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(57)【要約】
　本発明は、個体における腎損傷の存在を決定するため
の方法に関し、本発明はまた、Ｒｅｇ３Ｂ、フェツイン
Ｂ、Ｒａｓ関連ＧＴＰ結合タンパク質Ａ、セリンプロテ
アーゼインヒビタＡ３Ｌ、ＣＯＰ９のサブユニット１、
ＡＴＰシンターゼのγサブユニット、ゲルゾリン、リボ
ヌクレアーゼＵＫ１１４、アミノアシラーゼ１Ａ、αエ
ノラーゼ、ケラチン５、パルブアルブミンα、リボヌク
レアーゼ４、またはセリンプロテアーゼインヒビタＡ３
Ｋを含むリストから選択された１個または数個のタンパ
ク質を検出するための方法に関する。腎損傷は、急性の
腎不全であり得る。この腎臓の病理学は、腎毒性因子の
投与によって引き起こされ得、ここで、腎毒性因子は、
アミノグリコシド系抗生物質（例えば、ゲンタマイシン
またはシスプラチン）であり得る。本発明はまた、Ｒｅ
ｇ３Ｂおよび／またはゲルゾリン、あるいはこれらのフ
ラグメントの尿中レベルの生化学的分析を介して、ゲン
タマイシンによって引き起こされる腎損傷または腎不全
を、シスプラチンによって引き起こされるものと差別化
する手段を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腎損傷を決定するために有用なデータを提供する方法であって、
　ａ．単離された生物学的サンプルを個体から取得する工程；および
　ｂ．得られたサンプル中に、
　・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント；
　・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント；あるいは
　・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント
を含むリストより選択されるタンパク質の少なくとも１つまたはその任意の組合せを、検
出する工程、および／または定量する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
　配列番号１～１４を含むリストより選択される少なくとも１つのタンパク質またはその
任意のフラグメント、あるいはその任意の組合せが検出および／または定量される、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　配列番号１に少なくとも６０％同一なタンパク質またはその任意のフラグメントが検出
および／または定量される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　配列番号１のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量され
る、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　配列番号５に少なくとも８０％同一なタンパク質またはその任意のフラグメントが検出
および／または定量される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　配列番号５のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量され
る、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　配列番号１のタンパク質および配列番号５のタンパク質、またはこれらの任意のフラグ
メントが検出および／または定量される、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　任意の有意差を見出すために、上記ｂにおいて得られたデータを少なくとも１つのコン
トロールサンプルと比較する工程をさらに包含する、請求項１～７のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項９】
　前記有意差が、前記個体における前記腎損傷の発達に由来することを含む、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　前記腎損傷が急性腎不全である、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記腎損傷または腎不全が少なくとも１つの腎毒性因子の投与または該因子への曝露に
起因する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記腎毒性因子がアミノグリコシド系抗生物質である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記アミノグリコシド系抗生物質がゲンタマイシンである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
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　前記タンパク質が、前記腎毒性因子の投与または該因子への曝露の１２時間後に検出さ
れる、請求項５～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記タンパク質が２４時間後に検出される、請求項５～１３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１６】
　前記腎毒性因子がシスプラチンである、請求項５～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記腎損傷または腎不全の要因を決定するため、あるいは、ゲンタマイシンによって引
き起こされる腎損傷または腎不全をシスプラチンによって引き起こされる腎損傷または腎
不全と差別化するための、請求項３～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の方法であって、
　ａ．配列番号１および／または配列番号５が検出および／または定量される場合に、腎
損傷または腎不全の要因がゲンタマイシンの投与またはゲンタマイシンへの曝露であり、
　ｂ．配列番号１および／または配列番号５が検出および／または定量されなかった場合
に、腎損傷または腎不全の要因がシスプラチンの投与および／またはシスプラチンへの曝
露である、方法。
【請求項１９】
　前記工程ａからの前記生物学的サンプルが体液である、請求項１～１８のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項２０】
　前記体液が尿である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記体液が血清である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記タンパク質またはそのフラグメントが、電気泳動、免疫アッセイ、クロマトグラフ
ィおよび／またはマイクロアレイ技術によって検出および／または定量される、請求項１
～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損傷の進行を防止する方法であって、
　ａ．腎毒性因子に曝露された個体または曝露されていない個体から単離された体液中に
て、
　　・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質
、またはその任意のフラグメント；
　　・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント；あるいは
　　・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％同一性を有するタンパク質
、またはその任意のフラグメント
を含むリストより選択されるタンパク質の少なくとも１つまたはその任意の組合せの第一
の濃度を決定する工程、
　ｂ．上記タンパク質またはその任意の組合せの第二の濃度を決定する工程であって、第
二の濃度は、上記曝露された個体の体液中にて第一の濃度を決定した後に、あるいは、上
記曝露されていない個体における上記腎毒性因子の投与または該因子への曝露の後に、個
体からの体液中にて工程ａにおいて決定される、工程、ならびに
　ｃ．任意の有意差を見出すために、第二の濃度を、工程ａにて得られた第一の濃度と比
較する工程
を包含する、方法。
【請求項２４】
　配列番号１～１４を含むリストより選択される少なくとも１つのタンパク質またはその
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任意のフラグメント、あるいはその任意の組合せが、工程ａおよびｂにて検出および／ま
たは定量される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　配列番号１に少なくとも６０％同一なタンパク質またはその任意のフラグメントが検出
および／または定量される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　配列番号１のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量され
る、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　配列番号５に少なくとも８０％同一なタンパク質またはその任意のフラグメントが検出
および／または定量される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　配列番号５のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量され
る、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　配列番号１のタンパク質および配列番号５のタンパク質、またはこれらの任意のフラグ
メントが検出および／または定量される、請求項２４に記載の方法。
【請求項３０】
　前記腎損傷が急性腎不全である、請求項２３～２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記腎毒性因子がアミノグリコシド系抗生物質である、請求項２３～３０のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記アミノグリコシド系抗生物質がゲンタマイシンである、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記腎毒性因子がシスプラチンである、請求項２３～３０のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項３４】
　前記体液が尿である、請求項２３～３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記体液が血清である、請求項２３～３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記個体がヒトである、請求項１～３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　腎損傷を決定するため、または腎損傷の進行を予測するためのバイオマーカーとしての
、
　・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント；
　・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント；あるいは
　・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント
を含むリストより選択されるタンパク質の、使用。
【請求項３８】
　前記タンパク質が、配列番号１～１４を含むリストより選択される少なくとも１つのタ
ンパク質またはその任意のフラグメントより選択される、請求項３７に記載の使用。
【請求項３９】
　前記タンパク質が、配列番号１に少なくとも６０％同一なタンパク質またはその任意の
フラグメントより選択される、請求項３７に記載の使用。
【請求項４０】
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　前記タンパク質が、配列番号１のタンパク質またはその任意のフラグメントより選択さ
れる、請求項３９に記載の使用。
【請求項４１】
　請求項３７に記載の使用であって、前記腎損傷が発達する危険性を決定するため、該腎
損傷を決定するため、または腎損傷の進行を予測するためのバイオマーカーとして、配列
番号５に少なくとも８０％同一なタンパク質またはその任意のフラグメントが選択される
、使用。
【請求項４２】
　配列番号５のタンパク質またはその任意のフラグメントが選択される、請求項４１に記
載の使用。
【請求項４３】
　前記腎損傷が急性腎不全である、請求項３７～４２のいずれか一項に記載の使用。
【請求項４４】
　前記腎損傷または腎損傷の進行が少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する、請求
項３７～４３のいずれか一項に記載の使用。
【請求項４５】
　前記腎毒性因子がアミノグリコシド系抗生物質である、請求項４４に記載の使用。
【請求項４６】
　前記腎毒性因子がシスプラチンである、請求項４４に記載の使用。
【請求項４７】
　少なくとも１つ以上のプローブを備えているキットであって、該プローブは、
　・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント；
　・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント；あるいは
　・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント
を含むリストより選択されるタンパク質の少なくとも１つまたはその任意の組合せを認識
する、キット。
【請求項４８】
　前記プローブが、配列番号１～１４を含むリストより選択される少なくとも１つのタン
パク質またはその任意のフラグメント、あるいはこれらの組合せを認識する、請求項４７
に記載のキット。
【請求項４９】
　前記プローブが、配列番号１に少なくとも６０％同一なタンパク質またはその任意のフ
ラグメントを認識する、請求項４７に記載のキット。
【請求項５０】
　前記プローブが、配列番号１またはその任意のフラグメントを認識する、請求項４９に
記載のキット。
【請求項５１】
　前記プローブが、配列番号５に少なくとも８０％同一なタンパク質またはその任意のフ
ラグメントを認識する、請求項４７に記載のキット。
【請求項５２】
　前記プローブが、配列番号５またはその任意のフラグメントを認識する、請求項５１に
記載のキット。
【請求項５３】
　前記プローブが、固相支持体に連結されている、請求項４７～５２に記載のキット。
【請求項５４】
　前記プローブが、前記タンパク質またはその任意のフラグメントを認識する抗体である
、請求項４７～５３に記載のキット。
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【請求項５５】
　個体からの単離されたサンプルにおいて、腎損傷を決定するため、または腎損傷の進行
を予測するための、請求項４７～５０、５３および５４のいずれか一項に記載のキットの
、使用。
【請求項５６】
　個体からの単離されたサンプルにおいて、腎損傷が発達する危険性を決定するため、腎
損傷を決定するため、または腎損傷の進行を予測するための、請求項５１～５４のいずれ
か一項に記載のキットの、使用。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、個体における腎損傷の存在を決定するための方法に関し、本発明はまた、Ｒ
ｅｇ３Ｂ、フェツイン（ｆｅｔｕｉｎ）Ｂ、Ｒａｓ関連ＧＴＰ結合タンパク質Ａ、セリン
プロテアーゼインヒビタＡ３Ｌ、ＣＯＰ９のサブユニット１、ＡＴＰシンターゼのγサブ
ユニット、ゲルゾリン、リボヌクレアーゼＵＫ１１４、アミノアシラーゼ１Ａ、αエノラ
ーゼ、ケラチン５、パルブアルブミンα、リボヌクレアーゼ４、またはセリンプロテアー
ゼインヒビタＡ３Ｋを含むリストから選択された１個または数個のタンパク質を検出する
ための方法に関する。腎損傷は、急性の腎不全であり得る。この腎臓の病理学は、腎毒性
因子の投与によって引き起こされ得、ここで、腎毒性因子は、アミノグリコシド系抗生物
質（例えば、ゲンタマイシンまたはシスプラチン）であり得る。本発明はまた、Ｒｅｇ３
Ｂおよび／またはゲルゾリン、あるいはこれらのフラグメントの尿中レベルの生化学的分
析を介して、ゲンタマイシンによって引き起こされる腎損傷または腎不全を、シスプラチ
ンによって引き起こされるものと差別化する手段を提供する。
【０００２】
　〔背景技術〕
　アミノグリコシド系抗生物質は、細菌性の感染症に対して広範に用いられている。特に
、ゲンタマイシンは、グラム陰性の感染症に対して用いられている。その治療用途および
効力は、その毒性によってかなり妨げられており、腎および聴覚レベルにおいて主に生じ
る（Martinez-Salgado C, Lopez-Hernandez FJ and Lopez-Novoa JM. 2007, Toxicol App
l Pharmacol., 223: 86-98）。ゲンタマイシン誘導性の腎毒性は、処置の１０～２５％に
おいて見られる（Leehey DJ et al., 1993, J. Am. Soc. Nephrol., 4: 81-90）。これは
尿細管の損傷によって主に特徴付けられる（Nakakuki M et al., 1996, Can J Physiol P
harmacol., 74: 104-111）。しかし、糸球体（Martinez-Salgado C, Lopez-Hernandez FJ
 and Lopez-Novoa JM. 2007, Toxicol Appl Pharmacol., 223: 86-98）および脈管（Goto
 T et al., 2004, Virchows Arch., 444: 362-74; Secilmis MA, et al., 2005, Nephron
 Physiol., 100: 13-20）における変化もまた、用量依存的な様式にて現われ得る（Hishi
da A et al., 1994, Ren Fail., 16: 109-116）。尿細管の損傷は主に、近位尿細管に影
響し、攻撃の強度に依存して、その病変は、軽度の上皮脱落（scaling）からより重篤な
尿細管ネクローシスにまでわたり得る（Nakakuki et al., 1996. Can J Physiol Pharmac
ol., 74: 104-111）。尿細管の病変は、尿細管糸球体フィードバックを活性化する再吸収
能のバランス不全を引き起こし、多量の流体の喪失を防ぐために糸球体濾過率（ＧＦＲ）
を劇的に低減する。最終的に、ゲンタマイシンは、前糸球体動脈ならびに求心性細動脈お
よび遠心性細動脈の収縮によって腎血流量（ＲＢＦ）を低減する（Klotman et al., 1983
. Kidney Int., 24: 638-643）。ＲＢＦの低下の結果、ＧＦＲが悪化する。ＲＢＦの低下
はまた、組織ネクローシスを、特に皮質部の内側に生じる（Cheung et al., 2008. Drugs
 Aging, 25: 455-476）。
【０００３】
　年齢、性別、これまでの腎機能、処置器官、治療レジメン、水和レベル、および他の付
随する状態（例えば、妊娠または甲状腺機能低下）に依存して、ゲンタマイシン関連陣毒
性は時折急性腎不全に至り得る。
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【０００４】
　急性腎不全は、腎臓の排泄機能の喪失によって特徴付けられるタイプの腎損傷であり、
血液の老廃物および水の清浄化ならびに電解質バランスの維持を阻害する（Bellomo R, K
ellum JA and Ronco C, 2007. Intensive Care Med., 33: 409-413）。急性の腎傷害およ
び急性腎不全は、広範な攻撃（例えば、薬物、毒物（chemical poisons）、低酸素症、腎
尿路障害、感染症、その他）によって誘導され得る（Binswanger U, 1997. Kidney Blood
 Press Res., 20: 163）。このタイプの腎損傷は、その高い発生率および死亡率のために
ヒトおよび社会経済への膨大な負担を示す。受診している患者の約１％が急性腎不全に関
連し、入院患者の約２～７％が最終的にこれを悪化させていることが見積もられる。より
重要なことに、急性腎不全を有する患者の死亡率は、依然として顕著に高く、症例の約５
０％である。
【０００５】
　臨床の現場において、急性腎不全（および、一般に、急性の腎傷害）は、腎機能不全が
検出可能な症状を生成した場合に診断される。これらは、典型的には、クレアチニンレベ
ルおよび尿素レベルを測定することに基づいている。最も一般的に、これらの血清中の濃
度は、ＧＦＲが減少すると増加する。しかし、尿素およびクレアチニンの高い血清レベル
がすでに観察されている場合、急性腎不全は処置が困難である。よって、診断における現
在の流行は、損傷が限局的である初期段階にて生じている生理病理学事象の発生を検出す
ることを目的としている（Vaidya VS, Ferguson MA and Bonventre JV, 2008. Rev Pharm
acol Toxicol., 48:463-493）。これらの中で、尿細管細胞の崩壊の結果として尿中に存
在する特定の細胞性酵素を測定することが、尿細管損傷とともに生じる急性の腎傷害を早
期に検出するための現在最も洗練された手順である。これらの酵素としては、Ｎ－アセチ
ル－Ｄ－グルコサミニダーゼ（ＮＡＧ）が挙げられるが、例えば、乳酸デヒドロゲナーゼ
（ＬＤＨ）、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、γグルタミルトランスペプチダーゼ（
ＧＧＴ）もまた挙げられる。これらの酵素のほとんどが、他の尿成分による安定性および
阻害の問題に起因して、急性腎傷害の早期かつ高感度な尿マーカーとして中程度の価値を
有している（Vaidya VS, Ferguson MA and Bonventre JV, 2008. Rev Pharmacol Toxicol
., 48: 463-493）。初期マーカーの最新世代としては、上記のほかに、腎傷害分子１（Ｋ
ＩＭ－１）または好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（lipocalin）（ＮＧＡＬ）の尿測
定が挙げられる（Vaidya et al., 2008）。
【０００６】
　しかし、急性の腎損傷および急性腎不全の診断において改善され得る局面がなお存在す
る。これらの局面の１つは、損傷の病因論的な診断であり、換言すれば、損傷を早期に検
出するだけでなくその原因を検出することも行う診断である。この局面は、例えば、腎臓
に対して潜在的に有害な種々の薬物のような潜在的な異なる腎毒性因子が同時に同一の個
体に集中する際の臨床的状況において特に重要になる。これらの状況下で、腎毒性の第一
の症状が出現した時に、現在の診断技術を用いて、その薬物の何が損傷を引き起こしたの
かを知ることは不可能であり、結果的に、その薬物のみの治療レジメンを、それ以外の薬
物の治療レジメンを変更することなく置換するまたは変えることを妨げる。このタイプの
薬物の中で、アミノグリコシド系抗生物質が注目されている。この様式において特定のマ
ーカーまたはマーカーの集合を同定し得ることは、日々の臨床状況における、２つ以上の
潜在的な腎毒性薬物を含む同時処置のような、より合理的な、個別のかつ特定の処置を提
供することを可能にする。これは、有害な薬物の治療レジメンを置換するまたは変えるこ
とによって、正しく指向されるべき治療を可能にする。
【０００７】
　〔発明の要旨〕
　本発明は、個体における腎損傷を決定するための方法、ならびに、Ｒｅｇ３Ｂ、フェツ
インＢ、Ｒａｓ関連ＧＴＰ結合タンパク質Ａ、セリンプロテアーゼインヒビタＡ３Ｌ、Ｃ
ＯＰ９のサブユニット１、ＡＴＰシンターゼのγサブユニット、ゲルゾリン、リボヌクレ
アーゼＵＫ１１４、アミノアシラーゼ１Ａ、αエノラーゼ、ケラチン５、パルブアルブミ
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ンα、リボヌクレアーゼ４、またはセリンプロテアーゼインヒビタＡ３Ｋを含むリストか
ら選択された１個または数個のタンパク質を検出することによってジン損傷の進行を予測
するための方法に関する。腎損傷は、急性の腎不全であり得る。この腎臓の病理学は、腎
毒性因子の投与によって引き起こされ得、ここで、腎毒性因子は、アミノグリコシド系抗
生物質（例えば、ゲンタマイシンまたはシスプラチン）であり得る。
【０００８】
　本発明は、非限定的な例示としてのゲンタマイシンによって誘導された腎損傷または急
性腎不全が上述したリストより選択される任意のタンパク質またはその任意の組合せの排
泄の増加に関連する証拠を提供する。
【０００９】
　よって、本発明は、腎損傷または急性腎不全を検出するためのツールを提供する。これ
らのツールは、腎損傷または急性腎不全の進行が予測されることを可能にし、換言すれば
、ヒトが非限定的な例示としてのとしての治療物質で処置されるとき、あるいはヒトが任
意の腎毒性因子もしくは非腎毒性因子または状況に曝露されるときに、その病理学の進行
を監視する。
【００１０】
　また、本発明は、Ｒｅｇ３Ｂ、フェツインＢ、Ｒａｓ関連ＧＴＰ結合タンパク質Ａ、セ
リンプロテアーゼインヒビタＡ３Ｌ、ＣＯＰ９のサブユニット１、ＡＴＰシンターゼのγ
サブユニット、ゲルゾリン、リボヌクレアーゼＵＫ１１４、アミノアシラーゼ１Ａ、αエ
ノラーゼ、ケラチン５、パルブアルブミンα、リボヌクレアーゼ４、またはセリンプロテ
アーゼインヒビタＡ３Ｋを含むリストから選択されるタンパク質またはその任意のフラグ
メントを尿サンプル中にて検出するという顕著な利点を提供し、その体液の排出は天然の
存在する病理学的な必要性であるので、患者に対してさらなる利点を必然的に伴わせる。
これは、個体からのサンプリングが攻撃的でないことを意味する。
【００１１】
　最終的に、本発明は、腎損傷または腎不全がゲンタマイシンまたはシスプラチンによっ
て引き起こされたかどうかを検出しそして差別化する手段を提供する。これは、多くの薬
剤を処方されている患者においてその治療を適切に再構築するために腎損傷または腎不全
の要因を区別する、診断的に顕著な別の利点である。
【００１２】
　本発明の方法において検出および／または定量されるタンパク質の簡単な説明は以下の
とおりである。
【００１３】
　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ｉｓｌｅｔ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　３　ｂｅ
ｔａ（ＲＥＧ３β、ＲＥＧ－ＩＩＩまたはＲｅｇＩＩＩ　β）はまた、ｐａｎｃｒｅａｔ
ｉｃ　ｓｔｏｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　２、ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔ
ｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐａｐ）、Ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　
ｐｒｏｔｅｉｎ　１（Ｐａｐ１）、ＨＩＰまたはＩＮＧＡＰとして知られており、これら
は同義である。このタンパク質はレクチンに関連する。Ｒｅｇ３Ｂは、正常な膵臓に少量
存在するが、膵炎の急性期に過剰発現される。これは、急性膵炎の間の細菌増殖を制御す
るための応答に関連し得る。これをクローン化することは可能である。
【００１４】
　フェツインＢ（他に１６Ｇ２、フェツインＢ前駆体、Ｇｕｇｕ、ＩＲＬ６８５としても
知られている。）は、腎臓において合成されるタンパク質であり、血流中に分泌される。
これは、血流中における広範な種々の物質の輸送およびアベイラビリティを容易にするタ
ンパク質の大きな群に属する。このタンパク質は、成人個体の血流よりも胎児の血液中に
おいてより普遍的であり、よって「フェツイン（ｆｅｔｕｉｎ）」と名付けられた。
【００１５】
　Ｒａｓ関連ＧＴＰ結合タンパク質Ａ（他にＲａｇ　Ａ、ＦＩＰ１、ＦＩＰ－１、Ｒａｇ
Ａ、ＲＡＧＡ、ＲＲＡＧＡ、Ｒａｇ　Ａ、またはアデノウイルスＥ３　１４．７ｋＤａ－
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相互作用タンパク質１としても知られている。）は、ホモダイマーの形態であり得る。こ
れは、Ｒｃｃ１／Ｒａｎ－ＧＴＰａｓｅシグナル伝達経路に関連し、細胞死の誘導をもた
らすＴＮＦα媒介シグナル伝達における直接的な機能を発揮し得る。これは、骨格筋、心
臓および脳において遍在的に発現される。
【００１６】
　ｓｅｒｐｉｎ　Ａ３Ｌタンパク質（このタンパク質をいう呼称としては、セリンプロテ
アーゼインヒビタＡ３Ｌ、セリンプロテアーゼインヒビタ１、またはコントラトリプシン
様プロテアーゼインヒビタ３が挙げられる。）は、プロテアーゼ群のほかの酵素を阻害し
得るタンパク質の群に属する。このＳｅｒｐｉｎという名称は、その機能的特性の観点で
セリンプロテアーゼの組合せからきている。Ｓｅｐｒｉｎ　Ａ３Ｌは、成長ホルモンによ
って誘導され、ラットにおける急性炎症の間のその発現レベルの低減が記載されている。
この遺伝子の発現産物はＲａｔｔｕｓ　ｎｏｖｅｒｇｉｃｕｓ（ラット）の肝臓に局在し
ている。このｓｅｐｒｉｎ　Ａ３Ｋタンパク質（他にコントラトリプシン様プロテアーゼ
インヒビタ１、カリクレイン結合タンパク質、セリンプロテアーゼインヒビタ２、または
成長ホルモン調節性プロテアーゼインヒビタともいわれる。）は、細胞外ｓｅｐｒｉｎタ
ンパク質であり、糖尿病に罹患したラットの網膜に低レベルで示されており、網膜症に寄
与し得る。
【００１７】
　シグナルソーム（ｓｉｇｎａｌｏｓｏｍｅ）ＣＯＰ９は、真核生物細胞において保存さ
れているタンパク質複合体であり、８つのサブユニット（ＣＳＮ１～ＣＳＮ８）から構成
される。ＣＯＰ９はユビキチン化調節因子である。ユビキチン化は、タンパク質分解のた
めのユビキチンタンパク質を用いてタンパク質をマーキングするプロセスからなる。ユビ
キチンは、除去されるべきタンパク質にアンカリングし、この様式にて、マーキングされ
たタンパク質は、タンパク質分解プロセスが行われる構造物であるプロテオソームへ移動
する。
【００１８】
　ＡＴＰシンターゼのγサブユニット（ＦタイプＡＴＰａｓｅのγサブユニットとしても
知られている。）は、この複合体のＦ０ロータリードメインをＦ１触媒ドメインに連結す
る中心軸を形成する。ＡＴＰシンターゼタンパク質は、細胞内外の間でのプロトン勾配の
存在下でＡＤＰを用いてＡＴＰを生成する。ＦタイプＡＴＰａｓｅは２つの成分を有して
いる。Ｆ１成分は触媒機能を有しており、Ｆ０成分は、膜に埋め込まれたプロトンチャネ
ルである。Ｆ１は５つのサブユニット（α、β、γ、δおよびε）を有している。Ｆ０は
、３つの主要なサブユニット（ａ、ｂおよびｃ）を有している。γサブユニットは、複合
体の活性およびプロトン流れを調節するに重要である。
【００１９】
　ゲルゾリンは、Ｓ１－Ｓ６と称される６つのサブユニットを有する、８２ｋＤａの球状
のタンパク質である。このタンパク質はアクチンフィラメントのアセンブリに関連してい
る。
【００２０】
　リボヌクレアーゼ（ＲＮａｓｅ）は、ＲＮＡからより小さな成分への加水分解を触媒す
る酵素（ヌクレアーゼ）である。リボヌクレアーゼＵＫ１１４は、翻訳阻害、ｍＲＮＡ加
水分解を担う。リボヌクレアーゼ４（ＲＮａｓｅ４）はリボ核酸ポリマーの加水分解を嗜
好する約１６ｋＤａのタンパク質である。
【００２１】
　酵素アミノアシラーゼ１（Ａｃｙ１）は、細胞質に局在し、その亜鉛結合に依存したホ
モダイマーであり、アシル化されたＬアミノ酸の加水分解を触媒する。
【００２２】
　αエノラーゼ（解糖系の酵素としてよく知られている。）は、ハシモト脳症における自
己抗原として同定され、重篤な喘息に関連している。この酵素の発現の低下は、角皮症（
keratoconus）に罹患しているヒトの角膜に見出される。
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【００２３】
　ケラチン５は、しばしばケラチン１４に関連するサイトケラチンである。タイプＩＩサ
イトケラチンは、塩基性タンパク質または中性タンパク質から構成され、一対の鎖に編成
され、単純かつ層状の上皮系組織が分化する間に同時発現されるケラチンと異なる。
【００２４】
　パルブアルブミンタンパク質は、低分子量のアルブミン（通常９～１１ｋＤａ）であり
、その機能を発揮するためにカルシウムに結合することが必要である。これは、構造的に
カルモジュリンおよびトロポニンＣに関連する。パルブアルブミンは、速く収縮する筋肉
、脳およびいくつかの分泌性組織に局在する。
【００２５】
　本発明の１つの局面は、腎損傷を決定するために有用なデータを提供する方法に関し、
本方法は、
ａ．単離された生物学的サンプルを個体から取得する工程；および
ｂ．得られたサンプル中に、
・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント；
・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％同一性を有するタンパク質、また
はその任意のフラグメント；あるいは
・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント
を含むリストより選択されるタンパク質の少なくとも１つまたはその任意の組合せを、検
出する工程、および／または定量する工程
を包含する。
【００２６】
　本明細書中にて使用される場合、用語「腎損傷」は、腎尿路系における任意の損傷に関
し、これは、個体において、腎臓の病気に帰結する状態を引き起こしても引き起こさなく
てもよい。腎損傷の由来としては、遺伝的、免疫系、虚血、あるいは任意の薬物を用いる
処置が挙げられるがこれらに限定されない。腎損傷または上述した疾患はまた、非限定的
な例示としての腎臓、前立腺、膀胱、尿管または尿道の外科的手順によって生成され得る
。
【００２７】
　以下には、言及した配列と記載したタンパク質との対応を記載し、各々のアクセッショ
ン番号および由来する生物を記載する：
・配列番号１；Ｒｅｇ３Ｂ（A49616；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号２；フェツインＢ（NP_055190.2；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号３；セリンプロテアーゼインヒビタＡ３Ｋ（P05545.3；Rattus norvegicusに
対応する。）
・配列番号４；ＡＴＰシンターゼのγサブユニット（NP_001001973.1；Homo sapiensに対
応する。）
・配列番号５；ゲルゾリン（NP_000168.1；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号６；リボヌクレアーゼＵＫ１１４（P52758.1；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号７；アミノアシラーゼ１Ａ（NP_000657.1；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号８；αエノラーゼ（AAB88178.1；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号９；ケラチン５（NP_000415.2；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号１０；パルブアルブミンα（P20472.2；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号１１；リボヌクレアーゼ４（AAA96750.1；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号１２；セリンプロテアーゼインヒビタＡ３Ｌ（P05544.3；Rattus norvegicus
に対応する。）
・配列番号１３；ＣＯＰ９のサブユニット１（Q13098.4；Homo sapiensに対応する。）
・配列番号１４；Ｒａｓ関連ＧＴＰ結合タンパク質Ａ（NP_006561.1；Homo sapiensに対
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応する。）。
【００２８】
　同一性％は、Homo sapiensに対応するタンパク質のアミノ酸配列の、Rattus norvegicu
sに対応するタンパク質のアミノ酸配列に関する同一性の％を決定したことに基づいて確
立された。
【００２９】
【表１】

【００３０】
　本発明において理解される場合、用語「同一性％」は、比較した配列全長にわたるアミ
ノ酸位の数をいい、ここで、その位置におけるアミノ酸の全てが同一である。
【００３１】
　より好ましくは、本発明の工程ｂにおいて、少なくとも１つのタンパク質またはその任
意の組合せが検出および／または定量され、上記タンパク質は、
・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％、６５％、７０％、７５％、８
０％、８５％、９０％、または９５％同一性を有するタンパク質、またはその任意のフラ
グメント；
・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、または９５％
同一性を有するタンパク質、またはその任意のフラグメント；あるいは
・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％または９５％同一性を有するタ
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ンパク質、またはその任意のフラグメント
である。
【００３２】
　本明細書中の以下において、本発明のタンパク質のいずれかに対して参照がなされる場
合、上述した同一性％を有する任意のタンパク質もまた検出され得ることが考慮されるべ
きである。よって、本明細書中の以下において、本は爪印タンパク質のいずれかが、「本
発明のタンパク質（ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｖｅｎｔｉｏｎ）」または「本
発明のタンパク質（ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ｉｎｖｅｎｔｉｏ
ｎ）」として言及され得る。
【００３３】
　本発明のタンパク質を検出および／または定量するために、上記タンパク質の１つ以上
のフラグメントを検出することが十分である。なぜなら、このフラグメントは、上記タン
パク質のアミノ酸配列および構造の構成要素だからである。
【００３４】
　本発明の方法の工程ｂは、タンパク質またはその任意のフラグメントの検出および定量
に関し、その検出またはその定量に関する。上記検出および／または定量は、当該分野に
おいて公知の任意の技術によって行われてもよい。
【００３５】
　同時に、すでに上述したように、本発明は、上述したリストのタンパク質のいずれかま
たは上記タンパク質のフラグメントのいずれかの組合せを介して行われ得る。さらに、用
語「その任意の組合せ」はまた、本発明のタンパク質の１つ以上が、本発明のタンパク質
のいずれかと異なる任意の他のタンパク質の検出と組み合わせて検出されてもよいという
事実をいう。
【００３６】
　本発明のタンパク質のいずれかは、ヌクレオチド配列の発現産物である。このヌクレオ
チド配列は、非限定的な例示として、任意のＲＮＡ（例えばｍＲＮＡ）またはその任意の
フラグメントであり得る。ヌクレオチド配列はまた、相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）またはそ
の任意のフラグメントであり得る。ｃＤＮＡはｍＲＮＡに相補的なＤＮＡであり、ゲノム
ヌクレオチド配列のエキソンを含みイントロンを含まないヌクレオチド配列でもある。す
なわち、ｃＤＮＡはコーディング配列である。タンパク質をコードする遺伝子のゲノムヌ
クレオチド配列の転写物およびタンパク質のｃＤＮＡの転写物は同一のｍＲＮＡ、よって
、同一のタンパク質をコードする。本発明において、任意のＲＮＡまたは任意のＤＮＡあ
るいはその任意のフラグメントもまた、タンパク質の検出の代わりに、あるいは同時に検
出され得る。
【００３７】
　好ましい実施形態は、腎損傷を決定するために有用なデータを提供する方法に関し、こ
こで、配列番号１～１４を含むリストより選択される少なくとも１つのタンパク質または
その任意の組合せが検出および／または定量される。
【００３８】
　別の好ましい実施形態は、腎損傷を決定するに有用なデータを提供する方法に関し、こ
こで、配列番号１に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質および／または配列番号
２に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質あるいはこれらの任意のフラグメントが
、検出および／または定量される。より好ましい実施形態に従って、配列番号１のタンパ
ク質および／または配列番号２のタンパク質あるいはその任意のフラグメントが検出およ
び／または定量される。
【００３９】
　本発明の別の好ましい実施形態は、腎損傷を決定するに有用なデータを提供する方法を
いい、ここで、配列番号１に少なくとも６０％同一性を有するタンパク質またはその任意
のフラグメントが検出および／または定量される。より好ましい実施形態に従って、配列
番号１のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量される。
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【００４０】
　本発明の別の好ましい実施形態は、腎損傷を決定するに有用なデータを提供する方法を
いい、ここで、配列番号５に少なくとも８０％同一性を有するタンパク質またはその任意
のフラグメントが検出および／または定量される。より好ましい実施形態に従って、配列
番号５のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量される。
【００４１】
　本発明の別の好ましい実施形態は、腎損傷を決定するに有用なデータを提供する方法を
いい、ここで、配列番号1のタンパク質および配列番号５のタンパク質またはこれらの任
意のフラグメントが検出および／または定量される。
【００４２】
　別の好ましい実施形態は、腎損傷を決定するに有用なデータを提供する方法に関し、こ
こで、任意の有意差を見出すために、工程ｂにて得られたデータをコントロールサンプル
より得られたデータと比較する工程をさらに包含する。
【００４３】
　本発明において理解される場合、用語「コントロールサンプル」は、非限定的な例示と
して、腎損傷に罹患していない個体（健常な個体）から得られたサンプルをいう。このタ
イプのコントロールサンプルは、腎損傷についてのネガティブコントロールサンプルまた
はネガティブコントロールである。
【００４４】
　本発明において理解される場合、用語「顕著な有意差」は、単離されたサンプル中に本
発明のタンパク質が存在することをいい、あるいは、健常な個体から単離されたサンプル
と比較して単離されたサンプル中での本発明のタンパク質の濃度がより高いことをいう。
健常な個体は、腎損傷の共通マーカーの少なくとも1つ以上のレベルを測定することによ
って選択される。共通マーカーは、非限定的に、クレアチニン、血液尿窒素（ＢＵＮ）ま
たは尿タンパク質を含むリストより選択される。
【００４５】
　生物より単離された生物学的サンプル（例えば、非限定的にヒトまたは他の動物）は、
上記生物からの体液または任意の細胞性組織であり得る。
【００４６】
　本発明の別の好ましい実施形態は、腎損傷を決定するための方法に関し、本方法は、上
述したようなデータを得るための方法の工程を包含し、上記有意差が個体における腎損傷
の発達に由来することをさらに含む。したがって、この好ましい実施形態は、腎損傷を診
断するための方法である。
【００４７】
　別の好ましい実施形態は、腎損傷を決定するに有用なデータを提供するための方法に関
し、ここで、上記腎損傷は急性腎不全である。本発明において理解される場合、用語「急
性腎不全」は、腎臓の機能不全の任意のステージ（重篤度）における急性の腎不全をいう
。急性腎不全の由来としては、遺伝的、免疫系、虚血、あるいは任意の薬物を用いる処置
が挙げられるがこれらに限定されない。急性腎不全は、非限定的な例示としての腎臓、前
立腺、膀胱、尿管または尿道の外科的手順によって生成され得る。本発明において理解さ
れる場合、用語「急性の腎傷害」および「腎損傷」は、任意の強度の、急性の腎臓の損傷
をいい、これは、急性腎不全を導いても導かなくてもよい。
【００４８】
　腎損傷または急性腎不全を決定するに有用なデータを提供するための方法の、別の好ま
しい実施形態において、工程ａの生物学的サンプルは体液である。体液は、動物の身体か
ら排出または分泌された液体を含み得る。体液は、非限定的な例示としての、胎児を取り
囲む羊水、房水、血液、血清、乾湿液、リンパ、乳、粘液（鼻汁、痰を含む。）、唾液、
皮脂、血清、汗、涙または尿を含むリストより選択される。より好ましい実施形態におい
て、体液は血清である。本発明のタンパク質は、上述した体液中に存在する任意の生物学
的成分（例えば細胞またはベジクルが挙げられるがこれらに限定されない。）に見出され
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得る。より好ましい実施形態において、体液は尿である。
【００４９】
　別の好ましい実施形態は、腎損傷または急性腎不全を決定するに有用なデータを提供す
るための方法に関し、ここで、タンパク質が、電気泳動、免疫アッセイ、クロマトグラフ
ィおよび／またはマイクロアレイ技術によって検出および／または定量される。
【００５０】
　本発明のタンパク質の検出および／または定量は、上述した技術のいずれか、またはそ
の任意の組合せによって行われ得る。タンパク質は、その存在または非存在を評価するこ
とによって検出され得る。検出は、任意のプローブおよび／または任意の抗体による、タ
ンパク質の任意のフラグメントの特定の認識によって行われ得る。本発明のタンパク質ま
たはその任意のフラグメントは、コントロールサンプルより得られたデータとの比較のた
めの参照、および任意の有意差を見出すための参照として働くデータを用いて定量され得
る。この有意差は、問題のサンプルを提供した個体における腎損傷の診断に役立ち得る。
好ましい実施形態において、本発明のタンパク質またはその任意のフラグメントは、電気
泳動および／または免疫アッセイによって検出および／または定量され得る。
【００５１】
　電気泳動は、電場の作用の結果として、マトリクスまたは固体支持体を通る媒体（電気
泳動用緩衝液）に溶解した巨大分子の移動（movement or migration）に基づく分離の分
析技術である。分子の挙動は、その電気泳動の移動度に依存し、この移動度はロード、サ
イズおよび形状に依存する。タンパク質分離を行うために使用される装置、支持体および
条件に基づいてこの技術の種々のバリエーションが存在する。電気泳動は、非限定的な例
示としてのキャピラリー電気泳動、紙面上の電気泳動、アガロース中での電気泳動、ポリ
アクリルアミドゲル中での電気泳動、等電点電気泳動または二次元電気泳動を含むリスト
より選択される。
【００５２】
　免疫アッセイは、生物学的流体中の物質の濃度を測定する、生物学的な試験であり、抗
体のその抗原のいずれかに対する反応を用いる。このアッセイは、抗体のその抗原に対す
る特異性を用いてなされる。抗体または抗原の量は、当該分野において公知の方法によっ
て検出され得る。最も一般的な方法の１つが、抗原または抗体のマーキングに基づくもの
である。このマーキングは、非限定的な例示としての酵素、放射性同位元素（放射免疫ア
ッセイ）、磁気ラベル（磁気免疫アッセイ）または免疫蛍光によって行われ得、また、凝
集、比濁法（nephelometry）、比濁法（turbidimetry）、またはウエスタンブロティング
を含む他の技術によって行われ得る。異種性の免疫アッセイは、競合的であってもなくて
もよい。免疫アッセイが競合的である場合、反応はサンプル中の抗原の濃度に反比例する
。免疫アッセイが非競合的である場合、結果は抗原の濃度に正比例する。本発明において
使用され得る免疫アッセイ技術はＥＬＩＳＡアッセイ（酵素免疫測定法）である。
【００５３】
　クロマトグラフィ技術を用いて、分子は、ロード、サイズ、分子量、極性または酸化還
元能（これらに限定されない。）に従って分離され得る。クロマトグラフィ技術は、液体
クロマトグラフィ（分画クロマトグラフィ、吸収クロマトグラフィ、排除クロマトグラフ
ィ、またはイオン交換クロマトグラフィ）、ガスクロマトグラフィまたは超臨界流体クロ
マトグラフィより選択されるが、これらに限定されない。
【００５４】
　本発明のマイクロアレイ技術は、例えば、本発明のタンパク質を認識する分子を固体支
持体上に固定化することに基づいている。抗体ベースのマイクロアレイは最も一般的なタ
イプのタンパク質マイクロアレイである。この場合、抗体は固体支持体（用語チップもま
たマイクロアレイを参照して用いられ得る。）上に固定化される。この抗体を用いて、関
連タンパク質の検出を可能にする分子（生物学的サンプル、細胞溶解物、血清または尿が
挙げられるがこれらに限定されない。）を捕捉する。本発明において用いられる場合、用
語「固体支持体」は、広範な種々の材料をいい、例えば、イオン交換樹脂、吸着樹脂、ガ
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ラス、プラスチック、ラテックス、ナイロン、ゲル、セルロースエステル、パラ磁気スフ
ェアまたはこれらのいずれかの組合せが挙げられるがこれらに限定されない。
【００５５】
　腎損傷または腎不全を決定するに有用なデータを提供する方法の別の好ましい実施形態
に従って、腎損傷または急性腎不全は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与または該因子
への個体の曝露によって生成される。より好ましい実施形態は、上記腎毒性因子がアミノ
グリコシド系抗生物質である方法に関する。
【００５６】
　腎毒性因子は、投与または曝露に起因して１つ以上の腎臓の病理学を引き起こし得る。
この投与または曝露が、一定期間を超えて行われても、単一の事象に限定されてもよく、
１つ以上の化合物に起因してもよい。曝露の環境は、無意識、偶発的、故意の、過用量の
結果、または治療の必要性（投与）の結果であり得る。腎臓は重要な排出器官である。な
ぜなら、腎臓は水溶性分子のホメオスタシスを維持し、特定の物質を能動的に濃縮し得る
からである。一般に、近位尿細管、遠位尿細管または尿細管は修復され得るが、糸球体お
よび髄質は修復する傾向が極めて低い。
【００５７】
　腎毒性因子は、投与される場合、薬学的組成物（治療剤）であっても、ハロゲン麻酔剤
、または機能性食品もしくはビタミンサプリメントもしくは栄養性サプリメントに含まれ
る化合物であってもよいが、これらに限定されない。腎毒性因子は、曝露される場合、例
えば、重金属、抗生物剤（plaguicide）または抗微生物剤であり得るがこれらに限定され
ない。抗生物剤としては、防カビ剤、除草剤、殺虫剤、抗藻剤（algaecide）、軟体動物
駆除剤、ダニ駆除剤または殺そ剤が挙げられるがこれらに限定されない。抗微生物剤とし
ては、殺菌剤、抗生物質、抗微生物剤、抗ウイルス剤、抗真菌剤、抗原虫薬または抗寄生
虫剤が挙げられるがこれらに限定されない。
【００５８】
　アミノグリコシド系抗生物質（アミノグリコシド）は、細菌リボソームのサブユニット
３０Ｓおよび５０Ｓへの結合によって作用し、ペプチジルｔＲＮＡの移動を阻害し、ｍＲ
ＮＡの読み間違いを引き起こし、細菌がその増殖のためにウイルスタンパク質を合成する
ことを不能にしたままにする。アミノグリコシド系抗生物質は、アミカシン、アルベカシ
ン、ゲンタマイシン、ケタマイシン、ネオマイシン、ネチルミシン、パロモマイシン、ロ
ードストレプトマイシン、ストレプトマイシン、トブラマイシン、アプラマイシン、スペ
クチノマイシン、ハイグロマイシンＢ，ベルだマイシン、アストロマイシンまたはピュー
ロマイシンであり得るが、これらに限定されない。さらにより好ましい実施形態にしたが
って、アミノグリコシド系抗生物質はゲンタマイシンである。
【００５９】
　ゲンタマイシンは、グラム陰性好気性細菌の感染を処置するために一般的に使用される
、広いスペクトルを有する抗生物質である。アミノグリコシドは、経口投与された場合ほ
とんど吸収されないが、腎臓によって迅速に濃縮される。さらには、アミノグリコシドは
、外膜に位置されるチャネルを介して細菌細胞内へ広がり、細胞質へ移動する。その結果
、ゲンタマイシンは細菌タンパク質の合成を阻害することによって作用するが、近位尿細
管（特にセグメントＳ１またはＳ２）に腎損傷を引き起こし得、これは急性の腎傷害を誘
導し得、急性腎不全の発生を引き起こし得る。さらに、急性腎不全は、第二の腎毒性因子
の、同時または連続的な投与に起因し得る。この第２の化合物は、例えば、硝酸ウラニル
またはシスプラチンであり得るがこれらに限定されない。硝酸ウラニルは、腎臓の重篤な
機能不全および急性の尿細管ネクローシスを引き起こす腎毒性因子である。他の標的器官
としては、肝臓、肺または脳が挙げられる。シスプラチンは、広いスペクトルを有する抗
腫瘍薬であり、精巣、卵巣、膀胱、皮膚、頸部または肺の腫瘍を処置するために一般的に
用いられている。シスプラチンは、細胞内に広がり、ＤＮＡ鎖の内部または間に侵入する
ことによって機能して、細胞死を引き起こす。
【００６０】
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　本発明の別の実施形態は、腎損傷または急性腎不全を決定に有用なデータを提供するた
めの方法に関し、ここで、タンパク質は、腎毒性因子の投与または曝露の開始から１２時
間後より検出される。より好ましい実施形態に従って、タンパク質は、腎毒性因子の投与
または曝露の開始から２４時間後から検出される。
【００６１】
　本発明の別の実施形態は、腎損傷または急性腎不全を決定するため、腎損傷または腎不
全要因を決定するため、ゲンタマイシンによって引き起こされた腎損傷または腎不全をシ
スプラチンによって引き起こされたものと差別化するために、有用なデータを提供する方
法に関し、本方法は、配列番号１および／または配列番号５またはこれらの任意のフラグ
メントを検出および／または定量することによって行われる。本発明の別のより好ましい
実施形態は、ゲンタマイシンによって引き起こされた腎損傷または腎不全をシスプラチン
によって引き起こされたものと差別化するまたは見分けるための方法に関し、ここで：
ａ．配列番号１および／または配列番号５が検出または定量される場合、腎損傷または腎
不全の原因がゲンタマイシンの投与または曝露である；
ｂ．配列番号１および／または配列番号５が検出または定量されない場合、腎損傷または
腎不全の原因がシスプラチンの投与または曝露である。
【００６２】
　したがって、本発明の方法は、腎損傷または腎不全の原因を差示的に決定するに有用で
ある。本方法は、腎損傷または腎不全がゲンタマイシンの投与または曝露に起因するか、
あるいはシスプラチンの投与または曝露に起因するかを見分け得る。この場合、いくつか
の可能性がある：
（ｉ）配列番号１および配列番号５が検出または定量される場合、あるいは配列番号１が
検出または定量される場合、あるいは配列番号５が検出または定量される場合、腎損傷ま
たは腎不全の原因はゲンタマイシンの投与または曝露である；
（ｉｉ）配列番号１および配列番号５が検出または定量されない場合、あるいは配列番号
１が検出または定量されない場合、あるいは配列番号５が検出または定量されない場合、
腎損傷または腎不全の原因はシスプラチンの投与または曝露である。
【００６３】
　本発明の別の局面は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損傷の進行を予
測するための方法であり、本方法は、第一に、
（ａ）腎毒性因子が曝露された個体または曝露されていない個体から単離された体液中で
の、タンパク質またはその任意のフラグメントの第１の濃度を決定する工程
を包含し、上記タンパク質は以下を含むリストより選択される：
・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％の同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント；
・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％の同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント；あるいは
・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％の同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント。第二に、曝露された個体における上記タンパク質の第１
の濃度が決定された後、あるいは曝露されていない個体において腎毒性因子の投与または
該因子への曝露が開始した後、工程ａにおいて濃度が決定されたタンパク質の、個体の体
液中での第２の濃度が決定される。そして、
（ｃ）任意の有意差を見出すために、工程ｂにおいて得られた第２の濃度を、工程ａに含
まれた第１の濃度と比較する工程、を包含する。すなわち、腎毒性因子に曝露された個体
のサンプルから第１の濃度が決定される場合、第２の濃度は、第１の濃度が決定された後
に測定される。腎毒性因子に曝露されなかった個体のサンプルから第１の濃度が決定され
る場合、第２の濃度は、腎毒性因子の個体への投与または該因子への個体の曝露が開始し
た後に測定される。第２の濃度は、任意の有意差を求めるために、第１の濃度と比較され
る。第２の濃度が第１の濃度と比較される場合、あるいは任意の有意差が予め決定された
濃度と比較される場合、有意差は、より高い値またはより低い値であり得る。
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【００６４】
　本発明において、用語「進行を予測する」は、腎損傷の進行をモニタリングまたは管理
することをまとめていい、換言すれば、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎
損傷の進行を見分けることをいう。
【００６５】
　好ましい実施形態は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損傷の進行を予
測するための方法に関し、ここで、工程ａおよびｂにおいて、配列番号１～１４またはそ
の任意のフラグメントを含むリストより選択されるタンパク質の少なくとも１つ、あるい
はその任意の組合せが検出および／または定量される。
【００６６】
　別の好ましい実施形態は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損傷の進行
を予測するための方法に関し、ここで、配列番号１に少なくとも６０％の同一性を有する
タンパク質、および／または配列番号２に少なくとも６０％の同一性を有するタンパク質
、あるいはこれらの任意のフラグメント、の濃度が決定される。より好ましい実施形態に
従って、配列番号１のタンパク質および／または配列番号２のタンパク質あるいはこれら
の任意のフラグメントが検出および／または定量される。
【００６７】
　本発明の別の好ましい実施形態は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損
傷の進行を予測するための方法に関し、ここで、配列番号１に少なくとも６０％同一なタ
ンパク質またはその任意のフラグメントが決定される。より好ましい実施形態に従って、
配列番号１のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量される
。
【００６８】
　本発明の別の好ましい実施形態は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損
傷の進行を予測するための方法に関し、ここで、配列番号５に少なくとも８０％同一なタ
ンパク質またはその任意のフラグメントの濃度が決定される。より好ましい実施形態に従
って、配列番号５のタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量
される。
【００６９】
　本発明の別の好ましい実施形態は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損
傷の進行を予測するための方法に関し、ここで、配列番号１のタンパク質および配列番号
５のタンパク質、あるいはこれらの任意のフラグメントが検出および／または定量される
。
【００７０】
　別の好ましい実施形態は、少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する腎損傷の進行
を予測するための方法に関し、ここで、上記腎損傷は急性腎不全である。
【００７１】
　腎損傷または急性腎不全の進行を予測するための方法の別の好ましい実施形態に従えば
、腎毒性因子はアミノグリコシド系抗生物質である。より好ましい実施形態は、アミノグ
リコシド系抗生物質がゲンタマイシンである方法に関する。
【００７２】
　腎損傷または急性腎不全の進行を予測するための方法の別の好ましい実施形態に従えば
、腎毒性因子はシスプラチンである。
【００７３】
　腎損傷または急性腎不全の進行を予測するための方法の別の好ましい実施形態に従えば
、体液は尿または血清である。
【００７４】
　腎損傷または急性腎不全を決定するに有用なデータを得るための本発明の方法のいずれ
か、あるいは上述した腎損傷または上述した急性腎不全の進行を予測するための方法のい
ずれかを参照するために、用語「本発明の方法」が用いられ得る。
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【００７５】
　本発明の方法の好ましい実施形態に従えば、個体はヒトである。本発明の方法の個体は
動物であってもよい。なぜなら、問題の方法は、獣医学も汽笛に有用だからである。
【００７６】
　本発明の別の局面は、少なくとも１つのタンパク質またはその任意の組合せの使用であ
り、上記タンパク質は、腎損傷を決定するため、あるいは、腎損傷の進行を予測するため
のバイオマーカーとして
・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％の同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント；
・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％の同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント；あるいは
・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％の同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント
を含むリストより選択される。
【００７７】
　好ましい実施形態は使用に関し、ここで、配列番号１～１４を含むリストより選択され
るタンパク質またはその任意のフラグメントが検出および／または定量される。
【００７８】
　別の好ましい実施形態は使用に関し、ここで、配列番号１に少なくとも６０％同一性を
有するタンパク質および／または配列番号２に少なくとも６０％同一性を有するタンパク
質、あるいはこれらの任意のフラグメントの濃度が決定される。より好ましい実施形態に
従って、配列番号１のタンパク質および／または配列番号２のタンパク質あるいはその任
意のフラグメントが決定および／または定量される。
【００７９】
　別の好ましい実施形態は、タンパク質が配列番号１～１４を含むリストより選択される
かまたはそのフラグメントである、使用である。
【００８０】
　本発明の使用の別の好ましい実施形態に従えば、タンパク質は、配列番号１に少なくと
も６０％同一性を有するタンパク質またはそのフラグメントより選択される。好ましくは
、タンパク質は、配列番号１のタンパク質またはそのフラグメントである。
【００８１】
　本発明の別の好ましい実施形態は、使用に関し、タンパク質は、腎損傷の発達の危険性
を決定するため、あるいは腎損傷の進行を予測するためのバイオマーカーとして、配列番
号５に少なくとも８０％同一性を有するタンパク質またはそのフラグメントより選択され
る。好ましくは、配列番号５またはそのフラグメントが選択される。
【００８２】
　本発明の別の好ましい実施形態は、使用に関し、腎損傷は急性腎不全である。
【００８３】
　このバイオマーカーは、腎損傷または腎損傷の進行に関連するタンパク質の発現または
状態における変化を示す。一旦バイオマーカーが確認されると、これを用いて腎損傷また
は腎損傷の進行が診断されるか、そのような腎損傷に個体の処置（例えば、種々の薬物ま
たは投与レジメンを用いる処置）を適合させる。
【００８４】
　処置が、腎損傷を罹患する危険性に直接的に関連する、検出されたバイオマーカーの存
在または濃度を変更させる場合、その生物学的指示薬は、任意の処置、または任意の腎毒
性剤の曝露を改変することを示すものとして働く。
【００８５】
　タンパク質またはその任意のフラグメントの使用の好ましい実施形態は、腎損傷または
腎損傷の進行が少なくとも１つの腎毒性因子の投与に起因する場合の使用である。タンパ
ク質またはその任意のフラグメントの使用のより好ましい実施形態に従えば、腎毒性因子
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はアミノグリコシド系抗生物質である。別の皿により好ましい実施形態は、アミノグリコ
シド系抗生物質がゲンタマイシンである場合の使用である。
【００８６】
　タンパク質またはその任意のフラグメントの使用のより好ましい実施形態に従えば、腎
毒性因子はシスプラチンである。
【００８７】
　本発明の別の局面は、少なくとも１つのタンパク質またはその任意の組合せを認識し得
る少なくとも１つ以上のプローブを備えているキットに関し、上記タンパク質は、
・配列番号１または２のアミノ酸配列に少なくとも６０％の同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント；
・配列番号３～１１のアミノ酸配列に少なくとも８０％の同一性を有するタンパク質、ま
たはその任意のフラグメント；あるいは
・配列番号１２～１４のアミノ酸配列に少なくとも９０％の同一性を有するタンパク質、
またはその任意のフラグメント
を含むリストより選択される。
【００８８】
　好ましい実施形態は、配列番号１～１４を含むリストより選択される少なくとも１つの
タンパク質またはその任意のフラグメントあるいはその任意の組み合わせをプローブが認
識する場合のキットに関する。
【００８９】
　別の好ましい実施形態はキットに関し、ここで、プローブは、配列番号１に少なくとも
６０％同一性を有するタンパク質および／または配列番号２に少なくとも６０％同一性を
有するタンパク質、あるいはこれらの任意のフラグメントの濃度を認識する。より好まし
い実施形態に従って、プローブは、配列番号１のタンパク質および／または配列番号２の
タンパク質あるいはその任意のフラグメントを認識する。
【００９０】
　本発明の別の好ましい実施形態はキットに関し、プローブは、配列番号１に少なくとも
６０％同一性を有するタンパク質またはそのフラグメントを認識する。好ましくは、プロ
ーブは、配列番号１のタンパク質またはそのフラグメントを認識する。
【００９１】
　本発明の別の好ましい実施形態はキットに関し、プローブは、配列番号５に少なくとも
８０％同一性を有するタンパク質またはそのフラグメントを認識する。好ましくは、プロ
ーブは、配列番号５のタンパク質またはそのフラグメントを認識する。
【００９２】
　本発明の別の好ましい実施形態は、プローブが固体支持体に連結されている、キットに
関する。
【００９３】
　プローブは、一般に（必要ではないが）マーキングされている物質であり、本発明の任
意のタンパク質またはそのフラグメントを検出、同定、および／または定量するために使
用される。プローブは、チオール基、アビジン、ストレプトアビジンまたはペプチン基と
反応するプローブであってもよいが、これらに限定されない。固体支持体は、好ましくは
、ゲル（非限定的な例示としてのアガロースゲルまたはアクリルアミドゲル）である。
【００９４】
　好ましい実施形態はキットに関し、ここで、プローブは、タンパク質またはその任意の
フラグメントを認識する抗体である。上記抗体は、ポリクローナルであってもモノクロー
ナルであってもよい。
【００９５】
　本発明の別の実施形態は、腎損傷を決定するため、あるいは腎損傷の進行を予測するた
めの、個体からの単離されたサンプルにおける上述したキットの使用である。
【００９６】
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　本発明の別の局面は、腎損傷が発達する危険性を決定するため、腎損傷を決定するため
、あるいは腎損傷の進行を予測するための、個体からの単離されたサンプルにおける上述
したキットの使用である。
【００９７】
　本明細書および特許請求の範囲を通じて、用語「含む（含んでいる）」およびそのバリ
エーションは、他の技術的な特性、添加物、成分または工程を排除することを意図してい
ない。当業者にとって、本発明の他の目的、利益および特徴は、本明細書の記載から部分
的に推察され、本発明の実行から部分的に推察される。添付の図面および以下の実施例は
、例証の目的で提供され、本発明をその様式に限定することを意図していない。
【００９８】
　〔図面の簡単な説明〕
　図１は、ゲンタマイシンで処理したラットにおける、生存率、および腎損傷マーカーの
出現を示す。Ａ：生存率は、７日間の処置の後の、各群において生存する動物の割合を示
す。Ｂ：７日間の処置の後のコントロールおよび３匹のゲンタマイシンラットからの腎臓
のホモジネートにおける、腎臓傷害１分子（ＫＩＭ－１）および骨形成タンパク質７（Ｂ
ＭＰ－７）の発現レベルの、ウエスタンブロッティング解析の代表的なイメージ。
【００９９】
　図２は、ゲンタマイシンで処理したラットからの、腎組織切片の皮質および乳頭の代表
的なイメージを示す。無作為に選択した、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色した、コ
ントロールラット（ｎ＝３）およびゲンタマイシン処理ラット（ｎ＝３）からの腎組織切
片の皮質（Ａ－Ｄ）および乳頭（Ｅ－Ｈ）の代表的なイメージ。イメージＡ，Ｂ，Ｅおよ
びＦは、４００倍の倍率にて撮影し、イメージＣ，Ｄ，ＧおよびＨは１０００倍の倍率に
て撮影した。
【０１００】
　図３は、コントロールラットおよびゲンタマイシンで処理したラットからの尿タンパク
質のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分離を示す。タンパク質を、ポリアクリルアミドゲル（６％（Ａ）
および１５％（Ｂ））でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、次いで、クーマシーブリリ
アントブルーで染色した。バンド（１－２４）に存在するタンパク質を、ＬＣ－ＥＳＩ－
Ｑ－ＴＯＦによって決定し、表３に挙げた。レーン１：分子量パターン、レーン２：コン
トロール尿、レーン３：ゲンタマイシン群の尿。
【０１０１】
　図４は、差示的に発現されるタンパク質の二次元（２Ｄ）電気泳動イメージを示す。Im
age Master 2D Platinum software (GE Healthcare)を用いた強度の定量的分析は、正常
尿サンプルとゲンタマイシン尿サンプルとの間に差示的に発現される１２９個のタンパク
質を示した。スポットを、表４に対応する数字でマーキングし、ＬＣ－ＥＳＩ－Ｑ－ＴＯ
ＦおよびＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによって同定した。図中に示されるいずれのゲルも、各群よ
り無作為に選択された動物からの尿を用いて得られた代表的な８個のゲルである。各群を
二連で分析した。
【０１０２】
　図５は、差示的に発現されるｒｅｇＩＩＩ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）の２Ｄゲルイ
メージによる、尿プロテオミクスを示す。表に対応する数字でラベルしたスポットを、強
度の定量的分析に供し、ＬＣ－ＥＳＩ－Ｑ－ＴＯＦ質量分析機によって同定した。図中に
示される各ゲルは、各群において無作為に選択された４匹の動物からの尿を用いて得られ
た代表的な８個のゲルである。各群を二連で分析した。ｒｅｇＩＩＩｂタンパク質はスポ
ット１であり、アクセッション番号がＰ２５０３１、ＭＷ　２０ｋＤａ、ＰＩ　７．５６
である。ゲルゾリンはスポット２，３，４であり、アクセッション番号がＱ６８ＦＰ１、
ＭＷ　８６．１ｋＤａ、ＰＩ　５．７５である。
【０１０３】
　図６は、ｒｅｇＩＩＩｂ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）のウエスタンブロッティング分
析を示す。Ａ：ビヒクル（コントロール）、ゲンタマイシンまたはシスプラチンで処理し
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た、無作為に選択した６匹のラットの尿のウエスタンブロッティング。矢印は、全長およ
びｔ－ゲルゾリンフラグメントを示す。Ｂ：Ａに示したラットの血清クレアチニンおよび
ＢＵＮ濃度。＊，コントロールに対してｐ＜０．０５；●，ゲンタマイシンに対してｐ＜
０．０５。
【０１０４】
　図７は、尿中のｒｅｇＩＩＩｂ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）の経時的変化を示す。尿
中のｒｅｇＩＩＩｂ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）のウエスタンブロッティング分析の代
表的なイメージ、ならびに、ゲンタマイシンで処理したラットのＮＡＧ排出および尿タン
パク質；血清クレアチニン濃度；ＫＩＭ－１、ＮＧＡＬおよびＬＡＩ－１のウエスタンブ
ロッティング分析；３日間ゲンタマイシンで処理したラットからの、ヘマトキシリンおよ
いエオシンで染色した腎切片の代表的なイメージ。全ての実験においてｎ＝３。*，０時
点に対してｐ＜０．０５。
【０１０５】
　図８は、ｒｅｇＩＩＩｂ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）の血清レベルのウエスタンブロ
ッティング分析、腎潅流実験およびＲＴ－ＰＣＲ分析を示す。ビヒクル（コントロール）
またはゲンタマイシンで６日間処理した、無作為に選択したラットからの、ｒｅｇＩＩＩ
ｂ（Ａ．１）およびゲルゾリン（Ｂ．１）のウエスタンブロッティング分析の代表的なイ
メージ。腎潅流実験：ゲンタマイシンで６日間処理したラットからの、ｒｅｇＩＩＩｂ（
Ａ．２）およびゲルゾリン（Ｂ．２）の尿中レベルのウエスタンブロッティング分析の代
表的なイメージ。次いで、Ｋｒｅｂｓ溶液での腎潅流に供した。潅流の開始直前、潅流中
の１時間後および２時間後；ｎ＝３。Ａ３．ビヒクル（コントロール）またはゲンタマイ
シンで３日間または６日間処理した、無作為に選択した３匹のラットからのＲＴ－ＰＣＲ
による、腎組織のＲｅｇＩＩＩｂ（Ａ．３）、ゲルゾリン（Ｂ．３）およびＧＡＰＤＨの
遺伝子発現。
【０１０６】
　〔実施例〕
　〔実施例１．実験材料および実験手順〕
　１．１　動物および実験手順
　メスのウィスターラットは、重量２００‐２５０ｇのものを用いられた。動物は２４時
間毎のそれぞれの尿サンプル収集のために、調節された環境条件下で個別の代謝ケージの
中に配置された。通常の餌および水が適宜投与された。ラットは無作為に２つの群に分割
された：（ｉ）コントロール群（Ｃ）、６日間毎日プラシーボ腹腔内投与を受けるもの、
および（ｉｉ）ゲンタマイシン群（Ｇ）、６日間ゲンタマイシン腹腔内投与（１５０ｍｇ
／ｋｇの体重）を受けるもの。７日目に動物は、ペントバルビタールナトリウムで麻酔さ
れ、腎臓は生理食塩水（０．９％ＮａＣｌ）を用いた解剖によって灌流された。腎臓はた
だちに解剖された。１つは液体窒素で凍結され、続いてウェスタンブロットの研究のため
に－８０℃に保持され、もう一つは、組織学的な研究のために３．７％のｐ‐ホルムアル
デヒドに浸された。血液サンプルも、尾の先端の小さい切開によって、異なる時点の、ヘ
パリン化した毛細血管において得られた。血液は遠心され、血清は、使用まで－８０℃に
保持された。尿は、１０，０００ｇおよび４℃で１０分間遠心されることによって除去さ
れ、使用まで－８０℃に保持された。
【０１０７】
　１．２　組織学的な研究
　腎臓はｐ‐ホルムアルデヒド中に４℃で一晩保持された。次にパラフィン固定がなされ
、５μｍの組織切片が切断され、ヘマトキシリンおよびエオシンを用いて染色された。写
真はOlympus DP70カラーデジタルカメラに接続されたOlympus BX51顕微鏡下で撮影された
。
【０１０８】
　１．３　生化学的な測定
　血清および尿クレアチニンおよび尿素窒素の濃度は市販の試験紙（Roche Diagnostics
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）およびReflotron（登録商標）自動解析装置（Roche Diagnostics）を用いて測定された
。クレアチニン濃度測定は、０．５ｍｇ／ｄＬの検出下限を有していた。尿タンパク質濃
度は、ブラッドフォード法（Bradford, 1976. Anal Biochem, 72: 248-254）によって測
定された。尿ＮＡＧ含有量はＮＡＧ活性のレベルによって間接的に測定された。ＮＡＧ酵
素的な活性は、プレート光度計（Thermo）を用いて５８０ｎｍにおいて３‐クレゾールス
ルホンフタレイニル‐Ｎ‐アセチル‐Ｄ‐グルコサミンの、紫色の３‐クレゾール‐クレ
ゾールスルホンフタレイニルへの置換に基づいた比色分析法によって測定された。ＮＡＧ
活性を測定するために、市販のキットが製造会社の使用説明書にしたがって用いられた（
Roche Diagnostics）。
【０１０９】
　１．４　ウェスタンブロット
　ウェスタンブロットは、（ｉ）尿サンプル（サンプル毎に２１μｌ）、（ii）均質化バ
ッファー（１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭトリス‐ＨＣｌ　ｐＨ＝７．５、０．５Ｍエ
チレンジアミン四酢酸‐ＥＤＴＡ‐、１０％グリセロール、１％　Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ‐
６３０、１ｍｇ／ｍＬアポロチニン、１ｍｇ／ｍＬロイペプチン、１ｍｇ／ｍＬペプスタ
チンＡ、１ｍＭフェニルメチルスルホニルフルオリド－ＰＭＳＦ‐）中において４℃で組
織攪拌器（Ultra-Turrax T8、IKA（登録商標）-Werwe）を用いて腎臓を均質化することに
よって調製された組織抽出物（サンプル毎に１００μｇ総タンパク質）または、（iii）
アルブミンフリーの血液の血清を用いて実行された。アルブミンはカラムベースの、ラッ
トのアルブミンの免疫学的な保持に基づいた市販のキットを用いて血清から除去された（
Qproteome Murine Albumin Depletion Kit、Quiagen）。サンプルは、１０‐１５％アク
リルアミドゲル中で電気泳動によって分離された。ただちに、タンパク質は電気的にImmo
bilon-P膜（Millipore）に転写された。膜はＫＩＭ‐１（R&D Systems）骨形態形成タン
パク質７（ＢＭＰ‐７、Santa Cruz Biotechnology）、ＮＧＡＬ（MBL）、ＰＡＩ‐1（BD
 Biosciences）、レグＩＩＩｂ（R&D Systems)、およびゲルゾリン（Santa Cruz Biotech
nology）に対する抗体を用いて調査された。
【０１１０】
　１．５　一次元および二次元（１Ｄおよび２Ｄ）電気泳動的なタンパク質の分離
　尿は濃縮され、５Ｋ遮断のAmicon Ultraカラム中で遠心することによる強制濾過によっ
て脱塩された。タンパク質濃度は、ブラッドフォード法によって測定された。１Ｄの電気
泳動的な分離のために１００ｍｇの総タンパク質が、６および１５％アクリルアミドゲル
（Mini Protean II system、BioRad、マドリード、スペイン）に泳動するために作製され
、クマシーブリリアントブルー　Ｇ‐２５０を用いて染色された。二次元電気泳動（２Ｄ
）のために、尿タンパク質は、製造会社の使用説明書にしたがい、除去キット（GE Healt
hcare）を用いて沈降された。それぞれのサンプルの１００ｍｇのタンパク質は、７Ｍ尿
素、２Ｍチオ尿素、４％チャップス、０．５％両性電解質、ｐＨ４‐７または４．５‐５
．５、５０ｍＭジチオスレイトール（ＤＴＴ）およびブロモフェノールブルー中で再水和
され、IPGphor装置（GE Healthcare）を用いて、１８ｃｍ長固定化ｐＨ勾配（ＩＰＧ）試
験紙、ｐＨ４‐７または４．５‐５．５（GE Healthcare、マドリード、スペイン)を通し
て等電点電気泳動（５００‐８，０００Ｖ）された。ＩＰＧ試験紙は、１％（ｗ／ｖ）Ｄ
ＴＴを含んでいる、平衡バッファー［５０ｍＭチス（Ｔｉｓ）‐ＨＣｌ、ｐＨ＝８．８、
６Ｍ尿素、３０％（ｖ／ｖ）グロセロール、２％（ｗ／ｖ）ドデシル硫酸ナトリウム（Ｓ
ＤＳ）、０．０１％（ｗ／ｖ）ブロモフェノールブルー、中で１５分間事前に平衡化され
、さらに１５分間２．５％（ｗ／ｖ）ヨードアセトアミドを含んでいる平衡バッファー中
で事前に平衡化された。その後、ＩＰＧ試験紙は１８ｃｍ長の１２％アクリルアミドゲル
に移され、SE 600 Ruby装置（GE Healthcare）を用いた電気泳動によって分離された。ゲ
ルは、３０％エタノールおよび１０％酢酸中で一晩固定され、市販のキットを用いて（GE
 Healthcare）銀染色された。他に示されていなければ、全ての試薬はSigmaのものである
。
【０１１１】
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　可視化および解析のために、染色されたゲルは、スキャンされ（Image Sanner、GE Hea
lthcare、マドリード、スペイン）、Image Master 2D Platinum 6.0ソフトウェア（GE He
althcare、マドリード、スペイン）によって処理され、統計学的に解析された。スポット
の識別は下記のパラメータにしたがって行われた：（ｉ）スムース係数：２；（ｉｉ）最
小面積：５ピクセル；（ｉｉｉ）突極性:１００。解析は、アーチファクトの排除のため
に視覚的に収集された。それぞれの個別のスポットのためにバックグラウンドが引かれ、
個別の強度量は全体の強度量（全てのスポット強度）によって標準化された。ゲル間の同
じスポットの比較として、最小２倍差が特異な発現を考慮するために確立された。
【０１１２】
　１．６　二次元液体クロマトグラフィー（クロマトフォーカス＋逆相）（２Ｄ‐ＬＣ）
　ProteomeLab PF2D system（Beckman Coulter）が用いられた。濃縮および脱塩された尿
は、室温で３０分間、最適化バッファー（７．５Ｍ尿素、２．５Ｍチオ尿素、１２．５％
 グリセロール、６２．５ｍＭトリス‐ＨＣｌ、ｐＨ＝７．８‐８．２、２．５％（ｗ／
ｖ）ｎ‐オクチルグルコシド、６．２５ｍＭトリス（カルボキシエチル）ホスフィン塩化
水素）中で希釈された。このバッファーは続いてＰＤ‐１０カラム（GE Healthcare）を
用いて開始バッファー（ｐＨ８．５±０．１、Beckman Coulter）によって置換された。
最初の分画の３．５ｍｌが回収され、タンパク濃度が定量された。次に、１ｍｇのそれぞ
れのサンプルが、クロマトフォーカスイオン交換カラムに置かれ、線形下行性ｐＨ勾配（
８．５～４）の手法により等電点に基づいてｐＨ０．３の分画に溶出された。それぞれの
ｐＨ分画は続いて、アセトニトリル中に０．０８％ＴＦＡが０．７５ｍＬ／ｍｉｎで存在
し、上記Ａは水中の０．１％ＴＦＡである５‐１００％の直線性勾配で実行されるＣ１８
非‐多孔質カラム（ＲＰ‐ＨＰＬＣ）を用いた、逆相高性能液体クロマトグラフィーによ
ってタンパク質の疎水性に基づき５０℃で分離された。０．６ｍｉｎの逆相の分画は回収
され、－８０℃に保持された。吸光度は、二次元において２１４ｎｍで測定され、データ
は３２Karat and Delta Viewソフトウェア（Beckman Coulter）を用いて解析された。
【０１１３】
　１．７　１Ｄの分離、２Ｄの分離、および２Ｄ‐ＬＣ分離からのタンパク質の同定
　１Ｄおよび２Ｄの分離（それぞれ）からの対象のバンドおよびスポットはゲルから切り
取られた。それぞれのゲルの切り取ったものは、アセトニトリル中で脱水され、真空乾燥
され、残渣はＮＨ4ＨＣＯ3中に再懸濁された。したがって、１Ｄ、２Ｄ、および２Ｄ‐Ｌ
Ｃ由来のサンプルは同一に処理された。サンプルは、続いて５６℃において５０ｍＭＮＨ

4ＣＯ3中の１０ｍＭＤＴＴを用いて還元された。続いて、タンパク質は、４℃において３
０分間ブタトリプシン（Promega）を用いてゲル内で消化された。ペプチドは続いて、０
．５％トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）を用いて抽出された。溶液は真空乾燥され、ペプチド
は、破砕下で０．１％蟻酸に溶解された。ペプチド含有溶液は、１１００マイクロＨＰＬ
Ｃ（Agilent）を用いてＬＣ９　ＥＳＩ‐ＱＵＡＤ‐ＴＯＦ質量分光光度計QSTAR XL（App
lied Biosystems）に注入された。細孔径１５０×０．３２ｍｍ（５ｍ）Supelcoカラム（
(Discovery BIO）は、７Ｌ／ｍｉｎの流速で用いられた。ＭＳ／ＭＳスペクトルが得られ
た。タンパク質の同定は、非重複のタンパク配列データベース（Ｓｗｉｓｓ　Ｐｒｏｔお
よびＮＣＢＩ）に対し、ＭＡＳＣＯＴソフトウェア（www.matrixscience.com）を用いて
行われた。質量の許容差は、５０ｐｐｍに設定され、ＭＳ／ＭＳ許容差は０．５Ｄａであ
り、分類学的な状態はＲａｔｔｕｓであった。ＭＡＳＣＯＴ可能性解析によって同定され
るとき、重要な該当するもののみが考慮され、２０以上のイオンスコアを観測する少なく
とも１つのペプチドが、許容性の閾値として設定された。いくつかの場合では、ＬＣ‐Ｅ
ＳＩＱＵＡＤ‐ＴＯＦの手順では不明確ではないタンパク質の同定が行われない、または
無作為に選択されたスポットにおいて、確認のために、タンパク質は、サラマンカ大学‐
ＣＳＩＣ癌研究センター（サラマンカ、スペイン）のプロテオミクスサービスでUltrafle
x I  ＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ質量分光光度計（Bruker Daltonics）を用いて同定された。
【０１１４】
　１．８　質量分析によるタンパク質同定
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　２Ｄの分離由来の対象ののスポットはゲルから切り取られ、アセトニトリルで脱水され
、真空乾燥され、ＮＨ4ＨＣＯ3で残渣を再懸濁された。サンプルは続いて５６℃において
５０ｍＭＮＨ4ＣＯ3中の１０ｍＭＤＴＴを用いて還元され、５０ｍＭＮＨ4ＣＯ3中のヨー
ドアセトアミドを用いてアルキル化された。タンパク質は、ブタトリプシン（Promega）
を用いてゲル内で消化され、ペプチドが０．５％トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）を用いて抽
出され、真空乾燥され、０．１％（ｖ／ｖ）蟻酸に再溶解された。ペプチド含有溶液は、
１１００マイクロＨＰＬＣ（Agilent）を用いてＬＣ９　ＥＳＩ‐ＱＵＡＤ‐ＴＯＦ質量
分光光度計　QSTAR XL（Applied Biosystems）に注入された。細孔径１５０×０．３２ｍ
ｍ（５μｍ）Supelcoカラム（Discovery BIO）が用いられた。ＭＳ／ＭＳスペクトルが得
られた。タンパク質の同定は、非重複のタンパク配列データベース（Ｓｗｉｓｓ　Ｐｒｏ
ｔおよびＮＣＢＩ)に対し、ＭＡＳＣＯＴソフトウェア（www.matrixscience.com）を用い
て行われた。質量の許容差は、５０ｐｐｍに設定され、ＭＳ／ＭＳ許容差は０．５Ｄａで
あり、分類学的な条件はＲａｔｔｕｓであった。ＭＡＳＣＯＴ可能性解析によって同定さ
れるとき、重要な該当するもののみが考慮され、２０以上のイオンスコアを観測する少な
くとも１つのペプチドが、許容性の閾値として設定された。確認のために、いくつかのタ
ンパク質がUltraflex I  ＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ分光光度計（Bruker Daltonics）を用いて
同定された。
【０１１５】
　１．９　遺伝子発現解析
　レグＩＩＩｂ、ゲルゾリン、およびＧＡＰＤＨのＲＴ‐ＰＣＲ増幅が、次のプライマー
：ラットのレグＩＩＩｂに対しては、配列番号１５および配列番号１６；ラットのゲルゾ
リンに対しては配列番号１７および配列番号１８；ラットのグリセルアルデヒド３‐リン
酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＤＰＨ）に対しては、配列番号１９および配列番号２０を用い
て行われた。ＰＣＲ条件は：1ｘ（９５℃ｘ４分）；３０ｘ（９５℃ｘ１分＋Ｔｍｘ１分
）；１ｘ（７２℃ｘ１０分）；ここで、レグＩＩＩｂに対しＴｍは５５．５℃、ゲルゾリ
ンに対し５５．０℃、およびＧＡＤＰＨに対し５５．９℃であった。
【０１１６】
　１．１０　腎臓の排出の研究
　処理の最後に、いくつかの変更を加えつつ、他の文献（６９）に記載されてように、６
日間ゲンタマイシンで処理されたラットは麻酔がかけられ、腎臓の灌流のための体外循環
回路が設置された。簡潔には、右の腎臓の動脈、静脈および尿管が結合された。左の腎臓
の動脈、静脈および膀胱はカニューレ処理された。酸素を加えられ、あたたかい（３７℃
）、クレブスデキストラン溶液［クレブス溶液（１１８．３ｍＭ　ＮａＣｌ、４．７ｍＭ
ＫＣｌ、１．８ｍＭ　ＣａＣｌ２、１．２ｍＭ　ＭｇＳＯ４、１．２ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４
、２５ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、０．０２６ｍＭＥＤＴＡ、１１．１グルコース、ｐＨ＝７．
４）中において４０ｇ／Ｌのデキストラン（分子量６４Ｋ‐７６Ｋ）］が３ｍＬ／ｍｉｎ
で腎臓の動脈を通じて灌流され、腎臓の静脈を通じて廃棄された。尿の分画は、クレブス
溶液を用いた灌流を開始する前（血液がまだ腎臓を通過しているとき）、およびクレブス
溶液を用いた灌流の開始された後の２時間の間、膀胱に設置されたカテーテルから回収さ
れ、全ての尿サンプルは、レグＩＩＩｂおよびゲルゾリンの存在のためのウェスタンブロ
ットによって解析されるまで、－８０℃に保持された。
【０１１７】
　１．１１　統計学的な解析
　データは、それぞれの場合で示されているように、ｎ回行われた実験の平均値±標準誤
差で表されている。（上記に示されているように）、プロテオミクスの結果の研究を除い
て、統計学的な比較は、1つの方法、ＡＮＯＶＡ解析によって評価された。正規分布が（
少なくとも３回の、以下の試験を受けて）評価された：非対称性による残渣の正常性、尖
度による残渣の正常性、包括による残渣の正常性、および改変されたリーベンによる分散
の均一性。シェッフェ試験が統計学的な重要性を決定するために用いられた。ｐ＜０．０
５の値が重要であると見なされた。
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【０１１８】
　〔実施例２．ゲンタマイシン誘導性の腎臓の損傷の特性〕
　７日間の処理後、ゲンタマイシンは、関連する死亡率の約５０％となる著しい腎臓の損
傷（急性の腎臓傷害または急性の腎臓不全）の要因となった（図１および図２）。生存し
ている動物は、少ないが重要な体重減少および多尿症の経過をたどった。急性の腎臓不全
は、さらにＧＦＲの還元を示している血清クレアチニンおよびＢＵＮ濃度の劇的な増加に
よって特徴づけられた。広範囲の尿細管の損傷を示している、ＮＡＧの排出も広範囲で増
加した。タンパク尿もゲンタマイシンで処理された動物の尿に明白であった（表２）。
【０１１９】
【表２】

【０１２０】
　〔実施例３．腎臓の組織学的な研究〕
　ヘマトキシリン－エオシンを用いて染色された腎臓の切片（図２）はゲンタマイシンラ
ットの明確な尿細管の壊死を示し、ここで、大規模な上皮の破壊が観察され得る。糸球体
の重要な変化は明らかではない。毛乳頭レベルで、ヒアリン物質による回収管の妨害は、
ゲンタマイシンを用いて処理された動物に一般的である。これらの研究は、観察された広
範囲の腎臓の機能不全の少なくとも一部に対して、形態学的な裏付けを提供する。
【０１２１】
　〔実施例４．尿の特異なプロテオミクスの解析〕
　本研究では、３つの異なるプロテオミクスの手法（１Ｄ‐ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、２Ｄ、な
らびに２Ｄ－ＬＣ）および、２つの質量分析技術（ＬＣ‐ＥＳＩ‐ＱＵＡＤ‐ＴＯＦなら
びにＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ）がタンパク質同定に用いられた。この組合せは、部分的に重複
しており、部分的に非重複性であることを証明した。１Ｄの典型的な結果は、図に示され
ている。図３は、コントロールおよびゲンタマイシンラット由来の尿の典型的なＳＤＳ－
ＰＡＧＥのプロファイリングを表しており、上記ＳＤＳ－ＰＡＧＥから２４個の特異に豊
富なバンドが抽出および解析され、上記バンドの一つ一つはいくつかのタンパク質を含ん
でいた。バンド１３～１６はコントロール群において最も豊富であり、一方でバンド１～
１２および１７～２４はゲンタマイシン群において最も豊富であった。この手法によって
同定されたタンパク質は表５に挙げられている。
【０１２２】
　予備の研究ではコントロールおよびゲンタマイシンの尿のタンパク質分布プロファイル
は等電点によって決定された。ほとんどのタンパク質は、４～７の間のｐＨに含まれてい
た。予備の研究では、著者らは幅広いｐＨの範囲（２～１０）をカバーしているＩＰＧ試
験紙を用いた。ｐＨ７を超える範囲に欠陥があるため、および、比較的少ないタンパク質
がｐＨ７～１０の範囲で失われたため、著者らは２Ｄの分離の１次元目のために、４～７
のｐＨ範囲で実験を行うことを決定した。図４の上のパネルは、ゲンタマイシンで処理し
たコントロールラット由来の尿サンプルの２Ｄのゲル（ｐＨの範囲４～７）の典型的な画



(26) JP 2013-501229 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

像を示している。非常な類似性が、同じ群の動物由来のサンプル間で観察されており、２
Ｄの分離が同じサンプルを用いて繰り返されたとき、高い再現性が得られた。多くのタン
パク質が、４．５～５．５のｐＨの範囲に集中した。この理由のため、同じ尿サンプルの
同じ２Ｄの分離は、このｐＨの範囲でも行われた。このことの顕著な画像が図４の下のパ
ネルに示されている。両方の場合で、特異に存在し、統計学的に重要なスポットが認識さ
れ、コントロールとゲンタマイシンの群との間の化学的な同定のために番号を付けられた
。（図４は、特異的なタンパク質がより豊富に現れる群に対するスポットに関連する番号
を示している）。
【０１２３】
　両方の群の尿のプロテオームは、統計学的に異なっている。最初の段階で、コントロー
ルのラットの尿よりもゲンタマイシン処理をされたラットの尿中で顕著により多くのスポ
ットが同定された。４～７のｐＨの範囲では、コントロールの群から、６０６個のスポッ
トが同定され、ゲンタマイシンの群から９３３個のスポットが同定された。４．５～５．
５のｐＨの範囲では、スポットの数はそれぞれ３５８個および７２４個であった。これら
のうち、両方の群の間で、１２９個の特異に発現されているスポットが見出された（ゲン
タマイシンの群において３７個の過剰発現されたスポット、およびコントロールの群にお
いて９２個のスポット）。これらの１２９個のスポットの質量分析のデータは、それらの
うち９８個をタンパク質データベースにおいて、３４個のタンパク質のイソ型または転写
後に修飾されたバリアントに相当しているものとして同定した（ゲンタマイシンの群にお
いて２３個が増加し、コントロールの群において１１個が増加した；表４を参照）。
【０１２４】
　２種類のコントロールの動物および２種類のゲンタマイシンで処理された動物の尿の特
異なプロテオームの相補的な研究が、２Ｄ－ＬＣの手法にしたがって行われた。同じ群の
サンプル間の類似性は良好であり、同じサンプルを用いた異なる実験の結果の再現性も非
常に高かった。特異に豊富な分画のＭＳ解析は、２２個のタンパク質を同定した（表５参
照）。これらのタンパク質の多くは、２‐ＨＳ‐糖タンパク質、ヘモペキシン、血清アル
ブミン、Ｔ１キニノーゲン、トランスフェリン、ビタミンＤ結合タンパク質、および尿タ
ンパク質１、２、３のような、２Ｄの手法にしたがって見出されたものと一致していた。
これらのタンパク質の多くも、バリアントまたはイソ型の存在を確認する、いくつかの反
応において同定された。興味深いことに、この手法は１Ｄおよび２Ｄによって検出されな
かったいくつかのタンパク質を同定した。これは、例えば２‐ミクログロブリンおよびシ
スタチンＣの場合である。１つ気をつけなければならないことは、液体の分画の結果とし
て、２Ｄの手法にしたがっても同定されたタンパク質のほとんどにとって、より良好な範
囲の配列が得られたということである。
【０１２５】
　特異に１Ｄ、２Ｄおよび２Ｄ－ＬＣを用いたタンパク質の分離の手法は、部分的に重複
しているのみでなく、非‐重複性であって、それらの相補的な値を明白にしていることも
証明した。
【０１２６】
　〔実施例１～４の結果の解析〕
　本発明では、尿は、個体群の規模における日常的な解析にとって好適な個体のサンプル
として選択された。腎臓の疾患の場合では、このことは、単純な非‐外傷性の入手可能性
によって便利であるだけではなく、当該組織から重要な診断材料を集めることが容易であ
る、病理学的な活動が起こっている組織に直接接触するためでもある。
【０１２７】
　尿のサンプリングは、無作為の尿のサンプルに対しアミノグリコシドの抗体の処理また
は投与の開始の２４時間後に実行され得る。２４時間のサンプリングは、本発明の任意の
タンパク質の一日の排出の計算を通じてより精密なおよびより正確な標準化を可能にする
（マーカー）。しかしながら、臨床的な背景におけるその使用は、患者の部分集合に限定
される。一方で、無作為のサンプルは、一般に個体群の解析により良いものを提供する。
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しかしながら、潜在的なマーカーの存在のレベルは、尿の濃度に強く依存し得、結果およ
び結論を変更し得る。尿の濃度を標準化する試み（すなわち、尿のクレアチニン濃度によ
る）は、標準化のパラメータは病理学的な条件でしばしば変化するため、誤った結果も導
き得る。
【０１２８】
　これらの不便性を解決する1つの試みは、尿中の存在が攻撃（例えば、薬剤）の結果と
して排出されるタンパク質全ての分画として、関連する期間に（増加または減少のどちら
であっても）変化する本発明の任意のタンパク質の尿のプロファイルを作成することによ
って行われることである。臨床的な実習における応用のために、特定の診断におけるマー
カーたんぱく質の大きさは、解析された尿サンプル中のタンパク質の総量に対する標準化
の結果でなければならない。したがって、この目的のために、本研究において著者らは、
サンプル毎に同じ量のタンパク質を用いたタンパク質含量によって、尿サンプルを標準化
し、次に、特異なプロテオミクス技術によって同定される、本発明の任意のタンパク質の
相対的な存在量を調査した。
【０１２９】
　理論的な観点から、尿中の本発明の任意のタンパク質の、絶対的なまたは相対的な存在
量の増加または減少はいくつかの因子の結果であり得る：（ｉ）糸球体の濾過における変
化および血液または細胞外の腎臓部の空間からの、タンパク質の尿細管組織の分泌におけ
る変化；（ｉｉ）マーカーは、損傷した、または修復中の腎臓の組織由来であり得、；（
ｉｉｉ）変化する存在量は、一般的に、妨害された再吸収能力の結果であり、または特異
的には尿細管組織のレベルでもあり得；（ｉｖ）最後に、非常に重要なことに、マーカー
は、存在している腎臓の組織において変化した、または変化していない合成、シグナリン
グ経路、膜貫通型の輸送または開口分泌由来、または細胞外区画由来であり得る。
【０１３０】
　本発明では、プロテオミクスの技術の利用を通じて健康体の（コントロール）ラットに
対してゲンタマイシンでネフロイントキシケーテッド（ｎｅｐｈｒｏｉｎｔｏｘｉｃａｔ
ｅｄ）ラットの尿中に増加されて現れる多数の腎臓の損傷のマーカータンパク質が見出さ
れた（表６）。ゲンタマイシン群の１４個体のラットは、明白なタンパク尿を示したため
、これらのマーカータンパク質の排出は、少なく見積もられていることを考慮しなければ
ならない。これは、これらの動物において増加しているものとして同定されたマーカータ
ンパク質の日単位の分泌が、それらの尿中の相対的な存在量より数倍高いということを意
味している（ゲンタマイシン群におけるタンパク質の排出はコントロール群におけるもの
より５倍高い、表２）。両方の群由来の尿中のタンパク質の、１Ｄおよび２Ｄの電気泳動
的なプロファイルの解析（図３および図４）は、低分子量のタンパク質（＜３５ＫＤａ）
の相対的な存在度がコントロールのラットにおいて高いことを明確に示している。しかし
ながら、中程度の分子量（ＭＷＷ）（３５～６５ＫＤａ）のタンパク質は、ゲンタマイシ
ン処理されたラットにおいて相対的により豊富である。後者において、１Ｄの実験から、
コントロール群由来のラットには存在しない、高分子量のタンパク質（ＨＭＷ）（６５Ｋ
Ｄａ）が、ゲンタマイシンを用いた処理の結果として現れることは、特に明白である。こ
れらの大きなタンパク質はほぼ２００ＫＤａ以上で見出され得る（図３、バンド１７～２
２）。尿中のＨＭＷタンパク質の存在からは、通常は限外濾過から排除される、より大き
いタンパク質に対する許容性を上昇させる、糸球体濾過障壁（ＧＦＢ）の傷害の症状を通
常は考えられる。しかしながら、濾過障壁、異なる尿細管組織の部分、尿管または膀胱を
形成している構造のような、尿への直接の接触における腎臓の構造の剥脱の結果として高
分子量のタンパク質が現れ得る。糸球体濾過障壁の明らかな機能障害の結果として起こる
、腎炎型のタンパク尿は、尿中に非特異的な範囲の分子量のタンパク質の出現を生み出す
ことが予測される。しかしながら、より特異的、および微妙な損傷は、尿中のいくつかの
高分子量のタンパク質の出現の要因となるのみであろうということも考えられ得る。本発
明のゲンタマイシンを用いて処理された動物の場合、ほとんどのタンパク質が、閾値より
大きい関連するいくつかのタンパク質とともに、通常は濾過されるタンパク質（例えば、
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およそアルブミンの大きさ）の大きさの上限の周辺またはそれより小さい大きさに集中し
て出現した。
【０１３１】
　しかしながら、これらのＨＭＷタンパク質と共に、多くの低分子量（ＬＭＷ）のタンパ
ク質の排出もゲンタマイシンを用いた処理後の増加する（表６参照）。
【０１３２】
　これらのデータは、全体として、非常に腎毒性がある、および腎臓を損傷する、このゲ
ンタマイシンレジームは、５０％の死亡率に関連する、著しい腎臓の機能不全を生み出し
ていることにも関わらず、糸球体濾過障壁の濾過機能を穏やかに変化させたのみであるこ
とを示している（図１および２）。）。
【０１３３】
　尿の最終的な組成物への尿細管の再吸収および分泌過程の影響は、尿細管のレベルにお
けるゲンタマイシンの影響の結果であるだけではない。限外濾過の組成物は、おそらく競
合の過程によって特異的にタンパク質の再吸収も変化させる。したがって、この事実の結
果として限外濾過において特異的に変化したタンパク質の内容は、攻撃の特異的な尿のマ
ーカーを提供することに加えて、それ自身の尿細管の過程も改変する。
【０１３４】
　図１および２にみられる結果は、尿細管のレベルにおいて濾過されるタンパク質の回復
を深刻に減少させる、ゲンタマイシンによって引き起こされる明白な尿細管の機能不全を
指摘している（表２）。
【０１３５】
　表６は主にＭＭＷおよびＬＭＷタンパク質を挙げている。多くの他の腎臓疾患における
ように、これらのタンパク質のほとんどは、血液由来であって、ゲンタマイシンを用いた
処理後、それらの尿の排出は増加を示しており、このことは、低下した尿細管の再吸収の
一般的なモデルを証明している。
【０１３６】
　他の腎臓疾患と共通して、特異に検出されたタンパク質（表６）は、カテプシンＢ、い
くつかのタンパク質分解酵素（アルファ‐１‐抗トリプシン、シスタチンＣ、インター－
アルファ－トリプシン阻害因子、セルピンＡ３Ｌ、および種々の急性期および免疫応答の
タンパク質（アルファ‐１‐ミクログロブリン、アルファ‐２‐ＨＳ‐糖タンパク質、セ
ルロプラスミン、補体Ｃ３ならびにＣ９、ハプトグロビン、ヘモペキシン、イムノグロブ
リン、リゾチームＣ、Ｔキニノーゲン）を含んでいる。それらの増加した排出は、不均衡
化した尿細管組織の再吸収と組合せられ、（過剰濾過の結果としてだけではなく、血液中
のそれらの高レベルのため）限外濾過において増加した存在量によって説明され得る。
【０１３７】
　特異に検出されたタンパク質全てにおいて（表６）、下記のタンパク質の尿の値の増加
は、腎臓損傷の診断値と共にバイオマーカー値を有している：タンパク質レグ３Ｂ、フェ
チュインＢ、Ｒａｓ‐関連ＧＴＰ結合タンパク質Ａ、セルピンＡ３Ｌ、ＣＯＰ９のサブユ
ニット１、ＡＴＰ合成酵素のガンマサブユニット、ゲルゾリン、リボヌクレアーゼＵＫ１
１４、アミノアシラーゼ１Ａ、アルファ－エノラーゼ、ケラチン‐５、パルブアルブミン
アルファ、リボヌクレアーゼ４、セルピンＡ３Ｋ。これらのタンパク質は今までに、腎臓
疾患を診断するための有効なデータを得ることに関係したことがなく、または、診断その
ものに用いられたことはなかった。ゲルゾリンおよびセルピンＡ３Ｋを除き、これらのタ
ンパク質は、通常は、血液には存在していない。血液中の任意の上記タンパク質の増加は
、ゲンタマイシンによって引き起こされる腎臓中で起こる現象の結果である。腎臓損傷お
よび／またはゲンタマイシンのようなアミノグリコシドの抗生物質によって引き起こされ
る急性の腎臓不全の予後におけるそれらの使用をさらに模索するための重要な候補も存在
する。
【０１３８】
　さらに、腎臓の皮層の特異なプロテオミクスの解析は、ゲンタマイシンが、（ｉ）糖新
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生および解糖（例えば、フルクトース１，６‐ビスホスファターゼおよびアルファ‐エノ
ラーゼ）；（ｉｉ）脂肪酸の輸送および代謝（例えば、脂肪酸輸送タンパク質、アセチル
‐ＣｏＡカルボキシラーゼ、メチルアシル‐ＣｏＡラセマーゼ）；（ｉｉｉ）クエン酸回
路（例えば、ＡＴＰ特異的スクシニルＣｏＡ合成酵素、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ）；お
よび（ｉｖ）ストレス応答（例えば、モエシン、ＳＰＩ１、ｄｎａＫ型分子シャペロン）
に主に関連するタンパク質の過剰制御の要因となることを明らかにした。１つの例外は、
ゲンタマイシンを用いて処理された試験ラットの尿中においても増加する、アルファ‐エ
ノラーゼである（表４および６）。腎臓の組織と尿との間のタンパク質のモデルの改変に
おけるこの逸脱は、おそらく、腎臓に由来する本発明のバイオマーカータンパク質のほと
んどは、増加した生産物の結果ではなく、むしろおそらく（ｉ）腎臓の細胞からの変化し
た分泌、または（ｉｉ）尿中に排出された、剥がれ落ちた、もしくは損傷した組織および
細胞の残渣を反映している。
【０１３９】
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【表３】

【０１４０】
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【表４】

【０１４１】



(32) JP 2013-501229 A 2013.1.10

10

20

30

【表５】

【０１４２】
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【０１４３】
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【表７】

【０１４４】
　〔実施例５．尿の特異なプロテオミクスの解析。レグＩＩＩｂおよびゲルゾリン。〕
　コントロールおよびゲンタマイシン処理されたラット由来の尿の２Ｄゲル（ｐＨ範囲４
‐７）の典型的な画像は図５の上のパネルに示されている。多くのタンパク質がｐＨ４．
５‐５．５の範囲に集中している。そのため、このｐＨの範囲における２Ｄの分離も、同
じ尿を用いて行われた。これらの後者の典型的な画像は、図５の下のパネルに示されてい
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る。非常な類似性が、同じ群の動物由来のサンプル間で観察され、品質の確認のための同
じサンプルを用いた２Ｄの分離を繰り返したときに、高い再現性が得られた。しかしなが
ら、両方の群の尿のプロテオームは、統計学的に異なっている。コントロールとゲンタマ
イシンの群との間の、統計学的に重要な、特異に存在するスポットが認知され、化学的な
同定のための番号が振られた。質量分析の解析は、通常は異なるタンパク尿の条件で見出
される、他のタンパク質のほとんどを除いた後に潜在性の興味を示した、ゲンタマイシン
処理されたラットの尿中において増加した３つのタンパク質の同定を明らかにした。それ
らは再生する島由来のタンパク質３ベータ（レグＩＩＩｂ）およびゲルゾリンとして同定
された（図５）。
【０１４５】
　〔実施例６．レグＩＩＩｂおよびゲルゾリンはゲンタマイシン処理されたラットの尿中
に特異に排出される。〕
　ゲンタマイシン処理されたラットの尿中における増加した尿レベルのこれらのタンパク
質は、ウェスタンブロット解析によって確認された。さらに、シスプラチンの腎毒性のレ
ジームを用いて処理されたラット由来の尿も解析された。図６‐Ｂは、６個体のコントロ
ールラット、ゲンタマイシンを用いて処理された６個体のラットおよび、シスプラチンを
用いて処理された６個体のラット由来の血清クレアチニン濃度およびＢＵＮのデータを示
している。そのデータは、処理された動物は、明白な腎臓損傷を示したことを証明してい
る。それらの尿は、レグＩＩＩｂおよびゲルゾリンの含量も解析された。図６Ａは、シス
プラチン処理されたラットにおいて同程度の腎臓損傷を受けているにも関わらず、尿レベ
ルのレグＩＩＩｂは、ゲンタマイシン処理された動物においてのみ顕著に増加しているこ
とを明確に示している。ゲルゾリンのウェスタンブロットは、２本の反応性のバンドを示
した。高い方の物は全長のタンパク質と一致し、一方で低い方のものはその断片と一致し
ている。反応性のバンド内のゲルゾリンの存在はＭＳ／ＭＳ質量分析によってさらに再確
認された。ゲンタマイシンを用いた処理は、全長のゲルソリンと４３ｋＤａの断片との両
方の、尿中の出現を誘導する。しかしながら、シスプラチンを用いて処理された全てのラ
ット由来の尿には、それらのうちの1個体を除き、全長のバンドは存在しなかった。他の
シスプラチン処理されたラット由来の尿の広範囲の解析は、全長のバンドの不在を示して
いる。
【０１４６】
　〔実施例７．レグＩＩＩｂおよびゲルゾリンの尿の排出の経時的な進化
　我々は、さらに、ゲンタマイシンで処理されたラットのこれらのタンパク質の尿の排出
の経時的な進化を解析した。図７は、ゲンタマイシンによって与えられる腎臓の損傷の時
間的なプロファイルを示している。血清クレアチニン、ＮＡＧ排出、タンパク尿、および
ＫＩＭ‐１、ＮＧＡＬ，ならびにプラスミノゲン活性因子阻害因子１（ＰＡＩ‐１）のよ
うな、腎臓の損傷の、尿レベルの３つの感受性のマーカーの進化によって示されているよ
うに、著しい損傷が４日間の処理の後のみ起こっている。蓄積された知見（４４）と一致
して、血清クレアチニンは少なくとも試験された全てのマーカーの中でもっとも感受性が
弱く、処理の３日後の腎臓の切片の組織学的な解析は、尿細管の損傷は見られないことを
示している。この時点で、エンドソームの区画のゲンタマイシンの蓄積（４５、４６）、
および開口分泌経路および、エンドソームの輸送の変化（４７、４８）を報告しているそ
の他の文献の結果から、尿細管の上皮細胞の細胞質の空砲化が顕著である。この筋書きで
は、ウェスタンブロット解析は、レグＩＩＩｂが、第４日目に開始する、最も多くの他の
腎臓の損傷の感受性のマーカーとともに、尿中に出現することを示した。興味深いことに
、ＫＩＭ‐１、ＰＡＩ‐１、ＮＧＡＬ、およびＮＡＧを含んでいる、全ての他のマーカー
が出現するかなり前に、尿のゲルゾリン（～４３ｋＤａの断片）は早くも第１日目には出
現し、処理の間高い出現を保っている。
【０１４７】
　〔実施例８．尿のレグＩＩＩｂおよびゲルゾリンの起源〕
　コントロールおよびゲンタマイシン処理されたラット由来のアルブミン欠乏の血清のウ
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ェスタンブロット解析は、血液の区画で（この技法の検出限界に対し）レグＩＩＩｂは存
在しないが、一方で、ゲルゾリンは見出されることを示した。その上、ゲンタマイシンは
、血清レベルの、この後者をわずかに増加している（図８Ｂ）。ＲＴ‐ＰＣＲによって腎
臓の組織において実行された遺伝子発現解析は、これらの２つのタンパク質は、通常は腎
臓で発現されていることを示した。ゲンタマイシンを用いたラットの処理は、ゲルゾリン
の腎臓の発現パターンを改変しないが、まだ、検出可能な腎臓の損傷が起こっていないと
きである（図７）、早くも第３日目にはレグＩＩＩｂ遺伝子の発現の増加を誘導し（図８
‐Ａ）、第６日目には、レグＩＩＩｂの発現は最も高い。
【０１４８】
　糸球体濾過障壁を通じてを尿へ流すはずの、これらの尿タンパク質の起源が血液である
かどうか調べるため、我々は、（膨張圧を補うためにデキストランを含んでいる）クレブ
ス溶液に添加したゲンタマイシンを用いて６日間のあいだ処理されたラットの腎臓を灌流
した。我々は、腎臓の血流をクレブス溶液で置換する直前に、尿中にまだレグＩＩＩｂお
よびゲルゾリンが検出され得ることを見出した（図８）。しかしながら、いったん腎臓の
血流がクレブス溶液流に置換されると、ゲルゾリンは尿から消失し、レグＩＩＩｂの上の
方のバンドはまだ検出されたが、一方で下の方のバンドは消失した。
【０１４９】
　〔実施例５～８の結果の解析〕
　腎毒性は、世界的に相当な健康および経済的な問題を引き起こしている。それは、臨床
的に興味深い分子でなければ廃棄することにつながる、医薬発見の過程に伴う失敗の重要
な理由である。最も重要なことには、１００種類の、集中治療室において最も使用される
医薬の約２５％は潜在的に腎毒性である。その上、腎毒性は、急性の腎臓不全の場合の１
０～２０％を占めていると見積もられている。ＡＫＩの最適な臨床的な取り扱いの重大な
局面は、早期の診断である。新しく、より感受性の強い尿のマーカーに基づき、徐々によ
り早期となる検出について、この１０年で重要な進歩がなされた。（Vaidya VS, Ferguso
n MA and Bonventre JV, 2008. Annu Rev Pharmacol Toxicol, 48: 463-493）。しかしな
がら、ＡＫＩ診断は、促進されたセラノスティクスおよびより個別化した医薬のための個
別の医薬において未だ改良され得る。この論文では、我々は、ゲンタマイシンの腎毒性と
シスプラチンによって起こるものとを潜在的に差別化するための新規の尿マーカーのいく
つかの証拠を提供する。それらは、ゲンタマイシンの薬学的なプロファイルをより明確に
し、同様に、臨床的な有用性を改良する助けとなるであろう。
【０１５０】
　レグＩＩＩｂおよび全長のゲルゾリンは、ゲンタマイシンの腎毒性の、特異な、または
病因学的な診断に対する潜在能力を有する。それらは、ゲンタマイシンによって誘導され
る顕在的な腎臓の損傷を有するラットの尿中に出現するが、シスプラチンによって与えら
れる、類似の程度の腎臓損傷を有するラットの尿中には存在しない。レグＩＩＩｂは、４
つの遺伝子（レグＩ、ＩＩ、ＩＩＩ、およびＩＶ）のいくつかの分泌タンパク質産物を含
んでいる、カルシウム依存性レクチン（Ｃ型レクチン）スーパーファミリーの１７ｋＤａ
のメンバーである（Zhang YW, Ding LS and Lai MD, 2003. World J Gastroenterol, 9: 
2635-2641）。レグ遺伝子は、ヒト、ラット、およびマウスを包含する、異なる哺乳類の
種において見出された。ラットのレグ遺伝子は、４ｐ３３‐ｑ３４の染色体領域に位置し
ている。ヒトにおいては、レグＩＶ以外の全てのレグ遺伝子は、２ｐ１２の領域に位置し
ている。一般論として、レグファミリータンパク質は、もっとも顕著には膵炎だけでなく
、肝臓の損傷、糖尿病および癌を含んでいる、多くの生物学的および病理学的な状況にお
ける組織の再生に関与している（Zhang YW, Ding LS and Lai MD, 2003. World J Gastro
enterol, 9: 2635-2641）。我々の実験は、レグＩＩＩｂが、ゲンタマイシン処理の間の
腎臓の損傷および修復に関係し得、重要なことには、それが、特異な尿のマーカーとして
用いられ得ることを示唆している。我々はこのタンパクを血清中に検出できなかったため
、尿のレグＩＩＩｂは腎臓の組織中で発生し得ると考えた。確かに、我々のデータは、腎
毒性の、尿ならびに血清のマーカー、および組織学的な発見にも先立って、腎臓において
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ゲンタマイシンによって、レグＩＩＩｂの発現が強く誘導されることを示している（処理
の第３日目、図８‐Ａ）。ゲンタマイシンを用いた処理に対するレグＩＩＩｂの腎臓の発
生は、腎臓の灌流における我々の実験によってさらに支持されている。我々は、事前にゲ
ンタマイシンを用いて処理されたラットの腎臓の血流を、灌流されたクレブス溶液に急激
に置換したときにおいても、尿中にレグＩＩＩｂを観察した（図８‐Ａ．２）。尿のレグ
ＩＩＩｂは、２Ｄのゲルの２つのスポットと一致している、ウェスタンブロット解析にお
ける２重のバンドとして現れる。しかしながら、ゲンタマイシン処理されたラットの腎臓
の回路において血液がクレブス溶液に置換されるとき、尿中において上の方のバンドのみ
が検出される。我々は、下の方のバンドが、血清のタンパク分解酵素、または血清成分に
よって活性化された腎臓のタンパク分解酵素によって生じたタンパク分解性の断片に一致
しているということを推測のみし得る。
【０１５１】
　ゲルゾリンは、ゲルゾリンスーパーファミリーの、高度に保存された８２ｋＤａのタン
パク質である。細胞骨格組織および運動性、シグナリング、アポトーシスを包含する多く
の正常な細胞の工程における再構築（Kwiatkowski DJ, 1999. Curr Opin Cell Biol, 11:
 103-108）；および、炎症、癌、アミロイドーシスのような病態生理学的な条件（Spinar
di L and Witke W, 2007. Subcell Biochem, 45: 55-69）に関与している。ゲルゾリンは
、多くの細胞の種類において発現し、分泌もされ、脊椎動物の血液中に通常見出される。
ゲルゾリンは、排出およびアポトーシスの制御に関与している、４２ｋＤａのタンパク質
分解性の断片を得る、作動因子カスパーゼ３の基質として知られている（ｔ‐ゲルゾリン
；Sakurai N and Utsumi T, 2006. J Biol Chem, 281: 14288-14295）。我々の結果は、
尿のゲルゾリンも、ゲンタマイシンの腎毒性の特異な診断のマーカーとして改良され得る
ことを示している。実際に、ウェスタンブロットの研究における、全長のタンパク質に一
致するバンドは、ゲンタマイシン処理されたラットの尿中に出現するが、シスプラチン処
理されたラットにおいてはほとんど存在しない。対照的に、ｔ‐ゲルゾリンのような、我
々のゲルにおける～４３ｋＤａのバンドは、ゲンタマイシン群およびシスプラチン群の両
方に共通している。図８に示されている結果は、ゲルゾリン遺伝子の発現は、（コントロ
ールに対して）ゲンタマイシンを用いて処理されたラットの腎臓において変更されないと
いうことを示している。それらはさらに、腎臓の血流がクレブス溶液に置換されるとき、
ゲルゾリンは尿中から消失することを示しており、このことは、尿のゲルゾリンは、おそ
らく糸球体濾過障壁を通じて血液から濾過されているということを示唆している。これは
、なぜ全長のゲルソリンが、ゲンタマイシンを用いて処理されたラットの尿中に検出され
、シスプラチンを用いて処理されたものでは検出されないが、ｔ‐ゲルゾリンは両方の処
理の後出現するのかということを説明し得る。ゲンタマイシンは、特異的なタンパク質の
濾過の促進を導く、ＧＦＢの機能の変更をする。ゲンタマイシンのポリカチオンの電荷は
ＧＦＢの静電気的な機能を変化させ、（ゲルゾリン、ｐＩ＝５．７５のような）負に帯電
したタンパク質の透過性を促進し、正に帯電したもののふるい係数を低下させる（Cojoce
l et al., 1983. Toxicol Appl Pharmacol, 68: 96-109）。ＧＦＢのふるい分け機能がシ
スプラチンに対しては変化しないことが報告されている。この場合、全長のゲルゾリンが
大きさの制限のため、ＧＦＢを通過するものから排除されるはずである。しかしながら、
より低分子量であるため、ＧＦＢを通じてより容易に濾過できるので、ｔ‐ゲルゾリンは
、任意の場合において、血液中で補足されない。尿細管の壊死の場合は、より大量のタン
パク質が、尿中で検出され得る、障害のある尿細管の再吸収能をスケープする。図７に示
されているように、ｔ‐ゲルゾリンは、従来および新規のＡＫＩマーカーであって後者は
、ＫＩＭ‐１、ＮＧＡＬ、ＮＡＧおよびＰＡＬ‐１を含んでいるものよりも著しく早くゲ
ンタマイシン処理されたラットの尿中に出現する。これは、ゲンタマイシンの腎毒性の初
期の監視にも利用され得る。
【０１５２】
　本研究は、より良いセラノスティックな利用およびこの薬剤の効果のために、前臨床的
および臨床的な設定においてさらに改良される必要がある、ゲンタマイシンの腎毒性の特
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異な診断のための２つの新規な尿のバイオマーカーの候補を提供する。その上、多剤投与
を包含する腎臓の保全性に、潜在的に影響している複合的な状態に進行する、臨床患者に
対し、ＡＫＩの病因学的な診断の、潜在的な応用の原理の証明を主張している。病因学的
な診断は、臨床的な実習において、およびＡＫＩの腎臓以前、ならびに腎臓以降の要因に
広く用いられる多くの他の潜在的に腎毒性のある薬剤に応用されるべきである。このこと
は、危険にさらされている患者の臨床的な処置および最適治療計画を適切に、および選択
的に作り変えるために、望ましくない腎臓の効果の発生を特異に区別するマーカーの傾向
の概略を示すことを可能にするであろう。
【図面の簡単な説明】
【０１５３】
【図１】ゲンタマイシンで処理したラットにおける、生存率、および腎損傷マーカーの出
現を示す図である。
【図２】ゲンタマイシンで処理したラットからの、腎組織切片の皮質および乳頭の代表的
なイメージを示す図である。
【図３】コントロールラットおよびゲンタマイシンで処理したラットからの尿タンパク質
の、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分離を示す図である。
【図４】差示的に発現されるタンパク質の二次元（２Ｄ）電気泳動イメージを示す図であ
る。
【図５】差示的に発現されるｒｅｇＩＩＩ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）の２Ｄゲルイメ
ージによる、尿プロテオミクスを示す図である。
【図６】ｒｅｇＩＩＩ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）のウエスタンブロッティング分析を
示す図である。
【図７】尿中のｒｅｇＩＩＩｂ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）の経時的変化を示す図であ
る。
【図８】ｒｅｇＩＩＩｂ（Ａ）およびゲルゾリン（Ｂ）の血清レベルのウエスタンブロッ
ティング分析、腎潅流実験およびＲＴ－ＰＣＲ分析を示す図である。
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