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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内感染の診断のための試験、診断アルゴリズム
、バイオマーカーを提供する。
【解決手段】方法は、対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で、インターロイキン－６
（ＩＬ－６）及び胎児性フィブロネクチン（ｆＦＮ）のレベルを測定することと、該試料
中の各該タンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌液中の該タンパク質のそ
れぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示すと測定されるか、あるいは羊膜内
炎症又は感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中の該タンパク質のそれぞれの対
応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内炎症
又は感染と診断することを含む、方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中の、
増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ
）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インタ
ーロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－
１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリ
ン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群
から選択される２以上のタンパク質の対応するレベルに対して、該２以上のタンパク質の
レベルを妊娠雌哺乳動物対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で測定することと、
　（ｂ）該試料中の各該２以上のタンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌
液中の該２以上のタンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示す
と判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中の該２以上の
タンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される
場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、
　を含む、妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内感染の診断のための方法。
【請求項２】
　前記２以上のタンパク質がα－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）及びインターロイキン－６
（ＩＬ－６）を含む、請求項１に記載の方法であって、前記対象から得られた頸管膣分泌
液の試料中でＩＧＦ－結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）レベルを測定することと；
　（ｂ）該試料中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１のそれぞれの該レベルのそれぞ
れが、該正常頸管膣分泌液中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１のそれぞれの対応す
るレベルに対して統計学的有意差を示すと判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分か
っている該頸管膣分泌液中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１のそれぞれの対応する
レベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断
することと、
　をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記対象がヒト患者である、請求項１又は請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記タンパク質のうち少なくとも３種類の存在量を試験することを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項５】
　前記タンパク質のうち少なくとも４種類の存在量を試験することを含む、請求項１又は
請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ
１ＡＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選
択される２以上のタンパク質のレベルを測定することと、該試料中の該２以上の選択され
たタンパク質の該レベルのそれぞれが、正常頸管膣分泌液中の２以上の選択されたタンパ
ク質のそれぞれの対応するレベルに対して頸管膣分泌液試料中で統計学的有意差を示す場
合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記試料中の該タンパク質全てのレベルが、前記正常頸管膣分泌液中の前記タンパク質
の対応するレベルに対して、頸管膣分泌液試料中で統計学的有意差を示す場合、前記対象
を羊膜内感染と診断することを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　免疫アッセイ、タンパク質アレイ、免疫クロマトグラフィー試験、質量分析又はそれら
の組み合わせの使用を含む方法によって前記レベルが測定される、請求項１から７の何れ
かに記載の方法。
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【請求項９】
　前記レベルが、ラテラルフロー装置を使用した免疫クロマトグラフィー試験を用いて測
定される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１
ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、イン
ターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子
－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブ
リン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる
群から選択される２以上のタンパク質の検出のための抗体及び試薬を含む、免疫アッセイ
キット。
【請求項１１】
　増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１
ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、イン
ターロイキン－６（ＩＬ－６）、ＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）、リポ多
糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプ
チド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテ
イナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される３以上のタンパク質の
検出のための抗体及び試薬を含む、免疫アッセイキット。
【請求項１２】
　マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ
１ＡＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選
択される２以上のタンパク質の検出のための抗体及び試薬を含む、免疫アッセイキット。
【請求項１３】
　前記タンパク質の全ての検出のための抗体及び試薬を含む、請求項１０から１２の何れ
かに記載の免疫アッセイキット。
【請求項１４】
　α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合
タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）の検出のための抗体及び試薬を含む免疫アッセイキッ
ト。
【請求項１５】
　α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合
タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）の検出のための１以上のクロマトグラフィーストリッ
プを含む、免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項１６】
　前記試験ストリップが、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（Ｉ
Ｌ－６）及びＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）に対する抗体を含む、請求項
１５に記載の免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項１７】
　ラテラルフロー装置である、請求項１５又は請求項１６に記載の免疫クロマトグラフィ
ー試験装置。
【請求項１８】
　増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１
ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、イン
ターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子
－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブ
リン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる
群から選択される２以上のタンパク質の検出のための２以上のクロマトグラフィーストリ
ップを含む、免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項１９】
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　前記試験ストリップが、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タ
ンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タン
パク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢ
Ｐ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）
、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（
ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質に対する抗体を含む、請求
項１８に記載の免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項２０】
　ラテラルフロー装置である、請求項１９に記載の免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項２１】
　増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１
ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、イン
ターロイキン－６（ＩＬ－６）、ＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）、リポ多
糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプ
チド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテ
イナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される３以上のタンパク質の
検出のための３以上のクロマトグラフィーストリップを含む、免疫クロマトグラフィー試
験装置。
【請求項２２】
　前記試験ストリップが、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タ
ンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タン
パク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、ＩＧＦ結合タンパク質－１（Ｉ
ＧＦＢＰ－１）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ
－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ
）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択され
る３以上のタンパク質に対する抗体を含む、請求項２１に記載の免疫クロマトグラフィー
試験装置。
【請求項２３】
　ラテラルフロー装置である、請求項２２に記載の免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項２４】
　マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ
１ＡＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選
択される２以上のタンパク質の検出のための２以上のクロマトグラフィーストリップを含
む、免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項２５】
　前記試験ストリップが、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１
－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ
－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質に対する抗体を含む、請求項２４に
記載の免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項２６】
　ラテラルフロー装置である、請求項２５に記載の免疫クロマトグラフィー試験装置。
【請求項２７】
　（ａ）正常頸管膣分泌液中の増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症
性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性
タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（
ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－
１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－
１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質の対応するレベルに対
して、又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液の該２以上のタンパク質の
対応するレベルに対して、前記対象から得られる頸管膣分泌液の試料中で該２以上のタン
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パク質のレベルを測定することと、
　（ｂ）該試料中の該２以上のタンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌液
中の該２以上のタンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示すと
判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中の該２以上のタ
ンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場
合、該対象を羊膜内感染と診断することと、
　を含む、羊膜内感染を示す徴候及び症状を調べるための方法。
【請求項２８】
　前記徴候及び症状が、母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血球増加（≧１５，０００／
ｍｍ３）、母体及び／又は胎児の頻脈、子宮圧痛及び／又は羊水の悪臭を含む、請求項２
７に記載の方法。
【請求項２９】
　マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）及びα－１－酸性糖タンパク質（
Ａ１ＡＧ）のレベルを測定することと、正常頸管膣分泌液中のＭＩＰ１ｂ及びＡ１ＡＧの
対応するレベルに対して頸管膣分泌液試料中でＭＩＰ１ｂ及びＡ１ＡＧの該レベルがそれ
ぞれ統計学的有意差を示す場合、前記対象を羊膜内感染と診断することとを含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項３０】
　マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）及び増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ
－ａ）のレベルを測定することと、正常頸管膣分泌液中のＭＩＰ１ｂ及びＧＲＯ－ａの対
応するレベルに対して、頸管膣分泌液試料中でＭＩＰ１ｂ及びＧＲＯ－ａの該レベルが統
計学的有意差を示す場合、前記対象を羊膜内感染と診断することとを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項３１】
　α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）及び増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）のレベ
ルを測定することと、正常頸管膣分泌液中のＡ１ＡＧ及びＧＲＯ－ａの対応するレベルに
対して、頸管膣分泌液試料中でＡ１ＡＧ及びＧＲＯ－ａの該レベルが統計学的有意差を示
す場合、前記対象を羊膜内感染と診断することとを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　（ａ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中のα
－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ－結合タ
ンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）のレベルに対して、前記対象から得られる頸管膣分泌液
の試料中でＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１のレベルを測定することと、
　（ｂ）該試料中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の該レベルのそれぞれが、該正
常頸管膣分泌液中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の対応するレベルに対して統計
学的有意差を示すと判断されるか、又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分
泌液中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の対応するレベルに対して統計学的有意差
を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、
　を含む、羊膜内感染を示す徴候及び症状を調べるための方法。
【請求項３３】
　徴候及び症状が、母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血球増加（≧１５，０００／ｍｍ
３）、母体及び／又は胎児の頻脈、子宮圧痛及び／又は羊水の悪臭を含む、請求項３２に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、妊婦における羊膜内感染（ＩＡＩ）のリスクの診断及び／又は評価のための
試験に関する。本発明は、妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内感染の診断のためのバイオ
マーカーの使用に関する、試験、診断アルゴリズム、バイオマーカー、材料、方法及び器
具ならびに、このような診断のための診断テストシステム及び本明細書中で記載のような
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様々なその他の実施態様を提供することにさらに関する。
【背景技術】
【０００２】
　早産は、生後１ヶ月以内の大きな死亡原因であり、全乳児死亡の３分の１に対する寄与
原因である。羊膜内感染（ＩＡＩ）は、妊娠３７週未満の特発性早産の大きな原因の１つ
である。早産に関与する他の状態としては、早期陣痛、早期破水、子癇前症、胎盤早期剥
離、前置胎盤、胎児成長遅延、羊水過多又は羊水量異常、胎児奇形、子宮内出血、糖尿病
、薬物乱用及びストレスが挙げられる。早期陣痛及び早産の管理には、必要に応じて、子
宮収縮抑制薬及び胎児肺の成熟のためのコルチコステロイドによる治療が含まれ得る。陰
性培養結果が出るまでＢ群レンサ球菌に適応するために狭域抗生物質が処方され得る。
【０００３】
　ＩＡＩは、特発性早期陣痛及び早産の最も重要な原因の１つである。ＩＡＩは羊膜腔の
微生物侵入であり、全早期陣痛例の１０－１５％で起こる。（Ｎｅｗｔｏｎ　ＥＲ．Ｃｌ
ｉｎ　Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９３；３６（４）：７９５－８０８；Ｗａｔ
ｔｓ　ＤＨら、Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９２；７９：３５１－７；Ｒｏｍｅ
ｒｏ　Ｒら、Ａｍ　Ｊ　Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９３；１６９：８０５－１
６；Ｈｉｌｌｉｅｒ　ＳＬら、Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９３；８１：９４１
－８）。膜が完全であるか又は完全ではない状態のＩＡＩを説明するために使用されるそ
の他の用語としては、羊水感染、羊膜炎及び臨床的絨毛羊膜炎が挙げられる。早期陣痛の
原因としてのＩＡＩの関与に加え、ＩＡＩはまた、特に早期新生児において、新生児有病
率及び死亡率の上昇にも関連する。一般に、ＩＡＩを発症している母親から生まれた低出
生体重児では周産期死亡率が３倍から４倍上昇することが知られている。呼吸窮迫症候群
、脳室内出血及び新生児敗血症も増加する。（Ｍｏｒａｌｅｓ，Ｗ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔｒ
ｉｃｓ及びＧｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　７０：１８３，１９８７）。ＩＡＩは新生児の脳室周
囲白質軟化症及び脳性麻痺に独立して関連付けられており；大脳白質損傷及び脳性麻痺の
リスクは、ＩＡＩの場合では９倍高い。（Ｂｅｊａｒ，Ｒ．ら、Ａｍ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ
．Ｇｙｎｅｃｏｌ．１５９：３５７、１９８８；Ｇｒｅｔｈｅｒ，Ｊ．Ｋ．及びＮｅｌｓ
ｏｎ，Ｋ．Ｂ．ＪＡＭＡ　２７８：２０７、１９９７）。
【０００４】
　ＩＡＩ例の大多数、８０％から９０％は、早期陣痛を除いては亜臨床的（無症状）であ
る。現在、特発性早期陣痛の管理には、観察、子宮収縮抑制薬による治療及び羊水穿刺及
び培養による可能性確認が含まれる。培養不能な微生物が存在し、栄養素選好的な微生物
の単離が困難であり、抗生物質での治療歴があることにより、羊水培養のみでは、真のＩ
ＡＩ有病率を過小評価することになる（Ｒｏｍｅｒｏ、Ｒ．ら、Ａｍ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ
．Ｇｙｎｅｃｏｌ．１６１：８１７、１９８９）。本発明の陽性ＩＡＩ試験は、臨床家に
とって利用可能な現在の診断及び治療計画に対する有用な補助的手段を提供するであろう
。ＩＡＩの正確な診断は、ＩＡＩにおいて使用禁忌である子宮収縮抑制薬療法を差し控え
、母親に対する出産場所及び、超早産児であり、ＩＡＩの過剰な結果として状態が悪い可
能性がある乳児に対する必要なケアレベルを予想しながら、的を絞った抗生物質により母
親を適切に治療するために重要である。
【０００５】
　本発明の陰性ＩＡＩ試験は、早期陣痛の病因が感染以外のものであり得ることの再確認
を提供する。３０種類の他の徴候及び／又は症状の所見と合わせて、陰性試験により、医
師が早期陣痛を処置することが可能になる。
【０００６】
　発症機序及びリスク因子：羊膜内感染は、下部生殖管微生物による上行性感染の結果と
して起こると考えられる。ＩＡＩ有病率は、妊娠期間と強く反比例する。（Ｗａｔｔｓ　
ＤＨら、Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９２；７９：３５１－７）。下部生殖管に
対する常在細菌は、羊膜が完全であり、ＩＡＩの臨床兆候がない早期陣痛の全女性のうち
１０－２０％（Ｒｏｍｅｒｏ　Ｒら、Ａｎｎ　ＮＹ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　１９９１；６２
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２：３５５－７５）及び妊娠２３－２４週間で妊娠終了となった早期陣痛女性の最大６７
％（Ｗａｔｔｓ　ＤＨら、Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９２；７９：３５１－７
）の羊水から回収される。さらに、これらの所見は、組織学的絨毛羊膜炎が２０から２４
週で妊娠終了となった例の６０－９０％で見られているという事実により支持される。こ
れらの所見は、ＩＡＩが特発性早期陣痛、特に妊娠初期における特発性早期陣痛の重要な
原因であるという仮説の裏づけとなる。
【０００７】
　診断：ＩＡＩの早期診断により、適時に治療及び介入を行うことが可能となり得る。し
かし、正確な診断を行うという点で複数の課題がある。臨床的見地から、ＩＡＩの臨床兆
候及び症状は感染経過の後期に起こり、ごく一般的であり非特異的なので、早期診断は困
難である。ＩＡＩを診断するために一般に使用される臨床基準には、母体発熱（≧３７．
８℃）を伴う早期陣痛があり、次のうち２以上：母体白血球増加（≧１５，０００／ｍｍ
３）、母体又は胎児の頻脈、子宮圧痛又は羊水の悪臭、があることが含まれる。（Ｇｉｂ
ｂｓ　ＲＳら、Ａｍ　Ｊ　Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９８０；１３６（６）：７
０９－１３）。Ｗａｔｔｓらによる早期陣痛発来妊婦の研究では、羊水培養が陽性である
場合と陽性ではない場合で、母体最高体温の平均、ＷＢＣ数及び型別に違いはない。亜臨
床的ＩＡＩはＩＡＩに関して言及するために使用される用語であり、この場合、羊水培養
が陽性であるおよそ８８％の症例で徴候及び症状は僅かであるか又は現れていない。（Ｗ
ａｔｔｓ　ＤＨら、Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９２；７９：３５１－７）。亜
臨床的ＩＡＩの概念は、非ヒト霊長類モデルを用いたＧｒａｖｅｔｔらの知見によりさら
に裏付けられる。これらの研究者らは、実験的ＩＡＩをＢ群レンサ球菌により誘発した後
、実験的感染から２８から４０時間後に起こる感染誘発性早期陣痛の発来時に発熱及び白
血球増加が現れるのは５０％のみであることを明らかにした。（Ｇｒａｖｅｔｔ　ＭＧら
、Ａｍ　Ｊ　Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１９９４；１７１（６）：１６６０－７）
。
【０００８】
　臨床的特徴が一貫しないため、ＩＡＩの診断を支援するために他の補助的臨床検査が利
用されている。これらには、母体のＣ反応性タンパク質の測定、白血球又はグラム染色で
の細菌に関する羊水の直接検査、羊水培養、羊水グルコース濃度の測定、羊水白血球エス
テラーゼの検出、ガス－液体クロマトグラフィーによる細菌性有機酸の検出、様々な羊水
サイトカイン（例えば、インターロイキン２、４、６、顆粒球コロニー－刺激因子及び腫
瘍壊死因子－α）、マトリクスメタロプロテイナーゼ－９、ラクトフェリンの測定及び超
音波検査による胎児活動性の評価（生物物理学的プロファイル）が含まれる。サイトカイ
ン又は他の生化学的因子の測定は費用が嵩み、一般に臨床上利用可能ではなく、主として
研究用ツールである。さらに、これらの試験の検査効率は、羊水グラム染色及び培養、羊
水グルコース濃度及び羊水白血球エステラーゼの検出などのより簡単に利用可能な古典的
試験よりも一貫して優れている訳ではない。これらの試験効率は既に幅広く考察されてい
る。（Ｏｈｌｓｓｏｎ，Ａ．及びＷａｎｇ，Ｅ．：Ａｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｎ
ｔｅｎａｔａｌ　ｔｅｓｔｓ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｔ　ｐｒｅ
ｔｅｒｍ　ｒｕｐｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｍｂｒａｎｅｓ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　１６２：
８０９，１９９０）。全て、妥当な感度、特異性及び予測性を有するにもかかわらず、Ｉ
ＡＩの診断において臨床的特徴から切り離して単独で使用するのに十分な感度又は特異性
を有するものはない。
【０００９】
　従って、ＩＡＩの早期及び正確な診断を可能にする新しいアプローチが強く求められて
いる。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、妊婦における羊膜内感染（ＩＡＩ）のリスクの診断及び／又は評価のための
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試験に関する。本発明は、さらに、羊膜内感染（ＩＡＩ）の非侵襲性診断のために使用す
ることができるバイオマーカー及びバイオマーカーの群又は組み合わせの特定及び検出な
らびに、妊婦における羊膜内感染（ＩＡＩ）のリスクを診断及び／又は評価するための３
種類のタンパク質バイオマーカーの独自の組み合わせの使用に基づく非侵襲性試験を含む
、このようなバイオマーカーを使用した診断アッセイに関する。本発明は、全般的に、羊
膜内感染の研究室開発テスト（ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ｔｅｓｔ）
及びインビトロ診断機器を作製するために使用される材料及び過程ならびにＩＡＩの診断
において臨床的有用性を有するバイオマーカーに関する。特に、本発明は、妊婦から得た
頸管膣分泌液（ＣＶＦ）などの生体試料を分析することによりＩＡＩのリスクを診断する
か又は評価するためのインビトロ診断機器を作製するための材料及び過程に関する。特に
、本発明は、特に診断アルゴリズムと組み合わせて使用する場合に高精度で非侵襲性の頸
管膣スワブに基づく免疫診断テストを用いてＩＡＩの存在を予想することができる、バイ
オマーカーに関する。診断アルゴリズムと組み合わせて使用する場合、この独自のマーカ
ーの組み合わせにより、高精度で非侵襲性の頸管膣スワブに基づく免疫診断テストを用い
てＩＡＩの存在を予想することが可能になる。
【００１１】
　ある実施態様において、本発明は、妊娠雌哺乳動物対象においてＩＡＩの有無を判定す
るために、測定し、使用することができるバイオマーカーの新規パネルを提供する。
【００１２】
　ある態様において、本発明は、（ａ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すことが分
かっている頸管膣分泌液中の、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症
性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性
タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（
ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－
１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－
１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質のレベルに対して、妊
娠雌哺乳動物対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で該２以上のタンパク質のレベルを
測定することと；（ｂ）該レベルが、該正常頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有
意差を示すと判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中の
レベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断
することと、を含む、妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内感染の診断のための方法を提供
する。ある実施態様において、対象はヒト患者である。ある種の実施態様において、本発
明の方法は、これらのタンパク質の、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少な
くとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９種類又は全ての存在量を測定する
ことを含む。
【００１３】
　ある態様において、本発明は、（ａ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すことが分
かっている頸管膣分泌液中の、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症
性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性
タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（
ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－
１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－
１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質の対応するレベルに対
して、妊娠雌哺乳動物対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で該２以上のタンパク質の
レベルを測定することと、（ｂ）該試料中の該２以上のタンパク質のそれぞれの該レベル
のそれぞれが、正常頸管膣分泌液中の該タンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して
統計学的有意差を示すと判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣
分泌液中の該２以上のタンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を
示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む、妊娠雌哺乳
動物対象における羊膜内感染の診断のための方法を提供する。ある実施態様において、対
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象はヒト患者である。ある種の実施態様において、本発明の方法は、これらのタンパク質
の、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なく
とも８、少なくとも９種類又は全ての存在量を測定することを含む。
【００１４】
　ある実施態様において、測定されるバイオマーカーとしては、増殖調節癌遺伝子α（Ｇ
ＲＯ－ａ）及びマクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）が挙げられる。別の
実施態様において、測定されるバイオマーカーとしては、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－
ａ）及びα－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）が挙げられる。さらに別の実施態様にお
いて、測定されるバイオマーカーとしては、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）及び
マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）が挙げられる。これらの実施態様に
おいて、測定されるさらなるバイオマーカーとしては、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）
、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接
着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクロ
グロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び／又は組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－
１）を挙げることができる。さらなる実施態様において、測定されるバイオマーカーとし
ては、ＩＧＦ－結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）を挙げることができる。
【００１５】
　ある種の実施態様において、測定されるバイオマーカーとしては、組織メタロプロテイ
ナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）及び増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）が挙げられ
る。ある種の実施態様において、測定されるバイオマーカーとしては、組織メタロプロテ
イナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ１）及びマクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ
１ｂ）が挙げられる。ある種の実施態様において、測定されるバイオマーカーとしては、
組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）及びα－１－酸性糖タンパク質
（Ａ１ＡＧ）が挙げられる。これらの実施態様において、測定されるさらなるバイオマー
カーとしては、インターロイキン－６（ＩＬ－６）を挙げることができる。
【００１６】
　ある種の実施態様において、測定されるバイオマーカーとしては、α－胎児性タンパク
質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びマクロファージ炎症性タンパク質
１β（ＭＩＰ１ｂ）が挙げられる。ある種の実施態様において、測定されるバイオマーカ
ーとしては、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ
）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）及びα－胎
児性タンパク質（ＡＦＰ）が挙げられる。
【００１７】
　ある実施態様において、本発明の方法は、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩ
Ｐ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物
質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質のレベルを測定す
ることと、２以上の該試験タンパク質が、該頸管膣分泌液中で正常頸管膣分泌液に対する
統計学的有意差を示す場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む。
【００１８】
　ある実施態様において、本発明の方法は、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩ
Ｐ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物
質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質のそれぞれのレベ
ルを測定することと、該被験タンパク質の２以上のそれぞれのレベルが、該頸管膣分泌液
試料中で、正常頸管膣分泌液中の対応するタンパク質レベルに対して統計学的有意差を示
す場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む。
【００１９】
　ある種の実施態様において、本発明の方法は、前記被験タンパク質の全てのレベルが、
該頸管膣分泌液試料において、正常頸管膣分泌液中の該タンパク質の対応するレベルに対
して統計学的有意差を示す場合、対象を羊膜内感染と診断することを含む。全ての実施態
様において、本明細書中で特定されるタンパク質のレベルは、免疫アッセイにより測定さ
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れ得る。ある種の実施態様において、本明細書中で特定されるタンパク質のレベルは、タ
ンパク質アレイを用いて測定され得る。ある種の実施態様において、本明細書中で特定さ
れるタンパク質のレベルは、免疫クロマトグラフィー試験装置を用いて測定され得る。免
疫クロマトグラフィー試験装置を用いたある種の実施態様において、本明細書中で特定さ
れるタンパク質のレベルは、１以上のクロマトグラフィー試験ストリップを含む免疫クロ
マトグラフィー試験装置を用いて測定され得る。免疫クロマトグラフィー試験装置を用い
たある種の実施態様において、免疫クロマトグラフィー試験装置はラテラルフロー装置で
ある。
【００２０】
　ある種の実施態様において、本発明は、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロフ
ァージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、
α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タ
ンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１
（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ
阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質の検出ため
の２以上のクロマトグラフィーストリップを含む免疫クロマトグラフィー試験装置を提供
する。ある実施態様において、免疫クロマトグラフィー試験装置は、増殖調節癌遺伝子α
（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖
タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（Ｉ
Ｌ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）
、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び
組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以
上のタンパク質に対する抗体を含む試験ストリップを含む。ある実施態様において、免疫
クロマトグラフィー試験装置はラテラルフロー装置である。
【００２１】
　ある種の実施態様において、本発明は、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロフ
ァージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、
α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、ＩＧＦ結合タン
パク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子
－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブ
リン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる
群から選択される３以上のタンパク質を検出するための３以上のクロマトグラフィースト
リップを含む免疫クロマトグラフィー試験装置を提供する。ある実施態様において、免疫
クロマトグラフィー試験装置は、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎
症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児
性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、ＩＧＦ結合タンパク質－
１（ＩＧＦＢＰ－１）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（Ｖ
ＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ
２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選
択される３以上のタンパク質に対する抗体を含む試験ストリップを含む。ある実施態様に
おいて、免疫クロマトグラフィー試験装置はラテラルフロー装置である。
【００２２】
　別の態様において、本発明は、（ａ）妊娠雌哺乳動物対象から頸管膣分泌液の試料を得
ることと、（ｂ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌
液中の、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（Ｍ
ＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）
、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接
着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクロ
グロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）か
らなる群から選択される２以上のタンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して、該２
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以上のタンパク質のレベルを決定することと；該２以上のタンパク質のそれぞれの該レベ
ルが、該正常頸管膣分泌液における該２以上のタンパク質のそれぞれの対応するレベルに
対して統計学的有意差を示すと判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている該
頸管膣分泌液中の該２以上のタンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有
意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む、妊娠
雌哺乳動物対象における羊膜内感染の診断のための方法を提供する。
【００２３】
　別の態様において、本発明は、
　（ａ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中の、
増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ
）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インタ
ーロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－
１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリ
ン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群
から選択される２以上のタンパク質のレベルに対して、対象から得られた頸管膣分泌液の
試料中で該２以上のタンパク質のレベルを測定することと、
　（ｂ）該レベルが、該正常頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有意差を示すと判
断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中のレベルに対して
統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を
含む、羊膜内感染を示す徴候及び症状を調べるための方法を提供する。ある種の実施態様
において、徴候及び症状としては、母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血球増加（≧１５
，０００／ｍｍ３）、母体及び／又は胎児の頻脈、子宮圧痛及び／又は羊水の悪臭が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、
　（ａ）正常頸管膣分泌液中の、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎
症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児
性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質
（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ
－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質
－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質の対応するレベルに
対して又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中の該２以上のタンパク質
の対応するレベルに対して、対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で該２以上のタンパ
ク質のレベルを測定することと、
　（ｂ）該試料中の該２以上のタンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌液
中の該２以上のタンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示すと
判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中の該２以上のタ
ンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場
合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む、羊膜内感染を示す徴候及び症状を調
べるための方法を提供する。ある種の実施態様において、徴候及び症状としては、母体発
熱（≧３７．８℃）、母体白血球増加（≧１５，０００／ｍｍ３）、母体及び／又は胎児
の頻脈、子宮圧痛及び／又は羊水の悪臭が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２５】
　ある態様において、本発明は、
　（ａ）妊娠雌哺乳動物対象から得られる頸管膣分泌液の試料において、α－胎児性タン
パク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合タンパク質－１（
ＩＧＦＢＰ－１）のレベルを試験することと；
　（ｂ）該試料中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の該レベルのそれぞれが、正常
頸管膣分泌液中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の対応するレベルに対して統計学
的有意差を示すと判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中
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のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有
意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む、妊娠
雌哺乳動物対象における羊膜内感染の診断のための方法に関する。
【００２６】
　ある実施態様において、対象はヒト患者である。
【００２７】
　別の実施態様において、タンパク質のレベルを測定するために構成される装置を用いて
検査が実施される。
【００２８】
　さらに別の実施態様において、適切なプロセッサにより実行されるソフトウェアプログ
ラムを用いることによって検査が行われる。
【００２９】
　さらなる実施態様において、このプログラムは、有形の物理媒体に格納されるソフトウ
ェアに統合される。
【００３０】
　またさらなる実施態様において、この有形の物理媒体は、フラッシュドライブ、ＣＤ－
ＲＯＭ、フロッピーディスク、ハードドライブ、ＤＶＤ及びプロセッサに伴うメモリから
なる群から選択される。
【００３１】
　異なる実施態様において、本方法は、上記の検査又は診断の結果を記録するレポートを
準備する段階をさらに含み、このレポートは、紙、フラッシュドライブ、ＣＤ－ＲＯＭ、
フロッピーディスク、ハードドライブ、ＤＶＤ又はプロセッサに伴うメモリなどの有形の
物理媒体に記録又は格納され得る。
【００３２】
　別の実施態様において、本方法は、患者又はその担当医などの関係者に上記の診断の結
果を伝達する段階をさらに含む。様々な実施態様において、伝達は、書面で、ｅメールに
より又は電話により行われる。
【００３３】
　さらに別の実施態様において、タンパク質レベルは免疫アッセイにより測定される。
【００３４】
　さらなる実施態様において、タンパク質レベルは、ラテラルフロー装置を使用し得る免
疫クロマトグラフィー試験により測定される。
【００３５】
　またさらなる実施態様において、タンパク質レベルは、質量分析によって又はタンパク
質アレイを使用することによって測定される。
【００３６】
　別の態様において、本発明は、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－
６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）検出のための抗体及び
試薬を含む免疫アッセイキットに関する。
【００３７】
　また別の態様において、本発明は、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキ
ン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）の検出のための１
以上のクロマトグラフィーストリップを含む免疫クロマトグラフィー試験装置に関する。
【００３８】
　ある実施態様において、免疫クロマトグラフィー試験装置において、試験ストリップは
、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合
タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）に対する抗体を含む。
【００３９】
　別の実施態様において、本免疫クロマトグラフィー試験装置はラテラルフロー装置であ
る。
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【００４０】
　さらなる態様において、本発明は、
　（ａ）前記対象から得られる頸管膣分泌液の試料中で、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ
）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１
）のレベルを試験することと；
　（ｂ）該レベルが、正常頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有意差を示すと判断
されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中のレベルに対して統計
学的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む
試験の結果及び／又は試験に基づく診断を含むレポートに関する。
【００４１】
　さらなる態様において、本発明は、
　（ａ）前記対象から得られる頸管膣分泌液の試料中で、α－胎児性タンパク質（ＡＦＰ
）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１
）のレベルを試験することと；
　（ｂ）ＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の該レベルのそれぞれが、正常頸管膣分泌
液中のＡＦＰ、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の対応するレベルに対して統計学的有意差を
示すと判断されるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中のＡＦＰ、
ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ－１の対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断
される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、
　を含む、試験の結果及び／又は試験に基づく診断を含むレポートに関する。
【００４２】
　またさらなる態様において、本発明は、
　（ａ）前記対象から得られる頸管膣分泌液の試料中で、α－胎児性タンパク質、インタ
ーロイキン－６（ＩＬ－６）及びＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）のレベル
を試験することと；
　（ｂ）該レベルが正常頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有意差を示すと判断さ
れるか又は羊膜内感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学
的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、
　を含む、試験の結果及び／又は試験に基づく診断を格納する有形の物理媒体に関する。
【００４３】
　ある種の実施態様において、前記のタンパク質のレベルを測定するように構成される装
置を用いて測定が実行される。別の実施態様において、適切なプロセッサにより実行され
るソフトウェアプログラムを使用することによって測定が行われる。ある種の実施態様に
おいて、有形の物理媒体に格納されるソフトウェアにプログラムが組み入れられる。ある
種の他の実施態様において、有形の物理媒体は、ＣＤ－ＲＯＭ、フロッピーディスク、ハ
ードドライブ、ＤＶＤ及びプロセッサに伴うメモリからなる群から選択される。
【００４４】
　ある種の実施態様において、本発明の方法は、検査又は診断の結果を記録するレポート
を準備する段階をさらに含む。ある実施態様において、このレポートは、有形の物理媒体
に記録又は格納される。具体的な実施態様において、有形の物理媒体は紙である。別の実
施態様において、有形の物理媒体は、ＣＤ－ＲＯＭ、フロッピーディスク、ハードドライ
ブ、ＤＶＤ及びプロセッサに伴うメモリからなる群から選択される。
【００４５】
　ある種の他の実施態様において、本発明の方法は、関係者に上記の診断の結果を伝達す
る段階をさらに含む。ある実施態様において、関係者とは患者又はその担当医である。別
の実施態様において、伝達は、書面で、ｅメールによって又は電話によって行われる。
【００４６】
　別の態様において、本発明は、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎
症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児
性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質
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（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ
－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質
－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質の検出のための抗体
及び試薬を含む免疫アッセイキットを提供する。ある実施態様において、本免疫アッセイ
キットは、本明細書中で特定される全タンパク質の検出のための、抗体及び試薬を含む。
【００４７】
　別の態様において、本発明は、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎
症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児
性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、ＩＧＦ結合タンパク質－
１（ＩＧＦＢＰ－１）、リポ多糖結合タンパク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（Ｖ
ＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ
２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選
択される２以上のタンパク質の検出のための抗体及び試薬を含む免疫アッセイキットを提
供する。ある実施態様において、本免疫アッセイキットは、本明細書中で特定される全タ
ンパク質の検出のための、抗体及び試薬を含む。
【００４８】
　また別の態様において、本発明は、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ
）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－１
（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質の検出のための抗体及び
試薬を含む免疫アッセイキットを提供する。
【００４９】
　さらに別の態様において、本発明は、（ａ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すこ
とが分かっている頸管膣分泌液中の、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファー
ジ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－
胎児性タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパ
ク質（ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（Ｍ
ＣＰ－１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害
物質－１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質のレベルに対し
て、前記対象から得られる頸管膣分泌液の試料中で該レベルを測定することと、（ｂ）該
レベルが、該正常頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有意差を示すと判断されるか
又は羊膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有
意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む試験の
結果及び／又は試験に基づく診断を含むレポートを提供する。
【００５０】
　別の態様において、本発明は、（ａ）正常頸管膣分泌液又は羊膜内感染を示すことが分
かっている頸管膣分泌液中の、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症
性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性
タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（
ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－
１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－
１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される２以上のタンパク質のレベルに対して、前
記対象から得られる頸管膣分泌液の試料中で該レベルを測定することと；（ｂ）該レベル
が、該正常頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有意差を示すと判断されるか又は羊
膜内感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中のレベルに対して統計学的有意差を
示さないと判断される場合、該対象を羊膜内感染と診断することと、を含む試験の結果及
び／又は試験に基づく診断を格納する有形の物理媒体を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
【図１】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＧＲＯαの自然対
数値（アッセイ１）を示す箱ひげ図を示す。
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【図２】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）におけるＭＩＰ１ｂの自然対
数値を示す箱ひげ図を示す。
【図３】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＭＣＰ－１の自然
対数値を示す箱ひげ図を示す。
【図４】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、Ｂ２ＭＧの自然対
数値を示す箱ひげ図を示す。
【図５】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＴＩＭＰ－１の自
然対数値を示す箱ひげ図を示す。
【図６】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、Ａ１ＡＧの自然対
数値を示す箱ひげ図を示す。
【図７】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＩＬ－６の自然対
数値を示す箱ひげ図を示す。
【図８】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＬＢＰの自然対数
値を示す。
【図９】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＡＦＰの自然対数
値を示す箱ひげ図を示す。
【図１０】ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＶＣＡＭ－１の
自然対数値を示す箱ひげ図を示す。
【図１１】ＩＡＩ対非ＩＡＩの予測に対する３マーカーモデルのＡＵＲＯＣを示す。感度
は８６％であり、特異性は８５％である。
【図１２】ＩＡＩ対非ＩＡＩの予測に対する５マーカーモデルのＡＵＲＯＣを示す。感度
はｘ％であり、特異性はｙ％である。
【図１３】０又は１の複合（ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ）ＩＡＩ状態に対するバイオマーカーＺ
スコアレベルを示す。
【図１４】ＡＵＲＯＣが０．８６である、感度対１－特異性としてプロットされる、図１
３で示されるデータを示す。感度は８２％であり、特異性は８５％であり、ＰＰＶは３３
％及びＮＰＶは９８％であった。
【図１５】ＣＶＦ状態及びＡＦ感染状態による、出産までの時間を示すカプラン－マイヤ
ーグラフを示す。
【図１６】０又は１の複合ＩＡＩ状態に対するバイオマーカーＺスコアレベルを示す。
【図１７】ＡＵＲＯＣが０．８８である、感度対１－特異性としてプロットされる、図１
６で示されるデータを示す。感度は８２％であり、特異性は８９％であり、ＰＰＶは４１
％及びＮＰＶは９８％であった。
【発明を実施するための形態】
【００５２】
　定義
　本発明は、特定の実施態様に限定されず、当然ではあるが変化し得ることを理解された
い。また、本明細書中で使用される用語は、ただ特定の実施態様を説明することを目的と
するものであり、限定するものではないことも理解されたい。本願および添付の特許請求
の範囲で使用される場合、「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」という単数及び単数形の語は
、例えば、場合によっては、別段の断りがない限り、複数の指示対象を含む。従って、例
えば、「プローブ」への言及は、場合によっては複数のプローブ分子を含み；同様に、内
容によっては、「核酸」という用語の使用は、場合によっては、実際問題として、多くの
複製のその核酸分子を含む。遺伝子又はタンパク質に対する文字表記は、内容に応じて、
遺伝子形態及び／又はタンパク質形態を指し得る。当業者は、本明細書中の配列、既知の
配列及び遺伝コードに言及することによって、関連生体分子の核酸及びアミノ酸形態を完
全に説明し得る。
【００５３】
　別段の断りがない限り、本明細書中で使用される技術及び科学用語は、本発明が属する
技術分野の通常の技術者により一般に理解されるものと同じ意味を有する。Ｓｉｎｇｌｅ



(16) JP 2015-232567 A 2015.12.24

10

20

30

40

50

ｔｏｎら、Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　第２版、Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ、Ｎ．Ｙ．１９９４）は、当業者に対して本願で使用される用語の多くに対する指針を
与える。
【００５４】
　「対応する」及び「対応すること」という用語及び文法的な同等物は、類似物又は類似
物質を指すために本明細書中で使用され；例えば、タンパク質の２つの混合物に言及する
場合、第一の混合物中のタンパク質Ａは、第二の混合物中のタンパク質Ａに対応するか又
は第二の混合物中のタンパク質Ａの対応するタンパク質であり；第一の混合物中のタンパ
ク質Ｂは、第二の混合物中のタンパク質Ｂに対応するか又は第二の混合物中のタンパク質
Ｂの対応するタンパク質である。
【００５５】
　「プロテオーム」という用語は、ある時間での生体試料中のタンパク質の大部分を叙述
するために本明細書中で使用される。プロテオームの概念はゲノムとは基本的に異なる。
ゲノムが実際上静的である一方で、プロテオームは内部及び外部事象に反応して継続的に
変化する。
【００５６】
　「プロテオミックプロファイル」という用語は、ある時間における、生体試料中、例え
ば体液中の複数のタンパク質の発現パターンの表現に言及するために使用される。プロテ
オミックプロファイルは例えば質量スペクトルとして表すことができるが、タンパク質の
何れかの物理化学的又は生化学的特性に基づく他の表現法も含まれる。従って、プロテオ
ミックプロファイルは、例えば、二次元ゲル電気泳動により、例えば２－Ｄ　ＰＡＧＥに
より調べた場合の、タンパク質の電気泳動的特性の差に基づき得、例えば二次元電気泳動
ゲルにおける複数のスポットとして表され得る。差次的発現プロファイルは、具体的に特
定されるタンパク質が存在しなくても重要な診断値を有し得る。例えばタンパク質マイク
ロアレイを用いて複数のスポット又はタンパク質を免疫ブロッティングすることによって
、１個のタンパク質スポットを検出することができる。プロテオミックプロファイルは、
一般に、数ピークから、５０以上のピークに相当する複合プロファイルに至る範囲であり
得る情報を表すか又はこのような情報を含有する。従って、例えば、プロテオミックプロ
ファイルは、少なくとも２又は少なくとも５又は少なくとも１０又は少なくとも１５又は
少なくとも２０又は少なくとも２５又は少なくとも３０又は少なくとも３５又は少なくと
も４０又は少なくとも４５又は少なくとも５０又は少なくとも６０又は少なくとも６５又
は少なくとも７０又は少なくとも７５又は少なくとも８０又は少なくとも８５又は少なく
とも８５又は少なくとも９０又は少なくとも９５又は少なくとも１００又は少なくとも１
２５又は少なくとも１５０又は少なくとも１７５又は少なくとも２００種類のタンパク質
を含有し得るか又はこれらを表し得る。
【００５７】
　「病的状態」という用語は、最も広義で使用され、対象の健康を危うくする全ての変化
及び現象に及ぶ。病的な母体の状態としては、羊膜内感染、例えば子癇前症などの胎児又
は母体起源の状態ならびに早期陣痛及び早産が挙げられるが、これらに限定されない。病
的な胎児の状態としては、ダウン症などの染色体異常（異数性）及び在胎期間及び胎児の
成熟の全ての異常が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５８】
　「病的［母体又は胎児の］状態の状況」という用語は、最も広い意味で本明細書中で使
用され、病的状態の、欠如、存在、程度、段階、性質、進行又は軽減を指す。
【００５９】
　「独自の発現特性」という用語は、対応する正常生体試料（同じタイプの採取源、例え
ば体液から得られる。）のプロテオミックプロファイルとは統計学的に有意に異なる生体
試料（例えば参照試料）のプロテオミックプロファイル内の独自の特性又はモチーフを説
明するために使用される。
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【００６０】
　「羊膜内感染（ＩＡＩ）」、「羊水感染」、「羊膜炎」及び「臨床的絨毛羊膜炎」とい
うう用語は交換可能に使用され、妊娠中の羊水及び子宮内の内容物の細菌性を含むがそれ
らに限定されない、急性感染を指す。
【００６１】
　（１）病的状態の進行の少なくともある程度の抑制、（２）病的状態の予防、（３）病
的状態に関与する１以上の症状の少なくともある程度の緩和；（４）治療後の生存期間延
長；及び／又は（５）治療後のある時点での死亡率低下を含むがこれらに限定されない、
患者に対する利益を示す何らかの評価項目を使用して、「患者反応」を評価することがで
きる。
【００６２】
　「治療」という用語は、治療処置及び予防又は防止対策の両方を指し、標的とする病的
状態又は障害を予防するか又はその進行を鈍化させる（軽減する）ことを目的とする。治
療を必要とする者としては、障害が既にある者ならびに障害を有しやすい者又は障害を予
防すべき者が挙げられる。
【００６３】
　「先天性奇形」は、非遺伝的であるが出生時に存在する異常である。
【００６４】
　何らかの特定のタンパク質の指定には、本明細書中で使用される場合、他の種における
（全ての天然変異体を含む）天然配列ホモログに加えて、全ての断片、前駆体及び天然の
変異体、例えば、あるいはスプライシングを受けている及び対立遺伝子の変異体及びアイ
ソフォーム、ならびに指定のタンパク質の可溶性形態が含まれる。従って、例えば、マク
ロファージ炎症性タンパク質１β（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ　Ａｃｃ．Ｎｏ．Ｐ１３２３６
）の存在量を試験することに言及する場合、この記述は、具体的に、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏ
ｔ　Ａｃｃ．Ｎｏ．１３２３６という名目で記載されるタンパク質の、何らかの断片、前
駆体又は天然の変異体ならびに、対象が非ヒトである場合、その非ヒトホモログ及びその
天然の変異体を試験することを含む。
【００６５】
　詳細な説明
　本発明は、母親又は胎児の体液のプロテオミックプロファイルに基づく、母体及び胎児
の状態の早期の信頼性が高く非侵襲性の検査に対する方法及び手段に関する。特に、本発
明は、ＩＡＩ患者及び対照対象の試料中で差別的に存在するタンパク質マーカーの発見及
びＩＡＩの有無を判定するための方法及びキットにおけるこの発見の適用に基づく。これ
らのタンパク質マーカーは、ＩＡＩ患者からの試料中で、ＩＡＩではない患者由来の試料
中のレベルとは異なるレベルで見出される。従って、対照と比較した、試験試料中で見出
される２以上のマーカーの量又は試験試料中の２以上のマーカーの有無から、患者のＩＡ
Ｉの状況に関する有用な情報が提供される。
【００６６】
　本発明は、母親又は胎児の体液のプロテオミックプロファイルに基づく、母体及び胎児
の状態の早期の信頼性が高く非侵襲性の検査のための方法及び手段にも関する。特に本発
明は、妊婦又は胎児から得た体液、例えば頸管膣分泌液（ＣＶＦ）中の、α－胎児性タン
パク質（α－胎児性タンパク質）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びインスリン増
殖因子結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）を測定することによる、ＩＡＩに対する早
期の信頼性が高い検出のための診断及び予後診断試験を提供する。
【００６７】
　本発明はさらに、対象の徴候及び症状、例えば母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血球
増加（≧１５，０００／ｍｍ３）、母体又は胎児の頻脈、子宮圧痛又は羊水の悪臭を診断
アルゴリズムに組み込むことがＩＡＩの有無の判定に有用である、という発見に基づく。
【００６８】
　本発明は、例えば次の教科書（その内容は参照により本明細書によって明確に組み込ま
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れる。）：Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ：Ｎｅｗ　Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ（Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔ
ｉｃｅ），Ｍ．Ｒ．Ｗｉｌｋｉｎｓら編、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，１００７；
２－Ｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ａｎｄｒｅｗ　Ｌ
　Ｌｉｎｋ，ｅｄｉｔｏｒ，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，１９９９；Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ：Ｔｗｏ－Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　Ｇｅｌ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒ
ｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（Ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ），Ｔ．Ｒａｂｉｌｌｏｕｄ　ｅｄｉｔｏｒ，Ｓｐｒｉ
ｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，２０００；Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ：Ｍａｓｓ　
Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ），Ｐ．
Ｊａｍｅｓ　ｅｄｉｔｏｒ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，２００１；Ｉｎｔｒｏｄ
ｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，Ｄ．Ｃ．Ｌｉｅｂｌｅｒ　ｅｄｉｔｏｒ，
Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，２００２；Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　ｉｎ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓ，Ｒ．Ｗｅｓｔｅｒｍｅｉｅｒら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，２００２
に記載のような当技術分野で周知のプロテオミクス技術を利用する。
【００６９】
　当業者にとって当然のことながら、本発明の実施に際して、本明細書中に記載のものと
同様又は同等である多くの方法及び材料を使用し得る。実際に、本発明は、記載の方法及
び材料に何ら限定されない。
【００７０】
　１．体液で発現されるタンパク質及びポリペプチドの同定
　本発明に従い、当技術分野で公知の様々な方法を使用して、体液のプロテオミクス分析
を行うことができる。体液としては、例えば、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）、臍帯血、新生児
血清、脳脊髄液（ＣＳＦ）、羊水、血清、血漿、尿、脳脊髄液、母乳、粘液、唾液及び汗
が挙げられる。
【００７１】
　主として、疾患において上方制御又は下方制御される検出タンパク質を検出するために
、正常体液（正常試料）及び試験体液（試験試料）など、様々な起源由来の試料のタンパ
ク質パターン（プロテオームマップ）を比較する。次いで、例えば免疫アッセイ、ペプチ
ド－質量フィンガープリント法及び／又は質量分析及び配列決定法を用いて、これらのタ
ンパク質を同定及び詳細に特性評価するために切り出すことができるか又は、関心のある
疾患の診断のためにもしくは疾患の有無を確認するために、正常及び／又は疾患－特異的
なプロテオームマップを直接使用することができる。
【００７２】
　比較分析において、タンパク質の相対レベル又は存在量を正確に表し、正確な結果を得
るために、正常及び試験試料を完全に同じように処理することが重要である。総タンパク
質の必要量は、使用する分析技術に依存し、当業者により容易に決定することができる。
生体試料中に存在するタンパク質は、一般にそれらのｐＩ及び分子量に従い、二次元ゲル
電気泳動（２－ＤＥ）により分離される。等電点（一次元ゲル電気泳動）を用いて、タン
パク質を最初にそれらの電荷によって分離する。この段階は、例えば、市販の固定化ｐＨ
勾配（ＩＰＧ）ストリップを用いて行うことができる。第二次元は通常のＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ分析であり、ここでは等電点で分離済みのＩＰＧストリップを試料として使用する。２
－ＤＥ分離後、クーマシーブルー又は銀染色などの従来からの色素を用いてタンパク質を
可視化し、公知の技術及び例えばＢｉｏ－Ｒａｄ　１０ＧＳ８００密度計及びＰＤＱＵＥ
ＳＴソフトウェア（両者とも市販されている。）などの機器を用いて画像化することがで
きる。
【００７３】
　次に、個々のスポットをゲルから切り出し、脱色して、トリプシン消化する。質量分析
（ＭＳ）によってペプチド混合物を分析することができる。あるいは、例えばキャピラリ
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ー高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）によりペプチドを分離することができ、個々
に又はプール中の何れかでＭＳにより分析することができる。
【００７４】
　質量分析器は、イオン源、質量分析器、イオン検出器及びデータ収集ユニットから構成
される。まず、イオン源においてペプチドをイオン化する。次いで、質量分析器において
それらの質量電荷比に従い、イオン化ペプチドを分離し、分離イオンを検出する。質量分
析は、特にマトリックス支援レーザー脱離イオン化／飛行時間型質量分析（ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ）及びエレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）法の発明以来、タンパク質分析にお
いて広く使用されている。例えば、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ及び三重又は四重極型－ＴＯＦ又
はＥＳＩと組み合わせたイオントラップ質量分析計を含め、質量分析器にはいくつかの種
類がある。このようにして、例えば、Ｑ－Ｔｏｆ－２質量分析器は、全質量スペクトル範
囲にわたりイオンを同時検出できる直交飛行時間分析装置を使用する。さらなる詳細につ
いては、例えばＣｈｅｍｕｓｅｖｉｃｈら、Ｊ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．３６：８
４９－８６５（２００１）を参照のこと。必要に応じて、質量分析又はエドマン分解のあ
る種の改変法など、当技術分野で公知の技術によって、ペプチド断片及びそれらが由来す
るタンパク質全長のアミノ酸配列を調べることができる。
【００７５】
　２．羊膜内感染及び関連合併症の早期検出
　羊膜内感染（ＩＡＩ）は、妊娠中の羊水及び子宮内の内容物の急性細菌感染である。前
向き研究から、全出産の４％から１０％でＩＡＩが発症することが示されている（Ｎｅｗ
ｔｏｎ，Ｅ．Ｒ．，Ｐｒｉｈｏｄａ，Ｔ．Ｊ．及びＧｉｂｂｓ，Ｒ．Ｓ．：Ｌｏｇｉｓｔ
ｉｃ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｉｓｋ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｆ
ｏｒ　ｉｎｔｒａ－ａｍｎｉｏｔｉｃ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎｅｃ
ｏｌ．７３：５７１，１９８９；Ｓｏｐｅｒ，Ｄ．Ｅ．，Ｍａｙｈａｌｌ，Ｃ．Ｇ．及び
Ｄａｌｔｏｎ，Ｈ．Ｐ．：Ｒｉｓｋ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　ｉｎｔｒａａｍｎｉｏｔ
ｉｃ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：ａ　ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｃｏｌｏｇｉ
ｃ　ｓｔｕｄｙ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａ
ｎｄ　Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　１６１：５６２，１９８９；及びＬｏｐｅｚ－Ｚｅｎｏ，
Ｊ．Ａ．，Ｐｅａｃｅｍａｎ，Ａ．Ｍ．，Ａｄａｓｈｅｋ，Ｊ．Ａ．及びＳｏｃｏｌ，Ｍ
．Ｌ．：Ａ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｔｒｉａｌ　ｏｆ　ａ　ｐｒｏｇｒａｍ　ｆｏｒ　
ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｅ　ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｌａｂｏｒ．Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．
Ｍｅｄ．３２６：４５０，１９９２）。ＩＡＩを説明するために使用される他の用語とし
ては、羊水感染、羊膜炎及び臨床的絨毛羊膜炎が挙げられる。羊膜内感染は、母体発熱、
子宮圧痛、白血球増加及び胎児の頻脈によって臨床的に診断され、組織学的絨毛羊膜炎と
は区別されるべきである。羊膜内感染は母体及び新生児死亡例の重要な原因である。羊膜
内感染は周産期における発熱発症例の１０－４０％を占め、早期新生児敗血症及び肺炎例
の２０－４０％に関与する（Ｎｅｗｔｏｎ，Ｅ．Ｒ．：Ｃｈｏｒｉｏａｍｎｉｏｎｉｔｉ
ｓ　ａｎｄ　ｉｎｔｒａａｍｎｉｏｔｉｃ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｌｉｎ．Ｏｂｓｔｅ
ｔ．Ｇｙｎｅｃｏｌ．３６：７９５、１９９３）。母体の菌血症はＩＡＩ患者の２－６％
で発症し、分娩後の感染死亡率が上昇する。ＩＡＩ患者では機能障害分娩及び帝王切開出
産のリスクも上昇する。Ｄｕｆｆらは、分娩中に羊膜内感染を発症した患者のうち、７５
％で機能障害分娩が起こり、３４％が帝王切開出産となったことを報告した（Ｄｕｆｆ，
Ｐ．，Ｓａｎｄｅｒｓ，Ｒ．及びＧｉｂｂｓ，Ｒ．Ｓ．：Ｔｈｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　
ｌａｂｏｒ　ｉｎ　ｔｅｒｍ　ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ　ｗｉｔｈ　ｃｈｏｒｉｏａｍｎ
ｉｏｎｉｔｉｓ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａ
ｎｄ　Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　１４７：３９１、１９８３）。羊膜内感染はまた、特に早
期新生児において、新生児有病率及び死亡率の上昇にも関与する。一般に、ＩＡＩである
母親から出生した低出生体重児では、周産期死亡率が３倍から４倍上昇する（Ｇｉｂｂｓ
，Ｒ．Ｓ．，Ｃａｓｔｉｌｌｏ，Ｍ．Ａ．及びＲｏｄｇｅｒｓ，Ｐ．Ｊ．：Ｍａｎａｇｅ
ｍｅｎｔ　ｏｆ　Ａｃｕｔｅ　Ｃｈｏｒｉｏａｍｎｉｏｎｉｔｉｓ．Ａｍｅｒｉｃａｎ　
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Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　１３６
：７０９，１９８０；Ｇｉｌｓｔｒａｐ，Ｌ．Ｃ．，ＩＩＩ，Ｌｅｖｅｎｏ，Ｋ．Ｊ．，
Ｃｏｘ，Ｓ．Ｍ．，Ｂｕｒｒｉｓ，Ｊ．Ｓ．，Ｍａｓｈｂｕｒｎ，Ｍ．及びＲｏｓｅｎｆ
ｅｌｄ，Ｃ．Ｒ．：Ｉｎｔｒａｐａｒｔｕｍ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｃｕｔｅ　
ｃｈｏｒｉｏａｍｎｉｏｎｉｔｉｓ：　ｉｍｐａｃｔ　ｏｎ　ｎｅｏｎａｔａｌ　ｓｅｐ
ｓｉｓ．Ａｍ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎｅｃｏｌ．１５９：５７９，１９８８）。呼吸
窮迫症候群、脳室内出血及び新生児敗血症も増加する（Ｍｏｒａｌｅｓ，Ｗ．Ｊ．：Ｔｈ
ｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｈｏｒｉｏａｍｎｉｏｎｉｔｉｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｄｅｖｅ
ｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｏｕｔｃｏｍｅ　ｏｆ　ｐｒｅｔｅｒｍ　ｉｎｆａｎｔｓ　ａｔ　
ｏｎｅ　ｙｅａｒ．Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ　７０：１８
３、１９８７）。最近、ＩＡＩは新生児の脳室周囲白質軟化症及び脳性麻痺とも関連付け
られており；大脳白質損傷及び脳性麻痺のリスクは、羊膜内感染の場合では９倍高い（Ｂ
ｅｊａｒ，Ｒ．，Ｗｏｚｎｉａｋ，Ｐ．，Ａｌｌａｒｄ，Ｍ．，Ｂｅｎｉｒｓｃｈｋｅ，
Ｋ．，Ｖａｕｃｈｅｒ，Ｙ．，Ｃｏｅｎ，Ｒ．，Ｂｅｒｒｙ，Ｃ．、Ｓｃｈｒａｇｇ，Ｐ
．，Ｖｉｌｌｅｇａｓ，Ｉ．及びＲｅｓｎｉｋ，Ｒ．：Ａｎｔｅｎａｔａｌ　ｏｒｉｇｉ
ｎ　ｏｆ　ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃ　ｄａｍａｇｅ　ｉｎ　ｎｅｗｂｏｒｎ　ｉｎｆａｎｔ
ｓ．Ｉ．Ｐｒｅｔｅｒｍ　ｉｎｆａｎｔｓ．Ａｍ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎｅｃｏｌ．
１５９：３５７，１９８８；Ｇｒｅｔｈｅｒ，Ｊ．Ｋ．及びＮｅｌｓｏｎ，Ｋ．Ｂ．：Ｍ
ａｔｅｒｎａｌ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｐａｌｓｙ　ｉｎ　
ｉｎｆａｎｔｓ　ｏｆ　ｎｏｒｍａｌ　ｂｉｒｔｈ　ｗｅｉｇｈｔ．ＪＡＭＡ　２７８：
２０７，１９９７）。最後に、亜臨床的ＩＡＩは、胎膜が完全である早期陣痛において少
なくとも１０％の女性で認められており、このことから、ＩＡＩが、未熟児の重要かつお
そらくは予防可能な原因であることが示唆される（Ｒｏｍｅｒｏ，Ｒ．，Ａｖｉｌａ，Ｃ
．，Ｂｒｅｋｕｓ，Ｃ．Ａ．及びＭｏｒｏｔｔｉ，Ｒ．：Ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｓｙ
ｓｔｅｍｉｃ　ａｎｄ　ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｐｒｅ
ｔｅｒｍ　ｐａｒｔｕｒｉｔｉｏｎ．Ａｎｎｕａｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　６２２：３５５，１９９１）。Ｎｅｗｔｏ
ｎによる文献レビューにおいて、臨床的ＩＡＩの発症率は、妊娠２７週未満で４１％、妊
娠２７－３７週で１５％及び妊娠３８週以上では２％であることが明らかになった（Ｎｅ
ｗｔｏｎら、上出）。胎膜が完全であり羊膜内感染の臨床兆候がなく早期陣痛が起こった
全女性の１０－２０％の羊水から（Ｒｏｍｅｒｏら、上出）、及び２３－２４週で妊娠終
了となった早期陣痛女性の最大６７％で、下部生殖管に対する常在細菌も回収された（Ｗ
ａｔｔｓ、Ｄ．Ｈ．，Ｋｒｏｈｎ，Ｍ．Ａ．、Ｈｉｌｌｉｅｒ，Ｓ．Ｌ．及びＥｓｃｈｅ
ｎｂａｃｈ，Ｄ．Ａ．：Ｔｈｅ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｃｃｕｌｔ　ａｍｎ
ｉｏｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ　ａ
ｇｅ　ａｎｄ　ｎｅｏｎａｔａｌ　ｏｕｔｃｏｍｅ　ａｍｏｎｇ　ｗｏｍｅｎ　ｉｎ　ｐ
ｒｅｔｅｒｍ　ｌａｂｏｒ．Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　７９：３５１，１９９２）
。これらの患者のうち殆どが迅速にに出産に至り、多くにおいて臨床的に明白なＩＡＩが
発現する。これらの知見から、最初に亜臨床的子宮内感染の上行が早期陣痛に先行し、超
早産の重要な原因となり得るという仮説が支持される。
【００７６】
　早産は、妊娠満３７週になる前の出生として定義される。米国における早産の発生率は
、全生児出生の１０－１１％であり、早期陣痛の積極的治療にもかかわらず増加している
。全体に、未熟児及びその事象は、先天性奇形によるものではない周産期死亡の８０％に
関与し、国家のヘルスケア予算に対して毎年およそ５０億ドルの負担を課している。早産
に対するリスク因子としては、非白人種、若年層、社会経済的地位の低さ、母体の体重が
５５ｋｇを下回ること、未経産、妊娠第１三半期の出血、多胎妊娠が挙げられる（Ｍｅｉ
ｓ　Ｐ　Ｊ，Ｍｉｃｈｉｅｌｕｔｔｅ　Ｒ，Ｐｅｔｅｒｓ　ＴＪら、Ｆａｃｔｏｒｓ　ａ
ｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｐｒｅｔｅｒｍ　ｂｉｒｔｈ　ｉｎ　Ｃａｒｄｉｆｆ，
Ｗａｌｅｓ：ＩＩ．Ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ａｎｄ　ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ　ｐｒｅｔｅ
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ｒｍ　ｂｉｒｔｈ．Ａｍ　Ｊ　Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　１７３：５９７－６０２
，１９９５）。
【００７７】
　残念ながら、自然早産に対するリスクがある患者の予測は、全般的に期待を裏切るもの
であった（Ｃｒｅａｓｙ　ＲＫ，Ｉａｍｓ　ＪＤ．Ｐｒｅｔｅｒｍ　ｌａｂｏｒ　ａｎｄ
　ｄｅｌｉｖｅｒｙ．Ｉｎ　Ｍａｔｅｒｎａｌ－Ｆｅｔａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｃｒｅ
ａｓｙ　ＲＫ，Ｒｅｓｎｉｋ　Ｒ（編）．Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｍｐａｎｙ，
Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，Ｐａ．第４版，１９９９．４９８－５３１ページ）。早産リ
スクが最大である集団を特定し、それにより早期介入を行って利益を得られる可能性があ
るという以前の試みには、リスク採点指標、子宮頸管の胎児フィブロネクチンの生化学的
検出、子宮頸管長の超音波測定及び家庭での子宮活動の監視が含まれていた。これらのプ
ログラムは、費用が嵩み、かつ、どの患者が早期介入又は予防から利益を得ることができ
るかを正確に予測することが不可能であることが障壁となっている。全て、陽性適中率が
およそ３０％と不良であり、殆どの患者が、満期分娩時に「リスクあり」と判定される。
子宮収縮を抑制するための薬物治療を含む介入は有効ではあるが、早期陣痛を早期に高い
信頼性で診断することに依存する。従って、早産が関与する多大な費用及び新生児死亡率
及び有病率を低下させるためには、早産リスクが最大である患者を特定するための早期の
信頼性が高いマーカーが必要である。
【００７８】
　３．体液中のバイオマーカーを用いた羊膜内感染の早期検出及び診断
　Ａ）本発明は、例えば、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）、羊水、血清、血漿、尿、脳脊髄液、
母乳、粘液又は唾液などの体液のプロテオミック分析による、羊膜内感染の診断のための
、早期の信頼性が高い非侵襲性の方法を提供する。ある実施態様において、本発明は、免
疫アッセイ又は免疫アッセイパネルによる羊膜内感染の診断のための早期の信頼性が高い
非侵襲性の方法を提供する。ある実施態様において、本発明は、ＣＶＦのプロテオミック
分析による羊膜内感染の診断のための早期の信頼性が高い非侵襲性の方法を提供する。
【００７９】
　非限定例として、本発明は、増殖調節癌遺伝子α（ＧＲＯ－ａ）、マクロファージ炎症
性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、α－１－酸性糖タンパク質（Ａ１ＡＧ）、α－胎児性
タンパク質（ＡＦＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、リポ多糖結合タンパク質（
ＬＢＰ）、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）、単球走化性ペプチド－１（ＭＣＰ－
１）、β－２－ミクログロブリン（Ｂ２ＭＧ）及び組織メタロプロテイナーゼ阻害物質－
１（ＴＩＭＰ－１）からなる群から選択される１以上のタンパク質の１つのレベル又は量
を、妊婦対象から得られた母体頸管膣分泌液試料において試験することを含む、妊婦対象
における羊膜内感染の診断のための方法を提供する。羊膜内感染の診断は、ＩＡＩがない
対照検体に対する、ＩＡＩ陽性と判定される患者検体中の上述のタンパク質のレベル、量
又は存在量の統計学的有意差に基づき得る。ある種の実施態様において、対象の徴候及び
症状を診断アルゴリズムに組み込むことによって、羊膜内感染の診断が促進され得る。例
えば、母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血球増加（≧１５，０００／ｍｍ３）、母体及
び／又は胎児の頻脈、子宮圧痛及び／又は羊水の悪臭を含むがこれらに限定されない、徴
候及び症状の組み込みが、本診断アルゴリズムに含まれ得る。
　表１：ＩＡＩに対するバイオマーカー
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【００８０】
　上述のように、本発明の内容において、「プロテオミックプロファイル」という用語は
、ある時間における、生体試料、例えば体液中の複数のタンパク質の発現パターンの表現
に言及するために使用される。プロテオミックプロファイルは、例えば免疫アッセイ結果
のパネルとして表すことができるが、タンパク質の何れかの物理化学的又は生化学的特性
に基づく他の表現法も含まれる。体液のプロテオームに存在するタンパク質の全て又は一
部を同定し、配列決定することは可能であるが、これは、本発明に従い作成されるプロテ
オミックプロファイルの診断用途に必要ではない。特定の疾患の診断は、正常プロテオミ
ックプロファイルと、診断しようとする疾患又は病的状態が存在する場合の、同じ状況下
で得られる同じ体液のプロテオミックプロファイルとの間の特徴的な差異（独自の発現特
性）に基づき得る。独自の発現特性は、同じタイプの採取源から得られる対応する正常生
体試料のプロテオミックプロファイルとは統計学的に有意に異なる、試験生体試料又は参
照生体試料のプロテオミックプロファイル内の何らかの独自の特性又はモチーフであり得
る。哺乳動物対象から得られる試験試料のプロテオミックプロファイルを病的な母体又は
胎児状態の独自の発現特性の特徴を含む参照試料のプロテオミックプロファイルと比較し
た際に、参照試料と共通する独自の発現特性を有する場合、哺乳動物対象はこのような病
的状態であると診断される。
【００８１】
　診断しようとする対象から得られる体液のプロテオミックプロファイルを、同じように
得られ、処理された同じ種類の正常体液のプロテオミックプロファイルと比較することに
よって、特定の病的な母体／胎児の状態を診断することができる。試験試料のプロテオミ
ックプロファイルが正常試料のプロテオミックプロファイルと基本的に同じである場合、
対象は、対象となる病的な母体／胎児の状態がないとみなされる。正常試料のプロテオミ
ックプロファイルに対して、試験試料のプロテオミックプロファイルが独自の発現特性を
示す場合、対象は問題となっている母体／胎児の状態があると診断される。
【００８２】
　あるいは又はさらに、試験試料のプロテオミックプロファイルを、問題となっている病
的な母体／胎児状態があると独立して診断された対象の体液から得られた参照試料のプロ
テオミックプロファイルと比較し得る。この場合、試験試料のプロテオミックプロファイ
ルが、独自の発現特性を示す少なくとも１つの特性又は特性の組み合わせを参照試料のプ
ロテオミックプロファイルと共有する場合、対象は、病的状態があると診断される。
【００８３】
　本発明の方法において、正常生体試料のプロテオミックプロファイルは、重要な診断の
役割を果たす。上で考察されるように、試験試料のプロテオミックプロファイルが正常生
体試料のプロテオミックプロファイルと基本的に同じである場合、患者は、特定しようと
する病的な母体／胎児状態がないと診断される。副作用を起こす可能性があり得るか又は
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患者、胎児もしくは新生児を危険にさらし得る、不必要な治療又は介入を患者に対して行
わなくてもよくなるため、この「陰性」診断は非常に意味がある。差が統計学的に有意で
あるか否かを判定するためにデータを解析する。
【００８４】
　下記の実施例で詳述する結果は、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）の正常プロテオミックプロフ
ァイルとは統計学的に有意に異なる羊膜内感染（ＩＡＩ）のプロテオミックプロファイル
の特徴を与える。さらに、本実施例は、ＩＡＩの発現マーカー及び独自の発現特性の特徴
を与える。
【００８５】
　本発明の非侵襲性の診断方法を行うために特に有利な体液は、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）
である。ＣＶＦは、水、電解質、低分子量有機化合物（グルコース、アミノ酸及び脂質）
、細胞（白血球、リンパ球及び上皮細胞）及び子宮頸部により主に合成される多数のタン
パク質及びタンパク質分解酵素からなる複合体液である。（Ｂｌａｎｄａｕら、Ｔｈｅ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｒｖｉｘ．Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｃ
ａｇｏ　Ｐｒｅｓｓ：Ｃｈｉｃａｇｏ，１９７３；ｐ　ｘｉ，４５０ｐ）。ＣＶＦはまた
、ムチン、デフェンシン、補体因子、免疫グロブリン、ラクトフェリン及びコレクチンを
含む膣細胞からの分泌物も含有する（Ｂｌａｎｄａｕら、上出）。ＣＶＦは、膣、頸管及
び子宮領域を含め、女性生殖管全体を流れ、円滑化する。ＣＶＦは、外来病原体に対する
防御の最前線を形成し、生殖能力を示すものであり、授精、妊娠及び陣痛を促進する（Ｂ
ｌａｎｄａｕら、上出；Ｂｉｇｅｌｏｗ，Ｊ．Ｌ．ら、Ｈｕｍ　Ｒｅｐｒｏｄ　２００４
，１９，（４），８８９－９２）。ＣＶＦはまた、ラクトバチルス・クリスパータス（Ｌ
ａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ　ｃｒｉｓｐａｔｕｓ）及びラクトバチルス・バギナリス（Ｌａ
ｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）などの微生物叢も含有する。この微生物叢
からの分泌液はＣＶＦのｐＨを低下させ、これによりその抗病原体活性が促進される（Ｂ
ｌａｎｄａｕら、上出）。膣の微生物叢における何らかの不均衡又は外部微生物叢の侵入
の結果、細菌性膣症となる。細菌性膣症に反応して、頸管及び膣内上皮によるＩＬ－１ａ
、ＩＬ－１ｆ３、ＩＬ－１０、ＩＬ－８及びＴＮＦ－ｃｔなどのいくつかのサイトカイン
のＣＶＦへの分泌が変化する。（Ｍａｔｔｓｂｙ－Ｂａｌｔｚｅｒ，Ｉら、Ａｃｔａ　Ｏ
ｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ　Ｓｃａｎｄ　１９９８，７７，（７），７０１－６；Ｅｓ
ｃｈｅｎｂａｃｈ，Ｄ．Ａ．ら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　１９８９，２７，
（２）、２５１－６）。細菌性膣症の阻止不良は子宮頸癌（Ｍｉｋａｍｏ，Ｈら、Ｊ　Ｉ
ｎｆｅｃｔ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　１９９９，５，（２），８２－８５）、骨盤内炎症性
疾患（Ｎｅｓｓ，Ｒ．Ｂ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ　２００５，１６２，（６
），５８５－９０．）、子宮内膜炎（Ｈａｇｇｅｒｔｙ，Ｃ．Ｌ．ら、Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆ
ｅｃｔ　Ｄｉｓ　２００４，３９，（７），９９０－５；Ｍｏｒｒｉｓ，Ｍ．ら、Ｂｊｏ
ｇ　２００１，１０８，（５）、４３９－５０）及び卵管性不妊（Ｍｏｒｒｉｓら、上出
）と正の相関が認められている。妊婦における細菌性膣症は、早期陣痛及び早産のリスク
上昇と相関が認められている（Ｇｒａｖｅｔｔ，Ｍ．Ｇ．ら、Ｊａｍａ　１９８６，２５
６，（１４），１８９９－９０３）。
【００８６】
　ＣＶＦに存在するサイトカイン及び他の防御分子はまた、膣におけるＨＩＶなどの性感
染性免疫不全ウイルス及び単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）の感染、複製及び増殖におい
ても重要な役割を果たす（Ｐｏｌｉ，Ｇ．ら、ＡＩＤＳ　Ｒｅｓ　Ｈｕｍ　Ｒｅｔｒｏｖ
ｉｒｕｓｅｓ　１９９２，８，（２），１９１－７；Ｚａｒａ，Ｆ．ら、Ｓｅｘ　Ｔｒａ
ｎｓｍ　Ｉｎｆｅｃｔ　２００４，８０，（２），１０８－１２；Ｊｏｈｎ，Ｍ．ら、Ｊ
　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　２００５，１９２，（１０），１７３１－４０）。ＣＶＦの陽
イオン性ポリペプチド断片の分析により、抗ＨＩＶ活性に関与する２０種類のポリペプチ
ドが同定されている（Ｖｅｎｋａｔａｒａｍａｎ，Ｎ．ら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２００
５，１７５，（１１）、７５６０－７）。以前の研究においても、ＨＩＶビリオンを捕捉
する際の、従って感染を防御する際の、ＣＶＦについての役割が特定されている（Ｍａｈ
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ｅｒ，Ｄ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　２００５，１０２，（
３２），１１５０４－９；Ｑｕｉｎｏｎｅｓ－Ｍａｔｅｕ，Ｍ．Ｅら、Ａｉｄｓ　２００
３，１７，（１６），Ｆ３９－４８）。最近の研究から、ＣＶＦ中の一部の免疫応答分子
と、早産に至る亜臨床的前期破水（ＰＲＯＭ）の発生率との間の相関が検出されている（
Ｈｅｌｍｉｇ，Ｂ．Ｒ．ら、Ｊ　Ｍａｔｅｒｎ　Ｆｅｔａｌ　Ｎｅｏｎａｔａｌ　Ｍｅｄ
　２００２，１２，（４），２３７－４６；Ｏｇｉｎｏ，Ｍ．ら、Ｊ　Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇ
ｙｎａｅｃｏｌ　Ｒｅｓ　２００５，３１，（５），４２１－６）。妊娠中、ＣＶＦは、
絨毛－脱落膜接触面の破壊又は同時分泌の何れかによる、子宮由来の羊水（ＡＦ）を含有
し得る。このＣＶＦへのＡＦの「漏出」は、女性において早産を予測するために使用され
てきた胎児フィブロネクチンの存在についての現在の非侵襲性診断に対する基礎となって
いる（Ｓｗａｍｙ，Ｇ．Ｋ．ら、Ｊ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｍｅｄ　２００５，５０，（１１）
，８５１－６）。
【００８７】
　ＣＶＦは、その回収方法が、ＡＦの回収方法、即ち羊水穿刺に比べて非常に侵襲性の小
さいものであるため、妊婦において母体及び胎児の健康状態を監視するための重要な診断
部位の候補である。本明細書中で特定されるバイオマーカー及びバイオマーカー群又はそ
れらの組み合わせは、妊婦対象における羊膜内感染の信頼性の高い検出における有益な診
断ツールを提供する。
【００８８】
　プロテオミックプロファイルを比較するための統計学的方法は当技術分野で周知である
。例えば、免疫アッセイによって、一連のバイオマーカーに対するタンパク質発現レベル
を定量することができる。適切なアルゴリズムを用いて、試験試料のプロテオミックプロ
ファイル（パターン）を参照又は正常試料のプロテオミックプロファイル（パターン）と
照合することによって、２種類のプロファイルの特徴的な発現特性又は実質的な同一性の
有無を判定することができる。プロテオミックパターンを分析するための統計学的方法は
、例えば、Ｐｅｔｒｉｃｏｉｎ　ＩＩＩら、Ｔｈｅ　Ｌａｎｃｅｔ　３５９：５７２－７
７（２００２）．；Ｉｓｓａｑら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　２
９２：５８７－９２（２００２）；Ｂａｌｌら、Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　１８：
３９５－４０４（２００２）；及びＬｉら、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ，４８：１２９６－１３０４（２００２）において開示されている。
【００８９】
　（Ｂ）本発明は、例えば、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）、羊水、血清、血漿、尿、脳脊髄液
、母乳、粘液又は唾液などの体液のプロテオミック分析による、羊膜内感染の診断のため
の早期の信頼性が高い非侵襲性の方法を提供する。ある実施態様において、本発明は、免
疫アッセイによる、羊膜内感染の診断のための早期の信頼性が高い非侵襲性の方法を提供
する。ある実施態様において、本発明は、ＣＶＦのプロテオミック分析による、羊膜内感
染の診断のための早期の信頼性が高い非侵襲性の方法を提供する。
【００９０】
　非限定例として、本発明は、妊婦対象から得られる母体の頸管膣分泌液試料中で、少な
くともα－胎児性タンパク質、ＩＬ－６及びＩＧＦＢＰ１の存在量を試験することを含む
、妊婦対象における羊膜内感染の診断のための方法を提供する。羊膜内感染の診断は、Ｉ
ＡＩを有さない対照検体に対する、ＩＡＩ陽性と判定されている患者検体中のこれらのタ
ンパク質の存在量の統計学的有意差に基づく。
【００９１】
　上述のとおり、本発明の内容において、「プロテオミックプロファイル」という用語は
、ある時間における、生体試料中、例えば体液中の複数のタンパク質の発現パターンの表
現に言及するために使用される。プロテオミックプロファイルは例えば質量スペクトルと
して表すことができるが、タンパク質の何れかの物理化学的又は生化学的特性に基づく他
の表現法も含まれる。体液のプロテオームに存在するタンパク質の全て又は一部を同定し
、配列決定することは可能であるが、これは、本発明に従い作成されるプロテオミックプ
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ロファイルの診断用途に必要ではない。特定の疾患の診断は、診断しようとする疾患又は
病的状態が存在する場合、正常プロテオミックプロファイルと、同じ状況下で得られる同
じ体液のプロテオミックプロファイルとの間の特徴的な差異（独自の発現特性）に基づき
得る。独自の発現特性は、同じタイプの採取源から得られる対応する正常生体試料のプロ
テオミックプロファイルとは統計学的に有意に異なる試験生体試料又は参照生体試料のプ
ロテオミックプロファイル内の何らかの独自の特性又はモチーフであり得る。例えば、プ
ロテオミックプロファイルが質量スペクトル形態で与えられる場合、独自の発現特性とは
、一般に、対応する正常試料の質量スペクトルとは質的又は量的に異なるピーク又はピー
クの組み合わせである。従って、質量スペクトルにおける新しいピーク又は新しいピーク
の組み合わせの出現又は質量スペクトルにおける、既存のピークもしくは既存のピークの
組み合わせの大きさもしくは形の何らかの統計学的に有意な変化又は既存のピークの消失
は、独自の発現特性とみなすことができる。哺乳動物対象から得られる試験試料のプロテ
オミックプロファイルを、病的な母体又は胎児の状態の独自の発現特性の特徴を含む参照
試料のプロテオミックプロファイルと比較する際、哺乳動物対象が参照試料と同じ独自の
発現特性を有する場合、その哺乳動物対象は、このような病的状態を有すると診断される
。
【００９２】
　診断しようとする対象から得られる体液のプロテオミックプロファイルを、同じように
得られ、処理された同じ種類の正常体液のプロテオミックプロファイルと比較することに
よって、特定の病的な母体／胎児の状態を診断することができる。試験試料のプロテオミ
ックプロファイルが正常試料のプロテオミックプロファイルと基本的に同じである場合、
その対象は対象となる病的な母体／胎児の状態がないとみなされる。正常試料のプロテオ
ミックプロファイルに対して、試験試料のプロテオミックプロファイルが独自の発現特性
を示す場合、その対象は、問題となる母体／胎児の状態があると診断される。
【００９３】
　あるいは又はさらに、試験試料のプロテオミックプロファイルを、問題となる病的な母
体／胎児の状態があると独立して診断された対象の体液から得られた参照試料のプロテオ
ミックプロファイルと比較し得る。この場合、試験試料のプロテオミックプロファイルが
、参照試料のプロテオミックプロファイルと、独自の発現特性を表す少なくとも１つの特
性又は特性の組み合わせを共有する場合、対象は病的状態があると診断される。
【００９４】
　本発明の方法において、正常生体試料のプロテオミックプロファイルは重要な診断的役
割を果たす。上記で考察されるように、試験試料のプロテオミックプロファイルが、正常
生体試料のプロテオミックプロファイルと基本的に同じである場合、患者は特定しようと
する病的な母体／胎児の状態がないと診断される。副作用を起こす可能性があり得るか又
は患者、胎児もしくは新生児を危険にさらし得る、不必要な治療又は介入を患者に対して
行わなくてもよくなるため、この「陰性」診断は非常に意味がある。差が統計学的に有意
であるか否かを判定するためにデータを解析する。
【００９５】
　従来のタンパク質分離法を用いて、基本的に同じ発現レベルで正常及び病的なプロテオ
ームの両方で見出されるタンパク質（アルブミン及び免疫グロブリンなどの共通するタン
パク質）を分析前に除去することによって、本発明の診断方法の感度を向上させることが
できる。独自の発現特性の一部ではないこのような共通タンパク質を除去すると、感度及
び診断精度が向上する。あるいは又はさらに、診断判定を行うために、一般に、機械用の
スペクトル選択アルゴリズムを用いて、結果のコンピュータ解析中、共通するタンパク質
の発現特性を排除することができる（又はシグナルを除去することができる。）。
【００９６】
　下記実施例で詳述する結果は、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）の正常プロテオミックプロファ
イルとは統計学的に有意に異なる羊膜内感染（ＩＡＩ）のプロテオミックプロファイルの
特徴を与える。さらに、本実施例は、ＩＡＩの発現マーカー及び独自の発現特性の特徴を
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与える。
【００９７】
　本発明の非侵襲性の診断方法を行うために特に有利な体液は頸管膣分泌液（ＣＶＦ）で
ある。ＣＶＦは、水、電解質、低分子量有機化合物（グルコース、アミノ酸及び脂質）、
細胞（白血球、リンパ球及び上皮細胞）及び子宮頸部により主に合成される多数のタンパ
ク質及びタンパク質分解酵素からなる複合体液である（Ｂｌａｎｄａｕら、Ｔｈｅ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｅｒｖｉｘ．Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｃａｇ
ｏ　Ｐｒｅｓｓ：Ｃｈｉｃａｇｏ，１９７３；ｐ　ｘｉ，４５０ｐ）。ＣＶＦはまた、ム
チン、デフェンシン、補体因子、免疫グロブリン、ラクトフェリン及びコレクチンを含む
膣細胞からの分泌物も含有する（Ｂｌａｎｄａｕら、上出）。ＣＶＦは、膣、頸管及び子
宮領域を含め、女性生殖管全体を流れ、円滑化する。ＣＶＦは、外来病原体に対する防御
の最前線を形成し、生殖能力を示すものであり、授精、妊娠及び陣痛を促進する（Ｂｌａ
ｎｄａｕら、上出；Ｂｉｇｅｌｏｗ，Ｊ．Ｌ．ら、Ｈｕｍ　Ｒｅｐｒｏｄ　２００４，１
９，（４），８８９－９２）。ＣＶＦはまた、ラクトバチルス・クリスパータス（Ｌａｃ
ｔｏｂａｃｉｌｌｉ　ｃｒｉｓｐａｔｕｓ）及びラクトバチルス・バギナリス（Ｌａｃｔ
ｏｂａｃｉｌｌｉ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）などの微生物叢も含有する。この微生物叢から
の分泌液はＣＶＦのｐＨを低下させ、これによりその抗病原体活性が促進される（Ｂｌａ
ｎｄａｕら、上出）。膣の微生物叢における何らかの不均衡又は外部微生物叢の侵入の結
果、細菌性膣症となる。細菌性膣症に反応して、頸管及び膣内上皮によるＩＬ－１α、Ｉ
Ｌ－１β、ＩＬ－１０、ＩＬ－６及びＴＮＦ－αなどのいくつかのサイトカインのＣＶＦ
への分泌が変化する（Ｍａｔｔｓｂｙ－Ｂａｌｔｚｅｒ，Ｉら、Ａｃｔａ　Ｏｂｓｔｅｔ
　Ｇｙｎｅｃｏｌ　Ｓｃａｎｄ　１９９８，７７，（７），７０１－６；Ｅｓｃｈｅｎｂ
ａｃｈ，Ｄ．Ａ．ら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　１９８９，２７，（２）、２
５１－６）。細菌性膣症の阻止不良は子宮頸癌（Ｍｉｋａｍｏ，Ｈら、Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ
　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　１９９９，５，（２），８２－８５）、骨盤内炎症性疾患（Ｎｅ
ｓｓ，Ｒ．Ｂ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ　２００５，１６２，（６），５８５
－９０．）、子宮内膜炎（Ｈａｇｇｅｒｔｙ，Ｃ．Ｌ．ら、Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄ
ｉｓ　２００４，３９，（７），９９０－５；Ｍｏｒｒｉｓ，Ｍ．ら，Ｂｊｏｇ　２００
１，１０８，（５），４３９－５０）及び卵管性不妊（Ｍｏｒｒｉｓら、上出）と正の相
関が認められている。妊婦における細菌性膣症は、早期陣痛及び早産のリスク上昇と相関
が認められている（Ｇｒａｖｅｔｔ，Ｍ．Ｇ．ら、Ｊａｍａ　１９８６，２５６，（１４
）、１８９９－９０３）。
【００９８】
　ＣＶＦに存在するサイトカイン及び他の防御分子はまた、膣におけるＨＩＶなどの性感
染性免疫不全ウイルス及び単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）の感染、複製及び増殖におい
ても重要な役割を果たす（Ｐｏｌｉ，Ｇ．ら、ＡＩＤＳ　Ｒｅｓ　Ｈｕｍ　Ｒｅｔｒｏｖ
ｉｒｕｓｅｓ　１９９２，８，（２），１９１－７；Ｚａｒａ，Ｆ．ら、Ｓｅｘ　Ｔｒａ
ｎｓｍ　Ｉｎｆｅｃｔ　２００４，８０，（２），１０８－１２；Ｊｏｈｎ，Ｍ．ら、Ｊ
　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　２００５，１９２，（１０），１７３１－４０）。ＣＶＦの陽
イオン性ポリペプチド断片の分析により、抗ＨＩＶ活性に関与する２０種類のポリペプチ
ドが同定された（Ｖｅｎｋａｔａｒａｍａｎ，Ｎ．ら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２００５，
１７５，（１１），７５６０－７）。以前の研究においても、ＨＩＶビリオンを捕捉する
際の、従って感染を防御する際の、ＣＶＦについての役割が特定された（Ｍａｈｅｒ，Ｄ
．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　２００５，１０２，（３２）、
１１５０４－９；Ｑｕｉｎｏｎｅｓ－Ｍａｔｅｕ，Ｍ．Ｅら、Ａｉｄｓ　２００３、１７
，（１６），Ｆ３９－４８）。最近の研究から、ＣＶＦ中の一部の免疫応答分子と早産に
至る亜臨床的前期破水（ＰＲＯＭ）の発生率との間に相関が検出された（Ｈｅｌｍｉｇ，
Ｂ．Ｒ．ら、Ｊ　Ｍａｔｅｒｎ　Ｆｅｔａｌ　Ｎｅｏｎａｔａｌ　Ｍｅｄ　２００２，１
２，（４），２３７－４６；Ｏｇｉｎｏ，Ｍ．ら、Ｊ　Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎａｅｃｏｌ
　Ｒｅｓ　２００５，３１，（５），４２１－６）。妊娠中、ＣＶＦは、絨毛－脱落膜接
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触面の破壊又は同時分泌の何れかによる、子宮由来の羊水（ＡＦ）を含有し得る。このＣ
ＶＦへのＡＦの「漏出」は、女性において早産を予測するために使用されてきた胎児フィ
ブロネクチンの存在についての現在の非侵襲性診断に対する基礎となっている（Ｓｗａｍ
ｙ，Ｇ．Ｋ．ら、Ｊ　Ｒｅｐｒｏｄ　Ｍｅｄ　２００５，５０，（１１），８５１－６）
。
【００９９】
　ＣＶＦは、その回収方法が、ＡＦの回収方法、即ち羊水穿刺に比べて非常に侵襲性の小
さいものであるため、妊婦において母体及び胎児の健康状態を監視するための重要な診断
部位の候補である。本明細書中で特定されるバイオマーカーの組み合わせは、妊婦対象に
おける羊膜内感染の信頼性の高い検出における有益な診断ツールを提供する。
【０１００】
　プロテオミックプロファイルを比較するための統計学的方法は当技術分野で周知である
。例えば、質量スペクトルの場合、プロテオミックプロファイルは、スペクトルの水平軸
に沿った、キーとなる質量／電荷（Ｍ／Ｚ）位置でのピーク振幅値により定義される。従
って、特徴的なプロテオミックプロファイルは、例えば、あるＭ／Ｚ値でのスペクトル振
幅の組み合わせにより形成されるパターンを特徴とし得る。適切なアルゴリズムを用いて
、試験試料のプロテオミックプロファイル（パターン）を参照又は正常試料のプロテオミ
ックプロファイル（パターン）と照合することによって、２種類のプロファイルの特徴的
な発現特性又は実質的な同一性の有無を判定することができる。プロテオミックパターン
を分析するための統計学的方法は、例えば、Ｐｅｔｒｉｃｏｉｎ　ＩＩＩら、Ｔｈｅ　Ｌ
ａｎｃｅｔ　３５９：５７２－７７（２００２）．；Ｉｓｓａｑら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂ
ｉｏｐｈｙｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　２９２：５８７－９２（２００２）；Ｂａｌｌら、Ｂｉｏ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　１８：３９５－４０４（２００２）；及びＬｉら、Ｃｌｉｎｉ
ｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｊｏｕｒｎａｌ，４８：１２９６－１３０４（２００２）
において開示されている。
【０１０１】
　４．タンパク質アレイ
　上記で考察される診断及びスクリーニングアッセイは両者ともタンパク質アレイを用い
て行うことができる。近年、タンパク質アレイは、タンパク質を検出し、それらの発現レ
ベルを監視し、タンパク質相互作用及び機能を調べるための強力な手段として幅広く認識
されている。自動化手段を用いて、多くの判定を同時に行うことができる場合、これらに
よりハイスループットタンパク質分析が可能となる。ＤＮＡアレイに対して元来開発され
たマイクロアレイ又はチップ方式において、大量のデータを生成させながら最小限の材料
を用いてこのような判定を行うことができる。
【０１０２】
　２Ｄゲル電気泳動及び質量分析によるプロテオーム分析は非常に有効であるものの、必
要とされる高い感度が常に得られるわけではなく、このため、少量発現される多くのタン
パク質を見逃す可能性がある。タンパク質マイクロアレイにより、それらが高効率である
ことに加えて、感度が高くなる。
【０１０３】
　タンパク質アレイは、当技術分野で周知の様々な共有及び非共有結合化学を用いて、ガ
ラス、シリコン、プラスチックマイクロウェル、ニトロセルロース、ＰＶＤＦ膜及びマイ
クロビーズなどの固体表面上にタンパク質を固定化することによって形成される。固体支
持体は、カップリング手順の前後で化学的に安定であり、良好なスポット形態を可能にし
、非特異的結合を最小とすべきものであり、検出システムにおいてバックグラウンドに寄
与してはならず、様々な検出システムと適合性がなければならない。
【０１０４】
　一般に、タンパク質マイクロアレイは、ＤＮＡアレイの読み取りのために一般に使用さ
れるものと同じ検出方法を使用する。同様に、ＤＮＡマイクロアレイを読み取るために使
用されるものと同じ機器がタンパク質アレイに適用可能である。
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【０１０５】
　従って、捕捉アレイ（例えば抗体アレイ）は、正常及び病的な体液などの２種類の異な
る採取源からの蛍光標識タンパク質を用いてプローブすることができる。この場合、読み
取りは、標的タンパク質の発現レベルの変化の反映としての、蛍光シグナルの変化に基づ
く。代替的な読み取り法としては、蛍光共鳴エネルギー移動、表面プラズモン共鳴、ロー
リングサークルＤＮＡ増幅、共鳴光散乱、酵素反応及び原子間力顕微鏡法が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０１０６】
　さらなる詳細については、例えば、Ｚｈｏｕ　Ｈ，ら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．１９：Ｓ３４－９（２００１）；Ｚｈｕら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅ
ｍ．Ｂｉｏｌ．５：４０－４５－（２００１）；Ｗｉｌｓｏｎ及びＮｏｃｋ，Ａｎｇｅｗ
　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅｄ　Ｅｎｇｌ　４２：４９４－５００（２００３）；及びＳｃｈ
ｗｅｉｔｚｅｒ及びＫｉｎｇｓｍｏｒｅ，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　
１３：１４－９（２００２）を参照のこと。生体分子アレイは、２００２年６月１８日発
行の米国特許第６，４０６，９２１号（この開示全体が、参照により本明細書によって明
確に組み込まれる。）でも開示されている。
【０１０７】
　５．免疫アッセイ
　本発明の診断アッセイは、当技術分野で周知の様々な免疫アッセイ方式の形態で行うこ
ともできる。本発明のある実施態様には、個体から体液、例えば頸管膣分泌液を得て；本
明細書中に記載の免疫アッセイシステムを用いて体液中の本明細書中に記載の１以上のタ
ンパク質の量を測定し；この体液中の本明細書中に記載の１以上のタンパク質の量を、羊
膜内感染状態がない健康な個体における本明細書中に記載の１以上のタンパク質の参照レ
ベルと比較する段階を含み、本明細書中に記載の１以上のタンパク質量の、参照レベルを
上回る上昇から、個体が羊膜内感染に罹患していることが示される、個体における羊膜内
感染を診断するための方法が含まれる。
【０１０８】
　ある実施態様において、１段階アッセイ（試料＋検出抗体の同時温置）が有用である。
別の実施態様において、２段階アッセイ（試料及び検出抗体の順次温置）が有用である。
２段階アッセイは、他のタンパク質分子が検出抗体への結合に競合し得る場合に好ましい
。均一系免疫アッセイにおいて、抗原と抗体との間の免疫学的反応及び検出の両方を均一
系反応で行うことができる。不均一系免疫アッセイには少なくとも１つの分離段階が含ま
れ、これにより未反応試薬と反応性生物を区別することが可能になる。
【０１０９】
　免疫測定、「二部位」又は「サンドイッチ」免疫アッセイと呼ばれる免疫アッセイの実
施態様において、検体において異なるエピトープに結合する２つの抗体と検体が結合する
か又はこの２つの抗体間でサンドイッチされる。このような免疫アッセイの代表例として
は、酵素免疫アッセイ又は酵素免疫測定アッセイ（ＥＩＡ又はＥＬＩＳＡ）、免疫放射定
量アッセイ（ＩＲＭＡ）、蛍光免疫アッセイ、ラテラルフローアッセイ、拡散免疫アッセ
イ、免疫沈降アッセイ及び磁気分離アッセイ（ＭＳＡ）が挙げられる。このようなある１
つのアッセイにおいて、「捕捉」抗体と呼ばれる第一の抗体を、タンパク質カップリング
又はタンパク質結合面、コロイド金属粒子、酸化鉄粒子又はポリマー性ビーズなどの固体
支持体に結合させる。ポリマー性ビーズの一例はラテックス粒子である。このような実施
態様において、当技術分野で公知の手順を用いて、捕捉抗体を固体支持体に結合させるか
又は捕捉抗体で個体支持体を被覆する。あるいは、固体支持体に結合されているか又は固
体支持体を被覆するさらなる抗体により認識されるリガンドと捕捉抗体がカップリングさ
れる。リガンドを介したさらなる抗体への捕捉抗体の結合は、固体支持体上に間接的に捕
捉抗体を固定化する。このようなリガンドの例はフルオレセインである。
【０１１０】
　当技術分野で公知の手順を用いて、「検出」抗体と称される第二の抗体を、標識とカッ
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プリングさせるか又は複合化させる。この目的に適切な標識の例としては、化学発光剤、
発色剤、エネルギー移動剤、酵素、酵素反応の基質、蛍光剤及び放射性同位体が挙げられ
る。ある実施態様において、標識には、第二の抗体とカップリングさせるビオチンなどの
第一のタンパク質及び酵素とカップリングさせるストレプトアビジンなどの第二のタンパ
ク質が含まれる。第二のタンパク質は第一のタンパク質に結合する。基質が提供された際
に酵素が検出可能なシグナルを生成させ、測定されるシグナル量が、検体に結合される第
二の抗体の量に対応することになる。酵素の例としては、アルカリホスファターゼ、アミ
ラーゼ、ルシフェラーゼ、カタラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ
、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ホースラディッシュペル
オキシダーゼ、ラクタマーゼ、ウレアーゼ及びリンゴ酸デヒドロゲナーゼが挙げられるが
、これらに限定されない。適切な基質としては、ＴＭＢ（３，３’，５，５’－テトラメ
チルベンジジン、ＯＰＤ（ｏ－フェニレンジアミン）及びＡＢＴＳ（２，２’－アジノ－
ビス（３－エチルベンズチアゾリン－６－スルホン酸）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【０１１１】
　「サンドイッチ」方式において、アッセイされている抗原は２種類の異なる抗体の間で
保持される。この方法において、固体表面を最初に固相抗体で被覆する。次に、抗原（即
ち診断タンパク質）を含有する試験試料又は被測定抗原を含有する組成物を添加し、抗原
を被結合抗体と反応させる。未結合の抗原を全て洗い流す。次に、既知の量の酵素標識抗
体を被結合抗体と反応させる。反応後、過剰な未結合の酵素連結抗体を全て洗い流す。次
に、本アッセイで使用される酵素に対する基質を添加し、基質と酵素との間の反応により
色の変化が生じる。視覚的な色の変化量が、特異的な酵素と複合化した被結合抗体の直接
測定法であり、それ故に被験試料中に存在する抗原の測定法である。
【０１１２】
　競合アッセイとしてＥＬＩＳＡを使用することもできる。競合アッセイ方式において、
測定しようとする抗原を含有する試験検体を正確な量の酵素－標識抗原と混合し、固体表
面に連結されている抗－抗原抗体への結合に対して両者が競合する。酵素に対する基質を
添加する前に、過剰な遊離酵素－標識抗原を洗い流す。酵素－基質相互作用により生じた
色の強度量が、被験試料中の抗原量の尺度である。均一系免疫アッセイとしては、例えば
酵素増幅免疫アッセイ技術（ＥＭＩＴ）が挙げられ、これには一般に、測定しようとする
化合物を含む生体試料、測定しようとする化合物の酵素標識化分子、測定しようとする化
合物に結合する特異的抗体及び特異的酵素発色基質が含まれる。典型的なＥＭＩＴにおい
て、過剰な特異的抗体を生体試料に添加する。生体試料が検出しようとするタンパク質を
含有する場合、このようなタンパク質は抗体に結合する。次に、測定した量の対応する酵
素－標識タンパク質を混合物に添加する。試料中のタンパク質分子に占有されていない抗
体結合部位は、添加した酵素－標識タンパク質分子に占有される。結果として、遊離型の
酵素－標識タンパク質のみが基質上で作用し得るので、酵素活性が低下する。無色から有
色型に変換される基質の量から、混合物中に残存する遊離型酵素の量を決定する。試料中
の検出しようとするタンパク質が高濃度であるほど、吸収読み取り値が高くなる。試料中
のタンパク質が少ないほど、酵素活性が低くなり、結果として吸収読み取り値が低くなる
。Ａｇ－酵素複合体がＡｂ－結合である場合、酵素標識の不活性化によって、ＥＭＩＴは
、他の免疫アッセイ法で必要とされるような未結合化合物からの結合化合物の分離を行う
ことなく試験を行うことができる独自の系となる。
【０１１３】
　本明細書中に記載のシステム及び方法の様々な実施態様において有用な抗体には、市販
の抗体及び抗体断片ならびに指定の標的タンパク質上の適切なエピトープに結合するよう
に作製された何らかの新規抗体が含まれる。全ての実施態様において、本発明に従い使用
しようとする抗体は、頸管膣分泌液中に存在する本明細書中に記載のバイオマーカーの１
以上の特異的なアイソフォームに結合しなければならない。本明細書中で例示される様々
な実施態様で使用される抗体は、モノクローナル又はポリクローナルの性質を有するもの
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である。他の抗体及び抗体断片、例えば、組み換え抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、Ｆａ
ｂ又はＦｖ断片ならびにスクリーニングファージディスプレイライブラリにより選択され
る断片などの抗体断片なども、本明細書中に記載の組成物及び方法において有用である。
【０１１４】
　現在、モノクローナルならびにポリクローナル抗体の調製のための方法は十分に確立さ
れている（Ｈａｒｌｏｗ　Ｅ．ら、１９８８．Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）。ある実施態様に
おいて、組み換えヒトＬＢＰ、その合成断片又は、ヒト血清から精製され得るようなＬＢ
Ｐに対して抗体を生成させる。標準的な免疫付与及び採血手段を用いてマウス、ラット、
ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ロバ及びウマを含むが限定されない様々な種においてポリクロー
ナル抗体を生成させる。高力価の動物血液を、硫酸アンモニウムでの沈殿などの通常の選
択的塩析手段によって分画化し、標準的な方法に従い、プロテイン－Ａ－セファロース及
びレプチン－セファロースカラム上での連続的アフィニティークロマトグラフィーによっ
て、特異的な免疫グロブリン画分を分離する。次に、特異性及び関連分子との交差反応性
の欠如について、精製したポリクローナルならびにモノクローナル抗体の特徴を調べる。
このような特性評価は、抗体結合に対する、未標識の潜在的な交差反応物レベルが高い競
合において、タンパク質、例えば、放射性同位体又はビオチンなどのトレーサーで標識さ
れるＬＢＰを用いて、標準的な方法によって行われる。いくつかの実施態様において、特
異性が非常に高い抗体画分を得るために又はポリクローナルプールから親和性がより高い
抗体画分を選択するために、さらなる精製が必要とされる。モノクローナル抗体の場合、
特に組み換え分子又はペプチド抗原を免疫付与のために使用する場合は、免疫原だけでは
なく天然循環分子に対して良好な結合特性及び特異性を持つ抗体の選択に注意が必要であ
る。還元条件及び非還元条件下での、十分に確立されたドデシル硫酸ナトリウム－ポリア
クリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）及びウエスタン免疫ブロット方法など、
他の標準的な方法によって、交差反応性実験をさらに評価する。高速液体クロマトグラフ
ィー（ＨＰＬＣ）により分画化された血清試料中で検出されるタンパク質の免疫学的反応
性の評価は、検出されたタンパク質の分子量プロファイルを大まかに明らかにするために
も使用される（Ｇｒａｖｅｔｔ　ＭＧら、ＪＡＭＡ　２００４；２９２：４６２－４６９
；Ｋｈｏｓｒａｖｉ　ＭＪら、Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　１９９５；２８：４０７－４
１４）。
【０１１５】
　モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎの最初の技術（Ｋｏｈｌｅ
ｒ　Ｇ．，Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　Ｃ．Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５，１９７５）に基づく
、十分に確立された標準的実験室手段（（Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，編
：Ｒ．Ｈ．Ｂｕｒｄｏｎ及びＰ．Ｈ．ｖａｎ　Ｋｉｎｐｐｅｎｂｅｒｇ；Ｅｌｓｅｖｉｅ
ｒ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ，１９８５中の）
Ｐ．Ｔｉｊｓｓｅｎによる「Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ａｎｄ　Ｔｈｅｏｒｙ　ｏｆ　Ｅｎｚｙ
ｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ」）に従い調製される。この技術は、免疫付与した動物
から脾臓細胞を取り出し、骨髄腫細胞との融合又はエプスタイン－バーウイルス形質転換
により抗体産生細胞を不死化し、次いで望ましい抗体を発現するクローンについてスクリ
ーニングすることによって行われるが、当技術分野で公知の他の技術も使用される。抗体
は、特異的なＤＮＡでの免疫付与を含むが限定されない、当業者にとって公知の他のアプ
ローチによっても作製される。
【０１１６】
　本明細書中に記載の免疫アッセイでの使用の場合、標準的な抗体精製スキームを用いて
抗体を精製する。様々な実施態様において、モノクローナル及びポリクローナルの両抗体
とも、プロテイン－Ａカラム上でのアフィニティークロマトグラフィーによって精製され
る。あるいは、標準的な方法を用いて、固定化抗原タンパク質を含有するゲルカラム上で
のアフィニティークロマトグラフィーによって抗体が精製される。
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【０１１７】
　本明細書中に記載のシステム及び方法における使用に適切な抗体の選択に対する別の留
意事項は、捕捉抗体及び検出抗体が、あるタンパク質分子に同時に結合できることである
。ＭＩＰ１ｂを含むある実施態様において、例えば捕捉抗体の抗ＭＩＰ１ｂ結合部位は検
出抗体が結合するエピトープとは異なり、従って捕捉及び検出抗体に同時に結合し、特定
のバイオマーカーを検出することが可能になる。エピトープの重複が顕著であり、その結
果結合反応が不良となる場合、捕捉又は検出抗体としてバイオマーカーに対する異なる抗
体を選択することは当業者の技術の範囲内である。いくつかの実施態様において、タンパ
ク質表面上で抗体結合部位は完全に利用可能ではなく、例えばこのタンパク質は１以上の
他のタンパク質との複合体で試料中に主に存在し、捕捉又は検出抗体への結合のために接
近しにくい。このような環境においては、部分的なタンパク質変性又は緩衝液変異など、
当技術分野で公知の技術を使用して抗体結合部位を露出させる。
【０１１８】
　当技術分野で公知のように、必要な分析的及び／又は固相分離の必要条件に応じて、標
準的な非共有又は共有結合法を用いて、捕捉抗体を様々な固相支持体とカップリングさせ
るか又は連結させる。固体支持体は、試験管、ビーズ、微小粒子、ろ紙、膜、ガラスフィ
ルター、磁性粒子、ガラスもしくはシリコンチップ又は他の材料の形態及び当業者にとっ
て公知のアプローチである。微小粒子、特に抗体で直接被覆されている磁気化粒子（磁性
粒子－捕捉抗体）又は普遍的な結合剤（例えば、アビジン又は抗種抗体）で標識されてい
る粒子の使用は、アッセイ温置時間を大幅に短くするために有用である。当技術分野で公
知の他の代替アプローチとともにこれらによって、必要な感度を制限することなく数分以
内にアッセイを完了できるようになる。磁気化粒子の使用又は同様のアプローチの使用に
より、広く利用可能な免疫分析装置において技術を便利に自動化することができる。
【０１１９】
　タンパク質断片の検出のために使用される検出抗体は、レポーター分子と直接カップリ
ングされるか又は二次検出系により間接的に検出される。後者は、標識された抗種抗体に
より認識される抗体及び他の形態の免疫学的又は非免疫学的架橋及びシグナル増幅検出系
（例えばビオチン－ストレプトアビジン技術）を含む、当技術分野で公知のいくつかの異
なる原理に基づく。アッセイ感度及び低レベルの再現性及び性能を顕著に向上させるため
に、シグナル増幅アプローチが使用される。直接又は間接的抗体カップリングに使用され
る標識は、何らかの検出可能なレポーター分子である。適切な標識の例は、フルオロフォ
ア、発光標識、金属錯体及び放射性標識ならびに酵素などの他の適切な試薬により検出さ
れ得る部分又は発光性基質との酵素などの直接的もしくは間接的標識の様々な組み合わせ
など、免疫学的及び非免疫学的検出系の分野で広く使用されるものである。
【０１２０】
　本発明の方法の様々な実施態様において、何らかの試料及び抗体の体積及び温置時間を
変更することは当技術分野の者の技術の範囲内である。これらの方法及び系には、従来の
免疫アッセイで使用される一般的な改法及び当業者にとって公知の何らかの変更が含まれ
る。様々な実施態様において、アッセイデザインは、特定のアッセイ適用及びスピード、
感度、精度及び利便性に対する必要性に応じて、均一系又は不均一系である。
【０１２１】
　上述の免疫アッセイに加えて、他の免疫アッセイ（例えば、オクタロニープレート又は
ウエスタンブロットは、タンパク質ゲル又はフィルター上のタンパク質スポット上で行わ
れ得る。）が当技術分野で公知であり、診断としての利用法が見出され得る。
【０１２２】
　本発明の別の態様は免疫アッセイキットに関する。ある実施態様において、免疫アッセ
イキットは、本明細書中に記載のタンパク質の２以上の検出用の抗体及び試薬を含む。あ
る態様において、本発明は、捕捉抗体及び検出抗体を含むサンドイッチ免疫アッセイキッ
トを含む。捕捉抗体及び検出抗体はモノクローナル又はポリクローナルであり得る。別の
態様において、本発明は、免疫フロークロマトグラフィーを用いた免疫クロマトグラフィ
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ーストリップ（ＩＣＳ）試験などのラテラルフロー装置を含む診断キットを含む。ラテラ
ルフロー装置は、全般的に米国特許第４、９４３，５２２号；同第４，８６１，７１１号
；同第４，８５７，４５３号；同第４，８５５，２４０号；同第４，７７５，６３６号；
同第４，７０３，０１７号；同第４，３６１、５３７号；同第４，２３５，６０１号；同
第４，１６８，１４６号；同第４，０９４，６４７号（これらのそれぞれの内容全体が、
参照により組み込まれる。）に記載されるとおり、ラテラルフローアッセイ技術を利用す
る。また別の態様において、本免疫アッセイキットは、例えば、別個の容器中で、（ａ）
新生児敗血症などの特定の母体／胎児の状態の診断で使用されるポリペプチドに対して結
合特異性を有するモノクローナル抗体；（ｂ）及び抗抗体免疫グロブリンを含み得る。こ
の免疫アッセイキットは、本明細書中で提供される様々な方法の実施に対して使用され得
る。モノクローナル抗体及び抗抗体免疫グロブリンは、約０．００１ｍｇから約１００グ
ラムの量、より好ましくは約０．０１ｍｇから約１グラムの量で提供され得る。抗抗体免
疫グロブリンは、ポリクローナル免疫グロブリン、プロテインＡ又はプロテインＧ又はそ
れらの機能的断片であり得、これらは、当技術分野で公知の方法により使用前に標識され
得る。本診断キットは、試験におけるバックグラウンド干渉を低下させるために必要な物
質、シグナルを増強させるための物質、関心のある臨床転帰の予測値を生成するためのマ
ーカー値を組み合わせて内挿するためのソフトウェア及びアルゴリズム、試験を行うため
の装置、較正曲線及びチャート、標準曲線及びチャートなどをさらに含み得る。本試験キ
ットは、何らかの適切な方式で、一般には試験を行うための印刷された説明シートととも
に１つの容器中に全ての要素が入っている状態で包装され得る。
【０１２３】
　６．診断及び治療法
　本発明の診断方法は、乳児及び／又は母親の生存に非常に重要であることが多い迅速な
治療決断を行うための、開業医にとって有益なツールである。従って、例えば妊婦が早期
陣痛の症状を示す場合、羊膜内感染があるか否かを判定するために診断テストを実施する
ことが重要である。本明細書中の迅速かつ非侵襲性の診断テストにより、羊膜内感染の存
在が確認される場合、医師は、早産児生存の可能性を向上させ、母体の健康に対するリス
クを抑えるために緊急措置をとる必要がある。現在のところ利用可能な羊膜内感染に対す
る非侵襲性試験はない。
【０１２４】
　羊膜内感染に対する試験が陰性である場合、早産が依然として予想されるものであるか
否かという疑問が残る。現在、単一マーカーの胎児フィブロネクチン（ｆＦＮ）試験がこ
の目的に使用されることがある。妊娠患者のＣＶＦ中にｆＦＮがないことは、少なくとも
さらに２週間妊娠が継続するであろうという優れた指標である。しかしｆＦＮの存在に基
づき（陽性試験）、早産が起こりそうであるか否かを信頼性高く予想することはできない
。本発明の複数マーカーによる診断テストは、陰性及び陽性試験結果の場合の両方におい
て早産の可能性の信頼性のある予測因子を提供する。
【０１２５】
　あるいは、患者が早産の症状を示し、診断テスト（本明細書中の試験又は臨床診療で使
用される何らかの他の試験の何れか）を使用して早産の可能性を評価する場合、羊膜内感
染の有無に関する情報を提供し、医師がよりよい治療決定を行い得るようにするためのフ
ォローアップとして羊膜内感染に対する試験を行うことができる。
【０１２６】
　本明細書中で特定されるタンパク質の発現レベルの測定又は取得後、アッセイ結果、知
見、診断、予測及び／又は治療法の推奨は通常、記録され、例えば、技術者、医師及び／
又は患者に伝達される。ある種の実施態様において、コンピュータを使用してこのような
情報を関係者、例えば患者及び／又は担当医などに伝達する。いくつかの実施態様におい
て、本アッセイを行うか又はアッセイ結果もしくは診断が伝達される国又は管轄とは異な
る国又は管轄においてアッセイ結果が分析される。
【０１２７】
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　好ましい実施態様において、試験対象中での本明細書中の１以上のバイオマーカーの発
現レベルに基づく診断、予測及び／又は治療法の推奨を、アッセイが完了し、診断及び／
又は予測を出した後できるだけ迅速に対象に伝達する。ある種の実施態様において、診断
、予測及び／又は治療法の推奨はさらに、対象が示す徴候及び症状に基づく。ある実施態
様において、ＩＡＩを示す徴候及び症状としては、母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血
球増加（≧１５，０００／ｍｍ３）、母体又は胎児の頻脈、子宮圧痛又は羊水の悪臭が挙
げられるが、これらに限定されない。ＩＡＩを示すその他の徴候及び症状は当技術分野で
公知である。本明細書中に記載の方法において特定され定量される１以上のバイオマーカ
ーが、１以上のパネルに含有され得る。パネルを含むバイオマーカーの数としては、１種
類のバイオマーカー、２種類のバイオマーカー、３種類のバイオマーカー、４種類のバイ
オマーカー、５種類のバイオマーカー、６種類のバイオマーカー、７種類のバイオマーカ
ー、８種類のバイオマーカー、９種類のバイオマーカー、１０種類のバイオマーカー、１
１種類のバイオマーカー、１２種類のバイオマーカー、１３種類のバイオマーカー、１４
種類のバイオマーカー、１５種類のバイオマーカー、１６種類のバイオマーカー、１７種
類のバイオマーカー、１８種類のバイオマーカー、１９種類のバイオマーカー、２０種類
のバイオマーカーなどが挙げられ得る。
【０１２８】
　好ましい実施態様において、本発明は、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）中のα－胎児性タンパ
ク質、インターロイキン－６（ＩＬ－６）及びインスリン増殖因子結合タンパク質－１（
ＩＧＦＢＰ－１）濃度を測定する免疫クロマトグラフィー試験である羊膜内感染試験（Ｐ
ｒｏｔｅｏＧｅｎｉｘ羊膜内感染試験（ＰＧ－ＩＡＩ））に関する。本試験は、特発性早
期陣痛が起こり、膜が完全であり、２２週０日から３６週６日の間に試料採取された妊婦
においてＩＡＩのリスクを評価する際に補助的なものとして特に有用であり、ＩＡＩが疑
われる者に対する患者管理を優先するために使用することができる。
【０１２９】
　特定の実施態様において、本試験はラテラルフローカートリッジに格納され、ラテラル
フローリーダーを用いてＰＧ－ＩＡＩバイオマーカーシグナル強度が測定される。スワブ
回収キットを用いて非侵襲性のＣＶＦスワブを使用してＣＶＦを回収する。
【０１３０】
　ラテラルフロー装置に対する試験性能を見積もるために、ＥＬＩＳＡプラットフォーム
を用いた現在の臨床的／分析的研究からのデータを使用した。最良モデルは２種類のＣＶ
Ｆバイオマーカー、すなわちα－胎児性タンパク質及びＩＬ－６の質量濃度を使用した。
さらなるＣＶＦバイオマーカーであるＩＧＦＢＰ１は、この２種類のバイオマーカーによ
るリスク評価に対するゲートキーパーとなると認識されている。ＩＧＦＢＰ１はそれ自身
においてＩＡＩに対する診断とはなり得ないが、これによりＩＡＩ偽陽性患者の結果の２
９％が排除され、診断テストの特異性が大きく向上する。
【０１３１】
　結果及び／又は関連情報は対象の担当医師により対象に伝達され得る。あるいは、結果
は、書面のレポートを提供することなどにより書面で、ｅメール又は電話などの電子的伝
達形態を含む何らかの伝達手段によって、試験対象に直接伝達され得る。ｅメール伝達の
場合など、コンピュータの使用によって伝達が促進され得る。ある種の実施態様において
、遠隔通信における熟練技術者がよく精通しているであろうコンピュータハードウェア及
びソフトウェアの組み合わせを使用して、診断テストの結果及び／又は試験から導かれる
結論及び／又は試験に基づく治療法の推奨を含有する通信物を作成し、対象に自動的に送
達し得る。医療向けの伝達システムの一例は米国特許第６，２８３，７６１号に記載され
ているが、本発明は、この特定の伝達システムを使用する方法に限定されない。本発明の
方法のある種の実施態様において、試料のアッセイ、疾患の診断及びアッセイ結果又は診
断の伝達を含む方法段階の全て又は一部が多様な（例えば外来）管轄で行われ得る。
【０１３２】
　診断を促進するために、本発明の本明細書中で与えられる１以上のバイオマーカーの参
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照及び／又は対象バイオマーカープロファイル又は発現レベルを、限定されないが、とり
わけＶＣＲで読むことのできるもののようなアナログテープ、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ－Ｒ
ＯＭ、ＵＳＢフラッシュメディア、例えばフラッシュドライブなどの、電子的に又は機械
読み取り可能な媒体に含有される表示装置上に表示することができる。このような機械読
み取り可能な媒体はまた、臨床的パラメータ及び古典的な検査リスク因子の測定などのさ
らなる試験結果も含有し得るが、これらに限定されない。あるいは又はさらに、機械読み
取り可能な媒体はまた、病歴及び何らかの関連家族歴などの対象情報も含み得る。
【０１３３】
　微生物学及び治療：ＩＡＩは、真正細菌、マイコプラズマ種及び真菌を含む多菌性感染
であることが多い。ＩＡＩにおける羊水からの培養又は１６Ｓ　ｒＤＮＡ　ＰＣＲにより
最も高頻度に回収される微生物には、ガードネレラ・バジナリス（Ｇａｒｄｎｅｒｅｌｌ
ａ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、バクテロイデス・ビビウス（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｂｉ
ｖｉｕｓ）、フゾバクテリウム・ヌクレアーツム（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｕｃ
ｌｅａｔｕｍ）、ペプトストロプトコッカス属（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｏｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
　ｓｐ．）、プロボテラ・ビブス（Ｐｒｏｖｏｔｅｌｌａ　ｂｉｖｕｓ）、その他のグラ
ム陰性嫌気性菌、カンジダならびに生殖器マイコプラズマ、マイコプラズマ・ホミニス（
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｏｍｉｎｉｓ）及びウレアプラズマ・ウレアリチカム（Ｕｒｅ
ａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）が含まれていた（ＤｉＧｉｕｌｉｏ　ＤＢら
、ＰＬｏＳ　ＯＮＥ　３（８）：ｅ３０５６；Ｈａｎ，Ｙｉｐｉｎｇ　Ｗ．ら、Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．２００９　４７：３８－４７）。標的となる抗生物質療法は
、診断確定後すぐに分娩期に開始すべきである。
【０１３４】
　本願で引用される特許及び参考文献は全てそれらの全体において参照により本明細書に
よって組み込まれる。
【実施例】
【０１３５】
　次の実施例は、単なる説明目的のために与えらるものであり、本発明の範囲を何ら限定
するものではない。当業者は、本発明の範囲内で変更することができる様々なパラメータ
を認めるであろう。
【実施例１】
【０１３６】
　免疫アッセイを用いた羊膜内感染の頸管膣分泌液バイオマーカーの同定
　早期陣痛が現れている患者から、個々の患者検体を回収した。対応する羊水検体を使用
して、羊水培養（好気性、嫌気性及びマイコプラズマ種）及び羊水１６ＳリボソームＤＮ
Ａの有無に基づき、羊膜内感染（ＩＡＩ）を呈する者又は非ＩＡＩである者として患者を
分類した。
【０１３７】
　頸管膣分泌液スワブ回収。ポリエステルスワブ（Ｐｕｒｉｔａｎ、Ｇｕｉｌｆｏｒｄ、
ＭＥ）で頸管口を拭うことによって頸管膣分泌液を回収し、次いでこれを約１ｍＬの検体
回収緩衝液の入った容器に入れた。輸送のために検体を－７０℃で凍結させ、次いで凍結
融解し、２７０ｘｇで１５分間遠心し、長期保存のために再分注した。
【０１３８】
　ＧＲＯα：ＣＶＦ検体の希釈。下記のＱｕａｎｔｉｋｉｎｅ　Ｈｕｍａｎ　ＣＸＣＬ１
／ＧＲＯｃｔ免疫アッセイキットでの検査前に、アッセイ緩衝液（２．６７ｍＭ　ＫＣｌ
、１．４７ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４、１３７．９３ｍＭ　ＮａＣｌ、８．０６ｍＭ　Ｎａ２Ｈ
ＰＯ４－７Ｈ２Ｏ、０．１５％ＢＳＡ、０．０５％ｖ／ｖ　Ｔｗｅｅｎ－２０、０．０７
５％ｖ／ｖ　ＰｒｏＣｌｉｎ　９５０、ｐＨ７．３＋０．３）中で頸管膣分泌液（ＣＶＦ
）検体を１：５０に希釈した。
【０１３９】
　ＣＶＦ検体中のＧＲＯαの検出。希釈後、製造者の説明書に対して一部変更を加え、試
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料として検体をＲ＆Ｄ　ＳｙｓｔｅｍｓのＱｕａｎｔｉｋｉｎｅ　Ｈｕｍａｎ　ＣＸＣＬ
１／ＧＲＯｃｔ免疫アッセイキット（カタログ番号ＤＧＲ００）に供した。簡潔に述べる
と、試薬、対照及び試料を室温（ＲＴ）にした。ＧＲＯｃｔ標準物質を５ｍＬアッセイ緩
衝液中で再構成し、１０００ｐｇ／ｍＬ溶液を得た。この溶液を穏やかに撹拌しながら室
温にて１５分間温置した。温置後、７５０μＬの１０００ｐｇ／ｍＬ溶液を７５０μＬの
アッセイ緩衝液に加えて希釈し、５００ｐｇ／ｍＬの溶液を得た。この過程をさらに４回
繰り返し、２５０ｐｇ／ｍＬ、１２５ｐｇ／ｍＬ、６２．５ｐｇ／ｍＬ及び３１．２５ｐ
ｇ／ｍＬの溶液を得た。５０μＬのアッセイ希釈液ＲＤ１Ｕを各ウェルに添加した。２０
０μＬの標準物質を３つ組で適切なウェルに添加した。２００μＬの対照及び試料を２つ
組で適切なウェルに添加した。これらのウェルを接着ストリップで覆い、ＲＴで２時間温
置した。接着ストリップを取り外し、ＢｉｏＴｅｋ　ＥＬｘ５０プレート洗浄器を用いて
、ウェルを４００μＬの１ｘ洗浄緩衝液で３回洗浄し、各洗浄と洗浄の間に１分間温置し
た。ウェルを上下逆にしてペーパータオル上に叩きつけることによって残存液を全て除去
した。２００μＬのＧＲＯｃｔ複合物を各ウェルに添加した。ウェルを接着ストリップで
覆い、２－８℃で２時間温置した。この接着ストリップを取り外し、前と同じようにウェ
ルを洗浄した。前と同じように残存液を全て除去した。２００μＬの基質溶液を各ウェル
に添加した。これらのウェルをアルミホイルで覆い、ＲＴで２０分間温置した。５０μＬ
の停止溶液を各ウェルに添加した。ＢｉｏＴｅｋ　Ｓｙｎｅｒｇｙ２プレートリーダー及
びＢｉｏＴｅｋ　Ｇｅｎ５ソフトウェアを用いて、４５０ｎｍ及び５４０ｎｍでプレート
の読み取りを行った。
【０１４０】
　ＣＶＦ検体中のＧＲＯαの定量。Ｇｅｎ５ソフトウェアを用いて、標準曲線を作成する
ために４パラメータ非線形回帰分析を行った。次いでこの標準曲線を使用して、免疫アッ
セイキットでのＣＶＦ検体の測定においてＧＲＯαの濃度を計算した。ＣＶＦ検体中のＧ
ＲＯαの最終濃度を計算するため、最初の検体希釈を考慮に入れるために、計算した濃度
に５０を乗じた。３１．２５ｐｇ／ｍＬの標準物質のΔＯＤ（ＯＤ４５０－ＯＤ５４０）
読み取り値よりもΔＯＤ読み取り値が低かった検体は何れも濃度を３１．２５ｐｇ／ｍＬ
とし、これに５０を乗じた。次いで、下記のとおり、統計学的方法を用いてデータを解析
した。図１は、ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＧＲＯα（
アッセイ１）の自然対数値を示す箱ひげ図を示す。
【０１４１】
　ＣＶＦ検体の希釈。下記のＱｕａｎｔｉｋｉｎｅヒトＩＬ－６免疫アッセイキットでの
検査前に、標準物質希釈液ＲＤ６Ｆ中で頸管膣分泌液（ＣＶＦ）検体を１：１００に希釈
した。
【０１４２】
　ＣＶＦ検体中のＩＬ－６の検出。希釈後、製造者の説明書に対して一部変更を加え、試
料として検体をＲ＆Ｄ　ＳｙｓｔｅｍｓのＱｕａｎｔｉｋｉｎｅヒトＩＬ－６免疫アッセ
イキット（カタログ番号Ｄ６０５０）に供した。簡潔に述べると、試薬、対照及び試料を
室温（ＲＴ）にした。ＩＬ－６標準物質を５ｍＬの標準物質希釈液ＲＤ６Ｆで再構成し、
３００ｐｇ／ｍＬの溶液を得た。この溶液を穏やかに撹拌しながら室温にて１５分間温置
した。温置後、３３３μＬの３００ｐｇ／ｍＬ溶液を６６７μＬの標準物質希釈液ＲＤ６
Ｆに加えて希釈し、１００ｐｇ／ｍＬの溶液を得た。５００μＬの１００ｐｇ／ｍＬ溶液
を５００μＬの標準物質希釈液ＲＤ６Ｆに加えて希釈し、５０ｐｇ／ｍＬの溶液を得た。
２倍希釈をさらに４回繰り返し、２５ｐｇ／ｍＬ、１２．５ｐｇ／ｍＬ、６．２５ｐｇ／
ｍＬ及び３．１２ｐｇ／ｍＬの溶液を得た。１００μＬのアッセイ希釈液ＲＤ１Ｗを各ウ
ェルに添加した。１００μＬの標準物質を３つ組で適切なウェルに添加した。１００μＬ
の対照及び試料を２つ組で適切なウェルに添加した。これらのウェルを接着ストリップで
覆い、ＲＴで２時間温置した。接着ストリップを取り外し、ＢｉｏＴｅｋ　ＥＬｘ５０プ
レート洗浄器を用いて、ウェルを４００μＬの１ｘ洗浄緩衝液で４回洗浄した。ウェルを
上下逆にしてペーパータオル上に叩きつけることによって残存液を全て除去した。２００
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μＬのＩＬ－６複合物を各ウェルに添加した。これらのウェルを接着ストリップで覆い、
ＲＴで２時間温置した。接着ストリップを取り外し、前と同じようにウェルを洗浄した。
前と同じように残存液を全て除去した。２００μＬの基質溶液を各ウェルに添加した。こ
れらのウェルをアルミホイルで覆い、ＲＴで２０分間温置した。５０μＬの停止溶液を各
ウェルに添加した。ＢｉｏＴｅｋ　Ｓｙｎｅｒｇｙ２プレートリーダー及びＢｉｏＴｅｋ
　Ｇｅｎ５ソフトウェアを用いて４５０ｎｍ及び５４０ｎｍでプレートの読み取りを行っ
た。
【０１４３】
　ＣＶＦ検体中のＩＬ－６定量。Ｇｅｎ５ソフトウェアを用いて、標準曲線を作成するた
めに４パラメータ非線形回帰分析を行った。次いでこの標準曲線を使用して、免疫アッセ
イキットでのＣＶＦ検体の測定においてＩＬ－６の濃度を計算した。ＣＶＦ検体中のＩＬ
－６の最終濃度を計算するため、最初の検体希釈を考慮にいれるために、計算した濃度に
１００を乗じた。３．１２ｐｇ／ｍＬの標準物質のΔＯＤ（ＯＤ４５０－ＯＤ５４０）読
み取り値よりもΔＯＤ読み取り値が低かった検体は何れも濃度を３．１２ｐｇ／ｍＬとし
、これに１００を乗じた。ΔＯＤ読み取り値が３００ｐｇ／ｍＬの標準物質のΔＯＤ読み
取り値よりも高かった検体は全て、より高い希釈率で希釈し、そのキットで再び測定した
。次いで、下記のとおり統計学的方法を用いてデータを解析した。図７は、ＩＡＩ感染（
ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＩＬ－６の自然対数値を示す箱ひげ図を
示す。
【０１４４】
　ＬＢＰ：ＣＶＦ検体の希釈。下記のヒトＬＢＰ　ＥＬＩＳＡキットにおける検査前に、
アッセイ緩衝液（２．６７ｍＭ　ＫＣｌ、１．４７ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４、１３７．９３ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、８．０６ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４－７Ｈ２Ｏ、０．１５％ＢＳＡ、０．０５
％ｖ／ｖ　Ｔｗｅｅｎ－２０、０．０７５％ｖ／ｖ　ＰｒｏＣｌｉｎ９５０、ｐＨ７．３
＋０．３）中で頸管膣分泌液（ＣＶＦ）検体を１：５０に希釈した。
【０１４５】
　ＣＶＦ検体中のＬＢＰの検出。希釈後、製造者の説明書に対して一部変更を加え、試料
として検体をＣｅｌｌ　ＳｃｉｅｎｃｅｓのヒトＬＢＰ　ＥＬＩＳＡキット（カタログ番
号ＣＫＨ１１３）に供した。簡潔に述べると、試薬、対照及び試料を室温（ＲＴ）に。ヒ
トＬＢＰ標準物質を３０μＬ蒸留水で再構成した。次に、再構成したヒトＬＢＰ標準物質
を１５７０μＬアッセイ緩衝液に加えて希釈し、５０ｎｇ／ｍＬの溶液を得た。３５０μ
Ｌの５０ｎｇ／ｍＬ溶液を３５０μＬのアッセイ緩衝液に加えて希釈し、２５ｎｇ／ｍＬ
の溶液を得た。２倍希釈をさらに４回繰り返し、１２．５ｎｇ／ｍＬ、６．２５ｎｇ／ｍ
Ｌ、３．１２５ｎｇ／ｍＬ及び１．５６ｎｇ／ｍＬの溶液を得た。１００μＬの標準物質
を３つ組で適切なウェルに添加した。１００μＬの対照及び試料を２つ組で適切なウェル
に添加した。これらのウェルを接着ストリップで覆い、振盪しながらＲＴで１時間温置し
た。接着ストリップを取り外し、ＢｉｏＴｅｋ　ＥＬｘ５０プレート洗浄器を用いて、３
００μＬの洗浄緩衝液でウェルを３回洗浄した。ウェルを上下逆にしてペーパータオル上
に叩きつけることによって残存液を全て除去した。１００μＬの検出抗体を各ウェルに添
加した。これらのウェルを接着ストリップで覆い、振盪しながらＲＴで１時間温置した。
接着ストリップを取り外し、前と同じようにウェルを洗浄した。前と同じように残存液を
全て除去した。１００μＬの基質溶液を各ウェルに添加した。これらのウェルをアルミホ
イルで覆い、ＲＴで１２－１５分間温置した。１００μＬの停止溶液を各ウェルに添加し
た。ＢｉｏＴｅｋ　Ｓｙｎｅｒｇｙ２プレートリーダー及びＢｉｏＴｅｋ　Ｇｅｎ５ソフ
トウェアを用いて４５０ｎｍ及び６２０ｎｍでプレートの読み取りを行った。図８は、Ｉ
ＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＬＢＰの自然対数値を示す。
【０１４６】
　ＣＶＦ検体中のＬＢＰの定量。Ｇｅｎ５ソフトウェアを用いて、標準曲線を作成するた
めに４パラメータ非線形回帰分析を行った。次いでこの標準曲線を使用して、免疫アッセ
イキットでのＣＶＦ検体の測定においてＬＢＰの濃度を計算した。ＣＶＦ検体中のＬＢＰ
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の最終濃度を計算するため、最初の検体希釈を考慮にいれるために、計算した濃度に５０
を乗じた。１．５６ｎｇ／ｍＬの標準物質のΔＯＤ（ＯＤ４５０－ＯＤ６２０）読み取り
値よりもΔＯＤ読み取り値が低かった検体は何れも濃度を１．５６ｎｇ／ｍＬとし、これ
に５０を乗じた。ΔＯＤ読み取り値が５０ｎｇ／ｍＬの標準物質のΔＯＤ読み取り値より
も高い検体は全て、より高い希釈率で希釈し、そのキットで再び測定した。次いで、下記
のとおり統計学的方法を用いてデータを解析した。
【０１４７】
　Ａ１ＡＧ：ＣＶＦ検体の希釈。下記のヒトオロソムコイド（α－１－酸性糖タンパク質
）ＥＬＩＳＡ定量キットでの検査前に、頸管膣分泌液（ＣＶＦ）検体を１％ミルク入りの
ＰＢＳ中で２０　１：２００に希釈した。
【０１４８】
　ＣＶＦ検体中のＡ１ＡＧの検出。希釈後、製造者の説明書に対して一部変更を加え、試
料として検体をＧｅｎＷａｙのヒトオロソムコイド（α－１－酸性糖タンパク質）ＥＬＩ
ＳＡ定量キット（カタログ番号４０－２８８－２２９２７Ｆ）に供した。簡潔に述べると
、試薬、対照及び試料を室温（ＲＴ）にした。被覆緩衝液（０．０５Ｍ炭酸－重炭酸塩、
ｐＨ９．４）中で被覆抗体を５μｇ／ｍＬに希釈した。ＭａｘｉＳｏｒｐ面を有するＩｍ
ｍｕｎｏ　ＬｏｃｋＷｅｌｌｓ（Ｎｕｎｃ、カタログ番号４４６４６９）にこの５μｇ／
ｍＬ被覆溶液１００μＬを添加した。これらのウェルをＲＴで１時間温置し、次いでＢｉ
ｏＴｅｋ　ＥＬｘ５０プレート洗浄器を用いて、３００μＬの洗浄溶液（５０ｍＭ　Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣｌ、０．１４Ｍ　ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ　２０）で３回洗浄した。
ウェルを上下逆にしてペーパータオル上に叩きつけることによって残存液を全て除去した
。２００μＬの１％ミルク入りＰＢＳを各ウェルに添加し、ウェルをＲＴで１時間温置し
た。次いでウェルを前と同じように洗浄し、前と同じように残存液を全て除去した。１％
ミルク入りＰＢＳ中で標準物質を２５０ｎｇ／ｍＬに希釈した。次に、４００μＬの２５
０ｎｇ／ｍＬ溶液を４００μＬの１％ミルク入りＰＢＳに加えて希釈し、１２５ｎｇ／ｍ
Ｌの溶液を得た。２倍希釈をさらに５回繰り返し、６２．５ｎｇ／ｍＬ、３１．２５ｎｇ
／ｍＬ、１５．６２５ｎｇ／ｍＬ、７．８１２５ｎｇ／ｍＬ及び３．９０６２５ｎｇ／ｍ
Ｌの溶液を得た。１００μＬの標準物質を３つ組で適切なウェルに添加した。１００μＬ
の対照及び試料を２つ組で適切なウェルに添加した。これらのウェルを接着ストリップで
覆い、ＲＴで１時間温置した。接着ストリップを取り外し、ＢｉｏＴｅｋ　ＥＬｘ５０プ
レート洗浄器を用いて３００μＬの洗浄溶液でウェルを５回洗浄した。前と同じように残
存液を全て除去した。１％ミルク入りＰＢＳ中でＨＲＰ複合物を４８０ｎｇ／ｍＬになる
ように希釈した。次に、１００μＬの希釈ＨＲＰ複合物を各ウェルに添加した。これらの
ウェルを接着ストリップで覆い、ＲＴで１時間温置した。接着ストリップを取り外し、前
と同じようにウェルを洗浄した。
【０１４９】
　前と同じように残存液を全て除去した。１００μＬの１－Ｓｔｅｐ　Ｕｌｔｒａ　ＴＭ
Ｂ　ＥＬＩＳＡ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、カタログ番号３４０２８）を各
ウェルに添加した。これらのウェルをアルミホイルで覆い、ＲＴで２．７５分間温置した
。ＴＭＢ基質に対する停止試薬１００μＬ（Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｓ５８１４－１０
０ｍＬ）を各ウェルに添加した。ＢｉｏＴｅｋ　Ｓｙｎｅｒｇｙ２プレートリーダー及び
ＢｉｏＴｅｋ　Ｇｅｎ５ソフトウェアを用いてプレートを４５０ｎｍで読み取った。図６
は、ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、Ａ１ＡＧの自然対数値
を示す箱ひげ図を示す。
【０１５０】
　ＣＶＦ検体中のＡ１ＡＧの定量。Ｇｅｎ５ソフトウェアを用いて、標準曲線を作成する
ために４パラメータ非線形回帰分析を行った。次いでこの標準曲線を使用して、免疫アッ
セイキットでのＣＶＦ検体の測定においてＡ１ＡＧの濃度を計算した。ＣＶＦ検体中のＡ
１ＡＧの最終濃度を計算するため、最初の検体希釈を考慮にいれるために、計算した濃度
に２００を乗じた。３．９０６２５ｎｇ／ｍＬの標準物質のＯＤ４５０読み取り値よりも
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れに２００を乗じた。
【０１５１】
　２５０ｎｇ／ｍＬの標準的物質のＯＤ４５０読み取り値よりもＯＤ４５０読み取り値が
高い検体は全て、より高い希釈率で希釈し、そのキットで再び測定した。次いで、下記の
とおり統計学的方法を用いてデータを解析した。
【０１５２】
　ＣＶＦ検体中のＭＩＰ－１β、ＡＦＰ、Ｂ２ＭＧ、ＭＣＰ－１、ＴＩＭＰ－１及びＶＣ
ＡＭ－１の検出及び定量
　多重免疫アッセイ技術（Ｌｕｍｉｎｅｘ　ｘＭＡＰ）を用いてＣＶＦ検体中のＭＩＰ－
１β、ＡＦＰ、Ｂ２ＭＧ、ＭＣＰ－１、ＴＩＭＰ－１及びＶＣＡＭ－１の濃度を測定する
ために、外部検査実験室（Ｒｕｌｅｓ　Ｂａｓｅｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）と契約を結んだ
。次に、下記のとおり、統計学的方法を用いて、この検査実験室により提供されたデータ
を解析した。図２は、ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＭＩ
Ｐ　１ｂの自然対数値を示す箱ひげ図を示す。図３は、ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染
患者（ｎ＝９５）における、ＭＣＰ－１の自然対数値を示す箱ひげ図を示す。図４は、Ｉ
ＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、Ｂ２ＭＧの自然対数値を示す
箱ひげ図を示す。図５は、ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、
ＴＩＭＰ－１の自然対数値を示す箱ひげ図を示す。ＩＡＩ感染（ｎ＝１４）対非感染患者
（ｎ＝９５）における、ＡＦＰの自然対数値を示す箱ひげ図は図９で示す。ＩＡＩ感染（
ｎ＝１４）対非感染患者（ｎ＝９５）における、ＶＣＡＭ－１の自然対数値を示す箱ひげ
図を図１０で示す。
【０１５３】
　データの統計学的解析。次のように個々のバイオマーカー比較を行った：複合参照定義
を介して判定された感染状態対象対非感染状態の対象を群分けした。外れ値の影響を低下
させるために自然対数変換データを用いて、群間比較を行うための一元配置ＡＮＯＶＡを
行った。次にＷｉｌｃｏｘｉｎの順位付けに基づく（ｒａｎｋ－ｂａｓｅｄ）検定を行っ
て群間で比較した。最後に、判別能力を評価するために受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線を
作成した。
【０１５４】
　ロジスティック回帰を用いてバイオマーカーをモデルに組み合わせた。Ｗｉｌｃｏｘｉ
ｎ検定においてｐ＜０．２０であったマーカーを、多重マーカーモデルにおいて検討した
。モデルベースのＲＯＣ曲線を作成し、多重マーカーモデルに対して個々のマーカーにつ
いての性能を比較するために使用した。ＲＯＣ曲線下面積を最大にし、８０％感度及び特
異性の最低限受容可能な基準に曲線が確実に合致するようにすることが目的であった。有
望なモデルに基づき、リスクスコアを算出した。リスクスコアにおける閾値は多重マーカ
ーモデルの感度／特異性を最大化するものを選択した。
【０１５５】
　１０種類のバイオマーカーに対する個々の受信者動作特性曲線下の面積を表２で示す（
「ＡＵＲＯＣ」の列）。図１１及び１２で示されるＩＡＩ対非ＩＡＩの判別のためのロジ
スティック回帰モデルを確立するために、他のバイオマーカーと組み合わせてこれらのマ
ーカーを使用した。このモデルにおける各マーカーに対するパラメータを下記表３で示す
。多重マーカーモデルにおいて行ったバイオマーカーの様々な組み合わせは、ある程度、
個々のモデル性能を上回る。
　表２．羊膜内感染の予測に関連する個々のバイオマーカーに対するＡＵＲＯＣ及びｐ－
値
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　表３．最尤推定値の解析

【実施例２】
【０１５６】
　羊膜内感染に対するリスクを有するものとして患者を分類するために個々のバイオマー
カー濃度に対するカットオフを使用することができるか否かを評価するために、ＣＶＦバ
イオマーカーに対する開発セットデータ（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｓｅｔ　ｄａｔａ）
を解析した。個々のＣＶＦバイオマーカー濃度は、質量単位として直接表すか又はこれら
の質量単位の正規化値として表す。個々のバイオマーカーに対して及びバイオマーカーの
組み合わせに対して、定量値を解析した。カットオフアプローチにより、ラテラルフロー
装置としてＣＶＦ　ＩＡＩ試験を形式化することができる。ラテラルフロー方式において
、ラテラルフローリーダーにおけるバンド強度を測定することによって、バイオマーカー
レベルが定量的にスコア化される。
【０１５７】
　ｘＭＡＰ（商標）技術に基づく個別解析用（ｓｉｎｇｌｅ－ａｎａｌｙｔｅ）ＥＬＩＳ
Ａ及び多重液体ビーズアレイの組み合わせを使用して、ＩＡＩのバイオマーカーを特定し
た。ＰｒｏｔｅｏＧｅｎｉｘ　ＩＡＩ　Ｓｐｅｃｉｍｅｎ　Ｂａｎｋｉｎｇ　Ｔｒｉａｌ
において、ＩＡＩ有病率が１５％であるヒト頸管膣分泌液検体のコホート（Ｎ＝１１２）
を集めた。羊膜内感染状態を定めるために、好気性、嫌気性及びマイコプラズマ培養によ
って、ならびに自社の１６Ｓ　ｒＤＮＡ　ＰＣＲ試験を用いて、これらの対象からの羊水
を試験した。ロジスティック回帰分析、ならびに主成分分析を用いて、非ＩＡＩ患者とＩ
ＡＩ患者を判別することが可能な上位８種類のＣＶＦバイオマーカーを選択するために、
ＣＶＦにおけるＥＬＩＳＡ及びｘＭＡＰ（商標）免疫アッセイデータを解析した。これら
の８種類のバイオマーカーから、本発明に従い、最後の３種類を選択した。
【０１５８】
　ラテラルフロー読み取りを模擬再現するために、ＥＬＩＳＡ実験からのデータを使用し
た。ＩＡＩに対するリスクを評価するための補助手段としてＣＶＦ　ＩＡＩ試験を使用す
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ることが目的なので、カットオフは感度を最大化するように選択した。ＩＡＩの診断を確
認するために、羊水グルコース、グラム染色又は培養などの他の一般に利用可能な試験を
使用し得る。このカットオフアプローチにより、ＰＧ－ＩＡＩ試験の結果を感染に対する
高リスク又は低リスクなど二元的な結果として報告することが可能になる。
【０１５９】
　現時点での最良モデルでは、僅か２種類のバイオマーカー、すなわちα－胎児性タンパ
ク質及びＩＬ－６の質量濃度を使用する。検出可能なアルブミンが存在しないか（６／２
９８）又は溶血が大きい（１１／２９２）患者検体をデータセットから排除した。培養又
は１６Ｓ　ｒＤＮＡの複合参照標準物質に基づくと、このデータセットにおいて２３例の
感染例及び２５８例の非感染例があった。
【０１６０】
　結果を図１３及び１４で示す。バイオマーカー濃度を対数変換し、Ｚスコアを計算した
。このＥＬＩＳＡデータセットにおいて１．０のＺスコア合計カットオフを使用した。こ
の２種類のバイオマーカーのＺスコアの合計を定め、順位付けしてカットオフを定めた。
感度は８２％、特異性は８５％、ＰＰＶは３３％及びＮＰＶは９８％であった。ＡＵＲＯ
Ｃは０．８６であった。
【０１６１】
　前記２種類のバイオマーカーリスク因子パネルに対するゲートキーパーとなる、さらな
るＣＶＦバイオマーカー、インスリン増殖因子結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）を
特定した。ＩＧＦＢＰ－１バイオマーカーはＩＡＩに対する診断用ではないが、（複合参
照標準に基づき）多くのＩＡＩ偽陽性結果を排除し、ＰＧ－ＩＡＩリスク因子試験の特異
性を顕著に向上させる。
【０１６２】
　ＩＧＦＢＰ－１は、胎膜の破裂を検出するための頸管膣分泌液中のバイオマーカーとし
て使用されている（ＡｍｎｉｏＳｕｒｅ　Ｔｅｓｔ；Ｍｅｄｉｘ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ
　ａｃｔｉｍ（商標）Ｐｒｏｍ　Ｔｅｓｔ）。ＩＧＦＢＰ－１の濃度は、羊水中では頸管
膣分泌液よりも１０００から１０，０００倍高い。ＰｒｏｔｅｏＧｅｎｉｘコホートにお
いて、早期破水（ＰＲＯＭ）がないことは、羊歯状結晶試験（Ｆｅｒｎ）、ニトラジン、
液体貯留（ｐｏｏｌｉｎｇ）及び／又はＡｍｎｉｏＳｕｒｅ検査が陰性であることにより
確認した。下記のカプラン－マイヤーグラフで示されるように、ＣＶＦ　ＩＧＦＢＰ１の
濃度が３μｇ／ｍＬより高い値であることは、非ＩＡＩの早産と一致する。結果を図１５
で示す。
【０１６３】
　検出可能なアルブミン（６／２９８）がなく、溶血が大きいか（１１／２９２）又はＩ
ＧＦＢＰ１濃度が３μｇ／ｍＬより高い（１５／２８１）患者検体をデータセットから排
除した。培養及び／又は１６Ｓ　ｒＤＮＡの複合参照標準に基づくと、このデータセット
において、２３例の感染例及び２４３例の非感染例があった。この２種類の診断バイオマ
ーカー濃度を対数変換し、Ｚスコアを計算した。１．０のＺスコア合計カットオフを使用
した。この２種類のバイオマーカーのＺスコアの合計を定め、順位付けしてカットオフを
定めた。感度は８２％、特異性は８９％、ＰＰＶは４１％及びＮＰＶは９８％であった。
ＡＵＲＯＣは０．８６から０．８９に上昇した。３８例の偽陽性患者検体のうち１１例（
２９％）が排除され、その結果、特異性が８５％から８９％に上昇し、ＰＰＶが３３％か
ら４１％に上昇した。Ｎ＝２６６の患者コホートにおいて、１７％が高リスクスコアを有
した。結果を図１６及び１７に示す。
【０１６４】
　前述の発明を明確にし、理解可能にするためにある程度詳細に説明してきたが、本発明
の真の範囲から逸脱することなく形態及び詳細の様々な変更が行われ得ることは、本開示
を読むことから当業者にとって明らかとなろう。例えば、上記の技術及び機器を様々な組
み合わせで使用することができる。本願で引用する、全ての刊行物、特許、特許願書及び
／又はその他の書類は、各々の刊行物、特許、特許願書及び／又はその他の書類が、全目
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的のために参照により組み込まれるものであることが個々に示されるかのように、同じ程
度、全目的のために参照により組み込まれる

【図１】 【図２】



(42) JP 2015-232567 A 2015.12.24

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】
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【請求項１】
　妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内炎症又は感染の診断のための方法であって、
（ａ）前記対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で、インターロイキン－６（ＩＬ－６
）及び胎児性フィブロネクチン（ｆＦＮ）のレベルを、正常頸管膣分泌液又は羊膜内炎症
若しくは感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中の前記タンパク質の対応するレベ
ルと比較して、測定することと、
　（ｂ）該試料中の各該タンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌液中の該
タンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示すと測定されるか、
あるいは羊膜内炎症又は感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中の該タンパク質
のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対
象を羊膜内炎症又は感染と診断することを含む、方法。
【請求項２】
　対象がヒト患者である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記タンパク質レベルが、免疫アッセイ、タンパク質アレイ、免疫クロマトグラフィー
試験、質量分析又はそれらの組み合わせの使用を含む方法によって測定される、請求項１
に記載の方法。
【請求項４】
　前記レベルが、ラテラルフロー装置を使用した免疫クロマトグラフィー試験を用いて測
定される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　ラテラルフロー装置が免疫クロマトグラフィーストリップ（ＩＣＳ）試験である、請求
項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記免疫アッセイがＩＬ－６及びｆＦＮの検出用の抗体及び試薬を使用する、請求項３
に記載の方法。
【請求項７】
　抗体と試薬が捕捉抗体と検出抗体を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　補足抗体と検出抗体がモノクローナル抗体である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　補足抗体と検出抗体がポリクローナル抗体である、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　捕捉抗体と検出抗体がモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体の何れかである、請
求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　抗体が、ＩＬ－６及びｆＦＮに対して結合特異性を有するモノクローナル抗体を含み、
前記方法が抗抗体免疫グロブリンを更に含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　モノクローナル抗体と抗抗体免疫グロブリンが約０．００１ｍｇから約１００ｇの量で
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提供される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　モノクローナル抗体と抗抗体免疫グロブリンが約０．０１ｍｇから約１ｇの量で提供さ
れる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　抗抗体免疫グロブリンがポリクローナル免疫グロブリン、プロテインＡ又はプロテイン
Ｇ又はそれらの機能的断片からなる群から選択される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　抗抗体免疫グロブリンが標識される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　試験におけるバックグラウンド干渉を低下させるための薬剤又はシグナルを増強させる
ための薬剤を更に含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１７】
　関心のある臨床転帰の予測値を生成するためのマーカー値を組み合わせて内挿するため
のソフトウェア及びアルゴリズムを更に含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１８】
　試験を行うための装置を更に含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１９】
　妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内炎症又は感染の徴候及び症状を調べるための方法で
あって、
（ａ）前記対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で、インターロイキン－６（ＩＬ－６
）及び胎児性フィブロネクチン（ｆＦＮ）のレベルを、正常頸管膣分泌液又は羊膜内炎症
若しくは感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中のＩＬ－６及びｆＦＮのレベルと
比較して、測定することと、
　（ｂ）該試料中の各該タンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌液中のＩ
Ｌ－６及びｆＦＮの対応するレベルに対して統計学的有意差を示すと測定されるか、ある
いは羊膜内炎症又は感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中のＩＬ－６及びｆＦ
Ｎの対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜
内炎症又は感染と診断することを含む、方法。
【請求項２０】
　徴候及び症状が、母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血球増加（≧１５，０００／ｍｍ
３）、母体及び／又は胎児の頻脈、子宮圧痛及び／又は羊水の悪臭を含む、請求項１９に
記載の方法。
【請求項２１】
　前記タンパク質レベルが、免疫アッセイ、タンパク質アレイ、免疫クロマトグラフィー
試験、質量分析又はそれらの組み合わせの使用を含む方法によって測定される、請求項１
９に記載の方法。
【請求項２２】
　妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内炎症又は感染の診断のための方法であって、
（ａ）前記対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で、インターロイキン－６（ＩＬ－６
）及びα－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）のレベルを、正常頸管膣分泌液又は羊膜内炎症若
しくは感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中の前記タンパク質の対応するレベル
と比較して、測定することと、
　（ｂ）該試料中の各該タンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌液中の該
タンパク質のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示すと測定されるか、
あるいは羊膜内炎症又は感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中の該タンパク質
のそれぞれの対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対
象を羊膜内炎症又は感染と診断することを含む、方法。
【請求項２３】
　対象がヒト患者である、請求項２２に記載の方法。
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【請求項２４】
　前記タンパク質レベルが、免疫アッセイ、タンパク質アレイ、免疫クロマトグラフィー
試験、質量分析又はそれらの組み合わせの使用を含む方法によって測定される、請求項２
２に記載の方法。
【請求項２５】
　前記レベルが、ラテラルフロー装置を使用した免疫クロマトグラフィー試験を用いて測
定される、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　ラテラルフロー装置が免疫クロマトグラフィーストリップ（ＩＣＳ）試験である、請求
項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記免疫アッセイがＩＬ－６及びＡＦＰの検出用の抗体及び試薬を使用する、請求項２
４に記載の方法。
【請求項２８】
　抗体と試薬が捕捉抗体と検出抗体を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　補足抗体と検出抗体がモノクローナル抗体である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　補足抗体と検出抗体がポリクローナル抗体である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　捕捉抗体と検出抗体がモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体の何れかである、請
求項２８に記載の方法。
【請求項３２】
　抗体が、ＩＬ－６及びＡＦＰに対して結合特異性を有するモノクローナル抗体を含み、
前記方法が抗抗体免疫グロブリンを更に含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３３】
　モノクローナル抗体と抗抗体免疫グロブリンが約０．００１ｍｇから約１００ｇの量で
提供される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　モノクローナル抗体と抗抗体免疫グロブリンが約０．０１ｍｇから約１ｇの量で提供さ
れる、請求項３２に記載の方法。
【請求項３５】
　抗抗体免疫グロブリンがポリクローナル免疫グロブリン、プロテインＡ又はプロテイン
Ｇ又はそれらの機能的断片からなる群から選択される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
　抗抗体免疫グロブリンが標識される、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　試験におけるバックグラウンド干渉を低下させるための薬剤又はシグナルを増強させる
ための薬剤を更に含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３８】
　関心のある臨床転帰の予測値を生成するためのマーカー値を組み合わせて内挿するため
のソフトウェア及びアルゴリズムを更に含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３９】
　試験を行うための装置を更に含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項４０】
　妊娠雌哺乳動物対象における羊膜内炎症又は感染の徴候及び症状を調べるための方法で
あって、
（ａ）前記対象から得られた頸管膣分泌液の試料中で、インターロイキン－６（ＩＬ－６
）及びα－胎児性タンパク質（ＡＦＰ）のレベルを、正常頸管膣分泌液又は羊膜内炎症若
しくは感染を示すことが分かっている頸管膣分泌液中の前記タンパク質の対応するレベル
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と比較して、測定することと、
　（ｂ）該試料中の各該タンパク質の該レベルのそれぞれが、該正常頸管膣分泌液中のＩ
Ｌ－６及びＡＦＰの対応するレベルに対して統計学的有意差を示すと測定されるか、ある
いは羊膜内炎症又は感染を示すことが分かっている該頸管膣分泌液中のＩＬ－６及びＡＦ
Ｐの対応するレベルに対して統計学的有意差を示さないと判断される場合、該対象を羊膜
内炎症又は感染と診断することを含む、方法。
【請求項４１】
　徴候及び症状が、母体発熱（≧３７．８℃）、母体白血球増加（≧１５，０００／ｍｍ
３）、母体及び／又は胎児の頻脈、子宮圧痛及び／又は羊水の悪臭を含む、請求項４０に
記載の方法。
【請求項４２】
　前記タンパク質レベルが、免疫アッセイ、タンパク質アレイ、免疫クロマトグラフィー
試験、質量分析又はそれらの組み合わせの使用を含む方法によって測定される、請求項４
０に記載の方法。
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