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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体における加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）の発症に対する感受性の指標として、該被験
体のゲノムが、ＡＭＤの発症に対する感受性の減少と関連した補体Ｈ因子（ＣＦＨ）遺伝
子におけるハプロタイプをコードするか否かを使用する方法であって、該方法は、
　ＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシンをコードする配列が、該被験体のゲノムの多
型部位ｒｓ８００２９２（配列番号１２）に存在するか否かを決定する工程を包含し、こ
こで、
　該ハプロタイプの存在は、該被験体が、ＡＭＤの発症に対して減少した感受性を有する
ことを示す、方法。
【請求項２】
　前記被験体の生物学的サンプルに由来するＤＮＡにおいて、配列番号１２の２１位にア
デニンが存在することを検出する工程を包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記被験体由来の生物学的サンプルにおいて、ＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシ
ンを含むＣＦＨタンパク質を検出する工程を包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記生物学的サンプルが血清サンプルである、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記被験体の前記ゲノムにおいてＨ因子遺伝子内の２つの多型部位における前記配列を
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決定する工程を包含する、請求項１に記載の方法であって、ここで、第１の多型部位はｒ
ｓ８００２９２であり、そして第２の多型部位はｒｓ１０６１１７０（配列番号１６）で
ある、方法。
【請求項６】
　（ｉ）前記被験体由来の核酸サンプルと、配列番号１２またはその相補鎖に選択的にハ
イブリダイズ可能である第１のポリヌクレオチドプローブおよび配列番号１６またはその
相補鎖に選択的にハイブリダイズ可能である第２のポリヌクレオチドプローブとを合わせ
る工程、ならびに（ｉｉ）各々のプローブについて、ハイブリダイゼーションの存在また
は不在を検出する工程を包含する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記プローブが、増幅反応においてポリヌクレオチド合成を開始可能である、請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　（ａ）ＡＭＤを発症するリスクを評価するために、前記被験体から家族歴が以前に取得
されたか、または（ｂ）ＡＭＤを発症するリスクを評価するために、該被験体に対して眼
科的検査が以前に実行された、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記方法が、ＡＭＤの特定のサブタイプのさらなる指標を使用する、請求項１に記載の
方法。
【請求項１０】
　前記サブタイプが、初期ＡＭＤ、地図状萎縮症または滲出性ＡＭＤ（ＣＮＶ）である、
請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記生物学的サンプルが細胞を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項１２】
　配列番号１２を含むＣＦＨ遺伝子のセグメントを増幅する工程を包含する、請求項２に
記載の方法。
【請求項１３】
　前記第１のポリヌクレオチドプローブが、ＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシンを
コードする配列番号１２に選択的にハイブリダイズする、請求項６に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ＣＦＨタンパク質が免疫学的アッセイを使用して検出される、請求項３に記載の方
法。
【請求項１５】
　前記生物学的サンプルが細胞を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　被験体における加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）の発症に対する感受性の指標として、ＣＦＨ
タンパク質の６２位にイソロイシンをコードする配列が、該被験体のゲノムの多型部位ｒ
ｓ８００２９２（配列番号１２）に存在するか否かを使用する方法であって、該方法は、
　ＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシンをコードする該配列が、該被験体のゲノムの
多型部位ｒｓ８００２９２（配列番号１２）に存在するか否かを決定する工程を包含し、
ここで、
　６２位にイソロイシンをコードする配列の存在は、該被験体が、ＡＭＤの発症に対して
減少した感受性を有することを示す、
方法。
【請求項１７】
　（ａ）ＡＭＤを発症するリスクを評価するために、前記被験体から家族歴が以前に取得
されたか、または（ｂ）ＡＭＤを発症するリスクを評価するために、該被験体に対して眼
科的検査が以前に実行された、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
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　前記被験体のゲノムの少なくとも一部を配列決定する工程を包含する、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１９】
　前記被験体由来の生物学的サンプルにおいて、ＣＦＨタンパク質をコードするＤＮＡま
たはＲＮＡにおいて６２位にイソロイシンをコードする配列の存在を検出する工程、ある
いはＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシンを含むＣＦＨタンパク質を検出する工程を
包含する、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
　前記被験体由来の核酸サンプルと、ＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシンをコード
する配列番号１２またはその相補鎖に選択的にハイブリダイズ可能であるポリヌクレオチ
ドプローブとを合わせる工程、およびハイブリダイゼーションの存在または不在を検出す
る工程を包含する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記プローブが、増幅反応においてポリヌクレオチド合成を開始可能である、請求項２
０に記載の方法。
【請求項２２】
　第１の被験体が、第２の被験体よりもＡＭＤを発症するリスクが低いことの指標として
の、配列番号２にしたがってナンバリングされたＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシ
ンをコードする配列を含む、補体Ｈ因子（ＣＦＨ）遺伝子の存在を使用するための方法で
あって、該方法は：
　該第１の被験体において、配列番号２にしたがってナンバリングされたＣＦＨタンパク
質の６２位にイソロイシンをコードする該配列を含む、補体Ｈ因子（ＣＦＨ）遺伝子の存
在を検出する工程であって、ここで、６２位にイソロイシンをコードする配列の存在は、
該被験体が、ＡＭＤの発症に対して減少した感受性を有することを示す、工程；ならびに
　該第２の被験体において、ＣＦＨ遺伝子に、ＣＦＨタンパク質の６２位にイソロイシン
をコードする該配列を含む配列が存在しないことを検出する工程、
を包含する、方法。
【請求項２３】
　前記第２の被験体において、ＣＦＨ遺伝子において、ＣＦＨタンパク質の４０２位にヒ
スチジンをコードする配列の存在を検出する工程を包含する、請求項２２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　本願は、米国仮出願第６０／６５０，０７８号（２００５年２月１４日出願）、同第６
０／７１７，８６１号（２００５年９月１６日出願）、同第６０／７１５，５０３号（２
００５年９月９日出願）、および同第６０／７３５，６９７号（２００５年１１月９日出
願）の利益を主張し、これら全体の内容は、参考として本明細書に援用される。
【０００２】
　（連邦政府によって資金提供された研究開発の下でなされた発明についての権利に関す
る申し立て）
　本願に記載される研究は、ＮＩＨ眼研究所（Ｅｙｅ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）補助金ＥＹ
１１５１５によって部分的に援助された。米国政府は本発明において特定の権利を有し得
る。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）は、６０歳を超えた個人のほぼ１５％に罹患する、先進国に
おける不可逆的な失明の主要な原因である（概説としては、非特許文献１、非特許文献２
；非特許文献３；非特許文献４；非特許文献５；非特許文献６を参照のこと）。この年齢
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層には６億人の個人が見積もられている。ＡＭＤの有病率は年齢とともに増加し；軽度の
または初期の型は、７５歳以上の人口のほぼ３０％、進行型は約７％に発生する（Ｋｌｅ
ｉｎら、１９９２；Ｖｉｎｇｅｒｌｉｎｇら、１９９５ａ，１９９５ｂ）。臨床的には、
ＡＭＤは、神経網膜の特殊な領域である網膜黄斑およびその下にある組織で発生する変性
的変化に起因する中心視の進行性の喪失によって特徴付けられる。この疾患の最も重篤な
または滲出性の型において、脈絡膜血管に由来する新生血管葉状体（ｆｒｏｎｄ）が、ブ
ルーフ膜および網膜色素上皮（ＲＰＥ）を突き破り、典型的には、網膜の剥離および引き
続く変性に至る。
【０００４】
　遅発性複合障害であるＡＭＤは、遺伝因子および環境因子の組み合わせによって発生お
よび／または調節されるようである（ＳｅｄｄｏｎおよびＣｈｅｎ、２００４；Ｔｕｏら
、２００４；ＫｌｅｉｎおよびＦｒａｎｃｉｓ、２００３）。家族集積性研究は、遺伝要
素がこの障害の２５％もに主として関与すると見積もった（Ｋｌａｖｅｒら、１９９８ａ
）。広く行き渡っている仮説に従うと、ＡＭＤの症例の大部分は、複数の単一遺伝子障害
の蓄積ではなく、定量的表現型、複数の感受性遺伝子座の相互作用の発現を表す。関与す
る遺伝子座の数、付与される起因し得るリスク、および種々の遺伝子座間の相互作用は不
明瞭なままである。
【０００５】
　連鎖および候補遺伝子スクリーニング分析は、ＡＭＤの遺伝学に限られた洞察を提供し
てきた。ＡＭＤについてのリスクの増加を伴う１つの遺伝子、ＡＢＣＡ４（Ａｌｌｉｋｍ
ｅｔｓら、１９９７）およびリスクの減少を伴う１つの遺伝子、ＡｐｏＥ４（Ｋｌａｖｅ
ｒら、１９９８ｂ、Ｓｏｕｉｅｄら、１９９８）の信頼できる関連性が報告されてきた。
加えて、いくつかのグループが、ゲノム規模での連鎖分析の結果を報告している（Ｔｕｏ
ら、２００４；Ｗｅｅｋｓら、２００４において概説されている）。特定の染色体領域、
１ｑ２５－ｑ３１（ＡＲＭＤ１）に対するＡＭＤ表現型を有する１つの家族の連鎖が実証
されている（Ｋｌｅｉｎら、１９９８）。ＨＥＭＩＣＥＮＴＩＮ－１は原因遺伝子である
ことが示唆されてきたが（Ｓｃｈｕｌｔｚら、２００３）、その役割は確実には確認され
ていない。いくつかの研究における染色体１ｑ上の重複する遺伝子座の同定（Ｗｅｅｋｓ
ら、２００１；Ｉｙｅｎｇａｒら、２００３；Ｗｅｅｋｓら、２００４）は、この遺伝子
座がＡＭＤ関連遺伝子を保有し得ることを示唆する。
【０００６】
　ＡＭＤの発症と関連する特徴的な眼の病変であるドルーゼンの最近の研究は、ＡＭＤの
初期型および後期型の機序において、炎症および他の免疫媒介性プロセス、特に補体活性
化についての役割を関連付けてきた（Ｈａｇｅｍａｎら、１９９９，２００１；Ｍｕｌｌ
ｉｎｓら、２０００，２００１；Ｒｕｓｓｅｌｌら、２０００；Ａｎｄｅｒｓｏｎら、２
００２，２００４；Ｊｏｈｎｓｏｎら、２０００，２００１；Ｃｒａｂｂら、２００２；
非特許文献４；Ｐｅｎｆｏｌｄら、２００１；Ｅｓｐｉｎｏｓａ－Ｈｅｉｄｍａｎら、２
００３）。これらの研究は、終末経路の補体成分（Ｃ５、Ｃ６、Ｃ７、Ｃ８およびＣ９）
および終末経路の活性化特異的補体タンパク質フラグメント（Ｃ３ｂ、ｉＣ３ｂ、Ｃ３ｄ
ｇおよびＣ５ｂ－９）ならびに種々の補体経路調節因子および阻害因子（Ｈ因子、Ｉ因子
、Ｄ因子、ＣＤ５５およびＣＤ５９を含む）が、ドルーゼンの中、ブルーフ膜（ＲＰＥお
よび脈絡膜を隔てる、エラスチンおよびコラーゲンから構成される細胞外層）に沿って、
およびドルーゼンを重層するＲＰＥ細胞の中にあることを明らかにしている（Ｊｏｈｎｓ
ｏｎら、２０００，２００１；Ｍｕｌｌｉｎｓら、２０００，２００１；Ｃｒａｂｂら、
２００２）。これらのドルーゼン関連分子の多くは、以前には肝臓によって主として合成
されていると考えられていた、循環血漿タンパク質である。興味深いことに、多くはまた
、ＲＰＥおよび／または脈絡膜細胞によって局所的に合成されるように見える。
【０００７】
　補体系の活性化は、通常の宿主の防御および損傷に対する応答において主要な役割を果
たす（Ｋｉｎｏｓｈｉｔａ、１９９１）。しばしば、特異的補体関連遺伝子における変異
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によって引き起こされるこの系の不適切な活性化および／または制御は、アテローム性動
脈硬化症（Ｔｏｒｚｅｗｓｋｉら、１９９７；Ｎｉｃｕｌｅｓｃｕら、１９９９）、アル
ツハイマー病（Ａｋｉｙａｍａら、２０００）および糸球体腎炎（Ｓｃｈｗｅｒｔｚら、
２００１）において示されたのと同様に、自己免疫続発症および局所的組織破壊に寄与し
得る（Ｈｏｌｅｒｓ、２００３；ＬｉｓｚｅｗｓｋｉおよびＡｔｋｉｎｓｏｎ、１９９１
；ＭｏｒｇａｎおよびＷａｌｐｏｒｔ、１９９１；ＳｈｅｎおよびＭｅｒｉ、２００３）
。
【０００８】
　ＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎（ＭＰＧＮ　ＩＩ）は、補体カスケードの代替経路の制御
されない全身的な活性化と関連するまれな疾患である。この疾患は、腎糸球体基底膜中の
補体の代替経路に関与するタンパク質であるＣ３およびＣ３ｃを含む異常に電子密度の高
い物質の沈着によって特徴付けられ、これは最終的には腎不全を引き起こす。興味深いこ
とに、ＭＰＧＮＩＩを有する多くの患者は、黄斑ドルーゼン、ＲＰＥ剥離および脈絡膜新
生血管膜を発症し、これらは、臨床的および組成的にＡＭＤにおいて形成するものと区別
できないが、これらはしばしば、１０歳代に検出される（Ｍｕｌｌｉｎｓら、２００１；
Ｏ’Ｂｒｉｅｎら、１９９３；Ｈｕａｎｇら、２００３；Ｃｏｌｖｉｌｌｅら、２００３
；Ｄｕｖａｌｌ－Ｙｏｕｎｇら、１９８９ａ，１９８９ｂ；Ｒａｉｎｅｓら、１９８９；
Ｌｅｙｓら、１９９０；ＭｃＡｖｏｙおよびＳｉｌｖｅｓｔｒｉ、２００４；Ｂｅｎｎｅ
ｔｔら、１９８９；ＯｒｔｈおよびＲｉｔｚ、１９９８；Ｈａｂｉｂら、１９７５）。
【０００９】
　ＭＰＧＮＩＩを有する大部分の患者において、補体カスケードを調節することができな
いことは、Ｃ３ｂＢｂに対して指向された自己抗体によって媒介される。しかし、他のＭ
ＰＧＮ　ＩＩ患者は、代替補体経路の主要な阻害因子であるＨ因子（非特許文献７；非特
許文献８）における変異を保有する。Ｈ因子における点変異（Ｉ１１６６Ｒ）は、ヨーク
シャーピッグにおいてＭＰＧＮＩＩを引き起こし（非特許文献９）、Ｈ因子欠損マウスは
重篤な糸球体腎炎を発症する（非特許文献１０）。さらに、関連する障害であるＭＰＧＮ
ＩＩＩを有するいくつかの大家族の中での罹患した個体は、ＡＭＤについてのゲノム規模
の連鎖研究において同定された遺伝子座に重なる領域である染色体１ｑ３１－３２（非特
許文献１１）への連鎖を示す（上記を参照のこと）。この特定の遺伝子座は、多数の補体
経路関連遺伝子を含む。補体活性化の調節因子（ＲＣＡ）遺伝子クラスターと呼ばれるこ
れらの遺伝子の１つのグループは、Ｈ因子、５つのＨ因子関連遺伝子（ＣＦＨＲ１、ＣＦ
ＨＲ２、ＣＦＨＲ３、ＣＦＨＲ４およびＣＦＨＲ５）、および第ＸＩＩＩ凝固因子のβサ
ブユニットをコードする遺伝子を含む。Ｃ４ＢＰＡ、Ｃ４ＢＰＢ、Ｃ４ＢＰＡＬ２、ＤＡ
Ｆ（ＣＤ５５）ＣＲ１、ＣＲ２、ＣＲ１ＬおよびＭＣＰ（ＣＤ４６）を含む、補体経路関
連遺伝子の第２のクラスターは、１ｑ２５－３１遺伝子座に直接隣接して存在する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｚａｒｂｉｎ、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ（１９９８）８：１
９９～２０６
【非特許文献２】Ｚａｒｂｉｎ、Ａｒｃｈ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ（２００４）１２２（
４）：５９８～６１４
【非特許文献３】Ｋｌｅｉｎら、Ａｍ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ（２００４）１３７（
３）：５０４～５１０
【非特許文献４】Ａｍｂａｔｉら、Ｓｕｒｖ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ（２００３）４
８（３）：２５７～２９３
【非特許文献５】ｄｅ　Ｊｏｎｇ、Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｉａ（２００４）２１８補
遺１：５～１６
【非特許文献６】ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎら、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ（２００
３）１８（９）：８４５～８５４
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【非特許文献７】Ａｕｌｔら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ（１９９７）２７２：２５１６８
～２５１７５
【非特許文献８】Ｄｒａｇｏｎ－Ｄｕｒｅｙら、Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｎｅｐｈｒｏｌ（２
００４）１５：７８７～７９５
【非特許文献９】Ｊａｎｓｅｎら、Ｋｉｄｎｅｙ　Ｉｎｔ（１９９８）５３（２）３３１
～３４９
【非特許文献１０】Ｐｉｃｋｅｒｉｎｇら、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ（２００２）３１；４２
４～４２８
【非特許文献１１】Ｎｅａｒｙら、Ｊ　Ａｍ　Ｓｏｃ　Ｎｅｐｈｒｏｌ（２００２）１３
：２０５２～２０５７
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　（発明の要旨）
　本発明は、加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）およびＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎（ＭＰＧＮＩ
Ｉ）の発症と関連する補体Ｈ因子における多型およびハプロタイプに関する。本発明はま
た、ＡＭＤおよびＭＰＧＮＩＩの発症と関連する補体Ｈ遺伝子関連５（ＣＦＨＲ５）遺伝
子における多型およびハプロタイプに関する。本発明は、これらおよび他の疾患を診断、
モニター、および治療する方法を提供する。
【００１２】
　１つの局面において、本発明は、Ｈ因子遺伝子の１つまたは複数の多型部位における１
つまたは複数の変異の存在または非存在を検出する工程を包含する、加齢性黄斑変性（Ａ
ＭＤ）を発症する被験体の性向を決定するための診断方法を提供する。１つの実施形態に
おいて、本発明は、個体のＨ因子遺伝子における多型の存在または非存在を検出する工程
を包含する、ＡＭＤを発症する感受性の増加を診断する方法を提供する。これらの方法は
、個体からＤＮＡを入手する工程、およびＤＮＡがＨ因子遺伝子中に多型を含むか否かを
決定するために個体からのＤＮＡを分析する工程を包含してもよい。特定の多型は、個体
が、対照集団と比較して、ＡＭＤを発症する感受性の増加を有することを示す。特定の多
型は、個体がＡＭＤを発症する可能性の減少を有することを示す。特定の多型は、個体が
ＡＭＤを発症する可能性の増加または減少のいずれも有しないことを示す。
【００１３】
　１つの実施形態において、被験体における加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）を発症する性向を
診断する方法は、被験体からＤＮＡのサンプルを入手する工程、ならびに、ＡＭＤの発症
と関連する多型の存在または非存在、被験体がＡＭＤを発症する性向の増加を有すること
の指標である多型の存在、および被験体がＡＭＤを発症する性向の減少を有することの指
標である多型の非存在を患者のＤＮＡ中で検出する工程を包含する。
【００１４】
　関連する局面において、本発明は、個体のＨ因子ハプロタイプを決定する工程を包含す
る、ＡＭＤを発症する感受性を診断する方法を提供する。これらの方法は、個体からＤＮ
Ａを入手する工程、およびそれらのＨ因子ハプロタイプを決定するために個体のＤＮＡを
分析する工程を包含する。特定のハプロタイプ（リスクハプロタイプ）は、個体がＡＭＤ
を発症する感受性の増加を有することを示す。特定のハプロタイプ（防御的ハプロタイプ
）は、個体がＡＭＤを発症する感受性の減少を有することを示す。特定のハプロタイプ（
中性ハプロタイプ）は、個体がＡＭＤを発症する可能性の増加または減少のいずれも有し
ないことを示す。
【００１５】
　関連する実施形態において、Ｈ因子遺伝子の多型部位における変異の存在または非存在
は、この遺伝子によってコードされるＲＮＡまたはＨ因子タンパク質（例えば、タンパク
質アイソフォーム）などの遺伝子産物の分析によって決定される。変異体タンパク質の発
現はＨ因子遺伝子の変異の指標であり、ＡＭＤを発症する性向の増加または減少を示すこ
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とができる。タンパク質は、イムノアッセイおよび他の方法を使用して検出することがで
きる。
【００１６】
　別の関連する局面において、本発明は、個体の生物学的サンプル中の変異体Ｈ因子ポリ
ペプチドを検出することによって、ＡＭＤまたは他の疾患を発症する感受性を診断する方
法を提供する。１つの実施形態において、抗体に基づくアッセイは、個体の生物学的サン
プル、例えば、血清サンプルを抗体と接触させること、および変異体Ｈ因子ポリペプチド
の存在または非存在を検出することによって、個体におけるＡＭＤまたは他の疾患を診断
するために使用される。１つの実施形態において、抗体が、変異体Ｈ因子ポリペプチドに
特異的な（すなわち、野生型Ｈ因子ポリペプチドにおいては見られない）エピトープと特
異的に相互作用する。１つの実施形態において、分離に基づくアッセイ（例えば、ＰＡＧ
Ｅ）が、個体の生物学的サンプル、例えば、血清サンプル中の変異体Ｈ因子ポリペプチド
の存在または非存在を検出することによって、個体中のＡＭＤまたは他の疾患を診断する
ために使用される。
【００１７】
　１つの局面において、本発明は、全身レベルおよび／または眼レベルのＨ因子の型およ
び／または量を調節することによって、ＡＭＤを有する個体（例えば、症候性ＡＭＤを発
症するリスクの上昇を示す多型またはハプロタイプが検出される個体）または変異体Ｈ因
子遺伝子を伴う他の疾患を有する個体を治療する方法を提供する。Ｈ因子ポリペプチドは
、野生型Ｈ因子ポリペプチドまたは変異体Ｈ因子ポリペプチドであってもよい。Ｈ因子ポ
リペプチドは、リスクハプロタイプと関連するアレルよりもむしろ、中性または防御的ア
レルによってコードされる配列を有するＨ因子ポリペプチドであってもよい。１つの実施
形態において、この方法は、疾患の徴候を減少させるための有効量でＨ因子ポリペプチド
を個体に投与する工程を包含する。１つの実施形態において、この方法は、疾患の徴候を
発症する性向を減少させ、かつ疾患の発症または進行を遅延させるための有効量で、Ｈ因
子ポリペプチドを個体に投与する工程を包含する。１つの実施形態において、この方法は
、Ｈ因子を含む血液を投与する工程を包含する。１つの実施形態において、この方法は、
Ｈ因子ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む核酸（例えば、導入遺伝子）を
投与する工程を包含する。１つの実施形態において、この方法は、Ｈ因子ポリペプチドを
発現する細胞を投与する工程を包含する。
【００１８】
　１つの局面において、本発明は、ＡＭＤを有する個体（例えば、症候性ＡＭＤを発症す
るリスクの上昇を示す多型またはハプロタイプが検出される個体）または変異体Ｈ因子遺
伝子を伴う他の疾患を有する個体を治療する方法を提供する。１つの実施形態において、
この方法は、患者における疾患の徴候を減少するための有効量で、変異体Ｈ因子またはＨ
因子をコードしている遺伝子の発現の量を減少させる薬剤を患者に投与する工程を包含す
る。関連する実施形態において、個体における変異体Ｈ因子ポリペプチドの阻害因子（す
なわち、不活性化因子）の治療量が投与される。
【００１９】
　１つの実施形態において、個体における阻害核酸（例えば、変異体Ｈ因子ポリペプチド
のヌクレオチド配列の少なくとも一部に相補的であるＲＮＡ）が投与される。１つの実施
形態において、変異体Ｈ因子ポリペプチドをコードするＲＮＡに相補的である精製された
アンチセンスＲＮＡが投与される。
【００２０】
　別の実施形態において、個体において変異体Ｈ因子ポリペプチドを部分的に不活性化す
るために十分である抗ＣＦＨ抗体の治療量が投与される。
【００２１】
　別の実施形態において、個体は、血液から有害型Ｈ因子を除去するために処理される（
例えば、血漿分離交換法（ｐｌａｓｍａｐｈｏｒｅｓｉｓ）、抗体指向性血漿分離交換法
、またはＨ因子結合部分、例えば、ヘパリンとの複合体化による）。
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【００２２】
　１つの局面において、本発明は、変異体Ｈ因子ポリペプチドをコードする精製されたＤ
ＮＡ、変異体Ｈ因子ポリペプチドをコードする精製されたＲＮＡ、変異体Ｈ因子ポリペプ
チドをコードするＲＮＡに相補的な精製されたアンチセンスＲＮＡ、および精製された変
異体Ｈ因子ポリペプチドを提供する。関連する局面において、本発明は、野生型または変
異体Ｈ因子ポリペプチド、またはＨ因子の生物学的に活性なフラグメントを発現するため
の核酸を提供する。
【００２３】
　１つの局面において、本発明は、Ｈ因子ポリペプチドをコードする核酸を含む遺伝子治
療ベクターを提供する。このベクターは、複数の細胞型において、Ｈ因子遺伝子の発現を
駆動するプロモーターを含んでもよい。もしくは、このベクターは、特定の細胞型におい
てのみ、例えば、網膜の細胞においてまたは腎臓の細胞においてのみ、Ｈ因子遺伝子の発
現を駆動するプロモーターを含んでもよい。１つの局面において、Ｈ因子タンパク質をコ
ードする遺伝子治療ベクターおよび薬学的に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物が提供
され、ここで、この組成物は病原体を含まず、かつヒト患者への投与のために適切である
。１つの実施形態において、コードされるＨ因子ポリペプチドは防御的変異体である。
【００２４】
　１つの局面において、本発明は、組換えまたは精製されたＨ因子ポリペプチドを含む組
成物を提供し、ここで、このポリペプチドは防御的変異体である。
【００２５】
　関連する局面において、本発明は、組換えまたは精製Ｈ因子ポリペプチドおよび薬学的
に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物を提供し、ここで、この組成物は病原体を含まず
、かつヒト患者への投与のために適切である。１つの実施形態において、コードされるＨ
因子ポリペプチドは野生型配列を有する。１つの実施形態において、コードされるＨ因子
ポリペプチドは防御的変異体である。
【００２６】
　１つの局面において、本発明は、変異体Ｈ因子ポリペプチドと特異的に相互作用するが
野生型Ｈ因子ポリペプチドとは相互作用しない抗体を提供する。これらの抗体はポリクロ
ーナルまたはモノクローナルであってもよく、減法的技術（ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ　ｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ）によって得られてもよい。これらの抗体は、変異体Ｈ因子ポリペプ
チドを不活性化するために十分であり得る。関連する局面において、本発明は、抗Ｈ因子
抗体および薬学的に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物を提供し、ここで、この組成物
は病原体を含まず、かつヒト患者への投与のために適切である。
【００２７】
　１つの局面において、本発明は、ＡＭＤを発症するリスクの増加または減少と関連する
変異体Ｈ因子タンパク質を同定するための方法を提供する。１つの実施形態において、本
発明は、（ａ）防御的ハプロタイプを有するとして個体を同定する工程、および（ｂ）個
体のゲノム中にコードされているＨ因子のアミノ酸配列を決定する工程によって、防御的
Ｈ因子タンパク質を同定する方法を提供し、ここで、防御的Ｈ因子タンパク質は、防御的
ハプロタイプを有するアレルによってコードされる。１つの実施形態において、本発明は
、（ａ）中性ハプロタイプを有するとして個体を同定する工程、および（ｂ）個体のゲノ
ム中にコードされているＨ因子のアミノ酸配列を決定する工程によって、中性Ｈ因子タン
パク質を同定する方法を提供し、ここで、中性Ｈ因子タンパク質は、中性ハプロタイプを
有するアレルによってコードされる。関連する実施形態において、本発明は、ＡＭＤを発
症するリスクの減少に関連するＨ因子の変異体形態を同定する方法を提供し、この方法は
（ａ）ＡＭＤを発症するリスクの減少と関連するハプロタイプまたはディプロタイプを有
するとして個体を同定する工程；（ｂ）個体からゲノムＤＮＡまたはＲＮＡを入手する工
程；および（ｃ）個体のゲノム中にコードされるＨ因子のアミノ酸配列を決定する工程を
包含し、ここで、防御的Ｈ因子タンパク質は、ＡＭＤを発症するリスクの減少と関連する
ハプロタイプを有するアレルによってコードされる。１つの実施形態において、防御的ま
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たは中性Ｈ因子タンパク質は、野生型Ｈ因子ポリペプチドのアミノ酸配列を有しない。
【００２８】
　関連する方法において、ＡＭＤを発症するリスクの増加と関連するＨ因子の型は、（ａ
）リスクハプロタイプを有するとして個体を同定する工程、および（ｂ）個体のゲノム中
にコードされるＨ因子のアミノ酸配列を決定する工程によって同定され、ここで、リスク
Ｈ因子タンパク質は、リスクハプロタイプを有するアレルによってコードされる。関連す
る実施形態において、本発明は、ＡＭＤを発症するリスクの増加と関連するＨ因子の変異
体形態を同定する方法を提供し、この方法は（ａ）ＡＭＤを発症するリスクの増加と関連
するハプロタイプまたはディプロタイプを有するとして個体を同定する工程；（ｂ）個体
からゲノムＤＮＡまたはＲＮＡを入手する工程；および（ｃ）個体のゲノム中にコードさ
れるＨ因子のアミノ酸配列を決定する工程を包含し、ここで、リスクＨ因子タンパク質は
、ＡＭＤを発症するリスクの増加と関連するハプロタイプを有するアレルによってコード
される。１つの実施形態において、リスクＨ因子タンパク質は、野生型Ｈ因子ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を有しない。
【００２９】
　１つの局面において、本発明は、患者の生物学的サンプル中の短縮型Ｈ因子に対する全
長Ｈ因子の比率を検出することによって、ＡＭＤまたは他の疾患に対する性向または感受
性を診断する方法を提供する。１つの実施形態において、被験体においてＡＭＤを発症す
る性向または感受性を診断する方法は、被験体からＲＮＡのサンプルを入手する工程、お
よびエキソン１０Ａ（すなわち、短縮型Ｈ因子）に対するエキソン１０（すなわち、全長
Ｈ因子）の発現の比率を患者のＲＮＡ中で検出する工程を包含し、この比率の増加は、被
験体がＡＭＤを発症する性向または感受性の増加を有することの指標であり、この比率の
減少は、被験体がＡＭＤを発症する性向または感受性の減少を有することの指標である。
１つの実施形態において、被験体においてＡＭＤを発症する性向または感受性を診断する
方法は、被験体からタンパク質のサンプルを入手する工程、および短縮型Ｈ因子に対する
全長Ｈ因子の発現の比率を患者のタンパク質中で検出する工程を包含し、この比率の増加
は、被験体がＡＭＤを発症する性向または感受性の増加を有することの指標であり、この
比率の減少は、被験体がＡＭＤを発症する性向または感受性の減少を有することの指標で
ある。
【００３０】
　１つの局面において、本発明は、Ｈ因子タンパク質またはそのフラグメントをコードす
る組換えまたは精製核酸、例えば、Ｈ因子遺伝子から誘導される核酸を含む細胞を提供す
る。この細胞は、細菌または酵母、または研究および薬物開発のために有用である任意の
他の細胞であってもよい。従って、本発明は、組換え変異体ヒトＨ因子を発現する単離さ
れた宿主細胞および細胞株を提供する。１つの実施形態において、変異体はリスク変異体
であり、４０２位のアミノ酸にヒスチジンを有する。１つの実施形態において、変異体は
防御的変異体であり、６２位のアミノ酸にイソロイシンを有する。１つの実施形態におい
て、変異体は中性変異体である。１つの実施形態において、リスク変異体、防御的変異体
、または中性変異体のＨ因子タンパク質は、野生型Ｈ因子ポリペプチドのアミノ酸配列を
有しない。
【００３１】
　１つの局面において、本発明は、その体細胞および生殖細胞がヒト変異体Ｈ因子ポリペ
プチドをコードしている導入遺伝子を含む、トランスジェニック非ヒト動物を提供する。
本発明のトランスジェニック動物は、ＡＭＤについてのモデルとして、およびＡＭＤを治
療する際に有用である薬剤をスクリーニングするために使用される。この動物は、マウス
、蠕虫、または研究および薬物開発（Ｈ因子の組換え産生など）のために有用な任意の他
の動物であってもよい。１つの実施形態において、Ｈ因子は変異体ヒトＨ因子であり、こ
こで上記変異体はアミノ酸６２にイソロイシンを有し、または、アミノ酸４０２にヒスチ
ジンを有する。
【００３２】
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　１つの局面において、本発明は、表１Ａ、１Ｂおよび１Ｃに記載されるＨ因子遺伝子に
おける多型部位に連鎖した多型部位をスクリーニングする方法を提供する。これらの方法
は、Ｈ因子遺伝子における多型部位に連鎖している遺伝子中の多型部位を同定し、ここで
、Ｈ因子遺伝子中の多型部位の多型型は関連するＡＭＤである工程、および連鎖した多型
部位が、ＡＭＤ表現型と関連するＨ因子遺伝子の多型型と平衡不平衡にあるか否かを示す
ために、個体の集団中のハプロタイプを決定する工程を包含する。
【００３３】
　１つの局面において、本発明は、ＡＭＤについて上記のように実行される、ＭＰＧＮＩ
Ｉについての診断方法、治療方法、およびスクリーニング方法を提供する。
【００３４】
　１つの局面において、本発明は、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する被験体の性向を
決定するための診断方法を提供し、この方法は、ＣＦＨＲ５遺伝子の１つまたは複数の多
型部位における１つまたは複数の変異の存在または非存在を検出する工程を包含する。１
つの実施形態において、本発明は、個体のＣＦＨＲ５遺伝子中の多型の存在または非存在
を検出する工程を含む、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する感受性の増加を診断する方
法を提供する。これらの方法は、個体からＤＮＡを入手する工程、およびＤＮＡがＣＦＨ
Ｒ５遺伝子中に多型を含むか否かを決定するために個体からのＤＮＡを分析する工程を包
含してもよい。特定の多型は、個体がＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する感受性の増加
を有することを示す。特定の多型は、個体がＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する可能性
の減少を有することを示す。特定の多型は、個体がＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する
可能性の増加または減少のいずれも有しないことを示す。
【００３５】
　１つの実施形態において、被験体におけるＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する性向を
診断する方法は、被験体からのＤＮＡのサンプルを入手する工程、およびＡＭＤまたはＭ
ＰＧＮＩＩの発症と関連する多型の存在または非存在を患者のＤＮＡ中で検出する工程を
包含し、多型の存在は、被験体がＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する性向の増加を有す
ることの指標であり、多型の非存在は、被験体がＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する性
向の減少を有することの指標である。
【００３６】
　関連する実施形態において、ＣＦＨＲ５遺伝子の多型部位における変異の存在および非
存在は、遺伝子産物、例えば、ＲＮＡ、または遺伝子によってコードされるＣＦＨＲ５タ
ンパク質（例えば、タンパク質アイソフォーム）などの分析によって決定される。変異体
タンパク質の発現はＣＦＨＲ５遺伝子中の変異の指標であり、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩ
を発症する性向の増加または減少を示すことができる。タンパク質は、イムノアッセイお
よび他の方法を使用して検出することができる。
【００３７】
　関連する局面において、本発明は、個体のＣＦＨＲ５ハプロタイプを決定する工程を包
含する、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する感受性を診断する方法を提供する。これら
の方法は、個体からＤＮＡを入手する工程、およびそれらのＣＦＨＲ５ハプロタイプを決
定するために個体のＤＮＡを分析する工程を包含する。特定のハプロタイプ（リスクハプ
ロタイプ）は、対照集団と比較して、個体がＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する感受性
の増加を有することを示す。特定のハプロタイプ（防御的ハプロタイプ）は、個体がＡＭ
ＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する感受性の減少を有することを示す。特定のハプロタイプ
（中性ハプロタイプ）は、個体がＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症する可能性の増加また
は減少のいずれも有しないことを示す。
【００３８】
　別の関連する局面において、本発明は、個体の生物学的サンプル中の変異体ＣＦＨＲ５
ポリペプチドを検出することによって、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩまたは他の疾患を発症
する感受性を診断する方法を提供する。１つの実施形態において、抗体に基づくアッセイ
が、個体の生物学的サンプル、例えば、血清サンプルを抗体に接触させ、変異体ＣＦＨＲ
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５ポリペプチドの存在または非存在を検出することによって、個体におけるＡＭＤまたは
ＭＰＧＮＩＩまたは他の疾患を診断するために使用される。１つの実施形態において、抗
体は変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドに特異的な（すなわち、野生型ＣＦＨＲ５ポリペプチ
ドにおいては見られない）エピトープと特異的に相互作用する。１つの実施形態において
、分離に基づくアッセイ（例えば、ＰＡＧＥ）が、個体の生物学的サンプル、例えば、血
清サンプル中の変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドの存在または非存在を検出することによっ
て、個体中のＭＰＧＮＩＩまたは他の疾患を診断するために使用される。種々の型のイム
ノアッセイ形式を、サンプル中のＣＦＨまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドまたはタンパク質
をアッセイするために使用することができる。これらには、サンドイッチＥＬＩＳＡ、ラ
ジオイムノアッセイ、フルオロイムノアッセイ、免疫組織化学アッセイ、ドットブロット
、ディップスティック、およびウェスタンブロットが含まれる。
【００３９】
　１つの局面において、本発明は、全身レベルおよび／または腎臓レベルのＣＦＨＲ５の
型および／または量を調節することによって、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを有するかまた
はそのリスクがある個体（例えば、症候性ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの
上昇を示す多型またはハプロタイプが検出される個体）または変異体ＣＦＨＲ５遺伝子を
伴う他の疾患を有する個体を治療する方法を提供する。ＣＦＨＲ５ポリペプチドは、リス
クハプロタイプと関連するアレルよりもむしろ、中性または防御的アレルによってコード
されるＣＦＨＲ５ポリペプチドであってもよい。１つの実施形態において、この方法は、
疾患の兆候を減少させるための有効量で、ＣＦＨＲ５ポリペプチドを個体に投与する工程
を包含する。１つの実施形態において、この方法は、疾患の徴候を発症する性向を減少さ
せ、かつ疾患の発症または進行を遅延させるための有効量で、ＣＦＨＲ５ポリペプチドを
個体に投与する工程を包含する。１つの実施形態において、この方法は、ＣＦＨＲ５を含
む血液を投与する工程を包含する。１つの実施形態において、この方法は、ＣＦＨＲ５ポ
リペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む核酸（例えば、導入遺伝子）を投与する
工程を包含する。
【００４０】
　１つの局面において、本発明は、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを有する個体（例えば、症
候性ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの上昇を示す多型またはハプロタイプが
検出される個体）または変異体ＣＦＨＲ５遺伝子を伴う他の疾患を有する個体を治療する
方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は、患者における疾患の徴候を減少
するための有効量で、変異体ＣＦＨＲ５またはＣＦＨＲ５をコードしている遺伝子の発現
の量を減少させる薬剤を患者に投与する工程を包含する。ＣＦＨＲ５ポリペプチドは、野
生型ＣＦＨＲ５ポリペプチドまたは変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドであってもよい。
【００４１】
　１つの実施形態において、個体における阻害核酸（例えば、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプ
チドのヌクレオチド配列の少なくとも一部に相補的なＲＮＡ）が投与される。１つの実施
形態において、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードするＲＮＡに相補的な精製された
アンチセンスＲＮＡが投与される。
【００４２】
　別の実施形態において、個体における変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドを部分的に不活性
化するために十分である抗ＣＦＨＲ５抗体の治療量が投与される。
【００４３】
　関連する実施形態において、個体における変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドの阻害因子（
例えば、インアクチベーター）の治療量が投与される。
【００４４】
　別の実施形態において、個体は、血液から有害型ＣＦＨＲ５を除去するために処理され
る（例えば、血漿分離交換法、抗体指向性血漿分離交換法、またはＣＦＨＲ５結合部分、
例えば、ヘパリンとの複合体化による）。
【００４５】
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　１つの局面において、本発明は、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードする精製され
たＤＮＡ、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードする精製されたＲＮＡ、変異体ＣＦＨ
Ｒ５ポリペプチドをコードするＲＮＡに相補的な精製されたアンチセンスＲＮＡ、および
精製された変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドを提供する。関連する局面において、本発明は
、野生型または変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチド、またはＣＦＨＲ５の生物学的に活性なフ
ラグメントを発現するための核酸を提供する。
【００４６】
　１つの局面において、本発明は、ＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードする核酸を含む遺伝
子治療ベクターを提供する。このベクターは、複数の細胞型において、ＣＦＨＲ５遺伝子
の発現を駆動するプロモーターを含んでもよい。もしくは、このベクターは、特定の細胞
型においてのみ、例えば、網膜の細胞においてまたは腎臓の細胞（例えば、内皮細胞、メ
サンギウム細胞、有足細胞）においてのみ、ＣＦＨＲ５遺伝子の発現を駆動するプロモー
ターを含んでもよい。１つの局面において、ＣＦＨＲ５タンパク質をコードする遺伝子治
療ベクターおよび薬学的に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物が提供され、ここで、こ
の組成物は病原体を含まず、かつヒト患者への投与のために適切である。１つの実施形態
において、コードされるＣＦＨＲ５ポリペプチドは防御的変異体である。
【００４７】
　１つの局面において、本発明は、組換えまたは精製されたＣＦＨＲ５ポリペプチドを含
む組成物を提供し、ここで、このポリペプチドは防御的変異体である。
【００４８】
　関連する局面において、本発明は、組換えまたは精製ＣＦＨＲ５ポリペプチドおよび薬
学的に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物を提供し、ここで、この組成物は病原体を含
まず、かつヒト患者への投与のために適切である。１つの実施形態において、コードされ
るＣＦＨＲ５ポリペプチドは野生型配列を有する。１つの実施形態において、コードされ
るＣＦＨＲ５ポリペプチドは防御的変異体である。
【００４９】
　１つの局面において、本発明は、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドと特異的に相互作用す
るが野生型ＣＦＨＲ５ポリペプチドとは相互作用しない抗体を提供する。これらの抗体は
ポリクローナルまたはモノクローナルであってもよく、減法的技術（ｓｕｂｔｒａｃｔｉ
ｖｅ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ）によって得られてもよい。これらの抗体は、変異体ＣＦＨ
Ｒ５ポリペプチドを不活性するために十分であり得る。関連する局面において、本発明は
、抗ＣＦＨＲ５抗体および薬学的に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物を提供し、ここ
で、この組成物は病原体を含まず、かつヒト患者への投与のために適切である。
【００５０】
　１つの局面において、本発明は、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの増加ま
たは減少と関連する変異体ＣＦＨＲ５タンパク質を同定するための方法を提供する。１つ
の実施形態において、本発明は、（ａ）防御的ハプロタイプを有するとして個体を同定す
る工程、および（ｂ）個体のゲノム中にコードされているＣＦＨＲ５のアミノ酸配列を決
定する工程によって、防御的ＣＦＨＲ５タンパク質を同定する方法を提供し、ここで、防
御的ＣＦＨＲ５タンパク質は、防御的ハプロタイプを有するアレルによってコードされる
。１つの実施形態において、本発明は、（ａ）中性ハプロタイプを有するとして個体を同
定する工程、および（ｂ）個体のゲノム中にコードされているＣＦＨＲ５のアミノ酸配列
を決定する工程によって、中性ＣＦＨＲ５タンパク質を同定する方法を提供し、ここで、
中性ＣＦＨＲ５タンパク質は、中性ハプロタイプを有するアレルによってコードされる。
関連する実施形態において、本発明は、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの減
少に関連するＣＦＨＲ５の変異体形態を同定する方法を提供し、この方法は（ａ）ＡＭＤ
またはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの減少と関連するハプロタイプまたはディプロタイ
プを有するとして個体を同定する工程；（ｂ）個体からゲノムＤＮＡまたはＲＮＡを入手
する工程；および（ｃ）個体のゲノム中にコードされるＣＦＨＲ５のアミノ酸配列を決定
する工程を包含し、ここで、防御的ＣＦＨＲ５タンパク質は、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩ
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を発症するリスクの減少と関連するハプロタイプを有するアレルによってコードされる。
１つの実施形態において、防御的または中性ＣＦＨＲ５タンパク質は、野生型ＣＦＨＲ５
ポリペプチドのアミノ酸配列を有しない。
【００５１】
　関連する方法において、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの増加と関連する
ＣＦＨＲ５の型は、（ａ）リスクハプロタイプを有するとして個体を同定する工程、およ
び（ｂ）個体のゲノム中にコードされるＣＦＨＲ５のアミノ酸配列を決定する工程によっ
て同定され、ここで、リスクＣＦＨＲ５タンパク質は、リスクハプロタイプを有するアレ
ルによってコードされる。関連する実施形態において、本発明は、ＡＭＤまたはＭＰＧＮ
ＩＩを発症するリスクの増加と関連するＣＦＨＲ５の変異体形態を同定する方法を提供し
、この方法は（ａ）ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの増加と関連するハプロ
タイプまたはディプロタイプを有するとして個体を同定する工程；（ｂ）個体からゲノム
ＤＮＡまたはＲＮＡを入手する工程；および（ｃ）個体のゲノム中にコードされるＣＦＨ
Ｒ５のアミノ酸配列を決定する工程を包含し、ここで、リスクＣＦＨＲ５タンパク質は、
ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの増加と関連するハプロタイプを有するアレ
ルによってコードされる。１つの実施形態において、リスクＣＦＨＲ５タンパク質は、野
生型ＣＦＨＲ５ポリペプチドのアミノ酸配列を有しない。
【００５２】
　１つの局面において、本発明は、ＣＦＨＲ５タンパク質に由来する組換えまたは精製核
酸を含む細胞を提供する。この細胞は、細菌または酵母、または研究および薬物開発のた
めに有用である任意の他の細胞であってもよい。従って、本発明は、組換え変異体ヒトＣ
ＦＨＲ５を発現する単離された宿主細胞および細胞株を提供する。１つの実施形態におい
て、ＣＦＨＲ５変異体はリスク変異体であり、４６位のアミノ酸にセリンを有する。１つ
の実施形態において、ＣＦＨＲ５変異体は中性変異体である。１つの実施形態において、
リスク変異体、防御的変異体、または中性変異体のＣＦＨＲ５タンパク質は、野生型ＣＦ
ＨＲ５ポリペプチドのアミノ酸配列を有しない。
【００５３】
　１つの局面において、本発明は、その体細胞および生殖細胞がヒト変異体ＣＦＨＲ５ポ
リペプチドをコードしている導入遺伝子を含む、トランスジェニック非ヒト動物を提供す
る。本発明のトランスジェニック動物は、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩについてのモデルと
して、およびＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを治療する際に有用である薬剤をスクリーニング
するために使用される。この動物は、マウス、蠕虫、または研究および薬物開発（ＣＦＨ
Ｒ５の組換え産生など）のために有用な任意の他の動物であってもよい。１つの実施形態
において、ＣＦＨＲ５は変異体ヒトＣＦＨＲ５であり、ここで上記ＣＦＨＲ５変異体はア
ミノ酸４６にセリンを有する。
【００５４】
　１つの局面において、本発明は、表１４または表１５に記載されるＣＦＨＲ５遺伝子に
おける多型部位に連鎖した多型部位をスクリーニングする方法を提供する。これらの方法
は、ＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位に連鎖している遺伝子中の多型部位を同定し、こ
こで、ＣＦＨＲ５遺伝子中の多型部位の多型型は関連するＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩであ
る工程、および連鎖した多型部位が、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩ表現型と関連するＣＦＨ
Ｒ５遺伝子の多型型と平衡不平衡にある多型型を有するか否かを示すために、個体の集団
中のハプロタイプを決定する工程を包含する。
【００５５】
　１つの局面において、本発明は、Ｈ因子ハプロタイプの分析のためのキットを提供する
。これらのキットは、患者におけるＡＭＤの診断のために使用され得る。これらのキット
は、１つ以上のＨ因子、Ｈ因子アレル特異的オリゴヌクレオチド（例えば、アレル特異的
プライマーまたはプローブ）、またはＨ因子ポリペプチドを特異的に認識する抗体を含ん
でもよい。Ｈ因子アレル特異的オリゴヌクレオチドは、Ｈ因子遺伝子のコード（エキソン
）または非コード（プロモーター、５’非翻訳、イントロンまたは３’非翻訳）領域に由
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来する配列を含んでもよい。Ｈ因子特異的抗体は、正常もしくは野生型Ｈポリペプチド、
または、非同義語一ヌクレオチド変異多型（ＳＮＰ）がＨ因子コード領域に存在する、変
異体Ｈ因子ポリペプチドを認識してもよい。これらのキットは、ＡＭＤ、ならびに、Ｈ因
子遺伝子中のＳＮＰと関連する他の疾患、例えば、ＭＰＧＮＩＩを診断するために使用さ
れてもよい。これらのキットは、代わりにまたは加えて、１つ以上のＨ因子関連５（ＣＦ
ＨＲ５）アレル特異的オリゴヌクレオチド（例えば、プライマーおよびプローブ）、また
はＣＦＨＲ５ポリペプチドを特異的に認識する抗体を含んでもよい。ＣＦＨＲ５アレル特
異的プライマーおよびＨ因子関連５アレル特異的オリゴヌクレオチドは、Ｈ因子関連５遺
伝子のコード（エキソン）または非コード（プロモーター、５’非翻訳、イントロンまた
は３’非翻訳）領域に由来する配列を含んでもよい。Ｈ因子関連５特異的抗体は、正常も
しくは野生型Ｈポリペプチド、または、非同義語一ヌクレオチド変異多型（ＳＮＰ）がＨ
因子関連５コード領域に存在する、変異体Ｈ因子関連５ポリペプチドを認識してもよい。
【００５６】
　１つの実施形態において、このキットは、表１Ａ、表１Ｂ、および／または表１Ｃに列
挙される多型部位におけるアレルを区別するプローブまたはプライマーを含む。１つの実
施形態において、プローブは、表１Ａ、表１Ｂ、および／または表１Ｃに列挙されるＨ因
子多型部位に及ぶ領域の核酸増幅のためのプライマーである。１つの実施形態において、
このキットは、表１Ａ、表１Ｂ、および／または表１Ｃに列挙される２つ以上の多型部位
においてアレルを区別するプローブまたはプライマーを有する。１つの実施形態において
、このキットは、２つ以上の多型部位においてアレルを区別するプローブまたはプライマ
ーを有し、ここで、この多型部位は以下を含む：（ａ）ｒｓ５２９８２５；（ｂ）ｒｓ８
００２９２；（ｃ）ｒｓ３７６６４０４；（ｄ）ｒｓ１０６１１４７；（ｅ）ｒｓ１０６
１１７０；（ｆ）ｒｓ２０３６７４；（ｇ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の
少なくとも１つ；（ｈ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７
４の少なくとも１つ；（ｉ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つ
；ならびにｒｓ３７６６４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およ
びｒｓ２０３６７４の少なくとも１つ；または（ｊ）少なくともｒｓ５２９８２５、ｒｓ
８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４。
【００５７】
　関連する実施形態において、このキットは、２つ以上の多型部位においてアレルを区別
するプローブまたはプライマーを有し、ここで、この多型部位は以下を含む：（ａ）ｒｓ
５２９８２５；（ｂ）ｒｓ８００２９２；（ｃ）イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴ
Ｔ）（ｄ）ｒｓ３７６６４０４；（ｅ）ｒｓ１０６１１４７；（ｆ）ｒｓ１０６１１７０
；（ｇ）エキソン１０Ａ；（ｈ）ｒｓ２０３６７４；（ｉ）ｒｓ３７５０４６；（ｊ）ｒ
ｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２；（ｋ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７
０およびｒｓ２０３６７４の少なくとも２つもしくは３つ；（ｌ）ｒｓ５２９８２５およ
びｒｓ８００２９２の少なくとも１つ；ならびにイントロン２；ならびにｒｓ３７６６４
０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の少な
くとも１つ；ならびにエキソン１０Ａ；ならびにｒｓ３７５０４６；（ｍ）少なくともｒ
ｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１
１７０；エキソン１０Ａ；ｒｓ２０３６７４；およびｒｓ３７５０４６；（ｎ）ｒｓ５２
９８２５、ｒｓ８００２９２、イントロン２；ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０
、エキソン１０Ａ、ｒｓ２０３６７４、およびｒｓ３７５０４６の少なくとも２つ、もし
くは少なくとも３つ、もしくは少なくとも４つ；（ｏ）エキソン２２（１２１０）；また
は（ｐ）任意の上述の変異もしくは変異のセット（ａ－ｏ）と組み合わせたエキソン２２
（１２１０）。１つの実施形態において、このキットは、ｒｓ４６０８９７およびｒｓ４
６０１８４の一方または両方においてアレルを区別するプローブまたはプライマーを有す
る。１つの実施形態において、このキットは、２つ以上の多型部位においてアレルを区別
するプローブまたはプライマーを有し、ここで、多型部位は以下から選択される：（ａ）
ｒｓ３７５３３９４；（ｂ）ｒｓ５２９８２５；（ｃ）ｒｓ８００２９２；（ｄ）イント
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ロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；（ｅ）ｒｓ３７６６４０４；（ｆ）ｒｓ１０６１
１４７；（ｇ）ｒｓ１０６１１７０；（ｈ）ｒｓ２２７４７００；（ｉ）ｒｓ２０３６７
４；（ｊ）ｒｓ３７５３３９６；および（ｋ）ｒｓ１０６５４８９。
【００５８】
　１つの実施形態において、このキットは、上記のプローブの代わりに、またはそれに加
えて、ＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位を区別するプローブ、プライマー、抗体などを
含む。１つの局面において、本発明は、ＣＦＨＲ５遺伝子における変異に基づいて患者に
おけるＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを診断するためのキットを提供する。これらのキットは
、１つ以上のＣＦＨＲ５特異的プローブもしくはＣＦＨＲ５アレル特異的オリゴヌクレオ
チド、またはＣＦＨＲ５ポリペプチドを特異的に認識する抗体を含んでもよい。ＣＦＨＲ
５特異的プライマーおよびＣＦＨＲ５アレル特異的オリゴヌクレオチドは、ＣＦＨＲ５遺
伝子のコード（エキソン）または非コード（プロモーター、５’非翻訳、イントロンまた
は３’非翻訳）領域に由来する配列を含んでもよい。ＣＦＨＲ５特異的抗体は、正常もし
くは野生型ＣＦＨＲ５ポリペプチド、または、１つ以上の非同義語一ヌクレオチド変異多
型（ＳＮＰ）がＣＦＨＲ５コード領域に存在する、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドを認識
してもよい。これらのキットは、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩ、ならびにＣＦＨＲ５遺伝子
中のＳＮＰと関連する他の疾患を診断するために使用されてもよい。
【００５９】
　１つの実施形態において、このキットは、表１４または表１５に列挙される多型部位に
おけるアレルを区別するプローブまたはプライマーを含む。１つの実施形態において、プ
ローブは、表１４または表１５に列挙されるＣＦＨＲ５遺伝子の多型部位に及ぶ領域の核
酸増幅のためのプライマーである。１つの実施形態において、このキットは、表１４また
は表１５に列挙される２つ以上の多型部位におけるアレルを区別するプローブまたはプラ
イマーを有する。１つの実施形態において、このキットは、以下の多型部位：ｒｓ９４２
７６６１（－２４９Ｔ＞Ｃ）；ｒｓ９４２７６６２（－２０Ｔ＞Ｃ）；およびｒｓ１２０
９７５５０（Ｐ４６Ｓ）の１つ、２つ、またはすべてのアレルを区別するプローブまたは
プライマーを含む。
【００６０】
　１つの実施形態において、このキットは、ＣＦＨ遺伝子における多型部位、およびＣＦ
ＨＲ５などのＣＦＨＲ遺伝子中の多型部位におけるアレルを区別するプローブまたはプラ
イマーを含む。
【００６１】
　１つの局面において、本発明は、被験体のハプロタイプを決定するためのデバイスを提
供する。これらのデバイスは、例えば、患者におけるＡＭＤまたは他の疾患の診断のため
に有用である。１つの実施形態において、このデバイスは、表１Ａ、１Ｂおよび／または
１Ｃに列挙される多型部位におけるアレルを区別するプローブまたはプライマーを含む。
１つの実施形態において、これらのプローブは、表１Ａ、１Ｂおよび／または１Ｃに列挙
されるＨ因子遺伝子多型部位に及ぶ領域の核酸増幅のためのプライマーである。１つの実
施形態において、このデバイスは、表１Ａ、１Ｂおよび／または１Ｃに列挙される２つ以
上の多型部位におけるアレルを区別するプローブまたはプライマーを有する。１つの実施
形態において、このデバイスは、２つ以上の多型部位におけるアレルを区別するプローブ
またはプライマーを有し、ここで、この多型部位は以下を含む：（ａ）ｒｓ５２９８２５
；（ｂ）ｒｓ８００２９２；（ｃ）ｒｓ３７６６４０４；（ｄ）ｒｓ１０６１１４７；（
ｅ）ｒｓ１０６１１７０；（ｆ）ｒｓ２０３６７４；（ｇ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ
８００２９２の少なくとも１つ；（ｈ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０および
ｒｓ２０３６７４の少なくとも１つ；（ｉ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の
少なくとも１つ；ならびにｒｓ３７６６４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０
６１１７０およびｒｓ２０３６７４の少なくとも１つ；または（ｊ）少なくともｒｓ５２
９８２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０
３６７４。
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【００６２】
　上記のキットおよびそれらの内容物はまた、ＭＰＧＮＩＩを発症する性向を同定するた
め、または任意の目的のためにＨ因子ハプロタイプを決定するために使用されてもよい。
【００６３】
　関連する実施形態において、このデバイスは、２つ以上の多型部位においてアレルを区
別するプローブまたはプライマーを有し、ここで、この多型部位は以下を含む：（ａ）ｒ
ｓ５２９８２５；（ｂ）ｒｓ８００２９２；（ｃ）イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓ
ＴＴ）（ｄ）ｒｓ３７６６４０４；（ｅ）ｒｓ１０６１１４７；（ｆ）ｒｓ１０６１１７
０；（ｇ）エキソン１０Ａ；（ｈ）ｒｓ２０３６７４；（ｉ）ｒｓ３７５０４６；（ｊ）
ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２；（ｋ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１
７０およびｒｓ２０３６７４の少なくとも２つもしくは３つ；（ｌ）ｒｓ５２９８２５お
よびｒｓ８００２９２の少なくとも１つ；ならびにイントロン２；ならびにｒｓ３７６６
４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の少
なくとも１つ；ならびにエキソン１０Ａ；ならびにｒｓ３７５０４６；（ｍ）少なくとも
ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６
１１７０；エキソン１０Ａ；ｒｓ２０３６７４；およびｒｓ３７５０４６；（ｎ）ｒｓ５
２９８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１７
０；エキソン１０Ａ；ｒｓ２０３６７４；およびｒｓ３７５０４６の少なくとも２つ、も
しくは少なくとも３つ、もしくは少なくとも４つ；（ｏ）エキソン２２（１２１０）；ま
たは（ｐ）任意の上述の変異もしくは変異のセット（ａ－ｏ）と組み合わせたエキソン２
２（１２１０）。１つの実施形態において、このデバイスは、ｒｓ４６０８９７およびｒ
ｓ４６０１８４の一方または両方においてアレルを区別するプローブまたはプライマーを
有する。１つの実施形態において、このデバイスは、２つ以上の多型部位においてアレル
を区別するプローブまたはプライマーを有し、ここで、この多型部位は以下から選択され
る：（ａ）ｒｓ３７５３３９４；（ｂ）ｒｓ５２９８２５；（ｃ）ｒｓ８００２９２；（
ｄ）イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；（ｅ）ｒｓ３７６６４０４；（ｆ）ｒ
ｓ１０６１１４７；（ｇ）ｒｓ１０６１１７０；（ｈ）ｒｓ２２７４７００；（ｉ）ｒｓ
２０３６７４；（ｊ）ｒｓ３７５３３９６；および（ｋ）ｒｓ１０６５４８９。１つの実
施形態において、このデバイスは、２つ以上の多型部位においてアレルを区別するプロー
ブまたはプライマーを有し、ここで、この多型部位は以下から選択される：（ａ）ｒｓ３
７５３３９４；（ｂ）ｒｓ５２９８２５；（ｃ）ｒｓ８００２９２；（ｄ）イントロン２
（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；（ｅ）ｒｓ３７６６４０４；（ｆ）ｒｓ１０６１１４７
；（ｇ）ｒｓ１０６１１７０；（ｈ）ｒｓ２２７４７００；（ｉ）ｒｓ２０３６７４；（
ｊ）ｒｓ３７５３３９６；および（ｋ）ｒｓ１０６５４８９。
【００６４】
　１つの局面において、本発明は、患者におけるＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩの診断のため
のデバイスを提供する。１つの実施形態において、このデバイスは、表１４または表１５
に列挙される多型部位においてアレルを区別するプローブまたはプライマーを含む。１つ
の実施形態において、これらのプローブは、表１４または表１５に列挙されるＣＦＨＲ５
遺伝子多型部位に及ぶ領域の核酸増幅のためのプライマーである。１つの実施形態におい
て、このデバイスは、表１４または表１５に列挙される２つ以上の多型部位におけるアレ
ルを区別するプローブまたはプライマーを有する。本発明のデバイスは、上記および本開
示の他のあらゆる箇所に記載される部位の任意の組み合わせを含む、Ｈ因子とＣＦＨＲ５
変異体の両方の間を区別するプローブまたはプライマーを含んでもよい。
【００６５】
　上記のデバイスおよびそれらの内容物はまた、ＭＰＧＮＩＩを発症する性向を同定する
ため、または任意の目的のためにＨ因子ハプロタイプを決定するために使用されてもよい
。
【００６６】
　１つの実施形態において、このデバイスは、上記のプローブまたはプライマーの代わり



(17) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

に、またはそれに加えて、ＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位を区別するプローブ、プラ
イマー、抗体などを含む。１つの局面において、本発明は、ＣＦＨＲ５遺伝子における変
異に基づいて患者におけるＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩを診断するためのデバイスを提供す
る。これらのデバイスは、１つ以上のＣＦＨＲ５特異的プローブもしくはＣＦＨＲ５アレ
ル特異的オリゴヌクレオチド、またはＣＦＨＲ５ポリペプチドを特異的に認識する抗体を
含んでもよい。ＣＦＨＲ５特異的プライマーおよびＣＦＨＲ５アレル特異的オリゴヌクレ
オチドは、ＣＦＨＲ５遺伝子のコード（エキソン）または非コード（プロモーター、５’
非翻訳、イントロンまたは３’非翻訳）領域に由来する配列を含んでもよい。ＣＦＨＲ５
特異的抗体は、正常もしくは野生型ＣＦＨＲ５ポリペプチド、または、１つ以上の非同義
語一ヌクレオチド変異多型（ＳＮＰ）がＣＦＨＲ５コード領域に存在する、変異体ＣＦＨ
Ｒ５ポリペプチドを認識してもよい。これらのデバイスは、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩ、
ならびにＣＦＨＲ５遺伝子中のＳＮＰと関連する他の疾患を診断するために使用されても
よい。
【００６７】
　１つの実施形態において、このデバイスは、表１４または表１５に列挙される多型部位
におけるアレルを区別するプローブまたはプライマーを含む。１つの実施形態において、
プローブは、表１４または表１５に列挙されるＣＦＨＲ５遺伝子の多型部位に及ぶ領域の
核酸増幅のためのプライマーである。１つの実施形態において、このデバイスは、表１４
または表１５に列挙される２つ以上の多型部位におけるアレルを区別するプローブまたは
プライマーを有する。１つの実施形態において、このキットは、以下の多型部位：ｒｓ９
４２７６６１（－２４９Ｔ＞Ｃ）；ｒｓ９４２７６６２（－２０Ｔ＞Ｃ）；およびｒｓ１
２０９７５５０（Ｐ４６Ｓ）の１つ、２つ、またはすべてのアレルを区別するプローブま
たはプライマーを含む。
【００６８】
　１つの実施形態において、このデバイスは、ＣＦＨ遺伝子における多型部位、およびＣ
ＦＨＲ５などのＣＦＨＲ遺伝子中の多型部位におけるアレルを区別するプローブまたはプ
ライマーを含む。
【００６９】
　本発明のさらなる局面は、開示の全体を読むことで明らかになる。
　例えば、本発明は、以下の項目を提供する：
（項目１）
補体調節因子（ＲＣＡ）をコードする遺伝子の多型部位における変異の存在または非存在
を検出する工程を包含する、加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）を発症する被験体の性向を決定す
るための診断方法。
（項目２）
上記遺伝子がＨ因子またはＣＦＨＲ５である、項目１に記載の方法。
（項目３）
上記多型部位が、上記Ｈ因子遺伝子における両アレル一ヌクレオチド変異多型である、項
目２に記載の方法。
（項目４）
患者から核酸のサンプルを入手する工程、およびＨ因子遺伝子における多型部位の変異の
存在または非存在を該患者のＤＮＡ中で検出する工程を包含する、項目３に記載の方法。
（項目５）
上記変異の存在が、上記患者がＡＭＤを発症する性向の増加を有することの指標である、
項目４に記載の方法。
（項目６）
上記変異の存在が、上記患者がＡＭＤを発症する性向の減少を有することの指標である、
項目４に記載の方法。
（項目７）
上記多型部位が、表１Ａ～１Ｃに列挙したＨ因子遺伝子における一ヌクレオチド変異多型
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である、項目２に記載の方法。
（項目８）
上記多型がｒｓ８００２９２（Ｉ６２Ｖ）である、項目７に記載の方法。
（項目９）
上記多型がｒｓ１０６１１７０（Ｙ４０２Ｈ）である、項目７に記載の方法。
（項目１０）
上記多型がエキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）である、項目７に記載の方法。
（項目１１）
上記検出する工程が、（ｉ）反応中にＨ因子遺伝子アレルに選択的にハイブリダイズ可能
である１種以上のポリヌクレオチドプローブと、被験体からの核酸サンプルを合わせる工
程、および（ｉｉ）該反応をモニターして、該サンプル中の該Ｈ因子遺伝子アレルの存在
を決定する工程を包含する、項目４に記載の方法。
（項目１２）
上記プローブが、ポリメラーゼ連鎖反応においてポリヌクレオチド合成を開始可能なオリ
ゴヌクレオチドである、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
変異体Ｈ因子タンパク質が検出される、項目２に記載の方法。
（項目１４）
上記変異体がアミノ酸６２にイソロイシンを有する、項目１３に記載の方法。
（項目１５）
上記変異体がアミノ酸４０２にヒスチジンを有する、項目１３に記載の方法。
（項目１６）
上記変異体がアミノ酸１２１０にシステインを有する、項目１３に記載の方法。
（項目１７）
上記検出する工程が、（ｉ）変異体タンパク質アレルに特異的な抗体試薬と、被験体から
の血液または血清サンプルを免疫学的アッセイにおいて混合する工程、および（ｉｉ）該
抗体試薬とタンパク質サンプルとの間の特異的結合を決定するためのアッセイをモニター
する工程を包含する、項目１３に記載の方法。
（項目１８）
上記多型部位が、ｒｓ９４２７６６１（－２４９Ｔ＞Ｃ）、ｒｓ９４２７６６２（－２０
Ｔ＞Ｃ）およびｒｓ１２０９７７５５０（Ｐ６４Ｓ）からなる群より選択されるＣＦＨＲ
５遺伝子における一ヌクレオチド変異多型である、項目２に記載の方法。
（項目１９）
上記多型がｒｓ１２０９７７５５０（Ｐ６４Ｓ）である、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドが検出される、項目２に記載の方法。
（項目２１）
上記変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドが、アミノ酸４６におけるプロリンの代わりにセリン
を有する、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
ハプロタイプについてスクリーニングする工程を包含する、被験体における加齢性黄斑変
性（ＡＭＤ）に対する感受性を診断する方法であって、該ハプロタイプが：
　ａ）健常個体と比較して、ＡＭＤと診断された個体においてより頻繁に存在する、Ｈ因
子もしくはＣＦＨＲ５遺伝子におけるリスクハプロタイプ、または
　ｂ）ＡＭＤと診断された個体と比較して、健常個体においてより頻繁に存在する、Ｈ因
子もしくはＣＦＨＲ５遺伝子における防御的ハプロタイプ、または
　ｃ）Ｈ因子もしくはＣＦＨＲ５遺伝子における中性ハプロタイプ
である、方法。
（項目２３）
上記ハプロタイプがＨ因子遺伝子の中にある、項目２２に記載の方法。



(19) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

（項目２４）
上記ハプロタイプがｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の少なくとも１つの変異
体配列を含む、項目２３に記載の方法。
（項目２５）
上記ハプロタイプが、ｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、およびｒｓ３７６６４０４
の少なくとも１つの変異体配列を含む防御的ハプロタイプである、項目２３に記載の方法
。
（項目２６）
項目２３に記載の方法であって、上記スクリーニングが、以下における変異：
　ａ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７
；ｒｓ１０６１１７０；およびｒｓ２０３６７４のいずれか１つ以上；
　ｂ）イントロン２（ＩＶＳ２もしくはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ２２７４７００；エキソン１
０Ａ；およびｒｓ３７５０４６のいずれか１つ以上；
　ｃ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の一方もしくは両方；
　ｄ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の１つ以上；
　ｅ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つ；ならびにｒｓ３７６
６４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の
少なくとも１つ；
　ｆ）少なくともｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０
６１１７０、およびｒｓ２０３６７４；
　ｇ）エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）；または
　ｈ）エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）および（ａ）～（ｇ）のいずれか
を決定する工程を包含する、方法。
（項目２７）
上記ハプロタイプがＣＦＨＲ５遺伝子の中にある、項目２２に記載の方法。
（項目２８）
上記ハプロタイプが、ｒｓ９４２７６６１、ｒｓ９４２７６６２およびｒｓ１２０９７５
５０の少なくとも１つの変異体配列を含むＣＦＨＲ５遺伝子の中のリスクハプロタイプで
ある、項目２７に記載の方法。
（項目２９）
Ｈ因子ポリペプチドを患者に投与する工程を包含する、加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）を有す
ると診断されたか、またはそれを発症するリスクがあると診断された患者を治療する方法
。
（項目３０）
上記患者が、ＡＭＤのリスクと関連するＨ因子ハプロタイプを有する、項目２９に記載の
方法。
（項目３１）
上記Ｈ因子ポリペプチドがＨ因子防御的ハプロタイプによってコードされている、項目２
９に記載の方法。
（項目３２）
上記投与が、Ｈ因子ポリペプチドをコードする配列を含むポリヌクレオチドを投与する工
程であって、該配列はプロモーターに作動可能に連結されている、工程、またはＨ因子ポ
リペプチドを発現する細胞を投与する工程を包含する、項目２９に記載の方法。
（項目３３）
上記プロモーターがＲＰＥに特異的である、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
上記Ｈ因子ポリペプチドが眼に投与される、項目２９に記載の方法。
（項目３５）
上記Ｈ因子ポリペプチドが眼内注射によって投与される、項目３４に記載の方法。
（項目３６）



(20) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

ＡＭＤのリスクと関連するＨ因子ハプロタイプを有する患者を治療する方法であって、変
異体Ｈ因子ポリペプチドをコードするＨ因子遺伝子からコードされた遺伝子産物の発現を
減少するための薬剤を投与する工程を含む、方法。
（項目３７）
上記薬剤が、上記変異体Ｈ因子ポリペプチドのヌクレオチド配列の少なくとも一部に相補
的なＲＮＡである、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
上記ＲＮＡがアンチセンスＲＮＡである、項目３７に記載の方法。
（項目３９）
上記ＲＮＡがリボザイムである、項目３７に記載の方法。
（項目４０）
上記ＲＮＡが低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）である、項目３７に記載の方法。
（項目４１）
Ｈ因子ポリペプチドをコードする遺伝子治療ベクターおよび薬学的に受容可能な賦形剤を
含む薬学的組成物。
（項目４２）
組換えＨ因子ポリペプチドが防御的ハプロタイプによってコードされ、かつ６２位にイソ
ロイシンを有する、組換えＨ因子ポリペプチドを含む組成物。
（項目４３）
組換えＨ因子ポリペプチドおよび薬学的に受容可能な賦形剤を含み、病原体を含まず、か
つヒト患者への投与のために適切である、薬学的組成物。
（項目４４）
上記組換えＨ因子ポリペプチドが防御的ハプロタイプによってコードされている、項目４
３に記載の薬学的組成物。
（項目４５）
変異体Ｈ因子タンパク質に結合するが、配列番号２または配列番号３３７の配列を有する
Ｈ因子タンパク質には結合しない抗体を含む、薬学的組成物。
（項目４６）
変異体ヒトＨ因子をコードする導入遺伝子を発現するトランスジェニック非ヒト動物であ
って、該変異体はアミノ酸６２におけるイソロイシンの代わりにバリンを有し（Ｉ６２Ｖ
）、該変異体はアミノ酸４０２におけるチロシンの代わりにヒスチジンを有し（Ｙ４０２
Ｈ）、または該変異体はアミノ酸１２１０におけるアルギニンの代わりにシステインを有
する（Ｒ１２０Ｃ）、トランスジェニック非ヒト動物。
（項目４７）
組換え変異体ヒトＨ因子を発現する単離された宿主細胞であって、該変異体はアミノ酸４
０２におけるチロシンの代わりにヒスチジンを有し（Ｙ４０２Ｈ）、または該変異体はア
ミノ酸１２１０におけるアルギニンの代わりにシステインを有する（Ｒ１２０Ｃ）、宿主
細胞。
（項目４８）
組換え変異体ヒトＨ因子を発現する単離された宿主細胞であって、該変異体が防御的ハプ
ロタイプによってコードされている、宿主細胞。
（項目４９）
ＡＭＤを治療可能である薬剤についてスクリーニングする方法であって：該薬剤と項目４
７に記載の宿主細胞を接触させる工程；およびＹ４０２ＨまたはＲ１２１０Ｃ変異体の発
現またはプロセシングをモニターする工程を包含する、方法。
（項目５０）
防御的Ｈ因子タンパク質を同定する方法であって：
　ａ）防御的ハプロタイプを有するとして個体を同定する工程；および
　ｂ）該個体のゲノム中にコードされるＨ因子の配列を決定する工程
を包含する、方法。
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（項目５１）
ＡＭＤを発症するリスクの減少と関連するＨ因子の変異体形態を同定する方法であって：
　ｉ）ＡＭＤを発症するリスクの減少と関連するハプロタイプまたはディプロタイプを有
するとして個体を同定する工程；
　ｉｉ）該個体からゲノムＤＮＡまたはＲＮＡを入手する工程；および
　ｉｉｉ）該個体のゲノム中にコードされるＨ因子のアミノ酸配列を決定する工程
を包含する、方法。
（項目５２）
表１Ａ～１Ｃに列挙されるＨ因子遺伝子中の少なくとも１つの多型部位においてアレルを
区別するオリゴヌクレオチドを含む、被験体におけるＡＭＤに対する感受性を診断するた
めのデバイスまたはキット。
（項目５３）
上記オリゴヌクレオチドが、表１Ａ～１Ｃに列挙されるＨ因子遺伝子多型部位に及ぶ領域
の核酸増幅のためのプライマーである、項目５２に記載のデバイスまたはキット。
（項目５４）
上記オリゴヌクレオチドが、表１Ａ～１Ｃに列挙されるＨ因子遺伝子多型部位に及ぶ領域
の核酸ハイブリダイゼーションのためのプローブである、項目５２に記載のデバイスまた
はキット。
（項目５５）
表１Ａ～１Ｃに列挙される２つ以上の多型部位のアレルを区別するオリゴヌクレオチドを
有する、項目５２に記載のデバイスまたはキット。
（項目５６）
項目５５に記載のデバイスまたはキットであって、上記多型部位が：
　ａ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７
；ｒｓ１０６１１７０；およびｒｓ２０３６７４のいずれか１つ以上；
　ｂ）イントロン２（ＩＶＳ２もしくはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ２２７４７００；エキソン１
０Ａ；およびｒｓ３７５０４６のいずれか１つ以上；
　ｃ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の一方もしくは両方；
　ｄ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の１つ以上；
　ｅ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つ；ならびにｒｓ３７６
６４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の
少なくとも１つ；
　ｆ）少なくともｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０
６１１７０、およびｒｓ２０３６７４；
　ｇ）エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）；または
　ｈ）エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）および（ａ）～（ｇ）のいずれか
を含む、デバイスまたはキット。
（項目５７）
項目５５に記載のデバイスまたはキットであって、上記多型部位が：
　ａ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７
；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ２０３６７４；イントロン２（ＩＶＳ２もしくはｉｎｓＴＴ
）；ｒｓ２２７４７００；エキソン１０Ａ；ｒｓ３７５０４６；およびエキソン２２（Ｒ
１２１０Ｃ）ならびに
　ｂ）ｒｓ９４２７６６１、ｒｓ９４２７６６２およびｒｓ１２０９７５５０のいずれか
１つ以上
を含む、デバイスまたはキット。
（項目５８）
表１４に列挙されたＣＦＨＲ５遺伝子中の少なくとも１つの多型部位におけるアレルを区
別するオリゴヌクレオチドを含む、被験体におけるＡＭＤに対する感受性を診断するため
のデバイスまたはキット。
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（項目５９）
ＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎（高密度沈着疾患）（ＭＰＧＮＩＩ）を発症する被験体の性
向を決定するための診断方法であって、Ｈ因子遺伝子および／または補体Ｈ因子関連５（
ＣＦＨＲ５）遺伝子の多型部位における変異の存在または非存在を検出する工程を含む、
方法。
（項目６０）
上記変異の存在は、患者がＭＰＧＮＩＩを発症する性向の増加を有することの指標である
、項目５９に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００７０】
【図１】図１Ａ～１Ｌは、ヒト網膜色素上皮におけるＨ因子（図１Ａ～１Ｈ）および終末
補体複合体（Ｃ５ｂ－９）（図１Ｉ～１Ｌ）の免疫学的局在決定を示す。略号：（ＲＰＥ
）－脈絡膜（Ｃｈｏｒ）複合体；ブルーフ膜（ＢＭ）；網膜（Ｒｅｔ）；ドルーゼン（Ｄ
ｒ）。
【図２】図２は、ヒト眼から抽出したＲＮＡを使用する、Ｈ因子遺伝子発現（ＣＦＨおよ
び短縮型ＨＦＬ１）のＲＴ－ＰＣＲ分析を示す。
【図３】図３は、分析に使用した１２個のＳＮＰ、Ｈ因子遺伝子の２２個のエキソン、２
０個の短いコンセンサスリピート（ＳＣＲ）、病原体および他の基質の結合部位、ならび
に連鎖不平衡（ＬＤ）ブロックのおよその位置を示すヒトＨ因子遺伝子のダイアグラムで
ある。ＣＦＨのすべての２２個のエキソンを示す（しかしイントロンは示さない）このダ
イアグラムは、原寸に比例して描かれてはいない。
【図４】図４は、円のサイズおよび位置によって示されるような、リスクハプロタイプ（
黒丸）、防御的ハプロタイプ（線付き丸）、中性ハプロタイプ（白丸）および先祖ハプロ
タイプ（表示付き）の間の関連性、ならびにハプロタイプの相対的頻度を示す、ヒトＨ因
子遺伝子ＳＮＰのハプロタイプネットワークダイアグラムである。
【図５】図５は、ヒトＨ因子遺伝子のハプロタイプおよびディプロタイプの連関分析を示
す。情報を与える８個のＳＮＰを、ＡＭＤの症例および対照において対の連鎖不均衡につ
いて分析した。示される多型部位におけるコード鎖上のヌクレオチドを、ＩＶＳ１以外に
ついて示し、ＩＶＳ１では、非コード鎖上のヌクレオチドを示す。
【図６－１】図６は、ヒトＨ因子ｃＤＮＡの参照型の３９２６塩基ヌクレオチド配列（Ｇ
ｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｙ００７１６［配列番号１］）を示す。ＡＴＧ開始コド
ンは７４位のヌクレオチドで開始し、ＴＡＧ終止コドンは３７６９位のヌクレオチドで終
わる。
【図６－２】図６は、ヒトＨ因子ｃＤＮＡの参照型の３９２６塩基ヌクレオチド配列（Ｇ
ｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｙ００７１６［配列番号１］）を示す。ＡＴＧ開始コド
ンは７４位のヌクレオチドで開始し、ＴＡＧ終止コドンは３７６９位のヌクレオチドで終
わる。
【図７】図７は、配列番号１によってコードされるポリペプチド配列（ＧｅｎＢａｎｋア
クセッション番号Ｙ００７１６［配列番号２］）を示す。１２３１アミノ酸のＨ因子ポリ
ペプチドは、１８アミノ酸Ｎ末端シグナルペプチドを含む。
【図８】図８は、ヒトＨ因子の短縮型であるＨＦＬ１の参照型の１６５８塩基ヌクレオチ
ド配列（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｘ０７５２３［配列番号３］）を示す。ＡＴ
Ｇ開始コドンは７４位のヌクレオチドで開始し、ＴＧＡ終止コドンは１４２３位のヌクレ
オチドで終わる。
【図９】図９は、配列番号３によってコードされるＨＦＬ１の参照型のポリペプチド配列
（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｘ０７５２３［配列番号４］）を示す。４４９アミ
ノ酸のＨＦＬ１ポリペプチドは、１８アミノ酸Ｎ末端シグナルペプチドを含む。
【図１０】図１０は、ヒトＨ因子の例示的な防御的変異体のポリペプチド配列［配列番号
５］を示す。この防御的変異体Ｈ因子ポリペプチドは、６２位のアミノ酸にイソロイシン
、および４０２位のアミノ酸にチロシンを有する（太字で示す）。
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【図１１】図１１は、短縮型のヒトＨ因子であるＨＦＬ１の例示的な防御的変異体のポリ
ペプチド配列（配列番号６）を示す。この防御的変異体短縮型Ｈ因子ポリペプチドは、６
２位のアミノ酸にイソロイシン、および４０２位のアミノ酸にチロシンを有する（太字で
示す）。
【図１２】図１２は、（Ａ）光学顕微鏡および（Ｂ）電子顕微鏡によって見られるような
、ＭＰＧＮＩＩを有する患者における毛細血管壁肥厚を引き起こす、高密度の膜内沈着物
を有する顕著な糸球体細胞過多を示す。沈着物は、糸球体基底膜（ＧＢＭ）の緻密層にお
けるセグメント性、不連続、または拡散パターンを形成し得る。光学顕微鏡によると、こ
れらは、好酸性かつ屈折性であり、過ヨウ素酸－シッフで明るく染まり、そして高度に浸
透性であり、これはそれらの高電子密度の外見を説明する（Ａ）。電子顕微鏡によっても
、沈着物は下位構造を欠き、非常に暗い均質な染みとして見える（Ｂ）。高密度沈着物の
正確な組成は未知のままである（バーは５μｍである）。
【図１３】図１３は、ＡＭＤおよびＭＰＧＮＩＩを有する患者において高レベルで全身的
に活性化される、補体カスケードの代替経路の活性化および調節を示すダイアグラムであ
る。補体カスケードの代替経路は、ＭＰＧＮ　ＩＩ／ＤＤＤを有する患者において高レベ
ルで全身的に活性化される。通常、Ｃ３の連続的な低レベルの活性化は、チックオーバー
として知られる自発的加水分解のプロセスによって起こる。Ｃ３加水分解は、ダイアグラ
ムの上端に示すタンパク質の大きなコンホメーションの変化を伴う。コンホメーションの
変化は、Ｃ３（Ｈ２０）を、Ｃ３切断生成物であるＣ３ｂと類似させる。最初のコンバタ
ーゼ、Ｃ３（Ｈ２Ｏ）Ｂｂは、Ｃ３を活性化してＣ３ｂを形成する。Ｃ３ｂは短い半減期
を有するが、これがＩｇＧ、細胞または基底膜に結合する場合、これは即時的な不活性か
ら保護される。（Ｃ３ｂ）２－ＩｇＧ複合体が流体相中で形成し、プロペルジン（Ｐ）を
結合し、これはＢ因子結合およびＣ３ｂＢｂの生成を促進する、ここではＢｂ（Ｃ３ｂ）
２－ＩｇＧ－プロペルジン複合体として示される、代替経路のコンバターゼである。増幅
ループは矢印によって示す。Ｃ３ＮｅＦは、Ｃ３コンバターゼの半減期を延長し、挿入図
の中に示される。Ｃ３コンバターゼを分解する１つのメカニズムは、ｆＨとして下の右に
示される補体Ｈ因子（ＣＦＨ）とのその相互作用を通してである。Ｈ因子における欠失お
よび変異は、ＭＰＧＮ　ＩＩ／ＤＤＤと関連する。
【図１４】図１４は、染色体１ｑ３２上の補体活性化の調節因子（ＲＣＡ）遺伝子クラス
ターの組織化、ならびに補体Ｈ因子（ＣＦＨ）、Ｈ因子様１（ＣＦＨＬ１）ならびにＨ因
子関連１、２、３、４および５（ＣＦＨＲ１、ＣＦＨＲ２、ＣＦＨＲ３、ＣＦＨＲ４およ
びＣＦＨＲ５）における短いコンセンサスリピート（ＳＣＲ）として知られるおよそ６０
アミノ酸ドメインの配置を示すダイアグラムである。ＣＦＨは２０個のＳＣＲを有する。
これらのＳＣＲのいくつかと相互作用するパートナーは決定されており、上端の右に示す
（ＣＲＰ、Ｃ反応性タンパク質；Ｈｅｐ、ヘパリン）。補体Ｈ因子様１（ＣＦＨＬ１）は
、ＣＦＨのスプライシングアイソフォームであるのに対して、補体Ｈ因子関連タンパク質
１～５（ＣＦＨＲ１～５）は各々特有の遺伝子（ＣＦＨＲ１～５）によってコードされる
。ＣＦＨＲ１～５のＳＣＲは、卵形の中の数字によって示されるように、ＣＦＨ中のＳＣ
Ｒのいくつかに類似している。例えば、ＣＦＨＲ５は９個のＳＣＲを有し、最初の２つは
Ｈ因子のＳＣＲ６および７に類似しており、それゆえに、ＣＲＰおよびヘパリン結合特性
を有する。ＣＦＨＲ５のＳＣＲ５～７は、対応する卵形の中に１２～１４の数字を有する
。なぜなら、これらのＳＣＲはＨ因子のＳＣＲ１２～１４に類似しており、Ｃ３ｂおよび
ヘパリン結合特性を有するからである。
【図１５】図１５は、Ａ３０７ＡおよびＹ４０２ＨがＨ因子中で連鎖不均衡にあり、かつ
－２４９Ｔ＞Ｃおよび－２０Ｔ＞ＣがＣＦＨＲ５中で連鎖不均衡にあることを示す、連鎖
不均衡プロットを示す。
【図１６】図１６は、ヒトＣＦＨＲ５の参照型の２８２１塩基ヌクレオチド配列（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋアクセッション番号ＡＦ２９５３２７［配列番号７］）を示す。ＡＴＧ開始コド
ンは９４位のヌクレオチドで開始し、ＴＧＡ終止コドンは１８０３位のヌクレオチドで終
わる。



(24) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

【図１７】図１７は、配列番号７によってコードされるポリペプチド配列（ＧｅｎＢａｎ
ｋアクセッション番号ＡＡＫ１５６１９［配列番号８］）を示す。５６９アミノ酸のＣＦ
ＨＲ５ポリペプチドは、１８アミノ酸Ｎ末端シグナルペプチドを含む。
【図１８】図１８は、ＣＦＨおよびＨ因子関連タンパク質についての遺伝子のゲノム重複
を示す。エキソンを垂直線で示す。同じ文字で標識した領域（例えば、Ａ、Ａ’、および
Ａ’’）は実質的に同一の配列を有する。
【発明を実施するための形態】
【００７１】
　（発明の詳細な説明）
　Ｉ．序論
　本発明は、Ｈ因子遺伝子、およびＨ因子関連５遺伝子などのＨ因子関連遺伝子における
複数の変異から構成される多型およびハプロタイプのコレクションを提供する。これらの
多型およびハプロタイプは、加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）および他のＨ因子関連病気と関連
する。特定のこれらの多型およびハプロタイプは、変異体Ｈ因子ポリペプチドを生じる。
これらおよび他の多型および多型のセット（例えば、ハプロタイプ）の検出は、ＡＭＤに
ついての診断アッセイを設計および実施する際に有用である。多型および多型のセットは
、核酸の分析によって、Ｈ因子コード配列によってコードされるポリペプチド（スプライ
シング変異体によってコードされるポリペプチドを含む）の分析によって、または当該分
野において公知である他の手段によって検出することができる。このような多型およびハ
プロタイプの分析はまた、ＡＭＤについての予防的および治療的レジメンを設計する際に
有用である。
【００７２】
　Ｈ因子は、補体系の主要な調節因子として機能する多機能タンパク質である。Ｚｉｐｆ
ｅｌ，２００１，「Ｆａｃｔｏｒ　Ｈ　ａｎｄ　ｄｉｓｅａｓｅ：ａ　ｃｏｍｐｌｅｍｅ
ｎｔ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ　ａｆｆｅｃｔｓ　ｖｉｔａｌ　ｂｏｄｙ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｓ」Ｓｅｍｉｎ　Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈｅｍｏｓｔ．２７：１９１－９を参照のこと。Ｈ因子
タンパク質活性には以下が含まれる：（１）Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）への結合、（
２）Ｃ３ｂへの結合、（３）ヘパリンへの結合、（４）シアル酸への結合、（５）内皮細
胞表面への結合、（６）細胞インテグリン受容体への結合、（７）微生物を含む病原体へ
の結合（図３を参照のこと）、および（８）Ｃ３ｂコファクター活性。ＨＦ１、ＣＦＨお
よびＨＦとして知られるＨ因子遺伝子は、ヒト染色体１上の１ｑ３２位に局在している。
１ｑ３２の特定の遺伝子座は、多数の補体経路関連遺伝子を含む。補体活性化遺伝子クラ
スターの調節因子（ＲＣＡ）といわれるこれらの遺伝子の１つの群は、Ｈ因子をコードす
る遺伝子、５つのＨ因子関連遺伝子（それぞれ、ＦＨＲ－１、ＦＨＲ－２、ＦＨＲ－３、
ＦＨＲ－４およびＦＨＲ－５、またはＣＦＨＲ１、ＣＦＨＲ２、ＣＦＨＲ３、ＣＦＨＲ４
およびＣＦＨＲ５）、および凝固因子ＸＩＩＩのβサブユニットをコードする遺伝子を含
む。Ｈ因子およびＨ因子関連遺伝子は、短いコンセンサスリピート（ＳＣＲ）からほぼ完
全に構成される。Ｈ因子およびＦＨＬ１は、ＳＣＲ１～２０および１～７からそれぞれ構
成される。ＦＨＲ－１、ＦＨＲ－２、ＦＨＲ－３、ＦＨＲ－４およびＦＨＲ－５は、５、
４、５、５および８ＳＣＲからそれぞれ構成される（図１４を参照のこと）。セントロメ
アからテロメアまでの遺伝子の順番は、ＦＨ／ＦＨＬ１、ＦＨＲ－３、ＦＨＲ－１、ＦＨ
Ｒ－４、ＦＨＲ－２およびＦＨＲ－５である。
【００７３】
　Ｈ因子遺伝子
　参照型のヒトＨ因子ｃＤＮＡ（配列番号１）（Ｒｉｐｏｃｈｅら、１９８８，Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ　Ｊ　２４９：５９３－６０２を参照のこと）およびゲノム配列が決定された。Ｈ
因子ｃＤＮＡは、１５５ｋＤａの見かけの分子量を有する１２３１アミノ酸長のポリペプ
チド（配列番号２）をコードする。ＦＨＬ－１として知られる（およびまた、ＨＦＬ１ま
たはＣＦＨＴとも呼ばれてきた）Ｈ因子の選択的スプライシング型が存在する。ＦＨＬ－
１（配列番号３）は、Ｈ因子のエキソン１から９までに本質的に対応する（Ｒｉｐｏｃｈ
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ｅら、１９８８，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ　２４９：５９３－６０２を参照のこと）。ＦＨＬ
１　ｃＤＮＡは、４５～５０ｋＤＡの見かけの分子量を有する４４９アミノ酸長のポリペ
プチド（配列番号４）をコードする。ＦＨ１およびＦＨＬ１の最初の４４５アミノ酸は同
一であり、ＦＨＬ１はＣ末端４アミノ酸を有する（エキソン１０Ａ）。代替的なエキソン
１０Ａは、エキソン９とエキソン１０との間のイントロンに局在化する。ヒトＨ因子およ
びＦＨＬ１についてのｃＤＮＡおよびアミノ酸配列データは、ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋ
データライブラリーにおいて、それぞれ、アクセッション番号Ｙ００７１６およびＸ０７
５２３の下で見出される。参照型のヒトＨ因子ｃＤＮＡの３９２６塩基ヌクレオチド配列
（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｙ００７１６［配列番号１］）は図６に示され、配
列番号１によってコードされるポリペプチド配列（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｙ
００７１６［配列番号２］）は図７に示される。ヒトＨ因子の短縮型である、参照型のＨ
ＦＬ１の１６５８塩基ヌクレオチド配列（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｘ０７５２
３［配列番号３］）は図８に示され、配列番号３によってコードされるポリペプチド配列
（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｘ０７５２３［配列番号４］）は図９に示される。
Ｈ因子遺伝子配列（１５０６２６塩基長）は、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＬ０
４９７４４の下で見出される。Ｈ因子プロモーターは、Ｈ因子遺伝子のコード領域に対し
て５’に局在化する。
【００７４】
　ＦＨＲ－１遺伝子
　ＦＨＲ－１遺伝子はまた、ＣＨＦＲ１、ＣＦＨＬ１、ＣＦＨＬ、ＦＨＲ１およびＨＦＬ
１としても知られる。ヒトＨＦＲ－１の参照型のｃＤＮＡ配列（Ｅｓｔａｌｌｅｒら、１
９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４６：３１９０－３１９６を参照のこと）およびゲノム
配列が決定された。ＦＨＲ－１　ｃＤＮＡは、３９ｋＤａの予測分子量を有する３３０ア
ミノ酸長のポリペプチドをコードする。ヒトＦＨＲ－１についてのｃＤＮＡおよびアミノ
酸配列データは、ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋデータライブラリーにおいてアクセッション
番号Ｍ６５２９２の下で見出される。ＦＨＲ－１遺伝子配列は、ＧｅｎＢａｎｋアクセッ
ション番号ＡＬ０４９７４１において見出される。
【００７５】
　ＦＨＲ－２遺伝子
　ＦＨＲ－２遺伝子はまた、ＣＨＦＲ２、ＣＦＨＬ２、ＦＨＲ２およびＨＦＬ３としても
知られる。ヒトＨＦＲ－２の参照型のｃＤＮＡ配列（Ｓｔｒａｕｓｂｅｒｇら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９９：１６８９９－１６９０３を参照のこと）
およびゲノム配列が決定された。ＦＨＲ－２　ｃＤＮＡは、３１ｋＤａの予測分子量を有
する２７０アミノ酸長のポリペプチドをコードする。ヒトＦＨＲ－２についてのｃＤＮＡ
およびアミノ酸配列データは、ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋデータライブラリーにおいてア
クセッション番号ＢＣ０２２２８３の下で見出される。ＦＨＲ－２遺伝子配列は、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋアクセッション番号ＡＬ１３９４１８において見出される。
【００７６】
　ＦＨＲ－３遺伝子
　ＦＨＲ－３遺伝子はまた、ＣＦＨＲ３、ＣＦＨＬ３、ＦＨＲ３およびＨＬＦ４としても
知られる。ヒトＨＦＲ－３の参照型のｃＤＮＡ配列（Ｓｔｒａｕｓｂｅｒｇら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９９：１６８９９－１６９０３を参照のこと）
およびゲノム配列が決定された。ＦＨＲ－３　ｃＤＮＡは、３８ｋＤａの予測分子量を有
する３３０アミノ酸長のポリペプチドをコードする。ヒトＦＨＲ－３についてのｃＤＮＡ
およびアミノ酸配列データは、ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋデータライブラリーにおいてア
クセッション番号ＢＣ０５８００９の下で見出される。ＦＨＲ－３遺伝子配列は、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋアクセッション番号ＡＬ０４９７４１において見出される。
【００７７】
　ＦＨＲ－４遺伝子
　ＦＨＲ－４遺伝子はまた、ＣＦＨＲ４、ＣＦＨＬ４およびＦＨＲ４としても知られる。
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ヒトＨＦＲ－４の参照型のｃＤＮＡ配列（Ｓｋｅｒｋａら、１９９１，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．２７２：５６２７－５６３４を参照のこと）およびゲノム配列が決定された。Ｆ
ＨＲ－４　ｃＤＮＡは、３８ｋＤａの予測分子量を有する３３１アミノ酸長のポリペプチ
ドをコードする。ヒトＦＨＲ－４についてのｃＤＮＡおよびアミノ酸配列データは、ＥＭ
ＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋデータライブラリーにおいてアクセッション番号Ｘ９８３３７の下
で見出される。ＦＨＲ－４遺伝子配列は、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＦ１９０
８１６（５’末端）、ＡＬ１３９４１８（３’末端）およびＢＸ２４８４１５において見
出される。
【００７８】
　ＦＨＲ－５遺伝子
　ＦＨＲ－５遺伝子はまた、ＣＦＨＲ５、ＣＦＨＬ５およびＦＨＲ５としても知られる。
ヒトＣＦＨＲ５の参照型のｃＤＮＡ配列（配列番号８３）（ＭｃＲａｅら、２００１，Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：６７４７－６７５４を参照のこと）およびゲノム配列が
決定された。ＣＦＨＲ５　ｃＤＮＡは、６５ｋＤａの見かけの分子量を有する５６９アミ
ノ酸長のポリペプチド（配列番号８）をコードする。ヒトＣＦＨＲ５についてのｃＤＮＡ
およびアミノ酸配列データは、ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋデータライブラリーにおいてア
クセッション番号ＡＦ２９５３２７の下で見出される。ヒトＣＦＨＲ５の参照型の２８２
１塩基ヌクレオチド配列（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＦ２９５３２７［配列番
号７］）は図１６に示され、配列番号７によってコードされるポリペプチド配列（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋアクセッション番号ＡＡＫ１５６１９［配列番号８］）は図１７に示される。Ｃ
ＦＨＲ５遺伝子配列は、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＬ１３９４１８（５’末端
）およびＡＬ３５３８０９（３’末端）において見出される。ＦＨＲ－５プロモーターは
ＣＦＨＲ５遺伝子のコード領域に対して５’に局在化する。
【００７９】
　ＩＩ．定義
　以下の定義は、本発明の理解を補助するために提供される。他に定義されない限り、本
明細書で使用される、すべての技術用語、表記法および他の科学的または医学的な用語ま
たは用語法は、医学および分子生物学の分野における当業者によって共通して理解される
意味を有することが意図される。ある場合において、共通して理解される意味を有する用
語は、明確さ、および／または即時的な参照のために本明細書で定義され、そして本明細
書にこのような定義を含めることは、当該分野において一般的に理解されることを超えた
実質的な違いを表すものと仮定されるべきではない。
【００８０】
　「核酸」、「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」は、任意の長さのポリ
マー型のヌクレオチドであり、ＤＮＡまたはＲＮＡであってもよく、そして一本鎖または
二本鎖であってもよい。核酸は、プロモーターまたは他の調節配列を含んでもよい。オリ
ゴヌクレオチドは、通常、合成手段によって調製される。核酸には、表１Ａ、表１Ｂおよ
び／もしくは表１Ｃに示され、あるいはＨ因子遺伝子中にあることが知られている多型部
位の任意の１つに及び、またはそれに隣接するＤＮＡのセグメントまたはそれらの補体が
含まれる。これらのセグメントは、通常、５個から１００個の間の連続する塩基であり、
５、１０、１２、１５、２０、または２５ヌクレオチドの下限から、１０、１５、２０、
２５、３０、５０または１００ヌクレオチドの上限までの範囲であることが多い（ここで
、上限は下限よりも大きい）。５～１０、５～２０、１０～２０、１２～３０、１５～３
０、１０～５０、２０～５０または２０～１００塩基が一般的である。多型部位はセグメ
ントの任意の位置に存在することができる。二本鎖核酸の一方の鎖の配列の言及は、相補
鎖の配列を規定し、文脈から他のことが明白である場合を除いて、核酸の一方の鎖への言
及はまた、その補体への言及である。特定の応用のために、核酸（例えば、ＲＮＡ）分子
は、細胞内安定性および半減期を増加させるために修飾されてもよい。可能な修飾には、
分子のバックボーン中のホスホジエステラーゼ結合よりもむしろホスホロチオエートまた
は２’－Ｏ－メチルの使用が含まれるがこれに限定されない。修飾核酸には、ペプチド核
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酸（ＰＮＡ）および、イノシン、キューオシン、およびワイブトシンなどの特殊な塩基を
有する核酸、ならびにアセチル－、メチル－、チオ－および同様に修飾された型のアデニ
ン、シチジン、グアニン、チミン、およびウリジンを有する核酸が含まれ、これらは、内
因性エンドヌクレアーゼによって容易には認識されない。
【００８１】
　「ハイブリダイゼーションプローブ」は、核酸の相補鎖に対して塩基特異的な様式で結
合が可能である核酸である。このようなプローブは核酸およびペプチド核酸を含む（Ｎｉ
ｅｌｓｅｎら、１９９１）。ハイブリダイゼーションは、当該分野で公知であるストリン
ジェントな条件下で実施されてもよい。例えば、以下を参照のこと：Ｂｅｒｇｅｒおよび
Ｋｉｍｍｅｌ（１９８７）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１５
２：Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．；Ｓａｍｂｒｏｏｋら
（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｖｏｌｓ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ；Ｓａｍｂｏｏｋ（２００１）３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ；Ｒｙｃｈ
ｌｉｋ，Ｗ．およびＲｈｏａｄｓ，Ｒ．Ｅ．，１９８９，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
．１７，８５４３；　Ｍｕｅｌｌｅｒ，Ｐ．Ｒ．ら（１９９３）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１５．５所収、Ｇｒｅｅｎ
ｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．およびＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙおよびＳｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；ならびにＡｎｄｅｒｓｏｎおよびＹｏｕｎｇ，Ｑ
ｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｆｉｌｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（１９８５））。本明細書で使用される
場合、「プローブ」という用語はプライマーを含む。プローブおよびプライマーは、「オ
リゴヌクレオチド」と呼ばれることもある。
【００８２】
　「プライマー」という用語は、適切な条件下で、適切な緩衝液中および適切な温度にお
いて、鋳型指向性のＤＮＡ合成の開始点として作用することが可能である一本鎖オリゴヌ
クレオチドをいう。プライマーの適切な長さは、意図されるプライマーの用途に依存する
が、典型的には１５から３０ヌクレオチドまでの範囲である。プライマー配列は鋳型に対
して正確に相補的である必要はないが、鋳型にハイブリダイズするために十分に相補的で
なければならない。「プライマー部位」という用語は、プライマーがハイブリダイズする
標的ＤＮＡの領域をいう。「プライマー対」という用語は、増幅されるＤＮＡ配列の５’
末端にハイブリダイズする５’上流プライマー、および増幅されるＤＮＡ配列の３’末端
にハイブリダイズする３’下流プライマーを含む、プライマーのセットを意味する。
【００８３】
　短いプローブおよびプライマーのための例示的なハイブリダイゼーション条件は、計算
されたＴｍよりも約５～１２℃下である。Ｔｍを計算するための式は公知であり、かつ以
下を含む：＜１４塩基のオリゴについて、かつ５０ｍＭの一価カチオンの存在下で反応が
実行されることを仮定して、Ｔｍ＝４℃×（プライマー中のＧおよびＣの数）＋２℃×（
プライマー中のＡおよびＴの数）。より長いオリゴについては、以下の式を使用すること
ができる：Ｔｍ＝６４．９℃＋４１℃×（プライマー中のＧおよびＣの数－１６．４）／
Ｎ、ここで、Ｎはプライマーの長さである。別の一般的に使用される式は、反応の塩濃度
を考慮に入れている（Ｒｙｃｈｌｉｋ、前出、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、前出、Ｍｕｅｌｌｅｒ
、前出）：Ｔｍ＝８１．５℃＋１６．６℃×（ｌｏｇ１０［Ｎａ＋］＋［Ｋ＋］）＋０．
４１℃×（ＧＣ％）－６７５／Ｎ、ここで、Ｎはオリゴ中のヌクレオチドの数である。上
述の式は特定の適用のための出発点を提供する；しかし、特定のプローブおよびプライマ
ーの設計は、さらなる因子および異なる因子を考慮に入れてもよい。本発明の方法におけ
る使用のためのプローブおよびプライマーの設計のための方法は、当該分野で周知である
。
【００８４】
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　「リスク」「防御的」および「中性」という用語は、このような変異のパターンによっ
て特徴付けられる遺伝子によってコードされる集団中の変異、ＳＮＰＳ、ハプロタイプ、
ディプロタイプ、およびタンパク質を説明するために使用される。リスクハプロタイプは
、１つの遺伝子、本明細書ではＨ因子またはＨ因子関連遺伝子のアレル型であり、ＡＭＤ
を発症するリスクの増加に関連する少なくとも１つの変異体多型、好ましくは、変異体多
型のセットを含む。「変異体」という用語は、Ｈ因子またはＨ因子関連遺伝子に関連して
使用される場合、配列が、集団、本明細書では、欧州－米国血統のヒトにおいて最も優勢
である配列とは異なるヌクレオチド配列をいう。変異体多型は、遺伝子のコード部分また
は非コード部分においてであり得る。リスクＨ因子ハプロタイプの例は、アミノ酸４０２
にヒスチジンを、および／またはアミノ酸１２１０にシステインをコードするＨ因子遺伝
子のアレルである。リスクハプロタイプは、天然に存在することが可能であり、または組
換え技術によって合成することが可能である。防御的ハプロタイプは、遺伝子、本明細書
ではＨ因子またはＨ因子関連遺伝子のアレル型であり、ＡＭＤを発症するリスクの減少に
関連する少なくとも１つの変異体多型、好ましくは、変異体多型のセットを含む。例えば
、１つの防御的Ｈ因子ハプロタイプは、アミノ酸６２においてイソロイシンをコードする
Ｈ因子遺伝子のアレルを有する。防御的ハプロタイプは、天然に存在することが可能であ
り、または組換え技術によって合成することが可能である。中性ハプロタイプは、遺伝子
、本明細書ではＨ因子またはＨ因子関連遺伝子のアレル型であり、ＡＭＤを発症するリス
クの増加または減少のいずれかを有する集団または民族的群に関連する変異体多型を含ま
ない。以下の議論から、「中性」ハプロタイプにコードされるタンパク質は、ＡＭＤまた
は他の病気のための治療または予防の必要がある患者に投与されるときに防御的であり得
る。すなわち、ＣＦＨまたはＣＦＨＲ５の「中性」と「防御的」の両方の型は、例えば、
ＡＭＤを有するかまたはＡＭＤを発症するリスクがある被験体に投与されるときに、治療
的な利点を提供することができ、従って、疾患から被験体を「防御する」ことができる。
【００８５】
　「野生型」という用語は、配列が、集団、本明細書では、欧州－米国血統のヒトにおい
て最も優勢である型である核酸またはポリペプチドをいう（およそ４０％優勢、図５を参
照のこと）。本開示において、「野生型」Ｈ因子タンパク質は、４０２位のアミノ酸がチ
ロシンであること（Ｙ；［配列番号３３７］）以外は、配列番号２（図７）の配列を有す
る。本開示において、野生型Ｈ因子タンパク質をコードするＨ因子遺伝子は、４０２位の
アミノ酸に対応する１２７７塩基で始まるコドンがチロシンをコードすること（ＴＡＴ；
［配列番号３３６］）以外は、配列番号１（図６）の配列を有する。
【００８６】
　「変異体」という用語は、Ｈ因子またはＨ因子関連ポリペプチドに関連して使用される
場合、配列が、コードされるポリペプチドのアミノ酸配列を変化させる位置において正常
型または野生型の配列とは異なるポリペプチドをいう。例えば、Ｈ因子遺伝子のヌクレオ
チド配列におけるある変異または置換は、異なるアミノ酸がコードされるようにコドンを
変化させ（例えば、および非限定的に、Ｉ６２Ｖ、Ｙ４０２Ｈ、Ｄ９３６Ｅの１つ以上に
おける代替的なアレルを有する）、変異体ポリペプチドを生じることがある。変異体ポリ
ペプチドはリスクと関連し得（例えば、４０２位にヒスチジンを有する）、防御と関連し
得（例えば、６２位にイソロイシンを有する）、または中性ハプロタイプによってコード
され得る（例えば、９３６位にアスパラギン酸を有する）。変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチ
ドはリスクと関連し得（例えば、４６位にセリンを有する）、防御と関連し得、または中
性であり得る。
【００８７】
　「参照」という用語は、Ｈ因子ポリペプチドに言及する場合、全長（ＦＨ１、配列番号
２）または短縮型（ＦＨＬ１、配列番号４）ヒトＨ因子について、アミノ酸配列が、Ｒｉ
ｐｏｃｈｅら、１９８８，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．２４９：５９３－６０２によって記載さ
れる配列に対して同一であるポリペプチドを意味する。「参照」という用語は、ＣＦＨＲ
５ポリペプチドに言及する場合、全長ヒトＣＦＨＲ５（配列番号８）について、アミノ酸



(29) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

配列が、ＭｃＲａｅら、２００１，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：６７４７－６７５
４によって記載される配列と同一であるポリペプチドを意味する。第１の同定されたアレ
ル型は、参照型またはアレルと任意に指定され；他のアレル型は、代替アレルまたは変異
体アレルとして指定される。野生型および変異体形態は、参照型と実質的な配列同一性を
有し得る（例えば、野生型または変異体形態は、野生型または変異体のアミノ酸位置の少
なくとも９０％、時折、位置の少なくとも９５％、および時折、位置の少なくとも９８％
または９９％において、参照型と同一であり得る）。変異体は、フレームシフト突然変異
またはスプライシング変異に起因するタンパク質の特定の領域において参照型とは異なり
得る。
【００８８】
　「多型」という用語は、集団中の２つ以上の遺伝的に決定された代替的配列またはアレ
ルの存在をいう。「多型部位」は、配列の相違が存在する遺伝子座である。多型部位は少
なくとも２つのアレルを有する。ダイアレル多型は２つのアレルを有する。トリアレル多
型は３つのアレルを有する。二倍体生物は、アレル型について、ホモ接合性またはヘテロ
接合性であり得る。多型部位は、１塩基対までの小ささであり得る。多型部位の例には以
下が含まれる：制限フラグメント長多型（ＲＥＬＰ）；変数のタンデムリピート（ＶＮＴ
Ｒ）；超可変領域；ミニサテライト；ジヌクレオチドリピート；トリヌクレオチドリピー
ト；テトラヌクレオチドリピート；および単純配列リピート。本明細書で使用される場合
、「多型」への言及は、多型のセット（すなわち、ハプロタイプ）を包含することができ
る。
【００８９】
　「一ヌクレオチド変異多型（ＳＮＰ）」は、アレル配列間の変異の部位である、単一の
ヌクレオチドによって占められる多型部位に存在する。この部位は、通常、アレルの高度
に保存性の配列に先行され、およびこの配列に続く。ＳＮＰは、通常、多型部位において
、１つのヌクレオチドの別のヌクレオチドへの置換に起因して生じる。１つのプリンの別
のプリンによる置換、または１つのピリミジンの別のピリミジンによる置換はトランジシ
ョンと呼ばれる。ピリミジンによるプリンの置換、またはその逆はトランスバージョンと
呼ばれる。同義語ＳＮＰとは、コードされたポリペプチドのアミノ酸配列を変化させない
、コード領域における１つのヌクレオチドの別のヌクレオチドへの置換をいう。非同義語
ＳＮＰとは、コードされたポリペプチドのアミノ酸配列を変化させる、コード領域におけ
る１つのヌクレオチドの別のヌクレオチドへの置換をいう。ＳＮＰはまた、参照アレルに
対して、単数または複数のヌクレオチドの欠失または挿入から生じる可能性がある。
【００９０】
　多型の「セット」とは、表１Ａ、表１Ｂおよび／または表１Ｃに示され、あるいはＨ因
子遺伝子もしくは他の遺伝子の中で知られている、２つ以上の多型、例えば、少なくとも
２個、少なくとも３個、少なくとも４個、少なくとも５個、少なくとも６個、または６個
より多くの多型を意味する。
【００９１】
　「ハプロタイプ」という用語は、個体の遺伝子の中の多型部位の、多型またはアレルの
セットの指定をいう。例えば、「１１２」Ｈ因子ハプロタイプとは、最初の２つの多型部
位の各々におけるアレル１および第３の多型部位における多型２を含む、Ｈ因子遺伝子を
いう。「ディプロタイプ」はハプロタイプ対である。
【００９２】
　「単離された」核酸とは、組成物中に存在する優勢な種である、核酸種を意味する。単
離されたとは、核酸が、それが天然に付随する少なくとも１つの化合物から分離されてい
ることを意味する。精製された核酸は、（分子量ベースで）存在するすべての高分子種の
少なくとも約５０、８０または９０パーセントを含む。
【００９３】
　２つのアミノ酸配列は、それらが少なくとも約８０％同一、好ましくは少なくとも約９
０％同一、より好ましくは少なくとも約９５％同一、少なくとも約９８％同一、または少
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なくとも約９９％同一である場合に、「実質的な同一性」を有すると見なされる。配列同
一性パーセンテージは、典型的には、２つの配列間の最適なアラインメントを決定するこ
と、および２つの配列を比較することによって計算される。配列の最適なアラインメント
は、検査によって、またはＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎ、１９８１，Ａｄｖ．Ａｐ
ｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２の局所的相同性アルゴリズムを使用することによって、Ｎｅ
ｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ、１９７０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３の
相同性アラインメントアルゴリズムを使用することによって、ＰｅａｒｓｏｎおよびＬｉ
ｐｍａｎ、１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：２４
４４の類似性のための検索方法を使用することによって、アミノ酸比較のためのデフォル
トパラメーター（例えば、ギャップスコアリングなどのための）を使用するこれらのアル
ゴリズムのコンピュータ化手段によって（例えば、ｔｈｅ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎ
ｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ
　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．において）
実施されてもよい。特定の長さまたは領域に関して、２つの配列間で配列同一性を説明す
ることが望ましいことがある（例えば、２つの配列は、少なくとも５００塩基対の長さに
わたって少なくとも９５％の同一性を有すると説明されてもよい）。通常、その長さは、
少なくとも約５０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００
、９００または１０００アミノ酸、または参照タンパク質の全長である。２つのアミノ酸
配列はまた、それらが１、２、もしくは３残基、または２～２０残基、２～１０残基、３
～２０残基、もしくは３～１０残基異なる場合に、実質的な同一性を有すると見なすこと
ができる。
【００９４】
　「連鎖」は、同じ染色体上のそれらの位置の結果として、一緒に遺伝される遺伝子、ア
レル、遺伝子座、または遺伝子マーカーの傾向を説明する。連鎖は、２つの遺伝子、アレ
ル、遺伝子座または遺伝子マーカー間の組換えのパーセントによって測定することができ
る。典型的には、互いに５０センチモルガン（ｃＭ）の距離内に存在する遺伝子座は連鎖
する。連鎖マーカーは、同じ遺伝子または遺伝子クラスターの中に存在する可能性がある
。「連鎖不均衡」または「アレル連関」は、集団中の任意の特定のアレル頻度について偶
然に予測されるよりもより高い頻度である、近傍の染色体の位置における特異的アレルま
たは遺伝子マーカーとの特定のアレルまたは遺伝子マーカーの優先的な連関を意味する。
連鎖不均衡にあるマーカーは、たとえそのマーカーそれ自体が疾患を引き起こさない場合
であっても、疾患に対する感受性を検出する際に特に有用であり得る。
【００９５】
　「診断する」および「診断」という用語は、個体が疾患（徴候または症状を伴うものま
たは伴わないものを含む）を発症する性向を有するか否かを決定する能力をいう。疾患を
発症する性向の診断はまた「スクリーニング」と呼ぶことができ、本明細書で使用される
場合、診断およびスクリーニングという用語は交換可能に使用される。病気を発症する性
向の増加または減少を有するとは、病気を伴わない集団中の個体に対する、病気を発症す
る可能性をいうことが理解されよう。
【００９６】
　ＩＩＩ．表
　本明細書で言及される特定の表は、下記の実施例に従って提供される。以下の説明が読
者を補助するために提供される。
【００９７】
　表１Ａ～１Ｃは、ヒトＨ因子遺伝子多型および加齢性黄斑変性とのそれらの関連を示す
。（１Ａ）ｄｂＳＮＰ番号、位置、多型に及ぶコード鎖（上、５’から３’方向）および
非コード鎖（下）の配列、アミノ酸の変化、対照およびＡＭＤ症例についてのアレル頻度
、ヒトＨ因子遺伝子における１ＳＮＰについてのχ２およびＰ－値を示す。（１Ｂ）ｄｂ
ＳＮＰ番号、質問配列、チンパンジーＨ因子遺伝子における対応するヌクレオチド、位置
、アミノ酸の変化、ならびにヒトＨ因子遺伝子における１１個のＳＮＰについてのプライ
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マーおよびプローブのセットを示す。（１Ｃ）存在する場合、ｄｂＳＮＰデータベース中
には見出されないヒトＨ因子遺伝子中の１４個のＳＮＰについての、位置、多型に及ぶ配
列、アミノ酸の位置およびアミノ酸の変化を示す。
【００９８】
　表２は、ＡＭＤ症例および対照のコホートにおけるヒトＨ因子遺伝子における８個のＳ
ＮＰのハプロタイプ分析を示す。
【００９９】
　表３は、ヒトＨ因子遺伝子およびそれらのＡＭＤとの関連における６個のＳＮＰのハプ
ロタイプ分析を示す。
【０１００】
　表４は、加齢性黄斑変性と、１１個のヒトＨ因子遺伝子ＳＮＰとの関連性を示す。
【０１０１】
　表５は、ヒトＨ因子についてのＳＳＣＰ、ＤＨＰＬＣおよびＤＮＡ配列決定分析のため
に使用されるプライマーを示す。
【０１０２】
　表６は、ＡＭＤ患者および対照の遺伝子型決定データを示す。
【０１０３】
　表７は、種々の民族群におけるアットリスクハプロタイプの頻度を示す。
【０１０４】
　表８は、いくつかのＨ因子ディプロタイプを示す。一般的なリスクディプロタイプおよ
び防御的ディプロタイプを示す。
【０１０５】
　表９は、Ｈ因子コード配列を増幅するために使用されるプライマーの配列を示す。
【０１０６】
　表１０は、ＣＦＨＲ５コード配列を増幅するために使用されるプライマーの配列を示す
。
【０１０７】
　表１１は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者におけるＨ因子ＳＮＰの分析を示す。
【０１０８】
　表１２は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者およびＡＭＤ陰性である民族的に一致する対照に
おけるＨ因子ＳＮＰ頻度の比較を示す。
【０１０９】
　表１３は、ＭＰＧＮＩＩおよびそれらの関連するＳＣＲと関連するＨ因子ＳＮＰを列挙
する。
【０１１０】
　表１４は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者におけるＣＦＨＲ５　ＳＮＰの分析を示す。
【０１１１】
　表１５は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者およびＡＭＤ陰性である民族的に一致する対照に
おけるＣＦＨＲ５　ＳＮＰ頻度の比較を示す。
【０１１２】
　表１６は、Ｈ因子遺伝子における多型を検出するために有用である例示的なアレル特異
的プローブ（１６Ａ）およびプライマー（１６Ｂ）を示す。
【０１１３】
　ＩＶ．補体Ｈ因子多型
　１つの局面において、本発明は、補体因子Ｈ（ＨＦ１）遺伝子における多型部位がＡＭ
Ｄに対する感受性およびその発症と関連するという発見に関係する、新規な診断的な治療
および薬物スクリーニングの方法を提供する。
【０１１４】
　ＡＭＤと関連するＨ因子多型は、実施例１に記載されるように、標準的なプロトコール
に従って、ＳＳＣＰ分析、ＤＨＰＬＣ分析、および直接的配列決定を使用して、変異体に
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ついてＨ因子（Ｈ因子アイソフォームＦＨＬ１に転写されるエキソン１０Ａを含む）のコ
ード領域および隣接するイントロン領域を調べることによって同定した。残りの多型は５
’ヌクレアーゼ（Ｔａｑｍａｎ，ＡＢＩ）方法論によって決定した。Ｔａｑｍａｎ遺伝子
型決定および関連する分析は、記載されたように（Ｇｏｌｄら、２００４）実施した。Ｓ
ＳＣＰおよびＤＮＡ配列決定分析のためのプライマーは、ＭａｃＶｅｃｔｏｒソフトウェ
アを使用して、各エキソンおよびその隣接するイントロン性領域を増幅するように設計し
た。ＰＣＲ由来のアンプリコンは、標準的なプロトコールに従って、ＳＳＣＰおよびＤＨ
ＰＬＣによって配列の変異についてスクリーニングした。ＳＳＣＰおよびＤＨＰＬＣによ
って検出されるすべての変化は、標準的なプロトコールに従う二方向性配列決定によって
確認した。統計学的分析は、カイ二乗（χ２）およびフィッシャーの直接確率検定（Ｐ値
）を使用して実施した。
【０１１５】
　２つの独立したＡＭＤ症例の群および年齢を適合させた対照を使用した。すべての参加
した個体は、６０歳を超えたヨーロッパアメリカ人血統であり、インフォームドコンセン
トに従ってＩＲＢ－認可プロトコールの下で登録された。これらの群は、アイオワ大学か
らの臨床的に記録されたＡＭＤを有する３５２例の血縁関係のない患者（平均年齢７９．
５±７．８歳）および１１３例の血縁関係のない対照患者（平均年齢７８．４±７．４歳
；年齢および民族によって適合させた）、ならびにコロンビア大学からの臨床的に記録さ
れたＡＭＤを有する５５０例の血縁関係のない患者（平均年齢７１．３２±８．９歳）お
よび２７５例の血縁関係のない、年齢および民族によって適合させた対照患者（平均年齢
６８．８４±８．６歳）から構成された。患者は、網膜フェローシップ訓練された眼科医
による間接検眼鏡検査および細隙灯顕微鏡検査によって調べた。
【０１１６】
　基底部（ｆｕｎｄａｓ）の写真は、標準化された、国際分類系に従って等級付けした（
Ｂｉｒｄら、１９９５）。対照患者は、彼らが黄斑疾患のいかなる際立った徴候も示さず
、またはＡＭＤの既知の家族歴を有しなかった場合に、選択されかつ含められた。ＡＭＤ
患者は、彼らが研究に参加した時点での彼らの最も重篤な眼の分類に基づいて、以下の表
現型のカテゴリーに下位分類された：初期ＡＭＤ（ＡＲＭ）、地図状萎縮症（ｇｅｏｇｒ
ａｐｈｉｃ　ａｔｒｏｐｈｙ）（ＧＡ）、および滲出性（ＣＮＶ）ＡＭＤ。アイオワ大学
のＡＲＭおよびＧＡの症例は、さらに、別個の表現型（ＲＰＥ変化単独、＞１０黄斑硬性
ドルーゼン、黄斑軟性ドルーゼン、ＢＢ（表皮）ドルーゼン、ＰＥＤ、「チェロキー」萎
縮症、半島地図状萎縮症、およびパターン地図状萎縮症）に下位分類された。すべての症
例についての最初期の記録可能な表現型もまた、分析において記録および利用した。
【０１１７】
　表１Ａに示されるように、Ｈ因子遺伝子における多型部位の、ＡＭＤとの高度に有意な
関連性は、およそ９００例のＡＭＤの症例および４００例適合させた対照を一緒に含んだ
２つの独立したコホートの試験において見出された。Ｈ因子遺伝子中の１６個の多型を表
１Ａ～１Ｂに示す。このうちの１２個は、ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆ
ｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）において見出
され得る、ＳＮＰデータベース（ｄｂＳＮＰ）において見出される。ｄｂＳＮＰは、ヒト
Ｈ因子遺伝子におけるＳＮＰのコレクションであり、これは、Ｈ因子遺伝子の２２個のコ
ーディングエキソンの間に、ならびにＨ因子遺伝子のプロモーター、５’非翻訳領域、イ
ントロン、および３’非翻訳領域の間に分散している。以下に列挙するのは、ｄｂＳＮＰ
データベースにおいて見出されるヒトＨ因子遺伝子における３７９個のＳＮＰについての
アクセッション番号である。これらのＳＮＰは本発明の方法を実行する際に使用すること
ができる。
【０１１８】



(33) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

【化１】

　２つの高頻度の非同義語変異体、エキソン２におけるＩ６２Ｖおよびエキソン９におけ
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るＹ４２９Ｈ、ならびにより頻度の低い変異体、エキソン２２におけるＲ１２１０Ｃは、
ＡＭＤとの最も有意な関連性を示した。
【０１１９】
　表１Ａ～１Ｂにおける３つのさらなる多型はＳＮＰデータベースには見出されない：プ
ロモーターにおける多型（表１Ａにおけるプロモーター１）；２つのＴヌクレオチドが挿
入されているイントロン２における多型；およびエキソン１０Ａにおける多型である。
【０１２０】
　表１Ａにおける第１のカラムは、Ｈ因子遺伝子における多型についてのｄｂＳＮＰ番号
を列挙する。例えば、ｒｓ８００２９２は、Ｈ因子遺伝子における多型についてのｄｂＳ
ＮＰ指定である。この多型の説明、ならびにｄｂＳＮＰにおける他のＨ因子遺伝子多型は
、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ／ｑｕｅｒｙ．ｆｃｇｉ？ｄｂ＝ｓｎ
ｐ＆ｃｍｄ＝ｓｅａｒｃｈ＆ｔｅｒｍ＝）において利用可能である。第２のカラムは、多
型の位置を列挙する。例えば、ｒｓ８００２９２多型は、Ｈ因子遺伝子のエキソン２に位
置する。データベース番号によって同定されていない多型は、位置によって言及すること
ができる（例えば、「イントロン２」）。第３のカラムは、多型に及ぶＤＮＡのコード鎖
（上、５’から３’方向）および非コード鎖（下）の核酸配列を列挙する。例えば、ｒｓ
８００２９２多型では、コード鎖についての括弧中に示されるＧまたはＡは、多型の５’
または３’に示される２０ヌクレオチドによって隣接される。エキソン１０Ａ多型にわた
る配列中の「Ｎ」は、変異体アレルにおけるＡ、Ｃ、ＧまたはＴのいずれかである単一の
ヌクレオチドの挿入を示す。第４のカラムは、配列についての配列番号を列挙する。第５
のカラムは、存在する場合、多型と関連するアミノ酸の変化を列挙する。例えば、ｒｓ８
００２９２多型は、Ｈ因子ポリペプチドの６２位におけるバリン（Ｖ）からイソロイシン
（Ｉ）へのアミノ酸配列の変化を生じる。第６のカラムは、対照集団における多型のアレ
ル頻度を列挙する。数字１および２は、それぞれ、第３のカラムの多型部位における第１
のヌクレオチドおよび第２のヌクレオチドに対応するアレルをいう。例えば、ｒｓ８００
２９２多型については、Ｇが、対照集団から配列決定されたアレルの７８％、Ａがその２
２％で存在する。第７のカラムは、ＡＭＤ集団における多型のアレル頻度を列挙する。例
えば、ｒｓ８００２９２多型については、Ｇが、ＡＭＤ集団から配列決定されたアレルの
９１％、Ａがその９％で存在する。第８のカラムは、対照集団およびＡＭＤ集団中の多型
のアレル頻度間の比較のための、カイ二乗検定およびフィッシャーの直接確率検定（それ
ぞれ、χ２値およびＰ値）を列挙する。例えば、ｒｓ８００２９２多型については、χ２

値は１６．１９でありかつＰ値は５．７４×１０－５であり、ＧアレルがＡＭＤと関連す
ることを示す。
【０１２１】
　表１Ｂの部分（１）、（２）および（３）における第１のカラムは、Ｈ因子遺伝子にお
ける多型についてのｄｂＳＮＰ番号を列挙する。部分（１）については、第２のカラムは
、多型にわたる核酸配列を列挙する（質問配列）。ｒｓ５２９８２５多型（イントロン１
）、ｒｓ８００２９２多型（エキソン２）、およびｒｓ２０３６７４多型（イントロン１
０）については、ヒトＨ因子遺伝子の非コード鎖の配列を示す。第３のカラムは、配列に
ついての配列番号を列挙する。第４のカラムは、チンパンジーＨ因子遺伝子に存在するア
レルを列挙する。第５のカラムは、ＳＮＰの位置を列挙する。第６のカラムは、存在する
場合、多型と関連するアミノ酸変化を列挙する。部分（２）については、第２のカラムお
よび第４のカラムは、多型を増幅するためのフォワードプライマーおよびリバースプライ
マー、またはＡＯＤ番号を列挙する。第３および第５のカラムは、プライマーについての
配列番号を列挙する。部分（３）については、第２および第４のカラムは、多型を検出す
るために使用されるプローブを列挙する。第３および第５のカラムは、プローブについて
の配列番号を列挙する。
【０１２２】
　表１Ａ～１Ｂに列挙されていないＨ因子遺伝子におけるさらなる多型部位がＡＭＤと関
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連する可能性があることが理解されるべきである。例えば、Ｈ因子遺伝子における例示的
な多型部位が上記に列挙され、これには限定されない。表１ＣはＨ因子遺伝子におけるさ
らなる１４個の多型部位を列挙し、これは、ｄｂＳＮＰデータベースには見出されず、Ａ
ＭＤまたは他の疾患と関連する可能性がある。第１のカラムはＳＮＰの位置を列挙する。
第２のカラムは多型にわたる核酸配列を列挙する。エキソン５多型にわたる配列中の「ｎ
ｏｔＧ」は、変異体アレル中のＡ、ＣまたはＴヌクレオチドの存在を示す。エキソン６多
型にわたる配列中の「ｎｏｔＣ」は、変異体アレル中のＡ、ＧまたはＴヌクレオチドの存
在を示す。エキソン２１多型にわたる配列中の「Ｎ」は、変異体アレル中のＡ、Ｃ、Ｇま
たはＴのいずれかである単一のヌクレオチドの挿入を示す。第３のカラムは、存在する場
合、多型と関連するアミノ酸変化を列挙する。第４のカラムは、配列についての配列番号
を列挙する。これらのＳＮＰはまた、本発明の方法を実行する際に使用することができる
。さらに、これらのＣＦＨ多型は、連鎖および関連性研究、臨床集団の遺伝子型決定、表
現型情報に対する遺伝子型情報の相関、ヘテロ接合性の喪失の分析、および細胞サンプル
の供給源の同定のために有用であることが認識される。
【０１２３】
　表２は、ＡＭＤ症例および対照のヒトＨ因子遺伝子における８個のＳＮＰのハプロタイ
プ分析を示す。アットリスクハプロタイプは点描したボックスに示し、ＳＮＰを決定する
ハプロタイプ（Ｙ４０２ＨおよびＩＶＳ１０）はより高密度の点描に示す。防御的ハプロ
タイプは斜線を付けたボックスに示し、ＳＮＰを決定するハプロタイプ（ＩＶＳ１、Ｉ６
２ＶおよびＩＶＳ６）はより高密度の斜線に示す。第１のカラムは、プロモーター中の多
型のアレルを列挙する（プロモーター）。第２のカラムは、イントロン１中の多型の非コ
ード鎖のアレルを列挙する（ＩＶＳ１）。第３のカラムは、エキソン２中の多型の非コー
ド鎖のアレルを列挙する（Ｉ６２Ｖ）。第４のカラムは、イントロン６中の多型のアレル
を列挙する（ＩＶＳ６）。第５のカラムは、エキソン９中の多型のアレルを列挙する（Ｙ
４０２Ｈ）。第６のカラムは、イントロン１０中の多型の非コード鎖のアレルを列挙する
（ＩＶＳ１０）。第７のカラムは、エキソン１３中の多型のアレルを列挙する（Ｑ６７２
Ｑ）。第８のカラムは、エキソン１８中の多型のアレルを列挙する（Ｄ９３６Ｅ）。これ
らの８個のＳＮＰについてのｄｂＳＮＰ割り当ては表１Ａ～１Ｂに列挙する。第９のカラ
ムは、ハプロタイプについてのオッズ比（ＯＲ）を列挙する。第１０のカラムは、アット
リスクハプロタイプおよび２つの防御的ハプロタイプについてのＰ値を列挙する。第１１
のカラムおよび第１２のカラムは、ＡＭＤ症例および対照におけるハプロタイプの頻度を
列挙する。
【０１２４】
　表３は、ＡＭＤを有する６個のＨ因子多型のハプロタイプ分析を示す。第１のカラムは
、プロモーター中の多型の特定のアレルを列挙する（ｒｓ３７５３３９４）。第２のカラ
ムは、イントロン１中の多型のアレルを列挙する（ｒｓ５２９８２５）。第３のカラムは
、イントロン６中の多型のアレルを列挙する（ｒｓ３７６６４０４）。第４のカラムは、
イントロン１０中の多型を列挙する（ｒｓ２０３６７４）。第５のカラムは、エキソン１
３中の多型のアレルを列挙する（ｒｓ３７５３３９６）。第６のカラムは、エキソン１８
中の多型のアレルを列挙する（ｒｓ１０６５４８９）。カラム１～６における数字１およ
び２は、それぞれ、各々の多型部位における第１のヌクレオチドおよび第２のヌクレオチ
ドに対応するアレルをいう（表１Ａを参照のこと）。従って、カラム１～６は、Ｈ因子遺
伝子における５’から３’への多型のアレルを列挙する。第７のカラムは、カラム１～６
に列挙された多型に基づいてＨ因子ハプロタイプを列挙する。第８のカラムは、対照集団
における示されたＨ因子ハプロタイプの頻度を列挙する。第９のカラムは、ＡＭＤ集団に
おける示されたＨ因子ハプロタイプの頻度を列挙する。表３に示されるように、ハプロタ
イプ分析は、複数の変異体が関連に寄与し、ＡＭＤのリスクの増加または減少のいずれか
を付与し得ることを示唆する。
【０１２５】
　表８は、７個のＨ因子多型のディプロタイプ分析を示す。第１のカラムは、ディプロタ
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イプが、ＡＭＤの発症のリスクの増加（リスクディプロタイプ）または減少（防御的ディ
プロタイプ）と関連するか否かを示す。一般的なリスクディプロタイプおよび防御的ディ
プロタイプを示す。第２のカラムは、エキソン２における多型のアレルを列挙する（Ｉ６
２Ｖ）。第３のカラムは、イントロン２における多型のアレルを列挙する（ＩＶＳ２－１
８）。第４のカラムは、エキソン９における多型のアレルを列挙する（Ｙ４０２Ｈ）。第
５のカラムは、エキソン１８における多型のアレルを列挙する（Ｄ９３６Ｅ）。第６のカ
ラムは、イントロン２０における多型のアレルを列挙する（ＩＶＳ２０）。
【０１２６】
　リスク関連（「リスク」）多型およびハプロタイプ
　ＡＭＤについてのリスクの増加と関連する多型を含む部位を表１Ａおよび表２に示す。
リスクの増加と特に関連する多型には、ｒｓ１０６１１７０（４０２Ｈ；エキソン９）；
ｒｓ２０３６７４（イントロン１０）および残基１２１０における多型（Ｒ１２１０Ｃ；
エキソン２２）における変異体アレルが含まれる。
【０１２７】
　ＡＭＤについてのリスクの増加と関連する特定のハプロタイプは、表２および６ならび
に図５に示される。表２および図５に示されるように、１つの一般的なアットリスクハプ
ロタイプはＨ１ハプロタイプであり、これは、４０２位における変異体アレル（ヒスチジ
ンをコードする）およびＩＶＳ１０における変異体アレル（イントロン１０、ｒｓ２０３
６７４）を含み、ＡＭＤの症例の４９％に見出されるが、対照の２６％においてのみ見出
される。リスクディプロタイプについてのホモ接合性（Ｈ１／Ｈ１）は有意にリスクがあ
る。他のリスクがあるハプロタイプおよびディプロタイプは表２および８に示される。同
様のデータは表３に提示され、これは、ＡＭＤ症例の４８％において見出されるが、対照
の２８％においてのみ見出されるアットリスクハプロタイプ（１１１２１１）を示す。
【０１２８】
　顕著には、ＭＰＧＮ　ＩＩ（ＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎）患者の７０％は、このアッ
トリスクハプロタイプを有し（表７を参照のこと）、これは、ＭＰＧＮＩＩを発症する性
向は、ＡＭＤについて本明細書に記載されるように、検出および治療することができるこ
とを示す。
【０１２９】
　これらの多型部位の有意な関連性はまた、実施例１において開示されるように、種々の
ＡＭＤサブタイプとともに見出された。
【０１３０】
　Ｈ因子遺伝子のエキソン２２における１２１０位のアミノ酸における非同義語多型は、
ＡＭＤと強力に相関している（表１Ａを参照のこと）。アルギニンの代わりにシステイン
をコードする変異体アレルは、ＡＭＤの症例の５％においてヘテロ接合性状態で見出され
、アイオワ大学において確認された９１９例の個体から構成されるコホート中の対照には
見出されなかった。１２１０Ｃホモ接合性は今日までに同定されている。それゆえに、Ｈ
因子のアミノ酸１２１０位におけるシステインの存在は、個体がＡＭＤを有するか、また
はＡＭＤを発症する可能性があることの強力な徴候を提供する。顕著には、１２１０Ｃは
、たとえ他の点では防御的であるアレル（例えば、Ｙ４０２）上で検出されるとしても、
ＡＭＤまたは他の補体媒介の病気を発症する性向を示す。ＣＦＨ１２１０位における変異
（Ｒ１２１０Ｃ）は、腎臓徴候を伴う補体関連疾患である非定型的溶血性尿毒症性症候群
（ａＨＵＳ）を引き起こすことが知られている。拡大解釈すると、ａＨＵＳを引き起こす
ことが知られている他のＣＦＨの変異または突然変異は、ＡＭＤを発症するリスクの増加
と関連する可能性がある。最も一般的に確立されたａＨＵＳを引き起こす変異には、Ｔ９
５６Ｍ、Ｑ１０７６Ｅ、Ｄ１１１９Ｇ、Ｗ１１８３Ｌ、Ｔ１１８４Ｒ、Ｌ１１８９Ｒ、Ｌ
１１８９Ｆ、Ｓ１１９１Ｗ、Ｓ１１９ＩＬ、Ｖ１１９７Ａ、およびＲ１２１５Ｇが含まれ
るがこれらに限定されず（Ｅｓｐａｒｚａ－Ｇｏｒｄｉｌｌｏら、２００５；Ｐｅｒｅｚ
－Ｃａｂａｌｌｅｒｏら、２００１；Ｒｉｃｈａｒｄｓら、２００１；Ｓａｎｃｈｅｚ－
Ｃｏｒｒａｌら、２００２）；さらなるａＨＵＳを引き起こす突然変異は、Ｓａｕｎｄｅ
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ｒｓ（Ｓａｕｎｄｅｒｓら、２００６）によって記載されている。本発明の１つの局面に
おいて、被験体からの生物学的サンプル（例えば、タンパク質または核酸）は、１つ以上
のａＨＵＳ関連変異または突然変異の存在についてアッセイされ、その存在は、ＡＭＤを
発症する性向を示す。
【０１３１】
　表１Ａ～１Ｃに列挙されない、Ｈ因子遺伝子におけるさらなる多型部位は、このハプロ
タイプ分析をさらに洗練し得ることが認められる。Ｈ因子遺伝子における非同義語多型を
使用するハプロタイプ分析は、変異体Ｈ因子ポリペプチドを同定するために有用である。
リスクと関連する他のハプロタイプは、中性または防御的ハプロタイプによってコードさ
れるタンパク質と同じ配列を有するタンパク質をコードし得るが、例えば、Ｈ因子発現の
レベルまたは部位を変化させる、プロモーターまたはイントロンにおけるアレルを含む可
能性がある。Ｈ因子遺伝子またはＨ因子関連遺伝子における多型は、隣接する遺伝子にお
ける変異と連鎖される可能性があることもまた認められる。隣接する遺伝子におけるこの
変異は、コードされるタンパク質の発現または型の変化を生じる可能性があり、キャリア
中での有害な効果または防御的な効果を有する可能性がある。
【０１３２】
　防御的多型およびハプロタイプ
　予想外に、防御的多型またはハプロタイプもまた発見された。例えば、表２および図５
に示すように、ＩＶＳ６中の変異体アレル（イントロン６、ｒｓ３７６６４０４）を含む
防御的Ｈ２ハプロタイプは、対照の１２％に存在するが、ＡＭＤ症例の６％にしか存在し
ない。防御的Ｈ４ハプロタイプは、ＩＶＳ１中の変異体アレル（イントロン１、ｒｓ５２
９８２５）および変異体アレル（Ｉ６２）（エキソン２、ｒｓ８００２９２）を含み、対
照の１８％に存在するが、ＡＭＤ症例の１２％にしか存在しない。同様のデータは表３に
提示されており、ここでは、ハプロタイプ１２１１１１は対照の２１％に存在するが、Ａ
ＭＤ症例の１３％にしか存在せず、ハプロタイプ１１２１１１は対照の１３％に存在する
が、ＡＭＤ症例の６％にしか存在しない。図５に示されるように、防御的ハプロタイプを
有するホモ接合性は有意に防御されている。
【０１３３】
　ある場合において、防御的ハプロタイプによって特徴付けられる遺伝子によってコード
されるタンパク質は、リスクハプロタイプタンパク質とは異なる配列を有する（例えば、
非同義語ＳＮＰの存在に起因する）。例えば、防御型のＨ因子タンパク質は、一般的には
、４０２位にヒスチジンを有しない。ある実施形態において、防御型は、６２位にイソロ
イシンを有する。さらなる防御型は、（１）防御的ハプロタイプを有する単数または複数
の個体を同定すること、および（２）個体からのＨ因子のｃＤＮＡまたはタンパク質の配
列を決定することによって同定することができる。他の防御型は、ＶＩＩＩ節において以
下に説明されるように同定される。
【０１３４】
　中性多型およびハプロタイプ
　特定のハプロタイプは、ＡＭＤを発症するリスクの増加または減少のいずれも有しない
集団において関連付けられ、これは「中性」と呼ばれる。コーカサス人集団において同定
された中性ハプロタイプの例は図５（Ｈ３およびＨ５）に示す。さらなるまたは異なる中
性ハプロタイプが、人種的／民族的に異なる集団において同定される可能性がある。中性
ハプロタイプによって特徴付けられる遺伝子によってコードされるタンパク質は「中性」
Ｈ因子タンパク質である。上記に説明したように、「中性」Ｈ因子タンパク質は、リスク
ハプロタイプを有するか、またはＡＭＤを有すると診断された患者に投与されるときに、
治療的利点を提供し得る。例えば、中性ハプロタイプによって特徴付けられた遺伝子によ
ってコードされる例示的なタンパク質には、４０２位にヒスチジンを有しないタンパク質
、および／または６２位にイソロイシンを有しないタンパク質が含まれる。４０２位にヒ
スチジンを有しないタンパク質は、その位置にチロシンを有する可能性があり、またはヒ
スチジンもしくはチロシン以外のアミノ酸を有する可能性がある。６２位にイソロイシン
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を有しないタンパク質は、その位置にバリンを有する可能性があり、またはバリンもしく
はイソロイシン以外のアミノ酸を有する可能性がある。中性型のＨ因子タンパク質は、一
般的に、１２１０位にシステインを有しない。
【０１３５】
　Ｖ．Ｈ因子関連５（ＣＦＨＲ５）遺伝子多型
　１つの局面において、本発明は、Ｈ因子遺伝子およびＣＦＨＲ５遺伝子における多型部
位がＭＰＧＮＩＩの発症に対する感受性と関連するという発見に関連する、新規な診断、
治療、および薬物スクリーニングの方法を提供する。
【０１３６】
　ＭＰＧＮＩＩと関連するＨ因子多型およびＣＦＨＲ５多型は、実施例２に記載されるよ
うに、ＰＣＲ増幅を使用して変異体についてのＨ因子またはＣＦＨＲ５のコード領域およ
び隣接するイントロン領域を調べることによって、続いて標準的なプロトコールに従って
、アガロースゲル電気泳動および二方向性配列決定を行ってＰＣＲ産物を確認することに
よって同定した。新規なＳＮＰおよび報告されていたＳＮＰを、変性高速液体クロマトグ
ラフィー（ＤＨＰＬＣ）によって対照集団中でタイプ付けした。Ｈ因子およびＣＦＨＲ５
のコード配列を増幅するために使用したプライマーは、表９および１０にそれぞれ示す。
【０１３７】
　生検で判明したＭＰＧＮＩＩを有する患者からなる試験群は、腎臓病学部門において確
認され、ＩＲＢ認可ガイドラインの下で本研究に加入させた。対照群は、眼科的試験によ
ってＡＭＤがその中で除外された、民族的に適合させられたが、年齢が一致しない、血縁
関係のないヒトからなった。
【０１３８】
　表１１および１２に示されるように、Ｈ因子遺伝子における多型部位の、ＭＰＧＮＩＩ
との有意な関連性が、２２例のＭＰＧＮＩＩ症例および１３１例の民族的に適合させた対
照の試験において見出された。Ｈ因子遺伝子における１１個の多型を表１１および１２に
列挙する。これらのうちで、６個が、ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）において見出され
得るＳＮＰデータベース（ｄｂＳＮＰ）に見出される。ｄｂＳＮＰは、ヒトゲノムにおけ
るＳＮＰのコレクションである。Ｈ因子遺伝子におけるＳＮＰは、Ｈ因子遺伝子の２２個
のコーディングエキソンの間に、ならびにＨ因子遺伝子のプロモーター、５’非翻訳領域
、イントロン、および３’非翻訳領域の間に分散している。ｄｂＳＮＰデータベースにお
いて見出されるヒトＨ因子遺伝子における３７９個のＳＮＰについてのアクセッション番
号は、上記に列挙されている。これらのＳＮＰは本発明の方法を実行する際に使用するこ
とができる。
【０１３９】
　表１１および１２における５個のさらなる多型はＳＮＰデータベースにおいて見出され
ない：２つのＴヌクレオチドが挿入されているイントロン２における多型（ＩＶＳ２－１
８ｉｎｓＴＴ）；イントロン７における多型（ＩＶＳ７－５３Ｇ＞Ｔ）；イントロン１５
における多型（ＩＶＳ１５－３０Ｃ＞Ａ）；イントロン１８における多型（ＩＶＳ１８－
８９Ｔ＞Ｃ）；およびエキソン２０における多型（Ｎ１０５０Ｙ）。これらの多型は、本
発明の方法において有用である。さらに、これらのＣＦＨＲ５多型は、連鎖および関連性
研究、臨床集団の遺伝子型決定、表現型情報に対する遺伝子型情報の相関、ヘテロ接合性
の喪失の分析、および細胞サンプルの供給源の同定のために有用であることが認識される
。
【０１４０】
　表１１の第１の行は、Ｈ因子遺伝子におけるＳＮＰのエキソンまたはイントロンの位置
を列挙する。エキソンＳＮＰについては、存在する場合、アミノ酸の位置および変化が列
挙される。例えば、エキソン２　ＳＮＰはＨ因子ポリペプチドの６２位にあり、バリン（
Ｖ）からイソロイシン（Ｉ）に変化している。イントロンＳＮＰについては、ＳＮＰの性
質が示される。例えば、イントロン２　ＳＮＰは、２つのヌクレオチド、ＴＴの挿入であ
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えば、ｒｓ８００２９２は、Ｈ因子遺伝子のエキソン２における多型についてのｄｂＳＮ
Ｐ指定である。この多型の説明、ならびにｄｂＳＮＰにおける他のＨ因子（ＣＦＨ）遺伝
子多型は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ／ｑｕｅｒｙ．ｆｃｇｉ？ｄ
ｂ＝ｓｎｐ＆ｃｍｄ＝ｓｅａｒｃｈ＆ｔｅｒｍ＝）において利用可能である。表１１の第
３から第５までの行は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者の間に存在する特定のディプロタイプ
の回数を列挙する。例えば、エキソン２　ＳＮＰについては、ＧＧがＭＰＧＮＩＩを有す
る２０例の患者の中に存在し、ＧＡはその２例の患者の中に存在し、そしてＡＡはその患
者の中に存在しない。表１１の第６および第７の行は、特定のハプロタイプが、２２例の
ＭＰＧＮＩＩ患者の間に存在する頻度を列挙する。例えば、エキソン２　ＳＮＰについて
は、Ｇは、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者のアレルの９５％に存在し、Ａは、その５％に存在
する。第８の行は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者についてのＨ因子遺伝子における共通のハ
プロタイプのヌクレオチドを列挙する。例えば、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者についてのＨ
因子遺伝子において、Ｇはエキソン２　ＳＮＰにおけるより頻繁なヌクレオチドであり、
９Ｔヌクレオチドは、イントロン２　ＳＮＰにおける１１Ｔヌクレオチドよりも頻繁に観
察される。残りの行は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者の各々についてのＨ因子遺伝子におけ
る１１個のＳＮＰについてのディプロタイプを列挙する。
【０１４１】
　表１１に列挙されていないＨ因子遺伝子におけるさらなる多型部位がＭＰＧＮＩＩと関
連する可能性があることが理解されるべきである。例えば、Ｈ因子遺伝子における例示的
な多型部位が上記に列挙され、これには限定されない。
【０１４２】
　表１２は、ＡＭＤ－陰性である民族的に適合させられた対照個体に対する、ＭＰＧＮＩ
Ｉを有する患者におけるＳＮＰ頻度の比較を示す。表１２の第１のカラムは、Ｈ因子遺伝
子におけるＳＮＰを列挙する。表１２の第２および第３のカラムは、特定のハプロタイプ
が２２例のＭＰＧＮＩＩ患者の間に存在する頻度を列挙する。表１２の第４および第５の
カラムは、特定のハプロタイプが１３１例の対照個体の間に存在する頻度を列挙する。表
１２の第６のカラムは、各データセットについて計算したＰ－値を列挙する。
【０１４３】
　表１１および１２に示されるように、２つの高頻度の非同義語変異体であるエキソン２
におけるＩ６２Ｖおよびエキソン９におけるＹ４２０Ｈ、同義語変異体であるエキソン１
０におけるＡ３０７Ａ、ならびにイントロン２における多型は、ＭＰＧＮＩＩとの有意な
関連性を示した。
【０１４４】
　表１４および１５に示されるように、ＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位のＭＰＧＮＩ
Ｉとの有意な関連性は、２２例のＭＰＧＮＩＩの症例および１０３例の民族的に適合させ
られた対照の試験において見出された。ＣＦＨＲ５遺伝子中の５個の多型は表１４および
１５に列挙され；これらは、ＮＣＢＩのｄｂＳＮＰにおいて見出される。ＣＦＨＲ５遺伝
子中のＳＮＰは、ＣＦＨＲ５遺伝子の１０個のコーディングエキソンの間に、ならびにＣ
ＦＨＲ５遺伝子のプロモーター、５’非翻訳領域、イントロン、および３’非翻訳領域の
間に分散している。以下に列挙するのは、ｄｂＳＮＰデータベースにおいて見出されるヒ
トＣＦＨＲ５遺伝子における８２個のＳＮＰについてのアクセッション番号である。これ
らのＳＮＰは本発明の方法を実行する際に使用することができる。
【０１４５】
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【化２】

　表１４の第１の行は、ＣＦＨＲ５遺伝子におけるＳＮＰのエキソン、プロモーターまた
はイントロンの位置を列挙する。エキソンＳＮＰについては、存在する場合、アミノ酸の
位置および変化が列挙される。例えば、エキソン２　ＳＮＰはＣＦＨＲ５ポリペプチドの
４６位にあり、プロリン（Ｐ）からセリン（Ｓ）に変化している。プロモーターおよびイ
ントロンＳＮＰについては、ＳＮＰの性質が示される。例えば、－２４９位のプロモータ
ーＳＮＰは、ＴをＣで置換している。表１４の第２の行は、存在する場合、多型について
のｄｂＳＮＰ番号を列挙する。例えば、ｒｓ９４２７６６１は、ＣＦＨＲ５遺伝子のプロ
モーター領域における多型についてのｄｂＳＮＰ指定である。この多型の説明、ならびに
ｄｂＳＮＰにおける他のＣＦＨＲ５遺伝子多型は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎ
ｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｅ
ｎｔｒｅｚ／ｑｕｅｒｙ．ｆｃｇｉ？ｄｂ＝ｓｎｐ＆ｃｍｄ＝ｓｅａｒｃｈ＆ｔｅｒｍ＝
）において利用可能である。表１４の第３から第５までの行は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患
者の間に存在する特定のディプロタイプの回数を列挙する。例えば、エキソン２　ＳＮＰ
については、ＣＣがＭＰＧＮＩＩを有する１９例の患者の中に存在し、ＣＴはその３例の
患者の中に存在し、そしてＴＴはその患者の中に存在しない。表１４の第６および第７の
行は、特定のハプロタイプが、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者の間に存在する頻度を列挙する
。例えば、エキソン２　ＳＮＰについては、Ｃ（プロリンをコードする）は、２２例のＭ
ＰＧＮＩＩ患者のアレルの９３％に存在し、Ｔ（セリンをコードする）は、その７％に存
在する。第８の行は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者についてのＣＦＨＲ５遺伝子における共
通のハプロタイプのヌクレオチドを列挙する。例えば、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者につい
てのＣＦＨＲ５遺伝子において、Ｃはエキソン２　ＳＮＰにおけるより頻繁なヌクレオチ
ドである。残りの行は、２２例のＭＰＧＮＩＩ患者の各々についてのＣＦＨＲ５遺伝子に
おける５個のＳＮＰについてのディプロタイプを列挙する。
【０１４６】
　表１４に列挙されていないＣＦＨＲ５遺伝子におけるさらなる多型部位がＭＰＧＮＩＩ
と関連する可能性があることが理解されるべきである。例えば、ＣＦＨＲ５遺伝子におけ
る例示的な多型部位が上記に列挙され、これには限定されない。
【０１４７】
　表１５は、ＡＭＤ－陰性である民族的に適合させた対照個体に対する、ＭＰＧＮＩＩを
有する患者におけるＳＮＰ頻度の比較を示す。表１５の第１のカラムは、ＣＦＨＲ５遺伝
子におけるＳＮＰを列挙する。表１５の第２および第３のカラムは、特定のハプロタイプ
が２２例のＭＰＧＮＩＩ患者についての間に存在する頻度を列挙する。表１５の第４およ
び第５のカラムは、特定のハプロタイプが１０３例の対照個体の間に存在する頻度を列挙
する。表１５の第６のカラムは、各データセットについて計算したＰ－値を列挙する。
【０１４８】
　表１４および１５に示されるように、１つの非同義語変異体であるエキソン２における
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Ｐ４６Ｓ、および２つのプロモーター多型、－２４９Ｔ＞Ｃおよび－２－Ｔ＞Ｃは、ＭＰ
ＧＮＩＩとの有意な関連性を示した。
【０１４９】
　ＭＰＧＮＩＩ患者において同定されるリスク関連（「リスク」）多型およびハプロタイ
プ
　ＭＰＧＮＩＩのリスクの増加と関連するＨ因子およびＣＦＨＲ５における多型を含む部
位は、表１１および１２、ならびに表１４および１５にそれぞれ示される。Ｈ因子および
ＣＦＨＲ５のリスクの増加と特に関連する多型には、それぞれ、ｒｓ１０６１１７０（エ
キソン９におけるＹ４２０Ｈ）およびｒｓ１２０９７５５０（エキソン２におけるＰ４６
Ｓ）における変異体アレルが含まれる。
【０１５０】
　ＭＰＧＮＩＩについてのリスクの増加と関連する特定のハプロタイプは、表１２および
１５に示される。表１２に示されるように、Ｈ因子遺伝子における１つのアットリスクハ
プロタイプは、４０２位において変異体アレル（ヒスチジンをコードする）を含み、これ
はＭＰＧＮＩＩ症例の６４％において見出されるが、対照の３３％においてしか見出され
ない。表１５に示されるように、ＣＦＨＲ５遺伝子における１つのアットリスクハプロタ
イプは、４６位において変異体アレル（セリンをコードする）を含み、これはＭＰＧＮＩ
Ｉ症例の７％において見出されるが、対照の＜１％においてしか見出されない。
【０１５１】
　表１１～１２および１４～１５に列挙されない、Ｈ因子遺伝子およびＣＦＨＲ５遺伝子
におけるさらなる多型部位は、これらのハプロタイプ分析をさらに洗練し得ることが認め
られる。Ｈ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子における非同義語多型を使用するハプロタ
イプ分析は、変異体Ｈ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドを同定するために
有用である。リスクと関連する他のハプロタイプは、中性または防御的ハプロタイプによ
ってコードされるタンパク質と同じ配列を有するタンパク質をコードし得るが、例えば、
Ｈ因子またはＣＦＨＲ５の発現のレベルまたは部位を変化させる、プロモーターまたはイ
ントロンにおけるアレルを含む可能性がある。
【０１５２】
　防御的多型およびハプロタイプ
　予想外に、防御的多型またはハプロタイプもまた発見された。例えば、表１２に示すよ
うに、エキソン２中の変異体アレル（ｒｓ８００２９２、Ｉ６２Ｖ）を有するハプロタイ
プは、対照の２３％に存在するがＭＰＧＮＩＩ症例の＜３％にしか存在せず、ＩＶＳ２中
の変異体アレル（イントロン２、－１８ｉｎｓＴＴ）を有するハプロタイプは、対照の２
６％に存在するがＭＰＧＮＩＩ症例の＜３％にしか存在しない。エキソン１０中の変異体
アレル（ｒｓ２２７４７００、Ａ４７３Ａ）を有するハプロタイプは、ＭＰＧＮＩＩ症例
よりも対照においてより高頻度で存在する。
【０１５３】
　ある場合において、防御的ハプロタイプによって特徴付けられる遺伝子によってコード
されるタンパク質は、リスクハプロタイプタンパク質とは異なる配列を有する。例えば、
防御型のＨ因子タンパク質は、一般的には、４０２位にヒスチジンを有しない。ある実施
形態において、防御型は、６２位にイソロイシンを有する。さらなる防御型は、（１）防
御的ハプロタイプを有する単数または複数の個体を同定すること、および（２）個体から
のＨ因子のｃＤＮＡまたはタンパク質の配列を決定することによって同定することができ
る。ある防御型は全長よりも短い。ＣＦＨＲ５タンパク質の防御型は同様に同定されても
よい。
【０１５４】
　中性多型およびハプロタイプ
　特定のハプロタイプは、ＭＰＧＮＩＩを発症するリスクの増加または減少のいずれとも
関連付けられず、これは「中性」と呼ばれる。中性ハプロタイプによって特徴付けられる
遺伝子によってコードされるタンパク質は「中性」Ｈ因子タンパク質またはＣＦＨＲ５タ
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ンパク質である。例えば、中性ハプロタイプによって特徴付けられた遺伝子によってコー
ドされる例示的なタンパク質には、４０２位にヒスチジンを有しないＨ因子タンパク質、
および／または６２位にイソロイシンを有しないＨ因子タンパク質、ならびに４６位にセ
リンを有しないＣＦＨＲ５タンパク質が含まれる。
【０１５５】
　ＭＰＧＮＩＩ患者における多型の有意性
　実施例２に示されるように、ＡＭＤを発症する性向と関連する同じＣＦＨ多型がまた、
ＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎（ＭＰＧＮ　ＩＩ）の発症とも関連することが発見された。
確かに、ＡＭＤ患者においてもともと見出されたリスクハプロタイプ（Ｙ４０２Ｈおよび
ＩＶＳ１０）はまた、ＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎（ＭＰＧＮ　ＩＩ）を有する試験され
た患者の７０％において見出され、このことは、本発明の診断方法がこの病気を検出する
ために有用であることを示す。加えて、ＣＦＨＲ５遺伝子中の変異およびハプロタイプは
、ＭＰＧＮＩＩを有するリスクの増加と強力に関連した。これらのデータから浮かび上が
る強力な結論は、ＭＰＧＮＩＩおよびＡＭＤが同じ遺伝子損傷の代替的な出現であること
である。顕著には、ＭＰＧＮＩＩを有する患者はドルーゼンを発症し、これは、ＡＭＤに
おいて形成するドルーゼンと、臨床的かつ組成的に区別できない。これらの２つの基底部
の表現型を区別する単一の特徴は発症の年齢であり－ＭＰＧＮＩＩにおけるドルーゼンは
、初期、しばしば、１０歳代に発症するのに対して、ＡＭＤにおけるドルーゼンは高齢期
に発症する。本発明者らは、いずれかの集団（ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩ）において同定
されたＨ因子遺伝子およびＣＦＨＲ５遺伝子における多型が、両方の疾患に対する感受性
を予測すると結論付けた。ＭＰＧＮＩＩに寄与し、および初期の徴候の原因である他の因
子が存在していると思われる。ＡＭＤは非常に一般的であり、ＭＰＧＮＩＩはまれである
ので、ＣＦＨとＣＦＨＲ５遺伝子の両方のハプロタイプ分析および本明細書に記載される
他の方法は、ＡＭＤを有するか、またはＡＭＤを発症する可能性の増加を有する患者のス
クリーニングおよび治療のために有用である。
【０１５６】
　機能の喪失
　Ｈ因子またはＣＦＨＲ５の通常または野生型の機能の喪失は、ＡＭＤと関連する可能性
がある。Ｈ因子遺伝子における非同義語多型、例えば、ＡＭＤと最強の相関を示し、かつ
変異体Ｈ因子ポリペプチドまたは変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドを生じる、表１Ａ、１Ｂ
、１Ｃ、１１、１４および１５に示されるものが、ＡＭＤにおいて原因となる役割を有す
るようである。このような役割は、このような非同義語多型を有するヒトＨ因子またはＣ
ＦＨＲ５を発現するトランスジェニック非ヒト動物を作製すること、およびこの動物がＡ
ＭＤを発症するか否かを決定することによって確認することができる。終止コドンを導入
するＨ因子またはＣＦＨＲ５コード領域における多型は、機能的Ｈ因子またはＣＦＨＲ５
タンパク質を減少または除去することによってＡＭＤを引き起こす可能性がある。終止コ
ドンはまた、全長タンパク質と比較して異常な活性を有する短縮型Ｈ因子またはＣＦＨＲ
５ペプチドの産生を引き起こす可能性がある。プロモーターおよびイントロンなどの調節
領域における多型は、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子発現を減少させることによってＡＭ
Ｄを引き起こす可能性がある。イントロン（例えば、ＣＦＨのイントロン２）における多
型もまた、遺伝子スプライシングパターンを変化させて、変化したＨ因子またはＣＦＨＲ
５タンパク質を生じることによってＡＭＤを引き起こす可能性がある。ＣＦＨ　ＲＮＡま
たはタンパク質は、スプライシング変異体の発現の変化を検出するためにアッセイするこ
とができ、ここで、上記変化は、ＡＭＤを発症する性向を示す。選択的スプライシングパ
ターンは、Ｈ因子遺伝子それ自体について報告されてきた。
【０１５７】
　ＡＭＤに対するＨ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子における多型の効果は、いくつか
の手段によって決定することができる。変異体Ｈ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチドの発
現レベルの変化は、ＡＭＤまたはＡＭＤの種々のサブタイプを有するかまたは有しない個
体の群からのサンプル中のタンパク質レベルを測定することによって決定することができ
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る。変異体Ｈ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチドの生物学的活性の変化は、上記の個体の
群からのサンプル中で、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５のインビトロ活性、例えば、Ｃ３ｂまた
はヘパリンへの結合をアッセイすることによって検出することができる。
【０１５８】
　ＶＩ．ゲノム複製の部位における多型
　図１８において図示されるように、ＣＦＨについての遺伝子およびＨ因子関連（ＣＦＨ
Ｒ）１～５遺伝子は、ゲノム複製からおそらく生じる、共有される、保存性の配列の領域
を有する。ＣＦＨまたはＣＦＨＲ５において見出される特定のＳＮＰおよび変異、例えば
、本明細書に記載されるものはまた、ＣＦＨＲ１、ＣＦＨＲ２、ＣＦＨＲ３、およびＣＦ
ＨＲ４の対応する配列中にあることが予測される。例えば、ＣＦＨエキソン２２に対応す
る配列は、ＣＦＨ、ＣＦＨＲ１およびＣＦＨＲ２において見出され、ＣＦＨのエキソン２
２において同定される多型（例えば、Ｒ１２１０Ｃ）もまたＣＦＨＲ１および／またはＣ
ＦＨＲ２において見出されることが可能であり、これらの変異体は、ＡＭＤ、ＭＰＧＮＩ
Ｉ、および他の補体関連の病気の発症への性向と連関する可能性がある。ＣＦＨおよびＣ
ＦＨＲ５において同定された多型部位に隣接する配列の相同性ブロックは、これらの領域
におけるｃＤＮＡ配列またはゲノム配列のアラインメントによって同定することができる
。多型部位に隣接するこれらの保存配列は、通常、ヌクレオチドレベルで少なくとも９５
％同一性を有し、および時折、少なくとも９８％同一性、少なくとも９９％同一性、また
は１００％同一性をさえ有する、少なくとも１０ｂｐ（多型部位のいずれかの側で）、お
よびより頻繁には少なくとも２０ｂｐ、または少なくとも５０ｂｐ、または少なくとも１
００ｂｐを含む。同一性は検査または周知のアルゴリズム（ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒ
ｍａｎ、１９８１またはＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ、１９７０、両方とも前
出）を使用することによって決定することができる。それゆえに、本発明は、ＣＦＨまた
はＣＦＨＲ５遺伝子における相同多型部位に対応するＨ因子関連遺伝子の多型部位におけ
る変異の存在または非存在を検出することによって、加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）または他
の病気を発症する被験体の性向を決定する方法を提供する。
【０１５９】
　ＣＦＨおよびＨ因子関連遺伝子についての配列は当該分野で公知である（本明細書の他
の箇所で提供される配列およびアクセッション番号を参照のこと）。以下もまた参照のこ
と：Ｒｏｄｒｉｑｕｅｚ　ｄｅ　Ｃｏｒｄｏｂａ，　Ｓ．ら、２００４，Ｍｏｌ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ　４１：３５５－６７；Ｚｉｐｆｅｌら、１９９９，Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍｏ
ｃｏｌｏｇｙ　４２：５３－６０；Ｚｉｐｆｅｌら、Ｆａｃｔｏｒ　Ｈ　ｆａｍｉｌｙ　
ｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｏｎ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ，ｍｉｃｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　ｈｕｍａ
ｎ　ｄｉｓｅａｓｅｓ，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　Ｔｒａｎｓ．２００２　Ｎｏｖ；３０
（Ｐｔ　６）：９７１－８；Ｄｉａｚ－Ｇｕｉｌｌｅｎ　ＭＡら、Ａ　ｒａｄｉａｔｉｏ
ｎ　ｈｙｂｒｉｄ　ｍａｐ　ｏｆ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ　ａｎｄ　
ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９
９９　Ｊｕｎ；４９（６）：５４９－５２；Ｓｋｅｒｋａ　Ｃら、Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｓｈ
ｏｒｔ　ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ　ｒｅｐｅａｔ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ
　ｉｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｈｕｍａｎ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ
，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．１９９３　Ｆｅｂ　５；２６８（４）：２９０４－８；Ｓｋ
ｅｒｋａ　Ｃら、Ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　
２（ＦＨＲ２）：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｌｉｎｋａｇｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｏａ
ｇｕｌａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ＸＩＩＩｂ　ｇｅｎｅ，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｓ，１９９５；４２（４）：２６８－７４；Ｍａｌｅ　ＤＡら、Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　
ｆａｃｔｏｒ　Ｈ：ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　２２１　ｋｂ　ｏｆ　
ｈｕｍａｎ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ｅｎｔｉｒｅ　
ｆＨ，ｆＨＲ－１　ａｎｄ　ｆＨＲ－３　ｇｅｎｅｓ，Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２０
００　Ｊａｎ－Ｆｅｂ；３７（１－２）：４１－５２；Ｈｅｌｌｗａｇｅ　Ｊら、Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
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　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆａｃｔｏｒ－Ｈ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　４（ＦＨＲ－４
），Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ．１９９７　Ｄｅｃ；３８（１～２）：１４
９－５７；Ｓｋｅｒｋａ　Ｃら、Ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔｅ
ｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　４（ＦＨＲ－４）．Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｓｈｏｒｔ　ｃｏｎｓｅｎｓ
ｕｓ　ｒｅｐｅａｔ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｓ　ａｓｓｏｃｉａｔ
ｅｄ　ｗｉｔｈ　ｈｕｍａｎ　ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ－ｒｉｃｈ　ｌｉｐｏｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．１９９７　Ｆｅｂ　２８；２７２（９）：５６２７
－３４；Ｈｅｌｌｗａｇｅ　Ｊら、Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ
　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ＦＨ
Ｒ－３　ａｎｄ　ＦＨＲ－４：　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ｃ３ｄ　ｒｅｇｉｏｎ
　ｏｆ　Ｃ３ｂ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｈ
ｅｐａｒｉｎ，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．１９９９　Ｄｅｃ　３；４６２（３）：３４５－５
２；Ｊｏｚｓｉ　Ｍら、ＦＨＲ－４Ａ：ａ　ｎｅｗ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔｅｄ
　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｓ　ｅｎｃｏｄｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ＦＨＲ－４　ｇ
ｅｎｅ，Ｅｕｒ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ．２００５　Ｍａｒ；１３（３）：３２１－９
；ＭｃＲａｅ　ＪＬら、Ｌｏｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｈｕｍａｎ　ＦＨＲ－５　ｇｅｎｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃａ．２００２　Ｍａｒ；１１４（
２）：１５７－６１；ＭｃＲａｅ　ＪＬら、Ｈｕｍａｎ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔ
ｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　５　ｈａｓ　ｃｏｆａｃｔｏｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｉｎｈｉｂ
ｉｔｓ　Ｃ３　ｃｏｎｖｅｒｔａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｂｉｎｄｓ　ｈｅｐａｒｉｎ
　ａｎｄ　Ｃ－ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｗ
ｉｔｈ　ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００５　Ｍａｙ　１５；１７
４（１０）：６２５０－６；Ｍｕｒｐｈｙ　Ｂら、Ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔｅｄ　
ｐｒｏｔｅｉｎ－５：ａ　ｎｏｖｅｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｇｌｏ
ｍｅｒｕｌａｒ　ｉｍｍｕｎｅ　ｄｅｐｏｓｉｔｓ，Ａｍ　Ｊ　Ｋｉｄｎｅｙ　Ｄｉｓ．
２００２　Ｊａｎ；３９（１）：２４－７。
【０１６０】
　ＶＩＩ．ＡＭＤと関連するＨ因子多型の検出および分析
　Ｈ因子遺伝子およびＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位およびハプロタイプがＡＭＤ（
およびＭＰＧＮＩＩ）と関連するという発見は、ＡＭＤを発症するリスクを確認するため
に個体をスクリーニングすること、およびＡＭＤに苦しんでいる個体、またはＡＭＤのリ
スクの増加を有する個体の新規なまたは最適な治療的アプローチの同定を含む、多数の具
体的な応用を有する。特定のメカニズムに限定されることを意図することはないが、Ｈ因
子遺伝子における多型は、さまざまなやり方で個体の表現型に寄与し得る。Ｈ因子のタン
パク質コード領域中に存在する多型は、タンパク質の構造および／または機能に影響を与
えることによって表現型に寄与し得る。Ｈ因子の非コード領域中に存在する多型は、複製
、転写および／または翻訳に対するそれらの影響を介して間接的に表現型の効果を発揮し
得る。Ｈ因子遺伝子における特定の多型は、特定のＡＭＤ表現型に原因として関係してい
る別個の突然変異を個体に生じやすくし得る。もしくは、上述のように、ＣＦＨ遺伝子ま
たはＣＦＨＲ５中の多型は、隣接する遺伝子（ＣＦＨＲ－１、２、３、または４を含むが
、これに限定されない）における変異に連鎖され得る。この隣接する遺伝子における変異
は、コードされるタンパク質の発現および型の変化を生じる可能性があり、キャリアにお
いて有害なまたは防御的な効果を有する可能性がある。
【０１６１】
　Ａ．分析のためのサンプルの調製
　多型は、評価される個体から単離された標的核酸において検出される。典型的には、ゲ
ノムＤＮＡが分析される。ゲノムＤＮＡのアッセイのためには、ゲノムＤＮＡまたはＲＮ
Ａを含む実質的に任意の生物学的サンプル、例えば、有核細胞が適切である。例えば、実
施例１に記載される実験において、ゲノムＤＮＡは、症例および対照の被験体から採取さ
れた末梢血白血球から得られた（ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｂｌｏｏｄ　Ｍａｘｉ　ｋｉｔ
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，Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）。他の適切なサンプルには、唾液、頬かきと
り物、網膜の生検、腎臓または肝臓または他の器官または組織、皮膚生検；羊水またはＣ
ＶＳサンプルなどが含まれる。もしくは、ＲＮＡまたはｃＤＮＡをアッセイすることがで
きる。もしくは、以下に議論されるように、アッセイは、変異体Ｈタンパク質を検出する
ことができる。診断アッセイまたは他のアッセイにおける使用のための、患者サンプルか
らの核酸またはタンパク質の精製または部分精製のための方法は周知である。
【０１６２】
　Ｂ．標的核酸における多型の検出
　表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１４および１５において示されるＨ因子遺伝子およびＨ因
子関連５遺伝子における多型部位、ならびにＨ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子に局在
するか、またはそれに隣接するｄｂＳＮＰコレクションにおける他の多型部位（上記のリ
ストを参照のこと）を占める塩基の同定は、個体、例えば、分析される個体において、当
該分野で公知であるいくつかの方法のいずれかを使用して決定することができる。例には
以下が含まれる：アレル特異的プローブの使用；アレル特異的プライマーの使用；直接的
配列分析；変性勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）分析；一本鎖コンホメーション多型（ＳＳ
ＣＰ）分析；および変性高速液体クロマトグラフィー（ＤＨＰＬＣ）分析。ＤＮＡにおけ
る多型を検出するための他の周知の方法には以下の使用が含まれる：分子ビーコン技術（
例えば、Ｐｉａｔｅｋら、１９９８；Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：３５９－６
３；ＴｙａｇｉおよびＫｒａｍｅｒ，１９９６，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
１４：３０３－３０８；ならびにＴｙａｇｉら、１９９８，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．１６：４９－５３を参照のこと）、インベーダー技術（例えば、Ｎｅｒｉら、２００
０，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ　３８２６：１１７－１２５および米国特許第６，７０６，４７１号を参
照のこと）、核酸配列ベースの増幅（Ｎａｓｂａ）（Ｃｏｍｐｔｏｎ、１９９１）、スコ
ーピオン技術（Ｔｈｅｌｗｅｌｌら、２０００，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ，２８：３
７５２－３７６１およびＳｏｌｉｎａｓら、２００１，「Ｄｕｐｌｅｘ　Ｓｃｏｒｐｉｏ
ｎ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｉｎ　ＳＮＰ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ＦＲＥＴ　ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ」Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ，２９：２０．）、制限フラグメント長多
型（ＲＦＬＰ）分析など。さらなる方法は当業者に明らかである。
【０１６３】
　多型を分析するためのアレル特異的プローブの設計および使用は、例えば、Ｓａｉｋｉ
ら、１９８６；Ｄａｔｔａｇｕｐｔａ，ＥＰ　２３５，７２６，Ｓａｉｋｉ，ＷＯ　８９
／１１５４８によって記載されている。手短に述べると、アレル特異的プローブは、２つ
のセグメントが異なる多型を表すならば、１例の個体からの標的ＤＮＡのセグメントにハ
イブリダイズするが、別の個体からの対応するセグメントにはハイブリダイズしないよう
に設計される。所定のプローブが２つのアレルの一方のみに本質的にハイブリダイズする
ように十分にストリンジェントであるハイブリダイゼーション条件が選択される。典型的
には、アレル特異的プローブは、標的ＤＮＡのセグメントにハイブリダイズして、多型部
位がプローブの中心位置に整列するように設計される。
【０１６４】
　Ｈ因子多型を分析するための例示的なアレル特異的プローブを表１６Ａに示す。例示と
して多型ｄｂＳＮＰ番号ｒｓ１０６１１７０を使用して、アレル特異的プローブの例には
以下が含まれる：５’－ＴＴＴＣＴＴＣＣＡＴＡＡＴＴＴＴＧ－３’［配列番号２３４］
（参照アレルプローブ）および５’－ＴＴＴＣＴＴＣＣＡＴＧＡＴＴＴＴＧ－３’［配列
番号２３５］（変異体アレルプローブ）；ならびに５’－ＴＡＡＴＣＡＡＡＡＴＴＡＴＧ
ＧＡＡ－３’［配列番号２３２］（参照アレルプローブ）および５’－ＴＡＡＴＣＡＡＡ
ＡＴＣＡＴＧＧＡＡ－３’［配列番号２３３］（変異体アレルプローブ）。この例におい
て、アレル特異的プローブの第１のセットは、エキソン９多型に及ぶＨ因子遺伝子の非コ
ード鎖にハイブリダイズする。アレル特異的プローブの第２のセットは、エキソン９多型
に及ぶＨ因子遺伝子のコード鎖にハイブリダイズする。これらのプローブは１７塩基長で
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ある。アレル特異的プローブの最適な長さは、当該分野において公知である方法を使用し
て容易に決定することができる。
【０１６５】
　アレル特異的プローブは、しばしば対で使用され、対の１つのメンバーは標的配列の参
照アレルにハイブリダイズするように設計され、他方のメンバーは変異体アレルにハイブ
リダイズするように設計される。いくつかの対のプローブは、同じ標的遺伝子配列中の複
数の多型の同時分析のために同じ支持体上に固定化することができる。
【０１６６】
　多型を分析するためのアレル特異的プライマーの設計および使用は、例えば、ＷＯ　９
３／２２４５６およびＧｉｂｂｓ、１９８９によって記載される。手短に述べると、アレ
ル特異的プライマーは、プライマーが特定のアレル型に完全に相補性を示す場合にのみ、
多型と重複する標的ＤＮＡの部位にハイブリダイズし、かつ標準的なＰＣＲプロトコール
に従うＤＮＡ増幅を開始するように設計される。一塩基のミスマッチはＤＮＡ増幅を妨害
し、検出可能なＰＣＲ産物が形成されない。この方法は、多型部位がプライマーの極度に
３’末端にあるときに最高に機能する。なぜなら、この位置は、プライマーからの伸長に
対して最も不安定であるからである。
【０１６７】
　Ｈ因子多型を分析するための例示的なアレル特異的プライマーを表１６Ｂに示す。例示
として多型ｄｂＳＮＰ番号ｒｓ１０６１１７０を使用して、アレル特異的プライマーの例
には以下が含まれる：５’－ＣＡＡＡＣＴＴＴＣＴＴＣＣＡＴＡ－３’［配列番号２９４
］（参照アレルプライマー）および５’－ＣＡＡＡＣＴＴＴＣＴＴＣＣＡＴＧ－３’［配
列番号２９５］（変異体アレルプライマー）；ならびに５’－ＧＧＡＴＡＴＡＡＴＣＡＡ
ＡＡＴＴ－３’［配列番号２９２］（参照アレルプライマー）および５’－ＧＧＡＴＡＴ
ＡＡＴＣＡＡＡＡＴＣ－３’［配列番号２９３］（変異体アレルプライマー）。この例に
おいて、アレル特異的プライマーの第１のセットは、エキソン９における多型に直に隣接
するＨ因子遺伝子の非コード鎖にハイブリダイズし、示されるように、最後のヌクレオチ
ドが、参照または変異体多型アレルに相補的である。これらのプライマーは、多型から下
流の特定の位置においてＨ因子遺伝子のコード鎖にハイブリダイズする別の共通のプライ
マーとともに、標準的なＰＣＲプロトコールにおいて使用される。アレル特異的プライマ
ーの第２のセットは、エキソン９における多型に直に隣接するＨ因子遺伝子のコード鎖に
ハイブリダイズし、示されるように、最後のヌクレオチドが、参照または変異体多型アレ
ルに相補的である。これらのプライマーは、多型から上流の特定の位置においてＨ因子遺
伝子の非コード鎖にハイブリダイズする別の共通のプライマーとともに、標準的なＰＣＲ
プロトコールにおいて使用される。共通のプライマーは、得られるＰＣＲ産物が、約１０
０～約３００塩基長、または約１５０～約２５０塩基長で変動可能であるように選択され
るが、より小さな（約５０～約１００塩基長）またはより大きな（約３００～約５００塩
基長）のＰＣＲ産物もまた可能である。プライマーの長さは、約１０～約３０塩基長、ま
たは約１５～２５塩基長で変動可能である。共通のプライマーの配列は、ＧｅｎＢａｎｋ
アクセッション番号ＡＬ０４９７４４の下で見出されるＨ因子ゲノム配列の検査によって
決定することができる。
【０１６８】
　多型を検出するための方法の多くは、標的サンプルからＤＮＡまたはＲＮＡを増幅する
工程（例えば、Ｈ因子特異的プライマーを使用して個体のＨ因子遺伝子のセグメントを増
幅する工程）および増幅した遺伝子を分析する工程を包含する。これは、標準的なポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲおよびＲＴ－ＰＣＲ）プロトコールおよび当該分野で公知である
他の方法によって達成することができる。この増幅する工程は、Ｈ因子遺伝子における単
一ヌクレオチド多型部位に及ぶ、Ｈ因子アレル特異的オリゴヌクレオチドの生成を生じ得
る。Ｈ因子特異的プライマー配列およびＨ因子アレル特異的オリゴヌクレオチドは、Ｈ因
子遺伝子のコード（エキソン）または非コード（プロモーター、５’非翻訳、イントロン
または３’非翻訳）領域から誘導され得る。
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【０１６９】
　ＰＣＲを使用して生成した増幅産物は、変性勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）の使用によ
って分析することができる。異なるアレルは、溶液中での配列依存的な融解特性および電
気泳動の移動度に基づいて同定することができる。Ｅｒｌｉｃｈ編、ＰＣＲ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ＤＮ
Ａ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｃｈａｐｔｅｒ　７（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎ
ｄ　Ｃｏ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２）を参照のこと。
【０１７０】
　標的配列のアレルは、一本鎖コンホメーション多型（ＳＳＣＰ）分析を使用して識別す
ることができる。異なるアレルは、一本鎖ＰＣＲ産物の配列および構造依存的な電気泳動
の移動度に基づいて同定することができる（Ｏｒｉｔａら、１９８９）。増幅されるＰＣ
Ｒ産物は、標準的なプロトコールに従って生成することができ、加熱するか、あるいは変
性させて一本鎖産物を形成し、これは、塩基配列に部分的に依存している二次構造を再フ
ォールディングまたは形成し得る。
【０１７１】
　標的配列のアレルは、変性高速液体クロマトグラフィー（ＤＨＰＬＣ）分析を使用して
識別することができる。異なるアレルは、一本鎖ＰＣＲ産物のクロマトグラフィーの移動
度の変化によって、塩基の違いに基づいて同定することができる（ＦｒｕｅｈおよびＮｏ
ｙｅｒ－Ｗｅｉｄｎｅｒ、２００３）。増幅されるＰＣＲ産物は、標準的なプロトコール
に従って生成することができ、加熱するか、あるいは変性させて一本鎖産物を形成し、こ
れは、塩基配列に部分的に依存している二次構造を再フォールディングまたは形成し得る
。
【０１７２】
　多型の直接的配列分析は、当該分野において周知であるＤＮＡ配列決定手順を使用して
達成することができる。Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版、ＣＳＨＰ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１９
８９）およびＺｙｓｋｉｎｄら、Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ａｃａｄ．Ｐｒｅｓｓ，１９８８）を参照のこと。
【０１７３】
　生物学的サンプル中で多型を検出するための広範な種々の他の方法が当該分野において
公知である。例えば、Ｕｌｌｍａｎら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ」米国特許第６，６
３２，６０６号；Ｓｈｉ、２００２，「Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｉｎｄｉｖ
ｉｄｕａｌ　ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ：ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｐｏ
ｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ　ｉｎ　ｄｒｕｇ　ｔａｒｇｅｔｓ　ａｎｄ　ｄｉｓｅａｓｅ　
ｇｅｎｅｓ」Ａｍ　Ｊ　Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ　２：１９７－２０５；Ｋｗ
ｏｋら、２００３，「Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ」Ｃｕｒｒ　Ｉｓｓｕｅｓ　Ｂｉｏｌ．　５：４３－６０
を参照のこと。
【０１７４】
　本開示により指導される当業者には、種々の多型およびハプロタイプを、Ｈ因子関連の
病気を発症する個体の性向を評価するために検出することができることが明らかである。
以下の例および組み合わせ、ならびに本明細書に提供される他のものは、例示のために提
供され、限定のためではない。本発明の１つの局面において、Ｈ因子遺伝子における以下
の多型部位の１つ以上において患者のアレルが決定される：ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８０
０２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；およびｒｓ
２０３６７４。１つの実施形態において、ｒｓ５２９８２５において患者のアレルが決定
される。１つの実施形態において、ｒｓ８００２９２において患者のアレルが決定される
。１つの実施形態において、ｒｓ３７６６４０４において患者のアレルが決定される。１
つの実施形態において、ｒｓ１０６１１４７において患者のアレルが決定される。１つの
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実施形態において、ｒｓ１０６１１７０において患者のアレルが決定される。１つの実施
形態において、ｒｓ２０３６７４において患者のアレルが決定される。１つの実施形態に
おいて、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つが決定される。１つ
の実施形態において、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４
の少なくとも１つが決定される。１つの実施形態において、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ
８００２９２の少なくとも１つが決定され、ｒｓ３７６６４０４が決定され、ｒｓ１０６
１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の少なくとも１つが決定される。
１つの実施形態において、ｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、
ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４におけるアレルが決定される。上述の多型お
よび多型の組み合わせは、例示のために本明細書に提供され、いかなる場合においても、
本発明を限定することを意図しない。すなわち、本発明を実施する際に有用な他の多型お
よびハプロタイプは、本開示から明らかである。
【０１７５】
　本発明の関連する局面において、Ｈ因子遺伝子における以下の多型部位の１つ以上にお
いて患者のアレルが決定される：ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２（
ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１
１７０；エキソン１０Ａ；ｒｓ２０３６７４；ｒｓ３７５０４６；およびエキソン２２（
１２１０）。１つの実施形態において、ｒｓ５２９８２５において患者のアレルが決定さ
れる。１つの実施形態において、ｒｓ８００２９２において患者のアレルが決定される。
１つの実施形態において、イントロン２において患者のアレルが決定される。１つの実施
形態において、ｒｓ３７６６４０４において患者のアレルが決定される。１つの実施形態
において、ｒｓ１０６１１４７において患者のアレルが決定される。１つの実施形態にお
いて、ｒｓ１０６１１７０において患者のアレルが決定される。１つの実施形態において
、エキソン１０Ａにおいて患者のアレルが決定される。１つの実施形態において、ｒｓ２
０３６７４において患者のアレルが決定される。１つの実施形態において、ｒｓ３７５０
４６において患者のアレルが決定される。１つの実施形態において、エキソン２２（１２
１０）において患者のアレルが決定される。１つの実施形態において、ｒｓ５２９８２５
およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つが決定され；イントロン２が決定され；ｒｓ３
７６６４０４が決定され；ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６
７４の少なくとも１つが決定され；エキソン１０Ａが決定され；ｒｓ３７５０４６が決定
され；エキソン２２（１２１０）が決定される。１つの実施形態において、ｒｓ５２９８
２５、ｒｓ８００２９２、イントロン２；ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０、エ
キソン１０Ａ、ｒｓ２０３６７４、ｒｓ３７５０４６、およびエキソン２２（１２１０）
においてアレルが決定される。１つの実施形態において、Ｈ因子遺伝子における１個、２
個、３個、４個、５個、または５個より多くの以下の多型部位が決定される：ｒｓ５２９
８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ３７６６
４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓｌ０６１１７０；ｒｓ２２７４７００；エキソン１０
Ａ；ｒｓ２０３６７４；ｒｓ３７５０４６；およびエキソン２２（１２１０）。上述の多
型および多型の組み合わせは、例示のために本明細書に提供され、いかなる場合において
も、本発明を限定することを意図しない。
【０１７６】
　上記に議論したように、Ｈ因子遺伝子のエキソン２２の中の１２１０位のアミノ酸にお
ける非同義語多型はＡＭＤと強力に関連しており、それゆえに、Ｈ因子の１２１０位のア
ミノ酸におけるシステインの存在は、個体がＡＭＤを有するか、またはＡＭＤを発症する
可能性があることの強力な指標を提供する。顕著には、１２１０Ｃは、さもなくば保護的
であるアレル上で検出されるときでさえ（例えば、Ｙ４０２）、ＡＭＤまたは他の補体媒
介の病気を発症する性向を示す。従って、エキソン２２（１２１０）における患者のアレ
ルは、ＡＭＤまたは他のＨ因子関連疾患を発症するリスクに関して高度に情報を与える。
【０１７７】
　本発明の関連する局面において、ＣＦＨＲ５遺伝子における以下の多型部位の１つ以上
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における個体のアレルが決定される：ｒｓ９４２７６６１（－２４９Ｔ＞Ｃ）；ｒｓ９４
２７６６２（－２０Ｔ＞Ｃ）；およびｒｓ１２０９７５５０（Ｐ４６Ｓ）。１つの実施形
態において、ｒｓ９４２７６６１において患者のアレルが決定される。１つの実施形態に
おいて、ｒｓ９４２７６６２において患者のアレルが決定される。１つの実施形態におい
て、ｒｓ１２０９７５５０において患者のアレルが決定される。１つの実施形態において
、ｒｓ９４２７６６１およびｒｓ９４２７６６２の少なくとも１つが決定される。１つの
実施形態において、ｒｓ９４２７６６１およびｒｓ９４２７６６２の少なくとも１つが決
定され、ｒｓ１２０９７５５０が決定される。１つの実施形態において、ｒｓ９４２７６
６１、ｒｓ９４２７６６２およびｒｓ１２０９７５５０が決定される。上述の多型および
多型の組み合わせは、例示のために本明細書に提供され、いかなる場合においても、本発
明を限定することを意図しない。すなわち、本発明を実施する際に有用な他の多型および
ハプロタイプは、本開示から明らかである。
【０１７８】
　Ｃ．タンパク質変異体の検出
　本発明の１つの実施形態において、タンパク質アッセイが、被験体のＣＦＨ遺伝子また
はＣＦＨＲ５遺伝子における多型を特徴付けするために実行される。変異体ＣＦＨ、ＨＦ
Ｌ１およびＣＦＨＲ５の検出のために適合可能な方法は周知である。これらの方法には、
電気泳動（キャピラリー電気泳動および二次元電気泳動を含む）などの分析生化学的方法
、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）、超拡
散クロマトグラフィーなどのクロマトグラフィー法、質量スペクトル分析、および流体ま
たはゲル沈降素反応、免疫拡散（一重または二重）免疫電気泳動、ラジオイムノアッセイ
（ＲＩＡ）、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光アッセイ、ウェスタン
ブロッティングなどの種々の免疫学的方法が含まれる。
【０１７９】
　例えば、本発明の実施のために適切な多数の十分に確立された免疫学的結合アッセイ形
式が知られている（例えば、Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．；Ｌａｎｅ，Ｄ．Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，
Ｎ．Ｙ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ；１９８８；お
よびＡｕｓｕｂｅｌら、（２００４）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ　ＮＹを参照のこと）。このアッセイは、例えば、競合的または非競合的であり得る
。典型的には、免疫学的結合アッセイ（またはイムノアッセイ）は、分析物に特異的に結
合し、およびしばしば、これを固定化するための「捕捉剤」を利用する。１つの実施形態
において、この捕捉剤は、変異体ＣＦＨまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドまたはサブ配列に
特異的に結合する部分である。結合したタンパク質は、例えば、検出可能に標識された抗
ＣＦＨ／ＣＦＨＲ５抗体を使用して検出されてもよい。１つの実施形態において、この抗
体の少なくとも１つは、変異体形態に特異的である（例えば、野生型ＣＦＨまたはＣＦＨ
Ｒ５ポリペプチドに結合しない）。１つの実施形態において、変異体ポリペプチドは、イ
ムノブロット（ウェスタンブロット）形式を使用して検出される。
【０１８０】
　Ｄ．患者のＡＭＤのスクリーニング／診断
　ＡＭＤまたはＡＭＤの特定のサブタイプと相関する、Ｈ因子遺伝子における多型、例え
ば、表１Ａ、表１Ｂ、表１Ｃに示されるもの、または本明細書に記載されるように同定さ
れるものは、ＡＭＤもしくはＡＭＤの特異的サブタイプ、またはそれに対する感受性を診
断する際に有用である。ＡＭＤまたはＡＭＤの特定のサブタイプと相関する、ＣＦＨＲ５
遺伝子における多型、例えば、表１４および１５に示されるもの、または本明細書に記載
されるように同定されるものは、ＡＭＤもしくはＡＭＤの特異的サブタイプ、またはそれ
に対する感受性を診断する際に有用である。これらの多型はまた、ＭＰＧＮＩＩおよび他
のＨ因子関連疾患をスクリーニングするために有用である。
【０１８１】
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　ＡＭＤを発症する高いリスクがあると同定された個体は、以下に記載され、当該分野に
おいて公知であり、または将来開発される、頻繁な眼科的な検査および治療を含む、リス
クを減少させるための段階を経ることができる。
【０１８２】
　実施例１に記載されるように、誘発性の事象（例えば、感染）と組み合わせたアットリ
スクＣＨＦハプロタイプは、疾患の出現のために十分であるように思われる。ＡＭＤのリ
スクがあると同定された患者は、感染の初期の徴候において積極的治療（例えば、抗生物
質、抗炎症薬剤、防御型のＣＦＨ／ＣＦＨＲ５を用いる治療、またはＣＦＨ活性の他の調
節因子を用いる治療）を受けることができる。
【０１８３】
　このようないくつかの多型型の組み合わせた検出（すなわち、特定の部位における多型
の存在または非存在）、例えば、単独でまたは表１Ａ～１Ｃには含まれないさらなるＨ因
子遺伝子の多型と組み合わせた、表１Ａ、表１Ｂおよび／または表１Ｃにおいて列挙され
たＨ因子遺伝子における多型の１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個
、１０個、またはすべてが、正確な診断の確率を増加させり可能性がある。同様に、ＣＦ
ＨＲ５遺伝子におけるいくつかの多型の組み合わせた検出、例えば、単独でまたは表１４
および１５には含まれないさらなるＣＦＨＲ５遺伝子の多型と組み合わせた、表１４およ
び１５において列挙されたＣＦＨＲ５遺伝子における多型の１個、２個、３個、４個、５
個、６個、７個、８個、９個、１０個、またはすべてが、正確な診断の確率を増加させる
可能性がある。１つの実施形態において、スクリーニングは、Ｈ因子遺伝子における少な
くとも１つの多型、およびＣＦＨＲ５遺伝子における少なくとも１つの多型の存在または
非存在を決定する工程を含む。１つの実施形態において、スクリーニングは、ＣＦＨＲ５
遺伝子における少なくとも２個、３個、または４個の多型と組み合わせて、Ｈ因子遺伝子
における少なくとも２個、３個、または４個の多型の存在または非存在を決定する工程を
含む。
【０１８４】
　Ｈ因子遺伝子およびＣＦＨＲ５遺伝子における多型は、ＡＭＤを有する患者の家族メン
バーにおいて、ならびに一般的集団において、ＡＭＤもしくはＡＭＤの特異的サブタイプ
、またはそれに対する感受性を診断する際に有用である。
【０１８５】
　診断方法において、Ｈ因子多型および／またはＣＦＨＲ５多型の分析は、ＡＭＤと関連
する他の遺伝子における多型の分析、ＡＭＤのタンパク質マーカーの検出（例えば、Ｈａ
ｇｅｍａｎら、特許出願ＵＳ２００３００１７５０１；ＵＳ２００２０１０２５８１；Ｗ
Ｏ０１８４１４９；およびＷＯ０１０６２６２を参照のこと）、ＡＭＤの他のリスク要因
（例えば、家族歴）の評価、眼科的検査、ならびに他のアッセイおよび手順と組み合わせ
ることができる。
【０１８６】
　Ｅ）薬物治療のための患者の同定
　Ｈ因子遺伝子およびＣＦＨＲ５遺伝子における多型はまた、ＡＭＤのための薬物候補に
ついての臨床試験を実施するために適切な患者を同定するために有用である。このような
試験は、Ｈ因子遺伝子および／もしくはＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位の規定された
コレクションにおいて同様のまたは同一の多型を有し、または同様のもしくは同一のＨ因
子ハプロタイプおよび／もしくはＣＦＨＲ５ハプロタイプを有する、治療された集団また
は対照集団において実施される。遺伝子が一致する集団の使用は、遺伝要因に起因する治
療の結果の変動を除去または減少し、潜在的な薬物の効力のより正確な評価に導く。
【０１８７】
　Ｆ）移植のためのドナー組織のスクリーニング
　臓器（例えば、肝臓）および組織（例えば、血液、肝細胞）の移植は、ますます一般的
になりつつある。このような移植を実行する際に、Ｈ因子またはＨ因子関連タンパク質の
有害な型をレシピエントに導入し、それによって、ＡＭＤを発症するレシピエントのリス
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クを増加することを回避することが望ましい。従って、本発明の１つの局面において、ド
ナー組織は、リスクハプロタイプまたは他の有害な配列を有する宿主組織を同定するため
に、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子の多型部位における変異の存在または非存在を検出す
るために試験される。加えて、または代替的に、臓器および組織は、例えば、本明細書に
記載されるような免疫学的アッセイを使用することによって、Ｈ因子タンパク質またはＣ
ＦＨＲタンパク質の発現について試験することができる。１つの実施形態において、移植
される組織は血液または血漿である（すなわち、輸血または血漿補充における場合）。リ
スクを伴うタンパク質（例えば、ＣＦＨの１２１０Ｃ型）の投与を回避するための、提供
された血液の日常的なスクリーニングは、レシピエントを傷つけることを回避する可能性
がある。
【０１８８】
　Ｇ）表現型のカテゴリー
　ＡＭＤの特定のサブタイプに対する感受性は、特定のハプロタイプとの関連に基づいて
同定することができる。従って、スクリーニングは、ＡＭＤの異なる遺伝子サブタイプを
有する患者の群のために適切な治療を決定するために使用することができる。
【０１８９】
　方法は、表現型のカテゴリー（例えば、初期ＡＭＤ（ＡＲＭ）地図状萎縮症（ＧＡ）お
よび滲出性ＡＭＤ（ＣＮＶ））に下位分類され得るＡＭＤの診断のために使用されてもよ
い。ＡＲＭおよびＧＡ表現型は、別個の表現型（例えば、ＲＰＥ変化単独、＞１０黄斑硬
性ドルーゼン、黄斑軟性ドルーゼン、ＢＢ（表皮）ドルーゼン、色素上皮剥離（ＰＥＤ）
、「チェロキー」萎縮症、半島地図状萎縮症、およびパターン地図状萎縮症）にさらに下
位分類されてもよい。これらの表現型の説明については、例えば、Ｂｉｒｄら、１９９５
，Ｓｕｒｖ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　３９，３６７－７４；およびＫｌａｖｅｒら、２０
０１，Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　４２，２２３７－４１を
参照のこと。
【０１９０】
　Ｈ）他の疾患
　Ｈ因子およびＣＦＨＲ５遺伝子における多型、例えば、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１
４および１４において示されるものはまた、既知であるがこれまでにマッピングされてい
ない遺伝子成分である、代替補体経路の調節異常を伴う、他の疾患（例えば、アルツハイ
マー病、多発性硬化症、狼瘡、および喘息）および病気（例えば、熱傷、移植、および脳
卒中）との関連について試験することができる。特定の作用のメカニズムに何ら限定され
ることなく、変異体Ｈ因子および／またはＣＦＨＲ５ポリペプチドの発現が代替補体経路
の調節異常と関連することが本明細書で示唆される。Ｈ因子および／またはＣＦＨＲ５の
変異体形態は、代替補体経路の欠損を伴う疾患に対して因果効果を有する可能性があり、
またはＨ因子および／またはＣＦＨＲ５の変異体形態の存在は、代替補体経路に関与する
別の遺伝子が因果効果を有することを示す可能性がある。
【０１９１】
　Ｈ因子遺伝子における多型はまた、染色体１ｑ、特に、Ｈ因子遺伝子が位置する１ｑ３
２またはその近傍にマッピングされる疾患を、マッピングおよび治療する際に有用であり
得る。この特定の遺伝子座は、多数の補体経路関連遺伝子を含む。補体活性化遺伝子クラ
スターの調節因子（ＲＣＡ）と呼ばれる、これらの遺伝子の１つの群は、Ｈ因子、５つの
Ｈ因子関連遺伝子および凝固第ＸＩＩＩ因子のβサブユニットをコードする遺伝子を含む
。Ｃ４ＢＰＡ、Ｃ４ＢＰＢ、Ｃ４ＢＰＡＬ２、ＤＡＦ（ＣＤ５５）ＣＲ１、ＣＲ２、ＣＲ
１ＬおよびＭＣＰ（ＣＤ４６）を含む、補体関連遺伝子の第２のクラスターは、１ｑ２５
－３１遺伝子座に直に隣接して存在する。
【０１９２】
　ＶＩＩＩ．ＡＭＤの予防および治療
　Ｈ因子多型を有する患者は、変異体Ｈ因子ポリペプチドおよび／または変異体ＣＦＨＲ
５ポリペプチドのアンタゴニストを患者に投与することによって治療することができる。
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アンタゴニストは、変異体Ｈ因子ポリペプチドおよび／もしくは変異体ＣＦＨＲ５ポリペ
プチドのヌクレオチド配列に相補的なＲＮＡ、または変異体Ｈ因子ポリペプチドおよび／
または変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドと特異的に相互作用し、その活性を中和する抗体の
治療量を含んでもよい。もしくは、Ｈ因子多型および／またはＣＦＨＲ５多型と関連する
ＡＭＤは、リスクの増加と関連しない型のＨ因子および／またはＣＦＨＲ５、例えば、正
常もしくは野生型のＨ因子タンパク質および／または正常もしくは野生型のＣＦＨＲ５ポ
リペプチドを患者に投与することによって治療することができる。本発明の１つの方法に
おいて、Ｈ因子の防御的変異体形態および／またはＣＦＨＲ５の防御的変異体形態が患者
に投与される。
【０１９３】
　ＡＭＤについて高いリスクがあると同定された被験体における治療的および予防的アプ
ローチには以下が含まれるがこれらに限定されない：（１）Ｈ因子の中性型もしくは防御
型および／またはＣＦＨＲ５の中性型もしくは防御型の量または発現を増加させること；
（２）Ｈ因子のリスク関連型および／またはＣＦＨＲ５のリスク関連型の量または発現を
減少させること；ならびに（３）補体代替経路の活性化を減少させること。このような治
療的および予防的アプローチの例には以下が含まれる：（１）Ｈ因子タンパク質もしくは
その治療活性フラグメントの中性型もしくは防御型、および／またはＣＦＨＲ５もしくは
その治療活性の投与フラグメントの中性型もしくは防御型の投与；（２）さもなくばＨ因
子の中性型または防御型の発現または活性を増加させること；（３）リスクハプロタイプ
を有する個体によってコードされる変異体Ｈ因子タンパク質および／または変異体ＣＦＨ
Ｒ５タンパク質の発現に干渉すること（例えば、アンチセンスＲＮＡの投与によって）；
（４）有害な変異体形態の活性の量を減少させること。
【０１９４】
　治療薬剤（例えば、野生型もしくは変異体Ｈ因子のレベルを増加もしくは減少させ、ま
たはその活性を調節する薬剤、あるいは野生型もしくは変異体ＣＦＨＲ５のレベルを増加
もしくは減少させ、またはその活性を調節する薬剤）は、全身的に（例えば、静脈内注射
または注入によって）または局所的に（例えば、ＡＭＤの治療のために眼ＲＰＥの近傍に
）投与することができる。眼への薬剤の投与のための方法は医学分野において周知であり
、本明細書に記載されているＡＭＤ治療剤を投与するために使用することができる。例示
的な方法には、眼内注射（例えば、眼球後、網膜下、硝子体内および角膜内（ｉｎｔｒａ
ｃｈｏｒｉｄａｌ））、イオン泳動、点眼、および眼内移植（例えば、硝子体内、テノン
嚢下および結膜下）が含まれる。例えば、抗ＶＥＧＦ抗体は、硝子体内注射によって、カ
ニクイザルに導入されており（例えば、Ｇａｕｄｒｅａｕｌｔら、２００５，「Ｐｒｅｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ（
ｒｈｕＦａｂＶ２）ａｆｔｅｒ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ　ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ　ａｄｍ
ｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ」Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　４６
：７２６－３３を参照のこと）、生物活性ＶＥＧＦおよびｂＦＧＦが、持続放出ペレット
の硝子体内移植を介して眼において発現されてきた（Ｗｏｎｇら、２００１，「Ｉｎｔｒ
ａｖｉｔｒｅａｌ　ＶＥＧＦ　ａｎｄ　ｂＦＧＦ　ｐｒｏｄｕｃｅ　ｆｌｏｒｉｄ　ｒｅ
ｔｉｎａｌ　ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ　
ｉｎ　ｔｈｅ　ｒａｂｂｉｔ」Ｃｕｒｒ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．２２：１４０－７）。重要な
ことには、Ｈ因子は網膜色素上皮によって局所的に合成されることが発見されており（実
施例１を参照のこと）、薬剤の局所的投与が治療的利点を有することを示す。
【０１９５】
　Ａ．治療的Ｈ因子ポリペプチドの投与
　ＡＭＤを発症するリスクがある（および／または早期の疾患を有する）被験体への、Ｈ
因子ポリペプチドの中性型もしくは防御型および／またはＣＦＨＲ５ポリペプチドの中性
型もしくは防御型の投与は、疾患の進行を改善するために使用することができる。
【０１９６】
　１つのアプローチにおいて、組換えＨ因子ポリペプチドが患者に投与される。１つの実
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施形態において、組換えＨ因子は、全長（ＣＦＨ／ＨＦ１）、短縮型（ＦＨＬ１）、また
は選択的スプライシング型、またはその生物学的に活性なフラグメントであってもよい、
中性ハプロタイプ配列によってコードされる。別の実施形態において、組換えＨ因子は、
全長もしくは短縮型のいずれかである防御的アレル、またはその生物学的に活性なフラグ
メントの配列を有する。治療用組換えタンパク質の産生のための方法は周知であり、本明
細書中以下に記載される方法を含む。治療用ポリペプチドは、全身的に（例えば、静脈内
にまたは注入によって）または局所的に（例えば、眼または肝臓などの臓器または組織に
直接的に）投与することができる。
【０１９７】
　Ｈ因子およびＣＨＦＬ１タンパク質のある防御型は全長未満である。例えば、Ｈ因子の
中性型または防御型のフラグメントは、ＡＭＤまたはＭＰＧＮＩＩの治療または予防のた
めに投与されてもよい。特定の実施形態において、防御的表現型を有する個体において発
現されるＣＦＨスプライシング変異体によってコードされるポリペプチドが投与される。
これらのタンパク質は、防御的または中性ハプロタイプについてホモ接合性である個体に
おいてＣＦＨ関連ＲＮＡの発現をスクリーニングすることによって同定することができる
。
【０１９８】
　特定の実施形態において、防御的タンパク質は、ＣＦＨ遺伝子配列の１つ以上のエキソ
ンに対応する配列を有する。例えば、防御的タンパク質は、１個、２個、３個またはそれ
以上のエキソン（これらは連続していてもよいし、そうでなくてもよい）によってコード
されるアミノ酸残基が削除されている以外は、全長または短縮型のＣＦＨタンパク質の配
列を有してもよい。
【０１９９】
　１つの実施形態において、本発明の防御的Ｈ因子タンパク質は、４０２位の残基がヒス
チジンではなく、１２１０位の残基がシステインではないという条件で、配列番号２に対
して実質的に同一であるアミノ酸配列を有する。１つの実施形態において、６２位の残基
はバリンではない。好ましくは、６２位の残基はイソロイシンである。好ましくは、６２
位の残基はイソロイシンであり、４０２位の残基はチロシンであり、１２１０位の残基は
アルギニンである。好ましくは、防御的Ｈ因子タンパク質は、配列番号２またはそのフラ
グメントに対して９５％のアミノ酸同一性を有し；時折、配列番号２の参照Ｈ因子ポリペ
プチドに対して、少なくとも９５％のアミノ酸同一性、時折少なくとも９８％のアミノ酸
同一性、そして時折少なくとも９９％の同一性を有する。ヒトＨ因子の例示的な防御的変
異体のポリペプチド配列［配列番号５］は図１０に示される。この防御的変異体Ｈ因子ポ
リペプチドは、アミノ酸６２位にイソロイシンを有し、アミノ酸４０２位にチロシンを有
する（太字で示される）。例示的なＨＦＬ１の防御的変異体、ヒトＨ因子の短縮型のポリ
ペプチド配列（配列番号６）は図１１に示される。この防御的変異体短縮型Ｈ因子ポリペ
プチドは、アミノ酸６２位にイソロイシンを、アミノ酸４０２位にチロシンを有する（太
字で示される）。
【０２００】
　１つの実施形態において、本発明の防御的Ｈ因子タンパク質は、配列番号４（ＦＨＬ１
）と実質的に同一のアミノ酸配列を有する。１つの実施形態において、６２位の残基はバ
リンではない。好ましくは、６２位の残基はイソロイシンである。好ましくは、防御的Ｈ
因子タンパク質は、配列番号４またはそのフラグメントに対して９５％のアミノ酸同一性
を有し；時折、配列番号４の参照Ｈ因子ポリペプチドに対して、少なくとも９５％のアミ
ノ酸同一性、時折少なくとも９８％のアミノ酸同一性、そして時折少なくとも９９％の同
一性を有する。
【０２０１】
　ある実施形態において、防御的Ｈ因子タンパク質は、参照Ｈ因子ポリペプチドの１つ以
上の活性を有する。１つの実施形態において、活性はヘパリンに結合することである。１
つの実施形態において、活性はＣＲＰに結合することである。１つの実施形態において、
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活性はＣ３ｂに結合することである。１つの実施形態において、活性は内皮細胞表面に結
合することである。１つの実施形態において、活性はＣ３ｂコファクター活性である。１
つの実施形態において、防御的Ｈ因子タンパク質は、配列番号２のタンパク質よりも、そ
の通常の機能に関してより高い活性を有する。１つの実施形態において、防御的Ｈ因子タ
ンパク質は、配列番号４のタンパク質よりも、その通常の機能に関してより高い活性を有
する。
【０２０２】
　Ｈ因子活性についてのアッセイは周知であり、科学文献に記載されている。限定のため
ではなく例示のために、アッセイの例を手短に記載する。
【０２０３】
　防御的タンパク質（ＣＦＨ変異体）のＣ３ｂまたはＣＲＰへの結合
　Ｃ３ｂタンパク質とＣＦＨタンパク質との間の相互作用は、以前に記載されたように（
Ｍａｎｕｅｌｉａｎら、２００３，Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ　ｒｅ
ｄｕｃｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｔｏ　Ｃ３ｂ　ａｎｄ　ｈｅｐａｒｉｎ
　ａｎｄ　ｓｕｒｆａｃｅ　ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ　ｔｏ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃ
ｅｌｌｓ　ｉｎ　ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ　ｕｒｅｍｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ．Ｊ　Ｃｌｉｎ
　Ｉｎｖｅｓｔ　１１１，１１８１－９０）、Ｂｉａｃｏｒｅ　３０００システム（Ｂｉ
ａｃｏｒｅ　ＡＢ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）を使用して、表面共鳴によって分析
することができる。手短に述べると、Ｃ３ｂ（ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ，Ｉｎｃ）を、セン
サーチップ（カルボキシル化デキストランチップ（Ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｄ　Ｄｅｘｔ
ｒａｎ　Ｃｈｉｐ）ＣＭ５，Ｂｉａｃｏｒｅ　ＡＢ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）の
フローセルに、標準的なアミンカップリングを使用してカップリングする。２つのセルを
活性化し、Ｃ３ｂ（５０μｇ／ｍｌ、１０ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ５．０に対して透析）を
、４０００共鳴単位に対応するカップリングのレベルに到達するまで、１つのフローセル
に注入する。未反応の基は、エタノールアミン－ＨＣｌを使用して不活性化する。他のセ
ルは、Ｃ３ｂを含まないカップリング緩衝液を注入することによって参照セルとして調製
する。各結合アッセイの前に、１０ｍＭ酢酸緩衝液、ｐＨ４．６中の２Ｍ　ＮａＣｌおよ
び実行緩衝液（ＰＢＳ、ｐＨ７．４）の２回の注入によりフローセルを徹底的に洗浄する
。Ｈ因子タンパク質を、Ｃ３ｂをカップリングしたフローセルおよび対照セルに、５μｌ
／分の流速で２５℃において注入する。Ｃ３ｂへのＨ因子の結合は、Ｍａｎｕｅｌｉａｎ
ら、２００３、前出において記載されるように、経時的に共鳴単位を測定することによっ
て定量する。
【０２０４】
　ＣＲＰタンパク質とＣＨＦタンパク質との間の相互作用は、センサーチップのフローセ
ル中でＣ３ｂをＣＲＰで置換することによって同一の様式で表面共鳴によって分析するこ
とができる。
【０２０５】
　内皮細胞表面への結合
　内皮細胞表面へのＣＨＦタンパク質の結合を、ＨＵＶＥＣの免疫蛍光染色およびＦＡＣ
Ｓ分析によってアッセイする。ＨＵＶＥＣ細胞は、無血清ＤＭＥＭ（ＢｉｏＷｈｉｔｔａ
ｋｅｒ）中に、アッセイの前２４時間保持する。細胞は、ＤＰＢＳ／ＥＤＴＡを用いて表
面から脱離させ、ＤＰＢＳで２回洗浄する；５×１０５細胞をプラスチックチューブに移
し、非特異的結合部位を、１％ＢＳＡ／ＤＰＢＳで１５分間ブロックし、その後、Ｈ因子
の精製アレル変異体（５μｇ）とのインキュベーションを行う。対照は、Ｈ因子アイソフ
ォームの非存在下で実施する。Ｈ因子の結合後、細胞をＤＰＢＳで徹底的に洗浄する。ポ
リクローナルヤギ抗ヒトＦＨ抗血清を一次抗体（ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ）（１：１００希
釈）として使用し、細胞を４℃で１５分間インキュベートする。ブロッキング緩衝液中で
１：１００希釈したＡｌｅｘａ－ｆｌｕｏｒ　４８８－結合体化ヤギ抗血清を二次抗体と
して使用する。細胞を、フローサイトメトリー（ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ，Ｂｅｃｔｏｎ
－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ
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，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）によって試験する。典型的には、１０，０００個の事
象が計数される。
【０２０６】
　流体相におけるコファクター活性
　流体相コファクターアッセイのために、Ｃ３ｂビオチン（１００ｎｇ／反応）、Ｉ因子
（２００ｎｇ／反応）および１００ｎｇの精製Ｈ因子を、総量３０μｌ中で使用する。Ｉ
因子の添加の前後に採取したサンプルを、還元条件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離
し、ウェスタンブロッティングによって分析し、ストレプトアビジン（Ｓｔｒｅｐａｖｉ
ｄｉｎ）－ＰＯＤ－結合体（１：１００００）によって、Ｃ３ｂ分解産物を検出および定
量する。Ｃ３ｂ（４０μｇ）（ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ）は、製造業者の説明書に従ってビ
オチン標識キット（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）を使用してビオチン化する。手短に述べると、３０μｇのＣ３ｂ（ＣａｌＢｉｏ
ｃｈｅｍ）を、Ｄ－ビオチニル－ε－アミノカプロン酸－Ｎ－ヒドロキシスクシニミドエ
ステルで、２５℃にて２時間標識する。過剰のビオチンは、ＰＢＳで平衡化したＰＤ１０
カラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用するゲル濾過によって除去
する。Ｓａｎｃｈｅｚ－Ｃｏｒｒａｌら、２００２，Ａｍ　Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．７
１：１２８５－９５もまた参照のこと。
【０２０７】
　ヘパリン結合活性
　ヘパリンへの精製ＣＦＨタンパク質（ＣＦＨ４０２ＹおよびＣＦＨ４０２Ｈ）の結合は
、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）システムにおいてヘパリンアフィニティーク
ロマトグラフィーを使用して分析する。１０μｇのＣＦＨタンパク質を１／２×ＰＢＳ中
で希釈し、ヘパリンセファロースアフィニティーカラム（ＨｉＴｒａｐ，Ａｍｅｒｓｈａ
ｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に０．５ｍｌ／分の流速で適用する。このカラムを、１／
２×ＰＢＳで広範に洗浄し、結合したＣＦＨタンパク質を、総量の１０ｍｌで０．５ｍｌ
／分の流速で、７５～５００ｍＭ　ＮａＣｌの範囲の直線状塩勾配を使用して溶出する。
溶出した画分はＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタンブロット分析によってアッセイする。
異なる画分中のアイソフォームの溶出は、ＣＦＨタンパク質中の特異的アミノ酸変異がヘ
パリンへのタンパク質の結合を調節させ得ることを示す。例えば、Ｐａｎｇｂｕｒｎら、
１９９１，Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｅｐａｒｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ
　ｓｉｔｅ　ｏｎ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｈ，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ
．　２６６：１６８４７－５３もまた参照のこと。
【０２０８】
　ＣＦＨＲ５投与
　別のアプローチにおいて、組換えＣＦＨＲ５ポリペプチドが患者に投与される。１つの
実施形態において、組換えＣＦＨＲ５は、中性型配列またはその生物学的に活性なフラグ
メントを有する。別の実施形態において、組換えＣＦＨＲ５は、防御的アレルの配列また
はその防御的な生物学的に活性なフラグメントを有する。治療用組換えタンパク質の産生
のための方法は周知であり、本明細書中以下に記載される方法を含む。治療用ポリペプチ
ドは、全身的に（例えば、静脈内にまたは注入によって）または局所的に（例えば、眼ま
たは肝臓などの臓器または組織に直接的に）投与することができる。
【０２０９】
　ＣＦＨポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドを含む治療用組成物
　本発明は、野生型または変異体であり得（例えば、中性または防御的変異体）、変異体
Ｈ因子ポリペプチドの全長型、短縮型、または生物学的に活性なフラグメントであり得る
、Ｈ因子ポリペプチドの治療用製剤を提供する。本明細書に記載されるように、防御的Ｈ
因子タンパク質（およびそれらをコードする遺伝子）は、防御的ハプロタイプを有する個
体を同定すること、および個体のゲノム中にコードされるＨ因子のアミノ酸配列を決定す
ることによって同定することができ、ここで、防御的Ｈ因子タンパク質は、防御的ハプロ
タイプを有するアレルによってコードされる。生物学的に活性なフラグメントは、変異体
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タンパク質に生物学的機能を付与する、全長Ｈ因子ポリペプチドの任意の部分を含んでも
よい。ある場合において、防御的ハプロタイプは、例えば、遺伝子中の未成熟終止コドン
の存在に起因して、全長型未満のＨ因子（すなわち、ＦＨＬ－１に加えて）の発現と関連
する。
【０２１０】
　治療活性フラグメントはまた、ＡＭＤバイオマーカーの発現に対するタンパク質の効果
を試験することによって同定することができる。例示的なＡＭＤバイオマーカーには、補
体経路成分（例えば、Ｉ因子、Ｈ因子、Ｃ１ｒ、Ｃ３、Ｃ３ａ）、Ｃ反応性タンパク質、
ハプトグロビン、アポリポタンパク質Ｅ、免疫グロブリン重鎖または軽鎖、α１アンチト
リプシン、α２マクログロブリン、トランスサイレチン、クレアチニン、および「Ｂｉｏ
ｍａｒｋｅｒｓ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｗｉｔｈ　Ａｇｅ－Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｍａｃｕ
ｌａｒ　Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ」という表題の同時係属の仮出願番号６０／７１５，
５０３に記載されるその他のものが含まれる。
【０２１１】
　本発明は、野生型または変異体であり得（例えば、中性または防御的変異体）、変異体
ＣＦＨＲ５ポリペプチドの全長型または生物学的に活性なフラグメントであり得る、ＣＦ
ＨＲ５ポリペプチドの治療用製剤を提供する。本明細書に記載されるように、防御的ＣＦ
ＨＲ５タンパク質（およびそれらをコードする遺伝子）は、防御的ハプロタイプを有する
個体を同定すること、および個体のゲノム中にコードされるＣＦＨＲ５のアミノ酸配列を
決定することによって同定することができ、ここで、防御的ＣＦＨＲ５タンパク質は、防
御的ハプロタイプを有するアレルによってコードされる。生物学的に活性なフラグメント
は、変異体タンパク質に生物学的機能を付与する、全長ＣＦＨＲ５ポリペプチドの任意の
部分を含んでもよい。治療的に活性なフラグメントはまた、Ｈ因子についての上記のよう
なＡＭＤバイオマーカーの発現に対するタンパク質の効果を試験することによって同定す
ることができる。
【０２１２】
　Ｈ因子およびＣＦＨＲ５のある型は、遺伝子型決定されたドナーの血液から、遺伝子型
決定された眼ドナーに由来する培養もしくは形質転換されたＲＰＥ細胞から、または内因
性Ｈ因子を発現する細胞株（例えば、グリア細胞または肝細胞）から単離することができ
る。もしくは、治療用タンパク質は、当該分野で公知の方法および本明細書に記載される
方法を使用して、組換え的に産生し（例えば、培養した細菌細胞または真核細胞中で）、
精製することができる。上述のように、Ｈ因子およびＣＦＨＲ５のある型は、研究目的の
ために組換え的に発現されてきた。しかし、このような研究製剤は、治療用途のために適
切ではない。本発明は、医薬品製造品質管理基準（ＧＭＰ）要件に従って製造および試験
されるポリペプチドを含む、患者への投与のために適切な組換えポリペプチドを提供する
。例えば、ＦＤＡ認可に従う組換えポリペプチドは、効力および同一性について試験され
なければならず、滅菌されなければならず、外来性の物質を含んではならず、製品中のす
べての成分（すなわち、保存剤、希釈剤、アジュバントなど）が、純度、品質の規準に合
致しなければならず、患者に対して有害であってはならない。
【０２１３】
　本発明は、Ｈ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチド、および薬学的に受容可
能な賦形剤またはキャリアを含む組成物を提供する。「薬学的に受容可能な賦形剤または
キャリア」という用語は、化合物の所望の剤形を調製するために使用される媒体をいう。
薬学的に受容可能な賦形剤またはキャリアには、１種以上の溶媒、希釈剤、または他の液
体ビヒクル；分散または懸濁補助剤；界面活性剤；等張剤；濃化剤または乳化剤；保存剤
；固体結合剤；潤滑剤などを含めることができる。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第５版，Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔｉｎ（Ｍａｃｋ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ，１９７５）およびＨａｎｄｂｏｏｋ
　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ，第３版，Ａ．Ｈ．Ｋｉ
ｂｂｅ編（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃ．２０００）



(57) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

は、薬学的組成物を製剤化する際に使用される種々のキャリアおよびその調製のための既
知の技術を開示する。１つの実施形態において、薬学的に受容可能な賦形剤は、眼に投与
される場合に（例えば、眼内注射によって）、哺乳動物（例えば、ヒト患者）に対して有
害ではない。眼内投与のために、例えば、および非限定的に、治療薬剤は、平衡塩類溶液
（ＢＳＳ）または平衡塩類溶液プラス（ＢＳＳ　Ｐｌｕｓ）（Ａｌｃｏｎ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ，Ｆｏｒｔ　Ｗｏｒｔｈ，Ｔｅｘａｓ，ＵＳＡ）中で投与することができる
。関連する局面において、本発明は、治療的に受容可能なＨ因子タンパク質、任意に凍結
乾燥製剤を含む滅菌容器、例えば、バイアルを提供する。治療用Ｈ因子タンパク質または
ＣＦＨＲ５ポリペプチドは、上記のように、組換え的に作製することができる。もしくは
、Ｈ因子タンパク質またはＣＦＨＲ５ポリペプチドは、培養ＲＰＥ細胞（例えば、初代培
養）またはＨ因子もしくはＣＦＨＲ５を内因性に発現する他の細胞から単離することがで
きる。
【０２１４】
　個体に投与される、Ｈ因子もしくは短縮型Ｈ因子もしくはその生物学的に活性なフラグ
メントの中性型もしくは防御型、またはＣＦＨＲ５もしくはその生物学的に活性なフラグ
メントの中性型もしくは防御型の量を決定することができる。Ｈ因子の通常の血漿濃度は
、１１６から５６２マイクログラム／ｍｌの間で変動し、血漿中のＨ因子の半減期は約６
　１／２日である（最近の概説については、Ｅｓｐａｒｚａ－Ｇｏｒｄｉｌｌｏら、２０
０４「Ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎｄ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｉｎｆ
ｌｕｅｎｃｉｎｇ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ　ｐｌａｓｍａ　ｌｅｖｅｌ
ｓ」Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　５６：７７－８２を参照のこと）。１つの実施形態
において、内因性Ｈ因子は、健常個体におけるＨ因子の血漿濃度と同様のレベルを達成す
るために十分な量、すなわち、５０～６００ｍｇ／ｍｌ、例えば、１００～５６０ｍｇ／
ｍｌの血漿レベルを達成するために十分な量で個体に投与することができる。個体（例え
ば、１６０ポンドの被験体）に投与されるＨ因子の量は、例えば、しかし非限定的に、用
量あたり１０ミリグラム～５０００ミリグラム、用量あたり５０ミリグラム～２０００ミ
リグラム、用量あたり１００ミリグラム～１５００ミリグラム、用量あたり２００ミリグ
ラム～１０００ミリグラム、または用量あたり２５０ミリグラム～７５０ミリグラムであ
り得る。Ｈ因子が個体に投与され得る頻度は、例えば、しかし非限定的に、１日に２回、
１日に１回、１週間に２回、１週間に１回、２週間毎に１回、１ヶ月に１回、２ヶ月毎に
１回、６ヶ月毎に１回、または１年に１回であり得る。個体へのＨ因子の投与の量および
頻度は、治療の経過をモニターすることによって、医師によって容易に決定可能である。
【０２１５】
　Ｂ）遺伝子治療方法
　別のアプローチにおいて、Ｈ因子タンパク質またはＣＦＨＲ５ポリペプチドは、外因性
ポリペプチドによってコードされるタンパク質のインビボ発現によって（すなわち、遺伝
子治療を介して）投与される。１つの例において、遺伝子治療は、Ｈ因子ポリペプチドも
しくは生物学的に活性なフラグメントまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドもしくは生物学的に
活性なフラグメントを発現するベクターを細胞に導入する工程を含む。
【０２１６】
　ベクターはウイルス性または非ウイルス性であり得る。動物ウイルス由来の多数のベク
ターが利用可能であり、これには、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、レトロウイル
ス、ポックスウイルス、アルファウイルス、ラブドウイルス（ｒｈａｄｂｏｖｉｒｕｓｅ
ｓ）、およびパピローマウイルスに由来するものが含まれる。通常、ウイルスは、もはや
複製しないように弱毒化されている（例えば、Ｋａｙら、２００１，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅ
ｄｉｃｉｎｅ　７：３３－４０を参照のこと）。
【０２１７】
　Ｈ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードする核酸は、典型的には、
個体の標的細胞においてＤＮＡの転写を駆動する、プロモーターまたはエンハンサーなど
の調節エレメントに連結される。プロモーターは、すべての細胞型においてＨ因子遺伝子
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またはＣＦＨＲ５遺伝子の発現を駆動し得る。もしくは、プロモーターは、特定の最奥型
において、例えば、網膜または腎臓の細胞においてのみ、Ｈ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５
遺伝子の発現を駆動し得る。Ｈ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドをコード
する核酸に作動可能に連結されている調節エレメントは、しばしば、ベクターにクローニ
ングされる。
【０２１８】
　当業者によって理解されるように、遺伝子治療ベクターは、挿入されたコード配列の転
写および翻訳のために必要なエレメントを含む（例えば、プロモーター、エンハンサー、
他の調節エレメントを含んでもよい）。プロモーターは、構成的または誘導性であり得る
。プロモーターは、ＲＰＥなどの標的組織における優先的な遺伝子発現を標的とするよう
に選択することができる（最近の概説については以下を参照のこと：Ｓｕｔａｎｔｏら、
２００５，「Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ａ　ｃａｔｈｅｐｓｉｎ　Ｄ　ｐｒｏｘｉｍａｌ　ｐｒ
ｏｍｏｔｅｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｙｅ」Ｃｕｒｒ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．３０：５３－６１；
Ｚｈａｎｇら、２００４，「Ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔ　ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔ
ｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　
ｏｆ　ａ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ－ｐｒｅ
ｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ」Ｍｏｌ　Ｖｉｓ．１０：２０８－１４；Ｅｓｕ
ｍｉら、２００４，「Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＶＭＤ２　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　
ａｎｄ　ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅ－ｂｏｘ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒｓ
　ｉｎ　ｉｔｓ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ」Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７９：１９０６４
－７３；Ｃａｍａｃｈｏ－Ｈｕｂｎｅｒら、２０００，「Ｔｈｅ　Ｆｕｇｕ　ｒｕｂｒｉ
ｐｅｓ　ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｔａｒｇｅｔｓ　ｔｒａ
ｎｓｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｏ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｔｈ
ｅ　ｍｏｕｓｅ」Ｇｅｎｅｓｉｓ．２８：９９－１０５；およびこれらの中の参考文献）
。
【０２１９】
　適切なウイルスベクターには、ＤＮＡウイルスベクター（例えば、アデノウイルスベク
ター、アデノ関連ウイルスベクター、レンチウイルスベクター、およびワクシニアウイル
スベクター）およびＲＮＡウイルスベクター（例えば、レトロウイルスベクター）が含ま
れる。１つの実施形態において、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）ベクターが使用される。
最近の概説については以下を参照のこと：Ａｕｒｉｃｃｈｉｏら、２００５，「Ａｄｅｎ
ｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｇ
ｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｄｉ
ｓｅａｓｅｓ」Ｃｕｒｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．５：３３９－４８；Ｍａｒｔｉｎら、２
００４，Ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　ｏｐｔｉｃ　ｎｅｒｖｅ　ｄｉｓｅａｓｅ
，Ｅｙｅ　１８：１０４９－５５；Ａｌｉ、２００４，「Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ　ｆｏｒ　
ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ」Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｆｏｕｎｄ　Ｓｙｍｐ．２５５：１６５
－７２；Ｈｅｎｎｉｇら、２００４，「ＡＡＶ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｎｔｒａｖｉｔｒ
ｅａｌ　ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｒｅｄｕｃｅｓ　ｌｙｓｏｓｏｍａｌ　ｓｔｏｒａ
ｇｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔｅｄ　ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ　ａ
ｎｄ　ｉｍｐｒｏｖｅｓ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｄｕｌｔ　ＭＰ
Ｓ　ＶＩＩ　ｍｉｃｅ」Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ．１０：１０６－１６；Ｓｍｉｔｈら、２００
３，「ＡＡＶ－Ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｓｌｏｗｓ　ｐｈｏｔ
ｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｌｏｓｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＲＣＳ　ｒａｔ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｒ
ｅｔｉｎｉｔｉｓ　ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ」Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ．８：１８８－９５；Ｂｒ
ｏｄｅｒｉｃｋら、２００５，「Ｌｏｃａｌ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ
ｎ　ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒ　ｅｘｐｒｅｓｓｉ
ｎｇ　ＩＬ－１０　ｒｅｄｕｃｅｓ　ｍｏｎｏｃｙｔｅ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｄａｍａｇｅ　ｄｕｒｉｎ
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ｇ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　ｕｖｅｉｔｉｓ」Ｍｏｌ　Ｔｈ
ｅｒ．　１２：３６９－７３；Ｃｈｅｎｇら、２００５，「Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｇｅｎ
ｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｔｏ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ
　ｃｅｌｌｓ　ｗｉｔｈ　ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｒｅｔｉｎａ　
２５：１９３－２０１；Ｒｅｘら、「Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｄｅｌ
ｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ｃａｔａｌａｓｅ　ｔｏ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅｐｉ
ｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｐｒｏｔｅｃｔｓ　ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ　ｐｈｏｔｏ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｆｒｏｍ　ｐｈｏｔｏ－ｏｘｉｄａｔｉｖｅ　ｓｔｒｅｓｓ．Ｈｕ
ｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　１５：９６０－７；およびこれらの中で引用される参考文献
。
【０２２０】
　遺伝子治療ベクターは、製造物を患者への投与のために適切にする、医薬品製造品質管
理基準（ＧＭＰ）要件に従って製造されなければならない。本発明は、ＧＭＰ要件に従っ
て製造および試験される遺伝子治療ベクターを含む、患者への投与のために適切な遺伝子
治療ベクターを提供する。ＦＤＡ認可に従う遺伝子治療ベクターは、効力および同一性に
ついて試験されなければならず、滅菌されなければならず、外来性の物質を含んではなら
ず、製品中のすべての成分（すなわち、保存剤、希釈剤、アジュバントなど）が、純度、
品質の規準に合致しなければならず、患者に対して有害であってはならない。例えば、核
酸製剤は、マイコプラズマを含まないことが実証される。例えば、Ｉｓｌａｍら、１９９
７　Ａｎ　ａｃａｄｅｍｉｃ　ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｇｒａｄｅ　ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　
ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ，Ａｎｎ　Ｍｅｄ　２９，５７９－５８３を参照のこと。
【０２２１】
　遺伝子治療ベクターを投与するための方法は既知である。１つの実施形態において、Ｈ
因子またはＣＦＨＲ５発現ベクターは全身的に導入される（例えば、静脈内にまたは注入
によって）。１つの実施形態において、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５発現ベクターは局所的に
導入される（例えば、特定の組織または臓器、すなわち肝臓に直接的に）。１つの実施形
態において、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５発現ベクターは眼に局所的に導入される（例えば、
眼内注射によって）。最近の概説については、例えば、以下を参照のこと：Ｄｉｎｃｕｌ
ｅｓｃｕら、２００５，「Ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｖｉｒｕｓ－ｖｅｃｔｏ
ｒｅｄ　ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｄｉｓｅａｓｅ」Ｈｕｍ
　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１６：６４９－６３；Ｒｅｘら、２００４，「Ａｄｅｎｏｖｉｒ
ｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ｃａｔａｌａｓｅ　ｔｏ　ｒｅｔｉ
ｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｐｒｏｔｅｃｔｓ　ｎｅ
ｉｇｈｂｏｒｉｎｇ　ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｆｒｏｍ　ｐｈｏｔｏ－ｏｘｉｄ
ａｔｉｖｅ　ｓｔｒｅｓｓ」Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１５：９６０－７；Ｂｅｎｎ
ｅｔｔ、２００４，「Ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　Ｌｅｂｅｒ　ｃｏｎｇｅｎｉ
ｔａｌ　ａｍａｕｒｏｓｉｓ」Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｆｏｕｎｄ　Ｓｙｍｐ．２５５：１９
５－２０２；Ｈａｕｓｗｉｒｔｈら、「Ｒａｎｇｅ　ｏｆ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｄｉｓｅａ
ｓｅｓ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ　ｔｒｅａｔａｂｌｅ　ｂｙ　ＡＡＶ－ｖｅｃｔｏｒｅ
ｄ　ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ」Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｆｏｕｎｄ　Ｓｙｍｐ．２５５：１
７９－１８８、およびこれらの中で引用される参考文献。
【０２２２】
　従って、１つの局面において、本発明は、Ｈ因子タンパク質またはＣＦＨＲ５ポリペプ
チドをコードする遺伝子治療ベクター、任意に、ウイルスベクターを含む製剤を提供し、
ここで、この遺伝子治療ベクターは、ヒト被験体への投与のために適切であり、ヒト被験
体への投与のために適切な賦形剤中にある（例えば、ＧＬＰ技術を使用して製造される）
。任意に、遺伝子治療ベクターは、網膜色素上皮細胞において優先的にまたは特異的に発
現されるプロモーターを含む。
【０２２３】
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　Ｈ因子またはＣＦＨＲ５配列の導入のための非ウイルス的方法、例えば、生物分解性ポ
リマー（例えば、ポリ乳酸（ＰＬＡ）；ポリグリコール酸（ＰＧＡ）；およびコポリマー
（ＰＬＧＡ））中でのカプセル化もまた使用することができる（最近の概説については、
例えば、以下を参照のこと：Ｂｅｊｊａｎｉら、２００５，「Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ
ｓ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｔｏ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅ
ｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ」Ｍｏｌ　Ｖｉｓ．　１１：１２４－３２；Ｍａｎｎｅ
ｒｍａａら、２００５，「Ｌｏｎｇ－ｌａｓｔｉｎｇ　ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒ
ａｎｓｇｅｎｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ　ａｎｄ　
ｆｉｌｔｅｒ－ｇｒｏｗｎ　ｒｅｔｉｎａｌ　ｐｉｇｍｅｎｔ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　
ｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｎｏｎｖｉｒａｌ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ」Ｃｕｒｒ　
Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．２００５　３０：３４５－５３；およびこれらの中で引用される参考文
献）。もしくは、Ｈ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードする核酸は
、リポソームにパッケージされてもよく、または核酸はパッケージングなしで、ベクター
を使用することなく、個体に送達することができる。
【０２２４】
　Ｃ）ＤＮＡ修復
　別のアプローチにおいて、ＡＭＤを発症するリスクがある被験体（および／または初期
段階の疾患を有する被験体）は、ＤＮＡ修復によって中性型または防御型のＨ因子または
ＣＦＨＲ５によって置き換えられた、リスク型のＨ因子またはＣＦＨＲ５を有することが
できる。１つの実施形態において、リスクハプロタイプと関連するＨ因子またはＣＦＨＲ
５遺伝子における多型部位に特異的に結合するように設計された三重鎖形成オリゴヌクレ
オチドを、ウイルス性または非ウイルス性方法によって個体に投与することができる。三
重鎖形成オリゴヌクレオチドは、配列特異的な様式で二重鎖ＤＮＡの深い溝に結合しかつ
ＤＮＡ修復を引き起こし、標的化されたゲノムの修飾を生じる（最近の概説については、
Ｋｕａｎら、２００４，「Ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｕ
ｓｉｎｇ　ｔｒｉｐｌｅｘ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２６２：１７３－９４を参照のこと）。リスクハプロタ
イプと関連する多型に及ぶ配列に結合する三重鎖形成オリゴヌクレオチドはＤＮＡ修復を
引き起こし、リスクアレルから、中性または防御的アレルへの修飾を生じ、疾患の発症ま
たは進行を改善することができる。
【０２２５】
　Ｄ）Ｈ因子タンパク質またはＣＦＨＲ５ポリペプチドの中性型または防御型を発現する
細胞、組織、または臓器の導入
　別のアプローチにおいて、中性型または防御型のＨ因子またはＨ因子関連タンパク質（
例えば、ＣＦＨＲ５）を発現する細胞が患者に投与される。１つの実施形態において、レ
シピエントは、リスクハプロタイプについて、ヘテロ接合性であり、またはより頻繁には
、ホモ接合性である。例えば、肝細胞移植は、多くの型の肝不全に対応するために、全臓
器移植に対する代替として使用されてきた（例えば、Ｏｈａｓｈｉら、Ｈｅｐａｔｏｃｙ
ｔｅ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ：ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅ
ｎｔａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｊ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ．２００１　７９：６１７－３
０を参照のこと）。この方法に従うと、肝細胞または他のＣＦＨもしくはＣＦＨＲ５－発
現細胞は、治療の必要がある患者に投与される（例えば、注入される）。これらの細胞は
肝臓または他の器官に移動し、治療タンパク質を産生する。例えば、以下もまた参照のこ
と：Ａｌｅｘａｎｄｒｏｖａら、２００５，「Ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ｉｓｏｌａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ」Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．１４（１０）：８４５－５
３；Ｃｈｅｏｎｇら、２００４，「Ａｔｔｅｍｐｔｅｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｆ
ａｃｔｏｒ　Ｈ　ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｂｙ　ｌｉｖｅｒ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔ
ｉｏｎ」Ｐｅｄｉａｔｒ　Ｎｅｐｈｒｏｌ．１９：４５４－８；Ｏｈａｓｈｉら、２００
１，「Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ：ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａ
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ｎｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ」Ｊ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ．７９
：６１７－３０；Ｓｅｒｒａｌｔａら、２００５，「Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｐｒｅ
ｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　
ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ｌｉｖｅｒ　
ｇｒａｆｔｓ」Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．１４（１０）：８３７－４３；Ｙｏｋ
ｏｙａｍａら、２００６，「Ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　ｍｅｔａ
ｂｏｌｉｃａｌｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｉｎ　ａ　ｎｅ
ｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚｅｄ　ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ　ｃａｖｉｔｙ」Ａｍ．Ｊ．Ｔ
ｒａｎｓｐｌａｎｔ．６（ｌ）：５０－９；Ｄｈａｗａｎら、２００５，「Ｈｅｐａｔｏ
ｃｙｔｅ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｄｉｓｏｒ
ｄｅｒｓ，ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ　ａｔ　Ｋｉｎｇ’ｓ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｈｏｓｐｉｔ
ａｌ　ａｎｄ　ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ．」Ａｃｔａ　Ｇｒａｓｔｒ
ｏｅｎｔｅｒｏｌ．Ｂｅｌｇ．６８（４）：４５７－６０；Ｂｒｕｎｓら、２００５，「
Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ　ｌｉｖｅｒ：ａ　ｎｏｖｅｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ　ｕｓｉｎｇ　
ｆｉｂｒｉｎ　ｇｅｌ　ａｓ　ａ　ｍａｔｒｉｘ　ｆｏｒ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｉ
ｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｅｐａｔｏｃｙｔ
ｅｓ」Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇ．１１（１１－１２）：１７１８－２６。使用してもよい他
の細胞型には、例示のためでありかつ非限定的に、腎臓および膵臓の細胞が含まれる。１
つの実施形態において、投与される細胞は、組換え型のタンパク質を発現するように操作
される。
【０２２６】
　別の関連するアプローチにおいて、治療用臓器移植が使用される。身体の全身的なＨ因
子の大部分は、肝臓によって産生され、肝臓組織の移植を好ましい方法にしている。例え
ば、Ｇｅｒｂｅｒら、２００３，「Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ（？）　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ
　ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ－ｕｒｅｍｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｗｉｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ
　ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ」Ｐｅｄｉａｔｒ　Ｎｅｐｈｒｏｌ．１８：９５２－５を参照
のこと。
【０２２７】
　別のアプローチにおいて、防御型のＣＦＨタンパク質は、眼への注射（例えば、硝子体
内）によって、またはカプセル化された細胞を介して、眼の後ろに送達される。１つの例
として、Ｎｅｕｒｏｔｅｃｈのカプセル化細胞技術（Ｎｅｕｒｏｔｅｃｈ’ｓ　Ｅｎｃａ
ｐｓｕｌａｔｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）（ＥＣＴ）は、眼の後ろへの治療
因子の持続性の長期的な送達を可能にする独特な技術である。（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｅｕｒｏｔｅｃｈ．ｆｒ）を参照のこと。ＥＣＴ移植物は、半透性の中空繊維膜中にカ
プセル化された特異的治療タンパク質を産生するように遺伝子改変された細胞からなる。
細胞は継続的に治療タンパク質を産生し、これは移植物から、眼まで拡散する（Ｂｕｓｈ
ら、２００４）。ＥＣＴデバイスによってヒトの眼に送達されたＣＮＴＦは、フェーズＩ
臨床試験に登録された１０例の患者において完全に成功し、かつ最小限の合併症を伴うこ
とが最近示された（Ｓｉｅｖｉｎｇら、２００５）。Ｓｏｎｇら、２００３；Ｔａｏ　２
００２．，およびＨａｍｍａｎｇら、米国特許第６，６４９，１８４号もまた参照のこと
。本発明の１つの実施形態において、防御型のＨ因子（いわゆる中性型を含む）は細胞中
で発現され、カプセル化型で投与される。１つの実施形態において、使用される細胞は、
ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｐ．Ｏ
．Ｂｏｘ　１５４９，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ　２０１０８から入手可能であるＮＴＣ－
２０１ヒトＲＰＥ株（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－２３０２）である。
【０２２８】
　Ｅ）Ｈ因子またはＣＦＨＲ５のリスク変異体のレベルを減少させるための治療
　Ｈ因子またはＣＦＨＲ５の正常または防御的な機能の喪失は、ＡＭＤと関連する可能性
がある。ＡＭＤと最も強い相関を示し、かつ変異体のＨ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ
５ポリペプチドを生じる、Ｈ因子およびＣＦＨＲ５の遺伝子における非同義語多型、例え
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ば、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１４および１５に示されるものは、ＡＭＤにおいて原因
となる役割を有するようである。例えば、変異体のＨ因子またはＣＦＨＲ５は、正常なＨ
因子またはＣＦＨＲ５の機能と干渉するいわゆる「ドミナントネガティブ」突然変異体と
して働く可能性がある。
【０２２９】
　眼においてまたは全身的に、リスク型のＨ因子またはＣＦＨＲ５のレベルを減少させる
任意の方法が、例えば、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５の遺伝子の転写を阻害すること、Ｈ因子
またはＣＦＨＲ５のＲＮＡの翻訳を阻害すること、中性型または防御型のＨ因子または短
縮型Ｈ因子またはその生物学的に活性なフラグメントの量または活性を増加させること、
中性型または防御型のＣＦＨＲ５ポリペプチドまたはその生物学的に活性なフラグメント
の量または活性を増加させること、あるいはＨ因子タンパク質またはＣＦＨＲ５ポリペプ
チドの量または活性を減少させること（例えば、血漿分離交換法、抗体指向性血漿分離交
換法、またはＨ因子もしくはＣＦＨＲ５結合部分、例えば、ヘパリンもしくは変異体特異
的抗体との複合体化によって）を含む治療のために、使用されてもよい。ある実施形態に
おいて、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５のレベルは、他の組織と比較して、眼（例えば、ＲＰＥ
）において優先的に減少される。例示のためにかつ限定のためではなく、いくつかの方法
が以下に手短に記載される。
【０２３０】
　１つのアプローチにおいて、ＡＭＤについてのリスクがあると同定された被験体は、ヘ
パリンの投与によって治療される。ヘパリンおよびヘパリン誘導体（ヘパリノイドを含む
）は、ＭＰＧＮＩＩを含む、種々の補体関連疾患の治療のための有望な治療特性を有する
可能性がある（Ｆｌｏｅｇｅら、１９９３；Ｇｉｒａｒｄｉ、２００５；Ｄｉａｍｏｎｄ
およびＫａｒｎｏｖｓｋｙ、１９８６；Ｓｔｒｉｋｅｒ、１９９９；Ｒｏｐｓら、２００
４）。本明細書に開示されているＡＭＤとＭＰＧＮＩＩとの間の関連を考慮すると、ヘパ
リンおよびヘパリン誘導体（ヘパリノイドを含む）は、ＡＭＤの治療のために有効である
可能性がある。１年間にわたって毎日ヘパリンの皮下注射を受けた慢性増殖性糸球体腎炎
を有する患者の臨床試験において、Ｃａｄｅおよび共同研究者は、クレアチンクリアラン
スの改善および糸球体細胞過多の後退を報告した（Ｃａｄｅら、１９７１）。ヘパリンと
低分子量ヘパリン（エノキサパリン）は、補体カスケードの代替経路および古典的経路を
ブロックすることによって、マウスにおける抗リン脂質抗体症候群の進行を妨害すること
が示された（Ｇｉｒａｒｄｉら、２００４）。ヘパリンの抗補体活性は、Ｃ３ｂＢｂの形
成の遮断、代替経路によるコンバターゼの増幅を含み；流体相ヘパリンはＢ因子およびＤ
因子とのＣ３ｂの相互作用を阻害することによって、Ｃ３ｂＢｂの生成を妨害する（Ｗｅ
ｉｌｅｒら、１９７６）。
【０２３１】
　Ｆ）阻害性核酸の投与
　アンチセンス核酸－アンチセンス核酸、例えば、変異体Ｈ因子ポリペプチドをコードす
るＲＮＡに対して相補的な精製アンチセンスＲＮＡは、リスクハプロタイプと関連するＨ
因子遺伝子の発現を阻害するために使用することができる。最近の概説については、例え
ば以下を参照のこと：Ｇｏｍｅｓら、２００５，「Ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ　ｄｅｌｉｖ
ｅｒｙ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」Ｃｕｒｒ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．６：７－１５；およびＨｅｎｒｙら、２００４，「Ｓｅｔｔｉｎｇ　ｓｉｇ
ｈｔｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｏｃｕｌａｒ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅ
ｓｉｓ　ｕｓｉｎｇ　ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」Ｔｒｅ
ｎｄｓ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｓｃｉ　２５：５２３－７；およびこれらの中で引用され
る参考文献。
【０２３２】
　ＲＮＡ干渉－二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）阻害法は、ＨＦ１の発現を阻害するためにも
使用することができる。このような方法において使用されるＲＮＡは、ｄｓＲＮＡの少な
くとも１つの領域が、ＨＦ１遺伝子の１つの領域に対して実質的に同一であるように設計
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される；ある例において、この領域はＨＦ１遺伝子に対して１００％同一である。哺乳動
物における使用のために、ｄｓＲＮＡは、典型的には約１９～３０ヌクレオチド長であり
（すなわち、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡまたはＲＮＡｉ）が使用される）、最も頻繁
には約２１ヌクレオチド長である。ｄｓＲＮＡｉおよびｓｉＲＮＡを実施するために有用
な方法および組成物は、例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ　９８／５３０８３；ＷＯ　９９／３２
６１９；ＷＯ　９９／５３０５０；ＷＯ　００／４４９１４；ＷＯ　０１／３６６４６；
ＷＯ　０１／７５１６４；ＷＯ　０２／４４３２１；および米国特許第６，１０７，０９
４号において議論されている。ｓｉＲＮＡは、インビトロで合成し、患者に投与すること
ができる。もしくは、ＲＮＡｉストラテジーは、トランスフェクトされた細胞においてＤ
ＮＡ鋳型からの低分子ＲＮＡの合成を達成するために、ベクターに基づくアプローチと首
尾よく組み合わせることができる（例えば以下を参照のこと：Ｓｕｉら、２００２，「Ａ
　ＤＮＡ　ｖｅｃｔｏｒ－ｂａｓｅｄ　ＲＮＡｉ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｔｏ　ｓｕｐ
ｐｒｅｓｓ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ
」Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９９：５５１５－２０；ならびにＫ
ａｓａｈａｒａおよびＡｏｋｉ、２００５，「Ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｕｓｉｎ
ｇ　ａｄｅｎｏｖｉｒａｌ　ＲＮＡｉ　ｖｅｃｔｏｒ　ｉｎ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｓｍｏ
ｏｔｈ　ｍｕｓｃｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ」Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ．１１２：１５５－７２；ならびにこれらの中で引用される参考
文献）。
【０２３３】
　リボザイム－リボザイムはＲＮＡの特異的切断を触媒することが可能である酵素的ＲＮ
Ａ分子である。リボザイムの作用のメカニズムは、相補的標的ＲＮＡ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、続いてエンドヌクレアーゼ的切断を伴う。ヒトＨ
因子をコードする配列のエンドヌクレアーゼ的切断を特異的かつ効率的に触媒することが
できる操作されたハンマーヘッドモチーフリボザイムは、本発明の範囲内にある。任意の
潜在的なＲＮＡ標的の中の特異的リボザイム切断部位は、ＧＵＡ、ＧＵＵおよびＧＵＣな
どの配列を含むリボザイム切断部位について標的分子をスキャンすることによって最初に
同定される。一旦同定されると、切断部位を含む標的遺伝子の領域に対応する１５から２
０リボヌクレオチドの間の低分子ＲＮＡ配列は、オリゴヌクレオチドを操作不可能にし得
る二次構造の特徴について評価されてもよい。候補標的の適合性はまた、リボヌクレアー
ゼ保護アッセイを使用して、相補的オリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションに対
する接近可能性を試験することによって評価されてもよい。リボザイムの特性は当該分野
で周知である；一般的な説明については、Ｃｅｃｈによる特許（ＵＳ６１８０３９９；Ｕ
Ｓ５８６９２５４；ＵＳ６０２５１６７；ＵＳ５８５４０３８；ＵＳ５５９１６１０；Ｕ
Ｓ５６６７９６９；ＵＳ５３５４８５５；ＵＳ５０９３２４６；ＵＳ５１８０８１８；Ｕ
Ｓ５１１６７４２；ＵＳ５０３７７４６；およびＵＳ４９８７０７１）を参照のこと。リ
ボザイムおよび他の阻害核酸は、リスクハプロタイプと関連する配列を有する遺伝子の発
現を優先的に阻害するように設計することができる。従って、多型に及ぶ配列を認識し、
ＧＵＡに隣接して切断するリボザイムは、リスク型を認識するが中性または防御型を認識
せず、選択的切断を可能にする（Ｄａｗｓｏｎら、２０００，「Ｈａｍｍｅｒｈｅａｄ　
ｒｉｂｏｚｙｍｅｓ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ　ｓｕｐｐｒｅｓｓ　ｍｕｔａｎｔ　ｔｙ
ｐｅ　Ｉ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｍＲＮＡ　ｉｎ　ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｍｐｅｒ
ｆｅｃｔａ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ」Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８：４
０１３－２０；Ｂｌａｌｏｃｋら、２００４「Ｈａｍｍｅｒｈｅａｄ　ｒｉｂｏｚｙｍｅ
　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔ
ｏｒ　ｍＲＮＡ　ｂｌｏｃｋｓ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏ
ｒ－ｂｅｔａ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ」Ｅｘｐ　Ｅ
ｙｅ　Ｒｅｓ．７８：１１２７－３６）。
【０２３４】
　三重鎖形成オリゴヌクレオチド－三重鎖形成オリゴヌクレオチドは、配列特異的な様式
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で二重鎖ＤＮＡの深い溝に結合しかつＤＮＡ修復を引き起こし、標的化されたゲノムの修
飾を生じる（最近の概説については、Ｋｕａｎら、２００４，「Ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｇｅ
ｎｅ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｔｒｉｐｌｅｘ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ｏｌ
ｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２６２：１７３－
９４を参照のこと）。オリゴヌクレオチドは、リスクハプロタイプと関連するＨ因子遺伝
子における多型部位に特異的に結合するように設計することができる。リスクハプロタイ
プと関連する多型に及ぶ配列に結合する三重鎖形成オリゴヌクレオチドはＤＮＡ修復を引
き起こし、リスクアレルから、中性または防御的アレルへの配列の修飾を生じる。
【０２３５】
　上記と同様のアンチセンス核酸、ＲＮＡ干渉、リボザイムおよび三重鎖形成オリゴヌク
レオチドの方法論は、ＡＭＤの治療のために、眼においてまたは全身的に、リスク型のＣ
ＦＨＲ５のレベルを減少するために使用されてもよい。
【０２３６】
　阻害核酸は、薬学的組成物として、または遺伝子治療方法を使用して投与することがで
きることが理解される。
【０２３７】
　Ｇ）抗体治療
　１つの局面において、変異体Ｈ因子ポリペプチドと特異的に相互作用し、その活性を中
和する抗ＨＦ１抗体は、ＡＭＤを有するか、またはそのリスクがある個体に投与される。
１つの実施形態において、抗体は、野生型と変異体の両方のＨ因子タンパク質を認識する
。１つの実施形態において、抗体は、変異体Ｈ因子タンパク質を認識するが、野生型Ｈ因
子タンパク質を認識しない。別の局面において、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドと特異的
に相互作用し、その活性を中和する抗ＣＦＨＲ５抗体は、ＡＭＤを有するか、またはその
リスクがある個体に投与される。１つの実施形態において、抗体は、野生型と変異体の両
方のＣＦＨＲ５タンパク質を認識する。１つの実施形態において、抗体は、変異体ＣＦＨ
Ｒ５タンパク質を認識するが、野生型ＣＦＨＲ５タンパク質を認識しない。抗体は、全身
的にまたは局所的に投与することができる（例えば、Ｇａｕｄｒｅａｕｌｔら、２００５
，「Ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｒａｎｉｂｉ
ｚｕｍａｂ（ｒｈｕＦａｂＶ２）ａｆｔｅｒ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ　ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅ
ａｌ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ」Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　
Ｓｃｉ．４６：７２６－３３を参照のこと）。抗ＨＦ１抗体および抗ＣＦＨＲ５抗体を作
製するための方法は当該分野で公知であり、これには以下に記載される方法が含まれる。
関連する局面において、変異体のＨ因子ポリペプチドおよび／またはＣＦＨＲ５ポリペプ
チドと優先的に相互作用し、その活性を減少させる薬剤は、ＡＭＤを有するか、またはそ
のリスクがある個体に投与される。
【０２３８】
　Ｈ）代替経路の調節因子
　１つの局面において、本発明は、眼の中に局所的に、または全身レベルでのいずれかで
、補体カスケードの代替経路（ＡＰ）を調節する薬剤（例えば、ネイティブタンパク質、
組換えタンパク質、抗体、または小分子）を投与することによって、ＡＭＤを治療するた
めの方法を提供する。１つの実施形態において、治療は、ＡＰを調節する薬剤を直接的に
投与する工程を含む。１つの実施形態において、治療は、ＡＰの誘発を調節する薬剤（例
えば、微生物）を投与する工程を含む。１つの実施形態において、治療は、ＡＰから下流
の経路を調節する薬剤を投与する工程を含む。ＡＰを調節する例示的な薬剤は当該分野で
公知であり、これには以下が含まれるがこれらに限定されない：ＤＦＰ、ＰＲ２２６、Ｂ
ＣＸ－１４７０、ＦＵＴ－１７５、ｓＭＣＰ、ＰＳ－オリゴ、コンプスタチン（Ｃｏｍｐ
ｓｔａｔｉｎ）、フカン（Ｆｕｃａｎ）、およびＧＣＲＦ（例えば以下を参照のこと：Ｍ
ａｋｒｉｄｅｓ、１９９８，「Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　
ｔｈｅ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｓｙｓｔｅｍ」Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｒｅｖ．５０：５
９－８７；Ｈｏｌｌａｎｄら、２００４，「Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｓｍａｌｌ　ｍｏｌｅ
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ｃｕｌｅ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ」Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｎｖ
ｅｓｔｉｇ　Ｄｒｕｇｓ　５：１１６３－７３；Ｈｏｌｅｒｓら、２００４，「Ｔｈｅ　
ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｐａｔｈｗａｙ　ｏｆ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｉｎ　ｄｉｓ
ｅａｓｅ：ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｔａｒｇｅ
ｔｉｎｇ」Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．４１：１４７－５２）。ＡＰ調節因子は、全身的に
、または眼内注射によって、または眼への化合物の送達のために既知である他の方法によ
って投与することができる。
【０２３９】
　Ｉ）リスク変異体Ｈ因子または変異体ＣＦＨＲ５の薬物スクリーニング／アンタゴニス
ト
　本発明は、変異体タンパク質、Ｈ因子もしくはＣＦＨＲ５変異体を発現する宿主細胞、
またはＨ因子もしくはＣＦＨＲ５変異体を発現するトランスジェニック動物を接触させる
こと、およびその変異体の結合、発現、プロセシング、または活性をモニターすることに
よって、ＡＭＤの治療のために有効な薬剤をスクリーニングする方法を提供する。１つの
実施形態において、Ｈ因子変異体は、６２位のアミノ酸にバリンを有し、および／または
４０２位のアミノ酸にヒスチジンを有し、および／または１２１０位のアミノ酸にシステ
インを有する。１つの実施形態において、ＣＦＨＲ５変異体は４６位のアミノ酸にセリン
を有する。
【０２４０】
　変異体Ｈ因子ポリペプチド（例えば、リスクハプロタイプと関連する変異体）のアンタ
ゴニストは、ＡＭＤを治療するために使用することができる。アンタゴニストは、変異体
Ｈ因子の発現を抑制し、活性を抑制し、またはＲＮＡもしくはタンパク質の安定性を抑制
することができる。アンタゴニストは、多くの型の化合物について段階的かつ高スループ
ットな様式で作製することが可能である、大規模なコンビナトリアルライブラリーを作製
およびスクリーニングすることによって得ることができる。このような化合物には、ペプ
チド、ポリペプチド、β－ターン模倣物、ポリサッカリド、リン脂質、ホルモン、プロス
タグランジン、ステロイド、芳香族化合物、複素環式化合物、ベンゾジアゼピン、オリゴ
マー性Ｎ置換グリシンおよびオリゴカルバメートなどが含まれる。化合物の大規模なコン
ビナトリアルライブラリーは、当該分野で既知の方法によって構築することができる。例
えば、ＷＯ　９５／１２６０８；ＷＯ　９３／０６１２１；ＷＯ　９４／０８０５１；Ｗ
Ｏ　９５／３５５０３；ＷＯ　９５／３０６４２およびＷＯ　９１／１８９８０を参照の
こと。化合物のライブラリーは、最初に、変異体Ｈ因子ポリペプチドへの特異的結合につ
いてスクリーニングされる。インビトロ結合活性を有する化合物はまた、変異体Ｈ因子ポ
リペプチドの生物学的活性、例えば、Ｃ３ｂまたはヘパリンへの結合と干渉するそれらの
能力についてアッセイすることができる。アンタゴニスト活性は、細胞ベースの系におい
て、または外因性変異体Ｈ因子ポリペプチドが発現されるトランスジェニック動物モデル
においてのいずれかでアッセイすることができる。
【０２４１】
　変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチド（例えば、リスクハプロタイプと関連する変異体）のア
ンタゴニストはＡＭＤを治療するために使用することができ、変異体Ｈ因子アンタゴニス
トについて上記に記載したように得ることができる。
【０２４２】
　Ｊ）患者特異的治療
　ＡＭＤにおいて原因となる役割を有し、変異体のＨ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５
ポリペプチドの発現レベルおよび／または生物学的活性に対するこれらの多型の効果が説
明されている、Ｈ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子における特定の多型の存在に基づい
て、カスタマイズされた治療を、ＡＭＤの異なる遺伝子サブタイプを有する患者の群のた
めに考案することができる。例えば、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５における多型が、変異体の
Ｈ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドの発現レベルおよび／または生物学的
活性を増加させることによって動物モデルにおいてＡＭＤを引き起こすならば、Ｈ因子ま
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たはＣＦＨＲ５の多型に関連するＡＭＤは、変異体Ｈ因子ポリペプチドまたは変異体ＣＦ
ＨＲ５ポリペプチドのアンタゴニストを患者に投与することによって治療することができ
る。
【０２４３】
　Ｋ）ＡＭＤバイオマーカーを使用する治療的効力の評価
　上述のように、ＣＦＨまたはＣＦＨＲタンパク質の特定のフラグメントの治療的効力は
また、ＡＭＤバイオマーカーの発現に対するタンパク質の効果を試験することによって決
定することができる。例示的なＡＭＤバイオマーカーには、本明細書中上記に記載したも
のが含まれる。これらのＡＭＤ関連タンパク質（バイオマーカー）は、健常個体と比較し
て、異なる（上昇しているかまたは減少している）レベルでＡＭＤを有する個体中に存在
する。本発明は、疾患について治療されるＡＭＤを有する個体におけるバイオマーカーの
レベルを決定する工程、およびそのバイオマーカーのレベルを、バイオマーカーのより初
期に決定したレベルまたは参照レベルと比較する工程によって、ＡＭＤの治療の効力を評
価する方法およびＡＭＤの進行をモニターする方法を提供する。同時係属の仮出願番号６
０／７１５，５０３において記載されるように、バイオマーカーのレベルは、例えば、非
限定的に、分離に基づく方法（例えば、ゲル電気泳動）、イムノアッセイ法（例えば、抗
体に基づく検出）、および機能に基づく方法（例えば、酵素活性または結合活性）を含む
、当該分野において既知の従来の任意の適切な方法によって決定することができる。１つ
の実施形態において、個体におけるＡＭＤの治療の効力を評価する方法は、個体からサン
プルを入手する工程、および二次元差ゲル電気泳動（２－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｄｉ
ｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）（ＤＩＧＥ）によってタ
ンパク質を分離することによってバイオマーカーのレベルを決定する工程を含む。
【０２４４】
　ＶＩＩＩ．Ｈ因子およびＣＦＨＲ５核酸
　Ａ）プライマーおよびプローブ
　本発明は、多型部位に隣接し、またはそれに及ぶ核酸を提供する。核酸は、Ｈ因子多型
を検出するためのプローブまたはプライマー（インベーダー、分子ビーコンおよび他の蛍
光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）型プローブを含む）として使用することができる。１
つの実施形態において、プローブまたはプライマーは、イントロン２における挿入を認識
するが、野生型配列を認識しない。例示的な核酸は、多型の位置がその位置のための代替
的な塩基によって占められている、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１４および１５において
列挙される多型の少なくとも１つに及ぶ配列を含む。対照集団においてより頻繁に見出さ
れるその位置についての塩基は、正常または野生型配列を意味するのに対して、対照集団
において見出される頻度のより低いその位置についての代替的な塩基は、変異体配列を意
味する。核酸はまた、Ｈ因子遺伝子およびＣＦＨＲ５遺伝子において知られている他の多
型、例えば、上記の表ＡおよびＢにおいて同定される多型に及ぶ配列を含む。
【０２４５】
　Ｂ）発現ベクターならびにＨ因子およびＣＦＨＲ５ポリペプチドの組換え産生
　本発明は、Ｈ因子ポリペプチドをコードする核酸を含むベクターを提供する。Ｈ因子ポ
リペプチドは野生型または変異体（例えば、防御的変異体）であり得、全長型（例えば、
ＨＦ１）または短縮型であり得る。核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡであり得、一本鎖または
二本鎖であり得る。
【０２４６】
　ある核酸は、全長の変異体形態のＨ因子ポリペプチドをコードする。変異体Ｈ因子ポリ
ペプチドは、Ｈ因子遺伝子において既知である任意の非同義語多型の位置の１つを含むコ
ドンによってコードされるアミノ酸において、正常または野生型のＨ因子とは異なり得る
。１つの実施形態において、変異体Ｈ因子ポリペプチドは、表１Ａ、表１Ｂおよび／また
は表１Ｃに示される非同義語多型の位置の１つを含むコドンによってコードされるアミノ
酸において、正常または野生型のＨ因子ポリペプチドとは異なる。その多型の位置は表１
Ａ、表１Ｂおよび／または表１Ｃに示されるアミノ酸によって占められる。Ｈ因子遺伝子
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における複数の多型部位において代替的なアミノ酸を有する変異体Ｈ因子ポリペプチドを
コードする変異体Ｈ因子遺伝子が生成されてもよいことが理解される。
【０２４７】
　本発明は、ＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードする核酸を含むベクターを提供する。ＣＦ
ＨＲ５ポリペプチドは、野生型または変異体（例えば、防御的変異体）であり得る。核酸
は、ＤＮＡまたはＲＮＡであり得、一本鎖または二本鎖であり得る。
【０２４８】
　ある核酸は、全長の変異体形態のＣＦＨＲ５ポリペプチドをコードする。変異体ＣＦＨ
Ｒ５ポリペプチドは、ＣＦＨＲ５遺伝子において既知である任意の非同義語多型の位置の
１つを含むコドンによってコードされるアミノ酸において、正常または野生型のＣＦＨＲ
５とは異なり得る。１つの実施形態において、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドは、表１４
および表１５に示される非同義語多型の位置の１つを含むコドンによってコードされるア
ミノ酸において、正常または野生型のＣＦＨＲ５ポリペプチドとは異なる。その多型の位
置は表１４および表１５に示されるアミノ酸によって占められる。ＣＦＨＲ５遺伝子にお
ける複数の多型部位において代替的なアミノ酸を有する変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドを
コードする変異体ＣＦＨＲ５遺伝子が生成されてもよいことが理解される。
【０２４９】
　組換えタンパク質およびペプチドの産生のための発現ベクターは周知である（Ａｕｓｕ
ｂｅｌら、２００４，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ
ｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照のこと）。このような発現ベクターは、Ｄ
ＮＡの転写を駆動し、かつ原核生物（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）宿主および真核生物（例え
ば、酵母、昆虫または哺乳動物細胞）宿主における発現のために適合される、プロモータ
ーなどの調節エレメントに連結された、Ｈ因子ポリペプチドをコードする核酸配列を含む
。変異体Ｈ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチドは、変異体Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子
がプロモーターに作動可能に連結されている発現ベクターにおいて発現可能である。通常
、プロモーターは哺乳動物細胞中での発現のための真核生物プロモーターである。通常、
転写調節配列は、異種プロモーターおよび任意にエンハンサーを含み、これは、宿主細胞
によって認識される。市販の発現ベクターを使用することができる。発現ベクターは、宿
主に認識される複製系、増幅可能な遺伝子、選択可能なマーカー、宿主ゲノムへの挿入の
ために有用な宿主配列などを含むことができる。
【０２５０】
　適切な宿主細胞には、Ｅ．ｃｏｌｉなどの細菌、酵母、糸状菌、昆虫細胞、ならびに典
型的には不死化されている、マウス、ハムスター、ヒト、およびサルの細胞株を含む哺乳
動物細胞、ならびにこれらの派生物が含まれる。宿主細胞は、変異体Ｈ因子またはＣＦＨ
Ｒ５の遺伝子産物をプロセシングして、適切にプロセシングされた成熟ポリペプチドを産
生することが可能であり得る。このようなプロセシングは、グリコシル化、ユビキチン化
、ジスルフィド結合形成などを含んでもよい。
【０２５１】
　変異体のＨ因子またはＣＦＨＲ５の遺伝子を含む発現構築物は、特定の構成および標的
宿主に依存して、宿主細胞に導入される。適切な方法、および原核生物細胞と真核生物細
胞の両方の宿主細胞は、当該分野において周知である。組換え全長ヒトＨ因子は、Ｓｆ９
昆虫細胞中で研究目的のために発現されてきた（ＳｈａｒｍａおよびＰａｎｇｂｕｒｎ、
１９９４，Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｈｕｍ
ａｎ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ：ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｓｅｃ
ｒｅｔｉｏｎ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｓｙｓｔｅｍ，Ｇｅｎｅ　１４
３：３０１－２を参照のこと）。ヒトＨ因子の組換えフラグメントは、種々の細胞型にお
いて研究目的のために発現されてきた（例えば、以下を参照のこと：Ｃｈｅｎｇら、２０
０５，「Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ　ａｓ　ａ　ｍａｒｋｅｒ　ｆｏｒ　
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｌａｄｄｅｒ　ｃａｎｃｅｒ」Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ．５：
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８５６－６３；Ｖａｚｉｒｉ－Ｓａｎｉら、２００５，「Ｆａｃｔｏｒ　Ｈ　ｂｉｎｄｓ
　ｔｏ　ｗａｓｈｅｄ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｔｅｌｅｔｓ」Ｊ　Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈａｅｍ
ｏｓｔ．３：１５４－６２；Ｇｏｒｄｏｎら、１９９５，「Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｄｏｍａｉｎｓ　ｉｎ　ｈｕ
ｍａｎ　ｆａｃｔｏｒ　Ｈ」Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５５：３４８－５６）。組換え全長
ヒトＣＦＨＲ５は、Ｓｆ９昆虫細胞中で研究目的のために発現されてきた（ＭｃＲａｅら
、２００１，Ｈｕｍａｎ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｈ－ｒｅｌａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　５（Ｆ
ＨＲ－５），Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：６７４７－６７５４を参照のこと）。
【０２５２】
　変異体のＨ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチドは、実質的に純粋な生成物を得るために
、タンパク質生化学および精製の従来の手段によって単離されてもよい。一般的な方法に
ついては、Ｊａｃｏｂｙ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　第１０４巻，
Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８４）；Ｓｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ｅ，第２版，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８７）；および
Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ（編）Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏ
ｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，第１８２巻（１９９０）を参照のこ
と。Ｈ因子またはＣＦＨＲ５のような分泌タンパク質は、宿主細胞が培養されている培地
から単離することができる。変異体のＨ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチドが分泌されな
い場合、これは細胞溶解物から単離することができる。
【０２５３】
　１つの実施形態において、ベクターは、表１Ａ、１Ｂおよび／または１Ｃに示される１
つ以上の多型部位において野生型ではない配列を有する配列を有する変異体Ｈ因子タンパ
ク質の産生のための発現ベクターである。
【０２５４】
　１つの実施形態において、ベクターは、Ｈ因子の防御的変異体の配列を有する変異体Ｈ
因子タンパク質の産生のための発現ベクターである。
【０２５５】
　１つの実施形態において、ベクターは、表１４および１５に示される１つ以上の多型部
位における野生型ではない配列を有する配列を有する変異体ＣＦＨＲ５タンパク質の産生
のための発現ベクターである。
【０２５６】
　１つの実施形態において、ベクターは、Ｈ因子の防御的変異体の配列を有する変異体Ｃ
ＦＨＲ５タンパク質の産生のための発現ベクターである。
【０２５７】
　Ｃ）遺伝子治療ベクター
　遺伝子治療のためのＨ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドの発現のための
方法は既知であり、上記のＩＶ（Ａ）節において記載される。
【０２５８】
　ＸＩ．抗体
　本発明は、正常もしくは野生型Ｈ因子ポリペプチド、または１つ以上の非同義語一ヌク
レオチド変異多型（ＳＮＰ）がＨ因子コード領域中に存在する変異体Ｈ因子ポリペプチド
を認識し得るＨ因子特異的抗体を提供する。１つの実施形態において、本発明は、変異体
Ｈ因子ポリペプチドまたはそのフラグメントを特異的に認識するが、多型部位において変
異を有しないＨ因子ポリペプチドを認識しない抗体を提供する。
【０２５９】
　本発明はまた、正常もしくは野生型ＣＦＨＲ５ポリペプチド、または１つ以上の非同義
語一ヌクレオチド変異多型（ＳＮＰ）がＣＦＨＲ５コード領域中に存在する変異体ＣＦＨ
Ｒ５ポリペプチドを認識し得るＣＦＨＲ５特異的抗体を提供する。１つの実施形態におい
て、本発明は、変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチドまたはそのフラグメントを特異的に認識す
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るが、多型部位において変異を有しないＣＦＨＲ５ポリペプチドを認識しない抗体を提供
する。
【０２６０】
　抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルであり得、標準的なプロトコールに従っ
て作製される。抗体は、変異体Ｈ因子または変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチド、またはその
フラグメント、またはその合成ペプチドフラグメントを適切な動物に注射することによっ
て作製することができる。モノクローナル抗体は、標準的なプロトコールに従ってスクリ
ーニングされる（ＫｏｅｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ　１９７５，Ｎａｔｕｒｅ　２
５６：４９５；Ｄｏｗｅｒら、ＷＯ　９１／１７２７１およびＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、
ＷＯ　９２／０１０４７；ならびにＶａｕｇｈａｎら、１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１４：３０９；ならびに以下に提供される参考文献）。１つの実
施形態において、モノクローナル抗体は、変異体のＨ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチド
との特異的免疫反応性についてアッセイされるが、それぞれ対応する野生型のＨ因子また
はＣＦＨＲ５ポリペプチドについてはアッセイされない。変異体ポリペプチドに特異的に
結合するが、対応する野生型ポリペプチドに結合しない抗体を同定するための方法は、当
該分野において周知である。抗体のスクリーニングおよび差し引きの方法を含む方法につ
いては、以下を参照のこと：ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅ
ｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊ．Ｅ．　Ｃｏｌｉｇａｎら編、１９９９，２００５までの補遺を
含む）；Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｐｒｉｎｃｉｐ
ｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（第２版）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ（１９８６）；Ｂｕｒｉｏｎｉら、１９９８，「Ａ　ｎｅｗ　ｓｕｂｔｒａｃｔ
ｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｆｏｒ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ｒ
ａｒｅ　ａｎｔｉｖｉｒａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ　ｆｒｏ
ｍ　ｐｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ」Ｒｅｓ　Ｖｉｒｏｌ．１４９（
５）：３２７－３０；Ａｍｅｓら、１９９４，Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｅｕｔｒａ
ｌｉｚｉｎｇ　ａｎｔｉ－Ｃ５ａ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｒ
ｏｍ　ａ　ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ　ｐｈａｇｅ　ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ　Ｆａｂ　ｄｉ
ｓｐｌａｙ　ｌｉｂｒａｒｙ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２（９）：４５７２－８１；Ｓ
ｈｉｎｏｈａｒａら、２００２，Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ　ｒａｒｅ　ａｎｄ　ｄｏｍｉｎａｎｔ　
ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｉｎ　ｐｌａｎｔ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｃｅｌｌ　ｗａｌｌｓ　ｂｙ
　ｐｈａｇｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　２６４（１－２）：１８７－９４。免疫付与またはスクリーニングは、全長変
異体タンパク質に対して、または代替的には（およびしばしばより好都合に）、変異体形
態と野生型の間で異なるエピトープを含むペプチドまたはポリペプチドフラグメントに対
して、向けることができる。特定の変異体には、ＣＦＨおよびＨＦＬ１のＹ４０２Ｈまた
はＩ６２Ｖ変異体、ＣＦＨのＲ１２１０Ｃ変異体、ＣＦＨＲ５のＰ４６Ｓ変異体、および
ＣＦＨの短縮型が含まれる。１つの実施形態において、ＨＦ１が測定される。上記に議論
したように、１つの実施形態において、ＨＦＬ１およびＣＨＦの比率が測定される。変異
体のＨ因子ポリペプチドまたはＣＦＨＲ５ポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体（
すなわち、野生型タンパク質には結合しないか、またはより低い親和性で結合する）は、
変異体形態のＨ因子もしくはＣＦＨＲ５の検出のための診断アッセイにおいて、または薬
学的組成物中の活性成分として有用である。
【０２６１】
　本発明は、医薬品製造品質管理基準（ＧＭＰ）要件に従って製造および試験される抗体
を含む、患者への投与のために適切な組換えポリペプチドを提供する。例えば、ＦＤＡ認
可に従う組換え抗体は、効力および同一性について試験されなければならず、滅菌されな
ければならず、外来性の物質を含んではならず、製品中のすべての成分（すなわち、保存
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剤、希釈剤、アジュバントなど）が、純度、品質の規準に合致しなければならず、患者に
対して有害であってはならない。
【０２６２】
　本発明は、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチド（例えば、正常もしくは野生型のＨ因
子ポリペプチドまたは変異体Ｈ因子ポリペプチド、あるいは正常もしくは野生型のＣＦＨ
Ｒ５ポリペプチドまたは変異体ＣＦＨＲ５ポリペプチド）を特異的に認識する抗体、およ
び薬学的に受容可能な賦形剤またはキャリアを含む組成物を提供する。
【０２６３】
　関連する局面において、本発明は、治療的に受容可能なＨ因子特異的またはＣＦＨＲ５
特異的抗体を含む滅菌容器、例えば、バイアルを提供する。１つの実施形態において、こ
れは凍結乾燥製剤である。
【０２６４】
　関連する局面において、本発明は、患者への投与のための、ヒトまたはヒト化抗Ｈ因子
抗体または抗ＣＦＨＲ５抗体の薬学的製剤を提供する。ヒト化抗体は、実質的にヒト抗体
からの可変領域フレームワーク残基（アクセプター抗体と呼ばれる）および実質的にマウ
ス抗体からの相補性決定領域（ドナー免疫グロブリンといわれる）を有する。以下を参照
のこと：Ｐｅｔｅｒｓｏｎ、２００５，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：ｇｅｎｅｔｉｃ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
　ｏｆ　ｍｉｃｅ，ｃｅｌｌｓ，ａｎｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ，ＩＬＡＲ　
Ｊ．４６：３１４－９，Ｋａｓｈｍｉｒｉら、２００５，ＳＤＲ　ｇｒａｆｔｉｎｇ－ａ
　ｎｅｗ　ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ，Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　３５６：２５－３４、Ｑｕｅｅｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ：Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８６：１００２９－１００３３（１９８９）、ＷＯ　９０／０７８６１、
米国特許第５，６９３，７６２号、同第５，６９３，７６１号、同第５，５８５，０８９
号、同第５，５３０，１０１号、およびＷｉｎｔｅｒ、同第５，２２５，５３９号。存在
する場合、定常領域もまた、実質的にまたは完全にヒト免疫グロブリン由来である。ヒト
可変ドメインは、通常はヒト抗体から選択され、そのフレームワーク配列は、ＣＤＲがそ
こから導き出されたマウス可変領域ドメインと高度な配列同一性を示す。重鎖および軽鎖
の可変領域フレームワーク残基は、同じまたは異なるヒト抗体配列に由来し得る。ヒト抗
体配列は、天然に存在するヒト抗体の配列であり得、またはいくつかのヒト抗体のコンセ
ンサス配列であり得る。Ｃａｒｔｅｒら、ＷＯ　９２／２２６５３を参照のこと。ヒト可
変領域フレームワーク残基からの特定のアミノ酸は、ＣＤＲコンホメーションおよび／ま
たは抗原への結合に対するそれらの考えられる影響に基づいて、置換のために選択される
。このような考えられる影響の研究は、モデリング、特定の位置におけるアミノ酸の特徴
の試験、または特定のアミノ酸の置換もしくは突然変異生成の効果の経験的観察による。
【０２６５】
　例えば、マウス可変領域フレームワーク残基と、選択されたヒト可変領域フレームワー
ク残基の間でアミノ酸が異なるならば、そのアミノ酸が、（１）直接的に抗原に非共有結
合的に結合し、（２）ＣＤＲ領域に隣接し、（３）さもなくばＣＤＲ領域と相互作用し（
例えば、ＣＤＲ領域の約６Ａ以内に存在する）、または（４）ＶＬ－ＶＨ界面に関与する
ことが合理的に予測される場合には、ヒトフレームワークアミノ酸は、通常、マウス抗体
からの等価なフレームワークアミノ酸によって置換されるべきである。
【０２６６】
　置換のための他の候補は、その位置においてヒト免疫グロブリンについて異常なアクセ
プターヒトフレームワークアミノ酸である。これらのアミノ酸は、マウスドナー抗体の等
価な位置から、またはより典型的なヒト免疫グロブリンの等価な位置からのアミノ酸で置
換することができる。置換のための他の候補は、その位置においてヒト免疫グロブリンに
ついて異常なアクセプターヒトフレームワークアミノ酸である。ヒト化免疫グロブリンの
可変領域フレームワークは、通常、ヒト可変領域フレームワーク配列またはこのような配
列のコンセンサスに対して少なくとも８５％の配列同一性を示す。
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【０２６７】
　ＩＸ．リスク、防御的、および中性の変異およびハプロタイプの同定
　本発明は、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１４および１５に記載されるＨ因子遺伝子およ
び／またはＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位と連鎖する多型部位についてのスクリーニ
ングの方法を提供する。これらの方法は以下の工程を包含する：Ｈ因子遺伝子またはＣＦ
ＨＲ５遺伝子における多型部位と連鎖している遺伝子における多型部位を同定し、ここで
、Ｈ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子における多型部位の多型型がＡＭＤと関連してい
る（例えば、リスクの増加または減少）工程、および連鎖した多型部位が、ＡＭＤ表現型
と相関するＨ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子の多型型と平衡または不平衡にある多型
型を有するか否かを示すために個体の集団におけるハプロタイプを決定する工程。
【０２６８】
　Ｈ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子における多型、例えば、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１
１、１４および１５に示されるものは、目的の形質と関連する遺伝子座と、形質と関連し
ないが形質の原因である遺伝子座とは物理的に近接でありかつそれと同時分離される多型
マーカーとの間の物理的な連鎖を確立するために使用することができる。目的の形質と関
連する遺伝子座をマッピングすることは、当該分野において周知である手順に従って形質
の原因である遺伝子をクローニングすることを容易にする。
【０２６９】
　Ｈ因子遺伝子またはＣＦＨＲ５遺伝子における多型、例えば、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１
１、１４および１５に示されるものは、治療が必要な個体を決定するため、および治療の
効力を決定するために、多型が表現型形質と同時分離されることを決定するための家族連
鎖研究において使用することができる。
【０２７０】
　連鎖は、ＬＯＤ（オッズのｌｏｇ）スコアの計算によって分析され、これは、マーカー
と遺伝子座について、２つが組換え割合シータに位置するときに、２つが連鎖しない（独
立して分離する）状況に対して、観察された分離データを得ることの尤度の比率のｌｏｇ

１０である。ＴｈｏｍｐｓｏｎおよびＴｈｏｍｐｓｏｎ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｅ
ｄｉｃｉｎｅ（第５版、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｐｈｉｌａｄｅｌ
ｐｈｉａ，１９９１）ならびにＳｔｒａｃｈａｎ，「Ｍａｐｐｉｎｇ　ｔｈｅ　ｈｕｍａ
ｎ　ｇｅｎｏｍｅ」Ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ（ＢＩＯＳ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
ｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　Ｌｔｄ，Ｏｘｆｏｒｄ）Ｃｈａｐｔｅｒ　４）所収を参照の
こと。３のＬＯＤスコアは、見かけの観察される連鎖に対する１０００対１のオッズが偶
然の一致であることを示す。＋３以上のＬＯＤスコアは、２つの遺伝子座が連鎖している
ことの明確な証拠と見なされるのに対して、－２以下のＬＯＤスコアは、連鎖ではないこ
との明確な証拠と見なされる。
【０２７１】
　Ｘ．トランスジェニック非ヒト動物
　本発明は、ヒト変異体Ｈ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチドを発現可能であるトランス
ジェニック非ヒト動物を提供する。トランスジェニック非ヒト動物は、不活性化された内
因性Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子のアレルの一方または両方を有し得る。外因性変異体
Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子の発現は、通常、プロモーターおよび選択的にエンハンサ
ーに遺伝子を作動可能に連結すること、次いで、標準的なプロトコールに従って接合子に
構築物をマイクロインジェクションすることによって達成される。Ｈｏｇａｎら「Ｍａｎ
ｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ」Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙを参照の
こと。内因性Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子は、当該分野において既知の方法によって不
活性化することができる（Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９）。Ｈ因子欠損マウスは、外因性
ヒト変異体Ｈ因子遺伝子の導入のために利用可能である。ヒトまたは非ヒト変異体Ｈ因子
またはＣＦＨＲ５ポリペプチドを発現するトランスジェニック動物は、有用な薬物スクリ
ーニングシステムならびにＡＭＤおよび他の補体関連疾患のモデルを提供する。トランス
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ジェニック動物はまた、本発明の組換えＣＦＨタンパク質およびＣＦＨＲ５タンパク質の
産生のために使用されてもよい（例えば、米国特許第６，０６６，７２５号；同第６，０
１３，８５７号；同第５，９９４，６１６号；および同第５，９５９，１７１号；Ｌｉｌ
ｌｉｃｏら、２００５；Ｈｏｕｄｅｂｉｎｅ、２０００を参照のこと）。
【０２７２】
　ＸＩ．キット
　本発明は、Ｈ因子およびＣＦＨＲ５の多型およびハプロタイプを検出する試薬、デバイ
ス、およびキットを提供する。ＡＭＤを発症するリスクについてスクリーニングするため
に、および／または被験体におけるＡＭＤを予防または改善するための適切な治療を同定
するために特に適しているが、特定の実施形態において、これらの試薬、デバイス、およ
びキットは、ＭＰＧＮＩＩまたは任意の他の補体関連の病気を発症するリスクを決定する
ことを含むがこれらに限定されない任意の目的のために、Ｈ因子およびＣＦＨＲ５の多型
およびハプロタイプの分析のために使用可能であることが理解される。
【０２７３】
　多数のアッセイシステムが当該分野において既知であり、ＡＭＤと関連する変異の存在
を決定するための手段に到達することは当該技術の技能の範囲内である。複数のプライマ
ー、複数のプローブ、プライマーの組み合わせ、またはプローブの組み合わせなどである
キットの試薬は、診断またはスクリーニングのためのそれらの使用の前に別々の容器に含
まれてもよい。１つの実施形態において、このキットは、本明細書に記載される第１のＣ
ＦＨまたはＣＦＨＲ５のアレルについてのプローブ、プライマー、またはプライマー対を
含む第１の容器、および本明細書に記載される第２のＣＦＨまたはＣＦＨＲ５のアレルに
ついてのプローブ、プライマー、またはプライマー対を含む第２の容器を含む。
【０２７４】
　１つの実施形態において、本発明は、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５の遺伝子における特異的
多型にハイブリダイズする少なくとも１つのＨ因子またはＣＦＨＲ５のアレル特異的オリ
ゴヌクレオチドを含むキットを提供する。これらのキットは、異なる型の多型にハイブリ
ダイズするＨ因子またはＣＦＨＲ５アレル特異的オリゴヌクレオチドの１つ以上の対を含
んでもよい。Ｈ因子またはＣＦＨＲ５のアレル特異的オリゴヌクレオチドは、Ｈ因子また
はＣＦＨＲ５の遺伝子のコード（エキソン）または非コード（プロモーター、５’非翻訳
、イントロンまたは３’非翻訳）領域に由来する配列を含んでもよい。Ｈ因子またはＣＦ
ＨＲ５のアレル特異的オリゴヌクレオチドは基材上に固定化されて提供されてもよい。こ
の基材は、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１４および１５に示される多型、ならびに／また
はＨ因子もしくはＣＦＨＲ５の遺伝子における他の多型（例えば、ＳＮＰデータベースに
おいて見出される上記に列挙した多型を含む）の少なくとも２個、３個、４個、５個、５
個より多く（例えば、少なくとも６個、７個、または８個）を検出するためのＨ因子また
はＣＦＨＲ５のアレル特異的オリゴヌクレオチドプローブを含んでもよい。１つの実施形
態において、このキットはＡＭＤを診断するために使用される。関連する実施形態におい
て、このキットはＨ因子またはＣＦＨＲ５の遺伝子における変異と関連する別の疾患につ
いてスクリーニングするために使用される。
【０２７５】
　このキットは、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子における特異的多型にわたって、または
それに隣接してハイブリダイズする少なくとも１つのＨ因子またはＣＦＨＲ５特異的プラ
イマーを含んでもよい。Ｈ因子またはＣＦＨＲ５特異的プライマーは、Ｈ因子またはＣＦ
ＨＲ５の遺伝子のコード（エキソン）または非コード（プロモーター、５’非翻訳、イン
トロンまたは３’非翻訳）領域に由来する配列を含んでもよい。しばしば、これらのキッ
トは、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子における特異的多型に隣接する核酸の逆鎖にハイブ
リダイズする、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５特異的プライマーの１つ以上の対を含む。適切な
緩衝液および酵素の存在下で、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５特異的プライマー対は、Ｈ因子ま
たはＣＦＨＲ５の遺伝子における特異的多型を増幅する際に有用である。
【０２７６】
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　本開示により指導される当業者には、種々の多型およびハプロタイプを、Ｈ因子関連の
病気を発症する個体の性向を評価するために検出することができることが明らかである。
以下の例および組み合わせは、例示のために提供され、限定のためではない。ある場合に
おいて、アッセイは、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５遺伝子における少なくとも１個、少なくと
も２個、少なくとも３個、少なくとも４個、少なくとも５個または少なくとも６個の多型
部位においてアレルを同定する。ある場合において、アッセイは、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、
１１、１４および１５に列挙されるＨ因子またはＣＦＨＲ５の遺伝子における１個、２個
、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、またはすべての多型においてア
レルを同定する。１つの実施形態において、部位はｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２
；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；およびｒｓ２０３６
７４から選択され；任意にエキソン２２（Ｒ１２０Ｃ）を含む。１つの実施形態において
、部位はｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴ
Ｔ）；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；エキソン１０Ａ
；ｒｓ２０３６７４；ｒｓ３７５０４６から選択され；任意にエキソン２２（Ｒ１２０Ｃ
）を含む。１つの実施形態において、部位はｒｓ３７５３３９４；ｒｓ５２９８２５；ｒ
ｓ８００２９２；イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ３７６６４０４；ｒ
ｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ２２７４７００；ｒｓ２０３６７４；ｒｓ
３７５３３９６；ｒｓ１０６５４８９から選択され；任意にエキソン２２（Ｒ１２０Ｃ）
を含む。１つの実施形態において、部位はｒｓ８００２９２（Ｉ６２Ｖ）；ＩＶＳ　２（
－１８ｉｎｓＴＴ）；ｒｓ１０６１１７０（Ｙ４０２Ｈ）；およびｒｓ２２７４７００（
Ａ４７３Ａ）から選択される。１つの実施形態において、部位はｒｓ９４２７６６１（－
２４９Ｔ＞Ｃ）；ｒｓ９４２７６６２（－２０Ｔ＞Ｃ）；およびｒｓ１２０９７５５０（
Ｐ４６Ｓ）から選択される。好ましい実施形態において、本発明の診断／スクリーニング
アッセイは、Ｈ因子またはＣＦＲＨ５遺伝子における少なくとも２つの多型部位における
アレルを同定する。好ましい実施形態において、本発明の診断／スクリーニングアッセイ
は、Ｈ因子またはＣＦＲＨ５遺伝子における少なくとも３つの多型部位におけるアレルを
同定する。好ましい実施形態において、本発明の診断／スクリーニングアッセイは、Ｈ因
子またはＣＦＲＨ５遺伝子における少なくとも４つの多型部位におけるアレルを同定する
。
【０２７７】
　ある場合において、キットは、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１４および１５に列挙され
るＨ因子またはＣＦＨＲ５の遺伝子における１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個
、８個、９個、１０個、またはすべての多型においてアレルを同定するためのプライマー
またはプローブ（「オリゴヌクレオチド」）を含む。１つの実施形態において、このキッ
トは、以下の多型部位の少なくとも１つにおけるアレルを決定するためのプライマーまた
はプローブを含む：ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１
０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；およびｒｓ２０３６７４；そして任意にエキソン２
２（Ｒ１２０Ｃ）を含む。１つの実施形態において、このキットは、以下の多型部位の少
なくとも１つにおけるアレルを決定するためのプライマーまたはプローブを含む：ｒｓ５
２９８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ３７
６６４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；エキソン１０Ａ；ｒｓ２０３６
７４；ｒｓ３７５０４６；そして任意にエキソン２２（Ｒ１２０Ｃ）を含む。１つの実施
形態において、このキットは、以下の多型部位の少なくとも１つにおけるアレルを決定す
るためのプライマーまたはプローブを含む：ｒｓ３７５３３９４；ｒｓ５２９８２５；ｒ
ｓ８００２９２；イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ３７６６４０４；ｒ
ｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ２２７４７００；ｒｓ２０３６７４；ｒｓ
３７５３３９６；ｒｓ１０６５４８９；そして任意にエキソン２２（Ｒ１２０Ｃ）を含む
。１つの実施形態において、部位はｒｓ８００２９２（Ｉ６２Ｖ）；ＩＶＳ　２（－１８
ｉｎｓＴＴ）；ｒｓ１０６１１７０（Ｙ４０２Ｈ）；およびｒｓ２２７４７００（Ａ４７
３Ａ）から選択される。１つの実施形態において、部位はｒｓ９４２７６６１（－２４９
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Ｔ＞Ｃ）；ｒｓ９４２７６６２（－２０Ｔ＞Ｃ）；およびｒｓ１２０９７５５０（Ｐ４６
Ｓ）から選択される。
【０２７８】
　このキットは、上記の部位の２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ
、または少なくとも６つにおいてアレルを決定するためのプライマーまたはプローブを含
むことができる。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２
９８２５におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプ
ローブは、ｒｓ８００２９２におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、この
プライマーまたはプローブは、ｒｓ３７６６４０４におけるアレルを区別する。１つの実
施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１４７におけるアレル
を区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１
１７０におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプロ
ーブは、ｒｓ２０３６７４におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプ
ライマーまたはプローブは、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）におけるアレルを区別する。
１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒ
ｓ８００２９２におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーま
たはプローブは、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の２
つまたは３つにおけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまた
はプローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つ；ならびにｒ
ｓ３７６６４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３
６７４の少なくとも１つにおけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプラ
イマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、
ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４におけるアレルを区別する。１つの実施形態
において、このプライマーまたはプローブは、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）において、
ならびに（ａ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６
１１４７；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ２０３６７４；ｒｓ５２９８２５　ｒｓ８００２９
２において；（ｂ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の
２つもしくは３つにおいて；ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４
０４、ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の２つ
もしくは３つにおいて；またはｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０
４、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４においてアレルを区別する。１つの実施
形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２
９２の少なくとも１つ；ならびにｒｓ３７６６４０４；、ならびにｒｓ１０６１１４７、
ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の少なくとも１つにおけるアレルを区別する
。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５、ｒｓ
８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４におい
てアレルを区別する。
【０２７９】
　このキットは、上記の部位の２つ、または上記の部位の少なくとも３つにおけるアレル
を決定するためのプライマーまたはプローブを含むことができる。１つの実施形態におい
て、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ８００２９２におけるアレルを区別する。１
つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１７０における
アレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、エキソ
ン２２（Ｒ１２１０Ｃ）におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプラ
イマーまたはプローブは、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）ならびにｒｓ８００２９２なら
びに／またはエキソン２２ならびにｒｓ１０６１１７０およびエキソン２２におけるアレ
ルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ８００
２９２、ｒｓ１０６１１７０およびエキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）におけるアレルを区別
する。
【０２８０】
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　このキットは、上記の部位の２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ
、または少なくとも６つにおいてアレルを決定するためのプライマーまたはプローブを含
むことができる。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２
９８２５におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプ
ローブは、ｒｓ８００２９２におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、この
プライマーまたはプローブは、イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）におけるアレ
ルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ３７６
６４０４におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプ
ローブは、ｒｓ１０６１１４７におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、こ
のプライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１７０におけるアレルを区別する。１つの
実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ２２７４７００におけるアレ
ルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、エキソン１
０Ａにおけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプロー
ブは、ｒｓ２０３６７４におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、このプラ
イマーまたはプローブは、ｒｓ３７５０４６におけるアレルを区別する。１つの実施形態
において、このプライマーまたはプローブは、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）におけるア
レルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２
９８２５およびｒｓ８００２９２におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、
このプライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ
２０３６７４の２つまたは３つにおけるアレルを区別する。１つの実施形態において、こ
のプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２において；イ
ントロン２において、ｒｓ３７６６４０４において、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１
１７０およびｒｓ２０３６７４の２つまたは３つにおいて、ｒｓ２２７４７００において
、エキソン１０Ａにおいて、ならびにｒｓ３７５０４６においてアレルを区別する。１つ
の実施形態において、このプライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００
２９２、イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６
１１７０、ｒｓ２２７４７００、エキソン１０Ａ、ｒｓ２０３６７４、およびｒｓ３７５
０４６においてアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプロ
ーブは、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）において、ならびにｒｓ５２９８２５；ｒｓ８０
０２９２；イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０
６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ２２７４７００；エキソン１０Ａ；ｒｓ２０３６
７４；ｒｓ３７５０４６；ｒｓ５２９８２５；およびｒｓ８００２９２の任意の１つ以上
においてアレルを区別する。１つの実施形態において、このプライマーまたはプローブは
、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）において、ならびに（ａ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１
０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の２つもしくは３つにおいて；（ｂ）ｒｓ５２９８
２５およびｒｓ８００２９２、イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）、ｒｓ３７６
６４０４において、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の
２つもしくは３つ、ｒｓ２２７４７００、エキソン１０Ａ、ｒｓ３７５０４６において；
またはｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ
）、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０、ｒｓ２２７４７００、エキソン１０Ａ、
ｒｓ２０３６７４、およびｒｓ３７５０４６においてアレルを区別する。
【０２８１】
　１つの実施形態において、このキットは、Ｈ因子遺伝子における少なくとも１つの変異
を検出するためのプローブまたはプライマー、ならびにＣＦＨＲ－５遺伝子における少な
くとも１つの変異を検出するためのプローブまたはプライマーを含む。この実施形態にお
いて、このキットは、Ｈ因子およびＣＦＨＲ－５の遺伝子のいずれかまたは両方における
２つ以上の変異、例えば、２つ、３つまたは４つ以上の変異を検出するためのプローブま
たはプライマーを任意に含む。
【０２８２】
　ハプロタイプを決定するための多数のアッセイ形式が既知であり、これらは本発明に適
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合させることができる。例えば、Ｇｏｅｒｇｅｎｓら、２００４，「Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ　
Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｅｎ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　Ｃｏｍ
ｂｉｎａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｂａｓｉｃ　ＲＥＴ　Ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｗｉｔｈ
　ａ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　Ａｓｓａｙ」Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
５０：１６９３－１６９５；Ｄａｗｓｏｎ、１９８９，「Ｃａｒｒｉｅｒ　ｉｄｅｎｔｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｙｓｔｉｃ　ｆｉｂｒｏｓｉｓ　ｂｙ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａ
ｎｔ　ＤＮＡ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ．」Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎ　Ｐｒｏｃ　６４：３２５
－３４；Ｌｅｅら、２００５，「Ｇｅｎｅ　ＳＮＰｓ　ａｎｄ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉ
ｎ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｅｓｔｉｎｇ：ｈａｐｌｏｔｙｐｅ－ｂａｓ
ｅｄ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ．」Ｍｕｔａｔ　Ｒｅｓ．５７３：１
９５－２０４を参照のこと。
【０２８３】
　１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは以下においてアレルを区別する
：（ａ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４
７；ｒｓ１０６１１７０；およびｒｓ２０３６７４のいずれか１つ以上；（ｂ）イントロ
ン２（ＩＶＳ２もしくはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ２２７４７００；エキソン１０Ａ；およびｒ
ｓ３７５０４６のいずれか１つ以上；（ｃ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の
一方もしくは両方；（ｄ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６
７４の１つ以上；（ｅ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つ；な
らびにｒｓ３７６６４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒ
ｓ２０３６７４の少なくとも１つ；（ｆ）少なくともｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９
２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０、およびｒｓ２０３６７４；（ｇ）エキソ
ン２２（Ｒ１２１０Ｃ）；（ｈ）エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）および（ａ）～（ｇ）の
いずれか；または（ｉ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒ
ｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ２０３６７４；イントロン２（ＩＶＳ２も
しくはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ２２７４７００；エキソン１０Ａ；ｒｓ３７５０４６；および
エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）のいずれか１つ以上、ならびにｒｓ９４２７６６１、ｒｓ
９４２７６６２およびｒｓ１２０９７５５０のいずれか１つ以上。１つの実施形態におい
て、このキットは、デバイスの状況において以下に列挙される部位におけるアレルの任意
の組み合わせを区別するために十分なオリゴヌクレオチドを含む。
【０２８４】
　このキットは、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５ポリペプチドを特異的に認識する抗体を含んで
もよい。このＨ因子またはＣＦＨＲ５に特異的な抗体は、正常な機能的Ｈ因子もしくはＣ
ＦＨＲ５ポリペプチド、または、１つ以上の非同義語一ヌクレオチド変異多型（ＳＮＰ）
がＨ因子もしくはＣＦＨＲ５コード領域に存在する変異体Ｈ因子もしくはＣＦＨＲ５ポリ
ペプチドを認識し得る。
【０２８５】
　ＸＩＩ．診断デバイス
　診断方法、予後診断方法、薬物スクリーニング方法、および他の方法のために有用であ
るデバイスおよび試薬が提供される。１つの局面において、１つ以上のＨ因子および／ま
たはＣＦＨＲ５の多型部位に特異的な固定化プライマーまたはプローブを含むデバイスが
提供される。１つの実施形態において、Ｈ因子および／またはＣＦＨＲ５の多型部位は、
ＡＭＤと関連すると本明細書で記載されているものである。
【０２８６】
　１つの局面において、１つ以上のＨ因子および／またはＣＦＨＲ５の遺伝子産物（ポリ
ヌクレオチドまたはタンパク質）に特異的な固定化プライマーまたはプローブを含むデバ
イスが提供される。プライマーまたはプローブは、ポリヌクレオチド（例えば、特異的多
型部位へのハイブリダイゼーションに基づいて）またはポリペプチド（例えば、変異体ポ
リペプチドへの特異的結合に基づいて）に結合することができる。
【０２８７】
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　１つの実施形態において、複数の（少なくとも２つ、通常は少なくとも３つ以上の）異
なるプライマーまたはプローブが固定化されているアレイ形式が使用される。「アレイ」
という用語は、その通常の意味において使用され、通常は基材に固定化されている複数の
プライマーまたはプローブの各々が、例えば、基材上の規定された位置（アドレス）を有
することを意味する。アレイ上のプライマーまたはプローブの数は、デバイスの性質およ
び用途に依存して変化し得る。例えば、ディップスティック形式アレイは、わずか２つの
別個のプライマーまたはプローブを有することができるが、通常は、３つ以上のプライマ
ー、しばしばさらに多くが存在する。表面に核酸を結合するための１つの方法は、高密度
オリゴヌクレオチドアレイを作製することによる（Ｆｏｄｏｒら、１９９１，Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２５１：７６７－７３；Ｌｏｃｋｈａｒｔら、１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ　１４：１６７５；ならびに米国特許第５，５７８，８３２号；同第５，５５６，
７５２号；および同第５，５１０，２７０号を参照のこと）。ある実施形態において、単
一の固定化プローブを含むデバイスを使用することができることもまた意図される。
【０２８８】
　１つの実施形態において、複数の（少なくとも２つ、通常は少なくとも３つ以上の）異
なるプライマーまたはプローブが固定化されているアレイ形式が使用される。「アレイ」
という用語は、その通常の意味において使用され、通常は基材に固定化されている複数の
プライマーまたはプローブの各々が、例えば、基材上の規定された位置（アドレス）を有
することを意味する。アレイ上のプライマーまたはプローブの数は、デバイスの性質およ
び用途に依存して変化し得る。
【０２８９】
　１つの実施形態において、固定化プローブは、抗体または他のＨ因子もしくはＣＦＨＲ
５結合部分である。
【０２９０】
　本開示により指導される当業者には、種々の多型およびハプロタイプを、Ｈ因子関連の
病気を発症する個体の性向を評価するために検出することができることが明らかである。
以下の例および組み合わせは、例示のために提供され、限定のためではない。ある場合に
おいて、アレイは、表１Ａ、１Ｂ、１Ｃ、１１、１４および１５に列挙されるＨ因子また
はＣＦＨＲ５の遺伝子における１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個
、１０個、またはすべての多型においてアレルを同定するためのプライマーまたはプロー
ブを含む。１つの実施形態において、アレイは、以下の多型部位：ｒｓ５２９８２５；ｒ
ｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ
２０３６７４の少なくとも１つにおけるアレルを決定するためのプライマーまたはプロー
ブを含み、任意にエキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）を含む。１つの実施形態において、アレ
イは、以下の多型部位：ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；イントロン２（ＩＶＳ２
またはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；
エキソン１０Ａ；ｒｓ２０３６７４：ｒｓ３７５０４６の少なくとも１つにおけるアレル
を決定するためのプライマーまたはプローブを含み、任意にエキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ
）を含む。１つの実施形態において、アレイは、以下の多型部位：（ａ）ｒｓ３７５３３
９４；（ｂ）ｒｓ５２９８２５；（ｃ）ｒｓ８００２９２；（ｄ）イントロン２（ＩＶＳ
２またはｉｎｓＴＴ）；（ｅ）ｒｓ３７６６４０４；（ｆ）ｒｓ１０６１１４７；（ｇ）
ｒｓ１０６１１７０；（ｈ）ｒｓ２２７４７００；（ｉ）ｒｓ２０３６７４；（ｊ）ｒｓ
３７５３３９６；（ｊ）ｒｓ１０６５４８９の少なくとも１つにおけるアレルを決定する
ためのプライマーまたはプローブを含み、任意にエキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）を含む。
１つの実施形態において、アレイは、以下の多型部位：ｒｓ８００２９２（Ｉ６２Ｖ）；
ＩＶＳ　２（－１８ｉｎｓＴＴ）；ｒｓ１０６１１７０（Ｙ４０２Ｈ）；およびｒｓ２２
７４７００（Ａ４７３Ａ）の少なくとも１つにおけるアレルを決定するためのプライマー
またはプローブを含む。１つの実施形態において、アレイは、以下の多型部位：ｒｓ９４
２７６６１（－２４９Ｔ＞Ｃ）；ｒｓ９４２７６６２（－２０Ｔ＞Ｃ）；およびｒｓ１２
０９７５５０（Ｐ４６Ｓ）の少なくとも１つにおけるアレルを決定するためのプライマー
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またはプローブを含む。
【０２９１】
　アレイは、上記の部位の２個、少なくとも３個、少なくとも４個、少なくとも５個また
は少なくとも６個におけるアレルを決定するプライマーまたはプローブを含むことができ
る。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５における
アレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ８００
２９２におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブ
は、ｒｓ３７６６４０４におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマ
ーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１４７におけるアレルを区別する。１つの実施形態に
おいて、プライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１７０におけるアレルを区別する。
１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ２０３６７４におけるアレ
ルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、エキソン２２（
Ｒ１２１０Ｃ）におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたは
プローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２におけるアレルを区別する。１つ
の実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１
１７０およびｒｓ２０３６７４の２つまたは３つにおけるアレルを区別する。１つの実施
形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２
において、ｒｓ３７６６４０４において、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およ
びｒｓ２０３６７４の２つまたは３つにおいてアレルを区別する。１つの実施形態におい
て、プライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６
４０４、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４におけるアレルを区別する。１つの
実施形態において、プライマーまたはプローブは、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）におい
て、およびｒｓ５２９８２５において；ｒｓ８００２９２において；ｒｓ３７６６４０４
において；ｒｓ１０６１１４７において；ｒｓ１０６１１７０において；ｒｓ２０３６７
４において；ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２において；ｒｓ１０６１１４７、
ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の２つもしくは３つにおいて；ｒｓ５２９８
２５およびｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、およびｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１
０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の２つもしくは３つにおいて；またはｒｓ５２９８
２５、ｒｓ８００２９２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６
７４においてアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは
、（ａ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒｓ１０６１１４
７；ｒｓ１０６１１７０；およびｒｓ２０３６７４のいずれか１つ以上；（ｂ）イントロ
ン２（ＩＶＳ２もしくはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ２２７４７００；エキソン１０Ａ；およびｒ
ｓ３７５０４６のいずれか１つ以上；（ｃ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の
一方もしくは両方；（ｄ）ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６
７４の１つ以上；（ｅ）ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２の少なくとも１つ；な
らびにｒｓ３７６６４０４；ならびにｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒ
ｓ２０３６７４の少なくとも１つ；（ｆ）少なくともｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９
２、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０、およびｒｓ２０３６７４；（ｇ）エキソ
ン２２（Ｒ１２１０Ｃ）；（ｈ）エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）および（ａ）～（ｇ）の
いずれか；または（ｉ）ｒｓ５２９８２５；ｒｓ８００２９２；ｒｓ３７６６４０４；ｒ
ｓ１０６１１４７；ｒｓ１０６１１７０；ｒｓ２０３６７４；イントロン２（ＩＶＳ２も
しくはｉｎｓＴＴ）；ｒｓ２２７４７００；エキソン１０Ａ；ｒｓ３７５０４６；および
エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）のいずれか１つ以上、ならびにｒｓ９４２７６６１、ｒｓ
９４２７６６２およびｒｓ１２０９７５５０のいずれか１つ以上においてアレルを区別す
る。
【０２９２】
　アレイは、上記の部位の２個、少なくとも３個、少なくとも４個、少なくとも５個また
は少なくとも６個におけるアレルを決定するプライマーまたはプローブを含むことができ
る。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５における
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アレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ８００
２９２におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブ
は、イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）におけるアレルを区別する。１つの実施
形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ３７６６４０４におけるアレルを区別
する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１４７にお
けるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ１
０６１１７０におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプ
ローブは、エキソン１０Ａにおけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライ
マーまたはプローブは、ｒｓ２２７４７００におけるアレルを区別する。１つの実施形態
において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ２０３６７４におけるアレルを区別する。
１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ３７５０４６におけるアレ
ルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、エキソン２２（
Ｒ１２１０Ｃ）におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまたは
プローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２におけるアレルを区別する。１つ
の実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１
１７０およびｒｓ２０３６７４の２つまたは３つにおけるアレルを区別する。１つの実施
形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２
において、イントロン２において、ｒｓ３７６６４０４において、ｒｓ１０６１１４７、
ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の２つまたは３つにおいて、エキソン１０Ａ
において、ｒｓ２２７４７００において、ならびにｒｓ３７５０４６において、アレルを
区別する。１つの実施形態において、プライマーまたはプローブは、ｒｓ５２９８２５、
ｒｓ８００２９２、イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）、ｒｓ３７６６４０４、
ｒｓ１０６１１７０、エキソン１０Ａ、ｒｓ２２７４７００、ｒｓ２０３６７４、および
ｒｓ３７５０４６におけるアレルを区別する。１つの実施形態において、プライマーまた
はプローブは、エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）において、ならびに、ｒｓ５２９８２５に
おいて；ｒｓ８００２９２において；イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）におい
て；ｒｓ３７６６４０４において；ｒｓ１０６１１４７において；ｒｓ１０６１１７０に
おいて；ｒｓ２２７４７００において、エキソン１０Ａにおいて；ｒｓ２０３６７４にお
いて；ｒｓ３７５０４６において；ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２において；
ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０およびｒｓ２０３６７４の２つまたは３つにお
いて；ｒｓ５２９８２５およびｒｓ８００２９２、イントロン２（ＩＶＳ２またはｉｎｓ
ＴＴ）、ｒｓ３７６６４０４において；ｒｓ１０６１１４７、ｒｓ１０６１１７０および
ｒｓ２０３６７４、ｒｓ２２７４７００、エキソン１０Ａ、およびｒｓ３７５０４６の２
つもしくは３つにおいて；またはｒｓ５２９８２５、ｒｓ８００２９２、イントロン２（
ＩＶＳ２またはｉｎｓＴＴ）、ｒｓ３７６６４０４、ｒｓ１０６１１７０、ｒｓ２２７４
７００、エキソン１０Ａ、ｒｓ２０３６７４、およびｒｓ３７５０４６のいずれかにおい
てアレルを区別する。１つの実施形態において、このデバイスは、キットの状況において
上記に列挙される部位におけるアレルの任意の組み合わせを区別する。
【０２９３】
　１つの実施形態において、基材は、約１０００個未満の別個のプライマーまたはプロー
ブ、しばしば約１００個未満の別個のプライマーまたはプローブ、約５０個未満の別個の
プライマーまたはプローブ、または約１０個未満の別個のプライマーまたはプローブを含
む。この状況において使用される場合、プライマーは、２つのプライマーが同じポリヌク
レオチド（すなわち、異なる遺伝子についてのｃＤＮＡプライマーなど）に特異的に結合
しない場合に２つ目のプライマーとは「別個である」。この状況において使用される場合
、プローブは、２つのプローブが同じポリペプチドまたはポリヌクレオチド（すなわち、
異なる遺伝子についてのｃＤＮＡプローブなど）に特異的に結合しない場合に２つ目のプ
ローブとは「別個である」。プライマーまたはプローブはまた、同じ遺伝子の異なるアレ
ル（すなわち、ＣＦＨまたはＣＦＨＲ５）を認識する場合に、別個であると記載されても
よい。従って、１つの実施形態において、本発明の診断デバイスは、ＣＦＨのみ、ＣＦＨ
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Ｒ５のみ、ＣＦＨおよびＣＦＨＲ５のみ、またはＣＦＨ、ＣＦＨＲ５、ならびに２０個ま
で、好ましくは１０個まで、または好ましくは５個までのＣＦＨおよび／またはＣＦＨＲ
５以外の遺伝子のアレルを検出する。すなわち、このデバイスは、ＡＭＤおよび関連する
補体関連疾患についてのスクリーニングに特に適している。１つの実施形態において、こ
のデバイスは、ＣＦＨおよび／またはＣＦＨＲ１～５の１つ以上のみを認識するプライマ
ーまたはプローブを含む。関連する実施形態において、このデバイスは、２０個まで、好
ましくは１０個まで、または好ましくは５個までのＣＦＨまたはＣＦＨＲ１～５以外の遺
伝子のためのプライマーまたはプローブを含む。
【０２９４】
　１つの実施形態において、固定化プライマーは、Ｈ因子またはＣＨＲＦ５の遺伝子中の
多型部位においてアレル間を区別することができるアレル特異的プライマーである。Ｈ因
子遺伝子中の多型部位におけるアレルを同定するための例示的なアレル特異的プライマー
は、表１６Ａに示される。固定化アレル特異的プライマーは、プライマーに対して相補的
である配列を有する、ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれかである核酸に優先的にハイブリダイ
ズする。ハイブリダイゼーションは、蛍光検出を伴う一塩基伸長、オリゴヌクレオチドラ
イゲーションアッセイなどを含む、種々の方法によって検出されてもよい（Ｓｈｉ，Ｍ．
Ｍ．、２００１，「Ｅｎａｂｌｉｎｇ　ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ｐｈａｒｍａｃｏｇｅ
ｎｅｔｉｃ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｂｙ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｍｕｔａｔｉｏ
ｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ」
Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４７（２）：１６４－１７２を参照のこと）。多型部位を検出する
ためのマイクロアレイに基づくデバイスは市販されており、これには、Ａｆｆｙｍｅｔｒ
ｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃａｌａｒ，ＣＡ）、Ｐｒｏｔｏｇｅｎｅ（Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ，
ＣＡ）、Ｇｅｎｏｍｅｔｒｉｘ（Ｔｈｅ　Ｗｏｏｄｌａｎｄ，ＴＸ）、Ｍｏｔｏｒｏｌａ
　ＢｉｏＣｈｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｎｏｒｔｈｂｒｏｏｋ，ＩＬ）、およびＰｅｒｌｅ
ｇｅｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）が含まれる。
【０２９５】
　１つの実施形態において、固定化プローブは、Ｈ因子またはＣＦＨＲ５の遺伝子中の多
型部位においてアレル間を区別することができるアレル特異的プローブである。Ｈ因子遺
伝子中の多型部位におけるアレルを同定するための例示的なアレル特異的プローブは、表
１６Ｂに示される。固定化アレル特異的プローブは、プローブに対して相補的である配列
を有する、ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれかである核酸に優先的にハイブリダイズする。ハ
イブリダイゼーションは、ハイブリダイズした核酸の蛍光を含む、種々の方法によって検
出されてもよい（Ｓｈｉ，Ｍ．Ｍ．、２００１，Ｅｎａｂｌｉｎｇ　ｌａｒｇｅ－ｓｃａ
ｌｅ　ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｂｙ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕ
ｇｈｐｕｔ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４７（２）：１６４－１７２を参照の
こと）。多型部位を検出するためのマイクロアレイに基づくデバイスは市販されており、
これには、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃａｌａｒ，ＣＡ）、Ｐｒｏｔｏｇｅｎ
ｅ（Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ，ＣＡ）、Ｇｅｎｏｍｅｔｒｉｘ（Ｔｈｅ　Ｗｏｏｄｌａｎｄ
，ＴＸ）、Ｍｏｔｏｒｏｌａ　ＢｉｏＣｈｉｐ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｎｏｒｔｈｂｒｏｏｋ
，ＩＬ）、およびＰｅｒｌｅｇｅｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，
ＣＡ）が含まれる。
【０２９６】
　特定の実施形態において、特定のＳＮＰおよび変異のために特異的なプローブまたはプ
ライマーは、本発明のキットまたはデバイスから除外される。例えば、ある実施形態にお
いて、以下のＳＮＰの１つ以上を含まないキットまたはデバイスは除外することができる
：（ｉ）ｒｓ５２９８２５；（ｉｉ）ｒｓ９００２９２；（ｉｉｉ）イントロン２（ＩＶ
Ｓ２またはｉｎｓＴＴ）；（ｉｖ）ｒｓ３７６６４０４；（ｖ）ｒｓ１０６１１４７；（
ｖｉ）ｒｓ１０６１１７０；（ｖｉｉ）ｒｓ２２７４７００；（ｖｉｉｉ）エキソン１０
Ａ；（ｉｘ）ｒｓ２０３６７４；（ｘ）ｒｓ３７５０４６；（ｘｉ）ｒｓ３７５３３９６
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；（ｘｉｉ）ｒｓ１０６５４８９；または（ｘｉｉｉ）エキソン２２（Ｒ１２１０Ｃ）。
【実施例】
【０２９７】
　ＸＩＩＩ．実施例
　実施例１
　Ｈ因子遺伝子における共通のハプロタイプ（ＨＦ１／ＣＦＨ）は個体を加齢性黄斑変性
に対して素因化する
　加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）は、先進国における高齢者の不可逆的な失明の最も頻繁な原
因であり、世界中で５千万人を超える個人に罹患している。本発明者らの以前の研究は、
ＡＭＤの特徴的な病変である、眼ドルーゼンの形成における代替補体経路の活性化を関連
付けた。本発明者らはまた、ＡＭＤ患者における黄斑ドルーゼンが、補体カスケードの代
替経路の制御されない活性化によって特徴付けられる疾患であるＩＩ型膜性増殖性糸球体
腎炎（ＭＰＧＮＩＩ）を有する患者における早期の年齢において形成するものと区別不可
能であることを示した。ここで本発明者らは、代替補体経路の主要な阻害剤であるＨ因子
タンパク質（ＨＦ１）が、ドルーゼン中に蓄積し、網膜色素上皮によって局所的に合成さ
れることを示す。以前の連鎖分析は染色体１ｑ２５－３２を同定し、これは、主要なＡＭ
Ｄ感受性遺伝子座としてＨ因子遺伝子（ＨＦ１／ＣＦＨ）を有する。本発明者らは、約９
００例のＡＭＤの症例および４００例の適合させた対照から構成される２つの独立するコ
ホート中の遺伝子の変異について、ＨＦ１を分析した。本発明者らは、これらのコホート
中で、ＡＭＤとの８つの共通のＨＦ１　ＳＮＰの高度に有意な関連性を見出している；２
つの共通のミスセンス変異体は、高度に有意な関連性を示す（Ｉ６２Ｖ；χ２＝３６．１
、ｐ＝３．２×１０－７およびＹ４０２Ｈ；χ２＝５４．４、ｐ＝１．６×１０－１３）
。ハプロタイプ分析は、複数のＨＦ１変異体がＡＭＤのリスクの増加または減少のいずれ
かを付与することを示唆する。１つの共通のアットリスクハプロタイプは、ＡＭＤの症例
の４９％の頻度で存在し、対照において２６％の頻度で存在する（ＯＲ＝２．６７、９５
％ＣＩ［１．８０－２．８５］）。このハプロタイプについてのホモ接合性は症例の２２
．１％、および対照の５．１％を占める（ＯＲ＝５．２６、９５％ＣＩ［２．８４－９．
７６］）。いくつかの防御的ハプロタイプもまた同定される（ＯＲ＝０．４４－０．５５
）。これらのデータをさらに強化するのは、７０％のＭＰＧＮＩＩ患者におけるリスクハ
プロタイプの発見である。本発明者らは、補体系の調節因子における遺伝子によってあら
かじめ決定された変異が、感染などの誘発性の事象と組み合わされたときに、ヒト集団に
おけるＡＭＤの主要な割合の根底にあることを示唆する。
【０２９８】
　序論
　加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）は、６０歳を超えた個人の１５％に罹患し、または６億人の
個人が見積もられている、先進国における不可逆的な失明の主要な原因である（Ｋｌｅｉ
ｎら、２００４；ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎら、２００３を参照のこと）。ＡＭＤは、神経
網膜とその下にある脈絡膜との間の界面で発生する変性的かつ新生血管性の変化に起因す
る中心視の進行性の喪失によって特徴付けられる。この位置には光受容体、隣接する網膜
色素上皮（ＲＰＥ）、ブルーフ膜、ＢＭとして知られる基底膜複合体、および脈絡膜毛細
血管のネットワークが存在する。
【０２９９】
　現在広く行き渡っている見解は、ＡＭＤは、複数の遺伝的および環境的リスク因子の相
互作用に起因されるべき複雑な障害であるということである（Ｋｌｅｉｎら、２００３；
Ｔｕｏら、２００４）。家族集積性研究は、遺伝子成分は症例の２５％もにおいて同定す
ることができることを示す（Ｋｌａｖｅｒら、１９９８）。このようにして、ＡＭＤは、
単一遺伝子障害の蓄積ではなく、むしろ、複数の感受性遺伝子座の相互作用の産物である
らしい。関与する遺伝子座の数、付与される起因し得るリスク、および種々の遺伝子座間
の相互作用は不明瞭なままである。
【０３００】
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　連鎖分析および候補遺伝子スクリーニングは、ＡＭＤの遺伝学に限られた洞察を提供し
てきた。リスクの増加を伴う１つの遺伝子、ＡＢＣＡ４（Ａｌｌｉｋｍｅｔｓら、１９９
７；Ａｌｌｉｋｍｅｔｓ、２０００）およびリスクの減少を伴う１つの遺伝子、ＡｐｏＥ
４（Ｋｌａｖｅｒら、１９９８、Ｓｏｕｉｅｄら、１９９８）の信頼できる関連性が報告
されてきた。いくつかのグループは、ゲノム規模での連鎖分析の結果を報告している（Ｔ
ｕｏら、２００４；Ｗｅｅｋｓら、２００１）。今日まで、特定の染色体領域、１ｑ２５
－ｑ３１に対する１つのＡＭＤ表現型（ＡＲＭＤ１：ＭＩＭ　６０３０７５）の連鎖が実
証されている（Ｋｌｅｉｎら、１９９８）。Ｆｉｂｌ６としても知られるＨＥＭＩＣＥＮ
ＴＩＮ－１は、原因遺伝子であることが暫定的に同定されてきたが（Ｓｃｈｕｌｔｚら、
２００３）、これは有意な疾患負荷を説明しない（Ａｂｅｃａｓｉｓら、２００４；　Ｈ
ａｙａｓｈｉら、２００４）。いくつかのグループによる染色体１ｑ上の重複する遺伝子
座の同定（Ｗｅｅｋｓら、２００１；Ｉｙｅｎｇａｒら、２００３）は、この遺伝子座が
主要なＡＭＤ関連遺伝子を保有していると思われることを示す。
【０３０１】
　ＡＭＤ、ならびにアルツハイマー病（Ａｋｉｙａｍａら、２０００）、アテローム性動
脈硬化症（Ｔｏｒｚｅｗｓｋｉら、１９９７）および糸球体腎炎（Ｓｃｈｗｅｒｔｚら、
２００１）などの多くの他の疾患において、特徴的な病変および沈着が疾患の機序および
疾患の進行に寄与する。これらの疾患の分子的な機序は多様であり得るが、沈着は、部分
的には、局所的な炎症、および生得的な免疫系における宿主防御の主要な要素である補体
カスケードの活性化に起因する、多くの共有される分子成分を含む。ドルーゼンは初期の
ＡＭＤと関連する特徴的な沈着であり、最近の研究は、それらの形成において、局所的炎
症および補体カスケードの活性化を同様に関連付けてきた（Ｈａｇｅｍａｎら、１９９９
；Ｅｓｐｉｎｏｓａ－Ｈｅｉｄｍａｎら、２００３）。ドルーゼンは、種々の補体の活性
化因子、阻害因子、活性化特異的補体フラグメント、および終末経路の成分を含み、これ
には、膜攻撃複合体（ＭＡＣ）、補体活性化の結果として形成された溶解複合体が含まれ
る。ＭＡＣは、宿主細胞および組織ならびに外来性病原体に対して致死的となり得る。
【０３０２】
　補体の代替活性化経路の制御されない全身的な活性化によって特徴付けられるまれな腎
臓疾患であるＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎（ＭＰＧＮＩＩ）を有する多くの個体もまた、
ＡＭＤにおけるものと組成および外見において区別できない、黄斑における眼ドルーゼン
を発症する（Ｍｕｌｌｉｎｓら、２００１；Ｏ’Ｂｒｉｅｎら、１９９３；ＭｃＡｖｏｙ
ら、２００４）。さらに、ＭＰＧＮＩＩと診断された１人の患者は、補体活性化の代替経
路の主要な阻害因子であるＨＦ１（ＨＦ１）に変異を有する（Ｚｉｐｆｅｌ、私信）。さ
らに、関連する障害であるＭＰＧＮＩＩＩを有するいくつかの大家族における個体は、Ａ
ＭＤについてのゲノム規模の連鎖研究において同定された遺伝子座に重なる、１ｑ３１－
３２にマッピングされた染色体の領域（Ｎｅａｒｙら、２００２）への連鎖を示す。まと
めると、これらの知見は、ＨＦ１がＡＭＤおよびＭＰＧＮＩＩの発症に関与するか否かを
試験するための推進力を提供した。
【０３０３】
　本研究において、本発明者らは、ＡＭＤおよびＭＰＧＮＩＩ患者および適合させられた
対照におけるＨＦ１配列変異体の頻度を決定し、そして疾患表現型とのそれらの関連を分
析した。本発明者らはまた、正常ドナーおよびＡＭＤドナーからの黄斑ＲＰＥ－脈絡膜複
合体において、ＨＦ１転写およびＨＦ１タンパク質の分布を試験した。
【０３０４】
　方法
　患者、表現型決定およびＤＮＡ－２つの独立したＡＭＤ症例の群および年齢を適合させ
た対照をこの研究に使用した。すべての参加した個体は、６０歳を超えたヨーロッパアメ
リカ人血統であり、インフォームドコンセントに従ってＩＲＢ認可プロトコールの下で登
録された。これらの群は、アイオワ大学からの臨床的に記録されたＡＭＤを有する４０４
例の血縁関係のない患者（平均年齢７９．５±７．８歳）および１３１例の血縁関係のな
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い対照患者（平均年齢７８．４±７．４歳；年齢および民族によって適合させた）、なら
びにコロンビア大学からの臨床的に記録されたＡＭＤを有する５５０例の血縁関係のない
患者（平均年齢７１．３２±８．９歳）および２７５例の血縁関係のない、年齢および民
族によって適合させた対照患者（平均年齢６８．８４±８．６歳）から構成された。患者
は、網膜フェローシップ訓練された眼科医による間接検眼鏡検査および細隙灯顕微鏡検査
によって調べた。
【０３０５】
　Ｃａｒｏｌｉｎｅ　Ｋｌａｖｅｒ博士、および後にはＫｌａｖｅｒ博士によって訓練さ
れた個人が、標準化された国際分類システムに従って、両方の機関において基底部の写真
を等級付けした（Ｂｉｒｄら、１９９５）。対照患者は、彼らが黄斑疾患のいかなる際立
った徴候も示さず、またはＡＭＤの既知の家族歴を有しなかった場合に、選択されかつ含
められた。ＡＭＤ患者は、彼らが研究に参加した時点での彼らの最も重篤な眼の分類に基
づいて、以下の表現型のカテゴリーに下位分類された－初期ＡＭＤ（ｅＡＭＤ）、地図状
萎縮症（ＧＡ）、および滲出性（ＣＮＶ）ＡＭＤ。アイオワ大学のｅＡＭＤおよびＧＡの
症例は、さらに、別個の表現型（ＲＰＥ変化単独、＞１０黄斑硬性ドルーゼン、黄斑軟性
ドルーゼン、ＢＢ（表皮）ドルーゼン、ＰＥＤ、「チェロキー」萎縮症、半島地図状萎縮
症、およびパターン地図状萎縮症）に下位分類された。すべての症例についての最初期の
記録可能な表現型もまた、分析において記録および利用した。
【０３０６】
　ゲノムＤＮＡは、ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｂｌｏｏｄ　Ｍａｘｉキット（Ｑｉａｇｅｎ
，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）を使用して、症例および対照の被験体から採取した末梢血白
血球から生成した。
【０３０７】
　ラパヌイ－ｔｈｅ　Ｕｎｉｄａｄ　ｄｅ　Ｂｉｏｅｔｉｃａ，Ｍｉｎｉｓｔｅｒｉｏ　
ｄｅ　Ｓａｌｕｄ（Ｓａｎｔｉａｇｏ，Ｃｈｉｌｅ）によって認可されたインフォームド
コンセントプロセスに従って、４４７名（６６％女性；３４％男性）のイースター島住民
に、拡張眼底検査を含んだ完全な眼の検査を受診させた。医学的な家族歴および眼科歴が
取られ、地域の医師および地域社会の指導者からの記録および援助を使用して、被験体の
民族性を分類した。これらの試験した患者の４９％が純粋なラパヌイであり、９％は混血
であり（ラパヌイおよびヨーロッパ人、チリ人、マピューチおよび／または最近のポリネ
シア人の混血）、４２％が大陸系（大部分がチリ系ヨーロッパ人）であった。末梢静脈血
および血清を、高齢の２０１例の個体から採取した；これらの個体のうち１１４例が純粋
なラパヌイであった（１０８例は＞５０歳；８９例は＞６０歳）。６５歳より上である、
６０例の純粋なラパヌイ住民および１３例のチリ人居住者からのＤＮＡを本研究において
使用した。
【０３０８】
　ヒトドナーの眼－ヒドドナーの眼を、ｔｈｅ　Ｉｏｗａ　Ｌｉｏｎｓ　Ｅｙｅ　Ｂａｎ
ｋ（Ｉｏｗａ　Ｃｉｔｙ，ＩＡ）、ｔｈｅ　Ｏｒｅｇｏｎ　Ｌｉｏｎｓ　Ｅｙｅ　Ｂａｎ
ｋ（Ｐｏｒｔｌａｎｄ，ＯＲ）およびｔｈｅ　Ｃｅｎｔｒａｌ　Ｆｌｏｒｉｄａ　Ｌｉｏ
ｎｓ　Ｅｙｅ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｂａｎｋ（Ｔａｍｐａ，ＦＬ）から、死亡の５時
間以内に入手した。これらの肉眼的病理特徴、ならびに、利用可能な場合、基底部写真お
よび血管造影図を、網膜の専門家によって読み取りかつ分類した。基底部を、国際的ＡＭ
Ｄ等級付けシステム（Ｂｉｒｄら、１９９５）の改変バージョンに従って、少なくとも２
名の個人によって等級付けした。
【０３０９】
　総ＲＮＡを、網膜、ＲＰＥ／脈絡膜、および眼に由来するＲＰＥ細胞から、ＲＮｅａｓ
ｙ　Ｍｉｎｉキット（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）を使用して調製した。ゲ
ノムＤＮＡは、ＱｉａＳｈｒｅｄｄｅｒ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）を使
用して剪断し、残渣のゲノムＤＮＡはＤＮＡｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて消化した。
ＲＮＡの完全性は、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒを使用して評価した。　　
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【０３１０】
　臨床的にＡＭＤであると実証された３８例の血縁関係のないドナーに由来するＤＮＡ（
平均年齢８１．５±８．６）、および１９例の血縁関係のない対照ドナー（平均年齢８０
．５±８．８；年齢および民族性を適合させた）をＳＳＣＰ分析のため、および潜在的な
遺伝子型－表現型相関を評価するために利用した。
【０３１１】
　免疫組織化学－鋸状縁および黄斑を含む後極のくさび状生検（ｗｅｄｇｅｓ）を固定し
、以前に記載されたように処理した（Ｈａｇｅｍａｎら、１９９９）。ある後極は事前の
固定なしでＯＣＴ中に直接的に包埋した。組織を、クライオスタット上で６～８μｍの厚
さに切片化し、免疫標識を以前に記載されたように実施した（Ｈａｇｅｍａｎら、１９９
９）。隣接する切片を、対照に供するために、二次抗体単独とインキュベートした。いく
つかの免疫標識試料を調製し、以前に記載されたように共焦点レーザー走査顕微鏡によっ
て観察した（Ａｎｄｅｒｓｏｎら、２００２）。
【０３１２】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）－第１鎖ｃＤＮＡを、総ＲＮＡから、Ｓｕｐｅｒｓｃ
ｒｉｐｔ逆転写酵素（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ）およびランダムヘキサマーを使用して合成し
た。ＰＣＲ反応は、以下のプライマーセットを使用して実行した：ＦＨ１（エキソン８か
らエキソン１０まで）５’－ＧＡＡＣＡＴＴＴＴＧＡＧＡＣＴＣＣＧＴＣ－３’［配列番
号３２４］および５’－ＡＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＴＴＣＣＣＡＣ－３’［配列番号３２５
］；ＦＨ１（エキソン９からエキソン１０まで）５’－ＴＣＣＴＧＧＣＴＡＣＧＣＴＣＴ
ＴＣ－３’［配列番号３２６］および５’－ＡＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＴＴＣＣＣＡＣ－３
’［配列番号３２５］；ＨＦＬ１（エキソン８からエキソン１０まで）５’－ＴＣＣＧＴ
ＣＡＧＧＡＡＧＴＴＡＣＴＧＧ－３’［配列番号３２７］および５’－ＡＧＴＣＡＣＣＡ
ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＣＣ－３’［配列番号３２８］；ＨＦＬ１（エキソン９からエキソ
ン１０まで）、５’－ＧＧＣＴＡＣＧＣＴＣＴＴＣＣＡＡＡＡＧ－３’［配列番号３２９
］および５’－ＡＧＴＣＡＣＣＡＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＣＣ－３’［配列番号３３０］。
ＰＣＲプライマー（ＩＤＴ，Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ，ＩＡ）は、ＭａｃＶｅｃｔｏｒソフ
トウェア（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を使用して設計した。反応パラメーターは、９４
℃で３分間の１サイクル、９４℃で４５秒間、５１．４℃（ＦＨ１）／５５℃（ＨＦＬ１
）で１分間、７２℃で１分間の４０サイクル、および７２℃で３分間の１サイクルであっ
た。ＰＣＲ産物は２％アガロースゲル上で泳動させ、Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ（登録商
標）ソフトウェア（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）を伴うＧｅｌ　Ｄｏｃ　
２０００（商標）Ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍを使用して記録した。
【０３１３】
　マイクロアレイ分析：ＤＮＡマイクロアレイ分析は、死亡の５時間未満に採取したネイ
ティブなヒトＲＰＥまたはＲＰＥ－脈絡膜複合体から抽出した（ＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉ
キット，Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）総ＲＮＡを使用して実施した。３つの
異なるプラットフォーム：１８，３８０個の非重複ＤＮＡマイクロアレイ（Ｉｎｃｙｔｅ
　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ；Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
遺伝子チップシステム；および全ヒトゲノムまたはヒト１Ａ　Ｖ２オリゴ－マイクロアレ
イ（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）を使用した。個々のプロト
コールは、製造業者の説明書に従った。Ｉｎｃｙｔｅ分析のために、黄斑および中央の末
梢領域の６ｍｍパンチに由来するｃＤＮＡを、ランダムプライミング反応において３３－
Ｐで標識し、精製し、１８，３８０個の非重複ｃＤＮＡを含むナイロンベースのアレイに
ハイブリダイズした。メンブレンをリン画像化し、シグナルを標準化し、データを、Ｇｅ
ｎｏｍｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙソフトウェアパッケージを使用して分析した。Ａｆｆｙｍ
ｅｔｒｉｘ分析については、ＲＰＥおよびＲＰＥ／脈絡膜（６～８ｍｍ黄斑および末梢パ
ンチ）ｃＲＮＡを、標準的なプロトコールを使用して、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｇｅｎｅ
Ｃｈｉｐｓ（ＨＧ－Ｕ１３３Ａ）に直接的にハイブリダイズした。これらの手順は、流体
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工学ステーションおよびＧｅｎｅＡｒｒａｙスキャナーを備えた、アイオワ大学のＤＮＡ
中核設備によって実施された。Ａｇｉｌｅｎｔデータは、黄斑および中央の末梢領域のパ
ンチから入手した。黄斑および末梢ＲＰＥ／脈絡膜に由来するＣＹ３およびＣＹ５標識さ
れた増幅されたｃＲＮＡは、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｌｏｗ　Ｉｎｐｕｔ　ＲＮＡ増幅キットを
使用して、同じドナーからの黄斑および末梢のＲＮＡを使用して生成した。Ａｇｉｌｅｎ
ｔアレイデータは、３例の正常若年ドナー、３例のＡＭＤドナー、および３例の年齢を適
合させた非ＡＭＤ対照から、ＶｅｒｓＡｒｒａｙスキャナーを使用して収集した；データ
は、ＶｅｒｓＡｒｒａｙ　Ａｎａｌｙｚｅｒソフトウェア（ＢｉｏＲａｄ）を使用して定
量した。各スポットの正味のメジアン強度は、グローバルバックグラウンド減算を使用し
て計算し、データは局所的回帰法を使用して標準化した。
【０３１４】
　変異のスクリーニングおよび分析－ＨＦ１のコード領域および隣接するイントロン領域
（転写されて短縮型ＦＨＬ１アイソフォームを生成するエキソン１０Ａを含む）を、一本
鎖コンホメーション多型（ＳＳＣＰ）分析、変性高速液体クロマトグラフィー（ＤＨＰＬ
Ｃ）および直接的配列決定を使用して、変異体について試験した。残りのＳＮＰは５’ヌ
クレアーゼ（Ｔａｑｍａｎ，ＡＢＩ）方法論によって決定した。Ｔａｑｍａｎ遺伝子型決
定および関連する分析は、記載されたように（Ｇｏｌｄら、２００４）実施した。ＳＳＣ
Ｐ、ＤＨＰＬＣおよびＤＮＡ配列決定分析のためのプライマー（表５）は、ＭａｃＶｅｃ
ｔｏｒソフトウェア（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を使用して、各エキソンおよびその隣
接するイントロン性領域を増幅するように設計した。ＰＣＲ由来のアンプリコンは、以前
に記載されたように（Ａｌｌｉｋｍｅｔｓら、１９９７；Ｈａｙａｓｈｉら、２００４）
、ＳＳＣＰおよびＤＨＰＬＣによって配列の変異についてスクリーニングした。ＳＳＣＰ
およびＤＨＰＬＣによって検出されるすべての変化は、標準的なプロトコールに従う二方
向性配列決定によって確認した。統計学的分析は、カイ二乗（χ２）およびフィッシャー
の直接確率検定を使用して実施した。
【０３１５】
　結果
　ＲＰＥ－脈絡膜界面におけるＨ因子
　黄斑および黄斑外からのＲＰＥ－脈絡膜複合体におけるＨ因子タンパク質の分布は、初
期のＡＭＤの病歴を有する６例のドナー、およびＡＭＤまたはドルーゼンを有しない同様
の年齢の３例のドナーから得た眼において評価した（図１Ａ～１Ｌ）。ＡＭＤを有するド
ナーにおいては、強烈なＨＦ１免疫反応性（ＩＲ）が、ドルーゼン、ＲＰＥの下（すなわ
ち、ＲＰＥの下の空間）、および脈絡膜毛細血管の周囲において存在する（図１Ａ～１Ｄ
、１Ｅ、１Ｇ）。一次抗体の非存在下では、ＲＰＥ／脈絡膜における標識は存在しない（
図１Ｆ）。Ｈ因子抗体のすべてが、ある程度まで、均質な様式でドルーゼンを標識した（
図１Ｃおよび１Ｅ）。１つの抗体はまた、ドルーゼン中の下位構造エレメントを標識した
（図１Ａおよび１Ｂ）。このような構造は、ＨＦ１を結合する活性化された補体成分Ｃ３
ｂ／ｉＣ３ｂに対する抗体を使用して標識される（Ａｎｄｅｒｓｏｎら、２００４；Ｊｏ
ｈｎｓｏｎら、２００１）。Ｈ因子の免疫反応性は、年齢を適合させた対照と比較して、
ＡＭＤを有するドナーにおいてより強固である；これはまた、末梢におけるよりもＡＭＤ
ドナーの黄斑においてより顕著である（図１Ｇおよび１Ｈ）。黄斑中の抗ＨＦ１パターン
（図１Ｇ）は、抗Ｃ５ｂ－９パターンと高度に類似している（図１Ｉおよび１Ｋ）；両方
の場合において、標識は、典型的には、脈絡膜毛細血管を含む。黄斑外局在は、はるかに
より少ない抗Ｃ５ｂ－９免疫反応性を示す（図１Ｊ）。ＲＰＥ－脈絡膜におけるＣ５ｂ－
９の免疫反応性がほとんどないこと、または全くないことが、５０歳よりも下でかつＡＭ
Ｄを有しないドナーにおいて観察される（図１Ｌ）。
【０３１６】
　図１の説明
　（Ａ～Ｂ）萎縮性ＡＭＤと診断された８４歳の男性ドナーからの高倍率共焦点免疫蛍光
画像。ドルーゼンおよびＲＰＥ下空間における下位構造エレメントの抗ＨＦ１（Ａｄｖａ



(86) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

50

ｎｃｅｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）標識（白矢印）は、Ｃｙ２／
フルオレセインチャンネル上で画像化する。ＲＰＥ下空間は、基底ＲＰＥ表面とブルーフ
膜の内部コラーゲン層の間の細胞外区画である。このようなエレメントもまた、補体活性
化表面に共有結合するＣ３フラグメント（ｉＣ３ｂ、Ｃ３ｄ、Ｃ３ｄｇ）に対して指向さ
れるモノクローナル抗体を使用して免疫反応性（ＩＲ）を示す（Ｊｏｈｎｓｏｎら、２０
０１；２００３）。このドナーからの脈絡膜毛細血管の内腔における強烈な抗Ｈ因子標識
（星印）は、血流中でのＨＦ１の高い循環レベルを反映する可能性が最も高い。ＲＰＥ細
胞質における自己蛍光リポフスチン顆粒は、Ｃｙ３／テキサスレッドチャンネルで標識す
る。拡大バー、Ａ）５μｍ；Ｂ）３μｍ。
【０３１７】
　（Ｃ～Ｄ）異なるＨＦ１ポリクローナル抗体（Ｑｕｉｄｅｌ）を使用する、ＡＭＤを有
する８３歳男性におけるドルーゼンおよびＲＰＥ下空間中でのＨＦ１の共焦点免疫蛍光局
在（Ｃｙ２／フルオレセインチャンネル；緑色）。Ｃ）このドナーの眼においては、ドル
ーゼン（Ｄｒ）標識パターンは均質である。Ｄ）ＲＰＥ－脈絡膜の低倍率画像。抗ＨＦ１
　ＩＲは、脈絡膜の全体を通して、およびＲＰＥ下空間において存在し（矢印）、これは
、ドルーゼンおよび他の沈着物が加齢およびＡＭＤ型に関連する解剖学的な区画である。
リポフスチン自己蛍光（Ｃｙ３チャンネル；赤色）。拡大バー、Ｃ）１０μｍ；Ｄ）２０
μｍ。
【０３１８】
　（Ｅ～Ｆ）ドルーゼン中のＨＦ１の免疫組織化学的局在。Ｅ）紫色のアルカリホスファ
ターゼ反応生成物によって示される抗ＨＦ１モノクローナル抗体（Ｑｕｉｄｅｌ）標識は
、ドルーゼン中で、ブルーフ膜に沿って、および脈絡膜毛細血管壁上で明白である（矢印
）。Ｆ）同じ眼からの対照切片。一次抗体の非存在下では標識が存在しない。ＲＰＥ細胞
質および脈絡膜における茶色の色素形成はメラニンである。拡大バー＝１０μｍ。
【０３１９】
　（Ｇ～Ｈ）黄斑におけるＨＦ１の免疫局在。Ｇ）広範な標識が、ＡＭＤを有するドナー
において、ＢＭ、脈絡膜毛細血管壁、および毛細血管間柱（矢印）に沿って存在する。Ｈ
）ＡＭＤを有しないドナーの黄斑からの対照切片；はるかに少ない標識が、同じ構造中で
明白である。拡大バー＝２０μｍ。
【０３２０】
　（Ｉ～Ｊ）同じＡＭＤドナーの眼からの黄斑（図１Ｉ）および黄斑外（図１Ｊ）の根底
にあるＲＰＥ－脈絡膜における補体膜攻撃複合体（Ｃ５ｂ－９）の免疫組織化学局在。黄
斑において、強烈な抗Ｃ５ｂ－９標識が、ドルーゼン、ブルーフ膜、および脈絡膜毛細血
管内皮と関連する。黄斑の外側の抗Ｃ５ｂ－９標識は、ブルーフ膜の近傍における狭いゾ
ーンに制限されている。ＲＰＥ細胞質および脈絡膜における茶色の色素はメラニン色素形
成を表す。拡大バー＝２０μｍ。
【０３２１】
　（Ｋ－Ｌ）ＡＭＤを有するドナー（図１Ｋ）およびＡＭＤを有しない第２のドナー（図
１Ｌ）からの黄斑におけるＣ５ｂ－９の免疫組織化学局在。ＲＰＥ細胞質および脈絡膜に
おける茶色の色素形成はメラニンを表す。抗Ｃ５ｂ－９標識は、脈絡膜毛細血管壁（黒色
矢印）および毛細血管間柱（白色矢印）と主として関連する。標識は、ＡＭＤ眼において
はるかにより強烈である。図Ｇに示されるように、同じドナーからの黄斑における抗ＨＦ
１標識パターンとの強力な類似性に注目のこと。拡大バー、Ｋ＝１５μｍ；Ｌ＝２０μｍ
。
【０３２２】
　網膜色素上皮はＨ因子の局所的供給源である
　ＲＰＥ、ＲＰＥ／脈絡膜および網膜におけるＨＦ１およびＦＨＬ１の発現は、ＲＴ－Ｐ
ＣＲおよびＤＮＡマイクロアレイ分析によって評価した。両方の遺伝子産物についての適
切なサイズのＰＣＲ産物が、ＡＭＤを有するかまたは有しないドナー由来のヒトの眼にお
ける、新たに単離されたＲＰＥおよびＲＰＥ／脈絡膜複合体において存在するが、神経網
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膜には存在しない（図２）。プライマーは、ＨＦ１コード配列のエキソン８、９、１０Ａ
（このエキソンは短縮型アイソフォームＦＨＬ１を生成するために利用される）および１
０の中で選択した。ＰＣＲ反応は、ＡＭＤの病歴が臨床的に記録されていたドナーに由来
する、ヒト感覚神経網膜（レーン２）、ＲＰＥ、および脈絡膜（レーン３）、および新た
に単離したＲＰＥ細胞（レーン４）から抽出したＲＮＡから調製したｃＤＮＡを用いて実
施した。ゲノムＤＮＡは、増幅のための鋳型として利用した（レーン５）；レーン６に示
される混合物には鋳型を加えなかった。レーン１は１００ｂｐラダーを含む。ＨＦ１のエ
キソン８からエキソン１０まで（左のパネル）、およびエキソン９からエキソン１０まで
（右のパネル）、ならびに、ＦＨＬ１のエキソン８からエキソン１０Ａまで（左のパネル
）、およびエキソン８からエキソン１０Ａまで（右のパネル）に及ぶアンプリマーは、予
想したサイズ（それぞれ、３７６、２１０、４２４および２４８ｂｐ）であった。ＦＨＲ
１－５についての転写物は、ＲＰＥまたはＲＰＥ／脈絡膜において検出されないが、ＦＨ
Ｒ１－４は、ＲＴ－ＰＣＲによって神経網膜において検出される（データ示さず）。
【０３２３】
　３つのプラットフォームから導き出された遺伝子発現アレイデータは、ＨＦ１およびＦ
ＨＬ１転写物はＲＰＥおよび脈絡膜細胞によって局所的に発現されるが、ＨＦ１関連タン
パク質転写物は、もしあるとしても、ＲＰＥおよび脈絡膜細胞によって局所的に発現され
ることはほとんどない（ＦＨＲ１が考えられる例外である）ことを確認する。ＡＭＤを有
する９例のドナーおよび３例の年齢を適合させた対照に由来するＲＰＥ／脈絡膜ｃＤＮＡ
でプローブしたＩｎｃｙｔｅアレイから導き出されたデータは、ＡＭＤを有するドナーに
おけるＨＦ１　ｍＲＮＡのレベルの平均２～３倍の上昇レベルを示す。黄斑外領域と比較
して、黄斑領域においてわずかにより高いレベルに向かう傾向もまた存在するが、この違
いは統計学的に有意ではない。Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘアッセイを使用して、ＡＭＤを有す
る２例のドナーおよび２例の年齢を適合させた対照ドナーから単離されたＲＰＥおよび隣
接するＲＰＥ／脈絡膜製剤の試験から生じた結果は、これらの組織間でのＨＦ１転写物の
存在を確認し、ＨＦ１メッセージの有意な割合がＲＰＥ層の中に存在することを示す（デ
ータ示さず）。
【０３２４】
　ＨＦ１における変異体はＡＭＤおよびＭＰＧＮ　ＩＩと関連する
　ＨＦ１遺伝子のアレル変異体がＡＭＤと関連するか否かを試験するために、アイオワ大
学の４０４例のＡＭＤ患者および１３１例の適合させた対照のコホートにおいて、２２個
すべてのコードエキソン配列および５０～１００ｂｐの隣接するイントロン配列をスクリ
ーニングした。全体で２６個の配列変異体を検出する；５個の同義語置換および１２個の
非同義語置換を含むコード領域における１７個のＳＮＰ（ｃＳＮＰ）、および９個のイン
トロンＳＮＰである（変異体のいくつかを図３に示す）。図３は、分析において使用され
る１１個のＳＮＰ、２０個の短いコンセンサスリピート（ＳＣＲ）、および連鎖不均衡（
ＬＤ）ブロックのおよその位置を示し、病原体および他の基質についてのおよその結合部
位は、以前に公開されたデータに基づいてダイアグラムの下に示される（Ｚｉｐｆｅｌら
、２００２；Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ　ｄｅ　Ｃｏｒｄｏｂａら、２００４）。ｃＳＮＰは、
以前に記載された一般的な非同義語変異体、例えば、エキソン２におけるＩ６２Ｖ、エキ
ソン９におけるＹ４０２Ｈ、およびエキソン１８におけるＤ９３６Ｅを含んだ（図３）。
潜在的な機能的効果を有する一般的なイントロンＳＮＰの例は、ＩＶＳ２－１８ｉｎｓＴ
Ｔ変異体である。５個のまれな（＜０．５％）変異体もまた、ＡＭＤ患者と対照の両方に
おいて検出され（データ示さず）、疾患表現型がＨＦ１レアアレルによって引き起こされ
る（すなわち、疾患が引き起こす突然変異の）可能性を除外した。詳細な遺伝子型決定デ
ータは、４０４例の患者および１３１例の対照の数人または全員において６個のＳＮＰに
ついて得られ（表４および６Ａ～６Ｃ）、関連分析は、症例－対照研究設計を使用して実
施した。高度に有意な関連性は、Ｉ６２Ｖ（χ２＝１５．０，Ｐ＝１．１×１０－４）お
よびＹ４０２Ｈ（χ２＝４９．４，ｐ＝２．１×１０－１２）を含むいくつかの個体変異
体を用いて見出される。このコホートにおいてＡＭＤとの最も強い関連は、エキソン１０
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における同義語Ａ４７３Ａ変異体について観察され、これは、３．４２のオッズ比（ＯＲ
）（９５％信頼区間（ＣＩ）［２．２７－５．１５］）を生じる。
【０３２５】
　これらの結果は、コロンビア大学、ニューヨークにおいて得られたＡＭＤ患者（ｎ＝５
５０）および適合させた対照（ｎ＝２７５）の独立したコホートにおいて確認された（表
４）。同じ２つの非同義語ＳＮＰがまた、この第２のコホートにおいてＡＭＤと高度に関
連している（Ｉ６２Ｖ；χ２＝３６．１，ｐ＝３．２×１０－７およびＹ４０２Ｈ；χ２

＝５４．４，ｐ＝１．６×１０－１３）。加えて、いくつかの他のイントロンＳＮＰが、
市販のアッセイの頻度および利用可能性に基づいて選択された（全体で１１個のＳＮＰに
ついて）。このコホートにおける最も強い関連は、イントロン１０におけるＳＮＰ　ｒｓ
２０３６７４を用いて観察される（χ２＝６６．１，ｐ＝４．２９×１０－１６）。この
変異体は、ＡＭＤとの２．４４のＯＲを示す（９５％　ＣＩ＝１．９７－３．０３）。Ｏ
Ｒは控えめであるが、変異体は非常に一般的である；症例の３０．５％がアレルＢについ
てホモ接合性であるが、対照ではわずか１２．９％である。エキソン１３および１８にお
けるＱ６７２ＱおよびＤ９３６Ｅアレルは、統計学的に有意な関連を示さず、病原体およ
び基質分子認識に関与するドメインを含むＨＦ１のＮ末端の半分における変異（図３、以
下もまた参照のこと）は、ＡＭＤと関連することを示唆する。２セットのデータは、遺伝
子型決定したＳＮＰが、高度に有意な様式でＡＭＤと関連するのみならず、関連の頻度お
よび程度が２つのコホートにおいて非常に類似しているという点で著しく類似している（
表４および６）。
【０３２６】
　関連は、全体のＡＭＤ患者コホートが対照と比較されるときに高度に有意である（表４
）。ＡＭＤの主要な下位表現型、例えば、初期ＡＭＤ（ｅＡＭＤ、黄斑ドルーゼンおよび
／または色素的異常によって特徴付けられる）、ＣＮＶ（新生血管膜および／または円板
状瘢痕）、およびＧＡ（地図状萎縮症）が別々に分析されるときに、関連は、ｅＡＭＤお
よびＣＮＶの症例においてとりわけ顕著である。ＧＡ群は、ある場合において、とりわけ
、エキソン１３（Ｑ６７２Ｑ）および１８（Ｄ９３６Ｅ）アレルによって規定されるハプ
ロタイプについて、一般的な傾向からのある程度の逸脱を示す（データ示さず）。この逸
脱は、様々な機序について有意であり得るが、おそらくはＧＡを有する比較的少ない数の
患者に起因して、統計学的な有意さにまで到達しなかった。
【０３２７】
　連鎖不均衡（ＬＤ）分析は、全体のＨＦ１遺伝子にわたる広範なＬＤを示した（表２お
よび図３）。エキソン２～３領域における３つのＳＮＰは、エキソン７および９における
Ａ３０７ＡおよびＹ４０２Ｈ変異体、ならびにエキソン１３および１８におけるＱ６７２
ＱおよびＤ９３６Ｅ変異体のように、実質的に完全なＬＤにある（表６および図５）。症
例および対照におけるハプロタイプの見積もりは、対照のわずか２６％のみに対して、症
例の４９％において最も頻繁なアットリスクハプロタイプを同定した（ＯＲ＝２．９３　
９５％ＣＩ［２．２９－３．７４］）。このハプロタイプについてのホモ接合性は、コロ
ンビアの症例の２２．１％および対照の５．１％に存在する（ＯＲ＝５．２６、９５％　
ＣＩ［２．８４－９．７６］）。２つの一般的な防御的ハプロタイプは、対照の３０％お
よび症例の１８％において見出される（ＯＲ＝０．４７６　９５％ＣＩ［０．３４９－０
．６５０］およびＯＲ＝０．４７２、９５％ＣＩ［０．３２０－０．６９８］）。これら
のハプロタイプは、エキソン２～３遺伝子座ＳＮＰおよびイントロン１０　ＳＮＰにおい
てのみ異なる。図４および表２に示されるように、これらの防御的ハプロタイプは互いに
密接に関連し、両方ともリスクハプロタイプとは少なくとも５段階離れている。興味深い
ことに、以前にＨＵＳと関連することが示された３つのＳＮＰ（プロモーター－２５７Ｃ
＞Ｔ、Ａ４７３Ａ、およびＤ９３６Ｅ）は、すべてがＡＭＤのリスクについて中性である
１つの比較的一般的なハプロタイプ（１２％）上にある。各ＳＮＰについて、本発明者ら
は、コンセンサスチンパンジーゲノムに存在する塩基を同定した。生成したハプロタイプ
は、可能性のある祖先のヒトハプロタイプを表し、防御的ハプロタイプと密接に関連する
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（データ示さず）。
【０３２８】
　ＳＮＰ　ＩＶＳ２－１８ｉｎｓＴＴおよびＹ４０２Ｈもまた、２０例の血縁関係のない
ＭＰＧＮＩＩ患者、５２例のラパヌイネイティブ、ならびにヒスパニック系アメリカ人、
アフリカ系アメリカ人、およびヨーロッパ系アメリカ人の小さなコホートにおいて遺伝子
型決定した（表７）。アットリスクハプロタイプの頻度は、Ｙ４０２Ｈ変異体および／ま
たはＩＶＳ１０遺伝子座の遺伝子型からの異なる集団からのサンプル中で見積もった。こ
れらには、６５歳を超えるラパヌイネイティブ（このイースター島集団においては、ＡＭ
Ｄは極度にまれであり、存在しない可能性が最も高い）、コロンビア大学からの対照（年
齢＞６５歳）、ヒスパニック一般集団、アイオワ大学からの対照（年齢＞６５歳）、アフ
リカ系アメリカ人一般集団、コロンビア大学からのＡＭＤ症例、ヨーロッパ系アメリカ人
一般集団、アイオワ大学からのＡＭＤ症例、およびＭＰＧＮＩＩを有する個体が含まれる
。Ｎ＝個体の数である。ＭＰＧＮＩＩコホートにおいて、リスクハプロタイプの頻度はお
よそ７０％である。加えて、リスクハプロタイプは、ＡＭＤのより低い発生率を有する群
である、ヒスパニック系アメリカ人およびアフリカ系アメリカ人において頻度がより低い
ようである（３５～４５％）。しかし、これらの集団にタイプ分けされたサンプルの数は
小さい。イースター島のラパヌイ集団は、顕著に低いレベルのＡＭＤを有する。６５歳を
超える５２例のＡＭＤを有しないラパヌイネイティブの分析から、本発明者らは、リスク
ハプロタイプの頻度がわずか１９％であると見積もっている。
【０３２９】
　考察
　Ｈ因子多型およびＡＭＤ
　本明細書に提示されるデータは、補体調節遺伝子、Ｈ因子（ＨＦ１／ＣＦＨ）における
特異的多型に、２つの独立したコホート中のＡＭＤ症例の主要な集団を関連付ける（Ｚｉ
ｐｆｅｌ、２００１；Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ　ｄｅ　Ｃｏｒｄｏｂａら、２００４）。ハプ
ロタイプ分析は、対照の約２５％と比較して、ＡＭＤを有する個体のほぼ半数において、
最も高頻度のアットリスクハプロタイプが存在することを示す。ＳＮＰの関連性の頻度お
よび程度は、２つのコホートで非常に類似しており、遺伝子型決定したＳＮＰは、各々に
おいてＡＭＤとの高度に有意な関連性を示す。この関連性は初期のＡＭＤまたは脈絡膜新
血管形成の症例においてとりわけ顕著であり、地図状萎縮症についてはそれほど顕著でな
い。ＡＭＤとの特異的ＨＦ１ハプロタイプの観察された関連の規模は、以前にＡＭＤと関
連付けられた遺伝子の異常と比較した場合に顕著である。
【０３３０】
　特異的ＨＦ１ハプロタイプがＡＭＤ疾患表現型についてのリスクの増加を付与するとい
いう結論のさらなる裏付けは、患者が初期の発症である黄斑ドルーゼンを発現する、ＨＦ
１突然変異と関連した腎臓疾患であるＭＰＧＮＩＩを有する２０例の血縁関係のない患者
において、および、もしあっても顕著に低いＡＭＤの発生率を有する人種である５２例の
ラパヌイネイティブにおいて、ＳＮＰ　ＩＶＳ２－１８ｉｎｓＴＴおよびＹ４０２Ｈの遺
伝子型決定によって得られた。ＭＰＧＮ　ＩＩ患者のおよそ７０％およびラパヌイの１９
％が、本研究において、アットリスクハプロタイプであるＨＦ１を有することが見出され
た。より大きなサンプルセットの分析は、これらの結果を確認するために必要とされるが
、データは、ＡＭＤとのＨＦ１の関連が、ヨーロッパ人に由来する集団に制限されない可
能性があることを確かに示唆する。本発明者らは、ＨＦ１機能を、ＡＭＤの根底にある病
原性メカニズムにおいてさらに関連付けて、防御的ハプロタイプを同定した。
【０３３１】
　Ｈ因子多型の機能的意味合い
　ヒトにおけるＨ因子欠損は、ＭＰＧＮ　ＩＩおよび非定型的溶血性尿毒症性症候群（ａ
ＨＵＳ）と関連付けられている。（Ｚｉｐｆｅｌら、２００１）。ＨＦ１欠損は、小胞体
におけるタンパク質の保持を生じる、タンパク質短縮化またはアミノ酸置換に導く突然変
異から生じる。血漿ＨＦ１のレベルの減少が続いて起こり、同時に起こるＣ３および他の
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補体成分の消費を伴う、代替補体経路の制御されない活性化に導く。対照的に、ａＨＵＳ
に導くＨＦ１突然変異は、典型的には、細胞表面におけるＦＨ１の補体阻害機能を制限す
るミスセンス突然変異である。最近の研究は、ＦＨ１突然変異を有する個体とＦＨ１突然
変異を有しない個体の両方における、３つの一般的なＳＮＰとａＨＵＳとの間の結合を明
らかにしている（Ｃａｐｒｉｏｌｉら、２００３）。さらに、感染などの侵襲は、ａＨＵ
Ｓの出現を誘発することが実証されている。
【０３３２】
　遺伝子型決定されたＨＦ１のＳＮＰの大部分は、コードされるタンパク質の重要な機能
的ドメインの中に位置し（図３）、これは、６０アミノ酸の２０個の短いコンセンサスリ
ピート（ＳＣＲ）からなる。ＳＣＲは、Ｃ３ｂ（ＳＣＲ１－４、ＳＣＲ１２－１４および
ＳＣＲ１９－２０）、ヘパリン、シアル酸（ＳＣＲ７、ＳＣＲ１３およびＳＣＲ１９－２
０）およびＣ反応性タンパク質（ＣＲＰ）（ＳＣＲ７）についての結合部位を含む。それ
ゆえに、ＳＮＰは、機能的ドメインの中に位置するが、一般的に、おそらく、発現レベル
、結合効率、および他の分子特性の変動性を通してタンパク質機能に影響を与える。例え
ば、エキソン２　Ｉ６２Ｖ変異体はＳＣＲ２に位置し、これは第１のＣ３ｂ結合部位に含
まれ、エキソン９　Ｙ４０２Ｈ変異体はＳＣＲ７ドメイン中にあり、これはヘパリンおよ
びＣＲＰの両方を結合する。イントロンＳＮＰ、例えば、ＩＶＳ２－１８ｉｎｓＴＴ変異
体はスプライシングに影響を与え得る。例えば、ＴＴ挿入の効果の分析は（ｈｔｔｐｓ：
／／ｓｐｌｉｃｅ．ｃｍｈ．ｅｄｕ／ｓｅｒｖｅｒにおいて）、天然のアクセプター部位
の６ｂｐ上流の新規な潜在性スプライシングアクセプター６の作製を示唆した（データ示
さず）。研究されたＳＮＰのいくつかはＨＦ１アイソフォームの発現に影響を与えること
もまた可能である。例えば、Ｉ６２Ｖは、予測されたエキソンスプライシングエンハンサ
ー中に存在する（Ｗａｎｇら、２００４）（データ示さず）。
【０３３３】
　一般的なＳＮＰの機能的な結果は控えめであり得る。なぜなら、これらは、後期に発生
した表現型に含まれ、（厳格な）進化の制約に供されていないからである。より実質的な
効果、すなわち、疾患を引き起こす突然変異を有するＨＦ１変異体は、初期の発症、重篤
な（劣性の）疾患、例えば、ＨＦ１欠損およびａＨＵＳに関わるとされる（Ｚｉｐｆｅｌ
ら、２００２；　Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ　ｄｅ　Ｃｏｒｄｏｂａら、２００４；Ｃａｐｒｉ
ｏｌｉら、２００３；Ｚｉｐｆｅｌ、２００１）。関心が持たれるものは、真の疾患を引
き起こす突然変異は、ＨＦ１遺伝子の完全なスクリーニング後に、ＨＵＳ患者の約２５％
～３５％のみにおいて同定されているという事実である（Ｃａｐｒｉｏｌｉら、２００３
）。同時に、変異体－２５７Ｃ＞Ｔ（プロモーター）、Ａ４７３Ａ（エキソン１３）およ
びＤ９３６Ｅ（エキソン１８）によって規定された疾患関連ハプロタイプが、ＨＵＳ患者
において、優勢には、疾患を引き起こす突然変異を有しないヒトにおいて同定されてきた
（Ｃａｐｒｉｏｌｉら、２００３）。さらに、同じ研究は、罹患した発端者が、一方の親
から突然変異したアレルを、およびもう一方の親から感受性のアレルを遺伝したいくつか
の血統を同定した。対照的に、疾患を引き起こす突然変異のキャリアである、罹患した発
端者の健常な同胞は、防御的アレルを遺伝した。これらの血統からの罹患した個体におい
て、症例の＞６０％おける細菌またはウイルスの感染として特定される、疾患誘発効果は
、すべての症例の＞８０％において、および見かけの疾患関連変異を伴わない症例の＞９
０％において同定された（Ｃａｐｒｉｏｌｉら、２００３）。
【０３３４】
　まとめると、これらのデータは、感染性誘発事象と組み合わせたアットリスクＨＦ１ハ
プロタイプが、疾患の出現のために十分であることを強く示唆する。興味深いことに、Ｈ
ＵＳ中の（主としてＣ末端の）アットリスクＨＦ１ハプロタイプは、ＡＭＤおよび／また
はＭＰＧＮＩＩにおけるアットハプロタイプと重複せず（表２）、ＭＰＧＮＩＩおよびＡ
ＭＤとは反対に、ＨＵＳにおける異なるトリガーを示唆する。ＨＵＳではなく、ＭＰＧＮ
ＩＩにおける初期の発症のドルーゼンの観察およびＡＭＤにおける同じ組成物のそれらの
観察は、これらの疾患についての異なる機序を裏付ける。
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【０３３５】
　ＨＦ１における疾患を引き起こす突然変異は、ＭＰＧＮ　ＩＩにおいてはまれであり、
ＡＭＤにおいては報告されておらず、また本研究における広範なスクリーニング後に本発
明者らもそれらの突然変異を見出していない。しかし、本発明者らは、ＭＰＧＮ　ＩＩを
有する患者の７０％の頻度で、およびＡＭＤを有する患者のおよそ５０％の頻度で、同じ
アットリスクハプロタイプを観察した。これらのデータは、感染性因子によって誘発され
る場合、ヒトの疾患に対する感受性を実質的に増加するアットリスクＨＦ１ハプロタイプ
と一貫している。これらの因子の組み合わせた効果は、ＡＭＤからＭＰＧＮＩＩまでの範
囲で、得られる表現型の重篤度を決定する。
【０３３６】
　ＨＦ１ハプロタイプの進化分析は、リスクハプロタイプが、チンパンジーにおいて見出
される先祖ハプロタイプから有意に進化したことを示す。図４は、ハプロタイプの間の関
連性を示すＨＦ１　ＳＮＰのハプロタイプネットワークダイアグラムを示し、円のサイズ
がハプロタイプの頻度に比例している。大きな黒丸は主要なリスクハプロタイプを表し、
垂直線を付した円は２つの有意な防御的ハプロタイプであり、大きな白丸は非定型的溶血
性尿毒症性症候群（ＨＵＳ）と関連する３つのＳＮＰを含むハプロタイプであり、これは
ＡＭＤリスクについては中性である。推定の先祖ハプロタイプもまた示す。異なる型のＨ
Ｆ１遺伝子が病原体に応答して出現し、これが代替補体経路を活性化することが可能であ
る。弱く作用するＨＦ１ハプロタイプは、補体阻害の減少および細菌感染に対する強力な
防御を提供し得る。しかし、このような弱いアレルは、個体に素因を与えることの結果か
ら、補体系の機能不全の結果までを有し得る。ＡＭＤリスクハプロタイプは、全長のＨＦ
１タンパク質とＦＨＬ１タンパク質の両方を産生する遺伝子の５’末端において原理的に
異なっていることが興味深い。対照的に、遺伝子の３’部分におけるＨＵＳ突然変異クラ
スターは、ＨＦ１においてのみ見出される。それゆえに、疾患におけるこれら２つの型の
タンパク質の役割を決定することが重要である。
【０３３７】
　ＡＭＤにおけるＨ因子機能不全の生物学的モデル
　補体系の主要な機能の１つは、このような感染因子に対する防御を提供することである
。これは、オプソニン作用および微生物の溶解、外来性粒子の除去、炎症性細胞の補充、
抗体産生の調節、および免疫複合体の排出を媒介する（Ｍｏｒｇａｎら、１９９１；Ｋｉ
ｎｏｓｈｉｔａ、１９９１）。補体系の活性化は、連続的な、増幅する、タンパク質分解
カスケードを誘発し、これは表面を活性化する修飾を生じ、炎症性細胞を刺激する可溶性
アナフィラトキシンの放出を生じ、そして最終的には、膜貫通ポアの形成を通して細胞の
溶解を促進する高分子複合体である、膜攻撃複合体（ＭＡＣ）の形成を生じる。補体の制
御されない活性化は、宿主細胞および組織に対するバイスタンダー損傷を導き得る。結果
として、ＨＦ１、ならびに他の循環タンパク質および膜結合タンパク質は、補体系を調節
するように進化してきた（Ｍｏｒｇａｎ、１９９９）。
【０３３８】
　補体成分のスペクトルは、ドルーゼン（および／またはそれに隣接するかまたはそれに
重層するＲＰＥ細胞）中、ブルーフ膜に沿って、および／または脈絡膜内皮細胞膜上のい
ずれかで同定されてきた（Ｈａｇｅｍａｎら、２００１；Ｍｕｌｌｉｎｓら、２０００；
Ｍｕｌｌｉｎｓら、２００１；Ａｎｄｅｒｓｏｎら、２００２；Ｊｏｈｎｓｏｎら、２０
００；Ｊｏｈｎｓｏｎら、２００１；Ｃｒａｂｂら、２００２；Ｊｏｈｎｓｏｎら、２０
０２；Ｍｕｌｌｉｎｓら、１９９７）。これらには、終末経路補体成分、終末経路の活性
化特異的フラグメント、ならびに種々の補体調節因子が含まれる。細胞媒介事象もまたこ
のプロセスに寄与し得るという証拠が存在する（Ｐｅｎｆｏｌｄら、２００１；Ｓｅｄｄ
ｏｎら、２００４；Ｍｉｌｌｅｒら、２００４）。
【０３３９】
　本発明者らは、ここで、ＡＭＤの前歴を有するヒトドナーにおいて、ＨＦ１もまたドル
ーゼンの構成成分であることを示す。第２に、本発明者らは、ＨＦ１が、ドルーゼンの中
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で、アミロイド含有下位構造エレメント中のそのリガンドＣ３ｂとともに同時局在するこ
とを示し、候補補体活性化因子としてのこれらの構造をさらに関係付ける（Ａｎｄｅｒｓ
ｏｎら、２００４；Ｊｏｈｎｓｏｎら、２００２）。本発明者らはまた、Ｃ５ｂ－９免疫
反応性によって示されるように、ＨＦ１およびＭＡＣがＲＰＥ－脈絡膜界面に同時分布す
ること、ならびにこれらの沈着物がＡＭＤの前歴を有するドナーからの眼においてより強
固であることを実証する。最後に、ＨＦ１およびＣ５ｂ－９免疫反応性は、同じ眼からの
より末梢の位置と比較して、黄斑においてより強い。これらの知見のすべては、ＡＭＤ病
理が黄斑において主として現れるという事実と一致し、ブルーフ膜のレベルにおける補体
活性化が、ドルーゼンの形成のプロセスにおける主要な要素であり、ならびにＡＭＤの病
因に寄与する因子であるという結論と一致する（Ｈａｇｅｍａｎら、２００１；Ａｎｄｅ
ｒｓｏｎら、２００２）。
【０３４０】
　ＲＰＥ－脈絡膜界面におけるＨＦ１の分布は、Ｃ５ｂ－９のそれと著しく類似しており
、有意な量のＭＡＣが生成され、ＲＰＥ－脈絡膜界面に沈着されることを暗示する。この
ことは、アットリスクＨＦ１ハプロタイプと関連するタンパク質が、補体活性化を減弱す
るその正常な能力の減少を受ける可能性があることを示唆する。従って、ＡＭＤと関連す
るＨＦ１変異体は、ＲＰＥおよび脈絡膜細胞を、代替経路媒介補体攻撃の持続的なリスク
、ドルーゼン形成、および後期段階の新生血管ＡＭＤと関連するブルーフ膜の完全性の破
壊にさらす可能性がある。ブルーフ膜は、他の箇所よりも黄斑中で有意に薄いので（Ｃｈ
ｏｎｇら、２００５）、これは引き続く新生血管の侵襲に対してより感受性である可能性
がある。ブルーフ膜は末梢におけるよりも黄斑において有意に薄いので、これは、新生血
管の侵襲に対して感受性である程度まで、分解される可能性がより高い。
【０３４１】
　要約すると、本研究の結果は、ＨＦ１中の一般的なハプロタイプが個体をＡＭＤに対し
て素因化するという強い証拠を提供する。本発明者らは、補体系を活性化する事象と組み
合わせた、補体カスケードの代替経路を調節する遺伝子における変化が、ヒト集団中のＡ
ＭＤの多くの割合の根底にあることを示唆する。
【０３４２】
　実施例２
　補体調節遺伝子Ｈ因子（ＣＦＨ）およびＨ因子関連５（ＣＦＨＲ５）における変異はＩ
Ｉ型膜性増殖性糸球体腎炎（高密度沈着疾患）と関連する
　序論
　膜性増殖性糸球体腎炎は多様な疾患であり、しばしば、病因がはっきりせず、小児およ
び成人のネフローゼ症候群の主要な腎臓性の原因の４％および７％をそれぞれ占める（Ｏ
ｒｔｈら、１９９８）。腎臓の免疫病理学および超構造研究に基づいて、３つのサブタイ
プが認められている。Ｉ型およびＩＩＩ型膜性増殖性糸球体腎炎（ＭＰＧＮ）は、免疫複
合体媒介疾患の変種であり；対照的に、ＭＰＧＮＩＩの免疫複合体との関連は知られてい
ない（Ａｐｐｅｌら、２００５）。
【０３４３】
　ＭＰＧＮＩＩは、小児におけるＭＰＧＮの症例の２０％未満を占め、成人においては症
例のわずかなパーセンテージのみを占めている（Ｏｒｔｈら、１９９８；Ｈａｂｉｂら、
１９７５；Ｈａｂｉｂら、１９８７）。両性が等しく罹患し、診断は、通常、血尿、タン
パク尿、急性腎炎症候群またはネフローゼ症候群のような非特異的な所見を呈する５～１
５歳間の年代の小児においてなされる（Ａｐｐｅｌら、２００５）。ＭＰＧＮＩＩを有す
る患者の８０％より多くがまた、血清Ｃ３腎炎因子（Ｃ３ＮｅＦ）、Ｃ３ｂＢｂに対して
指向される自己抗体、補体カスケードの代替経路のコンバターゼについて陽性である（Ｓ
ｃｈｗｅｒｔｚら、２００１）。Ｃ３ＮｅＦは、Ｉ型およびＩＩＩ型ＭＰＧＮを有する人
の半数もに見出され、そしてまた健常個体においても見出され、ＭＰＧＮ　ＩＩの決定的
な診断のために必要な糸球体基底膜（ＧＢＭ）における高密度の沈着の電子顕微鏡的な実
証を行う（Ａｐｐｅｌら、２００５）。この形態学的な特徴はＭＰＧＮ　ＩＩに特徴的で
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あるので、この疾患はより正確には高密度沈着疾患（ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤ）と呼ばれる
（図１２）。
【０３４４】
　ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤの自発的な寛解は一般的ではない（Ｈａｂｉｂら、１９７５；Ｈ
ａｂｉｂら、１９８７；Ｃａｍｅｒｏｎら、１９８３；Ｂａｒｂｉａｎｏ　ｄｉ　Ｂｅｌ
ｇｉｏｊｏｓｏら、１９７７）。より一般的な結果は、１０年以内の診断において患者の
約半数において末期の腎臓疾患（ＥＳＲＤ）に導く腎機能の慢性的な低下である（Ｂａｒ
ｂｉａｎｏ　ｄｉ　Ｂｅｌｇｉｏｊｏｓｏら、１９７７；Ｓｗａｉｎｓｏｎら、１９８３
）。ある患者において、タンパク尿の急速な変動が、明白な誘発事象の非存在下で急性の
腎臓変質のエピソードを伴って起こり；他の患者においては、持続的なタンパク尿にも関
わらず、疾患は何年間も安定したままである。
【０３４５】
　Ｃ３ＮｅＦは、５０％を超えるＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを有する患者において疾患の経過
を通して持続する（Ｓｃｈｗｅｒｔｚら、２００１）。その存在は、典型的には、補体活
性化の証拠、例えば、ＣＨ５０の減少、Ｃ３の減少、Ｃ３ｄｇ／Ｃ３ｄの増加、および補
体カスケードの代替経路の持続的に高いレベルの活性化と関連する。血清中に最も豊富な
（～１．２ｍｇ／ｍｌ）補体タンパク質であるＣ３は、通常、チックオーバーとして知ら
れるプロセスにおけるチオエステルの加水分解による低いレベルの連続的自己活性化を受
ける。Ｃ３加水分解は、タンパク質の大きなコンホメーションの変化を誘導し、Ｃ３（Ｈ

２Ｏ）を、Ｃ３の切断生成物であるＣ３ｂと類似にする。Ｃ３（Ｈ２Ｏ）はＢ因子と結合
してＣ３（Ｈ２Ｏ）Ｂｂを形成し、これは、Ｃ３を消費してＣ３ｂＢｂ２を産生する増幅
ループ中でＣ３をＣ３ｂに切断する（図１３）。
【０３４６】
　ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤにおいては、Ｃ３ＮｅＦはＣ３ｂＢｂ（またはアセンブルしたコ
ンバターゼ）に結合して、この酵素の半減期を延長し、Ｃ３ｂＢｂおよび補体活性化のレ
ベルを制御するための正常な調節メカニズムを圧倒する持続的なＣ３消費を生じる（Ａｐ
ｐｅｌら、２００５）。正常な制御は少なくとも７種のタンパク質を含み、その４種は血
清中に存在し（補体Ｈ因子（ＣＦＨ）、補体Ｈ因子様タンパク質１（ＣＦＨＬ１）、補体
Ｉ因子（ＣＦＩ）およびＣ４結合タンパク質（Ｃ４ＢＰ））、その３種は細胞膜結合型（
膜コファクタータンパク質（ＭＣＰ、ＣＤ４６）、分解促進因子（ＤＡＦ、ＣＤ５５）お
よび補体受容体１（ＣＲ１、ＣＤ３５））である（Ａｐｐｅｌら、２００５；Ｍｅｒｉら
、１９９４；Ｐａｓｃｕａｌら、１９９４）。
【０３４７】
　ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤと特に関連があるものはＨ因子であり、これはＨ因子ファミリー
における７つのタンパク質の１つである。ブタおよびマウスにおいては、その欠損は、光
学顕微鏡または電子顕微鏡のレベルにおいてＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤに類似する腎臓疾患の
発症と関連し、ヒトにおいては、その欠損ならびにＨ因子遺伝子の突然変異は、ＭＰＧＮ
ＩＩ／ＤＤＤを有する患者において報告されてきた（Ｍｅｒｉら、１９９４；Ｄｒａｇｅ
ｎ－Ｄｕｒｅｙら、２００４；Ｚｉｐｆｅｌら、２００５）（図１４）。
【０３４８】
　Ｈ因子ファミリーの他の６種のメンバーには、Ｈ因子のスプライシングアイソフォーム
であるＦＨＬ１、および別個の遺伝子（ＣＦＨＲ１～５）によってコードされる５種のＣ
ＦＨ関連タンパク質が含まれる。後者の５種のタンパク質についてはほとんど知られてい
ないが、これらは、Ｈ因子に対する種々の程度の構造類似性を示す（Ａｐｐｅｌら、２０
０５）。ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤに関連して、この群の中で最も興味深いものはＣＦＨＲ５
である。なぜなら、これは、Ｈ因子に対して最高の類似性を示し、かつ他の型の糸球体腎
炎を有する患者の腎生検において実証されたからである（Ａｐｐｅｌら、２００５；Ｍｕ
ｒｐｈｙら、２００２）。インビトロ研究はまた、Ｖが、補体攻撃に曝される表面上に存
在することを示し、補体カスケードにおける考えられる役割を示唆する（Ｍｕｒｐｈｙら
、２００２）。
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【０３４９】
　Ｆａｃｔｏｒ　Ｈ／ＣＦＨＲ５とＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤとの間の可能性のある関係は、
ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを有する患者がドルーゼンと呼ばれる眼表現型を発症するという観
察によってさらに強化される。ドルーゼンは、網膜色素上皮の下の眼のブルーフ膜の中の
網膜における異常な細胞外沈着物の沈着から生じる。ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤのドルーゼン
は、高齢者の視力障害の最も一般的な型である加齢性黄斑変性（ＡＭＤ）（Ｋｌｅｉｎら
、２００４；ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎら、２００３）における型のドルーゼンと、臨床的
かつ組成的に区別不可能である（Ｍｕｌｌｉｎｓら、２００１；Ａｎｄｅｒｓｏｎら、２
００２）。これらの２つの型のドルーゼンを区別する唯一の特徴は、発症の年齢であり、
ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤにおけるドルーゼンは早期に、しばしば、１０歳代において発症す
るのに対して、ＡＭＤにおけるドルーゼンは高齢者において見出される。
【０３５０】
　４つの最近の研究は、因子の特異的アレル変異体をＡＭＤと関連付けており、補体の代
替経路のＨ因子媒介調節におけるかすかな違いが、ＡＭＤの症例のかなりの割合において
役割を果たし得ることを示唆する（Ｈａｇｅｍａｎら、２００５；Ｅｄｗａｒｄｓら、２
００５；Ｈａｉｎｅｓら、２００５；Ｋｌｅｉｎら、２００５）。これらの研究の１つは
また、ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤ患者およびＡＭＤ患者が、同じＨ因子リスクアレルのいくつ
かを分離することを示した（Ｈａｇｅｍａｎら、２００５）。本研究において、本発明者
は、Ｈ因子およびＣＦＨＲ５のアレルの変異の、ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤとの関連を絞り込
むことを追求した。
【０３５１】
　材料および方法
　患者および対照。生検で判明したＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを有する患者は、腎臓病学部門
において確認され、ＩＲＢ認可ガイドラインの下で本研究に加入させた。対照群は、眼科
的試験によってＡＭＤが除外された、民族的に適合させられたが、年齢が一致しない、血
縁関係のないヒトから確認した。
【０３５２】
　変異のスクリーニングおよび分析。Ｈ因子およびＣＦＨＲ５のコード領域および隣接す
るイントロン領域を、９４℃変性、６１℃アニーリングおよび７０℃伸長における各々３
０秒間の３５サイクルでＰＣＲ増幅した。Ｈ因子およびＣＦＨＲ５のコード配列を増幅す
るために使用したプライマーの配列は、表１０および１１にそれぞれ示す。産物の生成は
、アガロースゲル電気泳動によって確認し、次いで、ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを有する患者
におけるアンプリコンを二方向的に配列決定した。データマイニング（Ｅｎｓｅｍｂｌｅ
　ｄａｔａｂａｓｅ，ｄｂＳＮＰ，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を通して同
定したすべての新規なおよび報告されたＳＮＰを、変性高速液体クロマトグラフィー（Ｄ
ＨＰＬＣ）によって、対照集団中で型決定した（表９および１０）。手短に述べると、各
アンプリコンのＤＨＰＬＣ分析は、３つの異なる温度で実施した。アンプリコンは、Ｗａ
ｖｅｍａｋｅｒソフトウェアを使用して分析し、最適温度、実行時間およびアセトニトリ
ル勾配を見積もった。予測温度は＋／－２℃で括弧書きし、感度を最適化し、新規な突然
変異が検出される確率を最大化した（Ｐｒａｓａｄら、２００４）。
【０３５３】
　ハプロタイプ分析。ハプロタイプの分布を有するブロック構造の構築は、ｔｈｅ　Ｗｈ
ｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅにおいて開発された公的に利用可能なソフトウェア
プログラムであるＨａｐｌｏｖｉｅｗ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｒｏａｄ．ｍｉｔ．ｅ
ｄｕ／ｍｐｇ／ｈａｐｌｏｖｉｅｗ／）（Ｂａｒｒｅｔｔらを参照のこと）を使用して完
成した。１つは各対照の性別および遺伝子型からなり、他方はＳＮＰ同定および染色体位
置を含むマーカー情報を記載する２つのデータセットを、エクセルファイル中で同じにし
、これをＨａｐｌｏｖｉｅｗプログラムにアップロードした。出力は、連鎖不均衡（ＬＤ
）プロットおよび交叉のパーセンテージを伴う対応する集団の頻度からなった。
【０３５４】
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　統計学的分析。カイ二乗独立性検定を、ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを有する患者と対照との
間のＳＮＰ頻度の違いを検出するために使用した。Ｐ値≦０．０５を有意と見なした。Ｈ
因子およびＣＦＨＲ５についてのＬＤプロットは対照集団を使用して作製した。
【０３５５】
　結果
　患者および対照。生検で判明したＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを有する２２例の患者および１
３１例のＡＭＤを有しない人を本研究に参加させた。対照群の平均年齢は７８．４歳であ
り、ＡＭＤを除外するための本発明者らの確認判断基準を反映した。
【０３５６】
　Ｈ因子、ＣＦＨＲ５およびＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤ。ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤ患者群および
対照集団において遺伝子型決定した７つのＨ因子ＳＮＰのうちの４つのアレル頻度が、ｐ
＜０．０５でＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤ疾患表現型との有意な関連を示した。これらのＳＮＰ
は、エキソン２　１６２Ｖ、ＩＶＳ　２－１８ｉｎｓＴＴ、エキソン９　Ｙ４０２Ｈおよ
びエキソン１０　Ａ４７３Ａを含んだ。エキソン７　Ａ３０７Ａ、エキソン１３　Ｑ６７
２Ｑおよびエキソン１８　Ｄ９３６Ｅについてのアレル頻度は、群間で有意な違いはなか
った（表１１～１３）。
【０３５７】
　１つの非同義語ＳＮＰ（エキソン２　Ｐ４６Ｓ）２つのプロモーターＳＮＰ（－２４９
Ｔ＞Ｃ、－２０Ｔ＞Ｃ）および２つのイントロンＳＮＰ（ＩＶＳ１＋７５Ｔ＞Ａ、ＩＶＳ
２＋５８Ｃ＞Ｔ）を含む、５つのＣＦＨＲ５　ＳＮＰを、ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤ患者群お
よび対照集団において遺伝子型決定した。３つのＳＮＰ－エキソン２　Ｐ４６Ｓ、－２４
９Ｔ＞Ｃおよび－２０Ｔ＞Ｃ－のアレル頻度は、ｐ＜０．０５で群間で有意な違いがあっ
た（表１４および１５）。
【０３５８】
　ハプロブロック。ハプロタイプブロックは、Ａ３０７ＡおよびＹ４０２ＨがＨ因子にお
いて連鎖不均衡にあるのに対し、－２４９Ｔ＞Ｃおよび－２０Ｔ＞ＣはＣＦＨＲ５におい
て連鎖不均衡にあることを示した（図１５）。
【０３５９】
　考察
　補体の代替経路は、病原体から人を防御するための洗練された系を表す。その中心的な
成分であるＣ３は、血漿中で高濃度で循環し、体液全体に分配される（Ｗａｌｐｏｒｔ、
２００１）。その活性化は、外来性の表面を損傷させる毒性の局所的環境を作製し、微生
物の除去を生じる。制限されない補体活性化を妨害するために、宿主細胞および組織表面
は、表面結合および膜結合の補体の調節因子の組み合わせを使用して、増幅ループをダウ
ンレギュレートする。ある宿主細胞は高コピー数で単一の補体の膜結合調節因子を発現す
るのに対して、他の細胞は、いくつかの膜結合調節因子を発現し、また可溶性流体相調節
因子を結合する。いくつかの組織は膜結合調節因子を欠き、可溶性調節因子の結合のみに
依存している（Ａｐｐｅｌら、２００５）。
【０３６０】
　腎臓においては、内皮細胞およびメサンギウム細胞が、２種の膜結合の補体の調節因子
、ＭＣＰおよびＤＡＦを発現する（ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｄｏｂｂｅｌｓｔｅｅｎら、１９９
４；Ｔｉｍｍｅｒｍａｎら、１９９６）。有足細胞は４種：ＭＣＰ、ＤＡＦ、ＣＲ１およ
びＣＤ５９を発現する。メサンギウム細胞と有足細胞の両方はまた、可溶性調節因子、Ｈ
因子を分泌し、これは、補体活性化および炎症に応答して、膜性腎症においてアップレギ
ュレートされる（Ａｎｇａｋｕら、１９９８；Ｂａｏら、２００２）。Ｈ因子は、分泌メ
サンギウム細胞および有足細胞に直接的に結合することによって、オートクリン様式で作
用する。
【０３６１】
　ＧＢＭは、対照的に独特である。これは、補体媒介損傷からこれを防御するための内因
性膜結合調節因子を欠くが、その高度に負に荷電した表面はＨ因子を結合しかつ吸収する
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（Ｚｉｐｆｅｌら、２００５）。局所的補体制御のためのＨ因子へのＧＢＭの依存性は、
ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを有する数人の人のＨ因子における病理学的突然変異の知見と一貫
している（Ａｕｌｔら、１９９７；Ｄｒａｇｅｎ－Ｄｕｒｅｙら、２００４）。
【０３６２】
　ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤと関連しているＨ因子およびＣＦＨＲ５のいくつかのアレル変異
体を同定する本発明者らのデータは、補体制御がこの疾患の病因において役割を果たすと
いう仮説と一致している。報告されたＡＭＤのデータと、本発明者らのデータの比較は、
さらなる裏付けを加える。本発明者らがＨ因子において観察した同定されたアットリスク
ＳＮＰ変異体の各々についてのアレル頻度は、ＡＭＤ患者コホートにおいてよりも、ＭＰ
ＧＮＩＩ／ＤＤＤ患者コホートにおいてより高く、強力な証拠がＡＭＤ中でＨ因子を関係
付ける（Ｈａｇｅｍａｎら、２００５；Ｅｄｗａｒｄｓら、２００５；Ｈａｉｎｅｓら、
２００５；Ｋｌｅｉｎら、２００５）。Ｈ因子のエキソン２および９のアミノ酸変化が機
能に影響を与えるか否かは未知であるが、これらの変化は、Ｃ３ｂおよびヘパリンと相互
作用するドメイン中で見出され、Ｃ３ｂ／Ｃ３ｄおよびヘパリンの結合における違いは、
別の腎臓疾患、非定型的溶血性尿毒症性症候群と関連するＨ因子のいくつかのアミノ酸変
化を用いて実証された。（Ｍａｎｕｅｌｉａｎら、２００３）（表１２および１３）。
【０３６３】
　Ｈ因子を例外として、Ｈ因子関連ファミリーの他のメンバーの機能は大部分が未知であ
り、それらの発現パターンは探索されていないが、ＣＦＨＲ５の研究は、これがヘパリン
、ＣＲＰおよびＣ３ｂ結合を含む、Ｈ因子に類似する特性を有することを示した（Ｍｕｒ
ｐｈｙら、２００２）（図１４）。この類似性は、Ｈ因子と同様に、ＣＦＨＲ５がＭＰＧ
ＮＩＩ／ＤＤＤにおいて役割を果たすことを示唆する。これは、ＭＰＧＮＩＩ／ＤＤＤを
有する２例の患者からの腎生検におけるＣＦＨＲ５発現の本発明者らの知見と一致する（
データ示さず）。
【０３６４】
　本発明者らの遺伝子型決定データは、ＣＦＨＲ５のいくつかのアレル変異体が、ＭＰＧ
ＮＩＩ／ＤＤＤ疾患表現型と優先的に関連することを示す。ＣＦＨＲ５のプロモーター領
域中に２つのＳＮＰが含まれ、これらは、１つはＣ／ＥＢＰβについての結合部位を除去
することによって、他方はＧＡＴＡ－１結合部位を加えることによって、転写に影響を与
え得る。他の有意な関連は、エキソン２におけるプロリンをセリンに変化する。ＣＦＨＲ
５のエキソン１および２は、ヘパリンおよびＣＲＰ結合のために完全である、Ｈ因子の短
いコンセンサスリピート６（ＳＣＲ６）に対して相同なドメインをコードするので、この
変化は、補体の活性化および制御に影響を与え得る。
【０３６５】
　実施例３
　Ｈ因子タンパク質の防御型の産生
　例示的な防御型のヒト補体Ｈ因子（ＣＦＨ）を、ハプロタイプＨ２に基づいて調製した
（図５）。手短に述べると、ＲＮＡは、４例のドナーの眼組織（ＲＰＥ／脈絡膜複合体）
から単離した。ＲＮＡは、以下のプライマーを使用して、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応に
よって増幅した：
５’－ＧＡＡＧＡＴＴＧＣＡＡＴＧＡＡＣＴＴＣＣＴＣＣＡＡＧ－３’［配列番号３３１
］
５’－ＡＡＧＴＴＣＴＧＡＡＴＡＡＡＧＧＴＧＴＧＣ－３’［配列番号３３２］
　ＲＴ－ＰＣＲ反応は、製造業者（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に
よって記載されるように、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩＩ　Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ　Ｈｉｇ
ｈ　Ｆｉｄｅｌｉｔｙ　ｗｉｔｈ　Ｐｌａｔｉｎｕｍ　Ｔａｑを使用して実施した。適切
なサイズの産物（３，７６９ｂｐ）をアガロースゲルから切り出し、スピンカラムを使用
して単離した。
【０３６６】
　ＰＣＲ産物を、製造業者（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）によって推奨されるように、ＴＯＰ
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Ｏ－ＴＡクローニングシステムを使用して、ベクターｐＣＲ２．１－ＴＯＰＯにクローニ
ングした。４例の各々の患者に由来するクローンの完全な遺伝子配列を、直接的配列決定
によって決定した。１例の患者（患者番号４９８－０１）に由来するＤＮＡは、例示的な
保護的参照配列（Ｈ２）のそれと比較して、最も少ない数のヌクレオチド多型を有したが
、このＤＮＡは、４０２位のアミノ酸（ヒスチジン）のリスク配列をコードし、６２位の
アミノ酸にバリンをコードしていた。防御型のＣＦＨをコードする遺伝子を調製するため
に、本発明者らは、ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓシステム（Ｓｔｒａ
ｔａｇｅｎｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）を使用して、６２位のアミノ酸をコードする塩
基がイソロイシンをコードするように、４０２位のアミノ酸をコードする塩基がチロシン
をコードするように変化させ、配列番号３３５を得た。このタンパク質の１２１０位のア
ミノ酸はアルギニンである。利用したオリゴヌクレオチドは以下の通りであった（および
適切なアンチセンスバージョン）：
６２：５’－ＴＡＴＡＧＡＴＣＴＣＴＴＧＧＡＡＡＴＡＴＡＡＴＡＡＴＧＧＴＡＴＧＣＡ
ＧＧ－３’［配列番号３３３］
４０２：　５’－ＡＴＧＧＡＴＡＴＡＡＴＣＡＡＡＡＴＴＡＴＧＧＡＡＧＡＡＡＧＴＴＴ
ＧＴＡＣ－３’［配列番号：３３４］
　導入した突然変異の忠実度は、遺伝子全体の直接的配列決定によって確認した。得られ
た防御的遺伝子は、真核生物発現ベクターｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に
、サイトメガロウイルスプロモーターの制御下でクローニングした。この発現ベクターは
、Ｅｘｇｅｎ　５００トランスフェクション試薬（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，Ｈａｎｏｖｅｒ
，ＭＤ）を使用して、ヒト肺癌腫細胞株Ａ５４９（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）
にトランスフェクトした。トランスフェクションに続き、細胞を無血清培地（Ｈｙｂｒｉ
ｄｏｍａ－ＳＦＭ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で増殖させた。
【０３６７】
　上清をトランスフェクションの４８時間後に採取し、ウェスタンブロット分析に供した
。適切なサイズの産物（約１５０ｋＤａ）の存在を、ヒトＣＦＨに対して指向されるモノ
クローナル抗体およびポリクローナル抗体（Ｑｕｉｄｅｌ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）を
使用して確認した。
患者番号４９８－０１（６２Ｉ、４０２Ｙ）ＣＦＨ遺伝子［配列番号３３５］
【０３６８】
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【表６－３】

【０３８０】



(110) JP 5100901 B2 2012.12.19

10

20

30

40

【表７】
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【表８】

Ｇ、Ａ、Ｔ、Ｃは示される多型におけるヌクレオチドをいう。Ｓ、Ｌはイントロン２多型
の短いアレルおよび長いアレル（２つのＴヌクレオチドの挿入）をいう。
【０３８２】
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【表１６－２】
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【表１６－４】

　ＸＶ．参考文献
　著者および日付で引用される参考文献についての完全な引用が以下に提供される。
【０３９３】
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【化１４】

　本発明を特定の実施形態を参照して詳細に説明してきたが、当業者は、修飾および改良
が添付の特許請求の範囲に示されるような本発明の範囲および技術思想の範囲内にあるこ
とを認識する。本明細書に引用されるすべての刊行物および特許文書は、あたかもこのよ
うな各々の刊行物または文書が参照により本明細書に援用されることが具体的にかつ個別
に示されるかのように、参照により本明細書に援用される。刊行物および特許文書（特許
、公開された特許出願、および非公開の特許出願）の引用は、このようないかなる文書も
関連する先行技術であることの認可を意図するものではないし、これらの内容または日付
に関していかなる認可の性質を有するものでもない。本発明は文書の記載によりここで説
明されてきたので、当業者は、本発明が種々の実施形態において実施することが可能であ
ること、および前述の記載が例示目的のためであり、添付の特許請求の範囲の限定ではな
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（经修改） 本发明要解决的问题作为对受试者中年龄相关性黄斑变性
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列是否存在于受试者的基因组多态性位点rs800292，其中单倍型的存在
指示存在，表明受试者对AMD发展的易感性降低。 【选择图】无
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