
(57)【要約】
　本発明は、生検または体液試料または癌細胞培養のような細胞集団において遺伝子異常
を検出するため、異なる種のシンテニー染色体鎖を比較するため、これによって、アレイ
をベースとするゲノムハイブリダイゼーションの実行を最適化するための、アレイ、アレ
イをベースとする方法、装置およびキットを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 担 体 上 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 の 一 の ア レ イ 中 に 複 数 の 固 定 化 エ レ メ ン ト を 含 む 核 酸 ア レ
イ で あ っ て 、 こ の 複 数 の エ レ メ ン ト が 染 色 体 シ ン テ ニ ー 鎖 か ら の 核 酸 配 列 を 含 み 、 エ レ メ
ン ト の 第 １ セ ッ ト が 生 物 の 第 １ 種 か ら の も の で あ り 、 エ レ メ ン ト の 第 ２ セ ッ ト が 第 ２ 種 か
ら の も の で あ り 、 こ の 第 １ 種 と 第 ２ 種 は 異 な る も の で あ り 、 生 物 の 第 １ 種 か ら の エ レ メ ン
ト 中 の 核 酸 が 、 生 物 の 第 ２ 種 の シ ン テ ニ ー 染 色 体 か ら の 核 酸 エ レ メ ン ト 中 の 核 酸 配 列 に 対
し て 相 同 で あ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 核 酸 ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 エ レ メ ン ト の 第 １ セ ッ ト の 核 酸 が ク ロ ー ン 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ア レ
イ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ク ロ ー ン 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ Ｙ Ａ Ｃ ） 、 バ ク テ リ ア 人 工 染 色 体 （ Ｂ Ａ
Ｃ ） 、 哺 乳 動 物 人 工 染 色 体 （ Ｍ Ａ Ｃ ） お よ び Ｐ １ フ ァ ー ジ 人 工 染 色 体 （ Ｐ Ａ Ｃ ） か ら な る
ベ ク タ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る ベ ク タ ー 上 に 保 有 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 少 な く と も １ つ の 生 物 が 、 齧 歯 類 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 海 生 哺 乳 動 物 、 ウ サ ギ 目 の 動 物 、 ブ
タ 、 ウ シ 、 肉 食 動 物 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 両 生 類 、 魚 お よ び 昆 虫 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 １ ～ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 少 な く と も １ つ の 生 物 が 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 ま た は モ デ ル 疾 患 を 有 す
る 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も １ つ の 生 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も １ つ の 生 物 が 、 ゴ リ ラ 、 チ ン パ ン ジ ー 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、
ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 カ エ ル 、 ヒ キ ガ エ ル 、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ お よ び ハ エ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か １ 項 記 載
の ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 生 物 種 が ヒ ト お よ び マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ア レ イ が 、 さ ら に 、 各 ア レ イ が 第 １ セ ッ ト の 核 酸 エ レ メ ン ト お よ び 第 ２ セ ッ ト の 核 酸 エ
レ メ ン ト を 含 む 複 数 の 非 連 続 ア レ イ を 含 む マ ル チ ア レ イ 表 面 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ８ い ず れ
か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 １ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も １ つ が 第 ２ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も
１ つ と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 相 同 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 １ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も １ つ が 第 ２ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も
１ つ と 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 相 同 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 １ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も １ つ が 第 ２ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も
１ つ と 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 相 同 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 が 少 な く と も １ つ の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ２ い ず れ か １ 項
記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 エ レ メ ン ト が 少 な く と も １ つ の 種 の 少 な く と も １ つ の 染 色 体 を 表 示 す る 核 酸 配 列 を 含 む
、 請 求 項 １ ～ １ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 エ レ メ ン ト が 少 な く と も １ つ の 種 の ゲ ノ ム を 表 示 す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ４
い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 複 数 の 非 連 続 ア レ イ の 各 々 が バ リ ヤ ー に よ っ て お 互 い に 隔 て ら れ て い る 、 請 求 項 ９ ～ １
５ い ず れ か １ 項 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 生 物 種 の 細 胞 に 対 す る 環 境 中 の 組 成 物 ま た は 物 理 的 力 の 遺 伝 毒 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ
て 、
　 第 １ 種 の 試 験 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 を 該 組 成 物 ま た は 該 力 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 接 触 し た 試 験 細 胞 ま た は 集 団 か ら 核 酸 試 料 を 得 る こ と ； お よ び
　 該 試 料 の 核 酸 を 担 体 上 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 し た シ ン テ ニ ー 核 酸 の ア レ イ と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 該 試 料 の 核 酸 を 異 常 に つ い て 分 析 す る こ と （ こ こ で 、 該 シ
ン テ ニ ー ア レ イ は 、 第 １ 種 の ゲ ノ ム か ら の シ ン テ ニ ー 核 酸 の 配 列 を 含 む エ レ メ ン ト を 有 し
、 か つ 、 少 な く と も 生 物 の 第 ２ 種 の ゲ ノ ム か ら の シ ン テ ニ ー 核 酸 の 配 列 の エ レ メ ン ト を 有
す る ）
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 第 ２ 種 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 接 触 さ せ る こ と が 、 細 胞 ま た は 集 団 に 組 成 物 を 添 加 す る こ と 、 ま た は 細 胞 ま た は 集 団 を
力 に 暴 露 す る こ と で あ る （ こ こ で 、 細 胞 ま た は 集 団 は 細 胞 培 養 に お け る も の で あ る ） 、 請
求 項 １ ７ ～ １ ８ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 験 細 胞 ま た は 集 団 が イ ン ビ ボ で の 第 １ 種 の 生 物 で あ る 、 請 求 項 １ ７ ～ １ ８ の い ず れ か
１ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 イ ン ビ ボ で 細 胞 ま た は 生 物 を 処 置 す る こ と が 、 経 口 投 与 、 局 所 投 与 、 経 皮 投 与 、 注 射 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 経 路 に よ り 組 成 物 を 投 与 す る こ と 、 ま た は 細 胞 ま た は 生 物 を 力 に
暴 露 す る こ と で あ る 、 請 求 項 １ ７ ～ １ ８ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 イ ン ビ ボ で 第 １ 種 を 接 触 さ せ る こ と が 、 生 物 を 自 然 環 境 下 で 該 組 成 物 ま た は 該 力 に 暴 露
す る こ と で あ る 、 請 求 項 １ ８ ～ １ ８ お よ び 請 求 項 ２ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 第 １ 種 が ゴ リ ラ 、 チ ン パ ン ジ ー 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、
モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 カ エ ル 、 ヒ キ ガ エ ル 、 魚 お よ び 昆 虫 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ ～ ２ ２ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 接 触 し た 生 物 の ゲ ノ ム を 分 析 す る こ と が 、 さ ら に 、 試 験 細 胞 か ら の 核 酸 の 試 料 と ア レ イ
と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 参 照 細 胞 か ら の 核 酸 の 試 料 と ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン と を 比 較 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ～ ２ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 参 照 細 胞 が 第 １ 種 、 第 ２ 種 ま た は 第 ３ 種 の い ず れ か か ら の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ７ ～ ２
４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 第 １ 種 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 ま た は モ デ ル 疾 患 を 有 す る 哺 乳 動 物 で あ る
、 請 求 項 １ ７ ～ ２ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 参 照 細 胞 が 、 組 成 物 を 投 与 し て い な い 第 １ 種 の 細 胞 で あ り 、 こ の 投 与 し て い な い こ と 以
外 は 試 験 細 胞 と 同 一 で あ る 、 請 求 項 １ ７ ～ ２ ５ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
　 さ ら に 、 試 験 細 胞 か ら の 核 酸 と ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 参 照 細 胞 か ら
の 核 酸 と ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 各 々 と キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト と の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 比 較 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ～ ２ ７ い ず れ か １ 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 前 に 、 試 験 細 胞 核 酸 お よ び 参 照 細 胞 核 酸 の 各 々 を 第 １ 蛍
光 染 料 お よ び 第 ２ 蛍 光 染 料 で 別 々 に 標 識 す る こ と （ こ こ で 、 第 １ 染 料 お よ び 第 ２ 染 料 は 異
な る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る ） を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ～ ２ ８ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 さ ら に 、 標 識 後 、 第 １ 染 料 で 標 識 し た 試 験 細 胞 核 酸 お よ び 第 ２ 染 料 で 標 識 し た 参 照 細 胞
核 酸 を 含 む 第 １ 混 合 物 を 調 製 す る こ と 、 お よ び 、 第 ２ 染 料 で 標 識 し た 試 験 細 胞 核 酸 お よ び
第 １ 染 料 で 標 識 し た 参 照 細 胞 核 酸 を 含 む 第 ２ 混 合 物 を 調 製 す る こ と 、 お よ び 、 第 １ 混 合 物
お よ び 第 ２ 混 合 物 の 各 々 を シ ン テ ニ ー ア レ イ の 反 復 と 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と を
含 む 、 請 求 項 １ ７ ～ ２ ９ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 シ ン テ ニ ー ア レ イ の 反 復 が 、 複 数 の 非 連 続 シ ン テ ニ ー ア レ イ を 含 む マ ル チ ア レ イ 表 面 で
あ り 、 混 合 物 を ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が 第 １ 混 合 物 お よ び 第 ２ 混 合 物 の 各 々
を 複 数 の シ ン テ ニ ー ア レ イ の メ ン バ ー に 別 々 に 適 用 す る こ と で あ る 、 請 求 項 １ ７ ～ ３ ０ い
ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 さ ら に 、 第 １ 染 料 お よ び 第 ２ 染 料 と 第 １ 混 合 物 お よ び 第 ２ 混 合 物 の 各 々 に つ い て の 各 エ
レ メ ン ト と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 の 比 率 を 正 規 化 す る こ と に よ っ て 試 験 細 胞 お
よ び 参 照 細 胞 の ゲ ノ ム を 比 較 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ～ ３ １ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 さ ら に 、 得 ら れ た 比 率 の セ ッ ト を ｐ － 末 端 か ら ｑ － 末 端 ま で の 染 色 体 に 沿 っ た 距 離 と し
て の 核 酸 の 各 々 の 位 置 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し て 、 試 験 細 胞 染 色 体 の 表 示 を 得 る こ と を 含
む 、 請 求 項 １ ７ ～ ３ ２ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 第 １ 混 合 物 お よ び 第 ２ 混 合 物 を マ ル チ ア レ イ 表 面 の シ ン テ ニ ー ア レ イ の 反 復 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ る こ と が 、 さ ら に 、 該 混 合 物 の 各 々 に 別 々 に カ バ ー を 適 用 す る こ と 、 バ リ ヤ ー
に よ っ て 隔 て ら れ た 領 域 に 該 混 合 物 を 適 用 す る こ と 、 お よ び 該 混 合 物 の 各 々 に 増 粘 性 溶 質
を 添 加 す る こ と の う ち 少 な く と も １ つ を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ～ ３ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 さ ら に 、 試 験 生 物 の 染 色 体 異 常 の 染 色 体 お よ び 染 色 体 位 置 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 １ ７ ～ ３ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 第 １ 種 が 非 ヒ ト で あ り 、 シ ン テ ニ ー ア レ イ が ヒ ト ゲ ノ ム の エ レ メ ン ト を 含 み 、 該 方 法 が
、 さ ら に 、 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 異 常 の 相 同 染 色 体 お よ び 染 色 体 位 置 を 測 定 す る こ と を 含 む
、 請 求 項 １ ７ ～ ３ ５ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 担 体 上 の ア レ イ 中 に 固 定 し た エ レ メ ン ト の 核 酸 が ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 請 求 項 ３ ６
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 参 照 試 料 核 酸 と 比 べ た 試 験 試 料 核 酸 中 の 染 色 体 異 常 の 量 が 組 成 物 ま た は 力 の 遺 伝 毒 性 の
程 度 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 組 成 物 ま た は 力 が 、 有 害 業 種 化 合 物 、 化 学 兵 器 、 風 媒 性 の 塵 、 光 化 学 ス モ ッ グ 、 天 然 産
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物 、 化 粧 品 、 食 品 添 加 物 、 農 作 物 、 工 業 化 合 物 、 新 規 化 学 物 質 、 リ ー ド 化 合 物 、 医 薬 品 、
汚 水 お よ び 環 境 試 料 、 お よ び そ の 抽 出 物 ま た は 調 製 物 、 放 射 性 物 質 か ら の 放 射 、 紫 外 線 ビ
ー ム お よ び Ｘ 線 ビ ー ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ ～ ３ ８ い ず れ か １ 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 マ ル チ ア レ イ 表 面 の 反 復 の 各 々 が 、 さ ら に 、 少 な く と も １ つ の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ
ッ ト を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ９ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト が ア レ イ 中 の 複 数 の エ レ メ ン ト か ら の 核 酸 配 列 を 含 む 、 請
求 項 ２ ８ お よ び ４ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 表 面 上 に 固 定 し た 生 物 の 複 数 の 種 の ゲ ノ ム か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も つ 核 酸 エ レ メ ン
ト を 有 す る 少 な く と も １ つ の シ ン テ ニ ー ア レ イ 、 お よ び 容 器 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ ～ ４ １ い
ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 を 使 用 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 さ ら に 、 複 数 の 検 出 用 標 識 、 お よ び 使 用 説 明 書 を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 少 な く と も １ つ の シ ン テ ニ ー ア レ イ が 複 数 の シ ン テ ニ ー ア レ イ を 有 す る マ ル チ ア レ イ 表
面 を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ ～ ４ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 疾 患 の 進 行 の 間 に 対 象 体 の 細 胞 に お い て 染 色 体 異 常 の 存 在 お よ び 位 置 を 同 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
　 該 疾 患 に 冒 さ れ て い る 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 得 る こ と ； お よ び
　 該 試 料 を 、 第 １ 種 の ゲ ノ ム か ら の 核 酸 を 有 す る 第 １ シ ン テ ニ ー 核 酸 ア レ イ の エ レ メ ン ト
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 さ ら に 、 該 試 料 を 、 第 ２ 種 の ゲ ノ ム か ら の 核 酸 を 有 す る 第 ２ シ ン
テ ニ ー 核 酸 ア レ イ の エ レ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 、 該 試 料 を 染 色 体 異
常 に つ い て 分 析 す る こ と （ 第 １ ア レ イ お よ び 第 ２ ア レ イ の エ レ メ ン ト は 担 体 上 に 固 定 さ れ
て い る ）
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 第 １ 種 ま た は 第 ２ 種 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 疾 患 が ヒ ト 疾 患 の 動 物 モ デ ル で あ る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ４ ６ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 疾 患 が 癌 で あ る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ４ ７ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 疾 患 が 固 形 腫 瘍 ま た は 血 液 増 殖 症 状 で あ る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ４ ８ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 疾 患 が 、 皮 膚 、 肺 、 乳 房 、 頭 頸 部 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 脳 、 白 血 病 、 胃 （ gastric） 、 胃 （ s
tomach） 、 食 道 、 膵 臓 、 お よ び リ ン パ 腫 の 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ４
９ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 疾 患 が ス テ ー ジ Ｉ の 癌 で あ る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ０ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 癌 が ス テ ー ジ Ｉ Ｉ 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ Ｉ お よ び ス テ ー ジ Ｉ Ｖ の 癌 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４
５ ～ ５ ０ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 癌 が 転 移 性 で あ る 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ０ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-521014 A 2007.8.2



　 さ ら に 、 疾 患 の 進 行 の 異 な る ス テ ー ジ を 表 す 時 点 で 対 象 体 か ら の 細 胞 の さ ら な る 核 酸 試
料 を 得 る こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ３ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 疾 患 が 、 肺 癌 、 中 皮 腫 、 腺 癌 お よ び 前 立 腺 癌 か ら な る 動 物 癌 の 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ４ ５ ～ ５ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 担 体 が 、 複 数 の シ ン テ ニ ー ア レ イ を 有 す る マ ル チ ア レ イ 表 面 を 含 み 、 該 ア レ イ が 第 １ 種
の 核 酸 エ レ メ ン ト お よ び 第 ２ 種 の 核 酸 エ レ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ５ い ず れ か １ 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 担 体 が 、 さ ら に 、 ア レ イ の 複 数 の エ レ メ ン ト か ら の 核 酸 エ レ メ ン ト を 含 む 少 な く と も １
つ の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 ４ ５ ～ ５ ６ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 技 術 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 分 子 生 物 学 、 遺 伝 子 診 断 お よ び ア レ イ 、 ま た は 「 チ ッ プ 」 も し く は 「 バ イ オ
チ ッ プ 」 技 術 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 細 胞 、 生 物 ま た は 細 胞 集 団 に お け る 、 例 え ば 、
癌 細 胞 も し く は 胚 性 細 胞 に お け る 染 色 体 異 常 を 測 定 す る た め の 、 お よ び 複 数 の 生 物 に お い
て 相 同 で あ る 染 色 体 シ ン テ ニ ー 鎖 に 影 響 を 及 ぼ す 欠 失 に 関 す る 複 数 の 異 な る 生 物 種 の 染 色
体 異 常 を 比 較 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 方 法 、 該 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る ア
レ イ 、 お よ び 診 断 、 予 後 診 断 （ prognosis） お よ び 毒 物 学 用 の 核 酸 の 分 析 の た め の キ ッ ト
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 背 景 技 術 ）
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ を ベ ー ス と す る チ ッ プ は 、 試 料 を 個 々 の 中 期 染 色 体 と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る こ と に 頼 る 伝 統 的 な 全 染 色 体 分 析 法 の 多 く の 制 限 を 解 決 す る 可 能 性 を も っ て い る
。 固 定 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ が 広 げ た 中 期 で あ る 中 期 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 異 な っ て 、 ア レ
イ を ベ ー ス と す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 バ イ オ チ ッ プ ま た は ア レ イ プ ラ ッ ト フ ォ ー
ム 上 に ア レ イ と し て 配 置 さ れ た 固 定 化 核 酸 を 使 用 す る 。 該 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
法 は 、 単 一 の 、 タ イ ム リ ー な 、 対 費 用 効 果 の 高 い 、 高 感 度 の 方 法 で ゲ ノ ム 全 体 に わ た る Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 コ ピ ー 数 情 報 を も た ら す こ と が で き 、 そ の 分 析 は 、 主 に 、 ア レ イ 内 の Ｄ Ｎ Ａ エ レ
メ ン ト の 数 、 大 き さ お よ び マ ッ プ 位 置 に 依 存 す る 。 典 型 的 に は 、 該 ア レ イ の 作 製 に は 、 各
々 が 平 均 約 １ ５ ０ キ ロ ベ ー ス （ ｋ ｂ ） の ク ロ ー ン 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 収 容 す る こ と が で き る
細 菌 性 人 工 染 色 体 ま た は Ｂ Ａ Ｃ が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア レ イ ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 遺 伝 子 試 験 の 革 命 的 進 歩 を 示 す が 、 該 技 術 の あ る 面 が
実 施 を 制 限 し 続 け て い る 。 多 く の 場 合 、 担 体 へ の 核 酸 プ ロ ー ブ の 適 用 お よ び 固 定 化 は ス ポ
ッ ト の 表 面 の 全 域 で ゲ ノ ム 核 酸 の 不 均 一 な 沈 着 を 生 じ 、 顕 微 鏡 の よ う な 拡 大 下 で 見 た 場 合
に 均 質 で は な い 試 料 を 生 じ る 。 ま た 、 担 体 の 領 域 と 非 特 異 的 結 合 し た 核 酸 試 験 試 料 お よ び
参 照 試 料 の 稀 で は あ る が 厄 介 な 不 完 全 除 去 が 分 析 の 複 雑 さ を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
（ 発 明 の 実 施 態 様 の 概 要 ）
　 毒 物 学 お よ び 環 境 分 析 に お け る 課 題 は 、 実 験 動 物 を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 、 ヒ ト に お い
て 観 察 さ れ る か も し れ な い も の ま た は ヒ ト に 影 響 を 及 ぼ す も の ま た は ヒ ト に 影 響 を 及 ぼ す
か も し れ な い も の と 比 較 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 特 徴 的 な 実 施 態 様 は 、 一 の ア レ イ 中 に 複 数 の 固 定 化 エ レ メ ン ト を 有 す る 核 酸 ア
レ イ で あ っ て 、 該 エ レ メ ン ト が 担 体 上 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に あ り 、 該 エ レ メ ン ト が 担 体
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上 に 沈 着 し た 核 酸 の 「 ス ポ ッ ト 」 ま た は パ ッ チ で あ る 、 核 酸 ア レ イ で あ る 。 特 徴 的 な 本 発
明 の ア レ イ に つ い て 、 複 数 の エ レ メ ン ト は 複 数 の 生 物 の 各 々 か ら の 染 色 体 シ ン テ ニ ー 鎖 か
ら の 核 酸 配 列 を 含 ん で お り 、 エ レ メ ン ト の 第 １ セ ッ ト お よ び 該 エ レ メ ン ト に お け る 核 酸 配
列 の 第 ２ セ ッ ト は 、 該 第 １ セ ッ ト お よ び 該 第 ２ セ ッ ト が 異 な る 生 物 種 か ら の も の で あ る よ
う に 選 択 さ れ 、 生 物 の 第 １ 種 の シ ン テ ニ ー 染 色 体 か ら の エ レ メ ン ト は 、 生 物 の 第 ２ 種 の シ
ン テ ニ ー 染 色 体 か ら の 核 酸 配 列 と 相 同 で あ る 核 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る ア レ イ な る 用 語 は 、 表 面 上 に 、 複 数 の 、 こ の 場 合 、 非 常 に
多 数 の 、 例 え ば 、 少 な く と も １ ０ 個 、 ま た は 少 な く と も １ ０ ０ 個 、 ま た は 少 な く と も ２ ０
０ 個 、 ま た は 少 な く と も １ ,０ ０ ０ 個 の エ レ メ ン ト を 含 む 。 該 エ レ メ ン ト は 一 般 的 に 非 同
一 で あ る が 、 統 計 的 有 意 性 の た め に 二 重 ま た は 三 重 の ス ポ ッ ト が 用 い ら れ る 。 各 非 同 一 エ
レ メ ン ト は 、 そ の エ レ メ ン ト に つ い て の マ ー カ ー で あ り 、 そ れ を 同 一 表 面 上 の 他 の 非 同 一
エ レ メ ン ト と 区 別 す る 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 を 含 有 す る 。 ア レ イ な る 用 語 は 、 ま た 、 各 ス
ポ ッ ト が 「 ア ド レ ス 可 能 」 で あ る よ う な 、 す な わ ち 、 既 知 の 位 置 お よ び 既 知 の 核 酸 配 列 内
容 物 を 有 す る よ う な 、 規 則 正 し い 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号
第 10/112,657号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 本 明 細 書 に お け る 各 ア レ イ の 実 施 態 様 に 含 ま れ
る 。 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 、 ア レ イ の 他 の エ レ メ ン ト の
非 同 一 配 列 の 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て を 有 す る 試 料 を 含 む 。 も う １ つ の 実 施 態 様 に お い て
、 種 々 の 濃 度 ま た は 希 釈 の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト が 各 ア レ イ に 含 ま れ る 。 さ ら に も
う １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 、 予 備 標 識 す る こ と が で き る
か ま た は 予 備 標 識 し な い 既 知 の 量 の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 分 子 を 含 む 。 例 え ば 、 該 キ ャ リ ブ
レ ー シ ョ ン 分 子 は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 エ レ メ ン ト を 有 す る シ ン テ ニ ー ア レ イ
に つ い て キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト と し て 使 用 さ れ る エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ （ Escherichi
a coli） Ｄ Ｎ Ａ ま た は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus laevis） Ｄ Ｎ Ａ の よ う な 、 ア レ イ の
残 り の エ レ メ ン ト に お け る 目 的 の 種 以 外 の 種 か ら 得 る こ と が で き る ； 他 の 実 施 態 様 に お い
て 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン 分 子 は 、 自 然 発 生 の ま た は 非 天 然 の 核 酸 配 列 を 有 す る シ ン テ ニ ー
核 酸 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 般 に 、 本 明 細 書 の 実 施 態 様 の シ ン テ ニ ー ア レ イ の エ レ メ ン ト は 、 ク ロ ー ン 化 ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ で あ る 核 酸 を 有 す る 。 例 え ば 、 ク ロ ー ン 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ Ｙ Ａ Ｃ
） 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） 、 哺 乳 動 物 人 工 染 色 体 （ Ｍ Ａ Ｃ ） 、 お よ び Ｐ １ フ ァ ー ジ 人
工 染 色 体 （ Ｐ Ａ Ｃ ） か ら な る ベ ク タ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る ベ ク タ ー 上 に 保 有 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 一 般 に 、 生 物 種 の 少 な く と も １ つ は 哺 乳 動 物 で あ る 。 し か し な が ら 、 作 物 ま た は
淡 水 魚 の 種 の よ う な ２ つ の 異 な る 生 物 を 比 較 す る も の の よ う な 「 シ ン テ ニ ー ア レ イ 」 の 他
の 実 施 態 様 は 本 発 明 の 範 囲 内 と 想 定 さ れ る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 の 少 な く と も
１ つ は 哺 乳 動 物 で あ り 、 例 え ば 、 該 生 物 の 少 な く と も １ つ は ヒ ト で あ る 。 ま た 、 少 な く と
も １ つ の 生 物 は 、 齧 歯 類 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 海 洋 哺 乳 動 物 、 淡 水 哺 乳 動 物 、 ウ サ ギ 目 の 動 物
、 ブ タ 、 ウ シ 、 肉 食 動 物 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 両 生 類 、 魚 お よ び 昆 虫 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。 よ り 詳 し く は 、 少 な く と も １ つ の 生 物 は 、 ゴ リ ラ 、 チ ン パ ン ジ ー 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ハ ム ス
タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 カ エ ル
、 ヒ キ ガ エ ル 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ お よ び ハ エ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 典 型 的 な ア レ イ
に お い て 、 生 物 種 は ヒ ト お よ び マ ウ ス で あ る 。 ヒ ト － マ ウ ス ア レ イ に つ い て 、 例 え ば 実 験
マ ウ ス ま た は マ ウ ス 細 胞 の 遺 伝 毒 性 に 対 す る 効 果 を ヒ ト 細 胞 （ 例 え ば 培 養 に お け る ） に 対
す る 遺 伝 毒 性 に 対 す る 効 果 と 比 較 す る こ と が で き る 。 さ ら に も う １ つ の 典 型 的 な ア レ イ に
お い て 、 生 物 種 は ヒ ト お よ び 野 生 動 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 非 ヒ ト 生 物 の い ず れ か は 、 関 連 す る 実 施 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 。 す

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-521014 A 2007.8.2



な わ ち 、 特 定 の 表 現 型 を 修 正 す る こ と が で き る 特 定 の 新 規 活 性 を 得 る た め に 組 成 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 本 明 細 書 に お い て シ ン テ
ニ ー ア レ イ （ 「 チ ッ プ 」 ） と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ の 供 給 源 と し て
使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 で 、 生 物 ま た は 細 胞 の い ず れ も の ス ク リ ー ン は 、 ま た 、 遺 伝
毒 性 に つ い て 分 析 さ れ て 、 特 に 、 染 色 体 異 常 を 引 き 起 こ さ な い 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で
き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に お け る 動 物 は 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 に 誘 発 さ れ る
か ま た は 遺 伝 的 に 存 在 し 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 の 疾 患 の も の と 類 似 の 症 状 お よ び 表 現 型
を 有 し 、 該 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 作 用 因 子 の 分 析 に 有 用 で あ る 動 物 の 疾 患 を 意 味 す
る 「 モ デ ル 」 疾 患 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 第 １ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も １ つ は 、 第 ２ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と
も １ つ と 少 な く と も ５ ０ ％ 相 同 で あ る 。 ま た 、 第 １ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も １
つ は 、 第 ２ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も １ つ と 少 な く と も ７ ０ ％ 相 同 で あ る か 、 ま
た は 、 第 ２ 種 の 核 酸 の エ レ メ ン ト の 少 な く と も １ つ と 約 ８ ０ ％ 、 約 ８ ５ ％ 、 約 ９ ０ ％ 、 約
９ ５ ％ ま た は 約 ９ ９ ％ 相 同 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 少 な く と も １ つ の 種 の 少 な く と も １ つ の 染 色 体 を 表 示 す る 核 酸 配
列 を 含 む 。 関 連 す る 実 施 態 様 に お い て 、 ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 少 な く と も １ つ の 種 の ゲ ノ
ム を 表 示 す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 少 な く と も １ つ の 染 色 体 を 表 示 す る と は 、 核 酸 試 料 と ア レ
イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ る デ ー タ が 染 色 体 の ｐ 末 端 か ら ｑ 末 端 ま で プ ロ
ッ ト さ れ 得 る よ う な 染 色 体 に 沿 っ て 異 な る 位 置 か ら の 配 列 を 含 有 す る 少 な く と も ３ つ 、 ４
つ 、 ５ つ ま た は そ れ 以 上 の エ レ メ ン ト が ア レ イ に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 同 様 に 、 少 な
く と も １ つ の ゲ ノ ム を 表 示 す る と は 、 ゲ ノ ム 内 の 染 色 体 の 全 て が 表 示 さ れ る こ と 、 例 え ば
、 ヒ ト ア レ イ に お い て は 、 ２ ２ 常 染 色 体 全 て お よ び Ｘ 染 色 体 お よ び Ｙ 染 色 体 の 各 々 に 沿 っ
て 異 な る 位 置 か ら の 配 列 を 含 有 す る エ レ メ ン ト が 該 ア レ イ 中 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。
関 連 す る 実 施 態 様 に お い て 、 該 ア レ イ の 該 エ レ メ ン ト は 、 少 な く と も ２ つ の 種 の ゲ ノ ム を
表 示 す る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 記 シ ン テ ニ ー ア レ イ ま た は 以 下 の 方 法 の 全 て に つ い て 、 さ ら な る 実 施 態 様 は 、 ア レ イ
を マ ル チ ア レ イ 表 面 と し て 提 供 す る こ と を 含 む 。 マ ル チ ア レ イ 表 面 は 、 単 一 担 体 上 に 上 記
ア レ イ の い ず れ か を 複 数 有 す る 。 複 数 の ア レ イ の 各 々 は 、 他 の 非 連 続 的 で あ る パ タ ー ン で
表 面 上 に プ リ ン ト さ れ 、 そ の 結 果 、 複 数 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 同 一 担 体 上 で 行 う こ
と が で き る 。 例 え ば 、 ２ つ の ア レ イ は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス の 各 端 に １ つ ず つ プ リ ン ト す る こ
と か で き 、 ３ つ は 、 各 端 に １ つ の ア レ イ お よ び 中 央 に １ つ 線 状 配 列 で プ リ ン ト す る こ と が
で き る 。 複 数 の ア レ イ 内 の 個 々 の ア レ イ は 、 ま た 、 Ｔ ｅ ｆ ｌ ｏ ｎ ス ト リ ッ プ の よ う な 疎 水
性 ス ト リ ッ プ に よ っ て 隔 て る こ と が で き る ； 別 法 と し て 、 ま た は 加 え て 、 ス ラ イ ド の よ う
な 表 面 の バ リ ヤ ー （ 「 障 壁 」 ） ま た は 盛 り 上 が っ た 部 分 を 、 ア レ イ を プ リ ン ト す る 前 に 存
在 す る よ う に 特 注 設 計 す る こ と が で き る か 、 ま た は 後 で 加 え る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に
お け る ア レ イ の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に デ キ ス
ト ラ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 増 粘 性 溶 質 （ viscosity-enhancing solute
） を 加 え て 、 実 行 さ れ る 複 数 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 分 離 を 増 強 す る こ と が で き る 。
最 後 に 、 マ ル チ ア レ イ 表 面 内 の 各 ア レ イ 上 の 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 に カ バ ー ス
リ ッ プ の よ う な カ バ ー を 別 々 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 特 徴 的 な 実 施 態 様 は 、 生 物 種 の 細 胞 に 対 す る 組 成 物 の 遺 伝 毒 性 を 測
定 す る 方 法 で あ っ て 、 第 １ 種 の 試 験 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 を 該 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と ； 接
触 し た 試 験 細 胞 ま た は 集 団 か ら 核 酸 の 試 料 を 得 る こ と ； お よ び 核 酸 を 担 体 上 の ア ド レ ス 可
能 な 位 置 に 固 定 し た シ ン テ ニ ー 核 酸 の ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 試 料 核
酸 の ゲ ノ ム を 異 常 に つ い て 分 析 す る こ と （ こ こ で 、 シ ン テ ニ ー ア レ イ は 、 第 １ 種 の ゲ ノ ム
か ら の 核 酸 の 配 列 の エ レ メ ン ト を 有 し 、 少 な く と も 生 物 の 第 ２ 種 の ゲ ノ ム か ら の シ ン テ ニ
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ー 核 酸 の 配 列 の エ レ メ ン ト を 有 す る ） を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 般 に 、 第 ２ 種 は ヒ ト で あ る 。 ま た 、 試 験 細 胞 を 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と と は 、 い く つ
か の 実 施 態 様 に お い て 、 培 養 中 の 第 １ 種 の 細 胞 ま た は 集 団 に 組 成 物 を 加 え る こ と で あ る 。
細 胞 培 養 物 の 使 用 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 細 胞 に 対 す る 種 々 の 作 用 因 子 の 作 用 を 測 定 す る こ と を
可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 細 胞 ま た は 集 団 を 接 触 さ せ る こ と と は 、 イ ン ビ ボ で 第 １ 種
の 細 胞 を 処 置 す る こ と 、 す な わ ち 、 無 傷 生 物 、 一 般 的 に は 多 細 胞 生 物 を 処 置 す る こ と で あ
る 。 か く し て 、 イ ン ビ ボ で 細 胞 を 処 理 す る こ と と は 、 経 口 投 与 、 局 所 投 与 、 経 皮 投 与 お よ
び 注 射 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 経 路 に よ っ て 組 成 物 を 投 与 す る こ と で あ る 。 注 射 は 、 静
脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 お よ び い ず れ も の 他 の 標 準 的 な 経 路 で あ り 得 る 。 処 置 は ま た 、 種 に
依 存 し て 、 直 腸 投 与 、 膣 内 投 与 、 ク モ 膜 下 腔 内 投 与 に よ る も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 当 該 方 法 の 実 施 態 様 に お い て 、 第 １ 種 は 、 自 然 環 境 中 の 組 成 物 に 暴 露 さ れ る 対 象 体 で あ
る 。 該 対 象 体 は 、 野 生 動 物 ま た は 植 物 の よ う な 「 野 生 」 生 物 で あ り 得 る か 、 ま た は 該 対 象
体 は 、 遺 伝 毒 性 作 用 因 子 の 存 在 に つ い て 測 定 す る た め に 野 生 の 状 態 に 置 か れ た 研 究 室 に て
用 い ら れ る よ う な 実 験 動 物 で あ り 得 る 。 異 な る 実 施 態 様 に お い て 、 対 象 体 は 、 遺 伝 毒 性 で
あ る こ と が こ れ ま で 知 ら れ て い な か っ た 作 用 因 子 に 不 注 意 に ま た は 意 図 的 に 暴 露 さ れ た ヒ
ト ま た は 動 物 患 者 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 当 該 方 法 に お い て 、 試 験 種 で あ る 第 １ 種 は 、 ゴ リ ラ 、 チ ン パ ン ジ ー 、 サ ル
、 イ ヌ 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ウ シ
、 ウ マ 、 カ エ ル 、 ヒ キ ガ エ ル 、 魚 お よ び 昆 虫 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 第 １ 種 の 例 は 、
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 実 験 動 物 で あ る 。 第 １ 種 の も う １ つ の 例 は 、 モ デ ル 疾 患 を 有 す
る 動 物 、 例 え ば 、 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 （ Ｅ Ａ Ｅ ） を 有 す る マ ウ ス 、 ま た は 非 肥 満
糖 尿 病 マ ウ ス （ Ｎ Ｏ Ｄ ） 、 ま た は 糖 尿 病 を 誘 発 さ せ る べ く ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン で 処 置 し た
マ ウ ス で あ る 。 し か し な が ら 、 当 該 方 法 は 、 種 々 の 異 な る 環 境 に 従 っ て 実 施 す る こ と が で
き る の で 、 第 １ 種 は 、 ヒ ト 細 胞 ま た は ヒ ト 対 象 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 当 該 方 法 に 従 っ て 接 触 し た 生 物 の ゲ ノ ム を 分 析 す る こ と と は 、 試 験 細 胞 か ら の 核 酸 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 参 照 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 か ら の 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と
比 較 す る こ と を 含 む 。 参 照 細 胞 は 、 第 １ 種 か ら の も の で あ る ； 別 法 と し て は 、 参 照 細 胞 は
、 第 ２ 種 か ら の も の 、 ま た は 第 ３ 種 か ら の も の で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 参
照 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 は 、 組 成 物 を 投 与 さ れ て お ら ず 、 そ れ 以 外 は 試 験 細 胞 と 同 一 で あ る
。 一 般 に 、 本 明 細 書 に お け る 当 該 方 法 の 実 施 態 様 の い ず れ か に お い て 、 担 体 上 の ア レ イ 中
に 固 定 し た エ レ メ ン ト の 核 酸 は ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 当 該 方 法 は 、 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に 、 試 験 細 胞 核 酸 お よ び 参 照 細 胞 の 各
々 を 第 １ 検 出 可 能 標 識 お よ び 第 ２ 検 出 可 能 標 識 で 別 々 に 標 識 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 第
１ 標 識 お よ び 第 ２ 標 識 は 蛍 光 染 料 で あ り 、 該 染 料 は 異 な る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 当 該 方 法 は 、 ま た 、 標 識 後 に 、 第 １ 標 識 ま た は 染 料 で 標 識 し た 試 験 細 胞 核 酸 お よ び 第 ２
標 識 ま た は 染 料 で 標 識 し た 参 照 細 胞 核 酸 の 第 １ 混 合 物 を 調 製 す る こ と 、 お よ び 第 ２ 標 識 ま
た は 染 料 で 標 識 し た 試 験 細 胞 核 酸 お よ び 第 １ 標 識 ま た は 染 料 で 標 識 し た 参 照 細 胞 核 酸 の 第
２ 混 合 物 を 調 製 す る こ と 、 お よ び 第 １ 混 合 物 お よ び 第 ２ 混 合 物 の 各 々 を シ ン テ ニ ー ア レ イ
の 反 復 と 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 当 該 方 法 は 、 ま た 、 第 １ 混 合 物 お よ び 第 ２ 混 合 物 の 各 々 に つ い て 各 エ レ メ ン ト と 第 １ 標
識 ま た は 染 料 お よ び 第 ２ 標 識 ま た は 染 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 の 比 率 を 正 規 化
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す る こ と に よ っ て 試 験 細 胞 の ゲ ノ ム を 比 較 す る こ と を 含 む 。 当 該 方 法 は 、 ま た 、 得 ら れ た
比 率 の セ ッ ト を ｐ 末 端 か ら ｑ 末 端 ま で 染 色 体 に 沿 っ た 距 離 と し て の 核 酸 の 各 々 の 位 置 の 関
数 と し て プ ロ ッ ト す る こ と を 含 む 。 ゲ ノ ム を 比 較 す る こ と は 、 ま た 、 染 色 体 異 常 を 有 す る
試 験 生 物 の 染 色 体 を 同 定 す る こ と で あ る 。 該 染 色 体 異 常 は 、 欠 失 ま た は 増 幅 の よ う な コ ピ
ー 数 の 増 加 ま た は 減 少 を 含 み 、 ま た 、 染 色 体 に 沿 っ た 位 置 で こ れ ま で 特 徴 付 け ら れ て い な
か っ た 核 酸 配 列 の 存 在 を 含 む 転 座 、 逆 位 お よ び 挿 入 も 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 当 該 方 法 は 、 ま た 、 試 験 生 物 の 固 定 化 エ レ メ ン ト の ア レ イ に 関 し て 試 験 試 料 に お け る 異
常 の 染 色 体 に 沿 っ た 染 色 体 位 置 を 同 定 す る こ と を 含 む 。 当 該 方 法 は 、 ま た 、 第 １ 種 が 非 ヒ
ト で あ り 、 シ ン テ ニ ー ア レ イ が ヒ ト ゲ ノ ム の エ レ メ ン ト を 含 む 場 合 、 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る
異 常 の 相 同 染 色 体 お よ び 染 色 体 位 置 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 こ れ に 関 連 し て 、 「 相 同 染 色
体 」 な る 用 語 は 、 別 の 種 の 染 色 体 と 実 質 的 な 核 酸 相 同 性 を 有 す る 一 の 種 の 染 色 体 を 意 味 す
る 。 異 な る 生 物 に お け る 配 列 相 同 性 を 記 載 す る た め に し ば し ば 用 い ら れ る も う １ つ の 用 語
は 「 オ ル ソ ロ ガ ス 」 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 当 該 方 法 は 、 ま た 、 化 学 組 成 物 の 遺 伝 毒 性 の 程 度 の 指 標 と し て 試 験 試 料 核 酸 に お け る 染
色 体 異 常 の 量 を 参 照 試 料 核 酸 に お け る 染 色 体 異 常 と 比 較 す る に よ っ て 使 用 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 試 験 種 お よ び 別 の 生 物 種 （ 例 え ば 、 ヒ ト ） に お け る 異 常 の 染 色 体 位 置 の 比 較 を
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 当 該 方 法 は 、 以 下 に 例 示 す る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 組 成 物 の 遺 伝 毒 性 を 分
析 す る た め に 使 用 さ れ る ： 有 害 業 種 化 合 物 、 化 学 兵 器 、 風 媒 性 の 塵 、 光 化 学 ス モ ッ グ 、 天
然 産 物 、 化 粧 品 、 食 品 添 加 物 、 農 作 物 、 工 業 化 合 物 、 新 規 化 学 物 質 、 リ ー ド 化 合 物 、 医 薬
品 、 汚 水 、 お よ び 環 境 試 料 、 な ら び に こ れ ら の 作 用 因 子 ま た は こ れ ら の 作 用 因 子 の い ず れ
か の 成 分 の い ず れ か の 抽 出 物 ま た は 調 製 物 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 特 徴 的 な 実 施 態 様 は 、 自 然 環 境 下 で の 生 物 種 の 細 胞 に つ い て 遺 伝 毒
性 因 子 の 存 在 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 環 境 下 で 生 物 の 第 １ 種 の 試 験 細 胞 ま た は 細 胞 集
団 を 得 る こ と ； 試 験 細 胞 ま た は 集 団 か ら 核 酸 の 試 料 を 得 る こ と ； お よ び 該 核 酸 を 担 体 上 の
ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 固 定 し た シ ン テ ニ ー 核 酸 の ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ
っ て 試 料 核 酸 の ゲ ノ ム を 異 常 に つ い て 分 析 す る こ と （ こ こ で 、 シ ン テ ニ ー ア レ イ は 、 第 １
種 の ゲ ノ ム か ら の 核 酸 の 配 列 の エ レ メ ン ト を 有 し て お り 、 少 な く と も 生 物 の 第 ２ 種 の ゲ ノ
ム か ら の シ ン テ ニ ー 核 酸 の 配 列 の エ レ メ ン ト を 有 す る ） を 含 む 方 法 で あ る 。 第 １ 種 は 、 野
生 生 物 、 す な わ ち 、 自 然 環 境 下 に ラ イ フ サ イ ク ル を 有 す る も の で あ っ て も 、 該 環 境 下 に 置
か れ て い た 実 験 室 株 で あ っ て も よ い 。 別 法 と し て 、 第 １ 種 は 、 例 え ば 職 業 環 境 下 の 物 理 的
力 ま た は 化 学 組 成 物 で あ っ て も よ い 職 業 上 の 危 険 に さ ら さ れ た ヒ ト の よ う な 不 注 意 に 作 用
因 子 に 暴 露 さ れ た ヒ ト で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 本 発 明 の 実 施 態 様 に は ま た 、 複 数 の 生 物 種 の ゲ ノ ム か ら の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を も つ 固 定 化 核 酸 エ レ メ ン ト を 有 す る シ ン テ ニ ー ア レ イ お よ び 容 器 を 含 む 、 上
記 の い ず れ か に 従 っ た 方 法 を 使 用 す る た め の キ ッ ト が あ る 。 該 キ ッ ト は 、 ま た 、 試 薬 の い
ず れ か 、 例 え ば 、 複 数 の 検 出 可 能 な 標 識 、 お よ び ／ ま た は 核 酸 の 増 幅 の た め の ポ リ メ ラ ー
ゼ 、 ま た は 該 ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ る デ ー タ を 得 る た め お よ び ／
ま た は 分 析 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 な ら び に 使 用 説 明 書 を 含 む こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る さ ら に も う １ つ の 特 徴 的 な 実 施 態 様 は 、 疾 患 の 進 行 の 間 に 対 象 体
の 細 胞 に お け る 染 色 体 異 常 の 存 在 お よ び 位 置 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 疾 患 に 罹 患 し て
い る 細 胞 か ら 核 酸 試 料 を 得 る こ と ； 該 試 料 を 、 第 １ 種 の ゲ ノ ム か ら の 核 酸 を 有 す る 第 １ シ
ン テ ニ ー 核 酸 ア レ イ の エ レ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と ； さ ら に 、 該 試 料 を 、 第 ２
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種 の ゲ ノ ム か ら の 核 酸 を 有 す る 第 ２ シ ン テ ニ ー 核 酸 ア レ イ の エ レ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ る こ と （ こ こ で 、 第 １ ア レ イ お よ び 第 ２ ア レ イ の エ レ メ ン ト は 担 体 上 に 固 定 さ れ て い
る ） を 含 む 方 法 で あ る 。 し た が っ て 、 当 該 方 法 は 、 疾 患 の 進 行 の 異 な る ス テ ー ジ を 表 す 時
点 で 対 象 体 か ら の 細 胞 の さ ら な る 核 酸 試 料 を 得 る こ と を 含 む 。 疾 患 の 進 行 は 、 複 数 の 異 な
る 時 点 、 す な わ ち 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 時 点 か ら の 試 料 に お け る 染 色 体 異 常 を 比 較 す
る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お け る 当 該 方 法 に よ っ て 疾 患 の 進 行 を 研 究 す る こ と に つ い て 、 第 １ 種 ま た は
第 ２ 種 は ヒ ト で あ る ； こ の 実 施 態 様 に お い て 、 ま た は 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 疾 患 は 、
ヒ ト 疾 患 の 動 物 モ デ ル で あ る 。 す な わ ち 、 該 動 物 モ デ ル は 、 実 験 動 物 の 株 で あ る か 、 ま た
は ヒ ト 疾 患 の 研 究 の た め に 有 用 な 疾 患 症 状 を 生 じ る よ う に 処 置 さ れ た 実 験 動 物 で あ る 。 肺
癌 、 中 皮 腫 、 腺 癌 お よ び 前 立 腺 癌 の よ う な 疾 患 は 、 ヒ ト 疾 患 の 研 究 へ の 実 験 的 な 取 り 組 み
の 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 「 動 物 モ デ ル 」 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 典 型 的 に は 、 該 疾 患 は 癌 で あ り 、 例 え ば 、 該 疾 患 は 、 固 形 腫 瘍 、 血 液 増 殖 症 状 で あ る 。
該 疾 患 は 、 皮 膚 、 肺 、 乳 房 、 頭 頸 部 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 脳 、 白 血 病 、 胃 （ gastric） 、 胃 （ s
tomach） 、 食 道 、 膵 臓 、 お よ び リ ン パ 腫 の 癌 の 群 か ら 選 択 さ れ る 。 該 疾 患 は 、 ス テ ー ジ Ｉ
の 癌 で あ る ； 別 法 と し て は 、 該 癌 は 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ 、 ス テ ー ジ Ｉ Ｉ Ｉ お よ び ス テ ー ジ Ｉ Ｖ
の 癌 か ら 選 択 さ れ る 。 し た が っ て 、 あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 癌 は 転 移 性 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に お い て 、 担 体 上 に 固 定 化 し た 一 の ク ラ ス の 生 物 学 的 巨 大 分 子 の 複 数 の
エ レ メ ン ト の ア レ イ を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 該 ア レ イ の 各 エ レ メ ン ト は 該 巨 大 分 子 の 均
一 な 分 布 を 有 し て お り 、 該 巨 大 分 子 の 均 一 な 分 布 が 該 エ レ メ ン ト の 表 面 全 体 に わ た っ て 得
ら れ る よ う な 有 効 な イ オ ン 強 度 の バ ッ フ ァ ー を 含 む 組 成 物 中 の 巨 大 分 子 と 担 体 を 接 触 さ せ
る こ と を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ る 。 該 生 物 学 的 巨 大 分 子 の ク ラ ス は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 脂
質 お よ び 炭 水 化 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 核 酸 は Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 例 え ば 、 該
核 酸 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン で あ る 。 関 連 す る 実 施 態 様 に お い て 、 該 ク ロ ー ン は 、 ゲ ノ ム
の 人 工 的 染 色 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 人 工 的 染 色 体 は 、 酵 母 人 工 的 染 色 体 （ Ｙ Ａ Ｃ ） 、 細
菌 人 工 的 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） 、 哺 乳 動 物 人 工 的 染 色 体 （ Ｍ Ａ Ｃ ） お よ び Ｐ １ フ ァ ー ジ 人 工 的
染 色 体 （ Ｐ Ａ Ｃ ） か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 人 工 的 染 色 体 は Ｂ Ａ Ｃ で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 接 触 工 程 の た め の バ ッ フ ァ ー の イ オ ン 強 度 は 少 な く と も １ ０ ０ ｍ Ｍ で あ り
、 例 え ば 、 該 イ オ ン 強 度 は 少 な く と も １ ５ ０ ｍ Ｍ で あ る 。 ま た 、 該 イ オ ン 強 度 は １ .０ Ｍ
未 満 で あ り 、 例 え ば 、 該 イ オ ン 強 度 は ５ ０ ０ ｍ Ｍ 未 満 で あ る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 に お け る
バ ッ フ ァ ー は 有 機 イ オ ン を 含 ん で お り 、 例 え ば 、 該 バ ッ フ ァ ー は Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ  Ｎ － [ト リ ス (
ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )メ チ ル ]グ リ シ ン （ Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ ） ； ４ － (２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )－ １ － ピ
ペ ラ ジ ン エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ） ； ３ － (Ｎ － モ ル ホ リ ノ )プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 （
Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ ） ； ま た は ４ － モ ル ホ リ ン エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ Ｍ Ｅ Ｓ ） で あ る 。 好 ま し い 実 施 態
様 に お い て 、 バ ッ フ ァ ー は Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ で あ る 。 別 法 と し て は 、 該 バ ッ フ ァ ー は 無 機 イ オ ン を
含 み 、 例 え ば 、 該 バ ッ フ ァ ー は リ ン 酸 イ オ ン を 含 む 。 一 般 に 、 該 バ ッ フ ァ ー は 、 ま た 、 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ を 含 む 。 該 バ ッ フ ァ ー は 、 少 な く と も 約 ７ の ｐ Ｈ を 有 し て お り 、 こ の ｐ Ｈ は 約 ９ よ
り も 低 い 。 当 該 方 法 は 、 ま た 、 担 体 上 の エ レ メ ン ト の ア レ イ を 乾 燥 さ せ る こ と を 含 む 。 本
明 細 書 に お け る 当 該 方 法 ま た は ア レ イ の い ず れ か に つ い て 、 担 体 は 、 ガ ラ ス 、 紙 、 セ ラ ミ
ッ ク ス 、 石 英 、 金 属 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ナ イ ロ ン 、 テ フ ロ ン 、 シ リ コ ー ン 、 お よ び セ ル ロ ー
ス ア セ テ ー ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 担 体 は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お け る 当 該 方 法 の い ず れ か の 実 施 態 様 は 、 ま た 、 該 ア レ イ を マ ル チ ア レ イ 表
面 と し て 提 供 す る こ と 、 お よ び 上 記 し た よ う に 同 一 表 面 上 で 一 緒 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 各 々 を 行 う こ と を 含 む 。 本 明 細 書 に お け る 当 該 方 法 の 実 施 態 様 は 、 ま た 、 本 明 細 書 に
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記 載 す る よ う な キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト の い ず れ か を 使 用 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 本 発 明 の も う １ つ の 実 施 態 様 は 、 容 器 、 お よ び 本 明 細 書 に お け る
方 法 の い ず れ か に 従 っ た 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た ア レ イ を 含 む 、 ゲ ノ ム 異 常 を 分 析 す る た
め の キ ッ ト で あ る 。 例 え ば 、 該 キ ッ ト は 、 ま た 、 ア レ イ と 核 酸 の 試 料 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の た め の バ ッ フ ァ ー を 含 む 。 ア ド レ ス 可 能 な 位 置 を 有 す る エ レ メ ン ト の ア レ イ に
お い て 担 体 上 に 生 物 学 的 物 質 の 複 数 の 試 料 を 沈 着 さ せ る 方 法 に お い て 、 各 エ レ メ ン ト の 全
体 に わ た っ て 該 物 質 の 均 一 な 分 布 を 生 じ さ せ る の に 十 分 な イ オ ン 強 度 を 有 す る バ ッ フ ァ ー
中 に て 該 試 料 を 沈 着 さ せ る こ と を 含 む 改 良 が 行 わ れ る 。 該 生 物 学 的 物 質 は 典 型 的 に は Ｄ Ｎ
Ａ で あ る が 、 該 改 良 は タ ン パ ク 質 の よ う な 他 の 生 物 学 的 物 質 に 適 用 可 能 で あ る 。 特 に 、 本
明 細 書 に お け る ア レ イ に つ い て 、 該 ア レ イ は 、 複 数 の 生 物 種 か ら の 細 胞 か ら の 複 数 の 染 色
体 の ゲ ノ ム 配 列 の エ レ メ ン ト を 含 み 、 該 配 列 は シ ン テ ニ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に お け る い ず れ も の キ ッ ト の 実 施 態 様 は 、 ま た 、 マ ル チ ア レ イ 表 面 を 有 す る ア
レ イ を 有 す る キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 含 む 。 本 明 細 書 に お け る 該 キ ッ ト の 実 施 態 様 は 、 ま
た 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト の い ず れ か と 一 緒 に エ レ メ ン
ト を 有 す る ア レ イ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ 特 定 の 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 ）
　 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 （ 例 え ば 、 染 色 体 異
常 を 有 し な い こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 か ら の 試 料 ） の 各 々 の 細 胞 か ら 得 ら れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ の 有 効 量 を 各 々 蛍 光 染 料 の よ う な 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 し 、 次 い で 、 各 々 を Ｂ Ａ Ｃ の コ
レ ク シ ョ ン の 各 々 か ら 得 ら れ る 核 酸 の ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 ア レ イ の 連 続 し た
複 製 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 繰 り 返 し 行 う こ と が で き る 。 該 ア レ イ は 、 ヒ ト の
よ う な 選 択 さ れ た 生 物 の ゲ ノ ム 全 体 を 実 質 的 に ひ と ま と め に し て カ バ ー す る ク ロ ー ン 化 ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る 。 結 果 と し て 生 じ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 蛍 光 標
識 ア レ イ を 生 じ 、 そ の パ タ ー ン は 、 試 料 中 の 配 列 、 す な わ ち 、 試 験 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び 参
照 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ア レ イ 化 Ｂ Ａ Ｃ 中 の 相 同 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 反 映 す る 。
各 試 験 試 料 に つ い て 、 試 験 お よ び 参 照 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 各 々 に お け る 全 て の 相 同 配 列 の
、 転 座 の よ う な 起 こ り う る 欠 失 お よ び 挿 入 を 含 む コ ピ ー 数 は 、 例 え ば ア レ イ 中 の 既 知 の ス
ポ ッ ト に 位 置 す る 個 々 の Ｂ Ａ Ｃ で の 蛍 光 シ グ ナ ル と し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ タ
ー ン 、 量 お よ び 位 置 の 両 方 に 直 接 影 響 を 及 ぼ す だ ろ う 。 ア プ ロ ー チ の 多 用 途 性 は 、 羊 水 試
料 、 絨 毛 膜 絨 毛 （ Ｃ Ｖ Ｓ ） 、 血 液 試 料 お よ び 組 織 生 検 の よ う な 臨 床 的 細 胞 遺 伝 子 試 料 に お
け る Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー 数 の 構 造 上 の バ リ エ ー シ ョ ン お よ び 例 え ば 循 環 血 液 細 胞 ま た は 固 体 腫 瘍
に お け る も の の よ う な 癌 の 進 行 の 間 に 生 じ る よ う な 体 細 胞 的 獲 得 変 化 の 両 方 の 検 出 を 許 容
す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 参 照 ま た は 正 常 試 料 に お け る も の と 比 べ た 、 細 胞 、 組 織 ま た は 細 胞 培 養 集 団
の よ う な 試 料 中 の 遺 伝 的 変 化 を 測 定 す る た め の ア レ イ を ベ ー ス と す る 方 法 、 ア レ イ お よ び
キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び ア レ イ は 、 こ れ ま で に 入 手 可 能 で あ っ た も の よ り
も 小 さ い 遺 伝 的 変 化 を 検 出 す る 能 力 、 お よ び ク ロ ー ン 的 に 異 な る 細 胞 亜 集 団 を 検 出 す る 能
力 が あ る 高 レ ベ ル の 感 度 を も た ら す 。 本 発 明 の 方 法 お よ び ア レ イ は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 細
胞 集 団 内 の （ 核 型 基 準 に よ っ て ） ク ロ ー ン 的 に 異 な る 細 胞 集 団 を 検 出 す る の に 十 分 に 高 感
度 で あ る 。 か く し て 、 本 発 明 の 方 法 お よ び ア レ イ は 、 例 え ば 多 く の 固 体 腫 瘍 な ら び に 異 常
な 遺 伝 子 構 造 を も つ 個 体 か ら の 他 の 腫 瘍 形 成 的 に 変 化 し た 細 胞 お よ び 試 料 に お い て 見 ら れ
る 遺 伝 子 モ ザ イ ク 現 象 の 複 雑 な レ ベ ル の 正 確 な 測 定 お よ び 分 析 の た め に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 モ ザ イ ク 現 象 を 検 出 す る た め の 方 法 お よ び ア
レ イ を 提 供 す る 。 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 既 知 ま た は 未 知 の 遺 伝 子 構 成 、 例 え ば モ ザ イ ク 現 象
の レ ベ ル を 有 す る 細 胞 集 団 、 例 え ば 、 癌 細 胞 集 団 か ら 単 離 す る 。 「 Ｇ Ｔ Ｇ 結 合 技 術 」 と も
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称 さ れ る 慣 用 的 な Ｇ バ ン ド 核 型 分 析 （ 例 え ば 、 Wakui 1999 J. Hum. Genet. 44:85-90を 参
照 ） ； 蛍 光 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 「 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 」 、 例 え ば 、 Zhao (2000) Ca
ncer Genet. Cytogenet. 118:108-111を 参 照 ） ； ま た は 分 光 核 型 分 析 （ 「 Ｓ Ｋ Ｙ 」 、 例 え
ば 、 Veldman (1997) Nat. Genet. 15:406-410を 参 照 ） ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ （ 例 え
ば 、 Zhao (2001) Cancer Genet. Cytogenet. 127:143-147を 参 照 ） に よ っ て 、 予 め 定 め ら
れ た レ ベ ル の 遺 伝 子 モ ザ イ ク 現 象 を 得 る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 こ の
細 胞 集 団 か ら の 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ア レ イ を ベ ー ス と す る ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ が 得 ら れ
、 該 集 団 全 体 に お け る 異 な る 核 型 を 有 す る ク ロ ー ン 亜 集 団 の 数 お よ び そ れ ら の 個 々 の パ ー
セ ン テ ー ジ が 測 定 さ れ る 。 ア レ イ を ベ ー ス と す る プ ロ フ ァ イ ル か ら の デ ー タ を 試 験 ゲ ノ ム
の 各 染 色 体 で の 位 置 関 数 と し て 分 析 し 、 各 々 が 少 な く と も 第 １ 染 料 お よ び 第 ２ 染 料 の 各 々
で 標 識 し た 試 料 核 酸 お よ び 参 照 核 酸 の 両 方 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 反 復 に よ る デ ー タ
を 比 較 し て 、 遺 伝 子 異 常 の 正 確 な 染 色 体 部 位 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 も う １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 既 知 の 遺 伝 子 異 常 ま た は 疑 わ し い 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 同
種 の 細 胞 集 団 か ら 予 め 単 離 さ れ た 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 「 正 常 な 」 核 型 ま た は 参 照 核 型 を 有
す る 細 胞 、 例 え ば 、 既 知 の 染 色 体 異 常 を 有 し な い 細 胞 か ら 単 離 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 比 較 試
験 す る 。 例 え ば 、 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に つ い て の ア レ イ ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ ル は 、 Ｘ ｑ の 欠 失 お
よ び １ ６ ｑ の 同 時 ト リ ソ ミ ー を 有 す る 女 性 流 産 児 に つ い て 確 立 さ れ て い る 。 正 常 な ４ ６ ,
Ｘ Ｘ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 試 験 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 有 効 量 を 参 照 試 料 と し て 使 用 す る 。 本 明 細
書 で 検 出 可 能 な 遺 伝 子 異 常 は 、 従 前 の 方 法 に よ っ て は 分 か ら な い も の 、 す な わ ち 、 広 げ た
無 傷 の 染 色 体 中 期 と の 慣 用 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 で き な い も の を 包 含
す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 試 料 中 の ゲ ノ ム の 異 常 部 位 、 す な わ ち 、 遺 伝 子 異 常 を 測 定 す る
た め の ゲ ノ ム ア レ イ を 有 す る 方 法 、 装 置 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 集 団
の 各 染 色 体 に お け る こ の よ う な 遺 伝 子 異 常 の 部 位 を 正 確 に か つ 効 率 的 に 測 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 定 義
　 他 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 本 発 明
が 属 す る 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 に よ っ て 通 常 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 使 用
す る 場 合 、 以 下 の 用 語 は 他 に 特 記 し な い 限 り そ れ ら に 帰 す る 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 ア レ イ 」 ま た は 「 ア レ イ 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 」 ま た は 「 核
酸 ア レ イ 」 ま た は 「 チ ッ プ 」 ま た は 「 バ イ オ チ ッ プ 」 な る 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て さ ら
に 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 定 義 さ れ た 位 置 、 す な わ ち 、 ア ド レ ス 可 能 な 既 知 の 位 置 で 担 体
表 面 上 に 固 定 し た 、 各 々 が 所 定 量 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 分 子 種 、 例 え ば 、 核 酸
調 製 物 を 含 む 複 数 の 整 列 さ れ た エ レ メ ン ト で あ る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 学 的
分 子 の ア レ イ は 、 タ ン パ ク 質 （ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ） 、 炭 水 化 物 ま た は 脂
質 の ア レ イ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ア リ ー ル － 置 換 ４ ,４ － ジ フ ル オ ロ － ４ － ボ ラ － ３ ａ ,４ ａ － ジ ア
ザ － ｓ － イ ン デ セ ン 染 色 体 」 な る 用 語 は 、 全 て の 「 ボ ロ ン ジ ピ ロ メ テ ン ジ フ ル オ ラ イ ド フ
ル オ ロ フ ォ ア 」 ま た は 「 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ 」 染 料 お よ び 「 ジ ピ ロ メ テ ン ボ ロ ン ジ フ ル オ ラ イ ド
染 料 」 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,774,339号 を 参 照 ） ま た は 等 価 物 を 含 み 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 反 応 に お い て 使 用 す る 場 合 、 核 酸 の 検 出 の た め に 該 核 酸 を 標 識 す る た め に 一 般 的
に 用 い ら れ る 一 群 の 蛍 光 染 料 で あ る ； 例 え ば 、 Chen (2000) J. Org Chem. 65:2900-2906:
 Chen (2000) J. Biochem. Biophys. Methods 42:137-151を 参 照 。 ま た 、 米 国 特 許 第 6,06
0,324号 、 第 5,994,063号 、 第 5,614,386号 、 第 5,248,782号 、 第 5,227,487号 、 第 5,187,288
号 も 参 照 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 シ ア ニ ン ５ 」 ま た は 「 Ｃ ｙ ５ T M 」 お よ び 「 シ ア ニ ン ３ 」 ま た は 「 Ｃ ｙ ３ T M 」 な る 用 語
は 、 本 明 細 書 に 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 Amersham Pharmacia Biotech（ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー
州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ； Amersham Life Sciences、 イ リ ノ イ 州 ア ー リ ン ト ン ・ ハ イ ツ ） に よ っ
て 製 造 さ れ る 蛍 光 シ ア ニ ン 染 料 、 ま た は 等 価 物 を い う 。 米 国 特 許 第 6,027,709号 、 第 5,714
,386号 、 第 5,268,486号 、 第 5,151,507号 、 第 5,047,519号 を 参 照 。 こ れ ら の 染 料 は 、 典 型
的 に は 、 Ｃ ｙ ５ T M ま た は Ｃ ｙ ３ T M と 結 合 し た ５ － ア ミ ノ － プ ロ パ ル ギ ル － ２ '－ デ オ キ シ
－ シ チ ジ ン ５ '－ ト リ ホ ス フ ェ ー ト の 形 態 で 核 酸 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 蛍 光 染 料 」 お よ び 「 蛍 光 標 識 」 な る 用 語 は 、 ロ ー ダ ミ ン 染 料 （ 例
え ば 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ベ ン ゾ ロ ー ダ ミ ン 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,051,719号
を 参 照 ） ； 蛍 光 染 料 ； 「 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ 」 染 料 お よ び 等 価 物 （ 例 え ば 、 ジ ピ ロ メ テ ン ボ ロ ン
ジ フ ル オ ラ イ ド 染 料 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,274,113号 を 参 照 ） ； １ － [イ ソ イ ン ド リ ル ]
メ チ レ ン － イ ソ イ ン ド ー ル の 誘 導 体 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,433,896号 を 参 照 ） お よ び 全
て の 等 価 物 を 含 む 全 て の 既 知 の 蛍 光 物 質 を 包 含 す る 。 ま た 、 米 国 特 許 第 6,028,190号 、 第 5
,188,934号 も 参 照 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ～ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と 」 、 「 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 」 お よ び 「 ～ と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と 」 な る 用 語 は 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で の 標 的 試 料 核 酸 分 子 ま た は 標 的 参 照 分 子 と 担 体 表 面 に 固 定 さ れ た プ ロ ー ブ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 高 度 の 相 補 塩 基 対 形 成 の 結 果 と し て の 核 酸 塩 基 対 形 成 二 本 鎖 の 形 成
を い う 。 「 相 同 的 な 」 な る 用 語 は 、 ２ つ の 核 酸 配 列 が ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に て ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 塩 基 対 形 成 の ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 則 に よ っ て 十 分 に 相 補 的 で あ る こ
と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 な る 用 語 は 、 所 定 の 配 列 の １ つ の 核 酸 が 、 他 の 配 列 と 二 本
鎖 を よ り 少 な い 程 度 し か 形 成 し な い か ま た は 全 く 形 成 し な い こ と と 比 べ て 第 ２ 核 酸 配 列 （
例 え ば 、 ア レ イ に お け る 固 定 化 核 酸 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 試 料 ゲ ノ ム 核 酸 ） と 優
先 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 す な わ ち 、 核 酸 二 本 鎖 を 形 成 す る 条 件 を い う 。 核 酸 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 例 え ば 、 ア レ イ に お け る 場 合 、 サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ） に 関 連 す る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 お よ び 「 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 条 件 」 は 、 配 列 依 存 性 で あ り 、 種 々 の 環 境 パ ラ メ ー
タ 下 で 異 な る 。 一 般 に 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 高 温 で 、 ホ ル ム ア ミ ド の よ う な
水 素 結 合 の 安 定 性 を 低 下 さ せ る よ う に 作 用 す る 薬 剤 の 存 在 下 で 見 ら れ る 。 本 明 細 書 で 使 用
す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ で の ５ ０
％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ お よ び １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む バ ッ フ ァ ー 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 、 ま た は ６ ５ ℃ で の ５  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ お よ び １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む バ ッ フ ァ ー 中 で の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 挙 げ る こ と が で き 、 共 に 、 ６ ５ ℃ で の ０ .２  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ .１
％ Ｓ Ｄ Ｓ の 洗 浄 を 用 い る 。 同 様 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は ま た
、 ３ ７ ℃ で の ４ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 １ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン バ ッ フ ァ ー お よ び ４ ５ ℃ で １  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ で の 洗 浄 を 包 含 す る 。 別 の 、 し か し 、 類 似
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 を 使 用 し て 類 似 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 を
も た ら す こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 は 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 可 溶 性 の 試 料 核 酸 が 固 定 化 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る か ど う か を 決 定 す る の は 洗 浄 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で あ る の で 、 正 確 な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト は 重 要 で は な い 。 洗 浄 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 ｐ Ｈ
７ お よ び 少 な く と も 約 ５ ０ ℃ ま た は 約 ５ ５ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ の 温 度 で 約 ０ .０ ２ モ ル の 塩 濃 度
； ま た は 、 ７ ２ ℃ で 約 １ ５ 分 間 の 約 ０ .１ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ の 塩 濃 度 ； ま た は 少 な く と も 約 ５
０ ℃ ま た は 約 ５ ５ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ の 温 度 で 約 １ ５ ～ 約 ２ ０ 分 間 の 約 ０ .２  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ の 塩 濃
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度 ； ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 、 室 温 で １ ５ 分 間 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 有 す
る 約 ２  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ の 塩 濃 度 を 有 す る 溶 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 次 い で 、 ６ ８ ℃ で １ ５ 分 間 ０ .１
％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 有 す る ０ .１  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ に よ っ て ２ 回 洗 浄 す る こ と ； ま た は 等 価 な 条 件 を 挙
げ る こ と が で き る 。 洗 浄 の た め の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は ま た 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ で の ０
.２  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で あ り 得 る 。 等 価 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条
件 の 詳 細 な 説 明 な ら び に 試 薬 お よ び バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 、 Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ ァ ー お よ び 等 価 な
試 薬 お よ び 条 件 に つ い て は 、 Sambrook、 Ausubelま た は Tijssen（ 本 明 細 書 で 引 用 す る ） を
参 照 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 核 型 」 な る 用 語 は 、 細 胞 ま た は 細 胞 集 団 の ゲ ノ ム ま た は 染 色 体 組 成 の 染 色 体 の 様 相 を
意 味 す る 。 「 核 型 」 な る 用 語 は ま た 、 有 糸 分 裂 の 間 に 染 色 体 が 現 れ る 細 胞 の 核 の 染 色 さ れ
た 完 全 な 染 色 体 セ ッ ト の 光 学 顕 微 鏡 に お け る 外 見 お よ び 個 体 ま た は 試 料 の 染 色 体 組 （ 染 色
体 の 数 を 含 み 、 正 常 な セ ッ ト ま た は 正 倍 数 体 セ ッ ト か ら の 逸 脱 で あ り 得 る い ず れ も の 異 常
を 含 む ） を 意 味 す る た め に 用 い ら れ る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞
集 団 が 核 型 に お い て 一 致 す る も の で あ ろ う と な か ろ う と 、 ま た は 、 細 胞 集 団 が 遺 伝 子 モ ザ
イ ク 現 象 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る も の で あ ろ う と な か ろ う と 、 細 胞 集 団 の 核 型 に お け る 異
数 体 変 異 の よ う な 正 倍 数 体 セ ッ ト か ら の 逸 脱 （ 試 料 中 の 核 型 亜 集 団 の 数 お よ び 特 定 の 核 型
を 有 す る 細 胞 集 団 の パ ー セ ン ト を 含 む ） を 測 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 特 定 の 遺 伝 性 お よ び 後 天 性 疾 患 お よ び 症 状 は 特 徴 的 な 核 型 を 有 す る の で 、 細 胞 ま た は 細
胞 集 団 の 染 色 体 関 連 異 常 の 測 定 を 用 い て 、 こ れ ら の 疾 患 お よ び 症 状 を 診 断 、 検 出 ま た は 予
後 診 断 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 癌 ま た は 腫 瘍 集 団 に お け る 遺 伝 子 異 常 の レ ベ ル は 、 病
状 ま た は 生 理 機 能 、 例 え ば 、 そ の 腫 瘍 形 成 能 を 示 す の で 、 癌 の 核 型 の 測 定 は 、 診 断 、 予 後
診 断 お よ び 治 療 プ ラ ン ニ グ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 場 合 、 「 検 出 可 能 な 組 成 物 で 標 識 し た 」 ま た は 「 検 出 可 能 に
標 識 し た 」 な る 語 句 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 検 出 可 能 な 組 成 物 ま た は 部 分 、 す な わ
ち 、 標 識 を 含 む 核 酸 を い う 。 該 標 識 は 、 核 酸 と し て 、 別 の 生 物 学 的 分 子 、 例 え ば 本 明 細 書
に 記 載 す る よ う な 「 分 子 ビ ー コ ン 」 と し て の ス テ ム ル ー プ 構 造 の 形 態 の 核 酸 で あ り 得 る 。
標 識 は 、 例 え ば ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 伸 長 法 、 縮 重 プ ラ イ マ ー
を 用 い る 増 幅 な ど に よ っ て 、 核 酸 中 に 取 り 込 む こ と が で き る 、 比 色 分 析 的 に ま た は 放 射 活
性 物 質 で 標 識 し た 塩 基 （ ま た は 、 検 出 可 能 な 標 識 と 結 合 す る こ と が で き る 塩 基 ） で あ っ て
よ い 。 標 識 は 、 い ず れ も の 手 段 、 例 え ば 、 視 覚 的 、 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 物 発 光 的 、 化
学 発 光 的 、 生 化 学 的 、 蛍 光 的 、 免 疫 化 学 的 、 物 理 学 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 、 検 出 す
る こ と が で き る 。 適 当 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 （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 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 、 ダ ン シ ル ク ロ ラ イ ド ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン が 挙 げ ら れ る ； 化 学 発 光
物 質 の 一 例 は ル ミ ノ ー ル で あ る ； 生 物 発 光 物 質 の 例 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン お
よ び エ ク オ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 場 合 、 「 核 酸 」 な る 用 語 は 、 一 本 鎖 態 ま た は 二 本 鎖 の い ず れ
か の 形 態 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を い う 。 該 用 語 は 、 天 然 ヌ
ク レ オ チ ド の 既 知 の ア ナ ロ グ を 含 有 す る 核 酸 を 包 含 す る 。 該 用 語 は ま た 、 合 成 主 鎖 を 有 す
る 核 酸 様 構 造 も 包 含 す る 。 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 主 鎖 ア ナ ロ グ と し て は 、 ホ ス
ホ ジ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス
ホ ラ ミ デ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ス ル フ ァ メ ー ト 、 ３ '－ チ オ ア セ タ ー ル 、
メ チ レ ン (メ チ ル イ ミ ノ )、 ３ '－ Ｎ － カ ル バ メ ー ト 、 モ ル ホ リ ノ カ ル バ メ ー ト 、 お よ び ペ
プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） が 挙 げ ら れ る ； Oligonucleotides and Analogues, a Practical Ap
proach, edited by F. Eckstein, IRL Press at Oxford University Press (1991)； Anti
sense Strategies, Annals of the New York Academy of Sciences, Volume 600, Eds. B
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aserga and Denhardt (NYAS 1992)； Milligan (1993) J. Med. Chem. 36:1923-1937； Ant
isense Research and Applications (1993, CRC Press)を 参 照 。 Ｐ Ｎ Ａ は 、 ペ プ チ ド お よ
び ペ プ チ ド 関 連 主 鎖 、 例 え ば 、 Ｎ － (２ － ア ミ ノ エ チ ル )グ リ シ ン 単 位 を 含 有 す る 。 ホ ス ホ
ロ チ オ エ ー ト 結 合 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,031,092号 ； 第 6,001,982号 ； 第 5,684,148号
に 記 載 さ れ て い る ； WO 97/03211； WO 96/39154； Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol
. 144:189-197も 参 照 。 該 用 語 に 包 含 さ れ る 他 の 合 成 主 鎖 と し て は 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト
結 合 ま た は メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト ・ ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 交 互 結 合 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,962,
674号 ； Strauss-Soukup (1997) Biochemistry 36:8692-8698を 参 照 ） お よ び ベ ン ジ ル ホ ス
ホ ネ ー ト 結 合 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,532,226号 ； Samstag (1996) Antisense Nucleic Ac
id Drug Dev 6:153-156を 参 照 ） が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 核 酸 」 な る
用 語 は 、 構 造 的 に は 、 遺 伝 子 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ な る 用 語 、 お よ び 化
学 的 ま た は 酵 素 的 に 得 ら れ る 誘 導 体 お よ び コ ピ ー （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 プ ロ
ー ブ お よ び 増 幅 産 物 な る 用 語 を 含 む ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ゲ ノ ム 核 酸 」 な る 用 語 は 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 の 核 か
ら 単 離 し た 核 酸 を 意 味 し 、 全 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 全 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ る 核 酸 （ 例 え ば
、 該 Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 単 離 さ れ た 核 酸 、 増 幅 さ れ た 核 酸 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 核 酸 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の
合 成 バ ー ジ ョ ン ） を 包 含 す る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 真 核 生 物 種 を 包 含 す る い ず れ も の 生 物 源
か ら の も の で あ っ て 、 細 菌 お よ び ラ ン 藻 類 の よ う な 原 核 生 物 ま た は ウ イ ル ス の よ う な 無 細
胞 で あ る 微 生 物 か ら の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 核 酸 を 含 む 試 料 」 ま た は 「 核 酸 の 試 料 」 な る 用 語 は 、 別
の 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は そ の 組 み 合 わ せ （ 例 え ば 、 固 定 化 プ ロ ー ブ ま た
は 標 的 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） に 適 当 な 形 態 （ 例 え ば 、 可 溶 性 水 溶 液 と し て ） の 、
Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 天 然 源 か ら 単 離 し た Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ を 表 示 す る 核 酸 を 含 む
試 料 を い う 。 核 酸 は 、 ゲ ノ ム ま た は 遺 伝 子 の 複 数 の 単 離 し た 部 分 、 ク ロ ー ン 化 し た 部 分 ま
た は 増 幅 し た 部 分 と し て 得 る こ と が で き る ； 例 え ば 、 実 質 的 に ゲ ノ ム 全 体 、 特 定 の 染 色 体
の 実 質 的 に 全 て ま た は 一 部 、 ま た は 選 択 さ れ た 配 列 （ 例 え ば 、 特 定 の プ ロ モ ー タ ー 、 遺 伝
子 、 増 幅 ま た は 制 限 フ ラ グ メ ン ト 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 等 ） か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て よ い 。 核 酸 試 料 は 、 特 定 の 細 胞 、 組 織 ま た は 体 液 か ら 抽 出 し
て も 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 、 細 胞 系 を 含 む 細 胞 培 養 液 か ら の も の ま た は 貯 蔵 し た 組
織 試 料 か ら の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 コ ン ピ ュ ー タ ー 」 お よ び 「 プ ロ セ ッ サ ー 」 な る 用 語 は 、 そ
れ ら の 最 も 広 い 一 般 情 勢 の も と に 用 い ら れ 、 こ の よ う な デ バ イ ス 全 て を 取 り 込 む 。 本 発 明
の 方 法 は 、 い ず れ も の コ ン ピ ュ ー タ ー ／ プ ロ セ ッ サ ー を い ず れ も の 既 知 の ソ フ ト ウ ェ ア ま
た は 方 法 と 併 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ／ プ ロ セ ッ サ ー は 、
マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ ー お よ び デ ー タ 転 送 バ ス の よ う な 慣 用 的 な 素 子 を 含 む 、 慣 用 の 汎 用 デ
ジ タ ル ・ コ ン ピ ュ ー タ ー 、 例 え ば 、 パ ー ソ ナ ル 「 ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン 」 コ ン ピ ュ ー タ ー で
あ っ て よ い 。 コ ン ピ ュ ー タ ー ／ プ ロ セ ッ サ ー は 、 ま た 、 ダ イ ナ ミ ッ ク ・ ラ ン ダ ム ・ ア ク セ
ス ・ メ モ リ ー 、 フ ラ ッ シ ュ メ モ リ ー な ど 、 ま た は オ プ シ ョ ナ ル 磁 気 デ ィ ス ク 記 憶 装 置 の よ
う な 大 容 量 記 憶 装 置 の よ う な い ず れ も の 形 態 の 記 憶 素 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 核 酸 の 作 成 お よ び 操 作
　 本 発 明 の 方 法 の 実 施 は 、 核 酸 の 単 離 、 合 成 、 ク ロ ー ン 化 、 増 幅 、 標 識 化 お よ び ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） を 含 む 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に
、 分 析 の た め の 核 酸 お よ び ア レ イ 上 の 固 定 化 核 酸 は 、 染 色 体 の 所 定 の 一 部 も し く は 全 体 ま
た は ゲ ノ ム 全 体 を 含 む 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 表 示 し 得 る 。 比 較 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
（ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 反 応 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,830,645号 お よ び 第 5,976,790
号 を 参 照 。 核 酸 試 料 は 、 検 出 可 能 な 部 分 、 例 え ば 、 蛍 光 染 料 で 標 識 さ れ 、 例 え ば 、 第 １ 試
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料 を 第 １ 染 料 で 標 識 し 、 第 ２ 試 料 を 第 ２ 染 料 で 標 識 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｃ ｙ ３ T M

お よ び Ｃ ｙ ５ T M ） 。 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 試 料 核 酸 は 、 少 な く と も １ つ の 検 出 可 能
な 部 分 、 例 え ば 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の １ 回 目 の 反 復 に お い て 使 用 す る た め の
、 核 酸 の 第 ２ 試 料 ま た は 参 照 試 料 を 標 識 す る の に 使 用 す る も の と は 異 な る 蛍 光 染 料 で 標 識
さ れ る 。 ２ 回 目 の 反 復 で は 、 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 の 標 識 の た め に 用 い た 染 料 を 逆 に し
、 １ 回 目 の 反 復 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 、 標 識 化 、 発 光 の 検 出 、 お よ び ラ ン ダ ム な 非 特 異 的
結 合 の よ う な 効 率 の よ う な い ず れ も の 変 数 に つ い て の 対 照 と し て 、 ２ 回 目 の 反 復 か ら 得 ら
れ た デ ー タ と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な 標 準 的 な 技 術 を 使 用 し て 増 幅 す る こ
と が で き る 。 増 幅 は ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に 核 酸 を サ ブ ク ロ ー ン 化 ま た は 標 識
す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 試 料 お よ び ／ ま た は 固 定 化 核 酸 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す
る よ う に 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 試 料 お よ び ア レ イ 上 の プ ロ ー ブ は 、 ゲ ノ ム の
１ つ ま た は そ れ 以 上 の 特 定 の （ 予 備 選 択 し た ） 部 分 か ら の 核 酸 源 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 増 幅 産 物 の コ レ ク シ ョ ン 、 染 色 体 の 実 質 的 に 全 体 的 な セ ッ ト 、 選 択 し
た 染 色 体 ま た は 染 色 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 実 質 的 に 全 体 的 な ゲ ノ ム か ら 、 例 え ば 、 ク ロ
ー ン （ 例 え ば 、 Ｂ Ａ Ｃ 、 Ｐ Ａ Ｃ 、 Ｙ Ａ Ｃ な ど ） の コ レ ク シ ョ ン か ら 生 成 す る こ と が で き 、
集 合 的 に 該 核 酸 源 を 表 示 す る こ と が で き る 。 ア レ イ 固 定 化 核 酸 ま た は ゲ ノ ム 核 酸 試 料 は 、
担 体 上 で の ス プ リ ッ テ ィ ン グ ま た は プ リ ン テ ィ ン グ の 前 に 、 あ る 種 の 手 段 で 、 例 え ば 、 反
復 核 酸 の ブ ロ ッ キ ン グ ま た は 除 去 に よ り 、 ま た は 、 選 択 し た 核 酸 の 富 化 に よ り 、 処 理 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 固 定 化 プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 ア レ イ を 形 成 す る た め に 担 体 上 で ス ポ ッ ト ま た は プ リ ン ト し
た ） に 試 料 を 加 え 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 後 、 ア ド レ ス 可 能 な 位 置 （ 例 え ば
、 ア レ イ 上 の ス ポ ッ ト ） お よ び 各 ス ポ ッ ト で の 各 染 料 の 量 を 読 み 取 る 。 ア レ イ 固 定 化 核 酸
は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ 、 例 え ば 、 Ｙ Ａ Ｃ 、 Ｂ Ａ Ｃ 、 Ｐ Ａ Ｃ な ど
の 形 態 で あ り 得 る 。 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 ア レ イ 上 の 各 「 ス ポ ッ ト 」 ま た は プ ロ ー ブ ・
エ レ メ ン ト は 、 既 知 の 配 列 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム の 既 知 の セ グ メ ン ト 、 お よ び ／ ま た は ゲ ノ ム
の 染 色 体 の 各 々 で の 既 知 の 位 置 、 ま た は 他 の 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 般 的 な 技 術
　 本 発 明 を 実 施 す る た め に 使 用 す る 核 酸 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ベ ク タ ー
、 ウ イ ル ス ま た は そ の ハ イ ブ リ ッ ド の い ず れ で あ ろ う と 、 種 々 の 源 の い ず れ か か ら 単 離 さ
れ 、 遺 伝 子 操 作 さ れ 、 増 幅 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 発 現 ／ 組 換 え に よ り 産 生 さ れ る 。 細 菌 細
胞 に 加 え て 、 例 え ば 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 ま た は 植 物 細 胞 発 現 系 を 含 む い ず れ も の 組 換 え
発 現 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 例 え ば Carruthers (1982) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47:411-418； Adam
s (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661； Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3
444； Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380； Blommers (1994) Biochemis
try 33:7886-7896； Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90； Brown (1979) Meth. Enzymol
. 68:109； Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859； 米 国 特 許 4,458,066号 に 記 載 さ れ て
い る よ う な 周 知 の 化 学 合 成 技 術 に よ っ て イ ン ビ ト ロ で 核 酸 を 合 成 す る こ と が で き る 。 次 い
で 、 相 補 鎖 を 化 学 的 に 合 成 し 、 適 当 な 条 件 下 に て 鎖 を 一 緒 に ア ニ ー ル す る こ と に よ っ て 、
ま た は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を プ ラ イ マ ー 配 列 と 一 緒 に 用 い て 相 補 鎖 を 酵 素 的 に 合 成 す る
た め の 鋳 型 と し て 一 本 鎖 を 用 い る こ と に よ っ て 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 得 る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 例 え ば サ ブ ク ロ ー ン 化 、 プ ロ ー ブ の 標 識 化 （ ク レ ノ ウ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ
ー シ ョ ン 、 増 幅 を 使 用 す る ラ ン ダ ム － プ ラ イ マ ー 標 識 化 ） 、 配 列 決 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
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シ ョ ン 、 Ｇ バ ン ド 形 成 、 Ｓ Ｋ Ｙ 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ な ど の よ う な 核 酸 の 操 作 の た め の 技 術 は 科 学 文
献 お よ び 特 許 文 献 に 十 分 に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Sambrook, ed., MOLECULAR CLONING
: A LABORATORY MANUAL (2ND ED.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989
)； CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel, ed. John Wiley & Sons, Inc.,
 New York (1997)； LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY: h
ybridization WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I. Theory and Nucleic Acid Preparati
on, Tijssen, ed. Elsevier, N.Y. (1993)を 参 照 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ゲ ノ ム 核 酸 の ク ロ ー ン
　 本 発 明 の 方 法 、 キ ッ ト お よ び 装 置 に お い て 使 用 さ れ る ゲ ノ ム 核 酸 、 例 え ば 、 ア レ イ 上 に
固 定 さ れ た も の ま た は 試 料 と し て 使 用 さ れ る も の は 、 種 々 の ビ ヒ ク ル 中 に ク ロ ー ン 化 す る
こ と に よ っ て 得 る こ と が で き 操 作 す る こ と が で き る 。 必 要 な ら ば 、 ゲ ノ ム 核 酸 試 料 を ス ク
リ ー ニ ン グ し 、 い ず れ も の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 源 か ら 再 度 ク ロ ー ン 化 ま た は 増 幅 す る こ と が で き
る 。 か く し て 、 種 々 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る ゲ ノ ム 核 酸 の 形 態 （ ア レ
イ お よ び 試 料 を 含 む ） と し て は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー （ ヒ ト の よ
う な 哺 乳 動 物 の 人 工 染 色 体 、 サ テ ラ イ ト 人 工 染 色 体 、 酵 母 人 工 染 色 体 、 細 菌 人 工 染 色 体 、
Ｐ １ 人 工 染 色 体 な ど に 含 ま れ る ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 哺 乳 動 物 人 工 染 色 体 （ Ｍ Ａ Ｃ ） お よ び ヒ ト 人 工 染 色 体 （ Ｈ Ａ Ｃ ） は 、 例 え ば 、 Ascenzio
ni (1997) Cancer Lett. 118:135-142； Kuroiwa (2000) Nat. Biotechnol. 18:1086-1090
； お よ び 米 国 特 許 第 5,288,625号 ； 第 5,721,118号 ； 第 6,025,155号 ； お よ び 第 6,077,697号
に 記 載 さ れ て い る 。 Ｍ Ａ Ｃ は 、 ４ ０ ０ キ ロ ベ ー ス （ Ｋ ｂ ） よ り も 大 き い 挿 入 体 を 含 有 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 Mejia (2001) Am. J. Hum. Genet. 69:315-326を 参 照 。 Auriche 
(2001) EMBO Rep. 2:102-107で は 、 ５ .５ キ ロ ベ ー ス の 大 き さ を も つ ヒ ト ミ ニ 染 色 体 が 構
築 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 サ テ ラ イ ト 人 工 染 色 体 ま た は サ テ ラ イ ト Ｄ Ｎ Ａ ベ ー ス 人 工 染 色 体 （ Ｓ Ａ Ｔ Ａ Ｃ ） は 、 例
え ば 、 Warburton (1997) Nature 386:553-555； Roush (1997) Science 276:38-39； Rosen
feld (1997) Nat. Genet. 15:333-335に 記 載 さ れ て い る 。 Ｓ Ａ Ｔ Ａ Ｃ は 、 様 々 な 哺 乳 動 物
種 の 細 胞 に お い て 誘 導 さ れ た 新 規 染 色 体 形 成 に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る ； 例 え ば 、 Ha
dlaczky (2001) Curr. Opin. Mol. Ther. 3:125-132； Csonka (2000) J. Cell Sci. 113 
(Pt 18):3207-3216を 参 照 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 酵 母 人 工 染 色 体 （ Ｙ Ａ Ｃ ） を 使 用 す る こ と も で き 、 典 型 的 に は 、 ８ ０ ～ ７ ０ ０ ｋ ｂ の 範
囲 の 大 き さ の 挿 入 体 を 含 有 す る 。 Ｙ Ａ Ｃ は １ ０ ０ 万 塩 基 対 ま で の 大 き さ の ゲ ノ ム フ ラ グ メ
ン ト の 安 定 な 増 殖 の た め に 使 用 さ れ て き た ； 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,776,745号 ； お よ び 第 5
,981,175号 ； Feingold (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8637-8641； Tucker (199
7) Gene 199:25-30； Adam (1997) Plant J. 11:1349-1358； お よ び Zeschnigk (1999) Nuc
leic Acids Res. 27:21を 参 照 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 細 菌 人 工 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） は 、 １ ２ ０ Ｋ ｂ ま た は そ れ 以 上 の 大 き さ の 挿 入 体 を 含 有 す る
こ と が で き る ベ ク タ ー で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,874,259号 ； 第 6,277,621号 ； お よ び
第 6,183,957号 を 参 照 。 Ｂ Ａ Ｃ は 、 イ ー ・ コ リ （ E. coli） Ｆ フ ァ ク タ ー プ ラ ス ミ ド 系 に 基
づ い て お り 、 Ｂ Ａ Ｃ 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 マ イ ク ロ グ ラ ム の 量 で 精 製 す る こ と
が で き る 。 Ｂ Ａ Ｃ プ ラ ス ミ ド は １ ～ ２ の コ ピ ー 数 で 細 菌 細 胞 中 に 維 持 さ れ る の で 、 Ｙ Ａ Ｃ
を 用 い て 観 察 さ れ る 望 ま し く な い 遺 伝 子 再 編 成 が 減 少 ま た は 排 除 さ れ る ； 例 え ば 、 Cao (1
999) Genome Res. 9:763-774を 参 照 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Ｐ １ 人 工 染 色 体 （ Ｐ Ａ Ｃ ） 、 Ｐ １ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 誘 導 ベ ク タ ー は 、 Woon (1998) Ge
nomics 50:306-316； Reid (1997) Genomics 43:366-375； Nothwang (1997) Genomics 41:
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370-378； お よ び Kern (1997) Biotechniques 23:120-124に 記 載 さ れ て い る 。 Ｐ １ は 、 ７
５ ～ １ ０ ０ Ｋ ｂ  Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 体 を 含 有 す る こ と が で き る 、 イ ー ・ コ リ に 感 染 す る バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ で あ る 。 Ｐ Ａ Ｃ は 、 ラ ム ダ ラ イ ブ ラ リ ー と ほ ぼ 同 様 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の ク ロ ー ニ ン グ ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 、 組 換 え ウ イ ル ス ； コ ス ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と も で き る ； 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,501,979号 ； 第 5,288,641号 ； お よ
び 第 5,266,489号 を 参 照 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 （ 例 え ば
、 Baker (1997) Nucleic Acids Res 25:1950-1956を 参 照 ） の よ う な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含
む こ と が で き る 。 配 列 、 挿 入 体 、 ク ロ ー ン 、 ベ ク タ ー な ど は 、 天 然 源 か ら 単 離 す る こ と が
で き る か 、 ま た は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ま た は Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 商 業 的 供 給 元 の よ
う な 供 給 元 か ら 入 手 す る こ と が で き る か 、 ま た は 、 合 成 法 ま た は 組 換 え 法 に よ っ て 作 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 核 酸 の 増 幅
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い る 増 幅 を 用 い て 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る ゲ ノ
ム 核 酸 を 産 生 ま た は 操 作 、 例 え ば 、 サ ブ ク ロ ー ン 化 す る こ と 、 固 定 化 核 酸 ま た は 試 料 核 酸
に 標 識 を 取 り 込 む こ と 、 ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 核 酸 を 検 出 ま た は そ の レ ベ ル を 測
定 す る こ と な ど が で き る 。 増 幅 、 典 型 的 に は 縮 重 プ ラ イ マ ー で の 増 幅 も ま た 、 検 出 可 能 な
プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 Ｃ ｙ ５ T M ま た は Ｃ ｙ ３ T M － シ ト シ ン ・ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） を 、 固 定 化 ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た め に 使 用 さ れ る 試 験 ま た は 対 照 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 表 示
す る 核 酸 に 取 り 込 む た め に 有 用 で あ る 。 増 幅 を 用 い て 、 試 料 中 の 核 酸 の 量 を 定 量 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,294,338号 を 参 照 。 増 幅 法 は 、 ま た 、 当 該 技 術 分 野 に お
い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ； 例 え ば 、 PCR PROTOCOLS, A G
UIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, ed. Innis, Academic Press, N.Y. 1990、 お よ び PC
R STRATEGIES (1995), ed. Innis, Academic Press, Inc., N.Y.を 参 照 ） ； リ ガ ー ゼ 連 鎖
反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ； 例 え ば 、 Barringer 1990, Gene 89:117を 参 照 ） ； 転 写 増 幅 （ 例 え ば 、 Kwo
h 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173） ； 自 立 し た 配 列 複 製 （ 例 え ば 、 Guatelli
 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874を 参 照 ） ； Ｑ ベ ー タ レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 （ 例
え ば 、 Smith 1997, J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491を 参 照 ） ； 自 動 Ｑ － ベ ー タ レ プ リ
カ ー ゼ 増 幅 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Burg 1996, Mol. Cell. Probes 10:257-271を 参 照 ） ； お
よ び 他 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 媒 介 技 術 、 例 え ば 、 核 酸 配 列 ベ ー ス 増 幅 、 ま た は 「 Ｎ Ａ Ｓ Ｂ
Ａ 」 （ 例 え ば 、 Birch 2001, Lett. Appl. Microbiol. 33:296-301； Greijer 2001, J. Vi
rol. Methods 96:133-147を 参 照 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る に 際 し て 、 核 酸 、 例 え ば 、 単 離 、 ク ロ ー ン 化 ま た は 増 幅 し た ゲ
ノ ム 核 酸 の 試 料 を 固 定 化 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 条 件 は 中 位 ～ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 行 わ れ る
。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン へ の 広 範 囲 の ガ イ ド は 、 例 え ば 、 Sambrook Ausubel, Ti
jssenに 見 ら れ る 。 一 般 に 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗
浄 条 件 は 、 所 定 の イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ で 、 特 定 の 配 列 に つ い て の 熱 融 解 点 （ Ｔ M ） よ り
も 約 ５ ℃ 低 く 選 択 さ れ る 。 Ｔ M は 、 標 的 参 照 試 料 配 列 標 識 化 分 子 の ５ ０ ％ が 完 全 に マ ッ チ
し た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 （ 所 定 の イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ 下 ） で あ る 。 非 常
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 特 定 の プ ロ ー ブ に つ い て の Ｔ M と 等 し く な る よ う に 選 択 さ
れ る 。 ア レ イ 上 に １ ０ ０ を 超 え る 相 補 残 基 を 有 す る 相 補 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
た め の 典 型 的 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 溶 液 （ 例 え ば 、 Sambrookを 参 照 ） を 使 用 す る ４ ２ ℃ を 含 み 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン は 一 夜 行 わ れ る 。 典 型 的 な 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 は 、 ７ ２ ℃ で 約 １
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５ 分 間 の ０ .１ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む こ と が で き る 。 典 型 的 な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件
は 、 ま た 、 ６ ５ ℃ で １ ５ 分 間 の ０ .２  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ 洗 浄 （ 例 え ば 、 Sambrookを 参 照 ） を 含 む
こ と が で き る 。 一 の 態 様 に お い て 、 高 度 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 よ り も 、 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド ・ プ ロ ー ブ シ グ ナ ル を 除 去 す る た め の 中 位 ま た は 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 が 先 行
す る 。 例 え ば １ ０ ０ を 超 え る ヌ ク レ オ チ ド の 二 本 鎖 の た め の 典 型 的 な 中 位 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 洗 浄 は 、 ４ ５ ℃ で １ ５ 分 間 の １  Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ を 含 む 。 例 え ば １ ０ ０ を 超 え る ヌ ク レ オ チ
ド の 二 本 鎖 の た め の 典 型 的 に 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 は 、 ４ ０ ℃ で １ ５ 分 間 の ４  ｘ
～ ６ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア レ イ を ベ ー ス と す る 比 較 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
（ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 反 応 を 実 施 す る に 際 し て 、 蛍 光 染 料 Ｃ ｙ ３ T M お よ び Ｃ ｙ ５ T M

を 使 用 し て 、 ２ つ の 試 料 か ら の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 区 別 し て 標 識 し 、 例 え ば 、 参 照 ま た は
正 常 対 照 か ら の 核 酸 を 、 細 胞 ま た は 組 織 か ら の 試 験 試 料 核 酸 と 比 較 す る 。 多 く の 商 業 的 装
置 は 、 ２ つ の 染 料 の 検 出 に 適 応 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 Ｃ ｙ ５ T M ま た は 蛍 光 物 質 ま た は 他
の 酸 化 感 受 性 化 合 物 の 安 定 性 を 増 加 さ せ る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 溶 液 に お い て 酸 化 剤 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ
ン ジ ャ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 Ｃ ｙ ５ T M シ グ ナ ル は 、 劇 的 に 増 加 し 、 長 い
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 間 が 可 能 と な る 。 2001年 4月 19日 に 出 願 し た 同 時 係 属 中 の 米 国
特 許 出 願 番 号 第 09/839,658号 を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 感 受 性 を さ ら に 増 加 さ せ る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は
、 管 理 さ れ た 不 飽 和 湿 度 環 境 下 に て 行 う こ と が で き る ； か く し て 、 湿 度 が 飽 和 し て い な い
な ら ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 は 有 意 に 改 善 さ れ る 。 湿 度 が 動 的 に 管 理 さ れ る な ら
ば 、 す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 、 湿 度 が 変 化 す る な ら ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 改 善 す る こ と が で き る 。 ハ ウ ジ ン グ 、 な ら び に プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 お よ び ／ ま た は 検 出 段 階 の 間 の 湿 度 を オ ペ レ ー タ ー に 管 理 さ
せ る コ ン ト ロ ー ル を 含 む ア レ イ デ バ イ ス を 使 用 す る こ と が で き る 。 該 デ バ イ ス は 、 プ レ ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 お よ び 検 出 工 程 を 含 む 手 順 サ イ ク
ル 全 体 の 間 の 湿 度 （ お よ び 温 度 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ ー ） の プ レ プ ロ グ ラ ミ ン グ を 可 能 に
す る 検 出 、 管 理 お よ び 記 憶 素 子 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 温 度 変 動 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 組 み 込 む こ と が で き る
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 温 度 が 正 確 に ま た は 比 較 的 一 定 レ ベ ル （ 例 え ば 、 ほ と ん ど
の 商 業 的 オ ー ブ ン に つ い て と 同 様 に プ ラ ス ま た は マ イ ナ ス ２ ～ ３ ℃ ） に 設 定 さ れ て い る 条
件 と 比 べ て 、 変 化 す る 温 度 環 境 に お い て 非 常 に 良 好 な 効 率 を 有 す る 。 反 応 チ ャ ン バ ー 温 度
は 、 例 え ば オ ー ブ ン ま た は 変 化 す る 温 度 を 生 じ る 能 力 を 有 す る 他 の デ バ イ ス に よ っ て 、 変
動 的 に 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 浸 透 圧 変 動 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 含 む こ と が で き る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 （ す な わ ち 、 平 衡 ま で の 時 間 ） も ま た 、 変 化 す る 高 ／ 低 浸 透
圧 性 、 例 え ば 、 溶 質 勾 配 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 環 境 に よ っ て 増 強 す る こ と が で き
る 。 溶 質 勾 配 は 、 デ バ イ ス 中 に て 生 じ る 。 例 え ば 、 低 い 塩 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
を ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン チ ャ ン バ ー の 片 側 に 置 き 、 高 い 塩 の バ ッ フ ァ ー を 他 方 に
置 い て 、 該 チ ャ ン バ ー 中 で 溶 質 勾 配 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 核 酸 の フ ラ グ メ ン ト 化 お よ び 消 化
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る に 際 し て 、 固 定 化 核 酸 お よ び 試 料 核 酸 を 種 々 の 長 さ で ク ロ ー ン
化 す る か 、 標 識 す る か 、 ま た は 固 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 の 態 様 に お い て 、 ゲ ノ
ム 核 酸 は 、 約 ２ ０ ０ 塩 基 よ り も 短 い 長 さ を 有 す る こ と が で き る 。 こ の 小 さ い サ イ ズ に 限 定
さ れ る 標 識 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 は 、 例 え ば ア レ イ を ベ ー ス と す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
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ン に お い て 、 分 子 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 の 解 像 度 を 有 意 に 改 善 す る 。 例 え ば 、 こ の よ う に 小 さ
な フ ラ グ メ ン ト の 使 用 は 、 反 復 配 列 お よ び 固 定 化 核 酸 に 対 す る 他 の 望 ま し く な い 「 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド 」 ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 有 意 な 抑 制 を 可 能 に す る 。 反 復 配 列 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 抑 制 は 、 コ ピ ー 数 差 異 （ 例 え ば 、 増 幅 ま た は 欠 失 ） の 検 出 ま た は ユ ニ
ー ク 配 列 の 検 出 の 信 頼 度 を 大 き く 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 結 果 と し て 生 じ る フ ラ グ メ ン ト 長 は 、 例 え ば Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ で の 処 理 に よ っ て 、 変 更 す る こ
と が で き る 。 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 反 応 に お け る Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ と Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ と
の 比 率 の 調 節 は 、 消 化 産 物 の 長 さ を 変 化 さ せ る 。 標 準 的 な ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン キ ッ
ト は 、 典 型 的 に は 、 ３ ０ ０ ～ ６ ０ ０ 塩 基 対 フ ラ グ メ ン ト を 生 じ る 。 必 要 に 応 じ て 、 標 識 し
た 核 酸 を さ ら に 、 ２ ０ ０ 塩 基 の セ グ メ ン ト に フ ラ グ メ ン ト 化 す る こ と が で き 、 約 ２ ５ ～ ３
０ 塩 基 ま で 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ の ラ ン ダ ム 酵 素 的 消 化 は 、 他 の フ ラ グ メ ン ト
化 法 を 伴 お う が 伴 う ま い が 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ （ 例 え
ば 、 Herrera (1994) J. Mol. Biol. 236:405-411； Suck (1994) J. Mol. Recognit. 7:65
-70を 参 照 ） 、 ま た は 二 塩 基 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｃ ｖ ｉ Ｊ Ｉ （ 例 え ば 、 Fitzgerald (1
992) Nucleic Acids Res. 20:3753-3762を 参 照 ） お よ び 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル （ 例 え ば 、
Sambrook、 Ausubelを 参 照 ） を 使 用 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の 方 法 、 例 え ば 、 機 械 的 剪 断 、 超 音 波 処 理 （ 例 え ば 、 Deininger (1983) Anal. Bioch
em. 129:216-223を 参 照 ） お よ び 類 似 の も の （ 例 え ば 、 Sambrook、 Ausubel、 Tijssenを 参
照 ） を 使 用 し て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を フ ラ グ メ ン ト 化 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 １ つ の 機 械 的
技 術 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 が シ リ ン ジ ・ ポ ン プ に よ っ て 小 さ な 穴 を 通 っ て 押 し 出 さ れ る 場 合 に 生
じ る ポ イ ン ト － シ ン ク 流 体 力 学 に 基 づ い て い る 。 例 え ば 、 Thorstenson (1998) Genome Re
s. 8:848-855を 参 照 。 フ ラ グ メ ン ト サ イ ズ は 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 に お い て 動 的 サ イ
ズ ふ る い 分 け 高 分 子 溶 液 を 使 用 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト 化 の 分 析 を 示 す Siles (1997) J. 
Chromatogr. A. 771:319-329に よ る よ う な 例 え ば サ イ ジ ン グ 電 気 泳 動 法 を 含 む 種 々 の 技 術
に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 フ ラ グ メ ン ト サ イ ズ は ま た 、 例 え ば マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ
ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 法 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 法 に よ っ て 測 定 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、
Chiu (2000) Nucleic Acids Res. 28:E31を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 比 較 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ）
　 ア レ イ を ベ ー ス と す る 比 較 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 で 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し
て 、 試 料 中 の 染 色 体 異 常 を 検 出 す る こ と が で き る か 、 ま た は 、 例 え ば 生 検 ま た は 体 液 試 料
の 如 き 組 織 の よ う な 細 胞 集 団 中 に て 遺 伝 子 モ ザ イ ク を 検 出 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン は 、 変 化 、 例 え ば 、 配 列 ま た は 配 列 の コ ピ ー 数 の 変 化 の 獲 得 ま た は 損 失 を 受
け て い る ゲ ノ ム の 領 域 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 分 子 細 胞 遺 伝 学 的 ア プ ロ ー
チ で あ る 。 腫 瘍 細 胞 の ゲ ノ ム の 分 析 は 、 異 常 の 領 域 を 検 出 し て 、 進 行 中 の プ ロ セ ス を モ ニ
タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 試 験 試 料 対 対 照 試 料 の 遺 伝 子 組 成 を 比 較 す る ； 例 え ば
、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 試 験 試 料 （ 例 え ば 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 欠 失 を 有 す る と 思 わ れ
る 細 胞 集 団 か ら の ） が 、 「 ネ ガ テ ィ ブ 」 対 照 、 例 え ば 「 正 常 」 ま た は 「 野 生 型 」 遺 伝 子 型
で あ る 参 照 試 料 、 ま た は 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 対 照 、 例 え ば 、 既 知 の 癌 細 胞 、 ま た は 既 知 の 欠 失
、 例 え ば 、 既 知 の 転 座 ま た は 欠 失 ま た は 増 幅 な ど を 有 す る 細 胞 と 比 較 し た 場 合 、 増 幅 ま た
は 欠 失 ま た は 変 異 し た セ グ メ ン ト を 有 す る か ど う か 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 比 較 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う た め の 全 て の 既 知 の 方 法 お
よ び 手 段 お よ び そ れ ら の バ リ エ ー シ ョ ン を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特
許 第 6,197,501号 ； 第 6,159,685号 ； 第 5,976,790号 ； 第 5,965,362号 ； 第 5,856,097号 ； 5,8
30,645号 ； 第 5,721,098号 ； 第 5,665,549号 ； お よ び 第 5,635,351号 ； な ら び に Diago (2001
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) American J. of Pathol. May, 158(5);1623-1631； Theillet (2001) Bull. Cancer 88:
261-268； Werner (2001) Pharmacogenomics 2:25-36； Jain (2000) Pharmacogenomics 1:
287-307を 参 照 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ア レ イ ま た は 「 バ イ オ チ ッ プ 」
　 一 の 実 施 態 様 に お け る 本 発 明 は 、 ア レ イ お よ び そ の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様
に お い て 、 本 明 細 書 に お け る 該 方 法 は 、 「 ア レ イ 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 」 ま た は 「 核 酸
ア レ イ 」 ま た は 「 バ イ オ チ ッ プ 」 と も 称 さ れ る 既 知 の 「 ア レ イ 」 ま た は そ の バ リ エ ー シ ョ
ン を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 ア レ イ は 、 一 般 に 、 複 数 の 「 プ ロ ー ブ エ レ メ ン ト 」 ま
た は 「 ス ポ ッ ト 」 で あ り 、 各 プ ロ ー ブ エ レ メ ン ト は 、 担 体 表 面 の 既 知 ま た は 所 定 の （ ア ド
レ ス 可 能 な ） 位 置 で 固 定 し た 所 定 の 量 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 分 子 、 例 え ば 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 ま た は プ ロ ー ブ を 含 む 。 典 型 的 に は 、 固 定 化 生 物 学 的 分 子 を 、 試
料 お よ び ア レ イ 中 の 分 子 の 間 の 特 異 的 結 合 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 試
料 と 接 触 さ せ る 。 固 定 化 核 酸 は 、 特 異 的 メ ッ セ ー ジ （ 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー と し
て ） 、 ま た は 例 え ば 、 染 色 体 の 実 質 的 に 全 体 も し く は サ ブ セ ク シ ョ ン ま た は ゲ ノ ム （ ヒ ト
ゲ ノ ム を 含 む ） の 実 質 的 に 全 体 を 含 む 遺 伝 子 （ 例 え ば ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ） か ら の 配 列 を
含 有 す る こ と が で き る 。 他 の エ レ メ ン ト ま た は ス ポ ッ ト は 、 正 お よ び 負 の 対 照 な ど の よ う
な 参 照 配 列 を 含 有 す る こ と が で き る 。 ア レ イ の エ レ メ ン ト は 、 種 々 の サ イ ズ お よ び 種 々 の
密 度 で 担 体 表 面 に 並 べ ら れ る 。 ア レ イ の 異 な る プ ロ ー ブ エ レ メ ン ト は 、 同 一 の 分 子 種 を 、
例 え ば 異 な る 量 、 密 度 、 サ イ ズ 、 標 識 ・ 非 標 識 な ど で 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ス ポ ッ ト の サ イ ズ お よ び 密 度 ま た は エ レ メ ン ト サ イ ズ は 、 標 識 の 性 質 、 担 体 支 持 体 （ 固
体 、 半 固 体 、 線 維 、 キ ャ ピ ラ リ ー ま た は 多 孔 質 で あ る ） な ど の よ う な 多 く の フ ァ ク タ ー に
依 存 す る 。 各 ス ポ ッ ト ま た は エ レ メ ン ト は 、 実 質 的 に 同 一 の 核 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る
か 、 ま た は 別 法 と し て 、 異 な る 長 さ お よ び ／ ま た は 配 列 の 核 酸 の 混 合 物 で あ り 得 る 。 か く
し て 、 例 え ば 、 ス ポ ッ ト ま た は エ レ メ ン ト は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ン 化 し た 小 片 を １ コ ピ ー 以
上 含 有 し 、 各 コ ピ ー は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 に よ っ て 、 異 な る 長 さ の フ ラ グ メ ン ト に
分 解 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 ア レ イ は 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 種 の 染 色 体 の 高 度 に 相
同 な 配 列 か ら の シ ン テ ニ ー 配 列 の 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て を コ ー ド す る ス ポ ッ ト を 含 有 す
る こ と が で き る 。 シ ン テ ニ ー 配 列 は 、 同 一 染 色 体 、 例 え ば 、 古 典 的 遺 伝 子 分 析 で 結 び つ け
ら れ て い よ う が い ま い が 、 第 １ ヒ ト 染 色 体 の よ う な 大 き な 染 色 体 、 ま た は ヒ ト Ｘ 染 色 体 の
よ う な 小 さ な 染 色 体 に 位 置 す る も の で あ る 。 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 シ ン テ ニ ー ア レ イ は
、 ヒ ト お よ び 哺 乳 動 物 の よ う な 別 の 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の よ う な 齧 歯 類
、 ま た は ヒ ト お よ び チ ン パ ン ジ ー ） の 各 々 か ら の 相 同 配 列 を 含 有 す る １ つ ま た は そ れ 以 上
の 染 色 体 か ら の シ ン テ ニ ー 配 列 を 有 す る エ レ メ ン ト を 含 有 す る 。 別 法 と し て 、 脊 椎 動 物 は
、 カ エ ル （ Ｒ ａ ｎ ａ ） ま た は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Ｘ ｅ ｎ ｏ ｐ ｕ ｓ ） ま た は ゼ ブ ラ フ ィ ッ
シ ュ の よ う な 非 哺 乳 動 物 で あ っ て も よ い 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 シ ン テ ニ ー ア レ イ は 、
ヒ ト お よ び 目 的 の 無 脊 椎 動 物 種 （ 例 え ば 、 ヒ ト お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ
ｉ ｌ ａ ） ） か ら の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 染 色 体 か ら の シ ン テ ニ ー 配 列 を 有 す る エ レ メ ン ト
を 含 有 す る 。 例 え ば 各 々 の 種 か ら の シ ン テ ニ ー で あ る こ と が 知 ら れ て い る ク ロ ー ン を 使 用
し て ク ロ ー ン 化 Ｂ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た 固 定 化 配 列 は 、 種 々 の ア ド レ ス 可 能 な 位
置 で ア レ イ 中 に 置 か れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 例 え ば ヒ ト お よ び マ ウ ス の よ う な 別 の 種 か ら の 染 色 体 の 同 定 可 能 な 領 域 を 有 す る 核 酸 の
ス ポ ッ ト の ア レ イ を 有 す る シ ン テ ニ ー ア レ イ は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 、 ゲ ノ ム 全 体 を 含
む Ｂ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 次 い で 、
こ れ ら を 使 用 し て 、 疾 患 ま た は 病 状 を 有 す る ヒ ト 対 象 体 か ら 得 た 試 料 お よ び ヒ ト 疾 患 に 関
す る モ デ ル で あ る 動 物 モ デ ル が 知 ら れ て い る 動 物 対 象 体 か ら の 得 た 試 料 を 分 析 す る こ と が
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で き る 。 動 物 モ デ ル が 知 ら れ て い る 疾 患 の 例 と し て は 、 肺 癌 、 中 皮 腫 、 腺 癌 お よ び 前 立 腺
癌 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 法 と し て 、 こ れ ら の ア レ イ を 使 用 し て 、 化 学 組 成 物 に 暴 露 さ れ た か ま た は そ れ を 投 与
さ れ た 細 胞 、 生 物 、 ま た は 細 胞 集 団 の ゲ ノ ム の 分 析 に よ っ て 、 試 験 動 物 の ゲ ノ ム に 対 す る
該 化 学 組 成 物 の 遺 伝 毒 性 、 す な わ ち 、 変 異 原 性 を 試 験 す る こ と が で き る 。 細 胞 集 団 は 、 化
学 物 質 に 暴 露 さ れ た 生 物 か ら 得 る こ と が で き る か 、 ま た は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は エ キ ソ ビ ボ
で 培 養 し 、 次 い で 、 化 学 組 成 物 に 暴 露 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ア レ イ は 、 ゲ ノ ム 全 体 に 対 す る
化 学 物 質 の 作 用 を 試 験 す る こ と に よ り 、 ゲ ノ ム 全 体 に 対 す る 化 学 物 質 の 作 用 を 示 す 結 果 を
得 、 こ れ ら の 分 析 を ヒ ト ゲ ノ ム と 関 連 づ け る と 共 に 、 多 数 の 生 物 ま た は 長 期 間 の 分 析 を 必
要 と す る 現 行 の ト キ ソ ロ ジ カ ル 分 析 法 に 取 っ て 代 わ る か ま た は 該 分 析 法 を 補 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 複 数 の 生 物 の 相 同 配 列 を 有 す る シ ン テ ニ ー ア レ イ を 作 製 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 化
学 物 質 に 暴 露 し た マ ウ ス 細 胞 か ら 、 ま た は 特 定 の 癌 を 有 す る マ ウ ス 細 胞 か ら 採 取 し た 試 料
を 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 イ ヌ お よ び カ エ ル か ら の シ ン テ ニ ー 固 定 化 ア レ イ 化 プ ロ ー ブ
配 列 を 用 い て 同 時 に 時 間 的 に 効 率 よ く 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ア レ イ は 、 い ず れ も の 担 体 、 例 え ば 、 固 体 表 面 （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ガ ラ ス 、
石 英 、 溶 融 シ リ カ 、 プ ラ ス チ ッ ク な ど ） 上 に 固 定 し た 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、
蛍 光 を 測 定 す る 場 合 の シ ク ロ オ レ フ ィ ン ポ リ マ ー を 含 む マ ル チ ウ ェ ル プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を
記 載 し て い る 米 国 特 許 第 6,063,338号 を 参 照 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る ア レ イ は 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 反 応 の 間 の 湿 度 お よ び 温 度 を 管 理 す る た め の 素 子 を 有 す る
ハ ウ ジ ン グ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る に 際 し て 、 既 知 の ア レ イ な ら び に ア レ イ を 作 製 お よ び 使 用 す る
方 法 ま た は そ の バ リ エ ー シ ョ ン （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,277,628号 ； 第 6,277,489号 ； 第 6,
261,776号 ； 第 6,258,606号 ； 第 6,054,270号 ； 第 6,048,695号 ； 第 6,045,996号 ； 第 6,022,9
63号 ； 第 6,013,440号 ； 第 5,965,452号 ； 第 5,959,098号 ； 第 5,856,174号 ； 第 5,830,645号
； 第 5,770,456号 ； 第 5,632,957号 ； 第 5,556,752号 ； 第 5,143,854号 ； 第 5,807,522号 ； 第 5
,800,992号 ； 第 5,744,305号 ； 第 5,700,637号 ； 第 5,556,752号 ； お よ び 第 5,434,049号 に 記
載 さ れ て い る ） を 全 体 的 に ま た は 部 分 的 に 組 み 込 む こ と が で き る ； ま た 、 WO 99/51773； W
O 99/09217； WO 97/46313； WO 96/17958も 参 照 ； ま た 、 Johnston (1998) Curr. Biol. 8:
R171-R174； Schummer (1997) Biotechniques 23:1087-1092； Kern (1997) Biotechniques
 23:120-124； Solinas-Toldo (1997) Genes, Chromosomes & Cancer 20:399-407； Bowtel
l (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-32も 参 照 。 ま た 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 200100186
42号 ； 第 20010019827号 ； 第 20010016322号 ； 第 20010014449号 ； 第 20010014448号 ； 第 2001
0012537号 ； 第 20010008765号 も 参 照 。 種 々 の 実 施 態 様 に お け る 本 発 明 は 、 い ず れ も の 既 知
の ア レ イ を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ ｓ T M （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ
ン タ ク ラ ラ の Affymetrix） ； Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ａ ｌ Ｃ ｈ ｉ ｐ T M  Ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ  Ｂ Ａ Ｃ  Ａ ｒ ｒ ａ
ｙ ｓ 、 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ａ ｌ Ｃ ｈ ｉ ｐ T M  Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ  Ｂ Ａ Ｃ  Ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｓ お よ び Ｃ ｕ ｓ ｔ ｏ
ｍ  Ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｓ （ テ キ サ ス 州 ヒ ュ ー ス ト ン の Spectral Genomics） 、 お よ び そ れ ら の 添 付
の 製 造 者 の 使 用 説 明 書 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 担 体 表 面
　 本 発 明 を 実 施 す る た め に 使 用 さ れ る ア レ イ は 、 硬 質 、 半 硬 質 ま た は 軟 質 材 料 の 担 体 表 面
を 有 す る こ と が で き る 。 担 体 表 面 は 、 平 坦 ま た は 平 面 で あ っ て よ く 、 ウ ェ ル 、 隆 起 領 域 、
蝕 刻 溝 、 孔 、 ビ ー ズ 、 フ ィ ラ メ ン ト な ど と し て 造 形 す る こ と が で き る 。 担 体 は 、 「 捕 獲 プ
ロ ー ブ 」 が 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る こ と が で き る い ず れ も の 材 料 の も の で あ り 得 る 。
例 え ば 、 適 当 な 材 料 と し て は 、 紙 、 ガ ラ ス （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,843,767号 を 参 照 ） 、
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セ ラ ミ ッ ク ス 、 石 英 ま た は 他 の 結 晶 性 担 体 （ 例 え ば 、 ガ リ ウ ム ア ル セ ナ イ ド ） 、 金 属 、 メ
タ ロ イ ド 、 ポ リ ア ク リ ロ イ ル モ ル ホ リ ド 、 種 々 の プ ラ ス チ ッ ク お よ び プ ラ ス チ ッ ク 共 重 合
体 、 Ｎ ｙ ｌ ｏ ｎ .Ｔ Ｍ 、 Ｔ ｅ ｆ ｌ ｏ ｎ .Ｔ Ｍ 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ (４ －
メ チ ル ブ テ ン )、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン ／ ラ テ ッ ク ス 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー ト 、 ポ リ (
エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト )、 レ ー ヨ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ (ビ ニ ル ブ チ レ ー ト )、 ポ リ ビ ニ リ
デ ン ジ フ ル オ リ ド （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,024,872号 を 参 照 ） 、 シ リ コ ー ン
（ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,096,817号 を 参 照 ） 、 ポ リ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ 例 え ば 、 米 国 特 許
第 4,355,153号 お よ び 第 4,652,613号 を 参 照 ） 、 セ ル ロ ー ス （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,068,26
9号 を 参 照 ） 、 酢 酸 セ ル ロ ー ス （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,048,457号 を 参 照 ） 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 、 種 々 の 膜 お よ び ゲ ル （ 例 え ば 、 シ リ カ エ ー ロ ゲ ル 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,795,557
号 を 参 照 ） 、 常 磁 性 ま た は 超 常 磁 性 微 粒 子 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,939,261号 を 参 照 ） な
ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 反 応 性 官 能 基 は 、 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 カ ル ボ キ シ ル 、 ア ミ
ノ 基 な ど で あ り 得 る 。 シ ラ ン （ 例 え ば 、 モ ノ － お よ び ジ ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル シ ラ ン 、 ア ミ
ノ ア ル キ ル ト リ ア ル コ キ シ シ ラ ン 、 ３ － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ ン 、 ３ － ア ミ ノ
プ ロ ピ ル ト リ メ ト キ シ シ ラ ン ） は 、 ア ミ ン 官 能 基 の 反 応 の た め の ヒ ド ロ キ シ ル 官 能 基 を 提
供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 核 酸 お よ び 検 出 可 能 な 部 分 ： 　 標 識 の 取 り 込 み お よ び ア レ イ の ス キ ャ ニ ン グ
　 本 発 明 の 方 法 は 、 検 出 可 能 な 標 識 を 結 合 し た 、 例 え ば 、 検 出 可 能 な 部 分 を 取 り 込 ん だ か
ま た は 検 出 可 能 な 部 分 と 結 合 し た 、 核 酸 を 使 用 す る 。 い ず れ も の 検 出 可 能 な 部 分 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 部 分 と の 結 合 は 共 有 で あ っ て も 非 共 有 で あ っ て も よ い 。 別 の
実 施 態 様 に お い て 、 ア レ イ 固 定 化 核 酸 お よ び 試 料 核 酸 は 区 別 し て 検 出 可 能 で あ り 、 例 え ば
、 そ れ ら は 異 な る 標 識 を 有 し 、 異 な る シ グ ナ ル を 発 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、
ア レ イ 固 定 化 核 酸 を 添 加 せ ず 、 試 験 試 料 核 酸 お よ び 参 照 核 酸 を 区 別 し て ブ レ ン ド し 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の も う １ 回 の 反 復 に お い て 、 こ の 区 別 的 標 識 を 変 え る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 有 用 な 検 出 可 能 な 標 識 ま た は タ グ と し て は 、 例 え ば 、 放 射 性 標 識 、 例 え ば 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ 、
3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 、 1 2 5 Ｉ 、 1 3 1 Ｉ ； 蛍 光 染 料 （ 例 え ば 、 Ｃ ｙ ５ T M 、 Ｃ ｙ ３ T M 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 ロ ー ダ
ミ ン 、 ラ ン タ ニ ド リ ン 光 物 質 、 Ｔ ｅ ｘ ａ ｓ  ｒ ｅ ｄ ） 、 高 電 子 密 度 試 薬 （ 例 え ば 、 金 ） 、
酵 素 、 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 一 般 的 に 使 用 さ れ る 酵 素 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ タ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） 、 比 色
標 識 （ 例 え ば 、 コ ロ イ ド 金 ） 、 磁 性 標 識 （ 例 え ば 、 Ｄ ｙ ｎ ａ ｂ ｅ ａ ｄ ｓ T M ） 、 ビ オ チ ン 、
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ま た は 抗 血 清 も し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 利 用 可 能 な い ず れ も の ハ プ
テ ン お よ び タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 該 標 識 は 、 検 出 し よ う と す る 核 酸 に 直 接 取 り 込 む こ
と が で き る か 、 ま た は 、 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か ま た は 結 合 す る 連 結 部 分 を 有 す る プ
ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド は 、 二 次 レ ポ ー タ ー （ 例 え ば 、 ロ
イ シ ン ジ ッ パ ー 対 配 列 、 二 次 抗 体 の た め の 結 合 部 位 、 転 写 活 性 化 因 子 ポ リ ペ プ チ ド 、 金 属
結 合 ド メ イ ン 、 エ ピ ト ー プ タ グ ） に よ っ て 認 識 さ れ る 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を （
例 え ば 、 ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 に ） 取 り 込 む こ と に よ っ て 検 出 可 能 に す る こ と が で き る 。 標 識
は 、 種 々 の 長 さ の ス ペ ー サ ー ア ー ム に よ っ て 付 着 さ せ て 、 可 能 性 の あ る 立 体 障 害 を 減 ず る
か ま た は 他 の 有 用 な ま た は 所 望 の 特 性 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Mansfield 
(1995) Mol Cell Probes 9:145-156を 参 照 。 ア レ イ を ベ ー ス と す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に お い て 、 蛍 光 物 質 は 、 一 緒 に 組 に す る こ と が で き る ； 例 え ば 、 １ つ の 蛍 光 物 質 が 対 照
試 料 （ 例 え ば 、 既 知 ま た は 通 常 の 核 型 の 核 酸 ） を 標 識 し 、 も う １ つ の 蛍 光 物 質 が 試 験 試 料
核 酸 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｖ Ｓ ま た は 癌 細 胞 試 料 か ら の も の ） を 標 識 す る 。 典 型 的 な ペ ア は 、 ロ ー
ダ ミ ン と フ ル オ レ セ イ ン （ 例 え ば 、 DeRisi (1996) Nature Genetics 14:458-460を 参 照 ）
； リ ッ サ ミ ン 結 合 核 酸 ア ナ ロ グ と フ ル オ レ セ イ ン 結 合 ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ （ 例 え ば 、 上
掲 の Shalon (1996)を 参 照 ） ； Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｕ ｍ  Ｒ ｅ ｄ .Ｔ Ｍ お よ び Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ｕ ｍ  Ｇ
ｒ ｅ ｅ ｎ .Ｔ Ｍ （ イ リ ノ イ 州 ダ ウ ナ ー ズ ・ グ ロ ー ブ の Vysis） ； Ｃ ｙ ３ T M と Ｃ ｙ ５ T M （ Ｃ ｙ
３ T M と Ｃ ｙ ５ T M は 一 緒 に 使 用 す る こ と が で き 、 ど ち ら も Amersham Life Sciences（ イ リ ノ
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イ 州 ア ー リ ン ト ン ・ ハ イ ツ ） に よ っ て 製 造 さ れ て い る 蛍 光 シ ア ニ ン 染 料 で あ る ） で あ る 。
シ ア ニ ン 、 な ら び に メ ロ シ ア ニ ン 、 ス チ リ ル お よ び オ キ ソ ノ ー ル 染 料 の よ う な 関 連 染 料 は
、 特 に 、 強 い 吸 光 性 で あ り 、 高 発 光 性 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,337,063号 ； 第 4,404
,289号 ； お よ び 第 6,048,982号 を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 他 の 蛍 光 性 ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Jameson (1997) M
ethods Enzymol. 278:363-390； Zhu (1994) Nucleic Acids Res. 22:3418-3422を 参 照 。
米 国 特 許 第 5,652,099号 お よ び 第 6,268,132号 に は ま た 、 蛍 光 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成
す る た め に 、 酵 素 的 合 成 ま た は 化 学 合 成 の い ず れ か に よ っ て 核 酸 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び
／ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 取 り 込 む た め の ヌ ク レ オ シ ド ア ナ ロ グ が 記
載 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 5,135,717号 に は 、 蛍 光 標 識 と し て 使 用 す る た め の フ タ ロ シ ア
ニ ン お よ び テ ト ラ ベ ン ゾ ト リ ア ザ ポ ル フ ィ リ ン 試 薬 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 共 有 ま た は 非 共 有 手 段 に よ っ て 、 例 え ば 、 転 写 に よ っ て 、 例 え ば 、 ク レ ノ ウ ポ リ メ ラ ー
ゼ を 使 用 し て ラ ン ダ ム － プ ラ イ マ ー 標 識 化 に よ っ て 、 ま た は 「 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン
」 ま た は 増 幅 に よ っ て 、 ま た は 等 価 な 手 段 に よ っ て 、 試 験 ま た は 参 照 試 料 の ゲ ノ ム 核 酸 に
、 お よ び 必 要 に 応 じ て 「 標 的 」 核 酸 に 検 出 可 能 な 部 分 を 取 り 込 む こ と が で き る 。 例 え ば 、
一 の 態 様 に お い て 、 ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 を 検 出 可 能 な 部 分 、 例 え ば 、 蛍 光 染 料 、 例 え ば 、 Ｃ
ｙ ３ T M ま た は Ｃ ｙ ５ T M と 結 合 し 、 次 い で 、 試 料 ゲ ノ ム 核 酸 に 取 り 込 む 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 試
料 は 、 非 標 識 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ と 混 合 し た Ｃ ｙ ３ T M － ま た は Ｃ ｙ ５ T M － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を
用 い て 取 り 込 む こ と が で き る 。 Ｃ ｙ ５ T M は 、 典 型 的 に は 、 ６ ３ ３ ｎ ｍ の Ｈ ｅ Ｎ ｅ レ ー ザ ー
光 線 に よ っ て 励 起 し 、 ６ ８ ０ ｎ ｍ で の 発 光 を 採 集 す る 。 例 え ば 、 Bartosiewicz (2000) Ar
chives of Biochem. Biophysics 376:66-73； Schena (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 93:10614-10619； Pinkel (1998) Nature Genetics 20:207-211； Pollack (1999) Natur
e Genetics 23:41-46も 参 照 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ ま た は ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン を 行 っ て 核 酸 を 標 識 す
る た め に 、 ア リ ル ア ミ ン － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ を 蛍 光 染 料 の シ ク シ ン イ ミ ジ ル － エ ス テ ル 誘 導 体 ま た
は ハ プ テ ン （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ま た は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ） と カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ っ て
合 成 さ れ た 修 飾 核 酸 を 使 用 す る ； こ の 方 法 は 、 最 も 一 般 的 な 蛍 光 性 ヌ ク レ オ チ ド の カ ス タ
ム 調 製 を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 Henegariu (2000) Nat. Biotechnol. 18:345-348を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 の あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 組 成 物 で の 標 識 化 （ 検 出 可 能 な
部 分 で の 標 識 化 ） は ま た 、 核 酸 、 例 え ば 、 「 分 子 ビ ー コ ン 」 ま た は 「 ア プ タ マ ー ビ ー コ ン
」 と し て の ス テ ム ル ー プ 構 造 の 形 態 の 核 酸 に 付 着 し た 核 酸 の よ う な 別 の 生 物 学 的 分 子 を 含
む こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 部 分 と し て の 分 子 ビ ー コ ン は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で
あ る ； 例 え ば 、 Sokol (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:11538-11543で は 、 ５ '末
端 お よ び ３ '末 端 に 適 合 し た 蛍 光 性 ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー 発 色 団 を 有 す る 「 分 子 ビ ー
コ ン 」 レ ポ ー タ ー オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 相 補 核 酸 鎖 の 不 在 下 で は 、 蛍
光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が シ グ ナ ル 発 光 を 妨 げ る 場 合 に は 、 分 子 ビ ー コ ン は ス テ ム ル ー プ 配
座 の ま ま で あ る 。 相 補 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ス テ ム ル ー プ 構 造 は 開 い て 、
ド ナ ー 部 分 お よ び ア ク セ プ タ ー 部 分 の 間 の 物 理 的 距 離 を 増 大 さ せ 、 そ れ に よ り 蛍 光 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー 転 移 を 減 少 さ せ 、 適 当 な 波 長 の 光 に よ っ て ビ ー コ ン が 励 起 し た 場 合 に 検 出 可 能 な
シ グ ナ ル を 発 光 さ せ る 。 例 え ば 、 Ｇ リ ッ チ １ ８ 量 体 三 重 鎖 形 成 性 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド か ら な る 分 子 ビ ー コ ン を 記 載 す る Antony (2001) Biochemistry 40:9387-9395を
参 照 。 米 国 特 許 第 6,277,581号 お よ び 第 6,235,504号 を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ア プ タ マ ー ビ ー コ ン は 、 分 子 ビ ー コ ン と 同 様 で あ る ； 例 え ば 、 Hamaguchi (2001) Anal.
 Biochem. 294:126-131； Poddar (2001) Mol. Cell. Probes 15:161-167； Kaboev (2000)
 Nucleic Acids Res. 28:E94を 参 照 。 ア プ タ マ ー ビ ー コ ン は 、 １ つ が リ ガ ン ド 結 合 を 可 能
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に す る ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 座 を 採 用 す る こ と が で き る 。 蛍 光 消 光 ペ ア を 使 用 し て リ ガ
ン ド 結 合 に よ っ て 誘 導 さ れ る 配 座 の 変 化 を レ ポ ー ト す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Yamamoto
 (2000) Genes Cells 5:389-396； お よ び Smirnov (2000) Biochemistry 39:1462-1468を
参 照 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 核 酸 を 蛍 光 染 料 で 標 識 す る た め の 方 法 に 加 え て 、 複 数 の フ ル オ ロ フ ォ ア の 同 時 検 出 の た
め の 方 法 も 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,539,517号 ； 第 6,049
,380号 ； 第 6,054,279号 ； お よ び 第 6,055,325号 を 参 照 。 例 え ば 、 ス ペ ク ト ロ グ ラ フ は 、 光
検 出 器 の 二 次 元 ア レ イ 上 に 発 光 ス ペ ク ト ル を 撮 像 す る こ と が で き る ； か く し て 、 ア レ イ の
完 全 な ス ペ ク ト ル 的 分 解 画 像 が 得 ら れ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア の 光 物 理 学 、 例 え ば 、 蛍 光 量 子
収 率 お よ び 光 破 壊 収 率 、 な ら び に 検 出 器 の 感 度 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ に つ い て の
読 取 時 間 パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 十 分 な レ ー ザ ー 出 力 な ら び に 低 い 光 破 壊 収 率 を 有 す る Ｃ ｙ
５ T M お よ び ／ ま た は Ｃ ｙ ３ T M の 使 用 を 用 い て 、 ア レ イ は 、 ５ 秒 未 満 で 読 み 取 る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 物 質 ま た は 蛍 光 染 料 （ 例 え ば 、 Ｃ ｙ ３ T M お よ び Ｃ ｙ ５ T M ） の
混 合 物 の 検 出 お よ び 分 析 の た め に は 複 数 の 蛍 光 物 質 の 各 々 の 量 を 示 す 重 ね 合 わ せ 像 を 作 成
す る の が 望 ま し い 。 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 画 像 を 得 る た め に 、 該 ア レ イ を 同 時 に 、 ま た は
経 時 的 に ス キ ャ ン す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る こ と を 含 む ア レ イ ス キ ャ ニ
ン グ シ ス テ ム に お い て 電 荷 結 合 素 子 ま た は Ｃ Ｃ Ｄ が 使 用 さ れ る 。 か く し て 、 本 発 明 の 方 法
で 使 用 さ れ る Ｃ Ｃ Ｄ は 、 多 色 蛍 光 画 像 を ス キ ャ ン し 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に ア レ イ を ス キ ャ ン す る た
め お よ び さ ら に 多 色 蛍 光 画 像 を 分 析 す る た め の ア レ イ 読 み 取 り ま た は 「 ス キ ャ ニ ン グ 」 装
置 を 含 む 装 置 お よ び 方 法 を 使 用 ま た は 適 用 す る こ と が で き る ； 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,294,
331号 ； 第 6,261,776号 ； 第 6,252,664号 ； 第 6,191,425号 ； 第 6,143,495号 ； 第 6,140,044号
； 第 6,066,459号 ； 第 5,943,129号 ； 第 5,922,617号 ； 第 5,880,473号 ； 第 5,846,708号 ； お
よ び 第 5,790,727号 ； お よ び 本 明 細 書 に お い て ア レ イ の デ ィ ス カ ッ シ ョ ン に お い て 引 用 し
た 特 許 を 参 照 。 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20010018514号 ； お よ び 第 20010007747号 も 参 照 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ま た 、 例 え ば 担 体 位 置 の 関 数 と し て の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 工 程 、 「 外
れ 値 」 （ 予 め 定 め ら れ た 統 計 的 分 布 か ら 逸 脱 す る デ ー タ ） を 除 去 す る 工 程 、 ま た は 残 り の
デ ー タ か ら の 固 定 化 ア レ イ 標 的 の 相 対 的 な 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 算 出 す る 工 程 を 含 む こ と
が で き る デ ー タ 分 析 を 含 む 。 得 ら れ た デ ー タ は 、 発 光 ま た は 標 的 お よ び プ ロ ー ブ の 間 の 結
合 ア フ ィ ニ テ ィ ー に 従 っ て 変 化 す る 各 領 域 に お け る 色 付 き 画 像 と し て 表 示 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,324,633号 ； 第 5,863,504号 ； お よ び 第 6,045,996号 を 参 照 。 本
発 明 は ま た 、 支 持 体 上 に 位 置 す る 試 料 の 標 識 マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 装 置 を 組 み 込 む こ
と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,578,832号 を 参 照 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 デ ー タ は 、 ２ つ の 独 立 し た ア レ イ か ら の 正 規 化 デ ー タ の 比 率 プ
ロ ッ ト と し て 表 示 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｃ ｙ ５ T M 標 識 参 照 試 料 に 対 し て 正 規 化 し た Ｃ ｙ ３ T M 標
識 化 試 験 試 料 デ ー タ は 赤 色 で 示 さ れ 、 Ｃ ｙ ３ T M 標 識 参 照 試 料 に 対 し て 正 規 化 し た Ｃ ｙ ５ T M

標 識 化 試 験 試 料 デ ー タ は 青 色 で 示 さ れ る 。 個 々 の ク ロ ー ン の 各 々 か ら の 縦 座 標 に 示 さ れ る
正 規 化 比 率 は 、 横 座 標 に 沿 っ て 染 色 体 で の 位 置 に 従 っ て 、 線 形 に 順 序 付 け ら れ て 表 示 さ れ
、 そ の 結 果 、 各 染 色 体 に つ い て 、 ｐ － ア ー ム 末 端 ク ロ ー ン は 左 側 に 表 示 さ れ 、 ｑ － ア ー ム
末 端 は 右 側 に 表 示 さ れ る 。 赤 色 プ ロ ッ ト お よ び 青 色 プ ロ ッ ト の た め に 逆 数 値 （ 各 々 参 照 対
照 に 対 し て 正 規 化 し た ） を 使 用 し 、 そ の 結 果 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン の 欠
失 で あ る 遺 伝 子 異 常 が 有 意 で あ る 場 合 に は 、 得 ら れ た 赤 色 関 数 お よ び 青 色 関 数 は 反 対 方 向
（ 正 方 向 お よ び 負 方 向 ） に 逸 脱 す る 。 同 様 に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン と 比
べ て 挿 入 で あ る 遺 伝 子 異 常 が 観 察 さ れ る 場 合 に は 、 ２ つ の 関 数 は 同 一 方 向 （ 共 に 正 ） に 逸
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脱 す る 。 例 え ば 非 特 異 的 結 合 ま た は 他 の ラ ン ダ ム 作 用 に よ る 有 意 で な い 逸 脱 が ２ つ の 関 数
の う ち の １ つ だ け に 出 現 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 試 料 調 製 の た め の ゲ ノ ム 核 酸 の 供 給 源
　 本 発 明 は 、 ア レ イ を ベ ー ス と す る 比 較 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ っ
て 細 胞 集 団 ま た は 組 織 も し く は 体 液 試 料 の よ う な 核 酸 を 含 む 試 料 に お け る 染 色 体 異 常 を 検
出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 核 酸 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 単 離 、 増 幅 、 ま た は ク ロ ー ン 化 す る こ
と が で き る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は い ず れ も の 供 給 源 か ら の も の で あ り 得 、 例 え ば 、 化 学 組 成 物
ま た は 物 理 的 力 に 暴 露 し た 対 象 体 ま た は 細 胞 か ら 、 核 酸 試 料 が 調 製 さ れ る 細 胞 、 組 織 ま た
は 体 液 試 料 を 採 取 し て 、 該 組 成 物 ま た は 力 が 遺 伝 子 欠 失 に 関 連 す る か ど う か を 測 定 し 、 該
異 常 性 を 、 病 変 ま た は 症 状 を 有 す る か ま た は そ の 疑 い が あ る 患 者 の も の と 比 較 す る 。 該 組
成 物 ま た は 力 と 染 色 体 異 常 と の 間 で 因 果 関 係 を 確 立 す る こ と が で き る か 、 ま た は 、 病 態 ま
た は 症 状 の 診 断 ま た は 予 後 診 断 を 、 遺 伝 子 欠 失 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム 核 酸 塩 基 置 換 、 増 幅 、 欠
失 お よ び ／ ま た は 転 座 を 有 す る 細 胞 を 含 む 癌 ま た は 腫 瘍 と 結 び 付 け る こ と が で き る 。 試 験
試 料 （ お よ び 対 照 参 照 試 料 ） は 、 組 織 ま た は 体 液 の よ う な 細 胞 試 料 、 例 え ば 、 羊 水 試 料 、
Ｃ Ｖ Ｓ 、 血 清 、 血 液 、 腱 、 血 液 ま た は 尿 試 料 、 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） ま た は 骨 髄 穿 刺 、 糞
便 試 料 、 唾 液 、 涙 、 組 織 お よ び 外 科 生 検 、 針 生 検 ま た は パ ン チ 生 検 か ら の 核 酸 な ど で あ っ
て よ い 。 参 照 試 料 は 、 各 分 析 の た め に 用 い ら れ る 標 準 、 す な わ ち 、 染 色 体 異 常 に つ い て の
負 の 対 照 、 ま た は 特 定 の 既 知 の 症 候 群 、 欠 失 ま た は 疾 患 に つ い て の 正 の 対 照 と し て の 均 一
な 標 準 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 細 胞 、 組 織 ま た は 体 液 試 料 を 単 離 す る 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 試 料 供 給 源 と し て は
、 穿 刺 、 組 織 切 片 、 血 液 ま た は 他 の 生 体 液 の 採 取 、 外 科 生 検 ま た は 針 生 検 な ど が 挙 げ ら れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 患 者 か ら 得 ら れ る 「 臨 床 試 料 」 と し て は 、 組 織
学 の た め に 採 取 さ れ た 凍 結 切 片 ま た は パ ラ フ ィ ン 切 片 が 挙 げ ら れ る 。 該 試 料 は ま た 、 （ 細
胞 培 養 ） の 上 清 、 細 胞 溶 解 物 、 染 色 体 異 常 お よ び 遺 伝 子 ま た は 染 色 体 コ ピ ー 数 の 変 化 を 含
む 遺 伝 子 異 常 を 検 出 す る の が 望 ま し い 組 織 培 養 か ら の 細 胞 か ら 得 る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 染 色 体 異 常
　 本 発 明 の 方 法 、 ア レ イ お よ び キ ッ ト は 、 化 学 組 成 物 も し く は 調 製 物 、 ま た は 物 理 的 力 の
遺 伝 毒 性 作 用 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 ま た 、 異 種 の 種 か ら の １ つ ま た は そ
れ 以 上 の モ デ ル を 使 用 し て 目 的 の 種 、 す な わ ち 、 ヒ ト に つ い て 推 定 し て 、 疾 患 お よ び 症 状
を 診 断 す る た め 、 適 当 な 治 療 計 画 を 作 成 す る た め 、 お よ び 予 後 診 断 を 作 成 す る た め に 使 用
す る こ と も で き る 。 本 明 細 書 に お け る 方 法 お よ び ア レ イ は 、 単 一 表 面 上 の １ 以 上 の 種 ま た
は 属 か ら の 染 色 体 の シ ン テ ニ ー 鎖 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 細 胞 の 使 用 の 代 用 を 提 供
す る 。 生 物 の ゲ ノ ム の 選 択 さ れ た 部 分 で の 数 お よ び 位 置 か ら 核 酸 配 列 を も つ ク ロ ー ン を 選
択 す る こ と に よ っ て シ ン テ ニ ー ア レ イ を ア レ ン ジ し て ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 種 の 生 物 に お
け る 目 的 の 染 色 体 ま た は 染 色 体 の 一 部 に 焦 点 を 合 わ せ る こ と が で き る か 、 ま た は 、 複 数 の
生 物 種 の 少 な く と も １ つ の ゲ ノ ム 全 体 を 含 む こ と が で き る 。 染 色 体 欠 失 ま た は 異 常 の 原 因
は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 組 成 物 ま た は 力 と 結 び 付 け る こ と が で き 、 さ ら に 、 １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 既 知 の 遺 伝 子 欠 失 と 結 び 付 け る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 、 装 置 お よ
び キ ッ ト は 、 疾 患 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム 核 酸 塩 基 置 換 、 増 幅 、 欠 失 お よ び ／ ま た は 転 座 を 持 つ
細 胞 を 含 む 癌 ま た は 腫 瘍 、 ま た は 遺 伝 性 疾 患 の 進 行 を 分 析 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 場 合 に よ っ て は 、 患 者 か ら の 腫 瘍 ま た は 他 の 癌 細 胞 集 団 に お け る 異 な る 遺 伝 子 構 造 （
核 型 ） を 含 む 異 な る 亜 集 団 の 量 ま た は 度 合 い は 、 癌 を 分 類 す る こ と ま た は 治 療 計 画 ま た は
予 後 診 断 を 作 成 す る の に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 染 色 体 異 常 は ま た 、 先 天 性 奇 形 お よ び 自 然 流 産 の 一 般 的 な 原 因 で も あ る 。 そ れ ら は 、 染
色 体 の 様 々 な 部 分 の 欠 失 、 挿 入 、 転 座 お よ び 増 幅 の よ う な 構 造 異 常 ； 倍 数 性 ； モ ノ ソ ミ ー
； ト リ ソ ミ ー ； お よ び モ ザ イ ク 現 象 を 含 む 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 染 色 体 の 全 て ま た は 一 部 、 例 え ば 、 新 生 児
無 培 養 血 液 試 料 か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら の 第 １ ３ 染 色 体 、 第 １ ８ 染 色 体 、 第 ２ １ 染 色 体 、
Ｘ 染 色 体 お よ び Ｙ 染 色 体 の 異 数 性 （ 正 倍 数 性 、 一 般 的 に 完 全 な 二 倍 性 か ら の 逸 脱 ） を 検 出
す る た め に 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Jalal (1997) Mayo Clin. Proc. 72:705-710
を 参 照 ） 。 モ ザ イ ク 現 象 は 、 妊 娠 ９ ～ １ １ 週 目 に Ｃ Ｖ Ｓ に よ っ て 測 定 し た 生 存 可 能 な 妊 娠
の 約 １ ％ ～ ２ ％ に 見 ら れ た 。 そ れ は 、 二 倍 性 胎 児 お よ び ト リ ソ ミ ー 胎 児 の ど ち ら の 妊 娠 に
お い て も 検 出 さ れ て お り 、 子 宮 内 胎 児 生 存 に 対 し て 重 要 な 影 響 を 及 ぼ す と 思 わ れ る 。 例 え
ば 、 Harrison (1993) Hum. Genet. 92:353-358を 参 照 。 ヒ ト 起 源 の ま た は 別 の 種 か ら の 実
験 細 胞 を 使 用 し て 、 化 学 組 成 物 ま た は 物 理 的 力 に よ っ て 生 じ る 異 数 性 に つ い て 分 析 し 、 別
の 種 に お け る 染 色 体 お よ び そ の ホ モ ロ グ の シ ン テ ニ ー ク ロ ー ン セ ッ ト に 沿 っ て 異 常 を 報 告
す る よ う に ア レ イ を 設 計 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 卵 母 細 胞 お よ び 胚 の 着 床 前 遺 伝 子 診 断 は 、 胚 移 植 体 外 受 精 （ Ｉ Ｖ Ｆ ） プ ロ グ ラ ム 前 に 異
常 な 胚 に 対 し て 選 択 す る た め の 選 択 の 技 術 と な っ て い る 。 か く し て 、 別 の 実 施 態 様 に お い
て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 卵 母 細 胞 お よ び 胚 の 着 床 前 遺 伝 子 診 断 お よ び 構 造 異 常 の 診 断 の た め
に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 Fung (2001) J. Histochem. Cytochem. 49:797-798を 参 照 。 本 発
明 の 方 法 、 装 置 お よ び キ ッ ト は 、 Ｃ Ｖ Ｓ お よ び 胎 児 の 核 型 分 析 と 併 せ て 有 用 で あ る 。 例 え
ば 、 Sanz (2001) Fetal Diagn. Ther. 16:95-97を 参 照 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 遺 伝 子 モ ザ イ ク 現 象 は 、 前 核 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 作 ら れ る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 の 間 で た び た び 起 こ る 。 交 配 前 に 生 殖 細 胞 系 モ ザ イ ク 現 象 に つ い て 創 始 動 物
の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 成 功 し た 方 法 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 の 繁 殖 に 関 連 す る 費 用
を 非 常 に 削 減 し 、 遺 伝 子 導 入 家 畜 生 産 の 効 率 を 改 善 す る 。 本 明 細 書 に お け る 方 法 を 使 用 す
る シ ン テ ニ ー ア レ イ は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス の よ う な 単 一 表 面 上 の 種 々 の 種 の 動 物 の 分 析 を 可
能 に す る 。 各 分 析 に お い て 、 試 験 試 料 お よ び 参 照 核 酸 の 混 合 物 を ２ つ 調 製 す る ： 試 験 試 料
は 第 １ 検 出 可 能 標 識 お よ び 異 な る 区 別 で き る 第 ２ 標 識 の 各 々 で 別 々 に 標 識 し 、 そ れ ぞ れ 、
第 ２ 検 出 可 能 標 識 お よ び 第 １ 検 出 可 能 標 識 の 各 々 で 標 識 し た 参 照 試 料 と 混 合 す る 。 ２ つ の
混 合 物 を 、 複 数 の ア レ イ を 有 す る 表 面 上 、 す な わ ち 、 マ ル チ ア レ イ 表 面 上 の シ ン テ ニ ー ア
レ イ の 反 復 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 ア レ イ の 反 復 の 各 々 は 、 種 の 各 々 か ら の 染 色 体 の シ
ン テ ニ ー 鎖 か ら の 核 酸 を 有 す る エ レ メ ン ト を 有 す る 。 各 々 の 種 に つ い て 得 ら れ た 結 果 を 第
２ 種 ま た は そ れ 以 外 の 種 か ら 得 ら れ た 結 果 と 直 接 比 較 す る 。 そ の 後 、 種 の １ つ を 化 学 組 成
物 、 物 理 的 力 、 ま た は 症 状 の 進 行 の 分 析 に つ い て の 代 用 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本
発 明 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 産 、 特 に 、 交 配 前 の 生 殖 系 列 モ ザ イ ク 現 象 に つ い て
の 創 始 動 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 Ibanez (2001) Mol. Reprod. Dev. 
58:166-172を 参 照 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 生 物 全 体 お よ び 培 養 細 胞 を 使 用 す る 毒 物 学
　 本 明 細 書 に お け る 方 法 は 、 生 物 （ 動 物 、 植 物 、 真 菌 類 な ど の 種 ） お よ び 培 養 細 胞 の 試 料
か ら 得 ら れ る 細 胞 試 料 に お け る 異 常 の 分 析 に 適 し て い る 。 細 胞 は 、 初 代 培 養 物 で あ っ て も
樹 立 細 胞 系 で あ っ て も よ い 。 初 代 培 養 物 は 、 例 え ば 、 環 境 に お け る 化 学 的 ま た は 物 理 的 因
子 に （ 試 験 試 料 を ） 暴 露 さ せ た 後 生 動 物 全 体 ま た は 多 細 胞 植 物 か ら 、 ま た は 参 照 試 料 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 非 暴 露 対 照 生 物 か ら 採 取 し た 細 胞 試 料 で あ り 得 る 。 生 物 、 初 代 培
養 物 お よ び 樹 立 細 胞 系 は 、 厳 格 な 管 理 研 究 室 条 件 下 で 因 子 に 暴 露 さ せ ら れ る か 、 ま た は 、
有 害 因 子 の 存 在 に つ い て 環 境 を モ ニ タ ー す る た め に 自 然 環 境 下 に 置 か れ る か 、 ま た は こ の
環 境 下 で 遺 伝 毒 性 因 子 の 可 能 性 の あ る 既 往 歴 を モ ニ タ ー リ ン グ す る 手 段 と し て 環 境 か ら 得
ら れ た 野 生 生 物 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 初 代 細 胞 培 養 物 は 、 細 胞 培 養 の 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 に 知 ら れ て い る 培 地 を 使 用 す る
培 養 方 法 に よ っ て 組 織 お よ び 器 官 か ら 得 ら れ る 。 適 当 な 動 物 細 胞 型 は 、 腹 水 、 上 皮 （ 表 皮
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、 気 管 ／ 気 管 支 、 腎 尿 細 管 、 造 血 性 を 含 む ） 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 壁 細 胞 、 リ ン パ 球 な ど で あ
る 。 細 胞 は 、 Ｂ Ｎ （ Brown Norway） ラ ッ ト の よ う な 野 生 型 非 近 交 系 株 か ら 、 ま た は 、 Ｆ ３
４ ４ ラ ッ ト の よ う な 近 交 系 同 質 遺 伝 子 株 か ら 得 る こ と が で き 、 こ の 近 交 系 同 質 遺 伝 子 株 の
い く つ か は 、 化 学 的 因 子 に 対 し て 非 近 交 系 株 よ り も 実 質 的 に 高 い 感 受 性 を 示 し 、 例 え ば 、
数 十 ～ 数 百 倍 少 な い 量 の 該 因 子 で 同 様 の 作 用 を 表 す こ と に よ っ て 示 さ れ る よ う に 数 十 ～ 数
百 倍 感 受 性 が 高 い 。 適 当 な 齧 歯 類 株 は 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ウ ィ ル ミ ン ト ン の Charles Ri
ver Laboratoryか ら 入 手 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お け る シ ン テ ニ ー ア レ イ を 使 用 す る 毒 物 学 実 験 は ま た 、 遺 伝 子 組 換 え 生 物 ま
た は 変 異 株 を 用 い て 行 わ れ 、 そ れ ら の い ず れ も １ つ ま た は そ れ 以 上 の 導 入 遺 伝 子 ま た は 変
異 誘 発 遺 伝 子 に と っ て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ っ て も ホ モ 接 合 性 で あ っ て も よ い （ Dashwood, R.
, J. Biochem. Mol. Biol. 36(1)35-42, 2003を 参 照 ） 。 非 肥 満 糖 尿 病 マ ウ ス （ Ｎ Ｏ Ｄ ）
の よ う な 変 異 動 物 、 ま た は ヒ ト 疾 患 の モ デ ル 系 を 得 る よ う に 処 置 さ れ た 動 物 、 例 え ば 、 ス
ト レ プ ト ゾ シ ン 処 置 糖 尿 病 マ ウ ス 、 も し く は 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 （ Ｅ Ａ Ｅ 、 多 発
性 硬 化 症 の モ デ ル ） を 有 す る ミ エ リ ン 処 置 マ ウ ス を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 遺 伝 子
内 の １ 組 ま た は 数 組 の 塩 基 対 に ま た が る 点 変 異 ま た は 欠 失 の 頻 度 お よ び 性 質 を 検 出 す る た
め に 、 ｌ ａ ｃ Ｚ 、 ｌ ａ ｃ Ｉ 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ ／ ｌ ａ ｃ Ｚ 、 ｒ ｐ ｓ Ｌ 、 お よ び ｇ ｐ ｔ Δ ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の よ う な 改 変 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス モ デ ル 株 、 お よ び ｐ ５ ３ + /

- 、 Ｘ Ｐ Ａ - / - 、 Ｘ Ｐ Ｌ - / - な ど の よ う な ノ ッ ク ア ウ ト 株 が 使 用 さ れ て き た 。 マ ウ ス 変 異 株
は 、 メ ー ン 州 バ ー ・ ハ ー バ ー の Jackson Laboratoriesま た は 他 の 供 給 元 か ら 入 手 可 能 で あ
る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 株 に は 環 境 中 の 因 子 に 応 答 す る 欠 失 、 増 殖 ま た は 他 の 主 要 な
染 色 体 変 化 の よ う な 大 き い 染 色 体 異 常 を 検 出 す る こ と が で き る よ う に 改 変 さ れ た も の は な
い が 、 イ ン ビ ボ で の こ れ ら の 細 胞 系 ま た は 株 ま た は 齧 歯 類 の い ず れ も 本 明 細 書 に お け る 方
法 に よ っ て か か る 染 色 体 異 常 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 の 実 施 例 ２ に 従 っ
て 細 胞 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 標 識 し 、 実 施 例 ４ に 記 載 す る よ う に 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト
種 （ 例 え ば 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の よ う な 齧 歯 類 種 ） の ど ち ら と も 一 緒 に 使 用 す る た め に
設 計 さ れ た シ ン テ ニ ー ア レ イ に つ い て 試 験 す る 。 得 ら れ た デ ー タ は 、 か か る レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 の 使 用 に よ っ て 得 ら れ た も の と 相 補 的 で あ り 、 ど ち ら の デ ー タ も 同 一 グ ル ー プ の 動 物
か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 有 利 に は 、 本 明 細 書 に お け る シ ン テ ニ ー ア レ イ を 使 用 し て 得 ら れ た デ ー タ は 、 試 験 試 料
に お け る 染 色 体 異 常 の 存 在 お よ び 試 験 生 物 （ 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト ） の 染
色 体 に お け る そ の 位 置 の ど ち ら も 示 し 、 さ ら に 、 ヒ ト の よ う な 別 の 種 の 相 同 染 色 体 に お け
る そ の 位 置 を 示 す 。 し た が っ て 、 ヒ ト に お け る 予 定 さ れ る 計 画 毒 性 試 験 を 行 う こ と が で き
な い 場 合 、 本 明 細 書 で は 該 試 験 生 物 を 代 用 と し て 使 用 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 マ ル チ ア レ イ 表 面
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る マ ル チ ア レ イ は 、 ア レ イ の 複 数 の コ ピ ー 、 す な わ ち 、 生 物 学 的 分
子 （ 例 え ば 、 核 酸 ） の ア レ イ を 各 表 面 に 有 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 場 合 、 「 マ ル
チ ア レ イ 表 面 」 ま た は 「 表 面 」 な る 用 語 は 、 担 体 の 片 側 ま た は 片 面 に 適 用 さ れ た 複 数 の マ
イ ク ロ ア レ イ を 有 す る 製 品 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 該 ア レ イ が 非 連 続 で
あ る よ う な 配 置 で 担 体 の 片 面 に プ リ ン ト さ れ る か 、 ス ポ ッ ト さ れ る か 、 ま た は 、 沈 着 さ れ
る 。 す な わ ち 、 該 ア レ イ は 、 表 面 上 で 違 い に 離 れ て い る か 、 ま た は 、 各 ア レ イ の 大 き さ お
よ び 各 ア レ イ 内 で ス ポ ッ ト の 間 隔 に 比 べ て 接 触 し な い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 複 数 の ア レ イ を 有 す る マ ル チ ア レ イ 表 面 は 、 以 下 の 方 法 に 望 ま し い ： 単 一 表 面 上 で 二 重
ま た は 三 重 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う 。 本 発 明 以 前 は 、 単 一 表 面 上 に 存 在 す る 二 重
も し く は 三 重 ま た は よ り 大 き い 数 の 複 製 ス ポ ッ ト が 記 載 さ れ て い た が 、 全 て の ス ポ ッ ト が
生 物 学 的 試 料 か ら 調 製 し た 単 一 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に 暴 露 さ れ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 は 、 典 型 的 に は 試 験 対 象 体 ま た は 参 照 対
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象 体 か ら の 核 酸 試 料 を 含 有 す る 溶 液 で あ り 、 蛍 光 染 料 で 標 識 さ れ る か 、 ま た は 、 各 々 が 同
一 ま た は 異 な る 染 料 で 標 識 さ れ た 異 な る 起 源 の 核 酸 の ２ つ の 異 な る 試 料 の 混 合 物 で あ る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 は 、 表 面 の ア レ イ の ス ポ ッ ト ま た は エ レ メ ン ト と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 形 成 さ れ 、 例 え ば 、 該 混 合 物 は 、 第 １ 蛍 光 染 料 で 標 識 し た 試 験 対
象 体 か ら の 核 酸 お よ び 異 な る 区 別 で き る 染 料 で 標 識 し た 参 照 試 料 か ら の 核 酸 を 含 む 。 参 照
試 料 は 、 試 験 対 象 体 と 同 一 の 種 の 正 常 な 個 体 か ら の 核 酸 で あ り 得 る か 、 ま た は 、 異 な る 種
の 核 酸 ま た は 単 一 の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン ま た は Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン 混 合 物 か ら の 核 酸 で あ り 得 る 。
Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン に つ い て 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ は 、 ヒ ト Ｂ Ａ Ｃ 資 源 を 維 持 し 、 ゲ ノ ム の 細 胞 遺 伝 学 、
放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド 、 連 鎖 、 お よ び 配 列 マ ッ プ を 組 み 込 ん だ 大 き い イ ン サ ー ト ク ロ ー ン に
関 す る ゲ ノ ム ワ イ ド な 情 報 を 提 供 す る 。 www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/cyto/hrbc.shtml
を 参 照 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 か か る デ ー タ を 分 析 す る に 際 し て 、 一 般 に 「 標 識 逆 転 」 、 「 標 識 交 換 」 ま た は 「 染 料 交
換 」 分 析 法 と し て 記 載 さ れ る 蛍 光 標 識 を 入 れ 替 え る ２ つ の 異 な る フ ォ ー マ ッ ト に お い て ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と が 望 ま し い 。 染 料 交 換 分 析 法 に お い て 、 少 な く と も ２ つ
の 核 酸 試 料 が 比 較 さ れ る べ き で あ り 、 少 な く と も ２ つ の 混 合 物 が 調 製 さ れ る 。 第 １ 混 合 物
に お い て 、 第 １ 蛍 光 染 料 の よ う な 第 １ 標 識 を 使 用 し て 参 照 核 酸 プ ロ ー ブ を 同 定 し 、 第 ２ 蛍
光 染 料 の よ う な 第 ２ 標 識 を 使 用 し て 試 験 試 料 を 同 定 し 、 各 々 の 標 識 化 後 、 混 合 物 を 調 製 す
る 。 次 い で 、 標 識 を 逆 転 さ せ 、 す な わ ち 、 参 照 核 酸 プ ロ ー ブ が 第 ２ 染 料 を 担 持 し 、 試 験 試
料 が 第 １ 染 料 を 担 持 す る 第 ２ 混 合 物 を 調 製 す る 。 ２ つ の 混 合 物 の 各 々 は 、 固 定 化 ク ロ ー ン
化 核 酸 の 各 々 と の 各 溶 液 核 酸 、 参 照 お よ び 試 験 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 量 を プ ロ
ッ ト す る た め の 参 照 を 提 供 す る 。 結 果 を 、 染 色 体 上 の ク ロ ー ン 化 固 定 化 核 酸 の 各 々 の 一 次
元 位 置 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト す る 。 染 色 体 の 一 部 ま た は 全 体 、 ま た は 、 複 数 の 染 色 体 、 ま
た は 、 完 全 な 染 色 体 の 組 （ 場 合 に よ っ て は 性 染 色 体 を 含 む 常 染 色 体 ） 、 す な わ ち 、 ゲ ノ ム
全 体 の 表 示 が な さ れ る 。 両 方 の デ ー タ セ ッ ト を 分 析 す る こ と か ら 得 ら れ る 結 果 を 合 わ せ て
、 標 識 逆 転 を 使 用 し な か っ た 場 合 に 検 出 で き な い 変 化 を 明 ら か に す る 。 こ れ は 、 染 料 交 換
デ ー タ が 一 緒 に プ ロ ッ ト さ れ た 場 合 、 １ .０ の 比 か ら の 小 さ な 変 動 が 統 計 学 的 に は 有 意 に
な り 、 単 一 の 混 合 物 だ け を 使 用 し た 場 合 に は 有 意 で は な い か ら で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ま た 、 多 数 の 試 験 対 象 体 を 同 一 の 参 照 試 料 と 比 較 す る の が 望 ま し い 。 こ れ ら の い ず れ の
使 用 に お い て も 、 単 一 表 面 の 同 一 ア レ イ の 多 数 の 反 復 が 非 常 に 有 利 ま た は 必 要 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 お よ び 表 面 以 前 は 、 い く つ か の 異 な る 表 面 の 各 々 に プ リ ン ト
し た エ レ メ ン ト の ア レ イ の 複 数 ま た は 多 数 の レ プ リ カ を 使 用 し て か か る 分 析 を 行 う こ と が
必 要 で あ っ た 。 各 レ プ リ カ は 、 ア レ イ 内 の エ レ メ ン ト の 全 て の 一 の 完 全 な 反 復 を 有 す る か
、 ま た は 、 点 在 し た エ レ メ ン ト を 有 す る ２ つ の 反 復 を 有 す る こ と が で き る か 、 ま た は 、 互
い に 近 く に 配 置 さ れ た ２ つ の 反 復 を 有 す る こ と が で き 、 ２ つ の 反 復 は 、 単 一 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 の 向 上 し た 正 確 さ に つ い て 統 計 学 的 レ プ リ カ と し て の 役 割 を 果 た す 。
２ つ の 異 な る 混 合 物 の 各 々 の 個 別 の 完 全 性 を 維 持 し な が ら 、 単 一 表 面 を こ の ２ つ の 異 な る
混 合 物 と 成 功 裏 に 接 触 さ せ る こ と が で き な か っ た 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 以 前 は 、 染 料 交
換 分 析 は 、 ２ つ の 混 合 物 を 用 い て 行 わ れ た 。 第 １ 混 合 物 は 、 第 １ 染 料 で 標 識 し た 試 験 核 酸
と 第 ２ 染 料 で 標 識 し た 参 照 核 酸 を 混 合 し た 混 合 物 で あ り 、 第 ２ 混 合 物 は 、 第 ２ 染 料 で 標 識
し た 試 験 核 酸 と 第 １ 染 料 で 標 識 し た 参 照 核 酸 を 混 合 し た も の で あ り 、 ２ つ の 混 合 物 を ２ つ
の 異 な る 表 面 の 各 々 の 別 々 の ア レ イ を 使 用 し て 分 析 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 異 な る 核 酸 混 合 物 の 各 々 の 別 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 多 数 の 異 な る 表 面 の
使 用 は 、 例 え ば 、 条 件 の 変 動 、 各 核 酸 の 濃 度 の マ イ ナ ー な バ リ エ ー シ ョ ン 、 濃 度 の バ リ エ
ー シ ョ ン に よ る 各 表 面 へ の ス ポ ッ ト の 結 合 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 、 各 々 別
々 の 表 面 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 の 洗 浄 方 法 ま た は 溶 液 の マ イ ナ ー な バ リ エ ー シ ョ
ン に よ る 非 特 異 的 結 合 物 質 の 溶 出 の 異 な る 効 率 、 ま た は 各 々 別 々 の 表 面 と の ハ イ ブ リ ダ イ
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ゼ ー シ ョ ン 後 に ア レ イ を 可 視 化 し 評 価 す る た め に 使 用 さ れ る ス キ ャ ナ ー の 光 電 子 増 倍 管 設
定 の バ リ エ ー シ ョ ン の 変 動 の 元 と な り 得 る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 本 発 明 の
表 面 は 、 単 一 表 面 上 に 一 緒 に 存 在 す る 複 数 の ア レ イ で あ る マ ル チ ア レ イ を 有 す る こ と に よ
っ て 、 以 前 の 一 般 的 な 使 用 に お け る こ の 問 題 点 に つ い て 対 処 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 限 定 さ れ な い 一 例 に お い て 、 ２ つ の ア レ イ は 標 準 的 な 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ガ ラ ス の よ う な 平
坦 な 担 体 の 遠 位 末 端 に 位 置 す る が 、 担 体 の 別 の 形 状 お よ び 大 き さ な ら び に ア レ イ の 形 状 お
よ び 大 き さ は 、 本 明 細 書 に お い て 考 え ら れ る 表 面 、 キ ッ ト お よ び 方 法 の 範 囲 内 で あ る 。 例
え ば 、 担 体 は 、 １ イ ン チ × ３ イ ン チ の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド で あ っ て よ く 、 両 端 に １ つ ず つ の ２
つ ア レ イ 、 ま た は 直 線 的 配 置 の ４ つ の ア レ イ の よ う な 複 数 の ア レ イ を 有 し て い て よ い 。 方
形 ス ラ イ ド の よ う な 大 き い 担 体 は 、 各 コ ー ナ ー に １ つ ず つ の ４ つ の ア レ イ 、 ま た は 各 辺 に
３ つ の ア レ イ お よ び 中 央 に １ つ の ア レ イ の ９ つ の ア レ イ を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 バ リ ヤ ー の 不 在 下 で の 表 面 の 実 施 態 様 に 加 え て 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 、 各 ア レ イ 上 に 沈 着 し た 液 体 の 分 離 を 維 持 す る た め の バ リ ヤ
ー を 使 用 す る こ と が で き 、 該 バ リ ヤ ー は 、 ア レ イ の 各 々 の 間 に 置 か れ る 。 該 バ リ ヤ ー は 、
担 体 面 ま た は 表 面 の 水 平 面 よ り 高 い 高 さ を 有 す る 物 理 的 「 堤 防 」 ま た は 「 ダ ム 」 で あ り 、
か か る バ リ ヤ ー は 、 製 造 さ れ た 、 ま た は 後 に 付 加 さ れ た 、 担 体 の 隆 起 し た 部 分 を 含 む 。 別
法 と し て 、 該 バ リ ヤ ー は 、 １ つ の ア レ イ か ら 別 の ア レ イ へ の 水 溶 液 の 流 れ を 妨 げ る こ と が
で き る 「 ス ト リ ッ プ 」 を 設 け る よ う に 担 体 に プ リ ン ト さ れ た 疎 水 性 材 料 で あ っ て も よ い 。
該 バ リ ヤ ー は 、 マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト ま た は 沈 着 し て マ ル チ ア レ イ 表 面 を 作 製 す る 前
ま た は 後 に 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 該 バ リ ヤ ー は 、 水 溶 液 に 溶 解 し な い 材 料 か ら な り 、 該 材 料 は 疎 水 性 で あ る 。 バ リ ヤ ー 構
築 ま た は プ リ ン テ ィ ン グ の た め の 典 型 的 な 疎 水 性 材 料 と し て は 、 ポ リ エ チ レ ン 、 シ リ コ ー
ン 、 パ ラ フ ィ ン お よ び Ｔ ｅ ｆ ｌ ｏ ｎ R が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 単 一 担 体 の 単 一 表 面 上 に 多 数 の ア レ イ を 有 す る 「 マ ル チ ア レ イ 表 面 」 を 使 用 す る ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ア レ イ の 反 復 に 各 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 を 加 え 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 を カ バ ー で 保 護 し て 蒸 発 に よ る 溶 液 の 容 量 減 少 を 防 ぐ こ と に よ
っ て 行 わ れ る 。 該 カ バ ー は 、 ま た 、 適 当 な マ イ ク ロ ア レ イ と 上 記 し た よ う に １ つ ま た は そ
れ 以 上 の 染 料 で 標 識 し た 特 定 の 試 料 ま た は 試 料 の 混 合 物 と の 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
制 限 す る よ う に 働 く 。 予 め 決 め ら れ た 量 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 を 各 ア レ イ の 上
に 沈 着 さ せ 、 そ の 結 果 、 例 え ば 液 体 上 に 直 接 置 か れ る よ う な 、 カ バ ー の 付 加 は 、 試 料 核 酸
が ア レ イ 内 の 相 補 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ア レ イ 上 に 結 果 と し て 生 じ る 液
体 の 薄 層 を 生 じ る 。 表 面 上 の 各 ア レ イ に つ い て の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 個 々 の カ バ ー
の 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 変 更 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 は 、 表 面 上 で の 多 重 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 液 体 分 離 を 改 善 し 確 実 な も の と す
る よ う に 変 更 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 に 核 酸 と 相 互 作 用
し な い １ つ ま た は そ れ 以 上 の 溶 質 を 加 え る こ と に よ っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 液 体 の 粘
性 を 増 大 さ せ て 流 動 性 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 な 溶 質 と し て は 、 グ リ セ ロ ー ル
の よ う な 粘 稠 液 体 で あ る 小 分 子 ； デ キ ス ト ラ ン に よ っ て 代 表 さ れ る が こ れ に 限 定 さ れ る も
の で は な い 糖 の よ う な 小 分 子 の ポ リ マ ー ； お よ び コ ー ン ス タ ー チ の よ う な デ ン プ ン ； ア ル
ブ ミ ン お よ び ゼ ラ チ ン の よ う な 合 成 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 自 然 発 生 の タ ン パ ク 質 で あ る ア ミ
ノ 酸 の ポ リ マ ー ； お よ び 合 成 ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ま た は ア ガ ロ ー ス が 挙 げ ら れ 、 各 溶 質 は 、 固 定 化 核 酸 と の 相 互 作 用 お よ び ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ア ニ ー リ ン グ し て 二 本 鎖 複 合 体 を 形 成 す る ） の た め の 溶 解 核 酸 の
可 動 性 に 有 意 に 影 響 を 及 ぼ さ ず に 粘 性 を 増 大 さ せ る の に 十 分 な 濃 度 で あ る 。 増 粘 性 溶 質 は
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、 化 学 的 に 変 更 さ せ て 、 そ の 性 質 を 改 良 し て も よ く 、 例 え ば 、 細 菌 お よ び 真 菌 類 の 細 胞 外
酵 素 に よ る 消 化 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る よ う に す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の た め の 溶 液 は 、 抗 生 物 質 お よ び 増 殖 阻 害 物 質 と 一 緒 に 貯 蔵 し て 、 貯 蔵 の 間 の 破 壊 を 妨 げ
る こ と が で き る ； 別 法 と し て 、 溶 液 は 、 後 の 使 用 の た め の 好 都 合 な 貯 蔵 の た め に 冷 凍 ま た
は 凍 結 乾 燥 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お け る マ ル チ ア レ イ 表 面 お よ び 方 法 は 、 染 料 交 換 分 析 の 実 施 に 限 定 さ れ な い
。 例 え ば 、 ア レ イ の ２ つ ま た は そ れ 以 上 、 例 え ば 、 ４ つ 、 ５ つ 、 ６ つ ま た は ９ つ の 反 復 を
有 す る マ ル チ ア レ イ 表 面 を 使 用 し て 、 多 数 の 試 料 、 例 え ば 、 染 色 体 障 害 を 有 す る 、 核 家 族
の 複 数 の メ ン バ ー ま た は 複 数 の 兄 弟 姉 妹 お よ び 発 端 者 を 分 析 す る こ と が で き 、 別 々 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 使 用 し て 多 数 の マ イ ク ロ ア レ イ を 有 す る 単 一 担 体 上 で 一 緒 に 分 析 す
る こ と が で き る 。 ま た 、 複 数 の 対 象 体 を 単 一 担 体 上 で 同 時 に 分 析 す る こ と が で き る か 、 ま
た は 、 一 の 対 象 体 を 異 な る 参 照 試 料 の 混 合 物 中 で 分 析 す る こ と が で き る 。 異 な る 参 照 試 料
は 、 複 数 の 異 な る 試 験 試 料 と の 比 較 の 標 準 と し て の 多 く の 反 復 使 用 の た め に 関 連 す る 異 な
る 種 の 各 々 か ら 、 ま た は １ つ ま た は そ れ 以 上 の い く つ か の 異 な る 既 知 の 導 入 遺 伝 子 ま た は
変 異 、 異 な る 予 め 決 定 さ れ た 単 一 の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン 核 酸 、 ま た は １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｂ
Ａ Ｃ ク ロ ー ン か ら の 核 酸 の 混 合 物 を 有 す る 特 定 の 動 物 株 か ら 予 め 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト お よ び 疾 患 陰 性 ク ロ ー ン を 使 用 す る 染 色 体 分 析
　 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 正 の 対 照 と し て 働 き 、 ア レ イ 中 に 位 置 す る キ ャ
リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 記 載 さ れ て い る （ 2003年 10月 2日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 出 願 公
開 第 2003-0186250-A1を 参 照 、 出 典 明 示 に よ り そ の 全 体 と し て 本 明 細 書 の 記 載 と す る ） 。
本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 表 面 お よ び 方 法 の 実 施 態 様 に お い て 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト
は 、 ク ロ ー ン 化 核 酸 の サ ブ セ ッ ト 、 例 え ば 、 染 色 体 障 害 ま た は 疾 患 に 関 連 す る こ と が い ず
れ の 公 表 さ れ た 参 考 文 献 に よ っ て も 知 ら れ て い な い 配 列 を も つ ヒ ト ゲ ノ ム の こ れ ら ク ロ ー
ン を 含 む こ と が で き る 。 既 知 の 染 色 体 位 置 の 核 酸 の 特 定 の ク ロ ー ン 化 配 列 に 適 用 さ れ る 場
合 、 「 非 反 応 性 」 な る 用 語 は 、 核 酸 が い ず れ も の 試 験 対 象 体 か ら の ゲ ノ ム 核 酸 と 完 全 に 一
般 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 意 味 し 、 す な わ ち 、 染 色 体 障 害 の 偽 の 「 陽 性 」 診 断 を 提
供 し な い の で 「 非 反 応 性 」 で あ る 。 非 反 応 性 ま た は バ ッ ク ボ ー ン ク ロ ー ン は ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 正 の 対 照 で あ る の で 、 し た が っ て 、 そ れ ら は 、 染 色 体 障 害 の 検 出 の た め の 試
験 試 料 と 非 反 応 性 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 、 ア レ イ 中 に 存 在 す る 他 の エ レ メ ン ト の い ず れ も の 組 み
合 わ せ か ら の 核 酸 の 混 合 物 で あ り 得 る か 、 ま た は 、 か か る エ レ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト の 混 合
物 で あ り 得 る か 、 ま た は 、 ア レ イ 中 に あ ま り 表 示 さ れ な い 核 酸 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 キ ャ
リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 、 ユ ー ザ ー に よ っ て 選 択 さ れ た シ ン テ ニ ー 染 色 体 を 表 示 す る ク
ロ ー ン の い ず れ か １ つ の シ ン テ ニ ー セ ッ ト に つ い て 、 ま た は ヒ ト ゲ ノ ム ま た は い ず れ も の
他 の 生 物 の ゲ ノ ム に お け る 染 色 体 の 全 て に つ い て 、 上 記 で 定 義 し た バ ッ ク ボ ー ン ク ロ ー ン
の 混 合 物 で あ り 得 る 。 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト の 一 例 は 、 例 え ば 、 バ ッ ク ボ ー ン ク ロ
ー ン か ら の 、 例 え ば 、 バ ッ ク ボ ー ン ク ロ ー ン ま た は 非 反 応 性 ク ロ ー ン の よ う な 約 １ ０ 個 、
約 ２ ０ 個 、 約 ４ ０ 個 ま た は 約 ８ ０ 個 の ク ロ ー ン か ら の 、 核 酸 の 混 合 物 を 含 ん で い て よ い 。
一 例 で あ り 、 限 定 さ れ な い キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 、 ヒ ト 常 染 色 体 お よ び 性 染 色 体
の セ ッ ト の 各 々 か ら の 核 酸 を 表 示 す る よ う に 選 択 さ れ た ７ ２ 個 の 非 反 応 性 バ ッ ク ボ ー ン ク
ロ ー ン を 含 有 す る 。 別 の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン ス ポ ッ ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 規 格
化 す る た め に 、 魚 ま た は 両 生 類 の よ う な 無 関 係 の 異 種 の 種 か ら の 核 酸 を 含 有 し 、 そ の 場 合
、 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 の 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 中 に 、 認 識 可 能 な 標 識 を 担
持 す る 内 部 対 照 が 付 加 さ れ る か 、 ま た は 「 ス パ イ ク 」 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 各 染 色 体 の 表 示 （ representation） は 、 ２ つ の 二 重 染 料 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （
染 料 交 換 ） の 各 々 に お い て 標 識 の 比 率 を 算 出 す る こ と に よ っ て 行 わ れ 、 相 対 量 は 、 通 常 左
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側 に 示 さ れ る ｐ 末 端 か ら の 各 ク ロ ー ン 化 染 色 体 部 分 の 距 離 の 関 数 と し て グ ラ フ に プ ロ ッ ト
さ れ る 。 慣 例 に よ り 、 ２ つ の 二 重 標 識 化 物 質 の １ つ は 、 一 貫 し た 色 （ 例 え ば 、 赤 色 ） で プ
ロ ッ ト さ れ 、 他 方 は 別 の 色 （ 例 え ば 、 青 色 ） で プ ロ ッ ト さ れ 、 そ の 結 果 、 試 験 対 象 体 に お
け る 核 酸 の 一 部 の 検 出 は 、 １ .０ 比 よ り も 上 に 赤 色 で 表 示 さ れ （ 図 １ お よ び ２ を 参 照 ） 、
増 幅 の よ う な 挿 入 は 、 １ .０ 比 ラ イ ン の 上 に 青 色 で プ ロ ッ ト さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 加 え て 、 図 面 お よ び 実 施 例 に 示 さ れ る よ う な 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る ア レ イ は 、 既
知 の 染 色 体 障 害 に 関 連 し て い な い 各 染 色 体 の 一 部 か ら の ク ロ ー ン 化 核 酸 を 含 ん で お り 、 そ
の 結 果 、 試 験 対 象 体 の Ｄ Ｎ Ａ の 染 色 体 の 表 示 は 容 易 に な り 、 所 定 の 染 色 体 上 の 染 色 体 障 害
は 、 こ の 染 色 体 の 正 常 な 部 分 か ら よ り 容 易 に 区 別 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
（ 実 施 例 ）
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 実 施 態 様 を 説 明 す る た め に 提 供 さ れ る も の で あ り 、 さ ら に 制 限
す る も の で あ る と 解 釈 す べ き で は な い 。 該 方 法 は 、 実 施 例 全 体 に わ た っ て 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 実 施 例 １ ． 　 Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン 核 酸 ア レ イ の 作 製
　 ３ ０ キ ロ ベ ー ス （ ３ ０ ｋ ｂ ） よ り も 大 き く 約 ３ ０ ０ ｋ ｂ ま で の イ ン サ ー ト を 含 有 す る Ｂ
Ａ Ｃ ク ロ ー ン （ Tart of et al., 1987, CA Cetheda Res. Lab Focus 86:184； カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド の Bio Laboratoriesか ら 入 手 可 能 ） を Terrific Broth培 地 （ 数 多 く
の 供 給 元 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 ） に て 増 殖 す る 。 大 き な イ ン サ ー ト （ 例 え ば 、 ＞ ３ ０ ０ ｋ
ｂ の ク ロ ー ン ） お よ び 小 さ な イ ン サ ー ト （ 約 １ ～ ２ ０ ｋ ｂ ） を 使 用 す る こ と も で き る 。 Ｄ
Ｎ Ａ は 、 修 正 ア ル カ リ 法 プ ロ ト コ ー ル （ 例 え ば 、 Sambrookを 参 照 ） に よ っ て 調 製 さ れ る 。
標 識 化 実 験 に お い て 使 用 さ れ る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は 、 Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に
含 ま な い よ う に プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 調 製 さ れ る 。 こ の た め の 一 般 的 な プ ロ ト コ ー ル を 使
用 す る こ と が で き 、 以 下 の 方 法 を 限 定 と 解 釈 す べ き で は な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 細 胞 の 溶 解 お よ び 細 胞 残 骸 の 除 去 後 、 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ － フ
リ ー 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を ２ ０ ～ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に な る ま で 加 え 、 該 混 合 物
を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ を １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃
度 で 加 え 、 試 料 を ５ ０ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 試 料 を 室 温 に 冷 却 し 、 等 量 の フ ェ
ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ ２ ５ ： ２ ４ ： １ ） を 加 え る 。 円 滑 な 回 転
ま た は エ ン ド ・ ツ ー ・ エ ン ド ・ タ ー ニ ン グ に よ っ て 二 相 を 穏 や か に １ ０ 分 間 混 合 し 、 １ ０
,０ ０ ０ ｇ で ３ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 相 を 分 離 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 水 性 層 を 取 り 出 し 、 界 面 物 質 が 観 察 さ れ な く な る ま で 同 様 に 再 抽 出 す る 。 ク ロ ロ ホ ル ム
を 使 用 し て 残 存 フ ェ ノ ー ル を 除 去 し 、 混 合 物 を 再 度 遠 心 分 離 し 、 水 性 層 を き れ い な チ ュ ー
ブ に 取 り 出 し 、 １ ２ 分 の １ の 量 の ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ を 加 え る こ と に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ
る 。 ゆ っ く り と し た エ ン ド ・ ツ ー ・ エ ン ド ・ タ ー ニ ン グ 回 転 に よ っ て 溶 液 を 混 合 し 、 次 い
で 、 ２ .５ 容 量 の 氷 冷 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル （ ま た は ０ .７ ５ 容 量 の 室 温 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ）
を 加 え る 。 氷 冷 エ タ ノ ー ル の 添 加 後 、 試 料 を － ２ ０ ℃ で ３ ０ 分 ～ １ 時 間 （ ま た は 、 イ ソ プ
ロ パ ノ ー ル を 使 用 し た 場 合 、 室 温 で 約 １ ５ ～ ３ ０ 分 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 最 大 速 度 で １ ０ 分 間 の 微 量 遠 心 分 離 に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ 沈 澱 物 を 回 収 す る 。 エ タ ノ ー ル （ ま
た は イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ） 上 清 を 注 意 深 く 除 去 し 、 ペ レ ッ ト に ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル １ ｍ ｌ を 加
え て 沈 殿 し た 塩 を 除 去 す る 。 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 穏 や か に 除 去 し 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で の
ペ レ ッ ト の 二 回 目 の リ ン ス を 行 う 。 二 回 目 の ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 除 去 し 、 ペ レ ッ ト を 滅 菌
蒸 留 水 に 溶 解 す る 。 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 が 得 ら れ 、 該 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ８ ,
４ ５ ４ 塩 基 対 ラ ム ダ Ｄ Ｎ Ａ － Ｂ ｓ ｔ Ｅ  Ｉ Ｉ 消 化 マ ー カ ー よ り も 大 き い 平 均 分 子 量 を 有 し
て お り 、 Ｒ Ｎ Ａ を 実 質 的 に 含 ま な い 。 該 Ｄ Ｎ Ａ を 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 標 識 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 次 い で 、 米 国 特 許 第 6,048,695号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ を 化 学 的 に 修 飾 す る 。 次
い で 、 米 国 特 許 第 6,048,695号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な バ ッ フ ァ ー に 溶
解 し 、 き れ い な ガ ラ ス 表 面 に 直 接 プ リ ン ト す る 。 通 常 、 各 ク ロ ー ン に 複 数 の ス ポ ッ ト を プ
リ ン ト す る 。 各 完 全 ア レ イ の ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 反 復 ま た は セ ッ ト を 該 表 面 に プ リ ン ト
す る 。 各 完 全 ア レ イ は 、 バ リ ヤ ー に よ っ て 分 離 さ れ て い る か 、 ま た は 、 ス ポ ッ ト を 有 し な
い ス ペ ー ス に よ っ て 分 離 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 複 数 の 非 連 続 ア レ イ で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 実 施 例 ２ ． 　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 標 識 化
　 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 用 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 質 的 に 上 記 の よ う に 調 製 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ
お よ び タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 。 該 Ｄ Ｎ Ａ を 前 処 理 し て よ り 均 一 な 小 片 を 得 、 区 別
し て 標 識 し 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に ス ポ ッ ト し た ア レ イ を 有 す る ス ラ イ ド と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ 、 洗 浄 し 、 ス キ ャ ン し 、 染 色 体 異 常 の 検 出 の た め に 分 析 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 前 処 理 は 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 、 好 ま し く は 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ の よ う な 四 塩 基 対 カ ッ タ ー で 消 化 し て
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ イ ズ を 減 少 さ せ る こ と を 含 む 。 約 １ μ ｇ の 試 料 Ｄ Ｎ Ａ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ （ ２
μ ｌ ま た は ２ ０ ユ ニ ッ ト ） と 一 緒 に ３ ７ ℃ で 約 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ０ .８ ％ ア
ガ ロ ー ス 中 で の 電 気 泳 動 に よ っ て 該 反 応 の 完 了 の 程 度 を 分 析 し 、 ６ ０ ０ ｂ ｐ ～ ≧ ２ ０ ｋ ｂ
の 相 対 的 に 均 一 な ス メ ア が 観 察 さ れ た 場 合 に は 完 了 し た と 決 定 さ れ る 。 消 化 が 完 了 し た 場
合 、 管 を ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 該 反 応 を 停 止 さ せ る 。 本 明 細
書 に 記 載 す る フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 法 お よ び エ タ ノ ー ル 沈 降 法 に よ っ て 、 ま た は
、 等 価 な 手 段 （ Ｚ ｙ ｍ ｏ  Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ  ｋ ｉ ｔ 、 Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ ｌ ｅ ａ ｎ  ａ ｎ ｄ  Ｃ ｏ ｎ
ｃ ｅ ｎ ｔ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ T M － ５ 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｄ ４ ０ ０ ５ 、 カ ナ ダ 国 オ ン タ リ オ の Hornby） に
よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 再 度 精 製 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 の ア リ コ ー ト を Ｃ ｙ ３ T M － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ お よ び Ｃ ｙ ５
T M － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ の 各 々 で 標 識 し て 、 同 時 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 容 易 に す る 。 水 ２ ５ μ ｌ
中 の 再 度 精 製 し た 消 化 Ｄ Ｎ Ａ 約 ５ ０ ０ μ ｇ を ２ .５ Ｘ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 反 応 混 合 物 （ Ｇ
ｉ ｂ ｃ ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ  Ｂ ｉ ｏ Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ 標 識 キ ッ ト 、 ミ ズ ー リ 州 ベ テ ス ダ の Gibco/BRL） ２ ０
μ ｌ に 加 え る 。 試 料 を 混 合 し 、 １ ０ ０ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 氷 上 に て ５
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 各 管 に Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ａ ｌ  Ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ｉ ｎ ｇ  Ｂ ｕ ｆ ｆ
ｅ ｒ （ テ キ サ ス 州 ヒ ュ ー ス ト ン の Spectral Genomics, Inc.） ２ .５ μ ｌ 、 お よ び Ｃ ｙ ３ T M

－ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ １ ｍ ｍ ス ト ッ ク ） ま た は Ｃ ｙ ５ T M － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ １ ｍ ｍ ス ト ッ ク ） １ .５
μ ｌ を 加 え る 。 次 い で 、 Ｋ ｌ ｅ ｎ ｏ ｗ フ ラ グ メ ン ト （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ ／ Ｂ Ｒ Ｌ  Ｂ ｉ ｏ Ｐ ｒ ｉ
ｍ ｅ  Ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ｉ ｎ ｇ キ ッ ト か ら ） １ μ ｌ を 加 え 、 溶 液 を 混 合 し 、 簡 単 な 遠 心 分 離 に よ
っ て 再 度 回 収 し 、 試 料 を ３ ７ ℃ で 約 １ .５ ～ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 試 料 を 氷 上 に 置
き 、 電 気 泳 動 （ ０ .８ ％ ア ガ ロ ー ス を 使 用 ） に よ っ て 分 析 し て 、 約 １ ０ ０ ｂ ｐ ～ 約 ５ ０ ０
ｂ ｐ の 範 囲 を 有 す る に ち が い な い プ ロ ー ブ サ イ ズ を 測 定 す る 。 ０ .５ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ｐ Ｈ ８
.０ ） ５ μ ｌ を 添 加 す る こ と に よ っ て 該 反 応 を 停 止 さ せ 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 次 い で 、 試 料 を 氷 上 に 置 く 。 管 の 内 容 物 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 準 備 が で き て
い る か 、 ま た は 、 必 要 と さ れ る ま で － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 標 識 化 試 験 試 料 お よ び 標 識 化 参 照 試 料 の 混 合 物 を ２
つ 調 製 す る 。 Ｃ ｙ ３ T M 標 識 化 試 験 試 料 Ｄ Ｎ Ａ の 管 内 容 物 を Ｃ ｙ ５ T M 標 識 参 照 Ｄ Ｎ Ａ の 管 内
容 物 と 混 合 し 、 Ｃ ｙ ３ T M 標 識 化 参 照 Ｄ Ｎ Ａ の 管 内 容 物 を Ｃ ｙ ５ T M 標 識 試 験 Ｄ Ｎ Ａ の 管 内 容
物 と 混 合 す る 。 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ａ ｌ  Ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ  Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ （ ４ ５ μ ｌ
； テ キ サ ス 州 ヒ ュ ー ス ト ン の Spectral Genomics, Inc.） を 各 管 に 加 え 、 ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ  
１ １ .３ μ ｌ お よ び 室 温 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル １ １ ０ μ ｌ を 加 え る こ と に よ っ て 内 容 物 を 沈 殿
さ せ る 。 試 料 を 混 合 し 、 暗 所 に て 室 温 で 約 １ ０ ～ １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 最 大 速 度 で
１ ０ 分 間 好 ま し く は 暗 所 に て 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 吸 引 す る 。 ペ レ ッ ト を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル
５ ０ ０ μ ｌ で リ ン ス し 、 暗 所 に て 簡 単 に 風 乾 し 、 滅 菌 水 １ ０ μ ｌ を 加 え 、 管 を 室 温 で ５ 分
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間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 完 全 に 混 合 す る 。 ペ レ ッ ト が 溶 解 し た ら 、 Ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｒ ａ ｌ  Ｈ ｙ
ｂ ｒ ｉ ｄ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ  Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ （ テ キ サ ス 州 ヒ ュ ー ス ト ン の Spectral Genomics I
nc.） ３ ０ μ ｌ を 加 え 、 反 復 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 管 内 容 物 を 混 合 す る 。 ７ ２ ℃ で １ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 試 料 を 変 性 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 実 施 例 ３ ． 　 イ オ ン 強 度 の 関 数 と し て の 核 酸 ス ポ ッ ト の プ リ ン テ ィ ン グ の 最 適 化
　 ス ポ ッ ト は 、 二 重 ブ ロ ッ ク に お い て １ つ の パ タ ー ン で ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 無 人 操 縦 で 一
般 的 に プ リ ン ト す る 。 各 ブ ロ ッ ク は 、 数 百 個 の ス ポ ッ ト を 含 有 す る 。 乾 燥 後 、 各 ス ポ ッ ト
を 顕 微 鏡 で 調 べ て 、 生 物 学 的 物 質 の 沈 着 の 質 を 評 価 す る 。 高 い 質 は 、 プ リ ン ト さ れ た ス ポ
ッ ト の 高 い 割 合 の 滑 ら か で 均 一 な 外 観 に よ っ て 示 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 均 一 な
パ タ ー ン に 反 映 さ れ る 。 低 い 質 は 、 試 料 が 中 央 に 不 均 一 に 沈 着 す る よ う な 「 山 」 と し て 、
ま た は い く つ か の 「 丘 」 と し て 、 ま た は ス ポ ッ ト の 直 径 を 横 切 っ て Ｘ 字 形 に 現 れ る ス ポ ッ
ト に よ っ て 示 さ れ 、 同 様 に 分 布 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 反 映 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 の ア レ イ に お け る ス ポ ッ ト の 質 に 対 す る プ リ ン テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー の
イ オ ン 強 度 の 作 用 を 測 定 す る た め に 、 表 １ に 示 す よ う に 、 ６ つ の Ｂ Ａ Ｃ  Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 調
製 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ 　 全 て の バ ッ フ ァ ー は 、 ４ ０ ０ ｍ ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ お よ び １ Ｍ  Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ０ .１ Ｍ  
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ４ .３ の 標 準 的 な 貯 蔵 溶 液 か ら 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ の ア リ コ ー ト を 各 管 １ ～ ６ に 加 え 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト を プ リ ン ト し 、
標 準 的 な 方 法 に よ っ て 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 プ リ ン ト し た ス ラ イ ド の 実 験 は 、 管 ３ で 見 ら れ た 条 件 で プ リ ン ト し た も の の 良 好 な 質 、
す な わ ち 、 最 大 割 合 の プ リ ン ト し た ス ポ ッ ト 上 に 沈 着 し た Ｄ Ｎ Ａ の 均 一 な 分 布 を 示 し た ；
管 １ 、 ２ 、 ４ お よ び ５ に つ い て の バ ッ フ ァ ー 中 で プ リ ン ト し た ス ポ ッ ト を 有 す る ス ラ イ ド
は 管 ３ の バ ッ フ ァ ー を 用 い て プ リ ン ト し た も の よ り も 悪 い 質 の 外 観 の も の で あ り 、 悪 い 質
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 提 供 し た 。 管 ２ ～ ５ に お け る こ れ ら の 中 間 イ オ ン 強 度 は 、 従
前 使 用 の バ ッ フ ァ ー （ 管 １ ） よ り も 高 い イ オ ン 強 度 を 有 す る 。 プ リ ン ト し た ス ポ ッ ト の 最
適 な 外 観 は 、 参 照 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 最 大 信 頼 度 お よ び 再 現 性 に 反 映 さ れ 、
管 ３ の バ ッ フ ァ ー に お い て プ リ ン ト し た ス ポ ッ ト に 関 し て 見 ら れ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ス ポ ッ ト の プ リ ン テ ィ ン グ の た め の バ ッ フ ァ ー の 生 成 は 、 上 記 で 示 し た デ ー タ の 結 果 と
し て 、 等 量 の ２ つ の 貯 蔵 溶 液 （ 溶 液 Ｉ は １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ で あ り 、 溶 液 Ｉ Ｉ は ３ ０ ０
ｍ Ｍ  Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ３ ０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ４ .３ で あ る ） を 混 合 す る こ と に よ っ
て さ ら に プ リ ン ト す る た め に 変 更 し た 。 こ の プ リ ン テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー の 成 分 の 最 終 濃 度
は 、 ７ ５ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ － Ｈ Ｃ ｌ お よ び １ ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で あ る

10

20

30

40

50

(35) JP 2007-521014 A 2007.8.2



。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 実 施 例 ４ ． 　 シ ン テ ニ ー ア レ イ の 調 製
　 Ｄ Ｎ Ａ は 、 各 マ ウ ス 染 色 体 お よ び 目 的 の 各 ヒ ト 染 色 体 に つ い て シ ン テ ニ ー で あ る Ｄ Ｎ Ａ
イ ン サ ー ト を 有 す る 特 徴 付 け ら れ た Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン か ら 上 記 し た よ う に 調 製 さ れ る 。 Ｄ Ｎ
Ａ は 、 ス ラ イ ド カ ラ ス 上 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 （ ス ポ ッ ト ） の ア レ イ に 沈 着 （ プ リ ン ト ）
さ れ る 。 ア レ イ 化 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト の 正 常 な 染 色 体 お よ び マ ウ ス の よ う な 他 の 種 の 正 常 な 染
色 体 か ら 、 ま た は 、 既 知 の 疾 患 を 有 す る ヒ ト ま た は 肺 癌 、 中 皮 腫 、 腺 癌 お よ び 前 立 腺 癌 の
よ う な ヒ ト 疾 患 の モ デ ル で あ る マ ウ ス 疾 患 を 有 す る マ ウ ス の 染 色 体 か ら の も の で あ り 得 る
。 ヒ ト お よ び 別 の 種 、 す な わ ち 、 ヒ ト 配 列 と 相 同 で あ る マ ウ ス シ ン テ ニ ー 配 列 の 両 方 の 存
在 が シ ン テ ニ ー ア レ イ を 構 成 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 シ ン テ ニ ー ア レ イ は ま た 、 ヒ ト － ラ ッ ト ； ヒ ト － チ ン パ ン ジ ー ； ヒ ト － イ ヌ な ど の よ う
な 他 の 種 Ｄ Ｎ Ａ の 組 み 合 わ せ に つ い て も プ リ ン ト さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 （ 正 お よ び 負 の 対 照 ） は 、 疾 患 対 象 体 お よ び 正 常 な 対 象 体 （ 固
定 化 Ｄ Ｎ Ａ の ア レ イ を 有 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る こ れ ら の 種 の 対 象 体 に 必 ず し も 限 定
さ れ な い ） の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 調 製 さ れ る 。 各 々 を 第 １ 蛍 光 染 料 お よ び 第 ２ 蛍 光 染 料 で 標
識 し 、 試 験 試 料 お よ び 参 照 試 料 の 混 合 物 を ２ つ 調 製 す る 。 ２ つ の 混 合 物 の 各 々 を 表 面 上 の
多 数 の ア レ イ の ア レ イ と 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 実 施 例 ５ ． 　 比 率 プ ロ ッ ト 分 析 を 使 用 す る 染 色 体 異 常 の 検 出
　 図 １ ａ は 、 ｐ 腕 か ら ｑ 腕 の 左 か ら 右 の 順 番 で の 、 ２ ５ Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン か ら の Ｄ Ｎ Ａ の 比
率 の 線 形 表 示 を 使 用 し て 、 第 １ ８ 染 色 体 の 固 定 化 Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 患
者 Ｄ Ｎ Ａ の 試 料 の 比 率 プ ロ ッ ト で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ２ 回 繰 り 返 し た 。 １ 回
目 は 、 Ｃ ｙ ３ T M で 標 識 し た 試 験 Ｄ Ｎ Ａ （ 患 者 か ら の も の ） お よ び Ｃ ｙ ５ T M で 標 識 し た 参 照
正 常 Ｄ Ｎ Ａ の 混 合 物 を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た ； ２ 回 目 の 反 復 は 、 Ｃ ｙ ５
T M で 標 識 し た 試 験 Ｄ Ｎ Ａ （ 患 者 か ら の も の ） お よ び Ｃ ｙ ３ T M で 標 識 し た 参 照 正 常 Ｄ Ｎ Ａ の
混 合 物 を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 デ ー タ を 分 析 し た 後 、 Ｃ ｙ ５ ： Ｃ ｙ ３
の 比 率 を 測 定 し 、 図 に 示 す よ う に プ ロ ッ ト す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 両 方 の 正 規 化 関 数 が 同 一 の ３ つ の ｑ 末 端 Ｂ Ａ Ｃ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て の 値 を
増 加 さ せ て い る （ ど ち ら も 試 験 試 料 ま た は 参 照 試 料 の ど ち ら が 比 率 の 分 子 で あ る か に 関 係
な く 、 １ .０ の モ ー ド 値 か ら の 同 時 逸 脱 を 示 す ） の で 、 第 １ ８ 染 色 体 の ｑ 末 端 で 、 患 者 デ
ー タ は 欠 失 を 示 す 。 両 方 の 関 数 が ２ つ の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン に 関 し て 反 対 方 向 に 逸 脱 す る の で
、 図 １ ｂ に 示 さ れ る 同 様 の 比 率 プ ロ ッ ト は 、 青 色 （ 参 照 試 料 が 分 子 ） Ｄ Ｎ Ａ が 赤 色 （ 試 験
試 料 Ｄ Ｎ Ａ が 分 子 ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 大 き く 、 同 一 患 者 の 第 ４ 染 色 体 の ｑ 末
端 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 図 ２ は 、 別 の 男 性 患 者 の Ｘ 染 色 体 の 比 率 プ ロ ッ ト を 示 し て お り 、 本 明 細 書 に 記 載 し た コ
ン ピ ュ ー タ ー 処 理 に よ っ て 、 こ の 染 色 体 の ｐ 末 端 に 見 ら れ る 配 列 の 挿 入 （ 増 幅 ） が あ る こ
と が 示 さ れ る 。 こ の 増 幅 が 少 な く と も ３ つ の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン に 及 ぶ こ と が 示 さ れ る 。 関 数
の う ち １ つ だ け が モ ー ド 値 １ .０ か ら あ る 程 度 ま で 逸 脱 す る の で 、 こ の 染 色 体 の ｑ 末 端 で
示 さ れ る 逸 脱 は ラ ン ダ ム で あ り 、 有 意 で は な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 実 施 例 ６ ． 　 シ ン テ ニ ー ア レ イ を 使 用 す る 染 色 体 異 常 に つ い て の 癌 組 織 の 試 験
　 肺 癌 、 中 皮 腫 、 腺 癌 お よ び 前 立 腺 癌 の よ う な 特 定 の 癌 症 状 を 有 す る マ ウ ス の 株 の 癌 細 胞
を 使 用 し て Ｄ Ｎ Ａ 試 験 試 料 を 調 製 す る 。 試 験 試 料 は 、 各 々 異 な る ス テ ー ジ の 各 疾 患 を 有 す
る 個 々 の マ ウ ス か ら 得 ら れ た 組 織 か ら 調 製 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ を
フ ラ グ メ ン ト 化 し 、 標 識 化 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス に お い て 高 度 に 相
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同 で あ る ク ロ ー ン 化 Ｂ Ａ Ｃ 染 色 体 か ら の ヒ ト お よ び マ ウ ス シ ン テ ニ ー 配 列 の 各 々 に つ い て
の プ ロ ー ブ エ レ メ ン ト を 有 す る シ ン テ ニ ー ア レ イ を 使 用 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン デ ー
タ の 比 率 プ ロ ッ ト か ら 、 こ れ ら の 症 状 の 各 々 に 関 連 す る 異 常 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 次 い で 、 種 々 の ス テ ー ジ の 疾 患 を 有 す る ヒ ト 患 者 か ら 得 ら れ た 試 験 試 料 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し
て 、 こ れ ら の 異 常 の 存 在 、 程 度 お よ び 位 置 を 測 定 し 、 そ の 結 果 、 癌 の ス テ ー ジ を 診 断 お よ
び 予 後 診 断 す る 能 力 を 有 す る 診 断 装 置 を 確 立 す る 。 デ ー タ は 、 マ ウ ス 染 色 体 セ ッ ト 上 の 癌
誘 発 性 変 化 の 位 置 を 示 す だ け で な く 、 ヒ ト に お い て お よ び ヒ ト 染 色 体 セ ッ ト 上 の 相 同 配 列
に つ い て の 遺 伝 子 座 で 生 じ る か か る 変 化 の 位 置 も 示 す 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 実 施 例 ７ ． 　 シ ン テ ニ ー ア レ イ を 用 い る 毒 性 試 験
　 試 験 動 物 （ ま た は 試 験 細 胞 ） （ 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス ま た は モ ル モ ッ ト の よ う な 齧 歯
類 ） の 群 を 化 学 物 質 に 暴 露 す る 。 １ つ の 実 験 で は 、 遺 伝 毒 性 活 性 ま た は 変 異 活 性 に つ い て
試 験 す る た め に １ つ の 群 の 各 試 験 動 物 メ ン バ ー に 一 定 濃 度 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 化 学 物
質 を 注 射 し 、 別 の 群 に は そ れ ぞ れ 異 な る 量 を 投 与 し 、 １ つ の 群 に は 担 体 ま た は 溶 媒 だ け を
投 与 し （ 負 の 対 照 ） 、 そ の 結 果 、 一 連 の 濃 度 の 組 成 物 を 試 験 し て 用 量 反 応 曲 線 を 確 立 す る
。 遺 伝 毒 性 活 性 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 欠 失 ／ 挿 入 変 異 、 ま た は １ つ の 遺 伝 子 座 お よ び
染 色 体 か ら 同 一 ま た は 異 な る 染 色 体 の 別 の 遺 伝 子 座 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 転 座 、 ま た は 染 色 体 の あ
る 領 域 の 増 幅 を 生 じ る と し て 検 出 さ れ る 。 も う １ つ の 実 験 で は 、 培 養 細 胞 を 、 単 一 管 中 の
１ ０ の 化 学 物 質 の 群 に お け る よ う に 、 一 連 の 化 学 物 質 の 各 々 に 、 個 別 に 、 ま た は 組 み 合 わ
せ て 暴 露 す る 。 す な わ ち 、 遺 伝 毒 性 と の 相 互 関 係 を 得 る た め に 、 個 別 に ま た は 小 グ ル ー プ
で さ ら に 分 析 す る こ と が で き る 兄 弟 姉 妹 群 で 関 連 化 学 物 質 を 試 験 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 細 胞 ま た は 生 物 を １ つ ま た は そ れ 以 上 の 化 学 組 成 物 に 様 々 な 時 間 お よ び ／ ま た は 濃 度 で
暴 露 す る か ま た は 接 触 さ せ た 後 、 細 胞 試 料 か ら 、 例 え ば 、 剖 検 ま た は 生 検 か ら の 体 組 織 か
ら 、 例 え ば 、 血 液 試 料 の よ う な 卵 巣 組 織 ま た は 精 巣 組 織 か ら 、 ま た は 化 学 物 質 に 暴 露 し た
培 養 細 胞 か ら 、 Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 す る 。 上 記 し た よ う に 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を フ ラ グ メ ン ト 化 し 、 反 対
に 標 識 し た 参 照 試 料 と 混 合 す べ き 試 験 試 料 に つ い て 、 ２ つ の 蛍 光 染 料 ま た は 等 価 な 検 出 可
能 な 標 識 の 各 々 で 標 識 し 、 混 合 物 を 各 々 、 齧 歯 類 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ） ゲ ノ ム お よ び ヒ ト ゲ
ノ ム の 両 方 を 有 す る シ ン テ ニ ー ア レ イ の 反 復 、 ま た は プ ロ ー ブ エ レ メ ン ト と し て 配 列 さ れ
た 特 定 の 染 色 体 か ら の ク ロ ー ン 化 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 デ ー タ は 、 齧 歯 類 染 色 体
セ ッ ト に お い て 、 お よ び ヒ ト 染 色 体 セ ッ ト の 相 同 配 列 に つ い て 、 試 験 動 物 ま た は 細 胞 か ら
の 試 験 試 料 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 の 程 度 お よ び 位 置 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 多 数 の 実 施 態 様 を 記 載 し た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 を
逸 脱 す る こ と な く 種 々 の 変 更 を 行 う こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て
、 他 の 実 施 態 様 は 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 実 施 例 ８ ． 　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 染 色 体 異 常 を 分 析 す る た め の シ ン テ ニ ー
ア レ イ
　 多 種 多 様 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 研 究 お よ び 試 験 の た め に 利 用 可 能 で あ る 。 遺 伝 子
機 能 を 欠 い て い る 動 物 、 こ の 実 施 例 で は 、 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ Ｎ Ｏ Ｓ ） を コ ー ド す る
遺 伝 子 に お け る 破 壊 を 有 す る マ ウ ス 株 を ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 使 用 し て 、 表 現 型 を 修 正
す る 能 力 を 有 す る 組 成 物 を 同 定 す る こ と が で き る （ 2001年 10月 30日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許
第 6,310,270号 ） 。 処 置 群 お よ び 対 照 群 に お け る 各 動 物 の 血 液 試 料 か ら Ｄ Ａ Ｎ 試 料 を 調 製
さ れ 、 上 記 実 施 例 に 記 載 し た よ う に ２ つ の 蛍 光 染 料 の 各 々 で 標 識 し 、 上 記 の よ う に 標 識 化
試 料 お よ び 異 な っ て 標 識 化 し た 参 照 Ｄ Ｎ Ａ の 混 合 物 を 調 製 す る 。 処 置 お よ び 対 照 動 物 Ｄ Ｎ
Ａ 混 合 物 を 、 各 ア レ イ ブ ロ ッ ク 中 に ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 を 有
す る シ ン テ ニ ー チ ッ プ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
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　 結 果 は こ れ ら の 組 成 物 の う ち の ど れ が 破 壊 さ れ た 表 現 型 Ｎ Ｏ Ｓ を 修 正 す る 際 に 活 性 で あ
る か 、 試 験 動 物 に お い て 染 色 体 異 常 を 引 き 起 こ さ な か っ た か を 示 す 。 組 成 物 の 大 部 分 が 染
色 体 異 常 を 引 き 起 こ さ な い こ と が 考 え ら れ 、 そ こ で 、 ベ ン ゼ ン の よ う な 染 色 体 異 常 を 引 き
起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 因 子 を 投 与 し た 動 物 の さ ら な る 正 の 対 照 群 が 含 ま れ る 。 こ の 実
施 例 で は 、 同 一 グ ル ー プ の 試 験 お よ び 対 照 動 物 に お い て 、 組 成 物 を 、 薬 理 活 性 、 Ｎ Ｏ Ｓ の
欠 失 の 修 正 、 お よ び 染 色 体 異 常 の 誘 発 の 両 方 、 す な わ ち 、 催 奇 形 性 お よ び 変 異 原 性 に つ い
て ス ク リ ー ン す る 。 シ ン テ ニ ー チ ッ プ 読 み 取 り は 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト エ レ メ ン ト を 含 有 し
て お り 、 マ ウ ス 参 照 Ｄ Ｎ Ａ と 比 較 し て マ ウ ス に お い て 観 察 さ れ る い ず れ も の 染 色 体 異 常 が
新 し く 生 じ た と 考 え ら れ る の で 、 該 染 色 体 異 常 は 、 マ ウ ス 染 色 体 お よ び ゲ ノ ム 、 な ら び に
シ ン テ ニ ー チ ッ プ の 単 一 表 面 上 の ヒ ト ゲ ノ ム の 相 同 エ レ メ ン ト の 両 方 に 関 し て 同 時 に 分 析
さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 実 施 例 ９ ． 　 ヒ ト 疾 患 の 動 物 モ デ ル に お け る 染 色 体 異 常 を 分 析 す る た め の シ ン テ ニ ー ア
レ イ
　 非 肥 満 糖 尿 病 （ Ｎ Ｏ Ｄ ） マ ウ ス の 群 に 様 々 な 組 成 物 の 各 々 を 投 与 し て 、 こ れ ら が Ｉ 型 ま
た は イ ン シ ュ リ ン 欠 乏 性 糖 尿 病 を 治 療 ま た は 予 防 す る 能 力 を 有 す る か ど う か を 判 定 す る 。
因 子 を 静 脈 内 投 与 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 最 後 に 、 処 置 お よ び 対 照 群 に お け る 各 動 物 の 血 液 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ 試
料 を 調 製 し 、 上 記 実 施 例 に 記 載 し た よ う に ２ つ の 蛍 光 染 料 の 各 々 で 標 識 し 、 標 識 試 料 お よ
び 異 な っ て 標 識 し た 参 照 Ｄ Ｎ Ａ の 混 合 物 を 上 記 の よ う に 調 製 す る 。 処 置 お よ び 対 照 動 物 Ｄ
Ｎ Ａ 混 合 物 を 、 各 ア レ イ ブ ロ ッ ク 中 の ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 を
有 す る シ ン テ ニ ー チ ッ プ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 結 果 は 、 こ れ ら の 組 成 物 の う ち の ど れ が モ デ ル 疾 患 、 糖 尿 病 を 治 療 す る 際 に 活 性 で あ る
か 、 試 験 動 物 に お い て 染 色 体 異 常 を 引 き 起 こ さ な か っ た か を 示 す 。 組 成 物 の 大 部 分 が 染 色
体 異 常 を 引 き 起 こ さ な い こ と が 考 え ら れ 、 そ こ で 、 該 実 施 例 に お い て 、 染 色 体 異 常 を 引 き
起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 因 子 を 投 与 し た 動 物 の 正 の 対 照 群 を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ
う に 、 同 一 グ ル ー プ の 試 験 お よ び 対 照 動 物 に お い て 、 組 成 物 を 薬 理 活 性 、 糖 尿 病 の 治 療 、
お よ び 変 異 原 性 の 両 方 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 シ ン テ ニ ー チ ッ プ 読 み 取 り は 、 マ ウ ス お
よ び ヒ ト エ レ メ ン ト を 含 有 し て お り 、 マ ウ ス 参 照 Ｄ Ｎ Ａ と 比 較 し て マ ウ ス に お い て 観 察 さ
れ る い ず れ も の 染 色 体 異 常 が 新 し く 生 じ た と 考 え ら れ る の で 、 該 染 色 体 異 常 は 、 マ ウ ス 染
色 体 お よ び ゲ ノ ム 、 な ら び に シ ン テ ニ ー チ ッ プ の 単 一 表 面 上 の ヒ ト ゲ ノ ム の 相 同 エ レ メ ン
ト の 両 方 に 関 し て 同 時 に 分 析 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ ａ は 、 正 常 な 対 照 と 比 較 し た 発 育 遅 延 お よ び 中 枢 神 経 系 脱 髄 を 有 す る １ ２ 歳
の 患 者 の 第 １ ８ 染 色 体 の 比 較 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｃ Ｇ Ｈ ） の 比 率 プ ロ ッ ト で
あ り 、 約 ７ メ ガ ベ ー ス （ Ｍ ｂ ） の １ ８ ｑ 末 端 の 欠 失 を 示 す 。 遺 伝 物 質 の 欠 失 は 、 第 １ ８ 染
色 体 ｑ 末 端 で あ る 図 面 の 右 側 で の 、 Ｃ ｙ ５ T M 標 識 参 照 試 料 と 比 べ た Ｃ ｙ ３ T M 標 識 試 験 試 料
の 増 加 に よ っ て 示 さ れ る （ ア レ イ と 一 緒 に 商 業 上 入 手 可 能 な グ ラ フ ィ ッ ク ス ・ ソ フ ト ウ ェ
ア を 使 用 し て 赤 色 で 示 さ れ る ） 。 図 １ ｂ は 、 図 １ ａ と 同 一 の 患 者 の 第 ４ 染 色 体 の Ｃ Ｇ Ｈ の
比 率 プ ロ ッ ト で あ り 、 ３ .７ Ｍ ｂ の ４ ｑ で の 遺 伝 物 質 の 増 加 を 示 す 。 遺 伝 物 質 の 増 加 は 、
第 ４ 染 色 体 ｑ 末 端 で あ る 図 面 の 右 側 で の 、 Ｃ ｙ ３ T M 標 識 試 験 試 料 と 比 べ た Ｃ ｙ ５ T M 標 識 参
照 試 料 の 増 加 に よ っ て 示 さ れ る （ ア レ イ と 一 緒 に 商 業 上 入 手 可 能 な グ ラ フ ィ ッ ク ス ・ ソ フ
ト ウ ェ ア を 使 用 し て 青 色 で 示 さ れ る ） 。
【 図 ２ 】 正 常 な 男 性 対 照 と 比 べ た 男 性 患 者 の Ｘ 染 色 体 の 比 率 プ ロ ッ ト で あ り 、 （ Ｘ 染 色 体
の ｐ 末 端 で ） 遠 位 Ｘ ｐ 複 製 を 示 す 。 遺 伝 物 質 の 増 加 は 、 Ｃ ｙ ３ T M 標 識 試 験 試 料 と 比 べ た Ｃ
ｙ ５ T M 標 識 参 照 試 料 の 増 加 に よ っ て 示 さ れ る 。
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