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(57)【要約】
被験体の急性同種移植拒絶反応の状態を決定する方法で
あって、被験体からの生物学的試料において、1もしく
は1よりも多くの核酸マーカー、または1もしくは1より
も多くのプロテオミクスマーカーの核酸発現プロファイ
ルを決定する段階、前記1または1よりも多くの核酸マー
カーの発現プロファイルをコントロールプロファイルと
比較する段階、および前記1または1よりも多くの核酸マ
ーカーの発現レベルがコントロールプロファイルと比較
して増加しているかどうかを決定する段階を含み、前記
1または1よりも多くの核酸マーカーの増加が被験体の急
性拒絶反応の状態を示す、方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体の急性同種移植拒絶反応の状態を決定する方法であって、
　ａ．被験体からの生物学的試料において1または1よりも多くの核酸マーカーの核酸発現
プロファイルを決定する段階であって、核酸マーカーは、TncRNA、FKSG49、ZNF438、1558
448_a_at、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG49/LOC730444、JUNB、PRO1073およびITGAXが
含まれる群より選ばれる、段階、
　ｂ．前記1または1よりも多くの核酸マーカーの発現プロファイルを、コントロールプロ
ファイルと比較する段階、ならびに
　ｃ．前記1または1よりも多くの核酸マーカーの発現レベルがコントロールプロファイル
と比較して増加しているかどうかを決定する段階
を含み、前記1または1よりも多くの核酸マーカーの増加が、被験体の急性拒絶反応の状態
を示す、方法。
【請求項２】
　核酸マーカーの群が、SFRS16、NFYC、NCOA3、PGS1、NEDD9、LIMK2、NASP、240057_at、
LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HLA-G、RBMS1およびSLC6A6の1または1よりも多くをさら
に含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　コントロールプロファイルが、非拒絶性の同種移植レシピエント被験体または非同種移
植レシピエント被験体から得られる、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　1または1よりも多くの臨床学的変数に関する値を得る段階をさらに含む、請求項1記載
の方法。
【請求項５】
　ステップa)で、表2から選ばれる1または1よりも多くの核酸マーカーの発現プロファイ
ルを決定する段階をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　前記1または1よりも多くの核酸マーカーの核酸発現プロファイルを、1または1よりも多
くのマーカーに対応するRNA配列を検出することによって決定する、請求項1記載の方法。
【請求項７】
　前記1または1よりも多くの核酸マーカーの核酸発現プロファイルをPCRによって決定す
る、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　前記1または1よりも多くの核酸マーカーの核酸発現プロファイルをハイブリダイゼーシ
ョンによって決定する、請求項1記載の方法。
【請求項９】
　ハイブリダイゼーションがオリゴヌクレオチドに対するものである、請求項9記載の方
法。
【請求項１０】
　被験体の急性同種移植拒絶反応の状態を決定する方法であって、
　ａ．被験体からの生物学的試料におけるプロテオミクスマーカーのプロテオミクス発現
プロファイルを決定する段階であって、プロテオミクスマーカーが、KNG1、AFM、TTN、MS
TP9/MST1、PI16、C2、MBL2、SERPINA10、F9およびUBR4によってコードされるポリペプチ
ドを含む、段階、
　ｂ．プロテオミクスマーカーの発現プロファイルを、コントロールプロファイルと比較
する段階、ならびに
　ｃ．1または1よりも多くのプロテオミクスマーカーの発現レベルがコントロールプロフ
ァイルと比較して増加しているか、または減少しているかどうかを決定する段階
を含み、5またはそれよりも多くのプロテオミクスマーカーの増加または減少が、被験体
の急性拒絶反応の状態を示す、方法。
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【請求項１１】
　KNG1またはAFMによってコードされるポリペプチドのレベルが、コントロールと比較し
て減少しており、かつTTN、MSTP9/MST1、PI16、C2、MBL2、SERPINA10、F9、またはUBR4に
よってコードされるポリペプチドのレベルが、コントロールプロファイルと比較して増加
している、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　コントロールプロファイルが、非拒絶性の同種移植レシピエント被験体または非同種移
植レシピエント被験体から得られる、請求項10記載の方法。
【請求項１３】
　1またはそれよりも多くの臨床学的変数に関する値を得る段階をさらに含む、請求項10
記載の方法。
【請求項１４】
　プロテオミクス発現プロファイルを免疫学的アッセイによって決定する、請求項10記載
の方法。
【請求項１５】
　プロテオミクス発現プロファイルをELISAによって決定する、請求項10記載の方法。
【請求項１６】
　プロテオミクス発現プロファイルを質量分析によって決定する、請求項10記載の方法。
【請求項１７】
　プロテオミクス発現プロファイルを、同重体（isobaric）または同位元素の標識化方法
によって決定する、請求項10記載の方法。
【請求項１８】
　プロテオミクスマーカーが、LBP、VASN、ARNTL2、PI16、SERPINA5、CFD、USH1C、C9、L
CAT、B2M、SHBGおよびC1Sの1または1よりも多くによってコードされるポリペプチドをさ
らに含む、請求項10記載の方法。
【請求項１９】
　コントロールが自家（autologous）コントロールである、請求項1記載の方法。
【請求項２０】
　コントロールが自家コントロールである、請求項10記載の方法。
【請求項２１】
　生物学的試料が血液または血しょうである、請求項1記載の方法。
【請求項２２】
　生物学的試料が血液または血しょうである、請求項10記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は2008年5月30日付け出願の米国仮出願61/129,022号の優先権の利益を請求し
、その内容を参照することによってここに組み込む。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、ゲノミクス発現プロファイリングまたはプロテオミクス発現プロファイリン
グを用いる腎同種移植の拒絶反応を診断する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　移植は、末期の致命的な臓器不全を有する患者のための主要な療法と考えられている。
シクロスポリンおよびタクロリムスのような免疫抑制薬の入手可能性が同種移植レシピエ
ントの生き残りおよび満足な状態を改善する一方、できるだけ初期の、そして正確な同種
移植の拒絶反応の識別、および効果的な監視、および免疫抑制性薬物適用の用量を調整す
ることは、まだ同種移植レシピエントの継続的な生存に対する第一に重要なことである。
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【０００４】
　同種移植の拒絶反応は、ドナー組織によって発現される非自己抗原へのレシピエントの
免疫反応から由来し、そして同種移植を受けて数時間または数日で、または数ヶ月から数
年までの後に起こることがある。腎臓同種移植拒絶反応は、乏尿、腎機能および軽度のタ
ンパク尿の急性悪化が含まれる特色によって特徴付けられる。腎臓同種移植拒絶反応は、
腎症および腎不全につながることがある。
【０００５】
　目下のところ、侵襲的な生検（例は、心内膜心筋、肝臓コア、および腎臓細針吸引生検
）が、同種移植拒絶反応の監視および診断のための最も基準になる検査と広く考えられて
いるが、それら自身の危険をともなう侵襲的な手法である（例は、Mehra MRら、Curr.Opi
n.Cardiol. 2002年3月；17(2)：131-136）。生検結果はまた、サンプリングエラーおよび
観察者間の変わりやすさのために、肝臓同種移植拒絶反応を等級分けするためのBanff sc
hema（バンフ・スキーマ）のような国際的なガイドラインが利用可能であるにもかかわら
ず、再現性および解釈の問題を受けることがある（Solezら、2008、Am J Transplant 8：
753；表1）。同種移植レシピエントは、移植後の最初の年に、生検の手法に複数回さらさ
れることがある。非侵襲性の監視技術が現在使われている（血液クレアチニン濃度の増加
）が、血清クレアチニンレベルは腎臓損傷の非特異的な反映である。腎臓損傷は、拒絶反
応、感染、または元の病気の再発に由来することさえあり、このように、試験は拒絶反応
に特異的でない。
【０００６】
　同種移植拒絶反応の指標には、限局性または全身性の炎症、組織損傷、免疫細胞の同種
移植浸潤、移植片上のドナー特異性抗原を認識する炎症性細胞、アロ特異的な抗体、細胞
障害性T細胞活性化、組織-および血液-誘導タンパク質の組成および濃度変化、同種移植
組織の差動的な（differential）酸化、浮腫、感染、同種移植片および/または周囲組織
の壊死などのうちの一つまたは複数によって示されるような、高度の、そして限局性の免
疫反応が含まれうる。
【０００７】
　同種移植拒絶反応は、「急性」または「慢性」であると説明することができる。急性拒
絶反応（急性抗体媒介拒絶反応、AMRまたは活性拒絶反応としても知られる）は、概して
、同種移植を受けている被験体の、組織または器官の約6～12ヶ月内の同種移植の拒絶反
応であると考えられる。拒絶反応または急性拒絶反応は、ドナー組織上での細胞性の、お
よび体液性の侵襲によって特徴付けることができ、急速な移植片機能不全および組織また
は器官の不全に導かれる。6～12ヶ月を超えた組織または器官の同種移植の拒絶反応は概
して、慢性拒絶反応であると考えられ、そして同種移植を受けた数年後に起こる場合があ
る。そのような遅いか、または慢性の拒絶反応は、無症状であるか、または完全には解決
されなかった急性拒絶反応のエピソードの結果でありうる。後の発症または慢性拒絶反応
は、同種免疫反応によって引き金を引かれた進行性の組織改造によって特徴付けることが
でき、動脈内で段階的な新生内膜形成に導かれることがあり、閉塞性の脈管障害、実質性
線維症およびその結果として、移植の失敗および喪失の原因となる。拒絶反応の性質およ
び重症度に応じて、慢性または急性のいずれかの同種移植拒絶反応を経験する、または経
験する疑いがある被験体において観察される指標、または臨床学的変数（clinical varia
bles）において重複が存在する可能性がある。
【０００８】
　科学的な、および特許の文献は、このマーカーまたはその挙げることができるあらゆる
病状の識別/診断/予測/処置にとって重要な報告に恵まれている。同種移植拒絶のフィー
ルドの中でさえ、無数のマーカーが規定され（しばしば単独で）、そして矛盾する結果が
提示されうる。文献でのこの対立は、人体におけるゲノムの複雑性（予想値は30,000転写
単位を超える）、細胞タイプ（予想値は200を超える）、器官および組織、ならびに発現
されるタンパク質またはポリペプチド（予想値は80,000を超える）のバラエティに加えて
、急性器官拒絶反応の診断に役立つ可能性がある核酸配列、遺伝子、タンパク質、代謝物
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質またはその組合せの数を驚くほどのものにする。個体間の変動は、追加的な障害、なら
びに非常に低い濃度で存在している潜在的関心のタンパク質の多くを有する）血しょう（
プラズマ）のタンパク質濃度のダイナミックレンジ（10-6から103μg/mLまでにわたる）
、そしてわずか2、3の少ない、最も大量の血しょうタンパク質の圧倒的な量（全体のタン
パク質質量の約99%を構成）を提示する。
【０００９】
　PCT刊行物の国際公開第2006/125301号は、移植された組織において差動的に発現される
核酸、ならびに腎臓組織拒絶反応を検出するための方法および材料を開示する。
【００１０】
　米国特許第7235258号は、被験体において一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを検出
することによって、被験体における腎臓移植拒絶反応を含めた移植拒絶反応を診断するか
、または監視する方法を開示する。これらの方法に役立つオリゴヌクレオチドもまた記述
されている。
【００１１】
　Flechnerら［Am. J Transplant 2004：4(9) 1475-1489］は、腎臓移植を受けている被
験体において種々の遺伝子の差動的な発現を特定するためにDNAまたはマイクロアレイを
使用したいくつかの出版物を特定し、そしてまた、腎臓移植の被験体からの末梢血リンパ
球および腎臓生検試料の遺伝子発現プロファイルを試験するためのマイクロアレイ分析お
よびRT-PCRの使用を記述し、差動的に発現された60を超える遺伝子を特定した。
【００１２】
　Alakulppiら、2007（Transplantation 83：791-798）は、8つの核酸マーカーに関するR
T-PCRを用いる急性腎臓同種移植拒絶の診断を開示する。Alakulppiら（2008、Transplant
ation 86：1222-8）による更なる調査は、無症状拒絶反応のためのローバスト（頑強）な
全血遺伝子発現核酸マーカーを特定することができなかった。
【００１３】
　Sarwalら、2003（N. Engl. J. Med 349：125）は、アポトーシスに関係した遺伝子が急
性拒絶反応の間、腎臓生検において増加し、NF-カッパBおよびIFNγによって駆動される
リンパ球浸潤および活性化を指し示す転写グループが見出されたことを報告した。
【００１４】
　Muellerら、2007. Am. J. Transplant 7:2712は、細胞障害性Tリンパ球、IFNγシグナ
リング、およびマウスとヒトの双方での上皮細胞損傷と関連した腎臓組織で転写物を同定
した。
【００１５】
　Mehraら、2008は、T細胞恒常性（homeostatis）および副腎皮質ステロイド感受性を調
節する経路が心臓移植の将来の急性拒絶反応と関係することがあると示唆するが、腎移植
に関して所見を提供しない。ITGAXの発現は、対処される33の遺伝子の1つである。
【００１６】
　Fildesらによる総説、2008（Transplant Immunology 19：1-11）は肺移植の後の免疫プ
ロセスでの細胞タイプの役割を議論し、そしてNK細胞タンパク質とのAICL（CLEC2B）相互
作用が急性および慢性の拒絶反応での役割をもつかもしれないことを開示する。
【００１７】
　多重のプラットホームの統合（プロテオミクス、ゲノミクス）が、種々のガンの診断お
よび監視のために提案されたが、しかし、タンパク質およびmRNA発現の間の不一致がこの
分野で確認された〔Chenら、2002. Mol Cell Proteomics1：304-313；Nishizukaら、2003
、Cancer Research、63：5243-5250〕。以前の研究は、ゲノミクスおよびプロテオミクス
のデータ間の低い相関関係を報告した〔Gygi SPら、1999. Mol Cell Biol.、19：1720-17
30；Huberら、2004. Mol Cell Proteomics、3：43-55〕。
【００１８】
　いくつかの研究は、腎臓移植レシピエントの尿プロテオームから判断して行われた（Sc
haubら、2008 Contrib. Nephrol 160：65-75において概説された。
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【００１９】
　Bottelliら、2008（J. Am Soc Nephrol 19：1904-18）は、傷ついた尿細管細胞の再生
の間、マクロファージ刺激タンパク質（MSP）が上方制御されることを教示し、そしてそ
れが急性腎臓損傷からの回復を助けるかもしれないことを示唆する。Gorgiら（2009 Tran
splantation Proceedings 41：660-662）は、急性腎臓移植拒絶反応、MBL遺伝子の多形性
の間の関係を調査し、そして多形性が調査対象集団（study population）での急性同種移
植拒絶反応に対する感受性に関与することができると結論した。Fianeら、2005年（Eur H
eart J 26：1660-5）は、低いMBLレベルが心臓移植レシピエントでの急性拒絶反応の発症
に関連することを明らかにした。Fildes 2008（J. Heart Lung Transplant 27：1353-135
6）は、MBL欠乏症を患う心臓移植レシピエントでは拒絶反応のエピソードがより少なかっ
たことを教示する。FianeもFildesも、腎臓移植に関して所見を与えない。
【００２０】
　Bergerら、2005年（Am. J. Transplant 5：1361-1366）は、より一層高いMBL（マンノ
ース結合性レクチン）が、腎臓移植レシピエントでの拒絶反応のより重篤な型と関係して
いる可能性を教示し、そして移植前のMBLレベルが、腎移植の前のリスク層別化（risk st
ratification）に役立ちうることを示唆する。
【００２１】
　より一層侵襲性でなく、反復可能で、そしてより一層ローバストな（より一層サンプリ
ングと解釈エラーに影響されやすくない）同種移植拒絶反応を評価または診断する方法が
大いに望ましい。
【発明の概要】
【００２２】
　本発明は、被験体から得られる一つまたはそれよりも多くの生物学的試料のゲノム発現
プロファイリングまたはプロテオミクス発現プロファイリングを用いる腎臓同種移植の拒
絶反応を診断する方法に関する。
【００２３】
　生物学的（生体）試料は、血液または血しょうサンプルであることができ、ここに説明
する方法のそのようなサンプルの使用は、そのようなサンプルが最小限に侵襲的な様式（
末梢血サンプル、たとえば）で同種移植の生検のための必要条件なしに得られうるため、
腎臓同種移植拒絶反応（急性拒絶反応を含む）の生検ベースの評価および/またはモニタ
リングに勝る利点を提供する。血液または血しょうサンプルの使用は、それがサンプリン
グエラーを減らすことができるという点で更なる利点を提供し、そしてプロテオミクスま
たは核酸のマーカーの検出は、解釈の余地が少なくありうる－本明細書に記載するように
、マーカーが存在するかしないか、あるいはベースライン、コントロール、またはその種
の他のものと比較して増加しているか減少しているか、である。
【００２４】
　血液サンプリング（例は、血清クレアチンレベル）を採用する若干の目下の監視技術（
techinques）は、拒絶反応に特異的でないことがあり、ここに記述される核酸またはプロ
テオミクスマーカーは、血液または血しょうサンプルから得られるとき、急性腎臓同種移
植拒絶反応に特異的であり、このようにして、特異性の更なる利益を提供する。
【００２５】
　急性腎臓同種移植拒絶反応の複雑な病理生物学は、ここに同定するマーカーの異質性に
おいて反映される。ここに同定するマーカーは、次の、すなわち免疫シグナル伝達、細胞
骨格再構築、アポトーシス、T細胞活性化および増殖、細胞性および体液性の免疫反応、
急性相炎症経路、などの生物学的プロセスの範囲にわたって分布する。
【００２６】
　本発明のもう一つの面に従って、被験体の急性同種移植拒絶反応状態を決定する方法が
提供され、そしてこの方法は、以下のステップ、すなわちa)被験体からの生体試料で1ま
たは１よりも多くの核酸マーカーの核酸発現プロファイルを決定する段階であって、核酸
マーカーが、TncRNA、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG
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49/LOC730444、JUNB、PRO1073およびITGAXからなる群より選ばれる、段階、b) 前記1また
は1よりも多くの核酸マーカーの発現プロファイルをコントロールプロファイルと比較す
る段階、およびc)前記1または1よりも多くの核酸マーカーの発現レベルがコントロールプ
ロファイルと比較して増加しているかどうかを決定する段階を含み、そこで、前記1また
は1よりも多くの核酸マーカーの増加は、被験体の急性拒絶反応状態を指し示す。
【００２７】
　一部の局面において、生体試料は血液または血しょうである。
【００２８】
　一部の局面において、核酸マーカーの群はさらに、SFRS16、NFYC、NCOA3、PGS1、NEDD9
、LIMK2、NASP、240057_at、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HLA-G、RBMS1およびSLC6A6
の1つまたは1つよりも多くを含む。
【００２９】
　一部の局面において、コントロールプロファイルは、非拒絶性の、同種移植レシピエン
ト被験体または非同種移植レシピエント被験体から得られる。
【００３０】
　一部の局面において、方法はさらに、一つ以上の臨床学的変数に関する値を得ることを
含む。
【００３１】
　一部の局面において、方法はさらに、ステップa)で、表2から選ばれる核酸マーカーの
うちの1つまたは1つよりも多くの発現プロファイルを決定することを含む。
【００３２】
　一部の局面において、1または1よりも多くの核酸マーカーの核酸発現プロファイルは、
1または1よりも多くのマーカーに対応するRNA配列を検出することによって決定される。
【００３３】
　一部の局面において、1または1よりも多くの核酸マーカーの核酸発現プロファイルはPC
Rで測定される。
【００３４】
　一部の局面において、1または1よりも多くの核酸マーカーの核酸発現プロファイルはハ
イブリダイゼーションで測定される。ハイブリダイゼーションはオリゴヌクレオチドに対
するものであることができる。
【００３５】
　一部の局面において、コントロールは自家（autologous）コントロールである。
【００３６】
　本発明のもう一つの面に従って、被験体の急性同種移植拒絶反応の状態を決定する方法
を提供し、この方法は以下のステップ、すなわちa)被験体からの生体試料のプロテオミク
スマーカーのプロテオミクス発現プロファイルを決定する段階であり、プロテオミクスマ
ーカーは、KNG1、AFM、TTN、MSTP9/MST1、PI16、C2、MBL2、SERPINA10、F9およびUBR4の1
または1よりも多くによってコードされるポリペプチドを含む、段階、b)プロテオミクス
マーカーの発現プロファイルをコントロールプロファイルと比較する段階、およびc)前記
1または1よりも多くのプロテオミクスマーカーの発現レベルがコントロールプロファイル
と比較して増加または減少しているかどうかを決定する段階を含み、そこで5またはそれ
よりも多くのプロテオミクスマーカーの増加または減少は、被験体の急性拒絶反応状態を
示す。
【００３７】
　一部の局面において、生体試料は血液または血しょうである。
【００３８】
　一部の局面において、KNG1およびAFMのうちの1または1よりも多くによってコードされ
るポリペプチドのレベルは、コントロールと比較して減少し、そしてTTN、MSTP9、MST1、
PI16、C2、MBL2、SERPINA10、F9およびUBR4のうちの1または1よりも多くによってコード
されるポリペプチドのレベルは、コントロールプロファイルと比較して増加している。
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【００３９】
　一部の局面において、コントロールプロファイルは、非拒絶性の、同種移植レシピエン
ト被験体または非同種移植レシピエント被験体から得られる。
【００４０】
　一部の局面において、方法はさらに一つ以上の臨床学的変数に関する値を得ることを含
む。
【００４１】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルは免疫学的アッセイで測定され
る。
【００４２】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルはELISAで測定される。
【００４３】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルは質量分析で測定される。
【００４４】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルは同重体（isobaric）の、また
は同位元素の標識化（タグ付け）方法で測定される。
【００４５】
　一部の局面において、プロテオミクスマーカーはさらに、LBP、VASN、ARNTL2、PI16、S
ERPINA5、CFD、USH1C、C9、LCAT、B2M、SHBGおよびC1Sの1つまたは1つ以上によってコー
ドされるポリペプチドを含む。
【００４６】
　一部の局面において、コントロールは自家コントロールである。
【００４７】
　本発明のもう一つの面に従って、被験体の急性同種移植拒絶反応状態を決定する方法を
提供し、この方法は以下のステップ、すなわちa．被験体からの生体試料においてプロテ
オミクスマーカーのプロテオミクス発現プロファイルを決定する段階であり、プロテオミ
クスマーカーは、タンパク質群コード111、224、23、18、100、116、38、135、125の1ま
たは1以上に含まれるポリペプチドを含む、段階、b．プロテオミクスマーカーの発現プロ
ファイルをコントロールプロファイルと比較する段階、およびc．前記1または1以上のプ
ロテオミクスマーカーの発現レベルがコントロールプロファイルと比較して増加または減
少しているかどうかについて決定する段階を含み、そこで、5つ以上のプロテオミクスマ
ーカーの増加または減少は、被験体の急性拒絶反応状態を指し示す。
【００４８】
　一部の局面において、タンパク質グループコードはさらに、グループ18、108、222、97
、104、26、230、103、69または29の1または1以上を含む。
【００４９】
　一部の局面において、生体試料は血液または血しょうである。
【００５０】
　一部の局面において、KNG1およびAFMの1または1以上によってコードされるポリペプチ
ドのレベルはコントロールと比較して減少し、そしてTTN、MSTP9、MST1、PI16、C2、MBL2
、SERPINA10、F9およびUBR4の1または1以上によってコードされるポリペプチドのレベル
は、コントロールプロファイルと比較して増加している。
【００５１】
　一部の局面において、コントロールプロファイルは、非拒絶性の、同種移植レシピエン
ト被験体または非同種移植レシピエント被験体から得られる。
【００５２】
　一部の局面において、方法はさらに一以上の臨床学的変数に関する値を得ることを含む
。
【００５３】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルは免疫学的アッセイで測定され
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る。
【００５４】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルはELISAで測定される。
【００５５】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルは質量分析で測定される。
【００５６】
　一部の局面において、プロテオミクス発現プロファイルは同重体または同位元素標識化
方法で測定される。
【００５７】
　一部の局面において、プロテオミクスマーカーはさらに、LBP、VASN、ARNTL2、PI16、S
ERPINA5、CFD、USH1C、C9、LCAT、B2M、SHBGおよびC1Sの1または1以上によってコードさ
れるポリペプチドを含む。
【００５８】
　一部の局面において、コントロールは自家コントロールである。
【００５９】
　本発明のもう一つの面に従って、核酸マーカーTncRNA、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at
、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG49/LOC730444、JUNB、PRO1073、ITGAXの1または1以上
のための1または1以上のプローブセットを含むアレイを提供する。
【００６０】
　一部の局面において、アレイはさらに、核酸マーカー、SFRS16、NFYC、NCOA3、PGS1、N
EDD9、LIMK2、NASP、240057_at、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HLA-G、RBMS1およびSLC
6A6の1または1以上のための1または複数の追加のプローブセットを含む。
【００６１】
　一部の局面において、アレイはさらに、表2の核酸マーカーのために、1または複数の追
加のプローブセットを含む。
【００６２】
　本発明のもう一つの面に従って、プロテオミクスマーカーのKNG1、AFM、TTN、MSTP9、M
ST1、PI16、C2、MBL2、SERPINA10、F9およびUBR4の1または1以上のための1または複数の
検出試薬を含むアレイを提供する。
【００６３】
　一部の局面において、アレイはさらに、LBP、VASN、ARNTL2、PI16、SERPINA5、CFD、US
H1C、C9、LCAT、B2M、SHBGおよびC1Sの1または1以上のための1または複数の追加的な検出
試薬を含む。
【００６４】
　本発明のもう一つの面に従って、被験体において腎臓同種移植拒絶反応を評価、監視ま
たは診断する方法を提供し、この方法は以下の、すなわち、a)被験体からの生体試料にお
いて表2に提示する少なくとも1つまたは複数の核酸マーカーの発現プロファイルを決定す
る段階、b)前記少なくとも1つまたは複数のマーカーの発現プロファイルを非拒絶体（non
-rejector）プロファイルと比較する段階、およびc)前記少なくとも1つまたは複数のマー
カーの発現レベルが、コントロールプロファイルと比較して上方制御されている（増加し
ている）か、または下方制御されている（減少している）かを決定する段階を含み、そこ
で、前記少なくとも1つまたは複数のマーカーの上方制御または下方制御が拒絶反応の状
態を指し示す。
【００６５】
　一部の態様において、方法はさらに、1または複数の臨床学的変数に関する値を得る段
階、およびその1または複数の臨床学的変数をコントロールと比較する段階を含む。コン
トロールは、非拒絶の、同種移植レシピエント被験体または非同種移植レシピエント被験
体である。一部の態様において、拒絶反応は急性拒絶反応である。一部の態様において、
1または複数の核酸マーカーは、表2で提示されるものから選ばれる2、3、4、5、6、7、8
、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23または、24個の核酸マ
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ーカーを含む。一部の態様において、核酸マーカーは表5で提示される核酸マーカーの1ま
たは1以上を含むことができる。
【００６６】
　本発明のもう一つの面に従って、被験体で腎臓同種移植拒絶反応を評価または診断する
ためのキットを提供し、このキットは、表2で提示される少なくとも1つまたは複数のマー
カーの特異的な、および定量的な検出のための試薬を、そのような試薬の使用および結果
として生じるデータを分析する方法のための指示とともに含む。キットはさらに、マーカ
ーの1以上を現わす遺伝子、転写物または配列単位の1以上への選択的なハイブリダイゼー
ションのために1以上のオリゴヌクレオチドを含むことができる。被験体の拒絶反応の状
態の診断に関する非拒絶反応のカットオフインデックスまたはコントロールを提供するた
めにキット結果を他のアッセイのものと結合させるために役に立つ指示または他の情報を
、キットにおいて提供することができる。
【００６７】
　一部の態様において、キットはさらに、1以上の臨床学的変数に関する値を得ること、
およびこの1以上の臨床学的変数をコントロールと比較することのための指示または材料
を含むことができる。コントロールは、非拒絶の、同種移植レシピエント被験体または非
同種移植レシピエント被験体である。一部の態様において、拒絶反応は急性拒絶反応であ
る。一部の態様において、1以上の核酸マーカーは、表2で提示されるものから選ばれる2
、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23ま
たは24個の核酸マーカーを含む。一部の態様において、核酸マーカーは、表5において提
示される核酸マーカーの1または1以上を含むことができる。
【００６８】
　この発明の概要は必ずしも本発明のすべての特色を説明するわけではない。本発明の他
の面、特色および利益は、本発明の特定の態様の以下の説明の検討により、この技術の通
常の知識を有する者にとって明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００６９】
　本発明のこれらの、および他の特色は、次の添付図面に参照がなされる以下の説明から
より一層明らかになるであろう。
【００７０】
【図１Ａ】24個の核酸バイオマーカー（表5で示す）のパネルを使う被験体分類の結果を
示す。被験体は、次のものをもつことが測定された。A)24のプローブセット分類子。急性
拒絶反応-黒丸、非拒絶反応-白丸。
【図１Ｂ】24個の核酸バイオマーカー（表5で示す）のパネルを使う被験体分類の結果を
示す。B)より一層明らかにガウスピークおよび下記のサンプルを例示するためのA)の拡大
図。急性拒絶反応-黒丸、非拒絶反応-白丸。
【図１Ｃ】24個の核酸バイオマーカー（表5で示す）のパネルを使う被験体分類の結果を
示す。C)図2と同じフォーマットでデータを表示する、AおよびBと同じデータセット。急
性拒絶反応（黒菱形）または非拒絶反応（黒丸）。
【図２】臨床パラメータ（血清クレアチニン、GFR、BUN）のみを用いる被験体分類の結果
を示す。被験体は、急性拒絶反応（黒菱形）を有したか、または拒絶反応なし（黒丸）で
あったことが決定された。
【図３】BCARを伴う、およびそれを伴わない被験体の間のプローブセットの差動的な発現
をマイクロアレイ分析によって検出した。灰色の点はLIMMAだけによって識別されるプロ
ーブセットを示し、一方で黒でのものは、LIMMA、ローバストLIMMAおよびSAMの交差によ
って識別される183のプローブセットを示す。円は、主要な分類子に含まれる24のプロー
ブセットを示す。
【図４】同じ被験体群の分離を示し、すべての群の重心が明らかに分離されていることを
証明する主成分分析である。AR-急性拒絶体、NR-非拒絶体、N-通常のコントロール（20の
非レシピエント被験体）。主成分によって説明されるようなパーセンテージ変動は、Ｘ軸
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（56%）およびY軸（12%）上に提供される。
【図５】BCARにおいて差動的に発現される183のプローブセットの遺伝子オントロジーお
よびネットワーク分析。ｘ軸は-log10（ｐ値）を示す。A最も著しく富化された（enriche
d）遺伝子オントロジーのカテゴリー（「生物学的プロセス」）は、p値の増加によって分
類された。B最も著しく富化された遺伝子オントロジーカテゴリー〔ジーンGOメタコア生
物学的カテゴリー（GeneGO MetaCore Biological Categories）〕は、p値の増加によって
分類した。
【図６】分類子の性能。(A)増加性の分類精度で11の共通の最も高い予測的な（common mo
st highly predictive）プローブセットの段階的な包含を示す。Y軸－分類精度、X軸、バ
イオマーカー。(B)線形判別分析で、11のプローブセットの分類子の性能を、BCAR（生検
で確認された急性拒絶反応）を伴う（●、実線）および伴わない（○、点線）症例の分別
において示す。(C)個々の移植前（ベースライン）値と比較して、移植後分類子スコアで
の変化。一団の間での違いは拒絶反応時（第1週）のみで有意である（p=0.0001）。Y軸－
ベースラインからの変化（平均+/-2se）；X軸BL-ベースライン；W1～W12、第1週～第12週
。「開始」は、プローブセット分類子がない段階的（tsep-wise）な分析の始まりを示す
。
【図７】BCAR陽性のサンプルの少なくとも3分の2およびBCAR陰性サンプルの3分の2で見出
されたすべての144のタンパク質群コードを示すVolcano（ボルケーノ）プロットである。
丸で囲まれた点は、その血しょう濃度がBCAR有りまたは無しの被験体の間で有意に異なっ
た（p<0.05）18のタンパク質群を示す。
【図８】血しょうタンパク質バイオマーカーに基づくBCARを伴うか、または伴わない患者
の分離を示す線形判別分析である。実線/「X」－BCAR被験体；点線/「|」－コントロール
（非拒絶体）被験体。
【図９】前進選択（forward-selection）の段階的な判別分析（SDA）によって選ばれるタ
ンパク質群の段階的な包含を図示する推定された分類精度である。Y軸－分類精度、Ｘ軸
－PGCコード。「開始」は図6に関するものと同様である。
【図１０】表2に挙げる、急性腎臓同種移植拒絶反応の診断に役立つ核酸マーカーの標的
配列（シーケンス）（配列番号1～183)を示す。
【発明を実施するための形態】
【００７１】
詳細な説明
　本発明は、組織または器官の同種移植、特に腎臓同種移植を受けた被験体において拒絶
反応を診断する方法を提供する。
【００７２】
　本発明は、被験体における同種移植拒絶反応の評価、予測または診断に関連するゲノミ
クスおよびプロテオミクス発現プロファイルを提供する。ゲノミクスおよびプロテオミク
ス発現プロファイルにおける要素のいくつかは、既存の技術において個別に知られている
かもしれないが、ゲノミクス、T細胞、プロテオミクスまたは代謝物質マーカーの特定の
セットの変えられた発現レベル（コントロールと比較して増加または減少したもの）の特
定の組合せは、被験体において評価または診断または同種移植拒絶反応に役立つ新しい組
合せを含む。
【００７３】
　同種移植片は、同じ種の2つの遺伝的に異なる被験体の間で移植される器官または組織
である。同種移植片を受ける被験体は「レシピエント」である一方、同種移植片を提供す
る被験体は「ドナー」である。組織または器官同種移植片は、あるいはまた「移植」、「
移植片」、「同種移植片」、「ドナー組織」または「ドナー器官」または類似した用語と
して称することができる。異なる種の2つの被験体の間の移植片は、異種移植片である。
【００７４】
　被験体は、同種移植拒絶反応を監視するための補助として文献でよく知られるさまざま
な徴候または臨床的変数を呈しうる。同種移植の生検に加えて、無数の臨床的変数が、同
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れらの臨床的変数からの情報は次いで、拒絶反応が起こっているかどうか、そしてそれが
どれくらい速く進行するかを決定する試みにおいて、臨床医、医者、獣医または他の臨床
分野における業務者によって用いられ、被験体の免疫抑制性薬物治療の修飾を可能にする
。臨床的変数の例は表1に提示する。
【００７５】
　臨床的変数（随意に、生検が付随する）は、目下主流な医療の臨床医が利用できる唯一
の実用的なツールであるが、図2に例示するように、拒絶および非拒絶被験体の間をきれ
いに区別することが必ずしもできない。著しく左および右の被験体は、拒絶または非拒絶
の被験体として正しく分類されるが、被験体の大半は中央の範囲に表わされ、そしてそれ
らの状態は不明である。これは同種移植拒絶の評価における臨床的変数の価値を否定する
ものではないが、その代わり、他の方法がない場合に使われる際のそれらの制限を示すも
のである。
【００７６】
（表１）同種移植拒絶の評価において用いられる可能性のある臨床的変数
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【００７７】
　同種移植拒絶の予測、診断および評価の多因子の性質は、同種移植拒絶の予測、診断ま
たは評価の必要性のたとえ1つでも満たす単一のバイオマーカーの可能性を排除するため
に、この技術で考慮される。複数のマーカーを含む戦略は、この多因子の性質を考慮する
ことができる。あるいはまた、複数のマーカーは、被験体で同種移植拒絶の予測、診断お
よび/または評価を手直しするために、より一層侵襲性でない（例えば生検が不要な）臨
床的変数と組み合わせて評価されうる。
【００７８】
　同種移植拒絶の予測、診断および評価のために使われる方法にかかわらず、早いほどよ
い－それは器官または組織機能を保ち、そしてより一層全体的な有害な影響を防ぐという
観点からである。同種移植拒絶の「治癒」は存在せず、存在するのは、被験体を適切に免
疫が抑制された状態に維持すること、または場合によっては、拒絶反応があまりに速く進
行したか、または免疫抑制薬の干渉療法で正すにはあまりに重度である場合には、器官の
置き換えしかない。
【００７９】
　タンパク質もしくはポリペプチドのデータセット、代謝物質濃度データセット、または
核酸発現データセットに対して、複数の数学的および/または統計分析法を適用すると、
重要なマーカーの変動するサブセットを指し示し、どの方法が「最高か」または「より一
層正確か」について不確実性を導くことがある。数学に関係なく、根底にある生物学はデ
ータセットにおいて同じである。複数の数学的および/または統計方法をマイクロアレイ
データセットに適用し、そして普通のマーカーのために各々の統計的に有意なサブセット
を評価することによって、不確実性は減らされ、そしてマーカーの臨床的に関連した中心
的な群を特定することができる。
【００８０】
　「マーカー」、「生物学的マーカー」または「バイオマーカー」は、互換的に使うこと
ができ、そして概して生物学的サンプル（生体試料）での検出可能な（そして、場合によ
っては定量化可能な）分子または化合物を指す。マーカーは、同種移植片の移植後の被験
体において、下方制御（減少）、上方制御（増加）、あるいは事実上不変である場合があ
る。マーカーは、「ゲノミック」マーカー（あるいは「核酸マーカー」とも称される）と
言及する場合、核酸（DNAまたはRNA）、遺伝子、または転写物、あるいは転写物の部分ま
たはフラグメント（断片）を含むことができ、「プロテオミクス」マーカーに関しては、
ポリペプチド、ペプチド、タンパク質、アイソフォーム、またはそれらの断片または部分
、あるいは選ばれた分子、それらの前駆体、中間体または分解生成物（例は、脂肪酸、ア
ミノ酸、糖類、ホルモン、またはその断片またはサブユニット）を含みうる。一部の使用
法では、これらの用語は、被験体の生体試料での、特定のタンパク質、ペプチド、核酸ま
たはポリヌクレオチド、または代謝物質のレベルまたは量（絶対的な用語において、また
は別のサンプルまたは標準的な値と比較して）または2つのタンパク質、ポリヌクレオチ
ド、ペプチドまたは代謝物質のレベルの間の比率に言及されうる。レベルは、濃度、たと
えば、ミリリットルあたりのマイクログラムとして；比色強度で、たとえば、光の特定の
波長で透明である0.0および不透明な1.0として、これに従って実験的なサンプルにランク
を付け、特定の波長での光の透過または吸収に基づいて数値スコアを与え；または、当技
術分野において知られるような、マーカーを定量化するための他の手段に関連して、表す
ことができる。一部の例では、比率は単位のない値として表されうる。「マーカー」はま
た、ベースライン値の控除の後、比率または正味の値にも言及することができる。方向性
（増加または減少/上昇または下降）の指標を伴って、あるいは伴わずに、マーカーは「



(17) JP 2011-521630 A 2011.7.28

10

20

30

40

50

倍率変化」としても表されうる。マーカーの発現の増加または減少は、「下方制御」また
は「上方制御」、あるいは被験体の刺激、生理的事象、条件に応じた増加または減少の類
似した指標として称されうる。マーカーは第1の生体試料で存在する場合があり、そして
第2の生体試料で不在である場合があり、あるいはまた、マーカーは両者間に統計的に有
意な違いを有して両者に存在しうる。生体試料のマーカーの存在、欠如または相対的なレ
ベルの発現は、マーカーを定量化するか、または評価するのに用いられるアッセイの性質
に依存することができ、そしてそのような発現の様式は当業者に精通されている。
【００８１】
　同種移植を拒絶する被験体の発現のレベルが、ある被験体のもの、または拒絶してない
被験体から採取されるサンプルのものと実質的に異なるとき、マーカーは差動的に発現さ
れているとして説明されうる。差動的に発現されたマーカーは、正常またはコントロール
サンプルの発現と比較して過剰発現し、または過小発現することができる。
【００８２】
　「プロファイル」は、1または複数のマーカーの一組、およびそれらの存在、不存在、
相対的なレベルまたは存在量（一つまたは複数のコントロールと比較して）である。たと
えば、代謝物質プロファイルは、代謝物マーカーの存在、不在、相対的なレベルまたは存
在量のデータセットである。プロテオミクスプロファイルは、プロテオミクスマーカーの
存在、不在、相対的なレベルまたは存在量のデータセットである。ゲノムまたは核酸は、
発現された核酸（例は、転写物、mRNA、ESTまたはその種の他のもの）の存在、不存在、
相対的なレベルまたは存在量のデータセットのプロファイルを描く。プロファイルは、あ
るいは発現プロファイルと呼ばれる場合がある。
【００８３】
　生体試料でのマーカーの増加または減少、または定量化は、遺伝子産物もしくは転写物
、または特定の配列を含む核酸分子、ポリペプチドもしくはタンパク質、代謝物質その他
の存在および/または相対的な存在量を測定するためにこの技術で既知の任意のいくつか
の方法でも測定しうる。マーカーのレベルは、絶対値として、またはベースライン値と比
較して測定することができ、そして被験体のマーカーのレベルはカットオフインデックス
（例は、非拒絶カットオフインデックス）と比較される。あるいはまた、マーカーの相対
的な存在量は、コントロールと比較して測定することができる。コントロールは臨床的に
正常な被験体（例は、同種移植を受けなかったもの）であってもよく、拒絶反応を以前に
示さなかった、または拒絶反応を示していない同種移植レシピエントであってもよい。
【００８４】
　一部の態様において、コントロールは自家コントロール、たとえば、同種移植片移植を
受ける前に被験体から得られるサンプルまたはプロファイルであることができる。一部の
態様において、一つの時間点（時点）（移植の前、その後、または前および後）に得られ
るプロファイルは、以前に同じ被験体から得られた1もしくは1よりも多くのプロファイル
と比較されうる。時間とともに同じ被験体から同じ生体試料を繰り返しサンプリングする
ことによって、マーカーレベルまたは発現を時間経過で示す複合プロファイルを提供する
ことができる。連続したサンプルを被験体から得ることもでき、そして各々についてプロ
ファイルを得て、一つ以上のマーカーの増加または減少の過程を時間とともに追跡するこ
とができる。例えば、初めのサンプルまたはサンプル群を移植の前に採取し、後続のサン
プルを、毎週、隔週、毎月、隔月で、または適切な別の規則的間隔で採取して、以前に採
取したサンプルからのプロファイルと比較することができる。サンプルはまた、薬物、た
とえば、免疫抑制薬の投与の前、その間、そしてその後でも採取することができる。
【００８５】
　技術、方法、ツール、アルゴリズム、試薬、および、特定のマーカーまたはマーカー群
のセットを検出および/または定量化するために使用することができるアッセイの他の必
要な局面は変動する。重要なのは、マーカーまたはマーカー群のセットを検出するのに用
いる特定の方法でなく、検出するためのマーカーが何かである。文献に反映されているよ
うに、相当なバリエーションが可能である。一旦検出または定量化すべきマーカーまたは
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マーカー群のセットが特定されれば、適切な試薬の供給で、任意のいくつかの技術はよく
適しているかもしれない。特定されるマーカーのセットを備えているとき、この技術の熟
練の者はここに明らかにされる方法を実行するために適切なアッセイを選ぶことができる
〔たとえば、核酸マーカーのためのPCRに基づくまたはマイクロアレイに基づくアッセイ
、ELISA、タンパク質または抗体マイクロアレイまたは類似した免疫学的アッセイ、また
は一部の例において、iTRAQ、iCATまたはSELDIプロテオミクス質量分析に基づく方法の使
用〕。
【００８６】
　本発明は、被験体における同種移植拒絶の評価または診断に関連した核酸発現プロファ
イルおよびプロテオミクス発現プロファイルを提供する。ゲノミクスまたはT細胞発現プ
ロファイルまたはプロテオミクス発現プロファイルでの要素のいくつかが既存の技術で個
々に知られることがある一方、ゲノミクスまたはプロテオミクスのマーカーの特定のセッ
トの変化発現レベル（コントロールと比較して増加または減少）の特定の組合せは、被験
体での同種移植拒絶の評価または診断に役立つ新しい組合せを含む。
【００８７】
　183のプローブセットが、特異的に検出（ハイブリダイゼーションおよびラベルの検出
によって）され、そして発現された核酸の発現レベルの定量を可能にさせることが見出さ
れた。183の個々の発現された転写物または核酸を表す183のこのセット（表2にリストさ
れる）のうち、24のプローブセットのサブセット（表5）が検出され、定量化され、そし
て非拒絶の移植（NR）と比較してARサンプルで統計的に有意な倍率変化を示すことが見出
された。図10は、表2および5にリストされるプローブセットによって特定された核酸の一
部分の核酸配列情報を提供する。図10でのシーケンス（配列番号1-183)は、示された遺伝
子への特異的なハイブリダイゼーションのために（例は、マイクロアレイ、ブロット、ま
たは他のハイブリダイゼーションベースのアッセイにおいて）、または示された遺伝子の
特異的な増幅のためのプライマーまたはプライマー群の設計のために（例は、PCR、RT-PC
Rまたは他の増幅ベースのアッセイによって）、プローブとして有用でありうる。
【００８８】
　18の重要なタンパク質群コードが、多重系iTRAQ方法論を使用してARおよびNRの被験体
で差動的な相対レベル（対照サンプルと比較して）をもつことが見出された（表7）。こ
れらのタンパク質群コードは、TTN、KNG1、LBP、VASN、ARNTL2、AFM、MSTP9、MST1、PI16
、SERPINA5、CFD、USH1C、C2、MBL2、SERPINA10、C9、LCAT、B2M、SHBG、C1S、UBR4およ
びF9の1または1以上によってコードされるプロテオミクスマーカーを含む。下記に説明す
るように、これらのポリペプチドをコードする核酸配列、およびこれらのポリペプチドの
アミノ酸配列に特に言及する、アクセッション番号をここに提供する。示されたタンパク
質群コードの各々のメンバーのためのユニークな識別子（International Protein Index 
accession numbers）は表7に見られる。これらの配列の1以上の部分を含むポリペプチド
は、特異的にプロテオミクスマーカーの1以上を検出する抗体の調製のために役立つこと
があり、あるいはまた、配列は、トリプシン消化および配列に対して生成されるペプチド
のフラグメント（断片）の比較によっての質量スペクトルでの分析に、またはそのような
配列を含むデータベースに支配されるサンプルでの1以上のプロテオミクスマーカーを特
定するのに用いられうる。
【００８９】
　核酸の検出または決定、そして、場合によっては定量化は、制限されないが、配列特異
的ハイブリダイゼーション、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）、RT-PCR、マイクロアレイな
どを含む当該技術分野において既知の組換えDNA技術を用いるいくつかの方法またはアッ
セイのうちの任意の1つによって成し遂げることができる。そのようなアッセイには、配
列特異的ハイブリダイゼーション、プライマー伸長法、または侵襲性開裂（invasive cle
avage）が含まれる。さらにまた、各々のタイプの反応の生成物を分析し/検出するための
多数の方法がある（たとえば、蛍光、ルミネセンス（発光）、質量測定、電気泳動、その
他）。さらにまた、反応は、溶液中で、または、ガラススライド、チップ、ビーズなどの
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固体支持体上で起こりうる。
【００９０】
　マイクロアレイまたはバイオチップで使用するための、または、PCRに基づくアッセイ
での使用のためにプライマーを選ぶまたは設計するためのプローブを設計および選定する
方法は、当該技術分野において公知である。一旦、マーカーまたはマーカー群が特定され
ると、および、核酸の配列がたとえば当該配列を含むデータベースと照合するか提供され
た適切な配列（たとえば、本明細書に提供される配列表）を有することによって決定され
ると、当業者はそのような情報を用いて、適切なプローブまたはプライマーを選び、選択
されたアッセイを実行する。
【００９１】
　当業者に既知の組換えDNA技術の一般原則を述べる標準的参考資料は、たとえば、以下
のものを含む。すなわち、Ausubel（オースベル）ほか、Current Protocols In Molecula
r Biology、John Wiley & Sons（ジョン・ワイリー・アンド・サン社）、ニューヨーク（
1998および2001の補遺）、Sambrookほか、Molecular Cloning：A Laboratory Manual、第
2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press（コールドスプリングハーバー研究所プレス
）、Plainview, New York (1989)、Kaufman（コーフマン）ほか、編、Handbook Of Molec
ular And Cellular Methods In Biology And Medicine、CRC Press（CRCプレス社）、Boc
a Raton（ボカラトン）(1995)、McPherson（マクファーソン）編、Directed Mutagenesis
：A Practical Approach、IRLプレス、Oxford（オックスフォード）（1991）。
【００９２】
　タンパク質、タンパク質複合体またはプロテオミクスマーカーは、当該技術分野で公知
であるいろいろな方法によって、特異的に特定および／または定量化することができ、単
独あるいは組み合わせて使われうる。免疫学的すなわち抗体に基づく技術には、酵素結合
抗体免疫測定法（ELISA）、標識免疫検定法（RIA）、ウエスタンブロッティング、免疫蛍
光、マイクロアレイ、いくつかのクロマトグラフィー技術（すなわち、免疫親和性クロマ
トグラフィー）、フローサイトメトリー、免疫沈降および同様の他のものなどを含む。そ
のような方法は、関心対象のタンパク質またはタンパク質複合体と関係した特定のエピト
ープまたはエピトープ群の組合せに対する抗体または抗体群の特異性に基づく。非免疫性
の方法には、タンパク質またはタンパク質複合体それ自体の物理的な特徴に基づくものが
含まれる。そのような方法の例には、電気泳動、いくつかのクロマトグラフィー技術（た
とえば、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）、迅速タンパク質液体クロマトグラフィー
（FPLC）、アフィニティ（親和性）クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー
、サイズ除外クロマトグラフィーなど）、質量分析、配列決定、プロテアーゼダイジェス
ト（消化）、などが含まれる。そのような方法は、タンパク質またはタンパク質複合体の
アミノ酸補足物（complement）およびアミノ酸の特定の配列に由来する質量、電荷、疎水
性または親水性に基づく。例示的な方法の例としては、たとえば、PCT国際公開WO 2004/0
19000、WO 2000/00208、米国特許第6670194号明細書において記述されるものが含まれる
。免疫学的および非免疫性の方法は、タンパク質またはタンパク質複合体を特定するか、
特徴づけるために組み合わされてもよい。さらにまた、各々のタイプの反応の生成物を分
析/検出するための多数の方法がある（たとえば、蛍光、発光、質量測定、電気泳動、そ
の他）。さらにまた、反応は、溶液中で、またはガラスのスライド、チップ、ビーズなど
の固体支持体上で起こすことができる。
【００９３】
　タンパク質アレイまたは抗体アレイまたは他の免疫学に基づくアッセイで使用するため
に抗体を生産する方法は、当該技術分野で公知である。一旦、マーカーまたはマーカー群
が特定され、そしてタンパク質またはポリペプチドのアミノ酸配列が、データベースと照
合することによって、または提供された適切な配列（たとえば、本明細書に提供する配列
表）を有することによって特定されると、当業者は、そのような情報を使って、一つ以上
の適切な抗体を調製し、そして選択されたアッセイを実行することができる。
【００９４】
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　バイオマーカーを対象とするモノクローナル抗体の調製のために、抗体分子を生産する
ために提供される任意の技術を使うことができる。そのような技術には、制限されないが
、ハイブリドーマまたはトリオーマ（trioma）〔例えば、Kohler（コーラー）およびMils
tein（ミルスタイン）、1975、Nature（ネイチャー）256：495-497；Gustafsson（グスタ
ファソン）ほか、1991、Hum. Antibodies Hybridomas 2：26-32）、ヒトB細胞ハイブリド
ーマまたはEBVハイブリドーマ（例えば、Kozborほか、1983、Immunology Today 4:72；Co
le（コール）ほか、1985、In：Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy、Alan R. Li
ss, Inc.（アランR．リース社）、pp. 77-96）が含まれる。ヒトまたはヒト化抗体は、ヒ
トハイブリドーマを用いることによって〔Cote（コート）ほか、1983、Proc. Natl. Acad
. Sci. USA（米国科学アカデミー会報）80：2026-2030〕、またはインビトロでEBVウイル
スでヒトB細胞を形質転換することによって〔Cole（コール）ほか、1985、In：Monoclona
l Antibodies and Cancer Therapy、Alan R. Liss, Inc.（アランR．リース社）、pp. 77
-96〕得ることができる。適切な生物活性のヒト抗体分子をコードする配列と、特定のバ
イオマーカーに対し特異的なマウス抗体分子をコードする配列をスプライシングすること
によって行われる、「キメラ抗体」の生産のために開発された技術〔Morrison（モリソン
）ほか、1984、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81：6851-6855；Neuberger（ニューベルガ
ー）ほか、1984、Nature 312：604-608；Takeda（タケダ）ほか、1985、Nature 314：452
-454〕を用いることができ、そのような抗体は、本発明の範囲内である。単鎖抗体の生産
のために記述される技術（米国特許第4,946,778号明細書）は、バイオマーカー-特異的抗
体を生産するのに適合させることができる。本発明の追加的な態様は、バイオマーカータ
ンパク質に対する望ましい特異性を有する単クローンFab断片の迅速で簡単な識別を可能
にするFab発現ライブラリーの構築のために記述される技術を利用する〔Huse（ヒューズ
）ほか、1989、Science 246：1275-1281〕。非ヒト抗体は、既知の方法（例えば、米国特
許第5,225,539号明細書）によって「ヒト化する」ことができる。
【００９５】
　バイオマーカーのイディオタイプを含む抗体断片は、当該技術分野で公知である技術に
よって作製することができる。たとえば、そのような断片は、制限されないが、抗体分子
のペプシン消化によって作製することができるF（ab’）2断片、F（ab’）2断片のジスル
フィド架橋を減らすことによって作製することができるFab’断片、抗体分子をパパイン
と還元剤で処理することによって作製することができるFab断片、およびFv断片を含む。
合成抗体、例えば、化学合成によって作製される抗体もまた、本発明において有用であり
うる。
【００９６】
　本明細書に記述され、そして関連した技術において当業者に公知である標準的な参考資
料は、免疫学的および非免疫性の技術の両方を記述し、特定のサンプルタイプ、抗体、タ
ンパク質または分析に対するそれらの適合性を記述する。たとえば、免疫学および当業者
に公知である免疫学的方法を採用するアッセイの一般原則を述べる標準的な参考資料には
、以下が含まれる：たとえば、Harlow（ハーロー）およびLane（レーン）、Antibodies（
抗体）：A Laboratory Manual（研究所マニュアル）、第2版、Cold Spring Harbor Labor
atory Press（コールドスプリングハーバー研究所プレス社）、コールドスプリングハー
バー、N. Y.（1999）；ハーローおよびレーンは、Using Antibodies（抗体の使用）：研
究所マニュアル。コールドスプリングハーバー研究所プレス社、ニューヨーク；Coligan
ほか、編、Current Protocols in Immunology、ジョン・ワイリー・アンド・サン、ニュ
ーヨーク、NY（1992-2006）；およびRoitt（ロアット）ほか、Immunology、第3版、Mosby
-Year Book Europe Limited、ロンドン（1993）。たとえば、ペプチド合成技術の一般原
則および当業者に公知である方法を述べる標準的な参考資料は以下を含む：たとえば、Ch
an（チャン）ほか、Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis （Fmoc固相ペプチド合成）、O
xford University Press（オックスフォード大学出版部）、オックスフォード、イギリス
、2005；Peptide and Protein Drug Analysis（ペプチドおよびタンパク質の薬物分析）
、編Reid, R,（リード，R．）、Marcel Dekker, Inc.（マルセル・デカー社）、2000；Ep
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itope Mapping（エピトープ・マッピング）、編Westwood（ウェストウッド）ほか、オッ
クスフォード大学出版部、オックスフォードで、英国、2000；Sambrookほか、分子クロー
ニング：研究所マニュアル、第3版、コールドスプリングハーバー・プレス社、コールド
スプリングハーバー、NY 2001；およびAusubel（オースベル）ほか、Current Protocols 
in Molecular Biology、Greene Publishing Associates and John Wiley & Sons、NY、19
94年）。
【００９７】
　被験体の拒絶反応の状態は、「拒絶体」（Rまたは「急性拒絶体」またはAR）として、
または「非拒絶体」（NR）として記載することができ、そして非拒絶体のカットオフイン
デックスに対するマーカーの濃度の比較によって決定される。「非拒絶体カットオフイン
デックス」は、被験体が拒絶反応の状態を有するとして分類されるものを超える、または
その外側の、数値またはスコアである。非拒絶体カットオフインデックスは、代替的に、
「コントロール値」、「コントロールインデックス」として、または単に「コントロール
」と呼ぶことができる。非拒絶体カットオフインデックスは、コントロール被験体集団の
個々のマーカーの濃度であり、そして測定される各々のマーカーについて個別に考慮され
てもよく；あるいはまた、非拒絶体カットオフインデックスは、マーカーの濃度の組合せ
であることができ、そして診断用に提供される被験体のサンプルにおけるマーカーの濃度
の組み合わせと比較されうる。コントロール被験体集団は、正常または健康なコントロー
ル集団であることができ、あるいは同種移植レシピエント集団で、同種移植片に拒絶反応
を示さなかったか、または示していないものでありうる。コントロールまたはコントロー
ルのプールは、一定、例えば、静的値によって表されることができ、または累積的、すな
わちそれを得るのに用いられサンプル集団がサイトごとにもしくは時間とともに変わる可
能性があり、そして追加的なデータポイントを組み込みうる。たとえば、中央データ貯蔵
所、たとえば、集約的ヘルスケア情報システムなどは、種々のサイト（病院、臨床検査室
など）で得られたデータを受け取って保存することができ、単一の病院、コミュニティク
リニックで、エンドユーザー（すなわち個々の開業医、医学クリニックまたはセンターな
ど）が本発明の方法を用いるために、この累積的なデータセットを提供することができる
。いくつかの態様において、カットオフインデックスは、ゲノムカットオフインデックス
（被験体のゲノム発現プロファイリングのために）、プロテオミクスカットオフインデッ
クス（被験体のプロテオミクスプロファイリングのために）などであるとしてさらに特徴
付けることができる。
【００９８】
　「生体試料」は概して、被験体由来の体液または組織または器官のサンプルを意味する
。たとえば、生体試料は、体液、たとえば、血液、血清、血漿、リンパ液、尿または唾液
などでよい。組織または器官のサンプル、たとえば、非液体組織サンプルなどは、消化さ
れ、抽出され、またはさもなければ液状形態にすることができ－そのような組織または器
官の例には、培養細胞、血球、皮膚、肝臓、心臓、腎臓、すい臓、ランゲルハンス島、骨
髄、血液、血管、心臓弁、肺、腸、腸、脾臓、膀胱、ペニス、顔、手、骨、筋肉、脂肪、
角膜などが含まれる。複数の生体試料は任意の単一の時点に収集することができる。生体
試料または試料群は、同種移植の前、移植時、または移植後を含む任意の時点に被験体か
ら採取することができる。生体試料は、「核酸」、たとえば、「デオキシリボ核酸」（「
DNA」）または「リボ核酸」（「RNA」もしくは「mRNA」）、またはそれらの組合せなどを
単鎖か二本鎖形のいずれかで含むことができる。核酸はまた、「転写物」と称されうる。
【００９９】
　同種移植が拒絶されているかどうかを決定するために、被験体が同種移植を受ける前、
または同種移植を受けた後いつでも、ここに説明する方法を採用することができる。たと
えば、同種移植を受けた後の任意の時点で被験体から得られるサンプルは、表2または7に
リストされる1または1以上の核酸マーカーまたはプロテオミクスマーカーに関するレベル
の変化（増加または減少）の存在について評価しうる。場合によっては、サンプルは同種
移植を受けて1、2、3、4、5、6、7、8時間、またはそれよりも長い時間の後に、被験体か
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ら得ることができる。場合によっては、サンプルは、同種移植を受けて1またはそれより
も多くの日（例は、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、またはそれより
多くの日）の後に被験体から得ることができる。一部の例では、サンプルは同種移植を受
けた後2から7日まで（例は、5から7日まで）で得ることができ、そして表2または7にリス
トされる核酸マーカーまたはプロテオミクスマーカーの存在について評価することができ
る。
【０１００】
　「被験体」または「患者」という語は概して、ヒトおよび他の霊長類、コンパニオンア
ニマル（ペット）、動物園および家畜の動物を含む哺乳類および他の動物を意味し、制限
されないが、ネコ、イヌ、齧歯動物、ネズミ、マウス、ハムスター、ウサギ、ウマ、ウシ
、ヒツジ、ブタ、ヤギ、家禽、その他が含まれる。被験体は、同種移植片拒絶反応の予測
、評価または診断のために試験されるもの、または試験されたものを含む。被験体は、他
の方法、本明細書に記述される方法、または現在の臨床診療の方法などを用いて以前に評
価または診断されてもよく、または一般的な集団（コントロール被験体）の一部分として
選択されてもよい。
【０１０１】
　被験体におけるマーカーの倍率変化は、コントロールと比較して少なくとも0.1、0.2、
0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、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、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、
3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、5.0ま
たはそれよりも多くであってよく、またはそれらの間の任意の量でもあってよい。倍率変
化は、コントロール値と比較した減少または増加を表しうる。
1以上とは、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20
、21、22、23、24、またはそれ以上を含む。
【０１０２】
　「下方制御」または「下方制御される」は、互換的に使うことができ、たとえば、遺伝
子、核酸、代謝物質、転写物、タンパク質またはポリペプチドなどのマーカーのレベルの
減少を意味しうる。「上方制御」、あるいは、「上方制御される」は互換的に使うことが
でき、たとえば、遺伝子、核酸、代謝物質、転写物、タンパク質またはポリペプチドなど
のマーカーのレベルの増加を意味しうる。また、たとえば、シグナル伝達経路または代謝
経路などの経路は、上方制御または下方制御されうる。
【０１０３】
　一旦被験体が任意の方法（ゲノミクス、プロテオミクス、またはそれらの組合せ）によ
って、急性拒絶体として、または急性拒絶体になる危険があると同定されると、治療的処
置が、同種移植に対する被験体の免疫反応を変えるために履行されうる。被験体は、より
頻繁に臨床的値を追加的にモニタリングされるか、より一層感度の高いモニタリング方法
を使用されてもよい。その上、被験体には、被験体の免疫反応を減少させるか、または増
やすために、免疫抑制薬剤を投与することができる。たとえ、同種移植片拒絶反応を妨げ
るために被験体の免疫反応を抑える必要があるとしても、日和見性感染に対して保護する
ために免疫機能の適切なレベルも必要である。被験体に投与されうる種々の薬剤が既知で
ある。たとえば以下を参照：Goodman（グッドマン）とGilman（ギルマン)の、The Pharma
cological Basis of Therapeutics、11版。Ch 52、pp 1405-1431およびその中の引用；LL
 Brunton、JS Lazo（ラゾー）、KL Parker（パーカー）編。当業者に既知の医学生理学お
よび薬理学の一般原則を示す標準的な参考資料は、以下のものを含む。すなわち、Fauci
ほか、編、Harrison 's（ハリソンの）Principles Of Internal Medicine、第14版、McGr
aw-Hill Companies, Inc.（1998）である。他の予防的および治療上の戦略は医学文献に
おいて概説される－たとえば、Djamaliほか、2006. Clin J Am Soc Nephrol 1：623-630
参照。
【０１０４】
ゲノム核酸発現プロファイリング
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　被験体における急性同種移植片拒絶反応を診断する方法は、本発明によって提供される
ように、1）被験体由来の生体試料において少なくとも1または複数のマーカーの発現プロ
ファイルを決定する工程であって、該マーカーが、表2に示される群から選択される、工
程；2)少なくとも1または複数のマーカーの発現プロファイルを非拒絶体プロファイルと
比較する工程；および3)少なくとも1または複数のマーカーの発現レベルがコントロール
プロファイルと比較して上方制御（増加）されるか、または下方制御（減少）されるかど
うかを決定する工程を含み、ここで、少なくとも1または複数の該マーカーの上方制御ま
たは下方制御が、拒絶反応の状態を示す。
【０１０５】
　本発明はまた、被験体における腎臓同種移植片拒絶反応を予測し、評価し、または診断
する方法を提供し、当該方法は、本発明に示されるとおり、1)表2に示される群から選択
される少なくとも1または複数のマーカーの増加または減少を測定する工程；および2）被
験体の「拒絶反応の状態」を決定する工程を含み、ここで、被験体の「拒絶反応の状態」
の決定は、コントロールマーカー発現プロファイルに対する被験体のマーカー発現プロフ
ァイルの比較に基づく。
【０１０６】
　本明細書で用いられる「遺伝子発現データ」、「遺伝子発現プロファイル」、または「
マーカー発現プロファイル」という語句は、生物学的サンプルにおける遺伝子または遺伝
子群のセットの発現の相対的または絶対的なレベルに関する情報を意味している。遺伝子
の発現のレベルは、遺伝子によってコードされたmRNAなどのRNAのレベルに基づいて決定
されうる。あるいは、発現のレベルは、遺伝子によってコードされたポリペプチドまたは
その断片のレベルに基づいて決定されうる。
【０１０７】
　本明細書で用いられる「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、「核酸」、ま
たは「ヌクレオチドポリマー」は、当業者に容易に理解されるように、RNA、DNAまたはRN
AおよびDNAの両方、センス鎖およびアンチセンス鎖の両方を含む、核酸の合成または混合
されたポリマーを含むことができ、かつ化学的または生化学的に修飾されうるか、または
非天然の、または誘導体化されたヌクレオチド塩基を含みうる。そのような修飾には、た
とえば、類似体、ヌクレオチド間修飾、たとえば、非荷電連結（例えば、メチルホスホナ
ート、ホスホトリエステル、ホスホアミデート、カルバメート等）、荷電連結（例えば、
ホスホロチオアート、ホスホロジチオアート等）、ペンダント部分（例えば、ポリペプチ
ド）、および修飾された連結（例えば、アルファアノマーポリヌクレオチド等）を有する
一つ以上の天然に存在するヌクレオチドの標識、メチル化、置換が含まれる。また、水素
結合および他の化学的相互作用により指定された配列に結合するそれらの能力に関してポ
リヌクレオチドに似た合成分子が含まれる。
【０１０８】
　オリゴヌクレオチドは、可変的な長さの核酸を含み、それは特定の核酸の検出および/
または増幅のための、プローブ、プライマーとして、およびマイクロアレイの製造におい
て、役に立ちうる。オリゴヌクレオチドは、DNA、RNA、PNA、またはたとえば米国特許第5
,948,902号明細書に記載されるような他のポリヌクレオチド部分を含むことができる。そ
のようなDNAまたはRNAの鎖は、活性化されたモノマーの、不溶性の支持体と連結されうる
伸長鎖への連続した付加（5'から3'または3'から5'）によって合成されうる。多数の方法
が、以降の個々の使用のためのオリゴヌクレオチドの合成について、またはたとえばアレ
イ内の不溶性の支持体の一部として、当技術分野において公知である（Lashkari DA.ほか
、PNAS（1995）92（17）：7912-5；McGall G.ほか、PNAS（1996）93（24）：13555-60；A
lbert TJ.ほか、Nucleic Acid Res.（2003）31（7）：e35；Gao X.ほか、Biopolymers（2
004）73（5）：579-96；およびMoorcroft（モーアクロフト）MJ.ほか、Nucleic Acid Res
.(2005) 33（8)：e75、ならびにそれらにおける参考文献）。概して、オリゴヌクレオチ
ドは使われている方法に応じてさまざまな状況の下で、活性化および保護されたモノマー
の段階的添加を通して合成される。その後、特定の保護基は更なる伸長を可能にするため
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に除去することができ、その後および一旦合成が完了したならば、望ましければ、すべて
の保護基を除去し、オリゴヌクレオチドを、完全な鎖の精製のためにそれらの固体支持体
からを取り出してもよい。
【０１０９】
　「遺伝子」は、特定の機能的な産物をコードし、かつ翻訳されずかつ転写されない配列
をコード領域（コードに対して5’および3’）ならびにエクソンおよび／またはイントロ
ンの近くに含みうる特定の染色体の特定の位置にあるヌクレオチドの規則正しい配列であ
る。そのような非コード配列は、配列の転写および翻訳、または、たとえばイントロンの
スプライシングに必要とされる調節配列を含むことができ、あるいは関心対象の突然変異
が発生する以外の、まだそれらに帰属されていない何らかの機能を有する可能性がある。
遺伝子はまた、1以上のプロモーター、エンハンサー、転写因子結合部位、終結シグナル
または他の調節エレメントも含みうる。
【０１１０】
　「マイクロアレイ」、「アレイ」または「チップ」という用語は、規定の場所で基材の
表面に結合された、複数の規定された核酸プローブを意味している。基材は、固体基材で
ありうる。マイクロアレイは概して、当技術分野において、たとえば、米国特許第5,143,
854号〔Pirrung（ピラング）〕、Fodor（フォーダー）に対する5,424,186、5,445,934、5
,744,305、および5,800,992、ならびにWinkler（ウィンクラー）に対する5,677,195およ
び6,040,193、そして、フォーダーほか1991（Science、251：767-777）において記述され
ている。これら参照文献の各々はその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１１１】
　「ハイブリダイゼーション」は、一つ以上のポリヌクレオチドおよび/またはオリゴヌ
クレオチドが順序づけられた様式（配列特異的）で相互に作用して、水素結合によって安
定化される複合体を形成する反応 - 「ワトソン-クリック」塩基対合とも呼ばれる - を
含む。変形塩基対合はまた、非標準水素結合を通して起こることがあり、フーグスティー
ン塩基対合を含む。一部の熱力学的、イオン性またはpHの条件下で、特にリボ核酸の三重
らせんが起こる場合がある。これらおよび他の変形水素結合または塩基対合が当技術分野
において公知であり、たとえば、参照により本明細書に組み入れられるLehninger（レー
ニンジャー）-Principles of Biochemistry、第3版〔Nelson（ネルソン）およびCox（コ
ックス）、編、Worth Publishers（ワース・パブリッシャーズ）、ニューヨーク。〕に見
出すことができる。
【０１１２】
　ハイブリダイゼーション反応は、異なる「ストリンジェンシー」の条件下で実行するこ
とができる。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーは、任意の2つの核酸分
子がお互いにハイブリダイズする容易さまたは難しさを決定しうる。ストリンジェンシー
は、たとえば、ハイブリダイゼーションが起こる温度を上げることによって、ハイブリダ
イゼーションが起こるイオン（塩）濃度を減少させることによって、またはそれらの組合
せによって、増大させることができる。ストリンジェントな条件下では、互いに少なくと
も60%、65%、70%、75%またはそれ以上同一な核酸分子は、互いにハイブリダイズしたまま
残るが、同一性の割合が低い分子は通常はハイブリダイズしたまま残ることができない。
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例は、0.2×SSC、0.1%のSDSにおける
、50℃、55℃、60℃、65℃、またはその間の温度での一回以上の洗浄があとに続く、およ
そ44～45℃での6倍の塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム（SSC）におけるハイブリダイ
ゼーションである。
【０１１３】
　2つの核酸の間のハイブリダイゼーションは、逆平行構成で起こり得- これは「アニー
リング」と呼ばれる- 、対合した核酸は相補的と説明される。ハイブリダイゼーションが
鎖のうちの1本である第1のポリヌクレオチドと第2のポリヌクレオチドとの間で起こるこ
とが可能である場合、二本鎖ポリヌクレオチドは「相補的」でありうる。一般に認められ
た塩基対合則に従って、1つのポリヌクレオチドがもう一つと相補的である程度は相同性
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と呼ばれ、互いに水素結合すると予想される対向する鎖における塩基の割合に関して定量
化可能である。
【０１１４】
　概して、配列特異的ハイブリダイゼーションにはハイブリダイゼーションプローブが関
与し、それは定義された配列に特異的にハイブリダイズすることができる。そのようなプ
ローブはわずか1個または数個のヌクレオチドが異なっている配列を区別するように設計
することができ、このようにして、高度な特異性を提供する。検出および配列判別を連関
させる戦略は、「分子ビーコン」の使用であり、それによって、ハイブリダイゼーション
プローブ（分子ビーコン）は、3’および／または5’にレポーターおよびクエンチャー分
子、ならびに、介在配列にとっての適した結合標的の不在によりプローブがヘアピンルー
プを形成するように、3’および5’に相補的な配列をもつ。このヘアピンループは、密接
に接近するようリポーターおよびクェンチャーを保ち、蛍光放出を減らす、フルオロフォ
ア（リポーター）のクエンチングをもたらす。しかし、分子ビーコンが標的にハイブリダ
イズした場合、フルオロフォアおよびクェンチャーは十分に離れて、蛍光がフルオロフォ
アから発せられることを可能にする。
【０１１５】
　ハイブリダイゼーションで使われるプローブは、二本鎖DNA、一本鎖DNAおよびRNAオリ
ゴヌクレオチドおよびペプチド核酸を含むことができる。ハイブリダイゼーション条件お
よび特異的なプローブにハイブリダイズするマーカーを特定する方法は、当技術分野で記
述されている - 例えば、Brown（ブラウン）T.「Hybridization Analysis of DNA Blots 
」Current Protocols in Molecular Biology. FM Ausubel（オースベル）ほか、編、Wile
y & Sons（ワイリー・アンド・サン社）（2003）. doi： 10.1002/0471142727.mb0210s21
参照。本発明に使用するのに適したハイブリダイゼーションプローブは、約10～約400ヌ
クレオチド、あるいは約20～約200ヌクレオチド、または約30～約100ヌクレオチドの長さ
のオリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチドまたは修飾された核酸を含む。
【０１１６】
　特異的な配列は、プライマーまたはプローブを用いてハイブリダイゼーションを行い、
このハイブリダイゼーションをその後検出することにより確認されうる。
【０１１７】
　「プライマー」は、短いポリヌクレオチドを含み、通常、標的を用いたハイブリダイズ
によって関心対象のサンプル中に存在する標的または「テンプレート」と結合して、その
後標的と相補的なポリヌクレオチドの重合を進める、遊離3'-OH基を含む。「ポリメラー
ゼ連鎖反応」（「PCR」）は、「上流」および「下流」のプライマーからなる「プライマ
ーの対」または「プライマーのセット」、およびDNAポリメラーゼ、および典型的には熱
的に安定なポリメラーゼ酵素などの重合の触媒を使用して、標的ポリヌクレオチドからコ
ピーが複製される反応である。PCRのための方法は、当技術分野において周知であり、た
とえば、Beverly（ベヴァリー）SM. Enzymatic Amplification of RNA by PCR (RT-PCR) 
in Current Protocols in Molecular Biology〔分子生物学の現在のプロトコルのPCR（RT
-PCR）によるRNAの酵素の増幅〕。FMオースベルほか、編、ワイリー・アンド・サン社（2
003）。doi： 10.1002/0471142727.mb1505s56において教示されている。複製されたコピ
ーの合成は、標識またはタグ、たとえば、蛍光分子、ビオチンまたは放射性分子をもつヌ
クレオチドの組み込みを含むことができる。複製されたコピーはその後、従来の方法を用
いてこれらのタグによって検出することができる。
【０１１８】
　プライマーを、サザンまたはノーザンブロット分析などのハイブリダイゼーション反応
において、プローブとして使うこともできる〔たとえば、Sambrook、J.、Fritsh、E. F.
およびManiatis、T. Molecular Cloning（分子クローニング）：研究所マニュアル 第2版
、コールドスプリングハーバー研究所、コールドスプリングハーバー研究所プレス、コー
ルドスプリングハーバー、N.Y.、1989参照〕。
【０１１９】
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　本明細書で用いられる「プローブセット」（または時には「プライマーセット」）は、
サンプルにおいて核酸分子（核酸マーカー）の存在を検出するのに用いることができる一
群のオリゴヌクレオチドを意味し、検出は定量的または半定量的でありうる。検出は、た
とえば、PCRおよびRT-PCRにおけるような増幅を通して、またはマイクロアレイ上でのハ
イブリダイゼーションを通して、または一本鎖または二重鎖核酸の選択的な酵素分解に基
づくアッセイにおけるような選択的な破壊および保護を通して行われうる。プローブセッ
ト中のプローブは、一つ以上の蛍光性、放射性、または他の検出可能な部分（酵素を含む
）を用いて標識することができる。プローブが所望の遺伝子を選択的に検出するのに十分
に大きい限り、プローブは任意のサイズで良い - 一般に、約15から約25ヌクレオチドま
で、または約30ヌクレオチドまでのサイズ範囲が十分なサイズである。プローブセットは
、溶液中にあってよく、例えば、多重PCRに用いられるものである。あるいは、アレイま
たはマイクロアレイにおける場合のように、プローブセットは固体表面に付着することが
できる。プローブセットは全長遺伝子、全長遺伝子のスプライスバリアント、転写単位、
または遺伝子もしくは転写単位のフラグメントの発現レベルを検出することができる。プ
ローブセットはサンプルに存在する核酸マーカーを同定する。
【０１２０】
　本発明の一部の態様において、TncRNA、FKSG49、ZNF438、SFRS16、1558448_a_at、CAMK
K2、NFYC、NCOA3、LMAN2、PGS1、NEDD9、237442_at、FKSG49/LOC730444、LIMK2、UNB、NA
SP、PRO1073、240057_at、ITGAX、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HLA-G、RBMS1およびSL
C6A6のうちの一つ以上が包含される核酸マーカーのセットによって表される核酸の検出の
ためのプローブセットが提供される。そのようなプローブセットは、被験体の拒絶反応状
態を決定することに役立ちうる。プローブセットは、TncRNA、FKSG49、ZNF438、SFRS16、
1558448_a_at、CAMKK2、NFYC、NCOA3、LMAN2、PGS1、NEDD9、237442_at、FKSG49/LOC7304
44、LIMK2、UNB、NASP、PRO1073、240057_at、ITGAX、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HL
A-G、RBMS1およびSLC6A6のうちの一つ以上に対応する核酸配列の特異的増幅（例えば、PC
RまたはRT-PCR）用の、一つ以上のプライマー対を包含しうる。本発明の別の態様におい
て、プローブセットは、マイクロアレイの一部である。本発明の別の態様では、核酸マー
カーには、TncRNA、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG49
/LOC730444、JUNB、PRO1073およびITGAXの1または1以上が含まれる。マーカーはさらに以
降に詳細に説明する。
【０１２１】
　配列の区別および検出のための多数の他の方法が当技術分野において既知であることが
理解され、その一部はさらに詳細に以下で記述される。アレイ化したプライマー伸長ミニ
配列決定、タグマイクロアレイおよび配列特異的伸長などの反応をマイクロアレイ上で実
行できることも理解される。そのようなアレイベースの遺伝子型解析プラットホームの1
つは、マイクロスフェアベースのタグイット（tag-it）ハイスループットアレイである（
Bortolin S.ほか、2004、Clinical Chemistry 50：2028-36）。この方法は、PCRによって
ゲノムDNAを増幅し、その後広くタグを付けられたプライマーを用いた配列特異的プライ
マー伸長が続く。産物を次いで、タグイットアレイ上で選別し、Luminex（ルミネックス
）xMAPシステムを使用して検出する。
【０１２２】
　配列内のヌクレオチドの、任意の数字表示が特定の配列に関するものであることは、当
業者に理解される。また、同じ位置は、配列に番号付けする方法および選択される配列に
応じて異なる数字表示が割り当てられうる。さらに、挿入または欠失のような配列の変化
は、変異部位およびその周辺の特定のヌクレオチドの相対的な位置、次いで数字表示を変
更しうる。たとえば、アクセッション番号AC124566、AF211864、AI035495、AI326085、AK
089167、AK131133、AK155816、AK170432、BC042840およびBC057200によって表される配列
は、すべてヒトITGAXヌクレオチド配列を表すが、一部の配列の違い、およびそれらの間
の番号付けの違いを有しうる。もう一つの例として、アクセッション番号NP_115925、NP_
444509、P20702、NP_776169、NP_000878、NP_001706、NP_04223、AAA59180、AAA51620に
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よって表される配列は、すべてヒトITGAXポリペプチド配列を表すが、それらの間で、一
部の配列の違いおよび番号付けの違いを有しうる。他の核酸マーカーは変異体を示す場合
があり、以下に説明する。
【０１２３】
　関心対象の遺伝子の一つ以上の核酸配列が提供された場合、上記の遺伝子の任意のもの
を含む関心対象の任意の遺伝子の発現の特異的検出のためのプローブ、プライマーまたは
プローブセットの選定および/または設計は、関連する技術分野の当業者の能力の範囲内
である。さらに、いくつかのプローブ、プライマーまたはプローブセットのうちの任意の
もの、あるいは複数のプローブ、プライマーまたはプローブセットは、関心対象の遺伝子
を検出するのに用いられ、たとえば、アレイは単一の遺伝子転写物のために複数のプロー
ブを含むことができる - 本明細書に記載される本発明の局面は、例示されたいかなる特
定のプローブにも限定されない。
【０１２４】
　配列同一性または配列類似性は、DNASISの中で提供されるような、ヌクレオチド配列比
較プログラム（DNAもしくはRNA配列、またはその断片もしくは部分用）またはアミノ酸配
列比較プログラム（タンパク質、ポリペプチドもしくはペプチド配列、またはその断片も
しくは部分用）を使用して決定されうる（たとえば、しかし限定されるものではないが、
以下のパラメータを使用する：GAPペナルティ5、トップ斜線の数5、固定されたGAPペナル
ティ10、k-ダブル（tuple）2、フローティングギャップ10およびウィンドゥサイズ5）。
しかしながら、比較のための配列整列の他の方法は、当技術分野において周知である。た
とえば、Smith（スミス）およびWaterman（ウォーターマン）のアルゴリズム（1981、Adv
. Appl. Math. 2:482）、Needleman（ニードルマン）およびWunsch（ブンシュ）（J. Mol
. Biol. 48：443、1970）、Pearson（ピアソン）＆ Lipman（リップマン）（1988、Proc.
 Nat’l. Acad. Sci. USA 85：2444）、およびこれらのアルゴリズム（例は、GAP、BESTF
IT、FASTA、およびBLAST）のコンピューター化された実施、または手動の整列および目視
検査。
【０１２５】
　関心対象の核酸または遺伝子、ポリペプチドまたは配列が同定され、および配列（また
は遺伝子、ポリペプチド、配列、もしくは同様のもの）の部分または断片が提供された場
合、類似または実質的に類似である他の配列は、上記で説明したプログラムを使用して同
定されうる。たとえば、マイクロアレイまたはプローブ配列を構築する場合、マイクロア
レイ実験により「ヒット」（特定の場所でのプローブが、サンプル中の一つ以上の核酸と
ハイブリダイズする）が確認された場合に（マイクロアレイの製造者または生産者のいず
れかにより、または製造者により提供されるデータベース - たとえばHuman Genome U133
 Plus 2.0 Arrayの製造者であるAffymetrixのNetAffxデータベース - から）プローブの
配列が明らかになるような、配列および位置が公知である。配列供給源の同一性が提供さ
れない場合、それは一つ以上のデータベースの配列ベース検索においてプローブの配列を
用いて決定されうる。プロテオミクスアッセイ、たとえばiTRAQによって特定されるペプ
チドまたはペプチド断片に関して、このペプチドまたは断片の配列を、上述のアミノ酸配
列のデータベースに照合するために用いることができる。そのようなデータベースの例は
National Centre for Biotechnology Information（国立バイオテクノロジー情報センタ
ー）によって維持されるもの、あるいはSwiss Institute of Bioinformatics（スイスイ
ンスティチュート・オブ・バイオインフォマティクス）、Sanger Centre（サンガー・セ
ンター）、またはEuropean Bioinformatics Institute（欧州バイオインフォマティクス
研究所）、例えばInternational Protein Index (インターナショナル・プロテイン・イ
ンデックス、IPI)、によって維持されるものを含む。
【０１２６】
　タンパク質またはポリペプチド、核酸またはその断片または部分は、その配列が同じ系
統的種、属、科または目で見つかる他のものと区別することができる場合に、特異的に特
定されると考えることができる。そのような区別は、配列の比較によって特定することが
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できる。配列または配列群の比較は、BLASTアルゴリズムを使用して行われうる〔Altschu
l（アルチュール）ほか、1009. J. Mol. Biol 215：403-410〕。BLAST検索はクエリ配列
と特定の配列または配列群との、または配列のより大きなライブラリーまたはデータベー
ス（例えば、GenBankまたはGenPept）との比較を可能にし、そして100%の同一性を示す配
列だけでなく、より低い程度の同一性を有する配列も同定する。たとえば、複数のアイソ
フォーム（たとえば、別々の遺伝子、もしくは遺伝子由来核酸転写物の異なるスプライシ
ング、または翻訳後プロセシングのいずれかから生じる）を有するタンパク質に関し、1
つのアイソフォームに存在し、かつ一つ以上の他のアイソフォームには存在しないまたは
検出されない構造、配列またはモチーフの特異的な検出によって、アイソフォームが同じ
または異なる種に由来する他のアイソフォームから区別される場合、アイソフォームは特
異的に同定することができる。
【０１２７】
　本発明の方法へのアクセスは、たとえば、個々のマーカー試験を実施する臨床検査室ま
たは他の試験施設によってエンドユーザーに提供されうる - 生物学的サンプルが個々の
試験および分析が実施される施設に提供されて、予測方法が適用される；あるいは、開業
医が臨床検査室からのマーカー値を受け取って、現場での実行またはインターネットに基
づく実行を用いて本発明の予測方法にアクセスしうる。
【０１２８】
　たとえば、複数の中央値、標準誤差、標準偏差などの統計的パラメータの決定、ならび
に本明細書に記述する他の統計分析が公知であり、かつ当業者の技術の範囲内である。本
明細書に開示されるように、特定の係数、値または指数の使用は単に例示であり、本発明
の種々の局面の限定を束縛することを意図しない。
【０１２９】
　たとえば、マイクロアレイ実験、または複合的なRT-PCR実験から得られた遺伝子発現デ
ータの多数のものの解釈は、膨大な作業である場合があるが、体系的な特長に光を当てる
方法でデータを系統立てるように設計されたアルゴリズムおよび統計ツールを用いること
により、大いに容易化される。視覚化ツールも、たとえば、異なる発現を色の様々な強さ
および色相によって表すゆえに有用である〔Eisen（アイゼン）ほか、1998、Proc Natl A
cad Sci 95：14863-14868）。利用できるアルゴリズムおよび統計ツールは、アレイおよ
び結果として生じるデータセットの複雑さの増加、および処理速度の増加、コンピュータ
メモリの増加、およびこれらのコストの相対的減少とともに、高度化されてきている。
【０１３０】
　核酸またはタンパク質発現プロファイルの数学的および統計的な分析は、いくつかのも
の - 経路または生物システムの領域における同調的な調節を示す遺伝子グループの識別
、2つ以上の生物学的サンプル間の類似点および違いの識別、被験体における特定の事象
間またはプロセス間を区別する遺伝子発現プロファイルの特徴の特定など- を成し遂げう
る。これは、治療レジメンの有効性または治療レジメンにおける変更を評価すること、特
定の病状の進行をモニタリングまたは検出すること、2つの病状間、そうでなければ臨床
的に類似した（またはほとんど同一の）病状間を区別することなどを含みうる。
【０１３１】
　クラスタリング法が既知であり、マイクロアレイデータセット、たとえば、階層的クラ
スタリング、自己組織化マップ、k-平均法または確定的アニーリングに適用されている。
〔アイゼンほか、1998、Proc Natl Acad Sci USA 95：14863-14868；Tamayo（タマヨ）、
P.ほか1999. Proc Natl Acad Sci USA 96：2907-2912；Tavazoie、S.ほか1999. Nat Gene
t 22：281-285；Alon、U.ほか1999. Proc Natl Acad Sci USA 96：6745-6750）。そのよ
うな方法は、同調的な調節を示す、遺伝子発現プロファイルにおける遺伝子の群を特定す
るために役立つ可能性があり、また、その他の機能は不明な、同調的な調節を示す他の遺
伝子と同じ経路またはシステムに関与すると思われる新規な遺伝子の同定に役立つ可能性
もある。
【０１３２】
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　生物学的サンプルにおける核酸またはプロテオミクス発現のパターンは、その機能的な
状態および同一性の特徴的かつ理解しやすい分子像を提供することもできる。関連した遺
伝子発現パターンを有する2つの異なるサンプルはしたがって、互いに生物学的および機
能的に類似している可能性があり、逆に核酸またはプロテオミクス発現のパターンにおい
て有意な違いを示す2つのサンプルは、示された複雑な発現パターンによって区別されう
るだけでなく、例えば同種移植拒絶反応などの特定の病理学的状態または他の生理的状態
の指標である遺伝子産物または転写物の診断サブセットを示しうる。
【０１３３】
　マイクロアレイデータセットに対する複数の数学的および/または統計的分析法の適用
は、重要なマーカーの変動するサブセットを示す可能性があり、どの方法が「最良」また
は「より正確」であるかについて、不確実性がもたらされる。数学に関係なく、根底にあ
る生物学はデータセットにおいて同じものである。複数の数学的および/または統計的方
法をマイクロアレイデータセットに適用し、全体と比較して共通のマーカーについて各々
の統計的に有意なサブセットを評価することによって、不確実性は低下し、そして臨床的
に関連した中心的なマーカーグループが特定される。
【０１３４】
ゲノム発現プロファイリングマーカー
【０１３５】
　本発明は、急性腎臓同種移植拒絶を含む、同種移植拒絶の評価または診断に役立つ核酸
マーカーのコア（中心的な）グループを提供し、これは、表2に提示する核酸マーカーの1
または1以上を含み、そして、TncRNA、FKSG49、ZNF438、SFRS16、1558448_a_at、CAMKK2
、NFYC、NCOA3、LMAN2、PGS1、NEDD9、237442_at、FKSG49/LOC730444、LIMK2、UNB、NASP
、PRO1073、240057_at、ITGAX、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HLA-G、RBMS1およびSLC6
A6の1または1以上を含んでよい。
【０１３６】
　183のプローブセットを、検出し、定量化して、適用される3件の中程度（moderated）
のｔ検定のすべてで拒絶（AR）サンプルおよび非拒絶移植（NR）コントロールを比較して
、偽発見率（FDR）が1%以下を有し、統計的に有意な差別を示すことが見出され、そして
問題の遺伝子または転写物の増加/上方制御または減少/下方制御を示すことができる。こ
れらのプローブセットは特異的に検出し（ラベルのハイブリダイゼーションおよび検出に
よって）、および発現された核酸の発現レベルの定量化を可能にする。183の個別の発現
された転写物または核酸を示す183のこのセット（表2にリストされる）のうち、24のプロ
ーブセットのサブセット（表5）を検出し、定量化して、適用される3件の中程度のｔ検定
のすべてで非拒絶移植（NR）コントロールと比較してARサンプルでの統計的に有意な倍率
変化を示すことが見出され、問題の遺伝子または転写物の増加/上方制御または減少/下方
制御が示されうる。これらの24のプローブセットのうち、少なくとも18は、特定の遺伝子
（知られた、または知られるが記述されてない）遺伝子または転写物を検出する。図10は
、表2および5にリストされるプローブセットによって特定される一部分の核酸の核酸配列
情報を提供する。
【０１３７】
　一部の態様において、本発明は、急性腎臓同種移植拒絶を含む、同種移植拒絶の評価、
監視、予測または診断のための方法を提供し、それは、表2にリストされ、そして示され
た遺伝子記号によって言及される群より選ばれるマーカーまたはプローブセットの少なく
とも1以上の発現レベルを測定することを含む。これらのプローブセットは、遺伝子記号
によって参照される個々の、およびユニークな遺伝子または遺伝子フラグメントの発現レ
ベルに関係し、それを特異的に測定することができる。
【０１３８】
　表2または5で示される遺伝子またはマーカーは、同種移植拒絶プロセスでの生物学的役
割をもち、治療的な標的を表すことができる。
【０１３９】
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　別の態様において、本発明は、腎臓同種移植拒絶を含む急性同種移植拒絶の評価または
診断に役立つ一群の核酸マーカーを提供し、それは、TncRNA、FKSG49、ZNF438、SFRS16、
1558448_a_at、CAMKK2、NFYC、NCOA3、LMAN2、PGS1、NEDD9、237442_at、FKSG49/LOC7304
44、LIMK2、UNB、NASP、PRO1073、240057_at、ITGAX、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HL
A-G、RBMS1およびSLC6A6の1または1以上を含む。
【０１４０】
　別の態様において、本発明は、24のグループから選ばれるマーカーのサブセットを提供
し、それは急性腎臓同種移植拒絶を含む同種移植拒絶の評価、監視、予測または診断に有
用であることができ、それには、1または1以上のTncRNA、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at
、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG49/LOC730444、JUNB、PRO1073およびITGAXが含まれる
。
【０１４１】
　別の態様において、本発明は、24のグループから選ばれるマーカーのサブセットを提供
し、それは、急性腎臓同種移植拒絶を含む同種移植拒絶の評価、監視、予測または診断に
役立つことができ、それには、TncRNA、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at、CAMKK2、LMAN2
、237442_at、FKSG49/LOC730444、JUNB、PRO1073およびITGAX、ならびにSFRS16、NFYC、N
COA3、PGS1、NEDD9、LIMK2、NASP、240057_at、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HLA-G、R
BMS1およびSLC6A6の1または1以上が含まれる。1または1以上には、1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13またはそれより多くが含まれる。
【０１４２】
　実施例1～3の結果は、上記の態様-24の核酸分類子（classifer）セット（TncRNA、FKSG
49、ZNF438、1558448_a_at、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG49/LOC730444、JUNB、PRO1
073、ITGAX;SFRS16、NFYC、NCOA3、PGS1、NEDD9、LIMK2、NASP、240057_at、LOC730399/L
OC731974、FKBP1A、HLA-G、RBMS1およびSLC6A6）が、非拒絶の被験体から急性拒絶被験体
を見分けるのに役立つことを例示する。24のセットの1または1以上のどんな組合せでも、
非拒絶被験体から急性拒絶被験体を見分けるのに役立ちうる。11の核酸マーカー（TncRNA
、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG49/LOC730444、JUNB
、PRO1073およびITGAX）の交差している（intersecting）セットはまた、非拒絶被験体か
ら、急性拒絶被験体を見分けるのに役立ちうる。
【０１４３】
（表２）ARおよびNRの被験体の間でおよそ1.39から1.4倍の違い（またはより大きい）を
示す、差別的に発現されたプローブセット。標的配列は、コンセンサスの部分または原型
シーケンサー（exemplar sequencer）であり、それからプローブ配列が選ばれた〔Affyme
trix（商標）NetAffx（商標）Annotation database（アノテーションデータベース）Upda
te Release（アップデートリリース）25、2008年3月〕。コンセンサスまたは原型配列は
、GeneChip（ジーンチップ）U133 2.0プローブセットが測定する転写物を示すためにアレ
イの設計の時に用いる配列である。コンセンサス（共通）配列は、配列データを整列させ
、および組み合わせる、ベースコーリングアルゴリズム（base-calling algorithms）か
ら生じる。原型配列は各遺伝子のための代表的なcDNA配列である。
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　表6に示される代表的配列は、対応するプローブセットのための標的配列に言及する。
標的配列は、ARおよびNRの被験体サンプルで差動的に発現されることが見出される発現さ
れた核酸マーカーの一部分を含む。標的配列は全長遺伝子の配列、または発現された核酸
マーカーを、たとえば、適切なデータベースでのBLAST検索で、たとえばここに説明した
ようなものの使用によって得るのに用いられうる。
【０１４４】
　本発明のゲノミクスバイオマーカーに関係した生物学的経路
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【０１４５】
　大規模遺伝子発現分析法、たとえばマイクロアレイによって、相互作用（インタラクシ
ョン）（しばしば2以上の分離の程度を有する）をもつ遺伝子のグループが一緒に発現さ
れ、そして共通の調節エレメントをもつかもしれないことを示した。そのような協調的な
調節の他の例は、当技術分野で知られていて、例えば、イーストのジオーキシーのシフト
を参照（DiRisiほか、1997、Science 278：680-686；アイゼンほか、1998。Proc Natl Ac
ad Sci 95：14863-14868）。
【０１４６】
　末梢血液サンプルを用いたマイクロアレイ分析法は、移植片拒絶の間に誘い出される生
物学的プロセスを立証するのに用いられるかもしれず、BCARの核酸マーカーの識別はまた
、前の例でも示された。これらのマーカーは、高い交差検定特異性でサンプルを正しく分
類することが示された。拒絶の間、差動的に発現される遺伝子の生物学的機能（表2）は
、免疫シグナル伝達、細胞骨格再構築、およびアポトーシスに関連したプロセスの3つの
主要な生物学的カテゴリーを含み、そしてサイトカインで活性化されたJak-Stat経路、イ
ンターフェロンシグナリング、およびリンパ球活性化、増殖、走化性および付着性の関与
を強調する。
【０１４７】
　4つの哺乳類のJakファミリーキナーゼの上方制御が、拒絶する被験体において、ならび
にBCARを有する患者のSTAT3、STAT5およびSTAT6で同定された－Jakチロシンキナーゼ-Sta
t転写因子経路は免疫性細胞発生、増殖および機能に関与していることが知られている。
急性拒絶反応は古典的には細胞障害性Ｔ細胞によって媒介される事象のものとされている
かもしれないが、これらのデータは、Th2/STAT6プロセスもまた重要であることを証明す
る。インターフェロン（IFN）シグナリングに関与する遺伝子もBCARで上方制御され、イ
ンターフェロン誘導可能なグアニル酸結合タンパク質（GBP）、インターフェロン-反応因
子1（IRF1）およびSTAT1を含む。2つのMHCクラスＩ遺伝子、HLA-EおよびHLA-Gは、免疫調
節性機能をもつことが知られ、そしてAR被験体で増加する。
【０１４８】
　T細胞活性化および増殖はアクチンリモデリング（再建）に関係することが知られてい
る。MHC-ペプチド/TCR関与（engagement）に関して、アクチン細胞骨格は関与の部位で束
になり、そして免疫シナプスを形成するために必須であり、このバンドリング（束）は、
SLP-76、およびADAP、CDC42EP、ならびにアクチンバンドリングタンパク質LCP-2のような
構造タンパク質によって媒介されることが知られている。アクチン細胞骨格は、タリンお
よびパキシリンのようなタンパク質を通して、インテグリン受容体複合体に対してリンク
するように再建される。これらのタンパク質をコードする遺伝子は、AR被験体で上方制御
される。AVIL（Advillin、アドビリン）は、最も高く差動的に発現する遺伝子の1つであ
り、Ca2+調節されたアクチン結合タンパク質で、そしてアクチン調節タンパク質のゲルソ
リン/ビリンファミリーのメンバーであるとして知られるものをコードする。
【０１４９】
　アポトーシス細胞死は、このデータセットで検出される別の中心テーマであり、カスパ
ーゼ4、プレセニリン1、NACHTロイシンリッチ繰返し、およびPYD含有1（NLRP1）、および
腫瘍壊死因子受容体1（TNF-R1）によって表された。ANP32A（酸性核リン酸化タンパク質3
2ファミリー、メンバーa）は、高度に差動的に発現された核酸マーカーであり、そしてこ
の遺伝子はプロアポトーシスの機能をもつと知られているタンパク質をコードし、そして
このデータセットにおいて例示されるように、AR被験体での急性拒絶反応とリンクする。
AR被験体の末梢血液サンプルで検出されるアポトーシスのサインはこのように、T細胞活
性化（TNF-R1は、T細胞共受容体である）および器官から出てきた細胞の活性化によって
誘導された細胞死（AICD）の組合せを表しうる。興味深いことに、SIGLEC-9（シアル酸結
合Ig様レクチン9）は、最も高く差別的に発現された遺伝子の別のものであり、炎症の間
に上方制御され、そしてアポトーシスの誘導を通してT細胞および他の白血球を負に調節
することが知られる血中白血球上で発現される細胞接着分子をコードする。
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【０１５０】
　CAMKK2（カルシウム/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ2、ベータ）遺
伝子の産物は、セリン/スレオニンプロテインキナーゼファミリーに属するタンパク質を
コードし、そしてカルシウム媒介シグナリングで役割を果たす。6つの別個のアイソフォ
ームをコードする7つの転写物変異体が、この遺伝子に関して同定されている。CAMKK2ベ
ータは、遍在して発現され、そして転写因子NfkappaBの活性化を調節することが知られる
。追加的なスプライスバリアントが説明されているが、しかしそれらの全長の性質は決定
されていない。同定されたアイソフォームは自己リン酸化を経て、他のキナーゼもリン酸
化する。ヒトのCAMKK2のヌクレオチド配列は知られている（例は、GenBankアクセッショ
ン番号AB018081、CH473973）。
【０１５１】
　FKBP1A（FK506結合タンパク質1A、12kDa）遺伝子の産物は、イムノフィリンタンパク質
ファミリーのメンバーであるタンパク質をコードし、それはタンパク質折り畳みおよび輸
送に関係する免疫調節および基本的な細胞プロセスでの役割を果たす。ヒトのFKBP1Aのヌ
クレオチド配列は知られている（例は、AB241120、AB241121、AB241122、AF483488、AF48
3489、AI847849、AK002777、AK010693、AK019362、AK085599、AK141261、AK145400、AK14
5986、AK151047、AK154751、AK168333、AK169186、AK169242、AL928719、BC004671、BG07
4872、BY065108、CH466551、U65098、U65099、U65100、X60203）。
【０１５２】
　HLA-G（HLA-G組織適合抗原、クラスＩ、G）遺伝子の産物は、HLAクラスＩの重鎖パラロ
グに属し、重鎖および軽鎖からなるヘテロ二量体であるタンパク質をコードする。ヒトの
HLA-Gのヌクレオチド配列は知られている（例は、AB088083、AB103589）。
【０１５３】
　ITGAX（インテグリン、アルファX（補体成分3レセプター4サブユニット）遺伝子の産物
は、アルファ鎖およびベータ鎖から構成されるヘテロ二量体の内在性膜タンパク質をコー
ドする。ヒトのITGAXのヌクレオチド配列は知られている（例は、AC124566、AF211864、A
I035495、AI326085、AK089167、AK131133、AK155816、AK170432、BC042840、BC057200）
。
【０１５４】
　JUNB（jun Bプロトオンコジーン）遺伝子の産物はaをコードする。ヒトのJUNBのヌクレ
オチド配列は知られている（例は、BC053234、BX548032、EC268690）。
【０１５５】
　LIMK2（LIMドメインキナーゼ2）遺伝子の産物は、タンパク質のLIM-ドメイン含有ファ
ミリーに属するタンパク質をコードする。LIMK2は、アクチン細胞骨格の調節に関与して
いる。ヒトのLIMK2のヌクレオチド配列は知られている（例は、NC_000022.9 NT_011520.1
1）。
【０１５６】
　LMAN2（レクチン、マンノース結合2）遺伝子の産物は、小胞体およびゴルジ体でのシャ
ペロンタンパク質および膜貫通カーゴ受容体として機能することが知られている細胞内レ
クチンをコードする。ヒトのLMAN2のヌクレオチド配列は知られている（例は、X76392）
。
【０１５７】
　NASP（核自己抗原性精子タンパク質（ヒストン結合））遺伝子の産物は、分裂細胞の核
にヒストンを輸送することに関与するタンパク質をコードする。複数のアイソフォームが
、この遺伝子の転写物の変異体によってコードされる。ヒトのNASPのヌクレオチド配列は
知られている（例は、BC081913、CH474008）。
【０１５８】
　NCOA3〔核受容体コアクチベーター（活性化補助因子）3〕遺伝子の産物は、それらの転
写活性化因子の機能を増強するために核ホルモン受容体と相互作用する核受容体活性化補
助因子をコードする。ヒトNCOA3のヌクレオチド配列は知られている（例は、AF322224、B
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C088343、CH474005）。
【０１５９】
　NEDD9（神経前駆細胞発現性、発生的に下方制御9）遺伝子の産物は、細胞接着に関連し
たチロシンキナーゼベースのシグナリングのために中心的な調整役割を演ずるドッキング
タンパク質をコードする。ヒトのNEDD9のヌクレオチド配列は知られている（例は、AC167
669、AF009366、AK030985、AK033729、AK046357、AK054179、AK083374、BB458177、BC004
696、BC053713、CH466546、CT025639、D10919）。
【０１６０】
　NFYC（核転写因子Y、ガンマ）遺伝子の産物は、三量体複合体の1つのサブユニットをコ
ードし、いろいろな遺伝子でのプロモーター領域においてCCAATのモチーフに高い特異性
で結合する高度に保存された転写因子を形成する。ヒトのMFYCのヌクレオチド配列は知ら
れている（例は、BC045364、BC065645、BC155102、CR388024、CT027763）。
【０１６１】
　PGS1（ホスファチジルグリセロリン酸シンターゼ1）遺伝子の産物は、ホスファチジル
トランスフェラーゼであり、代謝経路に参加するタンパク質をコードする。ヒトのPGS1の
ヌクレオチド配列は知られている（例は、AC061992、AK024529、AK225030、AL359590、BC
008903、BC015570、BC025951、BC035662、BC108732、CH471099、CR594011、CR749720、DQ
892813、DQ896059）。
【０１６２】
　RBMS1（RNA結合モチーフ、単鎖相互作用性タンパク質1）遺伝子の産物は、一本鎖DNA/R
NAを結合するタンパク質の小さなファミリーのメンバーであるタンパク質をコードする。
ヒトのRBMS1のヌクレオチド配列は知られている（例は、AB009975）。
【０１６３】
　SFRS16〔スプライシング因子、アルギニン/セリンリッチ16〕遺伝子の産物は、たとえ
ばmRNAプロセシングまたはRNAスプライシング等のプロセスに参加する可能性のあるタン
パク質をコードする。ヒトのSFRS16のためのヌクレオチド配列は知られている（例は、AC
011489、AF042800、AF 042802、AF 042803、AF 042804、AF 042805、AF 042806、AF 0428
07、AF 042808、AF 042809、AF 042810、AK074590、AK094681、AL080189、AY358944、BC0
13178、BC080554、BC131496、CH471126、CR604154）。
【０１６４】
　SLC6A6〔溶質キャリヤーファミリー8（神経伝達物質輸送体、タウリン）メンバー6〕遺
伝子の産物は、アミノ酸輸送または神経伝達物質輸送での役割をもつ可能性のあるタンパ
ク質をコードする。ヒトのSLC6A6のヌクレオチド配列は知られている（例は、NC_006602
、NW_876271）。
【０１６５】
　TncRNA（栄養膜由来ncRNA）と名付けられた短い非コードRNAは、NEAT1の3プライムエン
ドから始まり、そして栄養膜でもっぱら発現される。TncRNAはCIITApIII活性の抑制を通
してマウスのMHCクラスII発現を抑えることが知られており、TP53（p53）の標的である可
能性があり、アポトーシスまたは細胞周期制御における関与が示唆される。ヒトのTncRNA
のヌクレオチド配列は知られている（例は、AF001892、AF001893、AF080092、AF508303、
AK027191、AP000769、AP000944、CR611820、CR618687、U60873）。
【０１６６】
　ZNF438（亜鉛フィンガータンパク質438）遺伝子の産物は、亜鉛フィンガーモチーフ含
有タンパク質のファミリーに属し、そして免疫グロブリンのDNA依存的な転写の調節での
役割を果たすことができるタンパク質をコードする。ヒトのZNF438のヌクレオチド配列は
知られている（例は、AF428258、AF440405、AK057323、AK131357、AK292730、AL359532、
AL591707、AL596113、AL833056、BC101622、BC104757、CH471072、DQ356011、DQ356012）
。
【０１６７】
　PRO1073（MALAT1、転移関連肺腺癌転写物1）遺伝子の産物は、細胞周期進行に関与しう
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るタンパク質をコードする。ヒトのPRO1073のヌクレオチド配列は知られている（例は、A
E017126、NP_875465）。
【０１６８】
　プローブセット1558448_a_atは、アフィメトリックス（Affymetrix（商標））NetAffx
（商標）アノテーション（Annotation）データベースにおいて注釈がついていないが、し
かし標的配列は、NCBI Blast（ブラスト）によれば、IMAGE（イメージ）クローン5215251
の一部である。IMAGEクローン5215251は特徴付けされていない。IMAGEクローン5215251の
ヌクレオチド配列は知られている（例は、GenBankアクセッション番号BC0324515.1）。
【０１６９】
　プローブセット208120_x_atはAffymetrixTM NetAffxTM Annotationデータベースで注釈
がついていないが、しかし、NCBI Blastによれば、標的配列は遺伝子FKSG63の一部である
。FKSG63は特徴づけられていない。FKSG63のヌクレオチド配列は知られている（例えば、
GenBankアクセッション番号AF338192）。
【０１７０】
　AffymetrixTM NetAffxTM Annotationデータベースで注釈がついていないプローブセッ
ト237442_isは、10番染色体上での配列を含み、遺伝子APBB1IP〔アミロイドベータ（A4）
前駆体タンパク質結合ファミリーBメンバー1相互作用性タンパク質〕の一部である可能性
がある核酸マーカーを同定する。APBB1IPのヌクレオチド配列は知られている（例えばGen
Bankアクセッション番号A160287.18）。
【０１７１】
　プローブセット240057_atはAffymetrixTM NetAffxTM Annotationデータベースで注釈が
ついておらず、そしてNCBI Blastによれば、ESTの一部である。ヒトのESTのヌクレオチド
配列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号AP000763.5）。
【０１７２】
　プローブセット217436_x_atは、AffymetrixTM NetAffxTM Annotationデータベースにお
いて「仮説上のタンパク質」をコードするとして注釈がついているが、NCBI Blastでホモ
サピエンスの主要組織適合遺伝子複合体、クラスＩ、G、mRNA（cDNAクローンIMAGE：4694
038）、部分的なcdsの一部分であると見出された。ヒトHLA-I、Gのヌクレオチド配列は知
られている（例えばGenBankアクセッション番号BC020891.1）。
【０１７３】
　FKSG49は、AffymetrixTM NetAffxTM Annotationデータベースで注釈がついていない。
ヒトのFKSG49のヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号AC1
13404.3）。
【０１７４】
　FKSG49、FKSG49/LOC730444、および1558448_a_atの具体的な生物学的役割は未知である
が、ARサンプルでのそれらの同定および上方制御は急性拒絶反応の核酸マーカーとしての
それらの適合性を示している。
【０１７５】
　同種移植拒絶反応の診断のためのプロテオミクスプロファイリング
【０１７６】
　プロテオミクスプロファイリングはまた、同種移植拒絶を診断するために使うことがで
きる。プロテオミクスプロファイリングは、単独で、またはゲノミクス発現プロファイリ
ングまたは代謝物質プロファイリングと組み合わせて使うことができる。
【０１７７】
　一部の態様において、本発明は、被験体における、急性腎臓同種移植拒絶を含む同種移
植拒絶の評価または診断の方法を提供し、それには、1)被験体からの生体試料において1
または1以上のプロテオミクスマーカーの発現プロファイルを決定する段階であり、プロ
テオミクスマーカーは、TTN、KNG1、LBP、VASN、ARNTL2、AFM、MSTP9、MST1、PI16、SERP
INA5、CFD、USH1C、C2、MBL2、SERPINA10、C9、LCAT、B2M、SHBG、C1S、UBR4とF9によっ
てコードされるポリペプチドを包含するグループから選ばれる、段階；2)1または1以上（
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複数）のプロテオミクスマーカーの発現プロファイルを非拒絶体プロファイルと比較する
段階；および3)1または複数のプロテオミクスマーカーの発現レベルがコントロールプロ
ファイルと比較して増加しているか、または減少しているかどうか決定する段階を含み、
そこで、1または複数のプロテオミクスマーカーの増加または減少は急性の拒絶の状態を
示す。これらのマーカーはさらに、以降に詳細に説明する。
【０１７８】
　本発明はまた、本発明によって提供されるように、被験体において、急性腎臓同種移植
拒絶を含む、同種移植拒絶を評価または診断する方法を提供し、それには、1) TTN、KNG1
、LBP、VASN、ARNTL2、AFM、MSTP9、MST1、PI16、SERPINA5、CFD、USH1C、C2、MBL2、SER
PINA10、C9、LCAT、B2M、SHBG、C1S、UBR4、およびF9によってコードされるポリペプチド
を包含するグループから選ばれる1または複数のプロテオミクスマーカーの増加または減
少を測定すること；および2)被験体の「拒絶の状態」を定めることを含み、そこでは、被
験体の「拒絶の状態」の決定は、コントロールプロテオミクスマーカー発現プロファイル
に対する被験体のプロテオミクスマーカー発現プロファイルの比較に基づく。
【０１７９】
　本発明の一部の態様では、1または複数のプロテオミクスマーカーは、KNG1、AFM、TTN
、MSTP9/MST1、PI16、C2、MBL2、SERPINA10およびUBR4である。
【０１８０】
　タンパク質同定と定量のための無数の方法が現在利用でき、たとえば、グリコペプチド
捕獲〔Zhang（チャン）ほか、2005。Mol Cell Proteomics 4：144-155〕、多次元的なタ
ンパク質識別技術（Mud-PIT）Washburn（ウォッシュバーン）ほか、2001 Nature Biotech
nology（19：242-247）、そして表面強化されたレーザー脱着イオン化（SELDI-TOF）〔Hu
tches（ハッチズ）ほか、1993。Rapid Commun Mass Spec 7：576-580〕である。加えて、
複数のタンパク質サンプルの定量化を可能にするいくつかの同位元素の標識化（ラベルを
つける）方法、例えば相対的および絶対的なタンパク質定量化のための同重体（等圧）の
タグ（iTRAQ）〔Ross（ロス）ほか、2004、Mol Cell Proteomics 3：1154-1169〕；同位
元素コード化されたアフィニティタグ（ICAT）〔Gygi（ギジ）ほか、1999、Nature Biote
chnology 17：994-999〕、同位元素コード化されたタンパク質標識化（ICPL）〔Schmidt
（シュミット）ほか、2004。Proteomics（プロテオミクス）5：4-15〕、そしてN末端同位
元素タグ付け（NIT）（Fedjaevほか、2007、Rapid Commun Mass Spectrom 21：2671-2679
；Namほか、2005。J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 826：91-107）等
は、それらの高い処理量性能、バイオマーカースクリーニング/同定研究に特に役立つ特
色に適する様式を提供する。
【０１８１】
　多重の（multiplexed）iTRAQ方法論は、同種移植レシピエントでプラズマプロテオミク
スマーカーの同定のために使用された。iTRAQは、Ross（ロス）ら、2004（Mol Cell Prot
eomics 3：1154-1169）によって初めて記述された。手短に言うと、被験体血しょうサン
プル（コントロールと同種移植レシピエント）は、14の最も大量のタンパク質について枯
渇させ、iTRAQ-MALDI-TOF/TOFによって量的に分析し、少なくとも1つのBCAR陽性およびBC
AR陰性のサンプルでの460のタンパク質グループコードが同定された。144のタンパク質グ
ループコードは、11のBCAR陽性サンプルの中から少なくとも8つにおいて、および21のコ
ントロールの少なくとも14において検出された。表7は、18の有意なタンパク質グループ
のコードが特定されたことを示す。
【０１８２】
　このようにして、単一の候補バイオマーカーはARおよびNRの被験体を明確に区別しえな
いが、一緒に、KNG1、AFM、TTN、MSTP9/MST1、PI16、C2、MBL2、SERPINA10およびUBR4を
含むプロテオミクスマーカーのセットは、満足な分類（63%の感度と86%の特異性）を成し
遂げた。以下に、および加えた例において説明するように、タンパク質グループのコード
のメンバーとして特定されたプロテオミクスマーカーのアイソフォームのアミノ酸配列は
知られており、そしてここに記載するアクセッション番号によって特異的に特定されうる
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（GenBank、GenPept、IPIまたは同様の他のもの）。
【０１８３】
　iTRAQが、ペプチドを検出するのに用いられる1つの例示的な方法である一方、ここに記
述する他の方法、たとえばELISAのような免疫学的ベースの方法が役に立つ場合もある。
あるいは、特異抗体を、一つ以上のタンパク質、アイソフォーム、前駆体、ポリペプチド
、ペプチド、それらの一部またはその断片(フラグメント)に対して作成し、これら特異抗
体を、サンプルで一つ以上のプロテオミクスマーカーの存在を見つけるのに用いうる。適
切なペプチドを選び、抗血清の生産のために動物（例えばマウス、ウサギまたはその他の
もの）を免疫化し、モノクローナル抗体の生産のためにハイブリドーマを生産しスクリー
ニングする方法は、この技術で知られており、本明細書において開示する参考文献に記載
されている。
【０１８４】
　プロテオミクス発現プロファイリングマーカー（「プロテオミクスマーカー」）
【０１８５】
　1またはそれより多くの前駆体、スプライスバリアント、アイソフォームは単一の遺伝
子によってコードされうる。遺伝子、ならびにコードされるアイソフォーム、前駆体およ
びバリアントの例は、それぞれのProtein Group Code（PGC）の下で、表7に提供する。
【０１８６】
　TTNによってコードされるポリペプチド（タイチン、コネクチン、TMD、CMH9、CMD1G、C
MPD4、EOMFC、HMERF、LGMD2J、FLJ26020、FLJ26409、FLJ32040、FLJ34413、FLJ39564、FL
J43066、DKFZp451N061）は、心臓および骨格筋の領域で発現される筋タンパク質である。
TTNをコードするヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号AC
009948.3、AF321609.2、NM_133437.2、NM_133432.2、NM_003319.3、NM_133378.3、NM1333
79.2）。TTNのためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号NP
_597676.2、NP_596870.2、NP_597681.2NP_003310.3、NP_596869.3、Q4ZG20、Q8WZ50、Q6Z
P81、Q8WZ42.2）。
【０１８７】
　KNG1によってコードされるポリペプチド（キニノゲン1、BDK）は、血しょうカリクレイ
ンのアセンブリーで役割をもつ可能性があり、そして選択的スプライシングによって生成
する高いおよび低い分子量のアイソフォームをもつ。KNG1をコードするヌクレオチド配列
は知られている（例えばGenBankアクセッション番号NM_000893.2、NM001102416.1、AC109
780.7、AI133186.1、BC060039.1）。KNG1のためのアミノ酸配列は知られている（例はGen
Peptアクセッション番号NP_000884.1、NP_001095886.1、AAH600396.1、P01042.2、Q05CF8
）。
【０１８８】
　LBPにコードされるポリペプチド（リポ多糖類結合タンパク質）は、細菌感染に対する
急性相免疫学的反応で役割を担う可能性がある。LBPをコードするヌクレオチド配列は知
られている（例は、GenBankアクセッション番号NM_004139.2、AF013512.1、AF106067/1、
M35533.1、DQ891394.2）。LBPのためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアク
セッション番号NP_004130.2、AAC39547.1、AAD21962.1、AAA59493.1、ABM85360.1、P1842
8.3、Q8TCF0）。
【０１８９】
　VASNによってコードされるポリペプチド〔vasorin（バソリン）〕は、脈管平滑筋細胞
で見出されるTGFベータ結合タンパク質である。VASNをコードするヌクレオチド配列は知
られている（例えばGenBankアクセッション番号NM_138440.2、CH471112.2、AY166584.1）
。VASNのためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号NP_6124
49.2、EAW85311.1、Q6EMK4.1、AAO27704.1）。
【０１９０】
　ARNTL2によってコードされるポリペプチド（アリール炭化水素受容体核トランスロケー
ター様2、BMAL2、MOP9）は転写因子の基本的なヘリックス・ループ・ヘリックスファミリ
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ーのメンバーであり、それは概日リズムを含む種々の生理学的プロセスでの役割をもつ可
能性がある。ARNTL2をコードするヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBankアク
セッション番号NM_020183.3、AC068794.25、AB03992.1）。ARNTL2のためのアミノ酸配列
は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号NP_064568.3、Q8WYA1.2、BAB01485.4
）。
【０１９１】
　AFM〔afamin（アファミン）、ALB2、ALBA、ALF、MGC125338、MGC125339、AFM〕によっ
てコードされるポリペプチドは、アルブミン遺伝子ファミリーの血清輸送タンパク質であ
る。AFMをコードするヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBankアクセッション番
号NM_001133.2、AC108157.3、AK290556.1）。AFMのためのアミノ酸配列は知られている（
例えばGenPeptアクセッション番号NP_001124.1、BAF83245.1、P43652.1、Q4W5C5）。
【０１９２】
　MSTP9によってコードされるポリペプチドは、推定上の大食細胞刺激タンパク質（脳レ
スキュー因子1）、および肝細胞増殖因子様タンパク質の相同体である。MSTP9をコード化
するヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号AF083416.1、A
F116647.1、AY192149.1、U28055.1）。MSTP9のためのアミノ酸配列は知られている（例え
ばGenPeptアクセッション番号Q2TV78.2、AAP20103.12、AAC35412.1）。
【０１９３】
　MST1によってコードされるポリペプチド（大食細胞刺激性1、MSP、HGFL、NF15S2、D3F1
5S2）は、炎症性腸疾患での役割をもつ可能性がある。MST1をコードするヌクレオチド配
列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号NM020998.3、AC099668.2、AK22289
3.1、M74178.1）。MST1のためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッシ
ョン番号NP_066278.3、P26928.2、Q13208、Q49A61、Q53GN8、BAD96613.1、AAA50165.1）
。
【０１９４】
　PI16によってコードされるポリペプチド（ペプチダーゼインヒビター16、PSPBP、CRISP
9、MSMBBP、MGC45378、DKFZp586B1817）は、前立腺の分泌タンパク質と相互作用しうる血
液タンパク質である。PI16をコードするヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBan
kアクセッション番号NM_153370.2、AL122034.29、AK075470.1、AK124589.1、AK302193.1
、AK312785.1、BC022399.1）。PI16のためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPep
tアクセッション番号NP_699201.2、Q6UXB8.1、BAC11640.1、BAG35648.1、AAH22399.2）。
【０１９５】
　SERPINA5によってコードされるポリペプチド（セルピンペプチダーゼインヒビター、ク
レイドAメンバー5、PAI3、PCI、PROCI、プロテインCインヒビター）は、活性化プロテイ
ンCの血しょうタンパク質インヒビターである。SERPINA5をコードするヌクレオチド配列
は知られている（例えばGenBankアクセッション番号NM_000624.4、AF361796.1、AK096131
.1、BC018915.2、U35464.1）。SERPINA5のためのアミノ酸配列は知られている（例えばGe
nPeptアクセッション番号NP_000615.3、P05154.2AAB60386.1、AAH08915.1、BAG53218.1）
。
【０１９６】
　CFDによってコードされるポリペプチド（補体因子D、アジプシン）は、ペプチダーゼの
トリプシン因子のメンバーである。CFDをコードしているヌクレオチド配列は知られてい
る（例えばGenBankアクセッション番号NM_001928.2、AC112706.2,AJ313463.1、BC034529.
1、BC057807.1、M84526.1）。CFDのためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPept
アクセッション番号NP_001919.2、P00746.5、Q6FHW3、AAA35527.1、AAH570807.1、CAC483
04.1）。
【０１９７】
　USH1Cによってコードされるポリペプチドは、アッシャータンパク質複合体のアセンブ
リーで機能する足場（スカフォールド）タンパク質である。USH1Cをコードしているヌク
レオチド配列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号NM_005709.3、NM_15367
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6.3、kAC124799.5、AB006955.1、AF039699.1、AK000936.1、BK000147.1）。USH1Cのため
のアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号NP_005700.2、NP_710
142.1,AAC18049.1、BAG62565.1、DAA00086.1、Q7RTU8、Q9H758、Q9Y6N9.3）。
【０１９８】
　C2によってコードされるポリペプチド（補体成分2、CO2、DKFZp779M0311）は、古典的
な補体経路での役割をもつ血清グリコプロテインである。C2をコードしているヌクレオチ
ド配列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号NM_000063.4、NM_001145903.1
、AF019413.1、AK096258.1、BC029781.1、BX537504.1、M26301.1、X04481.1）。C2のため
のアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号NP_000054.2、NP_001
139375.1、AAA35604.1、CAA28169.1、CAD97767.1）。
【０１９９】
　MBL2によってコードされるポリペプチド（マンノース結合性レクチン2、MBL、MBP、MBP
1、COLEC1、HSMBPC、MGC116832、MGC116833）は、血清で見出される可溶性マンノース結
合性レクチンである。MBL2をコードしているヌクレオチド配列は知られている（例えばGe
nBankアクセッション番号NM_000242.2、AB025350.1、AF360991.1、BC096181.2）。MBL2の
ためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号NP_000233.1、BA
B17020.1、AAK52907.1、AAH96182.3、P11226.2、Q5SQS3、Q9HCS8）。
【０２００】
　SERPINA10によってコードされるポリペプチド（セルピンペプチダーゼインヒビターク
レイドAメンバー（ember）10、ZPI、PDI）は、活性化された凝固因子XおよびXIを抑制す
るセルピンである。SERPINA10をコードしているヌクレオチド配列は知られている（例え
ばGenBankアクセッション番号NM_001100607.1、NM_016186.2、CH471061.1、AF181467.1、
BC022261.1、CR606434.1）。SERPINA10のためのアミノ酸配列は知られている（例えばGen
Peptアクセッション番号NP_001094077.1、NP_057270.1、EAW81564.1、AAD53962.1、CAD62
339.1、Q9UK55.1）。
【０２０１】
　LCATによってコードされるポリペプチド（レシチン-コレステロールアセチルトランス
フェラーゼ）は、細胞外コレステロールエステル化酵素であり、コレステロール輸送に影
響を及ぼす。LCATをコードしているヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBankア
クセッション番号NM_000229.1、AC040162.5、BC014781.1、X06537.1）。LCATのためのア
ミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号NP_000299.1、P04180.1、
Q53XQ3、Q9Y5N3、AAH14781.1、CAB56610.1）。
【０２０２】
　B2Mによってコードされるポリペプチド（β-2-ミクログロブリン）は、大部分の有核細
胞の表面上で主要組織適合遺伝子複合体（MHC）クラス1重鎖に関連して見出される血清タ
ンパク質である。B2Mをコードしているヌクレオチド配列は知られている（例えばGenBank
アクセッション番号NM_004048、BU658737.1、BC032589.1とAI686916.1）。B2Mのためのア
ミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号P61769、AAA51811、CAA23
830）。
【０２０３】
　SHBGによってコードされるポリペプチド（性ホルモン結合グロブリン、アンドロゲン-
結合タンパク質、ABP、テストステロン結合性β-グロブリン、TEBG）は、性ステロイドを
結合する血しょうグリコプロテインである。SHBGをコードしているヌクレオチド配列は知
られている（例えばGenBankアクセッション番号AK302603.1、NM_001040.2）。SHBGのため
のアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番号P04728.2、CAA34400.
1、NP001031.2）。
【０２０４】
　C1Sによってコードされるポリペプチド（補体成分1、Sサブコンポーネント）は、セリ
ンプロテアーゼおよびヒトの補体C1の成分である。C1Sをコードしているヌクレオチド配
列は知られている（例えばGenBankアクセッション番号NM_001734.3、NM_201442.2、AB009
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076.1、AK025309.1、J04080.1、M18767.1）。C1Sのためのアミノ酸配列は知られている（
例えばGenPeptアクセッション番号NP_001725.1、NP_958850.1、BAA86864.1、AAA51852.1
、AAA51853.1）。
【０２０５】
　UBR4によってコードされるポリペプチド〔ユビキチンタンパク質リガーゼD3成分n-reco
gnin（リコグニン）4、p600；ZUBR1；RBAF600；FLJ41863；KIAA0462；KIAA1307；RP5-112
6H10.1〕は、若干の腫瘍ウイルスと関係した足場非依存性（anchorage-independent）増
殖の調節での役割をもちうる。UBR4をコードするヌクレオチド配列は知られている（例え
ばGenBankアクセッション番号NM_020765.2、AL137127.7、AA748129.1、AB007931.1、BC09
6758.1）。UBR4のためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション番
号NP_065816.2、CAI19268.1、BAA32307.1、AAH96758.1、Q5T4S7.1、Q6ZUC7、Q96HY5）。
【０２０６】
　F9にコードされるポリペプチド（凝固第XI因子）は、活性チモーゲンとして血液で見出
されるビタミンK依存的な凝固因子である。F9をコードするヌクレオチド配列は知られて
いる（例えばGenBankアクセッション番号NM_000133.3、A01819.1、AB186358.1、A13997.1
、M11390.1）。F9のためのアミノ酸配列は知られている（例えばGenPeptアクセッション
番号NP_1000124.1、CAA00205.1、BAD89383.1、P00740.2、Q14316、CAA01140.1、AAA52023
.1）。
【０２０７】
　表7およびその中で提供されるIPIアクセッション番号はさらに、示されたタンパク質グ
ループコードのメンバーの特定のアイソフォームのアミノ酸配列情報を得ることができる
データベースの記録を示す。
【０２０８】
　発現データの大きな量の解釈は、たとえば、iTRAQタンパク質またはプロテオミクス実
験から得られるが、組織的特徴をハイライトするようにデータを編成するように設計され
たアルゴリズムと統計ツールを用いることにより大いに容易にされる。視覚化ツールも、
たとえば、色の様々な強さと色によって区別的な発現を意味するために価値がある。利用
可能なアルゴリズムと統計ツールは、アレイと結果として生じるデータセットの複雑さの
増加と共に、また、処理の速度、コンピュータメモリの増加、およびそれらのコストの相
対的な減少を伴って、洗練されてきている。
【０２０９】
　タンパク質またはポリペプチド発現プロファイルの数学的および統計分析は、いくつか
のものを成し遂げうる－それらは、経路または生体系のドメインで協調的な調節を示す遺
伝子のグループの識別、2つ以上の生体試料との類似点と違いの識別、被験体における特
定のイベントまたはプロセスを区別する遺伝子発現プロファイルの特徴の識別などである
。これには、治療法または治療法における変更の有効性を評価すること、特定の病態の発
症をモニターまたは検出すること、2つの臨床的に類似した（またはほとんど同一の）病
態間を区別することなどが含まれうる。
【０２１０】
　そのような抗体、ならびに「チップ」またはアレイ上でのそれらの包含と同様に、また
はアッセイにおいて、そのような抗体を選び、製造するための方法とそのようなチップ、
アレイまたはアッセイを用いる方法はここに参照され、または言及される。
【０２１１】
　他の態様
【０２１２】
　核酸プロファイリングはまた、代謝物質（「メタボロミクス」）またはプロテオミクス
プロファイリングとの組合せで使われうる。被験体のゲノムでの軽微な変化、例えば、単
一のヌクレオチド変化もしくは多形、またはゲノムの発現（例えば示差的遺伝子発現）は
、被験体の小分子代謝物質プロファイルにおいて急速な反応を招く場合がある。小分子代
謝物質は、環境変化に迅速に反応し、有意な代謝物質変化が秒から分までの環境変化内で
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明白になりうるが、対照的に、タンパク質または遺伝子の発現の変化は、明白になるため
に、数時間あるいは数日かかりうる。臨床学的変数のリストは、たとえば、コレステロー
ル、ホモシステイン、ブドウ糖、尿酸、マロンジアルデヒドおよびケトン体を含む。小分
子代謝物質の他の非限定的な例は表3にリストされる。
【０２１３】
（表３）被験体集団から得られた血清サンプルのNMRスペクトルで同定および定量化され
た代謝物質

【０２１４】
　種々技術と方法を、被験体の代謝物質プロファイルを得るために使うことができる。試
料調製の詳細は、用いる方法によって、また、関心対象の代謝物質について、異なりうる
－たとえば、脂質、脂肪酸および他の一般に十分に水溶性でない分子の代謝物質プロファ
イルを得ることは、残渣の有機溶剤での抽出ならびに／または乾燥および再可溶化の一つ
以上のステップを含むかもしれないが、サンプルにおけるアミノ酸および小さくて通常は
水溶性である分子の代謝物質プロファイルを得ることは、2～10kDaの低分子量カットオフ
でサンプルのろ過を含みうる。マーカーを検出および/または定量化するいくつかの例示
的な方法がここに示される一方、他は当業者に知られていて、この出願で記述される方法
と用途ですぐに使用可能である。
【０２１５】
　被験体の代謝物質プロファイルを得るのに用いられうる（単独に又は組合わせでどちら
でも）技術と方法のいくつかの例は、核磁気共鳴（NMR）、ガスクロマトグラフィー（GC
）、質量分析と組み合わせたガスクロマトグラフィー（GC-MS）、質量分析、フーリエ変
換MS（FT-MS）、高速液体クロマトグラフィーまたはその種の他のものを含むが、これに
限定されるものではない。たとえば、試料調製のための例示的な方法と代謝物質プロファ
イルを得るための技術はHuman Metabolome Projectのウェブサイトで見つけることができ
る〔Wishart（ウィシャート）DSほか、2007。Nucleic Acids Research 35：D521-6〕。
【０２１６】
　当業者に知られている代謝物質プロファイリングに役立つそのような方法の一般原則を
述べている標準的な参照文献は、たとえば、Handbook of Pharmaceutical Biotechnology
、〔SC Gad（ガド）編〕John Wiley & Sons, Inc.（ジョン・ワイリー社）、Hoboken（ホ
ーボーケ）、NJ、(2007)、Chromatographic Methods in Clinical Chemistry and Toxico
logy〔R BertholfとR. Winecker（編）〕ジョン・ワイリー社、ホーボーケ、NJ、(2007)
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、H. Friebolinによる、Basic One- and Two-Dimensional NMR Spectroscopy、ワイリー-
VCH第4版（2005）を含む。
【０２１７】
　本発明の方法へのアクセスは、たとえば個々のマーカーテストを実行している臨床検査
室または他のテスト施設によってエンドユーザーに提供されうる－生体試料は個々のテス
トと分析が実行される施設に提供され、そして予測的方法が適用される；あるいは、医学
的業務者が臨床検査室からマーカー値を受け取り、ローカルな履行またはインターネット
ベースの履行を用いて本発明の予測的方法にアクセスすることができる。
【０２１８】
　キット
【０２１９】
　本発明はまた、被験体の拒絶の状態を評価または診断するためのキットを提供する。キ
ットは、TncRNA、FKSG49、ZNF438、SFRS16、1558448_a_at、CAMKK2、NFYC、NCOA3、LMAN2
、PGS1、NEDD9、237442_at、FKSG49/LOC730444、LIMK2、UNB、NASP、PRO1073、240057_at
、ITGAX、LOC730399/LOC731974、FKBP1A、HLA-G、RBMS1とSLC6A6が包含されるグループか
ら選ばれる1以上の核酸マーカーの特異的で定量的な検出のために試薬を、そのような試
薬の使用および結果として生じるデータを分析する方法のための指示とともに含むことが
できる。一部の態様において、核酸マーカーは、TncRNA、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at
、CAMKK2、LMAN2、237442_at、FKSG49/LOC730444、JUNB、PRO1073とITGAXである。キット
は、被験体の拒絶の状態を予測または診断するために、単独で使うことができ、あるいは
それは、臨床学的変数を測定する他の方法または適切であると考えられうる他のアッセイ
と併せて使うことができる。キットは、たとえば、マーカーに選択的にハイブリダイズす
ることができる標識化オリゴヌクレオチドを含むことができる。キットは、たとえば、マ
ーカーの領域を増幅するために（例は、PCRによって）使用可能なオリゴヌクレオチドを
更に含むことができる。非拒絶カットオフインデックスを被験体の拒絶の状態の予測また
は診断に提供するために、キット結果を他のアッセイのものと結合するのに役に立つ指示
または他の情報を提供することもできる。
【０２２０】
　本発明はまた核酸アレイを提供する。アレイは二次元アレイであってよく、少なくとも
10の異なる核酸分子（例えば、少なくとも20、少なくとも30、少なくとも50、少なくとも
100、または少なくとも200の異なる核酸分子）を含むことができる。各核酸分子は、ハイ
ブリダイゼーションによって核酸マーカーを特異的に識別するのに十分な任意の長さをも
つことができる。たとえば、各核酸分子は、長さで10～250ヌクレオチドの間（例えば、1
2～200、14～175、15～150、16～125、18～100、20～75、または25～50ヌクレオチドの間
、またはその間の任意の量）でありうる。たとえば、ここに提供するアレイの核酸分子は
、表2で提示される核酸マーカーの1または1以上をハイブリダイゼーションし、特異的に
識別する配列を含むことができる。そのような配列の例は、配列番号1～183を含む。
【０２２１】
　本発明はまた、被験体の拒絶の状態を評価または診断するためのキットを提供する。キ
ットは、TTN、KNG1、LBP、VASN、ARNTL2、AFM、MSTP9、MST1、PI16、SERPINA5、CFD、USH
1C、C2、MBL2、SERPINA10、C9、LCAT、B2M、SHBG、C1S、UBR4とF9が包含されるグループ
から選ばれる1以上のプロテオミクスマーカーの特異的な、そして定量的な検出のために
試薬を、そのような試薬および結果として生じるデータを分析する方法の使用のための指
示とともに含むことができる。一部の態様において、1または複数のプロテオミクスマー
カーは、KNG1、AFM、TTN、MSTP9、MST1、PI16、C2、MBL2、SERPINA10、F9とUBR4である。
たとえば、キットは、プロテオミクスマーカーに特異的な抗体またはその断片（一次抗体
）を、検出可能なラベルを組み込むことができる1以上の二次抗体とともに含んでよく、
そのような抗体が、ELISAのようなアッセイにおいて使われうる。あるいはまた、抗体ま
たはその断片は、固形の表面、例えば、抗体アレイに固定することができる。キットは、
被験体の拒絶の状態を予測または診断するために単独で使うことができ、あるいはそれは
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臨床学的変数を測定する他の方法または適切であると考えられうる他のアッセイと併せて
使うことができる。非拒絶カットオフインデックスを被験体の拒絶の状態の予測または診
断に提供するために、キットの結果を他のアッセイのものと結合するのに役立つ指示また
は他の情報を提供することもできる。
【０２２２】
　本発明はまた、プログラム可能なプロセッサーに同種移植を拒絶しているかどうかを判
定させるための指示とともに構成されるコンピュータで読取り可能な記憶媒体を提供する
。同種移植が拒否されているかどうか（被験体の拒絶状態）を決定する方法をここに説明
し、そしてプロセッサーは、信号（例えば、光放出、強さの変化または蛍光の頻度、また
はその種の他のもの、サンプル中に存在する核酸またはプロテオミクスマーカーの相対的
な量を表す）を受け、そしてコントロールと比較して核酸またはプロテオミクスマーカー
のレベルを評価し、そしてレベルが増加または減少しているかどうかを決定するための指
示を含む。プロセッサーはさらに、示された核酸またはプロテオミクスのマーカーの増加
および/または減少のパターンを解釈し、そして被験体の拒絶状態についての情報をユー
ザー（たとえば医者）に提供するための指示を備えることができる。検出された信号から
ベースラインのノイズまたは他の常態でない信号を除去するための指示および情報がまた
含まれうる。指示はコンピュータで読取り可能な記憶媒体上に提供することができ、コン
ピュータシステムと通信するために、高水準な手続き型の、またはオブジェクト指向のプ
ログラミング言語で実行されうる。あるいはまた、そのような指示は、アセンブリーまた
は機械言語で実行することができる。言語はさらにコンパイラ型言語またはインタープリ
タ型言語であってよい。
【０２２３】
　核酸検出信号は機器（例えば、チップまたはアレイ読み取り装置）を使って得ることが
でき、そして組織拒絶の決定は別のプロセッサー（例えば、コンピュータ）を使って行う
ことができる。あるいはまた、プログラム可能なプロセッサーをもつ単一の機器が、これ
らおよび/または他の機能を組み合わせることができ、そして検出信号を得、そして被験
体の拒絶状態の決定を生じさせるために信号を処理することができる。処理のステップ（
工程）は、検出信号を集めるステップと同時（例えば、「リアルタイム」）に実行するこ
とができる。
【０２２４】
　そのような抗体を選択および製造するための、ならびに「チップ」もしくはアレイ上、
またはアッセイにおける、それらの包含のための方法、そしてそのようなチップ、アレイ
またはアッセイを用いる方法は、ここに参照または言及されている。
【０２２５】
　方法
　被験体および標本
【０２２６】
　この研究のすべての被験体は、St. Paul’s Hospital（セントポール病院）またはVanc
ouver General Hospital（バンクーバー総合病院）、Vancouver（バンクーバー）、UBC、
Canada（カナダ国）で2005～2007年の間に腎臓移植を受け、および適切な同意が得られた
。免疫抑制は、主にタクロリムスおよび/またはプレドニゾロンと併せたミコフェノール
酸モフェチル（MMF）に基づいた。被験体の齢、性、民族性および原疾患は、以下の、表4
にまとめる。全血はPAXgeneTM（PAXジーン）（商標）チューブを用い、移植前（ベースラ
イン）および移植後0.5、1、2、3、4、8、12、および26週、6ヵ月おきに3年目まで、そし
て拒絶が疑われた時に採取した。尿サンプルは、同じ時点について得られた。PAXgeneTM

全血サンプルはまた、移植患者から代表的な年齢および性を使って病気のない、コントロ
ール被験体の一団から採取された。すべてのサンプルを分析のための選択まで-80℃に保
存した。33の被験体がゲノムマーカー研究に含まれ、そしてこれらの33のうちの32がプロ
テオミクスマーカー研究に含められた。
【０２２７】
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（表４）腎臓移植被験体の人口統計学

【０２２８】
　すべての腎臓移植被験体の臨床データを検討した。サンプルを、急性拒絶反応、境界拒
絶、または有意な併存症（感染、病気再発、または他の併存症のイベント）がなかった非
拒絶の被験体から選んだ。均質な表現型を確実にし、そしてこの分析のために生物学的な
可変性を最小にするために、患者を、それらが75歳未満である場合、資格があると考え、
移植の前に免疫抑制を受けず、移植前免疫学的脱感作を受けず、死亡または非HLA同一の
生きたドナーからの腎臓移植を受け、陰性のAHG-CDC抗ドナーT細胞クロスマッチをもち、
ATGまたはOKT3での枯渇性抗体誘導療法（depleting antibody induction therapy）を受
けず、経口投薬を受けることができ、即座の移植片機能をもち、そして感染、病気再発お
よび他の主要な併存症のイベントの臨床または研究的証拠をもたなかった。生検は、バン
フ（Banff）基準を使って診断し、記録された（Solezほか、2008 Am J Transplant 8：75
3；表1）。この研究のための一団は、最初の週以内の11の急性拒絶反応（AR）被験体、お
よび最初の週以内の22の非拒絶（NR）被験体からなった（生検で確認された急性拒絶反応
、BCAR）。すべてのNR被験体について、データを第1、2、3、4週およびベースライン（BL
）で利用できた。1人のAR被験体はベースラインサンプルをもたず、そして3人の被験体は
それぞれ、第1、2および4週のサンプルをもたなかった。いくつかの被験体には、第8およ
び12週の追加的な時点についてのデータがあった。2人のAR患者は、3日目に拒絶があった
。分析のために、これらの拒絶は、第1週グループで考えられた。20の健康な個体からの2
0の正常なサンプルを、正常なものに関しての結果を算出するために含める。このように
して、分析は53個体からのサンプルを含み、そのうちの33個は、3ヵ月の移植後期間の間
に異なる時点のサンプルを提供した患者であった。
【０２２９】
　研究は、移植後最初の3ヵ月の間にBCARを伴うか、または伴わない被験体において異な
る遺伝子発現を比較するために閉じた一団のケース-コントロールの設計を採用した。移
植後最初の12週の間に診断されるBCAR（ケース）を伴う患者は、観察の同期間の間に臨床
上のまたはBCAR（コントロール）の証拠をもたなかったものと、1:2で合った。すべての
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拒絶エピソードは、慣習的な臨床上の、および研究上のパラメータによって診断され、生
検によって確かめられ、そして腎臓同種移植病理学の実用分類のためのバンフ基準に従っ
て等級付けた。バンフカテゴリー2および4（抗体媒介または急性/活性な細胞性拒絶）を
有意であると見なした。境界線上の変化を有する被験体（カテゴリー3）は、別々に分析
した。すべてのベースラインの個体群統計学および引き続いてのデータは移植プログラム
電子データベースで記録され、そしてフォローアップにとっての損失は調査の期間の間に
はなかった。
【０２３０】
　免疫抑制：免疫抑制は、0および4日目に、タクロリムス0.075mg/kgのb.i.dとミコフェ
ノラート1000mgのb.i.dとともに、20mgのi.v.でのバシリキシマブからなった。薬物濃度
は、タンデム（直列型）質量分析で測定し、タクロリムス用量は、移植後最初の月の間の
8～12ng/mL、2ヵ月めの間の6～9ng/ml、そしてその後4～8ng/mlの12時間トラフレベル（1
2-hour trough level）を成し遂げるように調整された。最初の移植および非感作被験体
は、移植の日にメチルプレドニゾロン125mgのivを、および1日目に1mg/kgの経口プレドニ
ゾン、そして移植後3日目でゼロまで減少するように受けた。第2の、またはその後の移植
片のレシピエントには、プレドニゾン用量はゆっくりと段階的に、3ヵ月後の隔日10mgの
維持量にまで減少させた。拒絶エピソードは、3～5日間、毎日メチルプレドニゾロン500m
gのi.v.で処理した。ステロイド耐性拒絶は、7～10日間毎日OKT3 5mgのi.v.またはALG 15
mg/kgのi.vで処置した。
【０２３１】
　血しょう（プラズマ）収集および枯渇：予定の時点および拒絶が疑われる時に採取した
移植レシピエントからの全血サンプル、ならびに、相当する年齢および性の正常な無病コ
ントロールからの同様の血液サンプルを、EDTAチューブに引き入れ、処理の前に氷上に保
存した。血しょうを分離して、2時間以内の間-80℃で保存し、それから分析のために選ば
れるまで液体窒素へ移しておいた。血しょうサンプルは、それから室温に解凍され、pH 7
.6の10mMのリン酸塩緩衝化塩類溶液（PBS）で5倍希釈し、スピン-X遠心分離チューブフィ
ルタでろ過した。希釈された血しょうは、14の最も大量の血しょうタンパク質：HAS、IgG
、フィブリノゲン、トランスフェリング、IgA、IgM、ハプトグロビン、α2-マクログロブ
リン、α1-酸グリコプロテイン、α1-アンチトリプシン、アポリポプロテイン（Apolipro
tein）I、Apoliprotein-II、補体C3および低密度リポタンパク質（主にApoliprotein B）
を除去することができる5mLのトリ抗体アフィニティカラム（Genway Biotech；サンディ
エゴ、CA）上に、325μLサンプルループを介して注入した。通過画分を収集し、TCAを10%
の終濃度まで加えることによって沈殿を起こさせ、16～18時間4℃でインキュベートした
。タンパク質沈殿物を1時間4℃の3200gで遠心分離によって回収し、氷冷アセトンで3回洗
い（EMD；Gibbstown、NJ）、そして45：45：10の飽和尿素（J.T.ベーカー；Phillipsburg
、NJ）、0.05MのTEABバッファ（シグマアルドリッチ；セントルイス、MO）、そして、0.2
%のSDS（シグマアルドリッチ；セントルイス、MO）からなる200～300μLのiTRAQバッファ
で再水和させた（re-hydrated）。各々のサンプルは、それから-80℃で保存した。
【０２３２】
RNA抽出およびマイクロアレイ分析
　RNA抽出は、全RNAを分離するためにPAXgene（商標） Blood RNAキット［カタログ#7621
34］を使用して解凍された検体に対して行われた。4～10μgのRNAが2.5mlの全血から通常
分離され、そしてRNAの質をAgilent BioAnalyzerを使うことで確かめた。1.5μgのRNA、R
IN（RNA integrity number）＞5およびA240/A280＞1.9を有するサンプルをドライアイス
上でパックし、Affymetrixマイクロアレイ分析のためにMicroarray Core（MAC）研究所、
Children’s Hospital、ロサンゼルス、CAにオーバーナイトクーリエによって出荷した。
マイクロアレイ分析は、CAP/CLIA公認のMAC研究所で、単一の技術者によって行われた。
発生期の（nascent）RNAが、二重鎖cDNA合成のために使われた。cDNAは次いでAffymetrix
 cDNA Synthesis Kit 〔Affymetrix Inc.（アフィメトリクス社）, Santa Clara, CA〕を
用いて標識化し、断片化し、ハイブリダイゼーションカクテルと混合し、GeneChip Human
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 Genome U133 Plus 2.0アレイ上へハイブリダイズさせた。アレイは、プールされた正常
な全血からの内部RNAコントロールを有する48のバッチで、Affymetrixシステムを用いて
スキャンされた。マイクロアレイは、アフィメトリクスのバージョン1.16.0およびaffyPL
Mのバージョン1.14.0 BioConductorパッケージを使用して品質の問題についてチェックし
た〔Bolstad, B.（ボルスタット、B.）、Low Level Analysis of High-density Oligonuc
leotide Array Data: Background, Normalization and Summarization. 2004、カリフォ
ルニア大学バークレー校；Irizarryほか、2003. Biostatistics 4（2）：249-64〕。より
一層低い品質を有するアレイは、同じ時点からの異なるRNAアリコートを用いて繰り返さ
れた。AffymetrixTM NetAffxTM AnnotationデータベースUpdate Release 25（2008年3月
）が、マイクロアレイ結果の識別と分析のために使われた。
【０２３３】
遺伝子発現分析
　マイクロアレイ分析は、54,000のプローブセットを伴い、サンプルにつき1つのCelファ
イルを生成し、それは38,500を超えるよく立証されたヒト遺伝子からの47,000を超える転
写物および変異体を分析する。すべてのCelファイルは、最終的な分析の前に前処理され
た。前処理ステップは以下の通りであった：(1)遺伝子チップ結果の品質管理、(2)背景強
度の調整、(3)一緒にすべてのデータの正常化、(4)プローブレベルデータのプローブセッ
ト強度値への要約、および (5)サンプルにわたって十分に高い強度を示さなかったプロー
ブセットを除去するためのプローブセットのフィルタリング。
【０２３４】
　品質管理は、Affyのバージョン1.16.0とaffyPLMのバージョン1.14.0のBioConductorパ
ッケージを使用して問題（issue）を使い実行した。低い品質を有するサンプルを繰り返
した。CelファイルはRMA正規化し（ボルスタットほか、Bioinformatics、2003。19(2)：p
. 185-93）、およびAffy BioConductorパッケージ、バージョン1.16.0（ボルスタット、2
004、前記）を用いてlog2変換した。生（raw）の発現フィルタは、416の試料の少なくと
も3つにおいて、26=64の信号強度を有する21,771のプローブセットを残した。フィルタリ
ングステップは次いで、正規化において使われた全体の416のサンプル上で少なくとも3つ
のサンプルにおいて少なくとも6のlog2発現値を有するプローブセットを含むのに用いた
。前処理工程において含まれるサンプルの全体的な数は416であり、これらのうちの33は
移植被験体からのものであり、これらのサンプルは最終的な分析に使われた。
【０２３５】
　トリプシン消化およびiTRAQラベリング：総タンパク質濃度はビシンコニン酸アッセイ
（分析評価）（BCA）（シグマアルドリッチ、セントルイス、MO USA）を使って決定し、
そして各々のサンプルから100μgの総タンパク質を得た。各サンプルを次いで、-20℃で1
0容量のHPLC級のアセトンの追加によって沈殿させ（シグマアルドリッチ、Seelze、ドイ
ツ）、そして-20℃で16～18時間インキュベートした。タンパク質沈殿物を10分間16,110g
での遠心分離によって回収し、50mMのTEAB（シグマアルドリッチ；セントルイス、MO）、
そして0.2%の電気泳動級のSDS（Fisher Scientific；Fair Lawn、NJ）のバッファで溶解
した。各々のサンプルでのタンパク質は、3.3mMでTCEPで還元し（シグマアルドリッチ；
セントルイス（MO））、60分間の60℃でインキュベートした。システインを、6.7mM最終
濃度でメチルメタンチオスルホナートでブロックし、そして10分間の室温でインキュベー
トした。
【０２３６】
　還元させ、およびブロックしたサンプルは、次いで配列決定等級の修飾されたトリプシ
ン（プロメガ；マディソン、WI）で消化し、そして16～18時間37℃でインキュベートした
。トリプシン消化されたペプチドサンプルは、次に急速減圧で乾燥し（Thermo Savant；
ホルブルック、NY）、そしてメーカーのプロトコルに従ってiTRAQ試薬でラベル化した（
アプライドバイオシステム；フォスターシティー、CA）。ラベルをつけられたサンプルは
プールされ、濃縮リン酸でpH 2.5～3.0に酸性化された（ACP Chemicals Inc；モントリオ
ール、QC、カナダ）。



(62) JP 2011-521630 A 2011.7.28

10

20

30

40

50

【０２３７】
　2D-ＬＣクロマトグラフィー：iTRAQラベル化ペプチドは、VISION（ビジョン）ワークス
テーション（アプライドバイオシステム；フォスターシティー、CA）上で300Åの孔を有
する5μmビーズを詰めた4.6mmの内径（ID）および長さ100mmのポリスルホエチル（Polysu
lphoethyl）Aカラム（PolyLC社、コロンビア、MD USA）を使う強い陽イオン交換クロマト
グラフィー（SCX）を用いて分離した。使われる移動相は、10mMの第一リン酸カリウム（
シグマアルドリッチ；セントルイス、MO）および25%のアセトニトリル（EMD Chemicals；
Gibbstown、NJ）pH 2.7から構成されるバッファA、ならびに0.5Mの塩化カリウム（シグマ
アルドリッチ・セントルイス、MO、USA）の追加を除いてAと同じバッファBであった。500
μLのフラクションは、2つの線形プロファイルに分けられる80分の勾配上に集められ：1)
バッファBの5%から35%までによる0～30分、および2）バッファBの35%から100%までによる
30～80分である。UV痕跡によって見つけられるほとんどのペプチドを有する20から30まで
のフラクションを選び、そしてそれらの容量を、ナノ逆相クロマトグラフィーについての
調製において150μLに減少させた。ペプチドは、C18 PepMapガードカラム（300μm ID×5
mm、5μm、100Å、LC Packings、アムステルダム）上に画分を負荷し、水/アセトニトリ
ル/TFA98：2：0.1（v/v）からなる移動相Aで50μL/分で15分間洗うことによって脱塩され
た。捕捉カラムをそれから、ペプチドが高解像度クロマトグラフィーのためにMagic C18
ナノLCカラム（15cm、5μm孔サイズ、100Å、Michrom Bioresources社、オーバーンCA、U
SA）上に負荷される200nL/分にて、ナノフローストリームに変えた。ペプチドは、以下の
勾配によって抽出された：5%から15%までのB（アセトニトリル/水/TFA98：2：0.1（v/v）
）による0～45分； 15%から40%までのBを用い45～100分、および40%から75%までのBを用
いる100～105分。溶離剤を、MALDI ABI 4800プレート上に、Probotマイクロフラクション
コレクター（LC Packings、アムステルダム、オランダ）を使用して直接スポットした。5
0% ACN、0.1% TFA中の3mg/mLのα-シアノ-4-ヒドロキシ桂皮酸（シグマアルドリッチ、セ
ントルイス、MO USA）のマトリックス溶液を、次いでスポットにつき0.75μLで加えた。
【０２３８】
　プロテオミクス方法論：プロテオミクス分析は、iTRAQ-MALDI-TOF/TOF方法論を使って
実行した。多重化iTRAQ技術の能力は、実験的なラン（稼動）につき4つのサンプルの同時
処理を可能にする。異なる実験的なランにわたる解釈可能な結果を確実にするために、参
照サンプルを、すべてのiTRAQのランにおいて3つの患者サンプルと共に処理した。参照サ
ンプルは16名の健康な個体からの血しょうのプールからなり、一貫してiTRAQ試薬114でラ
ベル化した。患者サンプルは、試薬115、116および117の間でランダムにラベル化した。
各iTRAQのランは、参照サンプルと比較して3つの患者サンプルのタンパク質の識別および
定量化を可能にした。
【０２３９】
　質量分析およびデータ処理：各実験について、ペプチドをMALDIプレート上へスポット
し、4800 MALDI TOF/TOFアナライザーで分析し（アプライド・バイオシステム；フォスタ
ーシティー、CA）、4000シリーズ・エクスプローラ・バージョン3.5ソフトウェアを使用
して制御した。質量分析計は、1keVのMS/MS衝突エネルギーで、正イオンモードでセット
した。最高1400のショット/スペクトルを各MS/MSランごとに集め、35から40時間までにわ
たる全体の質量時間（mass time）が生じた。ペプチド識別と定量は、統合Paragon（パラ
ゴン）TMサーチアルゴリズム（アプライド・バイオシステム）とPro Group（プロ・グル
ープ）TMアルゴリズムを用いProteinPilot（プロテインパイロット）TMソフトウェアv2.0
（アプライド・バイオシステム/MDS Sciex、フォスターシティー、CA USA）によって行っ
た。データベース検索は、サンプル中に存在するポリペプチドを識別するために、Intern
ational Protein Index（インターナショナル・プロテイン・インデックス）（IPI HUMAN
 v3.39）に対して実行した〔Kersey（カージー）ほか、2004。プロテオミクス4：1985-8
）。前駆体耐性を150ppmにセットし、そしてiTRAQ断片寛容性を0.2Daにセットした。識別
パラメーターは、尿素変性と生物学的修飾に対するIDフォーカスにセットした特別な因子
と共に、トリプシン開裂、MMTSによるシステインアルキル化にセットした。検出タンパク
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質の閾値は85%の信頼区間でセットした。
【０２４０】
　Pro GroupTMアルゴリズム（アプライド・バイオシステム）は、ParagonTMAlgorithmか
らペプチドの証拠を、サンプルにおけるタンパク質の包括的な概要へと組み立てた。各々
のiTRAQランからの特定されたタンパク質のセットは、重複を避けるために、タンパク質
グループに組織化した。相対的なタンパク質レベル（それぞれ、114と比較してラベル115
、116と117のレベル）は、対応するペプチド比率を用いるProtein Pilotによって、各タ
ンパク質について個々のペプチドのログ比率の加重平均に基づいてタンパク質グループご
とに推定した。各ログ比率の重さはError Factor（誤り要因）、定量におけるエラーの推
定の逆数で、プログループアルゴリズムによって計算される。これらの重みつき平均を次
いで、線形空間に再度変換し、プログループアルゴリズムにおいてAuto Bias（オートバ
イアス）コレクションのオプションを用いた実験的な偏りについて修正した。次の場合か
ら起こるペプチド比率は、対応する平均タンパク質比率の計算から除外される。すなわち
、共有ペプチド（すなわち、同じペプチド配列が、1よりも多いタンパク質によって請求
される）、前駆体重複を有するペプチド（すなわち、特定されたペプチドを産生するスペ
クトルが、異なるタンパク質によっても請求されるが、無関係なペプチド配列を有する）
、低い信頼性を有するペプチド（すなわち、ペプチドID信頼性＜1.0%）、iTRAQ修飾をも
たないペプチド、特定された試薬対の1つのメンバーだけを有するペプチド、およびピー
ク対の全てについて信号対雑音比の合計が9未満であるペプチド比率である。すべての（
非ブランクの）ペプチド比率が0または9999であるとき（試薬対の1つのメンバーだけが特
定されたことを示す）、対応するタンパク質のための平均比率は0または9999として示さ
れる。これらに関するさらなる情報および各々のタンパク質に割り当てられる他の定量的
尺度およびバイアス訂正は、ProteinPilot Softwareドキュメンテーションにおいて与え
られる。
【０２４１】
　iTRAQ実験での各々のタンパク質グループが1よりも多くの特定されたタンパク質からな
ることがあるが、3つのiTRAQ比率の単一のセットが、特定されたペプチドのその対応する
リストに基づく全体のグループに指定された。Protein Group Code Algorithm（PGCA）と
呼ばれるインハウス（in-house）アルゴリズムが、すべてのiTRAQ実験にわたるタンパク
質グループをリンクするために採用された。PGCAは、識別コードを各iTRAQラン内のすべ
てのタンパク質グループへ、および共通のコードを類似したタンパク質グループへ割り当
てる。後者のコードは、タンパク質グループコード（PGC）とも呼ばれ、次いで異なるiTR
AQランにわたるタンパク質にマッチするのに用いられた。このプロセスは、すべての実験
的なランにわたる関連したタンパク質およびタンパク質ファミリーのために共通の識別子
の命名を確実にする。
【０２４２】
　統計分析
【０２４３】
　マイクロアレイ実験のための統計分析は、SASバージョン9.1、Rバージョン2.6.1および
BioConductorバージョン2.1を使って実行した〔Gentleman, R.、ほか、Genome Biology（
ゲノム生物学）、2004。5： p. R80〕。Affy BioConductorパッケージで利用できるよう
に、ローバストなマルチアレイアベレージ（Multi-array Average（RMA）（上記ボルスタ
ット、2003）の技術がバックグラウンド修正、正規化および要約のために使われた。雑音
最小化が次いで実行され、少なくとも3つのサンプルにわたり一貫して50より少ない発現
値を有するプローブセットがノイズ（雑音）と考えられ、そして更なる分析から除かれた
。残りのプローブセットは、3つの異なる中程度のT-テストを使って分析された。方法の2
つは、eBayesと組み合わされたMicroarrayデータ（limma）BioConductorパッケージ-ロー
バスト適合、およびeBayesと組み合わされた最小二乗適合のために、Linear Modelsで利
用できる。第3の統計分析法は、Statistical Analysis of Microarrays（SAM）であり、
同じBioConductorパッケージで利用できる。遺伝子は、それが、すべての3つの方法での
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間違った発見率（FDR）＜0.01をもつ場合、統計的に有意であると考えられた〔Smyth（ス
マイス）、G.、Limma：linear models for microarray data, in Bioinformatics and Co
mputational Biology Solutions using R and Bioconductor、R. Gentleman、ほか、編者
。2005、Springer：ニューヨーク〕。倍率変化および最大のFDR値［3つの方法から最も高
いFDR］は、表2で提示される。
【０２４４】
　核酸マーカーは、統計的に有意なプローブセット上で前進選択（forward selection）
を用いるStepwise Discriminant Analysis（SDA）を適用することによって特定した。線
形判別分析（LDA）は、最適な診断品質を有するマーカーの最小限の、または小さなサブ
セットを生じさせるために「分類子マーカー」としてバイオマーカーパネルを訓練および
テストするのに用いられた。分類子構築の全プロセスの11倍のクロスバリデーション（相
互検証）は、バイオマーカーパネルに基づく主要な分類子の性能を評価するのに用いた。
サンプルは、11の互いに素なセットにランダムに分けられ、各々は、BCARを有する被験体
および有さない2人の被験体からの1つのサンプルからなり、全体的な調査の一団で1対2（
one-to-two）の分布を反映する。11の互いに素なセットの各々のために、新しい分類子を
、主要な分類子と同様に構築し：差動的に発現したプローブセットのリストの識別は、3
つの中程度のｔ検定に基づき、次いで前進選択の判別分析が続いた。11の分類子の各々の
分類の正確さ（感度および特異性）は次に、各々の分割（fold）で抜き出される3つのサ
ンプルに基づいて測定された。主要な分類子のための感度および特異性は、11倍のクロス
バリデーションサンプルにわたり性能を平均することによって推定した。
【０２４５】
　プロテオミクスのための統計分析：差動的な相対レベルの時間評価にて1つのタンパク
質を、ローバストの中程度のt検定を使って〔経験上のBayes（ベイズ）、eBayes；スマイ
スほか、2004 Stat Appl Genet Mol Biol 3：Article 3〕、各々の分析されたグループ内
の少なくとも3分の2で、PGCAによって割り当てられたタンパク質グループコードを用いて
検出された一組のタンパク質の上で、実行した。eBayesアプローチを使うことは、調査で
のサンプルサイズが少ないとき、人工的な低いサンプルの分散推定によって生じる偽陽性
の数を減少させる。そのうえ、そのローバストのバージョンは、より一層少ない分析的重
さ（analytical weight）を統計的アウトライヤー（異常値）であるタンパク質レベルに
割り当てる。これは、手順を、古典的な、非ローバストなテストよりも、データの大半か
らそれる観察に対してあまり感受性でないものとする。BCAR陽性と陰性の間で著しく異な
る（すなわち、p値＜0.05を有する）平均相対濃度（プールのコントロールのレベルと比
較して）を有するタンパク質グループコードが、潜在的なマーカーとして特定された。
【０２４６】
　プロテオミクスバイオマーカーパネルタンパク質を、次いで潜在的マーカーの特定され
たリストに基づき前進選択の段階的な判別分析（SDA）を使って決定した。SDAアルゴリズ
ムは、潜在的マーカーのリストから一回に1つのタンパク質グループコードを組み込む。
第一のステップで、それはリーブワンアウト（leave-one-out）のクロスバリデーション
に基づきサンプルを最も良好に分類するタンパク質グループコードを特定する。2回目の
ステップでは、それが、先に特定されたコードと一緒に、リーブワンアウトのクロスバリ
デーションにおいてサンプルを最も良好に分類する第2のタンパク質グループコードを特
定する。すべてのタンパク質グループコードが順番に組み込まれるまで、または（n-2）
ステップが実行されるまで（nは利用可能なサンプルの数）、この手順を繰返す。プロテ
オミクスバイオマーカーパネルは、SDAアルゴリズムによって選ばれる最初のkタンパク質
グループコードによって規定され、ここで、k=k0+kmは最大のクロスバリデーション精度
が初めて達成される（k0）ステップ、そしてkmのさらなるステップのために維持される。
各クロスバリデーションで、サンプル分類は、0.5に設定される各グループについて事前
確率（prior probabilities）を用いる線形判別分析（LDA）を使って実行する。LDAにお
いて、患者サンプル（群）および/またはプールされたコントロールにおいて未検出の各
タンパク質についての相対的な濃度を、各々のグループ（BCAR陽性および陰性）での残り
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【０２４７】
　インターナルバリデーション（プロテオミクスデータ）：統計的バリデーションは、バ
イオマーカーパネル選定の全体のプロセスのリーブワンアウトのクロスバリデーションに
よって実行された。より一層詳しくは、リーブワンアウトのクロスバリデーションの各々
のステップで、1つのサンプルが分類（テストセット）について抜き出され、そして残り
のサンプルが分類子（トレーニングセット）を造るのに用いられる。全体のバイオマーカ
ーの選定プロセスが次いで、トレーニングセットに関して実行され、すなわち、SDAによ
ってバイオマーカーパネル選定を通して各グループにおいてサンプルの少なくとも2/3で
検出されるタンパク質グループコードの選定からである。結果として生じるプロテオミク
スバイオマーカーパネルに基づく分類子は、LDAを使って造られ、そしてテストセット上
でテストされる（上記で説明するように、事前の（priors）、および失われた（missing
）値が処理された）。すべてのサンプルがテストセットとして一度使われるまで、このプ
ロセスは繰り返される。全体的な特異性および感度は、各々のランの分類精度に基づいて
推定される。すべての統計的分析は、Rバージョン2.7.0（統計コンピューティングのため
のRプロジェクト）を使って履行された。
【０２４８】
　技術的なバリデーション：9つのプロテオミクスバイオマーカーのパネルからの2つのタ
ンパク質は、商業上利用可能なキットを使用し、メーカーの指示に従って酵素結合免疫吸
着測定法（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay）（ELISA）によってバリデーションのた
めに選ばれた：肝細胞増殖因子様タンパク質相同体（R&D DHG00）およびE3ユビキチンタ
ンパク質リガーゼUBR4（DiaPharma-DPGR032A）。
【０２４９】
　本発明は、以下の実施例においてさらに例示する。しかし、これらの実施例は、例示の
目的のためだけのものであり、いかなる方法によってでも本発明の範囲を制限するのに用
いられてはならないことを理解すべきである。
【実施例】
【０２５０】
　実施例1：臨床的に診断するバイオマーカーの比較
【０２５１】
　合計33名の被験体をこの調査に含め、移植の最初の週以内の急性拒絶反応を伴う11名の
患者、および移植に次いで少なくとも6ヵ月の間拒絶反応がなかった22名の患者を含む。3
3名の移植された患者は、腎移植に続いて3ヵ月臨床的に安定していた。160の遺伝子を表
す合計183のプローブセットが、ARとNR被験体の間で統計学的に著しく、そして一貫して
差動的に発現されると見出された（表2）。プローブセットが代表するシーケンスは、図1
0に示される。非拒絶患者からのサンプルとは別に、移植の後の最初の週以内の急性拒絶
反応による被験体からのサンプルを集めた。
【０２５２】
　表5にリストする核酸マーカーのパネルを使ってテスト被験体を分類することによって
、被験体を拒絶者（AR）または非拒絶者（NR）に分けた（図1A～C）。
【０２５３】
　比較として、臨床パラメータだけを使う一組の被験体の独立した分類は、ARとNRの被験
体の分離を可能にしたが、2つのグループ間の境界は図1A～Cで例示される被験体のセット
のために示されるほど明白でなく、それは、AR被験体とNR被験体の何らかの重複が観察さ
れたからである（図2）。
【０２５４】
（表５）急性グラフ（graph）拒絶反応に関係する主要分類子(24個の核酸マーカー)
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おいて同定された11のプローブセットの交差
【０２５５】
　実施例2：
【０２５６】
　被験体：観察の期間の間に腎臓移植を受けた305の被験体のうち、27（8.9%）は、移植
後最初の3ヵ月の間に≧1aのバンフ等級を有するBCARを発症した一方、更なる24（7.9%）
には、境界線上の変化だけをもった。生検に関する等級≧1aの拒絶を有する合計11/27（4
0.74%）の被験体（範囲：3～10日、平均：6日）は、即座の移植片機能および感染症また
は他の交絡する（confounding）併存症事象をの不存在によるケース選択基準を満たし、
境界線上の変化を生検に関して有する5/24（20.83%）の被験体（範囲：5～7日、平均：6
日）もそうであった。即座の移植片機能をもつ更なる22の被験体は、移植の後の少なくと
も6ヵ月間、臨床的でないもの、またはBCARがなく、そして交絡する臨床的な併存症事象
もなく、適合するコントロールとして選ばれ、および20名の正常なコントロールの被験体
はコンパレーターグループとして働いた。人口統計学の詳細は表4に示す。移植片機能は
移植後最初の週にBCARのケースにおいてかなり劣っていた（27±10対42±13ml/分/1.73M2

、P=0.004）が、3ヶ月目までには双方のケースおよびコントロールにおいて同等であり（
48±11対51±8ml/分/1.73M2、P=0.359）、そして観察の12ヵ月の間を通して、良好な同種
移植機能で臨床的に安定なままであった（12ヶ月目で54±13対53±15ml/分/1.73M2、P=0.
859）。
【０２５７】
　マイクロアレイ発現：末梢血液サンプルは、BCARを急性拒絶反応のための生検の時点で
有するケースの各々から、そしてそれぞれのケースと同一の時点でのBCARを伴わないそれ
ぞれのコントロールから選ばれ、そして正常なコンパレーターからのサンプルと比較した
。FDR＜0.01でのBCARを伴うか、または伴わない患者からのサンプルのマイクロアレイ分
析は、LIMMAを使って差動的に表された合計239のプローブセット、ローバストのLIMMAで5
75のプローブセット、およびSAMを用いて2677のプローブセットを特定した。3つの方法の
交わりは、すべての3つの分析法に関して症例（BCAR）とコントロール（BCARでない）の
間で差動的に発現された183のプローブセットのより一層制限されたセットを見出した。1
83の著しく差動的に発現されたプローブセットのうち、182はBCARを有する被験体におい
て過剰発現し、一方1つ（上皮細胞増殖因子受容体EGFRをコードする1565484_x_at）は過
小発現した（図3）。
【０２５８】
　これらのプローブセットに基づく監視されていない（unsupervised）双方向階層的クラ
スター分析および主成分分析は、正常な被験体、BCARを有する患者およびBCARを有さない
ものの間で別個の分離を示した。主成分分析（図4）は被験体グループの分離を例示し（A
R、NRとN）、そしてすべてのグループの中心軌跡（centroid）が明らかに分けられること
を示している。境界線上の変化を有する被験体からのサンプルが導入されたとき、それら
は、BCARを有するおよび有さないこれらの症例とコントロールの間で不均一に分布した。
およそ160の遺伝子を表す183の差動的に発現されたプローブセットに包含される生物学的
プロセスを図5に示す。プローブセットが共有された重なり合うネットワークの組合せは
、免疫反応、シグナル伝達、および細胞骨格再構築に関連したプロセスの関係を意味する
3つの主要な生物学的カテゴリーを同定した。遺伝子-遺伝子およびタンパク質-タンパク
質のネットワークの分析〔Ekins（エキンズ）ほか、2007。Methods Mol Biol 356：319-5
0〕は、サイトカインで活性化されたJak-Stat経路、インターフェロンシグナリング、リ
ンパ球活性化、増殖、走化性、およびアポトーシスが183の差動的に発現されたプローブ
セット中に顕著に現れたことを明らかにした。
【０２５９】
　分類子の選定：多くの遺伝子がBCARと高度に関係したが、共直線性はすべてがこのイベ
ントのために分類子を開発するのに必要であるというわけではないことを意味した。前進
選択判別分析はしたがって、最初に立証された183の差動的に発現されたプローブセット
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の分類子、およびそれらのそれぞれの遺伝子の範囲内で特定される主要な24のプローブセ
ットは表5で示される。
【０２６０】
　実施例3：核酸バイオマーカーのクロスバリデーション
【０２６１】
　同じ還元的なプロセスを用いる全体の遺伝子セットを、この分類子のローバストネス（
頑丈さ）を強化し、サンプル外の（out-of-sample）性能を推定するために採用した。こ
のプロセスによって生産される11の核酸マーカーセットのリストは、103のプローブセッ
トの平均を含み、そしてもともとの183のプローブセットのうち、最も著しく差動的に発
現するものが6つ（TncRNA、FKSG49、AVIL、SIGLEC9、ANP32A、SLC25A16）が各リストで存
在した。前進選択（Forward selection）の判別分析は、87のプローブセットの一群（uni
on）を有する11の分類子のグループを同定した。表5に表すこれら11のプローブセットは
、最初の24のプローブセット分類子の範囲内に含まれた。クロスバリデーションは、BCAR
を伴うまたは伴わないサンプルの同定について73%の全体的な平均感受性および91%の特異
性を与えた。
【０２６２】
　最終的な11のプローブセット（核酸マーカー）分類子の性能を図6に示す。11の核酸マ
ーカーのセットは、TncRNA、FKSG49、ZNF438、1558448_a_at、CAMKK2、LMAN2、237442_at
、FKSG49/LOC730444、JUNB、PRO1073とITGAXを含んだ。
【０２６３】
　診断の正確さは、連続したプローブセットの添加とともに急速に改善し（図6A）、そし
て完全な11のプローブセット分類子のための線形判別スコアは、BCARを伴うおよび伴わな
いサンプルのはっきりした分離を示した（図6B）。最後に、移植後最初の3ヵ月にわたる
縦のモニタリングは、BCAR時に分類子スコアの著しい増加を示し（p=0.001）、その後、
拒絶エピソードの処置および解消の後、ベースライン値へ復帰した。BCARを経験しなかっ
た被験体においては比較可能な増加は起こらず、そしてこれらのカーブ間の有意差が移植
後他のどの時間にもなかった（図6C）。
【０２６４】
　11のクロスバリデーション分析は、ARのための72.7%（感度）およびNRのための90.9%（
特異性）の平均予測精度を示し（表6）、表5で提示されリストされる24のバイオマーカー
のパネルの予測精度の推定である。表5での「++」の指定は、サンプル外性能を推定する
ためにクロスバリデーションプロセスにて特定される11のプローブセットの交わるセット
での核酸マーカーを示す。
【０２６５】
（表６）核酸マーカーの交差検定の感受性および特異性結果
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【０２６６】
　実施例4：プロテオミクスバイオマーカーの同定およびバリデーション
【０２６７】
　合計305の被験体は、観察期間の間に腎臓移植を受け、それらのうち27名（8.8%）は移
植後最初の3ヵ月の間のBCAR≧1aを発症した。これらのうちの11は、ケース選定規準を満
たし、即座の移植片機能を伴い、移植後最初の4週以内（範囲：3～10日、平均：6日）にB
CAR≧1aであり、そして感染症またはその他の交絡させる併存症の事象を伴わなかった。
合計32の移植被験体に関し、即座の移植片機能をもつ更なる21の被験体が、移植後の少な
くとも6ヵ月間に臨床的またはBCARを伴わず、そして交絡させる臨床的な併存症の事象が
なく、コントロールとして選択された。BCARの発生率を除き、すべての患者は、良好な同
種移植機能を観察の12ヵ月の期間を通して有し、臨床的に安定であった。さらに6つのBCA
R陰性サンプルがインターナル（内部）のバリデーションのために選択され、BCARを伴わ
ない3人の患者から一つずつ、そして新しい患者からの3つを発見調査に含めた。
【０２６８】
　免疫親和性クロマトグラフィー（Genway Biotech；サンディエゴ、CA）による14の最も
大量のタンパク質〔アルブミン、フィブリノゲン、トランスフェリン（transferin）、Ig
G、IgA、IgM、ハプトグロビン、α2-マクログロブリン、α1-酸性グリコプロテイン、α1
-アンチトリプシン、アポリポプロテイン（Apoliprotein）I、Apoliprotein-II、補体C3
およびApoliprotein B〕の減少の後、全体のタンパク質質量の5%未満が残った。残留する
タンパク質は、配列決定等級の修飾されたトリプシン（プロメガ；マディソン、WI）でト
リプシン消化され、そしてiTRAQ試薬を用い、メーカー（アプライドバイオシステム；フ
ォスターシティー、CA）のプロトコルにより、ラベル化し、そして腎臓急性拒絶反応の血
しょうプロテオミクスマーカーを同定するために調べた。合計460のタンパク質グループ
コードが、少なくとも1つのBCAR陽性のサンプルおよび1つのBCAR陰性サンプルで特定され
、そして、それらの間で、144のタンパク質グループコードが、11のBCAR陽性のサンプル
中少なくとも8つで、そして21のコントロール中少なくとも14で検出され、そして、グル
ープにつき3分の2の選定規準をパスした。ローバストeBayesによる144のタンパク質グル
ープコードの分析は、その濃度が2つのグループの間で著しく異なった（p<0.05）合計18
のタンパク質グループコードを特定した（図7）。18の重要なタンパク質グループコード
のための結果は、表7に示す。 
【０２６９】
　前進選択の段階的判別分析（SDA）は、プロテオミクスバイオマーカーパネルを構成す
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わない患者と比較して伴う患者において、バイオマーカーパネルPGCsのうちの7つは上方
制御され（TTN、MSTP9、PI16、C2、MBL2、SERPINA10、UBR4）、そして2つは下方制御され
た（KNG1およびAFM）。図８は、前進選択の各ステップでタンパク質グループコードによ
って成し遂げられる限界（marginal）分類性能を図示する。ｘ軸は、前のステップにおい
て選ばれるタンパク質グループコードに加わるために各ステップで選ばれるタンパク質グ
ループコードを示す。ｙ軸は、各々連続し、より一層大きなパネルによって成し遂げられ
る分類精度を示す。タンパク質グループコードがパネルに加えられるにしたがって、予測
精度の限界増加は急速に安定し、そして3つのタンパク質さえ最大精度を成し遂げるのに
十分であった（図８）。
【０２７０】
（表７）異なる相対濃度をp値＜0.05にて有する血しょうタンパク質。カラムAR対NRにお
いて同定されたタンパク質群は、血しょうプロテオミクスバイオマーカーパネルを構成す
る。カラム“PGC”はPGCAによって指定されたコードを含む。各群におけるすべてのタン
パク質のアクセッション番号およびタンパク質名、対応する遺伝子、ローバスト（robust
）-eBayes検定によって算出されたp-値、倍率変化およびそれらの方向(上方または下方制
御)をBCAR陽性において陰性に対して、残りのカラムにおいて与える。
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【０２７１】
　*「AR対NR」に関する「アップ」は、NR被験体と比較して、特定されたタンパク質グル
ープコードの1以上のメンバーがAR被験体において増加することを示す。NR被験体と比較
して、「AR対NR」に関する「ダウン」は、特定されたタンパク質グループコードの1以上
のメンバーがAR被験体において減少することを示す。
【０２７２】
　** は、SDAによって選んだタンパク質グループコードを示す。NR被験体と比較して、示
されたタンパク質グループコードのメンバーの1以上が、AR被験体において、増加または
減少する（最も右のカラムで示される）。
【０２７３】
　アクセッション#は、インターナショナルプロテインインデックス（IPI）アクセッショ
ン番号であり、方法のセクションで示されるように、対応するポリペプチドのアミノ酸配
列はIPIデータベースから入手可能である。
【０２７４】
　インターナルバリデーションにおいて、プロテオミクスバイオマーカーパネルの能力を
推定し、新しいサンプルを分類するために2つのアプローチを取った。最初に、LDAを用い
るリーブワンアウトのクロスバリデーションは、概説された発見戦略と関係して63%の感
受性および86%の特異性を推定した。第2には、バイオマーカーパネルで9つのタンパク質
グループコードに基づく分類子が、LDAを用いて造られ、そして6つの新しいNRサンプル上
でテストされた。これらの6つのサンプルからの4つが正しく分類された。
【０２７５】
　まるで各々の個々の出版物が、ここに参照することによって組み込まれるように具体的
に、そして個々に指し示され、そしてまるでそれがここに詳細に述べられたかのように、
すべての言及はここに参照することによって組み込まれる。ここでの参考文献の言及は、
そのような参考文献が本発明に対する先行技術であるという告白として、何ら解釈も、考
えられもしない。
【０２７６】
　本発明の1以上の目下の好ましい態様は、一例として記述された。本発明は、実質上記
に説明し、および例および図を参照したような、すべての態様、修飾および変形を含む。
多数の変形および修飾が、請求の範囲において定められるような本発明の範囲から離れな
いで行うことができることは、この技術に熟達せる者にとって明らかである。そのような
修飾の例には、実質同じやり方で同じ結果を成し遂げるために、本発明の任意の面につい
ての既知の等価物の置換を含む。
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摘要(译)

一种确定受试者中急性同种异体移植排斥状态的方法，包括来自受试者
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核酸确定表达谱，将所述一种或多种核酸标志物的表达谱与对照谱进行
比较，并与所述对照谱相比增加所述一种或多种核酸标志物的表达水平
提供一种方法，其中确定一种或多种核酸标记物是否升高表明受试者的
急性排斥状态。


