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(57)【要約】
　本発明は、イヌにおける、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または
糸球体腎炎によって特徴付けられる腎障害を診断し、該障害に対する治療計画を考案し、
そして監視し、そして該障害の状態を監視するための方法を提供する、ここで腎障害は、
こうしたイヌから採取される生物学的試験試料から単離され、そして測定される少なくと
も１つの適切なバイオマーカーを利用することによって検出可能である。本発明はさらに
、明記する方法を実行するための組成物、試薬および方法にも関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イヌにおける腎障害を診断するための方法であって：（ａ）イヌ由来の生物学的試料に
おける少なくとも1つのバイオマーカーの発現レベルを測定し、ここで、少なくとも1つの
バイオマーカーは、分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリ
ン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルフ
ァ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ
４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１
（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）より選択される；そして（ｂ
）イヌを、腎障害を有すると同定する、ここで、正常動物由来の試料における発現の対照
値に対して、試料中の１またはそれより多いバイオマーカーの発現相違が、腎障害の存在
を示す工程を含む、前記方法。
【請求項２】
　試験試料が、固形腎組織または体液である、請求項１の方法。
【請求項３】
　工程（ｂ）の示差発現が、１またはそれより多いハイブリダイゼーション・プローブの
アレイを用いて決定される、請求項１の方法。
【請求項４】
　工程（ｂ）の示差発現が、少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物に特異的
に結合する１またはそれより多い抗体のパネルを用いて決定される、請求項１の方法。
【請求項５】
　工程（ｂ）の示差発現が、少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物を検出す
るイムノアッセイによって決定される、請求項１の方法。
【請求項６】
　イムノアッセイが、競合的結合アッセイ、非競合的結合アッセイ、ラジオイムノアッセ
イ、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、サンドイッチ・アッセイ、沈降素反応、
ゲル拡散免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、蛍光イムノアッセイ、化学発光イムノアッセ
イ、イムノＰＣＲイムノアッセイ、プロテインＡまたはプロテインＧイムノアッセイ、ノ
ーザンブロット分析、ウェスタンブロット分析、ＬｕｍｉｎｅｘＴＭｘＭＡＰＴＭ検出お
よびイムノ電気泳動アッセイからなる群より選択される、請求項５の方法。
【請求項７】
　イヌが正常腎臓機能を有し、正常腎臓機能が：糸球体ろ過速度、尿タンパク質レベル、
血液クレアチニン・レベル、尿クレアチニン・レベル、クレアチニン・クリアランスおよ
び血液尿素窒素の１またはそれより多くによって決定される、請求項１～６のいずれか一
項記載の方法。
【請求項８】
　さらに：アルブミン、血清シスタチンＣ、血液クレアチニン、尿クレアチニン、クレア
チニン・クリアランス、尿タンパク質、血液尿素窒素および糸球体ろ過速度のレベルを決
定する工程からなる群より選択される１またはそれより多い慣用的診断測定の使用を含む
、請求項１の方法。
【請求項９】
　腎障害が、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎によ
って特徴付けられる障害である、請求項１～８のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　腎障害が、対照発現値に対して、１またはそれより多いバイオマーカーの発現における
有意な相違によって示され、発現増加の場合、有意な相違が少なくとも２倍の増加であり
、そして発現減少の場合、少なくとも５０％の減少であり、そして1またはそれより多い
バイオマーカーが：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリ
ン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルフ
ァ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ
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４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１
（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）より選択される、請求項１～
９のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　イヌにおいて、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎
によって特徴付けられる腎障害を治療するか、軽減するか、またはその進行を遅延させる
方法であって、請求項１～１０のいずれか一項記載の方法によって腎障害を診断する工程
を含む、前記方法。
【請求項１２】
　イヌにおいて、腎疾患を診断するための請求項１の方法において使用するためのキット
であって：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）、マトリリン－２（
Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（Ｉ
ＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；Ｍ
ＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ
１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）より選択される少なくとも１つのメン
バーより選択される少なくとも１またはそれより多いバイオマーカーを検出可能な少なく
とも１またはそれより多い剤；ならびに１またはそれより多いバイオマーカーの発現を測
定し、そしてこうしたイヌにおける腎疾患を診断するための、こうした少なくとも１また
はそれより多い剤を用いるための使用説明書を含む、前記キット。
【請求項１３】
　少なくとも１またはそれより多い剤が抗体である、請求項１２のキット。
【請求項１４】
　少なくとも１またはそれより多い剤が、検出可能標識に付着している、請求項１１のキ
ット。
【請求項１５】
　分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）、マトリリン－２（Ｍａｔｎ
２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖
、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９
；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；お
よびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択されるイヌ・タンパク質を
認識する抗体。
【請求項１６】
　請求項１～１１のいずれか一項記載の方法において使用するためのキットの産生におけ
る、請求項１５記載の抗体の使用。
【請求項１７】
　分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）、マトリリン－２（Ｍａｔｎ
２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖
、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９
；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；お
よびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択されるイヌ遺伝子にハイブ
リダイズ可能な核酸プローブ。
【請求項１８】
　請求項１～１１のいずれか一項記載の方法において使用するためのキットの産生におけ
る、請求項１７記載のプローブの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　[0001]本出願は、本明細書に援用される、２００９年１２月２３日出願の米国仮出願第
６１／２８９，７７３号に優先権を請求する。
　[0002]本発明は：イヌにおける、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少
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または糸球体腎炎によって特徴付けられる腎障害を診断し、該障害に対する治療計画を考
案し、そして監視し、そして該障害の状態を監視するための組成物および方法に関する、
ここで腎障害は、こうしたイヌから採取される生物学的試験試料から単離され、そして測
定される少なくとも１つの適切なバイオマーカーを利用することによって検出可能である
。本発明の組成物および方法の実施に適したバイオマーカーは、こうしたイヌのこうした
生物学的試験試料から採取されるＲＮＡ転写物またはその翻訳産物を含む。本発明の方法
を実施するための生物学的試験試料は、こうしたイヌの腎臓の組織試料またはこうしたイ
ヌから採取される生物学的液体の標本を含む。
【０００２】
　[0003]本発明はまた、イヌにおける、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度
減少または糸球体腎炎によって特徴付けられる腎障害を診断し、該障害に対する治療計画
を考案し、そして監視し、そして該障害の状態を監視する際に使用するための、新規バイ
オマーカーの組み合わせの同定にも関する。
【背景技術】
【０００３】
　[0004]糸球体腎炎または糸球体性腎炎（「ＧＮ」）は、腎臓の糸球体またはループ状毛
細血管の炎症によって特徴付けられる腎臓疾患である。該疾患は、根底にある多くの多様
な疾患と関連する病的プロセスである。該状態は、急性、亜急性、および慢性型で生じ、
そしてまた感染に続発する。同時に生じる疾病が見出されない前者の状態は、一般的に、
特発性糸球体腎炎と称される。後者の状態は、一般的に、続発性ＧＮと称される。根底に
ある原因が何であれ、免疫複合体が形成され、そして糸球体傷害および腎臓機能喪失、タ
ンパク尿、ならびにある場合には最終的に腎不全につながる、一連の事象を生じる。
【０００４】
　[0005]腎炎は、腎臓の炎症であり、糸球体、腎管または腎臓間質（または結合）組織に
関与する局所性またはびまん性増殖性または破壊性疾患であることも可能である。腎炎の
最も一般的な形式は、糸球体腎炎である。腎炎は、いくつかの病期を通じて進行して、末
期腎疾患または末期腎不全に終わる可能性もある。
【０００５】
　[0006]腎不全は、腎臓がその正常な機能を維持できないことから生じる。その結果、代
謝性廃棄物および代謝産物が血液中に集積する。これらの廃棄物および代謝産物は、体の
大部分の系に不都合に影響しうる。体液および電解質バランスの維持における混乱が腎不
全の特徴である。
【０００６】
　[0007]急性腎不全は、外傷、感染、炎症または腎毒性物質への曝露により、突然生じう
る。この状態は、脱水、低血圧および循環虚脱を生じうる。急性腎不全は、しばしば、３
つのカテゴリーに分離される：（１）腎臓血流減少と関連する前期腎不全（ｐｒｅ－ｒｅ
ｎａｌ　ｆａｉｌｕｒｅ）；（２）虚血および毒素と関連する中期腎不全（ｉｎｔｒａ－
ｒｅｎａｌ　ｆａｉｌｕｒｅ）；および（３）尿流閉塞から生じる後期腎不全（ｐｏｓｔ
－ｒｅｎａｌ　ｆａｉｌｕｒｅ）。
【０００７】
　[0008]慢性腎不全は、最終的に末期腎臓疾患または腎不全に進行しうる腎機能の進行性
の喪失を伴う。初期には、慢性腎不全は、血液における代謝性廃棄物の認識可能な集積を
伴わない、腎機能の減少として始まる。炎症のため、糸球体ろ過速度が遅くなるにつれて
、廃棄物が集積し始める。疾患は、腎機能低下による尿毒症に進行し、そして高レベルの
タンパク質最終産物が集積し始め、そして体の機能を損なう。慢性腎不全の一般的な原因
には：炎症、感染、尿路閉塞、ならびに高カルシウム血症、エリテマトーデス、糖尿病お
よび高血圧を含む、特定の全身性疾患および毒性が含まれる。
【０００８】
　[0009]末期腎臓疾患は、不可逆性の慢性腎不全によって特徴付けられる。血清クレアチ
ニンおよび血液尿素窒素レベルが上昇し続け、そして生じる尿毒症は、体のすべての系を
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損なう。腎臓は、正常腎機能の約１０％またはそれ未満の、永続的で、そしてほぼ完全な
機能喪失を被りうる。末期腎疾患の１つの原因は糸球体腎炎である。他の原因には、慢性
腎不全に関して言及したものが含まれる。
【０００９】
　[0010]糸球体腎炎は、免疫系に対する生物学的侵襲の結果として生じうる。外来（ｆｏ
ｒｅｉｇｎ）物質は、基底膜に接着し、そして免疫反応を引き起こして、抗体産生を生じ
うる。これらの抗体は、外来物質と組み合わされて免疫複合体を生じ、これが小さい糸球
体毛細血管の壁に沈着しはじめて、ネフロンに損傷を生じうる。あるいは、ある個体では
、免疫系が免疫グロブリンである自己抗体を生成して、これが腎臓細胞を攻撃し、いわゆ
る自己免疫反応を生じうる。体内のタンパク質が改変された場合、自己抗体は改変された
タンパク質を非自己と認識するため、自己抗体反応が生じうる。これらの自己抗体－タン
パク質複合体は、同様に、糸球体基底膜上に沈着して、ネフロン機能の破壊を生じうる。
【００１０】
　[0011]糸球体腎炎は、イヌにおけるタンパク尿の主因であり、そして該状態の特発型ま
たは続発型のいずれであってもよい。後者の状況では、該状態は、新生物、炎症性疾患、
内分泌機能不全、感染または家族性腎症に続発しうる。ヒトにおけるように、イヌにおけ
るＧＮは、免疫学的に仲介され、該動物体内で、免疫グロブリンおよび補体因子を伴う。
傷害は、腎臓の糸球体内で生じ、糸球体に対する形態学的変化を生じる。最終的に、傷害
は不可逆的になり、そしてネフロンの機能不全を導く。
【００１１】
　[0012]一般的に、動物の健康および福利に影響を及ぼすいくつかの疾患または状態の発
展において、遺伝子発現の制御が重要な役割を果たすことが、科学コミュニティにおいて
認められている。同様に、遺伝子の示差発現は、こうした疾患および状態の発展における
１つの要因であり、そして遺伝子発現パターンの評価は、こうした疾患および状態の発展
および制御を分子レベルで理解するのに重要であるとして、広く認識されてきている。遺
伝子および疾患に対するその関係の理解を進めるため、示差遺伝子発現を研究するための
いくつかの方法、例えば、ＤＮＡマイクロアレイ、発現タグ配列決定（ＥＳＴ）、遺伝子
発現連続分析（ＳＡＧＥ）、サブトラクティブ・ハイブリダイゼーション、ｍＲＮＡに関
するサブトラクティブ・クローニングおよびディファレンシャル・ディスプレイ（ＤＤ）
、ＲＮＡ恣意的プライミングＰＣＲ（ＲＡＰ－ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－Ｐ
ＣＲ）、提示相違分析（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎａｌ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａ
ｎａｌｙｓｉｓ）（ＲＤＡ）、二次元ゲル電気泳動、質量分析、およびタンパク質マイク
ロアレイに基づくタンパク質に対する抗体結合が開発されてきている。
【００１２】
　[0013]腎臓疾患および固有の分子相互作用および細胞内シグナル伝達プロセスに関与す
る生物学的経路が複雑であるため、起きている相互作用を遺伝子レベルで理解することが
非常に望ましい。イヌにおける腎臓機能喪失の初期に、調節不全となった遺伝子が検出さ
れれば、腎臓疾患、特に糸球体腎炎の生物学を、ゲノム全体に基づいて理解する助けとな
る。遺伝子調節不全が、反復虚血性傷害に晒された動物における疾患発展初期で検出可能
であるという事実は、イヌにおける腎機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少ま
たは糸球体腎炎を診断し、そしてこれらに対する治療計画を考案し、そして監視する際に
助けとなる。
【００１３】
　[0014]遺伝子発現プロファイリングを通じて、関与する生物学的経路をより詳細に理解
すると、診断法、試薬および試験キット、ならびに疾患経路における有益な薬学的、栄養
補助食品的および栄養学的（食餌）介入の発展の補助となるであろう。これらのアプロー
チは、根底にある腎障害、特に糸球体腎炎の初期検出、ならびに潜在的に防止または治療
、ならびに特にイヌにおける、初期腎不全および糸球体腎炎の予後を監視することも可能
にしうる。こうした障害の病因に関与する遺伝子調節不全は、診断、そして潜在的に障害
の防止または治療のための重要なバイオマーカーとして働き、そして適切な薬学的、栄養
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補助食品的および栄養学的（食餌）介入の選択を最適化しうる。
【００１４】
　[0015]イヌにおける、遺伝子発現のレベル、および／または発現された遺伝子産物の機
能レベルの決定を用いて、療法的または予防的使用に適した剤を選択することも可能であ
る。このデータは、遺伝子発現プロファイリングを通じて、イヌにおける腎臓疾患の防止
または治療のための剤として、適切な薬剤を選択する際に、当業者によって使用されうる
。遺伝子発現データおよび分析はまた、腎機能の健康状態を示すバイオマーカーを利用す
ることによって、腎性能に有益な効果を有する栄養学的組成物、食餌補助食品、および栄
養補助食品を選択するために使用可能である。
【００１５】
　[0016]現在までに、イヌにおける疾患の診断と関連して、遺伝子発現プロファイルに関
してイヌ・ゲノムをスクリーニングする研究は非常に限定的にしか行われていない。動物
モデルを使用する特定の研究は、ｃＤＮＡアレイ技術を利用して、腎臓疾患に関連する腎
臓組織における遺伝子発現に関してスクリーニングしてきている。
【００１６】
　[0017]本明細書に記載するような腎疾患および腎機能喪失などの疾患を有する集団に対
する、イヌの健康な集団における研究は、徹底的には行われてきていない。イヌ・ゲノム
の発現プロファイルに関して、特にイヌにおける時間を掛けた腎臓疾患発展に関するデー
タはほとんど入手不能である。本明細書に含有される遺伝子発現データは、イヌにおける
腎臓機能と関連する遺伝子を同定する。こうした遺伝子発現データは、腎臓機能の異常な
喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎によって特徴付けられる腎障害を診
断し、該障害に対する治療計画を考案し、そして監視し、そして該障害の状態を監視する
ための組成物および方法の開発を可能にする、ここで腎障害は、こうしたイヌから採取さ
れる生物学的試験試料から単離され、そして測定される少なくとも１つの適切なバイオマ
ーカーを利用することによって検出可能である。
【００１７】
　[0018]本明細書および実施例に含有される遺伝子発現データは、本特許出願の明細書お
よび実施例に記載する遺伝子発現プロファイルに基づいて、多様な望ましい発明を可能に
する。このデータは、根底にある腎臓疾患の疾患防止、同定および治療のバイオマーカー
として、遺伝子発現産物を同定し、そして定量化することを可能にする。本発明の方法の
実施の結果として引き出される遺伝子発現データはまた、こうした腎疾患の進行を監視す
ることも可能にする。これらの発明には、さらに、こうした腎臓疾患に罹患する可能性が
高い動物の感受性下位集団を同定し、こうした腎臓疾患の防止または治療に最適な食餌を
同定し、根底にある腎臓疾患を治療するため、本明細書に示す知見に基づいて、薬学的、
栄養補助食品的および栄養学的（食餌）介入を同定する、遺伝子試験が含まれる。本発明
にはまた、早期疾患検出のためのバイオマーカー、ターゲット化療法、こうした腎臓疾患
に感受性があるかまたはこうした腎臓疾患を有するイヌ由来の組織および血液試料の分析
のための診断試薬およびキットも含まれる。
【発明の概要】
【００１８】
　[0019]本発明は：イヌにおける、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少
または糸球体腎炎によって特徴付けられる腎障害を診断し、該障害に対する治療計画を考
案し、そして監視し、そして該障害の状態を監視するための組成物および方法に関する、
ここで腎障害は、こうしたイヌから採取される生物学的試験試料から単離され、そして測
定される少なくとも１つの適切なバイオマーカーを利用することによって検出可能である
。
【００１９】
　[0020]本発明の組成物および方法の実施に適したバイオマーカーは、こうしたイヌのこ
うした生物学的試験試料から採取されるＲＮＡ転写物またはその翻訳産物を含む。本発明
の方法を実施するための生物学的試験試料は、こうしたイヌの腎臓の組織試料またはこう



(7) JP 2013-515489 A 2013.5.9

10

20

30

40

50

したイヌから採取される生物学的液体の標本を含む。
【００２０】
　[0021]特に、本発明は：遺伝子発現分析の使用を通じて、イヌにおける、腎臓機能の異
常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎によって特徴付けられる腎障害
を診断し、該障害に対する治療計画を考案し、そして監視し、そして該障害の状態を監視
するための方法に関する。
【００２１】
　[0022]本発明はまた、イヌにおける、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度
減少または糸球体腎炎によって特徴付けられる腎障害を診断し、該障害に対する治療計画
を考案し、そして監視し、そして該障害の状態を監視する際に使用するための新規バイオ
マーカーの組み合わせの同定にも関する。
【００２２】
　[0023]本発明はさらに、明記する方法を実行するための組成物、試薬およびキットに関
する。
　[0024]本発明は、部分的に、イヌにおける特定の遺伝子発現プロファイルが、時間を掛
けて腎臓機能減少を導きうる、腎臓における異常な生物学的プロセスへの、正常からのこ
うした動物における変化と相関するという発見に基づく。特定の遺伝子発現プロファイル
と、腎臓機能減少を経験するリスクの相関は、腎臓疾患の当該技術分野に認識される臨床
徴候および症状に基づく慣用的な臨床診断を提供せずに、イヌにおいて、予測され、検出
され、そして診断可能である。したがって、イヌにおける改変された遺伝子発現プロファ
イルは、そうでなければ、腎臓機能の当該技術分野に知られる測定によって、後の時点で
診断可能であるような、腎臓機能減少を予測する。当該技術分野に知られるこうした腎臓
機能測定には、典型的には、例えば以下の測定の１つが含まれうる：糸球体ろ過速度、ク
レアチニン・クリアランス速度、尿タンパク質レベル、血清クレアチニン・レベル、尿ク
レアチニン・レベル、血液尿素窒素（ＢＵＮ）レベル、放射性同位体代謝標識、超音波検
査、磁気共鳴画像化および／またはコンピュータ断層撮影を含む軟組織画像化。血清クレ
アチニンおよびＢＵＮレベルなどの非侵襲性アッセイは、典型的には、腎臓組織病理と劣
った相関を示し、そして一般的に、腎臓における将来の変化を予測しない。
【００２３】
　[0025]イヌを評価して腎障害を診断する方法は、イヌにおける：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ
ｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ
）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；デコリン（Ｄ
ＣＮ）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ
）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータ
Ａ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択される、１またはそれより多い遺伝子またはこうし
た遺伝子の発現（翻訳）産物の遺伝子発現レベルまたは活性を評価する工程を伴う。
【００２４】
　[0026]イヌを評価して腎障害を診断する方法は、イヌにおける：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ
ｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）またはマトリリン－２（Ｍａｔｎ２）からなる群；そ
して場合によってルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（
ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；
ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポ
Ｃ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる第二の群より選択される、
１またはそれより多い遺伝子またはこうした遺伝子の発現産物の遺伝子発現レベルまたは
活性を評価する工程を伴う。
【００２５】
　[0027]本発明の実施に有用なバイオマーカーは、以下に、そして本明細書に付随する配
列表により詳細に記載するように：ルミカン（ＬＵＭ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩ
Ｉ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；デコリン（ＤＣＮ）；分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関
連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；レチノール結合タンパ



(8) JP 2013-515489 A 2013.5.9

10

20

30

40

50

ク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）
；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）である。
【００２６】
　[0028]イヌ・ルミカン。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブＣｆａＡＦＦｘ．１０１９８．
１．Ｓ１＿ｓ＿ａｔは、ルミカン前駆体（ケラチン硫酸プロテオグリカン・ルミカン［Ｋ
ＳＰＧルミカン］）［カニス・ファミリアリス（Ｃａｎｉｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ）］
と類似であると予測される、ＮＣＢＩ参照配列：　ＸＰ＿５３９７１６．１、寄託番号Ｘ
Ｐ＿５３９７１６に対応する。イヌ・ルミカンは、ＧｅｎｅＩＤ：４８２５９９のＸＭ＿
５３９７１６．２［配列番号１］にコードされる、３３８アミノ酸のロイシン・リッチ反
復タンパク質である。
【００２７】
　[0029]用語「ルミカン」および「ＬＵＭ」および「Ｌｕｍ」は、配列番号１に示すよう
なアミノ酸配列を実質的に有するタンパク質を指す。好ましくは、ルミカンは、配列番号
１に示すようなアミノ酸配列から実質的になるタンパク質である。ルミカンにはまた、配
列番号１に示すような配列のタンパク質変異体、例えばアレル変異体、ならびに置換、付
加および／または欠失などの他の突然変異も含まれる。用語、ルミカンはまた、該タンパ
ク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、ＸＭ＿５３９７１６．２および付随する配
列番号１２に対応する。ルミカンはまた、配列番号１２にハイブリダイズする核酸配列お
よび配列番号１２の断片も指す。
【００２８】
　[0030]イヌ・コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）。Ａｆ
ｆｙｍｅｔｒｉｘプローブＣｆａＡｆｆｘ．２２８０４．１Ｓ１＿ｓ＿ａｔは、コラーゲ
ン・アルファ（ＩＩＩ）鎖前駆体アイソフォーム１２に類似であると予測される、ＮＣＢ
Ｉ参照配列：　ＸＰ＿８６３１４８．１、寄託番号ＸＰ＿８６３１４８に対応する。イヌ
ＣＯＬ３Ａ１は、ＧｅｎｅＩＤ：　４７８８３５のＸＭ＿８６３１４８．１［配列番号２
］にコードされる１４４６アミノ酸のタンパク質である。
【００２９】
　[0031]用語「コラーゲン・アルファ（ＩＩＩ）鎖前駆体アイソフォーム１２」、「Ｃｏ
ｌ３ａ１」および「ＣＯＬ３Ａ１」は、配列番号２に示すようなアミノ酸配列を実質的に
有するタンパク質を指す。好ましくは、ＣＯＬ３Ａ１は、配列番号２に示すようなアミノ
酸配列から実質的になるタンパク質である。ＣＯＬ３Ａ１にはまた、配列番号２に示すよ
うな配列のタンパク質変異体、例えばアレル変異体、ならびに置換、付加および／または
欠失などの他の突然変異も含まれる。用語、ＣＯＬ３Ａ１はまた、該タンパク質をコード
する核酸配列も指す。該配列は、ＸＭ＿８６３１４８．１および付随する配列番号１３に
対応する。ＣＯＬ３Ａ１はまた、配列番号１３にハイブリダイズする核酸配列および配列
番号１３の断片も指す。
【００３０】
　[0032]イヌ・デコリン（ＤＣＮ）。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブＣｆａ．６０６５．
１．Ａ１＿ｓ＿ａｔは、ＮＣＢＩ参照配列：　ＮＰ＿００１００３２２８．１、寄託番号
ＮＰ＿００１００３２２８、デコリン［カニス・ルプス・ファミリアリス（Ｃａｎｉｓ　
ｌｕｐｕｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ）］に対応する。イヌ・デコリンは、ＧｅｎｅＩＤ：
　４０３９０４のＮＭ＿００１００３２２８．１［配列番号３］にコードされる、３６０
アミノ酸ロイシン・リッチ反復タンパク質である。
【００３１】
　[0033]用語、デコリンは、配列番号３に示すようなアミノ酸配列を実質的に有するタン
パク質を指す。好ましくは、デコリンは、配列番号３に示すようなアミノ酸配列から実質
的になるタンパク質である。デコリンにはまた、配列番号３に示すような配列のタンパク
質変異体、例えばアレル変異体、ならびに置換、付加および／または欠失などの他の突然
変異も含まれる。用語、デコリンはまた、該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該
配列は、ＮＭ＿００１００３２２８．１および付随する配列番号１４に対応する。デコリ
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ンはまた、配列番号１４にハイブリダイズする核酸配列および配列番号１４の断片も指す
。
【００３２】
　[0034]イヌ分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）。Ａｆｆｙｍｅｔ
ｒｉｘプローブＣｆａ．１２００．１．Ｓ１＿ｓ＿ａｔは、ＮＣＢＩ参照配列：　ＮＰ＿
００１００２９８７．１、寄託番号ＮＰ＿００１００２９８７　ＸＰ＿５３２６９５、分
泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）［カニス・ルプス・ファミリアリ
ス］に対応する。イヌ分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）は、Ｇｅ
ｎｅＩＤ：　４７５４７１のＮＭ＿００１００２９８７．１［配列番号４］にコードされ
る２９４アミノ酸のタンパク質である。
【００３３】
　[0035]用語「分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質２」、「ＳＦＲＰ２」、および「ｓ
ＦＲＰ２」は、配列番号４に示すようなアミノ酸配列を実質的に有するタンパク質を指す
。好ましくは、ｓＦＲＰ２は、配列番号４に示すようなアミノ酸配列から実質的になるタ
ンパク質である。ｓＦＲＰ２にはまた、配列番号４に示すような配列のタンパク質変異体
、例えばアレル変異体、ならびに置換、付加および／または欠失などの他の突然変異も含
まれる。用語、ｓＦＲＰ２はまた、該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該配列は
、ＮＭ＿００１００２９８７．１および付随する配列番号１５に対応する。ｓＦＲＰ２は
また、配列番号１５にハイブリダイズする核酸配列および配列番号１５の断片も指す。
【００３４】
　[0036]イヌ・マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブＣｆａ．
９４８７．１Ａ１＿ａｔは、マトリリン２アイソフォームａ前駆体［カニス・ルプス・フ
ァミリアリス］に類似である、ＮＣＢＩ参照配列：　ＸＰ＿５４８５５５２．２、寄託番
号ＮＰ＿５４８５５５２に対応する。イヌ・マトリリン－２は、ＧｅｎｅＩＤ：　４９１
４３１のＸＭ＿５４８５５５２．２［配列番号５］にコードされる、９７８アミノ酸のタ
ンパク質である。
【００３５】
　[0037]用語「マトリリン２アイソフォームａ前駆体」、「マトリリン２」および「Ｍａ
ｔｎ２」は、配列番号５に示すようなアミノ酸配列を実質的に有するタンパク質を指す。
好ましくは、Ｍａｔｎ２は、配列番号５に示すようなアミノ酸配列から実質的になるタン
パク質である。Ｍａｔｎ２にはまた、配列番号５に示すような配列のタンパク質変異体、
例えばアレル変異体、ならびに置換、付加および／または欠失などの他の突然変異も含ま
れる。用語、Ｍａｔｎ２はまた、該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、
ＸＭ＿５４８５５５２．２および付随する配列番号１６に対応する。Ｍａｔｎ２はまた、
配列番号１６にハイブリダイズする核酸配列および配列番号１６の断片も指す。
【００３６】
　[0038]イヌ・レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）。Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘプロー
ブＣｆａ．１５４８９．１．Ｓ１＿ａｔは、レチノール結合タンパク質４、血漿前駆体（
ｒｂｐ４）［カニス・ルプス・ファミリアリス］に類似である、ＮＣＢＩ参照配列：　Ｘ
Ｐ＿５３４９６９．２　寄託番号ＮＰ＿５３４９６９に対応する。イヌ・レチノール結合
タンパク質４（ｒｂｐ４）は、ＧｅｎｅＩＤ：　４７７７７５のＸＭ＿５３４９６９．２
［配列番号６］にコードされる２６７アミノ酸のタンパク質である。
【００３７】
　[0039]用語「レチノール結合タンパク質４」、「血漿前駆体」、「レチノール」および
「Ｒｂｐ４」は、配列番号６に示すようなアミノ酸配列を実質的に有するタンパク質を指
す。好ましくは、Ｒｂｐ４は、配列番号６に示すようなアミノ酸配列から実質的になるタ
ンパク質である。Ｒｂｐ４にはまた、配列番号６に示すような配列のタンパク質変異体、
例えばアレル変異体、ならびに置換、付加および／または欠失などの他の突然変異も含ま
れる。用語、Ｒｂｐ４はまた、該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、Ｘ
Ｍ＿５３４９６９．２および付随する配列番号１７に対応する。Ｒｂｐ４はまた、配列番
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号１７にハイブリダイズする核酸配列および配列番号１７の断片も指す。
【００３８】
　[0040]イヌ・マトリックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ－９）。Ａｆｆｙｍｅｔ
ｒｉｘプローブＣｆａ．３４７０．１Ｓ１＿ａｔは、ＮＣＢＩ参照配列：　ＮＰ＿００１
００３２１９．１　寄託番号ＮＰ＿００１００３２１９、マトリックス・メタロプロテイ
ナーゼ９［カニス・ルプス・ファミリアリス］に対応する。イヌ・マトリックス・メタロ
プロテイナーゼ９（ＭＭＰ９）は、ＧｅｎｅＩＤ：　４０３８８５のＮＭ＿００１００３
２１９．１［配列番号７］にコードされる、７０４アミノ酸のタンパク質である。
【００３９】
　[0041]用語「マトリックス・メタロプロテイナーゼ９」および「ＭＭＰ９」は、配列番
号７に示すようなアミノ酸配列を実質的に有するタンパク質を指す。好ましくは、ＭＭＰ
９は、配列番号７に示すようなアミノ酸配列から実質的になるタンパク質である。ＭＭＰ
９にはまた、配列番号７に示すような配列のタンパク質変異体、例えばアレル変異体、な
らびに置換、付加および／または欠失などの他の突然変異も含まれる。用語、ＭＭＰ９は
また、該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、ＮＭ＿００１００３２１９
．１および付随する配列番号１８に対応する。ＭＭＰ９はまた、配列番号１８にハイブリ
ダイズする核酸配列および配列番号１８の断片も指す。
【００４０】
　[0042]イヌ・クラスタリン（ＣＬＵ）。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブＣｆａ１２５４
．Ｓ１＿ｓ＿ａｔは、ＮＣＢＩ参照配列：　ＮＭ＿００１００３３７０．１　寄託番号Ｎ
Ｍ＿００１００３３７０イヌ・クラスタリンに対応する。イヌ・クラスタリンは、Ｇｅｎ
ｅＩＤ：　４４２９７１のＮＭ＿００１００３３７０．１［配列番号８］にコードされる
、４４５アミノ酸のタンパク質である。
【００４１】
　[0043]用語「クラスタリン」および「Ｃｌｕ」は、配列番号８に示すようなアミノ酸配
列を実質的に有するタンパク質を指す。好ましくは、クラスタリンは、配列番号８に示す
ようなアミノ酸配列から実質的になるタンパク質である。クラスタリンにはまた、配列番
号８に示すような配列のタンパク質変異体、例えばアレル変異体、ならびに置換、付加お
よび／または欠失などの他の突然変異も含まれる。用語、クラスタリンはまた、該タンパ
ク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、ＮＭ＿００１００３３７０．１および付随
する配列番号１９に対応する。クラスタリンはまた、配列番号１９にハイブリダイズする
核酸配列および配列番号１９の断片も指す。
【００４２】
　[0044]イヌ・トランスフェリン（ＴＦ）。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブＣｆａ２２１
７．１．Ａ１＿ａｔは、イヌ・セロトランスフェリン前駆体（トランスフェリン）アイソ
フォーム１に類似である、ＮＣＢＩ参照配列：　ＸＰ＿５３４２６８．２　寄託番号ＸＰ
＿５３４２６８に対応する。イヌ・トランスフェリンは、ＧｅｎｅＩＤ：　４７７０７２
のＸＭ＿５３４２６８．２［配列番号９］にコードされる、７０５アミノ酸のタンパク質
である。
【００４３】
　[0045]用語「イヌ・セロトランスフェリン前駆体（トランスフェリン）アイソフォーム
１」、「トランスフェリン」および「ＴＦ」は、配列番号９に示すようなアミノ酸配列を
実質的に有するタンパク質を指す。好ましくは、トランスフェリンは、配列番号９に示す
ようなアミノ酸配列から実質的になるタンパク質である。トランスフェリンにはまた、配
列番号９に示すような配列のタンパク質変異体、例えばアレル変異体、ならびに置換、付
加および／または欠失などの他の突然変異も含まれる。用語、トランスフェリンはまた、
該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、ＸＭ＿５３４２６８．２および付
随する配列番号２０に対応する。トランスフェリンはまた、配列番号２０にハイブリダイ
ズする核酸配列および配列番号２０の断片も指す。
【００４４】
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　[0046]イヌ・アポリポタンパク質Ｃ－１（アポＣ１）。Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブ
Ｃｆａ１２５４．Ｓ１＿ｓ＿ａｔは、イヌ・アポリポタンパク質Ｃ－Ｉ前駆体（アポＣＩ
）に類似である、ＮＣＢＩ参照配列：　ＸＰ＿５３３６４３．２　寄託番号ＸＰ＿５３３
６４３に対応する。イヌ・アポリポタンパク質Ｃ－Ｉ（アポＣＩ）は、ＧｅｎｅＩＤ：　
１１３４５９のＮＭ＿５３３６４３．２［配列番号１０］にコードされる、８８アミノ酸
のタンパク質である。
【００４５】
　[0047]用語「アポリポタンパク質Ｃ－１」および「アポＣ１」は、配列番号１０に示す
ようなアミノ酸配列を実質的に有するタンパク質を指す。好ましくは、トランスフェリン
は、配列番号１０に示すようなアミノ酸配列から実質的になるタンパク質である。アポＣ
１にはまた、配列番号１０に示すような配列のタンパク質変異体、例えばアレル変異体、
ならびに置換、付加および／または欠失などの他の突然変異も含まれる。用語、アポＣ１
はまた、該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、ＮＭ＿５３３６４３．２
および付随する配列番号２１に対応する。アポＣ１はまた、配列番号２１にハイブリダイ
ズする核酸配列および配列番号２１の断片も指す。
【００４６】
　[0048]インヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブＣｆａ５
９６．１Ａ１＿ａｔは、インヒビン・ベータＡ鎖前駆体（ＩＮＨＢＡ）（アクチビン・ベ
ータ－Ａ鎖）（赤血球分化タンパク質；　ＥＤＦ）に類似である、ＮＣＢＩ参照配列：　
ＸＰ＿５４０３６４　寄託番号ＸＰ＿５４０３６４に対応する。イヌ・インヒビン・ベー
タＡ鎖前駆体（ＩＮＨＢＡ）は、ＧｅｎｅＩＤ：　４８３２４５のＸＭ＿５４０３６４．
２［配列番号１１］にコードされる、４２４アミノ酸のタンパク質である。
【００４７】
　[0049]用語「インヒビン・ベータＡ鎖前駆体」および「ＩＮＨＢＡ」は、配列番号１１
に示すようなアミノ酸配列を実質的に有するタンパク質を指す。好ましくは、インヒビン
は、配列番号１１に示すようなアミノ酸配列から実質的になるタンパク質である。インヒ
ビンにはまた、配列番号１１に示すような配列のタンパク質変異体、例えばアレル変異体
、ならびに置換、付加および／または欠失などの他の突然変異も含まれる。用語、インヒ
ビンはまた、該タンパク質をコードする核酸配列も指す。該配列は、ＸＭ＿５４０３６４
．２および付随する配列番号２２に対応する。トランスフェリンはまた、配列番号２２に
ハイブリダイズする核酸配列および配列番号２２の断片も指す。
【００４８】
　[0050]本発明の好ましい態様において、イヌにおける腎障害を診断するための方法は：
（ａ）イヌ由来の生物学的試料における少なくとも1つのバイオマーカーの発現レベルを
測定し、ここで、少なくとも1つのバイオマーカーは、分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパ
ク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリ
ン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レ
チノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トラン
スフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨ
ＢＡ）より選択される；そして（ｂ）イヌを、腎障害を有すると同定する、ここで、正常
動物由来の試料における発現の対照値に対して、試料中の１またはそれより多いバイオマ
ーカーの発現相違が、腎障害の存在を示す工程を含む。
【００４９】
　[0051]本発明の別の好ましい態様において、イヌは、当該技術分野に認識される臨床測
定、例えば糸球体ろ過速度、クレアチニン・クリアランス、尿タンパク質レベル、血液ク
レアチニン・レベル、尿クレアチニン・レベルおよび／または血液尿素窒素レベルによっ
て定義されるような正常腎機能を有し、そして本発明の方法を用いて、こうしたイヌにお
ける、正常な状態から、腎臓機能減少、腎不全、糸球体ろ過速度減少および糸球体腎炎に
よって特徴付けられる腎障害を導く異常な状態への変化を検出し、そして診断することも
可能である。
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【００５０】
　[0052]別の好ましい態様において：ルミカン（ＬＵＭ）；コラーゲン・アルファ１（Ｉ
ＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；デコリン（ＤＣＮ）；分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関
連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）；およびマトリリン－２（Ｍａｔｎ２）からなる群より選
択される、イヌにおける１またはそれより多い遺伝子の活性または発現レベルの上昇は、
腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎によって特徴付け
られる腎障害と相関する。１またはそれより多い遺伝子の活性または発現レベルは、ポリ
ヌクレオチドまたはポリペプチドまたはタンパク質であってもよく、典型的にはＲＮＡ転
写物またはその翻訳産物である、こうした遺伝子の発現産物を測定することによって、決
定可能である。
【００５１】
　[0053]別の好ましい態様において：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲ
Ｐ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コ
ラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タン
パク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ
）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群
より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物より選択される、イヌ
における１またはそれより多い遺伝子の示差発現は、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸
球体ろ過速度減少または糸球体腎炎と相関する。
【００５２】
　[0054]別の好ましい態様において：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲ
Ｐ２）またはマトリリン－２（Ｍａｔｎ２）からなる群より選択される少なくとも１つの
ＲＮＡ転写物またはその翻訳産物の第一群；ならびに場合によって：ルミカン（ＬＵＭ）
；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ
１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）
；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ
（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳
産物の第二群より選択される、イヌにおける１またはそれより多い遺伝子の示差発現は、
腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎と相関する。本発
明は、（ｉ）分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）またはマトリリン
－２（Ｍａｔｎ２）からなる群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその
翻訳産物の第一群；ならびに場合によって：ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；
コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タ
ンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（Ｔ
Ｆ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる
群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物の第二群より選択さ
れ；ならびに（ｉｉ）分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）またはマ
トリリン－２（Ｍａｔｎ２）からなる群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物ま
たはその翻訳産物の第一群；ならびに：ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラ
ーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパ
ク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）
；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群よ
り選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物の第二群より選択される
ものの両方である遺伝子またはその発現産物を含む、バイオマーカーの組み合わせを意図
することが理解されるものとする。
【００５３】
　[0055]別の好ましい態様において、本発明は：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質
２（ｓＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（Ｄ
ＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノー
ル結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェ



(13) JP 2013-515489 A 2013.5.9

10

20

30

40

50

リン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）
からなる群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物より選択さ
れる１またはそれより多い遺伝子の、イヌにおける示差発現の測定、および腎臓機能減少
、糸球体ろ過速度減少、糸球体腎炎または腎不全によって特徴付けられる腎障害を導く異
常なプロセスによって立証されるような、イヌにおける腎臓機能の加速されたまたは早期
の喪失との相関を含む。
【００５４】
　[0056]１つの側面において、本発明には：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（
ｓＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ
）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結
合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン
（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）から
なる群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物より選択される
１またはそれより多い遺伝子あるいは１またはそれより多いこうした遺伝子の発現産物を
、イヌにおいて検出する剤と、組織試料または体液標本を接触させる工程が含まれる。該
剤は、固相、マイクロタイター・ウェル、試験管、ディップスティックまたは他の慣用的
手段上での固定などの慣用的アッセイ手段と組み合わせて用いられる、抗体または核酸プ
ローブであってもよい。
【００５５】
　[0057]本発明の方法の別の態様は、単独の、あるいはポリペプチドおよび／またはポリ
ヌクレオチドを使用する遺伝子発現アレイ・ディスプレイと組み合わせた、イヌにおける
遺伝子発現を決定するための慣用的アッセイ手段の使用を含み、こうした慣用的アッセイ
手段は、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、イムノブロット・アッセイ、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイ
ゼーション、ノーザンブロット分析、ウェスタンブロット分析およびＬｕｍｉｎｅｘ　Ｘ
－Ｍａｐ（登録商標）分析の１またはそれより多くを含む。
【００５６】
　[0058]本発明の別の態様は：アルブミン、血清シスタチンＣ、血液クレアチニン、尿ク
レアチニン、クレアチニン・クリアランス、尿タンパク質、血液尿素窒素および糸球体ろ
過速度のレベルを決定する工程からなる群より選択される１またはそれより多い慣用的な
診断測定と組み合わせて：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）；マ
トリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・
アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（
ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－
Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択さ
れる少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物より選択される１またはそれより
多い遺伝子またはその発現産物に関して、遺伝子発現プロファイルを決定することによっ
て、時間を掛けて、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎
炎によって特徴付けられる腎障害を診断して、こうしたイヌのための治療コースを選択す
る工程を含む。
【００５７】
　[0059]別の態様において、本発明は：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓＦ
ＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；
コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タ
ンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（Ｔ
Ｆ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる
群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物より選択される１ま
たはそれより多い遺伝子またはその発現産物に関する発現プロファイルを検出可能な１ま
たはそれより多い剤、ならびに、前記の１またはそれより多い剤を用いて、こうしたイヌ
が、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎によって特徴
付けられる腎障害を発展させるリスクを、時間を掛けて評価するための使用説明書を含む
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、イヌにおいて、時間を掛けて腎障害を診断し、そして／または監視するためのキットを
特徴とする。
【００５８】
　[0060]別の側面において、本発明には：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質２（ｓ
ＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）
；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合
タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（
ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からな
る群より選択される少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物より選択される１
またはそれより多い遺伝子またはその発現産物を検出する剤と、組織試料または体液標本
を接触させる工程が含まれる。剤は、固相、マイクロタイター・ウェル、試験管、ディッ
プスティックまたは他の慣用的手段上での固定などの慣用的アッセイ手段と組み合わせて
用いられる、抗体または核酸プローブであってもよい。
【００５９】
　[0061]本発明の特に好ましい態様は、以下の通りである。以下の態様の各々において、
本発明は、イヌ由来の固形腎組織試料、または生物学的液体の試料のいずれかを含む、試
験試料を意図する。列挙する遺伝子の示差発現は、絶対量での有意差を意図する。好まし
い態様において、示差発現は、約１．１、１．２、１．３、１．４、１．５、１．６、１
．７、１．８、１．９、２．０、２．１、２．２、２．３、２．４、２．５または３．０
倍またはそれより大きくてもよい。特に好ましい示差発現値は、約２倍または平均周囲の
１標準偏差より大きい。また、本発明の態様は、多様な当該技術分野に認識される検出平
均を使用してもよく、これには、１またはそれより多いハイブリダイゼーション・プロー
ブのアレイ、１またはそれより多い抗体のパネル、およびこれらの技術の組み合わせが含
まれる。イムノアッセイが望ましい場合、当業者は、競合的結合アッセイ、非競合的結合
アッセイ、ラジオイムノアッセイ、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、サンドイ
ッチ・アッセイ、沈降素反応、ゲル拡散免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、蛍光イムノア
ッセイ、化学発光イムノアッセイ、イムノＰＣＲイムノアッセイ、プロテインＡまたはプ
ロテインＧイムノアッセイ、およびイムノ電気泳動アッセイからなる群より選択されるイ
ムノアッセイを含む、多くの当該技術分野に認識される技術の中から選択することも可能
である。慣用的な診断測定が明記される場合、これらは：アルブミン、血清シスタチンＣ
、血液クレアチニン、尿クレアチニン、クレアチニン・クリアランス、尿タンパク質、血
液尿素窒素および糸球体ろ過速度のレベルの測定からなる群より選択されうる。
【００６０】
　[0062]さらに、本発明の方法および組成物は、遺伝子またはその翻訳産物の改変された
型であってもよい、少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物を利用する工程を
意図する。
【００６１】
　[0063]本発明のさらに別の態様は、イヌにおける腎障害を診断するための方法であって
：（ａ）イヌ由来の生物学的試料における少なくとも1つのバイオマーカーの発現レベル
を測定し、ここで、少なくとも1つのバイオマーカーは：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タン
パク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコ
リン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；
レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トラ
ンスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮ
ＨＢＡ）からなる群より選択される；そして（ｂ）イヌを、腎障害を有すると同定する、
ここで、正常動物由来の試料における発現の対照値に対して、試料中の１またはそれより
多いバイオマーカーの発現相違が、腎障害の存在を示す工程を含む、前記方法を含む。
【００６２】
　[0064]別の態様は、イヌにおける、腎障害の診断、予後診断または監視のためのキット
であって：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（
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Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（Ｉ
ＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；Ｍ
ＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ
１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択される少なくとも
１つの遺伝子またはこうした遺伝子の翻訳産物の第一群より選択される少なくとも１また
はそれより多いＲＮＡ転写物またはその翻訳産物を検出可能な少なくとも１またはそれよ
り多い剤；ならびに１またはそれより多いバイオマーカーの発現を測定し、そしてこうし
たイヌにおける腎疾患を診断するための、こうした少なくとも１またはそれより多い剤を
用いるための使用説明書を含む、前記キットを含む。
【００６３】
　[0065]さらなる側面において、本発明は：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（
ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ
）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結
合タンパク質４（ｒｂｐ４）；マトリックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ－９）；
クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およ
びインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択される、本発明のバイオマー
カーをコードする核酸またはその断片に特異的にハイブリダイズする１またはそれより多
い核酸プローブを含む組成物に関する。
【００６４】
　[0066]さらなる側面において、本発明は：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（
ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ
）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結
合タンパク質４（ｒｂｐ４）；マトリックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ－９）；
クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およ
びインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択される、本発明のバイオマー
カーを発現する遺伝子によってコードされるポリペプチドに特異的に結合する抗体を含む
組成物に関する。
【００６５】
　[0067]本明細書において、本発明の方法を、腎障害の物理的および形態学的特性を検出
可能な伝統的な診断技術と組み合わせて使用可能であることがさらに意図される。したが
って、例えば糸球体腎炎を含む、イヌにおける腎障害の診断を確証するために、例えば、
イヌの組織試料または体液標本から得られる細胞において、腎臓に関する遺伝子の示差発
現の性質決定を、慣用的な診断（例えば放射線学的）技術と組み合わせてもよい。
【００６６】
　[0068]本発明はまた、限定されるわけではないが、本明細書記載の組成物およびマイク
ロアレイを含む、本発明のバイオマーカー発現を検出するのに使用可能な構成要素を含む
、イヌにおける異常な腎障害を診断するキットにも関する。
【００６７】
　[0069]本発明のさらなる側面は、イヌにおける腎障害の診断および／または予後診断の
ための方法であって：動物から少なくとも１つの組織試料または体液標本を得て；動物か
ら得た、前記の少なくとも１つの試料または標本において、表３より選択される１または
それより多いバイオマーカーの量を決定する、ここで、前記バイオマーカーはポリペプチ
ド、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ポリヌクレオチドまたはその代謝産物である工程を含
む、前記方法である。
【００６８】
　[0070]本発明のさらに別の態様は、特にイヌにおける糸球体腎炎の診断および／または
予後診断のための方法を実行するための、イヌにおける腎障害の診断および／または予後
診断のためのキットであって、前記方法が：動物から少なくとも１つの組織試料または体
液標本を得て；動物から得た、前記の少なくとも１つの試料または標本において、表３よ
り選択される１またはそれより多いバイオマーカーの量を決定する、ここで、前記バイオ
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マーカーはポリペプチド、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ポリヌクレオチドまたはその代
謝産物であり、そして場合によって、前記バイオマーカーに連結された検出可能な剤を含
む工程を含む、前記キットである。
【００６９】
　[0071]本発明のさらにさらなる態様は、特にイヌにおける糸球体腎炎の診断および／ま
たは予後診断のための方法を実行するための、イヌにおける糸球体腎炎の診断および／ま
たは予後診断のための試薬であって、前記方法が、動物から少なくとも１つの組織試料ま
たは体液標本を得て；イヌから得た、前記の少なくとも１つの試料または標本において、
表３より選択される１またはそれより多いバイオマーカーの量を決定する、ここで、前記
バイオマーカーはポリペプチド、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ポリヌクレオチドまたは
その代謝産物である工程を含み、そして場合によって、前記バイオマーカーに連結された
検出可能な剤を含む、前記試薬である。
【００７０】
　[0072]本発明のさらなる側面は、イヌにおける腎障害の診断および／または予後診断の
ための方法であって、前記方法が：動物から少なくとも１つの組織試料または体液標本を
得て；動物から得た、前記の少なくとも１つの試料または標本において、表３および４よ
り選択される１またはそれより多いバイオマーカーの量を決定する、ここで、前記バイオ
マーカーはポリペプチド、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ポリヌクレオチドまたはその代
謝産物である工程を含む、前記方法である。
【００７１】
　[0073]本発明の別の態様は、腎障害の診断および／または予後診断のための、特にイヌ
における腎障害の診断または予後診断のためのキットを形成するためのバイオマーカーと
しての：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍ
ａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩ
Ｉ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；マト
リックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ９）；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフ
ェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ
）からなる群より選択される１またはそれより多いポリペプチド、タンパク質、ＲＮＡ、
ＤＮＡ、ポリヌクレオチドまたはその代謝産物の使用である。
【００７２】
　[0074]本発明の別の態様は、腎障害の診断および／または予後診断のための、特にイヌ
における腎障害の診断または予後診断のためのキットを形成するためのバイオマーカーと
しての：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍ
ａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩ
Ｉ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；マト
リックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ９）；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフ
ェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ
）からなる群より選択される１またはそれより多いポリペプチド、タンパク質、ＲＮＡ、
ＤＮＡ、ポリヌクレオチドまたはその代謝産物の使用である。
【００７３】
　[0075]さらに別の態様は、試薬および装置が、オリゴヌクレオチド・マイクロアレイ、
ｃＤＮＡマイクロアレイ、およびフォーカス化遺伝子チップ、またはその組み合わせを含
む、ＤＮＡマイクロアレイ分析材料を含む、こうしたキットである。
【００７４】
　[0076]本発明の別の態様は、腎障害を被っているイヌの栄養管理の経過の進行を評価す
る方法であって、（ａ）治療経過中の第一の時点で、前記イヌ由来の組織試料または体液
標本における：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリン－
２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１
（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）
；マトリックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ９）；クラスタリン（ＣＬＵ）；トラ
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ンスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮ
ＨＢＡ）からなる群より選択される１またはそれより多いバイオマーカーのポリペプチド
、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ポリヌクレオチドまたはその代謝産物の第一のレベルを
測定し、（ｂ）治療経過中の第二の時点で、前記イヌ由来の前記試料または標本における
前記バイオマーカーの第二のレベルを測定し、そして（ｃ）前記の第一の時点および前記
の第二の時点のバイオマーカーの測定を比較する；ここでバイオマーカーの発現は、対照
動物の細胞における発現と比較して、遺伝子発現において、少なくとも約１．０、１．１
、１．２、１．３、１．４、１．５、１．６、１．７、１．８、１．９、２．０、２．５
、または３．０倍の相違またはそれより大きい相違を有する工程を含む、前記方法である
。
【００７５】
　[0077]本発明のさらに別の態様は、インフォーマティブ・アレイにおける使用のための
組織試料または体液標本間で示差的に発現される複数の遺伝子を同定するための方法であ
って：第一の組織試料から得られる異種核酸プローブの第一のセットを提供し；第二の組
織試料から得られる異種核酸プローブの第二のセットを提供し；生物学的プロセスの遺伝
子由来の複数の配列を含む核酸アレイを、第一のプローブ・セットとハイブリダイズさせ
て、そしてアレイの配列に関する第一の発現レベルを決定し；該アレイを前記の第二のプ
ローブ・セットとハイブリダイズさせて、そしてアレイの配列に関する第二の発現レベル
を決定し；ハイブリダイズした配列に関して、第一の発現レベルと前記の第二の発現レベ
ルを比較することによって、前記生物学的プロセスにおいて示差的に発現される複数の遺
伝子を同定し；そして：第一の発現レベルおよび第二の発現レベル間の相違の絶対値を決
定し、そしてより高い相違を有する遺伝子を、より低い相違を有する遺伝子より上にラン
キングする工程；ならびに第一の発現レベルおよび第二の発現レベル間の相違の標準偏差
を決定し、そしてより高い標準偏差を有する遺伝子を、より低い標準偏差を有する遺伝子
より上にランキングする工程からなる工程の群より選択される工程によって、同定された
遺伝子のランキングを確立する、ここで、遺伝子は：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク
質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン
（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチ
ノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；マトリックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ
９）；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）
；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択される工程を含む、前
記方法である。
【００７６】
　[0078]本発明の別の態様は、核酸アレイをインフォーマティブ・アレイに変換するため
の方法であって：第一の組織試料由来の異種核酸プローブの第一のセットを提供し；第二
の組織試料由来の異種核酸プローブの異なる第二のセットを提供し；複数の配列を含む核
酸アレイを、第一のプローブ・セットとハイブリダイズさせて、そしてアレイの配列に関
する第一の発現レベルを決定し；該アレイを第二のプローブ・セットとハイブリダイズさ
せて、そしてアレイの配列に関する第二の発現レベルを決定し；第一の発現レベルおよび
第二の発現レベル間の相違の絶対値を決定し、そしてより高い相違を有する遺伝子を、よ
り低い相違を有する遺伝子より上にランキングする工程；ならびに第一の発現レベルおよ
び第二の発現レベル間の相違の標準偏差を決定し、そしてより高い標準偏差を有する遺伝
子を、より低い標準偏差を有する遺伝子より上にランキングする工程からなる工程の群よ
り選択される工程によって、同定された遺伝子の第一の発現レベルおよび第二の発現レベ
ル間の相違に基づいて、前記の生物学的プロセスにおいて示差的に発現される複数の遺伝
子を同定し；そして同定された示差的に発現される複数の遺伝子から、インフォーマティ
ブ・アレイに含むための遺伝子を選択する、ここで、遺伝子は：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関
連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）およびマトリリン－２（Ｍａｔｎ２）からなる群より選
択され；そして場合によってルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・ア
ルファ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒ
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ｂｐ４）；マトリックス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ－９）；クラスタリン（ＣＬ
Ｕ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベー
タＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択される１またはそれより多い遺伝子である工程を
含む、前記方法である。
【００７７】
　[0079]本発明の別の態様は、腎障害のための治療効率を決定する方法であって：（ａ）
前記治療に供されている、腎障害に罹患したイヌ由来の生物学的試料を提供し、（ｂ）糸
球体腎炎に関する１またはそれより多いバイオマーカーの前記試料におけるレベルを決定
して、前記イヌに関する発現プロファイルを生成し、そして（ｃ）前記発現プロファイル
を：ｉ）前記治療開始前の前記試験イヌから得られる匹敵する発現プロファイル、および
／またはｉｉ）前記治療のより初期の段階の前記試験イヌから得られる匹敵する発現プロ
ファイル、および／またはｉｉｉ）腎障害に罹患していない被験体に特徴的な匹敵する発
現プロファイルと比較する、ここで、腎障害に関する１またはそれより多いバイオマーカ
ーは：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）およびマトリリン－２（
Ｍａｔｎ２）からなる群より選択される１またはそれより多い遺伝子；ならびに場合によ
って：ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖
、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；マトリック
ス・メタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ９）；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン
（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）から
なる群より選択される１またはそれより多い遺伝子の発現産物を含む工程を含む、前記方
法である。
【００７８】
　[0080]本発明の他のおよびさらなる目的、特徴、および利点は、当業者には容易に明ら
かであろう。
【発明を実施するための形態】
【００７９】
　[0081]本明細書において、異常なイヌは、腎機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速
度減少または糸球体腎炎を発展させるリスクを有し、これらに関する素因を有するイヌで
あり、異常はこうしたイヌから採取される生物学的標本から単離され、そして測定される
少なくとも１つの適切なバイオマーカーを利用することによって検出可能である。
【００８０】
　[0082]本開示全体で、本発明の多様な側面が範囲の形式で提示されうる。範囲の形式で
の記述は、単に簡便性および簡潔性のためであり、そして本発明の範囲に対して、柔軟性
がない制限と見なされるべきではないことを理解すべきである。したがって、範囲の記述
は、その範囲内の、特に開示されるすべてのありうる下位範囲ならびに個々の数値を有す
ると見なされるべきである。例えば、１～５などの範囲の記述は、１～３、１～４、２～
４、２～５、３～５等の特に開示される下位範囲、ならびに、その範囲内の個々の数値、
例えば１、２、３、４、および５を有すると見なされるべきである。これは範囲の広さに
関わらず適用される。
【００８１】
　[0083]本発明の実施は、別に示さない限り、当該技術分野の技術範囲内である、有機化
学、ポリマー技術、分子生物学（組換え技術を含む）、細胞生物学、生化学、および免疫
学の慣用的技術および説明を使用することも可能である。こうした慣用技術には、ポリマ
ー・アレイ合成、ハイブリダイゼーション、連結、および標識を用いたハイブリダイゼー
ションの検出が含まれる。
【００８２】
　[0084]本発明はまた、固体支持体に付着したポリマーに関する多くの使用も意図する。
これらの使用には、遺伝子発現監視、プロファイリング、ライブラリー・スクリーニング
、遺伝子型決定および診断法が含まれる。
【００８３】
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　[0085]当業者は、当該技術分野に知られる多様な方法を用いて、多様な材料で構築され
た核酸プローブアレイ、膜ブロット、マイクロウェル、ビーズおよび試料試験管を含む商
業的に入手可能な遺伝子発現監視系を含む多様な系に、本発明で具現化される産物および
方法を適用可能であることを認識するであろう。したがって、本発明はいかなる特定の環
境にも限定されず、そして本発明の特定の態様の以下の説明は、例示目的のみのためであ
る。
【００８４】
　[0086]好ましい態様において、遺伝子発現監視系は、核酸プローブアレイ（オリゴヌク
レオチド・アレイ、ｃＤＮＡアレイ、スポット化アレイ等を含む）、膜ブロット（例えば
ノーザン、サザン、ドット等のハイブリダイゼーション分析で用いられるものなど）、あ
るいはマイクロウェル、試料試験管、ビーズまたはファイバー（あるいは結合した核酸を
含む任意の固体支持体）を含んでもよい。遺伝子発現監視系はまた、溶液中に核酸プロー
ブを含んでもよい。
【００８５】
　[0087]本発明はまた、増幅を伴う試料調製も意図する。いくつかはＰＣＲを使用可能な
多様な機構によって、ゲノム試料を増幅してもよい。試料をアレイ上で増幅してもよい。
　[0088]他の適切な増幅法には、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、ＷｕおよびＷａ
ｌｌａｃｅ，　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４，　５６０（１９８９）、Ｌａｎｄｅｇｒｅｎら，
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１，　１０７７（１９８８）、ならびにＢａｒｒｉｎｇｅｒら　
Ｇｅｎｅ　８９：１１７（１９９０））、転写増幅（Ｋｗｏｈら，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ
ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８６，　１１７３（１９８９）およびＷＯ８８／
１０３１５）、自己維持配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉら，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　８７，　１８７４（１９９０）およびＷＯ９０／０６９９
５）、ターゲット・ポリヌクレオチド配列の選択的増幅（米国特許第６，４１０，２７６
号）、コンセンサス配列プライミング・ポリメラーゼ連鎖反応（ＣＰ－ＰＣＲ）（米国特
許第４，４３７，９７５号）、恣意的プライミング・ポリメラーゼ連鎖反応（ＡＰ－ＰＣ
Ｒ）（米国特許第５，４１３，９０９号、第５，８６１，２４５号）および核酸に基づく
配列増幅（ＮＡＢＳＡ）が含まれる。
【００８６】
　[0089]本発明記載の遺伝子発現監視系を用いて、異なる細胞または組織、同じ細胞また
は組織の異なる下位集団、同じ細胞または組織の異なる生理学的状態、同じ細胞または組
織の異なる発生段階、あるいは同じ組織の異なる細胞集団における、発現比較分析を容易
にすることも可能である。好ましい態様において、本発明の比例増幅法は、試験試料にお
ける定量的ならびに定性的な相違の測定を容易にするのに十分に再現可能な結果（すなわ
ち、誤差の統計的有意限度内または信頼度限度内）を提供可能である。
【００８７】
　[0090]用語「抗体」は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、およびＩｇＥ抗体を含む、
特異的抗原に結合する任意の免疫グロブリンを意味する。該用語には、ポリクローナル、
モノクローナル、一価、ヒト化、ヘテロコンジュゲート、ポリエピトープ特異性を持つ抗
体組成物、キメラ、二重特異性抗体、ディアボディ、一本鎖抗体、ならびにＦａｂ、Ｆａ
ｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖ、または他の抗原結合性断片が含まれる。
【００８８】
　[0091]用語「アレイ」は、基板上の少なくとも２つのプローブの順序づけられた配置を
意味する。プローブの少なくとも１つは対照または標準であり、そしてプローブの少なく
とも１つは診断プローブである。基板上の約２～約４０，０００プローブの配置によって
、プローブおよび試料ポリヌクレオチドまたはポリペプチド間に形成される各標識複合体
のサイズおよびシグナル強度が個々に区別可能であることが確実になる。アレイ上に沈着
される分子コレクションを、合成的にまたは生合成的にのいずれで調製することも可能で
ある。アレイは、可溶性分子のライブラリー、樹脂ビーズ、シリカチップまたは他の固体
支持体上に係留された化合物ライブラリーを含む、多様な型を取ってもよい。核酸アレイ
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には、本質的に任意の長さ（例えば長さ１～約１，０００ヌクレオチド）の核酸を基板上
にスポットすることによって調製可能な核酸ライブラリーが含まれうる。核酸プローブ・
アレイは、好ましくは、既知の位置で基板に結合した核酸を含む。他の態様において、系
には、固体支持体または基板、例えば膜、フィルター、顕微鏡スライド、マイクロウェル
、試料試験管、ビーズ、ビーズアレイ等が含まれてもよい。固体支持体は、紙、セルロー
ス、ナイロン、ポリスチレン、ポリカーボネート、プラスチック、ガラス、セラミック、
ステンレススチール等を含む、多様な材料で作製可能である。固体支持体は、好ましくは
、剛性または半剛性表面を有してもよく、そして好ましくは、適切なウェル、上昇領域、
エッチングされた溝等を含む、球状（例えばビーズ）または実質的に平面（例えば平らな
表面）であってもよい。固体支持体にはまた、核酸を包埋可能なゲルまたはマトリックス
が含まれてもよい。
【００８９】
　[0092]用語「バイオマーカー」は、本発明の遺伝子および該遺伝子によってコードされ
る遺伝子産物、すなわち遺伝子が腎障害の結果として示差的に制御されていると決定され
ているものを指す。さらに、該用語は、一般的に、例えば、本発明のアッセイまたは他の
方法における、全長遺伝子またはタンパク質を同定可能であるかまたはこれらと相関する
遺伝子またはタンパク質の任意の部分を指すように使用可能である。
【００９０】
　[0093]バイオマーカー発現はまた、バイオマーカー翻訳の検出（すなわち試料中のバイ
オマーカー・タンパク質の検出）によっても同定可能である。バイオマーカー・タンパク
質の検出に適した方法には、細胞または細胞抽出物からタンパク質を検出し、そして／ま
たは測定するのに適した任意の方法が含まれる。こうした方法には、限定されるわけでは
ないが、イムノブロット（例えばウェスタンブロット）、酵素連結免疫吸着アッセイ（Ｅ
ＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫沈降、免疫組織化学および免疫蛍光
が含まれる。タンパク質を検出するために特に好ましい方法には、免疫組織化学および免
疫蛍光アッセイを含む、任意の単細胞アッセイが含まれる。こうした方法が当該技術分野
に周知である。さらに、本明細書記載の特定のバイオマーカーに対する抗体が当該技術分
野に知られ、そして公表された文献に記載され、そしてその調製法は当業者に周知である
。
【００９１】
　[0094]用語「示差発現」または「示差的に発現される」は、非存在、存在、あるいは試
料中の転写されたメッセンジャーＲＮＡまたは翻訳されたタンパク質の量における少なく
とも２倍、または少なくとも２．０、１．９、１．８、１．７、１．６、１．５、１．４
、１．３、１．２、１．１もしくは１．０倍の変化によって検出されるような、増加した
または上方制御された遺伝子発現を意味するか、あるいは減少したまたは下方制御された
遺伝子発現を意味する。
【００９２】
　[0095]用語「倍」は、示差遺伝子発現の測定値として用いる場合、対照値に対する遺伝
子発現量に比較した、多数のまたは一部の遺伝子発現である、イヌにおける遺伝子発現量
を意味する。例えば、対照値と比較して、動物においてちょうど２倍発現される遺伝子は
、２倍の示差遺伝子発現を有し、そして対照値に比較して動物においてちょうど１／３発
現される遺伝子もまた、２倍の示差遺伝子発現を有する。
【００９３】
　[0096]用語「断片」は、（１）完全配列の一部であり、そして完全ポリヌクレオチド配
列と、特定の使用に関して同じまたは類似の活性を有するオリゴヌクレオチドまたはポリ
ヌクレオチド配列、あるいは（２）完全配列の一部であり、そして完全ポリペプチド配列
と、特定の使用に関して同じまたは類似の活性を有するペプチドまたはポリペプチド配列
を意味する。こうした断片は、特定の使用に適していると見られる、任意の数のヌクレオ
チドまたはアミノ酸を含んでもよい。一般的に、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオ
チド断片は、完全配列由来の少なくとも約１０、５０、１００、または１０００ヌクレオ
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チドを含有し、そしてポリペプチド断片は、少なくとも約４、１０、２０、または５０の
連続アミノ酸を含有する。該用語は、断片のポリヌクレオチドおよびポリペプチド変異体
を含む。例えば、ポリヌクレオチドは、複数のセグメントに破壊されるかまたは断片化さ
れることも可能である。
【００９４】
　[0097]核酸を断片化する多様な方法が当該技術分野に周知である。これらの方法は、例
えば性質として化学的または物理的のいずれであってもよい。化学的断片化には、ＤＮア
ーゼでの部分的分解；酸での部分的脱プリン；制限酵素の使用；イントロンにコードされ
るエンドヌクレアーゼ；核酸分子中の特定の部位に、切断剤を局在化させる、核酸セグメ
ントの特異的ハイブリダイゼーションに頼るＤＮＡに基づく切断法、例えば三重鎖および
ハイブリッド形成法；あるいは既知のまたは未知の位置のＤＮＡを切断する他の酵素また
は化合物が含まれうる。物理的断片化法は、ＤＮＡを高い剪断率に供することを伴いうる
。高い剪断率は、例えば、ピットまたはスパイクを持つチャンバーまたはチャネルを通じ
てＤＮＡを移動させるか、あるいは制限されたサイズの流路、例えばミクロンまたはミク
ロン未満のスケールの断面寸法を有する開口部を通じて、ＤＮＡ試料を押し出すことによ
って、産生可能である。他の物理的方法には、超音波処理および噴霧が含まれる。物理的
および化学的断片化法の組み合わせが同様に使用可能であり、例えば熱およびイオン仲介
加水分解による断片化がある。これらの方法を最適化して、核酸を、選択したサイズ範囲
の断片に消化することも可能である。有用なサイズ範囲は、１００、２００、４００、７
００または１０００～５００、８００、１５００、２０００、４０００または１０，００
０塩基対でありうる。しかし、より大きいサイズ範囲、例えば４０００、１０，０００ま
たは２０，０００～１０，０００、２０，０００または５００，０００塩基対もまた有用
でありうる。
【００９５】
　[0098]用語「（単数または複数の）遺伝子」は、ポリペプチド産生に関与し、コード領
域に先行する領域および続く領域（リーダーおよびトレーラー）、ならびに個々のコード
セグメント（エクソン）間の介在配列（イントロン）を含む、ＤＮＡの完全または部分的
セグメントを意味する。該用語は、遺伝子コード配列の相補体にハイブリダイズする、任
意のＤＮＡ配列を含む。
【００９６】
　[0099]用語「相同体」は、（１）ポリヌクレオチドに対して３０％、５０％、７０％、
９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９
％より高い配列類似性を有する、同じまたは異なる動物種由来のポリヌクレオチドを含み
、そして完全ポリヌクレオチドと同じかまたは実質的に同じ特性を有し、そして同じかま
たは実質的に同じ機能を実行するか、あるいはストリンジェントな条件下で、ポリヌクレ
オチドに特異的にハイブリダイズする能力を有する、ポリヌクレオチド、あるいは（２）
ポリヌクレオチドの発現によって同定されるポリペプチドに対して３０％、５０％、７０
％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または
９９％より高い配列類似性を有する、同じまたは異なる動物種由来のポリペプチドを含み
、そして完全ポリペプチドと同じかまたは実質的に同じ特性を有し、そして同じかまたは
実質的に同じ機能を実行するか、あるいはポリヌクレオチドの発現によって同定されるポ
リペプチドに特異的に結合する能力を有する、ポリペプチドを意味する。２つのポリペプ
チド配列または２つのポリヌクレオチド配列の配列類似性は、当業者に知られる方法、例
えばＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌのアルゴリズム（Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａ
ｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８７：２２６４－２２６８（１９９０））を用いて決定さ
れる。こうしたアルゴリズムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２
１５：４０３－４１０（１９９０））のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラムに取
り込まれている。比較目的のためにギャップ化整列を得るため、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（Ｎ
ｕｃｌ．　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２５：３３８９－３４０２（１９９７））に記載され
るようなギャップ化Ｂｌａｓｔを利用してもよい。ＢＬＡＳＴおよびギャップ化ＢＬＡＳ
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Ｔプログラムを利用する際、それぞれのプログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬ
ＡＳＴ）のデフォルトパラメータを用いる。ｈｔｔｐ：／／ｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎ
ｉｈ．ｇｏｖを参照されたい。
【００９７】
　[00100]用語「ハイブリダイゼーション」は、２つの一本鎖ポリヌクレオチドが非共有
結合的に結合して、安定な二本鎖ポリヌクレオチドを形成するプロセスを指す。用語「ハ
イブリダイゼーション」はまた、三本鎖ハイブリダイゼーションを指すことも可能である
。生じる（一般的には）二本鎖ポリヌクレオチドは「ハイブリッド」である。安定なハイ
ブリッドを形成するポリヌクレオチド集団の比率は、本明細書において、「ハイブリダイ
ゼーションの度合い」と称される。
【００９８】
　[00101]絶対または示差ハイブリダイゼーション形式で、ハイブリダイゼーション反応
を行ってもよい。絶対ハイブリダイゼーション形式では、１つの試料由来のポリヌクレオ
チドを、核酸アレイ中のプローブにハイブリダイズさせる。ハイブリダイゼーション複合
体形成後に検出されるシグナルは、試料中のポリヌクレオチドレベルに相関する。示差ハ
イブリダイゼーション形式では、２つの試料から得られるポリヌクレオチドは、異なる標
識部分で標識されている。これらの示差標識ポリヌクレオチドの混合物を核酸アレイに添
加する。次いで、２つの異なる標識からの発光が個々に検出可能である条件下で、核酸ア
レイを調べる。１つの態様において、フルオロフォアＣｙ３およびＣｙ５（Ａｍｅｒｓｈ
ａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ、ニュージャージー州ピスカタウェイ）を示
差ハイブリダイゼーション形式の標識部分として用いる。
【００９９】
　[00102]ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘまたはＡｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓによ
って提供されるものなどの商業的に入手可能なソフトウェアを用いて、核酸アレイから集
めたシグナルを分析してもよい。好ましくは、ハイブリダイゼーション実験中に、例えば
スキャン感度、プローブ標識およびｃＤＮＡまたはｃＲＮＡ定量化に関する対照を含める
。さらなる分析に供する前に、ハイブリダイゼーション・シグナルをスケーリングするか
または標準化してもよい。例えば、各個々のプローブに関するハイブリダイゼーション・
シグナルを標準化して、類似の試験条件下で、１より多いアレイを用いた際のハイブリダ
イゼーション強度における変動を考慮することも可能である。また、各アレイ上に含有さ
れる内部標準対照から得られる強度を用いて、ハイブリダイゼーション・シグナルを標準
化してもよい。さらに、試料に渡って比較的一定の発現レベルを持つ遺伝子を用いて、他
の遺伝子の発現レベルを標準化してもよい。１つの態様において、特定の維持遺伝子に関
するプローブを本発明の核酸アレイ中に含める。これらの遺伝子は、多様な組織セットに
渡って安定な発現レベルを示すため、選択される。これらの維持遺伝子の発現レベルに基
づいて、ハイブリダイゼーション・シグナルを標準化し、そして／またはスケーリングし
てもよい。
【０１００】
　[00103]用語「ハイブリダイゼーション複合体」は、一方のポリヌクレオチドのプリン
が、相補ポリヌクレオチドのピリミジンと水素結合した際に試料ポリヌクレオチド間で形
成される複合体を意味し、例えば５’－Ａ－Ｇ－Ｔ－Ｃ－３’は、３’－Ｔ－Ｃ－Ａ－Ｇ
－５’と塩基対形成する。相補性の度合いおよびヌクレオチド類似体の使用は、ハイブリ
ダイゼーション反応の効率およびストリンジェンシーに影響を及ぼす。
【０１０１】
　[00104]用語「ハイブリダイゼーション・プローブ」には、核酸の相補鎖に、塩基特異
的方式で結合可能な核酸（例えばオリゴヌクレオチド）が含まれる。
　[00105]用語「腎疾患」または「腎障害」あるいは類似の「腎臓疾患」または「腎臓障
害」は、腎機能の急性または慢性の異常な喪失、例えば腎不全、糸球体ろ過速度減少およ
び糸球体腎炎を含むと意図される。糸球体腎炎は、糸球体基底膜肥厚を伴う膜性糸球体腎
炎の形を取りうる。あるいは、糸球体腎炎は、増殖性またはメサンギウム増殖性糸球体腎
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炎の形を取ることも可能であり、これは、メサンギウム基質における細胞の増殖によって
特徴付けられる。さらに、糸球体腎炎は、膜増殖性糸球体腎炎の形を取ることも可能であ
り、これは、前述の変化の組み合わせを伴う。糸球体硬化症は、糸球体腎炎の重症型であ
る。腎疾患または腎障害にはまた、すべて当該技術分野に一般的な技術を持つ獣医によっ
て示差的に診断されるような、腎炎、腎症、過剰ろ過、軽度微量アルブミン尿、臨床的ア
ルブミン尿、進行性臨床的腎症、慢性腎機能不全、腎乳頭に対する傷害、尿細管壊死およ
び糖尿病性腎症も含まれる。該用語は、遺伝子起源の多発性嚢胞腎疾患を含むとは意図さ
れない。
【０１０２】
　[00106]用語「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」は、ヌクレオチドの
ポリマーを意味する。該用語は、直鎖または環状型いずれかの、一本鎖または二本鎖いず
れかの、そして一本鎖の場合、その相補配列のＤＮＡおよびＲＮＡ（ｃＤＮＡおよびｍＲ
ＮＡを含む）分子を含む。該用語はまた、元来の配列と同じかまたは実質的に同じ特性を
有し、そして同じかまたは実質的に同じ機能を実行する配列に関して適切であるような、
断片、変異体、相同体、およびアレルも含む。配列は、整列させた際に完全に相補的（ミ
スマッチなし）であってもよいし、または約３０％までの配列ミスマッチを有してもよい
。好ましくは、ポリヌクレオチドに関しては、鎖は、約５０～１０，０００ヌクレオチド
、より好ましくは約１５０～３，５００ヌクレオチドを含有する。好ましくは、オリゴヌ
クレオチドに関しては、鎖は、約２～１００ヌクレオチド、より好ましくは約６～３０ヌ
クレオチドを含有する。ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの正確なサイズは、
多様な要因に、そしてポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの特定の適用および使
用に応じる。該用語には、合成されたヌクレオチド・ポリマー、および天然供給源から単
離されそして精製されたものが含まれる。用語「ポリヌクレオチド」は「オリゴヌクレオ
チド」を包括する。
【０１０３】
　[00107]用語「ポリペプチド」、「ペプチド」、または「タンパク質」は、アミノ酸の
ポリマーを意味する。該用語は、天然存在および非天然存在（合成）ポリマー、ならびに
人工的な化学的模倣体が１またはそれより多いアミノ酸を置換しているポリマーを含む。
該用語はまた、元来の配列と同じかまたは実質的に同じ特性を有し、そして同じかまたは
実質的に同じ機能を実行する、断片、変異体、および相同体も含む。該用語は、任意の長
さのポリマー、好ましくは約２～１０００アミノ酸、より好ましくは約５～５００アミノ
酸を含有するポリマーを含む。該用語には、合成されたアミノ酸ポリマー、および天然供
給源から単離されそして精製されたものが含まれる。
【０１０４】
　[00108]用語「プローブ」は、（１）プローブに相補的な配列を持つポリヌクレオチド
とアニーリングするかまたは該ポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズすることが可
能な、精製された制限酵素消化物におけるように天然存在であるかまたは合成的に産生さ
れた、ＲＮＡまたはＤＮＡいずれかの、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド、あ
るいは（２）他のタンパク質またはタンパク質断片を実質的に排除するほど、特定のタン
パク質またはタンパク質断片に特異的に結合可能なペプチドまたはポリペプチドを意味す
る。オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド・プローブは、一本鎖または二本鎖いず
れであってもよい。プローブの正確な長さは、温度、供給源、および使用を含む、多くの
要因に応じるであろう。例えば、診断適用のため、ターゲット配列の複雑性に応じて、オ
リゴヌクレオチド・プローブは、典型的には、約１０～１００、１５～５０、または１５
～２５ヌクレオチドを含有する。特定の診断適用において、ポリヌクレオチド・プローブ
は、約１００～１０００、３００～６００ヌクレオチド、好ましくは３００ヌクレオチド
を含有する。本明細書のプローブは、特定のターゲット配列の異なる鎖に「実質的に」相
補的であるように選択される。これは、プローブが、一組のあらかじめ決定された条件下
で、それぞれのターゲット配列と特異的にハイブリダイズするかまたはアニーリングする
ために十分に相補的でなければならないことを意味する。したがって、プローブ配列は、
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ターゲットの正確な相補配列を反映する必要はない。例えば、非相補的ヌクレオチド断片
をプローブの５’または３’端に付着させ、残りのプローブ配列がターゲット配列に相補
的であってもよい。あるいは、プローブ配列が、ターゲット・ポリヌクレオチドの配列と
十分な相補性を有し、ターゲット・ポリヌクレオチドに特異的にアニーリングするという
条件で、非相補的塩基またはより長い配列をプローブ内に散在させてもよい。ペプチドま
たはポリペプチド・プローブは、ＤＮＡ（ＤＮＡ結合タンパク質に関する）、抗体、細胞
膜受容体、ペプチド、補因子、レクチン、糖、多糖、細胞、細胞膜、細胞内小器官および
細胞内小器官膜を含めて、タンパク質またはペプチドが特異的に結合する任意の分子であ
ってもよい。
【０１０５】
　[00109]用語「試料」および「標本」は、細胞、ならびにＤＮＡおよびＲＮＡを含有す
る他の組織を含む、例えばポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、代謝産物等を含有す
る、任意の動物組織または体液を意味する。例には：血液、軟骨、結合組織、上皮、リン
パ、筋肉、神経、痰等が含まれる。試料は、固体または液体であってもよく、そしてＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、血液または尿などの体液、細胞、細胞調製物あるいはその可溶性
分画または媒体アリコット、染色体、細胞内小器官等であってもよい。
【０１０６】
　[00110]用語「単一のパッケージ」は、キットの構成要素が、１またはそれより多い容
器中で、または１またはそれより多い容器と、物理的に関連しており、そして製造、流通
、販売、または使用のための単位と見なされることを意味する。容器には、限定されるわ
けではないが、バッグ、箱、瓶、収縮包装パッケージ、ホチキスで止めたかまたは別の方
式で固定された構成要素、あるいはその組み合わせが含まれる。単一のパッケージは、製
造、流通、販売、または使用のための単位と見なされるように、物理的に関連する個々の
食物組成物の容器であってもよい。
【０１０７】
　[00111]用語「特異的に結合する」は、その構造、特にその分子側鎖基に依存する、２
つの分子間の特別でそして正確な相互作用を意味する。例えば、ＤＮＡ分子の主溝内への
制御タンパク質の挿入、２つの一本鎖核酸間の主鎖に沿った水素結合、あるいはタンパク
質のエピトープ、およびアゴニスト、アンタゴニスト、または抗体間の結合がある。
【０１０８】
　[00112]用語「特異的にハイブリダイズする」は、当該技術分野において一般的に用い
られる、あらかじめ決定された条件下での、こうしたハイブリダイゼーションを可能にす
るのに十分に相補的な（ときに、「実質的に相補的な」と称される）配列の２つの一本鎖
ポリヌクレオチド間の会合を意味する。例えば、該用語は、非相補配列の一本鎖ポリヌク
レオチドとポリヌクレオチド・プローブのハイブリダイゼーションを実質的に排除するほ
どの、本発明の側面にしたがった一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡ分子内に含有される実質的に
相補的な配列と、ポリヌクレオチド・プローブのハイブリダイゼーションを指してもよい
。
【０１０９】
　[00113]用語「ストリンジェントな条件」は、（１）７５０ｍＭ　ＮａＣｌ、７５ｍＭ
クエン酸ナトリウムとともに、０．１％ウシ血清アルブミン、０．１％Ｆｉｃｏｌｌ、０
．１％ポリビニルピロリドン、５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ６．５を含む、５
０％（体積／体積）ホルムアミド中の４２℃でのハイブリダイゼーション、（２）５０％
ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（０．７５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０７５Ｍクエン酸ナトリウム）
、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５ｘデン
ハルト溶液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、および１
０％デキストラン硫酸中の４２℃のハイブリダイゼーションであって；０．２ｘＳＳＣお
よび０．１％ＳＤＳ中、４２℃での洗浄、または０．０１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．００１５
Ｍクエン酸ナトリウム、０．１％Ｎａ２ＳＯ４で５０℃での洗浄を伴うもの、あるいは類
似の低イオン強度および高温洗浄剤および類似の変性剤を使用する類似の方法を意味する
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。
【０１１０】
　[00114]用語「物質」は、任意の薬剤、化学実体、または生物学的実体を含む、動物に
おける腎障害の開始または重症度を診断するか、予後診断するか、または調節するのに潜
在的に有用でありうる、要素、化合物、分子、またはその混合物、あるいは任意の他の材
料を意味する。
【０１１１】
　[00115]用語「有用な変動」は、（１）ポリヌクレオチドに関して、該ポリヌクレオチ
ドの相補体；該ポリヌクレオチドの相同体およびその相補体；該ポリヌクレオチドの変異
体、その相補体、およびその相同体；ならびに該ポリヌクレオチドの断片、その相補体、
その相同体、およびその変異体、ならびに（２）ポリペプチドに関して、該ポリペプチド
の相同体；該ポリペプチドの変異体およびその相同体；ならびに該ポリヌクレオチドの断
片、その相補体、その相同体、およびその変異体を意味する。
【０１１２】
　[00116]用語「変異体」は、（１）ポリヌクレオチド配列からまたはポリヌクレオチド
配列への１またはそれより多いヌクレオチドの任意の置換、変異、修飾、交換、欠失、ま
たは付加を含有し、そして元来の配列と同じかまたは実質的に同じ特性を有し、そして同
じかまたは実質的に同じ機能を実行する、ポリヌクレオチド配列、ならびに（２）ポリペ
プチド配列からまたはポリペプチド配列への１またはそれより多いアミノ酸の任意の置換
、変異、修飾、交換、欠失、または付加を含有し、そして元来の配列と同じかまたは実質
的に同じ特性を有し、そして同じかまたは実質的に同じ機能を実行する、ポリペプチド配
列を意味する。該用語には、したがって、一塩基多型（ＳＮＰ）およびアレル変異体が含
まれ、そしてポリペプチドにおける保存的および非保存的アミノ酸置換が含まれる。該用
語はまた、適切なように、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの化学的誘導体化、およ
び天然には存在しないヌクレオチドまたはアミノ酸でのヌクレオチドまたはアミノ酸の置
換も含む。
【０１１３】
　[00117]用語「バーチャルなパッケージ」は、例えば１つの構成要素を含有するバッグ
中の、他の構成要素をどのように得るかを使用者に指示する１またはそれより多い物理的
なまたはバーチャルなキット構成要素に関する指導、ならびにウェブサイトを訪れるか、
保存されたメッセージに接触するか、視覚メッセージを見るか、あるいはケア提供者また
はインストラクターに接触して、キットをどのように使用するかに関する指示を得るよう
、使用者に指示する指導によって、キットの構成要素が結び付けられていることを意味す
る。
【０１１４】
　[00118]本発明は、本明細書記載の特定の方法論、プロトコル、および試薬に限定され
ず、これはこれらが多様でありうるためである。さらに、本明細書で使用する専門用語は
、特定の態様のみを記載する目的のためであり、そして本発明の範囲を限定することは意
図されない。本明細書において、そして付随する請求項において、単一形「ａ」、「ａｎ
」、および「ｔｈｅ」には、文脈が明らかに別に指示しない限り、複数の言及が含まれ、
例えば「（単数の）変異体」への言及には、複数の変異体が含まれる。さらに、定義され
る用語には、適切な文法的背景で用いられる用語の変形が含まれ、例えば用語「特異的に
結合する」には、「特異的な結合」および該用語の他の型が含まれる。同様に、単語「含
む」、および「含むこと」は、排他的ではなく、包括的に解釈されるものとする。
【０１１５】
　[00119]別に定義しない限り、本明細書に使用するすべての技術的および科学的用語、
ならびに頭字語はいずれも、本発明の分野において、一般的な当業者に一般的に理解され
るのと同じ意味を有する。本明細書記載のものに類似または同等な、いかなる組成物、方
法、製品、あるいは他の手段または物質を、本発明の実施に使用してもよいが、好ましい
組成物、方法、製品、あるいは他の手段または物質を本明細書に記載する。
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【０１１６】
　[00120]本明細書に引用するかまたは言及する、すべての特許、特許出願、刊行物、お
よび他の参考文献は、法律によって許される度合いまで、本明細書に援用される。これら
の参考文献の考察は、単に、本明細書で行う主張を要約することを意図する。こうした特
許、特許出願、刊行物または参考文献のいずれも、あるいはその部分のいずれも、本発明
に関連する先行技術であるという承認はなされず、そしてこうした特許、特許出願、刊行
物、および他の参考文献の正確さおよび適切性に異議を申し立てる権利は特に留保される
。
【０１１７】
　[00121]１つの態様において、本発明は、１またはそれより多い正常動物から得られる
対照値に比較して、異常動物において示差的に発現される１またはそれより多い遺伝子ま
たは遺伝子セグメント（本明細書において定義されるような「遺伝子」）を含む。本発明
は、正常動物に比較して、異常動物において示差的に発現されるポリヌクレオチドの発見
に基づく。該遺伝子は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）技術を用
いて正常と診断される動物由来の組織試料における遺伝子と、異常と診断される動物から
採取した組織試料における遺伝子の発現を比較することによって同定された。
【０１１８】
　[00122]ポリヌクレオチドおよび遺伝子は、対照値に対して、異常であり、そして腎障
害を有すると診断されたイヌから採取された組織試料由来の遺伝子発現における相違を測
定することによって同定される、ここで、対照値は、１またはそれより多い正常動物由来
の試料から得られる。当業者に知られる任意の方法によって、遺伝子発現の変化を決定す
ることも可能である。一般的に、遺伝子発現における変化は、転写を測定する（遺伝子に
よって産生されるｍＲＮＡの量を決定する）かまたは翻訳を測定する（遺伝子によって産
生されるタンパク質の量を決定する）ことによって決定される。ポリヌクレオチドおよび
タンパク質を定量化するために当業者に知られる任意の方法を用いて、遺伝子によって産
生されるＲＮＡまたはタンパク質の量を決定してもよい。
【０１１９】
　[00123]一般的に、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（限定なしに、逆転写ＰＣＲ（Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ）および定量的リアルタイムＰＣＲ（ｑＰＣＲ）を含む）、短鎖または長鎖オ
リゴヌクレオチド・アレイ、ｃＤＮＡアレイ、ＥＳＴ配列決定、ノーザンブロッティング
、ＳＡＧＥ、ＭＰＳＳ、ＭＳ、ビーズアレイ、および他のハイブリダイゼーション法、ｍ
ＲＮＡ発現を決定する。測定するＲＮＡは、典型的にはｍＲＮＡまたは逆転写ｍＲＮＡの
形である。
【０１２０】
　[00124]多様な比色および分光アッセイ、ならびに定量的ウェスタンブロット、ＥＬＩ
ＳＡ、２Ｄゲル、ガスまたは液体クロマトグラフィー、質量分析、ローリー・アッセイ、
ビウレット・アッセイ、蛍光アッセイ、比濁法、ビシンコニン酸アッセイ、タンパク質チ
ップ技術、赤外吸光度、ニンヒドリン、ブラッドフォード・アッセイ、および紫外吸光度
などの方法を用いて、タンパク質またはポリペプチド発現を決定する。
【０１２１】
　[00125]好ましい方法において、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，　Ｉｎｃ．より入手可能なＡ
ｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　イヌ－１およびイヌ－２遺伝子チップ、ならびにこうしたチップを
用いて遺伝子発現を決定するための使用説明書を用いて、遺伝子発現の変化を決定する。
遺伝子チップは、特定の時点で、細胞内の生物学的プロセスおよび活性測定の大規模研究
を可能にする。マイクロアレイ分析によって、大規模遺伝子基盤で、表現型の相違を考慮
することが可能になる。遺伝子発現産物の実際の測定は、配列自体を決定するよりも、遺
伝子機能のより正確な指標である。マイクロアレイ分析は、所定の時点で、細胞における
遺伝子のｍＲＮＡ転写物の濃度を定量化することに基づく。ＤＮＡを媒体上に固定して、
そして標識ターゲットｍＲＮＡをアレイ上のプローブとハイブリダイズさせる。レーザー
分析によって、プローブへの標識ｍＲＮＡの結合を測定する。測定値は、放出される光子
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のカウントである。チップ全体をスキャンし、そしてデジタルで画像化する。画像をプロ
セシングして、プローブを位置決定し、そして強度測定値を各プローブに割り当てる。こ
の方式で、上方制御および下方制御遺伝子を決定してもよい。分析によって、当業者が類
似の発現プロファイルを持つ遺伝子群を発見し、そして類似の発現プロファイルを持つ組
織を決定することが可能になる。この方式で、組織試料において観察される相違を説明す
る遺伝子を同定することも可能である。
【０１２２】
　[00126]Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ遺伝子チップは、典型的には、２５ｂｐのプローブ、お
よび特定の遺伝子またはＥＳＴに対応する１１～２０のプローブのプローブ・セットを使
用する。各２５ｂｐの完全マッチおよびミスマッチ・プローブを用いてチップを構築し、
前者は遺伝子の特定の領域に完全に相補的であり、そして後者はミスマッチを作製するよ
うに置換された１３番目の塩基対を有する。プローブ要約アルゴリズムを用いて、バック
グラウンド補正、標準化およびプローブ要約を決定し、これはプローブ値のプローブ・セ
ット発現値への変換である。ＲＭＡは、この目的のために使用可能なアルゴリズムの１つ
である。該アルゴリズムは、分析の最後の２工程、標準化およびプローブレベル強度測定
値の要約を行う。完全マッチ値は、したがって、バックグラウンド補正され、標準化され
、そして発現測定値セットに要約されている。
【０１２３】
　[00127]ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇバージョン７．０（ＧＳ）ソフトウェア（Ａｇｉｌｅｎ
ｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を用いて生データを分析し、そしてＲ－Ｂｉｏｃｏｎｄｕ
ｃｔｏｒ（ＲＢ）フリーウェアを用いて検証する。両方のソフトウェア・パッケージを用
いて、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ装置によって生成されるＣＥＬファイルからプローブ強度を
計算する。Ｒ－ＢｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒおよびＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇソフトウェアを別
個に用いて、プローブあたりの存在／非存在／境界コールおよびＰ値を計算する。
【０１２４】
　[00128]一般的に、示差遺伝子発現は、少なくとも１つの遺伝子の発現を測定すること
によって決定される。好ましくは、２またはそれより多い示差的に発現される遺伝子の発
現を測定して、遺伝子発現パターンまたは遺伝子発現プロファイルを提供する。より好ま
しくは、示差的に発現される複数の遺伝子の発現を測定して、より有意な遺伝子発現パタ
ーンまたはプロファイルに関するさらなる情報を提供する。
【０１２５】
　[00129]本発明は、一緒にまたは単独で、腎疾患のマーカーとして使用されるかまたは
使用可能な、複数のマーカーを提供する。本発明の特に有用な態様において、複数のこれ
らのマーカーを選択して、そしてそのｍＲＮＡ発現を同時に測定して、本出願に記載する
、本発明の多様な側面で使用するための発現プロファイルを提供してもよい。本発明の方
法および組成物の好ましい態様において、ルミカン（ＬＵＭ）；コラーゲン・アルファ１
（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；デコリン（ＤＣＮ）；分泌型ｆｒｉｚｚｌ
ｅｄ関連タンパク質２（ｓＦＲＰ２）；マトリリン－２（Ｍａｔｎ２）；レチノール結合
タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（
ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）の中か
ら、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、または１１マーカーを選択し、
そして本発明の方法の実施において使用される遺伝子発現プロファイルを決定するために
用いてもよい。各マーカーは腎疾患の特定の側面に特に関連しうる。
【０１２６】
　[00130]本発明の別の態様において、遺伝子発現産物に対応するタンパク質を検出する
ことによって、遺伝子発現レベルを別に決定してもよい。命名された遺伝子の分泌型が好
ましい。
【０１２７】
　[00131]別の側面において、本発明は、正常値に比較して異常動物において示差的に発
現される複数の遺伝子の発現を検出するのに適したデバイスを提供する。該デバイスは、
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既知の位置で基板に付着された本発明の複数のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチ
ド・プローブを有する基板を含む。該デバイスは、本質的に、本明細書に記載するオリゴ
ヌクレオチドまたはポリヌクレオチド・プローブの固定型である。該デバイスは、遺伝子
およびポリヌクレオチド、ならびにその発現パターンおよびプロファイルの、迅速でそし
て特異的な検出に有用である。典型的には、こうしたプローブを基板または類似の固体支
持体に連結し、そして１またはそれより多いポリヌクレオチド（例えば、遺伝子、ＰＣＲ
産物、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）産物、増幅技術を用いて合成されているＤＮＡ配列、
またはその混合物）を含有する試料を、試料ポリヌクレオチド（単数または複数）がプロ
ーブにハイブリダイズ可能であるように、プローブに曝露する。プローブ、試料ポリヌク
レオチド（単数または複数）のどちらか、または両方は、典型的にはフルオロフォアまた
はストレプトアビジンなどの他のタグで標識され、そして当業者に知られる方法を用いて
検出される。試料ポリヌクレオチド（単数または複数）が標識される場合、ハイブリダイ
ゼーションは、結合した蛍光を検出することによって検出可能である。プローブが標識さ
れる場合、ハイブリダイゼーションは、典型的には、標識消光によって検出される。プロ
ーブおよび試料ポリヌクレオチド（単数または複数）の両方が標識される場合、ハイブリ
ダイゼーションは、典型的には、２つの結合した標識の近接から生じる色シフトを監視す
ることによって検出される。多様な標識戦略および標識が、特に蛍光標識に関して、当業
者に知られる。好ましくは、当該技術分野に知られるものに匹敵するアレイ（ＤＮＡマイ
クロアレイ、遺伝子チップ、バイオチップ、ＤＮＡチップ、および遺伝子アレイを含む、
いくつかの名称で知られる）を形成するのに適した基板上にプローブが固定される。
【０１２８】
　[00132]ポリペプチド・プローブは、慣用的な方法にしたがって、例えば本発明のポリ
ヌクレオチドに関して提供されるヌクレオチド配列データおよび当該技術分野に知られる
方法を用いて、作製可能である。こうした方法には、限定されるわけではないが、細胞か
らポリペプチドを直接単離する工程、ポリペプチドをコードするＤＮＡまたはＲＮＡを単
離するかまたは合成して、そして該ＤＮＡまたはＲＮＡを用いて、組換え産物を生じる工
程、個々のアミノ酸から化学的にポリペプチドを合成する工程、および存在するポリペプ
チドの化学的切断によってポリペプチド断片を産生する工程が含まれる。
【０１２９】
　[00133]別の側面において、本発明は、対照値に比較して異常動物において示差的に発
現される複数の遺伝子の発現を検出するのに適したデバイスを提供する。該デバイスは、
既知の位置で基板に付着された本発明の複数のペプチドまたはポリペプチド・プローブを
有する基板を含む。該デバイスは、本質的に、本明細書に記載するペプチドまたはポリペ
プチド・プローブの固定型である。該デバイスは、タンパク質およびその発現パターンの
迅速でそして特異的な検出に有用である。典型的には、こうしたプローブを基板に連結し
、そして１またはそれより多いタンパク質を含有する試料を、試料タンパク質がプローブ
にハイブリダイズ可能であるように、プローブに曝露する。特定の態様において、プロー
ブ、試料タンパク質、または両方は、典型的にはフルオロフォアまたは当業者に知られる
他の剤で標識され、そして検出される。一般的に、ポリヌクレオチド・マイクロアレイを
読み取るために用いられるのと同じ方法および計測手段がタンパク質アレイに適用可能で
ある。好ましくは、アレイを形成するのに適した基板上にプローブが固定される。
【０１３０】
　[00134]試料中のタンパク質の量または濃度を決定するための方法が当業者に知られる
。こうした方法には、ラジオイムノアッセイ、競合的結合アッセイ、ウェスタンブロット
分析、およびＥＬＩＳＡアッセイが含まれる。抗体を用いる方法に関しては、ポリクロー
ナルおよびモノクローナル抗体が適切である。こうした抗体は、タンパク質、タンパク質
エピトープ、またはタンパク質断片に対して免疫学的に特異的であってもよい。
【０１３１】
　[00135]本発明のいくつかの態様は、本発明のポリヌクレオチドの発現によって産生さ
れるタンパク質の検出および定量化のために抗体を利用する。タンパク質は免疫沈降、ア
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フィニティ分離、ウェスタンブロット分析、タンパク質アレイ等によって検出可能である
が、好ましい方法は、抗体が固体支持体上に固定され、そしてターゲットタンパク質また
はペプチドが、固定された抗体に曝露される、ＥＬＩＳＡ技術を利用する。既知の方法を
用いて、プローブまたはターゲットのいずれか、あるいは両方を標識してもよい。
【０１３２】
　[00136]いくつかの態様において、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドを検出するた
めのプローブのアレイを利用して、異常動物において示差的に発現される複数の遺伝子の
発現パターンまたはプロファイルを観察する。１つの態様において、オリゴヌクレオチド
またはポリヌクレオチド・プローブのアレイを利用してもよく、一方、別の態様は、本発
明の示差的に発現される遺伝子産物に特異的に結合する抗体または他のタンパク質のアレ
イを利用してもよい。こうしたアレイは、商業的に入手可能であってもよいし、またはこ
れらは、当業者に知られる方法、例えば固体支持体上でのｉｎ　ｓｉｔｕ合成、またはあ
らかじめ合成されたプローブのマイクロプリンティング技術を介した固体支持体への付着
を用いて、カスタムメードされてもよい。多様な態様において、本発明の示差的に発現さ
れる遺伝子によって産生される転写物またはタンパク質を特異的に検出する、ポリヌクレ
オチドまたはポリペプチド・プローブのアレイをカスタムメードする。
【０１３３】
　[00137]１つの態様において、ポリヌクレオチドまたはポリペプチド・プローブのアレ
イは、表２に同定される２またはそれより多いポリヌクレオチドまたは遺伝子によって産
生される転写物またはタンパク質を特異的に検出するようにカスタムメードされる。これ
らのプローブは、動物における脂質およびグルコース代謝経路に関連する遺伝子を検出す
るように設計される。別の態様において、ポリヌクレオチドまたはポリペプチド・プロー
ブのアレイは、表３～５に同定される２またはそれより多いポリヌクレオチドまたは遺伝
子によって産生される転写物またはタンパク質を特異的に検出するようにカスタムメード
される。これらのプローブは、正常なイヌに比較して異常なイヌに特に適した遺伝子を検
出するよう設計される。
【０１３４】
　[00138]これらのプローブを試料に曝露して、ハイブリダイゼーション複合体を形成し
、これを検出し、そして標準のものと比較する。試料および標準由来のハイブリダイゼー
ション複合体間の相違は、試料中で、対照値に比較して異常なイヌにおいて示差的に発現
されるポリヌクレオチドそしてしたがって遺伝子が、示差的に発現されていることを示す
。好ましい態様において、本発明によって同定される１またはそれより多い遺伝子または
遺伝子断片によって産生されるポリヌクレオチドまたはその断片を特異的に検出するプロ
ーブを作製する。ハイブリダイゼーション複合体を検出するための方法は当業者に知られ
る。
【０１３５】
　[00139]別の側面において、本発明は、試料中、正常なイヌに比較して異常なイヌにお
いて示差的に発現される遺伝子の示差的発現を検出するための方法を提供する。該方法は
、（ａ）複数のポリペプチド・プローブを含む組み合わせを、試料中のタンパク質と、該
プローブおよび該タンパク質の間の特異的結合が起こるのを可能にする条件下で反応させ
、ここで、プローブによって結合されるタンパク質は、正常なイヌに比較して異常なイヌ
において示差的に発現されるものである；（ｂ）場合によって、複数のポリペプチド・プ
ローブを含む組み合わせを、標準中のタンパク質と、該プローブおよび該タンパク質の間
の特異的結合が起こるのを可能にする条件下で反応させ、ここで、プローブによって結合
されるタンパク質は、正常なイヌに比較して異常なイヌにおいて示差的に発現されるもの
である；（ｃ）試料中の特異的結合、および場合によって工程（ｂ）由来の標準中の特異
的結合を検出し；そして（ｄ）試料中の特異的結合を標準のものと比較する、ここで、標
準および試料中の特異的結合間の相違は、試料中で、正常なイヌに比較して異常なイヌに
おいて示差的に発現される遺伝子が、示差的に発現されていることを示す工程を含む。
【０１３６】
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　[00140]これらのプローブを試料に曝露して、特異的結合を形成し、これを検出し、そ
して標準のものと比較する。試料および標準由来の特異的結合間の相違は、試料中で、正
常なイヌに比較して異常なイヌにおいて示差的に発現されるタンパク質そしてしたがって
遺伝子が、示差的に発現されていることを示す。好ましい態様において、本発明によって
同定される１またはそれより多い遺伝子または遺伝子断片によって産生されるタンパク質
またはその断片を特異的に検出するプローブを作製する。
【０１３７】
　[00141]１つの態様において、該方法は、タンパク質とポリペプチドを反応させる前に
、試験物質にイヌまたは試料を曝露する工程をさらに含む。次いで、比較は、試験物質が
、試料中、正常なイヌに比較して異常なイヌにおいて示差的に発現される遺伝子、特に異
常関連遺伝子の発現を改変したかどうかを示す。
【実施例】
【０１３８】
　[00142]実施例１：国際獣医腎臓病研究グループ（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｒｅ
ｎａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ　Ｓｏｃｉｅｔｙ）のガイドラインにしたがった慢性腎疾患を
持つイヌの分類
　[00143]以下の実施例において、慢性腎疾患の徴候または症状を示さない動物に対して
、慢性腎疾患の臨床的徴候を示すイヌを試験した。以下の表１および２に示す基準に基づ
いて、そして国際獣医腎臓病研究グループ（ＩＲＩＳ）のガイドラインにしたがって、慢
性腎疾患の病理学的診断を行った。
【０１３９】
　[00144]被験体動物の適切な治療および監視を容易にするため、慢性腎疾患（ＣＫＤ）
の診断後、ＣＫＤの病期決定を行う。病期決定は、まず、安定な動物において、少なくと
も２回の機会に評価した、絶食時血漿クレアチニンに基づく。正常腎機能を示し、そして
ＣＫＤの臨床的徴候または症状を示さないイヌを非疾患イヌとしてグループ化した。イヌ
における病期１は、高窒素血症が検出されないが、糸球体ろ過速度（ＧＦＲ）が減少して
いる可能性もあり、そして腎臓濃縮能が劣っている可能性もある、ＣＫＤから腎機能不全
に向かう生化学的証拠がまったくない、以前の初期腎臓疾患の分類に対応する。病期２は
、以前の初期腎不全の分類に対応する。病期２では、軽度の高窒素血症が認められる。病
期３は、中程度の高窒素血症が検出される、以前の尿毒症腎不全の分類に対応する。尿毒
症腎不全の全身徴候は、骨疼痛、尿毒症胃炎、貧血および代謝性アシドーシスなどとして
存在しうる。病期４は、重度高窒素血症および尿毒症発作の全身臨床徴候の増加によって
性質決定される、末期腎不全に対応する。
【０１４０】
　[00145]表１は、それぞれ、研究したイヌの５つのカテゴリーを同定する。ＣＫＤを持
たないと診断されたイヌ総数４２匹を研究した。総数１４匹の病期１のイヌは、最小限の
糸球体腎炎（ＧＮ）を示した。ＣＫＤの進行した病期を示す、研究したイヌの数は：病期
２、軽度ＧＮ＝２４匹；病期３、中程度ＧＮ＝８匹、および病期４、顕著なＧＮ＝１３匹
であった。イヌ群各々に関する血漿クレアチニン・レベルを、イヌの各群に関する血漿ク
レアチニン・レベルの平均および中央値として、表２に示す。
【０１４１】
　表１：イヌの病期決定
【０１４２】
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【表１】

【０１４３】
　表２　クレアチニン・レベル
【０１４４】
【表２】

【０１４５】
　[00146]実施例２：候補選択基準
　[00147]以下の実施例において、ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇバージョン７．０（ＧＳ）ソフ



(32) JP 2013-515489 A 2013.5.9

10

20

30

40

50

トウェア（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を用いて生データを分析し、そし
てＲ－Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ（ＲＢ）フリーウェアを用いて検証した。両方のソフト
ウェア・パッケージを用いて、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ装置によって生成されるＣＥＬファ
イルからプローブ強度を計算する。Ｒ－ＢｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒおよびＧｅｎｅＳｐｒ
ｉｎｇソフトウェアを別個に用いて、プローブあたりの存在／非存在／境界コールおよび
Ｐ値を計算する。
【０１４６】
　[00148]いかなる所定の分析に関しても、遺伝子発現データは、「上方」または「下方
」制御のいずれかを受けると決定される。遺伝子が「上昇する」かまたは「下降する」か
の決定は、倍変化に基づき、これは各個々のプローブに関して、治療強度／対照強度とし
て計算される。値が＜１／２である場合、倍変化は下方制御されると見なされ、そして＞
２．０の場合、上方制御されると見なされる。また、プローブは、比較されている（治療
または対照）状態の一方のみに存在するとコールされ、そして他方には「存在しない」か
または「境界」であり、そして用いたソフトウェアによれば倍変化が有意である場合、さ
らなる精査のために重要であると見なされる。
【０１４７】
　[00149]実施例３：ＲＮＡ単離法
　[00150]材料および方法。以下の一般法を用いて、本明細書の実施例にさらに記載する
ように、遺伝子チップを利用した遺伝子発現プロファイリングのため、イヌおよびネコの
組織試料からＲＮＡを単離してもよい。一般の当業者には、これらの方法または当該技術
分野内で認められるようなその修飾を適用して、一般の当業者に利用可能な多様な分析法
、特にマイクロアレイ技術を用いて、さらなる遺伝子発現分析のため、組織または体液試
料からＲＮＡを単離してもよいことが明らかであろう。
【０１４８】
　[00151]組織からのリボ核酸（ＲＮＡ）の単離。組織試料を収集し、液体窒素中で凍結
し、融解し、そして次いで乳鉢および乳棒で粉砕し、ホモジナイズし、そして５０ｍｌコ
ニカルフラスコに移した。次いで、製造者の指示（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にしたがって
、ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）ＲＮＡ抽出法を用いて、ホモジナイズした組織試料をプロセ
シングして、優れた品質のＲＮＡを産生し、これを次いで、さらなるゲノム分析に供した
。
【０１４９】
　[00152]材料：氷、液体窒素、凍結イヌ組織、ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）溶解試薬、ク
ロロホルム最低限９９％、イソプロピルアルコール、７０％エタノール（無水エタノール
および脱イオンＲＮアーゼ不含水で調製）、ＲＮアーゼＺａｐ（登録商標）、脱イオン水
、ＡｍｂｉｏｎのＲＮＡ保存溶液（登録商標）。
【０１５０】
　[00153]装置：Ｕｌｔｒａ－Ｔｕｒｒａｘ　Ｔ２５強力ホモジナイザー、Ｂｅｃｋｍａ
ｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ａｌｌｅｇｒａ　２５Ｒ遠心分離装置、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ遠心分
離装置、ピンセット、外科用メス、堅いカッティング表面、すなわちカッティングボード
、１．５ｍＬ　ＤＮアーゼおよびＲＮアーゼ不含／無菌微量遠心管、５０ｍＬ　ＤＮアー
ゼおよびＲＮアーゼ不含／無菌使い捨てポリプロピレン試験管、Ｐ１０００、Ｐ２００、
Ｐ２０、Ｐ１０およびＰ２　Ｒａｉｎｉｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎピペット、Ｐ１０００、Ｐ
２００、Ｐ２０、Ｐ１０およびＰ２ピペット用のフィルターピペットチップ、ＤＮアーゼ
およびＲＮアーゼ不含／無菌、および糸くず不含ワイプ。
【０１５１】
　[00154]準備：４ｍＬ　ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）を含む５０ｍＬポリプロピレン試験
管を準備する（ＲＮＡ単離用に選択した各組織に対して１つの試験管）。
　[00155]組織ホモジナイズ：液体窒素を保持可能な容器を、３～４杯の液体窒素で満た
す。前述の容器内に凍結組織片を直ちに入れ（組織はエンドウ豆サイズでなければならな
い）、そして組織を適切にラベル付けした５０ｍＬポリプロピレン試験管（すでに４ｍＬ
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　ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）を含有しているもの）内に入れる。Ｕｌｔｒａ－Ｔｕｒｒａ
ｘ　Ｔ２５強力ホモジナイザーを用いて、直ちにホモジナイズを開始する。最高設定（６
）で１０～１５秒間ホモジナイズする。試料を氷上でさらに１０～１５秒間冷却し、そし
て次いで反復する。組織が完全にホモジナイズされるまで続け、そして溶液は濁っている
。完全にホモジナイズされたら、５０ｍＬ試験管に蓋をし、そして氷に戻す。ホモジナイ
ズした組織を室温で５分間インキュベーションした後、単離法を進める。
【０１５２】
　[00156]実施例４：ＲＮＡ調製法。ＲＮＡ単離：一般的に、ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）
試薬とともに提供されるＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ使用説明書に示される方法にしたがう。ホ
モジナイズした試料を、４つの１．５ｍＬ微量遠心管中、４つの１ｍＬアリコットに分け
る。各１ｍＬのアリコットに２００μＬのクロロホルムを添加する。試験管に蓋をし、１
５秒間ボルテックスし、そして次いで上下に振盪する。結果はピンクの乳濁した液体であ
るはずである。試験管を室温で２～３分間インキュベーションする。試験管を１４，００
０ｒｐｍおよび４℃で１５分間遠心分離する。水性層（最上層）を無菌１．５ｍＬ微量遠
心管に移す。新規試験管に移す水性層の典型的な体積は約５００μＬである。中間相また
は下相のいずれも移さないように注意する。水性層を含有する各微量遠心管に５００μＬ
のイソプロピルアルコールを添加することによって、溶液からＲＮＡを沈殿させる。少な
くとも２０秒間、試験管を上下に振盪する。試料を室温で１０分間インキュベーションす
る。試料を１４，０００ｒｐｍ、４℃で１０分間遠心分離する。ペレットをなくさないよ
うにしながら、液体を吸引することによって、上清を注意深く取り除く。１ｍＬの７０％
エタノールを添加してペレットを洗浄する。試験管を軽く叩く（または試験管をベンチト
ップに軽く当てる）ことによってペレットを取り外し、そして振盪して混合する。８，２
００ｒｐｍ、４℃で５分間遠心分離する。ペレットをなくさないようにしながら、液体を
吸引することによって、上清を注意深く取り除く。糸くず不含ワイプを用いて、過剰なエ
タノールを注意深く吸い取り、ペレットが乾燥していることを確実にする。各ペレットを
３０μＬのＲＮＡ保存溶液に再懸濁する。ＲＮＡが溶液に戻るまで、ピペッティングによ
って穏やかに混合し、そして次いで、－８０℃で保存する。ＲＮＡの再懸濁を容易にする
ため、低速で数秒間、試料をボルテックスすることが必要である可能性もある。これが必
要である場合には、凍結前に、微量遠心分離装置を用いて試料を回転させて落とす。
【０１５３】
　[00157]ＲＮＡクリーニング：ＲＮｅａｓｙ（登録商標）ミニ・ハンドブックに提供さ
れる方法にしたがう。
　[00158]ＲＮｅａｓｙミニキットを用いた、ＯｐｔｉＣｅｌｌチャンバー中で培養した
細胞からのＲＮＡ単離。哺乳動物細胞株から培養した細胞を用いて、優れた品質のＲＮＡ
を単離し、これを次いで、さらなる下流ゲノム分析に用いる。細胞の培養に関連するすべ
ての実験を、厳密な無菌条件下で行うものとする。
【０１５４】
　[00159]試薬：１０ｘＰＢＳ、脱イオンＨ２Ｏ、無水エタノール、ＲＮＡ保存溶液、β
－メルカプトエタノール、ＲＮアーゼＺａｐ（登録商標）、緩衝液ＲＬＴ、および緩衝液
ＲＷ１および緩衝液ＲＰＥ（ＲＮｅａｓｙミニキットに提供される）。
【０１５５】
　[00160]装置／材料：ＲＮｅａｓｙミニキット、ＱＩＡｓｈｒｅｄｄｅｒスピンカラム
、ＯｐｔｉＣｅｌｌナイフ、２０ｍＬ無菌シリンジ、ＯｐｔｉＣｅｌｌチップ、細胞スク
レーパー、Ｐ１０００　Ｐｉｐｅｔｍａｎピペット、Ｒａｉｎｉｎ、Ｐ２００　Ｐｉｐｅ
ｔｍａｎピペット、Ｒａｉｎｉｎ、１００～１００μＬフィルター処理ピペットチップ、
１～２００μＬフィルター処理ピペットチップ、無菌トランスファーピペット、５５ｍＬ
無菌溶液ボウル（ｂａｓｉｎ）、１．５ｍｌ無菌微量遠心管、およびＥｐｐｅｎｄｏｒｆ
微量遠心装置。
【０１５６】
　[00161]溶液：緩衝液ＲＬＴ（ＲＮｅａｓｙミニキットに提供されるストック）；プロ
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トコルを開始する前に、１０ｍＬの緩衝液ＲＬＴあたり、１００μＬのβ－メルカプトエ
タノールを添加する。７０％エタノール：３５ｍＬ無水エタノールを１５ｍＬの脱イオン
ＲＮアーゼ不含水に添加することによって、５０ｍＬの７０％エタノールを作製する。１
ｘＰＢＳ：ＲＮアーゼ不含水。．２２μｍフィルターを用いて、溶液をフィルター処理す
る。
【０１５７】
　[00162]方法：ＯｐｔｉＣｅｌｌチャンバーから細胞を取り除く（一度に１つのＯｐｔ
ｉＣｅｌｌで進める）。顕微鏡下で細胞をチェックして、ＲＮＡを単離する前に細胞が生
きていることを確実にする。細胞培地を取り除き、そして廃棄する。ＯｐｔｉＣｅｌｌナ
イフを用いて、上の膜を切り取り、下部の膜上の細胞を曝露する。細胞が付着している膜
を１ｘＰＢＳで３回洗浄する。６００μＬの緩衝液ＲＬＴ溶液（β－メルカプトエタノー
ルを含有する）を膜中央にピペッティングして、ここに細胞を付着させる。細胞スクレー
パーを用いて、緩衝液ＲＬＴを膜の表面全体に穏やかに広げ、そして次いで、液体を１つ
の角に収集する。緩衝液ＲＬＴの全体積をピペッティングで取り去って、そしてＱＩＡｓ
ｈｒｅｄｄｅｒスピンカラム内に入れる。
【０１５８】
　[00163]ＲＮＡ単離：ＱＩＡｓｈｒｅｄｄｅｒスピンカラムを１４，０００ｒｐｍで２
分間遠心分離する。スピンカラムを廃棄するが、収集試験管およびその内容物を保持する
。６００μＬの７０％エタノールを収集試験管に添加し、そしてピペッティングすること
によってよく混合する（総体積はここで１．２ｍＬ）。６００μＬの細胞溶解物をＲＮｅ
ａｓｙミニカラムに移し、そして１４，０００ｒｐｍで１５秒間遠心分離する。フロース
ルーを廃棄するが、収集試験管およびスピンカラムを保持する。細胞溶解物の残りの体積
（～６００μＬ）をスピンカラムに移し、そして遠心分離を反復する。フロースルーを廃
棄するが、収集試験管およびスピンカラムを保持する。７００μＬの緩衝液ＲＷ１をスピ
ンカラムに添加する。１４，０００ｒｐｍで１５秒間遠心分離して、カラムを洗浄する。
フロースルーおよび収集試験管を廃棄する。スピンカラムを新規２ｍＬ収集試験管に移し
、そして５００μＬの緩衝液ＲＰＥをカラムに添加する。１４，０００ｒｐｍで１５秒間
遠心分離する。フロースルーを廃棄し、収集試験管／カラムを保持する。別の５００μＬ
緩衝液ＲＰＥをカラムに添加する。１４，０００ｒｐｍで２分間遠心分離する。スピンカ
ラムを１．５ｍＬの収集試験管に移す。３０μＬのＲＮＡ保存溶液をシリカゲル膜に直接
添加し、そして１４，０００ｒｐｍで１分間遠心分離してＲＮＡを溶出する。最終ＲＮＡ
を－７０℃で保存する。
【０１５９】
　[00164]ＲＮＡ　６０００ナノアッセイ。Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００バイオアナライザ
ーおよびＲＮＡ　６０００ナノアッセイを用いて、培養哺乳動物細胞、リンパ球または組
織から単離したＲＮＡを、品質に関して分析する。
【０１６０】
　[00165]試薬：　ＲＮＡ　６０００ナノゲルマトリックス、ＲＮＡ　６０００ナノ色素
濃縮物、ＲＮＡ　６０００ナノマーカー（上記試薬はすべて、ＲＮＡ　６０００ナノアッ
セイキット、Ａｇｉｌｅｎｔに含有される）、ＲＮＡ　６０００ラダー、Ａｍｂｉｏｎの
ＲＮアーゼＺａｐ、およびＲＮアーゼ不含水。
【０１６１】
　[00166]装置／他の材料：　Ａｇｉｌｅｎｔチップ・プライミング・ステーション、Ａ
ｇｉｌｅｎｔ、ＲＮＡ　６０００チップ、Ａｇｉｌｅｎｔ、電極クリーナー、Ｐ２、Ｐ１
０、Ｐ２００、およびＰ１０００　Ｒａｉｎｉｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎピペット、無菌ＤＮ
アーゼ／ＲＮアーゼ不含フィルター処理ピペットチップ、１．５ｍＬ微量遠心管、無菌、
ボルテックス、ＩＫＡボルテックス混合装置、微量遠心分離装置、および加熱ブロック。
【０１６２】
　[00167]方法：方法は、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓによる、２００３
年１１月版の試薬キットガイド、ＲＮＡ　６０００ナノアッセイに提供される。以下の修
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飾を伴って、ガイドに提供されるように方法にしたがう：ゲルを調製する、１７ページ－
フィルター処理したゲルを各６５μＬずつアリコットに分けるのではなく、ストックのフ
ィルター処理したゲルを元来の微量遠心管に保持し、そして必要に応じて６５μＬを取る
。ＲＮＡ　６０００ナノマーカーを装填する、２２ページ－各試料ウェルに、（ＲＮＡ　
６０００ナノマーカーの代わりに）試料を含有しないであろう１μＬのＲＮアーゼ不含水
を添加する。これは用いるマーカーの量を節約するだけでなく、ＲＮアーゼ不含水を含め
て、試薬がいずれも汚染されていないことを見る陰性対照としても働く。ラダーおよび試
料を装填する、２３ページ－試料およびＲＮＡ　６０００ラダーをさらに３０秒間（全部
で２．５分間）７１℃で熱変性させる。チップ泳動を開始する、２６ページ－アッセイメ
ニューから「真核生物総ＲＮＡナノ」オプションを選択する。
【０１６３】
　[00168]実施例５：Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ発現分析。Ａｆｆｙｍｅ
ｔｒｉｘ社，　Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ　ＣＡ　９５０５１より商業的に入手可能なＡｆ
ｆｙｍｅｔｒｉｘイヌ１およびイヌ２　ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）アレイを用いて、
遺伝子発現を分析する。総ＲＮＡをｃＤＮＡに逆転写する。ｃＤＮＡを用いて、ｃＲＮＡ
を生成し、これを断片化して、そしてＧｅｎｅＣｈｉｐハイブリダイゼーションのプロー
ブとして用いる。遺伝子チップを洗浄し、そしてＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘレーザースキャナ
でハイブリダイゼーション・シグナルを測定する。次いで、ハイブリダイゼーション・デ
ータを検証し、そしてさらなる分析のため標準化する。
【０１６４】
　[00169]材料：Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘは試薬およびキットの大部分を提供する。Ａｆｆ
ｙｍｅｔｒｉｘマニュアルに列挙されるが、キット中に供給されない他の試薬を別個に得
ることも可能である（詳細に関しては、ＧｅｎｅＣｈｉｐ発現分析技術マニュアル（７０
１０２１改訂４版）を参照されたい）、ＲＮアーゼＺａｐ（登録商標）および脱イオン水
。
【０１６５】
　[00170]装置：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ微量遠心装置、１．５ｍＬ　ＤＮアーゼおよびＲＮ
アーゼ不含／無菌微量遠心管、５０ｍＬ　ＤＮアーゼおよびＲＮアーゼ不含／無菌使い捨
てポリプロピレン試験管、Ｐ１０００、Ｐ２００、Ｐ２０、Ｐ１０およびＰ２　Ｒａｉｎ
ｉｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎピペット、Ｐ１０００、Ｐ２００、Ｐ２０、Ｐ１０およびＰ２ピ
ペット用のフィルターピペットチップ、ＤＮアーゼおよびＲＮアーゼ不含／無菌、および
ＰｅｌｔｉｅｒサーマルサイクラーＰＴＣ－２００。
【０１６６】
　[00171]方法：ＧｅｎｅＣｈｉｐ発現分析技術マニュアル（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ著作
権１９９９～２００３）に記載される通りに正確にすべての方法にしたがう。第一鎖ｃＤ
ＮＡ合成には、５マイクログラムの総ＲＮＡを用いる。反応およびプローブ変性に対する
温度調節には、ＰｅｌｔｉｅｒサーマルサイクラーＰＴＣ－２００または熱ブロックのい
ずれかを用いる。バイオアナライザー２１００とともにＲＮＡナノドロップチップを用い
て、品質管理を行う。イヌ遺伝子チップには１００形式（ミディアレイ）を用いる。
【０１６７】
　[00172]実施例６：慢性腎疾患を持つイヌにおける遺伝子発現
　[00173]慢性腎疾患の多様な病期を有するイヌを用いて、先の実施例１～５にしたがっ
て、研究を行って、正常腎機能を有するイヌ、ならびに表１に提示するような病期１～４
に対応する最小限の、軽度の、中程度の、そして顕著な糸球体腎炎を有するイヌの間の、
根底にある遺伝子発現相違を決定した。本明細書の実施例に記載するような方法を用いて
、表２に提示される血漿クレアチニン・レベルによって、そして臨床観察によって決定さ
れるような、正常な腎臓機能を有する４２匹のイヌ、最小限の糸球体腎炎を有する１４匹
のイヌ、軽度の糸球体腎炎を有する２４匹のイヌ、中程度の糸球体腎炎を有する８匹のイ
ヌ、および顕著な糸球体腎炎を有する１３匹のイヌから、組織および体液試料を調製した
。
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【０１６８】
　[00174]先行する実施例に定義するように、糸球体腎炎を有するイヌに対して、正常な
腎臓機能を持つイヌを比較した、遺伝子発現データに基づいて、表３に列挙する５つの遺
伝子が、イヌにおける慢性腎障害の潜在的なバイオマーカーとして、実施例２の選択基準
を満たすと同定された。該遺伝子には、ルミカン（ＬＵＭ）；コラーゲン・アルファ１（
ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；デコリン（ＤＣＮ）；分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ
ｄ関連タンパク質２（ＳＦＲＰ２）；およびマトリリン－２（Ｍａｔｎ２）が含まれる。
類似のヒト同義語ならびにｍＲＮＡおよびタンパク質寄託番号を、各遺伝子に関して表３
に列挙する。各タンパク質は分泌タンパク質である。
【０１６９】
　表３：潜在的バイオマーカーのリスト
【０１７０】
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【表３】

【０１７１】
　表４：潜在的バイオマーカーのリスト
【０１７２】
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【表４】

【０１７３】
　表５：潜在的バイオマーカーのリスト
【０１７４】
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【表５】
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　イヌにおける腎障害を診断するための方法であって：（ａ）イヌ由来の生物学的試料に
おける少なくとも1つのバイオマーカーの発現レベルを測定し、ここで、少なくとも1つの
バイオマーカーは、分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリ
ン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルフ
ァ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ
４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１
（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）より選択される；そして（ｂ
）イヌを、腎障害を有すると同定する工程を含む、ここで、正常動物由来の試料における
発現の対照値に対して、試料中の１またはそれより多いバイオマーカーの発現相違が、腎
障害の存在を示す、前記方法。
【請求項２】
　試験試料が、固形腎組織または体液である、請求項１の方法。
【請求項３】
　工程（ｂ）の示差発現が、１またはそれより多いハイブリダイゼーション・プローブの
アレイを用いて決定される、請求項１の方法。
【請求項４】
　工程（ｂ）の示差発現が、少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物に特異的
に結合する１またはそれより多い抗体のパネルを用いて決定される、請求項１の方法。
【請求項５】
　工程（ｂ）の示差発現が、少なくとも１つのＲＮＡ転写物またはその翻訳産物を検出す
るイムノアッセイによって決定される、請求項１の方法。
【請求項６】
　イムノアッセイが、競合的結合アッセイ、非競合的結合アッセイ、ラジオイムノアッセ
イ、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、サンドイッチ・アッセイ、沈降素反応、
ゲル拡散免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、蛍光イムノアッセイ、化学発光イムノアッセ
イ、イムノＰＣＲイムノアッセイ、プロテインＡまたはプロテインＧイムノアッセイ、ノ
ーザンブロット分析、ウェスタンブロット分析、Ｌｕｍｉｎｅｘ（ＴＭ）ｘＭＡＰ（ＴＭ
）検出およびイムノ電気泳動アッセイからなる群より選択される、請求項５の方法。
【請求項７】
　イヌが正常腎臓機能を有し、正常腎臓機能が：糸球体ろ過速度、尿タンパク質レベル、
血液クレアチニン・レベル、尿クレアチニン・レベル、クレアチニン・クリアランスおよ
び血液尿素窒素の１またはそれより多くによって決定される、請求項１～６のいずれか一
項記載の方法。
【請求項８】
　さらに：アルブミン、血清シスタチンＣ、血液クレアチニン、尿クレアチニン、クレア
チニン・クリアランス、尿タンパク質、血液尿素窒素および糸球体ろ過速度のレベルを決
定する工程からなる群より選択される１またはそれより多い慣用的診断測定の使用を含む
、請求項１の方法。
【請求項９】
　腎障害が、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎によ
って特徴付けられる障害である、請求項１～８のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　腎障害が、対照発現値に対して、１またはそれより多いバイオマーカーの発現における
有意な相違によって示され、発現増加の場合、有意な相違が少なくとも２倍の増加であり
、そして発現減少の場合、少なくとも５０％の減少であり、そして1またはそれより多い
バイオマーカーが：分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）；マトリリ
ン－２（Ｍａｔｎ２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルフ
ァ１（ＩＩＩ）鎖、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ
４）；ＭＭＰ－９；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１
（アポＣ１）；およびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）より選択される、請求項１～
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９のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　イヌにおいて、腎臓機能の異常な喪失、腎不全、糸球体ろ過速度減少または糸球体腎炎
によって特徴付けられる腎障害を治療するか、軽減するか、またはその進行を遅延させる
方法であって、請求項１～１０のいずれか一項記載の方法によって腎障害を診断する工程
を含む、前記方法。
【請求項１２】
　分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）、マトリリン－２（Ｍａｔｎ
２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖
、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９
；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；お
よびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）より選択される少なくとも１つのメンバーより
選択される少なくとも１またはそれより多いバイオマーカーを検出可能な少なくとも１ま
たはそれより多い剤；ならびに１またはそれより多いバイオマーカーの発現を測定し、そ
してこうしたイヌにおける腎疾患を診断するための、こうした少なくとも１またはそれよ
り多い剤を用いるための使用説明書を含むキットを用いる工程を含む、請求項１の方法。
【請求項１３】
　少なくとも１またはそれより多い剤が抗体である、請求項１２の方法。
【請求項１４】
　少なくとも１またはそれより多い剤が、検出可能標識に付着している、請求項１１の方
法。
【請求項１５】
　分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦＲＰ２）、マトリリン－２（Ｍａｔｎ
２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖
、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９
；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；お
よびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択されるイヌ・タンパク質を
認識する抗体を用いることを含む、請求項１の方法。
【請求項１６】
　抗体がキット内に含有される、請求項１５の方法。
【請求項１７】
　分泌型ｆｒｉｚｚｌｅ関連タンパク質－２（ＳＦ　Ｐ２）、マトリリン－２（Ｍａｔｎ
２）；ルミカン（ＬＵＭ）；デコリン（ＤＣＮ）；コラーゲン・アルファ１（ＩＩＩ）鎖
、変異体１２（ＣＯＬ３Ａ１）；レチノール結合タンパク質４（ｒｂｐ４）；ＭＭＰ－９
；クラスタリン（ＣＬＵ）；トランスフェリン（ＴＦ）；アポ－Ｃ－１（アポＣ１）；お
よびインヒビン・ベータＡ（ＩＮＨＢＡ）からなる群より選択されるイヌ遺伝子にハイブ
リダイズ可能な核酸プローブ。
【請求項１８】
　請求項１～１１のいずれか一項記載の方法において使用するためのキットの産生におけ
る、請求項１７記載のプローブの使用。
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