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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リンパ球増殖性障害を有する対象から得られたリンパ球の集団におけるＢ細胞受容体再
編成またはＴ細胞受容体再編成のレベルを評価する方法であって、
　（ａ）前記対象に由来するＴ細胞および／またはＢ細胞を含む試料中のＴ細胞および／
またはＢ細胞に由来する核酸分子を増幅する段階であって、該核酸分子が、Ｔ細胞受容体
遺伝子および／または免疫グロブリン遺伝子に由来する組換えＤＮＡ配列を含む、段階と
、
　（ｂ）増幅された核酸分子を配列決定してクロノタイププロファイルを作成する段階と
、
　（ｃ）前記対象のリンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプを前記クロノタイププロ
ファイルから同定する段階と、
　（ｄ）前記リンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプおよびその系統発生的クロノタ
イプの存在、非存在、および／またはレベルを決定する段階であって、前記系統発生的ク
ロノタイプが（ｉ）前記リンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプと配列同一性におい
て少なくとも９０パーセント同一であるクロノタイプ；（ｉｉ）体細胞超変異を経て前記
リンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプから発生したクロノタイプ；または（ｉｉｉ
）体細胞再編成を経て前記リンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプから発生したクロ
ノタイプを含む、段階と、
を含む方法。
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【請求項２】
　前記リンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプが、ＩｇＨのＶＤＪ再編成、ＩｇＨの
ＤＪ再編成、ＩｇＫのＶＪ再編成、ＩｇＬのＶＪ再編成、ＴＣＲβのＶＤＪ再編成、ＴＣ
ＲβのＤＪ再編成、ＴＣＲαのＶＪ再編成、ＴＣＲγのＶＪ再編成、ＴＣＲδのＶＤＪ再
編成、およびＴＣＲδのＶＤ再編成からなる群より選択される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記系統発生的クロノタイプが前記リンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプの体細
胞再編成であり、かつ前記体細胞再編成がＶＨ置換である、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記系統発生的クロノタイプが前記リンパ球増殖性障害と相関するクロノタイプの体細
胞再編成であり、かつ前記体細胞再編成が、前記リンパ球増殖性障害と相関するクロノタ
イプと同様に変異したＶ領域およびＪ領域を含むが、前記リンパ球増殖性障害と相関する
クロノタイプと異なるＮＤＮ領域を含む、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　前記系統発生的クロノタイプが、体細胞超変異を経て前記リンパ球増殖性障害と相関す
るクロノタイプから発生したものである、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　前記増幅する段階が、以下の配列を含むプライマーセットを用いて実施される、請求項
１に記載の方法：
　　配列番号１と配列番号２～３５；
　　配列番号１と配列番号２～９、１１～２２、２７～３５および１６６～１７０；
　　配列番号１２８～１３０と配列番号４０～６２；
　　配列番号１２８～１３０と配列番号６３～９５；
　　配列番号１２８～１３０と配列番号９６～１２７；
　　配列番号１３６～１３９と配列番号４０～６２；
　　配列番号１３６～１３９と配列番号６３、６４、６７～９５および１３１～１３３；
および／または
　　配列番号１３６～１３９と配列番号９７～１２７、１３４および１３５。
【請求項７】
　前記配列決定する段階が、１回の実行当たり少なくとも１０，０００個の配列リードを
生成することを含む、請求項１または６に記載の方法。
【請求項８】
　前記配列決定する段階が、前記クロノタイプを決定するために、２０～４００ヌクレオ
チドの範囲の配列リードを生成することを含む、請求項１～７のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項９】
　前記クロノタイププロファイルが、０．０１パーセントまたはそれ以上の頻度で存在す
るすべてのクロノタイプを９９パーセントの確率で含むように、Ｔ細胞および／またはＢ
細胞を含む前記試料が選択される、請求項１～８のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　前記クロノタイププロファイルが少なくとも１０４種のクロノタイプを含むように、Ｔ
細胞および／またはＢ細胞を含む前記試料が選択される、請求項１～８のいずれか一項記
載の方法。
【請求項１１】
　前記クロノタイププロファイルが少なくとも１０５種のクロノタイプを含むように、Ｔ
細胞および／またはＢ細胞を含む前記試料が選択される、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　Ｔ細胞および／またはＢ細胞を含む前記試料が、１００μＬから１０ ｍＬの末梢血を
含む、請求項１～１１のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
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　Ｔ細胞および／またはＢ細胞を含む前記試料が、少なくとも１０００個のＴ細胞および
／またはＢ細胞を含む、請求項１～１２のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　Ｔ細胞および／またはＢ細胞を含む前記試料が、５０万個を超えるＴ細胞および／また
はＢ細胞を含む、請求項１～１２のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的には、分子測定による個体の健康状態および疾患状態のモニタリング
、およびより具体的には、高スループットDNA配列決定を用いて免疫系分子のプロファイ
ルを測定することによる、個体の健康状態および疾患状態のモニタリングに関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　体液性(またはB細胞媒介性)応答および細胞傷害性(またはT細胞媒介性)応答を含む適応
免疫系は、それぞれの標的上の特異的な分子特徴を攻撃するように進化してきた。特定の
標的に対して1つの応答が生じると、宿主にその「記憶」が提供されて、次に同じ標的が
出現した場合に、より強力な応答を開始する能力が宿主に付与される。通常、いかなるタ
ンパク質または多糖も、標的上の特異的な分子特徴またはエピトープを認識する適応免疫
応答細胞のいくつかのサブセットまたはそれらの産物の標的となり得る。
【０００３】
　自己免疫疾患は、自己標的に対する適応免疫系のいくつかの成分による認識を含むため
、そのような疾患の診断および予後予測を支援するために適応免疫系の局面が調べられて
きた。標準的な免疫技法を用いて、循環自己抗体を探すことにより体液性免疫系が調べら
れてきた。いくつかの疾患に関して、抗核、抗dsDNA、およびリウマチ因子のような自己
抗体が同定された。これらの抗体はそれ自体病原性がないと考えられ、またこれらの抗体
が体内で認識する標的はインビトロで試験される標的と必ずしも同じではないが、これら
の抗体のレベルを測定することは診断に役立ち、場合によっては何らかの予後予測および
治療の意義を有する。
【０００４】
　自己免疫疾患およびリンパ系疾患における適応免疫系を研究するための別の方法論は、
適応免疫細胞の多様性の解析に基づいている。適応免疫細胞が活性化されると、それらの
クローン増殖が生じる。このクローン増殖の証拠は、通常、血液RNAまたはDNAからの、抗
原認識領域をコードする核酸配列の部分の増幅によって得られる。例えば、T細胞受容体
のβ鎖(抗体重鎖と類似している)の特定のVセグメントを有する配列を増幅するためのPCR
プライマーを用いて、特定のVセグメントに結合しているJセグメントまたはJおよびDセグ
メントを増幅する。多様な細胞集団が存在する場合には、わずかにサイズの異なるアンプ
リコンの分布を有する断片が増幅されると予測されるが、クローン増殖では特定のサイズ
が濃縮され、よってゲル上でバンドのようにより強く可視化される。「スペクトラタイピ
ング」と称される技法では、VセグメントのそれぞれをJおよびDセグメントと共に増幅し
て、これらのアンプリコンのいずれかがクローン増殖を示すかどうかを評価する。
【０００５】
　スペクトラタイピングアプローチの1つの問題は、多くの別個の配列が同じ長さを有し
得、そのため識別できないということである。したがって、劇的なクローン増殖のみがス
ペクトラタイピングによって識別され得る。自己免疫疾患および自己免疫疾患状態、なら
びに免疫系が中心的役割を果たすその他の疾患を診断する、およびそれらの予後予測を支
援する方法を改善する必要がある。
【０００６】
　免疫系をプロファイルする上でのさらなる特異性は、ヒトの健康に及ぼすその影響をよ
りよく予測できるようにするのに大変有用であるものの、疾患過程に関与する特異的T細



(4) JP 6158080 B2 2017.7.5

10

20

30

40

50

胞およびB細胞の特定の配列が以前に観察されていない場合でさえ、それらの同定を可能
にする方法が開発されたならば、より優れた有用性がもたらされる。免疫系の膨大な多様
性は、潜在的に有用な細胞の莫大な蓄えを免疫系に提供するばかりでなく、予測目的にこ
のレパートリーを使用しようと試みる研究者に課題を提示する。ある抗原を標的とする任
意の単一の配列は、所与の個体において疾患過程に関与し得るおよび/または相関し得る
膨大な数のうちの1つである。所与の個体における多くの細胞のうちのいずれが疾患過程
に関与しているのかを同定する方法は、ヒトの健康にとって非常に価値がある。
【０００７】
　免疫細胞プロファイリングはまた、癌の診断および管理においても有用性を有する。癌
の治療は、治療に対する応答の評価および疾患の再発のモニタリングを含む場合が多い。
応答および癌再発をモニターするための最も一般的な方法論は、放射線学的評価および血
液バイオマーカーである。例えば、結腸癌を含む複数の疾患では、癌再発をモニターする
ためにCTスキャンが頻繁に用いられる。同様に、PSAおよびCEAのようなタンパク質バイオ
マーカーは、前立腺癌および結腸癌を追跡するために用いられる血液バイオマーカーであ
る。特異的ゲノム再編成は、癌細胞の追跡に用いるための別の魅力的な標的をもたらす。
例えば、慢性骨髄性白血病(CML)患者の大多数に存在するBCR-ABL転座は、その疾患の状態
を評価するための分析物として出現した。該転座が白血病細胞に特異的であること、およ
びそれがPCR技術によってアッセイされやすいことから、CML患者をモニターするために現
在日常的に用いられる、特異性および感度の高い検査の作製が可能になった。
【０００８】
　免疫細胞(またはクロノタイプ)プロファイリングを用いて、リンパ系新生物のマーカー
を作出することができる。リンパ球系細胞系譜の癌は、癌性細胞へと形質転換を起こした
細胞の発生段階を反映する場合が多い臨床疾患の不均一なセットである。急性骨髄性白血
病(ALL)は、未熟リンパ球で起こる場合が最も多い。一方、多発性骨髄腫(MM)は、抗体を
産生するように分化した形質細胞で起こる。同様に、異なるタイプのリンパ腫は、異なる
細胞発生段階を反映する場合が多い。これらの疾患は異なる年齢層で起こり、異なる予後
および死亡率を有し、別個の投与計画によって治療され得る。
【０００９】
　これらの疾患は、しばしば化学療法、放射線療法、および/または骨髄移植によって治
療される。次に、特定の臨床的状況に応じた異なる方法によって、疾患の再発がモニター
される。これらの方法には、標準的な血球計算および形態を用いた血液および/または骨
髄の評価、細胞表面マーカーを用いるフローサイトメトリー(FCM)、タンパク質電気泳動
、ならびにPCRおよびFISHのような分子学的技法が含まれる。加えて、リンパ系癌のいく
つかの再発をモニターするために、CTスキャンおよびPETスキャンのような放射線学的検
査が頻繁に使用される。これらの方法は、侵襲性(骨髄)、コスト、および放射線のリスク
、ならびに/または感度の欠如に見舞われる。
【００１０】
　リンパ系新生物の一部には、高感度様式でPCRによって検出可能な、癌細胞に特異的な
いくつかの分子マーカーが存在する。例えば、ALL患者の一部にはBCR-ABLが存在し、これ
は腫瘍の再発をモニターするためのマーカーとして役立ち得る。残念ながら、患者の大部
分については、再発の高感度でかつ特異的な検出に使用され得るそのようなマーカーは存
在しない。予後予測目的に有用である微小残存病変(MRD)を検出するために、FCMを使用す
ることができる。多色フロー活性化細胞ソーティング(FACS)を用いるこの技法において、
癌細胞は、それが有する特定の細胞表面マーカーによって同定され得る。専門家の管理下
でのこの技法の感度は＜10-4(正常細胞10,000個中癌細胞1個)に限定され、ある時点で存
在したマーカーも後には消失する可能性がある。したがって、FCMは一般的には、血液試
料において早期再発を検出するのに有用ではない。
【００１１】
　PCRは、特異的配列を検出するための高感度な方法論を提供し、癌細胞のB細胞受容体(B
CR)またはT細胞受容体(TCR)における特定の再編成を検出するために用いられている。こ
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の技法は、リンパ球におけるB細胞またはT細胞受容体が、様々なリンパ球に対して特有の
配列を生じる不完全な組換え事象の後に創出されるという事実を利用している。例えば、
TCRはTCRα鎖およびTCRβ鎖からなる。TCRαは、いくつかの異なるV領域のうちの1つをい
くつかのJ領域のうちの1つに連結する組換えによって創出される。同様に、TCRβは、直
列型の1つのV、D、およびJセグメントを生じる組換えによって創出される。いずれの場合
も、組換えは完全でない場合が多く、いくつかの塩基が生殖系列セグメント配列から欠失
され得、他の塩基(N塩基およびP塩基と称される)が付加され得る。VセグメントとJセグメ
ントの間の配列は、NDN領域と称される。
【００１２】
　次に、これらの配列は、これらのリンパ球およびそれらの子孫のタグとして役立ち得る
。これらの組換え事象は、最終的に悪性となる細胞においても起こるため、B細胞およびT
細胞受容体の特有の配列は、癌細胞を検出するためのタグとして役立ち得る。タグ配列は
患者特異的であり、実際に、これはクローン進化のために同じ患者でも変化する場合があ
る。ある患者について白血病細胞からT細胞またはB細胞受容体の配列を規定するには、通
常、白血病性クローンが高度に濃縮されている診断用白血病試料が用いられる。例えば、
診断用試料からT細胞および/またはB細胞受容体DNAを増幅し、この産物を、サイズに基づ
いてDNAを分離し得るゲル上で泳動する(「スペクトラタイピング」と称される場合がある
)；またはあるいはヘテロ二本鎖解析を行うことができる。観察されるサイズ分布の歪み
の程度が大きいことによって、単クローン増殖が示され、これは次に、歪んだ分離ピーク
由来の試料を配列決定することによって確認することができる。そのようなその後の配列
決定を行わずに、そのような歪みが単クローン起源を有するのかまたは多クローン起源を
有するのかを判定することは難しい場合が多い。例えば、Van Dongen et al、米国特許出
願公開第2006/0234234号（特許文献1）。
【００１３】
　ひとたび配列タグが同定されたならば、Taqmanプローブを使用するリアルタイムPCRを
用いて、その配列のレベルをモニターすることができる。NDN領域は通常、PCRプライマー
および検出オリゴヌクレオチドを包含するほど十分に長くはない。したがって典型的には
、VおよびJ領域に相補的なPCRプライマー、ならびに白血病性クローンのNDN塩基の一部を
含むTaqmanプローブが用いられる。プライマーは、全レパートリーのうちの一部のみを増
幅するため、特異性のうちのいくつかを提供する。特定のクロノタイプに対する特異性は
、Taqmanプローブのハイブリダイゼーションによって提供される。したがって、アッセイ
感度は通常、プライマー対(Taqmanプローブを伴うまたは伴わない)が特異性を提供する典
型的なPCR(例えば、BCR-ABL)ほど良くはない。感度は、いくつかの配列に関しては10-5ほ
どの高さであり得るが、NDN領域の少なくとも一部に配列が相補的であるTaqmanプローブ
によって提供されるハイブリダイゼーション特異性に応じて、顕著に悪くなり得ることが
示された。いくつかのプローブが低感度であることを考えると、このアッセイ法は、特定
の患者における再編成のいずれについても役立つわけではないと考えられる。クローン進
化の問題も以前に提起されており、低レベルの白血病を検出する可能性はさらに低くなる
。加えて、この技法は厄介であり、患者特異的Taqmanプローブ、および標準物質として使
用される鋳型の作製を必要とする。これらの患者特異的標準物質は、患者試料が試験され
る各時点で使用される必要がある。患者間の感度の不一致、厄介な性質、およびアッセイ
用の適切な対照を得ることのロジスティックな問題により、その使用が大きく限定される
。したがって、リンパ系新生物患者における再発モニタリングに使用され得るマーカーを
作出する必要がある。いくつかの態様においては、本明細書に開示される本発明により、
免疫細胞配列決定を用いて、非常に一般的で、高感度で、かつ特異的なマーカーのセット
を開発して、リンパ系癌患者を管理することが可能になる。
【００１４】
　現在の技法よりもより高感度でかつ包括的であって、個別化された試薬を製造する必要
がなく一般的に適用可能である、個体のクロノタイププロファイルを評価するために利用
可能なアッセイ法が存在すれば、それは、特に自己免疫およびリンパ系癌の分野を含む多
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くの分野にとって有利である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】米国特許出願公開第2006/0234234号
【発明の概要】
【００１６】
　本発明は、免疫レパートリーの配列ベースのプロファイルまたはクロノタイププロファ
イルを用いて、疾患状態または非疾患状態を検出およびモニターするための方法に関する
。本発明は多くの実行および適用において例証されるが、そのうちのいくつかを以下にお
よび本明細書を通して要約する。
【００１７】
　1つの局面において、本発明は、(a)疾患関連組織中のリンパ球の試料（該試料は該疾患
関連組織に由来するクロノタイプのレパートリーを含む）からクロノタイププロファイル
を決定することにより、疾患と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプを同定
する段階；(b) 該疾患と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプの存在、非存
在、および/またはレベルを同定するために、末梢血細胞の試料（そのような末梢血試料
はクロノタイプのレパートリーを含む）からクロノタイププロファイルを決定する段階；
ならびに(c) 患者における該疾患または状態をモニターするために段階(b)を繰り返す段
階を含む、疾患をモニターする方法に関する。1つの態様において、同定する段階は、同
一患者における非疾患関連組織中のリンパ球の試料からクロノタイププロファイルを決定
することと、そのようなクロノタイププロファイルを該疾患関連組織由来のクロノタイプ
プロファイルと比較して、1つまたは複数の患者特異的クロノタイプを同定することとを
さらに含む。モニターされ得る疾患には、リンパ球増殖性障害、固形腫瘍、感染症、およ
び自己免疫疾患が含まれるが、これらに限定されない。レパートリーのサイズは特定の適
用に応じて大きく異なり得るが、1つの態様において、レパートリーは、0.01パーセント
またはそれ以上の頻度で存在する、個体由来の試料におけるすべてのクロノタイプを、99
パーセントの確率で含む。他の態様において、レパートリーは、0.001パーセントまたは
それ以上の頻度で存在する、個体由来の試料におけるすべてのクロノタイプを、99パーセ
ントの確率で含む。
【００１８】
　別の局面において、本発明は、(a)疾患と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタ
イプを同定するために、該疾患に罹患している個体のリンパ球の試料に由来するクロノタ
イププロファイルを決定し、かつ同一個体からの、該疾患と関連した細胞表面マーカーに
基づいて濃縮されたリンパ球の試料に由来するクロノタイププロファイルを決定する段階
（該試料はそれぞれ、濃縮および非濃縮リンパ球集団のクロノタイプのレパートリーを含
む）；(b)末梢血細胞の試料（そのような試料は規定量を有し、かつそのクロノタイプの
レパートリーを含む）に由来するクロノタイププロファイルにおける1つまたは複数の患
者特異的クロノタイプのそれぞれのレベルを決定する段階；ならびに(c) 患者における該
疾患または状態をモニターするために段階(b)を繰り返す段階を含む、患者における疾患
をモニターする方法に関する。
【００１９】
　上記方法のさらなる態様において、末梢血細胞の試料からレパートリーを決定する各段
階は、1つまたは複数の患者特異的クロノタイプとして、1つまたは複数の患者特異的クロ
ノタイプの系統発生的クロノタイプである、以前に記録されていないいかなるクロノタイ
プも含めることをさらに含む。疾患がリンパ球増殖性障害である場合には、そのような態
様の1つまたは複数の患者特異的クロノタイプは、さらなる癌関連変異、および本発明の
方法によって容易に同定されるV領域置換(以下により詳細に記載する)などの遺伝子再編
成をさらに含み得る。
【００２０】



(7) JP 6158080 B2 2017.7.5

10

20

30

40

50

　別の局面において、本発明はさらに、(i) 個体からT細胞および/またはB細胞を含む試
料を採取する段階；(ii)該細胞のゲノムDNAに由来する空間的に単離された個々の分子を
配列決定する段階であって、そのような空間的に単離された個々の分子は、該試料中のリ
ンパ球数に対応するクロノタイプ数を含む、段階；(iii)該細胞のRNAに由来する空間的に
単離された個々の分子を配列決定する段階であって、そのような空間的に単離された個々
の分子は、該試料のリンパ球におけるその発現レベルに対応するクロノタイプ数を含む、
段階；ならびに(iv) 各クロノタイプについて、該細胞のゲノムDNAに由来する単離された
個々の分子から決定された数と、該細胞のRNAに由来する単離された個々の分子から決定
された数とを比較することにより、該試料のリンパ球におけるクロノタイプ発現レベルを
決定する段階を含む、試料におけるリンパ球数およびクロノタイプ発現レベルを同時に測
定する方法を提供する。
【００２１】
　本発明は、いくつかある利点の中でも特に、疾患状態または健康状態と相関するクロノ
タイプをはるかに高い感度で測定するための配列ベースの方法を提供することによって、
先行技術におけるいくつかの欠陥を克服する。本発明はさらに、個別化されたまたは患者
特異的な試薬を製造する必要のない、いかなる患者にも適用可能な一般形式で、そのよう
なアッセイ法を提供する。このような進歩は、自己免疫およびリンパ系癌の分野において
特に有用な適用を有する。後者の分野において、本発明はさらに、非常に低レベルの疾患
相関クロノタイプばかりでなく、以前の方法論では検出を免れる修飾を受けたクロノタイ
プをも検出および追跡することができるアッセイおよびモニタリング方法を提供する。こ
の後者の特徴は、例えばリンパ系癌において微小残存病変をモニターする上で、極めて大
きな価値がある。
【００２２】
[本発明1001]
　以下の段階を含む、患者における疾患をモニターする方法：
　(a)疾患関連組織中のリンパ球の試料からクロノタイププロファイルを決定することに
より、疾患と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプを同定する段階であって
、該試料は、該疾患関連組織に由来するクロノタイプのレパートリーを含む、段階；なら
びに
　(b)該疾患と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプの存在、非存在、および
/またはレベルを同定するために、末梢血細胞の試料からクロノタイププロファイルを決
定する段階であって、そのような末梢血試料は、クロノタイプのレパートリーを含む、段
階。
[本発明1002]
　患者における前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階を
さらに含む、本発明1001の方法。
[本発明1003]
　同定する段階が、同一患者における非疾患関連組織中のリンパ球の試料からクロノタイ
ププロファイルを決定することと、そのようなクロノタイププロファイルを前記疾患関連
組織由来のクロノタイププロファイルと比較して、1つまたは複数の患者特異的クロノタ
イプを同定することとをさらに含む、本発明1001の方法。
[本発明1004]
　疾患関連組織が前記疾患のピーク状態に由来する組織であり、かつ非疾患関連組織が前
記疾患の非ピーク状態に由来する組織である、本発明1003の方法。
[本発明1005]
　疾患が自己免疫疾患である、本発明1004の方法。
[本発明1006]
　自己免疫疾患が全身性エリテマトーデスであり、かつ疾患関連組織が、腎臓、皮膚、末
梢血、もしくは骨髄であるか；自己免疫疾患が多発性硬化症であり、かつ疾患関連組織が
脳脊髄液であるか；または自己免疫疾患が関節リウマチであり、かつ疾患関連組織が滑液
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である、本発明1005の方法。
[本発明1007]
　患者における前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階を
さらに含む、本発明1005の方法。
[本発明1008]
　疾患がリンパ腫であり、かつ疾患関連組織が骨髄もしくはリンパ系組織であるか；また
は疾患が白血病であり、かつ疾患関連組織が骨髄もしくは末梢血である、本発明1001の方
法。
[本発明1009]
　患者における前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階を
さらに含む、本発明1008の方法。
[本発明1010]
　同定する段階が、同一患者における非疾患関連組織中のリンパ球の試料からクロノタイ
ププロファイルを決定することと、そのようなクロノタイププロファイルを前記疾患関連
組織由来のクロノタイププロファイルと比較して、1つまたは複数の患者特異的クロノタ
イプを同定することとをさらに含む、本発明1008の方法。
[本発明1011]
　同定する段階が、同一患者における非疾患関連組織中のリンパ球の試料からクロノタイ
ププロファイルを決定することと、そのようなクロノタイププロファイルを前記疾患関連
組織由来のクロノタイププロファイルと比較して、1つまたは複数の患者特異的クロノタ
イプを同定することとをさらに含む、本発明1001の方法。
[本発明1012]
　患者における前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階を
さらに含む、本発明1011の方法。
[本発明1013]
　1つまたは複数の患者特異的クロノタイプが、前記疾患関連組織において頻度が前記非
疾患関連組織とは異なることによって；または前記疾患関連組織においてIgHベースのク
ロノタイプにおける体細胞超変異の程度が前記非疾患関連組織とは異なることによって；
または前記疾患関連組織においてV領域およびJ領域の使用の頻度が前記非疾患関連組織と
は異なることによって；または前記疾患関連組織においてNDN領域の平均長が前記非疾患
関連組織とは異なることによって；または前記疾患関連組織においてBCRおよび/もしくは
TCR発現のレベルが前記非疾患関連組織とは異なることによって；または前記疾患関連組
織において同一もしくは類似のタンパク質をコードするクロノタイプの数が前記非疾患関
連組織とは異なることによって、同定される、本発明1011の方法。
[本発明1014]
　患者における前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階を
さらに含む、本発明1013の方法。
[本発明1015]
　1つまたは複数の患者特異的クロノタイプが、前記疾患関連組織において頻度が前記非
疾患関連組織よりも高いことによって同定される、本発明1013の方法。
[本発明1016]
　1つまたは複数の患者特異的クロノタイプが、前記疾患関連組織においてV領域およびJ
領域の使用の頻度が前記非疾患関連組織とは異なることによって同定される、本発明1013
の方法。
[本発明1017]
　1つまたは複数の患者特異的クロノタイプが、前記疾患関連組織においてNDN領域の平均
長が前記非疾患関連組織とは異なることによって同定される、本発明1013の方法。
[本発明1018]
　1つまたは複数の患者特異的クロノタイプが、前記疾患関連組織においてBCRおよび/ま
たはTCR発現のレベルが前記非疾患関連組織とは異なることによって同定される、本発明1
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013の方法。
[本発明1019]
　1つまたは複数の患者特異的クロノタイプが、決定されたクロノタイプを、前記疾患と
相関することがわかっているクロノタイプと突き合わせることによって、またはV領域お
よびJ領域の使用の頻度を、前記疾患と相関することがわかっているV領域およびJ領域の
使用の頻度と突き合わせることによって、同定される、本発明1001の方法。
[本発明1020]
　突き合わせることが、前記決定されたクロノタイプによってコードされるアミノ酸配列
と、前記疾患と相関することがわかっているクロノタイプによってコードされるアミノ酸
配列またはその実質的に同一なバリアントとの間の同一性を見出すことを含む、本発明10
19の方法。
[本発明1021]
　突き合わせることが、前記決定されたクロノタイプと、前記疾患と相関することがわか
っているクロノタイプの核酸配列またはその実質的に同一なバリアントとの間の同一性を
見出すことを含む、本発明1019の方法。
[本発明1022]
　突き合わせることが、前記決定されたクロノタイプと、前記疾患と相関することがわか
っているクロノタイプの核酸配列またはその実質的に同一なバリアントとの間の同一性を
見出すことを含む、本発明1019の方法。
[本発明1023]
　レパートリーのそれぞれが、0.01パーセントまたはそれ以上の頻度で存在するすべての
クロノタイプを99パーセントの確率で含む、本発明1001の方法。
[本発明1024]
　レパートリーのそれぞれが少なくとも104種のクロノタイプの試料を含む、本発明1001
の方法。
[本発明1025]
　レパートリーのそれぞれが少なくとも105種のクロノタイプの試料を含む、本発明1001
の方法。
[本発明1026]
　疾患が、リンパ球増殖性障害、固形腫瘍、感染症、および自己免疫疾患からなる群より
選択される、本発明1001の方法。
[本発明1027]
　血液細胞の試料からレパートリーを決定する段階が、1つまたは複数の患者特異的クロ
ノタイプとして、1つまたは複数の患者特異的クロノタイプの以前に記録されていないい
かなる系統発生的クロノタイプも含めることをさらに含む、本発明1026の方法。
[本発明1028]
　系統発生的クロノタイプが、
　前記1つまたは複数の患者特異的クロノタイプのいずれかと90パーセント同一である、
以前に記録されていないクロノタイプ
を含む、本発明1026の方法。
[本発明1029]
　系統発生的クロノタイプが、
　体細胞超変異によって前記1つまたは複数の患者特異的クロノタイプと関連している、
以前に記録されていないクロノタイプ
を含む、本発明1026の方法。
[本発明1030]
　疾患がリンパ球増殖障害であり、かつ系統発生的クロノタイプが、
　体細胞再編成によって前記1つまたは複数の患者特異的クロノタイプと関連している、
以前に記録されていないクロノタイプ
を含む、本発明1026の方法。
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[本発明1031]
　体細胞再編成がVH置換を含む、本発明1030の方法。
[本発明1032]
　体細胞再編成が、
　前記1つまたは複数の患者特異的クロノタイプのいずれかと同様に変異したV領域および
J領域を有するが、そのような患者特異的クロノタイプと異なるNDN領域を有するクロノタ
イプ
を構成する、本発明1030の方法。
[本発明1033]
　同定する段階が、同一患者における非疾患関連組織中のリンパ球の試料からクロノタイ
ププロファイルを決定することと、そのようなクロノタイププロファイルを前記疾患関連
組織由来のクロノタイププロファイルと比較して、1つまたは複数の患者特異的クロノタ
イプを同定することとをさらに含む、本発明1027の方法。
[本発明1034]
　疾患がリンパ腫または白血病であり、かつ決定する段階の段階(b)が、前記末梢血由来
の試料の前記クロノタイププロファイルからクローン性の尺度を計算することをさらに含
む、本発明1027の方法。
[本発明1035]
　以下の段階を含む、患者における疾患をモニターする方法：
　(a)疾患と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプを同定するために、該疾患
に罹患している個体のリンパ球の試料に由来するクロノタイププロファイルと、同一個体
からの、該疾患と関連した細胞表面マーカーに基づいて濃縮されたリンパ球の試料に由来
するクロノタイププロファイルとを比較する段階；および
　(b)末梢血細胞の試料に由来するクロノタイププロファイルにおける1つまたは複数の患
者特異的クロノタイプのそれぞれのレベルを決定する段階であって、そのような試料は、
そのクロノタイプのレパートリーを含む、段階。
[本発明1036]
　血液細胞の試料からレパートリーを決定する段階が、1つまたは複数の患者特異的クロ
ノタイプとして、1つまたは複数の患者特異的クロノタイプの以前に記録されていないい
かなる系統発生的クロノタイプも含めることをさらに含む、本発明1035の方法。
[本発明1037]
　疾患がリンパ球増殖性障害である、本発明1035の方法。
[本発明1038]
　前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階をさらに含む方
法であって、前記レパートリーのそれぞれが、0.01パーセントまたはそれ以上の頻度で存
在するすべてのクロノタイプを99パーセントの確率で含む、本発明1035の方法。
[本発明1039]
　前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階をさらに含む方
法であって、前記レパートリーのそれぞれが、少なくとも104種のクロノタイプの試料を
含む、本発明1035の方法。
[本発明1040]
　疾患が自己免疫疾患である、本発明1035の方法。
[本発明1041]
　血液細胞の試料からレパートリーを決定する段階が、1つまたは複数の患者特異的クロ
ノタイプとして、1つまたは複数の患者特異的クロノタイプの以前に記録されていないい
かなる系統発生的クロノタイプも含めることをさらに含む、本発明1040の方法。
[本発明1042]
　前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階をさらに含む方
法であって、前記レパートリーのそれぞれが、0.01パーセントまたはそれ以上の頻度で存
在するすべてのクロノタイプを99パーセントの確率で含む、本発明1040の方法。
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[本発明1043]
　前記疾患または状態をモニターするために前記段階(b)を繰り返す段階をさらに含む方
法であって、前記レパートリーのそれぞれが、少なくとも104種のクロノタイプの試料を
含む、本発明1040の方法。
[本発明1044]
　自己免疫疾患が全身性エリテマトーデスである、本発明1040の方法。
[本発明1045]
　以下の段階を含む、試料におけるリンパ球数およびクロノタイプ発現レベルを同時に測
定する方法：
　個体からT細胞および/またはB細胞を含む試料を採取する段階；
　該細胞のゲノムDNAに由来する空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階であ
って、そのような空間的に単離された個々の分子は、該試料中のリンパ球数に対応するク
ロノタイプ数を含む、段階；
　該細胞のRNAに由来する空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階であって、
そのような空間的に単離された個々の分子は、該試料のリンパ球におけるその発現レベル
に対応するクロノタイプ数を含む、段階；ならびに
　各クロノタイプについて、該細胞のゲノムDNAに由来する単離された個々の分子から決
定された数と、該細胞のRNAに由来する単離された個々の分子から決定された数とを比較
することにより、該試料のリンパ球におけるクロノタイプ発現レベルを決定する段階。
[本発明1046]
　決定する段階が、既知量の内部標準を前記ゲノムDNAに添加することにより、前記試料
中のリンパ球数を決定することをさらに含む、本発明1045の方法。
[本発明1047]
　試料が、規定量を有する末梢血試料であり、かつ決定する段階が、該試料中のリンパ球
の濃度を決定することを含む、本発明1045の方法。
[本発明1048]
　発現レベルを決定する段階が、クロノタイプのそれぞれについて、RNAに由来する単離
された個々の分子から決定された前記クロノタイプ数を、ゲノムDNAに由来する単離され
た個々の分子から決定された前記クロノタイプ数で除算する段階を含む、本発明1045の方
法。
[本発明1049]
　RNAに由来する空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階が、該空間的に単離
された個々の分子のそれぞれを、そのRNA起源を示す第1の標識で標識することを含み、か
つゲノムDNAに由来する空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階が、該空間的
に単離された個々の分子のそれぞれを、そのゲノムDNA起源を示す第2の標識で標識するこ
とを含み、第1の標識は第2の標識と区別できるものである、本発明1045の方法。
[本発明1050]
　試料が、クロノタイプのレパートリーを構成する、リンパ球数に対応するクロノタイプ
数のレパートリーを含む、本発明1045の方法。
[本発明1051]
　試料がB細胞を含む、本発明1050の方法。
[本発明1052]
　試料がT細胞を含む、本発明1050の方法。
[本発明1053]
　以下の段階を含む、試料におけるリンパ球数およびリンパ球クローン性を同時に測定す
る方法：
　個体からT細胞および/またはB細胞を含む試料を採取する段階；
　該細胞の核酸に由来する空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階であって、
該空間的に単離された個々の分子は、該試料中のリンパ球数に対応するクロノタイプ数を
含む、段階；



(12) JP 6158080 B2 2017.7.5

10

20

30

40

50

　空間的に単離された個々の分子の数からリンパ球数を決定する段階；
　クロノタイププロファイルおよびそれに基づいたクローン性の尺度を作成するために、
空間的に単離された個々の分子における異なる配列の存在量を決定する段階。
[本発明1054]
　前記数を決定する段階が、既知量の内部標準を前記ゲノムDNAに添加することにより、
前記試料中のリンパ球数を決定することをさらに含む、本発明1053の方法。
[本発明1055]
　試料が、規定量を有する末梢血試料であり、かつ前記数を決定する段階が、該試料中の
リンパ球の濃度を決定することを含む、本発明1054の方法。
[本発明1056]
　試料が、クロノタイプのレパートリーを構成する、リンパ球数に対応するクロノタイプ
数のレパートリーを含む、本発明1053の方法。
[本発明1057]
　試料がB細胞を含む、本発明1056の方法。
[本発明1058]
　試料がT細胞を含む、本発明1056の方法。
[本発明1059]
　疾患がリンパ腫であり、かつ疾患関連組織が骨髄もしくはリンパ系組織であるか；また
は疾患が白血病であり、かつ疾患関連組織が骨髄もしくは末梢血である、本発明1053の方
法。
[本発明1060]
　以下の段階を含む、個体のワクチン接種に対する応答性をモニターする方法：
　ワクチン応答性リンパ球の試料を得るために、ワクチン接種後に個体の末梢血からリン
パ球の試料を濃縮する段階；
　ワクチン応答と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプを同定するために、
ワクチン応答性リンパ球の試料からクロノタイププロファイルを決定する段階；
　該ワクチン接種に対する該個体の応答性をモニターするために、1つまたは複数の後続
の時点において採取された末梢血細胞の試料に由来するクロノタイププロファイルにおけ
る1つまたは複数の患者特異的クロノタイプのそれぞれのレベルを決定する段階。
[本発明1061]
　以下の段階を含む、患者におけるリンパ球増殖障害をモニターする方法：
　(a)骨髄の試料由来のリンパ球からクロノタイププロファイルを決定することにより、
リンパ球増殖障害と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプを同定する段階で
あって、該試料は、クロノタイプのレパートリーを含む、段階；ならびに
　(b) 該疾患と相関する1つまたは複数の患者特異的クロノタイプの存在、非存在、およ
び/またはレベルを同定するために、後の時点で、骨髄または末梢血細胞の試料からクロ
ノタイププロファイルを決定する段階であって、そのような後の骨髄試料または末梢血試
料は、クロノタイプのレパートリーを含む、段階。
　本発明の、上記で特徴づけられたこれらの局面およびその他の局面は、説明がなされる
多くの実行および適用において例証されるが、そのうちのいくつかを図面で示し、添付の
特許請求の範囲において特徴づける。しかしながら、上記の概要は、本発明のそれぞれ説
明がなされる態様またはすべての実行を記載することを意図するものではない。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
　本発明の新規な特徴は、添付の特許請求の範囲に詳細に記載されている。本発明の特徴
および利点のより良い理解は、本発明の原理が利用される例示的な態様を記載している以
下の詳細な説明、および添付の図面を参照することによって得られる。
【図１Ａ】クロノタイププロファイルを決定するための、提供する本発明の方法の態様の
流れ図である。
【図１Ｂ】B細胞によって産生される免疫グロブリンにおいて起こる体細胞変異の相対分



(13) JP 6158080 B2 2017.7.5

10

20

30

40

50

布を図示する。
【図２Ａ】TCRβ遺伝子を増幅するための2段階PCRスキームを示す。
【図２Ｂ】TCRβ遺伝子を増幅するための2段階PCRスキームを示す。
【図３Ａ】図2A～2Bのスキームを用いて増幅されたPCR産物を図示するが、この産物は二
次PCRを受けて、Solexaベースの配列決定のためのブリッジ増幅および配列決定プライマ
ーが付加されようとしている。
【図３Ｂ】図3AのPCR産物のヌクレオチド配列を決定する1つの態様の詳細を図示する。
【図３Ｃ】図3AのPCR産物のヌクレオチド配列を決定する別の態様の詳細を図示する。
【図４Ａ】単一反応においてIgH鎖から3つの配列決定鋳型を作製するためのPCRスキーム
を図示する。
【図４Ｂ】3つの別々の反応においてIgH鎖から3つの配列決定鋳型を作製し、その後、得
られたアンプリコンを混合して、P5プライマー結合部位およびP7プライマー結合部位を付
加するための二次PCRを行うためのPCRスキームを図示する。
【図４Ｃ】3つの別々の反応においてIgH鎖から3つの配列決定鋳型を作製し、その後、得
られたアンプリコンを混合して、P5プライマー結合部位およびP7プライマー結合部位を付
加するための二次PCRを行うためのPCRスキームを図示する。
【図４Ｄ】IgH鎖について作成された配列リードの位置を図示する。
【図４Ｅ】NDN領域における塩基コールを改善するための、V領域およびJ領域のコドン構
造の使用を図示する。
【図５】本発明のマルチプレックスPCRの再現性を証明するデータを示す。
【図６】本発明のマルチプレックスPCRが最小限の増幅のバイアスを導入することを実証
するデータを示す。
【図７Ａ】Accuprime、および投入鋳型としての500 ngのRNAに相当するcDNAを用いた、2
つの2連の試料における各クロノタイプの頻度のlog10を示す。
【図７Ｂ】投入鋳型としての500 ngのRNAに相当するcDNA、およびAccuprime(X軸)または
高忠実度Taq(Y軸)を用いた、各クロノタイプの頻度のlog10を示す。
【図７Ｃ】投入鋳型としての50 ngのRNAに相当するcDNA、およびAccuprime(X軸)または高
忠実度Taq(Y軸)を用いた、各クロノタイプの頻度のlog10を示す。
【図８Ａ】試料からのTCRβ分子の数。ゲノムDNAからのIgH増幅のデータを示す。
【図８Ｂ】試料からのTCRβ分子の数。ゲノムDNAからのIgH増幅のデータを示す。
【図９】本発明によるマルチプレックス増幅が最小限の増幅のバイアスを有することを示
すデータを示す。
【図１０】2名の個体のクロノタイプを比較するデータを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
発明の詳細な説明
　本発明の1つの局面は、リンパ球の集団におけるTCRまたはBCR再編成のレベルを評価す
るために、次世代シークエンシング技術を使用する。これらのシークエンシング技術は、
妥当なコストで、試料から100万またはそれ以上のリードを得ることができる。1/1,000,0
00またはそれよりも低い頻度で存在するクロノタイプでさえ、これらの技術を用いて特異
的様式で検出することができる。血液または骨髄DNA由来の試料から、遺伝子または転写
物の特定部分の配列の異なる型をすべて増幅するためのマルチプレックス増幅が達成され
得る。例えば、IgH配列を増幅するために、公知のVセグメントおよびアレルすべてに相補
的ないくつかのプライマーを、Jセグメントおよびアレルすべてに相補的ないくつかのプ
ライマーと共に使用することができる。図1Aは、試料のクロノタイプをプロファイするた
めに、あるクラスのDNAシーケンサー(例えば、以下に記載するような合成によるSolexa配
列決定（Solexa sequencing-by-synthesis）)を使用する態様に関して、そのような方法
の段階を説明している。B細胞またはT細胞を含む試料を採取し(100)、その後DNAまたはRN
Aを抽出し、クロノタイプを優先的に増幅し、後続の増幅および配列決定のための末端配
列を付着させる反応において増幅する(102)。増幅されたクロノタイプの個々の分子を、
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ガラス表面などの固体表面上にランダムに分配するが(104)、これは個々の分子のクロー
ン集団(またはポロニー)を生成するための二次インサイチュー増幅を可能にするように構
成されている(106)。次に、例えば合成による配列決定技法（sequencing-by-synthesis）
を用いて各ポロニーの分子を配列決定し(108)、その後その配列の型および存在量を一覧
にして、クロノタイププロファイル(110)または同等にレパートリープロファイルを形成
する。本方法は、異なる配列間の増幅のバイアスがほとんどない状態で行うことができる
。TCRβ遺伝子およびIgH遺伝子由来のRNAは、異なるVプライマーの効率に差がわずかしか
ない状態で増幅することができ、それによってDNAから同じことを行う見込みが確証され
る。このスキームは、低レベルのTCRおよび/またはBCR再編成を検出するためのリアルタ
イムリードに関する問題を改善することができる。
【００２５】
　感度は、計数統計(すなわち、感度は、細胞および配列決定試料のサイズの増加によっ
て上昇する)および同等の増幅(すなわち、様々な配列を有するクロノタイプは、以下に示
すように、PCRなどのマルチプレックス増幅反応において有意なバイアスなしに増幅され
得る)によって決定される。感度は最終的には計数統計によって限定されるため、さらな
る感度を得るためには、単純により多くの細胞(すなわち、より大きな試料)およびより多
くの配列決定リードを得ればよい。十分な配列決定リードがある場合には、感度は試料中
のリンパ球数によって限定される。対照的に、リアルタイムPCRアッセイの感度はバック
グラウンドによって限定される。さらに、患者の特異的クローンは、診断用の白血病また
はリンパ腫試料を配列決定することによって決定され得る。ひとたびクロノタイプが決定
されたならば、後続の時点で試料においてそのレベルを決定することができる。いくつか
の好ましい態様においては、患者特異的なプローブもしくはプライマー、または標準物質
として実行させるための患者特異的鋳型の使用の必要性がない。代わりに、患者特異的ク
ローンは、各患者の関連配列に関するデータを保存することによって追跡され、同一のア
ッセイ法がすべての患者に当てはまる。
【００２６】
　概して、本発明のいくつかの態様は、免疫系をプロファイルするために適応免疫細胞の
レパートリーをモニターするという課題に、核酸配列決定技法を適用するための方法を含
む。作成された免疫系のプロファイルは、疾患および障害の診断、ならびに疾患および障
害の状態の診断に使用することができる。提供する本発明の免疫プロファイリングの方法
は、疾患および障害をモニターするのに、ならびに疾患および障害の治療を評価するのに
用いることができる。提供する本発明の方法が適用され得る疾患および障害には、全身性
エリテマトーデス(SLE)、多発性硬化症(MS)、関節リウマチ(RA)、および強直性脊椎炎(AS
)を含む自己免疫疾患が含まれる。提供する本発明の方法は、移植片拒絶反応および免疫
老化の診断、モニタリング、および治療に適用することができる。さらに、提供する本発
明の免疫プロファイリングの方法は、癌および感染症を含む、免疫系に関連するその他の
疾患を診断する、モニターする、および治療するのに用いることができる。
【００２７】
　個々の増幅分子を配列決定することで、異なる配列を識別することができ、したがって
配列決定はクローン増殖における量的変化を検出するための感度を有する。概して、提供
する本発明の1つの態様において、T細胞および/またはB細胞における組換えDNA配列のプ
ロファイルを決定するための方法を提供する。本方法は、対象から試料を単離する段階、
1ラウンドまたは複数ラウンドの核酸増幅、個々の核酸を空間的に単離する段階、および
核酸を配列決定する段階を含む段階を含み得る。核酸はDNAまたはRNAであってよい。T細
胞および/またはB細胞における組換えDNA配列はクロノタイプと称され得る。
【００２８】
　1つの局面において、対象または個体における1つまたは複数の相関クロノタイプを決定
するための方法を提供する。別の局面において、疾患を有する対象に由来する任意の試料
における1つまたは複数の相関クロノタイプを予測することができるアルゴリズムを開発
するための方法を提供する。別の局面において、対象に由来する任意の試料における1つ
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または複数の相関クロノタイプを予測することができるアルゴリズムを用いて、個体の1
つまたは複数の相関クロノタイプを発見するための方法を提供する。別の局面において、
疾患活動性スコアを算出するアルゴリズムを作成するための方法を提供する。別の局面に
おいて、個体の疾患状態をモニターするための方法を提供する。
【００２９】
　T細胞およびB細胞レパートリープロファイリングは、炎症局面を有する疾患にとって価
値があると考えられる。この炎症は、自己免疫および/または過敏性反応に起因する場合
が多い。これらの疾患には、循環器疾患、アルツハイマー病、および子癇前症が含まれる
。炎症は、肥満症および糖尿病を含む異常な代謝状態とも関連づけられている。その他の
炎症関連疾患も存在する。本発明の1つの局面では、鋳型の入れ子セット（nested set）
を作製するための複数の順方向プライマーまたは複数の逆方向プライマーを用いるPCRに
よって、組換えB細胞核酸のセグメントを増幅する(図4Aおよび4Bならびに以下のそれらの
説明を参照されたい)。そのようなセットからの鋳型を表面上でさらに増幅して、別々の
アンプリコンを形成することができる(例えば、cBot装置、Illumina、San Diego, CAを用
いるブリッジPCRによる)。同じ入れ子セットからの鋳型は、それらの共通末端において作
成された配列リードによって互いに関連づけられ得る。鋳型の入れ子セットのお陰で、エ
ラー率の比較的高い配列決定化学を用いて、配列の全長にわたって高い平均品質スコアを
同時に維持しつつ、そうでない場合に可能である長さよりも長い配列を解析することが可
能になる。入れ子セットにより、V領域が体細胞超変異に供された場合でさえ、V領域から
少なくとも1つの配列リードが得られることが確実になる。1つの態様では、IgH分子のよ
うな可変性の高い核酸を解析するために、以下よりも高いエラー率を有する配列決定化学
を使用することができる：配列リードの0.2パーセントが、1～50位に少なくとも1つのエ
ラーを含む；配列リードの0.2～1.0パーセントが、51～75位に少なくとも1つのエラーを
含む；配列リードの0.5～1.5パーセントが、76～100位に少なくとも1つのエラーを含む；
および配列リードの1～5パーセントが、101～125位に少なくとも1つのエラーを含む。別
の態様において、配列決定プライマー結合部位は、伸長される場合にそれらが一連の配列
リードを生じるように位置し、ここで、最後のものを除く各配列リードは、直接隣接する
下流のプライマー結合部位および/または配列リードと重複し、それによって、単一の長
い配列リードを生成するために単一の長い鋳型が使用される場合に可能である品質スコア
よりも高い品質スコアを有する、連続した配列範囲が提供される。
【００３０】
1. さらなる局面および態様
　本発明のさらなる局面および態様は以下のものを含む：T細胞および/またはB細胞にお
ける組換えDNA配列のプロファイルを決定するための方法であって、T細胞および/またはB
細胞を含む対象由来の試料を採取する段階、該細胞からゲノムDNAの個々の分子を空間的
に単離する段階；ゲノムDNAの空間的に単離された個々の該分子を配列決定する段階、な
らびに該試料由来の異なる配列についてそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列のプ
ロファイルを作成する段階を含む前記方法を提供する。T細胞および/またはB細胞におけ
る組換えDNA配列のプロファイルを決定するための方法であって、T細胞および/またはB細
胞を含む対象由来の試料を採取する段階、該細胞からゲノムDNAの個々の分子を空間的に
単離する段階、ゲノムDNAの個々の該分子を増幅する段階、該増幅DNAを配列決定する段階
、ならびに該試料由来の異なる配列についてそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列
のプロファイルを作成する段階を含む前記方法を提供する。T細胞および/またはB細胞に
おける組換えDNA配列のプロファイルを決定するための方法であって、T細胞および/また
はB細胞を含む対象由来の試料を採取する段階、該細胞からゲノムDNAを増幅する段階、該
増幅DNAの個々の分子を空間的に単離する段階、増幅DNAの空間的に単離された個々の該分
子を配列決定する段階、ならびに該試料由来の異なる配列についてそれらのレベルを決定
して、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段階を含む前記方法を提供する。T細胞お
よび/またはB細胞における組換えDNA配列のプロファイルを決定するための方法であって
、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取する段階、該細胞からゲノムDNA
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を増幅する段階、該増幅DNAの個々の分子を空間的に単離する段階、該増幅DNA分子を再増
幅する段階、該再増幅DNA分子を配列決定する段階、ならびに該試料由来の異なる配列に
ついてそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段階を含む
前記方法を提供する。T細胞および/またはB細胞における組換えDNAの配列のプロファイル
を決定するための方法であって、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取
する段階、該細胞からRNAを逆転写してcDNAを形成する段階、該cDNAの個々の分子を空間
的に単離する段階、任意で、cDNAの空間的に単離された個々の該分子を再増幅する段階、
該cDNAおよび/または再増幅cDNAを配列決定する段階、ならびに該試料由来の異なる配列
についてそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段階を含
む前記方法を提供する。T細胞および/またはB細胞における組換えDNA配列のプロファイル
を決定するための方法であって、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取
する段階、該試料中の個々の細胞を空間的に単離する段階、該細胞から核酸の個々の分子
を配列決定する段階、ならびに該試料由来の異なる配列についてそれらのレベルを決定し
て、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段階を含む前記方法を提供する。1つの態様
において、前記の増幅および/または再増幅段階は、PCR、マルチプレックスPCR、TMA、NA
SBA、またはLAMPを含む。別の態様において、空間的に単離する前記段階は、固体支持体
上で前記DNAもしくはcDNAを二次元に分離すること、ミセルを有する溶液中で前記DNAもし
くはcDNAを三次元に分離すること、または微小反応チャンバーを用いて分子を分離するこ
とを含む。別の態様において、前記の増幅および/または再増幅段階は、サブクローニン
グしたDNAもしくはcDNAを保有する細菌の増殖、スライド上でのDNAもしくはcDNAの増幅、
またはビーズ上でのDNAもしくはcDNAの増幅による。別の態様において、前記の配列決定
段階はジデオキシ配列決定を含む。別の態様において、前記の配列決定段階は、可逆的終
結標識ヌクレオチドを用いた合成による配列決定を含む。別の態様において、前記の配列
決定段階は、ヌクレオチド取り込み時のピロリン酸放出の検出を含む。別の態様において
、前記の配列決定段階は、標識オリゴヌクレオチドプローブのライブラリーへのアレル特
異的ハイブリダイゼーションを含む。別の態様において、前記の配列決定段階は、標識オ
リゴヌクレオチドプローブのライブラリーへのアレル特異的ハイブリダイゼーションと、
それに続く該プローブの連結とを用いた合成による配列決定を含む。別の態様において、
前記の配列決定段階は、重合工程中の標識ヌクレオチドの取り込みのリアルタイムモニタ
リングを含む。別の態様において、前記の組換えDNA配列は、T細胞受容体遺伝子および/
または免疫グロブリン遺伝子を含む。別の態様において、前記の配列決定段階は、免疫グ
ロブリン遺伝子および/またはT細胞受容体遺伝子の完全クローン配列のサブセットを配列
決定することを含む。別の態様において、完全クローン配列の前記サブセットは、免疫グ
ロブリン遺伝子もしくはT細胞受容体遺伝子のV-D結合部、D-J結合部、免疫グロブリン遺
伝子もしくはT細胞受容体遺伝子の完全な可変領域、抗原認識領域、または相補性決定領
域3(CDR3)を含む。別の態様において、前記T細胞受容体遺伝子はT細胞受容体β遺伝子を
含む。別の態様において、前記免疫グロブリン遺伝子は免疫グロブリン重鎖遺伝子を含む
。別の態様において、前記の増幅または再増幅段階は、Vセグメントと相補的な複数のプ
ライマー、およびCセグメントと相補的な1つのプライマーを含む。別の態様において、前
記の増幅または再増幅段階は、Vセグメントと相補的な複数のプライマー、およびCセグメ
ントと相補的な複数のプライマーを含む。別の態様において、Vセグメントと相補的な前
記の複数のプライマーは、各Vセグメントに対する少なくとも3種の異なるプライマーを含
み、Cセグメントと相補的な複数のプライマーは、少なくとも1種、少なくとも2種、少な
くとも3種、少なくとも4種、少なくとも5種、または少なくとも6種のプライマーを含む。
別の態様において、前記T細胞またはB細胞は、全T細胞およびB細胞のサブセットである。
別の態様において、T細胞の該サブセットは、CD4+、CD8+細胞、またはCD27高細胞である
。別の態様において、前記試料は、少なくとも100,000個、少なくとも500,000個、少なく
とも750,000個、または少なくとも1,000,000個のT細胞を含む。別の態様において、前記
の配列決定段階は、1回の実行当たり少なくとも1000件のリード、1回の実行当たり少なく
とも10,000件のリード、1回の実行当たり少なくとも100,000件のリード、または1回の実
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行当たり少なくとも1,000,000件のリードを含む。別の態様において、前記の配列決定段
階は、1回のリード当たり約30 bp、約40 bp、約50 bp、約60 bp、約70 bp、約80 bp、約9
0 bp、約100 bp、約110 bp、または約120 bpを作成することを含む。別の態様では、対象
が自己免疫疾患のフレア(flare)状態にある時点で、前記試料を採取する。別の態様では
、全身性エリテマトーデスを有するかまたはそれを有する疑いのある対象から前記試料を
採取する。別の局面では、対象における1つまたは複数の相関クロノタイプを決定するた
めの方法であって、疾患の第1状態に関連する少なくとも1つの対象由来の試料から空間的
に単離された個々の分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複数のクロノタイプ
プロファイルを作成する段階、およびその1つまたは複数のクロノタイププロファイルに
基づいて、対象における1つまたは複数の相関クロノタイプを決定する段階を含む前記方
法を提供する。1つの態様において、前記の少なくとも1つの試料は、疾患に罹患した組織
に由来する。別の態様において、前記の1つまたは複数の相関クロノタイプの決定は、少
なくとも2つの試料からのクロノタイププロファイルを比較する段階を含む。別の態様に
おいて、疾患の第1状態は疾患のピーク状態である。別の態様において、前記の1つまたは
複数の相関クロノタイプは、疾患のピーク状態において存在する。別の態様において、前
記の1つまたは複数の相関クロノタイプは、疾患のピーク状態において存在しない。別の
態様において、前記の1つまたは複数の相関クロノタイプは、疾患のピーク状態において
高い。別の態様において、前記の1つまたは複数の相関クロノタイプは、疾患のピーク状
態において低い。別の態様において、前記試料はT細胞および/またはB細胞を含む。別の
態様において、該T細胞および/またはB細胞は、T細胞および/またはB細胞のサブセットを
含む。別の態様において、T細胞および/またはB細胞の該サブセットは、マーカーとの相
互作用によって濃縮される。別の態様において、該マーカーは、T細胞および/またはB細
胞のサブセット上の細胞表面マーカーである。別の態様において、T細胞および/またはB
細胞の該サブセットは、疾患において特異的に存在する抗原と相互作用する。別の態様に
おいて、疾患は全身性エリテマトーデスまたは多発性硬化症である。別の局面において、
疾患を有する対象に由来する任意の試料における1つまたは複数の相関クロノタイプを予
測することができるアルゴリズムを開発するための方法であって、a) 疾患に関連する試
料のセットから複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、b) その試料のセット
から1つまたは複数の相関クロノタイプを同定する段階、c) b)において同定された1つま
たは複数の相関クロノタイプからの配列パラメータおよび/または機能的データを用いて
、疾患を有する対象に由来する任意の試料における相関クロノタイプを予測することがで
きるアルゴリズムを開発する段階を含む前記方法を提供する。1つの態様では、疾患に罹
患した1つまたは複数の組織から試料のセットを採取する。別の態様において、前記の1つ
または複数の相関クロノタイプの同定は、少なくとも2つの試料からのクロノタイププロ
ファイルを比較する段階を含む。別の態様において、前記機能的データは、T細胞および/
もしくはB細胞表面上のマーカーの結合能、またはT細胞もしくはB細胞による抗原との相
互作用を含む。別の態様において、前記配列パラメータは、核酸配列および予測されるア
ミノ酸配列を含む。別の態様において、試料は、疾患のピーク段階にある1つまたは複数
の個体に由来する。別の態様において、前記の1つまたは複数の相関クロノタイプは、疾
患のピーク状態において存在する。別の態様において、前記の1つまたは複数の相関クロ
ノタイプは、疾患のピーク状態において高レベルである。別の態様において、前記の1つ
または複数の相関クロノタイプは、疾患のピーク状態において低レベルである。別の態様
において、1つまたは複数の相関クロノタイプは、疾患のピーク状態において存在しない
。別の態様において、疾患は全身性エリテマトーデスまたは多発性硬化症である。別の態
様において、個体の1つまたは複数の相関クロノタイプを発見するための方法であって、
個体由来の試料からのクロノタイププロファイルをアルゴリズムに入力する段階、および
アルゴリズムを用いて、個体の1つまたは複数の相関クロノタイプを決定する段階を含む
前記方法を提供する。1つの態様において、アルゴリズムは、a) 疾患に関連する試料のセ
ットから複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、b) その試料のセットから1つ
または複数の相関クロノタイプを同定する段階、c) b)において同定された1つまたは複数
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の相関クロノタイプからの配列パラメータおよび/または機能的データを用いて、疾患を
有する対象に由来する任意の試料における相関クロノタイプを予測することができるアル
ゴリズムを開発する段階によって開発された、疾患を有する対象に由来する任意の試料に
おける1つまたは複数の相関クロノタイプを予測することができるアルゴリズムである。1
つの態様では、疾患のピーク状態において前記試料を採取する。別の態様では、疾患に罹
患した組織から試料を採取する。別の局面において、疾患活動性スコアを算出するアルゴ
リズムを作成するための方法であって、因子のセットを用いて相関クロノタイプのレベル
を疾患活動性スコアに統合するアルゴリズムを開発する段階、疾患活動性スコアを、疾患
状態に関する臨床データと比較する段階、および臨床データと疾患活動性スコアとの相関
を最大化するために因子を最適化する段階を含む前記方法を提供する。1つの態様におい
て、個体の疾患状態をモニターするための方法であって、
a) 個体由来の試料からクロノタイププロファイルを決定する段階、b) 因子のセットを用
いて相関クロノタイプのレベルを疾患活動性スコアに統合するアルゴリズムを開発する段
階と、疾患活動性スコアを、疾患状態に関する臨床データと比較する段階と、臨床データ
と疾患活動性スコアとの相関を最大化するために因子を最適化する段階とによって作成さ
れる、疾患活動性を算出するアルゴリズムに、a)からのクロノタイププロファイル情報を
入力する段階、ならびにc) 疾患活動性スコアを算出するアルゴリズムを用いて、個体の
疾患状態を予測するスコアを作成する段階を含む前記方法を提供する。別の態様において
、個体の疾患状態をモニターするための方法は、個体における1つまたは複数の相関クロ
ノタイプを決定する段階、および1つまたは複数の相関クロノタイプの情報をアルゴリズ
ムに入力する段階をさらに含む。別の態様において、個体における1つまたは複数の相関
クロノタイプを決定する前記段階は、a) 疾患の第1状態に関連する少なくとも1つの対象
由来の試料から空間的に単離された個々の分子を核酸配列決定することにより、1つまた
は複数のクロノタイププロファイルを作成することと、b) その1つまたは複数のクロノタ
イププロファイルに基づいて、対象における1つまたは複数のより相関するクロノタイプ
を決定することとを含む。別の態様において、個体における1つまたは複数の相関クロノ
タイプを決定する前記段階は、a) i) 疾患に関連する試料のセットから複数のクロノタイ
ププロファイルを作成する段階、ii) その試料のセットから1つまたは複数の相関クロノ
タイプを同定する段階、iii) ii)において同定された1つまたは複数の相関クロノタイプ
からの配列パラメータおよび/または機能的データを用いて、疾患を有する対象に由来す
る任意の試料における相関クロノタイプを予測することができるアルゴリズムを開発する
段階によって開発された、1つまたは複数の相関クロノタイプを予測することができるア
ルゴリズムに、個体由来の試料からのクロノタイププロファイルを入力すること、ならび
にc) 1つまたは複数の相関クロノタイプを予測することができるアルゴリズムを用いて、
個体の1つまたは複数の相関クロノタイプを決定することを含む。別の態様において、疾
患は全身性エリテマトーデスまたは多発性硬化症である。別の局面において、1つまたは
複数の相関T細胞またはB細胞クロノタイプを決定する方法であって、a) 対象由来の細胞
の試料を少なくとも2つの試料に分割する段階、b) 対象由来の細胞の試料のうちの一方か
ら個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複数のクロ
ノタイププロファイルを作成する段階、c) 該細胞の少なくとも1つの分子パラメータに基
づいて、この対象由来のもう一方の細胞の試料を濃縮する段階、d) 該対象の濃縮試料か
ら個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複数のクロ
ノタイププロファイルを作成する段階、およびe) 試料におけるその存在量が濃縮試料と
非濃縮試料との間で変化したクロノタイプに基づいて、少なくとも1つのクロノタイプを
同定する段階を含む前記方法を提供する。別の態様において、分子パラメータは細胞表面
マーカーである。別の態様において、濃縮は、固相固定化親和性マーカーを用いて細胞を
捕捉することによって行われる。別の態様において、固体表面はビーズのセットである。
別の態様において、固体表面はカラムである。別の態様において、マーカーは蛍光部分を
用いて標識される。別の態様において、濃縮は、蛍光標識を用いてフローサイトメトリー
によって達成される。別の態様において、細胞はBリンパ球であり、濃縮は、B細胞受容体
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と結合する抗原を用いて行われる。別の態様において、濃縮は、抗原が固定化されている
固体表面上での捕捉を介して行われる。別の態様においては、Bリンパ球を標識するため
に抗原が用いられ、濃縮は、この標識を用いてフローサイトメトリーを使用して達成され
る。別の態様において、細胞はTリンパ球であり、濃縮は、特異的抗原に反応するT細胞を
標識して、フローサイトメトリーを用いて濃縮することを可能にする方法を用いて行われ
る。別の態様において、T細胞は細胞内サイトカイン染色法を用いて標識される。別の態
様において、T細胞はサイトカイン捕捉法を用いて標識される。別の態様において、分子
パラメータは、病原体に特異的である少なくとも1つの抗原と結合することができるB細胞
受容体である。別の態様において、分子パラメータは、病原体に特異的である少なくとも
1つの抗原と結合することができえるT細胞受容体である。別の態様において、試料は、第
1の時点で病原体に曝露された患者から採取される。別の局面において、病原体に対する
免疫反応と相関する、個体におけるクロノタイプのセットを決定するための方法であって
、a) 対象由来の細胞の試料を少なくとも2つの試料に分割する段階、b) 対象由来の一方
の細胞の試料から個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定することにより、1つま
たは複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、c) 該病原体由来の少なくとも1つ
の抗原と結合する細胞の能力に基づいて、この対象由来のもう一方の細胞の試料を濃縮す
る段階、d) 該対象の濃縮試料から個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定するこ
とにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、およびe) 試料に
おけるその存在量が濃縮試料と非濃縮試料との間で変化したクロノタイプに基づいて、少
なくとも1つの相関クロノタイプを同定する段階を含む前記方法を提供する。別の局面に
おいて、腫瘍に対する免疫反応と相関する、個体におけるクロノタイプのセットを決定す
るための方法であって、a) 対象由来の細胞の試料を少なくとも2つの試料に分割する段階
、b) 対象由来の一方の細胞の試料から個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定す
ることにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、c) 腫瘍中に
存在する少なくとも1つの自己抗原と結合する細胞の能力に基づいて、この対象由来のも
う一方の細胞の試料を濃縮する段階、d) 該対象の濃縮試料から個々に空間的に単離され
た分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイルを作
成する段階、およびe) 試料におけるその存在量が濃縮試料と非濃縮試料との間で変化し
たクロノタイプに基づいて、少なくとも1つの相関クロノタイプを同定する段階を含む前
記方法を提供する。別の態様においては、個体が腫瘍を有するリスクを評価するために、
相関クロノタイプのレベルが用いられる。別の態様において、抗原は、その個体において
既に生じた腫瘍中に存在していることがわかっており、腫瘍の再発のリスクを評価するた
めに、相関クロノタイプが用いられる。別の態様において、抗原は、他の個体における腫
瘍中に存在することがわかっており、以前に腫瘍が検出されたことのない患者において癌
のリスクを評価するために、クロノタイプが用いられる。別の局面において、臓器に対す
る損傷によって血流中に放出された物質に対する免疫反応と相関する、個体におけるクロ
ノタイプのセットを決定するための方法であって、a) 対象由来の細胞の試料を少なくと
も2つの試料に分割する段階、b) 対象由来の一方の細胞の試料から個々に空間的に単離さ
れた分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイルを
作成する段階、c) 損傷した臓器中に存在する少なくとも1つの自己抗原と結合する細胞の
能力に基づいて、この対象由来のもう一方の細胞の試料を濃縮する段階、d) 該対象の濃
縮試料から個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複
数のクロノタイププロファイルを作成する段階、およびe) 試料におけるその存在量が濃
縮試料と非濃縮試料との間で変化したクロノタイプに基づいて、少なくとも1つの相関ク
ロノタイプを同定する段階を含む前記方法を提供する。別の態様においては、個体が臓器
損傷を有するリスクを評価するために、相関クロノタイプのレベルが用いられる。別の局
面において、治療薬に対する免疫反応と相関する、個体におけるクロノタイプのセットを
決定するための方法であって、a) 対象由来の細胞の試料を少なくとも2つの試料に分割す
る段階、b) 対象由来の一方の細胞の試料から個々に空間的に単離された分子を核酸配列
決定することにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、c) 治
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療薬中に含まれる少なくとも1つの抗原と結合する細胞の能力に基づいて、この対象由来
のもう一方の細胞の試料を濃縮する段階、d) 該対象の濃縮試料から個々に空間的に単離
された分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイル
を作成する段階、およびe) 試料におけるその存在量が濃縮試料と非濃縮試料との間で変
化したクロノタイプに基づいて、少なくとも1つの相関クロノタイプを同定する段階を含
む前記方法を提供する。別の態様においては、個体が治療薬に対して過敏性を示している
リスクを評価するために、相関クロノタイプのレベルが用いられる。別の局面において、
動脈プラークに対する免疫反応と相関する、個体におけるクロノタイプのセットを決定す
るための方法であって、a) 対象由来の細胞の試料を少なくとも2つの試料に分割する段階
、b) 対象由来の一方の細胞の試料から個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定す
ることにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、c) 動脈プラ
ーク中に存在する少なくとも1つの抗原と結合する細胞の能力に基づいて、この対象由来
のもう一方の細胞の試料を濃縮する段階、d) 該対象の濃縮試料から個々に空間的に単離
された分子を核酸配列決定することにより、1つまたは複数のクロノタイププロファイル
を作成する段階、およびe) 試料におけるその存在量が濃縮試料と非濃縮試料との間で変
化したクロノタイプに基づいて、少なくとも1つの相関クロノタイプを同定する段階を含
む前記方法を提供する。別の態様においては、個体が循環器疾患を有するリスクを評価す
るために、相関クロノタイプのレベルが用いられる。別の態様においては、動脈プラーク
が不安定であるリスクを評価するために、相関クロノタイプのレベルが用いられる。別の
局面において、リンパ系新生物に関与する細胞中に見出される配列識別子を決定するため
の方法であって、a) 癌性細胞が存在することがわかっている罹患個体から細胞の試料を
採取する段階、b) 該試料中の細胞から個々に空間的に単離された分子を核酸配列決定す
ることにより、少なくとも1つの免疫細胞ゲノム再編成に関連している1つまたは複数のク
ロノタイププロファイルを作成する段階、c) 腫瘍と関連したクロノタイプの配列として
配列識別子を同定する段階を含む前記方法を記載する。別の態様において、試料は患者の
骨髄に由来する。別の態様において、試料は患者の血液に由来する。別の態様において、
試料は固形リンパ系腫瘍の生検標本に由来する。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編
成は、B細胞におけるIgHのVDJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成
は、B細胞におけるIgHのDJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、
B細胞におけるIgKのVJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、B細
胞におけるIgLのVJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、T細胞に
おけるTCRβのVDJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、T細胞に
おけるTCRβのDJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、T細胞にお
けるTCRαのVJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、T細胞におけ
るTCRλのVJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、T細胞における
TCRδのVDJ再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、T細胞におけるT
CRδのVD再編成である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、ゲノムの別の領域
に対するIgHのJセグメントの転座である。別の態様において、免疫細胞ゲノム再編成は、
ゲノムの別の領域に対する任意のJセグメントの転座である。別の態様において、腫瘍関
連クロノタイプの同定はクロノタイプ頻度によって行われる。別の
態様において、腫瘍関連クロノタイプの同定はクロノタイプ頻度によって行われる。別の
態様において、腫瘍関連クロノタイプの同定は系譜間（cross lineage）再編成の検出に
よって行われる。別の態様において、腫瘍関連クロノタイプの同定は、非機能的再編成を
同定することによって行われる。別の態様において、腫瘍関連クロノタイプの同定は、細
胞クロノタイプを、腫瘍と関連した少なくとも1つの分子マーカーと関連づけることによ
って行われる。別の局面において、その腫瘍が、関与する第1の時点において特有の配列
識別子と関連づけられた個体内に循環しているリンパ系腫瘍細胞のレベルを決定する方法
であって、a) 患者から細胞の試料を採取する段階、b) 該試料中の細胞から個々に空間的
に単離された分子を核酸配列決定することにより、少なくとも1つの免疫細胞ゲノム再編
成に関連している1つまたは複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、c) 配列識
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別子と関連したクロノタイプのレベルから腫瘍細胞のレベルを決定する段階を含む前記方
法を記載する。別の局面において、その腫瘍が、関与する第1の時点において特有の配列
識別子と関連づけられた個体内に循環しているリンパ系腫瘍細胞のレベルを決定する方法
であって、a) 患者から細胞の試料を採取する段階、b) 少なくとも1つの分子マーカーに
基づいて該細胞を濃縮する段階、c) 該試料中の細胞から個々に空間的に単離された分子
を核酸配列決定することにより、少なくとも1つの免疫細胞ゲノム再編成に関連している1
つまたは複数のクロノタイププロファイルを作成する段階、d) 配列識別子と関連したク
ロノタイプのレベルから腫瘍細胞のレベルを決定する段階を含む前記方法を記載する。別
の態様において、試料は血液試料である。別の態様において、試料は骨髄試料である。別
の態様において、試料はリンパ液試料である。別の態様において、試料は組織試料である
。別の態様において、細胞は蛍光標識され、フローサイトメトリーを用いて濃縮される。
別の態様において、細胞は固体支持体への結合を介して濃縮される。別の態様において、
クロノタイプは、特有の配列識別子を含むクロノタイプと定義される。別の態様において
、クロノタイプは、配列識別子に対する変異および再編成によって生じた可能性が高いク
ロノタイプと決定される。別の態様において、循環している腫瘍細胞のレベルおよび/ま
たは循環している腫瘍細胞のレベルの変化は、臨床的腫瘍再発を有するリスクと相関する
スコアを生成するためのアルゴリズムにおいて用いられる。別の態様において、循環して
いる腫瘍細胞のレベルおよび/または循環している腫瘍細胞のレベルの変化は、治療法を
決定するために用いられる。
【００３１】
II. クロノタイププロファイルを決定する方法
　本発明の方法を用いて、対象由来の試料における組換えDNA配列またはクロノタイプの
プロファイルを作成することができる。1つの態様において、T細胞および/またはB細胞に
おける組換えDNA配列のプロファイルを決定するための方法であって、T細胞および/また
はB細胞を含む対象由来の試料を採取する段階、該細胞からゲノムDNAの個々の分子を単離
する段階、ゲノムDNAの単離された個々の分子を配列決定する段階、ならびに試料由来の
異なる配列についてそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列のプロファイルを作成す
る段階を含む前記方法を提供する。
【００３２】
　別の態様において、T細胞および/またはB細胞における組換えDNA配列のプロファイルを
決定するための方法であって、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取す
る段階、細胞からゲノムDNAの個々の分子を単離する段階、ゲノムDNAの個々の分子を増幅
する段階、増幅DNAを配列決定する段階、ならびに試料由来の異なる配列についてそれら
のレベルを決定して、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段階を含む前記方法を提
供する。
【００３３】
　別の態様において、T細胞および/またはB細胞における組換えDNA配列のプロファイルを
決定するための方法であって、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取す
る段階、細胞からゲノムDNAを増幅する段階、増幅DNAの個々の分子を単離する段階、増幅
DNAの単離された個々の分子を配列決定する段階、ならびに試料由来の異なる配列につい
てそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段階を含む前記
方法を提供する。
【００３４】
　別の態様において、T細胞および/またはB細胞における組換えDNA配列のプロファイルを
決定するための方法であって、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取す
る段階、細胞からゲノムDNAを増幅する段階、増幅DNAの個々の分子を単離する段階、増幅
DNA分子を再増幅する段階、再増幅DNA分子を配列決定する段階、ならびに試料由来の異な
る配列についてそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段
階を含む前記方法を提供する。
【００３５】
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　別の態様において、T細胞および/またはB細胞における組換えDNAの配列のプロファイル
を決定するための方法であって、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取
する段階、該試料からRNAを単離する段階、該細胞からRNAを逆転写してcDNAを形成する段
階、該cDNAの個々の分子を単離する段階、任意で、該cDNAを再増幅する段階、該cDNAまた
は再増幅DNAの単離された個々の該分子を配列決定する段階、ならびに該試料由来の異な
る配列についてそれらのレベルを決定して、組換えDNA配列のプロファイルを作成する段
階を含む前記方法を提供する。
【００３６】
　別の態様において、T細胞および/またはB細胞における組換えDNAの配列のプロファイル
を決定するための方法であって、T細胞および/またはB細胞を含む対象由来の試料を採取
する段階、該試料からRNAの個々の分子を単離する段階、RNAの個々の分子を配列決定する
段階、ならびに該試料由来の異なる配列についてそれらのレベルを決定して、組換えDNA
配列のプロファイルを作成する段階を含む前記方法を提供する。
【００３７】
対象および試料
　提供される発明の方法は、対象または個体（例えば、患者）由来の試料を使用すること
ができる。対象は、患者、例えば自己免疫疾患の患者であり得る。対象は、感染病または
癌、例えば白血病またはリンパ腫の患者であり得る。対象は、哺乳動物、例えばヒトであ
り得る。対象は、男性または女性であり得る。対象は、幼児、小児または成人であり得る
。いくつかの態様において、対象は、すでに生存していない。いくつかの態様において、
対象は、生存している。対象は、生物兵器に被曝した個体であり得る。
【００３８】
　対象はまた、非ヒト動物であり得る。非ヒト動物は、家庭用ペットまたは家畜であり得
る。非ヒト動物は、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヤギまたはブタであり得る。非ヒト動物は
、クローン動物であり得る。非ヒト動物は、医薬の製造に関係するものであり得る。
【００３９】
　提供される発明の方法において使用される試料は、例えば、胎児を取り囲む羊水、房水
、胆液、血液および血漿、耳垢（耳のあか）、カウパー液または尿道球腺液、乳糜、糜粥
、女性射精液、間質液、リンパ液、月経液、母乳、粘液（鼻水および痰を含む）、胸膜液
、膿汁、唾液、皮脂（皮膚の脂）、精液、血清、汗、涙、尿、膣潤滑液、嘔吐物、水分、
糞便、脳および脊髄を取り囲む脳脊髄液を含む体内液、骨関節を取り囲む滑液、細胞内部
の液体である細胞内液ならびに眼球内の液体である硝子体液を含む、対象由来の体液を含
み得る。1つの態様において、試料は、血液試料である。血液試料は、約0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5または5.0 mL
であり得る。試料は、対象が多発性硬化症を有する場合は脳脊髄液（CSF）、対象が関節
リウマチを有する場合は滑液、そして対象が全身性ループスを有する場合は皮膚（または
その他の器官）の生検であり得る。1つの態様において、クロノタイプは病理を反映して
いる可能性が最も高い入手可能な体液／組織から同定し、その後に異なる体液、例えば血
液由来のクロノタイプレベルをモニターすることができる。試料はまた、生物学的物質が
溶解された溶媒を含み得る。試料は、疾患が活動停止期にある時点で分析され得る。試料
は、疾患が活動期にある時点で分析され得る。試料は、疾患が活動停止期にある時点で取
得され得る。試料は、疾患が活動期にある時点で取得され得る。試料は、医療提供者、例
えば医師、医師アシスタント、看護師、獣医、皮膚専門医、リウマチ専門医、歯科医、救
急医療隊員または外科医により取得され得る。試料は、研究技術者により取得され得る。
試料は、対象により提供され得る。試料は、匿名で提供され得る。試料は、郵便を通じて
提供され得る。試料は、法執行機関によりまたは捜査当局により提供され得る。対象から
2以上の試料が取得され得る。
【００４０】
　試料は、生検、例えば皮膚生検であり得る。生検は、例えば、脳、肝臓、肺、心臓、結
腸、腎臓または骨髄由来であり得る。当業者に使用されている任意の生検技術を、対象か



(23) JP 6158080 B2 2017.7.5

10

20

30

40

50

ら試料を単離するのに使用することができる。例えば、生検は、全身麻酔が使用される切
開生検であり得る。生検は、切開生検の場合よりも切り口が小さい非切開生検であり得る
。生検は、組織の一部が取り出されるコア生検または切除生検であり得る。生検は、病変
部全体を除去する試みが為される摘出生検であり得る。生検は、組織または体液の試料が
針によって取り出される細針吸引生検であり得る。
【００４１】
　試料は、対象が残した身体物質から取得され得る。そのような遺棄された物質は、ヒト
の排泄物を含み得る。遺棄された物質はまた、脱落した皮膚細胞、血液、歯または毛髪を
含み得る。
【００４２】
　試料は、免疫細胞を含み得る、例えば、免疫細胞はT細胞および／またはB細胞を含み得
る。T細胞（Tリンパ球）は、例えば、T細胞受容体を発現する細胞を含む。T細胞は、ヘル
パーT細胞（エフェクターT細胞またはTh細胞）、細胞傷害性T細胞（CTL）、メモリーT細
胞および制御性T細胞を含む。試料は、いくつかの用途（例えば、関連するT細胞を定義す
るための較正試験）では単一細胞を、またはより一般的には、少なくとも1,000、少なく
とも10,000、少なくとも100,000、少なくとも250,000、少なくとも500,000、少なくとも7
50,000もしくは少なくとも1,000,000のT細胞を含むものであり得る。
【００４３】
　B細胞は、例えば、血漿B細胞、メモリーB細胞、B1細胞、B2細胞、辺縁帯B細胞および濾
胞性B細胞を含む。B細胞は、免疫グロブリン（抗体、B細胞受容体）を発現することがで
きる。試料は、いくつかの用途（例えば、関連するB細胞を定義するための較正試験）で
は単一細胞を、またはより一般的には、少なくとも1,000、少なくとも10,000、少なくと
も100,000、少なくとも250,000、少なくとも500,000、少なくとも750,000もしくは少なく
とも1,000,000のB細胞を含むものであり得る。
【００４４】
　試料は、核酸、例えばDNA（例えばゲノムDNAもしくはミトコンドリアDNA）またはRNA（
例えばメッセンジャーRNAもしくはマイクロRNA）を含み得る。核酸は、無細胞性DNAまた
はRNA、例えば循環系から抽出されたそれらであり得る。Vlassov et al, Curr. Mol. Med
., 10: 142-165 (2010); Swarup et al, FEBS Lett., 581; 795-799 (2007)。提供される
発明の方法において、分析され得る対象由来のRNAまたはDNAの量は、例えば、いくつかの
用途（例えば較正試験）では単一細胞という少量、ならびに6pg～60ugのDNAおよびおよそ
1pg～10ugのRNAの範囲に換算される1千万の細胞またはそれ以上という多量を含む。
【００４５】
　以下（定義）でより十分な議論がなされているように、リンパ球の試料は、個別のクロ
ノタイプを有する実質的にすべてのT細胞またはB細胞がその中で提示され、それによって
（この用語の本明細書における意味での）レパートリーが形成されるのに十分大きなもの
である。1つの態様においては、0.001パーセントまたはそれ以上の頻度で存在するその集
団のすべてのクロノタイプを99パーセントの確率で含む試料が採取される。別の態様にお
いては、0.0001パーセントまたはそれ以上の頻度で存在するその集団のすべてのクロノタ
イプを99パーセントの確率で含む試料が採取される。１つの態様において、B細胞またはT
細胞の試料は少なくとも五十万の細胞を含み、別の態様においてはそのような試料は少な
くとも百万の細胞を含む。
【００４６】
　試料を採取する供給源物質が十分でない場合、例えば臨床研究試料等の場合、その物質
からDNAが、非偏向技術、例えば総ゲノム増幅（WGA）、多置換増幅（MDA）；または同様
の技術、例えばHawkins et al, Curr. Opin. Biotech., 13: 65-67 (2002); Dean et al,
 Genome Research, 11: 1095-1099 (2001); Wang et al, Nucleic Acids Research, 32: 
e76 (2004); Hosono et al, Genome Research, 13: 954-964 (2003)の技術等により増幅
され得る。
【００４７】
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　血液試料は、特にリンパ系新生物、例えばリンパ腫、白血病等のモニタリングにおいて
特に注目され、そしてこれは、従来技術、例えばInnis et al 編, PCR Protocols（Acade
mic Press, 1990）等の技術を用いて取得され得る。例えば、白血球は、従来技術、例え
ばRosetteSepキット（Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada）を用いて血液試料
から分離され得る。血液試料は、100μLから10 mLの範囲の容量であり得；1つの局面にお
いて、血液試料の容量は、200 100μLから2 mLの範囲である。DNAおよび／またはRNAは、
その後、本発明の方法において使用するために、そのような血液試料から、従来技術、例
えば、DNeasy Blood & Tissueキット（Qiagen, Valencia, CA）を用いて抽出され得る。
任意で、白血球のサブセット、例えばリンパ球がさらに、従来技術、例えば蛍光活性化細
胞ソーティング（FACS）（Becton Dickinson, San Jose, CA）、磁気活性化細胞ソーティ
ング（MACS）（Miltenyi Biotec, Auburn, CA）等を用いて単離され得る。
【００４８】
　他の態様では、細胞のサブセットの試料由来の核酸が分析される。例えば細胞表面マー
カーを使用することにより細胞を分離する方法を使用することができる。例えば、細胞は
、細胞ソーティングフローサイトメトリー、フローソーティング、蛍光活性化細胞ソーテ
ィング（FACS）、ビーズベースの分離、例えば磁気細胞ソーティング（MACS；例えば、抗
体をコートした磁気粒子を用いるもの）、サイズベースの分離（例えば、ふるい、障害物
のアレイもしくはフィルター）、マイクロ流体装置によるソーティング、抗体ベースの分
離、沈降、親和性吸着、親和性抽出または密度勾配遠心分離により単離することができる
。細胞は、レーザーキャプチャーマイクロダイセクションにより精製することができる。
ソーティングは、細胞のサイズ、形態または細胞内もしくは細胞外マーカーに基づくもの
であり得る。腫瘍細胞を単離またはソーティングする方法は、例えば、Nagrath S. et al
. (2007) Nature 450: 1235-1239；米国特許第6008002号、同第7232653号および同第7332
288号；PCT公開第WO2008157220A1号；ならびに米国特許出願第US20080138805A1号および
同第US20090186065号；ならびにRosenberg R. et al. (2002) Cytometry 49: 150-158に
記載されており、これらの各々はその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【００４９】
　細胞のサブセットは、T細胞および／またはB細胞のサブセットであり得る。T細胞のサ
ブセットは、CD4+、CD8+またはCD27high細胞であり得る。多種多様なT細胞およびB細胞の
サブセットを標識および／または分離するための抗体カクテルが、Quest Diagnostic（Sa
n Juan Capistrano, CA）；Dako（Denmark）等の業者から市販されている。以下は、疾患
に関連するサブセットに利用できるキットの例である（ここにその抗体の抗原特異性が列
挙される）：前駆Bリンパ芽球性白血病／リンパ腫（CD19、CD79a（細胞質性）、CD20、CD
10、TDt、HLADR、CD34、IgM（細胞質性））；びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（CD20、CD
19、CD22、CD79a、CD30）；濾胞性リンパ腫（CD20、CD10、CD10、BCL2、BCL6）；マント
ル細胞白血病（CD19、CD20、CD5、CD23-、BCL1）等。
【００５０】
　蛍光活性化細胞ソーティング（FACS）は、細胞を選別するために光散乱および蛍光特性
を利用する。蛍光性は、例えば蛍光色素に結合された核酸プローブまたは抗体を用いるこ
とで、細胞に付与することができる。細胞懸濁物は、流動する液体の流れを形成し得る。
この細胞の流れは1滴あたりおよそ1個の細胞を含む滴を形成する。流れから滴が形成され
る前に、各細胞の蛍光特性が測定される。蛍光強度の測定の前に、帯電リングに電荷が付
与され、滴にはその滴が流れからはじき出されるように反対の電荷が与えられる。荷電し
た滴は、滴をそれらの電荷に基づき異なる容器へと向かわせる2つの高電圧偏向板を通過
する。電荷は流れに対して直接的に付与することができ、ブレイクオフする電荷はその流
れと同じ符号の電荷を保持する。流れはその後、滴がブレイクオフした後に中性に戻され
る。
【００５１】
　直接的または間接的な免疫蛍光を、FACSにおいて使用することができる。直接的免疫蛍
光では、抗体が蛍光色素に直接的に連結される。間接的免疫蛍光では、一次抗体は標識さ
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れず、二次抗体が蛍光色素に連結される。
【００５２】
　識別性のある組換えは各個体の適応免疫細胞のDNAおよびそれらに関連するRNA転写物に
存在するので、RNAまたはDNAのいずれかを、提供される発明の方法において配列決定する
ことができる。T細胞受容体もしくは免疫グロブリン分子またはそれらの一部分をコード
するT細胞またはB細胞由来の組換え配列は、クロノタイプと称される。DNAまたはRNAは、
T細胞受容体（TCR）遺伝子または抗体をコードする免疫グロブリン（Ig）遺伝子由来の配
列に対応するものであり得る。例えば、DNAおよびRNAは、TCRのα、β、γまたはδ鎖を
コードする配列に対応するものであり得る。多数派のT細胞では、TCRは、α鎖およびβ鎖
からなるヘテロ二量体である。TCRα鎖は、VJ組換えにより生じ、β鎖受容体はV(D)J組換
えにより生じる。TCRβ鎖に関して、ヒトには48種のVセグメント、2種のDセグメントおよ
び13種のJセグメントが存在する。2つの接合部の各々ではいくつかの塩基が欠失または付
加され得る（NおよびPヌクレオチドと呼ばれる）。少数派のT細胞では、TCRは、γおよび
δデルタ鎖からなる。TCRγ鎖は、VJ組換えにより生じ、TCRδ鎖はV(D)J組換えにより生
じる（Kenneth Murphy, Paul Travers, and Mark Walport, Janeway's Immunology 7th e
dition, Garland Science, 2007, その全体が参照により本明細書に組み入れられる）。
【００５３】
　本発明の方法において分析されるDNAおよびRNAは、定常領域（α、δ、ε、γまたはμ
）を有する重鎖免疫グロブリン（IgH）または定常領域λまたはκを有する軽鎖免疫グロ
ブリン（IgKまたはIgL）をコードする配列に対応するものであり得る。各抗体は、2つの
同一の軽鎖および2つの同一の重鎖を有する。各鎖は、定常（C）領域および可変領域から
構成される。重鎖に関して、可変領域は、可変（V）、多様（D）および結合（J）セグメ
ントから構成される。これらのセグメントの各タイプをコードするいくつかの別個の配列
がゲノム中に存在する。B細胞の発達の間に特定のVDJ組換えイベントが起こり、これはそ
の細胞が特定の重鎖を生成することを示すものである。軽鎖における多様性は、D領域が
なくVJ組換えのみがある点を除いて、同様の様式で生じる。組換え部位の付近では体細胞
変異がしばしば起こり、それによっていくつかのヌクレオチドが付加または欠失し、これ
がB細胞によって生成される重鎖および軽鎖の多様性をさらに増大させる。B細胞により生
成される抗体で生じ得る多様性は、異なる重鎖と軽鎖の掛け算である。重鎖および軽鎖の
可変領域は、抗原認識（または結合）領域または部位を形成するのに寄与する。この多様
性に、あるエピトープに対して特異的な応答が惹起された後に起こり得る体細胞超変異が
加わる。
【００５４】
　上記のように、本発明にしたがい、プライマーは、リンパ球から抽出された組換え核酸
のサブセットのアンプリコンを生成するよう選択され得る。そのようなサブセットは、本
明細書において、「体細胞再編成領域（somatically rearranged regions）」と称される
場合がある。体細胞再編成領域は、発達段階のまたは十分に発達したリンパ球由来の核酸
を含み得、ここで発達段階のリンパ球は、免疫遺伝子の再編成が完了しておらず、完全な
V(D)J領域を有する分子が形成されていない細胞である。不完全な体細胞再編成領域の例
には、不完全なIgH分子（例えば、D-J領域のみを含む分子）不完全なTCRδ分子（例えば
、D-J領域のみを含む分子）および不活性なIgK（例えば、Kde-V領域を含むもの）が含ま
れる。不完全な再編成はまた、十分に発達した免疫細胞においても、第1染色体で有効な
再編成が行われた細胞における第2染色体に関連して見出される。
【００５５】
試料量の管理および細胞数の概算
　細胞の十分なサンプリングは、レパートリーデータの解釈における重要な局面であり、
これについては以下の「クロノタイプ」および「レパートリー」の定義の中でさらに解説
されている。例えば、1,000細胞からの開始は、どのくらいの配列リードが得られるかに
よらず、アッセイが検知できる最低限の頻度をもたらす。したがって、本発明の1つの局
面は、免疫受容体分子の投入数を定量する方法の開発である。これは、TCRβおよびIgH配
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列に関して実施された。いずれの場合でも、すべての異なる配列を増幅することができる
プライマーセットが使用される。コピーの絶対数を取得するために、複数のプライマーを
用いるリアルタイムPCRが、既知数の免疫受容体コピーを有する標準と共に実施される。
マウスワクチン接種の実施例に関連するリアルタイムPCRデータの例が、図9に示されてい
る。このリアルタイムPCR測定は、後で配列決定される増幅反応物において実施すること
ができるし、または同一試料の別アリコートに対して実施することもできる。DNAの場合
、再編成された免疫受容体分子の絶対数は、簡単に細胞数に変換することができる（2倍
以内、いくつかの細胞は、評価対象の特定の免疫受容体の再編成コピーを2つ有し、その
他は1つ有するため）。cDNAの場合、リアルタイム試料において測定される再編成分子の
総数が、同一試料の別の増幅反応において使用されるこれらの分子の総数を定義するため
に推定され得る。さらに、この方法は、単位RNA量（およそ1μg）あたりの再編成免疫受
容体分子の数を定義するために、RNAの総量を決定する方法と組み合わされ、それによっ
てcDNA合成の比効率（specific efficiency）が推測され得る。cDNAの総量が測定される
場合、cDNA合成の効率を考慮する必要はない。細胞数も既知である場合、細胞あたりの再
編成免疫受容体コピー数を算出することができる。細胞数が既知でない場合、特定型の細
胞は通常同程度のRNA量を生成することをふまえて、それは、総RNAから概算することがで
きる。したがって、1μgあたりの再編成免疫受容体分子のコピーから、細胞あたりのこれ
らの分子の数を概算することができる。
【００５６】
　配列決定用に処理される反応とは別個にリアルタイムPCRを行う欠点の1つは、異なる酵
素、投入DNA、およびその他の条件が利用され得るため、リアルタイムPCRにおいて他の反
応と異なる阻害効果が生じ得ることである。リアルタイムPCR産物を配列決定用に処理す
ることで、この問題は改善される。しかし、リアルタイムPCRを使用しての低コピー数は
、コピー数の少なさもしくは阻害効果またはその反応におけるその他の最適でない条件の
いずれかに起因するものであり得る。
【００５７】
　利用できる別のアプローチは、未知の量の試料由来のcDNAまたはゲノムDNAに、既知の
量の既知の配列を有する特別な免疫受容体再編成分子、すなわち、既知の量の1つまたは
複数の内部標準を添加することである。同一試料中の残りの配列について得られる分子に
対する既知の添加された配列について得られる分子の相対数を計数することによって、初
期cDNA試料中の再編成免疫受容体分子の数を概算することができる。（そのような分子計
数技術は周知である、例えば、参照により本明細書に組み入れられるBrenner et al, 米
国特許第7,537,897号）。添加した特別な配列の配列決定から得られるデータは、同時に
リアルタイムPCR較正も使用される場合、異なる可能性を見出すのに使用することができ
る。DNA（またはcDNA）中の再編成免疫受容体のコピー数が低いと、残りの試料配列につ
いての分子数に対するスパイクされた配列についての分子数の比が高くなる。他方、リア
ルタイムPCRにより測定される低コピー数が反応の非効率性に起因する場合、その比は高
くならない。
【００５８】
　1つの局面において、本発明は、クロノタイプの発現を細胞レベルで測定する方法を提
供する。すなわち、上記のように、クロノタイプは、リンパ球を計数するのに使用され得
；したがって、ゲノムDNA由来のクロノタイプおよびRNA由来の同一クロノタイプを測定す
ることにより、細胞ベースのクロノタイプ発現が決定され得る。1つの試料においてリン
パ球数とクロノタイプ発現レベルを同時に測定する方法は、（a）個体からT細胞および／
またはB細胞を含む試料を採取する段階；（b）該細胞のゲノムDNA由来の空間的に単離さ
れた個々の分子を配列決定する段階であって、そのような空間的に単離された個々の分子
は試料中のリンパ球数に対応するクロノタイプ数を含む、段階；（c）該細胞のRNA由来の
空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階であって、そのような空間的に単離さ
れた個々の分子は試料のリンパ球におけるそれらの発現レベルに対応するクロノタイプ数
を含む、段階；ならびに（d）クロノタイプごとに、該細胞のゲノムDNA由来の単離された
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個々の分子から決定された数と、該細胞のRNA由来の単離された個々の分子から決定され
た数とを比較することによって、試料のリンパ球におけるクロノタイプ発現レベルを決定
する段階を含み得る。ゲノムDNAおよびRNAは、市販のキット、例えばAllPrep DNA/RNA Mi
ni Kit（Qiagen GmbH, Germany）を使用することで、同一試料から容易に抽出される。上
記のように、1つの態様において、決定する段階はさらに、ゲノムDNAに既知量の内部標準
を添加することによって試料中のリンパ球数を決定することを包含する。別の態様におい
て、例えば試料が末梢血の場合、試料は、その試料中のリンパ球の濃度を決定することが
できる程度の定められた容量を有する。典型的には、そのような定められた容量は、1 mL
から50 mLの範囲であり、より多くの場合は、1 mLから10 mLの範囲である。別の態様にお
いては、ゲノムDNAおよびRNA由来の同じクロノタイプの数が、RNA由来の単離された個々
の分子から決定されたクロノタイプ数をゲノムDNA由来の単離された個々の分子から決定
されたクロノタイプ数で単純に除算することによって、比較される。そのような2セット
のクロノタイプは、標識、特に試料調製プロセスの間に付加されるオリゴヌクレオチドタ
グの使用により、同じ配列決定作業において容易に識別される。Solexaベースの配列決定
では、そのような標識は、異なる試料を識別するのに使用されるタグを用いて、（例えば
）DNAかRNAかを示すようタグに単一ヌクレオチドを添加することによって、または単純に
各患者試料が2つのタグ、1つはゲノムDNAフラクション用、1つはRNAフラクション用、で
標識されるように追加のタグを使用することによって、導入され得る。したがって、RNA
由来の空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階は、空間的に単離された個々の
分子の各々を、そのRNA供給源を示す第1の標識で標識することを包含し得、ゲノムDNA由
来の空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階は、空間的に単離された個々の分
子の各々を、そのゲノムDNA供給源を示す第2の標識で標識することを包含し得、その際、
第1の標識は第2の標識と区別できるものである。1つの態様において、そのような標識は
、配列決定によって同定される特異なオリゴヌクレオチドタグである。
【００５９】
　同様に、本発明は、リンパ球数およびクローン性（clonality）を同時に（すなわち、
単一試料における測定に基づき）提供するのに使用され得る。そのような態様は、以下の
段階により実施され得る：（a）個体からT細胞および／またはB細胞を含む試料を採取す
る段階；（b）該細胞の核酸由来の空間的に単離された個々の分子を配列決定する段階で
あって、そのような空間的に単離された個々の分子は試料中のリンパ球数に対応するクロ
ノタイプ数を含む、段階；（c）空間的に単離された個々の分子の数からリンパ球数を決
定する段階；（d）空間的に単離された個々の分子における異なる配列の存在量を決定し
、それに基づきクロノタイププロファイルおよびクローン性の尺度を作成する段階。リン
パ球の核酸は、ゲノムDNAおよび／またはRNAであり得るが；好ましくは、核酸はゲノムDN
Aである。上記と同様、1つの態様において、数を決定する段階はさらに、ゲノムDNAに既
知量の内部標準を添加することによって試料中のリンパ球数を決定することを包含する。
同様に、試料が末梢血試料の場合、それは、その試料中のリンパ球の濃度を決定できる程
度の定められた容量を有する。上記のいくつかの態様においては、B細胞のみが用いられ
、他の態様においては、T細胞のみが用いられる。
【００６０】
核酸集団の増幅
　下記のように、標的核酸集団のアンプリコンは、様々な増幅技術により生成され得る。
本発明の1つの局面においては、マルチプレックスPCRが、核酸の混合物、特に組換え免疫
分子、例えばT細胞受容体、B細胞受容体またはそれらの一部分を含む混合物のメンバーを
増幅するのに使用される。そのような免疫分子のマルチプレックスPCRを実施するための
手引きは、参照により組み入れられる以下の参考文献において見出される：Morley、米国
特許第5,296,351号；Gorski、米国特許第5,837,447号；Dau、米国特許第6,087,096号；Vo
n Dongen et al、米国特許公開2006/0234234；欧州特許公報EP 1544308B1等。上記の参考
文献には、「スペクトルタイピング（spectratyping）」と呼ばれる技術が記載されてお
り、これは、免疫分子の集団をマルチプレックスPCRにより増幅し、その後に得られたア
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ンプリコンの配列を物理的に、例えば電気泳動により分離して、優勢なサイズクラスが存
在するかどうかを決定するというものである。そのようなクラスは、優勢なリンパ球のク
ローン集団を示すものであり、これはさらに、疾患状態の指標となる。スペクトルタイピ
ングにおいては、ほとんどまたは全く交差反応性を示さない（すなわち、他のプライマー
の結合部位にアニールしない）プライマーを選択することが重要であり；そうでなければ
、そのアンプリコンにおいてサイズクラスが誤提示され得る。本発明においては、その集
団の核酸が均一に増幅される限り、本発明において分析するのは増幅された核酸の配列で
あってそれらのサイズではないため、プライマーの交差反応性は許容される。以下でより
十分な記載がなされているように、1つの局面において、個々の核酸分子を空間的に単離
する段階は、事前に選択した体細胞再編成領域またはその一部分（すなわち、標的配列）
の一次マルチプレックス増幅を、各々が標的配列に非相補的な尾部を有する順方向および
逆方向プライマーを用いて実施し、そのメンバー配列が各末端にさらなる操作を可能にす
る共通配列を有する第1のアンプリコンを生成することによって達成される。例えば、そ
のような共通末端は、単一の順方向プライマーおよび単一の逆方向プライマーを複数のそ
れらに代えて使用する連続増幅のためのまたは固相表面上での個々の分子のブリッジ増幅
のためのプライマー結合部位等を含み得る。そのような共通末端は、上記のような1回の
増幅で付加されることもあり、またはそれらは、長鎖プライマー（例えば、50～70塩基ま
たはそれ以上）の混合物の製造および利用上の品質管理に関する難題を回避するために2
工程手順で付加されることもある。そのような2工程プロセス（以下により十分な記載が
あり、かつ図4A～4Bに図示されている）における一次増幅は、第1のアンプリコンの配列
の末端に順方向および逆方向プライマー結合部位のみを提供するようプライマーの尾部の
長さが制限されることを除いて、上記のようにして実施される。二次増幅は、その後、こ
れらのプライマー結合部位に特異的な二次増幅プライマーを用いて実施され、第2のアン
プリコンの末端にさらなる配列が付加される。二次増幅プライマーは、標的配列に非相補
的な尾部を有し、この部分が第2のアンプリコンの末端を形成し、かつ第2のアンプリコン
のクロノタイプの配列決定に関連して利用され得る。1つの態様において、そのような付
加される配列は、配列リードを生成するためのプライマー結合部位、および空間的に単離
された個々の分子のクローン集団を生成するため、例えばSolexaベースの配列決定が使用
される場合に、固相表面上でブリッジPCRを実施するためのプライマー結合部位を含み得
る。この後者のアプローチにおいては、第2のアンプリコン由来の配列の試料が、その試
料の配列にアニールすることができる相補的オリゴヌクレオチドを付加された固相表面上
に配置され、その後に、鋳型のクローン集団が形成されるまでプライマー伸長、変性、ア
ニールのサイクルが実施される。好ましくは、試料のサイズは、（i）それが当初試料中
のクロノタイプを効果的に提示するよう、および（ii）固相表面上のクローン集団の密度
がクロノタイプの明確な配列決定を実現する範囲内となるよう選択される。
【００６１】
　試料が当初試料を代理するのに十分な細胞を確実に含んでいることに加えて、マルチプ
レックスPCR反応により生成されるアンプリコンがその反応において細胞の代理をするも
のであることが重要である。このことを達成するため、その反応においてあらゆる細胞か
ら増幅が起こるようにプライマー条件を選択すべきである。
【００６２】
　TCRもしくはBCR配列またはその一部分は、C領域にアニールする少なくとも1つのプライ
マーおよび1つまたは複数のVセグメントにアニールすることができる1つまたは複数のプ
ライマーを用いるマルチプレックス反応において核酸から増幅することができる（図2A～
2Bおよび図4A～4Bに図示され、かつ以下でより十分な議論がなされている）。マルチプレ
ックス反応においてVセグメントにアニールするプライマーの数は、例えば、少なくとも1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23
、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43
、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63
、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79または80であり得
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る。マルチプレックス反応においてVセグメントにアニールするプライマーの数は、例え
ば10～60、20～50、30～50、40～50、20～40、30～40または35～40であり得る。プライマ
ーは、異なるVセグメントにアニールするものであり得る。IgH遺伝子に関しては、Vセグ
メント内に体細胞変異の可能性があるため、各Vセグメントにアニールする複数のプライ
マー；例えば、1つのVセグメントあたり1、2、3、4または5つのプライマーが、使用され
得る。マルチプレックス反応においてCセグメントにアニールするプライマーの数は、例
えば、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14または15を含み得る
。マルチプレックス反応においてCセグメントにアニールするプライマーの数は、1～10、
2～9、3～8、4～7、3～8または3～6であり得る。TCRまたは免疫グロブリン遺伝子の増幅
は、実施例3および／または実施例4に記載されるようにして行うことができる。
【００６３】
　増幅される領域は、全クローン配列、またはV-D接合部、免疫グロブリンもしくはT細胞
受容体遺伝子のD-J接合部、免疫グロブリンもしくはT細胞受容体遺伝子の全可変領域、抗
原認識領域またはCDR、例えば相補性決定領域3（CDR3）を含むクローン配列のサブセット
を含み得る。
【００６４】
　TCRまたは免疫グロブリン配列は、一次および二次増幅工程を用いて増幅することがで
きる。異なる増幅工程の各々は、異なるプライマーを含み得る。異なるプライマーは、そ
の免疫遺伝子配列に当初存在しなかった配列を導入することができる。例えば、増幅手順
は、標的配列の末端に、マルチプレックス増幅からシングルプレックス増幅への移行のた
めの新しいプライマー結合部位を付加することができるし、または、増幅手順は、増幅さ
れたTCRもしくは免疫グロブリン配列の5'および／または3'末端に1つもしくは複数のタグ
を付加することができる（図3A～3Cに図示されている）。タグは、増幅されたDNAのその
後の配列決定を容易にする配列であり得る。タグは、増幅された配列の固相支持体への結
合を容易にする配列であり得る。
【００６５】
　他の増幅方法は、V領域においていかなるプライマーも利用しないものであり得る。代
わりに、特定のプライマーをCセグメントから使用し、汎用プライマーを他の側（5'）に
置くことができる。汎用プライマーは、十分に記載されているストランドスイッチング法
を含む様々な方法を通じて、cDNA合成時に添加することができる。同様に、汎用プライマ
ーは、ライゲーションを含む様々な方法を通じて、cDNAの作製後に追加することができる
。
【００６６】
　提供される発明の方法において使用することができる他の核酸増幅手段は、例えば、逆
転写PCR、リアルタイムPCR、定量リアルタイムPCR、デジタルPCR（dPCR）、デジタルエマ
ルジョンPCR（dePCR）、クローンPCR、増幅断片長多型PCR（AFLP PCR）、アレル特異的PC
R、アッセンブリーPCR、非対称PCR（選択されたストランドに対して大過剰のプライマー
が使用される）、コロニーPCR、ヘリカーゼ依存増幅（HDA）、ホットスタートPCR、イン
バースPCR（IPCR）、インサイチューPCR、ロングPCR（約5キロ塩基以上のDNAの伸長）、
マルチプレックスPCR、ネステッドPCR（2以上のプライマー対を使用する）、シングルセ
ルPCR、タッチダウンPCR、ループ媒介等温PCR（loop-mediated isothermal PCR; LAMP）
および核酸配列に基づく増幅（nucleic acid sequence based amplification; NASBA）を
含む。他の増幅スキームは、リガーゼ連鎖反応、分枝DNA増幅、ローリングサークル増幅
、サークル・サークル増幅（Circle to Circle Amplification）、SPIA増幅、捕捉および
ライゲーションによる標的増幅（Target Amplification by Capture and Ligation; TACL
）およびRACE増幅を含む。
【００６７】
　試料中のRNAの情報は、逆転写を使用することによってcDNAに変換することができる。
従来的なプロトコールにしたがい、逆転写反応においてポリAプライマー、ランダムプラ
イマーおよび／または遺伝子特異的プライマーを使用することができる。
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【００６８】
　ゲノムからのDNA増幅（またはRNAの逆転写によるcDNA形式での核酸増幅）の後、個々の
核酸分子は、単離され、任意で再増幅され、次いで個別に配列決定され得る。例示的な増
幅プロトコールは、参照により組み入れられるvan Dongen et al, Leukemia, 17: 2257-2
317 (2003)またはvan Dongen et al、米国特許公開2006/0234234に見出され得る。簡潔に
説明すると、例示的なプロトコールは以下のようなものである：反応緩衝液： ABI Buffe
r IIまたはABI Gold Buffer（Life Technologies, San Diego, CA）；50μLの最終反応容
量；100 ngの試料DNA；10 pmolの各プライマー（以下に記載されるように増幅のバランス
をとるために調整される）；終濃度200μMのdNTP；終濃度1.5 mMのMgCl2（標的配列およ
びポリメラーゼに依存して最適化される）；Taqポリメラーゼ（1～2U/チューブ）；サイ
クル条件：95℃での予備活性化7分間；60℃でのアニール；サイクル時間：30秒間の変性
；30秒間のアニール；30秒間の伸長。
【００６９】
　本発明の方法における増幅に使用することができるポリメラーゼは市販されており、例
えば、Taqポリメラーゼ、AccuPrimeポリメラーゼまたはPfuを含む。使用するポリメラー
ゼの選択は、忠実性と効率性のどちらが好ましいかに基づくものであり得る。
【００７０】
　核酸をプールから単離する方法は、固相基材（例えば、ガラススライド）上での分子の
二次元的な空間分離、ミセル内の溶液中での（例えばこれは分子をビーズ等の固相表面に
固定してまたはしないで油エマルジョンを使用することで達成することができる）または
例えばマイクロ流体もしくはナノ流体チップ上のマイクロ反応チャンバーを用いる分子の
三次元的な空間分離を含む。希釈は、単一の分子が所定の容量、空間的領域、ビーズまた
は反応チャンバー中に平均して存在することを確かめるのに使用することができる。その
ような個々の核酸分子の単離方法の手引きは、以下の参考文献において見出される：Samb
rook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, 2001s); Shendure et al, Science, 309: 1728-1732 (補足資料を含む) (2005); 米国
特許第6,300,070号；Bentley et al, Nature, 456: 53-59 (補足資料を含む) (2008); 米
国特許第7,323,305号; Matsubara et al, Biosensors & Bioelectronics, 20: 1482-1490
 (2005): 米国特許第6,753,147号等。
【００７１】
　リアルタイムPCR、ピコグリーン染色、ナノ流体電気泳動（例えば、LabChip）またはUV
吸収測定は、初期工程で増幅可能な物質の関数的な量を判断するのに使用することができ
る。
【００７２】
　核酸の再増幅方法は、核酸で形質転換された単離されたコロニーの細菌成長、スライド
上での増幅（例えば、PCRコロニー（ポロニー））およびビーズ上での増幅（例えば、エ
マルジョンPCRにおけるもの）を含む。核酸の増幅と再増幅に同じ方法を使用することが
でき、また、核酸の増幅と再増幅で異なる方法を使用することができる。
【００７３】
　特定の態様において、サブクローニング工程は、増幅またはライゲーション工程を通じ
て共通プライマーをDNAまたはRNAに付加させる工程を包含する。このプライマーは、その
後、クローンを増幅するのに、および、配列決定のためのプライマーのハイブリダイゼー
ションにおける認識配列として使用される（例えば、図2A～2Bおよび4A～4Bに図示され、
かつ以下でより十分に議論されている）。
【００７４】
　1つの局面において、マルチプレックス増幅は、出発集団における配列の相対量が増幅
集団またはアンプリコンにおけるそれと実質的に同一となるように実行される。すなわち
、マルチプレックス増幅は、試料集団のメンバー配列間の増幅バイアスが最小となるよう
に実行される。1つの態様において、そのような相対量は、アンプリコンにおける各相対
量が出発試料におけるその値の5倍以内である場合、実質的に同一とされる。別の態様に
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おいて、そのような相対量は、アンプリコンにおける各相対量が出発試料におけるその値
の2倍以内である場合、実質的に同一とされる。以下でより十分な議論がなされているよ
うに、PCRにおける増幅バイアスは、任意の試料においてバイアスのない増幅を提供するP
CRプライマーセットが既定のレパートリーのために選択され得る従来的な技術を用いて検
出および補正され得る。
【００７５】
　TCRまたはBCR配列に基づく多くのレパートリーに関して、マルチプレックス増幅は、任
意で、すべてのVセグメントを使用する。その反応は、異なるVセグメントプライマーによ
り増幅される配列の相対量を維持する増幅となるよう最適化される。プライマーのいくつ
かは関連するものであり、したがってプライマーの多くは「クロストーク」し、それと完
全には一致しない鋳型を増幅し得る。その条件は、どのプライマーがそれを増幅するかに
よらず各鋳型が同様の様式で増幅され得るように最適化される。換言すると、2つの鋳型
が存在する場合、1,000倍増幅後には両方の鋳型がおよそ1,000倍増幅され得、鋳型の一方
において増幅産物の半分がクロストークのために異なるプライマーを保持していることは
重要とならない。その後の配列決定データの分析において、プライマー配列は分析から除
外され、したがって鋳型が均等増幅されている限りどのプライマーが増幅に使用されたか
は重要とならない。
【００７６】
　各鋳型の量はmRNAから生成されたcDNA集団においては未知であるため、標準のセットが
クロノタイプのcDNA集団のシングルプレックスPCRを用いて生成され得る。これを、TCRβ
クロノタイプのレパートリーにおいて実施した。（実施例3のプライマーを個別の反応に
おいて使用する）34のそのようなPCRの各々における生産物は、1つのVプライマーを含む
複数の配列を含んでいた。異なる生産物を慎重に定量し、同一濃度の標準セットを作製し
た。全34プライマーのプールを使用し、このプライマーのプールおよび鋳型として各標準
配列を使用して34のリアルタイムPCRを実施した。理想的には、バイアスがかからず、34
の標準のすべてが等しい効率のリアルタイムPCR増幅を示す。そのことは、クロストーク
の発生によりどのプライマーが増幅を実行したかが不明確になった場合でさえも、各配列
が等しく増幅されることを示唆するものである。この最適化は、実際に増幅試料に組み込
まれるプライマーに関係なく等しい増幅を行うという目的に適っている。プライマープー
ルの総濃度が高くなると、増幅効率の増加から予想されるようにダイナミックレンジが大
きく低下する。さらに、平均よりも効率的に増幅するであろうと思われる鋳型については
、プール中のそれらの完全一致プライマーの濃度を低くした。逆に、非効率的に増幅する
鋳型については、それらの完全一致プライマーを増やした。この最適化は、すべての鋳型
が平均増幅の2倍以内で増幅することを実証した。
【００７７】
　増幅のバイアスはまた、第1または一次段階において少数の増幅サイクルを標的配列と
非相補的な尾部を有するプライマーを用いて実施する2段階増幅（図2A-2Bに図示されてい
る）を実施することによっても回避され得る。この尾部は、一次アンプリコンの配列の末
端に付加されるプライマー結合部位を含み、そのような部位は、1つのみの順方向プライ
マーおよび1つのみの逆方向プライマーを用いる第2段階の増幅において使用され、それに
よって増幅のバイアスの主たる原因が除かれる。好ましくは、一次PCRは、異なるプライ
マーによる示差的増幅を最小限にするよう十分少ないサイクル数（例えば、5～10）を有
する。二次増幅は一対のプライマーを用いて実行され、したがって示差的増幅の問題は非
常に小さい。一次PCRの1パーセントが直接二次PCRに利用される。2つの増幅間で使用され
る35サイクル（100倍希釈工程のない場合の約28サイクルに相当）は、サイクルの内訳に
よらずに：一次で1サイクル、二次で34サイクルであろうが、一次で25、二次で10であろ
うが、堅調な増幅を示すのに十分であった。理論的には一次PCRにおいて1サイクルのみ実
施すれば増幅のバイアスが小さくなるかもしれないが、それ以外にも考慮すべきことがあ
る。この1つの局面は、提示（representation）である。これは、出発投入量が最終的に
得られるリード数に対して過剰でない場合に影響する。例えば、1,000,000のリードが得
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られ、1,000,000の投入分子で開始する場合、100,000の分子からの提示のみを二次増幅に
移すのでは、当初試料中の異なる種の相対量の概算の精度が下がる。2つの段階の間での1
00倍の希釈は、一次PCR増幅が100より有意に多い分子を生成していない限り、その提示が
縮小することを意味する。これは、最小で8サイクル（256倍）であるが余裕をもって10サ
イクル（約1,000倍）が使用され得ることを示している。その代案は、一次PCRの1%超を二
次に利用することであるが、一次PCRにおいて使用されるプライマー濃度は高いため、こ
れらのプライマーが増幅において干渉し配列間の増幅バイアスを悪化させないことを確実
にするために、大きな希釈係数が使用され得る。別の代案は、精製または酵素工程を追加
して一次PCR由来のプライマーを排除し、その希釈率を小さくすることである。この実施
例では、一次PCRは10サイクル、二次は25サイクルとした。
【００７８】
　マルチプレックスPCRの再現性は、実施例2の試験プライマーセットを用いて例証されて
いるように、次の通りにして評価され得る。2つの一次PCR反応を、試験プライマーセット
、例えば（実施例2の）TCRβプライマープールおよびCプライマー、ならびに鋳型として
の1つのcDNA試料を用いて実施する。増幅された各鋳型における相対量を、リアルタイムP
CRを用いて評価する。2つの増幅産物の各々を鋳型として用い、34の異なるリアルタイムP
CR反応を、各反応でCプライマーおよびVプライマーのうちの1つを用いて実施した。図5に
示されるデータは、2つの試料に対してすべてのVプライマーを使用するリアルタイムPCR
により決定された相対量が、高い再現性を有していたことを実証しており、このことは、
このマルチプレックス増幅が高い再現性を有することを示している。鋳型として1つのマ
ルチプレックス増幅産物を用いるリアルタイムPCR増幅の各々のサイクル数（Ct値）がX軸
に示され、鋳型として第2のマルチプレックス増幅産物を用いた場合がY軸に示されている
。
【００７９】
　プライマーセットの増幅バイアスの量は、以下の手順を用いて評価され得、これは実施
例2のプライマーセットを用いて例証されている。（上記の）試験プライマーセットを使
用して鋳型としてのcDNA（例えば、リンパ球から抽出したmRNAから得られたもの）を増幅
する。34の異なるプライマーの各々（とCセグメントプライマー）により増幅された鋳型
の量を、リアルタイムPCRを用いて決定し、そしてその量を、同じプライマーとこのcDNA
とを用いて増幅された量と比較する。増幅産物とcDNAにおいて内部配列間の相対量が同じ
場合ですらクロストークが起こっている可能性があるので、増幅における有意差のみがこ
の読み出しを用いて検出され得る。この可能性は、多くの出発cDNA配列の内部セグメント
を増幅するプライマーのコレクションを合成することによって試験され得る。例えば、C
セグメントプライマーと共に使用した場合に上記のVセグメントプライマーより内側の配
列を増幅することができる12のオリゴを設計した。増幅バイアスが最小である場合、これ
らの内部配列の濃度は、出発cDNAと増幅産物との間でほとんど変化しないはずである。こ
の実施例のデータは、図6に示されている。同実施例では、（実施例2の）TCRβプライマ
ーのプールとCプライマーとを用いるマルチプレックス増幅の鋳型としてcDNA試料を使用
した。Cプライマーおよび下流内部プライマーを、マルチプレックス増幅由来の鋳型物質
の初期増幅に使用した。同様に、リアルタイムPCRを使用して、cDNA中のこれらと同一の
配列の相対量を評価した。マルチプレックス増幅が何らかの有意なバイアスを生じた場合
、増幅物質における相対量は、cDNAにおけるそれと大きく異なるものになる。図6に見ら
れるように、高い相関性が確認され、これはマルチプレックス増幅における最小の増幅バ
イアスを示すものである。内部プライマーを用いるリアルタイムPCR増幅の各々における
サイクル数（Ct値）ならびに鋳型としてのcDNAおよびマルチプレックス増幅産物が、それ
ぞれ、X軸およびY軸に示されている。
【００８０】
　この初期増幅は、DNAまたはRNA（例えば、cDNAに変換後）から実施することができる。
【００８１】
核酸集団の配列決定
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　本発明の方法では、任意の高スループット核酸配列決定技術を使用することができる。
DNA配列決定技術は、標識されたターミネーターまたはプライマーおよびスラブまたはキ
ャピラリー中でのゲル分離を用いるジデオキシ配列決定反応（サンガー法）、可逆的に停
止される標識ヌクレオチドを用いる合成による配列決定、パイロシークエンシング、454
配列決定、標識オリゴヌクレオチドプローブのライブラリーに対するアレル特異的ハイブ
リダイゼーション、標識クローンのライブラリーに対するアレル特異的ハイブリダイゼー
ションおよびその後のライゲーションを用いる合成による配列決定、重合工程内での標識
ヌクレオチドの組み込みのリアルタイムモニタリング、ポロニーシークエンシング、なら
びにSOLiD配列決定を含む。分離された分子の配列決定は、最近になって、ポリメラーゼ
またはリガーゼを用いる連続的または単回の伸長反応によって、およびプローブのライブ
ラリーを用いる単回または連続的なディファレンシャルハイブリダイゼーションによって
実証されている。これらの反応は、多くのクローン配列に対して並列で実施され、現在の
商業利用においては1億超の配列の並列化が実現している。したがってこれらの配列決定
アプローチは、T細胞受容体（TCR）および／またはB細胞受容体（BCR）のレパートリーの
研究に使用することができる。本発明の1つの局面においては、個々の分子を固相表面上
で空間的に単離し、その表面上で配列決定を並列で行う工程を包含する高スループットの
配列決定法が使用される。そのような固相表面は、非多孔性表面（例えば、Solexa配列決
定におけるようなもの、例えばBentley et al, Nature,456: 53-59 (2008)、またはCompl
ete Genomics配列決定、例えばDrmanac et al, Science, 327: 78-81 (2010)）、ビーズ
または粒子に結合された鋳型を含み得るウェルのアレイ（例えば、454と共に用いるもの
、例えばMargulies et al, Nature, 437: 376-380 (2005)、またはIon Torrent配列決定
、米国特許公開2010/0137143もしくは2010/0304982）、微細加工膜（例えば、SMRT配列決
定と共に用いるもの、例えばEid et al, Science, 323: 133-138 (2009)）、またはビー
ズアレイ（SOLiD配列決定またはポロニーシークエンシングと共に用いるもの、例えばKim
 et al, Science, 316: 1481-1414 (2007)）を含み得る。別の局面において、そのような
方法は、単離された分子を、それらを固相表面上で空間的に単離する前または後のいずれ
かに増幅する工程を含む。先行増幅は、エマルジョンベースの増幅、例えばエマルジョン
PCR、またはローリングサークル増幅を含み得る。特に関心対象となるものは、参照によ
り組み入れられる、Bentley et al（前出）および製造元の説明書（例えば、TruSeq（商
標）Sample Preparation Kit and Data Sheet, Illumina, Inc., San Diego, CA, 2010）
；さらに以下の参考文献：米国特許第6,090,592号；同第6,300,070号；同第7,115,400号
；およびEP0972081B1に記載されるような、個々の鋳型分子を固相表面上で空間的に単離
し、その後にそれらをブリッジPCRにより並列で増幅して個別のクローン集団またはクラ
スターを形成し、次いで配列決定する、Solexaベースの配列決定である。1つの態様にお
いて、固相表面上に配置され増幅される個々の分子は、1 cm2あたり少なくとも105クラス
ターの密度；または1 cm2あたり少なくとも5 x 105の密度；または1 cm2あたり少なくと
も106クラスターの密度のクラスターを形成する。1つの態様においては、比較的高いエラ
ー率を有する配列決定化学が使用される。そのような態様において、そのような化学によ
りもたらされる平均品質スコアは、配列リード長の単調に下降する関数である。1つの態
様において、そのような下降は、配列リードの0.5パーセントが1～75位に少なくとも1つ
のエラーを有し；配列リードの1パーセントが76～100位に少なくとも1つのエラーを有し
；そして配列リードの2パーセントが101～125位に少なくとも1つのエラーを有することに
相当する。
【００８２】
　1つの局面において、個体由来の試料ごとに、本発明の方法において使用される配列決
定技術は、1回あたり少なくとも1000のクロノタイプの配列を生成し；別の局面において
、そのような技術は、1回あたり少なくとも10,000のクロノタイプの配列を生成し；別の
局面において、そのような技術は、1回あたり少なくとも100,000のクロノタイプの配列を
生成し；別の局面において、そのような技術は、1回あたり少なくとも500,000のクロノタ
イプの配列を生成し；そして別の局面において、そのような技術は、1回あたり少なくと
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も1,000,000のクロノタイプの配列を生成する。さらに別の局面において、そのような技
術は、1つの個体試料につき、1回あたり100,000から1,000,000の間のクロノタイプの配列
を生成する。
【００８３】
　提供される発明の方法において使用される配列決定技術は、1リードあたり約30 bp、約
40 bp、約50 bp、約60 bp、約70 bp、約80 bp、約90 bp、約100 bp、約110 bp、約120 bp
、1リードあたり約150 bp、約200 bp、約250 bp、約300 bp、約350 bp、約400 bp、約450
 bp、約500 bp、約550 bpまたは約600 bpを生成することができる。
【００８４】
　提供される発明の方法において使用される配列決定技術は、1リードあたり少なくとも3
0、40、50、60、70、80、90、100、110、120、150、200、250、300、350、400、450、500
、550または600 bpを生成することができる。1つの局面において、個体の配列ベースのク
ロノタイププロファイルは、以下の段階を用いて取得される：（a）個体のT細胞および／
またはB細胞から核酸試料を採取する段階；（b）そのような核酸試料に由来する個々の分
子を空間的に単離する段階であって、個々の分子が、試料中の核酸から各々作製されかつ
体細胞再編成領域またはその一部分を各々含む鋳型の入れ子セットを含み、各入れ子セッ
トが、同じ方向に各々延びかつ該入れ子セットが作製された核酸上の異なる位置から各々
始まる複数の配列リードを生成することができる、段階；（c）該空間的に単離された個
々の分子を配列決定する段階；ならびに（d）クロノタイププロファイルを作成するため
に、該核酸試料由来の核酸分子における異なる配列の存在量を決定する段階。１つの態様
において、配列決定する段階は、入れ子セットの各々について複数の配列リードを生成す
ることを包含する。別の態様において、体細胞再編成領域の各々は、V領域およびJ領域を
含み、複数の配列リードの各々は、V領域内の異なる位置から始まりその連結したJ領域の
方向へと延びる。別の態様において、配列決定する段階は、空間的に単離された個々の分
子の各々を双方向に配列決定し、少なくとも1つの順方向配列リードおよび少なくとも1つ
の逆方向配列リードを生成することを包含する。後者の態様に関してさらに、順方向配列
リードの少なくとも1つと逆方向配列リードの少なくとも1つとが重複領域を有し、そのよ
うな配列リード間の逆相補関係によってそのような重複領域の塩基が決定されるようにす
る。さらに別の態様において、体細胞再編成領域の各々は、V領域およびJ領域を含み、配
列決定する段階はさらに、その順方向配列リードの1つまたは複数と、J領域内の位置から
始まりその関連するV領域の方向へと延びる少なくとも1つの逆方向配列リードとから、個
々の核酸分子の各々の配列を決定することを包含する。別の態様において、個々の分子は
、完全IgH分子、不完全IgH分子、完全IgK完全、IgK不活性分子、TCRβ分子、TCRγ分子、
完全TCRδ分子および不完全TCRδ分子からなる群より選択される核酸を含む。別の態様に
おいて、配列決定する段階は、単調に下降する品質スコアを有する配列リードを生成する
ことを包含する。後者の態様に関してさらに、単調に下降する品質スコアは、その配列リ
ードが以下よりも高いエラー率を有するものである：配列リードの0.2パーセントが塩基
位置1～50に少なくとも1つのエラーを含み、配列リードの0.2から1.0パーセントが51～75
位に少なくとも1つのエラーを含み、配列リードの0.5から1.5パーセントが76～100位に少
なくとも1つのエラーを含む。
【００８５】
　以下のレパートリーの定義で示されているように、免疫グロブリンまたはT細胞受容体
遺伝子の異なる既定の領域を、配列決定することができる。いくつかの態様において、そ
の可変領域の全長配列を配列決定し、クロノタイプを同定および定量することができる。
【００８６】
　全長クローン配列の特有のサブセットを、配列決定することができる。いくつかの態様
において、VDおよびDJ接合部を含むヌクレオチドが配列決定され、クロノタイプが個別に
同定および定量される。他の態様において、配列決定できるフラグメントは、全長可変領
域である。さらに別の態様において、抗原認識領域または相補性決定領域3（CDR3）が配
列決定される。全長CDR3または全長可変領域を含むフラグメントを増幅し、V、DおよびJ
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セグメントの一部分を含むCDR3を配列決定することができる。
【００８７】
　1つの態様においては、CDR3のみが増幅および配列決定される。CDR3の増幅および配列
決定は、1つまたは複数のVセグメント配列に特異的なプライマー（およびCセグメント内
の、アンプリコンの反対側に対する1つまたは複数のプライマー）を使用することによっ
て達成することができる。Vセグメントの各々に対するプライマーを1つまたは複数の増幅
反応において使用することで、配列の全レパートリーの増幅を行うことができる。この配
列レパートリーは、その後に混合し、分離に供し、増幅を行いまたは行わずに、記載され
る配列決定技術のいずれかを用いて配列決定することができる。様々なVプライマーによ
る増幅を別個のチューブにおいて行う場合、異なるVセグメントを保持する分子の数を、P
CRの飽和により「標準化」することができる。例えば、1つの特定のVセグメントが1また
は複数のクローン増殖をしており、そのためその提示が他のセグメントよりも多くなって
いる場合でも、各セグメントに対するPCR反応は、飽和するまでまたはその付近まで進め
ることができるので、この情報は消去または削減され得る。各Vセグメントがどのくらい
存在するのかを定量するのには、リアルタイムPCRを使用することができる。全長CDR3を
配列決定することもできるし、または配列CDR3のサブセットを配列決定することもできる
。
【００８８】
　1つの態様においては、クロノタイプのサブセットのみが分析される。これは、クロノ
タイプのサブセットに特異的なプライマー、例えばVセグメントに特異的なプライマーを
用いて増幅することにより達成することができる。特有のクロノタイプは、全連結性（fu
ll connectivity）を提供する長い連続的なリードを配列決定することによって同定する
ことができる。いくつかの態様において、関心対象の配列が数種存在する場合、1つの接
合部のみをまたぐ短いリード長から、特定のクロノタイプ固有ではなく複数のクロノタイ
プ間で共有されている縮重タグを生成することができる。例えば、V/J接合部をまたぐ配
列決定は、Dセグメントが何であれ、同じV/Jを有するすべての配列を1つのクロノタイプ
としてひとまとめにすることができる。すべてのセグメントの全連結性に関する情報は、
例えば、同じVおよびJセグメントを共有しているかもしれないが異なるDセグメントに連
結されている配列の識別を可能にする。
【００８９】
配列データからのクロノタイプ決定
　本発明の1つの局面において、クロノタイプの配列（IgH、TCRα、TCRβ、TCRγ、TCRδ
および／またはIgLκ（IgK）由来のものを含むがこれらに限定されない）は、1つまたは
複数の配列リードからの情報を、例えば選択された鎖のV(D)J領域に沿って組み合わせる
ことにより決定され得る。別の局面において、クロノタイプの配列は、複数の配列リード
からの情報を組み合わせることにより決定される。（本明細書において使用される場合、
「配列リード（sequence read）」は、配列決定技術により生成されたデータ列であり、
ヌクレオチドの配列はそこから決定される。典型的には、配列リードは、プライマーを鋳
型核酸に沿って伸長する、例えばDNAポリメラーゼまたはDNAリガーゼによって伸長するこ
とによって生成される。データは、そのような伸長に関連するシグナル、例えば光学的、
化学的（例えばpH変化）または電気シグナルを記録することによって生成される。そのよ
うな複数の配列リードは、センス鎖に沿う1つまたは複数の配列リード（すなわち、「順
方向」配列リード）およびその相補鎖に沿う1つまたは複数の配列リード（すなわち、「
逆方向」配列リード）を含み得る。複数の配列リードが同一鎖に沿って生成される場合は
、最初に、配列リードの異なる位置に対する選択されたプライマーを用いて試料分子を増
幅することにより、別個の鋳型が生成される。このコンセプトは、図4Aに図示されており
、そこではプライマー（404、406および408）が、1回の反応でアンプリコン（それぞれ41
0、412および414）を生成するのに使用されている。そのような増幅は、同一反応におい
てまたは別個の反応において実施され得る。1つの局面において、PCRが使用される場合は
、別個の鋳型を生成するために別個の増幅反応が使用され、これらはその後組み合わされ
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、同一鎖に沿う複数の配列リードを生成するのに使用される。この後者のアプローチは、
複数の鋳型の均等増幅を実現するためにプライマー濃度（および／またはその他の反応パ
ラメータ）のバランスをとる必要がない点で好ましい（本明細書において「バランスのと
れた増幅」または「非バイアス増幅」と称されることがある）。別個の反応による鋳型の
生成については、図4B～4Cに図示されている。その中で、IgHを含む試料（400）が3等分
され（472、474および476）、これらがJ領域プライマー（401）およびV領域プライマー（
それぞれ404、406および408）を用いる別個のPCRに添加され、アンプリコン（それぞれ42
0、422および424）が生成されている。後者のアンプリコンはその後、P5およびP7プライ
マーを用いる二次PCR（480）において組み合わされ（478）、ブリッジPCRおよびIllumina
 GAシーケンサーまたは同等の機器における配列決定のための鋳型（482）が調製される。
【００９０】
　本発明の配列リードは、様々な長さを有するものであり、それは一部、使用される配列
決定技術に依存する。例えば、いくつかの技術では、その実施の中でいくつかのトレード
オフ、例えば、（i）鋳型あたりの配列リードの数と長さおよび（ii）配列決定作業の費
用と時間、が発生し得る。1つの態様において、配列リードは、20から400ヌクレオチドの
範囲であり；別の態様において、配列リードは、30から200ヌクレオチドの範囲であり；
さらに別の態様において、配列リードは、30から120ヌクレオチドの範囲である。1つの態
様においては、1から4の配列リードが、各クロノタイプの配列の決定のために生成され；
別の態様においては、2から4の配列リードが、各クロノタイプの配列の決定のために生成
され；そして別の態様においては、2から3の配列リードが、各クロノタイプの配列の決定
のために生成される。上記の態様において、示されている数は、異なる個体由来の試料を
同定するのに使用される配列リードを除いたものである。以下に記載される態様において
使用される様々な配列リードの長さもまた、そのリードによって捕捉することが求められ
る情報により変化し得；例えば、配列リードの出発位置および長さは、NDN領域の長さお
よびそのヌクレオチド配列を提供するよう設計され得；したがって全NDN領域に及ぶ配列
リードが選択される。他の局面において、1つまたは複数の配列リードは、Dおよび／また
はNDN領域を含む。
【００９１】
　本発明の別の局面において、クロノタイプの配列は、一部は、配列リードを1つまたは
複数のV領域参照配列および1つまたは複数のJ領域参照配列とアラインすることにより、
および、一部は、例えば、高可変性のNDN領域に関しては、参照配列とのアラインメント
を用いない塩基決定により、決定される。様々なアラインメントアルゴリズムが、配列リ
ードおよび参照配列に適用され得る。例えば、アラインメント法を選択する手引きは、参
照により組み入れられるBatzoglou, Briefings in Bioinformatics, 6: 6-22 (2005)から
入手できる。1つの局面において、（以下でより十分な記載がなされている）Vリードまた
はCリードがVおよびJ領域参照配列に対してアラインされる場合、ツリー検索アルゴリズ
ムが使用される、例えば、Cormen et al, Introduction to Algorithms, Third Edition 
(The MIT Press, 2009)。VおよびJ参照配列のコドン構造は、以下でより十分な記載がな
されているように、アラインメントプロセスにおいて、配列決定のエラーを除くためおよ
び／または得られるアラインメントにおける信頼性レベルを決定するために、使用され得
る。別の局面において、少なくとも1つの順方向リードの末端および少なくとも1つの逆方
向リードの末端は、重複領域（例えば、図3Bでは308）で重複しており、そのためそれら
のリードの塩基は、相互に対して逆相補関係にある。したがって、例えば、重複領域にお
ける順方向リードが「5'-acgttgc」である場合、同じ重複領域内の、逆相補関係にある逆
方向リードは「5'-gcaacgt」である。1つの局面において、そのような重複領域内の塩基
は、少なくとも一部、そのような逆相補関係から決定される。すなわち、予想される重複
領域における塩基コール（または関連する品質スコア）の尤度は、もしそれが2つの配列
リード間の逆相補関係を保存しているまたはそれと符合している場合、高くなるのである
。1つの局面において、（図3Bに図示される）TCRβおよびIgH鎖のクロノタイプは、そのJ
領域から始まりその関連するV領域の方向へと延びる少なくとも1つの配列リード（本明細
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書において「Cリード」（304）と称される）およびそのV領域から始まりその連結したJ領
域の方向へと延びる少なくとも1つの配列リード（本明細書において「Vリード」（306）
と称される）により決定される。重複領域（308）は、図3Bに示されるようにNDN領域（31
5）を含んでいる場合といない場合がある。重複領域（308）は、全体がJ領域内にある、
全体がNDN領域内にある、全体がV領域内にある場合もあるし、または、それはJ領域-NDN
領域の境界もしくはV領域-NDN領域の境界またはそのような境界の両方を含む場合がある
（図3Bに図示されている）。典型的には、そのような配列リードは、合成による配列決定
反応においてポリメラーゼにより配列決定プライマー、例えば図3Bの（302）および（310
）を伸長することによって生成される、例えば、Metzger, Nature Reviews Genetics, 11
: 31-46 (2010); Fuller et al, Nature Biotechnology, 27: 1013-1023 (2009)。プライ
マー（302）および（310）の結合部位は、それらが配列リードの初期のアラインメントお
よび分析のための出発点または投錨点を提供することができるよう、予め決定されている
。1つの態様において、Cリードは、例えば図3Bおよび3Cに図示されているように、それが
TCRβまたはIgH鎖のDおよび／またはNDN領域を網羅し、かつ隣接するV領域の一部を含む
ように位置決めされる。1つの局面において、V領域におけるVリードとCリードの重複は、
これらのリードを互いにアラインするのに使用される。他の態様においては、そのような
配列リードのアラインメントは必要ではなく、例えば、TCRβ鎖では、Vリードがクロノタ
イプの特定のV領域を同定するのに十分に長いというだけであり得る。この後者の局面は
、図3Cに図示されている。配列リード（330）は、V領域を同定するのに使用され、これは
別の配列リードと重複しているまたはしておらず、そして別の配列リード（332）は、NDN
領域を横断するものであり、その配列を決定するのに使用される。配列リード（332）の
、V領域へと延びる部分（334）は、配列リード（332）の配列情報を配列リード（330）の
それと関連付け、クロノタイプを決定するのに使用される。いくつかの配列決定法、例え
ばSolexa配列決定法のような塩基単位（base-by-base）のアプローチでは、分析における
配列決定サイクルの数を最小限にすることによって、配列決定に要する時間および試薬の
費用が削減される。任意で、図3Bに示されるように、アンプリコン（300）は、異なる生
物学的試料、例えば異なる患者に由来するクロノタイプを区別するための試料タグ（312
）を含むように生成される。試料タグ（312）は、プライマーをプライマー結合領域（316
）にアニールさせ、それを伸長させて（314）、タグ（312）を横断する配列リードを生成
し、そこから試料タグ（312）をデコードすることによって同定され得る。
【００９２】
　IgH鎖は、少なくとも2つの要因から、TCRβ鎖よりも分析が難しい：i）体細胞変異の存
在がマッピングまたはアラインメントをより困難にしている、およびii）NDN領域が大き
いため、多くの場合CリードにVセグメントの一部分をマッピングすることができない。本
発明の1つの局面において、この問題は、Vリードを生成するために、V領域に沿う異なる
位置に配置される複数のプライマーセットを使用することによって、好ましくは、プライ
マー結合部位が重複せず間隔を空けて配置され、そして少なくとも1つのプライマー結合
部位がNDN領域に隣接するように、例えば、1つの態様ではV-NDN接合部から5から50塩基、
または別の態様ではV-NDN接合部から10から50塩基となるよう、複数のプライマーセット
を使用することによって解消される。複数のプライマーセットの冗長性は、体細胞変異に
よる影響を受ける結合部位を有する1つまたは2つのプライマーの不具合によるクロノタイ
プの検出の失敗の危険を最小限にする。さらに、NDN領域に隣接するプライマー結合部位
が少なくとも1つ存在することにより、VリードがCリードと重複する可能性が高くなり、
したがってCリードの長さが効果的に伸長される。これにより、すべてのサイズのNDN領域
を網羅しかつVおよびJ領域の実質的に全体をそのNDN領域の両方の側にマッピングするこ
ともできる連続配列を生成することが可能となる。そのようなスキームを実施する態様は
、図4Aおよび4Dに図示されている。図4Aにおいて、IgH鎖を含む試料（400）は、単一セッ
トのJ領域プライマー（401）および複数（示されているのは3）セットのV領域（402）プ
ライマー（404、406、408）を用いて鎖を増幅し、すべてが同一のNDN領域を含みかつV領
域（402）の段階的に大きくなる部分（411、413、415）を含む異なる長さを有する複数の
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入れ子アンプリコン（例えば410、412、416）を生成することにより、各鎖につき複数の
アンプリコンを生成することによって配列決定される。入れ子セットのメンバーは、それ
ら各々のNDN、Jおよび／またはC領域の同一性（実質的同一性）を確認することにより、
配列決定後にひとつにグループ化され得、それによって、リード長および／または配列決
定品質が限定される他の配列決定プラットフォームの場合よりも長いV(D)Jセグメントの
再編成が実現される。1つの態様において、複数のプライマーセットは、2から5の範囲の
数であり得る。別の態様において、複数は2～3であり；さらに別の態様では複数は3であ
る。複数のプライマーの濃度および位置は、様々変化し得る。V領域プライマーの濃度は
、同一の場合もそうでない場合もある。1つの態様において、NDN領域に最も近いプライマ
ーは、例えばNDN領域を含むアンプリコンが得られるアンプリコンにおいて提示されるこ
とを確実にするために、その複数の中の他のプライマーよりも高い濃度を有する。NDN領
域（444）に隣接する1つまたは複数のプライマー（例えば、図4Bでは435および437）は、
J領域プライマー（432）によって生成される配列リード（442）と重複する1つまたは複数
の配列リード（例えば、434および436）を生成するのに使用され得、それによって重複領
域（440）における塩基コールの質が改善される。複数のプライマーからの配列リードは
、隣接する下流のプライマー結合部位および／または隣接する下流の配列リードと重複し
ている場合もそうでない場合もある。1つの態様においては、NDN領域に近接する配列リー
ド（例えば、436および438）が、クロノタイプに関連する特定のV領域を同定するのに使
用され得る。そのような複数のプライマーは、プライマー結合部位の1つが免疫グロブリ
ンの発達時に超変異している場合に増幅が不完全または不成功となる可能性を低下させる
。それはまた、V領域の超変異により導入された多様性がクロノタイプ配列に捕捉される
可能性を高める。二次PCRは、配列決定のための入れ子アンプリコンを調製するために、
例えば図示されているようなP5（401）およびP7（404、406、408）プライマーを用いる増
幅によりアンプリコン（420、422および424）を生成することによって実施され得、それ
らは固相表面上に単一分子として配分され得、さらにブリッジPCRまたは同様の技術によ
り増幅される。
【００９３】
　（特に、IgH鎖の）NDN領域における塩基コールは、図4Cに図示されているように、隣接
するJおよびV領域のコドン構造を使用することによって改善することができる。（本明細
書において使用される場合、「コドン構造」は、NDN領域の外側のTCRまたはBCR転写物ま
たは遺伝子のセグメント、例えばV領域、J領域等の天然のリーディングフレームのコドン
を意味する。）図4Bのアンプリコンの拡大図であるアンプリコン（450）は、上側には、C
リード（442）および隣接するVリード（434）の相対位置が、下側には、V領域（430）お
よびJ領域（446）のそれぞれのコドン構造（452および454）が、示されている。本発明の
この局面によれば、コドン構造（452および454）が従来的なVおよびJ参照配列に対するア
ラインメントにより同定された後、NDN領域（456）の塩基は、配列リード（434）および
（442）を用いて、1度に1塩基ずつ、J領域（446）からV領域（430）に向かっておよび反
対のV領域（430）からJ領域（446）に向かって移動しつつコール（または同定）される。
通常の生物学的条件下では、V領域からNDN領域を通ってJ領域までのインフレームコドン
を有する組換えTCRまたはIgH配列のみがタンパク質として発現される。すなわち、体細胞
により生成されるバリアントのうち、発現されるのは、そのJ領域およびV領域のコドンフ
レームが互いに対してインフレームでありかつNDN領域を通じてインフレームの状態にあ
るもののみである。（ここでは、VおよびJ領域の正確なフレームは、参照配列から決定さ
れる。）フレーム外（out-of-frame）配列が1つまたは複数の低品質の塩基コールに基づ
き同定される場合、その対応するクロノタイプは、再評価のためまたは潜在的な疾患関連
異常としてフラグを立てられる。同定された配列がインフレームでありかつ高品質の塩基
コールに基づいている場合、そこにはその対応するクロノタイプが正確にコールされてい
る高い信頼性がある。したがって、1つの局面において、本発明は、双方向配列リードか
らV(D)Jベースのクロノタイプを決定する方法であって、（a）J領域から始まりNDN領域へ
と延びる少なくとも1つのJ領域配列リードおよびV領域から始まりNDN領域へと延びる少な
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くとも1つのV領域配列リードを、そのJ領域配列リードおよびV領域配列リードが重複領域
で重複しておりかつJ領域およびV領域の各々がコドン構造を有するように、生成する段階
；（b）NDN領域へと延びるJ領域のコドン構造がNDN領域へと延びるV領域のコドン構造に
対してインフレームであるかどうかを決定する段階を包含する前記方法を包含する。さら
なる態様において、生成する段階は、V領域から始まり、NDN領域を通ってJ領域まで延び
る少なくとも1つのV領域配列リードを、J領域配列リードおよびV領域配列リードが重複領
域で重複するように生成することを包含する。
【００９４】
　配列リードの分析。配列リードからクロノタイプへのコアレス（coalesce）。配列リー
ドデータからのクロノタイプの構築は、一部、そのようなデータを生成するのに使用され
た配列決定法に依存しており、これは、方法が異なると、期待リード長およびデータ品質
も異なるためである。1つのアプローチにおいて、分析用の配列リードデータの生成にSol
exaシーケンサーが使用される。1つの態様において、少なくとも百万の鋳型分子を生成し
、任意の増幅後に対応する百万またはそれ以上の鋳型分子のクローン集団（またはクラス
ター）を生成し得る、少なくとも0.5～1.0 x 106のリンパ球を提供する試料が取得される
。Solexaアプローチを含む最高スループットの配列決定アプローチにおいては、各鋳型配
列が配列決定の精度を向上させる大きな冗長性の下で決定されるように、そのようなクラ
スターレベルの過剰サンプリングが望ましい。Solexaベースでの実施において、好ましく
は、各々個別の鋳型配列は10回またはそれ以上決定される。期待リード長およびデータ品
質が異なる他の配列決定アプローチにおいては、同等の配列決定精度のために異なる冗長
性レベルが使用され得る。当業者は、上記のパラメータ、例えば試料サイズ、冗長性等が
、具体的用途に関連する選択事項であることを理解している。
【００９５】
　所定の試料のリードセットからその個別のクロノタイプを導くことおよび各クロノタイ
プのリード数を記録することは、配列決定技術がエラーフリーであるならば、些細な計算
上の問題である。しかし、配列決定エラーが存在する場合、各クロノタイプは、真のクロ
ノタイプ配列に関して異なる数のエラーを有するリードの「クラウド」に包囲される。我
々が配列空間内でそのクロノタイプから離れるほど周囲のクラウド、すなわちクラウドが
密度を低下させるとした場合、そのようなエラーの数が多いほど密度は低くなる。様々な
アルゴリズムが、配列リードをクロノタイプに変換するのに利用できる。1つの局面にお
いて、配列リードのコアレスは、3つの因子に依存する：関心対象の2つのクロノタイプの
各々において得られる配列の数；相違する塩基の数；および不一致の位置における配列決
定の品質。期待エラー率およびエラーの2項分布に基づく尤度比が評価される。例えば、
一方が150のリードを有し、もう一方が2のリードを有し、それらの間には配列決定品質の
乏しい領域内に1つの相違がある、2つのクロノタイプは、それらが配列決定エラーにより
生成された可能性があるため、コアレスされる可能性がある。他方、一方が100のリード
を有し、もう一方が50のリードを有し、それらの間に2つの相違がある2つのクロノタイプ
は、それらが配列決定エラーにより生成された可能性は低いとみなされるため、コアレス
されない。本発明の1つの態様においては、以下に記載されるアルゴリズムが、配列リー
ドからクロノタイプを決定するのに使用され得る。
【００９６】
　この各クロノタイプを包囲するリードのクラウドは、2項分布および一塩基エラーの確
率についての単純モデルを用いてモデル化することができる。この後者のエラーモデルは
、VおよびJセグメントのマッピングからまたはクロノタイプ発見アルゴリズム自体から自
己無撞着（self-consistency）または収斂（convergence）を通じて推測することができ
る。モデルは、（配列Xに関して）リードカウントC2およびE個のエラーを有する所定の「
クラウド」配列Yが、完全なリードカウントC1を有する真のクロノタイプ配列Xの一部分で
ある確率に関して、Xが配列空間のこの領域における唯一の真のクロノタイプであるとい
うヌル（null）モデルの下で、構築される。判定は、パラメータC1、C2およびEにしたが
い配列YをクロノタイプXにコアレスするかしないかに関して為される。任意の所定のC1お
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よびEについて、配列Yをコアレスする判定のための最大値C2が事前に算出される。C2の最
大値は、YがクロノタイプXの一部分であるというヌル仮説の下でYをコアレスしない確率
が、配列Xの近隣にエラーEを有するすべての可能性のある配列Yにわたって積分した後に
一定値P未満となるように、選択される。値Pは、アルゴリズムの挙動を制御し、コアレス
を多少寛容的にする。
【００９７】
　配列Yが、そのリードカウントがクロノタイプXにコアレスするための閾値C2を上回って
いるために、クロノタイプXにコアレスされない場合、それは、別個のクロノタイプをシ
ード（seed）するための候補となる。アルゴリズムはまた、この（Xに非依存的であると
みなされた）配列Yに「より近い」任意のその他の配列Y2、Y3等がXに集約されないように
する。この「近さ（nearness）」のコンセプトは、YおよびXに関するエラーカウントとX
およびYの絶対リードカウントの両方を含む、すなわち、それは、クロノタイプXの周囲の
エラー配列のクラウドに関する上記のモデルと同じ様式でモデル化される。このようにし
て、「クラウド」配列は、それらが2以上のクロノタイプの「近く」にあった場合に、そ
れらの正確なクロノタイプに適切に帰属化させることができる。
【００９８】
　アルゴリズムは、最高のリードカウントを有する配列Xから開始することにより、トッ
プダウン式に進行する。この配列は、第1のクロノタイプをシードする。隣接する配列は
、それらのカウントが事前に算出された閾値（上記参照）を下回る場合にこのクロノタイ
プにコアレスされるか、またはそれらが閾値を上回るもしくはコアレスされなかった別の
配列に「近い」場合に放置されるかのいずれかである。最大エラーカウント内のすべての
隣接する配列を検索した後、リードをクロノタイプXにコアレスするプロセスが終了する
。そのリードおよびそれにコアレスされたすべてのリードが報告され、他のクロノタイプ
を生成するのに利用できるリードのリストから除去される。続いて、次の最高のリードカ
ウントを有する配列に移行する。隣接するリードが上記のようにしてこのクロノタイプに
コアレスされ、そしてこのプロセスは、所定の閾値を上回るリードカウントを有する配列
がそれ以上存在しなくなるまで、例えば1カウント超のすべての配列がクロノタイプのシ
ードとして使用されるまで、継続される。
【００９９】
　上記のアルゴリズムの別の態様においては、候補配列Yを既存のクロノタイプXにコアレ
スするかどうかを決定するために、関連する配列リードの品質スコアを考慮するさらなる
試験が追加され得る。配列YとXが相違する場合、配列Yについての平均品質スコア（配列Y
を有するすべてのリードの平均）が、決定される。その平均スコアが既定の値を上回る場
合、その差がコアレスされるべきでない真に異なるクロノタイプを示している可能性が高
く、平均スコアがそのような既定の値を下回る場合、配列Yは配列決定エラーによるもの
でありしたがってXにコアレスされるべきである可能性が高い。
【０１００】
　配列ツリー。リードをクロノタイプにコアレスする上記のアルゴリズムは、いくつかの
入力配列XからE個未満のエラーを有するすべての配列を発見する効率的な方法があること
に依存している。この問題は、配列ツリーを用いて解決される。このツリーの実装には、
ツリーのノードが一文字のDNAであることに制限されないという点で、いくつかの珍しい
特徴がある。ノードは、適宜、長い配列を有することができる。これにより、コンピュー
タメモリのより効率的な使用が可能となる。
【０１０１】
　所定の試料のリードのすべてが、配列ツリーに配置される。各リーフ（leaf）ノードは
、その関連するリードに対するポインターを持っている。それは、ツリーをリーフからル
ート（root）ノードに後方に横断することにより得られる特有の配列に対応している。第
1の配列は、リードの全配列を含む1つのルートノードおよび1つのリーフノードを有する
簡易ツリーに配置される。次に、配列が1つずつ追加される。追加された各配列のために
、そのリードと既存のツリーの間の共通配列の最終点に新しいブランチ（branch）が形成
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されるか、またはツリーがすでにその配列を含んでいる場合はそのリードを既存のリーフ
ノードに追加するかのいずれかが行われる。
【０１０２】
　すべてのリードがツリーに配置されれば、以下の目的でツリーを容易に使用することが
できるようになる：1. 最高のリードカウント：リードカウントによるリーフノードの分
別により、最多のリードを有するリーフノード（すなわち、配列）を発見することが可能
となる。2. 隣接するリーフの発見：任意の配列について、この配列に関してX個未満のエ
ラーを有するツリーを通るすべてのパス（path）が検索可能である。パスはルートから始
まり、このパスをツリーに沿って進行する別個のパスに枝分かれさせる。ツリーに沿って
進みつつ各パスの最新のエラーカウントが通知される。エラーカウントが最大許容エラー
を超えた場合、そのパスは終結する。このようにして、ツリーの大部分が可能な限り早く
切り落とされる。これは、任意の所定の配列からX個のエラー内のすべてのパス（すべて
のリーフ）を発見する効率的な方法である。
【０１０３】
　体細胞超変異。1つの態様において、体細胞超変異を起こしたIgHベースのクロノタイプ
は、以下のようにして決定される。体細胞変異は、（関連セグメントの、通常はV、Jまた
はCの）対応する参照配列の塩基と異なり、かつ統計的に有意な数のリードに存在する、
配列決定された塩基と定義される。1つの態様においては、Cリードが、マッピングされた
Jセグメントに関する体細胞変異を発見するのに使用され得、同様に、Vセグメントに関し
てはVリードが使用され得る。JまたはVセグメントに直接マッピングされたかまたはNDN境
界までのクロノタイプ伸長物の内側であったかのいずれかのCおよびVリードのみが使用さ
れる。このようにして、NDN領域は回避され、以前にクロノタイプの決定に使用された同
一の「配列情報」が、変異の発見に使用されることはない（実際は異なる組換えNDN領域
であるにすぎないのに誤って変異ヌクレオチドとして分類されるのを回避するため）。セ
グメントタイプごとに、マッピングされたセグメント（優性のアレル）がスキャホールド
として使用され、リードのマッピング段階でこのアレルにマッピングされたすべてのリー
ドが考慮される。少なくとも1つのリードがマッピングされている参照配列の各位置が、
体細胞変異について分析される。1つの態様において、非参照塩基を有効な変異として受
諾する基準は、以下のものを含む：1）所定の変異塩基を有する少なくともN個のリード、
2）少なくとも所定の分数N/Mのリード（Mはこの塩基位置にマッピングされたリードの総
数である）；および3）2項分布、変異塩基におけるN個のリードの平均Qスコアおよび非変
異塩基を有するリードの数（M-N）に基づく統計的な切り捨て。好ましくは、上記のパラ
メータは、単位クロノタイプあたりの変異の誤発見率が1000中1未満、より好ましくは100
00中1未満となるよう選択される。
【０１０４】
　系統発生的クロノタイプ（クラン）。いくつかの疾患、例えば、リンパ球増殖性障害を
含む癌において、単一のリンパ球前駆体は、継続的な体細胞超変異によりまたは疾患に関
連する体細胞変異、例えば塩基の置換、異常な再編成等により、各々が若干異なるTCRま
たはBCR、したがって異なるクロノタイプを保持および／または発現する多くの関連する
子孫リンパ球を発生させ得る。そのようなクロノタイプを産生する細胞は、本明細書にお
いて、系統発生的クローン（phylogenic clone）と称され、そのような関連クローンのセ
ットは、本明細書において「クラン（clan）」と称される。同様に、系統発生的クローン
のクロノタイプは、系統発生的クロノタイプと称され、系統発生的クロノタイプのセット
は、クロノタイプのクランと称され得る。1つの局面において、本発明の方法は、個々の
クロノタイプの頻度ではなく、クロノタイプのクランの頻度（すなわち、そのクランの構
成要素の系統発生的クロノタイプの頻度の和）をモニターする段階を包含する。（「1つ
または複数の患者特異的クロノタイプ」という表現は、クランのコンセプトを包含する。
）系統発生的クロノタイプは、親クロノタイプとの関連性に関する1または複数の測定に
より同定され得る。1つの態様において、系統発生的クロノタイプは、以下でより十分な
記載がなされているように、パーセント相同性により同一クランにグループ化され得る。
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別の態様において、系統発生的クロノタイプは、V領域、J領域および／またはNDN領域の
共通した使用により同定される。例えば、クランは、共通のJおよびND領域を有するが異
なるV領域を有するクロノタイプにより定義され得（「VH置換」と称されることがある）
；またはそれは、同一のVおよびJ領域を有する（それら各々の参照配列から塩基置換によ
って同じように変異している）が異なるNDN領域を有するクロノタイプにより定義され得
；またはそれは、1～10塩基もしくは1～5塩基もしくは1～3塩基の、1つもしくは複数の挿
入および／もしくは欠失を起こし、クランメンバーを生成したクロノタイプにより定義さ
れ得る。別の態様において、クロノタイプは、それらが以下の基準を満たす場合に、同一
のクランに割り当てられる：i）それらが同一のVおよびJ参照セグメントにマッピングさ
れ、そのマッピングがクロノタイプ配列の同一の相対位置で行われていること、およびii
）それらのNDN領域が実質的に同一であること。クランのメンバーシップにおける「実質
的」は、NDN領域におけるいくつかの小さな違いが、この領域において体細胞変異が起こ
り得ることを踏まえて許容されることを意味する。好ましくは、1つの態様において、NDN
領域における変異を誤ってコールすることを回避するため、塩基置換が癌関連変異として
受諾されるかどうかは、そのクランのNDN領域のサイズに直接的に依存する。例えば、方
法は、クランのNDN配列の長さがmヌクレオチドまたはそれ以上、例えば9ヌクレオチドま
たはそれ以上の場合であって、それが癌関連変異としてクランNDN配列と1塩基の違いを有
するときに、クロノタイプをクランメンバーとして受諾し得、それ以外は受諾されず、ま
たはクランのNDN配列の長さがnヌクレオチドまたはそれ以上、例えば20ヌクレオチドまた
はそれ以上の場合であって、それが癌関連変異としてクランNDN配列と2塩基の違いを有す
るときに、クロノタイプをクランメンバーとして受諾し得、それ以外は受諾されない。別
の態様において、クランのメンバーは、以下の基準を用いて決定される：（a）Vリードが
同一のV領域にマッピングされること、（b）Cリードが同一のJ領域にマッピングされるこ
と、（c）NDN領域が（上記の意味で）実質的に同一であること、および（d）V-NDNの境界
とJ-NDNの境界の間のNDN領域の位置が同一であること（または、Dの下流側の塩基付加の
数とDの上流側の塩基付加の数が同一であること、と同等である）。本明細書において使
用される場合、「Cリード」という用語は、C領域（RNA試料を使用する場合）またはJ領域
（DNA試料を使用する場合）のいずれかにアニールする配列決定プライマーから生成され
るリードを表し得る。他箇所で説明されているように、これは、C領域が転写後スプライ
シングプロセスによってJ領域と連結されるためである。
【０１０５】
　単一試料の系統発生的クロノタイプはクランにグループ化され、異なる時点で取得され
た連続性のある試料由来のクランが互いに比較され得る。特に、本発明の1つの局面にお
いて、疾患、例えばリンパ系新生物と相関するクロノタイプを含むクランが、各時点の各
試料から決定されたクロノタイプの中から同定される。各時点の相関クロノタイプのセッ
ト（またはクラン）は、疾患状態を決定するために、その直前の試料のそれと比較される
、例えば、連続性のあるクランにおいて特定のクロノタイプの頻度が増加または減少して
いるか、集団研究またはデータベースから相関性があることが既知である新たな相関クロ
ノタイプが見られるかどうか等を決定することにより、比較される。決定される状態は、
寛解の継続、再発の初期段階、さらなるクローン進化の証拠等であり得る。
【０１０６】
　アイソタイプの使用。さらなる局面において、本発明は、アイソタイプの使用情報を含
むクロノタイププロファイルを提供する。図3Bに図示されているように、IgHまたはTCRβ
ベースのクロノタイプがRNAから決定される場合は、転写後スプライシングがC領域をJ領
域に連結させている。1つの局面において、Cリード（例えば、304）を生成するのに使用
される配列決定プライマーは、J領域（309）との接合部にあるC領域（307）の既定のプラ
イマー結合部位（302）にアニールされる。プライマー結合部位（302）が、Cリード（304
）がC領域（307）の部分（305）を含むよう選択される場合、C領域（307）の正体（ident
ity）が決定され得、これにより、合成されたBCRのアイソタイプが決定される。1つの態
様において、プライマー結合部位（302）は、Cリード（304）がC領域（307）の少なくと
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も6つのヌクレオチドを含むよう選択され；別の態様において、プライマー結合部位（302
）は、Cリード（304）がC領域（307）の少なくとも8つのヌクレオチドを含むよう選択さ
れる。この態様にしたがって決定される各クロノタイプは、その対応するC領域の部分（3
05）由来の配列情報を含み、そのような配列情報からその対応するアイソタイプが決定さ
れる。本発明の1つの局面において、相関クロノタイプは、それらが最初に決定された際
には第1のアイソタイプを有するが、それらがモニターされている間に別のタイプのアイ
ソタイプに切り換わることがある。この態様は、そのような切り換えを、異なるアイソタ
イプに対応する部分（305）の配列を除いて相関クロノタイプと同一の配列を有する以前
に記録されていないクロノタイプに着目することによって、検出することができる。
【０１０７】
　PCRのエラーは、PCRの早い段階のサイクルで変異したいくつかの塩基に集中すると考え
られる。配列決定のエラーは、全体として無作為であるにもかかわらず、そのエラーがあ
る程度の体系的バイアスを有している可能性がある場合、多くの塩基に分散すると考えら
れる。いくつかの塩基は、およそ5%（平均の5倍）の高い比率の配列決定エラーを有する
であろうと推測される。これらの推測の下では、配列決定エラーが支配的なエラーのタイ
プとなる。PCRのエラーと、高度に関連するクロノタイプの発生とを区別することは、分
析において重要となる。2つまたはそれ以上の高度に関連するクロノタイプが存在するこ
とを決定することには生物学的意義があるため、そのようなコールを生成するために保存
的なアプローチが採用される。高い信頼性（およそ99.9%）で2以上のクロノタイプが存在
することを確認するために、少数派のクロノタイプの十分な検出が考慮される。100コピ
ー/1,000,000で存在するクロノタイプの例では、少数派のバリアントが、独立したクロノ
タイプとして指定されるよう、14回またはそれ以上検出される。同様に、1,000コピー/1,
000,000で存在するクロノタイプにおいては、少数派のバリアントが、独立したクロノタ
イプとして指定されるよう、74回またはそれ以上検出され得る。このアルゴリズムは、各
々の配列決定された塩基により得られる塩基品質スコアを使用することによって強化する
ことができる。品質スコアとエラー率の間の関係が上記のように確認されれば、すべての
塩基に対して保存的な5%のエラー率を使用することに代えて、品質スコアを、独立したク
ロノタイプをコールするために存在する必要のあるリード数を決定するのに使用すること
ができる。すべてのリードにおける特定塩基の品質スコアの中央値を使用することができ
る、またはより厳密に言えば、エラーである尤度は、各リードにおける特定塩基の品質ス
コアに基づき計算することができ、そしてその確率は、その塩基の可能性のある配列決定
エラーの数を概算するために組み合わせることができる（独立と仮定して）。結果的に、
配列決定エラー仮説を拒絶する閾値は、異なる品質スコアを有する異なる塩基ごとに異な
る。例えば、1,000,000あたり1,000コピー存在するクロノタイプでは、少数派のバリアン
トは、エラーの確率が0.01および0.05として、それぞれ22および74回検出される場合、独
立と指定される。
【０１０８】
III. 相関クロノタイプと医学的アルゴリズム
　本発明は、その存在、非存在、および／またはレベルが疾患状態と相関するクロノタイ
プを同定する方法およびそのような情報を使用して診断または予後の判定を行う方法を提
供する。1つの局面において、他の医学情報、例えば非TCRまたは非BCR遺伝子の発現レベ
ル、生理学的状態等と組み合わされ得るクロノタイププロファイルからの情報は、患者ま
たは医療提供者に対して、アルゴリズムの形式で；すなわち、試験および／または検査の
結果を評価し、（i）行動指針を決定するまたは健康状態もしくは疾患状態に関する判定
を行うかまたは（ii）一連の判定を、行動指針または健康状態もしくは疾患状態に関する
判定を導くフローチャートまたは同様の意思決定構造にしたがい行うかのいずれかの、1
つまたは複数の工程のセットの形式で、提示される。本発明のアルゴリズムは、フォーマ
ットに関して多様であり得る。例えば、アルゴリズムは、単に、あるクロノタイプまたは
クロノタイプのサブセットがクロノタイププロファイルにおける既定の比率を超過した場
合またはモニタリング測定間で比が既定の割合以上に増加した場合に、患者が薬物により
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処置されるべきであることを示唆するのみであり得る。さらに簡易なものでは、アルゴリ
ズムは、疾患状態と1つもしくは複数のクロノタイプのレベルおよび／または1つもしくは
複数のクロノタイプによりコードされるTCRもしくはBCRの機能との間に肯定的な相関性が
存在することを示すのみであり得る。より複雑なアルゴリズムは、1つまたは複数のクロ
ノタイププロファイル由来の情報に加えて、患者の生理学的情報を含むものであり得る。
例えば、複合的な障害、例えばいくつかの自己免疫障害に関して、クロノタイププロファ
イルの情報は、アルゴリズムにおいて、他の患者データ、例えば以前の処置計画、徴候、
例えば発疹、関節炎、特定遺伝子の発現等の存在、非存在、または強度と組み合わされ得
る。本発明の1つの局面において、リンパ球障害のモニタリングと共に使用されるアルゴ
リズムは、試料（例えば、血液試料）のクロノタイププロファイルにおけるクロノタイプ
（および／または進化的に関連するクロノタイプ）の比がそれを超えた場合に疾患の再発
または処置に対する抵抗を示す、既定の少数値を提供する。そのようなアルゴリズムは、
TCRまたはBCRのクローン性の従来的な測定からなるまたは含むものであり得る。別の局面
において、自己免疫障害のモニタリングと共に使用されるアルゴリズムは、1つまたは複
数の既定の抗原に特異的なTCRまたはBCRをコードするクロノタイプのクロノタイププロフ
ァイルにおける比率が、それぞれ、その値を超えた場合に自己免疫のフレアの発生を示す
、1つまたは複数の既定の少数値を提供する。
【０１０９】
A. 相関クロノタイプ　対　非相関クロノタイプ
　本発明の方法は、a）相関クロノタイプ（そのレベルが疾患と相関するクロノタイプで
あり得る）とb）非相関クロノタイプ（そのレベルが疾患と相関しないクロノタイプであ
り得る）を区別する手段を提供する。1つの態様において、相関クロノタイプは、疾患と
の肯定的または否定的のいずれかの相関性を示し得る。別の態様において、疾患のピーク
状態で存在するが疾患の非ピーク状態では存在しないクロノタイプが、相関クロノタイプ
であり得る（疾患との肯定的な相関性）。別の態様において、疾患の非ピーク状態よりも
疾患のピーク状態（または段階）において豊富な（すなわち、高い分子レベルで存在する
）クロノタイプが、相関クロノタイプであり得る（疾患との肯定的な相関性）。別の態様
において、疾患のピーク状態で非存在であるが疾患の非ピーク状態では存在するクロノタ
イプが、相関クロノタイプであり得る（疾患との否定的な相関性）。別の態様において、
疾患の非ピーク状態よりも疾患のピーク状態において少量となるクロノタイプが、相関ク
ロノタイプであり得る（疾患との否定的な相関性）。別の態様において、個人における相
関クロノタイプは、アルゴリズムによって決定される。
【０１１０】
B. 集団研究を用いず較正試験を用いる、相関クロノタイプと非相関クロノタイプの発見
　本発明の1つの態様において、相関クロノタイプは、疾患状態に対する関連性を有する
いくつかの試料中に存在するクロノタイプに注目することによって同定される。この試料
は、疾患のピーク状態の試料由来の血液（例えば、急性フレア期のMSまたはループス患者
由来の血液試料）であり得、またはそれは、その個体における疾患、例えば炎症または腫
瘍に関係するTおよびB細胞が濃縮されている、疾患に罹患したまたは疾患に関連する組織
由来のものであり得る。これらの組織の例は、腎炎を有するループス患者の腎臓生検、フ
レア期のMS患者の脳脊髄液（CSF）、関節リウマチ患者の滑液または癌患者由来の腫瘍試
料であり得る。これらの試料すべてにおいて、組織は、疾患に関連する関連性のあるTお
よびB細胞を含んでいる可能性がある（原因物質であるとは限らないが）。この方法が疾
患に関連するクロノタイプを同定するのに使用される場合、それらは、それらが検出され
た試料を提供した個体に関連するにとどまるであろうことに留意されたい。そのため、こ
の方法を、疾患を有する任意の所定の個体において相関クロノタイプを同定するのに使用
するためには、特別な較正試験が必要となる。すなわち、1つの局面において、相関クロ
ノタイプは、疾患に直接的に罹患しているまたはそれに関連している組織（本明細書にお
いて「疾患関連組織」と称されることがある）から採取された試料からクロノタイププロ
ファイルを生成することによって、発見または決定される。さらなる局面において、その



(45) JP 6158080 B2 2017.7.5

10

20

30

40

50

ような決定はさらに、疾患に罹患していないまたはそれに関連していない組織（本明細書
において「非疾患関連組織」と称されることがある）から採取された試料からクロノタイ
ププロファイルを生成する段階、その後に前者と後者のクロノタイププロファイルを比較
し、相関クロノタイプを、高レベルの、低レベルの、または機能的に異なる、例えば特定
の抗原に特異的なTCRまたはBCRをコードするクロノタイプとして同定する段階を包含する
。1つの局面において、そのような決定は、非罹患または非疾患関連組織のクロノタイプ
プロファイルにおける同じクロノタイプよりも高い頻度で罹患または疾患関連組織由来の
クロノタイププロファイルに存在するクロノタイプを同定することによって、行われる。
【０１１１】
　1つの態様においては、対象において1つまたは複数の相関クロノタイプを決定する方法
が提供される。この方法は、a）対象由来の少なくとも1つの試料由来の個々の空間的に単
離された分子の核酸配列決定を行うことによって1つまたは複数のクロノタイププロファ
イルを生成する段階であって、少なくとも1つの試料が第1の疾患状態に関連する、段階、
およびb）1つまたは複数のクロノタイププロファイルに基づき対象における1つまたは複
数の相関クロノタイプを決定する段階を包含し得る。
【０１１２】
　1つの態様において、少なくとも1つの試料は、疾患に罹患した組織由来のものである。
別の態様において、1つまたは複数の相関クロノタイプの決定は、少なくとも2つの試料由
来のクロノタイププロファイルを比較する段階を包含する。別の態様において、第1の疾
患状態は、疾患のピーク状態である。別の態様において、1つまたは複数の相関クロノタ
イプは、疾患のピーク状態に存在する。別の態様において、1つまたは複数の相関クロノ
タイプは、疾患のピーク状態に存在しない。別の態様において、1つまたは複数の相関ク
ロノタイプは、疾患のピーク状態において高くなる。別の態様において、1つまたは複数
の相関クロノタイプは、疾患のピーク状態において低くなる。別の態様において、試料は
、T細胞および／またはB細胞を含む。別の態様において、T細胞および／またはB細胞は、
T細胞および／またはB細胞のサブセットを含む。別の態様において、T細胞および／また
はB細胞のサブセットは、マーカーとの相互作用により濃縮される。別の態様において、
マーカーは、T細胞および／またはB細胞のサブセット上の細胞表面マーカーである。別の
態様において、T細胞および／またはB細胞のサブセットは、疾患に特異的に存在する抗原
と相互作用する。例えば、リンパ球増殖障害、例えばリンパ腫の場合、較正試料が、上記
のような濃縮により、リンパ系組織から、障害により生じた病変部、例えば転移性病変部
から、または障害に間接的に罹患している組織から、取得され得る。リンパ系新生物につ
いては、疾患関連リンパ球を免疫フェノタイピングおよび濃縮するための様々な利用可能
な手引きおよびの市販のキット、例えば"U.S.-Canadian consensus recommendations on 
the immunophenotypic analysis of haematologic neoplasia by flow cytometry", Cyto
metry, 30: 214-263 (1997); MultiMix（商標） Antibody Panels for Immunophenotypin
g Leukemia and Lymphoma by Flow Cytometry (Dako, Denmark)等が存在する。リンパ系
組織は、リンパ節、脾臓、扁桃腺、アデノイド、胸腺等を含む。
【０１１３】
　1つの態様において、疾患は、自己免疫疾患である。別の態様において、自己免疫疾患
は、全身性エリテマトーデス、多発性硬化症、関節リウマチまたは強直性脊椎炎である。
【０１１４】
　いくつかの態様において、相関クロノタイプは、疾患状態以外の状態に対する関連性を
有するいくつかの試料中に存在するクロノタイプに注目することによって同定される。こ
れらの状態は、非疾患原因抗原に対する暴露、例えば特定域の花粉に対する非症候性アレ
ルギー反応を含み得る。そのような態様は、個体が最近その抗原を含む地理環境に戻った
かどうかを特定するのに使用することができる。この状態は、バイオテロ物質の工業処理
または製造もしくは生産に関連する抗原への暴露を含む。
【０１１５】
C. 集団研究を用いる、相関クロノタイプおよび非相関クロノタイプの発見
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　1つの態様においては、集団研究を用いて相関クロノタイプを同定する方法が提供され
る。集団研究の有用性は、個体において確認された既知の疾患状態の結末と相関するクロ
ノタイプに関する個別の情報を、そのような相関クロノタイプを較正試験を必要とせずに
すべての将来の対象において同定できるように生成できる点にある。相関クロノタイプの
個別のセットの知見は、将来の対象において相関するであろう可能性のあるクロノタイプ
の特性（パラメータ）に関するルールを抽出するのに使用することができる。そのような
態様は、以下の段階により実行される：（a）疾患に罹患しているまたはそれに関連して
いる組織由来の試料のセットの各々についてクロノタイププロファイルを生成する段階；
（b）非罹患組織由来の試料中の同一クロノタイプと比較して高レベルまたは低レベルで
存在するまたは非罹患組織由来の試料中のクロノタイプと機能的に異なるクロノタイプを
決定する段階。本明細書において使用される場合、1つの局面において、クロノタイプに
関する「機能的に異なる」は、それによってコードされるTCRまたはBCRが異なる抗原、タ
ンパク質または複合体に対して他よりも特異的であることを意味する。任意で、上記の態
様はさらに、上記の段階（a）および／もしくは（b）において決定されたクロノタイプの
配列情報からまたは機能データから任意の試料において相関クロノタイプを予測するため
の、すなわち、新たに測定されるクロノタイプが監視下の疾患に特異的な抗原、タンパク
質または複合体に特異的なTCRまたはBCRをコードすることを決定するためのアルゴリズム
を開発する段階を包含し得る。
【０１１６】
　上記と関連して、1つまたは複数の患者特異的なクロノタイプは、1つまたは複数の最初
の測定で決定されたクロノタイプ（「決定されたクロノタイプ」）と、集団研究、データ
ベース等を通じて利用可能となり得るその疾患と相関することが既知のクロノタイプを照
合することによって同定され得る。1つの局面において、そのようなクロノタイプを照合
する段階は、決定されたクロノタイプによりコードされるアミノ酸配列と、疾患と相関す
ることが既知のクロノタイプによりコードされるアミノ酸配列または後者のクロノタイプ
の実質的に同一のバリアントとの間の同一性を発見することを包含する。本明細書におい
て使用される場合、「実質的に同一のバリアント」は、1つの局面において、比較または
照合された配列が、核酸配列であろうとアミノ酸配列であろうと、少なくとも80パーセン
ト同一または少なくとも90パーセント同一であることを意味する。別の局面において、実
質的に同一のバリアントは、5またはそれ未満の塩基またはアミノ酸の付加、欠失および
／または置換による相違を意味する。別の局面において、そのようなクロノタイプを照合
する段階は、決定されたクロノタイプと、疾患と相関することが既知のクロノタイプまた
は後者のクロノタイプの実質的に同一のバリアントの核酸配列との間の同一性を発見する
ことを包含する。さらに別の局面において、そのようなクロノタイプを照合する段階は、
決定されたクロノタイプと、疾患に相関することが既知のクロノタイプまたは後者のクロ
ノタイプの実質的に同一のバリアントの核酸配列との間の同一性を発見することを包含す
る。
【０１１７】
　1つの態様において、提供される発明は、疾患を有する患者および任意で健常な対照由
来の試料の研究において、異なる時点で、疾患を有する患者の場合は、臨床データにより
特徴付けられる疾患経過の異なる（かつ既知の）状態において、免疫細胞レパートリーを
配列決定することによって相関および非相関クロノタイプを同定する段階を含む方法を包
含する。疾患は、例えば、自己免疫疾患であり得る。そのレベルが疾患の異なる状態の尺
度と相関しているクロノタイプは、すべての個体において、疾患と相関しないであろう配
列と区別される、疾患と相関するであろう配列の大セットの正体を予測するアルゴリズム
を開発するのに使用することができる。較正試験の場合と異なり、相関配列は、発見研究
で確認される必要はなく、これらの配列に基づき予測することができる。例えば、相関配
列は、発見研究において同定されたクロノタイプのDNA配列と同じアミノ酸配列をコード
するTCR遺伝子のDNA配列であり得る。さらに、1つまたは複数の相関クロノタイプを予測
することができるアルゴリズムは、任意の個体由来の試料においてクロノタイプを同定す
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るのに使用することができ、特定個体に専用のものではなく、その個体に存在するクロノ
タイプに関する事前の知識がなくとも新規の試料において相関クロノタイプを予測するこ
とができる。
【０１１８】
　1つの局面においては、疾患を有する対象由来の任意の試料において1つまたは複数の相
関クロノタイプを予測するアルゴリズムを開発する方法であって、a）試料のセットから
複数のクロノタイププロファイルを生成する段階であって、試料は疾患と関連している、
段階、b）試料のセットから1つまたは複数の相関クロノタイプを同定する段階、c）b）で
同定された1つまたは複数の相関クロノタイプの配列パラメータおよび／または機能デー
タを使用し、疾患を有する対象由来の任意の試料において相関クロノタイプを予測するこ
とができるアルゴリズムを開発する段階を包含する前記方法が提供される。
【０１１９】
　1つの態様において、試料のセットは、疾患に罹患した1つまたは複数の組織から採取さ
れる。
【０１２０】
　別の態様において、1つまたは複数の相関クロノタイプを同定する段階は、少なくとも2
つの試料由来のクロノタイププロファイルを比較することを包含する。別の態様において
、機能データは、T細胞および／もしくはB細胞中のマーカーの結合能またはT細胞もしく
はB細胞による抗原との相互作用を含む。別の態様において、配列パラメータは、核酸配
列および予測されるアミノ酸配列を含む。別の態様において、試料は、疾患のピーク段階
にある1または複数の個体由来である。別の態様において、1つまたは複数の相関クロノタ
イプは、疾患のピーク状態に存在する。別の態様において、1つまたは複数の相関クロノ
タイプは、疾患のピーク状態で高レベルである。別の態様において、1つまたは複数の相
関クロノタイプは、疾患のピーク状態で低レベルである。別の態様において、1つまたは
複数の相関クロノタイプは、疾患のピーク状態に存在しない。
【０１２１】
　1つの態様において、疾患は、自己免疫疾患である。別の態様において、自己免疫疾患
は、全身性エリテマトーデス、多発性硬化症、関節リウマチまたは強直性脊椎炎である。
【０１２２】
　別の局面においては、個体において1つまたは複数の相関クロノタイプを発見する方法
であって、a）個体由来の試料由来のクロノタイププロファイルをアルゴリズムに入力す
る段階、およびb）アルゴリズムを使用して、個体における1つまたは複数の相関クロノタ
イプを決定する段階を包含する前記方法が提供される。このアルゴリズムは、a）疾患に
関連する試料のセットから複数のクロノタイププロファイルを生成する段階、b）試料の
セットから1つまたは複数の相関クロノタイプを同定する段階、ならびにc）b）において
同定された1つまたは複数の相関クロノタイプの配列パラメータおよび／または機能デー
タを使用して、疾患を有する対象由来の任意の試料において相関クロノタイプを予測する
ことができるアルゴリズムを開発する段階によって開発されたアルゴリズムであり得る。
 
【０１２３】
　いくつかの態様において、相関クロノタイプは、疾患状態以外の状態に対する関連性を
有する抗原に暴露された集団に存在する同定されたクロノタイプである。この状態は、非
疾患原因抗原に対する暴露、例えば特定域の花粉に対する非症候性アレルギー反応を含み
得る。そのような態様は、個体が最近その抗原を含む地理環境を訪問したかどうかを特定
するのに使用することができる。この状態は、バイオテロ物質の工業処理または製造もし
くは生産に関連する抗原への暴露を含み得る。
【０１２４】
D. 較正試験を集団研究と組み合わせて用いる、相関クロノタイプおよび非相関クロノタ
イプの発見
　本発明の1つの態様において、相関クロノタイプは、較正試験を集団研究と組み合わせ
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て用いることによって同定される。この態様において、集団研究は、任意の試料において
クロノタイプを予測するアルゴリズムを導くものではなく、それは、アルゴリズムが、個
別の較正クロノタイププロファイルが生成された対象由来の任意の試料において相関クロ
ノタイプを予測するようにするものである。この例は、最初の血液試験を臨床的フレア状
態の間に行いこれをアルゴリズムの較正に使用した後に疾患の任意の段階の血液試料から
測定されたクロノタイププロファイルに基づきループス患者において相関クロノタイプを
予測するアルゴリズムの開発であり得る。したがって、この態様において、相関クロノタ
イプは、（a）疾患に関連しているまたは疾患に罹患している組織由来の試料のセットか
らクロノタイププロファイルを生成し、レベルおよび／または機能のいずれかにより疾患
と関連するクロノタイプのセットを同定し、かつそのようなレベルおよび／または機能と
疾患状態との間の関係を同定する段階；（b）第1の疾患状態の組織由来の試料のクロノタ
イププロファイルを測定する段階；（c）段階（a）の関係から相関クロノタイプを決定す
る段階、において同定され得る。別の態様において、相関クロノタイプは：（a）疾患に
関連しているまたは疾患に罹患している組織由来の試料のセットからクロノタイププロフ
ァイルを生成し、レベルおよび／または機能のいずれかにより疾患と関連するクロノタイ
プのセットを同定し、かつそのようなレベルおよび／または機能と疾患状態との間の関係
を同定する段階；（b）関連する疾患段階にある新しい対象における較正クロノタイププ
ロファイルを、ピーク段階においてまたは疾患に罹患している組織からまたは機能的に特
徴付けられた状態において、測定する段階；（c）段階（a）の関係から相関クロノタイプ
を決定する段階、において同定され得る。
【０１２５】
　この態様において、提供される発明は、疾患を有する患者および任意で健常な対照由来
の試料の研究において、異なる時点で、ならびに疾患を有する患者の場合は、臨床データ
により特徴付けられる疾患経過の異なる（かつ既知の）状態において、免疫細胞レパート
リーを配列決定することによって相関および非相関クロノタイプを同定する方法を包含す
る。第1の状態において、第2の状態と異なる頻度（またはレベル）で見出されるクロノタ
イプは、その後、第1の疾患状態にある各個体のレパートリー中で見出されるどの配列が
、その個体における疾患と相関しないものと区別されて、各個体における後の状態の疾患
と相関するのかを予測するアルゴリズムを開発するのに使用される。較正試験単独の場合
と異なり、相関配列は、疾患状態間で異なることが見出される全配列のサブセットであり
得る。相関クロノタイプは、較正試料では見出されないが、将来の試料に出現する場合は
、アルゴリズムに基づき相関することが予測される可能性もある。例として、較正試料に
おいて見出されるクロノタイプと同じアミノ酸配列をコードするクロノタイプは、集団研
究から得られるアルゴリズムに基づき相関クロノタイプであると予測され得る。先の態様
と異なり、このアルゴリズムは、将来特定の疾患状態での相関クロノタイプが予測される
個体において生成されたクロノタイププロファイルである較正クロノタイププロファイル
に基づき相関クロノタイプを予測するよう開発される。この態様において、このアルゴリ
ズムは、特定の較正クロノタイププロファイルが測定されるまで、特定の個体において相
関クロノタイプを生成するのに使用することができない。この較正プロファイルが特定対
象において測定された後は、その後のすべての相関クロノタイプを、その個体におけるク
ロノタイププロファイルの測定に基づき予測することができる。
【０１２６】
　別の局面においては、個体における1つまたは複数の相関クロノタイプを発見する方法
であって、a）個体由来の試料由来のクロノタイププロファイルをアルゴリズムに入力す
る段階、およびb）アルゴリズムを使用して、個体における1つまたは複数の相関クロノタ
イプを決定する段階を包含する前記方法が提供される。このアルゴリズムは、a）疾患に
関連する試料のセットから複数のクロノタイププロファイルを生成する段階、b）試料の
セットから1つまたは複数の相関クロノタイプを同定する段階、ならびにc）b）において
同定された1つまたは複数の相関クロノタイプの配列パラメータおよび／または機能デー
タを使用して、疾患を有する対象由来の任意の試料において相関クロノタイプを予測する
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ことができるアルゴリズムを開発する段階によって開発されたアルゴリズムであり得る。
1つの態様において、試料は、疾患のピーク状態で採取される。別の態様において、試料
は、疾患に罹患した組織から採取される。
【０１２７】
　いくつかの態様において、較正試験を集団研究と組み合わせて用いるクロノタイプの相
関化および非相関化は、疾患状態以外の状態に対する関連性を有する抗原に暴露された集
団に存在するクロノタイプに関して実施される。この状態は、非疾患原因抗原に対する暴
露、例えば特定域の花粉に対する非症候性アレルギー反応を含み得る。そのような態様は
、個体が最近その抗原を含む地理環境を訪問したかどうかを特定するのに使用することが
できる。この状態は、バイオテロ物質の工業処理または製造もしくは生産に関連する抗原
への暴露を含み得る。
【０１２８】
E1. 相関クロノタイプを予測するのに使用することができる配列関連パラメータ
　集団研究を実施するために、トレーニングセットを使用し、相関クロノタイプとそうで
ないものを区別することができる様々なパラメータを試験することによって、相関クロノ
タイプの特性を理解することができる。これらのパラメータは、使用される配列または特
定のV、DおよびJセグメントを含む。1つの態様において、特定の疾患に関するクロノタイ
プが関連エピトープを認識する可能性がある、したがって配列類似性を有しているかもし
れない場合、特定のVセグメントがいくつかの疾患と相関する可能性がより高いことが示
される。さらなる態様に含まれる他のパラメータは、同定される体細胞超変異の程度なら
びにあるエピソードのピーク時のクロノタイプのレベルおよび疾患が相対的に活動停止状
態にある場合のそのレベルを含む。相関クロノタイプを予測し得る他のパラメータは、非
限定的に、1）VまたはJ領域、VJの組み合わせ、DJ領域中の短配列を含む配列モチーフ；2
）クロノタイプの配列長；3）絶対レベル（百万分子あたりのクローン数）またはランク
レベルを含むクロノタイプのレベル；4）他のクロノタイプに対するアミノ酸および核酸
配列の類似性：静的変化（同一アミノ酸をコードするヌクレオチドの相違）を有するもの
または保存的アミノ酸変化を有するものを含む、他の関連性の高いクロノタイプの頻度；
5）BCRに関して、クロノタイプにおける体細胞変異のレベルおよび／または体細胞変異に
よっていくつかの生殖系クロノタイプと相違する別個のクロノタイプの数；6）その関連
タンパク質が類似の三次元構造を有するクロノタイプを含む。
【０１２９】
E2. 抗原に特異的な抗体をコードするクロノタイプのデータベース
　この相関クロノタイプは、1つまたは複数の抗原の1つまたは複数のエピトープに特異的
な免疫グロブリンまたはTCRをコードし得る。したがって、本発明の1つの局面において、
相関クロノタイプは、測定されたクロノタイプと、1つまたは複数の選択された抗原に対
する実質的にすべての可能性のあるクロノタイプを含むデータベース（すなわち、「抗原
特異的クロノタイプデータベース」）のエントリーを比較することによって決定され得る
。そのようなデータベースは、関心対象の抗原もしくはエピトープに対する特異性を有す
る抗体を産生するリンパ球の抗体コード配列の選択された領域を配列決定することによっ
て構築され得、またはそのようなデータベースは、それらの表面に抗体もしくはそのフラ
グメントを発現および提示するファージを用いる結合実験を実施することによって蓄積さ
れ得る。後者のプロセスは、Niro et al, Nucleic Acids Research, 38(9): e110 (2010)
に記載されるようにして容易に実施される。簡潔に言うと、1つの局面において、この方
法は、以下の段階を包含する：（a）関心対象の抗原、例えばHCVコアタンパク質を固相支
持体に結合する、（b）ファージにコードされる抗体のライブラリーを、抗体結合条件下
で抗原に暴露し、それによってファージコード抗体のあるフラクションが結合された抗原
に結合し、別のフラクションが非結合状態のまま維持されるようにする、および（c）結
合するファージコード抗体を回収および配列決定し、相関クロノタイプのデータベースの
エントリーを生成する。結合したファージコード抗体は、上記のような高スループットDN
A配列決定技術を用いて配列決定するのが良い。1つの態様において、この方法のクロノタ
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イプは、化合物に結合する単鎖可変フラグメント（scFv）をコードする。異なるストリン
ジェンシーの抗体結合条件が使用され得る。結合したファージから決定された核酸配列は
、一覧にされ、適当な抗原特異的クロノタイプデータベースに追加され得る。
【０１３０】
F. 相関クロノタイプの決定を改善する機能データ
　さらなる態様は、相関クロノタイプの同定を補助するために機能データを使用するもの
である。例えば、相関クロノタイプを含む細胞において濃縮されている特定のマーカーを
含むT細胞および／またはB細胞は、FACSまたはMACS等の標準法を通じて捕捉することがで
きる。別の態様において、マーカーは、細胞表面マーカーである。別の態様において、病
理に関連する抗原または罹患した組織に対するT細胞および／またはB細胞の反応性は、ク
ロノタイプの病理学的関連性の良い証拠となる。
【０１３１】
　別の態様において、候補クロノタイプの配列は、合成し、完全TCRまたはBCRの形態にし
、そして関連する反応性について評価することができる。あるいは、異なる配列の増幅フ
ラグメントを、ファージ、リボソームまたはRNAディスプレイ技術への投入物として使用
することができる。これらの技術は、関連する反応性を有する配列を選択することができ
る。それらの配列決定の結果を選択の前後で比較することにより、その反応性を有する、
したがって病理的である可能性があるクローンを同定することができる。別の態様におい
て、特定のディスプレイ技術（例えば、ファージ、リボソームまたはRNAディスプレイ）
は、アレイ形式で使用することができる。TCRまたはBCR由来の個々の配列（例えば、CDR3
配列）を保持する個々の分子（またはこれらの個々の分子の増幅産物）は、ファージ、リ
ボソームまたはRNAのいずれかとしてアレイ化することができる。次いで、特定の抗原が
、それらに結合するペプチドをコードする配列を同定するために研究され得る。疾患に関
連する抗原に結合するペプチドは、病理的である可能性がある。
【０１３２】
G. Immune Loadアルゴリズムの生成
　アルゴリズムは、相関および非相関クロノタイプのレベルの関数によって与えられる値
またはスコアである、Immune Loadを算出するのに使用することができる。Immune Loadは
、臨床的な判定を下すのに使用することができる。実験（例えば、第1の疾患状態にある
対象由来の試料および第2の疾患状態にある対象由来の試料を含む実験）からのデータを
用いて、相関および非相関クロノタイプのレベルに関する情報を単一のスコア（Immune L
oad）にまとめるアルゴリズムを開発することができる。このアルゴリズムのパラメータ
は、その後、Immune Loadと臨床データとの間の相関性が最大となるよう調節することが
できる。例えば、臨床データは、疾患重症度の臨床的尺度（例えば、多発性硬化症患者の
MRIにおける病変部の程度）であり得る。したがって、1つの態様において、Immune Load
は、（a）相関クロノタイプのレベルを単一の疾患活動スコアにまとめる因数のセットを
使用するアルゴリズムを開発する段階；（b）段階（a）で生成されたスコアと疾患状態に
関する臨床データとを比較する段階；および（c）臨床データと疾患活動スコアとの間の
相関性が最大となるよう因数を最適化する段階、により算出され得る。
【０１３３】
　Immune Loadアルゴリズムを生成するのに使用される相関クロノタイプは、上記のよう
に、較正試験、集団研究、または較正試験と集団研究を用いて生成することができる。
【０１３４】
　相関クロノタイプをまとめる上で考慮され得るいくつかの因数は、相関クロノタイプの
数、それらのレベル、それらの変化率（速度）および速度の変化率（加速度）である。他
の評価される因数は、エピソードピーク時および疾患活動停止状態時のクロノタイプのレ
ベルを含む。
【０１３５】
　1つの態様において、生成されるImmune Loadは、自己免疫疾患に関連する。そのような
Loadは、AutoImm Loadと称され得る。
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【０１３６】
　1つの局面においては、疾患活動スコアを算出するアルゴリズムを生成する方法であっ
て、a）相関クロノタイプのレベルを疾患活動スコアにまとめる因数のセットを使用する
アルゴリズムを開発する段階；b）疾患活動スコアと疾患状態に関する臨床データとを比
較する段階、およびc）臨床データと疾患活動スコアとの間の相関性が最大となるよう因
数を最適化する段階を包含する前記方法が提供される。
【０１３７】
H. Loadアルゴリズムを用いる疾患のモニタリング
1. 校正試験を用いない疾患のモニタリング
　本発明の1つの態様において、クロノタイプおよびImmune Loadアルゴリズムは、集団研
究を用いて決定される。Immune Loadは、最初に個々の患者について較正することを要さ
ず、直接的に使用することができる。この試験は、患者が任意の疾患状態にあるときに実
施することができる。この試験は、上記のようにして開発されたアルゴリズムに基づき特
定の相関および非相関クロノタイプを生成するのに使用することができる。Immune Load
は、その後、集団研究において生成された第2のアルゴリズムを用いて算出することがで
きる。このスコアは、その後、臨床的に使用することができる。1つの態様において、モ
ニタリング試験は、以下の段階により、較正試験を使用せずに実施され得る：（a）患者
をモニターしている時点で患者のクロノタイプを測定する段階；および（b）発見アルゴ
リズム試験によりおよびモニタリング試験からのデータにより予測される相関性のあるク
ロノタイプを使用し、モニタリングアルゴリズムを用いて患者の疾患状態を反映するスコ
アを生成する段階。
【０１３８】
　別の局面においては、個体の疾患状態をモニターする方法であって、a）対象由来の試
料からクロノタイププロファイルを決定する段階、b）a）のクロノタイププロファイル情
報をアルゴリズムに入力する段階、およびc）アルゴリズムを使用して個体の疾患状態を
反映するスコアを生成する段階を包含する前記方法が提供される。このアルゴリズムは、
a）相関クロノタイプのレベルを疾患活動スコアにまとめる因数のセットを使用するアル
ゴリズムを開発する段階、b）疾患活動スコアと疾患状態に関する臨床データとを比較す
る段階、およびc）臨床データと疾患活動スコアとの間の相関性が最大となるよう因数を
最適化する段階、により生成されるアルゴリズムであり得る。
【０１３９】
2. 較正試験を用いる疾患のモニタリング
　提供される発明の1つの態様において、相関クロノタイプおよびImmune Loadアルゴリズ
ムは、較正試験または校正試験と集団研究を用いて決定される。Immune Loadは、最初に
較正試験を実施することにより、臨床的に使用することができる。この試験は、患者がIm
mune Loadアルゴリズムにおいて使用される相関および非相関クロノタイプを生成した研
究において使用された第1の状態と類似の状態にあるときに実施され得る。例えば、この
状態は、これがImmune Loadを導く方法である場合、自己免疫疾患のフレア状態であり得
る。この較正試験は、その後、後続の疾患モニタリング試験において使用される特定の相
関および非相関クロノタイプを生成するのに使用することができる。この患者の処置にお
ける後の時点において、患者に対して別の試験を行い、そしてImmune Loadを、発見研究
において生成されるアルゴリズムおよび患者の個別較正試験において生成されたクロノタ
イプレベルのリストを用いて算出することができる。このImmune Loadスコアは、その後
、臨床的に使用することができる。1つの態様において、較正試験を用いるモニタリング
試験は、以下の段階を包含する：（a）クロノタイププロファイルを決定するために、疾
患状態1にある患者を試験する段階；（b）後の時点（患者をモニターしている時点）で患
者のクロノタイプを測定する段階；（c）モニタリングアルゴリズムを使用し、較正試験
由来の疾患状態1のクロノタイププロファイルおよび後の時点の試験由来の情報から疾患
状態を反映する疾患スコアを生成する段階。
【０１４０】
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　別の局面においては、個体の疾患状態をモニターする方法であって、a）対象由来の試
料からクロノタイププロファイルを決定する段階、b）a）のクロノタイププロファイル情
報をアルゴリズムに入力する段階、およびc）アルゴリズムを使用して個体の疾患状態を
予測するスコアを生成する段階を包含する前記方法が提供される。このアルゴリズムは、
a）相関クロノタイプのレベルを疾患活動スコアにまとめる因数のセットを使用するアル
ゴリズムを開発する段階、b）疾患活動スコアと疾患状態に関する臨床データを比較する
段階、およびc）臨床データと疾患活動スコアの間の相関性が最大となるよう因数を最適
化する段階、により生成されるアルゴリズムであり得る。別の態様において、この方法は
さらに、提供される発明の方法のいずれかにより個体において1つまたは複数の相関クロ
ノタイプを決定する段階および1つまたは複数の相関クロノタイプの情報をアルゴリズム
に入力する段階を包含し得る。
【０１４１】
　1つの態様において、疾患は、自己免疫疾患である。別の態様において、自己免疫疾患
は、全身性エリテマトーデス、多発性硬化症、関節リウマチまたは強直性脊椎炎である。
【０１４２】
3. Immune Loadの使用に関連する他の因数
　同一のImmune Loadは、異なる患者の異なる事項を意味する場合がある。1例として、患
者の完全な臨床像を考慮する必要がある。試験の全体像から、臨床的判定を行う上でImmu
ne Loadのレベルに加えて速度（Immune Loadの経時的な変化率）および加速度（速度の経
時的な変化率）が考慮され得る。例えば、AutoImm Loadスコアが増加している（高い速度
である）場合、それは自己免疫疾患における初期フレアを予測するものであり得る。
【０１４３】
　Loadスコア、例えばAutoImm Loadスコアに組み込むことができるさらなる試験は、例え
ば、赤血球沈降速度（ESR）、C反応性タンパク質（CRP）レベル、抗dsDNA、その他の自己
抗体価、補体レベル、尿タンパク質レベル、尿タンパク質／クレアチニン比、クレアチニ
ンレベル、血中尿素窒素（BUN）レベル、血小板レベル、WBCカウント、ヘマトクリット（
Hct）、Hb、検尿結果を含む。組み込むことができるSLE関連の他の試験は、例えば、CD27
レベル、CD27++細胞レベル、INF応答遺伝子（Baechler, EC et al. (2003) Proc. Natl. 
Acad. Sci. 100:2610-2615）およびケモカインスコア（Bauer JW et al. (2009) Arthrit
is Rheum. 60:3098-3107）を含む。ループスに関連しない他の試験は、例えば、甲状腺刺
激ホルモン（TSH）試験、トリヨードチロニン（T3）試験、チロキシン（T4）試験、肝機
能試験（LFT）、他の自己抗体、カルプロテクチン試験、ラクトフェリン試験および滑液
分析を含む。さらなる試験は、例えばMRI、CTスキャン、X線および超音波を含む画像化試
験を含み得る。
【０１４４】
I. 較正工程の一部としての部分細胞濃縮と組み合わせて配列決定技術を用いる、相関ク
ロノタイプの発見
　血液または組織中の細胞を細胞マーカーに基づき分離するのに使用することができる技
術はいくつか存在する。これらは、固相分離、例えば特異的な親和性試薬、例えば抗体が
固定されたビーズまたはカラムを含む。液相分離は、フローサイトメトリー等の技術を用
いて達成することができ、これは、選択された細胞マーカーに特異的に結合する標識試薬
を、そのように標識された細胞を特異的な蛍光マーカーを使用して分離することができる
ゲート流動装置を運用するのに使用するものである。白血球フェレーシスは、血液から白
血球集団を濃縮するのに使用され得る別の液相分離技術、例えば、Shelat, Am. J. Med. 
123: 777-784 (2010)；米国特許第5,846,928号等、であり、その後に細胞表面マーカーに
よりさらなる濃縮が実行され得る。
【０１４５】
　疾患負荷（disease load）を測定するために相関クロノタイプを予測および／またはこ
れらのクロノタイプのレベルを測定するようアルゴリズムを較正する際にTおよび／また
はB細胞のサブセットをプロファイルすることが有利な場合がある。これは、様々な表面
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または内部マーカーに対して、上記の方法を用いて実施することができる。そのような方
法を使用する上での1つの困難さは、所定のマーカーに対する選択性が所定のマーカーに
対して完全なものにならないという事実にある。結果として、濃縮は選択された細胞の純
粋な集団をもたらさない可能性がある。細胞の分離を行わずに細胞サブセットの濃縮を達
成する別の方法は、関心対象の細胞のサブセットを選択的に成長させることである。例え
ば、T細胞は、抗原を用いてインビトロで活性化させることができ、活性化された細胞は
、それらの濃縮に至る数まで分裂および増加させることができる。
【０１４６】
　本発明の1つの態様において、Tおよび／またはB細胞集団のクロノタイププロファイル
は、少なくとも1つの細胞マーカーについての濃縮の前後の両方で、個々の空間的に単離
された分子を配列決定することによって生成される。その後、この2つのプロファイルは
、濃縮のために選択されたマーカーを保持する細胞に関連するクロノタイプを同定するた
め、どのクロノタイプが濃縮細胞集団と未濃縮細胞集団との間で頻度を有意に変化させた
かを決定するよう比較される。この同定を達成するのに配列決定法を使用する利点は、十
分な配列決定深度を用いればクロノタイプの頻度を非常によく測定することができるため
、濃縮が比較的不十分な場合でさえもクロノタイプを同定できる点にある。これにより、
純度を達成するために設計された費用のかかる多段階濃縮が必要なくなり、様々な濃縮法
を慣用的にかつ少ない費用で使用することができるようになる。
【０１４７】
　1つの態様において、そのような細胞濃縮前後のTおよびB細胞受容体の配列決定は、ど
のクロノタイプが相関するかを決定するために、較正アルゴリズムの一部として使用する
ことができる。この態様において、細胞は第1の疾患状態にある疾患に関連するマーカー
についての濃縮の前後に配列決定される。この第1の疾患状態の例は、疾患のピーク状態
における血液試料、罹患した組織の試料、疾患のピーク状態にある罹患した組織の試料等
であり得る。クロノタイプは細胞マーカーを含むおよび含まない細胞フラクションから得
られ、これがアルゴリズムへの入力として使用され得、そしてその個体において相関クロ
ノタイプを決定するのに使用される。
【０１４８】
　別の態様において、濃縮は、第1の疾患状態の間に収集された試料に対してなされるだ
けでなく、同一個体由来のその後の試料に対しても行われる。このようにして、相関クロ
ノタイプが、任意の1時点の細胞のサブフラクションの中で決定される。
【０１４９】
　別の態様において、細胞マーカーは、特定の関連するクロノタイプの頻度だけでなくそ
れらの機能的状態も評価するために、配列決定と組み合わせて使用される。この態様にお
いて、細胞マーカーは、相関クロノタイプの頻度により得られる疾患状態の予測を改善す
るため、相関クロノタイプの正体以上の情報を提供する。特定のマーカーによる濃縮の前
後で配列決定することにより、特定のクロノタイプの頻度が決定される。さらに、別の細
胞マーカーと共にこの特定のクロノタイプを含む細胞の頻度およびフラクションが決定さ
れる。ある2名の患者は、いくつかの臨床状態に関連するクロノタイプの頻度については
同じであるが、これらのクロノタイプを含む細胞における特定の細胞マーカー（例えば、
活性化マーカー）の頻度は異なることが、考えられる。これらの患者は、関連するクロノ
タイプの頻度が同一であるにもかかわらず、異なる疾患活動性を有し得る。
【０１５０】
　細胞マーカーは、細胞活性化のマーカーであり得る。一般に、マーカーは、疾患と相関
することが既知であるTおよび／またはB細胞の集団を用いて遺伝子の発現を測定すること
によって決定することができる。これらのマーカーは、細胞表面マーカーまたは細胞内で
発現される細胞であり得る。
【０１５１】
　本発明の1つの態様においては、特定の疾患に関連することが既知の抗原に対して親和
性を有することが示される細胞が濃縮される。これを実施する方法はいくつか存在する。
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【０１５２】
　別の態様において、関心対象の細胞は、特定の抗原と相互作用するB細胞である。この
場合、B細胞は、この特定の抗原に結合するB細胞受容体配列を有して存在している。した
がってこれらのB細胞受容体を、抗原特異的試薬を用いて濃縮できる細胞表面マーカーと
して使用することができる。1つの態様において、抗原が固定されたビーズまたはカラム
が、この抗原に特異的なB細胞受容体を発現する細胞を濃縮するのに使用することができ
る。別の態様において、抗原は、適当なB細胞受容体を発現する細胞の親和性を向上させ
るために、多量体、例えば四量体とされる。別の態様において、これらの細胞は、蛍光標
識された抗原試薬を用いて標識することができる。これらの細胞は、その後、その蛍光標
識に基づき選別するフローサイトメトリーを用いて濃縮することができる。このプロセス
は、フローサイトメトリー法においてB細胞の他のマーカーと組み合わせて実施すること
ができる。別の態様において、蛍光抗原試薬は、適当なB細胞受容体を発現する細胞の親
和性を向上させるために、多量体とされる。
【０１５３】
　本発明の1つの局面は、異なるクロノタイプと特定の抗原との相互作用の強度を定義で
きることである。抗原との相互作用によるクロノタイプの濃縮の程度は、その相互作用の
強度の尺度を提供する。結果として、従来的な抗体の「力価」レベルに代わる、より詳細
な情報を得ることができる。具体的には、異なる結合力（avidity）を有する異なるクロ
ノタイプの頻度を決定することができる。1つの態様において、そのような濃縮において
使用される抗原は、単一分子種である。別の態様において、抗原は、疾患に関連する抗原
の複雑な混合物である。抗原は、ある細胞型または細胞型の混合物であり得る。
【０１５４】
　別の態様において、関心対象の細胞は、MHC分子を通じて特定の抗原と相互作用するT細
胞である。1つの態様において、MHC分子と複合体化されたペプチドが、関連する細胞を捕
捉するのに使用される。これまでに、MHC-ペプチド複合体の四量体をこの目的で使用する
ことに成功している。別の態様において、抗原提示ができる細胞およびT細胞を含む血液
または関連組織が抗原と共にインキュベートされ、それによってペプチドがT細胞に対し
て提示される。これらの抗原との結合を通じて活性化される細胞は、その後、いくつかの
活性化の特徴によって濃縮することができる。潜在的には、細胞増殖、白血球遊走、細胞
傷害性および／または活性化マーカーの発現等の任意の活性化の特徴を利用することがで
きる。例えば、活性化された細胞は増殖し、それらは分裂することができ、濃縮される。
同様に、活性化された細胞は、それらを捕捉するのに使用できるいくつかのマーカーを発
現し得る。これらのマーカーは、表面マーカーまたはサイトカイン、例えばINFγ、IL-2
もしくはIL-17等のいくつかの内部マーカーであり得る。表面マーカーを発現する細胞は
、様々な技術、例えばFACSまたはその表面マーカーに対する抗体でコートされたビーズを
用いて容易に捕捉することができる。細胞内マーカー、特にサイトカインを発現する細胞
を捕捉する技術も開発されている。1つの技術は、細胞内サイトカイン染色と呼ばれるも
のである。この方法では、対象の免疫プロセスに特異的なサイトカインがT細胞内にトラ
ップされ、この細胞がその後に透過処理され、それによってこれらの特異的なサイトカイ
ンが蛍光抗体を用いて標識できるようにされる。これらの標識細胞はその後、フローサイ
トメトリー法を用いて濃縮することができる。別の方法であるサイトカイン捕捉は、二特
異性を有するハイブリッド抗体を使用する。その特異性の一方は、（MHC分子等の）全T細
胞におけるいくつかの共通マーカーに対するものであり、他方は関心対象のサイトカイン
、例えばINFγ、IL-2またはIl-17に対するものである。共通特異性は全T細胞の表面に抗
体を付着させ、その後にT細胞から放出されるサイトカインが、該細胞に付着した抗体に
より捕捉される。その後、関連するサイトカインに対する蛍光抗体を使用し、FACSを用い
て関連する細胞を捕捉することができる。
【０１５５】
　本発明の1つの局面は、異なるクロノタイプと特定の抗原との相互作用の強度を定義で
きることである。抗原との相互作用によるクロノタイプの濃縮の程度は、その相互作用の
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強度の尺度を提供する。したがって、異なる結合力を有する異なるクロノタイプの頻度を
決定することができる。
【０１５６】
　1つの態様において、そのような濃縮において使用される抗原は、単一分子種である。
別の態様において、抗原は、疾患に関連する抗原の複雑な混合物である。抗原の複雑な混
合物は、ある細胞型または細胞型の混合物であり得る。
【０１５７】
J. 潜伏感染の再発の検出のための抗原の濃縮
　感染疾患においては、病原体の存在または非存在の測定だけでなく、この病原体に対す
る免疫応答の測定およびモニターもまた、しばしば使用される。そのため、特定の病原体
抗原に対して免疫系により惹起された抗体の測定は、従来的な臨床実務における1つの方
法論である。しかし、そのような、抗体により測定される特定の病原体抗原に対する免疫
応答は、その抗原に対する免疫応答の包括的な知見を与えるものではない。測定される抗
体は、各々が疾患状態に関して若干異なる情報を保持している可能性がある若干異なる抗
体を各々発現する多くの異なるB細胞クローンの生産物であり得る。さらに、これらの抗
原に対するT細胞応答は、全く測定されない。
【０１５８】
　病原性感染に対する患者の免疫応答は、本発明の中で開示される方法を用いることで、
極めて包括的にプロファイルすることができる。1つの態様においては、B細胞応答が、感
染に対する抗体応答に関連するB細胞クロノタイプを解明するため、病原体に感染した個
体において、疾患経過の1時点におけるB細胞濃縮を用いて包括的に測定され得る。これを
達成するために、病原体に対する免疫応答に関与するB細胞が、対象の病原体中に存在す
る抗原を用いて濃縮を実施することによって同定される。これらの抗原は、単一抗原種、
別個の抗原種のセットまたは病原体由来の全細胞を含む病原体由来の抗原の複雑な混合物
であり得る。そのような抗原は、その後、固相表面に固定されるかまたは蛍光標識され、
そしてビーズベースの結合プロトコール、カラムベースの結合プロトコールまたは抗原が
蛍光標識されている場合はフローサイトメトリー法のいずれかを用いて濃縮が行われる。
患者由来の細胞は、B細胞受容体から個々のDNAまたはRNA分子を二次元的に分離し、個々
の分子を配列決定することによって濃縮の前後でプロファイルされ、BCRクロノタイププ
ロファイルが形成される。2つのクロノタイププロファイル間で有意な頻度シフトを示す
クロノタイプの配列は、その後、抗原に対する免疫応答を担うクロノタイプの候補とされ
る。任意で、どのクロノタイプがこの特定の免疫応答に関連している可能性があるかの予
測を改善するためのさらなるアルゴリズムを開発することができる。これらのアルゴリズ
ムは、配列パラメータ、例えば頻度、配列長、アミノ酸配列類似性、体細胞超変異により
生成される配列を含む他の類似するクロノタイプ配列に対する類似性等を使用することが
できる。
【０１５９】
　好ましい態様において、抗原の捕捉は、関連するB細胞を同定する1つの較正の時点で行
われ、すべてのB細胞が濃縮なしにプロファイルされるその後のプロファイリングの時点
では行われない。
【０１６０】
　別の態様においては、T細胞応答が測定される。これを達成するために、病原体に対す
る免疫応答に関与するT細胞が、対象の病原体中に存在する抗原を用いて濃縮を実施する
ことによって同定される。これらの抗原は、単一抗原種、別個の抗原種のセットまたは病
原体由来の全細胞を含む病原体由来の抗原の複雑な混合物であり得る。1つの態様におい
て、MHC-抗原複合体の四量体が、T細胞を蛍光標識するのに使用される。別の態様におい
て、そのような抗原は、少なくとも第1の時点の患者の血液に添加され、そして抗原性ペ
プチドがこの個体の抗原提示細胞により提示されるようインキュベートされる。これらの
態様の両方においては、その後、血液試料由来の個々の空間的に単離されたRNAまたはDNA
分子が、MHC-抗原複合体の四量体、内部サイトカイン染色法またはサイトカイン捕捉およ
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びFACSソーティングのいずれかを用いてこれらのT細胞の濃縮の前後にプロファイルされ
る。2つのクロノタイププロファイル間で有意な頻度シフトを示すT細胞クロノタイプの配
列は、その後、抗原に対する免疫応答を担うクロノタイプの候補とされる。任意で、どの
クロノタイプがこの特定の免疫応答に関連している可能性があるかの予測を改善するため
のさらなるアルゴリズムを開発することができる。これらのアルゴリズムは、配列パラメ
ータ、例えば頻度、配列長、アミノ酸配列類似性、他の類似するクロノタイプ配列に対す
る類似性等を使用することができる。
【０１６１】
　好ましい態様において、抗原の捕捉は、関連するB細胞を同定する1つの較正の時点で行
われ、すべてのB細胞が濃縮なしにプロファイルされるその後のプロファイリングの時点
では行われない。
【０１６２】
IV. 疾患状態の決定
　免疫系はヒトの健康にとって非常に重要であるため、免疫応答を測定する能力は医学に
おいて広い応用性がある。本発明は、基礎疾患状態が免疫系によって媒介される場合に、
これを理解するために免疫系を使用する能力を教示する。これによって、免疫プロファイ
ルを使用する非常に強力な一連の診断的および予後予測的適用は、多種多様な臨床転帰の
リスクを伝え、医師をより効率的に介入させることが可能になる。
【０１６３】
A. 自己免疫疾患の治療における免疫プロファイリングの有用性
　対象における自己免疫疾患を診断および治療するために、提供する本発明の方法を用い
ることができる。自己免疫疾患は、通常の過程を回避して、自己免疫を付与し、身体の組
織上の何らかの標的を攻撃する適応免疫細胞を含む。自己免疫疾患には、例えば、急性散
在性脳脊髄炎、アジソン病、強直性脊椎炎、抗リン脂質抗体症候群、自己免疫性溶血性貧
血、自己免疫性肝炎、自己免疫性内耳疾患、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡、セリアッ
ク病、シャーガス病、慢性閉塞性肺疾患、皮膚筋炎、1型糖尿病、グッドパスチャー症候
群、グレーブス病、ギラン・バレー症候群、橋本甲状腺炎、化膿性汗腺炎、特発性血小板
減少性紫斑病、間質性膀胱炎、多発性硬化症、重症筋無力症、神経性筋強直症、尋常性天
疱瘡、悪性貧血、多発性筋炎、原発性胆汁性肝硬変、関節リウマチ、強皮症、全身性エリ
テマトーデス、シェーグレン症候群、および血管炎症候群が含まれる。これらの自己免疫
疾患の段階は、提供する本発明の方法を用いて診断することができる。自己免疫疾患の段
階に基づいて、対象に治療を示唆することができる。
【０１６４】
　自己免疫疾患を有するか、または自己免疫疾患を有する疑いのある対象に関する臨床情
報を用いて、疾患状態(またはAutoImm load)を決定することができる。臨床情報を用いて
、疾患状態と相関するクロノタイププロファイルのパターンを同定することができる。臨
床情報には、例えば、身長、体重、眼色、年齢、性別、民族、血圧、LDLコレステロール
レベル、HDLコレステロールレベル、家族歴、および分子マーカー情報が含まれ得る。
【０１６５】
　臨床情報には、1つまたは複数の自己免疫疾患の症状が含まれ得る。自己免疫性肝炎に
関して、症状には、疲労、肝肥大、黄疸、掻痒、皮疹、関節痛、腹部不快感、クモ状血管
腫、嘔気、嘔吐、食欲不振、暗色尿、蒼白、または灰色便が含まれ得る。皮膚筋炎(DM)に
関して、症状には、筋力低下、嚥下障害、筋肉痛、疲労、体重減少、および微熱に伴うか
またはこれらに先行する発疹(顔、首、肩、上胸部、肘、膝、指関節、および背中におけ
る斑状の青紫色の変色)が含まれ得る。グレーブス病に関して、症状には、エネルギー消
費の増加による体重減少、食欲、心拍数、および血圧の上昇、ならびに振戦、神経過敏、
および発汗が含まれ得る。橋本甲状腺炎に関して、症状には、精神機能および身体的低下
、寒がり、体重増加、皮膚の荒れ、甲状腺腫が含まれ得る。混合性結合組織病(MCTD)に関
して、症状には、全身性エリテマトーデス(SLE)、強皮症、および多発性筋炎の特徴が含
まれ得る。水疱性類天疱瘡(BP)に関して、症状には、弱掻痒性のみみず腫れから重篤な水
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疱および感染まで、口腔または食道の水疱が含まれ得る。天疱瘡に関して、症状には、皮
膚および粘膜の水疱形成が含まれ得る。悪性貧血に関して、症状には、息切れ、疲労、蒼
白、頻拍、食欲不振、下痢、手および足の刺痛およびしびれ、口の痛み、ならびに不安定
歩行が含まれ得る。多発性筋炎(PM)に関して、症状には筋力低下、嚥下障害、および筋肉
痛が含まれ得る。原発性胆汁性肝硬変(PBC)に関して、症状には疲労および掻痒が含まれ
得る。強皮症(全身性硬化症)に関して、症状には、指または手の腫脹およびむくみ、皮膚
の肥厚、指の皮膚潰瘍、手の関節硬直、疼痛、咽頭痛、および下痢が含まれ得る。シェー
グレン症候群に関して、症状には、眼および口の乾燥、頸腺腫脹、嚥下または会話困難、
味覚または嗅覚異常、口渇、および舌潰瘍が含まれ得る。全身性エリテマトーデス(SLE)
に関して、症状には、発熱、体重減少、脱毛、口および鼻の痛み、倦怠感、疲労、精神疾
患の発作および症状、RAに類似した関節炎、鼻および頬における蝶形紅斑、手および足の
冷え症が含まれ得る。血管炎症候群、例えばウェゲナー肉芽腫症、特発性半月体形成性糸
球体腎炎(ICGN)、顕微鏡的多発動脈炎(MPA)、肺腎症候群(PRS)に関して、症状には、疲労
、脱力感、発熱、関節痛、腹痛、腎障害、および神経障害が含まれ得る。臨床情報は、1
つの時点または複数の時点における1つまたは複数の対象に由来し得る。
【０１６６】
　臨床情報は、自己免疫疾患を有する対象の、対象が受けた1つまたは複数の治療に対す
る応答に関する情報を含み得る。
【０１６７】
　以下に、AutoImm Loadの臨床的有用性を特定の自己免疫疾患に関して論じる。本発明の
別の態様は、より優れた感度および特異度を有する試験を可能にするために、免疫プロフ
ァイリング試験と、これらの疾患において疾患活動性を検出するために既に用いられてい
る他のマーカーの併用を意図する。AutoImm Loadの計算において、または疾患状態を決定
するために、他の分子識別子またはマーカーを用いることができる。分子識別子には、核
酸、タンパク質、炭水化物、および脂質、ならびに核酸またはタンパク質の発現プロファ
イルが含まれ得る。分子識別子は、ヒトまたは非ヒト起源(例えば、細菌)のものであって
よい。識別子またはマーカーは、例えば、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)、染
色体マイクロアレイ解析(CMA)、発現プロファイリング、DNAマイクロアレイ、高密度オリ
ゴヌクレオチドマイクロアレイ、全ゲノムRNA発現アレイ、ペプチドマイクロアレイ、酵
素結合免疫吸着測定法(ELISA)、ゲノム配列決定、コピー数(CNV)解析、小ヌクレオチド多
型(SNP)解析、免疫組織化学的検査、インサイチューハイブリダイゼーション、蛍光イン
サイチューハイブリダイゼーション(FISH)、PCR、ウェスタンブロッティング、サザンブ
ロッティング、SDS-PAGE、ゲル電気泳動、およびノーザンブロッティングを含む技法によ
って測定することができる。
【０１６８】
　全身性エリテマトーデスに関して、マーカーには、赤血球沈降速度(ESR)のレベル、C反
応性タンパク質(CRP)レベル、抗ds DNA、他の自己抗体価、補体レベル、尿タンパクレベ
ル、尿タンパク/クレアチニン比、クレアチニンレベル、血中尿素窒素(BUN)レベル、血小
板レベル、WBC数、ヘマトクリット(Hct)、Hb、および検尿結果が含まれ得る。組み込むこ
とができる、例えばSLEに関連する他の検査には、例えば、CD27レベル、CD27++細胞レベ
ル、INF応答遺伝子、およびケモカインスコアが含まれる。
【０１６９】
1. 全身性エリテマトーデス(SLE)
　全身性エリテマトーデス(SLEまたはループス)の状態または段階を決定するために、提
供する本発明の方法を用いることができる。SLEは、若年成人(主に女性)が罹患すること
の多い重篤な自己免疫状態である。これは、皮膚、関節、腎臓、肺、心臓、および中枢神
経系を含む多くの器官を侵し、頻繁に障害および場合によっては死を引き起こし得る炎症
過程によって特徴づけられる。本疾患は、フレア期およびそれに続く寛解の休止期を特徴
とする、非常に予測不可能な経過をたどる。それにもかかわらず、SLEと診断された患者
はリウマチ専門医による診察を定期的に受け、様々な深刻な薬物による治療を受ける。こ
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れらの薬物には、プレドニゾンなどのステロイド剤、およびCellcept(ミコフェノール酸
モフェチル)などの他の免疫抑制剤が含まれる。これらの薬物は器官の損傷を軽減し得る
ものの、それらは感染症および不妊のリスクを含む重大な副作用を含む。症状のいくつか
(例えば、疼痛および疲労)に関して信頼性がないこと、および疾患経過が予測できないこ
とから、薬物用量を目的に合わせることは難しく、結果として一部の患者には過剰治療を
招き、他の患者には過少治療を招くことになる。結果として、SLEの治療は、臨床医に重
要な臨床的課題をもたらす。
【０１７０】
　SLEの活動性を評価するために臨床医が用いることのできるいくつかの標準的方法が存
在する。疾患の臨床症状を観察することによって、疾患の状態を測定することができる。
これらの方法には、検査結果(例えば、尿タンパク/クレアチニン比、抗ds DNA抗体、およ
び血球数)に加えて、徴候(例えば、皮疹)および症状(例えば、関節痛および疲労)の評価
が含まれる。しかしながら、これらの臨床マーカーは疾患状態の遅行指標であってよく、
したがって患者は、治療の数週間または数カ月後に初めて反応し得る。さらに、症例によ
っては、症状を正確に評価することは困難であり得る(例えば、疼痛および疲労)。炎症の
他のマーカー、例えば抗ds DNA抗体、補体レベル(例えば、C3)、C反応性タンパク質(CRP)
、および赤血球沈降速度(ESR)は通常、特異度および/または感度が欠如している。腎生検
などの侵襲的な方法は、日常的な使用には実用的でない。結果として臨床医は、疾患状態
の完全な測定なしに、患者の検査をかなり頻繁に行う。臨床症状および臨床検査評価は、
全身性エリテマトーデス疾患活動性指標(SLEDAI)および医師による全般的評価(PGA)など
の測定に組み込まれる。これらの測定は臨床診療において日常的には行われず、いくつか
の臨床的状況において不十分である場合が多い。
【０１７１】
　本発明の一態様においては、疾患状態によって異なる免疫プロファイルを表すクロノタ
イプが同定される。次に、同定された免疫プロファイルを患者の現在の免疫プロファイル
と比較することによって疾患状態を追跡する。疾患はループスであり得る。疾患状態は炎
症期および非炎症期であり得る。この免疫プロファイルは炎症状態の早期指標として使用
してもよい。これにより治療法を決定してもよい。
【０１７２】
　SLEの治療介入を行う際のAutolmm Loadの利用の具体例を、Autolmm Loadを決定する具
体的な実用化研究と併せて実施例の項でさらに詳細に考察する。
【０１７３】
　一局面においては、SLE相関クロノタイプは自己抗原に特異的な抗体に関連している。
従って、個体が全身性エリテマトーデスを有する可能性を決定する方法は、（a）個体のB
細胞の試料（そのクロノタイプのレパートリーを含む）からクロノタイププロファイルを
決定する段階；および（b）そのプロファイルのクロノタイプを抗原特異的クロノタイプ
データベースのクロノタイプと比較して、クロノタイプの一致レベルを決定する段階を含
み、それによって全身性エリテマトーデスの可能性を決定する。ここで、抗原特異的クロ
ノタイプデータベースは、二本鎖DNA、マロンジアルデヒド、4-ヒドロキシノネナール、
スーパーオキシドジスムターゼ、ニトロチロシン、カルジオリピン、リボソームPタンパ
ク質、リン脂質、核内低分子リボヌクレオタンパク質のコアタンパク質（Smith抗原）、
ヒストン、U1核内低分子リボヌクレオタンパク質、I型トポイソメラーゼ、セントロメア
タンパク質、SS-Aリボヌクレオタンパク質、SS-Bリボヌクレオタンパク質およびヒスチジ
ン-tRNAリガーゼからなる群より選択される、1つまたは複数の抗原に特異的なヒト免疫グ
ロブリン鎖の実質的に全てのクロノタイプを含む。
【０１７４】
2. 多発性硬化症(MS)
　提供する本発明の方法はまた、多発性硬化症(MS)の状態または段階を決定するために用
いることもできる。MSは、脳および脊髄(中枢神経系)を侵す疾患である。それぞれの発作
の部位および重症度が異なり得るため、症状は様々である。症状発現は数日間、数週間、
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または数カ月間持続し得る。これらの症状発現は、症状が軽減されるかまたは現れない(
寛解)期間と交互に起こる。この疾患は再発する(return)(再発する(relapse))のが一般的
である。しかしながら、疾患は寛解期なしに悪化し続ける場合もある。
【０１７５】
　脳または脊髄のいかなる部位の神経も損傷を受け得るため、多発性硬化症患者は身体の
多くの部位に症状を有し得る。筋肉症状には、例えば、平衡感覚の喪失、任意の部位にお
けるしびれまたは知覚異常、筋痙攣による疼痛、上下肢の痛み、上下肢の運動障害、歩行
障害、協調および微細運動の障害、不明瞭または理解不能発語、1つまたは複数の上下肢
における振戦、筋肉群の制御不能な痙攣(筋痙縮)、ならびに1つまたは複数の上下肢にお
ける脱力が含まれる。
【０１７６】
　眼症状には、例えば、複視、眼の不快感、制御不能な急速眼球運動、および視力喪失(
通常は一度に一方の眼に起こる)が含まれる。
【０１７７】
　その他の脳および神経症状には、例えば、注意持続時間の低下、判断力の低下、記憶力
の低下、鬱または悲しみの感情、眩暈および平衡障害、顔面痛、聴力喪失、ならびに疲労
が含まれる。
【０１７８】
　腸および膀胱症状には、例えば、便秘、排尿開始困難、頻尿、便漏出、強い尿意切迫、
および尿漏出(失禁)が含まれる。
【０１７９】
　現時点で、多発性硬化症に対する公知の治療法はない。しかしながら、疾患を遅らせる
治療法が存在する。治療の目的は、症状を抑制し、患者が正常な生活の質を維持するのを
助けることである。
【０１８０】
　多発性硬化症の進行を遅らせるために用いられる薬物には、例えば、インターフェロン
(Avonex、Betaseron、またはRebif)、モノクローナル抗体(Tysabri)、酢酸グラチラマー(
Copaxone)、ミトキサントロン(Novantrone)、メトトレキサート、アザチオプリン(Imuran
)、シクロホスファミド(Cytoxan)、およびナタリズマブ(Tysabri)を含む、免疫系の制御
を助けるための免疫調節剤が含まれ得る。発作の重症度を軽減するために、ステロイド剤
を用いることができる。
【０１８１】
　症状を抑制するための薬物には、例えば、例えばLioresal(バクロフェン)、チザニジン
(Zanaflex)、またはベンゾジアゼピンなどの筋痙攣を軽減するための薬物、排尿障害を軽
減するためのコリン作動性薬物、気分もしくは行動症状のための抗鬱剤、および疲労のた
めのアマンタジンが含まれ得る。
【０１８２】
　MSは男性よりも女性に多く発症する。この障害は最も一般的には20～40歳で始まるが、
いかなる年齢においても見られ得る。MSは進行性疾患であり、神経損傷(神経変性)が時間
の経過に伴い悪化することを意味している。MSが悪化する速さは人によって異なる。身体
自身の免疫細胞が神経系を攻撃した場合に、炎症が起こる。炎症の症状発現の反復は、脳
および脊髄の任意の部位に沿って起こり得る。MSの家族歴を有する人、およびMSの発生率
がより高い地理的地域に居住している人は、本疾患のリスクがより高い。
【０１８３】
　MSの症状は、多くの他の神経系障害の症状を模倣し得る。本疾患は、他の状態を除外す
ることによって診断される。再発寛解型と称されるMSの形態を有する人は、症状が軽減さ
れるかまたは現れない期間によって分離される、少なくとも2回の発作の病歴を有し得る
。医療提供者は、2回の異なる時点で、中枢神経系の2つの異なる部位の機能に低下(異常
反射など)が認められる場合に、MSを疑ってよい。神経学的診察によって、身体の1つの部
位における、または身体の多くの部位に広がる神経機能の低下が示され得る。
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【０１８４】
　多発性硬化症を診断するための検査には、例えば、CSFオリゴクローナルバンド形成を
含む脳脊髄液検査、頭部MRIスキャン、腰椎穿刺(脊椎穿刺)、神経機能検査(誘発電位検査
)、および脊椎MRIが含まれる。
【０１８５】
　他の自己免疫疾患と同様に、MSは、急性フレアおよび寛解期を伴う予測不可能な経過を
たどる。治療法が増加しており、それぞれ重篤なもの(体重増加および鬱)から生命を脅か
すもの(汎血球減少症およびPML感染)まで様々な副作用を伴い、異なる患者において有効
性が様々であり、かつ高コストである。同時に、MS疾患活動性の高度に正確でかつ特異的
な日常検査が欠如していることで、効果的に投与する治療法の課題は複雑化する。臨床症
状発現は、治療を行わなくても長期(早期疾患では最大数年まで)に分離され得る。加えて
、利用可能な薬物は再発の可能性を下げるが、それらを完全に防ぐわけではない。したが
って、疾患活動性は評価が困難であり、よって、再発の回数または重症度の軽減を測定す
ることによる、特定の治療法が所与の患者において有効性を示しているかどうかを測定す
るために用いられ得る疾患活動性の不適切な短期的尺度が存在する。疾患活動性をモニタ
ーするために利用可能な唯一の他の検査は、ガドリニウムなどの造影剤の助けを借りて明
らかになる病変の状態を追跡するための脳MRIである。しかしながら、そのような画像法
は脳損傷の統合図を提供するにすぎず、特異性および時間分解能を欠いている。1年より
も短い時間尺度で疾患経過を追跡するためにMRI画像法を使用する試みは、コスト、特異
性の欠如、および過度の造影剤曝露の危険性を考えると実用的でない。結果として、患者
は、医師が投薬および/または付加療法の切り換えの修正をできるようにする有効なフィ
ードバックなしに、長期にわたって多大な費用をかけて治療を受ける場合が多い。
【０１８６】
　本発明の一態様においては、疾患状態によって異なる免疫プロファイルを表すクロノタ
イプが同定される。次に、同定された免疫プロファイルを患者の現在の免疫プロファイル
と比較することによって疾患状態を追跡する。疾患はMSであり得る。疾患状態は寛解期お
よび活動期であり得る。この免疫プロファイルは寛解期または非寛解期の早期指標として
使用してもよい。これにより治療法を決定してもよい。
【０１８７】
3. 関節リウマチ(RA)
　関節リウマチ患者の疾患状態を測定するために、本方法を用いることができる。関節リ
ウマチ(RA)は、多くの組織および器官を侵し得るが主に関節を攻撃して、関節軟骨の破壊
および関節の強直へと進行する場合の多い炎症性滑膜炎を引き起こす慢性全身性炎症障害
である。関節リウマチはまた、肺、心膜、胸膜、および強膜における広汎性炎症、ならび
にまた最も一般的には皮下の皮下組織における結節性病変を生じ得る。関節リウマチの原
因は不明であるが、自己免疫がその慢性化および進行において重要な役割を果たす。
【０１８８】
　世界人口の約1%が関節リウマチに罹患しており、女性の方が男性の3倍多い。発症は40
～50歳において最も頻繁であるが、いかなる年齢の人も罹患し得る。これは身体障害性で
かつ痛みを伴う状態であってよく、この状態は機能および運動性の実質的な喪失を招き得
る。RAは主に症状および徴候で診断されるが、血液検査(特に、リウマチ因子と称される
検査)およびX線によっても診断され得る。診断および長期管理は、典型的には、関節およ
び結合組織の疾患の専門家であるリウマチ専門医によって行われる。
【０１８９】
　様々な治療が利用可能である。非薬理学的治療には、理学療法、整形術、および作業療
法が含まれる。症状を抑制するために、ステロイド剤を含む鎮痛薬(痛み止め)および抗炎
症薬を用いることができる一方、根底にある免疫過程を阻害または停止する、および長期
的損傷を防ぐために、疾患修飾性抗リウマチ薬(DMARD)を用いることができる。最近では
、生物製剤の新しい群によって治療選択肢が増加した。
【０１９０】
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　RAが臨床的に疑われる場合には、リウマチ因子(RF、特異的抗体)の存在に関する検査な
ど、免疫学的検査を行うことができる。RFが陰性であってもRAは除外されず、この関節炎
は血清陰性と称される。これは患者の約15%に当てはまる。疾病の1年目は、リウマチ因子
は陰性である可能性が高く、一部の個体は時間に伴い血清陽性状態へと転換していく。RF
は、例えばシェーグレン症候群といった他の疾病および健常人集団のおよそ10%において
も認められ、よってこの検査は非常に特異的というわけではない。
【０１９１】
　このように特異度が低いために、いわゆる抗シトルリン化タンパク質抗体(ACPA)の存在
について試験する新たな血清学的検査が開発された。RFと同様に、これらの検査も全RA症
例のある割合(67%)においてのみ陽性であるが、RAが存在しなければめったに陽性とはな
らず、特異度は約95%となる。RFと同様に、臨床疾患の発症の前でさえ、ACPAが多くの症
例において存在するという証拠が存在する。
【０１９２】
　ACPAに関する最も一般的な検査は、抗CCP(環状シトルリン化ペプチド)検査および抗MCV
アッセイ(変異シトルリン化ビメンチンに対する抗体)である。最近になって、RAの早期発
見のための血清学的ポイント・オブ・ケア検査(POCT)が開発された。このアッセイは、関
節リウマチの診断のためにリウマチ因子と抗MCVの検出を併用し、感度72%および特異度99
.7%を示す。
【０１９３】
　同様に、エリテマトーデスなどの関節炎の他の原因を考慮に入れるために、いくつかの
他の血液検査を行うことができる。赤血球沈降速度(ESR)、C反応性タンパク質、全血球数
、腎機能、肝臓酵素、およびその他の免疫学的検査(例えば、抗核抗体/ANA)は、すべてこ
の段階で行われる。フェリチンレベルの上昇は、模倣RAであるヘモクロマトーシスを明ら
かにすることができ、または血清陰性で通常若年性のリウマチの異型であるスティル病の
徴候であり得る。
【０１９４】
　疾患修飾性抗リウマチ薬(DMARD)という用語は、元々はESRならびにヘモグロビンおよび
自己抗体レベルなどの生物学的尺度に影響を及ぼす薬物を意味したが、現在では通常、骨
および軟骨への損傷率を軽減する薬物を意味するために用いられる。DMARDは、永続的な
症状寛解をもたらし、かつ進行を遅らせるかまたは停止することが見出された。そのよう
な損傷は通常は不可逆的であるため、このことは意義深い。抗炎症薬および鎮痛薬は疼痛
および硬直を改善するが、関節損傷を妨げず、また疾患の進行を遅らせることもない。
【０１９５】
　関節に対する永久的な損傷が疾患のごく初期に起こるこという認識が、リウマチ専門医
の中で増加している。以前は、単に抗炎症薬で治療を開始し、臨床的におよびX線を用い
て進行を評価するというのが一般的であった。関節損傷が起こり始めるという証拠が存在
したならば、次により強力なDMARDを処方する。超音波およびMRIは、関節を画像化するよ
り感度の高い方法であり、関節損傷が以前に考えられていたよりもより多くの患者におい
てはるかに早く起こることを実証した。正常なX線写真を有する人は、X線が実証すること
のできなかった、超音波によって検出可能な侵食を有する場合が多い。現在の目的は、損
傷が起こる前に治療をすることである。
【０１９６】
　DMARDを早く開始することが構造的関節損傷を防ぐのに有益であることの他の理由が存
在し得る。疾患の最も初期の段階から、関節には、様々な正のフィードバックループを含
み得る方法で相互にシグナルを送りあう免疫系の細胞が浸潤している(単回副腎皮質ステ
ロイド注射が長期にわたり特定の関節における滑膜炎を食い止め得ることが長い間観察さ
れてきた)。効果的なDMARD(メトトレキサートなど)でこの過程をできるだけ早く中断する
ことで、その後何年間もの間、RAからの転帰が改善するようである。症状の発症後わずか
2、3カ月間治療が遅れることで、長期的により悪い転帰が起こり得る。したがって、患者
が治療に最も反応し、得るものが最大である早期関節炎において、最も効果的な治療法を
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確立することに相当な関心がもたれている。
【０１９７】
　関節炎を治療するために用いられる従来の低分子量薬には、例えば化学合成DMARD：ア
ザチオプリン、シクロスポリン(シクロスポリンA)、D-ペニシラミン、金塩、ヒドロキシ
クロロキン、レフルノミド、メトトレキサート(MTX)、ミノサイクリン、およびスルファ
サラジン(SSZ)が含まれる。細胞毒性薬にはシクロホスファミドが含まれる。
【０１９８】
　最もよく見られる有害事象は、肝臓および骨髄毒性(MTX、SSZ、レフルノミド、アザチ
オプリン、金化合物、D-ペニシラミン)、腎毒性(シクロスポリンA、非経口金塩、D-ペニ
シラミン)、間質性肺炎(MTX)、アレルギー性皮膚反応(金化合物、SSZ)、自己免疫(D-ペニ
シラミン、SSZ、ミノサイクリン)、および感染症(アザチオプリン、シクロスポリンA)に
関する。ヒドロキシクロロキンは眼毒性を引き起こす恐れがあるが、これは稀であり、ま
たヒドロキシクロロキンは骨髄にも肝臓にも影響を及ぼさないため、これは毒性の最も少
ないDMARDと見なされる場合が多い。残念ながらヒドロキシクロロキンはそれほど強力で
はなく、それ自体で症状を抑制するには通常不十分である。
【０１９９】
　遺伝子工学により生物剤(生物製剤)が産生され得、これには例えば、腫瘍壊死因子α(T
NFα)遮断薬‐エタネルセプト(Enbrel)、インフリキシマブ(Remicade)、アダリムマブ(Hu
mira)、インターロイキン1(IL-1)遮断薬‐アナキンラ(Kineret)、B細胞に対するモノクロ
ーナル抗体‐リツキシマブ(Rituxan)、T細胞共刺激遮断薬‐アバタセプト(Orencia)、イ
ンターロイキン6(IL-6)遮断薬‐トシリズマブ(抗IL-6受容体抗体)(RoActemra、Actemra)
が含まれる。
【０２００】
　抗炎症薬には、例えば、グルココルチコイド、非ステロイド性抗炎症薬(NSAID、大部分
は鎮痛薬としても作用する)が含まれる。鎮痛薬には、例えば、パラセタモール(米国およ
びカナダではアセトアミノフェン)、アヘン剤、ジプロクアロン、および局所リドカイン
が含まれる。
【０２０１】
　RA治療の課題は、本疾患が、困難な障害を引き起こし得る長期慢性疾患であり、それに
対してそれぞれが重大な欠点を有する広範な治療が存在するという事実にある。DMARDの
多くは、重症感染症、癌、またはさらには自己免疫疾患のリスク増加を含む重大な副作用
に患者を曝す。さらに、生物学的に誘導された薬物は非常に高価であり、患者は頻繁に注
射を受けることもある。
【０２０２】
　患者に治療を開始する医師は、多くの可能な選択肢に直面する。患者が治療を開始した
ならば、臨床所見自体が現れる前に、選択されたその治療に患者が反応しているかどうか
を理解するために、迅速なフィードバックを得ることが望ましい。画像法は感度が悪くか
つ高価であり、CRPなどの多くの血液マーカーは十分な感度を欠いている。医師による疾
患状態の迅速な決定を可能にする試験によって、医師は治療を、患者をさらなる関節損傷
から救い、また利用可能な高価な治療法をより効果的に用いたより効果的な治療に、素早
く調整できるようになる。
【０２０３】
　治療を開始してから急性フレアを全く経験したことのない患者は、実際には、臨床的に
それ自体現れていない、関節に対する進行中の炎症性損傷をなお経験している恐れがある
。医師によるこの状態とバックグラウンドの識別を可能にする試験によって、進行中の関
節損傷が経験されていない状態に患者を近づけようと試みるために、治療を調整できるよ
うになる。
【０２０４】
　RA患者の管理においてどのようにAutoImm Loadを用いることができるかの具体例を、本
文書の実施例の項においてより詳細に記載する。
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【０２０５】
　本発明の一態様においては、疾患状態によって異なる免疫プロファイルを表すクロノタ
イプが同定される。次に、同定された免疫プロファイルを患者の現在の免疫プロファイル
と比較することによって疾患状態を追跡する。疾患はRAである。疾患状態は重度炎症期お
よびベースライン期であり得るが、これらに限定されない。これらの免疫プロファイルを
使用して治療法が決定される。
【０２０６】
4. 強直性脊椎炎
　強直性脊椎炎の疾患活動性を検出するために、本方法を用いることができる。強直性脊
椎炎(AS、ギリシャ語からankylos、曲がった；spondylos、脊椎)は、以前は脊椎関節炎の
一形態であるベヒテレフ病、ベヒテレフ症候群、およびマリー・シュトリュンペル病とし
て知られていたもので、慢性炎症性関節炎でありかつ自己免疫疾患である。これは主に脊
椎の関節および骨盤の仙腸関節を侵し、脊椎の最終的な融合を引き起こす。これは、強い
遺伝的素因を伴う脊椎関節症の群の1メンバーである。完全な融合により、竹様脊椎とし
て知られる状態である、脊椎の完全な強直が生じる。
【０２０７】
　典型的な患者は18～30歳の若年男性であり、疾患の症状が最初に出現する時点で、脊椎
の下部または場合によっては脊椎全体に慢性疼痛および硬直を伴い、仙腸関節からの臀部
のいずれか一方または大腿後部への関連痛を伴う場合も多い。約3:1の比率で男性が女性
よりも多く罹患し、本疾患は通常、女性よりも男性においてより痛みを伴う経過をたどる
。症例の40%において、強直性脊椎炎は、充血、眼痛、視力喪失、飛蚊症、および羞明を
引き起こす眼の炎症(虹彩毛様体炎およびブドウ膜炎)を伴う。よく見られる別の症状は、
全身の疲労および場合により嘔気である。それほど多くはないが、大動脈炎、肺尖部線維
症、および仙骨神経根鞘の拡張症も起こり得る。すべての血清反応陰性脊椎関節症と同様
に、爪の剥がれ(爪甲離床症)が起こり得る。
【０２０８】
　ASを診断するための直接的な検査は存在しない。特徴的な脊椎変化および仙腸関節炎を
示す臨床検査および脊椎のX線検査が、主な診断ツールである。X線診断の欠点は、単純フ
ィルムX線においてX線で明らかな変化が起こるまでに、ASの徴候および症状は通常8～10
年もの長い期間にわたって確立されてきたという点であり、このことは、適切な治療を導
入できるまでに10年もの遅れがあるということを意味する。早期診断のための選択肢は、
仙腸関節の断層撮影および磁気共鳴画像化であるが、これらの検査の信頼性はいまだ明ら
かではない。ショーバーテストは、検査中に行われる腰椎の屈曲の有用な臨床測定である
。
【０２０９】
　急性炎症期中、AS患者は場合によって、C反応性タンパク質(CRP)の血中濃度の上昇およ
び赤血球沈降速度(ESR)の上昇を示すが、CRPおよびESR率が上昇せずにASを有する人が多
くの存在し、よって正常なCRPおよびESR結果は必ずしも、人が実際に有する炎症の量と一
致するとは限らない。場合によって、ASを有する人は正常レベルの結果を有するが、体内
に相当量の炎症を抱えている。
【０２１０】
　強直性脊椎炎(AS、ギリシャ語からankylos、曲がった；spondylos、脊椎)は、以前は脊
椎関節炎の一形態であるベヒテレフ病、ベヒテレフ症候群、およびマリー・シュトリュン
ペル病として知られていたもので、慢性炎症性関節炎でありかつ自己免疫疾患である。こ
れは主に脊椎の関節および骨盤の仙腸関節を侵し、脊椎の最終的な融合を引き起こす。
【０２１１】
　これは、強い遺伝的素因を伴う脊椎関節症の群の1メンバーである。完全な融合により
、竹様脊椎として知られる状態である、脊椎の完全な強直が生じる。
【０２１２】
　強直性脊椎炎を治療するために用いられる3つの主要な型の薬物が存在する：1) 炎症お
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よび疼痛を軽減する、イブプロフェン、フェニルブタゾン、インドメタシン、ナプロキセ
ン、およびCOX-2阻害薬などのNSAIDを含む抗炎症薬。オピオイド鎮痛薬もまた、特に持続
放出製剤において、ASに罹患している人に通常見られる慢性疼痛の型を緩和するのに非常
に効果的であることが臨床的証拠によって判明している。2) 免疫抑制を通じて免疫系応
答を低下させるために用いられる、シクロスポリン、メトトレキサート、スルファサラジ
ン、および副腎皮質ステロイドなどのDMARD。3) エタネルセプト、インフリキシマブ、お
よびアダリムマブなどのTNFα遮断薬(アンタゴニスト)(生物製剤としても知られる)は、
他の自己免疫疾患と同様に、ASの治療に適応され、ASにおける有効な免疫抑制剤である。
【０２１３】
　TNFα遮断薬は、臨床症例の大多数においてASの進行を遅らせ、多くの患者の炎症およ
び疼痛を取り除くわけではないが、多くの患者でそれらが著しく軽減されることを助ける
、最も有望な治療であることが示された。それらはまた、関節の関節炎のみならず、ASに
付随する脊椎関節炎の治療においても非常に効果的であることが示された。多くの場合に
高コストであることのほかに、欠点は、これらの薬物が感染症のリスクを高めるという事
実である。このため、TNFα遮断薬のいずれのプロトコールも、治療開始前の(マントゥー
またはヒーフのような)結核の検査を含む。反復感染、反復する咽頭痛でさえ起こった場
合には、関与する免疫抑制のために治療を一時中断し得る。TNF薬物治療を受けている人
は、ウイルス(風邪またはインフルエンザなど)を保有しているかもしくはその可能性があ
る、または細菌もしくは真菌感染症を有する可能性のある他人への曝露を制限するように
助言される。
【０２１４】
　ASは、健常人集団でよく見られる症状を生じる。例えば、激しい背部痛を訴える患者は
ASフレアをきたしている必要はなく、むしろ単に日常的な背部痛を有している可能性があ
る。医師は、疾患の状態への非常に正確な見解をもたずに、潜在的に重度の副作用を伴う
高価な薬物を用いて、これらの症状を治療するかどうかに関して決断を迫られる。CRPお
よびESRは、疾患状態の非常に正確な見解を提供するわけではない。同時に、未治療疾患
の経過は衰弱性の長期脊椎損傷を招き得る。この状況は困難な臨床的課題をもたらし、著
しい過剰治療が用いられる。疾患活動性を反映する客観的尺度を利用できることは、AS患
者の管理に非常に役立ち得る。
【０２１５】
　本発明の一態様においては、疾患状態によって異なる免疫プロファイルを表すクロノタ
イプが同定される。次に、同定された免疫プロファイルを患者の現在の免疫プロファイル
と比較することによって疾患状態を追跡する。疾患はASである。疾患状態は重度炎症期お
よびベースライン期であり得るが、これらに限定されない。これらの免疫プロファイルを
使用して治療法が決定される。
【０２１６】
B. 癌の検出における免疫プロファイリングの有用性
　癌のリスクを測定するために、これらの方法を用いることができる。癌は先進工業国に
おける死亡原因の第1位になった。したがって、癌の治療方法は必要性が高い。新規低分
子薬および腫瘍を標的化する抗体の開発を含む、癌治療の多くのアプローチが試みられて
いる。
【０２１７】
　提唱されている方法のセットは免疫療法である。腫瘍監視は、免疫系の細胞の機能の1
つである。免疫系によって認識される腫瘍抗原のカテゴリーがいくつか存在する。第1の
カテゴリーは、腫瘍における体細胞変異(点変異または転座)によって新たに生じる抗原か
らなる。別のカテゴリーは、MHC分子を発現しない雄性生殖細胞においてのみ発現するタ
ンパク質に由来する抗原からなる。多くの腫瘍における遺伝子発現の調節不全によって、
これらの抗原のいくつかは発現できるようになり得る。第3のカテゴリーは、特定の組織
でのみ発現するタンパク質に由来する抗原を含む。第4のカテゴリーは、腫瘍組織におい
て顕著に過剰発現する抗原を含む。最後に第5のカテゴリーは、異常な翻訳後修飾によっ
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て生じる抗原を含む。
【０２１８】
　腫瘍の特性の1つは、免疫系による効果的な排除を回避するそれらの能力である。腫瘍
において獲得された新たな変異によって、腫瘍は平衡相(腫瘍は完全には排除されないが
、その増殖が調べられている)から、免疫系による効果的な制御なしに腫瘍が増殖する回
避相に移行できるようになると考えられている。免疫系を回避するために腫瘍が使用する
多くの機構が存在する。これらの機構には、特異的抗原性ペプチド、またはT細胞を活性
化し得る共刺激分子の欠如が含まれる。他の機構には、T細胞を阻害する因子の腫瘍によ
る分泌、および腫瘍をリンパ球から分離する物理的障壁を構築することによる腫瘍誘導性
の特権部位の構築が含まれる。癌を治療するための戦略として、腫瘍とより良く戦うよう
に免疫系を誘導することが、多種多様な方法で研究され、試験されている。1つのアプロ
ーチは養子T細胞治療である。このアプローチは、腫瘍に浸潤する、および/または特定の
腫瘍抗原に対して反応する細胞の単離を通して、腫瘍抗原を標的化するT細胞を同定する
ことに焦点を置いている。これらのT細胞は、IL-2および/または抗原提示細胞を使用する
ような、それらの有効性を高める条件において、インビトロで増殖させることができる。
次に、拡大した細胞を患者の血液に注入して戻す。別のアプローチは、腫瘍特異的TCRを
含むレトロウイルスの使用である。これらのレトロウイルスを患者において特殊な細胞に
注入することができるが、この細胞は後にレトロウイルスを分泌し、レトロウイルスはT
細胞に感染できるようになり、その後T細胞は腫瘍特異的TCRの発現を開始する。最後に一
般的なアプローチはワクチン接種の使用である。この治療アプローチの前提は、腫瘍抗原
の1つまたは複数で患者を免疫すると、腫瘍と戦う免疫系の能力が促進されるということ
である。免疫化は、カルメット・ゲラン桿菌(BCG)のようなアジュバントを使用して行わ
れる場合が多い。このアプローチは、HPV-16およびHPV-18によって誘導される子宮頸癌を
予防する能力によって明白であるように、ウイルス誘発性癌の予防において成功している
。しかしながら、これは他の腫瘍の治療ではそれほど成功していない。
【０２１９】
　癌による死亡率の改善の多くは、例えば乳癌および子宮頸癌の死亡率の低下をもたらす
、より優れた早期発見法が利用できることによって起こった。腫瘍の変異性のために、そ
の早期治療は、それらが後に検出される場合よりもはるかに効果的である。伝統的に、癌
検出マーカーの探索は通常、癌において高発現し、かつ正常組織において低レベルである
かまたは存在しないマーカーの探索を含む。これによって、PSAのようないくつかの腫瘍
マーカーが同定された。癌の早期発見に関する1つの問題は、バイオマーカーの検出が最
も困難である場合、すなわち腫瘍が非常に小さい場合に、癌検出の最大の価値が生まれる
ということである。したがって、小さな腫瘍を有する患者と有さない患者を識別し得る効
果的な癌検出バイオマーカーを得るためには、腫瘍と正常組織とのサイズの大きな違いに
起因して、腫瘍と正常組織との間で発現がとてつもなく異なっている必要がある。さらに
、非侵襲的技法を用いて検出ができるように、マーカーは血液またはその他の体液に効率
的に「溢流する」必要がある。
【０２２０】
　本発明は、免疫細胞応答を用いた癌検出の新規機構を教示する。この観点から、検出は
、腫瘍自体により産生されるマーカーの検出によって達成されるのではなく、腫瘍に対す
る免疫系応答によって達成される。具体的には、TCRおよび/またはBCRのプロファイルが
、身体が腫瘍への応答を開始しているか否かの洞察を提供し得る。これは、現在のバイオ
マーカーに関する問題のいくつかを改善し得る。第一に、免疫応答は、検出するのがより
容易となり得る増幅シグナルである。第二に、リンパ球は血液を規則的に通過し、よって
関連バイオマーカーは、従来の腫瘍バイオマーカーよりも末梢血において容易に存在し、
検出可能であると考えられる。最後に、正常組織によって生成される「バックグラウンド
」バイオマーカー物質の問題が大きく軽減される。T細胞および/またはB細胞の多様性が
大きいことから、特にDNA配列決定の高スループット法が最近利用可能であることで、感
度および特異度の高い関連バイオマーカーを検出する方法が提供される。癌を検出するた
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めに癌に対する免疫系応答を使用するアプローチは、免疫療法の裏付けによって本分野に
築かれた基礎を活用する。しかしながら、2つの適用のリスクはおそらく全く異なる。癌
に対する免疫応答をその検出に用いることは、腫瘍の治療において特定のクロノタイプが
効果的であることを必要とせず、むしろそれが腫瘍に対する免疫応答と関連していること
を必要とする。
【０２２１】
　本発明の別の態様は、より優れた感度および特異度を有する試験を可能にするために、
免疫プロファイリング試験と、癌の検出のために既に用いられている他のマーカーの併用
を意図する。Loadアルゴリズムの計算において、または疾患状態を決定するために、他の
分子識別子またはマーカーを用いることができる。分子識別子には、核酸、タンパク質、
炭水化物、および脂質、ならびに核酸またはタンパク質の発現プロファイルが含まれ得る
。分子識別子は、ヒトまたは非ヒト起源(例えば、細菌)のものであってよい。識別子また
はマーカーは、例えば、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)、染色体マイクロアレ
イ解析(CMA)、発現プロファイリング、DNAマイクロアレイ、高密度オリゴヌクレオチドマ
イクロアレイ、全ゲノムRNA発現アレイ、ペプチドマイクロアレイ、酵素結合免疫吸着測
定法(ELISA)、ゲノム配列決定、コピー数(CNV)解析、小ヌクレオチド多型(SNP)解析、免
疫組織化学的検査、インサイチューハイブリダイゼーション、蛍光インサイチューハイブ
リダイゼーション(FISH)、PCR、ウェスタンブロッティング、サザンブロッティング、SDS
-PAGE、ゲル電気泳動、およびノーザンブロッティングを含む技法によって測定すること
ができる。
【０２２２】
C. 移植医療における免疫プロファイリングの有用性
　移植臓器の免疫拒絶反応を検出するために、これらの方法を用いることができる。臓器
移植は医療の不可欠な部分になっており、米国では年間25,000件を超える固形臓器(腎臓
、肝臓、心臓、膵臓、および肺)移植および15,000件を超える骨髄移植が行われている。
これらは一般に、三次医療センターで行われる複雑な手技である。移植拒絶反応のリスク
を最小限に抑えるために、患者は多くの場合に長期にわたって免疫抑制の状態に置かれ、
癌および感染症のリスクに曝される。さらに、多くの移植片は急性的にまたは移植の何年
も後に拒絶される。これらの問題にもかかわらず、臓器不全患者にはほかに選択肢がほと
んどないため、臓器移植は依然として不可欠な治療様式である。
【０２２３】
　固形臓器移植拒絶反応は、主に移植臓器に対する適応免疫系の応答によって起こる。こ
れは、移植片内に、宿主の免疫系によって認識される同種抗原が存在するためである。拒
絶反応は3つの異なる段階で起こり得る。1つ目は移植の数分以内に起こる超急性期であり
、予め形成された抗体が移植片に対する応答を開始する。2つめは、移植後の最初の数週
間または数カ月以内に起こる急性拒絶反応である。最後は、移植の何年も後に起こり得る
慢性拒絶反応である。これらのリスクを考えて、ドナーとレシピエントの間の免疫原性の
違いを最小限に抑えるよう注意が払われている。例えば、超急性拒絶反応のリスクは、ド
ナーとレシピエントのABO亜型を一致させた場合、およびドナーとレシピエントを交差適
合(レシピエントが、ドナーの白血球と反応する抗体を有するかどうかを判定する)につい
て検査した場合に、大幅に低下する。急性拒絶反応を軽減するためには、同様に主要組織
適合性(MHC)に関する注意深い適合が行われる。しかしながら、MHC分子が非常に多型的で
あることを考えると、完全な一致の同定を見出すことは非常に難しい。一卵性双生児は完
全なMHC適合を有する。同様に、兄弟姉妹の1/4は完全なMHC一致を有すると予測される。
臨床検査において検出された同じアレルを有する非血縁個体は、日常的臨床診療において
検査されないその他の多型部位のために、違いがある場合が多い。しかしながら、兄弟姉
妹からの完全なMHC適合があったとしても、副組織適合抗原が存在するために拒絶反応の
重大なリスクはなお存在し、実際に急性拒絶反応は非常によく見られ、移植片の半分超で
起こっている。
【０２２４】
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　MHC遺伝子座のより積極的な検査および同定、ならびに副組織適合抗原の適合によって
、移植片拒絶反応および場合によっては生存率が著しく改善されると推測する人もいる可
能性がある。これは事実かもしれないが、利用可能なドナー臓器の数が限定されているた
めに、より積極的な検査によって各患者に用いられるべき適切な移植片の同定が大幅に遅
れる恐れがあるという理由で、この課題は非実用的である。したがって、移植分野で起こ
った進展の多くは、拒絶反応を防ぐおよび治療するために、免疫抑制剤を使用することに
あった。現在、この目的のために、アザチオプリン、副腎皮質ステロイド、シクロスポリ
ン、タクロリムス、ミコフェノール酸、シロリムス、ムロモナブ-CD3、モノクローナル抗
CD25抗体、モノクローナル抗CD20抗体、およびカルシニューリン阻害薬を含む多くの薬物
が使用されている。
【０２２５】
　骨髄移植は、白血病およびリンパ腫の治療において最も頻繁に用いられる。典型的にレ
シピエントは、移植の前に腫瘍量を減少させるために放射線および/または化学療法の積
極的なレジメンを受ける。移植片対宿主病(GVHD)と称される逆の拒絶反応において、ドナ
ー由来の成熟T細胞は宿主組織のいくつかを攻撃し得る。これは多くの場合、発疹、下痢
、および肝疾患により明らかになる。MHCの注意深い適合により、この問題を改善するこ
とができるが、取り除くことはできない。1つの解決法は、最終的にGVHDの原因となる成
熟T細胞をインビトロにおいてドナー骨髄から枯渇させることである。これに関連する1つ
の問題は、GVHDを引き起こすのと同じ現象が、ドナーT細胞が残存する癌細胞を攻撃する
移植片対白血病効果を介する骨髄移植の治療効果の一部に関与し得ることである。加えて
、ドナーT細胞の枯渇は、患者を免疫不全となるリスクに曝し得る。したがって、これら
のアプローチを検討する場合には、リスクと利益のバランスをとらなければならない。し
たがって患者は、GVHDを予防するおよび治療するために、免疫抑制剤による治療を受ける
場合が多い。
【０２２６】
　骨髄、まして固形臓器の移植の現在の管理は、強力な免疫抑制剤による治療に大きく依
存している。しかしながら、これらの薬物が重大なリスクを有することを考えて、これら
はリスクと利益のバランスをとる様式で用いられる。しかしながら、特定の時点における
特定の患者に対するリスクが十分に理解されないことを考慮して、患者は、平均的な患者
に関してリスクと利益のバランスがとられた用量を用いて治療を受ける。将来の拒絶反応
事象を予測し得る試験は、患者がそれらを必要とする適切な時点で患者に治療を合わせる
のに潜在的に非常に役立ち得る。これによって、拒絶反応および願わくは移植片生着の割
合が改善されつつ、一部の患者に対する免疫抑制用量が減少し得る。
【０２２７】
　本発明の別の態様は、より優れた感度および特異度を有する試験を可能にするために、
免疫プロファイリング試験と、移植拒絶反応の検出のために既に用いられている他のマー
カーの併用を意図する。Loadアルゴリズムの計算において、または疾患状態を決定するた
めに、他の分子識別子またはマーカーを用いることができる。分子識別子には、核酸、タ
ンパク質、炭水化物、および脂質、ならびに核酸またはタンパク質の発現プロファイルが
含まれ得る。分子識別子は、ヒトまたは非ヒト起源(例えば、細菌)のものであってよい。
識別子またはマーカーは、例えば、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)、染色体マ
イクロアレイ解析(CMA)、発現プロファイリング、DNAマイクロアレイ、高密度オリゴヌク
レオチドマイクロアレイ、全ゲノムRNA発現アレイ、ペプチドマイクロアレイ、酵素結合
免疫吸着測定法(ELISA)、ゲノム配列決定、コピー数(CNV)解析、小ヌクレオチド多型(SNP
)解析、免疫組織化学的検査、インサイチューハイブリダイゼーション、蛍光インサイチ
ューハイブリダイゼーション(FISH)、PCR、ウェスタンブロッティング、サザンブロッテ
ィング、SDS-PAGE、ゲル電気泳動、およびノーザンブロッティングを含む技法によって測
定することができる。
【０２２８】
D. 感染症の治療における免疫プロファイリングの有用性
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　これらの方法は、特に感染症が活動状態および潜伏状態で存在し得る場合の、感染症の
治療を導く上で有用性を有する。過去一世紀にわたる感染症の治療に対する抗生物質の出
現は、平均余命に大きな影響を及ぼした。過去10年の間、分子診断技法は、感染症の診断
および管理において急増する役割を果たしてきた。核酸増幅によって提供される優れた感
度および特異度により、これらの技法の適用はその数が増加し得た。適用の多くは、感染
性病原体の存在または非存在の診断的評価に用いられる。例えば、性感染症の検査は多く
の場合、核酸増幅技法を使用する分子検査によって行われる。別の一連の適用は、感染性
病原体が既に診断された患者における感染の「量」の評価を含む。この例は、エイズと既
に診断された患者におけるHIVウイルス量の評価である。この検査は、医師が患者の疾患
がいずれの状態であるかを判定するのを助け、ひいては用いられる治療レジメンの有効性
についての助言を提供し得る。
【０２２９】
　場合によっては、感染性病原体のみならず、感染性病原体に対する免疫応答のレベルを
考慮することは役立つ。感染に対する免疫応答が臨床診療において日常的に用いられる一
例は、B型肝炎においてである。B型肝炎検査の1つの局面は、核酸増幅アッセイによるB型
肝炎抗原の検出を通して感染性病原体を検出することに依存する。加えて、日常的な臨床
診療では、B型肝炎ウイルスを標的化する様々な抗体の存在に関して検査することが一般
的である。抗HBc IgMの存在は通常は急性感染設定において起こり、抗HBc IgGの出現は感
染が慢性であることを示す。同様に、抗HBs抗体の出現は感染の除去を示唆する。
【０２３０】
　本発明の1つの態様では、感染に対する免疫応答を評価する値を、分子検査の感度およ
び特異度と共に利用する。これは、感染性病原体が体内に潜伏したままである慢性である
感染症にとって特に有用である。感染に対する免疫応答を評価するために、TCRおよび/ま
たはBCRのプロファイルを用いることができる。配列決定を用いてTCRおよび/またはBCRの
プロファイルを得ることができ、高感度および高特異度を有する特定のクロノタイプの検
出が可能になる。疾患と相関する特異的クロノタイプを決定するために、いくつかのアプ
ローチが考え出される。
【０２３１】
　本発明の別の態様は、より優れた感度および特異度を有する試験を可能にするために、
免疫プロファイリング試験と、感染性病原体の検出のために既に用いられている他のマー
カーの併用を意図する。Loadアルゴリズムの計算において、または疾患状態を決定するた
めに、他の分子識別子またはマーカーを用いることができる。分子識別子には、核酸、タ
ンパク質、炭水化物、および脂質、ならびに核酸またはタンパク質の発現プロファイルが
含まれ得る。分子識別子は、ヒトまたは非ヒト起源(例えば、細菌)のものであってよい。
識別子またはマーカーは、例えば、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)、染色体マ
イクロアレイ解析(CMA)、発現プロファイリング、DNAマイクロアレイ、高密度オリゴヌク
レオチドマイクロアレイ、全ゲノムRNA発現アレイ、ペプチドマイクロアレイ、酵素結合
免疫吸着測定法(ELISA)、ゲノム配列決定、コピー数(CNV)解析、小ヌクレオチド多型(SNP
)解析、免疫組織化学的検査、インサイチューハイブリダイゼーション、蛍光インサイチ
ューハイブリダイゼーション(FISH)、PCR、ウェスタンブロッティング、サザンブロッテ
ィング、SDS-PAGE、ゲル電気泳動、およびノーザンブロッティングを含む技法によって測
定することができる。
【０２３２】
E. 高齢患者の治療における免疫プロファイリングの有用性
　これらの方法は、高齢者における免疫系の状態をモニターする上で有用性を有する。高
齢者は、感染に応答する能力、およびワクチンに対して効果的な応答を生じる能力(Weinb
erger et al., 2008)に影響する、免疫老化と称される免疫系の衰えを被る。これは、高
齢者では肺炎による死亡率が高いこと(Office for National Statistics, 2005)、ならび
にクロストリジウム・ディフィシル(Clostridium difficile)およびメチシリン耐性黄色
ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)などの院内感染への高齢者の感受性(Health Protect
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ion Agency, 2008)から明らかである。さらに、免疫系の能力の低下は、高齢者における
癌罹患率の増加を説明すると考えられている。加えて、免疫老化は、アルツハイマー病お
よび心疾患のような、炎症過程の重要な構成要素を伴う高齢者がかかる他の主要な疾患に
寄与し得る。老年医学科の医師がワクチン接種、感染症の積極的治療、および入院に関す
る臨床決定を下す際に、どの個体がこれらの致命的な転帰のリスクが最も高いかを予測す
る能力は、老年医学科の医師にとって有用である。
【０２３３】
　先天性免疫系および適応免疫系の多くの局面は、免疫老化で変化する。T細胞は応答性
を失い、マクロファージでは抗原提示能が低下し、かつサイトカイン分泌が変化し、ナチ
ュラルキラー細胞では毒性が低下し、濾胞樹状細胞は抗原を効率的に提示することができ
ず、また好中球は食作用能を失う。ナイーブT細胞およびB細胞のより小さなプールが存在
し、記憶およびエフェクタープールは増加し、それによってT細胞およびB細胞レパートリ
ーの多様性が減少し、ひいては新たな抗原に対して応答する適応免疫系の能力が低下する
。特に、サイトメガロウイルス(CMV)と関連するT細胞レパートリーが大幅に増加し、全T
細胞レパートリーの45%もがそれに向けられる。これらの増殖が100歳以上の人ではそれほ
ど顕著でないことが指摘されている。
【０２３４】
　研究から、免疫マーカーが高齢者の生存期間を予測し得ることが示唆された。B細胞レ
パートリーの多様性の程度は、少なくとも1つの集団において高齢者の生存期間を予測す
ることが示された。TCRおよびBCR多様性におけるこれらの全体的な違いは、臨床転帰を予
測することが示されたにもかかわらず、これらのマーカーは特異性を欠いている。レパー
トリーデータ―をより深く解析することによって、顕著により高い予測精度が提供され得
る。例えば、CMVに応答性であるものの増殖は、他の増殖とは異なる意義を有し得る。
【０２３５】
　本発明の1つの態様では、数年間にわたり病歴を追跡されている高齢患者の縦断的コホ
ートから、末梢血に見出されるT細胞およびB細胞に由来するRNAを回収することができる
。これらのコホートのそれぞれにおいて、それらの病歴のいくつかの時点で、TCRαおよ
びTCRβ遺伝子ならびにIgH、IgK、およびIgL遺伝子を増幅することができる。長期生存期
間を有する患者のプロファイルを、短期生存期間を有する患者と比較する。最初に、多様
性の全体的な大きさを得ることができる。これは、同定された異なるクロノタイプの数の
みならず、それらの多様性も含む。例えば、V、D、Jセグメントの使用は2つの群で同じで
あるか、または1つの群はその使用がより制限されているか？　例えば、2つの試料は同じ
数の独立したクロノタイプを有し得るが、2つの試料の一方のクロノタイプはVセグメント
の多くを網羅していない。この試料は、クロノタイプがすべてのVセグメントに分布して
いる他方の試料と比較して、新たな抗原に対する応答において多用途性が低いと予測する
のが理論的である。
【０２３６】
　全体的な多様性に加えて、長期生存期間を有した患者において増殖したクロノタイプが
、短期生存期間を有した患者におけるクロノタイプと比較して、いくつかの配列パラメー
タに基づいて識別され得るかどうかを判定する。このアプローチは、特定の抗原に応答す
るクロノタイプを調べることによって補われ得る。例えば、入手可能な証拠を考えると、
CMV応答性クロノタイプの同定は予測力を有し得る。高齢患者のセットおよび健常患者か
ら、発見研究においてCMV反応性であるT細胞クロノタイプの捕捉を行うことができる。こ
れらのクロノタイプの配列を調べて、それらを他のクロノタイプと識別するパラメータを
同定することができる。上記の縦断的コホートと共にCMVクロノタイプのこの予測アルゴ
リズムを用いて、この情報を付加することが、長期生存する患者を長期生存しない患者か
ら予測する能力を高めるかどうかを評価することができる。
【０２３７】
　本発明の別の態様は、より優れた感度および特異度を有する試験を可能にするために、
免疫プロファイリング試験と、高齢者集団における健康の検出のために既に用いられてい
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る他のマーカーの併用を意図する。Loadアルゴリズムの計算において、または疾患状態を
決定するために、他の分子識別子またはマーカーを用いることができる。分子識別子には
、核酸、タンパク質、炭水化物、および脂質、ならびに核酸またはタンパク質の発現プロ
ファイルが含まれ得る。分子識別子は、ヒトまたは非ヒト起源(例えば、細菌)のものであ
ってよい。識別子またはマーカーは、例えば、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)
、染色体マイクロアレイ解析(CMA)、発現プロファイリング、DNAマイクロアレイ、高密度
オリゴヌクレオチドマイクロアレイ、全ゲノムRNA発現アレイ、ペプチドマイクロアレイ
、酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)、ゲノム配列決定、コピー数(CNV)解析、小ヌクレオチ
ド多型(SNP)解析、免疫組織化学的検査、インサイチューハイブリダイゼーション、蛍光
インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)、PCR、ウェスタンブロッティング、サザ
ンブロッティング、SDS-PAGE、ゲル電気泳動、およびノーザンブロッティングを含む技法
によって測定することができる。
【０２３８】
F. ワクチンの投与における免疫プロファイリングの有用性
　これらの方法は、ワクチンの投与における有用性を有する。ワクチン接種の使用は、多
くの生物の感染率の大幅な低下をもたらした。米国で年間30,000件を超える死亡例があり
、健康に重大な影響を与え続けている1つの感染症はインフルエンザである。株が急速に
変異するため、インフルエンザワクチン接種は毎年行わなければならない。本疾患の重症
後遺症の大部分は高齢者で起こる。残念なことに、高齢者は免疫老化を被り、ワクチン接
種に対する応答が不十分となる場合が多い。
【０２３９】
　ワクチン接種に対して応答する患者と応答しない患者を識別するために、発見研究を行
うことが必要である。この集団において、インフルエンザワクチン接種を受けインフルエ
ンザ転帰(すなわち、患者が後に感染から防御されたかまたはされなかったか)が判明して
いる患者のコホートについて、ワクチン接種の前および(1つまたは複数の設定時間におけ
る)後の血液試料を利用することができる。これらの試料からTCRおよび/またはBCR配列を
得ることができる。各患者においてワクチン接種後に濃縮されるクロノタイプを決定する
。相関クロノタイプと他のクロノタイプを識別するために、次に、ワクチン接種に応答し
た患者において濃縮されたクロノタイプを、対照セットのクロノタイプ(例えば、同じ患
者セットにおけるクロノタイプの残り)と比較する。次に、これらのクロノタイプを予測
するためのアルゴリズムを用いて、ワクチン接種に応答しなかった患者間で相関クロノタ
イプを予測する。応答しなかった患者は、応答したが低レベルであった患者と同じ型のク
ロノタイプを生じる可能性がある。あるいは、非応答者は異なるクラスのクロノタイプを
生じる可能性がある。非応答者において同定される相関クロノタイプの数によって、これ
ら2つの可能性が識別され得る。
【０２４０】
　別の態様においては、ワクチン接種に対する個体の応答性は、最初に、ワクチン接種後
の個体からリンパ球の試料を得て、ワクチンに反応するリンパ球を単離することによりモ
ニターされる。このような単離は、B細胞の場合、磁気ビーズなどの固体支持体に結合し
ている捕捉部分としてワクチン由来のまたはワクチンと関連する抗原物質を使用した従来
のアフィニティー精製を用いて容易に実施される。T細胞の単離は、また、従来の手段、
例えば、米国特許第7,776,562号；第7,125,964号；第5,635,363号など（参照により組み
入れられる）を用いて実施してもよい。リンパ球の単離試料からクロノタイププロファイ
ルを作成して、相関するクロノタイプのセットを得る。次の段階で、個体から末梢血試料
を得て、クロノタイププロファイルを作成する。後続の試料において相関するクロノタイ
プの頻度変化率をモニターして、個体のワクチン接種に対する応答性を決定する。そのよ
うなワクチン接種に対する応答性をモニターする方法は、（a）ワクチン接種後、個体の
末梢血からリンパ球試料を濃縮して、ワクチン応答性リンパ球の試料を得る段階；（b）
ワクチン応答性リンパ球の試料からクロノタイププロファイルを決定して、ワクチン応答
と相関した1つまたは複数の患者特異的クロノタイプを同定する段階；および（c）1つま
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たは複数の後続の時点で得られた末梢血細胞の試料に由来するクロノタイププロファイル
における1つまたは複数の患者特異的クロノタイプの各々のレベルを決定して、個体のワ
クチン接種に対する応答性をモニターする段階を用いて実施してもよい。一態様において
は、応答性は、その後に測定されたクロノタイププロファイルにおける1つまたは複数の
患者特異的クロノタイプの量または頻度の増加により決定される。
【０２４１】
　次に、同定された相関クロノタイプを用いて、免疫の可能性を予測するためのスコアを
作成するためのアルゴリズムを構築する。ワクチン応答者および非応答者のプロファイル
からのデータを使用して、このアルゴリズムを作成する。次にこのアルゴリズムを用いて
、免疫後に得られた試料に由来する予測された相関クロノタイプを使用して、次の患者に
おいて免疫の可能性を予測することができる。予測は、発見研究においてやはり作成され
ていた別のアルゴリズムの適用を通して行われる。これは任意に、相関クロノタイプの検
索を、免疫後に濃縮されたものに限定するための前較正からのデータによって支援され(
または置き換えられ)得る。
【０２４２】
　本発明の別の態様は、より優れた感度および特異度を有する試験を可能にするために、
免疫プロファイリング試験と、ワクチン接種に対する応答の検出のために既に用いられて
いる他のマーカーの併用を意図する。Loadアルゴリズムの計算において、または疾患状態
を決定するために、他の分子識別子またはマーカーを用いることができる。分子識別子に
は、核酸、タンパク質、炭水化物、および脂質、ならびに核酸またはタンパク質の発現プ
ロファイルが含まれ得る。分子識別子は、ヒトまたは非ヒト起源(例えば、細菌)のもので
あってよい。識別子またはマーカーは、例えば、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH
)、染色体マイクロアレイ解析(CMA)、発現プロファイリング、DNAマイクロアレイ、高密
度オリゴヌクレオチドマイクロアレイ、全ゲノムRNA発現アレイ、ペプチドマイクロアレ
イ、酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)、ゲノム配列決定、コピー数(CNV)解析、小ヌクレオ
チド多型(SNP)解析、免疫組織化学的検査、インサイチューハイブリダイゼーション、蛍
光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)、PCR、ウェスタンブロッティング、サ
ザンブロッティング、SDS-PAGE、ゲル電気泳動、およびノーザンブロッティングを含む技
法によって測定することができる。
【０２４３】
G. 免疫過敏症(アレルギー)のモニタリングにおける免疫プロファイリングの有用性
　適応免疫系は、病原体に関連する抗原に応答するように進化してきた。自己免疫疾患の
場合と同様に、免疫系は場合により誤った標的を有し得る。自己免疫疾患では免疫系が自
己抗原を標的するのに対して、過敏症反応では、免疫系は薬物、埃、および食物のような
無害な刺激に対して応答を開始する。過敏症は非常によく見られ、米国人口の50%もが環
境刺激に対するアレルギーを有し、これは機構によって引き起こされる。過敏症は4つの
型に分類される。I型過敏症は即時型過敏症であり、IgEによって媒介される。II型は、細
胞表面結合型抗原に結合するIgG抗体に起因する場合が多い。例えば、細胞の表面に結合
する無害な薬物によって、たまたま抗薬物IgGを有する患者では、細胞がこれらの抗体の
標的となり得る。III型は、組織上の抗原抗体複合体の沈着によって起こる。これは例え
ば、抗原の量が多く、結果として効率的に除去され得ず、代わりに血管壁に沈着する小さ
な免疫複合体が生じる場合に起こる。IV型過敏症は、T細胞によって媒介される遅延型過
敏症である。I型およびIV型が、ヒトの健康に対して最も高い影響を及ぼす。
【０２４４】
　I型過敏症反応では、患者は、無害な抗原(アレルゲン)に対して、それに対するIgE抗体
を産生することにより感作される。後にそのアレルゲンに曝露されると、肥満細胞および
好塩基球などのIgE結合細胞の活性化が誘導される。ひとたびこれらの細胞が活性化され
ると、蓄えられた化学物質を分泌し、かつサイトカイン、ロイコトリエン、およびプロス
タグランジンを合成することによる炎症過程の誘導を通して、アレルギー反応が起こる。
アレルゲンの用量および侵入経路により、アレルギー性鼻炎の症状からアナフィラキシー
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における生命を脅かす循環虚脱にまで及び得るアレルギー反応の大きさが決まる。多くの
場合、急性I型反応の後に、結果として生じた病的過程の多くにおいて役割を果たす別の
後期が続く。Tヘルパー細胞および他の炎症細胞が動員される後期は、本質的にIV型過敏
症反応である。いくつかのI型アレルギー反応には、季節性鼻結膜炎(花粉症)、食物アレ
ルギー、薬剤性アナフィラキシー、アトピー性皮膚炎(湿疹)、および喘息が含まれる。こ
れらは、有病率の上昇を伴う非常によく見られる状態であり、著しいコストならびに罹患
率および死亡率をもたらす。例えば喘息は、米国人口の約7%が罹患し、年間約4,000件の
死亡例を引き起こす慢性疾患である。これらの疾患のいくつかは、いくつかの関連局面を
有する。例えば、アトピー性皮膚炎患者は、喘息を有するリスクが著しく増加している。
食物アレルギーは嘔吐および下痢を引き起こし得るが、またかなりの数の患者においてア
ナフィラキシーをもたらし得る‐米国では、30,000件の症例で年間約200件の死亡例が生
じる。アレルギー性鼻炎の症状を引き起こす、鼻の粘膜下肥満細胞を活性化する同じアレ
ルゲンのいくつかはまた、下気道の肥満細胞を活性化し、喘息の典型的な症状である気管
支狭窄を引き起こし得る。いくつかのIV型過敏症反応は、接触性皮膚炎(例えば、ツタウ
ルシ)、慢性鼻炎、慢性喘息、およびセリアック病である。セリアック病は、非IgE媒介性
の食物アレルギーによって起こる慢性疾患である。これは、コムギおよび他の食物中に存
在する成分であるグルテンに対するアレルギー反応によって起こる小腸の疾患である。95
%を超えるセリアック病患者は、特異的なMHCクラスIIアレル、HLA-DQ2を有する。
【０２４５】
　過敏症反応の治療は異なるが、それらは多くの場合に、急性治療および長期的な管理ま
たは予防の2つの局面を有した。これらの状態のいくつかは生命を脅かすものであり得(ア
ナフィラキシーおよび急性喘息)、速やかな医学的処置を含む。長期的管理は一般に、特
異的アレルゲンを回避しようと試みることを含む。これは、アレルゲンが明らかに同定さ
れ得る場合(例えば、ナッツに対するアレルギー)に効果的であると考えられるが、花粉ま
たは埃のようにアレルゲンが環境中に広く存在する場合にはこれは困難であり得る。した
がって、薬物による長期的な治療はこれらの疾患のいくつか(例えば、喘息およびアレル
ギー性鼻炎)に利用されることが多い。治療管理の有効性のレベルは、患者がアレルゲン
に再度曝露される場合に最終的に試験される。したがって、一部の患者は過剰治療または
過少治療に供され得る。疾患活動性、および患者が過敏症反応を開始する傾向の程度を評
価する試験が利用できることが理想的である。そのような試験によって、個々の患者の必
要性に対して治療を合わせることが可能になる。
【０２４６】
H. リンパ系新生物の検出
　本発明の一局面は、リンパ系癌における特定のTCRまたはBCR再編成のレベルを評価する
ために次世代シークエンシング技術を利用する。これらのシークエンシング技術により、
それぞれ空間的に単離された100万個以上のTCRまたはBCR分子から、適正なコストで、配
列リードを得ることができる。また、1/1,000,000以下で存在している配列もこれらの技
術を用いて特定の手法で検出することができるため、特定のTCRまたはBCR再編成と関連す
る癌細胞をそのレベルで検出することができる。ある特定の遺伝子について全ての異なる
種類の配列を増幅するマルチプレックス増幅は血液または骨髄DNAから行うことができる
。例えば、IgH配列を増幅させるために、全ての公知のVセグメントおよびアレルに相補的
ないくつかのプライマーと、全てのJセグメントおよびアレルに相補的ないくつかのプラ
イマーを共に使用することができる。異なる配列間でわずかな増幅バイアスしか生じない
ことが重要である。本発明者らは、様々なVプライマーの性能のわずかな違いのみによりR
NAからTCRβおよびIgH遺伝子を増幅することができるため、DNAから同様に実施すること
が可能か検証することができ、これによって、TCRまたはBCRが発現されない場合でも癌細
胞の評価が可能になることを明らかにした。
【０２４７】
　本発明において、感度は、異なるクロノタイプの増幅における任意のバイアスを考慮し
て、それぞれ空間的に単離された分子の計数統計により決定される。従って、同じ目的で
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開発されたリアルタイムPCRアッセイと比較した場合、このアプローチではより高感度が
得られ、腫瘍細胞のTCRまたはBCR配列によって感度の違いが小さいことが予想される。さ
らに、より高感度を得るために、単に配列のリードを増やしてもよい。配列決定コストが
低下し続けているので、本発明者らは所定のコストで感度が向上し続けるであろうと予想
している。十分な配列のリードと同時に、感度は試料中のリンパ球数により制限される。
対照的に、リアルタイムPCRアッセイの感度は、ほぼ実質的に非特異的増幅および任意の
プローブのハイブリダイゼーションにより生じるバックグラウンドにより制限される。
【０２４８】
　本発明を使用してリンパ系癌をモニターするために、診断時の白血病またはリンパ腫試
料を配列決定することにより患者の特異的クローンを決定することができる。すなわち、
疾患関連組織由来の試料からクロノタイププロファイルを作成することにより患者特異的
クロノタイプを決定する。ここで、疾患応答性リンパ球は濃縮状態で見出される。クロノ
タイププロファイルを決定した後、疾患と関連しない組織由来の試料のクロノタイププロ
ファイルと比較することにより疾患関連クロノタイプのレベルを決定することができる。
その後、疾患関連クロノタイプのレベルは、疾患過程における後続の時点での、その患者
由来の試料のクロノタイププロファイルで決定される。好ましくは、そのような後続の試
料は末梢血などの簡便に入手できる組織から採取される。血液試料中の細胞を使用しても
よく、あるいは、無細胞血漿由来のDNAまたはRNAを使用してもよい。現在の技術において
必要な患者特異的プローブまたは標準として実行される患者特異的鋳型を利用する必要は
ない。本発明のこの態様においては、同定される患者特異的クロノタイプは、その後、完
全配列レパートリーを得て、得られた配列と各患者の関連している配列に関する保存デー
タとの一致に基づいて関連している相関クロノタイプを測定して情報を得ることができる
。リンパ腫の疾患関連組織には、リンパ組織、骨髄、末梢血などを含むことができる。
【０２４９】
　癌クロノタイプの同定。癌をモニターするための配列決定方法を使用するために、各々
の個体について癌クロノタイプを定義することが重要である。第二の試験（リンパ系新生
物と診断された患者の再発および予後予測適用）は、癌クロノタイプを同定することで非
常に容易になることが多い。例えば、白血病患者の診断時の血液または骨髄試料では、一
般的に、癌クロノタイプが試料中で最も多いクロノタイプとして示される。他の第二の試
験の場合（例えば、いくつかのリンパ腫試料からの生検）では、癌クローンはそれほど高
いレベルで存在しないこともある。癌を攻撃するものを含む様々な抗原に反応する他のク
ロノタイプは腫瘍を有するものでもよく、高頻度で見出される。クロノタイプのレベルだ
けで癌クロノタイプを決定することが十分でない場合、他の基準を用いることができる。
癌クロノタイプを同定するために、後述するいくつかの方法を用いることができる。
【０２５０】
　系譜間再編成。いくつかの種類の他の珍しい再編成がいくつかの癌においてよく見られ
るため、これらを腫瘍と関連づけるために使用することができる。例えば、B細胞におけ
るT細胞受容体（α、β、γおよび／またはδ）またはT細胞におけるB細胞受容体（IgH、
IgKおよび／またはIgL）のような系譜間再編成が一般的であり、特にALLにおいて見られ
る。系譜間再編成の存在はクロノタイプの悪性起源を裏付ける可能性が高い。
【０２５１】
　特定の細胞型の配列決定を用いた系譜間再編成の配列決定。あるいは、細胞表面の特定
の抗原の存在を利用する標準的な方法（例えば、磁気ビーズおよびFACS）により1種類の
細胞を単離することができる。系譜間再編成の存在を評価するために配列決定を行うこと
ができる。例えば、B細胞を単離して、TRCβを配列決定することができる。濃縮された特
定のTCRβ配列の存在は癌と合致する。その濃縮の前後で配列決定を実施することができ
、濃縮なしのレベルおよび濃縮の程度を決定することができる。
【０２５２】
　不活性免疫受容体。悪性細胞を他のものと区別するために有用な別の特徴は、非悪性細
胞が活性な免疫細胞受容体を有する必要があるという点である。リンパ球は抗原との反応
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で増殖し、高レベルに達しうる。そのため、正常（非癌）クロノタイプで高レベルに達す
ることは、活性な免疫受容体が関わっている。機能的再編成を含有する細胞内の第二のア
レルの非機能的再編成により、非機能的再編成が機能的再編成と同じ細胞で見出されうる
ため、生検において高レベルの非機能配列の同定は癌を同定するために十分ではない。正
常細胞で起こる可能性が低いが腫瘍細胞では非機能的再編成を発現し続けることができる
ため、RNAの使用はこの点を明確にすることができるが、一般的により確定的な方法が有
用である。癌において非機能的配列を区別することができるさらなる特徴がある。例えば
、いくつかの未成熟癌、例えば、ALLは再編成IgHのみを有し、IgKまたはIgLを有さないこ
とが多い。このパターンは、癌の非存在下では高頻度に達する可能性が低い。これらの非
機能的再編成は、下記の技術を用いて評価することができる。
【０２５３】
　段階希釈試料の統計学的関連性。身体的関連性に代わる手段は、上述したようなマッピ
ング関連性を探すことである。この場合、1つの遺伝子（例えば、IgH）のみが試験され、
非機能的配列が何と関連しているか、すなわち、同じ細胞内でIgHの他のアレルの配列が
何かが問題となる。第二の非機能的アレルと関連している高頻度の非機能的アレルは、癌
により高頻度に達することと合致する。
【０２５４】
　特定の細胞種の配列決定。このパターンは、また、1つのマーカーを有する細胞を捕捉
して、他のマーカーの配列を評価することにより同定することができる。例えば、FCMを
使用して、IgKおよびIgL陰性である細胞を捕捉することができる。FCM濃縮の前後でIgHを
配列決定することで、この集団で増加したクローンを同定することができる。IgKおよびI
gL陰性である細胞は高頻度に達すると期待できず、それらの存在はALLのような未成熟癌
と合致する。
【０２５５】
　不活性化体細胞超変異。代わりとなるパターンは、クロノタイプが体細胞超変異を受け
たB細胞リンパ腫で見出すことができる。これらのクローンのいくつかは、クローン間変
動性を有することができ、その中で癌細胞は異なる変異を有するいくつかのクローンを含
んでいる。得られたクローンのいくつかは、おそらく不活性化変異を有することができる
。正常な抗原誘導体細胞超変異の場合、不活性化体細胞超変異を有するクローンが選択さ
れ増殖する可能性が低い。このようなクローンの存在は癌と合致する。
【０２５６】
　癌マーカーを有する細胞フラクションの配列決定。癌マーカーが公知である場合、この
マーカーを使用して癌細胞を濃縮するためにFCMを実施することができる。その濃縮の前
後に免疫受容体レパートリーの配列決定を実施することができる。濃縮されたクロノタイ
プは、癌クロノタイプと関連している可能性が高い。例えば、FACSを用いてリンパ腫細胞
を濃縮し、腫瘍と関連している特定のマーカー（表面マーカーが最も都合がよい）を有す
る細胞を単離することができる。濃縮の前後でBCRを配列決定することで、濃縮されたク
ロノタイプ、ひいては癌クロノタイプを容易に同定することができる。
【０２５７】
　あるいは、マーカーの関連性をDNAまたはRNAレベルで評価することができる。これは、
上述したようなPCR関連付けまたは段階希釈細胞での統計学的関連を含む、いくつかの手
段により達成することができる。多くのマーカーは癌細胞において過剰発現しているが、
正常細胞ではある程度でしか存在しないため、これらのマーカーの関連を定量することで
アッセイの性能を向上させることができる。これを説明するために、免疫受容体遺伝子、
癌マーカーおよび対照遺伝子の3つの遺伝子を用いて連鎖PCR（linked PCR）を行うことが
できる。免疫受容体遺伝子は他の2つの遺伝子のいずれかと関連し得、受容体再編成と癌
マーカーの関連から生じた関連分子フラクションはこの癌マーカー発現レベルの指標とな
りうる。
【０２５８】
　転座の検出。癌になった細胞のマーカーとして作用する他に、IgHはリンパ系新生物に
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おける2つの病的転座パターンの1つであることが多い。一例は、IgHのJセグメントがサイ
クリンD1（CCND1）遺伝子に近接して置かれ、結果としてその過剰発現を生じるt（11：14
）である。BCL1-IgHと呼ばれるこの再編成は、マントル細胞リンパ腫の60～70％ならびに
他のリンパ系新生物（例えば、多発性骨髄腫の20％）で生じる。別の例は、IgHのJセグメ
ントがBCL2に近接して置かれ、結果としてその過剰発現を生じるt（14：18）である。こ
の再編成は、濾胞性リンパ腫の最大90％および大細胞型B細胞リンパ腫の20％で生じる。
これらの再編成は、一般的に、細胞遺伝学的方法、サザンブロット法またはFISHにより同
定される。フィラデルフィア染色体を検出するためのBCR-ABLから明らかなように、PCRは
再編成を非常に高い感度および特異性で同定する可能性を有している。リンパ腫と関連す
る転座を評価するために様々なPCR技術が使用されており、最近導入されたリアルタイムP
CR（例えば、BCL2-IgH用）がおそらく最先端である。BCR-ABLよりも検出の感度および特
異性が低くなるいくつかの特徴がBCL1-IgHおよびBCL2-IgHにはある。第一に、BCR-ABLと
は対照的に、BCL1-IgHおよびBCL2-IgHは融合タンパク質を生成することがなく、そして、
予測可能な分子構造を生成するスプライシングイベントがない。代わりに、切断点が大き
い領域に及ぶ可能性がある。プライマーと約40％のBCL1-IgHの組み合わせを用いて、BCL2
-IgHの最大88％を検出可能な共通の切断点がある。これにより転座を有するいくつかの患
者を見逃す結果となる。第二に、これらの再編成は癌ではない正常な個体に存在しうる。
例えば、BLC2-IgHの転座は、正常な個体の大部分で、約4％超のBCL2-IgHの移動を伴って
、>1/25Kの頻度で、約10-5のレベルで見出された。BCL2-IgHの頻度は年齢の増加と共に高
くなる。また、ヒトによって異なるレベルの「バックグラウンド」転座を有しうることが
仮定される。おそらく、正常な試料におけるこの転座の存在は腫瘍発生が多段プロセスで
あること、およびBCL2-IgHが腫瘍を発生させるのに十分でないという事実に起因している
。この低レベルのバックグラウンドの存在は検出感度を制限している。
【０２５９】
　全てのJセグメントに相補的なJプライマーおよびBCL1またはBCL2転座切断点の上流の領
域に相補的なプライマーのプールを用いた増幅を配列決定することができる。これにより
、これらの転座およびこれらが現れる癌細胞の高感度な検出方法を得ることができる。第
一に、個々の単離分子の大規模シークエンシング（例えば、100Kまたは100万回のリード
）は、他の遺伝子座の増幅のバックグラウンドにおいて、少量の細胞から適切な配列を検
出することができる。さらに、正常な個体におけるバックグラウンド転座の問題が、リア
ルタイムPCRが抱える問題を改善することができる。少なくともいくつかの場合において
は、バックグラウンド転座がクローナルではなくむしろ同じ患者に繰り返し出現すること
が明らかになっている。配列決定を用いて、異なる転座イベントを区別して、独立した転
座イベントの頻度を得ることができる。異なる転座の切断点が別々である可能性が高いの
で、転座イベントを互いに区別することができる。あるいはまたは追加的に、転座を用い
てPCRとBまたはT細胞受容体遺伝子の関連付けを行って、転座の固有のバーコードを得る
ことができる。関連付けは、また、上述した段階希釈試料を用いて統計学的に行うことが
できる。
【０２６０】
　頻度が増加する点を検出するための転座レベルの連続モニタリングは、早期の癌の検出
ならびに再発の検出に有益である。後者の場合、患者に関連する特定の切断点を診断時生
検から同定してもよい。配列決定を用いて転座をその切断点により区別すること、従って
、バックグラウンドを癌と区別するこの概念は、IgHが関与する他の転座（例えば、t（8
：14））またはリンパ系新生物もしくは他の癌における全ての他の転座に拡張することが
できる。
【０２６１】
　癌細胞のレベルおよび癌の可能性の変化。残存する腫瘍細胞の存在を示す配列の存在だ
けでは、それ自体、臨床的再発を予測できない可能性がある。例えば、腫瘍レベルの定常
状態は、腫瘍細胞の増殖と腫瘍に対する免疫反応の強さの平衡を保つことで達成されうる
。クロノタイプの絶対レベルの他に、その変化率が再発の可能性を予測する上で有益とな
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りうることが期待される。例えば、それぞれ、各々の患者特異的癌クロノタイプのレベル
Xを有する2人の患者を考慮する。患者の1人の前回の試験のレベルが常にXであり、もう1
人の患者の前回の試験のレベルがかなり低い場合、第2の患者の再発の可能性は第1の患者
の場合より高い。
【０２６２】
　同様に、再発の可能性を予測するために、癌関連クロノタイプを含有する細胞の状態に
関する追加のデータを使用することができる。例えば、特定のマーカー（表面または非表
面）の存在は、細胞の機能的状態、従って、再発の可能性の指標となりうる。関連するマ
ーカーを用いた細胞の捕捉の前後で配列決定することで、関連するマーカーを有する癌ク
ロノタイプを有する細胞のフラクションを決定することができる。同様に、再発の可能性
（例えば、細胞増殖に関連するいくつかの遺伝子の発現）に関連するいくつかのマーカー
をRNAレベルで評価することができる。これは、上述したような連鎖PCRを含むいくつかの
方法によるか、または細胞希釈により統計学的に行うことができる。最後に、腫瘍細胞中
のRNAに特異的な免疫受容体のレベルが機能的結果を有し、且つ、再発の可能性との関連
性を示しうることが可能である。このレベルは、免疫受容体再編成または対照遺伝子2に
関連しうる対照遺伝子1で連鎖PCRを行うことによって評価することができる。2つの産物
の関連するフラクションは、細胞中のRNAの相対量の指標となりうる。別の方法には、免
疫受容体再編成のRNAレベルとDNAレベルを比較することが含まれる。DNA中の癌特異的ク
ロノタイプの頻度から、癌特異的クロノタイプの相対レベルが同定される。次に、同じク
ロノタイプの頻度をRNAから評価することができ、そして、RNAおよびDNA中の相対頻度を
続いて評価することができる。この相対頻度の変化は再発の可能性の変化の指標となりう
る。
【０２６３】
　リンパ系癌に対する免疫反応。癌クロノタイプおよびその可能性のある子孫のモニタリ
ングの他に、腫瘍に対する免疫応答を評価することもできる。腫瘍に対する応答を増大さ
せる可能性のあるクロノタイプを同定することができる。例えば、診断時リンパ節生検の
生検において濃縮されたBまたはT細胞クロノタイプは、腫瘍に対して免疫応答を生じうる
。いくつかの腫瘍抗原と相互作用するT細胞を同定するためのさらなる機能的試験を行う
ことができる。これは特異的抗原であってもよく、あるいは腫瘍細胞それ自体であっても
よい。例えば、抗原または腫瘍細胞での刺激の前後にTCRを配列決定することで、刺激後
にこれらが濃縮されることにより関連するT細胞を同定することができる。その後の患者
からの血液試料中のこれらのT細胞のレベルは、再発の予測に有益でありうる。例えば、
上記の癌クロノタイプの特定のレベルXが安定して検出された場合を考える。これは腫瘍
成長と腫瘍に対する免疫応答の平衡の結果である可能性が高い。ある時点で腫瘍に対する
免疫応答が低下した場合、腫瘍が再発すると予測することができる。腫瘍を攻撃すること
が可能であると決定されたT細胞クロノタイプのレベルを決定することにより腫瘍に対す
る免疫応答を定量化することができる。
【０２６４】
　他の細胞マーカーを用いた配列決定の統合。癌特異的クロノタイプの検出は上述したよ
うな免疫受容体再編成の配列決定により行うことができる。癌細胞と関連するマーカー（
表面または非表面）の存在を、後で配列決定される細胞亜集団を捕捉するために使用する
ことができる。マーカー特異的捕捉の使用と捕捉前後での配列決定を組み合わせて、さら
なる情報を得ることができる。第一に、濃縮された、従って、上述したような癌特異的ク
ロノタイプである可能性が高いクロノタイプを同定するために、この組み合わせを使用す
ることができる。さらに、癌特異的マーカーを有する細胞の配列決定はより高い感度をも
たらすことができる。完全なマーカーに加えて、何百万の他の細胞において、癌特異的ク
ロノタイプを検出するために、わずかなリードのみが必要とされる。ほとんどのマーカー
は完全に機能することなく、それらの捕捉により大きなバックグラウンド（即ち、非癌細
胞）が生成する。しかし、これらのマーカーで癌細胞を濃縮することにより、少ない配列
リードで等価な感度を得るか、または濃縮なしで同数の配列リードを行うより良好な感度
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を得ることができる。例えば、100万回の配列リードでは、癌特異的マーカーで捕捉され
た約l00万個の細胞を評価することができる。これは、捕捉前により多くの細胞が存在し
ていたこと、従って、良好な感度に相当する。最後に、マーカーの使用は、腫瘍生物学お
よび予後予測に関連する機能的局面を提供することができる。腫瘍細胞は様々な試料の血
液中にある程度のレベルで存在していることができるが、その細胞上の機能的マーカーを
用いて、高い再発可能性を示す試料と低い再発可能性を予測する試料を区別することがで
きる。例えば、関連するマーカーによる捕捉の前後に試料を配列決定することができ、特
異的マーカーとのクロノタイプ配列のパーセンテージを評価することができる。癌特異的
クロノタイプの総レベルが同じであるが、関連するマーカーを有するこれらの細胞のフラ
クションが異なる2つの試料では、異なる再発可能性を有すると予測することができる。
【０２６５】
系統発生的クローン（クラン）のクローン進化および検出ならびに他の癌関連変異
　上記のように、一局面においては、本発明の方法は、個体のクロノタイプよりむしろク
ロノタイプのクランのレベルをモニターする。これはクローン進化の現象のためである（
例えば、Campbell et al, Proc. Natl. Acad. Sci., 105: 13081-13086 (2008); Gerling
er et al, Br. J. Cancer, 103: 1139-1143 (2010)）。診断時の試料に存在するクローン
の配列は、疾患の再発時に採取されるような後続の試料の配列と全く同じように残存して
いない可能性がある。従って、配列が診断時の試料の配列と一致する正確なクロノタイプ
配列に従っている場合、再発の検出は失敗する。そのような進化したクローンは配列決定
により容易に検出され、同定される。例えば、多くの進化したクローンがV領域置換（VH
置換と呼ばれる）により明らかになる。これらの種類の進化したクローンは、プライマー
が間違ったVセグメントをターゲットにするためリアルタイムPCR技術では見逃される。し
かし、進化したクローンにおいてD-J結合が無傷であることから、本発明においてそれぞ
れ空間的に単離された分子の配列決定を用いてこれを検出および同定することができる。
さらに、これらの関連するクロノタイプが診断時の試料においてかなりの頻度で存在する
ことはそのクロノタイプが関連する可能性を増加させる。同様に、免疫受容体配列におけ
る体細胞超変異の発生は、リアルタイムPCRプローブ検出を妨害する恐れがあるが、配列
読み出しに適合した適切なアルゴリズム（上記で開示したような）は、依然として、クロ
ノタイプを進化クロノタイプとして認識することができる。例えば、VまたはJセグメント
における体細胞超変異を認識することができる。これは、クロノタイプを最も近接してい
る生殖細胞のVおよびJ配列に対してマッピングすることにより行われる。生殖細胞配列と
の違いは体細胞超変異に起因しうる。従って、VまたはJセグメントにおいて体細胞超変異
により進化したクロノタイプを容易に検出および同定することができる。NDN領域におけ
る体細胞超変異を予測することができる。残存するDセグメントが認識およびマッピング
するのに十分に長い場合、その中の任意の体細胞変異を容易に認識することができる。N
＋P塩基（または、マッピング可能でないDセグメント）における体細胞超変異は、これら
の配列が癌性クロノタイプの子孫でない可能性がある新たな組換え細胞において改変され
うるため確実に認識することができない。しかし、体細胞変異による可能性が高い塩基変
化を同定するためのアルゴリズムが容易に構築される。例えば、元のクローンと同じVお
よびJセグメントを有し、且つ、NDN領域が1塩基違うクロノタイプは、体細胞の組換えに
より生じた可能性が高い。この可能性は、この特定のクロノタイプが体細胞超変異を受け
たものとして同定されるため、VおよびJセグメントにおいて他の体細胞超変異が存在する
場合に増加されうる。従って、クロノタイプが元のクロノタイプからの体細胞超変異によ
り生じた可能性をいくつかのパラメータ：NDN領域における数の違い、NDN領域の長さ、な
らびにVおよび／またはJセグメントにおける他の体細胞超変異の存在を用いて計算するこ
とができる。
【０２６６】
　クローン進化のデータから情報を得ることができる。例えば、主要クローンが進化した
クローンである場合（以前に存在していない、従って、以前に記録されていない）、これ
は腫瘍が潜在的な選択的優位性をもつ新しい遺伝子変化を獲得したことの指標となる。こ
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れは、免疫細胞受容体における特定の変化が選択的優位性の原因であるというわけではな
く、むしろこれらがそのためのマーカーとなることができる。クロノタイプが進化した腫
瘍は、異なる予後を潜在的に伴うことができる。本発明の一局面においては、リンパ系新
生物、例えば、白血病などの疾患の患者特異的バイオマーカーとして使用されるクロノタ
イプには、モニターされているクロノタイプの体細胞変異体である、以前に記録されてい
ないクロノタイプが含まれる。別の局面においては、以前に記録されていないクロノタイ
プのいずれかが、患者特異的バイオマーカーとして作用する既存のクロノタイプまたはク
ロノタイプの群と少なくとも90％相同であるならば、そのような相同クロノタイプは、将
来モニターされるクロノタイプの群と共に、またはその中に加えられる。すなわち、リン
パ系新生物において1つまたは複数の患者特異的クロノタイプが同定され、疾患の定期的
なモニタリング（例えば、低侵襲的に採取した血液試料で測定を行うことにより）に用い
られる場合、そして、そのような測定の1つの過程において、現在のクロノタイプセット
の体細胞変異である新たな（以前に記録されていない）クロノタイプが検出される場合、
それはその後の測定のためにモニターされる患者特異的クロノタイプのセットに加えられ
る。一態様においては、そのような以前に記録されていないクロノタイプが、現在のセッ
トのメンバーと少なくとも90％相同である場合、それは患者で実施される次の試験のため
の患者特異的クロノタイプバイオマーカーのセットに加えられる。すなわち、そのような
以前に記録されていないクロノタイプは、由来する現在のクロノタイプセットのメンバー
のクランに含まれる（クロノタイプデータの上記分析に基づいて）。別の態様においては
、そのような包含は、以前に記録されていないクロノタイプが現在のセットのメンバーと
少なくとも95％相同である場合に実施される。別の態様においては、そのような包含は、
以前に記録されていないクロノタイプが現在のセットのメンバーと少なくとも98％相同で
ある場合に実施される。
【０２６７】
　NDN領域を置換するが、VおよびVセグメントをそれらの蓄積した変異と一緒に保存する
プロセスを介して細胞が進化することも可能である。これらの変異が独立して生じる可能
性を小さくするのに十分な数の変異を含有するのであれば、このような細胞は、共通のV
およびJセグメントを同定することにより、以前に記録されていない癌クロノタイプとし
て同定することができる。NDN領域が以前に配列決定されたクローンと同様のサイズであ
るとさらなる制約となりうる。
【０２６８】
十分な数の細胞の評価
　アッセイの感度は、増幅反応で使用される核酸鋳型を生成する細胞数により制限される
。一般的に、各細胞に約6pgのDNAが存在する。そのため、1/1000,000の感度を有するため
には、約6μgのDNAを使用する必要がある。しかし、末梢血ではB細胞は細胞のごく一部に
しかすぎないため、末梢血由来の約6μgのDNAは、約100,000個のB細胞しか有さない。よ
り高い感度を得るために、より多いDNA量を使用することができる。より多いDNAが使用さ
れる場合、DNAと共に精製される阻害剤の効果が大きくなり、試料間の変動が生じるおそ
れがあることが1つの問題となりうる。より純粋な細胞集団を得ることでこの問題を改善
することができる。末梢血単核細胞（PBMC）は臨床現場で得られることが多い。PBMC由来
の約6μgのDNAは、約250,000～300,000個のB細胞を有することができる。また、使用する
DNA 1μgあたりより多くのB細胞を得るために、B細胞を特異的に捕捉することができる。
【０２６９】
　2つ以上の免疫受容体再編成を追跡調査して、感度を最大にし、クローン進化の問題を
改善することができる。従って、3つの再編成を追跡調査する場合、それらの中から有用
な細胞を分割することは各再編成の分析の感度を低下させる。従って、分割の前に再編成
の3つの遺伝子座全てが増幅されるようにDNA（またはRNA）を増幅することでこの問題が
改善される。全ゲノム増幅法が以前から用いられており、分割の前に3つの遺伝子座の増
幅を達成するために、これを用いることができる。あるいは、1つの反応において特定の
遺伝子座の増幅を同じ課題を達成するために用いることができる。この場合、各再編成を
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別々に増幅するために後で分割してもよい。1つの免疫受容体再編成だけを評価するため
に用いる場合、特定の免疫受容体再編成の増幅の前に全ゲノム増幅を行うことがまた有益
である。例えば、IgHの評価は体細胞超変異により困難になることが多く、しばしば複数
のプライマーセットを使用することが望まれる。この場合、異なるプライマーセットを用
いた異なる反応間で投入核酸を分割する前に全ゲノム増幅を行うことは、癌特異的クロノ
タイプを検出するための感度を必ずしも改善しない。この場合、異なる（例えば、3つ）
反応により有用な投入核酸の全レパートリーが評価されるため、全ゲノム増幅の利点はな
い（他の疑問についてDNAを保存することを除く）。しかし、これはプライマーに相補的
な配列で体細胞超変異が起こる場合には当てはまらない。例えば、癌特異的クロノタイプ
を表す1つのDNA分子のみが存在する場合、3つの反応の1つに進めると考えられる。体細胞
超変異はこの特異的クロノタイプが増幅されるのを妨害する。一方で、全ゲノム増幅は、
癌特異的配列の最初の単一分子が増幅されることを防ぐため、従って、3本のチューブ全
てに存在する。そのため、癌特異的クロノタイプの頻度が遺伝子座増幅のための投入鋳型
において増加しないにもかかわらず、3本のチューブ全てに存在することが有利である。
全ゲノム増幅の代わりに、ロングランPCRのようなアプローチを用いるか、もしくは3つの
全プライマーセットからのプライマーを用いた遺伝子座特異的増幅または予備増幅を行う
ことができる。
【０２７０】
　リンパ系新生物のスクリーニング。最初の診断の後、上記方法を患者のモニタリングに
適用する。しかし、本発明を、また、癌スクリーニングに適用する。原発性癌のスクリー
ニングが死亡率の減少に大きく影響している。リンパ系新生物の早期検出がこれらの癌の
生存率を大きく改善することができる。少なくとも急性および慢性リンパ性白血病におい
ては、特定の癌クロノタイプを最終診断の何年も前に検出することができることが知られ
ている。また、リンパ腫のクロノタイプを現在の診断方法を用いた想定よりも早く検出す
ることが可能である。本発明を用いて上述したように免疫細胞受容体を配列決定すること
により、スクリーニングのため（すなわち、原発性腫瘍が生じる前）の癌クロノタイプの
検出を行うことができる。癌クロノタイプは患者ごとに固有である可能性が高く、そして
、各患者においてスクリーニングされる配列が事前に知られていないことが明らかである
。しかし、上記方法の多くは、癌と関連する可能性の高いクロノタイプを同定するために
、癌であるとまだ診断されていない患者からの血液で用いることができ、これらのレベル
およびこれらのレベルの変化を用いて、患者が臨床的癌を発症するリスクを評価すること
ができる。
【０２７１】
　リンパ系新生物の種類。提供される本発明の方法を、リンパ系新生物、例えば、リンパ
腫または白血病をモニターするために使用することができる。成熟B細胞腫瘍には、例え
ば、慢性リンパ性白血病／小リンパ球性リンパ腫、B細胞前リンパ球性白血病、リンパ形
質細胞性リンパ腫（ヴァルデンストレームマクログロブリン血症など）、脾性辺縁帯リン
パ腫、形質細胞腫瘍（形質細胞性骨髄腫、形質細胞腫、モノクローナル免役グロブリン沈
着症および重鎖病）、節外性辺縁帯B細胞リンパ腫（MALTリンパ腫）、節性辺縁帯B細胞リ
ンパ腫（NMZL）、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リン
パ腫、縦隔（胸腺）大細胞型B細胞リンパ腫、血管内大細胞型B細胞リンパ腫、原発性滲出
性リンパ腫およびバーキットリンパ腫／白血病を挙げることができる。
【０２７２】
　成熟T細胞腫瘍には、例えば、T細胞前リンパ球性白血病、T細胞大型顆粒リンパ球性白
血病、成人T細胞白血病／リンパ腫、節外性T細胞白血病（鼻型）、腸症型T細胞リンパ腫
、肝脾T細胞リンパ腫、菌状息肉腫／セザリー症候群、皮膚原発CD30陽性T細胞リンパ球増
殖障害、皮膚原発未分化大細胞リンパ腫、リンパ腫様丘疹症、血管免疫芽球性T細胞リン
パ腫、末梢T細胞リンパ腫（非特定）または未分化大細胞リンパ腫を挙げることができる
。
【０２７３】
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　提供される本発明の方法を、急性白血病または慢性白血病をモニターするために使用す
ることができる。白血病は、急性リンパ芽球性白血病（ALL）（例えば、前駆B細胞急性リ
ンパ芽球性白血病、前駆T細胞急性リンパ芽球性白血病、バーキット白血病および急性混
合型白血病）；慢性リンパ性白血病（CLL）（例えば、B細胞前リンパ球性白血病）；急性
骨髄性白血病（AML）（例えば、急性前骨髄球性白血病、急性骨髄芽球性白血病および急
性巨核芽球性白血病）；慢性骨髄性白血病（CML）（例えば、慢性単球性白血病）；ヘア
リー細胞白血病；T細胞前リンパ球性白血病（T-PLL）または大型顆粒リンパ球性白血病で
あり得る。
【０２７４】
I. 癌のスクリーニング
　臨床症状を確認するために、抗原特異的Tおよび／またはB細胞プロファイリングを使用
することができる別の状況の例は、癌スクリーニングにおいて特異的癌自己抗原を使用す
ることである。癌細胞はしばしば、抗原性であり、且つ、免疫応答を誘発する異常分子を
産生する。患者が癌を発症する可能性を評価するために、そのような分子を血液または体
液で直接スクリーニングすることができる。しかし、癌が早期である場合、これらが処置
可能であり無症状である可能性が最も高い場合に、これらの抗原が血液または他の体液で
極めて低濃度で見出されるという点がこれらの方法の感度の制限因子であることが証明さ
れている。しかし、これらの抗原分子は免疫応答を誘発することができるので、これは腫
瘍成長を制御するには不十分でありうるが、早期癌を検出する手段として測定可能な十分
な力を有しうる。例えば、肺および乳癌細胞に特異的な抗原に対する抗体が検出されてお
り、この抗体を捕捉および検出するための抗原自体を用いて、これらの癌をスクリーニン
グするための手段としてこの抗体を使用することができる（M.Nesterova et al. Biochim
ica et Biophysica. Acta 2006: 1762: 398-403）。上述したように、これらのアッセイ
は異なる抗体クローンを識別する能力が欠けており、腫瘍抗原に対する任意の潜在的なT
細胞免疫応答を見逃す。上述の方法は、癌細胞に存在することが知られている抗原に結合
するTCRまたはBCRを発現する、T細胞および／またはB細胞の両方を濃縮するために使用す
ることができる。特定の個体においてこれらの抗原に対する免疫応答の一部である可能性
が高いTまたはB細胞を同定するために、本明細書に記載の発明を用いて、抗原特異的T/BC
R濃縮の前後にクロノタイプの頻度を得ることができる。
【０２７５】
　本発明を臨床的に実施することができるいくつかの方法がある。第一の態様においては
、深刻な腫瘍を発症するリスクがあると評価されている個体から血液を採取し、癌抗原に
特異的なセットに結合している細胞を濃縮する前後に完全なTおよびB細胞クロノタイププ
ロファイルがプロファイリングされる。これらの抗原は、単一の抗原種、抗原のセットま
たは抗原の複合混合物であってもよく、複数の腫瘍の単一の腫瘍からの物質の全混合物で
あってもよい。これらの抗原には、p53、c-myc、NY-ESO-1、BRCA1、BRCA2、HER2、MUC1、
CAGE、Sox2、GBU4-5、アネキシン1、cox-2が挙げられる。核酸およびアミノ酸配列パラメ
ータ、長さ、セグメントの使用などの他のパラメータに加えて、濃縮の前後での頻度の有
意な変化により、これらの抗原に対する免疫応答と関連する可能性が高いクローンを同定
することができる。癌を発症するリスクは、この種の単一の時点測定に基づいて、または
癌のリスクを計算するためにこれらのクロノタイプの頻度変化を用いる少なくとも第2の
時点から決定することができる。濃縮を第1の時点で行って関連する抗原特異的クロノタ
イプを同定し、リスクスコアを計算するために濃縮が行われない次の時点でこれらの関連
する抗原特異的クロノタイプを定量化することができる。
【０２７６】
　また、抗原特異的濃縮から関連するクロノタイプを予測するためのアルゴリズムを作成
するために集団研究を使用することができる。この集団研究では、公知の癌リスクを有す
る2以上の個体を得て、本発明の技術を用いて抗原特異的クロノタイプを同定する。癌リ
スクを有することが知られていない新たな個体において、この集団を使用して、疾患と関
連する抗原特異的クロノタイプを予測するために使用することができるアルゴリズムを作
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成する。
【０２７７】
J. 薬物有害反応
　薬物治療の効果はその有害作用により均衡が保たれていることが多い。大部分の薬物有
害反応（ADR）は正確に予測可能であり、且つ、用量依存的である。その他のADRは特異的
であり、これらの多くは免疫機構により引き起こされる。これらのADRのいくつかの素因
は特定のHLA遺伝子型に関連している。患者がADRを起こす傾向があるかどうかを投薬の前
に知っておくことが理想である。FDAは最近、HIV薬のアバカビルのラベルに、アレルHLA-
B* 5701を有する患者が薬物過敏反応を起こす傾向があるので、治療を開始する前にアレ
ルHLA-B* 5701の試験を行うことの提言を加えた。患者がADRを起こす傾向があるかを知る
ことが不可能である場合、血液試験を用いて症状のいずれかが現れる前に、ADRの兆候を
検出することが望ましい。免疫関連ADRを診断する方法がいくつかある。患者を薬物に曝
露させて薬物アレルギーを再現するインビボ方法（皮膚試験、皮内、パッチ試験および薬
物誘発試験）がいくつかある。インビトロ方法には、好塩基球活性化、薬物特異的IgEお
よび薬物特異的リンパ球刺激試験を評価することが挙げられる。薬物特異的リンパ球活性
化試験の様々な変形型が、リンパ球活性化の様々な特性を評価するために使用される。こ
れらには、リンパ球刺激、リンパ球遊走、リンパ球毒性およびリンパ球芽球化試験が挙げ
られる。その試験のいくつかの変形型には、CD69のような活性化マーカーまたは放出され
たサイトカインのレベルを評価することが挙げられる。一般的に、これらの方法の全ては
、すでにアレルギーを有する患者を診断するために使用されるが、過敏反応を予測するた
めには使用されない。さらなる問題が様々な技術を制限している。例えば、いくつかのイ
ンビボ試験では、患者が重大なアレルギー反応のリスクを伴う場合がある。好塩基球活性
化は関連する抗原に対する特異性が乏しく、薬物特異的IgEはIgEが関与するこれらのアレ
ルギー型（例えば、溶血性貧血およびアナフィラキシー）のみに関係している。従って、
薬物を投与する前または症状が現れる前のいずれかに、ADRを予測することができる方法
が必要とされている。Tおよび／またはB細胞レパートリーを評価することでそのような試
験を作成することができる。薬物と相互作用するクロノタイプを同定するために、いくつ
かのインビトロ方法を使用することができる。例えば、薬物と相互作用するクロノタイプ
を同定するために、特定の薬物を用いてリンパ球刺激試験を行うことができる。
【０２７８】
K. 組織損傷検出
　血液および体液および／または組織中の分子マーカーを使用することで、潜在的に損傷
した器官についての重要な情報を提供することができ、これにより疾患診断および治療介
入を提示することができることが示された。そのようなマーカーの一例は、心臓疾患の診
断の一環として、血液中のタンパク質トロポニンを検出することである。トロポニンは、
心臓組織の細胞内に多く含まれる心臓組織に高特異的な分子であり、健常な心臓を有する
個体では血液循環中に極めて低濃度で見出される。しかし、心臓疾患を発症した場合、細
胞死およびアポトーシスによりトロポニンおよび他の分子が血流へ流出し、この場合、EL
ISAアッセイを用いた高感度検出により心臓疾患と明らかに関連しているトロポニンの濃
度上昇を明示することができる。
【０２７９】
　このパラダイムは、同様の損傷を受けている可能性のある他の組織に容易に拡張するこ
とができるが、そのような技術は、診断的に関連のある情報を提供するために所与の組織
に十分に特異的なマーカーおよび器官損傷をもたらす可能性のある疾患過程の臨床的に有
用な時点で情報を提供するために組織損傷の早期に十分に豊富に存在するマーカーの両方
を同定するために、研究者の能力により制限されている。
【０２８０】
　ヒトの細胞に存在する表面マーカーは免疫反応を生じないが、細胞内の内部含有分子は
血流内に放出される場合に免疫原性でありうることが明らかになっている。癌の自己抗原
を検出する場合と同様に、このような器官損傷に関連する自己抗原は、これらの抗原と反
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応する免疫細胞を検出することで、トロポニンの場合に行われる種類の直接抗原検出によ
る想定よりも、より高感度に直接的に検出されうる。
【０２８１】
　従って、本発明は、個体の器官損傷のレベルについての診断知識を得るために使用する
ことができる。この態様においては、上述の方法を用いて、特定の種類のヒト組織内に見
出される分子に特異的な抗原と反応するTおよび／またはB細胞を濃縮する。クロノタイプ
がこれらの抗原と反応する可能性が高いかを確認するために、濃縮の前後のTおよび／ま
たはB細胞クロノタイプの頻度の変化を使用することができる。この方法は、配列パラメ
ータを使用する配列アルゴリズムとこの方法を組み合わせて、これらの濃縮されたクロノ
タイプのうちどれがこれらの抗原と最も反応する可能性が高いかを確認することができる
。また、公知の器官損傷を有する、抗原特異的な相関クロノタイプが経験的に同定されて
いる2以上の個体を含む集団研究を用いて、アルゴリズム情報を提供し、これを用いて後
続の個体においてこれらの相関クロノタイプと関連することが多い配列特性を同定するこ
とにより、これらの予測を改良することができる。
【０２８２】
　抗原特異的クロノタイプの相関を、相関するクロノタイプを同定および予測するために
少なくとも第1の時点で行うことができる。続いて、次の時点で採取した血液または体液
を、抗原特異的濃縮を用いてまたは用いずにプロファイリングして、これらの相関するク
ロノタイプのレベルを測定することができ、これを使用して、その時点でのその個体の特
定の器官に対する損傷の程度に相関する器官損傷スコアを作成することができる。これら
のクロノタイプのレベルを使用して、これらのレベルの経時変化が確立できるのと同様に
、このスコアを確立することができる。
【０２８３】
　特定の組織に対する抗原をこの態様において使用することができる。組織は、心臓、肺
、肝臓、腸、膵臓、食道、胃、腎臓、神経、精巣、卵巣、前立腺、胸腺、胎盤、子宮など
であり得る。これらの組織の各々に対する抗原は、これらの組織で特異的に発現すること
が知られている遺伝子産物の選択セットであり得る。これらの特異的に発現された遺伝子
産物は、これらの器官と他の器官との間に異なる遺伝子発現が生じた結果と考えられる。
抗原は、単一の抗原、抗原のセットまたは対象の組織由来の全ての細胞からの物質も含む
物質の複合混合物であってもよい。
【０２８４】
L. 特定域抗原への曝露の同定
　本発明の一態様においては、記載の方法は、特定域抗原に基づいて特定の地理的位置に
関連する免疫プロファイルのデータベースを作成するために使用される。これらの抗原は
特定域の花粉であってもよいが、これらに限定されない。これらの抗原は季節的成分を有
することができる。地理的位置に関する免疫プロファイルが作成されたとき、対象はデー
タベースと比較した現在の免疫プロファイルを有する。このような比較は、対象が最近、
特定域抗原に曝露したかどうかを決定するために使用される。一態様においては、この方
法は、対象が被験位置にいたかどうかを試験するために使用される。別の態様においては
、この方法は、対象がいた場所について事前に疑いがない場合に、対象がいた可能性が高
い位置を同定するために使用される。従って、1つまたは複数の抗原への個体の曝露を決
定するための本発明の方法は、（a）個体のB細胞および／またはT細胞の試料（そのクロ
ノタイプのレパートリーを含む）からクロノタイププロファイルを決定する段階；および
（b）そのプロファイルのクロノタイプを抗原特異的クロノタイプデータベースのクロノ
タイプと比較して、クロノタイプの一致レベルを決定する段階を含み、それによって、抗
原に曝露されたレベルを決定することができる。ここで、抗原特異的クロノタイプデータ
ベースは、1つまたは複数の抗原に特異的なヒトTCRおよび／または免疫グロブリン鎖の実
質的に全てのクロノタイプを含む。一態様においては、1つまたは複数の抗原は病原体抗
原からなる。別の態様においては、病原体はウイルスである。別の態様においては、その
ようなウイルスは、インフルエンザウイルス、天然痘ウイルス、C型肝炎ウイルス、コロ
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ナウイルス、デングウイルスまたはレンチウイルスである。一態様においては、そのよう
な抗原特異的クロノタイプデータベースは、ヒトTCRβおよびIgH鎖の実質的に全てのCDR3
領域からなるクロノタイプからなる。
【０２８５】
M. バイオテロ関連抗原への曝露の同定
　本発明の一態様においては、記載の方法は、バイオテロ関連化合物の産生に関連する可
能性が高い抗原と関連する免疫プロファイルのデータベースを作成するために使用される
。これらの抗原は兵器化可能なウイルスベクターであってもよいが、これらに限定されな
い。免疫プロファイルが作成されたとき、対象はデータベースと比較した現在の免疫プロ
ファイルを有する。このような比較は、対象が最近、バイオテロ関連化合物に曝露したか
どうかを決定するために使用される。一態様においては、この方法は、対象が特定の被験
化合物に曝露したかどうかを試験するために使用される。別の態様においては、この方法
は、どの化合物が予期されるかについて事前に疑いがない場合に、対象が可能性のある化
合物リストに曝露した可能性が高いかどうかを同定するために使用される。一態様におい
ては、試験される免疫プロファイルは、生物学的作用物質が見出された後に作成される。
例えば、バイオテロ攻撃の疑いのある個体が関係当局により同定される。対象から試料を
得て、上述の方法を用いて免疫プロファイルを得る。このプロファイルを多くの試料プロ
ファイルを含むデータと統計学的に比較する。試料プロファイルには、特定のバイオテロ
関連抗原を表す免疫プロファイルが含まれる。試料プロファイルには、特定の地理的位置
に1年の特定の時点にのみ存在する特定の抗原または抗原の組み合わせを表す免疫プロフ
ァイルが含まれる。対象の免疫プロファイルとこのデータベースを比較することにより、
対象が特定の地理的位置に特定の期間いたこと、そして、対象が特定のバイオテロ関連抗
原に曝露したことの証拠が得られる。この証拠はさらなる調査および審査過程に使用され
る。
【０２８６】
キット
　本明細書に記載の方法の商品化において、特定の体細胞再編成領域またはその一部を増
幅するためのキットが特に有用である。そのようなキットは、配列分析のためのクロノタ
イプの試料を調製するために、所定の体細胞再編成領域またはその一部を増幅するための
1または2段階PCR（上述したような）を実施するためのキットであってもよい。キットは
、一般的に、1つまたは複数の試薬（非限定的に、核酸プライマーなど）を容器（非限定
的に、バイアル、チューブまたはボトルなど）に入れて、これを市販に適したパッケージ
（非限定的に、箱、密封袋、ブリスターパックまたはカートンなど）に入れたものである
。
【０２８７】
　パッケージは、一般的には、包装されている試薬が患者の組織試料からクロノタイププ
ロファイルを作成する方法で使用することができることを表示する、ラベルまたは添付文
書を含む。本明細書で使用されるように、「包装材料」は、非限定的に、容器、バイアル
、チューブ、ボトル、袋、ブリスターパック、ラベル、タグ、指示書および添付文書を含
む、キット内で試薬を分配するためのパッケージングに使用される任意の物品を含む。そ
のようなキットの一例は、上述したような患者のT細胞または患者の末梢血リンパ球また
は患者の骨髄から抽出したDNAまたはRNAからTCRβ配列をチューブ1本で増幅させるために
必要な試薬を含む。そのようなキットの別の例は、上述したような患者のB細胞または患
者の末梢血リンパ球または患者の骨髄から抽出したDNAまたはRNAからIgH配列を複数のチ
ューブで増幅させるために必要な試薬を含む。後者の例において、必要な試薬には、上述
したような鋳型の入れ子セットを生成するための複数のプライマーセットが含まれる。一
般的に、上記の複数とは2または3または4である。後者の例の場合、一態様においては、3
つのプライマーセットが提供される。より具体的には、以下の3つのプライマーセットが
提供される。セット1には、表5の順方向プライマーおよび表8の逆方向プライマーが含ま
れ、セット2には、表6の順方向プライマーおよび表8の逆方向プライマーが含まれ、セッ
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ト3には、表7の順方向プライマーおよび表8の逆方向プライマーが含まれる。別の例にお
いては、キットは、1つまたは複数のPCRプライマーセットを含む上記試薬およびTaqポリ
メラーゼなどの耐熱性DNAポリメラーゼ、そしてRNAから配列を増幅する場合は逆転写酵素
を含む。プライマーは、上述したような患者試料中の個々のクロノタイプ配列をバランス
よく増幅させる量で存在しうる。本発明の一局面においては、プライマーの量はクロノタ
イプを確実にバランスよく増幅させる量で提供される。そのようなバランスのとれたマル
チプレックスPCRは当業者に周知であり、これは、非限定的に、個々のプライマーのアニ
ーリング速度を増大または低下させるために、反応中のプライマー濃度を調節すること、
ならびに／または対象領域内のプライマーの位置および長さを選択することを含む。一態
様においては、プライマーの量は、PCRにおけるその濃度が、各プライマーがそのプライ
マーの結合部位にアニーリングする比率が実質的に同一であるように選択される。別の態
様においては、プライマーの量は、試料中の各配列が、無作為試料のクロノタイプの平均
増幅量の2倍以内の量に増幅されるように選択される。さらに別の態様においては、その
ような無作為試料は、少なくとも100種のクロノタイプを含有する。
【０２８８】
　耐熱性DNAポリメラーゼおよび転写酵素は様々な製造業者から市販されている。キット
内の追加材料は、適切な反応チューブまたはバイアル、バリア組成物（一般的には、場合
によりマグネシウムを含むワックスビーズ）；必要な緩衝液およびdNTPなどの試薬を含む
、PCR実施用の反応混合物（濃縮されていることが多い、例えば、2×、5×、10×または2
0×）；ヌクレアーゼまたはRNaseを含まない水；RNase阻害剤；対照核酸（すなわち、内
部標準など）および／またはマルチプレックスPCR反応で使用することができる任意の追
加の緩衝液、化合物、補因子、イオン成分、タンパク質および酵素、ポリマーなどを含む
ことができる。
【０２８９】
　キットの成分は市販可能な方法で梱包される。例えば、PCRプライマーおよび／または
逆転写酵素は、アッセイを構築する際のフレキシビリティを高めるために個別に梱包して
もよく、あるいは、使い易さを高め、且つ、コンタミネーションを低減させるために一緒
に梱包してもよい。同様に、緩衝液、塩および補因子を個別にまたは一緒に梱包すること
ができる。キットは、また、組織試料からの核酸の手動または自動抽出に適する試薬およ
び機械部品を含んでもよい。これらの試薬は当業者に公知であり、一般的には、自由に設
計してもよい。例えば、自動プロセスの一態様においては、組織は、キットに付属の適切
な溶解溶液中で超音波破砕される。
【実施例】
【０２９０】
実施例1
自己免疫疾患の状態の決定
　脳脊髄液（CSF）および血液の試料を多発性硬化症の発現ピークを有する患者から採取
する。CSFおよび血液からCD4+細胞を単離し、T細胞受容体β遺伝子のCDR3をPCRにより増
幅させる。増幅させた断片をさらに増幅させ、Solexa配列決定のためのブリッジ増幅プラ
イマー結合部位および配列決定プライマー結合部位を加える。T細胞受容体β遺伝子の可
変領域を配列決定してクロノタイプを同定する。配列情報は、患者のクロノタイププロフ
ァイルを作成するために使用される。
【０２９１】
　該患者が多発性硬化症の比較的非活動状態であるときに別の血液試料を採取する。上記
と同じ手順を繰り返して、クロノタイププロファイルを作成する。ピークの症状発現時に
高く、且つ、非活動性状態において有意に減少するものとして、病的クロノタイプが同定
される。後の状態の該患者から別の血液試料を採取する。この時点で、T細胞受容体β遺
伝子CDR3領域の一つの断片のみを増幅し、次に配列決定する。このサブセットは病的クロ
ノタイプを含む。様々なクロノタイプのレベルを測定して、該患者の疾患状態を評価する
。
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【０２９２】
実施例2
TCRβレパートリー解析：増幅および配列決定の戦略
　この実施例において、TCRβ鎖を解析する。解析は、TCRβ配列の増幅、配列決定および
解析を含む。1つのプライマー

は、Cβ1およびCβ2の共通配列に相補的であり、全48種のVセグメントを増幅することが
できる34種のVプライマー（表1）が存在する。Cβ1またはCβ2は、J/C結合部から10位お
よび14位の位置で互いに異なっている。Cβ1またはCβ2のプライマーは16bpの位置で終了
し、Cβ1またはCβ2の優先性はない。
【０２９３】
　34種のVプライマーを、Van Dongen等の米国特許公報2006/0234234（参照により本明細
書に組み入れられる）の元のプライマーセットから改変する。
【０２９４】
　（表１）様々なVファミリーに相補的なプライマー配列
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【０２９５】
　Illuminaゲノムアナライザーを使用して、上記プライマーにより生成されたアンプリコ
ンを配列決定する。図2A～2Bに記載のようにメッセンジャーRNA転写物（200）の2段階増
幅を実施する。第1段階は上記プライマーを用い、第2段階にはブリッジ増幅および配列決
定用の共通プライマーを加える。図2Aに示すように、3'末端がJ/C結合部（204）から16塩
基であり、Cβ1（203）およびCβ2の2つのアレルに完全に相補的である20bpプライマー（
202）を片側に使用して、一次PCRを実施する。RNA転写物（200)のV領域（206）において
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、異なるV領域配列に相補的なプライマー配列を含有するプライマーセット（212）が提供
される（一態様においては34種）。プライマーセット（212）は、また、P7プライマー（2
20）に特異的なプライマー結合部位（218）を有するアンプリコン（216）を生成する非相
補的テール（214）を含有する。従来のマルチプレックスPCRの後、二次増幅のためのmRNA
転写物の多様なJ（D）V領域（206、208および210）および共通プライマー結合部位（203
および218）を含有するアンプリコン（216）が生成し、ブリッジPCRによるクラスター形
成のための試料タグ（221）およびプライマー（220および222）を加える。二次PCRにおい
て、鋳型の同じ側で、J/C結合部に最も近い10塩基の配列をその3'末端に有し、J/C結合部
から15～31位の17bpの配列が続き、P5配列（224）がそれに続くプライマー（図2Bの222、
本明細書において「C10-17-P5」と呼ぶ）を使用する。P5は、Solexa配列決定でのブリッ
ジPCRによるクラスター形成において役割を果たす。（C10-17-P5プライマー（222）が一
次PCRから生成した鋳型にアニーリングすると、J/C結合部に最も近い10塩基およびJ/C結
合部から15～31位の塩基の配列にプライマーがハイブリダイズするために、鋳型に4bpル
ープ（11～14位）が生じる。11～14位のループ形成により、Cβ1またはCβ2を有する鋳型
の差次的増幅が排除される。次に、J/C結合部に最も近い10塩基およびJ/C結合部から15～
31位の塩基の配列に相補的なプライマー(このプライマーをC'と呼ぶ)を用いて、配列決定
を行う。全ての増幅された物質が、クラスター形成において効率的に使用することができ
る無傷の末端を有するようにするために、C10-17-P5プライマーをHPLC精製することがで
きる。）
【０２９６】
　図2Aにおいて、Vプライマー（212）のオーバーハングの長さは14bpが好ましい。一次PC
Rはより短いオーバーハング（214）により支援される。あるいは、二次PCRのためには、
二次PCRがこの配列からプライミングされるので、一次PCRではVプライマーのオーバーハ
ングはできるだけ長いものが使用される。効率的な二次PCRを支援するオーバーハング（2
14）の最小サイズを調査した。2bp段階で10～30のオーバーハングサイズを有する二系列V
プライマー（2つの異なるVセグメント用）を作製した。適切な合成配列を用いて、その系
列の各プライマーにより一次PCRを実施し、増幅されたもの全てを示すためにゲル電気泳
動を実施した。二次PCR増幅の効率を測定するために、様々な一次PCR反応からのPCR産物
を鋳型として用い、Read2-タグ1-P7およびRead2-タグ2-P7をプライマーとして用いて、SY
BRグリーンリアルタイムPCRを実施した。全4系列のリアルタイムデータ（2つの異なるVセ
グメントを用いた2回の一次PCRおよび2つの異なるタグを含む異なるプライマーを用いた2
回の二次PCR）を用いて一貫性のある特徴が現れた。10～14bpサイズのオーバーハングで
効率が改善した。しかし、14bpを超えるオーバーハングでは効率はほとんど改善しなかっ
た。プライマーが高濃度であるために、その融解温度よりもはるかに高い温度で14bpが鋳
型をプライミングするのに十分となるため、オーバーハングが14bpほど小さくなった場合
に効率は高いままであった。同時に、鋳型は全てがcDNAなのではなく、全ての分子が14bp
のオーバーハングを有する複雑度の低いPCR産物であったため、特異性が維持された。
【０２９７】
　図2Aに示されるように、一次PCRは、RNA鋳型（200）のV領域（206）にアニーリングし
、共通の14bpのオーバーハングを5'テールに含有する34種の異なるVプライマー（212）を
使用する。14bpは、Illumina配列プライマーの1つ（Read2プライマーと呼ぶ）の部分配列
である。同じ側における二次増幅プライマー（220）は、P7配列、タグ（221）およびRead
2プライマー配列（223）を含む（このプライマーはRead2_タグX_P7と呼ぶ）。P7配列はク
ラスター形成に使用される。Read2プライマーおよびその相補体は、それぞれVセグメント
およびタグの配列決定に用いられる。1～96番のタグを有する96個のこれらのプライマー
セットを作製する（下記参照）。全ての増幅された物質が、クラスター形成で効率的に使
用することができる無傷の末端を有するようにするため、これらのプライマーはHPLC精製
される。
【０２９８】
　上記のように、二次プライマーであるC-10-17-P5（222、図2B）は一次PCRで生成した鋳
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型に隔たりのある相同性を有する。このプライマーを用いた増幅の効率を検証した。Cseg
P5と呼ばれるC-10-17-P5の代わりのプライマーは、一次ＣプライマーおよびP5を有する5'
テールに完全な相同性を有する。一次PCR鋳型の増幅においてC-10-17-P5およびCsegP5を
用いた効率は、リアルタイムPCRを実施することにより比較した。数回の繰り返しで、C-1
0-17-P5プライマーを用いたPCRは、CsegP5プライマーを用いたPCRと比較して効率にほと
んど違いが認められなかった。
【０２９９】
　図2A～2Bに示される2段階増幅から得られたアンプリコン（300）は、図3Aで示されるよ
うなIlluminaシーケンサーで一般的に用いられる構造を有する。分子の最も外側の部位に
アニーリングする2種のプライマー、Illuminaプライマー

が分子の固相増幅（クラスター形成）に使用される。分子ごとに3つの配列リードを行う
。100bpの一次リードを、Illumina配列決定プロセスに適切な融解温度を有するC'プライ
マーを用いて行う。二次リードは6bp長のみであり、単に試料タグを同定するためのもの
である。これはIlluminaタグプライマー

を用いて生成される。最終リードは、配列

を有するIlluminaプライマーであるRead2プライマーである。このプライマーを用いて、
一次PCRのVプライマー配列から開始する、Vセグメントにおける100bpリードが作成される
。
【０３００】
　同じ配列決定レーンで実行される異なる試料を識別するための6bpの配列タグのセット
を設計した。ここで、各々のタグは、セット中の他の全てのタグと少なくとも2つの違い
で異なる。2つの違いにより、仮に配列決定エラーが存在する場合でも、誤った試料への
リードの誤割り当てが妨げられる。また、タグが許容するギャップ、従って、配列決定に
よる1つの欠失または挿入エラーを比較するために行われるアラインメントにより、リー
ドは誤った試料に割り当てられることはない。タグを選択する際のさらなる特徴は、単一
塩基の連続（4つのAまたはTおよび3つのGまたはC）を制限すること、ならびにIlluminaプ
ライマーとの類似性がないことである。全部で143種のタグを作製し、その内の96種を使
用する。
【０３０１】
　TCRβの配列決定。プールしたオリゴおよび鋳型として1つのcDNA試料を用いた6回のマ
ルチプレックス増幅を用いた。各増幅の内の3回はAccuprimeを用いて、他の3回はハイフ
ィデリティーTaqを用いて行った。各酵素を用いた2回の増幅は、初期RNA 500ngに相当す
るcDNAを使用し、各酵素を用いた1回の増幅は10分の1のcDNAを使用した。6回の反応のそ
れぞれについて、一次および二次PCRを実施し、Illuminaプラットフォームおよび上記の
スキームを用いて増幅した物質を配列決定した。両側から100bpの配列が得られた。下記
と同じ概念を用いてデータの一次解析を行った。
【０３０２】
　アッセイの再現性を評価するために、2連の実験においてクロノタイプのレベルが一貫
しているかどうかを判定した。図5A～5Cに示されるように、同じ酵素および出発投入cDNA
量を用いた場合に高い相関が得られる（2つの比較はそれぞれ、r2＝0.944を有した）。異
なる酵素を用いた場合は相関が悪化し（4つの可能な組み合わせについて相関中央値r2＝0
.931）、より少ない投入cDNA（50ngのRNAのみに相当する）を増幅させるために2つの酵素
を用いた場合には相関はただわずかに減少した（r2＝0.924）。
【０３０３】
　図5A～5Cにおいて、各試料の同一配列を同定した。次に、配列エラーに対応するために
、配列の一次解析の項に記載の一般的なアプローチを用いて、いくつかのクロノタイプを
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のカウントを計算した。クロノタイプの一部（図示しない）は1つの試料中に存在するが
、別の試料中には存在しなかった。これは、クロノタイプを、1つの試料中に存在するが
他の試料中には存在しない別のクロノタイプとコアレスさせるアルゴリズムに起因する可
能性が高い。次に、試料におけるクロノタイプの頻度を、そのカウント数をその試料で得
られたリード総数で割ったものとして計算する。例えば、1,000,000のリードを有する試
料におけるクロノタイプに関して1,000カウントが認められる場合、その頻度は0.1％と計
算される。図7Aは、Accuprimeおよび投入鋳型として500ngのRNAに相当するcDNAを用いた2
つの2連の試料における、各クロノタイプの頻度のlog10を示す。これらの2連間の相関（r
2）は0.944である。図7Bは、投入鋳型として500ngのRNAに相当するcDNAおよびAccuprime
（X軸）またはハイフィデリティーTaq（Y軸）を用いた、各クロノタイプの頻度のlog10を
示す。相関中央値r2＝0.931を有する、この組み合わせでの4つの比較が存在する。図に示
した1つはr2＝0.929を有する。図7Cは、投入鋳型として50ngのRNAに相当するcDNAおよびA
ccuprime（X軸）またはハイフィデリティーTaq（Y軸）を用いた、各クロノタイプの頻度
のlog10を示す。認められた相関はr2＝0.924である。
【０３０４】
実施例3
IgHレパートリー解析：増幅および配列決定の戦略
　この実施例では、IgH分子のV領域を増幅させるために3種のプライマーを使用する。好
ましくは、プライマーは、最大頻度の体細胞変異を有するCDRを回避する領域に存在する
。3つの異なる増幅反応を実施する。各反応において、Vセグメントの各々は3種のプライ
マーの1つにより増幅され、全て同じCセグメントプライマーを使用する。別々の反応の各
々においてプライマーはV-D結合部からほぼ同じ距離であり、異なる反応のプライマーに
関しては距離が異なっており、それにより3つの反応のプライマーがVセグメントに沿って
間隔を置いて配置される。Vセグメントの最後の位置を0とすると、プライマーの第1セッ
ト（フレームA）はおよそ-255の位置に3'末端を有し、第2セット（フレームB）はおよそ-
160の位置に3'末端を有し、第3セット（フレームC）はおよそ-30の位置に3'末端を有する
。いくつかのVセグメント間の相同性を考慮すると、48種のVセグメント全ておよび多くの
公知のアレル（国際免疫遺伝学情報システム<<http://imgt.cines.fr/>>）を増幅させる
ために、A、BおよびCフレームそれぞれに23種、33種および32種のプライマーが必要であ
る。プライマーのリストを表2、3および4に示す。
【０３０５】
　（表２）フレームAのプライマー
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　（表３）フレームBのプライマー
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　（表４）フレームCのプライマー
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【０３０８】
　Cセグメント側では、それらの間で1塩基の違いを有する2つの配列

が、IgGの4つのセグメントおよび複数の公知のアレルをカバーする。TCRβ遺伝子の2段階
PCRと類似のスキームを用いる。
【０３０９】
　V側では、各Vプライマーにおいて同じ5'の14bpオーバーハングを使用する。二次PCRで
は、V側において同じRead2-タグX-P7プライマーを用いる。C側では、TCRβ増幅で使用し
た戦略と類似の戦略を用いて、異なるIgGセグメントおよびそれらの公知のアレル間の変
異を回避する。プライマー配列

は、図4Aに示すように、異なるIgGアレルの少なくとも1つに異なる塩基を有する20位をス
キップした、3～19および21～28位からのCセグメントの配列およびクラスター形成に用い
ることができるP5の配列を含む。
【０３１０】
　鋳型としてcDNAを用いて、3つのフレームに相当するプライマーの3つのプールを用いた
マルチプレックスPCRを実施した。一次および二次PCRの後、生成物をアガロースゲルで泳
動した。3つのプールから適切な相当するサイズの単一バンドを得た。
【０３１１】
　一態様においては、1つの試料由来の3つの異なる反応物を等モル比で混合し、配列決定
に供する。上述したような2つのIlluminaプライマーを用いて両方向から配列決定を行う
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。両側から100bpを配列決定する。D＋Jセグメントを包含する最大の生殖系列配列は、TCR
よりもBCRで約30bp長い。従って、結合部におけるヌクレオチドの除去および付加（Nヌク
レオチドおよびPヌクレオチド）の最終結果から、IgHおよびTCRβについて同様の分布が
生じるとすると、Cセグメント後の平均90bp、最大で120bpの配列がVセグメントの3'に到
達するのに十分である。従って、ほとんどの場合、Cプライマーからの配列はVセグメント
に到達するのに十分である。Illuminaアダプターの1つからの配列決定により、用いられ
たVセグメントならびにVセグメント内の体細胞超変異が同定される。配列が3つの増幅反
応のいずれに由来するかに応じて、Vセグメントの異なる部分が配列決定される。異なる
増幅反応に由来する異なるリードから、BCRの完全配列をアラインすることができる。完
全なCDR3配列を示す一方の末端からの配列決定反応により、異なるリードの正確なアライ
ンメントが非常に容易になる。
【０３１２】
実施例4
SLE患者試料におけるTCRおよびIgHレパートリー解析
　第一に、患者において疾患活動性と相関するクロノタイプが存在するかどうかを試験す
る。第二に、疾患と相関するクロノタイプと相関しないクロノタイプを識別する一連の配
列特徴および/または細胞表面マーカーを明らかにする。第三に、短期(例えば、3カ月)転
帰との相関など、クロノタイプ解析が臨床的に有用な情報を提供する程度を測定する。
【０３１３】
1. 疾患と相関するクロノタイプの存在
　2つの主要な課題が存在する：相関クロノタイプを同定すること、およびそれらのレベ
ルから疾患活動性を測定すること。臨床設定において、各患者について2段階でこれらの
課題を行うことができる：
1) 較正試験を行い、特定の患者について相関クロノタイプの独自性を決定することがで
きる。これは、相関クロノタイプレベルが最高レベルに達し得る症状発現のピーク時の各
患者について、IgHおよびTCRβ RNA(または単一細胞に由来する連結されたTCRα-TCRβ配
列)を配列決定することにより行うことができる。
2) モニタリング試験を行い、較正試験後の時点で相関クロノタイプのレベルを測定する
ことができる。これは、IgHおよびTCRβ RNAを配列決定し、同じ患者の較正試料において
同定された特異的相関クロノタイプのレベルを測定することにより行うことができる。相
関クロノタイプのレベルを用いて、これらの時点の疾患活動性を計算する。
【０３１４】
　上記のような増幅、配列決定、および一次解析開発を使用して、患者試料を評価する。
具体的には、1年間の経過観察期間およびこの期間中の連続的な血液試料を有する全身性
エリテマトーデス(SLE)患者のセットを評価する。これらの患者は、1年間にわたり3カ月
ごとにJohns Hopkins Medical SchoolのDr. Michele Petriによる診察を受け、全身性エ
リテマトーデス疾患活動性指標(SLEDAI)、医師による全般的評価(PGA)、ならびにC3(補体
3)および抗ds DNAレベルを含む複数の臨床検査を含む疾患活動性の臨床的尺度が、全患者
のすべての来診について利用可能である。患者に投与される薬物には、プレドニゾン、プ
ラキニル、NSAID、NSAIDType、アセチルサリチル酸(ASA)用量、プラビックス、利尿薬、A
CE阻害薬またはアンジオテンシン受容体遮断薬(ARB)、Caチャネル遮断薬、Triam、および
solumedrolが含まれる。経過観察中に少なくとも1度、SLEDAIでの3点の変化またはPGAで
の1点の変化によって規定される疾患活動性の顕著な変化を有した患者を調べる。全体と
して、これらの基準に当てはまる患者181名(全部で815例の血液試料を伴う)が存在する。
これらの全血液試料に由来するRNAを、上記のプライマーを用いたマルチプレックスPCRに
供して、IgHおよびTCRβ中のCDR3を包含する配列を増幅する。全増幅物質を(100万件のリ
ードまで)配列決定し、異なるクロノタイプの存在量を測定する。
【０３１５】
　臨床データ、配列決定を用いて、そのレベルが疾患活動性と相関するクロノタイプと相
関しないクロノタイプを識別する特徴を同定する。次に、血液IgHおよびTCRβプロファイ
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ルを用いて疾患活動性を決定するアルゴリズムを開発する。
【０３１６】
2. 相関クロノタイプの特徴の同定
　疾患に関連するクロノタイプは疾患活動性が高い時点で増加すると予測される。しかし
ながら、疾患活動性が高い時点で濃縮されたすべてのクロノタイプが、必ずしも疾患と相
関するわけではない。例えば、特定の患者では、疾患活動性が高い時点で濃縮されたクロ
ノタイプが10種存在し得るが、5種のみが疾患と相関する。これらの関連クロノタイプを
同定するために、疾患と明らかに相関するクロノタイプのサブセット、および疾患と明ら
かに相関しない別のセットを調べる。クロノタイプのこれら2つのクラスを識別する特徴
を調べる。
【０３１７】
　この実験設計において、患者は全員、1年の経過観察中に疾患活動性の顕著な変化を少
なくとも1回有する。各患者において疾患活動性のピーク時に得られたIgHおよびTCRクロ
ノタイプを解析する。最も高いレベルを有するクロノタイプの中から、相関および非相関
クロノタイプのセットを選択する。したがって、第1段階は、高レベルであるクロノタイ
プを明らかにすることである。解析に入れるクロノタイプを選択するための特定の基準は
、クロノタイプの頻度順位とクロノタイプのレベル(100万個当たりのクロノタイプリード
の数)の組み合わせ、およびクロノタイプが低頻度クロノタイプの分布に属さないという
証拠を含む。
【０３１８】
　高度蔓延クロノタイプ(HPC)と称される、各患者試料に由来するクロノタイプのこのセ
ットをさらに解析する。これらクロノタイプのそれぞれのレベルと臨床的尺度との相関を
評価する。SLEDAIスコアとクロノタイプレベルとの相関を計算する。各患者について、SL
EDAIと各HPCのレベルとの相関を評価するために用いることができる調査点が4～5つ存在
する。得られたこれらの相関の分布を調べる。HPCの大部分はSLEDAIと低い相関を有する
ことが予測される。高い相関の末端において、ランダムに生じると予測されるものを超え
るものが存在するかどうかを調べる。例えば、4つおよび5つのデータ点を用いると、相関
レベル(r2)の約2.5%および約0.6%が偶然に＞0.9となることが予測される。r2＞0.9を有す
るHPCがより高い比率であることにより、疾患と相関するクロノタイプの存在が示される
。相関クロノタイプの数とランダム期待値との比較に加えて、ある患者によるSLEDAIスコ
アと別の患者による個々のHPCのレベルとの相関を算出する並べ替え解析を行う。この並
べ替えから作成される相関の分布を、「バックグラウンド」相関として用いることができ
る。(その妥当性を確実にするために、異なる患者間のSLEDAI間に相関がほとんどないこ
とを確認する)。例えばr2＞0.9といった高い相関の末端における過剰な相関により、疾患
と相関するクロノタイプの存在が示される。相関クロノタイプのセットとして、最も高い
相関クロノタイプを選択する。偶然に設定閾値よりも高い相関を有するHPCの数は公知で
あるため(ランダムの仮定を用いた計算によるか、または上記の並べ替え解析を通じて)、
10%の誤発見率を有する、すなわち相関クロノタイプセットの10%が偶然に相関するような
方法で、相関クロノタイプを規定するための閾値を設定することができる。SLEDAIスコア
と相関をほとんど有さないHPCのセットを選択する。それらは非相関クロノタイプのセッ
トとして役立つ。これら2セットのクロノタイプをさらに解析して、それらを識別し得る
特徴を同定することができる。次に新たな試料中でこれらの特徴を探して、これらの試料
において疾患活動性と相関する可能性が高いクロノタイプを同定することができる。次い
でこれらのクロノタイプの血液レベルを追跡して、疾患活動性を決定することができる。
【０３１９】
　疾患活動性が変化する前にクロノタイプレベルが変化し得るという前提から、1つの厄
介な問題が生じる。したがって、SLEDAIと高度に相関するHPCのみを調べようと試みるこ
とにより、SLEDAIよりも早く変化する臨床的に有用なクロノタイプが排除され得るという
可能性がある。改良SLEDAI(MSLEDAI)スコアと相関するクロノタイプの別のセットを選択
する。MSLEDAIは、顕著な変化の直前の調査点を除いて、すべての調査点においてSLEDAI
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と同様である。そのようなデータ点では、MSLEDAIスコアはその点と次の調査点のSLEDAI
スコア間の平均値である。SLEDAIの前に変化するクロノタイプは、SLEDAIよりもMSLEDAI
とより良好な相関を示す可能性が高い。ランダムまたは並べ替えにより作成された期待値
によって予測されるよりも過剰な、MSLEDAIと高い相関を有するHPCの数を計算することは
、情報価値がある。
【０３２０】
　次に、相関クロノタイプと相関しないクロノタイプを識別する特徴を同定する。SLEDAI
またはMSLEDAIと相関するクロノタイプに関して厳密な様式で解析を行う。いずれの場合
にも、目的は、特徴のこれらセットがこの分類を正確に反復して、次の試料セットにおい
て相関クロノタイプの同定を可能にすることである。各患者は相関クロノタイプの特有の
セットを有すると予測されるが、トレーニング研究を設計して、(高疾患活動性時の)較正
試料から相関クロノタイプを予測する規則を作成する。2つの一般的な型のパラメータを
試験することができる：配列決定データ自体から得られるもの、および追加実験を使用し
得るもの。追加実験は、異なる細胞表面マーカーまたは他のマーカーを有する異なる細胞
の評価を含み得る。以下は、調べられるパラメータのいくつかの型である：
1) 配列モチーフ：モチーフは、相関するクロノタイプと関連する特異的なVもしくはJ領
域、組み合わせVJ、またはDJ領域内の短い配列であってよい。
2) クロノタイプのサイズ。
3) レベル：絶対レベル(100万個当たりのリードの数)または順位レベル。
4) 他のクロノタイプとの類似性：サイレント変化(同じアミノ酸をコードするヌクレオチ
ドの違い)を有するもの、または保存的アミノ酸変化を有するもののような、他の高度に
関連したクロノタイプの存在。
5) BCRに関して、クロノタイプにおける体細胞変異のレベル、および/またはいくつかの
生殖系列クロノタイプと体細胞変異によって異なる別個のクロノタイプの数。
【０３２１】
　これらのパラメータをそれぞれ、相関クロノタイプとの関連について個々に調べる。0.
05(多重試験に関して未修正)の閾値を設定して、相関クロノタイプの予測に寄与する可能
性が低い因子を排除する。多重パラメータであるため、多くの試験を行って、偶然に複数
の正の結果が生じる。しかしながら、この段階の主要目的は、パラメータにフィルターを
かけてより小さなセットにすることである。次に正のパラメータのセットを用いて、2セ
ットのクロノタイプを分類するためのアルゴリズムを作成する。2セットのクロノタイプ
を分類するために異なるパラメータを用いた機械学習アルゴリズムを使用する。過剰適合
のリスクを最小限に抑えるために、交差検定技法を使用する。このアルゴリズムを用いて
、各クロノタイプは、それが相関クロノタイプである可能性に相当するスコアを得る。次
に、それよりも上に相関的として、およびそれよりも下に非相関的としてクロノタイプを
分類するための閾値を設定する。交差検定技法により、分類の精度を推定することができ
る；例えば、クロノタイプを同等の群に入れ、1つの群を除いたすべてのクロノタイプを
アルゴリズムに用いる。次に最終群(試験群)中のクロノタイプを、残りのクロノタイプを
用いて得られたアルゴリズムを使用して分類する。これを群の数と同じ回数繰り返し、各
繰り返しにおいて、1つを除くすべての群をトレーニングに使用し、1つの群を分類する。
異なる繰り返しにおける異なる分類の平均精度から、アルゴリズムの精度を推定すること
ができる。これらすべての繰り返しにおいて、厳密なアルゴリズムはわずかに異なること
に留意すべきである。分類の精度は、最終的なアルゴリズムではなく、1つを除くすべて
のクロノタイプからのトレーニングデータを用いて作成された一連の関連アルゴリズムに
関するものであるため、分類の精度は推定である。
【０３２２】
　最終的に、2つの異なる相関クロノタイプセットにおいてトレーニングされた2つのアル
ゴリズムが作成される：一方はSLEDAIとの相関であり、他方はMSLEDAIとの相関である。
たとえトレーニングセット中のクロノタイプが異なっているとしても、これらのクロノタ
イプが実際に2つの異なる集団に由来するかどうかに応じて、結果として得られるアルゴ
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リズムは非常に異なる場合もあれば、そうでない場合もある。アルゴリズムを比較する。
加えて、これらのアルゴリズムを用いて、最初にトレーニングセット中に存在しなかった
相関クロノタイプを同定する。2つのアルゴリズムにおいて同定されたクロノタイプを比
較するが、2つのトレーニングセット中の最初のクロノタイプが同じ集団に由来したので
あれば、同定されたクロノタイプは非常に類似している可能性が高い。アルゴリズムの結
果が非常に類似していた場合を除き、両方のアルゴリズムを実行して、ループス疾患活動
性を測定するための相関クロノタイプを同定する。
【０３２３】
　疾患と相関するクロノタイプを同定する際の配列決定の力に、他の実験アプローチを付
加することができる。相関クロノタイプは、いくつかの細胞表面マーカーまたは他のマー
カーを有する細胞内に濃縮され得る。例えば、高レベルのCD27を有するB細胞が活動性ル
ープス患者において知られており、よって細胞のCD27集団中に相関クロノタイプが濃縮さ
れ得る可能性がある。これが真実であると裏付けられれば、高レベルのCD27を有する細胞
の濃縮を行うことにより、相関クロノタイプの予測を改善することができる。具体的には
、血液試料中の全B細胞に由来する、およびCD27が高いB細胞に由来するIgH配列で配列決
定反応を行うことができる。相関クロノタイプは、全血液試料中よりも、CD27が高い集団
中により高頻度で存在すると予測される。
【０３２４】
3. ループス疾患活動性を決定するためのIgHおよびTCRβプロファイルの使用
　上記の項では、相関クロノタイプの特徴を同定するためのクロノタイプに基づく解析を
記載した。加えて、その解析では、全HPCの一部のみを用いて、クロノタイプを相関的ま
たは非相関的として明らかに指定した。この項では、AutoImm(AI)スコアと称される疾患
活動性の尺度を計算することを目的とした、患者レベルでの解析を記載する。上記の項を
通して開発されたアルゴリズムを適用して、全HPCの中から相関クロノタイプを同定する
。これらの相関HPCのレベルを測定する。相関クロノタイプのレベルを、TCRクロノタイプ
の総数に対して、および疾患と相関しないと予測されるHPCに対して正規化することがで
きる。異なる時点におけるこれらの相関クロノタイプのレベルを用いて、これらの異なる
時点のAIスコアを計算する。
【０３２５】
　2つ以上の相関クロノタイプを有する患者では、これらの異なるクロノタイプのレベル
に関する情報を組み合わせる。加えて、IgHおよびTCRβクロノタイプからのデータを組み
込む。組み合わせを作成するために異なるアルゴリズムを試みる。例えば、相関クロノタ
イプレベルの平均値、中央値、合計、および最も高い相関クロノタイプレベルを検討する
。クロノタイプレベルは、その単純なリニアリードカウント(linear read count)、その
対数、またはいくつかの他の換算であってよい。それは潜在的に、相関クロノタイプと非
相関クロノタイプの違いであってよい。さらに、荷重平均の方法を使用することもできる
。荷重は、クロノタイプが相関している可能性に基づき得る。
【０３２６】
　どのモデルが最適であるかを評価するために、すべてのモデルを評価して、AIスコアと
SLEDAIスコアとの間で最も高い相関を生じるものを同定する。この解析のために、全患者
による全調査点から得られた全データにわたり、SLEDAIスコアとAIスコアの相関を行う。
過剰適合の程度を推定および改善するために、交差検定技法を使用する。測定された相関
のレベルは、AIスコアとSLEDAIスコアの「横断的」関係を反映する。SLEDAIに加えて、C3
および抗ds DNA抗体レベル、ならびに腎臓徴候を有する患者については尿タンパク/血清
クレアチニン、および血清学的障害を有する患者については血球数のような、他の臨床的
尺度との相関を調べる。相関は、患者の高疾患活動性および低疾患活動性への分類に起因
してよく、必ずしも患者内でAIがSLEDAIスコアと相関していることの反映とは限らない。
これを実証するために、「縦断的」評価を行う。
【０３２７】
4. 縦断的解析
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　縦断的解析では、2つの一般的疑問を評価する：ある調査点のAIスコアは同時点の疾患
活動性を予測するか、およびある調査点のAIスコアは、例えば3カ月後の次の調査点とい
った、後の時点の疾患活動性を予測するか。
【０３２８】
　同じ調査点におけるAIスコアとSLEDAIスコアの関係を2つの方法で評価する。最初に各
患者においてAIとSLEDAIとの相関を算出し、次に患者相関レベル平均値および中央値を計
算する。上記の横断的解析で認められた相関が、高疾患活動性患者と低疾患活動性患者の
分類に起因し、個々の患者内の疾患活動性の変化に起因しないのであれば、個々の患者に
おける縦断的相関は低い可能性がある。患者相関レベル中央値が高いことにより、AIが、
個々の患者レベルでSLEDAIスコアを反映することが示唆される。AIスコアとSLEDAIスコア
との相関に加えて、AIと、C3および抗ds DNA抗体レベル、ならびに腎臓徴候を有する患者
については尿タンパク/血清クレアチニン、および血清学的障害を有する患者については
血球数のような、他の関連尺度との相関を評価する。
【０３２９】
　AIスコアが個々の患者において疾患活動性変化を測定する能力を実証するための別の方
法は、同じ患者における高疾患活動性と低疾患活動性の状態の識別におけるその精度を測
定することによる。181名の患者それぞれについて、SLEDAIが最高レベルである点(高疾患
活動性点に換えてHDAPと称される)および最低レベルである点(低疾患活動性点に換えてLD
APと称される)の2つの調査点を選択する。全HDAPのAIの分布と全LDAPのAIの分布を比較し
、それらが異なるp値を計算する。加えて、各患者においてHDAPにおけるAIがLDAPよりも
高い頻度を評価する。個々の患者においてAIが疾患活動性と共に変化しない場合には、わ
ずか50%の割合で、HDAPにおけるAIがLDAPにおけるAIよりも高いことが予測される。HDAP
におけるAIがLDAPにおけるAIよりも有意な違い(すなわち、起こり得るAIの変動を上回る)
で高い割合を測定する、別の解析を行う。AIの変動を測定するために、全患者による全調
査点を使用し、SLEDAI値の異なる瓶におけるAIの標準偏差(および相対標準偏差)を計算す
ることができる。これにより全患者にわたる相対標準偏差(AI-RSDall)がもたらされるが
、この値はSLEDAIに依存する場合もあれば、そうでない場合もある(すなわち、AI-RSDall
は異なるSLEDAI値において異なり得る)。HDAPにおけるAIが、AI-RSDallの特定数(例えば
、2)の差をつけて、LDAPにおけるAIよりも高い患者の割合を計算することができる。何名
かの患者において計算されたAIがSLEDAスコアから予測されるよりも一貫して高い(または
低い)という、いくらかの系統的バイアスが存在し得る。したがって、AI-RSDallは、患者
内のAIの固有の変動と、類似のSLEDAIを有する患者に関するAIの系統的な違いの組み合わ
せである。AIの固有の変動は、患者内の類似のSLEDAI値(＜2点の差)を有する調査点間でA
Iスコアの標準偏差(および相対標準偏差)を算出することにより、患者内で計算すること
ができる。相対標準偏差の全患者間の中央値を計算することができる(AI-RSDpt-med)。次
に、HDAPにおけるAIが、AI-RSDpt-medの特定数(例えば、2)の差をつけて、LDAPにおけるA
Iよりも高い患者の割合を評価することができる。
【０３３０】
　AIが実際に個々の患者内でSLEDAIと共に変動することが実証された後、AIが3カ月後の
次の調査点におけるSLEDAIを予測し得るかどうかを評価する。そのことを評価するために
、時点0のAIスコアと＋3カ月の時点のSLEDAIとの間の相関レベルを定量することができる
。患者レベルで相関を計算することができ、次に患者相関中央値を得ることができる。AI
が近い将来の疾患活動性を予測する能力を実証するための別の方法は、3カ月先の疾患活
動性の予測におけるAIの感度および特異度を評価することである。臨床的に、現在の管理
で良好である患者とそうでない患者を識別することができる。特定の時点の患者の状態を
2つのクラスのうちの1つに分類する：管理不良(PC)、3カ月中に高疾患活動性(SLEDAI＞6
点)および/またはフレア(SLEDAI増加3点)を有する患者が含まれる、ならびに管理良好(GC
)、3カ月中に低または中程度疾患活動性(SLEDAI＜6)および/または疾患活動性の有意な軽
減(SLEDAI減少3点)を有する患者が含まれる。次にAIの異なる閾値を用いて、分類感度を
評価することができ、また特異度を得ることができる。3カ月早く患者の状態(PCまたはGC
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)を予測する際のAIの性能を記載するROC曲線を作成することができる。この試験によって
得られた性能を、SLEDAI、抗ds DNA、およびC3レベルを含む標準的な臨床的尺度の性能と
比較する。
【０３３１】
　AIが3カ月後のSLEDAIスコアの変化を予測する能力を評価するための解析もまた行う。
全患者の全調査点からのデータを用いて、AIスコアとSLEDAIスコアの関係をプロットして
、上記で論じたように「横断的」相関レベルを同定することができる。これにより、同じ
調査点におけるSLEDAIとAIの関係が決まる。この関係は、AIスコアが与えられる場合にSL
EDAIスコアの予測を可能にする(逆もまた同様)式と適合する。AIがフレアを予測するので
あれば、ある調査点1におけるSLEDAIの変化に先行して、時点0でAIが変化する。したがっ
てフレアが時点0と1の間で起こる場合、時点0のAIスコア(AImeasと称される)は、調査点0
のSLEDAIが与えられる場合に予測されるスコア(AIexpと称される)よりも高い。一方、調
査点0と調査点1の間で疾患活動性に変化がない場合には、時点0のAIスコアは、調査点0の
SLEDAIが与えられる場合に予測されるスコアと非常に類似している。AImeasとAIexpの差
をAImeasで除算することにより、相対的AI変化(Rel-AI-diff)を計算することができる。R
el-AI-diffの異なる閾値を用いて、3カ月後のSLEDAIの有意な変化を予測する上でのAIの
感度および特異度を評価することができる。閾値は二方向性であってよく、特定の調査点
におけるRel-AI-diffが特定閾値よりも高い場合にはフレアが予測され、同様にそれが特
定閾値の負数よりも低い場合には、SLEDAIの有意な減少が予測される。一方、調査点にお
けるRel-AI-diffが閾値とその負数の間にある場合には、疾患活動性の有意な変化は予測
されない。Rel-AI-diffの多くの異なる閾値を用いて、感度と偽陽性の取引を示すROC曲線
を作成することができる。SLEDAI、抗ds DNA、およびC3レベルを含む標準的な臨床的尺度
を用いて、同様のROC曲線を作成することができる。
【０３３２】
　異なるSLEDAI値においてAIの変動が異なる場合には、上記の解析を精緻化する。上記の
項では、AI-RSDallおよびAI-RSDpt-medの計算を記載し、それらが異なるSLEDAI値におい
て変化するかどうかの評価について言及した。それらが変化する場合には、上記の通りに
ROC解析を行うことができるが、Rel-AI-diffの異なる閾値を用いる代わりに、AI-RSDall
およびAI-RSDpt-medの異なる閾値を使用する。この試験によって得られた性能と、SLEDAI
、抗ds DNA、およびC3レベルを含む標準的な臨床的尺度の性能を比較する。
【０３３３】
　上記の解析では、時点0のAIスコアから時点1のSLEDAIを予測する試みを行う。時点0の
絶対レベルに加えて、時点-1から0までのAIの変化は、時点1のSLEDAIの予測において情報
価値がある可能性が高い。例えば、調査点-1においてX-1というAIスコアを有する患者が
いて、時点0においてAIスコアが、X-1よりもかなり高い新たな値X0まで増加すると考えて
みる。この患者は、AIが調査点-1および0においてX0で安定している患者よりも、時点1に
おけるフレアの可能性がより高い。AIの変化または速度のこの概念を取り入れて、改良AI
(MAI)スコアを作成する。時点0のMAIを作成するには、時点-1および時点0のAIスコアが必
要であり、よって患者ごとに1つのデータ点はそれに付随するMAIを有さない。MAIを得る
ために、AIの算出に速度を取り込むための特定の式を最適化する。この最適化は、MAIと3
カ月後のSLEDAIとの相関の最大化によって行うことができる。交差検定設計を用いて、過
剰適合の程度を評価および制御する。全試料のデータ点について相関を行うことができる
だけでなく、患者レベルでも相関を行うことができ、全患者間の相関中央値を評価するこ
とができる。後者のアプローチにより、低すぎるまたは高すぎるAIスコアの系統的バイア
スを有する何名かの患者の問題が改善される。MAIを用いて、AIについて言及したのと同
じ型のROC解析を行い、3カ月後のSLEDAIを予測するその能力を評価することができる。ま
ず、AIについて記載したのと同様に解析を行って、時点0のMAIが時点1のPC状態とGC状態
を識別する能力を示すことができる。加えて、時点0と1の間の有意な疾患活動性変化(SLE
DAI変化3点)を予測する時点0のMAIの能力を評価するために、AIについて記載したのと類
似の解析を行うことができる。この後者の解析では、Rel-AI-diff、AI-RSDall、またはAI
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-RSDpt-medの異なる閾値を用いることができる。MAIの性能をAIの性能と比較して、速度
因子の付加が有用であるかどうかを判定する。
【０３３４】
　記載した研究の1つの厄介な問題は、研究の経過観察期間中に異なる患者に対して治療
の変更が行われることである。これは、疾患活動性の予測を複雑にする可能性が高い。例
えば、時点0において同じAIスコアを有する患者が2名いて、それらの患者のうち一方が同
時点で薬物を減量したと考えてみる。この患者が時点1で疾患活動性の上昇を有する可能
性は、時点0で薬物を変更しなかった患者よりも高い可能性がある。これは、AIの性能の
過小評価を招く可能性が高い。これを緩和する1つの方法は、顕著な薬物変更を伴う点を
すべて研究から排除することである。別の方法は、患者が薬物を変更したかどうかを含め
るようにAIスコアを修正し、薬物修正AIを作成することである。このようにして、2名の
患者による上記の例において、薬物変更を伴う一方の患者はより高い薬物修正AIを有する
。
【０３３５】
5. 他の予測マーカーとの統合
　疾患活動性マーカーの予測能を最大化することができる。したがって、他のマーカーと
統合したTCR/BCRレパートリー情報の予測能を試験する。これらのマーカーには、抗ds DN
AおよびC3レベルのような、診療所で用いられる標準的なマーカーが含まれる。これには
、公表されている他のマーカーもまた含まれる。例えば一連のケモカインは、用いられる
患者と同じ患者セットを使用して、いくらかの予測能を有することが既に示されている。
この一連のものにより、TCRおよびBCRレパートリーの予測能が増大するかどうかを評価す
る。第1段階は、AIスコアとさらなる尺度を統合して、拡大AI(EAI)スコアを作成すること
である。統合を行うための様々な方法を評価することができ、EAIと3カ月後のSLEDAIとの
相関の最大化により、これを最適化することができる。交差検定設計を用いて、過剰適合
の程度を評価および制御する。EAIを用いて、GCとPCを識別する、および疾患活動性の変
化を予測するその能力によって、3カ月後の疾患活動性を予測する能力を評価する。疾患
活動性および疾患活動性の変化の測定における性能を、上記のようにROC解析を通して表
すことができる。
【０３３６】
6. 検証
　試験する変数の数は、試料数と比較して多い。これは、最初は有望であるが、後の研究
において検証され得ない結果を伴う過剰適合に結びつき得る。過剰適合のある程度の限度
を得るために、トレーニングにおいて交差検定アプローチを用いる。しかしながら、独立
した試料セットにおける検証は後の研究に関与する。これはこの提唱の要素ではないが、
この指標は臨床的に適用可能であり得る。上記で得られたデータを用いて、AI、MAI、ま
たはEAIが検証されるかどうか、および関心対象の尺度を計算するための特定の方法を決
定することができる。検証には1つの特定のアルゴリズムを使用する。加えて、1つまたは
複数の特定の終点を規定する。3カ月後のGCとPCを識別する能力においてAIの感度および
特異度を評価して、AIが疾患活動性を予測する能力を評価することができる。別の例では
、特定のRel-AI-diff閾値を用いて、3カ月内の有意な疾患活動性変化を予測するAIの感度
および特異度を評価することができる。
【０３３７】
実施例5
薬物治療に対するSLE患者の応答の測定
　提供する本発明の方法を用いて、薬物治療に対するSLE患者の応答を測定する。重篤な
副作用を伴う高価な薬物を投与されているSLE患者がその薬物に応答しているかどうかの
判定は、患者ケアにおいて、およびまたそのようなケアの管理を費用効率的にする上で役
割を果たす。疾患活動性の多くの臨床的指標は治療に対して、不正確に、かつ最長数カ月
という時間差の後に応答する。この期間に、疾患は進行する可能性があり、副作用によっ
て治療に複雑さが加わる可能性がある。薬物応答を即座に理解することにより、患者はよ
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り効果的な治療により迅速に切り替えることができるようになる。
【０３３８】
　本実施例において、ループスと以前に診断された35歳のアフリカ系アメリカ人女性は、
かかりつけのリウマチ専門医を受診する。患者の疾患状態は、C3、抗ds DNA抗体レベル、
血球数、および検尿を含む臨床検査に加えて、総合的臨床的評価を通して、3カ月ごとに
評価を受ける。ある来診時に、患者は皮膚病変および疲労を訴え、検尿からタンパク尿お
よび/または細胞性円柱の証拠が示される。リウマチ専門医はこの患者に、腎臓の炎症状
態を評価するために腎生検を受けるよう腎臓専門医を紹介し、腎機能の障害の程度を評価
するために、血清クレアチニンおよび24時間尿タンパク/クレアチニン比を指示する。腎
生検からびまん性ループス腎炎の証拠が示され、尿タンパク/クレアチニン検査からネフ
ローゼ症候群の証拠が明らかになる(尿タンパク/クレアチニン比3.6)。この情報に基づい
て、急性ループス腎炎との診断が下され、患者は薬物治療の過程を開始する。この時点で
は、選択され得る可能な薬物がいくつか存在する。重症例では場合により、メトトレキサ
ート、アザチオプリン(Imuran)、シクロホスファミド(cytoxan)などの薬物が処方される
が、多くの場合にミコフェノール酸モフェチル(Cellcept)などの免疫調節剤が用いられる
。リツキシマブ(Rituxan)もまた、第2選択または第3選択として用いられる場合がある。
急性症状を抑えるために、これらの薬物の1つが、プレドニゾンまたはメチルプレドニゾ
ロンなどの全身性ステロイド剤と併用される場合が多い。ここでは、60 mgのプレドニゾ
ンと共に、1日当たり150 mgのミコフェノール酸モフェチルが処方される。長期的な骨粗
鬆症、高血糖、体重増加、および他のクッシング症候群のリスクを含むステロイド剤の多
くの副作用を考慮して、臨床像が許容する場合には、患者のプレドニゾン用量を約6週間
かけて漸減する。
【０３３９】
　判断する最初の疑問は、患者が治療に応答しているかどうか、および結果としてステロ
イド剤の用量を適切に減量することができるかということである。したがって、この期間
中、患者の血清クレアチニンならびに尿タンパクおよびクレアチニンを追跡して、患者が
薬物に応答していることを確実にする。頻繁に腎生検を行い、炎症性損傷が回復している
かどうかを検出することができる；しかしながら、腎生検の日常的な使用はあまりにも大
きなリスクを伴い、侵襲性が高すぎて実用的ではない。炎症状態を評価するために用いら
れている血液に基づく現在のマーカーは、信頼するには基礎疾患との良好な相関が十分で
はないという点で、この決定を下すにはあまり役に立たず、高用量のステロイド剤に付随
する副作用増強のリスクに曝すことになる。血清および尿機能マーカーは、炎症状態の改
善を検出するのにいくらか遅れを有する可能性があり、よってこれらのマーカーが決定的
な変化を示す前にステロイド剤が漸減され、ひいては腎フレアの期間が長引く可能性があ
る。より感度の高いマーカーによって情報提供されるより緩徐な漸減は、これらの症例に
おいて、フレア期間を短縮して、腎組織に対するさらなる損傷を防ぐことができたはずで
ある。ステロイド剤のおよそ10 mgの維持用量への減量後、患者は、尿中タンパク質のレ
ベルの持続的な上昇、および2という高い尿タンパク/クレアチニン比を示す可能性があり
、医師はここでCellceptから別の薬物に切り替えるかどうかを決定しなければならない。
これに対する賛成論は腎機能の喪失の継続的な証拠であるが、炎症腎臓状態の正確な尺度
はなく、疾患自体は寛解期にあり、それにもかかわらずタンパク尿のこのような持続的な
レベルを生じるいくらかのレベルの不可逆的な腎臓損傷をもたらしたのかどうかを知るこ
とは難しいと考えられる。ここで再度、血液に基づく既存のマーカーは情報価値が不十分
であり、さらなる腎生検は実用的でない。この決定は、疾患状態の血液に基づく正確な測
定によって大いに支援される。
【０３４０】
　AutoImm Loadは、単独でまたは疾患活動性の他のマーカーと併用して疾患活動性を測定
することにより、治療に対する応答を評価するのにこの状況において非常に役立つ。上記
の研究を用いて、AutoImm Loadのためのアルゴリズムを開発する。較正試験を用いて、Au
toImm Loadを算出するために用いられる相関クロノタイプを測定する。この較正試験は、
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例えば治療の開始時のようなピーク疾患活動性の時点の患者に由来する血液を用いて行う
。血液を用いて、または代わりに罹患組織(例えば、腎生検標本または皮膚生検標本)を用
いて、較正試験を実施する。治療に対する応答を評価すべき後の時点で、血液試料を採取
し、較正試験と共に用いて、AutoImm Loadを測定する。これを用いて、治療決定を下す。
相関クロノタイプが集団研究に由来する場合には、較正試験の必要はなく、治療決定の情
報を提供するためにAutoImm Loadを測定するには、治療に対する応答を評価すべき時点の
血液検査で十分である。
【０３４１】
実施例6
SLE患者に対する治療を漸減または中止するのに適した時点の決定
　提供する本発明の方法を用いて、SLE患者に対する治療を漸減または中止するのに適し
た時点を決定することができる。疾患活動性の臨床的尺度によって示され得る時間差に加
えて、さらなる困難はこれらの測定の感度の欠如にある。治療があまりにも早く漸減され
る場合、無症候性疾患はそれでもなお疾患の再度のフレアを招き得る。この結果として、
免疫抑制治療の過程は典型的に、平均的な患者にとって再度のフレアのリスクが低いこと
を確実にするために、平均的な患者に必要な期間よりもはるかに長く、さらになお分布の
末尾にとって十分長くあり得る期間行われる。したがって、副作用およびコストをもたら
す顕著な過剰治療が大部分の患者において行われ、一方で一部の患者の過少治療が行われ
て、潜在的に予防可能な再度のフレアが起こる。再度のフレアのリスクを予測する、無症
候性活動性を測定し得る方法により、設計による過剰治療に依存する代わりにそのような
尺度に基づいて、治療を漸減できるようになる。
【０３４２】
　本実施例において、実施例7による患者はプレドニゾンおよびミコフェノール酸モフェ
チルを6カ月間使用し、尿タンパク/クレアチニン比が0.5のレベルまで回復する。このレ
ベルは健常個体において予測される基線レベルを依然として超えているが、このレベルが
、可逆的でないいくらかの腎臓損傷によるものではないということは明らかではない。炎
症の他の臨床的尺度は正常であり、患者は他の症状を何ら報告していない。同時に、患者
は、薬物に対して起こり得る副作用として中程度のレベルの嘔気および体重上昇を経験し
ており、この薬物は加えて重篤な長期副作用がある。医師は困難な決断に直面する：腎臓
炎症の再発およびさらなる長期の不可逆的腎損損傷の可能性をもたらし得る、Cellceptお
よび/またはステロイド剤をあまりにも早く漸減することの不安と、薬物に起因して起こ
り得る有害反応をはかりにかける。ここで再度、腎生検を行う必要のない疾患状態の明白
な評価は、この決定を下す上で役割を果たす。ステロイド剤の度重なる試行を通して、ス
テロイド剤を減量する試みが推奨され、これによって同じ臨床的ジレンマの再発が起こる
。実際に、患者が寛解期にあり、かつ患者がステロイド剤および免疫調節剤を使用してい
る場合には常に、この問題が生じる。
【０３４３】
　AutoImm Loadは、単独でまたは疾患活動性の他のマーカーと併用して疾患活動性を測定
することにより、治療を漸減するかどうかを評価するのにこの状況において非常に役立つ
。上記の研究を用いて、AutoImm Loadのためのアルゴリズムを開発する。較正試験を用い
て、AutoImm Loadを算出するために用いられる相関クロノタイプを測定する。この較正試
験は、例えば治療の開始時のようなピーク疾患活動性の時点の患者に由来する血液を用い
て行う。血液を用いて、または代わりに罹患組織(例えば、腎生検標本または皮膚生検標
本)を用いて、較正試験を実施することができる。疾患活動性のレベルを評価すべき後の
時点で、血液試料を採取し、較正試験と共に用いて、AutoImm Loadを測定することができ
る。これを用いて、治療決定を下し、および患者が任意の検出可能な疾患活動性を有する
かどうかを評価する。相関クロノタイプが集団研究に由来する場合には、較正試験の必要
はなく、治療決定の情報を提供するためにAutoImm Loadを測定するには、治療に対する応
答を評価すべき時点の血液検査で十分である。
【０３４４】
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実施例7
SLE患者におけるフレアの予測
　SLE患者の治療における1つの課題は、何の兆候もなくフレアが起こり、そのため疾患を
予防的に治療しようという医師の努力が打ち砕かれるという事実によって表される。フレ
アが起こるのを待ってから治療を開始することで、患者は潜在的に破壊的な臨床症状に曝
され、高額でかつ不便な入院が必要となりかねず、それ自体副作用を伴う積極的治療介入
を必要としつつ、起こるべき長期の器官損傷が生じ得る。なおさらに望ましいパラダイム
は、無症候期にフレアが検出され、その時に先を見越して著しい苦痛を取り除く治療が患
者に施され得、結果として入院費用が安くなり、最終的に患者にとってより良好な長期予
後が可能となる治療パラダイムである。
【０３４５】
　実施例7による患者は上記の急性フレアから回復しつつあり、プラキニルおよび低用量5
 mgのプレドニゾンを除くすべての治療を漸減されている。それにもかかわらず、この患
者は別の炎症症状発現を有するリスクが依然として高い。結果として、この患者は、患者
の臨床症状および臨床検査の追跡を継続するリウマチ専門医にかかり続ける。残念なこと
に、患者がフレアおよびそれ自体の連続した反復の臨床症状を実際に呈すまで、これらの
症状および検査から差し迫ったフレアの初期兆候は提供されない。その後1～3カ月以内に
臨床的に検出可能な段階に達し得るフレアの明白な徴候を検出するために、上昇する無症
候性活動性の高度に特異的なマーカーを、患者の日常的な臨床的評価に含めることができ
る。治療をより早く開始することで、フレアの重症度は軽減される可能性があり、また現
在の場合よりも器官損傷の期間が短いか、または使用ステロイド剤の少ない治療の達成が
可能となり得る。
【０３４６】
　AutoImm Loadは、単独でまたは疾患活動性の他のマーカーと併用して疾患活動性を測定
することにより、初期フレアの可能性を評価するのにこの状況において非常に役立つ。こ
のスコア自体を、またはこのスコアの増加率(速度)もしくは加速度を用いて、フレアへの
進行の可能性を評価することができる。上記の研究を用いて、AutoImm Loadのためのアル
ゴリズムを開発することができる。較正試験を用いて、AutoImm Loadを算出するために用
いられる相関クロノタイプを測定することができる。この較正試験は、例えば治療の開始
時のようなピーク疾患活動性の時点の患者に由来する血液を用いて行うことができる。血
液を用いて、または代わりに罹患組織(例えば、腎生検標本または皮膚生検標本)を用いて
、較正試験を実施することができる。治療に対する応答を評価すべき後の時点で、血液試
料を採取し、較正試験と共に用いて、AutoImm Loadを測定することができる。これを用い
て、治療決定を下すことができる。相関クロノタイプが集団研究に由来する場合には、較
正試験の必要はなく、治療決定の情報を提供するためにAutoImm Loadを測定するには、フ
レアリスクを評価すべき時点の血液検査で十分である。
【０３４７】
実施例8
SLE患者の自覚症状を評価するための客観的尺度
　SLEは多くの器官を侵し、健常集団において非常によく見られるものを含む多くの潜在
的症状を生じる。例えば、SLE患者が頭痛を訴える場合、頭痛はCNSループスの徴候である
可能性があり、または一般的頭痛に起因し得る。同様に、SLE患者がある期間にわたり疲
労悪化を訴えた場合、この疲労悪化は患者の疾患の憎悪に起因する可能性があり、または
鬱もしくは他の原因に起因し得る。疾患活動性を反映する客観的尺度を利用できることは
、SLE患者の管理に非常に役立ち得る。
【０３４８】
　実施例7による患者は、リウマチ専門医に頭痛、疲労、および集中力の欠如の主訴を示
す。患者の頭痛は再発性であり、Motrin治療によって一時的に良くなるにすぎない。患者
のSLEはその他の点では良好に管理されている。患者の生活における関連する心理社会的
ストレス要因には、患者が離婚を経験中であることが含まれる。医師は、SLEに非特異的
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であり、一般集団においてよく見られる症状を伴うSLE患者に直面する場合に、ジレンマ
に陥る。患者はCNSループスを患っているのか？　または患者は、鬱のような、患者の症
状の他の一般的な原因に苦しんでいる可能性があるのか？　現在の臨床検査は、現時点で
これらの可能性を識別するために信頼すべき感度および特異度を欠いている。SLE疾患活
動性を測定するための信頼性のある試験を日常的に使用して、2つの可能性の識別を支援
することができる。
【０３４９】
　AutoImm Loadは、単独でまたは疾患活動性の他のマーカーと併用して、疾患活動性を客
観的に評価するのにこの状況において非常に役立つ。上記の研究を用いて、AutoImm Load
のためのアルゴリズムを開発する。較正試験を用いて、AutoImm Loadを算出するために用
いられる相関クロノタイプを測定する。この較正試験は、例えば治療の開始時のようなピ
ーク疾患活動性の時点の患者に由来する血液を用いて行う。血液を用いて、または代わり
に罹患組織(例えば、腎生検標本または皮膚生検標本)を用いて、較正試験を実施する。客
観的疾患活動性を評価すべき後の時点で、血液試料を採取し、較正試験と共に用いて、Au
toImm Loadを測定することができる。これを用いて、治療決定を下す。相関クロノタイプ
が集団研究に由来する場合には、較正試験の必要はなく、治療決定の情報を提供するため
にAutoImm Loadを測定するには、客観的疾患活動性を評価すべき時点の血液検査で十分で
ある。
【０３５０】
実施例9
MS患者の薬物治療に対する応答の測定
　上記のように、MS治療における主要課題の1つは、患者が薬物治療にいかに良好に応答
するか、および患者が薬物治療に応答するかどうかを測定することである。進行期および
後期疾患中には、疾患によって起こった身体障害の程度を測定する総合障害度評価スコア
(EDSS)などの臨床的評価が存在する。しかしながら、これらの評価は早期疾患または再発
/寛解型疾患では有用ではない。疾患進行を評価するために再発周囲の臨床的パラメータ
を用いることができるが、患者は再発間に数年を費やすことができ、その期間中に臨床的
評価から証拠はほとんど収集され得ないため、これらは荒くかつ遅行的な指標である。最
後に、脳病変を調べるために、ガドリニウム増強MRIのような脳画像診断を用いることが
できる。MS患者は典型的に、年1回の頻度でMRIなどを受ける。しかしながら、そのような
画像は特異性を欠いている。さらに、総合的な脳損傷の尺度として、それらは現在の疾患
活動性の優れた尺度ではなく、病歴および脳に及ぼすその影響を反映する。
【０３５１】
　MSの現在の臨床治療パラダイムが、再発寛解型疾患と診断された患者は、進行性疾患の
発症を遅らせるために持続的な治療を受けるべきであるというものであることは事実であ
る一方で、MSを治療するための承認薬のレパートリーが増加することで、生物学的フィー
ドバックの欠如がますます問題となる。MS治療における実質的投資が実を結び始めている
ため、MSを治療するための承認薬の上記リストは長くなり続けている。これらの薬物はそ
れぞれ重篤な副作用があり、投与するのに非常に高価であり、1年の治療につき30,000ド
ル～100,000ドルを要する。良好に管理がなされない患者は、衰弱性であり、入院および
長期ケアを含む高額な医療介入をもたらす進行性疾患により早く移行する。したがって、
患者は、治療初期に最適な治療を受けることが良しとされ得る。
【０３５２】
臨床的有用性の例
　患者プロファイル：30歳の女性が、痛みを伴う単眼視力障害で来院する。患者は、神経
学的評価、およびクローンT細胞が存在するかどうかを評価するために用いられる脳脊髄
液を採取するための腰椎穿刺を受ける。患者はまた、脳MRIを指示される。これらの検査
に基づいて、MSとの診断が下される。患者は、1日おきに自己皮下投与すべき、1回の注射
当たり250 mcgのBetaseronを処方される。6カ月後の経過観察来院時に、患者は鬱および
体重増加を訴える。さらなる神経学的事象は医師に報告されていない。医師は現在、臨床
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的ジレンマに直面している。医師は、行われていた通りに治療を維持すべきか？　新たな
治療を使用すべきか？　医師は、コストが発生し、かつ患者をさらなる造影剤曝露に曝す
MRIを指示すべきか？　医師は、次回予定されているMRIから新たな病変が示されるまで待
つべきか？　医師は、フレアが再発するかどうかを認めるまで待つべきか？　これらの決
断はすべて、疾患が活動性であるかまたはそうでないかの明白な尺度から恩恵を受ける。
【０３５３】
　AutoImm Loadは、単独でまたは疾患活動性の他のマーカーと併用して疾患活動性を測定
することにより、治療に対する応答を評価するのにこの状況において非常に役立つ。上記
の研究を用いて、AutoImm Loadのためのアルゴリズムを開発する。較正試験を用いて、Au
toImm Loadを算出するために用いられる相関クロノタイプを測定する。この較正試験は、
例えば治療の開始時のようなピーク疾患活動性の時点の患者に由来する血液を用いて行う
。血液を用いて、または代わりに罹患組織(例えば、CSF)を用いて、較正試験を実施する
ことができる。治療に対する応答を評価すべき後の時点で、血液試料を採取し、較正試験
と共に用いて、AutoImm Loadを測定することができる。これを用いて、治療決定を下すこ
とができる。相関クロノタイプが集団研究に由来する場合には、較正試験の必要はなく、
治療決定の情報を提供するためにAutoImm Loadを測定するには、治療に対する応答を評価
すべき時点の血液検査で十分である。
【０３５４】
実施例10
MSフレアの予測
　すべての自己免疫疾患と同様に、フレアの改善が治療の主要目的である。フレアは患者
を衰弱させ、かつ治療するのに高価であるばかりでなく、各フレアが長期の非可逆的疾患
進行に寄与するということがますます信じられている。初期フレアを管理するために、IV
メチルプレドニゾロンまたは経口プレドニゾンなどのいくつかの治療を用いることができ
る。そのような薬物は重大な副作用があり、したがって活動性フレアの証拠なしには処方
されない。より短くかつ損傷の少ないフレアを引き起こし得るこの種の先を見越したフレ
ア治療の情報を提供するために、その後の臨床的フレアと相関した無症候性活動性の上昇
の尺度を用いることができる。加えて、非常に重篤でかつ致命的な副作用のリスクを伴う
、フレアの軽減に関して高い臨床的有効性を実証する治療が存在する。1つのそのような
薬物は、臨床転帰の改善をもたらし、かつPMLなどの致死的脳感染症のリスクを増大させ
ることが示されているTysabriである。これらのリスクにより、そのような薬物の価値は
、他の薬物がもはや進行の制御を提供しない場合の最終治療にまで下がり、また長期的治
療としてのこれらの薬物の価値は制限された。そのような薬物は、致死的副作用のリスク
を最小限に抑えつつ急性フレア期を制御するよう、ステロイド剤と同様の様式で使用する
ことができるため、フレア状態が初期である時点で予測ができる試験は、そのような薬物
の有用性を増大させることができる。
【０３５５】
臨床的有用性の例
　実施例11による患者はBetaseronを3年間使用しており、1週間持続する臨床的フレアを
報告する。年末の患者のMRIから、顕著な新たな病変が示される(複数の分離した様々なサ
イズの卵形の垂直方向T2WおよびFLAIR高信号病変(斑)、脳梁-中隔界面を含む、両側性の
脳室周囲および皮質下白質領域を侵している、T1W画像における等低信号およびT2W画像に
おける高信号の出現)。医師は、次の12カ月の過程にわたり患者がフレアのリスクが高い
ことを懸念する。臨床的ジレンマが起こる。医師は、付加的な治療を介入するために、さ
らなる臨床症状を待つか？　医師は治療を切り替えるべきか？　もしそうするのであれば
、copaxoneなどの別のクラスの注射剤を使用すべきか、またはTysabriなどの新たなクラ
スの治療を使用すべきか？　ステロイド剤を処方すべきか？　これらの臨床決定を下すの
を助けるために、無症候性疾患活動性をモニターし、疾患が増大する時期、およびフレア
が起こる可能性が高い時期を示し得る試験を用いることができる。
【０３５６】
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　AutoImm Loadは、単独でまたは疾患活動性の他のマーカーと併用して疾患活動性を測定
することにより、フレアのリスクを評価するのにこの状況において非常に役立つ。本発明
に記載した研究を用いて、AutoImm Loadのためのアルゴリズムを開発することができる。
較正試験を用いて、AutoImm Loadを算出するために用いられる相関クロノタイプを測定す
ることができる。この較正試験は、例えば治療の開始時のようなピーク疾患活動性の時点
の患者に由来する血液を用いて行うことができる。血液を用いて、または代わりに罹患組
織(例えば、CSF)を用いて、較正試験を実施することができる。フレアのリスクを評価す
べき後の時点で、血液試料を採取し、較正試験と共に用いて、AutoImm Loadを測定するこ
とができる。これを用いて、治療決定を下すことができる。相関クロノタイプが集団研究
に由来する場合には、較正試験の必要はなく、治療決定の情報を提供するためにAutoImm 
Loadを測定するには、フレアリスクを評価すべき時点の血液検査で十分である。
【０３５７】
実施例11
MSの治療遵守のモニタリング
　疾患の早期には臨床症状は比較的稀であるため、患者と患者の医師との接触はそれほど
頻繁ではない。同時に、処方されている治療は、痛みのある反応および副作用を引き起こ
し得る自己注射を伴い、患者にとって高価でありかつ不便である。結果として、かなりの
程度の治療レジメンの不遵守が認められ、患者と医師との接触が日常的ではないために、
この不遵守を医師がモニターすることは難しい。無症候性疾患の状態を測定することがで
きる試験により、医師および患者の両方が、基礎疾患がどれほど良好に制御されているか
を日常的に見ることが可能になる。そのような方法は、治療を続行するようにHIV患者を
効果的に動機づける点で、そのような患者において非常に効果的であることが判明してい
る。3カ月ごとに行われる血液検査により、医師が、患者を診察し、疾患の状態を測定す
ることが可能になる。
【０３５８】
　AutoImm Loadは、単独でまたは疾患活動性の他のマーカーと併用して疾患活動性を測定
することにより、治療の遵守を評価するのにこの状況において非常に役立つ。本明細書に
記載する研究を用いて、AutoImm Loadのためのアルゴリズムを開発する。較正試験を用い
て、AutoImm Loadを算出するために用いられる相関クロノタイプを測定する。この較正試
験は、例えば治療の開始時のようなピーク疾患活動性の時点の患者に由来する血液を用い
て行う。血液を用いて、または代わりに罹患組織(例えば、CSF)を用いて、較正試験を実
施することができる。治療の遵守を評価すべき後の時点で、血液試料を採取し、較正試験
と共に用いて、AutoImm Loadを測定する。これを用いて、治療決定を下し、および患者を
より良好な遵守により良く導く。相関クロノタイプが集団研究に由来する場合には、較正
試験の必要はなく、治療決定の情報を提供するためにAutoImm Loadを測定するには、治療
の遵守を評価すべき時点の血液検査で十分である。
【０３５９】
実施例12
マウスTCRβおよびIgH配列の増幅
　ヒトに関して開発したのと同様の、マウスTCRβおよびIgHの増幅および配列決定スキー
ムを開発する。異なる配列の増幅効率の違いを最小限に抑えるための同様の方法、ならび
に添加物(spike)および5' RACE技法を用いた上記と同様の検証技法を適用する。cDNAの最
小投入量を、ヒト試料について記載したのと同様の方法論において決定する。マウスとヒ
トの増幅スキームにおける1つの違いは、マウスにおけるTCRβの2つのCセグメントが、J/
C結合部に最も近い50 bp中に多型を全く有さないという点である。したがってスキームで
は、第1段階増幅用のプライマーを25～50位に配置し、第2段階増幅に関してはプライマー
を1～25位に配置し、このプライマーは、後者のプライマーがP5配列を含むように5'尾部
を有する。異なる配列によって特異性が向上し、これは、多型のために塩基が「ループア
ウト」する必要がないことを除いて、ヒトにおいて用いられる戦略と類似している。
【０３６０】
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実施例13
マウス配列データの一次解析
　マウスデータの解析に使用する解析枠組みは、ヒトデータに関して上記したものと類似
している。1つの違いは、マウス試料をヒト試料よりも浅く配列決定する点である。マウ
ス由来の血液試料は100μlであると予測される。100μlの血液中には約100 K個のリンパ
球が存在し、よって100 K件よりもはるかに高い深さまで配列決定することによって、精
度が著しく向上することはない。したがって、各マウス試料について100 K件のリードの
みを得る。リード数がヒトよりもマウスで少ないにもかかわらず、マウス総血中リンパ球
のより多くのフラクションを試料採取する。総マウスリンパ球数は、ヒトのものよりも3
桁超少ないと予測される。同様に、100μlの血液は、10 mlのヒト血液を用いて得られる
試料採取(0.2%)と比較した場合に、マウス血液中のリンパ球のより良好な試料採取(約10%
)を提供する。
【０３６１】
実施例14
マウスSLEモデルにおけるIgHおよびTCRレパートリー解析
　SLEのマウスモデルを用いて、TCR/BCRレパートリーと疾患活動性の関係を研究する。マ
ウスモデルは、NZM2410由来のsle1およびsle3遺伝子座を有するB6である。これらのB6.sl
e1.sle3(BSS)マウスは、自然発症様式でSLE様腎炎を発症する。3つの型のコホートを研究
する。すべての調査点について、血液BUN、クレアチニン、および抗核自己抗体、尿タン
パク、およびクレアチニンレベルを得る。血液TCR/BCRレパートリーから作成されたスコ
アが、腎疾患のこれらの測定された指標と良好に相関するかどうかを判定する。第1コホ
ートは記載したヒトコホートと類似しており、この場合、腎機能評価を伴って縦断的血液
試料を採取する。具体的には、BSSマウス7匹を8カ月目まで月単位で追跡する。最終的に
、これらのマウスを屠殺し、血液に加えて脾臓および腎組織を解析する。対照として、B6
マウス5匹を同様の様式で評価する。第2コホートは横断的であり、この場合、動物の異な
るコホートを特定の時点で屠殺し、脾臓、腎臓、および血液試料をその時点で解析する。
具体的には、BSSマウス5匹を毎月屠殺し、血液、脾臓、および腎組織を解析する。対照と
して、B6対照マウス2匹を同じ様式で評価する。最後に、第3コホートを疾患の発症後にス
テロイド剤で処置し、その後定期的に、腎炎評価および血液試料を得る。具体的には、4
カ月齢の時点で、疾患を有するマウス20匹をステロイド剤で処置した後、次の4カ月間週2
回の頻度で、TCR/BCRレパートリー解析および腎機能評価のために血液を採取する。対照
としてBSSマウス5匹をプラセボで処置し、同様の様式で追跡する。すべての調査点(すな
わち、異なる時点、および同じ時点の異なる組織)から、TCRおよびBCRレパートリー解析
を行う。解析は、上記の通り、2段階PCR、配列決定処理、および一次データ解析を含む。
【０３６２】
実施例15
マウスSLEと相関するクロノタイプの同定および動態
　最初に、腎機能と相関するクロノタイプのセットを同定する。腎機能の尺度として、尿
タンパク/クレアチニン比、血清クレアチニン、またはBUNレベルを使用することができる
。第1および第3コホートにおいて、各HPCクロノタイプの血液レベルと3つの尺度のそれぞ
れとの相関を評価することができる。ヒトにおいて記載したのと同様の様式で、ランダム
期待値(または並べ替え検定)を超えて1つ、2つ、または全3つの腎機能尺度との高い相関
を有するクロノタイプの数の大きな増加が存在するかどうかを評価することができる。ラ
ンダム期待値を考慮して、その閾値を上回る相関レベルを有するクロノタイプの10%のみ
が、偶然に認められる相関レベルを有すると予測される(10%偽発見)相関閾値を選択する
。これらのクロノタイプに注目し、このセットを「相関クロノタイプ」と定義する。
【０３６３】
　相関クロノタイプを同定するためのこの統計的方法に加えて、クロノタイプは、腎組織
中の特定のクロノタイプの濃縮という「機能的」方法によって、疾患に関連して同定する
ことも可能である。機能的方法により、疾患に関連している可能性のあるクロノタイプの
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セットをコホート2において同定することができ、これらは機能的同定相関クロノタイプ
と称される。相関クロノタイプの「統計的」定義と「機能的」定義との重複の程度を評価
することができる。コホート1および3は、最終時点で採取された腎臓試料を有する。これ
らの腎臓試料中に濃縮されたクロノタイプが血液中に存在し、腎機能と高い相関を有する
クロノタイプの中にあるかどうかを評価することができる。
【０３６４】
　次に、(統計的および機能的に同定された)相関クロノタイプの動態を評価することがで
きる。例えば、コホート2からのデータを用いて、3つの区画：腎臓、血液、および脾臓に
おいて、それらのレベルの上昇または低下(もしあれば)の時間的経過を評価する。
【０３６５】
　統計的に同定される相関クロノタイプでは、相関クロノタイプのサブセットは腎機能と
のそれらの相関によって同定される。腎機能データを知らずに、相関クロノタイプを同定
することができる。換言すれば、相関クロノタイプと疾患と無関係のクロノタイプを識別
する特徴を理解することができる。そうするために、腎機能と低い相関を有するクロノタ
イプのセットを対照非相関クロノタイプとして同定する。
【０３６６】
　疾患と相関するクロノタイプの特徴。相関的および非相関的という2セットのクロノタ
イプの同定後、これら2組を識別する特徴を探索する。統計的および機能的に同定された
相関クロノタイプを用いて、個別解析および複合解析を行う。例えばクロノタイプのレベ
ル、特定の配列モチーフの存在、および他の関連クロノタイプの配列など、ヒトにおいて
調べたのと同じ種類の特徴を評価する。ヒト研究について記載した通り、過剰適合の大き
なリスクが存在し、よって、交差検定技法、または別個のトレーニングおよび試験セット
を使用する必要がある。
【０３６７】
　マウス実験の1つの有用性は、相関クロノタイプが細胞の特定のサブセット中に濃縮さ
れるかどうかの評価を可能にする細胞が利用できることである。相関クロノタイプがいく
つかの細胞サブタイプ中に濃縮されるかどうかを調べる；リンパ球の完全なセット、およ
び相関クロノタイプが濃縮される特定のサブタイプから配列決定を行うことができ、濃縮
のこの基準を、相関クロノタイプと他の疾患非関連クロノタイプを識別するための追加の
特徴として使用することができる。どの細胞サブタイプクロノタイプが濃縮されるのかを
知るために、1対のアプローチをとる：仮説駆動および仮説なし。1つ目は、試料のセット
において、T細胞またはB細胞上の多くの候補表面マーカーを試すというものである。例え
ば、1つの候補は、活性化T細胞を選択するためのT細胞上のCD69である。B細胞に関しては
、研究から、活動性SLEにおけるCD27高細胞の増加が示されており、したがってこれは、
相関クロノタイプの濃縮を有し得る細胞のマーカーの優れた候補である。これらの実験の
それぞれにおいて、特定の細胞型をFACSによって精製する。次に、リンパ球の完全な補完
物に由来するcDNAについて、および異なる試料の収集物からFACSによって精製されたリン
パ球に由来するcDNAについて、配列決定反応を行う。相関クロノタイプおよび非相関クロ
ノタイプの2つのセットが、FACS精製サブセットと比較して、リンパ球の完全な補完物中
に異なる割合で存在するかどうかを評価する。大きな違いを有するマーカーは、相関クロ
ノタイプを同定するのに有用であり得る。これらのマーカーを有する細胞のサブセット中
のクロノタイプの濃縮を、相関クロノタイプを検出するための配列パラメータに加えて使
用する。
【０３６８】
　仮説なしアプローチでは、相関クロノタイプを有する細胞と他の細胞とで差次的に発現
するマーカーを探索する。特定のTCRクロノタイプが疾患と明らかに相関している2、3の
例を選択し、同じVセグメントを有するクロノタイプが大部分であることを表す、そのク
ロノタイプが高度に濃縮される例を選択する。特定のVセグメントに対する抗体(全Vセグ
メントに対する抗体が市販されている)を用いてFACSを行い、相関クロノタイプを保有す
る細胞が高度に濃縮されている集団を選択する。これらの細胞からRNAを調製することが



(108) JP 6158080 B2 2017.7.5

10

20

30

40

50

でき、アレイ実験を行うことにより、全遺伝子の発現を調べることができる。対照として
、リンパ球由来の全RNA、および/または別の非関連Vセグメントを保有するFACS精製細胞
に由来するRNAを用いることができる。相関クロノタイプを有するFACS精製Vセグメントか
ら得られた試料と対照を最大限に識別するマーカーを探索することができる。2つの集団
を識別する表面マーカー(表面タンパク質を用いてFACSを行うことがはるかに簡便だから
である)を含むマーカーを見出すことができる。何匹かのマウスの試料から一貫したRNAマ
ーカーが認められる場合には、これをタンパク質レベルで検証する。同じ試料を用いて、
FACSアッセイにおいてマーカータンパク質に対する抗体を使用して、マーカータンパク質
を保有する細胞を精製する。2種類以上のマーカーを試験して、それらのうちの1つが検証
される機会を高めてもよい。精製細胞に由来するTCRおよび/またはBCRを配列決定する。R
NAの結果がタンパク質レベルで保たれる場合には、相関クロノタイプが細胞の精製サブセ
ット中に濃縮されるはずである。RNAの結果がタンパク質レベルでなお保たれることを検
証した後、この結果を他の試料において検証する。アレイ解析に供さなかった試料を、マ
ーカータンパク質に対する抗体を用いたFACS解析に供する。精製細胞のTCRおよび/または
BCRを配列決定する。相関クロノタイプが、特定のマーカーに対する抗体を用いて精製さ
れた細胞中に濃縮されるかどうかを評価する。これにより、相関クロノタイプの同定にお
けるマーカーの有用性が検証される。
【０３６９】
実施例16
疾患活動性を測定するためのIgHおよびTCRβレパートリーの使用
　上記による相関クロノタイプのためのアルゴリズムを適用して、コホート1および3の全
試料において、それらの配列および/マーカーによって相関クロノタイプを同定すること
ができる。各患者における相関クロノタイプのレベルを用いて、腎機能の尺度と相関する
AIスコアを作成することができる。上記のように、過剰適合リスクが存在し、交差検定技
法ならびに/または別個のトレーニングおよび試験セットを使用する必要がある。AIと腎
機能尺度との相関を、横断的様式(全マウスのすべての調査点)で評価することができる。
AIスコアが個々のマウスにおいて変化するかどうかという疑問もまた、腎機能が変化する
場合に評価することができる。これは、ヒトにおいて記載したのと同様の様式で、同じ動
物における高い腎機能と低い腎機能からのAIを比較することによって評価することができ
る。
【０３７０】
実施例17
結腸癌患者における転移性再発のモニタリング
　治療可能な段階で検出される多くの癌は、患者に対する転移性腫瘍再発の継続的なリス
クをなお伴う。そのような再発は、後期にかつ治療不可能な段階で検出される場合が多く
、患者に致命的であり得る。そのような状況の一例は、再発結腸癌である。ますます積極
的になる結腸癌スクリーニングプログラムにもかかわらず、結腸癌は米国において最もよ
く見られる悪性腫瘍の1つである。1年におよそ150,000名の患者が、重篤であるが治療可
能な病期(病期IIおよび病期III)の結腸癌と診断される。これらの患者は、腫瘍切除とそ
の後の化学療法の過程による治療を受ける。これらの治療は一般的に有効であるが、それ
にもかかわらず、これらの患者が、治療後何年かのうちに原発腫瘍の転移性再発を有する
というかなりの可能性がある。例えば、病期IIIの患者の50%は手術の5年以内に再発を有
する。これらの再発は(例えば、結腸または肝臓における)孤発性である場合もあれば、多
発性である場合もある。いずれの場合にも、しかし特にそれらが孤発性である場合に、早
期でのそれらの検出は、成功的治療(手術および/または化学療法)の機会を最大にするの
に役割を果たし得る。
【０３７１】
　現在、治療後監視で用いられる2つの検査が存在する。腹部および胸部のCTスキャンは
、これらの画像上で可視的な腫瘍を同定するために用いられる。典型的に、これらのスキ
ャンは、治療後最初の5年間は6～12カ月の間隔で行われる。これらのスキャンは早期悪性
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腫瘍を明らかにすることができるが、これらの臨床的有効性は議論されている。これらの
スキャンの欠点には、これらが患者を相当量の放射線に曝露し、それ自体がさらなる腫瘍
および著しい費用を招き得ることが含まれる。血液に基づく別の検査は、いくらかの価値
があることが示されている：CEA検査。この抗体検査は、一部の結腸腫瘍に特異的である
血清中のタンパク質のレベルを測定する。CEA検査の欠点は、その感度の欠如である(CTス
キャンが陽性である患者の＜60%が、CEA検査で陽性である)。
【０３７２】
　本発明のこの態様では、切除された原発腫瘍から得られたリンパ球を用いて、早期癌再
発の血液に基づく検査に感度を付加するために使用することができる免疫プロファイルを
開発する。切除腫瘍中に見出されるリンパ球のTCR(および/またはBCR)を、増幅し配列決
定することができる。腫瘍試料中に濃縮されるクロノタイプは、腫瘍に対する免疫応答に
関連する可能性が高い。患者からのその後の採血液を用いて、これらのクロノタイプのレ
ベルを評価することができる。これらのクロノタイプのレベルの上昇は、腫瘍再発に対す
る免疫応答を示し得る。この場合、免疫応答の検出は、腫瘍マーカー自体の検出よりも感
度が高い可能性がある。
【０３７３】
　較正試験を用いた癌再発の検出のための発見研究。発見研究を行って、血液TCR(および
/またはBCR)のプロファイルが与えられる場合に、再発の検出の可能性を決定する。転帰
が判明している患者の切除腫瘍試料および経過観察血液試料の試料を、この研究に用いる
。これらの全試料からTCR(および/またはBCR)を配列決定する。相関クロノタイプの候補
は、腫瘍試料からのTCR(および/またはBCR)データ中に存在するものである。このトレー
ニング研究において判明している転帰を考慮すれば、標準的な交差検定技法を用いて、異
なるクロノタイプのレベルが与えられる場合にスコア(再発リスク)を作成するモデルが考
案される。したがって、切除腫瘍(較正点)におけるクロノタイプの測定、および再発の監
視中の後の時点における同じ患者の血液中に見出されるクロノタイプからのデータによっ
て、新たな患者においてこの再発スコアを算出する。腫瘍データを使用することで、この
解析で考慮する血液中に存在するクロノタイプの数が大幅に減少し得る。
【０３７４】
　較正試験および集団研究を用いた癌再発の検出のための発見研究。腫瘍標本中に濃縮さ
れるすべてのクロノタイプが、腫瘍に対する免疫応答に関連するとは限らない可能性が高
い。有利な炎症状態のために局所的に拡大したリンパ球がいくらか存在する可能性がある
。本発明の別の態様では、同じ試料を用いて発見研究を行うが、この研究は「相関」クロ
ノタイプと「非相関」クロノタイプを識別するパラメータを同定するために用いられる。
これらのパラメータには、1) 配列モチーフ：モチーフは、相関するクロノタイプと関連
する特異的なVもしくはJ領域、組み合わせVJ、またはDJ領域内の短い配列であってよい；
2) クロノタイプのサイズ；3) レベル：絶対レベル(100万個当たりのリードの数)または
順位レベル；4) 他のクロノタイプとの類似性：サイレント変化(同じアミノ酸をコードす
るヌクレオチドの違い)を有するもの、または保存的アミノ酸変化を有するもののような
、他の高度に関連したクロノタイプの存在；5) BCRに関して、クロノタイプにおける体細
胞変異のレベル、および/またはいくつかの生殖系列クロノタイプと体細胞変異によって
異なる別個のクロノタイプの数。6) 特定のマーカーを保有する細胞の存在が含まれ得る
。次にこの研究により、所与の腫瘍試料中に存在するクロノタイプの特定のセットが与え
られる場合に、血液中でどのクロノタイプが癌再発と関連している可能性が高いかを予測
し得るアルゴリズムがもたらされる。次にこれらのクロノタイプを用いて、上記と同じ様
式で再発リスクのスコアを開発する。
【０３７５】
　集団研究を用いた癌再発の検出のための発見研究。本発明の別の態様では、切除腫瘍に
おいて測定されたクロノタイプを用いて、まだ見られていない試料における相関クロノタ
イプを予測するモデルを作成する。このモデルはまた、上記と類似した様式で再発リスク
スコアを作成するために用いることもできる。このモデルでは、再発監視を受けている新
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たな患者において切除癌組織中のクロノタイプを測定する必要はなく、所与の血液試料に
おけるクロノタイプを単に測定することによって再発リスクを評価することができる。
【０３７６】
　集団研究を用いた原発性結腸癌の検出のための発見研究。延長として、同じ方法論を用
いて原発癌の検出を達成する。原発癌であるため、関連クロノタイプを濃縮するために用
いることができる切除された腫瘍が存在しない。しかしながら、腫瘍切除データが存在す
る場合でさえ、関連クロノタイプを同定し、癌検出の可能性のスコアを作成するためには
、付加的な配列および他のパラメータを使用する必要がある。したがって、拡張して、ア
ルゴリズムが十分に予測的である場合には、切除腫瘍からのデータなしで血液(または他
の体液)から癌を検出することができる。本発明のこの態様では、原発癌の診断に先立っ
て、患者由来の血液試料を用いた発見研究が利用できることが必要である。上記と類似の
様式で、パラメータ(配列およびその他)を同定して、腫瘍に対する免疫系応答に相関する
クロノタイプを予測することができる。次にモデルを用いて、結腸癌の進行リスクを予測
する癌リスクスコアを作成することができる。次にこのアルゴリズムを新たな患者の血液
試料に適用して、原発性結腸癌のリスクを測定することができる。
【０３７７】
実施例18
心臓移植患者における拒絶反応のモニタリング
　臓器の供給が非常に限られているため、心臓移植は比較的珍しい手技である。世界中で
毎年3,500件の心臓移植が行われている。各手技は非常に高価であり、使用される臓器は
値段のつけようがない。結果として、これらの臓器を受け取る患者には極めて積極的に治
療がなされる。免疫抑制剤による介入が有効であり得る時点で、提供された臓器に対する
免疫反応の状態を測定する目的で、患者は臓器の炎症を測定するために定期的な心臓生検
を受ける。これらの検査に基づいて、免疫抑制剤の積極的な過程が行われ得る。これらの
手技にはいくつかの限界がある。侵襲的な外科的手技であるため、それらは患者に対する
リスクがある。さらにそれらは高価であり、低頻度の間隔でのみ行われ得る。一連の試験
遺伝子11種の発現のプロファイリングに基づいた血液に基づく検査(Allomap)は、臓器拒
絶反応の検出において非常に感度が高いことが示されているが、生検の代替として用いる
には十分な感度が欠如しており、むしろいつ生検を行うべきかを決定するために用いられ
る。本発明の1つの態様では、TCR(および/またはBCR)プロファイルを用いて、「拒絶反応
」の状態を評価し、特定の時間枠内で拒絶反応の可能性を予測する拒絶リスクスコアを作
成する。発見研究を行って、血液TCR(および/またはBCR)のプロファイルが与えられる場
合に、拒絶反応の可能性を決定することができることが考えられる。診療所でこれを用い
て、用いられている免疫抑制療法の情報を与えることができる。
【０３７８】
　集団研究を用いた相関クロノタイプの発見。本発明のこの態様では、臨床転帰が判明し
ている、血液試料のある移植後患者の集団を使用する。これらの全試料からTCR(および/
またはBCR)を配列決定し、個々のクロノタイプと拒絶反応転帰との相関を使用して、相関
クロノタイプと非相関クロノタイプを識別する。続いて、それら2つのクラスのクロノタ
イプを識別するパラメータを導き出す。これらのパラメータには、1) 配列モチーフ：モ
チーフは、相関するクロノタイプと関連する特異的なVもしくはJ領域、組み合わせVJ、ま
たはDJ領域内の短い配列であってよい；2) クロノタイプのサイズ；3) レベル：絶対レベ
ル(100万個当たりのリードの数)または順位レベル；4) 他のクロノタイプとの類似性：サ
イレント変化(同じアミノ酸をコードするヌクレオチドの違い)を有するもの、または保存
的アミノ酸変化を有するもののような、他の高度に関連したクロノタイプの存在；5) BCR
に関して、クロノタイプにおける体細胞変異のレベル、および/またはいくつかの生殖系
列クロノタイプと体細胞変異によって異なる別個のクロノタイプの数。6) 特定のマーカ
ーを保有する細胞の存在が含まれ得る。研究試料が移植片の生検試料を有する場合、特に
それが活発な拒絶反応の状態にある場合には、相関および非相関クロノタイプを規定する
ための代替のまたは追加の方法が生じる。その時点では、相関クロノタイプの大幅な濃縮
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が存在することが予測される。これらと他のクロノタイプを識別するためのパラメータを
、上記の通りに同定する。
【０３７９】
　次に血液試料からのプロファイルデータを用いて、拒絶反応の可能性を予測する。この
トレーニング研究において判明している転帰を考慮すれば、標準的な交差検定技法を用い
て、異なるクロノタイプのレベルが与えられる場合に拒絶反応リスクスコアを作成するモ
デルを考案することができる。特定の時点でのTCR(および/またはBCR)の新たな血液試料
におけるプロファイルが与えられる場合に、拒絶反応の可能性に関連する拒絶反応リスク
スコアを作成することができる。
【０３８０】
　較正試験を用いた相関クロノタイプの発見。別の態様では、各患者に対して較正試験を
用いて、相関クロノタイプを同定する方法を実行する。本方法は、移植後に採取された最
初の生検試料を含む。移植後移植片の生検材料が存在することで、生検試料からTCRを解
析して、この試料中に蔓延しているクロノタイプによって定義される相関クロノタイプを
同定する可能性が提供される。次にクロノタイプのこのセットを血液中で追跡し、拒絶反
応の可能性についてスコアを作成する。拒絶反応の可能性を概算する拒絶反応リスクスコ
アを作成するために、利用可能な臨床データおよび相関クロノタイプのレベルを使用する
、上記したものと類似の発見研究を通して、拒絶反応リスクスコアを作成するためのアル
ゴリズムを導き出す。
【０３８１】
　この態様では、移植後の最初の生検に由来する材料を用いて特定の較正試験を行うが、
さらなる生検は血液試料の使用によって置き換えることができ、そのクロノタイプをこの
較正試験と共に用いて、拒絶反応リスクスコアを測定することができる。
【０３８２】
　移植片生検標本に加えて、別の較正点として、移植前の血液試料が役立つ。この試料中
に蔓延しているクロノタイプは、拒絶反応に関連している可能性は低く、むしろ患者が遭
遇した以前の抗原の履歴を表している。したがって移植後の血液試料を考慮する場合には
、クロノタイプの決定において、移植前に存在したクロノタイプを差し引くことができる
。次にこれらのクロノタイプを用いて、拒絶反応リスクのモデルを作成する。
【０３８３】
　本態様では、2つの較正試験を使用することができる：1つは移植前のもの、および1つ
は移植後の生検によるもの。次にこれらの較正を血液検査に由来するクロノタイプと共に
用いて、拒絶反応リスクを測定することができる。
【０３８４】
　較正試験および集団研究を用いた相関クロノタイプの発見。別の態様では、上記のアプ
ローチの併用により相関クロノタイプの同定を達成することができる。具体的には、これ
は、相関クロノタイプを予測するためのアルゴリズムを作成するための集団研究を用いる
ことによって達成することができる。加えて、これは、移植片生検標本および/または移
植前血液試料を使用する、同じ患者からの較正データを通して達成することができる。よ
り好ましい態様では、両アプローチ：集団構築アルゴリズムおよび個々の較正を使用して
、相関クロノタイプを最も正確に同定する。次に、トレーニングセットとしての集団研究
の使用を通して、これらのクロノタイプのレベルを用いて拒絶反応リスクスコアを作成し
て、拒絶反応の可能性を予測する。
【０３８５】
　本態様では、2つの較正試験を使用することができる：1つは移植前のもの、および1つ
は移植後の生検によるもの。次にこれらの較正を血液検査に由来するクロノタイプと共に
用いて、拒絶反応リスクを測定することができる。
【０３８６】
　相関クロノタイプを予測するためのアルゴリズムを作成するための集団研究という同じ
概念を用いて、非常に類似した様式で、GVHDの予測を行うことができる。また、移植前の
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ドナー試料から「負」の較正を作成することができる。アルゴリズムおよび較正の両方を
用いたアプローチは、相関クロノタイプをより良好に予測する可能性が高い。相関クロノ
タイプのレベルが与えられる場合に、GVHDの可能性のスコアを計算するためのアルゴリズ
ムを、上記のような様式で集団研究を用いて作成することができる。次いで、患者の次の
セットにおいてGVHDの可能性を予測するために、このアルゴリズムを使用することができ
る。
【０３８７】
実施例19
ナタリズマブで治療したMS患者におけるPML感染症のモニタリング
　本発明の1つの態様は、MS患者における無症候性進行性多巣性白質脳症(PML)を検出する
ために、TCRおよび/またはBCRプロファイルを使用する。PMLは、ミエリンを合成するオリ
ゴデンドロサイトの死滅を介して急速進行性脱髄性疾患を引き起こす場合の多い、重症で
ありかつ多くの場合に致命的な疾患である。これは、集団の大部分に潜伏期として存在す
るJCウイルスによって起こる。免疫抑制集団(例えば、エイズ)の一部では、ウイルスが再
活性化されて、この重症疾患の発症を招く。加えて、移植後患者のような、薬物の使用を
通して免疫抑制されている一部の患者もまた、PMLを発症し得る。いくつかの特定の薬物
は、特定の患者集団におけるPMLのリスクと関連づけられている。例えば、ナタリズマブ(
Tysabri)は、多発性硬化症(MS)患者の中でのPMLの10症例を超える発症と関連づけられ、
しばらくの間販売が中止された。ナタリズマブは、多発性硬化症用の他のFDA認可薬物よ
りも効果的であることが十分に認められるが、その使用はPML発症の恐れによって制限さ
れている。PMLが疑われたら、患者における薬物の濃度を下げるために、プラスマフェレ
ーシスを行うことができる。MSとPMLの症状間の重複は、場合によってPMLの検出を遅らせ
得る。無症候性PMLの早期検出が緊急に必要とされる。
【０３８８】
　一部の患者がPMLを発症した集団による血液試料から、これらのクロノタイプを識別す
ることができる。この集団を用いて、PMLの後の発症と相関するクロノタイプを同定する
ことができる。これらのクロノタイプが使用できることで、これらと他のクロノタイプを
識別するパラメータを同定するためのアルゴリズムを作成することができる。
【０３８９】
　集団研究を用いた相関クロノタイプの発見。この場合には、アルゴリズムを作成して、
PMLの出現に関連するクロノタイプを予測する。アルゴリズムは、疾患と相関すると見な
されるクロノタイプのセットにおいてトレーニングすることができる。本発明のこの態様
では、その一部が次にPMLを発症する、JCウイルスによる潜伏感染を有する患者の集団に
よる、発見研究における血液(または他の体液)試料を使用することができる。これらの全
試料からTCR(および/またはBCR)を配列決定することができ、個々のクロノタイプと感染
病原体再活性化転帰との相関を使用して、相関クロノタイプと非相関クロノタイプを識別
することができる。それら2つのクラスのクロノタイプを識別するパラメータを同定する
ことができる。これらのパラメータには、1) 配列モチーフ：モチーフは、相関するクロ
ノタイプと関連する特異的なVもしくはJ領域、組み合わせVJ、またはDJ領域内の短い配列
であってよい；2) クロノタイプのサイズ；3) レベル：絶対レベル(100万個当たりのリー
ドの数)または順位レベル；4) 他のクロノタイプとの類似性：サイレント変化(同じアミ
ノ酸をコードするヌクレオチドの違い)を有するもの、または保存的アミノ酸変化を有す
るもののような、他の高度に関連したクロノタイプの存在；5) BCRに関して、クロノタイ
プにおける体細胞変異のレベル、および/またはいくつかの生殖系列クロノタイプと体細
胞変異によって異なる別個のクロノタイプの数。6) 特定のマーカーを保有する細胞の存
在が含まれ得る。同じ感染病原体に対する免疫応答を開始している患者のセットから、相
関および非相関クロノタイプを規定するための代替のまたは追加の方法が生じる。これら
の患者において濃縮されたクロノタイプ(特に、免疫応答前よりも顕著に高いレベルにあ
るクロノタイプ)を相関的と見なすことができ、それらと他のクロノタイプを識別するパ
ラメータを同定することができる。
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【０３９０】
　同様に、活動性PMLを有する患者の試料から、またはインビトロ研究から相関クロノタ
イプを同定して、JCウイルス抗原に応答するクロノタイプを同定することもできる。応答
するクロノタイプは、健常であるかまたは感染病原体に感染している可能性のある1名ま
たは複数名の対象に由来してよい。これらのクロノタイプを相関的と見なすことができ、
それらと他のクロノタイプを識別するパラメータを同定することができる。
【０３９１】
　次に発見研究における試料からのプロファイルデータを用いて、再活性化の可能性を予
測する。このトレーニング研究において判明している転帰を考慮すれば、標準的な交差検
定技法を用いて、異なるクロノタイプのレベルが与えられる場合にPMLリスクスコアを作
成するモデルを考案することができる。そのようにして、特定の時点でのTCR(および/ま
たはBCR)の血液試料におけるプロファイルが与えられる場合に、再活性化の可能性に関連
するスコアを作成することができる。このアルゴリズムを新たな患者からのデータと共に
使用して、患者の相関クロノタイプを予測すること、および再活性化の可能性に関するPM
Lリスクスコアを作成することができる。
【０３９２】
　非常によく似た様式で、他の感染関連転帰を調べることができる。例えば、潜伏感染の
再活性化に加えて、感染の排除を評価することもできる。さらに、TCRおよび/またはBCR
レパートリーが与えられる場合に、特定の感染病原体に対する免疫を有する可能性を評価
することができる。
【０３９３】
実施例20
潜伏感染の再活性化のモニタリング
　別の態様では、後に潜伏および再活性化が続く急性感染期を有する感染症をモニターす
るために、TCRおよびBCRプロファイリングを使用することができる。そのような疾患の例
には、B型肝炎およびC型肝炎ならびにヘルペスウイルスが含まれる。早期での感染症の予
測が望ましい。
【０３９４】
　較正試験を用いた相関クロノタイプの発見。別の態様では、各患者に対して較正試験を
用いて、相関クロノタイプを同定する方法を実行することができる。患者が感染病原体に
対して免疫応答を開始した前の時点の、同じ患者に由来する生体試料の存在は、相関クロ
ノタイプを同定するのに役立ち得る。次にクロノタイプのこのセットを血液中で追跡する
ことができ、再活性化の可能性について再活性化リスクスコアを作成する。再活性化の可
能性を概算する再活性化リスクスコアを作成するために、利用可能な臨床データおよび相
関クロノタイプのカウントを使用する、上記したものと類似の発見研究を通して、スコア
を作成するためのアルゴリズムを導き出す。このスコアを使用するために、急性感染期中
に臨床診療において新たな患者から採取された試料。このデータを潜伏期中に採取する後
の試料と共に使用して、臨床目的で再活性化リスクを測定する。
【０３９５】
　較正試験および集団研究を用いた相関クロノタイプの発見。別の態様では、上記のアプ
ローチの併用により相関クロノタイプの同定を達成することができる。具体的には、これ
は、相関クロノタイプを予測するためのアルゴリズムを作成するための集団研究を用いる
ことによって達成することができる。相関クロノタイプは、感染症の転帰が判明している
患者、および/もしくは感染病原体に対する積極的な免疫応答を有する患者のセットの集
団研究から、ならびに/または感染病原体に応答するクロノタイプを同定するためのイン
ビトロ実験から得ることができる。加えて、これは、関連感染病原体に対する積極的な免
疫応答の時点でのより古いデータ点を使用する、同じ患者からの較正データを通して達成
することができる。より好ましい態様では、両アプローチ：集団構築アルゴリズムおよび
個々の較正を使用して、相関クロノタイプを最も正確に同定する。次に、トレーニングセ
ットとしての集団研究の使用を通して、これらのクロノタイプのレベルを用いて再活性化
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リスクスコアを作成して、再活性化の可能性を予測する。このスコアを使用するために、
急性感染期中に診療所において新たな患者から採取された試料をプロファイルする。この
データを潜伏期中に採取する後の試料と共に使用して、臨床目的で再活性化リスクを測定
する。感染病原体の排除およびそれに対する免疫を調べるために、類似の構造を使用する
ことができる。
【０３９６】
実施例21
免疫療法中のアレルギー反応のモニタリング
　アレルギー性鼻炎は、米国人口の約11%が罹患しているよく見られる状態である。これ
は典型的に、花粉または埃に対するアレルギーである。曝露を排除することは難しく、こ
れは油断のない努力を伴う。慢性鼻炎に用いられる最も一般的な治療は、充血除去薬、抗
ヒスタミン薬、および鼻用ステロイド剤である。重症例では、免疫療法が行われる。免疫
療法の目的は、患者を脱感作することである。まず多くの潜在的アレルゲンによる負荷を
行って、患者が反応する特異的アレルゲンを同定する。次に、維持用量が達成されるまで
、数カ月～数年の期間にわたって漸増量のアレルゲンを患者に注射し、その後数年間治療
を継続する。典型的に、患者は3～6カ月以内に症状の改善を感じることができ、それは12
～18カ月ほどと遅くなる場合もあるが、大部分の患者は治療から恩恵を受けることがない
か、または再発する。緩徐な用量増加の1つの理由は、十分に脱感作される前に患者が高
用量のアレルゲンを投与される場合のアナフィラキシーのリスクである。
【０３９７】
　本発明の1つの態様では、TCR(および/またはBCR)プロファイルを使用して、アレルギー
性鼻炎における疾患の状態を評価し、患者が関連アレルゲンに曝露された場合にアレルギ
ー反応を開始する傾向がどれほどあるのかを予測するアレルギースコアを作成する。発見
研究を行って、血液TCR(および/またはBCR)のプロファイルが与えられる場合に、アレル
ギー反応の可能性を決定することができることが考えられる。免疫療法処置の調整におい
て、これを使用することができる。考えられ得る臨床決定は、治療が無効であると見なさ
れる場合にそれを中断すること、注射レジメンを継続すること、または維持用量により速
く到達するように治療を加速させることであってよい。
【０３９８】
　集団研究を用いた相関クロノタイプの発見。本発明のこの態様では、臨床転帰が判明し
ている、血液試料のある、免疫療法中のアレルギー性鼻炎患者の集団を使用することがで
きる。これらの全試料からTCR(および/またはBCR)を配列決定することができ、個々のク
ロノタイプとアレルギー転帰との相関を使用して、相関クロノタイプと非相関クロノタイ
プを識別することができる。続いて、それら2つのクラスのクロノタイプを識別するパラ
メータを導き出すことができる。これらのパラメータには、1) 配列モチーフ：モチーフ
は、相関するクロノタイプと関連する特異的なVもしくはJ領域、組み合わせVJ、またはDJ
領域内の短い配列であってよい；2) クロノタイプのサイズ；3) レベル：絶対レベル(100
万個当たりのリードの数)または順位レベル；4) 他のクロノタイプとの類似性：サイレン
ト変化(同じアミノ酸をコードするヌクレオチドの違い)を有するもの、または保存的アミ
ノ酸変化を有するもののような、他の高度に関連したクロノタイプの存在；5) BCRに関し
て、クロノタイプにおける体細胞変異のレベル、および/またはいくつかの生殖系列クロ
ノタイプと体細胞変異によって異なる別個のクロノタイプの数。6) 特定のマーカーを保
有する細胞の存在が含まれ得る。相関および非相関クロノタイプを規定するための代替の
または追加の方法は、特異的アレルゲンに対して陽性である患者由来の陽性アレルギー検
査材料の生検標本を使用する。アレルゲンの注射部位において、相関クロノタイプの大幅
な濃縮が存在することが予測される。これらと他のクロノタイプを識別するためのパラメ
ータを、先述の通りに同定することができる。
【０３９９】
　次に血液試料からのプロファイルデータを用いて、アレルギー状態を予測する。このト
レーニング研究において判明している転帰を考慮すれば、標準的な交差検定技法を用いて
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、異なるクロノタイプのレベルが与えられる場合にアレルギースコアを作成するモデルを
考案することができる。特定の時点でのTCR(および/またはBCR)の新たな血液試料におけ
るプロファイルが与えられる場合に、アレルギースコアを作成して、この患者がアレルギ
ー反応を開始する傾向の程度を評価することができる。
【０４００】
　較正試験を用いた相関クロノタイプの発見。別の態様では、各患者に対して較正試験を
用いて、相関クロノタイプを同定する方法を実行することができる。本方法は、患者から
採取された、陽性アレルゲン反応を有する部位からの生検試料を含む。これは、患者が反
応している特異的アレルゲンを決定するために行われた最初のアレルギー検査に由来して
よく、または任意のさらなる治療注射の部位からの試料であってもよい。いくらかの症状
発現が広がっている症例では、適切なクロノタイプが追跡されていることを確実にするた
めに、これを2回以上行うことができる。これらの生検試料由来のTCRおよび/またはBCRを
用いて、この試料中に蔓延しているクロノタイプによって定義される相関クロノタイプを
同定することができる。次にクロノタイプのこのセットを血液中で追跡することができ、
アレルギー反応の可能性についてスコアを作成する。アレルギー状態を評価するアレルギ
ースコアを作成するために、利用可能な臨床データおよび相関クロノタイプのレベルを使
用する、上記したものと類似の発見研究を通して、アレルギースコアを作成するためのア
ルゴリズムを導き出す。
【０４０１】
　較正試験および集団研究を用いた相関クロノタイプの発見。別の態様では、上記のアプ
ローチの併用により相関クロノタイプの同定を達成することができる。具体的には、これ
は、相関クロノタイプを予測するためのアルゴリズムを作成するための集団研究を用いる
ことによって達成することができる。加えて、これは、陽性アレルギー反応を有する部位
からの生検標本を使用する、同じ患者からの較正データを通して達成することができる。
より好ましい態様では、両アプローチ：集団構築アルゴリズムおよび個々の較正を使用し
て、相関クロノタイプを最も正確に同定する。次に、トレーニングセットとしての集団研
究の使用を通して、これらのクロノタイプのレベルを用いてアレルギースコアを作成して
、アレルギーの状態を予測する。
【０４０２】
実施例22
ゲノムDNAからのIgH配列の増幅
　本実施例では、ゲノムDNAからのIgH配列の増幅を記載する。(1) ゲノムDNAにおけるク
ロノタイプのレベルは細胞数に容易に変換され得る、および(2) リンパ系新生物によって
は、関連する免疫受容体再編成に関してRNAが発現されない場合があるという理由で、こ
のような増幅は有利である。
【０４０３】
　免疫受容体再編成の増幅は、リンパ系新生物の検出にとって重要である。B細胞新生物
はT細胞腫瘍よりも多く見られ、IgHは、B細胞新生物において最もよく見られる再編成さ
れた免疫受容体である。体細胞超変異のために、ゲノムDNAからのIgHの増幅の信頼性は、
各Vセグメントに対する複数のプライマーを用いて増幅することによって増大し得るが、
差次的な増幅のリスクが存在する。ゲノムDNAからの増幅においては、cDNAからの増幅に
おいて使用したのと同じVプライマーを使用した。各Vセグメントを、3つの異なる反応に
おいて3つのプライマー群(Vセグメントの3つの別個の領域：A、B、およびCにおける)によ
って増幅する(それぞれ表5～7)(図4Aを参照されたい)。
【０４０４】
　（表５）反応AのためのヒトIgH Vセグメントプライマー
(プライマーはすべて、それらの5'末端に付加された共通の14 bp(AGATCGGAAGAGCA)(SEQ I
D NO 165)を有する)
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　（表６）反応BのためのヒトIgH Vセグメントプライマー
(プライマーはすべて、それらの5'末端に付加された共通の14 bp(AGATCGGAAGAGCA)(SEQ I
D NO 165)を有する)
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　（表７）反応CのためのヒトIgH Vセグメントプライマー
(プライマーはすべて、それらの5'末端に付加された共通の14 bp(AGATCGGAAGAGCA)(SEQ I
D NO 165)を有する)
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【０４０７】
　ゲノムDNAからのIgH配列の増幅には、cDNAからのその増幅とはいくつかの違いがある。
スプライシングによってCセグメントがVDJ領域に付着するため、cDNAからの増幅にはCセ
グメントの配列を使用することができるが、ゲノムDNAではそうはいかない。Cセグメント
を使用することで、一次増幅および二次増幅において2つの別個のプライマーを使用する
ことが可能となり、特異性が増大する。ゲノムDNAからの増幅について、本発明者らは、J
配列に相補的なプライマーを使用することを選択した(表8)。
【０４０８】
　（表８）ヒトIgH Jセグメントプライマー*

*使用したJセグメントプライマー。5'における18 bpは、第2段階の増幅を可能にするため
に、Jセグメントに相補的な配列に付加されている共通配列である。Nの位置は、配列決定
されるクラスターにおいて多様性を得るための1つのランダムな位置を示す。小文字の配
列はイントロン内であり、配列の3'における大文字の配列はエキソン内である。イタリッ
ク体は、プライマー間で異なる塩基を強調するものである。
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【０４０９】
　これらのプライマーはエキソン-イントロン境界にまたがり、使用される4つのプライマ
ーは、IMGTデータベースに記載されている異なるJセグメントおよびアレルを増幅する。
第2段階のプライマーは、ゲノム配列に相補的な配列を全く含まない。
【０４１０】
　IgG定常領域に相補的な定常領域プライマーよりもJプライマーを使用することによって
、他のクラス(IgM、IgD、IgA、およびIgE)の評価も可能になる。
【０４１１】
　cDNAの場合、Jプライマーを使用するかまたは定常領域プライマーを使用するかの選択
が存在する。クロノタイプに関する情報をその特定のクラスに結びつけるために、いくつ
かの定常領域プライマーを用いて、すべてのクラスを増幅し、Jセグメントに入る前の定
常領域の一部を配列決定することができる。シークエンシング技術の多くの配列リードは
短く、これを達成することは難しい。市販されている現在のプラットフォームの1つ(454 
Roche)は、より長いリードを有するが、これは他のプラットフォームよりも処理能力が低
い。これらの技術がさらに発展するにつれて、この選択肢も可能になる。現在の短いリー
ド(＜100 bp)を用いる場合、ゲノムDNAアッセイに関する本発明者らの研究から、Jプライ
ミングアプローチおよびCプライミングアプローチの両方を使用して、cDNAからの増幅を
行うことができることが示唆される。本発明者らは、cDNAからの、Jプライマーを用いる
増幅を実行することができる。しかしながら、これらのプライマーのエキソンセグメント
が、cDNAからの特異的増幅のためには短すぎる場合があることを考慮すると、潜在的には
、第1段階のPCRは、異なるクラスのすべてを包含する定常領域プライマーのセット(およ
び本発明者らが実証した反対側のVセグメントプライマー)を用いて行うことができる。次
に、複雑性の低い鋳型を使用する第2段階のPCRに対して高い特異性を有するのに十分長い
Jプライマーを用いて、第2段階のPCRを行うことができる。次に、産物を配列決定する。
上記のように、IgGについて実証したスキームと比較した不利点は、J配列における体細胞
変異が増幅を阻害し得るという点である。利点は、各クロノタイプのクラスに関する情報
が十分に決定されていなくても、異なるクラスすべてが評価されるという点である。潜在
的には、IgG、IgM、IgD、IgA、またはIgEのクラス特異的な増幅を行い、全プライマーの
後にJプライマーを用いることによって得られる全体像と比較することができる。例えば
、IgG増幅から得られたクロノタイププロファイルを、全プライマーの後にJプライマーを
用いた場合のクロノタイププロファイルと比較することができる。その差はおそらく、J
プライマーにおける体細胞変異(IgGプライマーを用いる反応において容易に同定され得る
)および他のクラスのクロノタイプに起因し、次にこれを定量することができる。
【０４１２】
　cDNAにおいてJプライマーを使用することにより、cDNAの結果とゲノムDNAの結果を直接
比較することが可能になる。これは、クロノタイプレベルでの発現レベル情報を提供し、
実際に機能的関連性を有し得る。本発明の1つの局面は、同一の血液試料またはその他の
生体試料に由来するcDNAとゲノムDNAのクロノタイププロファイルを比較することによっ
て、細胞当たりの著しい高発現または低発現を示唆する異なる頻度を有するクロノタイプ
が同定されることである。この機能的情報を使用して、クロノタイプが疾患と相関する可
能性が高いか否かを予測することができる。加えて、疾患と相関するクロノタイプの細胞
当たりの発現レベルを用いて、疾患活動性または疾患転帰の可能性を判断することができ
る。例えば、2名の個体において、相関クロノタイプに関するcDNAアッセイで同様のレベ
ルが得られても、細胞当たりのクロノタイプ発現レベル(ゲノムDNAクロノタイププロファ
イリングとの比較によって決定される)が異なる場合には、このことは、これらの患者が
異なる疾患活動性を有することを示し得る。
【０４１３】
　第2段階のPCRは、増幅に必要な配列を付着させることである。第2段階で用いられるプ
ライマーを表9に記載する。
【０４１４】
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　（表９）共通プライマー*

*すべてのアッセイ(例えば、マウスTCRβおよびヒトIgH)について、第3段階は任意の増幅
段階である。これは、フローセルに付着しているオリゴヌクレオチドとハイブリダイズす
る末端配列の完全性を確実にするために行われる。共通の第2段階プライマーは、すべて
のアッセイ(例えば、マウスTCRβおよびヒトIgH)において用いられる。共通の第2段階プ
ライマーにおけるNの使用は、これらのプライマーがそれぞれ、試料が後に同定されるこ
とを可能にする特有の6塩基対タグを含むという事実を意味することに留意されたい。
【０４１５】
　上記のプライマー、および実質的に類似しているその他の配列を用いて、増幅が可能で
ある。図8A～8Bはそのような増幅の例を示し、これは、20μlの投入ゲノムDNA中の少なく
ともゲノムDNA 50～2,000μgの範囲で成功した。
【０４１６】
　アッセイは、ダイナミックレンジの大きいDNAに対応する必要がある。生検試料は大量
の物質を含んでいない場合があるが、腫瘍が大幅に濃縮されている可能性が高いことを考
慮すると、大量の出発物質は必要ではない。その一方で、100万個の細胞は、約6μgのゲ
ノムDNAを有する。100万個のB細胞を含むPBMCは、約20μgのゲノムDNAを有する可能性が
高い。100万個のB細胞を評価できるようにするには、3つのPCR反応のそれぞれにおいて約
6.6μgのゲノムDNAを使用する。プライマーの1つに相補的な配列中に体細胞変異が存在す
る場合、この例では約660K個のB細胞のみが調べられることに留意されたい。これは、ア
ッセイが50～10,000 ngの範囲にわたって機能する場合に有用である。アッセイは、20μl
中、50～2,000 ngのDNAの範囲で機能することが実証された。反応を100μlまでスケール
アップすることにより、10μgのDNAを使用することができる。
【０４１７】
実施例23
急性リンパ芽球性白血病(ALL)のモニタリング
　微小残存病変(MRD)は、小児ALLの層別化のための重要な予後因子である。MRDは典型的
には、導入療法の数週間後に骨髄において検査される。より感度の高い白血病細胞の検出
によって、血中での癌再発のモニタリングが可能になる。
【０４１８】
　白血病細胞を感度よく検出するために、血液における、腫瘍クロノタイプのレベルを評
価するためのクロノタイププロファイリングが用いられる。
【０４１９】
　白血病負荷の高い試料を調べることによって、検定が同定される。白血病細胞は典型的
には、診断用試料(血液または骨髄)中に高頻度で存在する。診断用試料は、いくつかの再
編成に関して配列決定される場合が多い。
【０４２０】
　腫瘍がB細胞である場合には、完全に再編成されたIgH、部分的にD-Jが再編成されたIgH
、Kde再編成を含むIgKを評価することができる。
【０４２１】
　系譜間再編成が頻繁に起こるが、最も頻度が高いのは、部分的に再編成された(V-D)ま
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たは(D-D) TCRβである。T細胞について、高頻度再編成はTCRαおよびTCRβで起こり、よ
り低い頻度でTCRαで起こる。これらの異なる再編成についてクロノタイプレパートリー
を配列決定することにより、腫瘍中に存在する特定の腫瘍再編成が同定される。次に、こ
の特異的配列の血中レベルをモニターすることができる。
【０４２２】
　モニタリング試験は、関連する再編成型のみを含み得る。例えば、診断用試料中で同定
される腫瘍再編成がIgHおよびIgKである場合には、後の血液試料において、IgHおよびIgK
を増幅し、配列決定する。これらの試料からの約100万個までのB細胞に由来するDNAを用
いて、IgHおよびIgKを増幅することができ、約100万個までまたはそれ以上の配列決定リ
ードを得ることができ、これは、B細胞100万個中の1個のアッセイ感度～白血球1,000万個
中の1個の感度をもたらす。この非常に高い感度のお陰で、白血病細胞は明らかな再発の
前に有意に検出される可能性が高い。
【０４２３】
　ALLにおいて、クローン進化が記載されている。これは、V置換またはその他の機構を介
して起こり得る。進化を検出するために、本発明者らは、診断用試料中に存在するこれら
に関連したクロノタイプを同定する。例えば、同じD-J接合部を有するが、異なるVを有す
るクロノタイプが同定される。診断用試料中にかなりの頻度でこれらの関連クロノタイプ
が存在することによって、このクロノタイプの関連性の可能性が高まる。2つ以上の再編
成(この例では、腫瘍IgHおよびIgK)を追跡することによって、この問題を改善することも
できる。
【０４２４】
　白血病細胞の単なる存在は、再発を予測するのに必ずしも十分でないと考えられる。転
帰がわかっている患者の長期的な血液試料を用いて、発見研究が行われる。本発明者らは
、これらの試料において、白血病クロノタイプの単なる存在が、その後しばらくして再発
を予測するのに十分であるかどうかを評価する。加えて、本発明者らは、再発の予測因子
としてこれらのクロノタイプの頻度の変化を評価する。クロノタイプ頻度に加えて、白血
病細胞上のマーカーも再発を示し得る。この関連マーカーを用いて細胞を濃縮する前およ
び濃縮した後に、配列決定を行うことができる。したがって、そのクロノタイプの全頻度
が決定される。加えて、関連マーカーを有するこれらの細胞の割合が決定されて、再発の
リスクのより正確な推定が可能になる。
【０４２５】
　上記に従って、1つの局面において、本発明は、クロノタイププロファイル測定に基づ
いたMRDのアッセイ法を提供する。このようなアッセイ法は、(i) 進化したクローンを含
む、疾患と関連する患者特異的クロノタイプの存在および存在量をモニターするため、(i
i) そのクロノタイプの由来元であるリンパ球の数を提供するため、および(iii) クロー
ン性の尺度(すなわち、プロファイルが1種または数種のクロノタイプに「歪む」程度の尺
度)を提供するための、クロノタイププロファイルの使用を含む。1つの局面においては、
(i)および(ii)の値を同時に提示するアッセイ法が提供され；別の局面においては、患者
のクロノタイププロファイルの単一の測定から3つの量をすべて同時に提示するアッセイ
法が提供される。
【０４２６】
実施例24
固形臓器の移植片拒絶反応のモニタリング
　固形臓器移植片の拒絶反応は、直接的提示および間接的提示という2つの別個の経路を
介して起こり得る。直接的経路は、移植片と共に伝達されるドナーの抗原提示細胞を使用
する。T細胞受容体は、この場合ドナーHLAを認識している。その一方で間接的経路は、そ
の後しばらくして起こる。この場合、レシピエントHLAによってドナーペプチドがT細胞に
提示される。
【０４２７】
　移植された臓器の生検からの試料を用いて、移植片拒絶反応に関連するT(またはB)細胞
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受容体を検定するための関連配列を同定することができる。移植された臓器の生検標本に
おいて濃縮されたクロノタイプを、拒絶反応時の血液と比較して、拒絶反応に関連するク
ロノタイプを同定することができる。次に、血中のこれらクロノタイプのレベルをモニタ
ーして、拒絶反応の状態を予測する。
【０４２８】
　抗原特異的な検定もまた行われる。直接的経路による拒絶反応に関連するクロノタイプ
を同定するために、ドナーリンパ球に照射し、これをレシピエントPBMCと混合する。ドナ
ーリンパ球を認識し得るレシピエントPBMCが活性化される。これらの活性化細胞の単離は
、いくつかの技法のいずれかによって行われる。例えば、これらの細胞は、細胞内サイト
カイン染色技法またはサイトカイン捕捉技法により、サイトカイン放出に基づいて単離さ
れる。単離の代わりに(またはこれに加えて)、細胞をインビトロで複製させる。単離され
た(および/または複製された細胞)の配列を、活性化前の配列と比較することにより、ド
ナーPBMCと相互作用するクロノタイプが同定される。抗原非依存的活性化の潜在的バック
グラウンドを減算するために、抗原を添加せずにT細胞活性化の同様の手順を行い、その
後配列決定することもまた行われる。次に、移植片拒絶反応に関連するクロノタイプの血
中レベルをモニターして、直接的経路の拒絶反応活性を評価する。次に、全体的な多様性
の尺度を用いて、直接的経路による拒絶反応のレベルをモニターする。
【０４２９】
　間接的経路による拒絶反応に関連したクロノタイプを同定するためには、ドナー抗原は
、レシピエントHLAと関連して提示される必要がある。ドナーHLAは重要な抗原である場合
が多いため、レシピエントHLAとの関連でドナーHLA由来のペプチドをレシピエントT細胞
に対して提示し得るレシピエントの抗原提示細胞と共に、ドナーHLAをインキュベートす
る。上記と同様の様式で、これらの細胞を単離および複製して、間接的経路においてドナ
ーHLAと相互作用するクロノタイプを同定する。あるいは、抗原非依存的活性化の潜在的
バックグラウンドを減算するために、抗原を添加せずにT細胞活性化の同様の手順を行い
、その後配列決定することが行われる。あるいは、HLAのみならずドナー細胞が抗原の供
給源として用いられる。ドナー細胞は、レシピエントの抗原提示細胞が、レシピエントHL
Aとの関連でドナー抗原を提示しやすい様式で調製される。これは、数サイクルの凍結お
よび融解を用いた溶解を含むいくつかの別法によって、または抗原レシピエント提示細胞
に添加する前の超音波処理によって行われる。次に、上記のように単離および/または複
製された細胞を配列決定することにより、レシピエントHLAとの関連におけるこれらの抗
原によって活性化されるクロノタイプが同定される。あるいは、抗原非依存的活性化の潜
在的バックグラウンドを減算するために、抗原を添加せずにT細胞活性化の同様の手順を
行い、その後配列決定することが行われる。ひとたびこれらのクロノタイプが同定された
ならば、それらの血中レベルをモニターして、間接的経路の拒絶反応活性を評価する。
【０４３０】
実施例25
癌の再発
　癌の再発は、腫瘍に対する免疫応答の検出によって検出される。癌の再発を検出するた
めに、腫瘍に関連するT細胞およびB細胞クロノタイプのレベルが用いられる。関連するT
細胞およびB細胞の血中レベル(または血液中で得られる関連クロノタイプcDNAの頻度)の
上昇が検出され、免疫系による腫瘍再発の認識が示される。
【０４３１】
　これらのレベルの低下も検出され、腫瘍が免疫系を回避するのに成功したこと、および
ひいては癌再発の発生が示される。
【０４３２】
　関連クロノタイプを含む細胞上の細胞マーカー変化が検出され、関連クロノタイプの頻
度に変化のない腫瘍再発が示される。これらの後者の症例は、免疫細胞を無効にするかま
たは反応不顕性にする、免疫細胞に及ぼす腫瘍の影響の反映であり得る。
【０４３３】
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　個体における関連クロノタイプを決定するために、独自の腫瘍の試料、および集団研究
において開発されたアルゴリズムが用いられる。あるいは、腫瘍細胞と相互作用するクロ
ノタイプを規定するために、腫瘍特異的抗原が用いられる。例えば、いくつかの腫瘍特異
的抗原と相互作用するB細胞またはT細胞を捕捉し、この濃縮の前および後に配列決定して
、該特異的抗原と相互作用する特異的クロノタイプを決定する。
【０４３４】
　患者の試料において、特定の腫瘍特異的抗原と相互作用する特異的クロノタイプを決定
するために、上記のような技法(例えば、四量体結合、細胞内サイトカイン染色、または
サイトカイン捕捉)を用いてインビトロ実験が行われる。ひとたびこれらのクロノタイプ
が規定されたならば、他の血液試料においてそれらのレベルをモニターする。これらのク
ロノタイプのレベルの変化は、腫瘍の再発を示す。
【０４３５】
　腫瘍と相互作用するクロノタイプを決定するために、インビトロアッセイを用いて、個
体における関連クロノタイプが同定される。凍結および融解の反復サイクルまたは超音波
処理を用いて、腫瘍細胞を溶解する。この調製物を、自己の抗原提示細胞(または抗原提
示細胞およびT細胞を含む自己のPBMC)に添加する。この混合物を自己のT細胞に添加し、
上記のように、単離および/または複製されたT細胞を配列決定し、これを非濃縮物質の配
列と比較することにより、抗原によって活性化されるクロノタイプを同定する。抗原非依
存的活性化の潜在的バックグラウンドを任意に減算するために、抗原を添加せずにT細胞
活性化の同様の手順を行い、その後配列決定を行う。ひとたび関連クロノタイプが決定さ
れたならば、再発の可能性を評価するために、血中のそれらのレベルをモニターする。
【０４３６】
　癌が、抗原提示し得る細胞のものである場合には、腫瘍細胞は抗原提示細胞として役立
ち得るため、腫瘍細胞は任意に溶解しなくてよい。症例によっては抗原を提示し得るB細
胞腫瘍であるリンパ腫は、抗原提示細胞として役立つ。その抗原提示能を向上させるため
に、腫瘍細胞をインビトロで任意に活性化させる。次に、これらの腫瘍を自己のT細胞(ま
たはPBMC)と混合する。濃縮の前および後にT細胞クロノタイプを配列決定することにより
、癌関連クロノタイプが同定される。次に、血液においてこれらのクロノタイプのレベル
をモニターして、再発のリスクを決定する。
【０４３７】
　免疫系を回避し得る癌細胞を検出するために、例えば特異的表面マーカーを有するよう
な特定の細胞型におけるクロノタイプのレベルがモニターされる。同レベルの関連クロノ
タイプを有する2名の患者を考えた場合、該クロノタイプを含む細胞中に含まれるマーカ
ーによっては、一方の患者がもう一方の患者と比較して再発の可能性が高い場合がある。
この情報を得るために、特定のマーカーによる細胞の濃縮の前および後に配列決定を行う
ことができる。その結果、特定のマーカーを有するクロノタイプ細胞の総数ならびに割合
および数を測定することができる。
【０４３８】
実施例26
C型肝炎感染症のモニタリング
　C型肝炎の急性感染症は、約15％の症例において感染を除去し得る免疫応答を伴う場合
が多い。感染を除去する能力は、特定のHLA遺伝子型と関連していることが示されている
。症例の大多数においては、ウイルスは除去されず、慢性感染症が起こる。この慢性感染
の期間中に、ウイルスは免疫応答を回避することができ、これがおそらくは結果として生
じる肝損傷の多くの原因となる。この疾患の最も有効な治療法はインターフェロンである
。この治療法により、ウイルスは、免疫応答の活性化を介して少なくとも部分的に殺傷さ
れる。したがって、免疫応答のモニタリングは、本疾患の過程における様々な状態におい
て役立ち得る。急性期中には、免疫反応の程度を評価することは、ウイルスを除去する可
能性が高い人を予測するのに有用であり得る。慢性期中には、免疫応答のレベルの測定は
、肝炎の程度の指標を提供し得る。最終的に、インターフェロン治療中の免疫反応の評価
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は、治療が有効であるかどうかの早期指標を提供し得る。免疫反応の評価は、上記のよう
に、配列決定によるT細胞およびB細胞レパートリーの測定によって行うことができる。
【０４３９】
　各個体におけるC型肝炎に関連するクロノタイプの同定は、いくつかの方法によって行
われる。C型肝炎抗原は、個々のペプチド、ペプチドの混合物、タンパク質、または完全
なウイルスとして用いられる。抗原によって活性化された細胞におけるクロノタイプが、
残りの細胞におけるそれらのレベルと比較して濃縮されているという証拠により、抗原と
相互作用するT細胞および/またはB細胞が同定される。加えて、治療の過程において、こ
れらの患者について肝生検が任意に行われる。これによって、C型肝炎関連クロノタイプ
を同定するためのさらなるまたは別の手段が提供される。血液と比較して肝臓において有
意により濃縮されたクロノタイプは、少なくとも肝臓における炎症過程に関して関連して
いる可能性が高い。したがって、肝炎活動性を評価するために、後の時点の血中のこれら
のレベルがモニターされる。最終的に、患者の集団における発見研究は、C型肝炎に関連
する配列またはモチーフのセットを示し得る。この集団研究において、関連クロノタイプ
は、本疾患とのそれらの相関または肝生検標本における濃縮によって同定され、他からこ
れらのクロノタイプを区別するためのアルゴリズムが見出される。基準の一部には、クロ
ノタイプ頻度、順位、複数のクロノタイプの配列類似性、または配列モチーフ、およびい
くつかの細胞マーカーの存在が含まれる。
【０４４０】
　層別化方法として、HLAタイピングが用いられる。特異的モチーフは、特定のHLA型との
関連においてのみ予測される。
【０４４１】
　ウイルス感染細胞は、時として免疫系を回避し得る。したがって、例えば特異的表面マ
ーカーを有するような特定の細胞型におけるクロノタイプのレベルのモニタリングが行わ
れる。同レベルの関連クロノタイプを有する2名の患者を考えた場合、該クロノタイプを
含む細胞中に含まれるマーカーによっては、一方の患者が他方の患者よりもより厳格な応
答を開始している。例えば、インターフェロン治療の効果は、クロノタイプ細胞の質的お
よび量的変化であってよい。したがって、クロノタイプのレベルを得ること、およびそれ
らが特異的細胞マーカーを有するかどうかを明確にすることが重要である。この情報を得
るために、特定のマーカーによる細胞の濃縮の前および後に配列決定を行う。その結果、
特定のマーカーを有するクロノタイプ細胞の総数ならびに割合および数を測定することが
できる。
【０４４２】
実施例27
薬物過敏症
　集団研究を用いて、特定薬物の過敏症に関連するクロノタイプの同定が行われる。これ
らの研究において、ADRと相関するクロノタイプが同定され、頻度、順位、治療前後の相
対変化、複数のクロノタイプの配列類似性、配列モチーフ、および細胞マーカーの存在の
ような異なる基準によって、それらをその他のクロノタイプと区別する特徴が同定される
。配列モチーフはHLA依存的であってよく、異なるモチーフは、対応する異なるHLA配列に
関連すると決定される。
【０４４３】
　薬物過敏症関連クロノタイプを同定するための別の方法は、抗原との相互作用による。
薬物および/またはその代謝物が、それと相互作用するB細胞を捕捉するために用いられる
。同様に、最適にはT細胞を添加する前またはそれと当時に、薬物またはその代謝物を自
己の抗原提示細胞と共にインキュベートする。上記の方法のいくつかを用いて活性化T細
胞を単離または複製して、抗原濃縮細胞を取得する。次に、これらの抗原濃縮細胞を配列
決定し、非濃縮細胞と比較してこれらの細胞において濃縮されたクロノタイプを、薬物相
互作用と関連するものとして同定する。
【０４４４】
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　抗原非依存的活性化の潜在的バックグラウンドを減算するために、抗原を添加せずにT
細胞活性化の同様の手順を行い、その後配列決定を行う。
【０４４５】
　この較正試験を、薬物を服用する前または後に行う。薬物を服用する前および後の血液
試料、ならびにクロノタイプのレベルのインビボ上昇を、関連クロノタイプを規定するた
めのさらなる基準として使用する。ひとたびこれらのクロノタイプが同定されたならば、
それらをモニターして、薬物過敏症の可能性を予測する。本発明は、単に関連クロノタイ
プを規定するために、薬物によるリンパ球活性化を使用し、配列決定により、その後の試
料においてこれらのクロノタイプの血中レベルをモニターすることができ、ADRを予測す
るための高感度でかつ特異的な方法が作成される。用いられる薬物は、小分子、または抗
体などの生物製剤である。同様に、薬物代謝物または代謝物の組み合わせを用いて、上記
のようにそれと相互作用するT細胞を同定する。代謝物は、化学合成によって作製される
か、または生体試料から精製される。例えば、薬物を生物に導入し、アッセイにおいて使
用するために薬物代謝物を精製する。代謝物はまた、インビトロで細胞によって薬物を処
理することによっても得られる。
【０４４６】
　特異的表面マーカーを有するような特定の細胞型におけるクロノタイプのレベルがモニ
ターされる。薬物の導入後の、活性化マーカーを保有する細胞におけるクロノタイプレベ
ルの上昇は、活性化マーカーが存在しない場合よりも、薬物過敏症をさらに示す。この情
報を得るために、特定のマーカーによる細胞の濃縮の前および後に配列決定を行う。その
結果、特定のマーカーを有するクロノタイプ細胞の総数ならびに割合および数が測定され
る。
【０４４７】
　ADRは、薬物を服用せずに予測される。薬物と相互作用するクロノタイプが高レベルで
あること、または薬物に対して強力な応答を開始する可能性の高い配列モチーフが存在す
ることを検出して、患者に薬剤を投与せずにADRを予測する。
【０４４８】
　特異体質による免疫関連ADRを伴う薬物に特有の類似の免疫応答が同定される。これら
の薬物は、該薬物またはそれらの代謝物と相互作用する高頻度クロノタイプを有し得る。
ごく少数の患者において投与後に、免疫関連ADRを有する可能性の高い薬物が同定される
。
【０４４９】
　ADR誘発薬物の無症候性応答は、薬剤の投与後に、薬物(および/またはその代謝物)に特
異的なクロノタイプの増加を決定することによって検出される。
【０４５０】
　免疫関連ADRを有する可能性が高い薬物は、少数の患者において投与後に、ADRに対応す
るクロノタイプの増加を追跡することによって同定される。
【０４５１】
実施例28
頸動脈血管疾患におけるリスク層別化のための方法
　プラークの形成および安定性に関与する炎症が、患者において検出される。プラーク不
安定化のリスクを示すために、血管炎症に特異的な免疫応答が用いられる。ICAにおける
免疫反応に関連する特異的クロノタイプを同定するために、ICAにおける免疫反応に関連
する特異的抗原(変性または酸化LDLおよび熱ショックタンパク質を含む)が使用される。
上記と同様の手順を用いて、特異的抗原と相互作用するT細胞またはB細胞クロノタイプを
同定する。同定されたクロノタイプのレベルをモニターして、ICAプラーク不安定化のリ
スクを評価する。
【０４５２】
　ICAプラーク不安定化に関連するクロノタイプはまた、関連クロノタイプを他のものか
ら区別する特徴を同定する集団研究から作成されるアルゴリズムを用いて同定される。こ
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れらの関連クロノタイプは、集団研究において、プラーク不安定化とのそれらの相関によ
って、または血液と比較してICAプラーク(例えば、頸動脈内膜剥離術から得られる)にお
けるそれらの有意な濃縮によって同定される。配列モチーフは、対応する別個のHLA遺伝
子型に特異的であり得る。次に、開発されたアルゴリズムを用いて、他の患者におけるIC
Aプラーク不安定化関連クロノタイプを予測する。
【０４５３】
実施例29
EAEマウスにおけるTCRレパートリー解析
　市販のプロトコール、例えばHooke Laboratories(Lawrence, MA)を用いて、SLJ株のマ
ウス10匹を、完全フロイントアジュバント(CFA)と共にペプチド139-151で処理した。これ
らのマウスのうち8匹が、多発性硬化症のマウスモデルである実験的自己免疫性脳炎(EAE)
を発症し、残りの2匹は発症しなかった。加えて、同じ株のマウス2匹をCFAのみで処理し
た。各マウスについて、注射後の61日間にわたって毎日、疾患スコアを得た。スコア範囲
は0～5であった。注射前およびその後の特定の日に、血液試料を採取した。全体として、
各マウスから11点の血液試料が得られ、62日目または63日目にマウスを屠殺し、脾臓、リ
ンパ節、および脊髄を採取した。血液と組織は、ただちにそれぞれ動物血液保護RNA試薬
およびRNAlater中に保存した。Qiagen動物保護血液抽出キットを用いて、血液試料からRN
Aを抽出し、組織試料は機械的にホモジナイズし、RNA Qiagen Plusミニキットを用いてRN
Aを調製した。Vilo cDNA合成キット(Life technologies)を用いて、各試料からcDNAを生
成した。表10中のプライマーを用いて、試料のそれぞれからTCRβレパートリーを増幅し
た。
【０４５４】
　（表１０）マウスVセグメントプライマー*

*プライマーはそれぞれ、その5'末端に付加された共通の14 bp(AGATCGGAAGAGCA)(SEQ ID 
NO 165)を有する。
【０４５５】
　表7中のプライマーを用いて、試料のそれぞれにおいて二次PCRを行った。第1段階PCRの
アンプリコンの完全なセットを増幅するが、配列データの混合物中で個々の試料が同定さ
れることを後に可能にし得る個々の配列タグもまた含む1対のプライマーで、各試料を増
幅した。すべての試料に対して1対のプライマーを用いて、三次PCRを行う(表7)。三次PCR
の目的は、末端配列の完全性を確実にするためであった。PCR産物の構造を図2A～2Bおよ
び図3Aに示す。プール中の各試料が、第2段階PCR中に取り込まれた特有のタグのうちの1
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つによって指標が付されるように、これらのPCR反応物を64個で1セットとしてプールした
。次に、これらのプールに由来する分子を変性させ、増幅産物の末端配列とハイブリダイ
ズするオリゴヌクレオチドを含むフローセルとのハイブリダイゼーションを介して、固体
表面上で二次元に分離した。次に、ハイブリダイズした分子をブリッジ増幅によって増幅
して、各クラスターが、PCRプールからの単一分子の増幅の結果である、それぞれおよそ1
,000個の分子を含むように、二次元表面上でクラスターを形成させた。次に、これらの分
子それぞれの2本の鎖のうちの一方を切断して放出させる方法を使用して、一本鎖鋳型を
残した。次に、配列決定プライマーをクラスターにハイブリダイズさせた。次に、以下を
含む配列決定の反復ラウンドを行った：各ヌクレオチドに相補的な伸長産物の活性部位に
対して単一ヌクレオチドの取り込みが起こるような、各核酸塩基の4つの蛍光標識化学終
結ヌクレオチドおよびポリメラーゼおよび緩衝液の導入；洗浄段階、どのクラスターがど
の蛍光色素を取り込んだかを測定するための表面の蛍光スキャン、その後のサイクルを可
能にするための、蛍光標識と共に取り込まれた塩基から終結分子を放出させる切断化学物
質の導入；洗浄段階。これらの段階を約100回反復して、各クラスターの配列を明らかに
した(リード1)。次に、合成された鎖を変性によって除去した。次に、二次プライマーを
導入し、6塩基タグを読み取るために配列決定過程を反復した。次に、合成された鎖を変
性によって除去した。次に、元の鋳型鎖を固定化表面プライマーに対してハイブリダイズ
し直し、このプライマーを伸長させて、二本鎖クラスターを再形成させた。この時点で、
元の鎖を切断し、元の一本鎖クラスターの相補体から形成されたクラスターをもたらした
。三次配列決定プライマーを導入すると、これはこの鎖にハイブリダイズし、配列決定を
約60サイクル反復して、アンプリコンの逆鎖から配列を得た(リード2)。結果として得ら
れた配列は、タグ配列に基づいて選別した後に、試料当たり約100,000～200,000件のリー
ドをもたらした。
【０４５６】
　得られた配列を、最初にVセグメントおよびJセグメントの特定の領域にマッピングした
。具体的には、リード1の最初の27 bpを、異なるマウスJセグメントの最後の27 bpにマッ
ピングした。同様に、リード2の最初の配列を、使用したプライマーの配列にマッピング
した。配列がプライマーの1つにマッピングされたならば、そのプライマーの後のリード2
の配列を異なるマウスVセグメントにマッピングする。リード1はVセグメントに到達する
と予測されるため、本発明者らはまた、フレームおよびアミノ酸配列を決定するために、
それをマッピングすることを試みた。リード1の81～95位は、リード2がマッピングされる
特定のVセグメントの最も3'側の60 bpにマッピングされた。配列がJセグメントおよびVセ
グメントのいずれに対しても実質的な同一性を有さない場合には、それを排除する。さら
に、JおよびVマッピングをリード1において伸長させる。各クラスターについて特定のJお
よびVがマッピングされるため、本発明者らは、もともとマッピングされた配列の外側の
塩基が、マッピングされたVおよびJの配列と一致するかどうかを評価することができる。
これらの配列は、鋳型なしの複製によって生じた塩基(N塩基)またはDセグメントに到達し
た場合に、一致しなくなる。次に、リード配列と、もともとマッピングされたまたは伸長
された領域におけるVまたはJ配列との差をエラーによるものと見なし、「補正」する。
【０４５７】
　次に、28～80位に関して同一の配列を有するリードを、クロノタイプと見なす。次に、
配列が非常に類似しているクロノタイプを、それらが独立したクロノタイプである可能性
が高いのか、またはPCRおよび/もしくは配列決定のエラーに起因して分離された1つのク
ロノタイプである可能性が高いのかについて評価する。本発明者らは、2つのクロノタイ
プが1つのクロノタイプにコアレスされるのか否かを決定するために、それらの間の差の
数およびその位置におけるエラーの可能性を考慮して、2つのクロノタイプの頻度を組み
入れるアルゴリズムを考案した。2つのクロノタイプのうちの一方が非常に高頻度であり
、かつ他方が稀である場合、およびリードの末端(概してより多くのエラーを有する)に向
かって1塩基の差しかない場合には、2つのクロノタイプはエラーの結果である可能性が高
く、よってそれらはコアレスさせる。その一方で、2つのクロノタイプが同様の頻度で存
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在し、かつそれらの間に3つの差があることは、これら2つのクロノタイプが真に独立して
おり、コアレスされないことを意味する。次に、各TCR□クロノタイプの頻度を計算する
。
【０４５８】
　一般クロノタイプが12匹のマウスすべてに存在した。このクロノタイプは、CFAに反応
するクロノタイプの特徴を有した。これは注射前または5日目のマウスのいずれにおいて
も検出不可能であったが、後の時点で高頻度にまで劇的に増加した。マウス間における、
および単一のマウスにおける複数のヌクレオチド配列は、このクロノタイプの同じアミノ
酸配列をコードした。全体として、1匹のマウスについて3/10未満の時点で認められたク
ロノタイプを排除した後(時点番号8は、マウスのうちの数匹において異常な特徴があった
め、すべてのマウスから排除した)、このアミノ酸配列を有するクロノタイプの観察が23
件あり(そのうちの19件は平均頻度＞10-4で存在する)、12匹のマウスにおいて別個のヌク
レオチド配列10個(19種の高頻度クロノタイプについては別個の配列8個)が得られた(表10
を参照されたい)。加えて、やはり注射前に低くかつ注射の10日後に高いという同じパタ
ーンを有するさらなる関連クロノタイプ(1アミノ酸のみの差を有する)が存在する。これ
により、CFAに応答するクロノタイプの圧倒的な証拠が提供される。
【０４５９】
　（表１１）CFAに応答するマウスTCRβ一般クロノタイプ*
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*log10平均頻度は、特定のマウスの全10時点の平均頻度を示す。
【０４６０】
　本発明の好ましい態様を本明細書に示し説明してきたが、そのような態様が一例として
提供されるに過ぎないことは当業者には明白であろう。本発明から逸脱することなく、多
数の変形、変更、および置き換えが当業者に想起されるであろう。本発明を実施する際に
、本明細書に記載された本発明の態様の様々な代替が使用され得ることを理解されたい。
添付の特許請求の範囲が本発明の範囲を規定し、これら特許請求の範囲の範囲内にある方
法および構造ならびにそれらの等価物がそれによって包含されることが意図される。
【０４６１】
　上記の例に記載される一般クロノタイプは、さらなるマウスのTCRレパートリーを調べ
ることによって確認された。具体的には、PLP処理マウス11匹および偽処理マウス3匹にお
けるこのクロノタイプの存在を評価した。このクロノタイプは12/14のマウスに存在した
。加えて、上記の例において言及した関連クロノタイプ(1アミノ酸の差を有する)もまた
、繰り返し認められた。1アミノ酸の差を有するこのクローンについて、15件の観察(同じ
動物または異なる動物において異なるヌクレオチド配列)があった。ワクチン接種前の動
物のいずれにおいても、このクロノタイプは認められなかった。頻度のパターンもまた、
1セット目の動物において見られたものと非常に類似していた。これにより、同定された
一般クロノタイプが実際に、フロイントアジュバントで処理したマウスの大部分に共通し
ていることが確認された。
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【０４６２】
　罹患組織の使用は、疾患に関連するクロノタイプを決定するのに役立つ。上記のEAEモ
デルにおいて、疾患活動性と相関するクロノタイプが見出された。しかしながら、そのク
ロノタイプが、ワクチン接種またはPLPペプチドのアジュバントの局面に特異的であった
のかどうかは、容易に明らかではない。偽処理試料中の該クロノタイプの有無が、2つの
可能性を区別するための方法であった。以前に開示されたように、罹患組織を用いて、本
疾患に関連するクロノタイプを決定することができる。この場合、脊髄試料が利用できる
。同時に採取された3つの他の試料(脾臓、リンパ節、および血液)のそれぞれよりも脊髄
において少なくとも3だけ大きい頻度を有したクロノタイプを、データから選別した。次
に、疾患スコアと相関したクロノタイプを調べた。2回以上出現したクロノタイプを同定
した。クロノタイプの配列は、LYCTCSALGGSSYEQYF(配列A)(SEQ ID NO: 194)であった。こ
の配列を探したところ、本疾患を有する8匹のマウスすべてにおいて同定された。2匹のマ
ウスはPLPで処理したものの疾患を発症せず、その配列は2匹の偽処理マウスでは検出され
なかった。連続した血液試料における該クロノタイプの頻度のパターンは、マウス間で異
なった。しかしながら、すべてのマウスにおいて、ワクチン接種前にこのクロノタイプは
存在しなかった。加えて、1匹のマウスを除くすべてのマウスにおいて、同じ時点の他の
組織よりも脊髄において高頻度であるというパターンが実証された。
【０４６３】
　過剰適合のリスクを考慮して、マウスの独立したセットを調べて、これらの知見を確認
した。さらなるマウスにおける配列Aの存在を調べた。具体的には、以下の状況において
配列Aの存在を調べた：EAEを発症したさらなるPLP処理マウス8匹、EAEを発症しなかったP
LP処理マウス3匹、および偽処理マウス3匹。11匹のPLP処理マウスのうち、このクロノタ
イプは8匹のマウスに存在した。このクロノタイプを有さなかった3匹のうち2匹が、疾患
を発症しなかった。このクロノタイプは、3匹の偽処理マウスにおいて見出されず、これ
は、ワクチン接種前の時点のPLP処理マウスのいずれにおいても見出されなかった。加え
て、全動物において、同じ時点の他の組織よりも脊髄において高頻度であるというパター
ンが実証された。全試料(最初の発見および後の確認)において、PLPで処理した21匹の動
物のうち、18匹がこのクローンを有するが、ワクチン接種前のものはいずれもこのクロー
ンを有さない。加えて、5匹の偽処理マウスはいずれも配列Aを有さない。これにより、本
疾患に特異的である一般EAEクロノタイプの強力な証拠が提供される。
【０４６４】
　疾患と相関し、脊髄において濃縮されるさらなるクロノタイプは、互いに非常に類似し
た配列を有するようである。これらの準個人的クロノタイプは、さらなる疾患特異的クロ
ノタイプである。これらは、脊髄において濃縮され、かつ疾患と相関するクロノタイプの
間の共有配列を決定するためのモチーフ発見アルゴリズムの使用によって、より包括的に
同定され得る。
【０４６５】
実施例30
IgHクロノタイププロファイリングにおいて同定される体細胞超変異
　表5に記載のIgH Vセグメントプライマー、およびやはり上記で開示されるIgG定常配列
に相補的なプライマーを用いて、3セットの増幅を行った。健常試料7例、多発性硬化症患
者からの試料7例、およびSLEを有する試料4例に由来するcDNAを、増幅用の鋳型として使
用した。各試料について特有のタグを導入した第2段階PCRの後に、産物を空間的に単離し
、配列決定に供した。
【０４６６】
　次に、配列を個々のVセグメントおよびJセグメントにマッピングし、上記で開示される
方法論を用いてクロノタイプに構築した。本発明者らは、これらの試料において、体細胞
超変異の結果である可能性がある、高頻度の高度に近縁のクロノタイプの証拠を探求した
。表11のデータは、多発性硬化症患者のうちの1名における著しい例を示す。この例では
、別個のクロノタイプ12種が同定された。これら12種のヌクレオチドクロノタイプは、高
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度に近縁の3つのアミノ酸配列をコードする。アミノ酸配列のうちの2つは非常に高頻度で
あり(＞1％)、1つの保存的アミノ酸(リジン対アルギニン)だけが異なる。
【０４６７】
　（表１２）多発性硬化症患者における関連クロノタイプのリスト*

*28～80位の配列をアミノ酸配列と共に示す。頻度の欄は、その試料におけるそのクロノ
タイプの頻度を示す。例えば、2番目のクロノタイプは、この試料中の全配列の2％超を示
す。
【０４６８】
実施例31
免疫プロファイリングの法医学的使用
　T細胞および/またはB細胞受容体のクロノタイププロファイルは、ヒトおよび動物の識
別に使用することができる。クロノタイププロファイルのこれらのとてつもない多様性は
、個体の非常に特有な特徴を提供する。これは、図10のプロファイルによって例証される
。この例では、2名の異なる個体の血液から抽出したmRNAから、逆転写PCRによってTCRβ
配列を増幅した。V領域に相補的なプライマーを表13に列挙する。第2段階増幅のプライマ
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ーは、実施例2のものと同じである。産物を配列決定し、各クロノタイプ頻度の頻度を決
定した。図10において見られ得るように、個体からのクロノタイプの大部分は異なり、一
方の個体(試料122)のクロノタイプはほぼ例外なくX軸に沿って位置し、他方の個体(試料1
40)のクロノタイプはほぼ例外なくY軸に沿って位置した。約25種のクロノタイプのみが、
軸から外れたデータポイントによって示されるように、共有されるようである。個体間の
クロノタイプの使用のこの相違は、Warren et al, Genome Research, Epub (24 Feb 2011
)によって確証されている。本発明の1つの局面において、クロノタイプの使用におけるこ
の相違は、以下の段階を含む、個体を識別するための方法を提供する：(a) 第1試料のク
ロノタイププロファイルを得る段階、(b) 第2試料のクロノタイププロファイルを得る段
階、および(c) クロノタイプの使用が重複する程度を測定することにより、第1試料と第2
試料が同じ個体に由来するかどうかを判定する段階。
【０４６９】
　（表１３）ヒトTCRβ Vセグメントプライマー

*プライマーはすべて、それらの5'末端に付加された共通の14 bp(AGATCGGAAGAGCA)(SEQ I
D NO 165)を有する。
【０４７０】
　＞10-4の頻度である、第1試料(試料122)由来の血液中の342種のクロノタイプのうち、1
種のみが第2個体(試料140)において検出される。相反的に、試料144において＞10-4の頻
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度で存在する505種のクロノタイプのうち、3種が試料122において検出される。測定の不
規則変動の対照として、同じ505種のクロノタイプのうち、504種のクロノタイプが反復増
幅試料中に存在した。これにより、潜在的に極めて特異的な識別子となる完全なクロノタ
イププロファイルの可能性が実証される。当然ながら、これらのプロファイルの性質は、
新たな免疫反応によって新たなクロノタイプがその範囲に付加されるために、プロファイ
ルが時間内に安定していないというものである。しかしながら、これらの過程によって、
これらのプロファイルが非常に急速に変化するわけではない。個々のクロノタイプの正確
な頻度は時間内に変化するが、測定可能な頻度で存在するクロノタイプのセットは、第2
個体において見出されるものよりもはるかに多い可能性が高いことが考えられ得る。アル
ゴリズムを開発して、2つの標本が同じ個体に由来することを決定するために必要である
同一クロノタイプの割合および数を規定することができる。さらに、この多様性は、マイ
クロサテライト多様性とは対照的に、非常に多くの活性機能を有する遺伝子において認め
られるため、識別されるドナー試料から、対応する試料を得る必要なしに、潜在的に関連
する識別情報を抽出することが可能である。この個体の健康状態、そのワクチン接種歴な
どに関する情報が、クロノタイプ情報から測定可能である。
【０４７１】
　いくつかの特定の態様例を参照して本発明を説明してきたが、本発明の精神および範囲
から逸脱することなく、それらに対して多くの変更がなされ得ることを、当業者は認識す
るであろう。本発明は、上記のものに加えて、様々なセンサー実現およびその他の主題に
適用可能である。
【０４７２】
定義
　本明細書において他に具体的に規定されない限り、本明細書で用いられる核酸化学、生
化学、遺伝学、および分子生物学の用語および記号は、当分野における標準的な論文およ
び教科書、例えば、Kornberg and Baker, DNA Replication, Second Edition (W.H. Free
man, New York, 1992)；Lehninger, Biochemistry, Second Edition (Worth Publishers,
 New York, 1975)；Strachan and Read, Human Molecular Genetics, Second Edition (W
iley-Liss, New York, 1999)；Abbas et al, Cellular and Molecular Immunology, 6th 
edition (Saunders, 2007)の用語および記号に従っている。
【０４７３】
　「アンプリコン」とは、ポリヌクレオチド増幅反応の産物；すなわち、一本鎖または二
本鎖であってよく、1つまたは複数の出発配列から複製されるポリヌクレオチドのクロー
ン集団を意味する。1つもしくは複数の出発配列は、同じ配列の1つもしくは複数のコピー
であってもよいし、またはそれらは異なる配列の混合物であってもよい。好ましくは、ア
ンプリコンは、単一の出発配列の増幅によって形成される。アンプリコンは、その産物が
1つまたは複数の出発核酸または標的核酸の複製物を含む、様々な増幅反応によって生成
され得る。1つの局面において、アンプリコンを生成する増幅反応は、ヌクレオチドまた
はオリゴヌクレオチドのいずれかである反応物の塩基対形成が、反応産物の創出に必要な
相補体を鋳型ポリヌクレオチドにおいて有するという点で、「鋳型駆動型」である。1つ
の局面において、鋳型駆動型反応は、核酸ポリメラーゼによるプライマー伸長、または核
酸リガーゼによるオリゴヌクレオチド連結である。このような反応には、参照により本明
細書に組み入れられる以下の参考文献：Mullisら、米国特許第4,683,195号；第4,965,188
号；第4,683,202号；第4,800,159号(PCR)；Gelfandら、米国特許第5,210,015号(「taqman
」プローブによるリアルタイムPCR)；Wittwerら、米国特許第6,174,670号；Kacianら、米
国特許第5,399,491号(「NASBA」)；Lizardi、米国特許第5,854,033号；Aonoら、特開平4-
262799(ローリングサークル増幅)などに開示されているポリメラーゼ鎖反応(PCR)、線状
ポリメラーゼ反応、核酸配列ベースの増幅(NASBA)、ローリングサークル増幅などが含ま
れるが、これらに限定されない。1つの局面において、本発明のアンプリコンはPCRによっ
て生成される。増幅反応の進行に伴った反応産物の測定を可能にする検出化学が利用でき
るのであれば、増幅反応は「リアルタイム」増幅であってよく、例えば、以下に記載され
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る「リアルタイムPCR」、またはLeon et al, Nucleic Acids Reseqrch, 26: 2150-2155 (
1988)、および同様の参考文献に記載されているような「リアルタイムNASBA」であってよ
い。本明細書で用いられる「増幅すること」という用語は、増幅反応を行うことを意味す
る。「反応混合物」とは、反応を行うために必要な反応物をすべて含む溶液を意味し、こ
の反応物には、反応中にpHを選択されたレベルに維持するための緩衝剤、塩、補因子、ス
カベンジャーなどが含まれ得るが、これらに限定されない。
【０４７４】
　本明細書で用いられる「クローン性」とは、レパートリーのクロノタイプの間のクロノ
タイプ存在量の分布が1種または数種のクロノタイプに歪む程度の尺度を意味する。大ま
かに言うと、クローン性はクロノタイプ多様性の逆の尺度である。多くの尺度または統計
学が、本発明によるクローン性尺度に対して使用され得る、種と存在量の関係を説明する
生態学、例えば、Chapters 17 & 18, in Pielou, An Introduction to Mathematical Eco
logy, (Wiley-Interscience, 1969)から利用できる。1つの局面において、本発明と共に
用いられるクローン性尺度はクロノタイププロファイル(すなわち、検出される別個のク
ロノタイプの数およびそれらの存在量)に依存し、したがって、クロノタイププロファイ
ルを測定した後、そこからクローン性を計算して、1つの数字をもたらすことができる。1
つのクローン性尺度はシンプソンの尺度であり、これは単純に、ランダムに選び出された
2つのクロノタイプが同じである確率である。その他のクローン性尺度には、情報ベース
の尺度、およびPielou(上記)に開示されているマッキントッシュの多様性指数が含まれる
。
【０４７５】
　「クロノタイプ」とは、T細胞受容体(TCR)もしくはB細胞受容体(BCR)またはその一部を
コードする、T細胞またはB細胞の組換えヌクレオチド配列を意味する。1つの局面におい
て、個体のリンパ球集団の別個のクロノタイプすべての収集物は、そのような集団のレパ
ートリーである、例えば、Arstila et al, Science, 286: 958-961 (1999)；Yassai et a
l, Immunogenetics, 61: 493-502 (2009)；Kedzierska et al, Mol. Immunol., 45(3): 6
07-618 (2008)など。本発明で用いられる「クロノタイププロファイル」または「レパー
トリープロファイル」とは、レパートリーのクロノタイプおよびそれらの相対存在量の実
質的にすべてを含めた、T細胞および/またはB細胞の試料(そのような細胞を含む末梢血試
料など)のクロノタイプの集計である。「クロノタイププロファイル」、「レパートリー
プロファイル」、および「レパートリー」は、本発明において互換的に用いられる。(す
なわち、以下にさらに詳述する「レパートリー」という用語は、リンパ球の試料から測定
されるレパートリーを意味する)。本発明の1つの局面において、クロノタイプは、免疫グ
ロブリン重鎖(IgH)またはTCRβ鎖の一部を含む。本発明の他の局面において、クロノタイ
プは、免疫グロブリン軽鎖もしくはTCRα鎖またはそれらの一部などのその他の組換え分
子に基づき得る。
【０４７６】
　「相補性決定領域」(CDR)とは、免疫グロブリン(すなわち、抗体)またはT細胞受容体の
領域を意味するものであり、この領域において該分子は抗原の高次構造を補完し、それに
よって該分子の特異性を決定し、特異的抗原と接触する。T細胞受容体および免疫グロブ
リンはそれぞれ、3つのCDRを有する：CDR1およびCDR2は可変(V)ドメイン中に見出され、C
DR3は、Vの一部、多様部(D)(重鎖のみ)および結合部(J)のすべて、ならびに定常(C)ドメ
インの一部を含む。
【０４７７】
　「内部標準」とは、試料中の標的ポリヌクレオチドの絶対的もしくは相対的な定量を可
能にするために、同じ増幅反応において1つまたは複数の標的ポリヌクレオチドとして増
幅される核酸配列を意味する。内部標準は、内因性であっても外因性であってもよい。す
なわち、内部標準は試料中に天然に存在してもよいし、または増幅前に試料中に添加され
てもよい。1つの局面では、較正を提供するために、複数の外因性内部標準配列を一連の
所定の濃度で反応混合物に添加することができ、この較正に対して標的アンプリコンを比
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較して、試料中のその対応する標的ポリヌクレオチドの量を決定することができる。外因
性内部標準の数、配列、長さ、およびその他の特徴の選択は、当業者にとって日常的な設
計上の選択である。好ましくは、本明細書において「参照配列」とも称される内因性の内
部標準とは、一定でかつ細胞周期非依存的な転写レベルを示す最低限にしか調節されない
遺伝子に対応する、試料にとって天然の配列である、例えば、Selvey et al, Mol. Cell 
Probes, 15: 307-311 (2001)。例示的な参照配列には、以下の遺伝子からの配列が含まれ
るが、これらに限定されない：GAPDH、β2ミクログロブリン、18SリボソームRNA、および
βアクチン(また、上記のSelvey et alを参照されたい)。
【０４７８】
　「キット」とは、本発明の方法を行うための物質または試薬を運搬するための任意の運
搬システムを指す。反応アッセイとの関連において、このような運搬システムには、ある
位置から別の位置への反応試薬(例えば、適切な容器中のプライマー、酵素など)および/
または支持物質(例えば、緩衝液、アッセイを行うための書面による説明書など)の貯蔵、
輸送、または運搬を可能にするシステムが含まれる。例えば、キットは、関連の反応試薬
および/または支持物質を含む1つまたは複数の封入物(例えば、箱)を含む。このような内
容物は、共にまたは別々に、意図される受け手へと運搬され得る。例えば、第1容器はア
ッセイにおいて使用するための酵素を含んでよく、第2容器はプライマーを含む。
【０４７９】
　「リンパ系新生物」とは、悪性または非悪性であってよいリンパ球の異常な増殖を意味
する。リンパ系癌とは、悪性のリンパ系新生物である。リンパ系新生物は、濾胞性リンパ
腫、慢性リンパ性白血病(CLL)、急性リンパ性白血病(ALL)、ヘアリー細胞白血病、リンパ
腫、多発性骨髄腫、移植後のリンパ球増殖障害、マントル細胞リンパ腫(MCL)、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫(DLBCL)、T細胞リンパ腫などを含むがこれらに限定されないリン
パ球増殖障害の結果であるか、またはそれに付随する、例えば、Jaffe et al, Blood, 11
2: 4384-4399 (2008)；Swerdlow et al, WHO Classification of Tumours of Haematopoi
etic and Lymphoid Tissues (e. 4th) (IARC Press, 2008)。
【０４８０】
　「微小残存病変」とは、治療後に残存する癌細胞を意味する。本用語は、リンパ腫およ
び白血病の治療と関連して用いられる頻度が最も高い。
【０４８１】
　参照配列と別の配列(「比較配列」)との比較に関して用いられる「相同性の割合」、「
同一性の割合」、または同様の用語は、この2つの配列の間の最適な整列において、比較
配列が、表示される割合に等しいサブユニット位置の数において参照配列と同一であるこ
とを意味し、このサブユニットは、ポリヌクレオチド比較に関してはヌクレオチドであり
、またはポリペプチド比較に関してはアミノ酸である。本明細書で用いられる、比較され
る配列の「最適な整列」とは、サブユニット間の一致を最大にし、かつ整列の構築におい
て使用されるギャップの数を最小にする整列である。同一性の割合は、Needleman and Wu
nsch, J. Mol. Biol., 48: 443-453 (1970)("GAP" program of Wisconsin Sequence Anal
ysis Package, Genetics Computer Group, Madison, WI)などによって記載されているよ
うなアルゴリズムの商用の実行によって決定され得る。整列を構築し、同一性の割合また
は類似性の他の尺度を算出するための、当技術分野におけるその他のソフトウェアパッケ
ージには、Smith and Waterman, Advances in Applied Mathematics, 2: 482-489 (1981)
 (Wisconsin Sequence Analysis Package, Genetics Computer Group, Madison, WI)のア
ルゴリズムに基づく「BestFit」プログラムが含まれる。言い換えれば、例えば、参照ヌ
クレオチド配列と少なくとも95パーセント同一であるヌクレオチド配列を有するポリヌク
レオチドを得るためには、参照配列中のヌクレオチドの5パーセントまでが欠失されるか
、もしくは別のヌクレオチドで置換されてよく、または参照配列中の全ヌクレオチド数の
5パーセントまでのヌクレオチド数が参照配列中に挿入されてよい。
【０４８２】
　「ポリメラーゼ連鎖反応」または「PCR」とは、DNAの相補鎖の同時プライマー伸長によ
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る、特定のDNA配列のインビトロ増幅のための反応を意味する。言い換えると、PCRは、プ
ライマー結合部位が隣接する標的核酸の複数のコピーまたは複製物を作製するための反応
であり、このような反応は以下の段階の1回または複数回の反復を含む：(i) 標的核酸を
変性させる段階、(ii) プライマーをプライマー結合部位にアニーリングさせる段階、お
よび(iii) ヌクレオシド三リン酸の存在下で核酸ポリメラーゼによりプライマーを伸長さ
せる段階。通常、反応は、サーマルサイクラー装置において、各段階に最適化された異な
る温度の間で繰り返される。特定の温度、各段階における持続時間、および段階間の変化
速度は、例えば参考文献：McPherson et al, editors, PCR: A Practical Approach and 
PCR2: A Practical Approach (IRL Press, Oxford、それぞれ1991および1995)によって例
示される、当業者に周知の多くの要因に依存する。例えば、Taq DNAポリメラーゼを用い
る従来のPCRでは、＞90℃の温度で二本鎖標的核酸が変性され得、50～75℃の範囲の温度
でプライマーがアニーリングされ得、そして72～78℃の範囲の温度でプライマーが伸長さ
れ得る。「PCR」という用語は、RT-PCR、リアルタイムPCR、ネステッドPCR、定量的PCR、
マルチプレックスPCRなどを含むがこれらに限定されない、該反応の派生形態を包含する
。反応容量は、数百ナノリットル、例えば200 nL～数百μL、例えば200μLの範囲である
。「逆転写PCR」または「RT-PCR」とは、標的RNAを相補的な一本鎖DNAへと変換する逆転
写反応によって先行され、次いで増幅されるPCRを意味する、例えば、参照により本明細
書に組み入れられる、Tecottら、米国特許第5,168,038号。「リアルタイムPCR」とは、反
応の進行と共に反応産物、すなわちアンプリコンの量がモニターされるPCRを意味する。
主に反応産物のモニタリングに用いられる検出化学が異なる、リアルタイムPCRの多くの
形態が存在する、例えば、参照により本明細書に組み入れられる、Gelfandら、米国特許
第5,210,015号(「taqman」)；Wittwerら、米国特許第6,174,670号および第6,569,627号(
インターカレート色素)；Tyagiら、米国特許第5,925,517号(分子ビーコン)。リアルタイ
ムPCRのための検出化学は、同様に参照により本明細書に組み入れられる、Mackay et al,
 Nucleic Acids Research, 30: 1292-1305 (2002)において概説されている。「ネステッ
ドPCR」とは、一次PCRのアンプリコンが、プライマーの新たなセットを用いる二次PCRの
ための試料となる2段階PCRを意味し、そのセットのうちの少なくとも一方は一次アンプリ
コンの内部の位置に結合する。ネステッド増幅反応に関する、本明細書で用いられる「初
期プライマー」とは、一次アンプリコンを作製するために用いられるプライマーを意味し
、「二次プライマー」とは、二次または入れ子アンプリコンを作製するために用いられる
1つまたは複数のプライマーを意味する。「マルチプレックスPCR」とは、複数の標的配列
(または単一の標的配列および1つまたは複数の参照配列)が同じ反応混合物中で同時に行
われるPCRを意味する、例えば、Bernard et al, Anal. Biochem., 273: 221-228 (1999)(
2色リアルタイムPCR)。通常、増幅される各配列について、プライマーの別個のセットが
用いられる。典型的には、マルチプレックスPCRにおける標的配列の数は、2～50、または
2～40、または2～30の範囲である。「定量的PCR」とは、試料または標本中の1つまたは複
数の特定の標的配列の存在量を測定するために設計されたPCRを意味する。定量的PCRは、
このような標的配列の絶対的な定量および相対的な定量の両方を含む。定量的な測定は、
標的配列と別々にまたは共にアッセイされ得る1つまたは複数の参照配列または内部標準
を用いてなされる。参照配列は、試料または標本にとって内因性であっても外因性であっ
てもよく、後者の場合には、1つまたは複数の競合鋳型を含み得る。典型的な内因性の参
照配列には、以下の遺伝子の転写物のセグメントが含まれる：βアクチン、GAPDH、β２

ミクログロブリン、リボソームRNAなど。定量的PCRのための技法は、参照により組み入れ
られる以下の参考文献において例証されるように、当業者に周知である：Freeman et al,
 Biotechniques, 26: 112-126 (1999)；Becker-Andre et al, Nucleic Acids Research, 
17: 9437-9447 (1989)；Zimmerman et al, Biotechniques, 21: 268-279 (1996)；Diviac
co et al, Gene, 122: 3013-3020 (1992)；Becker-Andre et al, Nucleic Acids Researc
h, 17: 9437-9446 (1989)など。
【０４８３】
　「プライマー」とは、ポリヌクレオチド鋳型との二重鎖の形成に際して、核酸合成の開
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始点として働くことができ、伸長された二重鎖が形成されるように、鋳型に沿ってその3'
末端から伸長され得る、天然または合成のいずれかのオリゴヌクレオチドを意味する。プ
ライマーの伸長は、通常、DNAポリメラーゼまたはRNAポリメラーゼなどの核酸ポリメラー
ゼを用いて行われる。伸長過程において付加されるヌクレオチドの配列は、鋳型ポリヌク
レオチドの配列によって決定される。通常、プライマーはDNAポリメラーゼによって伸長
される。プライマーは通常、14～40ヌクレオチドの範囲、または18～36ヌクレオチドの範
囲の長さを有する。プライマーは、様々な核酸増幅反応、例えば、単一のプライマーを用
いる線状増幅反応、または2つもしくはそれ以上のプライマーを用いるポリメラーゼ連鎖
反応において用いられる。特定の適用に関してプライマーの長さおよび配列を選択するた
めの指針は、参照により組み入れられる以下の参考文献によって明らかなように、当業者
に周知である：Dieffenbach, editor, PCR Primer: A Laboratory Manual, 2nd Edition 
(Cold Spring Harbor Press, New York, 2003)。
【０４８４】
　「品質スコア」とは、特定の配列位置における塩基の割り当てが正しい確率の尺度であ
る。異なる配列決定化学、検出系、塩基コールアルゴリズムなどの結果としてコールされ
る塩基に関するような特定の状況について、品質スコアを算出するための様々な方法が当
業者に周知である。一般的に、品質スコア値は、正しい塩基コールの確率に単調に関連し
ている。例えば、10という品質スコアまたはQは、塩基が正しくコールされる可能性が90
パーセントあることを意味し得、20というQは、塩基が正しくコールされる可能性が99パ
ーセントあることを意味し得、以下同様である。いくつかの配列決定プラットフォーム、
特に合成による配列決定化学を用いる配列決定プラットフォームでは、平均品質スコアは
配列リード長に応じて低下し、その結果、配列リードの始めの品質スコアは配列リードの
終わりの品質スコアよりも高く、そのような低下は、不完全な伸長、繰り返し伸長、鋳型
の減少、ポリメラーゼの減少、キャップ形成の障害、脱保護の障害などのような現象に起
因する。
【０４８５】
　「レパートリー」または「免疫レパートリー」とは、個体のリンパ球集団中の、T細胞
受容体(TCR)もしくはB細胞受容体(BCR)またはそれらの断片それぞれをコードする別個の
組換えヌクレオチド配列のセットを意味し、該セットのヌクレオチド配列は、該集団のリ
ンパ球の実質的にすべてについて、別個のリンパ球またはそれらのクローン亜集団と1対1
の対応を有する。1つの局面において、レパートリーが決定されるリンパ球集団は、1つま
たは複数の血液試料などの1つまたは複数の組織試料から取り出される。レパートリーの
メンバーヌクレオチド配列は、本明細書において「クロノタイプ」と称される。1つの局
面において、レパートリーのクロノタイプは、TCRまたはBCRの発達中に体細胞組換えを起
こしたT細胞またはB細胞集団に共通する核酸の任意のセグメントを含み、これには正常な
または異常な(例えば、癌と関連する)その前駆体分子が含まれ、以下のもの：免疫グロブ
リン重鎖(IgH)またはそのサブセット(例えば、IgH可変領域、CDR3領域など)、不完全なIg
H分子、免疫グロブリン軽鎖またはそのサブセット(例えば、可変領域、CDR領域など)、T
細胞受容体α鎖またはそのサブセット、T細胞受容体β鎖またはそのサブセット(例えば、
可変領域、CDR3、V(D)J領域など)、CDR(TCRもしくはBCRのいずれかのCDR1、CDR2、もしく
はCDR3、またはそのようなCDRの組み合わせを含む)、TCRまたはBCRのいずれかのV(D)J領
域、IgH可変領域の超変異領域などのうちのいずれかが含まれるがこれらに限定されない
。1つの局面において、レパートリーのクロノタイプを規定する核酸セグメントは、それ
らの多様性(すなわち、セット中の別個の核酸配列の数)が十分に大きく、結果として個体
中の実質的にすべてのT細胞もしくはB細胞またはそのクローンがそのようなレパートリー
の特有の核酸配列を保有するように、選択される。すなわち、本発明に従って、実施者は
、T細胞またはB細胞の集団の完全な多様性を反映しない、TCRまたはBCRをコードする組換
え核酸の特定のセグメントまたは領域を、クロノタイプを規定するために選択してもよい
；しかしながら、好ましくは、クロノタイプは、それらの由来元であるT細胞および/また
はB細胞の集団の多様性を反映するように規定される。すなわち、好ましくは、試料のそ
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れぞれ異なるクローンは異なるクロノタイプを有する。(当然ながら、いくつかの適用に
おいては、白血病またはリンパ腫患者由来の試料の場合のように、プロファイル内には1
つまたは複数の特定のクロノタイプの複数のコピーが存在する)。本発明の他の局面にお
いて、レパートリーに相当するリンパ球の集団は、循環B細胞であってよく、または循環T
細胞であってよく、またはCD4+ T細胞、もしくはCD8+ T細胞、もしくは細胞表面マーカー
によって規定されるその他の亜集団などを含むがこれらに限定されない、前述の集団のい
ずれかの亜集団であってよい。そのような亜集団は、特定の組織、例えば骨髄もしくはリ
ンパ節などから試料を採取することによって、または1つもしくは複数の細胞表面マーカ
ー、サイズ、形態などに基づいて試料(末梢血など)から細胞を選別もしくは濃縮すること
によって得られ得る。さらなる他の局面において、レパートリーに相当するリンパ球の集
団は、腫瘍組織、感染組織などの罹患組織に由来し得る。1つの態様において、ヒトTCRβ
鎖またはその断片を含むレパートリーは、0.1×106個～1.8×106個の範囲、または0.5×1
06個～1.5×106個の範囲、または0.8×106個～1.2×106個の範囲の数の別個のヌクレオチ
ド配列を含む。別の態様において、ヒトIgH鎖またはその断片を含むレパートリーは、0.1
×106個～1.8×106個の範囲、または0.5×106個～1.5×106個の範囲、または0.8×106個
～1.2×106個の範囲の数の別個のヌクレオチド配列を含む。特定の態様において、本発明
のレパートリーは、IgH鎖のV(D)J領域の実質的にすべてのセグメントをコードするヌクレ
オチド配列のセットを含む。1つの局面において、本明細書で用いられる「実質的にすべ
ての」とは、0.001パーセントもしくはそれ以上の相対存在量を有するすべてのセグメン
トを意味し；または別の局面において、本明細書で用いられる「実質的にすべての」とは
、0.0001パーセントもしくはそれ以上の相対存在量を有するすべてのセグメントを意味す
る。別の特定の態様において、本発明のレパートリーは、TCRβ鎖のV(D)J領域の実質的に
すべてのセグメントをコードするヌクレオチド配列のセットを含む。別の態様において、
本発明のレパートリーは、25～200ヌクレオチドの範囲の長さを有し、かつTCRβ鎖のV、D
、およびJ領域のセグメントを含むヌクレオチド配列のセットを含む。別の態様において
、本発明のレパートリーは、25～200ヌクレオチドの範囲の長さを有し、かつIgH鎖のV、D
、およびJ領域のセグメントを含むヌクレオチド配列のセットを含む。別の態様において
、本発明のレパートリーは、別個のIgH鎖を発現するリンパ球の数と実質的に等しい数の
別個のヌクレオチド配列を含む。別の態様において、本発明のレパートリーは、別個のTC
Rβ鎖を発現するリンパ球の数と実質的に等しい数の別個のヌクレオチド配列を含む。さ
らなる別の態様において、「実質的に等しい」とは、ヌクレオチド配列のレパートリーが
、0.001パーセントまたはそれ以上の頻度の個体の集団のすべてのリンパ球によって保有
または発現されるIgHもしくはTCRβまたはその一部をコードするヌクレオチド配列を99パ
ーセントの確率で含むことを意味する。さらなる別の態様において、「実質的に等しい」
とは、ヌクレオチド配列のレパートリーが、0.0001パーセントまたはそれ以上の頻度で存
在するすべてのリンパ球によって保有または発現されるIgHもしくはTCRβまたはその一部
をコードするヌクレオチド配列を99パーセントの確率で含むことを意味する。前述の2文
に記載されるクロノタイプのセットは、本明細書において、IgHおよび/またはTCRβ配列
の「完全なレパートリー」を示すと見なされる場合がある。上記のように、クロノタイプ
プロファイル(またはレパートリープロファイル)を測定または作成する場合には、そのよ
うなプロファイルが、特定の適用に対してレパートリーのかなり正確な表示を提供するよ
うに、十分に大きなリンパ球の試料を入手する。1つの局面において、特に1～10 mLの末
梢血試料から得られる場合、105～107個のリンパ球を含む試料が用いられる。
【０４８６】
　「配列タグ」(または「タグ」)とは、ポリヌクレオチドまたは鋳型に付着させ、反応に
おいて該ポリヌクレオチドまたは鋳型を同定および/または追跡するために用いられるオ
リゴヌクレオチドを意味する。場合により本明細書において「タグ化ポリヌクレオチド」
または「タグ化鋳型」または「タグ-ポリヌクレオチド複合物」などと称される線状複合
物を形成させるために、オリゴヌクレオチドタグをポリヌクレオチドもしくは鋳型の3'末
端もしくは5'末端に付着させることができ、またはこれをそのようなポリヌクレオチド鋳
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く異なってよく；以下の参考文献は、特定の態様に適したオリゴヌクレオチドタグのセッ
トを選択するための指針を提供する：Brenner、米国特許第5,635,400号；Brenner et al,
 Proc. Natl. Acad. Sci., 97: 1665-1670 (2000)；Churchら、欧州特許出願公開第0 303
 459号；Shoemaker et al, Nature Genetics, 14: 450-456 (1996)；Morrisら、欧州特許
出願公開第0799897A1号；Wallace、米国特許第5,981,179号など。オリゴヌクレオチドタ
グの長さおよび組成は大きく異なってよく、特定の長さおよび/または組成の選択は、例
えばハイブリダイゼーション反応によるか、もしくは配列決定のように酵素反応によるな
ど、リードを生成するためにタグがどのように用いられるか；それらが例えば蛍光色素な
どによって標識されるかどうか；ポリヌクレオチドのセットなどを明確に同定するために
必要な、識別可能なオリゴヌクレオチドタグの数、および例えばクロスハイブリダイゼー
ションもしくは配列決定エラーによる誤同定がないことなど、信頼できる同定を確実にす
るために、セットのタグがどれだけ異なるべきかを非限定的に含む、いくつかの要因に依
存する。1つの局面において、オリゴヌクレオチドタグはそれぞれ、それぞれ2～36ヌクレ
オチド、または4～30ヌクレオチド、または8～20ヌクレオチド、または6～10ヌクレオチ
ドの範囲内の長さを有し得る。1つの局面においては、セットの各オリゴヌクレオチドタ
グが、同じセットの他のすべてのタグのヌクレオチド配列と少なくとも2塩基だけ異なる
特有のヌクレオチド配列を有する、タグのセットが用いられ；別の局面においては、セッ
トの各タグの配列が、同じセットの他のすべてのタグの配列と少なくとも3塩基だけ異な
る、タグのセットが用いられる。
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