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(57)【要約】
本発明の実施形態は、一般的には、腎機能の特徴を決定
する方法に関する。具体的には、いくつかの実施形態で
は、患者の尿試料中に含有される小胞から単離された腎
臓関連マーカーＲＮＡが定量化される。いくつかの実施
形態においては、尿小胞からの定量化されたＲＮＡを正
常集団と比較し、また、いくつかの実施形態においては
、患者と比較して、腎機能を経時的に評価する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＲＮＡに関連する小胞を含む尿の第一試料を患者から採取すること；
　前記小胞を前記第一試料から捕捉すること；
　前記小胞を溶解させて、腎機能に関連するＲＮＡを含む前記小胞関連ＲＮＡを放出させ
ること；
　前記腎機能に関連するＲＮＡを定量化すること；および
　前記患者からの前記腎機能に関連するＲＮＡの量を、正常な腎機能を有する個体からの
対応するＲＮＡの量と比較すること、
を含む、腎機能の特徴を決定する方法であって、前記患者と前記個体との間の前記腎機能
に関連するＲＮＡの量の差が、前記患者の腎機能の変化を示す、方法。
【請求項２】
　前記小胞を前記試料から捕捉することは、前記尿を濾過することを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　前記濾過により、前記小胞がフィルター上に捕集される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記小胞が前記フィルター上に捕集されている間に、前記溶解が行われる、請求項３に
記載の方法。
【請求項５】
　細胞残屑を除去するために前記試料を遠心することをさらに含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項６】
　前記遠心が、前記小胞を捕捉することよりも前に行われる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記小胞を捕捉することは、前記遠心した尿の上清を濾過することをさらに含む、請求
項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記定量化することは、ＰＣＲを用いて前記ＲＮＡを増幅することを含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
　前記腎機能が、腎臓損傷に起因して変化する、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記腎臓損傷が、糸球体に対する損傷、内皮に対する損傷、近位尿細管に対する損傷、
ヘンレ係蹄に対する損傷、遠位尿細管に対する損傷、集合管に対する損傷、および尿管に
対する損傷の１つ以上を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記腎機能が、腎臓に入る血流または腎臓から出る血流の変化に起因して変化する、請
求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記腎機能が、疾患に起因して変化する、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記疾患が、慢性腎疾患、急性腎不全、糖尿病性腎症、糸球体腎炎、糸球体硬化症、巣
状分節性糸球体硬化症、膜性腎症、微小変化群、ならびにアテローム性動脈硬化症、高血
圧、心血管疾患、肥満症、高コレステロール血症、糖尿病、膠原病、自己免疫疾患、およ
び感染症などの他の疾患に続発する腎疾患、からなる群より選択される、請求項１２に記
載の方法。
【請求項１４】
　前記腎機能が、前記患者への薬理学的物質の投与に起因して変化する、請求項１に記載
の方法。
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【請求項１５】
　前記薬理学的物質が、疾患を治療するために前記患者へと投与される、請求項１４に記
載の方法。
【請求項１６】
　前記腎機能に関連するＲＮＡは、腎臓の特定の領域から採取されたものである、請求項
１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記腎機能に関連するＲＮＡが、腎臓の特定の領域の機能に関連する、請求項１に記載
の方法。
【請求項１８】
　前記腎臓の特定の領域が糸球体を含む、請求項１６または請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記腎臓の特定の領域が近位尿細管を含む、請求項１６または請求項１７に記載の方法
。
【請求項２０】
　前記腎臓の特定の領域が遠位尿細管を含む、請求項１６または請求項１７に記載の方法
。
【請求項２１】
　前記腎機能に関連するＲＮＡがポドシンをコードする、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記腎機能に関連するＲＮＡが、ＳＬＣ１２Ａ１、ＵＭＯＤ、およびアルブミンからな
る群より選択される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記腎機能に関連するＲＮＡがＡＱＰ９をコードする、請求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
　前記腎機能に関連するＲＮＡが、ＳＬＣ１２Ａ１、ＵＭＯＤ、ｖＷＦ、ＭＭＰ１、ＭＭ
Ｐ３、ＳＬＣ２２Ａ６、ＳＬＣ２２Ａ８、ＳＬＣ２２Ａ１２、ポドシン、キュビリン、Ｌ
ＲＰ２、ＡＱＰ９、およびアルブミンからなる群より選択される、請求項１に記載の方法
。
【請求項２５】
　前記腎機能に関連するＲＮＡがＳＬＣ１２Ａ１である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記小胞が、
　（ａ）前記尿の第一試料の少なくとも一部を小胞捕捉デバイスの試料装填領域中へ装填
すること；
　（ｂ）前記尿を前記試料装填領域から前記小胞捕捉デバイス中のガラス様材料を含む小
胞捕捉材料を通過させ、上清を得ること；ならびに
　（ｃ）前記上清を前記小胞捕捉デバイスの試料受け取り領域へと通過させることおよび
その上清を捨てること、
を含む方法により単離される、請求項１に記載の方法であって、
　前記通過の結果として前記小胞捕捉材料上または前記小胞捕捉材料中の前記尿試料から
の前記小胞の捕捉がもたらされ、それにより前記小胞が捕捉される、方法。
【請求項２７】
　前記小胞捕捉材料が、前記材料の複数の層を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記小胞捕捉材料の前記複数の層が、ガラス繊維の、少なくとも第一層および第二層を
含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　工程（ｂ）が、直径が約１．６ミクロン以上である前記生体試料からの材料を捕捉する
ために、前記生体液を、前記ガラス繊維の第一層を通過させることを含む、請求項２６に
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記載の方法。
【請求項３０】
　工程（ｂ）が、直径の最小サイズが約０．６ミクロン～約０．８ミクロンであり、かつ
、最大サイズが１．６ミクロン未満である小胞を捕捉するために、前記生体液を、前記ガ
ラス繊維の第二層を通過させることをさらに含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項３１】
　細胞残屑およびＲＮＡに関連する小胞を含む尿の試料を患者から採取すること；
　前記小胞を前記細胞残屑から分離すること；
　前記小胞を溶解させて、腎機能に関連するＲＮＡを含む溶解物を得ること；ならびに
　前記腎機能に関連するＲＮＡを定量化すること
　を含む、核酸に基づき腎機能の変化を検出する方法であって；
　尿中に通常みられる量と比較した、前記尿試料からの前記ＲＮＡの量の増加または減少
が、前記患者における変化した腎機能と相関する、方法。
【請求項３２】
　ＲＮＡに関連する小胞を含む少なくとも２つの尿の試料を患者から採取すること；
　前記小胞を前記試料から捕捉すること；
　前記小胞を溶解させて、腎機能に関連するＲＮＡおよび腎機能に応じて変化しないＲＮ
Ａを含む前記小胞関連ＲＮＡを放出させること；
　前記腎機能に関連するＲＮＡおよび前記腎機能に応じて変化しないＲＮＡを定量化する
こと；ならびに
　前記患者からの前記腎機能に関連するＲＮＡの量と腎機能に応じて変化しないＲＮＡの
量との間の割合を決定すること、
　を含む、腎機能の特徴を決定する方法であって、
　前記２つ以上の尿試料の間の割合における差が、前記患者の腎機能の変化を示す、方法
。
【請求項３３】
　前記腎機能に応じて変化しないＲＮＡが、ベータ－アクチンまたはベータ－２－ミクロ
グロブリンのいずれか１つである、請求項３２に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連案件
　本出願は、２０１０年６月１１日に提出された米国仮出願第６１／３５４，０９８号の
利益を主張するものであり、この仮出願は、参照によりその全体が本明細書に組み入れら
れるものとする。
【０００２】
発明の背景
発明の分野
　本開示は、腎機能の特徴を決定する方法に関する。いくつかの実施形態は、腎疾患の診
断に関し、より具体的には、本開示は、腎機能の特徴を決定するために、小胞中に含まれ
る腎臓関連ＲＮＡを定量化することにより特徴を決定するという分野に関する。
【背景技術】
【０００３】
関連技術の記載
　多くの場合、医師は、患者の症状、病歴、および身体検査の結果を解釈して、最初の診
断を導く。医学的検査は、最初の診断の確認または変更の、欠かせない部分である。現在
、健康な患者には存在しない生化学的パターンまたは以前に採取した患者試料から変化し
た生化学的パターンから疾患を決定するために、患者から抽出された血液に対していくつ
かの診断医学的検査が行われている。これらの検査では、一般に血漿または血清が利用さ
れ、例えば電解質、尿素、クレアチニン、およびグルコースが測定される。他の検査では
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、血漿タンパク質、例えばアルブミン、免疫グロブリン、フィブリノーゲン、および制御
タンパク質などが測定される。さらに他の検査では、他の生物学的化合物、例えばチアミ
ン、リボフラビン、ナイアシン、ビタミンＢ６、葉酸、ビタミンＤ、ビオチン、鉄、なら
びに凝固因子である第Ｖ因子、および第Ｘ因子などが測定される。
【０００４】
　同様に、腎機能を評価するという状況では、腎機能を調べるために、機能的腎臓によっ
て除去されるべき老廃物質（例えばクレアチニンおよび尿素など）の血漿中濃度または電
解質の濃度の測定が行われることが多い。しかしながら、血中尿素およびクレアチニンレ
ベルは、多くの場合、全腎機能のうちのかなりの量（例えば４０％以上）が失われるまで
、正常な範囲を超えて上昇することはない。腎機能を評価するために、糸球体濾過率（Ｇ
ＦＲ）または薬理学的マーカー化合物の浄化値の評価が用いられることもある。また、腎
機能を評価するために、２４時間の尿試料の分析が用いられることもある。別の腎機能の
予後マーカーは、尿における上昇したレベルのタンパク質であるタンパク尿である。尿中
のタンパク質（例えばアルブミンなど）の増加する量は、腎臓損傷の進行的に増加する量
および関連する機能喪失を示す。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　しかしながら、これらの診断検査は、典型的には、抗体に基づく検査（一般にはＥＬＩ
ＳＡ）であり、これらは感度に限界があることがある。低いアッセイ標的濃度範囲におけ
る疑わしいアッセイ精度と、疾患の早期段階における、おそらく低いレベルのクレアチニ
ン（または他のアッセイ標的）との組み合わせにより、早期疾患段階での診断がなされな
いおそれがある。加えて、特定の診断検査では、血液または他の流体試料からマーカーを
同定するために、化学反応（例えば比色変化）が採用される。こうした検査も、上述した
のと同様の制限により影響を受けることがある。よって、損なわれた腎機能の早期検出お
よび／または診断を可能にする、腎機能を評価するための、感度がよく正確かつ再現性の
ある診断検査が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
概要
　これらの必要性に基づき、本明細書において、ＲＮＡに関連する小胞を含む尿の試料を
患者から採取すること、前記小胞を前記試料から捕捉すること、前記小胞を溶解させて、
腎機能に関連するＲＮＡを含む前記小胞関連ＲＮＡを放出させること、前記腎機能に関連
するＲＮＡを定量化すること；および前記患者からの前記腎機能に関連するＲＮＡの量を
、正常な腎機能を有する個体からの対応するＲＮＡの量と比較することを含む、腎機能の
特徴を決定する方法であって、前記患者と前記個体との間の前記腎機能に関連するＲＮＡ
の量の差が、前記患者の腎機能の変化を示す方法、が提供されている。
【０００７】
　いくつかの実施形態においては、前記小胞を前記試料から単離することは、前記尿を濾
過することを含む。いくつかの実施形態においては、前記濾過により、前記小胞がフィル
ター上に捕集される。いくつかの実施形態においては、前記小胞が前記フィルター上に捕
集されている間に、前記溶解が行われる。
【０００８】
　いくつかの実施形態においては、前記方法は、細胞残屑を除去するために前記試料を遠
心することをさらに含む。一実施形態においては、前記遠心は、前記小胞を単離すること
よりも前に行われる。いくつかの実施形態においては、前記小胞を濃縮することは、前記
遠心した尿の上清を濾過することをさらに含む。
【０００９】
　いくつかの実施形態においては、定量化することは、ＰＣＲを用いて前記ＲＮＡを増幅
することを含む。
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【００１０】
　いくつかの実施形態においては、前記腎機能は、腎臓損傷に起因して変化する。いくつ
かの実施形態においては、前記腎臓損傷は、糸球体に対する損傷、内皮に対する損傷、近
位尿細管に対する損傷、ヘンレ係蹄に対する損傷、集合管に対する損傷、および尿管に対
する損傷のいずれか１つ以上を含む。
【００１１】
　いくつかの実施形態においては、前記腎機能に関連するＲＮＡは、ＳＬＣ１２Ａ１、Ｕ
ＭＯＤ、ｖＷＦ、ＭＭＰ１、ＭＭＰ３、ＳＬＣ２２Ａ６、ＳＬＣ２２Ａ８、ＳＬＣ２２Ａ
１２、ポドシン、キュビリン、ＬＲＰ２、ＡＱＰ９、およびアルブミンからなる群より選
択される。一実施形態においては、前記腎機能に関連するＲＮＡはＳＬＣ１２Ａ１である
。
【００１２】
　いくつかの実施形態においては、前記腎機能は、腎臓に入る血流または腎臓から出る血
流の変化に起因して変化する。いくつかの実施形態においては、前記腎機能は、疾患に起
因して変化する。いくつかの実施形態においては、前記疾患は、慢性腎疾患、急性腎不全
、糖尿病性腎症、糸球体腎炎、糸球体硬化症、巣状分節性糸球体硬化症、膜性腎症、微小
変化群、ならびにアテローム性動脈硬化症、高血圧、心血管疾患、肥満症、高コレステロ
ール血症、糖尿病、膠原病、自己免疫疾患、および感染症などの他の疾患に続発する腎疾
患からなる群より選択される。
【００１３】
　いくつかの実施形態においては、前記腎機能は、前記患者への薬理学的物質の投与に起
因して変化する。いくつかの実施形態においては、前記薬理学的物質は、疾患を治療する
ために前記患者へと投与される。
【００１４】
　いくつかの実施形態においては、前記腎機能に関連するＲＮＡは、腎臓の特定の領域か
ら採取する。いくつかの実施形態においては、前記腎機能に関連するＲＮＡは、腎臓の特
定の領域の機能に関連する。いくつかの実施形態においては、前記腎臓の特定の領域は糸
球体を含む。いくつかの実施形態においては、前記腎臓の特定の領域は近位尿細管を含む
。いくつかの実施形態においては、前記腎臓の特定の領域は遠位尿細管を含む。
【００１５】
　いくつかの実施形態においては、前記小胞は、尿の第一試料の少なくとも一部を小胞捕
捉デバイスの試料装填領域中へ装填すること、前記尿を前記試料装填領域から前記小胞捕
捉デバイス中のガラス様材料を含む小胞捕捉材料を通過させ、上清を得ること、前記上清
を前記小胞捕捉デバイスの試料受け取り領域へと通過させること、およびその上清を捨て
ること、を含む方法であって、前記通過の結果として前記小胞捕捉材料上または前記小胞
捕捉材料中の前記尿試料からの前記小胞の捕捉がもたらされ、それにより前記小胞が捕捉
される方法により単離される。
【００１６】
　いくつかの実施形態においては、前記小胞捕捉材料は、前記材料の複数の層を含む。い
くつかの実施形態においては、前記小胞捕捉材料の前記複数の層は、ガラス繊維の、少な
くとも第一層および第二層を含む。いくつかの実施形態においては、直径が約１．６ミク
ロン以上である前記生体試料からの材料を捕捉するために、前記生体液を、前記ガラス繊
維の第一層を通過させる。いくつかの実施形態においては、直径の最小サイズが約０．６
ミクロン～約０．８ミクロンであり、かつ最大サイズが１．６ミクロン未満である小胞を
捕捉するために、前記生体液を前記ガラス繊維の第二層を通過させる。
【００１７】
　ＲＮＡに関連する小胞を含む少なくとも２つの尿の試料を患者から採取すること、前記
小胞を前記試料から単離すること、前記小胞を溶解させて、腎機能に関連するＲＮＡおよ
び腎機能に応じて変化しないＲＮＡを含む前記小胞関連ＲＮＡを放出させること、前記腎
機能に関連するＲＮＡおよび前記腎機能に応じて変化しないＲＮＡを定量化すること；な
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らびに前記患者からの前記腎機能に関連するＲＮＡの量と腎機能に応じて変化しないＲＮ
Ａの量との間の割合を決定すること、を含む腎機能の特徴を決定する方法であって、前記
２つ以上の尿試料の間の割合における差が、前記患者の腎機能の変化を示す方法も、本明
細書において提供されている。
【００１８】
　一実施形態においては、前記腎機能に応じて変化しないＲＮＡは、ベータ－アクチンま
たはベータ－２－ミクログロブリンのいずれか１つである。
【００１９】
　いくつかの実施形態においては、細胞残屑およびＲＮＡに関連する小胞を含む尿の試料
を患者から採取すること、前記小胞を前記細胞残屑から分離すること、前記小胞を溶解さ
せて、腎機能に関連するＲＮＡを含む溶解物を得ること；ならびに前記腎機能に関連する
ＲＮＡを定量化することを含む、核酸に基づき腎機能の変化を検出する方法であって、尿
中に通常みられる量と比較した前記尿試料からの前記ＲＮＡの量の増加または減少が、前
記患者における変化した腎機能と相関する方法も提供されている。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１Ａ】尿量の分析を示す。
【図１Ｂ】尿量の分析を示す。
【図２Ａ】３人のドナーの尿試料からのＲＴ－ＰＣＲの結果を示す。
【図２Ｂ】３人のドナーの尿試料からのＲＴ‐ＰＣＲの結果を示す。
【図３Ａ】尿に対する、凍結－解凍サイクルの効果を示す。
【図３Ｂ】尿に対する、凍結－解凍サイクルの効果を示す。
【図３Ｃ】尿に対する、凍結－解凍サイクルの効果を示す。
【図４Ａ】尿ｍＲＮＡの経時的なモニタリングを示す。
【図４Ｂ】尿ｍＲＮＡの経時的なモニタリングを示す。
【図５Ａ】早朝尿試料とその後の試料からの蓄尿との比較を示す。
【図５Ｂ】早朝尿試料とその後の試料からの蓄尿との比較を示す。
【図５Ｃ】早朝尿試料とその後の試料からの蓄尿との比較を示す。
【図５Ｄ】早朝尿試料とその後の試料からの蓄尿との比較を示す。
【図５Ｅ】早朝尿試料とその後の試料からの蓄尿との比較を示す。
【図５Ｆ】早朝尿試料とその後の試料からの蓄尿との比較を示す。
【図６Ａ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図６Ｂ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図６Ｃ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図６Ｄ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図６Ｅ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図６Ｆ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図６Ｇ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図６Ｈ】対照群および（血清クレアチニン濃度に基づいて分けられた）移植後の患者の
２つの群における、陽性に検出された腎臓機能関連ｍＲＮＡの発現の比較を示す。
【図７Ａ】データ分析のための代替正規化スキームを示す。アルブミンの発現に正規化し
たｍＲＮＡ発現データを示す。
【図７Ｂ】データ分析のための代替正規化スキームを示す。アルブミンの発現に正規化し
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たｍＲＮＡ発現データを示す。
【図７Ｃ】データ分析のための代替正規化スキームを示す。アルブミンの発現に正規化し
たｍＲＮＡ発現データを示す。
【図７Ｄ】ベータ－アクチンの発現に正規化したｍＲＮＡ発現データを示す。
【図７Ｅ】ベータ－アクチンの発現に正規化したｍＲＮＡ発現データを示す。
【図７Ｆ】ベータ－アクチンの発現に正規化したｍＲＮＡ発現データを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
詳細な説明
一般
　医師の診断は、典型的には、現在の症状に基づくものであるのはもちろんのこと、患者
の病歴に基づくものでもある。基礎疾患の徴候を明らかにする可能性のある身体検査に加
え、最初の診断を確認するために、診断検査が発注されることもある。腎機能の評価によ
って、臓器の尿を産生する機能として、診断分析のための独特な状況が提供され、その結
果の構成は、血液中の化合物の濃度変化に伴って反映される。よって、腎機能は、尿およ
び／または血液の２種類の流体を用いて評価することができる。
【００２２】
　多くの診断検査は、流体中の特定のタンパク質を検出することに向けられたものである
。しかしながら、タンパク質に基づくアッセイは、特定の標的濃度では効率的であるもの
の、低い標的濃度では、感度の不足に悩まされる可能性がある。核酸検出に基づく診断技
術は、より高い度合いの感度を多くの場合において提供する、タンパク質検出に対する代
替法を提供する。核酸は、血液または尿試料から得られる細胞から単離することができる
が、細胞外にも存在する。本明細書において開示されているいくつかの実施形態は、患者
尿試料中に存在する小胞に関連するＲＮＡの単離に向けられたものであるが、いくつかの
実施形態においては、通常は血液または血漿中にみられるＲＮＡ（および関連マーカー）
を、尿試料から単離する。いくつかの実施形態においては、これらの血液によって運ばれ
るマーカーは、腎臓の正常な血液濾過機能を損なってきた腎臓の損傷または疾患に起因し
て尿中に存在する。
【００２３】
　腎機能の喪失は本質的に進行性であり、機能喪失または疾患のいくつかのマーカーは、
その疾患が十分に確立されるまで、伝統的な診断法では検出されないことがある。こうし
た場合には、その腎疾患が進行するにつれて予後は次第に悪くなる。したがって、腎疾患
の早期検出はより容易な治療体制につながり、あるいは患者の転帰の有意な改善にもつな
がる可能性がある。よって、腎疾患または機能喪失の早期段階の検出および特徴決定にお
いて現在用いられている診断検査に対する、より感度のよい代替法が必要とされている。
【００２４】
小胞関連ＲＮＡ
　本明細書において開示されているいくつかの実施形態においては、患者体液の試料から
のＲＮＡの捕捉および疾患および／または組織特異的マーカーについてのそのＲＮＡのそ
の後の分析のための方法が提供されている。いくつかの実施形態において当該方法は、Ｒ
ＮＡに関連する小胞の、患者尿試料からの単離を含む。他の実施形態においては、小胞は
、血漿、血清、脳脊髄流体、痰、唾液、粘液、涙等から得る。多くの診断検査は、小量の
患者流体試料を使用することを中心に設計され、またいくつかの実施形態においては、少
量（例えば１５～５０ｍＬの尿）を用いる。しかしながら、いくつかの実施形態では、大
量の患者尿が容易に利用可能であるため、特に有利である。
【００２５】
　いくつかの実施形態においては、患者から採取した尿の試料を、腎臓および／または腎
機能に関連する核酸について評価する。以下で記載されているように、いくつかの実施形
態においては、これらの核酸は小胞関連である。いくつかの実施形態においては、検出さ
れる核酸は、腎疾患および／または機能を示すものである。いくつかの実施形態において
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は、これは、これらの核酸は通常は尿中に存在しないからである。いくつかの実施形態に
おいては、検出される核酸は、これらの核酸が正常な腎機能を有することが分かっている
個体の集団（例えば対照群）に比べてより大きいまたはより小さい濃度で患者尿試料中に
存在することから、腎疾患および／または機能を示すものである。いくつかの実施形態に
おいては、（例えば治療または疾患の進行に対する患者の応答をモニターするために）尿
を回収し、経時的に核酸を評価する。
【００２６】
　種々の実施形態に従って、ｍＲＮＡを定量化するための種々の方法を用いるが、これら
にはノーザンブロット分析、ＲＮＡｓｅ保護アッセイ、ＰＣＲ、核酸配列に基づく増幅、
分岐ＤＮＡ増幅、およびＤＮＡまたはＲＮＡマイクロアレイ分析が含まれる。加えて、い
くつかの実施形態においては、クロマチン免疫沈降を核酸配列決定と組み合わせてタンパ
ク質・核酸相互作用を同定するチップ・シークエンシングを用いて、小胞関連ＲＮＡを分
析してもよい。
【００２７】
　ＲＮＡは、典型的には細胞内環境中に含有されるが、ＲＮＡは細胞外にも存在する。い
くつかの場合においては、ＲＮＡは裸である（例えば、封じ込められていないか、または
、別の構造若しくは化合物と関連しない）。ＲＮＡを分解するＲＮＡｓｅは、いくつかの
病態において、例えば特定の癌において、上昇することが知られている。血漿、血清また
は尿などの細胞外環境は、かなりの量のＲＮＡｓｅを含有することが知られている。この
状況を考慮すると、細胞外ＲＮＡは、そのレベルが細胞内のメッセージの真のレベルを代
表してはいないかもしれないからというだけでなく、ＲＮＡの不安定性および質の悪さに
も起因して、細胞外試料の無意味な分解産物とみなされることが多い。しかしながら、い
くつかの場合においては、ＲＮＡは、細胞外小胞に関連する。いくつかの実施形態におい
ては、腎疾患／機能の診断および特徴決定は、患者試料（例えば尿）から単離した、ＲＮ
Ａを含有する小胞からの特異的ＲＮＡ種の検出および定量化により行われる。いくつかの
実施形態においては、こうした小胞はフィルター上に捕集され、それにより小胞からのＲ
ＮＡ抽出が可能となる。
【００２８】
　細胞外環境における速い速度のＲＮＡ分解に起因して、従来の理解では、多くの組織は
診断の標的として適した細胞外ＲＮＡを産生することができないが、これは、かかるＲＮ
Ａが検出のための鋳型として用いられるより前に分解されるであろうためである、という
ことが示唆される。しかしながら、本出願人は期せずして、細胞外ＲＮＡは、本明細書に
おいて開示されている方法のうちのいくつかに従って評価する場合には、患者尿試料中の
細胞外小胞からの腎機能または疾患を反映する腎臓特異的マーカーの検出を有利に可能に
する、ということを発見した。
【００２９】
　細胞外ＲＮＡは、膜粒子（大きさが５０～８０ｎｍの範囲）、エキソソーム（大きさが
５０～１００ｎｍの範囲）、エキソソーム様小胞（大きさが２０～５０ｎｍの範囲）、お
よび微小胞（大きさが１００～１０００ｎｍの範囲）のいずれか１つ以上の異なるタイプ
に関連することが多い。いくつかの実施形態においては、これらの小胞は単離および／ま
たは濃縮され、それにより高ＲＮＡｓｅ細胞外環境にもかかわらず小胞関連ＲＮＡが保持
される。いくつかの実施形態においては、これらの技術では、診断法の感度を上昇させる
ために、質の高いＲＮＡの、この予期せぬ供給源が利用された。
【００３０】
　いくらかのＲＮＡは小胞関連である、との認識の後でさえ、多くのＲＮＡ精製技術は、
小胞関連ＲＮＡを効率的に捕捉および保持するよう適合されることはなかった。多くの場
合、試料を遠心により密度勾配で分離し、試料の非細胞部を分画する。いくつかの場合に
おいては、この後には、小胞の沈降またはペレット成形を生じさせるための、高速遠心が
続く。こうしたアプローチは時間のかかるものであり、また、本明細書において開示され
ている特定の実施形態において用いられている形式と比べると、高価でかつ特殊化された
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機器を要する可能性がある。さらには、いくつかの場合においては、ＲＮＡは超遠心に伴
う高い圧力によって損傷を受ける可能性がある。いくつかの実施形態においては、本明細
書に記載されている方法は、速く、安価で、再現性が高く、また、繰り返される測定間で
の変動性が低い。さらに、いくつかの実施形態は、それらがＲＮＡ分解の危険を冒すよう
な冗長なプロトコルを必要としないという点で、特に有利である。
【００３１】
　いくつかの実施形態においては、本明細書に記載されている方法および装置では、種々
の大きさの小胞を捕捉するために種々のタイプのフィルターが採用される。いくつかの実
施形態においては、小胞の示差的（differential）捕捉は、タンパク質マーカーの表面発
現に基づいて行われる。特異的表面マーカーに対して反応性であるフィルター、例えば小
胞の表面のマーカーに結合する抗体に結合するフィルターなどを有することにより、特異
的なタイプの小胞または異なる起源の小胞が単離される。いくつかの実施形態においては
、当該マーカーは、独特な小胞タンパク質またはペプチドである。また、いくつかの病態
においては、当該マーカーは特定の修飾を含んでいてもよく、それらは、いくつかの実施
形態においては、特定の小胞を単離するために用いられる。修飾としては、脂質、炭水化
物、および他の分子、例えばアシル化、ホルミル化、リポイル化、ミリストリル化、パル
ミトイル化、アルキル化、メチル化、イソプレニル化、プレニル化、アミド化、グリコシ
ル化、ヒドロキシル化、ヨウ素化、アデニル化、リン酸化、硫酸化、およびセレノイル化
、ユビキチン化など、の付加が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形
態においては、当該小胞マーカーには、例えば脂質、炭水化物、核酸、ＲＮＡ、ＤＮＡ等
の、非タンパク質が含まれる。
【００３２】
　いくつかの実施形態においては、表面マーカーに基づく小胞の特異的捕捉は、種々の捕
捉分子（例えば、種々の特異性を有する抗体）でコートしたプローブを患者尿試料中にデ
ィップすることによってそれぞれ異なるタイプの小胞を捕捉する、「ディップ・スティッ
ク」形式も可能にする。
【００３３】
腎臓の構造、機能、および疾患
　ヒトの腎臓は、通常、豆形の構造を有し、各腎臓は凹状表面と凸状表面とを有する。腎
門は、凹状表面であり、また、腎臓に腎動脈が入り、腎静脈と尿管とが出る箇所である。
腎臓の内部の解剖学的構造は、２つの主要構造（組織型）、腎皮質（表面領域）、および
腎髄質（より内部の領域）に分けられる。腎臓の機能単位であるネフロンは皮質と髄質と
にまたがる。ネフロンの最初の濾過部は、皮質中に位置する腎小体であり、その後に皮質
から髄質深くへと通過する腎尿細管が続く。
【００３４】
　腎小体は、血液を濾過して尿を形成する際の最初の工程を行う糸球体と糸球体を取り囲
むボーマン嚢とを含む。ほとんどの他の毛細血管床とは対照的に、糸球体は、細静脈とい
うよりも、むしろ輸出細動脈へと流し込み、その結果として、糸球体における高い逆圧が
もたらされる。この糸球体における高圧力は、血液中の流体および可溶性材料が毛細血管
から押し出されてボーマン嚢へと入る限外濾過に役立つ。この高い圧力は、特定の病態で
は、腎臓損傷につながる可能性もある。例えば、糖尿病においては、血液中における比較
的大きな溶質であるグルコースのレベルの上昇は、糸球体への物理的損傷を引き起こすこ
とがある。上昇したグルコースレベルは、腎臓に入る血流の速度を上昇させて、濾過糸球
体にさらなる負荷をかけ、血圧を上昇させると思われるため、この最初の損傷は、さらな
る高血中グルコース期間によりさらに悪化する可能性がある。
【００３５】
　糸球体を通過した後、濾液は、近位尿細管、ヘンレ係蹄、遠位曲尿細管、および集合管
を通過する。要するに、これらの解剖学的構造は、皮質から髄質への濃度勾配を生じさせ
る機能を果たし、これにより濾液からの水の再吸収が可能となり、これにより排出のため
の濃縮尿が作り出される。
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【００３６】
　腎臓は、泌尿器系の必須の要素であり、また、恒常性機能、例えば電解質の制御、酸塩
基バランスの維持、および血圧の制御などを提供するものでもある。腎臓の機能とは、お
おまかに言えば、血液を濾過すること、種々の毒素、代謝老廃物を分泌すること、ならび
に／または特定の栄養素、アミノ酸、および水を再吸収することである。健康な腎臓は、
毎日約１８０リットルの濾液から約２リットルの尿を生じることから、水の再吸収は重要
な機能である。加えて、腎臓は細胞外液量および血圧の制御を制御する、酸塩基バランス
および電解質濃度の制御に関与する。これらの多様な腎機能は、腎臓の濾過機能を通じて
、また内分泌系との統合を経て達成されるものである。腎臓は、種々のホルモン、とりわ
けレニン、アンジオテンシンＩＩ、アルドステロン、抗利尿ホルモン、および心房性ナト
リウム利尿ペプチドなどに応答性であるか、またはこれらを産生する。
【００３７】
　腎臓に関係する一般的な臨床的状態としては、腎炎症候群（具体的に、糸球体に対する
損傷）および腎炎症候群（一般的に、腎臓に対する損傷）、腎嚢胞、急性腎傷害、慢性腎
疾患、尿路感染症、腎石症（腎石）、ならびに尿路閉塞症が挙げられる。種々の腎臓の癌
が存在しており、これらに限定されるものではないが例えば腎細胞癌、ウィルムス腫瘍、
および腎細胞癌などが挙げられる。
【００３８】
　本明細書に記載されているいくつかの実施形態は、腎機能および／または疾患に関連す
るマーカーをハイスループットプロトコルにて迅速に評価することができるため有利であ
る。このような試料採取アプローチは、超遠心または他の特殊化したおよび／もしくは広
範な単離手順を必要とする伝統的な精製技術では難しい。いくつかの実施形態は、これら
に限定されるものではないが例えば慢性腎疾患、急性腎不全、糖尿病性腎症、糸球体腎炎
、糸球体硬化症、巣状分節性糸球体硬化症、膜性腎症、微小変化群、ならびに他の疾患、
例えばアテローム性動脈硬化症、高血圧、心血管疾患、肥満症、高コレステロール血症、
糖尿病、膠原病、および医薬または他の化合物により引き起こされる腎臓損傷などに続発
する腎疾患などを含む、種々の腎疾患（またはそれに関連する機能喪失）を診断および／
またはモニターするために用いられる。
【００３９】
　いくつかの実施形態においては、腎臓の脈管構造、特に腎血管の内皮に対する損傷を、
いくつかの実施形態における診断の標的である腎内皮細胞特異的ｍＲＮＡの評価によって
検出する。本発明のいくつかの実施形態においては、当該マーカーは、血液恒常性に関連
し、例えば内皮細胞マーカーであるフォン・ウィルブランド因子（ＶＷＦ）、トロンビン
、第ＶＩＩＩ因子、プラスミン、およびフィブリンなどである。フォン・ウィルブランド
因子は、内皮が損傷を受けた場合に放出されるといったような、血小板粘着のメディエー
ターである血漿糖タンパク質である。ＶＷＦは、血小板凝集、および血栓形成に関与する
。いくつかの実施形態においては、当該マーカーは、例えばウロモジュリンとしても知ら
れるタム・ホースフォール糖タンパク質（ＴＨＰ）、レニン、溶質キャリアトランスポー
ター（とりわけ、ＳＬＣ１２Ａ１、ＳＬＣ２２Ａ６、ＳＬＣ２２Ａ８、およびＳＬＣ２２
Ａ１２を含む）、ウロモジュリン関連腎疾患マーカー（ＵＭＯＤ）、オステオポンチン（
ＳＰＰ１）、およびアルブミン（ＡＬＢ）などの腎マーカー、または例えばマトリックス
メタロペプチダーゼ１（ＭＭＰ１）、およびマトリックスメタロペプチダーゼ３（ＭＭＰ
３）などの腎線維症マーカーであってもよい。
【００４０】
　いくつかの実施形態においては、尿小胞から単離されるマーカーＲＮＡは、腎臓癌を示
すものである。このようなマーカーとしては、いくつかの実施形態においては、胎児性癌
抗原（ＣＥＡ）、ムチン、アルファフェトプロテイン、チロシナーゼ、メラノーマ関連抗
原、および変異腫瘍タンパク質５３、ｐ２１、ＰＵＭＡ、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）また
はサイログロブリンが挙げられる。患者の尿小胞からの癌関連ＲＮＡのレベルを定量化し
、それを既知の健康な範囲または標準と比較することにより、腎臓癌の存在を検出するこ
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とができる。当該分野において公知の他の腎臓癌マーカーが、他の実施形態において用い
られる。
【００４１】
　本明細書において開示されている方法のいくつかの実施形態は、既存の診断方法および
モニタリング方法に勝る、予期せぬ利点を提供する。例えば、腎疾患のための診断検査の
いくつかは、典型的には針による臓器の穿刺を経て行われる腎生検を必要とする。生検技
術には、例えば制御不能な出血および感染など関連するリスクがある。本明細書に記載さ
れている方法は、腎疾患を示すかまたは腎機能を特徴づけるＲＮＡを非侵襲的に同定する
機会を提供する。よって、いくつかの実施形態は、意外にも遠隔試料採取および関連する
患者リスクの増加を伴わない腎臓の評価を可能にする。
【００４２】
　腎疾患を直接的に検出することに加え、本明細書において開示されている方法のいくつ
かの実施形態は、腎機能の喪失（またはその症状）を、腎臓特有ではないが腎臓に二次的
に影響を与える他の疾患と相関させるために用いられるため特に有利である。例えば、真
性糖尿病は高い血中グルコースレベルを特徴とするものであり、脂肪、タンパク質、およ
び炭水化物代謝の慢性的障害である。上記にて考察したように、血中グルコースレベルの
上昇は腎臓損傷および最終的な腎機能の低下につながることがある。いくつかの場合にお
いては、真性糖尿病は、１種類以上の心血管疾患の発生をもたらすか、または１種類以上
の心血管疾患に関連し、これにより腎臓損傷がさらに悪化するおそれがある。正常に機能
する代謝を有する健常人においては、インスリンは膵臓のベータ細胞により産生される。
その後のインスリン放出によって、細胞がグルコースを吸収するということが可能となる
。対照的に、病気の状態では細胞はグルコースを吸収せず、血液中に蓄積する。これは、
腎臓に対する損傷および／または合併症、ならびに例えば心血管疾患（冠動脈疾患、末梢
血管疾患、および高血圧）のような合併症につながることがある。糖尿病のタイプによっ
て、糖尿病を患っている患者は、十分なインスリンを産生しないか、または彼らの体が産
生しているインスリンに彼らの細胞が適切に応答しないかのいずれかである。多くの場合
、前糖尿病性の人々および／または糖尿病を患っている人々は、早期症状と共に生活して
いるが、それらの早期症状は彼らの生活または健康の他の局面に関連しているとして忘れ
られてしまう。例えば、食後の吐き気は、この症状が実際には血中グルコースレベルの上
昇に起因する場合であっても、胸やけとして無視される可能性がある。長期にわたるこう
した症状の無視は、実際の診断の前に、他の症状の中でもとりわけ極端な腎臓損傷につな
がる可能性がある。いくつかの実施形態においては、本明細書において開示されている方
法は、不可逆的腎臓損傷を既に受けるほど症状が重篤になる前に、糖尿病に起因する腎臓
損傷の早期マーカーを検出するために、定期身体検査において行うことができる。
【００４３】
　他の疾患によって、二次的な腎臓損傷がもたらされることがあるが、この腎臓損傷は、
いくつかの実施形態に従った尿小胞の分析により検出される。二次的腎臓損傷を引き起こ
すこのような疾患としては、例えば、テローム性動脈硬化症、高血圧、肥満症、高コレス
テロール血症、高リポタンパク質血症、高トリグリセリド血症、自己免疫疾患、感染症（
ウィルス性および／または細菌性）が挙げられる。
【００４４】
　例えば、いくつかの実施形態においては、腎臓に対する全身性疾患の影響の特徴を決定
する。そうした全身性疾患としては、全身性自己免疫疾患、例えば関節リウマチ、全身性
紅斑性狼瘡、グッドパスチャー症候群、ＩｇＡ腎症、および全身性硬化症など、が挙げら
れるが、これらに限定されない。これらの疾患は、患者の体に向けられた過剰な免疫応答
の結果として生じることが多い。腎臓損傷、疾患、または機能喪失を検出することは、特
に有益であり、いくつかの実施形態においては、これらの疾患のうちのいくつか（例えば
全身性紅斑性狼瘡など）は、体の細胞および組織に対する進行性の免疫攻撃を特徴とし、
それにより、例えば腎臓などの、進行的なより大きな損傷組織がもたらされるというもの
である。よって、いくつかの実施形態は、疾患過程の早期の穏やかな腎臓作用の検出が、
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より壊滅的な組織損傷の予防を助ける可能性があるため、有利である。
【００４５】
　いくつかの実施形態においては、体の他の部分における感染は腎疾患につながることが
ある。いくつかの実施形態において、本明細書において開示されている方法は、連鎖球菌
感染（例えば連鎖球菌咽頭炎）の後に生じ得る急性の連鎖球菌感染後糸球体腎炎（ＰＳＧ
Ｎ）を検出するために用いられる。いくつかの実施形態において、本明細書において開示
されている方法は、細菌性心内膜炎の結果として生じる腎疾患を検出するために用いられ
る。細菌性心内膜炎は心臓の内部の組織の感染症であるが、それに続く糸球体疾患にも関
連する。心内膜炎は、時には慢性腎疾患を引き起こす。加えて、いくつかの実施形態にお
いて、本明細書において開示されている方法は、ＨＩＶ感染の結果として生じる腎疾患を
検出するために用いられる。
【００４６】
　他の実施形態において、感染症の診断は、尿小胞中に存在する感染性因子からのＲＮＡ
またはＤＮＡの検出により達成される。いくつかの実施形態において、当該感染性因子は
、重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）関連コロナウィルス、インフルエンザ、およびＣ型
肝炎、Ａ型インフルエンザ、口蹄疫ウィルス、ヒトボカウィルス（ＨＢｏＶ）であっても
よく、またトリパノソーマ・ブルーセイのような寄生生物であってもよい。
【００４７】
　いくつかの実施形態においては、ハウスキーピング遺伝子産物もしくは構成的に発現す
る遺伝子産物、または基本的細胞機能のマーカーを、マーカーまたは対照として用いるこ
とができ、これらとしては例えばグリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼ、βア
クチン（ＡＣＴＢ）、およびβ２ミクログロブリン（Ｂ２Ｍ）が挙げられる。当該分野に
おいて公知の他のハウスキーピング遺伝子が、他の実施形態において用いられる。
【００４８】
　いくつかの実施形態においては、患者の腎臓の疾患および／または機能状態を経時的に
モニターする。いくつかの実施形態においては、尿の第一試料を患者から回収し、特異的
遺伝子（１または複数）についての小胞または粒子関連ＲＮＡのレベルを決定する。第二
試料またはその後の試料を、その患者から回収し、特異的ＲＮＡのレベルを決定する。よ
って、患者の腎臓における変化は、第一試料ＲＮＡレベルを第二試料ＲＮＡレベルと比較
することによって決定してもよく、またはこれら試料を対照または標準と比較することに
よって決定してもよい。いくつかの実施形態においては、第一および／または第二患者試
料の回収の前または後に、患者に薬が投与されていてもよい。いくつかの実施形態におい
ては、当該薬は、薬剤、栄養補助食品、ビタミン、免疫抑制剤、抗炎症剤、麻酔薬もしく
は鎮痛薬、幹細胞、移植片または腎臓移植であってもよい。いくつかの実施形態において
は、当該モニタリングは、患者の、例えばカロリー摂取量の減少などの栄養の変化、また
は増加した水分補給、または運動ルーチンの変化、または睡眠パターンの変化に関するも
のであってもよい。
【００４９】
方法論
　遊離の細胞外ＲＮＡは、ヌクレアーゼによって急速に分解され、このヌクレアーゼが、
当該ＲＮＡを潜在的に乏しい診断マーカーにしている。上述したように、いくらかの細胞
外ＲＮＡは、尿中にみられる粒子または小胞に関連する。ｍＲＮＡを含むこの小胞関連Ｒ
ＮＡは、尿における分解プロセスから保護される。微小胞は、ほとんどの細胞型から抜け
落ちるものであり、また細胞膜の断片からなるものである。微小胞は、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ
、マイクロＲＮＡ、およびタンパク質を含有するものであり、またそれらが抜け落ちる際
の起源となる細胞の組成を反映するものである。エキソソームは、広い範囲の哺乳類細胞
により分泌される小さな微小胞であり、また正常条件および病的条件の下で分泌される。
これらの小胞は、特定のタンパク質、ならびにｍＲＮＡおよびマイクロＲＮＡなどのＲＮ
Ａを含有する。また、エキソソームは腎臓によって尿中へ放出され得るので、それらの検
出は本明細書におけるいくつかの実施形態において記載されているように、診断ツールと
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して役立つ可能性がある。エキソソーム様小胞は、尿の他にも多くの体液にもみられ、と
りわけ血液、腹水、および羊水などが挙げられる。いくつかの実施形態では、核酸が評価
され、とりわけ低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、ｔＲＮＡ、および低分子活性化ＲＮＡ
（ｓａＲＮＡ）などが挙げられる。
【００５０】
　いくつかの実施形態においては、当該ＲＮＡは相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を作製するた
めの鋳型として用いられる。いくつかの実施形態においては、ｃＤＮＡはポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）を用いて増幅される。また、他の実施形態においては、核酸およびＲＮ
Ａの増幅はなんらかの適切な増幅技術、例えば核酸に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）もしくは
核酸のプライマー依存性連続増幅またはリガーゼ連鎖反応などによって達成されてもよい
。
【００５１】
　いくつかの実施形態においては、疾患は１種類以上のマーカーの発現を誘導するが、前
記マーカーをコードするｍＲＮＡの量により測定される。いくつかの実施形態においては
、尿を患者から回収し、そのまま評価する。他の実施形態においては、尿小胞をフィルタ
ー上に捕集することにより濃縮する。単離した小胞は、次いでそれら小胞からＲＮＡを放
出させるために溶解緩衝液と共にインキュベートするが、このＲＮＡはその後、例えば定
量的ＰＣＲなどの方法（または他の適切な増幅技術）で定量化されるｃＤＮＡの鋳型とし
て働く。いくつかの実施形態においては、患者小胞からの特異的マーカーＲＮＡのレベル
を、例えば健康な患者の集団からのＲＮＡレベル、または同じ患者からのより早い時点か
らのＲＮＡレベルもしくは同じ患者からの対照遺伝子などの所望の対照と比較する。
【００５２】
　いくつかの実施形態においては、１種類以上のマーカーをコードするｍＲＮＡのレベル
は、一人の患者において、疾患の有無に依存して有意に変化することとなる。これらのｍ
ＲＮＡレベルを決定するために、いくつかの実施形態においては、ｍＲＮＡを単離および
増幅するためのデバイスを用いて、ｍＲＮＡを含有する小胞を血漿から単離する。このデ
バイスの実施形態は、米国特許出願：第１０／７９６，２９８号、第１１／５２５，５１
５号、第１１／３７６，０１８号、第１１／８０３，５９３号、第１１／８０３，５９４
号、および第１１／８０３，６６３号により詳細に記載されており、これらのそれぞれは
参照によりその全体が本明細書に組み入れられるものとする。
【００５３】
　特定の実施形態には、マルチウェルプレートが含まれ、このマルチウェルプレートは複
数の試料運搬ウェル、それらのウェルの下の小胞捕捉フィルターおよびそのフィルターの
下の、固定化オリゴ（ｄＴ）を含有するｍＲＮＡ捕捉ゾーンを有する。特定の実施形態に
おいては、当該デバイスは真空箱をも有し、この真空箱は真空圧が印加される場合に尿が
当該試料運搬ウェルから当該小胞捕捉フィルターを通って引かれ、それにより小胞が捕捉
され、またそのフィルターを洗浄することにより非小胞尿中成分が除去されることが可能
となるよう、当該プレートと当該箱との間の封をするために当該フィルタープレートを受
けるよう適合されている。他の実施形態においては、試料ウェルを通っておよび小胞捕捉
フィルターを通って尿試料を引く他の手段、例えば遠心または陽圧などを用いる。当該デ
バイスのいくつかの実施形態においては、小胞は一緒になって層をなす複数のフィルター
膜上に捕捉される。いくつかの実施形態においては、その捕捉された小胞をその後溶解緩
衝液で溶解し、それによりその捕捉された小胞からｍＲＮＡを放出させる。その後、この
ｍＲＮＡは当該ｍＲＮＡ捕捉ゾーン中に固定化されたオリゴ（ｄＴ）にハイブリダイズす
る。いくつかの実施形態において用いられてもよい溶解緩衝液の組成に関するさらなる詳
細は、米国特許出願：第１１／３７６，０１８号中に記載されており、この特許出願は参
照によりその全体が本明細書に組み入れられるものとする。いくつかの実施形態において
は、ｃＤＮＡをオリゴ（ｄＴ）固定化ｍＲＮＡから合成する。いくつかの実施形態におい
ては、その後このｃＤＮＡを、疾患関連マーカーの増幅用に特異的に設計されたプライマ
ーでリアルタイムＰＣＲを用いて増幅する。このような実施形態において用いられるプラ
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イマーを表１に示す。いくつかの実施形態において用いられるＰＣＲ反応に関するさらな
る詳細も、米国特許出願：第１１／３７６，０１８号に記載されている。
【００５４】
【表１】

【００５５】
　当該ＰＣＲ反応の完了後、１種類以上のマーカーについてのｍＲＮＡ（検出された、Ｐ
ＣＲで増幅されたｃＤＮＡの量により表される）を定量化する。特定の実施形態において
は、定量化は、疾患マーカーをコードするｍＲＮＡの量を、基準値と比較することにより
算出される。いくつかの実施形態においては、当該基準値は、病気でない健康な患者にみ
られるｍＲＮＡの量である。他の実施形態においては、当該基準値はハウスキーピング遺
伝子の発現レベルである。特定のこのような実施形態においては、ベータ－アクチンまた
は他の適切なハウスキーピング遺伝子が、当該基準値として用いられる。また、当該分野
においてよく知られている多数の他のハウスキーピング遺伝子を、基準値として用いても
よい。他の実施形態においては、最終的な比較が、病気の患者からのマーカーの発現レベ
ルの、病気でない（対照）試料からの同じマーカーの発現レベルとの比較となるように、
ハウスキーピング遺伝子を補正因子として用いる。いくつかの実施形態においては、当該
ハウスキーピング遺伝子は、組織特異的遺伝子またはマーカー、例えば上記で検討したも
のなどである。さらに他の実施形態においては、当該基準値は、マーカーの定量化が絶対
数により表されるようにゼロである。いくつかの実施形態においては、病気の患者からの
１種類以上のマーカーの発現を、病気でない人からの１種類以上の他のマーカーの発現と
比較する割合が作成される。
【００５６】
　いくつかの他の実施形態においては、患者への薬剤の投与の前および／または後に、腎
マーカー発現を測定する。このような実施形態においては、（例えば腎疾患の治療におけ
る）薬剤化合物の有効性を予測するためか、または、その薬剤化合物のを副作用（例えば
腎機能に対する影響）をモニターするために、発現プロファイルを用いてもよい。いくつ
かの実施形態においては、モニターされる薬剤は、慢性腎疾患、急性腎不全、糖尿病性腎
症、糸球体腎炎、糸球体硬化症、巣状分節性糸球体硬化症、膜性腎症、微小変化群、アテ
ローム性動脈硬化症、高血圧、心血管疾患、肥満症、高コレステロール血症、糖尿病、膠
原病、癌、感染症、および／または免疫抑制疾患のいずれか１つ以上を治療するために投
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与されていてもよい。いくつかの実施形態においては、薬剤化合物は特色のあるｍＲＮＡ
プロファイルの発現を誘導することとなる。同様に、他の実施形態においては、薬剤は１
種類以上のマーカーを阻害し得る。いくつかのこのような実施形態においては、薬剤処理
の有効性を、特定の病態に関連するマーカーの消失によりモニターすることができる。
【００５７】
　いくつかの実施形態においては、本明細書に記載されている分析はヒト患者に適用可能
であり、一方いくつかの実施形態においては、これらの方法は動物に適用可能である（例
えば、獣医が診断する）。
【実施例】
【００５８】
　以下、限定する意味でというよりもむしろ例証としてみなされるべき以下の実施例を参
照しながら、具体的な実施形態を説明する。
【００５９】
実施例１－尿ＲＮＡ関連小胞の分析による腎機能の特徴の決定
　潜在的に大量の患者尿試料の入手のしやすさを考慮すると、診断試料として尿を使用す
るのは一般的である。現在のほとんどの診断検査では、腎機能または損傷もしくは疾患に
起因するその喪失の特徴を決定するために、尿中に排出される溶質が測定されるか、また
は尿生産速度が測定される。しかしながらここでは、ＲＮＡ種に関連する尿中に存在する
小胞の存在を利用して、高感度かつ特異的な腎機能の診断分析を腎臓特異的マーカーの単
離および増幅に基づいて行う。
【００６０】
方法
　３人の健康なドナーからのヒト尿試料（各３つずつ）を、真空圧を印加しながら（上述
したような）小胞捕捉フィルタープレートのフィルター膜に対して添加し、その後２００
０×ｇで５分間遠心を行った。遠心後、５０μＬの溶解緩衝液を各ウェルに加え、次いで
それを３７℃にて１０分間インキュベートして、小胞を溶解させた。当該溶解緩衝液に、
５ｎＭの標的遺伝子のリバースプライマーおよび／またはアンチセンスプライマーを追加
した。プライマー配列を表１に示す。当該溶解緩衝液には、所望により、対照として働く
合成ＲＮＡも追加した。次いで、このフィルタープレートを、９６ウェルオリゴ（ｄＴ）
固定化プレート（ＧＥＮＥＰＬＡＴＥ（登録商標））上に置き、小胞溶解物をこのＧＥＮ
ＥＰＬＡＴＥ（登録商標）へと移動させるために２，０００×ｇで５分間遠心した。遠心
後、このＧＥＮＥＰＬＡＴＥ（登録商標）を、オリゴ（ｄＴ）とｍＲＮＡのポリＡテール
との間のハイブリダイゼーションのために、冷蔵庫に一晩入れた。次いで、このＧＥＮＥ
ＰＬＡＴＥ（登録商標）を、１５０μＬの洗浄緩衝液（０．５Ｍ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　
Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．４）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）で６回洗浄した。１．２５ｍＭの各デオキ
シヌクレオシド三リン酸、４ユニットのｒＲＮａｓｉｎ、および８０ＵのＭＭＬＶ逆転写
酵素を追加した、３０μＬの逆転写緩衝液（５０ｍＭ　ＫＣｌ、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ（ｐＨ８．３）、５．５ｍＭ　ＭｇＣｌ2、０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０）を各ウェル
へ添加して、３７℃にて２時間でｃＤＮＡを合成した。
【００６１】
　次いで、このｃＤＮＡ溶液をｉＴａｑ　ＳＹＢＲ（バイオ・ラッド社、カリフォルニア
州ハーキュリーズ）を用いるリアルタイムＰＣＲに使用した。ｃＤＮＡの一部を、各０．
４ｍＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、およびｄＴＴＰ、５０Ｕ／ｍＬのｉＴａｑ　Ｄ
ＮＡポリメラーゼ、６ｍＭのＭｇ2+、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ、ＲＯＸリファレンス色
素、ならびに安定剤を含有する、等しい量の２×反応混合物と混合した。この混合物に、
順方向および逆方向の遺伝子特異的プライマーを追加した。蛍光がバックグラウンドレベ
ルを上回る閾値であるサイクル閾値（Ｃｔ）は、ＳＤＳソフトウェア（アプライドバイオ
システムズ社）を用いる分析により決定した。Ｃｔ値を使って、マーカーｍＲＮＡの元の
相対量を算出した。
【００６２】
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結果
　図１Ａに示されるように、対照遺伝子（β－アクチン、ＡＣＴＢ）および図１Ｂの腎臓
特異的遺伝子（溶質キャリアファミリー１２Ａ１（ＳＬＣ１２Ａ１、ナトリウム・カリウ
ム・塩化物トランスポーター））は、１００μＬの全尿から、用量依存的に検出された。
１００μＬと１０００μＬとの間（１０倍）のデルタＣｔは、およそ３（２3＝８倍）で
あった。これは、理論値の範囲内である。これらの結果が示しているのは、本明細書に記
載されている方法の実施形態によって、使用可能なＲＮＡは尿小胞から得ることができる
ということである。全粗尿を用いた場合は、細胞残屑が存在するため、各フィルタープレ
ートウェルに添加可能な最大尿量はおよそ１ｍＬであった。しかしながら、尿試料を当該
フィルタープレートに（ペレット細胞残屑に）加えるよりも前に、２０００×ｇで１５分
間遠心した場合には、２０ｍＬを超える上清をフィルタープレートに添加することができ
た（データ不掲載）。よって、大量の尿は容易に入手可能かつ処理可能であるため、いく
つかの実施形態は尿に対して特に有用である。
【００６３】
　したがって、これらの方法を用いて、さらなる腎マーカーを分析した。１ｍＬの患者尿
（各３つずつ）をフィルターウェルに添加し、遺伝子特異的プライマーを用いて、上述し
たように分析した。図２ＡにはデルタＣｔデータが示され、一方図２Ｂは％ＡＣＴＢへの
正規化後の同じデータを示す。それぞれの印は、各ドナーにおける３つずつの試料の平均
値を表す。図２Ａに示されているように、２つの対照遺伝子（ＡＣＴＢおよびβ２ミクロ
グロブリン（Ｂ２Ｍ））、ならびに腎臓特異的ＳＬＣ１２Ａ１、およびアルブミン（ＡＬ
Ｂ、肝臓特異的であるが、腎臓でも発現）は、同程度に定量化された。もう一つの腎臓特
異的遺伝子であるレニン（ＲＥＮ）および内皮細胞マーカーであるフォン・ウィルブラン
ド因子（ＶＷＦ）は、検出されなかった。これらの結果も、ＡＣＴＢの値により正規化し
た（図２Ｂ）。
【００６４】
　尿小胞から単離されたＲＮＡの質に対する、尿試料の凍結および解凍の影響を判定する
ために、非凍結尿と完全な凍結－解凍サイクルを経験した尿とを比較した。各タイプの尿
１ｍＬ（各３つずつ）を、上述したように分析した。図３Ａに示すように、凍結試料のＰ
ＣＲの結果は、非凍結新鮮尿試料の結果と類似していた。さらに、凍結－解凍サイクルの
回数は、ｍＲＮＡ分析に影響を与えなかった（図３Ｂ）。また、粗尿を、遠心して細胞分
画を除去しておいた尿と比較した。尿の２，０００×ｇ上清中のｍＲＮＡの量は、粗尿の
それよりもわずかに低かったが（図３Ｃ）、ｍＲＮＡは尿の非細胞分画中においてはっき
りと検出され、それにより尿の非細胞分画から単離された小胞はＲＮＡ分析に使用するこ
とができるということが示された。
【００６５】
　経時的に患者を正確にモニターする能力を実証するために、尿ｍＲＮＡの日々の変動を
、１人のドナーから５日間にわたって回収した尿試料を用いて分析した。回収した試料は
、直ちに－８０℃にて保存した。その後、試料を解凍して遠心した。５ｍＬの解凍尿の２
０００×Ｇ上清（各３つずつ）を、フィルタープレートに対して添加し、２つの対照遺伝
子（ＡＣＴＢおよびＢ２Ｍ）、ならびに４つの腎臓特異的遺伝子（ＳＬＣ１２Ａ１、ＡＬ
Ｂ、ＵＭＯＤ、およびＳＰＰ１）を定量化した。図４ＡはデルタＣｔデータを示し、一方
図４Ｂは％ＡＣＴＢに変換したＣｔ値を示す。
【００６６】
　ＳＬＣ１２Ａ１、ＡＬＢ、ＵＭＯＤ、ＳＰＰ１、ならびにＡＣＴＢ、およびＢ２Ｍのｍ
ＲＮＡは、すべての尿試料から絶えず検出されたが（図４Ａ）、一方他の遺伝子は検出さ
れなかった。ＳＬＣ１２Ａ１、ＡＬＢ、ＵＭＯＤ、ＳＰＰ１が、いくつかの実施形態にお
いて用いられるが、他の実施形態においては、個体および腎臓の状態によっては他のマー
カーが用いられる。当該経時的データは、腎臓特異的マーカー発現に日々の変動があった
ことを示していると思われ、これはおそらく腎機能の日周期的な変化を反映したものであ
る。
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【００６７】
　図５Ａ～５Ｆに示されるように、腎マーカー発現の経時的な決まった変化はなかったよ
うである。図５Ａ～５Ｆは、１つの早朝尿試料中の腎臓特異的マーカー発現を、その後の
試料からの蓄尿と比較したものを示している。統計的有意性はみられないが、いくつかの
実施形態においては、個体および評価されているマーカーによっては、遺伝子発現の経時
的な変化を検出することができる。
【００６８】
考察
　上記に提示されているデータは、患者尿試料中に存在する小胞から単離すれば、ＲＮＡ
は、単離でき、処理でき、そして首尾よく遺伝子発現を評価することができるということ
を示す。この実験において使用したマーカーの組織発現プロファイルの特徴を決定するた
めに、組織特異的な（体全体の）発現データを表２にまとめた。
【００６９】
【表２】

【００７０】
　表２に示されるように、ＡＣＴＢおよびＢ２Ｍはすべての組織にみられ、これらの遺伝
子がハウスキーピング対照遺伝子として機能したということが確認された。しかしながら
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、他の実施形態では、他のハウスキーピング遺伝子が用いられる。上記にて考察したよう
に、ｖＷＦ、ＭＭＰ１、およびＭＭＰ３は、これらの患者からの尿試料では検出されなか
った。しかしながら、これらの結果は、これらのｍＲＮＡの腎臓における低い発現レベル
（表２）によって部分的に説明される。しかしながら、他の患者または特定の病態／損傷
状態ではｖＷＦは検出されており、これは、腎臓におけるいくらかの内皮損傷を示すもの
である可能性がある。同様に、いくつかの実施形態においては、ＭＭＰ１および／または
ＭＭＰ３は尿中に検出されており、これは、これらのＭＭＰは両方とも結合組織中で高発
現する（表２）ことから、腎臓における線維性変化を示すものである可能性がある。評価
した腎臓特異的遺伝子（ＲＥＮ、ＳＬＣ１２Ａ１、ＳＬＣ２２Ａ６、ＳＬＣ２２Ａ８、Ｓ
ＬＣ２２Ａ１２、ＵＭＯＤ）のうち、ＳＬＣ１２Ａ１は、尿中でＡＣＴＢおよびＵＭＯＤ
よりも多く豊富に発現した（図２、４、５）。これらのデータは、いくつかの実施形態で
は、ＳＬＣ１２Ａ１は腎機能の高感度マーカーであるということを示唆する。ＳＬＣ１２
Ａ１は、腎臓のヘンレのループの太い上行脚の頂端膜および緻密斑においてみられる。こ
れは、太い上行脚において、ナトリウム・塩化物再吸収の程度が大きいことの説明となる
。さらに、これは、例えばフロセミドおよびブメタニドなどの特定の利尿薬、高血圧の治
療の際に用いられる薬剤に対して感度がある。よって、いくつかの実施形態においては、
ＳＬＣ１２Ａ１の発現の検出変化は、変化した塩バランス、降圧療法に起因する腎臓の機
能の変化または腎臓に対する損傷等を示すものである可能性がある。いくつかの実施形態
においては、これは、ＳＬＣ１２Ａ１の変化が、認識可能な症状があらわれるよりずっと
前に特定の治療に対するそれぞれの患者の感受性を同定するのを助ける可能性があるため
、特に有利である。よって、いくつかの実施形態においては、ＳＬＣ１２Ａ１発現のバリ
エーションは、特定の腎疾患、疾患の段階、および／または治療に対する応答性により様
々である（また、これらに相関し得る）。
【００７１】
　他の実施形態においては、投与されている治療薬または治療されている疾患に応じて、
他の腎マーカーが、同様にして用いられる。例えば、ＳＬＣ２２Ａ６はナトリウム依存性
、またＳＬＣ２２Ａ８はナトリウム非依存性トランスポーターおよび有機陰イオンのエク
スクレーター（excretor）であり、一方ＳＬＣ２２Ａ１２は血液中の尿酸塩のレベルを制
御する機能を果たす尿酸塩－陰イオン交換体である。（ＳＬＣ１２Ａ１に比べて）様々な
輸送機構を考慮すれば、尿におけるこれらのＳＬＣ２２Ａの検出は、いくつかの実施形態
においては、腎臓における他の分子病理学的変化を示す可能性がある。さらに、ＵＭＯＤ
は正常尿中において最も豊富なタンパク質である。いくつかの実施形態においては、ＵＭ
ＯＤの発現の変化は、正常な腎機能からの逸脱を示すものである。上記にて考察したよう
に、尿試料から単離された小胞中のＳＬＣ１２Ａ１および他の遺伝子の測定により、腎機
能の評価のための、速く正確かつシンプルな診断検査がもたらされる。
【００７２】
実施例２－移植後の腎機能を決定するための尿ＲＮＡ関連小胞の分析
　尿試料は、１０人の健康な成人のドナー（１人のドナーから３つの異なる試料、計１２
試料）および６８人の腎臓移植後の患者から採集した。移植後の患者を、血清クレアチニ
ンの値によってさらに分類した（２８人の患者は≦１．２ｍｇ／ｄＬであり、４０人の患
者は＞１．２ｍｇ／ｄＬであった）。クレアチニンは、腎臓によって濾過（かつ血流から
除去）されるべき筋肉分解老廃物であるため、血清クレアチニンは、一般に使用される腎
機能の尺度である。正常血清クレアチニンレベルは、約０．８～約１．２ｍｇ／ｄＬの範
囲である。上昇したクレアチニンレベルは、腎機能の低下（例えば、低下した濾過効率）
を示す。尿試料を、上述したように処理した。
【００７３】
　表３に示されているように、それらのカテゴリー（例えば、対照の、正常な、または高
いクレアチニン）にかかわらず、すべての試料のうちの７５％以上で、ＡＣＴＢが検出さ
れた。これらのデータは、すべての群の尿におけるエキソソームの、検出可能な存在を示
す。



(20) JP 2013-528063 A 2013.7.8

10

20

30

40

50

【００７４】
【表３】

【００７５】
　移植後の患者からの試料においては、（血清クレアチニンレベルにかかわらず、）ポド
シン（ＰＤＣＮ）、キュビリン（ＣＵＢＮ）、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク
質２（ＬＲＰ２）、ウロモジュリン（ＵＭＯＤ）、ＳＬＣ１２Ａ１、アルブミン（ＡＬＢ
）、およびアクアポリン９（ＡＱＰ９）のｍＲＮＡの検出の発生率は、すべて、対照被験
者のそれに比べて、有意に、より低かった。血清クレアチニンレベルに基づいて分けた場
合に、２つの患者の群の間に有意な差は検出されなかった。
【００７６】
　ポドシンは、腎臓中のボーマン嚢の足細胞を並べるタンパク質である。ポドシンは、糸
球体基底膜にて障壁を維持するのを助け、また、糸球体透過性の制御ならびに細胞膜と細
胞骨格との間のつなぎ役として機能することにおける役割を果たす。ポドシンの減少（ま
たは変異）は、糸球体濾過の低下につながり、ネフローゼ症候群においてみられるような
、アルブミン尿症、高コレステロール血症、高血圧、および腎不全を引き起こすことがあ
る。
【００７７】
　キュビリンは、糸球体限外濾過液からのいくつかの重要なリガンドの受容体介在性の尿
細管再吸収に関与するものであり、腎臓の近位尿細管において（もう１つの受容体、（Ｌ
ＲＰ２としても知られる）メガリンと共に）発現する。腎糸球体において濾過されたタン
パク質は、通常キュビリン／メガリン介在性エンドサイトーシスにより、尿細管液から除
去される。エンドサイトーシスによる取り込み後、それらタンパク質は分解のためにリソ
ソームへと運ばれるが、一方キュビリンおよびメガリンは、種々のタンパク質の再吸収を
続けるために尿細管表面へと戻される。ヒトでは、正常尿は低いタンパク質濃度を有する
。キュビリンおよびメガリンは、腎臓限外濾過液からのタンパク質の除去を促進するだけ
でなく、例えば血漿タンパク質により運ばれる微量元素およびビタミンなどの種々の必須
物質の維持もする。例えば糸球体に影響を与える疾患などの特定の状況下でのこれらの発
現の低下は、濾過／再吸収系に過負荷をかける可能性があり、その結果としてタンパク尿
および／または上昇した血漿タンパク質濃度がもたらされる。一貫して高いレベルの血漿
タンパク質は、糸球体にさらに損傷を与える可能性があり、タンパク尿を強め、最終的に
は腎機能が損なわれることにつながる。
【００７８】
　ウロモジュリンは、尿中において通常排出される最も豊富なタンパク質のうちの１つで
あるが、しかしながら、ウロモジュリンにおける変異は、その溶解性における変化および
結果として生じる腎臓中の沈着物をもたらす。これらの沈着物は進行的に成長し、最終的
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には正常な腎機能を乱す。
【００７９】
　ＳＬＣ１２Ａ１は、上記にて考察したように、腎臓の正常機能に必須である溶質キャリ
アタンパク質である。腎細胞の中へおよび外へのイオン流束制御に関与する。血流中へと
戻る尿から腎臓が塩を再吸収する機構の立役者であり、体液レベル（例えば水量）および
血圧の維持において役割を果たす。
【００８０】
　アルブミンは、通常ほとんどのタンパク質が腎臓により保持されるため、近位尿細管機
能のマーカーである。尿中への少量のアルブミンの放出（ミクロアルブミン尿）は、腎機
能を悪くしていることを示している可能性がある。ミクロアルブミン尿は、タンパク尿を
もたらす進行性腎臓損傷の発生の指標である場合もある。ＡＱＰ９は、主に遠位尿細管に
おける水の再吸収により尿を濃縮する機能を果たす腎臓の領域である遠位尿細管機能のマ
ーカーである。
【００８１】
　表３の発現データをさらに評価するために、当該３つの群の中の陽性に検出されたｍＲ
ＮＡの発現レベルを比較した。ベータ－アクチンは全被験者のうちの７５％以上で検出さ
れたが、ベータ－アクチンレベルは、対照群では２つの患者群と比べて、有意により高か
った（図６Ａ参照）。このデータは、１つの患者群が正常血清クレアチニンレベルを有す
るにもかかわらず、彼らの尿中に存在するエキソソームの量は、対照患者のそれよりも少
ない（かつ、臨床的に上昇した血清クレアチニンを有する患者とは有意には異ならない）
ということを示す。ベータ－アクチンとは異なり、ＰＤＣＮ、ＣＵＢＮ、ＵＭＯＤ、ＳＬ
Ｃ１２Ａ１、ＬＲＰ２のレベルは、もはや３つの群の間で異なるとは算出されず、それに
よりベータ－アクチンに関しての正規化によって実験誤差および生じ得る偽陰性の結果が
もたらされたことが示唆される。興味深いことに、ベータ－アクチンへの正規化にもかか
わらず、ＡＬＢ（近位尿細管機能のマーカー）の発現レベルは、患者において有意により
低かった（対照に対してｐ＜０．００１）が、一方ＡＱＰ９（遠位尿細管機能のマーカー
）のレベルは、患者群において有意により高かった（対照に対してｐ＜０．００１）。こ
れは、対照および患者のアルブミンおよび／またはアクアポリンの間の実際の差が、統計
分析のベータ－アクチン誘導性の鈍化にもかかわらず有意なままであるのに十分に大きか
ったということを示唆する。さらに、対照群と正常血清クレアチニン患者群との間で、エ
キソソームｍＲＮＡ分析のための本明細書において開示されている方法のいくつかの実施
形態が、従来の血清クレアチニン分析よりも感度がよいということを示唆する有意な差が
みられた。
【００８２】
　種々の被験者からの尿試料中のエキソソームの種々の濃度に起因して（かつ、個々の被
験者の個々の試料の中でさえ）、アルブミンレベルへの正規化が行われた（図６に示され
ているようなベータ－アクチンに比べた発現のその反対のパターンに基づいた）。図７Ａ
～７Ｃには、ＣＵＢＮ、ＡＱＰ９、およびＣＵＢＮ×ＡＱＰ９のデータが、ＡＬＢに関し
て正規化されて示されている。その結果、ＡＱＰ９／ＡＬＢおよびＣＵＢＮ×ＡＱＰ９／
ＡＬＢ（それぞれ、７Ｂおよび７Ｃ）では、対照群と患者群とが、いかなる重複もなしに
分かれた。この重複は、ＡＣＴＢでの正規化では除去されなかった（図７Ｄ～７Ｆ）。
【００８３】
　これらのデータは、検査したマーカーのうちのいくつかが、腎機能の特徴を決定するの
に適しており、よって、早期病態を同定するのに適しているということも示す。アルブミ
ンは、対照被験者においては一貫して検出されるが、移植後の患者では検出不可能である
ことも多く、また、検出される場合、アルブミンレベルは、移植後の患者においては、有
意に低下する。アルブミンは近位尿細管機能に関連するため、正常被験者と移植後被験者
との間のアルブミン発現の有意な差は、腎機能の特徴を決定するためにアルブミン発現レ
ベルを用いることができるということを示唆する。よって、いくつかの実施形態において
は、アルブミンは腎機能の高感度マーカーとして用いられる。例えば、移植後の患者にお
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性があり、損なわれた尿細管構造または機能亢進のいずれも、結果として尿エキソソーム
からのアルブミンの過剰な除去をもたらし得るであろう。
【００８４】
　加えて、アクアポリン９発現は、正常な患者と移植後の患者との間で有意に異なる。ア
ルブミンとは対照的に、ＡＱＰ９のレベルは、患者尿エキソソーム中のアクアポリンの、
全体的により低いパーセントの検出（表３）にもかかわらず、患者では対照の人々に比べ
て有意により高かった（図６Ｈおよび７Ｂ）。加えて、他のマーカー（またはマーカーの
組み合わせ）が、腎機能を決定するために、いくつかの実施形態において用いられる。例
えば、キュビリン発現レベル（図７Ａ）は、移植後の患者の尿エキソソームにおいては低
下した発現に向かう傾向を示す。いくつかの実施形態においては多重分析が行われ、例え
ば、マーカーの組み合わせを用いて腎機能を評価する。例えば（図７Ｃ参照）、キュビリ
ンおよびアクアポリン発現の同時評価が示されている。いくつかの実施形態においては、
複数のマーカーの評価により、より正確なおよび／またはより感度のよい診断をもたらす
ことができる。特定の疾患を同定するために一方のマーカーが用いられ、かつ冒された特
異的組織型を同定するためにもう一方のマーカーが用いられるよう、組織特異的マーカー
を疾患特異的マーカーと共に評価してもよい。いくつかの実施形態においては、複数のマ
ーカーの使用は、テーラード治療にもつながる可能性がある。例えば、第一マーカーが腎
臓の近位尿細管機能に特異的であり、かつ第二マーカーが遠位尿細管に特異的である場合
には、多重分析における双方の有意な変化の検出は、全体として尿細管（または腎臓）に
対する損傷を示唆するものである可能性がある。対照的に、一方またはもう一方のマーカ
ーの発現の変化は、より局所的な領域において腎機能を損なう部位特異的損傷または傷害
を示唆する可能性がある。さらに追加の実施形態においては、３種類以上のマーカーの使
用を用いて、より詳細な腎機能の分析を提供する。重要なことに、従来の検査（血清クレ
アチニン）が正常である場合でさえ、本明細書において開示されているエキソソーム分析
は腎機能障害を検出できる。その結果、本明細書において開示されている方法は、より早
期の診断および早期治療につながる可能性があり、このことは腎機能に対する負の効果を
低下させることを助ける可能性がある。
【００８５】
　本発明の種々の実施形態を上記にて述べてきた。これらの具体的な実施形態を参照しな
がら本発明について述べてきたが、それらの説明は本発明の例証となるよう意図したもの
であって、限定することを意図したものではない。添付の特許請求の範囲において定義さ
れているような本発明の真の精神および範囲から逸脱しない限り、当業者は種々の変更お
よび応用を思いついてよい。
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【手続補正書】
【提出日】平成25年4月18日(2013.4.18)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者から採取した、ＲＮＡに関連する小胞を含む尿の試料を用意すること；
　前記小胞を前記試料から捕捉すること；
　前記小胞を溶解させて、腎機能に関連するＲＮＡを含む前記小胞に関連するＲＮＡを放
出させること；
　前記腎機能に関連するＲＮＡを定量化すること；および
　前記患者からの前記腎機能に関連するＲＮＡの量を、正常な腎機能を有する個体からの
対応するＲＮＡの量と比較すること、
を含む、腎機能の特徴を決定する方法であって、前記患者と前記個体との間の前記腎機能
に関連するＲＮＡの量の差が、前記患者の腎機能の変化を示す、方法。
【請求項２】
　前記小胞を前記試料から捕捉することは、前記尿を濾過することを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　前記濾過により、前記小胞がフィルター上に捕集される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記小胞が前記フィルター上に捕集されている間に、前記溶解が行われる、請求項３に
記載の方法。
【請求項５】
　細胞残屑を除去するために前記試料を遠心することをさらに含む、請求項１～４のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記遠心が、前記小胞を捕捉することよりも前に行われる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記小胞を捕捉することは、前記遠心した尿の上清を濾過することをさらに含む、請求
項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　前記定量化することは、ＰＣＲを用いて前記腎機能に関連するＲＮＡを増幅することを
含む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記腎機能が、腎臓損傷に起因して変化する、請求項１～８のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記腎臓損傷が、糸球体に対する損傷、内皮に対する損傷、近位尿細管に対する損傷、
ヘンレ係蹄に対する損傷、遠位尿細管に対する損傷、集合管に対する損傷、および尿管に
対する損傷の１つ以上を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記腎機能が、腎臓に入る血流または腎臓から出る血流の変化に起因して変化する、請
求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記腎機能が、疾患に起因して変化する、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
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　前記疾患が、慢性腎疾患、急性腎不全、糖尿病性腎症、糸球体腎炎、糸球体硬化症、巣
状分節性糸球体硬化症、膜性腎症、微小変化群、ならびにアテローム性動脈硬化症、高血
圧、心血管疾患、肥満症、高コレステロール血症、糖尿病、膠原病、自己免疫疾患、およ
び感染症のいずれかである他の疾患に続発する腎疾患、からなる群より選択される、請求
項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記腎機能が、前記患者への薬理学的物質の投与に起因して変化する、請求項１～８の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記薬理学的物質が、疾患を治療するために前記患者へと投与される、請求項１４に記
載の方法。
【請求項１６】
　前記腎機能に関連するＲＮＡは、腎臓の特定の領域から採取されたものである、請求項
１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記腎機能に関連するＲＮＡが、腎臓の特定の領域の機能に関連する、請求項１～１６
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記腎臓の特定の領域が糸球体を含む、請求項１６または請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記腎臓の特定の領域が近位尿細管を含む、請求項１６または請求項１７に記載の方法
。
【請求項２０】
　前記腎臓の特定の領域が遠位尿細管を含む、請求項１６または請求項１７に記載の方法
。
【請求項２１】
　前記腎機能に関連するＲＮＡがポドシンをコードする、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記腎機能に関連するＲＮＡが、ＳＬＣ１２Ａ１、ＵＭＯＤ、およびアルブミンからな
る群より選択されるタンパク質をコードする、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記腎機能に関連するＲＮＡがＡＱＰ９をコードする、請求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
　前記腎機能に関連するＲＮＡが、ＳＬＣ１２Ａ１、ＵＭＯＤ、ｖＷＦ、ＭＭＰ１、ＭＭ
Ｐ３、ＳＬＣ２２Ａ６、ＳＬＣ２２Ａ８、ＳＬＣ２２Ａ１２、ポドシン、キュビリン、Ｌ
ＲＰ２、ＡＱＰ９、およびアルブミンからなる群より選択されるタンパク質をコードする
、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記腎機能に関連するＲＮＡがＳＬＣ１２Ａ１をコードする、請求項２４に記載の方法
。
【請求項２６】
　前記小胞が、
　（ａ）前記尿の試料の少なくとも一部を小胞捕捉デバイスの試料装填領域中へ装填する
こと；
　（ｂ）前記尿を前記試料装填領域から前記小胞捕捉デバイス中のガラス様材料を含む小
胞捕捉材料を通過させ、上清を得ること；ならびに
　（ｃ）前記上清を前記小胞捕捉デバイスの試料受け取り領域へと通過させることおよび
その上清を捨てること、
を含む方法により単離される、請求項１～２５のいずれか一項に記載の方法であって、
　前記通過の結果として前記小胞捕捉材料上または前記小胞捕捉材料中の前記尿試料から



(31) JP 2013-528063 A 2013.7.8

の前記小胞の捕捉がもたらされ、それにより前記小胞が捕捉される、方法。
【請求項２７】
　前記小胞捕捉材料が、前記材料の複数の層を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記小胞捕捉材料の前記複数の層が、ガラス繊維の、少なくとも第一層および第二層を
含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記工程（ｂ）が、直径が１．６ミクロン以上である前記尿からの材料を捕捉するため
に、前記尿を、前記ガラス繊維の第一層を通過させることを含む、請求項２８に記載の方
法。
【請求項３０】
　前記工程（ｂ）が、直径の最小サイズが０．６ミクロン～０．８ミクロンであり、かつ
、最大サイズが１．６ミクロン未満である小胞を捕捉するために、前記尿を、前記ガラス
繊維の第二層を通過させることをさらに含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　患者から採取した、細胞残屑およびＲＮＡに関連する小胞を含む尿の試料を用意するこ
と；
　前記小胞を前記細胞残屑から分離すること；
　前記小胞を溶解させて、腎機能に関連するＲＮＡを含む溶解物を得ること；ならびに
　前記腎機能に関連するＲＮＡを定量化すること
　を含む、核酸に基づき腎機能の変化を検出する方法であって；
　尿中に通常みられる量と比較した、前記尿試料からの前記ＲＮＡの量の増加または減少
が、前記患者における変化した腎機能と相関する、方法。
【請求項３２】
　患者から採取した、ＲＮＡに関連する小胞を含む少なくとも２つの尿の試料を用意する
こと；
　前記小胞を前記試料から捕捉すること；
　前記小胞を溶解させて、腎機能に関連するＲＮＡおよび腎機能に応じて変化しないＲＮ
Ａを含む前記小胞に関連するＲＮＡを放出させること；
　前記腎機能に関連するＲＮＡおよび前記腎機能に応じて変化しないＲＮＡを定量化する
こと；ならびに
　前記患者からの前記腎機能に関連するＲＮＡの量と腎機能に応じて変化しないＲＮＡの
量との間の割合を決定すること、
　を含む、腎機能の特徴を決定する方法であって、
　前記２つ以上の尿試料の間の割合における差が、前記患者の腎機能の変化を示す、方法
。
【請求項３３】
　前記腎機能に応じて変化しないＲＮＡが、ベータ－アクチンまたはベータ－２－ミクロ
グロブリンのいずれか１つのタンパク質をコードする、請求項３２に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１０】
　いくつかの実施形態においては、前記腎機能は、腎臓損傷に起因して変化する。いくつ
かの実施形態においては、前記腎臓損傷は、糸球体に対する損傷、内皮に対する損傷、近
位尿細管に対する損傷、ヘンレ係蹄に対する損傷、遠位尿細管に対する損傷、集合管に対
する損傷、および尿管に対する損傷のいずれか１つ以上を含む。
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