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(57)【要約】
　本発明は、モヤモヤ病の基本的病変である内頸動脈終末部の動脈の閉塞および新生に関
与する新規遺伝子「ミステリン」、ミステリンポリペプチド、該ポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチド等を提供する。また、本発明は、ミステリン遺伝子座及びその近傍に
存在する、モヤモヤ病と相関する複数のＳＮＰｓを提供する。当該ＳＮＰｓを検出するこ
とにより、モヤモヤ病の発症リスクを判定することが可能である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（１）及び（４）～（７）から選択されるいずれかのポリペプチド：
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンがリジンに置換されている）；
（４）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０１３番のアスパラギン酸がアスパラギンに置換されて
いる）；
（５）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第３９６２番のアスパラギンはアスパラギン酸に置換されて
いてもよい）；
（６）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０６２番のアルギニンはグルタミンに置換されていても
よい）；及び
（７）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列が、Ｒ４８１０Ｋ、Ｄ４０１３Ｎ、Ｎ３９６２Ｄ及びＲ４０６２Ｑか
らなる群から選択される、２、３又は４個の置換を含んでいてもよい）。
【請求項２】
　配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表され
るアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンがリジンに置換されている）である、
請求項１記載のポリペプチド。
【請求項３】
　請求項１又は２記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオ
チド。
【請求項４】
　請求項３記載のポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
【請求項５】
　請求項４記載の発現ベクターで形質転換された形質転換体。
【請求項６】
　以下の（１）～（３）から選択されるいずれかのポリペプチドをコードする遺伝子の機
能的欠損を含む非ヒト動物：
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリジンに置換されていてもよい
）；
（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列と４５％以上の同一性を有するアミノ酸配列を
含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有するポリペプチド；及び
（３）配列番号２で表されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸が欠失、置
換、挿入又は付加されたアミノ酸配列を含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａ
ｓｅ活性を有するポリペプチド。
【請求項７】
　血管新生異常の動物モデルとしての、請求項６記載の動物の使用。
【請求項８】
　以下の（１）～（３）から選択されるいずれかのポリペプチドをコードする遺伝子の機
能的欠損を含む動物細胞：
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリジンに置換されていてもよい
）；
（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列と４５％以上の同一性を有するアミノ酸配列を
含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有するポリペプチド；及び
（３）配列番号２で表されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸が欠失、置
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換、挿入又は付加されたアミノ酸配列を含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａ
ｓｅ活性を有するポリペプチド。
【請求項９】
　被検物質が以下の（１）～（３）から選択されるいずれかのポリペプチドをコードする
遺伝子の発現または機能を調節し得るか否かを評価することを含む、血管新生調節剤の候
補物質のスクリーニング方法：
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリジンに置換されていてもよい
）；
（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列と４５％以上の同一性を有するアミノ酸配列を
含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有するポリペプチド；及び
（３）配列番号２で表されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸が欠失、置
換、挿入又は付加されたアミノ酸配列を含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａ
ｓｅ活性を有するポリペプチド。
【請求項１０】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列又はその相補配列を含むポ
リヌクレオチドであって、該部分配列は、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ
＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４
）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５５７１２ 
Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から選択される少な
くとも１つのＳＮＰを含み、該部分配列に含まれる該ＳＮＰのアレルはマイナーアレルで
あり、且つ該部分配列又はその相補配列は少なくとも１２ヌクレオチドの長さを有する、
ポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　該ＳＮＰが、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０
７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞
Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項１０記載のポリ
ヌクレオチド。
【請求項１２】
　該ＳＮＰが７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）である、請求項１０記載のポリヌクレオチ
ド。
【請求項１３】
　該ＳＮＰが５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）である、請求項１０記載のポリヌクレオチ
ド。
【請求項１４】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３
０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ
（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５
５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から選択さ
れる少なくとも１つのＳＮＰを検出することを含む、モヤモヤ病の発症リスクの判定方法
。
【請求項１５】
　該ＳＮＰが、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０
７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞
Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項１４記載の方法
。
【請求項１６】
　該ＳＮＰが７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）である、請求項１４記載の方法。
【請求項１７】
　該ＳＮＰが５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）である、請求項１４記載の方法。
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【請求項１８】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３
０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ
（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５
５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から選択さ
れる少なくとも１つのＳＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領
域を特異的に増幅し得るプライマーを含む、モヤモヤ病の発症リスクの診断剤。
【請求項１９】
　該ＳＮＰが、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０
７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞
Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項１８記載の診断
剤。
【請求項２０】
　該ＳＮＰが７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）である、請求項１８記載の診断剤。
【請求項２１】
　該ＳＮＰが５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）である、請求項１８記載の診断剤。
【請求項２２】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）のＳ
ＮＰを検出することを含む、虚血性心疾患の発症リスクの判定方法。
【請求項２３】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）のＳ
ＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅し得る
プライマーを含む、虚血性心疾患の発症リスクの診断剤。
【請求項２４】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）のＳ
ＮＰを検出することを含む、一卵性双生児の分娩可能性の判定方法。
【請求項２５】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）のＳ
ＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅し得る
プライマーを含む、一卵性双生児の分娩可能性の診断剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、モヤモヤ病発症前診断に有用な新規遺伝子及びＳＮＰｓに関する。更に、本
発明は、該遺伝子の機能的欠損を有する非ヒト動物、該遺伝子の機能的欠損を有する細胞
、該遺伝子を利用した、家族性モヤモヤ病発症リスクの判定方法、虚血性心疾患の発症リ
スクの判定方法、一卵性双生児の出生可能性の判定方法、及びこれらの判定方法の実施に
有用な試薬等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　モヤモヤ病（Moyamoya disease: MMD）は、ウィリス動脈輪閉塞症とも呼ばれ、小児期
及び成人期に発症する内頸動脈終末部の狭窄病変である。
【０００３】
　モヤモヤ病は世界中で発症する疾患であるが（非特許文献１）、モヤモヤ病の発症率は
、日本、韓国及び中国などの東アジアにおいて特に高い（非特許文献２及び３）。日本に
おいては、最新の罹患率及び年間発症率が、100,000人につき10.5人及び0.94人と報告さ
れている（非特許文献２）。ヨーロッパにおいては、発症率は日本における発症率のおよ
そ1/10と見積もられている（非特許文献２及び３）。アメリカにおいては、発症率は100,
000人につきおよそ0.086人であり、コーカサス系アメリカ人よりも、アジア系アメリカ人
及びアフリカ系アメリカ人において高い（非特許文献２及び３）。
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【０００４】
　従来から遺伝的素因が疑われてきたが、感受性遺伝子の同定はなされていない。本発明
者らは、これまでの解析において、染色体領域１７ｑ２５．３がモヤモヤ病の発症と連鎖
することを見出している（非特許文献４）。
【０００５】
　ヒトゲノムの網羅的シークエンスにより、基本的にはヒト染色体の全てのヌクレオチド
配列が決定されており、その配列から、上記染色体領域１７ｑ２５．３においては、ＣＡ
ＲＤ１４、Ｒａｐｔｏｒ、ＡＡＴＫ、ＫＩＡＡ１６１８、Ｃ１７ｏｒｆ２７等を含む数多
くの遺伝子の存在が予想されている。
【０００６】
　Ｂｅｒｔｉｎらは、ルシフェラーゼレポーター解析に基づき、ＣＡＲＤ１４がＩＫＫＧ
（ＩＫＢＫＧ；３００２４８）又はＩＫＫＢを通してＮＦＫＢ活性を誘導すること、そし
てこの誘導にはＣＡＲＤ１４のＮ末端を要することを示している。ＣＡＲＤ１４のＣ末端
ドメインの欠損により増強されたＮＦＫＢ活性が生じることを報告している（非特許文献
５）。従って、ＮＦＫＢ媒介経路のためのネガティブ制御機能が存在し、これが免疫反応
において鍵となる役割を果たしていることが示唆される。
【０００７】
　Ｒａｐｔｏｒ[regulatory associated protein of mammalian target of rapamycin (m
TOR)]は、ＴＯＲシグナリングに必須の１５０ｋＤａのｍＴＯＲ補因子である（非特許文
献６）。Ｒａｐｔｏｒは、組織の肥大と関連し（非特許文献７）、hypoxia-inducible fa
ctorの制御因子であり（非特許文献８）、ＨＬＡクラスＩ抗体により媒介される血管内皮
細胞増殖に関与する（非特許文献９）。
【０００８】
　ＡＡＴＫは、アポトーシスに関与することが報告されている（非特許文献１０）。アポ
トーシスは、ＭＭＤの患者の狭窄病変において観察される現象の１つである（非特許文献
１１）。
【０００９】
　ＫＩＡＡ１６１８及びＣ１７ｏｒｆ２７のアミノ酸配列は、それぞれアクセッション番
号ＮＰ＿０６６００５．２及びＮＰ＿０６５９６５．３として登録され、ＮＣＢＩのイン
ターネットホームページ上に公開されている。しかしながら、これらの遺伝子は、コンピ
ューターによるヌクレオチド配列解析に基づき構造遺伝子であろうと予測された「予測遺
伝子（predicted gene）」であり、独立した２つの遺伝子として開示されているが、機能
解析はまったくなされていない。
【００１０】
　特許文献１において、配列番号４で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチドが開示
されている。該ポリペプチドは膜貫通ドメインを有する膜タンパク質であり、Ｚｎフィン
ガードメイン及びＡＴＰ結合モチーフＡ（Ｐループ）を有することが記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】国際公開第2002/094990号
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Neurol Med Chir (Tokyo), vol. 32, pages 883-886, 1992
【非特許文献２】Lancet Neurol, vol. 7, pages 1056-1066, 2008
【非特許文献３】N Engl J Med, vol. 360, pages 1226-1237, 2009
【非特許文献４】Neurology, vol. 70, pages 2357-2363, 2008
【非特許文献５】J Biol Chem, vol. 276, pages 11877-11882, 2001
【非特許文献６】J Biol Chem, vol. 284, pages 14693-14697, 2009
【非特許文献７】Annu Rev Pharmacol Toxicol, vol. 47, pages 443-467, 2007
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【非特許文献８】J Biol Chem, vol. 282, pages 20534-20543, 2007
【非特許文献９】J Immunol, vol. 180, pages 2357-2366, 2008
【非特許文献１０】Am J Physiol Cell Physiol, vol. 292, pages C1809-C1815, 2007
【非特許文献１１】Neurosurgery, vol. 59, pages 894-900, 2006
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　本発明の目的は、モヤモヤ病の発症と相関するＳＮＰｓを同定し、それに基づきモヤモ
ヤ病の発症前診断方法を確立することである。更に、本発明は、当該ＳＮＰｓの情報から
、モヤモヤ病の発症に関連する可能性のある遺伝子を取得し、該遺伝子の機能的欠損を含
む非ヒト動物や動物細胞を作成し、該遺伝子の機能を明らかにすることを目的とする。ま
た、本発明は、該遺伝子及びＳＮＰｓの更なる用途を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明者らは、１７のモヤモヤ病家系について詳細な連鎖解析を行い、染色体領域１７
ｑ２５．３の中から、モヤモヤ病の発症と連鎖する、約２．１Ｍｂのコア領域を特定する
ことに成功した。該コア領域には約３８個の遺伝子が含まれていた。
　このコア領域のヌクレオチド配列を網羅的に解析したところ、５つの新たなＳＮＰｓが
、KIAA1618(SNP1)、C17orf27(RNF213)(SNP2)、FLJ3520(SNP3)、NPTX1(SNP4)及びKIAA1303
(SNP5)の各遺伝子内又はその近傍において同定された。これらのＳＮＰｓのマイナーアレ
ルの頻度は、モヤモヤ病の発症とよく相関した。試験を行った全ての家族性のモヤモヤ病
患者は、ＳＮＰ２のマイナーアレルを保有していることから、ＳＮＰ２のマイナーアレル
が、アジア人のモヤモヤ病の創始者変異である可能性が示唆された。
　このＳＮＰ２が位置する予測遺伝子C17orf27及び、ＳＮＰ１が位置する予測遺伝子KIAA
1618のクローニングを行ったところ、驚くべきことに、C17orf27及びKIAA1618はそれぞれ
完全な構造遺伝子ではなく、C17orf27とKIAA1618とが１つにつながって、約５０００アミ
ノ酸からなる巨大なタンパク質をコードする１つの構造遺伝子を構成していることが明ら
かとなった。この新規遺伝子をミステリン（Ｍｙｓｔｅｒｉｎ）と命名した。
　ミステリンの機能を解析したところ、Ｅ３リガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有して
いた。
　生体内でのミステリンの機能を解析するため、ヒトのミステリンに相同なゼブラフィッ
シュミステリン１のアンチセンスモルフォリノをゼブラフィッシュの受精卵に注入するこ
とにより、ミステリン１の蛋白発現が抑制されたゼブラフィッシュを作成した。ミステリ
ン１のアンチセンスモルフォリノを注入した胚においては、初期血管発生は正常に進行し
たものの、それに続く血管新生に異常が見られた。また、ミステリン１の発現が抑制され
たゼブラフィッシュにおいては目の周辺に特徴的な異常血管新生が見られた。これらの表
現型から、ヒトのミステリンは血管構築の形成に重要な機能を有することが示唆された。
　更に、ＳＮＰ２が、虚血性心疾患の発症頻度や一卵性双生児の分娩頻度と関連すること
が示された。
　更に、白人の家系においてもモヤモヤ病の発症と相関する新たなＳＮＰｓを見出した。
　以上の知見に基づき、本発明が完成された。
【００１５】
　即ち、本発明は以下に関する。
［１］以下の（１）～（３）から選択されるいずれかのポリペプチド：
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリジンに置換されていてもよい
）；
（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列と４５％以上の同一性を有するアミノ酸配列を
含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有するポリペプチド；及び
（３）配列番号２で表されるアミノ酸配列において１～５００個のアミノ酸が欠失、置換
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、挿入又は付加されたアミノ酸配列を含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓ
ｅ活性を有するポリペプチド。
［２］［１］記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド
。
［３］［２］記載のポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
［４］［３］記載の発現ベクターで形質転換された形質転換体。
［５］［１］記載のポリペプチドをコードする遺伝子の機能的欠損を含む非ヒト動物。
［６］血管新生異常の動物モデルとしての、［５］記載の非ヒト動物の使用。
［７］［１］記載のポリペプチドをコードする遺伝子の機能的欠損を含む動物細胞。
［８］被検物質が［１］記載のポリペプチドをコードする遺伝子の発現または機能を調節
し得るか否かを評価することを含む、血管新生調節剤の候補物質のスクリーニング方法。
［９］配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列又はその相補配列を含
むポリヌクレオチドであって、該部分配列は、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９
７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（Ｓ
ＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少なくとも１
つのＳＮＰを含み、該部分配列に含まれる該ＳＮＰのアレルはマイナーアレルであり、且
つ該部分配列又はその相補配列は少なくとも１２ヌクレオチドの長さを有する、ポリヌク
レオチド。
［１０］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）
、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ 
Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少
なくとも１つのＳＮＰを検出することを含む、モヤモヤ病の発症リスクの判定方法。
［１１］該ＳＮＰが７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）である、［１０］記載の方法。
［１２］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）
、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ 
Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少
なくとも１つのＳＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特
異的に増幅し得るプライマーを含む、モヤモヤ病の発症リスクの診断剤。
［１３］該ＳＮＰが７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）である、［１２］記載の診断剤。
［１４］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２
）のＳＮＰを検出することを含む、虚血性心疾患の発症リスクの判定方法。
［１５］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２
）のＳＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅
し得るプライマーを含む、虚血性心疾患の発症リスクの診断剤。
［１６］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２
）のＳＮＰを検出することを含む、一卵性双生児の分娩可能性の判定方法。
［１７］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２
）のＳＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅
し得るプライマーを含む、一卵性双生児の分娩可能性の診断剤。
［１８］以下の（４）～（７）から選択されるいずれかのポリペプチド：
（４）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０１３番のアスパラギン酸はアスパラギンに置換されて
いる）；
（５）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第３９６２番のアスパラギンはアスパラギン酸に置換されて
いてもよい）；
（６）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０６２番のアルギニンはグルタミンに置換されていても
よい）；及び
（７）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
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されるアミノ酸配列が、Ｒ４８１０Ｋ、Ｄ４０１３Ｎ、Ｎ３９６２Ｄ及びＲ４０６２Ｑか
らなる群から選択される、２、３又は４個の置換を含んでいてもよい）。
［１９］［１８］記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオ
チド。
［２０］［１９］記載のポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
［２１］［２０］記載の発現ベクターで形質転換された形質転換体。
［２２］配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列又はその相補配列を
含むポリヌクレオチドであって、該部分配列は、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０
９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（
ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５５
７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から選択され
る少なくとも１つのＳＮＰを含み、該部分配列に含まれる該ＳＮＰのアレルはマイナーア
レルであり、且つ該部分配列又はその相補配列は少なくとも１２ヌクレオチドの長さを有
する、ポリヌクレオチド。
［２３］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）
、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ 
Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６
）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から
選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出することを含む、モヤモヤ病の発症リスクの判
定方法。
［２４］該ＳＮＰが５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）である、［２３］記載の方法。
［２５］配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）
、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ 
Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６
）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から
選択される少なくとも１つのＳＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを
含む領域を特異的に増幅し得るプライマーを含む、モヤモヤ病の発症リスクの診断剤。
［２６］該ＳＮＰが５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）である、［２５］記載の診断剤。
［２７］モヤモヤ病の発症リスクの診断において使用するための、配列番号５で表される
ヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２
）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０
２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ
７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から選択される少なくとも１つのＳ
ＮＰを特異的に検出し得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅し得る
プライマー。
［２８］該ＳＮＰが４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１
２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ 
Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少なくとも１つである、［２７］記載の核
酸プローブ又はプライマー。
［２９］該ＳＮＰが７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）である、［２７］記載の核酸プロー
ブ又はプライマー。
［３０］該ＳＮＰが５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）である、［２７］記載の核酸プロー
ブ又はプライマー。
［３１］虚血性心疾患の発症リスクの診断において使用するための、配列番号５で表され
るヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）のＳＮＰを特異的に検出し
得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅し得るプライマー。
［３２］一卵性双生児の分娩可能性の診断において使用するための、配列番号５で表され
るヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）のＳＮＰを特異的に検出し
得る核酸プローブ、又は該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅し得るプライマー。
【発明の効果】
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【００１６】
　本発明により、新規遺伝子ミステリンのポリペプチドや該ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチド、発現ベクター、ミステリンの機能的欠損を含む動物等が提供される。ヒ
トゲノム遺伝子配列の網羅的な解析から、ミステリンの遺伝子座には、C17orf27及びKIAA
1618の２つの独立した構造遺伝子の存在が予測されていたが、C17orf27及びKIAA1618はそ
れぞれ完全な構造遺伝子ではなく、C17orf27とKIAA1618とが１つにつながってミステリン
遺伝子座を構成していることが明らかとなった。
　ミステリン遺伝子を発現抑制したゼブラフィッシュの解析等から、ミステリンは血管新
生を調節する機能を有することが明らかとなった。従って、ミステリンの発現や機能を調
節する物質をスクリーニングすることにより、新規機序に立脚した血管新生調節剤の候補
物質を得ることが出来る。
　また、本発明により、ミステリン遺伝子座またはその近傍に存在する新たなＳＮＰｓが
提供される。該ＳＮＰｓはモヤモヤ病、虚血性心疾患、一卵性双生児の分娩頻度と相関す
ることから、このＳＮＰｓを解析することにより、モヤモヤ病や虚血性心疾患の発症リス
クや、一卵性双生児の分娩可能性を判定することが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】ヒトミステリンの構造の模式図。
【図２】ＨＥＫ２９３細胞におけるヒトミステリンタンパク質の発現。
【図３】Ｈｅｌａ細胞におけるヒトミステリンタンパク質の細胞内分布。
【図４】ＨＥＫ２９３細胞におけるヒトミステリンの自己ユビキチン化。
【図５】ヒトミステリンの第２３５９～２６１３アミノ酸部位の配列。αで示す下線はア
ルファヘリックスを構成すると予測された領域、βで示す下線はベータシートを構成する
と予測された領域をそれぞれ示す。
【図６】ヒトミステリンのＷａｌｋｅｒドメインのＡＴＰａｓｅ活性。
【図７】ミステリンＭＯ標的領域のＲＴ－ＰＣＲによる増幅。１：野生型胚、２：ミステ
リンＭＯを注入した胚。各矢印は、以下の情報を示す。ゲノム：ＤＮＡ、ＷＴアレル：野
生型のＰＣＲ産物、ｓｐＭＯアレル：エクソンがスキップされたＰＣＲ産物。
【図８】７２ｈｐｆにおけるｆｌｉ－ＥＧＦＰにより可視化された血管構築。Ａ：野性型
胚（背側血管）、Ｂ：ミステリンＭＯを注入した胚（背側血管）、Ｃ：野性型胚（頭部血
管）、Ｄ：ミステリンＭＯを注入した胚（頭部血管）。
【図９】ミステリンＡＡＡ周辺配列のマルチプルアライメント。以下の脊椎動物のＡＡＡ
ドメイン周辺配列（ヒトミステリンでは第２４１２～２９１０アミノ酸）に相当する配列
を抽出し、マルチプルアライメントを行った。「＊」は不変サイトをしめす。「：」及び
「．」は、化学的性質が類似したアミノ酸のサイトをあらわす。Human;ヒトミステリン、
Chimp;チンパンジーミステリン、Mouse;マウスミステリン、Rat;ラットミステリン、Chic
ken;ニワトリミステリン、Fugu;フグミステリン、Zebra1;ゼブラフィッシュミステリン１
、Zebra2;ゼブラフィッシュミステリン２。
【図１０】ミステリンＲＩＮＧフィンガードメインのマルチプルアライメント。以下の脊
椎動物のＲＩＮＧフィンガードメイン配列（ヒトミステリンでは第３９９７～４０３５ア
ミノ酸）に相当する配列を抽出し、マルチプルアライメントを行った。「＊」は不変サイ
トをしめす。「：」及び「．」は、化学的性質が類似したアミノ酸のサイトをあらわす。
Human;ヒトミステリン、Chimp;チンパンジーミステリン、Mouse;マウスミステリン、Rat;
ラットミステリン、Chicken;ニワトリミステリン、Fugu;フグミステリン、Zebra1;ゼブラ
フィッシュミステリン１、Zebra2;ゼブラフィッシュミステリン２。
【図１１】モヤモヤ病家系の家系図。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
１．ミステリンポリペプチド
　本発明は、以下の（１）～（３）から選択されるいずれかのポリペプチドを提供するも



(10) JP WO2011/049207 A1 2011.4.28

10

20

30

40

50

のである：
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリジンに置換されていてもよい
）；
（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列と４５％以上の同一性を有するアミノ酸配列を
含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有するポリペプチド；及び
（３）配列番号２で表されるアミノ酸配列において１若しくは複数のアミノ酸が欠失、置
換、挿入又は付加されたアミノ酸配列を含み、且つユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａ
ｓｅ活性を有するポリペプチド。
【００１９】
　更なる局面において、本発明は以下の（４）～（７）のポリペプチドをも提供する：
（４）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０１３番のアスパラギン酸はアスパラギンに置換されて
いてもよい）；
（５）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第３９６２番のアスパラギンはアスパラギン酸に置換されて
いてもよい）；
（６）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０６２番のアルギニンはグルタミンに置換されていても
よい）；及び
（７）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列が、Ｒ４８１０Ｋ、Ｄ４０１３Ｎ、Ｎ３９６２Ｄ及びＲ４０６２Ｑか
らなる群から選択される、２、３又は４個の置換を含んでいてもよい）。
【００２０】
　本明細書において、上記（１）～（３）（更なる局面においては、上記（１）～（７）
）のポリペプチド、及び該ポリペプチドをコードする遺伝子を「ミステリン（Mysterin）
」と総称する。
【００２１】
　上記（１）のポリペプチドは、代表的なヒトミステリンポリペプチドである。ミステリ
ン遺伝子座内に新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳＮＰ（ＳＮＰ２として、下記に詳
述）のため、配列番号２で表されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリ
ジンに置換されていてもよい。
【００２２】
　更なる局面において、上記（４）のポリペプチドにおいては、ミステリン遺伝子座内に
新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳＮＰ（ＳＮＰ６として、下記に詳述）のため、配
列番号２で表されるアミノ酸配列における第４０１３番のアスパラギン酸はアスパラギン
に置換されていてもよい。
【００２３】
　更なる局面において、上記（５）のポリペプチドにおいては、ミステリン遺伝子座内に
新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳＮＰ（ＳＮＰ７として、下記に詳述）のため、配
列番号２で表されるアミノ酸配列における第３９６２番のアスパラギンはアスパラギン酸
に置換されていてもよい。
【００２４】
　更なる局面において、上記（６）のポリペプチドにおいては、ミステリン遺伝子座内に
新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳＮＰ（ＳＮＰ８として、下記に詳述）のため、配
列番号２で表されるアミノ酸配列における第４０６２番のアルギニンはグルタミンに置換
されていてもよい。
【００２５】
　更なる局面において、上記（７）のポリペプチドにおいては、ミステリン遺伝子座内に
新たに見出した、アミノ酸置換を伴う４つのＳＮＰｓ（ＳＮＰ２、６、７及び８として、
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下記に詳述）のため、配列番号２で表されるアミノ酸配列が、Ｒ４８１０Ｋ、Ｄ４０１３
Ｎ、Ｎ３９６２Ｄ及びＲ４０６２Ｑからなる群から選択される、２、３又は４個の置換を
含んでいてもよい。
【００２６】
　ミステリンポリペプチドは、ユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有する。
ユビキチンリガーゼ活性の有無は、ＨＡ等でタグ標識した目的とするポリペプチドを発現
し得る発現ベクターを、ユビキチン（例えば、哺乳動物のユビキチン）を発現し得る発現
ベクターとともに、適切な動物細胞（例えば、ＨＥＫ２９３細胞）に導入し、該細胞のラ
イセートについて該タグを特異的に認識する抗体を用いて免疫沈降を行った後、ユビキチ
ンを特異的に認識する抗体を用いてウエスタンブロットを行うことにより、導入したポリ
ペプチドが自己ユビキチン化されたか否かを評価することにより決定することができる。
【００２７】
　ＡＴＰａｓｅ活性の有無は、例えば、以下の方法により決定することができる。目的と
するポリペプチドを、マグネシウムイオン（例えば１ｍＭの濃度）及びＡＴＰ（例えば５
ｍＭの濃度）を含む生理的な緩衝液（例えばＰＢＳ）に加え、３７℃にて３０分間インキ
ュベートし、最終濃度１％のＰＣＡを加えることにより、反応を止める。反応混合物にマ
ラカイトグリーンを加え、更に３０分間インキュベートする。遊離リン酸とマラカイトグ
リーンの結合による呈色を６２０ｎｍの吸光で計測する。試験したポリペプチドがＡＴＰ
ａｓｅ活性を有していると、ＡＴＰの加水分解にともなうリン酸の遊離による有意な呈色
反応が観察される。
【００２８】
　上記（２）のポリペプチドは、配列番号２で表されるアミノ酸配列と４５％以上、好ま
しくは７０％以上、より好ましくは９５％以上、更に好ましくは９９．５％以上、より更
に好ましくは９９．９％以上（例えば、９９．９６％以上）の同一性を有するアミノ酸配
列を含む。
【００２９】
　ここで「同一性」とは、当該技術分野において公知の数学的アルゴリズムを用いて２つ
のアミノ酸配列をアラインさせた場合の、最適なアラインメント（好ましくは、該アルゴ
リズムは最適なアラインメントのために配列の一方もしくは両方へのギャップの導入を考
慮し得るものである）における、オーバーラップする全アミノ酸残基に対する、同一アミ
ノ酸残基の割合（％）を意味する。
【００３０】
　本明細書におけるアミノ酸配列の同一性は、ＮＣＢＩのインターネットホームページ上
に公開されている相同性計算アルゴリズムBlastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blas
t.cgi)を用い、デフォルト条件にて計算することができる。アミノ酸配列の同一性を決定
するためのアルゴリズムとしては、例えば、Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 90: 5873-5877 (1993) に記載のアルゴリズム［該アルゴリズムはNBLASTおよびXBLAST
プログラム(version 2.0) に組み込まれている（Altschul et al., Nucleic Acids Res.,
 25: 3389-3402 (1997)）］、Needleman et al., J. Mol. Biol., 48:444-453 (1970) に
記載のアルゴリズム［該アルゴリズムはGCGソフトウェアパッケージ中のGAPプログラムに
組み込まれている］、Myers and Miller, CABIOS, 4: 11-17 (1988) に記載のアルゴリズ
ム［該アルゴリズムはCGC配列アラインメントソフトウェアパッケージの一部であるALIGN
プログラム (version 2.0) に組み込まれている］、Pearson et al., Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 85: 2444-2448 (1988) に記載のアルゴリズム［該アルゴリズムはGCGソフト
ウェアパッケージ中のFASTAプログラムに組み込まれている］等が挙げられるが、それら
に限定されない。
【００３１】
　上記（３）のポリペプチドに含まれるアミノ酸配列は、配列番号２で表されるアミノ酸
配列において１若しくは複数のアミノ酸が欠失、置換、挿入又は付加されたアミノ酸配列
、例えば、(1)配列番号２に示されるアミノ酸配列中の１又は複数（好ましくは１～５０
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０個、より好ましくは１～１００個、さらに好ましくは１～３０個、更により好ましくは
１～１０個、最も好ましくは１～数（２～５）個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
(2)配列番号２に示されるアミノ酸配列に１又は複数（好ましくは１～５００個、より好
ましくは１～１００個、さらに好ましくは１～３０個、更により好ましくは１～１０個、
最も好ましくは１～数（２～５）個）のアミノ酸が付加されたアミノ酸配列、(3)配列番
号２に示されるアミノ酸配列に１又は複数（好ましくは１～５００個、より好ましくは１
～１００個、さらに好ましくは１～３０個、更により好ましくは１～１０個、最も好まし
くは１～数（２～５）個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、(4)配列番号２に示さ
れるアミノ酸配列中の１又は複数（好ましくは１～５００個、より好ましくは１～１００
個、さらに好ましくは１～３０個、更により好ましくは１～１０個、最も好ましくは１～
数（２～５）個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または(5)上記(
1)～(4)の変異が組み合わせれたアミノ酸配列（欠失、置換、挿入又は付加されたアミノ
酸の総数が、好ましくは１～５００個、より好ましくは１～１００個、さらに好ましくは
１～３０個、更により好ましくは１～１０個、最も好ましくは１～数（２～５）個）であ
る。
【００３２】
　ユビキチンリガーゼ活性を保持するため、上記（２）及び（３）のポリペプチドにおい
ては、その活性に重要なＲＩＮＧフィンガードメイン（配列番号２の第３９９７～４０３
５アミノ酸に該当する）が保存されていることが好ましい。保存の程度は、アミノ酸配列
の同一性として、通常５０％以上、好ましくは５４％以上、より好ましくは６９％以上、
更に好ましくは９０％以上（例えば９７％以上）、最も好ましくは１００％である。ヒト
のＡＡＡドメイン周辺配列へ欠失、置換、挿入又は付加を導入する場合には、図１０に示
す「＊」のアミノ酸が完全に保持されるように導入を行うことが好ましい。また、ヒトの
ＡＡＡドメイン周辺配列へ欠失、置換、挿入又は付加を導入する場合には、図１０に示す
「：」又は「．」のアミノ酸が完全に保持されるか、化学的性質が類似したアミノ酸へ置
換されるように導入を行うことが好ましい。「化学的性質が類似したアミノ酸」としては
、例えば、芳香族アミノ酸（Phe、Trp、Tyr）、脂肪族アミノ酸（Ala、Leu、Ile、Val）
、極性アミノ酸（Gln、Asn）、塩基性アミノ酸（Lys、Arg、His）、酸性アミノ酸（Glu、
Asp）、水酸基を有するアミノ酸（Ser、Thr）、側鎖の小さいアミノ酸（Gly、Ala、Ser、
Thr、Met）などの同じグループに分類されるアミノ酸が挙げられる。このような類似アミ
ノ酸による置換はタンパク質の表現型に変化をもたらさない（即ち、保存的アミノ酸置換
である）ことが予測される。保存的アミノ酸置換の具体例は当該技術分野で周知であり、
種々の文献に記載されている（例えば、Bowieら，Science,247：1306-1310 (1990)を参照
）。
【００３３】
　また、ＡＴＰａｓｅ活性を保持するため、上記（２）及び（３）のポリペプチドにおい
ては、その活性に重要なＡＡＡドメイン周辺配列（ヒトの第２４１２～２９１０アミノ酸
に相当）が保存されていることが好ましい。保存の程度は、アミノ酸配列の同一性として
、通常６０％以上、好ましくは７２％以上、より好ましくは８０％以上、更に好ましくは
９０％以上（例えば９８％以上）、最も好ましくは１００％である。ヒトのＡＡＡドメイ
ン周辺配列へ欠失、置換、挿入又は付加を導入する場合には、図９に示す「＊」のアミノ
酸が完全に保持されるように導入を行うことが好ましい。また、ヒトのＡＡＡドメイン周
辺配列へ欠失、置換、挿入又は付加を導入する場合には、図９に示す「：」又は「．」の
アミノ酸が完全に保持されるか、化学的性質が類似したアミノ酸へ置換されるように導入
を行うことが好ましい。「化学的性質が類似したアミノ酸」の定義は、上述の通りである
。
【００３４】
　１つの好ましい態様において、上記（２）及び（３）のポリペプチドは、動物の天然の
ミステリンポリペプチドである。「天然の」とは、ポリペプチドを構成するアミノ酸配列
が天然に存在することをいう。
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【００３５】
　遺伝子を構成するヌクレオチド配列には通常多型（個体差）が存在することが知られて
いる。上記（２）及び（３）のポリペプチドには、ヒトミステリン遺伝子の多型により生
じた上記（１）のポリペプチドとはアミノ酸配列が異なるポリペプチドが含まれる。
【００３６】
　また、上記（２）及び（３）のポリペプチドには、ヒト以外の動物におけるミステリン
のオルソログが含まれる。「ヒト以外の動物」としては、ヒト以外の哺乳動物、鳥類、爬
虫類、両生類、魚類、昆虫などを挙げることができる。ヒト以外の哺乳動物としては、例
えば、マウス、ラット、ハムスター、モルモット等のげっ歯類やウサギ等の実験動物；ブ
タ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ミンク等の家畜；イヌ、ネコ等のペット；サル、カニク
イザル、アカゲザル、マーモセット、オランウータン、チンパンジーなどの霊長類等を挙
げることが出来るが、これらに限定されるものではない。鳥類としては、ニワトリ、ウズ
ラ、アヒル、ガチョウ、シチメンチョウ、エミュ、ダチョウ、ホロホロ鳥、ハト等を挙げ
ることができる。魚類としては、ゼブラフィッシュ、フグ、メダカ、キンギョ、ドジョウ
等が挙げられる。ヒト以外の動物におけるミステリンのオルソログは、本明細書に開示さ
れたヒトミステリンをコードするヌクレオチド配列（配列番号１で表されるヌクレオチド
配列）を参照し、ミステリンを特異的に検出し得る核酸プローブやプライマーを設計し、
プラークハイブリダイゼーションや、ＲＡＣＥ　ＰＣＲ等の周知の遺伝子工学的手法を用
いることにより、獲得することが出来る。
【００３７】
　上記（２）及び（３）のポリペプチドの好適な例としては、例えば、哺乳動物、代表的
な鳥類又は魚類のヒトミステリンと相同なミステリンポリペプチドを挙げることができる
。進化時間が長くなると、タンパク質への挿入あるいは欠損など変異による種間での多様
性のため、必ずしも完全な遺伝子構造の保存は見られない。しかし機能的に重要な部分に
ついては種間で高度に保存される。ミステリンのAAAドメイン周辺配列（ヒトの第2412～2
910アミノ酸に相当）およびRINGフィンガードメイン配列（ヒトの第3997～4035アミノ酸
に相当）をヒト、チンパンジー、マウス、ラット、ニワトリ、フグ、およびゼブラフィッ
シュ（ゲノム中に２遺伝子存在する）より抽出し、それぞれのドメインについてマルチフ
ルアライメントを行った。アライメントの結果を図９及び１０に示す。AAAドメイン周辺
配列については、ヒトミステリンアミノ酸配列に対する同一性は、チンパンジー９８％、
マウス８２％、ラット８０％、ニワトリ７２％、フグ６７％、およびゼブラフィッシュ６
８％、６３％(それぞれ、ミステリン１，２に相当)である。RINGフィンガードメイン配列
については、ヒトミステリンアミノ酸配列に対する同一性は、チンパンジー９７％、マウ
ス６９％、ラット７４％、ニワトリ５４％、フグ５１％、およびゼブラフィッシュ５３％
、４２％(それぞれ、ミステリン１，２に相当)である。ゼブラフィッシュにおいては、ミ
ステリン１(ｚRNF213)、ミステリン２（ｚRNF213.1）の２種類があり、前者がヒトのミス
テリンに相当する。ゼブラフィッシュのミステリン１ポリペプチドの代表的なアミノ酸配
列を配列番号４に示す。
【００３８】
　本発明のポリペプチドは、ユビキチンリガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を有する限り
、その長さは特に制限されず、使用目的に応じて所望の長さのポリペプチドを選択するこ
とが出来る。例えば、本発明のポリペプチドとして、長さが６０００アミノ酸以下のもの
、５５００アミノ酸以下のもの、５４００アミノ酸以下のもの、５３００アミノ酸以下の
もの、５２５０アミノ酸以下のもの、５２２０アミノ酸以下のもの、５２１０アミノ酸以
下のもの等を適宜選択することが出来る。本発明のポリペプチドは、通常４８００アミノ
酸以上、好ましくは５０００アミノ酸以上、より好ましくは５２００アミノ酸以上、最も
好ましくは５２０７アミノ酸以上の長さを有する。
【００３９】
　本発明のポリペプチドは、１個以上のタグポリペプチド又はシグナル配列を有していて
もよい。
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【００４０】
　タグポリペプチドとは、ポリペプチドの検出や精製等を容易ならしめるために付加され
るポリペプチドをいう。タグポリペプチドとしては、エピトープタグ、蛍光ポリペプチド
、イムノグロブリンＦｃ領域等を挙げることが出来るがこれらに限定されない。エピトー
プタグとは、抗体または他の結合パートナーによって特異的に認識されるペプチドをいい
、具体的には、Ｆｌａｇタグ、ポリヒスチジンタグ、ｃ－Ｍｙｃタグ、ＨＡタグ、ＡＵ１
タグ、ＧＳＴタグ、ＭＢＰタグ等を挙げることが出来る。蛍光ポリペプチドとしては、Ｇ
ＦＰ、ＹＦＰ、ＲＦＰ、ＣＦＰ、ＢＦＰ、ＥＧＦＰ等を挙げることが出来る。このような
タグポリペプチドは当業者に周知であり、当該タグポリペプチドを特異的に認識する多様
な抗体が市販されている。
【００４１】
　シグナル配列とは、ポリペプチドの翻訳と同時にまたは翻訳後に、合成部位から細胞内
部の特定部位、又は細胞外部へのポリペプチドの運搬や局在を指示するポリペプチド配列
をいう。シグナル配列には、ポリペプチドの分泌を誘導するリーダー配列、核移行シグナ
ル配列（例えば、ＳＶ４０ Ｔ抗原の核移行シグナル配列）、核外移行シグナル配列、核
小体局在シグナル等を挙げることが出来るがこれらに限定されない。このようなシグナル
配列は当業者に周知であり、目的に応じて適宜選択することが出来る。
【００４２】
　本発明のポリペプチドは修飾されていてもよい。該修飾としては、脂質鎖の付加（脂肪
族アシル化（パルミトイル化、ミリストイル化等）、プレニル化（ファルネシル化、ゲラ
ニルゲラニル化等）等）、リン酸化（セリン残基、スレオニン残基、チロシン残基等にお
けるリン酸化）、アセチル化、糖鎖の付加（Ｎグリコシル化、Ｏグリコシル化）等を挙げ
ることが出来る。
【００４３】
　また、本発明のポリペプチドは、適当な標識剤、例えば、放射性同位元素（例：125Ｉ
、131Ｉ、3Ｈ、14Ｃ等）、酵素（例：β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、アル
カリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等）、蛍光物質（例：フ
ルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等）、発光物質（例：ルミノール、
ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等）、アフィニティタグ（例：ビオチン等
）などで標識されていてもよい。
【００４４】
　また、本明細書において用語「ポリペプチド」は、その塩をも含む意味として用いられ
る。ポリペプチドの塩としては生理学的に許容される酸（例：無機酸、有機酸）や塩基（
例：アルカリ金属塩）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が
好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、
硫酸）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイ
ン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベ
ンゼンスルホン酸）との塩などが挙げられる。
【００４５】
　本発明のポリペプチドは単離又は精製されていることが好ましい。「単離又は精製」と
は、目的とする成分以外の成分を除去する操作が施されていることを意味する。単離又は
精製された本発明のポリペプチドの純度（全ポリペプチド重量に対する、本発明のポリペ
プチドの重量の割合）は、通常５０％以上、好ましくは７０％以上、より好ましくは９０
％以上、最も好ましくは９５％以上（例えば実質的に１００％）である。
【００４６】
　代表的な本発明のポリペプチドを以下に列挙する：
（ａ）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｂ）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド（ここで、配列番号２で
表されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリジンに置換されている）；
（ｃ）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド（ここで、配列番号２で
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表されるアミノ酸配列における第４０１３番のアスパラギン酸はアスパラギンに置換され
ている）；
（ｄ）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド（ここで、配列番号２で
表されるアミノ酸配列における第３９６２番のアスパラギンはアスパラギン酸に置換され
ている）；
（ｅ）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド（ここで、配列番号２で
表されるアミノ酸配列における第４０６２番のアルギニンはグルタミンに置換されている
）；
（ｆ）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド（ここで、配列番号２で
表されるアミノ酸配列が、以下の群から選択されるいずれか１つの置換の組み合わせを含
む；
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｎ３９６２Ｄ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ、
Ｄ４０１３Ｎ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ、       
Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ、及び
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ）；
（ｇ）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド；
（ｈ）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４８１０番のアルギニンはリジンに置換されている）；
（ｉ）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０１３番のアスパラギン酸はアスパラギンに置換されて
いる）；
（ｊ）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第３９６２番のアスパラギンはアスパラギン酸に置換されて
いる）；
（ｋ）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列における第４０６２番のアルギニンはグルタミンに置換されている）
；及び
（ｌ）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド（ここで、配列番号２で表
されるアミノ酸配列が、以下の群から選択されるいずれか１つの置換の組み合わせを含む
；
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｎ３９６２Ｄ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ、
Ｄ４０１３Ｎ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ＋Ｒ４０６２Ｑ、
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ、       
Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ、及び
Ｒ４８１０Ｋ＋Ｄ４０１３Ｎ＋Ｎ３９６２Ｄ＋Ｒ４０６２Ｑ）。
【００４７】
　本発明のポリペプチドの製造方法については特に制限はなく、公知のペプチド合成法に
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従って製造してもよく、また公知の遺伝子組み換え技術を用いて製造してもよい。ペプチ
ド合成法は、例えば、固相合成法、液相合成法のいずれであってもよい。本発明のポリペ
プチドを構成し得る部分ペプチドもしくはアミノ酸と残余部分とを縮合し、生成物が保護
基を有する場合は保護基を脱離することにより目的とするポリペプチドを製造することが
できる。
【００４８】
　遺伝子組み換え技術を用いて本発明のポリペプチドを製造する場合には、先ず後述する
ような本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを取得し、該ポリペプチドを
発現し得る発現ベクターで宿主細胞を形質転換し、得られる形質転換体を培養することに
よって、該ポリペプチドを製造することができる。該ポリヌクレオチド、遺伝子組み換え
技術を用いた本発明のポリペプチドの製造方法については後述する。
【００４９】
　本発明のポリペプチドは、血管新生調節剤の候補物質のスクリーニング、モヤモヤ病の
発症リスクの判定、虚血性心疾患の発症リスクの判定、一卵性双生児の分娩可能性の判定
、病理組織標本での血管新生の判定等に有用である。
【００５０】
２．ミステリンポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
　本発明は上記本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオ
チドを提供するものである。
【００５１】
　本発明のポリヌクレオチドは、ＤＮＡであってもＲＮＡであってもよく、あるいはＤＮ
Ａ／ＲＮＡキメラであってもよい。また、該ポリヌクレオチドは二本鎖であっても、一本
鎖であってもよい。二本鎖の場合は、二本鎖ＤＮＡ、二本鎖ＲＮＡまたはＤＮＡ：ＲＮＡ
のハイブリッドでもよい。
【００５２】
　本発明のポリヌクレオチドとしては、配列番号１又は３で表されるヌクレオチド配列を
含むポリヌクレオチドを挙げることが出来る。配列番号１で表されるヌクレオチド配列は
ヒトミステリンポリペプチド（配列番号２）を、配列番号３で表されるヌクレオチド配列
は、ゼブラフィッシュミステリン１ポリペプチド（配列番号４）をそれぞれコードする。
尚、ミステリン遺伝子座内に新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳＮＰ（ＳＮＰ２とし
て、下記に詳述）のため、配列番号１で表されるヌクレオチド配列における第１４４２９
番のグアニンはアデニンに置換されていてもよい。
【００５３】
　更なる局面において、ミステリン遺伝子座内に新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳ
ＮＰ（ＳＮＰ６として、下記に詳述）のため、配列番号１で表されるヌクレオチド配列に
おける第１２０３７番のグアニンはアデニンに置換されていてもよい。
【００５４】
　更なる局面において、ミステリン遺伝子座内に新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳ
ＮＰ（ＳＮＰ７として、下記に詳述）のため、配列番号１で表されるヌクレオチド配列に
おける第１１８８４番のアデニンはグアニンに置換されていてもよい。
【００５５】
　更なる局面において、ミステリン遺伝子座内に新たに見出した、アミノ酸置換を伴うＳ
ＮＰ（ＳＮＰ８として、下記に詳述）のため、配列番号１で表されるヌクレオチド配列に
おける第１２１８５番のグアニンはアデニンに置換されていてもよい。
【００５６】
　更なる局面において、ミステリン遺伝子座内に新たに見出した、アミノ酸置換を伴う４
つのＳＮＰｓ（ＳＮＰ２、６、７及び８として、下記に詳述）のため、配列番号１で表さ
れるヌクレオチド配列は、ｇ１４４２９ａ、ｇ１２０３７ａ、ａ１１８８４ｇ及びｇ１２
１８５ａからなる群から選択される、２，３又は４個の置換を含んでいてもよい。
【００５７】
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　本発明のポリヌクレオチドは、本明細書の配列表に記載された配列情報に基づき、公知
の遺伝子組換え技術を利用することにより容易に製造することが出来る。例えば、配列情
報に基づき適当なプライマーを設計し、ミステリンを発現する細胞（例えば、２９３細胞
等の腎細胞）から単離した全ＲＮＡから調製したｃＤＮＡを鋳型とするＲＴ－ＰＣＲによ
り、本発明のポリヌクレオチドを製造することが出来る。或いは、本明細書の配列表に記
載された配列情報に基づいて、ポリヌクレオチド合成装置により本発明のポリヌクレオチ
ドを合成してもよい。
【００５８】
　取得された本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、目的によりそのま
ま、または所望により制限酵素で消化するか、リンカーを付加した後に、使用することが
できる。該ポリヌクレオチドはその５’末端側に翻訳開始コドンとしてのＡＴＧを有し、
また３’末端側には翻訳終止コドンとしてのＴＡＡ、ＴＧＡまたはＴＡＧを有していても
よい。これらの翻訳開始コドンや翻訳終止コドンは、適当な合成ＤＮＡアダプターを用い
て付加することができる。
【００５９】
　本発明のポリヌクレオチドは、好ましくは単離又は精製されている。「単離又は精製」
とは、目的とする成分以外の成分を除去する操作が施されていることを意味する。単離又
は精製された本発明のポリヌクレオチドの純度（全ポリヌクレオチド重量に対する、本発
明のポリヌクレオチドの重量の割合）は、通常５０％以上、好ましくは７０％以上、より
好ましくは９０％以上、最も好ましくは９５％以上（例えば実質的に１００％）である。
【００６０】
　本発明のポリヌクレオチドは、ミステリンポリペプチドの製造に有用である。また、本
発明のポリヌクレオチドに含まれるＳＮＰ２やＳＮＰ６を解析することにより、モヤモヤ
病や虚血性心疾患の発症リスクや、一卵性双生児の分娩可能性を判定することが出来る（
下記に詳述）。
【００６１】
３．発現ベクター及び形質転換体
　本発明は、上記本発明のポリヌクレオチドを含む発現ベクター及び該発現ベクターを含
む形質転換体を提供するものである。
【００６２】
　該発現ベクターは、本発明のポリヌクレオチドを適当な発現ベクター中のプロモーター
の下流に機能可能に連結することにより製造することができる。ベクターの種類としては
、プラスミドベクター、ウイルスベクター等を挙げることができ、用いる宿主細胞に応じ
て適宜選択することが出来る。
【００６３】
　宿主細胞には、原核生物細胞及び真核生物細胞が含まれる。原核生物細胞としては、エ
シェリヒア属菌（エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）等）、バチルス属菌（バチル
ス・サブチルス（Bacillus subtilis）等）等が用いられる。真核生物細胞としては、酵
母（サッカロマイセス　セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）等）、昆虫細胞（夜盗
蛾の幼虫由来株化細胞（Spodoptera frugiperda cell；Ｓｆ細胞）等）、哺乳動物細胞（
ヒト細胞（293等）、サル細胞（COS-7等）、チャイニーズハムスター細胞（CHO細胞等）
等）などが用いられる。
【００６４】
　哺乳動物としては、例えば、マウス、ラット、ハムスター、モルモット等のげっ歯類や
ウサギ等の実験動物；ブタ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ミンク等の家畜；イヌ、ネコ等
のペット；ヒト、サル、カニクイザル、アカゲザル、マーモセット、オランウータン、チ
ンパンジーなどの霊長類等を挙げることが出来るが、これらに限定されるものではない。
【００６５】
　プラスミドベクターとしては、大腸菌由来のプラスミドベクター（例、ｐＢＲ３２２，
ｐＢＲ３２５，ｐＵＣ１２，ｐＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミドベクター（例、ｐＵ
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Ｂ１１０，ｐＴＰ５，ｐＣ１９４）、酵母由来プラスミドベクター（例、ｐＳＨ１９，ｐ
ＳＨ１５）等を挙げることができ、用いる宿主の種類や使用目的に応じて適宜選択するこ
とが出来る。
【００６６】
　ウイルスベクターの種類は、用いる宿主細胞の種類や使用目的に応じて適宜選択するこ
とが出来る。例えば、宿主として昆虫細胞を用いる場合には、バキュロウイルスベクター
等を用いることが出来る。また、宿主として哺乳動物細胞を用いる場合には、モロニーマ
ウス白血病ウイルスベクター、レンチウイルスベクター、シンドビスウイルスベクター等
のレトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクター、アデ
ノ随伴ウイルスベクター、パルボウイルスベクター、ワクシニアウイルスベクター、セン
ダイウイルスベクター等を用いることが出来る。
【００６７】
　また、プロモーターは、用いる宿主細胞の種類に対応して、該宿主細胞内で転写を開始
可能なものを選択することが出来る。例えば、宿主がエシェリヒア属菌である場合、ｔｒ
ｐプロモーター、ｌａｃプロモーター、Ｔ７プロモーターなどが好ましい。宿主がバチル
ス属菌である場合、ＳＰＯ１プロモーター、ＳＰＯ２プロモーター、ｐｅｎＰプロモータ
ーなどが好ましい。宿主が酵母である場合、ＰＨＯ５プロモーター、ＰＧＫプロモーター
などが好ましい。宿主が昆虫細胞である場合、ポリヘドリンプロモーター、Ｐ１０プロモ
ーターなどが好ましい。宿主が哺乳動物細胞である場合、サブゲノミック（２６Ｓ）プロ
モーター、ＣＭＶプロモーター、ＳＲαプロモーターなどが好ましい。
【００６８】
　本発明の発現ベクターは、所望によりエンハンサー、スプライシングシグナル、ポリＡ
付加シグナル、選択マーカー、ＳＶ４０複製オリジン（以下、ＳＶ４０ｏｒｉと略称する
場合がある）などを、それぞれ機能可能な態様で含有していてもよい。選択マーカーとし
ては、例えば、ジヒドロ葉酸還元酵素（以下、ｄｈｆｒと略称する場合がある）遺伝子〔
メソトレキセート（ＭＴＸ）耐性〕、アンピシリン耐性遺伝子（Ａｍｐｒと略称する場合
がある）、ネオマイシン耐性遺伝子（Ｎｅｏｒと略称する場合がある、Ｇ４１８耐性）等
が挙げられる。
【００６９】
　本発明の発現ベクターは好ましくは単離又は精製されている。
【００７０】
　本発明の発現ベクターは、適切な宿主細胞内において、本発明のポリペプチドを発現し
得るので、本発明のポリペプチドの製造に有用である。
【００７１】
　上記本発明の発現ベクターを、自体公知の遺伝子導入法（例えば、リポフェクション法
、リン酸カルシウム法、マイクロインジェクション法、プロトプラスト融合法、エレクト
ロポレーション法、DEAEデキストラン法、Gene Gunによる遺伝子導入法等）に従って上記
宿主細胞へ導入することにより、該発現ベクターが導入された形質転換体（本発明の形質
転換体）を製造することができる。該形質転換体は本発明のポリペプチドを発現し得る。
本発明の形質転換体は、本発明のポリペプチドの製造等に有用である。
【００７２】
　本発明の形質転換体を、宿主の種類に応じて、自体公知の方法で培養し、培養物から本
発明のポリペプチドを単離することにより、本発明のポリペプチドを製造することが出来
る。宿主がエシェリヒア属菌である形質転換体の培養は、ＬＢ培地やＭ９培地等の適切な
培地中、通常約１５～４３℃で、約３～２４時間行なわれる。宿主がバチルス属菌である
形質転換体の培養は、適切な培地中、通常約３０～４０℃で、約６～２４時間行なわれる
。宿主が酵母である形質転換体の培養は、バークホールダー培地等の適切な培地中、通常
約２０℃～３５℃で、約２４～７２時間行なわれる。宿主が昆虫細胞または昆虫である形
質転換体の培養は、約１０％のウシ血清が添加されたGrace’s Insect medium等の適切な
培地中、通常約２７℃で、約３～５日間行なわれる。宿主が動物細胞である形質転換体の
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培養は、約１０％のウシ血清が添加されたＭＥＭ培地等の適切な培地中、通常約３０℃～
４０℃で、約１５～６０時間行なわれる。いずれの培養においても、必要に応じて通気や
撹拌を行ってもよい。培養物からの本発明のポリペプチドの単離又は精製は、例えば、菌
体溶解液や培養上清を、逆相クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフ
ィニティクロマトグラフィーなどの複数のクロマトグラフィーに供することにより達成す
ることができる。
【００７３】
４．ミステリンの機能的欠損を含む非ヒト動物
　本発明は、上記本発明のポリペプチドをコードする遺伝子（ミステリン遺伝子）の機能
的欠損を含む非ヒト動物を提供する。
【００７４】
　本発明の動物の種としては、ヒト以外の哺乳動物、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、昆虫
などを挙げることができるが、哺乳動物、鳥類又は魚類が好ましい。ヒト以外の哺乳動物
としては、例えば、マウス、ラット、ハムスター、モルモット等のげっ歯類やウサギ等の
実験動物；ブタ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ミンク等の家畜；イヌ、ネコ等のペット；
サル、カニクイザル、アカゲザル、マーモセット、オランウータン、チンパンジーなどの
霊長類等を挙げることが出来るが、これらに限定されるものではない。鳥類としては、ニ
ワトリ、ウズラ、アヒル、ガチョウ、シチメンチョウ、エミュ、ダチョウ、ホロホロ鳥、
ハト等を挙げることができる。魚類としては、ゼブラフィッシュ、メダカ、キンギョ、ド
ジョウ等が挙げられる。好ましい非ヒト哺乳動物は、マウスである。好ましい鳥類は、ニ
ワトリである。好ましい魚類は、ゼブラフィッシュである。
【００７５】
　ミステリン遺伝子の機能的欠損とは、ミステリン遺伝子が本来有する正常な機能（ユビ
キチンリガーゼ活性、ＡＴＰａｓｅ活性等）が十分に発揮できない状態をいい、例えば、
ミステリン遺伝子が全く発現していない状態、またはミステリン遺伝子が本来有する正常
な機能が発揮できない程度にその発現量が低下している状態、あるいはミステリン遺伝子
産物の機能が完全に喪失した状態、またはミステリン遺伝子が本来有する正常な機能が発
揮できない程度にミステリン遺伝子産物の機能が低下した状態が挙げられる。
【００７６】
　本発明の動物は、ミステリン遺伝子の機能的欠損に伴う種々の特徴を有する。例えば、
本発明の動物は、野生型動物に比して、胚発生が遅延し、初期の血管発生及びそれに続く
血管新生に異常を呈する。さらには、頭部、眼部の血管新生に特に顕著な異常を呈する。
【００７７】
　一実施形態では、本発明の動物は、ゲノムＤＮＡの改変を伴う動物、いわゆる遺伝子改
変動物であり得る。本発明の遺伝子改変動物は、ミステリン遺伝子欠損ヘテロ接合体、又
はミステリン遺伝子欠損ホモ接合体であり得る。
【００７８】
　本発明の遺伝子改変動物は、自体公知の方法により製造できる。先ず、本発明の遺伝子
改変動物の作製に有用なキメラ動物の作製法について説明する。なお、本発明の動物は、
本発明の遺伝子改変動物の作製に有用なキメラ動物をも含む。
【００７９】
　本発明のキメラ動物は、例えば下記の工程（ａ）～（ｃ）を含む方法により製造できる
：
（ａ）ミステリン遺伝子の機能的欠損を含む胚性幹細胞を提供する工程；
（ｂ）該胚性幹細胞を胚に導入し、キメラ胚を得る工程；及び
（ｃ）該キメラ胚を動物に移植し、キメラ動物を得る工程。
【００８０】
　上記方法の工程（ａ）では、ミステリン遺伝子の機能的欠損を含む胚性幹細胞（ＥＳ細
胞）としては、例えば、下記の５．の項に記載した方法にて作製されたものを使用できる
。
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【００８１】
　上記方法の工程（ｂ）では、胚が由来する動物種は、本発明の遺伝子改変動物種と同様
であり得、また、導入される胚性幹細胞が由来する動物種と同一であることが好ましい。
胚としては、例えば胚盤胞、８細胞期胚などが挙げられる。胚はホルモン剤（例えばＦＳ
Ｈ様作用を有するＰＭＳＧおよびＬＨ作用を有するｈＣＧを使用）等により過排卵処理を
施した雌動物を、雄動物と交配させること等により得ることができる。胚性幹細胞を胚に
導入する方法としては、マイクロマニピュレーション法、凝集法などが挙げられる。
【００８２】
　上記方法の工程（ｃ）では、キメラ胚が動物の子宮又は卵管に移入され得る。キメラ胚
が移植される動物は好ましくは偽妊娠動物である。偽妊娠動物は、正常性周期の雌動物を
、精管結紮等により去勢した雄動物と交配することにより得ることができる。キメラ胚が
導入された動物は、妊娠し、キメラ動物を出産する。
【００８３】
　次いで、出生した動物がキメラ動物か否かが確認される。出生した動物がキメラ動物で
あるか否かは自体公知の方法により確認でき、例えば、体色や被毛色で判別できる。また
、判別のために、体の一部からＤＮＡを抽出し、サザンブロット解析やＰＣＲアッセイを
行ってもよい。
【００８４】
　本発明の遺伝子改変動物は、例えば下記の工程（ａ）～（ｄ）を含む方法により製造で
きる：
（ａ）ミステリン遺伝子の機能的欠損を含む胚性幹細胞を提供する工程；
（ｂ）該胚性幹細胞を胚に導入し、キメラ胚を得る工程；
（ｃ）該キメラ胚を動物に移植し、キメラ動物を得る工程；及び
（ｄ）該キメラ動物を交配させ、ミステリン遺伝子欠損ヘテロ接合体を得る工程。
【００８５】
　上記方法の工程（ａ）～（ｃ）は、上述したキメラ動物の作製方法と同様にして行うこ
とができる。
【００８６】
　上記方法の工程（ｄ）では、工程（ｃ）で得られたキメラ動物が成熟した後に交配させ
る。交配は好ましくは、野生型動物とキメラ動物との間で、又はキメラ動物同士で行われ
得る。ミステリン遺伝子欠損が、キメラ動物の生殖系列細胞へ導入され、ミステリン遺伝
子欠損ヘテロ接合体子孫が得られたか否かは、自体公知の方法により種々の形質を指標と
して確認でき、例えば、子孫動物の体色や被毛色により判別できる。また、判別のために
、体の一部からＤＮＡを抽出し、サザンブロット解析やＰＣＲアッセイを行ってもよい。
さらに、このようにして得られたミステリン遺伝子欠損ヘテロ接合体同士を交配させるこ
とにより、ミステリン遺伝子欠損ホモ接合体を作製できる。
【００８７】
　一般的に、遺伝子改変動物の作製の過程では、胚性幹細胞に由来する遺伝子と、交配に
用いた動物に由来する遺伝子とが交雑した遺伝子型を有する子孫動物が得られるため、結
果としてミステリン遺伝子が欠損することのみによる特有の効果を調べることが困難とな
ってしまう場合がある。そこで、ミステリン遺伝子欠損特有の効果のみをより適切に抽出
するために、得られたミステリン遺伝子欠損動物（ヘテロ接合体またはホモ接合体）を純
系の動物系統と、５世代～８世代程度にわたり戻し交配することが好ましい。また、自然
交配のみにより戻し交配を行うと長い年月がかかる場合があるので、世代交代を早めたい
場合には体外受精技術を適宜用いることもできる。
【００８８】
　別の実施形態では、本発明の動物は、ゲノムＤＮＡの改変を伴わない動物であり得る。
かかる動物は、例えば、ミステリン遺伝子の発現または機能を特異的に抑制する物質（例
えば、アンチセンス核酸、ｓｉＲＮＡ、これらの核酸を発現し得る発現ベクター）の動物
への投与又は動物での強制発現により作製できる。投与は、例えば、マイクロインジェク
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ション、リポソーム等の適切な送達手段を使用して行われ得る。また、細胞特異的なミス
テリン遺伝子の機能的欠損を達成することも可能である。
【００８９】
　特に、ミステリン遺伝子を発現抑制した魚類（例、ゼブラフィッシュの場合はミステリ
ン1）の作成においては、操作の簡便性や時間コストの観点から、モルフォリノアンチセ
ンス核酸の使用が有利である（Nucleic Acid Drug Dev., vol. 7, pages 187-195, 1997
；Nat Genet., vol. 26, pages 216-220, 2000）。モルフォリノアンチセンス核酸は、ミ
ステリンｍＲＮＡの部分配列（ここでは、スプライシングアクセプターおよびドナーの境
界配列２５塩基の範囲内の部分配列）に相補的な（ミスマッチの数が、通常３塩基以下、
好ましくは１塩基以下、最も好ましくは０である）約２５塩基長のヌクレオチド配列から
なる。合成したモルフォリノアンチセンス核酸を、１～８細胞期の受精卵（胚）の細胞質
又は卵黄内にマイクロインジェクションすると、モルフォリノアンチセンス核酸が核内の
ミステリンｍＲＮＡのスプライシングを阻害し、エクソンスキップの結果によるフレーム
シフトされたタンパク質が産生される。この受精卵（胚）から、ミステリン遺伝子の発現
が抑制された個体が生じる。モルフォリノアンチセンス核酸が適切にミステリン遺伝子の
発現を抑制しているか否かは、RT-PCR等の方法により、得られた個体におけるミステリン
遺伝子の発現パターンを測定することにより確認することが出来る。
【００９０】
　本発明の動物は、血管新生異常に関連する疾患の動物モデルとして有用である。血管新
生の異常に関連する疾患としては、例えば、動脈硬化など閉塞性疾患、動静脈奇形、腫瘍
における血管新生、炎症性閉塞疾患、糖尿病性血管障害、加齢性黄斑変性症など多様な要
因による血管病変をはじめとし、オスラー病など単一遺伝子による血管構築異常等が挙げ
られる。
【００９１】
　本発明の動物はまた、ミステリン遺伝子および血管新生の解析、並びに血管新生を調節
し得る物質や、血管新生異常を治療し得る物質のスクリーニングなどに有用である。例え
ば、本発明の動物における遺伝子発現を網羅的に解析することで、血管新生に関与する他
の遺伝子（例えば、ミステリン遺伝子の発現様式と連動する発現様式を示す遺伝子）の同
定が可能となる。この場合、例えば、本発明の動物において、遺伝子発現の網羅的解析を
可能にする手段（例えば、マイクロアレイ）により遺伝子発現プロフィールが測定され、
野生型動物等のコントロール動物（同種又は異種動物）の遺伝子発現プロフィールと比較
される。また、本発明の動物の遺伝子発現プロフィールを経時的に追跡し、表現型（血管
新生の異常）の発現、進行と遺伝子発現プロフィールの変化との連動性を評価することも
できる。
【００９２】
５．ミステリンの機能的欠損を含む動物細胞
　本発明は、上記本発明のポリペプチドをコードする遺伝子（ミステリン遺伝子）の機能
的欠損を含む動物細胞を提供する。
【００９３】
　本発明の動物の種としては、ヒトを含む哺乳動物、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、昆虫
などを挙げることができるが、哺乳動物、鳥類又は魚類が好ましい。哺乳動物としては、
例えば、マウス、ラット、ハムスター、モルモット等のげっ歯類やウサギ等の実験動物；
ブタ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ミンク等の家畜；イヌ、ネコ等のペット；ヒト、サル
、カニクイザル、アカゲザル、マーモセット、オランウータン、チンパンジーなどの霊長
類等を挙げることが出来るが、これらに限定されるものではない。鳥類としては、ニワト
リ、ウズラ、アヒル、ガチョウ、シチメンチョウ、エミュ、ダチョウ、ホロホロ鳥、ハト
等を挙げることができる。魚類としては、ゼブラフィッシュ、メダカ、キンギョ、ドジョ
ウ等が挙げられる。好ましい哺乳動物は、ヒト又はマウスである。好ましい鳥類は、ニワ
トリである。好ましい魚類は、ゼブラフィッシュである。
【００９４】
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　本発明の動物細胞はまた、任意の組織に由来する細胞であり得、例えば、ミステリン遺
伝子が発現している体細胞（例えば心臓、脳、肝臓、膵臓、筋肉、肺、副腎、骨髄、胎盤
、前立腺、唾液腺、胸腺、甲状腺、気管、子宮、脾臓、血管を構成している体細胞や、血
管内皮細胞、血管平滑筋細胞、膵ランゲルハンス島膵Ｂ細胞）、精原細胞、精子、卵子、
受精卵等の生殖系列細胞、胚性細胞、並びに胚性幹細胞などが挙げられる。好ましくは、
血管を構成している体細胞、血管内皮細胞又は血管平滑筋細胞である。また、本発明の動
物細胞は、初代培養細胞、細胞株のいずれであってもよい。なお、胚性細胞とは、胚から
採取された細胞とその分裂によって生じた細胞で、胚でないものをいう。
【００９５】
　一実施形態では、本発明の動物細胞は、ゲノムＤＮＡの改変を伴う細胞、いわゆる遺伝
子改変細胞であり得る。本発明の遺伝子改変細胞は、例えば、ミステリン遺伝子欠損ホモ
接合体、又はミステリン遺伝子欠損ヘテロ接合体であり得る。
【００９６】
　本発明の遺伝子改変細胞は、自体公知の方法により製造できる。例えば、本発明の動物
細胞は、下記の工程（ａ）～（ｃ）を含む方法により製造できる：
（ａ）ミステリン遺伝子の相同組換えを誘導し得るターゲティングベクターを提供する工
程；
（ｂ）該ターゲティングベクターを動物細胞に導入する工程；及び
（ｃ）該ターゲティングベクターを導入した細胞から、相同組換えを生じた細胞を選別す
る工程。
【００９７】
　上記方法の工程（ａ）において使用されるミステリン遺伝子の相同組換えを誘導し得る
ターゲティングベクターは、本明細書の配列表に開示されたミステリンのｃＤＮＡ配列（
配列番号１）や、ゲノムＤＮＡ配列（配列番号５）の情報に基づき、所望の動物のミステ
リン遺伝子のゲノムＤＮＡを取得し、ノックアウトマウス作成において汎用の遺伝子工学
的手法に従い、当業者であれば容易に製造することができる。
【００９８】
　上記方法の工程（ｂ）では、ターゲティングベクターが動物細胞中に導入される。ター
ゲティングベクターを動物細胞に導入する方法としては、例えば、リン酸カルシウム法、
リポフェクション法／リポソーム法、エレクトロポレーション法などが挙げられる。ター
ゲティングベクターが動物細胞中に導入されると、当該動物細胞中でミステリン遺伝子を
含むゲノムＤＮＡの相同組換えが生じる。
【００９９】
　ターゲティングベクターが導入される動物細胞としては、自体公知の方法で作製したも
の、あるいは市販のもの、又は所定の機関より入手可能なものを使用できる。動物細胞の
種類は、上述の通りである。
【０１００】
　例えば、ターゲティングベクターが導入される動物細胞として胚性幹細胞を使用する場
合、胚性幹細胞は、任意の動物の胚盤胞から分離した内部細胞塊をフィーダー細胞上で培
養することにより樹立してもよいが、市販または所定の機関より既存の胚性幹細胞を入手
できる。既存のマウス胚性幹細胞としては、例えば、ＥＳ－Ｄ３細胞、ＥＳ－Ｅ１４ＴＧ
２ａ細胞、ＳＣＣ－ＰＳＡ１細胞、ＴＴ２細胞、ＡＢ－１細胞、Ｊ１細胞、Ｒ１細胞、Ｅ
１４．１細胞、ＲＷ－４細胞などが挙げられる。また、胚性幹細胞としては、現時点で、
マウス胚性幹細胞以外に、ヒト、ミンク、ハムスター、ブタ、ウシ、マーモセット、アカ
ゲザル等の哺乳動物由来のものなどが樹立されているので、これらを用いることもできる
。
【０１０１】
　また、ターゲティングベクターが導入される動物細胞として腎臓細胞等の体細胞を使用
する場合、ターゲティングベクターが導入される体細胞は、初代培養細胞、細胞株のいず
れでもよい。初代培養細胞および細胞株は、自体公知の方法により作製できる（例えば、
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Current Protocols in Cell Biology, John Wiley & Sons, Inc.(2001)）。
【０１０２】
　上記方法の工程（ｃ）では、ミステリン遺伝子を含むゲノムＤＮＡで相同組換えが生じ
た動物細胞を選別するため、ターゲティングベクター導入後の動物細胞がスクリーニング
される。例えば、ポジティブ選別、ネガティブ選別等により選別を行った後に、遺伝子型
に基づくスクリーニング（例えば、ＰＣＲ法、サザンブロットハイブリダイゼーション法
）を行う。
【０１０３】
　動物細胞が胚性幹細胞である場合には、好ましくは、組換え胚性幹細胞の核型分析がさ
らに行なわれる。核型分析では、選別された組換え胚性幹細胞において染色体異常がない
ことが確認される。核型分析は、自体公知の方法により行うことができる。なお、胚性幹
細胞の核型は、ターゲティングベクターの導入前に予め確認しておくことが好ましい。
【０１０４】
　本発明の遺伝子改変細胞はまた、本発明の遺伝子改変動物から単離できる。本発明の遺
伝子改変動物はミステリン遺伝子の機能的欠損を含むので、本発明の遺伝子改変動物から
単離された遺伝子改変細胞もまた、ミステリン遺伝子の機能的欠損を含む。また、本発明
の遺伝子改変動物から単離された細胞を、遺伝子工学的手法等の方法により改変してもよ
い。細胞の単離および改変は、自体公知の方法により行うことができる（例えば、Curren
t Protocols in Cell Biology, John Wiley & Sons, Inc.(2001)）。
【０１０５】
　別の実施形態では、本発明の動物細胞は、ゲノムＤＮＡの改変を伴わない細胞であり得
る。かかる細胞は、例えば、ミステリン遺伝子の発現または機能を特異的に抑制する物質
（例えば、アンチセンス核酸、ｓｉＲＮＡ、これらの核酸を発現し得る発現ベクター）の
細胞への導入により作製できる。ミステリン遺伝子の発現または機能を抑制する物質の細
胞への導入は、自体公知の方法により行うことができ、例えば、マイクロインジェクショ
ン、リン酸カルシウム法、リポフェクション法／リポソーム法、エレクトロポレーション
法などが用いられる。
【０１０６】
　特に、ミステリン遺伝子の機能的欠損を含む魚類（例、ゼブラフィッシュ）の作成にお
いては、操作の簡便性や時間コストの観点から、モルフォリノアンチセンス核酸の使用が
有利である（上述の４．の項参照）。
【０１０７】
　本発明の動物細胞は、ミステリン遺伝子および血管新生の解析、血管新生を調節し得る
物質や血管新生異常を治療し得る物質のスクリーニング、並びに本発明の動物の製造など
に有用である。
【０１０８】
６．血管新生調節剤の候補物質のスクリーニング方法
　後述の実施例に示すように、ミステリンの発現を抑制した動物においては、血管新生の
異常が認められる。従って、本発明はまた、被検物質がミステリン遺伝子の発現または機
能を調節し得るか否かを評価することを含む、血管新生調節剤の候補物質のスクリーニン
グ方法、ならびに当該スクリーニング方法により得られる血管新生調節剤の候補物質を提
供する。
【０１０９】
　スクリーニング方法に供される被検物質は、いかなる公知化合物及び新規化合物であっ
てもよく、例えば、核酸、糖質、脂質、蛋白質、ペプチド、有機低分子化合物、コンビナ
トリアルケミストリー技術を用いて作製された化合物ライブラリー、固相合成やファージ
ディスプレイ法により作製されたランダムペプチドライブラリー、あるいは微生物、動植
物、海洋生物等由来の天然成分等が挙げられる。
【０１１０】
　一実施形態（態様Ｉ）では、本発明のスクリーニング方法は、下記の工程（ａ）～（ｃ
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）を含む：
（ａ）被検物質とミステリン遺伝子の発現を測定可能な細胞とを接触させる工程；
（ｂ）被検物質を接触させた細胞におけるミステリン遺伝子の発現量を測定し、該発現量
を被検物質を接触させない対照細胞におけるミステリン遺伝子の発現量と比較する工程；
及び
（ｃ）上記（ｂ）の比較結果に基づいて、ミステリン遺伝子の発現量を調節する被検物質
を選択する工程。
【０１１１】
　上記方法の工程（ａ）では、被検物質がミステリン遺伝子の発現を測定可能な細胞と接
触条件下におかれる。ミステリン遺伝子の発現を測定可能な細胞に対する被検物質の接触
は、培養培地中で行われ得る。
【０１１２】
　ミステリン遺伝子の発現を測定可能な細胞とは、ミステリン遺伝子の産物、例えば、転
写産物、翻訳産物の発現レベルを直接的又は間接的に評価可能な細胞をいう。ミステリン
遺伝子の産物の発現レベルを直接的に評価可能な細胞は、ミステリン遺伝子を天然で発現
可能な細胞（例、ミステリン遺伝子を天然で発現している細胞）であり得、一方、ミステ
リン遺伝子の産物の発現レベルを間接的に評価可能な細胞は、ミステリン遺伝子転写調節
領域についてレポーターアッセイを可能とする細胞であり得る。ミステリン遺伝子の発現
を測定可能な細胞は、動物細胞、例えばマウス、ラット、ハムスター、モルモット、ウサ
ギ、イヌ、サル、ヒト等の哺乳動物細胞、ニワトリ等の鳥類細胞、ゼブラフィッシュ等の
魚類細胞であり得る。
【０１１３】
　ミステリン遺伝子を天然で発現可能な細胞（例、ミステリン遺伝子を天然で発現してい
る細胞）は、ミステリン遺伝子を潜在的に発現するものである限り特に限定されない。か
かる細胞は、当業者であれば容易に同定でき、初代培養細胞、当該初代培養細胞から誘導
された細胞株、市販の細胞株、セルバンクより入手可能な細胞株などを使用できる。ミス
テリン遺伝子が発現している細胞株としては、例えば、２９３細胞などが挙げられる。な
お、ミステリン遺伝子は、上述の組織または細胞で発現していることが知られているので
、このような組織または細胞（例えば、心臓、脳、肝臓、膵臓、筋肉、肺、副腎、骨髄、
胎盤、前立腺、唾液腺、胸腺、甲状腺、気管、子宮、脾臓、血管を構成している体細胞や
、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、膵ランゲルハンス島膵Ｂ細胞）由来の細胞または細胞
株を使用してもよい。
【０１１４】
　ミステリン遺伝子転写調節領域についてレポーターアッセイを可能とする細胞は、ミス
テリン遺伝子転写調節領域、当該領域に機能可能に連結されたレポーター遺伝子を含む細
胞である。ミステリン遺伝子転写調節領域、レポーター遺伝子は、発現ベクター中に挿入
され得る。ミステリン遺伝子転写調節領域は、ミステリン遺伝子の発現を制御し得る領域
である限り特に限定されないが、例えば、転写開始点から上流約２ｋｂｐまでの領域、あ
るいは該領域の塩基配列において１以上の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列
からなり、且つミステリン遺伝子の転写を制御する能力を有する領域などが挙げられる。
レポーター遺伝子は、検出可能な蛋白質又は検出可能な物質を生成する酵素をコードする
遺伝子であればよく、例えばＧＦＰ（緑色蛍光蛋白質）遺伝子、ＧＵＳ（β－グルクロニ
ダーゼ）遺伝子、ＬＵＣ（ルシフェラーゼ）遺伝子、ＣＡＴ（クロラムフェニコルアセチ
ルトランスフェラーゼ）遺伝子等が挙げられる。
【０１１５】
　ミステリン遺伝子転写調節領域、当該領域に機能可能に連結されたレポーター遺伝子が
導入される細胞は、ミステリン遺伝子転写調節機能を評価できる限り、即ち、該レポータ
ー遺伝子の発現量が定量的に解析可能である限り特に限定されない。しかしながら、ミス
テリン遺伝子に対する生理的な転写調節因子を発現し、ミステリン遺伝子の発現調節の評
価により適切であると考えられることから、該導入される細胞としては、ミステリン遺伝
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子を天然で発現可能な細胞（例、ミステリン遺伝子を天然で発現している細胞）が好まし
い。
【０１１６】
　被検物質とミステリン遺伝子の発現を測定可能な細胞とが接触される培養培地は、用い
られる細胞の種類などに応じて適宜選択されるが、例えば、約５～２０％のウシ胎仔血清
を含む最少必須培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改変最少必須培地（ＤＭＥＭ）、ＲＰＭＩ１
６４０培地、１９９培地などである。培養条件もまた、用いられる細胞の種類などに応じ
て適宜決定されるが、例えば、培地のｐＨは約６～約８であり、培養温度は通常約３０～
約４０℃であり、培養時間は約１２～約７２時間である。
【０１１７】
　上記方法の工程（ｂ）では、先ず、被検物質を接触させた細胞におけるミステリン遺伝
子の発現量が測定される。発現量の測定は、用いた細胞の種類などを考慮し、自体公知の
方法により行われ得る。例えば、ミステリン遺伝子の発現を測定可能な細胞として、ミス
テリン遺伝子を天然で発現可能な細胞を用いた場合、発現量は、ミステリン遺伝子の産物
、例えば、転写産物又は翻訳産物を対象として自体公知の方法により測定できる。例えば
、転写産物の発現量は、細胞からtotal ＲＮＡを調製し、ＲＴ－ＰＣＲ、ノザンブロッテ
ィング等により測定され得る。また、翻訳産物の発現量は、細胞から抽出液を調製し、免
疫学的手法により測定され得る。免疫学的手法としては、放射性同位元素免疫測定法（Ｒ
ＩＡ法）、ＥＬＩＳＡ法（Methods in Enzymol. 70: 419-439 (1980)）、蛍光抗体法など
が使用できる。一方、ミステリン遺伝子の発現を測定可能な細胞として、ミステリン遺伝
子転写調節領域についてレポーターアッセイを可能とする細胞を用いた場合、発現量は、
レポーターのシグナル強度に基づき測定され得る。
【０１１８】
　次いで、被検物質を接触させた細胞におけるミステリン遺伝子の発現量が、被検物質を
接触させない対照細胞におけるミステリン遺伝子の発現量と比較される。発現量の比較は
、好ましくは、有意差の有無に基づいて行なわれる。被検物質を接触させない対照細胞に
おけるミステリン遺伝子の発現量は、被検物質を接触させた細胞におけるミステリン遺伝
子の発現量の測定に対し、事前に測定した発現量であっても、同時に測定した発現量であ
ってもよいが、実験の精度、再現性の観点から同時に測定した発現量であることが好まし
い。
【０１１９】
　上記方法の工程（ｃ）では、ミステリン遺伝子の発現量を調節する被検物質が選択され
る。ミステリン遺伝子の発現量の調節は、発現量の増加または減少であり得る。例えば、
ミステリン遺伝子の発現量を増加させる（発現を促進する）被検物質は、血管新生の異常
の予防又は治療剤の候補物質となり得る。一方、ミステリン遺伝子の発現量を減少させる
（発現を抑制する）被検物質は、血管新生異常の誘発剤となり得る。従って、ミステリン
遺伝子の発現量を指標として、血管新生の異常の予防又は治療剤等の医薬、または血管新
生異常の誘発剤等の研究用試薬のための候補物質を選択することが可能となる。
【０１２０】
　別の実施形態（態様ＩＩ）では、本発明のスクリーニング方法は、下記の工程（ａ）～
（ｃ）を含む：
（ａ）被検物質をミステリンポリペプチドに接触させる工程；
（ｂ）被検物質の存在下でのミステリンポリペプチドの機能を測定し、該機能を被検物質
の不在下におけるミステリンポリペプチドの機能と比較する工程；及び
（ｃ）上記（ｂ）の結果に基づいて、ミステリンポリペプチドの機能を調節する被検物質
を選択する工程。
【０１２１】
　上記方法の工程（ａ）では、被検物質がミステリンポリペプチドと接触条件下におかれ
る。被検物質の該ポリペプチドに対する接触は、適切な緩衝液中での被検物質とミステリ
ンポリペプチドとの混合により行われ得る。
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【０１２２】
　ミステリンポリペプチドは自体公知の方法により調製できる。例えば、上述したミステ
リン遺伝子の発現組織からミステリンポリペプチドを単離・精製できる。しかしながら、
迅速、容易かつ大量にミステリンポリペプチドを調製するためには、遺伝子組換え技術に
より組換えポリペプチドを調製するのが好ましい。組換えポリペプチドは、上記２．の項
に記載した方法により製造することが出来る。
【０１２３】
　上記方法の工程（ｂ）における、ミステリンポリペプチドの機能としては、ユビキチン
リガーゼ活性及びＡＴＰａｓｅ活性を挙げることが出来る。ユビキチンリガーゼ活性及び
ＡＴＰａｓｅ活性は、上記１．の項で説明した方法により測定することが出来る。
【０１２４】
　次いで、被検物質の存在下でのミステリンポリペプチドの機能が、被検物質の不在下で
のミステリンポリペプチドの機能と比較される。機能の比較は、好ましくは、有意差の有
無に基づいて行なわれる。被検物質の不在下でのミステリンポリペプチドの機能の測定は
、被検物質の存在下でのミステリンポリペプチドの機能の測定に対し、事前に行われたも
のであっても、同時に行われたものであってもよいが、実験の精度、再現性の観点から同
時に測定するのが好ましい。
【０１２５】
　上記方法の工程（ｃ）では、ミステリンポリペプチドの機能を調節する被検物質が選択
される。ミステリンポリペプチドの機能の調節は、機能の促進又は抑制であり得る。例え
ば、ミステリンポリペプチドの機能を促進させる被検物質は、血管新生の異常の予防又は
治療剤の候補物質となり得る。一方、ミステリンポリペプチドの機能を抑制する被検物質
は、血管新生異常の誘発剤となり得る。従って、ミステリンポリペプチドの機能を指標と
して、血管新生の異常の予防又は治療剤等の医薬、または血管新生異常の誘発剤等の研究
用試薬のための候補物質を選択することが可能となる。
【０１２６】
　更に、別の実施形態（態様ＩＩＩ）では、本発明のスクリーニング方法は、下記の工程
（ａ）～（ｃ）を含む：
（ａ）被検物質をミステリンポリペプチドに接触させる工程；
（ｂ）被検物質のミステリンポリペプチドに対する結合能を測定する工程；及び
（ｃ）上記（ｂ）の結果に基づいて、ミステリンポリペプチドに結合能を有する被検物質
を選択する工程。
【０１２７】
　上記方法の工程（ａ）では、被検物質がミステリンポリペプチドと接触条件下におかれ
る。被検物質の該ポリペプチドに対する接触は、適切な緩衝液中での被検物質とミステリ
ンポリペプチドとの混合により行われ得る。
【０１２８】
　上記方法の工程（ｂ）では、ミステリンポリペプチドに対する被検物質の結合能が測定
される。結合能の測定は、自体公知の方法、例えば、バインディングアッセイ、表面プラ
ズモン共鳴を利用する方法（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ（登録商標）の使用）により行われ
得る。
【０１２９】
　上記方法の工程（ｃ）では、ミステリンポリペプチドに結合能を有する被検物質が選択
される。ミステリンポリペプチドに結合能を有する被検物質は、ミステリン遺伝子の機能
を調節（例えば、促進または抑制）し得る物質となる可能性がある。従って、本方法論は
、例えば、ミステリン遺伝子の機能を調節し得る物質の１ｓｔスクリーニングとして有用
であり得る。本方法論により得られた物質を上記態様（ＩＩ）における被検物質として更
に評価することにより、効率的にミステリンポリペプチドの機能を調節する被検物質を確
実に選択することができる。
【０１３０】
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　本発明のスクリーニング方法はまた、被検物質の動物への投与により行われ得る。該動
物としては、例えば、マウス、ラット、ハムスター、モルモット、ウサギ、イヌ、サル等
の哺乳動物、又は本発明の動物が挙げられる。動物を用いて本発明のスクリーニング方法
が行われる場合、例えば、ミステリン遺伝子の発現量を調節する被検物質が選択され得る
。
【０１３１】
　本発明のスクリーニング方法は、血管新生の調節剤の候補物質のスクリーニングを可能
とする。従って、本発明のスクリーニング方法は、血管新生の異常の予防又は治療剤等の
医薬、または血管新生異常の誘発剤等の研究用試薬の開発などに有用である。
【０１３２】
７．モヤモヤ病に関連するＳＮＰを含むポリヌクレオチド
　本発明は、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列又はその相補配
列を含むポリヌクレオチドであって、該部分配列は、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７
３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７Ｇ＞Ａ
（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少なくと
も１つのＳＮＰを含み、該部分配列に含まれる該ＳＮＰのアレルはマイナーアレルであり
、且つ該部分配列又はその相補配列は少なくとも１２ヌクレオチドの長さを有する、ポリ
ヌクレオチドを提供する。
【０１３３】
　更なる局面において、本発明は、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部
分配列又はその相補配列を含むポリヌクレオチドであって、該部分配列は、４７６６ Ｔ
＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）
、１５２９１７Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ
＞Ａ（ＳＮＰ６）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａからなる群か
ら選択される少なくとも１つのＳＮＰを含み、該部分配列に含まれる該ＳＮＰのアレルは
マイナーアレルであり、且つ該部分配列又はその相補配列は少なくとも１２ヌクレオチド
の長さを有する、ポリヌクレオチドを提供する。
【０１３４】
　配列番号５は、ミステリン遺伝子及びその周辺領域の遺伝子（FLJ3520、NPTX1、CARD14
及びRaptor (KIAA1303)）を含むヒト第１７番染色体ＤＮＡの部分ヌクレオチド配列であ
り、ＮＣＢＩに登録されているContig #NT010783.15の第４３５６０００１～４３７９５
０００番目のヌクレオチドに相当する。
【０１３５】
　配列番号５で表されるヌクレオチド配列には、ヒト第１７番染色体上に存在する、モヤ
モヤ病に関連する以下の新規なＳＮＰｓが含まれる：
Ｔ又はＣである第４７６６位のＳＮＰ　（本明細書中４７６６ Ｔ＞Ｃ、又はＳＮＰ１と
略記する）、
Ｇ又はＡである第７３０９７位のＳＮＰ　（本明細書中７３０９７ Ｇ＞Ａ、又はＳＮＰ
２と略記する）、
Ｇ又はＡである第１２０７６４位のＳＮＰ　（本明細書中１２０７６４ Ｇ＞Ａ、又はＳ
ＮＰ３と略記する）、
Ｇ又はＡである第１５２９１７位のＳＮＰ　（本明細書中１５２９１７ Ｇ＞Ａ、又はＳ
ＮＰ４と略記する）、及び
Ｇ又はＡである第２３２１０２位のＳＮＰ　（本明細書中２３２１０２ Ｇ＞Ａ、又はＳ
ＮＰ５と略記する）。
【０１３６】
　更なる局面において、配列番号５で表されるヌクレオチド配列には、ヒト第１７番染色
体上に存在する、モヤモヤ病に関連する以下の新規なＳＮＰも含まれる：
Ｇ又はＡである第５５９７７位のＳＮＰ　（本明細書中５５９７７ Ｇ＞Ａ、又はＳＮＰ
６と略記する）、
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Ａ又はＧである第５５７１２位のＳＮＰ　（本明細書中５５７１２ Ａ＞Ｇ、又はＳＮＰ
７と略記する）、及び
Ｇ又はＡである第５７４８３位のＳＮＰ　（本明細書中５７４８３ Ｇ＞Ａ、又はＳＮＰ
８と略記する）。
【０１３７】
　なお、本明細書において、ＳＮＰの位置は、配列番号５で表されるヌクレオチド配列に
おけるヌクレオチドの位置を基準に記載する。例えば、「第４７６６位のＳＮＰ」は、配
列番号５で表されるヌクレオチド配列における第４７６６位のヌクレオチドにおけるＳＮ
Ｐを意味する。「４７６６ Ｔ＞Ｃ」等と記載する場合、「＞」の記号の前にメジャーア
レルの塩基（この場合Ｔ）を、後にマイナーアレルの塩基（この場合Ｃ）を記載すること
とする。
【０１３８】
　また、本明細書においてヌクレオチド配列は、特にことわりのない限りＤＮＡの配列と
して記載するが、ポリヌクレオチドがＲＮＡである場合は、チミン（Ｔ）をウラシル（Ｕ
）に適宜読み替えるものとする。
【０１３９】
　本発明のポリヌクレオチドには、上記５つのＳＮＰｓからなる群から選択される少なく
とも１つ（１、２、３、４又は５つ、好ましくは１つ）のＳＮＰが含まれる。即ち、好ま
しい態様において、本発明のポリヌクレオチドには、ＳＮＰ１、ＳＮＰ２、ＳＮＰ３、Ｓ
ＮＰ４又はＳＮＰ５が含まれる。
【０１４０】
　更なる局面において、本発明のポリヌクレオチドには、上記８つのＳＮＰｓからなる群
から選択される少なくとも１つ（１、２、３、４、５、６、７又は８つ、好ましくは１つ
）のＳＮＰが含まれる。即ち、好ましい態様において、本発明のポリヌクレオチドには、
ＳＮＰ１、ＳＮＰ２、ＳＮＰ３、ＳＮＰ４、ＳＮＰ５、ＳＮＰ６、ＳＮＰ７又はＳＮＰ８
が含まれる。
【０１４１】
　本発明のポリヌクレオチドに含まれるＳＮＰのアレルはマイナーアレルである。即ち、
本発明のポリヌクレオチドにＳＮＰ１が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｃ」であり；ＳＮＰ
２が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ａ」であり；ＳＮＰ３が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ａ
」であり；ＳＮＰ４が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ａ」であり；ＳＮＰ５が含まれる場合
、該ＳＮＰは「Ａ」である。
【０１４２】
　更なる局面において、本発明のポリヌクレオチドにＳＮＰ６が含まれる場合、該ＳＮＰ
は「Ａ」であり；ＳＮＰ７が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」であり；ＳＮＰ８が含まれ
る場合、該ＳＮＰは「Ａ」である。
【０１４３】
　本発明のポリヌクレオチドは、ＤＮＡであってもＲＮＡであってもよく、あるいはＤＮ
Ａ／ＲＮＡキメラであってもよいが、好ましくはＤＮＡである。また、該核酸は二本鎖で
あっても、一本鎖であってもよいが、好ましくは一本鎖である。
【０１４４】
　本発明のポリヌクレオチドが、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分
配列の相補配列を含む場合、該相補配列が有する相補性は１００％である。
【０１４５】
　本発明のポリヌクレオチドに含まれる、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続
した部分配列又はその相補配列の長さは、１２ヌクレオチド以上、好ましくは１５ヌクレ
オチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレオチド以
上（例えば、２５ヌクレオチド以上）である。また、該部分配列またはその相補配列の長
さの上限は特に限定されないが、合成の容易さや、ＳＮＰの検出感度を高くする観点から
、該長さは、通常１０００ヌクレオチド以下、好ましくは１００ヌクレオチド以下、より
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好ましくは５０ヌクレオチド以下、更に好ましくは３０ヌクレオチド以下である。
【０１４６】
　本発明のポリヌクレオチドの長さは、少なくとも１２ヌクレオチド以上、好ましくは１
５ヌクレオチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレ
オチド以上である。また、本発明のポリヌクレオチドの長さの上限は特に限定されないが
、合成の容易さの観点から、通常１０００ヌクレオチド以下、好ましくは１００ヌクレオ
チド以下、より好ましくは５０ヌクレオチド以下、更に好ましくは３０ヌクレオチド以下
である。
【０１４７】
　本発明のポリヌクレオチドは、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分
配列又はその相補配列に加えて、任意の付加的配列を含んでいてもよい。
【０１４８】
　また、本発明のポリヌクレオチドは、適当な標識剤、例えば、放射性同位元素（例：12

5Ｉ、131Ｉ、3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ、33Ｐ等）、酵素（例：β－ガラクトシダーゼ、β－グル
コシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等）、
蛍光物質（例：フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等）、発光物質（
例：ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等）などで標識されてい
てもよい。
【０１４９】
　本発明のポリヌクレオチドは、好ましくは単離又は精製されている。
【０１５０】
　本発明のポリヌクレオチドは、ＳＮＰｓ１～５を検出するための核酸プローブやプライ
マーとして使用することができるので、これらのＳＮＰｓが関連するモヤモヤ病の発症リ
スクの診断剤として有用である。また、ＳＮＰ２は、虚血性心疾患や、一卵性双生児の分
娩頻度と相関するため、本発明のポリヌクレオチドがＳＮＰ２を含む場合には、該ポリヌ
クレオチドは、虚血性心疾患の発症リスクや、一卵性双生児の分娩可能性の診断剤として
有用である（下記８～１０の項を参照）。
【０１５１】
　更なる局面において、本発明のポリヌクレオチドは、ＳＮＰｓ１～８を検出するための
核酸プローブやプライマーとして使用することができるので、これらのＳＮＰｓが関連す
るモヤモヤ病の発症リスクの診断剤として有用である。
【０１５２】
８．モヤモヤ病の発症リスクの判定方法
　本発明は、配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ
１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１
７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される
少なくとも１つのＳＮＰを検出することを含む、モヤモヤ病の発症リスクの判定方法を提
供する。
【０１５３】
　更なる局面において、本発明は、配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７
６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（Ｓ
ＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５
９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（
ＳＮＰ８）からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出することを含む、モ
ヤモヤ病の発症リスクの判定方法を提供する。
【０１５４】
　一実施形態では、本発明の判定方法は、以下の工程（ａ）、（ｂ）を含む：
（ａ）動物から採取した生体試料について、配列番号５で表されるヌクレオチド配列にお
けるＳＮＰ１、ＳＮＰ２、ＳＮＰ３、ＳＮＰ４及びＳＮＰ５からなる群から選択される少
なくとも１つのＳＮＰを検出する工程；
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（ｂ）検出したＳＮＰのタイプに基づきモヤモヤ病の発症リスクを評価する工程。
【０１５５】
　更なる局面において、本発明の判定方法は、以下の工程（ａ’）、（ｂ’）を含む：
（ａ’）動物から採取した生体試料について、配列番号５で表されるヌクレオチド配列に
おけるＳＮＰ１、ＳＮＰ２、ＳＮＰ３、ＳＮＰ４、ＳＮＰ５、ＳＮＰ６、ＳＮＰ７及びＳ
ＮＰ８からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出する工程；
（ｂ’）検出したＳＮＰのタイプに基づきモヤモヤ病の発症リスクを評価する工程。
【０１５６】
　上記方法の工程（ａ）及び（ａ’）では、動物（被検者）から採取された生体試料にお
いてＳＮＰ１～５（又はＳＮＰ１～８）からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮ
Ｐを検出し、そのＳＮＰのタイプを測定する。動物としては、上述の５．の項で列挙した
哺乳動物が好ましく、ヒトが特に好ましい。
【０１５７】
　ヒトの人種は、特に限定されないが、好ましくは東アジア人（イーストアジアン／モン
ゴロイド）である。
【０１５８】
　更なる局面において、ヒトの人種は、特に限定されないが、好ましくはコーカソイド（
白人）である。
【０１５９】
　ＳＮＰ１～５からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出する場合、ヒト
の人種は好ましくは東アジア人（イーストアジアン／モンゴロイド）である。ＳＮＰ６、
７又は８を検出する場合、ヒトの人種は、好ましくはコーカソイド（白人）である。
【０１６０】
　ここで、人種（ｒａｃｅ）は、ホモ・サピエンス種の中の、特定のサブグループとして
区別可能な集団である。人種は、特有で、区別可能な、遺伝子の組合せを有し、その遺伝
子の組合せによって作られる特徴（精神的、肉体的とも）によって同定される。同じ人種
のメンバーは、共通の遺伝的祖先を共有し、その結果、類似の遺伝子組合せを共有するた
め、はっきり区別できる遺伝的特徴を共有している。
【０１６１】
　例えば、世界の主要な人類集団について、２３種類の遺伝子の情報に基づき、遺伝的近
縁関係が調べられ、アフリカン（ネグロイド）、コーカソイド（白人）、オセアニアン（
オーストラロイド）、イーストアジアン（モンゴロイド）及びネイティブアメリカンの５
種に分類されている。
【０１６２】
　東アジア人とは、日本、朝鮮、中国、台湾及びモンゴルの人々のいずれかを起源に持つ
人という意味である。東アジア人は、好ましくは、日本人、朝鮮人、又は中国人である。
【０１６３】
　当業者であれば、個人の身体的特徴、出身国、先祖の起源に関する情報等に基づいてそ
の個人の人種を容易に特定することが可能である。
【０１６４】
　上記方法の工程（ａ）及び（ａ’）において用いられる生体試料としては、ゲノムＤＮ
Ａを採取可能な任意の組織、細胞、体液等を使用することができるが、入手の容易性及び
低侵襲性等の観点から、毛髪、爪、皮膚、粘膜、血液、血漿、血清、唾液などが好ましく
用いられる。
【０１６５】
　ＳＮＰの検出方法は、当該技術分野において周知である。例えば、ＲＦＬＰ（制限酵素
切断断片長多型）法、ＰＣＲ－ＳＳＣＰ（一本鎖ＤＮＡ高次構造多型解析）法、ＡＳＯ（
Allele Specific Oligonucleotide）ハイブリダイゼーション法、シークエンス法、ＡＲ
ＭＳ（Amplification Refracting Mutation System）法、変性濃度勾配ゲル電気泳動（De
naturing Gradient Gel Electrophoresis）法、ＲＮＡｓｅＡ切断法、ＤＯＬ（Dye-label
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ed Oligonucleotide Ligation）法、ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ法、primer extension法、イ
ンベーダー法などが使用できる。
【０１６６】
　後述の実施例に示すように、上述の新規ＳＮＰ１～５について、モヤモヤ病との関連解
析を行った結果、モヤモヤ病の患者においては、ＳＮＰ１～５のマイナーアレルの頻度が
、健常者と比較して有意に高かった。特に、実施例１及び２において試験を行った全ての
家族性のモヤモヤ病患者は、ＳＮＰ２のマイナーアレルを保有していたことから、ＳＮＰ
２のマイナーアレルが、モヤモヤ病の創始者変異である可能性がある。また、ＳＮＰ２の
変異は、ミステリンのアミノ酸置換を伴うので、このＳＮＰ２のマイナーアレルにより生
じるミステリンのアミノ酸置換が、モヤモヤ病の発症に影響する可能性がある。従って、
本発明の１つの好ましい態様において、ＳＮＰ２が検出される。
【０１６７】
　これらの結果に基づけば、
ＳＮＰ１におけるシトシン、
ＳＮＰ２におけるアデニン、
ＳＮＰ３におけるアデニン、
ＳＮＰ４におけるアデニン、及び
ＳＮＰ５におけるアデニン
からなる群から選択される少なくとも１つ（好ましくは２つ、更に好ましくは３つ、より
このましくは４つ、最も好ましくは５つ）のマイナーアレルが、当該ＳＮＰにおける少な
くとも一方のアレルにおいて検出された場合には、該マイナーアレルが検出されない場合
と比較して、モヤモヤ病の発症リスクが、相対的に高いと判定することが出来る。特に、
ＳＮＰ２のマイナーアレル（アデニン）が検出された場合には、該マイナーアレルが検出
されない場合と比較して、モヤモヤ病の発症リスクが、極めて高いと判定することが出来
る。
【０１６８】
　更なる局面において、後述の実施例に示すように、あるモヤモヤ病の家系についてミス
テリン遺伝子の変異の有無を解析したところ、モヤモヤ病を発症した全ての患者がＳＮＰ
６のマイナーアレルを保有していた。ＳＮＰ６の変異は、ミステリンのアミノ酸置換を伴
うので、このＳＮＰ６のマイナーアレルにより生じるミステリンのアミノ酸置換が、モヤ
モヤ病の発症に影響する可能性がある。従って、本発明の１つの好ましい態様において、
ＳＮＰ６が検出される。また、孤発例のモヤモヤ病患者についてミステリン遺伝子の変異
の有無を解析したところ、ＳＮＰ７又はＳＮＰ８のマイナーアレルを保有している患者を
見出した。ＳＮＰ７又は８の変異は、ミステリンのアミノ酸置換を伴うので、このＳＮＰ
７又は８のマイナーアレルにより生じるミステリンのアミノ酸置換が、モヤモヤ病の発症
に影響する可能性がある。従って、本発明の１つの好ましい態様において、ＳＮＰ７又は
８が検出される。
【０１６９】
　これらの結果に基づけば、
ＳＮＰ１におけるシトシン、
ＳＮＰ２におけるアデニン、
ＳＮＰ３におけるアデニン、
ＳＮＰ４におけるアデニン、
ＳＮＰ５におけるアデニン、
ＳＮＰ６におけるアデニン、
ＳＮＰ７におけるグアニン、及び
ＳＮＰ８におけるアデニン
からなる群から選択される少なくとも１つ（好ましくは２つ、更に好ましくは３つ、より
このましくは４つ、さらにより好ましくは５つ、６つ、７つ、最も好ましくは８つ）のマ
イナーアレルが、当該ＳＮＰにおける少なくとも一方のアレルにおいて検出された場合に
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は、該マイナーアレルが検出されない場合と比較して、モヤモヤ病の発症リスクが、相対
的に高いと判定することが出来る。特に、ＳＮＰ２又はＳＮＰ６のマイナーアレル（ＳＮ
Ｐ２のアデニン／ＳＮＰ６のアデニン）が検出された場合には、該マイナーアレルが検出
されない場合と比較して、モヤモヤ病の発症リスクが、極めて高いと判定することが出来
る。
【０１７０】
　ＤＮＡは通常、互いに相補的な二本の鎖からなる二重らせん構造を有している。従って
、本明細書において、便宜的に一方の鎖におけるＤＮＡ配列を示した場合であっても、当
然の如く、該配列（塩基）に相補的な配列（１００％の相補性）も開示したものと解釈さ
れる。当業者にとって、一方のＤＮＡ配列（塩基）が判れば、該配列（塩基）に相補的な
配列（塩基）は自明である。従って、ＳＮＰ１を例とすると、配列番号：５に記載のヌク
レオチド配列の４７６６位の塩基に対応する相補鎖上の塩基がＧ（グアニン）である場合
も、被検者はモヤモヤ病の発症リスクが、相対的に高いと判定することが出来る。
【０１７１】
　尚、当業者は、本明細書に開示されたヌクレオチド配列（例えば配列番号５で表される
ヌクレオチド配列）およびＳＮＰに関する情報を用いれば、配列表に開示されたヌクレオ
チド配列（配列番号５で表されたヌクレオチド配列またはその連続した部分配列、あるい
はそれらの相補配列）と被検者の第１７番染色体ＤＮＡ上の対応部位のヌクレオチド配列
との間に若干の相違（欠失、置換、付加、繰り返し配列の個数の増減等）が認められた場
合であっても、配列番号５で表されたヌクレオチド配列と被検者由来のヌクレオチド配列
とのアライメントを行うことにより、被検者由来のヌクレオチド配列においてどの塩基が
ＳＮＰ１～５に相当するか正確に特定し、当該ＳＮＰを検出することが可能である。この
ような場合も「配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮ
Ｐ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９
１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択され
る少なくとも１つのＳＮＰを検出すること」に包含される。
【０１７２】
　更なる局面において、当業者は、本明細書に開示されたヌクレオチド配列（例えば配列
番号５で表されるヌクレオチド配列）およびＳＮＰに関する情報を用いれば、配列表に開
示されたヌクレオチド配列（配列番号５で表されたヌクレオチド配列またはその連続した
部分配列、あるいはそれらの相補配列）と被検者の第１７番染色体ＤＮＡ上の対応部位の
ヌクレオチド配列との間に若干の相違（欠失、置換、付加、繰り返し配列の個数の増減等
）が認められた場合であっても、配列番号５で表されたヌクレオチド配列と被検者由来の
ヌクレオチド配列とのアライメントを行うことにより、被検者由来のヌクレオチド配列に
おいてどの塩基がＳＮＰ１～８に相当するか正確に特定し、当該ＳＮＰを検出することが
可能である。このような場合も「配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６
６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮ
Ｐ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９
７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（Ｓ
ＮＰ８）からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出すること」に包含され
る。
【０１７３】
　本発明の方法においては、ＳＮＰ１におけるシトシン、ＳＮＰ２におけるアデニン、Ｓ
ＮＰ３におけるアデニン、ＳＮＰ４におけるアデニン、及びＳＮＰ５におけるアデニンか
らなる群から選択される少なくとも１つのマイナーアレルが、少なくとも一方のアレルに
おいて検出されれば、該マイナーアレルが検出されない場合と比較して、モヤモヤ病の発
症リスクが、相対的に高いと判定することが出来る。即ち、本発明の方法においては、被
検者の第１７番染色体の少なくとも一方について上記ＳＮＰを検出すればよい。
【０１７４】
　更なる局面において、本発明の方法においては、ＳＮＰ１におけるシトシン、ＳＮＰ２
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におけるアデニン、ＳＮＰ３におけるアデニン、ＳＮＰ４におけるアデニン、ＳＮＰ５に
おけるアデニン、ＳＮＰ６におけるアデニン、ＳＮＰ７におけるグアニン、及びＳＮＰ８
におけるアデニンからなる群から選択される少なくとも１つのマイナーアレルが、少なく
とも一方のアレルにおいて検出されれば、該マイナーアレルが検出されない場合と比較し
て、モヤモヤ病の発症リスクが、相対的に高いと判定することが出来る。即ち、本発明の
方法においては、被検者の第１７番染色体の少なくとも一方について上記ＳＮＰを検出す
ればよい。
【０１７５】
　尚、上述のように、ＳＮＰ２の変異は、ヒトミステリンの第４８１０番のアミノ酸置換
（アルギニン→リジン）を伴うので、対象者から、ミステリンポリペプチドを単離し、そ
の第４８１０番のアミノ酸を同定することによっても、モヤモヤ病の発症リスクを判定す
ることが出来る。ミステリンポリペプチドの単離は、抗体カラムクロマトグラフィー等の
生化学分野において周知の方法を用いることにより実施することが出来る。また、第４８
１０番のアミノ酸の同定は、ペプチドシークエンサーや、マススペクトル等の生化学分野
において周知の方法を用いることにより実施することが出来る。ＳＮＰ２のメジャーアレ
ルはヒトミステリンポリペプチドの第４８１０番アミノ酸としてアルギニンを与え、ＳＮ
Ｐ２のマイナーアレルはヒトミステリンポリペプチドの第４８１０番アミノ酸としてリジ
ンを与える。従って、第４８１０番のアミノ酸を同定した結果、リジンが検出された場合
は、リジンが検出されない場合（即ちアルギニンのみが検出された場合）と比較して、モ
ヤモヤ病の発症リスクが相対的に高いと判定することが出来る。
【０１７６】
　更なる局面において、ＳＮＰ６、７及び８の変異は、それぞれヒトミステリンの第４０
１３番のアミノ酸置換（アスパラギン酸→アスパラギン）、第３９６２番のアミノ酸置換
（アスパラギン→アスパラギン酸）及び第４０６２番のアミノ酸置換（アルギニン→グル
タミン）を伴うので、対象者から、ミステリンポリペプチドを単離し、それぞれ、その第
４０１３番、第３９６２番及び４０６２番のアミノ酸を同定することによっても、モヤモ
ヤ病の発症リスクを判定することが出来る。ミステリンポリペプチドの単離は、抗体カラ
ムクロマトグラフィー等の生化学分野において周知の方法を用いることにより実施するこ
とが出来る。また、第４０１３番、第３９６２番及び４０６２番のアミノ酸の同定は、ペ
プチドシークエンサーや、マススペクトル等の生化学分野において周知の方法を用いるこ
とにより実施することが出来る。ＳＮＰ６のメジャーアレルはヒトミステリンポリペプチ
ドの第４０１３番アミノ酸としてアスパラギン酸を与え、ＳＮＰ６のマイナーアレルはヒ
トミステリンポリペプチドの第４０１３番アミノ酸としてアスパラギンを与える。従って
、第４０１３番のアミノ酸を同定した結果、アスパラギンが検出された場合は、アスパラ
ギンが検出されない場合（即ちアスパラギン酸のみが検出された場合）と比較して、モヤ
モヤ病の発症リスクが相対的に高いと判定することが出来る。ＳＮＰ７のメジャーアレル
はヒトミステリンポリペプチドの第３９６２番アミノ酸としてアスパラギンを与え、ＳＮ
Ｐ７のマイナーアレルはヒトミステリンポリペプチドの第３９６２番アミノ酸としてアス
パラギン酸を与える。従って、第３９６２番のアミノ酸を同定した結果、アスパラギン酸
が検出された場合は、アスパラギン酸が検出されない場合（即ちアスパラギンのみが検出
された場合）と比較して、モヤモヤ病の発症リスクが相対的に高いと判定することが出来
る。ＳＮＰ８のメジャーアレルはヒトミステリンポリペプチドの第４０６２番アミノ酸と
してアルギニンを与え、ＳＮＰ８のマイナーアレルはヒトミステリンポリペプチドの第４
０６２番アミノ酸としてグルタミンを与える。従って、第４０６２番のアミノ酸を同定し
た結果、グルタミンが検出された場合は、グルタミンが検出されない場合（即ちアルギニ
ンのみが検出された場合）と比較して、モヤモヤ病の発症リスクが相対的に高いと判定す
ることが出来る。
【０１７７】
　本発明はまた、ＳＮＰ１～５からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出
するための試薬を含む、モヤモヤ病の発症リスクの診断剤を提供する。
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【０１７８】
　ＳＮＰ１～５からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出するための試薬
としては、
（１）配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、
７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ
＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選択される少な
くとも１つのＳＮＰ（好ましくはＳＮＰ２）を特異的に検出し得る核酸プローブ、又は
（２）該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅し得るプライマー
等を挙げることが出来る。
【０１７９】
　更なる局面において、本発明は、ＳＮＰ１～８からなる群から選択される少なくとも１
つのＳＮＰを検出するための試薬を含む、モヤモヤ病の発症リスクの診断剤を提供する。
【０１８０】
　ＳＮＰ１～８からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを検出するための試薬
としては、
（１’）配列番号５で表されるヌクレオチド配列における４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）
、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ 
Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６
）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から
選択される少なくとも１つのＳＮＰ（好ましくはＳＮＰ２又はＳＮＰ６）を特異的に検出
し得る核酸プローブ、又は
（２’）該ＳＮＰを含む領域を特異的に増幅し得るプライマー
等を挙げることが出来る。
【０１８１】
　本明細書において、「核酸プローブによるＳＮＰの特異的な検出」とは、核酸プローブ
が配列番号５で表されるヌクレオチド配列からなるＤＮＡの特定のＳＮＰを含む領域にハ
イブリダイズし、ヒトゲノムＤＮＡ中の他の領域にハイブリダイズしないことを意味する
。このようなハイブリダイゼーションの条件は、当業者であれば適宜選択することができ
る。ハイブリダイゼーションの条件として、例えば低ストリンジェントな条件が挙げられ
る。低ストリンジェントな条件とは、ハイブリダイゼーション後の洗浄において、例えば
４２℃、５×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの条件であり、好ましくは５０℃、２×ＳＳＣ、０
．１％ＳＤＳの条件である。より好ましいハイブリダイゼーションの条件としては、高ス
トリンジェントな条件が挙げられる。高ストリンジェントな条件とは、例えば６５℃、０
．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳである。但し、ハイブリダイゼーションのストリンジェン
シーに影響する要素としては、温度や塩濃度等の複数の要素があり、当業者はこれらの要
素を適宜選択することで、同様のストリンジェンシーを実現することが可能である。
【０１８２】
　（１）又は（１’）の核酸プローブは、好ましくは、当該核酸プローブが標的とするＳ
ＮＰがメジャーアレルである配列番号５で表されるポリヌクレオチドへの親和性と、当該
ＳＮＰがマイナーアレルである配列番号５で表されるポリヌクレオチドへの親和性との間
に差を有しており、適切な条件下（例えば高ストリンジェントな条件）で、メジャーアレ
ル及びマイナーアレルの一方へハイブリダイズするが、他方へはハイブリダイズしない。
【０１８３】
　（１）のプローブとしては、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配
列又はその相補配列を含むポリヌクレオチドであって、該部分配列は、４７６６ Ｔ＞Ｃ
（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１
５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）及び２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ５）からなる群から選
択される少なくとも１つのＳＮＰを含み、該部分配列に含まれる該ＳＮＰのアレルはメジ
ャーアレル又はマイナーアレルであり、且つ該部分配列又はその相補配列は少なくとも１
２ヌクレオチドの長さを有する、ポリヌクレオチドが例示される。
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【０１８４】
　該ポリヌクレオチドには、上記５つのＳＮＰｓからなる群から選択される少なくとも１
つ（１、２、３、４又は５つ、好ましくは１つ）のＳＮＰが含まれる。即ち、好ましい態
様において、該ポリヌクレオチドには、ＳＮＰ１、ＳＮＰ２、ＳＮＰ３、ＳＮＰ４又はＳ
ＮＰ５が含まれる。ＳＮＰ１を検出する場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ１が含
まれ、ＳＮＰ２を検出する場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ２が含まれ、ＳＮＰ
３を検出する場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ３が含まれ、ＳＮＰ４を検出する
場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ４が含まれ、ＳＮＰ５を検出する場合には、該
ポリヌクレオチドにはＳＮＰ５が含まれる。
【０１８５】
　該ポリヌクレオチドに含まれるＳＮＰのアレルはメジャーアレル又はマイナーアレルで
ある。即ち、本発明のポリヌクレオチドにＳＮＰ１が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｔ」又
は「Ｃ」であり；ＳＮＰ２が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」であり；ＳＮＰ
３が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」であり；ＳＮＰ４が含まれる場合、該Ｓ
ＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」であり；ＳＮＰ５が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」
である。
【０１８６】
　更なる局面において、（１’）のプローブとしては、配列番号５で表されるヌクレオチ
ド配列の連続した部分配列又はその相補配列を含むポリヌクレオチドであって、該部分配
列は、４７６６ Ｔ＞Ｃ（ＳＮＰ１）、７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）、１２０７６４ 
Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ３）、１５２９１７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ４）、２３２１０２ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ
５）、５５９７７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ６）、５５７１２ Ａ＞Ｇ（ＳＮＰ７）及び５７４８３
 Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ８）からなる群から選択される少なくとも１つのＳＮＰを含み、該部分
配列に含まれる該ＳＮＰのアレルはメジャーアレル又はマイナーアレルであり、且つ該部
分配列又はその相補配列は少なくとも１２ヌクレオチドの長さを有する、ポリヌクレオチ
ドが例示される。
【０１８７】
　該ポリヌクレオチドには、上記６つのＳＮＰｓからなる群から選択される少なくとも１
つ（１、２、３、４、５、６、７又は８つ、好ましくは１つ）のＳＮＰが含まれる。即ち
、好ましい態様において、該ポリヌクレオチドには、ＳＮＰ１、ＳＮＰ２、ＳＮＰ３、Ｓ
ＮＰ４、ＳＮＰ５、ＳＮＰ６、ＳＮＰ７又はＳＮＰ８が含まれる。ＳＮＰ１を検出する場
合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ１が含まれ、ＳＮＰ２を検出する場合には、該ポ
リヌクレオチドにはＳＮＰ２が含まれ、ＳＮＰ３を検出する場合には、該ポリヌクレオチ
ドにはＳＮＰ３が含まれ、ＳＮＰ４を検出する場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ
４が含まれ、ＳＮＰ５を検出する場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ５が含まれ、
ＳＮＰ６を検出する場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ６が含まれ、ＳＮＰ７を検
出する場合には、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ７が含まれ、ＳＮＰ８を検出する場合に
は、該ポリヌクレオチドにはＳＮＰ８が含まれる。
【０１８８】
　該ポリヌクレオチドに含まれるＳＮＰのアレルはメジャーアレル又はマイナーアレルで
ある。即ち、本発明のポリヌクレオチドにＳＮＰ１が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｔ」又
は「Ｃ」であり；ＳＮＰ２が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」であり；ＳＮＰ
３が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」であり；ＳＮＰ４が含まれる場合、該Ｓ
ＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」であり；ＳＮＰ５が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」
であり；ＳＮＰ６が含まれる場合、該ＳＮＰは「Ｇ」又は「Ａ」であり；ＳＮＰ７が含ま
れる場合、該ＳＮＰは「Ａ」又は「Ｇ」であり；ＳＮＰ８が含まれる場合、該ＳＮＰは「
Ｇ」又は「Ａ」である。
【０１８９】
　上記（１）又は（１’）の核酸プローブであるポリヌクレオチドは、ＤＮＡであっても
ＲＮＡであってもよく、あるいはＤＮＡ／ＲＮＡキメラであってもよいが、好ましくはＤ
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ＮＡである。また、該核酸は二本鎖であっても、一本鎖であってもよいが、好ましくは一
本鎖である。
【０１９０】
　該ポリヌクレオチドが、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列の
相補配列を含む場合、該相補配列が有する相補性は、好ましくは、１００％である。
【０１９１】
　該ポリヌクレオチドに含まれる、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部
分配列又はその相補配列の長さは、１２ヌクレオチド以上、好ましくは１５ヌクレオチド
以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレオチド以上（例
えば、２５ヌクレオチド以上）である。また、該部分配列またはその相補配列の長さの上
限は特に限定されないが、合成の容易さや、ＳＮＰの検出感度を高くする観点から、該長
さは、通常１０００ヌクレオチド以下、好ましくは１００ヌクレオチド以下、より好まし
くは５０ヌクレオチド以下、更に好ましくは３０ヌクレオチド以下である。
【０１９２】
　該ポリヌクレオチドの長さは、少なくとも１２ヌクレオチド以上、好ましくは１５ヌク
レオチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレオチド
以上である。また、本発明のポリヌクレオチドの長さの上限は特に限定されないが、合成
の容易さの観点から、通常１０００ヌクレオチド以下、好ましくは１００ヌクレオチド以
下、より好ましくは５０ヌクレオチド以下、更に好ましくは３０ヌクレオチド以下である
。
【０１９３】
　該ポリヌクレオチドは、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列又
はその相補配列に加えて、任意の付加的配列を含んでいてもよい。
【０１９４】
　また、該ポリヌクレオチドは、適当な標識剤、例えば、放射性同位元素（例：125Ｉ、1

31Ｉ、3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ、33Ｐ等）、酵素（例：β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダ
ーゼ、アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等）、蛍光物
質（例：フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等）、発光物質（例：ル
ミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等）などで標識されていてもよ
い。
【０１９５】
　本明細書において、「プライマーによるＳＮＰの特異的な増幅」とは、プライマーが配
列番号５で表されるヌクレオチド配列からなるＤＮＡの特定のＳＮＰを含む領域をＰＣＲ
増幅するが、ヒトゲノムＤＮＡ中の他の領域はＰＣＲ増幅しないことを意味する。
【０１９６】
　上記（２）のプライマーには、ＳＮＰ１～５からなる群から選択される少なくとも１つ
のＳＮＰを含むポリヌクレオチド（例えばゲノムＤＮＡ）を鋳型として、当該選択したＳ
ＮＰ部位に向かって相補鎖合成を開始することができるプライマーが含まれる。該プライ
マーは、ＳＮＰ部位を含むポリヌクレオチドにおける、ＳＮＰ部位の３’側に複製開始点
を与えるためのプライマーと表現することもできる。プライマーがハイブリダイズする領
域とＳＮＰ部位との間隔は任意である。両者の間隔は、ＳＮＰ部位の塩基の解析手法に応
じて、好適な長さを選択することができる。たとえば、ＤＮＡチップやダイレクトシーク
エンシングによる解析のためのプライマーであれば、ＳＮＰ部位を含む領域として、通常
２５～５００、例えば５０～２００ヌクレオチドの長さの増幅産物が得られるようにプラ
イマーをデザインすることができる。当業者は、ＳＮＰ部位を含む周辺ＤＮＡ領域につい
てのヌクレオチド配列情報を基に、各解析手法に適したプライマーをデザインすることが
できる。上記（２）のプライマーを構成するヌクレオチド配列は、配列番号５に記載のヌ
クレオチド配列の部分配列又はその相補配列に対して完全に相補的なヌクレオチド配列の
みならず、適宜改変することができる。
【０１９７】
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　更なる局面において、上記（２’）のプライマーには、ＳＮＰ１～８からなる群から選
択される少なくとも１つのＳＮＰを含むポリヌクレオチド（例えばゲノムＤＮＡ）を鋳型
として、当該選択したＳＮＰ部位に向かって相補鎖合成を開始することができるプライマ
ーが含まれる。該プライマーは、ＳＮＰ部位を含むポリヌクレオチドにおける、ＳＮＰ部
位の３’側に複製開始点を与えるためのプライマーと表現することもできる。プライマー
がハイブリダイズする領域とＳＮＰ部位との間隔は任意である。両者の間隔は、ＳＮＰ部
位の塩基の解析手法に応じて、好適な長さを選択することができる。たとえば、ＤＮＡチ
ップやダイレクトシークエンシングによる解析のためのプライマーであれば、ＳＮＰ部位
を含む領域として、通常２５～５００、例えば５０～２００ヌクレオチドの長さの増幅産
物が得られるようにプライマーをデザインすることができる。当業者は、ＳＮＰ部位を含
む周辺ＤＮＡ領域についてのヌクレオチド配列情報を基に、各解析手法に適したプライマ
ーをデザインすることができる。上記（２’）のプライマーを構成するヌクレオチド配列
は、配列番号５に記載のヌクレオチド配列の部分配列又はその相補配列に対して完全に相
補的なヌクレオチド配列のみならず、適宜改変することができる。
【０１９８】
　上記（２）及び（２’）のプライマーは、ＤＮＡであってもＲＮＡであってもよく、あ
るいはＤＮＡ／ＲＮＡキメラであってもよいが、好ましくはＤＮＡである。また、該核酸
は二本鎖であっても、一本鎖であってもよいが、好ましくは一本鎖である。
【０１９９】
　上記（２）及び（２’）のプライマーが配列番号１に記載のヌクレオチド配列又はその
相補配列からなる核酸にハイブリダイズし得る領域の長さは、１２ヌクレオチド以上、好
ましくは１５ヌクレオチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは
２０ヌクレオチド以上（例えば、２５ヌクレオチド以上）である。また、該部分配列また
はその相補配列の長さの上限は特に限定されないが、合成の容易さの観点から、該長さは
、通常１００ヌクレオチド以下、好ましくは５０ヌクレオチド以下、より好ましくは３０
ヌクレオチド以下である。
【０２００】
　上記（２）及び（２’）のプライマーの長さは、少なくとも１２ヌクレオチド以上、好
ましくは１５ヌクレオチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは
２０ヌクレオチド以上である。また、本発明のポリヌクレオチドの長さの上限は特に限定
されないが、合成の容易さの観点から、該長さは、通常１００ヌクレオチド以下、好まし
くは５０ヌクレオチド以下、より好ましくは３０ヌクレオチド以下である。
【０２０１】
　上記（２）及び（２’）のプライマーは、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連
続した部分配列又はその相補配列に加えて、任意の付加的配列を含んでいてもよい。
【０２０２】
　また、該プライマーは、適当な標識剤、例えば、放射性同位元素（例：125Ｉ、131Ｉ、
3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ、33Ｐ等）、酵素（例：β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、
アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等）、蛍光物質（例
：フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等）、発光物質（例：ルミノー
ル、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等）などで標識されていてもよい。
【０２０３】
　本発明の診断剤には、ＳＮＰの検出方法に応じて、各種の酵素、酵素基質、および緩衝
液などを組み合わせることができる。酵素としては、DNAポリメラーゼ、DNAリガーゼ、あ
るいは制限酵素などの、上記のＳＮＰの検出方法として例示した各種の解析方法に必要な
酵素を示すことができる。緩衝液は、これらの解析に用いる酵素の活性の維持に好適な緩
衝液が、適宜選択される。更に、酵素基質としては、例えば、相補鎖合成用の基質等が用
いられる。
【０２０４】
　本発明の診断剤を用いると、上記本発明の判定方法により、容易にモヤモヤ病の発症リ
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スクを判定することが出来る。
【０２０５】
９．虚血性心疾患の発症リスクの判定方法
　本発明は、配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮ
Ｐ２）を検出することを含む、虚血性心疾患の発症リスクの判定方法を提供する。
【０２０６】
　一実施形態では、本発明の判定方法は、以下の工程（ａ）、（ｂ）を含む：
（ａ）動物（被検者）から採取した生体試料について、配列番号５で表されるヌクレオチ
ド配列におけるＳＮＰ２を検出する工程；
（ｂ）検出したＳＮＰのタイプに基づき虚血性心疾患の発症リスクを評価する工程。
【０２０７】
　虚血性心疾患とは、冠動脈の閉塞や狭窄などにより心筋への血流が阻害され、心臓に障
害が起こる疾患の総称である。虚血性心疾患としては、心筋梗塞、狭心症等が挙げられる
。
【０２０８】
　上記方法の工程（ａ）では、動物から採取された生体試料においてＳＮＰ２を検出し、
そのＳＮＰのタイプを測定する。動物としては、上述の哺乳動物が好ましく、ヒトが特に
好ましい。ヒトの人種は、特に限定されないが、好ましくは東アジア人（イーストアジア
ン／モンゴロイド）である。
【０２０９】
　東アジア人とは、日本、朝鮮、中国、台湾及びモンゴルの人々のいずれかを起源に持つ
人という意味である。東アジア人は、好ましくは、日本人、朝鮮人、又は中国人である。
【０２１０】
　当業者であれば、個人の身体的特徴、出身国、先祖の起源に関する情報等に基づいてそ
の個人の人種を容易に特定することが可能である。
【０２１１】
　ヒトの性別は特に限定されないが、好ましくは一般的なリスク要因が少ないと思われる
女性である。
【０２１２】
　ヒトの年齢は特に限定されないが、好ましくは３５～５４歳である。
【０２１３】
　上記方法の工程（ａ）において用いられる生体試料としては、ゲノムＤＮＡを採取可能
な任意の組織、細胞、体液等を使用することができるが、入手の容易性及び低侵襲性等の
観点から、毛髪、爪、皮膚、粘膜、血液、血漿、血清、唾液などが好ましく用いられる。
【０２１４】
　ＳＮＰの検出方法は、当該技術分野において周知である。例えば、ＲＦＬＰ（制限酵素
切断断片長多型）法、ＰＣＲ－ＳＳＣＰ（一本鎖ＤＮＡ高次構造多型解析）法、ＡＳＯ（
Allele Specific Oligonucleotide）ハイブリダイゼーション法、シークエンス法、ＡＲ
ＭＳ（Amplification Refracting Mutation System）法、変性濃度勾配ゲル電気泳動（De
naturing Gradient Gel Electrophoresis）法、ＲＮＡｓｅＡ切断法、ＤＯＬ（Dye-label
ed Oligonucleotide Ligation）法、ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ法、primer extension法、イ
ンベーダー法などが使用できる。
【０２１５】
　後述の実施例に示すように、ＳＮＰ２について、虚血性心疾患との関連解析を行った結
果、虚血性心疾患の患者（特に、３５～５４歳の女性）においては、ＳＮＰ２のマイナー
アレルの頻度が、一般人口における頻度と比較して有意に高かった。
【０２１６】
　これらの結果に基づけば、ＳＮＰ２において、マイナーアレル（アデニン）が少なくと
も一方のアレルについて検出された場合には、該マイナーアレルが検出されない場合と比
較して、虚血性心疾患の発症リスクが、相対的に高いと判定することが出来る。
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【０２１７】
　ＤＮＡは通常、互いに相補的な二本の鎖からなる二重らせん構造を有している。従って
、本明細書において、便宜的に一方の鎖におけるＤＮＡ配列を示した場合であっても、当
然の如く、該配列（塩基）に相補的な配列（１００％の相補性）も開示したものと解釈さ
れる。当業者にとって、一方のＤＮＡ配列（塩基）が判れば、該配列（塩基）に相補的な
配列（塩基）は自明である。従って、配列番号：５に記載のヌクレオチド配列の７３０９
７位の部位に対応する相補鎖上の部位の塩基種がＴ（チミン）である場合も、被検者は虚
血性心疾患の発症リスクが、相対的に高いと判定することが出来る。
【０２１８】
　尚、当業者は、本明細書に開示されたヌクレオチド配列（例えば配列番号５で表される
ヌクレオチド配列）およびＳＮＰに関する情報を用いれば、配列表に開示されたヌクレオ
チド配列（配列番号５で表されたヌクレオチド配列またはその連続した部分配列、あるい
はそれらの相補配列）と被検者の第１７番染色体ＤＮＡ上の対応部位のヌクレオチド配列
との間に若干の相違（欠失、置換、付加、繰り返し配列の個数の増減等）が認められた場
合であっても、配列番号５で表されたヌクレオチド配列と被検者由来のヌクレオチド配列
とのアライメントを行うことにより、被検者由来のヌクレオチド配列においてどの塩基が
ＳＮＰ２に相当するか正確に特定し、ＳＮＰ２を検出することが可能である。このような
場合も「配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２
）を検出すること」に包含される。
【０２１９】
　本発明の方法においては、ＳＮＰ２におけるアデニンが、少なくとも一方のアレルにお
いて検出されれば、該マイナーアレルが検出されない場合と比較して、虚血性心疾患の発
症リスクが、相対的に高いと判定することが出来る。即ち、本発明の方法においては、被
検者の第１７番染色体の少なくとも一方についてＳＮＰ２を検出すればよい。
【０２２０】
　尚、上述のように、ＳＮＰ２の変異は、ヒトミステリンの第４８１０番のアミノ酸置換
（アルギニン→リジン）を伴うので、対象者から、ミステリンポリペプチドを単離し、そ
の第４８１０番のアミノ酸を同定することによっても、虚血性心疾患の発症リスクを判定
することが出来る。ミステリンポリペプチドの単離は、抗体カラムクロマトグラフィー等
の生化学分野において周知の方法を用いることにより実施することが出来る。また、第４
８１０番のアミノ酸の同定は、ペプチドシークエンサーや、マススペクトル等の生化学分
野において周知の方法を用いることにより実施することが出来る。ＳＮＰ２のメジャーア
レルはヒトミステリンポリペプチドの第４８１０番アミノ酸としてアルギニンを与え、Ｓ
ＮＰ２のマイナーアレルはヒトミステリンポリペプチドの第４８１０番アミノ酸としてリ
ジンを与える。従って、第４８１０番のアミノ酸を同定した結果、リジンが検出された場
合は、リジンが検出されない場合（即ちアルギニンのみが検出された場合）と比較して、
虚血性心疾患の発症リスクが相対的に高いと判定することが出来る。
【０２２１】
　本発明はまた、ＳＮＰ２を検出するための試薬を含む、虚血性心疾患の発症リスクの診
断剤を提供する。
【０２２２】
　ＳＮＰ２を検出するための試薬としては、
（１）配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）
を特異的に検出し得る核酸プローブ、又は
（２）ＳＮＰ２を含む領域を特異的に増幅し得るプライマー
等を挙げることが出来る。
【０２２３】
　（１）のプローブは、好ましくは、ＳＮＰ２がメジャーアレル（グアニン）である配列
番号５で表されるポリヌクレオチドへの親和性と、当該ＳＮＰ２がマイナーアレル（アデ
ニン）である配列番号５で表されるポリヌクレオチドへの親和性との間に差を有しており
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、適切な条件下（例えば上述の高ストリンジェントな条件）で、メジャーアレル及びマイ
ナーアレルの一方へハイブリダイズするが、他方へはハイブリダイズしない。
【０２２４】
　（１）のプローブとしては、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配
列又はその相補配列を含むポリヌクレオチドであって、該部分配列は、７３０９７ Ｇ＞
Ａ（ＳＮＰ２）を含み、該部分配列に含まれる該ＳＮＰのアレルはメジャーアレル又はマ
イナーアレルであり、且つ該部分配列又はその相補配列は少なくとも１２ヌクレオチドの
長さを有する、ポリヌクレオチドが例示される。
【０２２５】
　該ポリヌクレオチドに含まれるＳＮＰ２のアレルはメジャーアレル（グアニン）又はマ
イナーアレル（アデニン）である。
【０２２６】
　該ポリヌクレオチドは、ＤＮＡであってもＲＮＡであってもよく、あるいはＤＮＡ／Ｒ
ＮＡキメラであってもよいが、好ましくはＤＮＡである。また、該核酸は二本鎖であって
も、一本鎖であってもよいが、好ましくは一本鎖である。
【０２２７】
　該ポリヌクレオチドが、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列の
相補配列を含む場合、該相補配列が有する相補性は、好ましくは、１００％である。
【０２２８】
　該ポリヌクレオチドに含まれる、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部
分配列又はその相補配列の長さは、１２ヌクレオチド以上、好ましくは１５ヌクレオチド
以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレオチド以上（例
えば、２５ヌクレオチド以上）である。また、該部分配列またはその相補配列の長さの上
限は特に限定されないが、合成の容易さや、ＳＮＰの検出感度を高くする観点から、該長
さは、通常１０００ヌクレオチド以下、好ましくは１００ヌクレオチド以下、より好まし
くは５０ヌクレオチド以下、更に好ましくは３０ヌクレオチド以下である。
【０２２９】
　該ポリヌクレオチドの長さは、少なくとも１２ヌクレオチド以上、好ましくは１５ヌク
レオチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレオチド
以上である。また、本発明のポリヌクレオチドの長さの上限は特に限定されないが、合成
の容易さの観点から、通常１０００ヌクレオチド以下、好ましくは１００ヌクレオチド以
下、より好ましくは５０ヌクレオチド以下、更に好ましくは３０ヌクレオチド以下である
。
【０２３０】
　該ポリヌクレオチドは、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配列又
はその相補配列に加えて、任意の付加的配列を含んでいてもよい。
【０２３１】
　また、該ポリヌクレオチドは、適当な標識剤、例えば、放射性同位元素（例：125Ｉ、1

31Ｉ、3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ、33Ｐ等）、酵素（例：β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダ
ーゼ、アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等）、蛍光物
質（例：フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等）、発光物質（例：ル
ミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等）などで標識されていてもよ
い。
【０２３２】
　本明細書において、「プライマーによるＳＮＰの特異的な増幅」とは、プライマーが配
列番号５で表されるヌクレオチド配列からなるＤＮＡの特定のＳＮＰを含む領域をＰＣＲ
増幅するが、ヒトゲノムＤＮＡ中の他の領域はＰＣＲ増幅しないことを意味する。
【０２３３】
　上記（２）のプライマーには、ＳＮＰ２を含むポリヌクレオチド（例えばゲノムＤＮＡ
）を鋳型として、ＳＮＰ２に向かって相補鎖合成を開始することができるプライマーが含
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まれる。該プライマーは、ＳＮＰ２を含むポリヌクレオチドにおける、ＳＮＰ２の３’側
に複製開始点を与えるためのプライマーと表現することもできる。プライマーがハイブリ
ダイズする領域とＳＮＰ２との間隔は任意である。両者の間隔は、ＳＮＰの塩基の解析手
法に応じて、好適な長さを選択することができる。たとえば、ＤＮＡチップやダイレクト
シークエンシングによる解析のためのプライマーであれば、ＳＮＰ２を含む領域として、
通常２５～５００、例えば５０～２００ヌクレオチドの長さの増幅産物が得られるように
プライマーをデザインすることができる。当業者においては、ＳＮＰ２を含む周辺ＤＮＡ
領域についてのヌクレオチド配列情報を基に、解析手法に応じたプライマーをデザインす
ることができる。上記（３）のプライマーを構成するヌクレオチド配列は、配列番号５に
記載のヌクレオチド配列の部分配列又はその相補配列に対して完全に相補的なヌクレオチ
ド配列のみならず、適宜改変することができる。
【０２３４】
　上記（２）のプライマーは、ＤＮＡであってもＲＮＡであってもよく、あるいはＤＮＡ
／ＲＮＡキメラであってもよいが、好ましくはＤＮＡである。また、該核酸は二本鎖であ
っても、一本鎖であってもよいが、好ましくは一本鎖である。
【０２３５】
　上記（２）のプライマーが配列番号１に記載のヌクレオチド配列又はその相補配列から
なる核酸にハイブリダイズし得る領域の長さは、１２ヌクレオチド以上、好ましくは１５
ヌクレオチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレオ
チド以上（例えば、２５ヌクレオチド以上）である。また、該部分配列またはその相補配
列の長さの上限は特に限定されないが、合成の容易さの観点から、該長さは、通常１００
ヌクレオチド以下、好ましくは５０ヌクレオチド以下、より好ましくは３０ヌクレオチド
以下である。
【０２３６】
　上記（２）のプライマーの長さは、少なくとも１２ヌクレオチド以上、好ましくは１５
ヌクレオチド以上、より好ましくは１８ヌクレオチド以上、更に好ましくは２０ヌクレオ
チド以上である。また、本発明のポリヌクレオチドの長さの上限は特に限定されないが、
合成の容易さの観点から、該長さは、通常１００ヌクレオチド以下、好ましくは５０ヌク
レオチド以下、より好ましくは３０ヌクレオチド以下である。
【０２３７】
　上記（２）のプライマーは、配列番号５で表されるヌクレオチド配列の連続した部分配
列又はその相補配列に加えて、任意の付加的配列を含んでいてもよい。
【０２３８】
　また、該プライマーは、適当な標識剤、例えば、放射性同位元素（例：125Ｉ、131Ｉ、
3Ｈ、14Ｃ、32Ｐ、33Ｐ等）、酵素（例：β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、
アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等）、蛍光物質（例
：フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等）、発光物質（例：ルミノー
ル、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等）などで標識されていてもよい。
【０２３９】
　本発明の診断剤には、ＳＮＰの検出方法に応じて、各種の酵素、酵素基質、および緩衝
液などを組み合わせることができる。酵素としては、DNAポリメラーゼ、DNAリガーゼ、あ
るいは制限酵素などの、上記のＳＮＰの検出方法として例示した各種の解析方法に必要な
酵素を示すことができる。緩衝液は、これらの解析に用いる酵素の活性の維持に好適な緩
衝液が、適宜選択される。更に、酵素基質としては、例えば、相補鎖合成用の基質等が用
いられる。
【０２４０】
　本発明の診断剤を用いると、本発明の判定方法により、容易に虚血性心疾患の発症リス
クを判定することが出来る。
【０２４１】
１０．一卵性双生児の分娩可能性の発症リスクの判定方法
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　本発明は、配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮ
Ｐ２）を検出することを含む、一卵性双生児の分娩可能性の判定方法を提供する。
【０２４２】
　一実施形態では、本発明の判定方法は、以下の工程（ａ）、（ｂ）を含む：
（ａ）動物から採取した生体試料について、配列番号５で表されるヌクレオチド配列にお
けるＳＮＰ２を検出する工程；
（ｂ）検出したＳＮＰのタイプに基づき一卵性双生児の分娩可能性を評価する工程。
【０２４３】
　上記方法の工程（ａ）では、動物から採取された生体試料においてＳＮＰ２を検出し、
そのＳＮＰのタイプを測定する。動物としては、上述の哺乳動物が好ましく、ヒトが特に
好ましい。ヒトの人種は、特に限定されないが、好ましくは東アジア人（イーストアジア
ン／モンゴロイド）である。
【０２４４】
　東アジア人とは、日本、朝鮮、中国、台湾及びモンゴルの人々のいずれかを起源に持つ
人という意味である。東アジア人は、好ましくは、日本人、朝鮮人、又は中国人である。
【０２４５】
　当業者であれば、個人の身体的特徴、出身国、先祖の起源に関する情報等に基づいてそ
の個人の人種を容易に特定することが可能である。
【０２４６】
　上記方法の工程（ａ）において用いられる生体試料としては、ゲノムＤＮＡを採取可能
な任意の組織、細胞、体液等を使用することができるが、入手の容易性及び低侵襲性等の
観点から、毛髪、爪、皮膚、粘膜、血液、血漿、血清、唾液などが好ましく用いられる。
【０２４７】
　ＳＮＰの検出方法は、当該技術分野において周知である。例えば、ＲＦＬＰ（制限酵素
切断断片長多型）法、ＰＣＲ－ＳＳＣＰ（一本鎖ＤＮＡ高次構造多型解析）法、ＡＳＯ（
Allele Specific Oligonucleotide）ハイブリダイゼーション法、シークエンス法、ＡＲ
ＭＳ（Amplification Refracting Mutation System）法、変性濃度勾配ゲル電気泳動（De
naturing Gradient Gel Electrophoresis）法、ＲＮＡｓｅＡ切断法、ＤＯＬ（Dye-label
ed Oligonucleotide Ligation）法、ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ法、primer extension法、イ
ンベーダー法などが使用できる。
【０２４８】
　後述の実施例に示すように、上述の新規ＳＮＰ２について、一卵性双生児の分娩頻度と
の関連解析を行った結果、ＳＮＰ２のマイナーアレルを保持しているヒト（女性）が一卵
性双生児を分娩する頻度は、一般的に報告されている頻度よりも有意に高かった。
【０２４９】
　これらの結果に基づけば、ＳＮＰ２において、マイナーアレル（アデニン）が少なくと
も一方のアレルについて検出された場合には、該マイナーアレルが検出されない場合と比
較して、一卵性双生児を分娩する頻度が、相対的に高いと判定することが出来る。
【０２５０】
　ＤＮＡは通常、互いに相補的な二本の鎖からなる二重らせん構造を有している。従って
、本明細書において、便宜的に一方の鎖におけるＤＮＡ配列を示した場合であっても、当
然の如く、該配列（塩基）に相補的な配列（１００％の相補性）も開示したものと解釈さ
れる。当業者にとって、一方のＤＮＡ配列（塩基）が判れば、該配列（塩基）に相補的な
配列（塩基）は自明である。従って、配列番号：５に記載のヌクレオチド配列の７３０９
７位の部位に対応する該配列の相補鎖上の部位について、塩基種がＴ（チミン）である場
合も、被検者は一卵性双生児を分娩する頻度が、相対的に高いと判定することが出来る。
【０２５１】
　尚、当業者は、本明細書に開示されたヌクレオチド配列（例えば配列番号５で表される
ヌクレオチド配列）およびＳＮＰに関する情報を用いれば、配列表に開示されたヌクレオ
チド配列（配列番号５で表されたヌクレオチド配列またはその連続した部分配列、あるい
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はそれらの相補配列）と被検者の第１７番染色体ＤＮＡ上の対応部位のヌクレオチド配列
との間に若干の相違（欠失、置換、付加、繰り返し配列の個数の増減等）が認められた場
合であっても、配列番号５で表されたヌクレオチド配列と被検者由来のヌクレオチド配列
とのアライメントを行うことにより、被検者由来のヌクレオチド配列においてどの塩基が
ＳＮＰ２に相当するか正確に特定し、ＳＮＰ２を検出することが可能である。このような
場合も「配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２
）を検出すること」に包含される。
【０２５２】
　本発明の方法においては、ＳＮＰ２におけるアデニンが、少なくとも一方のアレルにお
いて検出されれば、該マイナーアレルが検出されない場合と比較して、一卵性双生児の分
娩可能性が、相対的に高いと判定することが出来る。即ち、本発明の方法においては、被
検者の第１７番染色体の少なくとも一方についてＳＮＰ２を検出すればよい。
【０２５３】
　尚、上述のように、ＳＮＰ２の変異は、ヒトミステリンの第４８１０番のアミノ酸置換
（アルギニン→リジン）を伴うので、対象者から、ミステリンポリペプチドを単離し、そ
の第４８１０番のアミノ酸を同定することによっても、一卵性双生児の分娩可能性を判定
することが出来る。ミステリンポリペプチドの単離は、抗体カラムクロマトグラフィー等
の生化学分野において周知の方法を用いることにより実施することが出来る。また、第４
８１０番のアミノ酸の同定は、ペプチドシークエンサーや、マススペクトル等の生化学分
野において周知の方法を用いることにより実施することが出来る。ＳＮＰ２のメジャーア
レルはヒトミステリンポリペプチドの第４８１０番アミノ酸としてアルギニンを与え、Ｓ
ＮＰ２のマイナーアレルはヒトミステリンポリペプチドの第４８１０番アミノ酸としてリ
ジンを与える。従って、第４８１０番のアミノ酸を同定した結果、リジンが検出された場
合は、リジンが検出されない場合（即ちアルギニンのみが検出された場合）と比較して、
一卵性双生児の分娩可能性が相対的に高いと判定することが出来る。
【０２５４】
　本発明はまた、ＳＮＰ２を検出するための試薬を含む、一卵性双生児の分娩可能性の診
断剤を提供する。
【０２５５】
　ＳＮＰ２を検出するための試薬としては、
（１）配列番号５で表されるヌクレオチド配列における７３０９７ Ｇ＞Ａ（ＳＮＰ２）
を特異的に検出し得る核酸プローブ、又は
（２）ＳＮＰ２を含む領域を特異的に増幅し得るプライマー
等を挙げることが出来る。
【０２５６】
　（１）のプローブおよび、（２）のプライマーの定義は、９．の項と同一である。
【０２５７】
　本発明の診断剤には、ＳＮＰの検出方法に応じて、各種の酵素、酵素基質、および緩衝
液などを組み合わせることができる。酵素としては、DNAポリメラーゼ、DNAリガーゼ、あ
るいは制限酵素などの、上記のＳＮＰの検出方法として例示した各種の解析方法に必要な
酵素を示すことができる。緩衝液は、これらの解析に用いる酵素の活性の維持に好適な緩
衝液が、適宜選択される。更に、酵素基質としては、例えば、相補鎖合成用の基質等が用
いられる。
【０２５８】
　本発明の診断剤を用いると、本発明の判定方法により、容易に一卵性双生児の分娩可能
性を判定することが出来る。
【０２５９】
　本明細書中で挙げられた特許および特許出願明細書を含む全ての刊行物に記載された内
容は、本明細書での引用により、その全てが明示されたと同程度に本明細書に組み込まれ
るものである。



(44) JP WO2011/049207 A1 2011.4.28

10

20

30

40

50

【０２６０】
　以下、実施例を示して本発明をより具体的に説明するが、本発明は以下に示す実施例に
よって何ら限定されるものではない。
【実施例】
【０２６１】
実施例１：新規ＳＮＰｓの同定及びモヤモヤ病患者における各ＳＮＰｓのアレル頻度の解
析
調査集団
　本試験は、京都大学医学部の倫理委員会により承認されたものであり、全ての対象から
書面によるインフォームドコンセントを取得した。本試験においては２つのタイプのモヤ
モヤ病症例参加者が登録された。第１のタイプは、血縁者に１人以上のモヤモヤ病症例が
明確に存在するために、本研究へ参加するために選択された家系単位の参加者である。３
１人の日本人及び３人の韓国人を含む３４人のモヤモヤ病家系発端者が本試験に登録され
た。診断の検証のため、血管病に属する病歴及び危険因子を発端者とその家系メンバーか
ら収集した。京都大学病院又は他の協力病院へ入院した創始者家系のメンバーをリクルー
トした。患者の同意のもと、試料及び臨床データを採取し、非識別化し、蓄積した。第２
のタイプは、家族歴が不明のモヤモヤ病の患者であり、同疾患に罹患した血縁者の存在が
不明の症例として個人で本試験に参加した者であり、個人症例として分類された。これら
の症例を、京都大学(n = 86)、韓国のソウル国立大学(n = 38)、中国の首都医科大学(n =
 10)からリクルートした。対照として、384人の日本人、294人の韓国人、150人の中国人
をリクルートした。核磁気共鳴血管撮影（ＭＲＡ）スクリーニングを、全ての日本人対照
について行ったが、韓国人については一部、中国人の対照については行わなかった。家系
の創始者又は単発性の参加者についてのモヤモヤ病の診断は、もっぱら日本の診断基準で
ある、いわゆるＲＣＭＪ（厚生労働省のモヤモヤ病の検討委員会、日本）診断基準に基づ
き行った（Clin Neurol Neurosurg, vol. 99, Suppl 2, pages S238-240, 1997）。
【０２６２】
連鎖解析及びハプロタイプの推定
　全部で１７のモヤモヤ病家系について、17q25.3のゲノタイプを解析した。ゲノタイピ
ング、マッピング及びハプロタイプ推定を以前記載したように実施した（Neurology vol7
0: 2357-2363,2008）。端的にいうと、ゲノムＤＮＡを、QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qi
agen GmbH, Hilden, Germany)を用いて、患者の血液試料から抽出した。17q25-qter連鎖
領域について、5.1-Mbの間隔で、全部で１３個のマーカー(D17S2195, D17S1847, D17S180
6, D17S784, rs2071148, 125 rs2280147, rs2293099, D17S704, D17S668, D17S928, rs22
91395, rs2279395 及び 126 rs2292971)についてゲノタイプした（Neurology vol70: 235
7-2363,2008）。マーカーの位置は、NCBI Map Viewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ma
pview/)から取得した。末梢血から抽出したゲノムＤＮＡを蛍光でラベルをしたマーカー
と共にＰＣＲにより増幅し、ＰＣＲ産物をABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (App
lied Biosystems, Foster City, CA)及びGenescanプログラムを用いて解析した。詳細な
マッピングマーカーは、NCBI Map Viewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/)から
の物理位置情報に従い、デザインした。連鎖解析は、常染色体優性遺伝モデルを仮定した
多点パラメトリック連鎖法を用いて行った（J Neurol Neurosurg Psychiatry, vo. 77, p
ages 1025-1029, 2006及びNeurology vol70: 2357-2363,2008）。以前に報告したように
、必然的キャリアーは、発症した者として処理した（Neurology vol70: 2357-2363,2008
）。当該家系において、非発症の個人の表現型は、「不明」とし、「非血縁」の配偶者は
、「非発症」とした。100,000人あたり6.03人という観察された罹患率に基づけば（Strok
e, vol. 39, pages 42-47, 2008）、疾患アレル頻度は、0.00003015に設定されるべきで
あるが、無症状であっても、磁気共鳴画像（ＭＲＩ）及びＭＲＡによりモヤモヤ病である
と診断された患者の数が近年増加していることに鑑み、そのアレル頻度を、連鎖解析でLO
D score を低めに算出する点から、より厳格と考えられる0.0001に設定した（J Clin Neu
rosci, vol. 13, pages 334-338, 2006;）。表現型模写頻度を0.00001と仮定した。各マ
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イクロサテライトマーカーのアレル頻度は、全ての非血縁配偶者から、Merlinソフトウェ
アを用いて見積もった（Nat Genet, vol. 30, pages 97-101, 2002）。解析は、GENEHUNT
ER version 2.0 (http://www.broad.mit.edu/ftp/distribution/software/genehunter/)
を用いて実施した（Am J Hum Genet, vol. 58, pages 1347-1363, 1996）。
　家系２０の個人１３２は、rs2280147とrs2293099との間での組換えを有していたので、
更なる追加的なマーカー、即ち、rs71166116 (CHMP6), rs9896314 (AZI1), rs62075318 (
AZI1) 及び P1026P (BAHCC1)により、３’隣接領域を決定した。家系２０のハプロタイプ
は、４つのマーカーのアレル頻度を0.50に設定し、GENEHUNTER（Am J Hum Genet, vol. 5
8, pages 1347-1363, 1996）を用いて構築した。
【０２６３】
ダイレクトシークエンシング
　KIAA1618、C17orf27(RNF213)、FLJ3520、NPTX1、CARD14、Raptor (KIAA1303)、AATK及
びBAHCC1の、全てのコーディングエクソン、イントロン－エクソン境界、仮想的なプロモ
ーター配列及び3’-UTRsを、４人の発症した個人（系統１、２、１４及び１５における個
人１２、１４１１、１１２及び１２）についてのダイレクトシークエンシングにより解析
した。コーディングエクソンのためのプライマーは、イントロン－エクソン境界から１０
０ベースペア（ｂｐ）より離れたイントロン配列からデザインし、PROLIGO Primers & Pr
obes (Kyoto, Japan; http://www.proligo.com)により商業的に合成した（Neurology vol
70: 2357-2363,2008）。Raptorについては、第１エクソンの約２ｋｂｐ上流の制御領域に
ついてシークエンスした。ＰＣＲ増幅及び精製の後に、ABI Prism 3100 Avant DNA Seque
ncer (Applied Biosystems)を用いてシークエンシングを実施した。我々は、Single Nucl
eotide Polymorphism database (dbSNP)を参考としてチェックした(http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/SNP/index.html)。
【０２６４】
　シークエンスをした４人の家系性で発症した個人において５つの変異（ＳＮＰｓ）が同
定された（表１）。
【０２６５】
【表１】

 
【０２６６】
　上記５つのＳＮＰｓのアレルを、全ての参加者について決定した。結果を表２～１０に
示す。
【０２６７】
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【０２６８】
【表３】

 
【０２６９】
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【表４】

 
【０２７０】
【表５】

 
【０２７１】
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【表６】

 
【０２７２】
【表７】

 
【０２７３】
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【表８】

 
【０２７４】
【表９】

 
【０２７５】
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【表１０】

 
【０２７６】
　上述の表に示すように、ＳＮＰ１～ＳＮＰ５のマイナーアレルの頻度は、非家族性のモ
ヤモヤ病患者において約５２％以上であり、家族性のモヤモヤ病患者において約７９％以
上と極めて高かった。特に、ＳＮＰ２については、家族性のモヤモヤ病患者の全てがマイ
ナーアレルを保有していた。これに対して、対照群においては、ＳＮＰ１～ＳＮＰ５のマ
イナーアレルの頻度は、２％前後に留まっていた。従って、ＳＮＰ１～ＳＮＰ５を決定す
ることにより、モヤモヤ病の発症リスクを判定することが可能であることが示された。ま
た、ＳＮＰ２のマイナーアレルは、アジア人におけるモヤモヤ病の創始者変異である可能
性が示唆された。各ＳＮＰｓのオッズ比を表１１にまとめる。
【０２７７】

【表１１】

 
【０２７８】
実施例２：ミステリンのクローニング及び機能解析
（ミステリンのクローニング）
　ＳＮＰ２が位置する予測遺伝子C17orf27及びＳＮＰ１が位置する予測遺伝子KIAA1618の
クローニングを行った。
　Human Embryonic Kidney 293 細胞株から回収したmRNAから、逆転写により6つのcDNAフ
ラグメントを得た。それらを内在性の制限酵素切断サイトを利用して結合し、全長cDNAを
得た。
【０２７９】
　ＫＩＡＡ１６１８及びＣ１７ｏｒｆ２７は、独立した２つの遺伝子としてＮＣＢＩのイ
ンターネットホームページ上に開示されているが（アクセッション番号：ＮＰ＿０６６０
０５．２及びＮＰ＿０６５９６５．３）、驚くべきことに、Ｃ１７ｏｒｆ２７及びＫＩＡ
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Ａ１６１８はそれぞれ完全な構造遺伝子ではなく、Ｃ１７ｏｒｆ２７とＫＩＡＡ１６１８
とが１つにつながって、約５０００アミノ酸からなる巨大なタンパク質をコードする１つ
の構造遺伝子を構成していることが明らかとなった（図１）。この新規遺伝子をミステリ
ン（Ｍｙｓｔｅｒｉｎ）と命名した。ヒトミステリンのｃＤＮＡ配列を配列番号１に、ア
ミノ酸配列を配列番号２にそれぞれ示す。
【０２８０】
（ミステリンのエクソン構造）
　ＮＣＢＩが開示しているＫＩＡＡ１６１８及びＣ１７ｏｒｆ２７のエクソン構造と、今
回同定されたミステリンのエクソン構造を比較した（表１２）。ＫＩＡＡ１６１８のエク
ソン４及びＣ１７ｏｒｆ２７のエクソン１３及び２７が、ミステリンにおいてはスキップ
されていることが判明した。また、ストップコドンが存在すると考えられていたＫＩＡＡ
１６１８のエクソン１８と、Ｃ１７ｏｒｆ２７のエクソン１との間に、８つのエクソンが
存在することが明らかとなった。
【０２８１】

【表１２】

 
【０２８２】
（ミステリンの発現）
　Ｃ末端にＭｙｃエピトープを融合した全長ヒトミステリンタンパク質を、発現ベクター
を用いてＨＥＫ２９３細胞に発現させた。推定５５０ｋＤａの位置に発現がみられ、また
、それらは細胞融解後、可溶性画分に回収された（図２）。
【０２８３】
（ミステリンの細胞内分布）
　ＨＡエピトープを融合した全長ヒトミステリンを、発現ベクターを用いてＨｅｌａ細胞
株に発現させ、抗ＨＡ抗体を用いて細胞染色を行った。対照に用いたＧＦＰは核を含む細
胞質に一様に局在しているのに対してミステリンは主として細胞質ゾルに局在していた（
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図３）。
【０２８４】
（ミステリンのユビキチンリガーゼ活性）
　ＨＡエピトープを融合した全長ヒトミステリン、あるいはＲＩＮＧフィンガードメイン
欠損ヒトミステリンおよび、Ｍｙｃエピトープを融合したユビキチンを発現ベクターを用
いてＨＥＫ２９３細胞株に共発現させ、抗ＨＡ抗体を用いて免疫沈降を行ったのち、抗Ｍ
ｙｃ抗体を用いてウエスタンブロットを行った。自己ユビキチン化されたミステリンのシ
グナルがＲＩＮＧフィンガードメイン依存的に検出されたことから、ミステリンがユビキ
チンリガーゼ活性を持つことが分かった（図４）。
【０２８５】
（ミステリンのＡＴＰａｓｅ活性）
　ヒトミステリンのアミノ酸配列について、ＢＬＡＳＴプログラムを用いたホモロジー解
析を行った。その結果、第２４１５－２４３６アミノ酸および第２４８１－２４９４アミ
ノ酸の領域がそれぞれ、既知のモチーフであるＷａｌｋｅｒ　ＡおよびＷａｌｋｅｒ　Ｂ
モチーフと強い相同性を示した（図５）。これらのモチーフは、ダイニン、プロテアソー
ム、ｐ９７、ＦｔｓＨなどにおいて保存されたモチーフで、それぞれＮＴＰ結合モチーフ
、二価陽イオン結合モチーフであり、この二つのモチーフが共役してＡＴＰａｓｅ活性を
もつことが知られている。このことから、ミステリンがＡＴＰａｓｅ活性をもつことが予
想された。
【０２８６】
　そこで、ヒトミステリンに含まれるこれらのモチーフを含む領域（第２３５９－２６１
３アミノ酸）のＮ末端にＧＳＴタグを融合させたタンパク質を大腸菌で発現させ、グルタ
チオンセファロースを用いて精製し、この融合タンパク質のＡＴＰａｓｅ活性を計測した
。融合タンパク質を、図６に示す最終濃度で、マグネシウムイオンおよび最終濃度５ｍＭ
のＡＴＰと混合し、３０分間インキュベートし、最終濃度１％のＰＣＡと混合して反応を
とめたのち、マラカイトグリーンと３０分間インキュベートした。遊離リン酸とマラカイ
トグリーンの結合による呈色を６２０ｎｍの吸光で計測したところ、融合タンパク質濃度
に依存的なＡＴＰの加水分解にともなうリン酸の遊離による呈色が観察された（図６）。
従って、ミステリンは、細胞内でＡＴＰａｓｅ活性をもち、何らかの細胞内機能を果たす
ことが強く示唆された。
【０２８７】
実施例３：ミステリン欠損ゼブラフィッシュの作成及びその解析
（ミステリン相補ＤＮＡ断片の部位設定および作成）
　ゼブラフィッシュ（Danio rerio）のミステリンオーソログ遺伝子は未同定であったの
で、ヒトミステリンのｃＤＮＡ配列に基づき、ゼブラフィッシュのミステリン遺伝子を同
定し、ｃＤＮＡをクローニングした。その結果、2種類のミステリン１（zRNF213）および
ミステリン２(zRNF213.1)が存在し、ミステリン１（zRNF213）が、ヒト相同の遺伝子と判
明した。ゼブラフィッシュミステリン１のｃＤＮＡ配列を配列番号３に、アミノ酸配列を
配列番号４に、それぞれ示す。尚、配列番号３の第2538～10462位のヌクレオチド（配列
番号４では第847～3487位のアミノ酸に相当）については、実際にクローニングを行い、
実験的にヌクレオチド配列を決定した。残りの部分については、ゼブラフィッシュのゲノ
ム配列を元にGENSCANにより遺伝子予測を行ったヌクレオチド配列を元に、アミノ酸予測
を行った。同定された配列情報を元に、ミステリン遺伝子欠損体作成のための相補ＤＮＡ
断片（以下ミステリンアンチセンスモルフォリノ、以下ミステリンＭＯと略す）の配列を
決定し、合成した。ミステリンＭＯのヌクレオチド配列を配列番号６及び７に示す。
zRNF213spMO1-A：ACTCGTTGATGTCTGAAGTGATAAA（配列番号６）
zRNF213spMO1-D：AGCTAGGAGAAAGTCCTACCAATTT（配列番号７）
【０２８８】
（ミステリンＭＯによるミステリン遺伝子の生体内操作）
　ミステリンＭＯを受精卵に打ち込み、ゼブラフィッシュの発生初期に不完全なミステリ
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ンタンパク質を産生させることにより、生体内でミステリンが機能しない個体を作製した
。詳細には、以下のようにして、ミステリン欠損ゼブラフィッシュを作成した。
【０２８９】
　５ｎｇのミステリン　エクソンアクセプターサイトに対するミステリンＭＯ及びドナー
サイトに対するミステリンＭＯを、１から８細胞段階のゼブラフィッシュ胚に打ち込んだ
。この時に使用したゼブラフィッシュ胚の遺伝的背景は、血管内皮細胞特異的にＧＦＰを
発現するライン、ｆｌｉ－ＥＧＦＰ（Ｔｇ（ｆｌｉ１：ｅｇｆｐ））であり（Lawson ND 
and Weinstein BM, Developmental Biology 243:307-318 (2002)）、このラインは血管イ
メージング分析用ツールとして有用である。
【０２９０】
　ゼブラフィッシュの飼育は、明期１４ｈ、暗期１０ｈ、２８℃という人工条件下で行っ
た。飼育器が暗期に入る前にゼブラフィッシュの雄と雌を隔離し、翌朝、明期になった直
後に逆に雄と雌を会わせることにより、交配を行った。受精から３０分以内に卵を採集し
、上述のアンチセンスモルフォリノを、一試験あたり６０－１８０個の卵にインジェクシ
ョンを行った。インジェクションを施した卵を、２８℃の条件で、メチレンブルー及び０
．０３％　海水塩を含有する水中でインキュベートした。
【０２９１】
　インジェクションの施された卵をメチレンブルー及び０．０３％　海水塩を含有する水
ですすぎ、内部温度２８．５℃のインキュベーター内で培養した。培養７２時間後の発生
中の胚において蛍光を観察確認した。
【０２９２】
（ミステリンＭＯによるミステリン遺伝子のエクソンスキップの確認）
　ミステリンＭＯをインジェクションした胚およびインジェクションしていない野性型胚
より全ＲＮＡを抽出し、ＡＢＩ社の逆転写酵素およびランダムプライマー（High capacit
y cDNA reverse transcription Kit）を用いて、ｃＤＮＡを合成した。続いてＰＣＲ法に
より、該当エクソン周辺のｃＤＮＡを増幅した。具体的にはタカラ社のｔａｑポリメラー
ゼ（ｅＸ　Ｔａｇ）を用いて反応系を調整し、ニップンテクノクラスタ社のサーマルサイ
クラー（Ｐａｌｍ－Ｃｙｃｌｅｒ）を用いてＰＣＲ（３５サイクル）を行うことにより、
エクソンスキップの効果を検証した。その結果、野性型胚ではターゲット配列から予測さ
れた通りの長さのＰＣＲ産物が得られることが確認された（図７）。一方、ミステリンＭ
Ｏをインジェクションした胚では、エクソンがスキップしたと思われる短いＰＣＲ産物が
得られる結果となった。それぞれのＰＣＲ産物を単離しシークエンスを決定したところ、
ミステリンＭＯは実験デザイン通りに有効に機能していることが示された。
【０２９３】
（血管新生の観察）
　蛍光実体顕微鏡、Ｌｅｉｃａ　ＭＺ－１６ＦＡ（ライカ　マイクロシステムズ社）によ
り、経時的にＧＦＰの蛍光を観察した。その結果、野性型胚、ミステリンＭＯをインジェ
クションした胚ともに血管新生は生じた。一方、３６ｈｐｆ（hours post fertilization
）あたりから、ミステリンＭＯをインジェクションした胚に発生の遅滞が起きていた。初
期血管発生はほぼ正常に進行したものの、それに続く血管新生に異常が見られた（図８Ａ
及びＢ）。また、ミステリン発現抑制ゼブラフィッシュにおいては目の周辺に特徴的な異
常血管新生が見られた。これらの表現型から、ミステリンは血管構築の形成に重要な機能
を有することが示唆された。尾部および眼内における血管新生の異常は、対照（野性型）
１００個体を観察した中では全く認められなかったが、これに対して、実験群（ミステリ
ンＭＯ）では１００匹中９２匹にこの表現型が認められた。以上より、ミステリンは、血
管構築に重要な機能を持つことが示唆された。
【０２９４】
実施例４：虚血性心疾患の発症リスクとＳＮＰ２との関連
　１９９８年に厚生労働省により行われた国民基礎生活調査の頻度をもとに虚血性心疾患
の有病率を年齢階層でもとめ、観察値と比較した。その結果一般的に虚血性心疾患のリス
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クが低いと想定される３５－５４歳の比較的若年の女性で、ＳＮＰ２のマイナーアレル（
創始者変異）を有するものでは虚血性心疾患の有病率が有意に高いことが見いだされた（
表１３）。
【０２９５】
【表１３】

 
【０２９６】
実施例５：一卵性双生児の分娩可能性とＳＮＰ２との関連
　ＳＮＰ２のマイナーアレル（創始者変異）を有する家系では、２６４分娩中５例で一卵
生双生児を認めた。日本における一卵性双生児の出生頻度はおおよそ１０００分娩に対し
て４であると報告されているから（J Prev Soc Med, vol.30, pages 175-179, 1976；Int
 J Biometeorol, vol. 43, pages 91-95, 1999）、ＳＮＰ２のマイナーアレルを有してい
ると一卵性双生児の分娩可能性が高くなることが示された（オッズ比＝約５、ｐ＜０．０
０１）。
【０２９７】
実施例６：白人家系に見出されたモヤモヤ病に関連する新たなＳＮＰ
　チェコ共和国の白人家系（ＣＡＵ－Ｐｅｄ１、図１１）とドイツの１２の孤発例を対象
に遺伝解析を行った。本家系の発端者（ＣＡＵ＿Ｐｅｄ１＿１２）は３０歳時に軽度の虚
血性脳卒中を発症しており、また彼の母は虚血性脳卒中により３５歳時に死亡している。
発端者は、２名の非血縁配偶者との間に４人の子孫をもうけた。第一の配偶者との第２子
（ＣＡＵ＿Ｐｅｄ１＿１２２）は５歳時にモヤモヤ病と診断された。第２の配偶者との第
１子（ＣＡＵ＿Ｐｅｄ１＿１２３）は９歳時に不随意運動ともなったモヤモヤ病を発症し
、第２子（ＣＡＵ＿Ｐｅｄ１＿１２４）は３歳時に虚血性脳卒中で発症しモヤモヤ病と診
断された。モヤモヤ病の診断は磁気共鳴画像（ＭＲＩ）にて行われ、発症者は全て日本の
モヤモヤ病の診断基準を満たすことを確認した。遺伝形式から、典型的な常染色体優性遺
伝形式に従うものと判断された。また我々はチェコ共和国のパラツキー大学、オロモウツ
大学病院、ドイツのテュービンゲン大学、及びCoriell instituteより購入したCoriell C
aucasian Panelより３１４人を白人対照群として解析を行った。対照群の平均年齢は３１
．８±１４．０歳、男女比は１２９：１８５であり、ＭＲＩスクリーニングは未施行であ
る。
【０２９８】
　発端者である父の血液からゲノムＤＮＡを抽出し、SLC26A11、KIAA1618、LOC100287062
、C17orf27、FLJ35220、LOC728991及びNPTX1の７つの遺伝子の全コード領域についてダイ
レクトシークエンスを行い、１６５個のｖａｒｉａｎｔ（登録済み：１３３個、未登録：
３２個）を認めた。それらのvariantのうちコード領域に存在する未登録variantはC17orf
27上の1つ （配列番号５の５５９７７位Ｇ＞Ａ；ヒトミステリンの第４０１３番のアミノ
酸置換（アスパラギン酸→アスパラギン）（Ｄ４０１３Ｎ））のみであった。このvarian
tはモヤモヤ病に罹患している三人の子供に遺伝していた（図１１）。
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　ドイツの孤発例でも同様に解析したところ、C17orf27上に以下の２つのvariantを得た
：
配列番号５の５５７１２位Ａ＞Ｇ；ヒトミステリンの第３９６２番のアミノ酸置換（アス
パラギン→アスパラギン酸）（Ｎ３９６２Ｄ）；及び
配列番号５の５７４８３位Ｇ＞Ａ；ヒトミステリンの第４０６２番のアミノ酸置換（アル
ギニン→グルタミン）（Ｒ４０６２Ｑ）。
【０３００】
　更に、３１４人の白人対照者について制限酵素ＨｐｙＣＨ４Ｖ、ＨｉｎｆＩとＭｓｐＩ
を用いたＲＦＬＰ法によるスクリーニングを行ったがＤ４０１３Ｎ、Ｎ３９６２Ｄ、Ｒ４
０６２Ｑアリルは見出されず、白人集団でのアリル頻度は１％以下であり、突然変異と考
えられた。以上より、Ｄ４０１３Ｎアリルが本家系モヤモヤ病の原因となる突然変異であ
ると結論づけた。Ｄ４０１３Ｎは、ＲＩＮＧフィンガードメインに位置しているが、生化
学的な分析では、ユビキチンリガーゼ活性に影響を与えなかった。
【産業上の利用可能性】
【０３０１】
　本発明により、新規遺伝子ミステリンのポリペプチドや該ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチド、発現ベクター、ミステリンの機能的欠損を含む動物等が提供される。ヒ
トゲノム遺伝子配列の網羅的な解析から、ミステリンの遺伝子座には、C17orf27及びKIAA
1618の２つの独立した構造遺伝子の存在が予測されていたが、C17orf27及びKIAA1618はそ
れぞれ完全な構造遺伝子ではなく、C17orf27とKIAA1618とが１つにつながってミステリン
遺伝子座を構成していることが明らかとなった。
　ミステリン遺伝子のノックダウンゼブラフィッシュの解析等から、ミステリンは血管新
生を調節する機能を有することが明らかとなった。従って、ミステリンの発現や機能を調
節する物質をスクリーニングすることにより、新規機序に立脚した血管新生調節剤の候補
物質を得ることが出来る。
　また、本発明により、ミステリン遺伝子座またはその近傍に存在する新たなＳＮＰｓが
提供される。該ＳＮＰｓはモヤモヤ病、虚血性心疾患、一卵性双生児の分娩頻度と相関す
ることから、このＳＮＰｓを解析することにより、モヤモヤ病や虚血性心疾患の発症リス
クや、一卵性双生児の分娩可能性を判定することが可能である。
　本出願は日本で出願された特願２００９－２４４９３８（出願日：２００９年１０月２
３日）を基礎としており、その内容は本明細書に全て包含されるものである。
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