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(57)【要約】
患者の虫垂炎の重症度を判定するイムノアッセイ装置お
よび方法であって、患者の血液サンプル、血清サンプル
または血漿サンプルについてサンプル中のＭＲＰ８／１
４の含量を検査することと、それを、虫垂炎重症度のス
コア評価システムと相関する標準サンプル中に存在する
ＭＲＰ８／１４の含量と比較することとを含む、イムノ
アッセイ装置および方法を提供する。さらに、患者サン
プル中に存在するＭＲＰ８／１４含量を組織学に基づく
虫垂炎重症度グレードと関連付ける標準サンプルおよび
データも提供する。本発明の方法ならびにイムノアッセ
イ装置およびキットは、虫垂炎症状を呈する患者の処置
を管理するうえで有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　虫垂炎の重症度グレードを判定するイムノアッセイキットであって、
抗ＭＲＰ８／１４抗体と、ＭＲＰ８／１４および前記抗体を含む免疫反応産物を検出する
手段と；
　　ＭＲＰ８／１４の含量と虫垂炎重症度との相関性を示す標準データ；
　　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量の
ＭＲＰ８／１４に相当する含量のＭＲＰ８／１４を含む少なくとも１つの標準サンプル；
および
　　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量の
ＭＲＰ８／１４を含む１セットの標準サンプルであって、前記セット内の各標準サンプル
はＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、１セットの標準サンプル、
からなる群から選択される少なくとも１つの成分
とを含む、イムノアッセイキット。
【請求項２】
　ＭＲＰ８／１４に対する前記抗体は、
【化２】

からなる群から選択されるアミノ酸配列に対して作製される抗体である、請求項１に記載
のイムノアッセイキット。
【請求項３】
　ＭＲＰ８／１４に対する前記モノクローナル抗体は２７ｅ１０である、請求項１に記載
のイムノアッセイキット。
【請求項４】
　前記抗ＭＲＰ８／１４抗体またはＭＲＰ８／１４に結合することができる特異的結合剤
をさらに含む、請求項１、２または３に記載のイムノアッセイキット。
【請求項５】
　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量のＭ
ＲＰ８／１４を含む少なくとも２つの標準サンプルのセットであって、前記セット内の各
標準サンプルはＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、標準サンプルのセット。
【請求項６】
　各標準サンプルは、既知の同じ虫垂炎グレードにある患者の複数のプールサンプルを含
む、請求項４に記載の標準サンプルのセット。
【請求項７】
　前記標準サンプルは、一組の虫垂炎グレードに相関することが分かっている含量のＭＲ
Ｐ８／１４を含む合成サンプルである、請求項４または請求項５に記載の標準サンプルの
セット。
【請求項８】
　ＭＲＰ８／１４含量が診断に役立つ虫垂炎グレードと相関する前記含量を表示するデー
タを含むデータセットを含む、電子記憶媒体。
【請求項９】
　虫垂炎に罹患の疑いがある患者の組織の組織学的状態に応じて虫垂炎の重症度をスコア
評価する方法であって：
　虫垂の組織およびそれに隣接する組織を調べること、および
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　前記組織の
　グレード１　虫垂組織において確認できる炎症がない；
　グレード２　炎症が虫垂の粘膜から粘膜下組織に拡大している；
　グレード３　炎症が虫垂の粘膜下組織から筋レベルに拡大している；
　グレード４　漿膜など虫垂のすべての層で炎症が起こり、穿孔が確認される
の状態に応じて、前記患者の虫垂炎の重症度を説明するグレードスコアを割り当てること
を含む、方法。
【請求項１０】
　虫垂炎に罹患の疑いがある患者の虫垂炎の重症度をスコア評価する方法であって：
　前記患者のサンプルについて前記サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を検査すること；
　前記サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を、虫垂炎重症度の１つまたは複数のグレード
スコアと以前に相関関係にあった含量（単数または複数）のＭＲＰ８／１４を含む１種ま
たは複数種の標準サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量と比較すること；および
　前記患者の虫垂炎の重症度に、前記患者の前記サンプル中に存在するＭＲＰ８／１４の
含量に最も近いＭＲＰ８／１４の含量を持つ前記標準サンプルの前記グレードスコアを割
り当てること
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連する出願への相互参照
　本願は、２００７年２月２日に出願された米国特許出願第１１／６７０，８８２号、米
国特許公報第２００７０２４９００３号に対する優先権を主張する。米国特許出願第１１
／６７０，８８２号、米国特許公報第２００７０２４９００３号は、矛盾しない範囲で本
明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　虫垂炎は、緊急に外科的処置を必要とするありふれた病であり、様々な年齢の人が罹患
している。米国での症例は年間約７００，０００例にのぼる。症例の大部分は、１０～３
０歳の年齢群で生じている。良好な治療成績を得るには、十分に早い段階で正確な診断を
行うことが重要な要素である。
【背景技術】
【０００３】
　虫垂炎を示唆するものの、ウイルス感染症など他の病気に起因する症状を持つ多くの人
が医師を受診している。虫垂炎患者を他の病気に罹患している人と区別することは、医師
が日々直面する困難な臨床作業である。医学では虫垂炎およびその処置法が十分に解明さ
れている一方で、この疾患を的確に認識または診断する能力は極めて限られている。
【０００４】
　本当の虫垂炎と他の臨床症候とがかなり重複しており、的確な早期診断という目標を困
難なものにしている。虫垂炎の信頼できる指標になり得る個々の徴候、症状、検査または
手順は存在しないようである。虫垂の同定および特徴付けを行うには、画像技術は不十分
であり、処置が最も効果的となる可能性が高い疾患の初期では特にそうである。画像技術
の場合、その費用と、研究結果を解釈する高度な訓練を受けた経験豊かな人がいるかどう
かに依存していることとが、さらにマイナス材料になっている。こうした制約から、病に
対する不正確は診断または的確な診断の遅れにより、毎年何千もの人が影響を受けている
。虫垂炎の症例では、診断の遅れは、状態の悪化および疾患に関係する合併症の増加を招
く唯一かつ最も重要な要因である。虫垂炎の誤診は、不必要な手術ばかりでなく、実際の
基礎疾患に対する治療の遅れにつながる恐れがある。
【０００５】
　外科医のジレンマは、虫垂炎が疑われると紹介された患者の穿孔の発生率を上げずに、
いかにして陰性虫垂切除率を最小限にとどめるかにある。この極めてありふれた病気をよ
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り効果的に処置するために切望されているのが、疾患過程の最も初期の段階を認識できる
簡便で信頼性の高い診断テストである。
【０００６】
　虫垂炎の典型的な病因は管腔の閉塞から始まるが、閉塞に先立って最初に器官に炎症が
生じ、閉塞に至る場合もある。分泌される虫垂の粘液が閉じた管腔を満たし、管腔内圧の
上昇および膨満を引き起こす。上昇した管腔内圧が毛細血管の灌流圧のレベルを超えると
、正常なリンパドレナージおよび循環性ドレナージが乱れる場合がある。最終的には、虫
垂が虚血状態になる恐れもある。虫垂粘膜が傷害され、管腔内の細菌の侵入を許す場合も
ある。進行症例では、虫垂の穿孔が起こり、膿が腹膜腔に漏出することがある。
【０００７】
　現状、虫垂炎の診断は困難であり、その状態の進行には様々な段階があるが、困難であ
ることに変わりはない。以下は、各段階およびそれに関連する臨床像の仮説の描写である
。当業者であれば、個々の患者集団において大きなばらつきがあることを認識するであろ
う。
【０００８】
　炎症の最も初期の段階では、患者は、種々の非特異的な徴候および症状を示す可能性が
ある。閉塞時の症状（ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ）として、臍周囲痛、軽度の痙攣および
食欲不振が挙げられる。管腔圧の上昇および膨満に進行すると、右下腹部における痛みの
局在、悪心、嘔吐、下痢および微熱などの症状（ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ）が見られる
ことがある。穿孔が生じた場合、患者は、激痛および高熱を呈することもある。こうした
非常に進行した段階では、敗血症が重大なリスクになる場合があり、致死的な転帰をとる
可能性がある。
【０００９】
　開業医は現在、虫垂炎の診断に役立ついくつかのツールを使用している。これらのツー
ルには、理学的検査、臨床検査およびこれ以外の手順がある。通常の臨床検査として、分
画を含むあるいは含まない全血球算定（ＣＢＣ：ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｂｌｏｏｄ　ｃｏｕ
ｎｔ）および尿検査（ＵＡ：ｕｒｉｎａｌｙｓｉｓ）が挙げられる。他の検査には、腹部
のコンピューター断層撮影（ＣＴ：ｃｏｍｐｕｔｅｄ　ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ）スキャン
および腹部超音波検査がある。手順には、たとえば、腹腔鏡検査（ｌａｐａｒｏｓｃｏｐ
ｉｃ　ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ）および試験開腹を含めてもよい。
【００１０】
　Ｆｌｕｍらは、ある種の技法の利用率の上昇にともない、虫垂切除に先立つ誤診の頻度
が低下したかどうかの判定を試みた（Ｆｌｕｍ　ＤＲ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。これ
らの技法としては、虫垂炎の曖昧な徴候を呈している患者向けに提案されているコンピュ
ーター断層撮影（ＣＴ）、超音波検査および腹腔鏡検査が挙げられる。Ｆｌｕｍらは、以
下のとおり結論した：「予想に反して、コンピューター断層撮影、超音波検査および腹腔
鏡検査の導入により、不必要な虫垂切除につながる誤診の頻度に変化はなかったし、穿孔
の頻度も低下していなかった。これらのデータから、集団レベルでは、高度の診断テスト
の利用により虫垂炎の診断は向上しないことが示唆される」。虫垂炎の誤診率は、男性で
約９パーセント、女性で約２３．２パーセントである（Ｎｅａｒｙ，Ｗ．，２００１）。
【００１１】
　骨髄関連タンパク質複合体８／１４（ＭＲＰ８／１４）は、急性炎症状態に関係してい
るヘテロ二量体複合体である（総説として、Ｓｔｒｉｚ　ａｎｄ　Ｔｒｅｂｉｃｈａｖｓ
ｋｙ，２００４を参照されたい）。この複合体は、タンパク質のＳ１００スーパーファミ
リーに属し、Ｓ１００Ａ８／９、Ｌ１、マクロファージ阻害関連タンパク質およびカルプ
ロテクチンとも呼ばれる。このヘテロ二量体は、８キロダルトン（ＭＲＰ８）および１４
キロダルトン（ＭＲＰ１４）のサブユニットからなる。ＭＲＰ８およびＭＲＰ１４は、そ
れぞれＳ１００Ａ８／カルグラニュリンおよびＳ１００Ａ９／カルグラニュリンｂと別称
される。ＭＲＰ８／１４は、マクロファージで最初に発見されたカルシウム結合タンパク
質である。高濃度のＭＲＰ８／１４を発現している好中球は、関節リウマチ、炎症性腸疾



(5) JP 2010-518381 A 2010.5.27

10

20

30

40

50

患および同種移植片拒絶など、種々の炎症状態で認められている（Ｆｒｏｓｃｈ　ｅｔ　
ａｌ．，２０００；Ｌｉｍｂｕｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；Ｂｕｒｋｈａｒｄｔ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００１）。
【００１２】
　ＭＲＰ８／１４は、必ずしも炎症の診断基準になるとは限らない。たとえば、ＭＲＰ８
／１４は、炎症性憩室の存在を正確に示唆することはできない（Ｇａｓｃｈｅ，Ｃ．２０
０５）。リンパ球には通常、ＭＲＰ８／１４は含まれておらず（Ｈｙｃｕｌｔ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｏ　Ｈｕｍａｎ　Ｓ
１００Ａ８／Ａ９）、そのため、ＭＲＰ８／１４は、好中球ではなくリンパ球の存在を特
徴とする炎症の診断基準にならない。さらに、このタンパク質は、必ずしも日和見感染に
関係しているとは限らない（Ｆｒｏｌａｎｄ，Ｍ．Ｆ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９４）。
【００１３】
　溶血後に遊離ヘモグロビンに結合する急性期タンパク質にハプトグロビンがある。ハプ
トグロビン－ヘモグロビン複合体は、肝臓で除去される。ハプトグロビンは、２つのαお
よび２つのβサブユニットからなるヘテロ四量体である。αユニットおよびβユニットは
単一のポリペプチド鎖前駆体に由来するもので、この前駆体が酵素的切断されてサブユニ
ットが生成される。サブユニットの分子量は、それぞれαで約９ｋｄ～１８ｋｄ、βで３
８ｋｄである。
【００１４】
　ハプトグロビンは、ヘモグロビンスカベンジャーであるとともに、様々な生物学的機能
を持っている（Ｄｏｂｒｙｓｚｙｃｋａ，１９９７）。ハプトグロビンは、ある種の感染
症および炎症状態において上方制御され、おそらくは単球の機能制御することで免疫応答
を調節することが分かっている（Ａｒｒｅｄｏｕａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。α
サブユニットについては、卵巣癌の有用な血清マーカーになる可能性があることが明らか
にされている（Ｙｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。
【００１５】
　急性虫垂炎の存在および重症度を安価に検査する信頼性の高い方法がないため、医師は
、患者に急性虫垂炎および虫垂切除の緊急性が本当にあるか否かを見分けるＣＴスキャン
などの高価な画像検査に頼らなければならない。さらに、これらの画像検査では、ほとん
どの場合、数時間の遅延が生じるが、こうした時間は患者の適切な処置に使用し得るもの
である。こうした高価なスキャンの数を減らす方法が必要とされている。ＣＴスキャンの
かなりの部分を省くことができれば、患者ごとに１スキャン当たり＄３，０００～＄５，
０００の節約が可能になる。個人、病院、健康保険会社および医療制度の医療費全体が大
幅に削減される可能性がある。さらに、こうした信頼性の高い方法では、医師がより適切
かつ効率的に診断し、虫垂炎患者の処置を管理する（ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ）ことができ
る。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明は、虫垂炎に罹患の疑いがある患者の虫垂炎の重症度をスコア評価する方法であ
って、患者のサンプル中のＭＲＰ８／１４の含量について該サンプルを検査し、サンプル
中のＭＲＰ８／１４の含量を、虫垂炎重症度の１つまたは複数のグレードスコアと以前に
相関関係にあったＭＲＰ８／１４の含量を持つ１種または複数種の標準サンプル中のＭＲ
Ｐ８／１４の含量と比較すること、および患者サンプル中に存在するＭＲＰ８／１４の含
量に最も近いＭＲＰ８／１４の含量を持つ標準サンプルのグレードスコアを患者の虫垂炎
の重症度に割り当てることを含む、方法を提供する。
【００１７】
　虫垂炎の重症度をスコア評価するとは、たとえば、背景技術のセクションで上述した段
階および臨床像により定義したとおり、あるいは、下記のように組織学的に定義するとお
り、虫垂炎の重症度の順にランク付けした一連の言葉もしくは数字またはこれ以外の指標
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を与えることを意味する。本発明の実施形態のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）分類システム
は、組織学的に判定した虫垂炎重症度グレードに基づく。
【００１８】
　虫垂炎に罹患の疑いがある患者は、少なくともいくつかの虫垂炎の古典的症状を呈する
。こうした虫垂炎の古典的症状として、腹部の痛み；臍の近くから始まり、その後右下腹
部に移動する痛み；無食欲症（食欲不振）；眠気をともなう摂食困難；痛みの発生後に始
まる悪心；痛みの発生後に始まる嘔吐；疲労をともなう嘔吐；便秘；粘液を含む少量の便
；下痢；おならが出ないこと；微熱；腹部膨隆；腹部の痛みの悪化；しぶり（便意を催す
こと）；高熱；および白血球増加症が挙げられる。さらに、血漿粘度の上昇も虫垂炎に関
係している。本発明の一実施形態では、虫垂炎の少なくとも２つ以上の症状を同定する。
【００１９】
　患者を検査して、患者のサンプル中のＭＲＰ８／１４の量を定量する。ＭＲＰ８／１４
は、発明者が、虫垂炎と示差的な関係にあることを見出した分子である。
【００２０】
　本発明の一実施形態では、患者をスクリーニングして「妨害状態」、すなわち、検査対
象のサンプルのタイプにＭＲＰ８／１４分子が存在する別の状態にあるか否かを判定する
。患者がそうした妨害状態にない場合、分子の存在について患者を検査してもよい。妨害
状態として、行われたばかりの同種移植；敗血症（ｓｅｐｔｉｃｅｍｉａ）；髄膜炎；肺
炎；結核；関節リウマチ；胃腸癌；炎症性腸疾患；皮膚癌、歯周炎、子癇前症およびＡＩ
ＤＳ（ａｃｑｕｉｒｅｄ　ｉｍｍｕｎｅ　ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）が
挙げられる。
【００２１】
　サンプルは、体液でも組織でもよく、全血、血漿、血清、乳汁、尿、唾液および／また
は細胞が挙げられる。さらに、糞便サンプルを用いても構わない。好ましくは、検査前に
組織および糞便サンプルを液化する。ただし、前に分かっている糞便サンプルによる検査
では、非常に多くの偽陰性の結果が生じており、血液、血漿および血清の方が正確な結果
が得られる。本発明の実施形態では、患者サンプルは血液サンプルであり、当業者であれ
ば理解するように、本明細書で使用する場合、「患者のサンプル」または「患者サンプル
」という語は、血漿、血清および該成分の希釈物など、ＭＲＰ８／１４を認めることがで
きる血液由来の他の産物を含む。
【００２２】
　本明細書の発明者らは、患者の血液サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量が虫垂炎の重症
度と相関することを発見した。ＭＲＰ８／１４の量の定量については、たとえば、１ミリ
リットル当たりのマイクログラムのような絶対量によって行ってもよいし、既知の重症度
の虫垂炎である患者から採取したサンプル中のＭＲＰ８／１４の解析に基づく基準によっ
て、たとえば、マイクロプレートリーダーからの吸光度測定値などの絶対量以外の測定パ
ラメーターを用いて行ってもよい。
【００２３】
　患者サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を、虫垂炎重症度のグレードスコアがすでに分
かっている患者（単数または複数）から採取した標準サンプル中に存在するＭＲＰ８／１
４の含量と比較し、患者サンプルのＭＲＰ８／１４の含量に最も近いＭＲＰ８／１４の含
量を持つ標準サンプルにすでに割り当ててあるスコアを患者の虫垂炎の重症度に割り当て
る。
【００２４】
　本発明の実施形態の１つでは、本明細書の発明者らが開発した虫垂炎の重症度分類シス
テムを用いて、患者組織の組織学的状態に虫垂炎重症度のグレードスコアを対応させる。
本明細書では、これらのグレードスコアをＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）グレードといい、
以下のとおり定義される：
　グレード１　虫垂組織において確認できる炎症がない；
　グレード２　炎症が虫垂の粘膜から粘膜下組織に拡大している；
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　グレード３　炎症が虫垂の粘膜下組織から筋レベルに拡大している；
　グレード４　漿膜など虫垂のすべての層で炎症が起こり、穿孔が確認される。
【００２５】
　本発明の実施形態の１つでは、これらの各グレードに相関する標準サンプルを使用する
。
【００２６】
　当業者であれば理解するように、標準データについては、たとえば、１ミリリットル当
たりのマイクログラムのような絶対量によって表してもよいし、虫垂炎重症度のグレード
スコアと相関するＭＲＰ８／１４の絶対量に関係して数学的に割り当てた単位、たとえば
、上述の組織学に基づく４つのグレードに相関する、本明細書に記載のＡｐｐｙＳｃｏｒ
ｅ（商標）の単位によって表してもよい。
【００２７】
　本発明の標準は、虫垂炎重症度のスコア評価に有用な範囲になるようにＭＲＰ８／１４
濃度を最適化した希釈物に基づく。
【００２８】
　標準データは、上記のような組織学に基づくグレードスコアを持つことが分かっている
患者のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）グレードの平均値を基礎としている。図１１に示すよ
うに、これらのＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）グレードは、組織学に基づくグレードスコア
に対して良好な直線関係を持つことが分かっており、本発明のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標
）法の予測力は強力である。当業者であれば理解するように、統計学的には個々の事例に
おいて一定の患者のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値が、患者の組織学的特徴を正確に反映
しない場合もある。それでも、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値は、付随的な組織学的特徴
をまったく参照せずに虫垂炎重症度を評価する、医師にとって重要なツールになる。
【００２９】
　本発明の一実施形態では、虫垂炎と示差的な関係にある２種以上の分子を検査する。追
加分子を同定すれば、本方法の正確性が高まる。
【００３０】
　虫垂炎と示差的な関係にある１分子としてＭＲＰ８／１４がある。もう１つはハプトグ
ロビンである。虫垂炎の診断には、これらの分子をともに検査してもよい。虫垂炎でない
患者では、ＭＲＰ８／１４レベルは約１～約１１μｇ／ｍｌの範囲で存在する。これより
も高いレベルでは、虫垂炎の診断における正確性が高まる。約１０、１１、１３、１５ま
たは２０μｇ／ｍｌのＭＲＰ８／１４よりも高いレベルにより、虫垂炎を診断してもよい
。虫垂炎でない患者では、ハプトグロビンレベルは、約２７～１３９ｍｇ／ｄＬの範囲で
認められる。これよりも高いレベル、たとえば、１２５、１３０、１３５、１３９および
１５０より高いレベルでは、虫垂炎の診断における正確性が高まる。２００μｇ／ｍｌレ
ベルでは、重度の虫垂炎が示唆される。
【００３１】
　本発明の方法で検査してもよい、あるいは、前述の分子に加えて検査してもよい他の分
子として、胃腸管に特有の構造タンパク質、ストレス関連炎症メディエーター、免疫学的
因子、腸内細菌叢のインジケーター、プラスミノーゲン活性化因子インヒビター１、脂肪
酸結合タンパク質、核因子κＢ（ＮＦＫＢ：ｎｕｃｌｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ　ｋａｐｐａ
　ｂｅｔａ）、特異的虫垂抗原（ＨＬＡ－ＤＲ）、炎症関連抗原；ならびにＭＲＰ８／１
４およびハプトグロビンをコードする核酸など、上記のいずれかをコードする核酸が挙げ
られる。核酸の存在を検査する方法は、当該技術分野に公知である。
【００３２】
　患者サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量および存在の判定については、ＭＲＰ８／１４
に特異的な抗体（単数または複数）に対する該サンプル中のＭＲＰ８／１４の結合量を判
定するなどの方法により行う。ＭＲＰ８／１４に特異的な抗体として、この抗原に対して
産生されるモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体が挙げられる。「ＭＲＰ８／１
４に対する抗体」という語は、当該技術分野で公知のように、ＭＲＰ８／１４に結合でき
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る抗体フラグメントも含む。ＭＲＰ８／１４複合体のサブユニット、すなわちＭＲＰ８お
よびＭＲＰ１４に対して産生される抗体などのＭＲＰ８／１４に結合できる他の抗体も同
様に、本方法に用いてもよい。ＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏ
ａｓｓａｙ）型イムノアッセイでは、こうした抗体を、ＭＲＰ８／１４とそれに特異的な
抗体との免疫複合体に結合する検出抗体として用いることができる。ＭＲＰ８／１４に結
合するモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体に関しては、当該技術分野で公知の
方法により調製することができる。ＭＲＰ８／１４、ＭＲＰ８およびＭＲＰ１４の抗体は
、Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃａｎｔｏｎ，ＭＡから市販されている。本発明の一実
施形態では、ＭＲＰ８／１４に特異的な抗体は、Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．
から提供されるモノクローナル抗体２７ｅ１０であり、ＭＲＰ８／１４二量体におけるＭ
ＲＰ８とＭＲＰ１４の接合部分に結合する。
【００３３】
　また、本発明の方法に有用なハプトグロビンに対するモノクローナル抗体も、たとえば
、米国特許第５，５５２，２９５号に記載されているように、当該技術分野で公知である
。
【００３４】
　虫垂炎の診断方法は、たとえば、カートリッジ検査装置およびディップスティック検査
装置のような検査装置および／またはＭＲＰ８／１４の有無を判定する他の手段を使用す
ること、たとえば、ウエスタンブロット、ノーザンブロット、ＥＬＩＳＡ検査、タンパク
質機能検査、ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）および当
該技術分野で公知の他のアッセイを行うことを含んでもよい。カートリッジイムノアッセ
イを、本明細書に記載するような分子の相対量に関する情報を与えるように設計してもよ
い。ＥＬＩＳＡおよび病院のアッセイ装置（Ｂｅｃｋｍａｎ　ＣｏｕｌｔｅｒのＳｙｎｃ
ｈｒｏｎ　ＬＸシステムなど）などの当該技術分野で公知の他のアッセイを用いて、患者
サンプル中に存在するＭＲＰ８／１４の量を得ることもできる。次いでその量を、虫垂炎
でない患者に存在する量と比較して患者が虫垂炎であるか否かを判定してもよい。
【００３５】
　検査装置は、カートリッジ形態でも、ディップスティック形態でも、当該技術分野で公
知の他の構造形態でもよい。また、検査装置は、キットの一部になっていてもよい。キッ
トは、使用説明書と、検査結果と非虫垂炎患者に行った同じ検査の結果との比較に関する
説明書と、非虫垂炎患者の細胞または体液などの追加試薬と、当該技術分野で公知の他の
試薬とを含んでいても構わない。これらのタイプのアッセイ装置は、当該技術分野で公知
であり、たとえば、米国特許出願公開第２００３／０２２４４５２号に記載されている。
【００３６】
　サンプルが血液であるとき、本方法は、アッセイ対象の血漿または血清を分離するため
、濾過または遠心分離など、当該技術分野で公知の手段による血液の処理をさらに含んで
もよい。
【００３７】
　虫垂炎の疑いがある患者の医学的管理方法において、本発明のイムノアッセイおよび手
順を用いてもよい。「医学的管理」とは、虫垂炎の状態の重症度を判定し、どの処置計画
を患者に用いるかを決定することを意味する。たとえば、処置計画を立てるには、予測さ
れる入院期間；抗生物質投与量；抗生物質のタイプ；抗生物質の投与時期；および手術の
時期に関して決定する必要がある。
【００３８】
　医学的管理方法の第１のステップとして、抗ＭＲＰ８／１４抗体に対するサンプル中の
ＭＲＰ８／１４の結合度合いを判定するため、サンプルと、米国特許出願第１１／１８９
，１２０号に記載されているようなイムノアッセイ装置とを接触させて患者サンプルを検
査し、患者が虫垂炎であるか否かを示す結合の度合いに応じて、イムノアッセイ装置に視
覚的に検出可能なシグナルを生じさせてもよい。
【００３９】
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　このイムノアッセイ装置により虫垂炎の存在を示すシグナルが発生される場合、ＭＲＰ
８／１４の抗体（単数または複数）に対するサンプル中のＭＲＰ８／１４の結合度合いと
、所定の虫垂炎分類カテゴリーに相関するＭＲＰ８／１４量を含む標準サンプル中のＭＲ
Ｐ８／１４の、抗ＭＲＰ８／１４抗体（単数または複数）に対する結合の度合いとを比較
することを含む、第２のイムノアッセイを、患者サンプルに対して行ってもよい。
【００４０】
　あるいは、第１のステップを省略して第２のイムノアッセイを行ってもよく、第２のイ
ムノアッセイを用いて患者が虫垂炎であるか否かを診断するとともに、虫垂炎の重症度を
評価してもよい。
【００４１】
　本発明の一実施形態では、組織学的評価に基づく上述の分類カテゴリーを用いて虫垂炎
の重症度をスコア評価してもよい。
【００４２】
　第２のイムノアッセイは、サンプル中のＭＲＰ８／１４を定量的に評価できるのであれ
ば、当該技術分野で公知のどのようなイムノアッセイでも構わない。一実施形態では、第
２のイムノアッセイは、ＥＬＩＳＡである。
【００４３】
　イムノアッセイ（単数または複数）により、患者が虫垂炎でないことが示された場合、
患者の症状と一致する症状を持つ他の症候について患者を調べてもよい。
【００４４】
　また、本発明は、抗ＭＲＰ８／１４抗体と、ＭＲＰ８／１４および抗体を含有する免疫
反応産物を検出する手段とを含む、虫垂炎の重症度グレードを判定するためのイムノアッ
セイキットも提供する。イムノアッセイキットは、該抗ＭＲＰ８／１４抗体またはＭＲＰ
８／１４に結合することができる特異的結合剤、少なくとも１つの酵素免疫測定法表面、
ＭＲＰ８／１４の含量と虫垂炎重症度との相関性を示す標準曲線もしくはデータセットお
よび／または少なくとも１つのＭＲＰ８／１４標準物質をさらに含んでもよい。
【００４５】
　本発明は、標準サンプルまたは１セットの標準サンプルであって、既知の虫垂炎グレー
ドにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量のＭＲＰ８／１４を各々が
含み、セット内の各標準サンプルはＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、標準サンプルを
さらに含む。
【００４６】
　また、本発明は、電子記憶媒体内のデータセットなど、標準曲線またはデータセットで
あって、ＭＲＰ８／１４含量が診断基準になる虫垂炎グレードと相関する該含量を表示す
るデータを含む、標準曲線またはデータセットも提供する。電子記憶媒体は、コンピュー
タープロセッサーまたはＣＤ、ディスク、テープ、ＤＶＤもしくは当該技術分野で公知の
他の記憶媒体内にあってもよい。
【００４７】
　本発明は、虫垂炎に罹患の疑いがある患者の組織の組織学的状態に応じて、虫垂炎の重
症度をスコア評価する方法をさらに提供する。この方法は、患者の虫垂の組織および任意
にそれに隣接する組織を調べること、および以下のような組織の状態に応じて患者の虫垂
炎の重症度を説明するグレードスコアを割り当てることを含む：グレード１：虫垂組織に
おいて確認できる炎症がない；グレード２：炎症が虫垂の粘膜から粘膜下組織に拡大して
いる；グレード３：炎症が虫垂の粘膜下組織から筋レベルに拡大している；グレード４：
漿膜など虫垂のすべての層で炎症が起こり、穿孔が確認される。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】（Ａ）正常虫垂組織および（Ｂ）病変虫垂組織のタンパク質の二次元電気泳動の
画像である。等電点電気泳動で分離したタンパク質をｘ軸に、分子量をｙ軸にとった。分
子量をキロダルトンで左側に示す。矢印は、上方制御されたタンパク質ＡＰ－９３を示す
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。
【図２】正常（Ｎ）および病変（Ａ）虫垂組織のＭＲＰ１４のウエスタンブロット解析を
示す。数字は、はＩＤ番号である。分子量をキロダルトンで示す。
【図３】正常（Ｎ）および病変（Ａ）虫垂組織のＭＲＰ８のウエスタンブロット解析を示
す。数字は、ＩＤ番号である。分子量をキロダルトンで示す。
【図４】ＥＬＩＳＡにより判定した正常血清および虫垂炎血清中のＭＲＰ８／１４の相対
的なレベルを示す。各レベルを虫垂炎でない患者の平均値に対する割合として示し、本明
細書ではこの割合を「倍数値」ともいう。濃い棒は虫垂炎の患者のサンプルを示す。白い
棒は虫垂炎でない患者のサンプルを示す。
【図５】（Ａ）正常な患者および（Ｂ）虫垂炎患者の枯渇血清サンプル中のタンパク質の
二次元電気泳動の画像を示す。等電点電気泳動で分離したタンパク質をｘ軸に、分子量を
ｙ軸にとった。分子量をキロダルトンで右側に示す。尾付矢印は上方制御されたタンパク
質、ＡＰ－７７（ハプトグロビンαサブユニット）を示す。尾のない矢印は、病変と正常
とで同様に豊富な対照タンパク質を示す。
【図６】（Ａ）正常虫垂組織および（Ｂ）病変（穿孔を起こした）虫垂組織中のタンパク
質の二次元電気泳動の画像を示す。等電点電気泳動で分離したタンパク質をｘ軸に、分子
量をｙ軸にとった。分子量をキロダルトンで左側に示す。矢印は上方制御されたタンパク
質、ＡＰ－９１（ハプトグロビンαサブユニット）を示す。
【図７】ハプトグロビンの分布を示す。正常（Ｎ）組織および病変（Ａ）組織のハプトグ
ロビンのウエスタンブロット解析を示す。数字はＩＤ番号である。分子量をキロダルトン
で示す。αおよびβサブユニットは、それぞれ９～１６ｋｄおよび３８ｋｄである。
【図８】生物学的血漿標準品：新しい標準品（■）と現在の標準品（◆）との比較を示す
。各値は、３枚のＥＬＩＳＡプレートから得られた３回の判定値の平均値±標準偏差を示
す。
【図９】正常な患者、右下腹部痛のある非虫垂炎患者および虫垂炎患者の平均（±ＳＥＭ
）ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値を示す。
【図１０】正常な患者、右下腹部痛のある非虫垂炎患者および虫垂炎患者のＡｐｐｙＳｃ
ｏｒｅ（商標）の平均値を示す。虫垂炎の症例は、病理組織学的グレードで分類してある
。
【図１１】ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値を患者検体に付与するのに使用する標準曲線を
示す。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
　虫垂（ｖｅｒｍｉｆｏｒｍ　ａｐｐｅｎｄｉｘ）は、大腸および小腸とは別の器官とし
て認められている。虫垂は、盲腸とも呼ばれる上行結腸の基部から指に似た嚢として飛び
出している。虫垂は大腸と同様、中空であり、同じ３つの組織層からなる。これら３つの
層とは、粘膜、筋層および漿膜である。虫垂管腔は、開口部（ｏｓ）を介して盲腸の管腔
と連絡し、これを通じて虫垂は、その分泌物を便流に加える。これらの分泌物は、虫垂粘
膜から産生される過剰の粘液である。虫垂は、粘液を含むだけでなく、右結腸によく見ら
れる多くの細菌も含む。虫垂管腔の閉塞は、急性虫垂炎を引き起こす支配的な要因である
。虫垂の閉塞の通常の原因は糞石であるが、肥大したリンパ組織、以前のＸ線検査のバリ
ウムの濃縮、野菜および果物の種子ならびに回虫のような腸管内寄生虫が虫垂管腔を遮断
することもある。
【００５０】
　管腔の閉塞後、現象の連鎖の拡大が続いて起こる。虫垂の近位閉塞により、盲腸への虫
垂粘液の正常な流れを遮断する腸係蹄閉塞が起こる。虫垂粘液の正常な分泌が継続すれば
、虫垂の管腔容積（約０．１ｃｃ）は非常に速く満たされる。虫垂の管腔容積に達したな
らば、閉塞虫垂からの新たな粘液の産生により、器官内の管腔内圧が急速に上昇する。こ
の上昇した管腔内圧は虫垂壁に対して外側にかかり、虫垂の拡張を引き起こす。拡張が起
こると内臓求心性痛覚線維の神経終末が刺激され、腹部中央または下方心窩部に漠然とし
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たびまん性の鈍痛が生じる。さらに、このかなり急な拡張により蠕動も刺激を受けるため
、虫垂炎経過の初期には内臓痛に重なって若干の痙攣が起こることもある。
【００５１】
　虫垂の拡張は、粘膜分泌の継続ばかりでなく、虫垂の常在細菌の急速な増殖によっても
持続する。器官内の圧力が上昇すると、虫垂壁内の静脈圧を超える。その後、この管腔内
圧の上昇により、毛細管および細静脈が塞がれるが、細動脈の流入が続くため、充血およ
び血管鬱血が引き起こされる。この程度の拡張になると、ほとんどの場合、反射性悪心お
よび嘔吐が起こり、びまん性内臓痛がより重度になる。この炎症プロセスは、まもなく虫
垂の漿膜、次いでこの領域の壁側腹膜に及び、痛みが右下腹部（ＲＬＱ：ｒｉｇｈｔ　ｌ
ｏｗｅｒ　ｑｕａｄｒａｎｔ）に移るのが特徴である。痛みがＲＬＱに限局すると、この
疾患プロセスはかなり進行している。
【００５２】
　虫垂などの胃腸管の粘膜は、血液供給の異常による影響を非常に受けやすい。このため
、プロセスの初期に、粘膜の完全性が損なわれ、より深い組織層への細菌の侵入を許容す
ることになる。この細菌の侵入により虫垂の破壊が起こり、様々な細菌毒素が全身に遊離
（ｌｉｂｅｒａｔｉｏｎ）する。死んだ組織産物および細菌毒素が全身に遊離した場合に
は、その結果として発熱、頻脈および白血球増加症が起こる。進行性の虫垂拡張が進み、
細動脈圧が限定されると、楕円の梗塞が虫垂漿膜の腸間膜対側縁に発症する。拡張、細菌
の侵入、血管供給の低下および梗塞が進行すると、腸間膜対側縁の梗塞領域の１つに穿孔
が生じる。その後、この穿孔から、細菌およびトキシンが腹腔に放出される。
【００５３】
　虫垂炎は、その症状が他の症候の症状としばしば混同されるため、「偉大なる模倣者」
と呼ばれている。こうした混同の原因は、経過初期の痛みの非特異的な性質および虫垂炎
の進行の仕方に幅があることにある。虫垂炎の症状と混同される症状を持つ医学的状態は
多い。こうした状態として、ウイルス性または細菌性胃腸炎、炎症性腸疾患、腸閉塞、腸
重積、細菌性またはウイルス性腸間膜リンパ節炎、メッケル憩室炎、消化性潰瘍、重度の
便秘および盲腸炎などの胃腸管の症候；中間痛、骨盤内炎症性疾患、卵巣嚢胞破裂、卵管
妊娠破裂、正常な卵巣または卵巣嚢胞もしくは卵巣腫瘍の捻転などの婦人科症候；胆嚢炎
／胆石症および膵炎などの肝胆道／膵症候；直筋血腫、実質／管腔臓器損傷などの外傷お
よびそれまで疑われていなかった腫瘤の外傷（ウィルムス腫瘍、リンパ腫など；膀胱炎、
水腎症、腎盂腎炎および腎結石などの尿路の症候；ならびに糖尿病性ケトアシドーシス、
蠕虫寄生、溶血性尿毒症症候群、血友病Ａ、ヘノッホ・シェーンライン紫斑病、エリテマ
トーデス、ポルフィリン症、原発性腹膜炎、右肺炎、鎌状赤血球発症、連鎖球菌感染症、
腹膜垂の捻転および網の捻転などの他の症候が挙げられる。
【００５４】
　右下腹部痛は虫垂炎の特徴であるが、これは一般に患者が最初に気づくものではない。
虫垂管腔が初めて閉塞されたとき、虫垂管腔はまだ粘液で満たされる機会がないため、患
者に症状があったとしても、ほとんど認められない。虫垂管腔を満たすのに要する時間は
、閉塞後に利用できる管腔の容積に比例する。個々の虫垂の大きさおよび糞石または他の
閉塞物がその長さ方向に存在する正確な位置によって、その容積が異なるため、要する時
間については、ばらつきがあり予測不可能である。糞石または他の閉塞物が虫垂の先端に
近ければ、利用できる容積は比較的小さく、症状または穿孔が認められるまでの時間は短
い。一方、糞石または他の閉塞が虫垂の基部に近く、考えられる最大の虫垂容積が確保さ
れるならば、その反対になるであろう。
【００５５】
　虫垂炎患者は、虫垂が拡張するようになると、ほとんどの場合、腹部の中央部に非特異
的な不快感を経験し始める。この不快感は、消化障害、便秘またはウイルス性疾病などの
ありふれた病気と混同されやすい場合がある。虫垂拡張が続くと、悪心を併発することも
あり、嘔吐を併発することも多い。嘔吐は、重度であったり、長時間続いたりすることが
稀であるため、ありふれた病気との混同が助長される。
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【００５６】
　虫垂炎進行の後期になると、炎症は、虫垂の最外層まで進行する。この最外層は漿膜と
呼ばれ、腹膜と呼ばれる腹腔の内膜に触れている。虫垂が腹膜に触れているところはどこ
でも、この接触により腹膜が刺激を受け、虫垂炎患者が局所の痛みとして知覚する腹膜炎
が起こる。これも個人差がある場合がある。虫垂は、ほとんどの場合、マックバーニー点
として知られる領域の下の右下腹部（ｒｉｇｈｔ　ｌｏｗｅｒ　ｑｕａｄｒａｎｔ）にあ
る。マックバーニー点は、上前腸骨棘から臍までの直線の約３分の２の距離にある腹部に
位置している。しかしながら、虫垂は他の位置にあることもあり、その場合、虫垂により
起こる腹膜炎は、非典型的な位置になる。これもまた、誤診を招く一般的な要因であり、
虫垂炎の症例における外科的処置を遅延させる。
【００５７】
　虫垂炎の進行が認められる場合、その位置に関係なく、この器官は最終的に穿孔する。
このため、穿孔した虫垂の周囲の腹腔が、重度の感染症を引き起こす細菌で汚染される。
この感染症は、ほとんどの場合、限局性の腹腔内膿瘍またはフレグモーネに至り、全身性
敗血症が発症する恐れもある。
【００５８】
　虫垂炎と示差的な関係にある分子の同定には、プロテオミクスアプローチを用いた。急
性虫垂炎の患者の虫垂組織に存在するタンパク質複合体、ＭＲＰ８／１４を同定した。こ
の複合体と虫垂炎との相関的性質が高度であったため、見掛け上虫垂炎の患者のＭＲＰ８
／１４の血清レベルおよび血漿レベルを調べた。見掛け上虫垂炎だが、まだ虫垂の炎症が
ない患者のレベルと比較して、虫垂炎の患者では、ＭＲＰ８／１４が有意に高かった（ｐ
＜０．０２）。血清中のＭＲＰ８／１４の供給源は、炎症性の虫垂組織である。これは、
ＭＲＰ８／１４の既知の機能と整合している。
【００５９】
　本発明の作用機序に関するどのような理論にも拘泥するわけではないが、虫垂炎重症度
と相関してＭＲＰ８／１４量の増加が認められることを説明するための試みとして、以下
に考察を行う。炎症におけるＭＲＰ８／１４の役割は、完全には理解されていないとはい
え、微小毛細血管中の白血球の保持に重要な役割を果たしているようである。細胞外ＭＲ
Ｐ８／１４は、ヘパリンスルファート、具体的にはカルボキシル化グリカンに結合して内
皮細胞と相互作用する（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）。内皮細胞へのＭ
ＲＰ８／１４の結合により誘導される細胞内シグナル伝達経路およびエフェクター機構は
、完全には明らかにされていない。しかしながら、ＭＲＰ８／１４と食細胞との相互作用
は、インテグリン受容体ＣＤ１１ｂ－ＣＤ１８の結合活性を増強する。これは、血管内皮
に対する白血球の主要な接着経路の１つである（Ｒｙｃｋｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００
３）。ＭＲＰ８／１４は、終末糖化産物受容体（ＲＡＧＥ：ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｆｏｒ　
ａｄｖａｎｃｅｄ　ｇｌｙｃａｔｉｏｎ　ｅｎｄ　ｐｒｏｄｕｃｔ）を利用すると考えら
れている（Ｈｓｉｅｈ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。循環血液中から炎症部位に最初に遊
走する白血球は、好中球である。好中球内では、全細胞質タンパク質の約４０％を構成す
るのがＭＲＰ８／１４複合体である。このタンパク質は、マクロファージ系統の細胞にの
み特異的に発現し、血中単球および急性活性化マクロファージを、これらのタンパク質の
他の有力な白血球供給源にする。ＭＲＰ８／１４は、ほとんどの場合、リンパ球にも、常
在マクロファージまたは慢性炎症に関与するマクロファージにも発現しない。また、これ
ら２つのタンパク質は、急性炎症の特定の状態の粘膜上皮に独立に発現することも知られ
ている。
【００６０】
　虫垂炎の症例では、管腔閉塞およびそれによる虫垂壁の拡張が炎症反応を誘発する。次
いで、循環好中球が、活性化マクロファージと同様、その領域にリクルートされる。この
タンパク質複合体の発現は、炎症におけるマクロファージの活性と関係しているが、ＭＲ
Ｐ８／１４と細胞活性との正確な関係は完全には知られていない。分かっているのは、Ｍ
ＲＰ８／１４の細胞内分布がマクロファージの活性化状態によって異なることである。正
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常なマクロファージは、サイトゾルにこの複合体を含んでいるが、刺激を受けたならば、
ＭＲＰ８／１４は、サイトゾルから細胞膜に（具体的には細胞骨格のタンパク質とともに
）移動する。このことから、ＭＲＰ８／１４が細胞移動、食作用または炎症性シグナル伝
達に関係している可能性があることが示唆されるであろう。細胞の移動およびシグナル伝
達の役割により、虫垂内の血管を裏打ちしている上皮などの血管上皮からＭＲＰ８／１４
が直接産生される理由も説明することができる。
【００６１】
　特定の炎症状態における役割に関係なく、ＭＲＰ８／１４は急性炎症の細胞内に大量に
存在するため、急性虫垂炎の優れた検出器およびモニターになる。炎症プロセスの第１の
ステップでは、好中球およびマクロファージが特定の部位にリクルートされる。我々の研
究では、この特定部位は虫垂であり、そこでＭＲＰ８／１４含有細胞は、原因刺激に関与
している。
【００６２】
　この関与により、ほとんどの場合、ＭＲＰ８／１４は細胞死に至り、サイトゾルあるい
は細胞膜から患者の循環血液に遊離（ｌｉｂｅｒａｔｉｏｎ）される。同時に、虫垂の粘
膜層は、ＭＲＰ８／１４を産生および放出して、マクロファージの遊走または炎症の増幅
を促進し始める。その後、虫垂炎により大量のＭＲＰ８／１４細胞がリクルートされ、最
終的にＭＲＰ８／１４をさらに循環血液中に放出するため、このプロセスは加速する。細
胞外ＭＲＰ８／１４の増加を引き起こす炎症状態の他の例およびそうしたＭＲＰ８／１４
の増加と炎症の程度とが相関する傾向にある他の例も知られている。具体的には、慢性気
管支炎、嚢胞性線維症および関節リウマチはすべて、ＭＲＰ８／１４の血清レベルが高い
ことと関連しており、これらの疾患の重症度は通常、検出されるＭＲＰ８／１４の血清レ
ベルに比例する。
【００６３】
　ＭＲＰ８／１４の生理的役割から、ＭＲＰ８／１４は、急性虫垂炎の理想的な臨床マー
カーになり得ると考えられる。虫垂炎の患者は通常若くて健康であるため、激しい炎症反
応が起こるのが一般的である。この激しい反応は、疾患の最も初期の段階でＭＲＰ８／１
４を遊離させ、次いで虫垂炎の進行を加速させると考えられる。加えて、この若い年齢群
では、高レベルのＭＲＰ８／１４と関連していることが知られている疾患はあまり見られ
ず、ほとんどの場合、虫垂炎に似た兆しが現れない。最後に、ＭＲＰ８／１４はリンパ球
に存在していないし、リンパ球増殖にも関連していないため、このマーカーはウイルス感
染症では増加しないと考えられる。ウイルス感染症が虫垂炎の最もよく見られる模倣者の
１つであるため、このことは、虫垂炎の診断にとって特に強力な利点である。
【００６４】
　さらに、虫垂炎の有用なマーカーとしてハプトグロビンも同定した。枯渇血清のディフ
ァレンシャルプロテオミクススクリーニングにより、虫垂炎のマーカーとしてハプトグロ
ビンを同定した。虫垂組織の二次ディファレンシャルスクリーニングにより、虫垂炎の患
者の虫垂組織においてハプトグロビンが上方制御されることが確認された。この知見を、
組織タンパク質のウエスタンブロッティングで確認した。特に、αサブユニットアイソフ
ォームは、病変組織中にしか存在しなかった。ハプトグロビンは血漿タンパク質であるた
め、虫垂炎のバイオマーカーとして非常に役立つ。
【００６５】
　上記で論じたように、本発明は、虫垂炎に罹患の疑いがある患者の虫垂炎の重症度をス
コア評価する方法であって、患者のサンプル中のＭＲＰ８／１４の含量について該サンプ
ルを検査し、サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を、虫垂炎重症度の１つまたは複数のグ
レードスコアと以前に相関関係にあったＭＲＰ８／１４の含量を持つ１種または複数種の
標準サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量と比較すること、および患者サンプル中に存在す
るＭＲＰ８／１４の含量に最も近いＭＲＰ８／１４の含量を持つ標準サンプルのグレード
スコアを患者の虫垂炎の重症度に割り当てることを含む、方法を提供する。本発明の実施
形態のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）分類システムは、組織学的に判定した虫垂炎重症度グ
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レードに基づく。
【００６６】
　患者サンプルは、好ましくは血液サンプルであり、当業者であれば理解するように、「
患者のサンプル」または「患者サンプル」という語は、本明細書で使用する場合、血漿、
血清および前述の成分の希釈物など、ＭＲＰ８／１４を見出せる血液に由来する他の産物
を含む。本発明の一実施形態では、サンプルを３０歳以下の患者から採取する。
【００６７】
　ＭＲＰ８／１４は、本発明者らが虫垂炎と示差的な関係にあることを見出した分子であ
る。本明細書の発明者らはまた、患者の血液サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量が虫垂炎
の重症度と相関することも発見した。ＭＲＰ８／１４の量の定量については、たとえば、
１ミリリットル当たりのマイクログラムのような絶対量によって行ってもよいし、既知の
重症度の虫垂炎である患者から採取したサンプル中のＭＲＰ８／１４の解析に基づく基準
によって、たとえば、マイクロプレートリーダーからの吸光度測定値などの絶対量以外の
測定パラメーターを用いて行ってもよい。
【００６８】
　検査では、ＭＲＰ８サブユニットおよびＭＲＰ１４サブユニットに対する別々の抗体を
用いて、サンプル中のＭＲＰ８／１４の量を検査してもよい。ＭＲＰ８の含量とＭＲＰ１
４の含量とのモル比が１：１であれば、ＭＲＰ８およびＭＲＰ１４はＭＲＰ８／１４とし
て複合体形態で存在し、サンプル中にＭＲＰ８またはＭＲＰ１４が他に存在しないと想定
できる。ＭＲＰ８：ＭＲＰ１４の比に１：１と比べて大小があっても、これらの成分のう
ち一方の閾値が虫垂炎の存在を示すのに十分なＭＲＰ８／１４と整合すれば、サンプル中
に等モル量の他方の成分が存在する限り、虫垂炎の診断に用いることができる。
【００６９】
　患者サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を、虫垂炎重症度のグレードスコアがすでに分
かっている患者（単数または複数）から採取した標準サンプル中に存在するＭＲＰ８／１
４の含量と比較し、患者サンプルのＭＲＰ８／１４の含量に最も近いＭＲＰ８／１４の含
量を持つ標準サンプルにすでに割り当ててあるスコアを患者の虫垂炎の重症度に割り当て
る。この方法の最も簡便な形態では、患者サンプルを、単一の患者サンプル、たとえば、
虫垂炎の患者と虫垂炎でない患者との正確な鑑別に使用できる最小含量であるＭＲＰ８／
１４含量を持つ標準サンプルのみと比較する。この方法の他の形態では、患者サンプルを
、複数（２つ以上）標準サンプル、たとえば、虫垂炎の患者と虫垂炎でない患者とを鑑別
する１つの標準サンプルおよび虫垂が穿孔を起こした患者を鑑別する第２の標準サンプル
と比較する。さらに他の形態では、新たな標準サンプルを用いて虫垂炎重症度の中等度を
規定する。
【００７０】
　本発明の実施形態の１つでは、本明細書の発明者らが開発した虫垂炎の重症度分類シス
テム、すなわち、上述のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）システムを用いて、患者組織の組織
学的状態に虫垂炎重症度の４つのグレードスコアを対応させる。本発明の好ましい実施形
態では、これらの各グレードに相関する標準サンプルを用いる。
【００７１】
　標準サンプルは、虫垂炎重症度グレードが分かっている患者の個別サンプルであっても
よいし、標準サンプルはそれぞれ、既知の単一グレードの虫垂炎である複数の患者から採
取したプールサンプルまたはそのアリコートであってもよい。また、標準サンプルについ
ては、緩衝液、血清、血漿、血液または当該技術分野で公知の他の好適なキャリアなどの
好適なキャリアに、既知のグレードの虫垂炎である患者に存在する量に相当する所定の量
のＭＲＰ８／１４を加えて、調製してもよい。ＭＲＰ８／１４に関しては、ＭＲＰ８／１
４が存在することが分かっているヒトまたは他の哺乳動物の血液または市販されている血
漿などの血液産物から単離したり、組換えＭＲＰ８／１４を発現させたりするなど、当該
技術分野で公知の任意の手段により、得てもよい。さらに、Ｈｅｓｓｉａｎ（２００１）
に記載された方法により、天然の単離されたＭＲＰ８およびＭＲＰ１４または組換えＭＲ
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Ｐ８およびＭＲＰ１４からＭＲＰ８／１４を生成してもよい。
【００７２】
　当業者であれば理解するように、サンプルＭＲＰ８／１４と標準との比較は、患者のサ
ンプルのＭＲＰ８／１４測定値と、虫垂炎グレードが分かっている患者の標準サンプル中
に存在するＭＲＰ８／１４含量（該標準サンプルの各サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量
は、サンプル採取した患者の虫垂炎グレードと相関している）を反映したデータの集積と
を比較すると都合がよいかもしれない。こうしたデータは、標準曲線の形をとってもよい
し、コンピュータープロセッサーに電子保存されたデータベースの形で編集されていても
よい。さらに、当業者であれば理解するように、標準データについては、たとえば、１ミ
リリットル当たりのマイクログラムのような絶対量によって表してもよいし、虫垂炎重症
度のグレードスコアと相関するＭＲＰ８／１４の絶対量に関係して数学的に割り当てた単
位、たとえば、上述の組織学に基づく４つのグレードに相関する、本明細書に記載のＡｐ
ｐｙＳｃｏｒｅ（商標）の単位によって表してもよい。
【００７３】
　標準データをコンピュータープロセッサーに保存する際、患者の結果と標準との比較に
ついては、患者サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を示すデータをコンピュータープロセ
ッサーに入力すること、および事前にプログラムされたコンピュータープロセッサーに、
患者の虫垂炎重症度スコアを計算させ表示させることを含む方法により行う。
【００７４】
　本発明のＭＲＰ８／１４検査を、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐｒｉｓｍ（商標）システムなどの自
動血液検査システムで解析する一連の血液検査の１つに加えてもよい。この場合、患者サ
ンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を反映した検査結果は、ＭＲＰ８／１４に対する抗体で
サンプル中のＭＲＰ８／１４の結合を検出する検出手段をさらに含む、自動システムによ
り作成され。
【００７５】
　患者サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量および存在の判定については、ＭＲＰ８／１４
に特異的な抗体（単数または複数）に対する該サンプル中のＭＲＰ８／１４の結合量を判
定するなどの方法により行う。ＭＲＰ８／１４に特異的な抗体として、この抗原に対して
産生されるモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体が挙げられる。「ＭＲＰ８／１
４に対する抗体」という語は、当該技術分野で公知のように、ＭＲＰ８／１４に結合でき
る抗体フラグメントも含む。ＭＲＰ８／１４複合体のサブユニット、すなわちＭＲＰ８お
よびＭＲＰ１４に対して産生される抗体など、ＭＲＰ８／１４に結合できる他の抗体も同
様に、本方法に用いてもよい。ＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏ
ａｓｓａｙ）型イムノアッセイでは、こうした抗体を、ＭＲＰ８／１４とそれに特異的な
抗体との免疫複合体に結合する検出抗体として用いることができる。本発明の一実施形態
では、ＭＲＰ８／１４に特異的な抗体は、Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．から提
供されるモノクローナル抗体２７ｅ１０であり、ＭＲＰ８／１４二量体におけるＭＲＰ８
とＭＲＰ１４の接合部分に結合し、単独のＭＲＰ８またはＭＲＰ１４を認識しない。また
、この抗体は、サンプル中のＭＲＰ８／１４の一部がヘテロ四量体（２つのＭＲＰ８サブ
ユニットと２つのＭＲＰ１４サブユニット）の形で存在する場合にも有用である。
【００７６】
　ＭＲＰ８／１４に結合するモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体は、当該技術
分野で公知の方法で調製できる。こうした抗体の調製に使用できる特定のアミノ酸配列と
して、ＭＲＰ８の配列：ＭＬＴＥＬＥＫＡＬＮＳＩＩＤＶＹＨＫＹＳＬＩＫＧＮＦＨＡＶ
ＹＲＤＤＬＫＫＬＬＥＴＥＣＰＱＹＩＲＫＫＧＡＤＶＷＦＫＥＬＤＩＮＴＤＧＡＶＮＦＱ
ＥＦＬＩＬＶＩＫＭＧＶＡＡＨＫＫＳＨＥＥＳＨＫＥ［配列番号１］およびＭＲＰ１４の
配列：ＭＴＣＫＭＳＱＬＥＲＮＩＥＴＩＩＮＴＦＨＱＹＳＶＫＬＧＨＰＤＴＬＮＱＧＥＦ
ＫＥＬＶＲＫＤＬＱＮＦＬＫＥＮＫＮＥＫＶＩＥＨＩＭＥＤＬＤＴＮＡＤＫＱＬＳＦＥＥ
ＦＩＭＬＭＡＲＬＴＷＡＳＨＥＫＭＨＥＧＤＧＰＧＨＨＨＫＰＧＬＧＥＧＴＰ［配列番号
２］が挙げられる。こうした抗体は、ＭＲＰ８／１４または単離されたＭＲＰ８／１４、
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組換えＭＲＰ８／１４または上記で論じたヘテロ二量体の形成を誘導してＭＲＰ８とＭＲ
Ｐ１４とから合成したＭＲＰ８／１４を含む好中球をマウスなどの好適な動物に注射する
ことを含む方法など、当該技術分野で公知の方法で作成できる。
【００７７】
　虫垂炎の疑いがある患者の医学的管理方法において、本発明のイムノアッセイおよび手
順を用いてもよい。「医学的管理」とは、虫垂炎の状態の重症度を判定し、どの処置計画
を患者に用いるかを決定することを意味する。たとえば、処置計画を立てるには、予測さ
れる入院期間；抗生物質投与量；抗生物質のタイプ；抗生物質の投与時期；および手術の
時期に関して決定する必要がある。一定の時期で患者の虫垂炎の状態の重症度が分かれば
、患者をＣＴスキャンにまわすべきかどうか、単純に一定期間観察しその後本発明の方法
で再検査して虫垂炎の状態の重症度を判定すべきかどうか、あるいは、直ちに虫垂切除の
手術にまわすべきかどうかを医師が判定するのに役立つこともある。本発明の方法を用い
て、虫垂切除後の二次感染のリスクを予測してもよい。たとえば、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（
商標）の結果がグレード２であれば、通常二次感染のリスクは約５％以下にとどまること
が示唆される。スコアがグレード３でれば、リスクは約１０～１５％に高まる可能性があ
り、スコアがグレード４であれば、二次感染のリスクはおそらく３０％以上になると医師
に警告することになろう。その後、医師は、狭域スペクトル抗生剤を指示するか、広域ス
ペクトル抗生剤を指示するかを判断することができる。
【００７８】
　万一、患者のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）の結果がグレード２であり、観察および／ま
たはＣＴスキャンを延長しても急性虫垂炎を示さない場合、患者は慢性虫垂炎の可能性が
あり、それを踏まえて処置してもよい。
【００７９】
　医学的管理方法の第１のステップとして、抗ＭＲＰ８／１４抗体に対するサンプル中の
ＭＲＰ８／１４の結合度合いを判定するため、サンプルと、米国特許出願第１１／１８９
，１２０号に記載されているようなイムノアッセイ装置とを接触させて、患者サンプルを
検査し、患者が虫垂炎であるか否かを示す結合の度合いに応じて、イムノアッセイ装置に
視覚的に検出可能なシグナルを生じさせてもよい。このイムノアッセイ装置は、簡便な側
方流動またはディップスティックでも、虫垂炎の患者を虫垂炎でない患者と迅速に区別す
るために診察室または救急室で使用できる類似の装置でもよい。
【００８０】
　このイムノアッセイ装置により虫垂炎の存在を示すシグナルが発生される場合、ＭＲＰ
８／１４の抗体（単数または複数）に対するサンプル中のＭＲＰ８／１４の結合度合いと
、所定の虫垂炎分類カテゴリーに相関するＭＲＰ８／１４量を含有する標準サンプル中の
ＭＲＰ８／１４の、抗ＭＲＰ８／１４抗体（単数または複数）に対する結合の度合いとを
比較することを含む、第２のイムノアッセイを、患者サンプルに対して行ってもよい。
【００８１】
　あるいは、第１のステップを省略して第２のイムノアッセイを行ってもよく、第２のイ
ムノアッセイを用いて患者が虫垂炎であるか否かを診断するとともに、虫垂炎の重症度を
評価してもよい。
【００８２】
　本発明の一実施形態では、組織学的評価に基づく上述の分類カテゴリーを用いて虫垂炎
の重症度をスコア評価してもよい。
【００８３】
　第２のイムノアッセイは、サンプル中のＭＲＰ８／１４を定量的に評価できるのであれ
ば、当該技術分野で公知のどのようなイムノアッセイでも構わない。一実施形態では、第
２のイムノアッセイは、ＥＬＩＳＡである。イムノアッセイを行う前に、サンプルおよび
標準物質を希釈する必要がある場合もある。一実施形態では、ＥＬＩＳＡ検査用に患者サ
ンプルを少なくとも約１００倍希釈する。ＥＬＩＳＡイムノアッセイは、標準サンプルお
よび／または対照サンプルを検査する当該技術分野で公知の手段を含んでもよい。ＥＬＩ
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ＳＡは、標準サンプルおよび対照サンプルを検査する手段をさらに含んでもよい。このイ
ムノアッセイは、できるだけ短時間で終了させるべきである。実施形態の１つでは、本発
明のＥＬＩＳＡイムノアッセイを６０分以内に終了させてもよい。
【００８４】
　上記のように、イムノアッセイ（単数または複数）により、患者が虫垂炎ではないこと
が示された場合、患者の症状と一致する症状を持つ他の症候について患者を調べてもよい
。
【００８５】
　虫垂炎の重症度グレードを判定する本発明のイムノアッセイキットは、抗ＭＲＰ８／１
４抗体と、ＭＲＰ８／１４および抗体を含有する免疫反応産物を検出する手段とを含んで
もよい。イムノアッセイキットは、該抗ＭＲＰ８／１４抗体またはＭＲＰ８／１４に結合
することができる特異的結合剤、少なくとも１つの酵素免疫測定法表面、ＭＲＰ８／１４
の含量と虫垂炎重症度との相関性を示す標準曲線および／または少なくとも１つのＭＲＰ
８／１４標準物質をさらに含んでもよい。
【００８６】
　本発明は、既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプルに存在することが分かっている
含量のＭＲＰ８／１４に相当する含量のＭＲＰ８／１４を含む標準サンプルをさらに提供
する。本発明は、１セットの標準サンプルであって、既知の虫垂炎グレードにある患者の
サンプル中に存在することが分かっている含量のＭＲＰ８／１４を各々が含み、セット内
の各標準サンプルはＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、標準サンプルをさらに含む。セ
ット内の各標準サンプルは、既知の同じ虫垂炎グレードにある患者の複数のプールサンプ
ルを含んでもよい。標準サンプルは、患者由来であってもよいし、一連の虫垂炎グレード
と相関することが分かっている含量のＭＲＰ８／１４を含む合成サンプルであってもよい
。１セットの標準サンプルは、少なくとも２つのサンプル（言うまでもなく各々が、それ
ぞれの虫垂炎グレードと相関する含量のＭＲＰ８／１４を含むまたは少なくとも３つもし
くは少なくとも４つのそうしたサンプルを含んでも構わない。
【００８７】
　また、本発明は、電子記憶媒体内のデータセットなど、標準曲線またはデータセットで
あって、ＭＲＰ８／１４含量が診断基準になる虫垂炎グレードと相関する該含量を表示す
るデータを含む、標準曲線またはデータセットも提供する。電子記憶媒体は、コンピュー
タープロセッサーまたはＣＤ、ディスク、テープ、ＤＶＤもしくは当該技術分野で公知の
他の記憶媒体内にあってもよい。
【００８８】
　本発明は、虫垂炎に罹患の疑いがある患者の組織の組織学的状態に応じて、虫垂炎の重
症度をスコア評価する方法をさらに提供する。この方法は、患者の虫垂の組織および任意
にそれに隣接する組織を調べること、および以下のような組織の状態に応じて患者の虫垂
炎の重症度を説明するグレードスコアを割り当てることを含む。このためには、Ａｐｐｙ
Ｓｃｏｒｅ（商標）分類システムは、特に有用である。組織の状態は以下のように定義さ
れる：グレード１：虫垂組織において確認できる炎症がない；グレード２：炎症が虫垂の
粘膜から粘膜下組織に拡大している；グレード３：炎症が虫垂の粘膜下組織から筋レベル
に拡大している；グレード４：漿膜など虫垂のすべての層で炎症が起こり、穿孔が確認さ
れる。
【００８９】
　抗ＭＲＰ８／１４抗体を用いて、患者サンプル中に存在するＭＲＰ８／１４を検出およ
び定量化（標準サンプルまたは標準曲線との比較を用いて）してもよい。サンプル中に存
在するＭＲＰ８／１４を、酵素イムノアッセイＥＩＡ：ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｉｍｍｕｎ
ｏａｓｓａｙ）、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノメトリックアッセイ（Ｒ
ＩＡ：ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ　ａｓｓａｙ）、免疫比濁アッセイまたは従
来技術において既知のアッセイなど、従来のイムノアッセイフォーマットで、抗ＭＲＰ８
／１４モノクローナル抗体を用いて簡便な形で、高い特異性により高感度かつ高精度で解
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析することができる。これらの方法の多くについては、Ｈａｒｌｏｗら（１９８８）によ
る実験マニュアルに考察されている。このアッセイは、その存在または量がサンプル中の
ＭＲＰ８／１４の存在または量と直接的あるいは間接的に関係する免疫反応産物を形成す
る免疫化学試薬を含む。本明細書には例示的なアッセイ方法を記載しているが、それで本
発明が限定されるものではない。本発明のアッセイを行う際には、競合または非競合を問
わず、様々な不均一プロトコルおよび均一プロトコルを用いてもよい。
【００９０】
　たとえば、患者サンプル中に存在する抗原の直接固相イムノアッセイでは、各種の条件
下で抗ＭＲＰ８／１４モノクローナル抗体を用いてもよく、その結果を、既知量の抗原に
基づく標準曲線と比較する。さらに、既知量の患者検体に存在する可溶性ＭＲＰ８／１４
抗原については、直接あるいは最初の濃縮ステップ後、固定化した抗原に結合する抗体の
阻害に必要なこの材料の量を判定することで、検出および定量化してもよい。これらの手
順では、患者サンプルを抗ＭＲＰ８／１４抗体と組み合わせ、抗体が可溶性抗原と免疫複
合体を形成できる十分な時間をかけてインキュベートする。得られた混合物を、固定化し
た抗原とインキュベートし、固定化した抗原に結合している抗体の量を判定する。検体に
存在する抗原の濃度に関しては、サンプルの１回の測定あるいは段階希釈において既知量
のＭＲＰ８／１４含有可溶性画分による作用と比較して判定する。固定化した抗原に対す
る結合阻害を禁止レベルまで軽減するのに必要な希釈状態は、サンプルに存在するＭＲＰ
８／１４の濃度に比例すると考えられる。
【００９１】
　説明に役立つ他の実施形態では、（ａ）サンプルを第１の（捕捉）抗体、たとえば、モ
ノクローナル抗体（抗体とサンプル中に存在するＭＲＰ８／１４とは第１の免疫反応産物
を形成できる）と混合して、第１の免疫反応混合物（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ）を形成するス
テップ（第１の抗体を固体マトリックスに作動的に連結してもよい）；（ｂ）そのように
形成された第１の免疫反応混合物（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ）を、生物学的アッセイ条件下、
第１の免疫反応産物の形成に十分な期間維持するステップ（その後、第１の免疫反応産物
をサンプルから分離してもよい）；（ｃ）第１の免疫反応産物を第２の（検出）抗体（Ｍ
ＲＰ８／１４を認識するモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体）と混合して、第
２の免疫反応混合物（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ）を形成するステップ；（ｄ）そのように形成
された第２の免疫反応混合物（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ）を、生物学的アッセイ条件下、第２
の免疫反応産物すなわち「サンドイッチ」免疫反応産物の形成に十分な期間維持するステ
ップ；および（ｅ）形成された第２の免疫反応産物の存在および任意にその量を判定し、
それによりサンプル中のＭＲＰ８／１４の存在および量を判定するステップを含む、二重
抗体または「サンドイッチ」イムノアッセイフォーマットを用いる。好ましくは、第２の
抗体を好ましくは酵素で標識し、それにより形成される第２の免疫反応（ｉｍｎｍｕｎｏ
ｒｅａｃｔｉｏｎ）産物が標識産物となり、この第２の免疫反応産物は判定しやすくなる
。
【００９２】
　好ましい二重抗体アッセイ方法では、判定対象の免疫反応産物の量は、同様に形成され
た免疫反応産物の量と関係があり、患者サンプルの代わりに本発明による既知量のＭＲＰ
８／１４を含む標準サンプルを用いて判定する。あるいは、既知量のＭＲＰ８／１４を緩
衝液、血漿、血清または同種のものなど、好適なキャリアに加えて、第２の合成標準物質
を用いてもよい。第２の抗体は、第１の抗体が対象とするＭＲＰ８／１４の部位と異なる
部位を対象とすべきである。
【００９３】
　説明に役立つアッセイのいずれにおいても、患者サンプルを、既知または未知含量の血
液または血清もしくは血漿などの血液由来産物として提供してもよい。使用する抗体の量
は、既知でも不明でもよい。本発明の実施形態では、混合物（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ）を、
生物学的アッセイ条件下、約４℃～約３７℃、最も好ましくは約２２℃の温度で１時間以
下の所定の時間維持する。
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【００９４】
　生物学的アッセイ条件とは、本発明の免疫化学試薬およびＭＲＰ８／１４の生物活性を
維持する条件である。こうした条件は通常、約４℃～約３７℃の温度範囲、少なくとも約
６．０～約８．０のｐＨ値範囲（好ましい範囲は７．０～７．４）および約５０ｍＭ～５
００ｍＭのイオン強度を含んでもよい。通常の実験時は、他の生物学的アッセイ条件を検
討してもよい。こうした条件の最適化方法は、当業者によく知られている。
【００９５】
　本発明の範囲内にある他の多くのアッセイタイプについても、当業者に容易に明らかに
なるであろう。
【００９６】
　また、抗ＭＲＰ８／１４抗体は、この抗体と、ＭＲＰ８／１４およびこの抗体を含有す
る免疫反応産物を検出する手段を含む、キットの一部を構成してもよい。一般に、こうし
たキットにはパッケージ化された免疫化学試薬の使用説明書をさらに含めてもよい。
【００９７】
　本明細書で使用する場合、「パッケージ化された」という語は、本発明の抗体を一定の
範囲内に保持できるガラス、プラスチック、紙、繊維、ホイルおよび同種のものなどの固
体マトリックスまたは材料の使用を指すこともある。したがって、たとえば、パッケージ
は、ミリグラム含量の本発明の抗体を入れるのに使用するガラスバイアルであってもよい
し、マイクログラム含量の意図した抗体を作動的に固定してあるマイクロタイタープレー
トウェルでもよい。あるいは、パッケージは、多孔性の膜内に封入された、あるいは、検
査用ストリップまたはディップスティックなどに包埋された抗体コーティング微小粒子を
含んでも構わない。あるいは、サンプル流体と接触する膜、検査用ストリップまたはディ
ップスティックなどに、抗体を直接コーティングしてもよい。これ以外にも多くの可能性
があり、当業者であれば容易に認識できるであろう。
【００９８】
　使用説明書は一般に、試薬濃度、あるいは、混合する試薬とサンプルとの相対量、試薬
／サンプル混合物（ａｄｍｉｘｔｕｒｅ）の維持時間、温度、緩衝液条件および同種のも
のなどの少なくとも１つのアッセイ方法のパラメーターを説明する、たとえば、紙の、あ
るいは、好適な媒体に電子的にコード化された具体的な表現物を含む。
【００９９】
　好ましい実施形態では、本発明の診断システムは、本発明の抗体を含む複合体の形成を
伝達できる標識または指示手段をさらに含む。
【０１００】
　「免疫複合体」という語は、本明細書で使用する場合、抗体－抗原または受容体－リガ
ンド反応などの特異的な結合反応の産物をいう。例示的な免疫複合体として、免疫反応産
物がある。
【０１０１】
　本明細書で使用する場合、様々な文法的な形の「標識」および「指示手段」という語は
、直接的あるいは間接的に、免疫複合体の存在を示す検出可能なシグナルの発生に関与す
る単一の原子および分子をいう。本発明の一部である発現タンパク質分子、ペプチド分子
または抗体分子には、どのような標識または指示手段を結合させても、組み込んでもよい
し、別々に使用してもよい。これらの原子または分子は、単独で使用しても、追加試薬と
組み合わせて使用してもよい。こうした標識自体については、診断技術分野でよく知られ
ている。
【０１０２】
　標識手段は、変性させずに抗体または抗原に化学的に結合し、有用な免疫蛍光トレーサ
ーである蛍光色素（色素）を形成する蛍光標識剤であってもよい。好適な蛍光標識剤とし
て、フルオレセインイソシアナート（ＦＩＣ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ　ｉｓｏｃｙａｎ
ａｔｅ）、フルオレセインイソチオシアナート（ＦＩＴＣ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ　ｉ
ｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）、５－ジエチルアミン－１－ナトプタレンスルホニルクロ
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リド（ＤＡＮＳＣ）、テトラメチルローダミンイソチオシアナート（ＴＲＩＴＣ：ｔｅｔ
ｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ　ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）、リサミン、ロ
ーダミン８２００スルホニルクロリド（ＲＢ２００ＳＣ）および同種のものなどの蛍光色
素がある。免疫蛍光法解析技法の説明は、ＤｅＬｕｃａ（１９８２）に掲載されている。
【０１０３】
　また、指示基は、西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ：ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐ
ｅｒｏｘｉｄａｓｅ）、グルコースオキシダーゼまたは同種のものなどの酵素でも構わな
い。原則の指示基がＨＲＰまたはグルコースオキシダーゼなどの酵素である場合、受容体
－リガンド複合体（免疫反応物（ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃａｎｔ））が形成されたこと示す
追加試薬を必要とする。ＨＲＰのこうした追加試薬として、過酸化水素およびジアミノベ
ンジジンなどの酸化色素前駆体が挙げられる。グルコースオキシダーゼの有用な追加試薬
には、２，２，－アジノ－ジ－（３－エチル－ベンズチアゾリン－Ｇ－スルホン酸）（Ａ
ＢＴＳ）がある。
【０１０４】
　さらに、放射性元素も有用な標識剤であり、本発明の実施に使用してもよい。例示的な
放射標識剤には、γ線を放出する放射性元素がある。１２４Ｉ、１２５Ｉ、１２８Ｉ、１

３２Ｉおよび５１Ｃｒなどのそれ自体γ線を放出する元素は、γ線を放出する放射性元素
指示基の１つのクラスを代表する。特に好ましいのは、１２５Ｉである。有用な標識手段
の別の基には、それ自体ポジトロンを放出する１１Ｃ、１８Ｆ、１５Ｏおよび１３Ｎなど
の元素がある。さらに、１１１Ｉｎまたは３Ｈなどのβ放射体も有用である。
【０１０５】
　標識の結合、すなわち、ペプチドおよびタンパク質の標識化は、当該技術分野において
周知である。たとえば、ハイブリドーマにより産生されるモノクローナル抗体を、培地中
の成分として提供される放射性同位元素含有アミノ酸を代謝的に取り込ませることにより
、標識することができる。たとえば、Ｇａｌｆｒｅら（１９８１）を参照されたい。活性
化官能基によるタンパク質のコンジュゲーションまたはカップリング技法も適用できる。
たとえば、Ａｕｒａｍｅａｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９７８）；Ｒｏｄｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ
．（１９８４）；および米国特許第４，４９３，７９５号を参照されたい。
【０１０６】
　さらに、診断テストキットは、抗ＭＲＰ８／１４抗体またはそうした化学種を含む複合
体に選択的に結合できる分子的実体であるが、それ自体は本発明の抗体ではない「特異的
結合剤」を、好ましくは別のパッケージとして含んでもよい。例示的な特異的結合剤には
、抗イディオタイプ抗体、補体、タンパク質またはこれらのフラグメントなどの第２の抗
体分子がある。実施形態の１つでは、特異的結合剤は、抗体が複合体の一部として存在し
ているとき、それに結合する。
【０１０７】
　好ましい実施形態では、特異的結合剤を標識する。一方、診断システムが標識されてい
ない特異的結合剤を含む場合、一般にこの薬を増幅手段または試薬として使用する。これ
らの実施形態では、標識特異的結合剤は、増幅手段が複合体に結合している場合、増幅手
段に特異的に結合できる。
【０１０８】
　ＥＬＩＳＡフォーマットに本発明の診断キットを用いて、患者サンプル中のＭＲＰ８／
１４の含量を検出してもよい　「ＥＬＩＳＡ」とは、固相に結合した抗体または抗原と、
酵素－抗原または酵素－抗体コンジュゲートとを利用してサンプル中に存在する抗原の量
を検出および定量する、上記で論じたような酵素結合免疫吸着測定をいう。ＥＬＩＳＡ手
法の説明は、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）に掲載されている。
【０１０９】
　したがって、好ましい実施形態では、ＭＲＰ８／１４に対して特異性があるモノクロー
ナル抗体を固体マトリックスに固定して固体支持体を形成してもよい。一般には、水性媒
体から吸着により試薬を固体マトリックスに固定するが、当業者によく知られている、タ



(21) JP 2010-518381 A 2010.5.27

10

20

30

40

50

ンパク質およびペプチドに適用できる他の固定モードを用いても構わない。
【０１１０】
　有用な固体マトリックスについても、当該技術分野において周知である。こうした材料
は、水不溶性であり、ＳＥＰＨＡＤＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｆｉｎｅ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌｓ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）という商標で入手できる架橋デキストラン；
アガロース；直径約１ミクロン～約５ミリメートルのポリスチレンビーズ；シート、スト
リップまたはパドルなどのポリ塩化ビニル、ポリスチレン、架橋ポリアクリルアミド、ニ
トロセルロース系またはナイロン系ウェブ；またはポリスチレンまたはポリ塩化ビニル製
などのチューブ、プレートまたはマイクロタイタープレートのウェルが挙げられる。
【０１１１】
　本明細書に記載の任意の診断システムの免疫試薬は、液体分散液として溶液で、または
実質的な乾燥粉末として、たとえば、凍結乾燥形態で提供してもよい。指示手段が酵素で
ある場合、酵素の基質をさらに別のパッケージで提供してもよい。本発明の診断アッセイ
システムには、上述のマイクロタイタープレートのような固体支持体および１種または複
数種の緩衝液を、別にパッケージ化された要素としてさらに加えても構わない。
【０１１２】
　診断システムに関係する本明細書で考察したパッケージング材料は、診断システムにお
いて普通に利用されている。こうした材料として、ガラスおよびプラスチック（たとえば
、ポリエチレン、ポリプロピレンおよびポリカルボナート）ビン、バイアル、プラスチッ
クおよびプラスチックホイルの積層エンベロープおよび同種のものが挙げられる。
【実施例】
【０１１３】
（実施例１）
　ＭＲＰ８／１４。
【０１１４】
　この研究の目的は、初期の急性虫垂炎を診断する判断基盤に寄与し得る組織特異的マー
カーを同定することにあった。急性虫垂炎で特異的に上方制御される虫垂中のタンパク質
の同定には、プロテオミクススクリーニングを用いた。急性虫垂炎患者の病変虫垂でも血
清でも存在するものとして、ＭＲＰ８／１４を同定した。
【０１１５】
　材料および方法。検体および血清の収集。処置する医師が規定した受け入れられるケア
基準に従って、この研究に組み入れた患者をすべて処置した。我々の研究への組み入れを
提案する前に、外科医が患者をすべて評価し、虫垂炎であると診断した。これらの虫垂炎
患者を処置する外科医の計画には、直ちに虫垂切除を行うことが含まれていた。抗生物質
の使用、外科的手法（開腹あるいは腹腔鏡検査）など、すべての処置の詳細については、
個々の外科医が判定した。
【０１１６】
　除外基準：喘息、関節リウマチ、炎症性腸疾患、乾癬または好中球減少などの慢性炎症
性疾患にすでに罹患している任意の患者。妊娠も除外判定基準とした。
【０１１７】
　この研究に関して研究者がすべての患者とカウンセリングを行い、インフォームドコン
セントを得た。インフォームドコンセントの際に、被検体に識別番号を割り当て、非個人
的な人口統計学的情報および臨床情報（年齢、性別、人種、症状の期間、白血球数（ＷＢ
Ｃ：ｗｈｉｔｅ　ｂｌｏｏｄ　ｃｏｕｎｔ）、画像診断の結果など）を入手した。
【０１１８】
　手術時に、全身麻酔を誘導してから末梢静脈穿刺により全血サンプル（体積５～１０ｃ
ｃ）を採取した。次いで、この血液検体を氷上に置いた。炎症虫垂の小サンプル（約１グ
ラム）を病理検体からできるだけ早く採取し、やはり氷上に置いた。次いで、氷冷血液検
体を３０００ｒｐｍで２０分間遠心し、分離した血清を単離した。その後、この単離した
血清および虫垂組織の小片を別々に－８０℃で凍結保存した。
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【０１１９】
　虫垂炎組織の処理。虫垂切除患者の虫垂組織を採取し、処理を行うまで－８０℃で保存
した。液体窒素下で無菌乳鉢および乳棒を用いて、個々の組織サンプルを粉砕して粉末に
した。抽出緩衝液（０．０２５Ｍのトリス塩基、２００ｍＭの塩化ナトリウム、５ｍＭの
ＥＤＴＡ、０．１％アジ化ナトリウム（ｐＨ７．５））中で３７℃でインキュベートして
、組織粉末からタンパク質を抽出した。サンプルを１４Ｋｒｐｍで１０分間遠心した。上
清を解析まで－８０℃で保存した。
【０１２０】
　抽出組織サンプルの２Ｄゲル解析。枯渇血清サンプルおよび抽出組織サンプルについて
２Ｄゲル解析を行った。２Ｄゲル解析用のＺｏｏｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）プロトコル
に従って、等電点電気泳動（ＩＥＦ：ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆｏｃｕｓｉｎｇ）およ
びＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ｓｏｄｉｕｍ　ｄｏｄｅｃｙｌ　ｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒ
ｙｌａｍｉｄｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）を行った。各ゲル上で等量
のタンパク質を解析した。陰性血清ゲルと陽性血清ゲルとの比較を行い、陽性サンプルに
どのタンパク質が存在するか、陰性サンプルにどのタンパク質が存在しないかを判定した
。候補ゲルスポットを同定し、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦタンパク質同定解析（Ｌｉｎｄｅｎ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に供した。
【０１２１】
　抽出虫垂組織サンプルのウエスタンブロット解析。サンプル（１０μｇ）を標準的なＬ
ａｅｍｍｌｉのＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけて、タンパク質をニトロセルロース膜にトランス
ファーし、化学発光検出による標準技法を用いてウエスタンブロット解析を行った。Ｍａ
ｇｉｃ　Ｍａｒｋ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｓｔａｎｄａｒｄ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用い
て分子量を判定した。一次抗体には、ＭＲＰ８（カルグラニュリンＡ　Ｃ－１９，Ｓａｎ
ｔａ　Ｃｒｕｚ，ＳＣ－８１１２）を、０．５×Ｕｎｉｂｌｏｃｋ（ＡｓｐｅｎＢｉｏ　
Ｐｈａｒｍａ，Ｉｎｃ）で１：１００に希釈して用いた。二次抗体は、Ｕｎｉｂｌｏｃｋ
で１：２０００に希釈したペルオキシダーゼ抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、アフィニティー精
製（Ｖｅｃｔｏｒ，ＰＩ－９５００）とした。一次抗体には、ＭＲ－１４（カルグラニュ
リンＢ　Ｃ－１９，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＳＣ－８１１４）を、０．５×Ｕｎｉｂｌｏ
ｃｋで１：１００に希釈して用いた。二次抗体は、Ｕｎｉｂｌｏｃｋで１：２０００に希
釈したペルオキシダーゼ抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、アフィニティー精製（Ｖｅｃｔｏｒ，
ＰＩ－９５００）とした。
【０１２２】
　血清中のＭＲＰ８／１４の判定。ＭＲＰ８／１４の血清レベルを、製造者のプロトコル
に従い、市販されているＥＬＩＳＡ（Ｂｕｈｌｍａｎｎ　Ｓ１００－Ｃｅｌｌｉｏｎ　Ｓ
１００Ａ８／Ａ９）を用いてＥＬＩＳＡで判定した。
【０１２３】
　結果。虫垂炎患者の虫垂組織に存在するタンパク質の同定。急性虫垂炎の患者で増加す
るタンパク質を同定するため、枯渇血清サンプルについてディファレンシャルプロテオミ
クス解析を行った。解析では、正常な患者のサンプルと虫垂が穿孔を起こした患者との比
較を行った。血液サンプルを手術の直前に採取した。この研究の正常な患者は、腹部の痛
みを呈したが、手術を受けて正常な虫垂であると分かった患者であった。手術の過程で正
常な虫垂組織および病変虫垂組織を採取した。
【０１２４】
　プロテオミクスアプローチでは、二次元電気泳動により４個の正常サンプルのプールと
４個の虫垂炎サンプルのプールとの比較を行った。図１は、解析を行ったタンパク質の２
Ｄプロファイルを示す。ゲル間の比較を行い、差が最も明確なところを図１ＢにＡＰ－９
３として示してある。図１のゲルに基づけば、ＡＰ－９３の分子量は約１４キロダルトン
である。そのゲルスライスをＭＡＬＤＩ－ＴＯＦにより解析し、明確な同定を行った。こ
の同定は、２つのトリプシンペプチド、ＮＩＥＴＩＩＮＴＦＨＱＹＳＶＫ［配列番号３］
およびＬＧＨＰＤＴＬＮＱＧＥＦＫＥＬＶＲ［配列番号４］のスペクトルに基づく。この
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ペプチドは、ＭＲＰ１４（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号Ｐ０６７０２）の以下のアミノ酸配列
中の下線で示す残基に相当する：
ＭＴＣＫＭＳＱＬＥＲＮＩＥＴＩＩＮＴＦＨＱＹＳＶＫＬＧＨＰＤＴＬＮＱＧＥＦＫＥＬ
ＶＲＫＤＬＱＮＦＬＫＫＥＮＫＮＥＫＶＩＥＨＩＭＥＤＬＤＴＮＡＤＫＱＬＳＦＥＥＦＩ
ＭＬＭＡＲＬＴＷＡＳＨＥＫＭＨＥＧＤＥＧＰＧＨＨＨＫＰＧＬＧＥＧＴＰ［配列番号５
］。
【０１２５】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによりＡＰ－９３をＭＲＰ１４と同定し、これを分子量の一致から
確認した。このデータに基づけば、ＭＲＰ１４タンパク質は、正常サンプルプールよりも
病変サンプルプールで非常に多く含まれていた。
【０１２６】
　病変虫垂組織中のＭＲＰ１４およびＭＲＰ８の存在。病変虫垂組織中のＭＲＰ１４の存
在を確認するため、正常虫垂および病変虫垂の各組織抽出物のウエスタンブロッティング
において、抗ＭＲＰ１４抗体を用いた。図２は、９個の正常サンプルおよび１１個の虫垂
炎サンプルからのウエスタンブロットデータを示す。１４キロダルトンのバンドは、あら
ゆる虫垂炎サンプルに存在する。正常サンプルでは、検出可能なシグナルは認められない
。このデータによりプロテオミクススクリーニングデータが確認され、このタンパク質が
病変虫垂組織の指標になることが示される。
【０１２７】
　ＭＲＰ８はＭＲＰ１４との二量体として存在することが分かっているため、組織検体中
のＭＲＰ８の存在についても調べた。図３は、抗ＭＲＰ８抗体を用いた、正常サンプルお
よび病変組織サンプルに関するウエスタンブロットデータを示す。予想どおり、ＭＲＰ８
は、病変虫垂サンプルのすべてに存在するが、正常虫垂組織では検出できない。これらの
ウエスタンブロットデータは、ＭＲＰ８タンパク質およびＭＲＰ１４タンパク質が正常虫
垂組織よりも虫垂炎で著しく多く含まれていることを示す。
【０１２８】
　急性虫垂炎のＭＲＰ８／１４患者の高い血清レベル。虫垂炎と虫垂におけるＭＲＰ８／
１４の存在との相関性が高いことから、虫垂炎患者およびその後この研究に加わった他の
患者の血清中のＭＲＰ８／１４レベルを調べた。手術前に血清を採取し、保存し、疾患の
状態が明らかになってから解析した。ＭＲＰ８／１４レベルを、この複合体に特異的なサ
ンドイッチＥＬＩＳＡにより測定した。
【０１２９】
　表１は、Ｈｙｃｕｌｔ（Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）が製造し、Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ，Ｃａｎｔｏｎ，ＭＡから市販されているＥＬＩＳＡで判定した患者３９例のＭＲＰ
８／１４の血清レベルの一覧表である。量については、この研究の虫垂炎でない患者の平
均レベルと比較した割合で示す。虫垂炎の患者はすべて、ＭＲＰ８／１４が正常レベルの
平均に対して倍数増加を示している点に注目されたい。この手順については、ＥＬＩＳＡ
製品に添付された説明書に従って行った。サンプル番号を付け替えているため、このサン
プル番号は、図２および図３に示すサンプル番号と一致しない。
【０１３０】
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【表１－２】

【０１３２】
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【表１－３】

　我々は、虫垂炎患者の虫垂および血清に存在するタンパク質複合体を同定した。ウエス
タンブロットデータに基づけば、虫垂組織におけるＭＲＰ８／１４の存在は、疾患に高度
に相関する。さらに、血清中のＭＲＰ８／１４レベルからも虫垂炎が予測される。こうし
た増加の原因は、虫垂の全体的な好中球浸潤によるこのタンパク質の産生の増加と、おそ
らく虫垂自体の粘膜におけるタンパク質の直接産生とであると推定される。この研究によ
って、ＭＲＰ８／１４が急性虫垂炎の有用な臨床マーカーであることが明らかにされる。
ＭＲＰ８／１４が虫垂炎と示差的な関係にある分子であることを我々が発見した後、我々
の研究は、この分子を急性虫垂炎の患者の糞便で検出したことを報告したＰｏｗｅｒ，Ｃ
．ｅｔ　ａｌ．，２００４　ａｎｄ　２００５の知見により確認された。
（実施例２）
　ハプトグロビン。
【０１３３】
　血清および虫垂組織のプロテオミクススクリーニングを用いて、急性虫垂炎の患者にお
いてハプトグロビンが上方制御されることを判定した。ハプトグロビンのαサブユニット
は、この疾患のスクリーニングにおいて特に有用なマーカーである。
【０１３４】
　材料および方法。ウエスタンブロットで、一次抗体には親和性精製抗ヒトハプトグロビ
ン（Ｒｏｃｋｌａｎｄ，６００－４０１－２７２）を０．５×ｕｎｉｂｌｏｃｋで１：５
０００に希釈して用いたこと；および二次抗体はｕｎｉｂｌｏｃｋで１：５０００に希釈
したペルオキシダーゼ抗ウサギＩｇＧ（ｈ＋ｌ）、アフィニティー精製（ベクター、ｐｉ
－１０００）としたこと以外は、検体および血清の収集、虫垂炎組織の処理、抽出組織サ
ンプルの２Ｄゲル解析および抽出虫垂組織サンプルのウエスタンブロット解析を実施例１
と同様にした。
【０１３５】
　結果。虫垂炎患者の虫垂組織に存在するタンパク質の同定。急性虫垂炎の患者で増加す
るタンパク質を同定するため、枯渇血清サンプルについてディファレンシャルプロテオミ
クス解析を行った。解析では、正常な患者のサンプルと虫垂が穿孔を起こした患者のサン
プルとの比較を行った。血液サンプルを手術の直前に採取した。この研究の正常な患者は
、腹部の痛みを呈したが、手術を受けて正常な虫垂であると分かった患者である。手術の
過程で正常な虫垂組織および病変虫垂組織を採取した。
【０１３６】
　プロテオミクスアプローチでは、二次元電気泳動により４個の正常サンプルのプールと
４個の虫垂炎サンプルのプールとの比較を行った。図５は、ＩｇＧおよびアルブミンを除
去した血清から解析されたタンパク質の２Ｄプロファイルを示す。ゲル間の比較を行い、
差が最も明確なところを図５ＢにＡＰ－７７として示してある。ゲルスポットＡＰ－７７
のタンパク質をトリプシンで消化し、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦで解析した。得られた２種のペ
プチドは以下の配列を持っている：ＴＥＧＤＧＶＹＴＬＮＮＥＫＱＷＩＮＫ［配列番号６
］および
　ＡＶＧＤＫＬＰＥＣＥＡＤＤＧＣＰＫＰＰＥＩＡＨＧＹＶＥＨＳＶＲ［配列番号７］。
各配列をハプトグロビンのαサブユニットと整列させた。ハプトグロビン前駆体（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ受託番号ＮＰ００５１３４）の配列を以下に示し、トリプシンフラグメントを下
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線で示す。
【０１３７】
【化１】

　図６は、病変虫垂組織タンパク質と正常虫垂組織タンパク質との二次元電気泳動プロフ
ァイルの比較を示す。２つのスポットＡＰ－９１およびＡＰ－９３をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
により解析し、明確な同定結果を判定した。ＡＰ－９１タンパク質をＡＰ－７７、ハプト
グロビン－αと同一であると判定した
　病変虫垂組織におけるハプトグロビンの増加。病変組織におけるハプトグロビンの存在
を確認するため、正常虫垂および病変虫垂の各組織抽出物のウエスタンブロッティングに
、抗ハプトグロビン抗体を用いた。図７は、６個の正常サンプルおよび６個の虫垂炎サン
プルからのウエスタンブロットデータを示す。３８ｋｄのβサブユニットは、ほぼすべて
のサンプルにある程度含まれていたが、虫垂炎の症例ではレベルの上昇が見られた。＞２
０キロダルトンのバンドについては、あらゆる虫垂炎サンプルに存在したが、正常組織サ
ンプルでは存在しなかった。このデータによりプロテオミクススクリーニングデータが確
認され、このタンパク質が病変虫垂組織の指標になることが示される。βサブユニットよ
りもαサブユニットの方が特異性が高い。
（実施例３）
　体液サンプルを用いた分子の同定方法。
【０１３８】
　この実施例の変形形態では、体液サンプルは、全血でも、血清でも、血漿でも構わない
。本サンプルは、虫垂切除の直前にヒト患者から採取した全血であった。この検体を氷上
に置き、研究室に運んだ。次いで、この血液を、３０００ｒｐｍで１５分間遠心分離によ
り処理した。次いで血漿を他の容器に注いで分離した
　虫垂切除の実施時に、患者を虫垂炎（ＡＰ：ａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓ）または非虫垂
炎（ＮＡＰ：ｎｏｎ－ａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓ）に分類した。この分類は、当該技術分
野において公知の臨床評価、病態またはその両方に基づくものであった。虫垂炎の症例で
は、穿孔を起こしているかあるいはいないかでも臨床症候について特徴付けを行った。
【０１３９】
　ＡＰ患者のサンプルをプールし、アリコートに分けた。プールしたアリコートを処理し
て、抗体および血清アルブミンなどの選択成分を除去した。同様に、ＮＡＰ患者のサンプ
ルをプールし、アリコートに分けて同じ選択成分を除去する処理を行った。ＡＰサンプル
およびＮＡＰサンプルを同様の要領で処理した。
【０１４０】
　次に、ＡＰサンプルおよびＮＡＰサンプルのプールしたアリコートをそれぞれ当該技術
分野において公知の二次元ゲル電気泳動にかけた。各サンプルタイプの結果を、タンパク
質の有無および相対的な発現レベルに関して比較した。ＡＰサンプルから得られるタンパ
ク質に対応するシグナルを検出した。このタンパク質はＮＡＰサンプルでは認められない
か、あるいは、発現レベルが相対的に低かった。こうしたＡＰタンパク質についてさらに
特徴付けを行った。
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【０１４１】
　このさらなる特徴付けには、部分的アミノ酸シーケンシング、質量分析法および当該技
術分野において公知の他の解析技法が含まれる。部分的アミノ酸配列の全長クローンに対
応する遺伝子を単離して、組換えタンパク質として発現させることができる。検出には、
組換えタンパク質を抗原として用いた。あるいは、部分的または完全な組換えタンパク質
を用いて、特異的（ポリクローナルまたはモノクローナル）抗体試薬を誘導したり、ある
いは、作製したりしてもよい。患者の抗原の検出には、虫垂炎の診断に役立つように抗体
試薬を用いた。虫垂炎の診断には、抗原分子の組み合わせを用いてもよい。
（実施例４）
　患者組織サンプル中のタンパク質を同定するための遺伝子チップスクリーニング。
【０１４２】
　この実施例では、遺伝子チップスクリーニングを用いて、虫垂炎の状態と示差的な関係
にある候補分子を同定した。
【０１４３】
　組織の説明。虫垂炎診断が陽性であったため、虫垂切除術を受けているヒトドナーから
虫垂を除去した（外科的に切除した虫垂の病態は未決定）。ドナーを病態の知見に基づき
２つ群、「正常」および「虫垂炎」に分けた。虫垂炎群は７歳から１３歳の患者で構成さ
れ、正常群は８歳から１９歳の患者で構成された。
【０１４４】
　ＲＮＡの抽出。処理を行うまで組織を－８０℃で保存した。８例のドナーそれぞれの凍
結ヒト虫垂組織約２グラムを、乳鉢と乳棒を用いて液体窒素下で粉砕した。各患者の虫垂
粉末約１００ｍｇを診断（正常および虫垂炎）に応じてプールした。製造者の指示に従い
ＲＮｅａｓｙキット（Ｑｉａｇｅｎ　Ｉｎｃ．，Ｖａｌｅｎｃｉａ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉ
ａ）を用いて、約１００ｍｇのプールした組織粉末から全ＲＮＡを抽出した。
【０１４５】
　差次的発現解析。Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｏｌｏｒａｄｏ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｅｎｔｅｒ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｃｏｒｅ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（
ｈｔｔｌｐ：／／ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ．ｕｃｈｓｃ．ｅｄｕ）が提供するサービスで、
全ＲＮＡからｃＤＮＡを差次的に発現させた。スクリーニングにはＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
　Ｃｈｉｐ、ＨＧ－Ｕ１３３　Ｐｌｕｓ２（Ａｆｆｙｍｅｔｈｘ，Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒ
ａ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ．ｃｏｍ）を
用いた。発現レベルが正常組織に対して虫垂炎組織で著しく高い転写産物を次の研究用に
選択した。
【０１４６】
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【表２】

　スクリーニングの結果により虫垂炎と示差的な関係にある候補分子から、図１の遺伝子
に対応する１種以上のタンパク質分子を虫垂炎の診断アッセイ用に選択する。
【０１４７】
　次のスクリーニングでは、上記の遺伝子チップアプローチを繰り返し、結果を評価して
、変動倍率値の一定の範囲内で、個々の分子または１セットの分子の変動倍率値に関する
遺伝子チップの結果の間に相関性があるかどうかを判定する。変動倍率値の上昇と正の相
関性を持つ分子については、虫垂炎の診断アッセイ用に選択するのが好ましい。
（実施例５）
　組織サンプルからのタンパク質の同定（サブトラクションライブラリー）。
【０１４８】
　組織サンプルを虫垂炎（ＡＰ）および非虫垂炎（ＮＡＰ）患者から採取する。好ましく
は、組織は虫垂である。ＡＰ組織サンプルまたはＮＡＰ組織サンプルを任意にプールして
ＡＰ組織プールまたはＮＡＰ組織プールを作製する。ＡＰ組織サンプルおよびＮＡＰ組織
サンプルをそれぞれ全ＲＮＡおよび／またはｍＲＮＡの単離源として使用する。単離時に
、ＡＰ－ＲＮＡおよびＮＡＰ－ＲＮＡを別々に維持し、ｃＤＮＡの調製に使用する。
【０１４９】
　実施例４の手順の代替手順では、当該技術分野において利用可能な技法を用いてサブト
ラクションライブラリーを作成する。ｃＤＮＡライブラリーを任意に増幅させる。ｃＤＮ
Ａライブラリーについては、重複度の高い種および病変サンプルと正常サンプルとの両方
で発現する種など、望ましくない構成要素を除去するように処理する。この技法の例とし
て、Ｂｏｎａｌｄｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）およびＤｅｉｃｈｍａｎｎ　Ｍ　ｅｔ　
ａｌ．（２００１）が記載したものが挙げられる。
【０１５０】
　サブトラクションライブラリーを作成したら、疾患の状態で差次的に発現する配列に応
じて選択したクローンの解析、単離および配列決定を行う。分子生物学技法を用いて、部
分タンパク質または完全なタンパク質の組換え発現の候補を選択する。次いで、こうした
タンパク質を検出用の抗原として用いる。あるいは、部分組換えタンパク質または完全な
組換えタンパク質を用いて、特異的（ポリクローナルまたはモノクローナル）抗体試薬を
誘導したり、あるいは、作製したりしてもよい。抗体試薬を患者の抗原の検出に使用すれ
ば、虫垂炎の診断に役立つ。虫垂炎の診断には、抗原分子の組み合わせを用いてもよいこ
とが想定される。
（実施例６）
　血漿サンプルの粘度評価による虫垂炎の診断方法。
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【０１５１】
　虫垂炎の疑いがある患者から虫垂切除の直前に全血を採取した。検体を氷上に置き、臨
床検査室に運んだ。血液を、３０００ｒｐｍで１５分間遠心分離により処理し、続いて他
の容器に注いでサンプルから血漿を分離した。
【０１５２】
　注ぎのステップの過程で、粘度に関してサンプルを評価した。高粘度からは虫垂炎が示
唆される。虫垂炎症例に対応するサンプルの約８０％が高粘度を示したのに対し、非虫垂
炎症例に対応するサンプルでは高粘度を示したのは約０～５％未満であった。高粘度の度
合いは、虫垂炎の重症度に相関することに留意されたい。
【０１５３】
　粘度測定については目視観察で行っても、当該技術分野において公知の技法で行っても
よい。たとえば、Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｈａｒｋｎｅｓｓ毛細管粘度計（Ｈａｒｋｎｅｓｓ　
Ｊ．，１９６３）を用いてもよいし、他の技法（Ｈａｉｄｅｋｋｅｒ　ＭＡ，ｅｔ　ａｌ
．，２００２）を用いてもよい。
【０１５４】
　血漿中に粘度上昇が見られれば、他の診断技法、たとえば、理学的検査、分画を含むあ
るいは含まない全血球算定（ＣＢＣ）、尿検査（ＵＡ）、コンピューター断層撮影（ＣＴ
）、腹部超音波検査および腹腔鏡検査の１つまたは複数と組み合わせて用いてもよい。
（実施例７）
　ＭＲＰ８／１４の濃度。
【０１５５】
　サンプルの取得。本研究は、参加病院を代表する施設内審査委員会によって承認され、
その監督下で実施された。選択した患者は、コロラド州デンバー都市圏にある５つの地域
病院の救急室の１つから組み入れた。患者はすべて右下腹部痛を訴えており、すべての症
例の処置救急室の患者の医師は、その鑑別で虫垂炎の診断を検討していた。患者に、好中
球減少または関節リウマチ、炎症性腸疾患および乾癬などの慢性炎症性疾患を含めた既存
の病歴があれば、参加から除外した。
【０１５６】
　選択基準に適合したら、主任研究者またはその代行者が、インフォームドコンセントを
得る前に、患者に話を持ちかけ、カウンセリングを行った。同意を得た後、患者の人口統
計学的データ、病歴および身体的情報ならびに関連する任意の臨床研究または画像診断の
結果を収集し、電子データベースに保存した。次いで、血清および血漿の全血サンプルを
、標準的な無菌手法を用いて末梢静脈穿刺により採取した。全血サンプルを直ちに氷上に
置き、遠心分離のため研究室に運んだ。サンプルをすべて３０００ｒｐｍで１５分間遠心
し、細胞塊と血清および血漿とを分離した。得られた血清または血漿を別の試験管に注い
でから－８０℃で凍結させた。虫垂切除を行った症例では、通常の病理調査を妨げないや
り方で患者の虫垂のサンプルを採取し、その後、－８０℃で凍結保存した。
【０１５７】
　虫垂炎の重症度の病理組織学的分類システム
　虫垂炎患者の虫垂組織中の炎症の重症度を説明する新規な分類システムを確立した。グ
レード１は、虫垂内で炎症を同定できないことを示す。また、グレード１を用いて、虫垂
炎でなくて虫垂切除術を受けたことがない患者も同定する。グレード２～４は、虫垂内で
同定される炎症が最も高レベルであることを説明する。炎症のレベルがもっぱら虫垂の粘
膜内にとどまる場合、グレード２に分類されるが、慢性的なこのレベルの炎症は、急性虫
垂炎と一致する炎症とは見なされない。グレード２の虫垂炎では、炎症のレベルが粘膜か
ら拡大し、粘膜下に到達している。炎症のレベルが粘膜下を超えて虫垂の筋レベルに拡大
すると、虫垂炎グレードは３になる。最後に、漿膜を含む虫垂のすべての層が病変し穿孔
が認められると、グレード４になる。
【０１５８】
　ＥＬＩＳＡアッセイ（４時間アッセイ）によるＭＲＰ８／１４濃度
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　サンドイッチＥＬＩＳＡを用いて、血清サンプルおよび血漿サンプル中のＭＲＰ８／１
４の解析を行った。サンドイッチＥＬＩＳＡでは、９６ウェルプレート（Ｎｕｎｃ，ＶＷ
Ｒ，Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ）上でＭＲＰ８／１４に対するモノクローナル抗体
２７Ｅ１０（Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｎｔｏｎ，ＭＡ）ニワトリポ
リクローナル抗ＭＲＰ８／１４抗体およびヤギポリクローナル抗ニワトリ西洋わさびペル
オキシダーゼ（ＨＲＰ）抗体を用いた。プレートを、１０μｇ／ｍｌに希釈した１００μ
ｌのモノクローナル２７ｅ１０でコートし、４℃で一晩インキュベートした。リン酸塩緩
衝生理食塩水（１×、ｐＨ７．４）でウェルを２回洗浄し、０．０５％トウィーン－２０
（ＰＢＳＴ）および２００μｌの５％ウシ血清アルブミンを含むＰＢＳＴ（ＢＳＡ－ＰＢ
ＳＴ）ブロックを加え、プレートを３７℃で１時間インキュベートした。
【０１５９】
　生物学的血清標準品を、０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳＴで１：１００に希釈し、２倍希釈し
て１：６４００に希釈した。生物学的血漿標準品も０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳＴで１：２５
に希釈し、２倍希釈して１：１６００に希釈した。ＭＲＰ８／１４サンプルおよび対照を
、０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳＴで血漿に対して１：１００に希釈し、血清に対して１：２０
０に希釈し、１００μｌの希釈サンプル、標準物質および対照をそれぞれプレートに３回
加えた。
【０１６０】
　３７℃で１時間のインキュベーション後、ウェルを４回洗浄し、１００μｌの二次抗体
（ニワトリポリクローナル抗ＭＲＰ８／１４、Ｂａｃｈｅｍ，Ｓａｎ　Ｃａｒｌｏｓ，Ｃ
Ａ）を、０．３１２５μｇ／ｍｌの濃度で各ウェル加えた。３７℃で１時間のインキュベ
ーション後、ウェルを再び洗浄し、１００μｌの１：４０００希釈検出抗体（ヤギポリク
ローナル抗ニワトリＨＲＰ，Ａｂｃａｍ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）を、各ウェルに加
えた。３７℃で１時間のインキュベーション後、ウェルに最後の洗浄を行い、１００μｌ
の３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）基質（ＴＭＢ基質，Ｓｉｇｍ
ａ，Ｓｔ，Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を加え、室温で１～５分インキュベートした。０．１８Ｍ
の硫酸１００μｌで反応を止めた。
【０１６１】
　反応の強度を、マイクロプレートリーダーを用いて４５０ｎｍで測定した。ＭＲＰ８／
１４レベルを判定するため、標準物質、サンプル、ブランクおよび対照の吸光度の測定値
を平均した。次に、標準物質、サンプルおよび対照の平均値をブランクの平均値から差し
引き、補正吸光度を得た。標準曲線の各希釈を任意単位として、任意単位それぞれの自然
対数を判定した。任意単位の自然対数に対して補正吸光度（４５０ｎｍ）をプロットして
、標準曲線の勾配を確定した。補正吸光度を標準曲線で補間してから指数関数を用いて、
各サンプルのＭＲＰ８／１４レベルを定量した。濃度については、任意単位（ＡｐｐｙＳ
ｃｏｒｅ（商標）値）で表した。生の血清値を０．４倍してＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）
値に変換した。
【０１６２】
　ＥＬＩＳＡアッセイ（６０分アッセイ）によるＭＲＰ８／１４濃度
　ＭＲＰ８／１４のＥＬＩＳＡの総検査時間を、各インキュベーションステップを１５分
まで短縮して、１時間に最小化した。血漿サンプル用のＥＬＩＳＡを、サンドイッチＥＬ
ＩＳＡを用いて最適化した。サンドイッチＥＬＩＳＡでは、９６－ウェルプレート（Ｎｕ
ｎｃ，ＶＷＲ，Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ）上でモノクローナル２７Ｅ１０、ニワ
トリポリクローナル抗ＭＲＰ８／１４およびヤギポリクローナル抗ニワトリＨＲＰを用い
る。プレートを、１０μｇ／ｍｌに希釈した１００μｌのモノクローナル２７Ｅ１０でコ
ートし、４℃で一晩インキュベートした。ウェルを、０．０５％の１×ＰＢＳＴで２回洗
浄し、２００μｌの５％ＢＳＡ－ＰＢＳＴブロックを加え、プレートをシェーカー上で３
７℃で１５分間インキュベートした。
【０１６３】
　生物学的血漿標準品を０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳＴで１：２５に希釈し、さらに２倍希釈
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して１：１６００に希釈した。検査時間の短縮がＭＲＰ８／１４レベルに影響するかどう
かを判定するため、ＭＲＰ８／１４値が分かっている血漿サンプルを選択した。血漿サン
プルおよび対照を０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳＴで１：１００に希釈し、１００μｌの希釈サ
ンプル、標準物質および対照をそれぞれプレートに３回加えた。
【０１６４】
　３７℃で１５分間の振盪後、ウェルを４回洗浄し、１００μｌの二次抗体（ニワトリポ
リクローナル抗ＭＲＰ８／１４，Ｂａｃｈｅｍ，Ｓａｎ　Ｃａｒｌｏｓ，ＣＡ）を、０．
３１２５μｇ／ｍｌの濃度で各ウェルに加えた。シェーカー上で３７℃で１５分インキュ
ベートした後、ウェルを再び洗浄し、１００μｌの１：４０００希釈検出抗体（ヤギポリ
クローナル抗ニワトリＨＲＰ，Ａｂｃａｍ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）を、各ウェルに
加えた。３７℃で１５分間の振盪後、ウェルに最後の洗浄を行い、１００μｌのＴＭＢ基
質（ＴＭＢ基質，Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を加え、室温で１～５分間イン
キュベートした。この反応を０．１８Ｍの硫酸１００μｌで止めた。
【０１６５】
　反応の強度を、マイクロプレートリーダーを用いて４５０ｎｍで測定した。ＭＲＰ８／
１４レベルを判定するため、上記のように標準物質、サンプル、ブランクおよび対照のＭ
ＲＰ８／１４濃度を得た）。濃度値を、ＥＬＩＳＡにより以前に得た値と比較した。この
データから、総検査時間が１時間まで短縮されていても標準物質、サンプル値および対照
値に影響しないことが確認された。この６０分のアッセイで得られた結果の例を表３に示
す。
【０１６６】

【表３－１】

【０１６７】
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【表３－２】

（実施例８）
　参照標準曲線、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値および標準バンクの構築。
【０１６８】
　血清標準品は、虫垂炎の病理組織学的グレードが高い虫垂炎患者サンプルで構成された
。これらの選択サンプルをプールし、アリコートを作製し、－８０℃で保存した。使用に
適した希釈スキームを構築し、１：１００希釈から始めて１：６４００希釈まで２倍段階
希釈を続けた。第１の希釈（１：１００）を任意単位６４００とし、２倍刻みで７回目の
希釈（１：６４００）の１００までその後の希釈に番号を付けた。ＭＲＰ８／１４濃度を
判定する上述の手順に従って、チェッカーボードフォーマットで標準希釈物を全体に注入
して、２枚のＥＬＩＳＡプレートを展開した。吸光度値を平均し、ブランクの平均値から
差し引いて４５０ｎｍの補正吸光度を得て、標準曲線を作成した。任意単位を、Ｌｏｇ１
０、Ｌｏｇ２および自然対数に変換して解析した。各解析方法を補正吸光度（４５０ｎｍ
）に対してプロットした。直線性が得られ、補正吸光度値が約０．２～２．０の範囲内に
収まるため、自然対数への任意単位の変換が標準曲線の解析の最適選択であった。この手
順を数回繰り返し再現性を判定した。
【０１６９】
　下記のように細部変更して、同じ解析を行い血漿標準品を構築した。この血漿標準品は
、虫垂炎の病理組織学的グレードが高い虫垂炎患者サンプルで構成される。希釈スキーム
を１：２５希釈から始めて、２倍段階希釈で１：１６００希釈まで続けた。第１の希釈（
１：２５）を任意単位１６００とし、２倍刻みで７回目の希釈（１：１６００）の２５ま
でその後の希釈に番号を付けた。血漿標準曲線の解析にも、自然対数への任意単位の変換
が最も好適な選択であった。この手順を、血清標準品の構築と同様、数回繰り返して血漿
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参照標準曲線の再現性を判定した。
（実施例９）
　サンプル希釈物の構築。
【０１７０】
　血漿サンプルおよび血清サンプルに対して同じ方法を行い、ＥＬＩＳＡに適した希釈を
判定した。虫垂炎グレードが分かっているサンプルを選択し、それに対応する標準品とし
て希釈した。標準希釈物およびサンプル希釈物のすべてをプレートに注入し、上記のよう
にＥＬＩＳＡで解析した。サンプル補正吸光度値がどれだけ標準曲線の０．２～２．０の
範囲の中位内に収まるかによって、血漿サンプルおよび血清サンプルの希釈物を選択した
。血漿サンプルには１：１００希釈を、血清サンプルには１：２００希釈を選択した。
（実施例１０）
　新しい標準バンクの曲線の較正および作成。
【０１７１】
　現在の標準品に類似した虫垂炎の病理組織学的グレードおよびＭＲＰ８／１４値に基づ
き、新しい標準品のサンプルを選択した。選択したこれらのサンプルをプールし、アリコ
ートを作製し、－８０℃で保存した。ＥＬＩＳＡを用いて、新しい標準品の有効性を現在
の標準品に対して較正して判定した。ＭＲＰ８／１４の濃度を判定する上述の手順に従っ
て、２枚のプレート（１枚は現在の標準品、もう１枚は新しい標準品）をアッセイした。
各プレート上で同一の対照およびサンプルをアッセイして両プレートを同様に処理し、標
準物質間のデータの一貫性を判定した。この手順を行い、６枚のＥＬＩＳＡプレートのデ
ータを得た。上記のような６枚のプレートすべてに対して標準物質、対照およびサンプル
のＭＲＰ８／１４値を得た。現在の参照標準曲線値を平均し、標準偏差、変動係数、勾配
、相関性、最大および最小吸光度値を判定した。さらに、サンプル値および対照値につい
ても算出した。較正を行うため、同じ解析を新しい参照標準曲線値にも適用した。２つの
標準曲線の成分を比較したところ、統計学的に区別できなかった（図８）。２つの標準間
では、サンプル値および対照値も統計学的に区別できず、ＥＬＩＳＡにより以前に得た値
と一致していた。
（実施例１１）
　パイロット臨床試験の結果。
【０１７２】
　最終診断が行われる前に、評価可能な救急搬入症例７５例からヘパリン加血漿サンプル
を採取した。ＥＬＩＳＡによりＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）（ＭＲＰ８／１４）値を判定
した。それを、表４および表５に示す。７５例のうち３９名を虫垂炎でない（グレード１
）と判定した。残りの３６例の虫垂炎患者にＡｐｐｙＧｒａｄｅ（商標）スコアを割り当
てた（病理組織学的分類により判定）。６例がグレード２、２３例がグレード３、７例が
グレード４であった。図２および図３にＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）平均値（±ＳＥＭ：
ｓｔａｎｄａｒｄ　ｅｒｒｏｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅａｎ）を示す。虫垂炎と診断された
患者のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）平均値は、８７（±１２．６）であった。１例の患者
、Ｎ－１１６のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値は１５８６であり、この群における次の高
値のほぼ７倍にあたる。このため、患者Ｎ－１１６のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値を平
均から除外した。虫垂炎でないと診断された患者のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）平均値は
、３６（±８．６）であった。図２は、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値と虫垂炎の重症度
との関係を示す。グレード１、２、３および４のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値は、それ
ぞれ３６、６１、８４および１２５である。このデータによれば、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（
商標）値は、疾患の重症度に相関する。
【０１７３】
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【表４－１】

【０１７４】
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【表４－２】

【０１７５】
【表５－１】

【０１７６】
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【表５－２】

（実施例１２）
　正常ドナーのヘパリン加血漿の特徴付け
　ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）検査により、外見上健康なドナー１００例のヘパリン加血
漿を評価した。検査の結果を表６に示す。正常ドナー群のＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）平
均値は、２５（±３．４）であった。
【０１７７】
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【表６】

（実施例１３）
　ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値の閾値範囲およびトリアージ検査概念の構築
　ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）データの調査後、２つのＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）閾値
を解析した。虫垂炎患者の９７パーセント（９７％）（３５／３６）では、ＡｐｐｙＳｃ
ｏｒｅ（商標）値が２０以上であった。非虫垂炎患者の５２％（２０／３９）では、Ａｐ
ｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値が２０以下であった。虫垂炎患者の９２％（３３／３６）では
、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値が２５以上であった。非虫垂炎患者の７７パーセント（
７７％）（３０／３９）では、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値が２５未満であった。値が
２５未満の虫垂炎患者Ｎ－４９（ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値＝１１）は、最初期の検
出可能な病理組織所見があると判定されたが、正常に極めて近いと考えられる点に留意し
なければならない。閾値判定においてその患者を正常と考えれば、閾値は２５となり、感
度は９４％、特異性は７７％、全体的な正確性は８５％になる。
【０１７８】
　ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）値を用いて、虫垂炎のさらなる精密検査を必要としない患
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検査の決定的な利点は、不必要で高価なコンピューター断層撮影（ＣＴ）スキャンの数が
減少することにある。本データに基づけば、ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）検査により、高
感度（９２～９７％）で虫垂炎の患者を同定することができる。この研究の患者７５例で
は（閾値は２０とする）、２０例の患者が虫垂炎でないと正しく同定され、虫垂炎のさら
なる精密検査を必要としないと考えられる。閾値を２５にすると、３０例の患者が虫垂炎
の診断から排除されていたと考えられる。ＣＴスキャンに現在＄３０００～＄５０００の
費用がかかることを考慮すると、この７５例の患者の集団単独でＣＴの総費用が、使用す
る閾値に応じて＄６０，０００～＄１５０，０００節約される可能性がある。
【０１７９】
　我々は、右下腹部痛にともない虫垂炎が疑われる症例の救急室の現場で実際に役立つ血
液検査のプラットフォームを構築した。血液マーカー（ＭＲＰ８／１４、ＡｐｐｙＳｃｏ
ｒｅ（商標）値）のレベル　は、虫垂炎の患者で高い。さらに、虫垂炎の重症度がＭＲＰ
８／１４のレベルと一致する傾向も観察された。ＡｐｐｙＳｃｏｒｅ（商標）検査を用い
れば、虫垂炎の同定患者およびさらなる虫垂炎精密検査を必要としない非虫垂炎患者が可
能になる。
【０１８０】
　種々の具体的で好ましい実施形態および技法を参照しながら、本発明について記載して
きた。しかしながら、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、多くの変更形態お
よび変形形態が可能であることを理解すべきである。本明細書に具体的に記載した以外の
組成物、方法、装置、装置構成要素、材料、手順、技法および実施形態ならびにそのそれ
ぞれの変更形態も、過度の実験を行わずに、本明細書に広く開示されている本発明の実施
に適用できることが当業者には明らかであろう。当該技術分野で公知の機能的等価物はす
べて、本発明に包含されることを意図している。範囲を開示するときは、下位の範囲およ
び個々の値が包含されることを意図している。本発明は、図面に示したり、本明細書に例
示したりする任意の実施形態など、開示した実施形態により限定されるものではない。そ
うした実施形態は例示として示すもので、限定として示すものではない。
【０１８１】
　たとえば、刊行物、特許および特許文書など、本出願の参考文献についてはすべて、各
参照が本出願の開示と矛盾しない範囲で、参照によって個々に援用しているように参照に
よってその全体を本明細書に援用する。
【０１８２】
　本明細書で「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、「含む
（ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ）」または「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」を使用する場合、言
及し記載した特徴、整数、ステップまたは成分の存在を特定するものとして解釈すべきで
あるが、１つまたは複数の他の特徴、整数、ステップ、成分またはその群の存在または付
加を排除しないものとして解釈すべきである。
【０１８３】
　参考文献
【０１８４】
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【手続補正書】
【提出日】平成21年10月1日(2009.10.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００４７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００４７】
　本発明は、虫垂炎に罹患の疑いがある患者の組織の組織学的状態に応じて、虫垂炎の重
症度をスコア評価する方法をさらに提供する。この方法は、患者の虫垂の組織および任意
にそれに隣接する組織を調べること、および以下のような組織の状態に応じて患者の虫垂
炎の重症度を説明するグレードスコアを割り当てることを含む：グレード１：虫垂組織に
おいて確認できる炎症がない；グレード２：炎症が虫垂の粘膜から粘膜下組織に拡大して
いる；グレード３：炎症が虫垂の粘膜下組織から筋レベルに拡大している；グレード４：
漿膜など虫垂のすべての層で炎症が起こり、穿孔が確認される。
本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
　虫垂炎の重症度グレードを判定するイムノアッセイキットであって、
抗ＭＲＰ８／１４抗体と、ＭＲＰ８／１４および前記抗体を含む免疫反応産物を検出する
手段と；
　　ＭＲＰ８／１４の含量と虫垂炎重症度との相関性を示す標準データ；
　　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量の
ＭＲＰ８／１４に相当する含量のＭＲＰ８／１４を含む少なくとも１つの標準サンプル；
および
　　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量の
ＭＲＰ８／１４を含む１セットの標準サンプルであって、前記セット内の各標準サンプル
はＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、１セットの標準サンプル、
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からなる群から選択される少なくとも１つの成分
とを含む、イムノアッセイキット。
（項目２）
　ＭＲＰ８／１４に対する前記抗体は、
【化２】

からなる群から選択されるアミノ酸配列に対して作製される抗体である、項目１に記載の
イムノアッセイキット。
（項目３）
　ＭＲＰ８／１４に対する前記モノクローナル抗体は２７ｅ１０である、項目１に記載の
イムノアッセイキット。
（項目４）
　前記抗ＭＲＰ８／１４抗体またはＭＲＰ８／１４に結合することができる特異的結合剤
をさらに含む、項目１、２または３に記載のイムノアッセイキット。
（項目５）
　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量のＭ
ＲＰ８／１４を含む少なくとも２つの標準サンプルのセットであって、前記セット内の各
標準サンプルはＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、標準サンプルのセット。
（項目６）
　各標準サンプルは、既知の同じ虫垂炎グレードにある患者の複数のプールサンプルを含
む、項目４に記載の標準サンプルのセット。
（項目７）
　前記標準サンプルは、一組の虫垂炎グレードに相関することが分かっている含量のＭＲ
Ｐ８／１４を含む合成サンプルである、項目４または項目５に記載の標準サンプルのセッ
ト。
（項目８）
　ＭＲＰ８／１４含量が診断に役立つ虫垂炎グレードと相関する前記含量を表示するデー
タを含むデータセットを含む、電子記憶媒体。
（項目９）
　虫垂炎に罹患の疑いがある患者の組織の組織学的状態に応じて虫垂炎の重症度をスコア
評価する方法であって：
　虫垂の組織およびそれに隣接する組織を調べること、および
　前記組織の
　グレード１　虫垂組織において確認できる炎症がない；
　グレード２　炎症が虫垂の粘膜から粘膜下組織に拡大している；
　グレード３　炎症が虫垂の粘膜下組織から筋レベルに拡大している；
　グレード４　漿膜など虫垂のすべての層で炎症が起こり、穿孔が確認される
の状態に応じて、前記患者の虫垂炎の重症度を説明するグレードスコアを割り当てること
を含む、方法。
（項目１０）
　虫垂炎に罹患の疑いがある患者の虫垂炎の重症度をスコア評価する方法であって：
　前記患者のサンプルについて前記サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を検査すること；
　前記サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を、虫垂炎重症度の１つまたは複数のグレード
スコアと以前に相関関係にあった含量（単数または複数）のＭＲＰ８／１４を含む１種ま



(60) JP 2010-518381 A 2010.5.27

たは複数種の標準サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量と比較すること；および
　前記患者の虫垂炎の重症度に、前記患者の前記サンプル中に存在するＭＲＰ８／１４の
含量に最も近いＭＲＰ８／１４の含量を持つ前記標準サンプルの前記グレードスコアを割
り当てること
を含む、方法。
 
 
【手続補正２】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　虫垂炎の重症度グレードを判定するイムノアッセイキットであって、
抗ＭＲＰ８／１４抗体と、ＭＲＰ８／１４および前記抗体を含む免疫反応産物を検出する
手段と；
　　ＭＲＰ８／１４の含量と虫垂炎重症度との相関性を示す標準データ；
　　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量の
ＭＲＰ８／１４に相当する含量のＭＲＰ８／１４を含む少なくとも１つの標準サンプル；
および
　　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量の
ＭＲＰ８／１４を含む１セットの標準サンプルであって、前記セット内の各標準サンプル
はＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、１セットの標準サンプル、
からなる群から選択される少なくとも１つの成分
とを含む、イムノアッセイキット。
【請求項２】
　ＭＲＰ８／１４に対する前記抗体は、

【化２】

からなる群から選択されるアミノ酸配列に対して作製される抗体である、請求項１に記載
のイムノアッセイキット。
【請求項３】
　ＭＲＰ８／１４に対する前記モノクローナル抗体は２７ｅ１０である、請求項１に記載
のイムノアッセイキット。
【請求項４】
　前記抗ＭＲＰ８／１４抗体またはＭＲＰ８／１４に結合することができる特異的結合剤
をさらに含む、請求項１、２または３に記載のイムノアッセイキット。
【請求項５】
　既知の虫垂炎グレードにある患者のサンプル中に存在することが分かっている含量のＭ
ＲＰ８／１４を含む少なくとも２つの標準サンプルのセットであって、前記セット内の各
標準サンプルはＭＲＰ８／１４を異なる含量で含む、標準サンプルのセット。
【請求項６】
　各標準サンプルは、既知の同じ虫垂炎グレードにある患者の複数のプールサンプルを含
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む、請求項４に記載の標準サンプルのセット。
【請求項７】
　前記標準サンプルは、一組の虫垂炎グレードに相関することが分かっている含量のＭＲ
Ｐ８／１４を含む合成サンプルである、請求項４または請求項５に記載の標準サンプルの
セット。
【請求項８】
　ＭＲＰ８／１４含量が診断に役立つ虫垂炎グレードと相関する前記含量を表示するデー
タを含むデータセットを含む、電子記憶媒体。
【請求項９】
　患者の虫垂炎の重症度スコアを計算し示すためのコンピュータの使用の方法であって、
該コンピュータがプロセッサ、入力手段、出力手段、および以下：
　標準曲線またはＭＲＰ８／１４含量が診断に役立つ虫垂炎グレードと相関する前記含量
を表示するデータを含むデータセットを
保存するための記憶手段を含み、
　該方法が、以下：
　該患者由来のサンプル中のＭＲＰ８／１４含量を示すユーザー入力データを受け取る入
力手段、
　入力されたＭＲＰ８／１４の量を、標準曲線または該記憶手段上に保存されたデータセ
ットと比較し、そしてそこから患者の虫垂炎の重症度スコアを計算する該プロセッサ、
　患者の虫垂炎の重症度スコアを示す該出力手段
を含む、
コンピュータの使用の方法。
【請求項１０】
　虫垂炎に罹患の疑いがある患者由来のサンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を測定するた
めの方法であって：
　前記患者のサンプルについて前記サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を検査する工程；
　前記サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を、１種または複数種の標準サンプル中のＭＲ
Ｐ８／１４の含量と比較する工程であって、ここで該サンプル中のＭＲＰ８／１４の含量
が、前記患者の虫垂炎の重症度を示す工程、
を含む方法。
【手続補正書】
【提出日】平成22年1月18日(2010.1.18)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　虫垂炎に罹患の疑いがある患者の、虫垂炎の重篤度をスコア評価するための方法であっ
て、該患者は、該患者の血液、血清または血漿におけるＭＲＰ８／１４タンパク質の増加
の存在と関連する妨害状態を有することが知られておらず、該妨害状態は、行われたばか
りの同種移植；敗血症；髄膜炎；肺炎；結核；関節リウマチ；胃腸癌；炎症性腸疾患；皮
膚癌、歯周炎、子癇前症およびＡＩＤＳからなる群より選択され、該方法は、
　該患者由来の血液、血清または血漿サンプルを、該サンプルにおけるＭＲＰ８／１４含
量について検査する工程；
　該サンプルにおける該ＭＲＰ８／１４含量と、１種または複数種の標準サンプルにおけ
るＭＲＰ８／１４含量とを比較する工程であって、該標準サンプルは、虫垂炎重篤度の１
以上のグレードスコアと以前に相関付けされたＭＲＰ８／１４の含量を含む、工程；
　該患者における該虫垂炎の重篤度に、該患者由来の該サンプルに存在するＭＲＰ８／１
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４含量に最も近いＭＲＰ８／１４含量を有する該標準サンプルのグレードスコアを割り当
てる工程
を包含する、方法。
【請求項２】
　前記虫垂炎重篤度のグレードスコアが、以下：
　グレード１　虫垂組織において確認できる炎症がない；
　グレード２　炎症が虫垂の粘膜から粘膜下組織に拡大している；
　グレード３　炎症が虫垂の粘膜下組織から筋レベルに拡大している；
　グレード４　漿膜を含む虫垂のすべての層で炎症が起こり、穿孔が確認される、
の、患者組織の組織学的状態に対応する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記患者由来のサンプルは血液サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記患者由来のサンプルは血清サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記患者由来のサンプルは血漿サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
少なくとも１つの標準サンプルにおけるＭＲＰ８／１４含量が、前記患者由来のサンプル
におけるＭＲＰ８／１４含量と比較される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
複数の標準サンプルにおけるＭＲＰ８／１４含量が、前記患者由来のサンプルにおけるＭ
ＲＰ８／１４含量と比較される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
各標準サンプルが、既知のグレードの虫垂炎を有する個々の患者由来のものである、請求
項１に記載の方法。
【請求項９】
各標準サンプルが、単一の既知のグレードの虫垂炎を有する個々の患者由来のプールサン
プルを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
各標準サンプルが、単一の既知のグレードの虫垂炎を有する患者において存在する量に対
応する所定の量のＭＲＰ８／１４を、好適なキャリアに加えることによって調製される、
請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
前記患者由来の前記サンプルにおけるＭＲＰ８／１４含量が、既知の虫垂炎グレードを有
する患者由来の標準サンプルに存在するＭＲＰ８／１４含量を示すデータの集積と比較さ
れ、該標準サンプルの各々におけるＭＲＰ８／１４含量が、該標準サンプルが採取された
患者の該虫垂炎グレードと相関している、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
前記データは、前記サンプルにおけるＭＲＰ８／１４の絶対量に関連して数学的に割り当
てられた単位で表現される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
前記患者由来のサンプルは血漿サンプルであり、該患者由来の該サンプルにおけるＭＲＰ
８／１４含量は、組織の組織学に基づいて既知の虫垂炎グレードを有する患者由来の標準
血漿サンプルに存在するＭＲＰ８／１４含量を示すデータの集積と比較され、該標準サン
プルの各々におけるＭＲＰ８／１４含量は、該標準サンプルが採取された患者の該虫垂炎
グレードに相関しており、該データは、該標準データは、該標準サンプルに存在するＭＲ
Ｐ８／１４の絶対量に関連して数学的に割り当てられた単位で表現され、該患者由来の該
サンプルにおけるＭＲＰ８／１４含量は、該サンプルに存在するＭＲＰ８／１４の絶対量
に対応する該単位で表現されたスコアを割り当てられる、請求項２に記載の方法。
【請求項１４】
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患者由来のサンプルが前記単位で表現された約２０～２５よりも大きいＭＲＰ８／１４含
量を有する場合は、この結果は該患者が虫垂炎を有することを示す、請求項１３に記載の
方法。
【請求項１５】
前記データはコンピュータープロセッサー中に存在し、前記比較は、前記患者由来のサン
プルにおけるＭＲＰ８／１４含量を示すデータを該コンピュータープロセッサーに入力す
ること含む方法によってなされる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
前記患者由来のサンプルにおけるＭＲＰ８／１４含量を示す前記データは、該サンプルに
おけるＭＲＰ８／１４とＭＲＰ８／１４に対する抗体との結合を検出するための検出手段
を含む自動システムによって生成される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記自動システムは、他の血液成分を検査するための自動手段も含む自動血液検査システ
ムの一部である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
患者由来のサンプルにおけるＭＲＰ８／１４の含量および存在の判定は、ＭＲＰ８／１４
に対する抗体への該サンプルにおけるＭＲＰ８／１４の結合の量を判定することを含む方
法によってなされる、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
前記ＭＲＰ８／１４に対する結合の量は、ＭＲＰ８／１４のモノクローナル抗体への結合
の量を判定することによって判定される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記ＭＲＰ８／１４に対するモノクローナル抗体は、２７ｅ１０である、請求項１９に記
載の方法。
【請求項２１】
前記ＭＲＰ８／１４に対する結合の量は、ＭＲＰ８／１４のポリクローナル抗体への結合
の量を判定することによって判定される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
ＭＲＰ８／１４に対する抗体は、
【化３】

からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して生成された抗体である、請求項１８に記
載の方法。
【請求項２３】
前記患者由来の前記サンプルにおける少なくとも１つのさらなるタンパク質が、虫垂炎の
重篤度に相関する因子の存在について検査される、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
前記さらなるタンパク質がハプトグロビンである、請求項２３に記載の方法。
 
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７４
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７４】
　本発明のＭＲＰ８／１４検査を、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐｒｉｓｍ（商標）システムなどの自
動血液検査システムで解析する一連の血液検査の１つに加えてもよい。この場合、患者サ
ンプル中のＭＲＰ８／１４の含量を反映した検査結果は、ＭＲＰ８／１４に対する抗体で
サンプル中のＭＲＰ８／１４の結合を検出する検出手段をさらに含む、自動システムによ
り作成される。
 
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１０４】
　さらに、放射性元素も有用な標識剤であり、本発明の実施に使用してもよい。例示的な
放射標識剤には、γ線を放出する放射性元素がある。１２４Ｉ、１２５Ｉ、１２８Ｉ、１

３２Ｉおよび５１Ｃｒなどのそれ自体γ線を放出する元素は、γ線を放出する放射性元素
指示基の１つのクラスを代表する。特に好ましいのは、１２５Ｉである。有用な標識手段
の別の基には、それ自体ポジトロンを放出する１１Ｃ、１８Ｆ、１５Ｏおよび１３Ｎなど
の元素がある。さらに、１１１Ｉｎまたは３Ｈなどのβ放射体も有用である。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１３７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１３７】
【化１】

　図６は、病変虫垂組織タンパク質と正常虫垂組織タンパク質との二次元電気泳動プロフ
ァイルの比較を示す。２つのスポットＡＰ－９１およびＡＰ－９３をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
により解析し、明確な同定結果を判定した。ＡＰ－９１タンパク質をＡＰ－７７、ハプト
グロビン－αと同一であると判定した。
　病変虫垂組織におけるハプトグロビンの増加。病変組織におけるハプトグロビンの存在
を確認するため、正常虫垂および病変虫垂の各組織抽出物のウエスタンブロッティングに
、抗ハプトグロビン抗体を用いた。図７は、６個の正常サンプルおよび６個の虫垂炎サン
プルからのウエスタンブロットデータを示す。３８ｋｄのβサブユニットは、ほぼすべて
のサンプルにある程度含まれていたが、虫垂炎の症例ではレベルの上昇が見られた。＞２
０キロダルトンのバンドについては、あらゆる虫垂炎サンプルに存在したが、正常組織サ
ンプルでは存在しなかった。このデータによりプロテオミクススクリーニングデータが確
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認され、このタンパク質が病変虫垂組織の指標になることが示される。βサブユニットよ
りもαサブユニットの方が特異性が高い。
（実施例３）
　体液サンプルを用いた分子の同定方法。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１３８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１３８】
　この実施例の変形形態では、体液サンプルは、全血でも、血清でも、血漿でも構わない
。本サンプルは、虫垂切除の直前にヒト患者から採取した全血であった。この検体を氷上
に置き、研究室に運んだ。次いで、この血液を、３０００ｒｐｍで１５分間遠心分離によ
り処理した。次いで血漿を他の容器に注いで分離した。
　虫垂切除の実施時に、患者を虫垂炎（ＡＰ：ａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓ）または非虫垂
炎（ＮＡＰ：ｎｏｎ－ａｐｐｅｎｄｉｃｉｔｉｓ）に分類した。この分類は、当該技術分
野において公知の臨床評価、病態またはその両方に基づくものであった。虫垂炎の症例で
は、穿孔を起こしているかあるいはいないかでも臨床症候について特徴付けを行った。
 
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１４５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１４５】
　差次的発現解析。Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｏｌｏｒａｄｏ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｅｎｔｅｒ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｃｏｒｅ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（
ｈｔｔｌｐ：／／ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ．ｕｃｈｓｃ．ｅｄｕ）が提供するサービスで、
全ＲＮＡからｃＤＮＡを差次的に発現させた。スクリーニングにはＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
　Ｃｈｉｐ、ＨＧ－Ｕ１３３　Ｐｌｕｓ２（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｓａｎｔａ　Ｃｌａ
ｒａ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ．ｃｏｍ）
を用いた。発現レベルが正常組織に対して虫垂炎組織で著しく高い転写産物を次の研究用
に選択した。
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