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(57)【要約】
　本開示は、サンプル間を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）
又は非ＵＩＰとして鑑別するためのシステム、方法、及
び分類器を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（
非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法であって、
　（ａ）対象の検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現
レベルをアッセイすることであって、前記第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且つ
表１及び／又は表１５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含
み、前記第２の転写物群が、ＵＩＰで過小発現する且つ表１及び／又は表１５に挙げられ
る遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含むこと；及び
　（ｂ）前記第１の転写物群及び前記第２の転写物群の各々の発現レベルを対応する転写
物の参照発現レベルと比較することにより、（１）前記参照発現レベルと比較したとき（
ｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第２の群に対応す
る発現レベルの低下がある場合に前記肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類するこ
と、又は（２）前記参照発現レベルと比較したとき（ｉ）前記第２の群に対応する発現レ
ベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの低下がある場合に前
記肺組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類すること
を含む方法。
【請求項２】
　肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（
非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法であって、
　（ａ）対象の肺組織からの検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物群
の各々の発現レベルをシーケンシング、アレイハイブリダイゼーション、又は核酸増幅に
よってアッセイすることであって、前記第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且つ表
１及び／又は表１５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含み
、前記第２の転写物群が、ＵＩＰで過小発現する且つ表１及び／又は表１５のいずれかに
挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含むこと；及び
　（ｂ）前記第１の転写物群及び前記第２の転写物群の各々の発現レベルを対応する転写
物の参照発現レベルと比較することにより、（１）前記参照発現レベルと比較したとき（
ｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第２の群に対応す
る発現レベルの低下がある場合に前記肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類するこ
と、又は（２）前記参照発現レベルと比較したとき（ｉ）前記第２の群に対応する発現レ
ベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの低下がある場合に前
記肺組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類すること
を含む方法。
【請求項３】
　肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出する方法であって、
　（ａ）検査サンプルに発現する２つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及
び
　（ｂ）コンピュータ生成分類器を使用して前記サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類す
ること
を含み；
　前記分類器が、ＨＰ、ＮＳＩＰ、サルコイドーシス、ＲＢ、細気管支炎、及び器質化肺
炎（ＯＰ）を含む不均一な一連の非ＵＩＰ病理亜型を使用して訓練されたものであり；及
び
　前記検査サンプルに発現する前記２つ以上の転写物が、表１及び／又は表１５に挙げら
れる２つ以上の遺伝子の転写物、又は配列番号１～３２０のいずれか２つ以上から選択さ
れる、方法。
【請求項４】
　前記検査サンプルが、前記対象から入手された複数のサンプルのプールである、請求項
１～３のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項５】
　前記対象から入手された複数の個別サンプルからの発現レベルデータをプールすること
を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記発現レベルをアッセイする前にｃＤＮＡから二本鎖ｃＤＮＡを合成することを含む
、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記発現レベルをアッセイする前に前記二本鎖ｃＤＮＡから非天然ＲＮＡを合成するこ
とを含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記（１）又は（２）の分類ステップに対して喫煙状態を共変量として使用することを
更に含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項９】
　喫煙状態が、前記対象の喫煙者状態の指標となる発現プロファイルを検出することによ
り決定される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記サンプルの分類が、喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい１つ以上の転写物の発
現レベルの検出を含み、前記喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい転写物には、喫煙者
バイアスの影響を受けにくい転写物と異なる重みが付けられる、請求項１～９のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記サンプルの分類が、喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい１つ以上の転写物の発
現レベルの検出を含み、前記喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい転写物は前記分類ス
テップから除外される、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記分類ステップが、前記検査サンプル中の配列変異体を検出すること、及び前記配列
変異体を参照サンプル中のそれぞれの配列と比較して前記サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰ
に分類することを更に含む、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類するため使用される発現データが、配列番号
１～３２０から選択される遺伝子の少なくとも２つの転写物に関する発現データを含む、
請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　（ｉ）前記対象からサンプルを入手すること、（ｉｉ）前記サンプルの第１の一部分を
、前記サンプルの前記第１の一部分が不明瞭又は不確定であることを示す細胞学的分析に
供すること、及び（ｉｉｉ）前記サンプルの第２の一部分を前記検査サンプルとしてアッ
セイすることを更に含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第１の一部分と前記第２の一部分とが異なる一部分である、請求項１４に記載の方
法。
【請求項１６】
　前記第１の一部分と前記第２の一部分とが同じ一部分である、請求項１４に記載の方法
。
【請求項１７】
　（ｂ）が複数のサンプルで訓練される訓練済みアルゴリズムを用いて行われ、前記検査
サンプルが前記複数のサンプルと独立している、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１８】
　診断未確定の特発性肺線維症（ＩＰＦ）を有する対象を治療する方法であって、
　（ａ）対象の気道から入手された１つ以上のサンプルにおける少なくとも２つの遺伝子
の発現レベルをアレイ、シーケンシング、又はｑＲＴ－ＰＣＲによって測定することであ
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って、前記遺伝子が表１及び／又は表１５に挙げられるものから選択され、及び前記方法
が、
　（ｉ）前記測定するステップの前に少なくとも２つのサンプルをプールすること；
　（ｉｉ）２つの別個のサンプルから独立に測定した少なくとも２セットの発現データを
プールすること；又は
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び（ｉｉ）の組み合わせ
を含むこと；
　（ｂ）ＩＰＦの治療に有効な化合物を、
　　（ｉ）前記少なくとも２つの遺伝子の各々の発現レベルが対応する転写物の参照発現
レベルと比較したとき増加している場合；及び／又は
　　（ｉｉ）前記少なくとも２つの遺伝子の各々の発現レベルが対応する転写物の参照発
現レベルと比較したとき低下している場合；及び／又は
　　（ｉｉｉ）前記少なくとも２つの遺伝子のうちの少なくとも１つの発現レベルが対応
する転写物の参照発現レベルと比較したとき増加しており、且つ前記少なくとも２つの遺
伝子のうちの少なくとも１つが対応する転写物の参照発現レベルと比較したとき低下して
いる場合
に投与すること、を含む方法。
【請求項１９】
　プール肺組織検査サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出する方法で
あって、
　（ａ）検査サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及
び
　（ｂ）コンピュータ生成訓練済み分類器を使用して前記検査サンプルをＵＩＰ又は非Ｕ
ＩＰに分類すること
を含み；
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、複数の対象から入手された複数の個別訓練サ
ンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用して訓練され、各訓練サンプルは
ＵＩＰ又は非ＵＩＰの確認された診断を有し、前記訓練サンプルのうちの少なくとも２つ
が単一の対象から入手されたものであり；及び前記検査サンプルが前記分類前にプールさ
れる、方法。
【請求項２０】
　前記分類器訓練が、表１及び／又は表１５に挙げられる１つ以上の転写物の発現レベル
を使用する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記分類器訓練が、表１及び／又は表１５に挙げられる全ての遺伝子の転写物の発現レ
ベルを使用する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、表１及び／又は表１５に挙げられる遺伝子の
１つ以上の転写物の発現レベルに基づき前記検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類す
る、請求項１９～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　プール肺組織検査サンプルが疾患又は病態に関して陽性であるかどうかを検出する方法
であって、
　（ａ）検査サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及
び
　（ｂ）コンピュータ生成訓練済み分類器を使用して前記検査サンプルを前記疾患又は病
態に関して陽性、又は陰性のいずれかに分類すること
を含み；
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、複数の対象から入手された複数の個別訓練サ
ンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用して訓練され、各訓練サンプルは
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前記疾患又は病態に関して陽性又は陰性の確認された診断を有し、前記訓練サンプルのう
ちの少なくとも２つが単一の対象から入手されたものであり；及び前記検査サンプルが前
記分類前にプールされる、方法。
【請求項２４】
　前記疾患又は病態が、肺障害、肺癌、間質性肺疾患（ＩＬＤ）、特発性肺線維症（ＩＰ
Ｆ）、非特異性間質性肺炎（ＮＳＩＰ）、Favor ＮＳＩＰ、通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）
又は非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）、急性肺傷害、細気管支炎、剥離性間質性肺炎、び
まん性肺胞障害、肺気腫、好酸球性肺炎、非特異性間質性肺炎（細胞性、混合型、又はFa
vorの亜型を含む）、肉芽腫性疾患、過敏性肺炎（ＨＰ）、Favor亜型過敏性肺炎（Favor 
ＨＰ）、器質化肺炎、ニューモシスチス肺炎、肺高血圧症、呼吸細気管支炎、肺サルコイ
ドーシス、喫煙関連間質性線維症、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、煙への曝露歴、煙へ
の長期曝露、煙への短期曝露、及び慢性間質性線維症から選択される、請求項２３に記載
の方法。
【請求項２５】
　治療を、それを必要としている対象に特発性肺線維症（ＩＰＦ）の治療に有効な療法薬
で行う方法であって、
　前記それを必要としている対象にＩＰＦの治療に有効な化合物の有効用量を投与するこ
と
を含み；前記それを必要としている対象が、コンピュータ生成訓練済み分類器によって決
定したとき前記対象にＩＰＦの治療が必要であることを示す発現レベルの表１及び／又は
表１５にある１つ以上の遺伝子を有する、方法。
【請求項２６】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、複数の対象から入手された複数の個別訓練サ
ンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用して訓練されたものであり、各訓
練サンプルはＵＩＰ又は非ＵＩＰの確認された診断を有し、前記訓練サンプルのうちの少
なくとも２つは単一の対象から入手されたものであり；及び前記検査サンプルが前記分類
前にプールされる、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、前記対象から入手されたサンプルをＵＩＰと
同定する、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、前記対象から入手されたサンプルをＩＰＦと
同定する、請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（
非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法であって、
　（ａ）対象の検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現
レベルをアッセイすることであって、前記第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且つ
表５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含み、前記第２の転
写物群が、ＵＩＰで過小発現する且つ表５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する
１つ以上の配列を含むこと；及び
　（ｂ）前記第１の転写物群及び前記第２の転写物群の各々の発現レベルを対応する転写
物の参照発現レベルと比較することにより、（１）前記参照発現レベルと比較したとき（
ｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第２の群に対応す
る発現レベルの低下がある場合に前記肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類するこ
と、又は（２）前記参照発現レベルと比較したとき（ｉ）前記第２の群に対応する発現レ
ベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの低下がある場合に前
記肺組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類すること
を含む方法。
【請求項３０】
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　肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（
非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法であって、
　（ａ）対象の肺組織からの検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物群
の各々の発現レベルをシーケンシング、アレイハイブリダイゼーション、又は核酸増幅に
よってアッセイすることであって、前記第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且つ表
５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含み、前記第２の転写
物群が、ＵＩＰで過小発現する且つ表５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１
つ以上の配列を含むこと；及び
　（ｂ）前記第１の転写物群及び前記第２の転写物群の各々の発現レベルを対応する転写
物の参照発現レベルと比較することにより、（１）前記参照発現レベルと比較したとき（
ｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第２の群に対応す
る発現レベルの低下がある場合に前記肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類するこ
と、又は（２）前記参照発現レベルと比較したとき（ｉ）前記第２の群に対応する発現レ
ベルの増加及び／又は（ｉｉ）前記第１の群に対応する発現レベルの低下がある場合に前
記肺組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類すること
を含む方法。
【請求項３１】
　肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出する方法であって、
　（ａ）検査サンプルに発現する２つ以上の遺伝子の発現レベルをアッセイすること；及
び
　（ｂ）コンピュータ生成分類器を使用して前記サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類す
ること
を含み；
　前記分類器が、ＨＰ、ＮＳＩＰ、サルコイドーシス、ＲＢ、細気管支炎、及び器質化肺
炎（ＯＰ）を含む不均一な一連の非ＵＩＰ病理亜型を使用して訓練されたものであり；及
び
　前記検査サンプルに発現する前記２つ以上の遺伝子が、表５に挙げられるいずれか２つ
以上の遺伝子から選択される、方法。
【請求項３２】
　前記検査サンプルが、前記対象から入手された複数のサンプルのプールである、請求項
２９～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記対象から入手された複数の個別サンプルからの発現レベルデータをプールすること
を含む、請求項２９～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記検査サンプルが生検サンプル又は気管支肺胞洗浄サンプルである、請求項２９～３
３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記生検サンプルが経気管支生検サンプルである、請求項２９～３４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項３６】
　前記発現レベルのアッセイが、ｑＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡマイクロアレイハイブリダイゼ
ーション、ＲＮＡｓｅｑ、又はこれらの組み合わせを用いて達成される、請求項１～３５
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記発現レベルをアッセイする前に前記検査サンプルに発現するＲＮＡからｃＤＮＡを
合成することを含む、請求項２９～３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記発現レベルをアッセイする前に前記ｃＤＮＡから二本鎖ｃＤＮＡを合成することを
含む、請求項３７に記載の方法。
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【請求項３９】
　前記発現レベルをアッセイする前に前記二本鎖ｃＤＮＡから非天然ＲＮＡを合成するこ
とを含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記発現レベルをアッセイする前に前記ヌクレオチドの増幅を含む、請求項２９～３６
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　前記転写物のうちの１つ以上が標識される、請求項２９～３６のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項４２】
　前記検査サンプルにおける少なくとも１つの対照核酸の発現レベルを測定することを更
に含む、請求項２９～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　前記肺組織が、間質性肺疾患（ＩＬＤ）、特殊型ＩＬＤ、非ＩＬＤ、又は診断不十分の
いずれか１つに分類される、請求項２９～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　喫煙状態を前記（１）又は（２）の分類ステップへの共変量として使用することを更に
含む、請求項２９～３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
　喫煙状態が、前記対象の喫煙者状態の指標となる発現プロファイルを検出することによ
り決定される、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　喫煙状態を前記分類ステップへの共変量として使用することを更に含む、請求項３又は
３１に記載の方法。
【請求項４７】
　前記分類ステップの前に喫煙状態を共変量として使用する、請求項９、４４、又は４６
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４８】
　遺伝子発現、変異体、突然変異、融合、ヘテロ接合性の消失（ＬＯＨ）、及び生物学的
パスウェイ効果から選択される１つ以上の特徴を使用して訓練された分類器を実行するこ
とを含む、請求項１～４７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４９】
　前記分類が少なくとも約９０％の特異度及び少なくとも約７０％の感度をもたらす、請
求項１～４８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５０】
　前記サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類するために使用される前記発現データが、表
５に挙げられる遺伝子から選択される遺伝子に対応する少なくとも２つの転写物に関する
発現データを含む、請求項１～４９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５１】
　使用される前記発現データが、表５に挙げられる遺伝子の各々を含む、請求項５０に記
載の方法。
【請求項５２】
　診断未確定の特発性肺線維症（ＩＰＦ）を有する対象を治療する方法であって、
　（ａ）対象の気道から入手された１つ以上のサンプルにおける少なくとも２つの遺伝子
の発現レベルをアレイ、シーケンシング、又はｑＲＴ－ＰＣＲによって測定することであ
って、前記遺伝子が表５に挙げられるものから選択され、及び前記方法が、
　　（ｉ）前記測定するステップの前に少なくとも２つのサンプルを物理的にプールする
こと；
　　（ｉｉ）２つの別個のサンプルから独立に測定した少なくとも２セットの発現データ
をプールすること；又は
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　　（ｉｉｉ）（ｉ）及び（ｉｉ）の組み合わせ
を含むこと；
　（ｂ）ＩＰＦの治療に有効な化合物を、
　　（ｉ）前記少なくとも２つの遺伝子の各々の発現レベルが対応する転写物の参照発現
レベルと比較したとき増加している場合；及び／又は
　　（ｉｉ）前記少なくとも２つの遺伝子の各々の発現レベルが対応する転写物の参照発
現レベルと比較したとき低下している場合；及び／又は
　　（ｉｉｉ）前記少なくとも２つの遺伝子のうちの少なくとも１つの発現レベルが対応
する転写物の参照発現レベルと比較したとき増加しており、且つ前記少なくとも２つの遺
伝子のうちの少なくとも１つが対応する転写物の参照発現レベルと比較したとき低下して
いる場合
に投与すること、を含む方法。
【請求項５３】
　前記投与するステップが、前記（ｉ）の増加及び／又は前記（ｉｉ）の低下が有意な場
合に限り行われる、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　プール肺組織検査サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出する方法で
あって、
　（ａ）検査サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及
び
　（ｂ）コンピュータ生成訓練済み分類器を使用して前記検査サンプルをＵＩＰ又は非Ｕ
ＩＰに分類すること
を含み；
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、複数の対象から入手された複数の個別訓練サ
ンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用して訓練され、各訓練サンプルは
ＵＩＰ又は非ＵＩＰの確認された診断を有し、前記訓練サンプルのうちの少なくとも２つ
が単一の対象から入手されたものであり；及び前記検査サンプルが前記分類前にプールさ
れる、方法。
【請求項５５】
　前記分類器訓練が、表５に挙げられる１つ以上の遺伝子の発現レベルを使用する、請求
項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記分類器訓練が、表５に挙げられる全ての遺伝子の発現レベルを使用する、請求項５
４又は５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、表５に挙げられる１つ以上の遺伝子の発現レ
ベルに基づき前記検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類する、請求項５４～５６のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項５８】
　前記分類器が、表５に挙げられる全ての遺伝子の転写物の発現レベルに基づき前記検査
サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類する、請求項５７に記載の方法。
【請求項５９】
　プール肺組織検査サンプルが疾患又は病態に関して陽性であるかどうかを検出する方法
であって、
　（ａ）検査サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及
び
　（ｂ）コンピュータ生成訓練済み分類器を使用して前記検査サンプルを前記疾患又は病
態に関して陽性、又は陰性のいずれかに分類すること
を含み；
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、複数の対象から入手された複数の個別訓練サ
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ンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用して訓練され、各訓練サンプルが
前記疾患又は病態に関して陽性又は陰性の確認された診断を有し、前記訓練サンプルのう
ちの少なくとも２つが単一の対象から入手されたものであり；及び前記検査サンプルが前
記分類前にプールされる、方法。
【請求項６０】
　治療を、それを必要としている対象に特発性肺線維症（ＩＰＦ）の治療に有効な療法薬
で行う方法であって、
　前記それを必要としている対象にＩＰＦの治療に有効な化合物の有効用量を投与するこ
とを含み；前記それを必要としている対象が、コンピュータ生成訓練済み分類器によって
決定したとき前記対象にＩＰＦの治療が必要であることを示す発現レベルの表５にある１
つ以上の遺伝子を有する、方法。
【請求項６１】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、複数の対象から入手された複数の個別訓練サ
ンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用して訓練されたものであり、各訓
練サンプルがＵＩＰ又は非ＵＩＰの確認された診断を有し、前記訓練サンプルのうちの少
なくとも２つが単一の対象から入手されたものであり；及び前記検査サンプルが前記分類
前にプールされる、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、前記対象から入手されたサンプルをＵＩＰと
同定した、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　前記コンピュータ生成訓練済み分類器が、前記対象から入手されたサンプルをＩＰＦと
同定した、請求項６１に記載の方法。
【請求項６４】
　対象が肺障害に関して陽性かどうかを同定する方法であって、
　（ａ）前記対象の組織サンプルを入手すること；
　（ｂ）前記組織サンプルの第１の一部分を、前記第１の一部分が不明瞭である又は疑わ
しいことを示す細胞学的検査に供すること；
　（ｃ）前記第１の一部分が不明瞭である又は疑わしいとの同定を受けて、前記組織サン
プルの第２の一部分を前記肺障害に関連する１つ以上のマーカーの発現レベルに関してア
ッセイすること；
　（ｄ）前記発現レベルを訓練済みアルゴリズムで処理して、前記肺障害に関して陽性で
あるとの前記組織サンプルの分類を少なくとも約９０％の精度で生成することであって、
前記訓練済みアルゴリズムが複数の訓練サンプルを含む訓練セットで訓練され、及び前記
組織サンプルが前記複数の訓練サンプルと独立していること；及び
　（ｅ）前記分類を電子的に出力すること
を含み、それにより前記対象が前記肺障害に関して陽性であるかどうかを同定する、方法
。
【請求項６５】
　前記組織サンプルが肺組織サンプルである、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記組織サンプルが非肺組織サンプルである、請求項６４に記載の方法。
【請求項６７】
　前記非肺組織サンプルが呼吸上皮サンプルである、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　前記呼吸上皮サンプルが前記対象の鼻又は口からのものである、請求項６７に記載の方
法。
【請求項６９】
　前記発現レベルがＵＩＰに関連する複数のマーカーのものである、請求項６４に記載の
方法。
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【請求項７０】
　前記精度が少なくとも約９５％である、請求項６４に記載の方法。
【請求項７１】
　前記分類が少なくとも約９０％の特異度で生成される、請求項６４に記載の方法。
【請求項７２】
　前記分類が少なくとも約７０％の感度で生成される、請求項６４に記載の方法。
【請求項７３】
　前記訓練済みアルゴリズムが、組織サンプルを少なくとも１００の独立した検査サンプ
ルにわたって少なくとも約９０％の精度で分類するように構成される、請求項６４に記載
の方法。
【請求項７４】
　前記分類が使用者の電子ディスプレイのグラフィカルユーザインタフェース上に電子的
に出力される、請求項６４に記載の方法。
【請求項７５】
　前記肺障害が通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）又は非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）である
、請求項６４に記載の方法。
【請求項７６】
　前記第１の一部分が前記第２の一部分と異なる、請求項６４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
相互参照
　[0001]　本願は、２０１６年９月７日に出願された米国仮特許出願第６２／３８４，６
０９号、及び２０１７年７月５日に出願された米国仮特許出願第６２／５２８，８９９号
に対する優先権を主張し、これらの各々は全体として参照により本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
背景
　[0002]　間質性肺疾患（ＩＬＤ）は、臨床症状は同様だが、様々な疾患進行、治療応答
、及び生存を含め、重症度及び転帰が広範囲にわたる混成的な一群の急性及び慢性両側性
実質性肺障害である１。なかでも特発性肺線維症（ＩＰＦ）は、進行性の線維化、肺機能
の悪化及び死亡によって特徴付けられる最も一般的な（北米で１００，０００人に１４～
６０人の年間発生率）且つ重症のＩＬＤの一つである３～６。適切な臨床状況では、ＩＰ
ＦはＨＲＣＴ及び／又はＳＬＢにおける通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）パターンの存在によ
って定義される８。診断までに長い時間がかかることから、疾患の経過の速さとも相まっ
て、不確かな診断プロセスの間に受ける患者の苦痛を最小限に抑える新規ツールの必要に
迫られている。ＩＰＦと診断される多くの患者は、その初期診断から５年以内に死亡する
７，８。しかしながら、最近になって利用可能になった、ＩＰＦ疾患進行の安定化に有望
視されている２つの新規抗線維化薬ピルフェニドン及びニンテダニブ、及び他の開発中の
療法薬がこの構図を変える可能性があり９～１１、適切な治療介入には正確な診断が決定
的に重要である５，１２。
【０００３】
　[0003]　肺移植及び／又は抗線維性経口化合物によるこれらの新しい治療可能性を考え
ると２、ＩＰＦの診断を他の線維性ＩＩＰと区別することには重要な意義がある。加えて
、ＩＰＦと混同されることの多い幾つもの障害が、免疫抑制剤で治療される。複合免疫抑
制によるＩＰＦの治療は有害であることが示されており、正しい治療を選択することが決
定的に重要である２，３３。
【０００４】
　[0004]　ＩＰＦの診断は難題といえる。国際的に認知されているガイドラインによれば
、ＩＬＤの診断及び管理においては臨床的、放射線学的、及び病理学的疾患特徴の集学的
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評価が推奨されている。ＩＰＦ診断手法では、他の間質性肺炎、並びに結合組織病及び環
境曝露及び職業性曝露の除外が必要となる３～６。ＩＰＦを有する疑いがある患者は通常
、胸部の高分解能コンピュータ断層撮影（ＨＲＣＴ）を受けるが、ＨＲＣＴは、通常型間
質性肺炎（ＵＩＰ）のパターンがはっきりと現れている場合に限り、高い特異度で疾患を
確認する５，１３。従って、ＩＬＤ患者の約３分の１については、ＳＬＢなしにＩＰＦの
確信的診断が実現可能である３４～３６。ＨＲＣＴで確信的ＵＩＰパターン診断が得られ
ない者においては（例えばPossible ＵＩＰ、及びProbable ＵＩＰのワーキングカテゴリ
）、組織学的ＵＩＰの存在に関する陽性的中率（ＰＰＶ）は約６０％と推定されており３

５，３６、これはＳＬＢによる確認なしで済ませるには不十分と見なされるレベルである
８。従って、ＨＲＣＴ結果からは結論に達しないことが頻繁にあるため、多くの患者は、
間質性肺炎の病理組織学的特徴及び／又はＵＩＰパターンを明らかにするため侵襲性の診
断的外科的肺生検（ＳＬＢ）が必要となり５，１４、症状が発生してからＩＰＦの診断ま
でにかかる典型的な時間の長さは１～２年であり得る１５。クライオ生検について報告さ
れている手技的合併症発生率は高く３７、ＳＬＢに伴う院内及び９０日死亡率はそれぞれ
１．７％及び３．９％に達していることから３８、当該技術分野では低侵襲性のＩＰＦ診
断方法が強く必要とされている。
【０００５】
　[0005]　経気管支生検（ＴＢＢ）でＵＩＰ病理を高い信頼性をもって同定するのは、肺
胞を有する肺実質の十分なサンプリングが困難で、且つ疾患分布が不均一であるため難題
である。病理医間で不一致が生じ、正しい診断は各自の経験に依存し得る１６。病理組織
学的評価にも関わらず、確定診断は依然として得られないことになり得る。ＴＢＢサンプ
リングが適切である比率が高い後ろ向き研究では、臨床的特徴及びＸ線像特徴がＵＩＰに
一致する患者のうちＵＩＰが確認されたのは３０～４３％であり１１，１２、第３の研究
は確認された比率を＜１０％と報告した１３。これにより多くが、より多量の肺胞サンプ
リングを提供し得る別の気管支鏡検査試験を評価することにつながった１４，１５。これ
らは現在、利用可能性及び大規模多施設試験の不足によって制限されている１６。呼吸器
科医、放射線科医、及び病理医の集学的チーム（ＭＤＴ）が協議すると、診断精度が上が
ることが示されている１７；残念ながら、全ての患者及びその医師が経験豊かなＭＤＴに
よるこのレベルの専門家レビューを利用できるとは限らない。かかるレビューは時間がか
かり、認められた専門知識のある地域施設で患者を診る必要がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　[0006]　従って、より効果的なＩＰＦ診断方法、例えば、肺胞のサンプリングが十分か
どうかに頼らない気管支鏡サンプリングにおけるよりロバストなＵＩＰ検出方法が必要と
されている。加えて、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法が必要とされている。
【０００７】
　[0007]　科学文献中の遺伝子発現プロファイリング研究は、ＩＰＦと他のＩＬＤ亜型と
の間に発現差異があることを報告しているが１８，１９、本発明者らの先行出願ＰＣＴ／
ＵＳ２０１５／０５９３０９号（全体として参照により本明細書に援用される）を除いて
は、臨床医の鑑別診断の一部として高頻度で存在する他の亜型を含むデータセットにおい
てＵＩＰを分類しようと試みたものはない。更に、実際の又はインシリコでのサンプルプ
ールを利用してより高い感度及び／又は特異度の鑑別診断を実現したものはない。加えて
、細胞の不均一性に非依存的な分類器を報告したものはない。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　[0008]　本明細書に記載される方法は、意外にも、患者サンプルの物理的又はインシリ
コプールを利用することにより、更に高い感度及び／又は鑑別診断向けの感度を達成する
ことが可能である。更に、細胞の均一性が要求されたという先行の指摘にも関わらず、本
明細書に記載される方法は、意外にも、細胞の不均一性に非依存的である。従って、本開
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示は、遺伝子発現差異を用いたＩＰＦと他のＩＬＤ亜型との間の区別に、先行技術に優る
大幅な改良をもたらす。
【０００９】
概要
　[0009]　本開示は、分類器を使用してサンプル間を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）又は非
ＵＩＰに鑑別する方法及びそのために使用されるシステムを提供する。本明細書に記載さ
れる方法の精度は、専門家の病理診断を用いて真のラベルと確認されている。従って、本
明細書に記載される方法は、サンプル、例えば経気管支生検（ＴＢＢ）などのＵＩＰパタ
ーンを非ＵＩＰパターンと正確に区別する病理診代用検査を提供する。
【００１０】
　[0010]　一部の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（Ｕ
ＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）陽性かを検出するための方法及
び／又はシステムを提供する。一部の実施形態において、生体サンプル中における表１、
表５、表１５に挙げられる１つ以上の遺伝子、又はこれらの組み合わせのｍＲＮＡ発現レ
ベルを検出することを含む、肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性かどうか
を決定するための方法が提供される。詳細な実施形態において、本開示は、生体サンプル
中における表５に挙げられる１つ以上の遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルを検出することを含
む、肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎
（非ＵＩＰ）陽性かを検出するための方法及び／又はシステムを提供する。一部の実施形
態において、本方法は、表５に挙げられる遺伝子の全てを検出することを含む。一部の実
施形態において、本方法は、上記で決定された発現レベル（例えば、表５に挙げられる１
つ以上の遺伝子の発現レベル）を、対象がＩＰＦを（例えば、別のＩＬＤとは対照的に）
有する可能性の指標となるＵＩＰスコアに変換することを更に含む。一部の実施形態にお
いて、ＵＩＰをルールアウトするため７０％より高い陰性的中率（ＮＰＶ）を有するモデ
ルに従いリスクスコアが決定される。一部の実施形態において、ＵＩＰを診断するため８
０％より高い陽性的中率（ＰＰＶ）を有するモデルに従いリスクスコアが決定される。一
部の実施形態において、対象の検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物
群の各々の発現レベルをアッセイするための方法が提供され、ここで第１の転写物群は、
ＵＩＰで過剰発現する且つ表１及び／又は表１５のいずれかに挙げられる遺伝子のいずれ
か１つ以上を含み、第２の転写物群は、ＵＩＰで過小発現する且つ表１及び／又は表１５
のいずれかに挙げられる遺伝子のいずれか１つ以上を含む。一部の実施形態において、対
象の検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現レベルをア
ッセイする方法が提供され、ここで第１の転写物群は、ＵＩＰで過剰発現する且つ表５に
挙げられる遺伝子のいずれか１つ以上を含み、第２の転写物群は、ＵＩＰで過小発現する
且つ表５に挙げられる遺伝子のいずれか１つ以上を含む。一部の実施形態において、本方
法は、第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現レベルを対応する転写物の参照発
現レベルと比較することにより、（１）参照発現レベルと比較したとき（ａ）第１の群に
対応する発現レベルの増加又は（ｂ）第２の群に対応する発現レベルの低下がある場合に
肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類すること、又は（２）参照発現レベルと比較
したとき（ｃ）第２の群に対応する発現レベルの増加又は（ｄ）第１の群に対応する発現
レベルの低下がある場合に肺組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類することを更
に提供する。一部の実施形態において、本方法は、表１及び／又は表１５に挙げられる１
つ以上の遺伝子のいずれかの配列変異体を決定及び／又は比較することを更に提供する。
一部の実施形態において、本方法は、表５に挙げられる１つ以上の遺伝子のいずれかの配
列変異体を決定及び／又は比較することを提供する。
【００１１】
　[0011]　一部の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（Ｕ
ＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法を提供し
、この方法は、対象の検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物群の各々
の発現レベルをアッセイすることであって、第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且
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つ表１及び／又は表１５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を
含み、第２の転写物群が、ＵＩＰで過小発現する且つ表１及び／又は表１５に挙げられる
遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含むこと；及び第１の転写物群及び第
２の転写物群の各々の発現レベルを対応する転写物の参照発現レベルと比較することであ
って、それにより（１）参照発現レベルと比較したとき（ａ）第１の群に対応する発現レ
ベルの増加及び／又は（ｂ）第２の群に対応する発現レベルの低下がある場合に肺組織を
通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類すること、又は（２）参照発現レベルと比較したとき
（ｃ）第２の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｄ）第１の群に対応する発現レ
ベルの低下がある場合に肺組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類することを含む
。
【００１２】
　[0012]　一部の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（Ｕ
ＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法を提供し
、この方法は、対象の検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転写物群の各々
の発現レベルをアッセイすることであって、第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且
つ表５にある遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含み、第２の転写物群が
、ＵＩＰで過小発現する且つ表５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上
の配列を含むこと；及び第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現レベルを対応す
る転写物の参照発現レベルと比較することであって、それにより（１）参照発現レベルと
比較したとき（ａ）第１の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｂ）第２の群に対
応する発現レベルの低下がある場合に肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類するこ
と、又は（２）参照発現レベルと比較したとき（ｃ）第２の群に対応する発現レベルの増
加及び／又は（ｄ）第１の群に対応する発現レベルの低下がある場合に肺組織を非通常型
間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類することを含む。一部の実施形態において、本開示は、肺
組織サンプルが通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（非Ｕ
ＩＰ）陽性かを検出する方法を提供し、この方法は、対象の検査サンプル中における第１
の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現レベルをアッセイすることであって、第１の
転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且つ表１、表５、及び／又は表１５に挙げられる遺伝
子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含み、第２の転写物群が、ＵＩＰで過小発
現する且つ表１、表５、及び／又は表１５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する
１つ以上の配列を含むこと；及び第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現レベル
を対応する転写物の参照発現レベルと比較することであって、それにより（１）参照発現
レベルと比較したとき（ａ）第１の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｂ）第２
の群に対応する発現レベルの低下がある場合に肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分
類すること、又は（２）参照発現レベルと比較したとき（ｃ）第２の群に対応する発現レ
ベルの変化がないか、又はその増加があるかのいずれかである場合及び／又は（ｄ）第１
の群に対応する発現レベルの変化がないか、又はその低下がある場合に肺組織を非通常型
間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類することを含む。
【００１３】
　[0013]　一部の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（Ｕ
ＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法を提供し
、この方法は、対象の肺組織からの検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転
写物群の各々の発現レベルをシーケンシング、アレイハイブリダイゼーション、又は核酸
増幅によってアッセイすることであって、第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且つ
表１及び／又は表１５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含
み、第２の転写物群が、ＵＩＰで過小発現する且つ表１及び／又は表１５のいずれかに挙
げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含むこと；及び第１の転写物
群及び第２の転写物群の各々の発現レベルを対応する転写物の参照発現レベルと比較する
ことであって、それにより（１）参照発現レベルと比較したとき（ａ）第１の群に対応す
る発現レベルの増加及び／又は（ｂ）第２の群に対応する発現レベルの低下がある場合に
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肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）に分類すること、又は（２）参照発現レベルと比較
したとき（ｃ）第２の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｄ）第１の群に対応す
る発現レベルの低下がある場合に肺組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類するこ
とを含む。
【００１４】
　[0014]　一部の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルが通常型間質性肺炎（Ｕ
ＩＰ）陽性か、それとも非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）陽性かを検出する方法を提供し
、この方法は、対象の肺組織からの検査サンプル中における第１の転写物群及び第２の転
写物群の各々の発現レベルをシーケンシング、アレイハイブリダイゼーション、又は核酸
増幅によってアッセイすることであって、第１の転写物群が、ＵＩＰで過剰発現する且つ
表５に挙げられる遺伝子のいずれか１つに対応する１つ以上の配列を含み、第２の転写物
群が、ＵＩＰで過小発現する且つ表５のいずれかに挙げられる遺伝子のいずれか１つに対
応する１つ以上の配列を含むこと；及び第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現
レベルを対応する転写物の参照発現レベルと比較することであって、それにより（１）参
照発現レベルと比較したとき（ａ）第１の群に対応する発現レベルの増加及び／又は（ｂ
）第２の群に対応する発現レベルの低下がある場合に肺組織を通常型間質性肺炎（ＵＩＰ
）に分類すること、又は（２）参照発現レベルと比較したとき（ｃ）第２の群に対応する
発現レベルの増加及び／又は（ｄ）第１の群に対応する発現レベルの低下がある場合に肺
組織を非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）に分類することを含む。
【００１５】
　[0015]　一部の実施形態において、第１の群は、２以上の異なる転写物、又は３以上、
４以上、５以上、１０以上、１５以上、２０以上、又は２０より多い異なる転写物を含む
。
【００１６】
　[0016]　一部の実施形態において、第２の群は、２以上の異なる転写物、又は３以上、
４以上、５以上、１０以上、１５以上、２０以上、又は２０より多い異なる転写物を含む
。
【００１７】
　[0017]　一部の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それと
も非ＵＩＰ陽性かを検出する方法を提供し、この方法は、検査サンプルに発現する２つ以
上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及びコンピュータ生成分類器を使用してサ
ンプルをＵＩＰ及び非ＵＩＰに分類することを含み；ここで分類器は、ＨＰ、ＮＳＩＰ、
サルコイドーシス、ＲＢ、細気管支炎、及び器質化肺炎（ＯＰ）を含む不均一な一連の非
ＵＩＰ病理亜型を使用して訓練されたものであり；及び検査サンプルに発現する２つ以上
の転写物は、表１及び／又は表１５に挙げられるいずれか２つ以上の配列、又は配列番号
１～１５１のいずれか２つ以上から選択される。
【００１８】
　[0018]　一部の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それと
も非ＵＩＰ陽性かを検出する方法を提供し、この方法は、検査サンプルに発現する２つ以
上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及びコンピュータ生成分類器を使用してサ
ンプルをＵＩＰ及び非ＵＩＰに分類することを含み；ここで分類器は、ＨＰ、ＮＳＩＰ、
サルコイドーシス、ＲＢ、細気管支炎、及び器質化肺炎（ＯＰ）を含む不均一な一連の非
ＵＩＰ病理亜型を使用して訓練されたものであり；及び検査サンプルに発現する２つ以上
の転写物は、表５に挙げられるいずれか２つ以上の配列から選択される。
【００１９】
　[0019]　一部の実施形態において、検査サンプルは、対象から入手された複数のサンプ
ルのプールである。一部の実施形態において、プールは、対象から入手された２、３、４
、又は５つのサンプルを含む。
【００２０】
　[0020]　一部の実施形態において、本方法は、対象から入手された複数の個別サンプル
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からの発現レベルデータをプールすることを含む。一部の実施形態において、対象から入
手された２、３、４、又は５つのサンプルからの発現レベルデータがプールされる。
【００２１】
　[0021]　一部の実施形態において、検査サンプルは生検サンプル又は気管支肺胞洗浄サ
ンプルである。一部の実施形態において、生検サンプルは経気管支生検サンプルである。
一部の実施形態において、検査サンプルは新鮮凍結されるか又は固定される。
【００２２】
　[0022]　一部の実施形態において、発現レベルのアッセイは、ＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡマ
イクロアレイハイブリダイゼーション、ＲＮＡＳｅｑ、又はこれらの組み合わせを用いて
達成される。一部の実施形態において、発現レベルは、検査サンプルに発現するヌクレオ
チド、又は検査サンプルに発現するヌクレオチドから合成されるヌクレオチドを検出する
ことによりアッセイされる。一部の実施形態において、本方法は、発現レベルをアッセイ
する前に検査サンプルに発現するＲＮＡからｃＤＮＡを合成することを含む。一部の実施
形態において、本方法は、発現レベルをアッセイする前にｃＤＮＡから二本鎖ｃＤＮＡを
合成することを含む。一部の実施形態において、本方法は、発現レベルをアッセイする前
に二本鎖ｃＤＮＡから非天然ＲＮＡを合成することを含む。一部の実施形態において、非
天然ＲＮＡはｃＲＮＡである。一部の実施形態において、非天然ＲＮＡは標識される。一
部の実施形態において、標識はシーケンシングアダプター又はビオチン分子を含む。一部
の実施形態において、本方法は、発現レベルをアッセイする前のヌクレオチドの増幅を含
む。
【００２３】
　[0023]　一部の実施形態において、本方法は、転写物のうちの１つ以上を標識すること
を含む。一部の実施形態において、本方法は、検査サンプルにおける少なくとも１つの対
照核酸の発現レベルを測定することを更に含む。
【００２４】
　[0024]　一部の実施形態において、本方法は、肺組織を間質性肺疾患（ＩＬＤ）、特殊
型ＩＬＤ、非ＩＬＤ、又は診断不十分のいずれか１つに分類することを含む。一部の実施
形態において、肺組織は特発性肺線維症（ＩＰＦ）又は非特異性間質性肺炎（ＮＳＩＰ）
のいずれかに分類される。一部の実施形態において、本方法は、１つ又は複数の分類ステ
ップに対する共変量として喫煙状態を使用することを含む。一部の実施形態において、喫
煙状態は、対象の喫煙者状態の指標となる発現プロファイルを検出することにより決定さ
れる。
【００２５】
　[0025]　一部の実施形態において、サンプルの分類は、喫煙者状態バイアスの影響を受
けやすい１つ以上の転写物の発現レベルの検出を含み、ここで喫煙者状態バイアスの影響
を受けやすい転写物には、喫煙者バイアスの影響を受けにくい転写物と異なる重みが付け
られる。
【００２６】
　[0026]　一部の実施形態において、サンプルの分類は、喫煙者状態バイアスの影響を受
けやすい１つ以上の転写物の発現レベルの検出を含み、及び喫煙者状態バイアスの影響を
受けやすい転写物は分類ステップから除外される。
【００２７】
　[0027]　一部の実施形態において、本方法は、遺伝子発現、変異体、突然変異、融合、
ヘテロ接合性の消失（loss of heterozygosity）（ＬＯＨ）、及び生物学的パスウェイ効
果から選択される１つ以上の特徴を使用して訓練された分類器を実行することを含む。一
部の実施形態において、分類器は、遺伝子発現、配列変異体、突然変異、融合、ヘテロ接
合性の消失（loss of heterozygosity）（ＬＯＨ）、及び生物学的パスウェイ効果を含む
特徴を使用して訓練される。
【００２８】
　[0028]　一部の実施形態において、分類ステップは、検査サンプル中の配列変異体を検
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出すること、及び配列変異体を参照サンプル中のそれぞれの配列と比較してサンプルをＵ
ＩＰ又は非ＵＩＰに分類することを更に含む。
【００２９】
　[0029]　一部の実施形態において、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ
陽性かを検出するための本明細書に開示される方法は、サンプルがＵＩＰに分類される場
合にＩＰＦの治療能力を有する化合物で対象を治療することを更に含む。一部の実施形態
において、化合物は抗線維薬である。一部の実施形態において、化合物は、ピルフェニド
ン、ニンテダニブ、その薬学的に許容可能な塩、及びこれらの組み合わせから選択される
。
【００３０】
　[0030]　一部の実施形態において、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ
陽性かを検出するための本明細書に開示される方法で実施される分類は、少なくとも約９
０％の特異度及び少なくとも約７０％の感度をもたらす。
【００３１】
　[0031]　一部の実施形態において、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ
陽性かを検出するための本明細書に開示される方法は、配列番号１～３２０から選択され
る少なくとも２つの転写物について発現データをアッセイすることを含む。一部の実施形
態において、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出するための
本明細書に開示される方法は、配列番号１～３２０の各々について発現データをアッセイ
することを含む。
【００３２】
　[0032]　一部の実施形態において、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ
陽性かを検出するための本明細書に開示される方法は、表５に挙げられる遺伝子から選択
される少なくとも２つの遺伝子について発現データをアッセイすることを含む。一部の実
施形態において、肺組織サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出するた
めの本明細書に開示される方法は、表５に挙げられる遺伝子の各々について発現データを
アッセイすることを含む。
【００３３】
　[0033]　一部の実施形態において、本明細書に開示される方法は、（ｉ）対象からサン
プルを入手すること、（ｉｉ）サンプルの第１の一部分を、そのサンプルの第１の一部分
が不明瞭又は不確定であることを示す細胞学的分析に供すること、及び（ｉｉｉ）サンプ
ルの第２の一部分を検査サンプルとしてアッセイすることを更に含む。一部の実施形態に
おいて、第１の一部分と第２の一部分とは異なる一部分である。
【００３４】
　[0034]　一部の実施形態において、第１の転写物群及び第２の転写物群の各々の発現レ
ベルを対応する転写物の参照発現レベルと比較することは、複数のサンプルで訓練された
訓練済みアルゴリズムを用いて行われ、ここで検査サンプルはこの複数のサンプルと独立
している。
【００３５】
　[0035]　一部の実施形態において、本開示は、診断未確定の特発性肺線維症（ＩＰＦ）
を有する患者を治療する方法を提供し、この方法は、（Ａ）対象の気道から入手された１
つ以上のサンプルにおける少なくとも２つの遺伝子の発現レベルをアレイ、シーケンシン
グ、又はｑＲＴ－ＰＣＲによって測定することであって、遺伝子が表１及び／又は表１５
に挙げられるものから選択され、及びこの方法が、（ｉ）測定するステップの前に少なく
とも２つのサンプルをプールすること；（ｉｉ）２つの別個のサンプルから独立に測定し
た少なくとも２セットの発現データをプールすること；又は（ｉ）及び（ｉｉ）の組み合
わせを含むこと；並びに（Ｂ）ＩＰＦの治療に有効な化合物を、（ｉ）少なくとも２つの
遺伝子の各々の発現レベルが対応する転写物の参照発現レベルと比較したとき増加してい
る場合；及び／又は（ｉｉ）少なくとも２つの遺伝子の各々の発現レベルが対応する転写
物の参照発現レベルと比較したとき低下している場合；及び／又は（ｉｉｉ）少なくとも
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２つの遺伝子のうちの少なくとも１つの発現レベルが対応する転写物の参照発現レベルと
比較したとき増加しており、且つ少なくとも２つの遺伝子のうちの少なくとも１つが対応
する転写物の参照発現レベルと比較したとき低下している場合に投与することを含む。
【００３６】
　[0036]　一部の実施形態において、投与するステップは、（ｉ）の増加及び／又は（ｉ
ｉ）の低下が有意な場合に限り行われる。
【００３７】
　[0037]　一部の実施形態において、本開示は、診断未確定の特発性肺線維症（ＩＰＦ）
を有する患者を治療する方法を提供し、この方法は、（Ａ）対象の気道から入手された１
つ以上のサンプルにおける少なくとも２つの遺伝子の発現レベルをアレイ、シーケンシン
グ、又はｑＲＴ－ＰＣＲによって測定することであって、遺伝子が表５に挙げられるもの
から選択され、及びこの方法が、（ｉ）測定するステップの前に少なくとも２つのサンプ
ルをプールすること；（ｉｉ）２つの別個のサンプルから独立に測定した少なくとも２セ
ットの発現データをプールすること；又は（ｉ）及び（ｉｉ）の組み合わせを含むこと；
及び（Ｂ）ＩＰＦの治療に有効な化合物を、（ｉ）少なくとも２つの遺伝子の各々の発現
レベルが対応する転写物の参照発現レベルと比較したとき増加している場合；及び／又は
（ｉｉ）少なくとも２つの遺伝子の各々の発現レベルが対応する転写物の参照発現レベル
と比較したとき低下している場合；及び／又は（ｉｉｉ）少なくとも２つの遺伝子のうち
の少なくとも１つの発現レベルが対応する転写物の参照発現レベルと比較したとき増加し
ており、且つ少なくとも２つの遺伝子のうちの少なくとも１つが対応する転写物の参照発
現レベルと比較したとき低下している場合に投与することを含む。
【００３８】
　[0038]　一部の実施形態において、投与するステップは、（ｉ）の増加及び／又は（ｉ
ｉ）の低下が有意な場合に限り行われる。
【００３９】
　[0039]　一部の実施形態において、本開示は、プール肺組織検査サンプルがＵＩＰ陽性
か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出する方法を提供し、この方法は、（Ａ）検査サンプル
に発現する１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及び（Ｂ）コンピュータ
生成訓練済み分類器を使用して検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類することを含み
；ここでコンピュータ生成訓練済み分類器は、複数の対象から入手された複数の個別訓練
サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用して訓練され、各訓練サンプル
はＵＩＰ又は非ＵＩＰの確認された診断を有し、ここで訓練サンプルのうちの少なくとも
２つは単一の対象から入手されたものであり；及び検査サンプルは分類前にプールされる
。
【００４０】
　[0040]　一部の実施形態において、プールは物理的プールを含む。一部の実施形態にお
いて、プールはインシリコプールを含む。
【００４１】
　[0041]　一部の実施形態において、分類器訓練は、表１及び／又は表１５に挙げられる
１つ以上の転写物の発現レベルを使用する。一部の実施形態において、分類器訓練は、表
５に挙げられる１つ以上の遺伝子の発現レベルを使用する。一部の実施形態において、分
類器訓練は、表１に挙げられる全ての転写物の発現レベルを使用する。一部の実施形態に
おいて、分類器訓練は、表１５に挙げられる全ての転写物の発現レベルを使用する。一部
の実施形態において、分類器訓練は、表５に挙げられる全ての転写物の発現レベルを使用
する。一部の実施形態において、分類器訓練は、表５に挙げられる全ての転写物及び表１
又は表１５に挙げられる１つ以上の追加の遺伝子の発現レベルを使用する。一部の実施形
態において、分類器訓練は、表１及び表１５に挙げられる全ての転写物の発現レベルを使
用する。一部の実施形態において、コンピュータ生成訓練済み分類器は、表１及び／又は
表１５に挙げられる１つ以上の転写物の発現レベルに基づき検査サンプルをＵＩＰ又は非
ＵＩＰに分類する。一部の実施形態において、分類器は、表１に挙げられる全ての転写物
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の発現レベルに基づき検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類する。一部の実施形態に
おいて、分類器は、表１５に挙げられる全ての転写物の発現レベルに基づき検査サンプル
をＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類する。一部の実施形態において、分類器は、表１及び表１５
に挙げられる全ての転写物の発現レベルに基づき検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分
類する。一部の実施形態において、分類器訓練は、表５に挙げられる全ての遺伝子の発現
レベルを使用する。一部の実施形態において、コンピュータ生成訓練済み分類器は、表５
に挙げられる１つ以上の転写物の発現レベルに基づき検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰ
に分類する。一部の実施形態において、分類器は、表５に挙げられる全ての転写物の発現
レベルに基づき検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類する。
【００４２】
　[0042]　一部の実施形態において、本開示は、プール肺組織検査サンプルが疾患又は病
態に関して陽性であるかどうかを検出する方法を提供し、この方法は、（Ａ）検査サンプ
ルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及び（Ｂ）コンピュー
タ生成訓練済み分類器を使用して検査サンプルを疾患又は病態に関して陽性、又は陰性の
いずれかに分類することを含み；ここでコンピュータ生成訓練済み分類器は、複数の対象
から入手された複数の個別訓練サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用
して訓練され、各訓練サンプルは疾患又は病態に関して陽性又は陰性の確認された診断を
有し、ここで訓練サンプルのうちの少なくとも２つは単一の対象から入手されたものであ
り；及び検査サンプルは分類前にプールされる。
【００４３】
　[0043]　一部の実施形態において、プールは物理的プールを含む。一部の実施形態にお
いて、プールはインシリコプールを含む。一部の実施形態において、分類器は、表５に挙
げられる１つ以上の遺伝子の発現レベルに基づきサンプルを分類する。詳細な実施形態に
おいて、分類器は、表５に挙げられる全ての遺伝子の発現レベルに基づきサンプルを分類
する。
【００４４】
　[0044]　一部の実施形態において、疾患又は病態は、肺障害、肺癌、間質性肺疾患（Ｉ
ＬＤ）、特発性肺線維症（ＩＰＦ）、通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）又は非通常型間質性肺
炎（非ＵＩＰ）、急性肺傷害、細気管支炎、剥離性間質性肺炎、びまん性肺胞障害、肺気
腫、好酸球性肺炎、非特異性間質性肺炎（ＮＳＩＰ）（細胞性、混合型、又はFavorの亜
型を含む）、肉芽腫性疾患、過敏性肺炎（ＨＰ）、Favor亜型過敏性肺炎（Favor ＨＰ）
、器質化肺炎、ニューモシスチス肺炎、肺高血圧症、呼吸細気管支炎、肺サルコイドーシ
ス、喫煙関連間質性線維症、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、煙への曝露歴、煙への長期
曝露、煙への短期曝露、及び慢性間質性線維症から選択される。
【００４５】
　[0045]　一部の実施形態において、本開示は、治療を、それを必要としている対象に特
発性肺線維症（ＩＰＦ）の治療に有効な療法薬で行う方法を提供し、この方法は、それを
必要としている対象にＩＰＦの治療に有効な化合物の有効用量を投与することを含み、こ
こでそれを必要としている対象は、コンピュータ生成訓練済み分類器によって決定したと
き対象にＩＰＦの治療が必要であることを示す発現レベルの表５にある１つ以上の遺伝子
を有する。
【００４６】
　[0046]　一部の実施形態において、コンピュータ生成訓練済み分類器は、複数の対象か
ら入手された複数の個別訓練サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使用し
て訓練され、各訓練サンプルはＵＩＰ又は非ＵＩＰの確認された診断を有し、ここで訓練
サンプルのうちの少なくとも２つは単一の対象から入手されたものであり；及び検査サン
プルは分類前にプールされる。詳細な実施形態において、コンピュータ生成訓練済み分類
器は、対象から入手されたサンプルをＵＩＰと同定する。詳細な実施形態において、コン
ピュータ生成訓練済み分類器は、対象から入手されたサンプルをＩＰＦと同定する。
【００４７】
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　[0047]　一部の実施形態において、本開示は、対象が肺障害に関して陽性かどうかを同
定する方法を提供し、この方法は、（ａ）対象の組織サンプルを入手すること；（ｂ）組
織サンプルの第１の一部分を、その第１の一部分が不明瞭である又は疑わしいことを示す
細胞学的検査に供すること；（ｃ）第１の一部分が不明瞭である又は疑わしいとの同定を
受けて、組織サンプルの第２の一部分を肺障害に関連する１つ以上のマーカーの発現レベ
ルに関してアッセイすること；（ｄ）発現レベルを訓練済みアルゴリズムで処理して、肺
障害陽性とする組織サンプルの分類を少なくとも約９０％の精度で生成することであって
、訓練済みアルゴリズムが、複数の訓練サンプルを含む訓練セットで訓練され、及び組織
サンプルがこの複数のサンプルと独立していること；及び（ｅ）分類を電子的に出力する
ことを含み、それにより対象が肺障害に関して陽性かどうかを同定する。
【００４８】
　[0048]　一部の実施形態において、組織サンプルは肺組織サンプルである。一部の実施
形態において、組織サンプルは非肺組織サンプルである。一部の実施形態において、非肺
組織サンプルは呼吸上皮サンプルである。一部の実施形態において、呼吸上皮サンプルは
対象の鼻又は口からのものである。
【００４９】
　[0049]　一部の実施形態において、発現レベルは、ＵＩＰに関連する複数のマーカーの
ものである。
【００５０】
　[0050]　一部の実施形態において、精度は少なくとも約９５％である。
【００５１】
　[0051]　一部の実施形態において、分類は少なくとも約９０％の特異度で生成される。
一部の実施形態において、分類は少なくとも約７０％の感度で生成される。
【００５２】
　[0052]　一部の実施形態において、訓練済みアルゴリズムは、肺組織サンプルを少なく
とも１００の独立した検査サンプルにわたって少なくとも約９０％の精度で分類するよう
に構成される。
【００５３】
　[0053]　一部の実施形態において、分類は使用者の電子ディスプレイのグラフィカルユ
ーザインタフェース上に電子的に出力される。
【００５４】
　[0054]　一部の実施形態において、肺障害は通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）又は非通常型
間質性肺炎（非ＵＩＰ）である。
【００５５】
　[0055]　一部の実施形態において、第１の一部分は第２の一部分と異なる。
【００５６】
　[0056]　一部の実施形態において、本開示は、対象が通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）陽性
か、それとも非通常型間質性肺炎（非ＵＩＰ）陽性かを同定する方法を提供し、この方法
は、（ａ）対象の組織サンプルを入手すること；（ｂ）組織サンプルの第１の一部分を、
その第１の一部分が不明瞭である又は疑わしいことを示す細胞学的検査に供すること；（
ｃ）第１の一部分が不明瞭である又は疑わしいとの同定を受けて、組織サンプルの第２の
一部分をＵＩＰに関連する１つ以上のマーカーの発現レベルに関してアッセイすること；
（ｄ）発現レベルを訓練済みアルゴリズムで処理して、ＵＩＰ陽性又は非ＵＩＰ陽性とす
る組織サンプルの分類を少なくとも約９０％の精度で生成することであって、訓練済みア
ルゴリズムが、複数の訓練サンプルを含む訓練セットで訓練され、及び組織サンプルがこ
の複数のサンプルと独立していること；及び（ｅ）分類を電子的に出力することを含み、
それにより対象がＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを同定する。
【００５７】
　[0057]　本開示の別の態様は、１つ以上のコンピュータプロセッサによる実行時に上記
又は本明細書の他の部分にある方法のいずれかを実行する機械実行可能コードを含む非一
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時的コンピュータ可読媒体を提供する。
【００５８】
　[0058]　本開示の別の態様は、１つ以上のコンピュータプロセッサ及びそれと結合され
た非一時的コンピュータ可読媒体を含むコンピュータシステムを提供する。非一時的コン
ピュータ可読媒体は、１つ以上のコンピュータプロセッサによる実行時に上記又は本明細
書の他の部分にある方法のいずれかを実行する機械実行可能コードを含む。
【００５９】
　[0059]　本開示の更なる態様及び利点は、本開示の例示に過ぎない実施形態が図示及び
説明される以下の詳細な説明から当業者に容易に明らかになるであろう。理解されるであ
ろうとおり、本開示は、他の異なる実施形態が可能であり、その幾つかの詳細は、様々な
自明の点で、全て本開示から逸脱することなく改良が可能である。従って、図面及び説明
は本質的に例示的なものと見なされなければならず、限定的なものと見なされてはならな
い。
【００６０】
参照による援用
　[0060]　本明細書で言及される全ての刊行物、特許、及び特許出願は、各個別の刊行物
、特許、又は特許出願が参照によって援用されることを具体的且つ個別に示されたものと
して本明細書において参照により援用される。参照によって援用される刊行物及び特許又
は特許出願が、本明細書に含まれる開示と矛盾する限りにおいて、本明細書がいかなるか
かる矛盾する資料にも取って代わり及び／又は優先することが意図される。
【００６１】
図面の簡単な説明
　[0061]　本開示の新規特徴は、添付の特許請求の範囲に詳細に示される。本開示の原理
が利用される例示的な実施形態を示す以下の詳細な説明、及び添付の図面（本明細書では
また「図（Figure）」及び「図（FIG.）」）を参照することにより、本開示の特徴及び利
点の更なる理解が得られるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００６２】
【図１】[0062]２つのサンプル（サンプルＡ及びサンプルＢ）を有する仮想患者の中央病
理診断プロセス。レビュープロセスには３人の専門病理医が参加する。サンプルレベルの
診断については、各サンプルのスライドグラスが各病理医（病理医はPath.と略される）
によってレビューされる。患者レベルの診断については、全てのサンプル（この演習では
２つ）からのスライドグラスが集められ、各病理医によってまとめてレビューされる。サ
ンプルレベル及び患者レベルのいずれの診断も、同じレビュープロセスを経る。最終診断
としては多数決が用いられ、但し、専門病理医が協議後にも意見不一致であればこの限り
でなく、その場合、そのサンプルは診断上の信頼性が不足しているため省かれる。全ての
バンク保存組織の中でかかるケースが観察されたのは僅か１例であった（ｎ＝１２８）。
【図２】[0063]サンプル除外／組入れ手順。図２は、本試験で使用するためスクリーニン
グした１１３人の患者及び関連するＴＢＢサンプルのフロー図を示す。この図は、順次行
われる各処理ステップにおける患者及びサンプルのコホート（中央の四角）、処理ステッ
プ（台形）、及び除外（側方の四角）を示す。
【図３】[0064]分類器性能。図３Ａ～図３Ｄは単一サンプル分類性能を示す。５３人の患
者で訓練した分類器を使用することにより、訓練に使用した個別のＴＢＢサンプルを交差
検証によってスコア化し（図３Ａ、図３Ｂ）、３１人の患者の独立したテストコホートか
らのＴＢＢサンプルを前向きにスコア化した（図３Ｃ、図３Ｄ）。訓練セット（図３Ａ）
及び検証セット（図３Ｃ）の各ＴＢＢサンプルについて、患者別に縦に整理した分類スコ
ア（ｙ軸）をプロットする。個々のサンプルには肺葉レベル病理診断別に色を付け、記号
は元の肺葉を表す（凡例）。患者レベル病理診断は各プロットの下のｘ軸上に提供され、
放射線診断は上のｘ軸上に提供される。訓練セットに関する交差検証で決定され、且つテ
ストセットに前向きに適用された決定境界を破線の横線として示す。全てのサンプルをス
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コア化したときの全体的な性能の要約は、訓練セットに関して交差検証で（図３Ｂ）、及
び検証セットに関して前向きに（図３Ｄ）提供される。各コホートにおける真陽性、真陰
性、偽陽性及び偽陰性サンプルの総数を２×２表に要約する。受信者動作特性曲線下面積
（ＲＯＣ－ＡＵＣ）、感度及び特異度、加えて関連する９０％信頼区間を掲載する。図３
で用いられている病理診及び放射線画像診に関する頭字語：ＡＣＬ、急性肺傷害；ＢＲ、
細気管支炎；ＣＩＦ，ＮＯＣ、他に分類されない慢性間質性線維症；ＤＩＰ、剥離性間質
性肺炎；ＤＡＤ、びまん性肺胞障害；ＥＭＰ、肺気腫；ＥＯ－ＰＮ、好酸球性肺炎；ＮＡ
、非該当／欠測；ＮＤ、診断不十分；ＮＳＩＰ、非特異性間質性肺炎；ＮＳＩＰ－Ｃ、細
胞性ＮＳＩＰ；ＮＳＩＰ－Ｆ、Favor ＮＳＩＰ；ＧＲ、肉芽腫性疾患；ＨＰ、過敏性肺炎
；ＨＰ－Ｆ、Favor ＨＰ；ＯＰ、器質化肺炎；ＯＴＨＲ、その他；ＰＮ－ＰＮ、ニューモ
シスチス肺炎；ＰＬ－ＨＹ、肺高血圧症；ＲＢ、呼吸細気管支炎；ＳＲＣ、サルコイドー
シス；ＳＲＩＦ、喫煙関連間質性線維症；ＵＩＰ、通常型間質性肺炎；ＵＩＰ－Ｃ、Clas
sic ＵＩＰ；ＵＩＰ－Ｄ、difficult ＵＩＰ；ＵＩＰ－Ｆ、Favor ＵＩＰ；ＵＩＰ－ＤＥ
、definite ＵＩＰ；ＵＩＰ－Ｐ、probable ＵＩＰ。
【図４】[0065]同じ患者からのＴＢＢ混合物におけるＵＩＰの分類。図４Ａは、８人の患
者からのＴＢＢサンプルを示し（ｘ軸）、これらのサンプルは個別サンプルとしてインビ
トロで処理し、８４患者分類器によってスコア化（ｙ軸）したものである（青色の四角）
。比較のため、各患者からの個別ＴＢＢサンプルの平均スコアを示す（濃青色の三角）。
図４Ｂは、単一サンプルＴＢＢデータのランダムサンプリングによる８４患者コホート全
体に関する複数（患者当たり２～５例）のＴＢＢサンプル混合物のインシリコシミュレー
ションを示す。混合物は８４患者ＵＩＰ分類器によってスコア化し、コホート全体にわた
る分類性能のＲＯＣ－ＡＵＣ点推定値を１００重生成し、各混合条件についてプロットし
た。箱ひげ図は各サンプリング条件におけるＲＯＣ－ＡＵＣ中央値を表す。図４Ｃは、９
０％の目標特異度における混合物の検査感度として表した、図４Ｂに示される性能を示す
。検査感度は約７２％に改善し、ばらつきが減少する。赤色の破線の横線は、参照点とし
ての単一サンプル分類器のＲＯＣ－ＡＵＣを示す。図４Ｄは、全対象について２つの上葉
ＴＢＢ及び３つの下葉ＴＢＢが利用可能な３３人の対象のセットにおける混合物シミュレ
ーションを示す。サンプリングを上葉又は下葉に限定したとき、性能の向上はない。
【図５】[0066]図５Ａは、２４個のマーカー（４４個のうちのサブセット）を用いた主成
分による教師なしクラスタリングを示す；ＴＢＢサンプルは青色、ＳＬＢサンプルはオレ
ンジ色。図５Ｂは、９遺伝子：ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＤ、ＡＢＣＡ３、ＣＥ
ＢＰＡ、ＡＧＥＲ、ＧＰＲＣ５Ａ、ＨＯＰＸ、及びＳＦＴＰＡ１に関するＴＢＢ集団内に
おける二峰性の発現を示す；ＴＢＢ発現カウントは青色、ＳＬＢ発現カウントはオレンジ
色）。図５Ｃは、ＳＦＴＰＡ１、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、及びＳＦＴＰＤの間における
、ＰＤＰＮ及びＡＱＰ５の間、又はこれらの２群のメンバー間にはない、相関性のある方
向的に一貫した発現を示す；ＴＢＢ発現カウントは青色、ＳＬＢ発現カウントはオレンジ
色）。
【図６】[0067]経気管支生検における肺胞遺伝子発現の分布。図６Ａは、複数の組織、細
胞株及び腫瘍型（ｘ軸）に関するＩ型肺胞細胞の２つのマーカーの発現合計（Ｉ型肺胞統
計量）（ｙ軸）を示す。比較のため、本試験の正常肺組織、肺腫瘍、外科的肺生検（ＳＬ
Ｂ、ｎ＝２２）及び経気管支生検における発現もまた示す（ｎ＝２８３）。図６Ｂは、真
の病理ラベルと比べた分類の正しさ（例えば、真陰性、偽陰性、真陽性、及び偽陽性）の
関数としてまとめた、各ＴＢＢサンプルについてプロットしたＩ型肺胞統計量を示す。図
６Ｃは、複数の組織、細胞株及び腫瘍型（ｘ軸）に関する肺胞細胞の４つのマーカーの発
現合計（ＩＩ型肺胞統計量）（ｙ軸）を示す。比較のため、本試験の正常肺組織、肺腫瘍
、外科的肺生検（ＳＬＢ、ｎ＝２２）及び経気管支生検における発現もまた示す（ｎ＝２
８３）。図６Ｄは、真の病理ラベルと比べた分類の正しさ（例えば、真陰性、偽陰性、真
陽性、及び偽陽性）の関数としてまとめた、各ＴＢＢサンプルについてプロットしたＩＩ
型肺胞統計量を示す。ＩＰＦと診断された３人の患者（患者Ｐ１、Ｐ２、及びＰ３）から
入手した外植片サンプルに関するペアワイズ相関。各サンプルについて部位（上又は下、
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中心又は末梢）が示される。ＩＰＦサンプルを正常肺サンプルと分ける上位２００の発現
差異がある遺伝子を使用してペアワイズピアソン相関係数を計算し、高い相関をマゼンタ
色で表し、低い相関を緑色で表すヒートマップとしてプロットした。正常肺サンプル間の
及びそれとの相関は０．７の範囲である（図示せず）。
【図７】[0068]本明細書に開示される分類器を訓練及び利用するためのコンピュータシス
テム；プロセッサ；及びコンピュータ実行可能プロセス。図７Ａは、本明細書に開示され
る態様の実行に使用可能なコンピュータシステムの図解を示す。図７Ｂは、図７Ａのコン
ピュータシステムのプロセッサの詳細な図解を示す。図７Ｃは、本開示の一つの非限定的
な方法の詳細な図解を示し、ここでは既知のＵＩＰ及び非ＵＩＰサンプルの遺伝子産物発
現データを使用してＵＩＰと非ＵＩＰの鑑別のための分類器が（例えば、分類器訓練モジ
ュールを使用して）訓練され、分類器は場合によっては喫煙者状態を共変量と見なし、及
び未知のサンプルからの遺伝子産物発現データを訓練済み分類器に入力することにより、
その未知のサンプルがＵＩＰ又は非ＵＩＰのいずれかと同定され、及び分類器による分類
の結果はレポートによって定義及び出力される。
【図８】[0069]８８人のＢＲＡＶＥ試験対象からのEnvisia最終検証群及び二次分析群の
導出を図解するフロー図（実施例１０）。
【図９】[0070]実施例１０の試験で試験対象の参照ラベルの決定に用いた中央病理レビュ
ープロセスの図。
【図１０】[0071]Envisiaゲノム分類器の検証性能。図１０Ａは、４９対象最終検証群に
関するEnvisiaのＲＯＣ－ＡＵＣ曲線を示し、予め指定した決定境界をＲＯＣ曲線上にア
スタリスクで示す。図１０Ｂは、最終検証群に関するEnvisia分類結果の２×２表を示す
。
【図１１】[0072]Envisia検証群の４９人の対象の分類スコア。対象は左から右に分類ス
コア（ｙ軸）の昇順にソートし、下のｘ軸上に中央病理診断及び上のｘ軸上に中央放射線
診断（利用可能な場合）をとった。塗り潰した丸はＵＩＰ参照ラベルの対象を表し、白抜
きの丸は非ＵＩＰ参照ラベルの対象を表す。検査決定境界を破線で示す。
【図１２】[0073]放射線画像診によって確定した対象サブ群におけるEnvisia性能。放射
線画像診が利用可能な最終検証対象のうちの４６人に関する、参照標準としての病理診に
対する中央及び各施設放射線診断の２×２表を示す。放射線画像診がＵＩＰ（Definite、
Probable、及びPossible ＵＩＰ）に合致する対象及びＵＩＰに合致しない対象のサブセ
ットについて、病理診に対するEnvisia検査性能を示す。Envisia検査結果は中央及び各施
設放射線診断に対して別々に評価する。
【図１３】[0074]対象の臨床学的要因に対するEnvisia検査性能のサブ群分析。ＵＩＰ対
象を塗り潰した赤色の丸で示し、非ＵＩＰ対象を白抜き又は青色の丸で示す。図１３Ａ：
検証コホート対象年齢の関数としてのEnvisia分類スコア。図１３Ｂ：対象年齢と分類ス
コアとの間に有意な相関はない。図１３Ｃ：対象の性別の関数としてのEnvisiaスコア。
ＵＩＰの男性患者はEnvisia検査によって見逃される傾向が高くなる（病理診ＵＩＰを有
する男性１７人中１０人がEnvisiaによってＵＩＰがコールされた；４１％感度、これに
対してＵＩＰ女性は７人中６人）。図１３Ｄ：対象の喫煙歴の関数としてのEnvisiaスコ
ア。喫煙歴のある男性ＵＩＰ患者は非喫煙者と比べて高率でEnvisiaによって誤分類され
る。
【図１４】[0075]サンプルの技術的要因に対するEnvisia検査性能のサブ群分析。ＵＩＰ
対象を塗り潰した赤色の丸で示し、非ＵＩＰ対象を白抜き又は青色の丸で示す。図１４Ａ
及び図１４Ｂ：肺胞含有量を推定するための遺伝子発現要約統計量。図１４Ａは肺胞Ｉ型
細胞含有量（ｘ軸）を示し、図１４Ｂは肺胞ＩＩ型含有量（ｘ軸）を示しＥ１０、各々、
Envisiaスコア（ｙ軸）に対してプロットされる。図１４Ｃ：肺胞ＩＩ型含有量別にEnvis
ia検査真陽性（ＴＰ）、偽陰性（ＦＮ）、真陰性（ＴＮ）、及び偽陽性（ＦＰ）をプロッ
トする。Envisia検査によって誤ってコールされた対象の中では、肺胞ＩＩ型低含有量の
エンリッチメントはない。図１４Ｄ：ＵＩＰ参照ラベル別に分けた、Envisia分類スコア
とサンプルクオリティ（ＲＩＮ又はＤＶ２００）との相関。非ＵＩＰサンプル中では、Ｕ
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ＩＰサンプルでは明らかでないより強い（より陰性が多い）分類スコアとより高いサンプ
ルクオリティとの間の相関がある。
【発明を実施するための形態】
【００６３】
詳細な説明
　[0076]　本明細書には本開示の様々な実施形態が図示及び説明されているが、当業者に
は、かかる実施形態が単に例として提供されるに過ぎないことは明らかであろう。当業者
には、本開示から逸脱することなく多数の変形、変更、及び代替が想起され得る。本明細
書に記載される本開示の実施形態の様々な変形例を利用し得ることが理解されなければな
らない。
【００６４】
　[0077]　「間質性肺疾患」又は「ＩＬＤ」（びまん性実質性肺疾患（ＤＰＬＤ）として
も知られる）は、本明細書で使用されるとき、間質（肺の空気嚢の周囲にある組織及び空
間）に発症する一群の肺疾患を指す。ＩＬＤは、疑わしい又は判明している原因によって
分類されることもあり、又は特発性であることもある。例えば、ＩＬＤは、吸入物質（無
機又は有機）が原因である、薬物誘発性である（例えば、抗生物質、化学療法薬、抗不整
脈剤、スタチン系薬剤）、結合組織病（例えば、全身性硬化症、多発筋炎、皮膚筋炎、全
身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematosus）、関節リウマチ）に関連する、
肺感染症（例えば、非定型肺炎、ニューモシスチス肺炎（ＰＣＰ）、結核、トラコーマク
ラミジア（Chlamydia trachomatis）、呼吸器合胞体ウイルス）に関連する、悪性腫瘍（
例えば、癌性リンパ管症）に関連すると分類されることもあり、又は特発性（例えば、サ
ルコイドーシス、特発性肺線維症、ハンマン・リッチ症候群、抗合成酵素症候群）である
こともある。
【００６５】
　[0078]　「ＩＬＤ炎症」は、本明細書で使用されるとき、基礎的炎症によって特徴付け
られる分析上の一群の炎症性ＩＬＤ亜型を指す。これらの亜型は、まとめて、ＩＰＦ及び
／又は任意の他の非炎症性肺疾患亜型との比較として用いられ得る。「ＩＬＤ炎症」には
、ＨＰ、ＮＳＩＰ、サルコイドーシス、及び／又は器質化肺炎が含まれ得る。
【００６６】
　[0079]　「特発性間質性肺炎」又は「ＩＩＰ」（「非感染性肺炎」とも称される）は、
例えば、剥離性間質性肺炎、非特異性間質性肺炎、リンパ球様間質性肺炎、原因不明の器
質化肺炎、及び特発性肺線維症が含まれるＩＬＤのクラスを指す。
【００６７】
　[0080]　「特発性肺線維症」又は「ＩＰＦ」は、本明細書で使用されるとき、肺の支持
構成組織（間質）の線維化によって特徴付けられる慢性の進行型肺疾患を指す。定義上、
この用語は、肺線維症の原因が不明（「特発性」）の場合に使用される。顕微鏡的には、
ＩＰＦを有する患者の肺組織は、通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）として知られる特有の一組
の組織学的／病理学的特徴を示し、ＵＩＰは病理学的にＩＰＦに対応するものである。
【００６８】
　[0081]　「非特異性間質性肺炎」又は「ＮＳＩＰ」は、一様な又は斑状のコラーゲン沈
着を伴う慢性炎症細胞により定義される細胞パターン及びびまん性斑状線維症により定義
される線維化パターンによって概して特徴付けられる特発性間質性肺炎の一形態である。
ＵＩＰと対照的に、通常型間質性肺炎を特徴付ける蜂巣状の外観も線維芽細胞病巣もない
。
【００６９】
　[0082]　「過敏性肺炎」又は「ＨＰ」は、外因性アレルギー性肺胞炎（ＥＡＡ）とも称
され、吸入抗原（例えば有機塵）の結果としての、それに対する過剰免疫応答及び過敏性
によって引き起こされる肺内の肺胞の炎症を指す。
【００７０】
　[0083]　「肺サルコイドーシス」又は「ＰＳ」は、小結節として形成し得る慢性炎症細
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胞の異常な集積（肉芽腫）を伴う症候群を指す。ＨＰの炎症過程には、概して、肺胞、小
気管支、及び微小血管が関わる。急性及び亜急性のＨＰ症例では、通常、身体的診察によ
って乾性ラ音が明らかとなる。
【００７１】
　[0084]　用語「マイクロアレイ」は、ハイブリダイズ可能なアレイ要素、好ましくはポ
リヌクレオチドプローブが基板上に規則正しく並べられたものを指す。
【００７２】
　[0085]　用語「ポリヌクレオチド」は、単数形又は複数形で使用されるとき、概して任
意のポリリボヌクレオチド又はポリデオキシリボヌクレオチド（polydeoxyribonucleotid
e）を指し、これは非修飾ＲＮＡ若しくはＤＮＡ又は修飾ＲＮＡ若しくはＤＮＡであって
もよい。従って、例えば、本明細書に定義するとおりのポリヌクレオチドには、限定なし
に、一本鎖及び二本鎖ＤＮＡ、一本鎖及び二本鎖領域を含むＤＮＡ、一本鎖及び二本鎖Ｒ
ＮＡ、並びに一本鎖及び二本鎖領域を含むＲＮＡ、一本鎖の、若しくはより典型的には二
本鎖であってもよい、又は一本鎖及び二本鎖領域を含み得るＤＮＡ及びＲＮＡを含むハイ
ブリッド分子が含まれる。加えて、用語「ポリヌクレオチド」は、本明細書で使用される
とき、ＲＮＡ又はＤＮＡ又はＲＮＡとＤＮＡとの両方を含む三重鎖領域を指す。かかる領
域の鎖は同じ分子からのものであっても、又は異なる分子からのものであってもよい。こ
の領域は、これらの分子のうちの１つ以上の全てを含み得るが、より典型的には分子の一
部の領域のみが関わり得る。三重らせん領域の分子のうちの１つは、多くの場合にオリゴ
ヌクレオチドである。用語「ポリヌクレオチド」にはまた、１つ以上の修飾塩基を含む（
例えばそれにより、フルオロフォアなど、検出可能シグナルを提供する）ＤＮＡ（例えば
ｃＤＮＡ）及びＲＮＡも含まれ得る。従って、安定性のため又はその他の理由で修飾され
た骨格を有するＤＮＡ又はＲＮＡは、この用語が本明細書で意図されるとおりの「ポリヌ
クレオチド」である。更に、イノシンなどの普通でない塩基、又はトリチウム化塩基など
の修飾塩基を含むＤＮＡ又はＲＮＡが、本明細書に定義するとおりの用語「ポリヌクレオ
チド」の範囲内に含まれる。一般に、用語「ポリヌクレオチド」は、非修飾ポリヌクレオ
チドが化学的、酵素的及び／又は代謝的に修飾されたあらゆる形態、並びにウイルス及び
単純型及び複雑型細胞を含めた細胞に特徴的なＤＮＡ及びＲＮＡの化学的形態を包含する
。
【００７３】
　[0086]　用語「オリゴヌクレオチド」は、限定なしに、一本鎖デオキシリボヌクレオチ
ド、一本鎖又は二本鎖リボヌクレオチド、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド及び二本鎖ＤＮＡ
を含めた比較的短いポリヌクレオチド（例えば、１００、５０、２０ヌクレオチド以下）
を指す。一本鎖ＤＮＡプローブオリゴヌクレオチドなどのオリゴヌクレオチドは、多くの
場合に、例えば市販の自動オリゴヌクレオチド合成機を使用して化学的方法により合成さ
れる。しかしながら、オリゴヌクレオチドは、インビトロ組換えＤＮＡ媒介技法並びに細
胞及び生物におけるＤＮＡの発現によることを含め、他の種々の方法によって作られても
よい。
【００７４】
　[0087]　用語「遺伝子産物」又は「発現産物」は、本明細書では、ｍＲＮＡを含めた遺
伝子のＲＮＡ転写産物（ＲＮＡ転写物）、及びＲＮＡ転写物のポリペプチド翻訳産物を指
して同義的に使用される。遺伝子産物は、例えば、ポリヌクレオチド遺伝子発現産物（例
えば、スプライシングされていないＲＮＡ、ｍＲＮＡ、スプライス変異体ｍＲＮＡ、マイ
クロＲＮＡ、断片化ＲＮＡなど）又はタンパク質発現産物（例えば、成熟ポリペプチド、
翻訳後修飾ポリペプチド、スプライス変異体ポリペプチドなど）であってもよい。一部の
実施形態において、遺伝子発現産物は、突然変異、融合、ヘテロ接合性の消失（loss of 
heterozygoxity）（ＬＯＨ）、及び／又は生物学的パスウェイ効果を含む配列変異体であ
ってもよい。
【００７５】
　[0088]　用語「正規化発現レベル」は、遺伝子発現産物に適用されるとき、１つ以上の
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参照（又は対照）遺伝子発現産物に対して正規化された遺伝子産物のレベルを指す。
【００７６】
　[0089]　「参照発現レベル」は、遺伝子発現産物に適用されるとき、１つ以上の参照（
又は「対照」）遺伝子発現産物の発現レベルを指す。「参照正規化発現レベル」は、遺伝
子発現産物に適用されるとき、１つ以上の参照（又は対照）遺伝子発現産物の正規化発現
レベル値（即ち、正規化参照発現レベル）を指す。一部の実施形態において、参照発現レ
ベルは、本明細書に記載されるとおりの、正常サンプルにおける１つ以上の遺伝子産物の
発現レベルである。一部の実施形態において、参照発現レベルは実験的に決定される。一
部の実施形態において、参照発現レベルは、履歴的発現レベル、例えば正常サンプルにお
ける参照発現レベルのデータベース値であり、このサンプルは、単一の参照発現レベル、
又は複数の参照発現レベルの要約（例えば、（ｉ）単一のサンプルからの参照発現レベル
の反復分析からの２つ以上、好ましくは３つ以上の参照発現レベルの平均値；（ｉｉ）複
数の異なるサンプル（例えば、正常サンプル）からの参照発現レベルの分析からの２つ以
上、好ましくは３つ以上の参照発現レベルの平均値；（ｉｉｉ）及び上述のステップ（ｉ
）及び（ｉｉ）の組み合わせ（即ち、複数のサンプルから分析された参照発現レベルの平
均値、ここで参照発現レベルのうちの少なくとも１つはレプリケートで分析される）など
）を示す。一部の実施形態において、「参照発現レベル」は、例えば他の手法によってＵ
ＩＰ又は非ＵＩＰであると確定的に判定された（即ち、確認された病理診断）サンプルに
おける、配列変異体の発現レベルである。
【００７７】
　[0090]　「参照発現レベル値」は、遺伝子発現産物に適用されるとき、１つ以上の参照
（又は対照）遺伝子発現産物の発現レベル値を指す。「参照正規化発現レベル値」は、遺
伝子発現産物に適用されるとき、１つ以上の参照（又は対照）遺伝子発現産物の正規化発
現レベル値を指す。
【００７８】
　[0091]　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は当業者により容易に
決定され、概して、プローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的計算である。一
般に、長いプローブほど、適切なアニーリングに高い温度が要求される一方、短いプロー
ブほど必要な温度が低い。ハイブリダイゼーションは、概して、相補鎖がその融解温度を
下回る環境に存在する場合に変性ＤＮＡがリアニーリングする能力に依存する。プローブ
とハイブリダイズ可能配列との間の所望の相同性の程度が高いほど、用いられ得る相対温
度が高くなる。結果として、相対温度が高いほどストリンジェンシーがより高い、一方で
温度が低いほどより低い反応条件になる傾向があり得ることになる。ハイブリダイゼーシ
ョン反応のストリンジェンシーに関する更なる詳細及び説明については、Ausubel et al.
, Current Protocols in Molecular Biology, (Wiley Interscience, 1995)を参照のこと
。
【００７９】
　[0092]　本明細書に定義するとおりの「ストリンジェントな条件」又は「高いストリン
ジェンシー条件」は、典型的には：（１）洗浄に低イオン強度溶液及び高温、例えば、０
．０１５Ｍ塩化ナトリウム／０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム／０．１％ドデシル硫酸
ナトリウム、５０℃を用いる；（２）ハイブリダイゼーションの間にホルムアミドなどの
変性剤、例えば５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミド、加えて０．１％ウシ血清アルブミン／０
．１％Ｆｉｃｏｌｌ／０．１％ポリビニルピロリドン／５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液
、ｐＨ６．５、７５０ｍＭ塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウム含有、４２℃を
用いる；又は（３）５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０７
５Ｍクエン酸ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％ピロリ
ン酸ナトリウム、５×デンハルト溶液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、
０．１％ＳＤＳ、及び１０％硫酸デキストラン、４２℃と、４２℃で０．２×ＳＳＣ（塩
化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）及び５０％ホルムアミド中、５５℃での洗浄、続い
て０．１×ＳＳＣ、ＥＤＴＡ含有、５５℃からなる高ストリンジェンシー洗浄を用いる。
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【００８０】
　[0093]　「中程度のストリンジェンシー条件」は、Sambrook et al., Molecular Cloni
ng: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, 1989)によって記載されるとおり
特定されてもよく、上記に記載されるものよりもストリンジェンシーが低い洗浄溶液及び
ハイブリダイゼーション条件（例えば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。
中程度のストリンジェンシー条件の例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ
　ＮａＣｌ、１５ｍＭクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６
）、５×デンハルト溶液、１０％硫酸デキストラン、及び２０ｍｇ／ｍｌ変性剪断サケ精
子ＤＮＡを含む溶液中における３７℃で一晩のインキュベーションと、続く１×ＳＳＣ中
約３７～５０℃でのフィルタの洗浄である。当業者は、プローブ長などの要因に合わせる
必要に応じて温度、イオン強度等をどのように調整すればよいか認識しているであろう。
【００８１】
　[0094]　「感度」は、本明細書で使用されるとき、検査した総数のうち実際に標的障害
を有する真陽性の割合（即ち、標的障害のある患者で陽性検査結果を有する者の割合）を
指す。「特異度」は、本明細書で使用されるとき、検査した全ての患者のうち実際に標的
障害を有しない真陰性の割合（即ち、標的障害のない患者で陰性検査結果を有する者の割
合）を指す。
【００８２】
　[0095]　本開示の文脈では、任意の特定の遺伝子セット中に挙げられる遺伝子の「少な
くとも１つ」、「少なくとも２つ」、「少なくとも５つ」等の表現は、挙げられる遺伝子
のいずれか１つ又はあらゆる組み合わせを意味する。
【００８３】
　[0096]　用語「スプライシング」及び「ＲＮＡスプライシング」は同義的に使用され、
イントロンを取り除いてエクソンをつなぎ合わせることにより、真核細胞の細胞質に入り
込む連続コード配列を含む成熟ｍＲＮＡを産生するＲＮＡプロセシングを指す。
【００８４】
　[0097]　「治療有効量」又は「治療有効用量」は、対象（例えば、好ましくは哺乳類、
より好ましくはヒト）への投与時に、その動物において疾患又は病態の治療（以下に定義
するとおり）を生じさせるのに十分な本開示の化合物の量を指す。「治療有効量」を成す
本開示の化合物の量は、化合物、病態及びその重症度、投与方法、及び治療する対象の年
齢に依存することになるが、当業者は自身の知識及び本開示を考慮した上で常法どおり決
定することができる。従って化合物が「有効用量」で投与されるとき、それは、その化合
物がかかる用量で対象において疾患又は病態（例えばＩＰＦ）の治療（以下に定義すると
おり）を生じさせる能力を有することを意味するように意図される。
【００８５】
　[0098]　「治療すること」又は「治療」は、本明細書で使用されるとき、目的の疾患又
は病態を有する対象、好ましくはヒトにおける目的の疾患又は病態（例えばＩＰＦ）の治
療を包含し、及び（ｉ）対象における疾患又は病態の発生を、特に、かかる対象がその病
態に罹り易いが、それを有するとの診断はまだ受けていない場合に防止又は阻害すること
；（ｉｉ）疾患又は病態を阻害すること、即ちその発症を止めること；（ｉｉｉ）疾患又
は病態を軽減すること、即ち、疾患又は病態の退縮を生じさせること；又は（ｉｖ）疾患
又は病態に起因する症状を軽減することを含む。本明細書で使用されるとき、用語「疾患
」、「障害」、及び「病態」は同義的に使用されてもよく、又は特定の病気、傷害又は病
態が既知の原因物質を有しない（従って病因がいまだ解明されていない）こともあり、従
っていまだ傷害又は疾患としては認識されておらず、単に望ましくない病態又は症候群と
のみ認識されている（ここでは程度の差はあるが具体的な一組の症状が臨床医によって同
定されている）点で異なってもよい。
【００８６】
　[0099]　用語「エクソン」は、成熟ＲＮＡ産物に出現する分断遺伝子の任意のセグメン
トを指す（B. Lewin, Genes 7V (Cell Press, 1990)）。理論上、用語「イントロン」は
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、転写されるが、転写物内からその両側のエクソンを共にスプライシングすることによっ
て取り除かれるＤＮＡの任意のセグメントを指す。操作上、エクソン配列は、Ref. SEQ I
D番号によって定義されるとおりの遺伝子のｍＲＮＡ配列に存在する。操作上、イントロ
ン配列は、エクソン配列に囲まれた、通常はその５’及び３’境界にＧＴ及びＡＧスプラ
イスコンセンサス配列を有する、遺伝子のゲノムＤＮＡ内の介在配列である。
【００８７】
　[0100]　「コンピュータベースシステム」は、情報の分析に使用されるハードウェア、
ソフトウェア、及びデータ記憶媒体のシステムを指す。患者コンピュータベースシステム
のハードウェアには、中央演算処理装置（ＣＰＵ）、並びにデータ入力用、データ出力用
（例えばディスプレイ）、及びデータ記憶用ハードウェアが含まれ得る。データ記憶媒体
には、上記に記載したとおりの本情報の記録を含む任意の製品、又はかかる製品にアクセ
スすることのできるメモリアクセス装置が含まれ得る。
【００８８】
　[0101]　本明細書で使用されるとき、用語「モジュール」は、例えば、メモリ、プロセ
ッサ、電気的トレース、光コネクタ、ソフトウェア（ハードウェアにおいて実行される）
などを含み得る作動可能に結合された電気的構成要素の任意のアセンブリ及び／又はセッ
トを指す。例えば、プロセッサにおいて実行されるモジュールは、当該のモジュールに関
連する１つ以上の具体的な機能を遂行する能力を有するハードウェアベースのモジュール
（例えば、フィールドプログラマブルゲートアレイ（ＦＰＧＡ）、特定用途向け集積回路
（ＡＳＩＣ）、デジタルシグナルプロセッサ（ＤＳＰ））及び／又はソフトウェアベース
のモジュール（例えば、メモリに記憶される及び／又はプロセッサで実行されるコンピュ
ータコードのモジュール）の任意の組み合わせであってもよい。
【００８９】
　[0102]　コンピュータ可読媒体上にデータ、プログラミング又は他の情報を「記録する
」とは、様々な方法を用いて情報を記憶するプロセスを指す。記憶された情報にアクセス
するために用いられる手法に基づき、任意の好都合なデータ記憶構造が選択されてもよい
。記憶には、種々のデータプロセッサプログラム及びフォーマット、例えば文書処理テキ
ストファイル、データベースフォーマット等が用いられ得る。
【００９０】
　[0103]　「プロセッサ」（又は「コンピュータプロセッサ」）は、それに必要な機能を
遂行し得る任意のハードウェア及び／又はソフトウェアの組み合わせを指す。例えば、好
適なプロセッサは、電子制御器、メインフレーム、サーバ又はパーソナルコンピュータ（
デスクトップ型又は携帯型）の形態で利用可能なものなど、プログラム可能デジタルマイ
クロプロセッサであってもよい。プロセッサがプログラム可能な場合、好適なプログラミ
ングはリモート位置からプロセッサに伝達されてもよく、又はコンピュータプログラム製
品（磁気装置、光学装置又は固体装置のいずれがベースかに関わらず、携帯型又は固定式
コンピュータ可読記憶媒体など）に予め保存されていてもよい。例えば、磁気媒体又は光
ディスクがプログラミングを担持してもよく、その対応するステーションで各プロセッサ
と交信する好適なリーダによって読み出されてもよい。
【００９１】
　[0104]　「検査サンプル」は、対象から入手された１つ以上の細胞のサンプル、好まし
くは組織サンプル（例えば、経気管支生検（ＴＢＢ）サンプルなどの肺組織サンプル）で
ある。一部の実施形態において、検査サンプルは、様々な手法（例えば外科手術）によっ
て入手することのできる生検サンプルである。詳細な実施形態において、検査サンプルは
、ビデオ補助下胸腔鏡手術（ＶＡＴＳ）；気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）；経気管支生検（Ｔ
ＢＢ）；又はクライオ経気管支生検によって入手されたサンプルである。検査サンプルは
、ブラッシング（サイトブラシ、ヒストブラシによるなど）；気管支生検；気管支洗浄；
又は針穿刺吸引など、補助的気管支鏡手技によって入手されてもよい。サンプルは、口腔
内洗浄、タッチプレップ、又は痰採取によって入手されてもよい。検査サンプルは、患者
が呈する臨床徴候及び症状（例えば、息切れ（一般に労作によって悪化する）、乾性咳嗽
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）、及び、場合によっては画像検査（例えば、胸部Ｘ線、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）
）、肺機能検査（例えば、スパイロメトリー、オキシメトリー、運動負荷検査）、肺組織
分析（例えば、気管支鏡検査、気管支肺胞洗浄、外科生検によって入手されたサンプルの
組織学的及び／又は細胞学的分析）のうちの１つ以上の結果に基づき肺疾患、例えばＩＬ
Ｄを有すると疑われる患者から入手されてもよい。一部の実施形態において、検査サンプ
ルは対象の呼吸上皮から入手される。呼吸上皮は、口、鼻、咽頭、気管、気管支、細気管
支、又は肺胞からのものであってもよい。しかしながら、他の呼吸上皮源もまた使用する
ことができる。一部の実施形態において、検査サンプルはプールサンプルである。
【００９２】
　[0105]　用語「プール」は、本明細書では、（ｉ）「物理的プール」、即ち、実際にサ
ンプルを共に混合すること、又は（ｉｉ）「インシリコプール」、即ち、サンプルで検出
される１つ以上の遺伝子の発現値をプールする方法のいずれかを記載するために使用され
る。かかるインシリコプールをどのように実施し得るかについての非限定的な例は、実施
例６に概説する。用語「インシリコ混合」及び「インシリコプール」は、本明細書では同
義的に使用される。物理的プールを受けた複数のサンプルを含むサンプル（例えば検査サ
ンプル）は、本明細書では「プールサンプル」と称され得る。
【００９３】
　[0106]　用語「対象」は、本明細書で使用されるとき、概して哺乳類を指す。典型的に
は、対象はヒトである。しかしながら、この用語は、他の種、例えば、ブタ、マウス、ラ
ット、イヌ、ネコ、又は他の霊長類を包含する。特定の実施形態において、対象はマウス
又はラットなどの実験対象である。対象は雄又は雌であってもよい。対象は、乳児、歩き
始めの子ども、小児、若年成人、成人又は老人であってもよい。対象は、喫煙者、喫煙経
験者又は非喫煙者であってもよい。対象はＩＬＤの個人歴又は家族歴を有してもよい。対
象はＩＬＤのない個人歴又は家族歴を有してもよい。対象はＩＬＤ又は別の肺障害（例え
ば、癌、肺気腫、ＣＯＰＤ）の１つ以上の症状を呈してもよい。例えば、対象は息切れ（
一般に労作によって悪化する）及び／又は乾性咳嗽）を呈してもよく、及び、場合によっ
ては、ＩＬＤ又は別の肺障害が存在する可能性を示す画像検査（例えば、胸部Ｘ線、コン
ピュータ断層撮影（ＣＴ））、肺機能検査（例えば、スパイロメトリー、オキシメトリー
、運動負荷検査）、肺組織分析（例えば、気管支鏡検査、気管支肺胞洗浄、外科生検によ
って入手されたサンプルの組織学的及び／又は細胞学的分析）のうちの１つ以上の結果を
入手していてもよい。一部の実施形態において、対象は慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）を
有するか、又はそれと診断されている。一部の実施形態において、対象はＣＯＰＤを有し
ないか、又はそれと診断されていない。医師又は他の医療提供者のケア下にある対象は、
「患者」と称され得る。
【００９４】
　[0107]　「遺伝子シグネチャ」は、何らかの特徴又は表現型の指標となる遺伝子発現パ
ターン（即ち、１つ以上の遺伝子、又はその断片の発現レベル）である。一部の実施形態
において、遺伝子シグネチャとは、その発現及び／又は発現の欠如がＵＩＰ、非ＵＩＰ、
喫煙者状態、又は非喫煙者状態の指標となる遺伝子、複数の遺伝子、遺伝子の断片又は１
つ以上の遺伝子の複数の断片の発現（及び／又は発現の欠如）を指す。
【００９５】
　[0108]　本明細書で使用されるとき、「～は喫煙者である」とは、現在紙巻きタバコを
喫煙している対象、又は過去に紙巻きタバコを喫煙していたことがある人、又は現在紙巻
きタバコを喫煙している若しくは過去に紙巻きタバコを喫煙していたことがある人の遺伝
子シグネチャを有する人を指すことが意図される。
【００９６】
　[0109]　本明細書で使用されるとき、本開示の分類器の訓練時に使用される特徴を記載
するために使用される場合の「変異体」は、選択的スプライス変異体を指す。
【００９７】
　[0110]　本明細書で使用されるとき、本開示の分類器の訓練時に使用される特徴を記載
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するために使用される場合の「突然変異」は、既知の正常参照配列からの配列の逸脱を指
す。一部の実施形態において、逸脱は、UniGeneデータベース（Pontius JU, Wagner L, S
chuler GD. UniGene: a unified view of the transcriptome. In: The NCBI Handbook. 
Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Information; 2003、本明細書に援
用される）、RefSeq（The NCBI handbook [Internet]. Bethesda (MD): National Librar
y of Medicine (US), National Center for Biotechnology Information; 2002 Oct. Cha
pter 18, The Reference Sequence (RefSeq) Project、ワールドワイドウェブアドレス：
ncbi.nlm.nih.gov/refseq/）で利用可能、Ensembl（ＥＭＢＬ、ワールドワイドウェブア
ドレス：ensembl.org/index.htmlで利用可能）など、公的にアクセス可能なデータベース
に係る認められた天然遺伝子配列からの逸脱である。一部の実施形態において、突然変異
には、参照配列に存在する配列残基の付加、欠失、又は置換が含まれる。
【００９８】
　[0111]　略称には、以下が含まれる：ＨＲＣＴ、高分解能コンピュータ断層撮影；ＶＡ
ＴＳ、ビデオ補助下胸腔鏡手術（thorascopic surgery）；ＳＬＢ、外科的肺生検；ＴＢ
Ｂ、経気管支生検；ＲＢ、呼吸細気管支炎；ＯＰ、器質化肺炎、ＤＡＤ、びまん性肺胞障
害、ＣＩＦ／ＮＯＣ、他に分類されない慢性間質性線維症；ＭＤＴ、集学的チーム；ＣＶ
、交差検証；ＬＯＰＯ、患者一人抜き；ＲＯＣ、受信者動作特性；ＡＵＣ、曲線下面積；
ＲＮＡＳｅｑ、次世代シーケンシング技術によるＲＮＡシーケンシング；ＮＧＳ、次世代
シーケンシング技術；Ｈ＆Ｅ、ヘマトキシリン・エオシン；ＦＤＲ、偽発見率；ＩＲＢ、
施設内審査委員会；ＡＴＳ、米国胸部学会（American Thoracic Society）；ＣＯＰＤ、
慢性閉塞性肺疾患；ＫＥＧＧ、京都遺伝子ゲノム百科事典（Kyoto Encyclopedia of Gene
s and Genomes）；ＣＩ、信頼区間。
【００９９】
　[0112]　値の範囲が提供される場合、文脈上特に明確に指示されない限り下限の単位の
１０分の１に至るまでの、当該の範囲の上限と下限との間にある各中間値及び当該の記載
される範囲にある任意の他の記載される値又は中間値が本開示の範囲内に包含されること
が理解される。これらのより小さい範囲の上限及び下限は、独立に、記載される範囲にお
ける任意の具体的に除外される限界値を条件としてそのより小さい範囲に含まれることが
でき、また本開示の範囲内に包含される。記載される範囲が限界値の一方又は両方を含む
場合、それらの含まれる限界値の一方又は両方を除外する範囲もまた本開示に含まれる。
本明細書で使用されるとき、「約」は、指示される値の±１０％を意味する。
【０１００】
通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）の検出方法
　[0113]　本明細書には、分子シグネチャを使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法及
び／又はそのためのシステムが開示される。専門家の病理診を利用できない場合にサンプ
ル（例えば、患者から入手されたサンプル）からのＵＩＰの正確な診断は、診断を加速さ
せ、ひいては治療決定が促進されるとともに、患者にとっては手術リスクが低下し、且つ
医療制度にとっては費用の削減となることにより、ＩＬＤ患者を利することになる。
【０１０１】
　[0114]　また、本明細書には、対象の喫煙者又は非喫煙者状態を用いて分子シグネチャ
を使用したＵＩＰと他のＩＬＤ亜型との鑑別を向上させる方法及び／又はそのためのシス
テムも開示される。
【０１０２】
　[0115]　従って、本明細書に開示される方法及び／又はシステムは、事前に臨床情報又
は人口統計学的情報がなくても転写データ（例えば高次元転写データ）に基づきＵＩＰを
非ＵＩＰパターンと鑑別することのできる分類器を提供する。
【０１０３】
　[0116]　一部の実施形態において、本開示は、表１及び／又は表１５に提示される１つ
以上の配列若しくはその断片又は表１及び／又は表１５からの少なくとも１つの配列若し
くはその断片を含む又はそれからなる分類器を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法
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を提供する。一部の実施形態において、本開示は、表５に示される１つ以上の遺伝子又は
表５からの少なくとも１つの配列若しくはその断片を含む又はそれからなる分類器を使用
してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法を提供する。一部の実施形態において、本開示は、
表１及び／又は表１５に提示される１つ以上の配列又は表１及び／又は表１５からの少な
くとも１つの配列を含む又はそれからなる分類器を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する
方法を提供する。一部の実施形態において、本開示は、表１及び／又は表１５に提供され
る配列のうちの少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０又はそれ以上を含
む又はそれからなる分類器を使用するという方法を提供する。一部の実施形態において、
本開示は、表５に提供される配列のうちの少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０又はそれ以上を含む又はそれからなる分類器を使用するという方法を提供する。
例えば、一部の実施形態において、本開示は、間にある全ての整数（例えば、１６、１７
、１８、１９、２１、２２、２３、２４、２５配列等）及び範囲（例えば、表１からの約
１～１０配列、約１０～１５配列、１０～２０配列、５～３０配列、５～５０配列、１０
～１００配列、５０～１５１配列等）を含め、表１に提供される少なくとも１１、１２、
１３、１４、１５、２０、３０、５０、１００、１２５、１５０、又は１５１配列を含む
又はそれからなる分類器を使用するという方法を提供する。一部の実施形態において、本
開示は、間にある全ての整数（例えば、表１５からの１６、１７、１８、１９、２１、２
２、２３、２４、２５配列等）及び範囲（例えば、表１５からの約１～１０配列、表１５
からの約１０～１５配列、１０～２０配列、５～３０配列、５～５０配列、１０～１００
配列、５０～１６９配列等）を含め、表１５に提供される少なくとも１１、１２、１３、
１４、１５、２０、３０、５０、１００、１２５、１５０、又は１６９配列を含む又はそ
れからなる分類器を使用するという方法を提供する。一部の実施形態において、本開示は
、間にある全ての整数（例えば、表５からの１６、１７、１８、１９、２１、２２、２３
、２４、２５配列等）及び範囲（例えば、表１からの約１～１０配列、表５からの約１０
～１５配列、１０～２０配列、５～３０配列、５～５０配列、１０～１００配列、５０～
１６９配列、６０～１９０配列等）を含め、表５に提供される少なくとも１１、１２、１
３、１４、１５、２０、３０、５０、１００、１２５、１５０、１６０、１７０、１８０
、１８１、１８２、１８３、１８４、１８５、１８６、１８７、１８８、１８９、又は１
９０遺伝子を含む又はそれからなる分類器を使用するという方法を提供する。一部の実施
形態において、本開示は、間にある全ての整数（例えば、表１及び／又は表１５からの１
６、１７、１８、１９、２１、２２、２３、２４、２５配列等）及び範囲（例えば、表１
及び／又は表１５からの約１～１０配列、表１及び／又は表１５からの約１０～１５配列
、１０～２０配列、５～３０配列、５～５０配列、１０～１００配列、５０～２００、７
５～２５０、１００～３００配列等）を含め、表１及び表１５の一方又は両方に提供され
る少なくとも１１、１２、１３、１４、１５、２０、３０、５０、１００、１２５、１５
０、２００、２５０、３００、又は３２０配列を含む又はそれからなる分類器を使用する
という方法を提供する。一部の実施形態において、本開示は、間にある全ての整数（例え
ば、表１、表５及び／又は表１５からの１６、１７、１８、１９、２１、２２、２３、２
４、２５配列等）及び範囲（例えば、表１、表５、及び／又は表１５からの約１～１０配
列、表１、表５、及び／又は表１５からの約１０～１５配列、１０～２０配列、５～３０
配列、５～５０配列、１０～１００配列、５０～２００、７５～２５０、１００～３００
配列等）を含め、表１、表５、及び表１５のうちの１、２、又は全てに提供される少なく
とも１１、１２、１３、１４、１５、２０、３０、５０、１００、１２５、１５０、２０
０、２５０、３００、３２０、３５０遺伝子、又はそれ以上を含む又はそれからなる分類
器を使用するという方法を提供する。
【０１０４】
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【表１】

【０１０５】
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【表２】

【０１０６】
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【表３】

【０１０７】
【表４】

【０１０８】
　[0117]　本明細書に挙げられるＥＮＳＧ識別名（即ち、遺伝子＿ｉｄ）は、ワールドワ
イドウェブアドレス：ensembl.org（この内容は全体として参照により本明細書に援用さ
れる）で利用可能なEnsemblデータベースの遺伝子識別名を指す。
【０１０９】
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　[0118]　一部の詳細な実施形態において、本開示は、表１及び／又は表１５に挙げられ
る配列のうちの１つ以上又はその断片を含む又はそれからなる分類器を使用してＵＩＰを
非ＵＩＰと鑑別するための方法及び／又はシステムを提供する。詳細な態様では、分類器
は、１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含み得る。他の態
様において、分類器はこれらの遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、７、８、又はそ
れ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。
【０１１０】
　[0119]　一部の詳細な実施形態において、本開示は、表５に挙げられる配列のうちの１
つ以上又はその断片を含む又はそれからなる分類器を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別す
るための方法及び／又はシステムを提供する。詳細な態様では、分類器は、１、２、３、
４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含み得る。他の態様において、分類
器はこれらの遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上を省き、一
方で場合によっては他の遺伝子を含む。特定の実施形態において、本開示は、Envisia分
類器を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するための方法及び／又はシステムを提供し、こ
の分類器は、表５に挙げられる遺伝子を全て含み得る。
【０１１１】
　[0120]　一部の実施形態において、本開示は、以下の配列：ＥＮＳＧ０００００１６２
４０８；ＥＮＳＧ０００００１１６２８５；ＥＮＳＧ０００００２１９４８１；ＥＮＳＧ
０００００２０４２１９；ＥＮＳＧ０００００１１７７５１；ＥＮＳＧ０００００１５９
０２３；ＥＮＳＧ０００００１１６７６１；ＥＮＳＧ０００００１１７２２６；ＥＮＳＧ
０００００１６３３８６；ＥＮＳＧ０００００１８６１４１；ＥＮＳＧ０００００１２２
４９７；ＥＮＳＧ０００００２０３８３２；ＥＮＳＧ０００００１４３３７９；ＥＮＳＧ
０００００１４３３６７；ＥＮＳＧ０００００１６３２２０；ＥＮＳＧ０００００００７
９３３；ＥＮＳＧ０００００１４３３２２；ＥＮＳＧ０００００１７４３０７；ＥＮＳＧ
０００００１４３４６６；ＥＮＳＧ０００００１３５７６６；ＥＮＳＧ０００００１６３
０２９；ＥＮＳＧ０００００１１５８２８；ＥＮＳＧ０００００１３５６２５；ＥＮＳＧ
０００００１１５３１７；ＥＮＳＧ０００００２２８３２５；ＥＮＳＧ００００００７４
５８２；ＥＮＳＧ０００００１２３９８３；ＥＮＳＧ０００００１４４７１２；ＥＮＳＧ
０００００１６８０３６；ＥＮＳＧ０００００１８７０９４；ＥＮＳＧ０００００１７９
１５２；ＥＮＳＧ０００００１７３４０２；ＥＮＳＧ０００００１６３４１２；ＥＮＳＧ
０００００２２７１２４；ＥＮＳＧ０００００１８４５００；ＥＮＳＧ０００００１８１
４５８；ＥＮＳＧ００００００３４５３３；ＥＮＳＧ０００００１９８５８５；ＥＮＳＧ
０００００１７２６６７；ＥＮＳＧ００００００７８０７０；ＥＮＳＧ００００００３３
０５０；ＥＮＳＧ０００００１０５９８３；ＥＮＳＧ０００００１６４８２１；ＥＮＳＧ
００００００１２２３２；ＥＮＳＧ０００００１３０９５８；ＥＮＳＧ００００００４１
９８２；ＥＮＳＧ０００００１３６８６１；ＥＮＳＧ０００００１３６９３３；ＥＮＳＧ
０００００１６０４４７；ＥＮＳＧ０００００１４８３５７；ＥＮＳＧ０００００１７０
８３５；ＥＮＳＧ０００００１３０６５３；ＥＮＳＧ０００００１６５９９７；ＥＮＳＧ
０００００１２０５３９；ＥＮＳＧ０００００１５６１１３；ＥＮＳＧ０００００１３８
１６６；ＥＮＳＧ０００００１４８９２５；ＥＮＳＧ０００００１７１７１４；ＥＮＳＧ
０００００１４９０９０；ＥＮＳＧ０００００２５４７６１；ＥＮＳＧ０００００１３７
４７４；ＥＮＳＧ０００００１４９２８９；ＥＮＳＧ０００００１２０６４７；ＥＮＳＧ
０００００１１１６７９；ＥＮＳＧ０００００１３９１９７；ＥＮＳＧ０００００１１０
９００；ＥＮＳＧ０００００１２３３５８；ＥＮＳＧ０００００１７２７８９；ＥＮＳＧ
００００００７３９１０；ＥＮＳＧ００００００８３５４４；ＥＮＳＧ０００００１８７
６３０；ＥＮＳＧ０００００１５７３７９；ＥＮＳＧ０００００１００５５７；ＥＮＳＧ
０００００１００５９２；ＥＮＳＧ０００００１００６５０；ＥＮＳＧ０００００１１９
７１１；ＥＮＳＧ０００００１２８８９１；ＥＮＳＧ０００００１４０７１８；ＥＮＳＧ
０００００１８２８１０；ＥＮＳＧ０００００１０３０４４；ＥＮＳＧ０００００１６３
８７２；ＥＮＳＧ０００００１９７７０１；ＥＮＳＧ０００００１６８８２６；ＥＮＳＧ
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０００００１７８９８８；ＥＮＳＧ０００００１７８１７７；ＥＮＳＧ０００００１０９
６１８；ＥＮＳＧ０００００２５０３１７；ＥＮＳＧ００００００８１０４１；ＥＮＳＧ
０００００１４５２８４；ＥＮＳＧ０００００１６３６４４；ＥＮＳＧ０００００１６３
１１０；ＥＮＳＧ０００００１３８７９５；ＥＮＳＧ０００００２０５４０３；ＥＮＳＧ
０００００１５３４０４；ＥＮＳＧ０００００２０６０７７；ＥＮＳＧ０００００１４５
７３６；ＥＮＳＧ０００００１４５７３０；ＥＮＳＧ０００００１６８９３８；ＥＮＳＧ
０００００１１３６２１；ＥＮＳＧ０００００１２０７３８；ＥＮＳＧ０００００２５３
９５３；ＥＮＳＧ０００００２６１９３４；ＥＮＳＧ０００００１５５８４６；ＥＮＳＧ
０００００１８６４７０；ＥＮＳＧ００００００２６９５０；ＥＮＳＧ０００００１３７
３３１；ＥＮＳＧ０００００２４４７３１；ＥＮＳＧ０００００２４００６５；ＥＮＳＧ
０００００２０４２５２；ＥＮＳＧ０００００１３７３０９；ＥＮＳＧ０００００１３７
１６６；ＥＮＳＧ０００００１２４７０２；ＥＮＳＧ０００００１１２２９９；ＥＮＳＧ
０００００１１１９６２；ＥＮＳＧ０００００１１２１１０；ＥＮＳＧ００００００４８
０５２；ＥＮＳＧ０００００００６６２５；ＥＮＳＧ００００００７５３０３；ＥＮＳＧ
０００００１５８４５７；ＥＮＳＧ００００００５０３２７；ＥＮＳＧ００００００７２
３１０；ＥＮＳＧ０００００１０８４４８；ＥＮＳＧ０００００１４１０６８；ＥＮＳＧ
０００００１９６７１２；ＥＮＳＧ０００００２４２３８４；ＥＮＳＧ００００００７３
６０５；ＥＮＳＧ０００００１６７９４１；ＥＮＳＧ０００００１５４２６３；ＥＮＳＧ
０００００１６１５３３；ＥＮＳＧ０００００１８１０４５；ＥＮＳＧ０００００２１１
５６３；ＥＮＳＧ０００００１３２１９９；ＥＮＳＧ０００００１５４６５５；ＥＮＳＧ
００００００７５６４３；ＥＮＳＧ０００００１０１０００；ＥＮＳＧ０００００１３０
００５；ＥＮＳＧ０００００１３０５１３；ＥＮＳＧ０００００２１３９６５；ＥＮＳＧ
０００００００６６５９；ＥＮＳＧ００００００８６５４４；ＥＮＳＧ０００００１０４
８１２；ＥＮＳＧ０００００１６７７５７；ＥＮＳＧ０００００１９８４６４；ＥＮＳＧ
００００００２２５５６；ＥＮＳＧ００００００８３８１４；ＥＮＳＧ００００００９３
０７２；ＥＮＳＧ０００００１８５１３３；ＥＮＳＧ０００００１９８７９２；ＥＮＳＧ
０００００１８９３０６；ＥＮＳＧ０００００１００３７６；ＥＮＳＧ０００００１５４
６４２のうちの２；３；４；５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１５
；１６；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８；
２９；３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；４
２；４３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５５
；５６；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８；
６９；７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８
２；８３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５
；９６；９７；９８；９９；１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０６
；１０７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１６
；１１７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２６
；１２７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３６
；１３７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４６
；１４７；１４８；１４９；１５０；又は１５１を単独又は任意の組み合わせで含む又は
それからなる分類器を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するための方法及び／又はシステ
ムを提供する。詳細な態様では、かかる分類器は、追加の遺伝子、例えば、１、２、３、
４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含む。他の態様では、分類器は、上
述の遺伝子のうちの幾つか、例えば、これらの遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、
７、８、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。
【０１１２】
　[0121]　一部の実施形態において、本開示は、以下の配列：ＥＮＳＧ０００００１６２
４０８；ＥＮＳＧ０００００１１６２８５；ＥＮＳＧ０００００２１９４８１；ＥＮＳＧ
０００００２０４２１９；ＥＮＳＧ０００００１１７７５１；ＥＮＳＧ０００００１５９
０２３；ＥＮＳＧ０００００１１６７６１；ＥＮＳＧ０００００１１７２２６；ＥＮＳＧ
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０００００１６３３８６；ＥＮＳＧ０００００１８６１４１；ＥＮＳＧ０００００１２２
４９７；ＥＮＳＧ０００００２０３８３２；ＥＮＳＧ０００００１４３３７９；ＥＮＳＧ
０００００１４３３６７；ＥＮＳＧ０００００１６３２２０；ＥＮＳＧ０００００００７
９３３；ＥＮＳＧ０００００１４３３２２；ＥＮＳＧ０００００１７４３０７；ＥＮＳＧ
０００００１４３４６６；ＥＮＳＧ０００００１３５７６６；ＥＮＳＧ０００００１６３
０２９；ＥＮＳＧ０００００１１５８２８；ＥＮＳＧ０００００１３５６２５；ＥＮＳＧ
０００００１１５３１７；ＥＮＳＧ０００００２２８３２５；ＥＮＳＧ００００００７４
５８２；ＥＮＳＧ０００００１２３９８３；ＥＮＳＧ０００００１４４７１２；ＥＮＳＧ
０００００１６８０３６；ＥＮＳＧ０００００１８７０９４；ＥＮＳＧ０００００１７９
１５２；ＥＮＳＧ０００００１７３４０２；ＥＮＳＧ０００００１６３４１２；ＥＮＳＧ
０００００２２７１２４；ＥＮＳＧ０００００１８４５００；ＥＮＳＧ０００００１８１
４５８；ＥＮＳＧ００００００３４５３３；ＥＮＳＧ０００００１９８５８５；ＥＮＳＧ
０００００１７２６６７；ＥＮＳＧ００００００７８０７０；ＥＮＳＧ００００００３３
０５０；ＥＮＳＧ０００００１０５９８３；ＥＮＳＧ０００００１６４８２１；ＥＮＳＧ
００００００１２２３２；ＥＮＳＧ０００００１３０９５８；ＥＮＳＧ００００００４１
９８２；ＥＮＳＧ０００００１３６８６１；ＥＮＳＧ０００００１３６９３３；ＥＮＳＧ
０００００１６０４４７；ＥＮＳＧ０００００１４８３５７；ＥＮＳＧ０００００１７０
８３５；ＥＮＳＧ０００００１３０６５３；ＥＮＳＧ０００００１６５９９７；ＥＮＳＧ
０００００１２０５３９；ＥＮＳＧ０００００１５６１１３；ＥＮＳＧ０００００１３８
１６６；ＥＮＳＧ０００００１４８９２５；ＥＮＳＧ０００００１７１７１４；ＥＮＳＧ
０００００１４９０９０；ＥＮＳＧ０００００２５４７６１；ＥＮＳＧ０００００１３７
４７４；ＥＮＳＧ０００００１４９２８９；ＥＮＳＧ０００００１２０６４７；ＥＮＳＧ
０００００１１１６７９；ＥＮＳＧ０００００１３９１９７；ＥＮＳＧ０００００１１０
９００；ＥＮＳＧ０００００１２３３５８；ＥＮＳＧ０００００１７２７８９；ＥＮＳＧ
００００００７３９１０；ＥＮＳＧ００００００８３５４４；ＥＮＳＧ０００００１８７
６３０；ＥＮＳＧ０００００１５７３７９；ＥＮＳＧ０００００１００５５７；ＥＮＳＧ
０００００１００５９２；ＥＮＳＧ０００００１００６５０；ＥＮＳＧ０００００１１９
７１１；ＥＮＳＧ０００００１２８８９１；ＥＮＳＧ０００００１４０７１８；ＥＮＳＧ
０００００１８２８１０；ＥＮＳＧ０００００１０３０４４；ＥＮＳＧ０００００１６３
８７２；ＥＮＳＧ０００００１９７７０１；ＥＮＳＧ０００００１６８８２６；ＥＮＳＧ
０００００１７８９８８；ＥＮＳＧ０００００１７８１７７；ＥＮＳＧ０００００１０９
６１８；ＥＮＳＧ０００００２５０３１７；ＥＮＳＧ００００００８１０４１；ＥＮＳＧ
０００００１４５２８４；ＥＮＳＧ０００００１６３６４４；ＥＮＳＧ０００００１６３
１１０；ＥＮＳＧ０００００１３８７９５；ＥＮＳＧ０００００２０５４０３；ＥＮＳＧ
０００００１５３４０４；ＥＮＳＧ０００００２０６０７７；ＥＮＳＧ０００００１４５
７３６；ＥＮＳＧ０００００１４５７３０；ＥＮＳＧ０００００１６８９３８；ＥＮＳＧ
０００００１１３６２１；ＥＮＳＧ０００００１２０７３８；ＥＮＳＧ０００００２５３
９５３；ＥＮＳＧ０００００２６１９３４；ＥＮＳＧ０００００１５５８４６；ＥＮＳＧ
０００００１８６４７０；ＥＮＳＧ００００００２６９５０；ＥＮＳＧ０００００１３７
３３１；ＥＮＳＧ０００００２４４７３１；ＥＮＳＧ０００００２４００６５；ＥＮＳＧ
０００００２０４２５２；ＥＮＳＧ０００００１３７３０９；ＥＮＳＧ０００００１３７
１６６；ＥＮＳＧ０００００１２４７０２；ＥＮＳＧ０００００１１２２９９；ＥＮＳＧ
０００００１１１９６２；ＥＮＳＧ０００００１１２１１０；ＥＮＳＧ００００００４８
０５２；ＥＮＳＧ０００００００６６２５；ＥＮＳＧ００００００７５３０３；ＥＮＳＧ
０００００１５８４５７；ＥＮＳＧ００００００５０３２７；ＥＮＳＧ００００００７２
３１０；ＥＮＳＧ０００００１０８４４８；ＥＮＳＧ０００００１４１０６８；ＥＮＳＧ
０００００１９６７１２；ＥＮＳＧ０００００２４２３８４；ＥＮＳＧ００００００７３
６０５；ＥＮＳＧ０００００１６７９４１；ＥＮＳＧ０００００１５４２６３；ＥＮＳＧ
０００００１６１５３３；ＥＮＳＧ０００００１８１０４５；ＥＮＳＧ０００００２１１
５６３；ＥＮＳＧ０００００１３２１９９；ＥＮＳＧ０００００１５４６５５；ＥＮＳＧ
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００００００７５６４３；ＥＮＳＧ０００００１０１０００；ＥＮＳＧ０００００１３０
００５；ＥＮＳＧ０００００１３０５１３；ＥＮＳＧ０００００２１３９６５；ＥＮＳＧ
０００００００６６５９；ＥＮＳＧ００００００８６５４４；ＥＮＳＧ０００００１０４
８１２；ＥＮＳＧ０００００１６７７５７；ＥＮＳＧ０００００１９８４６４；ＥＮＳＧ
００００００２２５５６；ＥＮＳＧ００００００８３８１４；ＥＮＳＧ００００００９３
０７２；ＥＮＳＧ０００００１８５１３３；ＥＮＳＧ０００００１９８７９２；ＥＮＳＧ
０００００１８９３０６；ＥＮＳＧ０００００１００３７６；ＥＮＳＧ０００００１５４
６４２の全てを含む又はそれからなる分類器を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するため
の方法及び／又はシステムを提供する。詳細な態様では、分類器は、１、２、３、４、５
、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含む。
【０１１３】
　[0122]　一部の実施形態において、本開示は、以下の遺伝子；単独又は組み合わせで：
ＥＮＳＧ０００００００５３８１；ＥＮＳＧ０００００００５９５５；ＥＮＳＧ００００
０００７９０８；ＥＮＳＧ０００００００７９３３；ＥＮＳＧ００００００１０３７９；
ＥＮＳＧ００００００１２２３２；ＥＮＳＧ００００００２２５５６；ＥＮＳＧ００００
００２６９５０；ＥＮＳＧ００００００３３０５０；ＥＮＳＧ００００００３８２９５；
ＥＮＳＧ００００００４８０５２；ＥＮＳＧ００００００５４８０３；ＥＮＳＧ００００
００５４９３８；ＥＮＳＧ００００００６０６８８；ＥＮＳＧ００００００７１９０９；
ＥＮＳＧ００００００７２３１０；ＥＮＳＧ００００００７３６０５；ＥＮＳＧ００００
００７８０７０；ＥＮＳＧ００００００７９３８５；ＥＮＳＧ００００００８１０４１；
ＥＮＳＧ００００００８１９８５；ＥＮＳＧ００００００８２７８１；ＥＮＳＧ００００
００８３８１４；ＥＮＳＧ００００００８６５４４；ＥＮＳＧ００００００８９９０２；
ＥＮＳＧ００００００９２２９５；ＥＮＳＧ００００００９９２５１；ＥＮＳＧ００００
００９９９７４；ＥＮＳＧ０００００１００３７６；ＥＮＳＧ０００００１００５５７；
ＥＮＳＧ０００００１０１５４４；ＥＮＳＧ０００００１０２８３７；ＥＮＳＧ００００
０１０３０４４；ＥＮＳＧ０００００１０３２５７；ＥＮＳＧ０００００１０４８１２；
ＥＮＳＧ０００００１０５２５５；ＥＮＳＧ０００００１０５５５９；ＥＮＳＧ００００
０１０５６９６；ＥＮＳＧ０００００１０５７８４；ＥＮＳＧ０００００１０５９８３；
ＥＮＳＧ０００００１０６０１８；ＥＮＳＧ０００００１０６１７８；ＥＮＳＧ００００
０１０７９２９；ＥＮＳＧ０００００１０８３１２；ＥＮＳＧ０００００１０８５５１；
ＥＮＳＧ０００００１０９２０５；ＥＮＳＧ０００００１１００９２；ＥＮＳＧ００００
０１１０９００；ＥＮＳＧ０００００１１０９７５；ＥＮＳＧ０００００１１１２１８；
ＥＮＳＧ０００００１１１３２１；ＥＮＳＧ０００００１１１３２８；ＥＮＳＧ００００
０１１２１６４；ＥＮＳＧ０００００１１２２９９；ＥＮＳＧ０００００１１２８５２；
ＥＮＳＧ０００００１１４２４８；ＥＮＳＧ０００００１１４９２３；ＥＮＳＧ００００
０１１５４１５；ＥＮＳＧ０００００１１５６０７；ＥＮＳＧ０００００１１６２８５；
ＥＮＳＧ０００００１１６７６１；ＥＮＳＧ０００００１１９７１１；ＥＮＳＧ００００
０１１９７２５；ＥＮＳＧ０００００１２０２１７；ＥＮＳＧ０００００１２０７３８；
ＥＮＳＧ０００００１２０９０３；ＥＮＳＧ０００００１２１３８０；ＥＮＳＧ００００
０１２１４１７；ＥＮＳＧ０００００１２２４９７；ＥＮＳＧ０００００１２４２０５；
ＥＮＳＧ０００００１２４７０２；ＥＮＳＧ０００００１２４９３５；ＥＮＳＧ００００
０１２５２５５；ＥＮＳＧ０００００１２８０１６；ＥＮＳＧ０００００１２８２６６；
ＥＮＳＧ０００００１２８７９１；ＥＮＳＧ０００００１２８８９１；ＥＮＳＧ００００
０１３０１６４；ＥＮＳＧ０００００１３０４８７；ＥＮＳＧ０００００１３０５９８；
ＥＮＳＧ０００００１３１０９５；ＥＮＳＧ０００００１３１１４２；ＥＮＳＧ００００
０１３２１９９；ＥＮＳＧ０００００１３２２０４；ＥＮＳＧ０００００１３２９１５；
ＥＮＳＧ０００００１３２９３８；ＥＮＳＧ０００００１３３６３６；ＥＮＳＧ００００
０１３３７９４；ＥＮＳＧ０００００１３４０２８；ＥＮＳＧ０００００１３４２４５；
ＥＮＳＧ０００００１３５１４８；ＥＮＳＧ０００００１３５４４７；ＥＮＳＧ００００
０１３５６２５；ＥＮＳＧ０００００１３６８８１；ＥＮＳＧ０００００１３６８８３；
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ＥＮＳＧ０００００１３６９２８；ＥＮＳＧ０００００１３６９３３；ＥＮＳＧ００００
０１３７２８５；ＥＮＳＧ０００００１３７４６３；ＥＮＳＧ０００００１３７５７３；
ＥＮＳＧ０００００１３７７０９；ＥＮＳＧ０００００１３７９６８；ＥＮＳＧ００００
０１３８１６６；ＥＮＳＧ０００００１３８３０８；ＥＮＳＧ０００００１４０２７４；
ＥＮＳＧ０００００１４０２７９；ＥＮＳＧ０００００１４０３２３；ＥＮＳＧ００００
０１４０４５０；ＥＮＳＧ０００００１４０４６５；ＥＮＳＧ０００００１４０５０５；
ＥＮＳＧ０００００１４０７１８；ＥＮＳＧ０００００１４１２７９；ＥＮＳＧ００００
０１４２１７８；ＥＮＳＧ０００００１４２６６１；ＥＮＳＧ０００００１４３１８５；
ＥＮＳＧ０００００１４３１９５；ＥＮＳＧ０００００１４３３２０；ＥＮＳＧ００００
０１４３３２２；ＥＮＳＧ０００００１４３３６７；ＥＮＳＧ０００００１４３３７９；
ＥＮＳＧ０００００１４３６０３；ＥＮＳＧ０００００１４４６５５；ＥＮＳＧ００００
０１４５２４８；ＥＮＳＧ０００００１４５２８４；ＥＮＳＧ０００００１４５３５８；
ＥＮＳＧ０００００１４５７３６；ＥＮＳＧ０００００１４８５４１；ＥＮＳＧ００００
０１４８７００；ＥＮＳＧ０００００１４８７０２；ＥＮＳＧ０００００１４９０４３；
ＥＮＳＧ０００００１４９２８９；ＥＮＳＧ０００００１５１０１２；ＥＮＳＧ００００
０１５１５７２；ＥＮＳＧ０００００１５２６７２；ＥＮＳＧ０００００１５３４０４；
ＥＮＳＧ０００００１５４２２７；ＥＮＳＧ０００００１５４４５１；ＥＮＳＧ００００
０１５６４１４；ＥＮＳＧ０００００１５７１０３；ＥＮＳＧ０００００１５７６８０；
ＥＮＳＧ０００００１５８４５７；ＥＮＳＧ０００００１５９２３１；ＥＮＳＧ００００
０１５９６７４；ＥＮＳＧ０００００１６１６０９；ＥＮＳＧ０００００１６２５９４；
ＥＮＳＧ０００００１６３０２９；ＥＮＳＧ０００００１６３１１０；ＥＮＳＧ００００
０１６３２８５；ＥＮＳＧ０００００１６３４１２；ＥＮＳＧ０００００１６３６３５；
ＥＮＳＧ０００００１６３６４４；ＥＮＳＧ０００００１６３７３５；ＥＮＳＧ００００
０１６３８１７；ＥＮＳＧ０００００１６３８８４；ＥＮＳＧ０００００１６４６０４；
ＥＮＳＧ０００００１６４８２１；ＥＮＳＧ０００００１６５９４８；ＥＮＳＧ００００
０１６５９７３；ＥＮＳＧ０００００１６５９８３；ＥＮＳＧ０００００１６６９２３；
ＥＮＳＧ０００００１６７７４８；ＥＮＳＧ０００００１６８００４；ＥＮＳＧ００００
０１６８０３６；ＥＮＳＧ０００００１６８０６２；ＥＮＳＧ０００００１６８３９４；
ＥＮＳＧ０００００１６８６６１；ＥＮＳＧ０００００１６８９３８；ＥＮＳＧ００００
０１６９２４８；ＥＮＳＧ０００００１７０１１３；ＥＮＳＧ０００００１７０４４２；
ＥＮＳＧ０００００１７０５０９；ＥＮＳＧ０００００１７０８３７；ＥＮＳＧ００００
０１７１０１６；ＥＮＳＧ０００００１７１４０８；ＥＮＳＧ０００００１７１６４９；
ＥＮＳＧ０００００１７１７１４；ＥＮＳＧ０００００１７２１３７；ＥＮＳＧ００００
０１７２１８３；ＥＮＳＧ０００００１７２２１５；ＥＮＳＧ０００００１７２６６７；
ＥＮＳＧ０００００１７３８０９；ＥＮＳＧ０００００１７３８１２；ＥＮＳＧ００００
０１７３９２６；ＥＮＳＧ０００００１７５７６４；ＥＮＳＧ０００００１７５８０６；
ＥＮＳＧ０００００１７６０４６；ＥＮＳＧ０００００１７７１８２；ＥＮＳＧ００００
０１７７２９４；ＥＮＳＧ０００００１７８１８７；及びＥＮＳＧ０００００１７８２２
９のうちの２；３；４；５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１５；１
６；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８；２９
；３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；４２；
４３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５５；５
６；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８；６９
；７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８２；
８３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５；９
６；９７；９８；９９；１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０６；１
０７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１６；１
１７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２６；１
２７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３６；１
３７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４６；１
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４７；１４８；１４９；１５０；１５１；１５２；１５３；１５４；１５５；１５６；１
５７；１５８；１５９；１６０；１６１；１６２；１６３；１６４；１６５；１６６；１
６７；１６８；１６９；１７０；１７１；１７２；１７３；１７４；１７５；１７６；１
７７；１７８；１７９；１８０；１８１；１８２；１８３；１８４；１８５；１８６；１
８７；１８８；１８９；又は１９０を含む又はそれからなる分類器を使用してＵＩＰを非
ＵＩＰと鑑別するための方法及び／又はシステムを提供する。詳細な態様では、かかる分
類器は、追加の遺伝子、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加
の遺伝子を含む。他の態様では、分類器は上述の遺伝子のうちの幾つか、例えば、これら
の遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上を省き、一方で場合に
よっては他の遺伝子を含む。
【０１１４】
　[0123]　一部の実施形態において、本開示は、以下の遺伝子；単独又は組み合わせで：
ＭＰＯ；ＧＧＮＢＰ２；ＳＥＬＥ；ＦＭＯ３；ＳＬＣ６Ａ１３；ＥＸＴＬ３；ＮＬＲＰ２
；ＢＴＮ３Ａ１；ＡＢＣＦ２；ＴＬＬ１；ＨＤＡＣ９；ＣＢＬＮ４；ＣＨＲＤＬ２；ＳＮ
ＲＮＰ４０；ＭＹＯ３Ｂ；ＳＲＥＢＦ１；ＧＳＤＭＢ；ＭＣＣＣ１；ＣＥＡＣＡＭ１；Ｃ
ＸＣＬ２；ＩＬ１２ＲＢ２；ＩＴＧＢ５；ＺＮＦ６７１；ＩＴＰＫＣ；ＲＣＯＲ１；ＴＧ
Ｍ１；ＨＳＤ１７Ｂ７Ｐ２；ＤＤＴＬ；ＦＡＭ１１８Ａ；Ｃ１４ｏｒｆ１０５；ＡＤＮＰ
２；ＯＬＦＭ４；ＨＡＳ３；ＳＬＣ７Ａ５；ＧＹＳ１；ＦＳＤ１；ＰＬＥＫＨＡ４；ＴＭ
ＥＭ５９Ｌ；ＲＵＮＤＣ３Ｂ；ＬＭＢＲ１；ＶＩＰＲ２；ＣＣＬ２４；ＬＡＲＰ４Ｂ；Ｕ
ＢＴＦ；ＲＡＳＤ１；ＯＤＡＭ；ＣＣＮＤ１；ＴＳＰＡＮ１１；ＳＹＴ１０；ＰＲＭＴ８
；ＬＴＢＲ；ＣＤＫ２ＡＰ１；ＧＬＰ１Ｒ；ＶＮＮ１；ＰＣＤＨＢ２；ＬＲＲＣ３１；Ｓ
ＬＣ４Ａ３；ＳＴＡＴ１；ＩＬ１８ＲＡＰ；ＥＲＲＦＩ１；ＣＴＨ；ＡＬＤＨ６Ａ１；Ｚ
ＮＦ４１０；ＣＤ２７４；ＥＧＲ１；ＣＨＲＮＡ２；ＢＣＬ２Ｌ１４；ＺＮＦ２１１；Ｎ
ＢＰＦ１４；ＥＤＮ３；ＫＬＨＤＣ３；ＳＣＧＢ１Ｄ２；ＳＬＣ１０Ａ２；ＺＦＰ３６；
ＧＮＡＺ；ＴＷＳＧ１；Ｃ１５ｏｒｆ５７；ＬＤＬＲ；ＫＬＨＤＣ７Ｂ；ＴＮＮＩ２；Ｇ
ＦＡＰ；ＣＣＬ２５；ＥＮＯＳＦ１；ＬＩＮＣ００４７０；ＰＤＥ６Ａ；ＭＴＵＳ２；Ｎ
ＴＳ；ＡＲＮＴＬ；ＡＤＡＭＤＥＣ１；ＷＮＴ２Ｂ；ＴＲＡＦＤ１；ＰＰＰ１Ｒ１Ａ；Ｅ
ＧＲ４；ＢＡＡＴ；ＫＩＦ１２；ＧＡＢＢＲ２；ＲＡＢＥＰＫ；ＴＵＢＢ２Ｂ；ＭＧＡＲ
Ｐ；ＳＵＬＦ１；ＰＯＵ２Ｆ３；ＳＬＣ４４Ａ５；ＤＵＳＰ５；ＰＬＡ２Ｇ１２Ｂ；ＤＵ
ＯＸＡ２；ＤＵＯＸ２；ＤＩＳＰ２；ＡＲＲＤＣ４；ＣＹＰ１Ａ１；ＣＹＰ１Ａ２；ＦＴ
Ｏ；ＮＰＥＰＰＳ；ＳＩＫ１；ＭＹＯＭ３；ＸＣＬ２；ＩＬＤＲ２；ＣＲＡＢＰ２；ＡＢ
Ｌ２；ＴＵＦＴ１；ＳＥＴＤＢ１；ＫＣＮＮ３；ＣＳＲＮＰ１；ＳＬＣ１０Ａ４；ＳＣＤ
５；ＤＤＩＴ４Ｌ；ＧＴＦ２Ｈ２；ＦＡＭ１３Ｃ；ＡＤＤ３；ＨＡＢＰ２；ＳＹＴ８；Ｚ
Ｃ３Ｈ１２Ｃ；ＳＬＣ７Ａ１１；ＡＮＯ４；ＣＬＥＣ４Ｆ；ＰＬＥＫＨＧ４Ｂ；ＣＥＲＳ
３；ＧＢＰ５；ＴＤＲＤ９；ＳＬＣ６Ａ１；ＤＧＫＩ；ＴＳＰＡＮ３３；ＣＢＲ３；ＳＰ
ＯＮ２；ＣＣＤＣ１５５；ＩＬ２３Ｒ；ＳＭＣ６；ＰＤＬＩＭ５；ＧＡＢＲＧ１；ＥＩＦ
４Ｅ３；ＡＴＸＮ７；ＰＰＭ１Ｋ；ＣＸＣＬ５；ＳＬＣ６Ａ２０；ＫＬＦ１５；ＧＰＲ８
５；ＤＥＦＡ４；ＩＦＩ２７Ｌ１；ＮＥＬＬ１；ＰＴＥＲ；ＧＲＥＭ１；ＫＬＫ１；ＨＲ
ＡＳＬＳ５；ＣＴＮＮＢ１；ＢＡＴＦ２；ＴＡＰ１；ＺＮＦ３０；ＰＰＩＣ；ＣＸＣＬ１
１；ＮＩＰＡ１；ＫＲＴ８６；ＨＳＤ１７Ｂ１３；ＧＰＲ２７；ＰＹＧＯ１；ＰＤＥ７Ｂ
；ＺＩＫ１；ＡＮＯ５；ＣＡＬＢ２；ＩＳＧ２０；ＣＸＣＲ６；ＺＭＡＴ３；ＴＤＲＤ１
２；ＥＩＦ１；ＭＡＲＣＨ３；ＴＴＬＬ１１；ＭＳＲＡ；ＮＵＰＲ１；ＣＬＶＳ１；ＦＢ
ＸＯ３９；ＺＮＦ４５４；及びＺＮＦ５４３のうちの２；３；４；５；６；７；８；９；
１０；１１；１２；１３；１４；１５；１６；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２
３；２４；２５；２６；２７；２８；２９；３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６
；３７；３８；３９；４０；４１；４２；４３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；
５０；５１；５２；５３；５４；５５；５６；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６
３；６４；６５；６６；６７；６８；６９；７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６
；７７；７８；７９；８０；８１；８２；８３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；
９０；９１；９２；９３；９４；９５；９６；９７；９８；９９；１００；１０１；１０
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２；１０３；１０４；１０５；１０６；１０７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１
２；１１３；１１４；１１５；１１６；１１７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２
２；１２３；１２４；１２５；１２６；１２７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３
２；１３３；１３４；１３５；１３６；１３７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４
２；１４３；１４４；１４５；１４６；１４７；１４８；１４９；１５０；１５１；１５
２；１５３；１５４；１５５；１５６；１５７；１５８；１５９；１６０；１６１；１６
２；１６３；１６４；１６５；１６６；１６７；１６８；１６９；１７０；１７１；１７
２；１７３；１７４；１７５；１７６；１７７；１７８；１７９；１８０；１８１；１８
２；１８３；１８４；１８５；１８６；１８７；１８８；１８９；又は１９０を含む又は
それからなる分類器を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するための方法及び／又はシステ
ムを提供する。詳細な態様では、かかる分類器は、追加の遺伝子、例えば、１、２、３、
４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含む。他の態様では、分類器は上述
の遺伝子のうちの幾つか、例えば、これらの遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、７
、８、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。
【０１１５】
　[0124]　一部の実施形態において、本開示は、本明細書に記載される分類器を使用して
ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するための方法及び／又はシステムを提供し、ここで方法は、対
象を喫煙者又は非喫煙者に分類する分類器を実行することを更に含む。かかる喫煙者状態
分類は、場合によってはＵＩＰ対非ＵＩＰ分類器の実行前に実行することができ、又は喫
煙者状態分類ステップは、本開示のＵＩＰ対非ＵＩＰ分類器の訓練時（例えば、分類器訓
練モジュールを使用する）に使用される共変量として組み込まれてもよい。
【０１１６】
　[0125]　詳細な実施形態において、本開示は、Envisia分類器を使用してＵＩＰを非Ｕ
ＩＰと鑑別するための方法及び／又はシステムを提供し、ここでこの方法は、対象を喫煙
者又は非喫煙者に分類する分類器を実行することを更に含む。かかる喫煙者状態分類は、
場合によってはEnvisia分類器の実行前に実行することができ、又は喫煙者状態分類ステ
ップは、本開示に係る表５に挙げられる遺伝子を含むＵＩＰ対非ＵＩＰ分類器の訓練時（
例えば、分類器訓練モジュールを使用する）に使用される共変量としてEnvisia分類器に
組み込まれてもよい。
【０１１７】
　[0126]　一部の実施形態では、それに代えて又は加えて、本明細書に記載される分類器
（例えば、Envisia分類器）を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法及び／又はその
ためのシステムは、ＵＩＰ対非ＵＩＰ分類器の訓練時（例えば、分類器訓練モジュールを
使用する）又は実行時に喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい特定の遺伝子又はその変
異体を除外する又はそれに差を付けた重みを割り当てるステップを更に含む。本明細書で
使用されるとき、「喫煙者状態バイアス」とは、非喫煙者患者ではＵＩＰ患者と非ＵＩＰ
患者とで発現差異があるが、喫煙者である（又は喫煙であった）ＵＩＰ患者と非ＵＩＰ患
者とでは検出可能なほどの発現差異はない遺伝子又はその変異体を指す。
【０１１８】
　[0127]　一部の実施形態において、本開示の方法及び／又はそのためのシステムは、少
なくとも第１及び第２の分類器を含む階層化された分類器を含み、ここで第１の分類器は
、喫煙者を非喫煙者と区別する遺伝子シグネチャを認識するように（例えば、分類器訓練
モジュールを使用して）訓練され、第２の分類器は、それぞれ喫煙者又は非喫煙者におけ
るＵＩＰ対非ＵＩＰを区別するように（例えば、分類器訓練モジュールを使用して）訓練
される。一部のかかる実施形態において、第２の分類器はEnvisia分類器である。
【０１１９】
　[0128]　一部の実施形態では、それに代えて又は加えて、本明細書に記載される分類器
を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法及び／又はそのためのシステムは、対象から
入手した複数のサンプルをプールするステップ、及び次にプールサンプルに存在する転写
物群の発現レベルをアッセイすることを含む。一部の実施形態において、複数のサンプル
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は２、３、４、又は５つのサンプルに等しい。一部の実施形態において、複数のサンプル
は５つより多いサンプルに等しい。一部の実施形態において、分類器は、配列番号１～１
５１のうちの１；２；３；４；５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１
５；１６；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８
；２９；３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；
４２；４３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５
５；５６；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８
；６９；７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；
８２；８３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９
５；９６；９７；９８；９９；１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０
６；１０７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１
６；１１７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２
６；１２７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３
６；１３７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４
６；１４７；１４８；１４９；１５０；又は１５１、又はこれらの任意の組み合わせを含
む又はそれからなる。詳細な態様では、かかる分類器は、追加の遺伝子、例えば、１、２
、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含む。他の態様において、分
類器は上述の遺伝子のうちの幾つか、例えば、これらの遺伝子のうちの１、２、３、４、
５、６、７、８、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。一部の
実施形態において、分類器は、表５に挙げられる遺伝子のうちの２；３；４；５；６；７
；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１５；１６；１７；１８；１９；２０；２１
；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８；２９；３０；３１；３２；３３；３４；
３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；４２；４３；４４；４５；４６；４７；４
８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５５；５６；５７；５８；５９；６０；６１
；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８；６９；７０；７１；７２；７３；７４；
７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８２；８３；８４；８５；８６；８７；８
８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５；９６；９７；９８；９９；１００；１
０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０６；１０７；１０８；１０９；１１０；１
１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１６；１１７；１１８；１１９；１２０；１
２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２６；１２７；１２８；１２９；１３０；１
３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３６；１３７；１３８；１３９；１４０；１
４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４６；１４７；１４８；１４９；１５０；１
５１；１５２；１５３；１５４；１５５；１５６；１５７；１５８；１５９；１６０；１
６１；１６２；１６３；１６４；１６５；１６６；１６７；１６８；１６９；１７０；１
７１；１７２；１７３；１７４；１７５；１７６；１７７；１７８；１７９；１８０；１
８１；１８２；１８３；１８４；１８５；１８６；１８７；１８８；１８９；又は１９０
を含む又はそれからなる。詳細な態様では、かかる分類器は、追加の遺伝子、例えば、１
、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含む。他の態様において
、分類器は上述の遺伝子のうちの幾つか、例えば、これらの遺伝子のうちの１、２、３、
４、５、６、７、８、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。
【０１２０】
　[0129]　一部の実施形態では、それに代えて又は加えて、本明細書に記載される分類器
を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法及び／又はそのためのシステムは、複数のサ
ンプルの各々に存在する転写物群の発現レベルをアッセイした後に対象から入手した複数
のサンプルをインシリコでプールするステップを含む。かかるインシリコプールの一例を
実施例６に記載する。一部の実施形態において、インシリコプールの非限定的な例は、（
ｉ）個別対象から入手した複数のサンプルのうちの第１のサンプルに存在する転写物群の
発現レベルをアッセイするステップ；（ｉｉ）個別対象から入手した複数のサンプルのう
ちの第２のサンプルに存在する同じ又は重複する転写物群の発現レベルをアッセイするス
テップ；（ｉｉｉ）場合によっては、個別対象から入手した複数のサンプル中の１つ以上
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の追加のサンプルにおける（第１及び第２のサンプルと比較したとき）同じ又は重複する
転写物群の発現レベルをアッセイするステップ；（ｉｖ）発現レベルをスケーリングする
ステップ；（ｖ）スケーリングした発現レベルを平均して「インシリコプールした」発現
レベルを求めるステップ；（ｖｉ）平均したスケーリング後の発現レベルの分散安定化変
換（ＶＳＴ）を行うステップ、（ｖｉｉ）インシリコプールした発現のＶＳＴを使用して
スコア化するステップ；及び（ｖｉｉｉ）スコアを決定境界と比較してＵＩＰ／非ＵＩＰ
予測ラベルを割り当てるステップを含む。
【０１２１】
　[0130]　一部の実施形態において、インシリコプールによってプールされる複数のサン
プル中に含まれる対象からのサンプルの数は、２、３、４、又は５つのサンプルに等しい
。一部の実施形態において、複数のサンプル中のサンプルの数は５つより多いサンプルに
等しい。一部の実施形態において、分類器は、配列番号１～１５１のうちの２；３；４；
５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１５；１６；１７；１８；１９；
２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８；２９；３０；３１；３２；３
３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；４２；４３；４４；４５；４６
；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５５；５６；５７；５８；５９；
６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８；６９；７０；７１；７２；７
３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８２；８３；８４；８５；８６
；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５；９６；９７；９８；９９；
１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０６；１０７；１０８；１０９；
１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１６；１１７；１１８；１１９；
１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２６；１２７；１２８；１２９；
１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３６；１３７；１３８；１３９；
１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４６；１４７；１４８；１４９；
１５０；又は１５１、又はこれらの任意の組み合わせを含む又はそれからなる。詳細な態
様では、かかる分類器は、追加の遺伝子、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、又
はそれ以上の追加の遺伝子を含む。他の態様において、分類器は上述の遺伝子のうちの幾
つか、例えば、これらの遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上
を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。
【０１２２】
　[0131]　一部の実施形態において、インシリコプールによってプールされる複数のサン
プル中に含まれる対象からのサンプルの数は、２、３、４、又は５つのサンプルに等しい
。一部の実施形態において、複数のサンプル中のサンプルの数は５つより多いサンプルに
等しい。一部の実施形態において、分類器は、表５に挙げられる遺伝子のうちの２；３；
４；５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１５；１６；１７；１８；１
９；２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８；２９；３０；３１；３２
；３３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；４２；４３；４４；４５；
４６；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５５；５６；５７；５８；５
９；６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８；６９；７０；７１；７２
；７３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８２；８３；８４；８５；
８６；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５；９６；９７；９８；９
９；１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０６；１０７；１０８；１０
９；１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１６；１１７；１１８；１１
９；１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２６；１２７；１２８；１２
９；１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３６；１３７；１３８；１３
９；１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４６；１４７；１４８；１４
９；１５０；１５１；１５２；１５３；１５４；１５５；１５６；１５７；１５８；１５
９；１６０；１６１；１６２；１６３；１６４；１６５；１６６；１６７；１６８；１６
９；１７０；１７１；１７２；１７３；１７４；１７５；１７６；１７７；１７８；１７
９；１８０；１８１；１８２；１８３；１８４；１８５；１８６；１８７；１８８；１８
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９；又は１９０を含む又はそれからなる。詳細な態様では、かかる分類器は、追加の遺伝
子、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を含む。他
の態様において、分類器は上述の遺伝子のうちの幾つか、例えば、これらの遺伝子のうち
の１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺
伝子を含む。
【０１２３】
　[0132]　一部の詳細な実施形態において、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するためのコンピュ
ータ生成分類器が、複数の対象から入手された複数の個別訓練サンプルに発現する１つ以
上の転写物の発現レベルを使用して訓練され、各訓練サンプルはＵＩＰ又は非ＵＩＰの確
認された診断（即ち、本明細書に開示されるとおりの「分類ラベル」又は「真のラベル」
（例えば、図１を参照のこと））を有し、ここで訓練サンプルのうちの少なくとも２つは
単一の対象から入手されたものである。一部の実施形態において、本開示は、かかる分類
器（例えば、Envisia分類器）を使用してプール肺組織検査サンプルがＵＩＰ陽性か、そ
れとも非ＵＩＰ陽性かを検出する方法を提供し、この方法は、（Ａ）検査サンプルに発現
する１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること；及び（Ｂ）コンピュータ生成の
訓練済み分類器を使用して検査サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類することを含み、こ
こで検査サンプルは、物理的プールによるか、又はインシリコプールによってプールされ
る。
【０１２４】
　[0133]　一部の実施形態において、全てのサンプルで別個に訓練することにより、最大
限の代表性及びサンプリングの多様性が実現し、利用可能なサンプルの先験的サブサンプ
リングバイアスが軽減される。更に、一部の実施形態において、分類ステップにプールサ
ンプルを使用することにより、サンプリング効果が緩和される。従って、一部の実施形態
において、プールされた検査サンプル（物理的なもの又はインシリコプールによるものの
いずれでも）と共に個別の（プールされていない）サンプルで訓練した分類器を使用する
と、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する際の精度の向上がもたらされる。
【０１２５】
　[0134]　従って、一実施形態において、本開示は、Envisia分類器を使用して対象から
のプール肺組織検査サンプルがＵＩＰ陽性か、それとも非ＵＩＰ陽性かを検出する方法を
提供し、この方法は、（Ａ）対象からの検査サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現
レベルをアッセイすること；及び（Ｂ）コンピュータ生成Envisia分類器を使用して検査
サンプルをＵＩＰ又は非ＵＩＰに分類することを含み、ここで検査サンプルは、物理的プ
ールによるか、又はインシリコプールによってプールされた対象からの複数のサンプルを
含む。一部の実施形態において、複数のサンプルは２、３、４、又は５つのサンプルを含
む。一部の実施形態において、複数のサンプルは５つより多いサンプルを含む。
【０１２６】
　[0135]　一部の実施形態において、本明細書に記載される分類器（例えば、Envisia分
類器）を使用してＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する方法及び／又はそのためのシステムは、ば
らつきのある細胞組成を有するサンプル（例えば、単一のサンプル又はサンプルのプール
）においてＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別することを含む。一部の実施形態において、ばらつき
のある細胞組成を有するサンプル（例えば、単一のサンプル又はサンプルのプール）は、
１型肺胞細胞；２型肺胞細胞、細気管支細胞、肺前駆細胞、又はこれらの組み合わせを含
む。一部の実施形態において、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する分類器の精度は、分類される
サンプル又はプールサンプルの肺胞含有量に依らない。本明細書で使用されるとき、用語
「細胞組成に非依存的」は、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別する分類器の精度が、分類にかけら
れるサンプル（例えば、単一のサンプル又はサンプルのプール）の肺胞含有量に依らない
ような分類器に関連して使用される。
【０１２７】
　[0136]　一部の実施形態において、本開示は、細胞組成に非依存的な分類器を提供し、
この分類器は、分類器精度とサンプル又はプールサンプルの肺胞含有量との間に約０．１
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；０．０９；０．０８；０．０７；０．０６；０．０５；０．０４；０．０３；０．０２
未満；又は約０．０１未満のピアソン相関を呈する。一部の実施形態において、本開示は
、細胞組成に非依存的な分類器を提供し、この分類器は、分類器精度とサンプル又はプー
ルサンプルの肺胞含有量との間に約－０．１；－０．０９；－０．０８；－０．０７；－
０．０６；－０．０５；－０．０４；－０．０３；－０．０２より大きい；又は約－０．
０１より大きいピアソン相関を呈する。一部の実施形態において、細胞組成に非依存的な
分類器はEnvisia分類器である。
【０１２８】
　[0137]　サンプルのばらつきのある細胞組成は、任意の好適な方法によって検出されて
もよい。一部の実施形態において、ばらつきのある細胞組成は、細胞含有量の半定量的ゲ
ノム尺度を用いて決定される。一部の実施形態において、細胞含有量の半定量的ゲノム尺
度はサンプル中の肺胞細胞の相対存在量を決定する。
【０１２９】
　[0138]　一部の実施形態において、肺胞含有量のかかる半定量的ゲノム尺度は、サンプ
ル中の肺胞１型細胞の相対存在量を決定可能なメトリクス（「肺胞１型細胞メトリクス」
）を含む。一部の実施形態において、肺胞１型細胞メトリクスは１つ以上の肺胞特異的遺
伝子を含む。一部の実施形態において、１つ以上の肺胞特異的遺伝子は、主に肺胞１型細
胞に発現する遺伝子である。特定の実施形態において、主に肺胞１型細胞に発現する１つ
以上の肺胞特異的遺伝子は、ＡＱＰ５、ＰＤＰＮ、又はこれらの組み合わせから選択され
る。詳細な実施形態において、ＡＱＰ５、ＰＤＰＮ、又はこれらの組み合わせの発現は、
サンプル中の肺胞１型細胞の存在量と相関する。詳細な実施形態において、本方法は、Ａ
ＱＰ５及びＰＤＰＮの発現レベルを検出すること、場合によってはその発現レベルを正規
化すること、及びこれらの遺伝子の発現レベルを加算することを含み、ここで高い発現レ
ベルはサンプル中の肺胞１型細胞含有量が高いことを示し；低い発現レベルはサンプル中
の肺胞１型細胞含有量が低いことを示し；及び中程度の発現レベルはサンプル中の肺胞１
型細胞含有量が中程度であることを示す。
【０１３０】
　[0139]　詳細な実施形態において、本開示は、２つ以上のサンプルに存在する１型肺胞
細胞の相対存在量を決定する方法を提供し、この方法は、（ｉ）個別対象から入手した第
１のサンプルにおける主に肺胞１型細胞に発現する肺胞特異的遺伝子の１つ以上の転写物
の発現レベルをアッセイすること；（ｉｉ）個別対象から入手した第２のサンプルにおけ
る主に肺胞１型細胞に発現する肺胞特異的遺伝子の同じ１つ以上の転写物の発現レベルを
アッセイすること；（ｉｉｉ）及び２つのサンプル間で１つ以上の転写物の発現レベルを
比較することにより、サンプルに存在する１型肺胞細胞の相対存在量を決定することを含
む。一部の実施形態において、主に肺胞１型細胞に発現する１つ以上の肺胞特異的遺伝子
は、ＡＱＰ５、ＰＤＰＮ、又はこれらの組み合わせから選択される。一部の実施形態にお
いて、主に肺胞１型細胞に発現する１つ以上の肺胞特異的遺伝子は、ＡＱＰ５、ＰＤＰＮ
、又はこれらの組み合わせを含む。一部の実施形態において、主に肺胞１型細胞に発現す
る１つ以上の肺胞特異的遺伝子はＡＱＰ５及びＰＤＰＮの両方を含む。一部の実施形態に
おいて、第１のサンプルと第２のサンプルとは異なる対象から入手される。一部の実施形
態において、第１のサンプルと第２のサンプルとは同じ対象から入手される。一部の実施
形態において、本方法は、個別対象から入手した少なくとも１つの追加のサンプルにおけ
る主に肺胞１型細胞に発現する肺胞特異的遺伝子の同じ１つ以上の転写物の発現レベルを
アッセイすること、及び次に少なくとも１つの追加のサンプルにおける発現レベルを第１
及び／又は第２のサンプルにおける発現レベルと比較することにより、サンプルに存在す
る１型肺胞細胞の相対存在量を決定することを更に含む。一部の実施形態において、サン
プルのうちの少なくとも２つは同じ対象から入手される。一部の実施形態において、サン
プルのうちの少なくとも３、４、５つ、又はそれ以上は同じ対象から入手される。一部の
実施形態において、サンプルの全てが異なる対象から入手される。
【０１３１】
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　[0140]　一部の実施形態において、本開示は、サンプル中の肺胞２型細胞の相対存在量
を決定可能なメトリクス（「肺胞２型細胞メトリクス」）を含む肺胞含有量の半定量的ゲ
ノム尺度を提供する。一部の実施形態において、メトリクスは１つ以上の肺胞特異的遺伝
子を含む。一部の実施形態において、１つ以上の肺胞特異的遺伝子は、主に肺胞２型細胞
に発現する遺伝子である。特定の実施形態において、主に肺胞２型細胞に発現する１つ以
上の肺胞特異的遺伝子は、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＤ、又はこれらの組み合わ
せから選択される。特定の実施形態において、主に肺胞２型細胞に発現する１つ以上の肺
胞特異的遺伝子は、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＤ、又はこれらの組み合わせを含
む。特定の実施形態において、主に肺胞２型細胞に発現する１つ以上の肺胞特異的遺伝子
は、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、及びＳＦＴＰＤを含む。一部の実施形態において、肺胞２
型細胞メトリクスは、肺胞１型細胞及び肺胞２型細胞の両方に発現する１つ以上の肺胞特
異的遺伝子を更に含む。特定の実施形態において、肺胞１型細胞及び肺胞２型細胞の両方
に発現する遺伝子はＳＦＴＰＡ１である。詳細な実施形態において、メトリクスは、主に
肺胞２型細胞に発現する１つ以上の肺胞特異的遺伝子と、肺胞１型細胞及び肺胞２型細胞
の両方に発現する１つ以上の遺伝子とを含む。詳細な実施形態において、このメトリクス
は、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＤ、ＳＦＴＰＡ１、又はこれらの組み合わせを含
む。
【０１３２】
　[0141]　詳細な実施形態において、本開示は、サンプル中の肺胞２型細胞の相対存在量
を決定する方法を提供し、この方法は、ＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＤ、ＳＦＴＰＡ
１、又はこれらの組み合わせの発現レベルを検出すること、場合によってはその発現レベ
ルを正規化すること、及びこれらの遺伝子の発現レベルを加算することを含み、ここで高
い発現レベルはサンプル中の肺胞２型細胞含有量が高いことを示し；低い発現レベルはサ
ンプル中の肺胞２型細胞含有量が低いことを示し；及び中程度の発現レベルはサンプル中
の肺胞２型細胞含有量が中程度であることを示す。
【０１３３】
　[0142]　詳細な実施形態において、本開示は、２つ以上のサンプルに存在する２型肺胞
細胞の相対存在量を決定する方法を提供し；この方法は、（ｉ）個別対象から入手した第
１のサンプルにおける主に肺胞２型細胞に発現する肺胞特異的遺伝子の１つ以上の転写物
の発現レベルをアッセイすること；（ｉｉ）個別対象から入手した第２のサンプルにおけ
る主に肺胞２型細胞に発現する肺胞特異的遺伝子の同じ１つ以上の転写物の発現レベルを
アッセイすること；（ｉｉｉ）及び２つのサンプル間で１つ以上の転写物の発現レベルを
比較することにより、サンプルに存在する２型肺胞細胞の相対存在量を決定することを含
む。一部のかかる実施形態において、１つ以上の肺胞特異的遺伝子は主に肺胞２型細胞に
発現し、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、及びＳＦＴＰＤ、及びこれらの組み合わせから選択さ
れる。詳細な実施形態において、本方法は、第１及び第２のサンプルにおけるＳＦＴＰＢ
、ＳＦＴＰＣ、及びＳＦＴＰＤの各々の発現をアッセイすることを含む。それに代えて、
又は加えて、様々な実施形態において、本方法は、第１のサンプル及び第２のサンプルに
おける１つ以上の追加の遺伝子の発現レベルをアッセイすることを更に含む。一部のかか
る実施形態において、１つ以上の追加の遺伝子は、主に肺胞細胞に発現する遺伝子を含む
。一部の実施形態において、追加の遺伝子は肺胞１型細胞及び肺胞２型細胞の両方に発現
する。詳細な実施形態において、追加の遺伝子はＳＦＴＰＡ１である。一部の実施形態に
おいて、第１のサンプルと第２のサンプルとは異なる対象から入手される。一部の実施形
態において、第１のサンプルと第２のサンプルとは同じ対象から入手される。一部の実施
形態において、本方法は、個別対象から入手した少なくとも１つの追加のサンプルにおけ
る主に肺胞１型細胞に及び／又は肺胞１型細胞及び肺胞２型細胞の両方に発現する肺胞特
異的遺伝子の同じ１つ以上の転写物の発現レベルをアッセイすること、及び次に少なくと
も１つの追加のサンプルにおける発現レベルを第１及び／又は第２のサンプルにおける発
現レベルと比較することにより、サンプルに存在する２型肺胞細胞の相対存在量を決定す
ることを更に含む。一部の実施形態において、サンプルのうちの少なくとも２つは同じ対
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象から入手される。一部の実施形態において、サンプルのうちの少なくとも３、４、５つ
、又はそれ以上は同じ対象から入手される。一部の実施形態において、サンプルの全てが
異なる対象から入手される。
【０１３４】
　[0143]　本明細書に開示される方法は、情報提供遺伝子の発現レベルを１つ以上の適切
な参照と比較することを含み得る。「適切な参照」とは、既知の肺ＩＬＤ状態（即ち、Ｕ
ＩＰ対非ＵＩＰ；ＩＰＦ対非ＩＰＦ）の指標となる特定の情報提供遺伝子の発現レベル（
又は発現レベルの範囲）である。適切な参照は、本方法の実施者が実験的に決定してもよ
く、又は既存の値若しくは値の範囲であってもよい。適切な参照は、ＵＩＰ／非ＵＩＰ状
態の指標となる発現レベル（又は発現レベルの範囲）を代表する。例えば、適切な参照は
、ＵＩＰを発現することが公知の参照（対照）生体サンプルにおける情報提供遺伝子の発
現レベルを代表するものであってもよい。適切な参照がＵＩＰの指標である場合、ＵＩＰ
の特徴付け又は診断を必要としている対象から決定された発現レベルと適切な参照との間
に検出可能な差がない（例えば、統計的に有意な差がない）ことが、対象におけるＵＩＰ
の指標となり得る。適切な参照がＵＩＰの指標である場合、ＵＩＰの特徴付け又は診断を
必要としている対象から決定された発現レベルと適切な参照との間に差があることが、Ｕ
ＩＰに罹っていない（即ち、非ＵＩＰの）対象の指標となり得る。
【０１３５】
　[0144]　或いは、適切な参照は、ＵＩＰに罹っていない（即ち、非ＵＩＰの）対象の指
標となる遺伝子の発現レベル（又は発現レベルの範囲）であってもよい。例えば、適切な
参照は、ＵＩＰに罹っていないことが分かっている対象から入手された参照（対照）生体
サンプルにおける特定の情報提供遺伝子の発現レベルを代表するものであってもよい。適
切な参照が、ＵＩＰに罹っていない対象の指標である場合、ＵＩＰの診断を必要としてい
る対象から決定された発現レベルと適切な参照との間に差があることが、対象におけるＵ
ＩＰの指標となり得る。或いは、適切な参照が、ＵＩＰに罹っていない対象の指標である
場合、ＵＩＰの診断を必要としている対象から決定された発現レベルと適切な参照レベル
との間に検出可能がない（例えば、統計的に有意な差がない）ことが、ＵＩＰに罹ってい
ない対象の指標となり得る。
【０１３６】
　[0145]　一部の実施形態において、参照標準は閾値変化レベルを提供し、従ってサンプ
ルにおける遺伝子の発現レベルが閾値変化（詳細なマーカーに応じて増加又は低下）レベ
ル内にある場合、その対象はＵＩＰに罹っていないと同定されるが、レベルが閾値を上回
る場合、その対象はＵＩＰを有するリスクがあると同定される。
【０１３７】
　[0146]　一部の実施形態において、本方法は、情報提供遺伝子の発現レベルと、ＵＩＰ
を有しないと同定される対照対象におけるその情報提供遺伝子の発現レベルを代表する参
照標準とを比較することを含む。この参照標準は、例えば、ＵＩＰを有しないと同定され
る対照対象集団における情報提供遺伝子の平均発現レベルであってもよい。
【０１３８】
　[0147]　発現レベルと適切な参照との間の統計的に有意な差の大きさは様々であり得る
。例えば、ＵＩＰを示す有意差は、生体サンプルにおける情報提供遺伝子の発現レベルが
当該遺伝子の適切な参照よりも少なくとも１％、少なくとも５％、少なくとも１０％、少
なくとも２５％、少なくとも５０％、少なくとも１００％、少なくとも２５０％、少なく
とも５００％、又は少なくとも１０００％高い、又は低いときに検出され得る。同様に、
有意差は、生体サンプルにおける情報提供遺伝子の発現レベルが、当該遺伝子の適切な参
照よりも少なくとも１．１倍、１．２倍，１．５倍、２倍、少なくとも３倍、少なくとも
４倍、少なくとも５倍、少なくとも６倍、少なくとも７倍、少なくとも８倍、少なくとも
９倍、少なくとも１０倍、少なくとも２０倍、少なくとも３０倍、少なくとも４０倍、少
なくとも５０倍、少なくとも１００倍、又はそれ以上高い、又は低いときに検出され得る
。一部の実施形態において、情報提供遺伝子と適切な参照との間の発現の少なくとも２０
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％～５０％の差が有意である。有意差は適切な統計的検定を用いることにより同定され得
る。統計的有意性の検定の例は、Applied Statistics for Engineers and Scientists by
 Petruccelli, Chen and Nandram 1999 Reprint Ed（全体として参照により本明細書に援
用される）に提供される。
【０１３９】
　[0148]　対象のＵＩＰ状態を評価するため、複数の発現レベルを複数の適切な参照レベ
ルと例えば遺伝子毎に比較し得ることが理解されるべきである。比較はベクトル差として
行われてもよい。そのような場合、多変量検定、例えばホテリングのＴ２検定を用いて観
察された差の有意性を判定してもよい。かかる多変量検定の例は、Applied Multivariate
 Statistical Analysis by Richard Arnold Johnson and Dean W. Wichern Prentice Hal
l; 6th edition (April 2, 2007)（全体として参照により本明細書に援用される）に提供
される。
【０１４０】
分類方法
　[0149]　本方法はまた、対象から入手された生体サンプルにおける情報提供遺伝子の一
組の発現レベル（発現パターン又はプロファイルと称される）と、複数の一組の参照レベ
ル（参照パターンと称される）であって、各々が既知のＵＩＰ状態と関連付けられる参照
パターンとを比較すること、発現パターンと最も良く似ている参照パターンを同定するこ
と、及び参照パターンの既知のＵＩＰ状態を発現パターンと関連付けることであって、そ
れにより対象のＵＩＰ状態を分類する（特徴付ける）ことを含んでもよい。
【０１４１】
　[0150]　本方法はまた、予測モデルを構築又は作成することを含んでもよく、予測モデ
ルはまた、対象の疾患状態の分類に使用することのできる分類器又は予測器とも称され得
る。本明細書で使用されるとき、「ＵＩＰ分類器」は、対象から入手された生体サンプル
において決定される発現レベルに基づき対象のＵＩＰ状態を特徴付ける予測モデルである
。典型的には、モデルは、分類（ＵＩＰ状態）が既に確認されているサンプルを使用して
構築される。モデル（分類器）が構築されると、次にこれが、ＵＩＰ状態が未知の対象の
生体サンプルから得られる発現レベルに適用されてもよく、それにより対象のＵＩＰ状態
が予測される。詳細な実施形態において、ＵＩＰ分類器はEnvisia分類器である。従って
、本方法は、ＵＩＰ分類器（例えば、Envisia分類器）を発現レベルに適用することを含
んでもよく、従ってＵＩＰ分類器は発現レベルに基づき対象のＵＩＰ状態を特徴付けるこ
とになる。対象は、予測されたＵＩＰ状態に基づき、例えば医療提供者によって更に治療
又は評価されてもよい。一部の実施形態において、対象は、予測されたＵＩＰ状態に基づ
き（例えば、対象から入手された検査サンプルからの遺伝子発現データに分類器を適用す
ることにより決定されるＵＩＰの分類に基づき、ピルフェニドン、ニンテダニブ、又はそ
の薬学的に許容可能な塩から選択される化合物で治療されてもよい。検査サンプルは、対
象からの複数（少なくとも１、２、３、４、５つ、又はそれ以上のサンプルなど）の物理
的又はインシリコプールサンプルを含み得る。
【０１４２】
　[0151]　分類方法は、対象がＵＩＰを有する可能性の指標となるＵＩＰリスクスコアへ
と発現レベルを変換することを含み得る。一部の実施形態において、例えば、GLMNETなど
のエラスティックネット回帰モデルを使用する場合など、ＵＩＰリスクスコアは、重み付
き発現レベルの組み合わせ（例えば、和、積、又は他の組み合わせ）として求められても
よく、ここで発現レベルは、ＵＩＰを有する可能性の増加の予測に対するその相対的寄与
によって重みが付けられる。
【０１４３】
　[0152]　種々の予測モデルをＵＩＰ分類器として使用し得る。例えば、ＵＩＰ分類器は
、ロジスティック回帰、部分最小二乗法、線形判別分析、二次判別分析、ニューラルネッ
トワーク、単純ベイズ、Ｃ４．５決定木、ｋ最近傍法、ランダムフォレスト、サポートベ
クターマシン、又は他の適切な方法から選択されるアルゴリズムを含み得る。
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【０１４４】
　[0153]　ＵＩＰ分類器は、ＵＩＰを有すると同定された複数の対象から入手された生体
サンプルにおける複数の情報提供遺伝子の発現レベルを含むデータセットで訓練され得る
。例えば、ＵＩＰ分類器は、組織学的所見に基づきＵＩＰを有すると同定された複数の対
象から入手された生体サンプルにおける複数の情報提供遺伝子の発現レベルを含むデータ
セットで訓練され得る。訓練セットは、典型的には、ＵＩＰを有しないと同定された対照
対象もまた含むことになる。当業者は理解するであろうとおり、訓練データセットの対象
集団は意図的に種々の特性を有してもよく、例えば、集団の特性は、分類器を使用する診
断方法が有用となり得る対象の特性に依存し得る。例えば集団は、全て男性、全て女性か
らなってもよく、又は男性及び女性の両方からなってもよい。集団は、癌の病歴を有する
対象、癌の病歴を有しない対象、又は両方のカテゴリからの対象からなってもよい。集団
は、喫煙者、喫煙経験者、及び／又は非喫煙者である対象を含んでもよい。
【０１４５】
　[0154]　モデルが生体サンプルを分類する際の信頼度を決定するため、クラス予測強度
もまた測定することができる。この信頼度は、対象がモデルによって予測される特定のク
ラスである可能性の推定値として働き得る。
【０１４６】
　[0155]　従って、予測強度は、サンプルの分類の信頼度を伝えるものであり、いつサン
プルを分類することができないかを評価する。サンプルをテストしても、サンプルが特定
のクラスに属しない、又は確実に割り当てることができない場合があり得る。これは、例
えば、閾値、又は範囲を利用することにより達成されてもよく、ここで所定の閾値を上回
る又は下回る、又は特定の範囲内にあるスコアを付けるサンプルは、分類することのでき
るサンプルではない（例えば「ノーコール」）。
【０１４７】
　[0156]　モデルが構築されると、様々な方法を用いてモデルの妥当性をテストすること
ができる。モデルの妥当性をテストする一つの方法は、データセットの交差検証によるも
のである。交差検証を行うには、サンプルのうちの１つ、又はサブセットを除き、その除
いたサンプルなしに上記に記載したとおりモデルを構築して「交差検証モデル」を形成す
る。次に除いたサンプルを、本明細書に記載されるとおり、モデルによって分類する。こ
のプロセスを初期データセットの全てのサンプル、又はサブセットについて行い、誤り率
を決定する。次にモデルの精度を判定する。このモデルは、既知のクラス、又はクラスが
予め確認されているクラスに関してテスト下のサンプルを高い精度で分類する。モデルを
検証する別の方法は、ＵＩＰ状態が未知の新規生体サンプルなど、独立したデータセット
にモデルを適用することである。
【０１４８】
　[0157]　当業者は理解するであろうとおり、モデルの強度は、限定はされないが、精度
、感度及び特異度を含めた種々のパラメータによって判定し得る。精度、感度及び特異度
の様々な計算方法が本明細書に記載される（例えば実施例を参照のこと）。ＵＩＰ分類器
は、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少な
くとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９
９％、又はそれ以上の精度を有し得る。ＵＩＰ分類器は、約６０％～７０％、７０％～８
０％、８０％～９０％、又は９０％～１００％の範囲の精度を有し得る。ＵＩＰ分類器は
、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なく
とも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９９
％、又はそれ以上の感度を有し得る。ＵＩＰ分類器は、約６０％～７０％、７０％～８０
％、８０％～９０％、又は９０％～１００％の範囲の感度を有し得る。ＵＩＰ分類器は、
少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくと
も８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９９％
、又はそれ以上の特異度を有し得る。ＵＩＰ分類器は、約６０％～７０％、７０％～８０
％、８０％～９０％、又は９０％～１００％の範囲の特異度を有し得る。
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【０１４９】
　[0158]　使用目的集団（例えば、患者などの対象）におけるＵＩＰのルールアウトに関
して陰性的中率（ＮＰＶ）は４０％、４１％、４２％、４３％、４４％、４５％、４６％
、４７％、４８％、４９％、５０％、５１％、５２％、５３％、５４％、５５％、５６％
、５７％、５８％、５９％、６０％、６１％、６２％、６３％、６４％、６５％、６６％
、６７％、６８％、６９％、７０％、７１％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６％
、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％
、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％
、９７％、９８％、又は９９％以上であり得る。ＵＩＰがルールアウトされると、非ＵＩ
Ｐがルールインされ得る。
【０１５０】
　[0159]　ＵＩＰ分類器は、ＵＩＰのルールインに関して４０％、４１％、４２％、４３
％、４４％、４５％、４６％、４７％、４８％、４９％、５０％、５１％、５２％、５３
％、５４％、５５％、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％、６１％、６２％、６３
％、６４％、６５％、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％、７１％、７２％、７３
％、７４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３
％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％以上の陽性的中率（ＰＰＶ）
を有し得る。ＵＩＰがルールインされると、非ＵＩＰがルールアウトされ得る。
【０１５１】
　[0160]　使用目的集団は、ちょうど又は約４０％、４１％、４２％、４３％、４４％、
４５％、４６％、４７％、４８％、４９％、５０％、５１％、５２％、５３％、５４％、
５５％、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％、６１％、６２％、６３％、６４％、
６５％、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％、７１％、７２％、７３％、７４％、
７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、
８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％の癌の有病率を有し得る。
【０１５２】
　[0161]　一部の実施形態において、本開示の方法及び／又はシステムは、検査サンプル
（例えば肺組織）から核酸（例えば、ＲＮＡ、例えば全ＲＮＡなど）を抽出すること；核
酸を（例えば、ｃＤＮＡ（場合によっては標識されたｃＤＮＡ）（このｃＤＮＡは１つ以
上のＲＮＡサンプルから逆転写（ＲＴ－ＰＣＲ）によって産生されてもよい）のポリメラ
ーゼ連鎖反応媒介性増幅によって）増幅して発現核酸ライブラリを作製すること；アレイ
（例えばマイクロアレイ）によるか、又はダイレクトシーケンシング（例えばＲＮＡｓｅ
ｑ）によって、核酸ライブラリに存在する１つ以上の核酸の発現を検出すること（例えば
、ＲＴ－ＰＣＲによって産生されるｃＤＮＡ種を測定することによりＲＮＡ発現プロファ
イルを検出すること）；及び本明細書に記載される訓練済み分類器（例えばEnvisia分類
器）を使用して検査サンプルがＵＩＰか、それとも非ＵＩＰかを決定することを含む。
【０１５３】
　[0162]　一部の実施形態において、本開示の方法及び／又はシステムは、訓練演習に喫
煙者状態を取り入れることを更に含む。特定の実施形態において、喫煙者状態は、場合に
よっては以下の方法のうちの１つで取り入れられる：
（ｉ）訓練時（例えば、分類器訓練モジュールを使用する）にＵＩＰ又は非ＵＩＰ分類器
の共変量として喫煙状態を使用することによる。
（ｉｉ）ＵＩＰ又は非ＵＩＰ分類器訓練時（例えば、分類器訓練モジュールを使用する）
に、喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい複数の遺伝子を同定し、かかる遺伝子を除外
するか、又は場合によっては、かかるバイアスの影響を受けにくい遺伝子と異なる重みを
付けることによる。
（ｉｉｉ）喫煙者を非喫煙者と区別する遺伝子シグネチャを認識するように（例えば、分
類器訓練モジュールを使用して）訓練される初期分類器を使用して、検査サンプルの遺伝
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子シグネチャに基づき検査サンプルを「喫煙者」又は「非喫煙者」に予備的に分類し；及
び次に、予備分類後、喫煙者又は非喫煙者のいずれかにおけるＵＩＰと非ＵＩＰとを区別
するように（例えば、分類器訓練モジュールを使用して）訓練された異なる分類器を実行
する階層化された分類を作成することによる。例えば、予備分類器によって検査サンプル
が喫煙者からのものであると決定された場合、喫煙者からのＵＩＰ及び非ＵＩＰサンプル
で（例えば、分類器訓練モジュールを使用して）訓練された分類器を使用してＵＩＰ対非
ＵＩＰ分類が行われる。逆に、予備分類器によって検査サンプルが非喫煙者からのもので
あると決定された場合、非喫煙者からのＵＩＰ及び非ＵＩＰサンプルで（例えば、分類器
訓練モジュールを使用して）訓練された分類器を使用してＵＩＰ対非ＵＩＰ分類が行われ
る。一部の実施形態において、かかる喫煙者又は非喫煙者特異的分類器は、少なくとも一
部には、喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい遺伝子が分類器訓練に含まれることによ
って引き起こされるバックグラウンドノイズの減少に起因して、診断性能の向上をもたら
す。
【０１５４】
　[0163]　従って、本開示はまた、本明細書に開示されるとおりの、ＵＩＰを非ＵＩＰと
鑑別する方法における使用に好適な分類器（例えばEnvisia分類器）も提供する。様々な
実施形態において、本開示は、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するのに好適な分類器を提供し、
この分類器は、専門病理医によって決定された１つ以上の組織病理ラベルに対応するサン
プル（例えば、個別サンプル又はプールサンプル）からマイクロアレイ、ｑＲＴ－ＰＣＲ
、又はシーケンシングデータを使用して（例えば、分類器訓練モジュール、例えばEnvisi
a分類器（classifier）などを使用して）訓練される。一部の実施形態において、サンプ
ルにはＵＩＰ又は非ＵＩＰのラベルが付される。
【０１５５】
　[0164]　一部の実施形態において、本開示は、表１及び／又は表１５に提示される１つ
以上の配列又はその断片、又は表１及び／又は表１５からの少なくとも１つの配列又はそ
の断片を含む又はそれからなる分類器を提供する。一部の実施形態において、本開示は、
表１及び／又は表１５の任意の１つ以上又は全てに提供される配列のうちの少なくとも１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０又はそれ以上を含む又はそれからなる分類器を
提供する。例えば、一部の実施形態において、本開示は、間にある全ての整数（例えば、
１６、１７、１８、１９、２１、２２、２３、２４、２５配列等）及び範囲（例えば、表
５、表７、表８、表９、表１０、表１１、又は表１２の任意の１つ以上又は全てからの約
１～１０配列、表１及び／又は表１５の任意の１つ以上又は全てからの約１０～１５配列
、１０～２０配列、５～３０配列、５～５０配列、１０～１００配列、５０～１５１配列
）を含め、表１に提供される少なくとも１１、１２、１３、１４、１５、２０、３０、５
０、１００、１５０、１５１配列を含む又はそれからなる分類器を提供する。一実施形態
において、本開示は、表１及び／又は表１５に提供される全ての配列を含む又はそれから
なる分類器を提供する。
【０１５６】
　[0165]　一部の実施形態において、本開示は、表５に示される１つ以上の配列又はその
断片、又は表５からの少なくとも１つの配列又はその断片を含む又はそれからなる分類器
を提供する。一部の実施形態において、本開示は、表５に提供される配列のうちの少なく
とも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０又はそれ以上を含む又はそれからなる分
類器を提供する。例えば、一部の実施形態において、本開示は、間にある全ての整数（例
えば、１６、１７、１８、１９、２１、２２、２３、２４、２５配列等）及び範囲（例え
ば、表５、表７、表８、表９、表１０、表１１、又は表１２の任意の１つ以上又は全てか
らの約１～１０配列、表５からの約１０～１５配列、１０～２０配列、５～３０配列、５
～５０配列、１０～１００配列、５０～１５０配列、６０～１９０配列）を含め、表５に
提供される少なくとも１１、１２、１３、１４、１５、２０、３０、５０、１００、１５
０、１６０、１７０、１８０、又は１９０配列を含む又はそれからなる分類器を提供する
。一実施形態において、本開示は、表５に提供される全ての配列を含む又はそれからなる
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分類器を提供する。
【０１５７】
　[0166]　一部の詳細な実施形態において、本開示は、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するため
の分類器を提供し、この分類器は、配列番号１～１５１のうちの１つ以上、又はその断片
、又はこれらの任意の組み合わせを含む又はそれからなる。一実施形態において、分類器
は、上述の１５１配列全てを含む又はそれからなる。一部の実施形態において、本開示は
、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するための分類器を提供し、この分類器は、上述の１５１配列
のうちの２；３；４；５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１５；１６
；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８；２９；
３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；４２；４
３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５５；５６
；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８；６９；
７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８２；８
３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５；９６
；９７；９８；９９；１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０６；１０
７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１６；１１
７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２６；１２
７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３６；１３
７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４６；１４
７；１４８；１４９；１５０；又は１５１を含む又はそれからなる。詳細な態様では、分
類器は、１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子又はその断片を
含む。他の態様では、分類器は上述の１５１配列のうちの１、２、３、４、５、６、７、
８、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。他の態様では、１５
１遺伝子の各々が他の遺伝子の任意の１つ以上、又は最大２０の更なる遺伝子との組み合
わせで使用されてもよい。
【０１５８】
　[0167]　一部の詳細な実施形態において、本開示は、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するため
の分類器を提供し、この分類器は、表５に挙げられる遺伝子のうちの１つ以上、又はその
断片、又はこれらの任意の組み合わせを含む又はそれからなる。一実施形態において、分
類器は、表５に挙げられる１９０遺伝子全てを含む又はそれからなる。一部の実施形態に
おいて、本開示は、ＵＩＰを非ＵＩＰと鑑別するための分類器を提供し、この分類器は、
表５に挙げられる上述の１９０遺伝子のうちの２；３；４；５；６；７；８；９；１０；
１１；１２；１３；１４；１５；１６；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２３；２
４；２５；２６；２７；２８；２９；３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６；３７
；３８；３９；４０；４１；４２；４３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；５０；
５１；５２；５３；５４；５５；５６；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６３；６
４；６５；６６；６７；６８；６９；７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６；７７
；７８；７９；８０；８１；８２；８３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；９０；
９１；９２；９３；９４；９５；９６；９７；９８；９９；１００；１０１；１０２；１
０３；１０４；１０５；１０６；１０７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１２；１
１３；１１４；１１５；１１６；１１７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２２；１
２３；１２４；１２５；１２６；１２７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３２；１
３３；１３４；１３５；１３６；１３７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４２；１
４３；１４４；１４５；１４６；１４７；１４８；１４９；１５０；１５１；１５２；１
５３；１５４；１５５；１５６；１５７；１５８；１５９；１６０；１６１；１６２；１
６３；１６４；１６５；１６６；１６７；１６８；１６９；１７０；１７１；１７２；１
７３；１７４；１７５；１７６；１７７；１７８；１７９；１８０；１８１；１８２；１
８３；１８４；１８５；１８６；１８７；１８８；１８９；又は１９０を含む又はそれか
らなる。詳細な態様では、分類器は、表５に挙げられる１９０遺伝子と、１、２、３、４
、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子又はその断片とを含む。他の態様では、
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分類器は表５に挙げられる上述の１９０遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、７、８
、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝子を含む。他の態様では、１９０
遺伝子の各々が他の遺伝子の任意の１つ以上、又は最大２０の更なる遺伝子との組み合わ
せで使用されることにより、本明細書に開示される方法に従いサンプルがＵＩＰ又は非Ｕ
ＩＰに分類されてもよい。
【０１５９】
　[0168]　特定の実施形態において、本開示は、肺組織サンプルにおける疾患又は病態の
検出を向上させる方法を提供し、この方法は、（Ａ）検査サンプルに発現する１つ以上の
転写物の発現レベルをアッセイすること；及び（Ｂ）コンピュータ生成訓練済み分類器（
例えばEnvisia分類器）を使用して検査サンプルを疾患又は病態に関して陽性、又は陰性
のいずれかに分類することを含み；ここでコンピュータ生成訓練済み分類器は、複数の対
象から入手された複数の個別訓練サンプルに発現する１つ以上の転写物の発現レベルを使
用して訓練され、各訓練サンプルは疾患又は病態に関して陽性又は陰性の確認された診断
を有し、ここで訓練サンプルのうちの少なくとも２つは単一の対象から入手されたもので
あり；及び検査サンプルは分類前にプールされる。
【０１６０】
組織サンプル
　[0169]　対象の分析又は診断方法に使用される肺組織サンプルは、生検サンプル（例え
ば、ビデオ補助下胸腔鏡手術；ＶＡＴＳによって得られた生検サンプル）；気管支肺胞洗
浄（ＢＡＬ）サンプル；経気管支生検；クライオ経気管支生検などであってもよい。分析
用の肺組織サンプルは、好適な保存溶液中に提供されてもよい。一部の実施形態において
、組織サンプルは、ブラッシング（サイトブラシ、ヒストブラシによるなど）；気管支生
検；気管支洗浄；又は針穿刺吸引など、補助的気管支鏡手技によって入手される。一部の
実施形態において、組織サンプルは、口腔内洗浄、タッチプレップ、又は痰採取によって
入手されてもよい。一部の実施形態において、組織サンプルは対象の呼吸上皮から入手さ
れる。呼吸上皮は、口、鼻、咽頭、気管、気管支、細気管支、又は肺胞からのものであっ
てもよい。しかしながら、他の呼吸上皮源もまた使用することができる。
【０１６１】
　[0170]　組織サンプルは、患者が呈する臨床徴候及び症状（例えば、息切れ（一般に労
作によって悪化する）、乾性咳嗽）、及び場合によっては１つ以上の画像検査（例えば、
胸部Ｘ線、コンピュータ断層撮影（ＣＴ））、肺機能検査（例えば、スパイロメトリー、
オキシメトリー、運動負荷検査）、及び／又は肺組織分析（例えば、気管支鏡検査、気管
支肺胞洗浄、外科生検によって入手されたサンプルの組織学的及び／又は細胞学的分析）
の結果に基づき肺疾患、例えばＩＬＤを有すると疑われる患者から入手されてもよい。場
合によっては組織サンプルの細胞学的又は組織学的分析は、肺疾患の存在又は非存在に関
して不明瞭である又は疑わしい（又は不確定である）こともある。
【０１６２】
　[0171]　肺組織サンプルは、種々の方法のいずれで処理されてもよい。例えば、肺組織
サンプルは細胞溶解に供されてもよい。肺組織サンプルはＲＮＡ保護溶液（ＲＮＡ分解を
阻害する、例えばＲＮＡのヌクレアーゼ消化を阻害する溶液）に保存され、続いて細胞溶
解に供されてもよい。肺組織サンプルから核酸及び／又はタンパク質などの成分が濃縮又
は単離されてもよく、この濃縮又は単離された成分が主題の方法で使用されてもよい。核
酸などの成分を濃縮及び単離する様々な方法を用いることができる。発現解析用にＲＮＡ
を単離する様々な方法を用いることができる。
【０１６３】
発現産物レベルを決定するインビトロ方法
　[0172]　遺伝子発現産物レベルの決定方法には、限定はされないが、以下：追加の細胞
学的アッセイ、特異的タンパク質又は酵素活性に関するアッセイ、タンパク質若しくはＲ
ＮＡを含めた特異的発現産物又は特異的ＲＮＡスプライス変異体に関するアッセイ、イン
サイチュハイブリダイゼーション、全ゲノム又は部分的ゲノム発現解析、マイクロアレイ
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ハイブリダイゼーションアッセイ、遺伝子発現連鎖解析（ＳＡＧＥ）、酵素結合免疫吸着
（enzyme linked immunoabsorbance）アッセイ、質量分析、免疫組織化学、ブロッティン
グ、シーケンシング、ＲＮＡシーケンシング（例えば、エクソームエンリッチメントＲＮ
Ａシーケンシング）、ＤＮＡシーケンシング（例えば、ＲＮＡから得られたｃＤＮＡのシ
ーケンシング）；次世代シーケンシング、ナノポアシーケンシング、パイロシーケンシン
グ、又はNanostringシーケンシングのうちの１つ以上が含まれ得る。例えば、遺伝子発現
産物レベルは、Kim, et.al.（Lancet Respir Med. 2015 Jun;3(6):473-82、全ての補遺を
含め、全体として本明細書に援用される）に記載される方法により決定されてもよい。本
明細書で使用されるとき、用語「アッセイする」又は「検出する」又は「決定する」は、
遺伝子発現産物レベルを決定することを指して同義的に使用される。実施形態において、
上述の遺伝子発現産物レベルの決定方法は遺伝子発現産物レベルの検出又はアッセイに好
適である。遺伝子発現産物レベルは、全ｍＲＮＡ又は限定はされないがグリセルアルデヒ
ド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ若しくはチューブリンを含めた特定の遺伝子の発現レベ
ルなど、内部標準に対して正規化されてもよい。
【０１６４】
　[0173]　様々な実施形態において、サンプルは、組織サンプル（例えば、ＴＢＢサンプ
ルなどの肺組織サンプル）から回収された細胞を含む。細胞は、様々な技法を用いてサン
プルから回収することができる。例えば、細胞は、細胞サンプルを遠心し、且つペレット
化した細胞を再懸濁することにより回収されてもよい。細胞は、リン酸緩衝生理食塩水（
ＰＢＳ）などの緩衝溶液中に再懸濁されてもよい。この細胞懸濁液を遠心して細胞ペレッ
トを得た後、細胞を溶解して、核酸、例えばメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）が抽出さ
れてもよい。対象から入手されたサンプルは全て、何らかの種類の更なる処理に供される
ものを含め、対象から入手されたと見なされる。
【０１６５】
　[0174]　サンプルは、一実施形態において、本明細書に記載されるとおり遺伝子発現産
物の検出が行われる前に更に処理される。例えば、細胞又は組織サンプル中のｍＲＮＡが
サンプルの他の成分から分離されてもよい。サンプルを高濃度化及び／又は精製して、ｍ
ＲＮＡがその天然の環境にないことに伴いその非自然状態であるｍＲＮＡが単離されても
よい。例えば、研究によれば、インビボでのｍＲＮＡの高次構造は同じ配列のインビトロ
構造と異なることが示されている（例えば、Rouskin et al. (2014). Nature 505, pp. 7
01-705（あらゆる目的から全体として本明細書に援用される）を参照のこと）。
【０１６６】
　[0175]　一実施形態におけるサンプルからのｍＲＮＡは、合成ＤＮＡプローブ（一部の
実施形態では、これには検出部分（例えば、検出可能標識、キャプチャー配列、バーコー
ドレポート配列）が含まれる）にハイブリダイズされる。従って、これらの実施形態では
、最終的には非天然ｍＲＮＡ－ｃＤＮＡ複合体が作られ、遺伝子発現産物の検出に用いら
れる。別の実施形態では、サンプルからのｍＲＮＡは検出可能標識、例えばフルオロフォ
アで直接標識される。更なる実施形態では、非天然標識ｍＲＮＡ分子がｃＤＮＡプローブ
にハイブリダイズされ、複合体が検出される。
【０１６７】
　[0176]　一実施形態において、サンプルからｍＲＮＡが入手されると、それがハイブリ
ダイゼーション反応で相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）に変換され、又はハイブリダイゼーション
反応において１つ以上のｃＤＮＡプローブと共に使用される。ｃＤＮＡはインビボでは存
在せず、従って非天然分子である。更に、ｃＤＮＡ－ｍＲＮＡハイブリッドは合成であり
、インビボでは存在しない。ｃＤＮＡがインビボで存在しないことに加えて、ｃＤＮＡは
リボ核酸でなくデオキシリボ核酸を含むとおり、必然的にｍＲＮＡと異なる。次にｃＤＮ
Ａは、例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）又は他の増幅によって増幅される。例えば
、利用し得る他の増幅方法としては、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）（Wu and Wallace, Ge
nomics, 4:560 (1989)、Landegren et al., Science, 241:1077 (1988)、あらゆる目的か
ら全体として参照により援用される、転写増幅（Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
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USA, 86:1173 (1989)、あらゆる目的から全体として参照により援用される）、自家持続
配列複製法（Guatelli et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 87:1874 (1990)、あらゆる
目的から全体として参照により援用される）、あらゆる目的から全体として参照により援
用される、及び核酸配列ベース増幅（nucleic acid based sequence amplification）（
ＮＡＳＢＡ）が挙げられる。ＰＣＲ増幅用のプライマーの選択に関する指針の例は、McPh
erson et al., PCR Basics: From Background to Bench, Springer-Verlag, 2000（あら
ゆる目的から全体として参照により援用される）に提供される。この増幅反応の産物、即
ち増幅されたｃＤＮＡもまた、必然的に非天然産物である。第一に、上述のとおり、ｃＤ
ＮＡは非天然分子である。第二に、ＰＣＲの場合、増幅プロセスは、出発物質のあらゆる
個別のｃＤＮＡ分子のｃＤＮＡコピーを何億個も作り出す働きをする。生じるコピー数は
、インビボに存在するｍＲＮＡのコピー数と懸け離れている。
【０１６８】
　[0177]　一実施形態において、ｃＤＮＡは、追加のＤＮＡ配列（例えば、アダプター、
レポーター、キャプチャー配列又は部分、バーコード）を断片に導入するプライマーで（
例えば、アダプター特異的プライマーを使用して）増幅され、又はｍＲＮＡ若しくはｃＤ
ＮＡ遺伝子発現産物配列が、追加の配列（例えば、アダプター、レポーター、キャプチャ
ー配列又は部分的、バーコード）を含むｃＤＮＡプローブに直接ハイブリダイズされる。
従ってｍＲＮＡの増幅及び／又はｃＤＮＡプローブへのハイブリダイゼーションは、追加
の配列を導入して非天然ハイブリッドを形成することにより、非天然一本鎖ｃＤＮＡから
、又はｍＲＮＡから非天然二本鎖分子を作り出す働きをする。更に、増幅手順は、それに
関連する誤り率を有する。従って、増幅はｃＤＮＡ分子に更なる修飾を導入する。一実施
形態では、アダプター特異的プライマーによる増幅中、一本鎖ｃＤＮＡ分子に検出可能標
識、例えばフルオロフォアが付加される。従って増幅はまた、少なくとも、（ｉ）ｃＤＮ
Ａはインビボでは存在しない、（ｉ）ｃＤＮＡ分子の末端にアダプター配列が付加されて
、インビボでは存在しないＤＮＡ配列を作る、（ｉｉ）増幅に関連する誤り率が、インビ
ボでは存在しないＤＮＡ配列を更に作り出す、（ｉｉｉ）天然に存在するものと比較した
とき全く異なる構造のｃＤＮＡ分子、及び（ｉｖ）ｃＤＮＡ分子への検出可能標識の化学
的付加が理由で、天然には存在しないＤＮＡ複合体を作り出す働きもする。
【０１６９】
　[0178]　一部の実施形態において、目的の遺伝子発現産物の発現は、非天然ｃＤＮＡ分
子の検出によって核酸レベルで検出される。
【０１７０】
　[0179]　本明細書に記載される遺伝子発現産物には、目的の核酸配列のいずれかの配列
全体又は部分的配列を含むＲＮＡ、又はインビトロで逆転写反応において合成的に入手さ
れたその非天然ｃＤＮＡ産物が含まれる。用語「断片」は、概して少なくとも１０、１５
、２０、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５
０、５００、５５０、６００、６５０、７００、８００、９００、１，０００、１，２０
０、又は１，５００連続ヌクレオチド、又は最大で本明細書に開示される完全長遺伝子発
現産物ポリヌクレオチドに存在する数のヌクレオチドを含むポリヌクレオチドの一部分を
指すことが意図される。遺伝子発現産物ポリヌクレオチドの断片は、概して少なくとも１
５、２５、３０、５０、１００、１５０、２００、又は２５０連続アミノ酸、又は最大で
本開示の完全長遺伝子発現産物タンパク質に存在するアミノ酸の総数をコードすることに
なる。
【０１７１】
　[0180]　特定の実施形態において、遺伝子発現プロファイルは、全トランスクリプトー
ムショットガンシーケンシング（「ＷＴＳＳ」又は「ＲＮＡｓｅｑ」；例えば、Ryan et 
al BioTechniques 45: 81- 94を参照のこと）によって入手されてもよく、これは、サン
プルのＲＮＡ内容に関する情報に関するため、ハイスループットシーケンシング技術を利
用してｃＤＮＡをシーケンシングするものである。概して言えば、ＲＮＡからｃＤＮＡが
作られ、ｃＤＮＡが増幅され、及び増幅産物がシーケンシングされる。
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【０１７２】
　[0181]　増幅後、ｃＤＮＡ又はその誘導体は、任意の好都合な方法を用いてシーケンシ
ングすることができる。例えば、断片が、Illuminaの可逆的ターミネーター方法、Roche
のパイロシーケンシング方法（４５４）、Life Technologiesのライゲーションによるシ
ーケンシング（SOLiDプラットフォーム）又はLife TechnologiesのIon Torrentプラット
フォームを使用してシーケンシングされてもよい。かかる方法の例は、以下の文献に記載
されている：Margulies et al (Nature 2005 437: 376-80)；Ronaghi et al (Analytical
 Biochemistry 1996 242: 84-9)；Shendure (Science 2005 309: 1728)；Imelfort et al
 (Brief Bioinform. 2009 10:609-18）；Fox et al (Methods Mol Biol. 2009;553:79-10
8)；Appleby et al (Methods Mol Biol. 2009;513: 19-39)及びMorozova (Genomics. 200
8 92:255-64)（これらは、方法の概要及び方法の特定のステップに関して、ステップの各
々についての全ての出発製品、試薬、及び最終産物を含め、参照によって援用される）。
明らかであり得るとおり、増幅ステップの間に断片の末端に、選択の次世代シーケンシン
グプラットフォームと適合性のあるフォワード及びリバースシーケンシングプライマー部
位が付加されてもよい。
【０１７３】
　[0182]　他の実施形態において、産物はナノポアシーケンシングを用いて（例えば、So
ni et al Clin Chem 53: 1996-2001 2007に記載されるとおり、又はOxford Nanopore Tec
hnologiesにより記載されるとおり）シーケンシングされてもよい。ナノポアシーケンシ
ングは、単一のＤＮＡ分子がナノポアを通過するに従いそれを直接シーケンシングする単
一分子シーケンシング技術である。ナノポアは、直径１ナノメートルのオーダーの小さい
孔である。ナノポアを導電性流体に浸漬し、それにわたって電位（電圧）を印加すると、
ナノポアを通じたイオン伝導によって僅かな電流が生じる。流れる電流の大きさは、ナノ
ポアのサイズ及び形状に感受性がある。ＤＮＡ分子がナノポアを通過するとき、ＤＮＡ分
子上の各ヌクレオチドがナノポアを塞ぐが、その程度は異なるため、ナノポアを流れる電
流の大きさが様々な度合いに変化する。従って、ＤＮＡ分子がナノポアを通過するときの
この電流の変化が、ＤＮＡ配列の読み取り値に相当する。米国特許第５，７９５，７８２
号、同第６，０１５，７１４号、同第６，６２７，０６７号、同第７，２３８，４８５号
及び同第７，２５８，８３８号並びに米国特許出願公開第２００６００３１７１号及び同
第２００９００２９４７７号に開示されるとおりのナノポアシーケンシング技術。
【０１７４】
　[0183]　一部の実施形態において、主題の方法の遺伝子発現産物はタンパク質であり、
サンプルのコホートから得られたタンパク質データから誘導された分類器を使用して特定
の生体サンプル中のタンパク質の量が分析される。タンパク質の量は、以下：酵素結合免
疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、質量分析法、ブロッティング、又は免疫組織化学のうち
の１つ以上によって決定されてもよい。
【０１７５】
　[0184]　一部の実施形態において、遺伝子発現産物マーカー及び選択的スプライシング
マーカーが、例えば、Affymetrixアレイ、ｃＤＮＡマイクロアレイ、オリゴヌクレオチド
マイクロアレイ、スポッティングマイクロアレイ、又はBiorad、Agilent、若しくはEppen
dorfからの他のマイクロアレイ製品を使用したマイクロアレイ解析によって決定されても
よい。マイクロアレイは、多数の遺伝子又は選択的スプライス変異体を含んで、それらを
単一の実験でアッセイし得るため、特別な利点を持つ。場合によっては、マイクロアレイ
装置は、ヒトゲノム若しくはトランスクリプトーム全体又はその実質的な一部を含んでも
よく、遺伝子発現パターン、ゲノム配列、又は選択的スプライシングの総合的な評価が可
能となる。マーカーは、Sambrook Molecular Cloning a Laboratory Manual 2001及びBal
di, P., and Hatfield, W. G., DNA Microarrays and Gene Expression 2002に記載され
るとおりの標準的な分子生物学及びマイクロアレイ解析技法を用いて見付け出されてもよ
い。
【０１７６】
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　[0185]　マイクロアレイ解析は、概して、様々な手法を用いて生体サンプル（例えば生
検又は細針吸引液）から核酸を抽出及び精製することから始まる。発現及び選択的スプラ
イシング解析には、ＤＮＡからＲＮＡを抽出及び／又は精製することが有利であり得る。
更に、ｔＲＮＡ及びｒＲＮＡなど、他の形態のＲＮＡからｎｉＲＮＡを抽出及び／又は精
製することが有益であり得る。
【０１７７】
　[0186]　精製された核酸は更に、例えば、逆転写、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、
ライゲーション、化学反応又は他の技法により、蛍光標識、放射性核種、又は化学標識、
例えば、ビオチン、ジゴキシゲニン、又はジゴキシンで標識されてもよい。標識は直接で
あってもよく、又はカップリング段階が更に必要となり得るが、間接的であってもよい。
カップリング段階はハイブリダイゼーション前に、例えばアミノアリル－ＵＴＰ及びＮＨ
Ｓアミノ反応性色素（シアニン色素など）を使用して行うこともでき、又は後に、例えば
ビオチン及び標識ストレプトアビジンを使用して行うこともできる。一例では、修飾ヌク
レオチド（例えば、１ａａＵＴＰ：４ＴＴＰ比）を通常のヌクレオチドと比較して低率で
酵素的に付加すると、典型的には（分光光度計で測定して）６０塩基毎に１つとなる。次
にａａＤＮＡが、例えばカラム又はダイアフィルトレーション装置で精製されてもよい。
アミノアリル基は、核酸塩基に結合した長いリンカー上のアミン基であり、これは反応性
標識（例えば蛍光色素）と反応する。
【０１７８】
　[0187]　次に標識サンプルが、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、ＳＳＣ、硫酸デキ
ストラン、ブロッキング剤（ＣＯＴ１　ＤＮＡ、サケ精子ＤＮＡ、仔ウシ胸腺ＤＮＡ、ポ
リＡ又はポリＴなど）、デンハルト溶液、ホルムアミン（formamine）、又はこれらの組
み合わせを含有し得るハイブリダイゼーション溶液と混合されてもよい。
【０１７９】
　[0188]　ハイブリダイゼーションプローブは、ＤＮＡ又はＲＮＡサンプルにおけるプロ
ーブの配列と相補的なヌクレオチド配列（ＤＮＡ標的）の存在の検出に使用される様々な
長さのＤＮＡ又はＲＮＡ断片である。従ってプローブは、プローブと標的との間の相補性
によるプローブ－標的塩基対合を実現する塩基配列を有する一本鎖核酸（ＤＮＡ又はＲＮ
Ａ）にハイブリダイズする。標識プローブは初めに（熱によるか、又はアルカリ性条件下
で）一本鎖ＤＮＡに変性され、次に標的ＤＮＡにハイブリダイズされる。
【０１８０】
　[0189]　プローブのその標的配列とのハイブリダイゼーションを検出するため、プロー
ブは分子マーカーでタグが付加される（又は標識される）；一般的に使用されるマーカー
は３２Ｐ又はジゴキシゲニンであり、これは非放射性の抗体ベースのマーカーである。次
に、ハイブリダイズしたプローブをオートラジオグラフィー又は他のイメージング技法に
よって可視化することにより、プローブに対して中程度～高度の配列相補性（例えば少な
くとも７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又はそれ以
上の相補性）を有するＤＮＡ配列又はＲＮＡ転写物が検出される。中程度又は高度の相補
性を有する配列の検出は、どの程度ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件が適
用されたかに依存する；高いハイブリダイゼーション温度及びハイブリダイゼーション緩
衝液中の低い塩など、高いストリンジェンシーは、高度に類似した核酸配列間のハイブリ
ダイゼーションのみを許容し、一方、低い温度及び高い塩など、低いストリンジェンシー
は、配列がそれほど類似していないときでもハイブリダイゼーションを可能にする。ＤＮ
Ａマイクロアレイにおいて使用されるハイブリダイゼーションプローブとは、コーティン
グされたスライドグラス又は遺伝子チップなど、不活性表面に共有結合的に結合した、移
動性のｃＤＮＡ標的がハイブリダイズするＤＮＡを指す。
【０１８１】
　[0190]　アレイ上のプローブにハイブリダイズさせようとする標的核酸を含む混合物は
、熱又は化学的手法によって変性させて、マイクロアレイのポートに加えられてもよい。
次に孔が密閉され、マイクロアレイが例えばハイブリダイゼーションオーブンでハイブリ
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ダイズされてもよく、ここでマイクロアレイは回転によるか、又はミキサーで混合される
。一晩のハイブリダイゼーション後、非特異的結合が（例えばＳＤＳ及びＳＳＣで）洗い
流されてもよい。次にマイクロアレイは乾燥させて、色素を励起するレーザーと、色素に
よる発光を測定する検出器とを含む機械で走査されてもよい。画像はテンプレートグリッ
ドと重ね合わされてもよく、及び特徴（例えば、数画素を含む特徴）の強度が定量化され
てもよい。
【０１８２】
　[0191]　主題の方法の核酸の増幅及びプローブの作成には、様々なキットを使用し得る
。本開示において使用し得るキットの例としては、限定はされないが、Nugen WT-Ovation
（商標）FFPEキット、Nugen Exonモジュール及びFrag/Labelモジュールを備えるｃＤＮＡ
増幅キットが挙げられる。NuGEN WT-Ovation（商標）FFPE System V2は、ＦＦＰＥサンプ
ルに由来する小型の分解されたＲＮＡの膨大なアーカイブに対する大域的遺伝子発現解析
の実行を可能にする全トランスクリプトーム増幅システムである。このシステムは、５０
ｎｇほどの少量の全ＦＦＰＥ　ＲＮＡの増幅に必要な試薬及びプロトコルを含む。このプ
ロトコルは、ｑＰＣＲ、サンプルアーカイビング、断片化、及び標識に用いられ得る。増
幅されたｃＤＮＡは、NuGENのFL-Ovation（商標）cDNA Biotin Module V2を使用してGene
Chip（商標）３’発現アレイ解析用に２時間未満で断片化及び標識されてもよい。Affyme
trix GeneChip（商標）Exon及びGene STアレイを使用した解析用には、増幅されたｃＤＮ
ＡをWT-Ovation（商標）Exon Moduleで使用して、次にFL-Ovation（商標）cDNA Biotin M
odule V2を使用して断片化及び標識してもよい。Agilentアレイでの解析用には、増幅さ
れたｃＤＮＡをNuGENのFL-Ovation（商標）cDNA Fluorescent Moduleを使用して断片化及
び標識してもよい。
【０１８３】
　[0192]　一部の実施形態において、Ambion（商標）WT－発現キットが使用されてもよい
。Ambion WT－発現キットは、別途リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）枯渇ステップを行うこ
となく全ＲＮＡを直接増幅することが可能である。Ambion（商標）WT発現キットでは、Af
fymetrix（商標）GeneChip（商標）Human、Mouse、及びRat Exon及びGene 1.0 STアレイ
上で５０ｎｇほどの少量の全ＲＮＡのサンプルが分析され得る。入力する必要のあるＲＮ
Ａが少なくて済み、且つAffymetrix（商標）方法とTaqMan（商標）リアルタイムＰＣＲデ
ータとの間の一致点が多いことに加えて、Ambion（商標）WT－発現キットは大幅な感度増
加を提供する。例えば、信号対雑音比が増加する結果として、Ambion（商標）WT－発現キ
ットによってエクソンレベルで得られ得るバックグラウンドを上回って検出されるプロー
ブセットの数が多くなり得る。Ambion（商標）－発現キットは更なるAffymetrix（商標）
標識キットと組み合わせて使用されてもよい。一部の実施形態では、主題の方法において
AmpTec（商標）Trinucleotide Nano ｍＲＮＡ増幅キット（６２９９－Ａ１５）が使用さ
れてもよい。ExpressArt（商標）TRinucleotide（商標）ｍＲＮＡ増幅Nanoキットは、幅
広い、１ｎｇ～７００ｎｇの入力全ＲＮＡに好適である。入力全ＲＮＡの量及び要求され
るａＲＮＡ収量に従い、これは、ａＲＮＡ収量が＞１０μｇの範囲で、１ラウンド（入力
＞３００ｎｇの全ＲＮＡ）又は２ラウンド（最小入力量１ｎｇの全ＲＮＡ）にわたって用
いられ得る。AmpTecの専売のTRinucleotide（商標）プライミング技術は、ｒＲＮＡに対
する選択と組み合わせた、ｍＲＮＡの優先的な（普遍的な真核生物３’－ポリ（Ａ）－配
列と独立した）増幅をもたらす。このキットは、ｃＤＮＡ変換キット及びAffymetrix（商
標）標識キットと組み合わせて使用されてもよい。
【０１８４】
　[0193]　次に生データが、例えば、バックグラウンド強度を差し引いた後、その強度を
除して各チャンネル上の特徴の総強度又は参照遺伝子の強度のいずれかを等しくすること
により正規化されてもよく、次に全ての強度のｔ値が計算されてもよい。より精緻な方法
には、ｚ比、loess及びlowess回帰並びにAffymetrixチップ用などのＲＭＡ（ロバストな
マルチチップ解析）が含まれる。
【０１８５】
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　[0194]　一部の実施形態において、上述の方法は、対象がＵＩＰを有するか、それとも
非ＵＩＰを有するかを鑑別する分類器の（例えば、分類器訓練モジュールを使用した）訓
練用の転写物発現レベルの決定に用いられ得る。一部の実施形態において、上述の方法は
、サンプルがＵＩＰか、それとも非ＵＩＰかを鑑別することが可能な分類器モジュールに
入力するための転写物発現レベルの決定に用いられ得る。
【０１８６】
データ解析
（ｉ）サンプルと正常の比較
　[0195]　一部の実施形態において、対象からのサンプル（「検査サンプル」）で行われ
た分子プロファイリングの結果が、正常であることが分かっている又は疑われる生体サン
プル（「正常サンプル」）と比較されてもよい。一部の実施形態において、正常サンプル
は、ＩＬＤ又は評価中の病態を含まない、又は含まないと予想されるサンプル、又は分子
プロファイリングアッセイにおいて評価中の１つ以上のＩＬＤの検査で陰性となり得るサ
ンプルである。一部の実施形態において、正常サンプルは、いかなるＩＬＤもない、又は
ないと予想されるもの、又は分子プロファイリングアッセイにおいていかなるＩＬＤの検
査も陰性となり得るサンプルである。正常サンプルは、検査する対象と異なる対象からの
ものであってもよく、又は同じ対象からのものであってもよい。場合によっては、正常サ
ンプルは、例えば検査下の対象など、対象から入手された肺組織サンプルである。正常サ
ンプルは検査サンプルと同じ時点で、又は異なる時点でアッセイされてもよい。一部の実
施形態において、正常サンプルは、非喫煙者からのものであることが分かっている又は疑
われるサンプルである。詳細な実施形態において、正常サンプルは、少なくとも２人の専
門病理医によって非ＵＩＰサンプルであることが確認されたサンプルである。詳細な実施
形態において、正常サンプルは、少なくとも２人の専門病理医によって非ＩＰＦサンプル
であることが確認されたサンプルである。
【０１８７】
　[0196]　検査サンプルでのアッセイの結果は、既知の疾患状態（例えば、正常、選択の
ＩＬＤ（例えば、ＩＰＦ、ＮＳＩＰ等）に罹患している、喫煙者、非喫煙者、非ＵＩＰ、
ＵＩＰ）を有するサンプルでの同じアッセイの結果と比較されてもよい。場合によっては
、正常サンプルでのアッセイの結果は、データベース、又は参照からのものである。場合
によっては、正常サンプルでのアッセイの結果は、当業者によって一般に受け入れられて
いる値又は値の範囲である。場合によっては比較は定性的である。他の場合には、比較は
定量的である。場合によっては、定性的又は定量的比較は、限定はされないが、以下：蛍
光値、スポット強度、吸光度値、化学発光シグナル、ヒストグラム、臨界閾値、統計的有
意値、遺伝子産物発現レベル、遺伝子産物発現レベル変化、選択的エクソン使用、選択的
エクソン使用の変化、タンパク質レベル、ＤＮＡ多型、コピー数変異、１つ以上のＤＮＡ
マーカー又は領域の存在又は非存在の指標、又は核酸配列のうちの１つ以上を含み得る。
【０１８８】
（ｉｉ）結果の評価
　[0197]　一部の実施形態において、分子プロファイリング結果は、遺伝子産物発現レベ
ル又は選択的エクソン使用を特定のＩＬＤ又は正常であること（例えば無疾患又は無病態
）などの特異的表現型と相関付ける様々な手法を用いて評価される。場合によっては、診
断信頼水準を提供するため、指定された統計的信頼水準が決定されてもよい。例えば、９
０％より高い信頼水準がＩＬＤの存在又は喫煙者若しくは非喫煙者状態の有用な予測因子
であり得ると決定されてもよい。他の実施形態において、より高い又はより低いストリン
ジェンシーの信頼水準が選択されてもよい。例えば、約又は少なくとも約５０％、６０％
、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７．５％、９９％、９９．５％
、又は９９．９％の信頼水準が、有用な表現型予測因子として選択されてもよい。提供さ
れる信頼水準は、場合によっては、サンプルのクオリティ、データのクオリティ、分析の
クオリティ、用いられる具体的な方法、及び／又は分析される遺伝子発現産物の数と関係
し得る。診断を提供するための指定の信頼水準は、予想偽陽性数若しくは偽陰性数及び／
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又は費用に基づき選択されてもよい。指定の信頼水準を実現するための、又は診断力のあ
るマーカーを同定するためのパラメータの選択方法としては、限定はされないが、受診者
動作特性（ＲＯＣ）曲線分析、二項ＲＯＣ、主成分分析、部分最小二乗分析、特異値分解
、最小絶対収縮及び選択操作者分析、最小角度回帰、及び閾値勾配依存的正則化法（thre
shold gradient directed regularization）が挙げられる。
【０１８９】
（ｉｉｉ）データ解析
　[0198]　遺伝子発現レベル及び選択的スプライシング生データは、場合によっては、デ
ータを正規化し及び／又はその信頼性を向上させるように設計された方法及び／又はプロ
セスを適用することにより改良されてもよい。本開示の一部の実施形態において、データ
解析には、処理される個別データ点の数が多いため、本明細書に記載される様々な方法及
び／又はプロセスを適用するためのコンピュータ又は他の装置、機械又は機器が必要であ
る。「機械学習分類器」は、遺伝子発現プロファイルの特徴付けに利用されるコンピュー
タベースの予測データ構造又は方法を指す。ある種の発現レベルに対応するシグナル（例
えば、エクソームエンリッチメントＲＮＡシーケンシング又はマイクロアレイベースのハ
イブリダイゼーションアッセイによって得られる）が典型的には分類器に供され、発現プ
ロファイルが分類される。教師付き学習は、概して、クラス間の差異を認識するように分
類器を「訓練」すること、及び次に、独立したテストセットに関して分類器の精度を「テ
スト」することを含む。未知の新規サンプルについては、分類器を使用して、サンプルが
属するクラスを予測することもできる。様々な実施形態において、かかる訓練は、例えば
分類器訓練モジュールを使用して実現される。
【０１９０】
　[0199]　場合によっては、ロバストマルチアレイ平均（ＲＭＡ）法を使用して生データ
が正規化されてもよい。ＲＭＡ法は、幾つものマイクロアレイ上の各対応する細胞につい
てのバックグラウンド補正された強度を計算することから始まる。バックグラウンド補正
値は、Irizarry et al. Biostatistics 2003 April 4 (2): 249-64により記載されるとお
り正の値に限られる。バックグラウンド補正後、次に各バックグラウンド補正された対応
する細胞強度の底２の対数が求められる。次に、各入力アレイ及び各プローブ発現値につ
いて、アレイパーセンタイルプローブ値が全てのアレイのパーセンタイル点の平均に置き
換えられる分位点正規化法（この方法については、Bolstad et al. Bioinformatics 2003
によって更に十分に記載されている）を用いて各マイクロアレイに関するバックグラウン
ド補正された対数変換後の対応する強度が正規化される。分位点正規化後、次に正規化デ
ータが線形モデルにフィットされ、各マイクロアレイ上の各プローブの発現尺度が求めら
れてもよい。次にチューキーのメディアンポリッシュアルゴリズム（Tukey, J. W., Expl
oratory Data Analysis. 1977）を使用して、正規化プローブセットデータの対数スケー
ルの発現レベルが決定されてもよい。
【０１９１】
　[0200]　様々な他のソフトウェア及び／又はハードウェアモジュール又はプロセスが実
行されてもよい。特定の方法では、glmnetを使用したlassoペナルティを伴うロジスティ
ック回帰によって特徴選択及びモデル推定が行われてもよい（Friedman J, Hastie T, Ti
bshirani R. Regularization Paths for Generalized Linear Models via Coordinate De
scent. Journal of statistical software 2010; 33(1): 1-22）。生の読み取り値がTopH
atを用いてアラインメントされてもよい（Trapnell C, Pachter L, Salzberg SL. TopHat
: discovering splice junctions with RNA-Seq. Bioinformatics 2009; 25(9): 1105-11
）。遺伝子カウントがHTSeq（Anders S, Pyl PT, Huber W. HTSeq-a Python framework t
o work with high-throughput sequencing data. Bioinformatics 2014）を使用して得ら
れ、DESeq（Love MI, Huber W, Anders S. Moderated estimation of fold change and d
ispersion for RNA-Seq data with DESeq2; 2014）を用いて正規化されてもよい。方法で
は、上位の特徴（１０～２００の範囲のＮ）を用いることにより、e1071ライブラリ（Mey
er D. Support vector machines: the interface to libsvm in package e1071. 2014）
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を使用して線形サポートベクターマシン（ＳＶＭ）（Suykens JAK, Vandewalle J. Least
 Squares Support Vector Machine Classifiers. Neural Processing Letters 1999; 9(3
): 293-300）が訓練された。信頼区間はpROCパッケージを使用して計算されてもよい（Ro
bin X, Turck N, Hainard A, et al. pROC: an open-source package for R and S+ to a
nalyze and compare ROC curves. BMC bioinformatics 2011; 12: 77）。
【０１９２】
　[0201]　加えて、データはフィルタリングされて、疑わしいと見なされ得るデータが除
かれてもよい。一部の実施形態において、約４、５、６、７又は８個より少ないグアノシ
ン及びシトシンヌクレオチドを有するマイクロアレイプローブに由来するデータは、その
異常なハイブリダイゼーション傾向又は二次構造問題に起因して信頼できないと見なされ
得る。同様に、約１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、又は
２２個より多いグアノシン及びシトシンヌクレオチドを有するマイクロアレイプローブに
由来するデータは、その異常なハイブリダイゼーション傾向又は二次構造問題に起因して
信頼できないと見なされ得る。
【０１９３】
　[0202]　場合によっては、プローブセット信頼性を一連の参照データセットに対して順
位付けすることにより、信頼できないプローブセットがデータ解析からの除外に選択され
てもよい。例えば、RefSeq又はEnsembl（ＥＭＢＬ）は、極めて高いクオリティの参照デ
ータセットと考えられる。RefSeq又はEnsembl配列にマッチするプローブセットからのデ
ータが、場合によってはその予想される高い信頼性に起因してマイクロアレイ解析実験に
特別に組み入れられてもよい。同様に、信頼性の低い参照データセットにマッチするプロ
ーブセットからのデータが以降の分析から除外されてもよく、又はケースバイケースで組
み入れるかどうかが考慮されてもよい。場合によっては、EnsemblハイスループットｃＤ
ＮＡ（ＨＴＣ）及び／又はｍＲＮＡ参照データセットを使用してプローブセット信頼性が
個別に又は共に決定されてもよい。他の場合には、プローブセット信頼性が順位付けされ
てもよい。例えば、例えばRefSeq、ＨＴＣ、HTSeq、及びｍＲＮＡなどの参照データセッ
トの全てに完全にマッチするプローブ及び／又はプローブセットが、最も信頼性が高いも
のとして順位付けされてもよい（１）。更に、３つの参照データセットのうちの２つにマ
ッチするプローブ及び／又はプローブセットが、次に信頼性が高いものとして順位付けさ
れてもよく（２）、３つの参照データセットのうちの１つにマッチするプローブ及び／又
はプローブセットが次に順位付けされてもよく（３）及び参照データセットにマッチしな
いプローブ及び／又はプローブセットが最後に順位付けされてもよい（４）。次にプロー
ブ及び／又はプローブセットはその順位付けに基づき分析に組み入れられ、又は除外され
てもよい。例えば、以降の分析にカテゴリ１、２、３、及び４のプローブセット；カテゴ
リ１、２、及び３のプローブセット；カテゴリ１及び２のプローブセット；又はカテゴリ
１のプローブセットからのデータを組み入れることを選択してもよい。別の例において、
プローブセットは、参照データセットエントリに対する塩基対ミスマッチ数によって順位
付けされてもよい。分子プロファイリングのための所与のプローブ及び／又はプローブセ
ットの信頼性の評価に関して当該技術分野で理解されている方法は多数あり、本開示の方
法はそうした方法の任意のもの及びそれらの組み合わせを包含することが理解される。
【０１９４】
　[0203]　本開示の一部の実施形態において、プローブセットからのデータは、発現しな
いか、又は検出不能なレベルで発現する（バックグラウンドを上回らない）場合に分析か
ら除外されてもよい。プローブセットは、任意の群について：
　標準正規分布のＴ０から無限大までの積分値＜有意性（０．０１）
　［式中：T0=Sqr(GroupSize) (T-P)/Sqr(Pvar)；GroupSize＝群内のＣＥＬファイルの数
、T＝プローブセットにおけるプローブスコアの平均値、P＝ＧＣ含量のバックグラウンド
プローブ平均値の平均値、及びPvar＝バックグラウンドプローブ分散の和／（プローブセ
ット中のプローブ数）２］
の場合にバックグラウンドを上回って発現すると判断される。
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【０１９５】
　[0204]　これにより、プローブセットの群内平均値が、プローブセットのバックグラウ
ンドの中心としてのプローブセットプローブと同様のＧＣ含量のバックグラウンドプロー
ブの発現平均値より高いプローブセットが実現し、バックグラウンドプローブセット分散
からプローブセットのばらつきを求めることが可能になる。
【０１９６】
　[0205]　本開示の一部の実施形態において、分散を呈しない、又は小さい分散を呈する
プローブセットは以降の分析から除外されてもよい。分散が小さいプローブセットはカイ
二乗検定によって分析から除外される。プローブセットは、その変換後の分散が（Ｎ－ｌ
）自由度でのカイ二乗分布の９９パーセント信頼区間の左側にある場合に分散が小さいと
見なされる。Ｃｈｉ－Ｓｑ（Ｎ－ｌ）に関する（Ｎ－ｌ）＊プローブセット分散／（遺伝
子プローブセット分散）［式中、Ｎは入力ＣＥＬファイル数であり、（Ｎ－ｌ）はカイ二
乗分布の自由度であり、及び「遺伝子プローブセット分散」は遺伝子にわたるプローブセ
ット分散の平均値である］。本開示の一部の実施形態において、所与の遺伝子又は転写物
クラスターのプローブセットは、ＧＣ含量、信頼性、分散などに関する前述のフィルタリ
ングステップを通過するプローブが最小数未満しか含まれない場合、以降の分析から除外
されてもよい。例えば、一部の実施形態において、所与の遺伝子又は転写物クラスターの
プローブセットは、含まれるプローブが約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５未満、又は約２０未満である場合、以降の分析から除外さ
れてもよい。
【０１９７】
　[0206]　遺伝子発現レベル又は選択的スプライシングのデータ解析方法は、本明細書に
提供されるとおりの特徴選択方法及び／又はプロセスの使用を更に含み得る。本開示の一
部の実施形態において、特徴選択はＬＩＭＭＡソフトウェアパッケージを用いて提供され
る（Smyth, G. K. (2005). Limma: linear models for microarray data. In: Bioinform
atics and Computational Biology Solutions using R and Bioconductor, R. Gentleman
, V. Carey, S. Dudoit, R. Irizarry, W. Huber (eds.), Springer, New York, pages 3
97-420）。
【０１９８】
　[0207]　遺伝子発現レベル及び／又は選択的スプライシングのデータ解析方法は、予備
分類器方法及び／又はプロセス（例えば、予備分類器分析モジュールによって実行される
）の使用を更に含み得る。例えば、方法及び／又はプロセスは、細胞特異的分子フィンガ
ープリントを使用してサンプルをその組成に従い予備的に分類し、次に補正／正規化係数
を適用し得る。次にこのデータ／情報が最終的な分類方法及び／又はプロセスに送り込ま
れてもよく、そこで当該情報が取り込まれて最終診断を助け得る。
【０１９９】
　[0208]　特定の実施形態において、本開示の方法は、本開示のＵＩＰ／非ＵＩＰ分類器
の適用前に分子フィンガープリントを使用してサンプルを喫煙者又は非喫煙者に予備的に
分類する予備分類器方法及び／又はプロセス（例えば、予備分類器分析モジュールによっ
て実行される）の使用を含む。
【０２００】
　[0209]　遺伝子発現レベル及び／又は選択的スプライシングのデータ解析方法は、本明
細書に提供されるとおりの分類器方法及び／又はプロセス（例えば、分類器分析モジュー
ルによって実行される）の使用を更に含み得る。本開示の一部の実施形態では、対角線形
判別分析、ｋ最近傍分類器、サポートベクターマシン（ＳＶＭ）分類器、線形サポートベ
クターマシン、ランダムフォレスト分類器、又は確率モデルベースの方法又はこれらの組
み合わせがマイクロアレイデータの分類に提供される。一部の実施形態において、サンプ
ルを（例えばＵＩＰを非ＵＩＰと、第１のＩＬＤを第２のＩＬＤと、正常対ＩＬＤを）区
別する、又は亜型を（例えばＩＰＦ対ＮＳＩＰを）区別する同定マーカーは、目的のクラ
ス間の発現レベルの差の統計的有意性に基づき選択される。場合によっては、統計的有意
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性は、ベンジャミニ・ホフバーグ（Benjamini Hochberg）の手順又は偽発見率（ＦＤＲ）
に関する別の補正を適用することにより調整される。
【０２０１】
　[0210]　場合によっては、分類器は、Fishel and Kaufman et al. 2007 Bioinformatic
s 23(13): 1599-606によって記載されるものなどのメタ分析手法で補足されてもよい。場
合によっては、分類器は、再現性分析などのメタ分析手法で補足されてもよい。場合によ
っては、再現性分析が、少なくとも１つの予測的発現産物マーカーセットに出現するマー
カーを選択する。
【０２０２】
　[0211]　事後確率を導出し、マイクロアレイデータの分析に適用する方法の例が、Smyt
h, G. K. 2004 Stat. Appi. Genet. Mol. Biol. 3: Article 3（全体として参照により本
明細書に援用される）に提供される。場合によっては、事後確率を使用して、分類器によ
り提供されるマーカーを順位付けしてもよい。場合によっては、マーカーはその事後確率
に従い順位付けされてもよく、選択の閾値に適合するものが、例えばＵＩＰ又は非ＵＩＰ
であるサンプルの指標又は診断となる発現差異を有するマーカーとして選択されてもよい
。例示的な閾値には、０．７、０．７５、０．８、０．８５、０．９、０．９２５、０．
９５、０．９７５、０．９８、０．９８５、０．９９、０．９９５又はそれより高い事前
確率が含まれる。
【０２０３】
　[0212]　分子プロファイリングの結果の統計的評価は、限定はされないが、以下：診断
が正確である可能性；サンプルがＵＩＰである可能性；サンプルが非ＵＩＰである可能性
；ＩＬＤの可能性；特定のＩＬＤの可能性；特定の治療介入が成功する可能性、対象が喫
煙者である可能性、及び対象が非喫煙者である可能性のうちの１つ以上の指標となる１つ
又は複数の定量的値を提供することを提供し得る。従って、遺伝学又は分子生物学の訓練
を受けていない可能性が高い医師が生データを理解する必要はない。むしろ、データは、
患者ケアの手引きとなるのにその最も有用な形態で医師に直接提示される。分子プロファ
イリングの結果は、限定はされないが：スチューデントｔ検定、両側ｔ検定、ピアソンの
順位和分析、隠れマルコフモデル分析、ｑ－ｑプロット分析、主成分分析、一元配置ＡＮ
ＯＶＡ、二元配置ＡＮＯＶＡ、ＬＩＭＭＡなどを含め、幾つもの方法を用いて統計的に評
価されてもよい。
【０２０４】
　[0213]　本開示の一部の実施形態において、分子プロファイリングを単独で、又は細胞
学的分析と組み合わせて使用することにより、約８５％精度～約９９％又は約１００％精
度の分類、同定、又は診断が提供され得る。場合によっては、分子プロファイリングプロ
セス及び／又は細胞診は、約、又は少なくとも約８５％、８６％、８７％、８８％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９７．５％、９８％、
９８．５％、９９％、９９．５％、９９．７５％、９９．８％、９９．８５％、又は９９
．９％精度のＩＬＤの分類、同定、診断を提供する。一部の実施形態において、分子プロ
ファイリングプロセス及び／又は細胞診は、約、又は少なくとも約８５％、８６％、８７
％、８８％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９７
．５％、９８％、９８．５％、９９％、９９．５％、９９．７５％、９９．８％、９９．
８５％、又は９９．９％精度の特定のＩＬＤ型（例えばＩＰＦ；ＮＳＩＰ；ＨＰ）の存在
の分類、同定、又は診断を提供する。
【０２０５】
　[0214]　場合によっては、精度は、対象を経時的に追跡して初期診断の精度を決定する
ことにより決定されてもよい。他の場合には、精度は、決定論的方式で、又は統計的方法
を用いて確立されてもよい。例えば、受信者動作特性（ＲＯＣ）分析を使用して、特定の
レベルの精度、特異度、陽性的中率、陰性的中率、及び／又は偽発見率を実現するのに最
適なアッセイパラメータを決定してもよい。
【０２０６】
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　[0215]　本開示の一部の実施形態において、ＵＩＰと非ＵＩＰとの間、ＵＩＰと正常と
の間、及び／又は喫煙者と非喫煙者との間で最も大きい発現レベルの差又は最も大きい選
択的スプライシングの差を呈することが決定される遺伝子発現産物及びかかる産物をコー
ドするヌクレオチドの組成物が、本開示の分子プロファイリング試薬としての使用に選択
されてもよい。かかる遺伝子発現産物は、他の方法と比べてより広いダイナミックレンジ
、より高い信号対雑音、診断力の向上、偽陽性又は偽陰性の可能性の低下、又はより高い
統計的信頼水準をもたらすことにより特に有用であり得る。
【０２０７】
　[0216]　本開示の他の実施形態において、分子プロファイリングを単独で、又は細胞学
的分析と組み合わせて使用することにより、当該技術分野において用いられる標準的な細
胞学的技法の使用と比較したとき、診断不十分とスコア化されるサンプル数が、約、又は
少なくとも約１００％、９９％、９５％、９０％、８０％、７５％、７０％、６５％、又
は約６０％減少し得る。場合によっては、本開示の方法では、当該技術分野において用い
られる標準的な細胞学的方法と比較したとき、不確定又は疑わしいとスコア化されるサン
プル数が、約、又は少なくとも約１００％、９９％、９８％、９７％、９５％、９０％、
８５％、８０％、７５％、７０％、６５％、又は約６０％減少し得る。
【０２０８】
　[0217]　場合によっては、分子プロファイリングアッセイの結果は、分子プロファイリ
ング事業者の代表又はエージェント、個人、医療提供者、又は保険提供者がアクセスでき
るようにデータベースに入力される。場合によってはアッセイ結果は、医療専門家など、
事業者の代表、エージェント又はコンサルタントによるサンプル分類、同定、又は診断を
含む。他の場合には、データのコンピュータ解析が自動で提供される。場合によっては分
子プロファイリング事業者は、以下：行われる分子プロファイリングアッセイ、コンサル
ティングサービス、データ解析、結果の報告、又はデータベースアクセスのうちの１つ以
上に関する請求書を個人、保険提供者、医療提供者、研究者、又は政府機関に送り得る。
【０２０９】
　[0218]　本開示の一部の実施形態において、分子プロファイリングの結果は、コンピュ
ータ画面上のレポートとして、又は紙の記録として提示される。場合によっては、レポー
トは、限定はされないが、以下：発現差異がある遺伝子の数、元のサンプルの適合性、差
異のある選択的スプライシングを示す遺伝子の数、診断、診断の統計的信頼度、対象が喫
煙者である可能性、ＩＬＤの可能性、及び適応となる治療のうちの１つ以上のような情報
を含み得る。
【０２１０】
（ｉｖ）分子プロファイリング結果に基づくサンプルのカテゴリ化
　[0219]　分子プロファイリングの結果は、例えば、以下：喫煙者、非喫煙者、ＩＬＤ、
特殊型ＩＬＤ、非ＩＬＤ、又は診断不十分（ＩＬＤの存在又は非存在に関して提供される
情報が不十分）のうちの１つに分類されてもよい。場合によっては、分子プロファイリン
グの結果はＩＰＦ対ＮＳＩＰのカテゴリに分類されてもよい。特定の場合には、結果はＵ
ＩＰ又は非ＵＩＰに分類される。
【０２１１】
　[0220]　本開示の一部の実施形態において、結果は訓練済み分類器を使用して分類され
る。訓練済み分類器は、訓練済みアルゴリズムであり得る。本開示の訓練済み分類器は、
既知のＵＩＰ及び非ＵＩＰサンプルの参照セットを使用して開発された方法及び／又はプ
ロセスを実行する。一部の実施形態において、訓練（例えば、分類器訓練モジュールを使
用する）は、ＵＩＰサンプルからの第１のバイオマーカーセットにおける遺伝子発現産物
レベルと、非ＵＩＰサンプルからの第２のバイオマーカーセットにおける遺伝子発現産物
レベルとの比較を含み、ここで第１のバイオマーカーセットは、第２のセットにないバイ
オマーカーを少なくとも１つ含む。一部の実施形態において、訓練（例えば、分類器訓練
モジュールを使用する）は、非ＵＩＰである第１のＩＬＤからの第１のバイオマーカーセ
ットにおける遺伝子発現産物レベルと、ＵＩＰである第２のＩＬＤからの第２のバイオマ
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ーカーセットにおける遺伝子発現産物レベルとの比較を含み、ここで第１のバイオマーカ
ーセットは、第２のセットにないバイオマーカーを少なくとも１つ含む。一部の実施形態
において、訓練（例えば、分類器訓練モジュールを使用する）は、喫煙者である第１の対
象からの第１のバイオマーカーセットにおける遺伝子発現産物レベルと、非喫煙者である
第２の対象からの第２のバイオマーカーセットにおける遺伝子発現産物レベルとの比較を
更に含み、ここで第１のバイオマーカーセットは、第２のセットにないバイオマーカーを
少なくとも１つ含む。一部の実施形態において、分類器全体又は分類器の一部分のいずれ
かが、分類パネル内にあるバイオマーカーパネルの発現レベルと分類器に使用される他の
全てのバイオマーカーパネル（又は他の全てのバイオマーカーシグネチャ）との比較を用
いて訓練（例えば、分類器訓練モジュールを使用する）されてもよい。一部の実施形態に
おいて、分類器全体又は分類器の一部分のいずれも、単一の対象から入手された少なくと
も２、３、４、５、又はそれ以上の個別サンプルを含むプールサンプルで測定された発現
レベルの比較を用いて訓練（例えば、分類器訓練モジュールを使用する）されてもよい。
一部の実施形態において、分類器全体又は分類器の一部分のいずれかも、本明細書に記載
されるとおりのインシリコプール発現レベルの比較を用いて訓練（例えば、分類器訓練モ
ジュールを使用する）されてもよく、ここでインシリコプール発現レベルは、単一の対象
から入手された少なくとも２、３、４、５、又はそれ以上の個別サンプルからのプールさ
れた発現レベルを含む。一部の実施形態において、この段落に記載されるとおり訓練され
る分類器は、検査サンプルがＵＩＰか、それとも非ＵＩＰかを決定するため、配列番号１
～１５１のうちの１；２；３；４；５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４
；１５；１６；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；
２８；２９；３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４
１；４２；４３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４
；５５；５６；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；
６８；６９；７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８
１；８２；８３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４
；９５；９６；９７；９８；９９；１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；
１０６；１０７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；
１１６；１１７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；
１２６；１２７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；
１３６；１３７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；
１４６；１４７；１４８；１４９；１５０；又は１５１、又はこれらの任意の組み合わせ
を検査サンプルと参照サンプル又は参照サンプル群との間で比較する。詳細な態様では、
かかる分類器は、追加の遺伝子、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以
上の追加の遺伝子を比較する。他の態様では、分類器は上述の遺伝子のうちの幾つか、例
えば、これらの遺伝子のうちの１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上を省き、
一方で場合によっては他の遺伝子を含む。
【０２１２】
　[0221]　一部の実施形態において、本明細書に記載されるとおり訓練される分類器は、
検査サンプルがＵＩＰか、それとも非ＵＩＰかを決定するため、表５に挙げられる遺伝子
のうちの１；２；３；４；５；６；７；８；９；１０；１１；１２；１３；１４；１５；
１６；１７；１８；１９；２０；２１；２２；２３；２４；２５；２６；２７；２８；２
９；３０；３１；３２；３３；３４；３５；３６；３７；３８；３９；４０；４１；４２
；４３；４４；４５；４６；４７；４８；４９；５０；５１；５２；５３；５４；５５；
５６；５７；５８；５９；６０；６１；６２；６３；６４；６５；６６；６７；６８；６
９；７０；７１；７２；７３；７４；７５；７６；７７；７８；７９；８０；８１；８２
；８３；８４；８５；８６；８７；８８；８９；９０；９１；９２；９３；９４；９５；
９６；９７；９８；９９；１００；１０１；１０２；１０３；１０４；１０５；１０６；
１０７；１０８；１０９；１１０；１１１；１１２；１１３；１１４；１１５；１１６；
１１７；１１８；１１９；１２０；１２１；１２２；１２３；１２４；１２５；１２６；
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１２７；１２８；１２９；１３０；１３１；１３２；１３３；１３４；１３５；１３６；
１３７；１３８；１３９；１４０；１４１；１４２；１４３；１４４；１４５；１４６；
１４７；１４８；１４９；１５０；１５１；１５２；１５３；１５４；１５５；１５６；
１５７；１５８；１５９；１６０；１６１；１６２；１６３；１６４；１６５；１６６；
１６７；１６８；１６９；１７０；１７１；１７２；１７３；１７４；１７５；１７６；
１７７；１７８；１７９；１８０；１８１；１８２；１８３；１８４；１８５；１８６；
１８７；１８８；１８９；又は１９０の遺伝子発現レベルを検査サンプルと参照サンプル
又は参照サンプル群との間で比較する。詳細な態様では、かかる分類器は、追加の遺伝子
、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上の追加の遺伝子を比較する。
他の態様では、分類器は上述の遺伝子のうちの幾つか、例えば、これらの遺伝子のうちの
１、２、３、４、５、６、７、８、又はそれ以上を省き、一方で場合によっては他の遺伝
子を含む。
【０２１３】
　[0222]　サンプルのカテゴリ化に好適な分類器としては、限定はされないが、ｋ最近傍
分類器、サポートベクターマシン、線形判別分析、対角線形判別分析、アップダウン、単
純ベイズ分類器、ニューラルネットワーク分類器、隠れマルコフモデル分類器、遺伝的分
類器、又はこれらの任意の組み合わせが挙げられる。
【０２１４】
　[0223]　場合によっては、本開示の訓練済み分類器は、限定はされないが、ＤＮＡ多型
データ、シーケンシングデータ、本開示の細胞診医又は病理医によるスコア化又は診断、
本開示の予備分類器方法及び／又はプロセスによって提供される情報、又は本開示の対象
の病歴に関する情報など、遺伝子発現又は選択的スプライシングデータ以外のデータを取
り入れてもよい。
【０２１５】
　[0224]　ＩＬＤの（例えばＵＩＰとの）診断に関して生体サンプルを分類するとき、典
型的にはバイナリ分類器からの可能性のある結果は２つある。同様に、喫煙者の診断に関
して生体サンプルを分類するとき、典型的にはバイナリ分類器からの可能性のある結果は
２つある。バイナリ分類器を実際の真値（例えば、生体サンプルからの値）と比較すると
き、典型的には可能性のある結果は４つある。予測からの結果がｐであり（ここで「ｐ」
は、特定のＩＬＤなど、陽性の分類器結果である）、且つ実際の値もまたｐである場合、
それは真陽性（ＴＰ）と呼ばれる；しかしながら実際の値がｎである場合、それは偽陽性
（ＦＰ）と言われる。逆に、予測結果及び実際の値の両方がｎであるとき（ここで「ｎ」
は、非ＩＬＤ、又は本明細書に記載されるとおりの特定の疾患組織の欠如など、陰性の分
類器結果である）真陰性（ＴＮ）が起こっており、及び偽陰性（ＦＮ）は、予測結果がｎ
である一方で実際の値がｐである場合である。一実施形態において、ある人が特定の疾患
を有するかどうかを決定しようとする診断検査を考える。この場合、その人が検査で陽性
となり、しかし実際には疾患を有しないとき偽陽性（ＦＰ）が起こる。他方で、その人が
実際に疾患を有する場合に検査で陰性となり、健康であることが示唆されると、ＦＮが起
こる。一部の実施形態において、現実世界での亜型の有病率を仮定する受信者動作特性（
ＲＯＣ）曲線は、関連性のある集団において利用可能なサンプルで実現する誤りを再サン
プリングすることによって作成されてもよい。
【０２１６】
　[0225]　疾患の陽性的中率（ＰＰＶ）、又は正確率、又は検査後確率は、陽性検査結果
を有する患者のうち正しく診断される割合である。これは、陽性検査が検査下の基礎病態
を反映する確率を反映するため、診断方法の最も重要な尺度である。しかしながら、その
値は疾患の有病率に依存し、有病率にはばらつきがあり得る。偽陽性率（α）＝ＦＰ／（
ＦＰ＋ＴＮ）－特異度；偽陰性率（β）＝ＦＮ／（ＴＰ＋ＦＮ）－感度；検出力＝感度＝
１－β；陽性尤度比＝感度／（ｌ－特異度）；陰性尤度比＝（１－感度）／特異度。
【０２１７】
　[0226]　陰性的中率は、陰性検査結果を有する患者のうち正しく診断される割合である
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。ＰＰＶ及びＮＰＶ測定値は、適切な疾患亜型有病率推定値を用いて導出されてもよい。
プール疾患有病率の推定値は、外科手術によりＢ対Ｍにおおまかに分類する不確定のプー
ルから計算されてもよい。亜型特異的推定値については、一部の実施形態において、疾患
有病率は時に、いかなるサンプルも利用できないため計算不能であることもある。このよ
うな場合、亜型疾患有病率の代わりにプール疾患有病率推定値が用いられてもよい。
【０２１８】
　[0227]　一部の実施形態では、発現産物のレベル又は選択的エクソン使用が、以下：Ｉ
ＰＦ、ＮＳＩＰ、ＨＰ、ＵＩＰ、非ＵＩＰのうちの１つの指標となる。
【０２１９】
　[0228]　一部の実施形態では、発現産物のレベル又は選択的エクソン使用が、対象が喫
煙者又は非喫煙者であることの指標となる。
【０２２０】
　[0229]　一部の実施形態において、主題の方法の発現解析結果は、所与の診断が正しい
ことの統計的信頼水準を提供する。一部の実施形態において、かかる統計的信頼水準は、
少なくとも約、又は約８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％、９９％、９９．５％超であるか、又はそれより高い。
【０２２１】
レポート
　[0230]　主題の方法及び／又はシステムは、サンプル（肺組織サンプル）がＵＩＰサン
プルであるという指示を提供するレポートを（例えば、レポートモジュールを使用して）
生成することを含んでもよい。主題の方法及び／又はシステムは、サンプル（肺組織サン
プル）が非ＵＩＰサンプルであるという指示を提供するレポートを（例えば、レポートモ
ジュールを使用して）生成することを含んでもよい。主題の方法及び／又はシステムは、
サンプル（肺組織サンプル）がＩＬＤサンプルであるという指示を提供するレポートを（
例えば、レポートモジュールを使用して）生成することを含んでもよい。主題の診断方法
は、検査下の個体がＩＬＤを有するかどうかに関する指示を提供するレポートを生成する
ことを含み得る。主題の診断方法は、検査下の個体が喫煙者であるか、それとも喫煙者で
ないかに関する指示を提供するレポートを生成することを含み得る。主題の方法（又はレ
ポートモジュール）は、検査下の個体がＩＰＦを（及び例えばＩＰＦ以外のＩＬＤではな
く；例えば、レポートは、その個体がＮＳＩＰではなくＩＰＦを有することを指示し得る
）有するかどうかに関する指示を提供するレポートを生成することを含み得る。
【０２２２】
　[0231]　一部の実施形態において、ＵＩＰ対非ＵＩＰを診断する主題の方法は、レポー
トを（例えば、レポートモジュールを使用して）生成することを含む。かかるレポートは
、患者がＵＩＰを有する可能性；患者が非ＵＩＰを有する可能性；患者がＩＰＦを有する
可能性；患者が喫煙者である可能性；更なる評価に関する推奨；治療薬及び／又は装置介
入に関する推奨などの情報を含み得る。
【０２２３】
　[0232]　例えば、本明細書に開示される方法は、主題の診断方法の結果を提供するレポ
ートを生成又は出力するステップを更に含むことができ、レポートは電子媒体の形態で（
例えば、コンピュータモニタ上の電子表示）、又は有形的表現媒体の形態で（例えば、紙
又は他の有形的表現媒体に印刷されたレポート）提供されてもよい。主題の診断方法の結
果（例えば、患者がＵＩＰを有する可能性；患者が非ＵＩＰを有する可能性；患者がＩＰ
Ｆを有する可能性；個体がＩＬＤを有する可能性；個体がＩＰＦを有する可能性；個体が
喫煙者である可能性）に関する判定は、「レポート」、又は単に「スコア」と称され得る
。レポートを作成する人又は実体（「レポート生成者」）はまた、サンプル収集、サンプ
ル処理などのステップも行い得る。或いは、レポート生成者以外の実体がサンプル収集、
サンプル処理などのステップを行うこともできる。診断判定レポートは使用者に提供され
てもよい。「使用者」は、医療専門家（例えば、臨床医、検査技師、医師（例えば、心臓
病専門医）等）であってもよい。
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【０２２４】
　[0233]　主題のレポートは、１）サービス提供者情報；２）患者データ；３）所与の遺
伝子産物又は遺伝子産物セットの発現レベルに関するデータ、スコア又は分類器判定；４
）フォローアップ評価推奨；５）治療介入又は推奨；及び６）他の特徴のうちの１つ以上
を更に含み得る。
【０２２５】
更なる評価
　[0234]　所与の遺伝子産物又は遺伝子産物セットの発現レベルに基づき、及び／又はレ
ポート（上記に記載したとおり）に基づき、医師又は他の有資格医療従事者は、検査対象
（患者）の更なる評価が必要かどうかを判断することができる。更なる評価には、例えば
スパイロメトリーが含まれ得る。
【０２２６】
治療介入
　[0235]　所与の遺伝子産物又は遺伝子産物セットの発現レベルに基づき、及び／又はレ
ポート（上記に記載したとおり）に基づき、医師又は他の有資格医療従事者は、適切な治
療介入が勧められるかどうかを判断することができる。治療介入には、薬物ベースの治療
介入、装置ベースの治療介入、及び外科的介入が含まれる。レポートに個体がＵＩＰ及び
／又はＩＰＦを有する可能性が指示される場合、薬物ベースの治療介入には、例えば、そ
の個体に有効量のピルフェニドン、プレドニゾン、アザチオプリン、及び／又はＮ－アセ
チルシステインを投与することが含まれる。外科的介入には、例えば動脈バイパス術が含
まれる。
【０２２７】
コンピュータ実行方法、システム及び装置
　[0236]　本開示の方法はコンピュータ実行されることにより、方法ステップ（例えば、
アッセイ、比較、計算など）が全て又は部分的に自動化されてもよい。
【０２２８】
　[0237]　従って、本開示は、鑑別診断を含め、間質性肺疾患の診断（例えば、ＵＩＰ、
非ＵＩＰ、ＩＰＦ、ＮＳＩＰ、ＨＰ等の診断）を促進するコンピュータ実行方法に関連し
た方法、コンピュータシステム、装置などを提供する。
【０２２９】
　[0238]　本開示は、喫煙者状態（例えば、喫煙者対非喫煙者）の決定を促進するコンピ
ュータ実行方法に関連した方法、コンピュータシステム、装置などを更に提供する。
【０２３０】
　[0239]　本開示は、鑑別診断を含め、間質性肺疾患の診断（例えば、ＵＩＰ、非ＵＩＰ
、ＩＰＦ、ＮＳＩＰ、ＨＰ等の診断）を促進するコンピュータ実行方法に関連した方法、
コンピュータシステム、装置などを更に提供し、この方法は、対象の喫煙者状態（喫煙者
対非喫煙者）を決定すること、及び対象の間質性肺疾患診断の決定に喫煙者状態を取り入
れることを更に含む。一部の実施形態において、（ｉ）喫煙者状態は、訓練（例えば、分
類器訓練モジュールを使用する）の中で使用されるモデルの共変量として間質性肺疾患診
断に取り入れられる。この手法により、特に喫煙者に由来するデータ（雑音の方が高い）
において信号対雑音比が押し上げられ、喫煙者及び非喫煙者に由来するデータを組み合わ
せて同時に使用することが可能になる。一部の実施形態において、（ｉｉ）喫煙者状態は
、間質性肺疾患診断分類器訓練の間に、喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい１つ以上
の遺伝子を同定し、かかる遺伝子を除外するか、又はかかる遺伝子に、喫煙者状態の影響
を受けにくい他の遺伝子と異なる重みを付けることにより間質性肺疾患診断に取り入れら
れる。一部の実施形態において、（ｉｉｉ）喫煙者状態は、初期分類器が喫煙者を非喫煙
者と区別する遺伝子シグネチャを認識するように（例えば、分類器訓練モジュールを使用
して）訓練される階層化分類を構築することにより間質性肺疾患診断に取り入れられる。
患者サンプルが「喫煙者」又は「非喫煙者」に（例えば、予備分類器分析モジュールを使
用して）予備的に分類されると、それぞれ喫煙者又は非喫煙者におけるＵＩＰと非ＵＩＰ
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を区別するように各々訓練された個別の分類器が実行されて、間質性肺疾患が診断され得
る。更に別の実施形態において、対象の間質性肺疾患診断の決定に喫煙者状態を取り入れ
るステップを含むかかる方法は、上述のこのような取り入れる方法のうちの１つ以上の組
み合わせ（即ち、本段落の実施形態（ｉ）～（ｉｉｉ）のうちの２つ以上の組み合わせを
含む。
【０２３１】
　[0240]　例えば、方法ステップは、バイオマーカーレベルの値を入手すること、正規化
バイオマーカー（遺伝子）発現レベルを対照レベルと比較すること、ＵＩＰ又は非ＵＩＰ
の可能性（及び場合によっては対象が喫煙者である可能性）を計算すること、レポートを
生成することなどを含め、完全に又は部分的にコンピュータプログラム製品によって実施
されてもよい。入手された値は、例えばデータベースに電子的に記憶されてもよく、プロ
グラム化されたコンピュータによって（例えば、分類器分析モジュールを使用して）実行
される分類器に供されてもよい。
【０２３２】
　[0241]　例えば、本開示の方法及び／又はシステムは、バイオマーカーレベル（例えば
、遺伝子産物の正規化発現レベル）を分類器分析モジュールに入力して方法及び／又はプ
ロセスを実行することにより、本明細書に記載される比較及び計算ステップを実施し、及
び例えば、コンピュータにとってローカル又はリモートの位置にある出力装置にレポート
を表示又は印刷することにより、本明細書に記載されるとおりのレポートを（例えば、レ
ポートモジュールを使用して）生成することを含み得る。レポートへの出力は、スコア（
例えば、数値スコア（数値を表すもの）又は非数値スコア（例えば、数値又は数値範囲を
表す非数値出力（例えば、「ＩＰＦ」、「ＩＰＦのエビデンスなし」）であってもよい。
他の態様において、出力は「ＵＩＰ」対「非ＵＩＰ」を指示し得る。他の態様において、
出力は「喫煙者」対「非喫煙者」を指示し得る。
【０２３３】
　[0242]　従って本開示は、ソフトウェア及び／又はハードウェアモジュールが記憶され
ているコンピュータ可読記憶媒体を含むコンピュータプログラム製品を提供する。ソフト
ウェア及び／又はハードウェアモジュールは、プロセッサによる実行時、個体からの１つ
以上の生体サンプル（例えば肺組織サンプル）の分析によって得られた値に基づき関連す
る計算を実行することができる。コンピュータプログラム製品は、そこに計算を行うため
のコンピュータプログラムを記憶している。
【０２３４】
　[0243]　本開示は、上記に記載されるプログラムを実行するためのシステムを提供し、
このシステムは、概して、ａ）ソフトウェア及び／又はハードウェアモジュールを実行す
る中央コンピューティング環境又はプロセッサ；ｂ）コンピューティング環境に作動可能
に接続された、患者データ（患者データには、例えば、上記に記載したとおり、患者から
の生体サンプルを使用したアッセイから得られたバイオマーカーレベル又は他の値が含ま
れる）を受け取るための入力装置；ｃ）コンピューティング環境に接続された、使用者（
例えば医療従事者）に情報を提供するための出力装置；及びｄ）中央コンピューティング
環境（例えばプロセッサ）によって実行される方法及び／又はプロセスであって、方法及
び／又はプロセスは入力装置が受け取るデータに基づき実行され、及び方法及び／又はプ
ロセスは値を計算し、ここで値は、本明細書に記載されるとおり、対象がＵＩＰ、非ＵＩ
Ｐ、ＩＬＤ、又はＩＰＦを有する可能性の指標である、方法及び／又はプロセスを含む。
【０２３５】
　[0244]　本開示はまた、上記に記載されるプログラムを実行するためのシステムも提供
し、このシステムは、概して、ａ）ソフトウェア及び／又はハードウェアモジュールを実
行する中央コンピューティング環境又はプロセッサ；ｂ）コンピューティング環境に作動
可能に接続された、患者データ（患者データには、例えば、上記に記載したとおり、患者
からの生体サンプルを使用したアッセイから得られたバイオマーカーレベル又は他の値が
含まれる）を受け取るための入力装置；ｃ）コンピューティング環境に接続された、使用
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者（例えば医療従事者）に情報を提供するための出力装置；及びｄ）中央コンピューティ
ング環境（例えばプロセッサ）によって実行される方法及び／又はプロセスであって、方
法及び／又はプロセスは入力装置が受け取るデータに基づき実行され、方法及び／又はプ
ロセスは値を計算し、この値は、本明細書に記載されるとおり、対象がＵＩＰ、非ＵＩＰ
、ＩＬＤ、又はＩＰＦを有する可能性の指標であり、及び方法及び／又はプロセスは訓練
中に使用されるモデルの共変量として喫煙状態（喫煙者対非喫煙者）を使用する、方法及
び／又はプロセスを含む。一部の実施形態において、方法及び／又はプロセスは、分類器
訓練時に喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい１つ以上の遺伝子を除外し、又はそれに
異なる重みを付けて、喫煙状態によって交絡されない又はその影響を受けない遺伝子で訓
練に使用される特徴空間をエンリッチする。
【０２３６】
　[0245]　更に別の実施形態において、本開示は、上記に記載されるプログラムを実行す
るためのシステムを提供し、このシステムは、概して、ａ）ソフトウェア及び／又はハー
ドウェアモジュールを実行する中央コンピューティング環境又はプロセッサ；ｂ）コンピ
ューティング環境に作動可能に接続された、患者データ（患者データには、例えば、上記
に記載したとおり、患者からの生体サンプルを使用したアッセイから得られたバイオマー
カーレベル又は他の値が含まれる）を受け取るための入力装置；ｃ）コンピューティング
環境に接続された、使用者（例えば医療従事者）に情報を提供するための出力装置；及び
ｄ）中央コンピューティング環境（例えばプロセッサ）によって実行される第１の方法及
び／又はプロセスであって、第１の方法及び／又はプロセスは入力装置が受け取るデータ
に基づき実行され、第１の方法及び／又はプロセスは値を計算し、この値は、本明細書に
記載されるとおり、対象が喫煙者又は非喫煙者である可能性の指標であり、喫煙者又は非
喫煙者としての対象の状態により、それぞれ喫煙者又は非喫煙者におけるＵＩＰと非ＵＩ
Ｐを区別するように（例えば、分類器訓練モジュールを使用して）特異的に訓練された第
２の方法及び／又はプロセスが第１の方法及び／又はプロセスによって適用されることに
なる、第１の方法及び／又はプロセス、及びｅ）ここで第２の方法及び／又はプロセスは
中央コンピューティング環境（例えばプロセッサ）によって実行されることであって、第
２の方法及び／又はプロセスは入力装置が受け取るデータに基づき実行され、ここで第２
の方法及び／又はプロセスは値を計算し、この値は本明細書に記載されるとおりの対象が
ＩＬＤを有する可能性の指標であること、を含む。
【０２３７】
コンピュータシステム
　[0246]　図７Ａは、バス又は一群のバス１１０によって一体に結合された、少なくとも
１つのプロセッサ１０２、又は処理ユニット又は複数のプロセッサ、メモリ１０４、少な
くとも１つの入力装置１０６及び少なくとも１つの出力装置１０８を含む処理システム１
００を示す。処理システムは、任意の好適な装置、例えば、ホスト装置、パーソナルコン
ピュータ、ハンドヘルド又はラップトップ装置、携帯情報端末、マルチプロセッサシステ
ム、マイクロプロセッサベースのシステム、プログラム可能消費者向けエレクトロニクス
装置、ミニコンピュータ、サーバコンピュータ、ウェブサーバコンピュータ、メインフレ
ームコンピュータ、及び／又は上記のシステム又は装置のいずれかを含む分散コンピュー
ティング環境などに実装されてもよい。
【０２３８】
　[0247]　特定の実施形態において、入力装置１０６と出力装置１０８とは同じ装置であ
ってもよい。処理システム１００を１つ以上の周辺装置に結合するためのインタフェース
１１２もまた提供されることがあり、例えばインタフェース１１２はＰＣＩカード又はＰ
Ｃカードであってもよい。少なくとも１つのデータベース１１６を格納する少なくとも１
つの記憶装置１１４もまた提供されることがある。
【０２３９】
　[0248]　メモリ１０４は、任意の形態のメモリ装置、例えば、揮発性又は不揮発性メモ
リ、固体記憶装置、磁気装置等であってもよい。例えば、一部の実施形態において、メモ
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リ１０４は、ランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、メモリバッファ、ハードドライブ、読
出し専用メモリ（ＲＯＭ）、消去可能プログラマブル読出し専用メモリ（ＥＰＲＯＭ）、
データベースなどであってもよい。
【０２４０】
　[0249]　プロセッサ１０２は、２つ以上の個別の処理装置を含んで、例えば処理システ
ム１００内の異なる機能を取り扱うことができる。プロセッサ１００は、汎用プロセッサ
（ＧＰＰ）、中央演算処理装置（ＣＰＵ）、加速処理ユニット（ＡＰＵ）、グラフィック
プロセッサユニット（ＧＰＵ）、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）など、一組の命令又
はコード（例えば、メモリに記憶される）をラン又は実行するように構成された任意の好
適な処理装置であってもよい。かかるプロセッサ１００は、パーソナルコンピュータアプ
リケーション、モバイルアプリケーション、インターネットウェブブラウザ、移動体通信
及び／又は無線通信（例えば、ネットワーク経由）などの使用に関連するメモリに記憶さ
れた一組の命令又はコードをラン又は実行することができる。より具体的には、プロセッ
サは、本明細書に記載されるとおりのデータの分析及び分類に関連するメモリ１０４に記
憶された一組の命令又はコードを実行することができる。
【０２４１】
　[0250]　入力装置１０６は入力データ１１８を受け取るもので、例えば、キーボード、
ペン型装置又はマウスなどのポインタ装置、マイクロホンなどの音声制御起動用の音声受
信装置、モデム又は無線データアダプタなどのデータ受信機又はアンテナ、データ収集カ
ード等を含むことができる。入力データ１１８は、ネットワーク経由で受け取ったデータ
と併せて異なるソース、例えばキーボード命令に由来することができる。
【０２４２】
　[0251]　出力装置１０８は出力データ１２０を作製又は生成し、例えば、この場合には
出力データ１２０を可視化する表示装置又はモニタ、この場合には出力データ１２０が印
刷されるプリンタ、ポート、例えばＵＳＢポート、周辺構成要素アダプタ、モデム又は無
線ネットワークアダプタなどのデータ伝送装置又はアンテナ等を含むことができる。出力
データ１２０は個別的で、ネットワークに送信されるデータと併せて異なる出力装置、例
えばモニタ上の画像表示に由来してもよい。使用者は、例えばモニタ上で、又はプリンタ
を使用して、データ出力、又はデータ出力の解釈を閲覧することができる。
【０２４３】
　[0252]　一部の実施形態において、入力装置１０６及び／又は出力装置１０８は、ネッ
トワーク経由でデータを送信及び／又は受信するように構成された通信インタフェースで
あってもよい。より具体的には、かかる実施形態において、処理システム１００は、１つ
以上のクライアント装置（図７Ａには図示せず）に対するホスト装置として働くことがで
きる。そのため、処理システム１００は、クライアント装置からデータ（例えば出力デー
タ１２０）を送信し、及びデータ（例えば入力データ１１８）を受信することができる。
かかる通信インタフェースは、１つ以上のネットワークインタフェースカードなど、処理
システム１００をクライアント装置と通信した状態にすることのできる任意の好適なモジ
ュール及び／又は装置であってもよい。かかるネットワークインタフェースカードには、
例えば、クライアント装置１５０をネットワーク経由でホスト装置１１０と通信した状態
にすることのできるイーサネットポート、WiFi（登録商標）無線、Bluetooth（登録商標
）無線、近距離通信（ＮＦＣ）無線、及び／又はセルラー無線などが含まれ得る。
【０２４４】
　[0253]　記憶装置１１４は、任意の形態のデータ又は情報記憶システム又は方法、例え
ば、揮発性又は不揮発性メモリ、固体記憶装置、磁気装置等であってもよい。例えば、一
部の実施形態において、記憶装置１１４は、ランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、メモリ
バッファ、ハードドライブ、読出し専用メモリ（ＲＯＭ）、消去可能プログラマブル読出
し専用メモリ（ＥＰＲＯＭ）、データベースなどであってもよい。
【０２４５】
　[0254]　使用時、処理システム１００は、有線又は無線通信システム又は方法を介して
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データ又は情報を少なくとも１つのデータベース１１６に記憶し、及び／又はそこから読
み出すことが可能であるように構成される。インタフェース１１２は、処理ユニット１０
２と特殊化した目的を果たし得る周辺構成要素との間の有線及び／又は無線通信を可能に
し得る。一般に、プロセッサ１０２は、命令を入力装置１０６から入力データ１１８とし
て受け取ることができ、出力装置１０８を利用することにより処理結果又は他の出力を使
用者に向けて表示することができる。２つ以上の入力装置１０６及び／又は出力装置１０
８が提供されてもよい。処理システム１００は、任意の好適な形態の端末、サーバ、専門
ハードウェアなどであってもよい。処理システム１００はネットワーク通信システムの一
部であってもよい。
【０２４６】
　[0255]　処理システム１００は、ネットワーク、例えば、ローカルエリアネットワーク
（ＬＡＮ）、仮想ローカルエリアネットワーク（ＶＬＡＮ）などの仮想ネットワーク、広
域ネットワーク（ＷＡＮ）、メトロポリタンエリアネットワーク（ＭＡＮ）、ワールドワ
イド・インターオペラビリティ・フォー・マイクロウェーブ・アクセス（WiMAX）、セル
ラーネットワーク、インターネット、及び／又は有線及び／又は無線ネットワークとして
実装される任意の他の好適なネットワークに接続することができる。例えば、ＬＡＮネッ
トワーク環境で使用されるとき、コンピューティングシステム環境１００はネットワーク
インタフェース又はアダプタを介してＬＡＮに接続される。ＷＡＮネットワーク環境で使
用されるとき、コンピューティングシステム環境は、典型的にはモデム又はその他の、イ
ンターネットなど、ＷＡＮで通信を確立するためのシステム若しくは方法を含む。モデム
は、内蔵であっても又は外部であってもよく、ユーザ入力インタフェースを介するか、又
は別の適切な機構を介してシステムバスに接続されてもよい。ネットワーク化された環境
では、コンピューティングシステム環境１００に関連して描かれるプログラムモジュール
、又はその一部分は、リモートメモリ記憶装置に記憶されてもよい。図７の図解されるネ
ットワーク接続は例であり、複数のコンピュータ間に通信リンクを確立する他のシステム
及び方法が用いられてもよいことは理解されるべきである。
【０２４７】
　[0256]　入力データ１１８及び出力データ１２０はネットワークを介して他の装置に通
信されてもよい。ネットワークを介した情報及び／又はデータの転送は、有線又は無線の
通信システム及び方法を用いて実現されてもよい。サーバはネットワークと１つ以上のデ
ータベースとの間でのデータの転送を促進することができる。サーバ及び１つ以上のデー
タベースは、情報ソースの例を提供する。
【０２４８】
　[0257]　従って、図７Ａに示される処理コンピューティングシステム環境１００は、１
つ以上のリモートコンピュータとの論理結合を用いてネットワーク化環境で動作し得る。
リモートコンピュータは、パーソナルコンピュータ、サーバ、ルータ、ネットワークＰＣ
、ピア装置、又は他の共通ネットワークノードであってもよく、典型的には上記に記載さ
れる要素の多く又は全てを含む。
【０２４９】
　[0258]　図７Ｂは、図７Ａのプロセッサ１０２を更に詳細に示す。プロセッサ１０２は
、特定のモジュールを実行するように構成され得る。モジュールは、例えば、ハードウェ
アモジュール、メモリ１０４に記憶され及び／又はプロセッサ１０２で実行されるソフト
ウェアモジュール、及び／又はこれらの任意の組み合わせであってもよい。例えば、図７
Ｂに示されるとおり、プロセッサ１０２は、予備分類器分析モジュール１３０、分類器訓
練モジュール１３２、分類器分析モジュール１３４及びレポートモジュール１３６を含み
、及び／又は実行する。図７Ｂに示されるとおり、予備分類器分析モジュール１３０、分
類器訓練モジュール１３２、分類器分析モジュール１３４及びレポートモジュール１３６
は接続され、及び／又は電気的に結合されてもよい。従って、予備分類器分析モジュール
１３０、分類器訓練モジュール１３２、分類器分析モジュール１３４及びレポートモジュ
ール１３６の間で信号が送られ得る。
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【０２５０】
　[0259]　分類器訓練モジュール１３２は、データ（例えば遺伝子発現データ、シーケン
シングデータ）のコーパスを受け取って分類器を訓練するように構成されてもよい。例え
ば、以前（例えば専門家によって）ＵＩＰ及び非ＵＩＰと同定されたサンプルからの臨床
アノテーションデータが入力装置１０６によって受け取られ、分類器訓練モジュール１３
２によって使用されることにより、以前ＵＩＰ及び非ＵＩＰと同定されたサンプル間の相
関が同定されてもよい。例えば、専門家ＴＢＢ組織病理ラベル（即ち、ＵＩＰ又は非ＵＩ
Ｐ）、専門家ＨＲＣＴラベル、及び／又は専門家患者レベル臨床転帰ラベルが入手され、
単独又は組み合わせで使用されることにより、分類器がマイクロアレイ及び／又はシーケ
ンシングデータを用いて訓練されてもよい。使用される特徴空間は、遺伝子発現、変異体
、突然変異、融合、ヘテロ接合性の消失（loss of heterozygoxity）（ＬＯＨ）、生物学
的パスウェイ効果及び／又は機械学習アルゴリズムを訓練するための特徴として抽出され
得る任意の他の次元のデータを含むことができる。一部の実施形態において、ＵＩＰ対非
ＵＩＰ分類器、喫煙者対非喫煙者分類器、又はＵＩＰ対非ＵＩＰ及び喫煙者対非喫煙者分
類器の訓練に使用される特徴空間は、遺伝子発現、変異体、突然変異、融合、ヘテロ接合
性の消失（loss of heterozygosity）（ＬＯＨ）、及び生物学的パスウェイ効果を含む。
一部の実施形態において、ＵＩＰ対非ＵＩＰ分類器、喫煙者対非喫煙者分類器、又はＵＩ
Ｐ対非ＵＩＰ及び喫煙者対非喫煙者分類器の訓練に使用される特徴空間は、遺伝子発現及
び変異体次元を含む。
【０２５１】
　[0260]　一部の実施形態において、分類器訓練モジュール１３２は、受け取られたサン
プルが喫煙者に関連するか、それとも非喫煙者に関連するかに関連する指示に基づき喫煙
者分類器及び非喫煙者分類器を訓練することができる。他の実施形態において、喫煙者／
非喫煙者を属性（モデル共変量）として使用して単一の分類器を訓練してもよい。分類器
の訓練後、それを使用して、本明細書に記載されるとおりの新規に受け取られた未知のサ
ンプルを同定及び／又は分類してもよい。
【０２５２】
　[0261]　予備分類器分析モジュール１３０は、サンプルが喫煙者に関連するか、それと
も非喫煙者に関連するかを同定することができる。具体的には、予備分類器分析モジュー
ル１３０は、任意の好適な方法を用いてサンプルを、喫煙する（又は過去の多量喫煙歴を
有する）個体に由来するものと、それに対して喫煙しない（又は喫煙歴がない）個体に由
来するものとに同定及び／又は分類することができる。分類は、使用者から指示を受け取
ること、喫煙者状態バイアスの影響を受けやすい遺伝子を同定すること、機械学習分類器
を使用すること、及び／又は本明細書に記載される任意の他の好適な方法など、任意の好
適な方法で行われてもよい。
【０２５３】
　[0262]　分類器分析モジュール１３４は、サンプルを分類器に入力して、受け取ったサ
ンプルをＵＩＰ及び非ＵＩＰに結び付けられると同定及び／又は分類することができる。
具体的には、分類器分析モジュール１３４は訓練済み分類器を使用して、サンプルがＵＩ
Ｐを指示するか、それとも非ＵＩＰを指示するかを同定することができる。一部の実施形
態において、分類器分析モジュール１３４は、ＵＩＰ又は非ＵＩＰに結び付けられるサン
プルのパーセンテージ又は信頼スコアを指示することができる。一部の実施形態では、分
類器分析モジュール１３４は、一方が喫煙者サンプル用及び他方が非喫煙者サンプル用（
予備分類器分析モジュール１３０によって決定されるとおり）の２つの別個の分類器を実
行することができる。他の実施形態では、喫煙者状態の入力を有する喫煙者サンプル及び
非喫煙者サンプルの両方について単一の分類器が実行される。
【０２５４】
　[0263]　レポートモジュール１３６は、本明細書に更に詳細に記載されるとおりの分類
器分析モジュール１３４の結果に基づき任意の好適なレポートを生成するように構成され
てもよい。場合によっては、レポートは、限定はされないが、以下：発現差異がある遺伝
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子の数、元のサンプルの適合性、差異のある選択的スプライシングを示す遺伝子の数、診
断、診断の統計的信頼度、対象が喫煙者である可能性、ＩＬＤの可能性、及び適応される
治療法のうちの１つ以上のような情報を含み得る。
【０２５５】
　[0264]　図７Ｃは、本開示の非限定的な一実施形態のフローチャートを示し、ここでは
既知のＵＩＰ及び非ＵＩＰサンプルの遺伝子産物発現データを使用して、ＵＩＰと非ＵＩ
Ｐとの鑑別のための分類器が（例えば、分類器訓練モジュールを使用して）訓練され、分
類器は場合によっては喫煙者状態を共変量と見なし、及び未知のサンプルからの遺伝子産
物発現データを訓練済み分類器に入力することにより、その未知のサンプルがＵＩＰ又は
非ＵＩＰのいずれかと同定され、及び分類器による分類の結果はレポートによって定義及
び出力される。
【０２５６】
　[0265]　特定の実施形態は、図７Ａのコンピューティングシステム環境１００など、１
つ以上のコンピューティング装置によって行われる行為及び動作の象徴的表現に関連して
記述され得る。従って、時にコンピュータ実行されると称されるかかる行為及び動作が、
コンピュータのプロセッサによる、構造化された形態のデータを表す電気信号の操作を含
むことは理解されるであろう。この操作によってデータは変換されるか、又はコンピュー
タのメモリシステム内の位置に維持され、メモリシステムはコンピュータの動作を当業者
が理解する方法で再構成し、又は他の方法で改変する。データを維持するデータ構造は、
データの形式により定義される特定の特性を有するメモリの物理的な位置である。しかし
ながら、実施形態が前述の文脈で記載されるものではあるが、以下に記載される行為及び
動作がまたハードウェアに実装されてもよいことは当業者が理解するであろうとおり、そ
れは限定を意図したものではない。
【０２５７】
　[0266]　実施形態は、数多くの他の汎用又は専用コンピューティング装置及びコンピュ
ーティングシステム環境又は構成で実行されてもよい。実施形態での使用に好適であり得
る他のコンピューティングシステム、環境、及び構成の例としては、限定はされないが、
パーソナルコンピュータ、携帯用又はラップトップ型装置、携帯情報端末、マルチプロセ
ッサシステム、マイクロプロセッサベースのシステム、プログラム可能消費者向けエレク
トロニクス、ネットワーク、ミニコンピュータ、サーバコンピュータ、ウェブサーバコン
ピュータ、メインフレームコンピュータ、及び上記のシステム又は装置のいずれかを含む
分散コンピューティング環境が挙げられる。
【０２５８】
　[0267]　実施形態は、ハードウェア及び／又はソフトウェアモジュールなど、コンピュ
ータ実行可能命令の一般的な文脈で記載されてもよい。実施形態はまた、通信ネットワー
クを介してリンクしたリモート処理装置によってタスクが遂行される分散コンピューティ
ング環境で実践されてもよい。分散コンピューティング環境では、プログラムモジュール
は、メモリ記憶装置を含むローカル及びリモートの両方のコンピュータ記憶媒体に位置し
てもよい。
【０２５９】
コンピュータプログラム製品
　[0268]　本開示は、上記で図７に関連して記載されるものなどのプログラム可能なコン
ピュータ上で実行されると、本開示の方法を実行することのできる
コンピュータプログラム製品を提供する。上記で考察したとおり、本明細書に記載される
主題は、所望の構成に依存するシステム、機器、方法、及び／又は物品に具体化され得る
。これらの様々な実装には、記憶システム、少なくとも１つの入力装置（例えば、ビデオ
カメラ、マイクロホン、ジョイスティック、キーボード、及び／又はマウス）、及び少な
くとも１つの出力装置（例えば、表示モニタ、プリンタ等）からデータ及び命令を受け取
ること、及びそれにデータ及び命令を送ることと併せて、専用又は汎用であってもよい、
少なくとも１つのプログラム可能なプロセッサを含むプログラム可能なシステム上の実行
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可能及び／又は解釈可能な１つ以上のコンピュータプログラムにおける実装が含まれ得る
。
【０２６０】
　[0269]　コンピュータプログラム（プログラム、ソフトウェア、ソフトウェアアプリケ
ーション、アプリケーション、コンポーネント、又はコードとしても知られる）はプログ
ラム可能なプロセッサの命令を含み、高レベル手続き型及び／又はオブジェクト指向プロ
グラミング言語、及び／又はアセンブリ／機械言語に実装されてもよい。本明細書で使用
されるとき、用語「機械可読媒体」は、機械命令を機械可読信号として受け取る機械可読
媒体を含め、プログラム可能なプロセッサに機械命令及び／又はデータを提供するために
使用される任意のコンピュータプログラム製品、機器及び／又は装置（例えば、磁気ディ
スク、光ディスク、メモリ等）を指す。
【０２６１】
　[0270]　この説明から、本開示の態様が、少なくとも一部には、ソフトウェア、ハード
ウェア、ファームウェア、又はこれらの任意の組み合わせに具体化されてもよいことは明
らかであろう。従って、本明細書に記載される技法は、ハードウェア回路及び／又はソフ
トウェアのいかなる具体的な組み合わせにも、又はコンピュータ若しくは他のデータ処理
システムによって実行される命令のいかなる詳細なソースにも限定されない。むしろ、こ
れらの技法は、任意の種類のＲＯＭ、ＲＡＭ、キャッシュメモリ、ネットワークメモリ、
フロッピーディスク、ハードドライブディスク（ＨＤＤ）、固体素子（ＳＳＤ）、光ディ
スク、ＣＤ－ＲＯＭ、及び光磁気ディスク、ＥＰＲＯＭ、ＥＥＰＲＯＭ、フラッシュメモ
リ、又は電子的フォーマットで命令を記憶するのに好適な任意の他のタイプの媒体を含め
、メモリ又は他のコンピュータ可読媒体に記憶された命令のシーケンスを実行するマイク
ロプロセッサなどの１つ以上のプロセッサに応答してコンピュータシステム又は他のデー
タ処理システムで行われてもよい。
【０２６２】
　[0271]　加えて、１つ又は複数のプロセッサは、１つ以上のプログラム可能な汎用又は
専用マイクロプロセッサ、デジタルシグナルプロセッサ（ＤＳＰ）、プログラマブルコン
トローラ、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、プログラム可能論理デバイス（ＰＬＤ）
、トラステッドプラットフォームモジュール（ＴＰＭ）など、又はかかる素子の組み合わ
せであってもよく、又はそれを含んでもよい。代替的実施形態において、論理回路又は他
のハードワイヤード回路などの専用ハードウェアをソフトウェア命令との組み合わせで使
用して本明細書に記載される技法を実装してもよい。
【０２６３】
アレイ及びキット
　[0272]　本開示は、主題の評価方法又は主題の診断方法の実施に使用されるアレイ及び
キットを提供する。
【０２６４】
アレイ
　[0273]　主題のアレイは複数の核酸を含むことができ、その各々が、ＵＩＰ、非ＵＩＰ
、ＩＰＦ、又はＩＬＤに関して検査下にある個体から得られた組織サンプル中に存在する
細胞において発現差異がある遺伝子にハイブリダイズする。
【０２６５】
　[0274]　主題のアレイは複数の核酸を含むことができ、その各々が、喫煙者状態に関し
て検査下にある個体から得られた組織サンプル中に存在する細胞において発現差異がある
遺伝子にハイブリダイズする。
【０２６６】
　[0275]　主題のアレイは複数の核酸を含むことができ、その各々が、喫煙者状態とＵＩ
Ｐ、非ＵＩＰ、ＩＰＦ、又はＩＬＤとの両方に関して検査下にある個体から得られた組織
サンプル中に存在する細胞において発現差異がある遺伝子にハイブリダイズする。
【０２６７】
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　[0276]　主題のアレイは複数のメンバー核酸を含むことができ、そのメンバー核酸の各
々が異なる遺伝子産物にハイブリダイズする。場合によっては、２つ以上のメンバー核酸
が同じ遺伝子産物にハイブリダイズする；例えば、場合によっては２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、又はそれ以上のメンバー核酸が同じ遺伝子産物にハイブリダイズする
。メンバー核酸は、約５ヌクレオチド（ｎｔ）～約１００ｎｔ、例えば、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７　１８、１９、２０、２０～２
５、２５～３０、３０～４０、４０～５０、５０～６０、６０～７０、７０～８０、８０
～９０、又は９０～１００ｎｔの長さを有し得る。核酸は１つ以上のリン酸骨格修飾を有
し得る。
【０２６８】
　[0277]　主題のアレイは、約１０～約１０５個のユニークなメンバー核酸、又は１０５

個より多いユニークなメンバー核酸を含み得る。例えば、主題のアレイは、約１０～約１
０２、約１０２～約１０３、約１０３～約１０４、約１０４～約１０５、又は１０５より
多いユニークなメンバー核酸を含み得る。
【０２６９】
キット
　[0278]　本開示のキットは、上記に記載したとおりのアレイと；遺伝子産物の発現レベ
ルの解析用試薬とを含み得る。
【０２７０】
　[0279]　核酸遺伝子産物の発現レベルの解析用試薬には、例えば、核酸のシーケンシン
グに好適な試薬；核酸の増幅に好適な試薬；及び核酸ハイブリダイゼーションに好適な試
薬が含まれる。
【０２７１】
　[0280]　キットは、緩衝液；検出可能標識；検出可能標識を発色させる成分（例えば、
核酸プローブが検出可能標識を含む場合）などを含み得る。キットの様々な成分が別個の
容器に存在してもよく、又は特定の適合性のある成分が必要に応じて単一の容器内に予め
組み合わされてもよい。
【０２７２】
　[0281]　上述の成分に加えて、主題のキットは、キットの成分を使用した主題の方法の
実施に関する説明書を含み得る。主題の方法の実施に関する説明書は、概して好適な記録
媒体に記録される。例えば、説明書は紙又はプラスチックなどの基材に印刷されてもよい
。このように、説明書はキットにおいて添付文書等として、キット又はその成分の容器の
ラベル表示に（即ち、パッケージング又はサブパッケージングと結び付けられている）存
在するなどしてもよい。他の実施形態において、説明書は、好適なコンピュータ可読記憶
媒体、例えばコンパクトディスク読出し専用メモリ（ＣＤ－ＲＯＭ）、デジタルバーサタ
イルディスク（ＤＶＤ）、ディスケット等に存在する電子記憶データファイルとして存在
する。更に他の実施形態において、実際の説明書はキットに存在するのでなく、遠隔ソー
スから例えばインターネットを介して説明書を入手する方法が提供される。この実施形態
の例は、説明書を閲覧することのできる、及び／又はそこから説明書をダウンロードする
ことのできるウェブアドレスを含むキットである。説明書と同様に、この説明書の入手方
法は好適な基材に記録される。
【０２７３】
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【０２７５】
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【表７】

【０２７６】
　[0282]　「ENSEMBL ID」は、Ensemblゲノムブラウザデータベース（ワールドワイドウ
ェブアドレス：ensembl.org/index.html（全体として参照により本明細書に援用される）
を参照のこと）からの遺伝子識別番号を指す。各識別名は、「Ensembl遺伝子」を表す文
字ＥＮＳＧで始まる。各ENSEMBL ID番号（即ち、Ensemblデータベース中の各「遺伝子」
）は、特定のヒト染色体上の特定の開始及び停止位置によって定義される遺伝子を指し、
従ってヒトゲノムの特定の遺伝子座を定義する。当業者は十分に理解し得るとおり、本明
細書に開示される全ての遺伝子記号が遺伝子配列を参照し、これらの遺伝子配列は、公的
に利用可能なデータベース、例えば、UniGeneデータベース（Pontius JU, Wagner L, Sch
uler GD. UniGene: a unified view of the transcriptome. In: The NCBI Handbook. Be
thesda (MD): National Center for Biotechnology Information; 2003、ワールドワイド
ウェブアドレスncbi.nlm.nih.gov/unigene（本明細書に援用される）で利用可能）、RefS
eq（The NCBI handbook [Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (U
S), National Center for Biotechnology Information; 2002 Oct. Chapter 18, The Ref
erence Sequence (RefSeq) Project、ワールドワイドウェブアドレス：ncbi.nlm.nih.gov
/refseq/（本明細書に援用される）で利用可能）、Ensembl（ＥＭＢＬ、ワールドワイド
ウェブアドレス：ensembl.org/index.html（本明細書に援用される）で利用可能）などで
容易に利用可能である。その遺伝子記号、Ensembl ID、及びEntrez IDによって本明細書
に開示される遺伝子の配列は、全体として本明細書に援用される。
【０２７７】
　[0283]　本明細書に引用される全ての参考文献、特許、及び特許出願は、あらゆる目的
から全体として援用される。
【実施例】
【０２７８】
実施例
　[0284]　びまん性実質性障害の複雑さを考えると、ＩＬＤの診断手法は依然として極め
て難題である。診断手法では、臨床的、放射線学的、及び病理学的データの集学的評価が
重要視されてきた。後者では、従来、肺組織のサンプリングにおける収率を最大化するた
めＳＬＢが重要視されている。診断上の代用として働き得る分子マーカーの発達は興味深
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い。ＩＬＤの診断において臨床的に有用であるためには、病理診の代用検査は、類似して
いるが病理学的には別個の疾患過程の中からＵＩＰを区別する必要がある。
【０２７９】
　[0285]　本発明者らは、ゲノム分類器が多様な患者集団において高精度でＴＢＢのＵＩ
Ｐ遺伝子発現シグネチャを検出することができるという仮説を立てた。以下の例では、本
発明者らはエクソームエンリッチメント転写データに対して機械学習を用いることにより
、実際の臨床で遭遇する幅広い種類のＩＬＤの中からＵＩＰを鑑別するように分類器を訓
練した。次に本発明者らは、この分類器が独立した多施設検証コホートにおいてＵＩＰの
存在を正確に予測することを実証した。更に、本発明者らは、意外にも、サンプルをプー
ルすることにより診断の感度及び特異度の向上が実現し、分類器性能が細胞の不均一性に
非依存的であることを実証する。先行研究はＩＰＦにおける目的の細胞が肺胞細胞であり
；従ってあらゆる生物学が肺胞細胞内に含まれると予想し得ることを指摘しているため、
これは意外であった。しかしながら、本発明者らの結果は、肺胞細胞外のシグナルがＩＰ
Ｆ分類を知らせるのに十分であることを実証し、これはこれまで記載されたことがない。
【０２８０】
　[0286]　従って、本明細書に開示されるゲノム分類器は、ＩＬＤの診断における外科的
肺生検の必要性を低減し得るとともに、最終的にはＩＰＦ患者の診断及び治療を知らせる
ために用いられ得る。
【０２８１】
実施例１
サンプル収集、病理診断、及びラベル付け
　[0287]　施設内審査委員会（ＩＲＢ）の承認を受けた、Veracyte, Inc.（South San Fr
ancisco, CA）が後援する進行中の多施設臨床プロトコル、新規ゲノム検査のための気管
支サンプル収集（BRonchial sAmple collection for a noVel gEnomic test：ＢＲＡＶＥ
）の一部として、ビデオ補助下胸腔鏡手術（ＶＡＴＳ）標本を前向きに収集した。追加の
ＶＡＴＳ及び外科的肺生検標本をバンク保存の供給源から入手した。利用可能な場合には
、通常の臨床ケアの間に収集された高分解能コンピュータ断層撮影（ＨＲＣＴ）スキャン
を専門放射線科医がレビューした。放射線診断はＡＴＳガイドライン（Raghu G, et al.,
 Am J Respir Crit Care Med 2011,183:788-824、全体として参照により本明細書に援用
される）に従いまとめた。病理学的診断は専門病理医（Ａ－ＬＫ、ＴＣ、ＪＭ、及びＳＧ
）が中央レビュープロセスに従い決定した。
【０２８２】
　[0288]　外科手術後、試験施設が外科的肺生検（ＳＬＢ）、気管支鏡肺クライオ生検（
ＢＬＣ）又は経気管支生検（ＴＢＢ）から組織スライドを調製し、匿名化し、２人の病理
医による盲検の独立した専門家病理学レビューに供した。選択のスライドをスキャンして
顕微鏡画像のパーマネントデジタルファイルを作成した（Aperio, Vista, CA）。Kim SY,
 et al., The Lancet Respiratory Medicine 2015;3:473-482（全体として参照により本
明細書に援用される）に記載される中央レビュープロセスに従いスライドを評価した。
【０２８３】
　[0289]　各病理医が患者に関して全体として（患者レベル）、及び病理診のためサンプ
リングされた特定の肺葉に関して（サンプル又は肺葉レベル）診断を決定した。診断は、
亜型一致として定義される意見一致をもって評価した。意見一致の場合、カテゴリ上のＵ
ＩＰ又は非ＵＩＰの「真の」ラベルを定義し、他の場合には第３の病理医による盲検レビ
ューを用いて３分の２の（「タイブレーカー」）コンセンサスを実現した。意見一致がな
い場合、非盲検協議プロセスを用いた。このプロセスはまた図１にも説明され、結果とし
てサンプルレベル及び患者レベルの両方の病理診断が得られる。
【０２８４】
　[0290]　同じ肺葉からの外科的肺生検（ＳＬＢ）で行われた病理診断を用いてアルゴリ
ズム訓練及び開発用の真のラベルをＴＢＢに割り当てた。Kim SY et al.,前掲に記載され
るとおり、病理亜型をアルゴリズム訓練及び検証で用いるためのＵＩＰ又は非ＵＩＰのサ
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ンプル及び患者ラベルに翻訳し、但し例外として、下葉ではＵＩＰパターンが検出された
が上葉では非ＵＩＰ又は診断不十分ラベルが割り当てられた３人の患者については、患者
レベルでＵＩＰラベルを割り当てた（表１４）。
【０２８５】
　[0291]　各患者から分子検査用に最大５つのＴＢＢサンプル（上葉２つ、下葉３つ）を
収集した。サンプリングは、病理サンプリングに隣接する範囲から目に見える組織を入手
するという指針に基づいて、治療を行う医師の裁量で行われた。アルゴリズム訓練及びサ
ンプルスコア化用に肺葉レベルの分解能でＴＢＢサンプルにＵＩＰ又は非ＵＩＰのラベル
を割り当てた。患者は２つ以上のサンプルレベル診断を有し得るが（即ち、患者１人当た
り各ＶＡＴＳサンプルに１つ、ほとんどの場合に右肺の下葉及び上葉の各々から１つ）、
患者レベル診断は１つのみ有し得る。混合物については（実施例６を参照）、訓練におけ
る全ての患者をスコア化できるようにサンプルラベルから真のラベルを推測した。
【０２８６】
　[0292]　合計で、１７の臨床施設において８４人の患者から２８３例のＴＢＢサンプル
が収集され、これを本明細書に報告する試験に利用した。以下の病理診断は、アルゴリズ
ム訓練及びスコア化の目的上、非ＵＩＰと定義した：急性肺傷害、細気管支炎、剥離性間
質性肺炎、びまん性肺胞障害、肺気腫、好酸球性肺炎、非特異性間質性肺炎（ＮＳＩＰ）
（細胞性、混合型、又はFavorの亜型を含む）、肉芽腫性疾患、過敏性肺炎（Favor亜型を
含む）、器質化肺炎、ニューモシスチス肺炎、肺高血圧症、呼吸細気管支炎、サルコイド
ーシス、及び喫煙関連間質性線維症。
【０２８７】
　[0293]　ＵＩＰは、アルゴリズム訓練及びスコア化の目的上、任意のＵＩＰ亜型（Clas
sic ＵＩＰ、difficult ＵＩＰ、Favor ＵＩＰ、又はＵＩＰ）と定義した。
【０２８８】
　[0294]　診断上の一致は、非ＵＩＰ病理診については亜型意見一致又はＵＩＰについて
は任意のＵＩＰ亜型と定義した。亜型意見不一致（例えばFavor ＨＰとＨＰ、Favor ＮＳ
ＩＰとＮＳＩＰ）の場合、相談後にコンセンサス診断（例えば、それぞれＨＰ及びＮＳＩ
Ｐ）を受け入れた。他に分類されない慢性間質性線維症、診断不十分、又は「その他」の
診断は訓練ラベルを割り当てず、訓練から除外した。
【０２８９】
　[0295]　上述のとおり、肺葉にわたって一致したＵＩＰ又は非ＵＩＰ診断を有する患者
からの混合は、混合スコア化についてＵＩＰ又は非ＵＩＰラベルを割り当てた。下葉ＵＩ
Ｐパターンを有するが、その上葉では非ＵＩＰ又は診断不十分のラベルを有する３人の患
者は、混合物スコア化の目的上、ＵＩＰラベルを割り当てた。
【０２９０】
　[0296]　多くの診断用語は米国胸部学会（American Thoracic Society）（ＡＴＳ）２
０１１年又は２０１３年ガイドライン５，６に従うが、肺葉レベルで特徴をより良く特徴
付けるため、専門病理医パネルによって幾つかの変更が加えられた。詳細には、ＡＴＳ　
２０１１年ガイドラインに記載されるとおりの「Definite ＵＩＰ」及び「Probable ＵＩ
Ｐ」の代わりに「Classic ＵＩＰ」及び「Difficult ＵＩＰ」を含めた。他に分類されな
い慢性間質性線維症（ＣＩＦ／ＮＯＣ）は分類不能の線維性ＩＬＤに対応する。分類不能
の線維症（専門家病理診パネルの判断で、ＵＩＰ、非特異性間質性肺炎（ＮＳＩＰ）、又
は過敏性肺炎（ＨＰ）が示唆される特徴を呈する）のケースを特定するため、ＣＩＦ／Ｎ
ＯＣの３つのサブカテゴリ、「Favor ＵＩＰ」、「Favor ＮＳＩＰ」、及び「Favor ＨＰ
」を定義した。喫煙関連間質性線維症（ＳＲＩＦ）の診断もまた含める２０。
【０２９１】
　[0297]　分類のため、サンプルレベル病理診断を２値クラスラベル（ＵＩＰ及び非ＵＩ
Ｐ）に変換した。病理診断カテゴリの中で、「ＵＩＰ」クラスには、（１）ＵＩＰ、（２
）Classic ＵＩＰ、（３）Difficult ＵＩＰ、及び（４）Favor ＵＩＰが含まれる。診断
不十分（ＮＤ）を除く他の全ての病理診断は「非ＵＩＰ」クラスに割り当てた。
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【０２９２】
実施例２
サンプル処理
　[0298]　患者から分子試験用に術前又は術中経気管支生検標本を収集し、包装して核酸
保存剤中４℃で輸送し、処理時までVeracyteの施設において－８０℃で長期保存した。簡
潔に言えば、切片化のためTissue-Tek O.C.T.媒体（Sakura Finetek U.S.A.）を使用して
凍結組織サンプルをマウントし、ＣＭ１８００クライオスタット（Leica Biosystems、Bu
ffalo Grove, Illinois）を使用して２×２０μｍ切片を作成した。直ちにカール状組織
片をRNAprotect（QIAGEN、Valencia, California）に浸漬し、４℃で一晩インキュベート
し、抽出時まで－８０℃で保存した。可能な場合は常に、隣接する５μｍカール状組織片
をスライドグラスにマウントし、標準的手順に従いヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）
染色用に処理した。
【０２９３】
　[0299]　修正を加えたAllPrep（商標）Micro Kit（QIAGEN、Valencia, CA）手順を用い
て保存ＴＢＢサンプルから核酸を抽出した。簡潔に言えば、TissueLyzer（商標）及びQIA
shredder（商標）を使用してＴＢＢ組織を徹底的に破壊してホモジナイズした後、製造者
（QIAGEN）の指示に従いＤＮＡ及びＲＮＡ画分をカラムで分離した。全ＲＮＡサンプルの
量及びクオリティを、それぞれQuantiFluor（商標）RNA System（Promega、Madison, WI
）及びAgilent RNA 6000 Picoアッセイ（Agilent Technologies、Santa Clara, CA）を使
用して決定した。本発明者らはまた、ヒト脳、心臓、肺、胎盤、及び精巣（Life Technol
ogies、Carlsbad, CA）、甲状腺及び肺腫瘍（Takara Bio USA、Mountain View, CA）（As
terand USA；協同ヒト組織ネットワーク（Cooperative Human Tissue Network））、及び
肺上皮細胞株（HBEC、NL-20、Beas2b；Avrum Spira博士より供与いただいた）に由来する
全ＲＮＡも入手した。加えて、２２人のＢＲＡＶＥ　Ｉ患者の外科的肺生検から抽出した
全ＲＮＡもまた使用した（Kim SY et al.、前掲）。
【０２９４】
　[0300]　TruSeq（商標）RNA Access Library Prep Kit（Illumina、San Diego, CA）を
製造者の指示に従い使用して、エクソン配列がエンリッチされたＲＮＡライブラリを調製
した。簡潔に言えば、高温下で二価カチオンを使用してＲＮＡサンプルを小片に断片化し
、断片化されたＲＮＡをランダムヘキサマープライマーを使用することにより逆転写酵素
でｃＤＮＡに変換した。続いてｃＤＮＡライブラリを鋳型として使用して第２鎖を合成し
た；従って、二本鎖ｃＤＮＡのライブラリが作製され、これを製造者のプロトコルに従い
シーケンシングアダプターにライゲートした。最後に、製造者のプロトコルに従い、２ラ
ウンドのＰＣＲ増幅、バリデーション、及びキャプチャープローブハイブリダイゼーショ
ンにより、アダプターがライゲートされた高特異性のｃＤＮＡのエンリッチライブラリを
作製した。
【０２９５】
実施例３
次世代ＲＮＡシーケンシング
　[0301]　この例では、NextSeq（商標）500インスツルメント（Illumina）を製造者の指
示に従い使用して、サンプル当たり最大２５００万ペアエンドリードの目標リード深度で
、インプロセスＰＣＲ収率基準を満たす選択のサンプルに対してエクソームエンリッチメ
ント次世代ＲＮＡシーケンシングを実施し、及び、データクオリティのフィルタリング後
、１７，６０１個のEnsembl遺伝子の発現カウントを正規化し、機械学習アルゴリズムに
入力した。機械学習を用いてエラスティックネットロジスティック回帰モデルを訓練した
。交差検証により、及び３１人の患者の独立セットに関して、性能を評価した。シーケン
シング及びアルゴリズム開発は以下のとおり実施した。
【０２９６】
　[0302]　簡潔に言えば、Ovation（商標）RNASeq System v2（NuGEN、San Carlos, Cali
fornia）及びTruSeq（商標）（Illumina、San Diego, California）を使用して１０ｎｇ
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の全ＲＮＡを増幅し、シーケンシングライブラリを調製し、Illumina HiSeqで製造者の指
示に従いシーケンシングした（実施例２に記載されるとおり）。STAR RNAseqアライナー
ソフトウェアを使用して生シーケンシング（ＦＡＳＴＱ）ファイルをヒト参照アセンブリ
３７（Genome Reference Consortium）とアラインメントした（Dobin A, et al., Bioinf
ormatics 2013 Jan 1;29(1):15-21、全体として参照により本明細書に援用される）。HTS
eqを使用して最大２６，２６８個のEnsemblアノテート付き遺伝子レベル特徴のリードカ
ウントを決定した（Anders S, et al., Bioinformatics 2015; 31:166-169、全体として
参照により本明細書に援用される）。
【０２９７】
　[0303]　RNA-SeQCを使用してシーケンシングデータクオリティメトリクスを生成した（
DeLuca DS, et al., Bioinformatics 2012;28:1530-153222、全体として参照により本明
細書に援用される）。リード総数、マッピングされたユニークなリード数、各塩基のカバ
レッジ平均（mean per-base coverage）、塩基重複率、コード領域とアラインメントされ
た塩基の割合、塩基ミスマッチ率、及び遺伝子内でのカバレッジの均一性について、各レ
プリケートにおけるクオリティメトリクスを許容メトリクスに対して評価した。シーケン
シングデータをフィルタリングすることにより、ライブラリアッセイによるエンリッチメ
ントの標的とならない特徴、及びEnsemblで偽遺伝子とアノテートされている遺伝子、Ｔ
細胞受容体又は免疫グロブリン遺伝子における非発現エクソン、又はｒＲＮＡを除外する
と、特異的エンリッチメントの信頼度が高い１７，６０１個のEnsembl遺伝子となった。
【０２９８】
　[0304]　８４患者分類器について（図２を参照のこと）、複数のアッセイ間で発現が変
動する遺伝子（全アッセイ間ＳＤ＞０．３）もまた除外すると、ラン間で発現に再現性の
ある遺伝子は１４，８１１個になった。発現カウントデータを遺伝子分散関数（gene dis
persion function）によってスケーリングし、ＶＳＴ変換した後、下流解析を行った。R
で「princomp」関数（https://www.r-project.org）を使用して主成分分析を行った。Fri
edman J, et al., Journal of statistical software 2010;33:1-22（全体として参照に
より本明細書に援用される）に記載されるとおり、エラスティックネットペナルティ付き
ロジスティック回帰によりモデル特徴選択及びパラメータ推定を実施した。患者一人抜き
交差検証（ＬＯＰＯ　ＣＶ）によりパラメータ調整及び性能評価を決定した。
【０２９９】
実施例４
患者コホート特性
　[0305]　ＩＬＤの分子検査の開発に用いるため、ＢＲＡＶＥ試験（実施例９を参照）の
一部としての１８の臨床施設に登録された１１３人のＩＬＤ患者からのサンプルをスクリ
ーニングした。図２は、本試験に用いるためスクリーニングした１１３人の患者及び関連
するＴＢＢサンプルのフロー図を示し、これは、逐次的な各処理ステップにおける患者及
びサンプルのコホート（中央の四角）、処理ステップ（台形）、及び除外（側方の四角）
を示す。病理診断が利用可能かどうかの前に、患者を訓練及びテストセットに前向きに割
り当てた。検査室及び解析担当者はアルゴリズムロック及びスコア化が終わるまでテスト
セットの病理診断及びラベルに関して盲検のままであった。
【０３００】
　[0306]　本発明者らは、実施例１に記載される中央病理レビュープロセスを用いてこれ
らの患者のうち９５人に関する肺の個別の肺葉に特異的な病理診断を得た。
【０３０１】
　[0307]　本発明者らは、非盲検レビュー（即ち協議）が必要であった診断及び肺癌と診
断された１人の患者を除外し、少なくとも１つの肺葉におけるＩＬＤ病理診の信頼度が高
い患者は８９人となった。
【０３０２】
　[0308]　本発明者らは、１１３人の患者から収集した４９６例のＴＢＢサンプルから全
ＲＮＡを抽出し、最終的には１０８人の患者に由来する４０７サンプルに関して高クオリ
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ティＲＮＡｓｅｑデータを生成した。
【０３０３】
　[0309]　診断が付いた患者及び高クオリティサンプルデータの和集合は、８４人の患者
からの２８３サンプルに相当する（５２ＵＩＰ及び３２非ＵＩＰ）（図２、表２）。
【０３０４】
　[0310]　本発明者らは、訓練コホートとテストコホートとの間でＵＩＰ有病率を同等に
することを目標として、５３人の患者をアルゴリズム訓練に、及び３１人の患者を検証コ
ホートに前向きに割り当てた（表２）。
【０３０５】
【表８】

【０３０６】
　[0311]　本発明者らの前向き収集における幾つかのまれな非ＵＩＰ　ＩＬＤに起因して
、一部の亜型は患者コホートにおける単一症例によって代表される（表１４、図３）。細
胞性ＮＳＩＰ、Favor ＨＰ、肺気腫及びニューモシスチス肺炎の単一症例は訓練コホート
に割り当て、一方、びまん性肺胞障害、肺高血圧症及び好酸球性肺炎の単一症例はテスト
セットに割り当てた。これらの患者におけるＩＬＤ亜型の多様性及び有病率の低さは、実
際の臨床で遭遇するとおりの均衡のとれた一連のＩＬＤでゲノム分類器を訓練することの
課題を示す。
【０３０７】
　[0312]　ルーチンの臨床ケアの一部として本発明者らの患者コホートに対して行われた
放射線画像診は、ＵＩＰ有病率の独立した推定を提供する。本発明者らは利用可能なＨＲ
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ＣＴスキャンの専門家レビューを実施し、ＵＩＰパターンのＡＴＳ基準（Raghu G., 2011
、前掲）に従い放射線学的所見をまとめた。全ての病理生検タイプによる６２％と比較し
て、本発明者らのコホートにおけるＨＲＣＴ　ＵＩＰパターンの有病率は１６％であった
（表２）。ＵＩＰの有病率はＳＬＢにおいて気管支鏡生検よりも高く（７２％対４７％［
クライオ生検］対１４％［経気管支生検］）、ＳＬＢでは典型的には確定的ＵＩＰが同定
された（表２）。
【０３０８】
実施例５
個別ＴＢＢサンプルを使用した分類器開発及び性能
　[0313]　本発明者らは、種々のゲノム特徴及び臨床的特徴を使用して、５３人の患者か
らの１７０　ＴＢＢサンプルの本発明者らの訓練セットに対して複数の正規化スキーム、
特徴選択及び機械学習アルゴリズムを評価した。本発明者らは、交差検証において、発現
カウントデータで訓練したエラスティックネットペナルティ付きロジスティック回帰モデ
ル（特徴として１６９遺伝子（表１５）を使用する）から、最も高く、最も安定した分類
性能を観察した。このモデルは、サンプルレベルデータに基づき、訓練セットに関する交
差検証で０．８５の受信者動作特性曲線下面積（ＲＯＣ－ＡＵＣ）を実現する（図３Ａ、
図３Ｂ）。
【０３０９】
　[0314]　本発明者らは、高い（９２％）特異度を目標とする決定境界を定義し、６５％
の対応する感度を観察した（図３Ａ、図３Ｂ）。
【０３１０】
　[0315]　この分類器を使用して、３１人の患者からの１１３サンプルの独立したテスト
セットからのＴＢＢサンプルを前向きにスコア化すると、分類器は、サンプルレベルデー
タに基づき０．８６のＲＯＣ－ＡＵＣを示し、６３％の感度［９５％ＣＩ：４３～８７］
及び８６％の特異度［９５％ＣＩ：７３～９７］であった（図３Ｃ、図３Ｄ）。検証コホ
ートに一般化される交差検証性能は、比較的小さいコホートサイズであるにも関わらずロ
バストな訓練が実現したことを示唆している。
【０３１１】
　[0316]　８４人の患者からの２８３　ＴＢＢサンプルの結合コホートでアルゴリズムを
再訓練すると、各患者からの全てのＴＢＢサンプルを別々にスコア化したとき、交差検証
後のＲＯＣ－ＡＵＣは０．８７［ＣＩ：０．８２～０．９１］（６３％の感度［ＣＩ：５
４～７２］、９１％の特異度［ＣＩ：８０～９８］）になった。より大きいサンプルセッ
トでも同様の交差検証結果（この場合に観察されるとおり）が見込まれ、現在計画されて
、ＢＲＡＶＥ試験において有望な患者が集められているとおり、更なる独立したテストセ
ットでの評価が必要になるであろう。
【０３１２】
　[0317]　従って、本発明者らは、遺伝子発現シグネチャを使用したＵＩＰゲノム分類器
が、ＵＩＰに特徴的な空間的及び時間的に不均一な線維性疾患パターンを、免疫応答（Ｒ
Ｂ－ＩＬＤ／ＤＩＰ、好酸球性肺炎、肉芽腫性疾患）、炎症（ＮＳＩＰ、ＨＰ）に関連す
る、又は傷害に対する急性期反応としての、一様な、及び典型的には活性の線維症と有効
に区別できることを実証した１０。
【０３１３】
　[0318]　全ての統計的分析は、Rバージョン３．０．１を使用して行った２１。マイク
ロアレイ分類器については、ＵＩＰクラスと非ＵＩＰクラスとの間で発現差異がある遺伝
子をlimmaによって順位付けし２６、次に最も低い偽発見率（ＦＤＲ）（＜０．０００３
）の上位２００遺伝子をモデル構築の候補遺伝子として引き続き使用した。種々の方法を
用いて幾つかのモデルを構築し、誤りが最も少ないものを選択した。glmnet２７を使用し
たlassoペナルティ付きロジスティック回帰により特徴選択及びモデル推定を実施した。
ＲＮＡｓｅｑ分類器については、生カウントデータに対してDESeq2２２パッケージに実装
されるワルド式検定から得られるＦＤＲによって遺伝子を順位付けした。上位の特徴（１
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０～２００の範囲のＮ）を使用することにより、正規化発現データでe1071ライブラリ２

４を使用して線形サポートベクターマシン（ＳＶＭ）２３を訓練した。
【０３１４】
　[0319]　ＣＶによって、及び利用可能な場合には、独立したテストセットによって分類
器性能を評価した。過学習を最小限に抑えるため、訓練／テストセットの定義時及びＣＶ
分配時に最小単位として単一の患者を維持した；即ち訓練／テストセット又はＣＶ分配に
おいては同じ患者に属する全てのサンプルがグループとして一体に保持された。使用した
ＣＶ方法には、患者一人抜き（ＬＯＰＯ）及び１０分割患者レベルＣＶが含まれる。
【０３１５】
　[0320]　図３は、単一サンプル分類性能の結果を示す。
【０３１６】
　[0321]　性能は、所与のスコア閾値における曲線下面積（ＡＵＣ）、並びに特異度（１
．０－偽陽性率）及び感度（１．０－偽陰性率）として報告した。本発明者らは、少なく
とも＞９０％特異度が要求されるようにスコア閾値を設定した。各性能測定について、２
０００の階層化ブートストラップレプリケート及びpROCパッケージ２２を使用して９５％
信頼区間を計算し、［ＣＩ上限－下限］として報告した。
【０３１７】
実施例６
プールサンプルを使用した分類器開発及び性能
　[0322]　実施例５で実現した単一サンプル性能は全体的に優れていたが、この分類器は
一部のＵＩＰ患者からの一部のサンプルでＵＩＰを検出しなかった（ＦＮ）。同じ患者か
らの他のサンプルではＵＩＰが高頻度で検出されたことに伴い、サンプリング効果、不十
分な組織サンプリングか又は疾患不均一性かのいずれかが、ＦＮの原因として疑われた。
【０３１８】
　[0323]　本発明者らによれば、偽陰性サンプルに肺胞含有量の系統的な減少は認められ
ず、原因として肺胞組織の不適切なサンプリングは取り除かれた（実施例７を参照）。従
って、疾患不均一性又は技術的サンプルクオリティ効果が、偽陰性に関する可能性のある
説明として残る。重要なことに、本発明者らは、ＵＩＰの存在に関する参照標準として専
門家病理レビューを選択した。操作者間の意見不一致という既知の問題にも関わらず４，

２９，３０、本発明者らはその患者の８３％について亜型レベルで２人の専門病理医間に
おける盲検での意見一致を実現した。
【０３１９】
　[0324]　設計上、本発明者らの臨床試験は患者１人につき複数のＴＢＢサンプル、典型
的には肺葉当たり２～３つを収集して、訓練エラー又は偽検査コールにつながり得る可能
性のある疾患及びサンプリング不均一性効果を軽減する。多くの患者について、本発明者
らのサンプルレベル分類器は患者１人につき利用可能なＴＢＢのうち２つ以上のサンプル
において疾患を正しく検出し、全体的に高いサンプルレベル検査精度と整合する（図３）
。これにより、複数のＴＢＢサンプルの混合物に基づくＵＩＰの患者レベルレポーティン
グが、患者毎に複数のサンプルをプールすることによって実現可能である可能性が高まり
、本発明者らは、かかる混合物が患者レベルで全体的に検出精度を向上させ得ると仮定し
た。従って本発明者らは、複数のＴＢＢサンプルの組み合わせが関わる検査設計を評価し
た。
【０３２０】
　[0325]　本発明者らは、初めにインシリコ手法を用いて、同じ患者からの複数のＴＢＢ
サンプルの混合をシミュレートして単一の検査結果をもたらすモデルを導出した。本明細
書では、この手法は「インシリコ混合」、又は同義的に「インシリコプール」と称される
。スケーリングした遺伝子カウントデータを平均した後に分散安定化変換（ＶＳＴ）する
ことにより、複数のサンプルからのインシリコ患者内混合物をモデル化した。シミュレー
ションは、ＶＳＴレベルで遺伝子レベルの技術的変動性が加わる各条件において１００回
実施した。
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【０３２１】
　[0326]　次に、インシリコでシミュレートした混合物からのスコアを、８人の患者につ
いてのインビトロで生成した実際の混合物、並びに対応する個別の（例えば混合されてい
ない）ＴＢＢサンプルスコアと比較した（図４Ａ）。結果は、本発明者らのインシリコモ
デリングが実際の混合物及び個別ＴＢＢサンプルから観察されたスコアを合理的に近似す
ることを示している。
【０３２２】
　[0327]　次に本発明者らは、この分析的方法を用いて、各患者内で無作為に選択した、
患者１人当たり２～５つのＴＢＢの混合物をシミュレートした（図４Ｂ）。シミュレーシ
ョンによれば、患者１人当たり２又は３つのサンプルの混合物が、無作為に選択した患者
１人当たり単一のサンプルと比べて分類精度の増加を示す（図４Ｂ）。更に、４又は５つ
のＴＢＢの混合物は、性能推定において同程度の最大精度で変動性の低下（即ち、より高
い信頼度）を示す（図４Ｂ）。約９０％の目標特異度で、混合物における検査感度は約７
２％に向上し、変動性が低下する（ＡＵＣ＝０．９０［ＣＩ０．８８～０．９３］、９０
％特異度における感度＝７２％［ＣＩ６０～８１］）（図４Ｃ）。全ての対象について２
つの上葉及び３つの下葉ＴＢＢが利用可能な３３人の対象のセットでは、サンプリングを
上葉又は下葉に限定すると、混合シミュレーションは性能の向上を示さない（図４Ｄ）。
この分析は、単一の分子検査を用いて、患者１人当たり最大５つのＴＢＢサンプリングの
混合がＵＩＰパターンの正確な検出を最大化し得ることを示唆している。プールすると、
細胞の不均一性に起因してより高い変動性が持ち込まれると予想されるため、かかる結果
は意外といえる。
【０３２３】
　[0328]　従って、物理的又はインシリコ混合試験は、患者１人につき複数のサンプリン
グを組み合わせると精度が増加することを示唆している。
【０３２４】
　[0329]　全てのサンプルで別々に訓練することにより（即ち、実施例５に記載されると
おり）、本発明者らは、代表性及びサンプリング多様性を最大化し、利用可能なサンプル
の先験的なサブサンプリングバイアスを軽減した。本発明者らは、サンプル混合物で検査
することにより、検査精度の向上によって実証されるとおり、サンプリング効果が軽減さ
れるものと見る。
【０３２５】
実施例７
サンプリング不均一性及び性能
　[0330]　ＩＬＤ患者の肺に実証された疾患不均一性があることを所与として４、２１～

２３、肺のばらつきのあるサンプリングで強力な分類器性能を達成し得るという知見から
、ＴＢＢ手技において十分な肺胞サンプリングが必要かどうかという疑問が生じた。本発
明者らは、ＵＩＰ対非ＵＩＰの正確な分類に肺胞細胞からの遺伝子シグナルが必要であっ
たならば、肺胞細胞が不足しているサンプルは肺胞含有量が高いサンプルと比べてより多
くの分類器誤り（特にＦＮ）を生じるはずであるという仮説を立てた。分類器精度が十分
な肺胞サンプリングに依存するかどうかについて取り組むため、本発明者らは、分類器精
度と肺胞特異的遺伝子との間の相関を検定した。
【０３２６】
　[0331]　具体的には、本発明者らは初めにＴＢＢにおける肺胞含有量の半定量的ゲノム
尺度を開発し、次にこのメトリクスを使用して、それが分類器精度と相関するかどうかを
決定した。ＴＢＢサンプルは、文献に細気管支、肺胞、及び肺前駆細胞のマーカーである
と報告されるＥ５～Ｅ９４４の肺特異的遺伝子の発現について評価した（表１６）。この
４４マーカーを使用した主成分による教師なしクラスタリングから、このＴＢＢコホート
が連続する一連のサンプリングされた肺組織に相当し、そのサブセットは外科的肺生検と
重複することが示唆される（図５Ａ；ＴＢＢサンプルは青色、ＳＬＢサンプルはオレンジ
色）。
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【０３２７】
　[0332]　本発明者らは、１つはＩ型及び１つはＩＩ型肺胞細胞の、２つの肺胞メトリク
スを開発した。
【０３２８】
　[0333]　Ｉ型肺胞統計量については、本発明者らは２つの遺伝子ＰＤＰＮ及びＡＱＰ５
の発現を合計した。これらの遺伝子は、サンプルセットの中で連続的な遺伝子発現パター
ンを示す。
【０３２９】
　[0334]　ＩＩ型肺胞メトリクスに用いられる本発明者らの第２の手法は、ＴＢＢ集団内
で二峰性発現のエビデンスを示したマーカーを調べることであった。このパターンは９つ
の遺伝子に見られ、そのうち５つ（ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、ＳＦＴＰＤ、ＡＢＣＡ３、
ＣＥＢＰＡ）は肺胞ＩＩ型（ＡＴＩＩ）特異的であり、３つ（ＡＧＥＲ、ＧＰＲＣ５Ａ、
ＨＯＰＸ）は肺胞Ｉ型（ＡＴＩ）特異的であり、及び１つ（ＳＦＴＰＡ１）はＩ型細胞及
びＩＩ型細胞の両方に見られる（図５Ｂ；ＴＢＢ発現カウントは青色、ＳＬＢ発現カウン
トはオレンジ色）。ＳＦＴＰＡ１、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ、及びＳＦＴＰＤの間には、
相関性のある、方向的に一貫した発現が見られるが、ＰＤＰＮとＡＱＰ５との間、又はこ
れら２群のメンバー間には見られない（図５Ｃ；ＴＢＢ発現カウントは青色、ＳＬＢ発現
カウントはオレンジ色）。従って本発明者らは４つのサーファクタントタンパク質ＳＦＴ
ＰＡ１、ＳＦＴＰＢ、ＳＦＴＰＣ及びＳＦＴＰＤをＩＩ型肺胞含有量のマーカーとして選
択し、サンプル内のそれらの発現を各サンプル内の肺胞含有量の代理尺度として合計した
。
【０３３０】
　[0335]　これらのメトリクスは様々なサンプルタイプで幅広いＩ型及びＩＩ型肺胞特異
的遺伝子発現を示し、ＳＬＢ及び多くのＴＢＢにおいて発現が高く、及び種々の非肺組織
型及び３つの気管支上皮細胞株（Beas2b、HBEC、及びNL-20）において発現が低いが（図
６Ａ）、これらの転写物の発現は分類器精度と相関しなかった（ピアソン相関、０．０３
、ｐ値＝０．６１）。従って、これらの結果は、偽陰性の誤りも偽陽性の誤りも、低いＩ
型又はＩＩ型肺胞Ｉ含有量と関連しないことを示しており、細胞組成にばらつきがあるＴ
ＢＢサンプルにおいて正確な分類結果を実現し得ることが示唆される（図６Ｂ）。
【０３３１】
　[0336]　本発明者らはまた、分類器精度と個別サンプルでのＴＢＢ肺胞遺伝子発現、Ｒ
ＮＡクオリティ、又はＲＮＡ収量との間に有意な相関がないことも見出した（表３）。
【０３３２】
【表９】

【０３３３】
　[0337]　これらの結果は、肺胞含有量にばらつきのあるＴＢＢサンプルにおいて正確な
分類結果を実現できることを示唆している。
【０３３４】
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実施例８
分類器によって使用される遺伝子に関連する生物学的パスウェイ
PANTHER（商標）パスウェイ解析
　[0338]　本発明者らは、DESeq2１９を使用して、病理診で真の８４人の患者に由来する
ＵＩＰ　ＴＢＢと非ＵＩＰ　ＴＢＢとの間の発現差異を同定した。ＵＩＰ（ｎ＝９２６）
及び非ＵＩＰ（ｎ＝１３３０）において偽発見率（ＦＤＲ）調整ｐ値≦０．０５で有意に
上方制御されたEnsembl遺伝子をパスウェイ過剰出現解析用のPANTHER（商標）分類システ
ム（ウェブバージョン１１．０、２０１６年７月１５日リリース）への入力として使用し
た（Mi H, Lazareva-Ulitsky B. et al., Nucleic Acids Res 2005;33:D284-D288、全体
として参照により本明細書に援用される）。PANTHER（商標）パスウェイをキュレートし
て一般的な又は重複性のパスウェイ分類を除去し、有意性順に並べた（表４）。本発明者
らは、ＵＩＰのＴＢＢが、細胞代謝、接着及び発生過程のマーカーの発現に関して有意に
エンリッチされる一方、非ＵＩＰ　ＴＢＢは、免疫活性化、脂質代謝、ストレス応答及び
細胞死のエビデンスを示すことを見出した（表４）。発生経路及び細胞増殖の異常な再活
性化は、ＩＰＦの顕著な特徴である２４～２７。
【０３３５】
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【表１０】

【０３３６】
実施例９
ＢＲＡＶＥ試験設計
　[0339]　ＢＲＡＶＥ（BRonchial sAmple collection for a noVel gEnomic test（新規
ゲノム検査のための気管支サンプル収集））試験の目的は、間質性肺疾患（ＩＬＤ）に関
する様々な診断及び予後情報を提供するであろう分子プロファイリング検査を最適化する
ため、外部レビューのための気管支鏡標本、臨床データ、及び関連する病理スライドを収
集することである。
【０３３７】
　[0340]　ＢＲＡＶＥは３つのアームに分かれる：ＢＲＡＶＥ－１は、その通常のケア臨
床診断の一部として診断的外科的肺生検（ＳＬＢ）が予定されている患者を登録すること
が意図される。ＢＲＡＶＥ－２は、診断的気管支鏡検査のみが予定されている患者が意図
される。ＢＲＡＶＥ－３は、診断的クライオ生検が予定されている患者が意図される。
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【０３３８】
　[0341]　気管支肺胞洗浄、血液、血清及び口腔スワブもまた収集される。対象は、ＩＬ
Ｄ分子検査の開発及び前向き検証のための検出力及びサンプルサイズの要件を満たすのに
十分な数のサンプルが集まるまで登録されることになる。
【０３３９】
　[0342]　対象は、疾患の進行を判定するため、サンプル収集後最長１年間追跡される。
年齢が１８歳未満の患者、又はＳＬＢが医学的に適応でない患者、又は非ＩＬＤの医学的
状態のためにＳＬＢを受けている最中の患者は、試験登録に適格でない。気管支鏡生検の
実施が禁忌となる医学的状態を有する患者、又は気管支鏡サンプリングが推奨されない又
は困難である患者もまた、ＢＲＡＶＥ試験から除外される。
【０３４０】
実施例１０
Envisia分類器の生成
　[0343]　ＳＬＢ及びＴＢＢによって入手された肺組織において機械学習がＵＩＰ病理組
織学的パターンを検出することができると実証されたため（実施例１～９を参照）、本発
明者らは、分類器訓練をより大きい及びより多様な患者群に拡張し、独立した前向き収集
された対象セットでロックアルゴリズムを検証しようとした。
【０３４１】
方法
　[0344]　合計２０１人の対象が１８の米国及びヨーロッパの施設における前向き多施設
試験に登録した。本発明者らは、対象１人につき最大５つのＴＢＢを収集し、肺葉レベル
で標準治療肺組織生検サンプルとペアにした。１３９人の対象に関して、３人の専門病理
医のパネルを用いて行う組織学的パターン診断が得られた。プールＴＢＢに関してエクソ
ームエンリッチメントＲＮＡシーケンシングを実施し、得られた配列をアラインメントし
てｘｙｘ遺伝子の転写物カウントを抽出した。本発明者らは約９０人の患者を用いて機械
学習アルゴリズム、Envisiaゲノム分類器を訓練し、ロックして、次に組織学参照ラベル
を有する４９人の対象の独立したセットでこの検査を検証した。偽陽性はＵＩＰパターン
をオーバーコールすることにより害を生じ、ＩＰＦ療法の無用のリスク及びコストにつな
がる可能性があるため、本発明者らは検査決定境界を最適化して高い特異度を与え、即ち
偽陽性を減少させた。本発明者らは全ての分類器パラメータをロックし、検査の適応の範
囲内にある患者及びサンプル特性を定義した。本発明者らはここに、４９人の対象の独立
コホートからのＴＢＢにおけるEnvisiaゲノム分類器の前向き臨床検証を報告し、その分
類性能をＨＲＣＴと比較する。
【０３４２】
試験設計及び管理
　[0345]　この独立した検証試験については、合計８８人の対象が３つの別個のＢＲＡＶ
Ｅ試験に登録した（図１）。ＢＲＡＶＥ－１では、対象は臨床適応のＳＬＢを受けた（ｎ
＝４３）；ＢＲＡＶＥ－２対象は臨床適応のＴＢＢを受けた（ｎ＝９）；及びＢＲＡＶＥ
－３対象は臨床適応のクライオ生検を受けた（ｎ＝３６）。ＢＲＡＶＥ－２対象は組織病
理評価にＴＢＢのみを有し、ＢＲＡＶＥ－１及び３対象は、それぞれＳＬＢ又はクライオ
生検によって診断された。
【０３４３】
　[0346]　参加医師が病理組織学的診断のための臨床適応の生検に同定した同じ肺葉から
、分子検査用に最大５つの専用の経気管支生検（ＴＢＢ）（典型的には、２つの上葉及び
３つの下葉）を収集した。試験適応となるＴＢＢ標本；試験施設が調製した組織病理スラ
イド及び匿名化された患者臨床データ；胸部のＨＲＣＴ；各施設の臨床診断；及び１年及
び２年フォローアップが、利用可能な場合には、Veracyteに提供された。分子検査結果は
参加医師に提供されず、また患者診断又は治療に情報を与えるために使用されることもな
かった。
【０３４４】
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　[0347]　胸部放射線科専門医（D. Lynch）によりＨＲＣＴスキャンがレビューされ、De
finite ＵＩＰ、Probable ＵＩＰ、又はPossible ＵＩＰ９、剥離性間質性肺炎（ＤＩＰ
）、過敏性肺炎（ＨＰ）、ランゲルハンス細胞組織球症（ＬＣＨ）、非特異性間質性肺炎
（ＮＳＩＰ）、器質化肺炎（ＯＰ）、呼吸細気管支炎（ＲＢ）、サルコイドーシス又は「
その他」（分類不能）に分類された。Veracyte臨床担当者が、同じ基準だが、特定の非Ｕ
ＩＰ診断の代わりに「Inconsistent with ＵＩＰ」を用いて試験施設の放射線学的記載を
レビューし、解釈した３５。
【０３４５】
　[0348]　臨床適応のＳＬＢ、クライオ生検、又はＴＢＢからの組織病理スライドが、先
述のとおりＥ１，Ｅ１０、患者臨床情報に関して盲検で２又は３人の専門肺病理医によっ
て独立してレビューされた。各病理医が、サンプリングされた各肺葉の病理組織学的パタ
ーン診断を独立に決定した。本発明者らは、コンセンサスを、２分の２又は３分の２のレ
ビュー病理医間での組織学的パターンレベルにおける盲検による意見一致として、又は盲
検による意見一致に達しなかった場合、３人の病理医間での非盲検による合議後の意見一
致（協議）によって定義した。
【０３４６】
　[0349]　Veracyte担当者が、以下のカテゴリに従い、肺葉レベル診断のコンセンサスに
基づき各試験対象にＵＩＰ又は非ＵＩＰの参照ラベルを割り当てた（図９）。病理診によ
っていずれかの肺葉にＵＩＰの診断が付いた場合、その対象にはＵＩＰラベルを割り当て
た４。いずれかの肺葉における非ＵＩＰ病理診について診断が付いた対象には、他の肺葉
もまた全て非ＵＩＰ又は診断不十分である場合に、非ＵＩＰ参照ラベルを割り当てた（図
９）。全てのVeracyte実験室及び分析担当者は、検査及びアルゴリズム開発の間、参照ラ
ベルに関して盲検であった。
【０３４７】
実験室検査手順
　[0350]　８８人のＢＲＡＶＥ患者からの試験適応ＴＢＢを専用の核酸保存剤（RNAprote
ct、QIAGEN、Valencia, CA）に収集し、現地で最長１４日間低温保存し、処理のためVera
cyteに発送した。本発明者らは修正AllPrep Micro手順（QIAGEN）を用いて全ＲＮＡを抽
出し、続いてＲＮＡ結合蛍光色素（QuantiFluor、Promega、Madison, WI）を使用して定
量化した。本発明者らは、試験への組入れには対象１人につき最低でも３つ及び最高で５
つのＴＢＢで、各々が少なくとも３１ｎｇの全ＲＮＡ収量が要求されると予め指定した。
サンプル数又はＲＮＡ収量が不十分であったため、９人の対象が除外された（図８）。加
えて、異物（つまようじ、１人の対象）が含まれた標本、保存剤を欠いたままVeracyteに
送られた標本（１人の対象）、及び４８時間の発送容器冷却期限を超えた発送となった標
本（５人の対象）もまた、前向きに除外された（図８）。従って７２人の対象の個別のＴ
ＢＢが、本発明者らが予め指定した試験組入れ基準を満たした。
【０３４８】
　[0351]　各対象のプールＲＮＡを部分的に自動化されたTruSeq RNA Access Library Pr
ep手順（Illumina、San Diego, CA）に入力して発現エクソン配列をエンリッチし、NextS
eq 500インスツルメント（Illumina）で≧２５Ｍペアエンドリードの目標深度までシーケ
ンシングした。カウントデータは、シーケンシングされ且つユニークにマッピングされた
リードの総数、マッピングされたリード及びエクソンリードの全体的な割合、各塩基のカ
バレッジ平均、塩基カバレッジの一様性、並びに塩基重複率及びミスマッチ率に関して基
準に対して評価した。１人の対象からのデータはこれらの基準を満たさず、除外したため
、７１人の対象が残った（図８）。発現カウントデータはシーケンシング深度（スケール
係数）に対して正規化し、DESeq216を使用して分散安定化変換によって変換した後、分類
した。
【０３４９】
アルゴリズム開発
　[0352]　以前２０１２年１２月～２０１５年７月にＢＲＡＶＥ試験Ｅ１０に登録した９
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０人の対象からの３５４の個別ＴＢＢサンプルのみを使用して機械学習アルゴリズム（分
類モデル）を訓練した。このアルゴリズムによりエラスティックネットロジスティック回
帰を用いて特徴選択及びハイパーパラメータ最適化を実施した。患者一人抜き交差検証（
ＣＶ）によって決定される受信者動作特性曲線下面積（ＲＯＣ－ＡＵＣ）を使用して、訓
練セットでモデルの性能を評価した。訓練セットにおいて特異度を最適化した（ＵＩＰ偽
陽性コールが最小限となる）検査決定境界を選択した。このように、決定境界がロックさ
れた、１９０遺伝子を特徴として使用するペナルティ付きロジスティック分類器（Envisi
aゲノム分類器）が定義された（表５）。Envisiaは、各ＴＢＢプールについてＵＩＰ又は
非ＵＩＰの分子診断を報告する。決定境界を上回る分類スコアを有する対象は、Envisia
によってＵＩＰがコールされ、一方、決定境界以下のスコアを有する対象は非ＵＩＰがコ
ールされる。検証は、この検査の開発に関わりのない第三者によって内部的にも独立にも
スコア化された後、参照ラベルが明らかにされた。
【０３５０】
【表１１】

【０３５１】
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【表１２】

【０３５２】
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【表１３】

【０３５３】
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【表１４】

【０３５４】
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【表１５】

【０３５５】
統計的分析
　[0353]　統計的分析は、Rソフトウェア、バージョン３．２．３（https://www.r-proje
ct.org）を使用して行った。連続変数はスチューデントｔ検定によって比較し、カテゴリ
変数はカイ二乗検定によって比較した。信頼区間［ＣＩ］は全て、特に注記されない限り
両側９５％である。本発明者らは、予測精度の標準的な尺度を用いてテスト性能を判定し
た。本発明者らは、以前開発された１４肺胞Ｉ型及びＩＩ型遺伝子発現スコアを使用して
、検査精度が肺胞細胞遺伝子発現と相関するかどうかを判定した。本発明者らは、http:/
/genetrail.bioinf.uni-sb.de/で利用可能なGeneTrailソフトウェアを使用して、訓練コ
ホートＴＢＢで発現差異がある（ＵＩＰ対非ＵＩＰ）上位１０００遺伝子と１９０分類器
遺伝子とを組み合わせたセットで生物学的パスウェイ解析を実施した。
【０３５６】
結果
試験対象の人口統計学的及び病理学的特性
　[0354]　２０１４年８月～２０１６年５月に合計８８人の対象が１８の米国及びヨーロ
ッパの臨床施設における３つのＢＲＡＶＥ試験のうちの１つに登録した（図８）。本発明
者らは、解析試験前に、標本の取り扱いに誤りがあったか又は材料が不十分であったため
１６人の対象を除外し、及び試験中に解析ＱＣに不合格であった１人の対象を除外した。
合計７１人の対象が試験組入れ基準を満たした。そのうち、欠測組織病理スライドを有し
た２人の対象及び肺腺癌を有した１人の対象が続いて除外され、合計６８人の対象が病理
レビューに残った。本発明者らは、病理診が診断不十分な１２人の対象及び分類不能の線
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維症を有する７人の対象にＵＩＰ／非ＵＩＰ病理診参照ラベルを割り当てることができな
かったため、これらの対象は最終検証に含めることができなかった（図８）。最終的な病
理組織学的パターン診断を決定し、残り４９人の対象にＵＩＰ／非ＵＩＰ参照ラベルを付
与した。これらの４９人の対象が最終検証群となった（図８）。
【０３５７】
　[0355]　最終検証群の４９人の対象は、８８人の登録対象及び３９人の除外対象と比較
したとき、対象年齢、性別、又は喫煙状態の有意差を示さなかった（表６）。最終検証セ
ットは、実際の臨床で遭遇し得る多様なＵＩＰ亜型並びに非ＵＩＰ　ＩＬＤを含む（表７
）。
【０３５８】
【表１６】

【０３５９】
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【表１７】

【０３６０】
Envisiaゲノム分類器性能
　[0356]　ＵＩＰの分子診断用のEnvisiaゲノム分類器は、検証群で８８％の高い特異度
［ＣＩ：６８％～９７％］及び６７％の中程度の感度［ＣＩ：４５％～８４％］を実現し
た。ＲＯＣ－ＡＵＣは０．８５であった（図１０）。検査性能は、外科的肺生検のみから
導出された病理診を有する２６人の対象又はクライオ生検からの病理診を有する２１人の
対象に分析を限定したとき信頼区間内に留まる（データは示さず）。２１人のクライオ生
検対象のうち、５人は単一のヨーロッパの試験施設からのものであり、及び１人、７人、
及び８人の対象は、それぞれ３つの米国の試験施設からのものであった。
【０３６１】
　[0357]　分類器によってなされた誤りを調べると、非ＵＩＰ病理診を有する２５人の対
象のうち３人が分子的ＵＩＰに分類された（ＦＰ）（図１１）。１例のＦＰは、濾胞性細
気管支炎を伴う進行性末梢気道疾患の病理学的パターン診断を有したが、試験施設によっ
て導出されたprobable ＩＰＦの臨床診断を有した。第２のＦＰは、初めは中央放射線画
像診によってＨＰ及び中央病理診によって細胞性ＮＳＩＰと診断されたが、長期フォロー
アップでＨＲＣＴにより緻密線維化が明らかになった。放射線画像診によって重症肺気腫
を伴うＮＳＩＰ症例であって、組織病理診でアミロイド又は軽鎖沈着症を呈することが認
められるものは、分子的ＵＩＰとも称される（表８）。
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【０３６２】
【表１８】
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【０３６３】
　[0358]　病理学的ＵＩＰを有する８人の対象が、Envisia検査によって分子的非ＵＩＰ
に分類された（ＦＮ）（図１１）。これらの対象の最終的な参照ラベルはＵＩＰであった
が、これらの症例の半分は、試験施設病理診、放射線画像診又は臨床診断のいずれかによ
って非ＵＩＰ診断を有した。試験施設診断には、ＨＰ、ＲＢ、ＮＳＩＰ／ＤＩＰ（後にＳ
ＲＩＦに更新された）、及び分類不能のＩＬＤが含まれた（表９）。残り４症例はＩＰＦ
の試験施設診断を有し、そのうち２例はＵＩＰのＨＲＣＴパターン診断を有し、１例はＮ
ＳＩＰを有し、及び１例は基礎自己免疫疾患の可能性に関連するＨＰを有した（表９）。
【０３６４】
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【表１９】

【０３６５】
　[0359]　ＵＩＰパターンの存在又は非存在を判定することを目的に、ガイドラインに沿
ってＨＲＣＴを用いて疑わしいＩＬＤ患者を評価する（例えば「ＨＲＣＴ－ＵＩＰ」）。
ＨＲＣＴによる確定ＵＩＰ診断がない場合、ＵＩＰ又は非ＵＩＰの病理組織学的パターン
診断を入手するため患者はＳＬＢが考慮されなければならない５。Envisia分子的ＵＩＰ
コールの性能ベースラインを確立するため、本発明者らは、病理組織学的ＵＩＰを参照標
準として使用して、ＨＲＣＴ－ＵＩＰの予測値を評価した。本発明者らは、専門家レビュ
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ー（D. Lynch）からのＨＲＣＴパターン診断並びに試験施設パターン診断を調べた。最終
検証セットでは、中央放射線画像診は完全な特異度及び陽性的中率（ＰＰＶ）を示し、感
度は僅かである（図１２）。これは、専門家ＨＲＣＴ－ＵＩＰの高い特異度だが低い感度
という先行の報告１７と一致する。この患者群における各施設の放射線画像診の特異度及
びＰＰＶは、それぞれ７０％及び６７％と、専門家中央レビューよりも実質的に低い（図
１２）。
【０３６６】
　[0360]　中央ＨＲＣＴ－ＵＩＰを有する対象間では分子的ＵＩＰのＰＰＶは１００％で
あり、専門家放射線画像診の（病理診と比べた）全体的なＰＰＶと同様であるが、試験施
設ＨＲＣＴ－ＵＩＰの全体的なＰＰＶよりはるかに優れている（図１２）。分子的ＵＩＰ
のＰＰＶは、試験施設ＨＲＣＴ－ＵＩＰを有する対象間では７３％に低下するが、中央Ｈ
ＲＣＴ－ＵＩＰ症例間では１００％に留まる（図１２）。興味深いことに、分子的ＵＩＰ
コールは、Inconsistent with ＵＩＰの試験施設放射線診断を有する対象間では極めて正
確であり、１００％のＰＰＶ及び８９％のＮＰＶを示し、中央放射線画像診によって観察
される１００％ＰＰＶと同様である（図１２）。更に、分子的ＵＩＰは専門家放射線画像
診と比べて、６７％対４１％と、向上した感度を示す。ＨＰの特定の中央放射線診断を有
する１５人の対象のうち、９人はＵＩＰ病理組織学的パターンを有した（表１０）。分子
的ＵＩＰは、ＵＩＰ病理組織学的パターンを有する９人のＨＰ患者のうち６人において病
理組織学的ＵＩＰを正しく同定したことから（表１０）、Envisia検査による分子診断が
ＨＰ患者における病理組織学的ＵＩＰの存在を同定する助けとなり得ることが示唆される
。
【０３６７】
【表２０】

【０３６８】
　[0361]　診断的病理診を実現することについての認識された課題は、１９人の対象につ
いてＵＩＰ又は非ＵＩＰのラベルが決まらない可能性があることを意味する（表１１）。
これらと同様の患者に臨床で遭遇し、ひいてはそれらの患者がEnvisiaによって検査され
る可能性があり得る。従って、本発明者らは、Envisia検査結果を、これらの対象に関連
する利用可能な臨床情報と比較した。Envisiaによる分子的ＵＩＰを有する６人の対象の
中で、２人がＨＲＣＴ－ＵＩＰパターンを有し、２人がＩＰＦの臨床診断を有する（表１
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１）。Envisiaによる分子的非ＵＩＰを有する１３人の対象の中で、７人がＨＲＣＴ非Ｕ
ＩＰパターンを有し；そのうち３人が非ＵＩＰ病態の臨床診断を有する（表１１）。
【０３６９】
【表２１】

【０３７０】
　[0362]　Envisiaゲノム分類器が使用した１９０遺伝子のうち１２４遺伝子が、ＵＩＰ
及び非ＵＩＰ　ＴＢＢ間で発現が異なる上位１０００遺伝子の中にある。４つの生物学的
パスウェイのメンバーについては、ＵＩＰで上方制御される分類器特徴及び遺伝子がエン
リッチされ、それらのパスウェイのうち３つは、以前マイクロアレイ遺伝子発現プラット
フォームを使用してＳＬＢで同定されたものである１３（表１２）。
【０３７１】
【表２２】

【０３７２】
　[0363]　ＫＥＧＧ拡張型及び肥大型心筋症ネットワークは、全てＩＰＦで上方制御され
ることが報告された、細胞外マトリックス相互作用、成長因子応答、及び細胞骨格リモデ
リングに関わる遺伝子を含む１８，１９。
【０３７３】
　[0364]　同様に、非ＵＩＰ　ＴＢＢで上方制御される特徴及び遺伝子が、免疫応答、細
胞間シグナル伝達及び発生経路を含め、非ＵＩＰ　ＳＬＢでもまた上方制御される複数の
パスウェイについてエンリッチされる（表１３）。ＩＰＦと比較してＨＰについて、細胞
増殖、免疫応答遺伝子の差異のある上方制御が示されているが２０、一部の遺伝子はこれ
らの疾患において同時制御される２１。
【０３７４】
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【表２３】

【０３７５】
考察
　[0365]　臨床的コンテクストと胸部のＨＲＣＴスキャンで見られる放射線画像診パター
ンとの組み合わせが、ＩＬＤの評価を受けている患者において確信的診断を提供できない
ことはよく起こる。ＳＬＢからの病理組織学的パターン診断はこれらの患者において確定
診断を提供し得るが、多くの患者は外科的診断手技を受けることを嫌がるか、又はそれを
受けるには病気が重過ぎる。それを受ける患者であっても、生検所見の病理学的解釈に付
随する難題により、大きい臨床的不確実性が残り得る。組織学的ＵＩＰの存在を確認する
ため、伴うリスクが最小限の、且つ熟達した肺病理医の視覚的及び主観的技能に依存しな
い、正確で利用可能な検査は極めて有用であり得る。
【０３７６】
　[0366]　Envisiaの開発に必要な機械学習の労力を支えるのに有意味な数の患者及びサ
ンプルを集める中での重要な課題は、臨床医が新たに診断されたＩＬＤ患者を調査すると
きに直面する課題を映し出している。本発明者らのＢＲＡＶＥサンプル収集試験を通じて
集められた２０１人の対象のうち、専門肺病理医のパネルを用いたにも関わらず、本発明
者らは診断的組織病理結果を有する対象を僅か１４０人同定したのみであった。この低い
収率は、診断的病理診を実現する上で地域社会の臨床医が対峙する課題を浮き彫りにする
。本発明者らはEnvisiaゲノム分類器を当初の９０人の対象を使用して訓練し、ロックし
、続いて集めた対象を使用して検査を検証した。従来のＴＢＢにおけるＵＩＰに関して、
このゲノム分類器は両方のコホートで高い性能を示した。
【０３７７】
　[0367]　試験施設の放射線科医によっては予測されなかった組織学的ＵＩＰパターンを
有する２５人の対象の中での分子的ＵＩＰコールの精度は高く、ＵＩＰ病理組織学的パタ
ーンを有する対象の７８％の同定に成功し、偽陽性はなかった。この対象群では、Envisi
aは、ＨＲＣＴによっては同定できなかったＵＩＰ病理組織学的パターン症例のほぼ５分
の４を復活させる真のルールイン検査として機能する。更に、このサブ群ではＨＰの患者
がエンリッチされ、本試験におけるその６０％（１５分の９）が、進行性線維性疾患のエ
ビデンスを有した。EnvisiaはＨＰ患者におけるＵＩＰを、４９対象検証コホートで全体
的にＵＩＰが検出されたのと同じ６７％感度で検出した。inconsistent with ＵＩＰ放射
線画像診パターン診断を有する対象におけるEnvisia分子的ＵＩＰコールのＮＰＶは＞８
０％であり、陽性及び陰性の両方のEnvisia検査結果に対する実質的な有用性が示唆され
る。
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【０３７８】
実施例１１
サンプルの臨床的及び技術的要因並びにEnvisia性能
　[0368]　Envisia検査性能は、対象の臨床的要因及びサンプルの技術的要因と幾らかの
相関を示す。ＵＩＰ疾患は男性対象及び喫煙歴のある対象においてより高率で見逃される
（図１３）。肺胞ＩＩ型細胞と一致する遺伝子発現には、Envisia検査精度との強い相関
はなく（図１４）、検査性能に肺胞サンプリングが重要でないことが示唆され、これは９
０人のＩＬＤ対象コホートにおける前出の観察と一致するＥ１０。非ＵＩＰサンプルの間
では、より強力な（より多くの陰性）分類スコアと、サンプルサイズ及びＲＮＡクオリテ
ィによって定義されるより高いサンプルクオリティとの間に、ＵＩＰサンプルでは明らか
でない僅かな相関がある（図１４）。
【０３７９】
　[0369]　上記に記載される様々な実施形態を組み合わせて、更なる実施形態を提供して
もよい。本明細書で言及され、及び／又は出願データシートに挙げられる米国特許、米国
特許出願公開、米国特許出願、外国特許、外国特許出願及び非特許刊行物は全て、全体と
して参照により本明細書に援用される。実施形態の態様は、様々な特許、出願及び公報の
概念を利用してなおも別の実施形態を提供するため必要に応じて修正されてもよい。
【０３８０】
　[0370]　上記に詳述した説明を踏まえて、実施形態に対してこれら及び他の変更がなさ
れてもよい。一般に、以下の特許請求の範囲では、用いられる用語は、本明細書及び特許
請求の範囲に開示される具体的な実施形態に特許請求の範囲を限定するものと解釈されて
はならず、かかる特許請求の範囲が権利を有する全範囲の均等物と共に、あらゆる可能な
実施形態を包含するものと解釈されなければならない。従って、特許請求の範囲が本開示
によって限定されることはない。
【０３８１】
　[0371]　本明細書に記載される一部の実施形態は、様々なコンピュータ実行オペレーシ
ョンを行うための命令又はコンピュータコードを有する非一時的コンピュータ可読媒体（
非一時的プロセッサ可読媒体とも称され得る）を含むコンピュータ記憶製品に関する。コ
ンピュータ可読媒体（又はプロセッサ可読媒体）は、それが一時的伝搬信号それ自体（例
えば、空間又はケーブルなどの伝送媒体で情報を搬送する伝搬電磁波）を含まないという
意味で非一時的である。媒体及びコンピュータコード（コードとも称され得る）は、１つ
又は複数の特定の目的のために設計及び構築されたものであってもよい。非一時的コンピ
ュータ可読媒体の例としては、限定はされないが、ハードディスク、フロッピーディスク
、及び磁気テープなどの磁気記憶媒体；コンパクトディスク／デジタルビデオディスク（
ＣＤ／ＤＶＤ）、コンパクトディスク読出し専用メモリ（ＣＤ－ＲＯＭ）、及びホログラ
フィック装置などの光記憶媒体；光ディスクなどの光磁気記憶媒体；搬送波信号処理モジ
ュール；及び特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、プログラム可能論理デバイス（ＰＬＤ
）、読出し専用メモリ（ＲＯＭ）及びランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）装置など、プロ
グラムコードを記憶し実行するように特別に構成されたハードウェア装置が挙げられる。
本明細書に記載される他の実施形態は、例えば、本明細書で考察される命令及び／又はコ
ンピュータコードを含み得るコンピュータプログラム製品に関する。
【０３８２】
　[0372]　本明細書に記載される一部の実施形態及び／又は方法は、ソフトウェア（ハー
ドウェア上で実行される）、ハードウェア、又はこれらの組み合わせによって実施されて
もよい。ハードウェアモジュールには、例えば、汎用プロセッサ、フィールドプログラマ
ブルゲートアレイ（ＦＰＧＡ）、及び／又は特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）が含まれ
得る。ソフトウェアモジュール（ハードウェア上で実行される）は、C、C++、Java（商標
）、Ruby、Visual Basic（商標）、R、及び／又は他のオブジェクト指向、手続き型、統
計、又は他のプログラミング言語及び開発ツールを含め、種々のソフトウェア言語（例え
ば、コンピュータコード）で表され得る。コンピュータコードの例としては、限定はされ
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ないが、マイクロコード又はマイクロ命令、機械命令、例えば、コンパイラによって生成
されるものなど、ウェブサービスの作成に使用されるコード、及びコンピュータがインタ
プリタを使用して実行する高水準命令を含むファイルが挙げられる。例えば、実施形態は
、命令型プログラミング言語（例えば、C、FORTRAN等）、関数型プログラミング言語（例
えば、Haskell、Erlang等）、論理型プログラミング言語（例えば、Prolog）、オブジェ
クト指向型プログラミング言語（例えば、Java、C++等）、統計プログラミング言語及び
／又は環境（例えば、R等）又は他の好適なプログラミング言語及び／又は開発ツールを
使用して実装されてもよい。コンピュータコードの更なる例としては、限定はされないが
、制御信号、暗号化コード、及び圧縮コードが挙げられる。
【０３８３】
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　[0373]　本明細書で言及され、及び／又は出願データシート若しくは上記の参考文献リ
ストに挙げられる上記の米国特許、米国特許出願公開、米国特許出願、外国特許、外国特
許出願及び非特許刊行物は全て、全体として、参照により本明細書に援用される。
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