
(57)【要約】

本発明は、早産、胎児感染及び胎児損傷を産前に診断す

るための方法及び産前診断のための診断試薬系及び診断

キットに関するものである。本発明の方法、診断試薬系

及び診断キットは、妊婦に、早産、子宮内感染及び胎児

損傷の危険性がある場合に羊水内MMP-8の濃度が、有意

に高くなるという発見に基づいている。本発明の診断試

薬系及び診断キットは、早産症状や早期破水症状が見ら

れる妊婦だけではなく、そのような症状が全く見られな

い妊婦にも適用できる。胎児血中サイトカインレベルを

測定する従来の方法に比べて侵襲性が低く、敏感度と特

異度に優れているため、本発明の診断試薬系及び診断キ

ットは、早産、胎児感染及び胎児損傷の産前診断に非常

に有用に使用できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
１ ） 妊 婦 か ら 羊 水 を 採 取 す る 段 階 、 及 び
２ ） 該 採 取 し た 羊 水 内 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ の 濃 度 を 測 定 す る 段 階
か ら な る 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 産 前 に 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
妊 婦 が 、 早 産 ま た は 早 期 破 水 の 症 状 が 見 ら れ る 、 ま た は 見 ら れ な い 妊 婦 で あ る 、 請 求 項 1
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
新 生 児 敗 血 症 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 肺 炎 、 気 管 支 肺 異 形 成 症 、 脳 室 内 出 血 及 び 壊 死 性 腸 炎 を
含 む 周 産 期 罹 患 を 包 含 す る 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 の 危 険 性 が 、 産 前 に 診 断 さ れ る
、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
羊 水 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ の 基 準 値 が 、 5ng/ml～ 100ng/mlよ り 高 い 場 合
に 、 妊 婦 が 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 の 危 険 性 を 有 す る こ と が 特 定 さ れ る 、 請 求 項 1に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 妊 婦 の 羊 水 内 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ の 濃 度 が 、 10ng/ml～ 50ng/mlよ り
高 い 場 合 に 、 早 産 と 診 断 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 妊 婦 の 羊 水 内 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ の 濃 度 が 、 10ng/ml～ 50ng/mlよ り
高 い 場 合 に 、 胎 児 感 染 と 診 断 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 妊 婦 の 羊 水 内 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ の 濃 度 が 、 10ng/ml～ 50ng/mlよ り
高 い 場 合 に 、 脳 性 麻 痺 と 診 断 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 妊 婦 の 羊 水 内 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ の 濃 度 が 、 10ng/ml～ 50ng/mlよ り
高 い 場 合 に 、 周 産 期 合 併 症 と 診 断 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 抗 -マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ 抗 体 を 含 む 請 求 項 1に 記 載
の 方 法 を 利 用 し た 診 断 試 薬 系 。
【 請 求 項 １ ０ 】
診 断 試 薬 系 が 、
1) 基 材 に 抗 -マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８  １ 次 抗 体 を 吸 着 さ せ る 工 程 、
2) 基 材 に 吸 着 し た 前 記 抗 -マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ を 羊 水 の 存 在 下 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 基 材 を 洗 浄 し 、 結 合 し て い な い 抗 原 を 除 去 す る 工 程 、
3) 基 剤 に 吸 着 し た 前 記 1次 抗 体 に 結 合 し た マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ と 、 発 色
酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 が 結 合 し た 2次 抗 体 と を 連 結 さ せ る 工 程 、 及 び
4) 発 色 剤 を 添 加 し て 前 記 基 材 に お い て 、 発 色 反 応 を 誘 導 し 、 特 異 的 な 抗 原 抗 体 反 応 を 定
量 分 析 す る 工 程
を 含 む 、 分 析 原 理 に 基 づ く 、 請 求 項 9に 記 載 の 診 断 試 薬 系 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 -マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル
で あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 試 薬 系 。
【 請 求 項 １ ２ 】
基 材 が 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ポ リ ビ ニ ル 樹 脂 製 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 樹 脂
製 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト 及 び ス ラ イ ド ガ ラ ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の
診 断 試 薬 系 。
【 請 求 項 １ ３ 】
発 色 酵 素 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 及 び ビ オ チ ン か ら な る 群 か ら
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選 択 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 試 薬 系 。
【 請 求 項 １ ４ 】
蛍 光 物 質 が 、 FITC及 び TRITCか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 試 薬 系 。
【 請 求 項 １ ５ 】
発 色 剤 が 、 4-ク ロ ロ -1-ナ フ ト ー ル 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 、 ア ミ ノ エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル 、 2
,2'-ア ジ ノ -ビ ス (3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 ） 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、
テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 診 断 試 薬 系 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 9に 記 載 の 診 断 試 薬 系 を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
診 断 キ ッ ト が 、 抗 -マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ 抗 体 、 標 準 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ
プ ロ テ ア ー ゼ － ８ 、 基 材 、 分 析 用 緩 衝 溶 液 、 発 色 酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 が 結 合 し た 2次 抗 体
、 及 び 粘 着 性 プ レ ー ト カ バ ー を 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 の 産 前 診 断 用 診 断 試 薬 及 び 該 診 断 試 薬 を 利 用 す る 診
断 キ ッ ト に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 の 産 前 診 断 マ ー カ ー と し
て の 羊 水 内 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ （ MMP-8） 濃 度 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
医 学 界 で は 、 今 ま で 早 産 や 早 期 破 水 を 防 止 す る こ と が 、 そ の 事 後 処 理 よ り 好 ま し い と 認 識
さ れ て き た 。 し か し 、 早 産 や 早 期 破 水 は 、 多 種 多 様 な 原 因 に 因 っ て 誘 発 さ れ る た め 、 望 ま
な い 症 状 の 予 防 は 困 難 で あ っ た 。 早 産 を 防 止 す る た め の 従 来 の ア プ ロ ー チ は 、 産 婦 人 科 、
人 口 統 計 学 及 び 色 々 な 症 候 群 の 知 識 に 基 づ い て 特 別 な 注 意 を 払 わ な け れ ば な ら な い 高 い リ
ス ク の 女 性 群 を 特 定 す る こ と で あ っ た (Main等 , Am. J. Obste. Gynecol., 1985年 、 第 151
巻 、 P.892-898)。 し か し 、 こ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 鋭 敏 で も 特 異 的 で も な い と い う 問 題
点 が あ る 。 こ の よ う な 問 題 点 を 克 服 す る た め に 、 突 発 的 な 早 産 や 早 期 破 水 を 予 見 す る た め
の 生 化 学 的 な マ ー カ ー を 発 見 す る た め に 多 く の 研 究 が 続 け ら れ 、 血 漿 エ ス ト ラ ジ オ ー ル -1
7ベ ー タ 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 C-反 応 性 蛋 白 質 の よ う な 物 質 が 候 補 に 挙 げ ら れ た 。 し か し 、
こ れ ら の 候 補 は 、 そ の 精 度 が 低 い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
こ の よ う な 生 化 学 的 な 予 見 可 能 な マ ー カ ー の 特 定 以 外 に も 、 早 期 破 水 の 研 究 を 通 し て 判 明
し た 、 絨 毛 膜 が 線 維 性 結 合 組 織 で 構 成 さ れ 、 コ ラ ー ゲ ン の 含 量 が 線 維 性 結 合 組 織 の 抗 張 力
を 決 定 す る と い う 事 実 を 基 に 、 コ ラ ー ゲ ン の 生 化 学 的 役 割 の 研 究 に 高 い 関 心 が 集 ま っ た 。
一 部 の 研 究 者 ら は 、 早 期 に 破 水 し た 羊 膜 が 正 常 羊 膜 と 比 較 し て コ ラ ー ゲ ン 含 量 が 低 い と い
う 発 見 に 基 づ き 、 早 期 破 水 が 正 常 羊 膜 よ り 低 い 抗 張 力 に 起 因 し 得 る と 結 論 づ け た (Obstet.
 Gynecol., 1981年 、 第 57巻 、 P.487-489)。 他 の 研 究 に よ れ ば 、 早 期 に 破 水 し た 羊 膜 と 早
産 し た 女 性 の 血 清 で は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 活 性 が 高 い と 報 告 さ れ て い る (Obstet. Gynecol.,
 1990年 、 第 75巻 、 P.84-88)。 し か し 、 今 ま で こ の よ う な 生 化 学 的 な 変 化 の 正 確 な 機 序 は
明 ら か に さ れ て い な い (FEBBs Letters, 1989年 、 第 244(2)巻 、 P.315-318)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
統 計 的 に は 、 妊 娠 37週 以 前 に 分 娩 す る 早 産 の 発 生 頻 度 は 、 約 8～ 10%と 推 算 さ れ て い る 。 韓
国 で は 、 毎 年 約 5万 人 の 新 生 児 が 早 産 で 生 れ て い る 。 早 産 は 、 敗 血 症 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、
肺 炎 、 気 管 支 肺 異 形 成 症 、 脳 室 内 出 血 、 壊 死 性 腸 炎 及 び 脳 性 麻 痺 等 の 深 刻 な 新 生 児 合 併 症
を 誘 発 す る 場 合 が 多 い 。 ま た 、 早 産 の 時 期 が 早 け れ ば 早 い ほ ど 、 こ の よ う な 後 遺 症 (seque
la)を 残 す 可 能 性 が 高 く 、 そ の 程 度 も 酷 い 。 ゆ え に 、 早 産 を 予 防 で き れ ば 、 か か る 疾 患 に
よ り 障 害 を 受 け る 未 熟 児 の 発 生 率 を 顕 著 に 減 ら す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
最 近 の 報 告 で は 、 早 産 の 少 な く と も 30～ 40%が 子 宮 内 感 染 に 関 連 す る も の で あ る こ と が 開
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示 さ れ て い る (Butler NR., Bonham DG., Prenatal mortality.　 The first report of th
e British perinatal martality survey, Edinburgh, Churchill Livingstone, 1963、 P.
115-145; Romero R., Avila C., Sepulveda W., Preterm birth. Cause, prevention, an
d management., McGrow-Hill社 ,1993年 、 P.97-136　 ; Romero R., Mazor M., Clin. Obst
et. Gynecol., 1990年 、 第 31巻 、 P.553　 ; Gibbs RS., Romero R., Hiller SL., 等 , Am.
 J. Obstet. Gynecol., 1992年 、 第 166巻 、 P.1515)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
子 宮 内 感 染 は 、 次 の 過 程 で 胎 児 損 傷 を 誘 発 す る 。 子 宮 内 感 染 は 、 母 体 と 胎 児 の 免 疫 体 系 を
活 性 化 し 、 リ ン パ 球 か ら の サ イ ト カ イ ン 、 お よ び 好 中 球 か ら の MMP(マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ
ロ テ ア ー ゼ )の よ う な 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー が 分 泌 さ れ る 。 こ の よ う な 炎 症 性 メ デ ィ エ ー
タ ー の 濃 度 が 一 定 レ ベ ル に 到 達 す れ ば 、 子 宮 収 縮 を 促 進 す る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン が 産 生 さ
れ 、 そ の 結 果 分 娩 陣 痛 が 誘 発 さ れ 早 産 が 起 き る 。 ま た 、 増 加 し た レ ベ ル の 炎 症 性 メ デ ィ エ
ー タ ー は 、 胎 児 に 胎 児 炎 症 反 応 症 候 群 (FIRS)を 起 す 。 成 人 に お い て は 、 炎 症 性 メ デ ィ エ ー
タ ー が 敗 血 症 や 急 性 呼 吸 窮 迫 症 候 群 を 誘 発 し た り 、 自 己 免 疫 疾 患 の 結 果 、 臓 器 を 損 傷 す る
の と 同 様 に 、 胎 児 は 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー に よ っ て 全 身 的 に 損 傷 を 受 け 、 脳 白 質 病 変 及 び
気 管 支 肺 異 形 成 症 が 発 生 す る 。 し た が っ て 、 産 前 に 子 宮 内 感 染 を 診 断 す る こ と は 、 早 産 お
よ び 胎 児 損 傷 を 防 止 す る た め に 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
一 方 、 現 在 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 胎 児 の 子 宮 内 感 染 を 産 前 に 診 断 す る 方 法 と し て は 、 臍
帯 穿 刺 を 行 な っ て 胎 児 の 血 中 サ イ ト カ イ ン レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 や 臍 帯 の 組 織 学 的 検 査 に
よ り 臍 帯 炎 を 確 認 す る 方 法 が 使 用 さ れ て い る 。 し か し 、 臍 帯 穿 刺 は 、 侵 襲 的 で あ る た め 利
用 に 制 限 が あ り 、 臍 帯 炎 の 診 断 は 、 分 娩 後 に だ け 可 能 で あ る と い う 問 題 点 が あ る (Yoon BH
., Romero R., Park JS., Kim CJ., Kim SH., Choi JH., Han TR., Am. J. Obstet. Gyne
col., 2000年 、 第 182巻 、 P.675-81　 ; Yoon BH., Romero R., Kim KS., Park JS., Ki SH
., Kim BI., Jun JK.. Am. J. Obstet. Gynecol., 1999年 、 第 181巻 、 P.773-9　 ; Romero
 R., GomezR., Ghezzi F., Yoon BH., Mazor M., Edwin SS., Berry SM., Am. J. Obstet
. Gynecol., 1998年 、 第 179巻 、 P.186-93)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ま た 、 羊 膜 腔 の 感 染 や 炎 症 の ケ ー ス で は 羊 水 内 の 白 血 球 の 数 が 増 加 す る 。 羊 水 内 の 好 中 球
は 、 胎 児 に 由 来 す る と 考 え ら れ る (Knauper V., Kramer S., Reinke H., Tschesche H., E
ur. J. Biochem., 1990年 、 第 189巻 、 P.295-300　 ; Blaser J., Triebel S., Maasjosthu
smann U., Romisch J., Krahl-Mateblowski U., Freudenberg W., Fricke R., Tschesche
 H., Clinic. Chim. Acta., 1996年 、 第 244巻 、 P.17-33　 ; Segura-ValdezL., Pardo A.,
 Gaxiola M., Uhal BD., Becerril C., Selman M., Chest., 2000年 、 第 117巻 、 P.684-94
　 ; Romanelli R., Mancini S., Laschinger C., Overall CM., Sodek J., McCulloch CA
., Infect. Immun., 1999年 、 第 67巻 、 P.2319-26　 ; Maymon E., Romero R., Pacora P.,
 GomezR., Athayde N., Edwin S., Yoon BH., Am. J. Obstet. Gynecol., 2000年 、 第 183
巻 、 P.94-9)。 従 っ て 、 羊 水 内 の 好 中 球 の 分 泌 産 物 が 、 胎 児 の 炎 症 反 応 を 反 映 し 得 る と 考
え ら れ る 。 本 発 明 者 で は 、 羊 水 内 MMP-8の レ ベ ル に 注 目 し た 。 羊 水 内 MMP-8の 定 量 は 、 現 在
、 分 娩 後 の 臍 帯 の 組 織 学 的 検 査 、 ま た は 胎 児 の 血 中 サ イ ト カ イ ン を 測 定 す る 臍 帯 穿 刺 に よ
っ て 診 断 可 能 な 胎 児 炎 症 反 応 症 候 群 の マ ー カ ー と な る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
集 合 的 に 、 マ ト リ キ シ ン と し て も 知 ら れ て い る MMP(マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ )群
は 、 細 胞 外 基 質 蛋 白 質 を 分 解 す る 機 能 を 有 す る 亜 鉛 含 有 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る 。 こ れ
ら の プ ロ テ ア ー ゼ は 、 類 似 の 構 造 及 び 酵 素 機 能 を 持 っ た 蛋 白 質 で 構 成 さ れ る 大 き な 一 群 を
形 成 す る 。 MMPは 、 大 き く 5群 に 区 分 さ れ る 。 MMP-8は 、 MMP-1、 MMP-13と 共 に 間 質 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 群 に 属 す る 。 MMP-8は 、 他 の 間 質 コ ラ ゲ ナ ー ゼ と 大 き さ は 類 似 し て い る が 、 ず っ と 多
く グ ル コ シ ル 化 さ れ て い る 。 完 全 に グ ル コ シ ル 化 さ れ た 場 合 、 MMPの プ ロ 酵 素 形 態 は 、 85 
kDaの 分 子 量 を 持 っ て い る 。 前 記 プ ロ 酵 素 は 、 15～ 25kDaの 断 片 が 消 失 し 60～ 70kDaの 活 性
形 態 に 転 換 さ れ る 。 プ ロ MMP-8は 、 in vitroで ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 カ テ プ シ ン G
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の よ う な 多 様 な 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 ま た 、 有 機 水 銀 化 合 物 が プ ロ MMP-
8を 活 性 化 さ せ る こ と が 発 見 さ れ た 。 in vivoで の MMP-8の 活 性 化 機 序 は 、 い ま だ に 完 全 に
明 ら か に さ れ て な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
MMP-8に 対 す る 先 行 技 術 と し て は 、 MMP-8に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基 づ く 、 鋭 敏 か つ
特 異 的 に 歯 周 疾 患 を 診 断 で き る 方 法 お よ び 試 験 キ ッ ト が 、 米 国 特 許  第 5,736,341号 に 開 示
さ れ て い る 。 該 特 許 に は 、 MMP-8が 歯 周 炎 の 進 行 す る 間 、 歯 周 結 合 組 織 の 崩 壊 に 直 接 関 係
し 、 歯 肉 溝 液 を 含 む 歯 肉 ポ ケ ッ ト を 介 し て 口 腔 内 に 拡 散 す る た め 、 口 腔 内 の MMP-8の 濃 度
を 測 定 す る こ と に よ っ て 部 位 特 異 的 に 歯 周 炎 を 診 断 で き る こ と が 開 示 さ れ て い る 。 進 行 中
の 歯 周 疾 患 を 生 化 学 的 に 特 異 的 か つ 鋭 敏 に 検 出 す る た め に 、 こ れ ら の 方 法 は 、 プ ロ 型 の MM
P-8の 活 性 形 態 へ の 変 換 を 測 定 す る 。 な ぜ な ら 、 こ の 変 換 が 歯 周 感 染 の 過 程 の 最 中 に 生 じ
る か ら で あ る 。 し か し 、 早 産 な ら び に 胎 児 感 染 及 び 損 傷 に 関 し て MMP-8を 使 用 し た 例 は 、
ま だ 報 告 さ れ た こ と が な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
一 方 、 MMP-8と は 異 な る 群 に 属 す る 別 の マ ト リ ッ ク ス コ ラ ゲ ナ ー ゼ (matrix collagenase)
で あ る MMP-9に 基 づ い て 、 早 期 破 水 の 発 生 を 予 見 す る 方 法 が 、 米 国 特 許 第 5,641,636号 に 示
さ れ て い る 。 MMP-9は 、 92kDaの IV型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ /ゼ ラ チ ナ ー ゼ ま た は ゼ ラ チ ナ ー ゼ Bで あ
り 、 MMP中 最 も 分 子 量 が 大 き い 。 MMP-9の プ ロ 酵 素 形 態 、 即 ち プ ロ MMP-9は 活 性 化 す る た め
に 、 ま ず 開 裂 し 、 約 83kDaの 中 間 活 形 態 及 び 9kDaの 非 活 性 開 裂 断 片 を 同 時 に 生 成 す る 。 前
記 中 間 活 性 形 態 は 蛋 白 質 分 解 に よ っ て さ ら に プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ 、 67kDaの MMP-9の 活 性 型
に な る (J. Biol. Chem., 1992年 、 第 267(30)巻 、 P.21712-21719)。 MMP-9の 活 性 化 と は 、 8
3kDaの 中 間 活 性 形 態 ま た は ゼ ラ チ ン 分 解 活 性 を 持 っ た 67kDaの 完 全 活 性 型 へ の 変 換 を 意 味
す る 。 早 期 破 水 を 診 断 す る た め に 、 前 記 特 許 は 、 変 性 し た コ ラ ー ゲ ン 、 例 え ば ゼ ラ チ ン を
分 解 す る MMP-9の 加 水 分 解 活 性 を 測 定 す る 。 し か し 、 MMP-9は 、 分 娩 開 始 前 に す で に 羊 水 中
に 存 在 す る た め に 、 こ の 方 法 は 早 期 破 水 を 予 見 す る に は 、 限 界 が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
早 期 陣 痛 ま た は 早 期 破 水 患 者 の 約 30～ 40%が 早 産 を 経 験 す る 。 こ の よ う な 場 合 、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン -6、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -8、 TNF-α 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1β 、 GROα 、 RANTES、 白
血 球 、 MIP-1α 、 MCP-1、 グ ル コ ー ス 、 PGE 2 及 び ア ン ギ オ ゲ ニ ン 等 の 多 様 な 物 質 が 、 羊 水 内
に 高 濃 度 で 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 物 質 は 、 早 期 陣 痛 の 臨 床 兆 候
が な い 妊 婦 の 羊 水 中 で は 変 化 し な い か 、 検 出 さ れ ず 、 そ し て 早 期 陣 痛 ま た は 早 期 破 水 の 発
生 後 に の み そ の 濃 度 が 増 加 す る た め 、 早 産 の 予 測 に は 有 用 性 が 低 い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 特 許 文 献 １ 】
米 国 特 許 第 5,736,341号
【 特 許 文 献 ２ 】
米 国 特 許 第 5,641,636号
【 ０ ０ １ ４ 】

胎 児 の 血 中 サ イ ト カ イ ン を 測 定 す る 臍 帯 穿 刺 の 侵 襲 性 の 問 題 点 お よ び 胎 児 臍 帯 の 組 織 学 的
検 査 に よ っ て 分 娩 後 に 臍 帯 炎 を 確 認 す る と い う 問 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 早
産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 予 測 す る た め の 集 中 的 か つ 広 範 囲 の 研 究 を 行 な い 、 そ の 結 果
、 早 産 ま た は 早 期 破 水 の 臨 床 兆 候 が 見 ら れ な い 妊 婦 の 羊 水 中 に お い て も 、 か か る 兆 候 を 示
す 妊 婦 と 同 様 に MMP-8の 活 性 が 検 出 さ れ る こ と を 発 見 し 、 こ れ に よ り 、 早 産 、 胎 児 感 染 及
び 胎 児 損 傷 を 診 断 で き る 方 法 及 び キ ッ ト を 開 発 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ゆ え に 、 本 発 明 の 目 的 は 、 新 生 児 罹 患 (neonatal morbidity)及 び 脳 性 麻 痺 の よ う な 深 刻 な
合 併 症 お よ び 後 遺 症 を 予 防 で き る よ う に 、 早 産 ま た は 早 期 破 水 の 臨 床 兆 候 を 有 す る 、 ま た
は 有 し な い 妊 婦 に お い て 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 産 前 に 診 断 す る た め の 方 法 及 び キ
ッ ト を 提 供 す る こ と で あ る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の 要 素 の １ つ と し て 、 早 期 陣 痛 ま た は 早 期 破 水 の 臨 床 兆 候 が 見 ら れ る 、 ま た は み ら
れ な い 妊 婦 の 羊 水 中 の MMP-8の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児
損 傷 を 産 前 に 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 別 の 要 素 と し て は 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 産 前 に 診 断 す る た め の 診 断 試
薬 系 及 び キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】

一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 産 前 に 診 断 す る た め の 羊 水 内
MMP-8の 活 性 測 定 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
MMP-8は 、 細 胞 外 基 質 蛋 白 質 を 分 解 す る 活 性 を 持 っ て い る 亜 鉛 依 存 性 の エ ン ド ペ プ チ ダ ー
ゼ で あ る 。 間 質 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 群 に 属 す る MMP-8は 、 プ ロ 酵 素 形 態 (プ ロ MMP-8)で 好 中 性 白 血
球 か ら 精 製 さ れ 得 る 。 プ ロ MMP-8は 、 高 度 に グ リ コ シ ル 化 さ れ て お り 、 約 85kDaの 分 子 量 を
有 す る 。 プ ロ 酵 素 の 活 性 化 は 、 プ ロ 酵 素 分 子 の 開 裂 に よ っ て 起 こ り 、 活 性 化 様 式 に 依 存 し
て 60～ 70kDaの 分 子 量 の 活 性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 生 成 さ れ る 。 in vivoで の MMP-8の 活 性 化 機 序
に は 、 水 酸 化 ラ ジ カ ル の よ う な 反 応 性 酸 素 種 及 び オ キ シ ダ ン ト が 関 与 す る と 考 え ら れ る 。
そ の 結 果 と し て 、 プ ロ コ ラ ゲ ナ ー ゼ の N-末 端 部 分 が 除 去 さ れ 前 記 酵 素 の 活 性 部 分 が 生 成 さ
れ 露 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
MMP-8は 、 好 中 性 白 血 球 に よ っ て プ ロ 酵 素 形 態 と し て (プ ロ MMP-8)産 生 さ れ る 。 プ ロ MMP-8
は 、 顆 粒 内 に 貯 蔵 さ れ た 状 態 で 存 在 し 、 刺 激 を 受 け る と 分 泌 さ れ る 。 分 泌 さ れ た プ ロ MMP-
8は 、 細 胞 外 間 質 で 活 性 化 さ れ 、 I、 IIお よ び III型 コ ラ ー ゲ ン を 分 解 す る 。 I型 コ ラ ー ゲ ン
に 対 す る 特 異 性 が 高 い 。 炎 症 に 関 連 し た 組 織 損 傷 の 主 要 な メ デ ィ エ ー タ ー と し て 知 ら れ て
い る こ の 酵 素 は 、 歯 周 炎 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 等 の 炎 症 性 疾 患 に よ る
組 織 損 傷 に も 関 与 す る 。 さ ら に 、 MMP-8は 、 子 宮 頚 部 の 展 退 お よ び 開 大 を 誘 発 し て 分 娩 の
進 行 に 関 与 す る も の と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 者 ら は 、 早 期 陣 痛 ま た は 早 期 破 水 の 症 状 が 見 ら れ る 女 性 お よ び み ら れ な い 女 性 の 両
方 で 、 妊 娠 中 期 の MMP-8の 高 い 羊 水 内 濃 度 が 、 早 産 す る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 す と い う 発
見 に 基 づ き 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 産 前 に 診 断 す る 方 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 一 態 様 に し た が っ て 、
1) 妊 婦 か ら 羊 水 を 採 取 す る 工 程 、 及 び
2) 羊 水 試 料 中 の MMP-8を 定 量 す る 工 程 か ら な る 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 産 前 に 検
査 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
早 期 陣 痛 ま た は 早 期 破 水 等 の 早 産 症 状 が 見 ら れ る 女 性 だ け で は な く 、 こ の よ う な 症 状 が 見
ら れ な い 女 性 に つ い て 早 産 を 診 断 で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
羊 水 の 採 取 は 、 超 音 波 ガ イ ド 下 で 経 腹 的 羊 水 穿 刺 に よ っ て 行 う か 、 ま た は 他 の 採 取 方 法 に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。 羊 水 内 MMP-8レ ベ ル を 定 量 す る た め に 、 抗 原 抗 体 結 合 を 原 理 と
す る 全 て の 分 析 方 法 を 使 用 で き 、 ELISA(酵 素 結 合 免 疫 吸 着 法 )が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
MMP-8が 妊 娠 中 期 に お い て 早 産 を 予 測 す る た め の 強 力 な 臨 床 的 指 標 と し て 作 用 す る か ど う
か を 確 認 す る た め に 、 早 産 の 兆 候 が 何 も 見 ら れ な い 妊 娠 中 期 に 羊 水 穿 刺 を 受 け た 後 、 妊 娠
32週 前 に 自 然 早 産 し た 妊 婦 ま た は 満 月 分 娩 し た 妊 婦 の MMP-8の 羊 水 内 濃 度 を 、 別 の 優 れ た
炎 症 マ ー カ ー で あ る IL-6の も の と 比 較 し た 。 早 産 し た 妊 婦 に お い て MMP-8お よ び IL-6の 羊
水 内 濃 度 は 有 意 に 高 か っ た 。 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 が 、 23ng/mlよ り 高 い 患 者 は 、 図 1に 見 ら
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れ る と お り 89%の ケ ー ス で 自 然 早 産 し た 。 ま た 、 統 計 的 に 比 較 し た 場 合 に 、 早 産 を 予 測 す
る 敏 感 度 お よ び 特 異 度 に お い て 、 MMP-8が IL-6よ り 優 秀 だ っ た 。 敏 感 度 、 特 異 度 及 び オ ッ
ズ 比 を 全 体 的 に 考 慮 し 、 早 産 予 測 の た め の 羊 水 内 MMP-8レ ベ ル の 好 適 な 基 準 値 と し て 23ng/
mlを 選 択 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
基 準 値 よ り 高 い 妊 娠 中 期 の 羊 水 MMP-8濃 度 は 、 妊 娠 32週 以 内 に 早 産 す る 危 険 性 が 高 い こ と
を 示 す 。 し た が っ て 、 妊 娠 中 期 に 染 色 体 検 査 の た め の 羊 水 検 査 を す る 場 合 、 羊 水 内 MMP-8
レ ベ ル を 測 定 し て お く こ と は 早 産 が 起 り 得 る 患 者 を 特 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 診 断 す る た め の 臨 床 的 な 予 測 指 標 と し て の MMP-8の 有 用 性 を 立 証
す る た め に 、 妊 娠 週 数 が 36週 未 満 の 単 胎 児 を 羊 水 検 査 の 72時 間 以 内 に 早 産 し た 妊 婦 か ら 採
取 し た 羊 水 を 、 好 気 性 菌 、 嫌 気 性 菌 及 び マ イ コ プ ラ ズ マ に つ い て 培 養 し 、 羊 水 内 MMP-8濃
度 を ELISAで 測 定 し た 。 出 産 後 に 、 胎 盤 の 組 織 学 的 検 査 を 行 な っ た 。 羊 水 培 養 が 陽 性 の 患
者 は 、 陰 性 の 妊 婦 よ り MMP-8の 濃 度 が 有 意 に 高 い こ と を 観 察 し た 。 ま た 、 胎 盤 に 組 織 学 的
な 絨 毛 膜 炎 が あ る 場 合 は 、 そ れ が な い 場 合 よ り 羊 水 内 MMP-8レ ベ ル が 、 有 意 に 高 か っ た (表
1 ～ 表 4参 照 )。
【 ０ ０ ２ ８ 】
前 記 結 果 か ら 、 羊 水 が 菌 に 感 染 し た 場 合 に は 、 羊 水 内 MMP-8レ ベ ル が 有 意 に 増 加 す る た め
、 そ れ を 測 定 す る こ と に よ っ て 子 宮 内 感 染 を 診 断 で き る こ と を 確 認 し た 。 組 織 学 的 な 絨 毛
羊 膜 炎 に 関 し て も 、 や は り 羊 水 内 MMP-8レ ベ ル が 有 意 に 増 加 す る た め 、 羊 水 内 MMP-8レ ベ ル
を 測 定 す る こ と に よ っ て 子 宮 内 感 染 を 確 認 で き る 。 結 論 と し て 、 MMP-8は 早 産 だ け で は な
く 子 宮 内 感 染 及 び 炎 症 を 産 前 に 診 断 す る た め の 効 果 的 な 臨 床 指 標 と し て 使 用 で き る 。 特 に
、 羊 水 内 MMP-8レ ベ ル の 定 量 化 に よ り 、 さ ら に 高 い 特 異 度 と 陽 性 予 測 値 を も っ て 子 宮 内 炎
症 を 診 断 で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
胎 児 感 染 を 直 接 診 断 す る た め に 、 臍 帯 炎 の 発 生 の 有 無 に 従 っ て MMP-8の 羊 水 内 濃 度 を 比 較
し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
胎 児 炎 症 反 応 症 候 群 (FIRS)は 、 全 身 の 色 々 な 器 官 に 影 響 を 及 ぼ す 疾 患 で あ り 、 早 産 が 起 き
る 可 能 性 が 高 く 、 新 生 児 に も 色 々 な 合 併 症 や 後 遺 症 が 発 病 す る 可 能 性 が 高 い 。 臍 帯 の 炎 症
(臍 帯 炎 )は 、 こ の よ う な FIRSの 組 織 学 的 証 拠 と し て 考 え ら れ て い て 、 脳 性 麻 痺 の 発 病 と も
関 連 性 が 高 い も の と し て 知 ら れ て い る 。 羊 膜 腔 で 発 見 さ れ る 好 中 球 は 、 胎 児 か ら 由 来 す る
。 こ の よ う な 事 実 に 着 眼 し て 、 好 中 球 か ら の 分 泌 産 物 が FIRSの 指 標 に な る だ ろ う と 推 論 さ
れ て い る 。 前 記 仮 説 を 試 験 す る た め に 、 羊 水 内 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (MMP-8)
と 臍 帯 炎 の 間 の 相 関 関 係 を 調 査 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
臍 帯 炎 が あ る 場 合 に は 、 臍 帯 炎 が 無 い 場 合 よ り MMP-8の 濃 度 が 有 意 に 高 い こ と が 観 察 さ れ
た 。 臍 帯 炎 に 対 す る MMP-8の 診 断 能 力 も ま た 、 非 常 に 高 い 特 異 度 、 敏 感 度 及 び 陰 性 予 測 値
を 示 す こ と を 確 認 し た (表 5及 び 表 6、 図 3及 び 図 4参 照 )。
【 ０ ０ ３ ２ 】
こ の よ う な 結 果 か ら 、 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 が 胎 児 炎 症 (臍 帯 炎 )と 密 接 な 関 連 を 有 す る こ と
が 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 既 存 の 侵 襲 的 な 胎 児 血 液 採 取 を 行 う こ と な く 、 羊
水 内 MMP-8の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 胎 児 感 染 の 診 断 を 補 助 し 得 る こ と を 示 し て い る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
羊 水 内 MMP-8の 濃 度 と 胎 児 感 染 と の 間 の 相 関 関 係 に つ い て の 証 拠 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、
羊 水 内 MMP-8の 濃 度 と 新 生 児 敗 血 症 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 肺 炎 、 気 管 支 肺 異 形 成 症 、 壊 死 性
腸 炎 及 び 脳 室 内 出 血 等 の 新 生 児 罹 患 と の 関 係 を 調 査 し た 。 新 生 児 罹 患 が あ る 場 合 に 、 新 生
児 罹 患 が な い 場 合 よ り MMP-8の 濃 度 が 有 意 に 高 い こ と を 確 認 し た (表 7参 照 )。 MMP-8の 新 生
児 罹 患 の 特 定 に お け る 診 断 能 力 も ま た 特 異 度 、 陽 性 及 び 陰 性 予 測 値 に お い て 優 れ て い た (
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表 7及 び 表 8参 照 )。 ま た 、 新 生 児 敗 血 症 の 新 生 児 を 出 産 し た 妊 婦 に お い て は 、 新 生 児 敗 血
症 が な い 新 生 児 を 出 産 し た 妊 婦 よ り 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 が 有 意 に 高 か っ た (p＜ 0.05)(表 9参
照 )。
【 ０ ０ ３ ４ 】
デ ー タ は 、 総 合 す る と 、 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 が 新 生 児 敗 血 症 及 び 周 産 期 罹 患 (perinatal mo
rbidity)を 予 測 で き る 診 断 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ り 得 る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
子 宮 内 感 染 ま た は 炎 症 は 、 脳 性 麻 痺 の 主 要 原 因 と し て 知 ら れ て い る 。 FIRSは 、 満 月 児 お よ
び 早 産 児 で 胎 児 の 脳 損 傷 を 誘 発 す る も の と 考 え ら れ て い る 。 好 中 球 は 、 子 宮 内 感 染 の 場 合
に 、 羊 水 に 最 も 頻 繁 に 集 ま る 細 胞 で あ り 、 胎 児 か ら 由 来 す る と 考 え ら れ る 。 下 記 の 例 2及
び 3で 示 す よ う に 、 活 性 化 さ れ た 好 中 球 か ら 分 泌 さ れ る 酵 素 で あ る MMP-8の 羊 水 内 濃 度 は 、
子 宮 内 感 染 ま た は 炎 症 の 場 合 に 有 意 に 増 加 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の よ う な 結 果 に 基 づ
い て 、 羊 水 内 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ － ８ (MMP-8)の 増 加 し た 濃 度 と 脳 性 麻 痺
と 診 断 さ れ た 生 後 3歳 の 患 者 と の 関 連 性 の 有 無 を 決 定 す る た め の 調 査 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
そ の 結 果 、 脳 性 麻 痺 が 発 生 し て い な い 新 生 児 を 分 娩 し た 妊 婦 に 比 べ て 、 脳 性 麻 痺 が 誘 発 さ
れ た 新 生 児 を 分 娩 し た 妊 婦 か ら 採 取 さ れ た 羊 水 内 の MMP-8濃 度 は 、 有 意 に 高 か っ た (図 5参
照 )。 こ れ は 、 MMP-8が 脳 性 麻 痺 の 予 測 の た め の 診 断 マ ー カ ー と し て 極 め て 有 用 で あ る こ と
を 立 証 す る も の で あ る (図 5及 び 図 6、 表 11参 照 )。
【 ０ ０ ３ ７ 】
こ の よ う な 結 果 か ら 、 羊 水 内 の 高 い MMP-8濃 度 は 、 脳 性 麻 痺 を 発 症 す る 可 能 性 が 6倍 高 い こ
と と 関 連 す る こ と が 分 か っ た 。 言 い 換 え れ ば 、 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 は 、 脳 性 麻 痺 を 予 測 す
る た め の 産 前 診 断 マ ー カ ー と し て 有 用 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
前 記 結 果 を 通 し て 、 本 発 明 で は 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 特 定 す る た め の 羊 水 内 MM
P-8の 好 ま し い 基 準 値 を 選 択 し た 。 こ の よ う な 側 面 か ら 、 羊 水 内 MMP-8の 基 準 値 が 、 5～ 100
ng/ml以 上 の 場 合 、 好 ま し く は 、 10～ 50ng/ml以 上 の 場 合 、 妊 婦 は 早 産 、 新 生 児 罹 患 、 胎 児
感 染 (臍 帯 炎 )及 び 脳 性 麻 痺 の 危 険 性 が あ る と 診 断 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 診 断 す る 診 断 マ ー カ ー と し て の 羊 水 内 MMP-8濃 度 の 有 用 性
に 基 づ い て 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 診 断 で き る 診 断 試 薬 系 を 開 発 で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 羊 水 内 MMP-8濃 度 の 測 定 に 基 づ い て 、 早 産 、 胎 児 感
染 及 び 胎 児 損 傷 を 診 断 す る た め の 診 断 試 薬 系 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
詳 細 に は 、 診 断 試 薬 系 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む 分 析 機 序 を 利 用 し て 達 成 さ れ る 。
1) 基 材 に MMP-8 1次 抗 体 を 吸 着 さ せ る 工 程 、
2) 基 材 に 結 合 し た 前 記 MMP-8 抗 体 を 羊 水 の 存 在 下 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 基 材 を 洗 浄 し て 結
合 し て い な い 抗 原 を 除 去 す る 工 程 、
3) 基 材 に 吸 着 し た 前 記 1次 抗 体 に 結 合 し 、 MMP-8と 、 発 色 酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 が 結 合 し た 2
次 抗 体 と を 連 結 さ せ る 工 程 、 及 び
4) 抗 体 に 結 合 し た MMP-8の 量 を 定 量 分 析 す る た め に 、 発 色 剤 を 使 用 し て 基 材 内 で 発 色 反 応
を 誘 導 す る 工 程 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
工 程 1の 有 用 な 基 材 と し て は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ポ リ ビ ニ ル 樹 脂 製 の 96ウ ェ ル プ レ ー
ト 、 ポ リ ス チ レ ン 樹 脂 製 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト 及 び ス ラ イ ド ガ ラ ス 等 が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
定 量 分 析 の た め に 、 1次 抗 体 に 結 合 し た MMP-8と 結 合 す る 2次 抗 体 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 及 び ビ オ チ ン の よ う な 発 色 酵 素 、 ま た は FITC(フ ル オ レ セ イ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト )及 び TRITCの よ う な 蛍 光 物 質 と 連 結 す る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
前 記 発 色 剤 は 、 4CN(4-ク ロ ロ -1-ナ フ ト ー ル )、 DAB(ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン )、 AEC(ア ミ ノ エ
チ ル カ ル バ ゾ ー ル )、 ABTS（ 2,2'-ア ジ ノ -ビ ス (3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 )
） 、 OPD(o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン )及 び TMB(テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン )か ら な る 物 質 群 か ら 選
択 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
原 則 と し て 、 前 記 診 断 は 、 MMP-8と そ の 抗 体 と の 反 応 を 利 用 し た 、 羊 水 内 MMP-8濃 度 の 測 定
に 基 づ い て い る 。 こ の た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 -MMP-8抗 体 を 固 体
基 材 に 固 定 化 さ せ て 、 試 料 内 の MMP-8と 反 応 さ せ た 後 に 、 未 結 合 抗 体 と MMP-8を 除 去 す る た
め に 基 材 を 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 酵 素 ま た は 蛍 光 体 と 連 結 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 2次 抗 体 を 固 定 化 さ れ た MMP-8に 結 合 さ せ る 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ビ オ チ ン 化 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 一
般 的 に 2次 抗 体 に 使 用 さ れ る 。 こ こ に 過 酸 化 水 素 及 び 発 色 剤 を 加 え る と 発 色 反 応 が 起 き 、
視 覚 化 さ れ る 。 酸 を 添 加 し て 発 色 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 450nmで 吸 光 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
前 記 診 断 機 序 に 基 づ い て 、 同 様 の 診 断 試 薬 系 を 使 用 す る 診 断 キ ッ ト が 構 成 で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
従 っ て 、 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 確 認 お よ び 予
測 す る た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 該 診 断 キ ッ ト を 利 用 す れ ば 、 早 期 陣 痛 、 早 期 破 水 を
都 合 よ く 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 診 断 で き る 。 前 記 MMP-8抗 原 の 分 析 の た め に 、 抗 -MMP-8抗
体 に 金 ま た は コ ロ イ ド 粒 子 等 を 結 合 さ せ て マ ー カ ー 抗 体 を 作 製 で き る 。 MMP-8に 対 す る マ
ー カ ー 抗 体 は 、 MMP-8と 結 合 し て 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 。 該 免 疫 複 合 体 を 再 び MMP-8抗 体 と
反 応 さ せ 、 そ の 後 、 一 般 的 に 尿 素 等 で で き た 過 剰 の マ ー カ ー 抗 体 洗 浄 液 を 添 加 す る 。 MMP-
8濃 度 が あ る 水 準 以 上 の 場 合 に は 、 陽 性 結 果 を 目 視 で き る 。 こ の よ う な 診 断 キ ッ ト に は 、
抗 -MMP-8抗 体 、 標 準 MMP-8、 基 材 、 分 析 用 緩 衝 溶 液 、 発 色 酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ
た 2次 抗 体 及 び 粘 着 性 プ レ ー ト カ バ ー 等 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
あ る い は 、 本 発 明 の 前 記 診 断 キ ッ ト は 、 生 物 学 的 マ イ ク ロ チ ッ プ を 利 用 し た 自 動 化 さ れ た
分 析 方 法 を 利 用 で き る 。 例 え ば 、 前 記 診 断 キ ッ ト は 、 抗 -MMP-8抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し た ス
ラ イ ド ガ ラ ス 等 を 利 用 し て 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 な う よ う に 構 成 で き る 。 こ の よ う な 診
断 キ ッ ト は 、 抗 -MMP-8抗 体 が 表 面 に 固 定 さ れ た 生 物 学 的 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 適 切 な 緩 衝 溶 液
、 標 準 MMP-8及 び 2次 抗 体 等 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

下 記 の 例 を 基 に 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 の 内 容 は 下 記 の 例 に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

慢 性 子 宮 内 感 染 が 早 産 の 原 因 で あ る こ と を 種 々 の 証 拠 が 示 し て い る 。 本 例 で は 、 MMP-8お
よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン -6(IL-6)の 羊 水 内 濃 度 が 早 産 の 臨 床 兆 候 の な い 妊 婦 の う ち 、 自 然 早
産 の 危 険 性 が あ る 妊 婦 を 特 定 す る の に 使 用 で き る か ど う か を 調 査 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
そ の た め に 、 染 色 体 検 査 の た め に 妊 娠 中 期 に 羊 水 検 査 を 行 な っ た 妊 婦 か ら 得 ら れ た 、 羊 水
が 保 管 さ れ た ケ ー ス を 対 象 に 患 者 対 照 研 究 を 行 な っ た 。 つ ま り 、 妊 娠 32週 以 前 に 自 然 早 産
し た 19例 の 患 者 と 満 月 に 正 常 新 生 児 を 分 娩 し た 95例 の 対 照 群 で MMP-8と IL-6の 羊 水 内 レ ベ
ル を ELISAで 測 定 し た 。 こ の 時 、 染 色 体 検 査 結 果 が 異 常 か 、 ま た は 胎 児 に 主 要 な 奇 形 が 発
見 さ れ た 場 合 は 、 分 析 対 象 か ら 除 外 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
そ の 結 果 、 自 然 早 産 し た 患 者 の 羊 水 内 MMP-8の 平 均 濃 度 は 、 3.1[0.3-1954.9]ng/mlで あ る
一 方 、 対 照 群 で は 1.3[＜ 0.3-45.2]ng/mlだ っ た 。 ま た 、 自 然 早 産 し た 患 者 の 羊 水 内 IL-6の
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例

例  1： 産 前 早 産 検 査 の た め の 診 断 基 準 値 の 選 定



平 均 濃 度 は 、 0.32[0.04-2.52]ng/mlで あ る 一 方 、 対 照 群 で は 0.18 [0.01-1.81]ng/mlだ っ
た 。 図 １ に 示 す と お り 、 妊 娠 中 期 の 羊 水 内 MMP-8お よ び IL-6の 濃 度 は 、 い ず れ も 自 然 早 産
し た 患 者 の 場 合 に 満 月 分 娩 し た 対 照 群 よ り 有 意 に 高 か っ た (p＜ 0.01)。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ま た 、 早 産 し た 患 者 と 対 照 群 の MMP-8の 濃 度 を 比 較 し た 結 果 、 妊 娠 中 期 の 羊 水 内 MMP-8の 濃
度 が 23ng/ml以 上 の 場 合 に は 、 前 記 患 者 の 89%が 自 然 早 産 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
さ ら に 、 図 ２ に 示 す と お り 、 染 色 体 検 査 の た め に 羊 水 検 査 を 行 な っ た 後 に 早 期 早 産 し た 患
者 を 特 定 す る に 際 し て 、 妊 娠 中 期 の 羊 水 内 MMP-8の 基 準 量 を 23ng/mlと し た 場 合 、 早 産 を 診
断 す る 敏 感 度 は 42%(8/19)、 特 異 度 は 99%(94/95)で あ り 、 一 方 IL-6の 基 準 値 を 0.6ng/mlと
し た 場 合 、 敏 感 度 は 42%(8/19)、 特 異 度 は 92%(87/95)だ っ た 。 よ っ て 、 MMP-8が IL-6よ り 早
産 の 確 認 及 び 予 測 の た め の 敏 感 度 、 特 異 度 及 び オ ッ ズ 比 に つ い て 優 れ て い た 。 結 果 的 に 、
23ng/mlの 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 を 未 熟 児 の 確 認 の 為 の 基 準 値 に 選 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

羊 水 内 MMP-8の 濃 度 を 子 宮 内 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 予 測 す る た め の 診 断 マ ー カ ー と し て 使 用
で き る か ど う か を 決 定 す る 為 に 、 子 宮 内 感 染 お よ び 炎 症 が あ る 場 合 と 無 い 場 合 に つ い て 羊
水 内 MMP-8濃 度 を 調 査 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
そ の た め に 、 ソ ウ ル 大 学 病 院 (ソ ウ ル 、 韓 国 )で 単 胎 児 を 早 産 し (妊 娠 週 数  ＜ 　 36週 )、 早
産 前 72時 間 以 内 に 羊 水 検 査 を 受 け た 妊 婦 255名 を 対 象 に 選 定 し た 。 羊 水 を 対 象 に 好 気 性 お
よ び 嫌 気 性 菌 な ら び に マ イ コ プ ラ ズ マ の 培 養 だ け で は な く MMP-8濃 度 を 測 定 し た 。 さ ら に
、 胎 盤 の 組 織 学 的 検 査 を 行 な っ た 。 こ の 時 、 超 音 波 ガ イ ド 下 で 経 腹 部 羊 水 穿 刺 に よ り 羊 水
を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

経 腹 部 羊 水 穿 刺 に よ る 採 取 の 直 後 、 羊 水 を フ タ 付 滅 菌 プ ラ ス チ ッ ク 容 器 に 入 れ 、 嫌 気 性 及
び 好 気 性 菌 の 為 の 培 地 で 培 養 す る 前 ま で 保 管 し た 。 好 気 性 及 び 嫌 気 性 菌 培 養 に 有 用 な 培 地
は 、 血 液 寒 天 、 マ ッ コ ン キ ー 寒 天 、 バ ク テ ッ ク 6Aバ イ ア ル 、 チ オ グ リ コ レ ー ト 培 地 、 ブ ル
セ ラ 血 液 寒 天 、 新 鮮 肉 抽 出 物 な ら び に 馬 血 清 ペ ニ シ リ ン ポ リ ミ キ シ ン B及 び ア ン ホ テ リ シ
ン B等 を 添 加 し た PPLO培 地 で あ る 。 ま た 、 マ イ コ ト リ ム GU等 を 使 用 し て マ イ コ プ ラ ズ マ を
培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

羊 水 試 料 を 700 x gで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 重 複 し な い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 二 種 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し た ELISA(Amersham pharmacia biotech, UK)で 上 清 の 羊 水 内 MMP-8
の 濃 度 測 定 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

分 娩 後 胎 盤 が 完 全 に 取 り 出 さ れ た 後 、 臍 帯 、 絨 毛 膜 板 及 び 胎 盤 膜 か ら 摘 出 し た 組 織 を 10%
ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン で 包 埋 し て 、 ス ラ イ ド を 製 作 し た 。 そ の 後 、 組 織 切 片 を
ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ ジ ン で 染 色 し て 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 急 性 子 宮 内 炎 症 は 、 羊 膜 、
絨 毛 膜 、 脱 落 膜 及 び 絨 毛 膜 板 中 い ず れ か の 組 織 に 炎 症 性 変 化 が 観 察 さ れ た 場 合 と 定 義 し た
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
羊 水 培 養 の 結 果 、 対 象 255名 中 45名 が 陽 性 と 判 別 さ れ 、 こ れ は 子 宮 内 感 染 の 頻 度 が 18%で あ
る こ と を 示 し て い る 。 胎 盤 の 組 織 学 的 検 査 の 結 果 、 113名 が 絨 毛 羊 膜 炎 と 判 別 さ れ 、 こ れ
は 子 宮 内 炎 症 の 頻 度 が 44%で あ る こ と を 示 し て い る 。 羊 水 内 MMP-8の 平 均 濃 度 は 、 羊 水 の 菌
培 養 が 陽 性 だ っ た 患 者 の 場 合 は 、 191.4ng/mlで あ る の に 対 し 、 結 果 が 陰 性 の 患 者 の 場 合 は
、 2.7ng/mlだ っ た 。 し た が っ て 、 子 宮 内 感 染 患 者 の 羊 水 内 MMP-8の 平 均 濃 度 は 、 子 宮 内 感
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例  2：  MMP-8の 羊 水 内 濃 度 と 子 宮 内 感 染 及 び 炎 症 の 関 係

2-1： 羊 水 培 養

2-2：  羊 水 内 MMP-8 濃 度 の 測 定

2-3：  胎 盤 の 組 織 学 的 検 査



染 が な い 妊 婦 よ り 有 意 に 高 か っ た (p＜ 0.001)。 そ の 結 果 を 下 記 表  1に 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
23ng/mlを 基 準 値 に し た 場 合 、 MMP-8の 診 断 能 力 は 、 羊 水 培 養 の 陽 性 結 果 に つ い て 76%の 敏
感 度 お よ び 93%の 陰 性 予 測 値 と 優 れ て い た 。 そ の 結 果 を 下 記 表 2に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
胎 盤 の 組 織 学 的 検 査 結 果 で は 、 絨 毛 羊 膜 炎 が あ る 場 合 は 、 羊 水 内 MMP-8の 平 均 濃 度 が 160.9
ng/mlで あ り 、 絨 毛 羊 膜 炎 が な い 場 合 に は 1.0ng/mlだ っ た 。 絨 毛 羊 膜 炎 を 有 す る 患 者 は 、
絨 毛 羊 膜 炎 が な い 患 者 よ り 羊 水 内 MMP-8濃 度 が 有 意 に 高 か っ た (p＜ 0.001)。 そ の 結 果 を 下
記 表 3に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
23ng/mlを 基 準 値 に し た 時 、 MMP-8の 診 断 能 力 は 、 子 宮 内 炎 症 (絨 毛 羊 膜 炎 )に 対 し 72%の 敏
感 度 、 89%の 特 異 度 、 84%の 陽 性 予 測 値 及 び 80%の 陰 性 予 測 値 と 優 れ て い た 。 そ の 結 果 を 下
記 表 4に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ６ ８ 】

羊 水 内 MMP-8の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て よ り 直 接 的 に 胎 児 感 染 を 診 断 で き る か ど う か
を 決 定 す る た め に 、 臍 帯 炎 発 症 に 有 無 に よ り 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 を 比 較 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
ソ ウ ル 大 学 病 院 (ソ ウ ル 、 韓 国 )で 単 胎 児 を 早 産 し (妊 娠 週 数  ＜ 36週 )、 早 産 前 72時 間 以 内
に 羊 水 検 査 を 受 け た 妊 婦 255名 を 対 象 に 、 臍 帯 炎 の 発 症 と MMP-8の 羊 水 内 濃 度 と の 関 係 を 調
査 し た 。 臍 帯 血 管 壁 ま た は ワ ル ト ン ゼ リ ー (Wharton jelly)内 の 好 中 球 浸 潤 に よ り 臍 帯 炎
を 診 断 し た 。 MMP-8の 濃 度 測 定 は 、 例 2と 同 様 の 方 法 で 行 な っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
そ の 結 果 、 59名 で 臍 帯 炎 が 診 断 さ れ た （ 臍 帯 炎 の 頻 度 は 23%） 。 こ れ ら の 羊 水 内 MMP-8の 平
均 濃 度 は 、 臍 帯 炎 が あ る 場 合 に は 433.7ng/mlで あ る 一 方 、 臍 帯 炎 が な い 場 合 に は 1.9ng/ml
で あ っ た 。 ゆ え に 、 臍 帯 炎 が あ る 患 者 で は 、 な い 場 合 よ り 羊 水 内 MMP-8平 均 濃 度 が 有 意 に
高 か っ た (p＜ 0.001)。 前 記 結 果 を 下 記 表 5及 び 図 3に 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
羊 水 分 析 に よ っ て 臍 帯 炎 を 診 断 す る た め の 羊 水 検 体 の 基 準 値 を 決 め る た め に 、 受 診 者 動 作
特 性 曲 線 分 析 を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、 図 ４ に 見 ら れ る と お り 、 臍 帯 炎 診 断 の 敏 感 度 と 陽 性
予 測 値 を 全 て 考 慮 し て 、 MMP-8の 基 準 値 に 23ng/mlを 選 択 し た 。 こ れ を 基 準 (基 準 値 23ng/ml
)に 、 MMP-8の 臍 帯 炎 に 対 す る 診 断 能 力 を 確 認 し た 結 果 、 敏 感 度 90%、 特 異 度 78%及 び 陰 性 予
測 値 96%と 優 れ て い た 。 そ の 結 果 を 下 記 表 6に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】

本 発 明 者 ら は 、 敗 血 症 、 肺 炎 、 気 管 支 肺 異 形 成 症 、 壊 死 性 腸 炎 及 び 脳 室 内 出 血 等 の 新 生 児
の 感 染 に 関 連 し た 合 併 症 の 危 険 性 の 増 加 と 臍 帯 炎 と が 関 連 す る と 推 定 し て 、 前 記 の 新 生 児
罹 患 が あ る ケ ー ス の 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 と 正 常 な ケ ー ス の 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 と を 比 較 し た
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ソ ウ ル 大 学 病 院 (ソ ウ ル 、 韓 国 )で 単 胎 児 を 早 産 し (妊 娠 週 数  ＜ 36週 )、 早 産 前 72時 間 以 内
に 羊 水 検 査 を 受 け た 妊 婦 239名 を 対 象 に 選 定 し て 、 前 記 新 生 児 罹 患 の 発 生 と MMP-8の 羊 水 内
濃 度 の 関 係 を 調 査 し た 。 新 生 児 罹 患 は 、 敗 血 症 、 肺 炎 、 気 管 支 肺 異 形 成 症 、 壊 死 性 腸 炎 及
び 脳 室 内 出 血 等 の 新 生 児 合 併 症 が 一 つ で も 観 察 さ れ る 場 合 と 定 義 し た 。 分 娩 後 72時 間 以 内
で 血 液 培 養 が 陽 性 で あ る 場 合 に 、 先 天 性 新 生 児 敗 血 症 と 診 断 し た 。 呼 吸 時 雑 音 及 び 胸 隔 収
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例  3： 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 を 利 用 し た 臍 帯 炎 診 断

例  4：  羊 水 内 MMP-8の 濃 度 を 利 用 し た 新 生 児 罹 患 診 断



縮 が あ り 、 酸 素 要 求 量 が 増 加 し (FiO 2 ＞ 0.4） 、 他 の 肺 疾 患 の 証 拠 な し に 臨 床 病 理 検 査 上 ま
た は 放 射 線 検 査 上 に 特 徴 的 な 所 見 が あ る 場 合 を 新 生 児 呼 吸 困 難 症 候 群 と 診 断 し た 。 肺 炎 は
、 生 後 7日 以 内 の 気 管 吸 引 物 ま た は 胸 腔 チ ュ ー ブ 試 料 か ら の 培 養 が 陽 性 で あ っ て も な く て
も 、 臨 床 的 に 、 ま た は 放 射 線 学 的 に 明 白 な 所 見 が あ る 場 合 、 こ れ を 肺 炎 と 診 断 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
Bancalari等 が 定 義 し た よ う に (1)生 後 1週 間 の 間 、 最 少 3日 以 上 、 間 欠 的 陽 圧 換 気 が 要 求 さ
れ 、 (2)生 後 28日 以 上 頻 呼 吸 、 肋 間 ま た は 肋 骨 下 陥 没 及 び 聴 診 上 の 呼 吸 性 雑 音 を 特 徴 と す
る 、 慢 性 呼 吸 疾 患 に 進 行 す る 臨 床 症 状 が あ り 、 (3)生 後 28日 以 上 、 50mmHg以 上 の PaO 2 を 維
持 す る た め に 追 加 の 酸 素 の 供 給 を 必 要 と し 、 (4) 胸 部 放 射 線 所 見 で 両 側 の 肺 に 線 状 の 陰 影
が あ り 、 正 常 な ま た は 増 加 し た 低 吸 収 域 が 交 互 に 現 れ る 場 合 に 気 管 支 肺 異 形 成 症 と 診 断 し
た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
幾 つ か の ケ ー ス で は 、 剖 検 に よ っ て 気 管 支 肺 異 形 成 症 を 診 断 し た 。 脳 室 内 出 血 は 、 McNena
min等 の 定 義 に し た が い 診 断 し た 。 最 少 24時 間 以 上 、 腹 部 膨 満 と 摂 食 困 難 (feeding intole
rance)が あ り 、 放 射 線 学 的 に 腸 壁 内 空 気 、 腸 破 裂 、 お よ び 胎 便 閉 鎖 症 候 群 の 所 見 が あ り 、
ま た は 手 術 も し く は 剖 検 所 見 で 壊 死 性 腸 破 裂 が あ る 場 合 に 、 こ れ を 壊 死 性 腸 炎 と 診 断 し た
。 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 測 定 は 、 前 記 例  2と 同 様 な 方 法 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
そ の 結 果 、 対 象 239名 中 107名 （ 頻 度 45%） で 新 生 児 罹 患 の 発 病 が 診 断 さ れ た 。 羊 水 内 MMP-8
の 平 均 濃 度 は 、 主 要 な 新 生 児 罹 患 が な い 場 合 に は 2.35ng/mlと 測 定 さ れ た 一 方 、 新 生 児 罹
患 が あ る 場 合 に は 160.9ng/mlと 測 定 さ れ 、 有 意 に 高 か っ た (p＜ 0.001)。 詳 細 な 結 果 を 下 記
表 7に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
羊 水 検 体 で 新 生 児 罹 患 を 診 断 す る た め の 基 準 値 を 決 め る た め に 、 受 診 者 動 作 特 性 曲 線 分 析
を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、 新 生 児 罹 患 診 断 の 敏 感 度 と 陽 性 予 測 値 を 全 て 考 慮 し て 、 MMP-8の
基 準 値 に 23ng/mlを 選 択 し た 。 MMP-8(基 準 値 23ng/ml)の 新 生 児 罹 患 に 対 す る 診 断 能 力 を 確
認 し た 結 果 、 特 異 度 (77%)、 陽 性 予 測 値 (63%)及 び 陰 性 予 測 値 (65%)と 優 れ て い た 。 そ の 結
果 を 下 記 表 8に 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
ま た 、 敗 血 症 が 発 生 し な い 場 合 の 羊 水 内 MMP-8の 平 均 濃 度 は 、 4.4ng/mlで あ る 一 方 、 敗 血
症 が 発 生 し た 場 合 に は 208.95ng/mlと 測 定 さ れ 、 有 意 に 高 か っ た (p＜ 0.05)。 詳 細 な 結 果 を
下 記 表 9に 示 す 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
こ の 時 、 23ng/mlを 基 準 値 に MMP-8の 新 生 児 罹 患 に 対 す る 診 断 能 力 を 確 認 し た 結 果 、 敏 感 度
(67%)、 特 異 度 (66%)及 び 陰 性 予 測 値 (99%)と 、 優 れ て い た 。 そ の 結 果 を 下 記 表 10に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】

羊 水 検 査 を 行 な い 、 妊 娠 35週 以 前 に 単 胎 児 で 早 産 さ れ た 116名 の 新 生 児 を 対 象 に し た 。 こ
れ ら を 出 生 後 3年 間 追 跡 観 察 し て 、 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 と 脳 性 麻 痺 の 発 生 と の 関 係 を 調 査 し
た 。 神 経 発 生 学 的 検 査 で の 一 定 の 異 常 (発 達 の マ イ ル ス ト ー ン の 異 常 、 ボ イ タ 法 に よ る 姿
勢 の 異 常 ま た は 反 射 異 常 ） 及 び 筋 緊 張 の 持 続 的 な 異 常 が あ る 場 合 に こ れ を 脳 性 麻 痺 と 診 断
し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
そ の 結 果 、 脳 性 麻 痺 が な い 新 生 児 を 分 娩 し た 妊 婦 の 羊 水 内 MMP-8の 平 均 濃 度 は 平 均 6.4ng/m
l[範 囲 、 ＜ 0.3-3836.8]で あ る 一 方 、 脳 性 麻 痺 が 発 生 し た 新 生 児 を 分 娩 し た 妊 婦 で は 平 均 1
53.9ng/ml[範 囲 、 ＜ 0.3-1535.9]と 測 定 さ れ 、 有 意 に 高 か っ た (p＜ 0.01)。 ま た 、 脳 性 麻 痺
が 発 生 し た 新 生 児 の 出 生 週 数 は 、 そ う で な い 場 合 よ り さ ら に 早 か っ た 。 出 生 時 の 妊 娠 期 間
及 び 羊 水 培 養 の 結 果 を 補 正 し た 後 に も 、 増 加 し た 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 は 、 脳 性 麻 痺 発 生 の
可 能 性 を 有 意 に 増 加 さ せ る こ と を 確 認 し た (オ ッ ズ 比 、 6.0; 95% 信 頼 区 間 、 1.1-33.0; p
＜ 0.05)。
【 ０ ０ ８ ８ 】
羊 水 検 体 で 脳 性 麻 痺 を 診 断 す る た め の 基 準 値 を 決 め る た め に 、 受 診 者 動 作 特 性 曲 線 分 析 を
行 な っ た 。 そ の 結 果 、 図 6に 示 す と お り 、 脳 性 麻 痺 診 断 の 敏 感 度 と 陽 性 予 測 値 を 全 て 考 慮
し て 、 MMP-8の 基 準 値 に 23ng/mlを 選 択 し た 。 MMP-8(基 準 値 23ng/ml)の 脳 性 麻 痺 に 対 す る 診
断 能 力 を 確 認 し た 結 果 、 敏 感 度 (85%)、 特 異 度 (69%)及 び 陰 性 予 測 値 (97%)と 優 れ て い た 。
そ の 結 果 を 下 記 表 11に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 １ １ 】
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
上 記 で 詳 し く 見 た よ う に 、 本 発 明 は 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 早 産 、
胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 を 産 前 に 診 断 で き る 診 断 試 薬 系 と 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 発 色 反 応
と 連 結 し た 抗 原 -抗 体 反 応 を 利 用 し て 、 本 発 明 の 診 断 試 薬 系 及 び 診 断 キ ッ ト は 、 抗 -MMP-8
抗 体 を １ 種 ま た は ２ 種 以 上 含 む こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の 診 断 試 薬 系 及 び 診 断 キ ッ ト は
早 産 症 状 や 早 期 破 水 症 状 が 見 ら れ る 妊 婦 だ け で は な く 、 こ の よ う な 症 状 が 全 く 見 ら れ な い
妊 婦 に も 適 用 で き る 。 胎 児 の 血 中 サ イ ト カ イ ン レ ベ ル を 測 定 す る 従 来 の 方 法 に 比 べ て 、 本
発 明 は 優 れ た 敏 感 度 と 特 異 度 を 示 す た め 、 早 産 、 胎 児 感 染 及 び 胎 児 損 傷 の 産 前 診 断 に 非 常
に 有 用 に 使 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ １ 】
【 図 １ 】 自 然 早 産 の 患 者 及 び 自 然 満 月 分 娩 の 患 者 の 羊 水 内 MMP-8及 び IL-6の 濃 度 分 布 を 示
し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 自 然 早 産 を 予 測 で き る 基 準 値 を 決 め る た め に 、 羊 水 内 MMP-8の 敏 感 度 と 特 異 度 を
プ ロ ッ ト し た 受 診 者 動 作 特 性 曲 線 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 臍 帯 炎 患 者 及 び 正 常 人 の 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 分 布 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 臍 帯 炎 を 予 測 で き る 基 準 値 を 決 め る た め に 、 MMP-8の 敏 感 度 と 特 異 度 を プ ロ ッ ト
し た 受 診 者 動 作 特 性 曲 線 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 脳 性 麻 痺 を 発 症 し た 新 生 児 を 分 娩 し た 患 者 と 正 常 人 の 羊 水 内 MMP-8の 濃 度 分 布 を
示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 脳 性 麻 痺 の 産 前 発 症 を 予 測 で き る 基 準 値 を 決 め る た め に 、 MMP-8の 敏 感 度 と 特 異
度 を プ ロ ッ ト し た 受 診 者 動 作 特 性 曲 線 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(18) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(19) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(20) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(21) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(22) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(23) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(24) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(25) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(26) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(27) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(28) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(29) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(30) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(31) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(32) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(33) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(34) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(35) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(36) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(37) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(38) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(39) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(40) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(41) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(42) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(43) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(44) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(45) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(46) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(47) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(48) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(49) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(50) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(51) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(52) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(53) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(54) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(55) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(56) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(57) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(58) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(59) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(60) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(61) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(62) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(63) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(64) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(65) JP 2004-522942 A 2004.7.29



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(66) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(67) JP 2004-522942 A 2004.7.29



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(68) JP 2004-522942 A 2004.7.29



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｇ０１Ｎ  33/577                        Ｇ０１Ｎ  33/552   　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/577   　　　Ｂ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,BE,
CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,
TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,
GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NO,NZ,PL,PT,RO,RU,S
D,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZA,ZW

(69) JP 2004-522942 A 2004.7.29



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2004522942A5 公开(公告)日 2005-05-26

申请号 JP2002544659 申请日 2001-08-01

[标]申请(专利权)人(译) 首尔大学校产学协力团

申请(专利权)人(译) 首尔国际ーー

[标]发明人 ヨーンボヒュン

发明人 ヨーン,ボ ヒュン

IPC分类号 G01N33/53 C12Q1/37 G01N21/78 G01N33/543 G01N33/545 G01N33/552 G01N33/558 G01N33/573 
G01N33/577 G01N33/68

CPC分类号 G01N33/689 C12Q1/37 G01N33/54386 G01N33/558 G01N2333/96486 G01N2800/36 G01N2800/368

FI分类号 G01N33/573.A G01N21/78.C G01N33/543.545.Z G01N33/543.575 G01N33/545.A G01N33/552 
G01N33/577.B

F-TERM分类号 2G054/AB03 2G054/AB04 2G054/CA30 2G054/CE02 2G054/EA03

优先权 1020000069283 2000-11-21 KR

其他公开文献 JP4011479B2
JP2004522942A

摘要(译)

本发明中，早产，本发明涉及一种诊断试剂系统和诊断试剂盒的方法和
用于诊断胎儿感染和胎儿损伤产前产前诊断。本发明中，所述诊断试剂
系统和诊断试剂盒，在孕妇，早产的方法，羊水MMP-8的浓度，如果有
宫内感染和胎儿损坏的风险，基于该发现，即显著更高。本发明的诊断
试剂系统和诊断试剂盒不仅可以应用于具有早产症状或早期破裂症状的
孕妇，而且可以应用于完全没有这种症状的孕妇。低侵入性的与测量胎
儿血细胞因子水平和优异的灵敏度和特异性，诊断试剂系统和本发明的
诊断试剂盒，早产，产前胎儿​​感染和胎儿损伤的常规方法相比它对诊断
非常有用。
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