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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】肝移植後の患者に対して、如何なる肝臓病変の徴候もない対象における肝疾患を
検出又はモニタリングするための感度の高い新規な方法の提供。
【解決手段】（ａ）患者から採取された無細胞血液サンプル中のアルブミンｍＲＮＡの濃
度を決定する工程、（ｂ）工程（ａ）で得られた前記アルブミンｍＲＮＡの濃度を標準対
照と比較する工程、及び（ｃ）工程（ｂ）で得られた前記濃度が前記標準対照より高い場
合は前記患者の肝臓関連症のリスクが高いことを検出し、工程（ｂ）で得られた前記濃度
が前記標準対照より高くない場合は前記患者の肝臓関連症のリスクが高くないことを検出
する工程、を含む、肝移植後患者をモニタリングする方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　（ａ）肝疾患の徴候がない対象から採取された無細胞血液サンプル中のアルブミンｍ
ＲＮＡの濃度を決定する工程、及び
　　（ｂ）前記工程（ａ）で得られた前記アルブミンｍＲＮＡ濃度を標準対照 と比較す
る工程であって、ここで前記標準対照 と比較しての前記工程（ａ）で得られた前記濃度
の上昇は、前記対象における肝疾患の存在を示す工程、
を含む、肝疾患を検出する方法。
【請求項２】
　前記対象のアラニンアミノトランスフェラー ゼ（ＡＬＴ）検査の結果が正常である、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記肝疾患が、脂肪性肝疾患、肝硬変、肝線維症、又は肝炎である、請求項１に記載の
方法。
【請求項４】
　前記肝炎がＢ型肝炎である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記肝疾患が、ウィルソン病、ヘモクロマトーシス、アルファ１－抗トリプシン欠乏症
、又は糖原病である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記工程（ａ）で得られた前記アルブミンｍＲＮＡ濃度が、前記標準対照 と実質的に
同じであり、前記対象が肝疾患を有していないことを示す、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記血液サンプルが血漿である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記血液サンプルが血清である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記工程（ａ）が、前記アルブミンｍＲＮＡ配列の増幅を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１０】
　前記増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＰＣＲが逆転写酵素（ＲＴ）－ＰＣＲである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＰＣＲがデジタルＰＣＲである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＰＣＲがリアルタイム定量ＰＣＲである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記工程（ａ）が、質量分析法又は マイクロアレイ、蛍光プローブ、若しくは 分子指
標へのハイブリダイゼーションを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記工程（ａ）を後の時点で前記対象に由来する同じ種類の無細胞血液サンプルを用い
て繰り返すことを更に含み、ここで初回の前記工程（ａ）と比較しての前記後の時点にお
けるアルブミンｍＲＮＡの濃度の上昇は肝疾患の悪化を示し、低下は肝疾患の改善を示す
、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記工程（ａ）を後の時点で前記対象に由来する同じ種類の無細胞血液サンプルを用い
て繰り返すことを更に含み、ここで初回の前記工程（ａ）と比較しての前記後の時点にお
けるアルブミンｍＲＮＡの濃度の上昇は肝疾患の発生を示し、実質的に変化がないことは
肝疾患のない生理学的状態を示す、請求項６に記載の方法。
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【請求項１７】
　前記標準対照 からの前記上昇又は 低下が少なくとも１標準偏差分である、請求項１又
は １５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記標準対照 からの前記上昇又は 低下が少なくとも２標準偏差分である、請求項１又
は １５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記標準対照 からの前記上昇又は 低下が少なくとも３標準偏差分である、請求項１又
は １５に記載の方法。
【請求項２０】
　（１）健康個体の血液サンプル中におけるアルブミンｍＲＮＡの平均量を与える標準対
照 と、（２）アルブミンｍＲＮＡの少なくとも一部を特異的に増幅させるための２種類
のオリゴヌクレオチドプライマーと、を含む、肝疾患の徴候がない対象において肝疾患を
診断するためのキット。
【請求項２１】
　取扱説明書を更に含む、請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　アルブミンコード配列との特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドプ
ローブを更に含む、請求項２０に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、その全体が参照により本明細書に援用される２００９年９月１１日付で提出さ
れた米国特許第６１／２４１，７０９号に基づく優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　人間集団におけるかなりの割合が、生命を脅かす可能性のある多くの肝疾患に冒される
。その一例は、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）によって引き起こされる肝臓感染症であるＢ
型肝炎である。これは、慢性の肝疾患を引き起こすことがあり、最終的に肝硬変及び肝癌
を招き得るため、主要な世界的健康問題であり、最も重篤な種類のウイルス性肝炎である
。全世界で、推定２０億人がＨＢＶに感染しており、３億５千万人以上が慢性の肝臓感染
症に罹っているが、多くは無症候性である。Ｂ型肝炎は、中国及び他のアジア地域に固有
である。これらの地域の多くの人は子供の頃にＨＢＶに感染し、成人人口 の８～１０％ 
が慢性的に感染している。ＨＢＶにより起こる肝癌は、男性の癌による死因の上位３位に
入り、女性の癌の主要な原因である。
【０００３】
　いくつかの肝機能検査が開発されており、診療所で日常的に使用されている。例えば、
肝機能を評価するために、アラニントランスアミナーゼ（ＡＬＴ）、アスパラギン酸トラ
ンスアミナーゼ（ＡＳＴ）、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、総ビリルビン（ＴＢＩ
Ｌ）、直接ビリルビン、又はガンマグルタミルトランスペプチダーゼ（ＧＧＴ）のレベル
について患者の血液サンプルを検査することがある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかし、肝疾患は広く蔓延しており、早期の発見及び処置が極めて重要であるため、特
にほとんどの肝疾患が最初は軽度の症状しか示さないことを考慮し、肝疾患の早期診断を
可能にする感度の高い新規な方法に対するニーズが存在する。本発明はこのニーズ及び関
連する他のニーズを満たすものである。
【課題を解決するための手段】
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【０００５】
　一態様では、本発明は、肝疾患の徴候がない対象、例えばアラニンアミノトランスフェ
ラー ゼ（ＡＬＴ）検査の結果が異常であったことがない人において肝疾患を検出する方
法を提供する。当該方法は、（ａ）対象から採取された無細胞血液サンプル中のアルブミ
ンｍＲＮＡの量又は 濃度を決定する工程；及び（ｂ）工程（ａ）で得られたアルブミン
ｍＲＮＡの量又は 濃度を標準対照 （ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ）と比較する工
程、を含む。標準対照 との比較における工程（ａ）で得られた量又は濃度の上昇は、対
象における肝疾患の存在を示す。工程（ａ）で得られたアルブミンｍＲＮＡの量又は濃度
が標準対照 と実質的に同じである場合、対象は肝疾患を有していないと見なされる。
【０００６】
　いくつかの実施形態では、検査される対象は、肝疾患を発生するリスクがない人である
。検査される肝疾患のいくつかの例としては、脂肪性肝疾患、例えば非アルコール性脂肪
性肝疾患、肝硬変、肝線維症、又は 肝炎（例えば、Ａ型、Ｂ型、又は Ｃ型肝炎）が含ま
れる。その他の例としては、ウィルソン病、ヘモクロマトーシス、アルファ１－抗トリプ
シン欠乏症、又は糖原病が含まれる。いくつかの実施形態では、肝細胞癌、特に肝移植後
の患者で発生した肝細胞癌は、本発明の方法を用いて検査される肝疾患のリストから除か
れる。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、無細胞血液サンプルは血漿である。別の実施形態では、無細
胞血液サンプルは血清である。
【０００８】
　特許請求される方法のいくつかの実施形態では、工程（ａ）は、逆転写酵素（ＲＴ）－
ＰＣＲ、デジタルＰＣＲ、又はリアルタイム定量ＰＣＲを含むポリメラーゼ連鎖反応（Ｐ
ＣＲ）等によるアルブミンｍＲＮＡ配列の増幅を含む。別の実施形態では、工程（ａ）は
、質量分析法又は マイクロアレイ、蛍光プローブ、若しくは 分子標識（ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　ｂｅａｃｏｎ）へのハイブリダイゼーションを含む。
【０００９】
　場合によっては、特許請求される方法は、対象に由来する同じ種類の無細胞血液サンプ
ルを用いて（例えば、工程（ａ）で血清サンプルを用いた場合、繰り返し工程では第２の
血清サンプルを用いて）、工程（ａ）を後の時点で繰り返すことを更に含んでもよい。初
回の工程（ａ）の量又は 濃度が既に肝疾患の存在を示している場合、初回の工程（ａ）
と比較しての、後の時点における（すなわち、繰り返した工程（ａ）に由来する）アルブ
ミンｍＲＮＡの量又は 濃度の上昇は、肝疾患の悪化を示しており、低下は、肝疾患の改
善を示している。
【００１０】
　同様に、特許請求される方法は、初回の工程（ａ）で得たアルブミンｍＲＮＡの量又は
濃度が肝疾患を示さない場合に、対象に由来する同じ種類の無細胞血液サンプルを用いて
、工程（ａ）を後の時点で繰り返すことを更に含んでもよい。初回の工程（ａ）と比較し
ての、後の時点（繰り返した工程（ａ））におけるアルブミンｍＲＮＡの量又は濃度の上
昇は、肝疾患の発生を示し、実質的に変化がないことは、肝疾患のない生理学的状態を示
す。
【００１１】
　多くの場合、特許請求される方法における標準対照 からの上昇又は低下は少なくとも
１標準偏差分である。他の場合には、標準対照 からのそのような上昇又は低下は、少な
くとも２、更には３標準偏差分であってもよい。
【００１２】
　別の態様では、本発明は、肝疾患の徴候がない対象又は肝疾患を発生するリスクがない
人において肝疾患を診断するためのキットを提供する。キットは以下の構成要素を含む。
（１）健康個体の血液サンプル中におけるアルブミンｍＲＮＡの平均的な量又は濃度を与
える標準対照 、及び（２）アルブミンｍＲＮＡの少なくとも一部を特異的に増幅させる
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ための２種類のオリゴヌクレオチドプライマー。典型的には、キットは、本発明の方法を
実施する使用者を補助するための取扱説明書を更に含む。キットは、アルブミンをコード
する配列との特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドプローブを更に含
んでもよい。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載されている方法の工程の全て又は 一部を行
うことができるデバイスとして、又は 、１若しくは 複数のそのようなデバイスを含むシ
ステムとして、具現化されてもよい。例えば、場合によっては、デバイス又は システム
は、可能性のある肝疾患を検出するための検査を受けている又は 肝臓状態の変化につい
てモニタリングされている対象から採取された無細胞血液サンプルを受けた後に以下の工
程を行う。（ａ）サンプル中のアルブミンｍＲＮＡの量又は 濃度を決定する工程、（ｂ
）標準対照 の値と量又は 濃度を比較する工程、及び（ｃ）対象において肝臓病変が存在
するかどうか、又は 対象の肝臓状態に変化、すなわち悪化又は 改善があるかどうかを示
すアウトプットを提供する工程。別の場合には、本発明のデバイス又は システムは、工
程（ａ）が行われ、（ａ）で得られた量又は 濃度がデバイス中にインプットされた後に
、工程（ｂ）及び（ｃ）のタスクを行う。好ましくは、デバイス又は システムは部分的
又は 完全に自動化されている。
【００１４】
　本発明の前述の態様のいずれかの実施において、本発明の方法、キット、デバイス、又
は システムを用いて検査されている人は、肝疾患の徴候がない人、肝疾患を発生する公
知のリスクがない人、又は 肝移植を受けて従来の検査で肝疾患の症状が示されなかった
人であり得る。場合によっては、以前に肝細胞癌に罹患した肝移植後患者及び肝移植後に
再発した肝細胞癌は本発明の実施から除外され得る。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度のボックスプロットである。ボックスの上限及び 下限
並びに ボックス内の線はそれぞれ７５パーセンタイル及び ２５パーセンタイル並びに 
中央値を示す。ひげの先は９０パーセンタイル及び１０パーセンタイルを示す。外れ値を
白丸で表す。破線は、ＲＯＣ解析により得られた、肝臓病変を検出するためのカットオフ
（８３５コピー／ｍＬ）を示す。ＨＣＣ、肝細胞癌；ＣＨＢ、慢性Ｂ型肝炎。
【００１６】
【図２】血漿ＡＬＢｍＲＮＡの定量化により肝臓病変を検出するための受信者動作特性曲
線を示す図である。
【００１７】
【図３】血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度とアラニントランスアミナーゼ濃度との関係を示す図で
ある。ＨＣＣ、肝細胞癌；ＣＨＢ、慢性Ｂ型肝炎。
【００１８】
【図４】肝細胞癌患者の血漿ＡＬＢｍＲＮＡとアルファフェトプロテインとの関係を示す
図である。挿入図は、アルファフェトプロテイン（ＡＦＰ）が２０μｇ／Ｌ未満であるが
血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が８３５コピー／ｍＬを超える患者を囲んでいる。
【００１９】
【図５】ＡＬＢのＳＮＰであるｒｓ９６２００４の遺伝子型を同定するために得た質量ス
ペクトルを示す図である。伸張産物の分子量の差でＳＮＰアレルを分解している。伸張し
なかったプライマー並びに 伸張したＡアレル及び Ｇアレルを表すピークの位置にそれぞ
れ印を付けた。ｘ軸は、ダルトンで測定した質量を表し、ｙ軸は、任意の単位で測定した
イオン電流の強度を表す。ｈＭＥアッセイはＤＮＡ産物及びＲＮＡ産物両方の遺伝子型同
定に応用することができる。Ａアレルのホモ接合型、ヘテロ接合型、及び Ｇアレルのホ
モ接合型のサンプルをそれぞれ上、真ん中、及び 下のパネルに示す。
【００２０】
【図６】血漿ＡＬＴが上昇していない参加者の血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度のボックスプロッ
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トである。ボックスの上限及び 下限並びに ボックス内の線はそれぞれ７５パーセンタイ
ル及び ２５パーセンタイル並びに 中央値を示す。ひげの先は９０パーセンタイル及び１
０パーセンタイルを示す。外れ値を白丸で表す。破線は、ＲＯＣ解析により得られた、肝
臓病変を検出するためのカットオフ（８３５コピー／ｍＬ）を示す。ＨＣＣ、肝細胞癌；
ＣＨＢ、慢性Ｂ型肝炎。
【００２１】
【図７】血漿ＡＬＴが上昇していない対象において血漿ＡＬＢｍＲＮＡ定量化により肝臓
病変を検出するための受信者動作特性曲線を示す図である。
【００２２】
【図８】血漿ＡＬＴが上昇していない健康対照 及び肝移植後レシピエントの血漿ＡＬＢ
ｍＲＮＡ濃度のボックスプロットである。ボックスの上限及び 下限並びに ボックス内の
線はそれぞれ７５パーセンタイル及び ２５パーセンタイル並びに 中央値を示す。ひげの
先は９０パーセンタイル及び１０パーセンタイルを示す。外れ値を白丸で表す。破線は、
図１及び６で用いたように、肝臓病変検出のカットオフ（８３５コピー／ｍＬ）を示す。
【００２３】
【図９】登録時の安定グループ及び不安定グループの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を示すボッ
クスプロットである。ボックスの上限及び 下限並びに ボックス内の線はそれぞれ７５パ
ーセンタイル及び ２５パーセンタイル並びに 中央値を示す。ひげの先は９０パーセンタ
イル及び１０パーセンタイルを示す。外れ値を白丸で表す。血漿ＡＬＢｍＲＮＡのカット
オフレベルである８３５コピー／ｍＬを点線で表す。
【００２４】
【図１０】（Ａ）安定グループ及び（Ｂ）不安定グループのレシピエントの全研究期間に
わたって採った血液サンプルの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を示す図である。安定及び 不安
定レシピエントの血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡレベルを、それぞれ、中抜きの記号及び 破線並び
に 塗りつぶされた記号及び 実線で表す。血漿ＡＬＢｍＲＮＡのカットオフレベルである
８３５コピー／ｍＬを点線で表す。
【００２５】
【図１１】急性肝臓合併症を有するレシピエントの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ及びＡＬＴの連続
測定を示す図である。パネルＡ～Ｆは、異なる患者に対して行った連続測定のデータであ
り、各パネルが１人の患者を表す。血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を黒丸と実線で表し、ＡＬＴ
活性レベルを白丸と破線で表す。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡのカットオフレベルである８３５
コピー／ｍＬを点線で表す。
【００２６】
【図１２】慢性肝臓合併症を有するレシピエントの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ及びＡＬＴの連続
測定を示す図である。パネルＡ～Ｄは、異なる患者に対して行った連続測定のデータであ
り、各パネルが１人の患者を表す。血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を黒丸と実線で表し、ＡＬＴ
活性レベルを白丸と破線で表す。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡのカットオフレベルである８３５
コピー／ｍＬを点線で表す。
【００２７】
【図１３】脂肪性肝疾患の症例及び健康対照 における血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を示す図
である。ボックスの上限及び 下限並びに ボックス中の線はそれぞれ７５パーセンタイル
及び ２５パーセンタイル並びに 中央値を示す。ひげの先は９０パーセンタイル及び１０
パーセンタイルを示す。外れ値を白丸で表す。
【００２８】
【図１４】肝生検（Ｂｘ）によって診断された又は磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）によって診
断された脂肪性肝疾患の症例及び健康対照 における血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を示す図で
ある。ボックスの上限及び 下限並びに ボックス内の線はそれぞれ７５パーセンタイル及
び ２５パーセンタイル並びに 中央値を示す。ひげの先は９０パーセンタイル及び１０パ
ーセンタイルを示す。外れ値を白丸で表す。ＮＡＦＬＤ、非アルコール性脂肪性肝疾患。
【００２９】



(7) JP 2016-63813 A 2016.4.28

10

20

30

40

50

【図１５】図１４に示した対象の血漿ＡＬＴ活性濃度を示す図である。破線は基準カット
オフ値を表す。Ｂｘ、生検；ＭＲＩ、磁気共鳴映像法。ＮＡＦＬＤ、非アルコール性脂肪
性肝疾患。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
定義
　本発明において、「肝疾患」という用語は、患者の正常な肝機能を変化させ、患者の寿
命中の任意の時間に渡って症状を表す、任意のイベント又は状態を指す。肝疾患のいくつ
かの例としては、肝癌、肝硬変、肝線維症、脂肪肝、非アルコール性脂肪性肝炎、肝臓へ
の毒による若しくは 機械的な損傷、ウイルス性若しくは 細菌性の感染症、例えば種々の
種類の肝炎（例えば、Ａ型、Ｂ型、又は Ｃ型の肝炎）、ウィルソン病、ヘモクロマトー
シス、アルファ１－抗トリプシン欠乏症、又は 糖原病が含まれる。場合によっては、肝
細胞癌は、本願で診断される肝疾患から除外され得る。肝疾患は、多くの場合、病的状態
の期間に応じて急性又は慢性に細分類される。一般的に、３ヶ月を超えて存続する状態は
慢性肝疾患に分類され、３ヶ月未満しか続かない状態は急性肝疾患に分類される。急性肝
疾患、例えばウイルスによって引き起こされる急性肝炎又は肝臓への虚血傷害は、通常、
突然現れるが、正常な肝機能が完全に回復されることが多い。一方、慢性肝疾患は、通常
、潜行性でゆっくりと進行するが、完全に正常な肝機能を回復することはほとんどない。
【００３１】
　肝疾患の原因及び臨床症状は様々であるので、これらの肝疾患を診断する多くの異なる
方法が存在する。従来の方法は、通常、血清の生化学的マーカーを分析して一般的にアラ
ニントランスアミナーゼ（ＡＬＴ）、アスパラギン酸トランスアミナーゼ（ＡＳＴ）、ア
ルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、総ビリルビン（ＴＢＩＬ）、直接ビリルビン、又はガ
ンマグルタミルトランスペプチダーゼ（ＧＧＴ）のレベルを評価することを含む。あるい
は 、超音波、ＣＴスキャン、又は ＭＲＩによる肝胆道系のイメージングを用いて肝臓の
構造的異常を検出する。それらの異常のいずれかを有することが現在分かっていないか、
過去のいずれの時点でも慢性肝疾患と診断されたことがないか、過去の急性肝疾患から回
復したことが分かっている人が「肝疾患の徴候のない対象」である。そのような人の一例
としては、過去にアラニンアミノトランスフェラー ゼ（ＡＬＴ）検査の結果が異常であ
ったことがない又は最後の急性肝傷害の後に正常レベルまでＡＬＴが回復したために異常
なＡＬＴ検査結果が現在予想されない人が挙げられる。ＨＢＶ等の特定の肝臓ウイルスの
キャリアは無症候性であり得、従来の肝機能検査で検出可能な異常を生じる程度の明らか
な肝細胞損傷がないことがあるため、そのようなウイルスのいずれかのキャリアであるこ
とが分かっているが肝機能検査の結果が異常であったことがない人も「肝疾患の徴候のな
い対象」と見なされる。肝疾患の徴候がないことに加え、直接の家族の一員（親、兄弟姉
妹）も肝疾患の徴候を示さない人は、肝疾患を発生するリスクがない人と見なされる。
【００３２】
　ＡＬＴ検査は医療従事者によって日常的に使用されている。これは通常、肝疾患の症状
、例えば黄疸（黄色がかった皮膚又は 目）、暗色尿、悪心、嘔吐、又は 腹痛を経験して
いる場合に要求される。また、ウイルス性肝炎等の肝臓感染症の診断を支援するため又は
肝臓に関連する副作用を引き起こす医薬を接種している患者をモニタリングするためにも
要求され得る。血中ＡＬＴレベルの正常範囲は５～６０ＩＵ／Ｌ（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｕｎｉｔｓ　ｐｅｒ　Ｌｉｔｅｒ）である。ＡＳＴレベルの正常範囲は５～４３
ＩＵ／Ｌである。
【００３３】
　本発明において、「血液」という用語は、可能性のある肝疾患についての検査又は 対
象の肝臓の生理学的状態を評価するための検査を受けている対象に由来する血液サンプル
又は 血液標本を指す。「無細胞血液サンプル」とは、全血中に存在する全細胞の少なく
とも９５％ が除かれた血液の任意の画分を指し、従来の定義による血清及び血漿等の画
分も包含される。異なる個体から得られた又は同じ個体であるが同じ処理工程後の異なる
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時点で得られた血液サンプルを「同じ種類の血液サンプル」と呼ぶ。
【００３４】
　「核酸」又は 「ポリヌクレオチド」という用語は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）又は 
リボ核酸（ＲＮＡ）及び一本鎖又は 二本鎖の形態であるそのポリマーを指す。特に断り
のない限り、この用語は、参照核酸と同様な結合特性を有し且つ天然ヌクレオチドと同様
に代謝される、天然ヌクレオチドの既知のアナログを含む核酸も包含する。特に断りのな
い限り、特定の核酸配列は、暗黙的に、明示的に示される配列に加え、保存的に改変され
たそのバリアント（例えば縮重コドン置換）、アレル、オーソログ、一塩基多型（ＳＮＰ
）、及び相補配列も含む。特に、縮重コドン置換は、１又は 複数の選択された（又は 全
）コドンの第３位が混合塩基及び ／又は デオキシイノシン残基で置換された配列を作製
することによって実現され得る（Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991)；O
htsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985)；及び Rossolini et al., Mol. 
Cell. Probes 8:91-98 (1994)）。核酸という用語は、遺伝子、ｃＤＮＡ、及び遺伝子に
よってコードされるｍＲＮＡと相互に交換可能に使用されている。
【００３５】
　「遺伝子」という用語は、ポリペプチド鎖の産生に関与するＤＮＡのセグメントを意味
し、遺伝子産物の転写／翻訳及び 転写／翻訳の調節に関与するコード領域の前後の領域
（リーダー及び トレーラー）並びに 個々のコードセグメント（エキソン）の間の介在配
列（イントロン）を含む。
【００３６】
　本願において、「ポリペプチド」、「ペプチド」、及び「タンパク質」という用語はア
ミノ酸残基のポリマーを指して相互に交換可能に使用されている。これらの用語は、１又
は複数のアミノ酸残基が対応する天然アミノ酸の人工の化学的模倣物（ｍｉｍｅｔｉｃｓ
）であるアミノ酸ポリマー並びに 天然アミノ酸ポリマー及び 非天然アミノ酸ポリマーに
適用される。本発明において、これらの用語は、アミノ酸残基が共有ペプチド結合で連結
された任意の長さのアミノ酸鎖、例えば全長タンパク質（すなわち抗原）を包含する。
【００３７】
　「アミノ酸」という用語は、天然及び 合成のアミノ酸並びに 天然アミノ酸と同様に機
能するアミノ酸アナログ及び アミノ酸模倣物を指す。天然のアミノ酸とは、遺伝暗号に
よってコードされるもの並びに 後で修飾されたアミノ酸、例えばヒドロキシプロリン、
γ－カルボキシグルタミン酸、及び Ｏ－ホスホセリンである。
【００３８】
　本明細書中で、アミノ酸は、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅ
ｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎにより推奨される周知の３文字記号又は１文字
記号で言及され得る。同様に、ヌクレオチドもその一般的に受け入れられている１文字コ
ードで言及され得る。
【００３９】
　本願において、「上昇（ｉｎｃｒｅａｓｅ）」又は 「低下（ｄｅｃｒｅａｓｅ）」と
は、確立 された標準対照 からの検出可能な正又は 負の量的変化を指す。上昇は、対照 
の値の好ましくは少なくとも２倍、より好ましくは少なくとも５倍、最も好ましくは少な
くとも１０倍の正の変化である。同様に、低下は、標準対照 の好ましくは少なくとも５
０％ 、より好ましくは少なくとも８０％ 、最も好ましくは少なくとも９０％ の負の変
化である。「より多い」、「より少ない」、「より高い」、「より低い」等、比較基準か
らの量的な変化又は差を示す他の用語も、本願において上記と同様に使用されている。対
照 的に、「実質的に同じ」又は 「実質的に変化がない」という用語は、標準対照 値か
らの量の変化がほとんど又は 全くないこと、典型的には標準対照 の±１０％ 以内、±
５％ 以内、２％ 、又は 標準対照 からの変化がそれよりも小さいことを意味する。
【００４０】
　本発明において、「ポリヌクレオチドハイブリダイゼーション法」とは、適切なハイブ
リダイゼーション条件下で既知の配列のポリヌクレオチドプローブとワトソン・ クリッ
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ク塩基対を形成する能力に基づいてポリヌクレオチドの存在及び／又は量を検出する方法
を指す。そのようなハイブリダイゼーション法の例としては、サザンブロット及びノーザ
ンブロットが含まれる。
【００４１】
　本発明において、「プライマー」とは、目的の遺伝子（例えばアルブミンコード配列）
に対応するポリヌクレオチド配列に基づいてヌクレオチド配列を増幅するための、ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）等の増幅方法で使用することができるオリゴヌクレオチドを指
す。ポリヌクレオチド配列を増幅させるためのＰＣＲプライマーの少なくとも１つは、配
列に対して配列特異的である。
【００４２】
　本発明において、「デジタルポリメラーゼ連鎖反応」という用語は、従来のポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法を洗練させたバージョンを指し、この方法を用いると、ＤＮＡ、
ｃＤＮＡ、又はＲＮＡを含む核酸の直接定量及びクローン的増幅が可能となり、標的核酸
の量を直接、定量的に測定することができる。デジタルＰＣＲは、増幅産物を局在させて
検出可能レベルにまで濃縮できる多数の別個の反応チャンバー内のサンプル中に存在する
個々の各核酸分子を捕捉又は単離することによってこの直接的定量測定を実現する。ＰＣ
Ｒ増幅後、ＰＣＲの最終産物を含むチャンバーを計数することで、核酸の絶対量が直接測
定される。典型的には希釈による個々の核酸分子の捕捉又は 単離は、キャピラリー中、
マイクロエマルション中、並んだ微小チャンバー中、又は 核酸結合表面上で行われ得る
。デジタルＰＣＲの基本的な方法論は、例えばSykes et al., Biotechniques 13 (3): 44
4-449, 1992に記載されている。
【００４３】
　本発明において、「分子計数」という用語は、分子又は 分子複合体の数、多くの場合
、性質の異なる他の共存する分子又は 複合体との関係における相対数、の定量的測定を
可能にする任意の方法を指す。分子計数の種々の方法が例えばLeaner et al., Analytica
l Chemistry 69:2115-2121, 1997；Hirano and Fukami, Nucleic Acids Symposium  Seri
es No. 44:157-158, 2000; Chiu et al., Trends in Genetics 25:324-331, 2009；及び
米国特許第７，５３７，８９７号に記載されている。
【００４４】
　本発明において、「標準対照 」とは、確立 されたサンプル（例えば無細胞血液サンプ
ル）中に存在する所定の量のポリヌクレオチド配列（例えばアルブミンｍＲＮＡ）を指す
。標準対照 値は、本発明の方法の使用に適しており、検査サンプル中に存在するアルブ
ミンｍＲＮＡの量を比較するための基準となる。標準対照 となる確立 されたサンプルは
、従来の定義による肝疾患を有していない平均的な健康なヒトの特定の血液サンプル、特
に無細胞血液サンプル（例えば血清又は血漿）に典型的なアルブミンｍＲＮＡの平均量を
提示する。標準対照 値は、サンプルの性質及びそのような対照 値を確立 する基礎とな
る対象の性別、年齢、民族性等のその他の因子に応じて変わり得る。
【００４５】
　従来の定義による肝疾患を有していない健康なヒトの記述 において、「平均（的）」
という用語は、肝臓病変を有していない健康なヒトの無作為に選択されたグループを表す
特定の特徴を指し、特にその人の血中又は 血液の任意の無細胞画分中、例えば血清若し
くは 血漿中、に見られるアルブミンｍＲＮＡの量を指す。この選択されたグループは、
これらの個体の血液中又は血液画分中のアルブミンｍＲＮＡの平均量が、一般の健康なヒ
ト集団の対応するアルブミンｍＲＮＡ量を適切な精度で反映するように、十分な数のヒト
を含むべきである。また、選択されるグループのヒトは一般的に、通常潜在的肝障害の徴
候について血液サンプルを検査される対象と同様の年齢である。本発明の実施に好ましい
年齢は、スクリーニングされている肝疾患／障害に応じて異なり得る。更に、性別、民族
性、病歴等のその他の因子も考慮され、これらは、検査対象のプロファイルと「平均」を
確立 している選択されたグループの個体のプロファイルとの間で、一致度が高いことが
好ましい。
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【００４６】
　本願において、「量」という用語は、サンプル中に存在する関心のあるポリヌクレオチ
ド配列、例えばアルブミンｍＲＮＡの量を指す。そのような量は、絶対的な用語、すなわ
ちサンプル中のポリヌクレオチド配列の全量で表されてもよく、相対的な用語、すなわち
サンプル中のポリヌクレオチド配列の濃度で表されてもよい。
【００４７】
発明の詳細な説明
Ｉ．イントロダクション
　血漿中の循環核酸を分析することで、種々の生理学的及び病理学的状態を非侵襲的にモ
ニタリングすることができる（Lo et al., Ann N Y Acad Sci 2004;1022:135-139；Chan 
et al. Ann Clin Biochem 2003;40:122-30）。悪性腫瘍（Anker et al., Int J Cancer 2
003; 103: 149-52）、妊娠に関連する状態（Lo et al., Nat Rev Genet 2007;8:71-7）、
臓器移植（Lo et al., Lancet 1998;351:1329-30）、外傷（Lo et al., Clin Chem 2000;
46:319-23; Chiu et al., Acta Neurochir Suppl 2005;95:471-4）を管理するための応用
等、ヒト血漿中を循環している無細胞核酸の検出に基づく多くの応用が報告されている。
これらの応用の基本原理は、疾患臓器に由来する細胞外核酸分子の血漿検出に関連する。
循環ＤＮＡ分析から利用することができる疾患特異的な遺伝的サインには、疾患関連病原
体（Chan et al., Clin Chem 2005;51:2192-5）、疾患特異的変異、胎児と母親又は移植
ドナーとレシピエントの性別及び多型の差の検出が含まれる。
【００４８】
　循環ＤＮＡに加えて、無細胞血漿ＲＮＡ分析は、病態関連マーカーを開発するための別
の次元の機会を提供する（Lo et al., Ann N Y Acad Sci 2004;1022:135-139；Anker et 
al., Clin Chem 2002;48:1210-1）。臓器又は疾患に固有の発現プロファイルが、血漿検
出の特異的核酸サイン（ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅ）としての標的
となり得る。腫瘍由来ＲＮＡ種（Chen et al., Clin Cancer Res 2000;6:3823-6）及び胎
盤由来ＲＮＡ種（Ng et al., Proc Natl Acad Sci USA 2003;100:4748-53）は、血漿から
の検出が成功しており、疾患評価の可能性を秘めている（Ng et al., Clin Chem 2003;49
:727-31）。本発明者らは、肝臓病変を評価するための、循環している肝臓由来ｍＲＮＡ
の検出の可能性を探求した。
【００４９】
　循環ＤＮＡ及びＲＮＡが細胞死により放出されることを示唆する多くの証拠がある（Ja
hr et al., Cancer Res 2001;61:1659-65）。アルブミンは体に最も豊富なタンパク質で
あり、肝臓で合成されるので、本発明者らは、ＡＬＢ ｍＲＮＡがヒト血漿中で検出可能
であり得、肝臓病変の高感度マーカー（ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｍａｒｋｅｒ）になり得る
という仮説を立てた。実際、過去の研究で、ヒト対象の末梢全血及び末梢単核細胞画分に
おいてＡＬＢｍＲＮＡの検出が報告されている（Hillaire et al., Gastroenterology 19
94;106:239-42；Kar et al., Hepatology 1995;21:403-7；Muller et al., Hepatology 1
997;25:896-9；Barbu et al., Hepatology 1997;26:1171-5；Gion et al., Hepatology 1
998;28:1663-8；Peck-Radosavljevic et al., Liver Transplant Oncology Group. J Hep
atol 1998;28:497-503；Wong et al., Br J Cancer 1997;76:628-33；Wong et al, Cance
r Lett 2000;156:141-9；Bastidas-Ramirez et al., Hepatol Res 2002;24:265.11）。し
かし、これらの研究で報告されている成功のレベルは異なり、肝細胞癌（ＨＣＣ）、肝硬
変、肝炎の患者及び健康対照 で血中ＡＬＢｍＲＮＡの検出率は１００％ 未満であった。
しかし最近、Kudo et al., (J Vet Med Sci 2008;70:993-5）により、ラットにおける、
血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの存在及び肝傷害と血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度との関係が報告された
。
【００５０】
　血液細胞は、他の細胞型で主に発現されることが分かっている遺伝子を「非正統的に（
ｉｌｌｅｇｉｔｉｍａｔｅｌｙ）」転写することができ（Lambrechts et al., Ann Oncol
 1998;9:1269-76）、本発明者らは、主に血液細胞が血漿核酸の提供者であることを過去
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に実証している（Lui et al., Clin Chem 2002;48:421-7）。そこで、本発明者らは最初
に血漿又は全血のＡＬＢ ｍＲＮＡが肝臓に由来するかどうかを決定することを目的とし
、２番目に、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの肝臓起源を確認した後、種々の肝臓病変で量的逸脱
が検出されるかどうかを決定した。最初の目的を果たすために、以前に記載されているＲ
ＮＡ一塩基多型（ＳＮＰ）戦略（Lo et al., Nat Med 2007;13:218-23；Chan et al., Cl
in Chem 2007;53:1874-6）を用いて、標的のＡＬＢをコードするＳＮＰの遺伝子型が異な
るドナーから肝臓移植又は骨髄移植を受けたレシピエントの循環（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏ
ｎ）中に見られるＡＬＢｍＲＮＡ分子の遺伝子型を同定した。
【００５１】
ＩＩ．一般的方法論
　本発明の実施では、分子生物学分野の通常の技術を利用する。本発明に有用な一般的方
法を開示している基本的な教科書としては、Sambrook and Russell, Molecular Cloning,
 A Laboratory Manual (3rd ed. 2001)；Kriegler, Gene Transfer and Expression: A L
aboratory Manual (1990)；及びCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel et 
al., eds., 1994)）が含まれる。
【００５２】
　核酸のサイズはキロベース（ｋｂ）又は塩基対（ｂｐ）で表す。これらは、アガロース
又は アクリルアミドゲル電気泳動、シークエンシングした核酸、又は 公開されているＤ
ＮＡ配列に由来する推定値である。タンパク質のサイズはキロダルトン（ｋＤａ）又はア
ミノ酸残基数で表す。タンパク質サイズは、ゲル電気泳動、シークエンシングしたタンパ
ク質、由来アミノ酸配列、又は公開されているタンパク質配列から推定される。
【００５３】
　市販されていないオリゴヌクレオチドは、例えばBeaucage and Caruthers, Tetrahedro
n Lett. 22:1859-1862 (1981)に最初に記載された固相ホスホラミダイトトリエステル法
に従い、Van Devanter et. al., Nucleic Acids Res. 12:6159-6168 (1984) に記載され
ているように自動合成機を用いて、化学的に合成することができる。オリゴヌクレオチド
の精製は、当該技術分野で認知されている任意の戦略、例えばネイティブアクリルアミド
ゲル電気泳動又はPearson and Reanier, J. Chrom. 255: 137-149 (1983)に記載されてい
るような陰イオン交換高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を用いて行われる。
【００５４】
　本発明で使用される遺伝マーカーの配列又はゲノム配列、例えばアルブミン遺伝子のポ
リヌクレオチド配列及び合成オリゴヌクレオチド（例えばプライマー）は、例えば、Wall
ace et al., Gene 16: 21-26 (1981)の二本鎖鋳型をシークエンシングするチェーン・ タ
ーミネーション法を用いて確認することができる。
【００５５】
ＩＩＩ．血液サンプルの採取及び ｍＲＮＡの抽出
　本発明は、肝疾患又は 肝障害の存在の検出及び ／又は 進行のモニタリングのための
非侵襲的手段としての、人の血液中、特に無細胞血液サンプル中に見られるアルブミンｍ
ＲＮＡの量の分析に関する。したがって、本発明の実施における第１の工程は、検査対象
から血液サンプルを得ること及びサンプルからｍＲＮＡを抽出することである。
【００５６】
Ａ．血液サンプルの採取
　本発明の方法を用いて肝臓の状態又は 障害について検査又は モニタリングされる人か
ら血液サンプルを得る。個体からの血液の採取は、病院又は診療所が一般的に従う標準的
プロトコールに従って行われる。適切な量、例えば典型的には５～５０ｍｌの末梢血液を
採取し、これはその後の調製の前に標準的手法で保存されてよい。
【００５７】
Ｂ．血液サンプルの調製
　本発明に係る患者血液サンプル中に見られるアルブミンｍＲＮＡの分析は、例えば全血
を用いて、あるいはより多くの場合、血清、血漿等の無細胞サンプルを用いて行われ得る
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。元の血液（ｍａｔｅｒｎａｌ　ｂｌｏｏｄ）から血清又は血漿を調製する方法は当業者
に周知である。例えば、対象の血液を、血液凝固を防ぐためのＥＤＴＡを含む管又はバキ
ュテイナＳＳＴ（ニュージャージー州フランクリンレイクスのベクトン・ ディッキンソ
ン社製）等の特化した市販製品に入れ、その後、遠心分離により全血から血漿を得ること
ができる。一方、血清は、血液凝固後に遠心分離を行うか又は遠心分離を行ずに得ること
ができる。遠心分離を用いる場合、遠心分離は典型的には、限定するものではないが、適
切な速度、例えば１，５００～３，０００×ｇで行われる。血漿又は血清をＲＮＡ抽出用
の新たな管に移す前に更なる遠心分離工程に供してもよい。全血から無細胞サンプルを調
製するその他の任意の方法も、方法により実質的に細胞を含まない無細胞血液サンプル、
例えば全血中に本来存在する全細胞の少なくとも９０％ 、９５％ 、９８％ 、又は９９
％ 以上が除かれた無細胞血液サンプルが得られる限り、本発明の目的に適切である。
【００５８】
Ｃ．ＲＮＡの抽出及び定量化
　生体試料からｍＲＮＡを抽出する多くの方法がある。ｍＲＮＡ調製の一般的な方法（例
えばSambrook and Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3d ed., 2001に
記載されている）を行ってもよく、種々の市販の試薬又はキット、例えばＴｒｉｚｏｌ試
薬（カリフォルニア州カールズバッドのインビトロジェン社製）、Ｏｌｉｇｏｔｅｘ　Ｄ
ｉｒｅｃｔ　ｍＲＮＡ　Ｋｉｔ（カリフォルニア州バレンシアのキアゲン社製）、ＲＮｅ
ａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（ドイツ、ヒルデンのキアゲン社製）、及びＰｏｌｙＡＴｔｒ
ａｃｔ（登録商標）　Ｓｅｒｉｅｓ　９６００（商標）（ウィスコンシン州マディソンの
プロメガ社製）を用いて女性検査対象の生体試料からｍＲＮＡを得てもよい。これらの方
法を２つ以上組み合わせて用いてもよい。
【００５９】
　ＲＮＡ標品から全ての混入ＤＮＡを除くことが必要である。したがって、サンプルを注
意深く取り扱い、ＤＮＡａｓｅで十分に処理し、増幅及び定量化工程で適切な陰性対象を
用いるべきである。
【００６０】
１．ＰＣＲに基づくｍＲＮＡレベルの定量
　サンプルからｍＲＮＡを抽出した後、アルブミンｍＲＮＡの量が定量され得る。ｍＲＮ
Ａレベルを決定する好ましい方法は、増幅に基づく方法、例えばポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）である。
【００６１】
　増幅工程の前に、アルブミンｍＲＮＡのＤＮＡコピー（ｃＤＮＡ）を合成しなければな
らない。これは逆転写により達成され、別個の工程として行ってもよく、ＲＮＡを増幅す
るポリメラーゼ連鎖反応の変法であるｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ逆転写－ポリメラーゼ連鎖
反応（ＲＴ－ＰＣＲ）中で行ってもよい。リボ核酸のＰＣＲ増幅に適した方法は、Romero
 and Rotbart in Diagnostic Molecular Biology: Principles and Applications pp.401
-406；Persing et al., eds., Mayo Foundation, Rochester, MN, 1993；Egger et al., 
J. Clin. Microbiol. 33:1442-1447, 1995；及び米国特許第５，０７５，２１２号に記載
されている。
【００６２】
　ＰＣＲの一般的な方法は当該技術分野で周知であるので、本明細書中では詳細に説明し
ない。ＰＣＲ法、プロトコール、及びプライマー設計の原理のレビューについては、例え
ばInnis, et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Pr
ess, Inc. N.Y., 1990を参照されたい。ＰＣＲの試薬及びプロトコールはロシュ・ モレ
キュラー・ システムズ社等の供給業者からも入手可能である。
【００６３】
　ＰＣＲは耐熱性酵素を用いた自動化されたプロセスとして非常に一般的に行われている
。このプロセスでは、反応混合物の温度を、変性領域、プライマーのアニーリング領域、
及び伸張反応領域に自動でサイクルさせる。この目的に特別に適応された機械が市販され
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ている。
【００６４】
　本発明の実施には標的ｍＲＮＡのＰＣＲ増幅が通常用いられる。しかし、当業者であれ
ば、元の血液サンプル中のこれらのｍＲＮＡ種の増幅が、いずれも十分な増幅を実現する
リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写を介した増幅、及び自家持続配列複製法又は核酸配列
ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）等の任意の公知の方法によって実現され得ることを理解するで
あろう。より最近開発された分岐ＤＮＡ技術を用いて元の血液中のｍＲＮＡマーカーの量
を定量してもよい。臨床サンプル中の核酸配列を直接定量化するための分岐ＤＮＡシグナ
ル増幅のレビューには、Nolte, Adv. Clin. Chem. 33:201-235, 1998を参照されたい。
【００６５】
２．その他の定量方法
　アルブミンｍＲＮＡは当業者に周知の他の標準的技術を用いても検出することができる
。検出工程の前に通常は増幅工程があるが、本発明の方法では増幅は必要ではない。例え
ば、ｍＲＮＡは、増幅工程が先にあってもなくても、サイズ分画（例えばゲル電気泳動）
によって同定することができる。周知の技術（例えば上記のSambrook and Russell参照）
に従ってサンプルをアガロース又はポリアクリルアミドゲルに流して臭化エチジウムで標
識した後、比較標準と同じサイズのバンドが存在すれば標的ｍＲＮＡの存在が示され、そ
の後、その量を、バンドの強度に基づいて対照 と比較することができる。あるいは、ア
ルブミンｍＲＮＡに特異的なオリゴヌクレオチドプローブを用いてそのようなｍＲＮＡ種
の存在を検出し、プローブのシグナル強度に基づいて、比較標準と比べたｍＲＮＡの量を
示すことができる。
【００６６】
　配列特異的プローブハイブリダイゼーションは、他の核酸種を含む特定の核酸を検出す
るための周知の方法である。十分にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で
、プローブは実質的に相補的な配列にだけ特異的にハイブリダイズする。様々な量の配列
ミスマッチが許容されるようにハイブリダイゼーション条件のストリンジェンシーを緩め
ることができる。
【００６７】
　複数のハイブリダイゼーションフォーマットが当該技術分野で周知であり、限定される
ものではないが、溶液層、固相、又は混合相のハイブリダイゼーションアッセイが含まれ
る。以下の論文に種々のハイブリダイゼーションアッセイフォーマットの概要が記載され
ている。Singer et al., Biotechniques 4:230, 1986；Haase et al., Methods in Virol
ogy, pp. 189-226, 1984；Wilkinson, In situ Hybridization, Wilkinson ed., IRL Pre
ss, Oxford University Press, Oxford；及びHames and Higgins eds., Nucleic Acid Hy
bridization: A Practical Approach, IRL Press, 1987。
【００６８】
　ハイブリダイゼーション複合体は周知の技術に従って検出される。標的核酸（すなわち
ｍＲＮＡ又は増幅されたＤＮＡ）に特異的にハイブリダイズできる核酸プローブは、ハイ
ブリダイズした核酸の存在を検出するために通常使用される複数の方法のいずれかで標識
されてよい。一般的な検出方法の１つは、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、又は３２Ｐ
等で標識されたプローブを用いたオートラジオグラフィーの使用である。放射性同位元素
の選択は、選択された同位体の合成のし易さ、安定性、及び半減期による研究への好まし
さにより変わる。その他の標識としては、蛍光団、化学発光剤、及び 酵素で標識された
アンチリガンド又は抗体に結合する化合物（例えばビオチン及び ジゴキシゲニン）が挙
げられる。あるいは、プローブを蛍光団、化学発光剤、酵素等の標識に直接コンジュゲー
トさせてもよい。標識の選択は、必要な感度、プローブとのコンジュゲーションの容易さ
、安定性要件、及び利用可能な計測手段に応じて変わる。
【００６９】
　本発明の実施に必要なプローブ及び プライマーは、周知の技術を用いて合成及び 標識
することができる。プローブ及びプライマーとして使用されるオリゴヌクレオチドは、Be
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aucage and Caruthers, Tetrahedron Letts., 22:1859-1862, 1981に最初に記載された固
相ホスホラミダイトトリエステル法に従い、Needham-VanDevanter et al., Nucleic Acid
s Res. 12:6159-6168, 1984に記載されているように自動合成機を用いて、化学的に合成
され得る。オリゴヌクレオチドの精製は、ネイティブアクリルアミドゲル電気泳動又はPe
arson and Regnier, J. Chrom., 255:137-149, 1983に記載されているような陰イオン交
換ＨＰＬＣによる。
【００７０】
ＩＶ．標準対照 の確立 
　本発明の方法を実施するための標準対照 を確立 するために、従来の定義による肝疾患
を有していない健康な人のグループを最初に選択した。これらの個体は、適用可能な場合
、本発明を用いた肝硬変、肝線維症、肝炎等の肝臓の障害又は 疾患のスクリーニング及
び／又は モニタリングに適切なパラメーター範囲内である。必要に応じて、個体は、同
じ性別、同様の年齢、又は同様の民族的背景のものである。
【００７１】
　選択された個体の健康状態は、十分に確立 されている日常的に用いられる方法によっ
て確認され、そのような方法としては、個体の一般的身体検査及び病歴の一般的調査が含
まれるが、これらに限定されるものではない。
【００７２】
　更に、選択された健康個体のグループは、グループから得た血液中のアルブミンｍＲＮ
Ａの平均量／濃度が健康な人々の一般集団での正常レベル又は平均レベルを表すと妥当に
見なせるような妥当なサイズでなければならない。好ましくは、選択されたグループは少
なくとも１０人のヒト対象を含む。
【００７３】
　選択された健康対照 グループの各対象で見られる個々の値に基づいてアルブミンｍＲ
ＮＡの平均値が確立 された後、この平均値、中央値、又は 代表的な値若しくは プロフ
ァイルを標準対照 と見なす。同じプロセス中に標準偏差も決定される。場合によっては
、年齢、性別、又は民族的背景等の特徴が異なる別個に定義されたグループについて、別
個の標準対照 を確立 してもよい。
【００７４】
Ｖ．キット
　本発明は、患者、特に肝臓の傷害、障害、又は 疾患の徴候を有していない患者におけ
る肝疾患の存在の検出又は 診断及び 肝疾患の進行のモニタリング等の種々の目的に用い
ることが可能な、対象の肝臓の生理又は 病変の状態を評価するための本明細書に記載さ
れている方法を実施するための組成物及び キットを提供する。
【００７５】
　アルブミンｍＲＮＡレベルを決定するアッセイを行うためのキットは、典型的には、ア
ルブミンコード配列又は相補配列との特異的ハイブリダイゼーションに有用な少なくとも
１つのオリゴヌクレオチドを含む。必要に応じて、このオリゴヌクレオチドは検出可能部
分で標識されている。場合によっては、キットは、ＰＣＲ、特にＲＴ－ＰＣＲによるアル
ブミンｍＲＮＡの増幅に用いることができる少なくとも２種類のオリゴヌクレオチドプラ
イマーを含み得る。
【００７６】
　典型的には、キットは、検査サンプルの分析及び検査対象における肝臓の生理又は病変
の状態の評価において使用者の手引きとなる取扱説明書も提供する。
【００７７】
　以下の実施例は説明の目的のみに提供されるものであり、限定するためのものではない
。当業者には、本質的に同じ又は 同様な結果を得るために変更又は 改変可能な必須でな
い種々のパラメーターが容易に認識されよう。
【実施例】
【００７８】
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実施例１
Ｉ．材料及び方法
参加者
　２００６年６月から２００８年４月の間に、香港のプリンス・ オブ・ ウェールズ病院
で参加者を募集した。これには、（ｉ）内科、診療科、及び 臨床腫瘍科に通院している
種々の肝臓合併症患者；（ｉｉ）以前に外科で肝移植（ＬＴ）を受けた患者及び ペアに
なる生きているドナー；（ｉｉｉ）小児科で骨髄移植（ＢＭＴ）を受けた患者；及び （
ｉｖ）健康な個体が含まれる。施設内審査委員会から倫理的承認を得、全ての参加者又は
責任のある保護者からインフォームド・ コンセントを得た。
【００７９】
　１０ｍＬの末梢血液をＥＤＴＡ管中に採取した。また、口腔細胞又は毛包細胞のいずれ
かをＢＭＴ患者から採取した。死体肝移植を受けた参加者については、故ドナーのアーカ
イブされた肝生検組織検体を回収した。
【００８０】
サンプルの採取及び処理
　採血後すぐにサンプルを４℃に維持し、４時間以内に処理した。血液サンプルを穏やか
に混合した後、全血０．３ｍＬを０．９ｍＬのＴＲＩｚｏｌ　ＬＳ試薬（カリフォルニア
州カールズバッドのインビトロジェン社製）と混合した。二重遠心分離（ｄｏｕｂｌｅ－
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ）プロトコール（Chiu et al., Clin Chem 2001;47:1607-
13）によって血漿を回収した。最初の遠心分離工程の後、バフィーコートを単離し、２３
０ｇ、４℃で５分間再遠心分離して残留血漿を除いた。全てのサンプルをこのセクション
に記載する核酸抽出まで保存した。
【００８１】
ＡＬＢの遺伝子型同定
　ＡＬＢのコード領域内のＳＮＰであるｒｓ９６２００４を標的にした。１０人の無関係
な個体のＤＮＡシークエンシングにより、このＳＮＰのアレル頻度が０．３７と小さいこ
とが判明した。遺伝子型同定は、ｈｏｍｏｇｅｎｏｕｓ　ＭａｓｓＥＸＴＥＮＤ（ｈＭＥ
）（カリフォルニア州サンディエゴのシーケノム社（Ｓｅｑｕｅｎｏｍ）製）アッセイを
用いたプライマー伸張反応により行った。各ＳＮＰアレルの伸張産物は、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で分離可能である明確に異なる質量を示
す（図５参照）。ＳＮＰ分析の詳細を表３に示す。
【００８２】
　バフィーコートＤＮＡを用いて、ＬＴレシピエント及び肝臓ドナーの遺伝子型を決定し
た。死体肝移植の場合には、アーカイブされていた肝生検組織のＤＮＡから故ドナーのＡ
ＬＢ遺伝子型を決定した。ＢＭＴレシピエントでは、口腔細胞又は毛包細胞のＤＮＡから
元のＡＬＢ遺伝子型を検出した。骨髄ドナーのＡＬＢ遺伝子型は、ＢＭＴ後のレシピエン
トのバフィーコートＤＮＡを用いて評価した。移植レシピエントの血漿又は全血中のＡＬ
ＢｍＲＮＡの遺伝子型は、逆転写されたＡＬＢ ｍＲＮＡに対して同じ遺伝子型同定アッ
セイを用いて決定した。
【００８３】
血漿中のＡＬＢ ｍＲＮＡ転写産物の定量化
　１段階逆転写－定量的リアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）を用いて血漿ＡＬＢｍＲ
ＮＡの濃度を測定した。５’領域（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＮＭ＿０００４７
７．３）のエキソン１及びエキソン２にまたがる７８ｂｐのＡＬＢアンプリコンが増幅さ
れるように、ＡＬＢｍＲＮＡ定量化のためのｉｎｔｒｏｎ－ｓｐａｎｎｉｎｇアッセイを
デザインした。配列を表４にまとめる。標的ＡＬＢアンプリコンを特定するＨＰＬＣ精製
した一本鎖合成ＤＮＡオリゴヌクレオチド（シンガポールのシグマ－プロリゴ社（Ｓｉｇ
ｍａ－Ｐｒｏｌｉｇｏ）製）の濃度が反応１ウェル当たり３～３×１０６コピーの段階希
釈物を用いて、ＡＬＢｍＲＮＡの絶対量を定量化するための較正曲線を作製した（Wong e
t al., Clin Chem 2005;51:1786-95）。ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　７９００　Ｓｅｑｕｅｎｃ
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ｅ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒ（カリフォルニア州フォスターシティーのアプライドバイオシステ
ムズ社製）及びＳｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅバージョン２
．２（アプライドバイオシステムズ社製）により、ＡＬＢｍＲＮＡの増幅をモニタリング
した。ＰＣＲ効率の中央値は８８．３％ （ＳＤ：６％ 、範囲：８１．１～９８．８％ 
）であり、これは、傾きの中央値が－３．６４（ＳＤ：０．１８、範囲：３．３５～３．
８８）、ｙ切片の中央値が４０．８（ＳＤ：１．８６、範囲：３８．１～４３．５）、相
関係数の中央値が０．９９５８（ＳＤ：０．００２６、範囲：０．９９０５～０．９９８
６）の較正曲線から計算された。血漿中のＡＬＢｍＲＮＡの絶対濃度はコピー／ｍＬで表
した。
【００８４】
肝機能の評価
　香港のプリンス・ オブ・ ウェールズ病院の化学病理学研究室で、ＤＰＥ　Ｍｏｄｕｌ
ａｒ　Ａｎａｌｙｔｉｃｓ　ｓｙｓｔｅｍ（ロシュ・ ダイアグノスティックス社製）を
用いて、アルブミン、総ビリルビン、アルカリホスファターゼ、アラニントランスアミナ
ーゼ（ＡＬＴ）、及びアルファフェトプロテインの血漿分析を行った。以前に記載されて
いるように（Chan et al., J Med Virol 2002;68:182-7；Loeb et al., Hepatology 2000
;32:626-629）、慢性Ｂ型肝炎（ＣＨＢ）感染患者の血清中のＢ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ
）ＤＮＡを定量化した。濃度＞１０，０００コピー／ｍＬを活性なウイルス複製の証拠と
見なした（Chan et al., B. J Clin Microbiol 2003;41:4693-5）。
【００８５】
統計解析
　ＳＰＳＳバージョン１５．０ソフトウェア（イリノイ州シカゴのＳＰＳＳ　Ｉｎｃ．社
製）を用いて統計解析を行った。クラスカル・ ワリスのＨ検定及びＤｕｎｎ検定（ｄｕ
ｎｎ’ｓ　ｔｅｓｔ）を適宜用いて、患者グループと対照 グループの間で血漿ＡＬＢｍ
ＲＮＡ濃度を比較した。スピアマンの順位相関により、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度と他の
パラメーターの相関を決定した。０．０５未満のｐ値を統計的差と見なし、全ての確率は
両側検定とした。サンプルの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が、対応するグループの平均から３
標準偏差分より大きい場合に、外れ値を同定した。ＲＯＣ曲線を作製して曲線下面積（Ａ
ＵＣ）を決定した。肝臓合併症患者と健康個体を識別するのに最適な血漿ＡＬＢｍＲＮＡ
濃度カットオフ点で感度及び特異度を計算した。
【００８６】
サンプルの採取及び調製
　血漿を回収するために、各血液サンプルを最初に１６００ｇ、４℃で１０分間遠心分離
した（ドイツ、エッペンドルフ社製のＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５８１０Ｒ）。上清を単純
なポリプロピレン管に注意深く移し、１６０００ｇ、４℃で１０分間再度遠心分離した（
エッペンドルフ社製、Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５４１７Ｒ）（Chiu et al., Clin Chem 2
001 ;47:1607-13）。次いで、底のペレットを乱さずに血漿を新しいポリプロピレン管に
移した。次いで、血漿それぞれ１．６ｍＬを４．８ｍＬのＴｒｉｚｏｌ　ＬＳ試薬（イン
ビトロジェン社製）と混合し、抽出まで－８０℃で保存した（Heung et al., Prenat Dia
gn 2009;29:277-9）。
【００８７】
ＲＮＡ抽出
　各血漿－ＴＲＩｚｏｌ　ＬＳ混合物を解凍し、１．２８ｍＬのクロロホルムと混合した
。１２０００ｇ、４℃で１５分間遠心分離することにより、ＲＮＡライセートを異なる相
に分離した。次いで、水層 を新しいポリプロピレン管に注意深く移した。ＲＮＡ沈殿に
は、１体積の水層 に７００ｍＬ／Ｌのエタノールを１体積添加した。混合物をＲＮｅａ
ｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（カリフォルニア州バレンシアのキアゲン社製）のスピンカラム
に入れ、メーカーのプロトコールに従って処理した。全ＲＮＡを、ＲＮａｓｅを含まない
水５０μｌに溶出した。全てのＲＮＡサンプルを、Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｇｒａ
ｄｅ　Ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｉ（インビトロジェン社製）をメーカーの
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取扱説明書に従って用いて前処理した後、使用時まで－８０℃で保存した。
【００８８】
ＤＮＡ抽出
　バフィーコート、口腔細胞、毛包細胞、及びパラフィン処理した肝生検組織のＤＮＡ抽
出を、ＱＩＡａｍｐ　Ｂｌｏｏｄ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（キアゲン社製）又はＱＩＡａｍｐ
　ＤＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（キアゲン社製）を適宜メーカーに推奨されているように用
いて行った。全てのＤＮＡサンプルを、再蒸留水５０μｌに溶出し、使用時まで－２０℃
で保存した。
【００８９】
ＭａｓｓＡＲＲＡＹ（商標）　ｈｏｍｏｇｅｎｏｕｓ　ＭａｓｓＥＸＴＥＮＤ（商標）（
ｈＭＥ）アッセイ及び質量分析検出によるＲＮＡ－ＳＮＰ分析
逆転写
　耐熱性トリ逆転写酵素（ＴｈｅｒｍｏＳｃｒｉｐｔ（商標）　Ｒｅｃｖｅｒｓｅ　Ｔｒ
ａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、インビトロジェン社製）と遺伝子特異的プライマー（インテグ
レイテッドＤＮＡテクノロジーズ社製；表３参照）を終濃度０．５μＭで用いて、５５℃
で１時間、ＲＮＡサンプルを逆転写した。
【００９０】
ＰＣＲ増幅
　逆転写されたｃＤＮＡを増幅するための各反応液は、０．６×ＨｏｔＳｔａｒ　Ｔａｑ
　ＰＣＲバッファー及び ０．９ｍＭのＭｇＣｌ２（キアゲン社製）、それぞれ２５μＭ
のｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、及び ｄＣＴＰ、並びに ５０μΜのｄＵＴＰ（アプライドバイオ
システムズ社製）を含む。ＤＮＡ増幅のための各反応液は、１×ＨｏｔＳｔａｒ　Ｔａｑ
　ＰＣＲバッファー及び １．５ｍＭのＭｇＣｌ２（キアゲン社製）、更に１ｍＭのＭｇ
Ｃｌ２（キアゲン社製）、それぞれ５０μＭのｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、及び ｄＣＴＰ、並
びに １００μＭのｄＵＴＰ（アプライドバイオシステムズ社製）を含む。全ＰＣＲにつ
いて、フォワードプライマー及びリバースプライマー（アイオワ州コーラルビルのインテ
グレイテッドＤＮＡテクノロジーズ社製；表４参照）は２００ｎＭであり、ＨｏｔＳｔａ
ｒ　Ｔａｑ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（キアゲン社製）は終濃度０．５Ｕであった。ＰＣＲ
は９５℃１５分間で開始し、その後、９５℃２０秒間の変性、５６℃３０秒間のアニーリ
ング、７２℃１分間の伸張を４５サイクル行い、最後に７２℃で３分間インキュベートし
た。
【００９１】
塩基伸張
　ＰＣＲ産物を、０．６Ｕのエビアルカリホスファターゼ（シーケノム社製）、０．３４
μＭのＭａｓｓＡＲＲＡＹ（商標）　Ｈｏｍｏｇｅｎｏｕｓ　ＭａｓｓＥＸＴＥＮＤ（商
標）（ｈＭＥ）バッファー（シーケノム社製）、及び３．０６μＬの水を用いたエビアル
カリホスファターゼ（ＳＡＰ）処理に供した。混合物を３７℃で４０分間、次いで８５℃
で５分間インキュベートし、余分なｄＮＴＰを除去した。ｈＭＥアッセイ（シーケノム社
製）を用いて遺伝子型同定を行った。ＲＮＡのＳＮＰ遺伝子型同定では、１．２μＭの伸
張プライマー（インテグレイテッドＤＮＡテクノロジーズ社製；表３参照）、１．１５Ｕ
のＴｈｅｒｍｏｓｅｑｕｅｎａｓｅ（シーケノム社製）、並びに それぞれ６４μＭのｄ
ｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、及び ｄＧＴＰ（シーケノム社製）を含む９μＬの塩基伸張反応
カクテルを、ＳＡＰ処理されたＰＣＲ産物５μｌに添加した。ＤＮＡのＳＮＰ遺伝子型同
定では、０．７７１μΜの伸張プライマー（インテグレイテッドＤＮＡテクノロジーズ社
製；表Ｉ参照）、１．１５ＵのＴｈｅｒｍｏｓｅｑｕｅｎａｓｅ（シーケノム社製）、並
びに それぞれ６４μＭのｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、及び ｄＧＴＰ（シーケノム社製）を
含む４μＬの塩基伸張反応カクテルを、ＳＡＰ処理されたＰＣＲ産物１０μｌに添加した
。反応条件は、ＲＮＡ－ＳＮＰの遺伝子型同定では、９４℃２分間、次いで、９４℃５秒
間、５２℃５秒間、及び７２℃５秒間を８５サイクルとした。ＤＮＡ－ＳＮＰの遺伝子型
同定では、プライマー伸張反応に同じ熱プロファイルで７５サイクルを用いた。
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【００９２】
液体の分注及び ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳデータ解析
　最終塩基伸張産物を、１２ｍｇのＣｌｅａｎ　Ｒｅｓｉｎ（シーケノム社製）及び ２
４μＬの水を添加することで浄化した。混合物をローテータ－中で２０分間混合した。３
６１ｇで５分間遠心分離した後、１０ｎＬの反応溶液を、ＭａｓｓＡＲＲＡＹ　Ｎａｎｏ
ｄｉｓｐｅｎｓｅｒ　Ｓ（シーケノム社製）によりＳｐｅｃｔｒｏＣＨＩＰ（シーケノム
社製）に分注した。ＳｐｅｃｔｒｏＣＨＩＰからのデータ取得に はＭａｓｓＡＲＲＡＹ
　Ａｎａｌｙｚｅｒ　Ｃｏｍｐａｃｔ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ（ウィスコ
ンシン州マディソンのブルカー社製）を用いた。質量分析データは自動的にＭａｓｓＡＲ
ＲＡＹ　Ｔｙｐｅｒ（シーケノム社製）データベースにインポートされて分析された。
【００９３】
リアルタイム定量ＰＣＲによる血漿中のＡＬＢｍＲＮＡ転写産物の検出
　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　ｖ２．０（アプライドバイオシステムズ社製）を用い
てＡＬＢｍＲＮＡ定量化のアッセイをデザインした。フォワードプライマー及び リバー
スプライマーはそれぞれエキソン１及び エキソン２に位置し、インテグレイテッドＤＮ
Ａテクノロジーズ社により合成された。蛍光プローブ（カリフォルニア州フォスターシテ
ィーのアプライドバイオシステムズ社製）はエキソン１と２の間の連結部にまたがり、混
入ゲノムＤＮＡの増幅を防止する（表４参照）。Ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏでの特異性スクリー
ニング及び配列アラインメントを行い、アンプリコンがＡＬＢ上の標的位置に特異的であ
り、スプライスバリアントを有していないことを確認した。
【００９４】
逆転写
　定量的リアルタイムＰＣＲ反応を反応体積２５μｌでメーカーの取扱説明書に従い手動
で設定した（ＴａｑＭａｎ　ＥＺ　ＲＴ－ＰＣＲ　Ｃｏｒｅ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ；カタロ
グ番号Ｎ８０８０２３６；アプライドバイオシステムズ社製）。反応液当たりの各成分の
終濃度は以下の通りであった：ＥＺバッファーｌ×、酢酸マンガン溶液３ｍＭ、ｄＮＴＰ
３００μＭ、ＡｍｐＥｒａｓｅ　ＵｒａｃｉｌＮ－Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ０．２５ユニ
ット、フォワードプライマー４００μＭ、リバースプライマー４００μＭ、プローブ２０
０μＭ、ｒＴｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼ２．５ユニット、添加物は使用しなかった。増幅
には、３μＬの抽出血漿ＲＮＡを９６ウェル反応プレートの各ウェルに添加した（Ｍｉｃ
ｒｏＡｍｐ　Ｏｐｔｉｃａｌ　９６－Ｗｅｌｌ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｐｌａｔｅ；カタロ
グ番号Ｎ８０１０５６０；アプライドバイオシステムズ社製）。ＡＬＢｍＲＮＡ分析に用
いた熱プロファイルは以下の通りである：５０℃２分間で反応を開始させて含まれている
ウラシルＮ－グリコシラーゼを作用させ、その後、６０℃で３０分間逆転写した。９５℃
で５分間の変性後、９４℃２０秒間の変性及び５８℃１分間のアニーリング／伸張のＰＣ
Ｒを４５サイクル行った。各サンプルは２複製分（ｉｎ　ｄｕｐｌｉｃａｔｅ）分析し、
対応する較正曲線の分も各分析と並行して行った。
【００９５】
　全ての分析に、複数の水ブランク及び 肝臓組織ＲＮＡをそれぞれ陰性対照 及び 陽性
対照 として含めた。ｒＴｔｈ　ポリメラーゼをＡｍｐｌｉＴａｑ　Ｇｏｌｄ酵素（アプ
ライドバイオシステムズ社製）に変えることで、サンプルがＤＮＡに対して陰性であるこ
とを確認するサンプル検査も行った。全ての陰性の水ブランク及び「ＲＴなし」対照 の
分析で、増幅は観察されなかった。このことはアッセイがｍＲＮＡに特異的であることを
示している。ＰＣＲ産物の特異性をゲル電気泳動分析により検証した。反応ウェル１個当
たり３コピーを含む４０個の複製ウェル（＝全部で８０ウェル）の９８％ で検出に成功
（サイクルの閾値の中央値（範囲）が３８．６（３７．８～４４．３））したことから、
ＡＬＢ分析の検出限界は反応ウェル１個当たり３コピーであることが分かった。同じ反応
プレート上の２０個の複製（ｄｕｐｌｉｃａｔｅ）ウェル中で、ＲＯＣ解析で肝疾患患者
を健康対象と識別するための血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度のカットオフレベルとして定義され
た８３５コピー／ｍＬにＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度を調整したサンプルを測定することにより
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、ＡＬＢｍＲＮＡアッセイのアッセイ内ＣＶを評価した。複製（ｒｅｐｌｉｃａｔｅ）か
ら検出された平均ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度は８５５コピー／ｍＬであり、ＳＤは８５コピー
／ｍＬ、ＣＶは９．９７％ であった。
【００９６】
ＩＩ．結果
循環中のＡＬＢ ｍＲＮＡの起源
　血漿及び 全血中のＡＬＢｍＲＮＡが肝臓由来であるかどうかを突き止めるために、Ｌ
Ｔレシピエント及び ＢＭＴレシピエントの循環中に見られるＡＬＢ ｍＲＮＡ分子の遺伝
子型を同定するためのＲＮＡ－ＳＮＰアッセイを開発した。分析は、対応するレシピエン
トと調査対象のＡＬＢ　ＳＮＰの遺伝子型が異なるドナーとして定義された情報価値のあ
るドナー・ レシピエントのペアに焦点を当てた。肝移植後、ＡＬＢｍＲＮＡが本当に肝
臓由来である場合、レシピエントの循環中に見られるＡＬＢ ｍＲＮＡ分子について、ド
ナーのものに対応する遺伝子型が観察されるはずである。あるいは、循環ＡＬＢｍＲＮＡ
のプールに他の組織源が寄与する場合、レシピエントのＡＬＢ遺伝子型が検出されるはず
である。造血細胞が循環ＡＬＢ ｍＲＮＡの混入源であり得ることを実証するために、同
様なＲＮＡ－ＳＮＰ分析をＢＭＴのレシピエントに対して行った。同様に、造血細胞が循
環にＡＬＢｍＲＮＡを提供する場合、循環ＡＬＢ ｍＲＮＡ分子は骨髄ドナーの遺伝子型
を示す。
【００９７】
　ＬＴ２９例を研究した。そのうち、９名のレシピエントは生きている親類から肝臓を得
、残りは死体から肝臓を得ている。これらのドナー・ レシピエントペアの１５例は、ド
ナーとレシピエントで異なるＡＬＢ遺伝子型を示すため、情報価値があると見なした。表
１に情報価値のあるドナー及びレシピエントの遺伝子型同定データを要約する。情報価値
がある症例のうち、移植後のレシピエントの血漿中で検出されたＡＬＢｍＲＮＡの遺伝子
型は、レシピエントの本来の遺伝子型とは異なり、肝臓ドナーのものに対応していた。
【００９８】
　集められたＢＭＴ２０例のうちの５例に情報価値があった。遺伝子型同定データを表１
に要約する。ＢＭＴの前後でレシピエントの血漿中のＡＬＢｍＲＮＡ遺伝子型に変化はな
かった。したがって、ドナーの骨髄はレシピエントの血漿中のＡＬＢ ｍＲＮＡに大きく
寄与していなかった。
【００９９】
　血漿に加えて、移植後の情報価値のあるＬＴレシピエント及びＢＭＴレシピエントから
採取した全血中のＡＬＢｍＲＮＡに対してもＲＮＡ－ＳＮＰ分析を行った。情報価値のあ
るＬＴ１２例及び情報価値のあるＢＭＴ４例がこの分析に同意した。遺伝子型同定データ
を表１に要約する。血漿データと異なり、全血ＡＬＢｍＲＮＡでは、骨髄ドナーからの寄
与（症例Ｂ８及び Ｂ１０）及び ＬＴレシピエントからの寄与（症例Ｌ８、Ｌ１８、Ｌ２
３、Ｌ２４、及び Ｌ２５）が観察された。要約すると、血漿のＡＬＢｍＲＮＡは肝臓由
来であったが、全血中のＡＬＢ ｍＲＮＡは肝臓特異的ではなかった。
【０１００】
血漿ＡＬＢ　ｍＲＮＡの定量分析
　血漿ＡＬＢ　ｍＲＮＡが肝臓特異的であることを確認した後、本発明者らは、種々の肝
臓合併症患者１０７名及び健康個体２０７名から得た血漿中のＡＬＢｍＲＮＡ濃度を評価
した。患者のうち、３５名はＨＣＣが確認されており、２５名は生検により肝硬変が示さ
れており、２４名はＣＨＢであり且つ血清中のＨＢＶのＤＮＡ濃度が１０，０００コピー
／ｍＬ超、すなわちウイルス複製が活性であり、２３名はＣＨＢであり且つ血清中のＨＢ
ＶのＤＮＡ濃度が１０，０００コピー／ｍＬ未満、すなわちウイルス複製が不活性であっ
た。全健康個体は、検査の結果、ＨＢｓＡｇ陰性であり、肝機能検査のパラメーターは、
標準的な血漿生化学検査による基準範囲内であった。
【０１０１】
　参加者の人口 統計、生化学検査、ウイルス学的調査、及び血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の
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中央値に関する情報を表２に要約する。３１４名の参加者のうち、３０８名（９８．１％
 ）で血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡが検出され、患者１名及び対照 ５名で読取りが陰性であった
。全グループの血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの濃度を図１に示す。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度は参
加者グループ間で統計的に有意に異なっていた（Ｐ＜０．０００１、クラスカル・ ワリ
ス検定）。サブグループ解析により、対照 と比べて、ＨＣＣ患者（Ｐ＜０．０００１）
、肝硬変患者（Ｐ＝０．００６８）、及び活性ＣＨＢ患者（Ｐ＜０．０００１）で血漿Ａ
ＬＢｍＲＮＡ濃度の統計的に有意な上昇が示された。対照 と不活性ＣＨＢ患者の間で血
漿ｍＲＮＡ濃度に統計的有意差はなかった（Ｐ＝０．４２３９、Ｄｕｎｎ検定）。これら
のデータは更に、不活性ＣＨＢ患者の肝臓状態が一般的に健康対照 と同様であることを
裏付けている。
【０１０２】
　血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度が肝臓病変の有効な指標となるかどうかを評価するために、
ＲＯＣ曲線の解析を行った（図２）。ＡＵＣから、肝臓病変の指標として血漿ＡＬＢｍＲ
ＮＡを用いる診断有効性は９２．９％ であることが示唆された。８３５コピー／ｍＬの
血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡをカットオフとして用いると、評価した肝臓病変のいずれかの検出
における感度及び 特異度はそれぞれ８５．５％ 及び ９２．８％ であった。
【０１０３】
血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度と従来の肝機能検査パラメーターの関係
　全研究参加者（患者及び 対照 ）のデータを考慮した結果、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度は
以下と弱く相関していた：血漿総ビリルビン（ｒ＝０．１３３、Ｐ＝０．０１８、スピア
マンの相関）、アルカリホスファターゼ（ｒ＝０．１２６、Ｐ＝０．０２５５）、及び 
ＡＬＴ（ｒ＝０．２０７、Ｐ＝０．０００２；図３）。
【０１０４】
　患者１０７名のうち、ＡＬＴレベルが上昇していた（＞５８ＩＵ／Ｌ）のは患者２３名
（２１．５％ ）だけであったが、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度は６２名（７３．８％ ）の患
者で８３５コピー／ｍＬを超えていた。肝生検で確認されたＨＣＣ患者３５名について、
アルファフェトプロテインレベルが上昇していた（＞２０μｇ／Ｌ）のは患者１７名（４
９％ ）だけであった（Sherman et al., Hepatology 1995;22:432-8）。しかし、図４に
示されるように、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度はこれらの患者の３２名（９１．４％ ）で上
昇していた。
【０１０５】
肝機能が正常な対象における血漿ＡＬＢｍＲＮＡ分析
　肝疾患の患者では血漿ＡＬＢｍＲＮＡが上昇していたが、血漿ＡＬＴ又はＡＦＰレベル
は正常であったことは注目に値する。ＡＬＴは、肝細胞損傷を示すために習慣的に使用さ
れている生化学マーカーである。これらのデータは、肝疾患の検出においてＡＬＢｍＲＮ
Ａが血漿ＡＬＴよりも感度が良いことを示している。これらの知見を考慮して、血漿ＡＬ
Ｔが正常な対象だけを含めてデータを再度分析した。この研究に関わる検査室により提供
された正常な血漿ＡＬＴの基準範囲は＜５８Ｕ／Ｌであった。
【０１０６】
　合計２９１名の研究参加者で血漿ＡＬＴが正常であった。これは全参加者の９３％ で
ある。この参加者サブグループの人口 統計、生化学検査、ウイルス学的調査、及び血漿
ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の中央値に関する情報を表５に要約する。血漿ＡＬＴが正常な全グル
ープの血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度を図６に示す。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度はサブグループ
間で統計的に有意に異なっていた（Ｐ＜０．０００１、クラスカル・ ワリス検定）。更
なる分析から、対照 と比べて、ＨＣＣ患者（Ｐ＜０．０００１）、肝硬変患者（Ｐ＝０
．００９４）、及び活性ＣＨＢ患者（Ｐ＜０．０００１）は血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が統
計的に有意に上昇していることが示された。対照 と不活性ＣＨＢ患者の間で血漿ｍＲＮ
Ａ濃度に統計的に有意な差はなかった（Ｐ＝０．２７２３、Ｄｕｎｎ検定）。
【０１０７】
　このサブグループについてＲＯＣ曲線解析を行った（図７）。ＡＵＣから、肝臓病変の
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指標として血漿ＡＬＢｍＲＮＡを用いることの診断有効性が８７％ であることが示唆さ
れた。８３５コピー／ｍＬの血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡをカットオフとすると、評価した肝臓
病変のいずれかに対する感度及び 特異度はそれぞれ７４％ 及び ９３％ であった。
【０１０８】
　このサブグループ解析により更に、肝機能検査が正常な個体、例えば血漿ＡＬＴレベル
が正常な個体間でも、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ分析は肝臓病変を検出するための高感度マーカ
ーであることが確認された。
【０１０９】
将来の有害事象の予測因子（ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ）としての血漿ＡＬＢｍＲＮＡ上昇
　上記の遺伝子型同定研究に参加したＬＴレシピエント２９名を更に調査した。遺伝子型
同定に加えて、前述したようにリアルタイム定量ＰＣＲによって血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度
を測定した。同時に血漿ＡＬＴレベルも評価した。Cheung et al., Transplantation 200
8;85:81-7に記載されている対象と異なり、全患者について、研究募集時点で、ＬＴ後の
ＨＣＣの発症は知られてなかった。医学的注意又は入院が必要な全ての有害事象について
１２５週間まで参加者をモニタリングした。５名の参加者は香港のプリンス・ オブ・ ウ
ェールズ病院での追跡に戻って来なかったので、研究のこの部分から除外した。残りの２
４名の参加者のうち、表６に示すように、その後のデータで９名がＨＣＣ以外の有害事象
を発症した。これら９名のうち６名で医学的合併症の発症に先立って血漿ＡＬＢｍＲＮＡ
濃度が上昇（＞８３５コピー／ｍＬ）していた。これらの対象のうち、採血の時点で血漿
ＡＬＴレベルが上昇していたのは３名だけであった。これらのデータは、ＬＴ後レシピエ
ントの肝臓関連合併症について血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の上昇が血漿ＡＬＴよりも優れた
早期予測因子であることを示している。これらのデータは、ＨＣＣ以外の肝臓関連合併症
もＡＬＢｍＲＮＡレベルの上昇によって予測できることを示している。肝臓関連合併症を
発症しなかった参加者１５名のうち、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡレベルが８３５コピー／ｍＬ
を超えていたのは１名だけであった（表６の症例１４）。肝臓関連合併症を発症した対象
及び発症しなかった対象の間で、血漿ＡＬＢｍＲＮＡが上昇していた対象の割合は統計的
に有意に異なっていた（Ｐ＜０．００１、フィッシャーの直接検定）。これらのデータは
、ＡＬＢｍＲＮＡレベルの上昇が肝疾患の比較的特異的な早期の徴候及び予測因子である
ことを示している。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの程度は、肝臓合併症の重症度、すなわち予後
値を示し得る。
【０１１０】
過去の肝疾患から完全に回復した個体における血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度
　肝臓合併症後の正常レベルへのＡＬＢｍＲＮＡの回復は、正常な肝機能の回復を示す。
全ＬＴレシピエントは、肝機能の重度な損傷を招いた状態のため、ＬＴが必要になった。
そこで、レシピエントは、ＬＴ処置され、疾患を有する元々の肝臓が健康な肝臓と交換さ
れた。その後のＬＴ後の期間に肝臓関連合併症を発症しなかったレシピエント（表６）で
は、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が図１及び６に示す健康対照 に匹敵し、統計的に有意な差
がない（Ｐ＝０．６８６、マン・ ホィットニー検定）ことは興味深い（図８）。これら
のデータは、以前に肝臓の傷害があっても、血漿ＡＬＴが正常であり且つ関連する徴候及
び症状がないことにより示される正常な肝機能の肝臓を受けた後、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃
度が正常なレベルに戻ることを示している。同様に、肝機能検査が正常であること並びに
 関連する徴候及び 症状がないことにより示されるように肝臓傷害から回復したが、処置
としてＬＴを受けなかった個体で、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度は正常化すると予想される。
したがって、回復後の段階で血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度が上昇した場合、これは再発又は
別の肝疾患の発生を示している。
【０１１１】
ＩＩＩ．ディスカッション
　循環する核酸の分析を介して疾患を診断及び管理するための血液に基づくツールの開発
の可能性は大きな関心を集めている（Chan et al. Ann Clin Biochem 2003;40:122-30；A
nker et al., Int J Cancer 2003;103:149-52；Lo et al., Nat Rev Genet 2007;8:71-7
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；Lo et al., Lancet 1998;351:1329-30；Lo et al., Clin Chem 2000;46:319-23）。循
環ＲＮＡの検出は、ＤＮＡの検出に対する確かな利点がある（Lambrechts et al., Ann O
ncol 1998;9:1269-76）。細胞型間及び疾患間で発現プロファイルが異なるため、組織特
異的又は疾患特異的な転写産物を、疾患評価のマーカーとして活用することができる。特
定の臓器に固有のＲＮＡ転写産物を選択した場合、ＲＮＡによるアプローチは、より広範
にその臓器の疾患に応用可能であり、特異的ＤＮＡサインを有する一部の症例だけに限定
されない。更に、血漿ＲＮＡ及びＤＮＡの両方が同じ細胞集団に由来する場合、放出され
るＲＮＡは、ＤＮＡよりも量的に豊富であると考えられる。これは、その発現レベルに応
じてＲＮＡ転写産物は各細胞中に複数コピー存在し得るが、各細胞は１個の二倍体ゲノム
に相当するＤＮＡしか含まないためである。実際、一部の癌研究者は、癌の症例の大部分
が、調査した血漿ＤＮＡマーカーよりも血漿ＲＮＡマーカーに陽性であることを報告して
いる（Anker et al., Int J Cancer 2003;103:149-52）。
【０１１２】
　臓器又はコンパートメントから血漿中への無細胞核酸の遊離が細胞死によるものである
ことを示唆する証拠が集まってきている（Jahr et al., Cancer Res 2001;61:1659-65；F
ournie et al., Cancer Lett 1995; 91:221-7；Fournie et al., Gerontology 1993; 39:
215-21）。肝臓は体の最も大きな臓器の１つであり、本発明者らは、正常な細胞の代謝回
転及び／又は病的損傷に関連する細胞死により、肝臓で発現されたＡＬＢ等のＲＮＡが末
梢循環中で検出可能であろうと考えた。実際、研究により循環ＡＬＢｍＲＮＡの存在が報
告されているが、その成功の程度はばらばらである（Cheung et al., Transplantation 2
008;85:81-7）。一部の研究者は、血液ＡＬＢ ｍＲＮＡの起源が、末梢循環に入った悪性
又は非悪性の肝細胞であることを示唆している（Hillaire et al., Gastroenterology 19
94;106:239-42；Kar et al., Hepatology 1995;21:403-7）。しかし、Muller et al. (He
patology 1997;25:896-9) は、末梢単核細胞がＡＬＢ ｍＲＮＡを発現するように誘導さ
れ得ることを報告している。実際、過去の報告では、非正当的遺伝子転写（illegitimate
 gene transcription）により、循環中の検出可能な臓器特異的と考えられる特定の転写
産物が実際に他の細胞集団、例えば造血細胞に由来し得ることが示されている（Chan et 
al., Clin Chem 2007;53:1874-6；Heung et al., PLoS One 2009;4:e5858）（Lambrechts
 et al., Ann Oncol 1998;9:1269-76；Chelly et al., Proc Natl Acad Sci U SA 1989;8
6:2617-21）。
【０１１３】
　したがって、本研究で、本発明者らは最初に、ヒトの血漿及び全血中で検出可能なＡＬ
ＢｍＲＮＡが肝臓由来であり且つ肝臓特異的であるかどうかを確認することを目標とした
。ＡＬＢコードＳＮＰの遺伝子型が異なるＬＴ又はＢＭＴのドナー・ レシピエントペア
を研究し、血漿及び全血中のＲＮＡ－ＳＮＰ遺伝子型を決定した。データから、血漿中で
検出されたＡＬＢｍＲＮＡは肝臓特異的であるが、全血中で検出されたＡＬＢ ｍＲＮＡ
は肝臓特異的でないことが実証された。データは更に、全血中で検出されたＡＬＢｍＲＮ
Ａのプールに、造血細胞によって発現されたＡＬＢ ｍＲＮＡが寄与した可能性を示して
いた。これらの知見は、全血中でのＡＬＢｍＲＮＡ検出に関する過去に報告されているデ
ータの解釈に注意を喚起するものである。肝疾患のバイオマーカーとしてのＡＬＢ ｍＲ
ＮＡの将来における研究では、血漿が全血よりも好ましい。残留血液細胞が血漿中のＡＬ
Ｂ ｍＲＮＡ分子に混入する可能性を最低限に抑えるために、以前に報告されているよう
に、血漿は２回の遠心分離工程によって調製されるべきである。
【０１１４】
　次いで、本発明者らは、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ定量化のための１段階ＲＴ－ｑＰＣＲアッ
セイを開発した。本研究における血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの検出率は９８．１％ であった。
ある最近の研究は、２段階ＲＴ－ｑＰＣＲを用いて肝移植レシピエントにおけるＨＣＣ再
発を予測するための血漿ＡＬＢｍＲＮＡ検出の役割を調べ、８２％ の検出率を報告して
いる（Cheung et al., Transplantation 2008;85:81-7）。その報告中のディスカッショ
ンセクションで、Cheung et al.は、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの検出陽性は循環ＨＣＣ細胞の
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存在を示し、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ陰性のＬＴレシピエントは循環中にＨＣＣが存在しない
ことを示唆すると考えられると述べている。しかし、本研究のデータは、健康対照 を含
むほとんど全ての対象の血漿中で血漿ＡＬＢｍＲＮＡが検出可能であることを示している
。これらのデータは、循環ＨＣＣ細胞が血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの起源であったとしても、
それが唯一の起源ではないことを示している。したがって、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡはそれ
よりも、なんらかの肝臓細胞死により血漿中に放出されると考えられ、ＬＴ後のＨＣＣに
限らず、種々の肝疾患の検出に有用である。本発明者らによる血漿ＡＬＢｍＲＮＡ検出率
の改良は、１段階ＲＴ－ｑＰＣＲプロトコールの分析感度及びＡＬＢ遺伝子のより５’末
端側を標的としていることに関係し得ると考えられる。本発明者らは、血漿中の循環ｍＲ
ＮＡが無傷の全長転写産物ではない可能性があることを以前に報告しており、５’が優勢
であることを示している（Wong et al., Clin Chem 2005;51:1786-95）。
【０１１５】
　ＨＣＣ、肝硬変、及び活性ＣＨＢの患者では血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が対照 よりも有
意に高いが、不活性ＣＨＢ患者ではそうではないことが見出された。これらのデータは、
ＡＬＢ ｍＲＮＡが細胞死によって血漿中に放出され、細胞死の程度に相関し得ることを
示している。
【０１１６】
　ＲＯＣ曲線解析により、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ測定が肝臓病変の存在を検出するための魅
力的手段であることが見出された（９２．９％ ）。特にＨＣＣグループでは、アルファ
フェトプロテインの上昇は症例の４８．６％ でしかなかったが、ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の
上昇は大部分（９１．４％ ）が示した。
【０１１７】
　その診断感度にも関わらず、血漿ＡＬＢｍＲＮＡは如何なる特定の病因の肝臓病変にも
特異的ではない。しかし、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度は血清ＡＬＴ活性－濃度といくらか
の相関があった。血漿ＡＬＢｍＲＮＡは、ＡＬＴレベルが正常な肝疾患患者でも上昇が見
られた（図３）。これらの観察結果は、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡが、ＡＬＴ活性－濃度が多
くの場合基準限界内である初期段階の慢性肝疾患を検出するための高感度マーカーである
ことを示している。
【０１１８】
　要約すると、本発明者らの実験データから、血漿ＡＬＢｍＲＮＡは肝臓に由来し、肝臓
に特異的であるが、全血ＡＬＢ ｍＲＮＡはそうでないことが明らかとなった。種々の肝
臓病変で血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の上昇が観察され、そのような疾患の評価又は管理にお
けるその臨床的有用性について更なる研究が必要である。
【０１１９】
実施例２：血漿アルブミンｍＲＮＡのモニタリングによる肝移植後合併症の感度の高い検
出
　本研究で、本発明者らは、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の有意な上昇が慢性肝炎、肝硬変、
及び肝細胞癌（ＨＣＣ）に関連することを示した。これらのデータから、肝臓病変の検出
において血漿ＡＬＢｍＲＮＡは血漿アラニントランスアミナーゼ（ＡＬＴ）活性よりも感
度が良いことが明らかとなった。肝機能の長期モニタリング及び肝臓傷害の早期発見は、
肝移植後レシピエントを含む種々の肝臓病変患者の連続的ケアに重要な側面である。した
がって、本研究は、肝移植レシピエントを例として用い、過去に肝臓病変を有したことが
分かっている患者のケアに血漿ＡＬＢｍＲＮＡ測定値が何らかの価値を付与するかどうか
調査することを目標とした。
【０１２０】
Ｉ．材料及び方法
参加者
　２００６年６月から２００９年７月にかけて、過去に香港のプリンス・ オブ・ ウェー
ルズ病院の外科で肝移植を受けた２４名の患者を募集した。肝移植後レシピエントは通常
、３～６ヶ月毎に又は臨床的に必要であればそれより多く、肝移植クリニックに来院した
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。各来診中、身体的、生化学的、及び血清学的検査を行った。本研究での血漿ＡＬＢｍＲ
ＮＡの連続分析は、３年以内の期間中に前腕静脈から採った末梢血液６ｍＬを最大７つ用
いた。施設内審査委員会から倫理的承認を得、各レシピエントからインフォームド・ コ
ンセントを得た。
【０１２１】
サンプルの採取及び 処理
　サンプル採取及び 処理の方法は以前に記載されている通りである（Chan et al., Clin
. Chem. 2010; 56:82-9）。簡潔に述べると、血液試料を、ＥＤＴＡを含む管に採り、す
ぐに４℃に維持し、４時間以内に処理した。血漿は二重遠心分離プロトコール（Chiu et 
al., Clin. Chem. 2001; 47:1607-13）により回収した。血漿ＲＮＡは、ＲＮｅａｓｙ　
Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（カリフォルニア州バレンシアのキアゲン社製）をＴＲＩｚｏｌ　ＬＳ
試薬（カリフォルニア州カールズバッドのインビトロジェン社製）と用いるプロトコール
により抽出した（Heung et al., Prenat. Diagn. 2009; 29:277-9）。全ＲＮＡを、ＲＮ
ａｓｅを含まない水５０μＬに溶出し、Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｇｒａｄｅ　Ｄｅ
ｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｉ（インビトロジェン社製）をメーカーの取扱説明書
に従って用いて処理した後、使用時まで－８０℃で保存した。
【０１２２】
血漿中のＡＬＢ ｍＲＮＡの定量化
　１段階逆転写定量リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ｑＰＣＲ）を用いて血漿
ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を測定した。簡潔には、５’領域のエキソン１及びエキソン２にまた
がる７８ｂｐのＡＬＢアンプリコンが増幅されるように、ＡＬＢｍＲＮＡ定量化のための
ｉｎｔｒｏｎ－ｓｐａｎｎｉｎｇアッセイをデザインした。反応は、ＥＺ　ｒＴｔｈＲＮ
Ａ　ＰＣＲ試薬セット（カリフォルニア州フォスターシティーのアプライドバイオシステ
ムズ社製）を用いて反応体積２５μＬで設定した。標的ＡＬＢアンプリコンを特定する高
速液体クロマトグラフィー精製した一本鎖合成ＤＮＡオリゴヌクレオチド（シンガポール
のシグマ－プロリゴ社製）の段階希釈物を用いて、ＡＬＢｍＲＮＡの絶対量定量化のため
の較正曲線を作製した。このアッセイの検出下限は反応液当たり１コピーであり、線形性
は反応液当たり１０６コピーまでで ある。各サンプルは２複製分（ｉｎ　ｄｕｐｌｉｃ
ａｔｅ）分析し、対応する較正曲線の分も各分析と平行して行った。ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ
　７９００　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒ（アプライドバイオシステムズ社製）
及びＳｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅバージョン２．２（アプ
ライドバイオシステムズ社製）により、ＡＬＢｍＲＮＡの増幅をモニタリングした。血漿
中のＡＬＢ ｍＲＮＡの絶対濃度はコピー／ｍＬで表した。
【０１２３】
肝機能の評価
　ＰＷＨの化学病理学研究室で、ＤＰＥ　Ｍｏｄｕｌａｒ　Ａｎａｌｙｔｉｃｓ　ｓｙｓ
ｔｅｍ（スイス、バーゼルのロシュ・ ダイアグノスティックス社製）を用いて、アルブ
ミン、総ビリルビン、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、アラニントランスアミナーゼ
（ＡＬＴ）、及びアルファフェトプロテインの血漿分析を行った。
【０１２４】
統計解析
　統計解析は、Ｗｉｎｄｏｗｓ版ＳｉｇｍａＳｔａｔ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　３．５　ソフト
ウェア（イリノイ州シカゴのシスタット・ ソフトウェア社（Ｓｙｓｔａｔ　Ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ　ｉｎｃ．）製）を用いて行った。連続変数を中央値及び範囲で表した。クラスカ
ル・ ワリスのＨ検定及び マン・ ホィットニーのＵ検定を適宜用いて、血漿ＡＬＢｍＲ
ＮＡ濃度及び その他のパラメーターをグループ間で比較した。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度
と他のパラメーターの間の相関をスピアマンの順位相関によって求めた。０．０５未満の
ｐ値を統計的に有意と見なし、全ての確率は両側検定とした。
【０１２５】
ＩＩ．結果
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　研究期間中に血漿ＡＬＢｍＲＮＡ測定のために少なくとも３回採血した男性２０名、女
性４名の計２４名の肝臓レシピエントを研究した。肝移植は１９９１年～２００４年の間
にＰＷＨで行われた。９名は生きたドナーからの肝移植であり、１５名は亡くなったドナ
ーからの肝移植であった。肝移植の適応には、ＨＣＣ（１２例）、肝硬変（７例）、肝不
全（３例）、Ｂ型劇症肝炎（１例）、及びアルコール性肝硬変（１例）が含まれていた。
【０１２６】
　本研究では、研究期間中に肝臓に関連する臨床的後遺症を発症したかどうかで２４名の
レシピエントを２つのグループに分けた。１４名のレシピエント（男性１２名、女性２名
）は、安定な臨床状態に反映されていたように、経過が順調であり、生化学的肝機能検査
プロファイルが「安定」グループに分類された。一方、研究期間中に入院又は 外科処置
を要する肝臓関連合併症の発症の経緯が１回又は 複数回ある１０名のレシピエント（男
性８名、女性２名）を「不安定」グループに分類した。２４名のレシピエントのうち、研
究期間中にＨＣＣが再発した者はいなかった。
【０１２７】
研究登録時の初期解析
　登録時、レシピエント２４名の年齢中央値は５６．２歳（範囲は１７～６９）であり、
安定グループと不安定グループの間で年齢の中央値に統計的に有意な差はなかった（マン
・ ホィットニーのＵ検定、Ｐ＝０．２５４）。
【０１２８】
　安定グループのレシピエント全１４名を、肝臓病専門医による評価及び生化学的肝機能
検査プロファイルが良好であることに基づいて登録時に臨床的に安定であると見なした。
安定グループでは、アルブミン、ビリルビン、ＡＬＰ、及び ＡＬＴレベルの血漿値の中
央値はそれぞれ４４ｇ／Ｌ（４０～４９）、１５μｍｏｌ／Ｌ（７～３８）、８２Ｕ／Ｌ
（５９～２９０）、及び ３２Ｕ／Ｌ（１０～６９）であった。
【０１２９】
　不安定グループのレシピエント１０名のうち９名は、研究登録時には臨床的に安定であ
った。例外１名はレシピエント番号Ｕ０７であり、登録時にアルコール性肝硬変の再発及
び軽度な慢性拒絶反応が診断された。不安定グループの血漿アルブミン、ビリルビン、Ａ
ＬＰ、及び ＡＬＴ濃度の中央値はそれぞれ４４ｇ／Ｌ（３８～４５）、１９μｍｏｌ／
Ｌ（１０～３１）、１６９Ｕ／Ｌ（７３～３７９）、及び ５３Ｕ／Ｌ（２４～１５５）
であった。２つのグループ間で、アルブミンの血漿濃度間（Ｐ＝０．３４１）及びビリル
ビンの血漿濃度間（Ｐ＝０．５３８）に統計的に有意な差はなかった。しかし、血漿ＡＬ
Ｐ（Ｐ＝０．０１５）及び血漿ＡＬＴ（Ｐ＝０．０３５）濃度は不安定グループが安定グ
ループよりも統計的に有意に高かった。
【０１３０】
　登録時の２グループの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を図９に示した。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ
濃度の中央値は、安定グループでは５３３コピー／ｍＬ（６９～２，３９９）であるが、
不安定グループでは１、５４０コピー／ｍＬ（２０３～３７，５２４）であった（Ｐ＝０
．０２１、マン・ ホィットニーのＵ検定）。本発明者らは過去の研究（Chan et al., Cl
in. Chem. 2010;56:82-9）で、受信者動作特性曲線解析を用いて、健康対照 と肝臓病変
患者を識別するための特異的で感度の良いカットオフを８３５コピー／ｍＬと同定した。
同じカットオフを本研究に採用し、本発明者らは、安定グループの２１％ （３／１４）
及び不安定グループの７０％ （７／１０）で血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が上昇しているこ
とを見出した。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度が上昇している症例の割合は２つのグループで
統計的に有意に異なっていた（カイ二乗、Ｐ＜０．０００１）。本発明者らは更に、２４
名のレシピエントの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度と生化学的肝機能検査パラメーターの関係を
研究した。血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度はＡＬＰ（スピアマンの相関、ｒ２＝０．７１、Ｐ
＜０．０３５１）及びＡＬＴ（ｒ２＝０．４５、Ｐ＝０．０３）の血漿濃度と有意に相関
していたが、アルブミン（ｒ２＝－０．１６、Ｐ＝０．４６）又はビリルビン（ｒ２＝０
．１５、Ｐ＝０．５）の血漿濃度とは相関していなかった。
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【０１３１】
血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの連続モニタリング
　レシピエント２４名の臨床経過を１１０週間（中央値）追跡した。安定グループの全体
的研究期間１１２週間（８７～１６０）は不安定グループの全体的研究期間１０７週間（
６９～１５９）と比較可能であり、統計的に有意な差はなかった（Ｐ＝０．４１２）。研
究期間中、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ分析用に１０５個の血液検体（安定グループから５６、不
安定グループから４９）を集め、それらは全て検出可能な血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡを有して
いた。
【０１３２】
臨床経過が安定な肝移植後レシピエント
　安定グループのレシピエント１４名のうち１２名（８６％ ）は、研究期間を通して臨
床経過が順調であった。研究中に取った全測定値についての安定グループのアルブミン、
ビリルビン、ＡＬＰ、ＡＬＴの血漿濃度の中央値はそれぞれ４４ｇ／Ｌ（３５～４９）、
１５μｍｏｌ／Ｌ（５～３８）、８５Ｕ／Ｌ（５９～２９０）、及び２８Ｕ／Ｌ（１０～
１５８）であった。登録時に採った最初の血液サンプルと一致して、安定グループの血漿
ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の中央値は４１８コピー／ｍＬ（５２～１５，３２０）であった。図
１０Ａは、安定グループから取った全血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ測定値のプロットである。血
漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ測定値の２５％ （１４／５６）だけが８３５コピー／ｍＬを超えてい
た。安定グループの全血漿ＡＬＢｍＲＮＡ測定値をグループ化すると、５パーセンタイル
及び ９５パーセンタイルの値はそれぞれ９０コピー／ｍＬ及び ２，４００コピー／ｍＬ
であった。これらのレシピエント１２名の全ての場合において、生化学的肝機能検査プロ
ファイルに顕著な変化はなかった。
【０１３３】
　安定レシピエント１４名のうち２名（１４％ ）は、生化学的肝機能検査パラメーター
が時々上昇したが、治療介入なしに迅速に正常範囲内に戻った。そのような状況で測定さ
れた２名のレシピエントの血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度は１５，３２０及び２，３９９コピー
／ｍＬであった。しかし、このレベルはその後の来院でそれぞれ４９７及び１，０４４コ
ピー／ｍＬに戻った。相関分析により、研究期間中に安定レシピエント１４名で測定され
た血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度は、ＡＬＰの血漿濃度（ｒ２＝０．４１、Ｐ＝０．００２）と
は有意な相関がないが、アルブミン（ｒ２＝－０．０６、Ｐ＝０．６８）、ビリルビン（
ｒ２＝－０．１９、Ｐ＝０．１６）、ＡＬＴ（ｒ２＝０．１９、Ｐ＝０．１６）とは有意
な相関がないことが実証された。
【０１３４】
臨床経過が不安定な肝移植後レシピエント
　不安定グループのレシピエント１０名は、研究期間中に肝臓関連合併症の発症が少なく
とも１回あった。表７に、研究中に不安定グループのレシピエントで発症した肝臓関連合
併症を記載する。研究期間中に取られた全測定値をグループ化した結果、不安定グループ
のレシピエントの血漿アルブミン、ビリルビン、ＡＬＰ、及び ＡＬＴ濃度の中央値はそ
れぞれ４０ｇ／Ｌ（１６～４６）、２３μｍｏｌ／Ｌ（５～２５０）、１５０Ｕ／Ｌ（４
６～６０１）、及び ５０Ｕ／Ｌ（２０～４１３）であった。不安定グループの血漿ＡＬ
ＢｍＲＮＡレベルの中央値は２，７２１コピー／ｍＬ（２０３～６１、６９４）であり、
これは安定グループ（４１８コピー／ｍＬ）より６．５倍高い。安定レシピエントでは一
貫して血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が低かったのに対し、図１０Ｂに示されるように、不安定
レシピエントでは、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度の大きな変動性又は一様な連続的上昇を観
察することができた。不安定グループの血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ測定値の７８％ （３８／４
９）が８３５コピー／ｍＬを超えていた。安定グループ及び不安定グループで血漿ＡＬＢ
 ｍＲＮＡ濃度が上昇していた測定値の割合は統計的に有意に異なっていた（カイ二乗、
Ｐ＜０．０００１）。
【０１３５】
　不安定グループのレシピエント１０名について、６名は急性肝臓合併症（症例Ｕ０１～
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Ｕ０６）を発症し、４名は慢性肝臓合併症（症例Ｕ０７～Ｕ１０）を有していた。急性グ
ループ及び 慢性グループにおける血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度及び ＡＬＴ活性－濃度の連続
的測定値をそれぞれ図１１及び １２にプロットした。
【０１３６】
急性肝臓関連合併症を有する不安定レシピエント
　肝臓関連合併症の各発症の診断時間を図１１及び１２のプロット中に記載した。急性肝
臓関連合併症が報告されたレシピエント６名のうち、４例で、合併症が診断された時点よ
りも先に血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が（カットオフ値８３５コピー／ｍＬを超えて）上昇し
ていた（図１１）。合計で、Ｕ０１～Ｕ０６の症例で９件の合併症が報告された。診断が
行われた時点で、合併症の全発症例で血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が上昇していた。一方、血
漿ＡＬＴ活性が上昇していた（＞５８Ｕ／Ｌ）のは９件のうち４件だけであった。
【０１３７】
慢性肝臓関連合併症を有する不安定レシピエント
　不安定グループのレシピエント４名は、その性質が慢性である肝臓関連合併症を合計５
回発症した。症例Ｕ１０が肝膿瘍を有することが見つかった場合を除いて、診断時に血漿
ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が上昇していた（図１２）。これらの発症のうち３件で、診断時に血
漿ＡＬＴ活性が上昇していた。
【０１３８】
ＩＩＩ．ディスカッション
　本研究で、本発明者らは、血漿ＡＬＢｍＲＮＡが肝臓病変の高感度マーカーであるとい
う、自身の以前のデータを更に確認した。本研究では、肝移植後レシピエントを例として
用いた。募集したレシピエント２４名中２３名が、登録時に、臨床的に安定であり、生化
学的肝機能検査プロファイルが正常であり、内科的又は外科的な合併症がないと臨床的に
判断された。連続モニタリング中、種々の合併症の臨床的診断がなされた時点で血漿ＡＬ
ＢｍＲＮＡ濃度が上昇していたことが見出された。不安定グループ中、報告された合併症
の発生１４件のうち１３件でＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度が上昇していた。実際、血漿ＡＬＢ ｍ
ＲＮＡ濃度は大部分の発症の診断がなされた時点より前に上昇していた。これらのデータ
から、血漿ＡＬＢｍＲＮＡが肝臓病変の早期診断に有用な高感度マーカーであることが更
に確認された。ほとんどの急性合併症発症で、血漿ＡＬＴ活性－濃度は上昇していなかっ
た。この観察結果は、肝臓病変について血漿ＡＬＢｍＲＮＡがＡＬＴよりも高感度のマー
カーであることを示している。
【０１３９】
　一方、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度の上昇は肝臓病変の発生に特異的である。安定グルー
プで取った測定値の大部分は、肝疾患を検出するための以前に確立 されたカットオフ値
よりも低かった。安定グループのレシピエント２名は一時的に血漿ＡＬＢｍＲＮＡの濃度
が上昇していた。これらの発生は、臨床的に同定されなかった一時的な肝臓関連合併症に
関連するものであろう。
【０１４０】
　要約すると、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の上昇は、レシピエントが無症状であり、血漿Ａ
ＬＴ活性－濃度が正常であり、合併症が臨床的に疑われていない段階でも、特異的で感度
の高い肝臓病変の検出を可能にする。したがって、血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度の測定は、肝
臓病変のスクリーニング及び肝臓関連合併症を発症し得る人の通常のモニタリングのため
の有用なアプローチとなる。本プロジェクトで研究された肝移植レシピエントの大部分は
、元の肝疾患及び移植からは完全に回復しているので、本研究内で本発明者らが行った観
察は、肝疾患の既往がない又は過去の肝疾患の発生から回復した任意の人に適用すること
ができる。
【０１４１】
実施例３：脂肪性肝疾患を検出するための血漿アルブミンｍＲＮＡ濃度上昇
　非アルコール性脂肪性肝疾患等の脂肪性肝疾患は豊かな国で最も一般的な慢性肝疾患で
ある（Farrell et al., J Gastroenterol Hepatol 2007;22:775-7）。これは肝硬変及び
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肝癌に進行し得る。非アルコール性脂肪性肝疾患はメタボリックシンドローム及び中心性
肥満と密接に関連する（Wong et al., Clin Gastroenterol Hepatol 2006;4:1154-61）。
【０１４２】
　脂肪肝の診断には超音波スキャンを用いることができる。しかし、超音波スキャンは技
師に左右され、脂肪肝の診断に対する感度及び特異度が限定的である。肝生検及び 組織
学的検査により、脂肪肝及び 関連する肝臓の炎症又は線維症の決定的な証拠が得られる
が、生検は侵襲性の手技であり、出血等の急性合併症を招き得る。技術の進歩と共に、現
在、脂肪肝の指標である肝臓トリグリセリド（ＩＨＴＧ）含量を測定するための感度が高
く非侵襲的な技術としてプロトン磁気共鳴分光法（ＭＲＳ）を用いることができる（Szcz
epaniak et al., Am J Physiol Endocrinol Metab 2005;288:E462-8）。しかし、ＭＲＳ
イメージングは、時間がかかり、特殊なイメージング設備及び訓練された熟練の技師が必
要である。本研究で、本発明者らは、健康対照 と比較して脂肪肝の患者で血漿ＡＬＢｍ
ＲＮＡが上昇しているかどうかを調べた。
【０１４３】
Ｉ．材料及び方法
　外見上健康な志願者に対してＭＲＳを行った。ＩＨＴＧ含量を測定した。ＩＨＴＧ含量
が５％ 未満の対象を健康な肝臓を有すると見なし、ＩＨＴＧ含量が５％ を超える対象を
脂肪性肝疾患と診断した。更に、肝生検の組織学的検査で脂肪性肝疾患を有すると診断さ
れた個体も本研究に含めた。募集した全対象からＥＤＴＡ血液管中に末梢血液を採った。
血液サンプルを上記実施例に記載した二重遠心分離プロトコールで処理して血漿を得た。
次いで、上記実施例に記載のＲＴ－ｑＰＣＲアッセイを用いて血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を
測定した。
【０１４４】
ＩＩ．結果
　志願者１３６名がＭＲＳでＩＨＴＧ含量が５％ 未満であったので、正常対照 として集
められた。４７名はＭＲＳでＩＨＴＧ含量が５％ を超えていたので、脂肪性肝疾患を有
すると診断された。３５名が肝生検の組織学的検査によって脂肪性肝疾患と診断された。
【０１４５】
　血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度は、対照 と比較して、脂肪性肝疾患を有する症例で統計的に
有意に高かった（マン・ ホィットニー、Ｐ＜０．００１）（図１３）。脂肪性肝疾患の
症例をＭＲＳで診断された症例と肝生検で診断された症例に細分した場合の比較も統計的
に有意であった（クラスカル・ ワリス後にペアワイズ比較、３グループ間の全てのペア
ワイズ比較でＰ＜０．０００１）（図１４）。これらの患者について、血漿ＡＬＴを測定
したところ、大部分の症例で上昇していなかった（図１５）。肝生検で脂肪性肝疾患と診
断されたグループでさえ、４６％ （１６／３５）でＡＬＴ活性－濃度が基準カットオフ
内であった。
【０１４６】
ＩＩＩ．ディスカッション
　脂肪性肝疾患は、肝線維症、肝硬変、更にはＨＣＣに進行し得る肝臓病変の初期段階と
見なされている。対照 と比べた脂肪性肝疾患患者における血漿ＡＬＢｍＲＮＡの上昇は
、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡが実際に脂肪性肝疾患等の初期段階の肝臓病変を検出するのに十
分な感度のマーカーであることを示している。
【０１４７】
　肝生検で脂肪性肝疾患と診断されたグループは一般的にＭＲＳで診断されたグループよ
りも脂肪性肝疾患の段階が進んでいる。これは、肝生検グループの個体は肝生検で診る正
当な根拠となる症状又は異常な生化学的肝機能検査パラメーターを有するが、ＭＲＳグル
ープは無症候性の志願者で構成されているためである。データは、ＭＲＳで診断された脂
肪性肝疾患の症例よりも肝生検で診断されたグループで血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度が統計的
に有意に高いことを示していた。この観察結果から、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度が肝臓病
変の重症度に相関し、したがって、疾患の段階を評価するため、予後判定のため、及び処
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置モニタリングのためのツールとなり得ることが示された。これらのデータから更に、脂
肪性肝疾患及びその他の初期段階の肝臓病変の検出において、ＡＬＴが血漿ＡＬＢｍＲＮ
Ａよりも感度の低いマーカーであることが示された。
【０１４８】
　記載した全実施例で得られたデータに基づき、血漿ＡＬＢｍＲＮＡが、肝細胞の損傷、
死、又はアポトーシスが関わる肝臓病変の高感度マーカーであることが一貫して示された
。血漿中のＡＬＢ ｍＲＮＡ濃度は、健康対照 と比べて、肝細胞の損傷、死、又はアポト
ーシスが関わる肝臓病変で上昇する。そのような肝臓又は 肝胆道の病変としては、急性
状態、例えば、毒性又は ウイルスを原因とするものを含む急性肝炎、低酸素性障害、胆
管炎、及び急性の胆道系の閉塞が含まれる。そのような肝臓又は 肝胆道の病変には、慢
性状態、例えば、Ｂ型肝炎又は Ｃ型肝炎ウイルスによるものを含む慢性肝炎、脂肪性肝
疾患、肝線維症、肝硬変、肝細胞癌も含まれるが、肝移植後に再発したものは含まれない
。
【０１４９】
　本発明者らのデータから、健康対照 と比較した血漿ＡＬＢｍＲＮＡの上昇の大きさは
、肝細胞の損傷、死、又はアポトーシスの程度を反映していると考えられるため、肝臓病
変の重症度と相関することが示された。したがって、上記の全肝臓病変に対する予測及び
処置の有効性のモニタリングに血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度を用いることができる。
【０１５０】
　同様に、血漿ＡＬＢ ｍＲＮＡの上昇は、脂肪性肝疾患等の初期段階の肝疾患を検出す
るのに十分な感度であることが示されている。全ての肝臓病変に、肝細胞の損傷、死、又
はアポトーシスが関わる。したがって、血漿ＡＬＢｍＲＮＡの上昇は肝臓病変を初期段階
で検出するための高感度マーカーとしても有用であり、そのような肝臓病変としては、例
えば、Ｂ型肝炎ウイルスのキャリアにおける活性肝炎への進行、肝硬変の代償不全又は進
行、初期段階の肝細胞癌が含まれるが、肝移植後に再発したものは含まれない。
【０１５１】
　本明細書中に引用した全ての特許、特許出願、及びＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号
を初めとするその他の刊行物の全体を、あらゆる目的のため、参照により本明細書に援用
する。
【０１５２】
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【表１】

 
ＬＴ、肝移植；ＢＭＴ、骨髄移植；－、データなし（ｎｏｔ　ａｖａｉｌａｂｌｅ）
症例Ｌ２５の患者は中国本土以外で肝移植を受けたため、ドナーの遺伝子型は不明である
。
【０１５３】
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【表２】

 
ＨＣＣ、肝細胞癌；ＣＨＢ、慢性Ｂ型肝炎。年齢は平均±ＳＤで表されている。アルブミ
ン、ビリルビン、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、アラニントランスアミナーゼ（Ａ
ＬＴ）、及び血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度のレベルは中央値（範囲）で表されている。
【０１５４】
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【表３】

 
注．SNP遺伝子型同定のための全PCRプライマーは質量スペクトルにおける干渉を避けるた
めに１０塩基のタグ（太字）を付加して設計した。
【０１５５】

【表４】

 
注．FAMは６－カルボキシフルオレセインであり、MGBは副溝結合剤であり、NFQは非蛍光
消光色素である。
【０１５６】
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【表５】

 
ＨＣＣ、肝細胞癌；ＣＨＢ、慢性Ｂ型肝炎。年齢は平均±ＳＤで表されている。アルブミ
ン、ビリルビン、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、アラニントランスアミナーゼ（Ａ
ＬＴ）、及び血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度のレベルは中央値（範囲）で表されている。
【０１５７】
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【表６】

 
【０１５８】
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【表７】

 
８３５コピー／ｍＬを超える血漿ＡＬＢｍＲＮＡ濃度；ＡＬＴ活性濃度の上昇（＞ ５８
ＩＵ／Ｌ）；及び臨床的有害事象を太字で示す。
【０１５９】
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【表８】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　（ａ）患者から採取された無細胞血液サンプル中のアルブミンｍＲＮＡの濃度を決定
する工程、
　　（ｂ）前記工程（ａ）で得られた前記アルブミンｍＲＮＡの濃度を標準対照と比較す
る工程、及び
　　（ｃ）前記工程（ｂ）で得られた前記濃度が前記標準対照より高い場合は前記患者の
肝臓関連合併症のリスクが高いことを検出し、前記工程（ｂ）で得られた前記濃度が前記
標準対照より高くない場合は前記患者の肝臓関連合併症のリスクが高くないことを検出す
る工程、
を含む、肝移植後患者をモニタリングする方法。
【請求項２】
　前記患者のアラニンアミノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ）検査の結果が正常である、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記肝臓関連合併症が、肝細胞癌（ＨＣＣ）の再発ではない、請求項１又は請求項２に
記載の方法。
【請求項４】
　前記肝臓関連合併症が、肝硬変又は拒絶である、請求項１又は請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記無細胞血液サンプルが血漿である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記無細胞血液サンプルが血清である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記工程（ａ）が、前記アルブミンｍＲＮＡの配列の増幅を含む、請求項１～６のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＰＣＲが逆転写酵素（ＲＴ）－ＰＣＲである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＰＣＲがデジタルＰＣＲである、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＰＣＲがリアルタイム定量ＰＣＲである、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　前記工程（ａ）が、質量分析法又はマイクロアレイ、蛍光プローブ、若しくは分子指標
へのハイブリダイゼーションを含む、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記工程（ａ）～（ｃ）を後の時点で繰り返すことをさらに含む、請求項１～１２のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
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(44) JP 2016-63813 A 2016.4.28

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｑ   1/04     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ    1/04     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   15/00     　　　Ｆ        　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   15/00     　　　Ａ        　　　　　

(72)発明者  ロ、ユク　ミン　デニス
            中華人民共和国　ホンコン　カオルーン　ホーマンティン　キング　タク　ストリート　７　４／
            Ｆ
(72)発明者  チウ、ロッサ　ワイ　クワン
            中華人民共和国　ホンコン　ニュー　テリトリーズ　シャーティン　マー　ロク　パス　５２　ダ
            ブル　ヘイブン　ハウス　３１
(72)発明者  チャン、レベッカ　ウィン　ヤン
            中華人民共和国　ホンコン　ニュー　テリトリーズ　タイ　ポー　シャン　リウ　ロード　ティン
            　コク　ビレッジ　ファースト　フロア　ナンバー　２２２Ｃ
Ｆターム(参考) 2G041 CA01  FA11  LA08 
　　　　 　　  2G045 AA25  CA25  CA26 
　　　　 　　  4B024 AA11  CA12  DA03  HA14 
　　　　 　　  4B063 QA13  QA19  QQ03  QQ53  QR36  QR62  QR72  QS02  QS07  QS25 
　　　　 　　        QS34  QS39  QX01  QX02 



(45) JP 2016-63813 A 2016.4.28

【外国語明細書】
2016063813000001.pdf



专利名称(译) 评估肝脏病变的方法

公开(公告)号 JP2016063813A 公开(公告)日 2016-04-28

申请号 JP2015208694 申请日 2015-10-23

[标]申请(专利权)人(译) 香港中文大学

申请(专利权)人(译) 香港大学中国

[标]发明人 ロユクミンデニス
チウロッサワイクワン
チャンレベッカウィンヤン

发明人 ロ、ユク ミン デニス
チウ、ロッサ ワイ クワン
チャン、レベッカ ウィン ヤン

IPC分类号 C12Q1/68 G01N33/50 G01N33/53 G01N37/00 G01N27/62 C12Q1/04 C12N15/09

CPC分类号 C12Q1/6883 C12Q2600/118 C12Q2600/156 C12Q2600/158 Y10T436/143333

FI分类号 C12Q1/68.ZNA.A G01N33/50.P G01N33/53.M G01N37/00.102 G01N27/62.V C12Q1/04 C12N15/00.F 
C12N15/00.A C12N15/09.200 C12Q1/68.AZN.A C12Q1/6883.C C12Q1/6883.Z

F-TERM分类号 2G041/CA01 2G041/FA11 2G041/LA08 2G045/AA25 2G045/CA25 2G045/CA26 4B024/AA11 4B024
/CA12 4B024/DA03 4B024/HA14 4B063/QA13 4B063/QA19 4B063/QQ03 4B063/QQ53 4B063/QR36 
4B063/QR62 4B063/QR72 4B063/QS02 4B063/QS07 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QS39 4B063
/QX01 4B063/QX02

代理人(译) 中岛敦

优先权 61/241709 2009-09-11 US

其他公开文献 JP6203803B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种高度敏感的新方法，用于检测或监测受试者的
肝病，而无肝移植后患者肝损伤的任何证据。 解决方案：（a）确定从
患者体内采集的无细胞血液样品中白蛋白mRNA浓度的步骤，以及（b）
将步骤（a）中获得的白蛋白mRNA浓度与标准对照进行比较的步骤。 ，
（c）如果步骤（b）中获得的浓度高于标准对照，则检测到患者处于肝
相关疾病的高风险中，步骤（b）中获得的浓度为 如果不高于标准对
照，即在肝移植后对患者进行监测的方法，则检测到患者的肝相关疾病
风险不会增加。 [选择图]无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/3ddb33c2-2eeb-4f60-8197-4f8fb1ccb519
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/043093046/publication/JP2016063813A?q=JP2016063813A

