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(57)【要約】
腎線維症と関連するタンパク質を検出するための組成物
および方法を開示する。このようなバイオマーカーは、
腎線維症に対する感受性が強い個体自身のライフスタイ
ルを管理し、疾患の更なる進行を遅らせることを可能に
するのに有用であり得る。このようなバイオマーカーは
、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１
）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリ
ン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭ
ＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭ
ＡＤ７）のうちの少なくとも１つを含み得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するための方法であって、
前記個体から試料を得ることと；
生物学的試料中の、前記バイオマーカーの量、および／または前記バイオマーカーをコー
ドするかもしくはその発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量も
しくはそこにおける突然変異を測定することであって、前記バイオマーカーが、トランス
フォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）またはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）
のうちの少なくとも１つを含むことと
を含む方法。
【請求項２】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少
なくとも１つを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増殖因
子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの少な
くとも１つを含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプチダ
ーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）
、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体（Ｅ
ＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチ
ン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、
インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペル様
因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリック
スメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）
、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシ
ン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セ
ルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（
ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転
写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）
、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少な
くとも１つを含む、請求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記測定するステップが、タンパク質測定、イムノアッセイ、フローサイトメトリー、
質量分析、または核酸配列もしくは発現の分析を含む、請求項１から４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項６】
　前記生物学的試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血漿を
含む、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを識別する方法であって、正常対照と
比較して、腎線維症において発現が増加したまたは低下したバイオマーカーを識別するこ
とを含む方法。
【請求項８】
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　個体における腎線維症の存在またはそれに対する感受性を検出するための方法であって
、
前記個体から生物学的試料を得ることと；
前記生物学的試料中の、バイオマーカーの量、および／または前記バイオマーカーをコー
ドするかもしくはその発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量も
しくはそこにおける突然変異を測定することと；
前記生物学的試料中の、前記バイオマーカーの量、および／または前記バイオマーカーを
コードするかもしくはその発現を調節する核酸の量もしくはそこにおける突然変異を、前
記バイオマーカーに関する対照値と比較することと
を含む方法。
【請求項９】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）または
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、請求項８に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少
なくとも１つを含む、請求項８または９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増殖因
子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの少な
くとも１つを含む、請求項８から１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプチダ
ーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）
、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体（Ｅ
ＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチ
ン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、
インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペル様
因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリック
スメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）
、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシ
ン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セ
ルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（
ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転
写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）
、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少な
くとも１つを含む、請求項８から１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記測定することが、タンパク質測定、イムノアッセイ、フローサイトメトリー、質量
分析、または核酸配列もしくは発現の分析を含む、請求項８から１２のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１４】
　前記試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血漿を含む、請
求項８から１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
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　個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するための組成物であって、前
記バイオマーカーの量、および／または前記バイオマーカーをコードするかもしくはその
発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこにおける突
然変異を測定する試薬を含む、組成物。
【請求項１６】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）または
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、請求項１５に記載の
組成物。
【請求項１７】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少
なくとも１つを含む、請求項１５または１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増殖因
子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの少な
くとも１つを含む、請求項１５から１７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプチダ
ーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）
、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体（Ｅ
ＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチ
ン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、
インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペル様
因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリック
スメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）
、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシ
ン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セ
ルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（
ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転
写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）
、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少な
くとも１つを含む、請求項１５から１８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記測定することが、タンパク質測定、イムノアッセイ、フローサイトメトリー、質量
分析、または核酸配列もしくは発現の分析を含む、請求項１５から１９のいずれか一項に
記載の組成物。
【請求項２１】
　前記試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血漿を含む、請
求項１５から２０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２２】
　前記試薬のうちの少なくとも１つが標識されている、請求項１５から２１のいずれか一
項に記載の組成物。
【請求項２３】
　請求項１５から２２のいずれかに記載の組成物を含む、キット。
【請求項２４】
　請求項１から２３に記載の方法のいずれかを行うための、または請求項１から２３に記
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載の組成物もしくはキットのいずれかを使用するための、システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２０１８年５月１１日に出願された米国特許仮出願第６２／６７０，３４４
号に基づく優先権を主張する。米国特許仮出願第６２／６７０，３４４号の開示は、その
内容全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
分野
　本開示は、腎線維症を診断するための方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景
　腎線維症の背景にある生物学的メカニズムは大部分未知であり、この状態の信頼できる
指標を提供するバイオマーカーは、たとえあったとしてもわずかである。自身のライフス
タイルを調整し、その結果、症状の発症が生じることおよび／または疾患が更に進行する
ことが促進されるのを回避するのは腎線維症に対して感受性を有する個体にとって有益で
あろう。したがって、腎線維症に関するバイオマーカーを開発し、評価することが必要で
ある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
要旨
　本開示は、さまざまな方法で具体化してもよい。
【０００５】
　一実施形態では、個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するための方
法であって、個体から生物学的試料を得ることと；生物学的試料中の、バイオマーカーの
量、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくはその発現を調節する核酸（例
えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこにおける突然変異を測定することと
を含む方法を開示する。実施形態では、バイオマーカーは、コルチコステロン、アルドス
テロン、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケ
モカインリガンド２（ＣＣＬ２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴ
ＧＦ）、表皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン
－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細
胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイ
キン６（ＩＬ６）、クルッペル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダ
ーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメ
タロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、Ｎ
ＰＨＳ１ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシン（podicin）（ＮＰＨＳ２）、核受容体サ
ブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セルピンファミリーＥメンバー１
（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミ
リーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡ
Ｄファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）
、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）
、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の
実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１
）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミ
リーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組
織増殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のう
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ちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォ
ーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモ
デュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤ
ファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施形
態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）また
はメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む。
【０００６】
　更におよび／またはあるいは、方法は、少なくとも１つの正規化（例えば、ハウスキー
ピング遺伝子）の測定を含んでいてもよい。または、これらのバイオマーカーのさまざま
な組合せの測定を行ってもよい。
【０００７】
　本明細書における開示の他の特徴、目的、および利点は、以下の詳細な説明、図面およ
び特許請求の範囲において明らかである。しかし、詳細な説明、図面、および特許請求の
範囲は、開示する方法、組成物およびシステムの実施形態を示しているが、例示の目的で
のみ与えられており、限定するものではないことを理解するべきである。本発明の範囲内
でのさまざまな変更および変形は、当業者であれば明白になるであろう。
【０００８】
　本開示は、以下の非限定的な図面に照らしてより理解することができる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、腎線維症と関連するバイオマーカーを識別するマルチノード相互作用ネ
ットワークの例を示す。
【００１０】
【図２】図２は、腎線維症と関連するバイオマーカーを識別するマルチノード相互作用ネ
ットワークの代替の例を示す。
【００１１】
【図３】図３は、腎線維症と関連するデータマイニングによって示されるバイオマーカー
の例を示す。
【００１２】
【図４】図４は、本明細書において開示する方法を行うためのおよび／または組成物を使
用するためのシステムの例を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
詳細な説明
用語および定義
　本開示をより容易に理解するために、ある特定の用語を最初に定義する。以下の用語お
よび他の用語に関する追加の定義は、本明細書全体にわたって明記する。
【００１４】
　本開示の広範な範囲を示す数値範囲およびパラメーターは、概算であったとしても、特
定の例において示す数値は、可能な限り正確に報告する。しかし、いずれの数値も、その
個別の試験測定値において認められる標準偏差から必然的に生じるある特定の誤差が本質
的に含まれる。更に、本明細書において開示する全ての範囲は、その中に包含される任意
のおよび全ての部分範囲を包含することを理解するべきである。例えば、「１から１０」
の規定された範囲は、最小値の１と最大値の１０との間の（およびこれらを含む）任意の
および全ての部分範囲；すなわち、最小値が１またはそれよりも多い範囲内、例えば１か
ら６．１で始まり、最大値が１０またはそれ未満、例えば、５．５から１０で終わる全て
の部分範囲を含むことを考慮するべきである。更に、「本明細書に組み込まれるものとす
る」と称される任意の参考文献は、その全体が組み込まれるものとして理解するべきであ
る。
【００１５】
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　この明細書において使用する単数形の「１つの（ａ）」「１つの（ａｎ）」、および「
その（ｔｈｅ）」は、１つの指示対象を明示的におよび明白に限定しない限り、複数形の
指示対象を含むことを更に留意されたい。「および／または」という用語は、全般的に、
少なくとも一方または他方を指すために使用される。一部の場合では、「および／または
」という用語は、「または」という用語と互換可能に使用される。本明細書において使用
する「としては、～を含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」という用語は、「としては、これら
に限定されないが、～がある」という句を意味し、それと互換可能に使用される。本明細
書において使用する「例えば（ｓｕｃｈ　ａｓ）」という用語は、「これらに限定されな
いが、例えば」という句を意味し、それと互換可能に使用される。
【００１６】
　別段の定義がない限り、本明細書において使用する全ての技術用語および科学用語は、
当業者に通常理解されるものと同じ意味を有する。
【００１７】
　また、本明細書で使用する「少なくとも１つ」は、１つから群全部までの任意の数が考
えられる。例えば、４つのバイオマーカーを列挙する場合、「少なくとも１つ」という句
は、１、２、３または４つのバイオマーカーを意味すると理解される。同様に、１０個の
バイオマーカーを列挙する場合、「少なくとも５つ」という句は、５、６、７、８、９、
または１０個のバイオマーカーを意味すると理解される。
【００１８】
　また、本明細書で使用する「含む」は、「からなる」という用語を使用してより詳細に
定義される具体物を含む。
【００１９】
　抗体：本明細書で使用する「抗体」という用語は、免疫グロブリン遺伝子または免疫グ
ロブリン遺伝子の断片で実質的にコードされる１つまたは複数のポリペプチドからなるポ
リペプチドを指す。認識されている免疫グロブリン遺伝子としては、カッパー、ラムダ、
アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロンおよびミュー定常領域遺伝子、ならびに無数の免
疫グロブリン可変領域遺伝子がある。軽鎖は、典型的には、カッパーまたはラムダのいず
れかとして分類される。重鎖は、典型的には、ガンマ、ミュー、アルファ、デルタ、また
はイプシロンとして分類され、これらは免疫グロブリンクラスＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、
ＩｇＤおよびＩｇＥをそれぞれ定義する。典型的な免疫グロブリン（抗体）構造単位がテ
トラマーを含むことは公知である。各テトラマーは、ポリペプチド鎖の２つの同一の対か
らなり、各対は、１つの「軽」鎖（約２５ｋＤ）および１つの「重」鎖（約５０～７０ｋ
Ｄ）を有する。各鎖のＮ末端は、抗原認識に対して主に応答する約１００から１１０また
はそれよりも多いアミノ酸の可変領域を定義する。「可変軽鎖」（ＶＬ）および「可変重
鎖」（ＶＨ）という用語は、これらの軽および重鎖をそれぞれ指す。抗体は、特定の抗原
に対して特異的な場合がある。抗体またはその抗原は、分析物または結合相手のいずれか
である場合がある。抗体は、無傷の免疫グロブリンとしてまたはさまざまなペプチダーゼ
を用いて消化することによって産生された多数の十分に特徴付けられた断片として存在す
る。したがって、例えば、ペプシンは、ヒンジ領域におけるジスルフィド結合より下の抗
体を消化し、ジスルフィド結合によってＶＨ－ＣＨ１に接合したそれ自体が軽鎖であるＦ
ａｂのダイマーであるＦ（ａｂ）’２を生成する。Ｆ（ａｂ）’２は、穏やかな条件下で
還元され、ヒンジ領域におけるジスルフィド結合が切断され、その結果（Ｆａｂ’）２ダ
イマーがＦａｂ’モノマーへ変換される場合がある。Ｆａｂ’モノマーは、実質的にヒン
ジ領域の一部を有するＦａｂである。さまざまな抗体断片が、無傷の抗体の消化の観点か
ら定義されるが、当業者であれば、このようなＦａｂ’断片は、化学的にまたは組換えＤ
ＮＡ方法論を利用することによってのいずれかでデノボ合成を行ってもよいことを理解す
るであろう。したがって、本明細書で使用する「抗体」という用語は、抗体全体を改変す
るかまたは組換えＤＮＡ方法論を使用してデノボ合成することによってのいずれかで生成
した抗体断片も含む。一部の実施形態では、抗体は単一鎖抗体、例えば可変重鎖および可
変軽鎖が一緒に接合し（直接的にまたはペプチドリンカーを介して）、連続的なポリペプ



(8) JP 2021-523365 A 2021.9.2

10

20

30

40

50

チドを形成する単一鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体である。単一鎖Ｆｖ（「ｓｃＦｖ」）ポリペ
プチドは、共有連結ＶＨ：：ＶＬヘテロダイマーであり、これは、直接接合しているかま
たはペプチドをコードするリンカーによって接合しているかのいずれかのＶＨおよびＶＬ
をコードする配列を含む核酸から発現する場合がある（例えば、Huston, et al. (1988) 
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883を参照されたい）。自然に凝集していたが、
抗体Ｖ領域から化学的に分離されたポリペプチド軽鎖およびポリペプチド重鎖がｓｃＦｖ
分子へ変換され、それが抗原結合部位の構造と実質的に類似している３次元構造へ折りた
たまれることになるための多数の構造が存在する。例えば米国特許第５，０９１，５１３
号および同第５，１３２，４０５号および同第４，９５６，７７８号を参照されたい。
【００２０】
　「抗体」という用語は、例えば、組合せ変異誘発およびファージディスプレイによって
生成される、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、合成抗体およびキメラ抗体を含
む。「抗体」という用語は、抗体の模倣物またはペプチド模倣物も含む。ペプチド模倣物
は、ペプチドおよびタンパク質がベースのまたはこれら由来の化合物である。本開示のペ
プチド模倣物は、典型的には、自然界には存在しないアミノ酸を使用した公知のペプチド
配列の構造的改変、立体配座の拘束、等立体的な（isosteric）置換えなどによって得る
ことができる。
【００２１】
　対立遺伝子：本明細書で使用する「対立遺伝子」という用語は、同じ遺伝子座（例えば
、遺伝子）のヌクレオチド配列の異なるバージョンを指す。
【００２２】
　対立遺伝子特異的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）：本明細書で使用する「対立遺伝子特異
的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）」という用語は、プライマーを利用した突然変異検出方法
を指し、これは対応するＤＮＡ配列にハイブリダイズし、このようなプライマーの３’末
端ヌクレオチドのハイブリダイゼーションの成功に応じて伸長される。典型的には、標的
配列との完全な一致を形成する３’末端ヌクレオチドを有する伸長プライマーが伸長され
、伸長産物を形成する。改変されたヌクレオチドは、伸長産物に組み込むことができ、こ
のようなヌクレオチドは、検出の目的で伸長産物を効果的に標識する。あるいは、伸長プ
ライマーは、標的配列とのミスマッチを形成する３’末端ヌクレオチドを代わりに含む場
合がある。この場合、伸長のために使用されるポリメラーゼがエキソヌクレアーゼ活性を
意図せずに有さない限りプライマー伸長は起こらない。
【００２３】
　増幅：本明細書で使用する「増幅」という用語は、標的核酸をコピーし、その結果、選
択された核酸配列のコピーの数を増加させるための当技術分野において公知の任意の方法
を指す。増幅は、指数関数的であっても直線的であってもよい。標的核酸は、ＤＮＡまた
はＲＮＡのいずれかであってもよい。典型的には、このように増幅された配列は、「増幅
生成物」を形成する。増幅は、さまざまな方法で達成してもよく、その方法としては、こ
れらに限定されないが、ポリメラーゼ連鎖反応（「ＰＣＲ」）、転写ベース増幅、等温増
幅、ローリングサークル増幅などがある。増幅は、プライマー対の相対的に同量の各プラ
イマーで行い、二本鎖増幅生成物を生成してもよい。しかし、非対称ＰＣＲを使用し、当
技術分野において周知のように、一本鎖産物を主にまたは排他的に増幅してもよい（例え
ば、Poddar, Molec. And Cell. Probes 14:25-32 (2000)）。これは、一方のプライマー
の濃度を、対の他方のプライマーに対して顕著に減少させる（例えば、１／１００の差に
する）ことによって、プライマーの各対を使用して達成することができる。非対称ＰＣＲ
による増幅は、一般的に直線的である。当業者であれば、異なる増幅方法を一緒に使用し
てもよいことは理解するであろう。
【００２４】
　動物：本明細書で使用する「動物」という用語は、動物界の任意のメンバーを指す。一
部の実施形態では、「動物」は、発達の任意の段階におけるヒトを指す。一部の実施形態
では、「動物」は、発達の任意の段階における非ヒト動物を指す。ある特定の実施形態で
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は、非ヒト動物は、哺乳動物（例えば、齧歯動物、マウス、ラット、ウサギ、サル、イヌ
、ネコ、ヒツジ、ウシ、霊長類、および／またはブタ）である。一部の実施形態では、動
物としては、これらに限定されるものではないが、哺乳類、鳥類、爬虫類、両生類、魚類
、昆虫、および／または蠕虫がある。一部の実施形態では、動物は、トランスジェニック
動物、遺伝子操作された動物、および／またはクローンであってもよい。
【００２５】
　およそ：本明細書で使用する「およそ」または「約」という用語は、目的の１つまたは
複数の値に適用される場合、規定された指示対象の値と類似の値を指す。ある特定の実施
形態では、「およそ」または「約」という用語は、特に記載がないかまたは文脈から特に
明白ではない限り、規定された指示対象の値のいずれの方向（それよりも多いまたはそれ
未満）でも２５％、２０％、１９％、１８％、１７％、１６％、１５％、１４％、１３％
、１２％、１１％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％、１％、
またはそれ未満の範囲内に入るさまざまな値を指す（このような数が可能な値の１００％
を超えることになる場合を除く）。また、本出願全体にわたって、「約」という用語は、
値が、デバイスに関する誤差の固有の変数、値を判定するために用いられる方法、または
試料間に存在する変数を含むことを示すために使用される。
【００２６】
　目的の症候群または疾患と関連する：本明細書で使用する「目的の症候群または疾患と
関連する」は、バリアントが、非症候群または非疾患対照よりも目的の症候群または疾患
を呈する患者において認められることを意味する。一般的に、このような関連の統計的有
意性は、複数の患者をアッセイすることによって判定することができる。
【００２７】
　生物学的試料および試料：本明細書で使用する「試料」または「生物学的試料」という
用語は、対象、個体または他の生物学的原料から得られた任意の試料を包含する。生物学
的試料としては、非限定的な例の目的で、血液、血漿、血清、体液もしくは組織生検、無
細胞（cell-free）核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）、尿、糞便、表皮試料、皮膚試
料、頬スワブ、精液、羊水、培養細胞、骨髄試料および／または絨毛膜絨毛があり得る。
好都合な生物学的試料は、例えば、頬側腔表面からの剥離細胞によって得られる場合があ
る。生物学的試料という用語は、本明細書において記載する検出のために核酸またはタン
パク質を放出するように、そうでなければ利用可能にするように処理されている試料を包
含する。無細胞ＤＮＡ、例えば血漿、羊水などにおいて認められるものも含まれる。例え
ば、生物学的試料は、生物学的試料中の細胞からＲＮＡを逆転写することによって得られ
たｃＤＮＡを含んでいてもよい。生物学的試料は、胎児、若齢成人、成人などの人生の段
階から得てもよい。固定または凍結した組織も使用してもよい。
【００２８】
　バイオマーカー：本明細書で使用する「バイオマーカー」または「マーカー」という用
語は、単独でまたは他のバイオマーカーと組み合わせて、診断するために、または目的の
疾患もしくは症候群の診断もしくは予後に役立つために；目的の疾患もしくは症候群の進
行をモニターするために；および／または目的の症候群もしくは疾患のための処置の有効
性をモニターするために使用することができる、１つまたは複数の核酸、ポリペプチドお
よび／または他の生体分子（例えば、コレステロール、脂質）を指す。本明細書で使用し
、当業者によって通常用いられるバイオマーカーは、ホルモンもしくは他の小分子（例え
ば、コルチコステロン、アルドステロン）、タンパク質（表皮増殖因子受容体）、または
バイオマーカーをコードする遺伝子（ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲ）のいずれかとして挙げら
れる。
【００２９】
　結合剤：本明細書で使用する「結合剤」という用語は、目的の第２の（すなわち、異な
る）分子に特異的にかつ選択的に結合することができる分子を指す。相互作用は、例えば
水素結合、ファンデルワールス相互作用、または静電的もしくは疎水的相互作用の結果と
しての非共有結合であってもよく、または共有結合であってもよい。「可溶性の結合剤」
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という用語は、固体支持体と結合（すなわち、共有または非共有結合）しない結合剤を指
す。
【００３０】
　キャリア：「キャリア」という用語は、症状はないが、その子供に受け継がれる場合が
ある突然変異を保有するヒトを指す。典型的には、常染色体劣性障害の場合、キャリアは
、疾患をもたらす突然変異を含む１つの対立遺伝子および正常であるかまたは疾患に関連
しない第２の対立遺伝子を有する。
【００３１】
　クロマトグラフィー：「クロマトグラフィー」という用語は、液体または気体によって
運搬された化学混合物が、固定された液相または固相の周囲または上を流れるために、化
学実体の異なる分布の結果として構成成分に分離される方法を指す。「液体クロマトグラ
フィー」（ＬＣ）という用語は、流体が、微粉化した物質のカラムを通ってまたはキャピ
ラリー経路を通って均一に浸透するために、流体溶液の１つまたは複数の構成成分が選択
的に遅延される方法を意味する。遅延は、この流体が固定相に関連して移動するために、
１つまたは複数の固定相とバルク流体（すなわち、移動相）との間の、混合物の構成成分
の分布に起因する。「液体クロマトグラフィー」としては、逆相液体クロマトグラフィー
（ＲＰＬＣ）、高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）および高乱流液体クロマトグ
ラフィー（ＨＴＬＣ）がある。「ＨＰＬＣ」または「高性能液体クロマトグラフィー」と
いう用語は、移動相を高圧下で固定相に通して強制的に押し通すことによって、分離の度
合いを増大させた液体クロマトグラフィー、典型的には、高密度充填カラムを指す。
【００３２】
　コード配列対非コード配列：本明細書で使用する「コード配列」という用語は、転写し
および／または翻訳し、ｍＲＮＡおよび／もしくはポリペプチドまたはこれらの断片を産
生することができる核酸もしくはその相補体またはこれらの一部の配列を指す。コード配
列としては、ゲノムＤＮＡまたは未成熟一次ＲＮＡ転写物におけるエクソンがあり、これ
らは、細胞の生化学的機構によって一緒に接合し、成熟ｍＲＮＡを提供する。アンチセン
ス鎖は、このような核酸の相補体であり、コード配列をそこから推測することができる。
本明細書で使用する「非コード配列」という用語は、ｉｎ　ｖｉｖｏでアミノ酸へ転写さ
れないか、またはｔＲＮＡが、アミノ酸が配置されるように相互作用しないかもしくは配
置されるように試みない、核酸もしくはその相補体、またはこれらの一部の配列を指す。
非コード配列は、ゲノムＤＮＡにおけるイントロン配列または未成熟一次ＲＮＡ転写物と
、遺伝子関連配列、例えばプロモーター、エンハンサー、サイレンサーなどの両方を含む
。
【００３３】
　相補：本明細書で使用する「相補体」、「相補的」および「相補性」という用語は、ワ
トソン／クリックペアリング規則に従ったヌクレオチド配列のペアリングを指す。例えば
、配列５’－ＧＣＧＧＴＣＣＣＡ－３’は５’－ＴＧＧＧＡＣＣＧＣ－３’の相補的配列
を有する。相補体配列は、ＤＮＡ配列に相補的なＲＮＡの配列とすることもできる。天然
の核酸において通常認められないある特定の塩基が、相補的核酸に含まれていてもよく、
その相補的核酸としては、これらに限定されないが、イノシン、７－デアザグアニン、ロ
ックド核酸（ＬＮＡ）、およびペプチド核酸（ＰＮＡ）がある。相補性は、完璧である必
要はなく；安定な二本鎖が、ミスマッチ塩基対、変性性、または非対応塩基を含む場合が
ある。核酸技術の分野の当業者であれば、例えば、オリゴヌクレオチド長、オリゴヌクレ
オチドの塩基組成および配列、ミスマッチ塩基対のイオン強度および発生を含む多数の変
数を考慮して経験的に二本鎖安定性を判定することができる。
【００３４】
　保存：本明細書で使用する「保存残基」という用語は、同じ構造および／または機能を
有する複数のタンパク質間の同じアミノ酸を指す。保存残基の領域は、タンパク質構造ま
たは機能にとって重要な場合がある。したがって、３次元タンパク質で識別されるような
隣接する保存残基が、タンパク質構造または機能にとって重要な場合がある。３－Ｄ構造
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の保存残基または保存領域を見出すために、異なる種からのまたは同じ種の個体の、同じ
または類似したタンパク質に関する配列の比較を行ってもよい。
【００３５】
　対照：本明細書で使用する「対照」という用語は、それに対して結果が比較される標準
であるというその技術分野で理解されている意味を有する。典型的には、対照は、変数を
取り出すことによって、実験における整合性を強化して、このような変数に関する結論を
もたらすために使用される。一部の実施形態では、対照は、試験反応またはアッセイと同
時に行われ、比較物を提供する反応またはアッセイである。一実験では、「試験」（すな
わち、試験される変数）が適用される。第２の実験では、「対照」、試験される変数は適
用されない。一部の実施形態では、対照は、過去に用いられた対照（すなわち、以前に行
われた試験もしくはアッセイのもの、またはすでに公知の量もしくは結果）である。一部
の実施形態では、対照は印刷された、またはそうでなければ保存された記録であるかまた
はそれを含む。対照は、公知の量の目的のバイオマーカーを含む陽性対照であっても、ま
たは目的のバイオマーカーを全く含まない陰性対照であってもよい。
【００３６】
　一部の実施形態では、バイオマーカーに関する「対照」または「所定の標準」は、健常
対象におけるバイオマーカーの発現レベルまたは同じ対象からの非罹患または非症候性組
織における前記バイオマーカーの発現レベルを指す。所与のバイオマーカーに関する対照
または所定の標準発現レベルまたはタンパク質の量は、慣例の実験のみを使用したプロス
ペクティブおよび／またはレトロスペクティブ統計研究によって確立することができる。
このような所定の標準発現レベルおよび／またはタンパク質レベル（量）は、周知の方法
を使用して当業者によって判定することができる。
【００３７】
　粗製物：本明細書で使用する「粗製物」という用語は、生物学的試料に関連して使用す
る場合、実質的に精製されていない状況にある試料を指す。例えば、粗製試料は、細胞溶
解物または生検組織試料とすることができる。粗製試料は、溶液中にまたは乾燥調製物と
して存在していてもよい。
【００３８】
　欠失：本明細書で使用する「欠失」という用語は、自然発生の核酸から１つまたは複数
のヌクレオチドが除去される突然変異を包含する。
【００３９】
　目的の疾患または症候群：本明細書で使用する目的の疾患または症候群は、腎線維症で
ある。
【００４０】
　検出する：本明細書で使用する「検出する」、「検出された」または「検出すること」
という用語は、「測定」、「測定された」または「測定すること」を含み、その逆もまた
同様である。
【００４１】
　検出可能な部分：本明細書で使用する「検出可能な部分」または「検出可能な生体分子
」または「レポーター」という用語は、定量アッセイにおいて測定することができる分子
を指す。例えば、検出可能な部分は、測定することができる産物（例えば、目視可能な産
物）へ基質を変換するために使用することがある酵素を含んでいてもよい。または、検出
可能な部分は、定量化することができる放射性同位体であってもよい。または、検出可能
な部分は、フルオロフォアであってもよい。または、検出可能な部分は、発光分子であっ
てもよい。または、他の検出可能な分子を使用してもよい。
【００４２】
　エピジェネティック：本明細書で使用するエピジェネティックエレメントは、基礎的な
ＤＮＡ配列における変化以外の機序によって遺伝子発現を変化させる場合がある。このよ
うなエレメントは、パラ変異、刷り込み、遺伝子サイレンシング、Ｘ染色体不活性化、位
置効果、再プログラミング、トランスベクション、母性効果、ヒストン改変、およびヘテ
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ロクロマチンを調節するエレメントを含んでいてもよい。
【００４３】
　エピトープ：本明細書で使用する「エピトープ」という用語は、特定の抗体または抗体
様タンパク質と接触する分子または分子化合物（例えば、ポリペプチドまたはタンパク質
複合体）の断片または部分を指す。
【００４４】
　エクソン：本明細書で使用するエクソンは、ＲＮＡの他の部分（例えば、イントロンと
して公知の介在領域）がＲＮＡスプライシングによって除去された後に、成熟したまたは
プロセシングされたＲＮＡにおいて認められる核酸配列である。したがって、エクソン配
列は、一般的に、タンパク質またはタンパク質の一部をコードする。イントロンは、ＲＮ
Ａスプライシングによって周囲のエクソン配列から除去されるＲＮＡの一部である。
【００４５】
　発現および発現されたＲＮＡ：本明細書で使用する発現されたＲＮＡは、タンパク質ま
たはポリペプチドをコードするＲＮＡ（「コードＲＮＡ」）、および転写されるが翻訳さ
れない任意の他のＲＮＡ（「非コードＲＮＡ」）である。「発現」という用語は、ポリペ
プチドがＤＮＡから産生されることによるプロセスを意味するために本明細書において使
用される。プロセスは、遺伝子のｍＲＮＡへの転写およびこのｍＲＮＡのポリペプチドへ
の翻訳を伴う。それが使用される文脈に応じて、「発現」は、ＲＮＡ、タンパク質または
その両方の産生を指してもよい。
【００４６】
　タンパク質の量および／または本開示のバイオマーカーの発現の測定は、転写された分
子またはその対応するタンパク質の発現を検出するためのさまざまな周知の方法のいずれ
かによって評価してもよい。このような方法の非限定的な例としては、分泌されたタンパ
ク質を検出するための免疫学的方法、タンパク質精製方法、タンパク質機能または活性ア
ッセイ、核酸ハイブリダイゼーション方法、核酸逆転写方法、および核酸増幅方法がある
。ある特定の実施形態では、バイオマーカーの発現遺伝子は、バイオマーカー遺伝子に対
応するタンパク質、例えば、バイオマーカー遺伝子に対応するオープンリーディングフレ
ームによってコードされるタンパク質、またはその正常な翻訳後改変の全てもしくは一部
を受けたタンパク質と特異的に結合する、抗体（例えば放射標識された、発色団標識され
た、フルオロフォア標識された、または酵素標識された抗体）、抗体誘導体（例えば基質
とまたはタンパク質－リガンド対｛例えばビオチン－ストレプトアビジン｝のタンパク質
もしくはリガンドとコンジュゲートした抗体）、または抗体断片（例えば単一鎖抗体、単
離された抗体超可変ドメインなど）を使用して評価する。ある特定の実施形態では、試薬
は、検出可能な物質で直接的にまたは間接的に標識してもよい。検出可能な物質は、例え
ば、放射性同位体、蛍光化合物、酵素、および酵素補助因子からなる群から例えば選択し
てもよい。抗体を標識する方法は、当技術分野において周知である。
【００４７】
　別の実施形態では、バイオマーカー遺伝子の発現は、試料中の細胞からｍＲＮＡ／ｃＤ
ＮＡ（すなわち、転写されたポリヌクレオチド）を調製することによって、およびｍＲＮ
Ａ／ｃＤＮＡを、バイオマーカー遺伝子およびその断片を含むポリヌクレオチドの相補体
である参照ポリヌクレオチドとハイブリダイズすることによって評価される。ｃＤＮＡは
、必要に応じて、さまざまなポリメラーゼ連鎖反応方法のいずれかを使用してから、参照
ポリヌクレオチドとハイブリダイゼーションして増幅することができ；好ましくは、増幅
は行わない。
【００４８】
　家族歴：本明細書で使用する「家族歴」という用語は、典型的には、親および兄弟姉妹
を含む個体の近親者と関連する事象（例えば、疾患関連障害または突然変異キャリア）の
発生を指す。家族歴は、祖父母および他の親戚も含んでいてもよい。
【００４９】
　フランキング：本明細書で使用する「フランキング」という用語は、プライマーが、標
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的上の増幅しようとしている目的の領域に隣接している標的核酸にハイブリダイズすると
いう意味である。当業者であれば、好ましいプライマーは、目的領域から５’でハイブリ
ダイズするプライマーの対であり、１つは標的二本鎖ＤＮＡ分子の各鎖上にあり、その結
果、ヌクレオチドが、好適なＤＮＡポリメラーゼによってプライマーの３’末端に付加さ
れ得るようになることは理解するであろう。例えば、変異体配列に隣接するプライマーは
、変異体配列に実際はアニールせず、むしろ変異体配列に隣接する配列にアニールする。
一部の場合では、エクソンに隣接するプライマーは、エクソン配列に一般的にアニールし
ないように、むしろエクソンに隣接する配列（例えばイントロン配列）にアニールするよ
うに設計される。しかし、一部の場合では、増幅プライマーは、エクソン配列にアニール
するように設計してもよい。
【００５０】
　遺伝子：本明細書で使用する遺伝子は、遺伝の単位である。一般的に、遺伝子は、タン
パク質または機能性ＲＮＡをコードするＤＮＡの一部である。遺伝子は、遺伝の単位に対
応するゲノム配列の位置特定が可能な領域である。遺伝子は、調節領域、転写領域、およ
びまたは他の機能性配列領域と関連している場合がある。
【００５１】
　遺伝子型：本明細書で使用する「遺伝子型」という用語は、生物の遺伝的構成を指す。
より詳細には、この用語は、個体に存在する対立遺伝子の同一性を指す。個体またはＤＮ
Ａ試料の「遺伝子タイピング」は、公知の多形性部位において個体が保有する２つの対立
遺伝子のヌクレオチド塩基に関して性質を識別することを指す。
【００５２】
　遺伝子調節性エレメント：本明細書で使用する遺伝子調節性エレメントまたは調節配列
は、調節性タンパク質、例えば転写因子が結合し、遺伝子発現を調節するＤＮＡのセグメ
ントである。このような調節領域は、調節される遺伝子の上流にあることが多い。
【００５３】
　健常個体：本明細書で使用する「健常個体」または「対照」という用語は、目的の症候
群および／または疾患と診断されていない対象を指す。
【００５４】
　ヘテロ接合体：本明細書で使用する「ヘテロ接合体」または「ＨＥＴ」という用語は、
同じ遺伝子の２つの異なる対立遺伝子を保有する個体を指す。本明細書で使用する「ヘテ
ロ接合体」という用語は、「複合ヘテロ接合体」または「複合ヘテロ接合変異体」を包含
する。本明細書で使用する「複合ヘテロ接合体」という用語は、２つの異なる対立遺伝子
を保有する個体を指す。本明細書で使用する「複合ヘテロ接合変異体」という用語は、対
立遺伝子の２つの異なるコピーを保有する個体を指し、このような対立遺伝子は、遺伝子
の変異型として特徴付けられる。
【００５５】
　ホモ接合体：本明細書で使用する「ホモ接合体」という用語は、同じ対立遺伝子の２つ
のコピーを保有する個体を指す。本明細書で使用する「ホモ接合変異体」という用語は、
同じ対立遺伝子の２つのコピーを保有する個体を指し、このような対立遺伝子は、遺伝子
の変異型として特徴付けられる。
【００５６】
　ハイブリダイズ：本明細書で使用する「ハイブリダイズ」または「ハイブリダイゼーシ
ョン」という用語は、２つの相補的核酸鎖が適切にストリンジェントな条件下で互いにア
ニールする方法を指す。ハイブリダイゼーションに好適なオリゴヌクレオチドまたはプロ
ーブは、典型的には、１０～１００ヌクレオチド長（例えば、１８～５０、１２～７０、
１０～３０、１０～２４、１８～３６ヌクレオチド長）を含む。核酸ハイブリダイゼーシ
ョン技術は、当技術分野において周知である。当業者は、相補性の少なくとも１つの所望
のレベルを有する配列が安定にハイブリダイズすることになり、同時に相補性がより低い
ものは安定にハイブリダイズしないことになるように、ハイブリダイゼーション条件のス
トリンジェントをどのように推定し、調整するかを理解している。ハイブリダイゼーショ
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ン条件およびパラメーターの例は、例えば、Sambrook, et al., 1989, Molecular Clonin
g: A Laboratory Manual,Second Edition, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.
; Ausubel, F. M. etal. 1994, Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley 
& Sons,Secaucus, N.J.を参照されたい。
【００５７】
　同一性またはパーセント同一性：本明細書で使用する「同一性」または「パーセント同
一性」という用語は、２つのアミノ酸配列間または２つの核酸配列間の配列同一性を指す
。パーセント同一性は、２つの配列を整列させることによって判定することができ、比較
する配列によって共有される位置における同一の残基（すなわち、アミノ酸またはヌクレ
オチド）の数を指す。配列アラインメントおよび比較は、当技術分野におけるアルゴリズ
ム標準（例えば、Smith and Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482; Needleman andW
unsch,  1970, J. Mol. Biol. 48:443; Pearson and Lipman, 1988, Proc. Natl.Acad. S
ci., USA, 85:2444）を使用して、またはＢＬＡＳＴおよびＦＡＳＴＡとして公的に利用
可能なこれらのアルゴリズムのコンピューター化バージョン（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｒｅｌｅａｓｅ　７．０、Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ、Ｍａ
ｄｉｓｏｎ、ＷＩ）によって行ってもよい。また、国立衛生研究所、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、
ＭＤを介して利用可能なＥＮＴＲＥＺを、配列を比較するために使用してもよい。他の場
合では、市販されているソフトウェア、例えばＧｅｎｏｍｅＱｕｅｓｔを使用し、パーセ
ント同一性を判定してもよい。ＢＬＡＳＴおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを
利用する場合、個別のプログラム（例えば、ＢＬＡＳＴＮ；Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔ
ｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎに関するインター
ネットサイトで利用可能）のデフォルトパラメーターを使用してもよい。一実施形態では
、２つの配列のパーセント同一性は、各アミノ酸ギャップが、２つの配列間の単一のアミ
ノ酸ミスマッチであったかのように重み付けられるように、１のギャップウェイトを有す
るＧＣＧを使用して判定してもよい。または、ＧＣＧ（Ａｃｃｅｌｒｙｓ、ＳａｎＤｉｅ
ｇｏ、ＣＡ）配列アラインメントソフトウェアパッケージの一部であるＡＬＩＧＮプログ
ラム（バージョン２．０）を使用してもよい。
【００５８】
　本明細書で使用する、それに対して少なくとも９０％の同一性という用語は、示された
配列に対して９０から１００％の同一性の範囲である配列を含み、その間の全ての範囲を
含む。したがって、それに対して少なくとも９０％の同一性という用語は、示された配列
に対して９１、９１．５、９２、９２．５、９３、９３．５、９４、９４．５、９５、９
５．５、９６、９６．５、９７、９７．５、９８、９８．５、９９、９９．５または１０
０パーセントの同一性である配列を含む。同様に、「少なくとも７０％同一性」という用
語は、７０から１００％の同一の範囲である配列を含み、その間の全ての範囲を含む。パ
ーセント同一性の判定は、本明細書において記載するアルゴリズムを使用して判定する。
【００５９】
　挿入または付加：本明細書で使用する「挿入」または「付加」という用語は、天然に存
在する分子と比較して、それぞれ１つもしくは複数のアミノ酸残基またはヌクレオチドの
付加をもたらすアミノ酸またはヌクレオチド配列における変化を指す。
【００６０】
　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ：本明細書で使用する「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」という用語は、多細胞生
物内ではなく、人工環境において、例えば、試験管または反応容器、細胞培養などにおい
て起こる事象を指す。
【００６１】
　Ｉｎ　ｖｉｖｏ：本明細書で使用する「ｉｎ　ｖｉｖｏ」という用語は、多細胞生物、
例えばヒトまたは非ヒト動物内で起こる事象を指す。
【００６２】
　単離された：本明細書で使用する「単離された」という用語は、（１）最初に生成され
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た場合に、関連していた構成成分の少なくとも一部から分離された（自然界および／また
は実験用設定であるかどうかにかかわらず）、および／または（２）人の手によって生成
、調製、ならびに／または製造された物質および／もしくは実体を指す。単離された物質
および／または実体は、それらが最初に関連していた他の構成成分の少なくとも約１０％
、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％
、約９５％、約９８％、約９９％、実質的に１００％、または１００％から分離してもよ
い。一部の実施形態では、単離された薬剤は、約８０％、約８５％、約９０％、約９１％
、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％
を超えて、実質的に１００％、または１００％純粋である。本明細書で使用する物質は、
他の構成成分を実質的に含まない場合、「純粋」である。本明細書で使用する「単離され
た細胞」という用語は、多細胞生物に含まれていない細胞を指す。
【００６３】
　標識された：「標識された」および「検出可能な薬剤または部分で標識された」という
用語は、本明細書において互換可能に使用され、実体（例えば、核酸プローブ、抗体など
）が、例えば、別の実体（例えば、核酸、ポリペプチドなど）へ結合した後に、標識（例
えば、可視化された放射能の検出など）を検出することによって測定できることを明記す
る。検出可能な薬剤または部分は、それを測定することができ、その強度が結合する実体
の量と関連する（例えば比例する）シグナルを生成するように選択してもよい。タンパク
質およびペプチドを標識および／または検出するためのさまざまなシステムは当技術分野
において公知である。標識されたタンパク質およびペプチドは、分光学的、光化学的、生
化学的、免疫化学的、電気的、光学的、化学的または他の手段によって検出可能な標識を
組み込むかまたはそれとコンジュゲートすることによって調製することができる。標識ま
たは標識部分は、直接的に検出可能であってもよく（すなわち、検出可能にするための任
意の更なる反応または操作を必要としない、例えば、フルオロフォアは直接検出可能であ
る）、または間接的に検出可能であっても（すなわち、検出可能な別の実体との反応また
は結合を介して検出可能になる、例えば、ハプテンは、免疫染色によってレポーター、例
えばフルオロフォアを含む適切な抗体と反応した後、検出可能である）よい。好適な検出
可能な薬剤としては、これらに限定されるものではないが、放射性ヌクレオチド、フルオ
ロフォア、化学発光剤、微粒子、酵素、比色標識、磁性標識、ハプテン、分子ビーコン、
アプタマービーコンなどがある。
【００６４】
　マイクロＲＮＡ：本明細書で使用するマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）は、遺伝子発現の
転写後調節に関与する短い（２０～２４ヌクレオチド）非コードＲＮＡである。マイクロ
ＲＮＡは、ｍＲＮＡの安定性と翻訳の両方に影響を与える場合がある。例えば、マイクロ
ＲＮＡは、標的ｍＲＮＡの３’ＵＴＲにおける相補的配列へ結合し、遺伝子サイレンシン
グをもたらす場合がある。ｍｉＲＮＡは、タンパク質をコードするかまたはコードしない
かのいずれかである場合がある、キャップされ、ポリアデニル化された一次転写物（ｐｒ
ｉ－ｍｉＲＮＡ）の一部として、ＲＮＡポリメラーゼＩＩによって転写される。一次転写
物は、ドローシャリボヌクレアーゼＩＩＩ酵素によって切断され、およそ７０ヌクレオチ
ドのステムループ前駆体ｍｉＲＮＡ（プレ－ｍｉＲＮＡ）を産生する場合があり、これは
細胞質ダイサーリボヌクレアーゼによって更に切断され、成熟ｍｉＲＮＡおよびアンチセ
ンスｍｉＲＮＡスター（ｍｉＲＮＡ＊）産物を産生する場合がある。成熟ｍｉＲＮＡは、
ＲＮＡ誘発サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）へ組み込まれる場合があり、これは、ｍｉ
ＲＮＡとの不完全なペアリングを介して標的ｍＲＮＡを認識することができ、最も一般的
には、標的ｍＲＮＡの翻訳阻害または不安定化をもたらす。
【００６５】
　マルチプレックスＰＣＲ：本明細書で使用する「マルチプレックスＰＣＲ」という用語
は、異なるプライマー対を使用してそれぞれプライミングされる２つまたはそれよりも多
い領域を並行して増幅することを指す。
【００６６】
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　マルチプレックスＡＳＰＥ：本明細書で使用する「マルチプレックスＡＳＰＥ」という
用語は、多形を検出するためのマルチプレックスＰＣＲおよび対立遺伝子特異的プライマ
ー伸長（ＡＳＰＥ）を組み合わせたアッセイを指す。典型的には、マルチプレックスＰＣ
Ｒは、ＡＳＰＥプライマーに関する標的配列の役割を果たすことになるＤＮＡの領域を最
初に増幅するために使用される。対立遺伝子特異的プライマー伸長の定義を参照されたい
。
【００６７】
　突然変異および／またはバリアント：本明細書で使用する突然変異およびバリアントと
いう用語は互換可能に使用され、核酸またはタンパク質配列の変化を説明する。本明細書
で使用する「変異体」という用語は、遺伝子の突然変異した、または潜在的に非機能的な
形態を指す。この用語は、当技術分野において公知のように、点突然変異から大きな染色
体の再配列まで遺伝子が機能しないようにする任意の突然変異を含む。
【００６８】
　核酸：本明細書で使用する「核酸」は、ポリヌクレオチド、例えばデオキシリボ核酸（
ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）である。その用語は、単鎖の核酸、二本鎖の核酸、ｍ
ＲＮＡ、ならびにヌクレオチドまたはヌクレオシド類似体から作製されるＲＮＡおよびＤ
ＮＡを含むために使用される。
【００６９】
　ポリペプチドまたはタンパク質：本明細書で使用する「ポリペプチド」および／または
「タンパク質」という用語は、アミノ酸のポリマーを指し、特定の長さは指さない。した
がって、ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質は、ポリペプチドおよび／またはタ
ンパク質の定義の範囲内に含まれる。「ポリペプチド」および「タンパク質」は、本明細
書において互換可能に使用され、部分または完全長タンパク質のいずれかを含む場合があ
るタンパク質分子を説明する。「ペプチド」という用語は、別段文脈上指示がない限り、
完全長未満のタンパク質または非常に短いタンパク質を示すために使用される。
【００７０】
　当技術分野において公知のように、「タンパク質」、「ペプチド」、「ポリペプチド」
および「オリゴペプチド」は、そのアルファ炭素が、一方のアミノ酸のアルファ炭素のカ
ルボキシル基と他方のアミノ酸のアルファ炭素のアミノ基との間の縮合反応によって形成
されるペプチド結合を介して連結されているアミノ酸（典型的には、Ｌ－アミノ酸）の鎖
である。典型的には、タンパク質を構成するアミノ酸は、順に番号が付され、アミノ末端
残基から始まり、タンパク質のカルボキシ末端残基に向かって増加する。アミノ酸残基に
関する略語は、当技術分野において使用される標準的な３文字および／または１文字のコ
ードであり、２０個の一般的なＬ－アミノ酸のうちの１つを指す。
【００７１】
　本明細書で使用するポリペプチドまたはタンパク質「ドメイン」は、独立したユニット
を含むポリペプチドまたはタンパク質に沿った領域を含む。ドメインは、構造、配列およ
び／または生物活性の観点から定義してもよい。一実施形態では、ポリペプチドドメイン
は、タンパク質の残りから実質的に独立した様式で折り畳まれるタンパク質の領域を含ん
でいてもよい。ドメインは、ドメインデータベース、例えば、これらに限定されないが、
ＰＦＡＭ、ＰＲＯＤＯＭ、ＰＲＯＳＩＴＥ、ＢＬＯＣＫＳ、ＰＲＩＮＴＳ、ＳＢＡＳＥ、
ＩＳＲＥＣ　ＰＲＯＦＩＬＥＳ、ＳＡＭＲＴ、およびＰＲＯＣＬＡＳＳを使用して同定し
てもよい。
【００７２】
　プライマー：本明細書で使用する「プライマー」という用語は、核酸試料中の相補的配
列にハイブリダイズすることができる短い単鎖のオリゴヌクレオチドを指す。典型的には
、プライマーは、鋳型依存性ＤＮＡ合成の開始点としての役目を果たす。デオキシリボヌ
クレオチドは、ＤＮＡポリメラーゼによってプライマーに付加することができる。一部の
実施形態では、プライマーへのこのようなデオキシリボヌクレオチドの付加は、プライマ
ー伸長としても公知である。本明細書で使用するプライマーという用語は、合成されるこ
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ともあるプライマーの全ての形態を含み、これらのプライマーとしては、ペプチド核酸プ
ライマー、ロックド核酸プライマー、ホスホロチオエート改変プライマー、標識プライマ
ーなどがある。ＰＣＲ反応用の「プライマー対」または「プライマーセット」は、典型的
には一連のプライマーを指し、これらのプライマーとしては、典型的には、「フォワード
プライマー」および「リバースプライマー」がある。本明細書で使用する「フォワードプ
ライマー」は、ｄｓＤＮＡのアンチセンス鎖にアニールするプライマーを指す。「リバー
スプライマー」は、ｄｓＤＮＡのセンス鎖にアニールする。
【００７３】
　多形：本明細書で使用する「多形」という用語は、遺伝子またはその一部の１つを超え
る形態の共存を指す。
【００７４】
　部分および断片：本明細書で使用する「部分」および「断片」という用語は、互換可能
に使用され、ポリペプチド、核酸、または他の分子構築物の一部を指す。
【００７５】
　精製または分離：「精製」もしくは「分離」という用語またはこれらの派生語は、目的
の分析物以外の全ての材料を試料マトリックスから除去することを必ずしも指すものでは
ない。代わりに、一部の実施形態では、「精製」または「分離」という用語は、試料マト
リックスに存在する１つまたは複数の他の構成成分と比較して、目的の１つまたは複数の
分析物の量を豊富にする手順を指す。一部の実施形態では、「精製」または「分離」手順
は、分析物の検出に干渉する場合がある試料の１つまたは複数の構成成分、例えば、質量
分析による分析物の検出に干渉する場合がある１つまたは複数の構成成分を除去するため
に使用することができる。
【００７６】
　定量的およびリアルタイムＰＣＲ：「定量的ＰＣＲ」または「ｑＰＣＲ」という用語は
、ＰＣＲ反応の開始時に使用される標的核酸配列の量の定量化を可能にする方法を記載す
るために使用される。「定量的ＰＣＲ」という用語は、最初に存在する標的核酸配列の定
量を可能にする全てのＰＣＲベースの技術を包含する。
【００７７】
　「リアルタイムＰＣＲ」という用語は、ＰＣＲの各サイクル中に生成され、ＰＣＲの開
始前の鋳型核酸の量に比例する生成物を検出し、測定する方法を記載するために使用され
る。得られた情報、例えば増幅曲線は、標的核酸の存在を判定し、および／または標的核
酸配列の初期量を定量化するために使用することができる。一部の例では、リアルタイム
ＰＣＲは、リアルタイム逆転写酵素ＰＣＲ（ｒＲＴ－ＰＣＲ）である。「リアルタイムＰ
ＣＲ」という用語は、ＰＣＲ反応全体にわたってまたはリアルタイムでＰＣＲ生成物を検
出することを可能にする定量的ＰＣＲ技術のサブセットを示すために使用される。
【００７８】
　センス鎖対アンチセンス鎖：本明細書で使用する「センス鎖」という用語は、機能性タ
ンパク質のコード配列の少なくとも１つの部分を含む二本鎖のＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）の鎖
を指す。本明細書で使用する「アンチセンス鎖」という用語は、センス鎖の逆相補である
ｄｓＤＮＡの鎖を指す。
【００７９】
　有意差：本明細書で使用する「有意差」という用語は、十分に当業者の知識の範囲内で
あり、各特定のバイオマーカーを参照しながら経験的に判定されることになる。例えば、
健常対象と比較した、目的の疾患または症候群を呈する対象のバイオマーカーの発現にお
ける有意差は、統計的に有意なタンパク質の量における任意の差である。
【００８０】
　類似体または相同体：本明細書で使用する「類似体」または「相同体」という用語は、
アミノ酸またはヌクレオチド配列に言及する場合、野生型アミノ酸配列とある程度の相同
性または同一性を有するポリペプチドを意味する。相同性の比較は、眼によって、または
より一般的には、容易に利用可能な配列比較プログラムを用いて行うことができる。これ
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らの市販されているコンピュータープログラムは、２つまたはそれよりも多い配列間のパ
ーセント相同性を算出することができる（例えばWilbur, W. J. and Lipman, D. J., 198
3, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,80:726-730）。例えば、相同性配列は、代替の実施形態
では、そのアミノ酸配列が互いに少なくとも７０％同一、７５％同一、８０％同一、８５
％同一、９０％同一、９５％同一、９７％同一、または９８％同一であるアミノ酸配列を
含むと解釈してもよい。
【００８１】
　特異的：本明細書で使用する「特異的」という用語は、オリゴヌクレオチドプライマー
に関連して使用する場合、適切なハイブリダイゼーションまたは洗浄条件下で、目的の標
的にハイブリダイズし、目的ではない核酸に実質的にハイブリダイズすることはできない
オリゴヌクレオチドまたはプライマーを指す。配列同一性のレベルがより高いほど好まし
く、少なくとも６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９
８％、９９％、または１００％の配列同一性が含まれる。一部の実施形態では、特異的オ
リゴヌクレオチドまたはプライマーは、オリゴヌクレオチドおよび核酸が整列された場合
にハイブリダイズされるかまたは増幅されることになる核酸の一部と、少なくとも４、６
、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３５、４
０、４５、５０、５５、６０、６５、７０個、またはそれよりも多い配列同一性の塩基を
含む。
【００８２】
　当技術分野において公知のように、核酸配列を互いにハイブリダイズさせるための条件
は、ストリンジェントが低いものから高いものまでの範囲として記載される場合がある。
一般的に、ストリンジェントが高いハイブリダイゼーション条件は、低塩緩衝液中、高温
でハイブリッドを洗浄することを指す。ハイブリダイゼーションは、当技術分野において
標準的なハイブリダイゼーション溶液、例えば０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４、７％ドデシル硫
酸ナトリウム（ＳＤＳ）を使用して６５℃で結合ＤＮＡをろ過し、０．２５Ｍ　ＮａＨＰ
Ｏ４、３．５％ＳＤＳで洗浄し、続いて０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中で、プローブ
の長さに応じて室温から６８℃までの温度範囲で洗浄してもよい（例えば、Ausubel, F.M
. et al., Short Protocols in Molecular Biology, 4thEd., Chapter 2, John Wiley & 
Sons, N.Yを参照されたい）。例えば、ストリンジェントが高い洗浄は、６×ＳＳＣ／０
．０５％ピロリン酸ナトリウム中、１４塩基のオリゴヌクレオチドプローブに関しては３
７℃、または１７塩基のオリゴヌクレオチドプローブに関しては４８℃、または２０塩基
のオリゴヌクレオチドプローブに関しては５５℃、または２５塩基のオリゴヌクレオチド
プローブに関しては６０℃、または約２５０ヌクレオチド長のヌクレオチドプローブに関
しては、６５ｏＣでの洗浄を含む。核酸プローブは、例えば、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰで末
端標識することによって、またはランダムプライマー標識により放射標識ヌクレオチド、
例えば［α－３２Ｐ］ｄＣＴＰを組み込むことによって、放射性ヌクレオチドで標識して
もよい。あるいは、プローブは、ビオチン化またはフルオレセイン標識ヌクレオチドを組
み込むことによって標識してもよく、プローブは、ストレプトアビジンまたは抗フルオレ
セイン抗体を使用して検出される。
【００８３】
　ｓｉＲＮＡ：本明細書で使用するｓｉＲＮＡ（低分子阻害性ＲＮＡ）は、約２０個の相
補的ヌクレオチドから構成される実質的に二本鎖のＲＮＡ分子である。ｓｉＲＮＡは、よ
り大きい二本鎖の（ｄｓ）ＲＮＡ分子が分解されることによって作成される。ｓｉＲＮＡ
がｍＲＮＡと相互作用し、ｍＲＮＡの分解をもたらすことによって、ｓｉＲＮＡは、その
対応するｍＲＮＡを本質的に２つに分割することにより遺伝子発現を抑制することができ
る。ｓｉＲＮＡは、ＤＮＡと相互作用し、クロマチンのサイレンシングおよびヘテロクロ
マチンの拡大を促進することもできる。
【００８４】
　対象または個体または患者：本明細書で使用する「対象」または「個体」という用語は
、ヒトまたは任意の非ヒト動物を指す。対象または個体は患者とすることができ、それは
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疾患を診断または処置するために医療提供者に提供されるヒトを指し、一部の場合では、
疾患は腎線維症または関連する症候群である。ヒトは、出生前後の形態を含む。また、本
明細書で使用する「個体」、「対象」または「患者」という用語は、全ての温血動物を含
む。一実施形態では対象または個体または患者はヒトである。一実施形態では、個体は、
腎線維症を有するか、または腎線維症を発症するリスクが高い対象または患者である。
【００８５】
　実質的に：本明細書で使用する「実質的に」という用語は、目的の特徴または性質の完
全なまたはほぼ完全な程度もしくは度合いを示す定性的な状態を指す。生物学的技術分野
の当業者であれば、生物学的および化学的現象が、完結するまで進む、および／もしくは
完全な状態に進む、または確定的な結果に到達するかもしくはそのような結果を回避する
ことは、あるとしてもめったにないことを理解するであろう。したがって、「実質的に」
という用語は、多くの生物学的および化学的現象における固有の完全性の潜在的な欠如を
捉えるために本明細書において使用される。
【００８６】
　実質的に相補的：本明細書で使用する「実質的に相補的」という用語は、ストリンジェ
ントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズすることができる２つの配列を指
す。当業者であれば実質的に相補的な配列が、その全長に沿ってハイブリダイズすること
を必要としないことを理解するであろう。一部の実施形態では、「ストリンジェントなハ
イブリダイゼーション条件」は、少なくとも以下と同じくらいストリンジェントなハイブ
リダイゼーション条件を指す：５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０ｍＭ　ＮａＨ２Ｐ
Ｏ４、ｐＨ６．８、０．５％ＳＤＳ、０．１ｍｇ／ｍＬの超音波処理されたサケ精液ＤＮ
Ａ、および５×デンハルト溶液中、４２℃で一晩ハイブリダイゼーション；２×ＳＳＣ、
０．１％ＳＤＳで４５℃で洗浄；および０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳで、４５℃で洗
浄。一部の実施形態では、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、２０個の
隣接するヌクレオチドの伸展にわたって２つの塩基よりも多く異なる２つの核酸のハイブ
リダイゼーションを可能にするべきではない。
【００８７】
　置換：本明細書で使用する「置換」という用語は、天然に存在する分子と比較してそれ
ぞれ異なるアミノ酸またはヌクレオチドによる１つもしくは複数のアミノ酸またはヌクレ
オチドの置換えを指す。
【００８８】
　（疾患）に罹患したまたはそれを有する：疾患、障害、および／または状態を「を有す
る」またはこれら「に罹患した」個体または対象は、疾患、障害、および／または状態の
１つまたは複数の症状と診断されているかまたはこれらを示す。
【００８９】
　に対する感受性が強い：疾患、障害、および／または状態「に対する感受性が強い」個
体または対象は、疾患、障害、および／または状態と診断されていない。一部の実施形態
では、疾患、障害、および／または状態に対する感受性が強い個体または対象は、疾患、
障害、および／または状態の症状を示さない場合がある。一部の実施形態では、疾患、障
害、および／または状態に対する感受性が強い個体または対象は、疾患、障害、および／
または状態を発症するであろう。一部の実施形態では、疾患、障害、および／または状態
に対する感受性が強い個体または対象は、疾患、障害、および／または状態を発症しない
であろう。
【００９０】
　固体支持体：「固体支持体」または「支持体」という用語は、生体分子が結合される場
合がある基質を提供する構造を意味する。例えば、固体支持体は、アッセイウェル（すな
わち、マイクロタイタープレートなど）であってもよいか、または固体支持体は、アレイ
上の位置、または可動支持体、例えばビーズであってもよい。
【００９１】
　上流および下流：本明細書で使用する「上流」という用語は、分子がタンパク質である
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場合、第２の残基のＮ末端残基を、または分子が核酸である場合、第２の残基の５’末端
残基を指す。また、本明細書で使用する「下流」という用語は、分子がタンパク質である
場合、第２の残基のＣ末端である残基を、または分子が核酸である場合、第２の残基の３
’末端残基を指す。本明細書において開示するタンパク質、ポリペプチドおよびペプチド
配列は、Ｎ末端アミノ酸からＣ末端酸まで全て挙げられ、本明細書において開示する核酸
配列は分子の５’末端から分子の３’末端まで全て挙げられる。
概要
【００９２】
　本明細書における開示は、目的の遺伝子および／または症候群と関連する障害をより正
確に診断するために使用することができる、目的の遺伝子の疾患および／または症候群に
おけるバイオマーカー発現の変化の検出を提供する。
【００９３】
　一部の実施形態では、試料は核酸を含有する。一部の実施形態では、試験するステップ
は、核酸シークエンシングを含む。一部の実施形態では、試験するステップは、ハイブリ
ダイゼーションを含む。一部の実施形態では、ハイブリダイゼーションは、目的のバイオ
マーカーの領域に特異的な１つまたは複数のオリゴヌクレオチドプローブを使用して行う
。一部の実施形態では、バイオマーカー発現における変化と関連する変異を検出するため
に、ハイブリダイゼーションは、単一のヌクレオチドミスマッチを無効にするのに十分に
ストリンジェントな条件下で行う。一部の実施形態では、ハイブリダイゼーションは、マ
イクロアレイを用いて行う。一部の実施形態では、試験するステップは、制限酵素消化を
含む。一部の実施形態では、試験するステップは、ＰＣＲ増幅を含む。一部の実施形態で
は、ＰＣＲ増幅はデジタルＰＣＲ増幅である。一部の実施形態では、試験するステップは
、プライマー伸長を含む。一部の実施形態では、プライマー伸長は一塩基プライマー伸長
である。一部の実施形態では、試験するステップは、マルチプレックス対立遺伝子特異的
プライマー伸長（ＡＳＰＥ）を行うことを含む。
【００９４】
　一部の実施形態では、バイオマーカーは、ペプチドまたはタンパク質である。一部の実
施形態では、試験するステップは、アミノ酸シークエンシングを含む。一部の実施形態で
は、試験するステップは、目的のバイオマーカーを特に認識する１つまたは複数の抗体を
使用したイムノアッセイを行うことを含む。一部の実施形態では、試験するステップは、
プロテアーゼ消化（例えば、トリプシン消化）を含む。一部の実施形態では、試験するス
テップは、２Ｄ－ゲル電気泳動を行うことを更に含む。
【００９５】
　一部の実施形態では、試験するステップは、質量分析を使用して１つまたは複数のバイ
オマーカーの存在を判定することを含む。一部の実施形態では、質量分析のフォーマット
は、マトリックス支援レーザー脱離／イオン化、飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）、エ
レクトロスプレー（ＥＳ）、ＩＲ－ＭＡＬＤＩ、イオンサイクロトロン共鳴（ＩＣＲ）、
フーリエ変換、およびこれらの組合せの中から選択される。
【００９６】
　一部の実施形態では、試料は、細胞、組織（例えば、組織または体液生検）、全血、口
内洗浄液、血漿、血清、尿、便、唾液、臍帯血、絨毛膜絨毛試料、絨毛膜絨毛試料培養物
、羊水、羊水培養物、経頸管洗浄液、無細胞核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡまたはｍ
ＲＮＡまたはｍｉＲＮＡ）、またはこれらの組合せから得られた生物学的試料である。更
なる実施形態では、試料は、妊婦および／または胎児ＤＮＡ由来の血液または血液製剤（
例えば、血漿または血清）から得られる。ある特定の実施形態では、試料は、血漿、羊水
などからの無細胞ＤＮＡである。
【００９７】
　一部の実施形態では、試験するステップは、バイオマーカー（例えば、核酸、ペプチド
、タンパク質または他の生体分子、例えばステロイドまたはコレステロールなど）の量を
判定することを含む。一部の実施形態では、試験するステップは、バイオマーカーの所定
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の位置におけるヌクレオチドおよび／またはアミノ酸の同一性を判定することを含む。一
部の実施形態では、バイオマーカーにおける突然変異の存在は、対照またはバイオマーカ
ーの非変異型と、所定の位置におけるヌクレオチドおよび／またはアミノ酸の同一性を比
較することによって判定する。
【００９８】
　実施形態では、方法は、複数の個体においてバイオマーカーまたはバイオマーカーにお
ける突然変異に関するアッセイ（例えば、シークエンシング）を行い、関連性の統計的有
意性を判定することを含んでいてもよい。
【００９９】
　別の態様では、本開示は、目的のバイオマーカーを検出するための試薬、例えば、これ
らに限定されないが、バイオマーカー（例えば、特定の核酸または核酸配列における突然
変異）に特異的に結合する核酸プローブ、またはバイオマーカーに特異的に結合する１つ
または複数のプローブを含むアレイを提供する。一部の実施形態では、本開示は、バイオ
マーカーに特異的に結合する抗体を提供する。一部の実施形態では、試薬のうちの少なく
とも１つは、検出可能な部分で標識されている。
【０１００】
　一部の実施形態では、本開示は、このような試薬のうちの１つまたは複数を含むための
キットを提供する。一部の実施形態では、１つまたは複数の試薬は、マイクロアレイの形
態で提供される。一部の実施形態では、キットは、プライマー伸長のための試薬を更に含
む。一部の実施形態では、キットは、バイオマーカーを含まない陰性対照、および／また
は健常個体を示す対照および／または既知量のバイオマーカーを有する陽性対照を更に含
む。一部の実施形態では、試薬のうちの少なくとも１つは、検出可能な部分で標識されて
いる。一部の実施形態では、キットは、個体が目的の症候群または疾患を有するかどうか
を、目的のバイオマーカーに基づいてどのように判定するかに関する取扱説明書を更に含
む。
【０１０１】
　一部の場合では、１つまたは複数のバイオマーカーの量は、ある特定の実施形態では、
（ａ）バイオマーカーによって調節されるポリペプチドまたはタンパク質の量を検出する
こと；（ｂ）バイオマーカーを調節するポリペプチドまたはタンパク質の量を検出するこ
と；または（ｃ）バイオマーカーの代謝産物の量を検出することによって検出してもよい
。
【０１０２】
　更に別の態様では、本明細書における開示は、バイオマーカーの検出に対応する情報を
コードするコンピューター可読媒体を提供する。
腎線維症を診断するための方法および組成物
【０１０３】
　本開示の実施形態は、腎線維症の存在を、または発症リスクの増加を診断するための組
成物および方法を含む。本開示の方法および組成物は、対象から遺伝的および／または生
化学的情報を得てまたは提供して、その対象または他の対象に関する腎線維症の発症の存
在またはリスクの増加を客観的に診断するために使用してもよい。方法および組成物は、
さまざまな方法で具体化してもよい。
【０１０４】
　一実施形態では、個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するための方
法であって、個体から生物学的試料を得るステップと；生物学的試料中の、バイオマーカ
ーの量、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくはその発現を調節する核酸
（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこにおける突然変異を測定するス
テップとを含む方法を開示する。実施形態では、バイオマーカーは、コルチコステロン、
アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモ
チーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因
子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガ
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レクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧ
Ｆ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、イン
ターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロ
ペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ
１）、ＮＰＨＳ１ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブフ
ァミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セルピンファミリーＥメンバー１（Ｓ
ＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤフ
ァミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、ト
ランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ま
たは血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施
形態では、バイオマーカーのうちの少なくとも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個または全てを測定する。ある特定の実施形態
では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメン
バー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増殖因
子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの少な
くとも１つを含む。ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング
増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン
（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリ
ーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施形態では、
バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）またはメタロ
ペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む。
【０１０５】
　更におよび／またはあるいは、方法は、少なくとも１つの正規化（例えば、ハウスキー
ピング）遺伝子の測定を含んでいてもよい。非限定的な一実施形態では、ハウスキーピン
グ遺伝子は、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼであってもよい。または、
他のハウスキーピング遺伝子を使用してもよい。または、これらのバイオマーカーのさま
ざまな組合せの測定を行ってもよい。
【０１０６】
　更におよび／またはあるいは、他のバイオマーカーを測定してもよい。
【０１０７】
　本明細書において開示するさまざまな方法は、目的のバイオマーカーを測定するために
使用してもよい。一実施形態では、測定することは、ペプチドまたはポリペプチドバイオ
マーカーを測定することを含む。例えば、一実施形態では、測定することは、イムノアッ
セイを含む。または、測定することは、フローサイトメトリーを含んでいてもよい。また
は、測定することは、質量分析を含んでいてもよい。または、本明細書において詳細に論
じられる核酸方法を使用してもよい。
【０１０８】
　さまざまな生物学的試料のタイプを使用してもよい。ある特定の実施形態では、試料は
、血液、血清、血漿、体液もしくは組織生検、または無細胞核酸を含む。または、本明細
書において開示する他の試料のタイプを使用してもよい。
【０１０９】
　ある特定の実施形態では、本開示は、個体において腎線維症と関連するバイオマーカー
を識別する方法を提供する。方法は、対照個体または母集団と比較して、腎線維症におい
て発現が増加したまたは低下した少なくとも１個のバイオマーカーを識別するステップを
含んでいてもよい。実施形態では、対照は、腎臓病状が検出されないかまたは検出できな
い健常個体である。一部の実施形態では、対照は疾患対照である。このような疾患対照は
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、腎線維症ではない腎臓疾患を呈する個体を含んでいてもよい。
【０１１０】
　他の実施形態では、本開示は、個体における腎線維症の存在またはそれに対する感受性
を検出するための方法を提供する。方法は、個体から生物学的試料を得るステップと；試
料中の、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくはそ
の発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこにおける
突然変異を測定するステップとを含んでいてもよい。一実施形態では、バイオマーカーは
、試料中に、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン
１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）、カドヘリン
１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、フ
ィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチン－３（ＬＧ
ＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、インターロイ
キン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペル様因子１５（Ｋ
ＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリックスメタロペプ
チダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）、核因子カッ
パーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ＮＰＨＳ１ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシン
（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セル
ピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（Ｓ
ＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメンバ
ー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転写
活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少なく
とも１つを含み、バイオマーカーに関する測定値を、バイオマーカーに関する対照値とそ
れぞれ比較する。ある特定の実施形態では、バイオマーカーのうちの少なくとも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個または全て
を測定する。ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因
子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭ
ＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７
（ＳＭＡＤ７）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガ
ンド２（ＣＣＬ２）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施形態では、バイオマ
ーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ
２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡ
Ｄ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少なくとも１つを
含む。ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベー
タ１（ＴＧＦＢ１）またはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを
含む。
【０１１１】
　実施形態では、対照値は、健常個体、または肺もしくは心血管病状が検出されていない
もしくは検出不可能な個体から判定される。一部の実施形態では、対照は疾患対照である
。このような疾患対照は、腎線維症ではない腎臓疾患を呈する個体を含んでいてもよい。
【０１１２】
　更におよび／またはあるいは、方法は、少なくとも１つの正規化（例えば、ハウスキー
ピング）遺伝子の測定を含んでいてもよい。非限定的な一実施形態では、ハウスキーピン
グ遺伝子は、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼであってもよい。または、
他のハウスキーピング遺伝子を使用してもよい。または、これらのバイオマーカーのさま
ざまな組合せの測定を行ってもよい。
【０１１３】
　更におよび／またはあるいは、他のバイオマーカーを測定してもよい。
【０１１４】
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　本明細書において開示するさまざまな方法は、目的のバイオマーカーを測定するために
使用してもよい。一実施形態では、測定することは、ペプチドまたはポリペプチドバイオ
マーカーを測定することを含む。例えば、一実施形態では、測定することは、イムノアッ
セイを含む。または、測定することは、フローサイトメトリーを含んでいてもよい。また
は、測定することは、フローサイトメトリーを含んでいてもよい。または、測定すること
は、質量分析を含んでいてもよい。または、本明細書において詳細に論じられる核酸方法
を使用してもよい。
【０１１５】
　さまざまな試料のタイプを使用してもよい。ある特定の実施形態では、生物学的試料は
、汗、尿、唾液、頬側スワブ、血液、血清、血漿、体液もしくは組織生検、または無細胞
核酸を含む。または、本明細書において開示する他の試料のタイプを使用してもよい。
【０１１６】
　更に他の実施形態は、個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するため
の組成物を含む。ある特定の実施形態では、組成物は、バイオマーカーの量を測定する試
薬、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくはバイオマーカーのレベルの発
現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量を測定するかもしくは突然
変異を検出するための試薬を含む。実施形態では、バイオマーカーは、試料中に、コルチ
コステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７
）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結
合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（
ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増
殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ
１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ
７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）、核因子カッパーＢサブユニット
１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブ
ファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セルピンファミリーＥメンバー１（
ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリ
ーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤ
ファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、
トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、
または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実
施形態では、バイオマーカーのうちの少なくとも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個または全てを測定する。ある特定の実施形
態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メ
タロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメ
ンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増殖
因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの少
なくとも１つを含む。ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミン
グ増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリ
ン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミ
リーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施形態では
、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）またはメタ
ロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む。
【０１１７】
　更におよび／またはあるいは、組成物は、少なくとも１つの正規化（例えば、ハウスキ
ーピング）遺伝子を測定するための試薬を含んでいてもよい。非限定的な一実施形態では
、ハウスキーピング遺伝子は、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼであって
もよい。または、他のハウスキーピング遺伝子を使用してもよい。または、これらのバイ
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オマーカーのさまざまな組合せの測定を行ってもよい。
【０１１８】
　例えば、本明細書において詳述する組成物は、ペプチドまたはポリペプチドバイオマー
カーを測定するための試薬を含んでいてもよい。一実施形態では、組成物は、イムノアッ
セイを行うための試薬を含む。または、組成物は、フローサイトメトリーを行うための試
薬を含んでいてもよい。または、組成物は、質量分析を行うための試薬を含んでいてもよ
い。または、本明細書において詳細に論じられる組成物は、核酸の特定の配列の存在およ
び／または発現レベルを判定するための試薬を含んでいてもよい。各実施形態に関しては
、試薬の少なくとも一部（例えば、プライマー、プローブ、抗体、または結合剤）は、検
出可能な部分で標識してもよい。
【０１１９】
　一部の実施形態では、組成物は、キットとして製剤化してもよい。したがって、他の実
施形態は、本明細書において開示する組成物の少なくとも一部および／または本明細書に
おいて開示する方法を行うための試薬を含むキットを含む。一部の実施形態では、提供さ
れるキットは、健常個体を示す対照、例えば、目的の疾患および／または症候群を有して
いない個体からの核酸および／またはタンパク質試料を含む。または、キットは、陰性対
照（試料中にバイオマーカーを含まない）および／または試料中に既知量のバイオマーカ
ーを含む陽性対照を含んでいてもよい。各実施形態に関しては、試薬の少なくとも一部の
（例えば、プライマー、プローブ、抗体、または結合剤）は、検出可能な部分で標識して
もよい。キットは、個体が目的の疾患および／または症候群を有しているかどうかを、ま
たは目的の疾患および／または症候群を発症するリスクがあるかどうかをどのように判定
するかに関する取扱説明書も含んでいてもよい。このようなキットは、取扱説明書および
／または更なる情報および／または取扱説明書を含むコンピューター可読媒体および／ま
たは方法を行うための他の情報を含んでいてもよい。
【０１２０】
　ある特定の実施形態では、本開示は、本明細書において開示する方法を行うためのおよ
び／または本明細書において記載する組成物を使用するためのシステムを提供する。
ペプチド、ポリペプチドおよびタンパク質アッセイ
【０１２１】
　ある特定の実施形態では、目的のバイオマーカーは、タンパク質（またはペプチドまた
はポリペプチドレベル）において検出され、すなわち、遺伝子産物が分析される。例えば
、タンパク質またはその断片は、アミノ酸シークエンシング方法、または目的のバイオマ
ーカーに存在する１つもしくは複数のエピトープを特異的に認識するか、もしくは一部の
場合では、目的の突然変異に対して特異的である１つまたは複数の抗体を使用したイムノ
アッセイによって分析することができる。タンパク質は、プロテアーゼ消化（例えば、ト
リプシン消化）によって分析することもでき、一部の実施形態では、消化されたタンパク
質産物は、２次元ゲル電気泳動によって更に分析することができる。
抗体検出
【０１２２】
　目的のバイオマーカーに結合する特異的抗体は、当技術分野において公知のさまざまな
方法のいずれかにおいて用いることができる。特定のエピトープ、ポリペプチド、および
／またはタンパク質に対する抗体は、当技術分野におけるさまざまな公知の方法のいずれ
かを使用して生成することができる。例えば、抗体に対する所望のエピトープ、ポリペプ
チド、またはタンパク質を生成し、動物、典型的には、哺乳動物（例えば、ロバ、マウス
、ウサギ、ウマ、ニワトリなど）に注入することができ、動物によって産生された抗体を
動物から採取することができる。モノクローナル抗体も、不死化細胞系を用いて目的の抗
体を発現するハイブリドーマを産生することによって生成することができる。
【０１２３】
　一部の実施形態では、抗体および／または他の結合剤は、本明細書において記載するよ
うな検出可能な部分で標識されている。
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【０１２４】
　抗体の検出方法は当技術分野において周知であり、その抗体の検出方法としては、これ
らに限定されるものではないが、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）およびウエス
タンブロットがある。一部のこのような方法は、アレイフォーマットで行うことができる
。
【０１２５】
　例えば、一部の実施形態では、目的のバイオマーカーは、バイオマーカーを特異的に認
識する第１の抗体（または抗体断片）を使用して検出する。抗体は、検出可能な部分（例
えば、化学発光分子）、酵素、または第２の結合剤（例えば、ストレプトアビジン）で標
識してもよい。または、第１の抗体は、当技術分野において公知のように第２の抗体を使
用して検出してもよい。
【０１２６】
　ある特定の実施形態では、方法は、捕捉支持体を添加することを更に含んでいてもよく
、捕捉支持体は、バイオマーカーを認識し、そこに結合する少なくとも１つの捕捉支持体
結合剤を含み、その結果、バイオマーカーが捕捉支持体上に固定化される。ある特定の実
施形態では、方法は、捕捉支持体上のバイオマーカーおよび／または複数の結合剤分子の
少なくとも一部を特異的に認識し、そこに結合することができる第２の結合剤を添加する
ことを更に含んでいてもよい。実施形態では、捕捉支持体上のバイオマーカーおよび／ま
たは複数の結合剤分子の少なくとも一部を特異的に認識し、そこに結合することができる
結合剤は、可溶性の結合剤（例えば、二次抗体）である。目的のバイオマーカーの結合が
、酵素に対する基質を添加することによって測定され、形成された生成物の量が定量化さ
れるように、二次抗体を（例えば、酵素を用いて）標識してもよい。
【０１２７】
　実施形態では、捕捉固体支持体は、アッセイウェル（すなわち、マイクロタイタープレ
ートなど）であってもよい。または、捕捉固体支持体は、アレイ上の位置、または可動支
持体、例えばビーズであってもよい。または捕捉支持体は、フィルターであってもよい。
【０１２８】
　一部の場合では、バイオマーカーは、第１の結合剤（例えば、バイオマーカーに特異的
であり、検出可能な部分で標識された一次抗体）および第２の結合剤（例えば、一次抗体
または第２の一次抗体を認識する二次抗体）と複合体を形成することが可能であってもよ
く、第２の結合剤が第３の結合剤（例えば、ビオチン）と複合体を形成する場合、次いで
それは、捕捉支持体に連結された第３の結合剤を認識する試薬（例えば、ストレプトアビ
ジン）を有する捕捉支持体（例えば、磁気ビーズ）と相互作用することができる。次いで
、複合体（標識された一次抗体：バイオマーカー：第２の一次抗体－ビオチン：ストレプ
トアビジン－ビーズ）を、磁石（例えば、磁性プローブ）を使用して捕捉し、複合体の量
を測定してもよい。または、２つまたはそれよりも多い結合剤のそのような複合体、例え
ば当業者であれば公知のものの代替のバージョンを用いてもよい。例えば、一部の場合で
は、第１の結合剤は、検出可能な部分、例えば本明細書において記載するもので標識され
ている第２の結合剤を認識し、第２の結合剤は、（第１のもしくは第２の結合剤および／
または第３の結合剤上に存在するリガンドを介して）捕捉支持体を認識する場合がある。
【０１２９】
　さまざまな結合剤を、本開示の方法において使用してもよい。例えば、捕捉支持体に結
合した結合剤、または第２の抗体は、バイオマーカーを認識する抗体または抗体断片のい
ずれかであってもよい。または、結合剤は、非タンパク質標的に結合するタンパク質（す
なわち、小分子バイオマーカーに特異的に結合するタンパク質、またはタンパク質に結合
する受容体など）を含んでいてもよい。
【０１３０】
　ある特定の実施形態では、固体支持体は、不動化剤で処置してもよい。例えば、ある特
定の実施形態では、目的のバイオマーカー、またはバイオマーカーを認識する一次抗体ま
たは他の結合剤は、不動化表面（すなわち、非特異的結合を減少させるために処置されて
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いる表面）上に捕捉してもよい。１つのこのような不動化剤はＢＳＡである。更におよび
／またはあるいは、使用する結合剤は抗体であり、固体支持体は、タンパク質Ａ、タンパ
ク質Ｇ、タンパク質Ａ／Ｇ、タンパク質Ｌ、または結合剤（例えば、抗体）に高い親和性
で結合する別の薬剤で被覆してもよい。これらのタンパク質は抗体のＦｃドメインに結合
し、したがって目的のタンパク質または複数のタンパク質を認識する抗体の結合を方向付
けることができる。
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳアッセイ
【０１３１】
　液体クロマトグラフィー（ＬＣ）および／または液体クロマトグラフィー－質量分析（
例えば、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）アッセイを、本明細書において開示するある特定のバイオマ
ーカーを検出するために使用してもよい。
【０１３２】
　液体クロマトグラフィー（ＬＣ）に関しては、クロマトグラフィーカラムは、典型的に
は、化学的部分（すなわち、画分）の分離を促進するための媒体（すなわち、充填材料）
を含む。媒体としては、微細粒子があり得る。粒子は、さまざまな化学的部分と相互作用
し、化学的部分、例えば本明細書において開示するバイオマーカー分析物の分離を促進す
る結合表面を含む。１つの好適な結合表面は、疎水性結合表面、例えばアルキル結合表面
である。アルキル結合表面は、Ｃ－４、Ｃ－８、またはＣ－１８結合アルキル基、好まし
くはＣ－１８結合基を含んでいてもよい。クロマトグラフィーカラムは、試料を受け入れ
るための入口ポートおよび分画した試料を含む流出物を排出するための出口ポートを含む
。方法では、試料（またはプレ－精製試料）は、入口ポートでカラムに適用し、溶媒また
は溶媒混合物で溶出し、出口ポートで排出してもよい。目的の異なる分析物を溶出するた
めに、異なる溶媒モードを選択してもよい。例えば、勾配モード、アイソクラチックモー
ド、またはポリタイプ（polytyptic）（すなわち混合）モードを使用して液体クロマトグ
ラフィーを行ってもよい。一部の場合では、ＬＣアッセイは、第１の精製用の抽出カラム
およびより高分解能な精製用の分析カラムの使用を含む。「分析カラム」という用語は、
被検試料マトリックスの構成成分の分離をもたらすのに十分なクロマトグラフィープレー
トを有するクロマトグラフィーカラムを指す。好ましくは、分析カラムから溶出さる構成
成分は、目的の分析物の存在または量を判定することを可能にする方法で分離する。一部
の実施形態では、分析カラムは、約５μｍの平均直径を有する粒子を含む。一部の実施形
態では、分析カラムは、官能化シリカまたはポリマー－シリカハイブリッド、または高分
子粒子またはモノリシックシリカ静止相、例えばフェニル－ヘキシル官能化分析カラムで
ある。分析カラムは、典型的には、非保持材料から保持材料を分離するかまたは抽出し、
「精製」試料を得て、更なる精製または分析を行うために使用する「抽出カラム」と区別
する場合がある。
【０１３３】
　ある特定の実施形態では、液体クロマトグラフィーとしては、高乱流液体クロマトグラ
フィーまたはハイスループット液体クロマトグラフィー（ＨＴＬＣ）があり得る。例えば
、Zimmer et al., J. Chromatogr. A 854:23-35 (1999)を参照されたい；米国特許第５，
９６８，３６７号；同第５，９１９，３６８号；同第５，７９５，４６９号；および５，
７７２，８７４号も参照されたい。従来のＨＰＬＣ分析は、カラムを通過する試料の層流
が、目的の分析物を試料から分離するための基礎であるカラム充填に依存する。このよう
なカラムでは、分離は拡散的な方法である。乱流、例えばＨＴＬＣカラムおよび方法によ
って生じるものは、物質が移動する速度を高め、得られた分離特性を改善する場合がある
。一部の実施形態では、高乱流液体クロマトグラフィー（ＨＴＬＣ）は、単独でまたは１
つもしくは複数の精製方法と組み合わせて使用し、目的のバイオマーカーを精製してから
、質量分析を行ってもよい。そのような実施形態において、試料は、分析物を捕捉するＨ
ＴＬＣ抽出カートリッジを使用して抽出してもよく、次いで溶出し、第２のＨＴＬＣカラ
ムまたは分析用ＨＰＬＣカラムでクロマトグラフィーを行ってから、イオン化を行う。こ
れらのクロマトグラフィー手順に関与するステップは、自動の様式で接続することができ
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るため、分析物の精製中にオペレーターが関与するための必須要件は最小限にすることが
できる。また、一部の実施形態では、高乱流液体クロマトグラフィー試料の調製方法を使
用すると、液液抽出を含む他の試料の調製方法を必要とすることがなくなる場合がある。
したがって、一部の実施形態では、被検試料、例えば、生物学的流体は、高乱流液体クロ
マトグラフィーシステムで直接処理する、例えばそこに注入することができる。
【０１３４】
　例えば、典型的な高乱流または乱流液体クロマトグラフィーシステムでは、試料は、大
きな（例えば、＞２５ミクロン）粒子が充填された狭い（例えば、内径０．５ｍｍから２
ｍｍ×長さ２０から５０ｍｍ）カラムに直接注入してもよい。流速（例えば、１分当たり
３～５００ｍＬ）がカラムに適用された場合に、カラムの幅が比較的狭いため、移動相の
速度は増加する。カラムに存在する大きな粒子によって、速度が増加し、背圧が生じるこ
とを阻止し、粒子間の揺れ動く渦の形成を促進し、その結果カラム内に乱流をもたらすこ
とができる。
【０１３５】
　高乱流液体クロマトグラフィーでは、分析物分子は、粒子に素早く結合する場合があり
、通常はカラムの全長に沿って広がったり拡散したりしない。この縦方向の拡散が減少す
ることによって、試料マトリックスからの目的の分析物の優れたより迅速な分離が一般的
に得られる。更に、カラム内の乱流によって、分子が粒子の傍を通るときに生じるそれら
の摩擦が一般的に減少する。例えば、従来のＨＰＬＣでは、粒子の最も近くを通る分子は
、粒子間の進路の中心を通って流れるものよりもゆっくりとカラムに沿って移動する。流
速におけるこの差によって、分析物の分子がカラムの全長に沿って広がる。乱流がカラム
に導入された場合、粒子からの分子の摩擦はごくわずかであり、縦方向の拡散が減少する
。
【０１３６】
　本開示の方法およびシステムは、質量分析を使用し、目的のバイオマーカーを検出し、
定量化してもよい。本明細書で使用する「質量分析」または「ＭＳ」という用語は、その
質量電荷比率または「ｍ／ｚ」に基づいてイオンをろ過し、検出し、測定する方法を一般
的に指す。ＭＳ技術では、目的の１つまたは複数の分子がイオン化され、その後、イオン
が質量分析計に導入され、電界の組合せによって、イオンが質量（「ｍ」）および電荷（
「ｚ」）に依存する空間の進路をたどる。
【０１３７】
　ある特定の実施形態では、質量分析計は「四重極」システムを使用する。「四重極」ま
たは「四重極イオントラップ」質量分析計では、振動無線周波数（ＲＦ）電場内のイオン
は、電極間に適用された直流（ＤＣ）電圧、ＲＦシグナルの振幅、およびｍ／ｚに比例す
る力を経験する。電圧および振幅は、特定のｍ／ｚを有するイオンのみが四重極の全長を
通り、同時に全ての他のイオンが偏向されるように選択することができる。したがって、
四重極の機器は、機器に注入されたイオンのための「質量フィルター」と「質量検出器」
の両方として作動することができる。
【０１３８】
　ある特定の実施形態では、タンデムマススペクトロメトリーを使用する。例えば、「Me
thodsand Apparatus for Tandem Mass Spectrometry」と題される米国特許第６，１０７
，６２３号を参照されたく、これは、その内容全体が参照により本明細書に組み込まれる
ものとする。ある特定の実施形態では、ＭＳ技術の選択性は、「タンデムマススペクトロ
メトリー」または「ＭＳ／ＭＳ」を使用することによって強化することができる。ＭＳ／
ＭＳの選択性は、一部では分析前の大規模な試料の浄化の必要性を最小化することができ
るため、ＭＳ／ＭＳ方法は、複雑な混合物、特に生物学的試料の分析にある程度有用であ
る。
【０１３９】
　実施形態では、本開示の方法およびシステムは、トリプル四重極ＭＳ／ＭＳを使用する
（例えば、Yost, Enke in Ch. 8 of Tandem Mass Spectrometry, Ed. McLafferty,pub. J
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ohn Wiley and Sons, 1983を参照されたい）。トリプル四重極ＭＳ／ＭＳ機器は、典型的
には、フラグメンテーション手段によって分離された２つの四重極質量フィルターからな
る。一実施形態では、機器は、イオン封じ込めまたは伝達デバイスとしてＲＦのみのモー
ドで操作される四重極マスフィルターを備えていてもよい。実施形態では、四重極は、衝
突ガスを１から１０ミリトールの間の圧力で更に備えていてもよい。多くの他のタイプの
「ハイブリッド」タンデム質量分析計も公知であり、磁気セクター分析器および四重極フ
ィルターのさまざまな組合せを含む本開示の方法およびシステムにおいて使用することが
できる。これらのハイブリッド機器は、高分解能磁気セクター分析器（すなわち、二重集
束の組合せで配置される磁気セクターと静電的セクターの両方を備えた分析器）を、質量
フィルターのいずれかまたは両方として備えていることが多い。高分解能質量フィルター
を使用すると、化学的ノイズを非常に低レベルに減少させるのに非常に効果的であり得る
。
【０１４０】
　本開示の方法およびシステムに関しては、さまざまな方法を使用してイオンを生成する
ことができ、その方法としては、これらに限定されないが、電子イオン化、化学的イオン
化、高速原子衝突、電解脱離、およびマトリックス支援レーザー脱離イオン化（「ＭＡＬ
ＤＩ」）、表面増強レーザー脱離イオン化（「ＳＥＬＤＩ」）、光子イオン化、エレクト
ロスプレーイオン化、および誘導結合プラズマがある。
【０１４１】
　複数の分析物を、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳおよび２Ｄ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法によって同時に
または連続的に分析することができる。現在開示されている方法による分析に適した例示
的な分析物としては、これらに限定されるものではないが、ビタミン、ステロイド、ペプ
チド、タンパク質、および核酸がある。当業者であれば、現在開示されている対象物質を
レビューした後に、他の同様の分析物が、本明細書において開示する方法およびシステム
によって分析することができることを認識するであろう。したがって、代替の実施形態で
は、方法およびシステムは、ビタミン、ペプチドおよびタンパク質バイオマーカー、乱用
薬物および治療薬物を定量化するために使用してもよい。例えば、各分析物に関するカギ
となるパラメーターの最適化は、高度に調整された生物分析アッセイを提供するためのモ
ジュール式方法の開発戦略を使用して行うことができる。したがって、ある特定のステッ
プは、本明細書において開示するように測定される分析物に応じて多様であってもよい。
【０１４２】
　また、本開示の方法およびシステムの実施形態は、測定される分析物のうちの多くに関
して以前に達成可能であった感度よりも優れた感度を提供する場合がある。例えば、この
最適化手順を使用することによって、１デシリットル当たり約０．０５ミリグラム（ｍｇ
／ｄＬ）、または０．１ｍｇ／ｄＬ未満、または１ｍｇ／ｄＬ未満、または５ｍｇ／ｄＬ
未満の定量（ＬＯＱ）下限値が達成される。検出のレベルによって、０．５ｍＬから１ｍ
Ｌを超える範囲の試料体積の分析が可能となる場合がある。
核酸アッセイ
【０１４３】
　ある特定の実施形態では、本明細書において開示するバイオマーカーは核酸レベルで検
出される。一実施形態では、本開示は、対象における目的の症候群または疾患（例えば、
腎線維症）の発症の存在をまたは発症のリスクの増加を診断するための方法を含む。本方
法は、対象からの組織または体液試料から核酸を得るステップと、アッセイを行い、核酸
（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡまたはｍＲＮＡ）バイオマーカーの量を測定するステップ
とを含んでいてもよい。
【０１４４】
　更におよび／またはあるいは、方法は、対象からの組織または体液試料から核酸を得る
ステップと、アッセイを行い、対象の核酸においてバリアント配列（すなわち、突然変異
）が存在するかどうかを識別するステップとを含んでいてもよい。ある特定の実施形態で
は、方法は、バリアントを、目的の症候群または疾患と関連する公知のバリアントと比較
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し、バリアントが目的の症候群または疾患と関連するすでに識別されているバリアントで
あるかどうかを判定することを含んでいてもよい。または、方法は、バリアントを、新規
の以前に特徴付けられていないバリアントとして識別することを含んでいてもよい。バリ
アントが新規のバリアントである場合、方法は、分析を行い、突然変異が、遺伝子の発現
および／または遺伝子によってコードされるタンパク質の機能に対して有害であることが
予想されるかどうかを判定することを更に含んでいてもよい。方法は、バリアントプロフ
ァイル（すなわち、対象における識別された変異の編集）を使用し、目的の症候群もしく
は疾患の存在または目的の症候群もしくは疾患を発症するリスクの増加を診断することを
更に含んでいてもよい。
【０１４５】
　核酸分析は、ゲノムＤＮＡ（無細胞ＤＮＡを含む）、メッセンジャーＲＮＡ（無細胞Ｒ
ＮＡを含む）、および／またはＲＮＡから作製されたｃＤＮＡに対して行うことができる
。また、さまざまな実施形態において、核酸は、遺伝子、ＲＮＡ、エクソン、イントロン
、遺伝子調節エレメント、発現ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、またはエピジェネティックエレメン
トを含む。また、スプライス部位、転写因子結合、Ａ－Ｉ編集部位、マイクロＲＮＡ結合
部位、および機能性ＲＮＡ構造部位を含む調節エレメントを、変異（すなわち、バリアン
ト）に関して評価してもよい。したがって、本開示の方法および組成物のそれぞれに関し
ては、バリアントは、以下のうちの少なくとも１つを包含する核酸配列を含んでいてもよ
い：（１）ＡからＩへの編集部位；（２）スプライス部位；（３）保存された機能性ＲＮ
Ａ構造；（４）検証された転写因子結合部位（ＴＦＢＳ）；（５）マイクロＲＮＡ（ｍｉ
ＲＮＡ）結合部位；（６）ポリアデニル化部位；（７）公知の調節エレメント；（８）ｍ
ｉＲＮＡ遺伝子；（９）ＲＯＩにおいてコードされた小さい核小体ＲＮＡ遺伝子；および
／または（１０）胎盤哺乳動物にわたる超保存エレメント。
【０１４６】
　多くの実施形態では、核酸は生物学的試料から抽出する。一部の実施形態では、核酸は
、増幅することなく分析する。一部の実施形態では、核酸は、当技術分野において公知の
技術（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ））、定量的ＰＣＲおよび／またはリアル
タイムＰＣＲ（核酸の量を判定するため）を使用して増幅し、増幅した核酸をその後の分
析において使用する。いくつかのアプリコン（例えば、異なるゲノム領域から）を、複数
のプライマー対のセットを使用して一度に増幅させるマルチプレックスＰＣＲを用いても
よい。例えば、核酸は、シークエンシング、ハイブリダイゼーション、ＰＣＲ増幅、制限
酵素消化、プライマー伸長、例えば一塩基プライマー伸長またはマルチプレックス対立遺
伝子特異的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）、またはＤＮＡシークエンシングによって分析す
ることができる。一部の実施形態では、核酸は、野生型対立遺伝子に関する増幅生成物の
サイズが変異体対立遺伝子のものと異なるような様式で増幅される。したがって、特定の
変異体対立遺伝子の存在の有無は、例えば、電気泳動ゲルで増幅生成物のサイズの違いを
検出することによって判定することができる。例えば、遺伝子領域の削除または挿入は、
サイズベースのアプローチを使用するのに特に適している場合がある。
【０１４７】
　ある特定の例示的な核酸分析方法を以下に詳述する。
対立遺伝子特異的増幅
【０１４８】
　一部の実施形態では、例えば、目的の疾患および／または症候群に関するバイオマーカ
ーが突然変異である場合、バイオマーカーは、対立遺伝子特異的増幅アッセイを使用して
検出する。このアプローチは、特異的対立遺伝子のＰＣＲ増幅（ＰＡＳＡ）（Sarkar, et
 al., 1990 Anal. Biochem. 186:64-68）、対立遺伝子特異的増幅（ＡＳＡ）（Okayama, 
et al., 1989 J. Lab. Clin. Med. 114:105-113）、対立遺伝子特異的ＰＣＲ（ＡＳＰＣ
Ｒ）（Wu, et al. 1989 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:2757-2760）、および増幅抵抗
性突然変異システム（ＡＲＭＳ）（Newton, et al., 1989 Nucleic Acids Res. 17:2503-
2516）とさまざまに称される。これらの参考文献の内容全体が、本明細書にそれぞれ組み
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込まれるものとする。この方法は、単一の塩基置換、ならびにマイクロの削除／挿入に適
用可能である。
【０１４９】
　例えば、ＰＣＲベースの増幅方法に関しては、増幅プライマーを、それらが異なる対立
遺伝子間（例えば、野生型対立遺伝子と変異体対立遺伝子との間）で識別できるように設
計してもよい。したがって、増幅生成物の存在の有無は、遺伝子突然変異が所与の核酸試
料に存在するかどうかを判定するために使用することができる。一部の実施形態では、対
立遺伝子特異的プライマーを、増幅生成物の存在が遺伝子突然変異の指標であるように設
計することができる。一部の実施形態では、対立遺伝子特異的プライマーを、増幅生成物
の不在が遺伝子突然変異の指標であるように設計することができる。
【０１５０】
　一部の実施形態では、２つの相補的反応を使用する。一方の反応は、野生型対立遺伝子
に特異的なプライマーを用い（「野生型特異的反応」）、他方の反応は、変異体対立遺伝
子に関するプライマーを用いる（「変異体特異的反応」）。２つの反応は、一般的な第２
のプライマーを用いてもよい。特定の対立遺伝子（例えば、野生型対立遺伝子または変異
体対立遺伝子）に特異的なＰＣＲプライマーは、標的の１つの対立遺伝子バリアントと一
般的に完全に一致するが、他の対立遺伝子バリアント（例えば、変異体対立遺伝子または
野生型対立遺伝子）と一致しない。ミスマッチは、プライマーの３’末端に／その付近に
位置する場合があり、完全に一致した対立遺伝子の優先的な増幅をもたらす。増幅生成物
を１つまたは両方の反応から検出することができるかどうかが、変異体対立遺伝子の存在
の有無を示す。野生型特異的反応のみからの増幅生成物の検出が、野生型対立遺伝子のみ
の存在（例えば、野生型対立遺伝子のホモ接合性）を示す。変異体特異的反応における増
幅生成物の検出は、変異体対立遺伝子のみの存在（例えば、変異体対立遺伝子のホモ接合
性）を示すにすぎない。両反応からの増幅生成物の検出は、（例えば、ヘテロ接合体）を
示す。本明細書で使用するこのアプローチは、「対立遺伝子特異的増幅（ＡＳＡ）」と称
されることになる。
【０１５１】
　対立遺伝子特異的増幅は、ジャンクションにわたって部分的にハイブリダイズするプラ
イマーを使用することによって、重複、挿入、または反転を検出するためにも使用するこ
とができる。ジャンクションのオーバーラップの程度は、特異的増幅を可能にするように
変えることができる。
【０１５２】
　増幅生成物は、サイズによって核酸を分離するためのゲルを介して（例えば、電気泳動
によって）移動した核酸のバンドを（例えば、１つまたは複数の染料を用いて）可視化す
ることによることを含む、当技術分野において公知の方法によって調べることができる。
対立遺伝子特異的プライマー伸長
【０１５３】
　一部の実施形態では、対立遺伝子特異的プライマー伸長（ＡＳＰＥ）のアプローチを、
遺伝子変異を検出するために使用する。ＡＳＰＥは、伸長生成物が特定の対立遺伝子（例
えば、変異体対立遺伝子または野生型対立遺伝子）の存在においてのみ得られるように、
伸長反応における対立遺伝子間（例えば、変異体対立遺伝子と野生型対立遺伝子との間）
で識別することができる対立遺伝子特異的プライマーを用いる。伸長生成物は、例えば、
伸長反応において標識されたデオキシヌクレオチドを用いることによって、検出可能であ
っても検出可能になってもよい。さまざまな検出可能な部分（すなわち、標識）のいずれ
かは、これらの方法における使用に適合し、その検出可能な部分としては、これらに限定
されないが、放射性標識、蛍光標識、化学発光標識、酵素標識などがある。一部の実施形
態では、ヌクレオチドは、その後検出可能な標識、例えば、ストレプトアビジンコンジュ
ゲート蛍光染料が結合することができるビオチン分子に（直接的にまたは間接的に）結合
することができる実体で標識される。一部の実施形態では、反応は、例えば、同じ伸長反
応における多くの対立遺伝子特異的プライマーを使用してマルチプレックスで行う。
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【０１５４】
　一部の実施形態では、伸長生成物は、固形物または半固体支持体、例えばビーズ、マト
リックス、ゲルなどにハイブリダイズする。例えば、伸長生成物は、特定の核酸配列（例
えば、対立遺伝子特異的プライマーの一部として含まれる）でタグ付けしてもよく、固体
支持体は、「抗タグ」（例えば、伸長生成物におけるタグに相補的な核酸配列）に付着さ
せてもよい。伸長生成物は、固体支持体上で捕捉し、検出することができる。例えば、ビ
ーズを選別し、検出してもよい。この様式で用いることができる１つのこのようなシステ
ムは、ＴＭ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ製のＬＵＭｌＮＥＸ（商標）ＭＡＰシステムであり、
これは嚢胞性線維症の突然変異の検出に適応することができ、ユニバーサルビーズアレイ
（ＴＡＧ－ＩＴ（商標））として販売されている。
単一ヌクレオチドプライマー伸長
【０１５５】
　一部の実施形態では、プライマーが、１つのヌクレオチドのみによって伸長するように
設計された、単一ヌクレオチドプライマー伸長（ＳＮｕＰＥ）アッセイを使用する。この
ような方法では、プライマーの３’末端のすぐ下流にあるヌクレオチドの同一性は公知で
あり、野生型対立遺伝子と比較して変異体対立遺伝子の点で異なる。ＳＮｕＰＥは、１つ
の特定の種類のデオキシヌクレオチドのみが標識された（例えば、ｄＡＴＰが標識された
、ｄＣＴＰが標識された、ｄＧＴＰが標識された、またはｄＴＴＰが標識された）伸長反
応を使用して行うことができる。したがって、検出可能な伸長生成物の存在は、目的の位
置（例えば、プライマーの３’末端のすぐ下流にある位置）におけるヌクレオチドの同一
性の指標として、したがってその位置における突然変異の存在の有無の指標として使用す
ることができる。ＳＮｕＰＥは、米国特許第５，８８８，８１９号；米国特許第５，８４
６，７１０号；米国特許第６，２８０，９４７号；米国特許第６，４８２，５９５号；米
国特許第６，５０３，７１８号；米国特許第６，９１９，１７４号；Piggee, C. et al. 
Journal of Chromatography A 781 (1997), p. 367-375("Capillary Electrophoresis fo
r the Detection of Known Point Mutations bySingle-Nucleotide Primer Extension an
d Laser-Induced FluorescenceDetection"); Hoogendoorn, B. et al., Human Genetics 
(1999) 104:89-93,("Genotyping Single Nucleotide Polymorphism by Primer Extension
 and HighPerformance Liquid Chromatography")に記載されているように行うことができ
る。
【０１５６】
　突然変異の存在の有無を正確で迅速に検出するために、一部の実施形態では、プライマ
ー伸長を質量分析と組み合わせることができる。米国特許第５，８８５，７７５号、Ｈａ
ｆｆら（analysis of single nucleotide polymorphism analysis by massspectrometry
）；米国特許第７，５０１，２５１号、Ｋｏｓｔｅｒ（DNA diagnosisbased on mass spe
ctrometry）を参照されたい。好適な質量分析のフォーマットとしては、これらに限定さ
れるものではないが、マトリックス支援レーザー脱離／イオン化、飛行時間型（ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ）、エレクトロスプレー（ＥＳ）、ＩＲ－ＭＡＬＤＩ、イオンサイクロトロン
共鳴（ＩＣＲ）、フーリエ変換、およびこれらの組合せがある。
オリゴヌクレオチドライゲーションアッセイ
【０１５７】
　一部の実施形態では、オリゴヌクレオチドライゲーションアッセイ（「ＯＬＡ」または
「ＯＬ」）を使用する。ＯＬＡは、標的分子の短鎖の隣接配列にハイブリダイズすること
ができるように設計された２つのオリゴヌクレオチドを用いる。典型的には、オリゴヌク
レオチドのうちの１つは、ビオチン化されており、他は、例えばストレプトアビジンコン
ジュゲート蛍光部分で検出可能に標識されている。正確な相補的配列が標的分子において
認められる場合、オリゴヌクレオチドは、その末端が隣接するようにハイブリダイズする
ことになり、ライゲーション基質を生成し、それを捕捉し、検出することができる。例え
ば、Nickerson et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:8923-8927、Landegre
n, U. et al. (1988) Science 241:1077-1080および米国特許第４，９９８，６１７号を
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参照されたい。
ハイブリダイゼーションアプローチ
【０１５８】
　一部の実施形態では、核酸の存在は、配列の少なくとも一部を含むプローブにハイブリ
ダイゼーションすることによって検出するおよび／または定量化する。
【０１５９】
　一部の実施形態では、核酸は、目的のバイオマーカーに特異的であり、単一ヌクレオチ
ドミスマッチを無効にするのに十分にストリンジェントな条件下で、１つまたは複数のオ
リゴヌクレオチドプローブを使用したハイブリダイゼーションによって分析する。ある特
定の実施形態では、好適な核酸プローブは、正常遺伝子と変異体遺伝子との間で識別する
ことができる。したがって、例えば、当業者であれば、個体が特定の対立遺伝子に関する
ホモ接合体であるかヘテロ接合体であるかを判定するために、本発明のプローブを使用す
ることができる。
【０１６０】
　核酸ハイブリダイゼーション技術は当技術分野において周知である。当業者であれば、
少なくとも所望のレベルの相補性を有する配列が安定にハイブリダイズすることになり、
同時に相補的がより低いものはならないことになるようにハイブリダイゼーション条件の
ストリンジェントさをどのように推定し、調整するかは理解している。ハイブリダイゼー
ション条件およびパラメーターの例に関しては、例えば、Sambrook, et al., 1989, Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual,Second Edition, Cold Spring Harbor Press, Pla
inview, N.Y.;Ausubel, F. M. et al.1994, Current Protocols in Molecular Biology. 
John Wiley & Sons, Secaucus,N.Jを参照されたい。
【０１６１】
　一部の実施形態では、バイオマーカー核酸配列をハイブリダイズするプローブ分子は、
液相または、更に好ましくは、固相ハイブリダイゼーションによって、増幅生成物におけ
るこのような配列を検出するために使用することができる。固相ハイブリダイゼーション
は、例えば、プローブをマイクロチップに取り付けることによって達成することができる
。
【０１６２】
　核酸プローブは、リボ核酸および／またはデオキシリボ核酸を含んでいてもよい。一部
の実施形態では、提供される核酸プローブはオリゴヌクレオチド（すなわち、「オリゴヌ
クレオチドプローブ」）である。一般的に、オリゴヌクレオチドプローブは、目的の遺伝
子の相同領域に特異的に結合するのに十分に長いが、プローブと試験されることになる核
酸試料との間の１つのヌクレオチドの差がハイブリダイゼーションを攪乱するように十分
に短い。典型的には、オリゴヌクレオチドプローブのサイズは、およそ１０から１００ヌ
クレオチドまで変化する。一部の実施形態では、オリゴヌクレオチドプローブは、１５か
ら９０、１５から８０、１５から７０、１５から６０、１５から５０、１５から４０、１
５から３５、１５から３０、１８から３０、または１８から２６ヌクレオチド長まで変化
する。当業者であれば理解するように、オリゴヌクレオチドプローブの最適な長さは、オ
リゴヌクレオチドプローブが用いられ得る特定の方法および／または条件に依存する場合
がある。
【０１６３】
　一部の実施形態では、核酸プローブは、例えば核酸増幅および／または伸長反応のため
のプライマーとして有用である。例えば、ある特定の実施形態では、バリアントに関して
評価することになる遺伝子配列は、エクソン配列を含む。ある特定の実施形態では、エク
ソン配列および追加のフランキング配列（例えば、約５、１０、１５、２０、２５、３０
、３５、４０、４５、５０、５５ヌクレオチドのまたはそれよりも多いＵＴＲおよび／ま
たはイントロン配列）はアッセイで分析する。または、イントロン配列または他の非コー
ド領域が、潜在的に有害な変異に関して評価される場合がある。または、これらの配列の
一部を使用してもよい。このようなバリアント遺伝子配列は、本明細書において記載する
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変異のうちの少なくとも１つを有する配列を含んでいてもよい。
【０１６４】
　本開示の他の実施形態は、目的の症候群および／または疾患と関連する変異を含む単離
された遺伝子配列を提供する。このような遺伝子配列は、対象に関する腎線維症の発症の
存在またはリスクの増加を客観的に診断するために使用してもよい。ある特定の実施形態
では、単離された核酸は、非バリアント配列またはバリアント配列のいずれか１つまたは
これらの組合せを含んでいてもよい。例えば、ある特定の実施形態では、遺伝子配列はエ
クソン配列を含む。ある特定の実施形態では、エクソン配列および追加のフランキング配
列（例えば、約５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５ヌク
レオチドのまたはそれよりも多いＵＴＲおよび／またはイントロン配列）はアッセイで分
析する。または、イントロン配列または他の非コード領域を使用してもよい。または、こ
れらの配列の一部を使用してもよい。ある特定の実施形態では、遺伝子配列は、本明細書
において開示するバイオマーカー遺伝子のうちの少なくとも１つからのエクソン配列を含
む。
【０１６５】
　一部の実施形態では、核酸プローブは、本明細書において記載する検出可能な部分で標
識される。
定量的およびリアルタイムＰＣＲ
【０１６６】
　定量的ＰＣＲは当技術分野において公知であり、ＰＣＲ反応の開始時に存在する標的バ
イオマーカー核酸配列の量を定量化するために使用してもよい。リアルタイムＰＣＲの原
理は、例えば、Held et al. "Real Time Quantitative PCR" Genome Research6:986-994 
(1996)に全般的に記載されている。一般的に、リアルタイムＰＣＲは、各増幅サイクルに
おけるシグナルを測定する。一部のリアルタイムＰＣＲ技術は、全ての増殖サイクルが完
了したときにシグナルを放出するフルオロフォアに依存する。このようなフルオロフォア
の例は、二本鎖のＤＮＡに結合すると、定義された波長において蛍光を放出する蛍光染料
、例えばＳＹＢＲグリーンである。したがって、各増幅サイクル中に二本鎖のＤＮＡが増
加すると、ＰＣＲ生成物の蓄積に起因する蛍光強度が増加する。リアルタイムＰＣＲにお
ける検出のために使用されるフルオロフォアの別の例は、この文献の他の箇所で記載して
いる配列特異的蛍光レポータープローブである。このようなプローブの例はＴａｑＭａｎ
（登録商標）プローブである。配列特異的レポータープローブの使用によって、標的配列
の検出が高い特異度で提供され、非特異的ＤＮＡ増幅の存在下でさえ定量が可能になる。
蛍光プローブは、同じ反応においていくつかの遺伝子を検出するための、異なる色の標識
を有する特異的プローブに基づいた、マルチプレックスアッセイにも使用することができ
る。例えば、マルチプレックスアッセイは、同じＰＣＲ反応混合物中で、さまざまなフル
オロフォアで標識されたいくつかの配列特異的プローブを使用することができ、そのフル
オロフォアとしては、これらに限定されないが、ＦＡＭ、ＪＡ２７０、ＣＹ５．５、およ
びＨＥＸがある。
【０１６７】
　リアルタイムＰＣＲは、ＰＣＲ反応の過程で測定可能なパラメーター、例えば蛍光の検
出に依存する。測定可能なパラメーターの量は、ＰＣＲ生成物の量に比例し、それによっ
て「リアルタイムでの」ＰＣＲ生成物の増加の観察が可能となる。一部のリアルタイムＰ
ＣＲ方法は、ＰＣＲ反応の観察可能な進行に基づいて投入ＤＮＡ鋳型の定量化を可能にす
る。データの分析および処理を以下に記載する。核酸増幅アッセイの文脈において、「成
長曲線」または「増幅曲線」は、独立変数が増幅サイクルの数であり、従属変数が、フル
オロフォアによって放出される蛍光のように増幅の各サイクルで測定される増幅依存性の
測定可能なパラメーターである関数のグラフである。上記で検討されたように、増幅した
標的核酸の量は、フルオロフォア標識プローブを使用して検出することができる。典型的
には、増幅依存性の測定可能なパラメーターは、ハイブリダイゼーション時に、または核
酸ポリメラーゼのヌクレアーゼ活性によるプローブの加水分解時に、プローブによって放
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出される蛍光の量である。蛍光放出における増加はリアルタイムで測定され、標的核酸増
幅（例えば、インフルエンザ核酸増幅）における増加と直接関連する。一部の例では、蛍
光（ｄＲｎ）における変化は、式ｄＲｎ＝Ｒｎ＋－Ｒｎ－（式中、Ｒｎ＋は、各時点にお
ける生成物の蛍光放出であり、Ｒｎ－は、ベースラインの蛍光放出である）を使用して計
算される。ｄＲｎ値を、サイクル数に対してプロットし、増幅プロットが得られる。典型
的なポリメラーゼ連鎖反応では、成長曲線は、指数関数的成長の、続いてプラトーなセグ
メントを含み、直線スケールを使用した場合にＳ字型の増幅プロットが得られる。成長曲
線は、「クロスポイント」値または「Ｃｐ」値によって特徴付けられ、これは「閾値」ま
たは「サイクル閾値」（Ｃｔ）と称する場合もあり、測定可能なパラメーターが所定の大
きさに達した場合のサイクル数である。例えば、フルオロフォア標識プローブを用いる場
合、閾値（Ｃｔ）は、蛍光放出（ｄＲｎ）が選択された閾値を超えるＰＣＲサイクル数で
あり、これは典型的には、ベースラインの標準偏差の１０倍である（しかし、この閾値レ
ベルは必要に応じて変更することができる）。Ｃｔ値が低いほど、増幅の完了が速いこと
を表し、同時に、Ｃｔ値が高いほど、増幅の完了が遅いことを表す。増幅の効率が類似し
ている場合、Ｃｔ値が低いほど標的核酸の出発量が多いことを反映し、同時に、Ｃｔ値が
高いほど、標的核酸の出発量が少ないことを反映する。既知の濃度の対照核酸を、さまざ
まな既知の濃度の対照核酸で「標準曲線」または一連の「対照」Ｃｔ値を生成するために
使用する場合、標的および対照核酸のＣｔ値を比較することによって、試料中の標的核酸
の絶対量を判定することが可能になる。
アレイ
【０１６８】
　本明細書において述べるさまざまな方法は、バイオマーカーのセットを単一の実験にお
いて分析および／または検出することを可能にするアレイを用いた使用に適応してもよい
。例えば、複数のバイオマーカー（またはこれらの一部）および／またはバイオマーカー
を含む複数の変異は、同時に分析することができる。特に、核酸試薬（例えば、プローブ
、プライマー、オリゴヌクレオチドなど）の使用を伴う方法は、アレイベースのプラット
フォーム（例えば、マイクロアレイ）への適応に特に適する。一部の実施形態では、アレ
イは、目的のバイオマーカーにおける変異の検出に対して特異的な１つまたは複数のプロ
ーブを含む。
ＤＮＡシークエンシング
【０１６９】
　ある特定の実施形態では、目的のバイオマーカーの診断は、核酸シークエンシングによ
って、配列、ゲノム位置もしくは配置における変化を、および／または核酸もしくは核酸
パネルのゲノムのコピー数を検出することによって行う。
【０１７０】
　一部の実施形態では、方法は、対象からの組織または体液試料から核酸を得ることと、
核酸の少なくとも一部をシークエンシングして、少なくとも１つの遺伝子に関する試料核
酸配列を得ることとを含んでいてもよい。ある特定の実施形態では、方法は、バリアント
を腎線維症と関連する公知のバリアントと比較し、バリアントが、腎線維症と関連するも
のとしてすでに識別されているバリアントかどうかを判定することを含んでいてもよい。
または、方法は、新規の以前に特徴付けられていないバリアントとしてバリアントを識別
することを含んでいてもよい。バリアントが新規のバリアントである場合、または一部の
場合では以前に特徴付けられた（すなわち、識別された）バリアントである場合、方法は
、分析を行い、突然変異が、遺伝子の発現および／または遺伝子によってコードされるタ
ンパク質の機能に対して有害であることが予想されるかどうかを判定することを更に含ん
でいてもよい。方法は、バリアントプロファイル（すなわち、対象において識別されたバ
リアントの編集物）を使用し、腎線維症の存在または腎線維症を発症するリスクの増加を
診断することを更に含んでいてもよい。
【０１７１】
　例えば、ある特定の実施形態では、次世代（超並列シークエンシング）を使用してもよ
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い。または、サンガーシークエンシングを使用してもよい。または、次世代（超並列シー
クエンシング）およびサンガーシークエンシングの組合せを使用してもよい。更におよび
／またはあるいは、シークエンシングは、合成による単一分子シークエンシングのうちの
少なくとも１つを含む。したがって、ある特定の実施形態では、複数のＤＮＡ試料をプー
ルで分析し、変化を示す試料を識別する。更にまたはあるいは、ある特定の実施形態では
、複数のＤＮＡ試料を複数のプールで分析し、少なくとも２つのプールで同一の変化を示
す個体試料を識別する。
【０１７２】
　シークエンシングを行うための１つの従来の方法は、Sanger et al.,1977, Proc Natl 
Acad Sci U S A, 74:5463-67に記載されているような連鎖停止およびゲル分離によるもの
である。別の従来のシークエンシング方法は、核酸断片の化学的分解を伴う。Maxam et a
l., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci., 74:560-564を参照されたい。また、ハイブリダイゼ
ーションによるシークエンシングに基づいた方法が開発されている。例えば、Ｈａｒｒｉ
ｓら、米国特許出願公開第２００９０１５６４１２号を参照されたい。
【０１７３】
　他の実施形態では、核酸のシークエンシングは、ＰＣＲなどの方法による増幅によって
、単一分子または単一分子由来のほぼ同一の分子のグループを超並列シークエンシング（
「次世代シークエンシング」としても公知である）することによって達成される。超並列
シークエンシングは、例えば、Ｌａｐｉｄｕｓら、米国特許第７，１６９，５６０号、Ｑ
ｕａｋｅら、米国特許第６，８１８，３９５号、Ｈａｒｒｉｓ、米国特許第７，２８２，
３３７号およびBraslavsky, et al., PNAS (USA), 100: 3960-3964 (2003)で示され、そ
の内容は、参照により本明細書にそれぞれ組み込まれるものとする。
【０１７４】
　次世代シークエンシングでは、ＰＣＲまたは全ゲノム増幅を核酸に対して行って、分析
に十分な量の核酸を得ることができる。次世代シークエンシングの一部の形態では、方法
は、増幅されていないＤＮＡからＤＮＡ配列を評価することができるため、増幅は必須で
はない。判定されると、被検試料からの核酸の配列および／またはゲノム配置および／ま
たはゲノムコピー数を、これらの試料が採取された時点で腎線維症に罹患したことが認め
られていない１つまたは複数の個体由来の標準参照と比較する。被検試料からの核酸の配
列および／またはゲノム配置および／またはゲノム配置および／またはコピー数と標準参
照との間の全ての差をバリアントと考える。
【０１７５】
　次世代（超並列シークエンシング）では、目的の全ての領域のシークエンスが一緒に行
われ、読み取られる各配列の起点は、参照配列と（アラインメントを）比較することによ
って判定される。目的の領域は、１つの反応で一緒に富化するか、または個別に富化し、
次いで合わせてからシークエンシングを行ってもよい。ある特定の実施形態では、アッセ
イに含まれる遺伝子のコードエクソン由来のＤＮＡ配列は、無作為に断片化されたゲノム
ＤＮＡを特定のＲＮＡプローブにバルクハイブリダイゼーションすることによって富化さ
れる。同じアダプター配列が全ての断片の末端に付着し、１つの反応で１つのプライマー
対を用いたＰＣＲによって、全てのハイブリダイゼーションで捕捉された断片が富化され
る。ハイブリダイゼーションによってあまり効率的に捕捉されていない領域は、特異的プ
ライマーを用いたＰＣＲによって増幅される。更に、特異的プライマーを用いたＰＣＲは
、類似の配列（「疑似エクソン」）がゲノムの他の箇所で存在するエクソンを増幅するた
めに使用してもよい。
【０１７６】
　超並列シークエンシングを使用するある特定の実施形態では、ＰＣＲ生成物を連結させ
、長い一続きのＤＮＡを形成し、これを（例えば、音響エネルギーによって）短断片に切
断する。このステップによって、断片末端が、目的の領域全体にわたって分布することが
確実になる。その後、一続きのｄＡヌクレオチドを各断片の３’末端に加え、これによっ
て断片はオリゴ（ｄＴ）プライマーで被覆された平面に結合する（「フローセル」）。次
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いで各断片を、蛍光標識されたヌクレオチドを用いてオリゴ（ｄＴ）プライマーを伸長す
ることによってシークエンスを決定してもよい。各シークエンシングサイクル中、１種類
のヌクレオチド（Ａ、Ｇ、Ｔ、またはＣ）のみが添加され、これによって１つのヌクレオ
チドのみが、連鎖停止ヌクレオチドの使用を介して組み込まれることが可能となる。例え
ば、１回目のシークエンシングサイクル中、蛍光標識されたｄＣＴＰを添加してもよい。
このヌクレオチドが、次のヌクレオチドとしてＣを必要とするその成長中の相補的ＤＮＡ
鎖にのみに組み込まれることになる。各シークエンシングサイクルの後、フローセルの画
像を撮影し、どの断片が伸長されたかを判定する。Ｃを組み込んだＤＮＡ鎖は光を放出す
ることになり、同時にＣを組み込んでいないＤＮＡ鎖は暗く見えることになる。連鎖停止
を逆にし、成長中のＤＮＡ鎖を再び伸長させ、方法を合計で１２０サイクル繰り返す。
　画像を、「リード」と通常称される、各断片の３’末端の２５から６０塩基を繰り返す
塩基の文字列に変換する。次いでリードを、分析されたＤＮＡに関する参照配列と比較す
る。２５塩基の任意の所与の文字列は、ヒトゲノムにおいて典型的には１回だけ発生する
ため、大部分のリードはヒトゲノムにおいて１つの特定の場所に「整列させる」ことがで
きる。最後に、各ゲノム領域のコンセンサス配列を、利用可能なリードから構築し、その
位置における参照の正確な配列と比較してもよい。コンセンサス配列と参照との間の任意
の差を配列バリアントと称する。
検出可能な部分
【０１７７】
　ある特定の実施形態では、本発明に従って使用するおよび／または本発明が提供するあ
る特定の分子（例えば、核酸プローブ、抗体など）は、１つもしくは複数の検出可能な実
体または部分を含み、すなわち、このような分子はこのような実体または部分で「標識」
されている。
【０１７８】
　さまざまな検出可能な薬剤のいずれかを、本開示の実施において使用することができる
。好適な検出可能な薬剤としては、これらに限定されるものではないが：さまざまなリガ
ンド、放射性核種；蛍光染料；化学発光剤（例えば、アクリジニウム（acridinum）エス
テル、安定化ジオキセタンなど）；生物発光剤；スペクトル分解可能な無機蛍光半導体ナ
ノ結晶（すなわち、量子ドット）；微粒子；金属ナノ粒子（例えば、金、銀、銅、白金な
ど）；ナノクラスター；常磁性金属イオン；酵素；比色標識（例えば、染料、コロイド金
など）；ビオチン；ジオキシゲニン；ハプテン；および抗血清またはモノクローナル抗体
が利用可能であるタンパク質がある。
【０１７９】
　一部の実施形態では、検出可能な部分はビオチンである。ビオチンは、それ自体が検出
可能である他の部分（例えば、蛍光部分）に典型的には（直接的にまたは間接的に）コン
ジュゲートしているアビジン（例えば、ストレプトアビジン）に結合することができる。
【０１８０】
　以下に、使用してもよい一部の検出可能な部分の一部の非限定的な例を記載する。
蛍光染料
【０１８１】
　ある特定の実施形態では、検出可能な部分は蛍光染料である。さまざまな化学構造およ
び物理的特性の多くの公知の蛍光染料が、本開示の実施における使用に好適である。蛍光
検出可能な部分は、検出器によって捕捉された放出光を用い、レーザーによって刺激する
ことができる。検出器は、その強度を記録する電荷結合デバイス（ＣＣＤ）または共焦点
顕微鏡とすることができる。
【０１８２】
　好適な蛍光染料としては、これらに限定されるものではないが、フルオレセインおよび
フルオレセイン染料（例えば、フルオレセインイソチオシアニンまたはＦＩＴＣ、ナフト
フルオレセイン、４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフルオレセイン、６－
カルボキシフルオレセインまたはＦＡＭなど）、ヘキサクロロ－フルオレセイン（ＨＥＸ
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）、カルボシアニン、メロシアニン、スチリル染料、オキソノール染料、フィコエリトリ
ン、エリスロシン、エオシン、ローダミン染料（例えば、カルボキシテトラメチルローダ
ミンまたはＴＡＭＲＡ、カルボキシローダミン６Ｇ、カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯ
Ｘ）、リサミンローダミンＢ、ローダミン６Ｇ、ローダミングリーン、ローダミンレッド
、テトラメチルローダミン（ＴＭＲ）など）、クマリンおよびクマリン染料（例えば、メ
トキシクマリン、ジアルキルアミノクマリン、ヒドロキシクマリン、アミノメチルクマリ
ン（ＡＭＣＡ）など）、Ｑ－ＤＯＴＳ．オレゴングリーン染料（例えば、オレゴングリー
ン４８８、オレゴングリーン５００、オレゴングリーン５１４など）、テキサスレッド、
テキサスレッド－Ｘ、スペクトルレッド、スペクトルグリーン、シアニン染料（例えば、
ＣＹ－３、ＣＹ－５、ＣＹ－３．５、ＣＹ－５．５など）、アレクサフルオル染料（例え
ば、アレクサフルオル３５０、アレクサフルオル４８８、アレクサフルオル５３２、アレ
クサフルオル５４６、アレクサフルオル５６８、アレクサフルオル５９４、アレクサフル
オル６３３、アレクサフルオル６６０、アレクサフルオル６８０など）、ボディピー染料
（例えば、ボディピーＦＬ、ボディピーＲ６Ｇ、ボディピーＲ、ボディピーＴＲ、ボディ
ピー５３０／５５０、ボディピー５５８／５６８、ボディピー５６４／５７０、ボディピ
ー５７６／５８９、ボディピー５８１／５９１、ボディピー６３０／６５０、ボディピー
６５０／６６５など）、ＩＲ染料（例えば、ＩＲＤ４０、ＩＲＤ７００、ＩＲＤ８００な
ど）などがある。蛍光染料を他の化学実体、例えばタンパク質およびペプチドにカップリ
ングするための好適な蛍光染料および方法の更なる例に関しては、例えば、"The Handboo
k of Fluorescent Probes and ResearchProducts", 9th Ed., Molecular Probes, Inc., 
Eugene, ORを参照されたい。蛍光標識薬剤の好ましい性質としては、高モル吸収係数、高
蛍光量子収率、および光安定性がある。一部の実施形態では、標識フルオロフォアは、紫
外線範囲のスペクトル（すなわち、４００ｎｍ未満）ではなく、可視範囲のスペクトル（
すなわち、４００から７５０ｎｍの間）で吸収および放出波長を示す。
【０１８３】
　検出可能な部分は、例えば蛍光共鳴エネルギー伝達（ＦＲＥＴ）などにおいて１つを超
える化学実体を含んでいてもよい。共鳴伝達は、放出強度の全体的な増強をもたらす。例
えば、Ju et. al. (1995) Proc. Nat'l Acad. Sci. (USA) 92:4347を参照されたく、その
内容全体が、参照により本明細書に組み込まれるものとする。共鳴エネルギー伝達を達成
するために、第１の蛍光分子（「ドナー」蛍光）が光を吸収し、それを、第２の蛍光分子
（「アクセプター」蛍光）に励起された電子の共鳴を介して伝達する。１つのアプローチ
では、ドナー染料とアクセプター染料の両方が一緒に連結し、オリゴプライマーに付着す
ることができる。ドナーおよびアクセプター染料を核酸に連結させる方法は、例えばＬｅ
ｅらの米国特許第５，９４５，５２６号に記載されている。使用することができる染料の
ドナー／アクセプター対としては、例えば、フルオレセイン／テトラメチルローダミン、
ＩＡＥＤＡＮＳ／フルオレセイン、ＥＤＡＮＳ／ＤＡＢＣＹＬ、フルオレセイン／フルオ
レセイン、ボディピーＦＬ／ボディピーＦＬ、およびフルオレセイン／ＱＳＹ７染料があ
る。例えば、Ｌｅｅらの米国特許第５，９４５，５２６号を参照されたい。これらの染料
のうちの多くは、例えばＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎｃ．（Ｅｕｇｅｎｅ、
Ｏｒｅｇ．）からも市販されている。好適なドナーフルオロフォアとしては、６－カルボ
キシフルオレセイン（ＦＡＭ）、テトラクロロ－６－カルボキシフルオレセイン（ＴＥＴ
）、２’－クロロ－７’－フェニル－１，４－ジクロロ－６－カルボキシフルオレセイン
（ＶＩＣ）などがある。
酵素
【０１８４】
　ある特定の実施形態では、検出可能な部分は酵素である。好適な酵素の例としては、こ
れらに限定されるものではないが、ＥＬＩＳＡにおいて使用されるもの、例えば、セイヨ
ウワサビペルオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホス
ファターゼなどがある。他の例としては、ベータ－グルクロニダーゼ、ベータ－Ｄ－グル
コシダーゼ、ウレアーゼ、グルコースオキシダーゼなどがある。酵素は、リンカー基、例
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えばカルボジイミド、ジイソシアネート、グルタルアルデヒドなどを使用して分子にコン
ジュゲートしてもよい。
放射性同位体
【０１８５】
　ある特定の実施形態では、検出可能な部分は放射性同位体である。例えば、分子は、同
位体標識されていてもよい（すなわち、自然界で通常認められる原子質量または質量数と
異なる原子質量または質量数を有する原子で置き換えられている１つまたは複数の原子を
含んでいてもよい）か、または同位体は、分子に付着していてもよい。分子へ組み込まれ
る場合がある同位体の非限定的な例としては、水素、炭素、フッ素、リン、銅、ガリウム
、イットリウム、テクネチウム、インジウム、ヨウ素、レニウム、タリウム、ビスマス、
アスタチン、サマリウム、およびルテチウムの同位体（すなわち、３Ｈ、１３Ｃ、１４Ｃ
、１８Ｆ、１９Ｆ、３２Ｐ、３５Ｓ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、６７Ｇａ、９０Ｙ、９９ｍＴ
ｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１２３Ｉ、１２９Ｉ、１３１Ｉ、１３５Ｉ、１８６Ｒｅ、１
８７Ｒｅ、２０１Ｔ１、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、２１ｌＡｔ、１５３Ｓｍ、１７７Ｌｕ
）がある。
【０１８６】
　一部の実施形態では、シグナル増幅は、検出可能な部分として標識されたデンドリマー
を使用して達成され（例えば、Physiol Genomics 3:93-99, 2000を参照のこと）、その内
容全体が、参照により本明細書に組み込まれるものとする。蛍光標識されたデンドリマー
は、Ｇｅｎｉｓｐｈｅｒｅ（Ｍｏｎｔｖａｌｅ、Ｎ．Ｊ．）から入手可能である。これら
は、当技術分野において公知の方法によってオリゴヌクレオチドプライマーに化学的にコ
ンジュゲートしてもよい。
システム
【０１８７】
　ある特定の実施形態では、本開示は、本明細書において開示する方法を行うためのおよ
び／または本明細書において記載する組成物を使用するためのシステムを提供する。ある
特定の実施形態では、システムは、キットを含んでいてもよい。または、システムは、本
明細書において開示する方法を行うためのコンピューター化された取扱説明書および／ま
たは試薬を含んでいてもよい。例えば、本発明のシステムを図４に示す。
【０１８８】
　例えば、一部の実施形態では、システムは、少なくとも１つの目的のバイオマーカーを
含むと考えられる試料（例えば、生物学的試料）を提供するためのステーション；必要に
応じて、試料中の他の構成成分から少なくとも１つの目的のバイオマーカーを分離するた
めのステーション；目的のバイオマーカーの量を測定するためのステーション；および結
果を分析し、それによって試料中の１つまたは複数のバイオマーカーの存在または量を判
定するためのステーションを含んでいてもよい。また、ある特定の実施形態では、ステー
ションのうちの少なくとも１つは、コンピューターによって自動化されているかおよび／
または制御されている。
【０１８９】
　実施形態では、バイオマーカーは、バイオマーカー、および／またはバイオマーカーを
コードするかもしくはその発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の
量もしくはそこにおける突然変異を含む。バイオマーカーは、コルチコステロン、アルド
ステロン、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフ
ケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（Ｃ
ＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチ
ン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、
細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロ
イキン６（ＩＬ６）、クルッペル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチ
ダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックス
メタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、
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ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポディシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グルー
プＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）
、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭ
ＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリーメンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミン
グ増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖
因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの少なくとも１つを含んでいてもよい。ある特定の実施形態
では、バイオマーカーのうちの少なくとも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個または全てを測定する。ある特定の実施形態では
、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペ
プチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増殖因子（
ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの少なくと
も１つを含む。ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖
因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（Ｕ
ＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメ
ンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施形態では、バイ
オマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）またはメタロペプ
チダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む。
【０１９０】
　更におよび／またはあるいは、システムは、少なくとも１つの正規化（例えば、ハウス
キーピング）遺伝子の測定を含んでいてもよい。非限定的な一実施形態では、ハウスキー
ピング遺伝子は、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼであってもよい。また
は、他のハウスキーピング遺伝子を使用してもよい。または、これらのバイオマーカーの
さまざまな組合せの測定を行ってもよい。
【０１９１】
　システムは、バイオマーカーを少なくとも部分的に精製するためのステーションを含ん
でいてもよい。実施形態では、精製するためのステーションは、タンパク質を沈殿させる
ためのステーションを含む。バイオマーカーを精製するためのステーションは、目的のバ
イオマーカーを被検試料から抽出するための、および／または試料を希釈するための構成
成分を含んでいてもよい。実施形態では、ステーション抽出は、液液抽出のためのステー
ションを含む。液液抽出のためのステーションは、溶媒を試料へ添加し、廃棄フラクショ
ンを除去するための装置および試薬を含んでいてもよい。一部の場合では、同位体標識さ
れた内部標準は、手順中に起こる場合があるバイオマーカーの損失を標準化するために使
用する。したがって、（例えば、液液抽出を）精製するためのステーションは、フードま
たは溶媒を扱うために必要な他の安全機能を含んでいてもよい。
【０１９２】
　ある特定の実施形態では、本開示の方法およびシステムは、液体クロマトグラフィーま
たは複数の液体クロマトグラフィーステップを含んでいてもよい。ある特定の実施形態で
は、２次元液体クロマトグラフィー（ＬＣ）手順を使用する。例えば、一実施形態では、
本開示の方法およびシステムは、目的のバイオマーカーをＬＣ抽出カラムから分析カラム
へ移すことを含んでいてもよい。一実施形態では、少なくとも１つの目的のバイオマーカ
ーを抽出カラムから分析カラムへ移すことは、ハートカッティング技術によって行う。別
の実施形態では、目的のバイオマーカーを、クロマトフォーカシング技術によって抽出カ
ラムから分析カラムへ移す。あるいは、目的のバイオマーカーを、カラムスイッチング技
術によって抽出カラムから分析カラムへ移す。これらの移すステップは、手動で行っても
よく、オンラインシステムの一部であってもよい。必要に応じて、抽出カラムは、本明細
書において記載する方法およびシステムにおいて使用することができない場合がある。
【０１９３】
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　抽出または分析液体クロマトグラフィーに使用してもよい固定相および移動相を含むさ
まざまなカラムを本明細書において記載する。必要に応じて抽出液体クロマトグラフィー
に使用するカラムは、目的のバイオマーカーによって多様であってもよい。分析液体クロ
マトグラフィーに使用するカラムは、目的のバイオマーカーおよび／または抽出液体クロ
マトグラフィーステップに使用されたカラムによって多様であってもよい。例えば、ある
特定の実施形態では、分析カラムは、約３μｍの平均直径を有する粒子を含む。一部の実
施形態では、分析カラムは、官能化シリカもしくはポリマー－シリカハイブリッド、また
は高分子粒子もしくはモノリシックシリカ固定相、例えばフェニル－ヘキシル官能化分析
カラムである。
【０１９４】
　他の構成成分から分離した後、バイオマーカーは、本明細書において記載する技術（例
えば、免疫検出、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ、ＲＮＡ、ＤＮＡの測定および／または本明細書にお
いて開示する他の技術）のいずれか１つによって分析してもよい。
【０１９５】
　図４は、本開示のシステム（１０２）の実施形態の図面を提供する。図４で示すように
、システムは、目的のバイオマーカーを含み得る試料（１０４）をサンプリング容器へ等
分するためのステーションを含んでいてもよい。一実施形態では、試料は１つまたは複数
の容器へ等分し、液液抽出または試料の希釈を容易にする。等分するためのステーション
は、分析に使用されない生物学的試料の一部を廃棄するためのレセプタクルを含んでいて
もよい。
【０１９６】
　システムは、内部標準を試料へ添加するためのステーション（１０８）を更に含んでい
てもよい。実施形態では、内部標準は、非天然同位体で標識された目的のバイオマーカー
を含む。したがって、内部標準を添加するためのステーションは、同位体標識された内部
標準溶液を試料へ添加することを容易にするための安全機構を含んでいてもよい。一部の
実施形態では、システムは、例えば、液液抽出、タンパク質沈殿および／または試料の希
釈によって精製するためのステーション（１１０）も含んでいてもよい。
【０１９７】
　システムは、また、例えば、試料を液体クロマトグラフィー（ＬＣ）によって更に精製
するためのステーションを含んでいてもよい。本明細書において記載する実施形態では、
液体クロマトグラフィーのためのステーションは、抽出液体クロマトグラフィーまたはＨ
ＰＬＣカラムおよび／または分析ＬＣもしくはＨＰＬＣカラム（１１２）および／または
ＨＴＬＣカラムまたは本明細書において記載する他のカラムを含んでいてもよい。液体ク
ロマトグラフィーのためのステーションは、固定相を含むカラム、ならびに移動相として
使用される溶媒を含む容器またはレセプタクルを含んでいてもよい。実施形態では、移動
相は、アセトニトリル、ギ酸アンモニウム、および水、または水性揮発性緩衝液と混和性
の他の溶媒の勾配を含む。したがって、一実施形態では、ステーションは、１つまたは複
数のカラムに適用されることになる個々の溶媒の量を調整するための適切なラインおよび
バルブを含んでいてもよい。また、ステーションは、目的のバイオマーカーを含まないフ
ラクションをＬＣから除去および廃棄するための手段を含んでいてもよい。実施形態では
、目的のバイオマーカーを含まないフラクションは、カラムから連続的に除去され、廃棄
レセプタクルへ送られて、除染され、廃棄される。
【０１９８】
　さまざまな抽出ＬＣシステムを使用してもよい。例えば、システムがアスコルビン酸を
測定するために使用される実施形態では、分析カラムを備え、アセトニトリルおよび水の
勾配を含む移動相を備えた抽出カラムを使用する。システムは、また、抽出カラムの後に
一般的に含まれる分析ＬＣカラムを含んでいてもよい（図４に示していない）。分析カラ
ムは、更なる特性評価および定量に必要とされる場合があるため、目的のバイオマーカー
の更なる精製および濃縮を促進することがある。
【０１９９】
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　また、システムは、目的のバイオマーカーを特性評価および定量化を行うためのステー
ション（１１６）を含んでいてもよい。一実施形態では、システムは、バイオマーカーの
質量分析（ＭＳ）および／またはタンデムマススペクトロメトリー（ＭＳ／ＭＳ）を行う
ためのステーションを含んでいてもよい。または、他の測定技術、例えば、本明細書にお
いて記載する測定技術のいずれかを使用してもよい。また、特性評価および定量化を行う
ためのステーションは、結果を分析するためのコンピューターおよびソフトウェアを含ん
でいてもよい（１１８）。実施形態では、分析は、目的のバイオマーカーの同定と定量化
の両方を含む。
【０２００】
　一部の実施形態では、精製または分離ステップのうちの１つまたは複数は、「オンライ
ン」で行うことができる。本明細書で使用する「オンライン」という用語は、システムの
さまざまな構成成分が動作可能に接続され、一部の実施形態では互いに流体連通している
システムへ、被検試料が配置される、例えば注入されるような方法で行われる、精製また
は分離ステップを指す。オンラインシステムは、試料のアリコートを１つの容器から取り
出し、このようなアリコートを別の容器へ移すためのオートサンプラーを含んでいてもよ
い。
【０２０１】
　一部の実施形態では、オンライン精製または分離方法を自動化することができる。その
ような実施形態において、ステップは、プロセスがセットアップされ、開始されると、オ
ペレーターの介入を必要とすることなく行うことができる。例えば、一実施形態では、シ
ステム、またはシステムの一部は、１つまたは複数のコンピューターによって制御されて
もよい（１２０）。したがって、ある特定の実施形態では、本開示は、ポンプ、バルブ、
オートサンプラーなどを含むシステムのさまざまな構成要素を制御するためのソフトウェ
アを含んでいてもよい。このようなソフトウェアは、試料および溶質の添加の正確なタイ
ミングと流速とを介して抽出プロセスを最適化するために使用することができる。
【０２０２】
　方法およびシステムを含むステーションにおけるステップの一部または全ては、オンラ
インであってもよいが、ある特定の実施形態では、ステップの一部のまたは全ては「オフ
ライン」で行ってもよい。「オンライン」という用語とは対照的に、「オフライン」とい
う用語は、前のおよび／または後の精製もしくは分離ステップおよび／または分析ステッ
プとは別に行われる精製、分離、または抽出手順を指す。このようなオフライン手順では
、目的の分析物は、典型的には、例えば、抽出カラムでまたは液／液抽出によって試料マ
トリックス中の他の構成成分から分離され、次いでその後別のクロマトグラフィーまたは
検出器システムへ導入するために収集される。オフライン手順は、典型的には、オペレー
ター側の手動での介入を必要とする。
キット
【０２０３】
　ある特定の実施形態では、本開示は、本明細書において開示する方法および組成物に従
って使用するためのキットを提供する。一般的に、キットは、１つまたは複数の目的のバ
イオマーカーを検出する１つまたは複数の試薬を含む。実施形態では、試薬のうちの少な
くとも１つ（例えば、プライマー、プローブ抗体または他の結合剤）は、検出可能な部分
で標識されている。好適な試薬は、核酸プローブおよび／または抗体もしくはその断片を
含んでいてもよい。一部の実施形態では、好適な試薬は、アレイ、例えばマイクロアレイ
または突然変異パネルの形態で提供される。
【０２０４】
　一部の実施形態では、提供されるキットは、本明細書において記載するさまざまな検出
方法のうちの少なくとも１つ（例えば、定量的ＰＣＲおよび／またはリアルタイムＰＣＲ
、シークエンシング、ハイブリダイゼーション、プライマー伸長、マルチプレックスＡＳ
ＰＥ、イムノアッセイなど）を行うための試薬を更に含む。例えば、キットは、緩衝液、
酵素、および／または本明細書において記載する方法において使用するための、例えば、
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ＥＬＩＳＡ実験を行うためのプライマー指向増幅を介して核酸を増幅する定量的ＰＣＲお
よび／またはリアルタイムＰＣＲのための試薬を必要に応じて含んでいてもよい。
【０２０５】
　一部の実施形態では、提供されるキットは、健常個体を示す対照、例えば、腎線維症を
有していない個体からの核酸および／またはタンパク質試料を更に含む。更におよび／ま
たはあるいは、一部の実施形態では、提供されるキットは、腎線維症に罹患している個体
を示す陽性疾患対照を更に含む。または、既知量の目的のバイオマーカーを含む陽性対照
および／またはバイオマーカーを有さない陰性対照を含んでいてもよい。キットは、個体
が目的の疾患および／または症候群を有しているかどうかを、または目的の疾患および／
または症候群を発症するリスクがあるかどうかをどのように判定するかに関する取扱説明
書も含んでいてもよい。
【０２０６】
　一部の実施形態では、目的のバイオマーカーに対応する情報をコードするコンピュータ
ー可読媒体が提供される。このようなコンピューター可読媒体は、本発明のキットに含ま
れていてもよい。
腎線維症バイオマーカーを識別するための方法
データマイニング
【０２０７】
　本開示のある特定の実施形態では、バイオマーカーは、データマイニングアプローチを
使用して識別される。例えば、図１、２および３を参照されたく、これらは、このような
アプローチを使用して腎線維症と関連すると識別されたバイオマーカーを示す。例えば、
一部の場合では、公開データベース（例えば、ＰｕｂＭｅｄ）で、ある特定の疾患に（直
接的にまたは間接的に）リンクしていることが示されている遺伝子を検索してもよい。こ
のアプローチは、２０１８年５月１１日に出願された米国特許出願公開第１５／９７７，
０００号に記載されており、この開示はその全体が参照により本明細書に組み込まれる。
次いで、このような遺伝子をバイオマーカーとして評価してもよい。
疾患適応モデルの構築
【０２０８】
　公開されたピアレビュー調査に基づく疾患モデル（例えば、遺伝子／タンパク質－遺伝
子／タンパク質相互作用ネットワーク）を、次世代シークエンシング、バリアント、ＣＮ
Ｖ、マイクロアレイ、代謝、ＳＡＧＥ、プロテオミクス、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、
およびスクリーニングデータの機能分析に適した統合ソフトウェアを使用した疾患生物学
をシミュレーションするために構築した。得られた結果は、腎線維症と関連する遺伝子セ
ットに関する単一の相互作用ネットワークであった。適応モデルを、組織特異的に生成し
：モデルを、腎臓（例えば、腎実質）において示される遺伝子を使用して構築した。
【０２０９】
　モデルは、遺伝子／タンパク質およびこれらの間の相互作用を含んでいた。このような
モデルの例を図１に示す。これらの遺伝子／タンパク質は、最初の対象物または「シード
」（すなわち、データマイニングから識別された５７個の関連性が高い遺伝子／タンパク
質、これは、組織ベースのモデリングアプローチを使用した２６個の遺伝子／タンパク質
に最終的に限定された）と最初の対象物とリンクするモデリングにおいて識別された５４
個の二次遺伝子／タンパク質との両方を含んでいた。更に、遺伝子／タンパク質ではない
が、化学物質または小分子（コルチコステロンおよびアルドステロン［コルチコステロン
は、ｉｎ　ｖｉｖｏでのナトリウムおよびカリウムレベルの主要な恒常性モジュレーター
のうちの１つであるミネラルコルチコイドのアルドステロンに対する前駆体分子である］
）であり、公開されたピアレビューされた調査によって腎線維症に関与することが公知で
ある、２つの潜在的な候補試験／バイオマーカーがモデル構築に含まれていた。適応モデ
リングは、調査中の適応と直接関連する遺伝子周囲の特定の組織におけるタンパク質－タ
ンパク質－化学物質（小分子）相互作用「ネイバーフッド（neighborhood）」をシミュレ
ートする。バイオマーカー（すなわち、サイトカイン、ｍｉＲＮＡ、転写調節因子）の性
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質を右側の囲みに示す。
モデル検証
【０２１０】
　適応モデリングは、モデリングが疾患生物学を正確にシミュレートすることを保証する
ための検証を含む反復プロセスである。統計的アプローチを、モデルを検証し、独立した
サードパーティーデータソースにおいてモデルから遺伝子の富化を立証するために利用し
た。図２で示すように、適応モデリングは、レニン－アンジオテンシン－アルドステロン
システムおよび上皮細胞におけるアルドステロンシグナル伝達の構成要素を含む公知の生
物学的経路の多くを正確にとらえ、これは、適応モデリングにおける化学物質または小分
子コルチコステロンおよびアルドステロンを含むことによる潜在的に有益な効果の指標で
ある。
候補バイオマーカーのランキング
【０２１１】
　段階的な方法を、候補バイオマーカーに関する信頼スコアを提供するために使用した。
ランク１の候補バイオマーカー（すなわち、最も信頼性が高い候補物質）は、適応ネット
ワークをモデル化するために１人または複数の治療専門家によって「バイオマーカー」と
して個別に推奨された、遺伝子、タンパク質、または化学物質であった。ランク２の候補
バイオマーカー（すなわち信頼性が低い候補物質）は、適応ネットワークをモデル化する
ためのデータマイニングによって識別された遺伝子、タンパク質、または化学物質、例え
ば、ＭＥＤＬＩＮＥデータマイニングを介して識別された腎線維症の示された疾患に特異
的な遺伝子またはタンパク質であった。ランク３の候補バイオマーカー（すなわち信頼性
が最も低い候補物質）は、ランク１でもランク２でもない遺伝子またはタンパク質、例え
ば、トリプレットに基づくモデリングを介して得られた追加の遺伝子またはタンパク質で
あった（図１）。図３は、ランク２および３のバイオマーカーに関するこのような分析の
例を示す。ランク１のバイオマーカーは、図１で影付きの記号で示される。
【０２１２】
　一実施形態では、このような分析の結果によって、コルチコステロン、アルドステロン
、ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカイ
ンリガンド２（ＣＣＬ２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）
、表皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（
ＬＧＡＬＳ１）、ガレクチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接
着分子１（ＩＣＡＭ１）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６
（ＩＬ６）、クルッペル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２
（ＭＭＰ２）、マトリックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペ
プチダーゼ９（ＭＭＰ９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン
（ＮＰＨＳ１）、ポディシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメン
バー２（ＮＲ３Ｃ２）、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡ
Ｄファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）
、ＳＭＡＤファミリーメンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭ
ＡＤ７）、シグナル伝達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因
子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（
ＶＥＧＦＡ）のうちの少なくとも１つが識別される。または、方法は、バイオマーカーの
うちの少なくとも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個または３１個全てを、腎線維症と高度に関連しているとして同定し得る。
ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（
ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭ
ＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７
）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣ
Ｌ２）のうちの少なくとも１つを含む。ある特定の実施形態では、バイオマーカーは、ト
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ランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２
）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリーメンバー２（ＳＭＡＤ２）、また
はＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうちの少なくとも１つを含む。ある特
定の実施形態では、バイオマーカーは、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦ
Ｂ１）またはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む。更にお
よび／またはあるいは、方法は、少なくとも１つの正規化（例えば、ハウスキーピング遺
伝子）を識別することを含んでいてもよい。
分子
【０２１３】
　ある特定の実施形態では、本開示は、目的の症候群または疾患に関するバイオマーカー
（すなわち、統計的に有意な様式で腎線維症と関連する核酸配列におけるバリアント）を
識別するための方法を含む。新規のバイオマーカーに関してアッセイされる遺伝子および
／またはゲノム領域は、目的の症候群および／または疾患に対して遺伝的連鎖および／ま
たは生物学的原因を示す生化学的経路におけるその重要性に基づいて選択してもよい。ま
たは、バイオマーカーに関してアッセイされる遺伝子および／またはゲノム領域は、家族
における腎線維症の遺伝に遺伝学的に連鎖しているＤＮＡ領域に対して遺伝的連鎖に基づ
いて選択してもよい。または、バイオマーカーに関してアッセイされる遺伝子および／ま
たはゲノム領域は、まだ評価されていない染色体のある特定の領域をカバーするために体
系的に評価してもよい。
【０２１４】
　他の実施形態では、新規のバイオマーカーに関して評価される遺伝子またはゲノム領域
は、腎線維症の発症に関連し得る生化学的経路の一部であってもよい。バリアントおよび
／またはバリアントの組合せは、以下の方法のうちの１つまたは複数に基づき、それらの
臨床的重要性に関して評価してもよい。バリアントまたはバリアントの組合せが、腎線維
症または関連する病状を呈さない対象よりもそれを呈する対象からの核酸においてより頻
繁に生じることが報告されているかまたは公知である場合、腎線維症に少なくとも潜在的
に罹りやすいと考えられる。バリアントまたはバリアントの組合せが、腎線維症を有する
個体に排他的にまたは優先的に伝達されることが報告されているかまたは公知である場合
、腎線維症に少なくとも潜在的に罹りやすいと考えられる。逆に、バリアントが両方の集
団で同様の頻度で認められる場合、腎線維症の発症と関連する可能性は低い。
【０２１５】
　バリアントまたはバリアントの組合せが、このタンパク質またはこの生体系の機能を測
定するのに適切な実験用モデルシステムにおいて、タンパク質または生体系の機能に対し
て全体的に有害な影響を有することが報告されているかまたは公知である場合、およびこ
のバリアントまたはバリアントの組合せが、目的の症候群および／または疾患と関連する
ことが公知の１つまたは複数の遺伝子に影響を与える場合、目的の症候群および／または
疾患を少なくとも潜在的に患いやすいと考えられる。例えば、バリアントまたはバリアン
トの組合せが、タンパク質または核酸の配列および／または構造に対して予測される影響
に基づいて、タンパク質または遺伝子発現に対して全体的に有害な影響を有する（すなわ
ち、ナンセンス突然変異、フレームシフト突然変異、またはスプライス部位突然変異、ま
たは更にミスセンス突然変異をもたらす）ことが予測される場合、およびこのバリアント
またはバリアントの組合せが、腎線維症および／または関連する病状と関連することが公
知である１つまたは複数の遺伝子に影響を与える場合、目的の症候群および／または疾患
に少なくとも潜在的に罹りやすいと考えられる。
【０２１６】
　また、ある特定の実施形態では、バリアントの総数が重要な場合がある。被検試料にお
いて、少なくとも高い確率で腎線維症と関連するとして評価されたバリアントまたはいく
つかのバリアントが個々にまたは組合せで検出される場合、次いでその遺伝的材料におい
てこのバリアントまたはこれらのバリアントが検出された個体は、腎線維症に罹患してい
るかまたはそれを発症するリスクが高いとして診断することができる。
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【０２１７】
　例えば、本明細書における開示は、対象における腎線維症の存在またはそれを発症する
リスクの増加を診断するための方法を提供する。このような方法は、組織または体液の試
料から核酸を得ることを含んでいてもよい。方法は、核酸のシークエンシングを行うか、
または核酸のゲノム配置またはコピー数を判定し、核酸配列またはゲノム配置またはコピ
ー数において１つまたは複数のバリアントが存在するかどうかを検出することを更に含ん
でいてもよい。方法は、１つまたは複数のバリアントの臨床的重要性を評価するステップ
を更に含んでいてもよい。このような分析は、罹患した集団（すなわち、疾患を有する対
象）におけるバリアント配列の関連性の程度を評価することを含んでいてもよい。このよ
うな分析は、突然変異が遺伝子発現および／またはタンパク質機能に対して有し得る影響
の程度を分析することも含んでいてもよい。方法は、評価に基づいて、腎線維症の存在ま
たはそれを発症するリスクの増加を診断することも含んでいてもよい。
【０２１８】
　以下の例は、開示のある特定の態様を例示する役割を果たす。これらの例は限定を意図
するものではない。
【実施例】
【０２１９】
　（実施例１）
腎線維症に関するバイオマーカー
　本明細書において開示するバイオマーカーは、上記で検討した技術のいずれかを使用す
るか、または一部の場合では、以下に開示する非限定的なアッセイのうちの１つによって
測定してもよい。
トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦβ１）
【０２２０】
　トランスフォーミング増殖因子ベータ１は、サイトカインのトランスフォーミング増殖
因子ベータスーパーファミリーのポリペプチドメンバーである。それは、ＴＧＦβ１遺伝
子によってコードされる。それは、細胞の成長、増殖、分化およびアポトーシスの制御を
含む多くの細胞機能を行う分泌タンパク質である。ＴＧＦβ１は、イムノアッセイによっ
て測定することができる（例えば、Kropf et al., Clinical Chemistry, 1997, 43:1965-
74を参照のこと）。
ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）
【０２２１】
　ウロモデュリンは、タム－ホースフォール糖タンパク質（ＴＨＰ）としても公知であり
、ヒトでは、ＵＭＯＤ遺伝子によってコードされる糖タンパク質である。ウロモデュリン
は、尿中に排泄される最も豊富なタンパク質である。ウロモデュリンは、ＥＬＩＳＡ（例
えば、ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）または当技術分野において公
知の他の方法によって測定することができる。
結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）
【０２２２】
　結合組織増殖因子は、細胞外マトリックス関連ヘパリン結合タンパク質のＣＣＮファミ
リーのマトリックス細胞タンパク質である。ＣＴＧＦは、細胞接着および遊走、細胞増殖
および血管新生に重要な役割を有し、線維性疾患に関与する。ＣＴＧＦは、ＥＬＩＳＡ（
例えば、ＢｉｏＶｅｎｄｏｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｐｒ
ｏｄｕｃｔｓ）または当技術分野において公知の他の方法によって測定してもよい。
ＥＧＦＲ
【０２２３】
　表皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）は、ヒトにおける膜貫通型受容体タンパク質である。
ＥＧＦＲ発現レベルは、４～５ミクロンのＦＦＰＥ組織断片を使用した蛍光ｉｎ　ｓｉｔ
ｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）によって測定する。あるいは、発現は、血清、血
漿、尿、骨髄、血液、脳脊髄液、ＦＮＡ、または骨髄で測定してもよい。遺伝子突然変異
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分析は、リアルタイムＰＣＲ、単一塩基伸長および／またはＤＮＡシークエンシングを使
用して行う。遺伝子突然変異は、例えば、組織、血清、血漿または尿において判定するこ
とができる。
カドヘリン（ＣＤＨ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー（例えば、ＳＭＡＤ４）
　カドヘリン－１は、ＣＡＭ１２０／８０または上皮カドヘリン（Ｅ－カドヘリン）とし
ても公知であり、ＣＤＨ１遺伝子によってコードされるタンパク質である。ＣＤＨ１は、
ＣＤ３２４（分化クラスター３２４）としても表されており、腫瘍サプレッサーである。
【０２２４】
　ＳＭＡＤは、トランスフォーミング増殖因子ベータ（ＴＧＦ－Ｂ）スーパーファミリー
の受容体に関する主なシグナル伝達である構造的に類似しているタンパク質のファミリー
を含み、細胞の発達および成長を調節するために非常に重要である。３つの異なるサブタ
イプのＳＭＡＤ：受容体調節ＳＭＡＤ（ＲＳＭＡＤ）、共通パートナーＳＭＡＤ（Ｃｏ－
ＳＭＡＤ、および阻害性ＳＭＡＤ（Ｉ－ＳＭＡＤ）が存在する。Ｓｍａｄファミリーの８
つのメンバーは、これらの３つのグループの間で分けられる。２つの受容体調節ＳＭＡＤ
および１つのｃｏ－ＳＭＡＤのトリマーは、ある特定の遺伝子の発現を調節する転写因子
として作用する。
【０２２５】
　遺伝性がんと関連するこれらの遺伝子は、次世代シークエンシング分析によって調査す
る。更に、フランキング非コード領域の一部も調査する。包括的な欠失／重複テストは、
２０個の遺伝子に関してはマイクロアレイＣＧＨを使用して、ＣＨＥＫ２およびＰＭＳ２
遺伝子に関してはマルチプレックスライゲーション依存プローブ増幅（ＭＬＰＡ）によっ
て行う。このパネルで試験が行われる遺伝子は、ＡＰＣ、ＡＴＭ、ＡＸＩＮ２、ＢＬＭ、
ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＣＤＨ１、ＣＤＫＮ２Ａ、ＣＨＥＫ２、ＥＰＣ
ＡＭ、ＭＬＨ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６、ＭＵＴＹＨ、ＰＭＳ２、ＰＯＬＤ１、ＰＯＬＥ、
ＰＴＥＮ、ＳＭＡＤ４、ＳＴＫ１１およびＴＰ５３があり得る。または、追加の遺伝子（
例えば、ＳＭＡＤ２、ＳＭＡＤ３、ＳＭＡＤ７）を追加してもよい。臨床的に重要な所見
は、サンガーシークエンシングまたはｑＰＣＲによって確認される。結果は、ＡＣＭＧガ
イドラインおよびＨｕｍａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ（Ｈ
ＧＶＳ）が推奨する命名法を使用して報告する。
ガレクチン－１およびガレクチン－３
【０２２６】
　ガレクチン－およびガレクチン－３は、ＥＬＩＳＡまたは他の市販されているイムノア
ッセイシステムによって測定する。例えば、Alam et al., Kidney Int. Rep., 2018, 21:
103-111;Al-Obaidi et al.,FASEB J., 2019, 33:373-387;Tan et al., Diabetologia, 20
18, 61:1212-1219;de Boeret al., BMJ Open Diabetes Res. Care, 2017, Nov 14; 5(1):
e000461;Rebholz et al.,Kidney Int., 2018, 93:252-259;Martinez-Martinez et al., J
. Hypertens., 2018,36:368-376を参照されたい。
セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）
【０２２７】
　プラスミノーゲン活性化因子阻害剤－１（ＰＡＩ－１）は、内皮プラスミノーゲン活性
化因子阻害剤またはＳＥＲＰＩＮＥ１としても公知であり、ヒトにおいてＳＥＲＰＩＮＥ
１遺伝子によってコードされるタンパク質である。上昇したＰＡＩ－１は、血栓症および
アテローム性動脈硬化症に関するリスク因子である。ＰＡＩ－１は、組織プラスミノーゲ
ン活性化因子（ｔＰＡ）、ならびにプラスミノーゲンおよび線維素溶解の活性化因子であ
るウロキナーゼ（ｕＰＡ）の主要な阻害剤として機能するセリンプロテアーゼ阻害剤（セ
ルピン）である。それはセリンプロテアーゼ阻害剤（セルピン）タンパク質（ＳＥＲＰＩ
ＮＥ１）である。ＰＡＩ－１遺伝子は染色体７（７ｑ２１．３－ｑ２２）に位置するＳＥ
ＲＰＩＮＥ１である。プロモーター領域において４Ｇ／５Ｇとして公知である共通の多形
が存在する。５Ｇ対立遺伝子は、４Ｇよりも転写活性がわずかに低い。
メタロペプチダーゼ（ＭＭＰ２、ＭＭＰ７、およびＭＭＰ９）
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【０２２８】
　マトリックスメタロプロテイナーゼ（metallowproteinnase）（ＭＭＰ）ファミリーの
タンパク質は、通常の生理学的プロセス、例えば、胚発生、生殖、および組織リモデリン
グ、ならびに疾患プロセス、例えば、関節炎および転移において細胞外マトリックス（Ｅ
ＣＭ）の分解に関与する。大部分のＭＭＰは、細胞外プロテイナーゼによって切断された
場合に活性化される不活性プレタンパク質として分泌される。
【０２２９】
　ＭＭＰ－２（ＭＭＰ２遺伝子によってコードされる）を活性化するには、タンパク質分
解処理が必要である。膜１型ＭＭＰ（ＭＴ１－ＭＭＰ／ＭＭＰ１４）とメタロプロテイナ
ーゼ２の組織阻害剤との複合体は、細胞外環境から細胞表面にプロＭＭＰ２を動員する。
次いで、活性化には、ＭＴ１－ＭＭＰの活性分子および自己触媒的切断が必要である。イ
ンテグリン鎖をクラスター化すると、ＭＭＰ－２の活性化が促進される。
【０２３０】
　マトリックスメタロプロテイナーゼ－７（ＭＭＰ７遺伝子によってコードされる）は、
ヒトにおいてＭＭＰ７遺伝子によってコードされる酵素である。マトリックスメタロプロ
テイナーゼ（ＭＭＰ）ファミリーのタンパク質は、通常の生理学的プロセス、例えば、胚
発生、生殖、および組織リモデリング、ならびに疾患プロセス、例えば、関節炎および転
移において細胞外マトリックスの分解に関与する。ＭＭＰ－７は、プロテオグリカン、フ
ィブロネクチン、エラスチンおよびカゼインを分解する。ＭＭＰ７は創傷治癒に関与し、
腸粘膜においてディフェンシンの調節に関与している。
【０２３１】
　ＭＭＰ－９（ＭＭＰ９遺伝子によってコードされる）は、炎症、組織リモデリング、創
傷治癒、ならびに組織結合増殖因子およびサイトカイン動員のバイオマーカーである。そ
の発現は、異常なコラーゲン沈着と関連する。ＭＭＰ－９は、リウマチ性関節炎、冠動脈
疾患、慢性閉塞性肺疾患、多発性硬化症、喘息、およびがんを含む多くの臨床的病態の病
態形成の一因となる。ＭＭＰは不活性チモーゲンとして合成され、プロペプチドドメイン
の加水分解的切断によって酵素的に活性化される必要がある。ＭＭＰは、酵素結合免疫吸
着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ゲルザイモグラフィー、基質アッセイ、またはｉｎ　ｓｉｔ
ｕザイモグラフィーによって測定する。ゲルザイモグラフィーでは、タンパク質は、ゼラ
チンに埋め込まれた非還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを使用した電気泳動によって分離される
。分離した後、ＳＤＳをゲルから取り出し、ゲルを、酵素活性に必須の必須補因子を含有
する溶液に浸す。ゲル内のＭＭＰはゼラチンを消化し、クーマシーブルーで染色された後
、暗青背景上で透明バンドをもたらす。ｉｎ　ｓｉｔｕザイモグラフィーに関しては、組
織切片は蛍光基質ペプチドに浸される。蛍光基質は、組織切片に存在するＭＭＰ－９によ
って加水分解されるため、蛍光の損失は、蛍光背景上で黒い穴（ＡＢＣＡＭ）として認め
られる。
ネフリン（ＮＰＨＳ１）およびポドシン（ＮＰＨＳ２）
【０２３２】
　ネフリンは、ＮＰＨＳ１遺伝子によってコードされており、腎濾過バリアが適切に機能
するために必要なタンパク質である。ポドシンはＮＰＨＳ２遺伝子によってコードされる
。腎濾過バリアは、有窓内皮細胞、糸球体基底膜、および上皮細胞の有足細胞からなる。
ネフリンは、スリットダイアフラムの構造的構成成分である膜貫通タンパク質であり、有
足細胞の先端にある。ＮＰＨＳ１は、８つの遠位ＩｇＧ様ドメインおよび１つの近位フィ
ブロネクチンＩＩＩ型ドメインを含む細胞外ドメイン、膜貫通ドメインならびに短い細胞
内ドメインを有する。ＮＰＨＳ１分子は、ホモ親和性相互作用とヘテロ親和性相互作用の
両方を示す。ヘテロ親和性相互作用パートナーの中でも、スリットダイアフラムタンパク
質、例えばＩＲＲＥ様タンパク質１（ＫＩＲＲＥＬ、ネフリン様タンパク質１、ＮＥＰＨ
１）、ＫＩＲＲＥＬ３（ＮＥＰＨ２）およびＫＩＲＲＥＬ２（ＮＥＰＨ３）のＫｉｎがス
リットダイアフラム構造を安定化させることを示した。細胞内ポドシン（ＮＰＨＳ２）、
ＣＤ２関連タンパク質（ＣＤ２ＡＰ）ならびにＩＱＧＡＰ、ＭＡＧＩ、ＣＡＳＫおよびス
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ペクトリンなどのアドヘレンス（adherins）ジャンクション関連タンパク質は、全てＮＰ
ＨＳ１と相互作用する。ネフリンは、スリットダイアフラム自体の分子構造を組織化する
うえで主要な役割を果たしている場合があり、その結合パートナーを介してアクチン細胞
骨格に結合している。ＮＰＨＳ１またはＮＰＨＳ２の変異は、ＤＮＡシークエンシングに
よって検出することができ、重度の蛋白尿の早期の発症および末期の腎疾患への急速な進
行をもたらし得る。
シグナル伝達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）
【０２３３】
　シグナル伝達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３遺伝子によってコードされる）は、ＳＴＡ
Ｔタンパク質ファミリーのメンバーである。サイトカインおよび増殖因子に応答して、Ｓ
ＴＡＴ３は受容体関連ヤヌスキナーゼ（ＪＡＫ）によってリン酸化され、ホモまたはヘテ
ロダイマーを形成し、細胞核へ移行し、転写活性化因子として作用する。ＳＴＡＴ３にお
ける突然変異（Mutatation）は、遺伝子ＳＴＡＴ３の全てをコードするヌクレオチドに加
えて、保存されたドナーおよびアクセプタースプライス部位、ならびに典型的には、５’
および３’ＵＴＲにおける２０個のフランキングヌクレオチドをカバーする各コードエク
ソンの上流および下流にある少なくとも２個、典型的には、２０個のフランキングイント
ロンヌクレオチドをＤＮＡシークエンシングすることによって検出される。
細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１）
【０２３４】
　ＣＤ５４（分化クラスター５４）としても公知であり、ＩＣＡＭ１遺伝子によってコー
ドされるＩＣＡＭ－１（細胞間接着分子１）は、ヒトにおいてＩＣＡＭ１遺伝子によって
コードされるタンパク質である。ＩＣＡＭ－１は、免疫グロブリンスーパーファミリーの
メンバーである。この細胞表面糖タンパク質は、典型的には、内皮細胞および免疫系細胞
上に発現し、ＣＤ１１ａ／ＣＤ１８またはＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８型のインテグリンに結合
する。ＩＣＡＭ－１は、イムノアッセイ（例えば、Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
ｓ）によって測定することができる。
インターロイキン６（ＩＬ６）
【０２３５】
　ＩＬ６遺伝子によってコードされるインターロイキン６（ＩＬ－６）は、炎症促進性サ
イトカインと抗炎症物質マイオカインの両方として作用するインターロイキンである。ヒ
トでは、ＩＬ６遺伝子によってコードされる。インターロイキン６は、Ｔ細胞およびマク
ロファージによって分泌され、例えば感染中および炎症を引き起こす組織損傷後の免疫応
答を刺激する。ＩＬ－６は、感染症との闘いにおいても役割を果たす。更に、骨芽細胞は
ＩＬ－６を分泌し、破骨細胞形成を刺激する。多くの血管の中膜における平滑筋細胞も、
炎症促進性サイトカインとしてＩＬ－６を生成する。ＩＬ－６の抗炎症性サイトカインと
しての役割は、ＴＮＦ－アルファおよびＩＬ－１に対するその阻害効果、およびＩＬ－１
ｒａおよびＩＬ－１０の活性化を通して介在される。ＩＬ－６は、発熱および急性期応答
の重要なメディエーターである。血液脳関門を通過し、視床下部においてＰＧＥ２の合成
を開始し、体温の設定値を変更することができる。筋肉および脂肪組織では、ＩＬ－６は
、エネルギーの移行を刺激し、それが体温上昇につながる。ＩＬ－６は、病原体関連分子
パターン（ＰＡＭＰ）と称される特定の微生物分子に応答したマクロファージによって分
泌される場合があり、筋肉収縮に応答して上昇するマイオカイン（筋肉から産生されるサ
イトカイン）とも考えられている。ＩＬ６は、生物学的アッセイ（例えば、Nordan et al
., Curr. Protoc. Immunol., 2001を参照のこと）によって、またはＥＬＩＳＡによって
測定することができる。
血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）
【０２３６】
　血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）は、血管透過因子（ＶＰＦ）としても公知であり、３４
から４５キロダルトンのホモ二量体であるヘパリン結合糖タンパク質である。ＶＥＧＦは
、内皮細胞に特異的な、強力な血管新生、マイトジェン、および血管透過強化活性を有す
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る。ＶＥＧＦは、創傷治癒、排卵、月経、血圧の維持、および妊娠を含むいくつかの生理
学的プロセスにおいて重要な役割を果たすと考えられている。ＶＥＧＦは、関節炎、乾癬
、黄斑変性症、および糖尿病性網膜症を含む血管新生を伴う多数の病理学的プロセスとも
関連している。また、ＶＥＧＦを含む血管新生促進因子の腫瘍発現は、多数のヒトがんに
おいて進行した腫瘍の進行と関連している。ＶＥＧＦは、酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）
を使用して血清において測定することができる。
インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）
【０２３７】
　ＩＬ１Ｂ遺伝子によってコードされるインターロイキン１ベータ（ＩＬ１β）は、ヒト
においてＩＬ１Ｂ遺伝子によってコードされるサイトカインタンパク質である。インター
ロイキン－１（ＩＬ－１）に関しては２つの遺伝子：ＩＬ－１アルファおよびＩＬ－１ベ
ータが存在する。ＩＬ－１β前駆体は、細胞質ゾルのカスパーゼ１（インターロイキン１
ベータコンバターゼ）によって切断され、成熟ＩＬ－１βを形成する。ＩＬ－１βはサイ
トカインのインターロイキン１ファミリーのメンバーである。このサイトカインは、プロ
タンパク質として活性化マクロファージによって産生され、これはカスパーゼ１（ＣＡＳ
Ｐ１／ＩＣＥ）によってその活性型へとタンパク質分解的にプロセシングされる。このサ
イトカインは、炎症応答の重要なメディエーターであり、細胞増殖、分化、およびアポト
ーシスを含むさまざまな細胞活性に関与する。ＩＬ－１βの産生が増加すると、多数の異
なる自己炎症性症候群が生じる。ＩＬ－１ベータは、ＲＩＡまたは他のイムノアッセイに
よって測定することができる（例えば、Endres et al., Clin. Immunol Immunopathol., 
1988, 49:424-38を参照のこと）。
Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）
【０２３８】
　ケモカイン（Ｃ－Ｃモチーフ）リガンド２（ＣＣＬ２遺伝子によってコードされる）は
、単球走化性タンパク質１（ＭＣＰ１）および小誘導性サイトカインＡ２とも称される。
ＣＣＬ２は、ＣＣケモカインファミリーに属する小サイトカインである。ＣＣＬ２は、単
球、記憶Ｔ細胞、および樹状細胞を、組織損傷または感染症のいずれかによって生じた炎
症部位へ動員させる。糸球体腎炎のモデルにおいて抗ＣＣＬ２抗体を投与すると、マクロ
ファージおよびＴ細胞の浸潤が減少し、半月体形成、ならびに瘢痕および腎障害が減少す
る。ＣＣＬ２プロモーター領域内のＣｐＧ部位の低メチル化は、血液血清中のＣＣＬ２レ
ベルを増加させる高レベルの血液グルコースおよびＴＧによる影響を受ける。後者は、２
型糖尿病の血管合併症において重要な役割を果たす。ＣＣＬ２は、ＥＬＩＳＡ（Ｃｉｓｂ
ｉｏ）によって測定することができる。
肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）
【０２３９】
　肝細胞増殖因子は、ＨＧＦ遺伝子によってコードされ、細胞成長、細胞運動性、および
形態形成を調節する。肝細胞増殖因子は、間葉細胞によって分泌され、主に上皮由来の細
胞に対して多機能性サイトカインとして作用する。有糸分裂誘発、細胞運動性、およびマ
トリックス浸潤を刺激するためのその能力は、血管新生、腫瘍形成、および組織再生にお
いて中心的な役割を果たす。肝細胞増殖因子は、ＥＬＩＳＡによって測定することができ
る（Yamanougchi et al., Resp. Med., 1998, 92:273-278）。
コルチコステロンおよびアルドステロン
【０２４０】
　コルチコステロンは、血清の凍結された試料からＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって測定する。
アルドステロンは、血清または血漿からＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって測定し；試料は凍結す
る必要はない。
ＡＤＡＭメタロプロテイナーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）
【０２４１】
　ＡＤＡＭメタロペプチダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）は、ＴＡＣＥ（腫瘍壊死因
子α－変換酵素）とも呼ばれ、ディスインテグリンおよびメタロプロテイナーゼのＡＤＡ
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Ｍタンパク質ファミリーに属する７０－ｋＤａの酵素である。定量的ＰＣＲは、ＡＤＡＭ
１７のｍＲＮＡレベルを測定するために使用してもよい。ＥＬＩＳＡはＡＤＡＭ１７タン
パク質レベルを測定するために使用してもよい。
フィブロネクチン１（ＦＮ１）
【０２４２】
　フィブロネクチンは、インテグリンと呼ばれる膜貫通受容体タンパク質に結合する細胞
外マトリックスの高分子量（約４４０ｋＤａ）の糖タンパク質である。フィブロネクチン
は、他の細胞外マトリックスタンパク質、例えばコラーゲン、フィブリン、およびヘパラ
ン硫酸プロテオグリカン（例えばシンデカン）にも結合する。
クルッペル様因子１５（ＫＬＦ１５）
【０２４３】
　クルッペル様因子１５は、クルッペル様因子ファミリーのＫＬＦ１５遺伝子によってコ
ードされるタンパク質（proten）である。その以前の表記であるＫＫＬＦは、腎臓富化ク
ルッペル様因子を表す。発現レベルは、リアルタイムＰＣＲによって測定してもよい（例
えば、Mallipattu et al., J. Biol. Chem, 2012, 287:19122-35を参照のこと）。
核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）
【０２４４】
　核因子ＮＦ－カッパー－Ｂｐ１０５サブユニットは、ヒトにおいてＮＦＫＢ１遺伝子に
よってコードされるタンパク質である。１０５ｋＤタンパク質は、２６Ｓプロテアソーム
によって同時翻訳のプロセシングを受け、５０ｋＤのタンパク質を産生する場合がある。
１０５ｋＤタンパク質はＲｅｌタンパク質特異的転写阻害剤であり、５０ｋＤのタンパク
質はＮＦ－カッパーＢタンパク質複合体のＤＮＡ結合サブユニットである。活性化ＮＦ－
κＢは、核へ移行し、さまざまな生物学的機能に関与する遺伝子の発現を刺激し；２００
個を超える公知の遺伝子が、特定の条件下でさまざまな細胞型におけるＮＦ－κＢの標的
である。ＮＦ－κＢの不適切な活性化は、多数の炎症性疾患と関連しており、同時にＮＦ
－κＢの持続的な阻害は、不適切な免疫細胞の発達または細胞成長の遅延につながる。核
因子カッパーＢサブユニット１は、リアルタイムＰＣＲによって測定することができる。
核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）
【０２４５】
　この遺伝子は、制限された標的細胞内の塩および水分バランスに対するアルドステロン
の作用を介在するミネラルコルチコイド受容体をコードする。タンパク質は、ミネラルコ
ルチコイド応答エレメントに結合するリガンド依存性転写因子として機能して、標的遺伝
子を転写活性化する。この遺伝子における変異は、常染色体優性偽性低アルドステロン症
Ｉ型という尿中の塩の浪費によって特徴付けられる障害をもたらす。この遺伝子における
欠陥は、妊娠中の重度の増悪を伴う早期発症高血圧とも関連する。
　（実施例２）
実施形態
【０２４６】
　本開示は、以下の非限定的な実施形態を参照することによってより理解することができ
る。
【０２４７】
　Ａ．１．個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するための方法であっ
て、
個体から生物学的試料を得るステップと；
生物学的試料中の、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするか
もしくはその発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそ
こにおける突然変異を測定することと
を含む方法。
【０２４８】
　Ａ．２．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）ま
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たはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２４９】
　Ａ．３．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうち
の少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の
方法。
【０２５０】
　Ａ．４．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増
殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方
法。
【０２５１】
　Ａ．５．バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプ
チダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ
２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体
（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレ
クチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１
）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペ
ル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ
９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポデ
ィシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）
、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝
達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ
１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方
法。
【０２５２】
　Ａ．６．測定することが、タンパク質を測定することを含む、先行および／または後続
する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２５３】
　Ａ．７．測定することが、核酸配列または発現を分析することを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２５４】
　Ａ．８．生物学的試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血
漿を含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２５５】
　Ａ．９．測定することが、イムノアッセイを含む、先行および／または後続する実施形
態のいずれか一項に記載の方法。
【０２５６】
　Ａ．１０．測定することが、フローサイトメトリーを含む、先行および／または後続す
る実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２５７】
　Ａ．１１．測定することが、質量分析または液体クロマトグラフィータンデムマススペ
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クトロメトリー（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を含む、先行または後続する実施形態のいずれか一
項に記載の方法。
【０２５８】
　Ａ．１２．バイオマーカーのうちの少なくとも５つを測定することを含む、先行および
／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２５９】
　Ｂ．１．個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを識別する方法であって、正
常対照と比較して、腎線維症を有するかまたはそれに罹患した個体において発現が増加し
たまたは低下したバイオマーカーを識別することを含む方法。
【０２６０】
　Ｂ．２．個体における腎線維症の存在またはそれに対する感受性を検出するための方法
であって、
個体から生物学的試料を得るステップと；
バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくはその発現を
調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこにおける突然変異
を測定するステップと；
生物学的試料中の、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするか
もしくはその発現を調節する核酸の量もしくはそこにおける突然変異を、バイオマーカー
に関する対照値と比較することと
を含む方法。
【０２６１】
　Ｂ．３．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）ま
たはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２６２】
　Ｂ．４．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうち
の少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の
方法。
【０２６３】
　Ｂ．５．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増
殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方
法。
【０２６４】
　Ｂ．６．バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプ
チダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ
２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体
（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレ
クチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１
）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペ
ル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ
９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポデ
ィシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）
、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリー
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メンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝
達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ
１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方
法。
【０２６５】
　Ｂ．７．測定することが、タンパク質を測定することを含む、先行および／または後続
する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０２６６】
　Ｂ．８．測定することが、核酸配列または発現を分析することを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０２６７】
　Ｂ．９．生物学的試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血
漿を含む、先行および／または後続する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０２６８】
　Ｂ．１０．測定することが、イムノアッセイを含む、先行および／または後続する実施
形態のいずれかに記載の方法。
【０２６９】
　Ｂ．１１．測定することが、フローサイトメトリーを含む、先行および／または後続す
る実施形態のいずれかに記載の方法。
【０２７０】
　Ｂ．１２．測定することが、質量分析または液体クロマトグラフィータンデムマススペ
クトロメトリーを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０２７１】
　Ｂ．１３．バイオマーカーのうちの少なくとも５つを測定することを含む、先行および
／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０２７２】
　Ｃ．１．個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するための組成物であ
って、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくはその
発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこにおける突
然変異を測定する試薬を含む組成物。
【０２７３】
　Ｃ．２．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）ま
たはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれか一項に記載の組成物。
【０２７４】
　Ｃ．３．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうち
の少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の
組成物。
【０２７５】
　Ｃ．４．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増
殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の組
成物。
【０２７６】
　Ｃ．５．バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプ
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チダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ
２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体
（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレ
クチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１
）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペ
ル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ
９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポデ
ィシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）
、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝
達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ
１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の組
成物。
【０２７７】
　Ｃ．６．測定することが、タンパク質を測定することを含む、先行および／または後続
する実施形態のいずれかに記載の組成物。
【０２７８】
　Ｃ．７．測定することが、核酸配列または発現を分析することを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれかに記載の組成物。
【０２７９】
　Ｃ．８．生物学的試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血
漿を含む、先行および／または後続する実施形態のいずれかに記載の組成物。
【０２８０】
　Ｃ．９．測定することが、イムノアッセイを含む、先行および／または後続する実施形
態のいずれかに記載の組成物。
【０２８１】
　Ｃ．１０．測定することが、フローサイトメトリーを含む、先行および／または後続す
る実施形態のいずれかに記載の組成物。
【０２８２】
　Ｃ．１１．測定することが、質量分析または液体クロマトグラフィータンデムマススペ
クトロメトリー（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を含む、先行および／または後続する実施形態のい
ずれかに記載の組成物。
【０２８３】
　Ｃ．１２．バイオマーカーのうちの少なくとも５つを測定するための、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれかを含む組成物。
【０２８４】
　Ｃ．１３．少なくとも１つの試薬が、検出可能な部分で標識されている、先行および／
または後続する実施形態のいずれかを含む組成物。
【０２８５】
　Ｄ．１．個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するための試薬を含む
キットであって、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするかも
しくはその発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこ
における突然変異を測定する試薬；および使用するための取扱説明書を含むキット。
【０２８６】
　Ｄ．２．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）ま
たはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれか一項に記載のキット。
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【０２８７】
　Ｄ．３．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうち
の少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の
キット。
【０２８８】
　Ｄ．４．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増
殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載のキ
ット。
【０２８９】
　Ｄ．５．バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプ
チダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ
２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体
（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレ
クチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１
）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペ
ル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ
９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポデ
ィシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）
、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝
達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ
１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載のキ
ット。
【０２９０】
　Ｄ．６．測定することが、タンパク質を測定することを含む、先行および／または後続
する実施形態のいずれかに記載のキット。
【０２９１】
　Ｄ．７．測定することが、核酸配列または発現を分析することを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれかに記載のキット。
【０２９２】
　Ｄ．８．生物学的試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血
漿を含む、先行および／または後続する実施形態のいずれかに記載のキット。
【０２９３】
　Ｄ．９．測定することが、イムノアッセイを含む、先行および／または後続する実施形
態のいずれかに記載のキット。
【０２９４】
　Ｄ．１０．測定することが、フローサイトメトリーを含む、先行および／または後続す
る実施形態のいずれかに記載のキット。
【０２９５】
　Ｄ．１１．測定することが、質量分析または液体クロマトグラフィータンデムマススペ
クトロメトリー（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を含む、先行および／または後続する実施形態のい
ずれかに記載のキット。
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【０２９６】
　Ｄ．１２．バイオマーカーのうちの少なくとも５つを測定するための、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれかを含むキット。
【０２９７】
　Ｄ．１３．少なくとも１つの試薬が、検出可能な部分で標識されている、先行および／
または後続する実施形態のいずれかを含むキット。
【０２９８】
　Ｅ．１．個体において腎線維症と関連するバイオマーカーを検出するためのシステム。
【０２９９】
　Ｅ．２．バイオマーカーを含むと考えられる試料を提供するためのステーション；必要
に応じて、試料中の他の構成成分からバイオマーカーを分離するためのステーション；バ
イオマーカーの量を測定するためのステーション；および試料中のバイオマーカーの存在
または量を判定するための結果を分析するためのステーションを含む、先行および／また
は後続する実施形態のいずれかに記載のシステム。
【０３００】
　Ｅ．３．ステーションのうちの少なくとも１つが、コンピューターによって自動化され
ているかおよび／または制御されている、先行および／または後続する実施形態のいずれ
かに記載のシステム。
【０３０１】
　Ｅ．４．測定が、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするか
もしくはその発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそ
こにおける突然変異を測定することを含む、先行および／または後続する実施形態のいず
れかに記載のシステム。
【０３０２】
　Ｅ．５．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）ま
たはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれか一項に記載のシステム。
【０３０３】
　Ｅ．６．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうち
の少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の
システム。
【０３０４】
　Ｅ．７．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増
殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載のシ
ステム。
【０３０５】
　Ｅ．８．バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプ
チダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ
２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体
（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレ
クチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１
）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペ
ル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ
９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポデ
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ィシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）
、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝
達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ
１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載のシ
ステム。
【０３０６】
　Ｅ．９．ハウスキーピング遺伝子が、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼ
である、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法、組成物、キ
ットまたはシステム。
【０３０７】
　Ｅ．１０．測定することが、タンパク質を測定することを含む、先行および／または後
続する実施形態のいずれかに記載のシステム。
【０３０８】
　Ｅ．１１．測定することが、核酸配列または発現を分析することを含む、先行および／
または後続する実施形態のいずれかに記載のシステム。
【０３０９】
　Ｅ．１２．生物学的試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または
血漿を含む、先行および／または後続する実施形態のいずれかに記載のシステム。
【０３１０】
　Ｅ．１３．測定することが、イムノアッセイを含む、先行および／または後続する実施
形態のいずれかに記載のシステム。
【０３１１】
　Ｅ．１４．測定することが、フローサイトメトリーを含む、先行および／または後続す
る実施形態のいずれかに記載のシステム。
【０３１２】
　Ｅ．１５．測定することが、質量分析または液体クロマトグラフィータンデムマススペ
クトロメトリー（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を含む、先行および／または後続する実施形態のい
ずれかに記載のシステム。
【０３１３】
　Ｅ．１６．バイオマーカーのうちの少なくとも５つを測定するための、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれかを含むシステム。
【０３１４】
　Ｆ．１．腎線維症を発症しているかまたはそれに対する感受性が強い個体を処置する方
法であって、正常対照と比較して腎線維症において発現が増加したまたは低下したバイオ
マーカーを識別することを含む、腎線維症を有しているかまたはそれに罹患した個体にお
いて腎線維症と関連するバイオマーカーを識別することを含む方法。
【０３１５】
　Ｆ．２．腎線維症を発症しているかまたはそれに対する感受性が強い個体を処置する方
法であって、
個体から試料を得ることと；
試料中の、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくは
その発現を調節する核酸（例えばゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ）の量もしくはそこにおけ
る突然変異を測定することと；
試料中の、バイオマーカーの量、および／またはバイオマーカーをコードするかもしくは
その発現のうちの少なくとも１つの発現を調節する核酸の量もしくはそこにおける突然変
異を、バイオマーカーに関する対照値と比較することと；
個体における遺伝子発現と対照値との間の差が、個体が、腎線維症を発症している場合が
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あるか（すなわち、その存在を診断されるか）、または発症することに対する感受性が強
い（すなわち、そのリスクが高い）ことを示す場合に、腎線維症に関して個体を処置する
かまたは腎線維症が発症する速度を減少させることと
を含む方法。
【０３１６】
　Ｆ．３．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）ま
たはメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）のうちの少なくとも１つを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０３１７】
　Ｆ．４．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、またはＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）のうち
の少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の
方法。
【０３１８】
　Ｆ．５．バイオマーカーが、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ１）、
メタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、結合組織増
殖因子（ＣＴＧＦ）、またはＣ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ２）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方
法。
【０３１９】
　Ｆ．６．バイオマーカーが、コルチコステロン、アルドステロン、ＡＤＡＭメタロペプ
チダーゼドメイン１７（ＡＤＡＭ１７）、Ｃ－Ｃモチーフケモカインリガンド２（ＣＣＬ
２）、カドヘリン１（ＣＤＨ１）、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、表皮増殖因子受容体
（ＥＧＦＲ）、フィブロネクチン１（ＦＮ１）、ガレクチン－１（ＬＧＡＬＳ１）、ガレ
クチン－３（ＬＧＡＳ３）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ１
）、インターロイキン１ベータ（ＩＬ１Ｂ）、インターロイキン６（ＩＬ６）、クルッペ
ル様因子１５（ＫＬＦ１５）、マトリックスメタロペプチダーゼ２（ＭＭＰ２）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ７（ＭＭＰ７）、マトリックスメタロペプチダーゼ９（ＭＭＰ
９）、核因子カッパーＢサブユニット１（ＮＦＫＢ１）、ネフリン（ＮＰＨＳ１）、ポデ
ィシン（ＮＰＨＳ２）、核受容体サブファミリー３グループＣメンバー２（ＮＲ３Ｃ２）
、セルピンファミリーＥメンバー１（ＳＥＲＰＩＮＥ１）、ＳＭＡＤファミリーメンバー
２（ＳＭＡＤ２）、ＳＭＡＤファミリーメンバー３（ＳＭＡＤ３）、ＳＭＡＤファミリー
メンバー４（ＳＭＡＤ４）、ＳＭＡＤファミリーメンバー７（ＳＭＡＤ７）、シグナル伝
達転写活性化因子３（ＳＴＡＴ３）、トランスフォーミング増殖因子ベータ１（ＴＧＦＢ
１）、ウロモデュリン（ＵＭＯＤ）、または血管内皮増殖因子Ａ（ＶＥＧＦＡ）のうちの
少なくとも１つを含む、先行および／または後続する実施形態のいずれか一項に記載の方
法。
【０３２０】
　Ｆ．７．測定することが、タンパク質を測定することを含む、先行および／または後続
する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０３２１】
　Ｆ．８．測定することが、核酸配列または発現を分析することを含む、先行および／ま
たは後続する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０３２２】
　Ｆ．９．生物学的試料が、体液または組織生検、無細胞核酸、血液、尿、血清または血
漿を含む、先行および／または後続する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０３２３】
　Ｆ．１０．測定することが、イムノアッセイを含む、先行および／または後続する実施
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【０３２４】
　Ｆ．１１．測定することが、フローサイトメトリーまたは質量分析または液体クロマト
グラフィータンデムマススペクトロメトリー（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）を含む、先行および／
または後続する実施形態のいずれかに記載の方法。
【０３２５】
　Ｆ．１２．バイオマーカーのうちの少なくとも５つを測定する、先行および／または後
続する実施形態のいずれか一項に記載の方法。
【０３２６】
　Ｇ．１．バイオマーカーのうちの少なくとも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個、または全てを測定する、先行および／また
は後続する実施形態のいずれかに記載の方法、組成物、キットまたはシステム。
【０３２７】
　Ｇ．２．測定が、少なくとも１つの正規化（例えば、ハウスキーピング）遺伝子の測定
を含んでいてもよい、先行および／または後続する実施形態のいずれかに記載の方法、組
成物、キットまたはシステム。
【０３２８】
　他の文書、例えば特許、特許出願、特許刊行物、学術誌、書籍、論文、ウェブコンテン
ツに対する参照および引用を、本開示全体にわたって行っている。全てのこのような文書
は、その全体が全ての目的に関して参照により本明細書に組み込まれるものとする。本明
細書において記載されるもののさまざまな改良物および等価物が、本明細書において挙げ
る科学文献および特許文献への言及を含むこの文献の全内容から当業者であれば明らかに
なるであろう。本明細書における主題は、そのさまざまな実施形態およびこれらの等価物
における本開示の実施に適合することができる情報、例示およびガイダンスを含む。
【図１】 【図２】
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