
(57)【要約】

【課題】拒絶反応の診断、免疫抑制剤の薬効の評価、及

び免疫寛容の有無の判定を行うことができる遺伝子マー

カー、並びに、遺伝子マーカーを指標として迅速かつ簡

便に行うことができる、拒絶反応の診断方法、免疫抑制

剤の薬効を評価する方法、免疫抑制剤の同定方法、免疫

抑制剤の選択方法、免疫抑制剤の用量決定方法、免疫寛

容の有無を判定する方法、及びキットを提供すること。

【解決手段】拒絶反応により発現量が１．５倍以上上昇

し、免疫抑制剤により発現量が１．５倍以上抑制された

免疫関連遺伝子を遺伝子マーカーとして同定した。その

遺伝子マーカーの発現量を指標とすることにより、拒絶

反応の診断、免疫抑制剤の薬効の評価、及び免疫寛容の

有無の判定を迅速かつ簡便に行うことが可能になる。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 拒 絶 反 応 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
　 拒 絶 反 応 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
　 心 臓 の 移 植 に よ る 拒 絶 反 応 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 免 疫 寛 容 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 免 疫 寛 容 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 心 臓 の 移 植 に 対 す る 免 疫 寛 容 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ４ 又 は ５ に 記 載 の 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 心 臓 の 移 植 に 対 す る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と な る 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ７ 又 は ８ に 記 載 の 遺 伝 子 マ ー カ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ
と に よ り 、 拒 絶 反 応 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ
と に よ り 、 拒 絶 反 応 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 心 臓 の 移 植 に よ る 拒 絶 反 応 を 診 断 す る 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 又 は １ １
に 記 載 の 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、
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　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 拒 絶 反 応 の 診 断 キ ッ
ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 拒 絶 反 応 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 心 臓 の 移 植 に よ る 拒 絶 反 応 を 診 断 す る キ ッ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 又 は １
４ に 記 載 の 拒 絶 反 応 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判
定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 組 織 又 は 器 官 が 、 心 臓 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 又 は １ ７ に 記 載 の 免 疫 寛
容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 に お い て 、 移 植 後 投 与 さ れ て い る 免 疫 抑
制 剤 の 投 与 量 を 減 少 さ せ る と と も に 、 前 記 ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝
子 マ ー カ ー の 発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ し 、 前 記 投 与 量 の 減 少 に 伴 い 、 前 記 発 現 量 の 有 意 な 変
化 が 起 こ ら ず 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 か ら 離 脱 で き た 場 合 に 免 疫 寛 容 が 生 じ た と 判 定 す る こ と を
特 徴 と す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の
免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 組 織 又 は 器 官 が 、 心 臓 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い ず れ か に 記 載
の 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判
定 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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　 心 臓 の 移 植 に 対 す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る キ ッ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２
３ 又 は ２ ４ に 記 載 の 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 に よ る 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効
を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 に よ る 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 心 臓 の 移 植 に 対 す る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２
６ 又 は ２ ７ に 記 載 の 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お い て 、 有 効 な 免 疫 抑 制 剤 を 同 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
　 前 記 脊 椎 動 物 に 属 す る 複 数 の 個 体 の 各 々 に お い て 、 等 量 の 異 な る 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る
前 後 で 、 前 記 個 体 か ら 血 液 を 採 取 し 、
　 前 記 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る 前 後 で 、 前 記 個 体 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発
現 量 を 比 較 し 、
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 に よ り 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 最 も 減 少 し た 免 疫 抑 制 剤
を 同 定 す る こ と 、 を 含 み 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 同 定 方
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お い て 、 有 効 な 免 疫 抑 制 剤 を 同 定 す る 方 法 で
あ っ て 、
　 前 記 脊 椎 動 物 に 属 す る 複 数 の 個 体 の 各 々 に お い て 、 等 量 の 異 な る 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る
前 後 で 、 前 記 個 体 か ら 血 液 を 採 取 し 、
　 前 記 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る 前 後 で 、 前 記 個 体 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発
現 量 を 比 較 し 、
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 に よ り 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 最 も 減 少 し た 免 疫 抑 制 剤
を 同 定 す る こ と 、 を 含 み 、
　 　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 心 臓 の 移 植 に 対 す る 、 有 効 な 免 疫 抑 制 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
２ ９ 又 は ３ ０ に 記 載 の 免 疫 抑 制 剤 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 個 体 に お い て 、
　 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 の 各 々 に つ い て 作 成 さ れ た 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 量 又 は 血 中 濃 度 と 、 遺
伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と の 相 関 関 係 を 示 す 検 量 線 を 用 い 、
　 前 記 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 の 中 か ら 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 を 必 要 と す る 個 体 に 対 し て 最 も 有 効 な
免 疫 抑 制 剤 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
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　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 選 択 方
法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 個 体 に お い て 、
　 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 の 各 々 に つ い て 作 成 さ れ た 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 量 又 は 血 中 濃 度 と 、 遺
伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と の 相 関 関 係 を 示 す 検 量 線 を 用 い 、
　 前 記 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 の 中 か ら 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 を 必 要 と す る 個 体 に 対 し て 最 も 有 効 な
免 疫 抑 制 剤 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
　 　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 選 択 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 個 体 が 、 心 臓 の 移 植 を 受 け て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ 又 は ３ ３ に 記 載 の 免
疫 抑 制 剤 の 選 択 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 疾 患 又 は 拒 絶 反 応 を 伴 う 脊 椎 動 物 に お い て 、
　 前 記 脊 椎 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、
　 前 記 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、
　 あ ら か じ め 作 成 し た 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 量 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 血 中 濃 度 と 、 遺 伝 子 マ ー カ
ー の 発 現 量 と の 相 関 関 係 を 示 す 検 量 線 を 用 い て 、 前 記 脊 椎 動 物 の 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ
ー カ ー の 発 現 量 を 、 所 定 の 発 現 量 ま で 減 少 さ せ る た め に 必 要 な 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 を 決 定 す
る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 決
定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 疾 患 又 は 拒 絶 反 応 を 伴 う 脊 椎 動 物 に お い て 、
　 前 記 脊 椎 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、
　 前 記 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、
　 あ ら か じ め 作 成 し た 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 量 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 血 中 濃 度 と 、 遺 伝 子 マ ー カ
ー の 発 現 量 と の 相 関 関 係 を 示 す 検 量 線 を 用 い て 、 前 記 脊 椎 動 物 の 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ
ー カ ー の 発 現 量 を 、 所 定 の 発 現 量 ま で 減 少 さ せ る た め に 必 要 な 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 を 決 定 す
る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 個 体 が 、 心 臓 の 移 植 を 受 け て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ５ 又 は ３ ６ に 記 載 の 免
疫 抑 制 剤 の 用 量 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 に よ る 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ
ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を
評 価 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 に よ る 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ
ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
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　 前 記 免 疫 抑 制 剤 は 心 臓 移 植 後 に 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ８ 又 は ３ ９ に 記 載 の
免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 免 疫 抑 制 剤 又 は 免 疫 寛 容 誘 導 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
　 組 織 又 は 器 官 を 移 植 す る こ と に よ り 免 疫 拒 絶 を 生 じ る 脊 椎 動 物 に 対 し て 被 検 物 質 を 投 与
し 、
　 前 記 脊 椎 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、
　 前 記 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 み 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 及 び PIM1か ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る
い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 免 疫 抑 制 剤 又 は 免 疫 寛 容 誘 導 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
　 組 織 又 は 器 官 を 移 植 す る こ と に よ り 免 疫 拒 絶 を 生 じ る 脊 椎 動 物 に 対 し て 被 検 物 質 を 投 与
し 、
　 前 記 脊 椎 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、
　 前 記 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 み 、
　 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 TAP1又 は CTSSの 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る こ と を
特 徴 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 組 織 又 は 器 官 が 、 心 臓 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ １ 又 は ４ ２ に 記 載 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 と 相 関 し て 発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に
よ り 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 と 相 関 し て 発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 す る た め の
プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 測 定 す る た め の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変
化 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定
す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 免 疫 抑 制 剤 又 は 免 疫 寛 容 誘 導 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
　 組 織 又 は 器 官 を 移 植 す る こ と に よ り 免 疫 拒 絶 を 生 じ る 脊 椎 動 物 に 対 し て 被 検 物 質 を 投 与
し 、
　 前 記 脊 椎 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、
　 前 記 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 特 徴 と す る ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 並 び に 、 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る
方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 同 定 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 選 択 方 法
、 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 決 定 方 法 、 キ ッ ト 、 及 び 免 疫 抑 制 剤 又 は 免 疫 寛 容 誘 導 剤 の ス ク リ ー ニ
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ン グ 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 重 症 臓 器 不 全 患 者 に 対 し て 、 救 命 し た り Ｑ Ｏ Ｌ （ ク オ リ テ ィ ー ・ オ ブ ・ ラ イ フ ） を 向 上
さ せ た り す る 治 療 方 法 と し て 臓 器 移 植 が 行 わ れ て い る が 、 重 篤 な 合 併 症 で あ る 拒 絶 反 応 に
よ り 移 植 臓 器 が 失 わ れ 、 移 植 が 成 功 し な い こ と が あ る 。 そ の た め 、 拒 絶 反 応 に 対 す る 早 期
対 処 を 行 う た め の 、 拒 絶 反 応 の 迅 速 な 診 断 方 法 や 、 拒 絶 反 応 の 制 御 剤 （ 免 疫 抑 制 剤 ） な ど
の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 臓 器 移 植 後 の 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 と し て は 、 局 所 麻 酔 下 の 組 織 生 検 （ 針 生 検 ） が 最 も 信
頼 性 が 高 い と さ れ て い る が 、 こ の 方 法 は 侵 襲 を 伴 い 、 患 者 に 多 大 な 負 担 を 強 い る た め 、 頻
回 の 検 査 が 不 可 能 で あ り 、 ま た 、 施 行 に は 熟 練 し た 技 術 と 十 分 な 設 備 が 必 要 で あ る た め 、
容 易 に 行 う こ と が で き な い 。 現 在 で は 、 針 生 検 の 代 わ り に 、 血 液 検 査 （ 例 え ば 、 血 中 に お
け る Ｗ Ｂ Ｃ （ 白 血 球 数 ） 、 Ｃ Ｒ Ｐ （ C reactive protein） 、 臓 器 障 害 マ ー カ ー （ Ａ Ｓ Ｔ （
ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； Ｇ Ｏ Ｔ ） 、 Ａ Ｌ Ｔ （ ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ ； Ｇ Ｐ Ｔ ） 、 ビ リ ル ビ ン 、 γ Ｇ Ｔ Ｐ （ グ ア ノ シ ン 三 リ ン 酸 ） 、 ク レ ア チ ニ ン 、 又 は Ｂ Ｕ
Ｎ （ 血 中 尿 素 窒 素 ） ） な ど の 濃 度 の 変 化 を 測 定 す る 方 法 ） や 、 ド ッ プ ラ ー 超 音 波 検 査 （ 血
流 量 の 観 察 ） な ど の 方 法 が 用 い ら れ て い る が 、 こ れ ら の 方 法 は 補 助 的 に 過 ぎ ず 、 単 独 で 拒
絶 反 応 の 有 無 を 診 断 す る こ と が で き な い 。 そ の た め 、 針 生 検 に 代 わ っ て 拒 絶 反 応 の 有 無 を
診 断 す る た め の バ イ オ マ ー カ ー の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 来 、 移 植 組 織 の 拒 絶 反 応 を 評 価 す る た め の バ イ オ マ ー カ ー と し て 、 パ ー フ ォ リ ン （ pe
rforin） 、 グ ラ ン ザ イ ム Ｂ （ granzymeB） 、 Fasリ ガ ン ド な ど が 見 出 さ れ て い る （ 特 許 文 献
３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 移 植 後 、 こ の よ う な 拒 絶 反 応 を 抑 制 す る た め 、 移 植 患 者 に 対 し 、 免 疫 抑 制 剤 が 投 与 さ れ
る 。 現 在 、 免 疫 抑 制 剤 と し て 、 シ ク ロ ス ポ リ ン （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 参 照 ） 、 FK506（ タ
ク ロ リ ム ス ； 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ 参 照 ） な ど が 用 い ら れ て い る が 、 こ れ ら の 免 疫 抑 制 剤 は
過 剰 な 投 与 に よ り 感 染 な ど の 副 作 用 の 危 険 性 が 生 じ る こ と か ら 、 免 疫 抑 制 剤 の 用 法 （ 投 与
方 法 ） ・ 用 量 （ 投 与 量 や 投 与 間 隔 ） の 厳 密 な 設 定 が 必 要 不 可 欠 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 設 定 は 、 血 中 に お け る 薬 物 の 濃 度 が 有 効 血 中 濃 度 の 範 囲 内 で あ る か 否
か を モ ニ タ リ ン グ （ 薬 物 血 中 濃 度 モ ニ タ リ ン グ ： Ｔ Ｄ Ｍ （ Therapeutic drug monitiring
） す る こ と に よ り 行 わ れ て い る が 、 こ の 有 効 血 中 濃 度 は 経 験 的 に 設 定 さ れ た も の で あ り 、
科 学 的 に 根 拠 が な い た め 、 必 ず し も 薬 効 の 指 標 と な っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 臓 器 移 植 後 に 、 免 疫 抑 制 剤 を 必 要 と し な い レ ベ ル に ま で 拒 絶 反 応 が 低 下 し 、 免 疫
抑 制 剤 か ら 離 脱 で き る 患 者 が 少 数 存 在 す る 。 こ の よ う な 免 疫 寛 容 誘 導 が 生 じ る の は 、 一 つ
に は 、 免 疫 抑 制 剤 に 免 疫 寛 容 誘 導 活 性 が あ る た め で あ る と 考 え ら れ て い る 。 こ の よ う に 免
疫 寛 容 を 獲 得 し た 患 者 に お い て は 、 免 疫 抑 制 剤 か ら 離 脱 す る こ と が で き る の で 、 免 疫 抑 制
剤 の 長 期 投 与 に 伴 う 、 感 染 症 や 悪 性 腫 瘍 の リ ス ク や 臓 器 障 害 な ど の 副 作 用 か ら 解 放 さ れ る
こ と に な る 。 そ こ で 、 近 年 、 例 え ば ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 に 発 現 し て い る  CD28 補 助 刺 激 分 子 を
抗 体 や 遺 伝 子 組 み 換 え タ ン パ ク 質 投 与 に よ り 阻 害 す る と い う よ う な 、 人 為 的 に 免 疫 寛 容 を
誘 導 す る 方 法 の 開 発 が 試 み ら れ て い る 。 あ る い は 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 方 法 を 工 夫 し た り 、
複 数 の 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る こ と に よ り 、 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る こ と も 試 み ら れ て き た （ こ
の 場 合 、 免 疫 抑 制 剤 を 免 疫 寛 容 誘 導 剤 と し て も 用 い て い る こ と に な る 。 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し な が ら 、 免 疫 寛 容 の 獲 得 の 有 無 の 判 断 は 、 免 疫 寛 容 の 科 学 的 な 指 標 が 無 い た め 正
確 に 行 う こ と が で き ず 、 免 疫 寛 容 の 獲 得 の 有 無 を 判 断 す る 際 の 免 疫 抑 制 剤 投 与 の 中 断 に は
、 常 に 拒 絶 の 危 険 性 を 伴 う と い う 問 題 が あ っ た 。 そ の た め 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を 迅 速 か つ 簡
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便 に 判 定 す る こ と が で き る 方 法 の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 許 第 ３ ３ ８ ２ ６ ５ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 ４ ８ ９ ４ ３ ６ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 ２ ０ ０ １ － ５ １ ７ ４ ５ ９ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 課 題 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 拒 絶 反 応 の 診 断 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効
の 評 価 、 及 び 免 疫 寛 容 の 有 無 の 判 定 を 行 う こ と が で き る 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 並 び に 、 遺 伝 子
マ ー カ ー を 指 標 と し て 迅 速 か つ 簡 便 に 行 う こ と が で き る 、 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 、 免 疫 抑 制
剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 同 定 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 選 択 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の
用 量 決 定 方 法 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 、 キ ッ ト 、 及 び 免 疫 抑 制 剤 又 は 免 疫 寛 容 誘
導 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 、 拒 絶 反 応 モ デ ル ラ ッ ト を 用 い 、 急 性 拒 絶 反 応 初
期 及 び 免 疫 抑 制 剤 投 与 時 の 末 梢 血 液 中 の 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 解
析 す る こ と に よ り 、 拒 絶 反 応 に よ り 発 現 量 が １ ． ５ 倍 以 上 上 昇 し 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 に よ
り 発 現 量 が １ ． ５ 倍 以 上 抑 制 さ れ た 免 疫 関 連 遺 伝 子 （ IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、
CTSSな ど ） を 同 定 し た 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 拒 絶 反 応 モ デ ル ラ ッ ト に 投 与 し た 免 疫 抑 制
剤 の 使 用 量 や 血 中 濃 度 に 対 し て 上 記 遺 伝 子 の 発 現 量 を 調 べ る こ と に よ り 、 免 疫 抑 制 剤 の 投
与 量 や 血 中 濃 度 と 上 記 遺 伝 子 の 発 現 量 と の 間 に 相 関 関 係 が あ る こ と を 明 ら か に し 、 本 発 明
を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に 係 る 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 拒 絶 反 応 の 指 標 と な る も の で あ っ て 、 前 記
遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選
ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る 。 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 例 え
ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に よ る 拒 絶 反 応 の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 免 疫 寛 容 の 指 標 と な る も の で あ っ て 、 前 記 遺 伝
子 マ ー カ ー は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ
る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る 。 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、
心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に 対 す る 免 疫 寛 容 の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と な る も の で あ っ て
、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ
か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る 。 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー は
、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に 対 す る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と
な る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 は 、 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 拒 絶 反 応 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 マ ー
カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ
る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 に 係 る 拒 絶 反 応 の 診
断 方 法 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に よ る 拒 絶 反 応 の 有 無 を 調
べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 拒 絶 反 応 の 診 断 キ ッ ト は 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化
を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB
9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-14722 A 2006.1.19



す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 に 係 る 拒 絶 反 応 の 診 断 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 心 臓
、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に よ る 拒 絶 反 応 の 有 無 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 は 、 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た 脊 椎 動 物 か
ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫 寛 容 の 有
無 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、
TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物
質 が 用 い ら れ る 。 前 記 組 織 又 は 器 官 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 は 、 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た 脊 椎
動 物 に お い て 、 移 植 後 投 与 さ れ て い る 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 を 減 少 さ せ る と と も に 、 前 記 脊
椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ し 、 前 記 投 与 量 の 減
少 に 伴 い 、 前 記 発 現 量 の 有 意 な 変 化 が 起 こ ら ず 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 か ら 離 脱 で き た 場 合 に 免
疫 寛 容 が 生 じ た と 判 定 す る こ と を 含 ん で な る 。 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば 、 IR
F1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝
子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 を 用 い る こ と が で き る 。 前 記 組 織 又 は 器 官 は 、 例 え ば 、 心 臓
、 腎 臓 、 肝 臓 等 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る キ ッ ト は 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発
現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、
IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺
伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の
組 織 又 は 器 官 の 移 植 に 対 す る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る キ ッ ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 に よ る 、 血 液 中 の
遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法
で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか
ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。
本 発 明 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に 対 す る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効
を 評 価 す る 方 法 で あ っ て も か ま わ な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 の 同 定 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 に お い
て 、 有 効 な 免 疫 抑 制 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 脊 椎 動 物 に 属 す る 複 数 の 個 体 の 各 々
に お い て 、 等 量 の 異 な る 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る 前 後 で 、 前 記 個 体 か ら 血 液 を 採 取 し 、 前 記
血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る 前 後 で 、 前 記 個 体
か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 比 較 し 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 に よ り 、
前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 最 も 減 少 し た 免 疫 抑 制 剤 を 同 定 す る こ と 、 を 含 み 、 前 記 遺
伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か
ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 は 、 例 え ば
、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に 対 す る 有 効 な 免 疫 抑 制 剤 を 同 定 す る 方 法 で
あ っ て も か ま わ な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 の 選 択 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 脊 椎 動 物 個 体 に
お い て 、 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 の 各 々 に つ い て 作 成 さ れ た 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 量 又 は 血 中 濃 度
と 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と の 相 関 関 係 を 示 す 検 量 線 を 用 い 、 前 記 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 の
中 か ら 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 を 必 要 と す る 個 体 に 対 し て 最 も 有 効 な 免 疫 抑 制 剤 を 選 択 す る 方 法
で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか
ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。
前 記 個 体 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 を 受 け て い る も の で あ る
こ と が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 決 定 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 必 要 と す る 疾 患 又 は 拒
絶 反 応 を 伴 う 脊 椎 動 物 に お い て 、 前 記 脊 椎 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、 前 記 血 液 中 に お け る 遺
伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、 あ ら か じ め 作 成 し た 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 量 又 は 免 疫 抑 制
剤 の 血 中 濃 度 と 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と の 相 関 関 係 を 示 す 検 量 線 を 用 い て 、 前 記 脊 椎
動 物 の 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 、 所 定 の 発 現 量 ま で 減 少 さ せ る た め に 必
要 な 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PS
MB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関
連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。 前 記 個 体 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又
は 器 官 の 移 植 を 受 け て い る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る た め の キ ッ ト は 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 に
よ る 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を 備
え 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る
グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 が 用 い ら れ る 。 前 記 免
疫 抑 制 剤 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 の 組 織 又 は 器 官 の 移 植 後 に 使 用 す る も の で あ っ
て も か ま わ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ
て も 、 免 疫 寛 容 誘 導 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て も よ く 、 組 織 又 は 器 官 を 移 植 す る こ
と に よ り 免 疫 拒 絶 を 生 じ る 脊 椎 動 物 に 対 し て 被 検 物 質 を 投 与 す る 工 程 と 、 前 記 脊 椎 動 物 か
ら 血 液 を 採 取 す る 工 程 と 、 前 記 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ す
る 工 程 と を 含 み 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び
CTSSか ら な る グ ル ー プ か ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 を 用 い る
こ と が で き る 。 前 記 組 織 又 は 器 官 は 、 例 え ば 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 等 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 と 相 関 し て 発 現 が
変 化 す る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 測 定 す る た め の キ ッ ト は 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 と
相 関 し て 発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 又 は 抗 体 を
備 え て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 は 、 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た 脊 椎 動 物 か
ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る た め の キ ッ ト は 、 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ
れ た 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る た め の プ ラ
イ マ ー 又 は 抗 体 を 備 え て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 抑 制 剤 又 は 免 疫 寛 容 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 組 織 又 は 器
官 を 移 植 す る こ と に よ り 免 疫 拒 絶 を 生 じ る 脊 椎 動 物 に 対 し て 被 検 物 質 を 投 与 す る 工 程 と 、
前 記 脊 椎 動 物 か ら 血 液 を 採 取 す る 工 程 と 、 前 記 血 液 中 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を
モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 拒 絶 反 応 の 抑 制 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 血 中 濃 度 を モ ニ タ リ ン グ し な が ら 、
遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、 所 定 値 に な る ま で 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る こ と を 特 徴 と
す る 。 こ れ に よ り 、 組 織 又 は 器 官 の 移 植 に よ り 生 じ る 拒 絶 反 応 を 有 効 に 抑 制 す る こ と が 可
能 に な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 免 疫 疾 患 の 改 善 又 は 治 療 方 法 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 血 中 濃 度 を モ ニ タ リ
ン グ し な が ら 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、 所 定 値 に な る ま で 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す
る こ と を 特 徴 と す る 。 こ れ に よ り 、 自 己 免 疫 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 ア ト ピ ー 性 疾 患
、 リ ウ マ チ 性 疾 患 、 花 粉 症 な ど の 免 疫 疾 患 を 有 効 に 改 善 又 は 治 療 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 な お 、 本 発 明 に お い て 「 遺 伝 子 マ ー カ ー 」 と は 、 あ る 対 象 物 の 状 態 又 は 作 用 の 評 価 の 指
標 と な る も の で あ っ て 、 こ こ で は あ る 遺 伝 子 の 発 現 量 と 相 関 す る と き の 遺 伝 子 関 連 物 質 を
い う 。 例 え ば 、 遺 伝 子 そ れ 自 体 、 転 写 物 で あ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 翻 訳 物 で あ る ペ プ チ ド 、 遺 伝 子
発 現 の 最 終 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 な ど が 含 ま れ る 。 「 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 」 と は 、 遺
伝 子 マ ー カ ー が 遺 伝 子 以 外 の 場 合 は 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 由 来 す る 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル （ マ
ー カ ー が 転 写 物 な ど の 場 合 ） ま た は 翻 訳 レ ベ ル に お け る 発 現 量 （ マ ー カ ー が ポ リ ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 な ど の 場 合 ） を 意 味 す る 。 ま た 、 本 発 明 に お い て 脊 椎 動 物 と は 、 ヒ ト お よ び
、 ヒ ト 以 外 の マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど の 脊 椎 動 物 を 意 味 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 拒 絶 反 応 の 診 断 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 評 価 、 及 び 免 疫 寛 容 の 有 無 の 判
定 を 行 う こ と が で き る 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 並 び に 、 遺 伝 子 マ ー カ ー を 指 標 と し て 迅 速 か つ 簡
便 に 行 う こ と が で き る 、 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 方 法 、 免 疫 抑
制 剤 の 同 定 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 選 択 方 法 、 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 決 定 方 法 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を
判 定 す る 方 法 、 キ ッ ト 、 及 び 免 疫 抑 制 剤 又 は 免 疫 寛 容 誘 導 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供
す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 、 上 記 知 見 に 基 づ き 完 成 し た 本 発 明 の 実 施 の 形 態 を 、 実 施 例 を 挙 げ な が ら 詳 細 に 説
明 す る 。 実 施 の 形 態 及 び 実 施 例 に 特 に 説 明 が な い 場 合 に は 、 J. Sambrook, E. F. Fritsch
 & T. Maniatis (Ed.), Molecular cloning, a laboratory manual (3rd edition), Cold
 Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York (2001); F. M. Ausubel, R. Bre
nt, R. E. Kingston, D. D. Moore, J.G. Seidman, J. A. Smith, K. Struhl (Ed.), Cur
rent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons Ltd.な ど の 標 準 的 な プ ロ ト
コ ー ル 集 に 記 載 の 方 法 、 あ る い は そ れ を 修 飾 し た り 、 改 変 し た 方 法 を 用 い る 。 ま た 、 市 販
の 試 薬 キ ッ ト や 測 定 装 置 を 用 い て い る 場 合 に は 、 特 に 説 明 が 無 い 場 合 、 そ れ ら に 添 付 の プ
ロ ト コ ル を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 な お 、 本 発 明 の 目 的 、 特 徴 、 利 点 、 及 び そ の ア イ デ ア は 、 本 明 細 書 の 記 載 に よ り 、 当 業
者 に は 明 ら か で あ り 、 本 明 細 書 の 記 載 か ら 、 当 業 者 で あ れ ば 、 容 易 に 本 発 明 を 再 現 で き る
。 以 下 に 記 載 さ れ た 発 明 の 実 施 の 形 態 及 び 具 体 的 な 実 施 例 な ど は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施
態 様 を 示 す も の で あ り 、 例 示 又 は 説 明 の た め に 示 さ れ て い る の で あ っ て 、 本 発 明 を そ れ ら
に 限 定 す る も の で は な い 。 本 明 細 書 で 開 示 さ れ て い る 本 発 明 の 意 図 並 び に 範 囲 内 で 、 本 明
細 書 の 記 載 に 基 づ き 、 様 々 な 改 変 並 び に 修 飾 が で き る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
＝ ＝ 遺 伝 子 マ ー カ ー の 有 用 性 ＝ ＝
　 本 発 明 の 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 拒 絶 反 応 や 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 と 相 関 し て 発 現 が 変 化 す る 、
遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS
2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ
る 場 合 、 そ れ ら 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 は 、 拒 絶 反 応 に よ り 白 血 球 中 に お い て 増 加 し 、 免
疫 抑 制 剤 に よ り 白 血 球 中 に お い て 減 少 す る 。 ま た 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 は 、 拒 絶 反 応
の 程 度 並 び に 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 及 び 血 中 濃 度 に 対 し て も 相 関 関 係 を 有 す る 。 従 っ て 、 本 発
明 に 係 る 遺 伝 子 マ ー カ ー は 拒 絶 反 応 又 は 免 疫 寛 容 の 指 標 と し て 、 あ る い は 免 疫 抑 制 剤 の 薬
効 の 指 標 と し て 有 用 で あ る 。 な お 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と 拒 絶 反 応 ま た は 免 疫 抑 制 剤
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は 、 逆 の 相 関 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 複 数 の 遺 伝 子 マ ー カ ー を 用 い て 、 総 合 的 に 拒 絶 反 応 を 診 断 し た り 、 免 疫 抑 制 剤 の
薬 効 の 指 標 と し た り 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 し た り し て も よ く 、 そ の 場 合 、 よ り 精 密 に 拒
絶 反 応 を 診 断 で き 、 よ り 厳 密 に 薬 効 を 評 価 で き 、 よ り 正 確 に 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 で き る
こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 血 液 を サ ン プ ル と し て 用 い る こ と
が で き る た め 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 定 期 的 に 簡 便 に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ は
、 初 期 段 階 で 拒 絶 反 応 の 診 断 を 迅 速 に 行 う こ と を 可 能 に す る 。 初 期 診 断 は 、 拒 絶 反 応 に 対
し て 早 期 に 対 処 す る こ と が で き る よ う に な る た め 、 移 植 し た 組 織 又 は 器 官 の 拒 絶 反 応 に よ
る 障 害 を 最 小 限 に 抑 え る こ と が で き 、 非 常 に 重 要 で あ る 。 ま た 、 血 液 サ ン プ ル の 取 得 は 、
針 生 検 に 比 べ て 侵 襲 が 少 な く 、 針 生 検 の よ う な 高 度 な 技 術 も 必 要 と し な い の で 、 簡 便 に 行
う こ と が で き る 。 同 様 に 、 血 液 を サ ン プ ル と し て 用 い る こ と か ら 、 本 発 明 に 係 る 薬 効 の 評
価 や 免 疫 寛 容 の 診 断 も 、 迅 速 、 頻 回 、 且 つ 簡 便 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
＝ ＝ 遺 伝 子 マ ー カ ー の 定 量 ＝ ＝
　 本 実 施 の 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 マ ー カ ー が 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 の 転 写 物 （ mRNA） で あ る
場 合 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 測 定 （ 定 量 ） は 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト
ブ ロ ッ ト 法 、 定 量 的 RT-PCR（ quantitative reverse transcription-polymerase chain re
action） 法 な ど に よ っ て mRNA量 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る が 、 微 量 の RNA（
白 血 球 か ら 単 離 ） を 用 い て mRNA量 を 測 定 す る こ と が で き る 点 で 定 量 的 RT-PCR法 を 用 い て 行
う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 定 量 的 RT-PCR法 に 用 い る プ ラ イ マ ー と し て は 、 遺 伝 子 マ ー カ ー を 特 異 的 に 検 出 す る こ と
が で き る も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 12～ 26塩 基 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 好 ま し い 。 そ の 塩 基 配 列 は 、 対 象 と な る 脊 椎 動 物 の  IRF1 （ interferon regulat
ory factor 1） 、 PSMB9（ proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type. 9； 別
名 LMP2 (low molecular mass polypeptide 2)） 、 NOS2A（ nitric oxide synthase 2A (in
ducible, hepatocytes)） 、 PIM1（ pim-1 oncogene） 、 TAP1（ transporter 1, ATP-bindin
g cassette, sub-family B (MDR/TAP)） 、 及 び CTSS（ cathepsin S） の 各 遺 伝 子 の 配 列 情
報 に 基 づ い て 決 定 す る 。 そ し て 、 決 定 し た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 、 例 え ば 、 DNA合 成
機 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 動 物 が ヒ ト で あ る 場 合 に は 、 NM
002198（ IRF1） 、 NM002800及 び NM148954（ PSMB9） 、 NM000625及 び NM153292（ NOS2A） 、 NM
002648（ PIM1） 、 NM000593（ TAP1） 、 NM004079（ CTSS） で 登 録 さ れ て い る 配 列 情 報 に 基 づ
い て プ ラ イ マ ー を 作 製 す る こ と が で き 、 動 物 が ラ ッ ト で あ る 場 合 に は 、 NM012591（ Irf1）
、 NM012708（ Psmb9） 、 NM012611（ Nos2） 、 NM017034（ Pim1） 、 NM032055（ TAP1） 、 NM017
320(CTSS)で 登 録 さ れ て い る 配 列 情 報 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 一 方 、 遺 伝 子 マ ー カ ー が 遺 伝 子 の 翻 訳 物 （ ポ リ ペ プ チ ド ） 又 は 最 終 産 物 （ タ ン パ ク 質 ）
で あ る 場 合 、 例 え ば 、 遺 伝 子 マ ー カ ー に 対 し て 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 等 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 や Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 な ど に よ っ て 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 の 測 定 を 行 う こ と が で き る が 、 こ れ ら の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 Ｒ Ｉ Ａ （
radioimmunoassay、 放 射 免 疫 測 定 法 ） 、 Ｅ Ｉ Ａ （ enzyme immunoassay、 酵 素 免 疫 法 ） 等 、
様 々 な 手 法 を 用 い る こ と が で き る 。 以 下 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 を 例
に 挙 げ て 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 測 定 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 超 音 波 処 理 を 行 い 、 遠 心 分 離 し て 上
清 を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 粗 抽 出 液 を 得 る 。 そ の 後 、 遺 伝 子 マ ー カ ー に 対 し て 特 異 的
に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 吸 着 さ せ た ELISAプ レ ー ト （ 例 え ば ９ ６ 穴 プ レ ー ト を 用
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い た も の ） を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 の 粗 抽 出 液 を プ レ ー ト の ウ エ ル に 入 れ て 遺 伝 子 マ ー カ ー
と 反 応 さ せ 、 引 き 続 き 一 次 抗 体 及 び 二 次 抗 体 （ 例 え ば 、 酵 素 で 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 抗 体 な ど ） と そ れ ぞ れ 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 ELISAプ レ ー ト を 洗 浄 し 、 酵 素 に 対 す る 基
質 を 用 い て 発 色 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ り 吸 光 度 を 測 定 し 、 あ ら か じ め 作 成
し た 検 量 線 を 用 い て タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 定 量 す る 。 こ の よ う に し て 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 な お 、 二 次 抗 体 の 標 識 と し て 用 い ら れ て い る 酵 素 と し て
は 、 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ 由 来 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど
を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
＝ ＝ 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 ＝ ＝
　 こ の よ う な 遺 伝 子 マ ー カ ー を 用 い れ ば 、 例 え ば 、 組 織 又 は 器 官 を 移 植 し た 脊 椎 動 物 か ら
採 取 し た 血 液 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 定 期 的 に 測 定 し 、 組 織 又 は 器 官 の 移 植 前
に 採 取 し た 血 液 に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と 比 較 す る こ と に よ り 、 拒 絶 反 応 の 診 断
を 行 う こ と が 可 能 に な る 。 即 ち 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し た 結 果 、 移 植 後 の 遺 伝
子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 移 植 前 と 比 べ て 有 意 に 変 化 し て い る か 、 ま た は 経 時 的 に 有 意 に 変 化
し て い る 場 合 、 拒 絶 反 応 が 起 こ っ て い る 又 は 拒 絶 反 応 の 可 能 性 有 り と 判 断 さ れ る 。 例 え ば
、 遺 伝 子 マ ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら 選 ば れ る い ず れ か
の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る 場 合 、 そ の 発 現 量 が 移 植 前 と 比 べ て 有 意 に 増 加
し て い る か 、 ま た は 経 時 的 に 有 意 に 増 加 傾 向 に あ る 場 合 、 そ の よ う に 判 断 さ れ る 。 一 方 、
移 植 後 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 移 植 前 の も の と 比 べ て 有 意 に 増 加 し て い な い 場 合 に は
、 拒 絶 反 応 が 起 こ っ て い な い と 判 断 さ れ る 。 な お 、 診 断 対 象 と な る 脊 椎 動 物 と し て は 、 例
え ば 、 ヒ ト で も よ く 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 の ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
＝ ＝ 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 評 価 方 法 ＝ ＝
　 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 に 係 る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 は 、 拒 絶 反 応 の 指 標 と し て の み
な ら ず 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る 際 の 指 標 と し て 有 用 で あ る 。 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現
量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 を 評 価 す る こ と が 可 能 に な れ ば 、 個 々 の 疾 患
に 対 し て 科 学 的 根 拠 に 基 づ く 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 方 法 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 少 な い 使 用 量 で 効 果 が 得 ら れ 、 副 作 用 の 少 な い 免 疫 抑 制 剤 又 は そ の 投 与 方 法 の 選 択 な
ど を 行 う こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 な お 、 免 疫 抑 制 剤 の 対 象 疾 患 は 、 拒 絶 反 応 以 外 に も 、 自 己 免 疫 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾
患 （ ア レ ル ギ ー 性 皮 膚 炎 、 ア ト ピ ー 性 疾 患 、 花 粉 症 な ど を 含 む ） 、 リ ウ マ チ 性 疾 患 等 の 免
疫 疾 患 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 免 疫 抑 制 剤 と し て は 、 移 植 後 の 生 体 の 拒 絶 反 応 な ど の 異 常 免 疫 反 応 を 抑 制 す る 薬
剤 、 各 種 疾 患 に お い て 免 疫 を 抑 制 す る 薬 剤 な ど で あ れ ば ど の よ う な も の で も よ く 、 例 え ば
、 ス テ ロ イ ド 剤 （ プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン な ど ） 、 IL-2の 抗 体 、 IL-2分 泌
抑 制 剤 （ ラ パ マ イ シ ン 等 ） 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 若 し く は FK506（ タ ク ロ リ ム ス 又 は プ ロ グ ラ
フ と も い う ） な ど の CN抑 制 剤 、 代 謝 拮 抗 薬 （ ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル ） 、 シ ク ロ ホ ス
フ ァ ミ ド 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ （ ム ロ モ ナ ブ Ｃ Ｄ ３ と も い う ） 、 抗 リ ン パ 球 グ ロ ブ リ ン （ 抗 胸 腺 細 胞
免 疫 グ ロ ブ リ ン ） 、 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 、 抗 Ｔ Ｎ Ｆ － α 抗 体 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 ス
ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 ６ － メ ル カ プ ト プ リ ン （ ６ － Ｍ Ｐ ） 、 メ ソ ト レ キ サ ー ト 、 サ イ ト キ サ ゾ
ン 、 塩 酸 グ ス ペ リ ム ス 、 又 は こ れ ら の 薬 剤 の 組 み 合 わ せ な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
＝ ＝ 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 方 法 の 決 定 ＝ ＝
　 前 記 疾 患 に 罹 患 し た り 、 移 植 手 術 を 受 け た り し た 後 、 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 さ れ た 脊 椎 動 物
個 体 に 対 し て 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 血 中 濃 度 を モ ニ タ リ ン グ し な が ら 、
動 物 の 血 中 （ 白 血 球 ） に お け る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 し 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現
量 が 所 定 値 に な る （ 例 え ば 、 正 常 値 と の 差 の ２ 割 程 度 に ま で 減 少 す る ） ま で 免 疫 抑 制 剤 を
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投 与 す る こ と に よ り 、 上 記 免 疫 疾 患 の 改 善 又 は 治 療 や 、 拒 絶 反 応 の 抑 制 を 、 最 小 限 の 免 疫
抑 制 剤 の 使 用 に よ っ て 行 う こ と が 可 能 に な る 。 こ れ に よ り 、 免 疫 抑 制 剤 の 過 剰 使 用 に よ る
感 染 症 な ど の 副 作 用 を 有 効 に 予 防 す る こ と が で き る 。 な お 、 免 疫 抑 制 剤 の 最 初 の 投 与 に は
、 例 え ば 、 以 下 に 述 べ る 検 量 線 に よ り 設 定 さ れ た 最 小 限 の 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 を 用 い る こ と
が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
＝ ＝ 検 量 線 の 作 成 と そ の 応 用 ＝ ＝
　 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 さ れ た 脊 椎 動 物 個 体 に 対 し て 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と 、 免 疫 抑 制
剤 の 用 量 又 は 血 中 濃 度 と の 相 関 を 示 す 検 量 線 を 作 成 す る と 、 様 々 な 面 か ら 、 こ の 免 疫 抑 制
剤 の 有 効 性 を 評 価 す る こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 の 検 量 線 を 作 成 し 、 最 も 少 量 で 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 正
常 値 に な る 免 疫 抑 制 剤 や 、 副 作 用 が 生 じ る 量 と 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 正 常 値 に な る 量
を 比 較 し た 時 そ の 量 の 差 が 最 も 大 き い 免 疫 抑 制 剤 を 選 択 す る こ と に よ り 、 免 疫 疾 患 や 拒 絶
反 応 を 伴 う 各 種 脊 椎 動 物 に 対 し て 、 最 も 有 用 な 免 疫 抑 制 剤 を 選 択 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 免 疫 抑 制 剤 の 複 数 の 投 与 方 法 に 対 し 、 同 様 に 作 成 し た 検 量 線 を 用 い る こ と に よ り
、 最 も 有 効 な 投 与 方 法 を 選 択 す る こ と も 可 能 と な る 。 な お 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 方 法 と し て
は 、 例 え ば 、 患 部 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 等 の 注 射 に よ る 投 与 、 経 口 投 与 、 塗 布
や 貼 付 等 に よ る 非 経 口 投 与 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に 、 免 疫 抑 制 剤 を 必 要 と す る 、 自 己 免 疫 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 ア ト ピ ー 性 疾
患 、 リ ウ マ チ 性 疾 患 、 花 粉 症 な ど の 免 疫 疾 患 や 、 拒 絶 反 応 を 伴 う 動 物 に 対 し て 、 同 様 に 検
量 線 を 用 い 、 各 疾 患 に 対 す る 免 疫 抑 制 剤 の 最 適 投 与 量 を 設 定 す る こ と も 可 能 に な る 。 例 え
ば 、 あ る 患 者 や 患 畜 に 対 し 、 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る 前 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 に 対 し 、
正 常 な 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と の 差 を 算 出 し 、 所 定 の 割 合 だ け 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量
を 減 少 さ せ ら れ る よ う な 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
＝ ＝ 免 疫 寛 容 の 有 無 の 判 定 方 法 ＝ ＝
　 本 発 明 に か か る 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 に よ る と 、 組 織 又 は 器 官 が 移 植 さ れ た 脊
椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫
寛 容 の 有 無 を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 免 疫 寛 容 の 有 無 の 判 定 方 法 の 一 例 と し て 、 組 織 又 は 器 官 を 移 植 し た 脊 椎 動 物 に 対 し て 免
疫 抑 制 剤 の 投 与 量 を 減 少 さ せ る と と も に 、 当 該 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー
カ ー の 発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 即 ち 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発
現 量 を 測 定 し た 結 果 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 の 減 少 に 伴 っ て 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 、 拒
絶 反 応 を 起 こ し て い る と 判 定 さ れ る の と 同 様 な 変 化 を 示 す 場 合 は 免 疫 寛 容 が 生 じ て い な い
と 判 定 し 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 が 減 少 し て も 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 有 意 な 変 化 が 起 こ
ら ず 、 免 疫 抑 制 剤 か ら 離 脱 で き た 場 合 に 免 疫 寛 容 が 生 じ た と 判 定 す る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 マ
ー カ ー が 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に
関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 で あ る 場 合 に は 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 の 減 少 に 伴 っ て 遺 伝 子 マ ー
カ ー の 発 現 量 が 増 加 す る 場 合 は 免 疫 寛 容 が 生 じ て い な い と 判 定 し 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 が
減 少 し て も 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 有 意 な 増 加 が 起 こ ら ず 、 免 疫 抑 制 剤 か ら 離 脱 で き た
場 合 に 免 疫 寛 容 が 生 じ た と 判 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 以 上 の よ う に 、 免 疫 寛 容 の 有 無 を 判 定 す る こ と に よ り 、 本 来 は 必 要 の な い 免 疫 抑 制 剤 の
投 与 を 中 断 す る こ と が 可 能 と な り 、 免 疫 抑 制 剤 の 長 期 投 与 に 伴 う 感 染 の リ ス ク や 免 疫 抑 制
剤 の 副 作 用 を 回 避 す る こ と が で き る よ う に な る 。 な お 、 診 断 対 象 と な る 脊 椎 動 物 と し て は
、 例 え ば 、 ヒ ト で も よ く 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 の ヒ ト 以 外 の 脊 椎 動 物 で も よ い 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に か か る 免 疫 寛 容 の 有 無 の 判 定 方 法 は 、 免 疫 寛 容 誘 導 方 法 の 開 発 や 免 疫 寛
容 誘 導 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 の 脊 椎 動 物 に 対 し て 組 織 又 は 器 官 を 移 植 し て 、 被 検 物 質 を 投
与 す る か 、 ま た は 被 検 方 法 で 処 理 し 、 そ の 後 、 血 液 を 採 取 し て 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を
モ ニ タ リ ン グ す る 。 多 数 の 被 検 物 質 や 被 検 方 法 に 対 し 、 こ の 方 法 を 繰 り 返 し 行 う こ と に よ
り 、 免 疫 抑 制 剤 や 免 疫 抑 制 方 法 の ス ク リ ー ニ ン グ だ け で な く 、 免 疫 寛 容 誘 導 剤 や 免 疫 寛 容
誘 導 方 法 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 例 え ば 、 免 疫 寛 容 誘 導 剤 と し て は 、 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る 対 象 と な る ペ プ チ ド の 部 分 ペ プ
チ ド を 投 与 す る こ と に よ り 、 Ｔ 細 胞 脱 感 作 し 得 る が 、 そ の 際 、 様 々 な 部 分 ペ プ チ ド を ス ク
リ ー ニ ン グ し 、 有 効 な 部 分 ペ プ チ ド を 選 択 で き る 。 ま た 、 補 助 シ グ ナ ル 経 路 で あ る ICOS/B
7h 経 路 、 CD28-CTLA4/B7 経 路 を 選 択 的 に 阻 害 す る 化 合 物 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 な ど
に も 用 い る こ と が で き よ う 。 ま た 、 組 織 又 は 器 官 を 移 植 し た 脊 椎 動 物 に 対 し て 、 例 え ば 、
１ 又 は ２ 種 以 上 の 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 す る な ど 、 投 与 す る 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 形 態 や 投 与 方 法
を 変 化 さ せ て 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 し 、 前 記 脊 椎 動 物 か ら 採 取 し た 血 液 中 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ り 、 有 効 な 免 疫 寛 容 誘 導 方 法 を 開 発 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 な お 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び
CTSSか ら 選 ば れ る い ず れ か の 遺 伝 子 に 関 連 す る 遺 伝 子 関 連 物 質 を 用 い る こ と が で き る 。 ま
た 、 脊 椎 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 の 脊 椎 動 物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
＝ ＝ ＝ キ ッ ト ＝ ＝ ＝
　 本 発 明 に 係 る キ ッ ト は 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 測 定 す る た め の 試 薬 又 は 器 具 が 含 ま
れ て い れ ば ど の よ う な も の で も よ く 、 例 え ば 、 定 量 的 RT-PCR法 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー や
試 薬 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 や ELISA法 に 用 い ら れ る 抗 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 、 血
液 か ら 白 血 球 の RNAを 単 離 す る た め の 試 薬 、 遺 伝 子 マ ー カ ー に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 用 プ ロ ー ブ 、 酵 素 ・ 蛍 光 物 質 ・ 放 射 性 物 質 な ど に よ り 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 二
次 抗 体 、 前 記 酵 素 に 対 す る 基 質 な ど を 含 ま せ る こ と と し て も よ い 。 な お 、 酵 素 と し て は 、
例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ 由 来 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど を 用
い る こ と が で き 、 蛍 光 物 質 と し て は 、 Cy2、 FluorX、 Cy3、 Cy3.5、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 FITC
（ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 フ ル オ レ セ イ ン ） 、 ロ ー ダ ミ ン な ど を 用 い る こ と が で き 、 放 射 性 物 質
と し て は 、 例 え ば 、 3 H、 3 2 P、 3 5 S、 1 2 1 I、 1 2 5 Iな ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 記 プ ラ イ マ ー と し て は 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSか ら な る 群 か ら
選 ば れ る １ 又 は ２ 以 上 の 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 前 記 抗
体 と し て は 、 例 え ば 、 IRF1、 PSMB9、 NOS2A、 PIM1、 TAP1、 及 び CTSSな ど の 遺 伝 子 マ ー カ ー
（ ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 ） に 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 に 係 る キ ッ ト は 、 １ 又 は ２ 種 以 上
の 抗 体 が 含 ま れ て い る こ と と し て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 及 び 図 を 用 い て よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
［ 実 施 例 １ ］
　 Lewis系 ラ ッ ト を ド ナ ー と し 、 同 種 同 系 （ Lewis系 ） ラ ッ ト を レ シ ピ エ ン ト と し て 心 臓 移
植 を 施 行 し た （ 非 拒 絶 群 ； ｎ ＝ ３ ） 。 ま た 、 ACI系 ラ ッ ト を ド ナ ー と し 、 同 種 異 系 （ Lewis
系 ） ラ ッ ト を レ シ ピ エ ン ト と し て 心 臓 移 植 を 施 行 し た ６ 匹 の う ち 、 ３ 匹 の ラ ッ ト （ 免 疫 抑
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制 剤 投 与 群 ； ｎ ＝ ３ ） に 対 し て 、 移 植 当 日 （ ０ 日 目 ） に シ ク ロ ス ポ リ ン （ ノ ル バ テ ィ ス フ
ァ ー マ 株 式 会 社 製 ； 生 理 食 塩 水 に 溶 解 ） を 体 重 1kg当 た り 5 mg皮 下 注 射 し 、 そ の 後 、 毎 日
、 同 量 の シ ク ロ ス ポ リ ン を 皮 下 注 射 し た 。 残 り の ３ 匹 に は 、 免 疫 抑 制 剤 を 投 与 し な か っ た
（ 拒 絶 群 ； ｎ ＝ ３ ） 。 な お 、 上 記 ２ 系 統 の ラ ッ ト は 、 ８ ～ １ ０ 週 齢 、 体 重 200-300gの 雄 性
の も の を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 移 植 後 ４ 日 目 （ 拒 絶 群 に お い て 、 拒 絶 反 応 に よ る 移 植 心 拍 動 の 停 止 は 、 ま だ 確 認 さ れ て
い な い ） に 、 非 拒 絶 群 、 拒 絶 群 、 及 び 免 疫 抑 制 剤 投 与 群 の 各 群 ３ 個 体 を 開 腹 し 、 下 大 静 脈
よ り 末 梢 血 液 （ 約 5 ml） を 採 取 し た 。 そ の 後 、 QIAamp RNA Blood Mini（ QIAGEN社 製 ） を
用 い て mRNAを 抽 出 し 、 DNase処 理 に よ り DNAを 除 去 し た 。 得 ら れ た 末 梢 血 液 中 の mRNA 20μ g
を 用 い て 、 Label Star Array kit（ QIAGEN社 製 ） に よ り Cy5色 素 で ラ ベ ル 化 し た cDNAを 得
た 。 こ の cDNAを Atlas Glass Microarray Rat 1.0（ BD Biosciences Clontech社 製 ） と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 Axon GenePix4000A（ Axon Instruments社 製 ） を 用 い て GenePix Pro3.
0 Microarray analysis software（ Axon Instruments社 製 ） に よ り マ イ ク ロ ア レ イ を ス キ
ャ ン し 、 デ ー タ を 解 析 し た （ グ ロ ー バ ル 補 正 ） 。 そ の 結 果 、 非 拒 絶 群 又 は 免 疫 抑 制 剤 投 与
群 と 比 較 し て 拒 絶 群 に お い て 著 し く 発 現 量 が 増 加 し て い た 遺 伝 子 （ Irf1、 Psmb9、 Nos2、 P
im1、 Tap1、 及 び Ctss） を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ こ で 選 択 さ れ た 各 遺 伝 子 に 関 し 、 厳 密 に 発 現 量 の 変 化 を 調 べ る た め 、 mRNAの 定 量 を 行
っ た 。 な お 、 Irf1、 Psmb9、 Nos2、 及 び Pim1の mRNAの 定 量 は 、 抽 出 し た mRNA 25 ng並 び に
表 １ に 示 す 各 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ を 用 い て 、 表 １ に 示 す 条 件 下 で TaqMan Reverse Tra
nscription Reagents（ Applied Biosystems社 製 ） に よ り cDNAを 合 成 し 、 β － ア ク チ ン を
内 部 標 準 と し て ABI PRISM 7900HT（ Applied Biosystems社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。 ま た 、 Ta
p1及 び Ctssの mRNAの 定 量 は 、 抽 出 し た mRNA 25ng並 び に 各 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ （ そ れ
ぞ れ 最 終 濃 度 で 900nM、 250nM； Applied Biosystems社 製 の TaqMan Gene Expression Assay
s Rn00709612_m1(Tap1)又 は Rn00569036_m1(Ctss)を 使 用 ） を 用 い て 、 TaqMan Reverse Tra
nscription Reagents（ Applied Biosystems社 製 ） に よ り cDNAを 合 成 し 、 β － ア ク チ ン を
内 部 標 準 と し て ABI PRISM 7900HT（ Applied Biosystems社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
［ 表 １ ］
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　 そ の 結 果 、 同 種 異 系 ラ ッ ト の 心 臓 移 植 に よ り 引 き 起 こ さ れ た 拒 絶 反 応 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
発 現 量 が １ ． ５ 倍 以 上 上 昇 し 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が １ ． ５ 倍 以 上
抑 制 さ れ た 、 Irf1、 Psmb9、 Nos2、 Pim1、 Tap1、 及 び Ctssの 遺 伝 子 を 同 定 し た 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
［ 実 施 例 ２ ］
　 実 施 例 １ に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 が 、 拒 絶 反 応 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と な る か ど う
か を 調 べ る た め 、 非 拒 絶 群 、 拒 絶 群 、 免 疫 抑 制 剤 投 与 群 （ シ ク ロ ス ポ リ ン 投 与 群 ； 5mg/kg
-体 重  シ ク ロ ス ポ リ ン を 移 植 日 に 皮 下 投 与 し 、 そ の 後 連 日 皮 下 投 与 、 及 び タ ク ロ リ ム ス 投
与 群 ； 1.28mg/kg-体 重  タ ク ロ リ ム ス を 移 植 日 に 皮 下 投 与 し 、 連 日 皮 下 投 与 ） の 各 ラ ッ ト
の 尾 静 脈 か ら 、 心 臓 移 植 前 、 及 び 移 植 後 ３ 日 後 ま で 毎 日 、 血 液 200μ lを 採 取 し 、 移 植 後 ４
日 目 に ラ ッ ト 個 体 を 開 腹 し 、 下 大 静 脈 よ り 血 液 を 200μ l採 取 し て 、 遺 伝 子 マ ー カ ー （ Irf1
（ ｎ ＝ ５ ） 、 Psmb9（ ｎ ＝ ５ ） 、 Nos2（ ｎ ＝ ３ ） 、 又 は Pim1（ ｎ ＝ ３ ） ； 但 し 、 タ ク ロ リ
ム ス 投 与 群 の み 全 て ｎ ＝ ３ ） の 発 現 量 を 測 定 し た 。 な お 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 は 、 実
施 例 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 血 液 か ら mRNAを 採 取 し 、 mRNAの 定 量 を 行 う こ と に よ り 測 定 し
た 。 な お 、 こ の mRNAの 定 量 解 析 に お い て は 、 手 術 前 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 基 準 と し
て （ 「 １ 」 と し て ） 、 手 術 後 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を ddCt法 に よ り 相 対 的 に 定 量 し た
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 、 拒 絶 群 で は 非 拒 絶 群 と 比 べ て 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 有 意 に 上 昇
す る の に 対 し 、 免 疫 抑 制 剤 投 与 群 で は 拒 絶 群 に 比 べ て 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 抑 制 さ れ
、 非 拒 絶 群 の も の と 同 等 又 は そ れ 以 下 の 発 現 量 ま で 抑 制 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
［ 実 施 例 ３ ］
　 次 に 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 に よ っ て 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 変 化 す る か ど う か を 確 認
す る た め 、 移 植 当 日 及 び そ の 後 毎 日 、 シ ク ロ ス ポ リ ン を 体 重 1kg当 た り 1mg、 2mg、 又 は 3mg
皮 下 注 射 し た 各 ラ ッ ト の 尾 静 脈 か ら 、 心 臓 移 植 前 、 移 植 後 ２ 日 目 、 及 び 移 植 後 ４ 日 目 に 血
液 を 200μ l採 取 し て 、 遺 伝 子 マ ー カ ー （ Irf1、 Psmb9、 Nos2、 又 は Pim1） の 発 現 量 を 測 定
し た 。 な お 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 は 、 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 血 液 か ら mRNAを
採 取 し 、 mRNAの 定 量 を 行 う こ と に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 ２ に 示 す よ う に 、 ど の 遺 伝 子 マ ー カ ー も シ ク ロ ス ポ リ ン の 投 与 量 の 増 加 に 伴 い 発 現 量
が 減 少 す る の が 確 認 で き た 。 こ の こ と か ら 、 シ ク ロ ス ポ リ ン の 投 与 量 と 遺 伝 子 マ ー カ ー （
Irf1、 Psmb9、 Nos2、 又 は Pim1） の 発 現 量 と の 間 に は 相 関 関 係 が あ る こ と が 明 ら か に な っ
た 。 こ の 相 関 は 、 特 定 の 薬 剤 の 薬 効 と 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 相 関 を 反 映 し て い る の で
は な く 、 拒 絶 反 応 の 強 さ と 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 の 相 関 を 反 映 し て い る た め 、 使 用 す る
薬 剤 に は シ ク ロ ス ポ リ ン に 特 に 限 定 さ れ な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
［ 実 施 例 ４ ］
　 次 に 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と 薬 剤 の 血 中 濃 度 と の 間 に 相 関 関 係 が あ る か ど う か を 調
べ る た め に 、 適 当 な 用 量 の シ ク ロ ス ポ リ ン を 拒 絶 モ デ ル ラ ッ ト に 投 与 し 、 遺 伝 子 マ ー カ ー
の 発 現 量 を 指 標 と し た Ｐ Ｄ （ pharmacodynamics） 解 析 を 行 っ た 。 な お 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 は 、 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 採 取 し た 血 液 か ら mRNAを 採 取 し 、 mRNAの 定 量 を
行 う こ と に よ り 測 定 し 、 薬 剤 の 血 中 に お け る 濃 度 は 、 FPIA法 （ Fluorescence Polarizatio
n Immunoassay： 蛍 光 偏 光 免 疫 測 定 法 ） に よ り 測 定 し た 。 な お 、 測 定 機 器 と し て TDXFLX（
ア ボ ッ ト ジ ャ パ ン 株 式 会 社 ） を 、 測 定 試 薬 と し て シ ク ロ ス ポ リ ン -SPダ イ ナ パ ッ ク （ ア ボ
ッ ト ジ ャ パ ン 株 式 会 社 ） を 、 そ れ ぞ れ 用 い た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 ３ に 示 す よ う に 、 薬 剤 の 血 中 濃 度 が 200 ng/mLま で は ど の 遺 伝 子 マ ー カ ー （ Irf1、 Psm
b9、 Nos2、 又 は Pim1） の 発 現 量 に お い て も 大 き な 減 少 は 観 ら れ な か っ た が 、 200ng/mLの 濃
度 を 超 え る と 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 が 徐 々 に 減 少 し 、 400ng/mlの 濃 度 を 超 え る と mRNAの
発 現 量 が 臓 器 移 植 前 の 発 現 レ ベ ル ま で 減 少 し て い た 。 こ の こ と か ら 、 薬 剤 の 血 中 濃 度 と 遺
伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 と の 間 に は 相 関 関 係 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 こ れ ら の 実 施 例 か ら 、 こ れ ら の 遺 伝 子 マ ー カ ー （ Irf1、 Psmb9、 Nos2、 又 は Pim1） は 、
拒 絶 反 応 の 診 断 、 免 疫 寛 容 の 有 無 の 判 定 、 拒 絶 反 応 又 は 免 疫 寛 容 の 可 能 性 の 予 測 、 又 は 免
疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と し て 有 用 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
［ 実 施 例 ５ ］
　 次 に 、 実 施 例 １ に よ り 得 ら れ た Tap1、 Ctss等 の 遺 伝 子 も 、 拒 絶 反 応 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 薬
効 の 指 標 に な る の で は な い か と 考 え 、 実 施 例 ２ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 、 非 拒 絶 群 、 拒 絶 群
、 免 疫 抑 制 剤 投 与 群 （ シ ク ロ ス ポ リ ン 投 与 群 及 び タ ク ロ リ ム ス 投 与 群 ） の 各 ラ ッ ト の 尾 静
脈 か ら 、 心 臓 移 植 前 、 及 び 移 植 後 ３ 日 後 ま で 毎 日 、 血 液 200μ lを 採 取 し た 。 移 植 後 ４ 日 目
に ラ ッ ト 個 体 を 開 腹 し 、 下 大 静 脈 よ り 血 液 を 200μ l採 取 し て 、 遺 伝 子 マ ー カ ー （ Tap1（ ｎ
＝ ２ ） 又 は Ctss（ ｎ ＝ ２ ） ； 但 し 、 タ ク ロ リ ム ス 投 与 群 の み 全 て ｎ ＝ ３ ） の 発 現 量 を 測 定
し た 。 な お 、 Tap1、 Ctss等 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 は 、 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に
血 液 か ら mRNAを 採 取 し 、 mRNAの 定 量 を 行 う こ と に よ り 測 定 し た 。 な お 、 こ の mRNAの 定 量 解
析 に お い て は 、 手 術 前 の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を 基 準 と し て （ 「 １ 」 と し て ） 、 手 術 後
の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 量 を ddCt法 に よ り 相 対 的 に 定 量 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 図 ４ に 示 す よ う に 、 Tap1、 Ctss等 の 遺 伝 子 マ ー カ ー も 、 Irf1、 Psmb9、 Nos2、 Pim1等 の
遺 伝 子 マ ー カ ー と 同 様 に 、 拒 絶 群 で は 非 拒 絶 群 に 比 べ て 発 現 量 が 有 意 に 上 昇 す る の に 対 し
、 免 疫 抑 制 剤 投 与 群 （ シ ク ロ ス ポ リ ン 投 与 群 及 び タ ク ロ リ ム ス 投 与 群 ） で は 拒 絶 群 に 比 べ
て 発 現 量 が 抑 制 さ れ 、 非 拒 絶 群 の も の と 同 等 又 は そ れ 以 下 の 発 現 量 ま で 抑 制 す る こ と が 明
ら か に な っ た 。 こ の こ と か ら 、 Tap1、 Ctss等 の 遺 伝 子 マ ー カ ー と シ ク ロ ス ポ リ ン や タ ク ロ
リ ム ス の 投 与 量 と の 間 に お い て も 相 関 関 係 が あ る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 こ れ ら の 遺 伝 子
マ ー カ ー は 、 拒 絶 反 応 の 診 断 、 免 疫 寛 容 の 有 無 の 判 定 、 拒 絶 反 応 又 は 免 疫 寛 容 の 可 能 性 の
予 測 、 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 薬 効 の 指 標 と し て 有 用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に か か る 一 実 施 例 に お い て 、 拒 絶 反 応 又 は 免 疫 抑 制 剤 （ シ ク ロ ス ポ リ ン 又
は タ ク ロ リ ム ス ） 投 与 に よ る 遺 伝 子 マ ー カ ー （ Irf1、 Psmb9、 Nos2、 及 び Pim1） の 発 現 量
の 経 時 変 化 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 に か か る 一 実 施 例 に お い て 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 に よ る 遺 伝 子 マ ー カ ー の
発 現 量 の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 に か か る 一 実 施 例 に お い て 、 遺 伝 子 マ ー カ ー に よ る 薬 物 の Ｐ Ｄ 解 析 を 行 っ
た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 に か か る 一 実 施 例 に お い て 、 拒 絶 反 応 又 は 免 疫 抑 制 剤 （ シ ク ロ ス ポ リ ン 又
は タ ク ロ リ ム ス ） 投 与 に よ る 遺 伝 子 マ ー カ ー （ Tap1及 び Ctss） の 発 現 量 の 経 時 変 化 を 示 す
図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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