
(57)【要約】
【課題】現在主として除外診断により行われている自己免疫性血小板減少性紫斑病（ＩＴ
Ｐ）の診断において、ＩＴＰの診断・予防・治療などに有用な手段、並びにＩＴＰの診断
・治療などの精度を向上させる手段を提供すること。
【解決手段】本発明は、ＩＴＰである対象の末梢血液中に存在する細胞に特異的に発現し
ている遺伝子群から選ばれる複数の遺伝子の各ヌクレオチド配列若しくはその部分配列又
はそれらの相補配列をそれぞれ有するヌクレオチド配列を含む、核酸分子の群；ＩＴＰで
ある対象の末梢血液中に存在する細胞に特異的に発現している遺伝子群から選ばれる複数
の遺伝子の各翻訳産物にそれぞれ特異的に結合する抗体を含む、抗体の群；並びに、ＩＴ
Ｐである対象の末梢血液中に存在する細胞に特異的に発現している遺伝子群を解析するこ
とを特徴とする、ＩＴＰの診断方法、治療薬の同定方法、及び検査基準用データの作成方
法などを提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ 発 現 量 の 測 定 用 物 質 及 び ／ 又 は Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ 発 現 量 の 測 定 用 物 質 を 含 有 す る 、
自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 用 試 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
　 発 現 量 の 測 定 用 物 質 が 、 抗 体 、 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、
請 求 項 １ 記 載 の 検 査 用 試 薬 。
【 請 求 項 ３ 】
　 対 象 か ら 採 取 さ れ た 血 液 細 胞 を 含 む 生 体 試 料 に お い て 、 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ 及 び ／ 又 は Ｓ Ｓ Ａ Ｔ －
１ の 発 現 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 血 液 細 胞 を 含 む 生 体 試 料 が 末 梢 血 で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ に 対 す る 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ に 対 す る 核 酸 プ ロ ー ブ が 少 な く と も 固
定 化 さ れ て い る 、 核 酸 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 特 異 的 な 他 の 遺 伝 子 に 対 す る 核 酸 プ ロ ー ブ が さ ら に 固
定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 核 酸 ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ に 対 す る 抗 体 及 び Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ に 対 す る 抗 体 が 少 な く と も 固 定 化 さ れ て い る 、
抗 体 ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 特 異 的 な 他 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が さ ら に 固 定 化
さ れ て い る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 体 ア レ イ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特
異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若
し く は そ の 部 分 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 又 は そ の 群 ； 当 該 遺 伝 子 群 か
ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 各 翻 訳 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 群 ； 自 己
免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 及 び 試 薬 、 検 査 基 準 用 デ ー タ の 作 成 方 法 、 予 防 ・ 治
療 剤 の 同 定 方 法 及 び 試 薬 、 予 防 ・ 治 療 剤 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 紫 斑 病 は 、 皮 膚 に お け る 表 在 性 出 血 を 主 症 状 と す る 、 小 児 に 比 較 的 多 く 見 受 け ら れ る 疾
患 で あ り 、 皮 膚 の 色 が 鮮 紅 色 、 暗 赤 色 、 紫 褐 色 、 黄 色 、 退 色 と 変 化 す る こ と が 知 ら れ 、 硝
子 圧 に 退 色 し な い こ と で 紅 斑 と 区 別 さ れ る 。 紫 斑 病 と し て は 、 例 え ば 、 血 小 板 減 少 に 起 因
す る 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 が 挙 げ ら れ る が 、 な か で も 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 （ Idio
pathic Thrombocytopenic Purpura： Ｉ Ｔ Ｐ と も 呼 ば れ る ） が 最 も 頻 度 が 高 い も の と し て
知 ら れ て い る 。 Ｉ Ｔ Ｐ は 、 大 人 に も 子 供 に も 起 こ り 、 ６ ヵ 月 以 内 で 治 癒 す る も の を 急 性 Ｉ
Ｔ Ｐ 、 そ れ 以 上 続 く も の を 慢 性 Ｉ Ｔ Ｐ と 分 類 し て い る 。 ま た 、 子 供 で は そ の 多 く が 、 ウ イ
ル ス 感 染 症 の 後 で 急 性 Ｉ Ｔ Ｐ に 罹 患 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｉ Ｔ Ｐ の 正 確 な 原 因 は 不 明
で あ り 、 Ｉ Ｔ Ｐ の 診 断 は ほ と ん ど の 場 合 、 除 外 診 断 に 頼 っ て い る の が 現 状 で あ る 。 Ｉ Ｔ Ｐ
の 発 症 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 特 定 し 、 Ｉ Ｔ Ｐ の よ り 正 確 且 つ 迅 速 な 診 断 方 法 や 、 よ り 優 れ た
予 防 ・ 治 療 法 の 早 期 開 発 が 強 く 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 と こ ろ で 、 発 現 レ ベ ル 情 報 が 疾 患 の 診 断 に あ る い は 治 療 に 有 益 な 情 報 を 提 供 す る 遺 伝 子
（ マ ー カ ー 遺 伝 子 ） は 、 こ れ ま で 種 々 の 疾 患 に 対 し 同 定 さ れ て き た 。 さ ら に は 、 複 数 の マ
ー カ ー 遺 伝 子 を 組 み 合 わ せ て 遺 伝 子 群 と し て 情 報 を 処 理 す る こ と に よ り 、 診 断 お よ び ／ ま
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た は 治 療 に お け る 効 果 の 精 度 を 飛 躍 的 に 高 め ら れ る こ と が 、 明 ら か に な っ て い る 。 例 え ば
、 Golubら は 、 約 6000種 に 及 ぶ 遺 伝 子 に つ い て 、 リ ン パ 球 の 内 で の 発 現 状 態 を Ｄ Ｎ Ａ ア レ
イ を 用 い て 測 定 し 、 Ａ Ｌ Ｌ と Ａ Ｍ Ｌ の 判 別 に 必 要 な 約 200種 の 遺 伝 子 群 を 同 定 し た （ 非 特
許 文 献 １ 参 照 ） 。 ま た 、 L.J.van't Veerら は 約 30000種 に 及 ぶ 遺 伝 子 に つ い て 、 乳 癌 組 織
の 内 で の 発 現 状 態 を Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ を 用 い て 測 定 し 、 予 後 の 転 移 の 有 無 の 判 別 に 必 要 な 約 ７
０ 種 の 遺 伝 子 群 を 同 定 し 、 次 い で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 群 の 発 現 状 態 を 総 合 的 に 処 理 す る こ と
に よ り 、 単 一 の 遺 伝 子 の 発 現 状 態 で 予 測 さ れ た 診 断 結 果 に 対 し 、 そ の 精 度 を 飛 躍 的 に 高 め
る こ と に 成 功 し て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 し か し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 群 を 同 定 す る た め
に は 、 莫 大 な 数 の 遺 伝 子 の 発 現 状 態 を 解 析 せ ね ば な ら ず 、 ま た そ の 解 析 手 段 も 複 雑 な た め
、 多 大 な 労 力 を 必 要 と し て い た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で に 特 異 的 発 現 を し て い る 遺 伝 子 群 の ク ロ ー ニ ン グ 法 と し て 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン
法 が 知 ら れ て い た が 、 従 来 の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 で は 、 実 際 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝
子 群 を 網 羅 的 に 捕 捉 す る こ と は 不 可 能 に 近 く 、 発 現 量 の 差 異 が 大 き い 幾 つ か の 遺 伝 子 の み
が ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 場 合 が ほ と ん ど で あ っ た 。 一 方 、 本 発 明 者 ら が 開 発 し た 段 階 的 サ ブ
ト ラ ク シ ョ ン 法 は 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 後 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 更 に サ ブ ト ラ ク シ ョ ン を 繰
り 返 す こ と に よ り 、 ２ つ の ラ イ ブ ラ リ ー 間 で 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 を ほ ぼ 網 羅 的 に
捕 捉 す る こ と が 可 能 で あ る （ 非 特 許 文 献 ３ 、 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 Ｉ Ｔ Ｐ に つ い て 、 そ の 診 断 、 あ る い は 治 療 に 、 そ の 発 現 レ ベ ル の 情 報 が
有 益 な 手 段 を 提 供 す る で あ ろ う 遺 伝 子 群 の 網 羅 的 な 同 定 は い ま だ に な さ れ て い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2003-061666号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Science, （ 米 国 ） , 第 286巻 , p.531-537, 1999年
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nature, （ 英 国 ） , 第 415巻 , p.530-536, 2002年
【 非 特 許 文 献 ３ 】 EMBO Reports, （ 英 国 ） , 第 3巻 , p.367-372, 2002年
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 （ Ｉ Ｔ Ｐ ） の 診 断 ・ 治 療 な ど に 有 用 な
手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 Ｉ Ｔ Ｐ の 診 断 ・ 治 療 な ど の 精 度
を 向 上 さ せ る 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 鋭 意 検 討 の 結 果 、 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 を 用 い 、 自 己 免 疫 性 血 小 板
減 少 性 紫 斑 病 （ Ｉ Ｔ Ｐ ） 患 者 の 特 に リ ン パ 球 を 始 め と し た 血 液 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現
し て い る 遺 伝 子 群 を 網 羅 的 に 捕 捉 ・ 同 定 す る こ と に 成 功 し 、 も っ て 上 記 課 題 を 解 決 す る こ
と に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 以 下 の 通 り で あ る ：
〔 １ 〕 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ 発 現 量 の 測 定 用 物 質 及 び ／ 又 は Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ 発 現 量 の 測 定 用 物 質 を 含 有 す
る 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 用 試 薬 、
〔 ２ 〕 発 現 量 の 測 定 用 物 質 が 、 抗 体 、 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー か ら な る 群 よ り 選 ば れ
る 、 上 記 〔 １ 〕 の 検 査 用 試 薬 、
〔 ３ 〕 対 象 か ら 採 取 さ れ た 血 液 細 胞 を 含 む 生 体 試 料 に お い て 、 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ 及 び ／ 又 は Ｓ Ｓ Ａ
Ｔ － １ の 発 現 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 、
〔 ４ 〕 血 液 細 胞 を 含 む 生 体 試 料 が 末 梢 血 で あ る 、 上 記 〔 ３ 〕 の 検 査 方 法 、
〔 ５ 〕 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ に 対 す る 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ に 対 す る 核 酸 プ ロ ー ブ が 少 な く と
も 固 定 化 さ れ て い る 、 核 酸 ア レ イ 、
〔 ６ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 特 異 的 な 他 の 遺 伝 子 に 対 す る 核 酸 プ ロ ー ブ が さ ら
に 固 定 化 さ れ て い る 、 上 記 〔 ５ 〕 の 核 酸 ア レ イ 、
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〔 ７ 〕 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ に 対 す る 抗 体 及 び Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ に 対 す る 抗 体 が 少 な く と も 固 定 化 さ れ て い
る 、 抗 体 ア レ イ 、
〔 ８ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 特 異 的 な 他 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が さ ら に 固
定 化 さ れ て い る 、 上 記 〔 ７ 〕 の 抗 体 ア レ イ 、
〔 ９ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に
発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の
遺 伝 子 の 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は そ の 部 分 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 配 列 を 有 す る 核 酸 分
子 又 は そ の 群 が 固 定 化 さ れ た 、 核 酸 ア レ イ 、
〔 １ ０ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的
に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上
の 遺 伝 子 の 各 翻 訳 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 群 が 固 定 化 さ れ た 、 抗 体 ア レ イ 、
〔 １ １ 〕 対 象 か ら 採 取 さ れ た 血 液 細 胞 を 含 む 生 体 試 料 に お い て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性
紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ
－ ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る こ と
を 含 む 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 、
〔 １ ２ 〕 対 象 か ら 採 取 さ れ た 生 体 試 料 に お い て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対
象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ
Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 変 異 及 び ／ 又 は 多 型 を 検 出 す る こ と を
含 む 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 、
〔 １ ３ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的
に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上
の 遺 伝 子 の 測 定 用 物 質 を 含 有 す る 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 用 試 薬 、
〔 １ ４ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的
に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上
の 遺 伝 子 の 発 現 量 、 並 び に ／ 又 は 当 該 遺 伝 子 の 変 異 及 び ／ 若 し く は 多 型 に つ い て 、 自 己 免
疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 と の 相 関 を 見 出 し 、 当 該 相 関 を 自 己 免 疫
性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 の 検 査 基 準 用 デ ー タ と し て 取 得 す る 、 自 己
免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ の 作 成 方 法 、
〔 １ ５ 〕 被 験 物 質 が 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る
細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る
１ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る か 否 か を 評 価 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫
性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る 物 質 の 同 定 方 法 、
〔 １ ６ 〕 細 胞 に 被 験 物 質 を 接 触 さ せ 、 該 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か
ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し 、 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基 づ き 、 被 験 物
質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か を 評 価 す る こ と を 含 む 、
上 記 〔 １ ５ 〕 の 方 法 、
〔 １ ７ 〕 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 被 験 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 生 体 試 料 に お け る
、 該 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の
発 現 量 を 測 定 し 、 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基 づ き 、 被 験 物 質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か を 評 価 す る こ と を 含 む 、 上 記 〔 １ ５ 〕 の 方 法 、
〔 １ ８ 〕 該 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子
の 翻 訳 産 物 と 被 験 物 質 を 接 触 さ せ 、 該 翻 訳 産 物 の 活 性 を 測 定 し 、 測 定 さ れ た 活 性 に 基 づ き
、 被 験 物 質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か を 評 価 す る こ と
を 含 む 、 上 記 〔 １ ５ 〕 の 方 法 、
〔 １ ９ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的
に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺
伝 子 に 対 す る 阻 害 性 核 酸 分 子 、
〔 ２ ０ 〕 前 記 核 酸 分 子 が 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 デ コ イ 核 酸 、 リ ボ ザ イ ム 及 び Ｒ Ｎ Ａ ｉ 誘 導
性 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 上 記 〔 １ ９ 〕 の 阻 害 性 核 酸 分 子 、
〔 ２ １ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的
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に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺
伝 子 に 対 す る 阻 害 性 物 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 予
防 又 は 治 療 剤 、
〔 ２ ２ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的
に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上
の 遺 伝 子 が 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 、
〔 ２ ３ 〕 前 記 改 変 は 該 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 さ せ る 改 変 で あ る 、 上 記 〔 ２ ２ 〕 の 非 ヒ ト 哺 乳
動 物 、
〔 ２ ４ 〕 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 モ デ ル 動 物 で あ る 、 上 記 〔 ２ ２ 〕 の 非 ヒ ト 哺 乳 動
物 、
〔 ２ ５ 〕 前 記 改 変 は 該 遺 伝 子 の 発 現 を 減 弱 さ せ る 改 変 で あ る 、 上 記 〔 ２ ２ 〕 の 非 ヒ ト 哺 乳
動 物 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 、 血 液 細 胞 、 特 に リ ン パ 球
に お い て 示 差 的 に 発 現 し て い る と い う 特 徴 を 有 す る 、 医 療 分 野 等 の 産 業 や 学 術 的 に 非 常 に
意 義 の あ る 遺 伝 子 群 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 こ の 遺 伝 子 群 は 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に よ
っ て 同 定 さ れ た も の で あ る ゆ え 、 示 差 的 に 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 の 全 て を 実 質 的 に 網 羅 し
て い る と い う 特 徴 を も 有 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 診 断
・ 治 療 、 当 該 疾 患 の マ ー カ ー と な る 遺 伝 子 の 探 索 、 当 該 疾 患 の 治 療 薬 の 開 発 、 当 該 疾 患 の
検 査 基 準 用 デ ー タ の 作 成 な ど に 有 用 で あ る 。 特 に 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 に
お け る リ ン パ 球 を 始 め と し た 血 液 細 胞 に お い て 示 差 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 が 初 め て 網
羅 的 に 同 定 さ れ た こ と か ら 、 当 該 遺 伝 子 群 を 利 用 す る こ と で 、 当 該 疾 患 の 診 断 ・ 治 療 の 精
度 を 飛 躍 的 に 向 上 さ せ る こ と が で き る た め 、 本 発 明 は 極 め て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 詳 述 す る 。 な お 、 初 め に 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 用 語 の 意 味 を
説 明 し 、 次 い で 、 本 発 明 の 各 局 面 に つ い て 述 べ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 と し て は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を
発 症 し て い る 哺 乳 動 物 個 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 哺 乳 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 実 験 用 動 物 、 家 畜 、 ペ ッ ト 等 が 挙 げ ら
れ 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 詳 細 に は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 サ ル 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ
サ ギ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ネ コ な ど が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物
は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 対 象 、 例 え ば 哺 乳 動 物 個 体 に 由 来 す る 生 体 試 料 と し て は 、 例 え ば 、 組 織 、 細 胞 、 液 体 成
分 等 が 挙 げ ら れ 、 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 組 織 と し て は 、 遺 伝 子 を 発 現 し 得 る 組 織 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 脳 、 脊 髄 、
下 垂 体 、 胃 、 膵 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 生 殖 腺 、 甲 状 腺 、 胆 の う 、 骨 髄 、 副 腎 、 皮 膚 、 筋 肉 、 肺
、 消 化 管 （ 例 、 大 腸 、 小 腸 ） 、 血 管 、 心 臓 、 胸 腺 、 脾 臓 、 顎 下 腺 、 末 梢 血 液 、 前 立 腺 、 睾
丸 、 卵 巣 、 胎 盤 、 子 宮 、 骨 、 関 節 、 骨 格 筋 、 リ ン パ 節 な ど が 挙 げ ら れ る 。 組 織 は 、 好 ま し
く は 、 末 梢 血 液 、 肝 臓 、 骨 髄 、 胸 腺 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 等 の 血 液 細 胞 が 比 較 的 多 く 含 ま れ る
組 織 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 細 胞 と し て は 、 遺 伝 子 を 発 現 し 得 る 細 胞 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 脾 細 胞 、 神 経 細 胞 、
グ リ ア 細 胞 、 膵 臓 β 細 胞 、 骨 髄 細 胞 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 表 皮 細 胞
、 上 皮 細 胞 、 杯 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 線 維 細 胞 、 筋 細 胞 、 脂 肪 細 胞
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、 血 液 細 胞 、 滑 膜 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 骨 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 乳 腺 細 胞 、 肝 細 胞 も し
く は 間 質 細 胞 、 ま た は こ れ ら 細 胞 の 前 駆 細 胞 、 幹 細 胞 も し く は 癌 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。
好 ま し く は 、 細 胞 は 血 液 細 胞 、 脾 細 胞 、 骨 髄 細 胞 、 ま た は そ れ ら の 前 駆 細 胞 も し く は 幹 細
胞 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 細 胞 は 血 液 細 胞 、 ま た は そ の 前 駆 細 胞 も し く は 幹 細 胞 で あ る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 哺 乳 動 物 の 血 液 細 胞 と は 、 哺 乳 動 物 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 （ 末 梢 血 液 中 に 見 出 さ
れ る 細 胞 ） で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ ず 、 末 梢 血 液 中 に 通 常 存 在 す る 細 胞 、 特 定 の 条 件 下 で
の み 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 他 の 組 織 由 来 の 細 胞 、 並 び に 外 来 の 細 菌 、 真 菌 、 ウ イ ル ス 、 リ
ケ ッ チ ア な ど を 包 括 的 に 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 末 梢 血 液 中 に 通 常 存 在 す る 細 胞 と は 、 健 康 ・ 疾 患 の 状 態 に か か わ ら ず 、 末 梢 血 液 中 に 見
出 さ れ る 細 胞 を い い 、 例 え ば 、 多 能 性 造 血 幹 細 胞 、 骨 髄 性 幹 細 胞 、 赤 芽 球 前 駆 細 胞 、 赤 芽
球 、 赤 血 球 、 顆 粒 球 前 駆 細 胞 、 顆 粒 球 、 単 球 前 駆 細 胞 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 前 駆 細 胞 、
骨 髄 芽 球 、 分 葉 核 球 、 巨 核 球 前 駆 細 胞 、 巨 核 球 、 血 小 板 、 リ ン パ 球 （ 例 え ば 、 リ ン パ 球 系
幹 細 胞 、 Ｔ 前 駆 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 前 駆 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 、 Ｎ
Ｋ Ｔ 細 胞 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 特 定 の 条 件 下 で の み 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 他 の 組 織 由 来 の 細 胞 と は 、 例 え ば 自 己 免 疫 性
血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 罹 患 し た 状 態 で の み 末 梢 血 液 中 に 見 出 さ れ る 細 胞 を い い 、 詳 細 に は
、 血 管 中 に 浸 潤 し た 他 の 組 織 由 来 の 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 上 述 し た 血 液 細 胞 の な か で も 、 末 梢 血 液 中 に 通 常 存 在 す る 細 胞 が 好
ま し い 。 ま た 、 上 述 し た 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 の な か で も 、 核 Ｄ Ｎ Ａ を 保 有 し 、 且 つ
内 因 性 因 子 等 の 刺 激 に 応 じ て ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 変 動 す る 細 胞 （ 本 明 細 書 中 、 「 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
発 現 細 胞 」 と 呼 ぶ 場 合 が あ る ） が 好 ま し い 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 細 胞 と し て は 、 上 述 し た 末 梢 血
液 中 に 通 常 存 在 す る 細 胞 の う ち 、 血 小 板 、 赤 血 球 な ど を 除 い た 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、
上 述 し た 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 と し て は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 細 胞 の な か で も 、 リ ン パ 球 （
例 え ば 、 リ ン パ 球 系 幹 細 胞 、 Ｔ 前 駆 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 前 駆 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 、 Ｎ Ｋ Ｔ 細 胞 ） が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 液 体 成 分 と し て は 、 遺 伝 子 の 発 現 を 確 認 し 得 る 液 体 成 分 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え
ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 精 液 、 唾 液 、 尿 、 汗 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 細 胞 に 「 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 」 と は 、 特 定 の 細 胞 で 発 現 し て お り 、 比 較 対 照
の 細 胞 で 発 現 し て い な い 遺 伝 子 の 集 合 、 又 は 特 定 の 細 胞 と 比 較 対 照 と な る 細 胞 と の 間 で 発
現 量 に 差 異 が 認 め ら れ る 遺 伝 子 の 集 合 を い う 。 従 っ て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で
あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 と し て は 、 ｉ ） 自
己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で は な い 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に は 発 現 し て い な
い が 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に は 発 現 し
て い る 遺 伝 子 の 集 合 、 ｉ ｉ ） 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で は な い 対 象 の 末 梢 血 液 中 に
存 在 す る 細 胞 と 比 較 し て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在
す る 細 胞 で 高 発 現 し て い る 遺 伝 子 の 集 合 、 ｉ ｉ ｉ ） 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で は な
い 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 と 比 較 し て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対
象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 で 低 発 現 し て い る 遺 伝 子 の 集 合 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 で は
、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現
し て い る 遺 伝 子 群 と し て は 、 上 述 の ｉ ） 、 ｉ ｉ ） が 好 ま し い 。 発 現 の 有 無 及 び 発 現 量 は 、
当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 、 例 え ば 後 述 の 方 法 Ｉ に お い て 用 い ら れ る 方 法 に よ り 、 遺 伝 子 産 物
の 発 現 量 を 測 定 す る こ と で 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 特 異 的 な 発 現 に お け る 発 現 量 の 差 異 は 、 発 現 量 に 有 意 差 が あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が
、 例 え ば 、 約 ２ 倍 以 上 、 好 ま し く は 約 ３ 倍 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ 倍 以 上 、 最 も 好 ま し
く は 約 １ ０ 倍 以 上 の 発 現 量 の 差 異 を い う 。 発 現 量 に 有 意 差 が あ る か 否 か は 、 当 該 分 野 で 周
知 の 方 法 に よ り 遺 伝 子 産 物 の 発 現 量 を 測 定 し 、 次 い で こ れ ら 発 現 量 の 差 異 を 統 計 学 的 方 法
に よ り 解 析 す る こ と で 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 比 較 対 照 と し て は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で は な い 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す
る 細 胞 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は 健 常 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る
細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現
し て い る 遺 伝 子 群 と し て は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 同 定 し た も の を 用 い る こ と が で
き る が 、 ２ 種 の 細 胞 間 で 示 差 的 に 発 現 し て い る 実 質 的 に 全 て の 遺 伝 子 を 網 羅 的 に 同 定 で き
る 点 を 考 慮 す れ ば 、 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に よ り 同 定 し た も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 は 、 異 な る 生 物 現 象 を 示 す ２ つ の 対 象 に お い て サ ブ ト ラ ク シ
ョ ン （ 差 分 化 ） を 段 階 的 に 繰 り 返 す こ と で 、 当 該 対 象 に 示 差 的 に 発 現 し て い る 実 質 的 に 全
て の 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 網 羅 的 に ク ロ ー ニ ン グ す る 、 と い う も の で あ る 。 以 下 、 段 階 的 サ
ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に つ い て 、 差 分 化 対 象 と し て 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 由 来 の
血 液 細 胞 を 、 比 較 対 照 と し て 健 常 人 由 来 の 血 液 細 胞 を 用 い た 場 合 を 例 に 挙 げ て 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 で は 、 サ ン プ ル は 、 下 記 の 通 り に 回 収 で き る 。 即 ち 、 自 己 免
疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 か ら 採 血 し 、 血 液 を フ ィ コ ー ル 溶 液 の 上 に 重 層 し 、 低 速 に て
遠 心 分 離 を 行 い 、 赤 血 球 よ り 上 部 、 血 漿 の 下 部 に お い て 白 い 帯 状 に 血 液 細 胞 （ 例 え ば リ ン
パ 球 ） を 得 る こ と が で き る 。 こ れ を 注 射 器 で 抜 き 取 り 、 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト と し た 後
、 Ｐ Ｂ Ｓ 等 の 等 張 な 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 さ ら に 遠 心 分 離 を 繰 り 返 す 。 こ れ を 次 工 程 で 細 胞 サ
ン プ ル と し て 用 い る 。 な お 、 発 現 量 の 個 体 差 を 考 慮 し て 、 １ ０ 個 体 分 程 度 の サ ン プ ル を 混
合 し て も よ い 。 ま た 、 健 常 人 由 来 の 血 液 細 胞 に つ い て も 同 様 に 用 意 す る 。 な お 、 次 工 程 以
降 の 作 業 の 質 を 維 持 す る た め に 、 そ れ ぞ れ １ ０ ６ ～ １ ０ ７ 程 度 の 細 胞 数 を 調 製 す る こ と が
望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 次 い で 、 異 な る ２ つ の 血 液 細 胞 間 で 示 差 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 各
細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 す る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 に 際 し て は 、 当 該 分 野 で 周 知 の Ｒ Ｎ Ａ 単 離
方 法 を 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ausubel, F.M.ら 編 , 1987-1993, Current Protocol
s in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. New York） 。 ま た 、 多 数 の 細 胞 サ ン
プ ル を 扱 う 場 合 に は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,843,155号 に 記 載 の 一 段 階 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 方 法 な
ど を 用 い る こ と で 、 細 胞 サ ン プ ル を 容 易 に 処 理 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 次 に 、 差 分 化 対 象 と な る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 由 来 の 血 液 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ） を 合 成 す る 。 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｆ １ ヘ ル パ ー
フ ァ ー ジ を 用 い て 単 鎖 化 す る 。 一 方 で 、 比 較 対 照 の 健 常 人 由 来 の 血 液 細 胞 か ら 調 製 し た ｍ
Ｒ Ｎ Ａ を ビ オ チ ン 化 す る 。 こ れ ら ２ 者 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 同 一 あ る い は 類 似 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 持 つ も の に つ い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 さ せ る 。 次 い で 、 ア
ビ ジ ン を 固 定 化 し た ビ ー ズ を こ れ に 混 合 し 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン を 結 合 さ せ る 。 遠 心 分 離
に よ り 、 ア ビ ジ ン が 固 定 化 さ れ た ビ ー ズ を 取 り 除 く と 、 同 時 に こ れ に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ
Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド が 除 去 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 系 中 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を
形 成 し な か っ た 単 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ 即 ち 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 由 来 の
血 液 細 胞 に 存 在 し 、 健 常 人 由 来 の 血 液 細 胞 に は 存 在 し な い ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ）
が 残 っ て い る こ と に な る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を ２ 本 鎖 化 し 、 大 腸 菌 に 導 入 し て 、 １ 次
差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 次 に 、 １ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 数 百 個 、 好 ま し く は ３ ０ ０ か ら ６ ０ ０ 個
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 無 作 為 に 抽 出 し 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 。 抽 出 さ れ た ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 中 に は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 由 来 の 血 液 細 胞 と 健 常 人 由
来 の 血 液 細 胞 と の 間 で 発 現 量 の 差 が 大 き い ク ロ ー ン が 重 複 し て 存 在 し て い る 。 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 比 較 に よ り 重 複 し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 除 い た 後 、 残 り の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
に つ い て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ 、 健 常 人 の 血 液 細
胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 由 来
の 血 液 細 胞 に 示 差 的 に 発 現 し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 特 定 し 、 １ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー を 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 次 い で 、 先 に 無 作 為 に 抽 出 し た 数 百 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン に つ い て 、 ｆ １ ヘ ル パ ー フ ァ
ー ジ を 用 い て 単 鎖 化 し 、 さ ら に ビ オ チ ン 化 す る 。 ま た 、 上 記 で 得 ら れ た １ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て も ｆ １ ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 用 い て 単 鎖 化 し て お く 。 こ れ ら ２ 者 を
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 同 一 あ る い は 類 似 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ も の に つ い て 、 ２ 本 鎖
Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 さ せ る 。 つ い で 、 ア ビ ジ ン を 固 定 化 し た ビ ー ズ を こ れ に 混 合 し 、 ビ オ チ ン と
ア ビ ジ ン を 結 合 さ せ る 。 遠 心 分 離 に よ り 、 ア ビ ジ ン が 固 定 化 さ れ た ビ ー ズ を 取 り 除 く と 、
ビ ー ズ に 結 合 し た ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 同 時 に 除 去 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 系 中 に は 、 ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ を 形 成 し な か っ た 単 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ 即 ち 、 １ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 存
在 し 、 先 に 無 作 為 に 抽 出 し た 数 百 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン に 含 ま れ な か っ た 単 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン ） が 残 っ て い る こ と に な る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を ２ 本 鎖 化 し 、 大 腸 菌 に 導 入 し
て 、 ２ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の ２ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 、 数 百 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 無 作 為 に
抽 出 し 、 １ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 と 同 様 に 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
患 者 由 来 の 血 液 細 胞 に 示 差 的 に 発 現 し て い る ク ロ ー ン を 特 定 す る 。 こ の 場 合 、 新 た に 同 定
さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 数 は 、 １ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 解 析 し て 得 ら れ た ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ク ロ ー ン 数 と 比 し て 減 少 し て い る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ２ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 、 １ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 場
合 と 同 様 に 、 無 作 為 に 抽 出 し た 数 百 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を サ ブ ト ラ ク シ ョ ン す る こ と に
よ り 、 ３ 次 差 分 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 、 数 百 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 無 作 為 に 抽 出 し 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
患 者 由 来 の 血 液 細 胞 に 示 差 的 に 発 現 し て い る ク ロ ー ン を 上 述 と 同 様 に し て 特 定 す る 。 新 た
に 同 定 さ れ る ク ロ ー ン が 数 個 に な る ま で 、 こ れ ら の 操 作 を 繰 り 返 せ ば 、 自 己 免 疫 性 血 小 板
減 少 性 紫 斑 病 患 者 由 来 の 血 液 細 胞 に 示 差 的 に 発 現 し て い る ク ロ ー ン を 網 羅 的 に 同 定 で き る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 な お 、 最 初 の ０ 次 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 際 に 用 い る ベ ク タ ー は 特 に 限 定 さ れ な い が 、
段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に お い て は １ 本 鎖 化 が 必 要 な た め 、 ｆ １ フ ァ ー ジ 由 来 の １ 本 鎖
化 シ グ ナ ル を 有 し て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン か ら タ ン パ ク 質 を 発 現
さ せ る た め 、 当 該 ベ ク タ ー は 、 選 ば れ る 宿 主 細 胞 に 適 切 な 発 現 調 節 配 列 を 有 す る こ と が 好
ま し い 。 こ の よ う な 発 現 調 節 配 列 と し て は 、 宿 主 細 胞 と し て 大 腸 菌 を 用 い る 場 合 に は ｌ ａ
ｃ 、 ｔ ａ ｑ な ど の プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ 、 宿 主 細 胞 と し て 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 を 用 い る
場 合 に は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ｈ Ｃ Ｍ Ｖ 前 初 期 遺 伝 子 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス の 初
期 又 は 後 期 プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 の 詳 細 に つ い て
は 、 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ３ な ど の 文 献 や 下 記 実 験 例 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現
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し て い る 遺 伝 子 群 と し て は 、 例 え ば 、 対 象 と し て 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 を 、
比 較 対 照 と し て 健 常 人 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 を 、 遺 伝 子 群 の 同 定 方 法 と し て 上 述 の
段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 お よ び Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 用 い る 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た 下 記 の 表
１ に 示 さ れ る 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ を 用 い る こ と が で き る 。
　 以 下 、 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ を Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 と 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ
遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る い ず れ か 不 特 定 の 遺 伝 子 を Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 と 呼 ぶ 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ の 各 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 表 １ に 示 さ れ る
Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 、 或 い は 当 該 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 で 特 定 さ れ る 各 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 相 当 す る 遺 伝 子 を い う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 に お い て 、 上 述 の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録
番 号 で 特 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る 遺 伝 子
も 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 に 含 ま れ る と み な さ れ る 。 実 質 的 に 同 一 と は 、 例 え ば 、
相 同 性 計 算 ア ル ゴ リ ズ ム NCBI BLAST（ National Center for Biotechnology Information 
Basic Local Alignment Search Tool） を 用 い 、 以 下 の 条 件 （ 期 待 値 =10； ギ ャ ッ プ を 許 す
； フ ィ ル タ リ ン グ =ON； マ ッ チ ス コ ア =1； ミ ス マ ッ チ ス コ ア =-3） に て 検 索 を し た 場 合 、 上
述 の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 で 特 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 約 ８ ５ ％ 以 上 、 好 ま し く は
約 ９ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 ９ ８ ％ 以 上 、 最 も
好 ま し く は 約 ９ ９ ％ 以 上 の 同 一 性 を 意 味 す る 。 な お 、 同 一 性 の 決 定 の 際 、 長 さ の 異 な る ２
つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 比 較 す る と 、 そ の ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 が 低 く 評 価
さ れ る が 、 本 発 明 で は こ の よ う な 比 較 は 意 図 さ れ な い 。 本 発 明 が 意 図 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 比 較 は 、 比 較 さ れ る べ き ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 内 、 よ り 短 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
長 さ を 合 わ せ て 比 較 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 に お い て 、 上 述 の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 で 特 定 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 等 の 遺 伝 子 バ ン ク に 照 合 す る こ と で 、 ヒ ト 以 外 の
哺 乳 動 物 の オ ル ソ ロ グ 遺 伝 子 を 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 当 該 オ ル ソ ロ グ 遺 伝 子 も 、 Ｉ Ｔ Ｕ
Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 に お い て 、 上 述 の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 で 特 定 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 等 に 基 づ い て 、 当 業 者 は 各 遺 伝 子 の 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 等 ） を 明 ら か に で き る 。 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 た と え ば ｉ ｎ 　 ｓ
ｉ ｌ ｉ ｃ ｏ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 取 得 で き る 。 例 え ば 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 集 積 さ れ て い
る 膨 大 な Ｅ Ｓ Ｔ 情 報 を 対 象 と し て 、 上 述 の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 で 特 定 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 （ ク エ リ ー 配 列 ） を 照 合 す る 。 照 合 の 結 果 に 基 づ い て 、 ク エ リ ー 配 列 と 一 定 の 長
さ に 渡 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 一 致 す る 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 情 報 を 取 得 す る 。 得 ら れ た ほ か の Ｅ Ｓ
Ｔ 情 報 を 新 た な ク エ リ ー 配 列 と し て 、 更 に 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 情 報 の 取 得 を 繰 り 返 す 。 こ の 操 作 の
繰 り 返 し に よ っ て 、 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 共 有 す る 複 数 の Ｅ Ｓ Ｔ の セ ッ ト を 得 る こ
と が で き る 。 Ｅ Ｓ Ｔ の セ ッ ト は ク ラ ス タ ー と 呼 ば れ る 。 ク ラ ス タ ー を 構 成 す る Ｅ Ｓ Ｔ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 重 ね 合 わ せ て 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 統 合 す る こ と に よ り 、 目 的 と す
る 遺 伝 子 の 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 明 ら か に で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 更 に 当 業 者 は 、 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｌ ｉ ｃ ｏ ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 基 づ い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン で き る 。 こ の プ ラ イ マ ー を 使 っ た Ｒ Ｔ － Ｐ
Ｃ Ｒ に よ っ て 、 設 計 ど お り の 長 さ を 有 す る 遺 伝 子 断 片 が 増 幅 さ れ る こ と を 確 認 す れ ば 、 決
定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 遺 伝 子 が 実 際 に 存 在 す る こ と を 裏 付 け る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 あ る い は 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 、 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｌ ｉ ｃ ｏ ク ロ ー ニ ン グ の 結 果 を
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評 価 す る こ と も で き る 。 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 に 基 づ い て デ ザ イ ン さ れ た プ ロ
ー ブ を 使 っ て ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 う 。 そ の 結 果 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 と 一 致
す る バ ン ド が 検 出 で き れ ば 、 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 の 存 在 を 確 認 で
き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｌ ｉ ｃ ｏ ク ロ ー ニ ン グ の 他 、 実 験 的 に 目 的 と す る 遺 伝 子 の 全 長 を 単 離 す る こ
と も で き る 。 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 、 当 該 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 未 知 の
部 分 を 取 得 し 、 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 方 法 は 公 知 で あ る 。 た と え ば 、 上 述 の Ｇ
ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号 で 特 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 を プ ロ ー ブ と し て ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 よ り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 明 ら か
に で き る 場 合 が あ る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー と し て 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 多 く 含 む ラ イ ブ ラ リ
ー を 用 い れ ば 、 容 易 に 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 で き る 。 た と え ば 、 オ リ ゴ キ ャ ッ プ 法
の 原 理 に 基 づ い て 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 多 く 含 む と さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 更 に 、 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 未 知 の
領 域 を 合 成 す る た め の 手 法 が 公 知 で あ る 。 た と え ば Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 は 、 未 知 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 遺 伝 子 の 単 離 の た め の 代 表 的 な 手 法 で あ る 。 Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 に お い て は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 末
端 に 人 為 的 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー が 連 結 さ れ る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ
ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 予 め わ か っ て い る 。 し た が っ て 、 上 述 の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 登 録 番 号
で 特 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 等 と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド リ ン カ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情
報 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン で き る 。 こ う し て デ ザ イ ン さ れ た プ ラ イ
マ ー を 使 っ た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 未 知 の 領 域 が 特 異 的 に 合 成 さ れ 、 各 遺
伝 子 の 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 遺 伝 子 産 物 と は 、 転 写 産 物 及 び 翻 訳 産 物 を 包 括 的 に 意 味 す る も の で あ る 。 転 写 産 物 と は
、 遺 伝 子 か ら 、 転 写 の 過 程 を 経 て 生 じ る Ｒ Ｎ Ａ を い う が 、 好 ま し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 未 成 熟 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 、 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 等 ） を い い 、 よ り 好 ま し く は 、 未 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ よ り 転 写 ・ プ ロ セ シ
ン グ の 過 程 を 経 て 生 じ る 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を い う 。 翻 訳 産 物 と は 、 遺 伝 子 か ら 転 写 ・ 翻 訳 の 過
程 を 経 て 生 じ る タ ン パ ク 質 （ ポ リ ペ プ チ ド ） を い う 。 翻 訳 産 物 は 、 未 修 飾 で あ っ て も 翻 訳
後 修 飾 さ れ て い て も よ い 。 翻 訳 後 修 飾 と し て は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 、 糖 ま た は 糖 鎖 、 リ ン 脂
質 、 脂 質 、 ヌ ク レ オ チ ド 等 に よ る 修 飾 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 変 異 と は 、 特 定 の 遺 伝 子 又 は 当 該 遺 伝 子 を 含 む 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド が 一
定 の 頻 度 で 修 飾 さ れ て お り （ 例 え ば 、 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 反 復 、 逆 位 、 転 座 な ど ） 、 且 つ
当 該 修 飾 が 、 体 細 胞 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 修 飾 等 の 後 発 的 な 原 因 に よ る も の を い う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 多 型 と は 、 あ る 集 団 に お い て 、 特 定 の 遺 伝 子 又 は 当 該 遺 伝 子 を 含 む 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 特 定
の ヌ ク レ オ チ ド が 一 定 の 頻 度 で 修 飾 さ れ て お り （ 例 え ば 、 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 反 復 、 逆 位
、 転 座 な ど ） 、 且 つ 当 該 修 飾 が 、 生 殖 系 列 細 胞 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 修 飾 等 の 先 天 的 な 原 因 （
例 え ば 、 人 種 差 、 家 系 等 の 遺 伝 的 要 素 ） に よ る も の を い う 。
　 以 下 、 本 発 明 の 各 局 面 に つ い て 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
１ ． 核 酸 分 子 又 は そ の 群
　 本 発 明 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
若 し く は そ の 部 分 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 又 は そ の 群 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 群 に 含 ま れ る 核 酸 分 子 の 数 （ 即 ち 、 核 酸 分 子 の 種 類 の 数 ） は 、 特 に
限 定 さ れ な い が 、 上 記 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る 、 通 常
２ 以 上 、 好 ま し く は ５ 以 上 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ２ ０ 以 上 、 更 に よ
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り 好 ま し く は ３ ０ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ４ ０ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ４ ４ （ 即 ち 、 自
己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 発 現 し て い る 実 質
的 に 全 て ） の 遺 伝 子 の 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は そ の 部 分 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 配 列 を
そ れ ぞ れ 有 す る 核 酸 分 子 を 含 む 。 ま た 、 別 の 観 点 で は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 群 は 、 表 １ の
「 配 列 の 説 明 」 に お い て 「 未 同 定 」 と 記 載 さ れ て い る 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 群 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 核 酸 分 子 の 群 と は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の 集 合 を 意 味 し 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 一 度 に そ の 用 に 供 で き る 状 態 で あ る も の 、 例 え ば 、 単 一 又 は 複 数 の 固 相 上 に 各 核 酸 分
子 が 固 定 さ れ て い る も の 、 単 一 又 は 複 数 の 液 相 中 に 各 核 酸 分 子 が 溶 解 し て い る も の な ど で
あ り 得 る 。 例 え ば 、 核 酸 分 子 の 群 は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の よ う な プ レ ー
ト 上 に 各 核 酸 分 子 が 個 別 に 分 注 さ れ た 状 態 で 群 と な っ て い る も の で も よ い 。 核 酸 分 子 の 群
に お け る 各 核 酸 分 子 は １ 本 鎖 で あ っ て も 、 ２ 本 鎖 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 と は 、 遺 伝 子 が コ ー ド さ れ る 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、
又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 特 に 限 定 さ れ な い 。
　 各 遺 伝 子 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 構 造 遺 伝 子 と そ の 発 現 を 調 節 し て い る 調 節 遺 伝 子
か ら な り 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は 各 遺 伝 子 の 構 造 遺 伝 子 で あ る 。
　 上 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 未 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま
し く は 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 群 に お け る 核 酸 分 子 が 上 記 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 配 列 を
有 す る 場 合 、 当 該 部 分 配 列 の 長 さ は 特 に 限 定 さ れ ず 、 核 酸 分 子 の 用 い ら れ る 目 的 等 に 応 じ
て 適 宜 選 択 で き る が 、 例 え ば １ ５ ｂ ｐ 以 上 に 設 定 さ れ る 。 核 酸 分 子 の 用 い ら れ る 目 的 と し
て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 プ ロ ー ブ と し て の 使 用 、 プ ラ イ マ ー と し て の 使 用 、 各 遺 伝 子
産 物 の 発 現 等 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 プ ロ ー ブ と は 、 標 的 核 酸 分 子 （ 例 え ば Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 染 色 体 Ｄ
Ｎ Ａ 等 ） に 対 す る 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 標 的 核 酸 分 子 の 検 出 の 用 に
供 さ れ る 核 酸 分 子 を い う 。 核 酸 分 子 が プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ る 場 合 、 各 核 酸 分 子 が 有 す
る 部 分 配 列 の 長 さ は 、 標 的 核 酸 分 子 の 検 出 、 或 い は 標 的 核 酸 分 子 に 対 し て 特 異 的 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 達 成 す る の に 十 分 な 長 さ で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 少 な く
と も １ ５ ｂ ｐ 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ ０ ｂ ｐ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ２ ５ ｂ ｐ 、 さ
ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ３ ０ ｂ ｐ 以 上 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 プ ラ イ マ ー と は 、 核 酸 の 合 成 反 応 に あ た り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 が 伸 長 し て 行 く 出 発 点 と
し て 働 く 核 酸 分 子 を い う 。 核 酸 分 子 が Ｐ Ｃ Ｒ 等 に お け る プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ る 場 合
、 当 該 核 酸 分 子 に 含 ま れ る 部 分 配 列 の 長 さ は 、 標 的 核 酸 分 子 の 伸 長 反 応 に 十 分 な 長 さ で あ
れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 １ ５ ～ １ ０ ０ ｂ ｐ 、 好 ま し く は １ ８ ～ ５ ０ ｂ ｐ 、 更 に 好 ま
し く は １ ８ ～ ３ ５ ｂ ｐ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 核 酸 分 子 が 各 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 目 的 と し て 用 い ら れ る 場 合 、 各 核 酸 分 子 が 有 す る 部 分
配 列 は 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 の 全 長 、 あ る い は 発 現 が 所 望 さ れ る タ
ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 の 一 部 を 含 む 様 に （ 通 常 １ ５ ｂ ｐ 以 上 、 好 ま し く は ３ ０ ｂ ｐ 以 上 、 よ
り 好 ま し く は ６ ０ ｂ ｐ 以 上 ） 設 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 核 酸 分 子 の 群 に お け る 各 核 酸 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 Ｒ Ｎ Ａ
の 場 合 は Ｄ Ｎ Ａ に お い て Ｔ （ チ ミ ジ ン ） で 記 載 さ れ て い る 塩 基 は Ｕ （ ウ リ ジ ン ） に 読 み 替
え ら れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 核 酸 分 子 の 群 に お け る 各 核 酸 分 子 は 、 上 述 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は そ の 部 分 配 列
又 は そ れ ら の 相 補 配 列 を 個 別 に 有 し て い る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 当 該 各 核 酸 分
子 は 、 ｉ ） 上 述 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は そ の 部 分 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 配 列 自 体 か
ら な る 核 酸 分 子 、 ｉ ｉ ） 上 述 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は そ の 部 分 配 列 又 は そ れ ら の 相
補 配 列 に 加 え 、 さ ら に 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 述 し た ｉ ｉ ） の 核 酸 分 子 の 一 例 と し て は 、 例 え ば 、 当 該 核 酸 分 子 が イ ン サ ー ト と し て
任 意 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 用 ベ ク タ ー 、 発 現 ベ ク タ ー な ど ） に 導 入 さ れ
た も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 の 任 意 の ベ ク タ ー と し て 発 現 ベ ク タ ー を 用 い
る 場 合 、 イ ン サ ー ト と し て の 核 酸 分 子 は 、 機 能 可 能 で あ る よ う に 発 現 調 節 エ レ メ ン ト に 連
結 さ れ て い て も よ い 。 発 現 調 節 エ レ メ ン ト と し て は 、 例 え ば 、 任 意 の プ ロ モ ー タ ー を 挙 げ
る こ と が で き 、 例 え ば 大 腸 菌 に お け る 発 現 が 意 図 さ れ た 場 合 、 ｌ ａ ｃ 、 ｔ ａ ｑ な ど の プ ロ
モ ー タ ー が 好 適 に 用 い ら れ 、 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 に お け る 発 現 が 意 図 さ れ た 場 合 、 Ｃ Ａ Ｇ
プ ロ モ ー タ ー 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 又 は
後 期 プ ロ モ ー タ ー な ど の プ ロ モ ー タ ー が 好 適 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 核 酸 分 子 の 群 に お け る 各 核 酸 分 子 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 作 製 で き る 。 例 え ば
、 約 １ ０ ０ ｂ ｐ 以 下 の 大 き さ の 核 酸 分 子 で あ れ ば 有 機 化 学 的 方 法 に よ り 作 製 で き る 。 ま た
、 核 酸 分 子 の サ イ ズ が 大 き い 場 合 に は 、 生 物 学 的 方 法 （ 細 胞 系 、 無 細 胞 系 を 含 む ） に よ り
作 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 詳 細 に は 、 生 物 学 的 方 法 と し て は 、 核 酸 合 成 酵 素 を 用 い る 方
法 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｎ （ Isothermal and Chimeric primer-initiated Amplifica
tion of Nucleic acids） （ 例 え ば 国 際 公 開 第 00/56877号 パ ン フ レ ッ ト 参 照 ） 、 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ
（ Loop-mediated isothermal amplification） （ 例 え ば 国 際 公 開 第 00/28082号 パ ン フ レ ッ
ト 参 照 ） な ど ） 、 核 酸 分 子 の 群 に お け る 各 核 酸 分 子 を イ ン サ ー ト と し て 含 む 任 意 の ベ ク タ
ー （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 Ｂ Ａ Ｃ 、 Ｙ Ａ Ｃ 、 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ な ど ） を 細 菌 等 に 導 入 し 、 当
該 ベ ク タ ー を 増 幅 さ せ る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 核 酸 分 子 の 群 に お け る 各 核 酸 分 子 は 、 修 飾 さ れ て い て も よ い 。 当 該 修 飾 と し て は 、 特 に
限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 蛍 光 （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 6-カ ル ボ キ シ
-フ ル オ レ ッ セ イ ン (FAM)、 テ ト ラ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ ッ セ イ ン (TET)、 2,7-ジ メ
ト キ シ -4,5-ジ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ ッ セ イ ン (JOE)、 ヘ キ ソ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ
フ ル オ レ ッ セ イ ン (HEX)、 6-カ ル ボ キ シ -テ ト ラ メ チ ル -ロ ー ダ ミ ン (TAMRA)等 ） 標 識 、 ビ オ
チ ン 標 識 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 、 放 射 性 同 位 体 （ ３ ２ Ｐ
、 ３ Ｈ ） 標 識 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 群 は 核 酸 ア レ イ と し て 用 い ら れ る 。 核 酸 ア レ イ に
お け る 各 核 酸 分 子 は 、 ２ 本 鎖 で あ っ て も よ い が 、 １ 本 鎖 が 好 ま し い 。 ま た 、 核 酸 ア レ イ の
支 持 体 と し て は 、 当 該 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 支 持 体 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば
、 メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 ナ イ ロ ン 膜 ） 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に お け る 核 酸 ア レ イ の 形 態 と し て は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 形 態 を 用 い る こ と が で き
、 例 え ば 、 支 持 体 上 で 核 酸 が 直 接 合 成 さ れ る ア レ イ （ い わ ゆ る ア フ ィ メ ト リ ク ス 方 式 ） 、
支 持 体 上 に 核 酸 が 固 定 化 さ れ る ア レ イ （ い わ ゆ る ス タ ン フ ォ ー ド 方 式 ） 、 繊 維 型 ア レ イ 、
電 気 化 学 的 ア レ イ （ Ｅ Ｃ Ａ ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ア フ ィ メ ト リ ク ス 方 式 の ア レ イ と は 、 光 リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 及 び 固 相 法 核 酸 合 成 技 術 に
よ り シ リ コ ン 支 持 体 上 に 一 定 の 長 さ の 核 酸 プ ロ ー ブ を 搭 載 し た 核 酸 チ ッ プ を い う 。 本 ア レ
イ は 、 例 え ば 、 支 持 体 を マ ス ク と 呼 ば れ る 遮 光 板 で 覆 っ て 露 光 さ せ る と い う 工 程 を 繰 り 返
す こ と に よ っ て 、 核 酸 分 子 を 支 持 体 上 で １ 塩 基 ず つ 合 成 す る こ と に よ り 作 製 で き る 。 本 ア
レ イ は 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 高 密 度 で 固 定 で き る た め 遺 伝 子
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を 網 羅 的 に 検 出 で き る 、 核 酸 プ ロ ー ブ を 支 持 体 に 対 し 垂 直 に 固 定 で き る の で ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 高 い 、 定 量 性 や 再 現 性 に 優 れ る な ど の 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ス タ ン フ ォ ー ド 方 式 の ア レ イ と は 、 支 持 体 上 に 核 酸 プ ロ ー ブ が 共 有 結 合 に よ り 又 は 非 共
有 結 合 に よ り 貼 り 付 け ら れ て い る 核 酸 ア レ イ を い う 。 本 ア レ イ は 、 例 え ば 、 予 め 調 製 さ れ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ や 合 成 オ リ ゴ Ｄ Ｎ Ａ な ど の 核 酸 プ ロ ー ブ を 支 持 体 上 に ス ポ ッ ト す る こ と に よ っ
て 作 製 さ れ る 。 本 ア レ イ は 、 ア フ ィ メ ト リ ク ス 方 式 の ア レ イ と 比 較 し て 、 １ ス ポ ッ ト 中 に
大 量 の 未 精 製 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 等 が 含 ま れ て い る 場 合 に は ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 多 い ・
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ に く い 、 洗 浄 操 作 の 際 に 核 酸 プ ロ ー ブ が 支 持 体 上 か ら 剥 が
れ や す い た め 定 量 性 ・ 再 現 性 が 低 い な ど の 欠 点 を 有 す る も の の 、 こ れ ら の 欠 点 は 、 核 酸 プ
ロ ー ブ と し て 精 製 し た 合 成 オ リ ゴ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た り 、 核 酸 プ ロ ー ブ を 支 持 体 上 に 共 有 結 合
に よ っ て 固 定 す る こ と に よ っ て 改 善 で き る 。 一 方 、 本 ア レ イ は 、 ア フ ィ メ ト リ ク ス 方 式 の
ア レ イ と 比 較 し て 、 任 意 の 核 酸 プ ロ ー ブ を 搭 載 で き る 、 ラ ン ニ ン グ コ ス ト が 安 い な ど の 利
点 を 有 す る 。 ま た 、 ス タ ン フ ォ ー ド 方 式 の Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ は 自 作 が 容 易 と い う 利 点 も 有 す る
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 繊 維 型 ア レ イ と は 、 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 繊 維 が 集 合 し て な る ア レ イ を い う 。 本 ア レ イ は
、 例 え ば 、 中 空 繊 維 に 核 酸 プ ロ ー ブ を 染 み 込 ま せ 、 異 な る 核 酸 プ ロ ー ブ が 染 み 込 ん だ 中 空
繊 維 を 束 ね 、 こ の 中 空 繊 維 の 集 合 体 を ス ラ イ ス す る こ と に よ っ て 作 製 で き る 。 本 ア レ イ は
、 同 品 質 で 大 量 に 生 産 で き る た め 再 現 性 に 優 れ る 、 Ｄ Ｎ Ａ が 自 由 度 の あ る 構 造 で 固 定 さ れ
て お り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 が 高 い た め 高 感 度 で あ る な ど の 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 電 気 化 学 的 ア レ イ （ Ｅ Ｃ Ａ ） と は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 を 電 気 化 学 的 に 行 う
核 酸 ア レ イ を い う 。 本 ア レ イ は 、 他 の 核 酸 ア レ イ と は 異 な り 、 核 酸 を 標 識 せ ず に 、 例 え ば
、 イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 （ intercalator） を 用 い る こ と に よ っ て 核 酸 を 検 出 す る 。 検 出 方 法
と し て は 、 例 え ば 、 イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 が 挿 入 し た と き に 生 じ る 電 流 の 差 を 測 定 す る 方 法
、 電 圧 差 が 発 生 す る と 発 光 す る イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 か ら 生 じ る 発 光 を 検 出 す る 方 法 な ど が
挙 げ ら れ る 。 本 ア レ イ は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お い て 直 接 測 定 が 可 能 で あ り 感 度 や 定 量 性 に 優 れ る
、 Ｐ Ｃ Ｒ が 不 要 、 サ ン プ ル 標 識 を し な い た め ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 が 高 い な ど の
利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 核 酸 ア レ イ に よ る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の 測 定 は 、 使 用 す る 核 酸 ア レ イ の 形 態 に よ
っ て も 異 な る が 、 例 え ば 、 サ ン プ ル の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 識 し 、 次 い で こ れ を 核 酸 ア レ イ に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 標 識 は 、 直 接 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発
す る も の で も よ い し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 で も よ い
。 直 接 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 標 識 の 例 と し て は 、 蛍 光 性 物 質 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 放 射 性 同 位 元 素 な ど が 挙 げ ら れ る 。 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 物 質 に 特 異 的 に
結 合 す る 物 質 の 例 と し て は 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 抗 体 な ど が 挙 げ ら れ
る 。 標 識 の 方 法 と し て は 、 核 酸 合 成 酵 素 を 用 い て 、 サ ン プ ル の 核 酸 を 複 製 し つ つ 、 標 識 さ
れ た ヌ ク レ オ チ ド を 取 り こ ま せ る 方 法 、 化 学 反 応 で サ ン プ ル の 核 酸 に 直 接 結 合 さ せ る 方 法
な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 電 気 化 学 的 に 検 出 す る 場 合 に は 、 核 酸 の 標 識 は 必 要 と さ れ ず 、
例 え ば 、 イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 を 用 い て 電 流 の 差 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 又 は 電 圧 差 が 発
生 す る と 発 光 す る イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 か ら 生 じ る 発 光 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ
遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 当 業 者 は 、 ア ッ セ イ の 目 的 に 応 じ て 、 上 述 し た 核 酸 ア レ イ の 内 、 適 切 な 核 酸 ア レ イ を 適
宜 選 択 す る こ と が で き 、 ま た 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 、 例 え ば 、 上 述 し た よ う に 、
こ れ ら 核 酸 ア レ イ を 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 群 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る ２ 以 上 の
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遺 伝 子 を 各 々 特 異 的 に 増 幅 し 得 る プ ラ イ マ ー （ 又 は プ ラ イ マ ー セ ッ ト ） の 群 で あ り 得 る 。
プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 遺 伝 子 増 幅 の 反 応 効 率 の 観 点 か ら 、 好 ま し く
は 特 異 的 遺 伝 子 増 幅 産 物 の 大 き さ が ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ０ ～ ６ ０ ０
ｂ ｐ と な る よ う に 選 ば れ る 。 上 記 プ ラ イ マ ー （ 又 は プ ラ イ マ ー セ ッ ト ） は 、 増 幅 対 象 で あ
る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ き 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に デ ザ イ ン す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 又 は そ の 群 、 特 に 核 酸 ア レ イ は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 転 写 産 物 の 発 現
を 網 羅 的 に 解 析 す る こ と を 可 能 と し 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 な ど に 利 用 で
き る た め 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
２ ． 抗 体 又 は そ の 群
　 本 発 明 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 各 翻 訳 産 物 に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 群 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 群 に 含 ま れ る 抗 体 の 数 （ 即 ち 、 抗 体 の 種 類 の 数 ） は 、 特 に 限 定 さ れ な い
が 、 上 記 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る 、 通 常 ２ 以 上 、 例 え ば ５ 以 上 、 好 ま し く は １ ０ 以
上 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ３ ０ 以 上 、 更 に よ り 好 ま し く は ４ ０ 以 上 、
最 も 好 ま し く は ４ ４ （ 即 ち 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存
在 す る 細 胞 に 発 現 し て い る 実 質 的 に 全 て ） の 遺 伝 子 の 各 翻 訳 産 物 に そ れ ぞ れ 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 を 含 む 。 ま た 、 別 の 観 点 で は 、 本 発 明 の 抗 体 の 群 は 、 表 １ の 「 配 列 の 説 明 」 に お
い て 「 未 同 定 」 と 記 載 さ れ て い る 遺 伝 子 の 各 翻 訳 産 物 に そ れ ぞ れ 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の
群 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 体 の 群 と は 、 単 離 さ れ た 抗 体 の 集 合 を 意 味 し 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 一 度
に そ の 用 に 供 す る こ と が で き る 状 態 で あ る も の 、 例 え ば 、 単 一 又 は 複 数 の 固 相 上 に 各 抗 体
が 固 定 さ れ て い る も の 、 単 一 又 は 複 数 の 液 相 中 に 各 抗 体 が 溶 解 し て い る も の な ど で あ り 得
る 。 例 え ば 、 抗 体 の 群 は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の よ う な プ レ ー ト 上 に 各 抗
体 が 個 別 に 分 注 さ れ た 状 態 で 群 と な っ て い る も の で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 群 に お け る 各 抗 体 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 の 群 に
お け る 各 抗 体 は 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 又 は こ れ ら の エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ
グ メ ン ト で あ り 得 る 。 な お 、 本 発 明 の 抗 体 の 群 に お け る 各 抗 体 は 、 そ の 種 類 が そ れ ぞ れ 異
な っ て い て も よ い 。 ま た 、 翻 訳 産 物 の 翻 訳 後 修 飾 が そ の 機 能 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 場 合 は
、 抗 体 は 、 未 修 飾 の 翻 訳 産 物 と 修 飾 後 の 翻 訳 産 物 を 識 別 で き る も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 記 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 に お い て 、 既 知 遺 伝 子 が 含 ま れ て い て 、 当 該 既 知 遺 伝 子 の 翻 訳 産
物 に 対 す る 抗 体 の 一 部 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 市 販 さ
れ て い る 場 合 に は 、 こ れ ら 市 販 物 を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ る
い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る 。 詳 細
に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 上 記 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 又 は
そ の 部 分 ペ プ チ ド （ 長 さ は 通 常 ６ ア ミ ノ 酸 以 上 、 例 え ば ８ ア ミ ノ 酸 以 上 、 好 ま し く は １ ０
ア ミ ノ 酸 以 上 、 よ り 好 ま し く は １ ２ ア ミ ノ 酸 以 上 で あ る ） を 抗 原 と し て 、 必 要 に 応 じ て フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Freund's Adjuvant） と と も に 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ
ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ ） に 免 疫 し 、 こ の 免 疫 し た 哺 乳 動 物 （ 免 疫 感 作 動
物 ） か ら 血 清 を 回 収 す る こ と に よ り 作 製 で き る 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 免 疫
感 作 動 物 か ら 得 た 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） か ら ハ イ ブ リ ド ー マ （ 融
合 細 胞 ） を 調 製 し 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ン 化 し 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 に 用 い た 抗 原 に 対
し て 特 異 的 親 和 性 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と に よ っ て
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作 製 で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 詳 細 に は 、 例
え ば 、 可 変 領 域 が マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 の 可 変 領 域 で あ り 、 か つ 定 常 領 域 が ヒ ト イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 の 定 常 領 域 で あ る マ ウ ス ／ ヒ ト キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 の 抗 体 を
意 味 す る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 作 製 で き る （ 例 え ば 、 特 公 平 3-73
280号 公 報 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ヒ ト 型 抗 体 （ CDR-grafted抗 体 ） は 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ っ て 、 詳 細 に は 、 そ の 超 可 変 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 の 一 部 ま た は 全 部 が マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 に 由 来 す る 超 可 変 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 で あ り 、 そ の 可 変 領 域 の 枠 組 領 域 が ヒ
ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 の 可 変 領 域 の 枠 組 領 域 で あ り 、 か つ そ の 定 常 領 域 が ヒ ト イ ム ノ グ
ロ ブ リ ン 由 来 の 定 常 領 域 で あ る 抗 体 等 を 意 味 す る 。 ヒ ト 型 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法
に よ り 作 製 で き る （ 例 え ば 、 特 表 平 4-506458号 公 報 、 特 開 昭 62-296890号 公 報 を 参 照 の こ
と ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ヒ ト 抗 体 と は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 構 成 す る Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 及 び Ｈ 鎖 の 定 常 領 域 並 び に
Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 及 び Ｌ 鎖 の 定 常 領 域 を 含 む 全 て の 領 域 が ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す
る 遺 伝 子 に 由 来 す る 抗 体 を い う 。 ヒ ト 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 、 ヒ ト 抗 体 を
産 生 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 し 、 当 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 抗 原 で 免 疫 感
作 す る こ と に よ り 、 前 述 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 法 と
同 様 に し て 製 造 で き る 。 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 に つ い て
は 、 例 え ば 、 Nature Genetics, Vol.15, p.146-156, 1997; Nature Genetics,Vol.7, p.1
3-21, 1994; 特 表 平 4-504365号 公 報 ； 国 際 公 開 第 94/25585号 パ ン フ レ ッ ト ; Nature, Vol.
368, p.856-859, 1994; 及 び 特 表 平 6-500233号 公 報 等 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト と は 、 上 述 し た 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 部 分 又 は 当 該 領
域 か ら 誘 導 さ れ た 部 分 を い い 、 詳 細 に は F(ab')２ 、 Fab'、 Fab、 Fv（ variable fragment o
f antibody） 、 scFv（ single chain Fv） 、 dsFv（ disulphide stabilised Fv） 等 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 の 群 は 抗 体 ア レ イ と し て 用 い ら れ る 。 抗 体 ア レ イ の 支 持
体 と し て は 、 当 該 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 支 持 体 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 メ
ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ナ イ ロ ン 膜 ） 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 （
例 え ば 、 金 薄 膜 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 抗 体 ア レ イ に よ る 遺 伝 子 群 の 翻 訳 産 物 （ 例 え ば 、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 、 未 修 飾
の タ ン パ ク 質 ） の 測 定 は 、 使 用 す る 抗 体 ア レ イ の 形 態 に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 、 サ ン
プ ル か ら 抽 出 さ れ た 翻 訳 産 物 を 標 識 し 、 次 い で こ れ を 抗 体 ア レ イ 上 の 各 抗 体 に 反 応 さ せ る
こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 標 識 は 、 直 接 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る も の で も よ い
し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 で も よ い 。 直 接 検 出 可 能 な
シ グ ナ ル を 発 す る 標 識 の 例 と し て は 、 蛍 光 性 物 質 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 放 射 性 同
位 元 素 な ど が 挙 げ ら れ る 。 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 す る 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 の 例
と し て は 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 抗 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 標 識 の 方 法 と
し て は 、 化 学 反 応 で 翻 訳 産 物 に 直 接 結 合 さ せ る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 抗 体 ア レ イ
を 金 薄 膜 上 に 作 製 し た 場 合 に は 、 翻 訳 産 物 を 標 識 す る こ と な く 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 等 の
周 知 の 方 法 に よ り 、 翻 訳 産 物 の 抗 体 へ の 結 合 の 有 無 を 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 体 ア レ イ は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 抗 体 を 支 持 体 上 に 固 定 す る こ と に よ り
作 製 で き る 。 抗 体 を 支 持 体 上 に 固 定 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 共 有 結 合 に よ り 固 定 す る
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方 法 、 静 電 的 結 合 に よ り 固 定 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る が 、 実 験 の 再 現 性 を 考 慮 す れ ば 共 有 結
合 に よ り 固 定 す る 方 法 が 好 ま し い 。 ま た 、 支 持 体 が ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 薄 膜 な ど の
場 合 は 、 支 持 体 表 面 上 の 官 能 基 に 、 抗 体 に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 の 官 能 基 を 反 応 ・ 結 合 さ せ る
こ と に よ り 、 抗 体 を 支 持 体 上 に 固 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 群 、 特 に 抗 体 ア レ イ は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 翻 訳 産 物 の 発 現 を 網
羅 的 に 解 析 す る こ と を 可 能 と し 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 な ど に 利 用 で き る
た め 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
３ ． 発 現 量 の 測 定 に よ る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 （ 方 法 Ｉ ）
　 本 発 明 は 、 発 現 量 の 測 定 に よ る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 を 提 供 す る 。
該 検 査 方 法 は 、 対 象 か ら 採 取 さ れ た 血 液 細 胞 を 含 む 生 体 試 料 に お い て 、 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ
－ ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る こ と
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 （ 方 法 Ｉ ） に お い て 発 現 量 が 測 定 さ れ る 遺 伝 子 の 数 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、
上 記 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す れ ば よ い 。
検 査 の 精 度 を 向 上 さ せ る 目 的 で 、 上 記 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る 、 例 え ば ２ 以 上 、 好
ま し く は ５ 以 上 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ２ ０ 以 上 、 更 に よ り 好 ま し く
は ３ ０ 以 上 、 一 層 よ り 好 ま し く は ４ ０ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ４ ４ （ 即 ち 、 自 己 免 疫 性 血 小
板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 発 現 し て い る 実 質 的 に 全 て ） の
遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 詳 細 に は 、 本 方 法 （ 方 法 Ｉ ） は 、 ｉ ） 被 験 哺 乳 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 細 胞 を 含 む 生 体 試
料 に お け る 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し 、 ｉ
ｉ ） 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基 づ き 、 被 験 哺 乳 動 物 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 患 っ て
い る か 否 か を 検 査 す る こ と を 含 む 。 遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定 は 、 各 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 （ 転
写 産 物 又 は 翻 訳 産 物 ） の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 方 法 Ｉ の 工 程 ｉ ） に お い て 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の 発 現 量 を 測 定 す る 場 合 、 ま ず 生 体 試 料 よ
り 遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 調 製 す る 。 転 写 産 物 の 調 製 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 行 う
こ と が で き 、 ま た 、 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 行 っ て も よ い 。 生 体 試 料 と し て は 血 液 細 胞 、 例
え ば リ ン パ 球 を 、 転 写 産 物 と し て は 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は こ れ を 含 む 全 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 転 写 産 物 の 発 現 量 の 測 定 は 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 、
ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 核 酸 ア レ イ 等 に よ っ て 測 定 で き る
。 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 や ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に お い て は 、 「 核 酸 分 子 の 群 」 の 項 に お い て 記 載
し た プ ロ ー ブ を 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お い て は 、 「 核 酸 分 子 の 群 」 の 項 に お い て 記 載 し た プ ラ
イ マ ー を 、 核 酸 ア レ イ と し て は 「 核 酸 分 子 の 群 」 の 項 に お い て 記 載 し た 核 酸 ア レ イ を そ れ
ぞ れ 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 転 写 産 物 の 発 現 量 を 測 定 す る 場 合 に は 、 測 定 値 を 公 知 の 方 法 に よ っ て 補 正 で き る 。 補 正
に よ り 、 独 立 し た 複 数 の 生 体 試 料 に お け る 転 写 産 物 の 発 現 量 を よ り 正 確 に 比 較 す る こ と が
可 能 と な る 。 測 定 値 の 補 正 は 、 上 記 生 体 試 料 に お い て 、 発 現 レ ベ ル が 大 き く 変 動 し な い 遺
伝 子 （ 例 え ば 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 ） の 発 現 量 の 測 定 値 に 基 づ い て 、 上 記 遺 伝 子 の 発
現 量 の 測 定 値 を 補 正 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 発 現 レ ベ ル が 大 き く 変 動 し な い 遺 伝 子 の 例
と し て は 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 、 β － ア ク チ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 方 法 Ｉ の 工 程 ｉ ） に お い て 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 発 現 量 を 測 定 す る 場 合 、 ま ず 生 体 試 料 よ
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り 翻 訳 産 物 の 発 現 量 を 測 定 可 能 な サ ン プ ル を 調 製 す る 。 翻 訳 産 物 の 発 現 量 の 測 定 を Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 上 述 し た 抗 体 ア レ イ 等 の 免 疫 学 的 方 法 等 に よ り 行 う 場 合 、
通 常 、 生 体 試 料 よ り 液 体 サ ン プ ル を 調 製 す る 。 例 え ば 、 生 体 試 料 が 組 織 や 細 胞 の 場 合 、 こ
れ ら を 機 械 的 に 破 砕 し た り 、 可 溶 化 剤 で 処 理 す る こ と 等 に よ り 可 溶 化 物 を 調 製 す る 。 翻 訳
産 物 の 発 現 量 の 測 定 を 免 疫 学 的 方 法 に よ り 行 う 場 合 は 、 組 織 や 細 胞 等 の 生 体 試 料 は 適 宜 固
定 等 の 処 理 に 付 さ れ 、 抗 体 等 に よ り 染 色 さ れ る 。 生 体 試 料 と し て は 血 液 細 胞 、 例 え ば リ ン
パ 球 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う に 、 免 疫 学 的 方 法 に よ り Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ の 翻 訳 産 物 の 発
現 量 を 測 定 す る 場 合 に お い て は 、 抗 体 と し て 「 抗 体 の 群 」 の 項 に 記 載 し た Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子
の 翻 訳 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ま た 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 発 現 量 は 、 生 体 試 料 中 の Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物
の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 「 翻 訳 産 物 の 活 性 」 と は 、 当 該 翻 訳 産 物 が 備 え る 生 物 学 的 な 活 性 を い う 。 翻 訳 産 物 の 活
性 を 測 定 す る た め の 一 般 的 な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ 活 性 (Park SYら  J. Biol. 
Chem. 275, 19768-19777 (2000))、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 （ Meng, L, et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 96, p. 10403-10408 (1999)） 、 細 胞 増 殖 調 節 活 性 （ Macleod, R. J. et 
al., Proc. Natl. Acad. Sei. U S A, 88, p. 552-556 (1991)） 、 タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用
（ 岡 田 雅 人 ら 編 集 、 「 タ ン パ ク 実 験 の 進 め か た 」 、 羊 土 社 、 p. 172 (2001)） 、 抗 原 提 示
活 性 （ Oosterwegel MA et al., J Immunol., 163, p. 2634-2639 (1999)） 、 ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 （ 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ １ ９ ０ ２ ３ 号 公 報 ） 、 ケ モ カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー (Zho
u N et al., J. Biol. Chem., 276, p. 42826-42833, (2001)） 、 サ イ ト カ イ ン 、 サ イ ト
カ イ ン レ セ プ タ ー (Piek E et al., J. Biol. Chem., 276, p. 19945-19953 (2001))、 転
写 因 子 (Zhao F et al., J. Biol. Chem., 276, p. 40755-40760 (2001))、 細 胞 接 着 因 子 (
Fujiwara H et al., J. Biol. Chem., 276, p. 17550-17558 (2001))、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク
ス 蛋 白 質 (Miyazaki K et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 90, p. 11767 (1993))
、 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (Aoyama K et al., J. Biol. Chem., 276, p. 27575-27583 (2001))
、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル (Hamill, O. P. et al., Pfluegers Arch., 391, p. 85-100 (1981))
等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 上 記 の 翻 訳 産 物 の 発 現 量 の 測 定 は 、 例 え ば 上 述 の 方 法 等 の 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 で 行 う
こ と が で き る が 、 特 に こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 方 法 Ｉ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基 づ き 、 哺 乳 動 物 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減
少 性 紫 斑 病 を 患 っ て い る か 否 か が 検 査 さ れ る 。 例 え ば 、 測 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 健
常 哺 乳 動 物 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 当 該 遺 伝 子 の 発 現 量 と 比 較 し て 、 有 意 に 発 現 量
が 高 い 場 合 に 、 測 定 対 象 の 哺 乳 動 物 は 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 患 っ て い る 可 能 性
が 高 い と 判 断 さ れ る 。 発 現 量 の 上 昇 が 有 意 で あ る 限 り 、 発 現 量 の 上 昇 の 程 度 は 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 測 定 さ れ た 発 現 量 が 、 例 え ば 約 ２ 倍 以 上 、 好 ま し く は 約 ３ 倍 以 上 、 よ り 好 ま し
く は 約 ５ 倍 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ０ 倍 以 上 、 健 常 哺 乳 動 物 に お け る 発 現 量 と 比 較 し て
高 い 場 合 に 、 測 定 対 象 の 哺 乳 動 物 は 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 患 っ て い る 可 能 性 が
あ る と 判 断 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 あ る い は 、 予 め 蓄 積 さ れ て い た 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 又 は 病 態 と 、 Ｉ Ｔ
Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 と の 相 関 デ ー タ と 照 合 し 、 単 独 又 は 複 数 の Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 絶 対 的 又
は 相 対 的 な 発 現 量 の 有 意 差 な ど に 基 づ い て 哺 乳 動 物 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 患
っ て い る か 否 か を 評 価 し て も よ い 。 例 え ば 、 予 め 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で な い 対
象 に お け る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で な い 対 象
に お け る 標 準 値 を 設 定 す る 。 こ の 標 準 値 を も と に 、 例 え ば ± ２ Ｓ ． Ｄ ． の 範 囲 が 許 容 範 囲
と さ れ る 。 遺 伝 子 発 現 量 の 測 定 値 に 基 づ い て 、 標 準 値 や 許 容 範 囲 を 設 定 す る 手 法 は 公 知 で
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あ る 。 標 準 値 を 設 定 し た 後 に は 、 被 験 哺 乳 動 物 か ら 採 取 さ れ た 生 体 試 料 に お け る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ
遺 伝 子 の 発 現 量 の み を 測 定 し 、 予 め 設 定 さ れ た 標 準 値 と の 比 較 に 基 づ い て 、 自 己 免 疫 性 血
小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 患 っ て い る か 否 か を 評 価 で き る 。 ま た 、 予 め 蓄 積 さ れ て い た 発 現 量 デ
ー タ と し て は 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 に 関 す る 既 存 の 如 何 な る
発 現 量 デ ー タ を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 後 述 の 本 発 明 の 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ ） で 提 供 さ
れ る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ま た 、 方 法 Ｉ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基 づ き 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性
紫 斑 病 が 改 善 に 向 か っ て い る か 否 か を 検 査 す る こ と も で き る 。 即 ち 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少
性 紫 斑 病 に 対 す る 治 療 効 果 の 判 定 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
で あ る と 診 断 さ れ た 患 者 に お い て 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 の 発
現 量 の 上 昇 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 が 更 に 進 行 し て い る 可 能 性 が 高 い と 判 断 さ
れ る 。 逆 に 当 該 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 が 改 善 に 向 か っ て
い る 可 能 性 が 高 い と 判 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 更 に 、 方 法 Ｉ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 測 定 さ れ た 発 現 量 の 違 い に 基 づ き 、 自 己 免 疫 性 血 小 板
減 少 性 紫 斑 病 の 重 症 度 を 検 査 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 の 上 昇 の
程 度 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 重 症 度 と 正 に 相 関 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 方 法 （ 方 法 Ｉ ） は 、 哺 乳 動 物 に お い て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 患 っ て い る
可 能 性 、 疾 患 の 改 善 の 程 度 、 疾 患 の 重 症 度 等 を 簡 便 か つ 高 い 精 度 で 判 定 し 得 る の で 極 め て
有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 方 法 （ 方 法 Ｉ ） を 行 い 得 る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 用 試
薬 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 検 査 用 試 薬 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺
伝 子 の 測 定 用 物 質 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 測 定 用 物 質 は
、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 各 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は そ
の 部 分 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 配 列 を そ れ ぞ れ 有 す る 核 酸 分 子 で あ り 得 る 。 当 該 検 査 用 試 薬
を プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー 、 核 酸 ア レ イ 等 と し て 用 い て 、 上 記 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の 発 現 量 を
測 定 す る こ と 等 に よ り 、 方 法 （ Ｉ ） を 簡 便 に 実 施 で き る 。 当 該 「 核 酸 分 子 」 、 「 核 酸 分 子
の 群 」 、 「 プ ロ ー ブ 」 、 「 プ ラ イ マ ー 」 、 「 核 酸 ア レ イ 」 等 は 、 上 述 の 「 核 酸 分 子 の 群 」
の 項 で 述 べ た も の と 同 様 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 測 定 用 物 質
は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 各 翻 訳 産 物 に そ れ ぞ れ 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 で あ り 得 る 。 当 該 検 査 用 試 薬 を 用 い て 、 上 記 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 発 現 量 を
測 定 す る こ と に よ り 、 方 法 （ Ｉ ） を 簡 便 に 実 施 で き る 。 当 該 「 抗 体 」 、 「 抗 体 の 群 」 は 、
上 述 の 「 抗 体 の 群 」 の 項 で 述 べ た も の と 同 様 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 検 査 用 試 薬 は ま た 、 上 述 の 核 酸 分 子 や 抗 体 の 他 に 、 検 査 や 保 存 に 必 要 な 付 加 的
な 要 素 と 組 合 せ て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 用 キ ッ ト と す る こ と も で き る 。
キ ッ ト を 構 成 で き る 付 加 的 な 要 素 と し て は 、 試 薬 や 生 体 試 料 を 希 釈 す る た め の 緩 衝 液 、 陽
性 対 照 、 陰 性 対 照 、 反 応 容 器 、 検 査 プ ロ ト コ ー ル を 記 載 し た 指 示 書 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減
少 性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 要 素 は 必 要 に 応 じ て 予 め 混 合 し
て お く こ と も で き る 。 ま た 、 必 要 に 応 じ て 保 存 剤 や 防 腐 剤 を 各 要 素 に 加 え る こ と も で き る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
４ ． 変 異 及 び ／ 又 は 多 型 の 検 出 に よ る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法 （ 方 法 Ｉ
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Ｉ ）
　 本 発 明 は 、 変 異 及 び ／ 又 は 多 型 の 検 出 に よ る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 方 法
を 提 供 す る 。 該 検 査 方 法 は 、 対 象 か ら 採 取 さ れ た 生 体 試 料 に お い て 、 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ －
０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 変 異 及 び ／ 又 は 多 型 を 検
出 す る こ と を 含 む 。 本 方 法 で 検 出 さ れ る 変 異 及 び ／ 又 は 多 型 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 機 能 （
例 え ば 当 該 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 活 性 ） に 影 響 を 与 え る も の で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 詳 細 に は 、 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ ） は 、 ｉ ） 被 験 哺 乳 動 物 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 か ら 、 Ｉ Ｔ
Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 転 写 産 物 又 は 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 ｉ ｉ ） 当 該 遺 伝 子 の 転 写 産 物 若 し く は
染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ が 変 異 及 び ／ 又 は 多 型 を 有 す る か 否 か を 決 定 し 、 ｉ ｉ ｉ ） 決 定 さ れ た ｉ ｉ ）
の 結 果 に 基 づ き 、 被 験 哺 乳 動 物 に お け る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は
発 症 リ ス ク を 評 価 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 方 法 Ｉ Ｉ の 工 程 ｉ ） で は 、 サ ン プ ル か ら の 転 写 産 物 （ 好 ま し く は 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は こ れ
を 含 む 全 Ｒ Ｎ Ａ ） 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 行 な う こ と が
で き 、 ま た 、 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 、 転 写 産 物 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し て も よ い 。 な お 、
標 的 と す る 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト 被 験 体 の 任 意 の 生 体 試 料 を サ ン プ ル し て 用 い る こ と
が で き る が 、 入 手 の 容 易 性 を 考 慮 す れ ば 、 サ ン プ ル と し て は 、 血 液 、 毛 髪 、 つ め 、 皮 膚 、
粘 膜 が 好 ま し い 。 ま た 、 変 異 の 解 析 と い う 観 点 か ら は 、 サ ン プ ル と し て は 、 哺 乳 動 物 、 好
ま し く は ヒ ト 被 験 体 の 末 梢 血 液 が 好 ま し く 、 血 液 細 胞 （ 例 え ば リ ン パ 球 ） が よ り 好 ま し い
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 方 法 Ｉ Ｉ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 上 述 の よ う に し て 得 ら れ た 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 又 は 転 写 産 物 に お
け る 変 異 や 多 型 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 解 析 で き る 。 当 該 方 法 と し て は 、 例 え
ば 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ （ 制 限 酵 素 切 断 断 片 長 多 型 ） 法 、 Ｐ Ｃ Ｒ － Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ （ 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 高 次 構 造
多 型 解 析 ） 法 、 Ａ Ｓ Ｏ （ Allele Specific Oligonucleotide） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法
、 ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 、 Ａ Ｒ Ｍ Ｓ （ Amplification Refracting Mutation System）
法 、 変 性 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis） 法 、 Ｒ Ｎ
ａ ｓ ｅ Ａ 切 断 法 、 化 学 切 断 法 、 Ｄ Ｏ Ｌ （ Dye-labeled Oligonucleotide Ligation） 法 、 Ｔ
ａ ｑ Ｍ ａ ｎ  Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 イ ン ベ ー ダ ー 法 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ／ Ｍ Ｓ （ Matrix Assisted L
aser Desorption-time of Flight/Mass Spectrometry） 法 、 Ｔ Ｄ Ｉ （ Template-directed 
Dye-terminator Incorporation） 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 方 法 Ｉ Ｉ の 工 程 ｉ ｉ ｉ ） で は 、 上 述 し た 工 程 ｉ ｉ ） の 結 果 に 基 づ き 、 被 験 哺 乳 動 物 に お
け る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 発 症 リ ス ク が 評 価 さ れ る 。 工 程 ｉ ｉ
） で 決 定 さ れ た 変 異 や 多 型 は 、 好 ま し く は 、 予 め 蓄 積 さ れ て い た 変 異 や 多 型 の デ ー タ と 照
合 さ れ 、 単 独 又 は 複 数 の 変 異 や 多 型 を 総 合 的 に 考 慮 す る こ と で 哺 乳 動 物 に お け る 自 己 免 疫
性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 疾 患 の 発 症 リ ス ク が 評 価 さ れ る 。 予 め 蓄 積 さ れ て
い た 変 異 や 多 型 の デ ー タ と し て は 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 各 遺 伝 子 に 関
す る 既 存 の 如 何 な る 変 異 や 多 型 の デ ー タ を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 （ 方
法 Ｉ Ｉ Ｉ ） で 提 供 さ れ る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ を 用 い て も よ
い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ ） は 、 哺 乳 動 物 に お い て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 又 は
発 症 リ ス ク を 簡 便 か つ 高 い 精 度 で 判 定 し 得 る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 本 方 法 に よ っ て 、 自 己 免
疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 発 症 リ ス ク が 高 い こ と が 判 明 し た 被 験 体 に 対 し て は 、 そ の 旨 を
告 知 し 、 当 該 疾 患 を 予 防 す る た め の 対 策 （ 例 え ば 、 生 活 習 慣 の 改 善 ） を 講 じ る こ と が で き
る の で 、 本 発 明 は 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 す る た め の 検 査 方 法 と し て 極 め て
有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ ） を 行 い 得 る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 用
キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 検 査 用 キ ッ ト は 、 構 成 成 分 と し て 、 方 法 Ｉ Ｉ で 用 い ら れ 得 る 種 々 の
試 薬 （ 例 え ば 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 調 製 試 薬 、 転 写 産 物 調 製 試 薬 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 変 異 ・ 多 型
測 定 用 物 質 （ 例 え ば 、 ３ ’ 端 に 変 異 ・ 多 型 部 分 を 含 む プ ラ イ マ ー 、 Ａ Ｓ Ｏ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 可 能 と す る プ ロ ー ブ 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ を 可 能 と す る 制 限 酵 素 ） 、 試 薬 や 生 体 試 料 を 希
釈 す る た め の 緩 衝 液 、 陽 性 対 照 、 陰 性 対 照 、 反 応 容 器 、 検 査 プ ロ ト コ ー ル を 記 載 し た 指 示
書 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 で あ る 変 異 ・ 多 型 に 関 す る デ ー タ な ど ）
を 含 む 。 こ れ ら の 要 素 は 必 要 に 応 じ て 予 め 混 合 し て お く こ と も で き る 。 ま た 、 必 要 に 応 じ
て 保 存 剤 や 防 腐 剤 を 各 要 素 に 加 え る こ と も で き る 。 本 検 査 用 キ ッ ト は 、 方 法 Ｉ Ｉ を 簡 便 に
実 施 す る こ と を 可 能 と す る た め 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
５ ． 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ の 作 成 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ ）
　 本 発 明 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 、 自 己 免 疫 性
血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 と の 相 関 を 見 出 す こ と を 含 む 、 検 査 基 準 用 デ
ー タ の 作 成 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 詳 細 に は 、 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ ） は 、 ｉ ） 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の
末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は
２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 、 並 び に ／ 又 は 当 該 遺 伝 子 の 変 異 及 び ／ 若 し く は 多 型 に つ い て 、
自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 と の 相 関 を 見 出 し 、 ｉ ｉ ） 当 該 相
関 を 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ と し て 取 得 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ １ １ 】
　 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ の 工 程 ｉ ） に お け る 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 、 並 び に ／ 又 は 当 該 遺 伝 子 の
変 異 及 び ／ 又 は 多 型 と 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 と の 相 関 の
解 析 で は 、 解 析 の 対 象 と な る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 数 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群
か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 の 絶 対 的 及 び ／ 又 は 相 対 的 な 発 現 量 に 基 づ け ば よ い
。 し か し 、 遺 伝 子 の 種 類 に よ っ て は そ の 発 現 量 の 絶 対 値 は 個 人 差 や 生 活 習 慣 な ど に よ り 影
響 を 受 け や す い も の も あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 遺 伝 子 の 種 類 や 、 変 異 、 多 型 の 種 類 に よ
っ て は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 や 病 態 に 何 ら 影 響 を 及 ぼ さ な い も の も あ り
得 る と 考 え ら れ る た め 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る 複 数 の 遺 伝 子 、 例 え
ば ２ 以 上 、 好 ま し く は ５ 以 上 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ２ ０ 以 上 、 更 に
よ り 好 ま し く は ３ ０ 以 上 、 一 層 よ り 好 ま し く は ４ ０ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ４ ４ （ 即 ち 、 自
己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 発 現 し て い る 実 質
的 に 全 て ） の 遺 伝 子 の 絶 対 的 及 び ／ 又 は 相 対 的 な 発 現 量 、 変 異 、 多 型 等 を 測 定 し 、 総 合 的
に 考 慮 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 詳 細 に は 、 初 め に 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 哺 乳 動 物 及 び 健 常 哺 乳 動 物 か
ら 生 体 試 料 （ 例 え ば 、 血 液 細 胞 、 毛 髪 、 つ め 、 皮 膚 、 粘 膜 、 好 ま し く は 血 液 細 胞 （ 例 え ば
リ ン パ 球 ） ） を 採 取 し 、 当 該 試 料 を 適 宜 処 理 し た 上 で 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 及 び ／ 又
は 当 該 遺 伝 子 群 の 変 異 や 多 型 に つ い て 網 羅 的 に 解 析 す る 。 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定
及 び 変 異 や 多 型 の 検 出 は 、 上 記 本 発 明 の 方 法 （ 方 法 Ｉ 及 び 方 法 Ｉ Ｉ ） に お い て 用 い ら れ た
方 法 と 同 様 に し て 行 な わ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 次 い で 、 測 定 さ れ た Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 や 変 異 、 多 型 と 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性
紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 と の 相 関 （ 例 え ば Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 と 自 己 免 疫 性 血
小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 と の 相 関 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 変 異 及 び ／ 若 し く
は 多 型 の 種 類 、 頻 度 等 と 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び ／ 又 は 進 行 度 と の 相 関
、 並 び に こ れ ら の 相 関 の 組 合 わ せ ） を 解 析 す る 。 当 該 相 関 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ
り 数 学 的 に 解 析 す る こ と で 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
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　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る
細 胞 に 発 現 し て い る と い う 点 で 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 と 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
の 有 無 と の 間 に 有 意 な 相 関 が あ る こ と は 明 ら か で あ る が 、 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ の 工 程 ｉ ） に よ り 、
更 に 詳 細 な 相 関 を 見 出 す こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 工 程 ｉ ） に て 見 出 さ れ た 相 関 が 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少
性 紫 斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ と し て 取 得 さ れ る 。 取 得 さ れ た 検 査 基 準 用 デ ー タ は 、 記 録 媒
体 、 例 え ば 書 面 や コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 記 録 媒 体 な ど に 記 録 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ
読 み 取 り 可 能 な 記 録 媒 体 と は 、 電 子 デ ー タ を 記 録 す る こ と が で き 、 且 つ 必 要 に 応 じ て コ ン
ピ ュ ー タ が 読 み 出 す こ と が で き る 任 意 の 記 録 媒 体 を い い 、 例 え ば 、 磁 気 テ ー プ 、 磁 気 デ ィ
ス ク 、 磁 気 ド ラ ム 、 IＣ カ ー ド 、 光 読 み 取 り 式 デ ィ ス ク （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ 、 Ｄ Ｖ Ｄ ） 、 ハ ー
ド デ ィ ス ク な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ ） は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 、 変 異 、 多 型 に 基 づ き 、 自 己 免 疫 性 血
小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 有 無 及 び 進 行 度 を 評 価 し 得 る 、 よ り 精 度 の 高 い 検 査 基 準 用 デ ー タ を 提
供 し 得 る た め 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｉ Ｉ ） に よ り 作 成 さ れ う る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫
斑 病 の 検 査 基 準 用 デ ー タ を 提 供 す る 。 本 診 断 基 準 デ ー タ は 、 記 録 媒 体 な ど に 記 録 さ れ た 形
態 で 提 供 さ れ る 。 本 検 査 基 準 用 デ ー タ は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 （ 例 え ば 、 方 法 Ｉ 、 方 法
Ｉ Ｉ ） に 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 当 該 方 法 を 行 い 得 る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の
検 査 用 キ ッ ト の 構 成 要 素 と し て 用 い る こ と が で き る た め 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
６ ． 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 治 療 用 物 質 の 同 定 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ ）
　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る 物 質 の 同 定 方 法 を 提 供
す る 。 本 発 明 の 同 定 方 法 は 、 被 験 物 質 が 遺 伝 子 群 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ４ ４ か
ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る か 否 か を 評 価 す る こ と を 含 む
。 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 は 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細
胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 し て い る の で 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 又 は 活 性 を 低 下 さ せ る こ
と が で き る 物 質 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療
し 得 る 物 質 を 獲 得 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ ） に お い て 発 現 量 又 は 活 性 が 測 定 さ れ る 遺 伝 子 の 数 は 、 特 に 限
定 さ れ ず 、 上 記 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す
れ ば よ い 。 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 対 す る 治 療 効 果 が よ り 高 い 物 質 を 、 よ り 確 実
に 同 定 す る 目 的 で 、 上 記 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る 、 例 え ば ２ 以 上 、 好 ま し く は ５ 以
上 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ２ ０ 以 上 、 更 に よ り 好 ま し く は ３ ０ 以 上 、
一 層 よ り 好 ま し く は ４ ０ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ４ ４ （ 即 ち 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑
病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 発 現 し て い る 実 質 的 に 全 て ） の 遺 伝 子 の 発 現
量 又 は 活 性 を 測 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 被 験 物 質 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 当 該 被 験 物 質 と し て は 、 核 酸 分 子 、 ペ プ チ ド 系 化
合 物 、 糖 質 、 脂 質 、 低 分 子 有 機 化 合 物 、 無 機 化 合 物 、 ま た そ れ ら の 混 合 液 、 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル ケ ミ ス ト リ ー に よ り 合 成 さ れ た 化 合 物 、 天 然 物 や 合 成 品 、 動 植 物 や 菌 類 、 藻 類 、 微 生
物 か ら の 抽 出 液 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 同 定 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ ） は 、 イ ン ビ ト ロ で 行 う こ と も 、 イ ン ビ ボ で 行 う こ と も 可
能 で あ る 。 以 下 、 イ ン ビ ト ロ 、 イ ン ビ ボ そ れ ぞ れ の 方 法 に つ い て 述 べ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
６ ． １ ． イ ン ビ ト ロ で の 同 定 方 法 － １ （ 方 法 Ｉ Ｖ － １ ）
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　 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ － １ ） は 、 例 え ば 、 ｉ ） 細 胞 に 被 験 物 質 を 接 触 さ せ 、 ｉ ｉ ） Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ
遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し 、 ｉ ｉ ｉ ） 測 定 さ れ た 発 現
量 に 基 づ き 、 被 験 物 質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か を 評
価 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － １ の 工 程 ｉ ） で は 、 被 験 物 質 を 接 触 さ せ る 細 胞 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選
ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 可 能 な 細 胞 で あ り 得 る 。 該 発 現 を 測 定 可 能 な 細
胞 と し て は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 、 好 ま し く は 血 液 細 胞 （ 例 え ば リ ン パ 球 ） を 用
い る こ と が で き る 。 当 該 細 胞 は 、 健 常 な 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て も 、 自 己 免 疫 性
血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 初 代 培 養 細 胞
、 初 代 培 養 細 胞 か ら 誘 導 さ れ た 細 胞 の い ず れ で も よ い 。 初 代 培 養 細 胞 か ら 誘 導 さ れ た 細 胞
と し て は 、 例 え ば 、 増 殖 因 子 等 の 誘 導 剤 に よ り 形 質 が 改 変 さ れ た 細 胞 、 ク ロ ー ニ ン グ に よ
り 当 該 初 代 培 養 細 胞 か ら 株 化 さ れ た 細 胞 、 初 代 培 養 細 胞 に 任 意 の 遺 伝 子 を 導 入 し た 細 胞 な
ど が 挙 げ ら れ 、 ま た 、 細 胞 バ ン ク （ 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） か ら 入 手 可 能 な 細 胞 若 し く は 市 販
さ れ て い る 細 胞 を 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２
以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 が レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ） に
機 能 可 能 に 連 結 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 細 胞 の 被 験 物 質 へ の 接 触 は 、 培 養 培 地 に て 行 な わ れ る 。 培 養 培 地 と し て は 、 例 え ば 約 ５
～ 20％ の 胎 児 牛 血 清 を 含 む MEM培 地 、 DMEM培 地 、 RPMI1640培 地 、 199培 地 等 を 用 い る こ と が
で き る 。 培 地 の pHは 約 ６ ～ ８ で あ る の が 好 ま し く 、 培 養 は 通 常 約 30～ 40℃ で 約 15～ 72時 間
行 な わ れ 、 必 要 に よ り 通 気 や 撹 拌 を 行 う こ と も で き る 。 な お 、 被 験 物 質 は 、 細 胞 が 播 種 さ
れ て い な い 培 養 培 地 に 予 め 添 加 さ れ て い て も よ く 、 ま た 、 培 養 培 地 中 に 細 胞 が 播 種 さ れ た
後 に 添 加 さ れ て も よ い 。 な お 、 被 験 物 質 が 脂 溶 性 の 有 機 低 分 子 で あ る 場 合 に は 特 に 必 要 と
さ れ な い が 、 被 験 物 質 が 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 大 き な 高 分 子 、 又 は 低 分 子 で あ っ て
も 細 胞 透 過 性 が 低 い も の で あ る 場 合 に は 、 こ れ ら 被 験 物 質 を 細 胞 内 に 送 達 さ せ る た め に 当
該 分 野 で 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど を 用 い る こ
と も で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － １ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定 は 、 当 該 遺 伝 子 の 遺 伝
子 産 物 （ 即 ち 、 転 写 産 物 、 翻 訳 産 物 ） の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 行 な わ れ る 。 遺 伝
子 産 物 の 発 現 量 の 測 定 方 法 は 方 法 Ｉ に お い て 用 い ら れ た 方 法 と 同 様 に 行 う こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － １ の 工 程 ｉ ｉ ｉ ） で は 、 方 法 Ｉ Ｖ の 工 程 ｉ ｉ ） で 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基 づ き
、 被 験 物 質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か が 評 価 さ れ る 。
測 定 さ れ た 発 現 量 は 、 被 験 物 質 の 不 在 下 で 測 定 さ れ た 発 現 量 と 比 較 さ れ 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子
群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 絶 対 的 又 は 相 対 的 な 発 現 量 の 有 意 差 な ど に 基 づ い
て 評 価 さ れ る 。 被 験 物 質 の 不 在 下 で 測 定 さ れ た 発 現 量 と し て は 、 予 め 蓄 積 さ れ て い た 発 現
量 デ ー タ 、 及 び 同 時 に 測 定 し た 被 験 物 質 の 不 在 下 の 発 現 量 デ ー タ を 用 い る こ と が で き る が
、 実 験 の 精 度 ・ 再 現 性 の 観 点 か ら 、 実 験 条 件 の 詳 細 に つ い て は 極 力 一 致 さ せ る こ と が 望 ま
し い の で 、 同 時 に 測 定 し た 被 験 物 質 の 不 在 下 の 発 現 量 デ ー タ を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 比 較 の 結 果 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 低 下 さ せ
る 化 合 物 を 選 択 す る こ と に よ り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る 物
質 を 同 定 で き る 。 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 に 含 ま れ る よ り 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 低 下 さ せ る 化
合 物 を 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 対 す る 予 防 又 は 治 療 効 果 が よ り 高 い 物 質 と し て
選 択 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
６ ． ２ ． イ ン ビ ト ロ で の 同 定 方 法 － ２ （ 方 法 Ｉ Ｖ － ２ ）
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　 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ － ２ ） は 、 例 え ば 、 ｉ ） Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の い ず れ か の 遺 伝 子 の 翻 訳
産 物 と 被 験 物 質 を 接 触 さ せ 、 ｉ ｉ ） 当 該 翻 訳 産 物 の 活 性 を 測 定 し 、 ｉ ｉ ｉ ） 測 定 さ れ た 活
性 に 基 づ き 、 被 験 物 質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か を 評
価 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 生 体 試 料 か ら 調 製 す る か
、 あ る い は Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に
よ り 発 現 さ せ る こ と で 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － ２ の 工 程 ｉ ） で は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の い ず れ か の 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 が 被 験
物 質 と 接 触 さ れ る 。 翻 訳 産 物 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 生 体 試 料 か ら 調 製 す る か
、 あ る い は Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に
よ り 発 現 さ せ る こ と で 調 製 で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － ２ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 活 性 は 、 上 記 方 法 Ｉ に お
い て 記 載 さ れ た 方 法 と 同 様 に 測 定 で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － ２ の 工 程 ｉ ｉ ｉ ） で は 、 工 程 ｉ ｉ ） で 測 定 さ れ た 活 性 に 基 づ き 、 被 験 物 質 が
自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か が 評 価 さ れ る 。 測 定 さ れ た 翻
訳 産 物 の 活 性 は 、 被 験 物 質 を 接 触 さ せ て い な い 翻 訳 産 物 に つ い て 測 定 さ れ た 活 性 と 比 較 さ
れ 、 絶 対 的 又 は 相 対 的 な 活 性 の 有 意 差 な ど に 基 づ い て 評 価 さ れ る 。 被 験 物 質 の 不 在 下 で 測
定 さ れ た 活 性 と し て は 、 予 め 蓄 積 さ れ て い た 活 性 デ ー タ 、 及 び 同 時 に 測 定 し た 被 験 物 質 の
不 在 下 の 活 性 デ ー タ を 用 い る こ と が で き る が 、 実 験 の 精 度 ・ 再 現 性 の 観 点 か ら 、 実 験 条 件
の 詳 細 に つ い て は 極 力 一 致 さ せ る こ と が 望 ま し い の で 、 同 時 に 測 定 し た 被 験 物 質 を 接 触 さ
せ て い な い Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 活 性 デ ー タ を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 比 較 の 結 果 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 翻 訳 産 物 の 活 性 を 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る こ と に
よ り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る 物 質 を 同 定 で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
６ ． ３ ． イ ン ビ ボ で の 同 定 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ － ３ ）
　 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ － ３ ） は 、 例 え ば 、 ｉ ） 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 被 験 物 質 を 投 与 し 、 ｉ ｉ ）
当 該 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 か ら 生 体 試 料 を 採 取 し 、 ｉ ｉ ｉ ） 当 該 生 体 試 料 に お け る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝
子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 し 、 ｉ ｖ ） 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基
づ き 、 被 験 物 質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か を 評 価 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 方 法 Ｉ Ｖ － ３ の 工 程 ｉ ） で は 、 被 験 物 質 が 投 与 さ れ る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 特 に 限 定 さ
れ な い が 、 例 え ば 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 モ デ ル 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 自 己 免 疫 性
血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 モ デ ル 動 物 は 公 知 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 被 験 物 質
が 投 与 さ れ る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 と し て 、 後 述 「 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 」 の 項 に
記 載 さ れ た Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 改 変 動 物 （ 特 に Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 さ せ た 改 変 動 物 ）
を 用 い て も よ い 。 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 被 験 物 質 へ の 投 与 は 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 行 わ れ 、 例
え ば 経 口 ／ 非 経 口 に て 、 被 験 物 質 が 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 へ 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － ３ の 工 程 ｉ ｉ ） で は 、 採 取 さ れ る 生 体 試 料 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、
好 ま し く は Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 を 発 現 し 得 る 生 体 試 料 で
あ る 。 当 該 生 体 試 料 と し て は 、 例 え ば 血 液 細 胞 （ 特 に リ ン パ 球 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － ３ の 工 程 ｉ ｉ ｉ ） で は 、 生 体 試 料 に お け る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定 は
、 方 法 Ｉ Ｖ － １ と 同 様 に 、 当 該 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 （ 即 ち 、 転 写 産 物 、 翻 訳 産 物 ） の 発 現
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量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 方 法 Ｉ Ｖ － ３ の 工 程 ｉ ｖ ） で は 、 方 法 Ｉ Ｖ の 工 程 ｉ ｉ ｉ ） で 測 定 さ れ た 発 現 量 に 基 づ き
、 被 験 物 質 が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る か 否 か が 評 価 さ れ る 。
測 定 さ れ た 発 現 量 は 、 被 験 物 質 が 投 与 さ れ て い な い 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に お い て 測 定 さ れ た 発
現 量 と 比 較 さ れ 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 絶 対 的 又 は 相 対
的 な 発 現 量 の 有 意 差 な ど に 基 づ い て 評 価 さ れ る 。 被 験 物 質 の 不 在 下 で 測 定 さ れ た 発 現 量 と
し て は 、 予 め 蓄 積 さ れ て い た 発 現 量 デ ー タ 、 及 び 同 時 に 測 定 し た 被 験 物 質 の 不 在 下 の 発 現
量 デ ー タ を 用 い る こ と が で き る が 、 実 験 の 精 度 ・ 再 現 性 の 観 点 か ら 、 実 験 条 件 の 詳 細 に つ
い て は 極 力 一 致 さ せ る こ と が 望 ま し い の で 、 同 時 に 測 定 し た 被 験 物 質 が 投 与 さ れ て い な い
非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に お け る 発 現 量 デ ー タ を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 比 較 の 結 果 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 低 下 さ せ
る 化 合 物 を 選 択 す る こ と に よ り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る 物
質 を 同 定 で き る 。 更 に 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 に 含 ま れ る よ り 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 低 下 さ
せ る 化 合 物 を 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 対 す る 予 防 又 は 治 療 効 果 が よ り 高 い 物 質
と し て 選 択 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 方 法 （ 方 法 Ｉ Ｖ ） は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 治 療 し 得 る 物 質 の 同 定 を 可 能
に し 、 ま た 、 同 定 さ れ た 物 質 を リ ー ド 化 合 物 と し て よ り 優 れ た 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫
斑 病 の 治 療 薬 の 開 発 を 可 能 に す る た め 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 方 法 Ｉ Ｖ に よ り 得 ら れ る 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 治 療 用 物
質 を 提 供 す る 。 当 該 物 質 は 、 そ れ 自 体 疾 患 の 治 療 に 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 自 己 免 疫 性
血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 治 療 薬 の リ ー ド 化 合 物 と し て 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
７ ． Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 に 対 す る 阻 害 性 核 酸 分 子
　 本 発 明 は Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 対 す る 阻 害 性 核 酸 分 子 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 「 阻 害 性 核 酸 分 子 」 と は 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 産 物 （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） に 結 合 し 、 こ れ を 切 断 、
分 解 し 、 あ る い は 標 的 遺 伝 子 の 発 現 調 節 部 位 に 結 合 す る こ と な ど に よ り 、 標 的 遺 伝 子 の 転
写 産 物 又 は 翻 訳 産 物 の 発 現 量 や 機 能 を 減 少 さ せ 得 る 核 酸 分 子 を い う 。 阻 害 性 核 酸 分 子 と し
て は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 誘 導 性 核 酸 分 子 、 デ コ イ 核 酸 な ど が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 と は 、 任 意 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｄ Ｎ Ａ
ま た は Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ か ） を い い 、 細 胞 質 に 導 入 さ れ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ と で 、 任 意
の 遺 伝 子 の 翻 訳 を 阻 止 し 、 当 該 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 安 定 な 二 重 ら せ ん を 形 成 す る の に 十 分 な 相 補 性 を 有 す れ ば よ く 、
完 全 な 相 補 性 は 必 ず し も 必 要 と は さ れ な い 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 大 き さ は 、 任 意 の 遺 伝 子
の 発 現 を 抑 制 し 得 る 大 き さ で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 １ ５ ｂ ｐ 以 上 、 例 え ば ２ ０
ｂ ｐ 以 上 、 好 ま し く は ３ ０ ｂ ｐ 以 上 で あ る 。 な お 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
と し て は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は 当 該 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 し て い る 遺 伝 子 の ｍ
Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し い 。 例 え ば 開 始 コ ド ン を 含 む 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ア ン チ セ ン ス 核
酸 は 、 当 該 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 効 果 が 大 き い と さ れ て い る 。 任 意 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に 基 づ き 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 当 該 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 を デ ザ イ ン す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 開 裂 を 触 媒 で き る 酵 素 核 酸 分 子 で あ る （ 概 説 と し て 例
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え ば Rossi,J.,1994,Current Biology 4:469-471参 照 ） 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の メ カ ニ ズ ム は
、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の リ ボ ザ イ ム 分 子 の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 こ れ に 続 く エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 的 （ endonucleolytic） 開 裂 と を 伴 う 。 リ ボ ザ イ ム と し て は 、 例 え ば 、
ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム 、 ヘ ア ピ ン 型 リ ボ ザ イ ム 等 が 知 ら れ て い る が 、 こ れ ら に 特 に
限 定 さ れ な い 。 い ず れ の リ ボ ザ イ ム も 、 切 断 す べ き 領 域 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、
触 媒 活 性 発 現 に 必 要 な 構 造 を 保 持 す る た め の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 部 分 と で 構 成 さ れ て い る 。
な お 、 リ ボ ザ イ ム の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は 当 該 遺 伝 子
の 発 現 を 制 御 し て い る 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し い 。 任 意 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
基 づ き 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 当 該 遺 伝 子 に 対 す る リ ボ ザ イ ム を デ ザ イ ン す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 誘 導 性 核 酸 分 子 と は 、 細 胞 内 に 導 入 さ れ る こ と に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 果 を 誘 導 し
得 る 核 酸 分 子 を い い 、 好 ま し く は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 果 と は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 同 一 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 部 分 配 列 ） を 含 む ２ 本 鎖 構 造 の Ｒ Ｎ Ａ が 、 当 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現
を 強 力 に 抑 制 す る 現 象 を い う 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 効 果 を 得 る に は 、 少 な く と も ２ ０ 以 上 の 連 続 す る
標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 又 は そ の 部 分 配 列 ） を 有 す る ２ 本 鎖 構 造 の Ｒ Ｎ
Ａ を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ２ 本 鎖 構 造 は 、 異 な る ス ト ラ ン ド で 構 成 さ れ て い て も よ い し
、 一 つ の Ｒ Ｎ Ａ の ス テ ム ル ー プ 構 造 に よ っ て 与 え ら れ る ２ 本 鎖 で あ っ て も よ い 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ
誘 導 性 核 酸 分 子 と し て は 、 た と え ば ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ な ど が 挙 げ ら れ
る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 誘 導 性 核 酸 分 子 の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は
当 該 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 し て い る 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し い 。 任 意 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 基 づ き 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 当 該 遺 伝 子 に 対 す る Ｒ Ｎ Ａ ｉ 誘 導 性 核 酸 分 子 を
デ ザ イ ン す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 デ コ イ 核 酸 と は 、 転 写 因 子 等 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 依 存 的 に 核 酸 分 子 に 結 合 す る タ ン パ ク
質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 、 当 該 タ ン パ ク 質 が 本 来 結 合 す べ き 内 在 性 の 標 的 核 酸 分 子 に 対
す る 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 阻 害 す る 核 酸 分 子 を い う 。 分
解 酵 素 に よ る 分 解 を 受 け に く く す る 目 的 で 、 二 重 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 部 に ア デ ニ ン
の ル ー プ を い れ 、 リ ボ ン 型 構 造 に し た も の も 、 デ コ イ 核 酸 に 含 ま れ る 。 デ コ イ 核 酸 の 標 的
分 子 と し て は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の う ち 配 列 特 異 的 に 核 酸 分 子 に 結 合 性 を 有 す る
も の （ 転 写 因 子 等 ） 、 及 び Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 正 に 制 御 し て い る 転 写 因 子 が 好 ま し い
。 任 意 の 転 写 因 子 等 に つ い て 、 そ の 核 酸 結 合 性 に 関 す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 特 異 性 に 基 づ
き 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に デ コ イ 核 酸 を デ ザ イ ン す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 に 対 す る 阻 害 性 核 酸 分 子 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板
減 少 性 紫 斑 病 の 予 防 又 は 治 療 剤 の 有 効 成 分 等 と し て 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
８ ． 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 予 防 又 は 治 療 剤
　 本 発 明 の 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 予 防 又 は 治 療 剤 は 、 そ の 有 効 成 分 と し て 、 以
下 の ａ ） 又 は ｂ ） の 化 合 物 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る ：
ａ ） Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 対 す る 阻 害 性 核 酸 分 子 ；
ｂ ） Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 上 記 ａ ） に お け る 阻 害 性 核 酸 分 子 は 、 上 記 「 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 に 対 す る 阻 害 性 核 酸 分 子 」
の 項 に 記 載 さ れ た も の と 同 様 の も の を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 に 対 す
る ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 誘 導 性 核 酸 、 デ コ イ 核 酸 な ど が 挙 げ ら れ る 。
こ れ ら の 阻 害 性 核 酸 分 子 は そ れ 自 体 で 用 い る こ と も 可 能 で あ り 、 あ る い は 当 該 阻 害 性 核 酸
分 子 を 機 能 可 能 で あ る よ う に 発 現 調 節 エ レ メ ン ト に 連 結 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら
れ て も よ い 。
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【 ０ １ ５ １ 】
　 こ れ ら の 阻 害 性 核 酸 分 子 又 は 発 現 ベ ク タ ー を 、 対 象 に 有 効 量 投 与 す る こ と に よ り 、 Ｉ Ｔ
Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 転 写 産 物 又 は 翻 訳 産 物 の 発 現 量 や 機 能 が 抑 制 さ れ 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性
紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ れ ら の 阻 害 性 核 酸 分 子 又 は 発 現 ベ ク タ ー は 、 通 常 、 当 該 阻 害 性 核 酸 分 子 の 標 的 で あ る
Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 が 発 現 し て い る 細 胞 、 好 ま し く は 血 液 細 胞 （ 例 え ば リ ン パ 球 ） に 導 入 可 能
な 様 式 で 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 に 投 与 さ れ る 。 細 胞 へ の 阻 害 性 核 酸 分 子 又
は 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 は 、 イ ン ビ ボ あ る い は エ キ ソ ビ ボ で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 上 記 ｂ ） に お け る 抗 体 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 で あ り 得 る
。 当 該 抗 体 の 有 効 量 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 活 性 が 阻
害 さ れ 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 を 予 防 又 は 治 療 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 予 防 又 は 治 療 剤 は 、 上 記 有 効 成 分 と 基 剤 、 賦
形 剤 、 結 合 剤 、 崩 壊 剤 、 滑 沢 剤 、 矯 味 剤 、 保 存 剤 、 安 定 化 剤 、 懸 濁 化 剤 、 分 散 剤 、 希 釈 剤
、 増 粘 剤 、 充 填 剤 、 保 湿 剤 、 着 色 剤 、 香 料 、 ｐ Ｈ 調 整 剤 、 増 量 剤 、 可 溶 化 剤 、 緩 衝 剤 、 界
面 活 性 剤 、 抗 酸 化 剤 、 溶 解 剤 、 溶 解 補 助 剤 等 の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 自 体 公 知 の 担 体 と を
混 合 す る こ と に よ り 製 造 で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ま た 有 効 成 分 と し て 上 記 ａ ） 記 載 の 阻 害 性 核 酸 分 子 を 用 い る 場 合 は 、 更 に 、 当 該 核 酸 分
子 の 導 入 効 率 を 上 げ る 目 的 で 、 自 体 公 知 の 遺 伝 子 導 入 試 薬 を 添 加 す る こ と も で き る 。 遺 伝
子 導 入 試 薬 と し て は 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 等 の リ ポ ソ ー ム 試 薬 や 、 ポ リ ブ
レ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 予 防 又 は 治 療 剤 は ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 へ 自 体
公 知 の 剤 型 、 例 え ば 、 軟 膏 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 ゲ ル 剤 、 ゲ ル ク リ ー ム 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 パ
ス タ 剤 、 リ ニ メ ン ト 剤 、 乳 剤 、 外 用 液 剤 、 硬 膏 剤 、 エ ア ゾ ー ル 剤 、 吸 入 剤 、 ス プ レ ー 剤 、
坐 剤 、 浣 腸 剤 、 薬 浴 剤 、 貼 付 剤 、 プ ラ ス タ ー 剤 、 テ ー プ 剤 、 点 鼻 剤 、 点 耳 剤 、 点 眼 剤 、 眼
軟 膏 剤 等 の 外 用 剤 、 注 射 剤 （ 液 剤 、 懸 濁 剤 な ど ） 、 注 入 剤 、 点 滴 剤 等 の 非 経 口 剤 、 錠 剤 、
顆 粒 剤 、 細 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 、 ペ レ ッ ト 剤 、 粉 末 、 散 剤 、 丸 剤 、 飲
用 液 剤 、 液 剤 、 浸 剤 、 煎 剤 、 エ キ ス 剤 、 懸 濁 剤 （ た と え ば オ リ ー ブ 油 ） 、 シ ロ ッ プ 剤 、 リ
モ ナ ー デ 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 ト ロ ー チ 剤 等 の 経 口 剤 等 の 剤 型 で 投 与 さ れ る 。 有 効 成 分 と し
て 上 記 ａ ） 記 載 の 阻 害 性 核 酸 分 子 を 用 い る 場 合 は 、 遺 伝 子 銃 や ハ イ ド ロ ゲ ル カ テ ー テ ル の
よ う な カ テ ー テ ル に よ っ て 本 発 明 の 予 防 又 は 治 療 剤 を 投 与 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 予 防 又 は 治 療 剤 の 投 与 量 は 、 投 与 対 象 の 年 齢
、 性 別 、 体 重 、 投 与 ル ー ト 、 治 療 効 果 、 有 効 成 分 の 種 類 な ど に よ り 差 異 は あ る が 、 例 え ば
、 経 口 投 与 す る 場 合 、 一 般 的 に 成 人 （ ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に お い て は 、 一 日 に つ き 有 効 成 分
の 重 量 と し て 約 ０ .１ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ０ ｍ ｇ 投 与 で き る 。 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 （ 例 え
ば 注 射 剤 と し て 投 与 す る 場 合 ） は 、 一 般 的 に 成 人 （ ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に お い て は 、 一 日 に
つ き 有 効 成 分 の 重 量 と し て 約 ０ ． ０ １ ～ ３ ０ ０ ０ ｍ ｇ 程 度 を 投 与 で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
９ ． Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
　 本 発 明 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 が 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 哺
乳 動 物 を 提 供 す る 。 当 該 遺 伝 子 改 変 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 さ せ る 改 変 又 は Ｉ Ｔ
Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 減 弱 さ せ る 改 変 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 の 増 強 と は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 が 外 来 遺 伝 子 と し て 導 入 さ れ 強 制 発
現 し て い る 状 態 、 哺 乳 動 物 が 備 え て い る 内 在 性 の Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 転 写 又 は 翻 訳 が 増 強 さ
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れ て い る 状 態 、 翻 訳 産 物 の 分 解 が 抑 制 さ れ た 状 態 等 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 自 体 公 知 の 方 法 で 、 適 当 な プ ロ
モ ー タ ー の 下 流 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 哺 乳 動 物 に 導 入 す る こ と に よ り 製
造 で き る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 機 能 可 能 な プ ロ モ ー タ ー （ Ｃ Ａ
Ｇ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー 、 Ｅ Ｆ １ α プ ロ モ ー タ ー 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ
Ｇ Ｋ プ ロ モ ー タ ー 、 β ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 、 Ｕ ６ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー
、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 又 は 後 期 プ ロ モ ー タ ー な ど の プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ モ ー タ
ー 等 ） を 用 い る こ と が で き る が 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 組 織 特 異
的 に Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 は 自 己 免 疫 性 血 小 板
減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 血 液 細 胞 （ 例 え ば リ ン パ 球 ） に 特 異 的 に 発 現 し て い る の で 、 遺
伝 子 導 入 に 用 い る 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 血 液 細 胞 （ 例 え ば リ ン パ 球 ） に 特
異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 リ ン パ 球 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は Ｃ Ｄ
２ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｌ ｃ ｋ プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 導 入 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 と 卵 を 混 合 し て リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム で 処 理 す る 方 法 や 、 位 相 差 顕 微 鏡 下 で 前 核 期 卵 の 核 に 、 微 小 ピ ペ ッ ト で 遺 伝 子 を 直 接
導 入 す る 方 法 （ マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 米 国 特 許 第 ４ ８ ７ ３ １ ９ １ 号 ） 、 胚 性 幹 細
胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 使 用 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に 遺
伝 子 を 挿 入 し 、 卵 に 感 染 さ せ る 方 法 、 ま た 、 精 子 を 介 し て 遺 伝 子 を 卵 に 導 入 す る 精 子 ベ ク
タ ー 法 等 も 開 発 さ れ て い る 。 精 子 ベ ク タ ー 法 と は 、 精 子 に 外 来 遺 伝 子 を 付 着 ま た は エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 等 の 方 法 で 精 子 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ た 後 に 、 卵 子 に 受 精 さ せ る こ と に よ
り 、 外 来 遺 伝 子 を 導 入 す る 遺 伝 子 組 換 え 法 で あ る （ M. Lavitranoet et al., Cell, 57, 7
17, 1989） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る
細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て お り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 発 症 や 増 悪 に 関 与 し 得 る
の で 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫
斑 病 の モ デ ル 動 物 で あ り 得 る 。 ま た 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 か ら 選 ば れ る 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現
を 増 強 さ せ る こ と に よ り 、 よ り 重 篤 な 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 モ デ ル 動 物 を 製 造 で
き る 。 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫
斑 病 の 治 療 し 得 る 物 質 の 同 定 ・ 評 価 な ど に お い て 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 の 減 弱 と は 、 哺 乳 動 物 が 備 え て い る 内 在 性 の Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 転
写 又 は 翻 訳 が 阻 害 さ れ て い る 状 態 、 哺 乳 動 物 が 本 来 備 え て い る べ き 内 在 性 の Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝
子 が 欠 損 し た 状 態 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 分 解 が 促 進 さ れ た 状 態 等 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 減 弱 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 自 体 公 知 の 方 法 で 製 造 で き る 。
例 え ば 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 用 い た 相 同 的 組 換 え （ ジ ー ン タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 法 ）
が 挙 げ ら れ る 。 即 ち 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 そ の エ キ ソ ン 部 分 に ネ オ
マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 代 表 と す る 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 、 あ る い
は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝
子 を 代 表 と す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 等 を 挿 入 す る こ と に よ り エ キ ソ ン の 機 能 を 破 壊 す る か 、
あ る い は エ キ ソ ン 間 の イ ン ト ロ ン 部 分 に 遺 伝 子 の 転 写 を 終 結 さ せ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 例 え ば 、
polyＡ 付 加 シ グ ナ ル な ど ） を 挿 入 し 、 完 全 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 で き な く す る こ と 等 に よ っ て
、 結 果 的 に Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 破 壊 す る よ う に 構 築 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 鎖 （ タ ー
ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー ） を 、 相 同 組 換 え 法 に よ り Ｅ Ｓ 細 胞 の 染 色 体 に 導 入 し 、 当 該 Ｉ Ｔ Ｕ
Ｐ 遺 伝 子 を 欠 損 し た Ｅ Ｓ 細 胞 を 選 択 す る 。 或 い は 、 組 織 特 異 的 ま た は 発 達 段 階 特 異 的 な 様
式 で 特 定 の 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ る Ｃ ｒ ｅ － ｌ ｏ ｘ Ｐ 系 等 を 用 い て も よ い （ Marth,J.D. et al
., Clin. Invest., 97, 1999-2002, 1996; Wagner, K.U. et al., Nucleic Acids Res., 
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25, 4323-4330, 1997） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 更 に 、 当 該 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を 欠 損 し た Ｅ Ｓ 細 胞 を 宿 主 胚 に 導 入 す る こ と に よ り キ メ ラ 胚
を 獲 得 し 、 当 該 キ メ ラ 胚 を 偽 妊 娠 動 物 の 子 宮 に 導 入 す る こ と に よ り キ メ ラ 動 物 を 獲 得 し 、
当 該 キ メ ラ 動 物 を 交 配 す る こ と に よ り 、 当 該 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 を ホ モ 又 は ヘ テ ロ に 欠 損 し た
動 物 を 獲 得 で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ま た 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 減 弱 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 に 対 す る
阻 害 性 核 酸 分 子 を 機 能 可 能 で あ る よ う に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ た 状 態 で 非 ヒ ト 哺
乳 動 物 に 導 入 す る こ と に よ っ て も 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 当 該 プ ロ モ ー タ ー と し て は
、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 増 強 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 製 造 に 用 い ら れ 得 る プ ロ モ ー タ ー
と 同 様 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 そ の 他 、 た と え ば ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 型 の Ｉ Ｔ Ｕ
Ｐ 遺 伝 子 を 同 様 に 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 導 入 す る こ と に よ り 、 内 在 性 の Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 翻 訳
産 物 の 活 性 を 実 質 的 に 抑 制 し た 遺 伝 子 改 変 動 物 を 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る
細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て お り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 発 症 、 増 悪 等 に 関 与 し 得
る の で 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 減 弱 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性
紫 斑 病 の 研 究 ・ 治 療 薬 の 開 発 に お い て 極 め て 有 用 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ ８ 】
　 以 下 、 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 を 用 い る 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象
の 血 液 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 の 単 離 に つ い て 詳 述 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
実 施 例 １ ： Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 の 単 離
実 験 例 １ ： 細 胞 サ ン プ ル の 調 製
　 細 胞 サ ン プ ル は 次 の よ う に し て 集 め た 。 す な わ ち 、 １ ９ ８ ２ 年 に ア メ リ カ リ ウ マ チ 協 会
が 改 訂 し た 血 小 板 性 紫 斑 病 診 断 基 準 に よ り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 と 診 断 さ れ た
ヒ ト 患 者 （ ５ ０ 人 ） 及 び 健 常 人 （ ８ 人 ） の 血 液 を 各 人 10mlず つ 採 取 し 、 フ ィ コ プ ラ ー ク  1
5ml (ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア ) の 上 に 重 層 し 、 1000-2000xｇ 程 度 の 低 速 で 遠 心 分 離 を 行
っ た 。 白 い 帯 状 の バ ン ド と し て 観 察 さ れ る 血 液 細 胞 （ 主 に リ ン パ 球 を 含 有 す る 部 分 ） を 注
射 器 で 抜 き 取 り 、 PBS 50μ lを 加 え 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト と し た 。 さ ら に PBS 20ｍ ｌ に
懸 濁 、 洗 浄 し 、 さ ら に 遠 心 分 離 を 繰 り 返 し た 。 得 ら れ た 血 液 細 胞 を 以 下 の 工 程 に 用 い た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 験 例 ２ ： total RNAの 抽 出
　 各 患 者 お よ び 健 常 人 の 血 液 細 胞 RNAサ ン プ ル は AGPC法 に よ り 抽 出 し た 。 抽 出 し た 各 患 者
の RNAは お よ そ 半 分 量 を 取 っ て 1本 の チ ュ ー ブ に ま と め 、 polyA+ RNAの 精 製 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
実 験 例 ３ ： polyA+ RNAの 抽 出
　 オ リ ゴ ｄ Tセ ル ロ ー ス カ ラ ム を 用 い て ｍ RNAの 抽 出 を 行 な っ た 。 詳 細 に は 、 0.2ｇ の オ リ
ゴ ｄ Tセ ル ロ ー ス （ Collaborative Research） に 20mlの 滅 菌 水 を 加 え 、 室 温 で 10分 間 放 置
し た 。 上 清 を 除 き 、 再 度 滅 菌 水  10mlを 加 え 、 カ ラ ム （ 0.6ｃ ｍ 径 ） に 注 ぎ 、 高 さ が 約 1ｃ
ｍ に な る よ う に し た 。 こ れ を 約 8mlの TE/NaCl（ TEと 1M NaClを 等 量 混 合 し た 液 ） で 平 衡 化
し た 。
　 実 験 例 ２ で 得 ら れ た total RNAに 2倍 量 の 1M NaClを 加 え 上 記 平 衡 化 し た カ ラ ム に 通 し た
。 ス ル ー 液 を 再 度 カ ラ ム に 通 し 約 8mlの TE/NaClで 洗 浄 し た 。 こ れ に TE 0.5mlを 合 計 6回 通
し 、 各 フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 し た 。 各 画 分 に つ い て 、 そ の 一 部 に エ チ ジ ウ ム ブ ロ ミ ド を 添 加
し 、 RNAの 有 無 を 調 べ 、 RNAを 含 む 画 分 を 回 収 し た 。 RNA画 分 は エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 精 製
さ れ 、 最 終 的 に 、 そ れ ぞ れ 約 50μ gの polyA+ RNAを 得 た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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実 験 例 ４ ： ｃ DNAラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
４ ． １ ． first strandの 作 製
　 上 記 で 得 ら れ た 各 polyA+ RNAを 4.5μ g相 当 分 チ ュ ー ブ に 取 り 、 65℃ で 5分 間 加 熱 後 、 氷
上 で 急 冷 し た 。 こ こ に 10X first strand buffer 2.5μ l、 0.1M DTT 2.5μ l、 first stran
d methyl nucleotide mix 1.5μ l (い ず れ も ZAP cDNA Synthesis Kit (ス ト ラ タ ジ ー ン ))
お よ び リ ン カ ー プ ラ イ マ ー ：  (GA) 1 0 ACGCGTCGACTCGAGCGGCCGCGGACCG(T)1 8 （ 配 列 番 号 ５ ）
1.0μ l (1.6μ g/μ l)、 RNase Inhibitor 0.5μ l (40unit/μ l) (東 洋 紡 )、 滅 菌 水  8.5μ l
を 加 え 、 室 温 で 10分 放 置 し 、 プ ラ イ マ ー を ア ニ ー ル さ せ た 。 次 に 逆 転 写 酵 素  2μ l (20uni
t/μ l) (生 化 学 工 業 )を 加 え 、 37℃ で 40分 、 さ ら に SuperscriptII (200unit/μ l) (GIBCO 
BRL)を 加 え 、 48℃ で 40分 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
４ ． ２ ． second strandの 作 製
　 上 記 反 応 液 に 10X second strand buffer 20μ l、 0.1M DTT 7.5μ l、 second strand met
hyl nucleotide mix 3μ l (い ず れ も ZAP cDNA Synthesis Kit (ス ト ラ タ ジ ー ン )） 、 ミ リ
Q滅 菌 水  132.5μ lを 加 え て い っ た 。 そ こ に RNaseH (1.5unit/μ l) 1.5μ l (東 洋 紡 ） 、 E.c
oli DNA pol I 6μ l (9unit/μ l) (東 洋 紡 )を 加 え 、 16℃ で 150分 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後
、 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム  200μ lを 加 え 、 混 合 後 、 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ）
し 上 層 を 取 っ た 。 こ れ を さ ら に ク ロ ロ ホ ル ム  200μ lと 混 合 後 、 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm
、 10分 ） し 上 層 を 取 っ た 。 こ れ を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ： UFCP3TK50に の せ 、 遠 心 分 離 し （ 4
℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し た 。 さ ら に 上 室 に TE 100μ lを 加 え 、 遠 心 分 離
し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し 洗 浄 す る 操 作 を 2回 繰 り 返 し た 。 こ の 後 、
上 室 の フ ィ ル タ ー に 30μ lの １ /10 TEを 加 え 、 よ く 攪 拌 し cDNAを 溶 出 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
４ ． ３ ． 末 端 の 平 滑 化
　 上 記 の ｃ DNA溶 液 に 10X second strand buffer 10μ l、 blunting nucleotide mix 5μ l 
(い ず れ も ZAP cDNA Synthesis Kit (ス ト ラ タ ジ ー ン ))、 ミ リ Q滅 菌 水  51.5μ lを 加 え て い
っ た 。 こ こ に Pfu DNA pol (2.5unit/μ l) 3.5μ l (ス ト ラ タ ジ ー ン ) を 加 え 、 37℃ で 30分
反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム  200μ lを 加 え 、 混 合 後 、 遠 心 分 離 （
4℃ 、 15000rpm、 10分 ） し 上 層 を 取 っ た 。 こ れ を さ ら に ク ロ ロ ホ ル ム  200μ lと 混 合 後 、 遠
心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） し 上 層 を 取 っ た 。 こ れ を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ： UFCP3TK50
に の せ 、 遠 心 分 離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し た 。 さ ら に 上 室 に TE 10
0μ lを 加 え 、 遠 心 分 離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し 洗 浄 す る 操 作 を 2回
繰 り 返 し た 。 こ の 後 、 上 室 の フ ィ ル タ ー に TE 20μ lを 加 え 、 よ く 攪 拌 し cDNAを 溶 出 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
４ ． ４ ． ア ダ プ タ ー ラ イ ゲ ー シ ョ ン
　 上 記 反 応 液 の 内 4μ lを と り 、 10X ligation buffer 2μ l、 ATP 2μ l、 BglII-SmaIア ダ プ
タ ー  1μ l、 滅 菌 ミ リ Q水  10μ lを 加 え た 。 こ れ を 氷 上 に 5分 置 い た 後 、 T4 DNA ligase (4u
nit/μ l) 1.5μ l (東 洋 紡 )を 加 え 、 8℃ で 24時 間 反 応 さ せ た 。 終 了 後 、 70℃ で 30分 加 熱 し
、 氷 冷 し た 。 こ こ に NotI補 充 液  27μ lお よ び NotI 3μ l (10unit/μ l) (NEB) を 加 え 37℃
で 90分 間 反 応 さ せ た 。 な お 、 NotI 補 充 液 の 組 成 は 、 278mM NaCl、 8mM MgCl 2 、 1.8mM DTT
、 0.018% BSA、 0.018% Triton X-100で あ る 。
　 次 い で 、 こ の 反 応 液 に 10X STE 5μ l、 tRNA (2μ g/μ l) 5μ lを 加 え 、 10μ lず つ CLOMA S
PIN-400（ ク ロ ン テ ッ ク ） に ア プ ラ イ し た 。 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 2100rpm、 5分 ） 後 、 溶 出 液 に
等 量 の フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 、 混 合 後 、 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） し
上 層 を 取 っ た 。 こ れ を さ ら に 等 量 の ク ロ ロ ホ ル ム と 混 合 後 、 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 1
0分 ） し 上 層 を 取 っ た 。 こ れ に 5M NaCl 4μ l、 エ タ ノ ー ル 100μ lを 加 え 、 混 合 後 、 -80℃ に
3時 間 放 置 し た 。 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） し 上 清 を 除 き 、 さ ら に 70％  エ タ ノ ー
ル 100μ lを 加 え 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） し 上 清 を 除 い た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
４ ． ５ ． ベ ク タ ー ラ イ ゲ ー シ ョ ン
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　 沈 殿 に 10X ligation buffer 3μ l、 10mM ATP 3μ l、 ミ リ Q滅 菌 水  22μ lを 加 え 溶 解 し 、
予 め NotI、 BglII、 BAPで 処 理 し た pAP3neo 1μ l (1μ g/μ l) を 加 え た 。 氷 上 に 5分 間 置 い
た 後 、 T4 DNA ligase 1μ l (4unit/μ l) (東 洋 紡 ) を 加 え 、 12℃ で 40時 間 反 応 さ せ た 。 終
了 後 、 70℃ で 30分 加 熱 し 、 氷 冷 し た 。 反 応 終 了 後 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム  200μ lを
加 え 、 混 合 後 、 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） し 上 層 を 取 っ た 。 こ れ を さ ら に ク ロ ロ
ホ ル ム 200μ lと 混 合 後 、 遠 心 分 離 （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） し 上 層 を 取 っ た 。 こ れ を ミ リ
ポ ア フ ィ ル タ ー ： UFCP3TK50に の せ 、 遠 心 分 離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落
と し た 。 さ ら に 上 室 に TE 100μ lを 加 え 、 遠 心 分 離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ
て 落 と し 洗 浄 す る 操 作 を 2回 繰 り 返 し た 。 こ の 後 、 上 室 の フ ィ ル タ ー に TE 30μ lを 加 え 、
よ く 攪 拌 し ｃ DNAを 溶 出 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
４ ． ６ ． 形 質 転 換
　 前 記 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 液 の 内 、 15μ l (5μ l X 3) を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 用 大 腸 菌 DH1
2Sに 導 入 し た 。 SOC培 地  2mlを 加 え 、 37℃ で 1時 間 培 養 し た 後 、 ア ン ピ シ リ ン を 含 む LB培 地
500mlに 移 し た 。 約 6時 間 37℃ で 培 養 し た 後 、 200mlを 取 り 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ  (R408) を
加 え 、 さ ら に 37℃ で 終 夜 培 養 し た 。 翌 日 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 、 1本 鎖 プ ラ ス ミ ド DNAを
抽 出 し た 。 一 方 、 残 り の 300mlは そ の ま ま LB培 地 で 終 夜 培 養 し 、 翌 日 当 業 者 に 周 知 の 方 法
で 2本 鎖 プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 験 例 ５ ： サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
５ ． １ ． 健 常 人 血 液 細 胞 の polyA+RNAの ビ オ チ ン 化
　 健 常 人 血 液 細 胞 の polyA+ RNA 10μ g相 当 を チ ュ ー ブ に 取 り 、 ミ リ Q滅 菌 水 で 希 釈 し て 20
μ lと し た 。 こ こ に PHOTOPROBE BIOTIN 10μ l (1μ g/μ l)を 加 え 混 合 後 、 約 10cmの 高 さ か
ら 水 銀 灯 を 20分 照 射 し ビ オ チ ン 化 を 行 っ た 。 Tris-HCl (pH9.5)/1mM EDTA 70μ lを 加 え 、
さ ら に 水 飽 和 ブ タ ノ ー ル  100μ lを 加 え よ く 混 合 し た 。 遠 心 分 離 後 （ 4℃ 、 10000rpm、 10分
） 水 層 を と り 、 さ ら に ク ロ ロ ホ ル ム で の 抽 出 を 行 っ た 。 水 層 に 10分 の １ 量 の  3M 酢 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 、 3倍 量 の エ タ ノ ー ル 、 1μ gの グ リ コ ー ゲ ン を 加 え 、 -80℃ で 30分 放 置 後 、 遠 心 分
離 し （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） 、 上 清 を 除 い た 。 さ ら に 70％ エ タ ノ ー ル  100μ lを 加 え 遠 心
分 離 し （ 4℃ 、 15000rpm、 10分 ） 上 清 を 除 い た 。 沈 殿 を ミ リ Q滅 菌 水  20μ lで 溶 解 し 、 さ ら
に こ こ に PHOTOPROBE BIOTIN 10μ l (1μ g/μ l)を 加 え 上 記 の 操 作 を も う 一 度 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
５ ． ２ ． ｃ DNAと ビ オ チ ン 化 RNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 前 記 ビ オ チ ン 化 RNA 5μ g分 を 8μ lの ミ リ Q滅 菌 水 に 溶 解 し 、 2XHB 12.5μ l、 2M NaCl 2.5
μ l、 poly(A) 1μ l (1μ g/μ l) (ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア )、 お よ び 自 己 免 疫 性 血 小 板 減
少 性 紫 斑 病 患 者 血 液 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の ssDNA 1μ l (0.5μ g/μ l)を 加 え た 。 65℃ で 1
0分 加 熱 し た 後 、 42℃ で 48時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 終 了 後 、 SB溶 液  400μ l
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン  5μ l (2μ g/μ l) (GIBCO BRL)を 加 え 、 室 温 で 5分 間 放 置 し た 。 フ
ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 を 行 い 、 TE 100μ l加 え て 再 抽 出 を 行 っ た 後 、 上 清 に ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン  5μ l (2μ g/μ l)を 加 え た 。 再 度 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 を 2回 、 ク
ロ ロ ホ ル ム 処 理 を 1回 行 っ た 。 こ れ を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ： UFCP3TK50に の せ 、 遠 心 分 離 し
（ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し た 。 さ ら に 上 室 に TE 100μ lを 加 え 、 遠 心 分
離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し 洗 浄 す る 操 作 を 2回 繰 り 返 し た 。 こ の 後
、 上 室 の フ ィ ル タ ー に TE 30μ lを 加 え 、 よ く 攪 拌 し ｃ DNAを 溶 出 し た 。 こ れ を 真 空 乾 燥 し
、 ミ リ Q滅 菌 水 で 9μ lに 調 製 し た 。
　 こ の 溶 液 に 対 し て 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 以 降 の 処 理 を 再 度 行 っ た 。 最 終 液 は TE 3
0μ lで 溶 出 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
５ ． ３ ． 2本 鎖 DNAの 合 成 、 大 腸 菌 へ の 導 入
　 上 記 ssDNA溶 液  15μ lに ミ リ Q滅 菌 水  14μ l、 5'APプ ラ イ マ ー  1μ l (0.2μ g/μ l) を 加
え 、 65℃ で 10分 間 加 熱 し た 。 室 温 に 5分 放 置 し 、 プ ラ イ マ ー を ア ニ ー ル さ せ 、 10X buffer 
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5μ l (宝 酒 造 , Bcabest sequencing kit用 )、 1mM dNTP 10μ l、 SSB 0.5μ l (3μ g/μ l)、
Bca Best DNA pol 2μ l (2unit/μ l)、 ミ リ Q滅 菌 水  3μ lを 加 え た 。 こ れ を 65℃ で 1時 間 反
応 さ せ 2本 鎖 DNAを 合 成 し た 。 反 応 液 に TE 50μ lを 加 え 、 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 を
行 っ た 。 TEを 100μ l加 え て 再 抽 出 を 行 っ た 後 、 こ れ を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ： UFCP3TK50に
の せ 、 遠 心 分 離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し た 。 さ ら に 上 室 に TE 100
μ lを 加 え 、 遠 心 分 離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し 洗 浄 す る 操 作 を 2回
繰 り 返 し た 。 こ の 後 、 上 室 の フ ィ ル タ ー に TE 25μ lを 加 え 、 よ く 攪 拌 し ｃ DNAを 溶 出 し た
。 こ れ を 6.25μ lず つ 4本 に 分 割 し エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で 大 腸 菌 に 導 入 し た 。 各 々 に 対
し SOC培 地  1.5ｍ ｌ を 加 え 、 37℃ で 1時 間 培 養 し た 後 、 1本 に ま と め 、 ア ン ピ シ リ ン を 含 む L
B培 地  500ｍ ｌ に 移 し た 。 約 6時 間 37℃ で 培 養 し た 後 、 470mlを 取 り 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ （ R
408） を 加 え 、 さ ら に 37℃ で 終 夜 培 養 し た 。 翌 日 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 、 1本 鎖 プ ラ ス ミ
ド DNAを 抽 出 し た 。 一 方 、 残 り の 30mlは そ の ま ま LB培 地 で 終 夜 培 養 し 、 翌 日 、 周 知 の 方 法
で 2本 鎖 プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
実 験 例 ６ ： 1次 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー の イ ン サ ー ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 チ ェ ッ ク
　 上 記 で 得 ら れ た 1次 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー よ り 任 意 の 500個 の ク ロ ー ン を 選 び 当
業 者 に 周 知 の ア ル カ リ -SDS法 で プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し た 。 こ の 内 、 1μ gを 用 い ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 決 定 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 プ ラ ス ミ ド 溶 液  10μ lに BigDye試 薬  4μ l（ ABI） 、 シ ー
ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー  1μ l (3.2pmole/μ l)を 加 え 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー に て 95℃ 20秒 -5
0℃ 20秒 -60℃ 4分 の 反 応 を 25サ イ ク ル 行 っ た 。 反 応 液 を セ フ ァ デ ッ ク ス G100で 精 製 し 、 ABI
オ ー ト シ ー ク エ ン サ ー に て 電 気 泳 動 し 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
実 験 例 ７ ： ノ ザ ン ブ ロ ッ ト
　 上 記 で 得 ら れ た ク ロ ー ン の う ち 、 重 複 の 無 い ク ロ ー ン に つ い て 、 そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド
0.5μ gを SmaI/NotIで 切 断 し 、 0.8％  ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て イ ン サ ー ト を 切 り 出 し
た 。 Quiaquick Gel Extraction kitに て ゲ ル か ら 最 終 液 量 30μ lの DNAフ ラ グ メ ン ト を 回 収
し た 。 こ の う ち 、 10μ lず つ を 混 合 し 、 Random Primer labeling kit (タ カ ラ バ イ オ )、 ア
ル フ ォ ス ダ イ レ ク ト お よ び ジ ー ン イ メ ー ジ （ い ず れ も ア マ シ ャ ム ） な ど を 用 い て プ ロ ー ブ
の 標 識 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を お こ な っ た 。
　 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 血 液 細 胞 及 び 健 常 人 血 液 細 胞 由 来 の total RNAを そ
れ ぞ れ 3μ gず つ 電 気 泳 動 し た ホ ル ム ア ミ ド 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 、 バ イ オ ダ イ ン Aに RNA
を 転 写 し た 。 80℃ で 2時 間 熱 処 理 し RNAを 膜 に 固 定 化 し た 。
　 こ れ を ハ イ ブ リ バ ッ グ に 入 れ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー  2mlを 加 え 42℃ で 2時
間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 こ こ に 95℃ で 5分 加 熱 後 急 冷 し 変 性 し た 上 記 標
識 プ ロ ー ブ を 加 え 42℃ で 24時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 終 了 し た 膜 を 2X SSC/0.1％  SDS 10ml中 で 3回 、 0.1X SSC/0.1
％  SDS 10ml中 で 3回 洗 浄 後 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
　 こ こ で 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 、 特 に 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑
病 患 者 に 由 来 す る 血 液 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 （ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 ） を 特 定 し た
。
【 ０ １ ８ ３ 】
実 験 例 ８ ： 解 析 ク ロ ー ン か ら の RNA合 成 と ビ オ チ ン 化
　 ノ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 個 々 の ク ロ ー ン に つ い て 、 こ れ ら を 1次 サ ブ ト
ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 差 し 引 く た め の ビ オ チ ン 化 RNAを 作 製 し た 。 す な わ ち こ れ ら
の プ ラ ス ミ ド を 混 合 し 、 そ の う ち 20μ gを と り 、 10X buffer 4 (NEB) 10μ l、 BSA (NEB) 1
0μ l、 NotI 5μ l (10unit/μ l) (NEB)を 加 え 、 ミ リ Q滅 菌 水 で 全 量 を 100μ lと し 、 37℃ で 2
0時 間 反 応 さ せ た 。
　 次 い で 、 反 応 液 に TE 100μ lを 加 え 、 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 を 行 っ た 。 TE 100μ
lを 加 え て 再 抽 出 を 行 っ た 後 、 こ れ を ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー ： UFCP3TK50に の せ 、 遠 心 分 離 し
（ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し た 。 さ ら に 上 室 に TE 100μ lを 加 え 、 遠 心 分
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離 し （ 4℃ 、 10000rpm、 20分 ） 溶 液 を す べ て 落 と し 洗 浄 す る 操 作 を 2回 繰 り 返 し た 。 こ の 後
、 上 室 の フ ィ ル タ ー に TE 30μ lを 加 え 、 よ く 攪 拌 し ｃ DNAを 溶 出 し た 。 こ れ に 10X buffer 
10μ l (T7RNAポ リ メ ラ ー ゼ に 附 属 、 東 洋 紡 )、 10ｍ M rNTP 10μ l、 RNase Inhibitor 1μ l 
(40unit/μ l) (東 洋 紡 )、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ  3μ l (160unit/μ l) (東 洋 紡 )を 加 え 、 ミ
リ Q滅 菌 水 で 全 量 を 100μ lと し 、 37℃ で 1.5時 間 反 応 し た 。 こ れ に DNase 1μ l (70unit/μ l
) (宝 酒 造 ) を 加 え 、 37℃ で 15分 間 反 応 し 鋳 型 DNAを 分 解 し た 。 反 応 液 を フ ェ ノ ー ル /ク ロ
ロ ホ ル ム 処 理 １ 回 、 ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 １ 回 し た 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 70% エ タ ノ ー ル で
洗 浄 後 、 TE 50μ lに 溶 解 し た 。 こ の 操 作 に よ り 100μ gの RNAが 得 ら れ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
実 験 例 ９ ： さ ら な る サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
９ ． １ ． 2次 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
　 実 験 例 ８ で 得 ら れ た RNAの 内 、 5μ gを 取 り 、 実 験 例 ５ 記 載 の 方 法 に よ り 2次 サ ブ ト ラ ク シ
ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 。 こ の あ と 実 験 例 ６ ～ ７ 記 載 の 方 法 に よ り 、 さ ら に 自 己 免 疫
性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 、 特 に 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 に 由 来 す る 血
液 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 特 定 し た 。 そ の 結 果 、 2次 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ
ブ ラ リ ー の 中 に は 新 た な  cDNA が 少 数 し か 含 ま れ な い こ と が 判 明 し た の で 、 こ れ に て 段 階
的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン は 終 了 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
実 施 例 ２ ： Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ に よ る 遺 伝 子 群 の 同 定
　 実 施 例 １ と 同 じ ヒ ト 患 者 お よ び 健 常 人 を 用 い 、 実 験 例 １ 、 ２ 記 載 の 方 法 に よ り 、 total 
RNAを 抽 出 し た 。 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 血 液 細 胞 由 来 の total RNAの 一 部 （ 1.
25ml相 当 ） を 等 量 ず つ 取 っ て 混 合 し 、 Cy3標 識 用 お よ び Cy5標 識 用 に 各 500ng相 当 取 っ て ｃ D
NA合 成 に 使 用 し た 。 合 成 し た ｃ DNAは そ の ま ま テ ン プ レ ー ト と し て 、 Cy3、 Cy5を 取 り 込 ま
せ な が ら ｃ RNAの 増 幅 合 成 と 標 識 を 行 っ た 。 健 常 人 血 液 細 胞 由 来 の total RNAに お い て も 同
様 の 操 作 を 行 い 、 Cy3、 Cy5の そ れ ぞ れ を 標 識 し た ｃ RNAの 合 成 を 行 っ た 。
　 合 成 し た cRNAは 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 血 液 細 胞 由 来 Cy3標 識 ｃ RNA 1μ g
相 当 と 健 常 人 血 液 細 胞 由 来 Cy5標 識 ｃ RNA 1μ g相 当 を 混 合 し て 、 44K Human Genome microa
rray（ ア ジ ラ ン ト 社 ） に 競 合 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少
性 紫 斑 病 患 者 血 液 細 胞 由 来 Cy5標 識 ｃ RNA 1μ g相 当 と 健 常 人 血 液 細 胞 由 来 Cy3標 識 ｃ RNA 1
μ g相 当 を 混 合 し て 、 色 素 を 入 れ 換 え た (Dye swap)ｃ RNAに つ い て も 同 様 に 、 44K Human Ge
nome microarrayに 競 合 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 こ れ ら 2枚 の マ イ ク ロ ア レ イ を ス キ ャ ナ ー で シ グ ナ ル を 検
出 し て 数 値 化 ・ 平 均 化 し 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 血 液 細 胞 に お い て 健 常 人 血
液 細 胞 よ り も ２ 倍 以 上 の 値 の あ る 遺 伝 子 に つ い て リ ス ト ア ッ プ し た 。
　 こ の う ち 、 発 現 差 の 大 き い 順 の ２ ５ ０ 遺 伝 子 （ 塩 基 配 列 を 入 手 可 能 な も の ） を 選 択 し 、
そ の ｃ DNA に 相 当 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患
者 血 液 細 胞 由 来 お よ び 健 常 人 血 液 細 胞 由 来 の RNAか ら 逆 転 写 酵 素 に よ っ て ｃ DNA を 生 合 成
し 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に よ っ て 量 を 合 わ せ た う え で 、 各 遺 伝 子 に つ い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 発 現 量 を
検 索 し た 。 そ の う ち 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 血 液 細 胞 に の み バ ン ド が 観 察 さ
れ た 遺 伝 子 （ ITUP18～ ITUP44） の み を 選 択 し 、 再 度 Ｐ Ｃ Ｒ を か け て バ ン ド 強 度 差 の 再 現 性
を 確 認 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 こ こ ま で の 操 作 で 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 、 特 に 自 己 免 疫 性 自 己 免 疫
性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 に 由 来 す る 血 液 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 ４
４ 個 を ほ ぼ 網 羅 的 に 取 得 で き た と 考 え ら れ た 。 取 得 し た Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 群 に つ い て の 概 要
を 表 １ － １ 、 １ － ２ に 示 す 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
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【 表 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ま た 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的
に 発 現 し て い る 各 遺 伝 子 の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 図 １ に 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 を 図 ２ ～
３ に 示 す 。 左 の レ ー ン が 健 常 人 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ 、 右 の レ ー ン が 自 己 免 疫 性 血 小 板
減 少 性 紫 斑 病 患 者 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 図 １ ～ ３ に 示 さ れ る 結 果 よ り 、 自 己 免
疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 由 来 の 血 液 細 胞 で は 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 が 高 発 現 し て い る の に
対 し 、 健 常 人 由 来 の 血 液 細 胞 で は Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ 遺 伝 子 が ほ と ん ど 発 現 し て い な い こ と が 理 解 さ
れ る 。
　 以 上 よ り 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特
異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 の 網 羅 的 な 同 定 に 成 功 し た こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
実 施 例 ３ ： リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 発 現 量 の 解 析
　 リ ア ル タ イ ム RT-PCRは 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 ABI PRISM 7900（ PE Applied B
iosystems, Foster City, CA, USA） 並 び に Assay-on-Demand TaqMan probe及 び 関 連 プ ラ
イ マ ー を 用 い て 行 っ た 。 健 常 人 （ 30名 ） 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 （ 25人 ） の
末 梢 血 か ら 、 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 に よ り Total RNAを そ れ
ぞ れ 調 製 し た 。 High Capacity cDNA Archive Kit（ ABI） を 用 い て 、 得 ら れ た Total RNA（
500 ng） を 逆 転 写 反 応 に 供 し た 。 得 ら れ た cDNAを 、 製 造 業 者 （ TaKaRa） の 使 用 説 明 書 に 従
っ て 、 2× Master Mixを 用 い て 、 50μ l反 応 液 に お け る PCR用 の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 PCRは
、 最 初 の 変 性 （ 95℃ 、 10分 ） 、 次 い で 、 40サ イ ク ル の 変 性 （ 95℃ 、 15秒 ） 及 び ア ニ ー リ ン
グ ／ 伸 長 （ 60℃ 、 1分 ） よ り 行 っ た 。 各 サ ン プ ル を 4連 で ア ッ セ イ し 、 median threshold c
ycle（ CT） 値 を 用 い て 、 患 者 と コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と の 間 の フ ォ ー ル ド 変 化 （ FC） を 算
出 し た 。 標 準 偏 差 も ま た 算 出 し た 。 各 プ ラ イ マ ー に つ い て の 増 幅 デ ー タ か ら の 標 準 曲 線 を
、 PBMC由 来 Total RNAの 希 釈 シ リ ー ズ を 鋳 型 と し て 用 い て 作 成 し た 。 FC値 は 、 製 造 業 者 の
プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 標 準 曲 線 法 を 用 い て 、 GAPDHレ ベ ル に 対 し て ノ ー マ ラ イ ズ し た 。
　 ITUP遺 伝 子 群 の う ち 、 ITUP-018（ Amphiregulin: AREG） 及 び ITUP-019（ AILE3） 遺 伝 子
の 発 現 量 を 測 定 し た 。 AREGの 詳 細 に つ い て は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： NM_001657、
及 び 配 列 番 号 １ 、 ２ を 参 照 の こ と 。 AILE3の 詳 細 に つ い て は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
： AL050290、 及 び 配 列 番 号 ３ 、 ４ を 参 照 の こ と 。 な お 、 AILE3は 、 ジ ア ミ ン ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ １ 又 は ス ペ ル ミ ジ ン ／ ス ペ ル ミ ン N(1)-ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 1（ SSAT-1） と
し て も 知 ら れ て い る 。
　 そ の 結 果 、 AREG及 び AILE3の 発 現 量 は そ れ ぞ れ 、 健 常 人 に 比 し 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少
性 紫 斑 病 患 者 の 末 梢 血 に お い て 有 意 に 増 強 し て い た （ 図 ４ ～ ７ ； AREG: P<0.01、 AILE3: P
<0.01） 。
　 以 上 よ り 、 AREG及 び AILE3は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 の 血 液 診 断 に 有 用 で
あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 以 上 の 通 り 、 単 離 ・ 精 製 さ れ た 特 定 の 血 液 細 胞 （ 例 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 ） で は な く 、 単 離
・ 精 製 さ れ て い な い 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 集 団 全 体 を 用 い て 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 を
行 い 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 の 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 集 団 全 体 で 特 異 的 に 発
現 し て い る 遺 伝 子 群 が 同 定 さ れ た 。 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 集 団 全 体 で 特 異 的 に 発 現 し て い
る 遺 伝 子 群 の 提 供 に よ り 、 従 来 よ り も 簡 便 で あ り 、 ま た 精 度 に 優 れ 且 つ 再 現 性 の 高 い 血 液
診 断 が 可 能 に な る 。
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　 従 来 は 、 血 液 中 に 存 在 す る 特 定 の 均 質 細 胞 （ 例 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 ） を 単 離 ・ 精 製 し た 後
（ 例 え ば 、 所 定 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る 細 胞 選 別 処 理 に 供 し た 後 ） 、
該 特 定 の 均 質 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 の 同 定 が 行 な わ れ て い た 。 こ の よ
う に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 、 該 特 定 の 均 質 細 胞 の み を 含 む サ ン プ ル に お け る 遺 伝 子 発 現 の 解
析 に 使 用 し 得 る が 、 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 集 団 全 体 を 含 む サ ン プ ル に お け る 遺 伝 子 発 現 の
解 析 に は 不 向 き で あ り 、 従 っ て 細 胞 分 画 処 理 し て い な い 血 液 サ ン プ ル に お け る 遺 伝 子 発 現
解 析 に 有 用 で は な か っ た 。
　 一 方 、 本 願 発 明 者 に よ り 同 定 さ れ た 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 に 由 来 す る 、 単
離 ・ 精 製 さ れ て い な い 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 集 団 全 体 に お い て 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝
子 群 は 、 細 胞 分 画 処 理 し て い な い 血 液 サ ン プ ル に お け る 遺 伝 子 発 現 の 解 析 に 使 用 で き る 。
こ の こ と は 、 血 液 診 断 に 多 大 な メ リ ッ ト を も た ら し 得 る 。 即 ち 、 血 液 細 胞 の 分 画 処 理 工 程
を 省 略 で き る こ と か ら 、 血 液 診 断 が 非 常 に 簡 便 な も の と な り 、 ま た 、 該 処 理 工 程 を 行 う 場
合 に 生 じ 得 る 誤 差 を 回 避 で き る （ 処 理 工 程 が 多 け れ ば 多 い ほ ど 誤 差 も 多 い ） こ と か ら 、 精
度 に 優 れ 且 つ 再 現 性 の 高 い 血 液 診 断 が 可 能 と な る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 診 断 、 治 療 、 治 療 薬 の 開 発 、 検 査 基 準 用 デ
ー タ の 作 成 な ど に 有 用 で あ る 。 特 に 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 で あ る 対 象 の 末 梢 血
液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 が 初 め て 網 羅 的 に 同 定 さ れ た こ と か
ら 、 当 該 遺 伝 子 群 を 利 用 す る こ と で 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 の 診 断 ・ 治 療 の 精 度
を 飛 躍 的 に 向 上 さ せ る こ と が で き る た め 、 本 発 明 は 非 常 に 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ３ 】
【 図 １ 】 段 階 的 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に よ り ク ロ ー ン し た 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
で あ る 対 象 の 末 梢 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 群 の 内 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ
－ ０ ０ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ １ ７ に お け る ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 示 す 。 下 段 の 写 真 は Ｇ Ａ Ｐ
Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 を 示 す 。 左 の レ ー ン （ Ｎ ） が 健 常 人 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ 、 右 の レ ー
ン （ Ｉ ） が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 図 ２ 】 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ に よ る 解 析 結 果 を 元 に Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑
病 特 異 的 に 転 写 誘 導 さ れ て い る と 同 定 し た 遺 伝 子 群 の 内 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ １ ８ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ －
０ ３ ０ に お け る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 示 す 。 下 段 の 写 真 は Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 を 示 す 。 左 の
レ ー ン （ Ｎ ） が 健 常 人 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ 、 右 の レ ー ン （ Ｉ ） が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減
少 性 紫 斑 病 患 者 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ に よ る 解 析 結 果 を 元 に Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑
病 特 異 的 に 転 写 誘 導 さ れ て い る と 同 定 し た 遺 伝 子 群 の 内 、 Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ ３ １ ～ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ －
０ ４ ４ に お け る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 示 す 。 下 段 の 写 真 は Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 を 示 す 。 左 の
レ ー ン （ Ｎ ） が 健 常 人 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ 、 右 の レ ー ン （ Ｉ ） が 自 己 免 疫 性 血 小 板 減
少 性 紫 斑 病 患 者 の 血 液 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 図 ４ 】 健 常 人 （ ３ ０ 名 ） と 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 （ ２ ５ 人 ） の 末 梢 血 を 用
い て 、 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ （ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ １ ８ ） 発 現 量 に つ い て リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 解 析 し た
結 果 を プ ロ ッ ト に よ り 示 す 図 で あ る 。 矢 印 は 、 健 常 人 又 は 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病
患 者 の 末 梢 血 細 胞 に お け る Ａ Ｒ Ｅ Ｇ 発 現 量 の 平 均 値 を 示 す 。
【 図 ５ 】 健 常 人 （ ３ ０ 名 ） と 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 （ ２ ５ 人 ） の 末 梢 血 を 用
い て 、 Ａ Ｒ Ｅ Ｇ （ Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ １ ８ ） 発 現 量 に つ い て リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 解 析 し た
結 果 を 平 均 ± 標 準 偏 差 に よ り 示 す 図 で あ る （ 有 意 差 ： Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。
【 図 ６ 】 健 常 人 （ ３ ０ 名 ） と 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 （ ２ ５ 人 ） の 末 梢 血 を 用
い て 、 Ａ Ｉ Ｌ Ｅ ３ （ Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ 又 は Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ １ ９ ） 発 現 量 に つ い て リ ア ル タ イ ム Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 解 析 し た 結 果 を プ ロ ッ ト に よ り 示 す 図 で あ る 。 矢 印 は 、 健 常 人 又 は 自 己 免 疫 性
血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 の 末 梢 血 細 胞 に お け る Ａ Ｉ Ｌ Ｅ ３ 発 現 量 の 平 均 値 を 示 す 。
【 図 ７ 】 健 常 人 （ ３ ０ 名 ） と 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 患 者 （ ２ ５ 人 ） の 末 梢 血 を 用
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い て 、 Ａ Ｉ Ｌ Ｅ ３ （ Ｓ Ｓ Ａ Ｔ － １ 又 は Ｉ Ｔ Ｕ Ｐ － ０ １ ９ ） 発 現 量 に つ い て リ ア ル タ イ ム Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 解 析 し た 結 果 を 平 均 ± 標 準 偏 差 に よ り 示 す 図 で あ る （ 有 意 差 ： Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ）
。

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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