９ に 図 示 さ れ る 配 列 中 に も 含 ま れ る 核 酸
分 子 ； （ ｃ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 、 厳 密 な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／
核 酸 分 子 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － １ ３ ９ １ ０  ５ ’ 位 に 相 当 す る 位 置 に シ ト シ ン 残 基 を 有
す る 核 酸 分 子 ； （ ｄ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 、 厳 密 な 条 件 下 に て
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ／ 核 酸 分 子 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － ２ ２ ０ １ ８  ５ ’ 位 に 相 当 す る 位 置 に グ ア ニ ン
残 基 を 有 す る 核 酸 分 子 ； か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 に 従 っ て 、 「 腸 内 ラ ク タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ） 遺 伝 子 」 と い う
用 語 は 、 ラ ク ト ー ス を 、 そ の 成 分 、 グ ル コ ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス に 加 水 分 解 す る 活 性 を
有 す る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 そ の 酵 素 は 、 Ｅ ． Ｃ ． ３ ． ２ ． １ ． ２ ３ ． ６
２ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
「 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 」 と い う 用 語 は 、 全 世 界 の 人 種 に か な り の 割 合 で 、 腸 内 細 胞 に
お け る ラ ク タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ） の 酵 素 活 性 の 「 生 理 学 的 」 減 少 か
ら 起 こ る 常 染 色 体 劣 性 症 状 で あ り 、 乳 糖 不 耐 症 と し て も 知 ら れ る 症 状 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
「 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は そ れ を 示 す 」 と い う 用 語 は 、 Ｓ Ｎ Ｐ 、 お
よ び こ の よ う に 見 出 さ れ た 対 応 す る 核 酸 分 子 が そ の 症 状 を 指 し 示 し 、 し た が っ て 、 も し か
す る と 原 因 に も な り 得 る と い う 事 実 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 こ の 用 語 に は 、 記 載 の ５ ’
位 置 が 症 状 を 指 し 示 す と い う こ と が 必 然 的 に 必 要 と さ れ る 。 一 方 、 前 記 用 語 に は 、 ５ ’ 位
置 が 症 状 の 原 因 で あ る か 、 ま た は 一 因 で あ る と い う こ と は 必 ず し も 必 要 で は な い 。 し か し
、 前 記 用 語 か ら 、 い ず れ か の Ｓ Ｎ Ｐ ま た は 両 方 の Ｓ Ｎ Ｐ の 原 因 と な る 、 ま た は 一 因 と な る
役 割 は 除 外 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
「 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い う 言 葉 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る が 、 ま
た は 従 来 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 当 業 者 に よ っ て 確 立 す る こ と が で き る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 を 意 味 す る 。 最 も 有 利 な こ と に は 、 そ の 言 葉 は 、 非 常 に 厳 密 な 条 件 を 意 味 す る
。 各 配 列 に 、 適 し た 、 厳 密 な 条 件 は 、 温 度 、 核 酸 分 子 の 組 成 、 塩 の 条 件 等 の よ く 知 ら れ て
い る パ ラ メ ー タ ー に 基 づ い て 確 立 さ れ る ： 例 え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク (Sambrook） ら , "Molecu
lar Cloning, A Laboratory Manual"; CSH Press, Cold Spring Harbor, 1989ま た は ヒ ギ
ン ズ （ Higgins） お よ び ヘ イ ム ズ （ Hames） (編 集 者 )， "Nucleic acid hybridization, a p
ractical approach", IRL Press, Oxford 1985 （ 参 考 文 献 ５ ４ ） 、 特 に ブ リ テ ン （ Britt
en） & デ ビ ッ ド ソ ン （ Davidson） に よ る  "Hybridization Strategy"の ３ ～ １ ５ 章 を 参 照
の こ と 。 通 常 の （ 非 常 に 厳 密 な ） 条 件 は 、 ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ６ ５
℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ４ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 中 で ４ ２ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 。 通 常 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に
は 洗 浄 し て 、 非 特 異 的 シ グ ナ ル を 除 去 す る 。 洗 浄 条 件 と し て は 、 ６ ５ ℃ 、 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ
お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ま た は ２ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ま た は ０ ． ３ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ
び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ （ ２ ５ ～ ６ ５ ℃ に て ） な ど の 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る （ hybridizing） 核 酸 分 子 に 関 す る ； 上 記 の （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） を 参 照 の こ と
。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ５ ０ 、 少 な く と も １ ０ ０ 、 少 な く と も １ ５ ０ 、 ま た は 少
な く と も ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 に も 関 す る 。 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ （ hybridizing
） 断 片 は 、 少 な く と も ２ ５ 、 少 な く と も ５ ０ 、 少 な く と も ７ ５ 、 ま た は 少 な く と も １ ０ ０
ヌ ク レ オ チ ド 、 上 記 の （ ｃ ） に 定 義 さ れ る － １ ３ ９ １ ０ 位 の 、 ま た は 上 記 の （ ｄ ） に 定 義
さ れ る － ２ ２ ０ １ ８ 位 の ５ ’ お よ び ３ ’ を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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「 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 は 、 天 然 お よ び 非 天 然 核 酸 分 子 の ど ち ら も 意 味 す る 。 非 天 然 核 酸
分 子 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ な ら び に Ｐ Ｎ Ａ な ど の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 明 細 書 全 体 を 通 じ て 、 「 配 列 番 号 ＿ の 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 ・ ・ ・ 」 と い う 言 葉 は 、
配 列 番 号 に よ っ て 指 定 さ れ る 核 酸 分 子 よ り も 少 な く と も １ ヌ ク レ オ チ ド 長 い 核 酸 分 子 を 意
味 す る 。 そ れ と 同 時 に 、 こ れ ら の 分 子 は 、 例 え ば 配 列 番 号 ２ ま た は １ 、 ３ ま た は ４ に よ っ
て 指 定 さ れ る 本 発 明 の 核 酸 分 子 の ５ ’ お よ び ／ ま た は ３ ’ 末 端 に わ た り 、 最 大 で ３ ０ ０ ０
０ ヌ ク レ オ チ ド に 及 ぶ 。
【 ０ ０ １ ７ 】
驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 ２ つ の ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 関 連 変 異 体 が 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝
子 の 異 な る イ ン ト ロ ン 中 に 位 置 付 け ら れ る 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら か な り 離 れ て 位 置 す る こ と
が 見 出 さ れ た 。 Ｍ Ｃ Ｍ ６ は 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー （ Ｍ Ｃ Ｍ ２ ～ ７ ） の メ ン バ ー で あ り 、 確 実
に 細 胞 周 期 中 に １ 回 だ け 起 こ る よ う に Ｄ Ｎ Ａ 複 製 の 開 始 に 必 要 と さ れ る 3 1 。 Ｌ Ｐ Ｈ と 異 な
り 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ は 、 そ の 組 織 分 布 に お い て 制 限 さ れ ず 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ お よ び Ｌ Ｐ Ｈ 転 写 物 の レ ベ
ル に 相 関 性 は な い 1 8 。 こ れ ら の 発 見 に よ り 、 こ れ ら ２ 種 類 の 遺 伝 子 は 、 組 織 特 異 性 ま た は
発 生 制 御 を 提 供 す る 、 機 能 的 に 有 意 な シ ス 作 用 要 素 を 全 く 共 有 し な い こ と が 示 唆 さ れ る だ
ろ う 1 8 。 最 も お そ ら く は 、 同 定 さ れ る 変 異 体 は 、 Ｌ Ｐ Ｈ お よ び Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の 発 現 に 対
し て 異 な る 機 能 的 重 要 性 を 有 す る 。 さ ら に 驚 く べ き こ と に は 、 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 と の 完 全
な 関 連 に 基 づ い て 、 そ れ ら （ ま た は そ れ ら の う ち の １ 種 類 ） は 、 腸 内 上 皮 に お け る Ｌ Ｐ Ｈ
遺 伝 子 の 転 写 物 レ ベ ル の 年 齢 依 存 性 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に 関 連 す る が 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ の 転
写 に は ほ と ん ど 、 ま た は 全 く 効 果 を 及 ぼ さ な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
実 験 的 に 、 ９ つ の 拡 大 さ れ た フ ィ ン ラ ン ド 人 家 系 に お い て 行 わ れ る 、 連 鎖 解 析 、 対 立 遺 伝
子 関 連 解 析 お よ び 拡 大 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ 解 析 を 用 い て 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 遺 伝
子 座 が 、 ２ ｑ ２ １ 上 で ４ ７ ｋ ｂ 区 間 に 限 定 さ れ た 。 そ の 領 域 の 配 列 解 析 に よ っ て 、 単 一 ヌ
ク レ オ チ ド 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） 、 す べ て の フ ィ ン ラ ン ド 人 家 系 に お い て 、 お よ び 異 な る ４ つ の
集 団 （ 人 種 ） か ら の ２ ３ ６ 個 体 の 試 料 セ ッ ト に お い て 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 で 完 全 に
同 時 分 離 さ れ る Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 が 明 ら か と な っ た 。 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 か ら ８ ｋ ｂ の テ ロ メ ア 長 に
あ る 他 の Ｓ Ｎ Ｐ 　 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 が ７ 症 例 以 外 の す べ て に お い て 形 質 と 関 連 し た 。 １ ０ ４ ７
Ｄ Ｎ Ａ に お け る Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 Ｓ Ｎ Ｐ の 有 病 率 は 、 ３ つ の 異 な る 集 団 に お け る 成 人 型 ラ ク タ
ー ゼ 欠 乏 症 の 報 告 さ れ た 有 病 率 を 反 映 し 、 形 質 の そ の 重 要 性 に 更 な る 証 拠 を 提 供 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
上 記 で 言 及 さ れ て い る 、 驚 く べ き 発 見 に よ っ て 、 初 め て 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 上 流 に あ る 記 載
の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 分 子 解 析 に 基 づ く 試 験 シ ス テ ム を 確 立 す る こ と が 可 能 と な る 。
ど ち ら の Ｓ Ｎ Ｐ も 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 診 断 、 ま た は 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 素
因 の 診 断 に 堅 固 な 基 礎 を 提 供 す る が 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０ が 、 単 独 で 、 ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 位 － ２ ２ ０ １ ８ と 組 み 合 わ せ て 解 析 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ れ は 、 － １ ３ ９
１ ０ 位 の Ｓ Ｎ Ｐ が 、 解 析 さ れ る 症 例 の １ ０ ０ ％ で 疾 患 と 関 連 し た の に 対 し て 、 － ２ ２ ０ １
８ 位 の Ｓ Ｎ Ｐ は 、 す べ て の 症 例 の う ち ９ ８ ％ の み で 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 と 関 連 し た か
ら で あ る 。 に も か か わ ら ず 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 － ２ ２ ０ １ ８ の 単 独 で の 解 析 も ま た 通 常 、 成
人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 に 対 す る 素 因 の 診 断 に 堅 固 な 基 盤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
Ｓ Ｎ Ｐ の 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 確 立 さ れ た 方 法 が 豊 富 に あ る た め に 、 現 在 は 、 便 利 に
、 短 時 間 で 、 低 コ ス ト で 、 高 精 度 で 、 調 査 中 の ヒ ト に 著 し く 迷 惑 を か け る こ と な く 、 成 人
型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 に 対 す る 遺 伝 的 素 因 を 診 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 は さ ら に 、 腸 内 ラ ク タ ー ゼ ・ フ ロ リ ジ ン 加 水 分 解 酵 素 （ Ｌ Ｐ Ｈ ） 遺 伝 子 の ５ ’ 部 分
を 含 む 核 酸 分 子 に 関 し 、 前 記 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は
含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ３ の そ の 配 列 が 図 ６ に 図 示 さ れ る 、 核 酸 分 子 ； （ ｂ ） 配
列 番 号 ４ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 ま た は 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ４ の そ の 配 列 が 図
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７ に 図 示 さ れ る 、 核 酸 分 子 ； （ ｃ ） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 、 厳 密
な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 核 酸 分 子 が
、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の － １ ３ ９ １ ０ 位 に 相 当 す る 位 置 に チ ミ ジ ン 残 基 を 有 す る 核 酸 分 子 ； （ ｄ
） そ の 相 補 鎖 が （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 分 子 と 、 厳 密 な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ／ 核 酸 分 子 が 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 か ら － ２ ２ ０ １ ８
位 に 相 当 す る 位 置 に ア デ ノ シ ン 残 基 を 有 す る 核 酸 分 子 ； か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の こ の 実 施 形 態 は 、 ヒ ト が 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 に 罹 患 し て い な い こ と 、 お よ び
そ の 素 因 を 保 持 し な い こ と を 実 証 す る た め に 便 利 に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｌ Ｐ Ｈ
遺 伝 子 の 上 流 に あ る － １ ３ ９ １ ０ 位 ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 の 「 野 生 型 」 の 状 況 を 反 映 す る
こ の 核 酸 分 子 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 素 因 を 試 験 す る 実 験 に お い て 対 照 手 段 と し て
使 用 し て も よ い 。 試 験 の た め に 、 本 明 細 書 を 通 じ て 述 べ ら れ て い る 方 法 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 核 酸 分 子 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 本 発 明 の こ の 好 ま
し い 実 施 形 態 は 、 研 究 中 の ヒ ト か ら 単 離 さ れ た 体 液 、 細 胞 ま た は 組 織 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
に 基 づ い て 解 析 が 行 わ れ る だ ろ う と い う 事 実 を 反 映 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 の さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 遺 伝 子 の 一 部
で あ る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 に 対 し て － １ ３ ９ １ ０ 位 ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 を
有 す る Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン の 少 な く と も １ つ が 解 析 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ ４ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 の 核 酸
分 子 の 断 片 に 関 し 、 前 記 断 片 は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の （ 上 流 の ） ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０
ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 － ２ ２ ０ １ ８ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 断 片 は 、 天 然 由 来 な ら び に （ 半 ） 合 成 由 来 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う に 、 断 片 は
例 え ば 、 有 機 化 学 の 従 来 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 合 成 さ れ た 核 酸 分 子 で あ っ て も よ い 。 重
要 な こ と に は 、 本 発 明 の 核 酸 断 片 は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 上 流 に あ る ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９
１ ０ ま た は － ２ ２ ０ １ ８ を 含 む 。 こ れ ら の 位 置 に お い て 、 断 片 は 、 野 生 型 ヌ ク レ オ チ ド 、
あ る い は 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は そ れ を 示 す ヌ ク レ オ チ ド （ 「 変 異
」 配 列 と も 呼 ば れ る ） の い ず れ か を 有 し 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 断 片 は 、 た と え ば 野
生 型 と 変 異 配 列 と を 区 別 す る ア ッ セ イ に 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 の 断 片 は 、 少 な く と も １
７ ヌ ク レ オ チ ド 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ２ １ ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 少 な く
と も ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る こ と が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 の 核 酸 分 子 と 相 補 的 な 核 酸 分 子 に 関 す る 。 少 な
く と も １ ４ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 か つ Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 上 流 に あ る 配 列 の 少 な く と も － １ ３
９ １ ０ 位 ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 を 網 羅 す る 、 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ア ッ セ イ に お け る 記 載 の 位 置 の 遺 伝 子 構 成 （ genetic setup） の 解 析 に 特 に 有 用 で
あ る 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 野 生 型 配 列 （ つ ま り 、 － １ ３ ９ １ ０ 位 の Ｔ ま た は － ２ ２ ０ １
８ 位 の Ａ ） 、 ま た は 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 も し く は そ れ を 示 す 変 異 （ －
１ ３ ９ １ ０ 位 の Ｃ ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 の Ｇ ） に 正 確 に 相 補 的 な １ ５ ｍ ｅ ｒ を 使 用 し て 、
多 型 変 異 間 を 区 別 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄
条 件 が 選 択 さ れ た と し て も 、 解 析 さ れ る 試 料 中 の Ｄ Ｎ Ａ に 正 確 に 相 補 的 で は な い 、 検 出 可
能 な 標 識 で 標 識 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ な い だ ろ う と 考 え ら れ る た
め で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
こ の 点 に 関 し て は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 、 そ の 断 片 、 な ら び に 相 補 的 な 核 酸 分 子 が 検 出 可 能
に 標 識 さ れ る こ と に 留 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 検 出 可 能 な 標 識 と し て は 、 ３ Ｈ ま た は ３
２ Ｐ な ど の 放 射 性 標 識 、 ま た は 蛍 光 標 識 が 挙 げ ら れ る 。 核 酸 の 標 識 は 、 当 技 術 分 野 に お い
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て 十 分 に 理 解 さ れ て い る が 、 例 え ば サ ン ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら , 上 記 引 用 文 に 記 述 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 上 述 さ れ る 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー に 関 す る 。 本 発 明 の ベ
ク タ ー は 、 野 生 型 配 列 （ １ つ ま た は 複 数 ） を 含 む 核 酸 分 子 を 含 有 し て も よ い し 、 ま た は 変
異 配 列 （ １ つ ま た は 複 数 ） を 含 む 核 酸 分 子 を 含 有 し て も よ い 。 そ の ベ ク タ ー は 特 に 、 本 発
明 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 遺 伝 子 工 学 に 従 来 か ら 使 用 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ
ル ス ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で あ っ て も よ い 。 前 記 ベ ク タ ー は 、 発 現 ベ ク タ ー お よ び ／
ま た は 遺 伝 子 導 入 も し く は タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 レ ト ロ ウ イ ル
ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ま た は ウ シ 乳 頭 腫 ウ
イ ル ス な ど の ウ イ ル ス に 由 来 す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 標 的 と さ れ る 細 胞
集 団 に 送 達 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 、 組 換 え
ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る ； 例 え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら , 上 記
引 用 文 お よ び ア ウ ス ベ ル （ Ausubel） ら , Current Protocol in Molecular Biology, Gree
n Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1989)に 述 べ ら れ て い る 技 術
を 参 照 の こ と 。 一 方 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 お よ び ベ ク タ ー は 、 標 的 細 胞 に 送 達 す る た め に 、
リ ポ ソ ー ム に 再 構 成 す る こ と が で き る 。 細 胞 宿 主 の 種 類 に 応 じ て 異 な る 公 知 の 方 法 に よ っ
て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
塩 化 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 一 般 に 、 原 核 細 胞 に 用 い ら れ て い る の に 対 し て 、
例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム も し く は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
ま た は 電 気 穿 孔 法 は 、 他 の 細 胞 宿 主 に 使 用 さ れ る ； 上 記 の サ ン ブ ル ッ ク （ Sambrook） を 参
照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
か か る ベ ク タ ー は さ ら に 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お け る 、 適 切 な 条 件 下 で の 前 記 ベ ク タ ー の 選
択 を 可 能 に す る マ ー カ ー 遺 伝 子 な ど の 遺 伝 子 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 原 核 細 胞
ま た は 真 核 細 胞 に お け る 発 現 が 可 能 と な る よ う に 、 発 現 制 御 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る
こ と が 好 ま し い 。 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 翻 訳 可 能 な ｍ Ｒ Ｎ
Ａ へ の 転 写 を 含 む 。 真 核 細 胞 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 を 保 証 す る 調 節 因 子
は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 そ れ ら は 通 常 、 転 写 の 開 始 を 実 現 す る 調 節 配 列 、 お よ
び 任 意 に 、 転 写 の 終 結 お よ び 転 写 物 の 安 定 化 を 保 証 す る ポ リ Ａ シ グ ナ ル 、 お よ び ／ ま た は
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を さ ら に 高 め る イ ン ト ロ ン を 含 む 。 そ の 他 の 調 節 因 子 は 、 転
写 エ ン ハ ン サ ー な ら び に 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び ／ ま た は 天 然 に 関 連 す る 、 ま た は 異 種
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 み 得 る 。 原 核 生 物 の 宿 主 細 胞 中 で の 発 現 を 可 能 に す る 、 可 能 性 の
あ る 調 節 因 子 は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 に お け る Ｐ Ｌ 、 ｌ ａ ｃ 、 ｔ ｒ ｐ ま た は ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ
ー を 含 み 、 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 中 で の 発 現 を 可 能 に す る 調 節 因 子 の 例 と し て は 、 酵 母 に お
け る Ａ Ｏ Ｘ １ も し く は Ｇ Ａ Ｌ １ プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は Ｃ Ｍ Ｖ － 、 Ｓ Ｖ ４ ０ － 、 Ｒ Ｓ Ｖ － プ
ロ モ ー タ ー （ ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ） 、 Ｃ Ｍ Ｖ － エ ン ハ ン サ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ － エ ン ハ ン サ ー ま
た は 哺 乳 動 物 お よ び 他 の 動 物 細 胞 に お け る グ ロ ブ リ ン イ ン ト ロ ン が 挙 げ ら れ る 。 転 写 開 始
を 担 う 因 子 に 加 え て 、 か か る 調 節 因 子 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 下 流 に あ る Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ Ａ
部 位 ま た は ｔ ｋ ポ リ Ａ 部 位 な ど の 転 写 終 結 シ グ ナ ル も 含 み 得 る 。 任 意 に 、 異 種 配 列 は 、 所
望 の 特 性 、 例 え ば 、 発 現 さ れ た 組 換 え 産 物 の 安 定 化 ま た は 簡 略 化 さ れ た 精 製 を 提 供 す る 、
Ｃ 末 端 も し く は Ｃ 末 端 同 定 ペ プ チ ド ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が で
き る 。 こ の コ ン テ ク ス ト に お い て 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 岡 山 （ Okayama） -ベ ル ク （ Be
rg） の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｖ １ (Pharmacia社 )、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ 、 ｐ Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ 、
ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ 、 Ｅ ｃ ｈ ｏ （ 登 録 商 標 ） ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム (Invitroge社
） 、 ｐ Ｓ Ｐ Ｏ Ｒ Ｔ １ (GIBCO BRL社 )ま た は ｐ Ｒ ｅ ｖ Ｔ ｅ ｔ － Ｏ ｎ ／ ｐ Ｒ ｅ ｖ Ｔ ｅ ｔ － Ｏ ｆ
ｆ ま た は ｐ Ｃ Ｉ (Promega社 )な ど の 当 技 術 分 野 で 公 知 の ベ ク タ ー で あ る 。 好 ま し く は 、 発
現 制 御 配 列 は 、 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る
ベ ク タ ー に お け る 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー 系 で あ る が 、 原 核 生 物 宿 主 の 制 御 配 列 を 使 用 し て
も よ い 。
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【 ０ ０ ３ １ 】
上 述 の よ う に 、 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 導 入 ま た は タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で あ っ て
も よ い 。 ｅ ｘ － ｖ ｉ ｖ ｏ ま た は ｉ ｎ － ｖ ｉ ｖ ｏ 技 術 に よ る 治 療 遺 伝 子 の 導 入 に 基 づ く 遺 伝
子 治 療 は 、 遺 伝 子 導 入 の 最 も 重 要 な 応 用 の う ち の １ つ で あ る 。 ｉ ｎ － ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ま た は ｉ
ｎ － ｖ ｉ ｖ ｏ で の 遺 伝 子 治 療 に 用 い ら れ る 適 切 な ベ ク タ ー お よ び 方 法 は 、 文 献 に 記 述 さ れ
て お り 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る ； 例 え ば 、 ジ ョ ル ダ ー ノ （ Giordano） , Nature Medicine 
2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919;ア ン ダ ー ソ ン （ Anderson
） , Science 256 (1992), 808-813; Isner, ラ ン セ ッ ト （ Lancet） 348 (1996), 370-374;
 ミ ュ ー ル ハ ウ ゼ ン （ Muhlhauser） , Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; ワ ン グ （ Wang）
, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; WO94/29469; WO 97/00957, シ ャ ー パ ー  （ Schap
er） , Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-640, ま た は ケ イ （ Kay） ら  (2
001) Nature Medicine, 7, 33-40） お よ び そ れ ら に 記 載 の 参 考 文 献 を 参 照 の こ と 。 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー は 、 直 接 的 に 導 入 す る た め に 、 ま た は リ ポ ソ ー ム も し
く は ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ） を 介 し て 細 胞 に 導 入
す る た め に 設 計 す る こ と が で き る 。 前 記 細 胞 は 、 生 殖 細 胞 系 細 胞 、 胚 細 胞 、 ま た は 卵 細 胞
ま た は そ れ か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 で あ る こ と が 好 ま し く 、 最 も 好 ま し く は 、 前 記 細 胞 は 幹 細
胞 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 は 、 野 生 型 核 酸 分 子 の み で 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 は 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 に も 関 し 、 そ の プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対
は 、 Ｌ Ｐ Ｈ の ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０ ま た は － ２ ２ ０ １ ８ を 含 む 上 述 の 核 酸 と 、 ま た
は そ れ の 相 補 鎖 と 、 （ 非 常 に ） 厳 密 な 条 件 下 に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 発 明 の プ ラ イ マ
ー は 、 １ ７ ま た は ２ １ ヌ ク レ オ チ ド な ど 、 少 な く と も １ ４ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 す る こ
と が 好 ま し い 。 そ の プ ラ イ マ ー は 、 ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド の 最 大 長 さ を 有 す る こ と が さ ら に 好
ま し い 。 伸 長 反 応 ま た は 増 幅 反 応 な ど の 適 切 な 検 出 方 法 と 組 み 合 わ せ ら れ る 、 － １ ３ ９ １
０ 位 ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 の い ず れ か を 含 む ゲ ノ ム 配 列 と の 、 適 切 な 条 件 下 で の プ ラ イ マ
ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 欠 失 を 用 い て 、 多 型 変 異 間
を 区 別 し 、 次 い で 、 例 え ば 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 に つ い て 研 究 中 の ヒ ト の 素 因 に 関 し て
結 論 を 導 き 出 す こ と が で き る 。 本 発 明 で は 、 ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー ／ プ ラ イ マ ー 対 を 取 り 上
げ る 。 一 方 の 種 類 の プ ラ イ マ ー は 変 異 配 列 を 含 む 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 言 い 換 え る
と 、 そ の プ ラ イ マ ー は 、 － １ ３ ９ １ ０ 位 に Ｃ ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 に Ｇ を 含 む 配 列 に 、 ま
た は そ の 相 補 鎖 に 正 確 に 相 補 的 で あ る 。 も う 一 方 の 種 類 の プ ラ イ マ ー は 、 － １ ３ ９ １ ０ 位
に Ｔ ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 に Ａ を 有 す る 配 列 に 、 ま た は そ れ の 相 補 鎖 に 正 確 に 相 補 的 で あ
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 好 ま し く は 、 十 分 厳 密 で あ る よ う に 選 択 さ れ る で あ ろ
う こ と か ら 、 例 え ば 変 異 配 列 に 正 確 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 野 生 型 対 立 遺 伝 子 と 接 触 さ せ
て も 、 結 果 と し て ミ ス マ ッ チ が 形 成 す る た め 、 効 率 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 行 わ れ
な い 。 洗 浄 後 、 プ ラ イ マ ー が 除 去 さ れ る た め 、 シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な い だ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 本 発 明 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 非 ヒ
ト 宿 主 に 関 す る 。 そ の 宿 主 は 、 変 異 配 列 ま た は 野 生 型 配 列 を 保 持 し 得 る 。 育 種 な ど で は 、
宿 主 は 、 一 方 ま た は 両 方 の Ｓ Ｎ Ｐ に 対 し て ヘ テ ロ 接 合 性 ま た は ホ モ 接 合 性 で あ る こ と が で
き る 。 本 発 明 の 宿 主 は 、 ゲ ノ ム に 一 過 的 に ま た は 安 定 的 に 組 み 込 ま れ た 本 発 明 の ベ ク タ ー
を 保 持 し 得 る 。 本 発 明 の 非 ヒ ト 宿 主 を 作 製 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 例
え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら , 上 記 引 用 文 に 記 載 の 従 来 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の
プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 形 質 転 換 細 菌 （ 大 腸 菌 な ど ） ま た は 形 質 転 換 酵 母 を 作 製 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 の 非 ヒ ト 宿 主 は 、 例 え ば 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 発 症 を 解 明 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 非 ヒ ト 宿 主 は 、 細 菌 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 真 菌 細
胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 遺 伝 子 導 入 動 物 ま た は 遺 伝 子 導 入 植 物 で あ る 。 大 腸 菌 が 好
ま し い 細 菌 で あ る の に 対 し て 、 好 ま し い 酵 母 細 胞 は 、 S. cerevisiaeま た は Pichia pastor
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is細 胞 で あ る 。 好 ま し い 真 菌 細 胞 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 （ Aspergillus） 細 胞 で あ り 、 好
ま し い 昆 虫 細 胞 と し て は 、 Spodoptera frugiperda細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 哺 乳 動 物
細 胞 は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 酵 素 の 発 現 を 示 す 結 腸 癌 細 胞 系 で あ り 、 Ｃ ａ Ｃ ｏ ２ 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス の 作 製 方 法 は 、 生 殖 細 胞 、 胚 細 胞 、 幹 細
胞 ま た は 卵 細 胞 ま た は そ れ か ら 誘 導 さ れ る 細 胞 に 上 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ー ゲ テ
ィ ン グ ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と を 含 む 。 非 ヒ ト 動 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の ス ク リ
ー ニ ン グ 法 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 導 入 胚 の 作 製 お よ び そ れ ら の ス ク リ ー
ニ ン グ は 、 例 え ば A. L. ジ ョ イ ナ ー （ Joyner） Ed., Gene Targeting, A Practical Appro
ach (1993), Oxford University Pressに よ っ て 記 述 さ れ て い る よ う に 行 う こ と が で き る
。 胚 の 胚 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 適 切 な 相 補 的 核 酸 分 子 で の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 解
析 す る こ と が で き る ； 上 記 文 献 を 参 照 の こ と 。 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る た め の 一
般 的 な 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 記 述 さ れ て お り 、 例 え ば Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ２ ４ ２ ７ ４ を 参 照
の こ と 。 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 生 物 （ 相 同 的 に 標 的 と さ れ る 非 ヒ ト 動 物 を 含 む ） を 作 製 す る に
は 、 胚 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） が 好 ま し い 。 本 質 的 に 述 べ ら れ て い る よ う に (ロ バ ー ト ソ ン （ R
obertson） ,E. J.（ 1987） in Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practica
l Approach. E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), p. 71-112)、 有 糸 分 裂 上 不 活
性 な Ｓ Ｎ Ｌ ７ ６ ／ ７ 細 胞 の フ ィ ー ダ ー 層 上 で 成 長 す る Ａ Ｂ － １ 細 胞 系 (マ ク マ ホ ン （ McMah
on） お よ び ブ ラ ッ ド リ ー （ Bradley） , Cell 62:1073-1085 (1990))な ど の マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞
が 、 相 同 的 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ に 用 い ら れ る 。 他 の 適 切 な Ｅ Ｓ 細 胞 系 と し て は 、 限 定 さ
れ な い が 、 Ｅ １ ４ 細 胞 系 　 (フ ー パ ー （ Hooper） ら , Nature 326:292-295 (1987))、 Ｄ ３
細 胞 系 (ド ッ チ マ ン （ Doetschman） ら , J. Embryol. Exp. Morph. 87:27-45 (1985))、 Ｃ
Ｃ Ｅ 細 胞 系  (ロ バ ー ト ソ ン （ Robertson） ら , Nature 323:445-448 (1986))、 Ａ Ｋ － ７ 細
胞 系 (チ ワ ン （ Zhuang） ら , Cell 77:875-884 (1994))が 挙 げ ら れ る 。 特 異 的 標 的 化 変 異 を
有 す る Ｅ Ｓ 細 胞 か ら の マ ウ ス 系 作 製 の 成 功 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の 多 分 化 能 （ つ ま り 、 胚 形 成 に 関
与 し 、 得 ら れ た 動 物 の 胚 細 胞 に 寄 与 す る 胚 盤 胞 ま た は 桑 実 胚 な ど 、 胚 を 発 生 す る 宿 主 に 注
入 さ れ た 後 の そ れ ら の 能 力 ） に 依 存 す る 。 注 入 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 を 含 有 す る 胚 盤 胞 は 、 偽 妊
娠 の 非 ヒ ト の 雌 の 子 宮 内 で 発 達 さ せ 、 キ メ ラ マ ウ ス と し て 生 ま れ る 。 目 的 の 核 酸 分 子 を 有
す る 細 胞 の キ メ ラ で あ る 、 得 ら れ た 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス を 戻 し 交 配 し 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に
ヘ テ ロ 接 合 性 の 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス を 同 定 す る た め に 、 子 孫 の 尾 (tail） の 生 検 の Ｄ Ｎ Ａ に
つ い て Ｐ Ｃ Ｒ ま た は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 す る こ と に よ っ て 、 正 し く 標 的 化 さ れ た 導 入 遺 伝
子 （ １ つ ま た は 複 数 ） の 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 は 、 例 え ば 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 イ ヌ 、 サ ル （
類 人 猿 ） 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ま た は 雌 ウ シ で あ る 。 前 記 遺 伝 子 導 入 非 ヒ ト 動 物 は マ ウ ス で あ
る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 動 物 は 、 特 に 、 本 発 明 の 核 酸 お よ び ベ ク タ ー の 表
現 型 発 現 ／ 結 果 を 研 究 す る の に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 動 物 は 、 例 え ば
げ っ 歯 類 の 腸 に お け る Ｌ Ｐ Ｈ 酵 素 の 発 達 上 の 発 現 を 研 究 す る の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 非
ヒ ト 遺 伝 子 導 入 動 物 を 用 い て 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 を 改 善 す る の に 有 用 な 治 療 薬 ／ 組
成 物 ま た は 可 能 性 の あ る 他 の 治 療 法 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る こ と が さ ら に 考 え ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 変 異 核 酸 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る が 、 対 応 す る 野 生 型 核 酸 分
子 に は 特 異 的 に 結 合 し な い 、 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ に 関 す る 。 そ の 抗 体 を
、 結 合 に つ い て 試 験 し 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る い ず れ か の 血 清 学 的 技 術 、 例 え ば
チ ュ ー ブ 、 ゲ ル に お け る 凝 集 技 術 、 ２ 次 抗 体 を 用 い る 、 ま た は 用 い な い 固 相 お よ び 捕 捉 技
術 に お い て 、 あ る い は 免 疫 蛍 光 増 強 （ immunofluorescence enhancement） を 用 い る 、 ま た
は 用 い な い フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 使 用 し て も よ い (例 え ば 、 ハ ー ロ ー （ Harlow） お よ び
レ ー ン （ Lane） "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor, 
USA, 1988 (参 照 番 号 ５ ３ )に 記 載 の 技 術 を 参 照 の こ と ） 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 に 従 っ て 、 そ の 抗 体 は 、 － １ ３ ９ １ ０ 位 （ そ の 位 の ヌ ク レ オ チ ド が Ｃ ） ま た は － ２
２ ０ １ ８ 位 （ そ の 位 の ヌ ク レ オ チ ド が Ｇ ） を 含 む エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 。 そ れ は
、 こ の 位 置 に Ｔ を 有 す る － １ ３ ９ １ ０ 位 を 含 む エ ピ ト ー プ と も 、 こ の 位 置 に Ｇ を 有 す る －
２ ２ ０ １ ８ 位 を 含 む エ ピ ト ー プ と も 交 差 反 応 し な い 、 ま た は 本 質 的 に 交 差 反 応 し な い 。 標
準 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 作 製 さ れ る 抗 体 の 特 異 性 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ な ど に お い て 、
野 生 型 お よ び 変 異 配 列 を 保 持 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 試 験 す る こ と が で
き る 。 変 異 配 列 を 有 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で は シ グ ナ ル を 生 じ る が 、 野 生 型 配 列 を 有 す る
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で は シ グ ナ ル を 生 じ な い 抗 体 の み が 選 択 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 に 由 来 す る 、 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 に 含 ま
れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く は 抗 体 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に よ っ て 使 用 さ れ る 「 抗 体
」 と い う 用 語 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ '） 2 、 Ｆ ｖ も し く は ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 な ど の 前 記 抗 体 の 断
片 を さ ら に 含 む ； 例 え ば 、 ハ ー ロ ー （ Harlow） お よ び レ ー ン （ Lane） 5 3 ， 上 記 引 用 文 を 参
照 の こ と 。 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 天 然 由 来 で あ っ て も よ い し 、 ま た は （ 半 ） 合 成 的 に 作 製
さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 か か る 合 成 産 物 は 、 本 発 明 の 抗 体 と 同 じ ま た は 本 質 的 に 同 じ
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 半 タ ン パ ク 性 （ semi-proteinaceous） 物 質 と し て の 非 タ ン パ ク 性 物
質 も 含 み 得 る 。 か か る 産 物 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク に よ っ て 得 る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
「 ア プ タ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば オ ズ ボ ー ン （ Osbo
rne） ら , Curr. Opin. Chem. Biol. I (1997), 5-9（ 参 照 番 号 ５ １ ） ま た は ス ト ー ル （ St
all） お よ び シ ョ ー カ （ Szoka） , Pharm. Res. 12 (1995), 465-483 (参 照 番 号 ５ ２ )に 定
義 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 の 野 生 型 核 酸 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る が 、 成 人
型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は そ れ を 示 す 、 対 応 す る 変 異 配 列 に は 特 異 的 に 結
合 し な い 、 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ に 関 す る 。 変 異 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 に 関
し て 述 べ ら れ た 、 特 異 性 等 に 関 す る 記 述 に は 、 本 明 細 書 に お い て 必 要 に 応 じ て 変 更 が 加 え
ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 野 生 型 核 酸 分 子 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ 、 特 に 体 細 胞 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が で
き る 。 上 記 で 示 さ れ 、 か つ 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に 含 有 さ れ る 野 生 型 核 酸 分 子 は 、 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 適 切 な 薬 剤 担 体 の 例 は 当 技
術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 水 、 油 ／ 水 （ Ｏ ／ Ｗ ） 型 エ マ ル シ ョ ン な ど の
エ マ ル シ ョ ン 、 様 々 な 種 類 の 湿 潤 剤 、 滅 菌 溶 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 か か る 担 体 を 含 む 組 成 物
は 、 よ く 知 ら れ て い る 従 来 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は
、 適 切 な 用 量 で 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る 。 適 切 な 組 成 物 の 投 与 は 、 様 々 な 方 法 に よ っ
て 、 例 え ば 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 局 所 的 、 皮 内 、 鼻 腔 内 ま た は 気 管 支 内 投 与 に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。 投 与 計 画 は 、 治 療 を 行 う 医 師 お よ び 臨 床 因 子 に よ っ て 決 定 さ れ
る だ ろ う 。 医 療 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 い ず れ か １ 人 の 患 者 に 対 す る 投 薬
量 は 、 患 者 の サ イ ズ 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 投 与 す べ き 特 定 の 化 合 物 、 性 別 、 時 間 お よ び 投 与
経 路 、 全 身 の 健 康 状 態 、 お よ び 同 時 に 投 与 さ れ る 他 の 薬 物 な ど の 多 く の 因 子 に よ っ て 異 な
る 。 通 常 の 投 与 量 は 例 え ば 、 発 現 の た め に 、 ま た は 発 現 の 抑 制 の た め に 、 核 酸 ０ ． ０ ０ １
～ １ ０ ０ ０ μ ｇ の 範 囲 で あ る こ と が で き る ； し か し な が ら 、 こ の 例 示 的 な 範 囲 を 下 回 る ま
た は 超 え る 投 与 量 が 、 特 に 上 記 の 因 子 を 考 慮 し て 考 え ら れ る 。 投 与 量 は さ ま ざ ま で あ る だ
ろ う が 、 Ｄ Ｎ Ａ の 静 脈 内 投 与 に 好 ま し い 投 与 量 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 約 １ ０ 6 ～ １ ０ 1 2 コ ピ ー で
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あ る 。 定 期 的 な 診 断 に よ っ て 、 経 過 が モ ニ タ ー さ れ る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 局 所 的 に 投 与
し て も よ い し 、 ま た は 全 身 的 に 投 与 し て も よ い 。 投 与 は 一 般 に 、 非 経 口 的 、 例 え ば 静 脈 内
投 与 で あ る だ ろ う ； 例 え ば 内 部 標 的 も し く は 外 部 標 的 へ の パ ー テ ィ ク ル ガ ン に よ る （ biol
istic） 送 達 に よ っ て 、 ま た は 動 脈 に お け る 部 位 へ の カ テ ー テ ル に よ っ て 、 標 的 部 位 に Ｄ
Ｎ Ａ を 直 接 投 与 す る こ と も で き る 。 非 経 口 投 与 用 の 製 剤 は 、 滅 菌 水 溶 液 も し く は 非 水 溶 液
、 懸 濁 液 、 お よ び エ マ ル シ ョ ン を 含 む 。 非 水 溶 媒 の 例 と し て は 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 オ リ ー ブ 油 な ど の 植 物 油 、 お よ び オ レ イ ン 酸 エ チ ル な ど の 注 射
可 能 な 有 機 エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 水 性 担 体 と し て は 、 水 、 ア ル コ ー ル ／ 水 溶 液 、 エ マ ル
シ ョ ン ま た は 懸 濁 液 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 お よ び 緩 衝 培 地 が 挙 げ ら れ る 。 非 経 口 用 の 賦 形 剤
と し て は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ゲ ル の ブ ド ウ 糖 (Ringer's dextrose） 、 ブ ド ウ 糖 お
よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 リ ン ゲ ル 液 、 ま た は 不 揮 発 性 油 な ど が 挙 げ ら れ る 。 静 脈 内 用 の
賦 形 剤 と し て は 、 液 体 お よ び 栄 養 補 充 剤 、 電 解 質 補 充 剤 （ リ ン ゲ ル の ブ ド ウ 糖 を ベ ー ス と
す る も の な ど ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 抗 菌 薬 、 抗 酸 化 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 お よ び 不 活 性
ガ ス 等 の 保 存 剤 お よ び 他 の 添 加 剤 も ま た 、 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 核 酸 分 子 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る
ベ ク タ ー 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 、 お よ び ／ ま た は
本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 抗 体 ア プ タ マ ー お よ び ／ ま た は フ ァ ー ジ を 含 有 す る 診 断 組 成
物 に 関 す る 。 そ の 診 断 組 成 物 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 を 発 症 す る 彼 ま た は 彼 女 の 素 因
に 関 し て 、 ま た は そ の 急 性 症 状 の 診 断 に 関 し て 、 ヒ ト の 遺 伝 的 体 質 を 評 価 す る の に 有 用 で
あ る 。 診 断 組 成 物 の 可 能 な 種 々 の 成 分 は 、 溶 媒 中 で 、 ま た は 凍 結 乾 燥 状 態 な ど の 他 の 状 態
で １ つ ま た は 複 数 の バ イ ア ル 中 に パ ッ ケ ー ジ さ れ る 。 溶 媒 中 に 溶 解 さ れ る 場 合 に は 、 診 断
組 成 物 は 、 少 な く と も ＋ ８ ℃ ～ ＋ ４ ℃ に 冷 却 す る こ と が 好 ま し い 。 他 の 場 合 に は 、 凍 結 す
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 も し く は そ れ に 関 連 す る 形 質 の 存 在 ま た は 素 因 に つ い
て 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 ホ モ 接 合 ま た は ヘ テ ロ 接 合 の 状 態 に お け る 、 本 明 細 書 に お い て
上 述 さ れ る 核 酸 分 子 の 存 在 に 対 す る か か る 素 因 を 保 持 す る 将 来 の 患 者 ま た は か か る 素 因 を
保 持 す る 疑 い の あ る ヒ ト か ら 採 取 さ れ た 試 料 を 試 験 す る こ と を 含 む 方 法 に も 関 す る 。 様 々
な 実 施 形 態 に お い て 、 野 生 型 配 列 （ １ つ ま た は 複 数 ） ま た は 変 異 配 列 （ １ つ ま た は 複 数 ）
の 存 在 に つ い て 、 そ れ を 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 前 記 ヒ ト ／ 患 者 の 遺 伝 的 構 成 （ genetic set-up） を 検 出 し 、 前 記 患 者 の
有 す る 症 状 が 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 か ど う か の 適 切 な 結 論 を 導 き 出 す の に 有 用 で あ る 。
代 替 方 法 と し て 、 症 状 を 有 し て い な い ヒ ト が 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 素 因 を 保 有 す る
か ど う か を 評 価 す る こ と も で き る 。 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 上 流 に あ る － １ ３ ９ １ ０ 位 に 関 し て は
、 シ ト シ ン が ホ モ 接 合 の 状 態 で 見 出 さ れ る 場 合 に の み 、 そ の 症 状 は 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏
症 と 診 断 さ れ る か 、 ま た は 対 応 す る 素 因 が 明 白 で あ る だ ろ う 。 一 方 、 チ ミ ジ ン が ホ モ 接 合
の 状 態 で 見 出 さ れ た 場 合 、 ま た は 個 体 が ヘ テ ロ 接 合 性 （ Ｃ ／ Ｔ ） で あ る 場 合 、 次 い で 、 患
者 が 患 っ て い る 症 状 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 に 関 連 せ ず 、 さ ら に 、 そ の 患 者 は こ の 症
状 を 発 症 す る 素 因 を 保 有 し な い と 結 論 づ け ら れ る 。 し か し な が ら 、 ヘ テ ロ 接 合 性 遺 伝 子 型
を 保 有 す る ヒ ト の 子 供 は 、 Ｃ 残 基 を 有 す る 染 色 体 が も う 一 方 の 親 か ら の 対 応 す る 染 色 体 と
合 致 す る 場 合 に 、 そ の 症 状 を 発 症 す る 可 能 性 が あ る と 結 論 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
そ の 状 況 は 同 様 で あ り 、 本 質 的 に 同 じ 結 論 が 、 － ２ ２ ０ １ ８ 位 に お け る Ｓ Ｎ Ｐ の 解 析 に 当
て は ま る 。 ホ モ 接 合 的 に 存 在 す る Ｇ 残 基 は 、 急 性 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 素 因 ま た は そ
の 発 生 を 表 す 。 ヘ テ ロ 接 合 の Ｇ ／ Ａ 状 態 は 、 そ の 症 状 を 発 症 し な い 高 い 可 能 性 と 相 関 す る
。 ホ モ 接 合 状 態 で Ａ を 保 有 す る 個 体 は 、 そ の 症 状 を 発 症 す る と は 予 想 さ れ な い だ ろ う 。 同
様 に 、 あ る 症 状 を 有 す る 患 者 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 を 患 っ て い な い と 診 断 さ れ る だ
ろ う 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 試 験 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因
と な る 、 ま た は そ れ を 示 す 核 酸 分 子 と 相 補 的 な 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 相 補 的 核 酸
分 子 、 あ る い は プ ロ ー ブ と し て の 野 生 型 配 列 に 相 補 的 な 本 明 細 書 に 上 述 さ れ る 核 酸 分 子 を
、 前 記 試 料 に 含 ま れ る 核 酸 分 子 と （ 非 常 に ） 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と と
、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る こ と と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
さ ら に ま た 、 使 用 す る 核 酸 プ ロ ー ブ に 応 じ て 、 野 生 型 ま た は 変 異 配 列 （ つ ま り 、 成 人 型 ラ
ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 一 因 と な る 、 ま た は そ れ を 示 す ） の い ず れ か が 検 出 さ れ る だ ろ う 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 野 生 型 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 が 変 異 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し な い 、 ま た は 本 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い よ う に 選 択 さ れ る で あ ろ う こ と は 理 解 さ れ
よ う 。 同 様 に 、 変 異 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 は 、 野 生 型 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 、 ま
た は 本 質 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い だ ろ う 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に お い て
、 ホ モ 接 合 性 お よ び ヘ テ ロ 接 合 性 遺 伝 子 型 か ら 得 ら れ た 結 果 を 区 別 す る た め に 、 例 え ば 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の そ れ ぞ れ の 検 出 シ グ ナ ル の 強 さ ／ 強 度 を モ ニ タ ー ／ 検 出 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に お い て 、 ホ モ 接 合 性 、 ヘ テ ロ 接 合 性
野 生 型 対 立 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は ホ モ 接 合 性 変 異 対 立 遺 伝 子 の 間 を 区 別 す る た め に 、 対 応
す る 遺 伝 子 型 の 内 部 コ ン ト ロ ー ル 試 料 が 分 析 に 含 ま れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 産 物 を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る か 、 ま た は 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 産
物 を 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い た 消 化 に か け る こ と と 、 前 記 消 化 の 産 物 を 分 析 す る
こ と を 含 む 。 本 発 明 の こ の 好 ま し い 実 施 形 態 に よ っ て 、 簡 便 な 手 段 を 用 い て 、 有 効 な ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 有 効 で な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 区 別 す る こ と が 可 能 と な る 。
例 え ば 、 － １ ３ ９ １ ０ 位 ま た は － ２ ２ ０ １ ８ 位 に 隣 接 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ 制 限 部 位 を 含 有 す る 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 産 物 は 、 有 効 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は
、 適 切 な 制 限 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ る の に 対 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 不 十 分 で あ
る と 、 二 本 鎖 産 物 は 得 ら れ な い か 、 ま た は 認 識 可 能 な 制 限 部 位 を 含 ま ず 、 し た が っ て 、 切
断 さ れ な い だ ろ う 。 特 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 変 異 体 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 の 配 列 に 特 異 的 な 制 限 酵 素 は 、 Ｃ ｖ
ｉ Ｊ  Ｉ で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 変 異 体 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 の 配 列 に 特 異 的 な 制 限 酵 素 は 、 Ｈ ｈ ａ Ｉ お よ
び Ａ ｃ ｉ  Ｉ で あ る 。 ｒ ｇ ／ ｃ ｙ を 切 断 す る 前 記 酵 素 は 、 Ｗ ｅ ｂ ｃ ｕ ｔ ｔ ｅ ｒ プ ロ グ ラ ム
を 使 用 す る こ と に よ っ て 見 出 さ れ る 。 消 化 産 物 の 解 析 は 、 例 え ば 臭 化 エ チ ジ ウ ム で の 核 酸
の 染 色 と 任 意 に 併 用 さ れ る ゲ ル 電 気 泳 動 な ど の 、 従 来 の 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど の 更 な る 技 術 と の 組 み 合 わ せ も ま た 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 は 、 例 え ば 、 抗 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 抗 体 に よ っ て 、 ま た は 標
識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 好 都 合 な こ と に 、
本 発 明 の 方 法 は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 も し く は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び な ど の ブ ロ ッ ト 技
術 お よ び 関 連 す る 技 術 と 共 に 用 い ら れ る 。 標 識 化 は 、 例 え ば 標 準 プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 行
わ れ 、 放 射 性 マ ー カ ー 、 蛍 光 標 識 、 リ ン 光 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 酵 素 標 識 等 で の 標 識 化 が
含 ま れ る （ 上 記 も ま た 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
上 記 に 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 の 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 本 明
細 書 に お い て 上 述 さ れ る 方 法 に よ っ て 、 お よ び 上 述 の 標 識 で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 の 方 法 の さ ら に 他 の 好 ま し い 方 法 に お い て 、 前 記 試 験 は 、 本 明 細 書 に お い て 記 述 さ
れ る 核 酸 分 子 の 少 な く と も 一 部 の 核 酸 配 列 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 前 記 部 分 は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺
伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 位 － １ ３ ９ １ ０ お よ び ／ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 － ２ ２ ０ １ ８ を 含 む 。
核 酸 分 子 の 決 定 は 、 サ ン ガ ー （ Sanger） 法 ま た は マ ク サ ム -ギ ル バ ー ト 法 （ Maxam/Gilbert
） の プ ロ ト コ ー ル な ど 、 従 来 の プ ロ ト コ ー ル の う ち の １ つ に 従 っ て 行 う こ と が で き る （ 更
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な る 参 考 に は 、 サ ン ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら ,上 記 引 用 文 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 核 酸 の 決 定 は 、 固 相 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ （ mi
nisequencing） に よ っ て 行 わ れ る 。 固 相 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ は 、 溶 液 中 の 野 生 型 お よ び 変
異 ヌ ク レ オ チ ド の 定 量 分 析 に 基 づ く 。 最 初 に 、 変 異 を 含 有 す る ゲ ノ ム 領 域 が 、 １ つ の ビ オ
チ ン 化 お よ び 非 ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ る 。 そ の ビ オ チ ン
化 プ ラ イ マ ー は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Ｓ Ａ ） コ ー テ ィ ン グ プ レ ー ト に 結 合 さ れ て い る 。
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 一 本 鎖 状 に 変 性 さ れ て 、 変 異 部 位 の す ぐ 前 に こ の 鎖 に ミ ス ー シ ー ケ ン シ ン グ
プ ラ イ マ ー が 結 合 す る こ と が 可 能 と な る 。 非 標 識 化 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ と 共 に 、 ト リ チ ウ ム （ Ｈ ３ ）
ま た は 蛍 光 標 識 さ れ た 変 異 お よ び 野 生 型 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 に 添 加
さ れ 、 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て シ ー ケ ン ス さ れ る 。 そ の 結 果 は 、 β 計 数 器 ま た は 蛍 光
光 度 計 に よ っ て 測 定 さ れ 、 か つ Ｒ 比 と し て 表 さ れ る 、 反 応 に お け る 野 生 型 お よ び 変 異 ヌ ク
レ オ チ ド の 量 に 基 づ く 。 サ イ バ ネ ン （ Syvanen）  AC, サ ジ ャ ン テ ィ ラ （ Sajantila）  A,ル
ッ カ （ Lukka） M. Am J Hum Genet　 1993: 52,46-59お よ び ス オ マ ラ ニ エ ン （ Suomalainen
）  A お よ び サ イ バ ネ ン （ Syvanen） AC. Methods Mol Biol 1996;65:73-79を 参 照 の こ と 。
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 は さ ら に 、 前 記 核 酸 配 列 を 決 定 す る 前 に 、 前 記 核 酸 分 子
の 少 な く と も 前 記 一 部 を 増 幅 す る こ と を 含 む 。 増 幅 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ）
に よ っ て 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 な ど の 他 の 増 幅 方 法 を 用 い る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 試 験 は 、 増 幅 反 応 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 前 記
増 幅 反 応 で 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー の 少 な く と も １ つ が 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る プ ラ
イ マ ー で あ る か 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 に 属 す る 段 階 と 、 増 幅 産 物 に
つ い て ア ッ セ イ す る 段 階 と 、 を 含 む 。 こ の 実 施 形 態 に お い て 、 か つ 研 究 者 ／ 医 師 が 得 た い
と 望 む 情 報 に 応 じ て 、 野 生 型 ま た は 変 異 配 列 の い ず れ か と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー
が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 前 記 標 的 配 列 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い ら れ る プ ラ イ マ
ー に 正 確 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る な ら ば 、 標 的 配 列 の み が 増 幅 さ れ る だ ろ う 。 こ れ は 、 ど
の 種 類 の プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る か に 応 じ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 、 好 ま し
く は （ 非 常 に ） 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 に て 、 野 生 型 ／ 変 異 配 列 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し な い が （ 結 果 と し て 、 増 幅 産 物 は 得 ら れ な い ） 、 正 確 に 合 致 す る 配 列 の み に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う た め で あ る 。 当 然 の こ と な が ら 、 両 方 の Ｓ Ｎ Ｐ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る プ ラ イ マ ー 対 の 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と も で き る 。 こ の 場 合 に は 、 期 待 さ れ る 増 幅 産
物 の 解 析 （ ２ 番 目 の 非 識 別 (non-differentiating） プ ラ イ マ ー が 各 遺 伝 子 座 に 対 し て 同 じ
で あ る 場 合 、 増 幅 産 物 は ゼ ロ 、 １ 種 、 ２ 種 、 ３ 種 ま た は ４ 種 で あ り 得 る ） か ら 、 － １ ３ ９
１ ０ 位 お よ び － ２ ２ ０ １ ８ 位 の 両 方 の 遺 伝 的 状 態 に つ い て の 情 報 が 得 ら れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 増 幅 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ
） に よ っ て 行 わ れ る か 、 ま た は 前 記 増 幅 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） で あ る 。 Ｐ
Ｃ Ｒ は 当 技 術 分 野 で 十 分 に 確 立 さ れ て い る 。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 通 常 の 条 件 は 、 例
え ば 、 ９ ３ ℃ で ３ 分 間 の 変 性 段 階 ； ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒 間 の ア ニ ー リ ン グ 段 階 ； ７ ２ ℃ で ７ ５
秒 間 の 伸 長 段 階 ； お よ び ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 の 最 終 伸 長 段 階 ； で 例 示 さ れ る 、 体 積 合 計 ５ ０
μ ｌ で の 合 計 ３ ５ サ イ ク ル を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 は さ ら に 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 存 在 ま た は 素 因 に つ い て 試 験 す る 方 法 で あ っ
て 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ へ の 特 異 的 結 合 に
関 し て 、 ヒ ト か ら 採 取 さ れ た 試 料 を ア ッ セ イ す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。 こ の コ ン テ ク
ス ト に お い て 、 ホ モ 接 合 性 の 野 生 型 対 照 試 料 （ ２ つ の 存 続 性 対 立 遺 伝 子 を 含 む ） と 比 較 し
て 、 本 発 明 の 抗 原 の 存 在 に 対 し て 弱 い 染 色 が 、 ヘ テ ロ 接 合 性 野 生 型 （ 一 方 は 存 続 性 対 立 遺
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伝 子 で あ り 、 も う 一 方 は ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 （ hypolactasic） の 対 立 遺 伝 子 ） に 示 さ れ る の に
対 し て 、 ホ モ 接 合 の ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 （ hypolactasic） の 個 体 に は 、 適 切 な 抗 体 が 使 用 さ れ
た と し て も 、 染 色 は 期 待 さ れ な い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 可 能 性 の
あ る ３ つ す べ て の 対 立 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ に 対 応 す る 対 照 試 料 の 存 在 下 に て 行 わ れ る こ と
が 好 ま し い 。 試 験 は 、 野 生 型 配 列 に 特 異 的 な 、 ま た は 変 異 配 列 に 特 異 的 な 抗 体 等 を 用 い て
行 う こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 結 合 に つ い て の 試 験 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ な ど の 標 準 技 術 の 使
用 を 含 み 得 る ； 例 え ば 、 ハ ー ロ ー （ Harlow） お よ び レ ー ン （ Lane） 5 3 ， 上 記 引 用 文 を 参 照
の こ と 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 抗 体 ま た は ア プ タ マ ー ま た は フ ァ ー ジ は
検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 。 そ の ア プ タ マ ー は 好 ま し く は 、 3 Ｈ も し く は 3 2 Ｐ で 放 射 標 識 さ れ
る か 、 ま た は 上 述 の 蛍 光 マ ー カ ー で 標 識 さ れ る の に 対 し て 、 フ ァ ー ジ ま た は 抗 体 は 、 そ れ
に 対 応 す る 手 法 に お い て （ 好 ま し い 放 射 性 標 識 と し て 1 3 1 Ｉ で ） 標 識 す る か 、 ま た は Ｈ ｉ
ｓ タ グ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ 、 ま た は ｍ ｙ ｃ タ グ な ど の タ グ で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 方 法 の さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 そ の 試 験 は イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の 方 法 の 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 試 料 は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 胎 児 組
織 、 唾 液 、 尿 、 粘 膜 組 織 、 粘 液 、 膣 組 織 、 膣 か ら 採 取 さ れ た 胎 児 組 織 、 皮 膚 、 毛 、 毛 嚢 ま
た は 他 の ヒ ト 組 織 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 の そ の 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 試 料 か ら の 前 記 核 酸 分 子 は 、 固 体 担 体 に 固
定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
固 体 担 体 に 核 酸 分 子 を 固 定 化 す る こ と に よ っ て 、 試 験 ア ッ セ イ の 扱 い が 容 易 に な り 、 さ ら
に 、 チ ッ プ 、 シ リ カ ウ エ ハ ー ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト な ど の 少 な く と も 一 部 の 固
体 担 体 に よ っ て 、 大 量 の 試 料 を 同 時 に 分 析 す る こ と が で き る 。 理 想 的 に は 、 そ の 固 体 担 体
に よ っ て 、 例 え ば ロ ボ ッ ト 装 置 を 用 い た 自 動 化 試 験 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 固 体 担 体 は 、 チ ッ プ 、 シ リ カ ウ エ ハ ー 、 ビ
ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 存 在 ま た は 素 因 の 解 析 の た め の 、 本 明 細 書
に お い て 上 述 さ れ る 核 酸 分 子 の 使 用 に 関 す る 。 そ の 核 酸 分 子 に よ っ て 同 時 に 、 本 明 細 書 に
お い て 詳 細 に 述 べ ら れ て い る よ う に 、 そ の 症 状 が 存 在 し な い こ と 、 ま た は そ の 症 状 の 素 因
を 解 析 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 核 酸 分 子 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る
プ ラ イ マ ー ま た は プ ラ イ マ ー 対 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る ベ ク タ ー 、 お よ び ／ ま た は
本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 抗 体 ア プ タ マ ー お よ び ／ ま た は フ ァ ー ジ を １ つ ま た は 複 数 の
容 器 中 に 含 む キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る 核 酸 分 子 ま た は 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ る ベ ク
タ ー の 、 遺 伝 子 治 療 に お け る 使 用 に も 関 す る 。 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ は 、 本 発 明 の ベ ク タ
ー に 関 し て 本 明 細 書 に お い て 上 述 さ れ て お り 、 同 様 に 本 明 細 書 に 当 て は ま る 。 本 発 明 に よ
れ ば 、 本 明 細 書 に お い て 上 記 に 定 義 さ れ る 、 特 に 配 列 番 号 ３ な い し ４ で 示 さ れ る 核 酸 分 子
の 断 片 も ま た 、 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ に 用 い て も よ い こ と に 留 意 の こ と 。 前 記 断 片 は 、 （
ｃ ） 本 明 細 書 に お い て 上 記 で 定 義 さ れ る （ 配 列 番 号 ３ で も 示 さ れ る ） － １ ３ ９ １ ０ 位 の ヌ
ク レ オ チ ド ま た は （ ｄ ） 本 明 細 書 に お い て 上 記 で 定 義 さ れ る （ 配 列 番 号 ４ で も 示 さ れ る ）
－ ２ ２ ０ １ ８ 位 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 前 記 断 片 は 、 少 な く と も ２ ０ ０ 、 少 な く と も ２ ５
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０ 、 少 な く と も ３ ０ ０ 、 少 な く と も ４ ０ ０ お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ０ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の 使 用 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 遺 伝 子 治 療 に よ り 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症
が 治 療 ま た は 予 防 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
以 下 の 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 を 説 明 す る 。
実 施 例 １ ： 連 鎖 お よ び 連 鎖 不 平 衡 解 析
２ ｑ ２ １ 上 の Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 両 側 に あ る Ｄ ２ Ｓ １ １ ４ と Ｄ ２ Ｓ ２ ３ ８ ５ の 間 の ７ つ の 多 型
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー を 、 拡 大 さ れ た ９ つ の フ ィ ン ラ ン ド 人 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 家 系
に お い て 解 析 し た （ 図 １ ） 。 連 鎖 に 関 す る 有 意 な 証 拠 が 、 マ ー カ ー Ｄ ２ Ｓ ３ １ ４ 、 Ｄ ２ Ｓ
４ ４ ２ 、 Ｄ ２ Ｓ ２ １ ９ ６ お よ び Ｄ ２ Ｓ １ ３ ３ ４ で 見 出 さ れ 、 マ ー カ ー Ｄ ２ Ｓ ２ １ ９ ６ で 得
ら れ た θ ＝ ０ に て ７ ． ６ ７ の 最 高 ロ ッ ド ス コ ア を 有 し た （ 表 １ ） 。 絶 対 的 な 組 換 え 現 象 は
、 ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 ／ 非 存 続 性 遺 伝 子 座 の 動 原 体 の 境 界 を 定 義 す る 、 マ ー カ ー Ｄ ２ Ｓ １ １
４ で 検 出 さ れ （ 家 系 Ｂ 、 Ｉ Ｖ ３ ） 、 そ の 遺 伝 子 座 の テ ロ メ ア の 境 界 を 定 義 す る 、 マ ー カ ー
Ｄ ２ Ｓ ２ ３ ８ ５ で 検 出 さ れ た （ 家 族 Ｂ 、 Ｉ Ｖ １ ７ ） （ 図 １ 、 表 １ ） 。 棄 却 域 （ critical r
egion)を 微 細 に マ ッ ピ ン グ す る た め に 、 さ ら に ９ つ の 多 型 マ ー カ ー を 解 析 し た 。 対 立 遺 伝
子 頻 度 お よ び 組 換 え 率 を 攪 乱 母 数 と し て 扱 っ て 、 そ の 領 域 に 関 す る 連 鎖 不 平 衡 （ Ｌ Ｄ ） を
、 検 出 さ れ た 連 鎖 に つ い て 条 件 的 に モ ニ タ ー し た 1 6 ～ 1 7 。 ２ ０ ０ ｋ ｂ 区 間 に 及 ぶ 、 ９ つ の
マ ー カ ー の う ち ６ つ の マ ー カ ー （ Ｌ Ｐ Ｈ １ ３ 、 Ｌ Ｐ Ｈ ２ 、 Ｌ Ｐ Ｈ １ 、 Ａ Ｃ ３ 、 Ａ Ｃ ４ 、 お
よ び Ａ Ｃ １ ０ ） は 、 Ｌ Ｄ の 非 常 に 有 意 な 証 拠 （ ｐ ＜ １ ０ - 4 ） を 示 す の に 対 し て 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺
伝 子 か ら の 他 の ３ つ の マ ー カ ー は 、 Ｌ Ｄ の 証 拠 を 示 さ な か っ た （ 表 １ ） 。 ２ つ の マ ー カ ー
、 Ｌ Ｐ Ｈ お よ び Ａ Ｃ ３ は 、 対 立 遺 伝 子 の ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 に お い て 最 も 有 意 な 連 鎖 不 平 衡
を 表 し た （ ｐ ＜ １ ０ - 7 ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
そ の 家 系 材 料 は 、 本 来 サ ヒ （ Sahi） 5 に よ っ て 研 究 さ れ た ９ つ の 拡 大 さ れ た フ ィ ン ラ ン ド
人 家 系 か ら な る 。 １ ９ ７ ０ 年 代 に 、 す べ て の 家 系 材 料 が 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 に つ い て
試 験 さ れ た 。 こ の 研 究 に 用 い ら れ る 家 系 材 料 は 、 若 い 世 代 に お け る 家 族 の Ｄ Ｎ Ａ を 収 集 す
る こ と に よ っ て 拡 大 さ れ た 。 こ の 研 究 に お け る 家 系 材 料 は 、 合 計 １ ９ ４ 個 体 か ら な っ た （
図 １ ） 。 す べ て の 家 族 の 表 現 型 状 態 が 、 ４ ９ 個 体 を 除 く す べ て に お い て 、 エ タ ノ ー ル を 用
い た 乳 糖 耐 性 検 査 （ Ｌ Ｔ Ｔ Ｅ ） 4 ～ 5 に よ っ て 確 認 さ れ た 。 グ ル テ ン 性 腸 症 は 、 血 清 Ｉ ｇ Ａ
抗 組 織 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ の 測 定 に よ っ て す べ て の 罹 患 者 に お い て 除 外 さ れ て い る 4 5

。 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を 得 た 後 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル 4 6 に 従 っ て 、 関 与 し て い る す
べ て の 家 族 か ら 採 取 し た 血 液 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 症 例 対 照 研 究 と し て 、 空 腸 生 検
標 本 か ら 単 離 さ れ た １ ９ ６ 個 の ラ ン ダ ム な Ｄ Ｎ Ａ 試 料 で あ っ て 、 そ の 試 料 か ら の ２ 糖 類 分
解 酵 活 性 が ヘ ル シ ン キ 大 学 病 院 （ Helsinki University Hospital） で 測 定 さ れ て い る ４ ７
試 料 を シ ー ケ ン ス し た 。 標 準 プ ロ ト コ ー ル 1 4 6 に 従 っ て 、 腸 内 の 生 検 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し
た 。 こ れ ら の 系 列 は 、 １ ３ ７ 個 の ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 試 料 お よ び ５ ９ 個 の 非 存 続 性 試 料 を 含
ん だ 。 さ ら に 、 M. ロ ッ シ (Rossi), University of Naplesに よ っ て 親 切 に も 提 供 さ れ た イ
タ リ ア 人 ９ 名 か ら の Ｄ Ｎ Ａ 、 M. レ ン ツ ェ (Lentze), University of Bonnに よ っ て 親 切 に
も 提 供 さ れ た ド イ ツ 人 ９ 名 の Ｄ Ｎ Ａ 試 料 、 J.K. セ オ （ Seo） ， Seoul National Universit
yに よ っ て 親 切 に も 提 供 さ れ た 韓 国 人 ２ ２ 名 の Ｄ Ｎ Ａ 試 料 、 腸 内 生 検 試 料 を 分 析 し た （ 表
中 ： 韓 国 人 ２ ３ 名 、 イ タ リ ア 人 ９ 名 、 ド イ ツ 人 ７ 名 （ ド イ ツ か ら の 症 例 の う ち １ つ は 、 韓
国 が 起 源 で あ る ） ） 。 そ の 診 断 は 、 二 糖 類 分 解 酵 素 活 性 の 測 定 に 基 づ く も の で あ っ た 。 最
終 的 に 、 フ ィ ン ラ ン ド 人 集 団 に お け る Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 変 異 の 頻 度 を 決 定 す る た め に 、 東 フ ィ
ン ラ ン ド お よ び 西 フ ィ ン ラ ン ド の 小 さ な 州 か ら の 匿 名 フ ィ ン ラ ン ド 人 血 液 ド ナ ー ９ ３ ８ 名
の Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｃ Ｅ Ｐ Ｈ 家 系 1 9 に 属 す る １ ０ ９ 名 の 親 の Ｄ Ｎ Ａ を 解 析 し た 。 さ ら に 、 標 準
プ ロ ト コ ー ル 4 8 を 用 い て 、 肝 生 検 か ら 単 離 さ れ た ヒ ヒ （ Papio hemedryas ussinus） 由 来
の Ｄ Ｎ Ａ を 解 析 し た 。 こ の 研 究 は 、 ヘ ル シ ン キ 大 学 病 院 （ Helsinki University Hospital
） お よ び フ ィ ン ラ ン ド 赤 十 字 輸 血 サ ー ビ ス （ Finnish Red Cross Blood Transfusion Serv
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ice） の 倫 理 委 員 会 （ Ethical Committee） に よ っ て 承 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 ２ ： 拡 大 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ 解 析
第 １ 段 階 に お い て 、 ２ ｑ ２ １ 上 の Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 両 側 に あ る 極 め て 多 型 の １ ０ 個 の マ イ ク
ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー が 、 他 に 記 載 さ れ る よ う に 4 0 , 5 5 解 析 さ れ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 The G
enethon Resource Center 5 5 か ら の ラ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 付 近 に あ る 、 ２ ｑ 上 の 極 め て 多 型 の
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー を 以 下 の よ う な 遺 伝 距 離 ： ｃ ｅ ｎ － Ｄ ２ Ｓ １ １ ４ － １ ｃ Ｍ －
Ｄ ２ Ｓ １ ３ ３ ４ － ０ ｃ Ｍ － Ｄ ２ Ｓ ２ １ ９ ６ － ０ ｃ Ｍ － Ｄ ２ Ｓ ４ ４ ２ － ２ ｃ Ｍ － Ｄ ２ Ｓ ３ １
４ － ２ ｃ Ｍ － Ｄ ２ Ｓ ２ ３ ８ ５ － １ ｃ Ｍ － Ｄ ２ Ｓ ２ ２ ８ ８ － １ ｃ Ｍ － Ｄ ２ Ｓ ３ ９ ７ － １ ｃ Ｍ
－ Ｄ ２ Ｓ １ ５ ０ － １ ｃ Ｍ － Ｄ ２ Ｓ １ ３ ２ で 解 析 し た 。 マ ー カ ー の 順 序 は 大 部 分 、 Genethon
マ ッ プ で 補 わ れ る 第 ２ 染 色 体 の 物 理 的 Ｙ Ａ Ｃ コ ン テ ィ グ マ ッ プ （ チ ュ ー マ コ フ （ Chumakov
） ら ， 1995 5 6 ） か ら 得 ら れ た 。 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ １ ２ ｎ ｇ 、 プ ラ イ マ ー ５ ｐ ｍ ｏ ｌ 、 各 ヌ ク レ オ
チ ド ０ ． ２ ｍ Ｍ 、 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ８ ） 、 １ ５ ｍ Ｍ （ Ｎ Ｈ 4 ） 2 Ｓ ０ 4 、 １
． ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 ０ ． ０ １ ％ ゼ ラ チ ン 、 ０ ． ２ ５ Ｕ  Ｔ ａ
ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Dynazyme, Finnzymes社 ） を 含 有 す る 合 計 体 積 １ ５ μ ｌ 中 で Ｐ Ｃ Ｒ が 行
わ れ た 。 3 2 Ｐ － γ Ａ Ｔ Ｐ を 用 い て 、 プ ラ イ マ ー の １ つ を ５ ’ 末 端 で 放 射 標 識 し た 。 そ の 反
応 は 、 マ ル チ ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 中 で 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 間 の 変 性 段 階 ； プ
ラ イ マ ー に 応 じ て 、 様 々 な 温 度 に て ３ ０ 秒 間 ア ニ ー リ ン グ す る 段 階 ； ７ ２ ℃ で ３ ０ 秒 間 伸
長 す る 段 階 ； ３ 分 間 に 設 定 さ れ た 変 性 段 階 ； お よ び ５ 分 で の 最 終 伸 長 段 階 ； を 含 む ３ ５ サ
イ ク ル 行 わ れ た 。 増 幅 さ れ た 断 片 を ６ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し 、 オ ー ト ラ ジ
オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 第 ２ 段 階 で は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 に わ た り 構 築 さ れ た コ ン テ ィ グ 内 の
そ の 他 の ９ 個 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー を 、 Repeat Masker program (http://ftp.ge
nome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker)を 用 い て 、 Ｂ Ａ Ｃ （ Ｎ Ｈ ０ ３ ４ Ｌ ２ ３ 、 Ｎ
Ｈ ０ ３ １ ８ Ｌ １ ３ 、 Ｎ Ｈ ０ ２ １ ８ Ｌ ２ ２ 、 お よ び Ｒ Ｐ １ １ － ３ ２ ９ Ｉ １ ） の 公 開 ゲ ノ ム 配
列 か ら 同 定 し た 。 そ の 反 復 配 列 の 両 側 に あ る プ ラ イ マ ー を 合 成 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、 他 に
記 載 の 通 り で あ る 4 0 。 増 幅 さ れ た 断 片 を ６ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し 、 オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
Ｌ Ｉ Ｎ Ｋ Ａ Ｇ Ｅ プ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ 3 9 の Ｍ Ｌ Ｉ Ｎ Ｋ オ プ シ ョ ン を 使 用 す る こ と に よ っ て
、 対 を な す ロ ッ ド ス コ ア を 計 算 し た 。 完 全 浸 透 度 を 有 し 、 組 換 え 率 の 性 差 な く 、 疾 患 対 立
遺 伝 子 頻 度 ０ ． ４ を 有 す る 、 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 常 染 色 体 劣 性 遺 伝 が 推 定 さ れ た 。
そ の 症 状 は フ ィ ン ラ ン ド 人 集 団 5 ～ 6 の そ の 年 齢 に 現 れ た た め 、 ２ ０ 歳 の 年 齢 を 超 え る 個 体
の み が 、 研 究 に 含 ま れ た 。 Ｌ Ｔ Ｔ Ｅ に よ っ て 確 認 さ れ て い な い 個 体 の 疾 患 状 態 は 、 未 知 で
あ る と 見 な さ れ た 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 お よ び そ の マ ー カ ー の ヘ テ ロ 接 合 性 が 、 パ ラ メ ト リ ッ
ク な 連 鎖 解 析 4 9 の 目 的 の た め に 、 Ｄ ｏ ｗ ｎ ｆ ｒ ｅ ｑ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 家 系 材 料 か ら 推
定 さ れ た 。 さ ら に 、 常 染 色 体 劣 性 型 の 遺 伝 を 想 定 し て 1 6 、 疑 似 マ ー カ ー （ pseudomarker）
連 鎖 お よ び 連 鎖 不 平 衡 解 析 を 行 っ た 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 お よ び 組 換 え 率 を 攪 乱 母 数 1 6 , 4 9 と
し て 扱 っ て 、 検 出 さ れ た 連 鎖 に つ い て Ｌ Ｄ の 試 験 を 条 件 的 に 行 っ た 。 こ れ ら の 解 析 か ら 得
ら れ た Ｐ 値 を 表 １ に 示 す 。 ハ プ ロ タ イ プ は 、 こ の 順 序 ： Ｌ Ｐ Ｈ １ － Ｌ Ｐ Ｈ ２ － Ｌ Ｐ Ｈ １ ３
－ Ａ Ｃ ７ － Ａ Ｃ ３ － Ａ Ｃ ４ － Ａ Ｃ ５ （ 図 ３ ） で マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー に 対 し て 手 作
業 で 構 築 さ れ た 。 本 発 明 者 ら の 家 系 材 料 に お け る 合 計 ５ ４ 個 の 非 存 続 性 染 色 体 お よ び 合 計
３ ３ 個 の 存 続 性 染 色 体 が ハ プ ロ タ イ プ 解 析 に 利 用 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
密 に 連 鎖 す る マ ー カ ー の 順 序 は 、 棄 却 域 に お け る ４ つ の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン ： Ｎ Ｈ ０ ０ ３ ４ Ｌ
２ ３ 、 Ｎ Ｈ ０ ２ １ ８ Ｌ ２ ２ 、 Ｎ Ｈ ０ ３ １ ８ Ｌ １ ３ お よ び ３ ２ ９ Ｉ １ ０ を １ つ の 連 続 し た 配
列 セ グ メ ン ト に 構 築 す る こ と に よ っ て 確 認 さ れ た 。 こ の コ ン テ ィ グ は 、 ア ス パ ル チ ル － ｔ
Ｒ Ｎ Ａ シ ン テ タ ー ゼ （ Ｄ Ａ Ｒ Ｓ ） 遺 伝 子 の マ ー カ ー Ａ Ｃ ８ か ら エ ク ソ ン １ ０ に お よ び 、 合
計 ２ ２ ２ ． ５ ｋ ｂ を 網 羅 し た （ 図 ２ ） 。 連 鎖 領 域 の こ の 物 理 地 図 に 基 づ い て 、 １ ５ ０ ｋ ｂ
区 間 を 網 羅 す る 、 ７ つ の マ ー カ ー を 有 す る 拡 大 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ （ ｃ ｅ ｎ － Ｌ Ｐ Ｈ １ ３
－ Ｌ Ｐ Ｈ ２ － Ｌ Ｐ Ｈ １ － Ａ Ｃ ７ － Ａ Ｃ ３ － Ａ Ｃ ４ － Ａ Ｃ ５ － ｔ ｅ ｌ ） （ 図 ３ ） が 構 築 さ れ
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た 。 １ つ の 主 要 な ハ プ ロ タ イ プ が 、 非 存 続 性 対 立 遺 伝 子 の う ち ３ 個 （ ５ ％ ） に 対 し て 、 存
続 性 対 立 遺 伝 子 ２ ０ 個 （ ６ ０ ％ ） 中 に 存 在 し 、 ハ プ ロ タ イ プ の 広 範 な 多 様 性 が 非 存 続 性 対
立 遺 伝 子 で 認 め ら れ た 。 存 続 性 対 立 遺 伝 子 に お け る ハ プ ロ タ イ プ の 残 り ４ ０ ％ は 、 歴 史 的
組 換 え 現 象 に よ る 名 プ ロ タ イ プ の 破 壊 と 一 致 す る よ う に 、 祖 先 ハ プ ロ タ イ プ と 異 な っ た 。
保 存 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 に 基 づ い て 、 ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 の 遺 伝 子 座 は 、 マ ー カ ー Ｌ Ｐ Ｈ １ と
Ａ Ｃ ３ と の 間 の ４ ７ ｋ ｂ 区 間 に 限 定 さ れ る 可 能 性 が あ る （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 ３ ： 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 遺 伝 子 座 の 配 列 解 析
マ ー カ ー Ｌ Ｐ Ｈ １ と Ａ Ｃ ３ と の 間 の ４ ７ ｋ ｂ 領 域 を 、 ９ つ の ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 家 系 の 家 族
数 人 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら の 、 オ ー バ ー ラ ッ プ Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 に お い て 増 幅 し 、 シ ー ケ ン ス し た
。 そ の 領 域 は 、 ４ ７ ｋ ｂ 棄 却 域 （ critical region)の ３ ６ ｋ ｂ を 網 羅 す る 、 微 小 染 色 体 維
持 （ Ｍ Ｃ Ｍ ６ ） 遺 伝 子 1 8 を 含 有 す る （ 図 ２ ） 。 合 計 ５ ２ 個 の 変 異 体 を 除 い て は 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６
遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 で は 変 異 は 検 出 さ れ な か っ た ； ４ ３ 個 の Ｓ Ｎ Ｐ お よ び ９ 個 の 欠 失 ／ 挿
入 多 型 が 、 ４ ７ ｋ ｂ 棄 却 域 （ critical region)に お い て 同 定 さ れ た （ 表 ２ ） 。 変 異 体 の う
ち ２ つ だ け （ Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 、 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 ） が 、 フ ィ ン ラ ン ド 人 家 系 に お け る ラ ク タ ー ゼ
存 続 性 ／ 非 存 続 性 形 質 と 関 連 し た （ 表 ２ お よ び ３ ） 。 第 １ の 関 連 す る 変 異 体 、 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9

1 0 は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の 最 初 の Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン か ら － １ ３ ９ １ ０ ｂ ｐ 位 に あ る Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子
の イ ン ト ロ ン １ ３ に 存 在 す る 。 第 ２ の 関 連 す る 変 異 体 、 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 は 、 Ｌ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 の
最 初 の Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン か ら － ２ ２ ０ １ ８ 位 に あ る Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン ９ に 位 置 す る
。 互 い に ８ ｋ ｂ 離 れ た 、 こ れ ら の ２ つ の 変 異 体 は 完 全 に 、 拡 大 さ れ た ９ つ の フ ィ ン ラ ン ド
人 家 系 に お け る 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 で 同 時 分 離 し た 。 す べ て の ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 の （ 非
存 続 性 ） 家 族 は 、 Ｃ - 1 3 9 1 0 と Ｇ - 2 2 0 1 8 の 両 方 に ホ モ 接 合 で あ っ た （ 表 ３ ） 。 興 味 深 い こ と
に 、 こ れ ら の ど ち ら の 変 異 体 も 、 反 復 要 素 中 に 存 在 し 、 Ｌ ２ 誘 導 要 素 に は Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 、
Ａ ｌ ｕ 要 素 に は Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 験 的 に 、 本 発 明 者 ら の 家 系 材 料 か ら の 、 棄 却 域 に わ た り 同 様 の ハ プ ロ タ イ プ を 共 有 す る
、 非 存 続 性 個 体 ３ 名 、 ホ モ 接 合 の 存 続 性 個 体 ２ 名 お よ び ヘ テ ロ 接 合 の 存 続 性 個 体 ２ 名 を 、
第 １ 段 階 に お け る シ ー ケ ン シ ン グ に 使 用 し た （ 図 １ ） 。 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 棄 却 域
を 網 羅 す る 、 Ｂ Ａ Ｃ ： Ｎ Ｈ ０ ０ ３ ４ Ｌ ２ ３ 、 Ｎ Ｈ ０ ２ １ ８ Ｌ ２ ２ 、 Ｎ Ｈ ０ ３ １ ８ Ｌ ２ ３ 、
お よ び Ｒ Ｐ － ３ ２ ９ Ｉ １ ０ の 公 開 ド ラ フ ト ゲ ノ ム 配 列 を 用 い て 、 Sequencher 4ソ フ ト ウ ェ
ア （ Gene Codes社 ） を 使 用 し て １ つ の コ ン テ ィ グ に 構 築 し た 。 Ｌ Ｐ Ｈ １ と Ａ Ｃ ３ と の 間 の
棄 却 域 に 及 ぶ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
の リ ス ト は 本 明 細 書 に お い て 以 下 に 記 載 さ れ る ） 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ） 、 プ ラ イ
マ ー （ 各 ２ ０ ｎ ｇ ） 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ ２ ０ ０ μ Ｍ ） 、 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ ０ ． ５ Ｕ （ Dynazyme
, Finnzymes社 ） を 有 す る 合 計 体 積 ５ ０ μ ｌ で 、 標 準 バ ッ フ ァ ー 中 に て Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 が 行 わ
れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の サ イ ズ が 、 本 発 明 者 ら が Dynazyme extend kit（ 伸 長 キ ッ ト ） を 用 い
た （ 条 件 は 本 明 細 書 に お い て 以 下 に 記 述 さ れ る ） １ ｋ ｂ を 超 え る 場 合 を 除 い て は 、 大 部 分
の Ｐ Ｃ Ｒ は 、 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル 条 件 ： ９ ４ ℃ で ３ 分 間 変 性 を 行 う 初 回 、 次 い で 、 ９ ４
℃ で ３ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒 、 お よ び ７ ２ ℃ で １ ． ２ ５ 分 の ３ ５ サ イ ク ル 、 ７ ２ ℃ で １ ０
分 間 の 最 終 伸 長 を 用 い て 増 幅 さ れ た 。 精 製 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 （ １ ５ ～ ４ ０ ｎ ｇ ） を 、 BigD
ye terminator chemistry（ PE Biosystems社 ） を 用 い て サ イ ク ル シ ー ケ ン ス し た 。 ABI Se
quencing Analysis 3.3（ PE Biosystems社 ） お よ び Sequencher 4.1（ Gene Codes社 ） を 用
い て 、 デ ー タ を 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
シ ー ケ ン シ ン に よ る ラ ク タ ー ゼ 変 異 体 の 検 出 ：
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ） 、 プ ラ イ マ ー （ 各 ２ ０ ｎ ｇ ） 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ ２ ０ ０ μ Ｍ ） 、 ０
． ５ Ｕ  Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Dynazyme, Finnzymes社 ） を 有 す る 合 計 体 積 ５ ０ μ ｌ で 、 標
準 バ ッ フ ァ ー 中 に て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行 っ た 。 ど ち ら の Ｐ Ｃ Ｒ も 、 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル 条
件 ： ９ ４ ℃ で ３ 分 間 変 性 を 行 う 初 回 、 次 い で 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒 、 お よ び
７ ２ ℃ で １ ． ２ ５ 分 の ３ ５ サ イ ク ル 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 の 最 終 伸 長 を 用 い て 増 幅 さ れ た 。
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Ｐ Ｃ Ｒ は 酵 素 反 応 に よ っ て 精 製 さ れ た 。 精 製 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 （ １ ５ ～ ４ ０ ｎ ｇ ） を 、 Bi
gDye terminator chemistry (PE Biosystems社 )を 用 い て サ イ ク ル シ ー ケ ン ス し た 。 ABI S
equencing Analysis 3.3(PE Biosystems社 ） お よ び Sequencher 4.1(Gene Codes社 ） を 用
い て 、 デ ー タ を 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
固 相 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ に よ る ラ ク タ ー ゼ 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ ：
Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 変 異 体 に わ た る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 １ つ の ビ オ チ ン 化 （ ５ ’ － Ｂ ｉ ｏ － Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ
Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ － ３ ’ ） プ ラ イ マ ー お よ び 非 ビ オ チ ン 化 （ ５ ’
－ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ － ３ ’ ） プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し
た 。 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 に は 、 ビ オ チ ン 化 （ ５ ’ － Ｂ ｉ ｏ － Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ
Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ａ － ３ ’ ） お よ び １ つ の 非 ビ オ チ ン 化 （ ５ ’ － Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ
Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ － ３ ’ ） プ ラ イ マ ー を 上 述 の 条 件 下 で 使 用 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 １ ０ μ ｌ を ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ィ ン グ の マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル （ Lab systems社 ， フ ィ ン ラ ン
ド ） 中 に 捕 捉 し た 。 そ の ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 サ イ バ ネ ン （ Syvanen） ら （ Am J Hum Genet. (
1993), 52, 46-59)） お よ び サ イ バ ネ ン （ Syvanen） お よ び ラ ン デ グ レ ン （ Landegren) (Hu
m Mutat. (1994), 3, 172-9)に よ っ て 記 述 さ れ て い る よ う に 、 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ
た 。 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 5 に ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ
Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ － ３ ’ ） １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ 、 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 に は ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ プ
ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ － ３ ’ ） １ ０ ｐ ｍ ｏ
ｌ 、 お よ び ラ ク タ ー ゼ 非 存 続 性 対 立 遺 伝 子 に 対 応 す る Ｈ － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 Ｈ － ｄ Ｇ Ｔ Ｐ （ １ １
５ Ｃ ｉ ／ ｍ ｍ ｏ ｌ ； Ammersham社 ， 英 国 ） ま た は ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 対 立 遺 伝 子 に 対 応 す る
Ｈ － ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 Ｈ － ｓ Ａ Ｔ Ｐ の い ず れ か ０ ． １ μ ｌ 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ０ ． ０ ５
Ｕ （ Dynazyme II, Finnzymes社 ） を そ の バ ッ フ ァ ー 中 に 含 有 す る 、 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ 反
応 混 合 物 ５ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ５ ０ ℃ で ２ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し た 。 検 出 用 プ ラ イ マ ー を 溶 出 し 、 溶 出 さ れ た 放 射 能 を
液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 器 （ Rackbeta 1209, Wallac,フ ィ ン ラ ン ド ） で 測 定 し た 。 ２ つ
の 並 行 な ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 が 各 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に 対 し て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 変 異 体 に 対 す る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー お よ び 検 出 プ ラ イ マ ー ：
フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ： Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ 　 Ｔ ｍ
５ ８ 　 配 列 番 号 ８
検 出 プ ラ イ マ ー ： Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ 　 Ｔ ｍ ５ ８ 　 配 列
番 号 １ ０
Ｂ ｉ ｏ － リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： Ｂ ｉ ｏ － Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ
Ａ 　 Ｔ ｍ ６ ２ 　 配 列 番 号 ９
ま た は Ｂ ｉ ｏ － Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ 　 配 列 番 号 ７
Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 変 異 体 に 対 す る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー お よ び 検 出 プ ラ イ マ ー ：
フ ォ ワ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ： Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ 　 Ｔ ｍ 　
５ ８ 　 配 列 番 号 １ ２
検 出 プ ラ イ マ ー ： Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ 　 Ｔ ｍ ６ ２ 　 配 列 番
号 １ ４
Ｂ ｉ ｏ － リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： Ｂ ｉ ｏ － Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ａ 　
Ｔ ｍ ６ ２ 　 配 列 番 号 １ ３
ま た は Ｂ ｉ ｏ － Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ 　 配 列 番 号 １ １
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例 ４ ： 症 例 対 照 研 究 試 料 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 変 異 体 の モ ニ タ リ ン グ
ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 診 断 試 験 と し て 二 糖 類 分 解 酵 素 活 性 に つ い て 解 析 さ れ た 、 合 計 １ ９ ６
個 の 腸 内 生 検 標 本 か ら 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に お い て 、 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 お よ び Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8

変 異 体 の 頻 度 を 解 析 し た 。 合 計 ５ ９ 個 の 試 料 が 、 原 発 性 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 （ primary lact
ase deficiency） を 示 し た 。 ５ ９ 症 例 の う ち ６ 症 例 が （ 表 ３ ） 、 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 変 異 体 に 対
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し て ヘ テ ロ 接 合 性 Ｇ Ａ で あ り 、 残 り の ５ ３ 症 例 が Ｇ 対 立 遺 伝 子 に ホ モ 接 合 性 で あ っ た 。 ５
９ 試 料 す べ て が 、 変 異 体 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 の Ｃ 対 立 遺 伝 子 に ホ モ 接 合 性 で あ っ た 。 ラ ク タ ー ゼ
存 続 性 を 示 す １ ３ ７ 症 例 の 中 で 、 ７ ４ 症 例 は 、 対 立 遺 伝 子 Ｔ お よ び Ａ に ホ モ 接 合 性 で あ る
こ と が 見 出 さ れ 、 残 り ６ ３ 症 例 は 、 ヘ テ ロ 接 合 性 Ｃ Ｔ お よ び Ｇ Ａ で あ り 、 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 お
よ び Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 そ れ ぞ れ に お い て 、 対 立 遺 伝 子 Ｃ お よ び Ｇ に ホ モ 接 合 性 で あ る 症 例 は な
か っ た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
他 の 集 団 に お い て こ れ ら の 変 異 体 を 分 析 す る た め に 、 確 立 さ れ た 二 糖 類 分 解 酵 素 欠 損 を 有
す る 非 フ ィ ン ラ ン ド 人 の ４ ０ 症 例 ： 韓 国 人 ２ ３ 症 例 、 イ タ リ ア 人 ９ 症 例 、 ド イ ツ 人 ８ 症 例
か ら 採 取 さ れ た 腸 内 生 検 標 本 か ら 単 離 し た Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を シ ー ケ ン ス し た 。 イ タ リ ア 人 １ 症
例 が Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 に ヘ テ ロ 接 合 性 で あ っ た の に 対 し て 、 残 り の ３ ９ 症 例 は す べ て 、 Ｃ ／ Ｔ

- 1 3 9 1 0 お よ び Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 そ れ ぞ れ に ホ モ 接 合 性 Ｃ Ｃ お よ び Ｇ Ｇ で あ っ た （ 表 ３ ） 。 拡 大
さ れ た 研 究 に よ っ て 、 ６ 種 類 の 異 な る 人 種 の ４ ０ ０ 個 体 に お い て 生 化 学 的 に 検 証 さ れ た ラ
ク タ ー ゼ 欠 乏 症 （ ラ ク タ ー ゼ 非 存 続 性 ） と Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 変 異 体 の 完 全 な 関 連 の デ ー タ を 表
す 、 表 ７ に 提 供 さ れ る デ ー タ が 得 ら れ た 。 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 変 異 体 は 、 ４ ０ １ 症 例 の う ち ４ ０
０ 症 例 に お い て ラ ク タ ー ゼ 非 存 続 性 と 関 連 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
実 施 例 ５ ： ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 変 異 体 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 の 分 子 疫 学
フ ィ ン ラ ン ド 人 集 団 に お け る ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 に 関 連 す る 変 異 体 の 有 病 率 に 関 し て モ ニ タ
ー す る た め に 、 固 相 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ 法 1 9 , 2 0 を 用 い て 、 早 く に 移 住 し た フ ィ ン ラ ン ド
西 領 域 ま た は 遅 く 移 住 し た フ ィ ン ラ ン ド 東 領 域 に 端 を 発 す る 匿 名 フ ィ ン ラ ン ド 人 血 液 ド ナ
ー ９ ３ ８ 名 の Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ し た （ 表 ４ ） 。 実 験 的 に 、 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 変 異 体
に わ た る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 １ つ の オ チ ン 化 （ ５ ’ － Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ
Ｃ Ｃ Ｔ Ａ － ３ ’ ） プ ラ イ マ ー お よ び 非 ビ オ チ ン 化 （ ５ ’ － Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ
Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ － ３ ’ ） プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し た 。 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 に は 、 ビ オ チ ン
化 （ ５ ’ － Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ － ３ ’ ） お よ び １ つ の 非 ビ
オ チ ン 化 （ ’ ５ － Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ － ３ ’ ） プ ラ イ マ ー
を 上 述 の 条 件 下 で 使 用 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 １ ０ μ ｌ を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ィ ン グ の マ
イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル （ Lab systems社 ， フ ィ ン ラ ン ド ） 中 に 捕 捉 し た 。 そ の ウ ェ ル を 洗
浄 し 、 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ を 上 述 に 記 載 の よ う に 1 9 , 2 0 変 性 さ せ 、 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 0 5 に は ミ ニ シ ー
ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ － ３ ’ ） １ ０
ｐ ｍ ｏ ｌ 、 Ｇ ／ Ａ - 1 3 9 1 5 に は ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ
Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ － ３ ’ ） １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ 、 お よ び ラ ク タ ー ゼ 非 存 続 性 対 立
遺 伝 子 に 対 応 す る Ｈ － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ １ １ ５ Ｃ ｉ ／ ｍ ｍ ｏ ｌ ； Ammersham社 ， 英 国 ） ま た は ラ
ク タ ー ゼ 存 続 性 対 立 遺 伝 子 に 対 応 す る Ｈ － ｄ Ｔ Ｔ Ｐ の い ず れ か ０ ． １ μ ｌ 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ ０ ． ０ ５ Ｕ （ Dynazyme II, Finnzymes社 ） を 、 そ の バ ッ フ ァ ー 中 に 含 有 す る
ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 混 合 物 ５ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト を ５ ０ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し た 。 検 出 用 プ ラ イ マ ー を 溶 出 し
、 溶 出 さ れ た 放 射 能 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 器 （ Rackbeta 1209, Wallac,フ ィ ン ラ ン
ド ） で 測 定 し た 。 ２ つ の 並 行 な ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 が 各 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に 対 し て 行 わ れ た
。 推 定 さ れ る ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 遺 伝 子 型 Ｃ Ｃ - 1 3 9 1 0 の 全 体 的 な 有 病 率 （ １ ７ ０ 症 例 ） は １
８ ． １ ％ で あ り 、 東 の 試 料 よ り も 西 の 試 料 の ほ う が 有 病 率 が 高 か っ た （ １ ６ ． ８ ％ に 対 し
て １ ８ ． ９ ％ ） （ 表 ４ ） 。 こ れ ら の 値 は 、 フ ィ ン ラ ン ド 語 を 話 す フ ィ ン ラ ン ド 人 の 間 で １
７ ％ の 有 病 率 を 報 告 す る 疫 学 的 研 究 と よ く 一 致 し て お り 、 西 か ら 東 へ 勾 配 が 高 く な る 。 Ｇ
／ Ａ - 2 2 0 1 8 多 型 に 関 し て 、 同 じ セ ッ ト の 試 料 の 遺 伝 子 型 も 判 定 し 、 こ れ ら の ２ つ の Ｓ Ｎ Ｐ
間 の Ｌ Ｄ を 、 Ｄ ’ 統 計 量 2 1 を 用 い て モ ニ タ ー し た 。 そ れ ら は 、 ほ ぼ 完 全 に 連 鎖 不 平 衡 （ Ｌ
Ｄ ） に あ る こ と が 見 出 さ れ た （ Ｄ ’ ＝ ０ ． ９ ８ 、 ｐ ＝ ７ ． ６ ２ × １ ０ - 1 1 、 表 ５ ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
異 な る 集 団 に お け る ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 有 病 率 は 、 ５ ％ 未 満 か ら ほ ぼ １ ０ ０ ％ と 大 き く 異
な る こ と が 知 ら れ て い る 。 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 有 病 率 の こ れ ら の 変 化 が 遺 伝 子 型 Ｃ Ｃ - 1 3 9 1 0
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の 分 布 と 相 関 す る の か ど う か を 決 定 す る た め に 、 Ｃ Ｅ Ｐ Ｈ 家 系 2 2 の Ｄ Ｎ Ａ を 解 析 し た 。 Ｃ
Ｅ Ｐ Ｈ 家 系 は 主 に 、 フ ラ ン ス お よ び ユ タ 州 か ら 集 め ら れ 、 フ ラ ン ス か ら の 家 系 は 報 告 さ れ
た ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 有 病 率 約 ３ ７ ％ 2 3 を 有 し 、 北 ヨ ー ロ ッ パ 由 来 の ユ タ 州 の 集 団 は ５ ％ 未
満 2 4 の ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 有 病 率 を 有 し た 。 Ｃ Ｅ Ｐ Ｈ 家 系 に お い て 親 を 遺 伝 子 型 判 定 す る こ
と に よ っ て 、 フ ラ ン ス 人 家 系 の ４ １ ． ２ ％ （ １ ７ 試 料 の う ち の ７ ） が 遺 伝 子 型 Ｃ Ｃ を 有 す
る の に 対 し て 、 ユ タ 州 家 系 の ７ ． ６ ％ の み （ ９ ２ 試 料 の う ち の ７ ） が 遺 伝 子 型 Ｃ Ｃ を 有 す
る こ と が 明 ら か と な っ た （ 表 ４ ） 。 さ ら に ま た 、 解 析 さ れ た 試 料 が 少 数 で あ る の に も か か
わ ら ず 、 こ れ ら の 数 値 は 、 こ れ ら の 集 団 2 3 , 2 4 に お け る ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 疫 学 的 研 究 で
得 ら れ た 値 と 一 致 す る 。 観 察 さ れ た 変 異 体 の 有 病 率 が 、 記 述 さ れ て い る 乳 糖 不 耐 の 集 団 で
の 頻 度 と よ く 一 致 し て い る こ と が 、 表 ８ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 ６ ： ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 変 異 体 Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 の 系 統 学
フ ィ ン ラ ン ド 人 家 系 に お け る ハ プ ロ タ イ プ 解 析 か ら 、 フ ィ ン ラ ン ド に お け る ラ ク タ ー ゼ 存
続 性 対 立 遺 伝 子 の す べ て で は な い が 大 部 分 が 、 あ る 共 通 の 祖 先 に 由 来 し て い る こ と が 示 唆
さ れ た 。 連 鎖 不 平 衡 を 利 用 し て 、 存 続 性 対 立 遺 伝 子 の フ ィ ン ラ ン ド 人 集 団 2 5 へ の 導 入 の 時
間 を 推 定 し た 。 世 代 時 間 が ２ ０ 年 で あ る と 仮 定 す る と 、 こ の 推 定 か ら 、 創 始 者 の 変 異 が フ
ィ ン ラ ン ド 人 集 団 に お よ そ ９ ０ ０ ０ ～ １ １ ４ ０ ０ 年 前 に 導 入 さ れ た こ と が 示 さ れ る だ ろ う
（ 表 ６ ） 。 こ れ は 、 お よ そ ８ ０ ０ ０ ～ ９ ０ ０ ０ 年 前 2 6 に フ ィ ン ラ ン ド 本 土 に 移 住 し た 初 期
の 徴 候 と よ く 一 致 し 、 理 に か な っ て 、 紀 元 前 ８ ０ ０ ０ ～ １ ０ ． ０ ０ ０ 年 の 酪 農 業 の 始 ま り
と か な り 一 致 す る だ ろ う 。 さ ら に 重 要 な こ と に は 、 異 な る 集 団 に お け る 存 続 性 対 立 遺 伝 子
中 に 同 じ Ｄ Ｎ Ａ 変 異 体 が 存 在 す る こ と か ら 、 こ の 変 異 体 は よ り い っ そ う 偶 発 的 で あ り 、 か
つ そ の 変 異 は 、 解 析 し た 集 団 の 派 生 前 に 生 じ た こ と が 示 唆 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ラ ク タ ー ゼ 対 立 遺 伝 子 の 系 統 発 生 的 起 源 を 洞 察 す る た め に 、 ヒ ヒ （ Papio Hamadryas） の
Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン ９ お よ び イ ン ト ロ ン １ ３ の 一 部 を シ ー ケ ン ス し た 。 遺 伝 子 型
Ｇ Ｇ お よ び Ｃ Ｃ が 、 Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 お よ び Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 の 両 方 で ヒ ヒ Ｄ Ｎ Ａ に 存 在 し た 。 こ
の こ と か ら 、 対 立 遺 伝 子 Ｇ お よ び Ｃ は そ れ ぞ れ 、 非 存 続 型 を 表 す 、 祖 先 対 立 遺 伝 子 の 出 現
を 反 映 し て お り 、 変 異 に よ り こ の 対 立 遺 伝 子 が 形 質 転 換 さ れ 、 存 続 性 対 立 遺 伝 子 が 生 じ た
こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 仮 定 は 、 非 存 続 性 対 立 遺 伝 子 で 見 出 さ れ る 対 立 遺 伝 子 の 高 い 多 様
性 に 対 し て 、 存 続 性 対 立 遺 伝 子 に お け る Ｌ Ｄ お よ び 共 有 さ れ る ハ プ ロ タ イ プ を 同 定 す る こ
と に よ っ て 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
実 施 例 ７ ： Ｃ ／ Ｔ お よ び Ｇ ／ Ａ 変 異 体 の 対 を な す Ｌ Ｄ
Ｃ ／ Ｔ - 1 3 9 1 0 と Ｇ ／ Ａ - 2 2 0 1 8 と の 間 の 対 の Ｌ Ｄ を 、 Ｄ ’ 統 計 量 2 1 を 用 い て 推 定 し た 。 Ｄ ’
は 、 最 大 値 （ Ｄ ／ Ｄ m a x 、 Ｄ ／ Ｄ m i n ） と し て 計 算 さ れ る ： 不 平 衡 測 定 法 Ｄ ＝ ｈ p q － ｐ ｑ （
式 中 、 ｈ p q は 、 各 遺 伝 子 座 に 稀 な 対 立 遺 伝 子 を 有 す る ハ プ ロ タ イ プ の 頻 度 で あ り 、 ｐ お よ
び ｑ は 、 遺 伝 子 座 １ お よ び ２ に お け る 稀 な 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 で あ る ） 、 Ｄ m a x ＝ ｍ ｉ ｎ  ｐ
（ １ － ｐ ） 、 ｑ （ １ － ｑ ） （ Ｄ ＞ ０ の 場 合 ） 、 お よ び Ｄ m i n ＝ － ｍ ｉ ｎ  ｐ ｑ ， （ １ － ｐ ）
（ １ － ｑ ） （ Ｄ ＜ ０ の 場 合 ） 。 自 由 度 （ １ ｄ ｆ ） で χ 2 と し て 分 布 す る 統 計 量 ：
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
を 用 い て 、 ０ か ら の Ｄ ’ の 偏 差 ｆ の 有 意 性 を 決 定 し た 2 1 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
遺 伝 子 受 入 番 号 ： Ｂ Ａ Ｃ で は 、 Ｎ Ｈ ０ ２ １ ８ Ｌ ２ ２ 、 Ｎ ０ ０ ３ ４ Ｌ ３ ４ 、 Ｎ Ｈ ０ ３ １ ８ Ｌ
１ ３ お よ び Ｒ Ｐ １ １ － ３ ２ ９ Ｉ １ ０ は そ れ ぞ れ 、 Ａ Ｃ ０ １ ２ ５ ５ １ 、 Ａ Ｃ ０ １ １ ８ ９ ３ 、
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Ａ Ｃ ０ １ １ ９ ９ ９ お よ び Ｃ ０ １ ６ ５ １ ６ で あ る 。 ヒ ト 多 型 の 受 入 番 号 は Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　
Ａ Ｆ ３ ９ ５ ６ ０ ７ ～ Ａ Ｆ ３ ９ ５ ６ １ ５ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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10

20

30

40

50

(26) JP 2005-502336 A 2005.1.27



tellites. Nature. 1996 Mar 14;380(6570):152-4.
５ ６ ． チ ュ ー マ コ フ （ Chumakov）  IM, リ ガ ウ ル ト （ Rigault）  P, レ ・ ゴ ー ル （ Le Gall
）  I, ベ ラ ー ネ （ Bellanne） -シ ャ ン テ ロ ッ ト （ Chantelot）  C, ビ ラ ウ ル ト （ Billault）
 A, ギ ユ ー （ Guillou）  S, ソ ウ ラ リ ュ ー （ Soularue）  P, グ ア ス コ ー ニ （ Guasconi）  G,
 ポ ウ リ ア ー （ Poullier）  E, グ ロ ス （ Gros） I, ら . A YAC contig map of the human ge
nome. Nature. 1995 Sep 28;377(6547 Suppl):175-297
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ９ ０ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ９ １ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ９ ２ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ ０ ９ ３ 】
【 表 ６ 】

10

20

30

40

(33) JP 2005-502336 A 2005.1.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ９ ４ 】
【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 図 １ 】 研 究 さ れ た フ ィ ン ラ ン ド 人 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 家 系 。 黒 い 印 は 、 ラ ク タ ー ゼ
欠 乏 （ hypolactasic） の 個 体 を 示 し 、 ア ス タ リ ス ク （ ＊ ） は 、 試 料 が 入 手 で き な か っ た こ
と を 示 し 、 疑 問 符 （ ？ ） は 未 知 の 疾 患 状 態 を 示 す 。 ↑ は 、 Ｓ Ｎ Ｐ を 同 定 す る た め の シ ー ケ
ン シ ン グ に 用 い ら れ る 個 体 を 示 す （ 表 ２ ） 。
【 図 ２ 】 成 人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 遺 伝 子 座 の 物 理 地 図 。 Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン は 、 水 平 な 線 の 上
に 示 さ れ て い る 。 ３ つ の 遺 伝 子 、 Ｌ Ｐ Ｈ 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ お よ び Ｄ Ａ Ｒ Ｓ は 、 ブ ラ ッ ク ボ ッ ク ス
よ り 上 に あ る 、 遺 伝 子 の ３ ’ 末 端 に 対 し て 向 け ら れ る 先 端 を 有 す る 太 い 黒 色 の 矢 印 に よ っ
て 示 さ れ る 。 遺 伝 子 座 の 微 細 な マ ッ ピ ン グ に 使 用 さ れ る １ ０ 個 の 多 型 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト
マ ー カ ー の 位 置 が 示 さ れ て い る 。 水 平 な 線 に あ る バ ッ ク ス ラ ッ シ ュ は 、 コ ン テ ィ グ 配 列 の
配 列 に お け る ギ ャ ッ プ を 示 す 。 マ ー カ ー Ｄ ２ Ｓ ２ １ ６ ９ の 位 置 は 、 上 述 さ れ て い る よ う に
4 0 、 Ｐ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Ｐ Ａ Ｃ １ ０ ６ Ｏ ２ ０ で ギ ャ ッ プ を 埋 め る こ と に よ
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っ て 確 認 さ れ た 。 Ｌ Ｐ Ｈ の 最 初 の Ａ Ｔ Ｇ の １ ３ ． ９ ｋ ｂ お よ び ２ ２ ｋ ｂ  ５ ’ に 位 置 す る
イ ン ト ロ ン ９ お よ び １ ３ に お け る ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 表 現 型 関 連 変 異 体 の 位 置 を 含 む 、 Ｍ Ｃ
Ｍ ６ 遺 伝 子 の 構 成 が 示 さ れ る 。
【 図 ３ 】 密 に 連 鎖 す る ７ 個 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー を 用 い た 、 フ ィ ン ラ ン ド 人 の 成
人 型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 家 系 に 由 来 す る 存 続 性 染 色 体 の 拡 大 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ 解 析 。 祖 先
創 始 者 の 染 色 体 を 表 す ハ プ ロ タ イ プ に 陰 影 が つ け ら れ て い る 。 存 続 性 染 色 体 に も 存 在 し た
非 存 続 性 染 色 体 の ハ プ ロ タ イ プ の み が 示 さ れ て い る 。 祖 先 の 組 み 合 わ せ に 基 づ い て 、 成 人
型 ラ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 の 遺 伝 子 座 は 、 マ ー カ ー Ｌ Ｐ Ｈ １ お よ び Ａ Ｃ ３ の 間 の ４ ７ ｋ ｂ 区 間 に
限 定 す る こ と が で き る 。
【 図 ４ 】 ラ ク タ ー ゼ 存 続 性 に 特 異 的 で あ る 、 そ の 中 の Ｔ が Ｃ に よ っ て 置 換 さ れ る 、 － １ ３
９ １ ０ 位 に Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン １ ３ の 配 列 に 含 ま れ る 配 列 （ ３ ２ ２
０ ｂ ｐ ） 。 前 記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ て い る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号 １ を 指 す 。
【 図 ５ 】 ラ ク タ ー ゼ 存 続 型 配 列 に 特 異 的 で あ る 、 そ の 中 の Ａ が Ｇ に よ っ て 置 換 さ れ る 、 －
２ ２ ０ １ ８ 位 に Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン ９ の 配 列 に 含 ま れ る 配 列 （ １ ２
９ ５ ｂ ｐ ） 。 前 記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ て い る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号 ２ を 指 す 。
【 図 ６ － １ 】 － １ ３ ９ １ ０ 位 に Ｔ を 含 む 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の ラ ク タ ー ゼ 存 続 型 イ ン ト ロ ン
１ ３ の 配 列 （ ３ ２ ２ ０ ｂ ｐ ） 。 前 記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ て い る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号
３ を 指 す 。
【 図 ６ － ２ 】 － １ ３ ９ １ ０ 位 に Ｔ を 含 む 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の ラ ク タ ー ゼ 存 続 型 イ ン ト ロ ン
１ ３ の 配 列 （ ３ ２ ２ ０ ｂ ｐ ） 。 前 記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ て い る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号
３ を 指 す 。
【 図 ７ 】 － ２ ２ ０ １ ８ 位 に Ａ を 含 む 、 Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の ラ ク タ ー ゼ 存 続 型 イ ン ト ロ ン ９ の
配 列 （ １ ２ ９ ５ ｂ ｐ ） 。 前 記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号 ４ を 指 す 。
【 図 ８ － １ 】 ラ ク タ ー ゼ 存 続 型 配 列 に 特 異 的 で あ る 、 そ の 中 の Ｔ が Ｃ に よ っ て 置 換 さ れ る
、 － １ ３ ９ １ ０ 位 に Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン １ ３ の 配 列 （ ３ ２ ２ ０ ｂ ｐ
） 。 前 記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号 ５ を 指 す 。
【 図 ８ － ２ 】 ラ ク タ ー ゼ 存 続 型 配 列 に 特 異 的 で あ る 、 そ の 中 の Ｔ が Ｃ に よ っ て 置 換 さ れ る
、 － １ ３ ９ １ ０ 位 に Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン １ ３ の 配 列 （ ３ ２ ２ ０ ｂ ｐ
） 。 前 記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号 ５ を 指 す 。
【 図 ９ 】 ラ ク タ ー ゼ 存 続 型 配 列 に 特 異 的 で あ る 、 そ の 中 の Ａ が Ｇ に よ っ て 置 換 さ れ る 、 －
２ ２ ０ １ ８ 位 に Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む Ｍ Ｃ Ｍ ６ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン ９ の 配 列 （ １ ２ ９ ５ ｂ ｐ ） 。 前
記 位 置 は 、 小 文 字 で 示 さ れ る 。 こ の 配 列 は 配 列 番 号 ６ を 指 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ － １ 】 【 図 ６ － ２ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ － １ 】 【 図 ８ － ２ 】

【 図 ９ 】
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摘要(译)

本发明有助于成人乳糖酶缺乏或成人乳糖酶缺乏，一个核酸分子，其包含肠乳糖酶-根皮苷水解酶的5“部分（LPH）基因中，（a）
序列一个或具有ID NO的核酸序列的核酸分子：1，SEQ ID NO：1的序列：1，还如图4所示，也包含在图中所示的序列中的核酸分
子8;（b）序列。一个或具有ID NO的核酸序列的核酸分子：2，SEQ ID NO：1的序列：2，也如图5所示，所述核酸分子也被包括
在图9所示的序列中;（c）部分互补链杂交从LPH基因的（一个）或（b）在严格条件下核酸分子，至少20个核苷酸的核酸分子，其
中所述多核苷酸/核酸分子，-13910 5” （D）在与其互补链对应的位置具有胞嘧啶残基的核酸分子在严格条件杂交与（a）或（b）
的核酸分子，至少20个核苷酸的核酸分子，其中所述多核苷酸/核酸分子从LPH基因对应于-22018 5”核苷酸分子，其位置具有鸟嘌
呤残基;此外，本发明是基于包含在上面描述的核酸分子的SNP的分析，其涉及用于检测在存在或倾向成人型乳糖酶缺乏的方法。
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此外，本发明涉及用于检测成人乳糖酶缺乏的存在或倾向的诊断组合物
和试剂盒。


