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(57)【要約】
表現型、たとえば病状もしくは疾患または疾患の病期も
しくは進行を同定し、疾患、病状、病期および病状のス
テージのための候補治療レジメンを選択し、かつ治療効
果を決定するために、診断法、治療関連法または予後判
定法に関してバイオマーカーを評価することができる。
生理学的状態のプロファイリングまたは表現型の決定に
おいて、体液由来の循環バイオマーカーを使用すること
ができる。これらは、核酸、タンパク質、および小胞な
どの循環構造、ならびに核酸－タンパク質複合体を含む
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（a）生物学的試料を一つまたは複数の試薬と接触させる工程であって、該一つまたは
複数の試薬が、表5における一つまたは複数のバイオマーカーに特異的に結合する、工程
；
　（b）該生物学的試料と該一つまたは複数の試薬との接触に基づいて該生物学的試料中
の一つまたは複数のバイオマーカーの存在またはレベルを検出する工程；および
　（c）該生物学的試料中で検出された該一つまたは複数のバイオマーカーの存在または
レベルを含むバイオシグネチャーを同定する工程
を含む、方法。
【請求項２】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、A33、ABL2、ADAM10、AFP、ALA、ALIX、ALPL
、ApoJ/CLU、ASCA、ASPH（A-10）、ASPH（DO1P）、AURKB、B7H3、B7H3、B7H4、BCNP、BDN
F、CA125（MUC16）、CA-19-9、C-Bir、CD10、CD151、CD24、CD41、CD44、CD46、CD59（ME
M-43）、CD63、CD63、CD66eCEA、CD81、CD81、CD9、CD9、CDA、CDADC1、CRMP-2、CRP、CX
CL12、CXCR3、CYFRA21-1、DDX-1、DLL4、DLL4、EGFR、EpCAM、EphA2、ErbB2、ERG、EZH2
、FASL、FLNA、FRT、GAL3、GATA2、GM-CSF、GRO-α、HAP、HER3（ErbB3）、HSP70、HSPB1
、hVEGFR2、iC3b、IL-1B、IL6R、IL6Unc、IL7Rα/CD127、IL8、INSIG-2、インテグリン、
KLK2、LAMN、マンマグロビン、M-CSF、MFG-E8、MIF、MISRII、MMP7、MMP9、MUC1、Muc1、
MUC17、MUC2、Ncam、NDUFB7、NGAL、NK-2R（C-21）、NT5E（CD73）、p53、PBP、PCSA、PC
SA、PDGFRB、PIM1、PRL、PSA、PSA、PSMA、PSMA、RAGE、RANK、RegIV、RUNX2、S100-A4、
セプラーゼ/FAP、SERPINB3、SIM2（C-15）、SPARC、SPC、SPDEF、SPP1、STEAP、STEAP4、
TFF3、TGM2、TIMP-1、TMEM211、Trail-R2、Trail-R4、TrKB（ポリ）、Trop2、Tsg101、TW
EAK、UNC93A、VEGFA、wnt-5a（C-16）およびそれらの組み合わせからなる群より選択され
るタンパク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、CD9、CD63、CD81、PCSA、MUC2、MFG-E8およ
びそれらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質をさらに含む、請求項2記載
の方法。
【請求項４】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、miR-148a、miR-329、miR-9、miR-378*、miR-
25、miR-614、miR-518c*、miR-378、miR-765、let-7f-2*、miR-574-3p、miR-497、miR-32
、miR-379、miR-520g、miR-542-5p、miR-342-3p、miR-1206、miR-663、miR-222およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、hsa-miR-877*、hsa-miR-593、hsa-miR-595、
hsa-miR-300、hsa-miR-324-5p、hsa-miR-548a-5p、hsa-miR-329、hsa-miR-550、hsa-miR-
886-5p、hsa-miR-603、hsa-miR-490-3p、hsa-miR-938、hsa-miR-149、hsa-miR-150、hsa-
miR-1296、hsa-miR-384、hsa-miR-487a、hsa-miRPlus-C1089、hsa-miR-485-3p、hsa-miR-
525-5pおよびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、miR-588、miR-1258、miR-16-2*、miR-938、m
iR-526b、miR-92b*、let-7d、miR-378*、miR-124、miR-376c、miR-26b、miR-1204、miR-5
74-3p、miR-195、miR-499-3p、miR-2110、miR-888およびそれらの組み合わせからなる群
より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項７】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、A33、ADAM10、AMACR、ASPH（A-10）、AURKB
、B7H3、CA125、CA-19-9、C-Bir、CD24、CD3、CD41、CD63、CD66e CEA、CD81、CD9、CDAD
C1、CSA、CXCL12、DCRN、EGFR、EphA2、ERG、FLNA、FRT、GAL3、GM-CSF、GRO-α、HER 3
（ErbB3）、hVEGFR2、IL6 Unc、インテグリン、マンマグロビン、MFG-E8、MMP9、MUC1、M
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UC17、MUC2、NGAL、NK-2R（C-21）、NY-ESO-1、PBP、PCSA、PIM1、PRL、PSA、PSIP1/LEDG
F、PSMA、RANK、S100-A4、セプラーゼ/FAP、SIM2（C-15）、SPDEF、SSX2、STEAP、TGM2、
TIMP-1、Trail-R4、Tsg 101、TWEAK、UNC93A、VCAN、XAGE-1およびそれらの組み合わせか
らなる群より選択されるタンパク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、EpCAM、CD81、PCSA、MUC2、MFG-E8およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質をさらに含む、請求項7記載の方
法。
【請求項９】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、let-7d、miR-148a、miR-195、miR-25、miR-2
6b、miR-329、miR-376c、miR-574-3p、miR-888、miR-9、miR1204、miR-16-2*、miR-497、
miR-588、miR-614、miR-765、miR92b*、miR-938、let-7f-2*、miR-300、miR-523、miR-52
5-5p、miR-1182、miR-1244、miR-520d-3p、miR-379、let-7b、miR-125a-3p、miR-1296、m
iR-134、miR-149、miR-150、miR-187、miR-32、miR-324-3p、miR-324-5p、miR-342-3p、m
iR-378、miR-378*、miR-384、miR-451、miR-455-3p、miR-485-3p、miR-487a、miR-490-3p
、miR-502-5p、miR-548a-5p、miR-550、miR-562、miR-593、miR-593*、miR-595、miR-602
、miR-603、miR-654-5p、miR-877*、miR-886-5p、miR-125a-5p、miR-140-3p、miR-192、m
iR-196a、miR-2110、miR-212、miR-222、miR-224*、miR-30b*、miR-499-3p、miR-505*お
よびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項１０】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、A33、ADAM10、ALIX、AMACR、ASCA、ASPH（A-
10）、AURKB、B7H3、BCNP、CA125、CA-19-9、C-Bir（フラジェリン）、CD24、CD3、CD41
、CD63、CD66e CEA、CD81、CD9、CDADC1、CRP、CSA、CXCL12、CYFRA21-1、DCRN、EGFR、E
pCAM、EphA2、ERG、FLNA、GAL3、GATA2、GM-CSF、GRO-α、HER3（ErbB3）、HSP70、hVEGF
R2、iC3b、IL-1B、IL6 Unc、IL8、インテグリン、KLK2、マンマグロビン、MFG-E8、MMP7
、MMP9、MS4A1、MUC1、MUC17、MUC2、NGAL、NK-2R（C-21）、NY-ESO-1、p53、PBP、PCSA
、PIM1、PRL、PSA、PSMA、RANK、RUNX2、S100-A4、セプラーゼ/FAP、SERPINB3、SIM2（C-
15）、SPC、SPDEF、SSX2、SSX4、STEAP、TGM2、TIMP-1、TRAIL R2、Trail-R4、Tsg 101、
TWEAK、VCAN、VEGF A、XAGEおよびそれらの組み合わせからなる群より選択されるタンパ
ク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項１１】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、EpCAM、CD81、PCSA、MUC2、MFG-E8およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質をさらに含む、請求項10記載の方
法。
【請求項１２】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、hsa-miR-451、hsa-miR-223、hsa-miR-593*、
hsa-miR-1974、hsa-miR-486-5p、hsa-miR-19b、hsa-miR-320b、hsa-miR-92a、hsa-miR-21
、hsa-miR-675*、hsa-miR-16、hsa-miR-876-5p、hsa-miR-144、hsa-miR-126、hsa-miR-13
7、hsa-miR-1913、hsa-miR-29b-1*、hsa-miR-15a、hsa-miR-93、hsa-miR-1266およびそれ
らの組み合わせからなる群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項１３】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、CD9、CD63、CD81、MMP7、EpCAMおよびそれら
の組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のタンパク質を含む、請求項1記
載の方法。
【請求項１４】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、STAT3、EZH2、p53、MACC1、SPDEF、RUNX2、Y
B-1、AURKA、AURKBおよびそれらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含
む、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、PCSA、Muc2、Adam10およびそれらの組み合わ
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せからなる群より選択されるタンパク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項１６】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、アルカリホスファターゼ（AP）、CD63、MyoD
1、ニューロン特異的エノラーゼ、MAP1B、CNPアーゼ、プロヒビチン、CD45RO、熱ショッ
クタンパク質27、II型コラーゲン、ラミニンB1/b1、Gail、CDw75、bcl-XL、ラミニン-s、
フェリチン、CD21、ADPリボシル化因子（ARF-6）およびそれらの組み合わせからなる群よ
り選択されるタンパク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項１７】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、CD56/NCAM-1、熱ショックタンパク質27/hsp2
7、CD45RO、MAP1B、MyoD1、CD45/T200/LCA、CD3ζ、ラミニン-s、bcl-XL、Rad18、Gail、
チミジル酸シンターゼ、アルカリホスファターゼ（AP）、CD63、MMP-16/MT3-MMP、サイク
リンC、ニューロン特異的エノラーゼ、SIRP a1、ラミニンB1/b1、アミロイドβ（APP）、
SODD（Silencer of Death Domain）、CDC37、Gab-1、E2F-2、CD6、マスト細胞キマーゼ、
γ-グルタミルシステインシンセターゼ（GCS）およびそれらの組み合わせからなる群より
選択されるタンパク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項１８】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、アルカリホスファターゼ（AP）、CD56（NCAM
）、CD-3ζ、Map1b、14.3.3 pan、フィラミン、トロンボスポンジンおよびそれらの組み
合わせからなる群より選択されるタンパク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項１９】
　一つまたは複数のバイオマーカーがAgo2を含む、請求項1記載の方法。
【請求項２０】
　一つまたは複数のバイオマーカーが一つまたは複数のマイクロRNAをさらに含む、請求
項19記載の方法。
【請求項２１】
　一つまたは複数のバイオマーカーがMMP7を含む、請求項1記載の方法。
【請求項２２】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、ADAM-10、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、K
LK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2、SSX4およびそれらの組み合わせか
らなる群より選択されるタンパク質を含む、請求項1記載の方法。
【請求項２３】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、EGFR、EpCAM、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2、SSX
4およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含む、請求項1記載の
方法。
【請求項２４】
　（a）生物学的試料を一つまたは複数の試薬と接触させる工程であって、該生物学的試
料が一つまたは複数の微小胞を含み、かつさらに、該一つまたは複数の試薬が、表5にお
ける一つまたは複数のバイオマーカーに特異的に結合する第一の試薬および第二の試薬を
含む、工程；
　（b）該生物学的試料と該第一および第二の試薬との接触に基づいて該一つまたは複数
の微小胞の存在またはレベルを検出する工程；および
　（c）該生物学的試料中で検出された該一つまたは複数の微小胞の存在またはレベルを
含むバイオシグネチャーを同定する工程
を含む、方法。
【請求項２５】
　前記第一の試薬が捕捉物質を含み、前記第二の試薬が、表38、40～44、50、51、55～67
および72～74のいずれかにおける捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対から選択さ
れる検出物質を含む、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、マンマグロビン－MFG-E8、SIM2－



(5) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

MFG-E8、およびNK-2R－MFG-E8に対する結合物質対を含む、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、インテグリン－MFG-E8、NK-2R－M
FG-E8、およびGAL3－MFG-E8に対する結合物質対を含む、請求項25記載の方法。
【請求項２８】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、AURKB、A33、CD63、Gro-αおよび
インテグリンに対する捕捉物質と、MUC2、PCSAおよびCD81に対する検出物質とを含む、請
求項25記載の方法。
【請求項２９】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、AURKB、CD63、FLNA、A33、Gro-α
、インテグリン、CD24、SSX2およびSIM2に対する捕捉物質と、MUC2、PCSA、CD81、MFG-E8
およびEpCamに対する検出物質とを含む、請求項25記載の方法。
【請求項３０】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7およびE
pCam－BCNPに対する結合物質対を含む、請求項25記載の方法。
【請求項３１】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7、EpCam
－BCNP、PCSA－ADAM10およびPCSA－KLK2に対する結合物質対を含む、請求項25記載の方法
。
【請求項３２】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7、EpCam
－BCNP、PCSA－ADAM10、PCSA－KLK2、PCSA－SPDEF、CD81－MMP7、PCSA－EpCam、MFGE8－M
MP7およびPCSA－IL-8に対する結合物質対を含む、請求項25記載の方法。
【請求項３３】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7、EpCam
－BCNP、PCSA－ADAM10およびCD81－MMP7に対する結合物質対を含む、請求項25記載の方法
。
【請求項３４】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、ADAM-10、BCNP、CD9、EGFR、EpCa
m、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2およびSSX4の一つまたは
複数に対する捕捉物質と、EpCamまたはPCSAに対する検出物質とを含む、請求項25記載の
方法。
【請求項３５】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、EpCAM－EpCAM、EpCAM－KLK2、EpC
AM－PBP、EpCAM－SPDEF、EpCAM－SSX2、EpCAM－SSX4、EpCAM－ADAM-10、EpCAM－SERPINB3
、EpCAM－PCSA、EpCAM－p53、EpCAM－MMP7、EpCAM－IL1B、EpCAM－EGFR、EpCAM－CD9、Ep
CAM－BCNP、KLK2－EpCAM、KLK2－KLK2、KLK2－PBP、KLK2－SPDEF、KLK2－SSX2、KLK2－SS
X4、KLK2－ADAM-10、KLK2－SERPINB3、KLK2－PCSA、KLK2－p53、KLK2－MMP7、KLK2－IL1B
、KLK2－EGFR、KLK2－CD9、KLK2－BCNP、PBP－EpCAM、PBP－KLK2、PBP－PBP、PBP－SPDEF
、PBP－SSX2、PBP－SSX4、PBP－ADAM-10、PBP－SERPINB3、PBP－PCSA、PBP－p53、PBP－M
MP7、PBP－IL1B、PBP－EGFR、PBP－CD9、PBP－BCNP、SPDEF－EpCAM、SPDEF－KLK2、SPDEF
－PBP、SPDEF－SPDEF、SPDEF－SSX2、SPDEF－SSX4、SPDEF－ADAM-10、SPDEF－SERPINB3、
SPDEF－PCSA、SPDEF－p53、SPDEF－MMP7、SPDEF－IL1B、SPDEF－EGFR、SPDEF－CD9、SPDE
F－BCNP、SSX2－EpCAM、SSX2－KLK2、SSX2－PBP、SSX2－SPDEF、SSX2－SSX2、SSX2－SSX4
、SSX2－ADAM-10、SSX2－SERPINB3、SSX2－PCSA、SSX2－p53、SSX2－MMP7、SSX2－IL1B、
SSX2－EGFR、SSX2－CD9、SSX2－BCNP、SSX4－EpCAM、SSX4－KLK2、SSX4－PBP、SSX4－SPD
EF、SSX4－SSX2、SSX4－SSX4、SSX4－ADAM-10、SSX4－SERPINB3、SSX4－PCSA、SSX4－p53
、SSX4－MMP7、SSX4－IL1B、SSX4－EGFR、SSX4－CD9、SSX4－BCNP、ADAM-10－EpCAM、ADA
M-10－KLK2、ADAM-10－PBP、ADAM-10－SPDEF、ADAM-10－SSX2、ADAM-10－SSX4、ADAM-10
－ADAM-10、ADAM-10－SERPINB3、ADAM-10－PCSA、ADAM-10－p53、ADAM-10－MMP7、ADAM-1
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0－IL1B、ADAM-10－EGFR、ADAM-10－CD9、ADAM-10－BCNP、SERPINB3－EpCAM、SERPINB3－
KLK2、SERPINB3－PBP、SERPINB3－SPDEF、SERPINB3－SSX2、SERPINB3－SSX4、SERPINB3－
ADAM-10、SERPINB3－SERPINB3、SERPINB3－PCSA、SERPINB3－p53、SERPINB3－MMP7、SERP
INB3－IL1B、SERPINB3－EGFR、SERPINB3－CD9、SERPINB3－BCNP、PCSA－EpCAM、PCSA－KL
K2、PCSA－PBP、PCSA－SPDEF、PCSA－SSX2、PCSA－SSX4、PCSA－ADAM-10、PCSA－SERPINB
3、PCSA－PCSA、PCSA－p53、PCSA－MMP7、PCSA－IL1B、PCSA－EGFR、PCSA－CD9、PCSA－B
CNP、p53－EpCAM、p53－KLK2、p53－PBP、p53－SPDEF、p53－SSX2、p53－SSX4、p53－ADA
M-10、p53－SERPINB3、p53－PCSA、p53－p53、p53－MMP7、p53－IL1B、p53－EGFR、p53－
CD9、p53－BCNP、MMP7－EpCAM、MMP7－KLK2、MMP7－PBP、MMP7－SPDEF、MMP7－SSX2、MMP
7－SSX4、MMP7－ADAM-10、MMP7－SERPINB3、MMP7－PCSA、MMP7－p53、MMP7－MMP7、MMP7
－IL1B、MMP7－EGFR、MMP7－CD9、MMP7－BCNP、IL1B－EpCAM、IL1B－KLK2、IL1B－PBP、I
L1B－SPDEF、IL1B－SSX2、IL1B－SSX4、IL1B－ADAM-10、IL1B－SERPINB3、IL1B－PCSA、I
L1B－p53、IL1B－MMP7、IL1B－IL1B、IL1B－EGFR、IL1B－CD9、IL1B－BCNP、EGFR－EpCAM
、EGFR－KLK2、EGFR－PBP、EGFR－SPDEF、EGFR－SSX2、EGFR－SSX4、EGFR－ADAM-10、EGF
R－SERPINB3、EGFR－PCSA、EGFR－p53、EGFR－MMP7、EGFR－IL1B、EGFR－EGFR、EGFR－CD
9、EGFR－BCNP、CD9－EpCAM、CD9－KLK2、CD9－PBP、CD9－SPDEF、CD9－SSX2、CD9－SSX4
、CD9－ADAM-10、CD9－SERPINB3、CD9－PCSA、CD9－p53、CD9－MMP7、CD9－IL1B、CD9－E
GFR、CD9－CD9、CD9－BCNP、BCNP－EpCAM、BCNP－KLK2、BCNP－PBP、BCNP－SPDEF、BCNP
－SSX2、BCNP－SSX4、BCNP－ADAM-10、BCNP－SERPINB3、BCNP－PCSA、BCNP－p53、BCNP－
MMP7、BCNP－IL1B、BCNP－EGFR、BCNP－CD9、BCNP－BCNPおよびそれらの組み合わせから
なる群より選択される結合物質対を含む、請求項25記載の方法。
【請求項３６】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、EpCAM、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2
、SSX4、EGFRの一つまたは複数に対する捕捉物質およびEpCamに対する結合物質を含む、
請求項25記載の方法。
【請求項３７】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、SSX4およびEpCAM、SSX4およびKLK
2、SSX4およびPBP、SSX4およびSPDEF、SSX4およびSSX2、SSX4およびEGFR、SSX4およびMMP
7、SSX4およびBCNP1、SSX4およびSERPINB3、KLK2およびEpCAM、KLK2およびPBP、KLK2およ
びSPDEF、KLK2およびSSX2、KLK2およびEGFR、KLK2およびMMP7、KLK2およびBCNP1、KLK2お
よびSERPINB3、PBPおよびEGFR、PBPおよびEpCAM、PBPおよびSPDEF、PBPおよびSSX2、PBP
およびSERPINB3、PBPおよびMMP7、PBPおよびBCNP1、EpCAMおよびSPDEF、EpCAMおよびSSX2
、EpCAMおよびSERPINB3、EpCAMおよびEGFR、EpCAMおよびMMP7、EpCAMおよびBCNP1、SPDEF
およびSSX2、SPDEFおよびSERPINB3、SPDEFおよびEGFR、SPDEFおよびMMP7、SPDEFおよびBC
NP1、SSX2およびEGFR、SSX2およびMMP7、SSX2およびBCNP1、SSX2およびSERPINB3、SERPIN
B3およびEGFR、SERPINB3およびMMP7、SERPINB3およびBCNP1、EGFRおよびMMP7、EGFRおよ
びBCNP1、MMP7およびBCNP1、ならびにそれらの組み合わせからなる群より選択される複数
の捕捉物質を含む、請求項25記載の方法。
【請求項３８】
　前記検出物質がEpCAM検出物質を含む、請求項37記載の方法。
【請求項３９】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対が、EpCam－EpCam、EpCam－KLK2、EpC
am－PBP、EpCam－SPDEF、EpCam－SSX2、EpCam－SSX4、EpCam－EGFRおよびそれらの組み合
わせからなる群より選択される結合物質対を含む、請求項25記載の方法。
【請求項４０】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対がEpCam－EpCamに対する結合物質を含
む、請求項25記載の方法。
【請求項４１】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対がEpCam－KLK2に対する結合物質を含
む、請求項25記載の方法。
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【請求項４２】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対がEpCam－PBPに対する結合物質を含む
、請求項25記載の方法。
【請求項４３】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対がEpCam－SPDEFに対する結合物質を含
む、請求項25記載の方法。
【請求項４４】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対がEpCam－SSX2に対する結合物質を含
む、請求項25記載の方法。
【請求項４５】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対がEpCam－SSX4に対する結合物質を含
む、請求項25記載の方法。
【請求項４６】
　捕捉物質と検出物質との前記一つまたは複数の対がEpCam－EGFRに対する結合物質を含
む、請求項25記載の方法。
【請求項４７】
　前記第一および第二の試薬が抗体および/またはアプタマーを含む、請求項24～46のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項４８】
　前記捕捉物質が基体につながれている、請求項25～46のいずれか一項記載の方法。
【請求項４９】
　前記検出物質が標識されている、請求項25～46のいずれか一項記載の方法。
【請求項５０】
　前記バイオシグネチャーを参照バイオシグネチャーと比較する工程をさらに含み、該比
較を用いて癌を特徴決定する、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項５１】
　前記参照バイオシグネチャーが、前記癌を有しない対象に由来する、請求項50記載の方
法。
【請求項５２】
　前記特徴決定が、対象における前記癌の存在もしくはリスクを同定すること、または対
象における該癌を転移性または高悪性度として同定することを含む、請求項50記載の方法
。
【請求項５３】
　前記比較する工程が、前記バイオシグネチャーが前記参照バイオシグネチャーに対して
変化しているかどうかを判定し、それにより、前記癌に関する予後判定、診断またはセラ
ノーシス用の判定を提供することを含む、請求項50記載の方法。
【請求項５４】
　前記生物学的試料が体液を含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項５５】
　前記体液が、末梢血、血清、血漿、腹水、尿、脳脊髄液（CSF）、痰、唾液、骨髄、滑
液、眼房水、羊水、耳垢、母乳、気管支肺胞洗浄液、精液、前立腺液、カウパー腺液もし
くは尿道球腺液、女性射精液、汗、糞便、毛髪、涙液、嚢胞液、胸膜液および腹膜液、心
膜液、リンパ液、糜粥、乳糜、胆汁、間質液、月経分泌物、膿、皮脂、嘔吐物、膣分泌液
、粘膜分泌液、水便、膵液、鼻腔からの洗浄液、気管支肺吸引液、胞胚腔液、臍帯血また
はそれらのいずれかの由来物を含む、請求項54記載の方法。
【請求項５６】
　前記生物学的試料が尿、血液、血液由来物またはそれらのいずれかの由来物を含む、前
記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項５７】
　前記生物学的試料が細胞培養物またはその由来物を含む、請求項1～53のいずれか一項
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記載の方法。
【請求項５８】
　前記生物学的試料が組織試料またはその由来物を含む、請求項1～53のいずれか一項記
載の方法。
【請求項５９】
　前記生物学的試料が一つまたは複数の微小胞を含む、前記請求項のいずれか一項記載の
方法。
【請求項６０】
　前記生物学的試料が前記一つまたは複数の微小胞からなる、請求項59記載の方法。
【請求項６１】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが前記一つまたは複数の微小胞と結合している、
請求項59記載の方法。
【請求項６２】
　前記一つまたは複数の微小胞が10nm～2000nmの直径を有する、請求項59記載の方法。
【請求項６３】
　前記一つまたは複数の微小胞が20nm～200nmの直径を有する、請求項59記載の方法。
【請求項６４】
　前記一つまたは複数の微小胞が、サイズ排除クロマトグラフィー、密度勾配遠心分離法
、分画遠心分離法、ナノ膜限外ろ過法、免疫吸着捕捉法、アフィニティー精製法、アフィ
ニティー捕捉法、イムノアッセイ法、マイクロ流体工学分離法、フローサイトメトリーま
たはそれらの組み合わせに供される、請求項59記載の方法。
【請求項６５】
　前記一つまたは複数の微小胞を前記一つまたは複数の試薬と接触させる、請求項59記載
の方法。
【請求項６６】
　前記一つまたは複数の試薬が、核酸、DNA分子、RNA分子、抗体、抗体フラグメント、ア
プタマー、ペプトイド、zDNA、ペプチド核酸（PNA）、ロックド核酸（LNA）、レクチン、
ペプチド、デンドリマー、膜タンパク質標識物質、化学物質またはそれらの組み合わせを
含む、請求項65記載の方法。
【請求項６７】
　前記一つまたは複数の試薬を使用して前記一つまたは複数の微小胞を捕捉および/また
は検出する、請求項65記載の方法。
【請求項６８】
　前記一つまたは複数の試薬が、前記一つまたは複数の微小胞上の一つまたは複数の表面
抗原に結合する、請求項65記載の方法。
【請求項６９】
　前記一つまたは複数の表面抗原が一つまたは複数のタンパク質を含む、請求項68記載の
方法。
【請求項７０】
　前記一つまたは複数のタンパク質が、CD9、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B7H3、EpCam、AD
AM10、BCNP、EGFR、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、SERPINB3、SPDEF、SSX2およびSSX4の
一つまたは複数を含む、請求項69記載の方法。
【請求項７１】
　前記一つまたは複数のタンパク質が、テトラスパニン、CD9、CD63、CD81、CD63、CD9、
CD81、CD82、CD37、CD53、Rab-5b、アネキシンV、MFG-E8または表3におけるタンパク質の
一つまたは複数を含む、請求項69記載の方法。
【請求項７２】
　前記一つまたは複数のタンパク質が、表3～5のいずれかにおける一つまたは複数のタン
パク質を含む、請求項69記載の方法。
【請求項７３】
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　前記一つまたは複数の試薬を使用して前記一つまたは複数の微小胞を捕捉する、請求項
65記載の方法。
【請求項７４】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーが、前記一つまたは複数の捕捉された微小胞内の
ペイロードを含む、請求項73記載の方法。
【請求項７５】
　前記ペイロードが、一つまたは複数の核酸、ペプチド、タンパク質、脂質、抗原、糖質
および/またはプロテオグリカンを含む、請求項74記載の方法。
【請求項７６】
　前記核酸が、一つまたは複数のDNA、mRNA、マイクロRNA、snoRNA、snRNA、rRNA、tRNA
、siRNA、hnRNAまたはshRNAを含む、請求項75記載の方法。
【請求項７７】
　前記一つまたは複数のバイオマーカーがmRNAを含む、請求項74記載の方法。
【請求項７８】
　前記癌が、急性リンパ芽球性白血病；急性骨髄性白血病；副腎皮質癌；AIDS関連癌；AI
DS関連リンパ腫；肛門癌；虫垂癌；星状細胞腫；非定型奇形腫/ラブドイド腫瘍；基底細
胞癌；膀胱癌；脳幹部神経膠腫；脳腫瘍（脳幹部神経膠腫、中枢神経系非定型奇形腫/ラ
ブドイド腫瘍、中枢神経系胚芽腫、星状細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣芽腫、上衣腫、髄芽腫
、髄上皮種、中間型松果体実質腫瘍、テント上原始神経外胚葉性腫瘍、および松果体芽腫
を含む）；乳癌；気管支腫瘍；バーキットリンパ腫；原発不明癌；カルチノイド腫瘍；原
発不明癌腫；中枢神経系非定型奇形腫/ラブドイド腫瘍；中枢神経系胚芽腫；子宮頸癌；
小児癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病；慢性骨髄性白血病；慢性骨髄増殖性障害；結腸
癌；結腸直腸癌；頭蓋咽頭腫；皮膚T細胞リンパ腫；内分泌膵島細胞腫瘍；子宮内膜癌；
上衣芽腫；上衣腫；食道癌；鼻腔神経芽細胞腫；ユーイング肉腫；頭蓋外胚細胞腫瘍；性
腺外胚細胞腫瘍；肝臓外胆管癌；胆嚢癌；胃癌；消化管カルチノイド腫瘍；消化管間質細
胞腫瘍；消化管間質腫瘍（GIST）；妊娠性絨毛性腫瘍；神経膠腫；毛様細胞性白血病；頭
頚部癌；心臓癌；ホジキンリンパ腫；下咽頭癌；眼内黒色腫；膵島腫瘍；カポジ肉腫；腎
臓癌；ランゲルハンス細胞組織球症；喉頭癌；口唇癌；肝臓癌；悪性線維性組織球腫；骨
癌；髄芽腫；髄上皮種；黒色腫；メルケル細胞癌；メルケル細胞皮膚癌；中皮腫；原発不
明転移性扁平上皮性頸部癌；口腔癌；多発性内分泌腫瘍症候群；多発性骨髄腫；多発性骨
髄腫/形質細胞腫瘍；菌状息肉腫；骨髄異形成症候群；骨髄増殖性腫瘍；鼻腔癌；鼻咽頭
癌；神経芽細胞腫；非ホジキンリンパ腫；非黒色腫皮膚癌；非小細胞肺癌；口腔癌；口腔
癌；口腔咽頭癌；骨肉腫；その他の脳および脊髄の腫瘍；卵巣癌；卵巣上皮癌；卵巣胚細
胞腫瘍；卵巣低悪性度腫瘍；膵臓癌；乳頭腫症；副鼻腔癌；副甲状腺癌；骨盤癌；陰茎癌
；咽頭癌；中間型松果体実質腫瘍；松果体芽腫；下垂体腫瘍；形質細胞腫瘍/多発性骨髄
腫；胸膜肺芽腫；原発性中枢神経系（CNS）リンパ腫；原発性肝細胞肝癌；前立腺癌；直
腸癌；腎臓癌；腎細胞（腎臓）癌；腎細胞癌；気道癌；網膜芽細胞腫；横紋筋肉腫；唾液
腺癌；セザリー症候群；小細胞肺癌；小腸癌；軟部組織肉腫；扁平上皮癌；頸部扁平上皮
癌；胃癌；テント上原始神経外胚葉性腫瘍；T細胞リンパ腫；精巣癌；咽頭癌；胸腺癌；
胸腺腫；甲状腺癌；移行上皮癌；腎盂尿管移行上皮癌；絨毛性腫瘍；尿管癌；尿道癌；子
宮癌；子宮肉腫；膣癌；外陰癌；ワルデンシュトレームマクログロブリン血症；またはウ
ィルムス腫瘍を含む、請求項50記載の方法。
【請求項７９】
　前記癌が前立腺癌を含む、請求項50記載の方法。
【請求項８０】
　インビトロで実施される、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項８１】
　前記請求項のいずれか一項記載の方法を実施するための、前記一つまたは複数の試薬の
使用。
【請求項８２】
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　請求項1～80の一つまたは複数の試薬を含む、キット。
【請求項８３】
　前記試薬が、表3～5、9～11、16～27、29、31～32、37～38、40～47、49～52、54～67
および69～74のいずれかにおけるバイオマーカーの少なくとも一つに結合することができ
る、請求項82記載のキット。
【請求項８４】
　前記試薬が抗体またはアプタマーを含む、請求項82または83記載のキット。
【請求項８５】
　単離されたPCSA+、MUC2+、ADAM10+小胞。
【請求項８６】
　単離されたMMP7+小胞。
【請求項８７】
　単離されたAgo2+小胞。
【請求項８８】
　前記単離された小胞が、表5から選択される一つまたは複数のマイクロRNAを含む、請求
項85～87のいずれか一項記載の小胞。
【請求項８９】
　前記単離された小胞が、表5または20～24のいずれかから選択される一つまたは複数の
メッセンジャーRNA（mRNA）を含む、請求項85～87のいずれか一項記載の小胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
相互参照
　本出願は、2011年8月8日出願の米国特許仮出願第61/521,333号、2011年8月15日出願の
米国特許仮出願第61/523,763号、2011年8月23日出願の米国特許仮出願第61/526,623号、2
011年8月31日出願の米国特許仮出願第61/529,762号、2011年9月13日出願の米国特許仮出
願第61/534,352号、2011年9月21日出願の米国特許仮出願第61/537,462号、2011年10月3日
出願の米国特許仮出願第61/542,639号、2011年10月26日出願の米国特許仮出願第61/551,6
74号、2011年11月14日出願の米国特許仮出願第61/559,676号、2012年3月16日出願の米国
特許仮出願第61/612,111号、および2012年4月3日出願の米国特許仮出願第61/619,803,の
恩典を主張する。これらの出願は全てその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
　本出願は、2012年6月14日出願の国際特許出願第PCT/US2012/042519号の一部継続出願で
ある。国際特許出願第PCT/US2012/042519号は、2011年6月16日出願の米国特許仮出願第61
/497,895号、2011年6月20日出願の米国特許仮出願第61/499,138号、2011年6月27日出願の
米国特許仮出願第61/501,680号、2011年7月8日出願の米国特許仮出願第61/506,019号、20
11年7月11日出願の米国特許仮出願第61/506,606号、2011年7月11日出願の米国特許仮出願
第61/506,598号、2011年7月14日出願の米国特許仮出願第61/507,989号、2011年7月25日出
願の米国特許仮出願第61/511,455号、2011年8月15日出願の米国特許仮出願第61/523,763
号、および2011年8月23日出願の米国特許仮出願第61/526,623号の恩典を主張する。これ
らの出願は全てその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００３】
　本出願はまた、2012年6月7日出願の国際特許出願第PCT/US2012/041387号の一部継続出
願である。国際特許出願第PCT/US2012/041387号は、2011年6月7日出願の米国特許仮出願
第61/494,196号、2011年6月7日出願の米国特許仮出願第61/494,355号および2011年7月14
日出願の米国特許仮出願第61/507,989号の恩典を主張する。これらの出願は全てその全体
が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００４】
　本出願はまた、2012年2月17日出願の国際特許出願第PCT/US2012/025741号の一部継続出
願である。国際特許出願第PCT/US2012/025741号は、2011年2月24日出願の米国特許仮出願
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第61/446,313号、2011年6月27日出願の米国特許仮出願第61/501,680号、2011年4月4日出
願の米国特許仮出願第61/471,417号、2011年8月15日出願の米国特許仮出願第61/523,763
号および2011年2月22日出願の米国特許仮出願第61/445,273号の恩典を主張する。これら
の出願は全てその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００５】
　本出願はまた、2011年8月18日出願の国際特許出願第PCT/US2011/048327号の一部継続出
願である。国際特許出願第PCT/US2011/048327号は、2010年8月18日出願の米国特許仮出願
第61/374,951号、2010年9月2日出願の米国特許仮出願第61/379,670号、2010年9月9日出願
の米国特許仮出願第61/381,305号、2010年9月15日出願の米国特許仮出願第61/383,305号
、2010年10月8日出願の米国特許仮出願第61/391,504号、2010年10月15日出願の米国特許
仮出願第61/393,823号、2010年11月9日出願の米国特許仮出願第61/411,890号、2010年11
月17日出願の米国特許仮出願第61/414,870号、2010年11月23日出願の米国特許仮出願第61
/416,560号、2010年12月10日出願の米国特許仮出願第61/421,851号、2010年12月15日出願
の米国特許仮出願第61/423,557号、2010年12月29日出願の米国特許仮出願第61/428,196号
の恩典を主張する。これらの出願は全てその全体が参照により本明細書に組み入れられる
。
【０００６】
　本出願はまた、2011年3月1日出願の国際特許出願第PCT/US2011/026750号の一部継続出
願である。国際特許出願第PCT/US2011/026750号は、2009年11月12日に出願された米国特
許出願第12/591,226号の一部継続出願である。米国特許出願第12/591,226号は、2008年11
月12日に出願された米国特許仮出願第61/114,045号;2008年11月12日に出願された同第61/
114,058号;2008年11月13日に出願された同第61/114,065号;2009年2月9日に出願された同
第61/151,183号;2009年10月2日に出願された同第61/278,049号;2009年10月9日に出願され
た同第61/250,454号;および2009年10月19日に出願された同第61/253,027号の恩典を主張
し、2010年3月1日に出願された米国特許仮出願第61/274,124号;2010年6月22日に出願され
た同第61/357,517号;2010年7月15日に出願された同第61/364,785号の恩典も主張する。こ
れらの出願は全てその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００７】
　本出願はまた、2011年4月6日出願の国際特許出願第PCT/US2011/031479号の一部継続出
願でもある。国際特許出願第PCT/US2011/031479号は、2010年4月6日に出願された米国特
許仮出願第61/321,392号;2010年4月6日に出願された同第61/321,407号;2010年5月6日に出
願された同第61/332,174号;2010年5月25日に出願された同第61/348,214号、2010年5月26
日に出願された同第61/348,685号;2010年6月11日に出願された同第61/354,125号;2010年6
月16日に出願された同第61/355,387号;2010年6月21日に出願された同第61/356,974号;201
0年6月22日に出願された同第61/357,517号;2010年7月8日に出願された同第61/362,674号;
2010年11月12日に出願された同第61/413,377号;2010年4月9日に出願された同第61/322,69
0号;2010年5月13日に出願された同第61/334,547号;2010年7月15日に出願された同第61/36
4,785号;2010年8月2日に出願された同第61/370,088号;2010年9月2日に出願された同第61/
379,670号;2010年9月9日に出願された同第61/381,305号;2010年9月15日に出願された同第
61/383,305号;2010年10月8日に出願された同第61/391,504号;2010年10月15日に出願され
た同第61/393,823号;2010年11月9日に出願された同第61/411,890号;および2010年11月23
日に出願された同第61/416,560号の恩典を主張する。これらの出願は全てその全体が参照
により本明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００８】
背景
　癌のような病態および疾患に関するバイオマーカーは、生物学的分子、たとえばタンパ
ク質、ペプチド、脂質、RNA、DNAならびにそれらのバリエーションおよび修飾を含む。
【０００９】
　DNA、RNAおよびタンパク質のような特異的バイオマーカーの同定は、病態または疾患の
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診断、予後判定またはセラノーシス（theranosis）用に使用されるバイオシグネチャーを
提供することができる。バイオマーカーは、循環中のDNA、RNA、タンパク質および小胞を
含む体液中で検出することができる。循環バイオマーカーは、タンパク質、たとえばPSA
およびCA125ならびに核酸、たとえばSEPT9 DNAおよびPCA3メッセンジャーRNA（mRNA）を
含む。循環バイオマーカーは、循環小胞に結合していてもよい。小胞とは、細胞から流出
する膜封じ込め構造であり、血液、血漿、血清、母乳、腹水、気管支肺胞洗浄液および尿
を含む複数の体液中に見いだされている。小胞は、タンパク質、RNA、DNA、ウイルスおよ
びプリオンのための輸送小胞として細胞間の連絡に関与する可能性がある。マイクロRNA
は、メッセンジャーRNAの転写および分解を調節する短いRNAである。マイクロRNAは、体
液中に見いだされ、腫瘍細胞から流出する小胞内の成分として確認されている。小胞およ
び／またはマイクロRNAを含む、疾患と関連した循環バイオマーカーの解析は、疾患また
はその重篤度を検出し、疾患への素因を決定し、治療判断を下すことを支援することがで
きる。
【００１０】
　生物学的試料中に存在する小胞はバイオマーカーの供給源を提供する。たとえば、マー
カーは、小胞内に存在する（小胞ペイロード）、または小胞の表面に存在する。また、小
胞の特徴（たとえばサイズ、表面抗原、起始細胞の決定、ペイロード）が、診断、予後判
定またはセラノーシス用の読み取り値を提供することができる。疾患を検出し、治療する
ために使用することができるバイオマーカーを同定する必要性が残る。マイクロRNA、タ
ンパク質、および小胞と結合した他のバイオマーカーならびに小胞の特徴が診断、予後判
定およびセラノーシスを提供することができる。
【００１１】
　本発明は、疾患または疾患進行を示すバイオマーカーを検出することによって表現型を
特徴決定する方法およびシステムを提供する。バイオマーカーは、小胞マーカー、タンパ
ク質、核酸、mRNA、またはおよびマイクロRNAを非限定的に含む循環バイオマーカーであ
ることができる。バイオマーカーは、核酸－タンパク質複合体であることができる。
【発明の概要】
【００１２】
概要
　本明細書において、循環バイオマーカー、たとえば生物学的試料中に存在する小胞、マ
イクロRNA、またはタンパク質を解析することによって表現型を特徴決定する方法および
組成物が開示される。対象または個人の表現型を特徴決定することは、疾患もしくは病態
の診断、疾患もしくは病態の予後、疾患期もしくは病態期、薬物効果、生理学的状態、臓
器窮迫もしく臓器拒絶反応、疾患もしくは病態進行、疾患もしくは病態への治療関連性ま
たは具体的な生理学的もしくは生物学的状態の決定を含み得るが、これらに限定されない
。
【００１３】
　ある局面において、本発明は、（a）生物学的試料を一つまたは複数の試薬と接触させ
る工程であって、該一つまたは複数の試薬が表5における一つまたは複数のバイオマーカ
ーと特異的に結合する、工程；（b）該生物学的試料と該一つまたは複数の試薬との接触
に基づいて、該生物学的試料中の一つまたは複数のバイオマーカーの存在またはレベルを
検出する工程；および（c）該生物学的試料中で検出された該一つまたは複数のバイオマ
ーカーの該存在またはレベルを含むバイオシグネチャーを同定する工程を含む方法を提供
する。方法はさらに、バイオシグネチャーを参照バイオシグネチャーと比較する工程を含
んでもよく、該比較を使用して癌を特徴決定する。参照バイオシグネチャーは、癌を有し
ない対象に由来し得る。参照バイオシグネチャーは、対象に由来し得る。たとえば、参照
バイオシグネチャーは、対象由来の非悪性試料、たとえば正常な隣接組織由来であること
もできるし、または時間経過とともに対象から採取された異なる試料由来であることもで
きる。特徴決定は、対象における癌の存在もしくはリスクを同定すること、または対象に
おける癌を転移性または高悪性度として同定することを含んでもよい。比較工程は、バイ
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オシグネチャーが参照バイオシグネチャーに対して変化しているかどうかを判定し、それ
により、癌に関する予後判定、診断またはセラノーシス用の判定を提供することを含んで
もよい。
【００１４】
　いくつかの態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、A33、ABL2、ADAM10、A
FP、ALA、ALIX、ALPL、ApoJ/CLU、ASCA、ASPH（A-10）、ASPH（DO1P）、AURKB、B7H3、B7
H3、B7H4、BCNP、BDNF、CA125（MUC16）、CA-19-9、C-Bir、CD10、CD151、CD24、CD41、C
D44、CD46、CD59（MEM-43）、CD63、CD63、CD66eCEA、CD81、CD81、CD9、CD9、CDA、CDAD
C1、CRMP-2、CRP、CXCL12、CXCR3、CYFRA21-1、DDX-1、DLL4、DLL4、EGFR、EpCAM、EphA2
、ErbB2、ERG、EZH2、FASL、FLNA、FRT、GAL3、GATA2、GM-CSF、GRO-α、HAP、HER3（Erb
B3）、HSP70、HSPB1、hVEGFR2、iC3b、IL-1B、IL6R、IL6Unc、IL7Rα/CD127、IL8、INSIG
-2、インテグリン、KLK2、LAMN、マンマグロビン、M-CSF、MFG-E8、MIF、MISRII、MMP7、
MMP9、MUC1、Muc1、MUC17、MUC2、Ncam、NDUFB7、NGAL、NK-2R（C-21）、NT5E（CD73）、
p53、PBP、PCSA、PCSA、PDGFRB、PIM1、PRL、PSA、PSA、PSMA、PSMA、RAGE、RANK、RegIV
、RUNX2、S100-A4、セプラーゼ/FAP、SERPINB3、SIM2（C-15）、SPARC、SPC、SPDEF、SPP
1、STEAP、STEAP4、TFF3、TGM2、TIMP-1、TMEM211、Trail-R2、Trail-R4、TrKB（ポリ）
、Trop2、Tsg101、TWEAK、UNC93A、VEGFA、wnt-5a（C-16）およびそれらの組み合わせか
らなる群より選択されるタンパク質を含む。一つまたは複数のバイオマーカーはさらに、
CD9、CD63、CD81、PCSA、MUC2、MFG-E8およびそれらの組み合わせからなる群より選択さ
れるタンパク質を含んでもよい。いくつかの態様において、バイオシグネチャーは、癌、
たとえば前立腺癌を特徴決定するために使用される。
【００１５】
　他の態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、miR-148a、miR-329、miR-9、
miR-378*、miR-25、miR-614、miR-518c*、miR-378、miR-765、let-7f-2*、miR-574-3p、m
iR-497、miR-32、miR-379、miR-520g、miR-542-5p、miR-342-3p、miR-1206、miR-663、mi
R-222およびそれらの組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のマイクロRNA
を含む。一つまたは複数のバイオマーカーはまた、hsa-miR-877*、hsa-miR-593、hsa-miR
-595、hsa-miR-300、hsa-miR-324-5p、hsa-miR-548a-5p、hsa-miR-329、hsa-miR-550、hs
a-miR-886-5p、hsa-miR-603、hsa-miR-490-3p、hsa-miR-938、hsa-miR-149、hsa-miR-150
、hsa-miR-1296、hsa-miR-384、hsa-miR-487a、hsa-miRPlus-C1089、hsa-miR-485-3p、hs
a-miR-525-5pおよびそれらの組み合わせからなる群より選択されることもできる。態様に
おいて、一つまたは複数のバイオマーカーは、miR-588、miR-1258、miR-16-2*、miR-938
、miR-526b、miR-92b*、let-7d、miR-378*、miR-124、miR-376c、miR-26b、miR-1204、mi
R-574-3p、miR-195、miR-499-3p、miR-2110、miR-888およびそれらの組み合わせからなる
群より選択される。バイオシグネチャーは、癌、たとえば前立腺癌を特徴決定するために
使用することができる。
【００１６】
　さらに他の態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、A33、ADAM10、AMACR、
ASPH（A-10）、AURKB、B7H3、CA125、CA-19-9、C-Bir、CD24、CD3、CD41、CD63、CD66e C
EA、CD81、CD9、CDADC1、CSA、CXCL12、DCRN、EGFR、EphA2、ERG、FLNA、FRT、GAL3、GM-
CSF、GRO-α、HER 3（ErbB3）、hVEGFR2、IL6 Unc、インテグリン、マンマグロビン、MFG
-E8、MMP9、MUC1、MUC17、MUC2、NGAL、NK-2R（C-21）、NY-ESO-1、PBP、PCSA、PIM1、PR
L、PSA、PSIP1/LEDGF、PSMA、RANK、S100-A4、セプラーゼ/FAP、SIM2（C-15）、SPDEF、S
SX2、STEAP、TGM2、TIMP-1、Trail-R4、Tsg 101、TWEAK、UNC93A、VCAN、XAGE-1およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含む。一つまたは複数のバイオ
マーカーはさらに、EpCAM、CD81、PCSA、MUC2、MFG-E8およびそれらの組み合わせからな
る群より選択されるタンパク質を含む。いくつかの態様において、バイオシグネチャーは
、前立腺癌を特徴決定するために使用される。
【００１７】
　いくつかの態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、let-7d、miR-148a、mi
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R-195、miR-25、miR-26b、miR-329、miR-376c、miR-574-3p、miR-888、miR-9、miR1204、
miR-16-2*、miR-497、miR-588、miR-614、miR-765、miR92b*、miR-938、let-7f-2*、miR-
300、miR-523、miR-525-5p、miR-1182、miR-1244、miR-520d-3p、miR-379、let-7b、miR-
125a-3p、miR-1296、miR-134、miR-149、miR-150、miR-187、miR-32、miR-324-3p、miR-3
24-5p、miR-342-3p、miR-378、miR-378*、miR-384、miR-451、miR-455-3p、miR-485-3p、
miR-487a、miR-490-3p、miR-502-5p、miR-548a-5p、miR-550、miR-562、miR-593、miR-59
3*、miR-595、miR-602、miR-603、miR-654-5p、miR-877*、miR-886-5p、miR-125a-5p、mi
R-140-3p、miR-192、miR-196a、miR-2110、miR-212、miR-222、miR-224*、miR-30b*、miR
-499-3p、miR-505*およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。バイオシグネ
チャーは、前立腺癌を特徴決定するために、たとえば前立腺癌の存在を他の前立腺症状か
ら区別するために使用することができる。
【００１８】
　さらに他の態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、A33、ADAM10、ALIX、A
MACR、ASCA、ASPH（A-10）、AURKB、B7H3、BCNP、CA125、CA-19-9、C-Bir（フラジェリン
）、CD24、CD3、CD41、CD63、CD66e CEA、CD81、CD9、CDADC1、CRP、CSA、CXCL12、CYFRA
21-1、DCRN、EGFR、EpCAM、EphA2、ERG、FLNA、GAL3、GATA2、GM-CSF、GRO-α、HER3（Er
bB3）、HSP70、hVEGFR2、iC3b、IL-1B、IL6 Unc、IL8、インテグリン、KLK2、マンマグロ
ビン、MFG-E8、MMP7、MMP9、MS4A1、MUC1、MUC17、MUC2、NGAL、NK-2R（C-21）、NY-ESO-
1、p53、PBP、PCSA、PIM1、PRL、PSA、PSMA、RANK、RUNX2、S100-A4、セプラーゼ/FAP、S
ERPINB3、SIM2（C-15）、SPC、SPDEF、SSX2、SSX4、STEAP、TGM2、TIMP-1、TRAIL R2、Tr
ail-R4、Tsg 101、TWEAK、VCAN、VEGF A、XAGEおよびそれらの組み合わせからなる群より
選択されるタンパク質を含む一つまたは複数のバイオマーカーからなる群より選択される
タンパク質を含む。一つまたは複数のバイオマーカーはさらに、EpCAM、CD81、PCSA、MUC
2、MFG-E8およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含んでもよ
い。いくつかの態様において、バイオシグネチャーは、癌、たとえば前立腺癌を特徴決定
するために使用される。
【００１９】
　一つまたは複数のバイオマーカーは、hsa-miR-451、hsa-miR-223、hsa-miR-593*、hsa-
miR-1974、hsa-miR-486-5p、hsa-miR-19b、hsa-miR-320b、hsa-miR-92a、hsa-miR-21、hs
a-miR-675*、hsa-miR-16、hsa-miR-876-5p、hsa-miR-144、hsa-miR-126、hsa-miR-137、h
sa-miR-1913、hsa-miR-29b-1*、hsa-miR-15a、hsa-miR-93、hsa-miR-1266およびそれらの
組み合わせからなる群より選択されるマイクロRNAであることができる。バイオシグネチ
ャーは、前立腺癌を特徴決定するために、たとえば癌試料を非癌試料から区別するために
、たとえば前立腺癌を非前立腺障害から区別するために使用することができる。
【００２０】
　ある態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、CD9、CD63、CD81、MMP7、EpC
AMおよびそれらの組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のタンパク質を含
む。一つまたは複数のバイオマーカーは、STAT3、EZH2、p53、MACC1、SPDEF、RUNX2、YB-
1、AURKA、AURKBおよびそれらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質である
ことができる。一つまたは複数のバイオマーカーは、PCSA、Muc2、Adam10およびそれらの
組み合わせからなる群より選択されるタンパク質であることができる。一つまたは複数の
バイオマーカーはMMP7を含むことができる。バイオシグネチャーは、癌、たとえば乳癌ま
たは前立腺癌を検出するために使用することができる。
【００２１】
　もう一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、アルカリホスファター
ゼ（AP）、CD63、MyoD1、ニューロン特異的エノラーゼ、MAP1B、CNPアーゼ、プロヒビチ
ン、CD45RO、熱ショックタンパク質27、II型コラーゲン、ラミニンB1/b1、Gai1、CDw75、
bc1-XL、ラミニンS、フェリチン、CD21、ADPリボシル化因子（ARF-6）およびそれらの組
み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含む。一つまたは複数のバイオマーカー
は、CD56/NCAM-1、熱ショックタンパク質27/hsp27、CD45RO、MAP1B、MyoD1、CD45/T200/L
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CA、CD3ζ、ラミニンS、bc1-XL、Rad18、Gail、チミジル酸シンターゼ、アルカリホスフ
ァターゼ（AP）、CD63、MMP-16/MT3-MMP、サイクリンC、ニューロン特異的エノラーゼ、S
IRP a1、ラミニンB1/b1、アミロイドβ（APP）、SODD（Silencer of Death Domain）、CD
C37、Gab-1、E2F-2、CD6、マスト細胞キマーゼ、γ-グルタミルシステインシンセターゼ
（GCS）およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含んでもよい
。たとえば、一つまたは複数のバイオマーカーは、アルカリホスファターゼ（AP）、CD56
（NCAM）、CD3ζ、Map1b、14.3.3 pan、フィラミン、トロンボスポンジンおよびそれらの
組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含んでもよい。バイオシグネチャーは
、癌を特徴決定するために使用することができる。たとえば、バイオシグネチャーは、前
立腺癌と他の前立腺障害とを区別するために使用されてもよい。バイオシグネチャーはま
た、前立腺癌と他の癌、たとえば肺癌、結腸直腸癌、乳癌および脳癌とを区別するために
使用されてもよい。
【００２２】
　一つまたは複数のバイオマーカーはAgo2を含むことができる。一つまたは複数のバイオ
マーカーはさらに、一つまたは複数のマイクロRNAを含んでもよい。ある態様において、
一つまたは複数のマイクロRNAは、表5における一つまたは複数のマイクロRNAであること
ができる。たとえば、一つまたは複数のマイクロRNAは、miR-22、miR-16、miR-148a、miR
-92a、miR-451、let7aおよびそれらの組み合わせからなる群より選択されることができる
。マイクロRNAは、Ago2と複合した状態にあってもよい。バイオシグネチャーは、前立腺
癌を特徴決定するために、たとえば前立腺癌試料を非癌試料から区別するために使用する
ことができる。
【００２３】
　もう一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、ADAM-10、BCNP、CD9、
EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2、SSX4および
それらの組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含む。たとえば、一つまたは
複数のバイオマーカーは、EGFR、EpCAM、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2、SSX4およびそれらの
組み合わせからなる群より選択されるタンパク質を含んでもよい。一つまたは複数のバイ
オマーカーはまた、EpCAM、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2、SSX4およびそれらの組み合わせか
らなる群より選択されるタンパク質を含んでもよい。
【００２４】
　もう一つの局面において、本発明は、（a）生物学的試料を一つまたは複数の試薬と接
触させる工程であって、該生物学的試料が一つまたは複数の微小胞を含み、かつさらに、
該一つまたは複数の試薬が、表5における一つまたは複数のバイオマーカーに特異的に結
合する第一の試薬および第二の試薬を含む、工程；（b）該生物学的試料と該第一および
第二の試薬との接触に基づいて一つまたは複数の微小胞の存在またはレベルを検出する工
程；および（c）該生物学的試料中で検出された該一つまたは複数の微小胞の存在または
レベルを含むバイオシグネチャーを同定する工程を含む、方法を提供する。方法はさらに
、バイオシグネチャーを参照バイオシグネチャーと比較することを含んでもよく、該比較
を使用して癌を特徴決定する。参照バイオシグネチャーは、癌を有しない対象に由来し得
る。参照バイオシグネチャーは、対象に由来し得る。たとえば、参照バイオシグネチャー
は、対象由来の非悪性試料、たとえば正常な隣接組織由来であることもできるし、または
時間経過とともに対象から採取された異なる試料由来であることもできる。特徴決定は、
対象における癌の存在もしくはリスクを同定すること、または対象における癌を転移性ま
たは高悪性度として同定することを含んでもよい。比較する工程は、バイオシグネチャー
が参照バイオシグネチャーに対して変化しているかどうかを判定し、それにより、癌に関
する予後判定、診断またはセラノーシス用の判定を提供することを含んでもよい。
【００２５】
　ある態様において、第一の試薬は捕捉物質を含み、第二の試薬は検出物質を含む。第一
および第二の試薬は、抗体、アプタマーまたはそれらの組み合わせを含んでもよい。ある
態様において、捕捉物質は、基体、たとえばマイクロタイタープレートのウェル、平面ア
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レイ、マイクロビーズ、カラム充填材料などにつながれている。検出物質は、その検出を
容易にするために標識されてもよい。標識は、蛍光標識、放射能標識、酵素標識などであ
ってもよい。検出物質は、直接的に標識されてもよいし、間接的に標識されてもよい。捕
捉および検出のための技術は本明細書の中でさらに説明される。
【００２６】
　捕捉物質および検出物質は、表38、40～44、50、51、55～67および72～74のいずれかに
おける捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対から選択されることができる。本発明
はまた、捕捉物質と検出物質との複数の対の使用を考慮する。ある態様において、捕捉物
質と検出物質との一つまたは複数の対は、マンマグロビン－MFG-E8、SIM2－MFG-E8、およ
びNK-2R－MFG-E8に対する結合物質対を含む。もう一つの態様において、捕捉物質と検出
物質との一つまたは複数の対は、インテグリン－MFG-E8、NK-2R－MFG-E8、およびGal3－M
FG-E8に対する結合物質対を含む。さらに別の態様において、捕捉物質と検出物質との一
つまたは複数の対は、AURKB、A33、CD63、Gro-αおよびインテグリンに対する捕捉物質と
、MUC2、PCSAおよびCD81に対する検出物質とを含む。捕捉物質と検出物質との一つまたは
複数の対はまた、AURKB、CD63、FLNA、A33、Gro-α、インテグリン、CD24、SSX2およびSI
M2に対する捕捉物質と、MUC2、PCSA、CD81、MFG-E8およびEpCamに対する検出物質とを含
んでもよい。捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7
およびEpCam－BCNPに対する結合物質対を含むことができる。ある態様において、捕捉物
質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7、EpCam－BCNP、PCSA
－ADAM10およびPCSA－KLK2に対する結合物質対を含む。もう一つの態様において、捕捉物
質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7、EpCam－BCNP、PCSA
－ADAM10、PCSA－KLK2、PCSA－SPDEF、CD81－MMP7、PCSA－EpCam、MFGE8－MMP7およびPCS
A－IL8に対する結合物質対を含む。さらに別の態様において、捕捉物質と検出物質との一
つまたは複数の対は、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7、EpCam－BCNP、PCSA－ADAM10およびCD81
－MMP7に対する結合物質対を含む。別段指定されない限り、本明細書に開示される結合物
質対は、「捕捉物質の標的」－「検出物質の標的」および「検出物質の標的」－「捕捉物
質の標的」の両方を含んでもよい。
【００２７】
　一つの態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は、ADAM-10、BCNP
、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2およ
びSSX4の一つまたは複数に対する捕捉物質を含む。対はさらに、EpCamに対する検出物質
を含んでもよい。対はまた、PCSAに対する検出物質を含んでもよい。バイオシグネチャー
は、前立腺癌を特徴決定するために、たとえば前立腺細胞から放出される微小胞を検出す
るために、前立腺癌試料を非癌試料から区別するために、癌を病期分類もしくは段階分類
するために、または診断、予後判定もしくはセラノーシス用の判定を提供するために使用
することができる。
【００２８】
　もう一つの態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCAM－EpC
AM、EpCAM－KLK2、EpCAM－PBP、EpCAM－SPDEF、EpCAM－SSX2、EpCAM－SSX4、EpCAM－ADAM
-10、EpCAM－SERPINB3、EpCAM－PCSA、EpCAM－p53、EpCAM－MMP7、EpCAM－IL1B、EpCAM－
EGFR、EpCAM－CD9、EpCAM－BCNP、KLK2－EpCAM、KLK2－KLK2、KLK2－PBP、KLK2－SPDEF、
KLK2－SSX2、KLK2－SSX4、KLK2－ADAM-10、KLK2－SERPINB3、KLK2－PCSA、KLK2－p53、KL
K2－MMP7、KLK2－IL1B、KLK2－EGFR、KLK2－CD9、KLK2－BCNP、PBP－EpCAM、PBP－KLK2、
PBP－PBP、PBP－SPDEF、PBP－SSX2、PBP－SSX4、PBP－ADAM-10、PBP－SERPINB3、PBP－PC
SA、PBP－p53、PBP－MMP7、PBP－IL1B、PBP－EGFR、PBP－CD9、PBP－BCNP、SPDEF－EpCAM
、SPDEF－KLK2、SPDEF－PBP、SPDEF－SPDEF、SPDEF－SSX2、SPDEF－SSX4、SPDEF－ADAM-1
0、SPDEF－SERPINB3、SPDEF－PCSA、SPDEF－p53、SPDEF－MMP7、SPDEF－IL1B、SPDEF－EG
FR、SPDEF－CD9、SPDEF－BCNP、SSX2－EpCAM、SSX2－KLK2、SSX2－PBP、SSX2－SPDEF、SS
X2－SSX2、SSX2－SSX4、SSX2－ADAM-10、SSX2－SERPINB3、SSX2－PCSA、SSX2－p53、SSX2
－MMP7、SSX2－IL1B、SSX2－EGFR、SSX2－CD9、SSX2－BCNP、SSX4－EpCAM、SSX4－KLK2、
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SSX4－PBP、SSX4－SPDEF、SSX4－SSX2、SSX4－SSX4、SSX4－ADAM-10、SSX4－SERPINB3、S
SX4－PCSA、SSX4－p53、SSX4－MMP7、SSX4－IL1B、SSX4－EGFR、SSX4－CD9、SSX4－BCNP
、ADAM-10－EpCAM、ADAM-10－KLK2、ADAM-10－PBP、ADAM-10－SPDEF、ADAM-10－SSX2、AD
AM-10－SSX4、ADAM-10－ADAM-10、ADAM-10－SERPINB3、ADAM-10－PCSA、ADAM-10－p53、A
DAM-10－MMP7、ADAM-10－IL1B、ADAM-10－EGFR、ADAM-10－CD9、ADAM-10－BCNP、SERPINB
3－EpCAM、SERPINB3－KLK2、SERPINB3－PBP、SERPINB3－SPDEF、SERPINB3－SSX2、SERPIN
B3－SSX4、SERPINB3－ADAM-10、SERPINB3－SERPINB3、SERPINB3－PCSA、SERPINB3－p53、
SERPINB3－MMP7、SERPINB3－IL1B、SERPINB3－EGFR、SERPINB3－CD9、SERPINB3－BCNP、P
CSA－EpCAM、PCSA－KLK2、PCSA－PBP、PCSA－SPDEF、PCSA－SSX2、PCSA－SSX4、PCSA－AD
AM-10、PCSA－SERPINB3、PCSA－PCSA、PCSA－p53、PCSA－MMP7、PCSA－IL1B、PCSA－EGFR
、PCSA－CD9、PCSA－BCNP、p53－EpCAM、p53－KLK2、p53－PBP、p53－SPDEF、p53－SSX2
、p53－SSX4、p53－ADAM-10、p53－SERPINB3、p53－PCSA、p53－p53、p53－MMP7、p53－I
L1B、p53－EGFR、p53－CD9、p53－BCNP、MMP7－EpCAM、MMP7－KLK2、MMP7－PBP、MMP7－S
PDEF、MMP7－SSX2、MMP7－SSX4、MMP7－ADAM-10、MMP7－SERPINB3、MMP7－PCSA、MMP7－p
53、MMP7－MMP7、MMP7－IL1B、MMP7－EGFR、MMP7－CD9、MMP7－BCNP、IL1B－EpCAM、IL1B
－KLK2、IL1B－PBP、IL1B－SPDEF、IL1B－SSX2、IL1B－SSX4、IL1B－ADAM-10、IL1B－SER
PINB3、IL1B－PCSA、IL1B－p53、IL1B－MMP7、IL1B－IL1B、IL1B－EGFR、IL1B－CD9、IL1
B－BCNP、EGFR－EpCAM、EGFR－KLK2、EGFR－PBP、EGFR－SPDEF、EGFR－SSX2、EGFR－SSX4
、EGFR－ADAM-10、EGFR－SERPINB3、EGFR－PCSA、EGFR－p53、EGFR－MMP7、EGFR－IL1B、
EGFR－EGFR、EGFR－CD9、EGFR－BCNP、CD9－EpCAM、CD9－KLK2、CD9－PBP、CD9－SPDEF、
CD9－SSX2、CD9－SSX4、CD9－ADAM-10、CD9－SERPINB3、CD9－PCSA、CD9－p53、CD9－MMP
7、CD9－IL1B、CD9－EGFR、CD9－CD9、CD9－BCNP、BCNP－EpCAM、BCNP－KLK2、BCNP－PBP
、BCNP－SPDEF、BCNP－SSX2、BCNP－SSX4、BCNP－ADAM-10、BCNP－SERPINB3、BCNP－PCSA
、BCNP－p53、BCNP－MMP7、BCNP－IL1B、BCNP－EGFR、BCNP－CD9、BCNP－BCNPおよびそれ
らの組み合わせからなる群より選択される結合物質対を含む。この段落にリストされてい
るように、対は「捕捉物質の標的」－「検出物質の標的」を含む。バイオシグネチャーは
、前立腺癌を特徴決定するために使用することができる。
【００２９】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCAM、KLK2、PBP
、SPDEF、SSX2、SSX4、EGFRの一つまたは複数に対する捕捉物質と、EpCamに対する検出物
質とを含む。バイオシグネチャーは、前立腺癌を特徴決定するために使用することができ
る。
【００３０】
　上記のように、一つまたは複数の微小胞は、捕捉物質と検出物質との複数の対を使用し
て検出されてもよい。ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は
、SSX4およびEpCAM、SSX4およびKLK2、SSX4およびPBP、SSX4およびSPDEF、SSX4およびSSX
2、SSX4およびEGFR、SSX4およびMMP7、SSX4およびBCNP1、SSX4およびSERPINB3、KLK2およ
びEpCAM、KLK2およびPBP、KLK2およびSPDEF、KLK2およびSSX2、KLK2およびEGFR、KLK2お
よびMMP7、KLK2およびBCNP1、KLK2およびSERPINB3、PBPおよびEGFR、PBPおよびEpCAM、PB
PおよびSPDEF、PBPおよびSSX2、PBPおよびSERPINB3、PBPおよびMMP7、PBPおよびBCNP1、E
pCAMおよびSPDEF、EpCAMおよびSSX2、EpCAMおよびSERPINB3、EpCAMおよびEGFR、EpCAMお
よびMMP7、EpCAMおよびBCNP1、SPDEFおよびSSX2、SPDEFおよびSERPINB3、SPDEFおよびEGF
R、SPDEFおよびMMP7、SPDEFおよびBCNP1、SSX2およびEGFR、SSX2およびMMP7、SSX2および
BCNP1、SSX2およびSERPINB3、SERPINB3およびEGFR、SERPINB3およびMMP7、SERPINB3およ
びBCNP1、EGFRおよびMMP7、EGFRおよびBCNP1、MMP7およびBCNP1、ならびにそれらの組み
合わせからなる群より選択される複数の捕捉物質を含む。好ましい態様において、検出物
質はEpCAM検出物質を含む。いくつかの態様において、検出物質は、テトラスパニン、CD9
、CD63、CD81、CD63、CD9、CD81、CD82、CD37、CD53、Rab-5b、アネキシンV、MFG-E8また
は表3におけるタンパク質の一つまたは複数を認識する。もう一つの態様において、検出
物質は、CD9、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B7H3、EpCam、ADAM-10、BCNP、EGFR、IL1B、KLK
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2、MMP7、p53、PBP、SERPINB3、SPDEF、SSX2およびSSX4の一つまたは複数を認識する。複
数の捕捉物質を使用する場合、アッセイ法は、単一の検出物質と多重化することができる
。または、各捕捉物質が異なる検出物質と対にされることもできる。バイオシグネチャー
は、前立腺癌を特徴決定するために使用することができる。
【００３１】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCam－EpCam、Ep
Cam－KLK2、EpCam－PBP、EpCam－SPDEF、EpCam－SSX2、EpCam－SSX4、EpCam－EGFRおよび
それらの組み合わせからなる群より選択される結合物質対を含む。EpCAMは検出物質の標
的であってもよい。バイオシグネチャーは、前立腺癌を特徴決定するために使用すること
ができる。
【００３２】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はEpCam－EpCamに対す
る結合物質を含む。
【００３３】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はEpCam－KLK2に対す
る結合物質を含む。
【００３４】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はEpCam－PBPに対する
結合物質を含む。
【００３５】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はEpCam－SPDEFに対す
る結合物質を含む。
【００３６】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はEpCam－SSX2に対す
る結合物質を含む。
【００３７】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はEpCam－SSX4に対す
る結合物質を含む。
【００３８】
　ある態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はEpCam－EGFRに対す
る結合物質を含む。
【００３９】
　本発明の方法のいくつかの態様において、生物学的試料は体液を含む。適切な体液は、
非限定的に、末梢血、血清、血漿、腹水、尿、脳脊髄液（CSF）、痰、唾液、骨髄、滑液
、眼房水、羊水、耳垢、母乳、気管支肺胞洗浄液、精液、前立腺液、カウパー腺液もしく
は尿道球腺液、女性射精液、汗、糞便、毛髪、涙液、嚢胞液、胸膜液および腹膜液、心膜
液、リンパ液、糜粥、乳糜、胆汁、間質液、月経分泌物、膿、皮脂、嘔吐物、膣分泌液、
粘膜分泌液、水便、膵液、鼻腔からの洗浄液、気管支肺吸引液、胞胚腔液、臍帯血、また
はそれらのいずれかの由来物を含む。たとえば、生物学的試料は尿、血液もしくは血液由
来物（例えば血清または血漿）、またはそれらのいずれかの由来物を含んでもよい。
【００４０】
　本発明の方法のいくつかの態様において、生物学的試料は、組織試料、組織試料由来の
細胞、そのような細胞から放出される一つもしくは複数の循環バイオマーカー、またはそ
れらのいずれかの由来物を含む。たとえば、本発明の方法を実施して、組織試料のバイオ
シグネチャーを同定することができる。生物学的試料は細胞培養物試料を含んでもよく、
たとえば、試料は、培養細胞および／またはそのような培養細胞から放出された循環バイ
オマーカーを含む培地を含んでもよい。組織試料または培養試料は、癌試料であってもよ
いし、または腫瘍試料もしくは腫瘍細胞を含んでもよい。
【００４１】
　本発明の方法において、生物学的試料は一つまたは複数の微小胞を含んでもよい。生物
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学的試料は、一つまたは複数の微小胞からなってもよい。いくつかの態様において、一つ
または複数のバイオマーカーは一つまたは複数の微小胞と結合している。一つまたは複数
の微小胞は、10nm～2000nm、たとえば20nm～1500nm、20nm～1000nm、20nm～500nmまたは2
0nm～200nmの直径を有してもよい。
【００４２】
　一つまたは複数の微小胞は、本明細書に開示される、または当技術分野において公知で
ある方法を使用して、試料から単離することができる。いくつかの態様において、一つま
たは複数の微小胞は、サイズ排除クロマトグラフィー、密度勾配遠心分離法、分画遠心分
離法、ナノ膜限外ろ過法、免疫吸着捕捉法、アフィニティー精製法、アフィニティー捕捉
法、アフィニティー選択法、イムノアッセイ法、ELISA、マイクロ流体工学分離法、フロ
ーサイトメトリーまたはこれらの組み合わせに供される。
【００４３】
　一つまたは複数の微小胞を一つまたは複数の試薬と接触させてもよい。いくつかの態様
において、一つまたは複数の試薬は、核酸、DNA分子、RNA分子、抗体、抗体フラグメント
、アプタマー、ペプトイド、zDNA、ペプチド核酸（PNA）、ロックド核酸（LNA）、レクチ
ン、ペプチド、デンドリマー、膜タンパク質標識物質、化学物質またはこれらの組み合わ
せを含む。たとえば、結合物質は抗体またはアプタマーであることができる。一つまたは
複数の結合物質を使用して一つまたは複数の微小胞を捕捉および／または検出することが
できる。ある態様において、一つまたは複数の結合物質は、一つまたは複数の微小胞上の
一つまたは複数の表面抗原に結合する。一つまたは複数の表面抗原は一つまたは複数のタ
ンパク質を含むことができる。
【００４４】
　一つまたは複数のタンパク質は、本明細書に開示されるもののような、対象の小胞上の
任意の有用なバイオマーカーであることができる。ある態様において、一つまたは複数の
タンパク質は、一つまたは複数の細胞特異的または癌特異的小胞マーカー、たとえばCD9
、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B7H3、EpCamまたは表4もしくは5におけるタンパク質を含む
。一つまたは複数のタンパク質はまた、一般的小胞マーカー、たとえばテトラスパニン、
CD9、CD63、CD81、CD63、CD9、CD81、CD82、CD37、CD53、Rab-5b、アネキシンV、MFG-E8
または表3におけるタンパク質の一つまたは複数を含んでもよい。いくつかの態様におい
て、一つまたは複数のタンパク質は、表3～5のいずれかにおける一つまたは複数のタンパ
ク質を含む。例えば、一つまたは複数のタンパク質は、CD9、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B
7H3、EpCam、ADAM-10、BCNP、EGFR、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、SERPINB3、SPDEF、SS
X2、およびSSX4の一つまたは複数を含んでもよい。
【００４５】
　一つまたは複数の試薬を使用して一つまたは複数の微小胞を捕捉することができる。捕
捉された微小胞は、さらなる評価のために使用することができる。たとえば、微小胞内の
ペイロードを評価することができる。微小胞ペイロードは、一つまたは複数の核酸、ペプ
チド、タンパク質、脂質、抗原、糖質および／またはプロテオグリカンを含む。核酸は、
一つまたは複数のDNA、mRNA、マイクロRNA、snoRNA、snRNA、rRNA、tRNA、siRNA、hnRNA
またはshRNAを含んでもよい。ある態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、
一つまたは複数の捕捉された微小胞内のペイロードを含む。たとえば、一つまたは複数の
バイオマーカーはmRNAペイロードを含むことができる。一つまたは複数のバイオマーカー
はまた、マイクロRNAペイロードを含むことができる。一つまたは複数のバイオマーカー
はまた、タンパク質ペイロード、たとえば内膜タンパク質または可溶性タンパク質を含む
ことができる。
【００４６】
　本発明の方法は、インビトロで、たとえばインビトロ生物学的試料または細胞培養試料
を使用して実施することができる。
【００４７】
　さらなる態様において、分析される癌は、非小細胞肺癌および小細胞肺癌を含む肺癌（
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小細胞癌腫（燕麦細胞癌）、混合小細胞／大細胞癌腫および複合小細胞癌腫を含む）、結
腸癌、乳癌、前立腺癌、肝臓癌、膵臓癌、脳癌、腎臓癌、卵巣癌、胃癌、皮膚癌、骨癌、
胃癌、乳癌、膵臓癌、神経膠腫、神経膠芽腫、肝細胞癌腫、乳頭状腎臓癌腫、頭頚部扁平
上皮細胞癌腫、白血病、リンパ腫、骨髄腫または固形腫瘍であってもよい。
【００４８】
　複数の態様において、本方法により特徴決定される癌は、急性リンパ芽球性白血病；急
性骨髄性白血病；副腎皮質癌；AIDS関連癌；AIDS関連リンパ腫；肛門癌；虫垂癌；星状細
胞腫；非定型奇形腫/ラブドイド腫瘍；基底細胞癌；膀胱癌；脳幹部神経膠腫；脳腫瘍（
脳幹部神経膠腫、中枢神経系非定型奇形腫/ラブドイド腫瘍、中枢神経系胚芽腫、星状細
胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣芽腫、上衣腫、髄芽腫、髄上皮種、中間型松果体実質腫瘍、テン
ト上原始神経外胚葉性腫瘍、および松果体芽腫を含む）；乳癌；気管支腫瘍；バーキット
リンパ腫；原発不明癌；カルチノイド腫瘍；原発不明癌腫；中枢神経系非定型奇形腫/ラ
ブドイド腫瘍；中枢神経系胚芽腫；子宮頸癌；小児癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病；
慢性骨髄性白血病；慢性骨髄増殖性障害；結腸癌；結腸直腸癌；頭蓋咽頭腫；皮膚T細胞
リンパ腫；内分泌膵島細胞腫瘍；子宮内膜癌；上衣芽腫；上衣腫；食道癌；鼻腔神経芽細
胞腫；ユーイング肉腫；頭蓋外胚細胞腫瘍；性腺外胚細胞腫瘍；肝臓外胆管癌；胆嚢癌；
胃癌；消化管カルチノイド腫瘍；消化管間質細胞腫瘍；消化管間質腫瘍（GIST）；妊娠性
絨毛性腫瘍；神経膠腫；毛様細胞性白血病；頭頚部癌；心臓癌；ホジキンリンパ腫；下咽
頭癌；眼内黒色腫；膵島腫瘍；カポジ肉腫；腎臓癌；ランゲルハンス細胞組織球症；喉頭
癌；口唇癌；肝臓癌；悪性線維性組織球腫；骨癌；髄芽腫；髄上皮種；黒色腫；メルケル
細胞癌；メルケル細胞皮膚癌；中皮腫；原発不明転移性扁平上皮性頸部癌；口腔癌；多発
性内分泌腫瘍症候群；多発性骨髄腫；多発性骨髄腫/形質細胞腫瘍；菌状息肉腫；骨髄異
形成症候群；骨髄増殖性腫瘍；鼻腔癌；鼻咽頭癌；神経芽細胞腫；非ホジキンリンパ腫；
非黒色腫皮膚癌；非小細胞肺癌；口腔癌；口腔癌；口腔咽頭癌；骨肉腫；その他の脳およ
び脊髄の腫瘍；卵巣癌；卵巣上皮癌；卵巣胚細胞腫瘍；卵巣低悪性度腫瘍；膵臓癌；乳頭
腫症；副鼻腔癌；副甲状腺癌；骨盤癌；陰茎癌；咽頭癌；中間型松果体実質腫瘍；松果体
芽腫；下垂体腫瘍；形質細胞腫瘍/多発性骨髄腫；胸膜肺芽腫；原発性中枢神経系（CNS）
リンパ腫；原発性肝細胞肝癌；前立腺癌；直腸癌；腎臓癌；腎細胞（腎臓）癌；腎細胞癌
；気道癌；網膜芽細胞腫；横紋筋肉腫；唾液腺癌；セザリー症候群；小細胞肺癌；小腸癌
；軟部組織肉腫；扁平上皮癌；頸部扁平上皮癌；胃癌；テント上原始神経外胚葉性腫瘍；
T細胞リンパ腫；精巣癌；咽頭癌；胸腺癌；胸腺腫；甲状腺癌；移行上皮癌；腎盂尿管移
行上皮癌；絨毛性腫瘍；尿管癌；尿道癌；子宮癌；子宮肉腫；膣癌；外陰癌；ワルデンシ
ュトレームマクログロブリン血症；またはウィルムス腫瘍を含む。たとえば、癌は、前立
腺癌、肺癌、脳癌、乳癌、結腸直腸癌または卵巣癌であることができる。好ましい態様に
おいて、癌は前立腺癌である。
【００４９】
　本発明の方法は、インビトロで、たとえばインビトロ生物学的試料または細胞培養試料
を使用して実施することができる。
【００５０】
　ある局面において、本発明は、本発明の方法のいずれかを実施するための試薬を提供す
る。例えば本発明は、本方法を実施するための試薬の使用を提供する。関連する局面にお
いて、本発明は、本発明の方法のいずれかを実施するための試薬を含むキットを提供する
。試薬は、非限定的に一つまたは複数のバイオマーカーに対する抗体またはアプタマーを
含む結合試薬であってもよい。たとえば、試薬は、表3～5、9～11、16～27、29、31～32
、37～38、40～47、49～52、54～67、および69～74のいずれかにおけるバイオマーカーの
少なくとも一つに結合することができる結合物質であることができる。いくつかの態様に
おいて、結合物質は、直接的に標識されている、または間接的に標識されるように構成さ
れている。
【００５１】
　もう一つの局面において、本発明は、単離された、PCSA+、Muc2+、Adam10+小胞を提供
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する。関連する局面において、本発明は、MMP7+小胞を提供する。本発明は、Ago2+小胞を
さらに提供する。小胞は、表5より選択される一つまたは複数のマイクロRNAを含むペイロ
ードを含んでもよい。例えば、マイクロRNAは、miR-22、let7a、miR-141、miR-182、miR-
663、miR-155、mirR-125a-5p、miR-548a-5p、miR-628-5p、miR-517*、miR-450a、miR-920
、hsa-miR-619、miR-1913、miR-224*、miR-502-5p、miR-888、miR-376a、miR-542-5p、mi
R-30b*、miR-1179およびそれらの組み合わせからなる群より選択されることができる。小
胞はまた、表5における一つまたは複数のメッセンジャーRNA（mRNA）を含むペイロードを
含んでもよい。例えば、mRNAは、表20～24からなる群より選択されることができる。
【００５２】
参照による引用
　本明細書中で言及される全ての刊行物、特許、および特許出願は、各個別の刊行物、特
許、または特許出願が、参照することにより組み込まれることが具体的かつ個別に示され
るのと同程度に、参照することにより本明細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００５３】
【図１】図1Aは、核酸を含むバイオシグネチャーを同定して表現型を特徴決定する方法を
示す。図1Bは、小胞または小胞集団のバイオシグネチャーを同定して表現型を特徴決定す
る方法を示す。
【図２Ａ】小胞バイオシグネチャーを評価することによって表現型を特徴決定する方法を
示す。そのタンパク質を発現する小胞を捕捉する捕捉抗体でコーティングされた平坦な基
体の略図である。捕捉抗体は、患部細胞に由来する小胞（「疾患小胞」）に特異的である
かまたは特異的ではない小胞タンパク質に対する捕捉抗体である。検出抗体は、捕捉され
た小胞に結合し、蛍光シグナルを提供する。検出抗体は、一般に小胞と結合しているかま
たは起始細胞もしくは疾患、たとえば癌と関連している、抗原を検出することができる。
【図２Ｂ】小胞バイオシグネチャーを評価することによって表現型を特徴決定する方法を
示す。そのタンパク質を発現する小胞を捕捉する、捕捉抗体でコーティングされたビーズ
の略図である。捕捉抗体は、患部細胞に由来する小胞（「疾患小胞」）に特異的であるか
または特異的ではない小胞タンパク質に対する捕捉抗体である。検出抗体は、捕捉された
小胞に結合し、蛍光シグナルを提供する。検出抗体は、一般に小胞と結合しているかまた
は起始細胞もしくは疾患、たとえば癌と関連している、抗原を検出することができる。
【図２Ｃ】小胞バイオシグネチャーを評価することによって表現型を特徴決定する方法を
示す。図2Bに示すようにビーズを使用する多重化によって実施することができるスクリー
ニングスキームの例である。
【図２Ｄ】小胞バイオシグネチャーを評価することによって表現型を特徴決定する方法を
示す。小胞を捕捉し、検出して表現型を特徴決定するための例示的スキームを示す。
【図２Ｅ】小胞バイオシグネチャーを評価することによって表現型を特徴決定する方法を
示す。小胞ペイロードを評価して表現型を特徴決定するための例示的スキームを示す。
【図２Ｆ】小胞バイオシグネチャーを評価することによって表現型を特徴決定する方法を
示す。小胞を捕捉および検出し、かつ任意でペイロードを評価して表現型を特徴決定する
ための例示的スキームを示す。
【図３】本発明のいくつかの例示的態様において使用することができるコンピュータシス
テムを示す。
【図４】対象由来の小胞を検出するビーズベースの方法を用いた結果を示す方法を示す。
所与の強度で捕捉されたビーズ数は、小胞が、その強度において、どのような頻度で検出
タンパク質を発現するかを示す1つの指標である。所与のビーズに対してシグナルが強く
なるほど、検出タンパク質の発現が多くなる。係る図は、正常な患者を1本の曲線に、癌
患者を別の曲線に組み合わせて、生物統計学分析を用いて、曲線を微分することによって
得られた正規化されたグラフを示す。検出器によって読み取られたビーズ数の変動を考慮
するために、各個人からのデータを正規化し、合算し、次いで、各集団中の異なる試料数
を考慮するために、再度正規化する。
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【図５】TMPRSS2-ERGの発現を評価することによってEpCamを有する血漿からの前立腺癌細
胞由来の小胞の捕捉を示す。VCaP精製した小胞を正常な血漿に添加し、次いで、EpCamあ
るいはそのアイソタイプ対照抗体のいずれかでコーティングされたDynal磁気ビーズと共
にインキュベートした。DynalビーズからRNAを直接単離した。各試料由来の等量のRNAをR
T-PCR、続いて、Taqmanアッセイに使用した。
【図６】CD9ビーズ捕捉したmiR-21またはmiR-141発現の棒グラフを示す。前立腺癌患者由
来の1mlの血漿、250ng／mlのLNCaP、または正常な精製小胞を、CD9でコーティングしたDy
nalビーズと共にインキュベートした。ビーズおよびビーズの上清からRNAを単離した。ま
た、1例の試料（＃6）は、比較のために捕捉しなかった。マイクロRNA発現をqRT-PCRで測
定し、各試料のCTの平均値を比較した。CD9捕捉は、前立腺癌試料中のmiR-21およびmiR-1
41の検出を改善する。
【図７Ａ】MoFlo XDPを使用する小胞の分離および同定を示す。
【図７Ｂ】CD9、B7H3、PCSAおよびPSMAに対する抗体で染色されたVCaP細胞およびエキソ
ソームのFACS分析を示す。
【図７Ｃ】小胞集団全体と比較して、フローソートされたB7H3+またはPSMA+小胞集団中に
得られた様々なmiR発現パターンを示す。
【図８Ａ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。カラムベースのろ過法を使用して血漿から小胞を
単離したのち、該単離した小胞を、ミクロスフェアプラットフォームを使用して評価する
略図を表す。
【図８Ｂ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。超遠心分離法のような高速遠心分離法による小胞
の膜の圧縮の略図を示す。
【図８Ｃ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。レーザー検出を使用する、ミクロスフェアに結合
した小胞の検出の略図を表す。
【図８Ｄ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。基体に結合した前立腺由来の小胞を検出する例を
表す。微小胞は、基体につながれた、PCSA、PSMAまたはB7H3に特異的な捕捉物質によって
捕捉される。そのように捕捉された小胞は、CD9、CD63およびCD81に特異的な蛍光標識さ
れた検出物質によって標識される。
【図８Ｅ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。ミクロスフェアプラットフォーム（Y軸）または
フローサイトメトリー（X軸）を使用して検出されたCD9陽性小胞の相関を示す。平均蛍光
強度（MFI）を算出するために、小胞を、ミクロスフェアにつながれた抗CD9抗体によって
捕捉し、CD9、CD63およびCD81に特異的な蛍光標識された検出抗体を使用して検出した。
【図８Ｆ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。ミクロスフェアプラットフォーム（Y軸）またはB
CAタンパク質アッセイ法（X軸）を使用して検出されたPSMA、PCSAまたはB7H3陽性小胞の
相関を示す。MFIを算出するために、小胞を、ミクロスフェアにつながれた、B7H3、PSMA
またはPCSAに対する抗体によって捕捉し、かつCD9、CD63およびCD81に特異的な蛍光標識
された検出抗体を使用して検出した。
【図８Ｇ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。ミクロスフェアアッセイ法をシングルプレックス
的またはマルチプレックス的に使用してCD81陽性小胞を検出する場合の同様な性能を示す
。小胞を、ミクロスフェアにつながれた抗CD81抗体によって捕捉し、かつCD9、CD63およ
びCD81に特異的な蛍光標識された検出抗体を使用して検出した。
【図８Ｈ】ミクロスフェアプラットフォームを使用して所望の小胞の存在またはレベルを
評価する、試料中の小胞の検出を示す。ミクロスフェアアッセイ法をシングルプレックス
的またはマルチプレックス的に使用してB7H3、CD63、CD9またはEpCam陽性小胞を検出する
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場合の同様な性能を示す。小胞を、ミクロスフェアにつながれた、B7H3、CD63、CD9また
はEpCamに対する抗体によって捕捉し、かつCD9、CD63およびCD81に特異的な蛍光標識され
た検出抗体を使用して検出した。
【図９Ａ】正常な前立腺試料とPCa試料とを識別する小胞バイオシグネチャーの能力を示
す。癌マーカーはEpCamおよびB7H3を含むものであった。一般的小胞マーカーはCD9、CD81
およびCD63を含むものであった。前立腺特異的マーカーはPCSAを含むものであった。PCSA
と同様にPSMAを使用することができる。検査は、正常な試料に対し、PCa試料に関して感
度98％および特異度95％であることがわかった。
【図９Ｂ】正常および前立腺癌患者における図9Aの小胞マーカーの平均蛍光強度（MFI）
をY軸上に示す。
【図１０】試料が前立腺癌に関して陽性であるかどうかを判定するための小胞前立腺癌ア
ッセイ法のための決定木の略図である。
【図１１】決定木に従う前立腺癌に関する小胞検出アッセイ法の結果を、PSAレベルの上
昇を使用する検出の結果に対して示す。
【図１２】対照試料およびPCa試料から単離された小胞中のmiR-145のレベルを示す。
【図１３Ａ】前立腺癌に関する小胞ベースの診断アッセイ法から偽陰性を同定するための
マイクロRNAの使用を示す。小胞内miR分析を使用して偽陰性を真陽性に変換し、それによ
って感度を改善するためのスキームを示す。示される図にはmiR-107およびmiR-141を使用
することができる。
【図１３Ｂ】前立腺癌に関する小胞ベースの診断アッセイ法から偽陰性を同定するための
マイクロRNAの使用を示す。小胞内miR分析を使用して偽陽性を真陰性に変換し、それによ
って特異度を改善するためのスキームを示す。示される図にはmiR-107およびmiR-141を使
用することができる。
【図１３Ｃ】前立腺癌に関する小胞ベースの診断アッセイ法から偽陰性を同定するための
マイクロRNAの使用を示す。小胞診断アッセイ法によって判定された真陽性（TP）、小胞
診断アッセイ法によって判定された真陰性（TN）、小胞診断アッセイ法によって判定され
た偽陽性（FP）および小胞診断アッセイ法によって判定された偽陰性（FN）の場合のmiR-
107の正規化レベルがY軸上に示されている。
【図１３Ｄ】前立腺癌に関する小胞ベースの診断アッセイ法から偽陰性を同定するための
マイクロRNAの使用を示す。小胞診断アッセイ法によって判定された真陽性（TP）、小胞
診断アッセイ法によって判定された真陰性（TN）、小胞診断アッセイ法によって判定され
た偽陽性（FP）および小胞診断アッセイ法によって判定された偽陰性（FN）の場合のmiR-
141の正規化レベルがY軸上に示されている。
【図１３Ｅ】前立腺癌に関する小胞ベースの診断アッセイ法から偽陰性を同定するための
マイクロRNAの使用を示す。異なる試料コホートを使用した、前立腺癌を有しない患者と
比較した前立腺癌患者の血漿cMV中のmiR-107増大のTaqman qRT-PCR確認を示す。
【図１４】図14A～Dは、結腸直腸癌（CRC）細胞株および患者試料におけるKRAS配列決定
を示す。試料は、細胞株（図14B）もしくは患者由来の組織試料（図14D）から得られたゲ
ノムDNAまたは細胞株から放出された小胞内のRNAペイロード（図14A）もしくは患者由来
の血漿試料（図14C）から得られたcDNAを含む。
【図１５Ａ】ヒト血漿からのマイクロRNAの免疫沈降を示す。ヒト血漿の様々な分画中に
検出されたmiR-16の平均量を示す。「ビーズ」は、Argonaute2（Ago2）、アポリポタンパ
ク質A1（アポA1）、GW182およびIgG対照に対する抗体を使用して共免疫沈降させたmiR-16
の量である。「Dyna」は、DynabeadプロテインGを使用する免疫沈降を指し、「Magna」は
、MagnabindプロテインGビーズを指す。「上清」は、免疫沈降反応の上清中に検出された
miR-16の量である。詳細に関しては実施例を参照すること。
【図１５Ｂ】ヒト血漿からのマイクロRNAの免疫沈降を示す。miR-92aを検出したことを除
き、図15Aと同じである。
【図１６】PE標識抗PCSA抗体およびFITC標識抗Ago2抗体で染色された複合体のフローソー
ティングを示す。
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【図１７Ａ】ヒト血漿試料中のPCSA/Ago2陽性複合体中のマイクロRNAの検出を示す。血漿
試料は、前立腺癌の対象（PrC）または正常な対照（正常）由来であった。ヒト血漿由来
の全循環微小胞集団中のmiR-22コピー数を示す。
【図１７Ｂ】ヒト血漿試料中のPCSA/Ago2陽性複合体中のマイクロRNAの検出を示す。血漿
試料は、前立腺癌の対象（PrC）または正常な対照（正常）由来であった。PCSAおよびArg
onaute 2（Ago2）に対する抗体を使用してソートされた血漿由来複合体を示す。RNAを単
離し、PCSA/Ago2ダブルポジティブイベントの集団中のmiR-22のコピー数を決定した。
【図１７Ｃ】ヒト血漿試料中のPCSA/Ago2陽性複合体中のマイクロRNAの検出を示す。血漿
試料は、前立腺癌の対象（PrC）または正常な対照（正常）由来であった。各血漿試料に
関してフローサイトメトリーによってカウントされたPCSA/Ago2ダブルポジティブイベン
トの数を示す。
【図１７Ｄ】ヒト血漿試料中のPCSA/Ago2陽性複合体中のマイクロRNAの検出を示す。血漿
試料は、前立腺癌の対象（PrC）または正常な対照（正常）由来であった。各血漿試料に
関してmiR-22のコピー数をPCSA/Ago2陽性イベントの総数で割ったものを示す。これは、P
CSA/Ago2ダブルポジティブ複合体一つあたりのmiR-22のコピー数を出す。
【図１８Ａ】抗CD9および／または抗PCSAで染色された循環微小胞（cMV）のフローサイト
メトリーを示す。CD9およびPCSAに対する標識抗体を使用する、血漿由来cMVの分析を示す
。
【図１８Ｂ】抗CD9および／または抗PCSAで染色された循環微小胞（cMV）のフローサイト
メトリーを示す。抗CD9および抗PCSAによる二重免疫沈降ののちの、ダブルポジティブCD9
/PCSA cMVの濃縮を示す。図18Aと図18Bとの間で領域R7中のダブルポジティブ集団を比較
されたい。
【図１８Ｃ】抗CD9および／または抗PCSAで染色された循環微小胞（cMV）のフローサイト
メトリーを示す。PCSAに対する標識抗体を使用する、血漿由来cMVの分析を示す。
【図１８Ｄ】抗CD9および／または抗PCSAで染色された循環微小胞（cMV）のフローサイト
メトリーを示す。PCSAに対する抗体を使用する単独免疫沈降ののちの、PCSA陽性イベント
の濃縮を示す。図18Cと図18Dとの間で領域R4中の集団を比較されたい。
【図１９Ａ】様々な血漿分画中のmiR-22のレベルを示す。ABI Taqman検出キット（Assay 
ID#000398）によって測定された非修飾血漿中のmiR-22コピー数を示す。
【図１９Ｂ】様々な血漿分画中のmiR-22のレベルを示す。ABI Taqman検出キットによって
測定された患者血漿から濃縮された全循環微小胞集団中のmiR-22コピー数を示す。
【図１９Ｃ】様々な血漿分画中のmiR-22のレベルを示す。抗CD9カラムから放出された出
発原料を使用して抗PCSAカラム上に保持されたmiR-22コピー数を示す。
【図１９Ｄ】様々な血漿分画中のmiR-22のレベルを示す。ビーズベースのアッセイ法を使
用して測定された、試料対応PCSA MFIに対するmiR-22のコピー数を示す。二重免疫沈降に
使用された癌および正常入力血漿に関する平均PCSA MFIシグナルはそれぞれ161.67および
729.17であった。
【図１９Ｅ】様々な血漿分画中のmiR-22のレベルを示す。入力血漿中のmiR-22のコピー数
を示す。
【図１９Ｆ】様々な血漿分画中のmiR-22のレベルを示す。図19Eにおける入力血漿から抗P
CSAカラム上に保持されたcMV由来のmiR-22のコピー数を示す。
【図１９Ｇ】様々な血漿分画中のmiR-22のレベルを示す。ビーズベースのアッセイ法を使
用して測定された、試料対応PCSA MFIに対するmiR-22のコピー数を示す。単独IPに使用さ
れた癌および正常血漿に関する平均PCSA MFIシグナルはそれぞれ69.17および526.51であ
った。
【図２０－１】血漿から単離されたcMVと結合したPCSAおよびPSMAタンパク質ならびにmiR
-22およびlet7aマイクロRNAのレベルから導出されたスコアを使用する、PCa試料と正常（
非PCa）試料との区別を示す。図20Aは、正常および癌試料に関して算出されたスコアのプ
ロットを示す。図20Bは、正常が、正常（前立腺病状なし）、異型、炎症および高度前立
腺上皮内新生物（高度PINまたはHGPIN）のグループに分けられ、そして癌が、待機療法（
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WW）または癌に関して同定されたグループに分けられている図20Aのデータを示す。
【図２０－２】血漿から単離されたcMVと結合したPCSAおよびPSMAタンパク質ならびにmiR
-22およびlet7aマイクロRNAのレベルから導出されたスコアを使用する、PCa試料と正常（
非PCa）試料との区別を示す。図20Cは、データを用いて生成されたROC曲線を示す。AUCは
0.77であった。
【図２１Ａ】異なる試料集団におけるmiR-920の差次的発現に関する例示的プロットを示
す。試料は、血漿から単離されたPCSA発現性cMVにおけるマイクロRNAを含んでいた。miR-
920は、前立腺癌（「癌」）および正常（「正常」）と比べて、交絡疾患（すなわち高度P
IN（「HGPIN」）および炎症性疾患（「炎症」））において過剰発現している。
【図２１Ｂ】異なる試料集団におけるmiR-450aの差次的発現に関する例示的プロットを示
す。試料は、血漿から単離されたPCSA発現性cMVにおけるマイクロRNAを含んでいた。miR-
450aは、他と比べて、癌において下方制御されている。
【図２２】図22A～Fは、小胞mRNAペイロードレベルのマイクロアレイプロファイリングか
ら選択されたmRNAの未処理のバックグラウンド減算蛍光値のドットプロットを示す。各プ
ロット中、Y軸は未処理のバックグラウンド減算蛍光値（未処理BGsub蛍光）を示す。X軸
は、四つの正常な対照血漿および前立腺癌患者由来の四つの血漿のドットプロットを示す
。図示されているmRNAは、A2ML1（図22A）、GABARAPL2（図22B）、PTMA（図22C）、RABAC
1（図22D）、SOX1（図22E）およびETFB（図22F）である。
【図２３】図23A～23Bは、X軸上に示すような、非再発性前立腺癌試料および転移性前立
腺癌試料から単離された小胞中のmiR-141（図23A）およびmiR-375（図23B）のレベルを示
す。Taqmanアッセイ法を使用して、小胞から単離されたmiRを検出した。p値がプロットの
下方に示されている。Y軸は、検出されたmiRのコピー数を示す。
【図２４－１】図24Aおよび24Bは、患者血液試料を使用して肺癌と正常（非肺癌）とを区
別するためのマイクロRNAmiR-497を示す。Y軸は、試料0.1ml中のmiR-497のコピー数を示
す。図24Aにおいて、水平線は1154コピーのコピー数を示す。図24Bにおいて、水平線は13
56のコピー数を示す。
【図２４－２】図24Cは、循環微小胞（cMV）中のmiR-497のレベルを検査することによっ
て非小細胞肺癌試料と正常な血漿試料とを区別するための受信者動作特性（ROC）曲線で
ある。データは図24Bに対応する。
【図２５Ａ】ガラススライドに結合したVcap由来微小胞の電子顕微鏡写真である。
【図２５Ｂ】Vcap由来微小胞の走査型電子顕微鏡写真である。
【図２５Ｃ】ポリ-L-リジンでコートされたポリスチレンビーズに結合したVcap微小胞の
走査型電子顕微鏡写真である。
【図２５Ｄ】試料捕集プロトコルにおいて指定されているような、血液を血漿にする処理
を示す。
【図２６－１】マイクロRNA機能アッセイ法を示す。図26Aは、標識された合成RNA分子261
～266および関心対象の標的マイクロRNAを含有するリボ核タンパク質複合体267を示す。
図26Bは、リボ核タンパク質複合体267によって認識されたとき、標的認識部位263の合成R
NA分子が切断され、それによって標識265～266が解放される様子を示す。
【図２６－２】マイクロRNA機能アッセイ法を示す。図26C～Eは、様々な供給源からの入
力リボ核タンパク質複合体を示す。
【図２７Ａ】前立腺癌を区別するための小胞マーカーのパネルを示す。小胞は、それぞれ
が異なるマイクロビーズ集団につながれた、マンマグロビン、SIM2およびNK-2Rに対する
抗体を使用して捕捉された。捕捉された小胞をPE標識された抗MFG-E8抗体によって検出し
た。検出された小胞のレベルに基づいて61例の前立腺癌試料と68例の非前立腺癌試料とを
区別することによって生成されたROC曲線を示す。AUCは0.90であった。矢印によってグラ
フ上に示される点において、感度は0.85であり、特異度は0.84であった。
【図２７Ｂ】前立腺癌を区別するための小胞マーカーのパネルを示す。それぞれが異なる
マイクロビーズ集団につながれた、インテグリン、NK-2RおよびGal3に対する抗体を使用
して小胞を捕捉した。捕捉された小胞をPE標識された抗MFG-E8抗体によって検出した。検
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出された小胞のレベルに基づいて6例1の前立腺癌試料と32例の良性前立腺試料（たとえば
、高度な炎症を有しないBPHの男性）とを区別することによって生成されたROC曲線を示す
。AUCは0.84であった。矢印によってグラフ上に示される点において、感度は0.82であり
、特異度は0.75であった。
【図２８Ａ】表記試料群中の患者の血漿由来の微小胞中に検出されたmiRのレベルを示す
。y軸は、miRのRT-PCR計測からのCt値であり、x軸は、miRレベルを以下の試料群、左から
右に、1）前立腺癌、2）高悪性度のPIN（HGPIN）、3）炎症、および4）良性前立腺障害（
たとえばBPH）に分類したものである。miR-614のレベルを示す。
【図２８Ｂ】表記試料群中の患者の血漿由来の微小胞中に検出されたmiRのレベルを示す
。y軸は、miRのRT-PCR計測からのCt値であり、x軸は、miRレベルを以下の試料群、左から
右に、1）前立腺癌、2）高悪性度のPIN（HGPIN）、3）炎症、および4）良性前立腺障害（
たとえばBPH）に分類したものである。miR-211のレベルを示す。
【図２８Ｃ】表記試料群中の患者の血漿由来の微小胞中に検出されたmiRのレベルを示す
。y軸は、miRのRT-PCR計測からのCt値であり、x軸は、miRレベルを以下の試料群、左から
右に、1）前立腺癌、2）高悪性度のPIN（HGPIN）、3）炎症、および4）良性前立腺障害（
たとえばBPH）に分類したものである。miR-136のレベルを示す。
【図２８Ｄ】表記試料群中の患者の血漿由来の微小胞中に検出されたmiRのレベルを示す
。y軸は、miRのRT-PCR計測からのCt値であり、x軸は、miRレベルを以下の試料群、左から
右に、1）前立腺癌、2）高悪性度のPIN（HGPIN）、3）炎症、および4）良性前立腺障害（
たとえばBPH）に分類したものである。miR-149のレベルを示す。
【図２８Ｅ】表記試料群中の患者の血漿由来の微小胞中に検出されたmiRのレベルを示す
。y軸は、miRのRT-PCR計測からのCt値であり、x軸は、miRレベルを以下の試料群、左から
右に、1）前立腺癌、2）高悪性度のPIN（HGPIN）、3）炎症、および4）良性前立腺障害（
たとえばBPH）に分類したものである。miR-221*のレベルを示す。
【図２８Ｆ】表記試料群中の患者の血漿由来の微小胞中に検出されたmiRのレベルを示す
。y軸は、miRのRT-PCR計測からのCt値であり、x軸は、miRレベルを以下の試料群、左から
右に、1）前立腺癌、2）高悪性度のPIN（HGPIN）、3）炎症、および4）良性前立腺障害（
たとえばBPH）に分類したものである。miR-329のレベルを示す。
【図２８Ｇ】表記試料群中の患者の血漿由来の微小胞中に検出されたmiRのレベルを示す
。y軸は、miRのRT-PCR計測からのCt値であり、x軸は、miRレベルを以下の試料群、左から
右に、1）前立腺癌、2）高悪性度のPIN（HGPIN）、3）炎症、および4）良性前立腺障害（
たとえばBPH）に分類したものである。miR-26bのレベルを示す。
【図２９Ａ】前立腺癌を区別するための様々な小胞捕捉物質および検出物質の能力を実証
するROC曲線を示す。捕捉物質はAURKB、A33、CD63、Gro-αおよびインテグリンを認識し
、検出物質はMUC2、PCSAおよびCD81を認識した。ROC曲線のAUCは、PSAの場合のわずか0.5
9と比べ、0.8306であった。小胞マーカーを表す、最外のROC曲線上に示された点において
、感度は0.815であり、かつ特異度は0.737であった。
【図２９Ｂ】前立腺癌を区別するための様々な小胞捕捉物質および検出物質の能力を実証
するROC曲線を示す。捕捉物質はAURKB、CD63、FLNA、A33、Gro-α、インテグリン、CD24
、SSX2およびSIM2を認識し、検出物質はMUC2、PCSA、CD81、MFG-E8およびEpCamを認識し
た。この試料群において、ROC曲線のAUCは、PSAの場合のわずか0.60と比べ、0.835であっ
た。小胞マーカーを表す、最外のROC曲線上に示された点において、感度は0.823であり、
かつ特異度は0.737であった。
【図３０Ａ】血漿試料中の前立腺癌を区別するcMVの検出を実証する。小胞を、PCSA、PSM
AまたはB7H3に特異的な、ビーズにつないだ抗体によって捕捉した。捕捉されたcMVを、PS
MA、PCSA、B7H3またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対するPE標識された抗体に
よって標識した。PCSA捕捉に関する結果が示されている。図中、Y軸は、検出された抗体
の平均蛍光強度（MFI）を示す。X軸上に示された試料は、PCa陽性プール（「1 Pos Pool
」）、PCaを有しない患者由来の陰性対照プール（「2 Neg Pool」）および対照ブランク
（「Blank」）を含むものであった。X軸上に示された検出物質は、個々にPSMA、PCSAまた
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はB7H3に対する標識された抗体、PSMA、PCSA、B7H3に対する抗体のカクテル（「カクテル
」）またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対する抗体のカクテル（「V1-tets」）
を含む。
【図３０Ｂ】血漿試料中の前立腺癌を区別するcMVの検出を実証する。小胞を、PCSA、PSM
AまたはB7H3に特異的な、ビーズにつないだ抗体によって捕捉した。捕捉されたcMVを、PS
MA、PCSA、B7H3またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対するPE標識された抗体に
よって標識した。PSMA捕捉に関する結果が示されている。図中、Y軸は、検出された抗体
の平均蛍光強度（MFI）を示す。X軸上に示された試料は、PCa陽性プール（「1 Pos Pool
」）、PCaを有しない患者由来の陰性対照プール（「2 Neg Pool」）および対照ブランク
（「Blank」）を含むものであった。X軸上に示された検出物質は、個々にPSMA、PCSAまた
はB7H3に対する標識された抗体、PSMA、PCSA、B7H3に対する抗体のカクテル（「カクテル
」）またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対する抗体のカクテル（「V1-tets」）
を含む。
【図３０Ｃ】血漿試料中の前立腺癌を区別するcMVの検出を実証する。小胞を、PCSA、PSM
AまたはB7H3に特異的な、ビーズにつないだ抗体によって捕捉した。捕捉されたcMVを、PS
MA、PCSA、B7H3またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対するPE標識された抗体に
よって標識した。B7H3捕捉に関する結果が示されている。図中、Y軸は、検出された抗体
の平均蛍光強度（MFI）を示す。X軸上に示された試料は、PCa陽性プール（「1 Pos Pool
」）、PCaを有しない患者由来の陰性対照プール（「2 Neg Pool」）および対照ブランク
（「Blank」）を含むものであった。X軸上に示された検出物質は、個々にPSMA、PCSAまた
はB7H3に対する標識された抗体、PSMA、PCSA、B7H3に対する抗体のカクテル（「カクテル
」）またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対する抗体のカクテル（「V1-tets」）
を含む。
【図３１Ａ】前立腺癌を区別するための3マーカーパネル小胞捕捉物質および検出物質の
能力を実証するROC曲線を示す。3マーカー組み合わせを使用して前立腺癌（PCa+）試料を
他すべての試料（PCA-）（表53を参照）から区別する場合の例示的な結果が示されている
。暗グレーの線（左寄りのぎざぎざの線）が再置換性能に対応し、より滑らかな黒の線は
、10分割交差検証を使用して生成されたものであった。対角線形判別分析（再置換AUC＝0
.87、交差検証AUC＝0.86）を使用して生成されたROC曲線が示されている。
【図３１Ｂ】前立腺癌を区別するための3マーカーパネル小胞捕捉物質および検出物質の
能力を実証するROC曲線を示す。3マーカー組み合わせを使用して前立腺癌（PCa+）試料を
他すべての試料（PCA-）（表53を参照）から区別する場合の例示的な結果が示されている
。暗グレーの線（左寄りのぎざぎざの線）が再置換性能に対応し、より滑らかな黒の線は
、10分割交差検証を使用して生成されたものであった。線形判別分析（再置換AUC＝0.87
、交差検証AUC＝0.86）を使用して生成されたROC曲線が示されている。
【図３１Ｃ】前立腺癌を区別するための3マーカーパネル小胞捕捉物質および検出物質の
能力を実証するROC曲線を示す。3マーカー組み合わせを使用して前立腺癌（PCa+）試料を
他すべての試料（PCA-）（表53を参照）から区別する場合の例示的な結果が示されている
。暗グレーの線（左寄りのぎざぎざの線）が再置換性能に対応し、より滑らかな黒の線は
、10分割交差検証を使用して生成されたものであった。サポートベクターマシン（再置換
AUC＝0.87、交差検証AUC＝0.86）を使用して生成されたROC曲線が示されている。
【図３１Ｄ】前立腺癌を区別するための3マーカーパネル小胞捕捉物質および検出物質の
能力を実証するROC曲線を示す。3マーカー組み合わせを使用して前立腺癌（PCa+）試料を
他すべての試料（PCA-）（表53を参照）から区別する場合の例示的な結果が示されている
。暗グレーの線（左寄りのぎざぎざの線）が再置換性能に対応し、より滑らかな黒の線は
、10分割交差検証を使用して生成されたものであった。決定木ベースの勾配ブースティン
グ（再置換AUC＝0.89、交差検証AUC＝0.84）を使用して生成されたROC曲線が示されてい
る。
【図３１Ｅ】前立腺癌を区別するための3マーカーパネル小胞捕捉物質および検出物質の
能力を実証するROC曲線を示す。3マーカー組み合わせを使用して前立腺癌（PCa+）試料を
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他すべての試料（PCA-）（表53を参照）から区別する場合の例示的な結果が示されている
。暗グレーの線（左寄りのぎざぎざの線）が再置換性能に対応し、より滑らかな黒の線は
、10分割交差検証を使用して生成されたものであった。lasso（再置換AUC＝0.87、交差検
証AUC＝0.86）を使用して生成されたROC曲線が示されている。
【図３１Ｆ】前立腺癌を区別するための3マーカーパネル小胞捕捉物質および検出物質の
能力を実証するROC曲線を示す。3マーカー組み合わせを使用して前立腺癌（PCa+）試料を
他すべての試料（PCA-）（表53を参照）から区別する場合の例示的な結果が示されている
。暗グレーの線（左寄りのぎざぎざの線）が再置換性能に対応し、より滑らかな黒の線は
、10分割交差検証を使用して生成されたものであった。ニューラルネットワーク（再置換
AUC＝0.87、交差検証AUC＝0.72）を使用して生成されたROC曲線が示されている。
【図３２Ａ】以下のマーカー：1）EpCAM検出物質－MMP7捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP
7捕捉物質、3）EpCAM検出物質－BCNP捕捉物質からなる3マーカーパネルの性能を示す。試
料コホートは、患者が年齢＜75、血清PSA＜10ng/mlおよび以前に生検を受けていない限定
セットであった（N＝127）。この設定において対角線形判別分析を使用して生成されたRO
C曲線が示されている。この図中、矢印は、感度が90％に等しく、かつ特異度が80％に等
しい曲線沿いのしきい点を示す。
【図３２Ｂ】図32Aのしきい値のもう一つの図が示されており、表記しきい線のいずれか
側に入るPCA+およびPCA-試料の分布を示す。
【図３２Ｃ】EpCAM検出物質－MMP7捕捉物質マーカーの個々の寄与が示されている。「PCA
、現生検」は、初回生検で陽性であった男性を指し、一方、「PCA、以前の生検」は待機
療法コホートを指す。
【図３３Ａ】前立腺癌を区別する様々な小胞捕捉物質および検出物質の能力を実証するRO
C曲線を示す。5マーカーパネルの性能を、線形判別分析および10分割交差検証または再置
換法を使用する設定において測定した。モデルA設定（すなわち全PCa試料 対 他すべての
患者試料）の場合のROC曲線が示されている。この設定におけるマーカーパネルは、1）Ep
CAM検出物質－MMP7捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP7捕捉物質、3）EpCAM検出物質－BCNP
捕捉物質、4）PCSA検出物質－Adam10捕捉物質、および5）PCSA検出物質－KLK2捕捉物質か
らなるものであった。図中、上寄りのぎざぎざの線は再置換法に対応する。AUCは0.90で
あった。交差検証を使用して、算出されたAUCは0.87であった。実線の矢印によって示さ
れる点において、交差検証を使用するモデルは92％の感度および50％の特異度を達成した
。実線の矢印によって示される点において、交差検証を使用するモデルは82％の感度およ
び80％の特異度を達成した。
【図３３Ｂ】前立腺癌を区別する様々な小胞捕捉物質および検出物質の能力を実証するRO
C曲線を示す。5マーカーパネルの性能を、線形判別分析および10分割交差検証または再置
換法を使用する設定において測定した。モデルC設定（すなわち、表53に関して以下に記
す限定試料セット）の場合のROC曲線が示されている。この設定におけるマーカーパネル
は、1）EpCAM検出物質－MMP7捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP7捕捉物質、3）EpCAM検出
物質－BCNP捕捉物質、4）PCSA検出物質－Adam10捕捉物質、および5）CD81検出物質－MMP7
捕捉物質からなるものであった。図中、上寄りのぎざぎざの線は再置換法に対応する。AU
Cは0.91であった。交差検証を使用して、算出されたAUCは0.89であった。矢印によって示
される点において、交差検証モデルは95％の感度および60％の特異度を達成した。
【図３４Ａ】前立腺癌の男性および良性前立腺障害の男性の血漿由来のPCSA+循環微小胞
中のマイクロRNA種のレベルを示す。miR-1974（ミトコンドリアtRNAと重複する）の場合
のExiqonカードからのCtが様々なプール中に示されている。前立腺癌試料は、このmiRを
他の試料よりも高いレベルで有していた。
【図３４Ｂ】前立腺癌の男性および良性前立腺障害の男性の血漿由来のPCSA+循環微小胞
中のマイクロRNA種のレベルを示す。ABI 7900を使用してTaqman分析によって計測された
プール中のmiRのコピー数を示す。
【図３４Ｃ】前立腺癌の男性および良性前立腺障害の男性の血漿由来のPCSA+循環微小胞
中のマイクロRNA種のレベルを示す。miR-320bの場合のExiqonカードからのCtが様々なプ
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ール中に示されている。前立腺癌試料は、このmiRを他の試料よりも低いレベルで有して
いた。
【図３４Ｄ】前立腺癌の男性および良性前立腺障害の男性の血漿由来のPCSA+循環微小胞
中のマイクロRNA種のレベルを示す。ABI 7900を使用してTaqman分析によって計測された
プール中のmiR-320bのコピー数を示す。
【図３５】合成miR16標準（10^6-10^1）の標準曲線の検出およびヒト血漿試料から三重反
復でのmiR16の検出を示す。凡例によって示されるように、データは、Fluidigm Biomark
（Fluidigm Corporation, South San Francisco, CA）から、48.48 Dynamic Array（商標
）IFC、96.96 Dynamic Array（商標）IFCを使用して、またはABI 7900HT Taqmanアッセイ
法（Applied Biosystems, Foster City, CA）によって取得されたものである。すべての
レベルをマルチプレックス条件下で測定した。
【図３６】図36A～Dは、フローサイトメトリーを使用する、前立腺癌および良性対照（す
なわち非前立腺癌）男性の血漿由来のcMVの分析を示す。まず、標識された抗テトラスパ
ニン抗体（CD9、CD63、CD81）のカクテルによって標識したのち、血漿試料中のcMVをゲー
ティングした。次に、同定されたcMVを、PE標識された抗MMP7抗体およびFITC標識された
抗EpCAM抗体によって標識した。図36は、二つの前立腺癌（図36C～D）および二つの対照
（図36A～B）の場合の例示的な結果を示す。Y軸はMMP7の検出レベルを示し、X軸はEpCAM
の検出レベルを示す。
【図３７Ａ】図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者、肺癌患者
、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎症）、HGPIN
患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合したアルカリホスファターゼ（腸）の
レベルを示す。小胞を濃縮したのち、抗体アレイとともにインキュベートした。様々なタ
ンパク質に対する抗体に結合した小胞を蛍光に検出した。
【図３７Ｂ】図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者、肺癌患者
、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎症）、HGPIN
患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合したCD-56のレベルを示す。小胞を濃
縮したのち、抗体アレイとともにインキュベートした。様々なタンパク質に対する抗体に
結合した小胞を蛍光に検出した。
【図３７Ｃ】図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者、肺癌患者
、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎症）、HGPIN
患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合したCD-3ζのレベルを示す。小胞を濃
縮したのち、抗体アレイとともにインキュベートした。様々なタンパク質に対する抗体に
結合した小胞を蛍光に検出した。
【図３７Ｄ】図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者、肺癌患者
、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎症）、HGPIN
患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合したMap1bのレベルを示す。小胞を濃
縮したのち、抗体アレイとともにインキュベートした。様々なタンパク質に対する抗体に
結合した小胞を蛍光に検出した。
【図３７Ｅ】図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者、肺癌患者
、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎症）、HGPIN
患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合した14.3.3 panのレベルを示す。小胞
を濃縮したのち、抗体アレイとともにインキュベートした。様々なタンパク質に対する抗
体に結合した小胞を蛍光に検出した。
【図３７Ｆ】図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者、肺癌患者
、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎症）、HGPIN
患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合したフィラミンのレベルを示す。小胞
を濃縮したのち、抗体アレイとともにインキュベートした。様々なタンパク質に対する抗
体に結合した小胞を蛍光に検出した。
【図３７Ｇ】図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者、肺癌患者
、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎症）、HGPIN
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患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合したトロンボスポンジンのレベルを示
す。小胞を濃縮したのち、抗体アレイとともにインキュベートした。様々なタンパク質に
対する抗体に結合した小胞を蛍光に検出した。
【図３８Ａ】CD81、Ago2、IgGおよびBrdUの免疫沈降の結果を示す。let-7aを含むマイク
ロRNAの存在に関して沈降物を分析した。Hsa-Let-7a、アッセイID 377、Hsa-miR-16、ア
ッセイID 391およびmiR-451、アッセイID 1141のようなABIのmiRNAアッセイ法を使用して
miRNAを評価した。
【図３８Ｂ】CD81、Ago2、IgGおよびBrdUの免疫沈降の結果を示す。let-7aを含むマイク
ロRNAの存在に関して沈降物を分析した。Hsa-Let-7a、アッセイID 377、Hsa-miR-16、ア
ッセイID 391およびmiR-451、アッセイID 1141のようなABIのmiRNAアッセイ法を使用して
miRNAを評価した。
【図３８Ｃ】CD81、Ago2、IgGおよびBrdUの免疫沈降の結果を示す。miR-16を含むマイク
ロRNAの存在に関して沈降物を分析した。Hsa-Let-7a、アッセイID 377、Hsa-miR-16、ア
ッセイID 391およびmiR-451、アッセイID 1141のようなABIのmiRNAアッセイ法を使用して
miRNAを評価した。
【図３８Ｄ】CD81、Ago2、IgGおよびBrdUの免疫沈降の結果を示す。miR-16を含むマイク
ロRNAの存在に関して沈降物を分析した。Hsa-Let-7a、アッセイID 377、Hsa-miR-16、ア
ッセイID 391およびmiR-451、アッセイID 1141のようなABIのmiRNAアッセイ法を使用して
miRNAを評価した。
【図３８Ｅ】CD81、Ago2、IgGおよびBrdUの免疫沈降の結果を示す。miR-451を含むマイク
ロRNAの存在に関して沈降物を分析した。Hsa-Let-7a、アッセイID 377、Hsa-miR-16、ア
ッセイID 391およびmiR-451、アッセイID 1141のようなABIのmiRNAアッセイ法を使用して
miRNAを評価した。
【図３８Ｆ】CD81、Ago2、IgGおよびBrdUの免疫沈降の結果を示す。miR-451を含むマイク
ロRNAの存在に関して沈降物を分析した。Hsa-Let-7a、アッセイID 377、Hsa-miR-16、ア
ッセイID 391およびmiR-451、アッセイID 1141のようなABIのmiRNAアッセイ法を使用して
miRNAを評価した。
【図３９Ａ】溶解させた、または無処置の濃縮血漿cMVに関するAgo2 ELISAの結果を示す
。PBS中（非溶解）または溶解バッファー中（溶解cMV）のプレートベースのELISAにおけ
る組み換えAgo2検出を示す。
【図３９Ｂ】溶解させた、または無処置の濃縮血漿cMVに関するAgo2 ELISAの結果を示す
。無処置の、または溶解させた濃縮血漿（cMV）の場合の内在性Ago2の平均OD450nmを示す
。
【図３９Ｃ】溶解させた、または無処置の濃縮血漿cMVに関するAgo2 ELISAの結果を示す
。無処置の、または溶解させた濃縮血漿（cMV）中の推定内在性Ago2（ng/mL）を示す。
【図４０Ａ】前立腺癌陽性プールおよび前立腺癌陰性プール中のArgonaute 2発現を示す
。試料および検出物質希釈剤1％BSA＋1％F68を使用する、Ago2プレートベースのELISAに
おけるブロッキング剤F127の滴定を示す。
【図４０Ｂ】前立腺癌陽性プールおよび前立腺癌陰性プール中のArgonaute 2発現を示す
。試料および検出物質希釈剤1％BSA＋1％F127を使用する、Ago2プレートベースのELISAに
おけるブロッキング剤F127の滴定を示す。
【図４１】前立腺癌および正常な患者の末梢血からcMVを検出するためのプロトコルを使
用する例を示す。抗MMP7-FITC抗体コンジュゲート（Millipore抗MMP7モノクローナル抗体
7B2）を使用してcMVを検出した。プロットは、検出抗体の濃度に対し、検出されたイベン
トの頻度を示す。
【図４２】図42A～Jは、小胞のフローソーティングおよびmiRの検出を示す。膜と結合し
たタンパク質、たとえばテトラスパニン（CD9、CD63、CD81）、Ago2および/またはGW182
に関し、Beckman Coulter MoFlo XDPを使用してcMVを染色した。一般的な方法に関しては
実施例31を参照すること。フローサイトメトリー法が図42Aに概説されている。図42Bは、
テトラスパニン（Tet）+/Ago2+/GW182-またはTet+/Ago2+/GW182+に関してフローソートさ
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れた、正常、前立腺癌患者および膀胱癌患者由来の血漿濃縮物を示す。図42C～Eは、図42
Bに示すフロー分析からの表記分画由来の試料プール中に検出されたmiR-22のレベルを示
す。図42Cは、フローソートへの入力である、ソートされていない血漿濃縮物中の様々な
試料中のmiR-22レベルを示す。図42Dは、Ago2+Tet+GW182-ソートされた集団中の様々な試
料中のmiR-22レベルを示す。図42Dは、Ago2+Tet+GW182+ソートされた集団中の様々な試料
中のmiR-22レベルを示す。次に、正常および様々な癌患者由来の血漿濃縮物をTet+/Ago2+
、Tet+/Ago2-、Tet-/Ago+に関してソートした。図42Fは、表記試料から様々なcMV集団を
捕捉するために使用されるソーティングゲートを示す。図42G～Iは、表記cMV集団に関し
て様々な試料中で検出されたフローイベントを示す。図42Gは、試料中のすべてのcMVを検
出するテトラスパニン検出物質を使用して検出された小胞を示す。図42Hは、Ago2検出物
質を使用して検出された小胞を示す。図42Iは、テトラスパニン検出物質およびAgo2検出
物質の両方を使用して検出された小胞を示す。RNAを濃縮物から抽出し、かつソートされ
た集団およびmiRを評価した。図42Jは、6例の正常な対照試料に対し、10例のPCa試料中で
検出された小胞一つあたりの表記miRの相対コピー数を示す。図42Jにおいて、ソートされ
た小胞集団はx軸に沿って次のように示されている。b）Tet+Ago2+、c）Tet-Ago2+、d）Te
t+Ago2-、e）入力濃縮物（濃縮されず）。
【図４３】図43A～Gは、ヒト体液中の循環微小胞およびAgo2とのGW182の結合を示す。図4
3Aは、DU145溶解物および精製VCaPエキソソーム中のAgo2に関するウェスタンブロット分
析を示す。図43Bは、ヒト血漿由来のGW182の免疫沈降を示す。これらのデータは、ウェス
タンブロットによるAgo2とGW182との共免疫沈降を実証する。図43C～Dは、ヒト末梢血由
来のマイクロRNAの免疫沈降（IP）を示す。抗AGO2（abcam, ab57113, lot GR29117-1）、
抗GW182（Bethyl Labs, A302-330A）および抗IgG（Santa Cruz sc-2025）捕捉抗体をMagn
abindプロテインGビーズ（Thermo Scientific Cat. #21349）にコンジュゲートさせた。
コンジュゲートさせたビーズをヒト血漿とともにインキュベートした。RNAを単離し、か
つ選ばれたマイクロRNA（miR-16およびmiR-92a）に関し、それぞれにABI Taqman検出キッ
ト（ABI_391およびABI_431）を使用してスクリーニングした。RNAを合成標準に対して定
量化し、かつIgG対照に対して正規化した。図43CはmiR-92aのレベルを示し、図43Dは、検
出されたmiR-16のレベルを示す。図43E～Fは、ヒト血漿中のGW182とAgo2との結合を実証
するサンドイッチELISAを示す。図43Eは、抗GW182を捕捉物質（GW182（Bethyl Labs, A30
2-330A）として使用し、およびビオチン化抗Ago2（abcam, ab57113, lot GR29117-1）を
検出物質として使用するプレートベースのELISAによる、精製された微小胞および未処理
血漿を使用する試料入力の滴定を示す。示されるシグナルはno sample（NS）対照に対し
て正規化されている。図43Fは、様々な患者由来のヒト血漿中のGW182：Ago2結合の検出を
実証する、七つの患者試料の調査を示す。示されるシグナルはno sample（NS）対照に対
して正規化されている。図43Gは、ヒト尿中のGW182とArgonauteとの結合を示す。マイク
ロビーズ検出システムを使用して、尿中のヒトGW182とArgonauteファミリーのタンパク質
との関係を調査した。五つの患者尿試料を使用して、粒子を抗GW182抗体によって捕捉し
たのち、抗pan Argonaute抗体によって検出した。条件は、未処理 対 細胞＋ハードスピ
ン処理尿を含むものであった。
【図４４】微小胞集団を検出するための抗EpCAMアプタマー（Aptamer 4、配列番号：1）
の使用を示す。表記微小胞表面抗原に対するビーズコンジュゲート抗体を使用して患者血
漿試料中の小胞を捕捉した。蛍光標識されたアプタマー4をマイクロビーズアッセイ法に
おいて検出物質として使用した。図は、三つの前立腺癌試料（C1～C3）および三つの正常
試料（N1～N3）に関する平均蛍光値（MFI値）を各プロット中に示す。各プロット中、試
料は、左から右に、C1、C2、C3、N1、N2、N3の順である。
【発明を実施するための形態】
【００５４】
発明の詳細な説明
　生物学的試料、たとえば細胞培養物、生物または対象由来の試料の表現型を特徴決定す
る方法およびシステムが、本明細書において開示される。表現型は、一つまたは複数のバ
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イオマーカーを評価することによって特徴決定することができる。バイオマーカーは、小
胞または小胞集団、提示された小胞表面抗原または小胞ペイロードと結合し得る。本明細
書において使用される小胞ペイロードは、小胞内に封じ込められた実体を含む。小胞結合
バイオマーカーは、膜結合バイオマーカーおよび可溶性バイオマーカーの両方を含むこと
ができる。バイオマーカーはまた、体液中で評価される循環バイオマーカー、たとえば核
酸（例えばマイクロRNA）もしくはタンパク質/ポリペプチド、またはこれらの機能性フラ
グメントであることもできる。断りない限り、小胞またはバイオマーカー成分に関して本
明細書において使用される「精製」または「単離」という用語は、細胞または生物からの
そのような成分の部分的または完全な精製または単離をいう。さらに、断りない限り、結
合物質を使用する小胞単離への言及は、小胞を結合物質と結合させることを含み、そのよ
うな結合が、出発原料中の他の生物学的実体から該小胞を隔てる完全な単離をもたらすか
どうかには関わらない。
【００５５】
　循環バイオマーカー、たとえば核酸バイオマーカーを解析することによって表現型を特
徴決定する方法が、非限定的な説明のための例として、図1Aのスキーム6100Aに示されて
いる。最初の工程6101において、生物学的試料、たとえば体液、組織試料または細胞培養
物を得る。核酸を試料から単離する（6103）。核酸は、DNAまたはRNA、たとえばマイクロ
RNAであることができる。このような核酸の評価は、表現型に関するバイオシグネチャー
を提供することができる。標的表現型（たとえば、疾患対健康、治療の前後）と関連した
核酸をサンプリングすることにより、表現型を示す一つまたは複数の核酸マーカーを決定
することができる。本発明の様々な局面は、試料中に存在する一つまたは複数の核酸分子
（たとえばマイクロRNA）を評価することによって決定される（6105）、所定の表現型に
対応する（6107）バイオシグネチャーに関する。図1Bは、小胞を使用してバイオシグネチ
ャーを決定しかつ／または表現型を特徴決定するスキーム6100Bを示す。一例において、
生物学的試料を採取し（6102）、関心対象の一つまたは複数の小胞、たとえば全小胞、ま
たは特定の起始細胞由来の小胞および／もしくは特定の疾患状態と関連した小胞を試料か
ら単離する（6104）。小胞に結合した表面抗原を特徴決定する、および／または小胞内に
存在する成分（「ペイロード」）の存在またはレベルを決定することによって小胞を解析
することができる（6106）。断りない限り、本明細書において使用される「抗原」という
用語は、一般に、結合物質が結合し得るバイオマーカーをいい、結合物質は、抗体、アプ
タマー、レクチン、またはバイオマーカーに対する他の結合物質のいずれでもよく、その
ようなバイオマーカーが宿主における免疫反応を誘発するかどうかは問われない。小胞ペ
イロードは非限定的に、ペプチドおよびポリペプチドを含むタンパク質、DNAおよびRNAの
ような核酸、脂質、ならびに／または糖質を含む。RNAペイロードは、メッセンジャーRNA
（mRNA）およびマイクロRNA（本明細書においてはmiRNAまたはmiRとも呼ばれる）を含む
。小胞のバイオシグネチャーに基づいて表現型を特徴決定する（6108）。本発明のもう一
つの例示的な方法においては、スキーム6100Aおよび6100Bをいっしょに実施して表現型を
特徴決定する。このようなスキームにおいては、小胞および核酸、たとえばマイクロRNA
を評価して、それによって表現型を特徴決定する。
【００５６】
　本発明の方法にしたがって、複数のバイオマーカーを順次または同時並行に評価して表
現型を特徴決定することができる。たとえば、例として小胞を捕捉かつ検出するための結
合物質を使用して二つの小胞表面抗原を同時並行的に検出することにより、小胞の部分集
団を評価することができる。もう一つの例においては、小胞表面抗原を順次に検出して、
たとえば小胞を捕捉することによって小胞の部分集団を評価することができ、次いで、捕
捉された小胞を、mRNA、マイクロRNAまたは可溶性タンパク質のようなペイロードに関し
て評価することができる。いくつかの態様において、表現型を特徴決定することは、一つ
または複数のバイオマーカーの同時並行的評価および一つまたは複数の他のバイオマーカ
ーの順次評価の両方を含む。非限定的な例として、一つより多い表面抗原に対する結合物
質を使用して検出される小胞部分集団をソートすることができ、次いで、ペイロード、た
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とえば一つまたは複数のmiRを評価することができる。当業者は、表現型を特徴決定する
ために、バイオマーカーの順次または同時並行的評価の多くの変形を使用することができ
ることを認識するであろう。
【００５７】
　別の関連する局面においては、バイオマーカーの発見のための方法であって、一つの試
料中の小胞表面マーカーまたはペイロードマーカーを評価する工程、およびマーカーを別
の試料と比較する工程を含む方法が本明細書に提供される。試料を識別するマーカーを本
発明にしたがってバイオマーカーとして使用することができる。そのような試料は、対象
または対象群由来の試料であることができる。たとえば、群は、たとえば、罹患 対 正常
（例えば非罹患）、所与の疾患または障害に対する所与の治療に対する既知の応答者およ
び非応答者であることができる。既知の応答者と非応答者とを識別することが見いだされ
たバイオマーカーは、対象が、治療剤、たとえば薬物または生物製剤のような治療に応答
する可能性があるかどうかのバイオシグネチャーを提供する。
【００５８】
表現型
　膜小胞のような小胞を解析することによって個人の表現型を特徴決定するための製品お
よびプロセスが、本明細書において開示される。表現型は、対象の観察可能な任意の特徴
または特性、たとえば疾患もしくは病態、病期もしくは病態期、疾患もしくは病態に対す
る感受性、病期もしくは病態の予後、生理学的状態または治療剤に対する応答であり得る
。表現型は、対象の遺伝子発現ならびに環境要因の影響および二つの間の相互作用ならび
に核酸配列に対する後成的変化から生じ得る。
【００５９】
　対象における表現型は、生物学的試料を対象から得、その試料由来の一つまたは複数の
小胞を解析することによって特徴決定することができる。たとえば、対象または個人の表
現型の特徴決定は、疾患または病態を検出すること（前駆症状早期検出を含む）、疾患ま
たは病態の予後判定、診断またはセラノーシスを決定すること、または疾患または病態の
病期または進行を決定することを含むことができる。表現型の特徴決定はまた、特定の疾
患、病態、病期および病態期に適切な治療または治療効果を同定すること、疾患進行、特
に疾患回帰、転移拡散または疾患再発の予測および尤度解析を含むこともできる。表現型
はまた、病態または疾患の臨床的に明確なタイプまたはサブタイプ、たとえば癌または腫
瘍であることもできる。表現型決定はまた、生理学的状態の決定または移植後のような臓
器窮迫もしくは臓器拒絶反応の評価であることもできる。本明細書に記載される製品およ
びプロセスは、個人ベースにおける対象の評価を可能にし、これにより、治療におけるよ
り効率的かつ経済的な決定の恩典を提供することができる。
【００６０】
　ある局面において、本発明は、対象が疾患または障害に対する治療に応答する可能性が
あるかどうかを予測するためのバイオシグネチャーを同定するための生物学的試料の解析
に関する。表現型の特徴決定は、対象の応答者／非応答者状態を予測することを含み、応
答者は疾患に対する治療に応答し、非応答者はその治療に応答しない。小胞を対象におい
て解析し、治療に応答するかまたは応答しないことが知られている以前の対象の小胞解析
と比較することができる。対象における小胞バイオシグネチャーが、治療に応答すること
が知られている以前の対象の小胞バイオシグネチャーとより密接に合致するならば、その
対象を、その治療に対する応答者として特徴決定または予測することができる。同様に、
対象における小胞バイオシグネチャーが、治療に応答しなかった以前の対象の小胞バイオ
シグネチャーとより密接に合致するならば、その対象を、その治療に対する非応答者とし
て特徴決定または予測することができる。治療は、任意の適切な疾患、障害または他の病
態に対する治療であることができる。本方法は、応答者／非応答者状態と相関する小胞バ
イオシグネチャーが知られている任意の疾患状況において使用することができる。
【００６１】
　本明細書において使用される「表現型」という用語は、本発明の方法を使用して同定さ
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れる小胞バイオシグネチャーに帰される任意の特性または特徴を意味することができる。
たとえば、表現型は、治療に応答する可能性があるという対象の正体であることもできる
し、より広くいうと、対象から得られた試料に関して特徴決定されたバイオシグネチャー
に基づく診断、予後判定またはセラノーシス用の決定であることもできる。
【００６２】
　いくつかの態様において、表現型は、表1に記載されたもののような疾患または病態を
含む。たとえば、表現型は、腫瘍、新生物または癌の存在またはそれらを発生させる可能
性を含むことができる。本明細書に記載される製品またはプロセスによって検出または評
価される癌は、乳癌、卵巣癌、肺癌、結腸癌、過形成性ポリープ、腺腫、結腸直腸癌、高
度異形成、低度異形成、前立腺肥大症、前立腺癌、黒色腫、膵臓癌、脳癌（たとえば神経
膠芽腫など）、血液悪性腫瘍、肝細胞癌、子宮頸癌、子宮内膜癌、頭頚部癌、食道癌、消
化管間質腫瘍（GIST）、腎細胞癌（RCC）または胃癌を含むが、これらに限定されない。
結腸直腸癌はCRCデュークスBまたはデュークスC～Dであり得る。血液悪性腫瘍は、B細胞
慢性リンパ球性白血病、B細胞リンパ腫DLBCL、B細胞リンパ腫DLBCL胚中心様、B細胞リン
パ腫DLBCL活性化B細胞様およびバーキットリンパ腫であり得る。
【００６３】
　表現型は、前癌状態、たとえば光線角化症、萎縮性胃炎、白板症、紅色肥厚症、リンパ
腫様肉芽腫症、前白血病、線維症、頸部異形成、子宮頸部異形成、色素性乾皮症、バレッ
ト食道、結腸直腸ポリープまたは悪性腫瘍に発展する可能性がある他の異常な組織増殖も
しくは病変であることができる。悪性転換性ウイルス感染症、たとえばHIVおよびHPVもま
た、本発明にしたがって評価することができる表現型を提示する。
【００６４】
　本発明の方法によって特徴決定することができる癌は、非限定的に、癌腫、肉腫、リン
パ腫もしくは白血病、胚細胞腫、芽細胞腫または他の癌を含むことができる。癌腫は、非
限定的に、上皮新生物、扁平上皮新生物、扁平上皮癌腫、基底細胞新生物、基底細胞癌腫
、移行上皮乳頭腫および癌腫、腺腫および腺癌腫（腺）、腺腫、腺癌腫、形成性胃組織炎
インスリノーマ、グルカゴノーマ、ガストリノーマ、ビポーマ、胆管癌腫、肝細胞癌、腺
様嚢胞癌腫、虫垂カルチノイド腫、プロラクチノーマ、好酸性顆粒細胞腫、ヒュルトレ細
胞腺腫、腎細胞癌腫、グラビッツ腫、多発性内分泌腺腫、子宮内膜腺腫、付属器および皮
膚付属器新生物、粘膜表皮新生物、嚢胞、粘液および漿液新生物、嚢胞腺腫、腹膜偽粘液
腫、管、小葉および髄質新生物、腺房細胞新生物、複合上皮新生物、ウォーシン腫、胸線
腫、特定化生殖腺新生物、性索間質腫、きょう膜腫、顆粒膜細胞腫、男性胚細胞腫、セル
トリライディッヒ細胞腫、グロムス腫、傍神経節腫、褐色細胞腫、グロムス腫、母斑およ
び黒色腫、メラノサイト母斑、悪性黒色腫、黒色腫、結節性黒色腫、異形成母斑、悪性黒
子黒色腫、表在拡大型黒色腫および悪性末端性ほくろ性黒色腫を含む。肉腫は、非限定的
に、アスクン腫瘍、ブドウ状肉腫、軟骨肉腫、ユーイング肉腫、悪性血管内皮腫、悪性神
経鞘腫、骨肉腫、軟部組織肉腫、たとえば胞巣状軟部肉腫、血管肉腫、葉状嚢肉腫、皮膚
線維肉腫、デスモイド腫、線維形成性小円形細胞腫、類上皮肉腫、骨外性軟骨肉腫、骨外
性骨肉腫、線維肉腫、血管外皮腫、血管肉腫、カポジ肉腫、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、リン
パ管肉腫、リンパ肉腫、悪性線維性組織球腫、神経線維肉腫、横紋筋肉腫および滑膜肉腫
を含む。リンパ腫および白血病は、非限定的に、慢性リンパ球性白血病／小リンパ球性リ
ンパ腫、B細胞前リンパ球性白血病、リンパ形質細胞性リンパ腫（たとえばワルデンスト
ロームのマクログロブリン血症）、脾臓辺縁帯リンパ腫、形質細胞性骨髄腫、形質細胞腫
、モノクローナル免疫グロブリン沈着症、重鎖病、maltリンパ腫とも呼ばれる節外性辺縁
帯B細胞リンパ腫、結節辺縁帯B細胞リンパ腫（nmzl）、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リ
ンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、縦隔（胸腺）大細胞型B細胞リンパ腫、血管内
大細胞型B細胞リンパ腫、原発性滲出液リンパ腫、バーキットリンパ腫／白血病、T細胞前
リンパ球性白血病、T細胞大顆粒リンパ球性白血病、活性NK細胞白血病、成人T細胞白血病
／リンパ腫、節外性NK/T細胞リンパ腫、鼻型腸症型T細胞リンパ腫、肝脾T細胞リンパ腫、
芽球NK細胞リンパ腫、菌状息肉腫／セザリー症候群、原発性皮膚CD30陽性T細胞リンパ増
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殖性疾患、原発性皮膚未分化大細胞リンパ腫、リンパ腫様丘疹症、血管免疫芽細胞T細胞
リンパ腫、末梢性T細胞リンパ腫、不特定の未分化大細胞リンパ腫、古典的ホジキンリン
パ腫（結節性硬化症、混合細胞充実度、リンパ球豊富、リンパ球枯渇または非枯渇）およ
び結節性リンパ球優位型ホジキンリンパ腫を含む。胚細胞腫は、非限定的に、胚細胞腫、
未分化胚細胞腫、精上皮腫、非胚細胞腫、胎児性癌腫、内胚葉洞腫、絨毛癌腫、奇形腫、
多胚腫および生殖腺芽細胞腫を含む。芽細胞腫は、非限定的に、腎芽腫、髄芽腫および網
膜芽細胞腫を含む。他の癌は、非限定的に、口唇癌腫、喉頭癌腫、下咽頭癌腫、舌癌腫、
唾液腺癌腫、胃癌腫、腺癌腫、甲状腺癌腫（髄様および甲状腺乳頭癌腫）、腎癌腫、腎実
質癌腫、子宮頸癌腫、子宮内膜癌腫、子宮内膜癌腫、絨毛癌腫、精巣癌腫、泌尿器癌腫、
黒色腫、脳腫瘍、たとえば神経膠芽腫、星状細胞腫、髄膜腫、髄芽腫および末梢神経外胚
葉性腫瘍、胆嚢癌腫、気管支癌腫、多発性骨髄腫、基底細胞腫、奇形腫、網膜芽細胞腫、
脈絡膜黒色腫、精上皮腫、横紋筋肉腫、頭蓋咽頭腫、骨肉腫、軟骨肉腫、筋肉腫、脂肪肉
腫、線維肉腫、ユーイング肉腫および形質細胞腫を含む。
【００６５】
　さらなる態様において、解析される癌は、非小細胞肺癌および小細胞肺癌を含む肺癌（
小細胞癌腫（燕麦細胞癌）、混合小細胞／大細胞癌腫および複合小細胞癌腫を含む）、結
腸癌、乳癌、前立腺癌、肝臓癌、膵臓癌、脳癌、腎臓癌、卵巣癌、胃癌、皮膚癌、骨癌、
胃癌、乳癌、膵臓癌、神経膠腫、神経膠芽腫、肝細胞癌、乳頭状腎臓癌腫、頭頚部扁平上
皮細胞癌腫、白血病、リンパ腫、骨髄腫または固形腫瘍であってもよい。
【００６６】
　複数の態様において、癌は、急性リンパ芽球性白血病；急性骨髄性白血病；副腎皮質癌
；AIDS関連癌；AIDS関連リンパ腫；肛門癌；虫垂癌；星状細胞腫；非定型奇形腫/ラブド
イド腫瘍；基底細胞癌；膀胱癌；脳幹部神経膠腫；脳腫瘍（脳幹部神経膠腫、中枢神経系
非定型奇形腫/ラブドイド腫瘍、中枢神経系胚芽腫、星状細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣芽腫
、上衣腫、髄芽腫、髄上皮種、中間型松果体実質腫瘍、テント上原始神経外胚葉性腫瘍、
および松果体芽腫を含む）；乳癌；気管支腫瘍；バーキットリンパ腫；原発不明癌；カル
チノイド腫瘍；原発不明癌腫；中枢神経系非定型奇形腫/ラブドイド腫瘍；中枢神経系胚
芽腫；子宮頸癌；小児癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病；慢性骨髄性白血病；慢性骨髄
増殖性障害；結腸癌；結腸直腸癌；頭蓋咽頭腫；皮膚T細胞リンパ腫；内分泌膵島細胞腫
瘍；子宮内膜癌；上衣芽腫；上衣腫；食道癌；鼻腔神経芽細胞腫；ユーイング肉腫；頭蓋
外胚細胞腫瘍；性腺外胚細胞腫瘍；肝臓外胆管癌；胆嚢癌；胃癌；消化管カルチノイド腫
瘍；消化管間質細胞腫瘍；消化管間質腫瘍（GIST）；妊娠性絨毛性腫瘍；神経膠腫；毛様
細胞性白血病；頭頚部癌；心臓癌；ホジキンリンパ腫；下咽頭癌；眼内黒色腫；膵島腫瘍
；カポジ肉腫；腎臓癌；ランゲルハンス細胞組織球症；喉頭癌；口唇癌；肝臓癌；悪性線
維性組織球腫；骨癌；髄芽腫；髄上皮種；黒色腫；メルケル細胞癌；メルケル細胞皮膚癌
；中皮腫；原発不明転移性扁平上皮性頸部癌；口腔癌；多発性内分泌腫瘍症候群；多発性
骨髄腫；多発性骨髄腫/形質細胞腫瘍；菌状息肉腫；骨髄異形成症候群；骨髄増殖性腫瘍
；鼻腔癌；鼻咽頭癌；神経芽細胞腫；非ホジキンリンパ腫；非黒色腫皮膚癌；非小細胞肺
癌；口腔癌；口腔癌；口腔咽頭癌；骨肉腫；その他の脳および脊髄の腫瘍；卵巣癌；卵巣
上皮癌；卵巣胚細胞腫瘍；卵巣低悪性度腫瘍；膵臓癌；乳頭腫症；副鼻腔癌；副甲状腺癌
；骨盤癌；陰茎癌；咽頭癌；中間型松果体実質腫瘍；松果体芽腫；下垂体腫瘍；形質細胞
腫瘍/多発性骨髄腫；胸膜肺芽腫；原発性中枢神経系（CNS）リンパ腫；原発性肝細胞肝癌
；前立腺癌；直腸癌；腎臓癌；腎細胞（腎臓）癌；腎細胞癌；気道癌；網膜芽細胞腫；横
紋筋肉腫；唾液腺癌；セザリー症候群；小細胞肺癌；小腸癌；軟部組織肉腫；扁平上皮癌
；頸部扁平上皮癌；胃癌；テント上原始神経外胚葉性腫瘍；T細胞リンパ腫；精巣癌；咽
頭癌；胸腺癌；胸腺腫；甲状腺癌；移行上皮癌；腎盂尿管移行上皮癌；絨毛性腫瘍；尿管
癌；尿道癌；子宮癌；子宮肉腫；膣癌；外陰癌；ワルデンシュトレームマクログロブリン
血症；またはウィルムス腫瘍を含む。本発明の方法は、これらおよび他の癌を特徴決定す
るために使用することができる。したがって、表現型の特徴決定は、本明細書に開示され
る癌のいずれかの診断、予後判定またはセラノーシスを提供することであることができる
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。
【００６７】
　該表現型はまた、炎症性疾患、免疫疾患、または自己免疫疾患であり得る。例えば、該
疾患は、炎症性腸疾患（IBD）、クローン病（CD）、潰瘍性大腸炎（UC）、骨盤炎症、血
管炎、乾癬、糖尿病、自己免疫性肝炎、多発性硬化症、重症筋無力症、I型糖尿病、関節
リウマチ、乾癬、全身性エリテマトーデス（SLE）、橋本甲状腺炎、グレーブス病、強直
性脊椎炎、シェーグレン病、CREST症候群、強皮症、リウマチ性疾患、臓器拒絶反応、原
発性硬化性胆管炎、または敗血症であり得る。
【００６８】
　該表現型はまた、アテローム性動脈硬化症、うっ血性心不全、不安定プラーク、脳卒中
、または虚血等の心血管疾患を含み得る。該心血管疾患または病態は、高血圧症、狭窄、
血管閉塞、または血栓事象であり得る。
【００６９】
　該表現型はまた、多発性硬化症（MS）、パーキンソン病（PD）、アルツハイマー病（AD
）、統合失調症、双極性障害、うつ病、自閉症、プリオン病、ピック病、認知症、ハンチ
ントン病（HD）、ダウン症候群、脳血管疾患、ラスムッセン脳炎、ウイルス性髄膜炎、全
身性エリテマトーデスに伴う中枢神経障害（NPSLE）、筋萎縮性側索硬化症、クロイツフ
ェルト・ヤコブ病、ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー病、伝染性海綿状脳症
、虚血性再灌流障害（例えば、脳卒中）、脳外傷、微生物感染、または慢性疲労症候群等
の神経系疾患を含み得る。該表現型はまた、線維筋痛症、慢性神経因性疼痛、または末梢
神経因性疼痛等の病態であり得る。
【００７０】
　該表現型はまた、細菌、ウイルス、またはイースト菌感染症等の感染症を含み得る。例
えば、該疾患もしくは病態は、ウィップル病、プリオン病、肝硬変、メチシリン耐性黄色
ブドウ球菌、HIV、肝炎、梅毒、髄膜炎、マラリア、結核、またはインフルエンザであり
得る。HIVまたはHCV様粒子等のウイルスタンパク質は、ウイルスの状態を特徴決定するた
めに、小胞中で評価され得る。
【００７１】
　該表現型はまた、周産期または妊娠に関連した病態（例えば、子癇前症もしくは早産）
、鉄代謝に関連する代謝性疾患もしくは病態等の代謝性疾患もしくは病態を含み得る。例
えば、ヘプシジンは、鉄分不足を特徴決定するために、小胞中で評価され得る。該代謝性
疾患または病態はまた、糖尿病、炎症、または周産期の病態であり得る。
【００７２】
　本発明の方法は、1つまたは複数のバイオマーカーを含む候補バイオシグネチャーによ
り評価され得るこれらならびに他の疾患および障害を特徴決定するために使用され得る。
したがって、表現型の特徴決定は、本明細書に開示される疾患および障害のうち1つの診
断、予後判定、またはセラノーシスを提供することが可能である。
【００７３】
　本発明の様々な態様において、本明細書に開示される病状または疾患のいずれかのため
のバイオシグネチャーは、カテゴリが、1）疾患特異的バイオマーカー、2）細胞または組
織特異的バイオマーカー、3）小胞特異的バイオマーカー（たとえば一般的小胞バイオマ
ーカー）、4）血管形成特異的バイオマーカー、および5）免疫調節バイオマーカーの一つ
または複数を含む、いくつかの異なるマーカーカテゴリの一つの一つまたは複数のバイオ
マーカーを含むことができる。すべてのそのようなマーカーの例が本明細書に開示され、
当業者に公知である。さらには、特定の疾患または病状において役割を有することを特徴
とする、当技術分野において公知のバイオマーカーを、本発明の組成物および方法におけ
る標的としての使用に適合させることもできる。さらなる態様において、そのようなバイ
オマーカーは、すべてが小胞表面バイオマーカーであることもできるし、または小胞表面
マーカーと小胞ペイロードマーカー（すなわち、小胞によって包囲された分子）との組み
合わせであることもできる。加えて、本明細書に記されるように、評価される生物学的試
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料は、任意の生物学的流体であることもできるし、またはそのような生物学的流体内に存
在する個々の成分（たとえば小胞、核酸、タンパク質またはそれらの複合体）を含むこと
もできる。
【００７４】
対象
　対象の1つ以上の表現型を、対象から得られる生体試料中の小胞などの一つまたは複数
の小胞を分析することによって決定することができる。対象または患者としては、ウシ、
トリ、イヌ、ウマ、ネコ、ヒツジ、ブタ、または霊長類動物（ヒトおよび非ヒト霊長類を
含む）等の哺乳動物を挙げることができるが、これらに限定されない。対象はまた、シベ
リアトラ等の絶滅の危機に瀕しているために重要な哺乳動物、ヒトによって消費用に農場
で育てられる動物等の経済的に重要な哺乳動物、またはペットとして、または動物園で飼
育されている動物等の、ヒトにとって社会的に重要な動物が含まれ得る。このような動物
の例としては、ネコおよびイヌ等の肉食動物、ブタ（pig）、雄ブタ、およびイノシシを
含むブタ（swine）、ウシ、雄ウシ、ヒツジ、キリン、シカ、ヤギ、バイソン、およびラ
クダ、またはウマ等の反芻動物または有蹄動物が挙げられるが、これらに限定されない。
また、絶滅の危機に瀕したトリ、または、動物園で飼育されるトリ、ならびに家禽（fowl
）、さらに具体的には、家畜化された家禽、すなわち、シチメンチョウ、ニワトリ、アヒ
ル、ガチョウ、ホロホロチョウ等の家禽類（poultry）も含まれる。また、家畜化された
ブタおよびウマ（競争馬を含む）も含まれる。加えて、農業および水産、ならびに他の活
動と関係がある動物等の、商業活動と関係がある任意の動物種も含まれ、ここで、疾患の
モニタリング、診断、および治療の選択は、経済的生産性および／または食物連鎖の安全
性のため、畜産において通常の業務である。
【００７５】
　該対象は、癌等の既存の疾患もしくは病態を有し得る。あるいは、該対象は、いかなる
既知の既存の病態を有していなくてもよい。該対象はまた、癌の治療等の、現行または過
去の治療に対し非応答性であり得る。
【００７６】
試料
　対象から得られる生物学的試料は任意の体液または生物学的液体であることができる。
たとえば、生物学的試料は、末梢血、血清、血漿、腹水、尿、脳脊髄液（CSF）、痰、唾
液、骨髄、滑液、眼房水、羊水、耳垢、母乳、気管支肺胞洗浄液、精液（前立腺液を含む
）、カウパー液もしくは尿道球腺液、女性射精液、汗、糞便、毛髪、涙液、嚢胞液、胸膜
液および腹膜液、心膜液、リンパ液、糜粥、乳糜、胆汁、間質液、月経分泌物、膿、皮脂
、嘔吐物、膣分泌液、粘膜分泌液、水便、膵液、鼻腔からの洗浄液、気管支肺吸引液また
は他の洗浄液を含むがこれらに限定されない任意の生物学的液体であることができる。生
物学的試料はまた、胎児もしくは母体起源であってもよい胞胚腔液、臍帯血または母体循
環物を含むこともある。生物学的試料はまた、小胞および他の循環バイオマーカーを得る
ことができる組織試料または生検材料であってもよい。たとえば、試料由来の細胞を培養
し、培養物から小胞を単離することができる（たとえば実施例を参照）。様々な態様にお
いて、本明細書に開示されるバイオマーカーおよび/またはバイオシグネチャーは、様々
な方法、たとえば血液、血漿、血清または前記生物学的試料のいずれかからの核酸分子の
抽出、ポリペプチド（または機能性フラグメント）バイオマーカーを同定するためのタン
パク質または抗体アレイの使用ならびに核酸およびポリペプチド分子の同定および評価の
ための当技術分野において公知の他のアレイ、配列決定、PCRおよびプロテオミック技術
を使用して、そのような生物学的試料から直接評価することができる（たとえば、核酸も
しくはポリペプチドバイオマーカーまたはそれらの機能性フラグメントの存在またはレベ
ルの同定）。加えて、そのような試料中に存在する1つまたは複数の成分をまず単離また
は濃縮して、選択されたバイオマーカーの存在またはレベルを評価するため、例えば所与
のバイオシグネチャーを評価するために、さらに処理することができる。例えば、微小胞
を試料から単離した後に、タンパク質および/または核酸バイオマーカーに関して該微小
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胞をプロファイリングすることができる。
【００７７】
　表1は、疾患、病態または生物学的状態の例のリストおよび小胞を解析することができ
る生物学的試料の対応するリストを示す。
【００７８】
　（表１）様々な疾患、病態または生物学的状態の小胞解析のための生物学的試料の例
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【００７９】
　本発明の方法は、血液試料または血液由来物を使用して表現型を特徴決定するために使
用することができる。血液由来物は血漿および血清を含む。血漿は、全血の液体成分であ
り、全血量の約55％までを構成する。血漿は、主に水ならびに小量のミネラル、塩、イオ
ン、栄養素および溶解状態のタンパク質で構成されている。全血中、赤血球、白血球およ
び血小板が血漿内に懸濁している。血清とは、フィブリノーゲンまたは他の凝固因子を有
しない血漿（すなわち、全血から血球および凝固因子を差し引いたもの）をいう。
【００８０】
　生物学的試料は、生物学的試料の直接評価によるのか、生物学的試料から得られる一つ
または複数の小胞のプロファイリングによるのかにかかわらず、バイオマーカーの解析を
実施しない当事者のような第三者を通して得ることができる。たとえば、試料は、試料が
由来する対象の臨床医、医師または他の健康管理者を通して得ることができる。または、
生物学的試料は、小胞を解析する同じ当事者によって得ることもできる。加えて、アッセ
イされる生物学的試料は、保管（たとえば凍結）されるか、または他の様式で保存条件下
に貯蔵される。
【００８１】
　バイオマーカー解析に使用される生物学的試料の量は、0.1～20mL、たとえば約20、15
、10、9、8、7、6、5、4、3、2、1または0.1mL未満の範囲であることができる。
【００８２】
　体液の試料は、表現型を特徴決定するための試料として使用することができる。たとえ
ば、試料中のバイオマーカーを評価して、疾患の診断、予後判定および／またはセラノー
シスを提供することができる。バイオマーカーは、循環バイオマーカー、たとえば循環タ
ンパク質または核酸であることができる。バイオマーカーはまた、小胞または小胞集団と
結合していることもできる。本発明の方法は、生物学的試料または対象中に存在し得る一
つまたは複数の小胞および一つまたは複数の異なる小胞集団を評価するために適用するこ
とができる。生物学的試料中の一つまたは複数のバイオマーカーの解析を使用して、解析
のためにさらなる生物学的試料を得るべきかどうかを判定することができる。たとえば、
体液の試料中の一つまたは複数の小胞の解析は、組織生検材料を得るべきかどうかの決定
を支援することができる。
【００８３】
　患者由来の試料は、循環バイオマーカーおよびその中に含まれる他の関心のある実体を
その後の分析のために保存する条件下、捕集することができる。ある態様において、試料
は、CellSave保存チューブ（Veridex, North Raritan, NJ）、PAXgene血液DNAチューブ（
QIAGEN GmbH, Germany）およびRNAlater（QIAGEN GmbH, Germany）の一つまたは複数を使
用して処理される。
【００８４】
　CellSave保存チューブ（CellSaveチューブ）は無菌真空血液捕集チューブである。各チ
ューブは、Na2EDTAおよび細胞保存剤を含有する溶液を含む。EDTAはカルシウムイオンを
吸収し、それが血液凝固を減らす、またはなくすことができる。保存剤は、上皮細胞およ
び他の細胞の形態および細胞表面抗原発現を保存する。捕集および処理は、製造者によっ
て提供されるプロトコールに記載されているように実施することができる。当業者に公知
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であるような標準的瀉血手法にしたがって、各チューブを真空にして静脈全血を吸引する
。CellSaveチューブは、それぞれ参照によりその全体が本明細書に組み入れられる米国特
許第5,466,574号、第5,512,332号、第5,597,531号、第5,698,271号、第5,985,153号、第5
,993,665号、第6,120,856号、第6,136,182号、第6,365,362号、第6,551,843号、第6,620,
627号、第6,623,982号、第6,645,731号、第6,660,159号、第6,790,366号、第6,861,259号
、第6,890,426号、第7,011,794号、第7,282,350号、第7,332,288号、第5,849,517号およ
び第5,459,073号に開示されている。
【００８５】
　PAXgene血液DNAチューブ（PAXgeneチューブ）は、核酸の単離のために全血を捕集する
ためのプラスチック真空チューブである。チューブは、全血標本の捕集、輸送および貯蔵
ならびにその中に含まれる核酸、たとえばDNAまたはRNAの単離に使用することができる。
血液は、標準的瀉血プロトコールの下、添加物を含む排気チューブの中に捕集される。捕
集および処理は、製造者によって提供されるプロトコールに記載されているように実施す
ることができる。PAXgeneチューブは、それぞれ参照によりその全体が本明細書に組み入
れられる米国特許第5,906,744号、第4,741,446号、第4,991,104号に開示されている。
【００８６】
　RNAlater RNA安定化試薬（RNAlater）は、組織中のRNAの速やかな安定化のために使用
される。RNAは、採取された試料中では不安定であることがある。水性RNAlater試薬は組
織および他の生物学的試料に浸透して、それにより、その中に含まれるRNAを安定化し、
保護する。このような保護は、下流の分析が組織または他の試料中のRNAの発現プロファ
イルを反映することを保証するのに役立つ。試料は、採取の直後、適量のRNAlater試薬に
浸漬される。捕集および処理は、製造者によって提供されるプロトコールに記載されてい
るように実施することができる。製造者にしたがって、試薬は、RNAを、37℃では1日、18
～25℃では7日間または2～8℃では4週間保存して、液体窒素またはドライアイスなしで試
料の処理、輸送、貯蔵および発送を可能にする。試料はまた、たとえば貯蔵のために、－
20℃または－80℃に置くこともできる。保存された試料は、全RNA、mRNAおよびマイクロR
NAをはじめとする任意のタイプのRNAを分析するために使用することができる。RNAlater
はまた、DNA、RNAおよびタンパク質分析のための試料を捕集するのに役立つこともできる
。RNAlaterは、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる米国特許第5,346,994号
に開示されている。
【００８７】
　別段指定されない限り、本発明の生物学的試料は、分離、瀉出、濃縮、単離または他の
やり方で処理された別の生物学的試料の由来物を含有する試料を含むものと理解される。
非限定的な例として、患者試料または細胞培養物の成分を患者試料または細胞培養物から
単離し、さらなる分析に備えてバッファー中に再懸濁させることができる。当業者は、バ
ッファー中に懸濁した由来成分が、本発明の方法にしたがって評価することができる生物
学的試料であることを理解するであろう。成分は、非限定的に、循環バイオマーカー、小
胞、タンパク質、核酸、脂質または糖質を含む、本明細書に開示される、または当技術分
野において公知である任意の有用な生物学的実体であることができる。生物学的試料は、
非限定的に、循環バイオマーカー、小胞、タンパク質、核酸、脂質または糖質を含む、生
物学的実体であることができる。
【００８８】
小胞
　本発明の方法は、一つまたは複数の小胞を評価する工程、例えば小胞集団を評価する工
程を含むことができる。本明細書において使用される小胞とは、細胞から流出する膜小胞
である。小胞または膜小胞は、非限定的に、循環微小胞（cMV）、微小胞、エキソソーム
、ナノ小胞、デキソソーム、ブレブ、小水疱、プロスタソーム、微粒子、内腔内小胞、膜
フラグメント、内腔内エンドソーム小胞、エンドソーム様小胞、エキソサイトーシスビヒ
クル、エンドソーム小胞、エンドソーマル小胞、アポトーシス体、多胞体、分泌小胞、リ
ン脂質小胞、リポソーム小胞、アルゴソーム、テキサソーム、セクレソーム、トレロソー
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ム、メラノソーム、オンコソームまたはエキソサイトーシスビヒクルを含む。さらに、小
胞は、様々な細胞プロセスによって産生され得るが、本発明の方法は、そのような小胞が
生物学的試料中に存在し、本明細書に開示される方法によって特徴決定することができる
限り、任意の一つの機構に限定されない、または依存しない。断りない限り、ある種の小
胞を使用する方法を他の種類の小胞に適用することができる。小胞は、ペイロードとも呼
ばれる可溶性成分を含むことができる内部区画を包囲する細胞膜に類似した脂質二重層を
有する球形構造を含む。いくつかの態様において、本発明の方法は、直径約40～100nmの
小さな分泌小胞であるエキソソームを使用する。種類および特徴の決定を含む膜小胞の考
察に関しては、Thery et al., Nat Rev Immunol. 2009 Aug; 9(8):581-93を参照すること
。様々な種類の小胞のいくつかの性質は表2におけるものを含む。
【００８９】
　（表２）小胞の性質

略号:ホスファチジルセリン（PPS）、電子顕微鏡法（EM）
【００９０】
　小胞は、原形質膜または内部膜に由来する流出膜結合粒子または「微粒子」を含む。小
胞は、細胞から細胞外環境に放出され得る。小胞を放出する細胞は、非限定的に、外胚葉
、内胚葉または中胚葉から生じるかまたはそれらに由来する、細胞を含む。細胞は、遺伝
子的、環境的および／または他の変動または変更を有することもある。たとえば、細胞は
腫瘍細胞であり得る。小胞は、ソース細胞における任意の変化を反映し、それにより、発
生する細胞、たとえば様々な遺伝子突然変異を有する細胞における変化を反映することが
できる。一つの機構において、小胞は、細胞膜のセグメントが自発的に陥入し、最終的に
開口分泌されるとき、細胞内に生成される（たとえば、Keller et al., Immunol. Lett. 
107(2):102-8 (2006)を参照すること）。小胞はまた、原形質膜の部分の脱出膨出（ブレ
ブ形成）分離および封止から生じるか、または腫瘍起源の種々の膜結合タンパク質を含有
する任意の細胞内膜に画定された小胞構造の輸送から生じる、脂質二重膜によって画定さ
れた細胞由来構造も含み、これには、腫瘍由来マイクロRNAまたは細胞内タンパク質を非
限定的に含む、小胞内腔中に含有される分子とともに腫瘍由来タンパク質に選択的に結合
する宿主循環に由来する表面結合分子を含む。ブレブおよびブレブ形成は、Charras et a
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l., Nature Reviews Molecular and Cell Biology, Vol. 9, No. 11, p. 730-736 (2008)
にさらに記載されている。腫瘍細胞から循環または体液中に流出する小胞は「腫瘍由来循
環小胞」と呼ばれることもある。そのような小胞がエキソソームである場合、それは腫瘍
由来循環エキソソーム（CTE）と呼ばれることもある。場合によっては、小胞は、特定の
起始細胞に由来することもできる。CTEは一般に、起始細胞特異的小胞と同様に、ときに
は特異的な様式で、たとえば体液からのCTEまたは起始細胞特異的小胞の単離を可能にす
る一つまたは複数の固有のバイオマーカーを有する。たとえば、細胞または組織特異的マ
ーカーは、起始細胞を同定するために使用される。そのような細胞または組織特異的マー
カーの例は本明細書に開示されており、さらに、bioinfo.wilmer.jhu.edu/tiger/で入手
可能なTissue-specific Gene Expression and Regulation（TiGER）データベース、Liu e
t al. (2008) TiGER: a database for tissue-specific gene expression and regulatio
n. BMC Bioinformatics. 9:271、genome.dkfz-heidelberg.de/menu/tissue_db/index.htm
lで入手可能なTissueDistributionDBsにおいてアクセスすることもできる。
【００９１】
　小胞は、約10nm、20nmまたは30nmよりも大きい直径を有することができる。小胞は、40
nm、50nm、100nm、200nm、500nm、1000nm、1,500nm、2,000nmよりも大きい、または10,00
0nmよりも大きい直径を有することができる。小胞は、約20～2000nm、約20～1500nm、約3
0～1000nm、約30～800nm、約30～200nmまたは約30～100nmの直径を有することができる。
いくつかの態様において、小胞は、10,000nm、2000nm、1500nm、1000nm、800nm、500nm、
200nm、100nm、50nm、40nm、30nm、20nm未満または10nm未満の直径を有する。本明細書に
おいて数値に関して使用される「約」という用語は、その数値の上下10％の変動が、指定
された値に帰される範囲内であることを意味する。様々な種類の小胞の一般的なサイズが
表2に示されている。小胞を評価して、一つの小胞またはいくつかの小胞の直径を計測す
ることができる。たとえば、小胞集団の直径の範囲または小胞集団の平均直径を測定する
ことができる。小胞直径は、当技術分野において公知の方法、たとえば電子顕微鏡法のよ
うな画像化技術を使用して評価することができる。ある態様において、一つまたは複数の
小胞の直径は、光学粒子検出を使用して測定される。たとえば、「Optical Detection an
d Analysis of Particles」と題する2010年7月6日発行の米国特許第7,751,053号および「
Optical Detection and Analysis of Particles」と題する2010年7月15日発行の米国特許
第7,399,600号を参照すること。
【００９２】
　いくつかの態様において、小胞は、生物学的試料の事前の単離、精製または濃縮なしに
生物学的試料から直接アッセイされる。たとえば、試料中の小胞の量それ自体が、診断、
予後判定またはセラノーシス用の判定を提供するバイオシグネチャーを提供することがで
きる。または、試料中の小胞は、解析の前に試料から単離、捕捉、精製または濃縮するこ
ともできる。前記のように、本明細書において使用される単離、捕捉または精製は、試料
中の他の成分からの、部分的単離、部分的捕捉または部分的精製を含む。小胞単離は、本
明細書に記載されるような様々な技術、たとえばクロマトグラフィー、ろ過法、遠心分離
法、フローサイトメトリー、アフィニティー捕捉（たとえば平坦面またはビーズへの）お
よび／またはマイクロ流体工学を使用して実施することができる。
【００９３】
　小胞特徴を参照と比較することによって表現型特徴決定を提供するために、エキソソー
ムのような小胞を評価することができる。いくつかの態様においては、小胞の表面抗原が
評価される。表面抗原は、小胞の解剖学的起源および／または細胞ならびに他の表現型情
報、たとえば腫瘍の状態の指標を提供することができる。たとえば、患者試料、たとえば
血液、血清または血漿のような体液中に見られる小胞は、結腸直腸起源および癌の存在を
示す表面抗原に関して評価される。表面抗原は、表面タンパク質、脂質、糖質および他の
膜成分を非限定的に含む、小胞膜表面上で検出することができる、情報をもたらす任意の
生物学的実体を含み得る。たとえば、腫瘍抗原を発現する結腸由来の小胞の陽性検出は、
患者が結腸直腸癌を有していることを示すことができる。このように、本発明の方法を使
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用して、たとえば、対象から得られた一つまたは複数の小胞の疾患特異的および細胞特異
的バイオマーカーを評価することにより、解剖学的または細胞起源と関連する任意の疾患
または病態を特徴決定することができる。
【００９４】
　もう一つの態様においては、表現型特徴決定を提供するために一つまたは複数の小胞ペ
イロードが評価される。小胞のペイロードは、小胞内に封じ込められた状態で検出するこ
とができる情報をもたらす任意の生物学的実体を含み、タンパク質および核酸、たとえば
ゲノムもしくはcDNA、mRNAまたはそれらの機能性フラグメントおよびマイクロRNA（miR）
を非限定的に含む。加えて、本発明の方法は、小胞表面抗原（小胞ペイロードに加えて、
またはそれを除いて）を検出して表現型特徴決定を提供することに関する。たとえば、小
胞は、小胞表面抗原に特異的である結合物質（たとえば抗体またはアプタマー）を使用し
て特徴決定することができ、結合した小胞をさらに評価して、本明細書に開示される一つ
または複数のペイロード成分を同定することができる。本明細書に記載されるように、関
心対象の表面抗原または関心対象のペイロードを有する小胞のレベルを参照と比較して表
現型を特徴決定することができる。たとえば、試料中の癌関連表面抗原または小胞ペイロ
ード、たとえば腫瘍関連mRNAまたはマイクロRNAの、参照に比べた場合の過剰発現は、そ
の試料中の癌の存在を示すことができる。評価されるバイオマーカーは、所望の標的試料
の選択および所望の参照試料と標的試料との比較に基づいて、存在しても存在しなくても
よく、増加していても減少していてもよい。標的試料の非限定的な例は、疾患、治療／非
治療、長期的研究におけるような様々な時点を含み、参照試料の非限定的な例は、非疾患
、正常、様々な時点および候補治療に対する感受性または耐性を含む。
【００９５】
マイクロRNA
　生物学的試料またはそのような生物学的試料から得られる小胞中で様々なバイオマーカ
ー分子を評価することができる。マイクロRNAは、本発明の方法によって評価される一つ
のクラスのバイオマーカーを含む。本明細書においてはmiRNAまたはmiRとも呼ばれるマイ
クロRNAは、長さ約21～23ヌクレオチドの短いRNA鎖である。miRNAは、DNAから転写される
遺伝子によってコードされるが、タンパク質へと翻訳はされず、したがって、非コードRN
Aを含む。miRは、pri-miRNAとして知られる一次転写物からプロセシングされてpre-miRNA
と呼ばれる短いステムループ構造になり、最終的には一本鎖miRNAになる。pre-miRNAは一
般に、自己相補的領域において自らに折り重なる構造を形成する。そして、これらの構造
が、動物においてはヌクレアーゼDicerによって、または植物においてはDCL1によってプ
ロセシングされる。成熟したmiRNA分子は、一つまたは複数のメッセンジャーRNA（mRNA）
分子に対して部分的に相補的であり、タンパク質の翻訳を調節するように機能することが
できる。miRNAの同定された配列は、公表されているデータベース、たとえばwww.microRN
A.org、www.mirbase.orgまたはwww.mirz.unibas.ch/cgi/miRNA.cgiでアクセスすることが
できる。
【００９６】
　miRNAは一般に、命名規則にしたがって番号「mir-［番号］」を割り当てられる。miRNA
の番号は、以前に同定されたmiRNA種に対するその発見の順序にしたがって割り当てられ
る。たとえば、最後に公表されたmiRNAがmir-121であるならば、次に発見されるmiRNAはm
ir-122と命名される、などである。既知のmiRNAに対して相同であるmiRNAが異なる生物か
ら発見されるならば、その名称は、［生物同定子］-mir-［番号］の形態の任意選択の生
物同定子を与えられる。同定子は、ヒトの場合のhsaおよびハツカネズミの場合のmmuを含
む。たとえば、mir-121へのヒト相同体はhsa-mir-121と呼ばれ、マウス相同体はmmu-mir-
121と呼ばれ、ラット相同体はrno-mir-121と呼ばれる等。
【００９７】
　成熟マイクロRNAは一般に接頭辞「miR」で指定され、遺伝子または前駆体miRNAは接頭
辞「mir」で指定される。たとえば、mir-121はmiR-121の前駆体である。異なるmiRNA遺伝
子または前駆体が同一の成熟miRNAへとプロセシングされる場合、遺伝子／前駆体は、番
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号付き接尾辞によって規定することができる。たとえば、mir-121-1およびmir-121-2は、
miR-121へとプロセシングされる異なる遺伝子または前駆体を指す。密接に関連した成熟
配列を示すためには文字付き接尾辞が使用される。たとえば、mir-121aおよびmir-121bは
、それぞれ、密接に関連したmiRNAであるmiR-121aおよびmiR-121bへとプロセシングされ
ることができる。本発明に関連して、本明細書において接頭辞mir-*またはmiR-*によって
指定されるマイクロRNA（miRNAまたはmiR）は、そうではないことが明示的に述べられな
い限り、前駆体および／または成熟種の両方を包含すると理解される。
【００９８】
　二つの成熟miRNA配列が同じ前駆体に由来しているのが認められることもある。それら
の配列の一方が他方よりも豊富であるならば、接尾辞「*」を使用して、一般的でない方
のバリアントを指定することができる。たとえば、miR-121は優勢な産物であるが、miR-1
21*は、前駆体の反対側のアームに見られる、一般的ではない方のバリアントである。優
勢なバリアントが同定されないならば、miRは、前駆体の5'アームからのバリアントの場
合の接尾辞「5p」および3'アームからのバリアントの場合の接尾辞「3p」によって識別す
ることができる。たとえば、miR-121-5pは前駆体の5'アームに由来し、miR-121-3pは3'ア
ームに由来する。それほど一般的ではないが、5pおよび3pバリアントは、それぞれセンス
（「s」）形態およびアンチセンス（「as」）形態とも呼ばれる。たとえば、miR-121-5p
はmiR-121-sと呼ばれることもあり、miR-121-3pはmiR-121-asと呼ばれることもある。
【００９９】
　上記命名規則は時とともに考案されたものであり、絶対的規則というよりも一般的なガ
イドラインである。たとえば、miRNAのletおよびlinファミリーは、それらのあだ名で呼
ばれ続けている。前駆体／成熟形態のためのmir/miR規則もまたガイドラインであり、ど
の形態が参照されているのかを決定するためには文脈を考慮に入れるべきである。miR命
名のさらなる詳細は、www.mirbase.orgまたはAmbros et al., A uniform system for mic
roRNA annotation, RNA 9:277-279 (2003)に見ることができる。
【０１００】
　植物miRNAは、Meyers et al., Plant Cell. 2008 20(12):3186-3190に記載されている
ような異なる命名規則に従う。
【０１０１】
　複数のmiRNAが遺伝子調節に関与しており、miRNAは、遺伝子制御の主要な段階と目下認
識されている、拡大中の非コードRNAのクラスの一部である。いくつかの場合において、m
iRNAは、標的mRNAの3'UTRに埋め込まれた調節部位に結合することによって翻訳を妨害し
て、翻訳の抑制を招くことができる。標的認識は、標的部位とmiRNAのseed領域（miRNAの
5'末端の位置2～8）との相補的塩基ペアリングを含むが、seed相補性の厳密な程度は正確
には決定されず、3'ペアリングによって変化することができる。他の場合においては、mi
RNAは、低分子干渉RNA（siRNA）のように機能し、完全に相補的なmRNA配列に結合して標
的転写物を破壊する。
【０１０２】
　複数のmiRNAの特徴決定により、これらが、初期発生、細胞増殖および細胞死、アポト
ーシスおよび脂肪代謝を含む多様なプロセスに影響することが示されている。たとえば、
いくつかのmiRNA、たとえばlin-4、let-7、mir-14、mir-23およびバンタムは、細胞分化
および組織発達において重要な役割を有することが示されている。他のものもまた、それ
らの異なる空間的および時間的発現パターンにより、同様に重要な役割を有すると考えら
れている。
【０１０３】
　miRBase（www.mirbase.org）で入手可能なmiRNAデータベースは、公表されているmiRNA
配列および注釈の検索可能なデータベースを含む。miRBaseに関するさらなる情報を、そ
れぞれが参照によりその全体が本明細書に組み入れられる以下の文献:Griffiths-Jones e
t al., miRBase: tools for microRNA genomics. NAR 2008 36(Database Issue):D154-D1
58、Griffiths-Jones et al., miRBase: microRNA sequences, targets and gene nomenc
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lature. NAR 2006 34(Database Issue):D140-D144およびGriffiths-Jones, S. The micro
RNA Registry. NAR 2004 32(Database Issue):D109-D111に見ることができる。miRBaseの
Release 16に含まれる代表的miRNAは、2010年9月に入手可能になった。
【０１０４】
　本明細書に記載されるように、マイクロRNAは、癌および他の疾患に関与することが知
られており、試料中の表現型を特徴決定するために評価することができる。たとえば、Fe
rracin et al., Micromarkers: miRNAs in cancer diagnosis and prognosis, Exp Rev M
ol Diag, Apr 2010, Vol. 10, No. 3, Pages 297-308、Fabbri, miRNAs as molecular bi
omarkers of cancer, Exp Rev Mol Diag, May 2010, Vol. 10, No. 4, Pages 435-444を
参照すること。小胞およびmiRを単離し、特徴決定するための技術は当業者に公知である
。本明細書において提示される方法に加えて、さらなる方法を、それぞれが参照によりそ
の全体が本明細書に組み入れられる、「METHODS FOR ASSESSING RNA PATTERNS」と題する
2011年2月15日発行の米国特許第7,888,035号ならびに「METHODS AND SYSTEMS FOR ISOLAT
ING, STORING, AND ANALYZING VESICLES」と題する2010年11月30日出願の国際特許出願第
PCT/US2010/058461号および「DETECTION OF GASTROINTESTINAL DISORDERS」と題する2011
年1月13日出願の第PCT/US2011/021160号に見ることができる。
【０１０５】
循環バイオマーカー
　循環バイオマーカーは、体液、たとえば血液、血漿、血清中に検出可能であるバイオマ
ーカーを含む。循環癌バイオマーカーの例は、心臓トロポニンT（cTnT）、前立腺癌に対
する前立腺特異的抗原（PSA）および卵巣癌に対するCA125を含む。本発明の循環バイオマ
ーカーは、タンパク質、核酸、たとえばDNA、mRNAおよびマイクロRNA、脂質、糖質および
代謝産物を非限定的に含む、体液中に検出することができる任意の適切なバイオマーカー
を含む。循環バイオマーカーは、細胞と結合していないバイオマーカー、たとえば膜結合
性であるバイオマーカー、膜フラグメントに埋め込まれたバイオマーカー、生物学的複合
体の一部であるバイオマーカーまたは溶液中に遊離状態にあるバイオマーカーを含むこと
ができる。一つの態様において、循環バイオマーカーは、対象の生物学的流体中に存在す
る一つまたは複数の小胞と結合したバイオマーカーである。
【０１０６】
　様々な表現型の特徴決定に使用するための循環バイオマーカーが同定されている。たと
えば、Ahmed N, et al., Proteomic-based identification of haptoglobin-1 precursor
 as a novel circulating biomarker of ovarian cancer. Br. J. Cancer 2004、Matheli
n et al., Circulating proteinic biomarkers and breast cancer, Gynecol Obstet Fer
til. 2006 Jul-Aug; 34(7-8):638-46. Epub 2006 Jul 28、Ye et al., Recent technical
 strategies to identify diagnostic biomarkers for ovarian cancer. Expert Rev Pro
teomics. 2007 Feb; 4(1):121-31、Carney, Circulating oncoproteins HER2/neu, EGFR 
and CAIX (MN) as novel cancer biomarkers. Expert Rev Mol Diagn. 2007 May; 7(3):3
09-19、Gagnon, Discovery and application of protein biomarkers for ovarian cance
r, Curr Opin Obstet Gynecol. 2008 Feb; 20(1):9-13、Pasterkamp et al., Immune reg
ulatory cells: circulating biomarker factories in cardiovascular disease. Clin S
ci (Lond). 2008 Aug; 115(4):129-31、Fabbri, miRNAs as molecular biomarkers of ca
ncer, Exp Rev Mol Diag, May 2010, Vol. 10, No. 4, Pages 435-444、国際公開公報第2
007/088537号、米国特許第7,745,150号および第7,655,479号、米国特許公開公報20110008
808、20100330683、20100248290、20100222230、20100203566、20100173788、2009029193
2、20090239246、20090226937、20090111121、20090004687、20080261258、20080213907
、20060003465、20050124071および20040096915を参照すること。これらの刊行物それぞ
れが参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【０１０７】
小胞濃縮
　小胞または小胞の集団は、分析前および／または分析中に単離、精製、濃縮または他の
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やり方で富化されてもよい。断りない限り、小胞またはバイオマーカー成分について本明
細書において使用される用語「精製」、「単離」、または同等のものは、細胞または生物
からのそのような成分の部分的または完全な精製または単離を含むことが意図される。小
胞の解析は、生物学的試料の一つまたは複数の小胞集団の量を定量することを含むことが
できる。たとえば、不均一な小胞集団を定量することもできるし、均一な小胞集団、たと
えば特定のバイオマーカープロファイルを有する小胞集団、特定のバイオシグネチャーを
有する小胞集団または特定の細胞型に由来する小胞集団を不均一な小胞集団から単離し、
定量することもできる。小胞の解析はまた、本明細書に記載するように、小胞の一つまた
は複数の特定のバイオマーカープロファイルまたはバイオシグネチャーを定量的または定
性的に検出することを含むこともできる。
【０１０８】
　小胞は、体液バンクなどに貯蔵および保管し、必要に応じて解析のために取り出すこと
ができる。小胞はまた、生きた対象または死んだ対象から事前に採取および貯蔵されてい
る生物学的試料から、単離してもよい。加えて、小胞は、King et al., Breast Cancer R
es 7(5):198-204 (2005)に記載されているように、回収された生物学的試料から単離して
もよい。小胞は、保管または貯蔵された試料から単離してもよい。または、小胞は、生物
学的試料から単離し、試料の貯蔵または保管なしに解析してもよい。さらには、第三者が
、生物学的試料を採取または貯蔵してもよく、解析のために小胞を採取または貯蔵しても
よい。
【０１０９】
　濃縮された小胞集団を生物学的試料から得ることができる。たとえば、小胞を、サイズ
排除クロマトグラフィー、密度勾配遠心分離法、分画遠心分離法、ナノ膜限外ろ過法、免
役吸着捕捉法、アフィニティー精製法、マイクロ流体工学分離法またはこれらの組み合わ
せを使用して生物学的試料から濃縮または単離することもできる。
【０１１０】
　サイズ排除クロマトグラフィー、たとえばゲル透過カラム、遠心分離法または密度勾配
遠心分離法およびろ過法を使用することができる。たとえば、小胞は、分画遠心分離法、
アニオン交換および／またはゲル透過クロマトグラフィー（たとえば米国特許第6,899,86
3号および第6,812,023号に記載）、スクロース密度勾配、オルガネラ電気泳動（たとえば
米国特許第7,198,923号に記載）、磁気活性化細胞ソート（MACS）またはナノ膜限外ろ過
濃縮器によって単離することができる。単離または濃縮法の種々の組み合わせを使用する
ことができる。
【０１１１】
　豊富にあるタンパク質、たとえばアルブミンおよび免疫アルブミンが、生物学的試料か
らの小胞の単離を妨げることがある。たとえば、小胞は、血液のような生物学的試料中に
見られるもっとも豊富なタンパク質に特異的である複数の抗体を使用するシステムを使用
して、生物学的試料から単離することができる。このようなシステムは、いくつかのタン
パク質を一度に除去することができ、それにより、起始細胞特異的小胞のような比較的豊
富でない種を顕在化させる。
【０１１２】
　この種のシステムは、生物学的試料、たとえば血液、脳脊髄液または尿からの小胞の単
離のために使用することができる。生物学的試料からの小胞の単離はまた、Chromy et al
. J Proteome Res 2004; 3:1120-1127に記載されているように、豊富タンパク質除去法に
よって改善することもできる。もう一つの態様において、生物学的試料からの小胞の単離
はまた、Zhang et al., Mol Cell Proteomics 2005; 4:144-155に記載されているように
、糖ペプチド捕捉を使用して血清タンパク質を除去することによって改善することもでき
る。加えて、尿のような生物学的試料由来の小胞は、Pisitkun et al., Proc Natl Acad 
Sci USA, 2004; 101:13368-13373に記載されているように、分画遠心分離ののち、細胞質
または抗細胞質エピトープに対する抗体との接触によって単離することもできる。
【０１１３】
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　生物学的試料からの小胞の単離または濃縮はまた、音波処理（たとえば超音波を印加す
ることによって）、洗浄剤、他の膜活性化剤またはこれらの組み合わせの使用によって改
善することができる。たとえば、超音波エネルギーは、潜在的な腫瘍部位に適用すること
ができ、かつ、理論に拘束される訳ではないが、組織からの小胞の放出を増加させること
ができ、本明細書に開示される一つまたは複数の方法を使用して生物学的試料から解析ま
たは評価することができる小胞集団の濃縮を可能にする。
【０１１４】
試料取り扱い
　本明細書に記載されるような循環バイオマーカーを検出する方法、たとえば抗体アフィ
ニティー単離法とともに、必要に応じて様々な濃縮または単離手法を使用して結果の一貫
性を最適化することができる。そのような工程は、振とうまたはボルテックスのようなか
く拌、たとえばPEGを用いるポリマーベースの単離のような様々な単離技術およびろ過ま
たは他の工程におけるの様々なレベルまでの濃縮を含むことができる。当業者には、小胞
含有試料を試験する様々な段階でそのような処理を適用することができることが理解され
よう。一つの態様においては、試料そのもの、たとえば血漿または血清のような体液をボ
ルテックスする。いくつかの態様においては、一つまたは複数の試料処理工程、たとえば
小胞単離を実施したのち、試料をボルテックスする。かく拌は、所望により、いくつかま
たはすべての適切な試料処理工程で実施することができる。プロセスを改善するために、
たとえば関心のあるバイオマーカーの凝集または分解を抑制するために、様々な工程にお
いて添加物を導入することができる。
【０１１５】
　また、所望により、試料を様々な剤で処理することにより、結果を最適化することもで
きる。そのような剤は、凝集を抑制するための添加物および／またはpHもしくはイオン強
度を調節するための添加物を含む。凝集を抑制する添加物は、ブロッキング剤、たとえば
ウシ血清アルブミン（BSA）、ミルク、またはStabilGuard（登録商標）（BSA非含有ブロ
ッキング剤；製品コードSG02、Surmodics, Eden Prairie, MN）、カオトロピック剤、た
とえばグアニジウム塩酸塩、および洗浄剤または界面活性剤を含む。有用なイオン洗浄剤
は、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS、ラウリル硫酸ナトリウム（SLS））、ラウレス硫酸ナ
トリウム（SLS、ラウリルエーテル硫酸ナトリウム（SLES））、ラウリル硫酸アンモニウ
ム（ALS）、臭化セトリモニウム、塩化セトリモニウム、ステアリン酸セトリモニウムな
どを含む。有用な非イオン（両性イオン）洗浄剤は、ポリオキシエチレングリコール類、
ポリソルベート20（Tween 20とも知られる）、他のポリソルベート（たとえば40、60、65
、80など）、Triton-X（たとえばX100、X114）、3-[(3-コラミドプロピル)ジメチルアン
モニオ]-1-プロパンスルホネート（CHAPS）、CHAPSO、デオキシコール酸、デオキシコー
ル酸ナトリウム、NP-40、グリコシド類、オクチルチオグルコシド類、マルトシド類など
を含む。いくつかの態様においては、血小板凝集を減らすことが示されている界面活性剤
Pluronic F-68を使用して、単離および／または検出中、小胞を含有する試料を処理する
。F68は、0.1％～10％の濃度、たとえば1％、2.5％または5％の濃度で使用することがで
きる。溶液のpHおよび／またはイオン強度は、塩化ナトリウム（NaCl）、リン酸緩衝食塩
水（PBS）、トリス緩衝食塩水（TBS）、リン酸ナトリウム、塩化カリウム、リン酸カリウ
ム、クエン酸ナトリウムおよび食塩水・クエン酸ナトリウム（SSC）緩衝液をはじめとす
る様々な酸、塩基、緩衝液または塩によって調節することができる。いくつかの態様にお
いては、NaClが0.1％～10％、たとえば1％、2.5％または5％の最終濃度で加えられる。い
くつかの態様においては、Tween 20が0.005～2％、たとえば0.05％、0.25％または0.5％
の最終濃度で加えられる。本発明と共に使用するためのブロッキング剤は、不活性タンパ
ク質、たとえば乳タンパク質、無脂肪粉乳タンパク質、アルブミン、BSA、カゼインまた
は血清、たとえば新生仔ウシ血清（NBCS）、ヤギ血清、ウサギ血清またはサケ血清を含む
。これらのタンパク質は、0.1％～10％の濃度、たとえば1％、2％、3％、3.5％、4％、5
％、6％、7％、8％、9％または10％の濃度で加えることができる。いくつかの態様におい
ては、BSAが0.1％～10％の濃度、たとえば1％、2％、3％、3.5％、4％、5％、6％、7％、
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8％、9％または10％の濃度で加えられる。ある態様において、試料は、参照によりその全
体が本明細書に組み入れられる2005年7月13日出願の米国特許出願11/632946に提示されて
いる方法にしたがって処理される。市販のブロッキング剤、たとえばPierce（Thermo Fis
her Scientificの一部門、Rockford, IL）からのSuperBlock、StartingBlock、Protein-F
reeが使用される場合もある。いくつかの態様においては、SSC／洗浄剤（たとえば0.5％T
ween 20または0.1％ Triton-X 100を含む20×SSC）が0.1％～10％の濃度、たとえば1.0％
または5.0％の濃度で加えられる。
【０１１６】
　小胞および他の循環バイオマーカーを検出する方法は、所望により、本明細書に記載さ
れるプロトコールおよび処理の様々な組み合わせによって最適化することができる。検出
プロトコールは、かく拌、単離法および添加物の様々な組み合わせによって最適化するこ
とができる。いくつかの態様において、患者試料は、単離工程の前後でボルテックスされ
、BSAおよび／またはF68を含む遮断剤で処理される。そのような処理は、大きな凝集塊ま
たはタンパク質もしくは他の生物学的屑の形成を減らし、それにより、より一貫した検出
読みを提供する場合がある。
【０１１７】
ろ過および限外ろ過
　小胞は、対象由来の生物学的試料をろ過モジュールでろ過すること、およびそのろ過モ
ジュールから小胞を含む保持物を捕集することにより、生物学的試料から単離することが
でき、それによって小胞を生物学的試料から単離することができる。本方法は、対象由来
の生物学的試料をフィルタを含むろ過モジュールでろ過する工程、およびそのろ過モジュ
ールから小胞を含む保持物を捕集する工程、それによって小胞を生物学的試料から単離す
る工程を含むことができる。一つの態様において、フィルタは、約100キロダルトンより
も大きな分子を保持する。
【０１１８】
　本方法はさらに、小胞のバイオシグネチャーを決定する工程を含むことができる。本方
法はさらに、保持物を複数の基体に適用する工程を含むこともでき、各基体は一つまたは
複数の捕捉物質に結合され、複数の基体の各サブセットは、複数の基体の別のサブセット
とは異なる捕捉物質または捕捉物質の組み合わせを含む。
【０１１９】
　試料中の小胞のバイオシグネチャーを決定する方法であって、障害を有する対象由来の
生物学的試料をろ過モジュールでろ過する工程、ろ過モジュールから一つまたは複数の小
胞を含む保持物を捕集する工程、および一つまたは複数の小胞のバイオシグネチャーを決
定する工程を含む方法も、本明細書において提供される。一つの態様において、ろ過モジ
ュールは、約100または150キロダルトンよりも大きな分子を保持するフィルタを含む。
【０１２０】
　本明細書に開示される方法はさらに、対象由来の生物学的試料をろ過モジュールでろ過
する工程、ろ過モジュールから一つまたは複数の小胞を含む保持物を捕集する工程、一つ
または複数の小胞のバイオシグネチャーを検出する工程、およびバイオシグネチャーに基
づいて対象における表現型を特徴決定することによって、対象における表現型を特徴決定
する工程を含むことができ、その特徴決定は少なくとも70％の感度である。いくつかの態
様において、特徴決定は、バイオシグネチャーを有する一つまたは複数の小胞の量を測定
することを含む。さらに、特徴決定は約80％～100％の感度であることができる。
【０１２１】
　複数の小胞の多重分析の方法も、本明細書において提供される。いくつかの態様におい
て、本方法は、対象由来の生物学的試料をろ過モジュールでろ過する工程、ろ過モジュー
ルから複数の小胞を含む保持物を捕集する工程、複数の小胞を複数の捕捉物質（該複数の
捕捉物質は複数の基体に結合され、および複数の基体の各サブセットは複数の基体の別の
サブセットとは差次的に標識されている）に適用する工程、複数の小胞の少なくともサブ
セットを捕捉する工程、および捕捉した小胞の少なくともサブセットに関してバイオシグ
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ネチャーを決定する工程を含む。一つの態様において、各基体は一つまたは複数の捕捉物
質に結合されており、複数の基体の各サブセットは、複数の基体の別のサブセットと比較
して異なる捕捉物質または捕捉物質の組み合わせを含む。いくつかの態様において、複数
の基体の少なくともサブセットは、一つまたは複数の標識を含むなど、固有に標識されて
いる。基体は、粒子またはビーズまたはそれらの任意の組み合わせであることができる。
いくつかの態様において、フィルタは、9、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、
150、200、250、300、350、400、450、または500キロダルトンよりも大きな分子を保持す
る。一つの態様において、ろ過モジュールは、約100または150キロダルトンよりも大きな
分子を保持するフィルタを含む。一つの態様において、ろ過モジュールは、約9、20、100
、または150キロダルトンよりも大きな分子を保持するフィルタを含む。
【０１２２】
　いくつかの態様において、複数の小胞の多重分析の方法は、対象由来の生物学的試料を
、約100キロダルトンよりも大きな分子を保持するフィルタを含むろ過モジュールでろ過
する工程、ろ過モジュールから複数の小胞を含む保持物を捕集する工程、複数の小胞を、
マイクロアレイに結合されている複数の捕捉物質に適用する工程、複数の小胞の少なくと
もサブセットをマイクロアレイ上に捕捉する工程、および捕捉した小胞の少なくともサブ
セットに関してバイオシグネチャーを決定する工程を含む。いくつかの態様において、フ
ィルタは、9、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、150、200、250、300、350、4
00、450、または500キロダルトンよりも大きな分子を保持する。一つの態様において、ろ
過モジュールは、約100または150キロダルトンよりも大きな分子を保持するフィルタを含
む。一つの態様において、ろ過モジュールは、約9、20、100、または150キロダルトンよ
りも大きな分子を保持するフィルタを含む。
【０１２３】
　生物学的試料は、ろ過による単離の前に清澄化することができる。清澄化には、細胞屑
およびその他の望ましくない物質の選択的除去が含まれる。たとえば、細胞屑および、循
環バイオマーカーの検出を妨げうる他の成分を除去することができる。清澄化は、たとえ
ば約5,000×g、4,000×g、3,000×g、2,000×g、1,000×gまたはそれ未満での低速遠心分
離法による清澄化であることができる。そして、小胞を含有する上清、すなわち清澄化さ
れた生物学的試料を捕集し、およびろ過して、清澄化された生物学的試料から小胞を単離
することができる。いくつかの態様において、生物学的試料は、ろ過による小胞の単離の
前に清澄化されない。
【０１２４】
　いくつかの態様において、試料からの小胞の単離は、超遠心分離法のような高速遠心分
離法を使用しない。たとえば、単離は、約100,000×gまたはそれを超えるような遠心速度
の使用を要してはならない。いくつかの態様において、試料からの小胞の単離は、50,000
×g、40,000×g、30,000×g、20,000×g、15,000×g、12,000×gまたは10,000×g未満の
速度を使用する。
【０１２５】
　適用可能な任意の数のろ過構造を用いて、関心対象の試料をろ過することができる。い
くつかの態様において、循環バイオマーカーを生物学的試料から単離するために使用され
るろ過モジュールは、繊維ベースのろ過カートリッジであることができる。たとえば、フ
ィルタは、ポリプロピレン中空繊維のような中空のポリマー繊維であることができる。生
物学的試料は、本明細書に開示される生物学的流体のような試料流体を、ぜん動ポンプの
ようなポンプ装置を備えたモジュールに汲み込むことにより、ろ過モジュールに導入する
ことができる。ポンプ流量は、約0.25、0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5、5、6、7
、8、9または10mL/分のように異なることができる。流量は、ろ過モジュールの構造、例
えばサイズおよび処理能力を考慮して調整することができる。
【０１２６】
　ろ過モジュールは膜ろ過モジュールであることができる。たとえば、膜ろ過モジュール
は、かく拌セル装置（たとえば電磁かく拌機を含む）中に収容された親水性ポリフッ化ビ
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ニリデン（PVDF）フィルタディスク膜のようなフィルタディスク膜を含むことができる。
いくつかの態様において、試料は、フィルタ膜の各側で生じる圧力勾配の結果としてフィ
ルタを透過する。
【０１２７】
　フィルタは、低い疎水吸収性および／または高い親水性を有する材料を含むことができ
る。たとえばフィルタは、小胞を保持しかつ大部分のタンパク質を透過させるための平均
孔径と、親水性であり、それによってタンパク質吸着を抑制する表面とを有することがで
きる。たとえば、フィルタは、ポリプロピレン、PVDF、ポリエチレン、ポリフルオロエチ
レン、セルロース、二次酢酸セルロース、ポリビニルアルコールおよびエチレンビニルア
ルコール（EVAL（登録商標）、Kuraray Co., Okayama, Japan）からなる群より選択され
る材料を含むことができる。フィルタに使用することができるさらなる材料は、ポリスル
ホンおよびポリエーテルスルホンを含むが、これらに限定されない。
【０１２８】
　ろ過モジュールは、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、50、60
、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、200、250、300、4
00または500キロダルトン（kDa）よりも大きな分子を保持するフィルタ、たとえば、約1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、50、60、70、80、90、100、110、
120、130、140、150、160、170、180、190、200、250、300、400または500 kDaのMWCO（
分子量カットオフ）を有するフィルタを有することができる。MWCOの範囲が9 kDa、20 kD
a、および/または150 kDaである限外ろ過膜を使用することができる。いくつかの態様に
おいて、ろ過モジュール内のフィルタは、約0.01μm～約0.15μm、およびいくつかの態様
においては約0.05μm～約0.12μmの平均孔径を有する。いくつかの態様において、フィル
タは、約0.06μm、0.07μm、0.08μm、0.09μm、0.1μm、0.11μmまたは0.2μmの平均孔
径を有する。
【０１２９】
　ろ過モジュールは、市販のカラム、たとえばタンパク質を濃縮またはタンパク質を単離
するために一般に使用されるカラムであることができる（例えば、限外ろ過）。例は、Mi
llpore（Billerica, MA）のカラム、たとえばAmicon（登録商標）遠心フィルタ、またはP
ierce（登録商標）（Rockford, IL）のカラム、たとえばPierce Concentratorフィルタ装
置を含むが、これらに限定されない。Pierceの有用なカラムは、9kDa、20kDaおよび／ま
たは150kDaのMWCOを有する使い捨て限外ろ過遠心装置を含む。これらの濃縮装置は、円錐
形の装置に溶接された高性能再生セルロース膜からなる。フィルタは、いずれも参照によ
りその全文が本明細書に組み入れられる米国特許第6,269,957号または第6,357,601号に記
載されているようなフィルタであることができる。
【０１３０】
　単離された小胞を含む保持物をろ過モジュールから捕集することができる。保持物は、
保持物をフィルタから流し出すことによって捕集することができる。理論によって拘束さ
れることなく、保持物をより容易に捕集し、および過酷な、または時間のかかる捕集技術
の使用を最小限にするために、親水性の表面性を有し、それによってタンパク質吸着を抑
制するフィルタ組成の選択を使用することができる。
【０１３１】
　そして、捕集した保持物を、その後の分析、たとえば、本明細書にさらに記載されるよ
うな、保持物中の一つまたは複数の小胞のバイオシグネチャーの評価に使用することがで
きる。分析は、捕集された保持物に対して直接実施することができる。または、一つまた
は複数の小胞の分析の前に、捕集された保持物をさらに濃縮または精製することもできる
。たとえば、本明細書に記載されるような、サイズ排除クロマトグラフィー、密度勾配遠
心分離法、分画遠心分離法、免疫吸着捕捉法、アフィニティー精製法、マイクロ流体工学
分離法またはこれらの組み合わせを使用して、保持物をさらに濃縮する、または小胞を保
持物からさらに単離することができる。いくつかの態様において、保持物は別のろ過工程
に供されることができる。または、フィルタを使用する小胞の単離の前に、小胞は、サイ
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ズ排除クロマトグラフィー、密度勾配遠心分離法、分画遠心分離法、免疫吸着捕捉法、ア
フィニティー精製法、マイクロ流体工学分離法またはこれらの組み合わせを使用して濃縮
または単離される。
【０１３２】
　バイオマーカーを濃縮および単離するために、フィルタの組み合わせを使用することが
できる。たとえば、生物学的試料をろ過する前に、まず、約0.01 μm～約2 μm、約0.05 
μm～約1.5 μmのポロシティまたは孔径を有するフィルタでろ過してもよい。たとえば、
MWCO（分子量カットオフ）約50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160
、170、180、190、200、250、300、400または500キロダルトン（kDa）よりも大きな分子
を保持するフィルタ、たとえば、約50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150
、160、170、180、190、200、250、300、400または500のフィルタを有するろ過モジュー
ルで生物学的試料をろ過する前に、まず、生物学的試料を、約0.01μm～約2μm、約0.05
μm～約1.5μmのポロシティまたは孔径を有するフィルタでろ過してもよい。いくつかの
態様において、フィルタは、約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または2.0μmの孔径を有する。フィルタはシリンジフィルタであ
ってもよい。したがって、一つの態様において、本方法は、生物学的試料を、約1μmより
も大きいポロシティを有するシリンジフィルタのようなフィルタでろ過したのち、約100
または150キロダルトンよりも大きな分子を保持するフィルタを含むろ過モジュールでろ
過する工程を含む。ある態様において、フィルタは1.2μMフィルタであり、そしてろ過の
のち、試料を、150kDaカットオフを有する7mlまたは20ml濃縮カラムに通す。
【０１３３】
　ろ過モジュールはマイクロ流体工学装置の一構成要素であることができる。「ラブオン
チップ」システム、生物医学微少電気機械システム(biomedical micro-electro-mechanic
al system)（Bio-MEM）または多成分一体化システム(multicomponent integrated system
)とも呼ばれるマイクロ流体工学装置を小胞の単離および分析のために使用することがで
きる。このようなシステムは、小胞の結合、バイオマーカーの検出および本明細書にさら
に記載されるような他のプロセスを可能にするプロセスを小型化し、かつ区画化する。
【０１３４】
　ろ過モジュールおよび評価は、参照によりその全文が本明細書に組み入れられるGrant,
 R., et al., A filtration-based protocol to isolate human Plasma Membrane-derive
d Vesicles and exosomes from blood plasma, J Immunol Methods (2011) 371:143-51 (
Epub 2011 Jun 30)に記載されたとおりであってもよい。
【０１３５】
　マイクロ流体工学装置はまた、ろ過モジュールを含むことにより、小胞の単離に使用す
ることもできる。たとえば、マイクロ流体工学装置は、生物学的試料からのサイズに基づ
いて小胞を生物学的試料から単離するための一つまたは複数のチャネルを使用することが
できる。生物学的試料は、小胞を選択的に通過させる一つまたは複数のマイクロ流体工学
チャネルに導入することができる。マイクロ流体工学装置はさらに、小胞の性質、たとえ
ばサイズ、形状、変形性、バイオマーカープロファイルまたはバイオシグネチャーに基づ
いて小胞を選択するために、結合物質または一つより多いろ過モジュールを含むことがで
きる。
【０１３６】
結合物質
　結合物質(結合試薬とも呼ばれる)には、標的バイオマーカーに結合することができる物
質が含まれる。結合物質は、標的バイオマーカーに特異的な結合物質でもよい。標的バイ
オマーカーに特異的とは、物質が標的バイオマーカーに結合することができることを意味
する。標的は、本明細書において開示された任意の有用なバイオマーカー、例えば、小胞
表面にあるバイオマーカーでよい。一部の態様において、標的は単一タンパク質などの単
一分子であり、そのため、結合物質は単一タンパク質に特異的である。他の態様において
、標的は、類似のエピトープまたは部分を有するファミリーまたはタンパク質などの分子



(52) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

グループでもよく、そのため、結合物質はタンパク質ファミリーまたはタンパク質グルー
プに特異的である。分子グループはまた、タンパク質、DNA、またはRNAなどの分子クラス
でもよい。結合物質は、小胞の成分またはバイオマーカーを結合することによって小胞を
捕捉するのに用いられる捕捉物質でもよい。一部の態様において、捕捉物質は、小胞上の
抗原に結合する、抗体もしくはそのフラグメントまたはアプタマーを含む。捕捉物質は、
本明細書においてさらに説明されるように、任意で、基体に結合させ、小胞を単離するの
に用いられてもよい。
【０１３７】
　結合物質とは、循環バイオマーカー、たとえば小胞または小胞の成分に結合する物質で
ある。結合物質は、捕捉物質および／または検出物質として使用することができる。捕捉
物質は、たとえば小胞の成分またはバイオマーカーに結合することにより、循環バイオマ
ーカーに結合およびこれを捕捉することができる。たとえば、捕捉物質は、小胞表面の抗
原に結合する捕捉抗体または捕捉抗原であることができる。検出物質は、循環バイオマー
カーに結合し、それにより、バイオマーカーの検出を容易にすることができる。たとえば
、基体に対して隔離されている抗体またはアプタマーを含む捕捉物質を使用して試料中の
小胞を捕捉することができ、標識を担持する抗体またはアプタマーを含む検出物質を使用
して、検出物質の標識の検出を介して、捕捉された小胞を検出することができる。いくつ
かの態様において、小胞は、同じ小胞バイオマーカーを認識する捕捉物質および検出物質
を使用することによって評価される。たとえば、小胞集団は、テトラスパニンを使用して
、たとえば基体に結合した抗CD9抗体を使用することによって捕捉することができ、捕捉
された小胞は、捕捉された小胞を標識するための蛍光標識された抗CD9抗体を使用して検
出することができる。他の態様において、小胞は、様々な小胞バイオマーカーを認識する
捕捉物質および検出物質を使用して評価される。たとえば、小胞集団は、細胞特異的マー
カーを使用して、たとえば基体に結合した抗PCSA抗体を使用することによって捕捉するこ
とができ、捕捉された小胞は、捕捉された小胞を標識するための蛍光標識された抗CD9抗
体を使用して検出することができる。同様に、小胞集団は、一般的小胞マーカーを使用し
て、たとえば基体に結合した抗CD9抗体を使用することによって捕捉することができ、捕
捉された小胞は、捕捉された小胞を標識するための細胞特異的または疾患特異的マーカー
に対する蛍光標識された抗体を使用して、検出することができる。
【０１３８】
　結合物質によって認識されるバイオマーカーは本明細書において抗原と呼ばれる時もあ
る。特別の定めのない限り、本明細書で使用する抗原は、結合物質のタイプにもバイオマ
ーカーの免疫原性にも関係なく、結合物質が結合することができる任意の実体を含むこと
が意図される。抗原はその機能性フラグメントをさらに含む。例えば、抗原は、結合物質
が結合することができるタンパク質のフラグメントを含む、結合物質が結合することがで
きるタンパク質バイオマーカーを含んでもよい。
【０１３９】
　一つの態様において、小胞は、小胞表面上のバイオマーカーに結合する捕捉物質を使用
して捕捉される。本明細書にさらに記載されるように、捕捉物質を基体に結合させ、使用
して、小胞を単離することができる。一つの態様において、捕捉物質は、物質または試料
中に存在する小胞のアフィニティー捕捉または単離のために使用される。
【０１４０】
　結合物質は、小胞を生物学的試料から濃縮または単離したのち、使用することができる
。たとえば、まず小胞を生物学的試料から単離したのち、特異的バイオシグネチャーを有
する小胞を単離または検出することができる。特異的バイオシグネチャーを有する小胞は
、バイオマーカーに対する結合物質を使用して単離または検出することができる。特異的
バイオマーカーを有する小胞は、不均一な小胞集団から単離または検出することができる
。または、事前の単離または濃縮工程なしで、小胞を含む生物学的試料に対して結合物質
を使用することもできる。たとえば、結合物質は、特異的なバイオシグネチャーを有する
小胞を生物学的試料から直接単離または検出するために使用される。
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【０１４１】
　結合物質は、核酸、タンパク質または小胞の成分に結合することができる他の分子であ
ることができる。結合物質は、DNA、RNA、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、Fa
b、Fab'、一本鎖抗体、合成抗体、アプタマー（DNA／RNA）、ペプトイド、ｚDNA、ペプチ
ド核酸（PNA）、ロックド核酸（LNA）、レクチン、合成または天然に存在する化学物質（
薬物、標識試薬を含むが、それらに限定されない）、デンドリマーまたはこれらの組み合
わせを含むことができる。たとえば、結合物質は捕捉抗体であることができる。本発明の
態様において、結合物質は膜タンパク質標識物質を含む。たとえば、Alroyらの米国特許
出願公開公報US2005/0158708に開示されている膜タンパク質標識物質を参照すること。あ
る態様において、小胞は、本明細書に記載されるように単離または捕捉され、小胞を検出
するために一つまたは複数の膜タンパク質標識物質が使用される。
【０１４２】
　いくつかの例においては、一つの結合物質を使用して小胞を単離または検出することが
できる。他の例においては、異なる結合物質の組み合わせを使用して小胞を単離または検
出することもできる。たとえば、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、
14、15、16、17、18、19、20、25、50、75または100種類の異なる結合物質を使用して、
生物学的試料から小胞を単離または検出することもできる。また、以下にさらに記載され
るように、小胞に対する一つまたは複数の異なる結合物質は小胞のバイオシグネチャーを
形成することができる。
【０１４３】
　また、異なる結合物質を多重化のために使用することもできる。たとえば、異なる結合
物質によって各小胞集団を単離または検出することにより、二つ以上の小胞集団の単離ま
たは検出を実施することができる。異なる結合物質は、標識されている異なる粒子に結合
することができる。もう一つの態様においては、異なる結合物質を含むアレイを多重解析
に使用することができ、異なる結合物質は、差次的に標識されるか、または、アレイ上の
結合物質の位置に基づいて確かめることができる。多重化は、以下に記載するように、標
識または検出法の分解能まで達成することができる。結合物質は、小胞を検出するために
、たとえば起始細胞特異的小胞を検出するために使用することができる。結合物質または
複数の結合物質は、それら自体が、小胞のバイオシグネチャーを提供する結合物質プロフ
ァイルを形成することができる。一つまたは複数の結合物質を、参照によりその全文が本
明細書に組み入れられる2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と
題する国際特許出願第PCT/US2011/031479号の図2から選択することができる。たとえば、
不均一な小胞集団からの小胞の差次的検出または単離において、二つ、三つ、四つまたは
それ以上の結合物質を使用して小胞集団が検出または単離される場合、その小胞集団に関
する特定の結合物質プロファイルによって、その特定の小胞集団のバイオシグネチャーが
提供される。小胞は、任意の数の結合物質を多重に使用して検出することができる。この
ように、結合物質を使用して小胞のバイオシグネチャーを形成することもできる。そのバ
イオシグネチャーを使用して表現型を特徴決定することができる。
【０１４４】
　結合物質はレクチンであることができる。レクチンは、多糖類および糖タンパク質に選
択的に結合するタンパク質であり、植物および動物中に広く分布している。たとえば、ガ
ラントス・ニバリス（Galanthus nivalis）由来のガラントス・ニバリス アグルチニン（
「GNA」）の形態のレクチン、ナルシッソス・シュードナルシッソス（Narcissus pseudon
arcissus）由来のナルシッソス・シュードナルシッソス アグルチニン（「NPA」）形態の
レクチン、および「シアノビリン」と呼ばれる藍藻類のノストック・エリプソスポルム（
Nostoc ellipsosporum）由来のレクチン（Boyd et al Antimicrob Agents Chemother 41(
7):1521 1530, 1997、Hammar et al. Ann N Y Acad Sci 724:166 169, 1994、Kaku et al
. Arch Biochem Biophys 279(2):298 304, 1990）のようなレクチンを使用して小胞を単
離することができる。これらのレクチンは、高いマンノース含量を有する糖タンパク質に
結合することができる（Chervenak et al. Biochemistry 34(16):5685 5695, 1995）。高
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マンノース糖タンパク質とは、α-1→3またはα-1→6マンノース－マンノース結合の形態
のマンノース－マンノース結合を有する糖タンパク質をいう。
【０１４５】
　結合物質は、一つまたは複数のレクチンに結合する物質であることができる。レクチン
捕捉は、バイオマーカーであるカテプシンDの単離に適用することができる。なぜならカ
テプシンDは、ガラントス・ニバリス アグルチニン（GNA）およびコンカナバリンA（ConA
）のレクチンに結合することができるグリコシル化タンパク質であるからである。
【０１４６】
　レクチンを使用して小胞を捕捉する方法および装置は、それぞれ参照によりその全体が
本明細書に組み入れられる、「METHODS AND SYSTEMS FOR ISOLATING, STORING, AND ANAL
YZING VESICLES」と題する2010年11月30日出願の国際特許出願第PCT/US2010/058461号、
「AFFINITY CAPTURE OF CIRCULATING BIOMARKERS」と題する2009年12月3日出願の第PCT/U
S2009/066626号、「METHODS AND MATERIALS FOR ISOLATING EXOSOMES」と題する2010年6
月4日出願の第PCT/US2010/037467号および「EXTRACORPOREAL REMOVAL OF MICROVESICULAR
 PARTICLES」と題する2007年3月9日出願の第PCT/US2007/006101号に記載されている。
【０１４７】
　結合物質は抗体であることができる。たとえば、小胞は、小胞上に存在する一つまたは
複数の抗原に特異的な一つまたは複数の抗体を使用して単離されてもよい。たとえば、小
胞は、その表面にCD63を有することができ、そしてCD63に対する抗体、すなわち捕捉抗体
を使用して小胞を単離することができる。または、腫瘍細胞に由来する小胞はEpCamを発
現することができ、EpCamおよびCD63に対する抗体を使用して小胞を単離することができ
る。小胞を単離するための他の抗体は、CD9、PSCA、TNFR、CD63、B7H3、MFG-E8、EpCam、
Rab、CD81、STEAP、PCSA、PSMAまたは5T4に対する抗体、すなわち捕捉抗体を含むことが
できる。小胞を単離するための他の抗体は、DR3、STEAP、epha2、TMEM211、MFG-E8、組織
因子（TF）、unc93A、A33、CD24、NGAL、EpCam、MUC17、TROP2またはTETSに対する抗体、
すなわち捕捉抗体を含むことができる。
【０１４８】
　いくつかの態様において、捕捉物質は、CD9、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B7H3、EpCam、
PSCA、ICAM、STEAPまたはEGFRに対する抗体である。捕捉物質はまた、小胞のバイオマー
カーを同定するために使用することもできる。たとえば、CD9に対する抗体のような捕捉
物質は、CD9を小胞のバイオマーカーとして同定するであろう。いくつかの態様において
は、多重分析の場合など、複数の捕捉物質を使用することができる。複数の捕捉物質は、
CD9、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B7H3、EpCam、PSCA、ICAM、STEAPおよびEGFRの一つまた
は複数に対する結合物質を含むことができる。いくつかの態様において、複数の捕捉物質
は、CD9、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B7H3、MFG-E8および／またはEpCamに対する結合物質
を含む。さらに他の態様において、複数の捕捉物質は、CD9、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B
7H3、EpCam、PSCA、ICAM、STEAPおよび／またはEGFRに対する結合物質を含む。複数の捕
捉物質は、TMEM211、MFG-E8、組織因子（TF）および／またはCD24に対する結合物質を含
む。
【０１４９】
　本明細書に参照される抗体は、免疫グロブリン分子または免疫グロブリン分子の免疫学
的に活性な部分、すなわち、抗原および合成抗体に特異的に結合する抗原結合部位を含有
する分子であり得る。免疫グロブリン分子は、免疫グロブリン分子の任意のクラス（例え
ば、IgG、IgE、IgM、IgD、もしくはIgA）またはサブクラスのものであり得る。抗体とし
ては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、二重特異性抗体、合成抗体、ヒト化抗
体およびキメラ抗体、一本鎖抗体、FabフラグメントおよびF（ab'）2フラグメント、Fvも
しくはFv'部分、Fab発現ライブラリーにより産生されたフラグメント、抗イディオタイプ
（抗Id）抗体、または上記のいずれかのエピトープ結合フラグメントが挙げられるが、こ
れらに限定されない。抗体が抗原に優先的に結合する場合、および、例えば別の分子と約
30％、20％、10％、5％、または1％未満の交差反応性を有する場合、抗体、または一般的
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【０１５０】
　また、結合物質は、ポリペプチドまたはペプチドであり得る。ポリペプチドは、その最
も広い意味で使用され、サブユニットアミノ酸、アミノ酸類似体、またはペプチド模倣物
の配列を含み得る。サブユニットは、ペプチド結合によって連結され得る。ポリペプチド
は、天然に存在する、（酵素消化によるような）天然に存在するポリペプチドの処理され
た形態、化学的に合成された、もしくは組換え発現されたものであり得る。本発明の方法
に使用されるポリペプチドは、標準技術を用いて化学的に合成され得る。ポリペプチドは
、特殊な特性を付与するために、D-アミノ酸（L-アミノ酸に特異的なプロテアーゼに対し
て耐性である）、D-およびL-アミノ酸の組み合わせ、βアミノ酸、または種々の他のデザ
イナーアミノ酸もしくは天然に存在しないアミノ酸（例えば、β-メチルアミノ酸、Cα-
メチルアミノ酸、およびNα-メチルアミノ酸等）を含み得る。合成アミノ酸には、リジン
に対するオルニチン、およびロイシンまたはイソロイシンに対するノルロイシンが含まれ
得る。加えて、ポリペプチドは、新規な特性を有するポリペプチドを調製するために、エ
ステル結合等のペプチド模倣結合を有することができる。例えば、還元型のペプチド結合
、すなわち、R1-CH2-NH-R2（R1およびR2はアミノ酸残基または配列である）を組み込むポ
リペプチドを作製し得る。還元型のペプチド結合は、ジペプチドサブユニットとして導入
してもよい。このようなポリペプチドは、プロテアーゼ活性に対して耐性であり、延長さ
れた生体内での半減期を有することとなる。また、ポリペプチドは、側鎖が、アミノ酸の
場合のようにα炭素に付いているのではなく、分子骨格に沿って窒素原子に付いている、
ペプトイド（N-置換グリシン）を含むこともできる。ポリペプチドおよびペプチドは、本
願を通して交換可能に使用されることを意図し、すなわち、ペプチドという用語が使用さ
れる場合、それは、ポリペプチドも含み得、ポリペプチドという用語が使用される場合、
それは、ペプチドも含み得る。「タンパク質」という用語はまた、特記されない限り、本
出願全体を通して「ポリペプチド」および「ペプチド」という用語と互換的に使用される
ことも意図されている。
【０１５１】
　小胞は、結合物質を使用して単離、捕捉または検出することもできる。結合物質は、小
胞の「ハウスキーピングタンパク質」または一般的小胞バイオマーカーに結合する物質で
あってよい。バイオマーカーは、CD63、CD9、CD81、CD82、CD37、CD53、Rab-5b、アネキ
シンV、またはMFG-E8であってよい。四つの膜貫通ドメインを有する膜タンパク質のファ
ミリーであるテトラスパニンを一般的小胞マーカーとして使用することができる。テトラ
スパニンはCD151、CD53、CD37、CD82、CD81、CD9およびCD63を含む。TSPAN1（TSP-1）、T
SPAN2（TSP-2）、TSPAN3（TSP-3）、TSPAN4（TSP-4、NAG-2）、TSPAN5（TSP-5）、TSPAN6
（TSP-6）、TSPAN7（CD231、TALLA-1、A15）、TSPAN8（CO-029）、TSPAN9（NET-5）、TSP
AN10（オキュロスパニン）、TSPAN11（CD151様）、TSPAN12（NET-2）、TSPAN13（NET-6）
、TSPAN14、TSPAN15（NET-7）、TSPAN16（TM4-B）、TSPAN17、TSPAN18、TSPAN19、TSPAN2
0（UP1b、UPK1B）、TSPAN21（UP1a、UPK1A）、TSPAN22（RDS、PRPH2）、TSPAN23（ROM1）
、TSPAN24（CD151）、TSPAN25（CD53）、TSPAN26（CD37）、TSPAN27（CD82）、TSPAN28（
CD81）、TSPAN29（CD9）、TSPAN30（CD63）、TSPAN31（SAS）、TSPAN32（TSSC6）、TSPAN
33およびTSPAN34を含む、哺乳動物において同定された30種類超のテトラスパニンが存在
する。他の一般的に認められた小胞マーカーは、表3に記載されたものを含む。これらの
タンパク質のいずれをも小胞マーカーとして使用することができる。さらに、疾患または
状態に関する候補バイオシグネチャーを同定する際に、本明細書または表3に開示された
任意のマーカーを選択することができ、ここで、該1つまたは複数の選択されたバイオマ
ーカーは、該疾患または状態に関与する機序において直接的または間接的な役割または機
能を有する。
【０１５２】
　（表３）複数の細胞型由来の小胞中に認められるタンパク質
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【０１５３】
　結合物質はまた、腫瘍細胞などの特定の細胞型に由来する小胞に結合する物質(例えば
、Tissue Factor、EpCam、B7H3、RAGE、もしくはCD24に対する結合物質)でもよく、特定
の起始細胞に由来する小胞に結合する物質でもよい。小胞を単離または検出するのに用い
られる結合物質は、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日出願の
「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/031479号
の図1より選択される抗原に対する結合物質でもよい。小胞に対する結合物質はまた、国
際特許出願第PCT/US2011/031479号の図2に列挙される結合物質より選択されるものでもよ
い。結合物質は、テトラスパニン、MFG-E8、アネキシンV、5T4、B7H3、カベオリン、CD63
、CD9、E-カドヘリン、Tissue Factor、MFG-E8、TMEM211、CD24、PSCA、PCSA、PSMA、Rab
-5B、STEAP、TNFR1、CD81、EpCam、CD59、CD81、ICAM、EGFR、またはCD66などの抗原に対
する結合物質でもよい。血小板に対する結合物質は、GpIa-IIa、GpIIb-IIIa、GpIIIb、Gp
Ib、またはGpIXなどの糖タンパク質でもよい。結合物質は、CD9、Erb2、Erb4、CD81、Erb
3、MUC16、CD63、DLL4、HLA-Drpe、B7H3、IFNAR、5T4、PCSA、MICB、PSMA、MFG-E8、Muc1
、PSA、Muc2、Unc93a、VEGFR2、EpCam、VEGF A、TMPRSS2、RAGE、PSCA、CD40、Muc17、IL
-17-RA、および CD80のうちの1つまたは複数を含む抗原に対する結合物質でもよい。例え
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ば結合物質は、CD9、CD63、CD81、B7H3、PCSA、MFG-E8、MUC2、EpCam、RAGE、およびMuc1
7のうちの1つまたは複数でもよい。小胞を単離または検出するために、1種または複数種
の結合物質、例えば、前記抗原の2つ以上に対する1種または複数種の結合物質が用いられ
てもよい。ある特定の細胞型に由来する小胞または起始細胞に特異的な小胞を単離または
検出する要望に基づいて、使用される結合物質が選択されてもよい。
【０１５４】
　また、結合物質は、固体表面または基体に直接または間接的に連結することもできる。
固体表面または基体は、マイクロアレイおよびウェル、ビーズ等の粒子、カラム、光ファ
イバー、ふき取り繊維（wipe）、ガラスおよび修飾もしくは機能性ガラス、水晶、雲母、
ジアゾ化膜（紙もしくはナイロン）、ポリホルムアルデヒド、セルロース、酢酸セルロー
ス、紙、セラミック、金属、半金属、半導体材料、量子ドット、コーティングビーズもし
くは粒子、他のクロマトグラフ材料、磁気粒子によって提供される表面；プラスチック（
アクリル、ポリスチレン、スチレンもしくは他の材料のコポリマー、ポリプロピレン、ポ
リエチレン、ポリブチレン、ポリウレタン、ポリテトラフルオロエチレン（PTFE、Teflon
（登録商標））等を含む）、多糖類、ナイロンもしくはニトロセルロース、樹脂、シリカ
もしくはシリコンおよび修飾シリコンを含むシリカ系材料、カーボン、金属類、無機ガラ
ス、プラスチック、セラミック、導電性ポリマー（ポリピロールおよびポリインドール等
のポリマーを含む）；核酸タイリングアレイ、ナノチューブ、ナノワイヤー、もしくはナ
ノ粒子で装飾された表面等のマイクロ構造もしくはナノ構造の表面；またはメタクリル樹
脂、アクリルアミド、糖ポリマー、セルロース、ケイ酸塩、または他の繊維性ポリマーも
しくは鎖ポリマー等の多孔性表面もしくはゲルが挙げられるが、これらに限定されない、
直接もしくは間接的に結合物質を付着し得る、任意の物理的に分離可能な固体であり得る
。加えて、従来技術に公知であるように、基体は、デキストラン、アセチルアミド、ゼラ
チン、もしくはアガロース等のポリマーを含む材料の幾つかを用いて、受動的または化学
的に誘導体化されたコーティングを用いてコーティングされ得る。このようなコーティン
グは、生体試料を有するアレイの使用を容易にすることができる。
【０１５５】
　例えば、小胞を単離するために使用される抗体は、市販のプレート（例えば、Nunc、Mi
lan　Italyより市販）等のウェル等の固体基体に結合させることができる。各ウェルは、
抗体でコーティングすることができる。幾つかの態様において、小胞を単離するために使
用される抗体は、アレイ等の固体基体に結合する。該アレイは、分子相互作用、結合性ア
イランド、生体分子、ゾーン、ドメインの所定の空間的配置、または別の境界内に沈着し
た結合性アイランドもしくは結合物質の空間的配置を有し得る。さらに、アレイという用
語は、表面がアレイの複数のコピーを有する場合のような、表面上に配置された複数アレ
イを指すよう、本明細書で使用され得る。また、複数のアレイを有するこのような表面は
、マルチアレイ（multiple　array）または反復アレイと称されることもある。
【０１５６】
　アレイは、典型的には、結合事象を介して、実体、例えば、試料中の小胞の存在を検出
することができるアドレス可能な部分を含有する。アレイはマイクロアレイと呼ばれるこ
とがある。アレイまたはマイクロアレイには、DNAマイクロアレイ、例えば、cDNAマイク
ロアレイ、オリゴヌクレオチドマイクロアレイおよびSNPマイクロアレイ、マイクロRNAア
レイ、タンパク質マイクロアレイ、抗体マイクロアレイ、組織マイクロアレイ、細胞マイ
クロアレイ(トランスフェクションマイクロアレイとも呼ばれる)、化学物質マイクロアレ
イ、ならびに糖質アレイ(グリコアレイ)が含まれるが、それに限定されるわけではない。
DNAアレイは、典型的には、試料中に存在する配列に結合することができるアドレス可能
なヌクレオチド配列を含む。マイクロRNAを検出するために、マイクロRNAアレイ、例えば
、ルイビル大学のMMChipsアレイまたはAgilentの市販のシステムを使用することができる
。プロテインキナーゼ、転写因子タンパク質活性化の基質の同定、または生物学的に活性
な低分子の標的の同定を含むが、それに限定されるわけではない、タンパク質間相互作用
の同定のために、タンパク質マイクロアレイを使用することができる。タンパク質アレイ
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は、異なるタンパク質分子、一般的には抗体、または関心対象のタンパク質に結合するヌ
クレオチド配列のアレイからなってもよい。非限定的な例では、表面に特定のタンパク質
がある小胞を検出するために、タンパク質アレイを使用することができる。抗体アレイは
、試料、例えば、細胞または組織溶解産物溶液からタンパク質または他の生物学的材料を
検出するために捕捉用分子として用いられる、タンパク質チップ上にスポットされた抗体
からなる。例えば、抗体アレイは、体液、例えば、血清または尿から小胞結合バイオマー
カーを検出するのに使用することができる。組織マイクロアレイは、多重組織学的分析を
行うためにアレイ様式で組み立てられた別々の組織コアからなる。細胞マイクロアレイは
トランスフェクションマイクロアレイとも呼ばれ、細胞と相互作用して、アドレス可能な
位置での細胞捕捉を容易にすることができる様々な捕捉物質、例えば、抗体、タンパク質
、または脂質からなる。細胞アレイはまた、小胞と細胞膜との類似性のために小胞を捕捉
するのに使用することもできる。化学物質マイクロアレイは化学物質のアレイからなり、
化合物に結合するタンパク質または他の生物学的材料を検出するのに使用することができ
る。糖質アレイ(グリコアレイ)は糖質のアレイからなり、例えば、糖部分に結合するタン
パク質を検出することができる。当業者であれば、本発明の方法に従って類似の技術また
は改善を使用できることを理解するであろう。
【０１５７】
　また、結合物質は、ビーズまたはミクロスフェア等の粒子に結合させることもできる。
例えば、小胞の成分に特異的な抗体は、粒子に結合させることができ、抗体が結合した粒
子が、生体試料から小胞を単離するために使用される。幾つかの態様において、ミクロス
フェアは、磁気または蛍光標識され得る。加えて、小胞を単離するための結合物質は、固
体基体自体であり得る。例えば、アルデヒド／硫酸ビーズ（Interfacial　Dynamics，Por
tland，OR）等のラテックスビーズを使用することができる。
【０１５８】
　また、磁気ビーズに結合した結合物質を、小胞を単離するために使用することもできる
。例えば、患者由来の血清等の生体試料を、結腸癌スクリーニングのために収集すること
ができる。該試料は、磁気マイクロビーズに連結された抗CCSA-3（結腸癌固有の抗原）と
共にインキュベートすることができる。低密度のマイクロカラムは、MACS分離器の磁場内
に置くことができ、次いで、トリス緩衝食塩水等の緩衝液で該カラムを洗浄する。次いで
、磁気免疫複合体をこのカラムに適用し、結合していない、非特異性の材料を廃棄するこ
とができる。CCSA-3選択小胞は、分離器からカラムを除去し、収集管上にそれを置くこと
によって回収することができる。緩衝液をカラムに添加することができ、カラムに提供さ
れたプランジャーを使用することによって、磁気標識された小胞を放出することができる
。単離された小胞は、IgG溶出緩衝液中で希釈することができ、次いで、複合体は、小胞
からマイクロビーズを分離するために遠心分離することができる。ペレット化した単離さ
れた起始細胞に特異的な小胞は、リン酸緩衝生理食塩水等の緩衝液中で再懸濁し、定量化
することができる。あるいは、起始細胞に特異的な小胞を捕捉した抗体と磁気マイクロビ
ーズとの間の強力な接着力によって、トリプシン等のタンパク質分解酵素を、遠心分離を
必要とせずに、捕捉された小胞の放出に使用することができる。小胞を放出するのに少な
くとも十分な時間、起始細胞に特異的な小胞を捕捉した抗体と共に、このタンパク質分解
酵素をインキュベートすることができる。
【０１５９】
　小胞を単離するための結合物質、例えば、抗体を、好ましくは、関心対象の小胞を含む
生物学的試料と、少なくとも結合物質と小胞成分が結合するのに十分な時間、接触させる
。例えば、抗体を、生物学的試料と、約10分、30分、1時間、3時間、5時間、7時間、10時
間、15時間、1日、3日、7日、または10日を含むが、これに限定されない数秒から数日に
及ぶ様々な間隔で接触させることができる。
【０１６０】
　検出を容易にするために、結合物質、例えば、参照によりその全文が本明細書に組み入
れられる2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許
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出願第PCT/US2011/031479号の図1に列挙された抗原に特異的な抗体または国際特許出願第
PCT/US2011/031479号の図2に列挙された結合物質を標識することができる。適切な標識に
は、磁気標識、蛍光部分、酵素、化学発光プローブ、金属粒子、非金属コロイド粒子、ポ
リマー染料粒子、色素分子、色素粒子、電気化学的に活性な種、半導体ナノ結晶、または
量子ドットもしくは金粒子を含む他のナノ粒子、フルオロフォア、量子ドット、あるいは
放射性標識が含まれるが、それに限定されるわけではない。タンパク質標識には、下記の
ように緑色蛍光タンパク質(GFP)およびその変種(例えば、シアン蛍光タンパク質および黄
色蛍光タンパク質);ならびに発光タンパク質、例えば、ルシフェラーゼが含まれる。放射
性標識には、放射性同位体(放射性核種)、例えば、3H、11C、14C、18F、32P、35S、64Cu
、68Ga、86Y、99Tc、111In、123I、124I、125I、131I、133Xe、177Lu、211At、または213

Biが含まれるが、それに限定されるわけではない。蛍光標識には、希土類キレート(例え
ば、ユーロピウムキレート)、ローダミンが含まれるが、それに限定されるわけではない
。フルオレセインタイプには、FITC、5-カルボキシフルオレセイン、6-カルボキシフルオ
レセインが含まれるが、それに限定されるわけではない。ローダミンタイプには、特に、
TAMRA;ダンシル;リサミン;シアニン;フィコエリトリン;Texas Red;Cy3、Cy5、ダポキシル
、NBD、Cascade Yellow、ダンシル、PyMPO、ピレン、7-ジメチルアミノクマリン-3-カル
ボン酸および他のクマリン誘導体、Marina Blue(商標)、Pacific Blue(商標)、Cascade B
lue(商標)、2-アントラセンスルホニル(anthracenesulfonyl)、PyMPO、3,4,9,10-ペリレ
ン-テトラカルボン酸、2,7-ジフルオロフルオレセイン(Oregon Green(商標)488-X)、5-カ
ルボキシフルオレセイン、Texas Red(商標)-X、Alexa Fluor430、5-カルボキシテトラメ
チルローダミン(5-TAMRA)、6-カルボキシテトラメチルローダミン(6-TAMRA)、BODIPY FL
、ビマン(bimane)、ならびにAlexa Fluor350、405、488、500、514、532、546、555、568
、594、610、633、647、660、680、700、および750、ならびにその誘導体が含まれるが、
それに限定されるわけではない。例えば、インターネットでprobes (dot) invitrogen (d
ot) com/handbookから入手可能な、「The Handbook--A Guide to Fluorescent Probes an
d Labeling Technologies」Tenth Editionを参照されたい。蛍光標識は、FAM、dRHO、5-F
AM、6FAM、dR6G、JOE、HEX、VIC、TET、dTAMRA、TAMRA、NED、dROX、PET、BHQ、Gold540
、およびLIZのうちの1つまたは複数であってもよい。
【０１６１】
　結合物質は、直接的にまたは間接的に標識することができ、例えば、標識を、ビオチン
－ストレプトアビジンによって抗体に付着させる。または、抗体は標識しないが、第1の
抗体を関心対象の抗原と結合させた後に、標識した第2の抗体と接触させる。
【０１６２】
　例えば、種々の酵素基質標識が、使用可能であるか、または開示されている（例えば、
米国特許第4,275,149号を参照のこと）。酵素は、一般に、種々の技術を用いて測定する
ことができる発色性基質の化学変化を触媒する。例えば、酵素は、基質における色変化を
触媒し得、それは分光学的に測定することができる。あるいは、酵素は、基質の蛍光また
は化学発光を変化させ得る。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ（例えば、ホタルルシフ
ェラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ；米国特許第4,737,456号）、ルシフェリン、2,3-ジ
ヒドロフタラジンジオン、リンゴ酸塩デヒドロゲナーゼ、ウレアーゼ、西洋ワサビペルオ
キシダーゼ（HRP）等のペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ（AP）、β-ガラクト
シダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖類オキシダーゼ（例えば、グルコースオキ
シダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、およびグルコース-6-ホスフェートデヒドロゲナ
ーゼ）、ヘテロ環オキシダーゼ（ウリカーゼおよびキサンチンオキシダーゼ等）、ラクト
ペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼ等が含まれる。酵素-基質の組み合わせの例
としては、過酸化水素が色素前駆物質（例えば、オルトフェニレンジアミン（OPD）また
は3,3',5,5'-テトラメチルベンジジンヒドロクロリド（TMB））を酸化する、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ（HRP）と基質としての過酸化水素；アルカリホスファターゼ（AP）と
発色性基質としてのパラ-ニトロフェニルホスフェート；およびβ-D-ガラクトシダーゼ（
β-D-Gal）と発色性基質（例えば、p-ニトロフェニル-β-D-ガラクトシダーゼ）または蛍
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光性基質4-メチルウンベリフェリル-β-D-ガラクトシダーゼが挙げられるが、これらに限
定されない。
【０１６３】
　使用した単離または検出の方法に依存して、結合物質は、アレイ、粒子、ウェル等の固
体表面もしくは基体、および上記の他の基体に連結され得る。細胞表面に対する、抗体の
直接化学的結合の方法は、当該技術分野において公知であり、例えば、グルタルアルデヒ
ドまたはマレイミドで活性化した抗体を用いて結合させることが含まれ得る。複数工程の
手順を用いた化学的に結合させるための方法には、ビオチン化、例えば、これらの化合物
のスクシンイミドエステルを用いたトリニトロフェノール（TNP）またはジゴキシゲニン
の結合が含まれる。ビオチン化は、例えば、D-ビオチニル-N-ヒドロキシスクシンイミド
の使用により達成され得る。スクシンイミド基は、7を超えるpH値で、および、約pH8.0と
約pH8.5との間で優先的にアミノ基と効率的に反応する。ビオチン化は、例えば、ビオチ
ンマレイミドを添加した後に、細胞をジチオスレイトールで処理することによって達成さ
れ得る。
【０１６４】
粒子ベースのアッセイ法
　平面アレイに代わるものとして、粒子を使用するアッセイ法、たとえばビーズベースの
アッセイ法を結合物質とともに使用することが可能である。たとえば、抗体またはアプタ
マーを市販のビーズと容易にコンジュゲートさせる。たとえば、Fan et al., Illumina u
niversal bead arrays. Methods Enzymol. 2006 410:57-73、Srinivas et al. Anal. Che
m. 2011 Oct. 21, Aptamer functionalized Microgel Particles for Protein Detection
を参照すること。また、治療および診断剤としてのアプタマーに関する総説であるBrody 
and Gold, Rev. Mol. Biotech. 2000, 74:5-13を参照すること。
【０１６５】
　高感度オートメーションと調和した特定の活性を有する同族配位子およびレポーター分
子によるビーズコーティングを使用するマルチパラメーターアッセイ法または他の高スル
ープット検出アッセイ法を使用することができる。ビーズベースのアッセイシステムにお
いては、バイオマーカーまたは小胞のための結合物質、たとえば捕捉物質（たとえば捕捉
抗体）をアドレス指定可能なミクロスフェア上に固定化することができる。個々の結合ア
ッセイ法それぞれのための各結合物質を別個のタイプのミクロスフェア（すなわちマイク
ロビーズ）に結合することができ、図2Bに示すように、アッセイ反応がそのミクロスフェ
アの表面で起こる。小胞のための結合物質は、ビーズに結合された捕捉抗体またはアプタ
マーであることができる。別々の蛍光強度で染色されたミクロスフェアは、それらの適切
な結合物質または捕捉プローブを別々に付加される。必要に応じて、異なる結合物質を有
する異なるビーズセットをプールしてカスタムビーズアレイを生成することができる。そ
して、ビーズアレイを試料とともに単一の反応容器中でインキュベートしてアッセイ法を
実施する。マイクロビーズを抗体結合物質とともに使用して微小胞を検出する例示的な方
法に関しては図8C～Dを参照すること。
【０１６６】
　ビーズ基体が、アプタマーまたは抗体を含む一つまたは複数の結合物質を取り付けるた
めのプラットフォームを提供することができる。当業者は、図8C～Dに示す例示的なスキ
ームが、抗体とともに、または抗体に代えてアプタマーを用いることができることを理解
するであろう。多重化の場合、複数の異なるビーズセット（たとえば、Illumina, Inc., 
San Diego, CA, USAまたはLuminex Corporation, Austin, TX, USAから市販されているも
の）が、異なる標的分子に特異的である異なる結合物質を有することができる。ビーズは
また、様々な目的、たとえば検出および/または単離に使用することができる。たとえば
、ビーズは、所与のバイオマーカーの存在を検出する（定量的または定性的に）ために使
用されるアプタマーにコンジュゲートさせることもできるし、または、ビーズは選択され
た生物学的試料中に存在する成分（たとえば、結合物質が結合または結合するように構成
されている標的分子を含む細胞、細胞フラグメントまたは小胞）を単離するために使用す
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ることもできる。市販のキットの使用を通して、有機起源の様々な分子をマイクロビーズ
、たとえばポリスチレンビーズにコンジュゲートさせることができる。当業者は、アッセ
イ法が複数のタイプの結合物質を使用することができることを理解するであろう。たとえ
ば、ビーズを、バイオマーカーに結合し、かつそれを捕捉するように働くアプタマーにコ
ンジュゲートさせてもよく、標識された抗体を使用して、捕捉されたバイオマーカーをさ
らに検出することができる。同様に、ビーズを、バイオマーカーに結合し、かつそれを捕
捉するように働く抗体にコンジュゲートさせてもよく、標識されたアプタマーを使用して
、捕捉されたバイオマーカーをさらに検出することができる。任意のそのような有用な結
合物質の組み合わせが本発明によって考慮される。
【０１６７】
　一つまたは複数の結合物質を、磁気捕捉法、蛍光活性化細胞ソート法（FACS）またはレ
ーザーサイトメトリーを含むが、それらに限定されない任意のビーズベースの基体ととも
に使用することができる。磁気捕捉法は、磁気活性化細胞ソーター（MACS）マイクロビー
ズまたは磁気カラムの使用を含むことができるが、それらに限定されない。本発明の方法
において使用することができるビーズまたは粒子ベースの方法の例は、米国特許第4,551,
435号、第4,795,698号、第4,925,788号、第5,108,933号、第5,186,827号、第5,200,084号
または第5,158,871号、第7,399,632号、第8,124,015号、第8,008,019号、第7,955,802号
、第7,445,844号、第7,274,316号、第6,773,812号、第6,623,526号、第6,599,331号、第6
,057,107号、第5,736,330または国際特許出願PCT/US2012/42519、PCT/US1993/04145のい
ずれかに記載されているビーズシステムを含む。
【０１６８】
フローサイトメトリー
　ビーズまたはミクロスフェア等の粒子を用いた小胞の単離または検出はまた、フローサ
イトメトリーを用いても行うことができる。フローサイトメトリーは、流体の流れ中に懸
濁した微細粒子を選別するために使用することができる。粒子が通過する際、粒子を選択
的に帯電させ、それらの出口で別個の経路に偏向させることができる。したがって、高度
の精度および速度を伴って、生体試料等の元の混合物から集団を分離することが可能であ
る。フローサイトメトリーは、光学／電子検出装置を流れる単一の細胞の物理的および／
または化学的特性の同時の多様性解析を可能にする。単一周波数（色）の光線、多くの場
合、レーザー光線が、流体力学的に集束された流体の流れに向けられる。多くの検出器が
、1つは光線に沿って（前方散乱またはFSC）、および幾つかはこれに垂直に（側方散乱ま
たはSSC）、流れが光線を通過する点に向けられ、1つ以上の蛍光検出器が存在する。
【０１６９】
　光線を通過する各懸濁粒子は、何らかの方法で光を散乱し、粒子内の蛍光化合物が励起
されて、光源より低い周波数で発光し得る。この散乱光および蛍光の組み合わせが、検出
器によって拾われて、各検出器（蛍光発光ピークの各々に対して1つずつ）における輝度
（brightness）の変化を解析することによって、個々の粒子それぞれの物理的および化学
的構造についての種々の情報を外挿することが可能となる。FSCは、細胞の大きさと相関
し、SSCは、核の形状、細胞質顆粒の量および種類、または膜の粗さ等の粒子の内部の複
雑さに依存する。幾つかのフローサイトメーターは、蛍光の必要性を省き、光の散乱のみ
を測定に用いている。
【０１７０】
　フローサイトメーターは、毎秒数千個の粒子を「リアルタイム」で解析することができ
、指定された性質を有する粒子をアクティブに分離および単離することができる。フロー
サイトメーターは、各解析セッション中、複数の単一細胞に関する設定パラメータの高ス
ループット自動化定量および分離を提供する。フローサイトメーターは複数のレーザーお
よび蛍光検出器を有して、複数の標識が、それらの表現型によって標的集団をより正確に
指定するために使用されることを可能にする。したがって、フローサイトメーター、たと
えばマルチカラーフローサイトメーターを使用して、複数の蛍光標識または色を有する一
つまたは複数の小胞を検出することができる。いくつかの態様において、フローサイトメ
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ーターはまた、様々な小胞集団を、たとえばサイズごと、または異なるマーカーごとにソ
ートまたは単離することもできる。
【０１７１】
　フローサイトメーターは、一つまたは複数のレーザ、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8
、9、10種類またはそれを上回るレーザーを有することもできる。いくつかの態様におい
て、フローサイトメーターは、二つ以上の色または蛍光標識、たとえば少なくとも2、3、
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19または20種類の異なる色ま
たは蛍光標識を検出することができる。たとえば、フローサイトメーターは、少なくとも
2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19または20個の蛍光検
出器を有することができる。
【０１７２】
　一つまたは複数の小胞を検出または解析し、異なる小胞集団をソートまたは分離するた
めに使用することができる市販のフローサイトメーターの例は、MoFlo（商標）XDP Cell 
Sorter（Beckman Coulter, Brea, CA）、MoFlo（商標）Legacy Cell Sorter（Beckman Co
ulter, Brea, CA）、BD FACSAria（商標）Cell Sorter（BD Biosciences, San Jose, CA
）、BD（商標）LSRII（BD Biosciences, San Jose, CA）およびBD FACSCalibur（商標）
（BD Biosciences, San Jose, CA）を含むが、これらに限定されない。以下にさらに記載
されるように、小胞の多重解析には、マルチカラーまたはマルチ蛍光サイトメーターを使
用することができる。いくつかの態様において、フローサイトメーターは、一つまたは複
数の特徴に基づいて二つ以上の小胞集団をソートし、それにより、回収またはソートする
ことができる。例えば、各集団内の小胞が類似したサイズ範囲を有しかつ差次的に検出ま
たはソートされることができるように、2つの小胞集団のサイズが異なる。別の態様にお
いて、二種類の異なる小胞集団は、差次的に標識される。
【０１７３】
　フローサイトメーターから得られるデータは、ヒストグラムを生成するように一次元に
プロットすることもできるし、二次元でドットプロットとして見ることもできるし、より
新規なソフトウェアを用いて三次元で見ることもできる。これらのプロット上の領域は、
ゲートと呼ばれる一連のサブセット抽出によって順次分離することができる。特定のゲー
ティングプロトコルが、特に血液学に関して診断および臨床目的のために存在する。プロ
ットは、多くの場合、対数スケールで作成される。異なる蛍光色素の放出スペクトルは重
なり合うため、検出器におけるシグナルは電子的および計算的に補正されなければならな
い。バイオマーカーを標識するための蛍光体は、参照により本明細書に組み入れられるOr
merod, Flow Cytometry 2nd ed., Springer-Verlag, New York (1999)およびNida et al.
, Gynecologic Oncology 2005; 4 889-894に記載されたものを含むこともできる。
【０１７４】
　本発明の様々な態様においては、フローサイトメトリーを使用して生物学的試料中の微
小胞集団を評価する。望むならば、一つまたは複数の一般的小胞マーカーを使用して小胞
を標識することによって微小胞集団を試料中の他の粒子（たとえば壊死組織片、タンパク
質凝集塊など）からソートすることができる。一般的小胞マーカーは、表3におけるマー
カーであることができる。一般に使用される小胞マーカーとしては、CD9、CD63および/ま
たはCD81のようなテトラスパニンがある。一つまたは複数のテトラスパニンを含む小胞は
、その小胞がテトラスパニン陽性であることを示すために、本明細書において「Tet+」と
呼ばれることもある。ソートされた微小胞を、本明細書に記載される方法を使用してさら
に評価することができる。たとえば、フローまたは他の方法を使用して、ソートされた微
小胞上の表面抗原を検出することができる。いくつかの態様においては、ソートされた微
小胞内のペイロードが評価される。実例として、微小胞の集団を、関心対象の表面抗原へ
の標識された結合物質と接触させ、接触させた微小胞をフローサイトメトリーを使用して
ソートし、微小胞内のペイロードを評価する。ペイロードは、所望により、ポリペプチド
、核酸（たとえばmRNAまたはマイクロRNA）または他の生物学的実体であってもよい。そ
のような評価は、本明細書に記載されるように表現型を特徴決定して、たとえば癌を診断
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、予後判定またはセラノーシス判定するために使用される。
【０１７５】
　ある態様においては、フローソーティングを使用して微小胞集団を他の生物学的複合体
から区別する。非限定的な例においては、フロー法を使用してAgo2+/Tet+およびAgo2+/Te
t-粒子を検出して、Ago2+小胞を小胞フリーのAgo2+複合体から分離する。
【０１７６】
多重化
　多重実験は、一回のアッセイにおいて複数の解析対象物を同時に計測することができる
実験を含む。小胞および結合するバイオマーカーを多重に評価することができる。異なる
循環バイオマーカー、例えばマイクロRNA、タンパク質、または小胞集団を多重化するた
めに、異なる結合物質を使用することができる。異なるバイオマーカー、例えば異なる小
胞集団は、異なる結合物質を使用して単離または検出することができる。生物学的試料中
の各集団は、上記のような異なるシグナル標識、たとえば蛍光体、量子ドットまたは放射
性標識によって標識することができる。標識は、結合物質に直接結合させることもできる
し、小胞に結合する結合物質を検出するために間接的に使用することもできる。二つ以上
の親和性エレメントに結合する三つ以上の差次的に標識された小胞集団は、合計したシグ
ナルを生成できるため、多重化アッセイにおいて検出される集団の数は標識の分解能およ
びシグナルの合計に依存する。
【０１７７】
　少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、
25、50、75または100種類の異なる循環バイオマーカーの多重化を実施することもできる
。たとえば、起始細胞に特異的な小胞の一つの集団を、異なる起始細胞に特異的な小胞の
第二の集団とともにアッセイすることができ、その場合、各集団は異なる標識によって標
識される。または、特定のバイオマーカーまたはバイオシグネチャーを有する小胞集団を
、異なるバイオマーカーまたはバイオシグネチャーを有する第二の小胞集団とともにアッ
セイすることもできる。場合によっては、何百または何千の小胞が一回のアッセイにおい
て評価される。
【０１７８】
　一つの態様において、多重化解析は、ビーズ等の複数個の基体に複数の小胞集団を含む
複数の小胞を適用することによって行われる。各ビーズには、1つ以上の捕捉物質を結合
させる。複数個のビーズはサブセットに分割され、ビーズの各サブセットが、別のビーズ
サブセットとは異なる捕捉物質または捕捉物質の組み合わせを有するように、同一の捕捉
物質または捕捉物質の組み合わせを有するビーズが、ビーズのサブセットを形成する。次
いで、ビーズは、捕捉物質に結合する成分を含む小胞を捕捉するために使用することがで
きる。異なるサブセットは、小胞の異なる集団を捕捉するために使用することができる。
次いで、1つ以上のバイオマーカーを検出することによって、捕捉した小胞を分析するこ
とができる。
【０１７９】
　フローサイトメトリーを、粒子ベースまたはビーズベースのアッセイと組み合わせて使
用することができる。高感度自動化に合った比活性度を有する類似のリガンドおよびレポ
ーター分子によるビーズコーティングを用いるマルチパラメトリック免疫アッセイまたは
他のハイスループット検出アッセイを使用することができる。例えば、各サブセット中の
ビーズは、別のサブセットとは差次的に標識することができる。粒子ベースのアッセイ系
において、アドレス可能なビーズまたはミクロスフェア上に、捕捉抗体等の小胞に対する
結合物質または捕捉物質を固定化することができる。各個々の結合アッセイ（結合物質が
抗体である場合の免疫アッセイ等）における各結合物質は、異なる型のミクロスフェア（
すなわち、マイクロビーズ）に連結され、結合アッセイ反応は、ミクロスフェアの表面上
で起こる。ミクロスフェアは、異なる標識で区別することができ、例えば、特定の捕捉物
質を有するミクロスフェアは、異なる捕捉物質を有する別のミクロスフェアと比較した場
合、異なるシグナル標識を有する。例えば、特定の結合物質を有するミクロスフェアの蛍
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光強度は、異なる結合物質を有する別のミクロスフェアの蛍光強度とは異なるように、別
個の蛍光強度でミクロスフェアを染色することができる。異なる捕捉物質が結合したバイ
オマーカーは、異なる標識を使用して差次的に検出することができる。
【０１８０】
　少なくとも2つの異なる標識または染色を用いて、ミクロスフェアを標識または染色す
ることができる。幾つかの態様において、ミクロスフェアは、少なくとも3、4、5、6、7
、8、9、または10個の異なる標識で標識される。複数個のミクロスフェア中の異なるミク
ロスフェアは、2つ以上の標識または染色を有することができ、ミクロスフェアの種々の
サブセットは、標識または染色の種々の比および組み合わせを有し、異なる結合物質を用
いる、異なるミクロスフェアの検出を可能にする。例えば、該標識または染色の種々の比
および組み合わせは、異なる蛍光強度を可能にし得る。あるいは、該種々の比および組み
合わせは、結合物質を同定するために異なる検出パターンを生成するために使用され得る
。ミクロスフェアは、外面的に標識もしくは染色することができるか、または内部蛍光ま
たはシグナル標識を有し得る。ビーズは、それらの適切な結合物質を用いて、別々に負荷
することができ、したがって、異なる結合物質が結合した差次的に標識されたミクロスフ
ェア上の異なる結合物質に基づいて、異なる小胞集団を単離することができる。
【０１８１】
　別の態様において、平面基体を用いて多重化解析を行うことができ、該基体は、複数の
捕捉物質を含む。複数の捕捉物質は、小胞の1つ以上の集団を捕捉することができ、捕捉
した小胞の1つ以上のバイオマーカーが検出される。平面基体は、本明細書にさらに記載
される、マイクロアレイまたは他の基体であり得る。
【０１８２】
結合物質
　小胞は、関心対象の小胞に特異的な新規な抗原に対する抗体等の、小胞の新規成分に対
する結合物質を用いて、単離または検出され得る。関心対象の小胞に特異的な新規な抗原
は、アレイまたは複数個の粒子等の基体に結合した既知の組成の異なる試験化合物を用い
て単離され得るかまたは同定され得、これは、大量の化学的／構造的空間を、そのほんの
わずかな空間のみを使用して適切にサンプリングをすることを可能にし得る。また、同定
された新規な抗原は、小胞のバイオマーカーとしての役割も果たし得る。例えば、起始細
胞に特異的な小胞に対して同定された新規な抗原は、有用なバイオマーカーであり得る。
【０１８３】
　試料との接触に関して用いられる「物質」または「試薬」という用語は、本明細書に記
載のように、または当技術分野において公知のように検出することができる、標的ポリペ
プチド、ペプチド、核酸分子、レプチン、脂質、または他の任意の生物学的実体を含む、
標的分子に結合する、ハイブリダイズする、関連する、または他の点では標的分子を検出
する、もしくは標的分子の検出を容易にするように設計された任意の実体を意味し得る。
このような物質/試薬の例は当技術分野において周知であり、ユニバーサルまたは特異的
な核酸プライマー、核酸プローブ、抗体、アプタマー、ペプトイド、ペプチド核酸、ロッ
クド核酸、レクチン、デンドリマー、化学物質、または本明細書に記載の、もしくは当技
術分野において公知の他の実体を含むが、これに限定されない。
【０１８４】
　結合物質は、試験化合物に対して均質あるいは非均質のいずれかの小胞集団をスクリー
ニングすることによって同定することができる。基体表面上の各試験化合物の組成は既知
であるため、これは、親和性要素に対するスクリーンを構成する。例えば、試験化合物の
アレイは、基体のアドレス可能な位置にある特定の位置で試験化合物を含み、小胞に対す
る1つ以上の結合物質を同定するために使用することができる。試験化合物は全て、コア
配列または構造の軽微な変更に基づいて関連し得ないか、または関連し得る。異なる試験
化合物には、所与の試験化合物（ポリペプチドアイソフォーム等）のバリアント、構造的
もしくは組成的に関連しない試験化合物、またはこれらの組み合わせが含まれ得る。
【０１８５】
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　試験化合物は、ペプトイド、多糖類、有機化合物、無機化合物、ポリマー、脂質、核酸
、ポリペプチド、抗体、タンパク質、多糖類、または他の化合物であり得る。試験化合物
は、天然または合成であり得る。試験化合物は、多くの結合、または結合の組み合わせ（
例えば、アミド、エステル、エーテル、チオール、ラジカル付加、金属配位等）、樹枝状
構造物、環状構造物、空洞構造物、または特異的な付加がなされる骨格として働く多数の
近接した付着部位を有する他の構造物のいずれかに基づく、直鎖状または分枝状のヘテロ
多量体化合物を含むか、またはそれらからなり得る。これらの試験化合物は、当該技術分
野において標準的な方法を用いて、基体上にスポットするか、またはインサイチューで合
成することができる。加えて、試験化合物は、協同的結合等の有用な相互作用を検出する
ために、組み合わせてスポットするか、またはインサイチューで合成することができる。
【０１８６】
　試験化合物は、既知のアミノ酸配列を有するポリペプチドであり得、故に、小胞と結合
する試験化合物を検出することにより、結合物質として使用することができる、既知のア
ミノ酸配列のポリペプチドの同定をもたらすことができる。例えば、均質の小胞集団を、
可変アミノ酸のある長さを有する数個から1,000,000個の試験ポリペプチドを含む、スラ
イド上のスポット型アレイに添加することができる。ポリペプチドは、C末端を介して表
面に付着させることができる。ポリペプチドの配列は、システインを除く19種類のアミノ
酸からランダムに作製することができる。結合反応は、各ポリペプチド結合標的に対する
特異性の比率を決定することができるように、別の色素で標識した過剰な細菌タンパク質
等の非特異的競合物を含むことができる。最も高い特異性および結合を有するポリペプチ
ドを選択することができる。各スポット上のポリペプチドが何であるかは既知であり、故
に、容易に同定することができる。起始細胞に特異的な小胞等の均質の小胞集団に特異的
な新規な抗原が同定されると、続いて、その抗原を用いて、そのような起始細胞に特異的
な小胞が、後に記載される方法において単離され得る。
【０１８７】
　また、アレイは、小胞に対する結合物質として抗体を同定するために使用することもで
きる。試験抗体は、小胞を単離または同定するために使用することができる抗体を同定す
るために、アレイに付着させ、非均質の小胞集団に対してスクリーニングすることができ
る。起始細胞に特異的な小胞等の均質の小胞集団はまた、抗体アレイを用いてスクリーニ
ングすることもできる。均質の小胞集団を単離または検出するために抗体を同定すること
以外に、均質の集団に特異的な1つ以上のタンパク質のバイオマーカーを同定することが
できる。事前に選択した試験抗体、またはアレイに付着させたカスタム選択した試験抗体
を用いて、市販のプラットフォームを使用することができる。例えば、Full　Moon　Bios
ystemsからの抗体アレイは、前立腺癌細胞由来の小胞を用いてスクリーニングし、結合物
質としてBcl-XL、ERCC1、ケラチン15、CD81／TAPA-1、CD9、上皮特異抗原（ESA）、およ
び脂肪細胞キマーゼに対する抗体を同定することができ、同定したタンパク質は、これら
の小胞に対するバイオマーカーとして使用することができる。バイオマーカーは、小胞の
中または表面に存在していても存在していなくてもよく、過小発現または過剰発現してい
てもよく、突然変異していても、修飾されていてもよく、かつ、病態を特徴決定するため
に使用されることができる。
【０１８８】
　結合物質として使用される抗体または合成抗体はまた、ペプチドアレイを介して同定す
ることもできる。別の方法は、抗体ファージディスプレイ法による合成抗体産生の使用で
ある。抗体（例えば、Fab）のM13バクテリオファージライブラリーは、外殻タンパク質へ
の融合としてファージ粒子の表面上に提示される。各ファージ粒子は固有の抗体を提示し
、コードDNAを含むベクターも包含する。多様性に富むライブラリーを構築し、ファージ
プールとして示すことができ、固定化抗原に結合する抗体の選択に使用することができる
。抗原結合ファージは固定化抗原によって保持され、非結合ファージは、洗浄することに
よって除去される。保持したファージプールは、大腸菌の宿主の感染によって増幅するこ
とができ、増幅したプールを、最終的に抗原結合クローンが多数を占める集団を得るよう
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に、さらなる回の選択に使用することができる。この段階で、個々のファージクローンを
単離し、表示された抗体の配列を解読するために、DNA基配列決定法に供することができ
る。ファージディスプレイおよび当該技術分野において公知の他の方法の使用を通して、
小胞に対する高親和性のデザイナー抗体を作製することができる。
【０１８９】
　また、ビーズベースのアッセイを使用して、小胞を単離または検出するための新規な結
合物質を同定することもできる。試験抗体またはペプチドは、粒子に結合させることがで
きる。例えば、ビーズに抗体またはペプチドを結合させ、特定の組織または腫瘍型由来の
小胞を標的とすることができる新規な抗体を発見および特異的に選択するために、小胞集
団の表面上に発現したタンパク質の検出および定量化に使用することができる。有機起源
の任意の分子を、製造業者の説明書に従って、市販のキットの使用を通じてポリスチレン
ビーズに成功裏に結合させることができる。各ビーズセットは、ある検出可能な波長に着
色することができ、それぞれは、既知の抗体またはペプチドと結合することができ、これ
は、どのビーズが、以前に結合した抗体またはペプチドのエピトープと一致するエキソソ
ームタンパク質に結合するかを特異的に測定するために使用することができる。異なる強
度を有する各ビーズが、上記のような、異なる結合物質を有するように、別個の蛍光強度
でビーズを染色することができる。
【０１９０】
　例えば、精製された小胞の調製物は、実験的に決定したアッセイのダイナミックレンジ
に従って、アッセイ緩衝液中で適切な濃度に希釈することができる。十分な量の結合した
ビーズを調製することができ、約1μlの抗体結合ビーズをウェルに分割し、最終量の約50
μlまで調節することができる。抗体結合ビーズが真空対応プレートに添加されると、こ
れらのビーズを洗浄して、適当な結合状態を確保することができる。次いで、小胞調製物
の適切な量を試験される各ウェルに添加し、15～18時間等の間、混合物をインキュベート
することができる。検出抗体の希釈溶液を用いて十分な量の検出抗体を調製し、1時間、
あるいは、必要な限り、混合物と共にインキュベートすることができる。次いで、これら
のビーズを洗浄し、その後ストレプトアビジンフィコエリトリンからなる検出抗体（ビオ
チンを発現する）の混合物を添加することができる。次いで、これらのビーズを数回洗浄
および真空吸引し、その後、計器が備わっているソフトウェアを用いて、懸濁アレイシス
テム上で解析することができる。次いで、小胞を選択的に抽出するために使用することが
できる抗原の同一性を、解析から解明することができる。
【０１９１】
　イメージングシステムを用いるアッセイを使用して、特定の組織、細胞、または腫瘍型
由来の小胞を発見し、特に選択し、濃縮するために、小胞の表面上に発現したタンパク質
を検出および定量化することができる。複数ウェル多重炭素コーティングプレートに結合
した抗体、ペプチド、または細胞を使用することができる。パターン化した炭素の作用表
面上に配置された捕捉抗体の使用を通して、ウェル中の多くの分析物の同時測定を達成す
ることができる。次いで、増強電気化学発光プレートを用い、試薬で標識された抗体を用
いて、電極ウェル中で分析物を検出することができる。有機起源の任意の分子を、炭素コ
ーティングプレートに成功裏に結合させることができる。小胞の表面上に発現したタンパ
ク質をこのアッセイから同定することができ、特定の組織または腫瘍型由来の小胞を特に
選択しかつ濃縮するための標的として使用することができる。
【０１９２】
　また、この結合物質はアプタマーであり得、これは、これらの相補配列以外の分子に結
合し得る核酸を意味する。アプタマーは、典型的に30～80個の核酸を含み、かつ特定の標
的分子に対して高い親和性を有する(報告されている解離定数(Kd)は10-11～10-6モル/l)
。米国特許第5,270,163号、第6,482, 594号、第6,291,184号、第6,376,190号、および米
国特許第6,458, 539号に記載されるような、試験管内進化法（SELEX）（Tuerk & Gold, S
cience 249:505-510, 1990、Ellington & Szostak, Nature 346:818-822, 1990）を用い
て、標的に対するアプタマーを同定することができる。核酸のライブラリーを標的の小胞
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と接触させることができ、標的に特異的に結合する核酸が、ライブラリーにおける標的に
特異的に結合しない核酸の残りから区分化される。区分化された核酸を増幅し、リガンド
が濃縮されたプールを得る。結合、区分化、および増幅（すなわち、選択）の複数のサイ
クルにより、所望の活性を有する1つ以上のアプタマーの同定がもたらされる。小胞を単
離するためのアプタマーを同定するための別の方法は、米国特許第6,376,190号に記載さ
れており、同特許は、ライブラリーにおける核酸の頻度を、化学的に合成したペプチドへ
の結合によって増加または減少させることを説明する。米国特許公開第20090264508号に
記載される、レーザーSELEXまたはdeSELEX等の修正された方法も使用することができる。
【０１９３】
　結合物質に関して本明細書で使用する「特異的」という用語は、物質が、その標的に対
して他の標的よりも高い親和性を、典型的には極めて高い親和性を有することを意味しう
るが、該結合物質がその標的に対して絶対的に特異的であることを必要とする訳ではない
。
【０１９４】
マイクロ流体工学
　小胞を単離するまたは同定するための方法を、マイクロ流体工学デバイスと組み合わせ
て使用することができる。マイクロ流体工学デバイスを用いて、本明細書に記載されるよ
うな小胞を単離または検出する方法を行うことができる。マイクロ流体工学デバイスは、
「ラボチップ（lab-on-a-chip）」システム、生物医学的なマイクロ電気機械システム（b
ioMEM）、または多構成の集積システムとも称され得、小胞を単離し、分析するために使
用することができる。そのようなシステムは、小胞の結合、バイオシグネチャーの検出を
可能にするプロセス、および他のプロセスを小型化および分画化する。
【０１９５】
　マイクロ流体工学デバイスはまた、サイズ分離または親和性選択を通して小胞を単離す
るために使用することもできる。例えば、マイクロ流体工学デバイスは、サイズに基づい
て、または生体試料から小胞を単離するための1つ以上の結合物質を用いることによって
、生体試料から小胞を単離するための1つ以上のチャネルを使用することができる。1つ以
上のマイクロ流体工学デバイスに生体試料を導入することができ、これにより、小胞の通
過を選択的に可能にする。選択は、小胞のサイズ、形状、変形能、またはバイオシグネチ
ャーなどの、小胞の特性に基づくものであり得る。
【０１９６】
　一つの態様において、非均質の小胞集団をマイクロ流体工学デバイスに導入することが
でき、1つ以上の異なる均質小胞集団を得ることができる。例えば、異なるチャネルは、
異なる小胞集団を選択するために、異なるサイズ選択または結合物質を有し得る。故に、
マイクロ流体工学デバイスは、複数の小胞を単離することができ、該複数の小胞の少なく
とも1つのサブセットは、該複数の小胞の別のサブセットとは異なるバイオシグネチャー
を含む。例えば、該マイクロ流体工学デバイスは、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、
10、15、20、25、30、40、50、60、70、80、90、または100種の異なる小胞のサブセット
を単離することができ、小胞のそれぞれのサブセットは、異なるバイオシグネチャーを含
む。
【０１９７】
　幾つかの態様において、該マイクロ流体工学デバイスは、小胞のさらなる濃縮または選
択を可能にする1つ以上のチャネルを含むことができる。第1のチャネルの通過後、濃縮さ
れた小胞集団を第2のチャネルに導入でき、第2のチャネルに存在する一つまたは複数の結
合物質等を通して、所望の小胞または小胞集団の通過をさらに濃縮することが可能になる
。
【０１９８】
　アレイベースのアッセイおよびビーズベースのアッセイを、マイクロ流体工学デバイス
とともに使用することができる。例えば、結合物質をビーズに結合させることができ、マ
イクロ流体工学デバイス中でこのビーズと小胞との間の結合反応を行うことができる。ま
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た、マイクロ流体工学デバイスを用いて、多重化も行うことができる。異なる区画は、異
なる小胞集団について異なる結合物質を含むことができ、各集団は、異なる起始細胞に特
異的な小胞集団由来である。一つの態様において、それぞれの集団は、異なるバイオシグ
ネチャーを有する。マイクロ流体工学デバイス中でミクロスフェアと小胞との間のハイブ
リダイゼーション反応を行うことができ、該反応混合物を検出デバイスに送達することが
できる。二重または多重レーザー検出系等の検出デバイスは、マイクロ流体工学系の一部
であり得、そのカラーコーディングによってそれぞれのビーズまたはミクロスフェアを同
定するためにレーザーを使用することができ、別のレーザーは、それぞれのビーズと関連
するハイブリダイゼーションシグナルを検出することができる。
【０１９９】
　任意の適切なマイクロ流体工学デバイスを、本発明の方法において使用することができ
る。小胞と共に使用することができるか、または使用のために適合させることができるマ
イクロ流体工学デバイスの例は、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる、米国特
許第7,591,936号、第7,581,429号、第7,579,136号、第7,575,722号、第7,568,399号、第7
,552,741号、第7,544,506号、第7,541,578号、第7,518,726号、第7,488,596号、第7,485,
214号、第7,467,928号、第7,452,713号、第7,452,509号、第7,449,096号、第7,431,887号
、第7,422,725号、第7,422,669号、第7,419,822号、第7,419,639号、第7,413,709号、第7
,411,184号、第7,402,229号、第7,390,463号、第7,381,471号、第7,357,864号、第7,351,
592号、第7,351,380号、第7,338,637号、第7,329,391号、第7,323,140号、第7,261,824号
、第7,258,837号、第7,253,003号、第7,238,324号、第7,238,255号、第7,233,865号、第7
,229,538号、第7,201,881号、第7,195,986号、第7,189,581号、第7,189,580号、第7,189,
368号、第7,141,978号、第7,138,062号、第7,135,147号、第7,125,711号、第7,118,910号
、第7,118,661号、第7,640,947号、第7,666,361号、第7,704,735号および国際公開公報第
2010/072410号に記載されているものを含むが、それらに限定されない。本明細書に開示
される方法で使用するためのもう一つの例が、Chen et al., "Microfluidic isolation a
nd transcriptome analysis of serum vesicles," Lab on a Chip, Dec. 8, 2009 DOI:10
.1039/b916199fに記載されている。
【０２００】
　本発明と共に使用するための他のマイクロ流体工学装置には、米国特許第5,376,252号
、同第6,408,878号、同第6,645,432号、同第6,719,868号、同第6,793,753、同第6,899,13
7号、同第6,929,030号、同第7,040,338号、同第7,118,910号、同第7,144,616号、同第7,2
16,671号、同第7,250,128号、同第7,494,555号、同第7,501,245号、同第7,601,270号、同
第7,691,333号、同第7,754,010号、同第7,837,946号;米国特許出願第2003/0061687号、同
第2005/0084421号、同第2005/0112882号、同第2005/0129581号、同第2005/0145496号、同
第2005/0201901号、同第2005/0214173号、同第2005/0252773号、同第2006/0006067号;な
らびに欧州特許第0527905号および同第1065378号に開示されるエラストマー層、エラスト
マー弁、およびエラストマーポンプを含むが、それに限定されるわけではない、エラスト
マー層、エラストマー弁、およびエラストマーポンプを含む装置が含まれる。これらはそ
れぞれ参照により本明細書に組み入れられる。場合によっては、装置の大部分または全て
はエラストマー材料からなる。ある特定の装置は、装置を通る溶液の流れを調節するため
の1種または複数種のエラストマー弁を備えた装置を用いてサーマルサイクリング反応(例
えば、PCR)を行うように設計されている。装置は反応部位アレイを含んでもよく、それに
よって、複数の反応を行うことが可能になる。従って、装置を用いて、小胞から単離され
たマイクロRNAを含む循環マイクロRNAを多重様式で評価することができる。一態様におい
て、マイクロ流体工学装置は、(a)エラストマー基体の中に形成された第1の複数のフロー
チャネル;(b)反応部位アレイを規定するように、第1の複数のフローチャネルを交差する
、エラストマー基体の中に形成された第2の複数のフローチャネルであって、それぞれの
反応部位は第1のフローチャネルおよび第2のフローチャネルの1つの交点に位置する、第2
の複数のフローチャネル;(c)それぞれの反応部位の中にある溶液を他の反応部位にある溶
液から隔離するように動かすことができる、第1の複数のフローチャネルおよび第2の複数
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のフローチャネルに沿って配置され、かつ反応部位の間で間隔をおいて配置された複数の
隔離弁であって、それぞれがフローチャネルの1つまたは複数を覆い、かつ交差する1種ま
たは複数種の制御チャネルを備える、隔離弁、ならびに(d)反応部位を互いに隔離するた
めの弁を同時に動かすための手段を備える。装置の基本構造に対する様々な変更が本発明
の範囲内で想定される。PCR方法を使用することによって、それぞれの反応部位において
マイクロRNAを検出することができる。例えば、この方法は、以下の工程:(i)第1の末端お
よび第2の末端を有する第1の流体チャネルであって、第1の末端および第2の末端はチャネ
ルを通って互いに流体連通している、第1の流体チャネル;複数のフローチャネルであって
、それぞれのフローチャネルは末端壁で終わる、複数のフローチャネル;第1の流体チャネ
ルと流体連通しており、試料流体を導入するための入口;ならびに制御チャネルを備える
マイクロ流体工学装置を準備する工程であって、それぞれのフローチャネルは第1の流体
チャネルから分岐し、第1の流体チャネルと流体連通し;第1の流体チャネルからフローチ
ャネルの1つに入る水性流体は第1の流体チャネルを通り抜けた時しかフローチャネルから
流れ出ることができず;それぞれのフローチャネルは、閉鎖時に、フローチャネルの1つの
末端を第1の流体チャネルから隔離する弁と結びつけられ、それによって、隔離された反
応部位が弁と末端壁との間に形成され;作動力が制御チャネルに加えられ、それによって
、弁が閉鎖された時に、弁はそれぞれ、弁と結びつけられているフローチャネルに偏向さ
れる偏向可能な膜であり;作動力が制御チャネルに加えられた時に、それぞれのフローチ
ャネルにある弁が閉鎖され、それぞれのフローチャネルの中に隔離された反応部位が生成
される、工程;(ii)試料流体を入口に導入して、フローチャネルを試料流体で満たす工程;
(iii)弁を動かして、試料流体をフローチャネル内の別々の部分に分ける工程;(iv)試料流
体中の核酸を増幅する工程;(v)試料流体の部分を分析して、増幅によって反応が生じたか
どうかを判定する工程を含む。試料流体は、増幅可能な核酸標的、例えば、マイクロRNA
を含有してもよく、条件は、PCR産物中の反応結果が形成されるようなポリメラーゼ鎖反
応(PCR)条件でもよい。
【０２０１】
　一態様において、マイクロRNAを検出するために用いられるPCRはデジタルPCRである。
デジタルPCRは、Brown, et al., 米国特許第6,143,496号, 発明の名称「Method of sampl
ing, amplifying and quantifying segment of nucleic acid, polymerase chain reacti
on assembly having nanoliter-sized chambers and methods of filling chambers」お
よびVogelstein, et al, 米国特許第6,446,706号、発明の名称「Digital PCR」によって
説明され、これらは両方ともその全体が参照により本明細書に組み入れられる。デジタル
PCRでは、試料中の個々の核酸分子が、多くの別々の領域、例えば、前記のマイクロ流体
工学装置の反応部位の中に局在化および濃縮されるように、試料が分割される。試料を分
割すると、ポアソンに従って評価することによって分子を計数することが可能になる。結
果として、それぞれの部分は「0」個の分子または「1」個の分子、すなわち、それぞれ、
負の反応または正の反応を含む。PCR増幅後に、正の反応であるPCR最終生成物を含む領域
を計数することによって核酸を定量することができる。従来のPCRでは、出発コピー数はP
CR増幅サイクル数に比例する。しかしながら、デジタルPCRは、試料の初期量を決定する
のに増幅サイクル数に依存せず、そのため、標的核酸を定量するために不確定な指数デー
タへの依存が無くなり、絶対定量が行われる。従って、この方法は、試料中のマイクロRN
Aを検出するための感度の高い手法を提供することができる。
【０２０２】
　一つの態様において、小胞を単離または検出するためのマイクロ流体工学デバイスは、
幅が約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21
、22、23、24、25、26、27、28、29、30、35、40、45、50、55もしくは60mm未満、または
幅が約2～60、3～50、3～40、3～30、3～20もしくは4～20mmのチャネルを含む。マイクロ
チャネルは、約10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26
、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、45、50、55、60、65もし
くは70μm未満または約10～70、10～40、15～35もしくは20～30μmの深さを有することが
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できる。さらに、マイクロチャネルは、約1、2、3、3.5、4、4.5、5、5.5、6、6.5、7、7
.5、8、8.5、9、9.5または10cm未満の長さを有することができる。マイクロ流体工学デバ
イスは、広さが約40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、
56、57、58、59、6、65、70、75もしくは80μm未満、または広さが約40～80、40～70、40
～60もしくは45～55μmである溝をその天井に有することができる。溝は、深さが約1、2
、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、4
0、45または50μm未満、たとえば約1～50、5～40、5～30、3～20または5～15μmであるこ
とができる。
【０２０３】
　マイクロ流体工学装置は、チャネル内の表面に付着させたかチャネル内に存在している
1種または複数種の結合物質を有することができる。例えば、マイクロチャネルは、1種ま
たは複数種の捕捉物質、例えば、EpCam、CD9、PCSA、CD63、CD81、PSMA、B7H3、PSCA、IC
AM、STEAP、およびEGFRに対する捕捉物質を有してもよい。1つの態様において、マイクロ
チャネル表面をアビジンで処理し、ビオチン化された捕捉物質、例えば、抗体をチャネル
に注入して、アビジンと結合させることができる。他の態様において、捕捉物質は、チャ
ンバーまたはマイクロ流体工学装置の他の構成要素の中に存在する。捕捉物質はまた、マ
イクロ流体工学チャネルを通って移動するように操作することができるビーズに付着させ
てもよい。1つの態様において、捕捉物質は磁気ビーズに付着させる。ビーズは、磁石を
用いて操作することができる。
【０２０４】
　生物学的試料は、少なくとも毎分約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45または50μl、たとえば毎分約1～50、5
～40、5～30、3～20または5～15μlの速度でマイクロ流体工学デバイスまたはマイクロチ
ャネル中に流すことができる。一つまたは複数の小胞をマイクロ流体工学デバイス中で捕
捉し、直接検出することができる。または、解析の前に、捕捉した小胞を放出してマイク
ロ流体工学デバイスから出すこともできる。もう一つの態様においては、一つまたは複数
の捕捉した小胞をマイクロチャネル中で溶解させ、例えば、小胞内のペイロードを調べる
ために、溶解産物を解析することもできる。溶解緩衝液をチャネル中に流し、捕捉した小
胞を溶解させることができる。たとえば、溶解緩衝液は、少なくとも毎分約1、2、3、4、
5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、26、27、28、29、3
0、35、40、45または50μl、たとえば毎分約1～50、5～40、10～30、5～30または10～35
μlの速度で装置またはマイクロチャネル中に流すことができる。溶解産物を回収し、た
とえばRT-PCR、PCR、質量分析法、ウエスタンブロット法または他のアッセイ法を実施す
ることによって解析して、小胞の一つまたは複数のバイオマーカーを検出することができ
る。
【０２０５】
　本明細書に記載の様々な単離システムおよび検出システムは、このような疾患および障
害に関連するような診断、予後判定、疾患層別化、セラノーシス、応答者/非応答者の状
態の予測、疾患モニタリング、治療モニタリングのために情報価値のある小胞などの循環
バイオマーカーを単離または検出するのに使用することができる。単離法の組み合わせは
本発明の範囲内である。非限定的な例では、試料をクロマトグラフィーカラムに流して、
電気泳動移動度のサイズなどの特性に基づいて小胞を単離し、次いで、小胞をマイクロ流
体工学装置に通すことができる。これらの工程の前、間、または後に結合物質を使用する
ことができる。
【０２０６】
細胞および疾患特異的な小胞
　本明細書に開示される結合物質を使用して、小胞、たとえば起始細胞小胞または特異的
バイオシグネチャーを有する小胞を単離または検出することができる。結合物質は、不均
一な小胞集団を試料から単離または検出するために使用することもできるし、均一な小胞
集団、たとえば特異的バイオシグネチャーを有する起始細胞特異的小胞集団を不均一な小
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胞集団から単離または検出するために使用することもできる。
【０２０７】
　起始細胞特異的小胞のような均一な小胞集団を解析し、使用して、対象の表現型を特徴
決定することができる。起始細胞特異的小胞は、特定の細胞型に由来する小胞であり、特
定の組織の細胞、関心対象の特定の腫瘍もしくは関心対象の患部組織由来の細胞、循環腫
瘍細胞または母体もしくは胎児起源の細胞を含むことができるが、これらに限定されない
。小胞は、腫瘍細胞または肺、膵臓、胃、腸、膀胱、腎臓、卵巣、精巣、皮膚、結腸直腸
、乳房、前立腺、脳、食道、肝臓、胎盤もしく胎児の細胞に由来し得る。単離された小胞
はまた、尿小胞のような、特定の試料型由来の小胞であることもできる。
【０２０８】
　生物学的試料由来の起始細胞特異的小胞は、起始細胞に特異的である一つ以上の結合物
質を使用して単離することができる。疾患または病態の解析のための小胞は、その疾患ま
たは病態のバイオマーカーに特異的な一つまたは複数の結合物質を使用して単離すること
ができる。
【０２０９】
　起始細胞特異的小胞の単離または検出の前に、上記のように、たとえば遠心分離法、ク
ロマトグラフィーまたはろ過法によって小胞を濃縮して、起始細胞特異的小胞単離の前に
、不均一な小胞集団を生成することができる。または、起始細胞小胞単離の前には小胞は
濃縮されず、または生物学的試料は小胞に関して濃縮されない。
【０２１０】
　図1Bは、起始細胞特異的小胞を単離または同定する一つの方法6100Bを示すフローチャ
ートを示す。まず、工程6102において、対象から生物学的試料を得る。試料は、第三者ま
たは解析を実施する同じ当事者から得ることができる。次に、工程6104において、生物学
的試料から起始細胞特異的小胞を単離する。次いで、工程6106において、単離した起始細
胞特異的小胞を解析し、工程6108において、特定の表現型に関してバイオマーカーまたは
バイオシグネチャーを同定する。本方法は、複数の表現型に関して使用することができる
。いくつかの態様においては、工程6104の前に、小胞を生物学的試料から濃縮または単離
して、均一な小胞集団を生成する。たとえば、特定の細胞型に由来する小胞の単離または
同定に特異的な一つまたは複数の結合物質を使用する前に、遠心分離法、クロマトグラフ
ィー、ろ過法または上記他の方法を使用して不均一な小胞集団を単離することもできる。
【０２１１】
　起始細胞特異的小胞は、起始細胞特異的小胞に対して高い特異性で結合する一つまたは
複数の結合物質を用いることによって、対象の生物学的試料から単離することができる。
いくつかの例においては、一つの結合物質を用いて起始細胞特異的小胞を単離することが
できる。他の例においては、結合物質の組み合わせを用いて起始細胞特異的小胞を単離す
ることもできる。たとえば、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、
15、16、17、18、19、20、25、50、75または100種類の異なる結合物質を使用して起始細
胞小胞を単離することもできる。したがって、一つまたは複数の結合物質を使用すること
によって小胞集団（たとえば、同じ結合物質プロファイルを有する小胞）を同定すること
ができる。
【０２１２】
　一つまたは複数の結合物質は、起始細胞、たとえば腫瘍、自己免疫疾患、心血管疾患、
神経疾患、感染症または他の疾患もしくは障害に関連する起始細胞に特異的である標的抗
原に対するそれらの特異性に基づいて選択することができる。起始細胞は、そのような疾
患および障害に関連する診断、予後判定、疾患層別化、セラノーシス、応答者／非応答者
状態の予測、疾患モニタリング、治療モニタリングなどに情報をもたらす細胞であること
ができる。起始細胞はまた、それらに使用するためのバイオマーカーを発見するために有
用な細胞であることもできる。起始細胞特異的小胞、疾患特異的小胞または腫瘍特異的小
胞を単離するために単独で、または組み合わせて使用することができる抗原の非限定的な
例は、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日出願の「Circulatin
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、本明細書にも記載されている。抗原は、結合物質が接触可能である膜結合抗原を含むこ
とができる。抗原は、表現型を特徴決定することに関連するバイオマーカーであることが
できる。
【０２１３】
　当業者は、情報をもたらす小胞を単離するために使用することができる適用可能な抗原
が本発明によって考慮されることを理解するであろう。本明細書に概説するように、表面
抗原および／またはそのフラグメントを認識する結合物質、たとえば抗体、アプタマーお
よびレクチンを選択することができる。結合物質は、所望の細胞型または位置に特異的な
抗原を認識することができ、かつ／または、所望の細胞と関連したバイオマーカーを認識
することができる。細胞は、たとえば、腫瘍細胞、他の患部細胞、疾患のマーカーとして
働く細胞、たとえば活性化された免疫細胞などであることができる。当業者は、関心対象
の任意の細胞に対する結合物質が、これらの細胞と関連した小胞を単離するのに有用であ
ることができることを理解するであろう。当業者はさらに、関心対象の小胞を検出するた
めに本明細書に開示される結合物質を使用できることを理解するであろう。非限定的な例
として、小胞バイオマーカーに対する結合物質は、同じまたは異なる結合物質の一つまた
は複数が結合する小胞を検出するために、直接的または間接的に標識されることができる
。
【０２１４】
　癌、自己免疫疾患、心血管疾患、神経疾患、感染症または他の疾患もしくは障害と関連
した小胞への結合に有用な結合物質にとってのいくつかの標的が表4に提示されている。
記載されたある障害と関連する細胞に由来する小胞は、表中の抗原の一つを使用して特徴
決定することができる。結合物質、たとえば抗体またはアプタマーが、記載された抗原の
エピトープ、そのフラグメントを認識することもできるし、結合物質が任意の適切な組み
合わせに対して使用されることもできる。小胞を特徴決定するために、疾患または障害と
関連した他の抗原を認識することもできる。当業者は、小胞を特徴決定するための情報を
もたらす小胞を評価するために使用することができる任意の適用可能な抗原が、単離、捕
捉または検出のために本発明によって考慮されることを理解するであろう。
【０２１５】
　（表４）様々な疾患および障害の特徴決定に使用するための例示的抗原
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【０２１６】
　前記表4および本明細書で開示される他のバイオマーカーリストは例示的であり、本出
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願人らは、開示される様々なバイオマーカーを様々な病態または病状に関して組み込むこ
とを考慮している。たとえば、本発明の方法は、診断、予後判定またはセラノーシス用の
シグネチャーを提供するのに有用である様々なバイオマーカーを、様々な疾患または病状
に関して使用してもよい。一つの態様において、本明細書に開示される、または当技術分
野において公知である血管形成性、炎症性または免疫関連の抗原（またはバイオマーカー
）を本発明の方法に使用して、バイオシグネチャーの同定において生物学的試料をスクリ
ーニングすることができる。実際のところ、微小胞集団を評価するための本出願人らの多
重手法の融通性によって、その病因が必ずしも同じ特定の細胞機序および生物学的機序を
有さなくてもよい異なる症状または疾患、たとえば血管形成または免疫応答の制御もしく
は調節に関するバイオマーカーが関与する異なる癌に関して、様々なマーカー（および、
場合によっては、重複するマーカー）を評価することが容易になる。そのような重複する
バイオマーカーと組織または細胞特異的バイオマーカーとの組み合わせが、微小胞結合バ
イオマーカーとともに、本発明の方法および組成物を実施するための一連の強力なツール
を提供する。
【０２１７】
　起始細胞に特異的な小胞は、新規結合物質を用い、本明細書記載の方法を用いて、単離
され得る。さらに、起始細胞に特異的な小胞はまた、そのような小胞の細胞結合パートナ
ーまたは結合物質に基づく単離方法を用いて、生体試料から単離することもできる。その
ような細胞結合パートナーとしては、1つ以上の固有のバイオマーカーが存在する場合、
そのような小胞にのみ結合する、ペプチド、タンパク質、RNA、DNA、アプタマー、細胞、
または血清付随タンパク質を挙げることができるが、これらに限定されない。単一の結合
パートナーもしくは結合物質、または単独の適用もしくは組み合わせた適用が起始細胞に
特異的な単離もしくは検出をもたらす結合パートナーもしくは結合物質の組み合わせを用
いて、起始細胞に特異的な小胞の単離または検出を行うことができる。そのような結合物
質の限定されない例を、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日出
願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/03147
9号の図2に提供する。例えば、乳癌を特徴決定するための小胞は、エストロゲン、プロゲ
ステロン、トラスツズマブ、CCND1、MYC　PNA、IGF-1　PNA、MYC　PNA、SC4アプタマー（
Ku）、AII-7アプタマー（ERB2）、ガレクチン-3、ムチン型O-グリカン、L-PHA、ガレクチ
ン9、またはこれらの任意の組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない、1つ以上
の結合物質を用いて単離することができる。
【０２１８】
　結合物質はまた、i）起始細胞に特異的な小胞に特異的な抗原の存在、ii）起始細胞に
特異的な小胞に特異的なマーカーの不在、またはiii）起始細胞に特異的な小胞に特異的
なバイオマーカーの発現レベルに基づいて、起始細胞に特異的な小胞を単離または検出す
るために使用され得る。小胞の起始細胞の特徴を除外するまたは同定するように設計され
た特定の結合物質でコーティングされた表面に、非均質の小胞集団を適用することができ
る。固体表面または基体上に抗体等の種々の結合物質を配列させることができ、十分な時
間、非均質の小胞集団を固体表面または基体に接触させて、相互作用を行う。次いで、ア
レイ表面または基体上のある抗体位置に対する特異的な結合または非結合は、ある起始細
胞に特異的な小胞集団の抗原に特異的な特徴を同定する役目を果たすことができる。換言
すれば、結合事象は、結合抗体によって認識される抗原を有する小胞の存在を示唆し得る
。反対に、結合事象が無いことは、結合抗体によって認識される抗原を有する小胞が存在
しないことを示唆し得る。
【０２１９】
　起始細胞に特異的な小胞は、上記の、磁気捕捉法、蛍光活性化細胞分取（FACS）、また
はレーザーサイトメトリー法を用いて、1つ以上の結合物質を用いて濃縮または単離する
ことができる。磁気捕捉法としては、磁気活性化セルソーター（MACS）のマイクロビーズ
または磁気カラムの使用を挙げることができるが、これらに限定されない。使用すること
ができる免疫親和性および磁気粒子の方法は、米国特許第4,551,435号、同第4,795,698号
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、同第4,925,788号、同第5,108,933号、同第5,186,827号、同第5,200,084号、または同第
5,158,871号に記載されている。起始細胞に特異的な小胞はまた、米国特許第7,399,632号
に記載の一般的方法に従って、小胞に特異的な抗原の組み合わせを用いることによって、
単離することもできる。
【０２２０】
　また、生体試料について起始細胞に特異的な小胞を単離するか、そうでなければ濃縮す
るための任意の他の適切な方法を、本発明と組み合わせて使用することができる。例えば
、ゲル浸透カラム等のサイズ排除クロマトグラフィー、遠心分離法もしくは密度勾配遠心
分離法、およびろ過法は、本明細書に記載の抗原選択法と組み合わせて使用することがで
きる。また、起始細胞に特異的な小胞は、Koga et al. , Anticancer Research, 25:3703
-3708(2005)、Taylor et al. , Gynecologic Oncology, 110:13-21(2008)、Nanjee et al
.,Clin Chem, 2000;46:207-223、または米国特許第7,232,653号に記載の方法に従って単
離され得る。
【０２２１】
　診断、予後判定、疾患層別化、セラノーシス、応答者/非応答者の状態の予測、疾患モ
ニタリング、治療モニタリングなどを行うために、小胞を単離および/または検出するこ
とができる。1つの態様において、疾患または障害を有する細胞、例えば、腫瘍もしくは
悪性腫瘍、自己免疫疾患、心血管疾患、神経学的疾患、または感染症の部位に由来する細
胞から小胞が単離される。一部の態様において、単離された小胞は、このような疾患およ
び障害に関連する細胞、例えば、疾患原因において役割を果たし、分析が、このような疾
患および障害に関連する診断、予後判定、疾患層別化、セラノーシス、応答者/非応答者
の状態の予測、疾患モニタリング、治療モニタリングなどのために情報価値のある免疫細
胞に由来する。小胞は、新規のバイオマーカーを発見するのにさらに有用である。小胞に
結合したバイオマーカーを特定することによって、本明細書に記載の表現型を特徴決定す
るために、単離された小胞を評価することができる。
【０２２２】
　いくつかの態様において、本発明の方法は、個人由来の生物学的試料中に存在する一つ
または複数の微小胞集団を評価することにより、個人における癌の存在または個人におい
て癌が発症する可能性を特徴決定することに関する。微小胞は、本明細書に開示される、
または当技術分野において実施される一つまたは複数のプロセスを使用して単離すること
ができる。
【０２２３】
　そのような微小胞集団は、微小胞集団のバイオマーカープロフィール、すなわちバイオ
シグネチャーを参照試料と比較して、試験試料に関する診断、予後判定またはセラノーシ
ス用の特徴決定を提供することにより、個人に関する疾患表現型特徴決定をそれぞれ別々
に、または集合的に提供することができる。
【０２２４】
　小胞集団は、本明細書に開示されるような様々な生物学的試料および体液から評価する
ことができる。
【０２２５】
バイオマーカー評価
　本発明の一局面において、生物学的試料を分析し、試料中の循環バイオマーカー、例え
ば、循環小胞、タンパク質、または核酸の1つまたは複数の集団の存在、レベル、量、ま
たは濃度を決定することによって対象の表現型が特徴決定される。複数の態様において、
特徴決定は、試料中の循環バイオマーカーが参照と比べて変化したかどうか決定する工程
を含む。参照は標準または対照と呼ばれることもある。変化は、完全な存在もしくは非存
在、定量レベル、参照、例えば、存在する全ての小胞のレベル、ハウスキーピングマーカ
ーのレベル、および/またはスパイクインマーカーのレベルと比較した相対レベル、高レ
ベル、低レベル、過剰発現、過小発現、ディファレンシャルな発現、変異または他の変化
した配列、修飾(グリコシル化、リン酸化、エピジェネティック変化)などを含むが、それ
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に限定されるわけではない、試料と参照との任意の測定可能な差を含んでもよい。一部の
態様において、循環バイオマーカーの量を決定する前に、循環バイオマーカーを試料から
精製または濃縮する。特別の定めのない限り、本明細書で使用する「精製された」または
「単離された」は部分的または完全な精製または単離を指す。他の態様において、循環バ
イオマーカーは、先に精製または濃縮されることなく試料から直接評価される。循環小胞
は起始細胞特異的小胞でもよく、特定のバイオシグネチャーを有する小胞でもよい。バイ
オシグネチャーには、特定のバイオマーカーパターン、例えば、検出するために望ましい
表現型、例えば、疾患表現型を示すバイオマーカーパターンが含まれる。バイオシグネチ
ャーは1種または複数種の循環バイオマーカーを含んでもよい。診断、予後判定、セラノ
ーシス、または応答者/非応答者の状態の予測などの表現型を特徴決定する時にバイオシ
グネチャーを使用することができる。一部の態様において、バイオシグネチャーは、生理
学的状態または生物学的状態、妊娠または妊娠の段階を決定するために用いられる。バイ
オシグネチャーはまた、治療効力、疾患もしくは状態の段階、または疾患もしくは状態の
進行を決定するために使用することもできる。例えば、1つまたは複数の小胞の量は、疾
患の段階の上昇または進行に比例してもよく、反比例してもよい。検出された小胞量はま
た、疾患もしくは状態の進行をモニタリングするために、または治療に対する対象の応答
をモニタリングするために使用することもできる。
【０２２６】
　循環バイオマーカーは、循環バイオマーカーのレベルを参照レベルまたは参照値と比較
することによって評価することができる。参照値は、身体的エンドポイントまたは時間的
エンドポイントに特有のものでもよい。例えば、参照値は、評価される試料が得られた対
象と同じ対象に由来してもよい。または、参照値は、試料の代表的な集団(例えば、疾患
の症状を示さない正常対象由来の試料) に由来してもよい。従って、参照値は、ある特定
の試料においてアッセイされるバイオシグネチャーの対象試料読み取り値と比較される閾
値測定値でもよい。このような参照値は、年齢(例えば、新生児、幼児、青少年、青年、
中年の成人、老人および様々な年齢の成人)、人種/民族群、正常対疾患対象、喫煙者対非
喫煙者、療法を受けている対象対非未治療対象、ある特定の個体または同様の診断もしく
は治療を受けた対象群に対する治療の異なる時点、あるいはその組み合わせを含むが、こ
れに限定されない、ある特定のコホートに対応する試料の群からプールされたデータに従
って設定されてもよい。さらに、ある特定の個体に対する治療の異なる時点でのバイオシ
グネチャーを決定することによって、個体が治療を受けている疾患または状態の治療また
は進行に対する個体の応答をモニタリングすることができる。
【０２２７】
　参照値は、個別化された追跡を提供するように、同じ対象から評価された試料に基づい
てもよい。一部の態様において、対象由来の試料中のバイオシグネチャーを頻繁に試験す
ると、その対象について以前に確立された参照値との比較が良好に行われる。このような
時間経過測定値は、医師が対象の疾患の段階または進行を正確に評価し、従って、治療の
ためのより良い決定を知らせるのに用いられる。場合によっては、対象自身のバイオシグ
ネチャーが経時的に比較された時、従って、対象について個別化された閾値、例えば、診
断が行われる閾値が定義された時に、バイオシグネチャーのばらつきは小さくなる。時間
的な対象内ばらつきがあると、個人個人が、疾患状態または生理学的状態の最適分析のた
めの長期対照として役立つことができる。例示として、対象血液中の前立腺細胞由来小胞
のレベルを経時的に測定する場合を考える。対象血液中の前立腺由来小胞レベルの急激な
上昇は、例えば、前立腺癌による前立腺細胞の過剰増殖を示し得る。
【０２２８】
　特定の表現型を有しない非罹患者（種々な年齢、民族的背景および性別の）に関して、
参照値は、非罹患者における関心対象のバイオシグネチャーを測定することによって確立
することができる。たとえば、参照集団の参照値を、試験対象における一つまたは複数の
循環バイオマーカー集団の検出のためのベースラインとして使用することができる。対象
由来の試料が参照と同様なレベルまたは値を有する場合、その対象を、疾患を有しない、
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または疾患を発症する可能性が低いものと同定することができる。
【０２２９】
　または、参照値またはレベルは、ある特定の表現型を有する個人における一つまたは複
数の小胞集団の量を測定することによって、その表現型を有する個人に関して確立するこ
とができる。加えて、特定の表現型に関して値のインデックスを作成することができる。
たとえば、異なる病期は、異なる病期の個人から得られる、異なる値を有することができ
る。対象の値をインデックスと比較し、対象のレベルがインデックスと最も密接に相関し
ている、病期または進行などの疾患の診断または予後を決定することができる。他の態様
においては、治療の効果に関して値のインデックスが作成される。たとえば、特定の疾患
を有する個人の小胞のレベルを生成し、どの治療がその個人に有効であったかに注目する
ことができる。これらのレベルを使用して、対象の値が比較される値を生成することがで
き、たとえば対象が治療に関して応答者または非応答者である可能性があるかどうかをそ
のレベルから予測することにより、個人に対する治療または治療法を選択することができ
る。
【０２３０】
　いくつかの態様においては、特定の癌のバイオマーカーを特異的に標的とする抗原を用
いて循環バイオマーカーを単離または検出することにより、その特定の癌に罹患していな
い個人に関する参照値が決定される。非限定的な例として、非患者個人に関して記載され
た同じ技術を使用して様々な病期の結腸直腸癌および非癌性のポリープを有する個人を調
査することができ、各群の循環小胞のレベルを測定することができる。いくつかの態様に
おいて、レベルは、少なくとも二重または三重反復で実施された少なくとも二つの別個の
実験からの平均±標準偏差として決定される。統計的検定を用いてこれらの群の間の比較
を実施して、観察されたバイオマーカー識別の統計的有意性を決定することができる。い
くつかの態様において、統計的有意性は、パラメトリック統計的検定を用いて決定される
。パラメトリック統計的検定は、非限定的に、一部実施要因計画法、分散分析法（ANOVA
）、t検定、最小二乗法、ピアソン相関、単回帰、非線形回帰、多重線形回帰または多重
非線形回帰を含むことができる。または、パラメトリック統計的検定は、一方向分散分析
、二方向分散分析または反復計測分散分析を含むことができる。他の態様において、統計
的有意性は、非パラメトリック統計的検定を使用して決定される。例は、ウィルコクソン
符号順位検定、マン・ホイットニー検定、クラスカル・ウォリス検定、フリードマン検定
、スピアマンの順位相関係数、ケンドールτ分析およびノンパラメトリック回帰検定を含
むが、これらに限定されない。いくつかの態様において、統計的有意性は、0.05、0.01、
0.005、0.001、0.0005または0.0001未満のp値で決定される。p値はまた、たとえば、ボン
フェローニ補正、その変形または当業者に公知の他の技術、たとえばホフバーグ補正、ホ
ルム・ボンフェローニ補正、シダック補正、ダネット補正もしくはテューキー多重比較を
使用して、多重比較に関して補正することができる。いくつかの態様においては、ANOVA
ののち、各集団由来のバイオマーカーの検定後比較のためにテューキー補正が実施される
。本明細書に記載のまたは当技術分野において公知の技術を用いて分類器を構築するため
に、1種類を上回るマーカーを含むバイオシグネチャーを、多変量モデル化技術を用いて
評価することができる。
【０２３１】
　参照値はまた、疾患再発モニタリング（またはMSにおける増悪段階）、治療応答モニタ
リングまたは応答者／非応答者状態の予測のために確立することもできる。
【０２３２】
　いくつかの態様においては、本明細書においては合成小胞とも呼ばれる人工小胞を使用
して、小胞の参照値が決定される。たとえばリポソームを使用して人工小胞を製造する方
法は当業者には公知である。人工小胞は、参照によりその全体が本明細書に組み入れられ
るUS20060222654およびUS4448765に開示されている方法を使用して製造することができる
。人工小胞は、捕捉および／または検出を容易にするための公知のマーカーを用いて構成
することができる。いくつかの態様において、人工小胞は処理の前に体液試料中に添加さ
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れる。たとえばろ過法または本明細書に開示される他の単離法を使用する処理の間、無傷
の合成小胞のレベルを追跡して、処理された試料に対する初期試料中の小胞の量の対照を
提供することができる。同様に、任意の処理工程の前または後で人工小胞を試料中に添加
することもできる。いくつかの態様において、人工小胞は、小胞の単離および検出に使用
される機器を校正するために使用される。
【０２３３】
　人工小胞は、ビーズベースのアッセイ法のようなアッセイ法の実行可能性を試験するた
めの対照として製造および使用することができる。人工小胞は、ビーズおよび検出抗体の
両方に結合することができる。したがって、人工小胞は、各抗体が結合するアミノ酸配列
／立体配置を含む。人工小胞は、抗体が結合する精製タンパク質または合成ペプチド配列
を含むことができる。人工小胞は、生物学的分子を付着させることができるビーズ、たと
えばポリスチレンビーズであることもできる。ビーズが使用可能なカルボキシ基を有する
ならば、使用可能なアミン基を介して、たとえばカルボジイミドカップリングを使用して
、タンパク質またはペプチドをビーズに連結することもできる。
【０２３４】
　もう一つの態様において、人工小胞は、アビジンでコーティングされたポリスチレンビ
ーズであることができ、ビオチンが、合成時に、またはビオチン・マレイミド化学を介し
て、選択されたタンパク質またはペプチドの表面に配置される。ビーズ表面に配されるタ
ンパク質／ペプチドは、人工小胞が使用される用途に特異的な比率で混合したのち、ビー
ズに結合させることができる。そして、これらの人工小胞は、捕捉ビーズと検出抗体との
間のリンクとして働くことができ、それにより、アッセイの構成要素が正しく作用してい
ることを示すための対照を提供する。
【０２３５】
　値は、定量的または定性的な値であることができる。値は、小胞のレベルの直接的測定
値（たとえば体積あたりの質量）または特定のバイオマーカーの量のような間接的尺度で
あることができる。値は、数値のような定量値であることができる。他の態様において、
値は、小胞なし、低レベルの小胞、中レベルの小胞、高レベルの小胞またはこれらの変形
のような定性値である。
【０２３６】
　参照値は、データベースに記憶し、循環バイオマーカーのレベルもしくは量、たとえば
小胞もしくはマイクロRNAの全量、または小胞もしくはマイクロRNAの特定の集団、たとえ
ば起始細胞特異的な小胞もしくはマイクロRNA、もしくは特定のバイオシグネチャーを有
する小胞由来のマイクロRNAの量に基づいて、疾患または病態の診断、予後判定、セラノ
ーシス、疾患層別化、疾患モニタリング、治療モニタリングまたは非応答者／応答者状態
の予測のための参照として使用することができる。説明のための例として、癌の診断を決
定する方法を考えてみる。癌の参照対象および癌ではない参照対象由来の小胞または他の
循環バイオマーカーを評価し、データベースに記憶する。参照対象は、癌または別の状態
、たとえば健康な状態を示すバイオシグネチャーを提供する。そして、試験対象由来の試
料をアッセイし、マイクロRNAバイオシグネチャーをデータベース中のものに対して比較
する。対象のバイオシグネチャーが、癌を示す参照値とより近く相関しているならば、癌
の診断を下すことができる。逆に、対象のバイオシグネチャーが、健康な状態を示す参照
値とより近く相関しているならば、その対象を無疾患者と決定することができる。当業者
は、この例が非限定的であり、他の表現型、たとえば他の疾患、予後判定、セラノーシス
、疾患層別化、疾患モニタリング、治療モニタリングまたは非応答者／応答者状態の予測
などを評価するために拡張することができることを理解するであろう。
【０２３７】
　表現型を特徴決定するためのバイオシグネチャーは、表面抗原またはペイロードなどの
、小胞に結合するバイオマーカーを含む、小胞などの循環バイオマーカーを検出すること
によって決定することができる。ペイロード、例えばタンパク質またはmRNAもしくはマイ
クロRNAなどのRNAの種類は、小胞内で評価することができる。または、試料中のペイロー
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ドは、ペイロードを小胞から単離することなく表現型を特徴決定するために解析される。
小胞を評価するために多くの解析技術が使用可能である。いくつかの態様において、小胞
レベルは、当技術分野において公知の手法にしたがって、質量分析法、フローサイトメト
リー、免疫細胞化学的染色法、ウエスタンブロット法、電気泳動法、クロマトグラフィー
またはX線結晶写真法を使用して特徴決定される。たとえば、小胞は、参照によりその全
体が本明細書に組み入れられるClayton et al., Journal of Immunological Methods 200
1; 163-174に記載されているフローサイトメトリーを使用して特徴決定し、定量的に計測
することができる。小胞レベルは、上記のような結合物質を使用して測定することもでき
る。たとえば、小胞に対する結合物質を標識し、その標識を検出し、使用して、試料中の
小胞の量を測定することができる。結合物質は、基体、たとえば上記のようなアレイまた
は粒子に結合することができる。または、小胞は直接標識することもできる。
【０２３８】
　電気泳動タグまたはeタグを使用して小胞の量を測定することができる。eタグは、核酸
または抗体に結合した小さな蛍光分子であり、それぞれ一つの特異的核酸配列またはタン
パク質に結合するように設計されている。eタグがその標的に結合したのち、酵素を使用
して、結合したeタグを標的から切断する。「レポーター」と呼ばれる、解放されたeタグ
から生成されるシグナルは、試料中の標的核酸またはタンパク質の量に比例する。eタグ
レポーターは、毛管電気泳動によって同定することができる。各eタグレポーターに固有
の電荷質量比、すなわち、その電荷をその分子量で割ったものが、毛管電気泳動読み取り
値における特異的なピークとして示される。このように、小胞の特異的バイオマーカーを
eタグで標的化することにより、小胞の量またはレベルを測定することができる。
【０２３９】
　小胞レベルは、試料中の小胞の全集団のような不均一な小胞集団から測定することがで
きる。または、特定の起始細胞小胞のレベルのような小胞レベルは、小胞の均一な集団ま
たは実質的に均一な集団、たとえば前立腺癌細胞由来の小胞から測定される。さらに他の
態様において、レベルは、特異的なバイオマーカーまたはバイオマーカーの組み合わせ、
たとえば前立腺癌に特異的なバイオマーカーを有する小胞に関して測定される。小胞のレ
ベルの測定は、小胞のバイオマーカーまたはバイオマーカーの組み合わせの決定とともに
実施することができる。または、小胞の量の測定は、小胞のバイオマーカーまたはバイオ
マーカーの組み合わせの決定の前または後に実施することもできる。
【０２４０】
　小胞の量の測定は、多重にアッセイすることができる。たとえば、二つ以上の小胞集団
、たとえば本明細書に開示されるもののような異なるバイオマーカーまたはバイオマーカ
ーの組み合わせを有する異なる起始細胞特異的小胞の量の測定を実施することができる。
【０２４１】
　診断または関連する試験の性能は一般に、統計的尺度を使用して評価される。特徴決定
の性能は、感度、特異度および関連する尺度を計測することによって評価することができ
る。たとえば、関心対象の循環バイオマーカーのレベルをアッセイして、表現型を特徴決
定する、たとえば疾患を検出することができる。疾患を検出するためのアッセイの感度お
よび特異度が決定される。
【０２４２】
　真陽性とは、たとえば疾患または障害などの特徴を有すると正しく同定された、該特徴
を有する対象である。偽陽性とは、試験により特徴を有すると誤って同定された、該特徴
を有しない対象である。真陰性とは、試験により特徴をしないと正しく同定された、該特
徴を有しない対象である。偽陰性とは、試験により特徴を有しないと誤って同定された、
該特徴を有する人である。試験がこれらのクラスを識別する能力により、試験性能の尺度
が提供される。
【０２４３】
　試験の特異度は、真陰性の数を実際の陰性の数（すなわち、真陰性と偽陽性との合計）
で割ったものと定義される。特異度は、どれほど多くの対象が陰性として正しく同定され
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るのかの尺度である。100％の特異度は、試験がすべての実際の陰性を認識する、たとえ
ば、すべての健康な人が健康と認識されることを意味する。特異度が低いほど、陽性と判
定される陰性がより多いことを示す。
【０２４４】
　試験の感度は、真陽性の数を実際の陽性の数（すなわち、真陽性と偽陰性との合計）で
割ったものと定義される。感度は、どれほど多くの対象が陽性として正しく同定されるの
かの尺度である。100％の感度は、試験がすべての実際の陽性を認識する、たとえば、す
べての病人が病人と認識されることを意味する。感度が低いほど、陰性と判定されること
によって見逃される陽性がより多いことを示す。
【０２４５】
　試験の精度は、真陽性および真陰性の数をすべての真および偽陽性ならびにすべての真
および偽陰性の合計で割ったものと定義される。これは、感度計測値と特異度計測値とを
合わせた一つの数値を提供する。
【０２４６】
　感度、特異度および精度は特定の識別閾値において決定される。たとえば、前立腺癌（
PCa）検出のための一般的な閾値は、血清中、前立腺特異的抗原（PSA）4ng/mLである。こ
の閾値以上のPSAのレベルはPCaに関して陽性とみなされ、それ未満のレベルは陰性とみな
される。閾値が変化すると、感度および特異度もまた変化する。たとえば、癌を検出する
場合の閾値が高まると、対象を陽性とみなすことがより困難になり、偽陽性が少なくなる
ため、特異度は高まる。同時に感度が低下する。受信者動作特性曲線（ROC曲線）は、二
項分類系の場合、その識別閾値が変化するときの真陽性率（すなわち感度）対偽陽性率（
すなわち、1-特異度）のグラフプロットである。ROC曲線は、閾値が変化するとき、感度
および特異度がどのように変化するのかを示す。ROC曲線の曲線下面積（AUC）が、閾値の
全範囲にわたる試験の性能を示す集計値を提供する。AUCは、分類器が、ランダムに選択
された陽性試料をランダムに選択された陰性試料よりも高く順位付けする確率に等しい。
0.5のAUCは、試験が正しく順位付けする確率が50％であり、識別能がないに等しいことを
示す（コイントスもまた、正しく順位付けする確率は50％である）。1.0のAUCは、試験が
すべての対象を正しく順位付け（分類）することを意味する。AUCは、ウィルコクソン順
位検定に等しい。
【０２４７】
　本発明のバイオシグネチャーを使用して、少なくとも50、51、52、53、54、55、56、57
、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69または70％の感度、たとえば少なく
とも71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86または87％の感
度で表現型を特徴決定することができる。いくつかの態様において、表現型は、少なくと
も87.1、87.2、87.3、87.4、87.5、87.6、87.7、87.8、87.9、88.0または89％の感度、た
とえば少なくとも90％の感度で特徴決定される。表現型は、少なくとも91、92、93、94、
95、96、97、98、99または100％の感度で特徴決定することができる。
【０２４８】
　本発明のバイオシグネチャーを使用して、少なくとも50、51、52、53、54、55、56、57
、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77
、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96また
は97％の特異度、たとえば少なくとも97.1、97.2、97.3、97.4、97.5、97.6、97.7、97.8
、97.8、97.9、98.0、98.1、98.2、98.3、98.4、98.5、98.6、98.7、98.8、98.9、99.0、
99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、99.8、99.9または100％の特異度で対象の
表現型を特徴決定することができる。
【０２４９】
　本発明のバイオシグネチャーを使用して、たとえば循環バイオマーカーのレベルまたは
他の特徴に基づいて、少なくとも50％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、
90、95、99または100％の特異度、少なくとも55％の感度および少なくとも60、65、70、7
5、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも60％の感度および少なくとも60
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、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも65％の感度および
少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも70％
の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少
なくとも75％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％
の特異度、少なくとも80％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99
または100％の特異度、少なくとも85％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85
、90、95、99または100％の特異度、少なくとも86％の感度および少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも87％の感度および少なくと
も60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも88％の感度お
よび少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも8
9％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、
少なくとも90％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100
％の特異度、少なくとも91％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、
99または100％の特異度、少なくとも92％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、8
5、90、95、99または100％の特異度、少なくとも93％の感度および少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも94％の感度および少なくと
も60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも95％の感度お
よび少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、少なくとも9
6％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度、
少なくとも97％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、99または100
％の特異度、少なくとも98％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、
99または100％の特異度、少なくとも99％の感度および少なくとも60、65、70、75、80、8
5、90、95、99または100％の特異度または実質的に100％の感度および少なくとも60、65
、70、75、80、85、90、95、99または100％の特異度で対象の表現型を特徴決定すること
ができる。
【０２５０】
　本発明のバイオシグネチャーを使用して、少なくとも60、61、62、63、64、65、66、67
、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87
、88、89、90、91、92、93、94、95、96または97％の精度、たとえば少なくとも97.1、97
.2、97.3、97.4、97.5、97.6、97.7、97.8、97.8、97.9、98.0、98.1、98.2、98.3、98.4
、98.5、98.6、98.7、98.8、98.9、99.0、99.1、99.2、99.3、99.4、99.5、99.6、99.7、
99.8、99.9または100％の精度で対象の表現型を特徴決定することができる。
【０２５１】
　いくつかの態様においては、本発明のバイオシグネチャーを使用して、少なくとも0.60
、0.61、0.62、0.63、0.64、0.65、0.66、0.67、0.68、0.69、0.70、0.71、0.72、0.73、
0.74、0.75、0.76、0.77、0.78、0.79、0.80、0.81、0.82、0.83、0.84、0.85、0.86、0.
87、0.88、0.89、0.90、0.91、0.92、0.93、0.94、0.95、0.96または0.97、たとえば少な
くとも0.971、0.972、0.973、0.974、0.975、0.976、0.977、0.978、0.978、0.979、0.98
0、0.981、0.982、0.983、0.984、0.985、0.986、0.987、0.988、0.989、0.99、0.991、0
.992、0.993、0.994、0.995、0.996、0.997、0.998、0.999または1.00のAUCで対象の表現
型を特徴決定する。
【０２５２】
　さらには、特異度、感度、精度またはAUCを決定するための信頼レベルを、少なくとも5
0、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、7
0、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、9
0、91、92、93、94、95、96、97、98または99％の信頼度で決定することもできる。
【０２５３】
　他の関連する性能の尺度は、陽性および陰性尤度比［陽性LR＝感度／（1-特異度）、陰
性LR＝（1-特異度）／特異度］を含む。このような尺度はまた、本発明の方法の試験性能
を測るために使用することもできる。
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【０２５４】
分類
　本発明のバイオシグネチャーを使用して試料を分類することができる。解析を識別する
ための技術は当業者に公知である。たとえば、試料を、所与の疾患または障害に対する所
与の治療に対する応答者または非応答者として分類するか、またはそれであると予測する
ことができる。多くの統計的分類技術が当業者に公知である。教師あり学習法においては
、二つ以上の群からの試料の群が統計的分類法によって解析される。二つ以上の群を識別
する分類器を構築するために使用することができる、1つまたは複数のバイオマーカー、
例えばバイオシグネチャーを形成するバイオマーカーのパネルを、発見することができる
。そして、分類器が新たな試料を二つ以上の群の一つと関連させることができるように新
たな試料を解析することができる。一般に使用される教師あり分類器は、非限定的に、ニ
ューラルネットワーク（多層パーセプトロン）、サポートベクターマシン、k近傍法、混
合正規分布モデル、ガウシアン、ナイーブベイス、決定木および放射基底関数（RBF）分
類器を含む。線形分類法は、フィッシャー線形判別解析、ロジスティック回帰、ナイーブ
ベイス分類器、パーセプトロンおよびサポートベクターマシン（SVM）を含む。本発明で
使用するための他の分類器は、二次分類器、k近傍法、ブースティング、決定木、ランダ
ムフォレスト、ニューラルネットワーク、パターン認識、ベイジアンネットワークおよび
隠れマルコフモデルを含む。当業者は、これらまたは他の分類器が、本明細書に開示され
たものまたは当技術分野で公知のものの改変または改良を含め、本発明の範囲内にあると
考えられることを理解するであろう。
【０２５５】
　一つまたは複数のバイオマーカーの存在またはレベルを含むバイオシグネチャーを評価
するために使用することができる多変量モデルとしては以下がある：
【０２５６】
線形判別分析（LDA）
　LDAは、予測子がほぼ正規の分布に従う場合に良好に働く、十分に理解されている分類
法である。この方法は、より複雑な方法のためのベンチマークとして働くことができる。
【０２５７】
対角線形判別分析（DLDA）
　DLDAは、予測子が独立しているものと仮定する（当てはまらないかもしれない）判別分
析のバージョンである。しかし、予測子間の共分散を正しく推定するにはトレーニングデ
ータセットが小さすぎるとき、十分に適合したDLDAモデルは、より複雑なモデルの性能を
一貫して上回り得る。
【０２５８】
収縮重心判別分析（SCDA）
　この方法は、mRNAマイクロアレイコミュニティー内では「PAM」（マイクロアレイのた
めの予測分析）として一般に知られている。この方法は、他の判別分析法に類似している
が、よりロバストな（安定化した）分散の推定を使用する。
【０２５９】
サポートベクターマシン（SVM）
　SVMは、人気のある種類の機械学習である。予測子が多変量正規分布へと容易には変換
されない場合、SVMは、多くの場合、伝統的な統計的方法の性能を上回る。最終的なSVMモ
デルは、LDAモデルとほぼ同じように表すことができる。
【０２６０】
決定木ベースの勾配ブースティング（GBM）
　この方法は、「ブースティング」を使用して、性能が低い木を加重的に組み合わせてよ
り強いアンサンブルを形成することによって二分決定木を生成する。
【０２６１】
lasso（ラッソ）
　この手法は、「lasso」罰則付き最尤法を使用してロジスティック回帰モデルを適合さ
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せる。この手法は、高度に相関したマーカーのセットから一つの代表的なマーカーを選択
して、残るマーカーの係数に関してゼロ値を返す傾向にある。
【０２６２】
　分類器の性能は、試料の「トレーニング」セットを使用して分類器を構築し、および試
料の独立した「テスト」セットを使用してモデルを検定することによって、推定すること
ができる。交差検証法のような他の技術を当技術分野において使用して予測性能を推定す
ることができる。交差検証の1ラウンドは、データの試料を相補的サブセットに分割する
工程、一つのサブセット（トレーニングセット）に対して分析を実施する工程、および他
のサブセット（検証セットまたは検定セット）においてその分析を検証する工程を含む。
可変性を減らすために、異なる分割を使用しながら複数ラウンドの交差検証を実施するこ
とができ、検証結果をそれらのラウンドで平均化する。一般的なタイプの交差検証として
は以下がある：
【０２６３】
K分割交差検証
　試料群をk個の区分に分割する。一つの区分をテストセットとして使用し、残りをトレ
ーニングセットとして使用する。各区分を一度だけテストセットとして使用しながらプロ
セスをk回（またはk重に）繰り返す。分類器モデルの性能を反復回数で平均化する。10分
割交差検証が一般的であるが、試料サイズ、計算リソースなどに依存して他の回数を選択
することができる。
【０２６４】
2分割交差検証
　これは、データが二つの等しいサイズの群に分割され、各群がトレーニングおよびテス
トの交互ラウンドに使用されるk分割検証のもっとも簡単なバージョンである。
【０２６５】
leave-one-out交差検証
　この手法においては、一つの試料をテストのためのコホートから抽出し、試料の残りを
トレーニングのために使用する。各試料を一度だけテスト試料として使用するならば、こ
の手法は、反復回数が試料数に等しいk分割交差検証の一形態である。
【０２６６】
反復ランダムサブサンプリング検証
　この手法においては、テストのラウンドごとにランダムなサブセットをトレーニングお
よびテストセットのために抽出する。その結果、検証の過程で各試料がテストおよびトレ
ーニングの両方に使用されるわけではない。
【０２６７】
　教師あり法を使用する分類は一般に以下の方法によって実施される。
【０２６８】
　教師あり学習の所与の問題を解く（たとえば、二つの生物学的状態を区別することを学
ぶ）ためには、一般に、様々な工程を考慮する。
【０２６９】
1. 訓練事例を集める。これらは、たとえば、疾患または障害を有するまたは有しない対
象、治療に応答するまたは応答しないことが知られている対象、疾患が進行しているまた
は進行していない対象などから得られる試料を含む。訓練試料は、分類器を「訓練」する
ために使用される。
【０２７０】
2. 学習された機能の入力「特徴」表現を決定する。学習された機能の精度は、入力オブ
ジェクトがどのように表現されるのかに依存する。一般に、入力オブジェクトは、オブジ
ェクトを記述する複数の特徴を含む特徴ベクトルに変換される。次元の数が災いになるた
め、特徴の数は多すぎるべきではないが、出力を正確に予測するのに十分に多くあるべき
である。特徴は、バイオマーカーのセット、たとえば本明細書に記載されるバイオマーカ
ーのセットを含むこともできる。
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【０２７１】
3. 学習された機能および対応する学習アルゴリズムの構造を決定する。学習アルゴリズ
ム、たとえば人工ニューラルネットワーク、決定木、ベイス分類器またはサポートベクタ
ーマシンを選択する。学習アルゴリズムは、分類器を構築するために使用される。
【０２７２】
4. 分類器を構築する。集めた訓練事例に対して学習アルゴリズムを実行する。訓練事例
のサブセット（確認事例とも呼ばれる）に対する性能を最適化することによって、または
交差確認を介して、学習アルゴリズムのパラメータを調節することもできる。パラメータ
調節および学習ののち、訓練事例から切り離されたナイーブな試料の試験事例に対してア
ルゴリズムの性能を計測することもできる。
【０２７３】
　上記のように分類器が決定されると、それを使用して、試料、たとえば本発明の方法に
よって解析される対象の試料を分類することができる。例として、有疾患参照対象および
無疾患参照対象における関心対象の循環バイオマーカーのレベルのデータを訓練および試
験事例として使用して分類器を構築することができる。試験対象由来の試料中に見られる
循環バイオマーカーレベルを評価し、分類器を使用して、その対象を有疾患者または無疾
患者として分類する。もう一つの例として、特定の疾患に応答するまたは応答しないこと
がわかっている参照対象における関心対象の小胞バイオマーカーのレベルのデータを訓練
および試験事例として使用して分類器を構築することができる。試験対象由来の試料中に
見られる小胞バイオマーカーレベルを評価し、分類器を使用して、その対象を有疾患者ま
たは無疾患者として分類する。
【０２７４】
　また、教師なし学習法を本発明で使用することができる。クラスタリングは、クラスタ
リングアルゴリズムが標識を使用せずに一連の試料を相関させる教師なし学習法である。
もっとも類似する試料が「クラスタ」にソートされる。新たな試料をクラスタにソートし
、それにより、その試料がもっとも密接に関連する他のメンバーとともに分類することも
できる。当業者に周知の多くのクラスタリングアルゴリズム、たとえば階層クラスタリン
グを本発明とともに使用することができる。
【０２７５】
バイオシグネチャー
　本発明にしたがって、表面およびペイロード小胞結合バイオマーカーならびに／または
マイクロRNAおよびタンパク質を含む循環バイオマーカーを含む、小胞集団を評価するこ
とにより、バイオシグネチャーを得ることができる。対象に由来するバイオシグネチャー
を使用して、その対象の表現型を特徴決定することができる。バイオシグネチャーはさら
に、一つまたは複数のさらなるバイオマーカー、たとえば循環バイオマーカーまたは関心
対象の小胞と結合したバイオマーカーのレベルを含むことができる。関心対象の小胞のバ
イオシグネチャーは、小胞表面に存在する特定の抗原またはバイオマーカーを含むことが
できる。バイオシグネチャーはまた、検査されるマイクロRNAを含む、ペイロードとして
小胞内に担持される一つまたは複数の抗原またはバイオマーカーを含むことができる。バ
イオシグネチャーは、小胞表面に存在する一つまたは複数の抗原またはバイオマーカーと
小胞中に検出される一つまたは複数のバイオマーカーとの組み合わせを含むことができる
。バイオシグネチャーはさらに、小胞に関する、そのバイオマーカー以外の他の情報を含
むこともできる。そのような情報は、小胞サイズ、循環半減期、代謝半減期およびインビ
ボまたはインビトロの比活性を含むことができる。バイオシグネチャーは、分類器を構築
するために使用されるバイオマーカーまたは他の特徴を含むことができる。
【０２７６】
　いくつかの態様において、マイクロRNAは生物学的試料中で直接検出される。たとえば
、体液中のRNAは、市販のキット、たとえばmirVanaキット（Applied Biosystems/Ambion,
 Austin, TX）、MagMAX（商標）RNA単離キット（Applied Biosystems/Ambion, Austin, T
X）およびQIAzol溶解試薬およびRNeasy Midiキット（Qiagen Inc., Valencia CA）を使用
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して単離することができる。マイクロRNAの特定の種類は、以下に記載するようなアレイ
またはPCR技術を使用して決定することができる。
【０２７７】
　いくつかの態様においては、表現型を特徴決定するために、小胞とのマイクロRNAペイ
ロードが評価される。バイオシグネチャーを決定する前に小胞を精製または濃縮すること
ができる。たとえば、起始細胞特異的小胞を単離し、そのバイオシグネチャーを決定する
ことができる。または、小胞のバイオシグネチャーは、事前の精製または濃縮なしに、試
料から直接アッセイすることもできる。本発明のバイオシグネチャーは、疾患もしくは病
態の診断、予後判定もしくはセラノーシス、または本明細書に記載される類似尺度を決定
するために使用することができる。バイオシグネチャーはまた、治療効果、疾患もしくは
病態の病期または疾患もしくは病態の進行または応答者／非応答者状態を決定するために
使用することもできる。さらに、バイオシグネチャーは、妊娠のような生理学的状態を決
定するために使用することもできる。
【０２７８】
　小胞そのものの特徴を評価してバイオシグネチャーを決定することができる。特徴は、
病期もしくは進行、疾患もしくは病態の治療的暗示を診断、検出もしくは決定するため、
または生理学的状態を特徴決定するために使用することができる。そのような特徴は、非
限定的に、小胞のレベルまたは量、小胞サイズ、小胞半減期、小胞の循環半減期、小胞の
代謝半減期または小胞の活性の変動の時間的評価を含む。
【０２７９】
　バイオシグネチャーに含まれることができるバイオマーカーは、一つまたは複数のタン
パク質またはペプチド（たとえば、タンパク質シグネチャーを提供する）、核酸（たとえ
ば、記載のRNAシグネチャーまたはDNAシグネチャー）、脂質（たとえば脂質シグネチャー
）またはこれらの組み合わせを含む。いくつかの態様において、バイオシグネチャーはま
た、小胞中に存在する薬物または薬物代謝産物の種類または量（たとえば、薬物シグネチ
ャーを提供する）を含むことができる。なぜならそのような薬物は、生物学的試料が採取
される対象によって摂取されて、薬物またはその薬物の代謝産物を担持する小胞を生じさ
せることがあるからである。
【０２８０】
　バイオシグネチャーはまた、一つまたは複数のバイオマーカーの発現レベル、存在、不
在、突然変異、バリアント、コピー数変化、切断、複製、修飾または分子集合を含むこと
ができる。遺伝子バリアントまたはヌクレオチドバリアントとは、コード領域およびコー
ド領域におけるヌクレオチド塩基欠失、挿入、転位および置換を非限定的に含む、特定の
座における遺伝子またはcDNA配列の変化または変更をいう。欠失は、一つのヌクレオチド
塩基の欠失、遺伝子のヌクレオチド配列の部分もしく領域の欠失または遺伝子配列全体の
欠失であることができる。挿入は、一つまたは複数のヌクレオチド塩基の挿入であること
ができる。遺伝子バリアントは、転写調節領域、mRNAの非翻訳領域、エキソン、イントロ
ンまたはエキソン／イントロン接合部で起こることができる。遺伝子バリアントは、停止
コドン、フレームシフト、アミノ酸の欠失、遺伝子転写物スプライス形態の変化またはア
ミノ酸配列の変化を生じさせることもある。
【０２８１】
　一つの態様においては、小胞内の核酸ペイロードを含む核酸バイオマーカーがヌクレオ
チドバリアントに関して評価される。核酸バイオマーカーは、一つまたは複数のRNA種、
たとえばmRNA、miRNA、snoRNA、snRNA、rRNA、tRNA、siRNA、hnRNA、shRNA、エンハンサ
ーRNA（eRNA）、またはこれらの組み合わせを含むことができる。同様に、DNAペイロード
を評価してDNAシグネチャーを形成することもできる。
【０２８２】
　RNAシグネチャーまたはDNAシグネチャーには、小胞中に存在するRNAまたはDNAの突然変
異、後成的修飾または遺伝子バリアント解析を含めることもできる。後成的修飾はDNAメ
チル化のパターンを含む。たとえば、参照によりその全体が本明細書に組み入れられるLe
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sche R. and Eckhardt F., DNA methylation markers: a versatile diagnostic tool fo
r routine clinical use. Curr Opin Mol Ther. 2007 Jun; 9(3):222-30を参照すること
。したがって、バイオマーカーは、DNAのセグメントのメチル化状態であることができる
。
【０２８３】
　バイオシグネチャーは、一つまたは複数のmiRNAシグネチャーを、mRNAシグネチャー、D
NAシグネチャー、タンパク質シグネチャー、ペプチドシグネチャー、抗原シグネチャーま
たはそれらの任意の組み合わせを非限定的に含む一つまたは複数のさらなるシグネチャー
と組み合わせて含むことができる。たとえば、バイオシグネチャーは、一つまたは複数の
miRNAバイオマーカーを一つまたは複数のDNAバイオマーカー、一つまたは複数のmRNAバイ
オマーカー、一つまたは複数のsnoRNAバイオマーカー、一つまたは複数のタンパク質バイ
オマーカー、一つまたは複数のペプチドバイオマーカー、一つまたは複数の抗原バイオマ
ーカー、一つまたは複数の抗原バイオマーカー、一つまたは複数の脂質バイオマーカーま
たはそれらの任意の組み合わせとともに含むことができる。
【０２８４】
　バイオシグネチャーは、たとえば参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011
年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US
2011/031479号の図1および2にそれぞれ記載された、または本明細書の他の箇所に記載さ
れた、一つまたは複数の抗原または結合物質（たとえば、一つまたは複数の結合物質に結
合する能力）ものの組み合わせを含むことができる。バイオシグネチャーはさらに、一つ
または複数の他のバイオマーカー、たとえば非限定的にmiRNA、DNA（たとえば一本鎖DNA
、相補的DNAまたは非コードDNA）またはmRNAを含むことができる。小胞のバイオシグネチ
ャーは、たとえば国際特許出願第PCT/US2011/031479号の図1に示す一つまたは複数の抗原
、たとえば国際特許出願第PCT/US2011/031479号の図2に示す一つまたは複数の結合物質、
および、たとえば国際特許出願第PCT/US2011/031479号の図3～60に示す病態または疾患の
一つまたは複数のバイオマーカーの組み合わせを含むことができる。バイオシグネチャー
は、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえばmiRNAを、癌細胞に特異的な一つまたは
複数の抗原（たとえば国際特許出願第PCT/US2011/031479号の図1に示すような）とともに
含むことができる。
【０２８５】
　いくつかの態様において、本方法において使用される小胞は起始細胞に特異的であるバ
イオシグネチャーを有し、かつ、起始細胞を表す、疾患特異的または生物学的状態特異的
な診断、予後判定または治療関連のバイオシグネチャーを導出するために使用される。他
の態様において、小胞は、診断、予後判定、病期決定、治療関連の決定または生理学的状
態特徴決定に使用するための該起始細胞の該バイオシグネチャーとは異なる、所与の疾患
または生理学的状態に特異的であるバイオシグネチャーを有する。バイオシグネチャーは
また、起始細胞特異的小胞と非特異的小胞との組み合わせを含むことができる。
【０２８６】
　バイオシグネチャーは、診断基準、たとえば疾患の存在、病期決定、疾患モニタリング
、疾患層別化または疾患の検出、転移もしくは再発もしくは進行の監視を評価するために
使用することができる。バイオシグネチャーはまた、治療介入を含む治療モダリティに関
する決定を下す際に臨床的に使用することもできる。バイオシグネチャーはさらに、手術
を実施するかどうか、または手術とともにどの治療標準を使用すべきか（たとえば術前ま
たは術後に）を含む治療の決定を下すために臨床的に使用することもできる。説明のため
の例として、高悪性度型の癌を示す循環バイオマーカーのバイオシグネチャーにより、患
者を治療するためにより侵襲的な外科処置および／またはより侵襲的な治療レジメンが必
要とされる。
【０２８７】
　また、バイオシグネチャーは治療関連の診断において、疾患の診断または正しい治療レ
ジメンの選択、たとえばセラノーシスの提供に有用な試験を提供するために使用すること
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ができる。セラノーシスは、疾患状態の治療法または治療に影響する能力を提供する診断
試験を含む。セラノーシス試験は、診断または予後試験がそれぞれ診断または予後判定を
提供するのと同様な様式でセラノーシスを提供する。本明細書において使用されるセラノ
ーシスとは、予測的医療、個別化医療、統合医療、薬理診断学およびDx/Rxパターニング
を含む、所望の形態の治療関連の試験を包含する。治療関連の試験は、個々の対象におけ
る薬物応答を予測および評価する、すなわち、個別化医療を提供するために使用すること
ができる。薬物応答の予測とは、たとえば対象が曝露されるかまたは他の様式で治療され
る前に、その対象が候補治療剤に対して応答者または非応答者である可能性があるかどう
かを判定することであり得る。薬物応答の評価は、薬物に対する応答をモニターすること
、たとえば治療の開始後、時間経過とともに対象の改善またはその欠如をモニターするこ
とであることができる。治療関連の試験は、治療から恩恵を受ける可能性が特に高い対象
をその治療に選択するか、または個々の対象において治療効果の早期的かつ客観的指示を
提供するのに有用である。このように、本明細書に開示されるバイオシグネチャーは、よ
り有望な治療を選択するために治療を変更すべきであることを示し、それにより、有益な
治療が遅れるという多大な犠牲を避け、かつ、効果のない薬物を投与するという金銭およ
び罹患率の犠牲を避ける。
【０２８８】
　治療関連の診断はまた、心血管疾患、癌、感染症、敗血症、神経疾患、中枢神経系関連
の疾患、血管内関連の疾患および自己免疫関連の疾患を非限定的に含む多様な疾患および
障害の臨床診断および管理に有用である。治療関連の診断はまた、薬物毒性、薬物耐性ま
たは薬物応答の予測に役立つ。治療関連の試験は、たとえば免疫組織化学的試験、臨床化
学、免疫アッセイ法、細胞ベースの技術、核酸試験または全身画像化法を非限定的に含む
任意の適当な診断試験形式において展開することもできる。治療関連の試験はさらに、治
療の決定を支援する試験、治療毒性または治療試験に対する応答をモニターする試験を含
むことができるが、これらに限定されない。このように、バイオシグネチャーを使用して
、治療に対する対象の応答を予測またはモニターすることができる。バイオシグネチャー
は、特定の治療を開始、排除または変更したのち、対象に関して別の時点で決定すること
ができる。
【０２８９】
　いくつかの態様において、対象が治療に応答しているかどうかの決定または予測は、バ
イオシグネチャーの一つまたは複数の成分（すなわち、関心対象のマイクロRNA、小胞お
よび／またはバイオマーカー）の量の変化、特定のバイオシグネチャーの一つまたは複数
の成分の量または成分に関して検出されるバイオシグネチャーに基づいて下される。もう
一つの態様において、対象の病態は、異なる時点でバイオシグネチャーを決定することに
よってモニターされる。病態の進行、後退または再発が決定される。また、時間経過とと
もに治療に対する応答を計測することもできる。したがって、本発明は、対象における疾
患または他の病態の状態をモニターする方法であって、対象由来の生物学的試料からバイ
オシグネチャーを単離もしくは検出する工程、特定のバイオシグネチャーの成分の全量を
検出する工程または一つもしくは複数の成分のバイオシグネチャー（たとえばバイオマー
カーの存在、不在または発現レベル）を検出する工程を含む方法を提供する。バイオシグ
ネチャーは、疾患または病態の状態をモニターするために使用される。
【０２９０】
　小胞の1種または複数種の新規のバイオシグネチャーも同定することができる。例えば
、1種または複数種の小胞を、薬物治療または治療法に反応する対象から単離し、参照、
例えば、薬物治療または治療法に反応しない別の対象と比較することができる。バイオシ
グネチャー間の差を求め、他の対象を、ある特定の薬物または治療法に対する反応者また
は非反応者と同定するのに使用することができる。
【０２９１】
　いくつかの態様において、バイオシグネチャーは、特定の疾患または病態が薬物に耐性
であるかどうかを判定するために使用される。対象が薬物耐性であるならば、医師は、そ
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のような薬物治療によって貴重な時間を無駄にする必要はない。薬物選択または治療レジ
メンの早期確認を得るために、対象から得られた試料に関してバイオシグネチャーを決定
する。そのバイオシグネチャーを使用して、特定の対象の疾患が薬物耐性と関連したバイ
オマーカーを有するかどうかを評価する。そのような決定は、医師が重要な時間および患
者の財源を有効な治療に充てることを可能にする。
【０２９２】
　そのうえバイオシグネチャーを用いて、対象が罹患しているかどうか、もしくは疾患を
発症するリスクを有するかどうかを評価するか、または、疾患の病期もしくは進行を評価
することもできる。たとえば、バイオシグネチャーを使用して、対象が、前立腺癌、結腸
癌、または本明細書に記載のその他の癌を有するかどうかを評価することができる。さら
に、バイオシグネチャーを使用して、結腸癌のような疾患または病態の病期を決定するこ
とができる。
【０２９３】
　さらに、小胞、たとえば不均一な小胞集団の量および一つまたは複数の均一な小胞集団
、たとえば同じバイオシグネチャーを有する小胞集団の量の決定を使用して、表現型を特
徴決定することができる。たとえば、試料中の小胞の全量（すなわち、細胞型特異的では
ない）の決定および一つまたは複数の異なる起始細胞特異的小胞の存在の判定を使用して
、表現型を特徴決定することができる。以下にさらに記載されるように、正常な対象と関
心対象の表現型を有する対象との比較に基づいて閾値または参照値または量を測定するこ
とができ、その閾値または参照値に基づく基準を決定することができる。その様々な基準
を使用して表現型を特徴決定することができる。
【０２９４】
　一つの基準は、試料中の不均一な小胞集団の量に基づくことができる。一つの態様にお
いては、一般的小胞マーカー、たとえばCD9、CD81、およびCD63を使用して、試料中の小
胞の量を測定することができる。CD9、CD81、CD63、またはこれらの組み合わせの発現レ
ベルを検出することができ、そのレベルが閾値よりも大きいならば、基準は満たされる。
もう一つの態様において、CD9、CD81、CD63、またはこれらの組み合わせのレベルが閾値
または参照値よりも低いならば、基準は満たされる。もう一つの態様において、基準は、
小胞の量が閾値または参照値よりも高いかどうかに基づくことができる。もう一つの基準
は、特定のバイオシグネチャーを有する小胞の量に基づくことができる。特定のバイオシ
グネチャーを有する小胞の量が閾値または参照値よりも低いならば、基準は満たされる。
もう一つの態様において、特定のバイオシグネチャーを有する小胞の量が閾値または参照
値よりも高いならば、基準は満たされる。基準はまた、特定の細胞型に由来する小胞の量
に基づくことができる。量が閾値または参照値よりも低いならば、基準は満たされる。も
う一つの態様において、量が閾値よりも高いならば、基準は満たされる。
【０２９５】
　非限定的な例において、バイオマーカーPCSAまたはPSCAを検出することによって前立腺
細胞由来の小胞が決定され、かつ、検出されたPCSAまたはPSCAのレベルが閾値レベルより
も大きいならば基準が満たされると考えられる。閾値とは、対照細胞株または対照対象由
来の試料中の同じマーカーのレベルであることができる。別の基準は、癌細胞に由来する
小胞または一つまたは複数の癌特異的バイオマーカーを含む小胞の量に基づくことができ
る。たとえば、バイオマーカーB7H3、EpCamまたは両方を決定することができ、検出され
たB7H3および／またはEpCamのレベルが閾値レベルよりも大きい、または事前に決定され
た範囲内であるならば、基準は満たされる。量が閾値または参照値よりも低い、または高
いならば、基準は満たされる。基準はまた、品質管理尺度または値を満たすような結果の
信頼性であることもできる。試験試料中のB7H3および／またはEpCamの検出量が対照試料
中の該マーカーの量を上回ることは、その試験試料中の癌の存在を示し得る。
【０２９６】
　上記のように、複数のマーカーの解析を組み合わせて、基準が満たされるかどうかを評
価することができる。説明のための例において、バイオシグネチャーを使用して、一般的
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小胞マーカーCD9、CD63およびCD81の一つまたは複数、PCSAまたはPSMAを含む一つまたは
複数の前立腺上皮マーカーおよび一つまたは複数の癌マーカー、たとえばB7H3および／ま
たはEpCamを検出することにより、対象が前立腺癌を有するかどうかを評価する。対象由
来の試料中のマーカーのレベルが、前立腺癌を有しない対照個人よりも高いことは、その
対象における前立腺癌の存在を示す。いくつかの態様においては、複数のマーカーが多重
に評価される。
【０２９７】
　当業者は、上記のように基準を満たすことに基づくそのような規則を任意の適切なバイ
オマーカーに適用することができることを理解するであろう。たとえば、基準は、小胞の
特徴、たとえば存在する小胞の量、存在する特定のバイオシグネチャーを有する小胞の量
、存在する小胞ペイロードバイオマーカーの量、存在するマイクロRNAまたは他の循環バ
イオマーカーの量などに適用することができる。適切なバイオマーカーの比率を決定する
ことができる。説明のための例として、基準は、小胞表面タンパク質と別の小胞表面タン
パク質との比率、小胞表面タンパク質とマイクロRNAとの比率、一つの小胞集団と別の小
胞集団との比率、一つの循環バイオマーカーと別の循環バイオマーカーとの比率などであ
ることができる。
【０２９８】
　対象の表現型は、任意の数の有用な基準を満たすことに基づいて特徴決定することがで
きる。いくつかの態様においては、バイオマーカーごとに少なくとも一つの基準が使用さ
れる。いくつかの態様においては、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20
、30、40、50、60、70、80、90または少なくとも100種類の基準が使用される。たとえば
、癌の特徴決定に関して、対象を癌と診断するときに、以下の複数の異なる基準を使用す
ることができる:1）対象由来の試料中のマイクロRNAの量が参照値よりも高いかどうか、2
）細胞型特異的小胞（すなわち、特定の組織または臓器に由来する小胞）内のマイクロRN
Aの量が参照値よりも高いかどうか、または、3）一つもしくは複数の癌特異的バイオマー
カーを有する小胞内のマイクロRNAの量が参照値よりも高いかどうか。マイクロRNAの量が
参照以下である場合にも、同様な規則を適用することができる。本方法はさらに、試料が
品質管理尺度を満たすならば対象に関する結果が提供されるような品質管理尺度を含むこ
とができる。いくつかの態様において、基準は満たされるが、品質管理が疑わしい場合、
対象は再評価される。
【０２９９】
　他の態様においては、複数のバイオマーカーの評価のための一つの尺度が決定され、そ
の尺度が参照と比較される。例示として、前立腺癌の試験は、血液試料中のmiR-141のレ
ベルに対してPSAのレベルを増倍することを含んでもよい。そのレベルの積が閾値よりも
高いならば、基準は満たされて、癌の存在を示す。もう一つの例示として、一般的小胞マ
ーカーに対する複数の結合物質が、同一の標識、たとえば同一の蛍光体を担持することが
できる。検出される標識のレベルを閾値と比較することができる。
【０３００】
　基準は、同じ種類の複数のバイオマーカーに加え、複数の種類のバイオマーカーにも適
用することができる。たとえば、一つまたは複数の循環バイオマーカー（たとえばRNA、D
NA、ペプチド）、小胞、突然変異などのレベルを参照と比較することができる。バイオシ
グネチャーの様々な成分は、異なる基準を有することができる。非限定的な例として、癌
を診断するために使用されるバイオシグネチャーは、参照と比較した場合の一つのmiR種
の過剰発現、および別の参照と比較した場合の小胞表面抗原の過小発現を含むことができ
る。
【０３０１】
　バイオシグネチャーは、小胞の量、小胞の構造、または小胞の他の情報をもたらす特徴
を比較することによって決定することができる。小胞構造は、透過電子顕微鏡法（たとえ
ば、Hansen et al., Journal of Biomechanics 31, Supplement 1:134-134(1) (1998)を
参照）または走査電子顕微鏡法を使用して評価することができる。方法および技術の様々
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な組み合わせまたは一つまたは複数の小胞の解析を使用して、対象の表現型を決定するこ
とができる。
【０３０２】
　バイオシグネチャーは、非限定的に、バイオマーカーの存在もしくは不在、コピー数、
発現レベルまたは活性レベルを含むことができる。バイオシグネチャーの他の有用な成分
は、バイオマーカーの突然変異（たとえば、転写または翻訳産物の活性に影響を及ぼす突
然変異、たとえば置換、欠失、または挿入突然変異）、バリアントまたは翻訳後修飾の存
在を含む。タンパク質バイオマーカーの翻訳後修飾は、非限定的に、バイオマーカーのア
シル化、アセチル化、リン酸化、ユビキチン化、脱アセチル化、アルキル化、メチル化、
アミド化、ビオチン化、γカルボキシル化、グルタミル化、グリコシル化、グリシル化、
ヒドロキシル化、ヘム部分の共有結合、ヨウ素化、イソプレニル化、リポイル化、プレニ
ル化、GPIアンカー形成、ミリストイル化、ファルネシル化、ゲラニルゲラニル化、ヌク
レオチドもしくはその誘導体の共有結合、ADPリボシル化、フラビン付加、酸化、パルミ
トイル化、PEG化、ホスファチジルイノシトールの共有結合、ホスホパンテテイニル化、
ポリシアル化、ピログルタミン酸形成、プロリルイソメラーゼによるプロリンのラセミ化
、tRNA媒介アミノ酸付加、たとえばアルギニル化、硫酸化、チロシンへの硫酸基付加また
はセレノイル化を含む。
【０３０３】
　本明細書に記載される方法を使用して、疾患、病態または生理的状態と関連したバイオ
シグネチャーを同定することができる。バイオシグネチャーはまた、対象が癌を患ってい
るかどうか、または癌を発症するリスクを有するかどうかを判定するために使用すること
もできる。癌を発症するリスクを有する対象は、素因を有するおそれのある対象または前
駆症状的早期疾患を有する対象を含むことができる。
【０３０４】
　バイオシグネチャーはまた、自己免疫疾患、炎症性腸疾患、心血管疾患、アルツハイマ
ー病、パーキンソン病などの神経障害、多発性硬化症、敗血症、もしくは膵臓炎を非限定
的に含む他の疾患、または参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日
出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/031
479号の図3～58に記載された任意の疾患、病態もしくは徴候に対する診断またはセラノー
シス決定を提供するために使用することもできる。
【０３０５】
　バイオシグネチャーはまた、末梢血、臍帯血、または羊水から、所与の妊娠状態（たと
えば、ダウン症候群に特異的なmiRNAシグネチャー）または有害な妊娠転帰、たとえば子
癇前症、早産、早期破水、子宮内発育遅延、もしくは不育症を同定するために使用するこ
ともできる。バイオシグネチャーはまた、母親、全ての発育段階の胎児、着床前の胚また
は新生児の健康を示すために使用することもできる。
【０３０６】
　バイオシグネチャーはまた、前駆症状診断のために使用することもできる。さらに、バ
イオシグネチャーは、疾患を検出する、疾患期もしくは進行を決定する、疾患の再発を決
定する、治療プロトコールを同定する、治療プロトコールの効果を決定する、または年齢
および環境曝露に関連する個人の生理学的状態を評価するために使用することもできる。
【０３０７】
　小胞のバイオシグネチャーのモニタリングはまた、早期曝露または未知もしくは未確認
毒物への曝露の状況を非限定的に含む、対象における毒性曝露を同定するために使用する
こともできる。作用機序に関して一つの特定の理論によって拘束される訳ではないが、小
胞は、損傷した細胞から流出し、その過程で、膜成分および包み込まれた細胞質内容物の
両方を含む細胞の特定の内容物を区分することができる。毒物／薬品に曝露された細胞は
、小胞流出を増加させて毒物またはその代謝産物を排出し、それにより、小胞レベルの増
加を生じさせ得る。したがって、小胞レベル、小胞バイオシグネチャー、または両方のモ
ニタリングは、潜在的な毒物に対する個人の応答の評価を可能にする。
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【０３０８】
　本発明の小胞および／または他のバイオマーカーは、一つまたは複数の特定の抗原、結
合物質、バイオマーカー、またはこれらの任意の組み合わせを検出することにより、薬物
誘発毒性の状態または損傷した臓器を同定するために使用することができる。小胞のレベ
ル、小胞のバイオシグネチャーの変化、または両方を使用して、薬物、抗生物質、工業用
薬品、毒性抗生物質代謝産物、薬草、家庭用薬品、および他の生物によって産生される化
学物質（天然または合成）を非限定的に含む任意の数の毒物への急性、慢性、または職業
的曝露に関して個人をモニターすることができる。加えて、バイオシグネチャーは、原発
不明癌（CUP）としても知られる未知の起源の癌を含む病態または疾患を同定するために
使用することもできる。
【０３０９】
　前記のように、生物学的試料から小胞を単離して、不均一な小胞集団に達することがで
きる。そして、その不均一な小胞集団を、所与の起始細胞に特異的である小胞集団の抗原
特異的特徴を除外または同定するように設計された特異的結合物質でコーティングされた
基体と接触させることができる。さらに、上記のように、小胞のバイオシグネチャーは細
胞の癌状態と相関し得る。対象において癌を阻害する化合物が変化、たとえば小胞のバイ
オシグネチャーの変化を生じさせることがあり、その変化を、時間および治療の過程にわ
たって小胞の連続単離によってモニターすることができる。特異的バイオシグネチャーを
有する小胞のレベルまたはレベルの変化をモニターすることができる。
【０３１０】
　一局面において、対象の表現型を特徴決定する工程は、対象が療法に応答する可能性が
あるのかまたは療法に応答しない可能性があるのかを判定する方法を含む。本発明の方法
はまた、対象が応答する可能性があるのかまたは応答しない可能性があるのかの予測にお
いて有用な新たなバイオシグネチャーを決定する工程も含む。療法に応答する1つまたは
複数の対象(応答者)および同じ療法に応答しない1つまたは複数の対象(非応答者)の小胞
を調査することができる。調査は、対象を、関心対象の治療に対する応答者または非応答
者と分類する小胞バイオシグネチャーを同定するために行うことができる。一部の局面で
は、小胞の存在、量、およびペイロードがアッセイされる。小胞のペイロードは、例えば
、内部タンパク質、核酸、例えば、miRNA、脂質、または糖質を含む。
【０３１１】
　セラノーシスのために、応答者には存在するまたは存在しないが非応答者ではそうでは
ないバイオシグネチャーを使用することができる。応答者由来の試料を、以下:小胞の量
、小胞の独特のサブセットまたは種の量、このような小胞におけるバイオマーカー、この
ような小胞のバイオシグネチャーなどの1つまたは複数について分析することができる。1
つの場合、応答者および非応答者由来の小胞、例えば、微小胞またはエキソソームを、1
種または複数種のmiRNA、例えば、miRNA-122、miR-548c-5p、miR-362-3p、miR-422a、miR
-597、miR-429、miR-200a、および/またはmiR-200bの存在および/または量について分析
する。セラノーシスのために、応答者と非応答者とのバイオシグネチャーの差を使用する
ことができる。別の態様において、疾患または状態のある対象から小胞を入手する。この
ような疾患または状態のない対象からも小胞を入手する。両対象群由来の小胞を、この群
の全ての対象に関連するが、他の群由来の対象にはない独特のバイオシグネチャーについ
てアッセイする。次いで、このようなバイオシグネチャーまたはバイオマーカーを、状態
もしくは疾患の有無の診断指標として、または対象が群(有疾患者/無疾患者、高悪性度疾
患/高悪性度でない疾患、応答者/非応答者など)の一方に属していると分類するために使
用することができる。
【０３１２】
　一局面において、対象の表現型を特徴決定する工程は、疾患の段階を決定する方法を含
む。本発明の方法はまた、段階の決定において有用な新たなバイオシグネチャーを決定す
る工程を含む。例示において、小胞は、I期癌をもつ患者およびII期またはIII期の同じ癌
をもつ患者からアッセイされる。一部の態様において、小胞は転移性疾患患者においてア
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ッセイされる。それぞれの患者群由来の小胞間のバイオシグネチャーまたはバイオマーカ
ーの差が同定され(例えば、III期癌由来の小胞は高発現の1種または複数種の遺伝子また
はmiRNAを有することがある)、それによって、異なる段階の疾患を区別するバイオシグネ
チャーまたはバイオマーカーが同定される。次いで、このようなバイオシグネチャーを用
いて、疾患を有する患者の段階を決定することができる。
【０３１３】
　場合によっては、バイオシグネチャーは、ある期間にわたって、例えば、毎日、週2回
、毎週、隔週、月2回、毎月、隔月、3ヶ月に2回、年4回、年2回、2年に1回、または毎年
、対象から小胞をアッセイすることによって決定される。例えば、ある特定の療法の応答
者または非応答者を示すシグネチャーを検出するために、その療法を受けている患者のバ
イオシグネチャーを経時的にモニタリングすることができる。同様に、異なる段階の疾患
をもつまたは臨床試験の異なる段階にいる患者のバイオシグネチャーを経時的に調査する
。各時点での小胞のペイロードまたは物理的特性を比較することができる。従って、時間
パターンがバイオシグネチャーを形成してもよく、次いで、このバイオシグネチャーを、
セラノーシス、診断、予後判定、疾患層別化、治療モニタリング、疾患モニタリング、ま
たは応答者/非応答者の状態の予測のために使用することができる。単なる例示として、
時間経過にわたって漸増する量の小胞バイオマーカー(例えば、miR122)は転移性癌と関連
づけられるのに対して、時間経過にわたってほとんど変化のない量の小胞バイオマーカー
は非転移性癌と関連づけられる。時間経過は、少なくとも1週間超、2週間、3週間、4週間
、1ヶ月、6週間、8週間、2ヶ月、10週間、12週間、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月、6ヶ月、7ヶ月
、8ヶ月、9ヶ月、10ヶ月、11ヶ月、12ヶ月、1年、18ヶ月、2年、または少なくとも3年、
続いてもよい。
【０３１４】
　小胞のレベル、特定のバイオシグネチャーを有する小胞のレベル、または小胞のバイオ
シグネチャーはまた、病態に対する治療法の効果を評価するために使用することもできる
。たとえば、小胞のレベル、特定のバイオシグネチャーを有する小胞のレベル、または小
胞のバイオシグネチャーを使用して、癌治療、たとえば化学療法、放射線療法、手術、ま
たは対象における癌を阻害するのに有用な任意の他の治療法の効果を評価することができ
る。加えて、バイオシグネチャーは、小胞のバイオシグネチャーに対して調節作用を有す
る候補または試験化合物もしくは物質（たとえばタンパク質、ペプチド、ペプチド模倣薬
、ペプトイド、小分子または他の薬物）を同定するためのスクリーニングアッセイにおい
て使用することもできる。このようなスクリーニングアッセイによって同定された化合物
は、たとえば、病態または疾患を調節、たとえば阻害、改善、治療または予防するのに有
用でありうる。
【０３１５】
　たとえば、特定の癌に対する好結果の治療を受けている患者から小胞のバイオシグネチ
ャーを得ることができる。バイオシグネチャーを決定するために、同じ薬物で治療されて
いない癌患者由来の細胞を培養し、その培養物から小胞を得ることができる。細胞を試験
化合物で処理し、培養物由来の小胞のバイオシグネチャーを、好結果の治療を受けている
患者から得られた小胞のバイオシグネチャーと比較することができる。好結果の治療を受
けている患者のバイオシグネチャーに類似したバイオシグネチャーを生じさせる試験化合
物をさらなる研究のために選択することができる。
【０３１６】
　また、小胞のバイオシグネチャーは、治験においてバイオシグネチャーに対する物質（
たとえば薬物化合物）の影響をモニターするために使用することもできる。また、小胞の
レベル、小胞のバイオシグネチャーの変化、または両方のモニタリングを試験化合物、た
とえば癌細胞を阻害するための試験化合物の効果を評価する方法において使用することも
できる。
【０３１７】
　疾患、病態、または症候群の診断または存在もしくは発症のリスクの確認に加えて、本
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明細書で開示する方法および組成物は、さらに、そのような疾患、病態、または症候群を
有する対象の治療を最適化するためのシステムも提供する。また、小胞のレベル、小胞の
バイオシグネチャー、または両方を使用して、特定の治療介入（薬学的または非薬学的）
の有効性を決定し、その介入を、1）有害な転帰を発生させるリスクを低減する、2）介入
の有効性を高める、または3）耐性状態を同定するように変更することもできる。このよ
うに、疾患、病態もしく症候の存在またはこれらを発現するリスクを診断または確認する
ことに加えて、本明細書に開示される方法および組成物はまた、このような疾患、病態ま
たは症候を有する対象の治療を最適化するためのシステムを提供する。たとえば、小胞の
バイオシグネチャーを同定することにより、診断と治療とを統合して対象のリアルタイム
治療を改善することによる、疾患、病態または症候を治療するための治療関連の手法を決
定することができる。
【０３１８】
　小胞のレベル、小胞のバイオシグネチャー、または両方を同定する試験を使用して、治
療レジメンを最適化するために、どの患者が特定の治療にもっとも適しているかを同定し
、薬物がどれほど良好に作用しているかに関するフィードバックを提供することができる
。たとえば、妊娠誘発性高血圧症および関連する病態において、治療関連の診断は、治療
を最適化するために、重要なパラメータ（たとえばサイトカインおよび／または増殖因子
レベル）の経時的変化をフレキシブルにモニターすることができる。
【０３１９】
　FDA、MDA、EMA、USDAおよびEMEAによって定義されるような調査機関の治験設定内で、
本明細書に開示されるバイオシグネチャーによって決定されるような治療関連の診断は、
治験設計を最適化し、効果をモニターし、薬物安全性を向上させるための重要な情報を提
供することができる。たとえば、治験設計に関して、治療関連の診断は、患者階層化、患
者の適格性（包含／排除）の決定、均一な治療群の形成、および対応する症例対照コホー
トに対して最適化される患者試料の選択のために使用することができる。したがって、こ
のような治療関連の診断は、患者の効果強化のための手段を提供することができ、それに
より、治験募集に必要とされる個人の数を最小化することができる。たとえば、効果に関
して、治療関連の診断は、治療をモニターし、効果基準を評価するのに有用である。また
は、安全性に関して、治療関連の診断は、薬物の有害反応を阻止する、または投薬過誤を
防ぐ、および治療レジメンの順守をモニターするために使用ことができる。
【０３２０】
　いくつかの態様において、本発明は、治験を受ける治療に対する応答者および非応答者
を同定する方法であって、治験に登録された対象において循環バイオマーカーを含むバイ
オシグネチャーを検出する工程、および応答者と非応答者とを識別するバイオシグネチャ
ーを同定する工程を含む方法を提供する。さらなる態様において、バイオシグネチャーは
、ドラッグナイーブな対象において計測され、対象が応答者であるのか非応答者であるの
かを予測するために使用される。予測は、ドラッグナイーブな対象のバイオシグネチャー
が、応答者として同定された治験対象とより密接に相関しているかどうかに基づくことが
でき、それにより、ドラッグナイーブな対象は応答者であると予測される。逆に、ドラッ
グナイーブな対象のバイオシグネチャーが、非応答者として同定された治験対象とより密
接に相関しているならば、本発明の方法は、そのドラッグナイーブな対象が非応答者であ
ると予測することができる。したがって、その予測を使用して、治療に対する潜在的応答
者および非応答者を層別化することができる。いくつかの態様において、予測は、たとえ
ば治療する医師が薬物を投与するかどうかを判定するのを支援することにより、治療の進
路を手引きするために使用される。いくつかの態様において、予測は、さらなる治験に登
録するための患者の選択を手引きするために使用される。非限定的な例においては、II相
治験における応答者／非応答者状態を予測するバイオシグネチャーを使用して、III相治
験のための患者を選択し、それにより、III相患者集団における応答の見込みを高めるこ
とができる。当業者は、応答者／非応答者状態以外の基準で対象を層別化するためのバイ
オシグネチャーを同定するために本方法を適合させることができることを理解するであろ
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う。一つの態様において、基準は治療安全性である。したがって、本方法は、治療に対す
る有害な事象を有する可能性がある対象またはそうでない対象を同定するために、上記の
ように踏襲される。非限定的な例においては、II相治験における安全性プロファイルを予
測するバイオシグネチャーを使用して、III相治験のための患者を選択し、それにより、I
II相患者集団における治療安全性プロファイルを高めることができる。
【０３２１】
　したがって、小胞のレベル、小胞のバイオシグネチャー、またはその両方は、薬物効果
をモニターし、所与の薬物に対する応答または耐性を決定し、またはその両方を実施して
、それによって薬物安全性を高めるために使用することができる。たとえば、結腸癌にお
いて、小胞は一般に結腸癌細胞から流出し、それを末梢血から単離して、一つまたは複数
のバイオマーカー、たとえば、KRAS mRNAを単離するために使用することができ、その後
、そのバイオマーカーを配列決定してKRAS突然変異を検出することができる。mRNAバイオ
マーカーの場合、mRNAをcDNAに逆転写し、配列決定し（たとえば、サンガー配列決定法、
パイロシーケンシング法、NextGen配列決定法、RT-PCRアッセイ法によって）、薬物（た
とえばセツキシマブまたはパニツミマブ）に対する耐性を与える突然変異が存在するかど
うかを判定することができる。もう一つの例においては、肺癌細胞から特異的に流出する
小胞を生物学的試料から単離して、肺癌バイオマーカー、たとえばEGFR mRNAを単離する
ために使用することができる。EGFR mRNAをcDNAにプロセシングし、配列決定して、肺癌
に特異的な薬物または治療に対して耐性または応答を示すEGFR突然変異が存在するかどう
かを判定する。
【０３２２】
　一つまたは複数のバイオシグネチャーは、特定の群におけるバイオシグネチャーのセッ
トに関して得られた情報が、診断、予後判定、または治療の管理、たとえば治療選択を非
限定的に含む臨床的に関連する決定を下すための妥当な基礎を提供するように分類される
ことができる。
【０３２３】
　大部分の診断マーカーと同様に、多くの場合、正しい医学的判断を下すのに十分である
最小数のマーカーを使用することが望ましい。これは、さらなる解析までの治療の遅れな
らびに時間および資金の不適切な使用を防ぐ。
【０３２４】
　疾患状態、病期、進行、予後；治療効果もしくは選択；または生理学的状態に関して、
たとえば小胞のバイオシグネチャーなどの定性的および定量的性質を臨床転帰と相関させ
るために、試料（たとえば血清および組織バイオバンク）に対して遡及的解析を実施する
方法もまた、本明細書において開示される。さらに、本明細書に開示される方法および組
成物は、疾患状態、病期、進行、予後；治療効果もしくは選択；または生理学的状態に関
して、小胞の定性的および定量的バイオシグネチャーを臨床転帰と相関させるために、試
料（たとえば、治験において個人から採取された血清および／または組織）に対して前向
き分析を実施するために使用される。本明細書において使用されるように、小胞のバイオ
シグネチャーは、起始細胞特異的小胞を同定するために使用することができる。さらに、
バイオシグネチャーは、小胞の表面マーカープロファイルまたは小胞の内容物に基づいて
決定することもできる。
【０３２５】
　本発明にしたがって表現型を特徴決定するために使用されるバイオシグネチャーは、複
数の成分（たとえばマイクロRNA、小胞または他のバイオマーカー）または特徴（たとえ
ば小胞サイズまたは形態）を含むことができる。バイオシグネチャーは、少なくとも2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、40、50、
75または100種類の成分または特徴を含むことができる。二つ以上の成分または特徴、た
とえば少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、
20、25、30、40、50、75または100種類の成分を有するバイオシグネチャーは、表現型を
特徴決定することにおいてより高い感度および／または特異度を提供することもできる。
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いくつかの態様において、複数の成分または特徴の評価は、より少ない成分または特徴を
評価することに比べて、感度および／または特異度の増加をもたらす。他方、多くの場合
、正しい医学的判断を下すのに十分である最小数の成分または特徴を使用することが望ま
しい。より少数のマーカーは、分類器の統計的過剰適合を避けることができ、さらなる解
析までの治療の遅れならびに時間および資金の不適切な使用を防ぐことができる。したが
って、本発明の方法は、最適な数の成分または特徴を決定する工程を含む。
【０３２６】
　本発明のバイオシグネチャーは、上記のように感度、特異度、精度、または同様な性能
測定基準で表現型を特徴決定するために使用することができる。バイオシグネチャーはま
た、試料をある群に属するもの、たとえば有疾患群もしくは無疾患群、高悪性度疾患を有
する群もしくは有しない群、または応答者もしくは非応答者の群に属するものとして分類
するための分類器を構築するために使用することもできる。一つの態様において、分類器
は、対象が高悪性度の癌を有するのか、高悪性度でない癌を有するのかを決定するために
使用される。説明のための前立腺癌の場合において、これは、医師が、癌を経過観察する
、すなわち「待機療法」を処方するのか、前立腺切除術を実施するのかを決定するのを支
援することができる。もう一つの態様において、分類器は、乳癌患者がタモキシフェンに
応答する可能性があるかどうかを判定するために使用され、それにより、医師が、患者を
タモキシフェンまたは別の薬物で治療すべきかどうかを判定することを支援する。
【０３２７】
バイオマーカー
　表現型を特徴決定するために使用されるバイオシグネチャーは、一つまたは複数のバイ
オマーカーを含むことができる。バイオマーカーは、循環バイオマーカー、膜結合マーカ
ー、または小胞内もしくは小胞表面上に存在する成分であることができる。これらのバイ
オマーカーは、非限定的に、核酸（たとえばRNA（mRNA、miRNAなど）またはDNA）、タン
パク質、ペプチド、ポリペプチド、抗原、脂質、糖質またはプロテオグリカンを含む。
【０３２８】
　バイオシグネチャーは、本明細書（例えば表3または5）に開示されたバイオマーカーま
たは以前に開示されたバイオマーカー（たとえば、参照によりその全文が本明細書に組み
入れられる2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特
許出願第PCT/US2011/031479号の図1、3～60に記載された任意の一つまたは複数のバイオ
マーカー）の存在もしくは不在、発現レベル、突然変異状態、遺伝的変異状態、または任
意の修飾（たとえば後成的修飾、または翻訳後修飾）を含むことができる。当業者は、本
明細書に開示された一つまたは複数のバイオマーカーを、所与のバイオマーカーと従来関
連付けられている疾患とは異なる疾患または状態に関して評価するために、本発明の方法
を適合させることができることを理解するであろう。例えば、状態xに関する本明細書に
開示された一つまたは複数のバイオマーカーは、本開示の開示内容および本発明の方法に
基づいて別の状態yに関するバイオシグネチャーを得る際に、容易に利用されうる。バイ
オマーカーの発現レベルを対照または参照と比較して、試料中のバイオマーカーの過剰発
現または過小発現（または上方制御もしくは下方制御）を決定することができる。いくつ
かの態様において、対照または参照レベルは、病態または疾患を有しないまたは示さない
対象由来の対照試料中の同じバイオマーカー、たとえばmiRNAの量を含む。もう一つの態
様において、参照レベルの対照は、様々な生物学的設定、たとえば罹患状態 対 非罹患状
態においてそのレベルが影響を受けるとしてもごくわずかであるハウスキーピングマーカ
ーのレベルを含む。さらに別の態様において、対照または参照レベルは、同じ対象中の、
ただし異なる時点で採取された試料中の同じマーカーのレベルを含む。他の種類の対照が
本明細書に記載されている。
【０３２９】
　核酸バイオマーカーは様々なRNAまたはDNA種を含む。たとえば、バイオマーカーは、mR
NA、マイクロRNA（miRNA）、核小体低分子RNA（snoRNA）、核内低分子RNA（snRNA）、リ
ボソームRNA（rRNA）、ヘテロ核RNA（hnRNA）、リボソームRNA（rRNA）、siRNA、トラン
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スファーRNA（tRNA）またはshRNAであることができる。DNAは、二本鎖DNA、一本鎖DNA、
相補的DNAまたは非コードDNAであることができる。miRNAは、長さが平均で約22ヌクレオ
チドである短いリボ核酸（RNA）分子である。miRNAは、標的メッセンジャーRNA転写物（m
RNA）の三つの主要な非翻訳領域（3'UTR）中の相補的配列に結合する転写後制御因子とし
て作用し、それが遺伝子サイレンシングを生じさせることができる。一つのmiRNAが何千
ものmRNAに対して作用することもある。miRNAは、負の調節、たとえば転写物分解および
隔離、翻訳抑制における複数の役割を有し、また、正の調節、たとえば転写および翻訳活
性化においても役割を有することがある。遺伝子調節に影響することにより、miRNAは、
多くの生物学的プロセスに影響することができる。発現したmiRNAの様々なセットが様々
な細胞型および組織中に見られる。
【０３３０】
　本発明で使用するためのバイオマーカーはさらに、断りない限り本明細書を通して互換
可能に使用される語であるペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質を含む。いくつかの
態様において、タンパク質バイオマーカーは、上記のような、その修飾状態、切断、突然
変異、発現レベル（たとえば、参照レベルと比較した場合の過剰発現または過小発現）お
よび／または翻訳後修飾を含む。非限定的な例において、疾患のバイオシグネチャーは、
疾患を有しない試料よりも疾患と関連した試料中でより優勢である特定の翻訳後修飾を有
するタンパク質を含むことができる。
【０３３１】
　バイオシグネチャーは、複数の同じ種類のバイオマーカー（たとえば2種以上の異なる
マイクロRNAまたはmRNAの種）または一つまたは複数の異なる種類のバイオマーカー（た
とえばmRNA、miRNA、タンパク質、ペプチド、リガンドおよび抗原）を含むこともできる
。
【０３３２】
　一つまたは複数のバイオシグネチャーは、参照によりその全文が本明細書に組み入れら
れる2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願
第PCT/US2011/031479号の図1、3～60に記載されたものから選択される少なくとも一つの
バイオマーカーを含むことができる。特定の起始細胞バイオシグネチャーが一つまたは複
数のバイオマーカーを含むこともある。国際特許出願第PCT/US2011/031479号の図3～58は
、小胞に由来し、小胞から解析することができる多くの疾患または病態特異的バイオマー
カーを記載する表を示す。バイオマーカーはまた、CD24、ミッドカイン、ヘプシジン、TM
PRSS2-ERG、PCA-3、PSA、EGFR、EGFRvIII、BRAFバリアント、MET、cKit、PDGFR、Wnt、β
カテニン、K-ras、H-ras、N-ras、Raf、N-myc、c-myc、IGFR、PI3K、Akt、BRCA1、BRCA2
、PTEN、VEGFR-2、VEGFR-1、Tie-2、TEM-1、CD276、HER-2、HER-3またはHER-4であること
ができる。バイオマーカーはまた、アネキシンV、CD63、Rab-5bもしくはカベオリンまた
はmiRNA、たとえばlet-7a、miR-15b、miR-16、miR-19b、miR-21、miR-26a、miR-27a、miR
-92、miR-93、miR-320もしくはmiR-20であることもできる。バイオマーカーはまた、国際
公開公報第2009/100029号に開示されている任意の遺伝子またはそれらのフラグメント、
たとえばその中の表3～15に記載されているものであることもできる。
【０３３３】
　別の態様において、小胞は、稀な細胞、例えば、国際公開公報第2006054991号に記載の
細胞に由来する細胞フラグメントまたは細胞破片を含む。小胞の1種または複数種のバイ
オマーカー、例えば、CD146、CD105、CD31、CD133、CD106、またはこれらの組み合わせを
評価することができる。1つの態様において、小胞を単離または検出するために、1種また
は複数種のバイオマーカーに対する捕捉物質が用いられる。一部の態様において、小胞の
バイオマーカーCD45、サイトケラチン(CK)8、CK18、CK19、CK20、CEA、EGFR、GUC、EpCAM
、VEGF、TS、Muc-1、またはこれらの組み合わせのうち1つまたは複数が評価される。1つ
の態様において、腫瘍由来小胞はCD45-,CK+であり、核酸を含み、CD45の非存在またはCD4
5の低発現もしくは低検出を有し、サイトケラチン(例えば、CK8、CK18、CK19、またはCK2
0)の検出可能な発現および核酸の検出可能な発現を有する。
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【０３３４】
　本願全体を通じて、CD9、EphA2、EGFR、B7H3、PSM、PCSA、CD63、STEAP、CD81、ICAM1
、A33、DR3、CD66e、MFG-E8、TROP-2、マンマグロビン、ヘプシン、NPGP/NPFF2、PSCA、5
T4、NGAL、EpCam、ニューロキニン受容体-1(NK-1もしくはNK-1R)、NK-2、Pai-1、CD45、C
D10、HER2/ERBB2、AGTR1、NPY1R、MUC1、ESA、CD133、GPR30、BCA225、CD24、CA15.3(MUC
1分泌型)、CA27.29(MUC1分泌型)、NMDAR1、NMDAR2、MAGEA、CTAG1B、NY-ESO-1、SPB、SPC
、NSE、PGP9.5、P2RX7、NDUFB7、NSE、GAL3、オステオポンチン、CHI3L1、IC3b、メソテ
リン、SPA、AQP5、GPCR、hCEA-CAM、PTP IA-2、CABYR、TMEM211、ADAM28、UNC93A、MUC17
、MUC2、IL10R-β、BCMA、HVEM/TNFRSF14、Trappin-2、エラフィン、ST2/IL1R4、TNFRF14
、CEACAM1、TPA1、LAMP、WF、WH1000、PECAM、BSA、TNFR、またはこれらの組み合わせを
含むが、それに限定されるわけではない、小胞バイオシグネチャーの一部として評価する
ことができる任意の数の有用なバイオマーカーが開示される。
【０３３５】
　本明細書に開示される方法および組成物における評価に有用な他のバイオマーカーは、
いずれも参照によりその全体が本明細書に組み入れられる米国特許第6329179号および第7
,625,573号、米国特許公開公報第2002/106684号、第2004/005596号、第2005/0159378号、
第2005/0064470号、第2006/116321号、第2007/0161004号、第2007/0077553号、第2007/10
4738号、第2007/0298118号、第2007/0172900号、第2008/0268429号、第2010/0062450号、
第2007/0298118号、第2009/0220944号および第2010/0196426号、米国特許出願第12/524,4
32号、第12/524,398号、第12/524,462号、カナダ国特許CA2453198ならびに国際公開公報
第1994022018号、同第2001036601号、同第2003063690号、同第2003044166号、同第200307
6603号、同第2005121369号、同第2005118806号、同第2005/078124号、同第2007126386号
、同第2007088537号、同第2007103572号、同第2009019215号、同第2009021322号、同第20
09036236号、同第2009100029号、同第2009015357号、同第2009155505号、同第2010/06596
8号および同第2010/070276号に開示されているような、病態または生理学的状態と関連し
たバイオマーカーを含む。小胞バイオマーカーおよびマイクロRNAを含む、これらの特許
および出願に開示されているバイオマーカーは、表現型を特徴決定する、たとえば癌また
は他の疾患の診断、予後判定、またはセラノーシスを提供するためのシグネチャーの一部
として評価することができる。さらに、これらに開示されている方法および技術は、小胞
バイオマーカーおよびマイクロRNAを含むバイオマーカーを評価するために使用すること
もできる。
【０３３６】
　本明細書に開示される方法および組成物における評価に有用なバイオマーカーのもう一
つの群は、いずれも参照によりその全体が本明細書に組み入れられる米国特許第6,692,91
6号、第6,960,439号、第6,964,850号、第7,074,586号、米国特許出願第11/159,376号、第
11/804,175号、第12/594,128号、第12/514,686号、第12/514,775号、第12/594,675号、第
12/594,911号、第12/594,679号、第12/741,787号、第12/312,390号および国際PCT特許出
願第PCT/US2009/049935号、第PCT/US2009/063138号、第PCT/US2010/000037号に開示され
ているような、癌の診断、予後判定、およびセラノーシスと関連するバイオマーカーを含
む。有用なバイオマーカーはさらに、米国特許出願第10/703,143号および第10/701,391号
に記載されている、炎症性疾患のバイオマーカー、第11/529,010号に記載されている、関
節リウマチのバイオマーカー、第11/454,553号および第11/827,892号に記載されている、
多発性硬化症のバイオマーカー、第11/897,160号に記載されている、移植拒絶反応のバイ
オマーカー、第12/524,677号に記載されている、狼瘡のバイオマーカー、第PCT/US2009/0
48684号に記載されている、骨粗鬆症のバイオマーカー、第10/742,458号に記載されてい
る、感染症および敗血症のバイオマーカー、第12/520,675号に記載されている、敗血症の
バイオマーカーを含む。これらの特許または出願はすべて参照によりその全体が本明細書
に組み入れられる。mRNAを含む、これらの特許および出願に開示されているバイオマーカ
ーは、表現型を特徴決定する、たとえば癌または他の疾患の診断、予後判定、またはセラ
ノーシスを提供するためのシグネチャーの一部として評価することができる。さらに、こ
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れらに開示されている方法および技術は、小胞バイオマーカーおよびマイクロRNAを含む
バイオマーカーを評価するために使用することもできる。
【０３３７】
　本明細書に開示される方法および組成物における評価に有用なさらに他のバイオマーカ
ーは、Wieczorek et al., Isolation and characterization of an RNA-proteolipid com
plex associated with the malignant state in humans, Proc Natl Acad Sci U S A. 19
85 May; 82(10):3455-9、Wieczorek et al., Diagnostic and prognostic value of RNA-
proteolipid in sera of patients with malignant disorders following therapy: firs
t clinical evaluation of a novel tumor marker, Cancer Res. 1987 Dec 1; 47(23):64
07-12、Escola et al. Selective enrichment of tetraspan proteins on the internal 
vesicles of multivesicular endosomes and on exosomes secreted by human B-lymphoc
ytes. J. Biol. Chem. (1998) 273:20121-27、Pileri et al. Binding of hepatitis C v
irus to CD81 Science, (1998) 282:938-41、Kopreski et al. Detection of Tumor Mess
enger RNA in the Serum of Patients with Malignant Melanoma, Clin. Cancer Res. (1
999) 5:1961-1965、Carr et al. Circulating Membrane Vesicles in Leukemic Blood, C
ancer Research, (1985) 45:5944-51、Weichert et al. Cytoplasmic CD24 expression i
n colorectal cancer independently correlates with shortened patient survival. Cl
inical Cancer Research, 2005, 11:6574-81、Iorio et al. MicroRNA gene expression 
deregulation in human breast cancer. Cancer Res (2005) 65:7065-70、Taylor et al.
 Tumour-derived exosomes and their role in cancer-associated T-cell signaling de
fects British J Cancer (2005) 92:305-11、Valadi et al. Exosome-mediated transfer
 of mRNAs and microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange between cells N
ature Cell Biol (2007) 9:654-59、Taylor et al. Pregnancy-associated exosomes and
 their modulation of T cell signaling J Immunol (2006) 176:1534-42、Koga et al. 
Purification, characterization and biological significance of tumor-derived exos
omes Anticancer Res (2005) 25:3703-08、Seligson et al. Epithelial cell adhesion 
molecule (KSA) expression: pathobiology and its role as an independent predictor
 of survival in renal cell carcinoma Clin Cancer Res (2004) 10:2659-69、Clayton 
et al. (Antigen-presenting cell exosomes are protected from complement-mediated 
lysis by expression of CD55 and CD59. Eur J Immunol (2003) 33:522-31)、Simak et 
al. Cell Membrane Microparticles in Blood and Blood Products: Potentially Pathog
enic Agents and Diagnostic Markers Trans Med Reviews (2006) 20:1-26、Choi et al.
 Proteomic analysis of microvesicles derived from human colorectal cancer cells 
J Proteome Res (2007) 6:4646-4655、Iero et al. Tumour-released exosomes and thei
r implications in cancer immunity Cell Death Diff (2008) 15:80-88、Baj-Krzyworze
ka et al. Tumour-derived microvesicles carry several surface determinants and mR
NA of tumour cells and transfer some of these determinants to monocytes Cencer I
mmunol Immunother (2006) 55:808-18、Admyre et al. B cell-derived exosomes can pr
esent allergen peptides and activate allergen-specific T cells to proliferate an
d produce TH2-like cytokines J Allergy Clin Immunol (2007) 120:1418-1424、Aoki e
t al. Identification and characterization of microvesicles secreted by 3T3-L1 ad
ipocytes: redox- and hormone dependent induction of milk fat globule-epidermal g
rowth factor 8-associated microvesicles Endocrinol (2007) 148:3850-3862、Baj-Krz
yworzeka et al. Tumour-derived microvesicles carry several surface determinants 
and mRNA of tumour cells and transfer some of these determinants to monocytes Ce
ncer Immunol Immunother (2006) 55:808-18、Skog et al. Glioblastoma microvesicles
 transport RNA and proteins that promote tumour growth and provide diagnostic bi
omarkers Nature Cell Biol (2008) 10:1470-76、El-Hefnawy et al. Characterization 
of amplifiable, circulating RNA in plasma and its potential as a tool for cancer
 diagnostics Clin Chem (2004) 50:564-573、Pisitkun et al., Proc Natl Acad Sci US
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A, 2004; 101:13368-13373、Mitchell et al., Can urinary exosomes act as treatment
 response markers in Prostate Cancer?, Journal of Translational Medicine 2009, 7
:4、Clayton et al., Human Tumor-Derived Exosomes Selectively Impair Lymphocyte R
esponses to Interleukin-2, Cancer Res 2007; 67:(15). August 1, 2007、Rabesandrat
ana et al. Decay-accelerating factor (CD55) and membrane inhibitor of reactive l
ysis (CD59) are released within exosomes during In vitro maturation of reticuloc
ytes. Blood 91:2573-2580 (1998)、Lamparski et al. Production and characterizatio
n of clinical grade exosomes derived from dendritic cells. J Immunol Methods 270
:211-226 (2002)、Keller et al. CD24 is a marker of exosomes secreted into urine 
and amniotic fluid. Kidney Int'l 72:1095-1102 (2007)、Runz et al. Malignant asci
tes-derived exosomes of ovarian carcinoma patients contain CD24 and EpCAM. Gyn O
ncol 107:563-571 (2007)、Redman et al. Circulating microparticles in normal preg
nancy and preeclampsia placenta. 29:73-77 (2008)、Gutwein et al. Cleavage of L1 
in exosomes and apoptotic membrane vesicles released from ovarian carcinoma cell
s. Clin Cancer Res 11:2492-2501 (2005)、Kristiansen et al., CD24 is an independe
nt prognostic marker of survival in nonsmall cell lung cancer patients, Brit J C
ancer 88:231-236 (2003)、Lim and Oh, The Role of CD24 in Various Human Epithelia
l Neoplasias, Pathol Res Pract 201:479-86 (2005)、Matutes et al., The Immunophen
otype of Splenic Lymphoma with Villous Lymphocytes and its Relevance to the Diff
erential Diagnosis With Other B-Cell Disorders, Blood 83:1558-1562 (1994)、Pirru
ccello and Lang, Differential Expression of CD24-Related Epitopes in Mycosis Fun
goides/Sezary Syndrome: A Potential Marker for Circulating Sezary Cells, Blood 7
6:2343-2347 (1990)に開示されているような、病態または生理学的状態と関連したバイオ
マーカーを含む。小胞バイオマーカーおよびマイクロRNAを含む、これらの刊行物に開示
されているバイオマーカーは、表現型を特徴決定する、たとえば癌または他の疾患の診断
、予後判定、またはセラノーシスを提供するためのシグネチャーの一部として評価するこ
とができる。さらに、これらに開示されている方法および技術は、小胞バイオマーカーお
よびマイクロRNAを含むバイオマーカーを評価するために使用することもできる。
【０３３８】
　本明細書に開示される方法および組成物における評価に有用なさらに他のバイオマーカ
ーは、Rajendran et al., Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 103:11172-11177、Taylor e
t al., Gynecol Oncol 2008; 110:13-21、Zhou et al., Kidney Int 2008; 74:613-621、
Buning et al., Immunology 2008、Prado et al. J Immunol 2008; 181:1519-1525、Vell
a et al. (2008) Vet Immunol Immunopathol 124(3-4):385-93、Gould et al. (2003). P
roc Natl Acad Sci USA 100(19):10592-7、Fang et al. (2007). PLoS Biol 5(6):e158、
Chen, B. J. and R. A. Lamb (2008). Virology 372(2):221-32、Bhatnagar, S. and J. 
S. Schorey (2007). J Biol Chem 282(35):25779-89、Bhatnagar et al. (2007) Blood 1
10(9):3234-44、Yuyama, et al. (2008). J Neurochem 105(1):217-24、Gomes et al. (2
007). Neurosci Lett 428(1):43-6、Nagahama et al. (2003). Autoimmunity 36(3):125-
31、Taylor, D. D., S. Akyo, et al. (2006). J Immunol 176(3):1534-42、Peche, et a
l. (2006). Am J Transplant 6(7):1541-50、Iero, M., M. Valenti, et al. (2008). Ce
ll Death and Differentiation 15:80-88、Gesierich, S., I. Berezoversuskiy, et al.
 (2006), Cancer Res 66(14):7083-94、Clayton, A., A. Turkes, et al. (2004). Faseb
 J 18(9):977-9、Skriner, K. Adolph, et al. (2006). Arthritis Rheum 54(12):3809-1
4、Brouwer, R., G. J. Pruijn, et al. (2001). Arthritis Res 3(2):102-6、Kim, S. H
., N. Bianco, et al. (2006). Mol Ther 13(2):289-300、Evans, C. K, S. C. Ghivizza
ni, et al. (2000). Clin Orthop Relat Res (379 Suppl):S300-7、Zhang, H. G., C. Li
u, et al. (2006). J Immunol 176(12):7385-93、Van Niel, G., J. Mallegol, et al. (
2004). Gut 52:1690-1697、Fiasse, R. and O. Dewit (2007). Expert Opinion on Thera
peutic Patents 17(12):1423-1441(19)に開示されているような、病態または生理学的状
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態と関連したバイオマーカーを含む。小胞バイオマーカーおよびマイクロRNAを含む、こ
れらの刊行物に開示されているバイオマーカーは、表現型を特徴決定する、たとえば癌ま
たは他の疾患の診断、予後判定、またはセラノーシスを提供するためのシグネチャーの一
部として評価することができる。さらに、これらに開示されている方法および技術は、小
胞バイオマーカーおよびマイクロRNAを含むバイオマーカーを評価するために使用するこ
ともできる。
【０３３９】
　別の局面において、本発明は、CD9、HSP70、Gal3、MIS、EGFR、ER、ICB3、CD63、B7H4
、MUC1、DLL4、CD81、ERB3、VEGF、BCA225、BRCA、CA125、CD174、CD24、ERB2、NGAL、GP
R30、CYFRA21、CD31、cMET、MUC2、またはERB4からなる群より選択される、対象に由来す
る試料中の1種または複数種の循環バイオマーカーのレベルを検出する工程を含む、癌を
評価する方法を提供する。CD9、HSP70、Gal3、MIS、EGFR、ER、ICB3、CD63、B7H4、MUC1
、DLL4、CD81、ERB3、VEGF、BCA225、BRCA、BCA200、CA125、CD174、CD24、ERB2、NGAL、
GPR30、CYFRA21、CD31、cMET、MUC2、またはERB4。別の態様において、1種または複数種
の循環バイオマーカーは、CD9、EphA2、EGFR、B7H3、PSMA、PCSA、CD63、STEAP、STEAP、
CD81、B7H3、STEAP1、ICAM1 (CD54)、PSMA、A33、DR3、CD66e、MFG-8e、EphA2、ヘプシン
、TMEM211、EphA2、TROP-2、EGFR、マンマグロビン、ヘプシン、NPGP/NPFF2、PSCA、5T4
、NGAL、NK-2、EpCam、NGAL、NK-1R、PSMA、5T4、PAI-1、およびCD45からなる群より選択
される。さらに別の態様において、1種または複数種の循環バイオマーカーは、CD9、MIS 
Rii、ER、CD63、MUC1、HER3、STAT3、VEGFA、BCA、CA125、CD24、EPCAM、およびERB B4か
らなる群より選択される。これらの群から、任意の数の有用なバイオマーカー、例えば、
1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9個、10個以上の有用なバイオマーカーを評
価することができる。一部の態様において、1種または複数種のバイオマーカーは、Gal3
、BCA200、OPNおよびNCAMの1つまたは複数、例えば、Gal3およびBCA200、OPNおよびNCAM
、または4つ全てである。癌を評価する工程は、癌の診断、予後判定、またはセラノーシ
スを行う工程を含んでもよい。癌は乳癌でもよい。マーカーは小胞または小胞集団と結合
してもよい。例えば、1種または複数種の循環バイオマーカーは小胞表面抗原または小胞
ペイロードでもよい。さらに、捕捉用抗原、検出用抗原、またはその両方として小胞表面
抗原を使用することができる。
【０３４０】
　さらに、本発明は、CD9、HSP70、Gal3、MIS、EGFR、ER、ICB3、CD63、B7H4、MUC1、DLL
4、CD81、ERB3、VEGF、BCA225、BRCA、CA125、CD174、CD24、ERB2、NGAL、GPR30、CYFRA2
1、CD31、cMET、MUC2、またはERB4からなる群より選択される、対象に由来する試料中の1
種または複数種の循環バイオマーカーのレベルを検出する工程を含む、治療剤に対する反
応を予測する方法を提供する。バイオマーカーはまた、CD9、EphA2、EGFR、B7H3、PSMA、
PCSA、CD63、STEAP、STEAP、CD81、B7H3、STEAP1、ICAM1 (CD54)、PSMA、A33、DR3、CD66
e、MFG-8e、EphA2、ヘプシン、TMEM211、EphA2、TROP-2、EGFR、マンマグロビン、ヘプシ
ン、NPGP/NPFF2、PSCA、5T4、NGAL、NK-2、EpCam、NGAL、NK-1R、PSMA、5T4、PAI-1、お
よびCD45からなる群より選択することもできる。さらに別の態様において、1種または複
数種の循環バイオマーカーは、CD9、MIS Rii、ER、CD63、MUC1、HER3、STAT3、VEGFA、BC
A、CA125、CD24、EPCAM、およびERB B4からなる群より選択される。これらの群から、任
意の数の有用なバイオマーカー、例えば、1個、2個、3個、4個、5個、6個、7個、8個、9
個、10個以上の有用なバイオマーカーを評価することができる。一部の態様において、1
種または複数種のバイオマーカーは、Gal3、BCA200、OPNおよびNCAMの1つまたは複数、例
えば、Gal3およびBCA200、OPNおよびNCAM、または4つ全てである。治療剤は、癌を治療す
るための治療剤でもよい。癌は乳癌でもよい。マーカーは小胞または小胞集団と結合して
もよい。例えば、1種または複数種の循環バイオマーカーは小胞表面抗原または小胞ペイ
ロードでもよい。さらに、捕捉用抗原、検出用抗原、またはその両方として小胞表面抗原
を使用することができる。
【０３４１】
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　本明細書において同定されるバイオマーカーを評価または検出するために、様々な方法
またはプラットフォームを使用することができる。そのような方法またはプラットフォー
ムの例は、本明細書に開示されるまたは当技術分野において公知である、抗体アレイ、マ
イクロビーズまたは他の方法を使用することを含むが、それらに限定されない。たとえば
、一つまたは複数のバイオマーカーに対する捕捉抗体またはアプタマーをアレイまたはビ
ーズに結合させることができる。そして、検出可能な薬剤を使用して、捕捉された小胞を
検出することができる。いくつかの態様において、捕捉された小胞は、小胞の全集団を検
出する一般的小胞バイオマーカー、たとえばテトラスパニンまたはMFG-E8を認識する薬剤
、たとえば抗体またはアプタマーを使用して検出される。これらは、CD9、CD63および／
またはCD81のようなテトラスパニンを含むことができる。他の態様において、捕捉された
小胞は、小胞の起源、たとえば組織または臓器のタイプに特異的なマーカーを使用して検
出される。いくつかの態様において、捕捉された小胞は、内皮起源の細胞または小胞のた
めのマーカーであるCD31を使用して検出される。所望により、捕捉に使用されるバイオマ
ーカーを検出に使用することもできるし、検出に使用されるバイオマーカーを捕捉に使用
することもできる。
【０３４２】
　本発明の方法は、バイオマーカーが様々な疾患または病状に対応する、そのような様々
な疾患または病状を評価するために使用することができる。たとえば、本発明の方法は、
本明細書に開示されるような一つまたは複数の癌を評価するために適用され、その場合、
方法は、対象由来の試料中の、5T4（トロホブラスト）、ADAM10、AGER/RAGE、APC、APP（
βアミロイド）、ASPH（A-10）、B7H3（CD276）、BACE1、BAI3、BRCA1、BDNF、BIRC2、C1
GALT1、CA125（MUC16）、カルモジュリン1、CCL2（MCP-1）、CD9、CD10、CD127（IL7R）
、CD174、CD24、CD44、CD63、CD81、CEA、CRMP-2、CXCR3、CXCR4、CXCR6、CYFRA21、Derl
in1、DLL4、DPP6、E-CAD、EpCaM、EphA2（H-77）、ER（1）ESR1α、ER（2）ESR2β、Erb 
B4、Erbb2、erb3（Erb-B3）、PA2G4、FRT（FLT1）、Gal3、GPR30（G結合ER1）、HAP1、HE
R3、HSP-27、HSP70、IC3b、IL8、INSIG、ジャンクションプラコグロビン、ケラチン15、K
RAS、マンマグロビン、MART1、MCT2、MFGE8、MMP9、MRP8、Muc1、MUC17、MUC2、NCAM、NG
2（CSPG4）、Ngal、NHE-3、NT5E（CD73）、ODC1、OPG、OPN、p53、PARK7、PCSA、PGP9.5
（PARK5）、PR（B）、PSA、PSMA、RAGE、STXBP4、サバイビン、TFF3（分泌）、TIMP1、TI
MP2、TMEM211、TRAF4（足場）、TRAIL-R2（細胞死受容体5）、TrkB、Tsg 101、UNC93a、V
EGF A、VEGFR2、YB-1、VEGFR1、GCDPF-15（PIP）、BigHB（TGFb1由来タンパク質）、5HT2
B（セロトニン受容体2B）、BRCA2、BACE 1、CDH1-カドヘリンからなる群より選択される
一つまたは複数の循環バイオマーカーのレベルを検出することを含む。方法は、指定され
た標的バイオマーカーのタンパク質、RNAまたはDNAを検出することを含むことができる。
一つまたは複数のマーカーは、生物学的流体、たとえば本明細書に開示される流体から直
接評価することもできるし、またはたとえば小胞表面抗原もしくは小胞ペイロード（たと
えば可溶性タンパク質、mRNAまたはDNA）として小胞とのその結合に関して評価すること
もできる。本発明の方法および組成物を使用して決定される特定のバイオシグネチャーは
、任意の数の有用なバイオマーカーを含むことができ、たとえば、バイオシグネチャーは
、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10個またはより多くの異なるバイオマーカー（または、
いくつかの場合、同じバイオマーカー、たとえばタンパク質および核酸の異なる分子）を
含むことができる。本明細書または参照により組み込まれる出願に開示されているように
、小胞表面抗原を捕捉抗原、検出抗原または両方として使用することもできる。
【０３４３】
　本発明の方法および組成物は、癌の様々な情報提供的局面を同定する、たとえば、転移
、血管形成を示すバイオシグネチャーを同定する、または同じ腫瘍もしくは腫瘍系列の様
々な病期、クラスもしくはサブクラスを分類することを含め、癌の様々な局面を評価する
ために適用される。
【０３４４】
　さらには、本発明の方法は、疾患または病状が対象における免疫調節に影響するかどう
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かを判定する工程を含む。たとえば、免疫調節に関する一つまたは複数の循環バイオマー
カーは、CD45、FasL、CTLA4、CD80およびCD83の一つまたは複数であることができる。転
移に関する一つまたは複数の循環バイオマーカーは、Muc1、CD147、TIMP1、TIMP2、MMP7
およびMMP9の一つまたは複数であることができる。血管形成に関する一つまたは複数の循
環バイオマーカーは、HIF2a、Tie2、Ang1、DLL4およびVEGFR2の一つまたは複数であるこ
とができる。任意の数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10個またはより多くの有
用なバイオマーカーをグループから評価することができる。癌は乳癌であることができる
。マーカーは小胞または小胞集団と結合していることができる。たとえば、一つまたは複
数の循環バイオマーカーは、小胞表面抗原または小胞ペイロードであることができる。小
胞表面抗原をさらに捕捉抗原、検出抗原または両方として使用することもできる。
【０３４５】
　バイオシグネチャーはDLL4またはcMETを含んでもよい。Delta-like 4(DLL4)はNotchリ
ガンドであり、血管形成中に上方制御される。cMET(c-Met、MET、またはMNNG HOS Transf
orming遺伝子とも呼ばれる)は、リガンドが肝細胞増殖因子(HGF)である膜受容体型チロシ
ンキナーゼをコードする癌原遺伝子である。METタンパク質は、時として、肝細胞増殖因
子受容体(HGFR)と呼ばれる。METは通常、上皮細胞上で発現し、不適切な活性化が腫瘍成
長、血管形成、および転移を誘発することがある。DLL4およびcMETは、小胞集団を検出す
るためのバイオマーカーとして使用することができる。
【０３４６】
　小胞に由来し、小胞から解析することができるバイオマーカーは、miRNA（miR）、miRN
A*ナンセンス（miR*）および他のRNA（mRNA、preRNA、priRNA、hnRNA、snRNA、siRNA、sh
RNAを含むが、これらに限定されない）を含む。miRNAバイオマーカーは、そのmiRNAおよ
びマイクロRNA*ナンセンスだけでなく、その前駆体分子、priマイクロRNA（pri-miR）、
およびpreマイクロRNA（pre-miR）をも含み得る。miRNAの配列は、公表されているデータ
ベース、たとえばhttp://www.mirbase.org/、http://www.microrna.org/または使用可能
な他のデータベースから得ることができる。断りない限り、miR、miRNAおよびマイクロRN
Aという用語は、全体を通して交換可能に使用される。いくつかの態様において、本発明
の方法は、小胞を単離すること、および単離された小胞中のmiRNAペイロードを評価する
ことを含む。バイオマーカーはまた、核酸分子（たとえばDNA）、タンパク質、またはペ
プチドであることもできる。バイオマーカーに関して、有無、発現レベル、突然変異（た
とえば遺伝子突然変異、たとえば欠失、転座、重複、ヌクレオチドまたはアミノ酸置換な
ど）を決定することができる。また、バイオマーカーの任意の後成的修飾またはコピー数
変化を解析することもできる。
【０３４７】
　分析される1つ以上のバイオマーカーは、特定の組織もしくは起始細胞、疾患、または
生理的状態を示し得る。さらに、本明細書に記載のバイオマーカーのうちの1つまたは複
数の存在、不在、または発現レベルは、疾患、病態、予後、または薬物の有効性を含む、
対象の表現型と相関性があり得る。以下に記載される該特異的なバイオマーカーおよびバ
イオシグネチャーは、疾患、病態比較、病態、および／または生理的状態のそれぞれに対
する非包括的な例を構成する。さらに、表現型に対して評価される1つ以上のバイオマー
カーは、起始細胞に特異的な小胞であり得る。
【０３４８】
　表現型を特徴決定するために使用される1つ以上のmiRNAは、国際公開公報第2009／0362
36号に開示されるものから選択される。例えば、表I～VI（図6～11）に列記される1つ以
上のmiRNAを使用して、本明細書にさらに記載されるような、結腸腺癌、結腸直腸癌、前
立腺癌、肺癌、乳癌、B細胞リンパ腫、膵臓癌、びまん性大細胞型BCL癌、CLL、膀胱癌、
腎臓癌、低酸素症腫瘍、子宮平滑筋腫、卵巣癌、C型肝炎ウイルス関連肝細胞癌、ALL、ア
ルツハイマー病、骨髄線維症、真性赤血球増加症、血小板血症、HIV、またはHIV-Iの潜伏
を特徴決定することができる。
【０３４９】
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　該1つ以上のmiRNAは、小胞中で検出され得る。該1つ以上のmiRNAは、miR-223、miR-484
、miR-191、miR-146a、miR-016、miR-026a、miR-222、miR-024、miR-126、およびmiR-32
であり得る。1つ以上のmiRNAはまた、PBMC中でも検出され得る。該1つ以上のmiRNAは、mi
R-223、miR-150、miR-146b、miR-016、miR-484、miR-146a、miR-191、miR-026a、miR-019
b、またはmiR-020aであり得る。該1つ以上のmiRNAを使用して、特定の疾患もしくは病態
を特徴決定することができる。例えば、膀胱癌の疾患に関しては、miR-223、miR-26b、mi
R-221、miR-103-1、miR-185、miR-23b、miR-203、miR-17-5p、miR-23a、miR-205、または
任意の組み合わせ等の1つ以上のmiRNAを検出することができる。該1つ以上のmiRNAは、上
方制御または過剰発現され得る。
【０３５０】
　幾つかの態様において、該1つ以上のmiRNAを使用して、低酸素症腫瘍を特徴決定する。
該1つ以上のmiRNAは、miR-23、miR-24、miR-26、miR-27、miR-103、miR-107、miR-181、m
iR-210、またはmiR-213であり得、上方制御され得る。また、1つ以上のmiRNAを使用して
、子宮平滑筋腫を特徴決定することもできる。例えば、子宮平滑筋腫を特徴決定するため
に使用される該1つ以上のmiRNAは、let-7ファミリーメンバー、miR-21、miR-23b、miR-29
b、またはmiR-197であり得る。該miRNAは、上方制御したものであり得る。
【０３５１】
　上方制御され得るmiR-190、下方制御され得るmiR-31、miR-150、およびmiR-95、または
これらの任意の組み合わせ等の1つ以上のmiRNAによって、骨髄線維症を特徴決定すること
もできる。さらに、miR-34a、miR-342、miR-326、miR-105、miR-149、miR-147、またはこ
れらの任意の組み合わせ等があるが、これらに限定されない、1つ以上のmiRNAを検出する
ことによって、骨髄線維症、真性赤血球増加症、または血小板血症を特徴決定することも
できる。該1つ以上のmiRNAは、下方制御され得る。
【０３５２】
　1つ以上のバイオマーカーについて小胞を評価することによって特徴決定することがで
きる表現型の他の例をさらに本明細書に記載する。
【０３５３】
　該1つ以上のバイオマーカーは、プローブを用いて検出され得る。プローブは、DNAもし
くはRNA等のオリゴヌクレオチド、アプタマー、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗
体、Fab、Fab'、一本鎖抗体、合成抗体、ペプトイド、zDNA、ペプチド核酸（PNA）、ロッ
クド核酸（LNA）、レクチン、合成もしくは天然に存在する化学物質（薬物もしくは標識
試薬が挙げられるが、これらに限定されない）、デンドリマー、またはこれらの任意の組
み合わせ等を含み得る。該プローブは、例えば、直接標識することによって、直接的に検
出され得るか、または標識試薬等を通して間接的に検出され得る。該プローブは、バイオ
マーカーに選択的に認識することができる。例えば、オリゴヌクレオチドであるプローブ
は、miRNAバイオマーカーに選択的にハイブリダイズすることができる。
【０３５４】
　複数の局面において、本発明は、対象における疾患または障害の診断、セラノーシス、
予後判定、疾患層別化、病期決定、治療モニタリング、または応答者／非応答者状態の予
測を提供する。本発明は、小胞表面上に存在するバイオマーカーを評価することを含む、
対象由来の小胞を評価すること、および／または小胞内のペイロード、たとえばタンパク
質、核酸、または他の生物学的分子を評価することを含む。小胞を使用して評価すること
ができ、疾患または障害に関連する任意の適切なバイオマーカーを使用して、本発明の方
法を実施することができる。さらに、本明細書に記載されるような小胞を評価するために
任意の適切な技術を使用することができる。本発明の方法により評価されうる特定の疾患
に対する例示的なバイオマーカーには、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる
2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PC
T/US2011/031479号に記載されたバイオマーカーが含まれる。
【０３５５】
　バイオシグネチャーを同定するために、または候補バイオシグネチャーを同定するため
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に、本明細書に記載の任意のタイプのバイオマーカーまたは特異的バイオマーカーを評価
することができる。例示的なバイオマーカーには、表5のバイオマーカーが含まれるが、
それに限定されるわけではない。本明細書において開示された表現型を特徴決定するため
の小胞を捕捉および/または検出するために、表のマーカーを使用することができる。場
合によっては、特徴決定を向上させるために、複数回の捕捉および/または検出が用いら
れる。マーカーはタンパク質として検出されてもよく、mRNAとして検出されてもよく、こ
れらは遊離的に循環していてもよく、他の生物学的分子との複合体中にあってもよい。マ
ーカーは小胞表面抗原として検出されてもよく、小胞ペイロードとして検出されてもよい
。「例示的なクラス」は、公知のマーカーであるマーカーの表示を示す。当業者であれば
、ある特定の場合、これらのマーカーを代わりの状況でも使用できることを理解するであ
ろう。例えば、あるタイプの疾患を特徴決定するために使用することができるマーカーを
、適宜、別の疾患を特徴決定するために使用することもできる。様々な系統に由来する腫
瘍に関するバイオマーカーとして使用できる腫瘍マーカーの非限定的な例を考慮されたい
。
【０３５６】
　（表５）例示的な小胞結合バイオマーカー
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【０３５７】
　本開示は、様々な癌および癌の状態（たとえば転移性 対 非転移性）に関連するポリペ
プチドおよび／または核酸バイオマーカーの評価を含め、所与の試験試料のバイオシグネ
チャーを決定する際に評価することができる様々なバイオマーカーを提供する。
【０３５８】
　一例において、試験試料は、CA-125、CA 19-9およびC反応性タンパク質を含むがこれら
に限定されない一つまたは複数のバイオマーカーの存在またはレベルを決定することによ
り、癌に関して評価することができる。癌は、生殖管の癌、たとえば卵巣癌であることが
できる。一つまたは複数のバイオマーカーはさらに、CD95、FAP-1、miR-200マイクロRNA
、EGFR、EGFRvIII、アポリポタンパク質AI、アポリポタンパク質CIII、ミオグロビン、テ
ナシンC、MSH6、クローディン-3、クローディン-4、カベオリン-1、凝固因子III、CD9、C
D36、CD37、CD53、CD63、CD81、CD136、CD147、Hsp70、Hsp90、Rab13、デスモコリン-1、
EMP-2、CK7、CK20、GCDF15、CD82、Rab-5b、アネキシンV、MFG-E8およびHLA-DRの一つま
たは複数を含む、一つまたは複数のバイオマーカー、例えば1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20個またはそれ以上のバイオマーカーを含
むことができる。miR-200マイクロRNA（すなわちmiR-200マイクロRNAファミリー）は、mi
R-200a、miR-200b、miR-200c、miR-141およびmiR-429を含む。そのような評価は、本明細
書に開示されるバイオマーカーそれぞれに関するタンパク質、核酸または両方の存在また
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はレベルの決定を含むことができる。
【０３５９】
　CD95（Fas、Fas抗原、Fas受容体、FasR、TNFRSF6、APT1またはAPO-1とも呼ばれる）は
、アポトーシスの誘発を通して主に免疫系中の組織ホメオスタシスを調節するプロトタイ
プ細胞死受容体である。癌進行中、CD95が頻繁に下方制御されて細胞が耐アポトーシス性
になり、それにより、腫瘍回避のための機序の一部としてCD95の損失が暗示される。CD95
の腫瘍形成活性は、JNKおよびJunを含む経路によって媒介される。FAP-1（Fas関連ホスフ
ァターゼ1、タンパク質チロシンホスファターゼ、非受容体タイプ13（APO-1/CD95（Fas）
関連ホスファターゼ）、PTPN13とも呼ばれる）はタンパク質チロシンホスファターゼ（PT
P）ファミリーのメンバーである。FAP-1は、CD95と相互作用しかつCD95を脱リン酸化し、
それにより、Fas媒介プログラム細胞死における役割に影響を与えることが報告されてお
り。MiR-200ファミリーメンバーはCD95およびFAP-1を調節することができる。その出版物
が参照によりその全文が本明細書に組み入れられる、Schickel et al. miR-200c regulat
es induction of apoptosis through CD95 by targeting FAP-1. Mol. Cell., 38, 908-9
15 (2010)を参照すること。
【０３６０】
　本明細書に開示される本発明の方法は、本明細書に開示される癌を含むがこれらに限定
されない癌の存在または癌への素因を決定するために、生物学的試料中に存在する微小胞
集団に関してCD95および／またはFAP-1特徴決定またはプロファイリングを使用すること
ができる。複数のバイオマーカーのための多重化分析を含む本発明の方法は、miR-200マ
イクロRNA（たとえばmiR-200c）を含むがこれらに限定されない本明細書に開示される他
のバイオマーカーとともにCD95および／またはFAP-1バイオマーカー特徴決定を使用する
。ある態様においては、個人由来の生物学的試験試料を評価して、CD95および／またはFA
P-1タンパク質の存在およびレベルまたはCD95＋および／またはFAP-1＋循環微小胞（「cM
V」）集団の存在またはレベルを決定し、およびその存在またはレベルを参照（たとえば
、無疾患または正常、処置前または異なる処置時点からの試料）と比較する。この比較を
使用して試験試料を特徴決定する。たとえば、試験試料および参照におけるCD95タンパク
質、FAP-1タンパク質、CD95＋cMVおよび／またはFAP-1＋cMVの存在またはレベルの比較を
使用して、疾患表現型を決定する、または処置に対する応答／非応答を予測する。関連す
る態様においては、cMV集団をさらに評価して、参照試料のトレーニングセットにおいて
疾患または他の予後判定、セラノーシスもしくは診断用の読み取り値を示すように予め決
定されているmiR-200マイクロRNAの存在またはレベルを測定する。非癌参照と比較した試
験試料中のFAP-1のレベルの増大が癌の存在またはより高悪性度の癌の存在を示してもよ
い。非癌参照と比較したCD95またはmiR200ファミリーメンバー、たとえばmiR-200cのレベ
ルの低下が癌の存在またはより高悪性度の癌の存在を示してもよい。評価されるcMV集団
は、免疫沈降法、フローサイトメトリーまたは本明細書に開示される、または当技術分野
において公知である他の単離方法によって単離することができる。
【０３６１】
　関連する局面において、本発明は、A2ML1、BAX、C10orf47、C1orf162、CSDA、EIFC3、E
TFB、GABARAPL2、GUK1、GZMH、HIST1H3B、HLA-A、HSP90AA1、NRGN、PRDX5、PTMA、RABAC1
、RABAGAP1L、RPL22、SAP18、SEPW1、SOX1およびこれらの組み合わせからなる群より選択
される一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11
、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21または22個のバイオマーカーのレベルを検出
する工程を含む、癌を特徴決定する方法を提供する。一つまたは複数のバイオマーカーは
、チモシンα1へと開裂され、かつ免疫調節において役割を有するプロ／パラチモシンフ
ァミリーのメンバーであるPTMA（プロチモシンα）を含むことができる。チモシンα1は
、少なくとも35の国においてB型およびC型肝炎の処置のために承認されており、また、他
の疾患の処置において免疫応答をブーストするためのワクチンとの封入のために承認され
ている。ある態様において、バイオマーカーはmRNAを含む。mRNAは、本明細書に記載され
るように単離された小胞から単離することができる。いくつかの態様において、試料中の
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全小胞集団は、たとえばろ過または遠心分離によって単離される。小胞はまた、親和性に
より、たとえば一般的小胞バイオマーカー、疾患バイオマーカーまたは細胞特異的バイオ
マーカーに対する結合物質を使用して単離することもできる。バイオマーカーのレベルを
対照、たとえば癌を有しない試料と比較することができ、対照に対するバイオマーカーの
レベルの変化を使用して癌を特徴決定する。癌は前立腺癌であることができる。
【０３６２】
　ある態様において、本発明によって評価される癌は前立腺癌を含み、転移性前立腺癌と
非転移性前立腺癌とを区別するためにマイクロRNA（miR）が使用される。前立腺癌病期分
類は、前立腺を超える癌拡散のリスクを分類するプロセスである。そのような拡散は、外
科手術または放射線のような局所療法によって治癒される確率に関連する。そのような予
後分類において考慮される情報は、身体検査、画像診断、血液検査および／または生検を
含む臨床および病理学的要因に基づく。
【０３６３】
　前立腺癌を病期分類するために使用されるもっとも一般的なスキームは、AJCC（Americ
an Joint Committee on Cancer）によって公布され、かつTNMシステムと呼ばれている。T
NMシステムは、腫瘍のサイズ、含まれているリンパ節の程度、転移を評価し、かつまた、
癌悪性度を考慮に入れる。多くの他の癌と同様に、癌は、多くの場合、病期、たとえばI
～IV期によって分類される。一般に、I期疾患は、他の理由、たとえば良性前立腺肥大症
のために前立腺組織が切除されたとき試料の小さな部分に偶然に見つかる癌であり、その
細胞は正常な細胞によく似ており、前立腺は、触診する指には正常に感じられる。II期に
おいては、前立腺のより多くが含まれ、そして前立腺内にしこりを感じとることができる
。III期においては、腫瘍が前立腺嚢全体に拡散し、そして前立腺の表面にしこりを感じ
とることができる。IV期疾患においては、腫瘍は近隣構造を侵襲しているか、またはリン
パ節もしくは他の臓器に拡散している。
【０３６４】
　Whitmore-Jewett病期分類が、今ではあまり使用されないもう一つの病期分類スキーム
である。グリーソン（Gleason）分類システムは、生検由来の細胞内容物および組織構造
に基づくものであり、疾患の破壊性および最終予後の推定を提供する。
【０３６５】
　TNM腫瘍分類システムを使用して、対象の体の中の癌の範囲を表すことができる。Tは、
腫瘍のサイズおよびそれが近隣組織を侵襲しているかどうかを表し、Nは、含まれる所属
リンパ節を表し、およびMが遠隔転移を表す。TNMは、UICC（International Union Agains
t Cancer）によって維持され、そしてAJCC（American Joint Committee on Cancer）およ
びFIGO（International Federation of Gynecology and Obstetrics）によって使用され
ている。当業者は、すべての腫瘍がTNM分類を有するわけではない（たとえば脳腫瘍）こ
とを理解する。一般に、T（a,is,（0）、1～4）は、原発腫瘍のサイズまたは直接的な範
囲として計測される。N（0～3）は、所属リンパ節への拡散の程度を指し、N0は、腫瘍細
胞が所属リンパ節には存在しないことを意味し、N1は、腫瘍細胞が最近隣または少数の所
属リンパ節に拡散したことを意味し、N2は、腫瘍細胞がN1とN3との間の範囲に拡散したこ
とを意味し、N3は、腫瘍細胞が最遠隔または多数の所属リンパ節に拡散したことを意味す
る。M（0/1）は転移の存在を指し、MXは、遠隔転移が評価されなかったことを意味し、M0
は、遠隔転移が存在しないことを意味し、M1は、遠隔臓器への転移が起こった（所属リン
パ節を超えて）ことを意味する。M1はさらに、以下のように線引きすることができる。M1
aは、癌が所属リンパ節を超えてリンパ節に拡散したことを示し、M1bは、癌が骨に拡散し
たことを示し、およびM1cは、癌が他の部位に拡散した（骨が含まれるかにかかわらず）
ことを示す。また、他のパラメータが評価されてもよい。G（1～4）は癌細胞の悪性度を
指す（すなわち、正常細胞と同様に見えるならば、低悪性度であり、十分に分化していな
いように見えるならば、高悪性度である）。R（0/1/2）は手術の完全さを指す（すなわち
、切除境界部が癌細胞を有しない、または有する）。L（0/1）はリンパ管中への侵襲を指
す。V（0/1）は静脈中への侵襲を指す。C（1～4）はVの確かさ（質）の修飾要因を指す。
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【０３６６】
　前立腺腫瘍は、多くの場合、グリーソン分類システムを使用して評価される。グリーソ
ン分類システムは、生検材料を解釈するとき病理学者によって評価される顕微鏡的腫瘍パ
ターンに基づく。前立腺癌が生検材料中に存在するとき、グリーソンスコアは、正常な腺
組織構造（すなわち、腺の形状、サイズおよび分化）の損失の程度に基づく。伝統的なグ
リーソン分類システムは、専門用語的には腫瘍「悪性度」と呼ばれる五つの基本的組織パ
ターンを有する。癌によって生じる正常な腺構造のこの損失の顕微鏡的決定は、1～5の範
囲の数である悪性度によって表される（5が最悪）。悪性度1は一般に、癌性前立腺が正常
な前立腺組織によく似ている状態である。腺は小さく、形が良く、高密度である。悪性度
2では、組織はまだ形の良い腺を有するが、しかし腺はより大きく、それらの間により多
くの組織を有し、悪性度3では、組織はまだ認識可能な腺を有するが、しかし細胞はより
黒ずんでいる。高倍率で見ると、悪性度3試料のこれらの細胞のいくつかは腺を離れ、か
つ周囲組織を侵襲し始めている。悪性度4試料は、認識可能な腺が少ない組織を有し、か
つ多くの細胞が周囲組織を侵襲している。悪性度5試料の場合、組織は認識可能な腺を有
さず、かつ多くの場合、周囲組織全体に及ぶシート状の細胞である。
【０３６７】
　転移性前立腺癌と非転移性前立腺癌とを区別するmiRは、非転移性試料よりも転移性試
料の中で過剰発現することができる。または、転移性前立腺癌と非転移性前立腺癌とを区
別するmiRは、転移性試料よりも非転移性試料の中で過剰発現することができる。転移性
前立腺癌を区別するのに有用なmiRは、miR-495、miR-10a、miR-30a、miR-570、miR-32、m
iR-885-3p、miR-564およびmiR-134からなる群より選択される一つまたは複数の、たとえ
ば1、2、3、4、5、6、7または8種のmiRを含む。もう一つの態様において、転移性前立腺
癌を区別するためのmiRは、hsa-miR-375、hsa-miR-452、hsa-miR-200b、hsa-miR-146b-5p
、hsa-miR-1296、hsa-miR-17*、hsa-miR-100、hsa-miR-574-3p、hsa-miR-20a*、hsa-miR-
572、hsa-miR-1236、hsa-miR-181a、hsa-miR-937およびhsa-miR-23a*からなる群より選択
される一つまたは複数の、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13または1
4種のmiRを含む。さらに別の態様において、転移性前立腺癌を区別するのに有用なmiRは
、hsa-miR-200b、hsa-miR-375、hsa-miR-582-3p、hsa-miR-17*、hsa-miR-1296、hsa-miR-
20a*、hsa-miR-100、hsa-miR-452およびhsa-miR-577からなる群より選択される、たとえ
ば1、2、3、4、5、6、7、8または9種のmiRを含む。転移性前立腺癌を区別するためのmiR
は、miR-141、miR-375、miR-200bおよびmiR-574-3pからなる群より選択される一つまたは
複数の、たとえば1、2、3または4種のmiRであることができる。
【０３６８】
　ある局面においては、癌と非癌試料とを区別するためにマイクロRNA（miR）が使用され
る。患者試料に由来する小胞を、その小胞内に含まれるmiRペイロードに関して分析する
ことができる。試料は、精液、尿、血液、血清または血漿を含む体液であることができる
。試料はまた、組織または生検試料を含むことができる。miRを検出するためにいくつか
の異なる方法が利用可能である。いくつかの態様においては、複数のmiRの発現を同時に
問うためにmiRパネルのアレイが使用される。Exiqon mIRCURY LNAマイクロRNA PCRシステ
ムパネル（Exiqon, Inc., Woburn, MA）をそのような目的に使用することができる。癌を
区別するmiRは、対照試料よりも癌の中で過剰発現することができる。または、癌を区別
するmiRは、対照よりも癌試料の中で過剰発現することができる。癌を非癌から区別する
のに有用なmiRは、hsa-miR-574-3p、hsa-miR-331-3p、hsa-miR-326、hsa-miR-181a-2*、h
sa-miR-130b、hsa-miR-301a、hsa-miR-141、hsa-miR-432、hsa-miR-107、hsa-miR-628-5p
、hsa-miR-625*、hsa-miR-497およびhsa-miR-484からなる群より選択される一つまたは複
数の、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12または13種のmiRを含む。もう一
つの態様において、癌を非癌から区別するのに有用なmiRは、hsa-miR-574-3p、hsa-miR-1
41、hsa-miR-331-3p、hsa-miR-432、hsa-miR-326、hsa-miR-2110、hsa-miR-107、hsa-miR
-130b、hsa-miR-301aおよびhsa-miR-625*からなる群より選択される一つまたは複数の、
たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9または10種のmiRを含む。さらに別の態様において、
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癌を非癌から区別するのに有用なmiRは、hsa-miR-107、hsa-miR-326、hsa-miR-432、hsa-
miR-574-3p、hsa-miR-625*、hsa-miR-2110、hsa-miR-301a、hsa-miR-141またはhsa-miR-3
73*からなる群より選択される一つまたは複数の、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8また
は9種のmiRを含む。癌は上記の癌を含むことができる。例示的な態様において、癌は前立
腺癌であり、マイクロRNA（miR）は、そして前立腺癌試料と非癌試料とを区別するために
使用される。
【０３６９】
　方法は、循環バイオマーカーの組み合わせを強化することを考慮する。たとえば、抗体
アレイからの複数のマーカーおよびmiR分析を使用して、前立腺癌を正常、BPHおよびPCa
から区別する、または転移性疾患を非転移性疾患に対して区別することができる。このよ
うにして、改善された感度、特異度および／または精度を得ることができる。いくつかの
態様においては、患者試料中の、hsa-miR-432、hsa-miR-143、hsa-miR-424、hsa-miR-204
、hsa-miR-581fおよびhsa-miR-451からなる群より選択される一つまたは複数の、たとえ
ば1、2、3、4、5または6種のmiRのレベルを検出して、前立腺癌の存在を評価する。これ
らのmiRのいずれかが、＜4.0ng/mlの血清PSAを有するPCa患者において上昇することがで
きる。ある態様において、本発明は、対由来の試料中の、hsa-miR-432、hsa-miR-143、hs
a-miR-424、hsa-miR-204、hsa-miR-581fおよびhsa-miR-451からなる群より選択される一
つまたは複数の、たとえば1、2、3、4、5または6種のmiRのレベルを測定することを含む
、前立腺癌を評価する方法を提供する。試料は、体液、たとえば血液、血漿または血清で
あることができる。miRは、試料から単離された小胞中で単離することができる。対象は
、何らかの閾値、たとえば血液試料中2.0、2.2、2.4、2.6、2.8、3.0、3.2、3.4、3.6、3
.8、4.0、4.2、4.4、4.6、4.8、5.0、5.2、5.4、5.6、5.8または6.0ng/ml未満のPSAレベ
ルを有することができる。参照試料中よりも高いレベルのmiRが試料中のPCaの存在を示す
ことができる。いくつかの態様において、参照は、PCaを有しない対象由来の対照試料中
の一つまたは複数のmiRのレベルを含む。いくつかの態様において、参照は、何らかの閾
値、たとえば2.0、2.2、2.4、2.6、2.8、3.0、3.2、3.4、3.6、3.8、4.0、4.2、4.4、4.6
、4.8、5.0、5.2、5.4、5.6、5.8または6.0ng/ml以上のPSAレベルを有する、PCaを有する
対象由来の対照試料中の一つまたは複数のmiRのレベルを含む。閾値は4.0ng/mlであるこ
とができる。
【０３７０】
　本発明のいくつかの態様においては、患者試料中の小胞を評価して、診断、予後判定ま
たはセラノーシス用の読み取り値を提供する。患者試料の小胞分析は、本明細書に記載さ
れるような小胞表面バイオマーカー、たとえば表面抗原および／または小胞ペイロード、
たとえばmRNAおよびマイクロRNAの検出を含む。小胞分析方法は、それらの出願が参照に
より全体として本明細書に組み入れられる、「METHODS AND SYSTEMS OF USING EXOSOMES 
FOR DETERMINING PHENOTYPES」と題する2009年11月12日出願のPCT特許出願第PCT/US09/06
095号、「METHODS AND SYSETMS OF USING VESICLES FOR DETERMINING PHENOTYPES」と題
する2010年7月7日出願の米国特許仮出願第61/362,674号および「DETECTION OF GI CANCER
S」と題する2010年10月15出願の米国特許仮出願第61/393,823号に提示されている。
【０３７１】
　一つの局面において、本発明は、該対象由来の生物学的試料中の一つまたは複数の小胞
のバイオシグネチャーを同定する方法であって、バイオシグネチャーが小胞表面抗原およ
び小胞ペイロードの分析を含む方法を含む。表面抗原は表面タンパク質を含むことができ
、および小胞ペイロードはマイクロRNAを含むことができる。たとえば、小胞は、小胞表
面抗原を認識する結合物質を使用して捕捉することができ、そしてそれらの捕捉された小
胞の中のマイクロRNAを評価することができる。したがって、バイオシグネチャーは、捕
捉に使用される表面抗原および小胞内のマイクロRNAを含んでもよい。バイオシグネチャ
ーは、診断、予後判定またはセラノーシス目的に使用することができる。たとえば、バイ
オシグネチャーは、癌を同定する、高悪性度または転移性の癌を同定する、または候補治
療剤に応答する可能性がある癌を同定するシグネチャであることができる。
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【０３７２】
　説明のための例として、B7H3に対する抗体を使用して試料中の小胞を捕捉し、次いで、
捕捉した小胞内のmiR-141のレベルを評価する方法を考えてみる。この例において、バイ
オシグネチャーは、B7H3を表面上に示すエキソソーム内のmiR-141のレベルを含む。試料
中のB7H3+小胞のレベルおよび試料内のmiR-141のレベルに依存して、バイオシグネチャー
は、試料が、癌を含有する、高悪性度の癌を含有する、特定の治療または化学療法剤に応
答する可能性がある、などということを示してもよい。
【０３７３】
　一つの態様において、対象における癌を評価する方法は、該対象由来の生物学的試料中
の一つまたは複数の小胞のバイオシグネチャーを同定する工程、一つまたは複数の一般的
小胞タンパク質バイオマーカーのレベルを決定する工程、一つまたは複数の細胞特異的バ
イオマーカーのレベルを決定する工程、一つまたは複数の疾患特異的タンパク質バイオマ
ーカーのレベルを決定する工程、および小胞中の一つまたは複数のマイクロRNAバイオマ
ーカーのレベルを決定する工程を含み、該特徴決定が、該試料中のバイオマーカーの該レ
ベルを参照と比較して、該対象が癌に罹患しやすいかどうか、または癌に罹患しているか
どうかを判定することを含む。タンパク質バイオマーカーは、単一のアッセイにおいて多
重に検出することができる。マイクロRNAバイオマーカーもまた、単一のアッセイにおい
て多重に検出することができる。いくつかの場合、細胞特異的バイオマーカーと疾患特異
的バイオマーカーとが重複してもよく、たとえば、一つのバイオマーカーが特定の細胞起
源由来の癌を同定するように働いてもよい。生物学的試料は、体液、たとえば血液、血清
または血漿であることができる。
【０３７４】
　一例において、本発明の方法は、患者由来の血液試料から小胞を単離して、前立腺癌の
存在または非存在を示す小胞を検出することを含む、前立腺癌の診断検査を含む。血液は
血清または血漿であることができる。小胞は、特定の小胞表面抗原を認識する「捕捉抗体
」を用いる捕捉によって単離される。前立腺癌診断アッセイ法のための表面抗原としては
、血液中の小胞上に一般に存在し、したがって一般的小胞バイオマーカーとして働くテト
ラスパニンCD9、CD63およびCD81、前立腺特異的バイオマーカーPSMAおよびPCSAならびに
癌特異的バイオマーカーB7H3を含む。いくつかの場合、EpCamが、癌特異的バイオマーカ
ーとして、B7H3とともに、またはそれに代えて使用される。捕捉抗体は基体につながれて
いることができる。ある態様において、基体は、蛍光標識されたビーズを含み、ビーズは
捕捉抗体ごとに差別的に標識されている。所望により、癌を特徴決定するために、検出さ
れた小胞のペイロードを評価することもできる。
【０３７５】
　上記のように、本発明のバイオマーカーを評価してバイオシグネチャーを同定すること
ができる。ある局面において、本発明は、生物学的試料中の一つまたは複数のバイオマー
カーの存在またはレベルを決定する工程であって、該一つまたは複数のバイオマーカーは
表5から選択される一つまたは複数のバイオマーカーを含む、工程；および該一つまたは
複数のバイオマーカーの該存在またはレベルを含むバイオシグネチャーを同定する工程を
含む、方法を提供する。いくつかの態様において、方法はさらに、バイオシグネチャーを
参照バイオシグネチャーと比較する工程を含み、該比較を使用して、本明細書に開示され
る、または当技術分野において公知である癌を含む癌を特徴決定する。参照バイオシグネ
チャーは、癌を有しない対象に由来し得る。参照バイオシグネチャーはまた、対象由来、
たとえば正常な隣接組織由来、または別の時点で対象から採取された試料由来であること
もできる。癌を特徴決定する様々な方法が本明細書に開示されている。たとえば、癌の特
徴決定は、対象における癌の存在もしくはリスクを同定すること、または対象における癌
を転移性または高悪性度として同定することを含んでもよい。比較工程は、バイオシグネ
チャーが参照バイオシグネチャーに対して変化しているかどうかを判定し、それにより、
癌に関する予後判定、診断またはセラノーシス用の特徴決定を提供することを含む。生物
学的試料は、非限定的に、本明細書に開示される体液を含む体液を含む。たとえば、体液



(130) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

は尿、血液または血液由来物を含んでもよい。
【０３７６】
　一つまたは複数のバイオマーカーは、miR-22、let7a、miR-141、miR-182、miR-663、mi
R-155、mirR-125a-5p、miR-548a-5p、miR-628-5p、miR-517*、miR-450a、miR-920、hsa-m
iR-619、miR-1913、miR-224*、miR-502-5p、miR-888、miR-376a、miR-542-5p、miR-30b*

、miR-1179およびそれらの組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のバイオ
マーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマ
ーカーであることができる。ある態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、mi
R-22、let7a、miR-141、miR-920、miR-450aおよびそれらの組み合わせからなる群より選
択される。一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もし
くは10個またはより多くのバイオマーカーは、本明細書の表20～24のいずれかにおける遺
伝子およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるメッセンジャーRNA（mRNA）で
あってもよい。たとえば、一つまたは複数のバイオマーカーは、A2ML1、BAX、C10orf47、
C1orf162、CSDA、EIFC3、ETFB、GABARAPL2、GUK1、GZMH、HIST1H3B、HLA-A、HSP90AA1、N
RGN、PRDX5、PTMA、RABAC1、RABAGAP1L、RPL22、SAP18、SEPW1、SOX1およびそれらの組み
合わせからなる群より選択される1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10種またはより多
くのメッセンジャーRNA（mRNA）を含んでもよい。一つまたは複数のバイオマーカーは、A
2ML1、GABARAPL2、PTMA、RABAC1、SOX1、EFTBおよびそれらの組み合わせからなる群より
選択される1、2、3、4、5または6種のメッセンジャーRNA（mRNA）を含んでもよい。一つ
または複数のバイオマーカーは、微小胞集団のペイロードとして単離されてもよい。集団
は、試料由来の微小胞の全集団であることもできるし、または特定の集団、たとえばPCSA
+集団であることもできる。ある態様において、方法は、前立腺癌を評価するために使用
される。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を前立腺癌を有しない試料から区別する
ために使用することができる。
【０３７７】
　ある態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7
、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、CA-125、CA 19-9、C反応性タン
パク質、CD95、FAP-1、EGFR、EGFRvIII、アポリポタンパク質AI、アポリポタンパク質CII
I、ミオグロビン、テナシンC、MSH6、クローディン-3、クローディン-4、カベオリン-1、
凝固因子III、CD9、CD36、CD37、CD53、CD63、CD81、CD136、CD147、Hsp70、Hsp90、Rab1
3、デスモコリン-1、EMP-2、CK7、CK20、GCDF15、CD82、Rab-5b、アネキシンV、MFG-E8、
HLA-DR、miR200マイクロRNA、miR-200cおよびそれらの組み合わせからなる群より選択さ
れる。一つまたは複数のバイオマーカーは、CA-125、CA 19-9、C反応性タンパク質、CD95
、FAP-1およびそれらの組み合わせからなる群より選択される1、2、3、4または5種のバイ
オマーカーを含んでもよい。一つまたは複数のバイオマーカーは、試料から直接単離され
てもよいし、または表面抗原もしくは微小胞集団のペイロードとして単離されてもよい。
ある態様において、方法は、卵巣癌を評価するために使用される。たとえば、方法は、卵
巣癌を含む試料を卵巣癌を有しない試料から区別するために使用することができる。また
は、方法は、異なる病期または予後を有する卵巣癌の間で区別するために使用することも
できる。
【０３７８】
　もう一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5
、6、7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、hsa-miR-574-3p、hsa-mi
R-141、hsa-miR-432、hsa-miR-326、hsa-miR-2110、hsa-miR-181a-2*、hsa-miR-107、hsa
-miR-301a、hsa-miR-484、hsa-miR-625*およびそれらの組み合わせからなる群より選択さ
れる。方法は、前立腺癌を評価するために使用することができる。たとえば、方法は、前
立腺癌を含む試料を前立腺癌を有しない試料から区別するために使用することができる。
さらに別の態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6
、7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、hsa-miR-582-3p、hsa-miR-2
0a*、hsa-miR-375、hsa-miR-200b、hsa-miR-379、hsa-miR-572、hsa-miR-513a-5p、hsa-m
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iR-577、hsa-miR-23a*、hsa-miR-1236、hsa-miR-609、hsa-miR-17*、hsa-miR-130b、hsa-
miR-619、hsa-miR-624*、hsa-miR-198およびそれらの組み合わせからなる群より選択され
る。たとえば、方法は、転移性前立腺癌を含む試料を非転移性前立腺癌を有する試料から
区別するために使用することができる。一つまたは複数のバイオマーカーは、微小胞集団
のペイロードとして単離されてもよい。
【０３７９】
　一つまたは複数のバイオマーカーはmiR-497であってもよい。方法は、肺癌を評価する
ために使用することができる。たとえば、方法は、肺癌試料を非癌試料から区別するため
に使用することができる。一つまたは複数のバイオマーカーは、微小胞集団のペイロード
として単離されてもよい。
【０３８０】
　一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個
またはより多くのバイオマーカーは、AQP2、BMP5、C16orf86、CXCL13、DST、ERCC1、GNAO
1、KLHL5、MAP4K1、NELL2、PENK、PGF、POU3F1、PRSS21、SCML1、SEMG1、SMARCD3、SNAI2
、TAF1C、TNNT3およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるメッセンジャーRNA
（mRNA）を含んでもよい。mRNAは微小胞から単離されてもよい。方法は、前立腺癌を特徴
決定するために、たとえば前立腺癌試料を癌を有しない正常な試料から区別するために使
用することができる。もう一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たと
えば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、ADRB2
、ARG2、C22orf32、CYorf14、EIF1AY、FEV、KLK2、KLK4、LRRC26、MAOA、NLGN4Y、PNPLA7
、PVRL3、SIM2、SLC30A4、SLC45A3、STX19、TRIM36、TRPM8およびそれらの組み合わせか
らなる群より選択されるメッセンジャーRNA（mRNA）を含む。mRNAは微小胞から単離され
てもよい。方法は、前立腺癌を特徴決定するために、たとえば前立腺癌試料を、別の癌、
たとえば乳癌を有する試料から区別するために使用することができる。さらに別の態様に
おいて、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしく
は10個またはより多くのバイオマーカーは、ADRB2、BAIAP2L2、C19orf33、CDX1、CEACAM6
、EEF1A2、ERN2、FAM110B、FOXA2、KLK2、KLK4、LOC389816、LRRC26、MIPOL1、SLC45A3、
SPDEF、TRIM31、TRIM36、ZNF613およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるメ
ッセンジャーRNA（mRNA）を含む。mRNAは微小胞から単離されてもよい。方法は、前立腺
癌を特徴決定するために、たとえば前立腺癌試料を、別の癌、たとえば結腸直腸癌を有す
る試料から区別するために使用することができる。さらに別の態様において、一つまたは
複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個またはより多
くのバイオマーカーは、ASTN2、CAB39L、CRIP1、FAM110B、FEV、GSTP1、KLK2、KLK4、LOC
389816、LRRC26、MUC1、PNPLA7、SIM2、SLC45A3、SPDEF、TRIM36、TRPV6、ZNF613および
それらの組み合わせからなる群より選択されるメッセンジャーRNA（mRNA）を含む。mRNA
は微小胞から単離されてもよい。方法は、前立腺癌を特徴決定するために、たとえば前立
腺癌試料を、別の癌、たとえば肺癌を有する試料から区別するために使用することができ
る。一つまたは複数のバイオマーカーはまた、前立腺癌を特徴決定するために使用される
mRNAの一つまたは複数を制御するマイクロRNAであることもできる。たとえば、一つまた
は複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個またはより
多くのバイオマーカーは、miRs-26a+b、miR-15、miR-16、miR-195、miR-497、miR-424、m
iR-206、miR-342-5p、miR-186、miR-1271、miR-600、miR-216b、miR-519ファミリー、miR
-203およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるマイクロRNAを含んでもよい。
マイクロRNAは、微小胞集団のペイロードとして評価することができる。
【０３８１】
　さらに別の態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5
、6、7、8、9、10、12、15、20個またはより多くのバイオマーカーは、A33、ABL2、ADAM1
0、AFP、ALA、ALIX、ALPL、ApoJ/CLU、ASCA、ASPH（A-10）、ASPH（DO1P）、AURKB、B7H3
、B7H3、B7H4、BCNP、BDNF、CA125（MUC16）、CA-19-9、C-Bir、CD10、CD151、CD24、CD4
1、CD44、CD46、CD59（MEM-43）、CD63、CD63、CD66eCEA、CD81、CD81、CD9、CD9、CDA、
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CDADC1、CRMP-2、CRP、CXCL12、CXCR3、CYFRA21-1、DDX-1、DLL4、DLL4、EGFR、Epcam、E
phA2、ErbB2、ERG、EZH2、FASL、FLNA、FRT、GAL3、GATA2、GM-CSF、GRO-α、HAP、HER3
（ErbB3）、HSP70、HSPB1、hVEGFR2、iC3b、IL-1B、IL6R、IL6Unc、IL7Rα/CD127、IL8、
INSIG-2、インテグリン、KLK2、LAMN、マンマグロビン、M-CSF、MFG-E8、MIF、MISRII、M
MP7、MMP9、MUC1、Muc1、MUC17、MUC2、Ncam、NDUFB7、NGAL、NK-2R（C-21）、NT5E（CD7
3）、p53、PBP、PCSA、PCSA、PDGFRB、PIM1、PRL、PSA、PSA、PSMA、PSMA、RAGE、RANK、
RegIV、RUNX2、S100-A4、セプラーゼ/FAP、SERPINB3、SIM2（C-15）、SPARC、SPC、SPDEF
、SPP1、STEAP、STEAP4、TFF3、TGM2、TIMP-1、TMEM211、Trail-R2、Trail-R4、TrKB（ポ
リ）、Trop2、Tsg101、TWEAK、UNC93A、VEGFA、wnt-5a（C-16）およびそれらの組み合わ
せからなる群より選択される。一つまたは複数のバイオマーカーは、試料中で直接的に検
出されてもよいし、または微小胞集団の表面抗原もしくはペイロードとして検出されても
よい。ある態様においては、微小胞集団を捕捉するために一つまたは複数のバイオマーカ
ーに対する結合物質が使用される。捕捉された微小胞集団は、別の結合物質、たとえば一
般的小胞マーカー、たとえば表3における一つまたは複数のタンパク質または起始細胞も
しくは癌特異的バイオマーカーへの標識された結合物質を使用して検出することができる
。ある態様において、検出に使用される抗原は、CD9、CD63、CD81、PCSA、MUC2およびMFG
-E8の一つまたは複数を含む。ある態様において、方法は、前立腺癌を評価するために使
用される。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌を有しない試料から区別
するために使用することができる。または、方法は、異なる病期または予後を有する前立
腺癌を区別するために使用される。
【０３８２】
　関連する態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6
、7、8、9、10、12、15、20個またはより多くのバイオマーカーは、A33、ADAM10、AMACR
、ASPH（A-10）、AURKB、B7H3、CA125、CA-19-9、C-Bir、CD24、CD3、CD41、CD63、CD66e
 CEA、CD81、CD9、CDADC1、CSA、CXCL12、DCRN、EGFR、EphA2、ERG、FLNA、FRT、GAL3、G
M-CSF、GRO-α、HER 3（ErbB3）、hVEGFR2、IL6 Unc、インテグリン、マンマグロビン、M
FG-E8、MMP9、MUC1、MUC17、MUC2、NGAL、NK-2R（C-21）、NY-ESO-1、PBP、PCSA、PIM1、
PRL、PSA、PSIP1/LEDGF、PSMA、RANK、S100-A4、セプラーゼ/FAP、SIM2（C-15）、SPDEF
、SSX2、STEAP、TGM2、TIMP-1、Trail-R4、Tsg 101、TWEAK、UNC93A、VCAN、XAGE-1およ
びそれらの組み合わせからなる群より選択される。一つまたは複数のバイオマーカーは、
試料中で直接的に検出されてもよいし、または微小胞集団の表面抗原もしくはペイロード
として検出されてもよい。ある態様においては、微小胞集団を捕捉するために一つまたは
複数のバイオマーカーに対する結合物質が使用される。捕捉された微小胞集団は、別の結
合物質、たとえば一般的小胞マーカー、たとえば表3における一つまたは複数のタンパク
質または起始細胞もしくは癌特異的バイオマーカーへの標識された結合物質を使用して検
出することができる。ある態様において、検出に使用される抗原は、EpCAM、CD81、PCSA
、MUC2およびMFG-E8の一つまたは複数を含む。ある態様において、方法は、前立腺癌を評
価するために使用される。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌を有しな
い試料から区別するために使用することができる。または、方法は、異なる病期または予
後を有する前立腺癌を区別するために使用される。
【０３８３】
　もう一つの関連する態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10、12、15、20個またはより多くのバイオマーカーは、A33、ADAM
10、ALIX、AMACR、ASCA、ASPH（A-10）、AURKB、B7H3、BCNP、CA125、CA-19-9、C-Bir（
フラジェリン）、CD24、CD3、CD41、CD63、CD66e CEA、CD81、CD9、CDADC1、CRP、CSA、C
XCL12、CYFRA21-1、DCRN、EGFR、EpCAM、EphA2、ERG、FLNA、GAL3、GATA2、GM-CSF、GRO-
α、HER3（ErbB3）、HSP70、hVEGFR2、iC3b、IL-1B、IL6 Unc、IL8、インテグリン、KLK2
、マンマグロビン、MFG-E8、MMP7、MMP9、MS4A1、MUC1、MUC17、MUC2、NGAL、NK-2R（C-2
1）、NY-ESO-1、p53、PBP、PCSA、PIM1、PRL、PSA、PSMA、RANK、RUNX2、S100-A4、セプ
ラーゼ/FAP、SERPINB3、SIM2（C-15）、SPC、SPDEF、SSX2、SSX4、STEAP、TGM2、TIMP-1
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、TRAIL R2、Trail-R4、Tsg 101、TWEAK、VCAN、VEGF A、XAGEおよびそれらの組み合わせ
からなる群より選択される。一つまたは複数のバイオマーカーは、試料中で直接的に検出
されてもよいし、または微小胞集団の表面抗原もしくはペイロードとして検出されてもよ
い。ある態様においては、微小胞集団を捕捉するために一つまたは複数のバイオマーカー
に対する結合物質が使用される。捕捉された微小胞集団は、別の結合物質、たとえば一般
的小胞マーカー、たとえば表3における一つまたは複数のタンパク質または起始細胞もし
くは癌特異的バイオマーカーへの標識された結合物質を使用して検出することができる。
ある態様において、検出に使用される抗原は、EpCAM、CD81、PCSA、MUC2およびMFG-E8の
一つまたは複数を含む。ある態様において、方法は、前立腺癌を評価するために使用され
る。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌を有しない試料から区別するた
めに使用することができる。または、方法は、異なる病期または予後を有する前立腺癌を
区別するために使用される。
【０３８４】
　さらに別の関連する態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14または15個のバイオマーカーは、ADAM-10、BC
NP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2、S
SX4およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。一つまたは複数のバイオマー
カーは、試料中で直接的に検出されてもよいし、または微小胞集団の表面抗原もしくはペ
イロードとして検出されてもよい。ある態様においては、微小胞集団を捕捉するために一
つまたは複数のバイオマーカーに対する結合物質が使用される。捕捉された微小胞集団は
、別の結合物質、たとえば一般的小胞マーカー、たとえば表3における一つまたは複数の
タンパク質または起始細胞もしくは癌特異的バイオマーカーへの標識された結合物質を使
用して検出することができる。ある態様において、検出に使用される抗原は、EpCAM、KLK
2、PBP、SPDEF、SSX2、SSX4の一つまたは複数を含む。非限定的な例において、検出物質
結合物質は、EpCamに対する結合物質、たとえばEpCamに対する抗体またはアプタマーであ
ることを考慮し、該抗体またはアプタマーは、場合によっては、その検出を容易にするた
めに標識されている。そのような場合、一つまたは複数のバイオマーカーは、EpCam-ADAM
10、EpCam-BCNP、EpCam-CD9、EpCam－EGFR、EpCam－EpCam、EpCam-IL1B、EpCam－KLK2、E
pCam－MMP7、EpCam-p53、EpCam－PBP、EpCam-PCSA、EpCam-SERPINB3、EpCam－SPDEF、EpC
am－SSX2、EpCam－SSX4およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるバイオマー
カーの一つまたは複数の対を含む。ある態様において、方法は、前立腺癌を評価するため
に使用される。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌を有しない試料から
区別するために使用することができる。または、方法は、異なる病期または予後を有する
前立腺癌を区別するために使用される。
【０３８５】
　一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、
7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、miR-148a、miR-329、miR-9、m
iR-378*、miR-25、miR-614、miR-518c*、miR-378、miR-765、let-7f-2*、miR-574-3p、mi
R-497、miR-32、miR-379、miR-520g、miR-542-5p、miR-342-3p、miR-1206、miR-663、miR
-222およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。もう一つの態様において、一
つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個また
はより多くのバイオマーカーは、hsa-miR-877*、hsa-miR-593、hsa-miR-595、hsa-miR-30
0、hsa-miR-324-5p、hsa-miR-548a-5p、hsa-miR-329、hsa-miR-550、hsa-miR-886-5p、hs
a-miR-603、hsa-miR-490-3p、hsa-miR-938、hsa-miR-149、hsa-miR-150、hsa-miR-1296、
hsa-miR-384、hsa-miR-487a、hsa-miRPlus-C1089、hsa-miR-485-3p、hsa-miR-525-5pおよ
びそれらの組み合わせからなる群より選択される。方法は、前立腺癌を評価するために使
用することができる。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌を有しない試
料から区別するために使用することができる。さらに別の態様において、一つまたは複数
のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10個またはより多くの
バイオマーカーは、miR-588、miR-1258、miR-16-2*、miR-938、miR-526b、miR-92b*、let
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-7d、miR-378*、miR-124、miR-376c、miR-26b、miR-1204、miR-574-3p、miR-195、miR-49
9-3p、miR-2110、miR-888およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。たとえ
ば、方法は、前立腺癌を含む試料を、炎症性前立腺疾患を有する試料から区別するために
使用することができる。一つまたは複数のバイオマーカーは、微小胞集団のペイロードと
して単離されてもよい。
【０３８６】
　一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、
7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、let-7d、miR-148a、miR-195、
miR-25、miR-26b、miR-329、miR-376c、miR-574-3p、miR-888、miR-9、miR1204、miR-16-
2*、miR-497、miR-588、miR-614、miR-765、miR92b*、miR-938、let-7f-2*、miR-300、mi
R-523、miR-525-5p、miR-1182、miR-1244、miR-520d-3p、miR-379、let-7b、miR-125a-3p
、miR-1296、miR-134、miR-149、miR-150、miR-187、miR-32、miR-324-3p、miR-324-5p、
miR-342-3p、miR-378、miR-378*、miR-384、miR-451、miR-455-3p、miR-485-3p、miR-487
a、miR-490-3p、miR-502-5p、miR-548a-5p、miR-550、miR-562、miR-593、miR-593*、miR
-595、miR-602、miR-603、miR-654-5p、miR-877*、miR-886-5p、miR-125a-5p、miR-140-3
p、miR-192、miR-196a、miR-2110、miR-212、miR-222、miR-224*、miR-30b*、miR-499-3p
、miR-505*およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。もう一つの態様におい
て、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9もしくは10
個またはより多くのバイオマーカーは、hsa-miR-451、hsa-miR-223、hsa-miR-593*、hsa-
miR-1974、hsa-miR-486-5p、hsa-miR-19b、hsa-miR-320b、hsa-miR-92a、hsa-miR-21、hs
a-miR-675*、hsa-miR-16、hsa-miR-876-5p、hsa-miR-144、hsa-miR-126、hsa-miR-137、h
sa-miR-1913、hsa-miR-29b-1*、hsa-miR-15a、hsa-miR-93、hsa-miR-1266およびそれらの
組み合わせからなる群より選択される。方法は、前立腺癌を評価するために使用すること
ができる。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌を有しない試料から区別
するために使用することができる。一つまたは複数のバイオマーカーは、微小胞集団のペ
イロードとして単離されてもよい。集団はPCSA+微小胞を含むことができる。ある態様に
おいて、集団はPCSA+微小胞からなる。ある態様においては、本明細書に記載される、ま
たは当技術分野において公知である方法を使用して、PCSA+小胞の集団が単離され、およ
び単離された小胞内のマイクロRNAが評価される。対照試料（たとえば非癌試料）と比較
して試験試料中の上昇したレベルのmiR-1974が試験試料中の前立腺癌を示す。同様に、対
照試料（たとえば非癌試料）と比較して試験試料中の低下したレベルのmiR-320bが試験試
料中の前立腺癌を示すことができる。
【０３８７】
　一つまたは複数のバイオマーカーはEpCAMおよびMMP7を含むことができる。バイオマー
カーは微小胞から単離されてもよい。ある態様において、EpCAM+/MMP7+微小胞が試料、た
とえば血液または血液由来物中に検出される。非限定的な例において、EpCAM+/MMP7+微小
胞は、本明細書に記載される方法を使用して、たとえばフローサイトメトリーを使用して
、EpCAMおよびMMP7結合物質によって同定される。上記のように、生物学的試料中の小胞
は、一般的小胞マーカー、たとえば表3におけるマーカー、たとえばCD9、CD63および/ま
たはCD81を含むテトラスパニンを使用するフローソーティングによって同定することがで
きる。EpCAM+/MMP7+微小胞のレベルを使用して、癌を特徴決定する、たとえば癌試料を、
癌を有しない正常な試料から区別することができる。一つの態様において、非癌対照試料
と比較してEpCAM+小胞中の低いレベルのMMP7が癌の存在を示す。EpCAMおよびMMP7は癌マ
ーカーを含むため、当業者は、この方法を使用して試料中の様々な癌を評価することがで
きることを理解するであろう。ある態様において、癌は前立腺癌を含む。
【０３８８】
　もう一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは転写因子を含む。転写因
子は、c-Myc、AEBP1、HNF4a、STAT3、EZH2、p53、MACC1、SPDEF、RUNX2およびYB-1の一つ
または複数、たとえば2、3、4、5、6、7、8、9または10であることができる。もう一つの
態様において、一つまたは複数のバイオマーカーはまた、キナーゼを含んでもよい。キナ
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ーゼはAURKAおよびAURKBの一つまたは複数であることができる。方法は、前立腺癌を評価
するために使用することができる。たとえば、方法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌
を有しない試料から区別するために使用することができる。一つまたは複数のバイオマー
カーは、微小胞集団のペイロードとして単離されてもよい。ある態様において、正常な対
照と比較して微小胞中の上昇したレベルの転写因子および/またはキナーゼが癌の存在を
示す。これらは癌関連の転写因子であるため、当業者は、この方法を使用して任意の適切
な癌を評価することができることを理解するであろう。ある態様において、癌は前立腺癌
または乳癌を含む。
【０３８９】
　一つまたは複数のバイオマーカーはPCSA、Muc2およびAdam10を含むことができる。バイ
オマーカーは微小胞から単離されてもよい。ある態様においては、PCSA+/Muc2+/Adam10+
微小胞が試料、たとえば血液または血液由来物中に検出される。非限定的な例において、
PCSA+/Muc2+/Adam10+微小胞は、本明細書に記載される方法を使用して、たとえばフロー
サイトメトリーを使用して、PCSA、Muc2およびAdam10結合物質によって同定される。上記
のように、生物学的試料中の小胞は、一般的小胞マーカー、たとえば表3におけるマーカ
ー、たとえばCD9、CD63および/またはCD81を含むテトラスパニンを使用するフローソーテ
ィングによって同定することができる。PCSA+/Muc2+/Adam10+微小胞のレベルを使用して
、癌を特徴決定する、たとえば癌試料を、癌を有しない正常な試料から区別することがで
きる。一つの態様において、非癌対照試料と比較して上昇したレベルのPCSA+/Muc2+/Adam
10+小胞が癌の存在を示す。ある態様において、癌は前立腺癌を含む。
【０３９０】
　一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、5、6、
7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、アルカリホスファターゼ（AP
）、CD63、MyoD1、ニューロン特異的エノラーゼ、MAP1B、CNPアーゼ、プロヒビチン、CD4
5RO、熱ショックタンパク質27、II型コラーゲン、ラミニンB1/b1、Gail、CDw75、bcl-XL
、ラミニンS、フェリチン、CD21、ADPリボシル化因子（ARF-6）からなる群より選択され
る。もう一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカー、たとえば1、2、3、4、
5、6、7、8、9もしくは10個またはより多くのバイオマーカーは、CD56/NCAM-1、熱ショッ
クタンパク質27/hsp27、CD45RO、MAP1B、MyoD1、CD45/T200/LCA、CD3ζ、ラミニンS、bcl
-XL、Rad18、Gail、チミジル酸シンターゼ、アルカリホスファターゼ（AP）、CD63、MMP-
16/MT3-MMP、サイクリンC、ニューロン特異的エノラーゼ、SIRP a1、ラミニンB1/b1、ア
ミロイドβ（APP）、SODD（Silencer of Death Domain）、CDC37、Gab-1、E2F-2、CD6、
マスト細胞キマーゼ、γ-グルタミルシステインシンセターゼ（GCS）およびそれらの組み
合わせからなる群より選択される。一つまたは複数のバイオマーカーはタンパク質を含む
ことができる。一つまたは複数のバイオマーカーは、微小胞集団のペイロードとして単離
されてもよい。方法は、前立腺癌を評価するために使用することができる。たとえば、方
法は、前立腺癌を含む試料を、前立腺癌を有しない対照試料から区別するために使用する
ことができる。対照試料は、非疾患状態、非悪性前立腺症状由来の試料であることもでき
るし、あるいは別のタイプの癌または関連の障害、たとえば乳癌、脳癌、肺癌、結腸直腸
癌または結腸直腸腺腫を示す試料であることもできる。ある態様においては、対照と比較
して上昇したレベルのアルカリホスファターゼ（AP）が前立腺癌の存在を示す。同様に、
対照と比較して上昇したレベルのCD56（NCAM）が前立腺癌の存在を示すことができる。あ
る態様においては、対照と比較して上昇したレベルのCD3ζが前立腺癌の存在を示す。も
う一つの態様においては、対照と比較して上昇したレベルのMap1bが前立腺癌の存在を示
すことができる。逆に、上昇したレベルの14.3.3および/またはフィラミンは結腸直腸癌
を示し得、前立腺癌または他の癌または前立腺障害を示し得ない。同様に、上昇したレベ
ルのトロンボスポンジンは結腸直腸癌または肺癌を示し得、かつ前立腺癌または他の癌ま
たは前立腺障害を示し得ない。
【０３９１】
　一態様において、一つまたは複数のバイオマーカーはMMP7を含む。一つまたは複数のバ
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イオマーカーはタンパク質を含むことができる。一つまたは複数のバイオマーカーは、微
小胞集団の表面抗原またはペイロードであってもよい。方法は、癌を評価するために使用
することができる。MMP7は公知の癌マーカーであるため、当業者は、この方法を使用して
任意の適切な癌を評価することができることを理解するであろう。ある態様において、癌
は前立腺癌を含む。
【０３９２】
　ある局面において、本発明は、バイオマーカー複合体を評価することによってバイオシ
グネチャーを同定する方法を提供する。ある局面において、方法は、生物学的試料から一
つまたは複数の核酸－タンパク質複合体を単離する工程、一つまたは複数の核酸－タンパ
ク質複合体を有する一つまたは複数の核酸バイオマーカーの存在またはレベルを決定する
工程、および一つまたは複数の核酸バイオマーカーの存在またはレベルを含むバイオシグ
ネチャーを同定する工程を含む。いくつかの態様において、バイオシグネチャーはまた、
複合体の一つまたは複数のタンパク質または他の成分の存在またはレベルを含んでもよい
。核酸－タンパク質複合体は、本明細書に開示される、または当技術分野において公知で
ある方法を使用して生物学的試料から単離されてもよい。たとえば、複合体は、複合体の
成分に対する結合物質を使用するアフィニティー選択、たとえば免疫沈降法、カラムクロ
マトグラフィーまたはフローサイトメトリーによって単離されてもよい。結合物質は、本
明細書に記載されるようなもの、たとえば、複合体のタンパク質成分に対する抗体または
アプタマーであることができる。いくつかの態様において、方法はさらに、バイオシグネ
チャーを参照バイオシグネチャーと比較する工程を含み、該比較を使用して、本明細書に
開示される、または当技術分野において公知である癌を含む癌を特徴決定する。参照バイ
オシグネチャーは、癌を有しない対象に由来し得る。参照バイオシグネチャーはまた、対
象由来、たとえば、正常な隣接組織由来、または別の時点で採取された試料由来であるこ
ともできる。癌を特徴決定する様々な方法が本明細書に開示されている。たとえば、癌の
特徴決定は、対象における癌の存在もしくはリスクを同定すること、または対象における
癌を転移性または高悪性度として同定することを含んでもよい。比較工程は、バイオシグ
ネチャーが参照バイオシグネチャーに対して変化しているかどうかを判定し、それにより
、癌に関する予後判定、診断またはセラノーシス用の特徴決定を提供することを含む。生
物学的試料は、非限定的に、本明細書に開示される体液を含む体液を含む。たとえば、体
液は尿、血液または血液由来物を含んでもよい。
【０３９３】
　ある態様において、核酸－タンパク質複合体は、一つまたは複数のArgonauteファミリ
ーメンバー、Ago1、Ago2、Ago3、Ago4、GW182（TNRC6A）、TNRC6B、TNRC6C、HNRNPA2B1、
HNRPAB、ILF2、NCL（ヌクレオリン）、NPM1（ヌクレオホスミン）、RPL10A、RPL5、RPLP1
、RPS12、RPS19、SNRPG、TROVE2、アポリポタンパク質、アポリポタンパク質A、アポA-I
、アポA-II、アポA-IV、アポA-V、アポリポタンパク質B、アポB48、アポB100、アポリポ
タンパク質C、アポC-I、アポC-II、アポC-III、アポC-IV、アポリポタンパク質D（アポD
）、アポリポタンパク質E（アポE）、アポリポタンパク質H（アポH）、アポリポタンパク
質L、APOL1、APOL2、APOL3、APOL4、APOL5、APOL6、APOLD1およびそれらの組み合わせか
らなる群より選択される一つまたは複数のタンパク質、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8
、9もしくは10種またはより多くのタンパク質を含む。たとえば、核酸－タンパク質複合
体は、一つまたは複数のArgonauteファミリーメンバー、Ago1、Ago2、Ago3、Ago4、GW182
（TNRC6A）およびそれらの組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のタンパ
ク質を含んでもよい。核酸－タンパク質複合体は、Ago2、アポリポタンパク質I、GW182（
TNRC6A）およびそれらの組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のタンパク
質を含む。
【０３９４】
　複数の態様において、核酸－タンパク質複合体中の一つまたは複数の核酸は一つまたは
複数のマイクロRNAを含む。たとえば、一つまたは複数のマイクロRNA、たとえば1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40、50個またはより多くのマイクロRNAは、表5におけ
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るマイクロRNAであることができる。一つまたは複数のマイクロRNAは、miR-22、miR-16、
miR-148a、miR-92a、miR-451、let7aおよびそれらの組み合わせからなる群より選択され
る一つまたは複数のマイクロRNA、たとえば1、2、3、4、5または6種のマイクロRNAを含ん
でもよい。一つまたは複数のマイクロRNAは、非限定的に、前立腺癌を含む癌を特徴決定
する、たとえば診断、予後判定判定またはセラノーシス用の判定を行うために評価されて
もよい。
【０３９５】
　ある態様において、核酸－タンパク質複合体は、Ago2、アポリポタンパク質I、GW182（
TNRC6A）およびそれらの組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のタンパク
質を含み、ならびに一つまたは複数のマイクロRNAは、miR-16およびmiR-92aならびにそれ
らの組み合わせからなる群より選択される一つまたは複数のマイクロRNAを含む。一つま
たは複数のマイクロRNAは、前立腺癌を特徴決定するために評価されてもよい。
【０３９６】
　本発明はさらに、関心対象の微小胞集団中の核酸を検出する工程を含む、バイオシグネ
チャーを決定する方法を提供する。小胞集団は、生物学的試料中の全集団であることもで
きるし、または特定の表面抗原を有する部分集団のような部分集団であることもできる。
方法は、生物学的試料由来の微小胞集団中の一つまたは複数のタンパク質バイオマーカー
を検出する工程、検出された微小胞集団と結合した一つまたは複数の核酸バイオマーカー
の存在またはレベルを決定する工程、および一つまたは複数の核酸の存在またはレベルを
含むバイオシグネチャーを同定する工程を含む。微小胞集団を検出し、タンパク質を検出
し、および核酸を評価するための技術は、本明細書に開示されたものであることもできる
し、または当技術分野において公知のものであることもできる。たとえば、微小胞は、一
つまたは複数のタンパク質に対するアフィニティー選択によって単離することができ、お
よび核酸は、選択された微小胞から単離することができる。一つまたは複数の核酸バイオ
マーカーのレベルは、一つまたは複数のタンパク質バイオマーカーのレベルまたは微小胞
集団のレベルに対して正規化することができる。いくつかの態様において、方法はさらに
、バイオシグネチャーを参照バイオシグネチャーと比較する工程を含み、該比較を使用し
て、本明細書に開示される、または当技術分野において公知である癌を含む癌を特徴決定
する。参照バイオシグネチャーは、癌を有しない対象に由来し得る。参照バイオシグネチ
ャーはまた、対象由来、たとえば、正常な隣接組織由来、または別の時点で採取された試
料由来であることもできる。癌を特徴決定する様々な方法が本明細書に開示されている。
たとえば、癌の特徴決定は、対象における癌の存在もしくはリスクを同定すること、また
は対象における癌を転移性または高悪性度として同定することを含んでもよい。比較工程
は、バイオシグネチャーが参照バイオシグネチャーに対して変化しているかどうかを判定
し、それにより、癌に関する予後判定、診断またはセラノーシス用の特徴決定を提供する
ことを含む。生物学的試料は、非限定的に、本明細書に開示される体液を含む体液を含む
。たとえば、体液は尿、血液または血液由来物を含んでもよい。
【０３９７】
　微小胞集団中の一つまたは複数のタンパク質バイオマーカーを検出するために使用され
るタンパク質は、本明細書中、たとえば表3～5または9～11に開示されている一つまたは
複数のバイオマーカーを含んでもよい。たとえば、一つまたは複数のタンパク質は、PCSA
、Ago2、CD9およびそれらの組み合わせからなる群より選択することができる。たとえば
、一つまたは複数のタンパク質は、PCSA、Ago2、CD9、PCSAおよびAgo2、PCSAおよびCD9、
Ago2およびCD9またはPCSA、Ago2およびCD9のすべてであることができる。表3中にあるよ
うなもう一つの一般的小胞マーカー、たとえばCD63またはCD81のようなテトラスパニンを
、CD9に代えて、またはCD9に加えて使用することもできる。そのような複数のバイオマー
カーは、特定の起源を有する微小胞集団を同定するために使用することができる。たとえ
ば、PCSAは、前立腺由来の小胞を同定することができ、一方、CD9は、壊死組織片は別と
して、小胞を同定する。PCSA、PSMA、PSCA、KLK2またはPBP（前立腺結合タンパク質）は
、前立腺癌を特徴決定するためのバイオマーカーとして使用することができる。
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【０３９８】
　一つまたは複数の核酸バイオマーカーは、本明細書に開示されている、たとえば表5に
おける一つまたは複数の核酸を含んでもよい。ある態様において、一つまたは複数の核酸
は一つまたは複数のマイクロRNAを含む。たとえば、一つまたは複数のマイクロRNAは、mi
R-22、miR-16、miR-148a、miR-92a、miR-451およびlet7aの1、2、3、4、5または6から選
択することができる。ある態様において、一つまたは複数のタンパク質バイオマーカーは
PCSAおよびAgo2を含み、一つまたは複数の核酸バイオマーカーはmiR-22を含む。もう一つ
の態様において、一つまたは複数のタンパク質バイオマーカーはPCSAおよび／またはCD9
を含み、ならびに一つまたは複数の核酸バイオマーカーはmiR-22を含む。方法は、前立腺
癌のような癌を特徴決定するために、たとえば癌試料を非癌試料から区別するために使用
することができる。
【０３９９】
　他の態様において、一つまたは複数の核酸はmRNAを含む。mRNAは、微小胞内のペイロー
ドとして評価することができる。たとえば、一つまたは複数の核酸バイオマーカーは、表
5から選択されるメッセンジャーRNA（mRNA）を含む。mRNAはまた、表22～24のいずれかか
ら選択されてもよい。いくつかの態様において、一つまたは複数のタンパク質バイオマー
カーはPCSAを含み、一つまたは複数の核酸バイオマーカーは、表22～24のいずれかから選
択されるメッセンジャーRNA（mRNA）を含む。方法は、前立腺癌のような癌を特徴決定す
るために、たとえば癌試料を非癌試料から区別するために使用することができる。
【０４００】
　一つまたは複数の核酸バイオマーカーのレベルは、一つまたは複数のタンパク質バイオ
マーカーのレベルに対して正規化することができる。ある態様において、バイオシグネチ
ャーは、一つまたは複数のタンパク質バイオマーカーのレベルと一つまたは複数の核酸バ
イオマーカーのレベルとの比から算出されるスコアを含む。たとえば、核酸のレベルをタ
ンパク質のレベルで割ることができる。
【０４０１】
　スコアは、複数のタンパク質および複数の核酸から算出することができる。ある態様に
おいて、一つまたは複数のタンパク質バイオマーカーはPCSAおよびPSMAを含み、ならびに
一つまたは複数の核酸バイオマーカーはmiR-22およびlet7aを含む。方法は、前立腺癌を
特徴決定するために、たとえば前立腺癌試料を非前立腺癌試料から区別するために使用さ
れる。スコアは、a）微小胞部分集団中のmiR-22ペイロードのレベルを微小胞部分集団と
結合したPCSAタンパク質のレベルで割った第一の倍数、b）微小胞部分集団中のlet7aペイ
ロードのレベルを微小胞部分集団と結合したPCSAタンパク質のレベルで割った第二の倍数
、およびc）微小胞部分集団と結合したPSMAタンパク質のレベルの第三の倍数の合計をと
ることを含んでもよい。第一、第二および第三の倍数は、前立腺癌を区別する方法の能力
を最大化するように選択することができる。たとえば、倍数は、約0.0001、0.001、0.01
、0.1、0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、100、1000または10000であることができ
る。ある態様において、第一の倍数は10であり、第二の倍数は10であり、第三の倍数は1
である。スコアは、以下のように合計の平均であることができる。
　スコア＝平均（10*miR22/PCSA MFI, 10*let-7a/PCSA MFI, PSMA MFI）
【０４０２】
　当業者は、スコアを算出することが合計の単調変換を含んでもよいことを理解するであ
ろう。代替バイオマーカーを使用して他の癌を特徴決定するような他の設定における他の
バイオマーカーに関しても同様なスコアリング式を立てることができる。
【０４０３】
　比較のための適切な参照試料を選択することにより、同定されたバイオシグネチャーは
、診断用の読み取り値（たとえば、参照試料は正常または無疾患である）、予後判定用の
読み取り値（たとえば、参照試料は、不十分または良好な疾患転帰、高悪性度などの試料
である）またはセラノーシス用の読み取り値（たとえば、参照試料は、選択された処置に
応答性または非応答性のコホート由来の試料である）を提供することができる。
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【０４０４】
　本発明の方法において使用可能なさらなるバイオマーカーには、参照によりその全文が
本明細書に組み入れられる、2012年2月17日出願の国際特許出願第PCT/US2012/025741号、
2011年8月18日出願の国際特許出願第PCT/US2011/048327号、2011年3月1日出願の国際特許
出願第PCT/US2011/026750号、および2011年4月6日出願の国際特許出願第PCT/US2011/0314
79号に記載されたバイオマーカーが含まれる。
【０４０５】
遺伝子融合
　小胞の評価した1つ以上のバイオマーカーは、遺伝子融合であり得る。融合遺伝子は、2
つの以前は別個の遺伝子の並列によって作製されるハイブリッド遺伝子である。これは、
染色体転座もしくは逆位、欠失によって、またはトランススプライシングを介して生じ得
る。結果として得られる融合遺伝子は、細胞増殖因子、血管新生因子、腫瘍プロモーター
、または細胞の悪性形質転換および腫瘍の生成の一因となる他の因子の異常発現をもたら
す等の、遺伝子の異常な時間的および空間的発現を引き起こし得る。このような融合遺伝
子は、1）細胞増殖因子、腫瘍プロモーター、または遺伝子発現の増加をもたらす発癌性
を促進する他の遺伝子のコード領域に隣接した1つの遺伝子の強力なプロモーター領域の
並列のため、または2）2つの異なる遺伝子のコード領域の融合によりキメラ遺伝子、ひい
ては異常な活性があるキメラタンパク質が生じるため、発癌性であり得る。
【０４０６】
　融合遺伝子の一例は、慢性骨髄性白血病（CML）の約90％および急性白血病のサブセッ
トにおける特徴的分子異常である、BCR-ABLである（Kurzrock et al., Annals of Intern
al Medicine 2003;138(10):819-830）。BCR-ABLは、染色体9番と22番の間の転座に起因す
る。転座は、BCR遺伝子の5'領域およびABL1の3'領域を接合し、キメラBCR-ABL1遺伝子を
生じ、これは、構造的に活性なチロシンキナーゼ活性を有するタンパク質をコードする（
Mittleman et al., Nature Reviews Cancer 2007;7(4):233-245）。異常なチロシンキナ
ーゼ活性は、脱調節された細胞シグナリング、細胞増殖および細胞生存、アポトーシス抵
抗性および増殖因子非依存性をもたらし、これらの全ては、白血病の病態生理の一因とな
る（Kurzrock et al., Annals of Internal Medicine 2003;138(10):819-830）。
【０４０７】
　別の融合遺伝子は、バーキットリンパ腫の約80％を決定付ける特徴である、IGH-MYCで
ある（Ferry et al. Oncologist 2006; 11(4):375-83）。この原因となる事象は染色体8
番と14番の転座であり、免疫グロブリン重鎖遺伝子の強力なプロモーターに隣接してc-My
cの発癌遺伝子をもたらし、c-myc過剰発現を引き起こす（Mittleman et al., Nature Rev
iews Cancer 2007;7(4):233-245）。c-myc転位は、永続的に増殖性の状態をもたらす場合
、リンパ腫発生において重要な事象である。それは、細胞周期、細胞分化、アポトーシス
、および細胞粘着を通して、進行において広範な影響を有する（Ferry et al. Oncologis
t 2006;11(4):375-83）。
【０４０８】
　多くの再発融合遺伝子は、Mittlemanデータベース（cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mi
telman）にカタログ化されており、小胞中で評価され、表現型を特徴決定するために使用
することができる。遺伝子融合は、血液悪性腫瘍または上皮腫瘍を特徴決定するために使
用することができる。例えば、TMPRSS2-ERG、TMPRSS2-ETV、およびSLC45A3-ELK4融合を検
出し、前立腺癌を特徴決定するために使用することができ、乳癌については、ETV6-NTRK3
およびODZ4-NRG1を検出することができる。
【０４０９】
　さらに、融合遺伝子の存在もしくは不在、または発現レベルを評価することを、癌等の
表現型の診断、および、治療の選択に対する治療反応のモニタリングに使用することがで
きる。例えば、BCR-ABL融合遺伝子の存在は、CMLの診断のための特徴であるだけでなく、
CMLの治療のための、受容体チロシンキナーゼ阻害剤である薬物メシル酸イマチニブ（グ
リベック、Novartis社）の標的でもある。イマチニブ療法は、分子反応（BCR-ABLの消失
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＋血液細胞）をもたらし、BCR-ABL＋CML患者において無増悪生存率を向上している（Kant
arjian et al., Clinical Cancer Research 2007;13(4):1089-1097）。
【０４１０】
　遺伝子融合の存在、非存在または発現レベルに関する小胞の評価は、遺伝子融合の存在
、非存在または発現レベルに関して不均一小胞集団を評価することによる評価であること
ができる。または、評価される小胞は、特定の細胞タイプに由来する小胞、たとえば上記
のような起始細胞特異的小胞であることができる。表現型を特徴決定するために評価する
ことができる融合の使用例は、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4
月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US201
1/031479号に記載されているものを含む。
【０４１１】
遺伝子関連miRNAバイオマーカー
　特定の転写物と相互作用することが知られ、表現型を特徴決定するために評価すること
ができるmiRNAバイオマーカーの例示的使用例は、参照によりその全文が本明細書に組み
入れられる2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特
許出願第PCT/US2011/031479号に記載されているものを含む。
【０４１２】
核酸－タンパク質複合体バイオマーカー
　ヒト血漿中のマイクロRNAが、循環微小胞、Argonauteタンパク質ならびにHDLおよびLDL
複合体と結合していることがわかっている。たとえば、Arroyo et al., Argonaute2 comp
lexes carry a population of circulating microRNAs independent of vesicles in hum
an plasma. Proc Natl Acad Sci USA. 2011. 108:5003-08. Epub 2011 Mar 7、Collino e
t al., Microvesicles derived from adult human bone marrow and tissue specific me
senchymal stem cells shuttle selected pattern of miRNAs. PLOS One. 2010 5(7):e11
803を参照すること。Argonauteファミリーのタンパク質はRNA干渉（RNAi）遺伝子サイレ
ンシングにおいて役割を演じる。Argonauteタンパク質は、短いRNA、たとえばマイクロRN
A（miRNA）または短い干渉性RNA（siRNA）に結合し、かつそれらの相補的mRNAの翻訳を抑
制する。これらはまた、アンチジーンRNAまたはagRNAとも知られる短いRNAが相補的プロ
モータ領域の転写抑制を指示する転写型遺伝子サイレンシング（TGS）にも関与している
。Argonauteファミリーメンバーは、Argonaute 1（「真核生物翻訳開始因子2C,1」、EIF2
C1、AGO1）、Argonaute 2（「真核生物翻訳開始因子2C,2」、EIF2C2、AGO2）、Argonaute
 3（「真核生物翻訳開始因子2C,3」、EIF2C3、AGO3）およびArgonaute 4（「真核生物翻
訳開始因子2C,4」、EIF2C4、AGO4）を含む。いくつかのArgonauteアイソタイプが同定さ
れている。Argonaute 2は、それがマイクロRNAサイレンシング経路における標的メッセン
ジャーRNAのサイレンシングにおいて役割を演じるRNA誘導型サイレンシング複合体（RISC
）内のエフェクタタンパク質である。
【０４１３】
　タンパク質GW182は微小胞と結合し、また、すべてのヒトArgonauteタンパク質（たとえ
ばAgo1、Ago2、Ago3、Ago4）およびそれらの関連するmiRNAに結合する能力を有する。た
とえば、Gibbings et al., Multivesicular bodies associate with components of miRN
A effector complexes and modulate miRNA activity, Nat Cell Biol 2009 11:1143-114
9. Epub 2009 Aug 16、Lazzaretti et al., The C-terminal domains of human TNRC6A、
TNRC6B, and TNRC6C silence bound transcripts independently of Argonaute proteins
. RNA. 2009 15:1059-66, Epub 2009 Apr 21を参照すること。TNRC6A遺伝子（6Aを含むト
リヌクレオチドリピート）によってコードされるGW182は、RNA干渉（RNAi）およびマイク
ロRNA経路を通して転写後遺伝子サイレンシングにおいて機能する。TNRC6BおよびTNRC6C
もまた、6ファミリーを含むトリヌクレオチドリピートのメンバーであり、かつ遺伝子サ
イレンシングにおいて同様な役割を演じる。GW182は、GW体またはP体として知られる細胞
質体中のmRNAおよびArgonauteタンパク質と結合する。GW182は、miRNA依存性翻訳抑制お
よびArgonauteファミリータンパク質による相補的mRNAのsiRNA依存性ヌクレオチド鎖切断
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開裂に関与している。
【０４１４】
　ある局面において、本発明は、核酸－タンパク質複合体バイオマーカーを分析する工程
を含む、表現型を特徴決定する方法を提供する。本明細書において使用される核酸－タン
パク質複合体は、少なくとも一つの核酸および少なくとも一つのタンパク質を含み、また
、脂質のような他の成分も含むことができる。核酸－タンパク質複合体は小胞に結合して
いてもよい。ある態様において、RNA－タンパク質複合体が単離され、および結合したRNA
のレベルが評価され、そのレベルを使用して表現型を特徴決定する、たとえば診断、予後
判定、セラノーシスまたは本明細書に記載される他の表現型を提供する。RNAはマイクロR
NAであることができる。マイクロRNAは、小胞およびタンパク質と結合していることがわ
かっている。いくつかの場合、この結合が、RNアーゼまたは他の因子による分解からmiRN
Aを保護するように働いてもよい。非限定的に小胞結合miR、Ago結合miR、起始細胞小胞結
合miR、循環Ago結合miR、循環HDL結合miRおよび全miR内容物を含む、マイクロRNAの様々
な集団の内容物を試料の中で評価することができる。
【０４１５】
　複合体を単離するために使用されるタンパク質バイオマーカーは、一つまたは複数のAr
gonauteタンパク質またはArgonauteファミリーメンバーと結合する他のタンパク質である
ことができる。これらは、非限定的に、Argonauteタンパク質Ago1、Ago2、Ago3、Ago4お
よびそれらの様々なアイソフォームを含む。タンパク質バイオマーカーは、GW182（TNRC6
A）、TNRC6Bおよび／またはTNRC6Cであることができる。タンパク質バイオマーカーは、P
体またはGW体と結合したタンパク質、たとえばSW182、Argonaute、デキャッピング酵素ま
たはRNAヘリカーゼであることができる。たとえば、Kulkarni et al. On track with P-b
odies. Biochem Soc Trans 2010, 38:242-251を参照すること。タンパク質バイオマーカ
ーはまた、HNRNPA2B1（不均一核リボ核タンパク質a2/b1）、HNRPAB（不均一核リボ核タン
パク質A/B）、ILF2（インターロイキンエンハンサ結合因子2、45kDa）、NCL（ヌクレオリ
ン）、NPM1（ヌクレオホスミン（核小体リンタンパク質b23、ヌマトリン））、RPL10A（
リボソームタンパク質110a）、RPL5（リボソームタンパク質15）、RPLP1（リボソームタ
ンパク質、大、p1）、RPS12（リボソームタンパク質s12）、RPS19（リボソームタンパク
質s19）、SNRPG（小さな核リボ核タンパク質ポリペプチドg）、TROVE2（Troveドメインフ
ァミリー、メンバー2）の一つまたは複数であることができる。Wang et al., Export of 
microRNAs and microRNA-protective protein by mammalian cells. Nucleic Acids Res.
 38:7248-59. Epub 2010 Jul 7を参照すること。タンパク質バイオマーカーはまた、脂質
（脂肪およびコレステロールのような油溶性物質）に結合して、脂質をリンパ系および循
環系の中で輸送するリポタンパク質を形成するタンパク質であるアポリポタンパク質であ
ることもできる。Vickers et al., MicroRNAs are transported in plasma and delivere
d to recipient cells by high-density lipoproteins, Nat Cell Biol 2011 13:423-33,
 Epub 2011 Mar 20を参照すること。アポリポタンパク質は、アポリポタンパク質A（アポ
A-I、アポA-II、アポA-IVおよびアポA-Vを含む）、アポリポタンパク質B（アポB48および
アポB100を含む）、アポリポタンパク質C（アポC-I、アポC-II、アポC-IIIおよびアポC-I
Vを含む）、アポリポタンパク質D（アポD）、アポリポタンパク質E（アポE）、アポリポ
タンパク質H（アポH）またはこれらの組み合わせであることができる。アポリポタンパク
質は、アポL1、アポL2、アポL3、アポL4、アポL5、アポL6、アポLD1またはこれらの組み
合わせを含むアポリポタンパク質Lであることができる。アポリポタンパク質L（アポL）
は、コレステロール輸送において中心的役割を演じる高密度リポタンパク質ファミリーに
属する。タンパク質バイオマーカーは、リポタンパク質の成分、たとえばキロミクロン、
超低密度リポタンパク質（VLDL）、中間密度リポタンパク質（IDL）、低密度リポタンパ
ク質（LDL）および／または高密度リポタンパク質（HDL）の成分であることができる。あ
る態様において、タンパク質バイオマーカーはLDLまたはHDLの成分である。成分はアポE
であることができる。成分はアポA1であることができる。タンパク質バイオマーカーは、
一般的小胞マーカー、たとえばテトラスパニン、または非限定的にCD9、CD63および／ま
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たはCD81を含む表3に記載された他のタンパク質であることができる。タンパク質バイオ
マーカーは、EpCam、B7H3および／またはCD24のような癌マーカーであることができる。
タンパク質バイオマーカーは、組織特異的バイオマーカー、たとえば前立腺バイオマーカ
ーPSCA、PCSAおよび／またはPSMAであることができる。これらまたは他の有用なタンパク
質バイオマーカーの組み合わせを使用して、関心対象の複合体の特定の集団を単離するこ
ともできる。
【０４１６】
　核酸－タンパク質複合体は、複合体の一つまたは複数の成分に対する結合物質を使用す
ることによって単離することができる。非限定的にアフィニティー単離法、免疫捕捉法、
免疫沈降法およびフローサイトメトリーを含む、タンパク質を単離するための様々な技術
が当業者に公知である、および／または本明細書に提示されている。結合物質は、本明細
書に記載されているものを含む任意の適切な結合物質であることができ、たとえば一つま
たは複数の結合物質は、核酸、DNA分子、RNA分子、抗体、抗体フラグメント、アプタマー
、ペプトイド、zDNA、ペプチド核酸（PNA）、ロックド核酸（LNA）、レクチン、ペプチド
、デンドリマー、膜タンパク質標識物質、化学物質またはこれらの組み合わせを含む。あ
る態様において、結合物質は、抗体、抗体コンジュゲート、抗体フラグメントおよび／ま
たはアプタマーを含む。本発明とともに使用することができるタンパク質－核酸複合体を
評価するさらなる方法に関しては、またWang et al., Export of microRNAs and microRN
A-protective protein by mammalian cells. Nucleic Acids Res. 38:7248-59. Epub 201
0 Jul 7、Keene et al., RIP-Chip: the isolation and identification of mRNAs, micr
oRNA and protein components of ribonucleoprotein complexes from cell extracts. N
at Protoc 2006 1:302-07、Hafner, Transcriptome-wide identification of RNA-bindin
g protein and microRNA target sites by PAR-CLIP. Cell 2010 141:129-41を参照する
こと。
【０４１７】
　本発明はさらに、タンパク質と複合した状態で見いだされるmiRNAを同定する方法を提
供する。一つの態様において、タンパク質－核酸複合体の集団は上記のように単離される
。その集団のmiRNA内容物が評価される。この方法は、様々な関心対象試料（たとえば、
有疾患、無疾患、応答者、非応答者）に対して使用することができ、および試料中のmiRN
A内容物を比較して、試料間で差異を示すmiRNAを同定することができる。本明細書にはmi
RNAを検出する方法が提供される（アレイ、PCRなど）。同定されたmiRNAを使用して、本
明細書の方法にしたがって表現型を特徴決定することができる。たとえば、発見のために
使用される試料は、癌血漿試料および非癌血漿試料であることができる。癌試料と非癌試
料とを区別するタンパク質複合miRNAを同定することができ、および血漿試料中の癌を検
出するためにその区別するmiRNAを評価することができる。
【０４１８】
　本発明はまた、非ペイロードmiRを小胞含有試料から除去したのち、小胞内のmiR内容物
を評価することにより、小胞内のマイクロRNAペイロードを区別する方法を提供する。miR
は、RNアーゼまたはmiRNAを分解する他の実体を使用して試料から取り出すことができる
。いくつかの態様において、試料は、RNアーゼ処理の前に、タンパク質複合体からマイク
ロRNAを除去するための薬剤によって処理される。薬剤は、タンパク質を分解する酵素、
たとえばプロテイナーゼKまたはトリプシンのようなタンパク質分解酵素または任意の他
の適切な酵素であることができる。この方法を使用して、遊離miRNAまたは循環タンパク
質複合体中のmiRNAとは別に、小胞とともに含まれるマイクロRNA分画を評価することによ
り、本明細書の方法にしたがって表現型を特徴決定することができる。
【０４１９】
バイオマーカー検出
　バイオシグネチャーは、本明細書に開示されるように、循環バイオマーカー、例えばマ
イクロRNA、タンパク質、小胞または他のバイオマーカーの存在、レベルまたは濃度を検
出することによって定性的または定量的に検出することができる。これらのバイオシグネ
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チャー成分は、当業者には公知の多数の技術を使用して検出することができる。たとえば
、バイオマーカーは、マイクロアレイ解析、ポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）（PCRベース
の方法、たとえばリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応法（RT-PCR）、定量的リアルタイム
ポリメラーゼ連鎖反応法（Q-PCR/qPCR）などを含む）、対立遺伝子特異的プローブによる
ハイブリダイゼーション、酵素的突然変異検出、ライゲーション連鎖反応法（LCR）、オ
リゴヌクレオチドライゲーションアッセイ法（OLA）、フローサイトメトリーヘテロ二本
鎖解析、ミスマッチの化学的切断、質量分析法、核酸配列決定、一本鎖高次構造多型分析
法（SSCP）、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（DGGE）、温度勾配ゲル電気泳動法（TGGE）
、制限断片長多型、連続的遺伝子発現解析（SAGE）またはこれらの組み合わせによって検
出することができる。核酸のようなバイオマーカーは、検出前に増幅することができる。
バイオマーカーはまた、免疫アッセイ法、免疫ブロット法、免疫沈降法、酵素結合免疫吸
着アッセイ法（ELISA、EIA）、ラジオ免疫アッセイ法（RIA）、フローサイトメトリーま
たは電子顕微鏡法（EM）によって検出することもできる。
【０４２０】
　バイオシグネチャーは、本明細書に記載されるような捕捉物質および検出物質を使用し
て検出することができる。捕捉物質は、抗体、アプタマーまたはバイオマーカーを認識し
、バイオマーカーを捕捉するために使用することができる他の実体を含むことができる。
捕捉することができるバイオマーカーは、循環バイオマーカー、たとえば体液中に溶解し
た状態にあるタンパク質、核酸、脂質または生物学的複合体を含む。同様に、捕捉物質は
、小胞を捕捉するために使用することもできる。検出物質は、バイオマーカーを認識し、
かつバイオマーカー小胞を検出するために使用することができる抗体もしくは他の実体、
または小胞を認識し、かつ小胞を検出するのに有用である抗体もしくは他の実体を含むこ
とができる。いくつかの態様において、検出物質は標識され、その標識が検出されて、そ
れにより、バイオマーカーまたは小胞が検出される。検出物質は、結合物質、たとえば抗
体またはアプタマーであることができる。他の態様において、検出物質は、膜タンパク質
標識物質のような小分子を含む。たとえば、Alroyらの米国特許公開公報第US2005/015870
8号に開示された膜タンパク質標識物質を参照すること。ある態様においては、小胞が、
本明細書に記載されるように単離または捕捉され、その小胞を検出するために一つまたは
複数の膜タンパク質標識物質が使用される。多くの場合、捕捉物質および検出物質によっ
て認識される抗原または他の小胞部分は互換可能である。非限定的な例として、起始細胞
特異的抗原を表面に有し、癌特異的抗原を表面に有する小胞を考えてみる。一例において
、小胞は、起始細胞特異的抗原に対する抗体を使用して、たとえば捕捉抗体を基体に繋留
することによって捕捉することができ、次いで、小胞は、癌特異的抗原に対する抗体を使
用して、たとえば検出抗体を蛍光色素で標識し、その色素によって放出される蛍光放射線
を検出することによって検出される。もう一つの例において、小胞は、癌特異的抗原に対
する抗体を使用して、たとえば捕捉抗体を基体に繋留することによって捕捉することがで
き、次いで、小胞は、起始細胞特異的抗原に対する抗体を使用して、たとえば検出抗体を
蛍光色素で標識し、その色素によって放出される蛍光放射線を検出することによって検出
される。
【０４２１】
　いくつかの態様において、同じバイオマーカーが捕捉物質および検出物質の両方によっ
て認識される。このスキームは、状況に依存して使用することができる。一つの態様にお
いて、バイオマーカーは、関心対象の小胞を検出する、たとえば起始細胞特異的小胞を捕
捉するだけで十分である。他の態様において、バイオマーカーは、多機能性である、たと
えば起始細胞特異性および癌細胞特異性の両方を有する。バイオマーカーは、捕捉および
検出のための他のバイオマーカーとともに使用することもできる。
【０４２２】
　バイオマーカーを検出する一つの方法は、上記のように生物学的試料から不均一な小胞
集団を精製または単離する工程、およびサンドイッチアッセイ法を実施する工程を含む。
集団中の小胞は、捕捉物質によって捕捉することができる。捕捉物質は、一次抗体のよう
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な捕捉抗体であることができる。捕捉抗体は、基体、たとえばアレイ、ウェルまたは粒子
に結合していることができる。捕捉または結合された小胞は、検出抗体のような検出物質
によって検出することができる。たとえば、検出抗体は、小胞の抗原に対する抗体である
ことができる。検出抗体は、直接的に標識され、検出されることができる。または、検出
物質は、検出物質と反応することができる酵素結合二次抗体を介するなど、間接的に標識
され、検出されることもできる。国際公開公報第2009092386号に記載されているように、
検出試薬または検出基質を加え、反応を検出することができる。捕捉物質がRab-5bに結合
し、検出物質がCD63またはカベオリン1に結合またはこれを検出する説明のための例にお
いて、捕捉物質は抗Rab-5b抗体であることができ、検出物質は抗CD63または抗カベオリン
1抗体であることができる。いくつかの態様において、捕捉物質は、CD9、PSCA、TNFR、CD
63、B7H3、MFG-E8、EpCam、Rab、CD81、STEAP、PCSA、PSMAまたは5T4に結合する。たとえ
ば、捕捉物質は、CD9、PSCA、TNFR、CD63、B7H3、MFG-E8、EpCam、Rab、CD81、STEAP、PC
SA、PSMAまたは5T4に対する抗体であることができる。捕捉物質はまた、MFG-E8、アネキ
シンV、Tissue Factor、DR3、STEAP、epha2、TMEM211、unc93A、A33、CD24、NGAL、EpCam
、MUC17、TROP2またはTETSに対する抗体であることもできる。検出物質は、CD63、CD9、C
D81、B7H3またはEpCamに結合またはこれを検出する物質、たとえばCD63、CD9、CD81、B7H
3またはEpCamに対する検出抗体またはアプタマーであることができる。捕捉物質および／
または検出物質の様々な組み合わせをいっしょに使用することができる。ある態様におい
て、捕捉物質はPCSA、PSMA、B7H3および場合によってはEpCamを含み、検出物質は一つま
たは複数の一般的小胞バイオマーカー、例えば、CD9、CD63およびCD81などのテトラスパ
ニンを含む。もう一つの態様において、捕捉物質はTMEM211およびCD24を含み、検出物質
は一つまたは複数のテトラスパニン、たとえばCD9、CD63およびCD81を含む。もう一つの
態様において、捕捉物質はCD66およびEpCamを含み、検出物質は一つまたは複数のテトラ
スパニン、たとえばCD9、CD63およびCD81を含む。捕捉物質および／または検出物質は、C
D9、Erb2、Erb4、CD81、Erb3、MUC16、CD63、DLL4、HLA-Drpe、B7H3、IFNAR、5T4、PCSA
、MICB、PSMA、MFG-E8、Muc1、PSA、Muc2、Unc93a、VEGFR2、EpCAM、VEGF A、TMPRSS2、R
AGE*、PSCA、CD40、Muc17、IL-17-RA、およびCD80のうちの1つまたは複数を含む抗原に対
するものであることができる。例えば、捕捉物質および／または検出物質は、CD9、CD63
、CD81、B7H3、PCSA、MFG-E8、MUC2、EpCam、RAGE、およびMuc17のうちの1つまたは複数
に対するものであることができる。場合によっては、そのようなテトラスパニンおよび／
または他の一般的小胞マーカーの数の増加が検出シグナルを改善することができる。タン
パク質または他の循環バイオマーカーはまた、サンドイッチ手法を使用して検出すること
もできる。捕捉された小胞を回収し、使用して、その中に含まれるペイロード、たとえば
mRNA、マイクロRNA、DNAおよび可溶性タンパク質を解析することができる。
【０４２３】
　いくつかの態様において、捕捉物質はEpCam、B7H3、RAGEまたはCD24に結合またはこれ
を標的とし、小胞表面で検出される一つまたは複数のバイオマーカーはCD9および／また
はCD63である。一つの態様において、捕捉物質はEpCamに結合またはこれを標的とし、小
胞表面で検出される一つまたは複数のバイオマーカーはCD9、EpCamおよび／またはCD81で
ある。一つの捕捉物質は、CD9、PSCA、TNFR、CD63、B7H3、MFG-E8、EpCam、Rab、CD81、S
TEAP、PCSA、PSMAまたは5T4から選択することができる。一つの捕捉物質はまた、DR3、ST
EAP、epha2、TMEM211、unc93A、A33、CD24、NGAL、EpCam、MUC17、TROP2、MFG-E8、TF、
アネキシンVまたはTETSに対する抗体であることもできる。いくつかの態様において、一
つの捕捉物質は、PCSA、PSMA、B7H3、CD81、CD9およびCD63から選択される。
【０４２４】
　他の態様において、捕捉物質はPCSAを標的とし、捕捉された小胞表面で検出される一つ
または複数のバイオマーカーはB7H3および／またはPSMAである。他の態様において、捕捉
物質はPSMAを標的とし、捕捉された小胞表面で検出される一つまたは複数のバイオマーカ
ーはB7H3および／またはPCSAである。他の態様において、捕捉物質はB7H3を標的とし、捕
捉された小胞表面で検出される一つまたは複数のバイオマーカーはPSMAおよび／またはPC
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SAである。さらに他の態様において、捕捉物質はCD63を標的とし、小胞表面で検出される
一つまたは複数のバイオマーカーはCD81、CD83、CD9および／またはCD63である。本明細
書に開示される様々な捕捉物質およびバイオマーカーの組み合わせを使用して、表現型を
特徴決定する、たとえば疾患、たとえば癌を検出、診断または予後判定することができる
。いくつかの態様において、小胞は、前立腺癌を特徴決定するために、EpCamを標的とす
る捕捉物質ならびにCD9およびCD63の検出；PCSAを標的とする捕捉物質ならびにB7H3およ
びPSMAの検出；またはCD63の捕捉物質およびCD81の検出を使用して解析される。他の態様
において、小胞は、結腸癌を特徴決定するために、CD63を標的とする捕捉物質およびCD63
の検出；またはCD9を標的とする捕捉物質およびCD63の検出を使用して使用される。当業
者は、捕捉物質および検出物質の標的を互換可能に使用することができることを理解する
であろう。説明のための例において、PCSAを標的とする捕捉物質ならびにB7H3およびPSMA
を標的とする検出物質を考えてみる。これらのマーカーすべてはPCa由来の小胞を検出す
るのに有用であるため、捕捉物質によってB7H3またはPSMAを標的とすることができ、検出
物質によってPCSAを認識することができる。たとえば、いくつかの態様において、検出物
質はPCSAを標的とし、小胞を捕捉するために使用される一つまたは複数のバイオマーカー
はB7H3および／またはPSMAを含む。他の態様において、検出物質はPSMAを標的とし、小胞
を捕捉するために使用される一つまたは複数のバイオマーカーはB7H3および／またはPCSA
を含む。他の態様において、検出物質はB7H3を標的とし、小胞を捕捉するために使用され
る一つまたは複数のバイオマーカーはPSMAおよび／またはPCSAを含む。いくつかの態様に
おいて、本発明は、PSMA、B7H3および／またはPCSAに対する捕捉物質および／または検出
物質を使用して体液中の前立腺癌細胞を検出する方法を提供する。体液は、血清または血
漿を含む血液を含むことができる。体液は射精液または精液を含むことができる。さらな
る態様において、前立腺癌を検出する方法はさらに、CD81、CD83、CD9および／またはCD6
3に対する捕捉物質および／または検出物質を使用する。本方法はさらに、DR3、STEAP、e
pha2、TMEM211、unc93A、A33、CD24、NGAL、EpCam、MUC17、TROP2およびTETSの一つまた
は複数を有する小胞を捕捉する工程、ならびに捕捉された小胞を一つまたは複数の一般的
小胞抗原、たとえばCD81、CD63および／またはCD9で検出する工程を含む、GI障害を特徴
決定する方法を提供する。さらなる物質が、さらなる生物学的識別能力をもたらすことに
より、および／または実験ノイズを減らすことにより、試験性能を改善する、たとえば試
験精度またはAUCを改善することができる。
【０４２５】
　本発明で使用するためのバイオマーカーを検出する技術は、平坦な基体、たとえばアレ
イ（たとえばバイオチップまたはマイクロアレイ）を、特定のバイオシグネチャーの検出
を容易にする捕捉物質として基体に固定化された分子とともに使用することを含む。アレ
イは、一つまたは複数のバイオマーカーまたは小胞をアッセイするためのキットの一部と
して提供することができる。上述され、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる
2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PC
T/US2011/031479号の図1または3～60に示されるバイオマーカーを同定する分子を、前駆
症状的疾患を含む疾患の検出および診断用のアレイに含めることができる。いくつかの態
様において、アレイは、関心対象のバイオマーカーを特異的に同定するように選択された
生体分子を含むカスタムアレイを含む。カスタマイズされたアレイは、統計的性能を高め
るバイオマーカー、たとえばバイオシグネチャーを同定するさらなる生体分子を検出する
ように改変されることができ、それが、多変量予測モデル（たとえばロジスティック回帰
、判別分析または回帰木モデル）における交差検定エラー率の改善につながる。いくつか
の態様において、カスタマイズされたアレイは、疾患、病態または徴候の生物学を研究し
、所定の生理学的状態におけるバイオシグネチャーをプロファイリングするように構成さ
れる。カスタマイズされたアレイに含まれるマーカーは、統計的基準、たとえば、表現型
または生理学的状態の間を区別する際に所望のレベルの統計的有意性を有することに基づ
いて選択される。いくつかの態様においては、マイクロアレイ上の生体分子を排除または
包含するために、p値＝0.05の標準有意性が選択される。p値は、複数の比較に関して補正
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することができる。説明のための例として、有疾患対象または無疾患対象由来の試料から
抽出された核酸を、何千もの遺伝子配列に結合する高密度マイクロアレイにハイブリダイ
ズさせることができる。有疾患試料または無疾患試料の間でレベルが有意に異なる核酸を
、試料を有疾患または無疾患として識別するためのバイオマーカーとして選択することが
できる。選択されたバイオマーカーを検出するために、カスタマイズされたアレイを構成
することができる。いくつかの態様において、カスタマイズされたアレイは、比較的少な
い数、たとえば何千ではなく何十または何百のアドレス可能な結合物質を有するアレイを
意味する低密度マイクロアレイを含む。低密度アレイを基体表面に形成することができる
。いくつかの態様において、カスタマイズ可能な低密度アレイは、プレートウェル、たと
えばTaqMan（登録商標）Gene Expression Assays（Applied Biosystems by Life Technol
ogies Corporation, Carlsbad, CA）におけるPCR増幅を使用する。
【０４２６】
　平面アレイは一般に、アレイ型式における生体分子のアドレス可能な位置（たとえばパ
ッド、アドレスまたは微小位置）を含む。アレイのサイズはアレイの組成および最終用途
に依存する。2種類の異なる分子から何千もの分子までを含むアレイを製造することがで
きる。一般に、アレイは、アレイの最終用途および製造方法に依存して、二つから100,00
0以上までの分子を含む。本発明で使用するためのマイクロアレイは、関心対象のバイオ
シグネチャー中に存在するバイオマーカー、たとえばそのバイオシグネチャーを構成する
マイクロRNAもしくは他の生体分子または小胞を同定または捕捉する少なくとも一つの生
体分子を含む。いくつかのアレイにおいては、異なる組成または同一組成の複数の基体が
使用される。したがって、平面アレイは、より小さい複数の基体を含むこともできる。
【０４２７】
　本発明は、バイオマーカー、たとえば関心対象のバイオシグネチャーと関連したバイオ
マーカーを検出するために多くの種類のアレイを使用することができる。有用なアレイま
たはマイクロアレイは、非限定的に、DNAマイクロアレイ、たとえばcDNAマイクロアレイ
、オリゴヌクレオチドマイクロアレイおよびSNPマイクロアレイ、マイクロRNAアレイ、タ
ンパク質マイクロアレイ、抗体マイクロアレイ、組織マイクロアレイ、細胞マイクロアレ
イ（トランスフェクションマイクロアレイとも呼ばれる）、化学物質マイクロアレイ、な
らびに糖質アレイ（グリコアレイ）を含む。これらのアレイは上記でさらに詳細に説明さ
れている。いくつかの態様において、マイクロアレイは、バイオマーカー結合が間接的に
（たとえば蛍光を介して）モニターされる認識分子（たとえば抗体）の高密度固定化アレ
イを提供するバイオチップを含む。図2Aは、関心対象の小胞抗原に対する捕捉抗体が表面
に繋留されている例示的な構成を示す。捕捉された小胞はその後、関心対象の同じまたは
異なる小胞抗原に対する検出抗体を使用して検出される。捕捉抗体は、使用可能でありか
つ望ましい場合、繋留されているアプタマーに置き換えることもできる。蛍光検出体が示
されている。他の検出体、たとえば酵素反応、検出可能なナノ粒子、放射標識などを同様
に使用することができる。他の態様において、アレイは、生化学的または分子間の相互作
用によるタンパク質捕捉を質量分析法（MS）による検出と併せて含む形式を含む。小胞は
表面から溶出させ、その中のペイロード、たとえばマイクロRNAを解析することができる
。
【０４２８】
　バイオシグネチャーの一つまたは複数のバイオマーカーを検出するために使用すること
ができるアレイまたはマイクロアレイは、いずれも参照によりその全体が本明細書に組み
入れられる米国特許第6,329,209号、第6,365,418号、第6,406,921号、第6,475,808号およ
び第6,475,809号ならびに米国特許出願第10/884,269号に記載されている方法にしたがっ
て製造することができる。本明細書に記載されるバイオマーカーのセットの特定の選択を
検出するためのカスタムアレイは、これらの特許に記載されている方法を使用して製造す
ることができる。また、Affymetrix（Santa Clara, CA）、Illumina（San Diego, CA）、
Agilent（Santa Clara, CA）、Exiqon（Denmark）またはInvitrogen（Carlsbad, CA）か
ら市販されているものを非限定的に含む市販のマイクロアレイを使用して本発明の方法を
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実施することもできる。カスタムおよび／または市販のアレイは、本明細書に記載のよう
なタンパク質、核酸ならびに他の生物学的分子および実体（たとえば細胞、小胞、ビリオ
ン）の検出のためのアレイを含む。
【０４２９】
　いくつかの態様において、アレイに固定化される分子はタンパク質またはペプチドを含
む。一つまたは複数の種類のタンパク質を表面に固定化することもできる。特定の態様に
おいて、タンパク質は、タンパク質の変性を最小化する、タンパク質の活性の変化を最小
化する、またはタンパク質とそれが固定化される表面との間の相互作用を最小化する方法
および材料を使用して固定化される。
【０４３０】
　有用なアレイ表面は、所望の形、形態またはサイズであることができる。表面の非限定
的な例は、チップ、連続面、曲面、可撓面、フィルム、プレート、シートまたはチューブ
を含む。表面は、約1平方マイクロメートルから約500cm2までの範囲の面積を有すること
ができる。表面の面積、長さおよび幅は、実施されるアッセイ法の要件にしたがって異な
ることもある。考慮される要素は、たとえば、取り扱い易さ、表面が形成される材料の制
限、検出システムの要件、付着システム（たとえば、アレイヤ）の要件などを含むことが
できる。
【０４３１】
　特定の態様において、結合アイランドまたは固定化生体分子の群またはアレイを分離す
るための物理的手段を使用することが望ましい。そのような物理的分離は、関心対象の異
なる溶液に対する異なる群またはアレイの曝露を容易にする。したがって、特定の態様に
おいて、アレイは、任意の数のウェルを有するマイクロウェルプレート内に位置する。こ
のような態様においては、ウェルの底がアレイ形成のための面として作用することもでき
るし、アレイを他の面に形成したのち、ウェルの中に配置することもできる。ウェルを有
しない面が使用されるような特定の態様においては、結合アイランドを形成することもで
きるし、分子を表面に固定化し、アイランドまたは生体分子に対応するように空間的に配
設された穴を有するガスケットをその表面に配置することもできる。このようなガスケッ
トは好ましくは液密である。ガスケットは、アレイを製造する工程のいずれかの時点で表
面に配置することもでき、群またはアレイの分離がもはや不要であるならば、取り除くこ
ともできる。
【０４３２】
　いくつかの態様において、固定化された分子は、その固定化された分子と接触する生物
学的試料中に存在する一つまたは複数のバイオマーカーまたは小胞に結合することができ
る。いくつかの態様において、固定化された分子は、その固定化された分子と接触する一
つまたは複数の小胞中に存在する分子を修飾する、または、その分子によって修飾される
。試料を接触させることは一般に、試料をアレイの上に重ねることを含む。
【０４３３】
　溶液中の分子またはアレイ表面に固定化された分子の修飾または結合は、当技術分野に
おいて公知の検出技術を使用して検出することができる。そのような技術の例は、免疫学
的技術、たとえば競合的結合アッセイ法およびサンドイッチアッセイ法；共焦点スキャナ
、共焦点顕微鏡またはCCDベースのシステムのような機器、および蛍光、蛍光偏光（FP）
、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）、全内反射蛍光（TIRF）、蛍光相関分光法（FCS）の
ような技術を使用する蛍光検出法；比色／分光分析技術；表面で吸着される物質の質量の
変化を計測する表面プラズモン共鳴；従来の放射性同位元素結合およびシンチレーション
近接アッセイ法（SPA）を含む、放射性同位元素を使用する技術；質量分析法、たとえば
マトリックス支援レーザー脱離／イオン化質量分析法（MALDI）およびMALDI飛行時間（TO
F）型質量分析法；タンパク質フィルムの厚さを測定する光学的方法である偏光解析法；
表面に吸着する物質の質量を計測するための非常に高感度の方法である水晶結晶板微量天
秤法（QCM）；走査型プローブ顕微鏡法、たとえば原子間力顕微鏡法（AFM）、走査力顕微
鏡法（SFM）または走査型電子顕微鏡法（SEM）；ならびに電気化学、インピーダンス、音
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響、マイクロ波およびIR／ラマン検出のような技術を含む。たとえば、いずれも参照によ
りその全体が本明細書に組み入れられるMere L, et al., "Miniaturized FRET assays an
d microfluidics: key components for ultra-high-throughput screening, "Drug Disco
very Today 4(8):363-369 (1999)およびその中に引用されている参照文献、Lakowicz J R
, Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2nd Edition, Plenum Press (1999)また
はJain KK: Integrative Omics, Pharmacoproteomics, and Human Body Fluids. In: Tho
ngboonkerd V, ed., ed. Proteomics of Human Body Fluids: Principles, Methods and 
Applications. Volume 1: Totowa, N. J.: Humana Press, 2007を参照されたい。
【０４３４】
　マイクロアレイ技術は、質量分析（MS）および他のツールと組み合わせることができる
。質量分析計へのエレクトロスプレーインタフェースをマイクロ流体工学デバイス中の毛
管と一体化させることができる。たとえば、一つの市販システムは、固有の明確な電気泳
動移動度を有する蛍光標識であるeTagレポーターを含み、各標識が切断可能な結合を介し
て生物学的または化学的プローブに結合している。各eTagレポーターの明確な移動度アド
レスが、これらのタグの混合物が毛管電気泳動によって速やかに逆重畳積分され、定量化
されることを可能にする。このシステムは、同じ試料からの同時発生的な遺伝子発現、タ
ンパク質発現およびタンパク質機能解析を可能にする。参照によりその全体が本明細書に
組み入れられるJain KK: Integrative Omics, Pharmacoproteomics, and Human Body Flu
ids. In: Thongboonkerd V, ed., ed. Proteomics of Human Body Fluids: Principles, 
Methods and Applications. Volume 1: Totowa, N. J.: Humana Press, 2007を参照され
たい。
【０４３５】
　バイオチップは、マイクロ流体工学またはナノ流体アッセイ法のための構成要素を含む
ことができる。マイクロ流体工学デバイスは、バイオマーカーを単離または解析する、た
とえばバイオシグネチャーを決定するために使用することができる。マイクロ流体工学シ
ステムは、小胞を単離、捕捉または検出し、マイクロRNAを検出し、循環バイオマーカー
を検出し、バイオシグネチャーを検出するための一つまたは複数のプロセスまたは他のプ
ロセスの小型化および区画化を可能にする。マイクロ流体工学デバイスは、システムの少
なくとも一つの局面において一つまたは複数の検出試薬を使用することができ、そのよう
な検出試薬を使用して一つまたは複数のバイオマーカーを検出することができる。一つの
態様において、装置は、単離または結合された小胞表面のバイオマーカーを検出する。様
々なプローブ、抗体、タンパク質または他の結合物質を使用して、マイクロ流体工学シス
テム内のバイオマーカーを検出することができる。検出物質は、マイクロ流体工学デバイ
スの様々な区画に固定化することもできるし、装置の様々なチャネルを通してハイブリダ
イゼーションまたは検出反応に導入することもできる。
【０４３６】
　マイクロ流体工学デバイス中の小胞を溶解させ、その内容物、たとえばタンパク質また
は核酸、たとえばDNAまたはRNA、たとえばmiRNAまたはmRNAをマイクロ流体工学デバイス
内で検出することができる。核酸は、マイクロ流体工学デバイス内で、検出前に増幅する
こともできるし、直接検出することもできる。したがって、マイクロ流体工学システムは
また、様々なバイオマーカーの検出を多重化するために使用することもできる。ある態様
においては、小胞がマイクロ流体工学デバイス内で捕捉され、捕捉された小胞が溶解され
、その小胞ペイロード由来のマイクロRNAのバイオシグネチャーが決定される。バイオシ
グネチャーはさらに、小胞を捕捉するために使用される捕捉物質を含むことができる。
【０４３７】
　新規なナノ製造技術が、高密度の精密アレイ、たとえば不均一ナノアレイとも知られる
ヌクレオチドベースのチップおよびタンパク質アレイの製造に依存するバイオセンシング
用途の可能性を開拓している。ナノ流体工学により、マイクロチップ中の流体分析対象物
の量をナノリットルレベルまでさらに減少することが可能になり、ここで使用されるチッ
プがナノチップと呼ばれる（たとえば、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる
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Unger M et al., Biotechniques 1999; 27(5): 1008-14、Kartalov EP et al., Biotechn
iques 2006; 40(1):85-90を参照すること）。現在、市販のナノチップは、試料を試薬と
合わせ、混合し、反応をモニターすることによって実施することができる簡単な一工程ア
ッセイ法、たとえば総コレステロール、総タンパク質またはグルコースアッセイ法を提供
する。液体クロマトグラフィー（LC）およびナノLC分離に基づくゲルフリーの分析法（い
ずれも参照によりその全体が本明細書に組み入れられるCutillas et al. Proteomics, 20
05; 5:101-112およびCutillas etal., Mol Cell Proteomics 2005; 4:1038-1051）をナノ
チップと組み合わせて使用することができる。
【０４３８】
　疾患、病態、症候群、または生理学的状態の同定に適したアレイが、キットに含まれ得
る。キットは、非限定的例として、アレイの結合性アイランドまたは領域上への固定化用
の分子の調製に有用な1種または複数種の試薬、固定化分子への小胞の結合の検出に有用
な試薬、および使用のための指示書を含み得る。
【０４３９】
　さらに、生物学的試料中の特定のバイオシグネチャーの検出を容易にする高速検出装置
が、本明細書において提供される。この装置は、チップ上での生物学的試料調製をポリメ
ラーゼ連鎖反応法（PCR）と統合することができる。この装置は、生物学的試料中の小胞
の特定のバイオシグネチャーの検出を容易にすることができ、例が、参照によりその全体
が本明細書に組み入れられるPipper et al., Angewandte Chemie, 47(21), p. 3900-3904
 (2008)に記載のように提供されている。参照によりその全体が本明細書に組み入れられ
るLi et al., Adv Dent Res 18(1):3-5 (2005)に記載されているように、診断用途のため
に、マイクロ／ナノエレクトロケミカルシステム（MEMS/NEMS）センサおよび口腔液を使
用してバイオシグネチャーを組み込むことができる。
【０４４０】
　平面アレイの代替として、粒子を使用するアッセイ、たとえば本明細書に記載されるよ
うなビーズベースのアッセイをフローサイトメトリーと組み合わせて使用することができ
る。高感度自動化に合った比活性を有する同族のリガンドおよびレポーター分子を用いた
ビーズコーティングを使用する、マルチパラメトリックアッセイ法または他の高スループ
ット検出アッセイ法を使用することができる。ビーズベースのアッセイシステムにおいて
は、バイオマーカーまたは小胞に対する結合物質、たとえば捕捉物質（たとえば捕捉抗体
）をアドレス可能なミクロスフェア表面に固定化することができる。個々の結合アッセイ
のための各結合物質を異なる種類のミクロスフェア（すなわち、マイクロビーズ）に結合
することができ、アッセイ反応は、図2Bに示されるようにそのミクロスフェアの表面で起
こる。小胞に対する結合物質は、ビーズに結合した捕捉抗体であることができる。異なる
蛍光強度を有する染色されたミクロスフェアをそれらの適切な結合物質または捕捉プロー
ブとともに別々に添加する。必要に応じて、異なる結合物質を担持する異なるビーズセッ
トをプールして、カスタムビーズアレイを生成することもできる。次いで、ビーズアレイ
を、アッセイを実施するための単一の反応容器の中で試料とともにインキュベートする。
本発明とともに使用することができる、またはそれとともに使用するのに適合させること
ができるマイクロ流体工学デバイスの例は、本明細書に記載されるものを含むが、それら
に限定されない。
【０４４１】
　固定化された捕捉分子または結合物質とのバイオマーカーの産物形成を蛍光ベースのレ
ポーターシステム（たとえば図2A～Bを参照）によって検出することができる。バイオマ
ーカーは、蛍光体によって直接標識することもできるし、第二の蛍光標識された捕捉生体
分子によって検出することもできる。捕捉されたバイオマーカーから導出されるシグナル
強度をフローサイトメーターにおいて計測することができる。フローサイトメーターは、
まず、その個々のカラーコードによって各ミクロスフェアを同定することができる。たと
えば、異なる強度を有する各ビーズが異なる結合物質を有するよう、異なるビーズを異な
る蛍光強度で染色することができる。ビーズは、少なくとも2種類の異なる標識または色
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素によって標識または染色することができる。いくつかの態様において、ビーズは、少な
くとも3、4、5、6、7、8、9または10種類の異なる標識で標識される。また、二つ以上の
標識または色素を有するビーズは、標識または色素の様々な比率および組み合わせを有す
ることができる。ビーズは、外部的に標識または染色することもできるし、内在性の蛍光
またはシグナル標識を有することもできる。
【０４４２】
　個々のビーズの各表面の捕捉されたバイオマーカーの量は、結合した標的に特異的な第
二の色の蛍光によって計測することができる。これは、同じ実験内で一つの試料からの複
数の標的の多重的定量化を可能にする。感度、信頼度および精度は、標準的なマイクロタ
イターELISA法に匹敵するか、またはそれよりも改善され得る。ビーズベースのシステム
の利点は、小胞に対する捕捉生体分子または結合物質の、異なるミクロスフェアへの個々
の結合が、多重化能力を提供することである。たとえば、図2Cに示すように、検出される
5種類の異なるバイオマーカー（抗原、たとえばCD63、CD9、CD81、B7H3およびEpCamに対
する抗体によって検出される）および小胞を捕捉する（捕捉抗体、たとえばCD9、PSCA、T
NFR、CD63、B7H3、MFG-E8、EpCam、Rab、CD81、STEAP、PCSA、PSMA、5T4および／またはC
D24に対する抗体を使用）ための20種類のバイオマーカーの組み合わせは、約100種類の検
出される組み合わせを生じさせることができる。図2Cに「EpCam 2x」、「CD63 2X」とし
て示すように、一つの標的に対する複数の抗体を使用して、様々なエピトープに対して検
出を探ることができる。もう一つの例において、多重解析は、CD24に対する結合物質を使
用して小胞を捕捉すること、およびCD9、CD63および／またはCD81に対する結合物質を使
用して、捕捉された小胞を検出することを含む。捕捉された小胞は、抗体のような検出物
質を使用して検出することができる。検出物質は、本明細書に記載されるように、直接ま
たは間接的に標識され得る。
【０４４３】
　少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、
25、50、75または100種類の異なるバイオマーカーの多重化を実施することができる。た
とえば、差次的に標識されている複数の粒子を用いて、不均一な小胞集団のアッセイを実
施することができる。少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、25、50、75または100個の差次的に標識された粒子があることができ
る。粒子は、たとえばタグにより、外部的に標識されることもできるし、内在的に標識さ
れることもできる。差次的に標識された各粒子を小胞に対する捕捉物質、たとえば結合物
質に結合して、小胞の捕捉を生じさせることができる。関心対象の表現型を特徴決定する
ために、一般的小胞バイオマーカー、起始細胞特異的バイオマーカーおよび疾患バイオマ
ーカーに対する捕捉物質を含む、複数の捕捉物質を選択することができる。そして、捕捉
された小胞の一つまたは複数のバイオマーカーを複数の結合物質によって検出することが
できる。結合物質は、検出を容易にするために直接標識されることもできる。または、結
合物質は第二の物質によって標識される。たとえば、結合物質は、小胞表面上のバイオマ
ーカーに対する抗体であることもできる。結合物質はビオチンに結合する。第二の物質が
、レポーターに結合したストレプトアビジンを含み、バイオマーカーを検出するために添
加されることができる。いくつかの態様において、捕捉された小胞は、少なくとも2、3、
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、50、75または10
0種類の異なるバイオマーカーに関してアッセイされる。たとえば、多重検出器、すなわ
ち、捕捉された小胞または小胞集団の複数のバイオマーカーの検出は、得られるシグナル
を増大させることができ、感度、特異度または両方の増大およびより少量の試料の使用を
可能にする。たとえば、二つ以上の一般的小胞マーカーを用いる検出は、より少ない数の
検出マーカー、たとえば一つのマーカーを使用する場合に比べ、シグナルを改善すること
ができる。例を示すならば、CD9、CD63およびCD81の二つ又は三つに対して標識された結
合物質を用いる小胞の検出は、テトラスパニンのいずれか一つを個々に用いる検出に比べ
、シグナルを改善することができる。
【０４４４】
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　また、免疫アッセイベースの方法またはサンドイッチアッセイ法を使用して、小胞のバ
イオマーカーを検出することもできる。例はELISAを含む。結合物質または捕捉物質をウ
ェルに結合することができる。たとえば、小胞の抗原に対する抗体をウェルに結合させる
ことができる。捕捉された小胞表面上のバイオマーカーを、本明細書に記載される方法に
基づいて検出することができる。図2Aは、サンドイッチタイプの免疫アッセイ法を説明す
る図を示す。捕捉抗体は、対象の小胞抗原、たとえば一般的小胞バイオマーカー、起始細
胞マーカーまたは疾患マーカーに対する抗体であることができる。図中、捕捉された小胞
は、関心対象の小胞抗原に対する蛍光標識された抗体を使用して検出される。複数の捕捉
抗体を、たとえばアレイ上の識別可能なアドレスまたは免疫アッセイプレートの異なるウ
ェルにおいて使用することができる。検出抗体は、捕捉抗体と同じ抗原に対する抗体であ
ることもできるし、他のマーカーに対して向けられることもできる。捕捉抗体は代替の結
合物質、たとえば繋留されたアプタマーまたはレクチンと置き換えることもでき、かつ／
または検出抗体がたとえば検出可能な（たとえば標識された）アプタマー、レクチンまた
は他の結合タンパク質もしくは実体で同様に置き換えることもできる。ある態様において
、一般的小胞バイオマーカー、起始細胞マーカーおよび／または疾患マーカーに対する一
つまたは複数の捕捉物質が、一般的小胞バイオマーカー、たとえばCD9、CD63およびCD81
の一つまたは複数を非限定的に含むテトラスパニン分子に対する検出物質とともに使用さ
れる。
【０４４５】
　図2Dは、本発明の方法にしたがって小胞を解析するための説明図を示す。捕捉物質を使
用して小胞を捕捉し、検出物質を使用して捕捉された小胞を検出し、捕捉され、検出され
た抗体のレベルまたは存在を使用して表現型を特徴決定する。捕捉物質、検出物質および
表現型の特徴決定は、本明細書に記載されるもののいずれかであることができる。たとえ
ば、捕捉物質は、関心対象の小胞抗原を認識する、基体に繋留された抗体またはアプタマ
ーを含み、検出物質は、関心対象の小胞抗原に対する標識された抗体またはアプタマーを
含み、表現型の特徴決定は、疾患の診断、予後判定またはセラノーシスを含む。図2D(i）
に示すスキームにおいては、一般的小胞バイオマーカー（6300）に対する一つまたは複数
の捕捉物質によって小胞集団を捕捉する。次いで、捕捉された小胞を、起始細胞バイオマ
ーカー（6301）および／または疾患特異的バイオマーカー（6302）に対する検出物質で標
識する。起始細胞検出物質（6301）のみが使用されるならば、表現型（6303）を特徴決定
するために使用されるバイオシグネチャーは、一般的小胞マーカー（6300）および起始細
胞バイオマーカー（6301）を含むことができる。疾患検出物質（6302）のみが使用される
ならば、表現型（6303）を特徴決定するために使用されるバイオシグネチャーは、一般的
小胞マーカー（6300）および疾患バイオマーカー（6302）を含むことができる。あるいは
、検出物質を使用して起始細胞バイオマーカー（6301）および疾患特異的バイオマーカー
（6302）の両方を検出する。この場合、表現型（6303）を特徴決定するために使用される
バイオシグネチャーは、一般的小胞マーカー（6300）、起始細胞バイオマーカー（6301）
および疾患バイオマーカー（6302）を含むことができる。バイオマーカーの組み合わせは
、関心対象の表現型を特徴決定するように選択され、本明細書に記載されるバイオマーカ
ーおよび表現型から選択されることができる。
【０４４６】
　図2D(ii）に示すスキームにおいては、起始細胞バイオマーカー（6310）および／また
は疾患バイオマーカー（6311）に対する一つまたは複数の捕捉物質によって小胞集団を捕
捉する。次いで、捕捉された小胞を、一般的小胞バイオマーカー（6312）に対する検出物
質を使用して検出する。起始細胞捕捉物質（6310）のみが使用されるならば、表現型（63
13）を特徴決定するために使用されるバイオシグネチャーは、起始細胞バイオマーカー（
6310）および一般的小胞マーカー（6312）を含むことができる。疾患バイオマーカー捕捉
物質（6311）のみが使用されるならば、表現型（6313）を特徴決定するために使用される
バイオシグネチャーは、疾患バイオマーカー（6311）および一般的小胞バイオマーカー（
6312）を含むことができる。あるいは、一つまたは複数の起始細胞バイオマーカー（6310
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）および一つまたは複数の疾患特異的バイオマーカー（6311）に対する捕捉物質を使用し
て小胞を捕捉する。この場合、表現型（6313）を特徴決定するために使用されるバイオシ
グネチャーは、起始細胞バイオマーカー（6310）、疾患バイオマーカー（6311）および一
般的小胞マーカー（6313）を含むことができる。バイオマーカーの組み合わせは、関心対
象の表現型を特徴決定するように選択され、本明細書に記載されるバイオマーカーおよび
表現型から選択されることができる。
【０４４７】
　小胞ペイロードを含むバイオマーカーを解析して表現型を特徴決定することができる。
ペイロードは、小胞膜内に含まれる生物学的実体を含む。これらの実体は、非限定的に、
核酸、たとえばmRNA、マイクロRNAまたはDNAフラグメント；タンパク質、たとえば可溶性
および膜結合タンパク質；糖質；脂質；代謝産物；および様々な小分子、たとえばホルモ
ンを含む。ペイロードは、細胞環境中に小胞が形成されるとき封じ込められる細胞環境の
一部であることができる。本発明のいくつかの態様において、小胞表面抗原を検出するこ
とに加えて、ペイロードが解析される。特異的な小胞集団を上記のように捕捉したのち、
捕捉された小胞中のペイロードを使用して表現型を特徴決定することができる。たとえば
、基体表面に捕捉された小胞をさらに単離して、その中のペイロードを評価することがで
きる。あるいは、捕捉することなく試料中の小胞を検出し、ソートする。そのように検出
された小胞をさらに単離して、その中のペイロードを評価することができる。ある態様に
おいては、小胞集団をフローサイトメトリーによってソートし、ソートされた小胞中のペ
イロードを解析する。図2E(iii）に示すスキームにおいては、起始細胞バイオマーカー（
6320）、疾患バイオマーカー（6321）および一般的小胞マーカー（6322）の一つまたは複
数を使用して小胞集団を捕捉および／または検出する（6320）。一つまたは複数の血管形
成性または免疫応答性のバイオマーカーを使用して、小胞を検出することもできる。単離
された小胞のペイロードを評価する（6323）。ペイロード内で検出されたバイオシグネチ
ャーを使用して表現型（6324）を特徴決定することができる。非限定的な例においては、
関心対象の一つまたは複数の小胞抗原に対する抗体を使用して、患者由来の血漿試料中の
小胞集団を解析することができる。抗体は、所望の小胞集団を単離するために基体に繋留
された捕捉抗体であることができる。あるいは、抗体を直接標識し、標識された抗体をフ
ローサイトメトリーによるソートによって単離することもできる。単離された小胞集団か
ら抽出されるマイクロRNAまたはmRNAの存在またはレベルを使用してバイオシグネチャー
を検出することができる。そして、そのバイオシグネチャーを使用して、患者の診断、予
後判定またはセラノーシスを実施する。
【０４４８】
　他の態様においては、小胞ペイロードを、小胞の部分集団をはじめに捕捉または検出す
ることなく、小胞集団中で解析する。たとえば、小胞は一般に、遠心分離法、ろ過法、ク
ロマトグラフィーまたは本明細書に記載される他の技術を使用して、試料から単離するこ
とができる。その後、単離された小胞のペイロードを解析して、バイオシグネチャーを検
出し、表現型を特徴決定することができる。図2E(iv）に示すスキームにおいては、小胞
集団を単離し（6330）、単離された小胞のペイロードを評価する（6331）。ペイロード内
で検出されたバイオシグネチャーを使用して表現型（6332）を特徴決定することができる
。非限定的な例においては、サイズ排除および膜ろ過法を使用して、患者由来の血漿試料
から小胞集団を単離する。小胞集団から抽出されたマイクロRNAまたはmRNAの存在または
レベルを使用してバイオシグネチャーを検出する。そして、そのバイオシグネチャーを使
用して患者の診断、予後判定またはセラノーシスを実施する。
【０４４９】
　表現型を特徴決定するためのもう一つの例示的なスキームが図2Fのv）に示されている
。起始細胞バイオマーカー（6340）と疾患バイオマーカー（6341）との組み合わせを使用
して、関心対象の一つまたは複数の小胞を捕捉し、かつ検出する。たとえば、関心対象の
小胞は、起始細胞バイオマーカー（6340）を使用して捕捉し、かつ疾患特異的バイオマー
カー（6341）を使用して検出することができる。同様に、関心対象の小胞は、疾患特異的
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バイオマーカー（6341）を使用して捕捉し、かつ起始細胞バイオマーカー（6340）を使用
して検出することができる。適切ならば、関心対象の小胞は、起始細胞バイオマーカー（
6340）のみ、または疾患特異的バイオマーカー（6341）のみを使用して捕捉し、かつ検出
することができる。この場合、同じバイオマーカーを捕捉および検出に使用することもで
きるし（たとえば、抗EpCAM捕捉物質および抗EpCAM検出物質または抗PCSA捕捉物質および
抗PCSA検出物質など）、または同じクラスからの異なるバイオマーカーを捕捉および検出
に使用することもできる（たとえば、抗EpCAM捕捉物質および抗B7H3検出物質または抗PCS
A捕捉物質および抗PSMA検出物質など）。検出された小胞に基づいて表現型を特徴決定す
ることができる。場合によっては、表現型を特徴決定するために、関心対象の小胞中のペ
イロード（6342）を評価することもできる。
【０４５０】
　表現型を特徴決定する方法は、技術の組み合わせを使用して関心対象試料中の小胞集団
を評価することができる。ある態様において、試料を様々なアリコートに分割し、および
各アリコートを別々に分析する。たとえば、一つまたは複数のアリコートのタンパク質内
容物を決定し、および一つまたは複数の他のアリコートのマイクロRNA内容物を決定する
。タンパク質内容物とマイクロRNA内容物とを組み合わせて表現型を特徴決定することが
できる。もう一つの態様においては、関心対象の小胞を単離し、およびその中のペイロー
ドを評価する。たとえば、フローサイトメトリー免疫沈降法のようなアフィニティー単離
、または関心対象の表面マーカーに対する結合物質を使用する他の免疫捕捉技術により、
所与の表面マーカーを有する小胞の集団を単離することができる。そして、単離された小
胞を、表面内容物またはペイロードのようなバイオマーカーに関して評価することができ
る。所与の表面マーカーを有する小胞のバイオマーカープロフィールを使用して表現型を
特徴決定することができる。非限定的な例として、PCSA＋捕捉物質を使用して前立腺特異
的小胞集団を単離することができる。PCSA＋小胞から、PCSAそのもの、PSMA、B7H3または
EpCamのような表面抗原のレベルを評価することができる。また、PCSA＋中のペイロード
、たとえばマイクロRNAまたはmRNA内容物のレベルを評価することもできる。PCSA＋小胞
集団中のマーカーの組み合わせからバイオシグネチャーを構築することができる。
【０４５１】
　ある態様において、本発明は、微小胞集団を単離し、および単離された微小胞によって
マイクロRNAを評価する方法を提供する。微小胞は、一般的小胞バイオマーカー、起始細
胞小胞バイオマーカーまたは疾患特異的バイオマーカーに対する結合物質でコートされて
いるマイクロタイタープレートウェル中に結合させることができる。望むならば、一般的
小胞バイオマーカー、起始細胞小胞バイオマーカーまたは疾患特異的小胞バイオマーカー
への一つまたは複数の検出物質を使用して、ウェル中の小胞を検出することができる。関
心対象の小胞を含むウェル中の微小胞からRNAを単離することができる。そして、微小胞
に由来するマイクロRNAまたはmiRNA含量を検出する。小胞マーカーおよびRNAマーカーの
存在またはレベルを使用して、本明細書に記載されるようなバイオシグネチャーを構成す
ることができる。そのバイオシグネチャーを使用して関心対象の表現型を特徴決定するこ
とができる。
【０４５２】
　もう一つの態様においては、生物学的試料から汚染物が除去され、表面含有物および/
またはペイロードに関して残る小胞が評価される。たとえば、汚染性タンパク質、小胞ま
たは生物学的試料中の他の実体に対する結合物質を含むカラムを構築することができる。
それにより、フロースルーは、関心対象の循環バイオマーカーまたは循環微小胞において
濃縮される。非限定的な例においては、血液細胞に由来する微小胞を除去するためのカラ
ムが構築される。このカラムを使用して、非血液細胞起源に由来する、血液試料中の微小
胞を濃縮することができる。濃縮スキームは、溶液中のタンパク質凝集塊、核酸などを除
去するために使用することができる。当業者は、この濃縮を、本明細書に提示される他の
小胞またはバイオマーカー法とともに使用して関心対象の小胞またはバイオマーカーを評
価することができることを理解するであろう。その後、非限定的な例を続けるために、ア
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フィニティー技術などを使用する関心対象の小胞の積極的な選択により、血液細胞由来の
小胞を除去したフロースルーを分析することができる。
【０４５３】
　ペプチドまたはタンパク質バイオマーカーは、質量分析法またはフローサイトメトリー
によって解析することができる。小胞のプロテオーム解析を、免疫細胞化学的染色法、ウ
エスタンブロット法、電気泳動法、SDS-PAGE、クロマトグラフィー、X線結晶写真法また
は他のタンパク質解析技術により、当技術分野において周知の手法にしたがって実施する
こともできる。他の態様において、小胞のタンパク質バイオシグネチャーは、参照により
その全体が本明細書に組み入れられるChromy et al. J Proteome Res, 2004; 3:1120-112
7に記載されているような二次元ディファレンシャルゲル電気泳動法を使用して、または
参照によりその全体が本明細書に組み入れられるZhang et al. Mol Cell Proteomics, 20
05; 4:144-155に記載されているような液体クロマトグラフィー質量分析法を用いて、解
析することもできる。小胞は、たとえば、参照によりその全体が本明細書に組み入れられ
るBerger et al., Am J Pharmacogenomics, 2004; 4:371-381に記載されている活性ベー
スのタンパク質プロファイリングに供することもできる。他の態様において、小胞は、参
照によりその全体が本明細書に組み入れられるPisitkun et al., Proc Natl Acad Sci U 
S A, 2004; 101:13368-13373に記載されているようなナノスプレー液体クロマトグラフィ
ー・タンデム質量分析法を使用してプロファイリングすることもできる。もう一つの態様
において、小胞は、たとえば、LTQおよびLTQ-FTイオントラップ質量分析計を使用する液
体クロマトグラフィー／MS/MS（LC-MS/MS）のようなタンデム質量分析法（MS）を使用し
てプロファイリングすることもできる。参照によりその全体が本明細書に組み入れられる
Smalley et al., J Proteome Res, 2008; 7:2088-2096に記載されているように、スペク
トル計数を比較することによってタンパク質の正体を決定し、相対定量を評価することが
できる。
【０４５４】
　また、小胞内の循環タンパク質バイオマーカーまたはタンパク質ペイロードの発現を同
定することもできる。後者の解析は、場合によっては、関心対象の集団を捕捉するための
捕捉物質を使用する特定の小胞の単離の後に続くこともできる。ある態様においては、免
疫細胞化学的染色法を使用してタンパク質発現を解析する。試料を緩衝液中に再懸濁させ
、細胞遠心分離機を使用して、免疫細胞化学的染色に備えた接着性スライド上、100×gで
たとえば3分間、遠心分離することができる。サイトスピンを一晩風乾させ、染色まで－8
0℃で貯蔵することができる。そして、スライドを固定し、無血清ブロッキング試薬でブ
ロッキングすることができる。そして、スライドを特異的抗体とともにインキュベートし
て、関心対象のタンパク質の発現を検出することができる。いくつかの態様において、小
胞は、タンパク質発現解析の前に精製、単離または濃縮されない。
【０４５５】
　小胞内の代謝産物マーカーまたは代謝産物の解析により、小胞ペイロードを含むバイオ
シグネチャーを特徴決定することができる。代謝産物標的解析、代謝産物プロファイリン
グまたは代謝フィンガープリンティングのような種々の代謝産物指向の手法が記載されて
いる。たとえば、いずれも参照によりその全体が本明細書に組み入れられるDenkert et a
l., Molecular Cancer 2008; 7:4598-4617、Ellis et al., Analyst 2006; 8:875-885、K
uhn et al., Clinical Cancer Research 2007; 24:7401-7406、Fiehn O., Comp Funct Ge
nomics 2001; 2:155-168、Fancy et al., Rapid Commun Mass Spectrom 20(15):2271-80 
(2006）、Lindon et al., Pharm Res, 23(6):1075-88 (2006)、Holmes et al., Anal Che
m. 2007 Apr 1; 79(7):2629-40. Epub 2007 Feb 27. Erratum in: Anal Chem. 2008 Aug 
1; 80(15):6142-3、Stanley et al., Anal Biochem. 2005 Aug 15; 343(2):195-202、Leh
timaki et al., J Biol Chem. 2003 Nov 14; 278(46):45915-23を参照すること。
【０４５６】
　Jain KK:Integrative Omics, Pharmacoproteomics , and Human Body Fluids.In:Thong
boonkerd V, ed., ed.Proteomics of Human Body Fluids:Principles, Methods andAppli
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cations.Volume 1:Totowa, N.J.:Humana Press, 2007（参照によりその全体が本明細書に
組み入れられる）に記載されるシステムによって、ペプチドを分析することができる。こ
のシステムは、体液、および小胞に存在するタンパク質の、高感度の分子フィンガープリ
ントを生成することができる。クロマトグラフィー／質量分析、および人体における全て
の安定した代謝産物の参照ライブラリー、例えば、Paradigm　Genetic社のヒトメタボロ
ームプロジェクト（Paradigm Genetic's Human Metabolome Project）の使用を含む商業
的応用は、代謝産物のバイオシグネチャーを検出するために使用することができる。代謝
プロファイルを解析するための他の方法は、米国特許第6,683,455号（Metabometrix）、
米国特許出願公開第20070003965号および第20070004044号（Biocrates　Life　Science）
に記載される方法およびデバイスを含むことができ、これらのそれぞれは、参照によりそ
の全体が本明細書に組み入れられる。他のプロテオミクスプロファイリング技術は、Kenn
edy, Toxicol Lett 120:379-384(2001)、Berven et al., Curr Pharm Biotechnol 7(3):1
47-58(2006)、Conrads et al., Expert Rev Proteomics 2(5):693-703、Decramer et al.
, World J Urol 25(5):457-65(2007) 、Decramer et al., Mol Cell Proteomics 7(10):1
850-62(2008)、Decramer et al., Contrib Nephrol, 160:127-41(2008) 、Diamandis, J 
Proteome Res 5(9):2079-82(2006)、Immler et al., Proteomics 6(10):2947-58(2006) 
、Khan et al., J Proteome Res 5(10):2824-38(2006)、Kumar et al., Biomarkers 11(5
):385-405(2006) 、Noble et al., Breast Cancer Res Treat 104(2):191-6(2007) 、Ome
nn, Dis Markers 20(3):131-4(2004) 、Powell et al., Expert Rev Proteomics 3(1):63
-74(2006) 、Rai et al., Arch Pathol Lab Med, 126(12):1518-26(2002) 、Ramstrom et
 al., Proteomics,3(2):184-90(2003)、Tammen et al., Breast Cancer Res Treat, 79(1
):83-93(2003)、Theodorescu et al., Lancet Oncol, 7(3):230-40(2006) 、またはZurbi
g et al., Electrophoresis, 27(11):2111-25(2006)に記載されている。
【０４５７】
　mRNA、miRNA、または他の小RNAの解析のために、米国特許出願公開第2008132694号（参
照によりその全体が本明細書に組み入れられる）に記載される方法等の核酸を単離するた
めの任意の既知の方法を用いて、全RNAを単離することができる。これらとしては、市販
の、膜ベースのRNA精製法を行うためのキットが挙げられるが、これらに限定されない。
一般に、これらのキットは、細胞および組織由来のRNAの小規模（30mg以下）の調製、細
胞および組織由来のRNAの中規模（250mg　組織）の調製、および細胞および組織由来のRN
Aの大規模（1g　最大）の調製に使用可能である。低分子RNAを含有する全RNAの有効な単
離のための他の市販のキットが使用可能である。このような方法は、小胞から核酸を単離
するために使用され得る。
【０４５８】
　あるいは、RNAは、米国特許第7,267,950号（参照によりその全体が本明細書に組み入れ
られる）に記載される方法を用いて単離することができる。米国特許第7,267,950号には
、生物系（細胞、細胞フラグメント、細胞小臓器、組織、臓器、または生物）由来のRNA
を抽出する方法が記載されており、RNAを含有する溶液は、RNAを結合させることができる
基体と接触させ、陰圧を負荷することによって基体からRNAを回収する。あるいは、小RNA
分子の単離を記載する、米国特許出願第20050059024号（参照によりその全体が本明細書
に組み入れられる）に記載される方法を用いて、RNAは、単離され得る。他の方法は、米
国特許出願第20050208510、20050277121、20070238118号に記載されており、これらのそ
れぞれは、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【０４５９】
　一つの態様において、mRNAの発現解析は、試料から単離された小胞由来のmRNAにおいて
実行することができる。幾つかの態様において、該小胞は、起始細胞に特異的な小胞であ
る。小胞から生成された発現パターンは、所与の病状、疾患の病期、治療関連のシグネチ
ャー、または生理的状態を示すことができる。
【０４６０】
　一つの態様において、全RNAが単離されると、cDNAを合成することができ、特異的mRNA
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標的に対するqRT-PCRアッセイ（例えば、Applied　Biosystem's　Taqman（登録商標）ア
ッセイ）は、製造業者のプロトコールに従って行うことができるか、または発現のマイク
ロアレイを行って、1つの実験において、高度に多重化された発現マーカーのセットを検
査することができる。遺伝子発現プロファイルを構築するための方法には、タンパク質ま
たはペプチドをコードすることができる遺伝子によって産生されるRNAの量を決定するこ
とが含まれる。これは、定量的逆転写酵素PCR（qRT-PCR）、競合的RT-PCR、リアルタイム
RT-PCR、差次的発現RT-PCR、ノーザンブロット分析、または他の関連試験によって達成さ
れ得る。個々のPCR反応を用いてこれらの技法を実行することが可能であるが、mRNAから
産生される相補的DNA（cDNA）または相補的RNA（cRNA）を増幅し、マイクロアレイを介し
てそれを解析することも可能である。
【０４６１】
　試料中のmiRNA産物のレベルは、ノーザンブロット分析、RT-PCR、qRT-PCR、インサイチ
ューハイブリダイゼーション、またはマイクロアレイ解析が挙げられるが、これらに限定
されない、生体試料中のmRNA発現レベルを検出するために適している任意の適切な技法を
用いて測定することができる。例えば、遺伝子特異的なプライマーおよび標的cDNAを使用
して、qRT-PCRは、少数の標的miRNA（単一解析および多重解析を介する）のいずれかの高
感度の定量的なmiRNA測定を可能にするか、または、このプラットフォームを、96ウェル
または384ウェルプレート形式を用いるハイスループット測定を行うために採用すること
ができる。例えば、Ross JS et al, Oncologist.2008 May;13(5):477-93を参照されたい
。これは、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。多くの異なるアレイ配置お
よびマイクロアレイ産生のための方法は、当業者には公知であり、米国特許第5,445,934
号、第5,532,128号、第5,556,752号、第5,242,974号、第5,384,261号、第5,405,783号、
第5,412,087号、第5,424,186号、第5,429,807号、第5,436,327号、第5,472,672号、第5,5
27,681号、第5,529,756号、第5,545,531号、第5,554,501号、第5,561,071号、第5,571,63
9号、第5,593,839号、第5,599,695号、第5,624,711号、第5,658,734号、または第5,700,6
37号等の米国特許に記載されており、これらのそれぞれは、参照によりその全体が本明細
書に組み入れられる。miRNAをプロファイリングする他の方法は、Taylor et al., Gyneco
l Oncol.2008 Jul;110(1):13-21、Gilad et al, PLoS ONE.2008 Sep 5;3(9):e3148、Lee 
et al., Annu Rev Pathol.2008 Sep 25およびMitchell et al, Proc Natl Acad Sci U S 
A.2008 Jul 29;105(30):10513-8、Shen R et al, BMC Genomics.2004 Dec 14;5(1):94、M
ina L et al, Breast Cancer Res Treat.2007 Jun;103(2):197-208、Zhang L et al, Pro
c Natl Acad Sci U S A.2008 May 13;105(19):7004-9、Ross JS et al, Oncologist.2008
 May;13(5):477-93、Schetter AJ et al, JAMA.2008 Jan 30;299(4):425-36、Staudt LM,
 N Engl J Med 2003;348:1777-85、Mulligan G et al, Blood.2007 Apr 15;109(8):3177-
88.Epub 2006 Dec 21、McLendon R et al, Nature.2008 Oct 23;455(7216):1061-8、なら
びに米国特許第5,538,848号、第5,723,591号、第5,876,930号、第6,030,787号、第6,258,
569号、および第5,804,375号に記載されており、これらのそれぞれは、参照によりその全
体が本明細書に組み入れられる。幾つかの態様において、マイクロRNAパネルのアレイを
使用して、複数のmiRの発現を同時に照会する。Exiqon mIRCURY LNA マイクロRNA PCRシ
ステムパネル (Exiqon, Inc., Woburn, MA)、またはTaqMan（登録商標）マイクロRNAアッ
セイおよびApplied Biosystems(Foster City, CA)のアッセイシステムを、そのような目
的に使用することができる。
【０４６２】
　マイクロアレイ技術は、何千もの転写物またはmiRNAの定常状態mRNAまたはmiRNAレベル
を同時に測定することを可能にし、それによって、制御されていない細胞増殖の開始、停
止、または調節等の効果を同定するための強力なツールを提供する。cDNAアレイおよびオ
リゴヌクレオチドアレイ等の2つのマイクロアレイ技術を使用することができる。これら
の分析の成果とは、典型的には、マイクロアレイ上の既知の位置で核酸配列にハイブリダ
イズする試料由来のcDNA配列を検出するために使用された標識プローブから受けたシグナ
ルの強度の測定値である。一般に、シグナルの強度は、cDNAの量に比例し、故に、mRNAま
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たはmiRNAは、試料細胞中に発現する。多くのこのような技法が使用可能であり、有用で
ある。遺伝子発現を決定するための方法は、Linsleyらの米国特許第6,271,002号；Friend
らの米国特許第6,218,122号；Peckらの米国特許第6,218,114号；またはWangらの米国特許
第6,004,755号に見出され得、これらのそれぞれは、参照によりその全体が本明細書に組
み入れられる。
【０４６３】
　発現レベルの解析は、このような強度を比較することによって行われ得る。これは、対
照試料中の遺伝子の発現強度に対する試験試料中の遺伝子の発現強度の比率マトリックス
を生成することによって行われ得る。対照試料は、参照として使用され得、年齢、民族、
および性別を考慮するために異なる参照が使用され得る。異なる参照は、異なる病態また
は疾患、および疾患または病態の異なる病期用に、ならびに治療効果を決定するために使
用することができる。
【０４６４】
　例えば、小胞から単離されたものを含む、罹患組織に由来するmRNAまたはmiRNAの遺伝
子発現強度は、同じ種類の正常組織における同様の要素の発現強度と比較することができ
る（例えば、罹患した乳房組織試料 対 正常乳房組織試料）。これらの発現強度の比は、
試験試料と対照試料との間の遺伝子発現の倍率変化を示す。あるいは、小胞が正常組織（
例えば、乳房）において通常存在しない場合、当該技術分野に公知であるような、絶対量
測定法を使用して、正常組織に由来する小胞から単離されたmiRNAまたはmRNAを必要とせ
ずに、存在するmiRNA分子の数を画定することができる。
【０４６５】
　また、遺伝子発現プロファイルも、多くの方法で表示することができる。一般的な方法
は、未加工の蛍光強度またはマトリックスの比を、縦の列が試験試料を示し、横の行が遺
伝子を示す、グラフの樹状図（graphical　dendogram）に配列することである。データは
、類似した発現プロファイルを有する遺伝子が互いに近位になるように配列される。各遺
伝子の発現比は、色で視覚化される。例えば、1未満の比（下方制御を示す）はスペクト
ルの青の部分に現れ得るが、1より大きい比（上方制御を示す）はスペクトルの赤の部分
の色として現れ得る。市販のコンピュータソフトウェアプログラムは、このようなデータ
を表示するために使用できる。
【０４６６】
　特異的に発現したと見なされるmRNAまたはmiRNAは、疾患を有する患者において、無病
個人と比較して過剰発現あるいは過小発現のいずれかであり得る。過剰発現および過小発
現は、（それを測定するために使用したシステムのノイズの寄与を超える）検出可能な差
異が、あるベースラインと比較してmRNAまたはmiRNAの発現量に見出されることを意味す
る相対的な用語である。この場合、ベースラインは、疾患のない個人の測定されたmRNA／
miRNA発現である。次いで、罹患細胞における関心対象のmRNA／miRNAは、同じ測定方法を
用いたベースラインレベルと比較して過剰発現または過小発現したものであり得る。この
文脈において、罹患（diseased）とは、身体機能の適切な働きを妨害するもしくは乱す、
または乱す可能性がある、身体状態の変化のことを指し、それは制御されていない細胞増
殖によって生じる。ある人について、その人の遺伝子型または表現型の幾つかの態様が、
疾患の存在と一致する場合に、疾患であると診断される。しかしながら、診断および予後
判定を行うという行為は、再発または転移の可能性の決定および治療観察といった、疾患
／状態の問題の決定を含んでいる。治療観察においては、正常組織とより一致するパター
ンにmRNA／miRNA発現プロファイルが変化したのかどうか、または変化しつつあるのかど
うかを判定するために経時的に遺伝子の発現を比較することによって、所定の一連の治療
の効果について、臨床的判断が行われる。
【０４６７】
　過剰発現および過小発現のレベルは、ハイブリダイズしたマイクロアレイプローブの強
度測定の倍率変化に基づいて区別される。2倍の違いは、このような区別を行うのに望ま
しい（あるいはp値が0.05未満）。すなわち、mRNA／miRNAが正常／非再発細胞に対して罹
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患／再発細胞において特異的に発現する前に、罹患細胞は、正常細胞と比較して少なくと
も2倍より多い、もしくは2倍少ない強度をもたらすことが分かっている。より大きい倍率
の差があるほど、診断もしくは予後判定の手段としてその遺伝子を使用することが好まし
い。本発明の発現プロファイルのために選択されたmRNA／miRNAは、臨床用実験器具を使
用した際、バックグラウンドを超える量で正常遺伝子もしくは非調節遺伝子のシグナルと
区別可能なシグナルの発生をもたらす発現レベルを有している。
【０４６８】
　調節された遺伝子を非調節mRNA／miRNAおよびノイズと明確に区別するために、統計的
値を使用することができる。統計的検定により、試料の様々な群の間で最も有意差のある
mRNA／miRNAを検出する。スチューデントのt-検定は、ロバストな統計的検定の一例であ
り、2群間の有意差を検出するために使用することができる。p値が低いほど、その遺伝子
が異なる群の間の差を示している証拠がより説得力を持つ。とはいえ、マイクロアレイは
、1回に2つ以上のmRNA／miRNAを測定するので、数万もの統計的検定を一度に行うことが
あり得る。このため、全くの偶然によって低いp値を見出す可能性は低く、シダックの補
正のみでなく、ランダム化／置換の実験を用いることでこの調整を行うことができる。t-
検定による0.05未満のp値は、遺伝子に有意差があるという証拠となる。シダックの補正
を計算に入れた後の0.05未満のp値は、より強力な証拠となる。各群の多数の試料に対し
て、ランダム化／置換検定を行った後の0.05未満のp値は、有意差を示す最も強力な証拠
となる。
【０４６９】
　一つの態様において、診断、予後判定、治療に関連する、または生理的状態の特異的な
バイオシグネチャーのスコアを可能にするための事後確率スコアを生成する方法は、統計
的に有意な数の患者からの循環バイオマーカー発現データを取得すること、選択されるバ
イオマーカーを取得するためにデータに線形判別分析を適用すること、および事後確率ス
コアとして適用され得る予測モデルを取得するために判別関数因子で選択されたバイオマ
ーカーに、重み付けされた発現レベルを適用することによって、達し得る。同じ問題に答
えるために、ロジスティック回帰およびニューラルネットワークアプローチ等の、他の解
析手段も使用することができる。
【０４７０】
　例えば、以下は、線形判別分析に使用することができる。
式中、
I（psid）＝括弧で囲まれているプローブセットの強度の2を底とした対数。d（cp）＝疾
患陽性群に対する判別関数、d（CN）＝疾患陰性群に対する判別関数
P（CP）＝疾患陽性群に対する事後p値
P（CN）＝疾患陰性群に対する事後p値
である。
【０４７１】
　多くの他の周知のパターン認識方法が使用可能である。以下の参照は、幾つかの例を提
供する:加重投票法:Golubら（1999）、サポートベクターマシン（Support Vector Machin
es）:Suら（2001）、およびRamaswamyら（2001）、K-最近傍法:Ramaswamy（2001）、なら
びに相関係数:van't Veerら（2002）、これらの全ては、参照によりその全体が本明細書
に組み入れられる。
【０４７２】
　以下にさらに記載される、バイオシグネチャーのポートフォリオは、ポートフォリオ内
のバイオマーカーの組み合わせが、個々のバイオマーカーまたはランダムに選択されたバ
イオマーカーの組み合わせと比較して、改善された感度および特異度を示すように構築さ
れ得る。一つの態様において、バイオシグネチャーのポートフォリオの感度は、例えば、
正常状態と比較して、罹患状態における転写物の発現によって示される、倍率の差に反映
され得る。特異度は、転写物発現シグナルの、関心対象の条件に対する相関の統計的な測
定に反映され得る。例えば、標準偏差は、このような測定として使用することができる。
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バイオシグネチャーのポートフォリオに包含するためのバイオマーカー群を考える場合、
発現の測定における小さな標準偏差は、より高い特異度と相関する。相関係数等の他の変
法の測定もまた、この限りにおいて使用することができる。
【０４７３】
　非調節mRNA／miRNAまたはノイズのシグナルよりも大きいシグナルを生成するmRNA／miR
NAを選択するために使用することができる別のパラメータは、絶対シグナル差の測定の使
用である。調節mRNA／miRNA発現によって生成されたシグナルは、正常または非調節遺伝
子（絶対的基準において）のシグナルと少なくとも20％の差異がある。このようなmRNA／
miRNAは、正常または非調節mRNA／miRNAのシグナルと少なくとも30％の差異がある発現パ
ターンを生じることがさらになお好ましい。
【０４７４】
　miRNAはまた、生体試料から増幅することによって検出し、かつ測定することができ、
米国特許第7,250,496号、米国出願公開第20070292878号、第20070042380号、または第200
50222399号に記載される方法を用いて測定することができ、これらのそれぞれは、参照に
よりその全体が本明細書に組み入れられる。マイクロRNAは、2011年2月15日に発行された
"METHODS FOR ASSESSING RNA PATTERNS"と題される米国特許第7,888,035号に記載される
ように評価され得、この出願はその全体が本明細書に組み入れられる。
【０４７５】
　マイクロRNAのレベルは、当業者に公知の様々な技術を使用して正規化することができ
る。たとえば、2-ΔΔCT法（Applied Biosystems User Bulletin No2）を使用して、miRN
A発現の相対的定量化を実施することができる。マイクロRNAのレベルはまた、ハウスキー
ピング核酸、たとえばハウスキーピングmRNA、マイクロRNAまたはsnoRNAに対して正規化
することもできる。本発明とともに使用することができるmiRNAレベルを正規化するさら
なる方法が、それらの各々が参照によりその全文が本明細書に組み入れられるVasilescu,
 MicroRNA fingerprints identify miR-150 as a plasma prognostic marker in patient
s with sepsis. PLoS One. 2009 Oct 12;4(10):e7405およびPeltier and Latham, Normal
ization of microRNA expression levels in quantitative RT-PCR assays: identificat
ion of suitable reference RNA targets in normal and cancerous human solid tissue
s. RNA. 2008 May;14(5):844-52. Epub 2008 Mar 28にさらに記載されている。
【０４７６】
　リン酸-糖のポリヌクレオチド骨格が、可撓性擬似ペプチドポリマーで置き換えられる
、合成核酸類似体の新しいクラスであるペプチド核酸（PNA）は、バイオシグネチャーの
解析に使用され得る。PNAは、相補RNAおよびDNA配列に対して高い親和性および特異性を
持ってハイブリダイズする能力があり、ヌクレアーゼおよびプロテイナーゼによる分解に
強い抵抗性を示す。ペプチド核酸（PNA）は、ヒト染色体の急速なインサイチューでの同
定およびコピー数多型（CNV）の検出のための細胞遺伝学における用途を有する魅力的な
新しいクラスのプローブである。マルチカラーペプチド核酸蛍光インサイチューハイブリ
ダイゼーション（PNA-FISH）プロトコールは、幾つかのヒトCNV関連の障害および感染症
の同定に対して記載されている。PNAはまた、腫瘍を標的とする放射性核種-PNA-ペプチド
キメラを用いて発癌遺伝子mRNAを非侵襲的に測定するための分子診断手段として使用する
こともできる。PNAを使用する方法は、Pellestor F et al, Curr Pharm Des.2008;14(24)
:2439-44, Tian X et al, Ann N Y Acad Sci.2005 Nov;1059:106-44、Paulasova P and P
ellestor F, Annales de Genetique, 47(2004)349-358、Stender H.Expert Rev Mol Diag
n.2003 Sep;3(5):649-55.Review, Vigneault et al., Nature Methods, 5(9), 777-779(2
008)にさらに記載されており、各参照は、参照によりその全体が本明細書に組み入れられ
る。これらの方法は、小胞から単離された遺伝物質をスクリーニングするために使用する
ことができる。起始細胞に特異的な小胞にこれらの技法を適用する場合、これらの技法は
、起始細胞に直接関連するある分子シグナルを同定するために使用することができる。
【０４７７】
　突然変異解析は、小胞から同定されるものを含むmRNAおよびDNAに対して実行され得る
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。RNA起源のものである標的またはバイオマーカーの突然変異解析について、RNA（mRNA、
miRNA、またはその他）をcDNAに逆転写し、続いて、既知のSNPなど（例えば、Taqman SNP
アッセイによって）、または単一ヌクレオチド突然変異について配列決定またはアッセイ
することができ、また、起始細胞中に存在する突然変異を決定するために挿入または欠失
を探すための配列決定を用いてもよい。一方、多重連鎖反応依存性プローブ増幅（MLPA）
は、関心対象の小さい特異的な領域におけるCNVを同定する目的で使用され得る。例えば
、全RNAが、単離された結腸癌固有の小胞から得られると、cDNAを合成することができ、K
RAS遺伝子のエキソン2および3に特異的なプライマーは、KRAS遺伝子のコドン12、13、お
よび61を含有するこれらの2つのエキソンを増幅するために使用することができる。PCR増
幅に使用される同じプライマーは、KRASのエキソン2および3において、突然変異を同定す
るために、ABI 3730上でBig Dye Terminator配列解析のために使用することができる。こ
れらのコドンにおける突然変異は、セツキシマブおよびパニツムマブ等の薬物に対する抵
抗力を与えることで知られている。突然変異解析を行う方法は、Maheswaran S et al, Ju
ly 2,2008(10.1056/NEJMoa0800668)およびOrita, M et al, PNAS 1989, (86):2766-70に
記載されており、これらのそれぞれは、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる
。
【０４７８】
　突然変異解析を行う他の方法は、miRNA配列決定を含む。miRNAを同定し、プロファイリ
ングするための応用は、クローニング技術、およびキャピラリーDNA配列決定または「次
世代」配列決定技術の使用によって行うことができる。現在使用可能な新しい配列決定技
術は、ハイブリダイゼーションに基づく方法では検出されないと考えられる少量のmiRNA
または試料間の低い発現差異を示すものの同定を可能にする。このような新しい配列決定
技術には、Nakano et al.2006, Nucleic Acids Res.2006;34:D731-D735.doi:10.1093/nar
/gkj077に記載される、大規模並列シグネチャー配列決定（MPSS）法、Margulies et al.2
005, Nature.2005;437:376-380に記載される、Roche／454プラットフォーム、またはBere
zikov et al.Nat.Genet.2006b;38:1375-1377に記載される、イルミナ配列決定プラットフ
ォームが含まれ、これらのそれぞれは、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる
。
【０４７９】
　バイオシグネチャーを決定するためのさらなる方法には、遺伝子の2つの対立遺伝子間
で増幅し、同時に識別するための特異的なプライマーを含む対立遺伝子特異的なPCR、配
列ならびにDNAおよびRNAアプタマーの微細な差異に基づく一本鎖核酸の電気泳動分離を含
む一本鎖DNA高次構造多型（SSCP）によってバイオマーカーをアッセイすることが含まれ
る。DNAおよびRNAアプタマーは、高親和性を有する特定の分子に結合する能力に基づいて
ランダムなプールから選択することができる短いオリゴヌクレオチド配列である。アプタ
マーを使用する方法は、Ulrich H et al, Comb Chem High Throughput Screen.2006 Sep;
9(8):619-32、Ferreira CS et al, Anal Bioanal Chem.2008 Feb;390(4):1039-50、Ferre
ira CS et al, Tumour Biol.2006;27(6):289-301に記載されており、これらのそれぞれは
、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【０４８０】
　バイオマーカーはまた、蛍光インサイチューハイブリダイゼーション（FISH）を用いて
検出することもできる。特異的なDNA配列を検出および局在化させるため、組織試料内で
特異的なmRNAを局在化するため、または染色体異常を同定するためにFISHを用いる方法は
、Shaffer DR et al, Clin Cancer Res.2007 Apr 1;13(7):2023-9, Cappuzo F et al, Jo
urnal of Thoracic Oncology, Volume 2, Number 5, May 2007、Moroni M et al, Lancet
 Oncol.2005 May;6(5):279-86に記載されており、これらのそれぞれは、参照によりその
全体が本明細書に組み入れられる。
【０４８１】
　小胞集団をそのペイロードに関して解析するための説明図が図2Eに提示されている。あ
る態様において、本発明の方法は、小胞を捕捉し（6330）、その中に含まれるマイクロRN
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A種のレベルを測定して（6331）、それによって表現型を特徴決定することにより（6332
）、表現型を特徴決定する工程を含む。
【０４８２】
　循環バイオマーカーまたは小胞を含むバイオシグネチャーは、それに対する結合物質を
含むことができる。結合物質は、DNA、RNA、アプタマー、モノクローナル抗体、ポリクロ
ーナル抗体、Fab、Fab'、一本鎖抗体、合成抗体、アプタマー（DNA/RNA）、ペプトイド、
zDNA、ペプチド核酸（PNA）、ロックド核酸（LNA）、レクチン、合成または天然の化学物
質（薬物および標識試薬を含むが、これらに限定されない）であることができる。
【０４８３】
　上記のように、結合物質を使用して、小胞の成分に結合させることにより、小胞を単離
または検出することができる。結合物質は、小胞を検出する、たとえば起始細胞特異的小
胞を検出するために使用することができる。結合物質または複数の結合物質そのものが、
小胞のバイオシグネチャーを提供する結合物質プロファイルを形成することができる。た
とえば、不均一な小胞集団からの小胞の差次的検出または単離において二つ、三つ、四つ
またはそれ以上の結合物質を使用して小胞集団を検出または単離するならば、その小胞集
団の特定の結合物質プロファイルがその特定の小胞集団のバイオシグネチャーを提供する
。
【０４８４】
　説明のための例として、癌を特徴決定するための小胞は、PSA、PSMA、PCSA、PSCA、B7H
3、EpCam、TMPRSS2、mAB5D4、XPSM-A9、XPSM-A10、ガレクチン-3、E-セレクチン、ガレク
チン-1またはE4（IgG2aκ）またはそれらの任意の組み合わせを非限定的に含む一つまた
は複数の結合物質によって検出することができる。
【０４８５】
　結合物質はまた、一般的小胞バイオマーカー、たとえば「ハウスキーピングタンパク質
」または抗原に対する結合物質であることもできる。バイオマーカーはCD9、CD63またはC
D81であることができる。たとえば、結合物質は、CD9、CD63またはCD81に対する抗体であ
ることができる。結合物質はまた、他のタンパク質、たとえば組織特異的または癌特異的
小胞に対する結合物質であることもできる。結合物質は、PCSA、PSMA、EpCam、B7H3また
はSTEAPに対する結合物質であることができる。結合物質は、DR3、STEAP、epha2、TMEM21
1、MFG-E8、アネキシンV、TF、unc93A、A33、CD24、NGAL、EpCam、MUC17、TROP2またはTE
TSに対する結合物質であることができる。たとえば、結合物質は、PCSA、PSMA、EpCam、B
7H3、DR3、STEAP、epha2、TMEM211、MFG-E8、アネキシンV、TF、unc93A、A33、CD24、NGA
L、EpCam、MUC17、TROP2またはTETSに対する抗体またはアプタマーであることができる。
【０４８６】
　一般に、様々なタンパク質が小胞シェル上に均等または均一に分散しているわけではな
い。小胞特異的タンパク質がよりありふれている一方で、癌特異的タンパク質はそれほど
ありふれてはいない。いくつかの態様において、小胞の捕捉は、よりありふれた、より癌
特異的でないタンパク質、たとえば一つまたは複数のハウスキーピングタンパク質または
抗原もしく一般的小胞抗原（たとえばテトラスパニン）を使用して達成され、一つまたは
複数の癌特異的バイオマーカーおよび／または一つまたは複数の起始細胞特異的バイオマ
ーカーは検出段階で使用される。もう一つの態様において、一つまたは複数の癌特異的バ
イオマーカーおよび／または一つまたは複数の起始細胞特異的バイオマーカーが捕捉に使
用され、一つまたは複数のハウスキーピングタンパク質または抗原もしく一般的小胞抗原
（たとえばテトラスパニン）が検出に使用される。複数の態様において、同じバイオマー
カーが捕捉および検出の両方に使用される。同じバイオマーカーに対して異なる結合物質
、たとえば抗原の異なるエピトープに結合する抗体またはアプタマーを使用することもで
きる。
【０４８７】
　さらなる細胞結合パートナーまたは結合物質を、当技術分野において公知の任意の従来
法によって、または本明細書に記載されるように同定してもよく、かつさらに、診断、予
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後判定または治療関連マーカーとして使用してもよい。たとえば、小胞は、本明細書の表
3、4または5に記載された一つまたは複数の結合物質を使用して検出することができる。
たとえば、結合物質はまた、たとえば「ハウスキーピングタンパク質」または抗原のよう
な一般的小胞バイオマーカーのためであることもできる。一般的小胞バイオマーカーは、
CD9、CD63もしくはCD81または表3中の他のバイオマーカーであることができる。結合物質
はまた、他のタンパク質のため、たとえば起始細胞特異的または癌特異的小胞のためであ
ることもできる。非限定的な例として、前立腺癌の場合、結合物質は、PCSA、PSMA、EpCa
m、B7H3、RAGEまたはSTEAPのためであることができる。結合物質は、表4～5におけるバイ
オマーカーに対するものであることができる。たとえば、結合物質は、PCSA、PSMA、EpCa
m、B7H3、RAGE、STEAP、または表4～5におけるその他のバイオマーカーに対する抗体また
はアプタマーであることができる。
【０４８８】
　様々なタンパク質が小胞表面に均等または均一に分散しているとは限らない。たとえば
、一般に、小胞特異的タンパク質は比較的よく見られるが、一方、癌特異的タンパク質は
比較的見られない。いくつかの態様において、小胞の捕捉は、比較的よく見られる、比較
的癌特異的でないタンパク質、たとえばハウスキーピングタンパク質または抗原を使用し
て達成され、癌特異的タンパク質は検出段階で使用される。検出システムの感度に依存し
て、一般的小胞マーカーに対する結合物質を使用して大きな小胞集団を捕捉したのち、関
心対象の部分集団に特異的な検出物質によって細胞特異的小胞を検出する正反対の方法を
使用することもできる。
【０４８９】
　さらには、さらなる細胞結合パートナーまたは結合物質は、当技術分野において公知の
従来法によって、または本明細書に記載されるように同定することもでき、さらに、診断
、予後判定または治療関連マーカーとして使用することもできる。
【０４９０】
マイクロRNA機能アッセイ
　上記のように、マイクロRNAは、微小胞、HDLおよびLDL粒子ならびにリボ核タンパク質
複合体（RNP）の成分中に封入されて、血液のような体液中を循環する状態で見いだされ
ることができる。マイクロRNAは、非限定的に、RT-qPCRまたは次世代配列決定法を含む、
本明細書に記載される、または当技術分野において公知であるような利用可能な技術を使
用して検出することができる。しかし、生物学的に活性な状態にあるマイクロRNAは、Arg
onaute（「Ago」）タンパク質（たとえばAgo1、Ago2、Ago3またはAgo4）の一つまたは複
数と結合し、そしてそれによって活性化される。本発明の一つの局面は、単一の反応にお
いて生物学的試料内の標的マイクロRNAの機能活性の検出を可能にする組成物および方法
に関する。Agoファミリーのタンパク質の考察に関しては、Hock and Meister, Genome Bi
ology, 2008, 9:210を参照すること。
【０４９１】
　より具体的には、一つまたは複数の核酸バイオマーカー（たとえばマイクロRNA）を評
価するために、基体、合成RNA分子、標識およびRISC（RNA誘発サイレンシング複合体）反
応バッファ成分および場合によっては一つまたは複数の単離されたAgoタンパク質が使用
される。本発明に使用することができる基体の例は、合成RNA分子の第一の区分、たとえ
ば3'または5'末端が直接または間接結合を介してつながれる平面基体、マイクロビーズ、
カラムなどを含むが、これらに限定されない。そのような基体は、本明細書に開示されて
いる、または当技術分野において公知である。結合は、当技術分野において公知である方
法、たとえば、Wittebolle et al., Optimisation of the amino-carboxy coupling of o
ligonucleotides to beads used in liquid arrays, J Chem Tech Biotech 81:476-480 (
2006)に記載されているようなアミノ－カルボキシカップリングを使用して実施される。
そのような技術は当業者にはすでに公知である。
【０４９２】
　合成RNA分子のもう一つの部分、たとえば反対側の3'または5'末端が標識または検出可
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能な分子に直接または間接的に取り付けられる。標識は、検出されることができる任意の
分子であり、そのような標識または検出可能な分子は当技術分野において公知であり、か
つ非限定的に、蛍光標識、放射能標識または酵素標識を含む。そのような標識のさらなる
例が本明細書中で先に開示されている。基体につながった部分と標識された部分との間で
、合成RNA分子は、関心対象の標的マイクロRNAに相補的である区分または部分を含む。所
望により、相補的区分は、標的マイクロRNAに対して完璧に相補的である、すなわち100％
相補的であることができる。相補的区分と標的マイクロRNAとの間の結合の程度を操作し
て、たとえば、一つの特定の標的マイクロRNAの認識を可能にすることもできるし、また
はたとえば標的マイクロRNAのファミリーの乱雑な認識を可能にすることもできる。その
ような操作のための手段は、本明細書に開示されている、または当技術分野において公知
であり、たとえば、塩基対ミスマッチまたは温度もしくは塩濃度のようなアッセイ条件。
たとえば、相補的区分は、標的マイクロRNAに対して少なくとも50％、60％、70％、75％
、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％または少なくと
も99％相補的であるような、標的マイクロRNAとのミスマッチを有してもよい。方法は、
標識され、つながれた合成RNA分子を、関心対象の標的マイクロRNAを含む、または含むと
思われる試料と接触させることを含む。標的マイクロRNAが試料中に存在し、かつAgoタン
パク質に結合しているならば、Ago－マイクロRNAは、標的マイクロRNAと相補的領域との
間の塩基対形成を介して合成RNA分子と結合することができる。そのような結合が、Agoタ
ンパク質のヌクレオチド鎖切断活性による合成RNA分子の切断を容易にする。この切断が
合成RNA分子の標識を基体から解放する。基体と結合した標識の量を、標的マイクロRNAを
含む試料との接触の前後に検出することができる。標識の量における任意のそのような差
が、入力試料中のAgo結合標的マイクロRNAの量を示す。
【０４９３】
　アッセイ法に有用な反応条件およびバッファは当技術分野において公知である。反応は
、アッセイ感度および標的存在度に依存して、室温、25℃、30℃、37℃または42℃～45℃
までで5分ないし一晩実施される。たとえば、反応は、37℃で1～2時間、実施することが
できる。たとえば、Brown et al., Targent accessibility dictates the potency of hu
man RISC. Nature Structural & Molecular Biology 12, 469-470 (2005)、Robb et al.,
 Specific and potent RNAi in the nucleus of human cells. Nature Structural & Mol
ecular Biology 12, 133-137 (2005)、Lima et al., Binding and Cleavage Specificiti
es of Human Argonaute2. J. Biol. Chem. 2009 284: 26017-26028を参照すること。
【０４９４】
　アッセイ法の例示的態様が図26に示されている。図26Aに示すように、合成RNA分子は、
3'リンカー／延長領域262、中央miRNA標的化領域263および第二の5'リンカー／延長領域2
64を含む。RNAは、その3'末端262が基体、ここではマイクロビーズ261に結合し、および
その5'末端264がビオチン266とコンジュゲートしている。中央miRNA標的化領域263は、関
心対象のmiRNA配列を補足するように設計されている。領域263は、関心対象の任意のマイ
クロRNAに相補的であることができる。図26に示す例においては、合成RNAのビオチン端を
標識するためにストレプトアビジン-PE（フィコエリスリン）265が使用されている。上記
のように、他の標識スキームを用いることもできる。たとえば、5'末端264は、Cy3、Cy5
、または本明細書に開示される、もしくは当技術分野において公知である他の検出可能な
部分で直接標識することができる。もう一つの例として、5'末端264は、標識されている
別の相補的オリゴヌクレオチドとの塩基対形成によって間接的に標識することができる。
標的マイクロRNAが試料中に存在し、かつ試料中の、または試料に加えられたAgoタンパク
質267、たとえばAgo1～4のいずれか、たとえば組み換えAgo2（rAgo2）と結合しているな
らば、その標的マイクロRNAは、相補的マイクロRNA標的化領域263と結合し、そしてその
後、Argonauteのヌクレオチド鎖切断活性によって領域263において合成RNAを切断する。
たとえば、図26の工程268を参照すること、切断されたら、合成RNA分子の標識された末端
（ここでは5'）が解放され、それにより、ビオチン／ストレプトアビジン-PE複合体265～
266がマイクロビーズ261から切り離される。図26Bを参照すること。次に、基体マイクロ
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ビーズを単離し、洗浄して、切断され、解き放たれたRNAの末端を除去して、それにより
、残りの、切断されておらず、まだ標識されたままの物質および任意の切断されているが
、今や標識されていないRNAだけを残す。この洗浄工程ののち、PEシグナルの差は、元の
アッセイ中に存在するAgo結合標的マイクロRNA267の濃度および活性と相関する。入力試
料中のAgo結合標的マイクロRNAの量が、切断されたRNAのレベルを決定する。たとえば、
標的マイクロRNAが存在しないならば、または、存在するが、機能的な形態でAgoと結合し
ていないならば、合成RNA標的領域263は、切断されないまま残り、およびシグナル強度は
変化しない。
【０４９５】
　アッセイ法を使用して、RNAおよび／またはArgonauteに予備添加されたRNAの任意の適
切な供給源を検査することができる。たとえば、入力試料は、細胞溶解物、体液、血液分
画（miRNAに結合したAgo2のような循環Argonauteを含んでもよい）、血漿、血清または単
離された微小胞であってもよい。いくつかの態様において、試料から免疫沈降させたArgo
nauteが、アッセイ法のためのRNP複合体の入力源として使用される。標的マイクロRNAが
存在し、かつ前述の供給源のいずれかにおけるArgonauteに添加されるならば、合成標的2
63は切断され、標識（たとえば、図26の例におけるビオチン－ストレプトアビジン-PE265
～266）は解放される。
【０４９６】
　図26C～Eは、アッセイ法のための入力として使用することができるRNAの様々な供給源
を模式的に示す。図26Cは、Agoタンパク質269に結合してリボ核酸複合体267を形成するマ
イクロRNA268を示す。Agoタンパク質はAgo1、Ago2、Ago3またはAgo4であることができる
。図26Dは、Agoに対する結合物質2610を使用する、Argonaute－マイクロRNA複合体267の
免疫沈降を示す。結合物質は、特定のArgonauteに特異的であるもの、たとえばAgo2に対
する抗体またはアプタマーであることができる。他の態様において、結合物質は、一つよ
り多いAgoファミリーメンバー、たとえばAgo1～4を認識する。さらに他の態様において、
結合物質は、一つまたは複数のAgoタンパク質に間接的に結合することができる。たとえ
ば、免疫沈降のための結合物質は、Agoタンパク質と複合体を形成するGW182に対する抗体
またはアプタマーであることができる。図26Eは、たとえば細胞溶解物、体液または溶解
微小胞由来のArgonaute－マイクロRNA複合体267の直接分析を示す。
【０４９７】
　または、アッセイ入力は、結合した試料供給源由来のRNAを含むこともでき、これを次
にAgoタンパク質、たとえば組み換えAgo（rAgo）を含む精製Agoと接触させる。このよう
にして、RNAは、非限定的に、細胞溶解物、体液、血漿、濃縮血漿、微小胞またはHDLおよ
びLDL粒子を含む任意の適切な供給源から単離することができる。単離されたら、Agoタン
パク質、たとえば組み換えArgonaute2を使用して、試料中に存在する小さなRNAに結合さ
せることができる。Ago結合RNAは、アッセイ法への入力として使用することができる。
【０４９８】
　上記のように、合成RNA分子の第三の部分が標識され、したがって、相補的区分の切断
が基体からの標識の除去を可能にする。したがって、基体から除去された標識の量は切断
イベントの回数に対応する。切断イベントを検出する代替方法が本発明の範囲内であるこ
とが理解されよう。一つの態様においては、切断反応が起こることを許したのち、標識を
反応混合物に加える。上記例に準じると、切断反応が起こったのちストレプトアビジン-P
E265を加える。もう一つの例において、合成RNA分子の第三の部分は標識されない。むし
ろ、切断イベントは、切断反応が起こったのちカラム上に残る切断された合成RNA分子の
量を検出することによって観測される。
【０４９９】
　切断反応が起こる前および起こった後で、基体から解放される標識の程度を検出し、か
つ比較することができる。または、対象の方法を使用して切断反応の速度を観測すること
もできる。ある態様において、基体から解放される標識の程度はリアルタイムで検出され
、それにより、切断反応の速度が明らかにされる。
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【０５００】
　マイクロRNA機能アッセイ法を使用して、対応したmiRNA標的化領域を含む合成RNAによ
って実質的に任意のマイクロRNAをスクリーニングすることができる。アッセイ法は、単
独で実施することもできるし、または区別可能なマイクロビーズに結合した複数の合成標
的を用いて多重に実施することもできる。
【０５０１】
　ある態様において、miRアッセイシステムは、治療的RNAi分子送達および作用機序確認
のために使用される。ここで、RNAi分子は、全身的または標的化されたやり方で、適切な
細胞タイプ、組織または他の解剖学的領域に送達される。送達の確認およびRNAi治療作用
機序の確認のために標的組織を分析することができる。たとえば、関心対象の組織におけ
る治療的RNAi分子の存在は、RNAi治療剤の活性化によるmRNAノックダウンによって直接駆
動される表現型結果によって検出することもできるし、または、細胞の無関係なアポトー
シスまたは炎症反応を通して検出することもできる。最後に、この方法を使用して、標的
組織において活性化された治療的RNAi物質のIC50を確立することができる。
【０５０２】
癌のバイオシグネチャー
　本明細書に記載されるように、循環バイオマーカーを含むバイオシグネチャーを使用し
て癌を特徴決定することができる。バイオマーカーは、本明細書に開示されたものから選
択することができる。たとえば、バイオシグネチャーの一部として使用することができる
バイオマーカーの非網羅的リストを表5に提示する。バイオシグネチャーは、癌、例えば
前立腺癌、GI癌、または卵巣癌を特徴決定するために使用することができる。いくつかの
態様において、循環バイオマーカーは、小胞または小胞の集団と結合している。たとえば
、小胞と結合した循環バイオマーカーを使用して、小胞または小胞集団を捕捉および／ま
たは検出することができる。
【０５０３】
　本明細書に、例えば表5に提示されるバイオマーカーは、他の疾患、たとえば他の増殖
性疾患および他の細胞または組織起源の癌のバイオシグネチャーにおいても役立つ場合が
あることが理解されよう。たとえば、様々な細胞型における悪性転換は、よくあるイベン
ト、たとえばp53または他の腫瘍サプレッサにおける突然変異によることができる。起始
細胞バイオマーカーおよび癌バイオマーカーを含むバイオシグネチャーを使用して、癌の
性質をさらに評価することができる。転移性癌を評価するために、転移性癌のバイオマー
カーが起始細胞バイオマーカーとともに使用される場合がある。本発明と共に使用するた
めのそのようなバイオマーカーは、参照によりその全体が本明細書に組み入れられるDawo
od, Novel biomarkers of metastatic cancer, Exp Rev Mol Diag July 2010, Vol. 10, 
No. 5, Pages 581-590におけるものを含む。
【０５０４】
　たとえば、miR-378、miR-127-3p、miR-92aおよびmiR-486-3pの一つまたは複数を含むバ
イオシグネチャーを使用して結腸直腸癌を特徴決定することができる。KRAS突然変異の存
在がmiR発現レベルと関連していることができる。たとえば、参照により全体として本明
細書に組み入れられる刊行物、Mosakhani et al., MicroRNA profiling differentiates 
colorectal cancer according to KRAS status. Genes Chromosomes Cancer. 2011 Sep 1
5. doi: 10.1002/gcc.20925を参照すること。たとえば、KRAS突然変異は、miR-127-3p、m
iR-92aおよびmiR-486-3pの上方制御ならびにmiR-378の下方制御と関連していることがで
きる。体細胞KRAS突然変異は、白血病、結腸癌、膵臓癌および肺癌を含むが、それらに限
定されない様々な障害において高い率で見られる。KRAS突然変異は、パニツムマブおよび
セツキシマブ治療に対する不十分な応答を予測させる。KRAS+表現型はまた、エルロチニ
ブおよび/またはゲフィチニブのような抗EGFR治療に対する不十分な応答とも関連してい
る。したがって、ある態様においては、KRAS状態と相関するmiRのレベルが、癌、たとえ
ば転移性結腸直腸癌または肺癌のセラノーシスを提供するためのバイオシグネチャーの一
部として使用される。
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【０５０５】
　もう一つの例として、Pgrmc1が、正常な組織と比較して肺癌組織中で上昇することがで
き、また、非癌患者と比較して肺癌患者の血漿中で上昇することができる。たとえば、参
照により全体として本明細書に組み入れられる刊行物、Mir et al., Elevated Pgrmc1 (p
rogesterone receptor membrane component 1)/sigma-2 receptor levels in lung tumor
s and plasma from lung cancer patients. Int J Cancer. 2011 Sep 14. doi: 10.1002/
ijc.26432を参照すること。ある態様においては、癌を特徴決定するために、患者試料中
の循環Pgrmc1の存在またはレベルが評価される。癌は、扁平細胞肺癌（SCLC）または肺腺
癌を含むが、それらに限定されない肺癌であることができる。対照と比較して上昇したレ
ベルのPgrmc1が癌の存在を示すことができる。試料は、組織試料または体液、たとえば痰
、末梢血または血液由来物であることができる。ある態様において、Pgrmc1は小胞集団と
結合している。
【０５０６】
　本発明のバイオシグネチャーは、参照に依存して上方制御される、下方制御される、ま
たは変化しないマーカーを含み得る。例示のためのみに、参照が正常な試料であるならば
、バイオシグネチャーは、対象のバイオシグネチャーが参照と比較して変化しないならば
、その対象が正常であることを示し得る。または、バイオシグネチャーは、突然変異した
核酸またはアミノ酸配列を含み得、バイオシグネチャー中の成分のレベルが正常な参照と
有疾患試料との間で同じである。別の場合、参照は癌試料であることができ、対象のバイ
オシグネチャーは、それが参照に実質的に類似しているならば、癌を示す。対象のバイオ
シグネチャーは、参照と比較して上方制御された成分および下方制御された成分の両方を
含むことができる。例示のためのみに、参照が正常な試料であるならば、癌バイオシグネ
チャーは、上方制御されたオンコジーンおよび下方制御された腫瘍サプレッサの両方を含
むことができる。小胞マーカーはまた、様々な状況において差次的に発現することができ
る。たとえば、テトラスパニンは、非癌小胞と比較して癌小胞において過剰発現する場合
があり、MFG-E8は、癌小胞と比較して非癌小胞において過剰発現することができる。
【０５０７】
前立腺癌バイオシグネチャー
　ある局面において、本発明は、生物学的試料中の微小胞集団を検出する方法を提供する
。ある態様において、方法は、複数のバイオマーカーの存在またはレベルを含むバイオシ
グネチャーを検出することを含む。バイオシグネチャーを使用して癌、たとえば前立腺癌
を特徴決定することができる。
【０５０８】
　ある態様において、方法は、（a）生物学的試料中の微小胞集団を第一の結合物質およ
び第二の結合物質と接触させる工程；（b）第一および第二の結合物質と結合した微小胞
集団の存在またはレベルを測定する工程；および（c）結合した微小胞集団の存在または
レベルを含むバイオシグネチャーを同定する工程を含む。第一および第二の結合物質は結
合物質の対を含むことができる。結合物質の対を使用して、本明細書に記載される、また
は当技術分野において公知である様々な方法を使用して微小胞集団を同定することができ
る。たとえば、対を使用して、微小胞表面上の抗原の対を標識することができる。標識さ
れた微小胞集団は、フローサイトメトリーなどを使用して検出することができる。または
、対の一方のメンバーを基体（たとえば捕捉物質）に結合させ、および他方のメンバーを
使用して微小胞を標識することができ、該標識が、結合物質の対と結合した微小胞の検出
を可能にする。基体は、本明細書に記載される、または当技術分野において公知であるよ
うなウェル、アレイ、ビーズ、カラム、紙などであることができる。標識は、本明細書に
記載される、または当技術分野において公知であるような蛍光標識、放射能標識、酵素標
識などであることができる。標識は間接的であることもできる。たとえば、結合対の標識
されたメンバーが、アビジン結合標識による標識を可能にするためのビオチン分子を含ん
でもよい。同様に、結合対の標識されたメンバーは、別の標識された結合物質によって検
出されることもできる。たとえば、マウスIgG抗体結合物質が、直接的に標識された抗マ
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ウスIgG抗体によって標識されることができる。任意のそのような構成が本発明によって
考慮される。
【０５０９】
　ある態様において、第一の結合物質は捕捉物質を含み、第二の結合物質は検出物質を含
む。捕捉物質および検出物質は、表38、40～44、50、51、55～67および72～74のいずれか
における、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数、たとえば少なくとも1、2、3、4、5
、6、7、8、9、10、11、12、15、20、25種またはすべての対から選択することができる。
たとえば、捕捉物質および検出物質は、表38、50、55および72のいずれかにおける、捕捉
物質と検出物質との一つまたは複数、たとえば少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、1
0、11、12、15、20、25種またはすべての対から選択することができる。捕捉物質と検出
物質との複数の対が、表現型を特徴決定する能力を改善し得る。したがって、本発明は、
所望の診断、予後判定またはセラノーシス用の読み取り値を提供する捕捉物質と検出物質
との任意の対の使用を考慮する。本明細書に記載されるように、捕捉物質/検出物質対の
使用は、一つより多いバイオマーカーを有する微小胞集団の検出を可能にする。たとえば
、一つのマーカーが組織特異的または起始細胞マーカーであることができ、および他方の
マーカーが癌マーカーであることができる。このシナリオは、所与の解剖学的組織または
部位由来の癌細胞から放出される微小胞の検出を可能にするであろう。したがって、当業
者は、同じ関心対象の微小胞集団を検出しながらも捕捉物質/検出物質対の標的を交換す
ることができることを理解するであろう。非限定的な例として、KLK2捕捉物質およびEpCA
M検出物質によって検出される同じ微小胞集団を、EpCAM捕捉物質およびKLK2検出物質を使
用して検出することができる。したがって、所望により、表38、40～44、50、51、55～67
および72～74のいずれかに示された捕捉物質/検出物質対を交換することができる。
【０５１０】
　前記のように、所望により、バイオシグネチャーは結合物質の一つまたは複数の対を含
むことができる。いくつかの態様において、結合物質の一つまたは複数の対は、マンマグ
ロビン－MFG-E8、SIM2－MFG-E8、およびNK-2R－MFG-E8の一つまたは複数、たとえば1、2
またはすべてに対する結合物質を含む。もう一つの態様において、結合物質の一つまたは
複数の対は、インテグリン－MFG-E8、NK-2R－MFG-E8、およびGal3－MFG-E8の一つまたは
複数、たとえば1、2またはすべてに対する結合物質を含む。捕捉物質と検出物質との一つ
または複数の対は、AURKB、A33、CD63、Gro-αおよびインテグリンの一つまたは複数、た
とえば1、2、3、4またはすべてに対する捕捉物質と、MUC2、PCSAおよびCD81の一つまたは
複数、たとえば1、2またはすべてに対する検出物質とを含んでもよい。捕捉物質と検出物
質との一つまたは複数の対はまた、AURKB、CD63、FLNA、A33、Gro-α、インテグリン、CD
24、SSX2およびSIM2の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8つまたはすべて
に対する捕捉物質と、MUC2、PCSA、CD81、MFG-E8およびEpCamの一つまたは複数、たとえ
ば1、2、3、4つまたはすべてに対する検出物質とを含んでもよい。いくつかの態様におい
て、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7およびEpC
am－BCNPの一つまたは複数、たとえば1、2またはすべてに対する結合物質を含む。いくつ
かの態様において、捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対は、EpCam－MMP7、PCSA
－MMP7、EpCam－BCNP、PCSA－ADAM10およびPCSA－KLK2の一つまたは複数、たとえば1、2
、3、4またはすべてに対する結合物質を含む。さらに他の態様において、捕捉物質と検出
物質との一つまたは複数の対は、EpCam－MMP7、PCSA－MMP7、EpCam－BCNP、PCSA－ADAM10
、PCSA－KLK2、PCSA－SPDEF、CD81－MMP7、PCSA－EpCam、MFGE8－MMP7およびPCSA－IL-8
の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてに対する結合物
質を含む。捕捉物質と検出物質との一つまたは複数の対はまた、EpCam－MMP7、PCSA－MMP
7、EpCam－BCNP、PCSA－ADAM10およびCD81－MMP7の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4
またはすべてに対する結合物質を含んでもよい。
【０５１１】
　バイオシグネチャーは、EpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE
8およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてを含
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むことができる。バイオシグネチャーは、これらのバイオマーカーの一つまたは複数を捕
捉物質標的および/または検出物質標的として含むことができる。態様においては、小胞
集団を捕捉するために、EpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8
およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてに対
する結合物質が使用される。そして、捕捉された小胞を、EpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADA
M10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、
6、7、8、9つまたはすべてへの別の結合物質によって検出することができる。捕捉物質と
検出物質との任意の組み合わせが可能である。一つの態様において、バイオシグネチャー
は、以下のマーカー：1）EpCAM検出物質－MMP7捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP7捕捉物
質、3）EpCAM検出物質－BCNP捕捉物質を含む。もう一つの態様において、バイオシグネチ
ャーは、以下のマーカー：1）EpCAM検出物質－MMP7捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP7捕
捉物質、3）EpCAM検出物質－BCNP捕捉物質、4）PCSA検出物質－Adam10捕捉物質、および5
）PCSA検出物質－KLK2捕捉物質を含む。さらに別の態様において、バイオシグネチャーは
、以下のマーカー：1）EpCAM検出物質－MMP7捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP7捕捉物質
、3）EpCAM検出物質－BCNP捕捉物質、4）PCSA検出物質－Adam10捕捉物質、および5）CD81
検出物質－MMP7捕捉物質を含む。捕捉物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK
2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8
、9つまたはすべてであるとき、EpCAMを検出物質標的として使用することができる。捕捉
物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の
一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてであるとき、MMP7
を検出物質標的として使用することができる。捕捉物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP
、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4
、5、6、7、8、9つまたはすべてであるとき、PCSAを検出物質標的として使用することが
できる。捕捉物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8
およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてであ
るとき、BCNPを検出物質標的として使用することができる。捕捉物質標的がEpCAM、MMP7
、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは複数、たとえ
ば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてであるとき、ADAM10を検出物質標的として
使用することができる。捕捉物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF
、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまた
はすべてであるとき、KLK2を検出物質標的として使用することができる。捕捉物質標的が
EpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは
複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてであるとき、SPDEFを検出物質
標的として使用することができる。捕捉物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、K
LK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、
8、9つまたはすべてであるとき、CD81を検出物質標的として使用することができる。捕捉
物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の
一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9つまたはすべてであるとき、MFGE8
を検出物質標的として使用することができる。捕捉物質標的がEpCAM、MMP7、PCSA、BCNP
、ADAM10、KLK2、SPDEF、CD81、MFGE8およびIL-8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4
、5、6、7、8、9つまたはすべてであるとき、IL-8を検出物質標的として使用することが
できる。結合物質は、非限定的に、抗体、アプタマーまたはそれらの組み合わせを含むこ
とができる。態様において、捕捉物質結合物質は基体につながれており、および検出物質
結合物質は標識されている。
【０５１２】
　バイオシグネチャーは、ADAM-10、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、
PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2およびSSX4の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、
5、6、7、8、9、10、11、12、13、14つまたはすべてを含むことができる。バイオシグネ
チャーは、これらのバイオマーカーの一つまたは複数を捕捉物質標的および/または検出
物質標的として含むことができる。態様においては、小胞集団を捕捉するために、ADAM-1



(169) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

0、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SS
X2およびSSX4の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14つまたはすべてに対する結合物質が使用される。そして、捕捉された小胞を、ADAM-1
0、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SS
X2およびSSX4の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14つまたはすべてへの別の結合物質によって検出することができる。たとえば、捕捉さ
れた小胞は、EpCAMに対する結合物質によって検出することができる。捕捉された小胞は
、PCSAに対する結合物質によって検出することができる。捕捉された小胞は、ADAM-10に
対する結合物質によって検出することができる。捕捉された小胞は、BCNPに対する結合物
質によって検出することができる。捕捉された小胞は、CD9に対する結合物質によって検
出することができる。捕捉された小胞は、EGFRに対する結合物質によって検出することが
できる。捕捉された小胞は、IL1Bに対する結合物質によって検出することができる。捕捉
された小胞は、KLK2に対する結合物質によって検出することができる。捕捉された小胞は
、MMP7に対する結合物質によって検出することができる。捕捉された小胞は、p53に対す
る結合物質によって検出することができる。捕捉された小胞は、PBPに対する結合物質に
よって検出することができる。捕捉された小胞は、SERPINB3に対する結合物質によって検
出することができる。捕捉された小胞は、SPDEFに対する結合物質によって検出すること
ができる。捕捉された小胞は、SSX2に対する結合物質によって検出することができる。捕
捉された小胞は、SSX4に対する結合物質によって検出することができる。いくつかの態様
において、捕捉された小胞は、たとえば表3に記載されているような一般的小胞マーカー
の一つまたは複数に対する結合物質によって検出される。捕捉された小胞はまた、EpCam
、CD81、PCSA、MUC2およびMFG-E8の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、または5によ
って検出されることができる。捕捉された小胞はまた、一つまたは複数のテトラスパニン
、たとえばCD9、CD63、CD81または本明細書に記載される他のテトラスパニンの1、2また
は3に対する結合物質によって検出されることができる。いくつかの態様において、小胞
は、表72における結合物質の一つまたは複数の対によって捕捉され、かつ検出される。結
合物質の一つまたは複数、たとえば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、15、20つまた
はより多くの対は、EpCAM－EpCAM、EpCAM－KLK2、EpCAM－PBP、EpCAM－SPDEF、EpCAM－SS
X2、EpCAM－SSX4、EpCAM－ADAM-10、EpCAM－SERPINB3、EpCAM－PCSA、EpCAM－p53、EpCAM
－MMP7、EpCAM－IL1B、EpCAM－EGFR、EpCAM－CD9、EpCAM－BCNP、KLK2－EpCAM、KLK2－KL
K2、KLK2－PBP、KLK2－SPDEF、KLK2－SSX2、KLK2－SSX4、KLK2－ADAM-10、KLK2－SERPINB
3、KLK2－PCSA、KLK2－p53、KLK2－MMP7、KLK2－IL1B、KLK2－EGFR、KLK2－CD9、KLK2－B
CNP、PBP－EpCAM、PBP－KLK2、PBP－PBP、PBP－SPDEF、PBP－SSX2、PBP－SSX4、PBP－ADA
M-10、PBP－SERPINB3、PBP－PCSA、PBP－p53、PBP－MMP7、PBP－IL1B、PBP－EGFR、PBP－
CD9、PBP－BCNP、SPDEF－EpCAM、SPDEF－KLK2、SPDEF－PBP、SPDEF－SPDEF、SPDEF－SSX2
、SPDEF－SSX4、SPDEF－ADAM-10、SPDEF－SERPINB3、SPDEF－PCSA、SPDEF－p53、SPDEF－
MMP7、SPDEF－IL1B、SPDEF－EGFR、SPDEF－CD9、SPDEF－BCNP、SSX2－EpCAM、SSX2－KLK2
、SSX2－PBP、SSX2－SPDEF、SSX2－SSX2、SSX2－SSX4、SSX2－ADAM-10、SSX2－SERPINB3
、SSX2－PCSA、SSX2－p53、SSX2－MMP7、SSX2－IL1B、SSX2－EGFR、SSX2－CD9、SSX2－BC
NP、SSX4－EpCAM、SSX4－KLK2、SSX4－PBP、SSX4－SPDEF、SSX4－SSX2、SSX4－SSX4、SSX
4－ADAM-10、SSX4－SERPINB3、SSX4－PCSA、SSX4－p53、SSX4－MMP7、SSX4－IL1B、SSX4
－EGFR、SSX4－CD9、SSX4－BCNP、ADAM-10－EpCAM、ADAM-10－KLK2、ADAM-10－PBP、ADAM
-10－SPDEF、ADAM-10－SSX2、ADAM-10－SSX4、ADAM-10－ADAM-10、ADAM-10－SERPINB3、A
DAM-10－PCSA、ADAM-10－p53、ADAM-10－MMP7、ADAM-10－IL1B、ADAM-10－EGFR、ADAM-10
－CD9、ADAM-10－BCNP、SERPINB3－EpCAM、SERPINB3－KLK2、SERPINB3－PBP、SERPINB3－
SPDEF、SERPINB3－SSX2、SERPINB3－SSX4、SERPINB3－ADAM-10、SERPINB3－SERPINB3、SE
RPINB3－PCSA、SERPINB3－p53、SERPINB3－MMP7、SERPINB3－IL1B、SERPINB3－EGFR、SER
PINB3－CD9、SERPINB3－BCNP、PCSA－EpCAM、PCSA－KLK2、PCSA－PBP、PCSA－SPDEF、PCS
A－SSX2、PCSA－SSX4、PCSA－ADAM-10、PCSA－SERPINB3、PCSA－PCSA、PCSA－p53、PCSA
－MMP7、PCSA－IL1B、PCSA－EGFR、PCSA－CD9、PCSA－BCNP、p53－EpCAM、p53－KLK2、p5
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3－PBP、p53－SPDEF、p53－SSX2、p53－SSX4、p53－ADAM-10、p53－SERPINB3、p53－PCSA
、p53－p53、p53－MMP7、p53－IL1B、p53－EGFR、p53－CD9、p53－BCNP、MMP7－EpCAM、M
MP7－KLK2、MMP7－PBP、MMP7－SPDEF、MMP7－SSX2、MMP7－SSX4、MMP7－ADAM-10、MMP7－
SERPINB3、MMP7－PCSA、MMP7－p53、MMP7－MMP7、MMP7－IL1B、MMP7－EGFR、MMP7－CD9、
MMP7－BCNP、IL1B－EpCAM、IL1B－KLK2、IL1B－PBP、IL1B－SPDEF、IL1B－SSX2、IL1B－S
SX4、IL1B－ADAM-10、IL1B－SERPINB3、IL1B－PCSA、IL1B－p53、IL1B－MMP7、IL1B－IL1
B、IL1B－EGFR、IL1B－CD9、IL1B－BCNP、EGFR－EpCAM、EGFR－KLK2、EGFR－PBP、EGFR－
SPDEF、EGFR－SSX2、EGFR－SSX4、EGFR－ADAM-10、EGFR－SERPINB3、EGFR－PCSA、EGFR－
p53、EGFR－MMP7、EGFR－IL1B、EGFR－EGFR、EGFR－CD9、EGFR－BCNP、CD9－EpCAM、CD9
－KLK2、CD9－PBP、CD9－SPDEF、CD9－SSX2、CD9－SSX4、CD9－ADAM-10、CD9－SERPINB3
、CD9－PCSA、CD9－p53、CD9－MMP7、CD9－IL1B、CD9－EGFR、CD9－CD9、CD9－BCNP、BCN
P－EpCAM、BCNP－KLK2、BCNP－PBP、BCNP－SPDEF、BCNP－SSX2、BCNP－SSX4、BCNP－ADAM
-10、BCNP－SERPINB3、BCNP－PCSA、BCNP－p53、BCNP－MMP7、BCNP－IL1B、BCNP－EGFR、
BCNP－CD9、BCNP－BCNPおよびそれらの組み合わせからなる群より選択されることができ
、各対は、捕捉物質の標的－検出物質の標的の順である。結合物質は、抗体、アプタマー
、それらの組み合わせまたは本明細書に開示される、または当技術分野において公知であ
る他の作用物質であることができる。
【０５１３】
　バイオシグネチャーは捕捉物質および検出物質のパネルを含むことができる。ある態様
において、パネルは、ADAM-10、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP
、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2およびSSX4の一つより多い、たとえば2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14またはすべてに対する結合物質を含む。たとえば、バイオシ
グネチャーは、SSX4－EpCAM、SSX4－KLK2、SSX4－PBP、SSX4－SPDEF、SSX4－SSX2、SSX4
－EGFR、SSX4－MMP7、SSX4－BCNP1、SSX4－SERPINB3、KLK2－EpCAM、KLK2－PBP、KLK2－S
PDEF、KLK2－SSX2、KLK2－EGFR、KLK2－MMP7、KLK2－BCNP1、KLK2－SERPINB3、PBP－EGFR
、PBP－EpCAM、PBP－SPDEF、PBP－SSX2、PBP－SERPINB3、PBP－MMP7、PBP－BCNP1、EpCAM
－SPDEF、EpCAM－SSX2、EpCAM－SERPINB3、EpCAM－EGFR、EpCAM－MMP7、EpCAM－BCNP1、S
PDEF－SSX2、SPDEF－SERPINB3、SPDEF－EGFR、SPDEF－MMP7、SPDEF－BCNP1、SSX2－EGFR
、SSX2－MMP7、SSX2－BCNP1、SSX2－SERPINB3、SERPINB3－EGFR、SERPINB3－MMP7、SERPI
NB3－BCNP1、EGFR－MMP7、EGFR－BCNP1、MMP7－BCNP1およびそれらの組み合わせからなる
群より選択される複数の結合物質を含んでもよい。結合物質を捕捉物質として使用するこ
とができる。そして、捕捉された小胞を、ADAM-10、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK
2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2およびSSX4の一つまたは複数、たとえ
ば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14つまたはすべてに対する別の結合物
質によって検出することができる。たとえば、捕捉された小胞は、EpCAMに対する結合物
質によって検出することができる。いくつかの態様において、捕捉された小胞は、たとえ
ば表3に記載されているような一般的小胞マーカーの一つまたは複数に対する結合物質に
よって検出される。捕捉された小胞はまた、EpCam、CD81、PCSA、MUC2およびMFG-E8の一
つまたは複数、たとえば1、2、3、4、または5に対する結合物質によって検出することが
できる。捕捉された小胞は、CD9、CD63、CD81、PCSA、MUC2およびMFG-E8の一つまたは複
数、たとえば1、2、3、4、5または6に対する結合物質によって検出することができる。捕
捉された小胞はまた、一つまたは複数のテトラスパニン、たとえばCD9、CD63、CD81また
は本明細書に記載される他のテトラスパニンの1、2または3に対する結合物質によって検
出することができる。いくつかの態様において、小胞は、表72における結合物質の一つま
たは複数の対によって捕捉され、かつ検出される。結合物質は、抗体、アプタマー、それ
らの組み合わせまたは本明細書に開示される、もしくは当技術分野において公知である他
の作用物質であることができる。
【０５１４】
　バイオシグネチャーは、EpCAM、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2およびSSX4の一つまたは複数
を含むことができる。バイオシグネチャーは、これらのバイオマーカーの一つまたは複数
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を捕捉物質標的および/または検出物質標的として含むことができる。態様においては、
小胞集団を捕捉するために、EpCAM、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2およびSSX4の一つまたは複
数に対する結合物質が使用される。そして、捕捉された小胞を、EpCAM、KLK2、PBP、SPDE
F、SSX2およびSSX4の一つまたは複数への別の結合物質によって検出することができる。
たとえば、捕捉された小胞は、EpCAMに対する結合物質によって検出することができる。
ある態様において、バイオシグネチャーは、微小胞を捕捉するためのEpCAMに対する結合
物質および微小胞を検出するためのEpCAMに対する結合物質を使用して検出される微小胞
集団を含む。ある態様において、バイオシグネチャーは、微小胞を捕捉するためのKLK2に
対する結合物質および微小胞を検出するためのEpCAMに対する結合物質を使用して検出さ
れる微小胞集団を含む。ある態様において、バイオシグネチャーは、微小胞を捕捉するた
めのPBPに対する結合物質および微小胞を検出するためのEpCAMに対する結合物質を使用し
て検出される微小胞集団を含む。ある態様において、バイオシグネチャーは、微小胞を捕
捉するためのSPDEFに対する結合物質および微小胞を検出するためのEpCAMに対する結合物
質を使用して検出される微小胞集団を含む。ある態様において、バイオシグネチャーは、
微小胞を捕捉するためのSSX2に対する結合物質および微小胞を検出するためのEpCAMに対
する結合物質を使用して検出される微小胞集団を含む。ある態様において、バイオシグネ
チャーは、微小胞を捕捉するためのSSX4に対する結合物質および微小胞を検出するための
EpCAMに対する結合物質を使用して検出される微小胞集団を含む。所望により、これらの
捕捉物質/結合物質対の任意の有用な組み合わせを使用することができる。ある態様にお
いて、捕捉物質/検出物質対の組み合わせは、1）EpCAM捕捉物質－EpCAM検出物質、および
2）KLK2、PBP、SPDEF、SSX2またはSSX4捕捉物質－EpCAM検出物質を含む。ある態様におい
て、捕捉物質/検出物質対の組み合わせは、1）KLK2捕捉－EpCAM検出物質、および2）EpCA
M、PBP、SPDEF、SSX2またはSSX4捕捉物質－EpCAM検出物質を含む。ある態様において、捕
捉物質/検出物質対の組み合わせは、1）PBP捕捉物質－EpCAM検出物質、および2）EpCAM、
KLK2、SPDEF、SSX2またはSSX4捕捉物質－EpCAM検出物質を含む。ある態様において、捕捉
物質/検出物質対の組み合わせは、1）SPDEF捕捉物質－EpCAM検出物質、および2）EpCAM、
KLK2、PBP、SSX2またはSSX4捕捉物質－EpCAM検出物質を含む。ある態様において、捕捉物
質/検出物質対の組み合わせは、1）SSX2捕捉物質－EpCAM検出物質、および2）EpCAM、KLK
2、PBP、SPDEFまたはSSX4捕捉物質－EpCAM検出物質を含む。ある態様において、捕捉物質
/検出物質対の組み合わせは、1）SSX4捕捉物質－EpCAM検出物質、および2）EpCAM、KLK2
、PBP、SPDEFまたはSSX2捕捉物質－EpCAM検出物質を含む。結合物質は、非限定的に、抗
体、アプタマーまたはそれらの組み合わせを含むことができる。たとえば、捕捉物質は抗
体を含むことができ、および検出物質はアプタマーを含むことができる。態様において、
捕捉物質結合物質は基体につながれており、および検出物質結合物質は標識されている。
望むならば、小胞は、PCSAに対する結合物質によって検出することができる。
【０５１５】
　ある態様において、微小胞は、所望の起始細胞由来の小胞に特異的な捕捉物質と検出物
質との対を使用して検出される。ある態様において、小胞は、癌マーカーを使用して捕捉
され、かつ組織特異的マーカーによって検出される。同様に、小胞は、組織特異的マーカ
ーを使用して捕捉され、かつ癌マーカーによって検出されることもできる。たとえば、癌
マーカーはEpCAMまたはB7H3であることができ、および組織特異的マーカーは、非限定的
に、PBP、PCSA、PSCA、PSMA、KLK2、PSAなどを含む前立腺マーカーであることができる。
理論によって束縛されることを望まないが、このような態様は、前立腺癌細胞に由来する
小胞を循環中に検出することを可能にする。
【０５１６】
　望むならば、複数の検出物質を使用することができる。たとえば、複数の一般的小胞マ
ーカーの使用が検出シグナルを増幅し得る。たとえば、CD9、CD63およびCD81をいっしょ
に用いる検出は、単一のテトラスパニンによる検出よりも多くのシグナルを提供し得、そ
れは、いくつかの用途において望ましくあり得る。
【０５１７】
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　ある態様においては、EpCAM（上皮細胞接着分子）が、表54における抗上皮細胞接着分
子抗体MAB9601の標的である。EpCAMに関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-bi
n/carddisp.pl?gene=EPCAMに見いだすことができる。
【０５１８】
　ある態様においては、MMP7（マトリックスメタロペプチダーゼ7（マトリリシン、ウテ
リン）、マトリックスメタロプロテイナーゼ7）が、表54における抗マトリックスメタロ
プロテイナーゼ7抗体NB300-1000の標的である。MMP7に関するさらなる情報は、www.genec
ards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MMP7に見いだすことができる。本発明の方法を実施
するために使用することができる、MMP7に対する市販の抗体としては、1）抗マトリック
スメタロプロテイナーゼ7抗体、R&D Systems、クローン111433、カタログ番号MAB9071、2
）抗マトリックスメタロプロテイナーゼ7抗体、R&D Systems、クローン111439、カタログ
番号MAB9072、3）抗マトリックスメタロプロテイナーゼ7抗体、R&D Systems、クローン6A
4、カタログ番号MAB907、4）抗マトリックスメタロプロテイナーゼ7抗体、Millipore、ク
ローン141-7B2、カタログ番号MAB3315、5）抗マトリックスメタロプロテイナーゼ7抗体、
Millipore、クローン176-5F12、MAB3322、6）抗マトリックスメタロプロテイナーゼ7ポリ
クローナル抗体、Novus、カタログ番号NB300-1000がある。
【０５１９】
　ある態様においては、PCSA（前立腺細胞表面抗原）が、抗前立腺細胞表面抗体の標的で
ある。表54を参照すること。PCSAはまた、参照により全体として本明細書に組み入れられ
る刊行物、Rokhlin, OW, et al. Cancer Lett., 131:129-36 (1998)に記載されている5E1
0抗体によって認識される。
【０５２０】
　ある態様においては、BCNP（B細胞新規タンパク質1、FAM129C、配列類似性129のファミ
リー、メンバーC、niban様タンパク質2）が、表54における抗B細胞新規タンパク質1抗体a
b59781の標的である。BCNPは、いくつかのスプライシング型およびアイソフォーム、たと
えばBCNP1、BCNP2、BCNP3、BCNP4およびBCNP5を有する。タンパク質アイソフォームはま
た、Q86XR2-1、Q86XR2-2、Q86XR2-3、Q86XR2-4およびQ86XR2-5と呼ぶことができる。抗体
は、少なくともBCNP1、BCNP2、BCNP3を認識し、かつアイソフォーム4および5を認識し得
る。BCNPに関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FAM12
9Cにおいて入手可能である。
【０５２１】
　ある態様においては、ADAM10（ADAMメタロペプチダーゼドメイン10、ディスインテグリ
ンおよびメタロプロテイナーゼドメイン10）が、表54における抗ディスインテグリンおよ
びメタロプロテイナーゼドメイン10抗体MAB1427の標的である。ADAM10に関するさらなる
情報は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ADAM10に見いだすことができる
。
【０５２２】
　ある態様においては、KLK2（カリクレイン関連ペプチダーゼ2）が、表54における抗カ
リクレイン関連ペプチダーゼ2抗体H00003817-M03の標的である。KLK2に関するさらなる情
報は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KLK2に見いだすことができる。
【０５２３】
　ある態様においては、SPDEF（ETS転写因子を含むSAM標的化ドメイン）が、表54におけ
る抗ETS転写因子を含むSAM標的化ドメイン抗体H00025803-M01の標的である。SPDEFに関す
るさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pi?gene=SPDEFに見いだすこと
ができる。
【０５２４】
　ある態様においては、CD81（CD81分子、CD81抗原、テトラスパニン-28）が、表54にお
ける抗分化抗原群81抗体の標的555675である。CD81に関するさらなる情報は、www.geneca
rds.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CD81に見いだすことができる。
【０５２５】
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　ある態様においては、MFGE8（乳脂肪球EGF因子8タンパク質、MFG-E8、精液関連抗原10
、ラクタヘドリン）が、表54における抗乳脂肪球EGF因子8タンパク質抗体MAB27671の標的
である。MFGE8に関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=
MFGE8に見いだすことができる。
【０５２６】
　ある態様においては、IL-8（インターロイキン8）が、表54における抗インターロイキ
ン8抗体OMA1-03346の標的である。IL-8に関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi
-bin/carddisp.pl?gene=IL8に見いだすことができる。
【０５２７】
　ある態様においては、SSX4（滑膜肉腫、Xブレイクポイント4）が、表54における抗滑膜
肉腫、Xブレイクポイント4抗体H00006759-MO2の標的である。SSX4に関するさらなる情報
は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SSX4に見いだすことができる。
【０５２８】
　ある態様においては、SSX2（滑膜肉腫、Xブレイクポイント2）が、表54における抗滑膜
肉腫、Xブレイクポイント2抗体H00006757-MO1の標的である。SSX2に関するさらなる情報
は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SSX2に見いだすことができる。
【０５２９】
　ある態様においては、EGFR（上皮成長因子受容体）が、表54における抗上皮成長因子受
容体抗体555996の標的である。EGFRに関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-bi
n/carddisp.pl?gene=EGFRに見いだすことができる。
【０５３０】
　ある態様においては、SERPINB3（セルピンペプチダーゼインヒビター、クレードB（オ
ボアルブミン）、メンバー3）が、表54における抗セルピンペプチダーゼインヒビター、
クレードB、メンバー3抗体WH0006317M1の標的である。SERPINB3に関するさらなる情報は
、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SERPINB3に見いだすことができる。
【０５３１】
　ある態様においては、IL1B（インターロイキン1、β）が、表54における抗インターロ
イキン1B抗体WH0003553M1の標的である。IL1Bに関するさらなる情報は、www.genecards.o
rg/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL1Bに見いだすことができる。
【０５３２】
　ある態様においては、TP53（p53、腫瘍タンパク質p53）が、表54における抗腫瘍タンパ
ク質53抗体654802の標的である。TP53に関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=TP53に見いだすことができる。
【０５３３】
　ある態様においては、PBP（前立腺結合タンパク質、PEBP1、ホスファチジルエタノール
アミン結合タンパク質1）が、表54における抗前立腺結合タンパク質抗体H00005037-M01の
標的である。PBPに関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gen
e=PEBP1に見いだすことができる。
【０５３４】
　ある態様においては、CD9（CD9分子）が、表54における抗分化抗原群9抗体MAB633の標
的である。CD9に関するさらなる情報は、www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=
CD9に見いだすことができる。
【０５３５】
　上記バイオマーカーを認識する代替の抗体、アプタマーおよび他の結合物質が当技術分
野において公知である。たとえば、上記Genecard参考文献を参照すること。
【０５３６】
セラノーシス
　本明細書に開示されるように、小胞バイオマーカーおよび／または循環バイオマーカー
を含む一つまたは複数のバイオマーカーを評価することによって対象に関する表現型を特
徴決定する方法が開示される。バイオマーカーは、本明細書に開示される小胞バイオマー
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カーの多重化解析のための方法を使用して評価することができる。表現型の特徴決定は、
対象に対するセラノーシスを提供すること、たとえば対象が、治療に応答すると予測され
るか、治療に対して非応答性であると予測されるかを決定することを含むことができる。
治療に応答する対象を応答者と呼ぶことができ、治療に応答しない対象を非応答者と呼ぶ
ことができる。病態を患う対象は、非限定的に病態の一つまたは複数の徴候の改善、既存
の治療の一つまたは複数の副作用の減少、以前の治療もしくは他の治療と比較した場合の
一つまたは複数の徴候の改善もしくは改善率の増大、または治療しない場合または以前の
治療もしくは他の治療と比較した場合の生存期間の延長に基づいて、治療に対する応答者
とみなすことができる。たとえば、病態を患う対象は、非限定的に検出可能であるか検出
不可能であるかを問わず一つまたは複数の徴候の軽減もしくは改善、疾患の程度の低下、
疾患の状態の安定化（すなわち、悪化していない）、疾患の拡散の防止、疾患進行の遅延
もしくは減速、疾患状態の改善もしくは緩和および緩解（部分的または全体的）を非限定
的に含む有益なまたは所望の臨床結果に基づいて、治療に対する応答者とみなすことがで
きる。治療はまた、治療を受けない場合または異なる治療を受けた場合に予測される生存
期間と比較した場合の生存期間の延長を含む。
【０５３７】
　本明細書に開示されるシステムおよび方法は、それを必要とする対象のために候補治療
を選択するために使用することができる。治療法の選択は、小胞の一つまたは複数の特徴
、たとえば小胞のバイオシグネチャー、小胞の量、または両方に基づくことができる。小
胞の分類またはプロファイリング、たとえば小胞のバイオシグネチャー、小胞の量、また
は両方の同定を使用して、病態を患う個人のための一つまたは複数の候補治療剤を同定す
ることができる。たとえば、小胞プロファイリングを使用して、対象が、ある特定の治療
、たとえば対象が癌を患っている場合には癌治療に対して非応答者であるのか応答者であ
るのかを決定することができる。
【０５３８】
　小胞プロファイリングを使用して対象に対する診断または予後判定を提供することがで
き、その診断または予後判定に基づいて治療法を選択することができる。または、治療法
の選択は、対象の小胞プロファイルに直接基づくこともできる。さらには、対象の小胞プ
ロファイルを使用して、疾患の進化を追跡する、薬の効果を評価する、疾患もしくは病態
を患う対象のために既存の治療を適合させる、または疾患もしくは病態を患う対象に対す
る新たな治療を選択することができる。
【０５３９】
　治療に対する対象の応答は、小胞、マイクロRNAおよび他の循環バイオマーカーを含む
バイオマーカーを使用して評価することができる。一つの態様において、対象は、任意の
治療の前に評価された対象の小胞プロファイルに基づいて非応答者または応答者として決
定、分類または同定される。前処置中に、対象を非応答者または応答者として分類して、
それにより、不要な治療選択肢を減らし、無効な治療から起こりうる副作用を回避するこ
とができる。さらには、対象を特定の治療に対する応答者として同定することができ、そ
れにより、小胞プロファイリングを使用して、個別化した治療選択肢を提供することによ
って対象の生存期間を延ばす、対象の徴候もしくは病態を改善する、または両方を達成す
ることができる。したがって、病態を患う対象は、本明細書に開示される一つまたは複数
のシステムおよび方法を使用して小胞および他の循環バイオマーカーから生成されたバイ
オシグネチャーを有し得、そして、そのプロファイルを使用して、対象が、その病態に対
する特定の治療に対し、非応答者または応答者である可能性があるかどうかを判定するこ
とができる。対象が、はじめに考慮された治療に対して非応答者であるのか応答者である
のかを予測するためのバイオシグネチャーの使用に基づき、対象の病態を治療するために
考慮される特定の治療をその対象のために選択することもできるし、別の、潜在的により
最適な治療を選択することもできる。
【０５４０】
　一つの態様において、ある病態を患う対象が現在ある治療で治療されている。治療前お
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よび治療中の一つまたは複数の時点でその対象から試料を得ることができる。その試料由
来の小胞または他のバイオマーカーを含むバイオシグネチャーを評価し、使用して、たと
えばバイオシグネチャーの経時的変化に基づき、薬に対する対象の応答を決定することが
できる。対象が治療に応答していない、たとえばバイオシグネチャーが患者が応答してい
ることを示さないならば、その対象を、治療に対して非応答性、すなわち非応答者として
分類することができる。同様に、患者が治療に対して好ましく応答することができないこ
とを示すような、病態の悪化と関連した一つまたは複数のバイオマーカーを検出すること
もできる。もう一つの例において、病態と関連した一つまたは複数のバイオマーカーは、
治療にもかかわらず同じままであり、病態が改善していないことを示す。したがって、バ
イオシグネチャーに基づいて、異なる治療の選択を含め、対象に対する治療レジメンを変
更または調節することができる。
【０５４１】
　または、対象を、治療に応答していると決定することができ、その対象を、治療に対し
て応答性、すなわち応答者として分類することができる。たとえば、病態または障害の改
善と関連した一つまたは複数のバイオマーカーを検出することができる。もう一つの例に
おいては、病態と関連した一つまたは複数のバイオマーカーが変化し、それによって改善
を示す。したがって、既存の治療を続けることができる。もう一つの態様においては、改
善の兆しがある場合でさえ、バイオシグネチャーが別の治療法がより効果的でありうるこ
とを示すならば、既存の治療を調節または変更することもできる。既存の治療を別の治療
と組み合わせることもできるし、現在の治療の量を増すこともできるし、異なる候補治療
または治療を選択することもできる。異なる候補治療を選択するための基準は状況に依存
し得る。一つの態様において、候補治療は、既存の治療で成功した対象にとって有効であ
ることが知られているものであり得る。もう一つの態様において、候補治療は、類似した
バイオシグネチャーを有する他の対象にとって有効であることが知られているものであり
得る。
【０５４２】
　いくつかの態様において、対象は、癌治療のような治療の第二、第三またはそれ以降の
治療法を受けている。第二、第三またはそれ以降の治療法の前に本発明のバイオシグネチ
ャーを決定して、対象がその第二、第三またはそれ以降の治療法に対する応答者であるの
か非応答者であるのかを決定することができる。もう一つの態様においては、第二、第三
またはそれ以降の治療法の最中に対象に関してバイオシグネチャーを決定して、対象がそ
の第二、第三またはそれ以降の治療法に対して応答しているかどうかを判定する。
【０５４３】
　一つまたは複数の小胞を評価するための、本明細書に記載される方法およびシステムは
、病態を患う対象が治療に応答性であるかどうかを判定するために使用することができ、
したがって、病態の一つまたは複数の徴候を改善する、既存の治療の一つまたは複数の副
作用を減らす、以前の治療もしくは他の治療と比較した場合に一つまたは複数の徴候の改
善または改善率を増す、または治療しない場合または以前の治療もしくは他の治療と比較
した場合に生存期間を延ばす治療を選択するために使用することができる。したがって、
本明細書に記載される方法は、個別化した治療選択肢を提供することによって対象の生存
期間を延ばすために使用することもでき、かつ／または対象にとって不要な治療選択肢お
よび不要な副作用を減らすこともできる。
【０５４４】
　生存期間の延長は、ある疾患、たとえば癌を患う個人または個人群が、治療過程を開始
したのち、疾患進行をこうむらずにとどまる可能性を指す無増悪生存期間（PFS）の延長
であることができる。これは、指定された期間ののち疾患が安定な状態にとどまる（たと
えば進行の兆しを示さない）可能性がある、群中の個人の割合を指すことができる。無増
悪生存率は特定の治療の有効性の指標である。他の態様において、生存期間の延長は、癌
を患う個人または個人群が、特定の治療を開始したのち、無疾患状態にとどまる可能性を
指す無病生存期間（DFS）の延長である。これは、指定された期間ののち疾患を有しない
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可能性がある、群中の個人の割合を指すことができる。無病生存率は特定の治療の有効性
の指標である。類似した患者群において達成される無病生存期間に基づいて二つの治療戦
略を比較することができる。無病生存期間は、癌生存率が記される場合に、しばしば「全
生存率」という用語とともに使用される。
【０５４５】
　小胞プロファイリングによって選択された治療法を使用する無増悪生存期間（PFS）（
期間B）を、対象が増悪した最近の治療法に関するPFS（期間A）と比較することにより、
本明細書に記載される小胞プロファイリングによって選択された候補治療を非小胞プロフ
ァイリングにより選択された治療と比較することができる。一つの状況においては、小胞
プロファイリングにより選択された治療法が対象に利益を提供することを示すために、PF
SB/PFSA比≧1.3が使用される（たとえば、Robert Temple, Clinical measurement in dru
g evaluation. Edited by Wu Ningano and G. T. Thicker John Wiley and Sons Ltd. 19
95、Von Hoff, D. D. Clin Can Res. 4:1079, 1999、Dhani et al. Clin Cancer Res. 15
:118-123, 2009を参照すること）。
【０５４６】
　小胞プロファイリングによって選択された治療を比較する他の方法は、4ヶ月で増悪ま
たは死亡しなかった対象の応答率（RECIST）および割合を決定することにより、非小胞プ
ロファイリングにより選択された治療と比較するものであり得る。PFSの数値に関して使
用される「約」という用語は、数値に対する±10％の変動をいう。小胞プロファイリング
によって選択された治療からのPFSは、非小胞プロファイリングにより選択された治療と
比較して、少なくとも10％、15％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％または少
なくとも90％延長され得る。いくつかの態様において、小胞プロファイリングによって選
択された治療からのPFSは、非小胞プロファイリングにより選択された治療と比較して、
少なくとも100％、150％、200％、300％、400％、500％、600％、700％、800％、900％ま
たは少なくとも約1000％延長され得る。さらに他の態様において、PFS比（小胞プロファ
イリングにより選択された治療法または新規治療におけるPFS／従来の治療法または治療
におけるPFS）は少なくとも約1.3である。さらに他の態様において、PFS比は少なくとも
約1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9または2.0である。さらに他の態様にお
いて、PFS比は少なくとも約3、4、5、6、7、8、9または10である。
【０５４７】
　同様に、本発明にしたがってバイオシグネチャーを決定して、または決定せずに治療が
選択される対象において、DFSを比較することもできる。小胞プロファイリングによって
選択された治療からのDFSは、非小胞プロファイリングにより選択された治療と比較して
、少なくとも10％、15％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％または少なくとも
90％延長され得る。いくつかの態様において、小胞プロファイリングによって選択された
治療からのDFSは、非小胞プロファイリングにより選択された治療と比較して、少なくと
も100％、150％、200％、300％、400％、500％、600％、700％、800％、900％または少な
くとも約1000％延長され得る。さらに他の態様において、DFS比（小胞プロファイリング
により選択された治療法または新規治療におけるDFS／従来の治療法または治療におけるD
FS）は少なくとも約1.3である。さらに他の態様において、DFS比は少なくとも約1.1、1.2
、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9または2.0である。さらに他の態様において、DFS
比は少なくとも約3、4、5、6、7、8、9または10である。
【０５４８】
　いくつかの態様において、微小胞プロファイリングによって選択された候補治療は対象
におけるPFS比またはDFS比を増大させない。それにもかかわらず、小胞プロファイリング
は対象に利益を提供する。たとえば、いくつかの態様においては、公知の治療が対象にと
って使用可能ではない。そのような場合、小胞プロファイリングは、現在何の治療も同定
されていない場合に候補治療を同定する方法を提供する。小胞プロファイリングは、PFS
、DFSまたは寿命を少なくとも1週間、2週間、3週間、4週間、1ヶ月間、5週間、6週間、7
週間、8週間、2ヶ月間、9週間、10週間、11週間、12週間、3ヶ月間、4ヶ月間、5ヶ月間、
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月間、15ヶ月間、16ヶ月間、17ヶ月間、18ヶ月間、19ヶ月間、20ヶ月間、21ヶ月間、22ヶ
月間、23ヶ月間、24ヶ月間または2年間、延ばすことができる。小胞プロファイリングは
、PFS、DFSまたは寿命を少なくとも2.5年間、3年間、4年間、5年間またはより多く延ばす
ことができる。いくつかの態様において、本発明の方法は、対象が緩解状態になるよう、
転帰を改善する。
【０５４９】
　治療の有効性は、他の手段によってモニターすることができる。完全寛解（CR）は、疾
患の完全な消失を含む。検査、走査または他の試験において疾患は認められない。部分寛
解（PR）は、いくらかの疾患が体内に残存するが、病変のサイズまたは数が30％以上減少
していることをいう。疾患の安定（SD）とは、病変のサイズおよび数が相対的に変化ない
ままであることをいう。一般に、サイズにおける50％未満の減少またはわずかな増大は疾
患の安定と記される。疾患の進行（PD）とは、疾患が、治療を受けてもサイズまたは数に
おいて増大したことをいう。いくつかの態様において、本発明の小胞プロファイリングは
完全寛解または部分寛解を生じさせる。いくつかの態様において、本発明の方法は疾患の
安定を生じさせる。いくつかの態様において、本発明は、非小胞プロファイリングが疾患
の進行を生じさせる場合でも、疾患の安定を達成することができる。
【０５５０】
　本発明のバイオシグネチャーに基づくセラノーシスは、本明細書に記載される表現型を
非限定的に含む表現型に対するセラノーシスであることができる。表現型の特徴決定は、
対象に対するセラノーシスを決定すること、たとえば、対象が、治療に応答する（「応答
者」）または治療に対して非応答性である（「非応答者」）可能性があるかどうかを予測
することを含む。本明細書において使用される、対象を治療に対する「応答者」または治
療に対する「非応答者」として同定することは、対象を、治療に応答する可能性があるま
たは治療に応答しない可能性があるかのいずれかとして同定することを含み、対象の応答
の決定的予測を決定することを要しない。対象から得られた一つまたは複数の小胞または
小胞集団を使用して、本明細書に開示されるバイオマーカー、たとえば表7に記載された
ものを評価することにより、対象が特定の治療に対して非応答者であるのか応答者である
のかを決定する。バイオマーカーの高い発現レベルもしくは低い発現レベルまたはバイオ
マーカーの突然変異の検出を使用して、病態を有する対象に対する候補治療、たとえば薬
学的介入を選択することができる。表7は、例示的な病態およびそのような病態に対する
薬学的介入を示す。表は、介入の効果に影響するバイオマーカーを記載する。バイオマー
カーは、本発明の方法を使用して、たとえば循環バイオマーカーまたは小胞結合バイオマ
ーカーとして評価することができる。
【０５５１】
　（表７）病態に対するバイオマーカーおよび薬学的介入の例
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【０５５２】
癌
　小胞バイオシグネチャーは、たとえば癌を患う対象が、特定の癌治療に対して応答者ま
たは非応答者である可能性があるかどうかを同定するような癌のセラノーシスに使用する
ことができる。本方法は、本明細書、たとえば上記「表現型」部分に記載された癌を含む
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癌のセラノーシスに使用することができる。これらは、非限定的に、肺癌、非小細胞肺癌
および小細胞肺癌（小細胞癌腫（燕麦細胞癌）、小細胞／大細胞混合癌腫および複合小細
胞癌腫を含む）、結腸癌、乳癌、前立腺癌、肝臓癌、膵臓癌、脳癌、腎臓癌、卵巣癌、胃
癌、黒色腫、骨癌、胃癌、乳癌、神経膠腫、神経膠芽腫、肝細胞癌、乳頭状腎臓癌腫、頭
頚部扁平上皮癌腫、白血病、リンパ腫、骨髄腫または他の固形癌を含む。
【０５５３】
　癌を患う対象由来の試料中の、小胞と結合したマーカーを含む循環バイオマーカーのバ
イオシグネチャーを使用して、その対象のための候補治療を選択することができる。バイ
オシグネチャーは、本明細書に提示される本発明の方法にしたがって決定することができ
る。いくつかの態様において、候補治療は癌のための標準治療を含む。バイオシグネチャ
ーを使用して、対象が特定の治療または標準治療に対して非応答者であるのか応答者であ
るのかを決定することができる。治療は、癌治療、たとえば放射線、手術、化学療法また
はこれらの組み合わせであることができる。癌治療は、抗癌剤および化学療法レジメンの
ような治療であることができる。本発明の方法と共に使用するための癌治療は、非限定的
に、表8に記載されたものを含む。
【０５５４】
　（表８）癌治療
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【０５５５】
　表8に示すように、癌治療は様々な外科的および治療的処置を含む。抗癌剤は、小分子
および生物製剤のような薬を含む。本発明の方法は、治療効果をモニターする、対象を治
療に対する応答者または非応答者として分類する、または候補治療剤を選択するようなセ
ラノーシス目的に後で使用することができる循環バイオマーカーを含むバイオシグネチャ
ーを同定するために使用することができる。本発明は、表8～10における癌治療を含むセ
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ラノーシスをはじめとする、任意の癌治療のためのセラノーシスを提供するために使用す
ることができる。本発明の方法によって候補治療として同定することができる癌療法は、
非限定的に、図8～10に記載された化学療法剤およびそれらの適切な組み合わせを含む。
一つの態様において、治療は、特定のタイプの癌、たとえば表8における前立腺癌、結腸
直腸癌、乳癌および肺癌に関して記載された治療に特異的である。他の態様において、治
療は、腫瘍の起源にかかわらず、特定のバイオシグネチャー、たとえば表9～10に記載さ
れたマーカーを含むバイオシグネチャーを示す腫瘍に特異的である。
【０５５６】
　本発明は、経時的に、たとえば治療の前後または治療後の期間にわたり対象における一
連のバイオシグネチャーを同定する工程を含む、癌治療をモニターする方法を提供する。
バイオシグネチャーを参照と比較して治療効果を決定する。ある態様において、治療は、
表8～10から選択されるもの、たとえば放射線、手術、化学療法、生物学的療法、ネオア
ジュバント療法、アジュバント療法または経過観察である。参照は、別の個人または個人
の群由来の参照であることもできるし、同じ対象由来の参照であることもできる。たとえ
ば、癌事前治療を示すバイオシグネチャーを有する対象は、治療成功後の健康な状態を示
すバイオシグネチャーを有し得る。逆に、対象は、治療不成功ののち、癌を示すバイオシ
グネチャーを有し得る。バイオシグネチャーを経時的に比較して、その対象のバイオシグ
ネチャーが病態の改善を示すのか、悪化を示すのか、変化なしを示すのかを決定すること
ができる。経時的に癌が悪化している、または変化がないならば、さらなる治療が求めら
れる場合がある。たとえば、より高悪性度の前立腺癌を治療するためには、手術または放
射線療法に加えてホルモン療法が使用される場合がある。以下のmiR:hsa-miR-1974、hsa-
miR-27b、hsa-miR-103、hsa-miR-146a、hsa-miR-22、hsa-miR-382、hsa-miR-23a、hsa-mi
R-376c、hsa-miR-335、hsa-miR-142-5p、hsa-miR-221、hsa-miR-142-3p、hsa-miR-151-3p
、hsa-miR-21、hsa-miR-16の一つまたは複数を、前立腺癌治療の効果をモニターするため
のバイオシグネチャーにおいて使用することができる。以下の刊行物:Albulescu et al.,
 Tissular and soluble miRNAs for diagnostic and therapy improvement in digestive
 tract cancers, Exp Rev Mol Diag, 11:1, 101-120に記載された一つまたは複数のmiRを
、GI管の癌の治療をモニターするためのバイオシグネチャーにおいて使用することができ
る。
【０５５７】
　いくつかの態様において、本発明は、候補治療を選択するために、対象由来の試料中の
バイオシグネチャーを同定する方法を提供する。たとえば、バイオシグネチャーは、薬物
関連の標的が突然変異または差次的に発現していることを示して、それにより、対象が特
定の治療に応答するまたは応答しない可能性があるということを示し得る。候補治療は、
表8～10において同定された抗癌剤または治療剤のクラスから選択することができる。い
くつかの態様において、本方法にしたがって同定される候補治療は、少なくとも、5-フル
オロウラシル、アバレリクス、アレムツズマブ、アミノグルテチミド、アナストロゾール
、アスパラギナーゼ、アスピリン、ATRA、アザシチジン、ベバシズマブ、ベキサロテン、
ビカルタミド、カルシトリオール、カペシタビン、カルボプラチン、セレコキシブ、セツ
キシマブ、化学療法、コレカルシフェロール、シスプラチン、シタラビン、ダサチニブ、
ダウノルビシン、デシタビン、ドキソルビシン、エピルビシン、エルロチニブ、エトポシ
ド、エキセメスタン、フルタミド、フルベストラント、ゲフィチニブ、ゲムシタビン、ゴ
ナドレリン、ゴセレリン、ヒドロキシ尿素、イマチニブ、イリノテカン、ラパチニブ、レ
トロゾール、ロイプロリド、リポソーム-ドキソルビシン、メドロキシプロゲステロン、
メゲストロール、酢酸メゲストロール、メトトレキサート、マイトマイシン、nab-パクリ
タキセル、オクトレオチド、オキサリプラチン、パクリタキセル、パニツムマブ、ペガス
パルガーゼ、ペメトレキセド、ペントスタチン、ソラフェニブ、スニチニブ、タモキシフ
ェン、タキサン類、テモゾロミド、トレミフェン、トラスツズマブ、VBMCPおよびビンク
リスチンからなる治療の群から選択される。
【０５５８】
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　候補治療を選択するのと同様に、本発明はまた、そもそも癌を治療すべきかどうかを判
定する方法を提供する。たとえば、前立腺癌は、対象を実質的に害する可能性が低い、高
悪性度でない疾患であり得る。アンドロゲンアブレーション（ホルモン減少）との放射線
療法が、局所的に進行した前立腺癌を治療する標準的方法である。ホルモン療法の病的状
態は、インポテンス、ホットフラッシュおよび性欲損失を含む。加えて、前立腺切除術の
ような治療は、インポテンスまたは失禁のような病的状態を有することができる。したが
って、本発明は、癌の悪性度または進行（たとえば病期またはグレード）を示すバイオシ
グネチャーを提供する。高悪性度でない癌または限局性の癌は、速やかな治療を要さず、
むしろ経過観察される場合もある（たとえば前立腺癌の「経過観察」）。それに対し、高
悪性度のまたは進行期の病巣はより侵襲性の治療レジメンを同時に要するであろう。
【０５５９】
　検出することができるバイオマーカーおよび選択またはおそらくは回避することができ
る治療剤の例が表9に記載されている。たとえば、バイオシグネチャーは、前立腺癌を有
する対象に関して同定され、バイオシグネチャーはアンドロゲン受容体（AR）のレベルを
含む。小胞中のARの過剰発現または過剰産生、たとえば高レベルのmRNAレベルまたはタン
パク質レベルがその対象に対する候補治療の同定を提供する。そのような治療は、対象を
治療するための剤、たとえばビカルタミド、フルタミド、ロイプロリドまたはゴセレリン
を含む。したがって、対象は、ビカルタミド、フルタミド、ロイプロリドまたはゴセレリ
ンに対する応答者として同定される。もう一つの説明のための例において、NSCLCを患う
対象由来の小胞中にBCRP mRNA、タンパク質または両方が高レベルで検出される。そして
、その対象は、剤シスプラチンおよびカルボプラチンに対する非応答者として分類するこ
とができるか、または、それらの剤は、対象におけるNSCLCを治療するための他の剤より
も効果がないと考えられ、対象の治療には選択されない。対象から得られる小胞中、以下
のバイオマーカーのいずれかを評価することができ、バイオマーカーは、核酸、ポリペプ
チド、ペプチドまたはペプチド模倣物の一つまたは複数を非限定的に含む形態にあること
ができる。さらに別の説明のための例において、KRAS、BRAF、PIK3CAおよび／またはc-ki
tの一つまたは複数における突然変異を使用して候補治療を選択することができる。たと
えば、患者におけるKRASまたはBRAFの突然変異は、対象の治療においてセツキシマブおよ
び／またはパニツムマブが比較的効果が低い可能性があることを示唆することもできる。
【０５６０】
　（表９）バイオマーカー、系統、および剤の例
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【０５６１】
　検出することができるバイオマーカーおよびバイオマーカーシグネチャーに基づいて選
択またはおそらくは回避することができる治療剤の他の例が表10に記載されている。たと
えば、癌を患う対象の場合、対象由来の小胞中のADAの過剰発現の検出を使用して、対象
を、ペントスタチンに対する応答者として分類する、またはペントスタチンを、対象を治
療するために使用すべき剤として同定する。もう一つの例においては、癌を患う対象の場
合、対象由来の小胞中のBCRPの過剰発現の検出を使用して、対象を、シスプラチン、カル
ボプラチン、イリノテカンおよびトポテカンに対する非応答者として分類する。すなわち
、シスプラチン、カルボプラチン、イリノテカンおよびトポテカンは、対象を治療するの
に最適とはいえない剤として同定される。
【０５６２】
　（表１０）バイオマーカー、剤、および耐性の例
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【０５６３】
　本発明の態様において使用されるさらなる薬物の関連および規則は、いずれも参照によ
りその全体が本明細書に組み入れられる2010年2月12日出願の米国特許出願12/658,770、
ならびに、2010年2月11日出願のPCT国際特許出願第PCT/US2010/000407号、2010年10月27
日出願のPCT国際特許出願第PCT/US2010/54366号、2011年12月28日出願のPCT国際特許出願
第PCT/US2011/067527号、および2012年6月7日出願のPCT国際特許出願第PCT/US2012/04139
3号に見られる。たとえば、第PCT/US2010/54366号の「Table 4: Rules Summary for Trea
tment Selection」、第PCT/US2011/067527号の「Table 5: Rules Summary for Treatment
 Selection」、および第PCT/US2012/041393号の表7～12を参照すること。
【０５６４】
　任意の薬物関連標的が、セラノーシスを提供するバイオシグネチャーの一部であること
ができる。小分子または生物製剤のような治療剤によって修飾することができる標的を含
む「薬となり得る標的」が、本発明のバイオシグネチャーに包含するための候補である。
薬物関連標的はまた、表9および10に示すような、治療に対する耐性を与えることができ
るバイオマーカーを含む。バイオシグネチャーは、遺伝子、たとえばDNA配列および／ま
たは遺伝子産物、たとえばmRNAもしくはタンパク質または薬物関連標的に基づくことがで
きる。そのような核酸および／またはポリペプチドを、存在もしくは不在、レベルもしく
は量、活性、突然変異、配列、ハプロタイプ、再配列、コピー数または他の計測可能な特
徴に関して適宜にプロファイリングすることができる。遺伝子または遺伝子産物は、たと
えば小胞表面マーカーまたは小胞ペイロードとして小胞集団と結合していることができる
。ある態様において、本発明は、癌のセラノーシスを実施する方法であって、一つまたは
複数の薬物関連標的の存在またはレベルを含むバイオシグネチャーを同定する工程、およ
びバイオシグネチャーに基づいて候補治療を選択する工程を含む方法を提供する。薬物関
連標的は、循環バイオマーカー、小胞または小胞結合バイオマーカーであることができる
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。薬物関連の標的は組織または起始細胞から独立していることができるため、薬物関連の
標的を含むバイオシグネチャーを使用して、任意の増殖性疾患、たとえば、CUPSのような
原因不明の癌を含む、様々な解剖学的起源からの癌のセラノーシスを提供することができ
る。
【０５６５】
　本発明の方法を使用して評価される薬物関連標的は、非限定的に、ABCC1、ABCG2、ACE2
、ADA、ADH1C、ADH4、AGT、AR、AREG、ASNS、BCL2、BCRP、BDCA1、βIIIチューブリン、B
IRC5、B-RAF、BRCA1、BRCA2、CA2、カベオリン、CD20、CD25、CD33、CD52、CDA、CDKN2A
、CDKN1A、CDKN1B、CDK2、CDW52、CES2、CK14、CK17、CK5/6、c-KIT、c-Met、c-Myc、COX
-2、サイクリンD1、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、Eカドヘリン、ECGF1、EGFR、EM
L4-ALK融合体、EPHA2、エピレグリン、ER、ERBR2、ERCC1、ERCC3、EREG、ESR1、FLT1、葉
酸受容体、FOLR1、FOLR2、FSHB、FSHPRH1、FSHR、FYN、GART、GNA11、GNAQ、GNRH1、GNRH
R1、GSTP1、HCK、HDAC1、hENT-1、Her2/Neu、HGF、HIF1A、HIG1、HSP90、HSP90AA1、HSPC
A、IGF-1R、IGFRBP、IGFRBP3、IGFRBP4、IGFRBP5、IL13RA1、IL2RA、KDR、Ki67、KIT、K-
RAS、LCK、LTB、リンホトキシンβ受容体、LYN、MET、MGMT、MLH1、MMR、MRP1、MS4A1、M
SH2、MSH5、Myc、NFKB1、NFKB2、NFKBIA、NRAS、ODC1、OGFR、p16、p21、p27、p53、p95
、PARP-1、PDGFC、PDGFR、PDGFRA、PDGFRB、PGP、PGR、PI3K、POLA、POLA1、PPARG、PPAR
GC1、PR、PTEN、PTGS2、PTPN12、RAF1、RARA、ROS1、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、S
IK2、SPARC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、スルビビン、TK1、TLE3、TNF、
TOP1、TOP2A、TOP2B、TS、TUBB3、TXN、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF、VEGFA、VEGFC、VHL、
YES1、ZAP70またはそれらの任意の組み合わせを含む。これらのマーカーの一つまたは組
み合わせを含むバイオシグネチャーを使用して、本発明にしたがって表現型を特徴決定す
る、たとえばセラノーシスを提供することができる。これらのマーカーは、増殖性疾患に
対する様々な化学療法剤の効果において役割を有することが知られている。したがって、
マーカーを評価して、癌の起源または型から独立して、癌に対する候補治療を選択するこ
とができる。ある態様において、本発明は、癌に対する候補治療を選択する方法であって
、一つまたは複数の薬物関連標的のレベルまたは存在を含むバイオシグネチャーを同定す
る工程、およびバイオシグネチャーを有する患者に関してその予測される効果に基づいて
候補治療を選択する工程を含む方法を提供する。一つまたは複数の薬物関連標的は、上記
または表9～10に記載された標的の一つであることができる。いくつかの態様においては
、一つまたは複数の薬物関連標的の少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、15、20
、25、30、35、40、45または少なくとも50が評価される。一つまたは複数の薬物関連標的
は、たとえば小胞表面マーカーとして、または核酸（たとえばDNA、mRNA）もしくはタン
パク質としての小胞ペイロードとして、小胞と結合していることができる。いくつかの態
様において、一つまたは複数の薬物関連標的と相互作用することが知られるマイクロRNA
の存在またはレベルが評価され、一つまたは複数の薬物関連標的を抑制することが知られ
るマイクロRNAの高いレベルが、一つまたは複数の薬物関連標的のより低い発現、ひいて
は薬物関連標的に対する治療に対する応答のより低い可能性を示すことができる。一つま
たは複数の薬物関連標的は循環バイオマーカーであることができる。一つまたは複数の薬
物関連標的は組織試料中で評価することができる。予測される効果は、一つまたは複数の
薬物関連標的の存在またはレベルを参照値と比較することによって決定することができ、
参照よりも高いレベルは、対象が応答者である可能性があることを示す。予測される効果
は、分類器アルゴリズムを使用して決定することができ、分類器は、候補治療に対する応
答者または非応答者であることが知られる対象における一つまたは複数の薬物関連標的の
バイオシグネチャーを比較することによって訓練を受けたものである。一つまたは複数の
薬物関連標的と適切な候補標的との分子結合が、本明細書の表9～10ならびにいずれも参
照によりその全体が本明細書に組み入れられる2010年2月12日出願の米国特許出願第12/65
8,770号、2010年2月11日出願のPCT国際特許出願第PCT/US2010/000407号、2010年10月27日
出願のPCT国際特許出願第PCT/US2010/54366号、2011年4月6日出願の「Circulating Bioma
rkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/031479号、2011年12月28日出願
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の「MOLECULAR PROFILING OF CANCER」と題する国際特許出願第PCT/US2011/067527号、お
よび2010年12月28日出願の米国特許仮出願第61/427,788号に示されている。
【０５６６】
　国際特許出願第PCT/US2011/031479号の表11は、本発明の方法にしたがって解析される
セラノーシス標的の多くの遺伝子および対応するタンパク質の記号ならびに名称の一覧を
提供する。当業者によって理解されるように、遺伝子およびタンパク質は、化学文献にお
いて多数の代替名称を創製している。したがって、PCT/US2011/031479号の表11およびPCT
/US2011/067527号の表2の一覧は、例示的であるが網羅的ではない編さんを構成する。遺
伝子の別名および記述のさらなる一覧は、GeneCards（登録商標）（www.genecards.org）
、HUGO Gene Nomenclature（www.genenames.org）、Entrez Gene（www.ncbi.nlm.nih.gov
/entrez/query.fcgi?db=gene）、UniProtKB/Swiss-Prot（www.uniprot.org）、UniProtKB
/TrEMBL（www.uniprot.org）、OMIM（www.ncbi. nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMI
M）、GeneLoc（genecards.weizmann.ac.il/geneloc/）およびEnsembl（www.ensembl.org
）を含む多様なオンラインデータベースを使用して見いだすことができる。一般に、以下
の遺伝子記号および名称は、HUGOによって認可されたものに対応し、タンパク質名は、Un
iProtKB/Swiss-Protによって推奨されるものである。また、一般的な代替が提供されてい
る。タンパク質名が前駆体を示す場合、その成熟タンパク質が同じく暗示される。本出願
を通じて、遺伝子およびタンパク質記号は互換可能に使用され得、意味は、必要に応じて
文脈から導き出すことができる。
【０５６７】
　例示として、非小細胞肺癌を患う対象に対する治療を選択することができる。一つまた
は複数のバイオマーカー、たとえば非限定的にEGFR、切除修復交差相補群1（ERCC1）、p5
3、Ras、p27、クラスIIIβチューブリン、乳癌遺伝子1（BRCA1）、乳癌遺伝子1（BRCA2）
およびリボヌクレオチドレダクターゼメッセンジャー1（RRM1）を対象由来の小胞から評
価することができる。一つまたは複数のバイオマーカーの一つまたは複数の特徴に基づき
、対象を、治療、たとえば非限定的にエルロチニブ、カルボプラチン、パクリタキセル、
ゲフィチニブまたはこれらの組み合わせに関して応答者または非応答者であると決定する
ことができる。
【０５６８】
　もう一つの態様においては、結腸直腸癌を患う対象に対する治療を選択することができ
、バイオマーカー、たとえば非限定的にK-rasを対象由来の小胞から評価することができ
る。一つまたは複数のバイオマーカーの一つまたは複数の特徴に基づき、対象を、治療、
たとえば非限定的にパニツムマブ、セツキシマブまたはこれらの組み合わせに関して応答
者または非応答者であると決定することができる。
【０５６９】
　もう一つの態様においては、乳癌を患う対象に対する治療を選択することができる。一
つまたは複数のバイオマーカー、たとえば非限定的にHER2、トポイソメラーゼIIα、エス
トロゲン受容体およびプロゲストゲン受容体を対象由来の小胞から評価することができる
。一つまたは複数のバイオマーカーの一つまたは複数の特徴に基づき、対象を、治療、た
とえば非限定的にトラスツズマブ、アントラサイクリン類、タキサン、メトトレキサート
、フルオロウラシルまたはこれらの組み合わせに関して応答者または非応答者であると決
定することができる。
【０５７０】
　上記のように、癌のセラノーシスを実施するために使用されるバイオシグネチャーは、
タンパク質またはmRNAもしくはマイクロRNAを含む核酸であることができる一つまたは複
数のバイオマーカーの解析を含むことができる。バイオマーカーは、体液中に検出するこ
ともでき、かつ／またはたとえば小胞抗原または小胞ペイロードとして小胞と結合した状
態で検出することもできる。説明のための例においては、バイオシグネチャーを使用して
、患者を、チロシンキナーゼ阻害剤に対する応答者または非応答者として同定する。バイ
オマーカーは、いずれも参照によりその全体が本明細書に組み入れられる「METHODS AND 
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KITS TO PREDICT THERAPEUTIC OUTCOME OF TYROSINE KINASE INHIBITORS」と題する2010
年4月19日出願の国際公開公報第2010/121238号または「SYSTEMS AND METHODS OF CANCER 
STAGING AND TREATMENT」と題する2009年2月19日出願の国際公開公報第2009/105223号に
記載されたものの一つまたは複数であることができる。
【０５７１】
　ある局面において、本発明は、対象が、チロシンキナーゼ阻害剤に応答するもしくは応
答しない可能性があるのかどうかを判定する方法であって、対象由来の試料中の小胞集団
中の一つまたは複数のバイオマーカーを同定する工程を含み、参照と比較した場合の試料
中の一つまたは複数のバイオマーカーの差次的発現が、その対象がチロシンキナーゼ阻害
剤に対して応答者または非応答者であることを示す方法を提供する。ある態様において、
一つまたは複数のバイオマーカーはmiR-497を含み、miR-497の発現の低下はその対象が応
答者である（すなわち、チロシンキナーゼ阻害剤に感受性である）ことを示す。もう一つ
の態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、miR-21、miR-23a、miR-23bおよび
miR-29bの一つまたは複数を含み、マイクロRNAの上方制御が、その対象が非応答者である
（すなわち、チロシンキナーゼ阻害剤に耐性である）可能性があることを示す。いくつか
の態様において、一つまたは複数のバイオマーカーは、hsa-miR-029a、hsa-let-7d、hsa-
miR-100、hsa-miR-1260、hsa-miR-025、hsa-let-7i、hsa-miR-146a、hsa-miR-594-Pre、h
sa-miR-024、FGFR1、MET、RAB25、EGFR、KITおよびVEGFR2の一つまたは複数を含む。もう
一つの態様において、一つまたは複数のバイオマーカーはFGF1、HOXC10またはLHFPを含み
、バイオマーカーのより高い発現は、対象が非応答者である（すなわち、チロシンキナー
ゼ阻害剤に耐性である）ことを示す。この方法を使用して、チロシンキナーゼ阻害剤に対
する癌、たとえば非小細胞肺癌細胞、腎臓癌またはGISTの感度を決定することができる。
チロシンキナーゼ阻害剤は、エルロチニブ、バンデタニブ、スニチニブおよび／またはソ
ラフェニブまたは類似した作用機序によって作用する他の阻害剤であることができる。チ
ロシンキナーゼ阻害剤は、特異的または非特異的な様式で一つまたは複数のチロシンキナ
ーゼの作用を阻害する任意の剤を含む。チロシンキナーゼ阻害剤は、小分子、抗体、ペプ
チドまたはチロシン残基リン酸化を直接的に、間接的に、アロステリックに、または他の
方法で阻害する任意の適切な実体を含む。チロシンキナーゼ阻害剤の具体例は、N-(トリ
フルオロメチルフェニル)-5-メチルイソキサゾル-4-カルボキサミド、3-[(2,4-ジメチル
ピロル-5-イル)メチリデニル)インドリン-2-オン、17-(アリルアミノ)-17-デメトキシゲ
ルダナマイシン、4-(3-クロロ-4-フルオロフェニルアミノ)-7-メトキシ-6-[3-(4-モルホ
リニル）プロポキシル]キナゾリン、N-(3-エチニルフェニル)-6,7-ビス(2-メトキシエト
キシ)-4-キナゾリナミン、BIBX1382、2,3,9,10,11,12-ヘキサヒドロ-10-(ヒドロキシメチ
ル)-10-ヒドロキシ-9-メチル-9,12-エポキシ-1H-ジインドロ[1,2,3-fg:3',2',1'-kl]ピロ
ロ[3,4-i][1,6]ベンゾジアゾシン-1-オン、SH268、ゲニステイン、STI571、CEP2563、4-(
3-クロロフェニルアミノ)-5,6-ジメチル-7H-ピロロ[2,3-d]ピリミジンメタンスルホネー
ト、4-(3-ブロモ-4-ヒドロキシフェニル)アミノ-6,7-ジメトキシキナゾリン、4-(4'-ヒド
ロキシフェニル)アミノ-6,7-ジメトキシキナゾリン、SU6668、STI571A、N-4-クロロフェ
ニル-4-(4-ピリジルメチル)-1-フタラジンアミン、N-[2-(ジエチルアミノ)エチル]-5-[(Z
)-(5-フルオロ-1,2-ジヒドロ-2-オキソ-3H-インドール-3-イリジン)メチル]-2,4-ジメチ
ル-1H-ピロール-3-カルボキサミド（一般にスニチニブとして知られる）、A-[A-[[4-クロ
ロ-3(トリフルオロメチル)フェニル]カルバモイルアミノ]フェノキシ]-N-メチル-ピリジ
ン-2-カルボキサミド（一般にソラフェニブとして知られる）、EMD121974およびN-(3-エ
チニルフェニル)-6,7-ビス(2-メトキシエトキシ)キナゾリン-4-アミン（一般にエルロチ
ニブとして知られる）を含む。いくつかの態様において、チロシンキナーゼ阻害剤は、上
皮成長因子受容体（EGFR）、VEGFR、PDGFRβおよび／またはFLT3に対して阻害活性を有す
る。
【０５７２】
　したがって、本発明の方法によって同定されるバイオシグネチャーに基づき、癌を患う
対象に対する治療を選択することができる。したがって、バイオシグネチャーは、マイク
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ロRNAを含む循環バイオマーカー、小胞または任意の有用な小胞結合バイオマーカーの存
在またはレベルを含むことができる。
【０５７３】
　本発明の方法を用いた他の疾患、例えば心血管疾患、神経学的疾患および障害、免疫疾
患および免疫障害、ならびに感染症のセラノーシスに使用することができるバイオマーカ
ーは、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日出願の「Circulatin
g Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/031479号に記載されて
いる。
【０５７４】
バイオシグネチャーの発見
　本明細書に提供されるシステムおよび方法は、小胞の新規なバイオシグネチャー、たと
えば表現型の診断、予後判定またはセラノーシスのための一つまたは複数の新規なバイオ
マーカーを同定する際に使用することができる。一つの態様においては、表現型を有する
対象から一つまたは複数の小胞を単離し、その一つまたは複数の小胞のバイオシグネチャ
ーを決定することができる。そのバイオシグネチャーを、その表現型を有しない対象と比
較することができる。二つのバイオシグネチャーの間の差異を決定し、使用して、新規な
バイオシグネチャーを形成することができる。そして、その新規なバイオシグネチャーを
使用して、もう一つの対象を、その表現型を有するもの、または有しないものとして同定
することができる。
【０５７５】
　特定の表現型を有する対象由来のバイオシグネチャーの間の差異を、その特定の表現型
を有しない対象由来のバイオシグネチャーと比較することができる。一つまたは複数の差
異は小胞の任意の特徴における差異であることができる。たとえば、試料中の小胞のレベ
ルまたは量、小胞の半減期、小胞の循環半減期、小胞の代謝半減期もしくは小胞の活性ま
たはそれらの任意の組み合わせが、特定の表現型を有する対象由来のバイオシグネチャー
と、その特定の表現型を有しない対象由来のバイオシグネチャーとの間で異なることがで
きる。
【０５７６】
　いくつかの態様においては、一つまたは複数のバイオマーカーが、特定の表現型を有す
る対象由来のバイオシグネチャーと、その特定の表現型を有しない対象由来のバイオシグ
ネチャーとの間で異なる。たとえば、一つまたは複数のバイオマーカーの発現レベル、存
在、不在、突然変異、バリアント、コピー数変化、切断、複製、修飾、分子結合またはそ
れらの任意の組み合わせが、特定の表現型を有する対象由来のバイオシグネチャーと、そ
の特定の表現型を有しない対象由来のバイオシグネチャーとの間で異なることができる。
バイオマーカーは、循環バイオマーカー、たとえばタンパク質もしくはマイクロRNA、小
胞または小胞中もしくは小胞表面に存在する成分、たとえば任意の核酸（たとえばRNAま
たはDNA）、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、抗原、脂質、糖質またはプロテオグ
リカンを含む、本明細書に開示される、または生物学的実体を特徴決定するために使用す
ることができる任意のバイオマーカーであることができる。
【０５７７】
　ある局面において、本発明は、新規なバイオシグネチャーを発見する方法であって、二
つ以上の試料群の間でバイオマーカーを比較して、試料群間の差異を示すバイオマーカー
を同定する工程を含む方法を提供する。複数のマーカーをパネル形式で評価して、個々の
マーカーの性能を潜在的に改善することができる。いくつかの態様において、複数のマー
カーは多重に評価される。群を識別する個々のマーカーまたはマーカー群の能力は、本明
細書において使用されるような統計的識別分析または分類法を使用して評価することがで
きる。マーカーの最適なパネルをバイオシグネチャーとして使用して、解析対象の表現型
を特徴決定する、たとえば疾患または病態の診断、予後判定またはセラノーシスを提供す
ることができる。最適化は、ROC AUC、精度、特定の特異度における感度または特定の感
度における特異度を最大化することを非限定的に含む様々な基準に基づくことができる。
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チャーは、関心対象の小胞集団を捕捉するのに有用な小胞抗原を含むことができ、バイオ
シグネチャーはさらに、マイクロRNA、mRNAまたは可溶性タンパク質を非限定的に含む、
小胞集団内のペイロードマーカーを含むことができる。最適な組み合わせは、二つの状況
を比較した場合に最大のROC AUC値を有する小胞抗原およびペイロードマーカーとして同
定することができる。もう一つの例として、バイオシグネチャーは、エキソソームを単離
することによって得られない循環バイオマーカー、たとえば循環タンパク質および／また
はマイクロRNAを評価することに加え、小胞集団を評価することによって決定することが
できる。
【０５７８】
　表現型は、本明細書、たとえば上記「表現型」部分に記載されたもののいずれかである
ことができる。たとえば、表現型は、増殖障害、たとえば癌または非悪性増殖、周産期ま
たは妊娠関連の病態、感染症、神経学的障害、心血管疾患、炎症性疾患、免疫疾患または
自己免疫疾患であることができる。癌は、非限定的に、肺癌、非小細胞肺癌、小細胞肺癌
（小細胞癌腫（燕麦細胞癌）、小細胞／大細胞混合癌腫および複合小細胞癌腫を含む）、
結腸癌、乳癌、前立腺癌、肝臓癌、膵臓癌、脳癌、腎臓癌、卵巣癌、胃癌、黒色腫、骨癌
、胃癌、乳癌、神経膠腫、神経膠芽腫、肝細胞癌、乳頭状腎臓癌腫、頭頚部扁平上皮癌腫
、白血病、リンパ腫、骨髄腫または他の固形腫瘍を含む。
【０５７９】
　本明細書に記載されるバイオマーカーまたは特定のバイオマーカーのタイプのいずれを
もバイオシグネチャーの一部として評価することができる。例示的なバイオマーカーとし
ては、非限定的に、表3および5のバイオマーカーを含む。これらの表におけるマーカーは
、本明細書に開示されるように表現型を特徴決定するための小胞の捕捉および/または検
出に使用することができる。いくつかの場合、特徴決定を強化するために複数の捕捉物質
および/または検出物質が使用される。マーカーは、自由に循環している、または複合し
た状態にあることができるタンパク質またはmRNAとして検出することができる。マーカー
は、小胞表面抗原または/および小胞ペイロードとして検出することができる。「例示的
なクラス」は、それらのマーカーが公知のマーカーであるところの適応症を示す。当業者
は、特定の場合に、マーカーを代替設定において使用することもできることを理解するで
あろう。たとえば、あるタイプの疾患を特徴決定するために使用することができるマーカ
ーがまた、別の疾患を特徴決定するために使用されてもよい。
【０５８０】
　新規のバイオシグネチャーを発見するために、本明細書に記載の任意のタイプのバイオ
マーカーまたは特異的バイオマーカー、例えば表3～5におけるバイオマーカーを評価する
ことができる。一態様において、発見のために選択されるバイオマーカーは、参照により
その全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for
 Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/031479号の図1～60、表9～10、または表1
6のいずれかに列挙された遺伝子およびマイクロRNA を含むが、それに限定されるわけで
はない、本明細書において列挙された細胞特異的バイオマーカーを含む。バイオマーカー
は、表11に列挙されたものなどの、一つまたは複数の疾患関連標的、薬物関連標的、また
は予後判定用標的を含むことができる。バイオマーカーは、一つまたは複数の一般的小胞
マーカー、一つまたは複数の細胞特異的小胞マーカーおよび／または一つまたは複数の疾
患特異的小胞マーカーを含むことができる。
【０５８１】
　（表１１）疾患関連バイオマーカーおよび薬物関連バイオマーカー
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【０５８２】
　バイオシグネチャー発見に使用されるバイオマーカーは、表3または5における一つまた
は複数の小胞バイオマーカーを非限定的に含む、一般に小胞と結合するマーカーを含むこ
とができる。他のバイオマーカーは、小胞中で同定されたタンパク質およびRNA分子を開
示しているExoCartaデータベース（exocarta.ludwig.edu.auで入手可能）に開示されてい
るものから選択することができる。また、Mathivanan and Simpson, ExoCarta: A compen
dium of exosomal proteins and RNA. Proteomics. 2009 Nov 9(21):4997-5000を参照す
ること。
【０５８３】
　バイオシグネチャー発見に使用されるバイオマーカーは、A33、a33 n15、AFP、ALA、AL
IX、ALP、アネキシンV、APC、ASCA、ASPH（246-260）、ASPH（666-680）、ASPH（A-10）
、ASPH（D01P）、ASPH（D03）、ASPH（G-20）、ASPH（H-300）、AURKA、AURKB、B7H3、B7
H4、BCA-225、BCNP、BCNP1、BDNF、BRCA、CA125（MUC16）、CA-19-9、C-Bir、CD1.1、CD1
0、CD174（Lewis y）、CD24、CD44、CD46、CD59（MEM-43）、CD63、CD66e CEA、CD73、CD
81、CD9、CDA、CDAC1 1a2、CEA、C-Erb2、C-erbB2、CRMP-2、CRP、CXCL12、CYFRA21-1、D
LL4、DR3、EGFR、Epcam、EphA2、EphA2（H-77）、ER、ErbB4、EZH2、FASL、FRT、FRT c.f
23、GDF15、GPCR、GPR30、Gro-α、HAP、HBD1、HBD2、HER3（ErbB3）、HSP、HSP70、hVEG
FR2、iC3b、IL6 Unc、IL-1B、IL6 Unc、IL6R、IL8、IL-8、INSIG-2、KLK2、L1CAM、LAMN
、LDH、MACC-1、MAPK4、MART-1、MCP-1、M-CSF、MFG-E8、MIC1、MIF、MIS RII、MMG、MMP
26、MMP7、MMP9、MS4A1、MUC1、MUC1 seq1、MUC1 seq11A、MUC17、MUC2、Ncam、NGAL、NP
GP/NPFF2、OPG、OPN、p53、p53、PA2G4、PBP、PCSA、PDGFRB、PGP9.5、PIM1、PR（B）、P
RL、PSA、PSMA、PSME3、PTEN、R5-CD9 Tube 1、Reg IV、RUNX2、SCRN1、セプラーゼ、SER
PINB3、SPARC、SPB、SPDEF、SRVN、STAT3、STEAP1、TF（FL-295）、TFF3、TGM2、TIMP-1
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、TIMP1、TIMP2、TMEM211、TMPRSS2、TNF-α、Trail-R2、Trail-R4、TrKB、TROP2、Tsg 1
01、TWEAK、UNC93A、VEGF AおよびYPSMA-1の一つまたは複数を非限定的に含む、一般に小
胞と結合するマーカーを含むことができる。バイオマーカーは、NSE、TRIM29、CD63、CD1
51、ASPH、LAMP2、TSPAN1、SNAIL、CD45、CKS1、NSE、FSHR、OPN、FTH1、PGP9、アネキシ
ン1、SPD、CD81、EPCAM、PTH1R、CEA、CYTO 7、CCL2、SPA、KRAS、TWIST1、AURKB、MMP9
、P27、MMP1、HLA、HIF、CEACAM、CENPH、BTUB、INTG b4、EGFR、NACC1、CYTO 18、NAP2
、CYTO 19、アネキシンV、TGM2、ERB2、BRCA1、B7H3、SFTPC、PNT、NCAM、MS4A1、P53、I
NGA3、MUC2、SPA、OPN、CD63、CD9、MUC1、UNCR3、PAN ADH、HCG、TIMP、PSMA、GPCR、RA
CKl、PCSA、VEGF、BMP2、CD81、CRP、PRO GRP、B7H3、MUC1、M2PK、CD9、PCSAおよびPSMA
の一つまたは複数を含むことができる。バイオマーカーはまた、TFF3、MS4A1、EphA2、GA
L3、EGFR、N-gal、PCSA、CD63、MUC1、TGM2、CD81、DR3、MACC-1、TrKB、CD24、TIMP-1、
A33、CD66 CEA、PRL、MMP9、MMP7、TMEM211、SCRN1、TROP2、TWEAK、CDACC1、UNC93A、AP
C、C-Erb、CD10、BDNF、FRT、GPR30、P53、SPR、OPN、MUC2、GRO-1、tsg 101およびGDF15
の一つまたは複数を含むことができる。複数の態様において、バイオシグネチャーを発見
するために使用されるバイオマーカーは、参照によりその全文が本明細書に組み入れられ
る2011年4月6日出願の「Circulating Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第
PCT/US2011/031479号の図99、100、108A～C、114Aおよび／または115A～Eに示されたもの
の一つまたは複数を含む。
【０５８４】
　マーカーは、NY-ESO-1、SSX-2、SSX-4、XAGE-1b、AMACR、p90自己抗原、LEDGFの一つま
たは複数を含むことができる。参照により全体として本明細書に組み入れられる刊行物、
Xie et al., Journal of Translational Medicine 2011, 9:43を参照すること。マーカー
は、STEAPおよびEZH2の一つまたは複数を含むことができる。参照により全体として本明
細書に組み入れられる刊行物、Hayashi et al., Journal of Translational Medicine 20
11, 9:191を参照すること。マーカーは、miR-183-96-182クラスタ（クラスタとして発現
し、配列類似性を共有するmiR-183、96および182）の一つまたは複数のメンバーまたは亜
鉛トランスポーター、たとえばhZIP1を含むことができる。参照により全体として本明細
書に組み入れられる刊行物、Mihelich et al., The miR-183-96-182 cluster is overexp
ressed in prostate tissue and regulates zinc homeostasis in prostate cells. J Bi
ol Chem. 2011 Nov 1.［印刷物に先立ち電子出版］を参照すること。
【０５８５】
　マーカーは、RAD23B、FBP1、TNFRSF1A、CCNG2、NOTCH3、ETV1、BID、SIM2、LETMD1、AN
XA1、miR-519dおよびmiR-647の一つまたは複数を含むことができる。マーカーは、RAD23B
、FBP1、TNFRSF1A、NOTCH3、ETV1、BID、SIM2、ANXA1およびBCL2の一つまたは複数を含む
ことができる。参照により全体として本明細書に組み入れられる刊行物、Long et al., A
m J Pathol. 2011 Jul；179 (1):46-54を参照すること。マーカーは、ANPEP、ABL1、PSCA
、EFNA1、HSPB1、INMTおよびTRIP13の一つまたは複数を含むことができる。Larkin et al
, British Journal of Cancer (2011), 1-9を参照すること。これらのマーカーは、RNAま
たはタンパク質として評価することができる。ある態様において、これらのマーカーの一
つまたは複数は、前立腺癌の再発を予測するために使用される。もう一つの態様において
、ANPEPおよびABL1またはANPEPおよびPSCAは、侵攻性を予測するために使用される。
【０５８６】
　当業者は、関心対象の二つの試料または試料群の間で比較することができる、本明細書
において開示される任意のマーカーを使用して、比較することができる任意の所与の生物
学的設定、たとえば健康 対 有疾患、後期疾患 対 早期疾患、薬物応答者 対 非応答者、
疾患1 対 疾患2などに関する新規なバイオシグネチャーを発見することができることを理
解するであろう。そして、本明細書中、たとえば表5または11に開示されている一つまた
は複数のマーカーのようなマーカーを個々に、またはパネルとして選択して、表現型を特
徴決定するために使用することができるバイオシグネチャーを形成することができる。
【０５８７】
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　そして、一つまたは複数の差異を使用して、特定の表現型、たとえば病態の診断、疾患
もしくは病態期の診断、病態の予後判定または病態のセラノーシスのための新規なバイオ
シグネチャーを形成することができる。そして、その新規なバイオシグネチャーを使用し
て他の対象における表現型を同定することができる。新たな対象に関して小胞のバイオシ
グネチャーを決定し、新規なバイオシグネチャーと比較して、その対象が、その新規なバ
イオシグネチャーが同定された特定の表現型を有するかどうかを判定することができる。
【０５８８】
　たとえば、癌を有する対象のバイオシグネチャーを、癌を有しない別の対象と比較する
ことができる。差異があるならばそれを使用して、癌の診断のための新規なバイオシグネ
チャーを形成することができる。もう一つの態様においては、進行期の癌を有する対象の
バイオシグネチャーを、より進行していない病期の癌を有する別の対象と比較することが
できる。差異があるならばそれを使用して、癌の病期分類のための新規なバイオシグネチ
ャーを形成することができる。さらに別の態様においては、進行期の癌を有する対象のバ
イオシグネチャーを、より進行していない病期の癌を有する別の対象と比較することがで
きる。差異があるならばそれを使用して、癌の病期分類のための新規なバイオシグネチャ
ーを形成することができる。
【０５８９】
　一つの態様において、表現型は、治療薬に対する薬物耐性または非応答性である。特定
の治療に対する非応答者から一つまたは複数の小胞を単離し、その小胞のバイオシグネチ
ャーを決定することができる。非応答者から得られた小胞のバイオシグネチャーを、応答
者から得られた小胞のバイオシグネチャーと比較することができる。非応答者由来のバイ
オシグネチャーの間の差異を応答者由来のバイオシグネチャーと比較することができる。
一つまたは複数の差異は小胞の任意の特徴における差異であることができる。たとえば、
試料中の小胞のレベルもしくは量、小胞の半減期、小胞の循環半減期、小胞の代謝半減期
、小胞の活性またはそれらの任意の組み合わせが、非応答者由来のバイオシグネチャーと
、応答者由来のバイオシグネチャーとの間で異なることができる。
【０５９０】
　いくつかの態様において、一つまたは複数のバイオマーカーが、非応答者由来のバイオ
シグネチャーと応答者由来のバイオシグネチャーとの間で異なる。たとえば、一つまたは
複数のバイオマーカーの発現レベル、存在、不在、突然変異、バリアント、コピー数変化
、切断、複製、修飾、分子結合またはそれらの任意の組み合わせが、非応答者由来のバイ
オシグネチャーと応答者由来のバイオシグネチャーとの間で異なることがある。
【０５９１】
　いくつかの態様において、差異は、小胞中に存在する薬物または薬物代謝産物の量の差
異であることができる。応答者および非応答者の両方を治療薬で治療することができる。
応答者由来のバイオシグネチャーと非応答者由来のバイオシグネチャーとの間の比較を実
施することができ、応答者由来の小胞中に存在する薬物または薬物代謝産物の量は、非応
答者中に存在する薬物または薬物代謝産物の量と異なる。差異はまた、薬物または薬物代
謝産物の半減期の差異であることもできる。薬物または薬物代謝産物の量または半減期の
差異を使用して、非応答者および応答者を同定するための新規なバイオシグネチャーを形
成することができる。
【０５９２】
　本明細書に記載される方法および組成物に有用な小胞は、その物理化学的特徴を使用す
ることによって発見することができる。たとえば、小胞は、たとえば直径30～120nmの公
知の範囲の生物学的物質をろ過することにより、そのサイズごとに発見することができる
。サイズベースの発見法、たとえば分画遠心分離法、スクロース勾配遠心分離法またはろ
過が小胞の単離のために使用されている。
【０５９３】
　小胞は、その分子成分によって発見することができる。分子性質ベースの発見法は、小
胞と結合した分子を認識する抗体を使用する免疫学的単離を含むが、これに限定されない
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。たとえば、小胞と結合した表面分子は、MHC-II分子、CD63、CD81、LAMP-1、Rab7または
Rab5を含むが、これらに限定されない。
【０５９４】
　当技術分野において公知の様々な技術が小胞の確認および特徴決定のために適用可能で
ある。小胞の確認および特徴決定に有用な技術は、ウエスタンブロット法、電子顕微鏡法
、免疫組織化学法、免疫電子顕微鏡法、FACS（蛍光活性化細胞ソート法）、電気泳動法（
一次元、二次元）、液クロマトグラフィー、質量分析法、MALDI-TOF（マトリックス支援
レーザー脱離／イオン化飛行時間型質量分析法）、ELISA、LC-MS-MSおよびnESI（ナノエ
レクトロスプレーイオン化法）を含むが、これらに限定されない。たとえば、米国特許第
2009/0148460号は、小胞を特徴決定するためのELISA法の使用を記載している。米国特許
第2009/0258379号は、生物学的流体からの膜小胞の単離を記載している。
【０５９５】
　小胞を、小胞内の1種または複数種の核酸、脂質、タンパク質もしくはポリペプチド、
例えば、表面タンパク質もしくはペプチド、またはタンパク質もしくはペプチドについて
さらに分析することができる。液体クロマトグラフィーなどの精製法と連結した質量分析
を含む様々な技法によって、候補ペプチドを同定することができる。次いで、ペプチドを
単離し、その配列を配列決定によって同定することができる。小胞から単離されたペプチ
ドの配列を明らかにするために、ペプチドの正確な質量に基づいて配列を予測するコンピ
ュータプログラムも使用することができる。例えば、高感度および高精度のペプチド配列
決定のために、LTQ-Orbitrap質量分析を使用することができる。LTQ-Orbitrap法は説明さ
れており(Simpson et al, Expert Rev. Proteomics 6:267-283,2009)、その全体が参照に
より本明細書に組み入れられる。
【０５９６】
小胞組成物
　特定のバイオシグネチャーを有する単離された小胞もまた、本明細書において提供され
る。単離された小胞は、上記のように、特定の細胞型に特異的な、または表現型を特徴決
定するための一つまたは複数のバイオマーカーまたはバイオシグネチャーを含むことがで
きる。また、単離された小胞は、1つ以上のバイオマーカーを含むことができ、正常な細
胞に由来する単離された小胞（すなわち、関心対象の表現型がない対象に由来する細胞）
と比較して、1つ以上のバイオマーカーの発現レベルは、単離された小胞について、より
高いか、より低いか、または同一である。例えば、単離された小胞は、表5より選択され
る1つ以上のバイオマーカーを含むことができる。一つの態様において、1つ以上のバイオ
マーカーは、B7H3、PSCA、MFG-E8、Rab、STEAP、PSMA、PCSA、5T4、miR-9、miR-629、miR
-141、miR-671-3p、miR-491、miR-182、miR-125a-3p、miR-324-5p、miR-148b、およびmiR
-222からなる群より選択され、正常な細胞に由来する小胞と比較して、単離された小胞に
ついて、1つ以上のバイオマーカーの発現レベルは、より高い。バイオマーカーは、ADAM-
10、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、PCSA、SERPINB3、SPDEF、S
SX2、およびSSX4のうちの1つまたは複数を含むことができる。例えばバイオマーカーは、
EGFR、EpCam、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2、およびSSX4のうちの1つまたは複数であり得る。
単離された小胞は、この群から選択される少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、
13、14、15、16、17、18、または19個のバイオマーカーを含むことができる。単離された
小胞は、EpCam、B7H3、PSMA、PSCA、PCSA、CD63、CD59、CD81、またはCD9からなる群より
選択される1つ以上のバイオマーカーをさらに含むことができる。単離された小胞は、PCS
A+、Muc2+、Adam10+小胞であり得る。単離された小胞は、MMP7+小胞であり得る。単離さ
れた小胞は、Ago+小胞であり得る。
【０５９７】
　単離された小胞を含む組成物も本明細書に提供される。該組成物は、1つ以上の単離さ
れた小胞を含むことができる。例えば、該組成物は、複数の小胞、または小胞の1つ以上
の集団を含むことができる。該組成物は、小胞について実質的に濃縮することができる。
例えば、該組成物は、細胞残屑、細胞、またはエキソソーム非関連性のタンパク質、ペプ
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チド、もしくは核酸（小胞内に含有されない生体分子等）が実質的に不在であり得る。細
胞残屑、細胞、またはエキソソーム非関連性のタンパク質、ペプチド、もしくは核酸は、
小胞と共に生体試料中に存在し得る。組成物は、細胞残屑、細胞、またはエキソソーム非
関連性のタンパク質、ペプチド、もしくは核酸（小胞内に含有されない生体分子等）が実
質的に不在であり得、1つ以上の小胞に対して1つ以上の結合物質または捕捉物質を用いる
ような、本明細書に開示される任意の方法によって得ることができる。小胞は、重量、ま
たは質量で、全組成物の少なくとも30、40、50、60、70、80、90、95、または99％を構成
することができる。組成物の小胞は、非均質または均質の小胞集団であり得る。例えば、
均質の小胞集団は、1つ以上の特性または特徴が均質である小胞を含む。例えば、1つ以上
の特徴は、1つ以上の同じバイオマーカー、実質的に同様もしくは同一のバイオシグネチ
ャー、同じ細胞型に由来するか、特定の大きさの小胞、およびこれらの組み合わせからな
る群より選択することができる。
【０５９８】
　故に、幾つかの態様において、組成物は、実質的に濃縮された小胞集団を含む。組成物
は、1つ以上の特性または特徴が少なくとも30、40、50、60、70、80、90、95、または99
％均質である小胞集団について濃縮することができる。例えば、1つ以上の特徴は、1つ以
上の同じバイオマーカー、実質的に同様もしくは同一のバイオシグネチャー、同じ細胞型
に由来するか、特定の大きさの小胞、およびこれらの組み合わせからなる群より選択する
ことができる。例えば、小胞集団は、全てが特定のバイオシグネチャーを有すること、同
じバイオマーカーを有すること、同じバイオマーカーの組み合わせを有すること、または
同じ細胞型に由来することによって均質であり得る。幾つかの態様において、組成物は、
特異的なバイオシグネチャーを有する集団、特定の細胞に由来する集団、または両方等の
、実質的に均質の小胞集団を含む。
【０５９９】
　小胞集団は、1つ以上の同じバイオマーカーを含むことができる。バイオマーカーは、
任意の核酸（例えば、RNAまたはDNA）、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、抗原、脂
質、糖質、またはプロテオグリカン等の、任意の成分であり得る。例えば、一集団中の各
小胞は、同じまたは同一の1つ以上のバイオマーカーを含むことができる。幾つかの態様
において、各小胞は、同じ1、2、3、4、5、6、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、1
4、15、16、17、18、19、20、25、50、75、または100個のバイオマーカーを含む。
【０６００】
　同じまたは同一のバイオマーカーを含む小胞集団は、バイオマーカーの同じ存在もしく
は不在、発現レベル、突然変異状態、または修飾を有する集団中の各小胞を指すことがで
きる。例えば、濃縮された小胞集団は、各小胞が、同じバイオマーカーの存在、同じバイ
オマーカーの不在、バイオマーカーの同じ発現レベル、バイオマーカーの同じ修飾、また
はバイオマーカーの同じ突然変異を有する、小胞を含むことができる。バイオマーカーの
同じ発現レベルは、過小発現している、過剰発現している等の、集団中の小胞などの定量
的もしくは定性的指標を指すことができるか、または参照レベルと比較して、バイオマー
カーの同じ発現レベルを有することができる。
【０６０１】
　あるいは、バイオマーカーの同じ発現レベルは、集団中の各小胞について同様であるバ
イオマーカー発現を示す数値であり得る。例えば、各小胞のmiRNAのコピー数、タンパク
質の量、またはmRNAのレベルは、集団中の各小胞について定量的に同様であり得、したが
って、各小胞の数量は、変動が適切であれば、その集団中の各々の他の小胞の量から±1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、または20％である。
【０６０２】
　幾つかの態様において、組成物は、実質的に濃縮された小胞集団を含み、濃縮された集
団中の小胞は、実質的に同様の、または同一のバイオシグネチャーを有する。バイオシグ
ネチャーは、小胞のレベルもしくは量、小胞の半減期における変動の時間的評価、循環小
胞の半減期、もしくは小胞の代謝半減期、または小胞の活性等の1つ以上の小胞の特徴を
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含むことができる。また、バイオシグネチャーは、本明細書に記載されるもの等のバイオ
マーカーの存在もしくは不在、発現レベル、突然変異状態、または修飾を含むこともでき
る。
【０６０３】
　集団中の各小胞のバイオシグネチャーは、少なくとも30、40、50、60、70、80、90、95
、または99％同一であり得る。幾つかの態様において、各小胞のバイオシグネチャーは、
100％同一である。濃縮された集団中の各小胞のバイオシグネチャーは、同じ1、2、3、4
、5、6、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、50
、75、または100個の特徴を有することができる。例えば、濃縮された集団中の小胞のバ
イオシグネチャーは、第1のバイオマーカーの存在、第2のバイオマーカーの存在、および
第3のバイオマーカー過小発現であり得る。同じ集団中の別の小胞は、同じ第1および第2
のバイオマーカーの存在ならびに第3のバイオマーカーの過小発現を有し、100％同一であ
り得る。あるいは、同じ集団中の小胞は、同じ第1および第2のバイオマーカーを有するが
、第3のバイオマーカーの過小発現を有し得ない。
【０６０４】
　幾つかの態様において、組成物は、実質的に濃縮された小胞集団を含み、これらの小胞
は、同じ細胞型に由来する。例えば、これらの小胞は全て、特定の組織の細胞、関心対象
の特定の腫瘍由来の細胞、もしくは関心対象の罹患組織、循環腫瘍細胞、または母体もし
くは胎児起源の細胞に由来し得る。該小胞は全て、腫瘍細胞に由来し得る。これらの小胞
は全て、同じ組織または細胞に、例えば非限定的に肺、膵臓、胃、腸、膀胱、腎臓、卵巣
、睾丸、皮膚、結腸直腸、乳房、前立腺、脳、食道、肝臓、胎盤、または胎児の細胞に、
由来し得る。
【０６０５】
　また、実質的に濃縮された小胞集団を含む組成物は、特定の大きさからなる小胞を含む
こともできる。例えば、これらの小胞は全て、約10、20、または30nmを超える直径を有す
ることができる。これらは、約10～1000nm、例えば約30～800nm、約30～200nm、または約
30～100nmの直径を有し得る。幾つかの態様において、これらの小胞は全て、10,000nm、1
000nm、800nm、500nm、200nm、100nm、または50nm未満の直径を有し得る。
【０６０６】
　1つ以上の特徴が均質である小胞集団は、組成物の全小胞集団の少なくとも約30、40、5
0、60、70、80、90、95、または99％を構成することができる。幾つかの態様において、
実質的に濃縮された小胞集団を含む組成物は、組成物が由来した生体試料中の小胞濃度と
比較して、少なくとも2、3、4、5、10、20、25、50、100、250、500、または1000倍の小
胞濃度を含む。さらに他の態様において、該組成物は、第2の濃縮された小胞集団をさら
に含むことができ、該小胞集団は、本明細書に記載される、1つ以上の特徴が少なくとも3
0％均質である。
【０６０７】
　多重解析を使用して、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10個の小胞集団等の1個を
超える小胞集団について実質的に濃縮された組成物を得ることができる。各々の実質的に
濃縮された小胞集団は、重量または質量で、該組成物の少なくとも5、10、15、20、25、3
0、35、40、45、46、47、48、または49％を構成することができる。幾つかの態様におい
て、実質的に濃縮された小胞集団は、重量または質量で、該組成物の少なくとも約30、40
、50、60、70、80、90、95、または99％を構成する。
【０６０８】
　実質的に濃縮された小胞集団は、本明細書に開示される、1つ以上の方法、プロセス、
またはシステムを用いることによって得ることができる。例えば、小胞の2つ以上のバイ
オマーカーを標的とする2つ以上の結合物質を用いるような、小胞の1つ以上のバイオマー
カーに対して1つ以上の結合物質を用いることによって、試料からの小胞集団の単離を行
うことができる。1つ以上の捕捉物質を使用して、実質的に濃縮された小胞集団を得るこ
とができる。1つ以上の検出物質を使用して、実質的に濃縮された小胞集団を同定するこ
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とができる。
【０６０９】
　一つの態様において、特定のバイオシグネチャーを有する小胞集団は、バイオシグネチ
ャーのバイオマーカーに対して1つ以上の結合物質を用いることによって得られる。特定
のバイオシグネチャーを有する実質的に濃縮された小胞集団を含む組成物をもたらす小胞
を単離することができる。別の態様において、関心対象の特定のバイオシグネチャーを有
する小胞集団は、関心対象のバイオシグネチャーの成分ではないバイオマーカーに対して
1つ以上の結合物質を用いることによって得ることができる。故に、これらの結合物質を
使用して、関心対象のバイオシグネチャーを有さない小胞を除去することができ、得られ
る組成物は、関心対象の特定のバイオシグネチャーを有する小胞集団について実質的に濃
縮される。得られる組成物は、結合物質のバイオマーカーを含む小胞が実質的に不在であ
り得る。
【０６１０】
　参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日出願の「Circulating Bi
omarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/031479号。
【０６１１】
検出システムおよびキット
　小胞について1つ以上のバイオシグネチャーを決定するように構成されている検出シス
テムも提供される。検出システムは、非均質の小胞集団または1つ以上の均質の小胞集団
を検出するために使用することができる。検出システムは、複数の小胞を検出するように
構成することができ、該複数の小胞の少なくとも1つのサブセットは、該複数の小胞の別
のサブセットとは異なるバイオシグネチャーを含む。検出システムは、少なくとも2、3、
4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、50、60、70、80、90、または100個の異な
る小胞のサブセットを検出し、該小胞の各サブセットは、異なるバイオシグネチャーを含
む。例えば、本明細書に開示される1つ以上の方法、プロセス、および組成物を用いるよ
うな、検出システムは、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、
50、60、70、80、90、または100個の異なる小胞集団を検出するために使用することがで
きる。
【０６１２】
　検出システムは、1つ以上の小胞に対して、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、1
5、20、25、30、40、50、60、70、80、90、100、1000、2500、5000、7500、10,000、100,
000、150,000、200,000、250,000、300,000、350,000、400,000、450,000、500,000、750
,000、または1,000,000個の異なるバイオマーカーを評価するように設定することができ
る。幾つかの態様において、1つ以上のバイオマーカーは、表3～5のいずれかから選択さ
れるか、本明細書に開示される通りである。検出システムは、特定の起始細胞由来の小胞
等の特定の小胞集団を評価する、または小胞の複数個の特定の集団を評価するように設定
することができ、ここで各小胞集団は、特定のバイオシグネチャーを有する。
【０６１３】
　検出システムは、低密度検出システムまたは高密度検出システムであり得る。例えば、
低密度検出システムは、最大1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10個の異なる小胞集団
を検出することができる一方、高密度検出システムは、少なくとも約15、20、25、50、ま
たは100個の異なる小胞集団を検出することができる。別の態様において、低密度検出シ
ステムは、最大約100、200、300、400、または500個の異なるバイオマーカーを検出する
ことができる一方、高密度検出システムは、少なくとも約750、1000、2000、3000、4000
、5000、6000、7000、8000、9,000、10,000、15,000、20,000、25,000、50,000、または1
00,000個の異なるバイオマーカーを検出することができる。さらに別の態様において、低
密度検出システムは、最大約100、200、300、400、または500個の異なるバイオシグネチ
ャーまたはバイオマーカーの組み合わせを検出することができる一方、高密度検出システ
ムは、少なくとも約750、1000、2000、3000、4000、5000、6000、7000、8000、9,000、10
,000、15,000、20,000、25,000、50,000、または100,000個のバイオシグネチャーまたは
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バイオマーカーの組み合わせを検出することができる。
【０６１４】
　検出システムは、小胞に選択的にハイブリダイズするプローブを含むことができる。検
出システムは、小胞を検出するために複数のプローブを含むことができる。幾つかの態様
において、非均質の小胞集団中の小胞の量を検出するために、複数のプローブが使用され
る。さらに他の態様において、均質の小胞集団を検出するために、複数のプローブが使用
される。複数のプローブは、小胞の少なくとも2つの異なるサブセットを単離する、また
は検出するために使用することができ、ここで小胞の各サブセットは、異なるバイオシグ
ネチャーを含む。
【０６１５】
　本明細書に開示される1つ以上の方法、プロセス、および組成物を用いるような、検出
システムは、本明細書に開示される1つ以上の方法、プロセス、および組成物を用いるよ
うな、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、50、60、70、80、
90、または100個の異なる小胞のサブセットを検出する、または単離するように構成され
る複数のプローブを含むことができ、小胞の各サブセットは、異なるバイオシグネチャー
を含む。
【０６１６】
　例えば、検出システムは、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、
40、50、60、70、80、90、または100個の異なる小胞集団を検出するように構成される複
数のプローブを含むことができる。検出システムは、1つ以上の小胞に対して、少なくと
も2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、50、60、70、80、90、100、1000
、2500、5000、7500、10,000、100,000、150,000、200,000、250,000、300,000、350,000
、400,000、450,000、500,000、750,000、または1,000,000個の異なるバイオマーカーに
選択的にハイブリダイズするように構成される複数のプローブを含むことができる。幾つ
かの態様において、1つ以上のバイオマーカーは、表3～5のいずれかから選択されるか、
または本明細書に開示される通りである。複数のプローブを、特定の起始細胞由来の小胞
等の特定の小胞集団を評価する、または小胞の複数個の特定の集団を評価するように構成
することができ、各小胞集団は、特定のバイオシグネチャーを有する。
【０６１７】
　検出システムは、小胞を検出するためのプローブを含む低密度検出システムまたは高密
度検出システムであり得る。例えば、低密度検出システムは、最大1、2、3、4、5、6、7
、8、9、または10個の異なる小胞集団を検出するためにプローブを含むことができる一方
、高密度検出システムは、少なくとも約15、20、25、50、または100個の異なる小胞集団
を検出するためにプローブを含むことができる。別の態様において、低密度検出システム
は、最大約100、200、300、400、または500個の異なるバイオマーカーを検出するために
プローブを含むことができる一方、高密度検出システムは、少なくとも約750、1000、200
0、3000、4000、5000、6000、7000、8000、9,000、10,000、15,000、20,000、25,000、50
,000、または100,000個の異なるバイオマーカーを検出するためにプローブを含むことが
できる。さらに別の態様において、低密度検出システムは、最大約100、200、300、400、
または500個の異なるバイオシグネチャーまたはバイオマーカーの組み合わせを検出する
ためにプローブを含むことができる一方、高密度検出システムは、少なくとも約750、100
0、2000、3000、4000、5000、6000、7000、8000、9,000、10,000、15,000、20,000、25,0
00、50,000、または100,000個のバイオシグネチャーまたはバイオマーカーの組み合わせ
を検出するためにプローブを含むことができる。
【０６１８】
　プローブは、特定の小胞集団、例えば、特定のバイオシグネチャーを有する小胞を検出
するために特異的であり得、上記の通りである。前立腺固有の小胞を検出するための複数
のプローブも提供される。複数のプローブは、表3～5のバイオマーカーのうちの1つまた
は複数を検出するためのプローブを含むことができる。複数のプローブはまた、表3～5の
バイオマーカーのうちの1つまたは複数を検出するための1種または複数種のプローブを含



(211) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

んでもよい。
【０６１９】
　小胞の一つまたは複数のmiRNAを検出するための複数のプローブは、以下のmiRNA:miR-9
、miR-629、miR-141、miR-671-3p、miR-491、miR-182、miR-125a-3p、miR-324-5p、miR-1
48bおよびmiR-222の一つまたは複数を検出するためのプローブを含むことができる。もう
一つの態様において、複数のプローブは、EpCam、CD9、PCSA、CD63、CD81、PSMA、B7H3、
PSCA、ICAM、STEAPおよびEGFRを検出するための一つまたは複数のプローブを含む。いく
つかの態様において、複数のプローブは、EpCam、CD9、PCSA、CD63、CD81、PSMAおよびB7
H3を検出するための一つまたは複数のプローブを含む。他の態様において、複数のプロー
ブは、EpCam、CD9、PCSA、CD63、CD81、PSMA、B7H3、PSCA、ICAM、STEAPおよびEGFRを検
出するための一つまたは複数のプローブを含む。さらに別の態様において、複数のプロー
ブのサブセットは、EpCam、CD9、PCSA、CD63、CD81、PSMA、B7H3、PSCA、ICAM、STEAPお
よびEGFRの一つまたは複数に対する捕捉物質であり、別のサブセットは、CD9、CD63およ
びCD81の一つまたは複数を検出するためのプローブである。複数のプローブはまた、r mi
R-92a-2*、miR-147、miR-574-5pまたはそれらの組み合わせを検出するための一つまたは
複数のプローブを含むこともできる。複数のプローブはまた、miR-548c-5p、miR-362-3p
、miR-422a、miR-597、miR-429、miR-200a、miR-200bまたはそれらの任意の組み合わせを
検出するための一つまたは複数のプローブを含むこともできる。複数のプローブはまた、
EpCam、CKおよびCD45を検出するための一つまたは複数のプローブを含むこともできる。
いくつかの態様において、一つまたは複数のプローブは捕捉物質であることができる。も
う一つの態様において、プローブは検出物質であることもできる。さらに別の態様におい
て、複数のプローブは捕捉物質および検出物質を含む。
【０６２０】
　捕捉物質などのプローブは、アレイまたはビーズ等の固体基体に付着され得る。あるい
は、検出物質などのプローブは付着されない。検出システムは、上記のような、アレイベ
ースのシステム、配列決定システム、PCRベースのシステム、またはビーズベースのシス
テムであり得る。検出システムはまた、上記のような、マイクロ流体工学デバイスであり
得る。
【０６２１】
　検出システムは、キットの一部であり得る。あるいは、キットは、本明細書に記載され
る、1つ以上のプローブセット、または複数のプローブを含み得る。キットは、1種の小胞
、または非均質集団中の小胞等の複数種の小胞を検出するためにプローブを含むことがで
きる。キットは、均質の小胞集団を検出するためにプローブを含み得る。例えば、キット
は、特定の起始細胞小胞、または同じ特定のバイオシグネチャーを有する小胞集団を検出
するためにプローブを含み得る。
【０６２２】
コンピュータシステム
　例えば、1つ以上のバイオマーカーの量、有無を決定することによって、分子的特徴に
ついて小胞をアッセイすることができる。作成されたデータを使用して、バイオシグネチ
ャーを生成することができ、図3に示されるような、コンピュータシステムによって保存
および解析することができる。1つ以上の表現型を有するバイオシグネチャーのアッセイ
または相関は、コンピュータ実行可能論理を用いること等によって、コンピュータシステ
ムによって行うこともできる。
【０６２３】
　図3に示されるような、コンピュータシステムを使用して、解析後のデータおよび結果
を送信することができる。したがって、図3は、小胞からの結果が解析されこの解析が報
告または生成され得る代表例の論理デバイスを示すブロック図である。図3は、小胞から
生成されたデータを受信および保存し、1つ以上のバイオシグネチャーを生成するための
データを解析し、1つ以上のバイオシグネチャーまたは表現型の特徴決定の報告書を生成
するためのコンピュータシステム（またはデジタルデバイス）800を示す。また、コンピ
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ュータシステムは、生成したバイオシグネチャーの比較および解析、ならびにその結果を
送信することもできる。あるいは、コンピュータシステムは、ネットワーク上のデータの
送信を通して小胞解析の生データを受信し、解析を行うことができる。
【０６２４】
　コンピュータシステム800は、場合によっては固定媒体812を有するサーバ809に接続さ
れることができる媒体811および／またはネットワークポート805からの命令を読むことが
できる論理装置として理解することができる。図3に示すシステムは、CPU801、ディスク
ドライブ803、任意選択の入力装置、たとえばキーボード815および／またはマウス816な
らびに任意選択のモニター807を含む。ローカルまたは遠隔場所にあるサーバ809への指示
された通信媒体を介してデータ通信を達成することができる。通信媒体は、データを送信
および／または受信する任意の手段を含むことができる。たとえば、通信媒体は、ネット
ワーク接続、ワイヤレス接続またはインターネット接続であることができる。そのような
接続は、ワールドワイドウェブを介する通信を提供することができる。本発明に関連する
データは、関係者822による受信および／または閲覧のために、そのようなネットワーク
または接続を介して送信することができると考えられる。受信する関係者822は、個人、
健康管理提供者または健康管理管理者であることができるが、これらに限定されない。し
たがって、試験結果に関する情報およびデータは、世界中どこで作成することもでき、異
なる場所に送信することができる。たとえば、アッセイが異なる建物、町、州、国、大陸
または海外で実施される場合でも、上記のように、試験結果に関する情報およびデータを
送信可能な形態で生成し、投げることができる。したがって、送信可能な形態の試験結果
は、米国内の受信する関係者822へとインポートすることができる。したがって、本発明
はまた、個人由来の一つまたは複数の試料の診断に関する、送信可能な形態の情報を作成
する方法を包含する。本方法は、（1）本発明の方法にしたがって試料から診断、予後判
定、セラノーシスなどを決定する工程、および（2）決定工程の結果を送信可能な形態に
具現化する工程を含む。送信可能な形態は作成方法の作成物である。一つの態様において
、コンピュータ読み取り可能な媒体は、バイオシグネチャーのような生物学的試料の解析
の結果の送信に適した媒体を含む。媒体は、小胞に関する結果、たとえば対象のバイオシ
グネチャーを含むことができ、そのような結果は、本明細書に記載される方法を使用して
導出される。
【実施例】
【０６２５】
実施例1:前立腺癌細胞株からの小胞の精製
　前立腺癌細胞株を20％　FBS（ウシ胎仔血清）および1％　P／S／Gを含有する培養培地
中で3～4日間培養する。次いで、細胞は、400xg、4℃で、10分間、予め回転させる。上清
を保持し、2000xg、4℃で、20分間、遠心分離する。小胞を含有する上清は、Millipore　
Centricon　Plus-70（Cat　＃UFC710008　Fisher）を用いて濃縮することができる。
【０６２６】
　Centriconは、1000xg、室温で、3分間、30mlのPBSで予め洗浄する。次に、15～70mlの
事前回転させた細胞培養上清を濃縮カップに注ぎ入れ、1000xg、室温で、30分間、スイン
グバケットアダプタ（Fisher　Cat　＃　75-008-144）中で遠心分離する。
【０６２７】
　収集カップ中のフロースルーを注ぎ出す。任意の追加の上清を用いて、濃縮カップ中の
量を60mlに戻す。濃縮カップを、1000xg、室温で、30分間、遠心分離して、細胞上清を濃
縮する。
【０６２８】
　70mlのPBSを添加することによって濃縮カップを洗浄し、約2ml残留するまで、1000xgで
、30～60分間遠心分離する。濃縮カップを小さな試料カップに反転させ、4℃で、1分間遠
心分離することによって、フィルタから小胞を取り出す。PBSを用いて量を25mlにする。
小胞を直ちに濃縮し、30％ショ糖クッション（Sucrose　Cushion）に添加する。
【０６２９】
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　クッションを作製するために、4mlのトリス／30％ショ糖／D2O溶液（30g　プロテアー
ゼフリーのショ糖、2.4g　トリスベース、50ml　D2O、10N　NCL小滴を用いてpHを7.4に調
節し、D2Oを用いて100mlまで量を調節し、0.22umフィルタを通過させることにより滅菌す
る）を、30ml　V字底薄壁の超遠心分離管の底部に充填させる。希釈した25mlの濃縮小胞
を、境界面を乱すことなく、ショ糖クッションの上にそっと添加し、100,000xg、4℃で、
75分間遠心分離する。ショ糖クッションの上にある約25mlを、10ml　ピペットで慎重に除
去し、約3.5mlの小胞を、先端先細トランスファーピペット（SAMCO　233）で収集し、未
使用の超遠心分離管に移し、30ml　PBSを添加する。チューブは、100,000xg、4℃で、70
分間遠心分離する。上清を慎重に注ぎ出す。沈殿物は、200ul　PBS中で再懸濁し、4℃で
保管するか、またはアッセイのために使用することができる。BCAアッセイ（1:2）を使用
して、タンパク質含有量を決定することができ、ウエスタンブロット法または電子顕微鏡
検査を使用して、小胞精製を決定することができる。
【０６３０】
実施例2:VCaPおよび22Rv1からの小胞の精製
　ヒト前立腺癌異種移植片（CWR22R）に由来する、ヒト前立腺癌細胞株である、脊椎-前
立腺癌（VCaP）および22Rv1由来の小胞を、まず、等量のPBS（1ml）で血清を希釈するこ
とによる超遠心分離によって、収集した。希釈流体を15ml　ファルコンチューブに移し、
2000xg、4℃で、30分間遠心分離した。上清（約2ml）を超遠心分離管　5.0ml　PA薄壁チ
ューブ（Sorvall　＃　03127）に移し、12,000xg、4℃で、45分間遠心分離した。
【０６３１】
　上清（約2ml）を、新しい5.0ml　超遠心分離管に移し、2.5ml　PBSを添加して最大容量
まで充填し、110,000xg、4℃で、90分間遠心分離した。沈殿物を乱すことなく、上清を注
ぎ出し、沈殿物を、1ml　PBSで再懸濁した。チューブは、4.5mlのPBSを添加して、最大容
量まで充填し、110,000xg、4℃で、70分間遠心分離した。
【０６３２】
　沈殿物を乱すことなく、上清を注ぎ出し、さらに1mlのPBSを添加し沈殿物を洗浄した。
量は、4.5mlのPBSを添加して、最大容量まで増加させ、110,000xg、4℃で、70分間遠心分
離した。チューブ下部のPBSが約100μlになるまで、P-1000ピペットで上清を除去した。
残留部分の約90μlをP-200ピペットで除去し、沈殿物を、約10μlの残留しているPBSを用
い、P-20ピペットを用いて静かに微小遠心管に取ることによって、収集した。残存沈殿物
を、さらに5μlの未使用のPBSを用いて乾燥チューブの底部から洗浄し、微小遠心管に収
集し、500μg／mlの濃度まで、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）中で懸濁した。
【０６３３】
実施例3:血漿収集および小胞精製
　標準的な静脈穿刺により、7ml　K2-EDTAチューブ中に血液を収集する。4℃の遠心分離
機中で、400gで、10分間、試料を回転させ、血液細胞（SORVALL　Legend　RT＋遠心分離
）から血漿を分離する。15ml　ファルコン遠心分離チューブに慎重にピペットで取ること
によって、上清（血漿）を移す。2,000gで20分間、血漿を回転させ、上清を収集する。
【０６３４】
　保存のためには、約1mlの血漿（上清）をクライオバイアルに分注し、ドライアイス上
におき、それらを冷凍し、-80℃で保存する。試料が-80℃で保管された場合、小胞を精製
する前に、冷水槽中で5分間、試料を解凍する。手で回転させて試料を混合し、不溶性物
質を消失させる。
【０６３５】
　第1の事前回転において、血漿を等量のPBSで希釈する（例えば、約2mlの血漿を2mlのPB
Sで希釈する）。希釈流体を15ml　ファルコンチューブに移し、2000xg、4℃で、30分間遠
心分離する。
【０６３６】
　第2の事前回転に関しては、上清（約4ml）を50ml　ファルコンチューブに慎重に移し、
12,000xg、4℃で、45分間、Sorval中で遠心分離する。
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【０６３７】
　単離工程において、P1000ピペットを用いて、上清（約2ml）を5.0ml　超遠心分離PA薄
壁チューブ（Sorvall　＃03127）に慎重に移し、さらに0.5mlのPBSを用いて最大容量まで
充填する。チューブは、110,000xg、4℃で、90分間遠心分離する。
【０６３８】
　第1の洗浄において、沈殿物を乱すことなく、上清を注ぎ出す。沈殿物は、1ml　PBSで
再懸濁または洗浄し、さらに4.5mlのPBSを添加して、最大容量まで管を充填する。チュー
ブは、110,000xg、4℃で、70分間遠心分離する。同じ工程を繰り返すことによって、第2
の洗浄を行う。
【０６３９】
　チューブ下部のPBSが約100μlになるまで、P-1000ピペットで上清を除去することによ
って、小胞を収集する。約90μlのPBSを、P-200ピペットで除去および廃棄する。P-20ピ
ペットを用いて静かに取ることによって、沈殿物および残留しているPBSを収集する。残
存沈殿物を、さらに5μlの未使用のPBSを用いて乾燥チューブの底部から洗浄し、微小遠
心管に収集する。
【０６４０】
実施例4:抗体が結合したミクロスフェアおよび直接結合した抗体を用いた小胞の分析
　この実施例は、抗体が結合した粒子の使用を示し、該抗体は、小胞を捕捉する。例えば
、図2Bを参照のこと。検出抗体である、ある抗体は、標識が結合しており、捕捉した小胞
上のバイオマーカーを検出するために使用される。
【０６４１】
　まず、抗体が結合したミクロスフェアセット（Luminex，Austin，TX）を選択する。ミ
クロスフェアセットは、種々の抗体を含むことができ、ひいては、多重化を可能にする。
ミクロスフェアを、ボルテックスで再懸濁し、約20秒間、超音波処理する。作業用のミク
ロスフェア混合物は、結合したミクロスフェアの原液を、Startblock（Pierce（37538）
）中の各セットのミクロスフェア100個／μLの最終濃度まで希釈することによって調製す
る。各ウェルに対し、50μLの作業用のミクロスフェア混合物を使用する。PBS-1％　BSA
あるいはPBS-BN（PBS、1％　BSA、0.05％　アジド、pH7.4）のいずれかが、アッセイ緩衝
液として使用され得る。
【０６４２】
　1.2μm　ミリポアフィルタプレートを、100μl／ウェルのPBS-1％　BSA（Sigma（P3688
-10PAK＋0.05％　Naアジド（S8032）））で事前に湿らせ、真空マニホールドによって吸
引する。50μlの作業用のミクロスフェア混合物のアリコートを、フィルタプレート（ミ
リポアマルチスクリーン（Millipore　Multiscreen）HTS（MSBVN1250））の適切なウェル
に分注する。標準または試料の50μlのアリコートを、適切なウェルに分注する。フィル
タプレートを覆い、プレート振とう器上で、室温で60分間培養する。プレートをシーラー
で覆い、オービタルシェーカー上に置き、ビーズを再懸濁するために、15～30秒間、900
に設定する。これに続いて、培養期間中、速度を550に設定する。
【０６４３】
　上清は、真空マニホールドによって吸引する（全ての吸引工程において5インチ未満のH
g）。各ウェルは、100μlのPBS-1％　BSA（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％　Naアジド（S80
32）））で2回洗浄し、真空マニホールドによって吸引する。ミクロスフェアは、50μLの
PBS-1％　BSA（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％　Naアジド（S8032）））中で再懸濁される
。PE結合検出抗体は、PBS-1％　BSA（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％　Naアジド（S8032）
））中で4μg／mL（または適切な濃度）まで希釈される。（注記:各反応に対し、50μLの
希釈した検出抗体が必要とされる。）50μlの希釈した検出抗体のアリコートを、各ウェ
ルに添加する。フィルタプレートを覆い、プレート振とう器上で、室温で60分間培養する
。フィルタプレートをシーラーで覆い、オービタルシェーカー上に置き、ビーズを再懸濁
するために、15～30秒間、900に設定する。これに続いて、培養期間中、速度を550に設定
する。上清は、真空マニホールドによって吸引する。ウェルは、100μlのPBS-1％　BSA（
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Sigma（P3688-10PAK＋0.05％　Naアジド（S8032）））で2回洗浄し、真空マニホールドに
よって吸引する。ミクロスフェアは、100μlのPBS-1％　BSA（Sigma（P3688-10PAK＋0.05
％　Naアジド（S8032）））中で再懸濁される。システムマニュアルに従って、Luminexア
ナライザ上でミクロスフェアを分析する。
【０６４４】
実施例5:抗体が結合したミクロスフェアおよびビオチン化抗体を用いた小胞の分析
　本実施例は、抗体が結合している粒子の使用を示し、該抗体は、小胞を捕捉する。検出
抗体である、ある抗体を、ビオチン化する。ストレプトアビジンに結合した標識は、バイ
オマーカーを検出するために使用される。
【０６４５】
　まず、適切な抗体が結合したミクロスフェアセット（Luminex，Austin，TX）を選択す
る。ミクロスフェアを、ボルテックスで再懸濁し、約20秒間、超音波処理する。作業用の
ミクロスフェア混合物は、結合したミクロスフェアの原液を、Startblock（Pierce（3753
8））中の各セットのミクロスフェア50個／μLの最終濃度まで希釈することによって調製
される。（注記:各ウェルに対し、50μLの作業用のミクロスフェア混合物が必要とされる
。）Start　Block中のビーズは、30分間および1時間以下ブロックしなければならない。
【０６４６】
　1.2μm　ミリポアフィルタプレートを、100μl／ウェルのPBS-1％　BSA＋アジド（PBS-
BN）（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％　Naアジド（S8032）））で事前に湿らせ、真空マニ
ホールドによって吸引する。50μlの作業用のミクロスフェア混合物のアリコートを、フ
ィルタプレート（ミリポアマルチスクリーン（Millipore　Multiscreen）HTS（MSBVN1250
））の適切なウェルに分注する。標準または試料の50μlのアリコートを、適切なウェル
に分注する。フィルタプレートをシールで覆い、プレート振とう器上で、室温で60分間培
養する。覆ったフィルタプレートをオービタルシェーカー上に置き、ビーズを再懸濁する
ために、15～30秒間、900に設定する。これに続いて、培養期間中、速度を550に設定する
。
【０６４７】
　上清を真空マニホールドによって吸引する（すべての吸引工程において5インチHg未満
）。吸引は、Pall真空マニホールドによって実施することができる。プレートをマニホー
ルド上に配置したとき、バルブは全オフ位置にセットする。ゆっくりと吸引するために、
弁を開いて流体をウェルから引き込む。100μlの試料およびビーズをウェルから完全に吸
引するには約3秒を要する。試料を抜き取った後、マニホールド上のパージボタンを押し
てプレートから残留真空圧を解除する。
【０６４８】
　各ウェルをPBS-1％ BSA＋アジ化物（PBS-BN）（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％アジ化Na
（S8032）））100μlで2回洗浄し、真空マニホールドによって吸引する。ミクロスフェア
をPBS-1％ BSA＋アジ化物（PBS-BN）（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％アジ化Na（S8032））
）50μl中に再懸濁させる。
【０６４９】
　ビオチン化検出抗体をPBS-1％ BSA＋アジ化物（PBS-BN）（Sigma（P3688-10PAK＋0.05
％アジ化Na（S8032）））中4μg/mLに希釈する。（注:反応ごとに希釈検出抗体50μlが必
要である）。希釈検出抗体の50μlアリコートを各ウェルに加える。
【０６５０】
　フィルタプレートをシーラーで覆い、プレートシェーカ上、室温で60分間インキュベー
トする。プレートをオービタルシェーカーに載せ、900で15～30秒にセットしてビーズを
再懸濁させる。その後、インキュベーション期間中、速度を550にセットする。
【０６５１】
　上清を真空マニホールドによって吸引する。吸引は、Pall真空マニホールドによって実
施することができる。プレートをマニホールド上に配置したとき、バルブは全オフ位置に
セットする。ゆっくりと吸引するために、バルブを開いて流体をウェルから引き込む。10



(216) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

0μlの試料およびビーズをウェルから完全に吸引するには約3秒を要する。すべての試料
を抜き取った後、マニホールド上のパージボタンを押してプレートから残留真空圧を解除
する。
【０６５２】
　各ウェルをPBS-1％ BSA＋アジ化物（PBS-BN）（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％アジ化Na
（S8032）））100μlで2回洗浄し、真空マニホールドによって吸引する。ミクロスフェア
をPBS-1％ BSA（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％アジ化Na（S8032）））50μl中に再懸濁さ
せる。
【０６５３】
　ストレプトアビジン－R－フィコエリスリンレポーター（Molecular Probes 1mg/ml）を
PBS-1％ BSA＋アジ化物（PBS-BN）中で4μg/mLに希釈する。希釈したストレプトアビジン
－R－フィコエリスリン50μlを各反応に使用した。希釈したストレプトアビジン－R－フ
ィコエリスリンの50μlアリコートを各ウェルに加える。
【０６５４】
　フィルタプレートをシーラーで覆い、プレートシェーカ上、室温で60分間インキュベー
トする。プレートをオービタルシェーカーに載せ、900で15～30秒にセットしてビーズを
再懸濁させる。その後、インキュベーション期間中、速度を550にセットする。
【０６５５】
　上清を真空マニホールドによって吸引する。吸引は、Pall真空マニホールドによって実
施することができる。プレートをマニホールド上に配置したとき、バルブは全オフ位置に
セットする。ゆっくりと吸引するために、バルブを開いて流体をウェルから引き込む。10
0μlの試料およびビーズをウェルから完全に吸引するには約3秒を要する。すべての試料
を抜き取った後、マニホールド上のパージボタンを押してプレートから残留真空圧を解除
する。
【０６５６】
　各ウェルをPBS-1％ BSA＋アジ化物（PBS-BN）（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％アジ化Na
（S8032）））100μlで2回洗浄し、真空マニホールドによって吸引する。ミクロスフェア
をPBS-1％ BSA＋アジ化物（PBS-BN）（Sigma（P3688-10PAK＋0.05％アジ化Na（S8032））
）100μl中に再懸濁させ、Luminexアナライザ上、システムマニュアルにしたがって分析
する。
【０６５７】
実施例6:血漿からの小胞濃縮
　装備品:Pall life sciences Acrodisc、25mmシリンジフィルタ、w/1.2μm Versapor膜
（無菌）付き、部品番号:4190、Pierce濃縮器、7ml/MWCO（分子量カットオフ）150K、部
品番号:89922、BDシリンジフィルタ、10ml、部品番号:305482、Sorvall Legend RT Plus
シリーズベンチトップ遠心器、w 15mlスイングバケットローター付き、PBS、pH7.4、Sigm
aカタログ番号P3813-10PAK、無菌分子グレード水中に調製、コポリマー1.7ml遠心管、USA
 Scientificカタログ番号1415-2500。試薬に使用した水は無菌ろ過分子グレード水（Sigm
a、カタログ番号W4502）である。患者血漿の取り扱いはバイオセイフティーフード中で実
施される。
【０６５８】
手順:
1. 血漿試料のろ過手順
1.1　血漿試料を－80℃（－65℃～－85℃）フリーザから取り出す。
1.2　室温水中で試料を解凍する（10～15分）。
1.3　必要な数をケースから取り出すことによってシリンジおよびフィルタを準備する。
1.4　プランジャーを引いて無菌分子グレード水4mLをシリンジの中に引き込む。1.2μmフ
ィルタをシリンジ先端に取り付け、内容物をフィルタに通しながら7ml/MWCO 150KのPierc
eカラムに装填する。
1.5　カラムにふたをし、カラムをスイングバケット遠心器に入れ、Sorvall Legend RT p
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lus遠心器中、1000×gおよび20℃（16℃～24℃）で4分間スピンする。
1.6　スピン中、フィルタをシリンジから分解する。そして、プランジャーをシリンジか
ら取り外す。
1.7　流体を管から捨て、カラムをペーパータオル上でやさしくたたいて残留水を除去す
る。
1.8　すべての血漿試料の出発量を計測し、記録する。900μl未満の量の試料は処理しな
くてもよい。
1.9　空のシリンジおよびフィルタを空のPierceカラムに載せる。シリンジの開口端に1×
PBS 5.2mlを充填し、血漿をPBS中で3～4回ピペットで混合する。
1.10　シリンジのプランジャーを元に戻し、シリンジの内容物がフィルタを通過しながら
Pierceカラムに装填されるまでプランジャーをゆっくりと押す。内容物はフィルタを通過
して滴下するはずである。
【０６５９】
2. 微小胞濃縮遠心分離プロトコール
2.1　7ml/MWCO 150KのPierceカラムを2000×gおよび20℃（16℃～24℃）で60分間または
量が250～300μLに減るまでスピンする。必要ならば、さらに15分きざみでスピンして、
必要な量に到達させる。
2.2　スピンが終了すると、カラム15×上でピペットで混合し（気泡発生を避ける）、量
（300μL以下）を抜き取り、新たな1.7mlコポリマー管に移す。
2.3　血漿濃縮物の最終量は血漿の初期量に依存する。元の血漿量が1mlであるならば、血
漿は300μlまで濃縮される。元の血漿量が1ml未満であるならば、濃縮物の量はその比率
と合致すべきである。たとえば、元の量が900μlであるならば、濃縮物の量は270μlであ
る。従うべき式はx＝（y/1000）*300である（式中、xは濃縮物の最終量であり、yは血漿
の初期量である）。
2.4　試料量を記録し、1×PBSを試料に加えて最終試料量を構成する。
2.5　濃縮された微小胞を4℃（2℃～8℃）で貯蔵する。
【０６６０】
計算:
1. 濃縮血漿試料の最終量
　x＝（y/1000）*300（式中、xは濃縮物の最終量であり、yは血漿の初期量である）。
【０６６１】
実施例7:磁性ビーズを使用する小胞の捕捉
　実施例2に記載されるように単離された小胞を使用する。小胞約40μlを、EpCam抗体コ
ートされたDynalビーズ（Invitrogen, Carlsbad, CA）約5μg（約50μl）およびスターテ
ィングブロック50μlとともにインキュベートする。小胞およびビーズを、振とうインキ
ュベータ中、振とうしながら45℃で2時間インキュベートする。Dynalビーズを含む管を磁
気セパレータに1分間載せ、上清を除去する。ビーズを2回洗浄し、そのたびに上清を除去
する。ビーズを2回洗浄し、そのたびに上清を除去する。
【０６６２】
実施例8:小胞中のmRNA転写物の検出
　Qiagen miRneasy（商標）キット（カタログ番号217061）を製造者の指示にしたがって
使用して、実施例7のビーズ結合小胞からRNAを単離した。
【０６６３】
　小胞をQIAzol（商標）溶解試薬（Qiagenカタログ番号79306）中でホモジナイズする。
クロロホルムの添加ののち、ホモジネートを遠心分離法によって水相と有機相とに分離す
る。RNAが上の水相に分配され、DNAが中間相に分配され、タンパク質が下の有機相または
中間層に分配される。上の水相を抽出し、エタノールを加えて、18ヌクレオチド（nt）か
ら上のすべてのRNA分子にとって適切な結合条件を提供する。そして、試料をRNeasy（商
標）ミニスピンカラムに適用すると、全RNAが膜に結合し、フェノールおよび他の汚染物
が効率的に洗い落とされる。そして、高品質RNAがRNaseフリー水中に溶離する。
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【０６６４】
　VCAPビーズ捕捉小胞由来のRNAをTaqman TMPRSS:ERG融合転写物アッセイ（Kirsten D. M
ertz et al. Neoplasia. 2007 March; 9(3): 200-206）によって計測した。22Rv1ビーズ
捕捉小胞由来のRNAをTaqman SPINK1転写物アッセイ（Scott A. Tomlins et al. Cancer C
ell 2008 June 13(6):519-528）によって計測した。また、両セットの小胞RNAに関してGA
PDH転写物（対照転写物）を計測した。
【０６６５】
　CT値が高ければ高いほど、より低い転写物発現を示す。サイクル閾値（CT）における一
つの変化は2倍の変化に等しく、三つのCT差は4倍の変化に等しいなどであり、それは、2^
CT1-CT2によって算出することができる。この実験は、融合転写物TMPRSS:ERGおよびIgG2
陰性対照ビーズによって捕捉された等価物の発現のCTの差を示す（図5）。22RV1小胞中の
SPINK1転写物の同じ比較は、70.5の変化倍率の場合で6.14のCT差を示した。GAPDHでの結
果も同様であった（示さず）。
【０６６６】
実施例9:対象からの血清試料の取得
　対象（健康な対象および癌の対象）から血液をEDTA管、クエン酸管または10ml Vacutai
ner SST plus血液捕集管（BD367985またはBD366643、BD Biosciences）中に捕集する。捕
集から2時間以内に血漿単離のために血液を処理する。
【０６６７】
　試料を室温で最低30分間、最大2時間放置する。1,000～1,300×gおよび4℃で15～20分
間の遠心分離によって凝塊の分離を達成する。血清を取り出し、500μlアリコートとして
500～750μlクライオチューブ中に分注する。標本を－80℃で貯蔵する。
【０６６８】
　所与の状況において、引き込まれる血液の量は約20～約90mlの範囲であることができる
。いくつかのEDTA管からの血液を溜め、RNaseフリー／DNaseフリー50ml円錐管（Greiner
）に移し、Hettich Rotanta 460Rベンチトップ遠心器中、1,200×gおよび室温で10分間遠
心分離する。ペレットを乱さないようにペレットの上に0.5cmの一定高さの血漿上清を残
しながら血漿を新鮮な管に移す。血漿を分割し、各アリコートの間で転倒させて混合し、
－80℃で貯蔵する。
【０６６９】
実施例10:ヒト血漿および血清試料からのRNA単離
　ヒト血漿または血清400μlを氷上で解凍し、等量の2×変性溶液（Ambion）によって溶
解する。試料が等しい量の酸フェノールクロロホルム（Ambionキットによって供給される
）によって2回抽出されるように変更された液体試料のための製造者のプロトコールにし
たがってmirVana PARISキット（Ambion）を使用してRNAを単離する。Ambion溶離溶液105
μlを製造者のプロトコールにしたがって用いてRNAを溶離させる。各カラムから回収され
る溶離物の平均量は約80μlである。
【０６７０】
　また、mirVana PARIS（Ambion）プロトコールのスケールアップバージョンを使用する
。血漿10mlを氷上で解凍し、二つの5mlアリコートを50ml管に移し、等量のmirVana PARIS
 2×変性溶液で希釈し、30秒間ボルテックスすることによって徹底的に混合し、氷上で5
分間インキュベートする。そして、等量（10ml）の酸／フェノール／クロロホルム（Ambi
on）を各アリコートに加える。得られた溶液を1分間ボルテックスし、JA17ローター中、8
,000rpmおよび20℃で5分間スピンする。酸／フェノール／クロロホルム抽出を3回繰り返
す。得られた水性量を100％分子グレードエタノール1.25容量部と徹底的に混合し、700μ
lアリコートを順次、mirVana PARISカラムに通す。製造者のプロトコールにしたがってカ
ラムを洗浄し、溶離緩衝液（95℃）105μl中でRNAを溶離させる。合計1.5μlの溶離物をN
anodropによって定量化する。
【０６７１】
実施例11:qRT-PCRを使用する血漿および血清由来のRNA中のmiRNAレベルの計測
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　所与の試料のRNA単離からの約80μl溶離物からの一定量のRNA溶液1.67μlを逆転写（RT
）反応へのインプットとして使用する。たとえばRNAが400μl血漿または血清試料から単
離される試料の場合、RNA溶液1.67μlは、（1.67/80）×400＝8.3μl血漿または血清に対
応するRNAを表す。既知のmiRNAに対応する化学合成RNAオリゴヌクレオチドの標準曲線を
生成するために、RT反応への最終インプットが1.67μlの量を有するような各オリゴヌク
レオチドの様々な水希釈物を作る。H2O 1.387μl、10×逆転写緩衝液0.5μl、RNアーゼイ
ンヒビター0.063μl（20単位/μl）、dTTPを含む100mM dNTP 0.05μl、Multiscribe逆転
写酵素0.33μlおよびインプットRNA 1.67μlで構成される小規模RT反応においてTaqMan m
iRNA逆転写キットおよびmiRNA特異的ステムループプライマー（Applied BioSystems）を
使用してインプットRNAを逆転写する。インプットRNA以外の成分は、Tetrad2ペルチエサ
ーマルサイクラ（BioRad）を16℃で30分間、42℃で30分間および85℃で5分間使用して、
より大きな量のマスタミックスとして調製することができる。Applied BioSystems 7900H
Tサーモサイクラ上、95℃で10分間、次いで95℃で15秒間および60℃で1分間の40サイクル
により、リアルタイムPCRを実施する。SDS相対定量ソフトウェアバージョン2.2.2（Appli
ed BioSystems）により、ベースラインを割り当てるための自動Ct設定およびCt決定のた
めの閾値を使用してデータを分析する。
【０６７２】
　プロトコールはまた、たとえばmiRNAを検出するための前増幅工程を含むように変更す
ることもできる。非希釈RT産物の1.25μlアリコートを、前増幅PCR試薬（反応あたりTaqM
an PreAmpマスタミックス（2×）2.5μlおよび0.2×TaqMan miRNAアッセイ（TE中に希釈
）1.25μlを含む）3.75μlと合わせて、5.0μlの前増幅PCRを生成し、それを、Tetrad2ペ
ルチエサーマルサイクラ（BioRad）上、95℃で10分間加熱したのち、95℃で15秒間および
60℃で4分間の14サイクルに付す。前増幅PCR産物を希釈し（H2O 20μlを5μl前増幅反応
生成物に加えることにより）、その後、希釈材料2.25μlをリアルタイムPCRに導入し、上
記のように実施する。
【０６７３】
実施例12:小胞からのマイクロRNAの抽出
　本明細書に記載されるように患者試料から単離された小胞からマイクロRNAを抽出する
。たとえば実施例6を参照すること。小胞の単離および濃縮のための方法が本明細書に提
示されている。この実施例における方法はまた、はじめに小胞を単離することなく、患者
試料からマイクロRNAを単離するために使用することもできる。
【０６７４】
Trizolを使用するプロトコール
　このプロトコールは、Qiagen Inc.（Valencia CA）からのQIAzol溶解試薬およびRNeasy
 Midiキットを使用して、濃縮された小胞からマイクロRNAを抽出する。方法の工程は以下
を含む。
1. RNase A 2μlを小胞濃縮物50μlに加え、37℃で20分間インキュベートする。
2. QIAzol溶解試薬700μlを加え、1分間ボルテックスする。QIAzolの添加ののち、25fmol
/μLのC. elegansマイクロRNA（1μL）を含む試料をスパイクして、合計試料（三つのア
リコートを合わせたもの）それぞれについて75fmol/μLのスパイクイン(spike in)を作製
する。
3. 55℃で5分間インキュベートする。
4. クロロホルム140μlを加え、激しく15秒間振とうする。
5. 氷上で2～3分間冷やす。
6. 12,000×gおよび4℃で15分間遠心分離する。
7. 水相（300μL）を新たな管に移し、100％ EtOH 1.5容量部（すなわち450μL）を加え
る。
8. 試料4ml以下を15ml捕集管中のRNeasy Midiスピンカラムにピペット移送する（三つの5
0μl濃縮物由来の溶解物を合わせる）。
9. 2700×gおよび室温で5分間スピンする。
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10. フロースルーをスピンした物から捨てる。
11. 緩衝液RWT1mlをカラムに加え、2700×gおよび室温で5分間遠心分離する。Midiキット
中に提供されている緩衝液RW1を使用してはならない。緩衝液RW1はmiRNAを洗い落として
しまう。緩衝液RWTはQiagen Inc.からのMiniキット中に提供されている。
12. フロースルーを捨てる。
13. 緩衝液RPE1mlをカラムに加え、2700×gおよび室温で2分間遠心分離する。
14. 工程12および13を繰り返す。
16. カラムを新たな15ml捕集管に入れ、溶離緩衝液150μlを加える。室温で3分間インキ
ュベートする。
17. 2700×gおよび室温で3分間遠心分離する。
18. 試料をボルテックスし、1.7mL管に移す。抽出した試料を－80℃で貯蔵する。
【０６７５】
修正Trizolプロトコル
1. Epicentre RNアーゼAを229μg/mlの最終濃度まで加える（Epicentre（登録商標）、Il
lumina（登録商標）社、Madison, WI）。（たとえば、濃縮物150μlに450μl PBSおよび2
8.8μl Epicentre RNアーゼAを加える［5μg/μl］）。短時間、ボルテックスする。37℃
で20分間インキュベートする。リバースピペッティングを使用して「ベイビー」を100μl
きざみで分取する。
2. 遠心機の温度を4℃に設定する。
3. Trizol LS750μlを各100μl試料に加え、すぐにボルテックスする。
5. ベンチトップ上、室温（RT）で5分間インキュベートする。
6. 全試料を、MixMate中RTで30分間、1400rpmでボルテックスする。ボルテックスする間
、BCP相分離剤をプレートに加える。
7. 短時間、管を遠心分離処理する。試料を捕集マイクロチューブラックに移す。
8. 150μl BCPをプレート中の試料に加える。プレートにふたをし、15秒間、激しく振と
うする。
9. RTで3分間インキュベートする。
10. 4℃で15分間、6,000×gで遠心分離処理する。遠心機温度を24℃（室温）にリセット
する。
11. 500μl 100％EtOHを新たなSブロックの適切なウェルに加える。200μl水相を新たなS
ブロックに移し、10回ピペッティングすることによって水／EtOHを混合する。
12. 短時間、遠心分離処理する。
13. RNeasy 96（Qiagen, Inc., Valencia, CA）プレートを新たなSブロックの上に配置す
る。水／EtOH試料混合物をRNeasy 96プレートのウェルの中にピペットで移す。AirPoreテ
ープでRNeasy 96プレートを封止する。
14. RTで4分間、6000rpm（約5600×g）でスピンする。24℃未満の温度を避ける。
15. フロースルーを捨てることによってSブロックを空にし、AirPoreテープを剥がす。
14. バッファRWT700μlをプレートに加え、AirPoreテープで封止し、RTで4分間、6,000rp
mで遠心分離処理する。Sブロックを空にし、AirPoreテープを剥がす。
15. バッファRPE500μlをプレートに加え、AirPoreテープで封止し、RTで4分間、6,000rp
mで遠心分離処理する。Sブロックを空にし、AirPoreテープを剥がす。
16. バッファRPEさらに500μlをプレートに加え、AirPoreテープで封止し、RTで10分間、
6,000rpmで遠心分離処理する。Sブロックを空にし、AirPoreテープを剥がす。
17. RNeasy 96プレートを清浄な溶出マイクロチューブラックの上に配置する。RNアーゼ
フリーの水30μlをRNeasy 96プレートのカラムの上にピペットで移す。AirPoreテープで
封止する。
18. 水をカラム上に5分間位置させる。
19. カラムを6,000rpmで4分間遠心分離処理してRNAを溶出させる。マイクロチューブを溶
出マイクロチューブキャップでふたをする。ベイビーを一緒に溜める。
20. －80℃で貯蔵する。
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【０６７６】
MagMaxを使用するプロトコール
　このプロトコールは、Applied Biosystems/Ambion（Austin, TX）からのMagMAX（商標
）RNA単離キットを使用して、濃縮された小胞からマイクロRNAを抽出する。本方法の工程
は以下を含む。
1. QIAzol溶解試薬700mlを加え、1分間ボルテックスする。
2. ベンチトップ上、室温で5分間インキュベートする。
3. クロロホルム140μlを加え、激しく15秒間振とうする。
4. ベンチトップ上で2～3分間インキュベートする。
5. 12,000×gおよび4℃で15分間遠心分離する。
6. 水相をディープウェルプレートに移し、100％イソプロパノール1.25容量部を加える。
7. MagMAX（商標）結合ビーズを十分に振とうする。RNA結合ビーズ10μlを各ウェルの中
にピペット移送する。
8. 二つの溶離プレートおよび二つのさらなるディープウェルプレートを集める。
9. 一方の溶離プレートを「Elution」と標識し、他方の溶離プレートを「Tip Comb」と標
識する。
10. 一方の深穴プレートを「1st Wash 2」と標識し、他方のディープウェルプレートを「
2nd Wash 2」と標識する。
11. 両方のWash 2ディープウェルプレートを150μlのWash 2で満たす。必ずエタノールを
加えて事前に洗浄すること。試料の数と同じ数のウェルを満たす。 
12. MagMax粒子プロセッサ上で適切な捕集プログラムを選択する。
13. スタートを押し、各適切なプレートを装填する。
14. 試料をマイクロ遠心管に移す。
15. ボルテックスし、－80℃で貯蔵する。残留ビーズが試料中に見られるであろう。
【０６７７】
実施例13:マイクロRNAアレイ
　試料中のマイクロRNAレベルは、高密度および低密度の両アレイを含むアレイフォーマ
ットを使用して分析することができる。アレイ分析は、たとえば、二つの試料中の複数の
miRの発現を分析し、統計分析を実施して、どのmiRが試料間で差次的に発現し、ひいては
バイオシグネチャーにおいて使用することができるのかを決定することにより、所望の状
況における差次的発現を発見するために使用することができる。アレイはまた、試料中の
バイオシグネチャーを同定することによって表現型を特徴決定するために、一つの試料中
の一つまたは複数のマイクロRNAの存在またはレベルを同定するために使用することもで
きる。この実施例は、本発明の方法を実施するために使用される市販のシステムを説明す
る。
【０６７８】
TaqMan低密度アレイ
　所望により、TaqMan低密度アレイ（TLDA）miRNAカードを使用して、様々な試料群中のm
iRNAの発現を比較する。Applied Biosystems（Foster City, CA）からのTaqMan（登録商
標）マイクロRNAアッセイおよびアレイシステムを使用してmiRNAを捕集し、分析する。Ap
plied BiosystemsのTaqMan（登録商標）ヒトマイクロRNAアレイを、製造者によって供給
されるMegaplex（商標）Pools Quick Reference Cardプロトコールにしたがって使用する
。
【０６７９】
Exiqon mIRCURY LNAマイクロRNA
　所望により、Exiqon miRCURY LNA（商標）Universal RTマイクロRNA PCRヒトパネルIお
よびII（Exiqon, Inc, Woburn, MA）を使用して、様々な試料群中のmiRNAの発現を比較す
る。Exiqon 384ウェルパネルは750種のmiRを含む。試料を、Universal cDNA合成キット（
UniSp6 CP）からの合成RNAスパイクインに向けて対照プライマーに対して正規化する。結
果をプレート間キャリブレータープローブに対して正規化した。
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【０６８０】
　いずれのシステムでも品質管理基準が履行される。各指標に関する三つのデータセット
の間の各プローブの正規化値を平均する。20％よりも高い平均CV％を有するプローブは分
析に使用しない。結果を対応のあるt検定に付して、二つの試料群の間で差次的に発現し
たmiRを発見する。P値をBenjamini-Hochberg偽発見率検定と相関させる。GeneSpringソフ
トウェア（Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA）を使用して結果を分析する
。
【０６８１】
実施例14:小胞におけるマイクロRNAプロファイル
　実施例1～3に記載されるように、22Rv1、LNCaP、Vcapおよび正常な血漿（ドナー16名か
らプールした）から超遠心分離法によって小胞を捕集した。Exiqon miR単離キット（カタ
ログ番号300110、300111）を使用してRNAを抽出した。BCAアッセイによる測定で等しい量
の小胞（30μg）を使用した。
【０６８２】
　等しい量（5μl）をマイクロRNAの逆転写反応に投入した。逆転写酵素反応物をヌクレ
アーゼフリー水81μl中に希釈したのち、この溶液9μlを個々のmiRアッセイそれぞれに加
えた。miR-629は、PCa（前立腺癌）小胞においてのみ発現することが見いだされ、正常な
血漿小胞中では実質的に検出不可能であった。miR-9は、すべてのPCa細胞株中で高過剰発
現する（コピー数による計測で正常に対して約704倍増）ことが見いだされたが、正常な
血漿小胞中では非常に低い発現しか有しない。
【０６８３】
実施例15:磁性EpCam捕捉小胞のマイクロRNAプロファイル
　実施例7のビーズ結合小胞をQIAzol（商標）溶解試薬（Qiagenカタログ番号79306）に入
れた。125fmolのc. elegans miR-39のアリコートを加えた。Qiagen miRneasy（商標）キ
ット（カタログ番号217061）を製造者の指示にしたがって使用してRNAを単離し、RNAseフ
リー水30μl中に溶離させた。
【０６８４】
　精製したRNA 10μlを、Veritiの96ウェルサーモサイクラを使用する、miR-9、miR-141
およびmiR-629のための前増幅反応に入れた。前増幅溶液の1:5希釈物を使用して、miR9（
ABI 4373285）、miR-141（ABI 4373137）およびmiR-629（ABI 4380969）ならびにc. eleg
ans miR-39（ABI 4373455）のためのqRT-PCR反応をセットアップした。試料ごとに結果を
c. elegans結果に対して正規化した。
【０６８５】
実施例16:CD9捕捉小胞のマイクロRNAプロファイル
　実施例15におけるようなEpCamコートされたビーズの代わりにCD9コートされたDynalビ
ーズ（Invitrogen, Carlsbad, CA）を使用した。前立腺癌患者由来の小胞、LNCaPまたは
正常な精製小胞を、CD9コートされたビーズとともにインキュベートし、実施例15に記載
されるように、RNAを単離した。miR-21およびmiR-141の発現をqRT-PCRによって検出し、
結果を図6に示した。
【０６８６】
実施例17:ろ過モジュールを使用する小胞の単離
　PBS 6mLを血漿1mLに加える。任意で、試料を、StabilGuard（登録商標）などのブロッ
キング剤で処理することができ、これにより下流での処理が改善されうる。そして、試料
を、1.2マイクロメートル（μm）Pallシリンジフィルタに通して直接MWCO 100kDa（Milli
pore, Billerica, MA）、MWCO 150kDaの7mlカラム（Pierce（登録商標）、Rockford, IL
）、MWCO 100kDaの15mlカラム（Millipore, Billerica, MA）またはMWCO 150kDaの20mlカ
ラム（Pierce（登録商標）、Rockford, IL）に入れる。
【０６８７】
　量が約250μlになるまで管を60～90分間遠心分離する。保持物を捕集し、PBCを加えて
試料を300μlにする。そして、試料50μlを、以下の実施例にさらに記載されるようなさ
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らなる小胞分析に使用する。
【０６８８】
実施例18:フィルタで単離された小胞の多重解析
　実施例17に記載された方法を使用して得られた小胞試料を、本明細書に記載される多重
化アッセイに使用する。たとえば後述の実施例23～24を参照すること。捕捉抗体はCD9、C
D63、CD81、PSMA、PCSA、B7H3およびEpCamである。検出抗体は、バイオマーカーCD9、CD8
1およびCD63またはB7H3およびEpCamのための検出抗体である。
【０６８９】
実施例19:小胞のフローサイトメトリー分析
　MoFlo XDP（Beckman Coulter, Fort Collins, CO, USA）を使用して精製された血漿小
胞を分析し、Summit 4.3ソフトウェア（Beckman Coulter）を使用して蛍光強度中央値を
分析した。小胞は抗体で直接標識されるか、ビーズまたはミクロスフェア（たとえば磁性
、たとえばBD FACS 7カラーセットアップを含むポリスチレン、カタログ番号335775）が
組み込まれることができる。小胞は、以下の小胞抗原:CD9（マウス抗ヒトCD9、MAB1880、
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）、PSM（マウス抗ヒトPSM、sc-73651、Santa Cruz,
 Santa Cruz, CA, USA）、PCSA（マウス抗ヒト前立腺細胞表面抗原、MAB4089、Millipore
, MA, USA）、CD63（マウス抗ヒトCD63、556019、BD Biosciences, San Jose, CA, USA）
、CD81（マウス抗ヒトCD81、555675、BD Biosciences, San Jose, CA, USA）、B7-H3（ヤ
ギ抗ヒトB7-H3、AF1027、R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）、EpCAM（マウス抗ヒトE
pCAM、MAB9601、R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）に対する結合物質によって検出す
ることができる。小胞は、所望の小胞抗原に対する蛍光標識された抗体によって検出する
ことができる。たとえば、抗体を標識するためにFITC、フィコエリスリン（PE）およびCy
7が一般に使用される。
【０６９０】
　多重ミクロスフェアによって抗体を捕捉するためには、ミクロスフェアをLuminex（Aus
tin, TX, USA）から得、Pierce Thermoから得られるスルホNHSおよびEDC（それぞれカタ
ログ番号24510および22981、Rockford, Ill, USA）を使用するミクロを使用して所望の抗
体に結合させることができる。
【０６９１】
　精製した小胞（10μg/ml）を5,000個のミクロスフェアとともに振とうしながら室温で1
時間インキュベートする。試料をFACS緩衝液（0.5％ FBS/PBS）中1700rpmで10分間洗浄す
る。検出抗体を製造者の推奨濃度および室温で振とうしながら1時間インキュベートする
。もう一度FACS緩衝液によって1700rpmで10分間洗浄したのち、試料をFACS緩衝液100μl
中に再懸濁させ、FACS機にかける。
【０６９２】
　さらに、ミクロスフェアを使用して小胞を検出する場合、標識された小胞を、その検出
抗体含量にしたがって異なる管の中にソートすることができる。たとえば、FITCまたはPE
標識ミクロスフェアを使用する場合、第一の管は、検出物質なしでミクロスフェア集団を
含み、第二の管は、PE検出物質を有する集団を含み、第三の管は、FITC検出物質を有する
集団を含み、第四の管は、PEおよびFITCの両検出物質を有する集団を含む。ソートされた
小胞集団は、たとえばペイロード、たとえばmRNA、マイクロRNAまたはタンパク質含量を
検査することによってさらに分析することができる。
【０６９３】
　図7Aは、MoFlo XDPを使用する小胞の分離および同定を示す。この実験のセットにおい
て、緩衝液だけの場合、約3000のトリガイベント（すなわち、大きな小胞のサイズぐらい
の粒状物）があった。染色されない小胞の場合、約46,000のトリガイベント（レーザーを
散乱させるのに十分なサイズの43,000個の小胞）があった。染色された小胞の場合、500,
000のトリガイベントがあった。小胞は、すべてFITCで標識されたテトラスパニンCD9、CD
63およびCD81のための検出物質を使用して検出した。より小さな小胞は、検出物質で染色
された場合、検出することができる。
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【０６９４】
　図7Bは、CD9、B7H3、PSMAおよびPCSAに関するVCaP細胞（左パネル）およびVCaPエキソ
ソーム（右パネル）のFACS分析を示す。この分析は、VCaP細胞とVCaP由来エキソソームと
が類似した表面タンパク質マーカーを共有することを実証した。フローサイトメトリーを
使用する細胞蛍光測定分析が、VCaP細胞およびVCaP由来小胞の両方が、PE標識された抗体
にとってアクセス可能であるCD9、CD63、CD81、PCSA、PSMAおよびB7-H3抗原を含有するこ
とを明らかにした。細胞表面上では低濃度の抗原を、微小胞表面上ではより高い濃度で見
いだすことができる（たとえばPCSA）。
【０６９５】
　フローソートされたmiR中のマイクロRNA含量は、小胞を検出するために使用されるマー
カーに依存して異なることができる。B7H3またはPSMAに対する標識された抗体を使用して
VCaP由来小胞をソートした。本明細書に記載されるように、Exiqonカードを使用して、捕
捉された小胞中のmiR発現パターンを決定した。図7Cは、小胞集団全体と比較して、B7H3+
またはPSMA+小胞集団中に様々な発現パターンが得られたことを示す。
【０６９６】
　小胞の特定の集団のソーティングによる物理的単離は、部分的または完全に精製された
小胞集団に対する、マイクロRNA分析のようなさらなる研究を容易にする。
【０６９７】
実施例20:小胞の抗体検出
　本明細書に記載される技術を使用して、抗体コートされたビーズを使用して患者試料中
の小胞を検出して、患者試料中の小胞を評価する。以下の一般的プロトコールを使用する
。
a. 治療の地点（たとえば診療所、医師のオフィス、病院）で患者から血液を抜き取る。
b. 血液の血漿画分をさらなる分析に使用する。
c. 大きな粒子を除去し、小胞含有画分を単離するために、たとえば0.8または1.2マイク
ロメートル（μm）シリンジフィルタによって血漿試料をろ過したのち、たとえば150kDa
分子量カットオフのサイズ排除カラムに通す。全体の概要が図8Aに示されている。図8Bに
示すように、ろ過法が超遠心分離法よりも好ましい場合がある。理論によって拘束される
ことなく、高速遠心分離法は、膜中により固く係着したテトラスパニンとは反対に膜中に
弱く係着したタンパク質標的を除去する場合があり、小胞中の細胞特異的標的を減らす場
合があり、すると、細胞特異的標的は、小胞のバイオシグネチャーの後続分析において検
出されなくなるであろう。
d. 小胞画分を、関心のあるマーカーに対する「捕捉」抗体と結合したビーズとともにイ
ンキュベートする。そして、捕捉された小胞を、標識された「検出」抗体、たとえばフィ
コエリスリンまたはFITC結合抗体によってタグ付けする。ビーズを標識することもできる
。
e. 試料中の捕捉され、タグ付けされた小胞を検出する。図8Cに示すように、蛍光標識さ
れたビーズおよび検出抗体を検出することができる。標識されたビーズおよび標識された
検出抗体の使用は、捕捉抗体によって結合した小胞を有するビーズの評価を可能にする。
説明のため、図面は簡略化されていることに留意されたい。例えば、各レーザーに対して
異なる検出物質を使用することができる。
f. データを分析する。特定の捕捉抗体の蛍光強度中央値（MFI）の閾値を設定することが
できる。閾値よりも高い捕捉抗体の読みが特定の表現型を示すことができる。実例として
、癌マーカーに対する捕捉抗体の閾値よりも高いMFIは、患者試料中の癌の存在を示すこ
とができる。
【０６９８】
　図8Cにおいて、ビーズ816は毛管811を通過して流れる。異なる波長の二つのレーザー81
2の使用が、ビーズから導出される蛍光シグナルからの捕捉抗体818および標識された検出
抗体819から生じる蛍光強度中央値（MFI）の両方の、検出器813における別々の検出を可
能にする。関心のある異なる捕捉抗体に結合した、それぞれが異なる蛍光で標識されたビ
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ーズの使用が、図示するように一回のアッセイにおける異なる小胞817集団の多重解析を
可能にする。レーザー1（815）がビーズタイプ（すなわち捕捉抗体）の検出を可能にし、
レーザー2（814）が、一般的小胞マーカー、たとえばCD9、CD63およびCD81を含むテトラ
スパニンを含むことができる検出抗体の計測を可能にする。異なる集団のビーズおよびレ
ーザーの使用は、一回のアッセイにおける多くの異なる小胞の集団の同時多重解析を可能
にする。
【０６９９】
　図8Dは、この実施例の一般的プロトコルを使用して、基体に結合した前立腺癌由来の小
胞を検出する例を示す。微小胞は、基体（すなわちビーズ）につながれた、PCSA、PSMAま
たはB7H3に特異的な捕捉物質によって捕捉される。そのようにして捕捉された小胞は、テ
トラスパニンCD9、CD63およびCD81に特異的な蛍光標識された検出物質によって標識され
る。
【０７００】
　ミクロスフェアアッセイ法を使用して得られたMFI値は、代替方法によって測定される
標的タンパク質のレベルと相関する。VCap由来の小胞のレベルをミクロスフェアアッセイ
法、FACSおよびBCAタンパク質アッセイ法の間で比較した。CD9標識小胞の分析は、図8Eに
示すように、MFIとフロー分析によって測定された小胞の数との間の密接な相関を実証し
た。小胞マーカーとしてPSMA、PCSAおよびB7H3を使用する分析は、図8Fに示すように、BC
Aタンパク質アッセイ法を使用して計測されたVCaP小胞からの全タンパク質濃度もまた、
微小胞アッセイ法で測定されたMFI値に密接に相関することを示した。
【０７０１】
　ミクロスフェアアッセイ法は、アッセイ性能を妨害することなくマーカーをマルチプレ
ックス形式で検出するために使用することができる。たとえば、本発明者らは、六つの異
なる捕捉抗体（PSMA、PCSA、B7H3、CD9、CD63、CD81）の多重化によって認められる競合
効果を見いださなかった。マルチプレックス法の場合に記録されたMFIは、シングルプレ
ックスアッセイ形式で実施されたとき、個々のマーカーそれぞれに記録されたMFIと同一
であった。多重化抗体を使用するcMVベースのアッセイ法を使用して得られたMFI値の分布
と、バイオマーカーCD81に対する単一の抗体を含むアッセイ法を使用して得られたMFI値
の分布との比較が図8Gに示されている。頻度がビーズの正規化数として表されている。シ
ングルプレックス 対 マルチプレックスB7H3、CD63、CD9およびEpCam捕捉抗体比較はまた
、図8Hに示すように、マルチプレックス形式では二つの異なる非飽和VCaP小胞濃度で干渉
がないことを示した。
【０７０２】
実施例21:前立腺癌の検出
　高品質トレーニングセット試料を供給業者から得た。試料は、42例の正常な前立腺、42
例のPCaおよび15例のBPH患者由来の血漿を含むものであった。PCa試料は四例のIII期を含
み、残りがII期であった。すべての研究室作業が完了するまで試料の正体を隠蔽した。
【０７０３】
　試料由来の小胞は、ろ過法によって1.5マイクロメートルよりも大きな粒子を除去した
のち、中空糸膜管を使用するカラム濃縮および精製によって得た。上記のビーズベースの
多重化アッセイシステムを使用して試料を分析した。
【０７０４】
　以下のタンパク質に対する抗体を分析した。
a. 一般的小胞（MV）マーカー:CD9、CD81およびCD63
b. 前立腺MVマーカー:PCSA
c. 癌関連MVマーカー:EpCamおよびB7H3
【０７０５】
　試料は、以下のような品質試験に合格することを求められた。多重化蛍光強度中央値（
MFI）PSCA＋MFI B7H3＋MFI EpCam＜200ならば、その試料は、バックグラウンドを超える
シグナルの欠如のため、不合格である。トレーニングセットにおいて、六例の試料（三例
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の正常および三例の前立腺癌）が十分な品質スコアを達成せず、除外された。また、MFI
の上限を以下のように設定した。EpCamのMFIが＞6300であるならば、試験は上限スコアを
上回り、試料は癌ではない（すなわち、試験に関して「陰性」）と見なされる。
【０７０６】
　トレーニングセットタンパク質に対する六つの抗体のMFIスコアの結果にしたがって試
料を分類した。試料がPCa陽性と分類されるためには以下の条件が満たされなければなら
ない。
a. 一般的MVマーカーの平均MFI＞1500
b. PCSA MFI＞300
c. B7H3 MFI＞550
d. EpCam MFI 550～6300
【０７０７】
　84例の正常およびPCaトレーニングデータ試料を使用すると、試験は、正常試料に対す
るPCaの場合で感度98％および特異度95％であることがわかった。図9Aを参照すること。
正常と比較した場合のPCa試料のMFIの増加が図9Bに示されている。PSAおよびPCA3試験に
比べて、この実施例に提示されたPCa試験は、スクリーニングされる正常な男性1000名の
うち、PCaを有しない約220名が不必要な生検を受けずに済む結果をもたらすことができる
。
【０７０８】
実施例22:ミクロスフェア小胞前立腺癌アッセイプロトコール
　この例において、小胞PCa試験は、前立腺癌患者の血漿由来の小胞上に存在するタンパ
ク質バイオマーカーのセットを検出するためのミクロスフェアベースの免疫アッセイであ
る。試験は、以下のタンパク質バイオマーカー:CD9、CD59、CD63、CD81、PSMA、PCSA、B7
H3およびEpCAMに特異的な抗体を用いる。抗体でコートされたミクロスフェアによる小胞
の捕捉ののち、小胞特異的バイオマーカーの検出のために、フィコエリスリン標識された
抗体を使用する。患者の血漿由来の小胞へのこれらの抗体の結合のレベルに依存して、前
立腺癌の有無の決定を行う。
【０７０９】
　小胞は、上記に記載されるように単離される。
【０７１０】
ミクロスフェア
　特異的抗体をミクロスフェア（Luminex）に結合したのち、ミクロスフェアを合わせて
、L100-C105-01、L100-C115-01、L100-C119-01、L100-C120-01、L100-C122-01、L100-C12
4-01、L100-C135-01およびL100-C175-01からなるミクロスフェアマスタミックスを製造す
る。xMAP（登録商標）Classification CalibrationミクロスフェアL100-CAL1（Luminex）
をLuminex LX200機器のための機器較正試薬として使用する。xMAP（登録商標）Reporter 
CalibrationミクロスフェアL100-CAL2（Luminex）をLuminex LX200機器のための機器レポ
ーター較正試薬として使用する。xMAP（登録商標）Classification Controlミクロスフェ
アL100-CON1（Luminex）をLuminex LX200機器のための機器対照試薬として使用する。xMA
P Reporter ControlミクロスフェアL100-CON2（Luminex）をLuminex LX200機器のための
レポーター対照試薬として使用する。
【０７１１】
捕捉抗体
　本実施例において、以下の抗体を用いて、小胞上の個別のタンパク質標的に結合するこ
とによってある特定の集団の小胞を捕捉するのに用いるためのLuminexミクロスフェアを
コーティングする:a．マウス抗ヒトCD9モノクローナル抗体は、ミクロスフェアL100-C105
をコーティングして*EPCLMACD9-C105を作製するために用いられるIgG2bであり；b．マウ
ス抗ヒトPSMAモノクローナル抗体は、ミクロスフェアL100-C115をコーティングしてEPCLM
APSMA-C115を作製するために用いられるIgG1であり；c．マウス抗ヒトPCSAモノクローナ
ル抗体は、ミクロスフェアL100-C119をコーティングしてEPCLMAPCSA-C119を作製するため
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に用いられるIgG1であり；d．マウス抗ヒトCD63モノクローナル抗体は、ミクロスフェアL
100-C120をコーティングしてEPCLMACD63-C120を作製するために用いられるIgG1であり；e
．マウス抗ヒトCD81モノクローナル抗体は、ミクロスフェアL100-C124をコーティングし
てEPCLMACD81-C124を作製するために用いられるIgG1であり；f．ヤギ抗ヒトB7-H3ポリク
ローナル抗体は、ミクロスフェアL100-C125をコーティングしてEPCLGAB7-H3-C125を作製
するために用いられるIgG精製抗体であり；かつg．マウス抗ヒトEpCAMモノクローナル抗
体は、ミクロスフェアL100-C175をコーティングしてEPCLMAEpCAM-C175を作製するために
用いられるIgG2b精製抗体である。
【０７１２】
検出抗体
　本アッセイ法では、以下のフィコエリスリン（PE）標識抗体を検出プローブとして使用
する:a．EPCLMACD81PE:マウス抗ヒトCD81 PE標識抗体は、捕捉された小胞上のCD81を検出
するために用いられるIgG1抗体であり；b．EPCLMACD9PE:マウス抗ヒトCD9 PE標識抗体は
、捕捉された小胞上のCD9を検出するために用いられるIgG1抗体であり；c．EPCLMACD63PE
:マウス抗ヒトCD63 PE標識抗体は、捕捉された小胞上のCD63を検出するために用いられる
IgG1抗体であり；d．EPCLMAEpCAMPE:マウス抗ヒトEpCAM PE標識抗体は、捕捉された小胞
上のEpCAMを検出するために用いられるIgG1抗体であり；e．EPCLMAPSMAPE:マウス抗ヒトP
SMA PE標識抗体は、捕捉された小胞上のPSMAを検出するために用いられるIgG1抗体であり
；f．EPCLMACD59PE:マウス抗ヒトCD59 PE標識抗体は、捕捉された小胞上のCD59を検出す
るために用いられるIgG1抗体であり；かつg．EPCLMAB7-H3PE:マウス抗ヒトB7-H3 PE標識
抗体は、捕捉された小胞上のB7-H3を検出するために用いられるIgG1抗体である。
【０７１３】
試薬調製
　抗体精製:表12における以下の抗体を販売業者から受け取り、精製し、以下のプロトコ
ールに従って所望の作用濃度に調整する。
【０７１４】
　（表１２）PCaアッセイ法用の抗体

【０７１５】
　抗体精製のプロトコール:Pierce製のProtein G樹脂（Protein G spinキット、prod #89
979）を用いて抗体を精製する。フィルタ付きのP-200チップから作製したマイクロクロマ
トグラフィーカラムを精製に使用する。
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【０７１６】
　各マイクロカラムに、100μlのProtein G樹脂をPierceキットの100μlの緩衝液ととも
に充填する。数分待って樹脂を沈ませた後、カラムを乾燥させないようにしながら、必要
に応じてP-200ピペットマンで空気圧をかけて緩衝液を排出する。カラムを0.6mlの結合緩
衝液（pH7.4、100mMリン酸緩衝液、150mM NaCl；Pierce，Prod #89979）で平衡化する。
抗体をカラムに加える（＜1mgの抗体をカラムに充填する）。カラムを1.5mlの結合緩衝液
で洗浄する。5本のチューブ（1.5ml微量遠心分離チューブ）を調製し、10μlの中和溶液
（Pierce，Prod #89979）を各チューブに加える。キットの溶出緩衝液により、5本のチュ
ーブそれぞれに各チューブ100μl（計500μl）で抗体が溶出する。Nanodrop（Thermo sci
entific，Nanodrop 1000分光光度計）を用いて、各画分の相対的吸光度を280nmで測定す
る。最も高いOD読み取り値を有する画分を下流の使用のために選択する。Pierce製のSlid
e-A-Lyzer Dialysis Cassette（Pierce，prod 66333，3KDaカットオフ）を用いて、0.25
リットルのPBS緩衝液に対して試料を透析する。4℃で継続的に撹拌しながら、緩衝液を2
時間ごとに最低3回交換する。次いで、透析した試料を1.5ml微量遠心分離チューブに移し
、ラベルを付け、4℃（短期間）または-20℃（長期間）で保存することができる。
【０７１７】
　ミクロスフェアワーキングミックスの組み合わせ:ミクロスフェアワーキングミックスM
WM101には、表13の最初の4列の抗体、ミクロスフェア、およびコーティングされたミクロ
スフェアが含まれる。
【０７１８】
　（表１３）抗体－ミクロスフェアの組み合わせ

【０７１９】
　ミクロスフェアを、以下のプロトコールに従って、上記に挙げた個々の抗体でコーティ
ングする。
【０７２０】
　タンパク質のカルボキシル化ミクロスフェアに対する2段階カルボジイミドカップリン
グのためのプロトコール:この手順全体にわたり、ミクロスフェアを光への長期の暴露か
ら保護しなくてはならない。ミクロスフェアとともに提供されている商品情報シート（xM
AP technologies、MicroPlex（商標）Microspheres）に記載されている指示に従って、カ
ップリングしていないミクロスフェアのストックを再懸濁する。5×106個のミクロスフェ
アのストックをUSA Scientific製の1.5ml微量遠心分離チューブに移す。ミクロスフェア
のストックを室温にて≧8000×gでの1～2分間の微量遠心分離によってペレットにする。
上清を除去し、ペレットにしたミクロスフェアを、ボルテックスおよびおよそ20秒間の超
音波処理によって100μlのdH2O中に再懸濁する。ミクロスフェアを室温にて≧8000×gで
の1～2分間の微量遠心分離によってペレットにする。上清を除去し、洗浄したミクロスフ
ェアを、ボルテックスおよびおよそ20秒間の超音波処理（Branson 1510，Branson ULTras
onics Corp.）によって80μlの100mMリン酸二水素ナトリウム、pH6.2中に再懸濁する。10
μlの50mg/mlスルホ-NHS（Thermo Scientific、Cat# 24500）（dH2O中に希釈）をミクロ
スフェアに加え、ボルテックスによって穏やかに混合する。10μlの50mg/ml EDC（Thermo
 Scientific、Cat# 25952-53-8）（dH2O中に希釈）をミクロスフェアに加え、ボルテック
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スによって穏やかに混合する。ミクロスフェアを10分間隔でボルテックスによって穏やか
に混合しながら、室温で20分間インキュベートする。活性化したミクロスフェアを室温に
て≧8000×gでの1～2分間の微量遠心分離によってペレットにする。上清を除去し、ミク
ロスフェアをボルテックスおよびおよそ20秒間の超音波処理によって250μlの50mM MES、
pH5.0（MES、Sigma、Cat# M2933）中に再懸濁する。（PBS-1％ BSA＋アジド(PBS-BN)(Sig
ma(P3688-10PAK＋0.05％ NaAzide(S8032))）以外をアッセイ緩衝液ならびに洗浄緩衝液と
して使用してはならない。）次いで、ミクロスフェアを室温にて≧8000×gでの1～2分間
の微量遠心分離によってペレットにする。
【０７２１】
　上清を除去し、ミクロスフェアをボルテックスおよびおよそ20秒間の超音波処理によっ
て250μlの50mM MES、pH5.0（MES、Sigma、Cat# M2933）中に再懸濁する。（PBS-1％ BSA
＋アジド(PBS-BN)(Sigma(P3688-10PAK＋0.05％ NaAzide(S8032))）以外をアッセイ緩衝液
ならびに洗浄緩衝液として使用してはならない。）次いで、ミクロスフェアを室温にて≧
8000×gでの1～2分間の微量遠心分離によってペレットにし、こうして50mM MES、pH5.0を
用いた2回の洗浄が完了する。
【０７２２】
　上清を除去し、活性化し、かつ洗浄されたミクロスフェアを、ボルテックスおよびおよ
そ20秒間の超音波処理によって100μlの50mM MES、pH5.0中に再懸濁する。125、25、5、
または1μgの量のタンパク質を再懸濁したミクロスフェアに加える。（注釈:1～125μgの
範囲で滴定を行って、特定のカップリング反応ごとに最適なタンパク質量を決めることが
できる。）50mM MES、pH5.0を用いて総容量を500μlにする。カップリング反応をボルテ
ックスによって混合し、室温で（Labquakeローテーター，Barnstead上で回転させること
によって）混合しながら2時間インキュベートする。カップリングしたミクロスフェアを
室温にて≧8000×gでの1～2分間の微量遠心分離によってペレットにする。上清を除去し
、ペレットにしたミクロスフェアをボルテックスおよびおよそ20秒間の超音波処理によっ
て500μlのPBS-TBN中に再懸濁する。（使用する特定の試薬、アッセイ条件、多重化レベ
ル等に対して濃度を最適化することができる。）
【０７２３】
　ミクロスフェアを室温で（Labquakeローテーター，Barnstead上で回転させることによ
って）混合しながら30分間インキュベートする。カップリングしたミクロスフェアを室温
にて≧8000×gでの1～2分間の微量遠心分離によってペレットにする。上清を除去し、ミ
クロスフェアをボルテックスおよびおよそ20秒間の超音波処理によって1mlのPBS-TBN中に
再懸濁する。（試料、検出抗体、またはSA-PEを添加するたびに、プレートをシーラーお
よび光遮断物（アルミホイル等）で覆い、オービタルシェーカー上に置き、15～30秒間90
0に設定して、ビーズを再懸濁する。その後、インキュベーションの期間中はスピードを5
50に設定すべきである。）
【０７２４】
　ミクロスフェアを≧8000×gでの1～2分間の微量遠心分離によってペレットにする。上
清を除去し、ミクロスフェアをボルテックスおよびおよそ20秒間の超音波処理によって1m
lのPBS-TBN中に再懸濁する。ミクロスフェアを≧8000×gでの1～2分間の微量遠心分離に
よってペレットにする（これにより、1mlのPBS-TBN を用いた計2回の洗浄となる）。
【０７２５】
　ミクロスフェアアッセイのためのプロトコール:複数のフィコエリスリン検出抗体の調
製は、実施例4に記載されているように使用した。システムマニュアルに従って、100μl
をLuminexアナライザ（Luminex 200、xMAP technologies）で解析する（高PMT設定）。
【０７２６】
　決定木:図10のような決定木を用いて、ミクロスフェアアッセイの結果を評価し、対象
が癌を有するかどうかを判定する。MFIの閾値限界を確立し、抗体に対するMFIスコアの結
果に従って試料を分類して、試料が、解析を行うのに十分なシグナルを有するかどうか（
例えば、第二の患者試料を入手し得る場合に、解析にとって有効な試料であるのか、また
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かを判定する。図10は、PCSA、PSMA、B7-H3、CD9、CD81、およびCD63を用いて得られたMF
Iを用いた決定木を示している。MFIが所定の閾値（TH）の標準偏差内にある場合、試料を
不確定と分類する。この場合、第二の患者試料を入手することができる。検証のために、
試料は、個々のテトラスパニンで小胞を捕捉する際およびすべてのテトラスパニンで標識
する際に、十分なシグナルを有しなければならない。前立腺特異的マーカーのいずれか（
PSMAまたはPCSA）が陽性と見なされ、かつ癌マーカー（B7-H3）も陽性と見なされる場合
、検証に合格する試料は陽性と称される。
【０７２７】
　結果:実施例23を参照されたい。
【０７２８】
実施例23:ミクロスフェア小胞PCaアッセイの性能
　本実施例では、小胞PCa試験は、前立腺癌患者の血漿に由来する小胞上に存在する一組
のタンパク質バイオマーカーを検出するためのミクロスフェアベース免疫アッセイである
。本試験は、実施例22の試験と同様に、以下に示した変更を加えて行われる。
【０７２９】
　本試験では、循環微小胞を検出するように設計された多重化免疫アッセイが用いられる
。本試験では、血漿などの患者試料中に存在する微小胞を捕捉するためにPCSA、PSMA、お
よびB7H3が用いられ、捕捉された微小胞を検出するためにCD9、CD81、およびCD63が用い
られる。本アッセイの出力は、微小胞上に個々の捕捉タンパク質および検出タンパク質を
含有する微小胞の抗体捕捉および蛍光標識抗体検出に起因する蛍光強度中央値(MFI)であ
る。PSMAまたはPCSA、およびB7H3タンパク質を含有する微小胞のMFIレベルが経験的に求
められた閾値を上回れば、本試験より試料は「陽性」である。閾値を決定するための方法
は、参照によりその全文が本明細書に組み入れられる2011年4月6日出願の「Circulating 
Biomarkers for Disease」と題する国際特許出願第PCT/US2011/031479号の実施例33にお
いて示されている。これらの2つの微小胞捕捉カテゴリーのうちいずれか1つが、経験的に
求められた閾値より少ないMFIレベルを示せば、試料は「陰性」と決定される。または、
ある特定の閾値を満たさないMFI値のために試料MFIが陽性結果または陰性結果をはっきり
と生じなければ、または反復データの統計値のばらつきが大きすぎるのであれば、「不確
定」の結果が報告される。本試験の「判定不能」解釈は、この患者試料が分析には不適当
な微小胞品質を含んでいたことを示している。経験的に得られた閾値を求める方法につい
ては国際特許出願第PCT/US2011/031479号の実施例33を参照されたい。
【０７３０】
　本試験では、実施例22と同様に以下のタンパク質バイオマーカー:CD9、CD59、CD63、CD
81、PSMA、PCSA、およびB7H3に対する特異的抗体が用いられる。試料が陽性、陰性、また
は不確定と称されるかどうかを判定するために、表14に概説したように決定規準を設定す
る。実施例22も参照されたい。試料が陽性と判定されるためには、反復は、テトラスパニ
ンマーカー(CD9、CD63、CD81)、前立腺マーカー(PSMAまたはPCSA)、およびB7H3について
求められた4つ全てのMFIカットオフを超えなければならない。PSMAおよびPCSAからの3回
の反復が両方とも、またはB7H3抗体からの3回の反復のいずれかがカットオフMFI値にまた
がるのであれば、試料は不確定と判定される。テトラスパニンマーカー(CD9、CD63、およ
びCD81)、前立腺マーカー(PSMAまたはPCSA)、B7H3の少なくとも1つがMFIカットオフより
少なければ、試料は陰性と判定される。
【０７３１】
　（表１４）各捕捉抗体のMFIパラメータ
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【０７３２】
　生検によって確認されたPCaのある患者またはPCaのない患者296人からなるコホートに
おいて、小胞PCa試験を高濃度PSAと比較した。結果のROC曲線を図11に示した。示したよ
うに、小胞PCa試験の曲線下面積(AUC)は0.94であったのに対して、同じ試料における高濃
度PSAのAUCは0.68しかなかった。PCa試料は、高いPSA値のために発見される可能性があっ
た。従って、この集団はPSAに有利なようにゆがめられており、このことが、AUCが本当の
臨床の場において観察されるものより高い理由である。
【０７３３】
　933例の患者血漿試料からなるコホートにおいて小胞PCa試験をさらに行った。結果を表
15にまとめた。
【０７３４】
　（表１５）933人の患者コホートにおける小胞PCa試験の性能

【０７３５】
　表15に示したように、小胞PCa試験は、精度85％の場合、86％特異度レベルで85％感度
レベルに達した。対照的に、感度85％でPSAは特異度が約55％であり、特異度86％でPSAは
感度が約5％であった。図11。933例の試料の約12％は判定不能または不確定であった。患
者由来の試料を再収集および再評価することができた。933例の試料を対象にした小胞PCa
試験のAUCは0.92であった。
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【０７３６】
実施例24:前立腺癌を検出するための小胞タンパク質アレイ
　本実施例では、前立腺癌患者の血漿に由来する小胞上に存在する一組のタンパク質バイ
オマーカーを検出するために、タンパク質アレイ、具体的には、抗体アレイを用いて小胞
PCa試験を行う。アレイは、以下のタンパク質バイオマーカー:CD9、CD59、CD63、CD81に
特異的な捕捉抗体を含む。前記のように、例えば、実施例20に記載のように、小胞を単離
する。PCaのリスクのある男性、例えば、50歳以上の男性の血漿から小胞をろ過および単
離した後に、血漿試料を、様々な捕捉抗体を含むアレイとインキュベートする。アレイに
ハイブリダイズした患者血漿由来小胞に結合する、PSMA、PCSA、B7H3、およびEpCAMに対
する蛍光標識検出抗体の結合レベルに応じて、前立腺癌の有無を判定する。
【０７３７】
　第二のアレイ形式では、小胞を血漿から単離し、CD9、CD59、CD63、CD81、PSMA、PCSA
、B7H3、およびEpCamを含有するアレイにハイブリダイズさせる。捕捉された小胞を、Cy3
および/またはCy5で標識された非特異的小胞抗体でタグ化する。蛍光を検出する。結合パ
ターンに応じて、前立腺癌の有無を判定する。
【０７３８】
実施例25:miRを用いたBPHおよびPCaの区別
　9人の正常男性個人および9人の第3期前立腺癌個人の血漿由来小胞に由来するRNAを、Ex
iqon mIRCURY LNA マイクロRNA PCRシステムパネルによって分析した。Exiqon 384ウェル
パネルでは750種類のmiRが測定される。試料を、Universal cDNA合成キット(UniSp6 CP)
に由来する合成RNAスパイクインに対する対照プライマーに対して正規化した。各表示(BP
HまたはPCa)の3つのデータセット全体での各プローブの正規化された値の平均をとった。
平均CV％が20％を超えるプローブは分析に使用しなかった。
【０７３９】
　結果分析から、BPH試料中の数種類のマイクロRNAが第3期前立腺癌試料と比較して2倍以
上過剰発現していたことが明らかになった。これらのmiRには、表16に示したように、hsa
-miR-329、hsa-miR-30a、hsa-miR-335、hsa-miR-152、hsa-miR-151-5p、hsa-miR-200a、
およびhsa-miR-145が含まれる。
【０７４０】
　（表１６）BPH対PCaにおいて過剰発現していたmiR

【０７４１】
実施例26:対照試料およびPCa試料におけるmiR-145
　図12は、対照試料におけるmiR-145および前立腺癌試料におけるmiR-145を比較している
。実施例12と同様にRNAを収集した。対照には、PSA<4ng/mlおよび良性直腸診(DRE)の>75
歳の白人および>65歳のアフリカ系アメリカ人が含まれる。図から分かるように、miR-145
はPCa試料において低発現であった。miR-145は、初期/低悪性度PCaの患者と良性前立腺変
化(例えば、BPH)の患者を見分けるのに有用である。
【０７４２】
実施例27:小胞診断アッセイの性能を向上させるmiR
　本明細書に記載のように、血漿患者試料中にある小胞を濃縮し、診断、予後判定、また
はセラノーシス用の測定値を得るために評価した。患者試料の小胞分析には、本明細書に
記載のような小胞表面バイオマーカー、例えば、表面抗原、および/または小胞ペイロー
ド、例えば、mRNAおよびマイクロRNAの検出が含まれる。小胞中のペイロードを評価して
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、アッセイ性能を向上させることができる。例えば、図13Aは、小胞中のmiR分析を用いて
、偽陰性を真陽性に変換し、それによって感度を改善するためのスキームを示す。このス
キームでは、小胞表面抗原分析によって陰性と判定された試料は、小胞を用いてペイロー
ドを評価することによって真陰性または真陽性とさらに確認される。同様に、図13Bは、
小胞中のmiR分析を用いて、偽陽性を真陰性に変換し、それによって特異度を改善するた
めのスキームを示す。このスキームでは、小胞表面抗原分析によって陽性と判定された試
料は、小胞を用いてペイロードを評価することによって真陰性または真陽性とさらに確認
される。
【０７４３】
　前立腺癌の診断検査には、前立腺癌の有無を示す小胞を検出するために、患者の血液試
料から小胞を単離することが含まれる。例えば、実施例20～23を参照されたい。血液は血
清または血漿でもよい。小胞は、特定の小胞表面抗原を認識する「捕捉抗体」を用いた捕
捉によって単離される。前立腺癌診断アッセイ用の表面抗原には、一般的に、血中にある
小胞上に存在し、従って、一般的小胞バイオマーカーとして働くテトラスパニンCD9、CD6
3、およびCD81、前立腺特異的バイオマーカーであるPSMAおよびPCSA、ならびに癌特異的
バイオマーカーB7H3が含まれる。捕捉抗体は蛍光標識ビーズに繋ぎ止められ、捕捉抗体ご
とにビーズは異なって標識されている。捕捉された小胞は、テトラスパニンCD9、CD63、
およびCD81に対する蛍光標識「検出抗体」を用いてさらに強調される。ビーズからの蛍光
および検出抗体からの蛍光は、前立腺癌診断アッセイ用の表面抗原を発現する、血漿試料
中の小胞の量を求めるために用いられる。試料中の蛍光レベルは、前立腺癌のある試料を
区別することができる参照レベルと比較される。本実施例では、小胞ベースの前立腺癌診
断アッセイの性能を向上させるためにマイクロRNA分析が用いられる。
【０７４４】
　図13Cは、小胞ベースの前立腺癌診断アッセイによって評価された試料中のmiR-107検出
の結果を示す。図13Dは、小胞ベースの前立腺癌診断アッセイによって評価された試料中
のmiR-141検出の結果を示す。これらの図において、小胞診断アッセイによって判定され
た真陽性(TP)、小胞診断アッセイによって判定された真陰性(TN)、小胞診断アッセイによ
って判定された偽陽性(FP)、および小胞診断アッセイによって判定された偽陰性(FN)の指
示されたmiRの正規化レベルをy軸に示した。図13Cに示したように、miR-107を用いると、
偽陰性と真陰性が区別されることによって小胞アッセイの感度が高まる(p=0.0008)。図13
Eは、異なる試料コホートを使用した、前立腺癌を有しない患者と比較した前立腺癌患者
の血漿cMV中のmiR-107増大の確認を示す。同様に、図13Dはまた、miR-141を用いると、偽
陰性と真陰性が区別されることによって小胞アッセイの感度が高まることを示す(p=0.000
1)。miR-141を添加した結果を表17に示した。miR-574-3pも同じように機能する。
【０７４５】
　（表１７）PCaを対象とした小胞ベース試験へのmiR-141の追加

【０７４６】
　本実施例では、前立腺癌を示す表面抗原を介して小胞を検出し、小胞中のmiRを調べる
ことによってシグネチャーの性能をさらに増強する。すなわち、特異度に悪影響を及ぼす
ことなく感度を上げる。この一般的な方法は、小胞の表面抗原または情報価値のある他の
特徴が調べられる任意の状況について拡張することができ、次いで、特徴付けを向上させ
るために1種または複数種の追加バイオマーカーが用いられる。従って、1種または複数種
の追加バイオマーカーはmiRである。これらはまた、mRNA、可溶性タンパク質、脂質、糖
質、および関心対象の表現型を特徴付けるのに有用な他の任意の小胞結合生物学的実体も
含んでよい。
【０７４７】
実施例28:小胞単離および検出方法



(234) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

　本発明の方法を実施するために、小胞の単離および検出のために前記の技術に加えて当
業者に公知の多数の技術を使用することができる。以下は、このようないくつかの方法の
例示である。
【０７４８】
ガラスマイクロビーズ
　Illumina, Inc. San Diego, CA, USAからVeraCode/BeadXpressとして入手可能。工程は
以下の通りである。
1. 使用可能なカルボキシル基に抗体を直接結合体化することによってビーズを調製する
。
2. ビーズ表面にある非特異的結合部位をブロックする。
3. ビーズを小胞濃縮試料に添加する。
4. 結合しなかった小胞が除去されるように、試料を洗浄する。
5. 小胞に特異的に結合する検出抗体として蛍光標識抗体を適用する。
6. 結合しなかった検出抗体が除去されるように、プレートを洗浄する。
7. 小胞の存在を判定するためにプレートウェルの蛍光を測定する。
【０７４９】
酵素結合免疫測定法(ELISA)
　ELISAを行う方法は当業者に周知である。工程は大まかには以下の通りである。
1. 既知量の捕捉抗体が結合している表面を調製する。
2. 表面にある非特異的結合部位をブロックする。
3. 小胞試料をプレートに適用する。
4. 結合しなかった小胞が除去されるように、プレートを洗浄する。
5. 小胞に特異的に結合する検出抗体として酵素結合一次抗体を適用する。
6. 結合しなかった抗体－酵素結合体が除去されるように、プレートを洗浄する。
7. 酵素によって色シグナル、蛍光シグナル、または電気化学シグナルに変換される化学
物質を適用する。
8. 小胞の存在および量を求めるために、プレートウェルの吸光度、蛍光シグナル、また
は電気化学シグナル(例えば、電流)を測定する。
【０７５０】
エレクトロケミルミネッセンス検出アレイ
　Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, USAから入手可能である。
　1.　5mLの最適の緩衝液(例えば、PBS、TBS、HEPES)および75μLの1％ Triton X-100(0.
015％最終)を組み合わせることによってプレートコーティング緩衝液を調製する。
　2.　コーティングしようとする捕捉抗体を希釈する。
　3.　プレートコーティング緩衝液(Tritonを含む)を用いて、1ウェルあたり5μLの希釈
捕捉抗体を調製する。
　4.　誘電体を破らないように注意しながら、5μLの希釈捕捉抗体を作用電極表面の中心
に直接適用する。液滴は誘電体バリアの端までだんだんと広がるが、通過しないはずであ
る。
　5.　プレートを蓋をせずに、一晩放置する。
【０７５１】
　小胞含有試料および標識検出抗体を含有する溶液をプレートウェルに添加する。検出抗
体は、エレクトロケミルミネッセント化合物、MSD SULFO-タグ標識で標識された抗標的抗
体である。試料中に存在する小胞は、電極に固定化された捕捉抗体に結合し、標識検出抗
体は小胞上の標的に結合して、サンドイッチを完成する。エレクトロケミルミネッセンス
検出に必要な環境を設けるために、MSDリード(read)緩衝液を加える。プレートをリーダ
ーに挿入し、プレート電極に電圧を印加すると、標識が電極表面に結合して発光する。リ
ーダーは発光の強度を検出して、試料中の小胞の量を定量測定する。
【０７５２】
ナノ粒子
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　それぞれの金ナノ粒子セットに別々の抗体が結合している複数の金ナノ粒子セットを調
製する。濃縮された微小胞を1種類のビーズタイプとガラススライド上で37℃で4時間イン
キュベートする。十分な量の標的が存在すれば、赤色から紫色に色が変化する。標的ごと
に別々にアッセイを行う。金ナノ粒子は、Nanosphere, Inc. of Northbrook, Illinois, 
USAから入手可能である。
【０７５３】
ナノサイト(Nanosight)
　光学的粒子検出を用いて、一つまたは複数の小胞の直径を求めることができる。発明の
名称が「粒子の光学的検出および分析(Optical Detection and Analysis of Particles)
」であり、2010年6月6日に発行された米国特許第7,751,053号、および発明の名称が「粒
子の光学的検出および分析」であり、2010年7月15日に発行された米国特許第7,399,600号
を参照されたい。試料中の特異な小胞または小胞集団の量を評価できるように、粒子を標
識および計数することもできる。
【０７５４】
実施例29:CRC細胞株および患者試料におけるKRAS配列決定
　KRAS RNAを、CRC細胞株に由来する小胞から単離し、配列決定した。RNAをcDNAに変換し
た後に、配列決定した。表18において列挙した細胞株において配列決定を行った。
【０７５５】
　（表１８）CRC細胞株およびKRAS配列

【０７５６】
　表18および図14から、細胞株に由来するゲノムDNAにおいて検出された突然変異は、細
胞株に由来する小胞内に含まれるRNAにおいても検出されたことが分かる。図14は、HCT11
6細胞における、小胞mRNAに由来するcDNAの配列(図14A)およびゲノムDNAに由来するcDNA
の配列(図14B)を示す。
【０７５７】
　12例のCRC患者試料のKRASを配列決定した。表19に示したように、全て野生型(WT)であ
った。RNA抽出中に、全ての患者試料をDNase処理した。単離された小胞からRNAを抽出し
た。12人全員の患者のGAPDHが増幅されたことは、RNAが患者達の小胞に存在していたこと
を証明している。
【０７５８】
　（表１９）CRC患者試料およびKRAS配列
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【０７５９】
　患者がKRAS 13G>A突然変異陽性だと分かっている患者試料において、CRC患者試料の腫
瘍からのKRAS突然変異は同じ患者からの血漿由来小胞においても同定することができた。
図14は、この患者における、血漿中の小胞mRNAに由来するcDNAの配列(図14C)を示し、新
鮮凍結パラフィン包埋(FFPE)腫瘍試料に由来するゲノムDNAの配列(図14D)も示す。
【０７６０】
実施例30:タンパク質－核酸複合体の免疫沈降
　この実施例は、Ago2、アポリポタンパク質AIおよびGW182との複合体に含まれる血漿中
のmiRNAのレベルを検査した。具体的には、Ago2、アポリポタンパク質AIおよびGW182に対
する抗体との共免疫沈降ののち、miRNAレベルを評価した。
【０７６１】
　免疫沈降を実施するために、ヒト血漿を、Ago2、アポリポタンパク質AI、GW182およびI
gG対照に対する、プロテインGビーズに結合した抗体とともにインキュベートした。ビー
ズを調製するために、10μgの抗AGO2（ab57113, lot GR29117-1, Abcam、Cambridge, MA
）、抗アポAI（PA1-22558, Thermo Scientific, Waltham, MA）、抗GW182（A302-330A, B
ethyl Labs, Montgomery, TX）または抗IgG（sc-2025, Santa Cruz, CA）をMagnabindプ
ロテインGビーズ（Cat. #21349, Thermo Scientific）またはDynabeadプロテインG（Cat.
 #100.04D, Invitrogen, Carlsbad, CA）にコンジュゲートした。ビーズ200μlを1.5mlエ
ッペンドルフ管に入れ、磁気分離器（Cat. #S1509S, New England Biolabs, Ipswich, MA
）上に1分間配置した。貯蔵バッファを取り出し、捨てた。ビーズをリン酸緩衝食塩水（P
BS）200mlで一回洗浄した。抗体を、200μl PBS中、室温（RT）で30分間、次いで4℃でさ
らに90分間、ビーズに結合させた。抗体結合ビーズを磁気分離器上に1分間配置した。結
合していない抗体を取り出し、捨てた。ビーズを氷冷PBSで三回洗浄した。
【０７６２】
　抗体コンジュゲートビーズをPBS 200μl中に再懸濁させ、正常な対象（すなわち癌を有
しない）由来のヒト血漿200μlと混合した。混合物をThermo Scientific Labquake Shake
r/Rotisserie上、4℃で一晩転動させた。一晩インキュベートしたのち、ビーズを磁気分
離器上に1分間または溶液が明澄になるまで配置した。ビーズを、冷PBS 200μlで三回、



(237) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

およびNP-40洗浄バッファ（1％NP-40、50mMトリスHCl、pH7.4、150mM NaClおよび2mM EDT
A）200μlで一回、洗浄した。NP-40バッファ洗浄ののち、試料を冷PBS 200μlでさらに一
回すすいだ。ビーズを磁気分離器上に1分間配置した。ビーズをPBS200μl中で元の出発量
に戻した。試料の3/4を前記（Arroyo et al., 2011）のようなRNA単離に使用した。残り
をウェスタン分析のために－20℃で貯蔵した。
【０７６３】
　単離されたRNAを、miR-16およびmiR-92aに関し、ABI Taqman検出キットABI_391およびA
BI_431（Applied Biosystems, Carlsbad, CA）それぞれを使用してスクリーニングした。
RNAを合成基準に対して数量化した。上清を捕集し、選択されたmiRNA（miR-16およびmiR-
92a）に関して分析した。検出されたmiR-16およびmiR-92aのレベルを図15に示す。図15A
および図15Bにそれぞれ示すように、Magnabeadsを使用すると、miR-16およびmiR-92aは、
IgG対照よりもずっと高いレベルでAgo2およびGW182と共免疫沈降した（「ビーズ」と印さ
れたバーを比較）。Dynabeadsとの共免疫沈降は、さらには調査しなかった技術的理由の
ため、うまく行かなかった。
【０７６４】
　ヒト血漿由来のmiRNAの潜在的供給源には、小胞および／または循環Ago2結合リボ核タ
ンパク質複合体（RNP）を含む。miRは、GW182の捕捉を使用して、AGO1～4との複合体およ
び小胞から同時に単離することができる。この実施例は、ヒト血漿中でmiR-16およびmiR-
92aがAGO2およびGW182と共免疫沈降することを示す。
【０７６５】
実施例31:細胞、小胞、およびタンパク質－核酸複合体のフロー分析およびフローソーテ
ィング
　本実施例は、細胞、循環小胞（cMV）、およびタンパク質－核酸複合体のフロー分析お
よびフローソーティングのためのプロトコールを提供する。関心対象のマーカーを認識す
る任意の適切な抗体を使用することができる。本プロトコールは、異なる試料供給源に対
して、例えば、細胞培養物または様々な体液に由来する細胞、小胞、および複合体の分析
などに対して適用することができる。
【０７６６】
1) マイクロRNA複合体のフローソーティング
　特定の組織に由来する循環マイクロRNAは、微小胞および他のマイクロRNA複合体を単離
するための組織特異的バイオマーカーを使用して単離することができる。この実施例は、
ヒト血漿中のPCSA/Ago2ダブルポジティブ部分集団中のマイクロRNAが前立腺癌を非癌から
区別することができることを示す。
【０７６７】
　実施例17におけるように、前立腺癌対象3名および非前立腺癌男性対象3名由来の血漿試
料を処理して小胞を濃縮した。濃縮した小胞を、最適濃度の抗PCSA抗体、前立腺特異的バ
イオマーカーおよびAgo2（ab57113, lot GR29117-1, Abcam, Cambridge, MA）を使用して
染色した。使用した抗体は、PEで標識された抗PCSAおよびFITCで標識された抗Ago2であっ
た。対応するアイソタイプ対照抗体を使用して陽性ゲートをセットして陽性領域および陰
性領域を画定した。図16に示すような領域に基づいてソートされた集団を選択した。Beck
man Coulter MoFlo-XDPセルソータおよびフローサイトメータを使用して、ソートされた
イベントが純度＞90％であることを保証するための高純度ソーティングモード（すなわち
「Purify 1/Drop」）を使用して、陽性イベントを単離した。MoFlo-XDPは、毎秒50,000イ
ベントまでの速度で二つの集団をソートすることができる。粒子ソートの純度および効率
を保証するために、レートは平均で毎秒200～300イベントであった。陽性イベントを三つ
の2ml管にソートし、その後のmiR分析のために取っておいた。
【０７６８】
　ソートしたら、各前立腺特異的部分集団由来のマイクロRNA含量を評価した。濃縮され
た血漿由来の微小胞全体の比較を実施したとき、前立腺癌（PrC）試料と非癌試料（すな
わち正常）との間でmiR-22の差次的発現はほとんど認められなかった（図17A）。各PCSA/
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Ago2二重集団から単離された全RNAからのmiR-22の平均コピー数レベルでも同様な結果が
認められた（図17B）。マイクロRNAレベルを考慮に入れないならば、各血漿試料からのPC
SA/Ago2ダブルポジティブイベントの数は癌を非癌から有意に区別しなかった（図17C）。
しかし、各ソートからのmiR-22の認められたコピーの数を各ソートからのイベントの特定
の数で割ると、前立腺癌と非癌との間に明確な隔たりが認められた（図17D）。この後者
の場合、すべてのPCa血漿試料中で、正常と比較して、より高いPCSA/Ago2ダブルポジティ
ブ複合体あたりのmiR-22のレベルが認められた。
【０７６９】
　プロトコルは、はじめにcMVを認識するための抗テトラスパニン抗体によって小胞を検
出することによってcMVを検出および/またはソートするように拡張することができる。た
とえば、まず、試料を、PEマウス抗ヒトCD9、BD555372、PEマウス抗ヒトCD63、BD556020
およびPEマウス抗ヒトCD81、BD555676による染色ののち、ソートすることができる。次い
で、上記のように、ソートされた小胞をPCSA/Agoに関して評価することができる。
【０７７０】
2）細胞および小胞のフローソート
　Beckman Coulter MoFlo（商標）XDPフローサイトメーターおよびセルソーターを使用し
て、VCaP細胞およびVCaP小胞上の表記タンパク質の発現を測定した。細胞染色のために、
VCaP細胞を分離させ、PBS中で洗浄した。約3×106個の細胞をFcブロック溶液（Innovex B
iosciences, part #NB309）1ml中に再懸濁させ、4℃で10分間インキュベートした。100μ
lアリコート（細胞3×105個）を染色管に移し、洗浄バッファー（eBiosciences, cat #00
-4222）500μl中で一度洗浄し、PBS-BN（リン酸緩衝食塩水、pH6.4、1％BSAおよび0.05％
アジ化Na）80～100μlおよび前最適化濃度の表記抗体中に再懸濁させた。抗体/細胞溶液
を暗所中、4℃で30分間インキュベートし、PBS-BN 100μl中で一度洗浄し、PBS-BN 250μ
l中に再懸濁させ、MoFlo分析装置で分析した。
【０７７１】
　評価の前に、FITCおよびPEのための市販の補正用ビーズをSummit Softwareの統合補正
ソフトウェアとともに使用してサイトメーターを補正した。細胞の場合、線形FSCチャネ
ルのゲインは2.5であり、線形SSCは電圧491および1.0のゲインを有し、FL1は電圧433およ
び1.0のゲインを有し、FL2は電圧400および1.0のゲインを有した。小胞の場合、より小さ
な粒子の検出を増すために、FSCのゲインを3.5に増し、FL1の電圧を501に増し、FL2の電
圧を432に増した。
【０７７２】
　また、Beckman Coulter MoFlo（商標）XDPフローサイトメーターおよびセルソーターを
使用して、様々な小胞集団を以下のやり方でソートした。表記タンパク質に対する最適化
濃度の抗体を使用して循環MV（cMV）を染色した。対応するアイソタイプ対照抗体を使用
して陽性ゲートをセットして、陽性領域および陰性領域を画定した。MoFloソーターを使
用して、ソートされるイベントが純度＞90％であることを保証するために高純度ソートモ
ード（すなわち「1滴精製」）を使用して陽性イベントを単離した。MoFloは、毎秒50,000
イベントまでの速度で二つの集団をソートすることができる。しかし、これらのソートの
場合、粒子ソートの純度および効率を保証するために、速度は平均で毎秒200～300イベン
トであった。ソートされた集団のアリコートを使用してサイトメーター中で再び実施され
たその後の評価が、集団の純度＞90％を確認した。陽性イベントを2ml管中にソートする
。ソートされた小胞は、さらなる分析のために使用することができ、たとえば、ソートさ
れた小胞内のmiR含量を評価することができる。
【０７７３】
実施例32:循環微小胞の免疫沈降精製のためのプロトコル
　この実施例は、二つのマーカーに対する抗体を使用して循環微小胞（cMV）を免疫沈降
させるためのプロトコルを提供する。所望の関心対象小胞マーカーを捕捉する任意の適切
な抗体を使用することができる。プロトコルはさらに、様々な体液由来の小胞の分析のよ
うな、様々な試料供給源に適用することができる。この実施例においては、PCSAおよびCD
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9に対する抗体を使用して、前立腺特異的小胞を血漿から二重に免疫沈降させる。
　1）関心対象由来の血漿1mlを解凍する。たとえば、前立腺癌を有する対象または対照、
たとえば前立腺癌を有しない正常な男性。
　2）濃縮されていない血漿を、血漿に対する抗PCSA-PEコンジュゲート抗体40μlおよび
抗CD9-FITC45μlで染色する。
　3）混合し、室温の暗所で30分間インキュベートする。
　4）300kDカラムを使用して血漿を1mlから300μlに濃縮して非結合抗体を除去する。
　5）濃縮された血漿50μlを取り出し、確保して、出発含量を決定する。フロー分析のた
めに保存し、4℃で貯蔵する。
　6）染色された濃縮物の残り250μlに抗FITCマイクロビーズ20μlを加える。
　7）暗色でインキュベートし、シェーカ上で30分間冷蔵する。
　8）マグネットから離れたところでカラムを分離バッファ（Miltenyi）100μl×3で洗浄
することによってMultiSortカラム（Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA）を準備する。
　9）抗FITCマイクロビーズ（Miltenyi）とともに30分間のインキュベーションのち、バ
ッファ200μlを加えて粘度を下げることにより、染色かつ標識された血漿を希釈する。ま
だ濃すぎるならば、さらに希釈する。
　10）血漿溶液約470μlを、マグネット上に位置する第一の洗浄されたカラム、カラム1
の上に加える。
　11）血漿溶液をフロースルーさせる。
　12）洗液100μl×2を上貯蔵部に加えて非磁化粒子を除去する。
　13）カラム1の全フロースルーは約670μlである。表現型のために保存する。
　14）カラム1をマグネットから外す。
　15）バッファ300μlを加え、プランジャを強く押して磁化cMVをカラム1から取り出す。
　16）Multisort解放試薬（Miltenyi）10μlを保持量（300μl）に加える。
　17）混合し、4℃の暗所で10分間インキュベートする。
　18）必要ならば、任意選択の洗浄工程を実施して、解放されたマイクロビーズを除去す
ることができる。
　19）MultiSort停止試薬（Miltenyi）20μlをcMV溶液に加える。
　20）抗PE MultiSortビーズ（Miltenyi）20μlを加える。
　21）混合し、4℃の暗所で30分間インキュベートする。
　22）溶液を、マグネット上にある第二のカラム、カラム2の上に加える。
　23）フロースルーさせ、フロースルーとして捕集する。
　24）さらに100μlを加えて、任意の非磁化粒子をカラム2から洗い落とす（約450μl）
。
　25）フロースルーを捕集し、フロー評価のために取っておく。
　26）カラム2をマグネットから外し、バッファ300μlを加える。
　27）プランジャを強く押して保持された細胞を押し出し、フロー評価のために取ってお
く。
　28）解放試薬10μlを加えてビーズを切断する。
　29）4℃の暗所で10分間インキュベートする。
　30）停止試薬20μlを加える。
　31）フロー評価へと移す。
【０７７４】
　小胞はまた、所望により、単一の抗体・カラム工程を使用して試料中で免疫沈降させる
こともできる。たとえば、前立腺特異的小胞は、抗PSCA抗体を用いる単一の免疫沈降を実
施することによって捕捉することができる。
【０７７５】
フロー分析
　上記のように捕集した五つの集団をフローサイトメトリーによって分析する。1）最初
の分離されていない血漿、2）フロースルーカラム1、3）保持されたカラム1、4）フロー
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スルーカラム2、および5）保持されたカラム2。全集団が、上記で加えたCD9-FITCおよび
抗PCSA-PEを有した。ビーズは除去されたが、しかしPEコンジュゲート抗体はcMV上に残留
し、フローサイトメトリーで評価することができた。
　1）cMVの溶液を、cMV／イベントの数量化のためのTruCount管に移す。
　2）Beckman Coulter MoFlo-XDPセルソータを使用するフローサイトメトリーによって評
価する。TruCount管（Beckman Coulter）に基づいてイベントの数を算出する。
【０７７６】
　このプロトコールを用いる小胞免疫沈降のために、その他のマーカー、例えば本明細書
の表5に列挙されたものなどを使用することができる。例えば小胞は、MFG-E8、PCSA、マ
ンマグロビン、SIM2、NK-2Rのうちの1つ以上を用いて免疫沈降されている。免疫沈降され
た小胞を、さらなる分析、例えば、小胞レベルの決定のために、または、免疫沈降された
小胞に関連する他のマーカー、例えば表面抗原またはペイロードの評価のために、使用す
ることができる。
【０７７７】
実施例33:血漿cMV中のmiRNA発現のcMVレベルへの正規化
　この実施例は、細胞タイプ特異的cMV表面タンパク質マーカーの蛍光強度、免疫沈降お
よび核酸検出を組み合わせることによって体液中のmiRNA発現を正規化する方法を示す。
この手法は、関心対象のグループ間のバイオマーカーシグナルの増幅を可能にする。この
実施例は、前立腺癌において上方制御されることが示されているマイクロRNAであるmiR-2
2を使用して、前立腺癌の対象および正常（すなわち非前立腺癌）由来の血漿試料を区別
するためのこの手法を説明する。たとえば、Zhang et al. microRNA-22, downregulated 
in hepatocellular carcinoma and correlated with progonosis, suppresses cell prol
iferation and tumourigenicity. Br J Cancer 103:1215-20 (2010)を参照すること。
【０７７８】
　実施例32に概説した手法を使用して、前立腺癌および正常ドナー由来の血漿微小胞を、
抗CD9抗体（CD9-FITC BD Biosciences Catalog # 555371, BD Pharmingen, San Diego, C
A）および抗PCSA抗体（社内で調製）によって二重に免疫沈降させた。図18Aは、Beckman 
Coulter MoFlo-XDPセルソータおよびフローサイトメータを使用して陽性イベントを同定
する、例示的試料のための入力血漿を示す。図18A中、全血漿が主としてダブルネガティ
ブイベント（すなわちCD9-/PCSA-）を有することが見てとれる。R7と印された右上四半分
中にいくらかのダブルポジティブ（すなわちCD9+/PCSA+）がある。第一のCD9カラム上で
の捕捉、次いで解放および第二のPCSAカラムへの第二の捕捉を含む二重免疫沈降ののち、
認められたcMV集団は、CD9+/PCSA+ダブルポジティブイベントにおいて有意に濃縮されて
いる。二重免疫沈降後の集団を示す図18Bを参照すること。
【０７７９】
　上記集団を溶解させ、miRNA／mRNA含量に関して評価した。非処理の血漿中のmiR-22の
レベルは、癌試料よりも正常試料において高かった。図19Aを参照すること。濃縮血漿中
の全cMVから単離された全RNAからのmiR-22レベルに関しても同様な傾向が認められた。図
19Bを参照すること。しかし、単離されたCD9+/PCSA+cMV中のmiR-22の未処理のコピー数は
、非癌試料に比べて癌試料においてより高かった。図19Cを参照すること。各ダブルポジ
ティブcMV集団からのmiR-22の認められたコピーの数を、実施例20におけるように抗PCSA
を捕捉物質として使用して得られた対応するPCSA MFIと比較すると、この隔たりは増大し
た。図19Dを参照すること。
【０７８０】
　第二の実験において、上記方法を使用して、抗PCSA抗体を使用する単一の免疫沈降を実
施し、得られたcMV集団をフローサイトメトリーによって評価した。入力材料の例示的試
料のフロー分析の結果が図18Cに示されている。はじめ、PCSA+試料は少なかった。抗PCSA
抗体による免疫沈降ののち、集団はPCSA+cMVに関して高度に濃縮された。図18Dを参照す
ること。そして、この集団を溶解させ、前立腺癌ドナー血漿および正常ドナー血漿の両方
からのmiRNA/mRNA含量に関して評価した。図19E～19Gを参照すること。二重免疫沈降の場
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合と同様に、各PCSA陽性cMV集団からのmiR-22の認められたコピー数を、対応するPCSA MF
Iと比較すると、癌と正常との間の隔たりは増大した。
【０７８１】
実施例34:抗体捕捉miR発現の抗体レベルへの正規化のためのスコア
　この実施例は、循環微小胞（cMV）中のmiRNAのレベルを検出することによって癌患者由
来の血漿を非癌患者から区別するためのスコアを生成する方法を例示する。
【０７８２】
　前立腺癌患者および正常な個人（すなわち、前立腺癌を有しない）由来の血漿を1.2μM
フィルタでろ過したのち、150kDaカラムで濃縮してcMVを濃縮した。実施例17を参照する
こと。前立腺特異的cMVを計測するために、PEコンジュゲート抗PCSA抗体を濃縮物200μl
とともにインキュベートした。Miltenyi磁気カラムを使用することにより、PCSA標識濃縮
物をPCSA発現性cMVに関して精製した。実施例32を参照すること。Qiagen miRNeasy（Qiag
en Inc., Valencia, CA）を使用して、PCSA発現性cMVを含有する保持されたビーズからRN
Aを単離した。PCSA標識濃縮物60μlを、PCSA、PSMA、B7H3、CD81、CD63およびCD9に対す
るHPLC精製抗体からなるミクロスフェアアッセイに付した。PCSA、PSMAおよびB7H3に対す
る抗体を捕捉物質として使用し、CD81、CD63およびCD9に対する蛍光標識された抗体を検
出物質として使用した。実施例22～23を参照すること。平均蛍光レベル（MFI）を記録し
た。
【０７８３】
　各試料濃縮物からRNAを単離した。ABI 7900（Applied Biosystems, life Technologies
, Carlsbad, CA）上で前増幅工程を用いるTaqmanアッセイを使用してmiR-22およびlet-7a
のコピー数を決定した。診断スコアを算出するために、各試料中のmiR-22およびlet-7aの
コピー数を10で乗じたのち、ミクロスフェアアッセイ法を使用して決定されたその試料中
のPCSAのMFIで割った。これらの値の合計をミクロスフェアアッセイからのPSMAのMFI値に
加えた。三つすべての値の平均が診断スコアを出し、それを使用して癌と正常とを識別し
た。換言するならば、診断スコアは、10*miR22/PCSA MFI、10*let-7a/PCSA MFIおよびPSM
A MFIの平均に等しい。
【０７８４】
　ランダムに選択した40例の試料を使用してスコアの閾値を決定した。癌を区別するため
の531以上のしきいスコアを使用して、感度83％および特異度63％の性能を得た。閾値が
水平破線によって示されている図20Aおよび20Bを参照すること。図20Cは、データを用い
て生成されたROC曲線を示す。AUCは0.77であった。この閾値を使用して、20例の試料の独
立コホートを分類した結果、感度82％および特異度67％の性能が得られた。
【０７８５】
実施例35:PCaのmiRNAシグネチャー
　この実施例は、前立腺癌を区別するために使用することができる循環微小胞（cMV）のm
iRNAシグネチャーを示す。
【０７８６】
　実施例34に記載された試料のうち、PCSA発現性cMVに関して精製された21例を使用して
、様々な試料集団を区別するマイクロRNAを同定した。試料コホートは、八つの前立腺癌
、三つの高度PIN、二つの炎症性疾患および六つの正常（すなわち非前立腺病状）を含む
ものであった。PCSA発現性cMVから単離されたRNAのmiR含量を、実施例25に記載されたExi
qonカードを使用して分析した。癌試料を有意に識別するmiRを同定するための統計的分析
を実施した。上位17種のmiRは、miR-182、miR-663、miR-155、mirR-125a-5p、miR-548a-5
p、miR-628-5p、miR-517*、miR-450a、miR-920、hsa-miR-619、miR-1913、miR-224*、miR
-502-5p、miR-888、miR-376a、miR-542-5p、miR-30b*およびmiR-1179を包含した。図21は
、miR-920（図21A）およびmiR-450a（図21B）の例示的プロットを示す。図示するように
、miR-920は、交絡疾患において過剰発現しているが、一方、miR-450aは癌において下方
制御されている。
【０７８７】
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実施例36:循環微小胞（cMV）中のタンパク質、mRNAおよびマイクロRNAバイオマーカーの
分析
　小胞タンパク質バイオマーカーは、ミクロスフェアベースのシステムを使用して分析さ
れる。関心対象の標的タンパク質に対する選択された抗体を差別的にアドレス指定可能な
ミクロスフェアにコンジュゲートする。たとえば、実施例22の方法を参照すること。コン
ジュゲーションののち、以下に記すように、抗体コートされたミクロスフェアを洗浄し、
PBS（Catalog # 37538, Thermo Scientific, a division of Thermo Fisher Scientific,
 Waltham, MA）中Starting Blockブロッキングバッファ中のインキュベーションによって
ブロックし、PBS中で洗浄し、血漿からの濃縮cMVとともにインキュベートする。cMVの捕
捉ののち、ミクロスフェア－cMV複合体を洗浄し、テトラスパニンCD9、CD63およびCD81に
対するフィコエリスリン（PE）標識検出抗体（すなわち、PE標識抗CD9、PE標識抗CD63お
よびPE標識抗CD81）とともにインキュベートし、洗浄したのち、ミクロスフェアリーダ上
で検出する。ミクロスフェア100個からの蛍光シグナルを計測し、差別的にアドレス指定
可能なミクロスフェアそれぞれ（それぞれが異なる捕捉抗体に対応する）の平均蛍光強度
（MFI）を算出する。上記テトラスパニン検出物質に加えて、検出物質と捕捉抗体との様
々な組み合わせを検査する。
【０７８８】
　患者試料中のcMVの総数を決定するためにフローサイトメトリーを使用する。患者血漿
試料を、PBS中で100倍に希釈したのち、1試料あたりのイベントの数量化のために、BD Tr
ucount管（BD Biosciences, San Jose, CA）中、室温（RT）で15分間インキュベートする
。Trucount管は、フローサイトメトリーによって試料ごとにイベントを正規化するために
使用することができる既知の数の蛍光ビーズを含有する。FACS Canto IIサイトメータ（B
D Biosciences）による試料獲得およびFlowJoソフトウェア（Tree Star, Inc., Ashland,
 OR）による分析を使用して、試料イベントの数および1管あたりのTrucountビーズの数を
決定する。1試料あたりの絶対数の計算は、必要ならば、製造者の取り扱い説明（BD Bios
ciences）および希釈係数による調節にしたがって得られる。
【０７８９】
　血漿試料由来のcMVを有するペイロードからmiRNAを検査する。cMVを濃縮し、修正Trizo
l法を使用してmiRNAを抽出する。簡潔にいうと、cMVを、RNアーゼAによって処理（20μg/
ml、37℃で20分間、Epicentre（登録商標）、Illumina（登録商標）社、Madison, WI）し
たのち、Trizol処理（各100μlに対しTrizol LS 750μl）し、室温で30分間、1400rpmで
ボルテックスする。遠心分離後、上清を捕集し、miRNeasy 96精製キット（Qiagen, Inc.,
 Valencia, CA）によってRNAをさらに精製し、－80℃で貯蔵する。RNA40ngを逆転写し、A
BI 7900（Applied Biosystems, life Technologies, Carlsbad, CA）上、Exiqon qRT-PCR
ヒトパネルIおよびIIに付す。たとえば、実施例13～14、25を参照すること。SDS 2.4ソフ
トウェア（Applied Biosystems）を使用してCT値を算出する。すべての試料をインタープ
レートキャリブレータおよびRT-PCR対照に対して正規化する。
【０７９０】
　また、血漿試料由来のcMVペイロード中のメッセンジャーRNA（mRNA）を検査する。上記
のように、cMVを単離し、RNアーゼAによって処理する。上記のように修正Trizol法を使用
してmRNAを抽出し、Qiagen RNeasyミニキットによって70％エタノール（Qiagen, Inc.）
で沈降させて精製する。捕集したRNAを逆転写し、一色遺伝子発現分析のためのAgilentの
「Low Input Quick Amp Labeling」キットを製造者の取り扱い説明（Agilent Technologi
es, Santa Clara, CA）にしたがって使用してCy-3標識する。標識した試料を、Agilentの
Whole Genome 44K v2アレイにハイブリダイズさせ、製造者の仕様（Agilent Technologie
s）にしたがって洗浄する。Agilent Bスキャナ（Agilent Technologies）上でアレイをス
キャンし、Feature Extractor（Agilent Technologies）ソフトウェアによってデータを
抽出する。抽出したデータをグローバル正規化法によって正規化し、GeneSpring GXソフ
トウェア（Agilent Technologies）によって分析する。
【０７９１】
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　血漿由来のcMVの特定の部分集団からmiRNAおよびメッセンジャーRNAの両方を検査する
ことができる。たとえば、cMVを濃縮したのち、免疫沈降を使用して、PCSAに関して陽性
である集団を単離する。実施例32～33を参照すること。上記のようにPCSA+cMVを単離し、
miRNAおよびmRNAを単離し、分析する。同じ方法を使用して、関心対象の様々な小胞表面
抗原に対する様々な捕捉物質を使用して単離された小胞のmiRNAおよびmRNA含量を検査す
る。加えて、一つより多い表面抗原に関して陽性である小胞を単離することができる。実
施例32～33を参照すること。
【０７９２】
　正規化した分析対象値をR（The R Project for Statistical Computingから入手可能、
www.r-project.org）またはSASソフトウェア（SAS Institute Inc., Cary, NC）の中にイ
ンポートする。分析の前に、データを、適切な品質管理手段を使用してフィルタリングし
、変換する。分析は以下のように実施する。
【０７９３】
シグネチャー性能評価（事前に指定されたシグネチャーまたは新規シグネチャーの場合）
　上記方法（すなわち、単離された小胞集団のペイロード分析）を使用して生成された試
料セットを使用して、臨床転帰の非盲検化または試料の臨床検査室検査の非盲検化のいず
れかの前に完全に指定されるバイオシグネチャーの性能を評価することができる。そのよ
うな場合、シグネチャーは、事前に指定されたものとみなされ、すべての試料に関する予
測される転帰を得るために、修正されない状態で、この試料セットに関する新たな分析対
象物データに適用されなければならない。事前に指定されたシグネチャーの性能は、予測
された転帰と真の転帰とを比較することによって評価される（たとえば、診断感度、特異
度および精度に関して）。統計は性能推定値および信頼区間を含む。
【０７９４】
　事前に指定されないシグネチャー（すなわち、臨床転帰および試料の検査室検査結果の
両方の先見によって導出されるもの）の場合、これらの試料はさらに、シグネチャーの性
能を評価するために使用されてもよい。しかし、潜在的に偏った性能の推定を減らすため
に、以下に説明するように、マーカー選択およびクラス予測工程を含むk分割交差妥当化
ループ内にネストされた状態で統計的分析を実施する。
【０７９５】
新規シグネチャーの場合のマーカー選択
　マーカーは、当業者に公知の一般的に適用される技術のサブセットを使用する、疾患転
帰との関連に関する検査によって統計的に情報提供的であるならば、新規シグネチャーに
含まれる。それらは、1）ウェルシュ検定―分散が等しくないときのグループ平均間の差
に関するロバストなパラメトリック統計検定、2）ウィルコクソン（Wilcoxon）符号順位
検定―ROC AUCの改善（0.50超）を示すものと解釈することができるロバストなノンパラ
メトリック統計検定、3）Youden's J―マーカーに関する、すべての可能な診断閾値にか
けて最大の感度および特異度の組み合わせとして算出されるものを含む。統計的有意性は
並べ替え検定によって評価する。
【０７９６】
　マーカーは、実施された統計検定の数に関して検定が有意であるならば、統計的に情報
提供的と判断される。より具体的には、たとえば偽発見率閾値を使用して、またはファミ
リーワイズエラー率の制御により、1比較あたりのp値を複数の検定に関して調節する。
【０７９７】
新規シグネチャーの形成
　上記マーカー選択段階で情報提供的マーカーのサブセットが同定されたら、十分に確立
されたモデル化技術を使用して新規なマルチマーカーモデルを形成する。フルトレーニン
グデータセットのモデルをトレーニングすることによってシグネチャーのためのパラメー
タを推定し、「シグネチャー性能評価」の下で記載されているように、「事前に指定され
ないシグネチャー」のための手法を使用してシグネチャーの性能を評価する。これらの工
程においては、判別分析、サポートベクターマシン、ロジスティック回帰および決定木を
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れ、それにしたがって最適なマーカーパネルが同定される。
【０７９８】
　利用可能ならば、関心対象の臨床変数のデータセットに対してさらなる事後分析を実施
する。そのような変数としては、年齢、民族、PSAレベル、直腸内触診（DRE）結果、以前
の生検の回数、生検および生検結果の適応症（たとえばHGPIN、異型、BPH、前立腺炎また
は前立腺癌）などがある。そのような分析は、以前に画定されたモデルに共変量または層
別変数を導入することによって実施される。p値は複数の検定に関して補正される。
【０７９９】
実施例37:循環微小胞（cMV）における生物学的経路発現
　この実施例においては、cMV中のmRNAペイロードの発現プロファイリングを実施する。c
MV中に発現するmRNAの経路分析を実施して、もっとも有意な生物学的経路を同定する。
【０８００】
　全小胞集団中のmRNAをプロファイリングするために、実施例20に記載されたろ過および
濃縮を使用して、三つの前立腺癌試料および三つの非癌対照試料由来の血漿1mlからcMVを
単離した。血漿濃縮物100μlからRNAを抽出したのち、それを、RNアーゼAによる処理のの
ち、Trizol LS（Invitrogen, by life technologies, Carlsbad, CA）による溶解のため
の25μlアリコートに細分割した。四つのアリコートそれぞれからの水相を70％エタノー
ルで沈降させ、単一のQiagenミニRNA抽出カラム（Qiagen, Inc., Valencia, CA）上で合
わせ、30μl量に溶出させた。溶出したRNAは、標準的手段によって確実に数量化すること
は困難であることができる。したがって、10μl量をその後の標識反応に使用した。一色
遺伝子発現分析のためのAgilentからの「Low Input Quick Amp Labeling」キットにより
、製造者の取り扱い説明（Agilent Technologies, Santa Clara, CA）にしたがって、た
だし以下の変更を加えて、試料をcy-3標識した。1）第三の希釈比が1:5になるようにCy3
標識のためのスパイクインミックスを変更し、各試料に1μlを加えた。2）試料ごとにVac
ufugeを二重反復で使用して試料10μlを2.5μlの容量まで減量した。3）増幅された試料
の精製工程までプロトコル全体を通して各試料を二重反復で処理した。精製プロトコルの
開始時、2つ組の試料を合わせ、その後、カラムに通した。4）精製後、試料を数量化しな
かったが、精製された試料の全量をアレイにハイブリダイズさせた。次いで、標識された
試料を、製造者の取り扱い説明（Agilent Technologies）にしたがってAgilent Whole Ge
nome 44Kマイクロアレイにハイブリダイズさせた。Feature Extractorソフトウェア（Agi
lent Technologies）によってデータを抽出し、GeneSpring GX（Agilent Technologies）
によって分析した。表20中に見られるものを含め、4291種のmRNAが濃縮物中に存在するこ
とがわかった。GeneSpringソフトウェアを使用して、発現パターンと相関する経路を同定
した。上記分析にしたがうと、アンドロゲン受容体（AR）およびEGFR1経路が、小胞集団
中もっとも有意に発現した経路であった。ARおよびEGFR1経路のメンバーを表21に示す。
【０８０１】
　（表２０）全cMV中のmRNA発現
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【０８０２】
　（表２１）全cMV中の経路発現
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【０８０３】
　関連する一連の実験において、PCSA+cMV中の発現プロファイリングを実施した。実施例
32におけるような免疫沈降法を使用してPCSA+cMVを単離した。上記のようにAgilent Whol
e Genome 44Kマイクロアレイを使用して発現を実施した。表22中に見られるものを含め、
2402種のmRNAがPCSA捕捉試料中に見いだされた。TNF-α経路がもっとも有意に過剰発現し
た経路であった。TNF-α経路のメンバーを表23に示す。
【０８０４】
　（表２２）PCSA＋cMV中のmRNA発現
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【０８０５】
　（表２３）PCSA＋cMV中の経路発現

【０８０６】
　表24中の遺伝子はすべて、全cMV集団に比べてPCSA+cMV中で有意に下方制御されていた
。t検定をBenjamini and Hochberg偽発見率補正とともに使用して発現を比較した。有意
に差次的に発現したmRNAを表に示す（補正p値≦0.05）。
【０８０７】
　（表２４）全cMVに比べてPCSA+cMV中で下方制御されたmRNA
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【０８０８】
実施例38:循環微小胞（cMV）由来のmRNAのマイクロアレイプロファイリング
　高密度アレイ上の大規模スクリーニングまたはcMV内のmRNAレベルは、試料の量および
質によって妨げられることができる。前立腺癌を正常から区別するcMVペイロードmRNAの
ロバストな分析を可能にするためのプロトコルが開発された。
【０８０９】
　実施例20に記載されたようなろ過および濃縮を使用して、四つの前立腺癌試料および四
つの非癌対照試料の血漿1mlからcMVを単離した。血漿濃縮物100μlからRNAを抽出したの
ち、それを、RNアーゼAによる処理ののちTrizol LS（Invitrogen, by life technologies
, Carlsbad, CA）による溶解のための25μlアリコートに細分割した。四つのアリコート
それぞれからの水相を70％エタノールで沈降させ、一つのQiagenミニRNA抽出カラム（Qia
gen, Inc., Valencia, CA）上で合わせ、30μl量に溶出させた。溶出したRNAは、標準的
手段によって確実に定量化することは困難であることができる。したがって、10μl量を
その後の標識反応に使用した。一色遺伝子発現分析のためのAgilentからの「Low Input Q
uick Amp Labeling」キットを用い、製造者の取扱い説明（Agilent Technologies, Santa
 Clara, CA）にしたがって、ただし以下の変更を加えて、試料をcy-3標識した。1）第三
の希釈比が1：5になるようにCy3標識のためのスパイクインミックスを変更し、各試料に1
μlを加えた。2）試料ごとにVacufugeを二重反復で使用して試料10μlを2.5μlまで減量
した。3）増幅された試料の精製工程までプロトコル全体を通して各試料を二重反復で処
理した。精製プロトコルの開始時、2つ組の試料を合わせ、その後、カラムに通した。4）
精製後、試料を定量しなかったが、精製された試料の全量をアレイにハイブリダイズさせ
た。次いで、標識された試料を、製造者の取扱い説明（Agilent Technologies）にしたが
ってAgilent Whole Genome 44Kマイクロアレイにハイブリダイズさせた。特徴抽出（Feat
ure Extractor）ソフトウェア（Agilent Technologies）を用いてデータを抽出し、およ
びGeneSpring GX（Agilent Technologies）を用いて分析した。試料の少なくとも50％に
おいて発現を示した遺伝子を最終分析に含めた。これらの基準を満たす2155種のプローブ
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を検出した。2155種のうち、24種が、前立腺癌グループと対照グループとの間で有意に異
なる発現（p値＜0.05）を有することがわかった。表25および図22を参照すること。表25
は、四つの前立腺癌患者試料および四つ健康な対照試料中のcMV由来のmRNAペイロードの
間で有意に異なるふうに発現した24種の遺伝子を示す。図22は、マイクロアレイからの選
択された遺伝子の未加工のバックグラウンド減算蛍光値のドットプロットを示す：図22A
はA2ML1を示し、図22BはGABARAPL2を示し、図22CはPTMAを示し、図22DはRABAC1を示し、
図22EはSOX1を示し、図22FはETFBを示す。
【０８１０】
　（表２５）PCa試料および健康な試料由来のcMV中で差次的に発現したmRNA

表25中の略語:「遺伝子記号」は、アレイ上の各遺伝子項目に使用可能な名称を指す。各
遺伝子の詳細はAgilent（www.chem.agilent.com）またはHUGOデータベース（www.genenam
es.org）から入手可能である。「FCAbsolute」は、グループ間で検出されたmRNAレベルに
おける絶対的変動比を示す。
【０８１１】
実施例39:卵巣癌のための循環微小胞アッセイ
　この実施例において、小胞卵巣癌試験は、卵巣癌患者の血漿由来の小胞上に存在するタ
ンパク質バイオマーカーのセットを検出するためのミクロスフェアベースのイムノアッセ
イ法である。試験は、以下のタンパク質バイオマーカー:CD95、CD9、CD59、CD63、CD81お
よびEpCAMに対して結合特異性を有する抗体または他のリガンドもしくは結合物質（たと
えばアプタマー、ペプチド、ペプチド核酸）を用いる。CD95およびEpCAMに対する抗体（
または他の結合物質）でコートされたミクロスフェアによる小胞の捕捉ののち、フィコエ
リスリン標識された抗体を一般的小胞バイオマーカー（ここではCD9、CD59、CD63および
／またはCD81）の検出のために使用する。患者の血漿由来の小胞に対するこれらの抗体の
結合のレベルに依存して、卵巣癌の存在または非存在の決定を下す。
【０８１２】
　小胞は、たとえば上記実施例20に記載されたようにして単離される。そのようなタンパ
ク質バイオマーカーのためのプロファイリングそのものが、試験試料のプロフィールを参
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照試料のプロフィールと比較することにより、診断、予後判定またはセラノーシス用の読
み取り値を表すことができる。参照試料は、癌を有しない正常な試料中の微小胞のレベル
であることができ、CD95、CD9、CD59、CD63、CD81およびEpCAMを含む小胞のレベルの上昇
が卵巣癌の存在を示す。
【０８１３】
　加えて、バイオマーカーは、特定の試験試料をプロファイリング、同定または単離する
ために使用され、その特定の試験試料を、微小胞集団中に存在してもよい、または微小胞
集団と結合していてもよい、さらなるバイオマーカーに関してさらに調べることができる
。たとえば、微小胞の入力試料を、バイオマーカー（ここでは、CD95および／またはEpCa
mに結合する基体結合抗体）に特異的な結合物質を使用するアフィニティーまたは免疫沈
降工程に付し、および単離されたバイオマーカー陽性（BM＋）部分集団を、本明細書に開
示される、または当技術分野において公知である方法を使用してさらに処理して、微小胞
の部分集団中に存在するさらなるバイオマーカー（たとえばタンパク質、ペプチド、RNA
、DNA）の存在を特徴決定し、かつ判定する。
【０８１４】
　試験はさらに、本明細書中、たとえば実施例13～16に提示された方法を使用して、捕捉
された小胞内のマイクロRNAのレベルを評価することを含むことができる。マイクロRNAは
、miR-200cを含むmiR200ファミリーのメンバーを含む。非癌参照と比較して、低下したmi
R200マイクロRNAのレベルが卵巣癌の存在を示す。より低いmiR200レベルはさらに、より
高悪性度の癌を示す。
【０８１５】
実施例40:PCaにおいて差次的に発現したmiR
　前立腺癌（PCa）検出のための血液系バイオマーカーを見いだす試みは難航した。血液
中のマイクロRNA（miR）の数量化を使用して潜在的な遺伝子バイオマーカーを同定した。
この実施例は、血漿由来の循環微小胞（cMV）を細胞由来のmiRの濃縮供給源として使用し
て、PCa試料を健康な対照から区別することができるmiRバイオシグネチャーおよび転移性
PCaのmiRバイオシグネチャーを例示する。
【０８１６】
　前立腺癌の男性および対照（前立腺癌を有しないことを生検で確認済み）由来の血漿試
料のパネルを、本明細書に記載されるように、Exiqon RT-PCRパネルを使用して分析した
。TNMスケールを使用して、前立腺癌は、MX試料（遠隔転移評価せず）、M0試料（遠隔転
移なし）およびM1試料（遠隔転移確認済み）を含むものであった。
【０８１７】
　患者試料から単離した小胞中にmiRを検出した。修正Qiagen miRneasyプロトコル（Qiag
en GmbH, Germany）を使用して、各試料由来の凍結血漿濃縮物150μlからRNAを単離した
。修正プロトコルは、小胞内で保護されたRNAだけが各試料中で分析されるように単離の
前に濃縮試料をRNアーゼAで処理することを含むものであった。後続工程における正規化
のために、試料を既知の量の線虫（C. elegans）マイクロRNAでスパイクした。試料中の
小胞から単離されたRNA40ngを各Exiqonパネルに使用した。
【０８１８】
　Exiqon RT-PCRパネルは、750種のmiRおよび対照アッセイを包含する二つの384カードか
らなるものであった。ABI 7900（Life Technologies Corporation, Carlsbad, Californi
a）上で実施されるSybrグリーンアッセイを使用して、qRT-PCRアッセイを実施した。各mi
RアッセイのCt値をインタープレートキャリブレータ（IPC）プローブおよびRT-PCR対照の
Ct値に対して正規化した。いくつかの品質チェックを配置した。IPC Ct値が＞25であり、
RT-PCR Ct値が＞35であり、および試料が対照miR（すなわちmiR-16およびmiR-21）を増幅
しなかったとき、試料を分析から除外した。GeneSpringソフトウェア（Agilent Technolo
gies, Inc., Santa Clara, CA）を使用して試料データの主成分分析を実施してアウトラ
イアーを同定した。三つの試料が、これらの品質尺度を使用する認定に合格しなかったた
め、分析から除外された。
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【０８１９】
　以下に指定するようにデータを試料グループ間で対応のあるt検定に付し、p値をBenjam
ini and Hochberg偽発見率検定によって補正した。Taqmanプローブ手法を使用して、もっ
とも有意なp値を示すmiRを妥当化した。
【０８２０】
　非転移性PCa（n＝64）および正常対照（n＝28）試料において比較された750個のmiRの
うち10個が、P値＜0.01で＞2.0の倍率変化を有することがわかった。表26を参照すること
。妥当化セット（N＝168）において、hsa-miR-107（P＝0.03）およびhsa-miR-574-3p（P
＝0.02）の発現を検査した。いずれも、非転移性PCa（n＝133）試料と対照（n＝35）試料
との間で有意に異なった。
【０８２１】
　（表２６）非転移性前立腺癌 対 対照

【０８２２】
　転移性（n＝15）および非転移性（n＝55）試料の比較は、750個のmiRのうち16個が、P
値＜0.01で＞2.0の倍率変化を有することを見いだした。表27を参照すること。その後の
妥当化セット（転移性39および非転移性73）におけるこれらのmiRの数量化は、qRT-PCRに
よって検査されたいくつかのmiRが転移性PCaと非転移性PCaとを区別することができるこ
とを見いだした（hsa-miR-200b、hsa-miR-375、hsa-miR-141、hsa-miR-331-3p、hsa-miR-
181aおよびhsa-miR-574-3p）。別個のコホートにおいて、hsa-miR-141およびhsa-miR-375
のレベルは、非再発性PCa患者（n＝72）のcMV中よりも転移性PCa患者（n＝47）の血清由
来のcMV中で有意に高かった（P＝0.0001）。図23を参照すること。
【０８２３】
　（表２７）転移性 対 非転移性前立腺癌

【０８２４】
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　血液由来のcMVは、表現型を特徴決定するためのmiRバイオマーカーの供給源である。mi
Rのバイオシグネチャーは、非転移性PCa血液試料を対照から区別することができた。転移
性の血漿由来のcMV試料中、七つのmiRの発現が比較的高く、それらのうち二つ（hsa-miR-
141およびhsa-miR-375）はさらに、転移性の血清由来のcMV中で上昇するということが立
証された。この実施例は、前立腺癌の検出および転移性の症例の同定のためのcMVの血液
系miRバイオシグネチャーを提供する。
【０８２５】
実施例41:エキソソーム亜集団の単離およびその後のmiRプロファイル
　本実施例では、表面タンパク質組成物に基づいて特定された循環微小胞亜集団において
マイクロRNA(miR)発現パターンを調べた。前立腺癌細胞株(VCaP)から単離された小胞を、
本明細書に記載の方法を用いて、表面タンパク質組成物に基づいてフローソーティングし
た。小胞をmiR発現差異について評価した。EpCam、CD63、またはB7-H3を標的とするフィ
コエリトリン標識抗体を用いて、蛍光標識細胞分取によって小胞亜集団を分取した。各小
胞を個々の粒子として分析できるように、小胞をBeckman-Coulter MoFlo XDP(Beckman Co
ulter, Inc., Brea, CA)によって分取した。小胞表面に抗原が豊富にあるために、アイソ
タイプ対照を上回るFL2チャネル強度の大幅な変化があった。その後に、分取された小胞
亜集団をmiR発現によって調べた。EpCam、CD63、およびB7-H3陽性亜集団のmiRプロファイ
ルを全VCaP小胞集団のプロファイルと比較した。亜集団全体にわたって特異なmiR発現パ
ターンが観察され、全ての発現パターンが、全集団において観察された発現パターンと異
なっていた。群間でmiRの過剰発現および過小発現両方のパターンが観察された。これら
のデータから、小胞亜集団は、表面タンパク質マーカーならびにその遺伝子含有量、この
場合ではmiRに基づいて区別および分離できることが分かる。表面タンパク質組成物に基
づいて患者血漿から組織特異的小胞集団を単離し、次いで、表面タンパク質組成物および
遺伝子含有量の両方に基づいて分析する能力は、本明細書に記載のように診断、予後判定
、およびセラノーシスの用途に使用することができる。
【０８２６】
実施例42:肺癌を検出するためのマイクロRNA miR-497
　現在、肺癌を早期診断するための血液検査は無い。血漿試料から単離された循環微小胞
(cMV)中のマイクロRNAを調べた。実施例20に記載のように、小胞を単離した。トリゾル法
を用いて、血漿1mlに含まれる小胞からRNAを抽出した。定量Taqman(登録商標)RT-PCR法を
用いてマイクロRNAペイロードを検出した。16人の肺癌患者および15人の対照正常成人(す
なわち、肺癌無し)由来の血漿中のmiR-497の発現を調べた。2つの群間でmiR-497のコピー
数の有意差が観察された(p=0.0001)。図24Aを参照されたい。肺癌と正常試料とを区別す
るために、(血漿0.1ml中)1154コピーのmiR-497の閾値(図24Aの垂直線によって示される)
を用いて、88％の感度および80％の特異度で肺癌を検出した。
【０８２７】
　後続試験では、主に初期段階の疾患(IA期=9、IB期=9、IIA期=1、IIB期=2、III期=1、IV
期=2)からなる24人の非小細胞肺癌(NSCLC)患者および26人の健常個体由来の循環微小胞(c
MV)を凍結血漿1mlから単離した。肺癌患者および26人の対照正常成人(すなわち、肺癌無
し)由来の血漿試料に由来するcMV中のmiR-497の発現を調べた。患者の特徴を表28に示し
た。
【０８２８】
　（表２８）患者の特徴
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【０８２９】
　規準化されたコピー数の中央値は、正常個体については9000±307コピー/ml(±95％CIM
)およびNSCLC患者については27,500±1298コピー/ml(±95％CIM)であった。癌の閾値を0.
1ml試料中1570コピー(すなわち、15,700コピー/ml)に設定すると、アッセイの感度は79％
、特異度は81％、AUCは0.89であった。図24B～24Cおよび表29の結果を参照されたい。表2
9は、13,560コピー/mlおよび15,700コピー/mlのカットオフ閾値を用いた試験成績を示す
。感度または特異度を優先するように閾値を調節することができる。
【０８３０】
　（表２９）肺癌を検出するためのmiR-497

【０８３１】
実施例43:循環バイオマーカー診断アッセイの前向き分析
序文:
　非黒色腫皮膚癌を除くと、前立腺癌は、米国人男性を襲うもっとも一般的な癌である。
2010年、合衆国内で217,730例の新たな前立腺癌症例および32,050例の死亡例があった（
出典は国立癌研究所（National Cancer Institute））。前立腺癌の臨床態度は、十分に
分化した顕微鏡的腫瘍から、浸潤および転移の可能性が高い高悪性度の高悪性度癌までの
範囲である。
【０８３２】
　前立腺特異的抗原（PSA）検査が前立腺癌の効果的な管理に対して成した有意な貢献に
もかかわらず、この検査は、前立腺組織には特異的であるが、前立腺癌には特異的ではな
い抗原から生じる有意な欠点を有するものとして広く認識されている。正常なPSA値は現
在、4.0ng/mL未満であると考えられているが、しかしこのカットオフは相変わらず論議の
的である。血清PSAが4.0～10ng/mLの範囲内であるならば、反復生検（たとえば10～12回
のコア生検）を使用するとしても、前立腺生検で前立腺癌を発見する確率は約30％である
。NCCN（National Comprehensive Cancer Network）ガイドラインにおいては、前立腺生
検の場合で2.5ng/mLのPSAカットオフが推奨されている。アメリカ癌学会（American Canc
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er Society）ガイドラインは、PSAが2.5ng/mLよりも高いならば生検を考慮するよう推奨
している。
【０８３３】
　検査はPSA抗原に対して非常に特異的であるため、それは、前立腺癌と、良性前立腺肥
大症（BPH）および前立腺炎のような非悪性症状との両方において上昇する。さらに、す
べての前立腺癌が過剰なレベルのPSAを血清中に放出するわけではなく、PSAレベルは、多
様な他の要因、たとえば併用薬、年齢および人種によっても影響を受けることができる（
たとえば、アフリカ系米国人は相対的に高いPSAレベルを有することが多く、アジア系男
性は相対的に低いPSAレベルを有することが多い）。したがって、上昇したPSAは、可能性
のある前立腺癌の設定におけるリスクアセスメントエイドとして最適以下の臨床感度、特
異度および陽性予測値と関連している。現在の診断アルゴリズムに特異性を加える、前立
腺癌の診断を支援するための検査が必要とされている。
【０８３４】
微小胞の生物学:
　微小胞は、多様な細胞タイプにより、細胞膜の区域が自発的に陥入し、エキソサイトー
シスを受け、そして細胞外環境中に放出されるとき細胞内で生成されることができる。多
様な細胞タイプが、樹状細胞、腫瘍細胞、リンパ球、中皮細胞、上皮細胞および様々な組
織または臓器由来の細胞を含む微小胞を生成してもよい。微小胞は、血漿膜または内部膜
のいずれかに由来し、かつその後、細胞外環境中に放出される任意の膜結合粒子を含んで
もよい。微小胞は、血漿膜の部分のヘルニア化膨出（小疱形成）、分離および封止から、
または細胞起源の様々な膜結合タンパク質を含有する任意の細胞内膜結合小胞構造の搬出
から生じる脂質二重層膜によって画定された細胞由来構造である。これらは、腫瘍由来の
タンパク質に選択的に結合するホスト循環に由来する表面結合分子および微小胞またはエ
キソソーム内腔に含まれる分子、たとえば腫瘍由来のmiRNA、mRNAおよび細胞内タンパク
質を含んでもよい。微小胞はまた、膜フラグメントを含むことができる。Valadi et al. 
(2007)は、マスト細胞に由来する微小胞の組成および内容物をプロファイリングし、それ
らがマイクロRNA（miRNA、miR）およびメッセンジャーRNA（mRNA）を実質的に豊富に含む
ことを見いだした。加えて、微小胞中に見られるRNAのプロフィールは、サイトゾル中に
見られるRNAのプロフィールとは異なるものであった。たとえば、微小胞は、リボソームR
NAを含有していなかったが、しかし多数の19～22ヌクレオチドmiRNAを含有していた。図2
5A～Cは、培養によって増殖させた前立腺癌細胞株から超遠心分離法によって単離された
微小胞の透過型電子顕微鏡写真を示す。図25Aは、ガラススライドに結合したVcap由来の
微小胞の電子顕微鏡写真であり、図25Bは、Vcap由来の微小胞の走査型電子顕微鏡写真で
あり、図25Cは、ポリ-L-リジンでコートされたポリスチレンビーズに結合したVcap微小胞
の走査型電子顕微鏡写真である。
【０８３５】
　腫瘍細胞による微小胞の分泌ならびにタンパク質および核酸（たとえばmiRNA）の輸送
におけるそれらの関わりは、病理学的プロセスにおける微小胞の役割を実証する。微小胞
は、非限定的に、血漿、気管支肺胞洗浄液および尿を含む、多数の体液中に見いだされて
いる。他の生物学的機能として、微小胞は、細胞間通信に関与し、また、タンパク質、RN
A、DNA、ウイルスおよびプリオンの輸送ビヒクルとして働く。
【０８３６】
微小胞およびバイオマーカー:
　タンパク質バイオマーカーまたは腫瘍マーカーは、癌と関連しており、かつその測定ま
たは同定が疾患診断または臨床管理において有用である、血液または組織中に生じるタン
パク質分子を含む。
【０８３７】
　腫瘍マーカーは、非限定的に、以下を含む、多数の臨床目的に使用することができる。
（1）癌の存在に関する健康な集団または高リスク集団のスクリーニング、（2）癌または
特定のタイプの癌の診断を下すときの支援、（3）予後を判定するときの支援、および（4
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）治療モニタリングのサポート。
【０８３８】
　臨床決定を支援するバイオマーカーに関する研究は急増しており、過去数年間、多様な
遺伝子バイオマーカーが発見され、腫瘍患者のための治療決定を導くための使用に関して
妥当化されている（たとえば、結腸直腸癌患者におけるKRAS、乳癌患者におけるHer2-neu
過剰発現および非小細胞肺癌患者におけるEGFR）。しかし、今日利用可能な多くのタンパ
ク質バイオマーカーは、意志決定を支援するために臨床医によって求められる感度、特異
度および予測値を実証することができない。たとえば、癌胎児抗原（CEA）は、結腸直腸
癌患者において最初に同定されたタンパク質であるが、しかしそれ以来、膵臓、胃、肺お
よび乳房の悪性疾患を含む多様な悪性疾患ならびに多様な良性症状、たとえば肝硬変、炎
症性腸疾患、慢性肺疾患および膵炎において上昇することがわかった。もう一つの例が、
非粘液性卵巣癌腫の80％に存在する抗原であるCA-125であるが、しかしこれもまた、他の
悪性疾患、たとえば子宮内膜、膵臓、肺、乳房および結腸の悪性疾患ならびに多様な良性
症状、たとえば月経、妊娠および子宮内膜症において上昇する可能性がある。
【０８３９】
　腫瘍細胞によって産生される微小胞は、腫瘍細胞起源の分子、たとえばmiRNA、mRNAお
よびタンパク質を含有する。したがって、循環微小胞（cMV）の単離および濃縮は、腫瘍
関連バイオマーカーの高濃縮供給源を与える。
【０８４０】
　この実施例は、40～75歳の男性における前立腺癌の存在および／またはリスクの改善さ
れた評価を提供するバイオマーカーシグネチャー（バイオシグネチャー）を特徴とする、
微小胞ベースの診断検査を開発するためのプロトコルを例示する。この微小胞ベースの手
法はさらに、新生物性疾患の病期決定／モニタリング、治療的意志決定の支援および予後
の判定に使用されてもよい。
【０８４１】
　本明細書に記載されるように、本発明は、一部には、臓器限局性前立腺癌を有する男性
由来の血漿を前立腺癌を有しない男性から区別することができる、捕捉された循環微小胞
に基づく多重サンドイッチイムノアッセイ法（以下に説明する）を提供する。このアッセ
イ法は、前立腺癌患者由来の血漿中の微小胞上に存在するタンパク質バイオマーカーのセ
ットを検出するためのミクロスフェアベースのイムノアッセイ法を含む。アッセイ開発中
、数多くの微小胞表面抗原が検査され、最適化されたバイオシグネチャーパネルまたはマ
ーカーが選択された。この予備的手法は、以下のタンパク質バイオマーカー:CD9、CD63、
CD81、PCSA、B7H3およびPSMAに対する特異的抗体を用いた。
【０８４２】
　PSMAおよびPCSAはいずれも、前立腺上皮細胞から分泌される微小胞を単離するために使
用される前立腺特異的マーカーである。B7-H3は、形質転換細胞中に見られるタンパク質
バイオマーカーであり、かつ癌細胞由来の微小胞を同定するために使用される。CD9、CD6
3およびCD81は、大部分の上皮細胞および上皮細胞から分泌される微小胞の上に見られる
テトラスパニンまたは膜貫通タンパク質である。これらのテトラスパニンは一般的小胞マ
ーカーとして働く（表3を参照）。アッセイ中、様々な結合した微小胞の検出にはフィコ
エリスリン（PE）標識抗テトラスパニン抗体が使用される。患者の血漿由来の微小胞に対
するこれらの抗体の結合のレベルに依存して、前立腺癌の存在またはリスクとの相関の決
定が下される。
【０８４３】
　前立腺癌患者を前立腺癌を有しない男性と比較する後向き研究において、このアッセイ
フォーマットは、83％の感度および86％の特異度を示した。このバイオシグネチャーは、
前立腺癌のリスク増大のせいで前立腺生検を予定しているすべての男性から前向き的に集
められた試料のセットで検査される。
【０８４４】
　タンパク質バイオマーカーの使用に加えて、前立腺癌を検出し、かつ識別する感度およ
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び特異度を改善するためにmiRNA分子がアッセイに加えられる。これは、血漿からcMVを捕
集し、および濃縮し、特定のmiRNA種を抽出し、および計測し、前立腺癌とのそれらの相
関を決定することによって達成される。たとえば、前立腺癌または転移性前立腺癌の存在
と高い相関を有するmiRNAが上記実施例に提示されている。
【０８４５】
目的:
　この前向き研究の目的は、血液試料由来の前立腺癌の検出において高い精度を提供する
微小胞ベースの前立腺癌特異的バイオシグネチャーを同定および／または確認することで
ある。より具体的には、目的は、可能性のある前立腺癌の評価のために泌尿器科専門医に
まわされる男性集団における前立腺癌の検出において支援になるアッセイ法を開発するこ
とである。アッセイ性能標的は、≧10のコア超音波誘導生検の不完全なゴールドスタンダ
ードに基づくROC分析において、≧0.80のAUCで≧80％の感度および≧80％の特異度を含む
。
【０８４６】
所期用途:
　この実施例に記載される循環微小胞（cMV）アッセイ法は、ヒト血漿中の微小胞中の特
定のバイオマーカーの計測のためのものである。アッセイ法は、PSAの上昇および／また
は直腸内触診（DRE）の異常によって前立腺癌のリスクが高いとみなされ、前立腺生検の
候補とされてもよい40～79歳の男性における前立腺癌の検出における支援として使用され
るためのものである。
【０８４７】
治験設計:
　定められた包含基準を満たす、前立腺生検を予定されているすべての男性から血液試料
を捕集する。試料を目録化し、適切なフォーマットで貯蔵する。症例報告書に収集した関
連データを電子的に記憶し、紙のコピーを相応にファイリングする。試料捕集プロトコル
（図25Dを参照）に指定されているように血液を血漿へと処理し、凍結し、捕集の場所（
たとえば病院または介護者のオフィス）からアッセイの場所まで輸送し、そこで処理し、
タンパク質バイオマーカーおよび核酸バイオマーカーの両方に関して検査する。循環微小
胞を血漿から単離し、分別ろ過法によって濃縮する。濃縮した微小胞を、生検で確認され
た前立腺癌を有する男性由来の少なくとも50例の前立腺癌試料および同じ場所から生検で
陰性であった男性由来の少なくとも50例の試料のトレーニングセットにおいて、タンパク
質およびmiRNAバイオマーカーに関して検査する。合衆国内の少なくとも三つの異なる捕
集場所からの試料を使用する。
【０８４８】
　PCaの存在と相関する潜在的バイオマーカーに関してタンパク質およびRNAの両方を検査
する。
【０８４９】
方法:
　Luminex 200計器システム上でタンパク質バイオマーカー選択を実施する。選択した抗
体を、製造者の推奨プロトコルにしたがってLuminex Corp.からの差別的にアドレス指定
可能なミクロスフェアにコンジュゲートする。コンジュゲーションののち、以下に記すよ
うに、コートされたミクロスフェアを洗浄し、PBS（Thermo Scientific, cat# 37538）中
Starting Blockブロッキングバッファ中のインキュベーションによってブロックし、リン
酸緩衝食塩水（PBS）中で洗浄し、血漿由来の濃縮cMVとともにインキュベートする。ビー
ズ結合抗CD9、抗B7H3、抗PCSAおよび抗PSMAを使用してcMVを捕捉したのち、ミクロスフェ
ア－cMV複合体を洗浄し、次いでフィコエリスリン標識検出抗体（PE-CD9、PE-CD63および
PE-CD81）とともにインキュベートし、洗浄したのち、Luminex 200上で読み取る。標準プ
ロトコルは、ミクロスフェア100個からの蛍光シグナルを計測し、差別的にアドレス指定
可能なミクロスフェアそれぞれ（それぞれが異なる捕捉抗体に対応する）の平均蛍光強度
（MFI）を算出することを含む。上記テトラスパニン検出物質に加えて、検出物質と捕捉
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抗体との様々な組み合わせを検査する。たとえば、所望により、表5における前立腺また
は他のマーカーバイオマーカーを評価する。
【０８５０】
　評価される様々な集団中のcMVの総数をアッセイするためにフローサイトメトリーを使
用する。適量の血漿試料を、PBS中で100倍に希釈したのち、1試料あたりのイベントの数
量化のために、BD Trucount管（BD Biosciences, San Jose, CA）中、室温で15分間イン
キュベートする。Trucount管は、フローサイトメトリーによって試料ごとにイベントと匹
敵させることができる正確な数の蛍光ビーズを含有する。FACS Canto IIサイトメータ（B
D Biosciences）による試料獲得およびFlowJoソフトウェア（Tree Star, Inc., Ashland,
 OR）によるその後の分析が、試料イベントの数および1管あたりのTrucountビーズの数を
明らかにする。最後に、BDからの取り扱い説明にしたがって1試料あたりの絶対数の計算
を得たのち、希釈係数によって調節する。
【０８５１】
　また、血漿試料由来のcMV由来のマイクロRNAを検査する。cMVを濃縮し、Trizol法を使
用してcMVからmiRNAを抽出する。簡潔にいうと、cMVを、RNアーゼA（Epicentre Biotechn
ologies, Madison, WI）処理したのち（20μg/ml、37℃で20分間）、Trizol処理し（各10
0μlに対しTrizol LS 750μl）、室温で30分間、1400rpmでボルテックスする。遠心分離
後、上清を捕集し、RNAを、miRNeasy 96（Qiagen, Inc., Valencia, CA）精製キットによ
ってさらに精製し、－80℃で貯蔵する。RNA 40ngを逆転写し、ABI 7900（Applied Biosys
tems, Life Technologies, Carlsbad, CA）上、Exiqon qRT-PCRヒトパネルIおよびII（Ex
iqon, Inc., Woburn, MA）に付す。SDS 2.4ソフトウェア（Applied Biosystems）によっ
てCT値を算出する。すべての試料をインタープレートキャリブレータおよびRT-PCR対照に
対して正規化する。
【０８５２】
　また、血漿試料由来のcMVからメッセンジャーRNAを検査する。血漿試料のcMVからメッ
センジャーRNAを検査する。まず、cMVを単離し、RNアーゼA 229μg/mlによって37℃で20
分間処理する。次いで、Trizol法を使用してメッセンジャーRNAを抽出し、Qiagen RNeasy
ミニキットによって70％エタノールで沈降させて精製する。試料RNAを逆転写し、一色遺
伝子発現分析のためのAgilentの「Low Input Quick Amp Labeling」キットを製造者の取
り扱い説明にしたがって使用して、cy-3標識する。標識した試料を、AgilentのWhole Gen
ome 44K v2アレイにハイブリダイズさせ、製造者の仕様（Agilent Technologies, Inc., 
Santa Clara, CA）にしたがって洗浄する。Agilent Bスキャナ上でアレイをスキャンし、
Feature Extractor（Agilent Technologies）ソフトウェアによってデータを抽出する。
抽出したデータをグローバル正規化法によって正規化し、GeneSpring GX（Agilent Techn
ologies）ソフトウェアによって分析する。
【０８５３】
　血漿由来のcMVの特定の部分集団からmiRNAおよびメッセンジャーRNAの両方を検査する
。たとえば、cMVを濃縮したのち、磁気免疫沈降を使用して、PCSAに関して陽性である集
団を単離する。単離ののち、修正Trizol法を使用してmiRNAを抽出する。簡潔にいうと、c
MVをRNアーゼA（Epicentre）処理したのち（20μg/ml、37℃で20分間）、Trizol処理し（
各100μlに対しTrizol LS 750μl）、室温で30分間、1400rpmでボルテックスする。遠心
分離後、上清を捕集し、miRNeasy 96（Qiagen）精製キットによってRNAをさらに精製し、
－80℃で貯蔵する。RNA 40ngを逆転写し、ABI 7900上、Exiqon qRT-PCRヒトパネルIおよ
びIIに付す。SDS 2.4ソフトウェア（Applied Biosystems）によってCT値を算出する。す
べての試料をインタープレートキャリブレータおよびRT-PCR対照および／またはcMVの数
に対して正規化する。血漿試料のcMVからメッセンジャーRNAを検査する。まず、cMVを単
離し、RNアーゼA（Epicentre）229μg/mlによって37℃で20分間処理する。次いで、修正T
rizol法を使用してメッセンジャーRNAを抽出し、Qiagen RNeasyミニキットによって70％
エタノールで沈降させて精製する。試料RNAを逆転写し、一色遺伝子発現分析のためのAgi
lentの「Low Input Quick Amp Labeling」キットを製造者の取り扱い説明にしたがって使
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用して、cy-3標識する。標識した試料を、AgilentのWhole Genome 44K v2アレイにハイブ
リダイズさせ、製造者の仕様にしたがって洗浄する。Agilent Bスキャナ上でアレイをス
キャンし、Feature Extractor（Agilent Technologies）ソフトウェアによってデータを
抽出する。抽出したデータをグローバル正規化法によって正規化し、GeneSpring GX（Agi
lent Technologies）ソフトウェアによって分析する。
【０８５４】
　正規化した分析対象値をR（cran.org）およびSASソフトウェア（SAS Institute Inc., 
Cary, NC）の中にインポートし、品質管理分析に付し、変換したのち分析する。分析は以
下のように進める。
　1）シグネチャー性能評価（事前に指定されたシグネチャーまたは新規シグネチャーの
場合）
　a. この試料セットを使用して、臨床転帰または試料の検査室検査のいずれかの非盲検
化の前に完全に指定されるシグネチャーの性能を評価してもよい。そのような場合、シグ
ネチャーは、事前に指定されたものとみなし、すべての試料に関する予測される転帰を得
るために、修正されない状態で、この試料セットに関する新たな分析対象物データに適用
しなければならない。予測転帰と真の転帰とを比較することにより（たとえば、診断感度
、特異度および精度に関して）、事前に指定されたシグネチャーの性能を評価する。統計
は性能推定値および信頼区間を含む。
　b. 事前に指定されないシグネチャー（すなわち、臨床転帰および試料の検査室検査結
果の両方の先見によって導出されるもの）の場合、これらの試料をさらに使用してシグネ
チャーの性能を評価してもよい。相対的に不偏性の性能の推定を保証するために、以下に
説明するように、すべてのマーカー選択およびクラス予測工程を含むk分割交差妥当化ル
ープ内にネストされた状態で統計分析を実施する。
　2）新規シグネチャーの場合のマーカー選択
　a. マーカーは、一般的に適用される技術、たとえば、以下の技術のサブセットを使用
する、疾患転帰との関連に関する検査によって統計的に情報提供的であることが示される
ならば、新規シグネチャーに含まれる。
　i）ウェルシュ検定―分散が等しくないときのグループ平均間の差に関するロバストな
パラメトリック統計検定。
　ii）ウィルコクソン符号順位検定―ROC AUCの改善（0.50超）を示すものと解釈するこ
とができるロバストなノンパラメトリック統計検定
　iii）Youden's J―マーカーに関する、すべての可能な診断閾値にかけて最大の感度お
よび特異度の組み合わせとして算出されるもの。統計的有意性は並べ替え検定によって評
価する。
　b. マーカーは、実施された数統計検定に関して検定が有意であるならば、統計的に情
報提供的と判断される。より具体的には、本発明者らは、たとえば偽発見率閾値を使用し
て、またはファミリーワイズエラー率の制御により、複数の検定に関して1比較あたりのp
値を調節する。
　3）新規シグネチャーの形成
　直前の（マーカー選択）段階で情報提供的マーカーのサブセットが同定されたと仮定し
て、十分に確立されたモデル化技術を使用して新規なマルチマーカーモデルを形成する。
フルトレーニングデータセットにおいてモデルをトレーニングすることによってシグネチ
ャーのためのパラメータを推定し、「シグネチャー性能評価」の下で記載されているよう
に、「事前に指定されないシグネチャーのため」の手法を使用して、シグネチャーの性能
を評価する。本発明者らは、判別分析、サポートベクターマシン、ロジスティック回帰お
よび決定木を含む簡単で十分に確立されたモデル化技術を重視する。すべてのモデルの結
果を報告する。
【０８５５】
　関心対象の臨床変数、たとえば以前の生検の回数、生検および生検結果の適応症（たと
えば前立腺上皮内高度腫瘍形成（HGPIN）、異型小腺房増殖（ASAP）、異型（ATYPIA）、
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実施してもよい。そのような分析は、以前に画定されたモデルに共変量または層別変数を
導入することによって実施される。事後分析は、データの十分性の評価の後でのみ実施し
、すべての検査および結果を記録し、複数の検査に関してP値を補正する。
【０８５６】
患者適格性:
包含基準
　1. 性別:男性
　2. 年齢範囲40～79歳
　3. 任意の人種または民族
　4. 日常のケアの一部として前立腺生検を予定しており、生検予定日前の7日の間に採血
を受けることに合意する男性。
　5. 前立腺生検病理報告書をすべての治験申込み用紙および患者試料とともにCarisに提
出することができること。
　6. 治験を理解するレベルの理解力および合意書にサインするレベルの言語能力がある
こと。
除外基準
　1. 前立腺切除術およびホルモン療法を含む前立腺癌のための任意の処置を以前に受け
たことがある、または現在受けている。
　2. 前立腺癌または非黒色腫皮膚癌を除く癌の診断を以前に受けたことがある。
　3. 採血から30日以内に前立腺生検を受ける。
　4. 採血当日、採血を実施する前にDREを実施した。
　5. 静脈切開を拒絶する。
　6. 合意書にサインすることを拒否する。
【０８５７】
　前立腺採血プロジェクトへの参加に適格である個人の人種、性別（男性限定）および民
族的特徴は、泌尿器科的医療を受ける、または求める対象の人口統計を反映しなければな
らない。対象は、これらの人口統計にしたがって包含される。いかなる個人をも、人種、
出身国、民族、身体障害またはHIV状態に基づいて前立腺採血プロジェクトから除外して
はならない。
【０８５８】
患者またはデータ選択要件:
　データ選択は、患者適格性基準に基づき、この治験に包含される対象に対応するデータ
レコードのサブセットに限定される（すなわち、検査室分析対象物データが利用可能であ
る場合）。データフィールドは、表30におけるような（非PHI）ドナー同定、QCおよび臨
床解釈に使用されるものを含む。
【０８５９】
　（表３０）患者データ
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【０８６０】
患者またはデータ収集要件:
　データフィールドは、採血される施設において臨床データ形式で捕捉される。施設職員
が医療記録および患者由来の情報を使用してすべてのデータ要素を捕捉する。症例ごとに
収集されたデータは、受領後48時間以内にデータベースに入力される。すべてのデータフ
ィールドが満たされていなければならず、満たされないものがあるならば、施設に問い合
わせが送られ、10営業日以内に回答が求められる。事前に選択されたデータフィールドが
満たされなければならず、さもなくば、その患者は分析から除外される。
【０８６１】
　当業者は、他の設定、たとえば他の疾患および前立腺癌以外の癌の診断、予後判定およ
び／またはセラノーシス用の評価において同様なプロトコルを踏襲して、循環バイオマー
カーを含むバイオシグネチャーを開発し、確認することができることを理解するであろう
。たとえば、表5におけるバイオマーカーを他の設定のためのバイオシグネチャーの一部
として使用することができる。
【０８６２】
実施例44:バイオマーカーを同定するためのデータマイニング
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　マイクロRNAは、mRNAの発現を制御することが知られている。多くの腫瘍タイプのmRNA
発現に関する情報を含む発現データベースを創製した。データベースは、何千人もの患者
に関してIllumina DASLマイクロアレイ（Illumina, Inc., San Diego, CA）を使用して得
られたデータを含む。循環微小胞（cMV）は、主要なRNA種としてマイクロRNAを含有し、
また、mRNAをも含有する。この実施例においては、発現データベースからの癌腫中で差次
的に発現するmRNAとcMV中で発現するmRNAとを関連づけた。また、腫瘍組織中で差次的に
発現することが見いだされたmRNAを使用して、cMV中のマイクロRNA標的を発見した。
【０８６３】
　発現データベースからの遺伝子発現データを評価して、前立腺癌（PCa+）、乳癌（BrCa
）、肺癌（LCa）および結腸直腸癌（CRC）と、対応する正常組織（PCa-）との間で、また
、癌タイプ（表31）の間で、もっとも統計的に有意な差次的に発現した遺伝子を発見した
。癌試料（前立腺、結腸直腸、乳および肺）の発現データ（バージョンHT-12およびREF-8
）を分析して、癌タイプの間で差次的に発現した遺伝子を検出した。同様に、前立腺癌（
PCa）試料を正常前立腺試料に対して比較して、前立腺癌特異的プローブを検出した。分
析を実施するために、分析の前に、20個の随意選択アレイ（6個の乳癌アレイ、5個の結腸
直腸癌アレイ、5個の肺癌アレイおよび4個の前立腺癌アレイ）のサブセットを採用して分
位点参照分布を生成することによって発現データを正規化した。そして、データセット中
のすべてのアレイを参照分布に対して正規化して、各アレイが同じ分位点分布を共有する
ことを保証した。次に、データセット中のプローブごとに正規化発現データを分析した。
Fスコア（フィッシャースコアとも知られる）統計を使用してクラスの各対（たとえば前
立腺癌 対 乳癌および前立腺癌 対 正常前立腺）を比較することにより、差次的に発現し
たプローブ（およびそれらの対応する遺伝子）を検出した。クラス間変動 対 クラス内変
動を計測するこの統計は、平均グループ差の二乗をグループ標準偏差の合計の二乗で割る
ことによって得た。PCa+試料の平均が二つのグループの低いほうであった場合、Fスコア
をマイナスに設定した。最後に、Fスコアの絶対値を使用してFスコアを降順にソートし、
トップの上方／下方制御されたマーカーをリストから選択した。
【０８６４】
　（表３１）PCa+試料と表記試料との間の統計的にもっとも有意な差次的に発現した遺伝
子

【０８６５】
　前立腺癌の場合、もっとも有意に過剰発現および過小発現した遺伝子のリストを作成し
た。これらの遺伝子を、マイクロアレイを介して前立腺癌患者由来のcMV中で検出されたm
RNAのリストと比較した。また、組織リストからの一つの遺伝子AQP2がcMV中で発現するこ
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とがわかった。これらのmRNAの発現に影響してもよいマイクロRNAに関するTargetScan公
開データベースを使用して、前立腺腫瘍組織からの上方および下方制御される遺伝子のリ
ストをマイニングした。検査した20種のmRNAのうち11種に関し、対応するマイクロRNAを
発見した（表32）。次いで、このマイクロRNAのリストを、cMV中で確実に検出されること
を本発明者らが見いだしたマイクロRNAのリストと比較した。この比較が、前立腺腫瘍組
織中の関心対象のmRNAを制御するマイクロRNAのうち10がcMV中にも見いだされることを明
らかにした（表32）。
【０８６６】
　（表３２）差次的に発現したmRNAと関連するマイクロRNA

【０８６７】
　さらに、差次的に発現することがわかっているmRNAは、多くの場合、タンパク質レベル
の差を示す。このマイニング活動の結果は、乳癌、肺癌および結腸癌を含む他の癌から前
立腺癌を区別するために使用することができる、cMVと結合したタンパク質（たとえばKLK
2）を同定した。KLK2は、前立腺組織と結合していることが知られている。
【０８６８】
実施例45:マイクロRNA機能アッセイ
　マイクロRNAは、微小胞、HDLおよびLDL粒子ならびにリボ核タンパク質複合体（RNP）の
成分中に封入されて、血液中を循環する状態で見いだされることができる。マイクロRNA
は、RT-qPCRまたは次世代配列決定法のような利用可能な技術を使用して検出することが
できる。しかし、生物学的に活性な状態にあるマイクロRNAは、Argonauteタンパク質（Ag
o1～4）の一つと結合し、それによって活性化される。この実施例は、様々な供給源（非
限定的に、細胞溶解物、体液、血漿、血清、単離された微小胞などを含む）由来の試料内
の所与のマイクロRNAの機能活性を単一の反応で検出することができるアッセイを提示す
る。
【０８６９】
　アッセイは、マイクロビーズ、ビオチンとコンジュゲートした合成RNA分子、ストレプ
トアビジン-PE、組み換えArgonaute 2およびRISC（RNA誘発サイレンシング複合体）反応
バッファ成分を含む。アッセイの成分が図26に示されている。図26Aに示すように、ビオ
チンとコンジュゲートした合成RNA分子は、3'リンカー／延長領域262、中央miRNA標的化
領域263および第二の5'リンカー／延長領域264を含む。RNAは、その3'末端がマイクロビ
ーズ261に結合し、およびその5'末端がビオチン266とコンジュゲートしている。中央miRN
A標的化領域263は、関心対象のmiRNA配列を補足するように設計されている。任意の関心
対象のマイクロRNAをこのアッセイ法に使用することができる。一例としてのみ、ここで
はlet-7aが使用されている。RNAのビオチン端を標識するためにストレプトアビジン-PE（
フィコエリスリン）265が使用されている。標的let-7aが試料試料中に存在し、かつAgoタ
ンパク質267、たとえば組み換えAgo2（rAgo2）と結合しているならば、let-7aは、相補的
マイクロRNA標的化領域263と結合し、かつその後、Argonaute 2のヌクレオチド鎖切断活
性によって領域263において合成RNAを切断する。図26の工程268を参照すること、切断さ
れたら合成RNA分子の5'末端が解放され、それにより、ビオチン／ストレプトアビジン-PE
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複合体がマイクロビーズ261から切り離される。図26Bを参照すること。次に、マイクロビ
ーズを単離し、洗浄して、切断されたRNAを除去して、それにより、残りの、切断されて
いない物質および任意の切断されたRNAだけを残す。この洗浄工程ののち、PEシグナルの
差が、元のアッセイ中に存在するAgo結合標的マイクロRNA267の濃度および活性と相関す
る。この実施例においては、入力試料中のAgo結合let-7aの量が、切断されたRNAのレベル
を決定する。たとえば、let-7aが存在しないならば、合成RNA標的領域263は、切断されな
いまま残り、シグナル強度は変化しない。
【０８７０】
　図26C～Eは、アッセイ法のための入力として使用することができるRNAの様々な供給源
を模式的に示す。図26Cは、Agoタンパク質269に結合してリボ核酸複合体267を形成するマ
イクロRNA268を示す。図26Dは、Agoに対する結合物質2610を使用する、Argonaute－マイ
クロRNA複合体267の免疫沈降を示す。図26Eは、たとえば細胞溶解物、体液または溶解微
小胞由来のArgonaute－マイクロRNA複合体267の直接分析を示す。
【０８７１】
実施例46:前立腺癌患者試料中の循環微小胞（cMV）
　この実施例においては、前立腺癌および関連の疾患においてcMVをプロファイリングす
る。方法は実施例20～24に類似している。概して、捕捉物質（抗体および/またはアプタ
マー）を、蛍光標識されたマイクロビーズにつなぎ、患者血漿由来のcMVとともにインキ
ュベートする。捕捉されたcMVを、蛍光標識された検出物質（抗体および/またはアプタマ
ー）によって検出する。そして、蛍光シグナルを使用して、患者試料中の特異的cMV集団
のレベルを比較する。61例の癌および68例の非癌を含む合計129例の使用目的試料が治験
に包含される。患者特徴を表33～36に示す。
【０８７２】
　（表３３）生検結果

【０８７３】
　（表３４）「正常」試料の病態

【０８７４】
　（表３５）患者臨床データ

【０８７５】
　（表３６）患者人種
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【０８７６】
　捕捉抗体および検出抗体を表37に示す。
【０８７７】
　（表３７）捕捉抗体および検出抗体



(269) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40



(270) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40



(271) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40



(272) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

【０８７８】
　1）テトラスパニンCD9、CD63、CD81の組み合わせ、2）CD81のみ、3）PCSA、4）MUC2、
および5）MFG-E8を含む五つの検出物質を使用した。検出物質とマイクロビーズにつなが
れた捕捉物質との組み合わせを表38に示す。表中、捕捉物質および/または検出物質は、
アプタマーと記されない限り、抗体を含むものであった。最初の行が検出物質を同定する
。各検出物質の下に、その検出物質とともに使用された捕捉物質をリストする。ニワトリ
IgYを対照として適用した。
【０８７９】
　（表３８）捕捉物質と検出物質との組み合わせ
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【０８８０】
　上記パネルをマイクロビーズシステムに適用し、前立腺癌試料と正常試料との間で検出
物質/捕捉物質の組み合わせ（表38）ごとに蛍光強度を比較した。コホート中のPSA検査の
性能を表39に示す。表40に示すように、このコホート中でそれぞれがPSAよりも有意に良
好な性能を個々に示した33個のマーカー組み合わせを同定した。表41に示すように、患者
ごとに、検出されたニワトリIgYに対してバックグラウンド補正および正規化されたデー
タを使用して結果を再び分析した。
【０８８１】
　（表３９）PSA性能
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【０８８２】
　（表４０）性能上位の検出物質と捕捉物質との組み合わせ

【０８８３】
　（表４１）性能上位の検出物質と捕捉物質との組み合わせ（代替正規化）
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【０８８４】
　表40および41のデータは、前立腺癌を非癌から区別する場合にPSAよりも良好な性能を
個々に示すいくつかのマーカーパネルを示す（表39を参照）。次に、表41におけるマーカ
ー組み合わせを分析して、患者の病理学的サブタイプごとに性能がどのように異なるのか
を判定した。このシナリオにおいては、表42に示すように、炎症サブタイプが、他の良性
疾患またはHGPINよりも劣る性能で前立腺癌から区別された。
【０８８５】
　（表４２）他の患者病理学的サブタイプ由来の前立腺癌（PCa）の区別
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【０８８６】
　次いで、マーカー組み合わせを評価して、PCaを炎症状態なしの32例のBPH試料から最良
に区別する組み合わせを同定した（表34を参照）。性能上位の検出物質－捕捉物質対を表
43に同定する。
【０８８７】
　（表４３）癌 対 良性前立腺疾患の識別物質

【０８８８】
　次いで、マーカー組み合わせを評価して、PCaを炎症状態（N＝17）から最良に区別する
組み合わせを同定した。性能上位の検出物質－捕捉物質対を表44に同定する。
【０８８９】
　（表４４）炎症性疾患の識別物質

【０８９０】
　他の有用な組み合わせとしては、PCSA検出物質とEZH2捕捉物質およびCD81検出物質とPI
M1捕捉物質があった。
【０８９１】
　上記を含む複数のマーカーパネルを組み合わせて検査性能を改善することができる。上
記データを使用し、多変量モデルを使用して、複数の捕捉物質を使用するパネルの性能を
試験した。図27は、ROC曲線を使用して二つのそのようなパネルの結果を示す。図27Aにお
いては、マンマグロビン、SIM2およびNK-2Rに対する抗体を使用して小胞を捕捉し、PE標
識された抗MFG-E8抗体によって検出した。AUCは0.90であった。図27Bにおいては、インテ
グリン、NK-2RおよびGal3に対する抗体を使用して小胞を捕捉し、PE標識された抗MFG-E8
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別することによって生成されたROC曲線を示す。AUCは0.84であった。
【０８９２】
実施例47:癌を区別するためのマイクロRNA
　実施例46に記載されたようにして、前立腺癌試料および他の試料中の様々なマイクロRN
Aのレベルを測定した。マイクロRNAレベルは、プールされた患者血漿試料由来の濃縮され
た小胞に対してExiqonカードを使用することによって測定した。実施例20に記載されたよ
うにして、濃縮された小胞を単離した。表45および46は、プールされた試料の独立セット
を使用して前立腺癌試料を非前立腺癌試料（HGPIN、炎症性および良性）から区別するこ
とに関して、AUC（表45）およびP値（表46）によってランク付けした性能上位のmiRNAマ
ーカーを示す。表46中、対応のないt検定を使用してP値を算出し、多重比較のためにBenj
amini-Hochberg補正を加えた。表47は、前立腺癌試料を炎症性疾患試料から区別すること
に関して性能上位のmiRNAマーカーを示す。
【０８９３】
　（表４５）前立腺癌のマイクロRNA識別物質

【０８９４】
　（表４６）前立腺癌のマイクロRNA識別物質
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【０８９５】
　（表４７）炎症性疾患のマイクロRNA識別物質

【０８９６】
　いくつかの個々のマイクロRNAの性能が図28に示されている。図28Aは、前立腺癌試料群
を他の試料群から区別することができるmiR-614のレベルを示す。炎症を癌から区別するm
iRが図28B（miR-211）および図28C（miR-136）に示されている。炎症を癌から区別するmi
Rが図28D（miR-149）、図28E（miR-221*）、図28F（miR-329）および図28G（miR-26b）に
示されている。
【０８９７】
実施例48:前立腺癌患者試料中の循環微小胞（cMV）
　この実施例においては、前立腺癌および関連の疾患においてcMVをプロファイリングす
る。方法は、異なる、ただし重複する捕捉抗体のパネルおよび異なる、ただし重複する患
者試料のセットを使用したことを除き、実施例46に類似している。概して、捕捉物質（抗
体および/またはアプタマー）を、蛍光標識されたマイクロビーズにつなぎ、患者血漿由
来のcMVとともにインキュベートした。捕捉されたcMVを、蛍光標識された検出物質（抗体
および/またはアプタマー）によって検出した。そして、蛍光シグナルを使用して、患者
試料中の特異的cMV集団のレベルを比較する。92例の癌および114例の非癌を含む合計206
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【０８９８】
　（表４８）患者特徴

【０８９９】
　捕捉抗体および検出抗体を表49に示す。
【０９００】
　（表４９）捕捉抗体および検出抗体
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【０９０１】
　1）EpCam、2）CD81のみ、3）PCSA、4）MUC2、および5）MFG-E8を含む、五つの検出物質
に対する抗体を使用した。検出物質とマイクロビーズにつながれた捕捉物質との組み合わ
せを表50に示す。表中、捕捉および/または検出物質は、アプタマーと記されない限り、
表記標的を認識する抗体を含むものであった。最初の行が検出物質を同定する。各検出物
質の下に、その検出物質とともに使用される捕捉物質をリストする。ニワトリIgYを対照
として適用した。
【０９０２】
　（表５０）捕捉と検出物質との組み合わせ



(283) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40



(284) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

【０９０３】
　表51は、前立腺癌試料を他すべての試料から区別することに関して性能上位の検出物質
/捕捉物質の組み合わせを示す。ウィルコクソン検定を使用して、検出された小胞のレベ
ルをこれらの群間で比較した。P値を表51に示す。
【０９０４】
　（表５１）前立腺癌のマイクロRNA識別物質

【０９０５】
　表48における患者由来の血漿試料に対し、表50における捕捉物質/検出物質からマルチ
バイオマーカーパネルを構築した。例示的な結果が図29に示されている。図29Aにおいて
、捕捉物質はAURKB、A33、CD63、Gro-αおよびインテグリンを認識し、検出物質はMUC2、
PCSAおよびCD81を認識した。比較は、前立腺癌試料と他すべての試料との間で実施した。
この試料群において、ROC曲線のAUCは、PSAの場合のわずか0.59と比べ、0.8306であった
。ROC曲線上に示された点において、感度は0.815であり、特異度は0.737であった。癌を
区別するために使用される分類器閾値を調節することにより、パネルを使用して感度また
は特異度を望みどおりに優先させることができる。概して、疾患に関して検査が高感度で
あればあるほど、その偽陽性率は高くなり、その特異度は低くなる。より高い特異度の検
査は、通常、その偽陰性率を高めることにより、感度を犠牲にする。これは、スクリーニ
ング試験に好ましい高感度検査を作り出すが、一方、確証的役割においては高特異度検査
が好まれる場合もある。図29Aにおいて、感度が95％であり、および特異度が52％である
ような閾値を設定することができる。これは、感度が0.95であり、1-特異度が0.48である
ような曲線上の点である。この閾値において、4例すべてのグリーソン8および両方のグリ
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ーソン9試料が前立腺癌として正しく分類され、36例のグリーソン7のうち34例が正しく分
類され、48例のグリーソン6のうち44例が正しく分類された。
【０９０６】
　図29Bにおいて、捕捉物質はAURKB、CD63、FLNA、A33、GRO-α、インテグリン、CD24、S
SX2およびSIM2を認識し、検出物質はMUC2、PCSA、CD81、MFG-E8およびEpCamを認識した。
比較は、初回生検前立腺癌試料（待機療法ではない）と他すべての試料との間で実施した
。この試料群において、ROC曲線のAUCは、PSAの場合のわずか0.60と比べ、0.835であった
。ROC曲線上に示された点において、感度は0.823であり、特異度は0.737であった。
【０９０７】
実施例49:前立腺癌患者試料中のマイクロRNA
　実施例48に記載されたようにして、前立腺癌試料および他の試料中の様々なマイクロRN
Aのレベルを測定した。試料は、表48にリストされた各試料由来の濃縮された小胞から抽
出されたRNAの2μlアリコートを含むものであった。実施例20に記載されたようにして、
濃縮された小胞を単離した。表48にリストされた群ごとに試料をプールした。プールごと
に三重反復ExiqonカードにおいてマイクロRNAレベルを測定した。表52に示すような、前
立腺癌と良性疾患とを、または前立腺癌試料と炎症試料とを区別することができる35種の
マイクロRNAを同定した。
【０９０８】
　（表５２）前立腺癌のマイクロRNA識別物質

【０９０９】
　表52におけるマイクロRNAの様々な組み合わせを使用して、前立腺癌を炎症状態のよう
な特定の良性疾患から区別することを含め、前立腺癌と良性疾患とを区別することができ
る。
【０９１０】
実施例50:前立腺癌cMVのための捕捉物質と検出物質との組み合わせ
　この実施例においては、前立腺癌試料および正常な（非前立腺癌）試料由来の血漿試料
中の循環微小胞（cMV）をプロファイリングした。方法は実施例20～24に類似するもので
あった。PCa試料または正常試料のプールからのcMVを濃縮した。表記小胞抗原に対する捕
捉抗体を、蛍光標識されたマイクロビーズにつなぎ、患者血漿由来の濃縮cMVとともにイ
ンキュベートした。ビーズに結合し、捕捉されたcMVを、表記小胞抗原に対するPE標識さ
れた検出抗体によって標識した。蛍光シグナルを分析して、患者試料中の特定のcMV集団
のレベルを測定した。
【０９１１】
　図9～10は、一般的小胞マーカー（CD9、CD63、CD81）、前立腺マーカー（PCSA、PSMA）
および癌マーカー（EpCam、B7H3）に特異的なビーズにつながれた抗体によって捕捉され
たcMVの検出を示す。これらの図において、捕捉されたcMVは、テトラスパニンCD9、CD63
およびCD81に対する標識抗体によって同時に検出された。この実施例においては、小胞を
、PCSA、PSMAまたはB7H3に特異的なビーズにつながれた抗体によって捕捉した。捕捉され
たcMVを、PSMA、PCSA、B7H3またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対するPE標識さ
れた抗体によって標識した。PCSA捕捉の場合の結果が図30Aに示され、PSMA捕捉の場合の
結果が図30Bに示され、B7H3捕捉の場合の結果が図30Cに示されている。これらの図中、Y
軸は、検出された抗体の平均蛍光強度（MFI）を示す。X軸上の試料は、PCa陽性プール（
「1 Pos Pool」）、PCaを有しない患者からの陰性対照プール（「2 Neg Pool」）および
対照ブランク（「Blank」）を含むものであった。X軸上に示された検出物質は、個々にPS
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クテル」）、またはテトラスパニンCD9、CD63およびCD81に対する抗体のカクテル（「V1-
tets」）を含む。図9、10および30の結果は、一般的小胞マーカー、前立腺マーカーおよ
び癌マーカーに特異的な作用物質の様々な組み合わせを用いる捕捉および/または検出に
よってPCa小胞を正常な対照から区別することができることを実証する。
【０９１２】
実施例51:前立腺癌患者試料中の循環微小胞（cMV）
　この実施例においては、前立腺癌および関連の疾患においてcMVをプロファイリングす
る。方法は実施例46および48に類似しているが、しかし、異なっているけれど重複する患
者コホートを使用した。概して、捕捉抗体を、蛍光標識されたマイクロビーズにつなぎ、
患者血漿試料由来のcMVとともにインキュベートした。捕捉されたcMVを、蛍光標識された
検出抗体によって検出した。そして、蛍光シグナルを使用して、患者試料中の特異的cMV
集団のレベルを比較する。91例の癌および125例の非癌を含む合計216例の患者試料を治験
に含めた。すべての対象が癌の生検結果を有したか、≧10コア生検から陰性の結果を有す
る任意の対象であった。患者血液試料をLabofuge遠心分離器中3000xgで清澄化したのち、
血漿1mLからろ過によってcMVを単離した（さらなる詳細に関しては実施例20を参照）。品
質尺度に合格しなかった30例の試料をさらなるデータ分析から除外した。品質管理に合格
した175例の試料の特徴を表53に示す。知られている前立腺障害を有しない正常者から11
例のさらなる試料を収集したが、この実施例における比較には使用しなかった。
【０９１３】
　（表５３）患者特徴

【０９１４】
　捕捉および検出用結合物質を表54に示す。
【０９１５】
　（表５４）捕捉抗体および検出抗体
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【０９１６】
　1）EpCam、2）CD81のみ、3）PCSA、4）MUC2、および5）MFG-E8を含む、五つの検出物質
に対するPE標識された抗体を使用した。検出物質とマイクロビーズにつながれた捕捉物質
との組み合わせを表55に示す。表中、捕捉物質および/または検出物質は、アプタマーと
記されない限り、表記標的を認識する抗体を含むものであった。最初の行が検出物質を同
定する。各検出物質の下に、その検出物質とともに使用される捕捉物質をリストする。ニ
ワトリIgYを対照として適用した。
【０９１７】
　（表５５）捕捉物質と検出物質との組み合わせ
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【０９１８】
　検出物質/捕捉物質の組み合わせごとに濃縮血漿25μlを抗体コンジュゲートミクロスフ
ェアとともにインキュベートした。また、並行する一連の実験において、捕捉ごとに抗PC
SA検出物質を濃縮血漿3μlとともに使用した。すべての試料を二重反復で適用した。
【０９１９】
　いくつかの異なる二群比較を実施して、以下の表に概説されるような群を最良に識別す
ることができるマーカーの捕捉物質/検出物質対（以下「マーカー対」）を同定した。Ben
jamini-Hochberg偽発見率（「FDR」）またはBonferroni補正（「Bonf」）で補正したノン
パラメトリックKruskal-Wallace検定を使用して、検出された小胞のレベルをこれらの群
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に類似しているが、二つの群を比較する場合には、マン・ホイットニーU検定/ウィルコク
ソン順位和検定に等しい。ブランク陰性対照から区別不可能であった陽性対照データ（PC
a陽性および陰性のプールされた患者試料）とのマーカー対をさらなる分析から除外した
。もう一つの品質管理措置として、抗CD9抗体を使用して捕捉された小胞の蛍光値が、CD8
1検出物質を使用して得られたデータの下寄り5％に入る試料を分析から除外した。テトラ
スパニンCD9およびCD81は概して小胞上で発現するため、この措置は、不十分な小胞レベ
ルの試料を除外する。表中、検出物質「PCSA（25）」は、濃縮血漿25μlが検出物質とし
ての標識された抗PCSAとともに使用された試料を示す。同様に、検出物質「PCSA（3）」
は、濃縮血漿3μlが検出物質としての標識された抗PCSAとともに使用された試料を示す。
【０９２０】
　表56は、前立腺癌（PCa+）試料を他すべての試料（PCA-）から区別することに関して性
能上位の検出物質/捕捉物質の組み合わせを示す。この比較において、PCa+は、任意の以
前（すなわち待機療法）または現在（すなわち初めて）の陽性生検と定義され、PCA-は、
他すべての生検結果と定義される。未処理および補正済みのP値を表56に示す。
【０９２１】
　（表５６）全陽性生検 対 全陰性生検

【０９２２】
　表57においては、PCa+およびPCa-試料のサブセットを比較した。試料は以下の基準を満
たすものであった：1）≧10のコアで陽性生検または陰性生検、2）40≦年齢≦75、3）0≦
血清PSA（ng/ml）≦10、および4）以前の生検なし（陽性または陰性）。この基準を満た
す試料コホートを「限定試料セット」と呼ぶ。
【０９２３】
　（表５７）限定陽性生検 対 陰性生検
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　表58においては、PCa+およびPCa-試料の第二のサブセットを比較した。試料は以下の基
準を満たすものであった：1）≧10のコアで陽性生検または陰性生検、2）40≦年齢≦75、
3）0≦血清PSA（ng/ml）≦10、および4）以前の陽性生検なし（以前に陰性の生検を有し
てもよい）。基準4）が先のコホートと異なることに注目すること。
【０９２５】
　（表５８）限定陽性生検 対 陰性生検
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【０９２６】
　表59は、新たに同定されたPCa+とすべてのPCA-試料とを比較したときの結果を示す。こ
の比較は待機療法試料を除外している。
【０９２７】
　（表５９）新たに同定された陽性生検 対 陰性生検
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【０９２８】
　表60における結果の分析は、PCa高リスク試料 対 PCa低リスク試料であった。高リスク
は、陽性癌生検ならびにHGPINおよび異型性/ASAPと定義される。低リスク試料はそれら以
外である。
【０９２９】
　（表６０）PCa高リスク 対 PCa低リスク
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【０９３０】
　表61における結果の分析は、炎症陽性試料と比較したすべてのPCA+試料からなるもので
あった。他の結果はすべて除外した。
【０９３１】
　（表６１）前立腺癌 対 前立腺炎症状態

【０９３２】
　表62における結果の分析は、「良性」前立腺症状と比較したすべてのPCA+試料からなる
ものであった。「良性」は、炎症状態なしの陰性生検と定義される。
【０９３３】
　（表６２）前立腺癌 対 非炎症性良性前立腺症状
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【０９３４】
　表63は、すべてのPCA+試料をすべての高悪性度前立腺上皮内新生物（HGPIN）試料と比
較した結果を示す。
【０９３５】
　（表６３）前立腺癌 対 HGPIN
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【０９３６】
　表64における結果は、癌生検を受けた対象に関する合計グリーソンスコアのビンを比較
することによって得られたものである。試料を低グリーソン（≦5）、中グリーソン（6～
9）および高グリーソン（≧10）ごとに分類した。小さな試料サイズのため、P値を補正し
なかった。
【０９３７】
　（表６４）グリーソンスコア比較



(298) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

【０９３８】
　表65において、結果は、以下のカテゴリーの試料の群を比較することによって得られた
ものである：1）良性、2）炎症、3）異型性/ASAP/HGPIN、4）PCA+、合計グリーソンスコ
ア＝6～9。
【０９３９】
　（表６５）臨床カテゴリー比較
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【０９４０】
　表66には、グリーソンスコア6のPCa+対象およびPCa-対象と比較した合計グリーソンス
コア≧7のPCa+対象の分析結果を示す。
【０９４１】
　（表６６）高グリーソン 対 それ以外

【０９４２】
　表53における患者由来の血漿試料に対し、表55における捕捉物質/検出物質からマルチ
バイオマーカーパネルを構築した。線形判別分析、対角線形判別分析、収縮重心判別分析
、サポートベクターマシン、決定木ベースの勾配ブースティング、lassoおよびニューラ
ルネットワークを含む様々な多検体クラス予測モデルを比較した。パネルは、3マーカー
、5マーカー、10マーカー、20マーカーおよび50マーカーを含むものであった。各「マー
カー」は、捕捉物質－検出物質対、たとえばMMP7捕捉物質－PCSA検出物質などを指す（試
験したすべての対に関しては表55を参照）。3マーカー組み合わせを使用して前立腺癌（P
Ca+）試料を他すべての試料（PCA-）（表53を参照）から区別した場合の例示的な結果が
図31に示されている。図31において、暗グレーの線（左寄りのぎざぎざの線）が再置換性
能に対応し、より滑らかな黒の線は、10分割交差検証を使用して生成されたものである。
対角線形判別分析（図31A、再置換AUC＝0.87、交差検証AUC＝0.86）、線形判別分析（図3
1B、再置換AUC＝0.87、交差検証AUC＝0.86）、サポートベクターマシン（図31C、再置換A
UC＝0.87、交差検証AUC＝0.86）、決定木ベースの勾配ブースティング（図31D、再置換AU
C＝0.89、交差検証AUC＝0.84）、lasso（図31E、再置換AUC＝0.87、交差検証AUC＝0.86）
およびニューラルネットワーク（図31F、再置換AUC＝0.87、交差検証AUC＝0.72）を使用
して生成されたROC曲線が示されている。
【０９４３】
　例示的な3マーカー組み合わせ、5マーカー組み合わせおよび10マーカー組み合わせを表
67に示す。表67はまた、二つの異なる設定で線形判別モデルを使用するモデルの性能を示
す。性能は、様々な閾値における感度および特異度として示されている。「全試料」の結
果は、前立腺癌試料と他すべての患者試料との比較からの結果である。個々のマーカー組
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み合わせに関しては表55を参照すること。「限定」試料コホートの結果は、前立腺癌試料
 対 他のすべての患者からなるものであり、コホートは、以下の基準を使用して限定され
たものであった：PSA＜10ng/ml、年齢＜75、初回生検癌。個々のマーカー組み合わせに関
しては図67を参照すること。表に見られるように、閾値は、使用目的に望まれるように、
感度または特異度を優先するように調節することができる。
【０９４４】
　（表６７）マルチマーカーパネル

【０９４５】
　様々な設定の場合の最適なマーカーパネルの結果を表68に示す。線形判別分析が示され
ている。表中、「モデルA」は完全試料セットを指し（表56を参照）、「モデルB」は限定
試料セットを指し（表57を参照）、「モデルC」は、待機療法試料を含まないが、以前に
陰性の生検を含む限定コホートを指す（表58を参照）。
【０９４６】
　（表６８）様々なモデルタイプおよび性能

【０９４７】
　モデルBの3マーカーパネルは以下のマーカーからなるものであった：1）Epcam検出物質
－MMP7捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP7捕捉物質、3）Epcam検出物質－BCNP捕捉物質。
この設定において対角線判別分析を使用して生成されたROC曲線が図32Aに示されている。
図中、矢印は、感度が90％に等しく、および特異度が80％に等しい曲線沿いのしきい点を
示す。この閾値のもう一つの図が、表記しきい線のいずれか側に入るPCA+およびPCA-試料
の分布を示す図32Bに示されている。Epcam検出物質－MMP7捕捉物質マーカーの個々の寄与
が図32Cに示されている。「PCA、現生検」は、初回生検で陽性であった男性を指し、一方
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、「PCA、以前の生検」は待機療法コホートを指す。図は、このマーカーセットのみを使
用する、他すべての試料からのPCA+初回生検試料の良好な分離を示す。
【０９４８】
　また、5マーカーパネルの性能を、線形判別分析を使用して、モデルAおよびモデルC設
定において測定した。両設定において、10分割交差検証または再置換法を使用してAUCを
算出した。モデルA設定（すなわち全PCa 対 他すべての患者試料）の場合のROC曲線が図3
3Aに示されている。この設定におけるマーカーパネルは、1）Epcam検出物質－MMP7捕捉物
質、2）PCSA検出物質－MMP7捕捉物質、3）Epcam検出物質－BCNP捕捉物質、4）PCSA検出物
質－Adam10捕捉物質、および5）PCSA検出物質－KLK2捕捉物質からなるものであった。図3
3A中、上寄りのぎざぎざの線は再置換法に対応する。AUCは0.90であった。交差検証を使
用して、算出されたAUCは0.87であった。実線の矢印によって示される点において、交差
検証を使用するモデルは92％の感度および50％の特異度を達成した。実線の矢印によって
示される点において、交差検証を使用するモデルは82％の感度および80％の特異度を達成
した。モデルC設定（すなわち、表57に関して上述した制限試料セット）の場合のROC曲線
が図33Bに示されている。この設定におけるマーカーパネルは、1）Epcam検出物質－MMP7
捕捉物質、2）PCSA検出物質－MMP7捕捉物質、3）Epcam検出物質－BCNP捕捉物質、4）PCSA
検出物質－Adam10捕捉物質、および5）CD81検出物質－MMP7捕捉物質からなるものであっ
た。図33B中、上寄りのぎざぎざの線は再置換法に対応する。AUCは0.91であった。交差検
証を使用して、算出されたAUCは0.89であった。矢印によって示される点において、交差
検証モデルは95％の感度および60％の特異度を達成した。
【０９４９】
　すべての設定において、cMV手法は、これらの試料コホートにおいてAUCが約0.60でしか
なかった血清PSA検査よりもずっと正確であった。
【０９５０】
実施例52:前立腺癌患者試料中のマイクロRNA
　実施例51に記載されたようにして、前立腺癌および他の試料のプール中で様々なマイク
ロRNAのレベルを測定した。試料は、表53にリストした試料由来のPCSA+循環微小胞から抽
出されたRNAの2μlアリコートを含むものであった。上記のようにFACSソーティングによ
ってPCSA+小胞を単離した。表53にリストした群ごとに試料をプールした。プールごとに
三重反復ExiqonカードにおいてマイクロRNAレベルを測定した。表69に示すような、前立
腺癌と良性疾患とを、または前立腺癌と炎症試料とのいずれかを区別することができる20
種のマイクロRNAを同定した。
【０９５１】
　（表６９）前立腺癌のマイクロRNA識別物質

【０９５２】
　例示的なデータが図34に示されている。図34Aには、miR-1974（ミトコンドリアtRNAと
重複する）の場合のExiqonカードからのCtが様々なプール中に示されている。前立腺癌試
料は、このmiRを他の試料よりも高いレベルで有していた。図34Bは、ABI 7900を使用して
Taqman分析によって計測されたプール中のmiRのコピー数を示す。図34Cには、miR-320bの
場合のExiqonカードからのCtが様々なプール中に示されている。前立腺癌試料は、このmi
Rを他の試料よりも低いレベルで有していた。図34Dは、ABI 7900を使用してTaqman分析に
よって計測されたプール中のmiRのコピー数を示す。
【０９５３】
　表69におけるマイクロRNAの様々な組み合わせを使用して、前立腺癌を炎症状態のよう
な特定の良性疾患から区別することを含め、前立腺癌と良性疾患とを区別することができ
る。
【０９５４】
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実施例53:マイクロRNAのマイクロ流体工学検出
　この例においては、マイクロ流体工学システムを使用し、定量的PCR（qPCR）を使用し
てマイクロRNAを検出する。出発試料は、生物学的試料、たとえば血液、血清もしくは血
漿またはそれらもしくは他の生物学的試料から濃縮された微小胞から単離されたマイクロ
RNAであることができる。マイクロRNAを抽出するための方法は、上述されているか、また
は当技術分野において公知である。この実施例においては、Fluidigm BioMark（商標）シ
ステムを使用する（Fluidigm Corporation, South San Francisco, CA）。マイクロ流体
工学システムを使用してmiRのマルチプレックス分析を実施する（すなわち、一回のアッ
セイ実行において複数のmiRをアッセイする）ことができる。
【０９５５】
試料の逆転写（RT）-マルチプレックス反応を実施するときにはFluidigm固有のレイアウ
トフォームを使用すること：
　1. 個々のアッセイからの20×マルチプレックスRTプールの創製：
　　A. 個々の5×RTプライマーそれぞれの所望量を1.7mlマイクロ遠心分離管の中に分注
する。適切ならば、いっしょに多重化することができるプライマーを使用する。
　　B. RTプライマープールの50μlアリコートを作製し、スピードバキューム中45℃で完
全に乾燥させる。
　　C. プライマープールアリコートをヌクレアーゼフリーddH20とともに個々のアッセイ
入力量の25％中に再懸濁させる（すなわち、各5×プライマー100μlをプライマープール
に加えたならば、25μlの最終量中に再懸濁させる）。これが今や20×マルチプレックスR
Tプールである。
　2. 逆転写
　　A. RTプレートレイアウトを創製する。
　　B. －20℃のフリーザーから10×RTバッファー、100mMdNTPミックス、RNアーゼインヒ
ビター、Multiscribe RT酵素を取り出し、－80℃フリーザーからRNA試料を取り出し、す
べてを氷上に配置する。
　　C. PreAmpフード中、上記にリストした場所で見いだされるRT実験シートに指定され
ている順序および量でRT試薬を混合することにより、シングルプレックス反応およびマル
チプレックス反応の両方のための、試料一つあたり7.5μlの全RT反応量のためのマスター
ミックスを調合する。
　　D. シングルプレックス反応およびマルチプレックス反応のための指定された量のRT
マスターミックスを96ウェルPCRプレートの中に分注する。
　　E. 分注されたRTマスターミックスを含む適切なウェルの中にシングルプレックス反
応およびマルチプレックス反応のための指定されたRNA入力量を加える。
　　F. PCRプレートをPCRシールでシールする。
　　G. プレートを2000RPMで30秒間遠心分離する。
　　H. miRNA RTプロトコルにしたがってサーマルサイクラーをセットアップする-プログ
ラムが正確なサイクリングパラメーターに設定され（RTレイアウトシートに見られるよう
に）、かつ反応量が10μlに設定されていることを確認すること。
　　I. プレートをマシンに加え、プログラムを開始する（マシンがウォームアップされ
ているならば、約1時間5分を要する）。
【０９５６】
試料の前増幅（PreAmp）-BioMark固有のレイアウトフォームを使用すること：
　1. 0.2×マルチプレックスmiRアッセイプールの創製：
　　A. 個々の20×miRアッセイそれぞれの等しい所望量を1.7mlマイクロ遠心分離管の中
に加える。
　　B. n＝マルチプレックスプール中のアッセイの数ならば、プールされた20×miRアッ
セイnμlをDNA懸濁バッファー100－nμlに加える。
　2. 0.2×シングルプレックスmiRアッセイの創製
　　A. 個々のmiRアッセイそれぞれをDNA懸濁バッファーで1：100に希釈する。



(303) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

　3. PreAmp
　　A. PreAmpプレートレイアウトを創製する。
　　B. －4℃の冷凍庫からTaqman PreAmpマスターミックスを取り出す。
　　C. PreAmpフード中、上記にリストした場所で見いだされるPreAmp実験シートに指定
されている順序および量でPreAmp試薬を混合することにより、試料一つあたり10μl全シ
ングルプレックスPreAmp反応量および試料一つあたり5μl全マルチプレックスPreAmp反応
量のためのマスターミックスを調合する。
　　D. シングルプレックス反応およびマルチプレックス反応のための指定された量のPre
Ampマスターミックスを96ウェルPCRプレートの中に分注する。
　　E. 分注されたPreAmpマスターミックスを含む適切なウェルの中にシングルプレック
ス反応およびマルチプレックス反応のための指定された量の試料cDNAを加える。
　　F. PCRプレートをPCRシールでシールする。
　　G. プレートを2000RPMで30秒間遠心分離する。
　　H. miRNA PreAmp12サイクルプロトコルにしたがってサーマルサイクラーをセットア
ップする-プログラムが正確なサイクリングパラメーターに設定され（PreAmpレイアウト
シートに見られるように）、かつ反応量が10μlに設定されていることを確認すること。
　　I. プレートをマシンに加え、プログラムを開始する（マシンがウォームアップされ
ているならば、約1時間10分を要する）。
　　J. PreAmpプログラム完了後、DNA懸濁バッファーによってシングルプレックス反応物
を1：4に希釈し、マルチプレックス反応物を1：5に希釈する。
　　K. 試料を－20℃で一週間まで貯蔵することができる。
【０９５７】
試料のqPCR-BioMark固有のレイアウトフォームを使用すること：
　1. 48.48および96.96ダイナミックアレイIFC（集積流体回路）チップ（Fluidigm）をプ
ライミングする
　　A. チップをそのパッケージから取り出し、対照ライン流体をチップ上の二つのアキ
ュムレーター注入ポートそれぞれの中に注入する。
　　　* チップは開封後24時間以内に使用すること
　　　* 異なるアキュムレーター容量のため、48.48シリンジ（対照ライン流体300μl）
は48.48チップとでのみ使用し、96.96シリンジ（対照ライン流体150μl）は96.96チップ
とでのみ使用すること
　　　* チップ上または入口中の対照ライン流体はチップを使用不能にする。
　　　* プライミングから60分以内にチップをローティングする
　　B. チップを適切なIFCコントローラー（48.48チップの場合はMX、96.96チップの場合
はHX）に入れ、Prime（48.48の場合は113x、96.96の場合は136x）スクリプトを実行して
対照ライン流体をチップの中にプライミングする。
　2. 10×アッセイの調製
　　A. qPCRプレートレイアウトを創製する。
　　B. －20℃フリーザーから、20×Taqmanアッセイおよび2×アッセイローディング試薬
を取り出す。
　　C. PreAmpフード中、上記にリストした場所で見いだされるqPCR実験シートに指定さ
れている量で10×試薬を混合することにより、チップ入口一つあたり5μlの全量のための
10×アッセイミックスを調合する。
　注記：各試料に望まれる複製反応の数に基づいてqPCR実験シート上のアッセイ複製数フ
ィールドを調節すること。複製反応は、一つのアッセイの複製をチップのアッセイ入口側
に加えることによるか、または一つの試料の複製をチップの試料入口側に加えることによ
るかのいずれかで達成することができるため、これは、単一のチップ上で試験されるアッ
セイおよび試料の総数に依存する。
　　D. すべてのアッセイ入口がアッセイローディング試薬を有しなければならない。す
べての未使用アッセイ入口それぞれを5μlで満たすのに十分なアッセイローディング試薬
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および水を1：1の比で調製すること。
　3. 試料プレミックスおよび試料の調製
　　A. －4℃の冷凍庫から2×ABI Taqman Universal PCRマスターミックスを取り出し、
－20℃のフリーザーから20×GE試料ローディング試薬を取り出す。
　　B. PreAmpフード中、上記にリストした場所で見いだされるqPCR実験シートに指定さ
れている量で試料プレミックス試薬を混合することにより、チップ全体を満たすのに十分
な試料プレミックスを調合する。
　　C. 試料プレミックス4.4μlを、96ウェルPCRプレートの、チップ全体を満たすのに十
分なウェルの中に分注する（48または96）。
　　D. post-ampルーム中、希釈PreAmp試料3.6μlを、事前に分注された試料プレミック
ス4.4μlの適切なウェルに加える。
　　E. すべての試料入口が試料ローディング試薬を有しなければならない。未使用の試
料入口の場合、必ず、事前に分注された試料プレミックス4.4μlに水3.6μlを加えること
。
　4. チップのローディング
　すべてのアッセイおよび試料溶液を徹底的にボルテックスし、かつ遠心分離したのち、
チップ入口の中にピペットで加える。それをしないと、データ品質の低下が起こり得る。
　ピペットで加える間、ピペット上の最初のストッパーを過ぎないようにすること。それ
をしてしまうと、入口に気泡が入り得る。
　　A. Prime（48.48の場合は113x、96.96の場合は136x）スクリプトが終了すると、プラ
イミングされたチップをIFCコントローラーから取り出し、各アッセイおよび各試料5μl
をチップ上のそれぞれの入口の中にピペットで加える。
　　B. チップをIFCコントローラーに戻す。
　　C. IFCコントローラーソフトウェアを使用して、Load Mix（48.48の場合は113x、96.
96の場合は136x）スクリプトを実行して、試料およびアッセイをチップの中にロードする
。
　　D. Load Mix（48.48の場合は113x、96.96の場合は136x）スクリプトが終了すると、
ロードされたチップをIFCコントローラーから取り出す。
　　E. 透明なテープを使用して、どんなダスト粒子もチップ表面から除去する。
　　F. チップの底から青い保護フィルムを剥がし、捨てる。
　　G. チップは今や実行可能である。チップをロードしたのち、ただちに計器上でチッ
プランを開始する。
　5. データ収集ソフトウェアの使用
　　A. デスクトップ上のデータ収集ソフトウェアアイコンをダブルクリックしてソフト
ウェアを起動する。
　　B. Start a New Runをクリックする。
　　C. ステータスバーをチェックして、カメラおよびランプが動作可能であることを確
認する。次に進む前に両方が緑であることを確認すること。
　* 注記（96.96チップを作動させる場合、次に進む前にランプを完全にウォームアップ
させる必要はない。96.96チップの場合のみ、PCRサイクリングの前にサーマルミックスス
テップがあり、その間にランプは十分にウォームアップすることができる）。
　　D. チップをリーダーに入れ、A1位置をチップの切れ目のある角に合わせる。
　　E. Loadをクリックする。
　　F. チップバーコードおよびチップタイプを確認する。
　（1）Nextをクリックする。
　　G. Chip Runファイル
　　（1）Newを選択する。
　　（2）所望のチップラン名を入力する。
　　（3）Nextをクリックする。
　　H. アプリケーション、参照、プローブ



(305) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

　　（1）Application Type-Gene Expressionを選択する。
　　（2）Passive Reference（ROX）を選択する。
　　（3）Assay-Single probeを選択する。
　　（4）probe types-FAM-MGBを選択する。
　　（5）Nextをクリックする。
　　I. Browseをクリックして、サーマルプロトコルファイル-No UNG Erase 96×96（ま
たは48×48）Standard.pclを探し出す。
　　J. Auto Exposureが選択されていることを確認する。
　　K. Nextをクリックする。
　　L. チップラン情報を確認する。
　* 注記（No UNG Eraseサーマルプロトコルを使用する場合、ラン情報にリストされたプ
ロトコルタイトルはなおもGE 96x96 Standard vl.pclと出る）
　　M. Start Runをクリックする。
　　N. 96.96チップを作動させるとき、ランプが完全にはウォームアップしていないとし
ても、警告を無視し、ランを開始することを選択し得る。上述したように、サーマルミッ
クスステップは、ランプが完全にウォームアップしていることを要求せず、所要の温度に
達するのに十分な時間を与える。
　　O. 96.96チップラン時間は約2.25時間であり、48.48チップラン時間は2時間弱である
。
【０９５８】
　図35は、合成miR16標準（10^6-10^1）の標準曲線の検出およびヒト血漿試料から三重反
復でのmiR16の検出を示す。凡例によって示すように、データは、Fluidigm Biomarkから
、48.48 Dynamic Array（商標）IFC、96.96 Dynamic Array（商標）IFCを使用して、また
はABI 7900HT Taqmanアッセイ法（Applied Biosystems, Foster City, CA）によって取得
されたものである。すべてのレベルをマルチプレックス条件下で測定した。両システムお
よび条件は類似した性能を示した。
【０９５９】
実施例54:前立腺癌循環微小胞（cMV）の部分集団
　この実施例においては、前立腺癌および良性対照（すなわち非前立腺癌）男性の血漿由
来のcMVをフローサイトメトリーによって分析した。まず、血漿試料中の微小胞を、標識
された抗テトラスパニン抗体（CD9、CD63、CD81）のカクテルによって標識したのち、ゲ
ーティングした。次に、同定されたcMVを、PE標識された抗MMP7抗体およびFITC標識され
た抗EpCAM抗体によって標識した。図36は、二つの前立腺癌（図36C、図36D）および二つ
の対照（図36A、図36B）の場合の例示的な結果を示す。図中、中央に位置するR24領域は
、すべての試料中に類似したcMV集団を含有する上方のR25から離れて、明確なMMP7+/EpCA
M+cMV集団を示す。R24領域中のこの特徴的なMMP7+/EpCAM+cMV集団は、R25領域中の集団と
比較して低いレベルのMMP7を有するが、一方、R24およびR25領域中の両cMV集団は同様な
レベルEpCAMを有する。前立腺癌を特徴決定するためには、より高いレベルのEpCAMおよび
より低いレベルのMMP7を有するcMV（すなわちR24領域中の集団）を検出することができる
。
【０９６０】
実施例55:GW182はヒト血漿中の循環微小胞およびマイクロRNAと結合する
　タンパク質GW182は、多小胞体およびArgonauteファミリーのタンパク質の両方と結合す
る。GW182は、すべてのヒトArgonauteタンパク質（1～4）およびそれらの関連するmiRに
結合する能力を有する。細胞中、GW182は、多小胞体の膜と結合しており、Argonaute含有
RISC複合体を集合させる能力を有する。加えて、GW182は、精製されたエキソソームの表
面上に確認されている。
【０９６１】
　この実施例は、ヒト血漿および尿中のArgonauteおよびcMVとのGW182の関係を実証する
。GW182に対するモノクローナル抗体を使用してこのタンパク質を捕捉した。GW182免疫沈
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降のためのビーズを調製するために、MagnabindプロテインGビーズ（Thermo Scientific 
Cat. # 21349）50μlを1.5mlエッペンドルフ管に入れ、磁気分離器（New England Biolab
s Cat. # S1509S）上に1分間配置した。貯蔵バッファーを取り出し、捨てた。ビーズをリ
ン酸緩衝食塩水（PBS）200μlで一回洗浄した。抗GW182抗体2.5μgを、PBS 200μl中、室
温（RT）で30分間、ビーズと混合した。ビーズを氷冷PBSで三回洗浄した。ビーズをPBS 2
00μl中に再懸濁させ、正常なヒト血漿200μlと混合した。混合物をThermo Scientific L
abquake Shaker/Rotisserie上、4℃で夜通し転動させた。試料を適度にストリンジェント
なバッファー中で洗浄した。沈降物はウェスタンによって分析したか、またはRNAを単離
し、そしてRT-qPCRによって分析したのいずれかにより分析した。
【０９６２】
　5μg/ml GW182捕捉および2.5μg/ml Ago2－ビオチン検出を使用するプレートベースのE
LISAを展開した。プレートコーティングののち、プレートをブロックし、血漿試料を4℃
で夜通し捕捉した。1％BSAを含むPBSでウェルを洗浄した。ストレプトアビジンポリHRPを
1：20,000～1：40,000の範囲の濃度で使用した。
【０９６３】
　尿の場合、抗GW182をLuminexマイクロビーズにコンジュゲートさせたのち、ブロックし
た。検査した尿試料の量は25μlであった。PEにコンジュゲートしたPan Argonaute抗体を
検出に使用した。
【０９６４】
　図43A～Gがこれらの実験の結果を示す。図43Aは、Du145溶解物および精製VCaPエキソソ
ーム中のAgo2に関するウェスタンブロット分析を示し、それにより、精製VCaPエキソソー
ム中のArgonaute 2の存在を実証している。図43Bは、ヒト血漿からのGW182の免疫沈降後
のウェスタンブロットを示す。これらのデータは、Ago2とGW182との共免疫沈降を実証し
、それにより二つの間の結合を明らかにしている。図43C～Dは、ヒト末梢血からのマイク
ロRNAの免疫沈降（IP）を示す。抗AGO2（abcam, ab57113, lot GR29117-1）、抗GW182（B
ethyl Labs, A302-330A）および抗IgG（Santa Cruz sc-2025）捕捉抗体をMagnabindプロ
テインGビーズ（Thermo Scientific Cat. # 21349）にコンジュゲートさせた。コンジュ
ゲートさせたビーズをヒト血漿とともにインキュベートした。RNAを単離し、選ばれたマ
イクロRNA（miR-16およびmiR-92a）に関し、それぞれABI Taqman検出キット（ABI_391お
よびABI_431）を使用してスクリーニングした。RNAを合成標準に対して定量化し、IgG対
照に対して正規化した。図43CはmiR-92aのレベルを示し、図43Dは、検出されたmiR-16の
レベルを示す。既知の循環miRNAのコピー数はIPの間で匹敵しうるものであった。図43E～
Fは、ヒト血漿中のAgo2とのGW182の結合を実証するサンドイッチELISAを示す。図43Eは、
抗GW182を捕捉物質（GW182（Bethyl Labs, A302-330A）として使用し、ビオチン化抗Ago2
（abcam, ab57113, lot GR29117-1）を検出物質として使用するプレートベースのELISAに
よる、精製された微小胞および未処理血漿を使用する試料入力の滴定を示す。示されるシ
グナルはno sample（NS）対照に対して正規化されている。図43Fは、様々な患者由来のヒ
ト血漿中のGW182：Ago2結合の検出を実証する、七つの患者試料の調査を示す。示される
シグナルはno sample（NS）対照に対して正規化されている。図43Gは、ヒト尿中のArgona
uteとのGW182の結合を示す。マイクロビーズ検出システムを使用して、尿中のヒトGW182
とArgonauteファミリーのタンパク質との関係を調査した。五つの患者尿試料を使用して
、粒子を抗GW182抗体によって捕捉したのち、抗pan Argonaute抗体によって検出した。条
件は、未処理 対 細胞＋ハードスピン処理尿を含むものであった。
【０９６５】
　この実施例においては、生物学的流体中のGW182とArgonauteタンパク質との関係を評価
するためにプレートベースのELISAを展開した。未処理血漿中または血漿から濃縮された
循環微小胞中のいずれかでGW182を捕捉物質として使用したのち、Ago2検出を実施すると
、入力によって滴定するシグナルが認められた。プレートELISA戦略を使用して、さらな
る研究試料を調査した。五つの尿試料の間でGW182とArgonauteファミリーのタンパク質と
の結合が確認された。
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【０９６６】
　GW182およびAgo2のIPは、循環RNAの強いIPを明らかにした。miR-16およびmiR-92aの両
方がAGO2およびGW182のIPにおいて濃縮された。したがって、GW182およびAgo2を捕捉して
、ヒト血漿および尿由来のmiRNAを調査することができる。したがって、ヒト血漿および
尿からのmiRNAの供給源は、微小胞/エキソソームおよび/または循環Ago2結合リボ核タン
パク質複合体（RNP）を含む。
【０９６７】
　加えて、Beckman Coulter MoFlo XDPを用いるフローサイトメトリーを使用して、GW182
結合ヒト血漿微粒子の表現型分析を実施した。一般的な方法に関しては実施例31を参照す
ること。テトラスパニン（たとえばCD9、CD63およびCD81）、GW182およびArgonaute 2を
同時発現する血漿由来のcMVの部分集団が認められた。テトラスパニンは、cMVと高度に結
合した膜貫通タンパク質であるため、これらの結果は、ヒト血漿中でGW182およびArgonau
teの両方がcMVと結合することを示す。したがって、GW182の沈降は、ヒト血漿由来の、Ar
gonaute 1～4およびcMVのサブセットに結合したものを含むmiRの単離および精製を可能に
する。
【０９６８】
実施例56:癌患者および健康な対照由来の循環微小胞のソートされたサブセットの差次的
タンパク質発現およびmiR含量
　マイクロRNA（miR）は、ヌクレオチド20～25の長さの小さな非コード性RNAであり、か
つ遺伝子の全ファミリーの発現を制御する。癌患者における循環miRの主要な供給源は、
血液のような生物学的流体内の循環微小胞（cMV）であると考えられている。患部細胞か
ら血流中へのこれらRNA翻訳修飾因子の移動が、疾患検出、進行および/または予後に広い
影響を及ぼすことができる。
【０９６９】
　この例においては、フローサイトメトリーを使用して、20名の個人（乳癌3名、肺癌2名
、前立腺癌6名、膀胱癌1名および非癌対照6名）からの血漿由来cMVを表現型決定し、かつ
ソートした。Beckman Coulter MoFlo XDPを使用して、cMVを、膜と結合したタンパク質、
たとえばテトラスパニン（CD9、CD63、CD81、この実施例においてはまとめて「Tet」と呼
ぶ）、Ago2および/またはGW182に関して染色した。方法に関しては実施例31を参照するこ
と。フローサイトメトリー法は図42Aに概説されている。表現型分析のために、イベント
をテトラスパニン発現に関してゲーティングして、cMVをナノサイズの無関係な壊死組織
片から区別し、GW182およびAgo2の同時発現を測定した。シングルポジティブイベントお
よびダブルポジティブイベントに関して象限ベースのソーティングを実施した。ソートさ
れたcMVまたは入力血漿から抽出されたRNAに対し、従来のTaqmanプローブをABI 7900サー
マルサイクラーとともに使用してmiR含量を測定した。
【０９７０】
　第一の一連の実験においては、正常、前立腺癌および膀胱癌患者由来の血漿濃縮物をテ
トラスパニン（Tet）+/Ago2+/GW182-またはTet+/Ago2+/GW182+に関してフローソートした
。ソート手法に関しては図42Bを参照すること。RNAを濃縮物から抽出し、ソートした集団
およびmiRを評価した。図42C～Eは、図42Bに示すフロー分析からの表記分画由来の試料プ
ール中に検出されたmiR-22のレベルを示す。図42Cは、フローソートへの入力である、未
ソート血漿濃縮物中の様々な試料中のmiR-22レベルを示す。図42Dは、Ago2+Tet+GW182-ソ
ートされた集団中の様々な試料中のmiR-22レベルを示す。図42Dは、Ago2+Tet+GW182+ソー
トされた集団中の様々な試料中のmiR-22レベルを示す
【０９７１】
　第二の一連の実験においては、正常および癌患者由来の血漿濃縮物をTet+/Ago2+、Tet+
/Ago2-、Tet-/Ago+に関してソートした。RNAを濃縮物から抽出し、ソートした集団および
miRを評価した。図42Fは、表記試料から様々なcMV集団を捕捉するために使用されたソー
ティングゲートを示す。図42G～Iは、表記cMV集団に関して様々な試料中で検出されたフ
ローイベントを示す。図42Gは、試料中のすべてのcMVを検出するテトラスパニン検出物質
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を使用して検出された小胞を示す。図42Hは、Ago2検出物質を使用して検出された小胞を
示す。図42Iは、テトラスパニンおよびAgo2検出物質の両方を使用して検出された小胞を
示す。図42Jは、6例の正常な対照試料に対して10例のPCa試料中で検出された小胞一つあ
たりの表記miRの相対コピー数を示す。図42J中、ソートされた小胞集団はx軸に沿って次
のように示されている：b）Tet+Ago2+、c）Tet-Ago2+、d）Tet+Ago2-、e）入力濃縮物（
富化されず）。
【０９７２】
　この実施例における結果は、フローサイトメトリーを使用して、区別可能なmiRプロフ
ィールを有する様々なcMV集団を濃縮することができることを実証する。分別されていな
いcMVを使用したとき、この患者集団中のmiR-let-7a、miR-16、miR-22、miR-148aまたはm
iR-451を使用する場合、癌と非癌との間に差はほとんど見られなかった。しかし、cMVの
ソートされたテトラスパニン+、Ago2+および/またはGW182+集団を比較した場合、miR発現
は、癌患者において、健康な対照の概して5倍の高さであった。図42Jを参照すること。
【０９７３】
　フローサイトメトリーを使用してcMVを表現型決定し、分析し、かつソートすることが
でき、そのcMV集団は、癌血漿を非癌血漿から区別するのに役立つことができる特有のmiR
プロフィールを含む。
【０９７４】
実施例57:癌患者由来の循環微小胞中の転写因子の同定および暗示
　循環微小胞（cMV）は、心臓病、自己免疫病および癌を含む多くのヒト疾患の病因にお
いて重要な役割を演じる小さな膜結合粒子である。cMVは、起始細胞に由来するタンパク
質およびRNA分子を含有することが知られているが、最近まで、疾患関連cMV内の転写因子
（TF）の存在に関してはほとんど知られていなかった。最近、研究者たちは、c-Myc、p53
、AEBP1およびHNF4aを含む、癌関連cMV内のTFを同定した。
【０９７５】
　二つの方法、すなわちマルチパラメトリックフローサイトメトリーおよび抗体サンドイ
ッチアッセイ法を使用して、STAT3、EZH2、p53、MACC1、SPDEF、RUNX2、YB-1を含むいく
つかのTFが、対照に対し、前立腺癌（PCA）cMV中で上昇するものとして同定された。また
、細胞周期調整に関与するセリン/トレオニンキナーゼAURKAおよびAURKBが、対照に対し
、前立腺癌（PCA）cMV中で上昇していた。各TFまたはキナーゼは、正常な対照由来のcMV
に対し、PCa由来のcMV中で約10～20倍に上昇していた。
【０９７６】
　STAT3は、PCA細胞系VCaPからの透過化エキソソーム中に同定され、PCA患者からのSTAT3
+cMVは、非癌男性と比較して上昇していた。さらに、乳癌および非癌女性血漿から単離さ
れたcMVに対する分析が、Y-box細胞周期関連TFであるYB-1のシグナルが、非癌女性対照由
来のcMVと比較して、乳癌cMV中で高いことを明らかにした。前立腺組織特異的ETS関連転
写因子であるSPDEFは、PCAを除外するために前立腺生検を受ける男性における非癌前立腺
症状と比較して、生検確認PCA血漿由来のcMV中で上昇していた。具体的には、良性の診断
を受けた男性（n＝39）におけるSPDEFの平均蛍光は91であり、炎症性前立腺疾患（n＝29
）におけるそれは101であり、細胞異型（n＝8）におけるそれは68であり、HGPIN（n＝21
）におけるそれは102であり、PCA（n＝80）におけるそれは188であった。前立腺悪性疾患
のリスクの増大を伴う、cMV中のこのより高いSPDEF発現傾向は、cMV中のSPDEFを、高リス
ク男性におけるPCAの治療の標的として示す。より低い細胞SPDEFはより高悪性度の表現型
およびより高いグリーソンスコアと関連しており、cMV中へのこのTFの流出が、細胞レベ
ルを積極的に下げることにより、PCA進行において役割を演じ得ることを示す。
【０９７７】
実施例58:前立腺癌患者を識別するための癌由来微小胞のマルチカラーフローサイトメト
リー分析
　循環微小胞（cMV）は、免疫細胞、内皮細胞、胚細胞、腫瘍細胞および血小板を含むい
くつかの細胞型によって放出される。血液中のcMVは、疾患診断および進行のバイオマー
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カーの供給源である。この実施例は、処理された血漿由来のcMVの表面に露出したバイオ
マーカーが前立腺癌微小胞を異型性、高悪性度前立腺上皮内新生物（HGPIN）、良性また
は前立腺炎症から区別することができるかどうかを判定した。
【０９７８】
　陽性生検癌患者血液から単離したcMVを特定のコンジュゲート抗体のパネルによって染
色して、表現型、頻度およびマーカー発現を比較した。生検の前に試料を前向き的に収集
した。コホートの分布は、以前に診断されていない前立腺癌の男性80名、以前に診断され
ている前立腺癌（積極的な観察）の男性13名、異型性6名、HGPIN23名、炎症28名、良性49
名および正常な試料25名を含むものであった。これらの患者由来のcMVをマルチカラーフ
ローサイトメトリーによって分析した。適切なゲーティングによるマーカー発現の複数の
組み合わせに基づき、上記のようなフロー分析を使用してcMVの部分集団を判定した。
【０９７９】
　マーカーのすべての可能な組み合わせのシステマティックレビューは、前立腺癌試料（
現生検）およびHGPINにおいて他の症状よりも有意に増大したcMVのトリプルポジティブ部
分集団（PCSA+、Muc2+、Adam10+）比を示し、それにより、血漿由来のPCSA+、Muc2+、Ada
m10+cMVを使用して、前立腺癌診断に関連する特定の部分集団を判定することができるこ
とを実証した。
【０９８０】
実施例59:抗体アレイを使用する、前立腺癌（PCa）プロフィールと正常対照プロフィール
との比較
　この実施例においては、抗体アレイを使用してcMVを問うて、正常な対照（すなわち非
前立腺癌）および前立腺癌（PCa）患者および良性前立腺症状（BPH、HGPIN、炎症）患者
を区別するcMVタンパク質シグネチャーを同定した。試料セットは、PCa患者18名ならびに
BPH、HGPINおよび炎症の患者それぞれ10名からの血漿由来cMVを含むものであった。試料
を、Full Moon BioSystems 649抗体アレイ（Full Moon BioSystems, Inc., Sunnyvale, C
A）上、製造者の取り扱い指示にしたがってインキュベートした。アレイをAgilentスキャ
ナ上でスキャンし、Feature Extractorソフトウェア（Agilent Technologies, Inc., San
ta Clara, CA）を使用して画像からデータを抽出した。抽出されたデータをアレイ陰性対
照に対して正規化し、かつ正規化された蛍光値をGeneSpring GXソフトウェア（Agilent）
によって分析した。
【０９８１】
　PCa試料中で検出されたcMVと良性試料中で検出されたcMVとの倍率変化比較は、表70に
示すように、前立腺癌中で1.5よりも大きな倍率変化で上昇した18種のマーカーを同定し
た。次いで、表71に示すように、発現がPCaと他の診断クラスとの間で有意に異なった27
種のマーカーを同定した。表71中、FCは倍率変化を指す。この表に示すように、PCaと炎
症およびHGPINとの間で最大の倍率変化が認められた。
【０９８２】
　（表７０）良性よりもPCa中で上昇するcMVマーカー
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【０９８３】
　（表７１）PCaと他の診断クラスとの間で統計的に有意に異なるcMVマーカー

【０９８４】
　図37A～Gは、これらの図に示すように、正常な（非癌）対照個体、乳癌患者、脳癌患者
、肺癌患者、結腸直腸癌患者、結腸腺腫患者、BPH患者（良性）、炎症性前立腺患者（炎
症）、HGPIN患者および前立腺癌患者の血漿由来の微小胞と結合したアルカリホスファタ
ーゼ（腸）（図37A）、CD-56（図37B）、CD-3ζ（図37C）、map1b（図37D）、14.3.3 pan
（図37E）、フィラミン（図37F）およびトロンボスポンジン（図37G）のレベルを示す。
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この実施例に記載されるように抗体アレイを使用してすべての試料を分析した。
【０９８５】
　図37A～Bに示すように、アルカリホスファターゼ（腸、ALPI）およびCD56バイオマーカ
ーはPCaを他すべての試料から区別する。この治験における患者は早期癌を含む。CD-56（
CD56、NCAM）はEpCamに関連している。加えて、CD3ζ（図37C）およびmap1b（図37D）が
、様々な前立腺関連症状、たとえば炎症およびHGPINを区別するのに効果的なバイオマー
カーである。もう一つの態様において、結腸直腸関連の症状のためのバイオマーカーとし
ては、たとえば結腸直腸癌および腺腫を他の癌から区別するためのマーカー14.3.3 pan（
図37E）、フィラミン（図37F）およびトロンボスポンジン（図37G）がある。
【０９８６】
実施例60:循環微小胞（cMV）内の内部限局性Ago2の同定
　この実施例は、Ago2がヒト体液由来の細胞系エキソソームおよびcMVの両方の内に限局
されることを示す。内部限局性Ago2タンパク質のこの集団は成熟したmiRNAを有する。
【０９８７】
　完全なまたは溶解精製したVcapエキソソームを抗CD81（BD Pharmagen 555675）、抗Ago
2（Abcam 57113）ならびに陰性対照：抗IgG（Santa Cruz, sc-2025）および抗BrdU（Life
 Technologies B35128）によって免疫沈降させた。免疫沈降させた各試料からRNAを単離
し、公知の微小胞miRNAであるlet-7a（図38A～B）およびmiR-16（図38C～D）の存在に関
して検査した。血液中に濃縮されたmiRNAであるmiR-451（図38E～F）が陰性対照として作
用した。
【０９８８】
　次に、プレートベースのELISAを展開し、かつ使用して、無処置の濃縮血漿cMVまたは溶
解濃縮血漿cMV中のAgo2のタンパク質レベルを調査した。組み換えAgo2タンパク質（rAgo2
）を使用して、標準曲線を展開して、対照（Ago2非溶解）バッファーおよびcMV溶解バッ
ファー（Ago2溶解）中のヒト血漿中のシグナル強度およびタンパク質レベルをより良く推
定した（図39A）。無処置物質および溶解物質の両方からの濃縮ヒト血漿の1：10希釈物に
関してOD450nm読みを取った（図39B）。標準曲線を使用して、無処置および溶解濃縮血漿
中のAgo2タンパク質の濃度を推定することができる（図39C）。
【０９８９】
　最後に、無処置または溶解血漿及び血漿濃縮物（cMV）をプレートベースのELISAで使用
して、前立腺癌陽性プールおよび陰性プールからのヒト血漿中のAgo2タンパク質発現レベ
ルを評価した。F127の滴定をプレートブロッキング剤として使用して、1％ BSA＋1％ F12
7を試料および検出抗体希釈剤として使用するか、または1％ BSA＋1％ F68を試料および
検出物質希釈剤として使用するかのいずれかで、Ago2検出を検査した（図40A～B）。
【０９９０】
　この実施例に存在するデータは、循環微小胞がAgo2および/またはAgo2：miRNAをその表
面に、内部に区画化された状態で、又はその両方の状態で有するかどうかを扱う。完全な
Vcapエキソソームからの免疫沈降（IP）は、CD81によるIPがエキソソームおよびそれらの
RNA積載物を捕捉することを確認した。図38A～Fを参照すること。無処置Vcapエキソソー
ムの調製からのIPは、エキソソームが抗CD81によって捕捉される場合のみ、マイクロRNA
を検出した。これらのデータは、これらの実験において、Ago2が、Vcapエキソソームの表
面上または任意の偶然で同時精製されたArgonaute含有リボ核タンパク質複合体中に存在
しなかったことを示す。したがって、これらのデータは、Vcapエキソソーム内に存在する
miRNAがAgo2結合していることを実証する。内在性ヒト血漿中のcMV内のマイクロRNAペイ
ロードがAgo2とも結合しているかどうかを判定するために、ろ過および遠心分離を使用し
てcMVを精製したのち、完全な無処置微小胞として、または穏やかなTriton X-100溶解バ
ッファー中での溶解ののち、Ago2 ELISAに供した。溶解ののち、Ago2のOD450nmに約50％
の増大があり、推定タンパク質濃度の対応する増大があった。図40を参照すること。cMV
の溶解ののちAgo2の増大があるため、これらのデータは、Ago2がcMV内に見られることを
実証する。図40のデータはさらに、Ago2タンパク質そのものを非疾患状態に対する疾患状
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態の指標として使用することができることを実証する。図40は、前立腺癌陽性血漿中と前
立腺癌陰性血漿中とのAgo2レベルの比較を示す。1％F127ブロックおよび試料および検出
抗体希釈剤1％BSA＋1％F68を使用した場合、陰性プールに対し、前立腺癌プール中で内在
性Ago2発現の二倍増が見られた。
【０９９１】
実施例61:小胞のフローサイトメトリー分析
　この実施例は、フローサイトメトリー法を使用して、小胞、たとえばcMV、細胞系エキ
ソソームなどを分析するために使用することができる方法を提示する。
【０９９２】
1.2μm血漿ろ過
　1. 血漿の1mLアリコートを－80℃から解凍し、プールし、10％DMSOを加える
　2. 血漿を1.2μmフィルタプレートに通してろ過する
　　a.・96ウェルの白い丸底プレート（Costar #3789）の上に96ウェルプレートを重ねる
　　b.・必要な数のウェルを0.1μmろ過PBS 100μLで事前に濡らす
　　c.・エッペンドルフ5430R中、4,000RPMで１分間スピンする
　　d.・PBSを白いプレート中のウェルから取り出す
　　e.・ウェル一つあたり血漿50μLを加える
　　f.・エッペンドルフ5430R中、4,000RPMで2分間スピンする
　3. 血漿をウェルから取り出して1.5mLマイクロ遠心分離管に入れる
　4. 試料を氷上に貯蔵する
【０９９３】
HSA/IgG瀉出プロトコル
　このプロトコルは、血液試料由来のヒト血清アルブミン（HSA）の方法を提示する。プ
ロトコルは市販のPierce Albumin/IgG Removal Kit（#89875）を使用する。他の製造者か
らの類似したキットを使用することができる。
【０９９４】
　1. 再懸濁させた（30秒間ボルテックス）樹脂170μLを試料一つあたり10個のスピンカ
ラムに加える（Cibacron Blue/プロテインA）
　2. 10,000gで1分間遠心分離して貯蔵バッファーを除去する
　3. 別個の管中、結合バッファー65μL＋非希釈血漿10μL×試料一つあたりスピンカラ
ムの数を加える（結合バッファー715μl＋1.2μmろ過血漿110μl）
　（E8調製は前ろ過工程を要する）
　4. 希釈試料75μLを試料一つあたり10個のカラムそれぞれの樹脂に加える
　5. 軽くボルテックスして混合する
　6. ローテーター上、室温で10分間インキュベートする
　7. 10,000gで1分間遠心分離してフロースルーを収集する
　8. フロースルーを樹脂に戻す
　9. 軽くボルテックスして混合する
　10. ローテーター上、室温で10分間インキュベートする
　11. 10,000gで1分間遠心分離してフロースルーを収集する
　12.洗浄するために、結合バッファー75μLを加える
　13. 10,000gで1分間遠心分離して洗浄液をフロースルーと同じ収集管に収集して合わせ
る（合計量＝150μl）
　14. 試料一つあたり10個のカラムすべてからのフロースルー/洗浄液を別個の1.5mLマイ
クロ遠心分離管にプールする（合計量＝1500μl）
　15. Fc受容体結合および染色の前に試料を濃縮する
【０９９５】
HSA瀉出血漿濃縮プロトコル
　このプロトコルは、Amicon Ultra-2遠心分離フィルタユニットをUltracel-50膜（#UFC2
05024PL）とともに使用する。
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【０９９６】
　1. Amicon Ultra-2装置をろ液収集管に挿入する
　2. Apogee 0.1μmろ過水2mLを加えることによって事前に濡らし、2000gで2分間遠心分
離する
　3. HSA瀉出血漿1500μlを加え、2500gで15分間遠心分離する
　4.フィルタ装置をフロースルー収集管から切り離す
　5. フィルタ装置を反転させ、1000gで1分間遠心分離することにより、濃縮試料を回収
する
　6. 回収した濃縮試料を収集管から別個の1.5mLマイクロ遠心分離管に移す
　7. PBS 0.1μmによって最終量を100μlに調節する
　8. 試料を氷上に貯蔵する
【０９９７】
TruCount 30分。ろ過された非希釈血漿試料のプロトコル
【０９９８】
　1. 試料一つあたり一つのTruCount管を4℃の貯蔵庫から取り出し、管の底の金属インサ
ートよりも下に小さな白いビーズペレットがあることを確認する
　2. 金属箔を使用してTruCount管を遮光し、室温まで平衡させる（15分間）
　3. 0.1μmろ過PBS 90μlと濃縮HSA瀉出血漿10μlとを1.5mLマイクロ遠心分離管中に合
わせる
　4. ボルテックスによって混合し、PBS 100μl＋試料混合物をTruCount管の底の金属イ
ンサートのすぐ上に加える
　5. ＞1分後、白いビーズペレットが溶解したことを確認し、溶解していないならば、ペ
レットがもはや見えなくなるまでパルスボルテックスによってペレットを溶解させる
　6. ペレットが完全に溶解したら、金属箔によってTruCount管を遮光し、室温で15分間
インキュベートする
　7. 最初のインキュベートののち、TruCount試料量を0.1μmろ過PBS（200μl）によって
100μlから合計300μlに調節し、パルスボルテックスによって混合する
　8. 金属箔によってTruCount管を遮光し、室温でさらに15分間インキュベートする
　9. Apogee上で分析する直前に短時間ボルテックスする
　10. 試料を200μl/minの流量および300μlの吸引量で流す
【０９９９】
フロー分析のための血漿の染色
　1. ウェル一つあたり0.25×10e6イベントを分注する
　2. Fc受容体ブロッキング剤eBiosciences（cat#16-9161-73）15μlを加え、4℃で夜通
し貯蔵する。
　3. ウェルごとに抗体カクテルを加え、暗所中、氷上で30分間インキュベートする。
　4.ろ過PBSで300μlにする。
　5.染色された試料300μlをApogee上、200μl/minの流量および300μlの吸引量で流す。
　6. FlowJo解析。
【１０００】
　図41は、前立腺癌および正常な患者の末梢血からcMVを検出するためのプロトコルを使
用する例を示す。抗MMP7-FITC抗体コンジュゲート（Millipore抗MMP7モノクローナル抗体
7B2）を使用してcMVを検出した。プロットは、検出抗体の濃度に対し、検出されたイベン
トの頻度を示す。
【１００１】
実施例62:循環微小胞（cMV）の検出のためのマイクロビーズアッセイ法
　実施例46、48および51のマーカー対（それぞれ表38、50および55を参照）のサブセット
を使用して、検出物質としてのEpCAMをさらに評価した。方法は、上記実施例に記載され
たとおりであった。ADAM-10、BCNP、CD9、EGFR、EpCam、IL1B、KLK2、MMP7、p53、PBP、P
CSA、SERPINB3、SPDEF、SSX2およびSSX4に対する結合物質を微小胞の捕捉に使用し、PCSA



(314) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

およびEpCAMに対する結合物質を検出物質として使用した。簡潔に言うと、捕捉物質をマ
イクロビーズにコンジュゲートさせ、かつ患者血漿試料とともにインキュベートした。蛍
光標識された検出物質を使用して、抗体で捕捉された微小胞を検出した。使用した結合物
質は、EpCAM抗体およびアプタマーの両検出物質を使用したことを除き、上記の結合物質
であった。試料は、前立腺癌（PCa）に関して陽性生検の男性由来の五つの血漿試料およ
び前立腺癌に関して陰性生検の男性（すなわち対照）由来の五つの血漿試料を含むもので
あった。PCa試料と対照試料との間でMFI値を比較して、前立腺癌および対照中の微小胞を
検出し、かつ区別する捕捉結合対の能力を評価した。個々のマーカー対およびマーカーパ
ネルの性能を評価した。
【１００２】
　1）抗EpCAM抗体、2）抗PCSA抗体、3）抗EpCAMアプタマーを含む、三つの結合物質に対
するPE標識された結合物質を使用した。結合物質とマイクロビーズにつながれた捕捉物質
との組み合わせを表72に示す。表中、捕捉物質および/または検出物質は、アプタマーと
記されない限り、表記標的を認識する抗体を含むものであった。最初の行が検出物質を同
定する。各検出物質の下に、その検出物質とともに使用された捕捉物質をリストする。
【１００３】
　（表７２）捕捉物質と検出物質との組み合わせ

【１００４】
　捕捉物質－検出物質対ごとにROC曲線を生成した。EpCAM、KLK2、PBP、SPDEF、SSX2およ
びSSX4への個々の捕捉物質とEpCAM抗体検出物質との性能を表73に示す。表中、AUCはROC
曲線の曲線下面積である。
【１００５】
　（表７３）捕捉物質－EpCAM検出物質性能

【１００６】
　表73に認められるように、個々のマーカー対はすべて、PCa試料と対照試料とを区別す
る能力を実証した。また、SERPINB3捕捉物質が1.0のAUC値（すなわち、癌と正常とを区別
する完璧な能力）を示し、EGFR捕捉物質が0.64のAUCを示した。
【１００７】
　表74は、マーカーのいくつかのデュアル対パネルの結果を示す。多変量モデルを使用し
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、ROC AUCを性能測定基準として使用してPCa試料と対照試料とを区別するパネルの能力を
評価した。表74中、パネルは、捕捉標的1－EpCAM検出物質および捕捉標的2－EpCAM検出物
質を含むものであった。標的1または2の指定に意味はない（たとえば、捕捉標的1＝SSX4
および捕捉標的2＝EpCAMは、捕捉標的2＝SSX4および捕捉標的1＝EpCAMに等しい）。パネ
ルのAUCは、少なくともそのパネル中の最低性能の個々のマーカーと同じ高さであるべき
である。実際、パネルは、個々のマーカーを上回る改善された性能（すなわち、より高い
AUC値）を提供した。いくつかのマーカーが個々の捕捉標的として完璧な識別を示した場
合（すなわち、AUC＝1.0、たとえばSSX4、KLK2、SERPINB3）でさえ、パネルはなおも、低
下したアッセイ分散または他の要因を通して現実的恩典を提供し得る。
【１００８】
　（表７４）デュアル捕捉物質－EpCAM検出物質性能
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【１００９】
　表73および74のデータは、PE標識された抗EpCAM抗体を検出物質として使用して得られ
たものである。図44は、微小胞集団を検出するための抗EpCAMアプタマー（すなわち、ア
プタマー4、

）の使用を示す。アプタマーをビオチンとコンジュゲートさせたのち、ストレプトアビジ
ン－フィコエリスリン（SAPE）との結合によって標識した。図は、三つの例示的な前立腺
癌試料（C1～C3）および三つの正常試料（N1～N3）に関する平均蛍光値（MFI値）を各プ
ロット中に示す。抗体検出物質又はアプタマー検出物質のいずれを使用しても、癌と正常
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とを区別する同様な能力が認められた。
【１０１０】
　表73に見られるように、個々の捕捉標的を使用するアッセイ法は、癌と正常とを区別す
る優れた能力を示した。表74はさらに、少なくとも二つの捕捉標的を評価するパネルがア
ッセイ性能をさらに改善することができることを実証する。
【１０１１】
　本発明の好ましい態様が本明細書において示され、説明されたが、そのような態様は例
としてのみ提供されているということが当業者には明らかであろう。本発明を逸脱するこ
となく、数多くの変形、変更および置換が当業者には思いつくであろう。本明細書に記載
された発明の態様に対する様々な代替が本発明の実施において用いられてもよいことが理
解されよう。添付の特許請求の範囲が本発明の範囲を画定し、特許請求の範囲に入る方法
および構造ならびにそれらの均等物が本発明の範囲によって包含されるものとみなされる
。

【図１】 【図２Ａ】



(318) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図２Ｂ】 【図２Ｃ】

【図２Ｄ】 【図２Ｅ】



(319) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図２Ｆ】 【図３】

【図４】 【図５】



(320) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図６】 【図７Ａ】

【図７Ｂ】 【図７Ｃ】



(321) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図８Ａ】 【図８Ｂ】

【図８Ｃ】 【図８Ｄ】



(322) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図８Ｅ】 【図８Ｆ】

【図８Ｇ】 【図８Ｈ】



(323) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図９Ａ】 【図９Ｂ】

【図１０】 【図１１】



(324) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図１２】

【図１３Ａ】

【図１３Ｂ】

【図１３Ｃ】

【図１３Ｄ】

【図１３Ｅ】

【図１４】



(325) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図１５Ａ】 【図１５Ｂ】

【図１６】 【図１７Ａ】



(326) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図１７Ｂ】 【図１７Ｃ】

【図１７Ｄ】 【図１８Ａ】



(327) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図１８Ｂ】 【図１８Ｃ】

【図１８Ｄ】 【図１９Ａ】



(328) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図１９Ｂ】 【図１９Ｃ】

【図１９Ｄ】 【図１９Ｅ】



(329) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図１９Ｆ】 【図１９Ｇ】

【図２０－１】 【図２０－２】



(330) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図２１Ａ】 【図２１Ｂ】

【図２２】 【図２３】



(331) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図２４－１】 【図２４－２】

【図２５Ａ】

【図２５Ｂ】

【図２５Ｃ】

【図２５Ｄ】



(332) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図２６－１】 【図２６－２】

【図２７Ａ】 【図２７Ｂ】



(333) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図２８Ａ】

【図２８Ｂ】

【図２８Ｃ】

【図２８Ｄ】

【図２８Ｅ】

【図２８Ｆ】

【図２８Ｇ】

【図２９Ａ】



(334) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図２９Ｂ】 【図３０Ａ】

【図３０Ｂ】 【図３０Ｃ】



(335) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図３１Ａ】 【図３１Ｂ】

【図３１Ｃ】 【図３１Ｄ】



(336) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図３１Ｅ】 【図３１Ｆ】

【図３２Ａ】 【図３２Ｂ】



(337) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図３２Ｃ】 【図３３Ａ】

【図３３Ｂ】 【図３４Ａ】

【図３４Ｂ】

【図３４Ｃ】



(338) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図３４Ｄ】 【図３５】

【図３６】 【図３７Ａ】



(339) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図３７Ｂ】

【図３７Ｃ】

【図３７Ｄ】

【図３７Ｅ】

【図３７Ｆ】 【図３７Ｇ】

【図３８Ａ】



(340) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図３８Ｂ】

【図３８Ｃ】

【図３８Ｄ】

【図３８Ｅ】

【図３８Ｆ】

【図３９Ａ】 【図３９Ｂ】

【図３９Ｃ】

【図４０Ａ】



(341) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図４０Ｂ】 【図４１】

【図４２Ａ】 【図４２Ｂ】

【図４２Ｃ】



(342) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図４２Ｄ】

【図４２Ｅ】

【図４２Ｆ】

【図４２Ｇ】

【図４２Ｈ】

【図４２Ｉ】

【図４２Ｊ】



(343) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図４３Ａ】

【図４３Ｂ】

【図４３Ｃ】

【図４３Ｄ】

【図４３Ｅ】

【図４３Ｆ】 【図４３Ｇ】



(344) JP 2014-522993 A 2014.9.8

【図４４】

【配列表】
2014522993000001.app



(345) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

【国際調査報告】



(346) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40



(347) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40



(348) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(31)優先権主張番号  61/559,676
(32)優先日　　　　  平成23年11月14日(2011.11.14)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/523,763
(32)優先日　　　　  平成23年8月15日(2011.8.15)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/619,803
(32)優先日　　　　  平成24年4月3日(2012.4.3)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/551,674
(32)優先日　　　　  平成23年10月26日(2011.10.26)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/612,111
(32)優先日　　　　  平成24年3月16日(2012.3.16)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/542,639
(32)優先日　　　　  平成23年10月3日(2011.10.3)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/521,333
(32)優先日　　　　  平成23年8月8日(2011.8.8)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/534,352
(32)優先日　　　　  平成23年9月13日(2011.9.13)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,
BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,H
U,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI
,NO,NZ,OM,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,
UZ,VC,VN

(74)代理人  100142929
            弁理士　井上　隆一
(74)代理人  100148699
            弁理士　佐藤　利光
(74)代理人  100128048
            弁理士　新見　浩一
(74)代理人  100129506
            弁理士　小林　智彦
(74)代理人  100130845
            弁理士　渡邉　伸一
(74)代理人  100114340
            弁理士　大関　雅人
(74)代理人  100114889
            弁理士　五十嵐　義弘
(74)代理人  100121072



(349) JP 2014-522993 A 2014.9.8

10

20

30

40

            弁理士　川本　和弥
(72)発明者  ブラウン　カーク
            アメリカ合衆国　アリゾナ州　フェニックス　ノース　コーラル　ゲーブルズ　ドライブ　１４２
            ５６
(72)発明者  ポロウスキー　トレイシ
            アメリカ合衆国　アリゾナ州　フェニックス　ノース　ミルクウィード　ループ　２０１４
(72)発明者  スペッツラ－　デビッド
            アメリカ合衆国　アリゾナ州　スコッツデール　ノース　第９５　ウェー　１３５３９
Ｆターム(参考) 4B024 AA12  CA11  CA12  HA11 
　　　　 　　  4B063 QA01  QQ52  QQ53  QR32  QS25  QX02 

【要約の続き】



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2014522993A5 公开(公告)日 2015-09-24

申请号 JP2014525128 申请日 2012-08-08

[标]申请(专利权)人(译) 圣杯生命科学卢森堡ES啊耶鲁萨尔瓦多

申请(专利权)人(译) 圣杯生命科学卢森堡控股上课啊，啤酒.埃尔.

[标]发明人 ブラウンカーク
ポロウスキートレイシ
スペッツラデビッド

发明人 ブラウン カーク
ポロウスキー トレイシ
スペッツラ- デビッド

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/574 C12Q1/68 C12Q1/42 C12N15/115

CPC分类号 G01N33/53 G01N33/566 G01N33/574 G01N33/6842

FI分类号 G01N33/53.D G01N33/574.A C12Q1/68.A C12Q1/42 C12N15/00.H

F-TERM分类号 4B024/AA12 4B024/CA11 4B024/CA12 4B024/HA11 4B063/QA01 4B063/QQ52 4B063/QQ53 4B063
/QR32 4B063/QS25 4B063/QX02

代理人(译) 清水初衷
井上隆一
佐藤俊光
小林智彦
渡边真一
正人大关
五十岚弘

优先权 61/537462 2011-09-21 US
61/526623 2011-08-23 US
61/529762 2011-08-31 US
61/559676 2011-11-14 US
61/523763 2011-08-15 US
61/619803 2012-04-03 US
61/551674 2011-10-26 US
61/612111 2012-03-16 US
61/542639 2011-10-03 US
61/521333 2011-08-08 US
61/534352 2011-09-13 US

其他公开文献 JP2014522993A

摘要(译)

可以评估生物标志物的诊断，治疗相关或预后方法，以识别表型，例如病症或疾病，或疾病的阶段或进展，选择疾病，病症，疾病
阶段和病症阶段的候选治疗方案。 ，并确定治疗效果。来自体液的循环生物标志物可用于分析生理状态或确定表型。这些包括核
酸，蛋白质和循环结构，例如囊泡和核酸 - 蛋白质复合物。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/844ece0b-aefe-4c81-b9b4-51073928789e



