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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
患者由来の血液、血清または血漿サンプル中の虫垂炎に関連する分子を検出する方法であ
って、該患者は、該患者の血液、血清または血漿中の上昇したＭＲＰ－８／１４タンパク
質の存在に関連する阻害状態を有さず、該阻害状態は、移植したばかりの同種移植片、敗
血症、髄膜炎、肺炎、結核、慢性関節リウマチ、消化器癌、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、
　該患者の血液、血清または血漿サンプルにおけるＭＲＰ－８／１４タンパク質の量を測
定する工程、
を包含し、該サンプルにおける１０μｇ／ｍｌのＭＲＰ－８／１４タンパク質より多い量
の存在が、該患者が虫垂炎であることを示す、方法。
【請求項２】
前記サンプルが血液サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記サンプルが血清サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記サンプルにおけるハプトグロビンの存在を検出する工程をさらに包含し、ここで、１
２５ｍｇ／ｄＬより多い量のその存在が、前記患者が虫垂炎であることをさらに示す、請
求項１に記載の方法。
【請求項５】
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ハプトグロビン、プラスミノゲンアクチベータインヒビタ－１、核内因子κβ（ＮＦκβ
）、特異的虫垂抗原（ＨＬＡ－ＤＲ）、および前述のもののいずれかをコードする核酸か
らなる群より選択される少なくとも１つの第二の分子の存在を、前記患者が虫垂炎である
ことを示す前記サンプルにおいて検出する工程をさらに包含する、請求項１に記載の方法
。
【請求項６】
前記ＭＲＰ－８／１４が、免疫学的アッセイにおいて測定されることを特徴とする、請求
項１に記載の方法。
【請求項７】
前記サンプルが血液サンプルである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
サンプルにおける１１μｇ／ｍｌより多い量のＭＲＰ－８／１４タンパク質の存在が、前
記患者が虫垂炎であることを示す、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
サンプルにおける１３μｇ／ｍｌより多い量のＭＲＰ－８／１４タンパク質の存在が、前
記患者が虫垂炎であることを示す、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
サンプルにおける１５μｇ／ｍｌより多い量のＭＲＰ－８／１４タンパク質の存在が、前
記患者が虫垂炎であることを示す、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
サンプルにおける２０μｇ／ｍｌより多い量のＭＲＰ－８／１４タンパク質の存在が、前
記患者が虫垂炎であることを示す、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
前記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１３】
前記サンプルは血清サンプルである、請求項６に記載の方法。
【請求項１４】
前記サンプルは血漿サンプルである、請求項６に記載の方法。
【請求項１５】
前記免疫学的アッセイが、前記ＭＲＰ－８／１４タンパク質に特異的な抗体を含み、前記
検出する工程は、該抗体と前記サンプルとを接触させること、および該ＭＲＰ－８／１４
タンパク質の該抗体との結合を検出することを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１６】
前記ＭＲＰ－８／１４に特異的な前記抗体は、ＭＲＰ－８／１４複合体に特異的である、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記抗体は２７ｅ１０である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記免疫学的アッセイは、アッセイデバイスにおいて実施される、請求項６に記載の方法
。
【請求項１９】
前記免疫学的アッセイは、アッセイデバイスにおいて実施される、請求項１５に記載の方
法。
【請求項２０】
前記アッセイデバイスは、カートリッジ型または試験紙型を有する、請求項１８に記載の
方法。
【請求項２１】
前記アッセイデバイスは、カートリッジ型または試験紙型を有する、請求項１９に記載の
方法。
【請求項２２】
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前記患者由来のサンプルにおける血漿粘度の増加を検出する工程もまた包含する、請求項
１に記載の方法。
【請求項２３】
前記患者のサンプル由来の白血球を検出する工程もまた包含する、請求項１に記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の引用
　本願は、２００４年７月２３日付で出願した米国仮特許出願番号６０／５９０，６３１
に対して優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　虫垂炎は、広範な年齢層の人を襲う広く知られた急性の外科的問題である。米国におい
ては、年間約７００，０００の症例が存在する。大部分の症例は、１０～３０歳の群に生
じている。十分に早い段階での正確な診断は、より良い臨床成績を達成するために重要な
因子である。多くの人が、虫垂炎を示唆するがウイルス感染のような他の病気により生じ
ている症状を彼らの担当医に伝える。虫垂炎患者を他の病気を患う者と区別することは、
医師が日常的に直面する厄介な臨床的課題である。医学において虫垂炎およびその処置に
ついての理解は目覚しいものであるが、この疾患を正確に認識または診断する能力は非常
に限られたものである。
【０００３】
　正確かつ早期の診断にたどり着くことを複雑にしているのは、真性の虫垂炎と他の臨床
状態とが非常に重なり合っているからである。虫垂炎に関してはそれ特有の兆候、症状、
試験方法、または信頼性の高い指標を提供することができる手順は存在しないようである
。その処置が最も効果的となる虫垂炎の初期段階では特に、画像技術は虫垂炎を同定して
特徴付けることにおいて不十分である。画像技術は、その費用が高いこと、またはその研
究結果を解釈する訓練を十分に受けた経験豊かな者の能力に依存するということにより、
さらに不利な立場にある。このような制約のために、毎年多くの人が、彼らがその不調を
誤診されることによりまたは正確な診断が遅れることによって悪影響をうけている。ここ
で虫垂炎であった場合、診断の遅れは、唯一無二の最も重大な要因であって、その状態を
悪化させ、そして、その疾患に関連して合併症に至ってしまう。虫垂炎であるとの誤診は
、不必要な外科手術に至るだけでなく、その現実の基礎疾患を適切に治療することの遅れ
となり得る。
【０００４】
　外科医にとっての難題は、虫垂炎であることが疑われる患者において、穿孔の発生率を
増大させてしまわずに報われない虫垂切除を最小限にする方法である。この非常にありふ
れた病気を効率よく処置するために切望されるのは、疾患過程の初期段階を認識し得る簡
便で信頼性の高い診断試験である。
【０００５】
　虫垂炎の代表的な病因は、その管腔の閉塞に端を発するが、その器官の初期の炎症状態
が進行することで、その閉塞に拍車をかける。虫垂の分泌粘液がその閉塞された管腔を満
たすことで、内腔圧の増大および膨張が生じる。この増大した内腔圧は、毛細管内の灌流
圧のレベルを超えてしまい、正常なリンパ流および血液運搬における排液を揺るがす結果
となり得る。最終的に、その虫垂は、虚血状態と為り得る。この虫垂粘膜は機能障害を起
こし、腸内細菌侵入を許容してしまう。進行した症例では、その虫垂における穿孔も生じ
、腹膜腔内に膿がもれ出るようになる。
【０００６】
　現在のところ、虫垂炎の診断は困難であり、そして、その困難性は、その病状の進行に
おける種々の段階で一貫している。以下の事項は、段階および関連する臨床像の推測に基
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づく記述を示す。当業者は、患者集団においてかなりの程度のバリエーションが生じるこ
とを認識する。
【０００７】
　炎症の初期段階では、患者は、多様な非特異的な特徴および症状を与える。閉塞した際
に、現れ出るものとしては、臍周囲痛、軽い痙攣および食欲減退が挙げられる。内腔圧の
増大および膨張に進行することは、右下腹部に疼痛が局所化すること、悪心、嘔吐、下痢
および微熱に結びつく。穿孔が生じた場合、患者は、重度の疼痛および高熱に見舞われ得
る。この非常に進行した段階では、敗血症は、死に至る可能がある非常に危険性が高いも
のである。
【０００８】
　現在、当業者は、虫垂炎診断を支援するいくつかのツールを使用する。これらのツール
としては、身体検査、臨床検査、および他の手順が挙げられる。慣用的な臨床検査として
は、分画情報を伴ったまたはそれを伴わない総血球数（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｂｌｏｏｄ　
Ｃｏｕｎｔ；ＣＢＣ）および尿検査（ＵＡ）が挙げられる。他の試験としては、腹部のコ
ンピュータ断層撮影（ＣＴ）、および腹部超音波検査法が挙げられる。処置としては、例
えば、腹腔鏡検査および診査外科手術が挙げられる。
【０００９】
　Ｆｌｕｍらは、虫垂切除に先立つ誤診の頻度が、特定の技術が利用可能なったことによ
り減少するか否かを決定することを試みた（Ｆｌｕｍ　ＤＲら，　２００１）。これらの
技術としては、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）、超音波検査法および腹腔鏡検査法が挙げ
られ、これらは、虫垂炎か否か不確かである兆候を提示する患者について示唆された。Ｆ
ｌｕｍらは、以下に示すように結論付けている：「予想と対照的に、不必要な虫垂切除に
至ってしまう誤診の頻度は、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）、超音波検査法および腹腔鏡
検査法を用いても変化しないばかりか、穿孔についてもその頻度は、減少しなかった。こ
れらのデータは、集団レベルにおいても、虫垂炎の診断は、最新診断検査が利用可能であ
っても改善していないことを示す」。虫垂炎の誤診率は、弾性においては約９％であり、
女性においては約２３％である（Ｎｅａｒｙ，Ｗ．，２００１）。
【００１０】
　骨髄関連タンパク質複合体（Ｍｙｅｌｏｉｄ－ｒｅｌａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏ
ｍｐｌｅｘ　８／１４；ＭＲＰ－８／１４）は、急性炎症性状態に関連するヘテロダイマ
ー複合体である（総説としては、ＳｔｒｉｚおよびＴｒｅｂｉｃｈａｖｓｋｙ，２００４
を参照）。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、この複合体
は、Ｓ１００Ａ８／９，　Ｌ１マクロファージ阻害関連タンパク質（Ｓ１００Ａ８／９，
　Ｌ１　，　ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎ）およびカルプロテクチン（ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ）を参照する。このヘテロ
ダイマーは、８キロダルトンのサブユニット（ＭＲＰ－８）および１４キロダルトンのサ
ブユニットからなる。あるいは、ＭＲＰ－８およびＭＲＰ－１４は、それぞれ、Ｓ１００
Ａ８／カルグラニュリン（ｃａｌｇｒａｎｕｌｉｎ）およびＳ１００Ａ９／カルグラニュ
リンｂと名称が与えられています。ＭＲＰ－８／１４は、もともとはマクロファージにお
いて発見されたカルシウム結合タンパク質です。高濃度のＭＲＰ－８／１４を発現する好
中球が、慢性関節リウマチ、炎症性腸疾患および同種移植片拒絶反応を含む種々の炎症状
態において見出されています（Ｆｒｏｓｃｈら，２０００；Ｌｉｍｂｕｒｇら，２０００
；Ｂｕｒｋｈａｒｄｔら，２００１）。
【００１１】
　ＭＲＰ－８／１４は、炎症に対して常に診断的ではない。例えば、憩室炎（ｉｎｆｌａ
ｍｍａｔｏｒｙ　ｄｉｖｅｒｔｉｃｕｌｉ）の存在に対しては信頼性の高い指標を与えな
い（Ｇａｓｃｈｅ，　Ｃ．　２００５）。一般に、リンパ球は、ＭＲＰ－８／１４を含ん
でいないので（Ｈｙｃｕｌｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　
Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｔｏ　Ｈｕｍａｎ　Ｓ１００Ａ８／Ａ９）、ＭＲＰ－８／１４は、リ
ンパ球の存在により特徴付けられる炎症に対して診断せず、ＭＲＰ－８／１４は、好中球
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の存在によって特徴付けられる炎症に対しても診断しない。また、このタンパク質は、日
和見感染に常に関連するわけではない（Ｆｒｏｌａｎｄ，　Ｍ．　Ｆ．ら，１９９４）。
【００１２】
　ハプトグロビン（ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ）は、溶血後に遊離したヘモグロビンに結合
する急性期のタンパク質である。このハプトグロビン－ヘモグロビン複合体は、肝臓によ
って取り除かれる。ハプトグロビンは、２つのαサブユニットと２つのβサブユニットか
ら構成されるヘテロテトラマーである。このαサブユニットおよびβサブユニットは、単
一のポリペプチド鎖前駆体に由来するものであり、この前駆体が酵素より切断されてこれ
らのサブユニットを生じる。これらのサブユニットの分子量は、αおよびβ、それぞれ、
約９ｋｄ～１８ｋｄおよび約３８ｋｄである。
【００１３】
　ヘモグロビンスカベンジャーであることに加え、ハプトグロビンは、広範な生物学的機
能を有している（Ｄｏｂｒｙｓｚｙｃｋａ，１９９７）。ハプトグロビンは、ことによる
と、単球機能を調節することによって上方制御され、特定の感染よび炎症状態における免
疫応答を調節することが示されている（Ａｒｒｅｄｏｕａｎｉら，２００５）。このαサ
ブユニットは、卵巣癌に対する可能性を秘めた有用な血清マーカーであることが実証され
てきた（Ｙｅら，２００３）。
【００１４】
　虫垂炎を正確に診断する能力は、虫垂炎に示差的に関連する分子の同定によって非常に
増大された。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　（発明の要旨）
　本発明は、患者における虫垂炎を診断するための方法を提供し、この方法は、その患者
における標準的な少なくとも１つの虫垂炎の症状を同定する工程；およびその患者の体液
サンプルまたは組織サンプルにおける虫垂炎と示差的に関連する少なくとも１つの分子の
存在を同定する工程を包含する。虫垂炎の診断は困難であり、それゆえにしばしば誤診を
招くものと当該分野では認識されている。したがって、本明細書において使用される場合
、用語「虫垂炎を診断する（診断すること；診断する工程）」は、通常の精度よりも良好
な精度で虫垂炎を診断することを意味する。しかし、実際のところ、本発明の方法は、正
確な診断という改善を提供することが示されるだけでなく、偽陽性および偽陰性について
もなきに等しい。
【００１６】
　虫垂炎と「示差的に関連する（関連した）」分子に関する用語「示差的に関連する（関
連した）」は、以下の（１）～（４）のような分子についていう：虫垂炎を有する患者に
存在するが虫垂炎を有さない患者においては存在しない分子；（２）虫垂炎と非虫垂炎と
の間で区別される相対レベル（相対量）を有する分子；（３）虫垂炎の他の症状の存在と
ともに、存在するかあるレベルで存在して、それにより虫垂炎であると診断する分子；お
よび／または虫垂炎以外の状態と関連する症状がない状態で、存在するか、またはあるレ
ベルで存在して、それにより虫垂炎であると診断する分子。
【００１７】
　このような分子の診断レベルはまた、本明細書中で「閾値（しきい値）」（「ｔｈｒｅ
ｓｈｏｌｄ　ａｍｏｕｎｔ」または「ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ　ｌｅｖｅｌ」）として参照さ
れる。この虫垂炎に示差的に関連する分子は、好ましくは、タンパク質抗原である。
【００１８】
　虫垂炎の標準的な症状としては、以下のものが挙げられる：腹部における疼痛；臍周辺
から始まり右下腹部へと移動する疼痛；食欲不振（食欲減退）；眠気を伴う摂食時の困難
；疼痛が生じた後に始まる悪心；疼痛が生じた後に始まる嘔吐；疲労感を伴う嘔吐；便秘
；粘液を伴った少量の便；下痢；ガスの不通状態；微熱；腹部膨隆；腹部における疼痛の
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悪化；しぶり（腸管を動かす必要がある感覚）；高熱；および白血球増加。血漿粘度の増
大もまた、虫垂炎に関連する。本発明の１つの実施形態において、虫垂炎の症状のうち少
なくとも２種以上が、同定される。
【００１９】
　本発明の１つの実施形態において、患者は、選別されて、「阻害状態（ｉｎｔｅｒｆｅ
ｒｉｎｇ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）」、すなわち、その分子がその型の試験されるサンプル
に存在する別の状態を有するか否かを決定する。患者は、その患者がこのような阻害状態
を有さない場合に、その分子の存在について試験される。または、その患者は、その患者
がこのような阻害状態を有する場合に、その分子の虫垂炎診断レベルの存在について試験
する。患者が阻害状態を有するときの虫垂診断レベルは、阻害状態を有するが虫垂炎を有
さない患者において存在するレベルよりも高いレベルである。阻害状態としては、移植し
たばかりの同種移植片（ｒｅｃｅｎｔ　ａｌｌｏｇｒａｆｔ）；敗血症；髄膜炎；肺炎；
結核；慢性関節リウマチ；消化器癌；炎症性腸疾患；皮膚癌、歯周炎、子癇前症、および
ＡＩＤＳが挙げられる。
【００２０】
　サンプルは、体液または組織であり得、そして、このサンプルとしては、全血、血漿、
血清、乳、尿、唾液および／または細胞が挙げられる。糞便サンプルも、使用され得る。
好ましくは、組織サンプルおよび糞便サンプルは、試験処理の前に液化される。
【００２１】
　本発明の１つの実施形態において、２種以上の虫垂炎に示差的に関連する分子が、試験
される。さらなる分子について同定することは、その方法においてより高い精度を提供す
る。
【００２２】
　ある種の虫垂炎と示差的に関連する分子は、ＭＲＰ－８／１４である。別のものとして
は、ハプトグロビンである。これらの分子の両方は、虫垂炎を診断する工程において試験
され得る。
【００２３】
　約１～１１μｇ／ｍｌの範囲にあるＭＲＰ－８／１４レベルは、虫垂炎を有さない患者
において存在する。これより高いレベルは、虫垂炎を診断する際の高い精度を提供する。
約１０μｇ／ｍｌ、約１１μｇ／ｍｌ、約１３μｇ／ｍｌ、約１５μｇ／ｍｌまたは約２
０μｇ／ｍｌよりも高いレベルは、虫垂炎を診断するために使用され得る。約２７～１３
９ｍｇ／ｄＬの範囲にあるハプトグロビンレベルは、虫垂炎を有さない患者において見出
されている。これより高いレベル、例えば、１２５、１３０、１３５、１３９および１５
０よりも高いレベルにより、虫垂炎を診断する際により高い精度を提供する。
【００２４】
　本発明の方法において試験され得るか、または上述の分子に加えて試験され得る他の分
子としては、以下のものが挙げられる：消化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（ｓｔｒｅｓｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｍｅｄｉ
ａｔｏｒｓ）、免疫学的因子（ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ　ｆａｃｔｏｒｓ）、腸内細菌叢
に関する指示因子、プラスミノゲンアクチベータインヒビタ－１、脂肪酸結合タンパク質
、核内因子κβ（ＮＦκβ）、特異的虫垂抗原（ＨＬＡ－ＤＲ）、炎症関連抗原；および
前述のもののいずれかをコードする核酸（ＭＲＰ－８／１４およびハプトグロビンをコー
ドする核酸を含む）。核酸の存在に関して試験する方法は、当該分野において公知である
。
【００２５】
　虫垂炎を有しているものと疑われる患者に由来する第一のサンプルを得る工程を包含す
る本発明の方法はまた、虫垂炎と示差的に関連する少なくとも１つの分子をプロセスによ
り同定する工程を包含し得、このプロセスは、虫垂炎を有する第二の患者から第二の体液
サンプルまたは組織サンプルを得ること；少なくとも１つの虫垂炎の症状により特徴づけ
られる非虫垂炎状態を有する第三の患者から第三の体液サンプルまたは組織サンプルを得
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ること；および上述の第二のサンプルおよび上述の第三のサンプルを分析して、第二の患
者において虫垂炎と示差的に関連する分子を検出して、それによって、上述の分子が虫垂
炎と示差的に関連すること；および上述の分子の存在または第一のサンプルよりも増大し
た分子の存在を同定して、その患者における虫垂炎を診断することを包含する。虫垂炎に
示差的に関連する分子を同定するこのプロセスの候補分子としては、消化管に特有の構造
タンパク質、ストレス関連炎症メディエータ、免疫学的因子、腸内細菌叢に関する指示因
子、プラスミノゲンアクチベータインヒビタ－１、脂肪酸結合タンパク質、核内因子κβ
（ＮＦκβ）、特異的虫垂抗原（ＨＬＡ－ＤＲ）、炎症関連抗原、および前述のもののい
ずれかをコードする核酸が挙げられる。
【００２６】
　本発明はまた、虫垂炎と示差的に関連する分子を同手するための方法も提供し、この方
法は、虫垂炎の疑いが持たれて外科手術を受ける複数の患者の各々からサンプルを得る工
程；その患者が虫垂炎を有するか否かを外科手術の間に決定する工程および虫垂炎と示差
的に関連する分子の存在に関してそのサンプルを分析する工程を包含する、方法。そのサ
ンプルは、血液サンプルまたは虫垂組織のサンプルであり得る。この方法はまた、そのサ
ンプル中で虫垂炎に示差的に関連するとわかった分子の各々の量を決定する工程を包含し
得る。本発明の１つの実施形態では、組織中の分子の同定の後に、血漿中においてもその
分子が同定される。これは、血液のサンプルが、虫垂炎を有すると疑われる患者から採ら
れることを必要とされる。虫垂炎を有さない患者と比較した場合に、虫垂炎を有する患者
における虫垂炎と示差的に関連する分子の量もまた決定される。
【００２７】
　本発明の虫垂炎を診断するための方法が、試験デバイス（例えば、カートリッジ試験デ
バイスおよび試験紙型デバイス（ｄｉｐｓｔｉｃｋ　ｔｅｓｔ　ｄｅｖｉｃｅ）および／
または虫垂炎と示差的に関連する分子の有無を決定するための他の手段を使用すること工
程（例えば、ウエスタンブロット、ノーザンブロット、ＥＬＩＳＡ試験、タンパク質機能
試験、ＰＣＲおよび当該分野で公知となっている他のアッセイを実施する工程）を包含す
る。虫垂炎を有さない患者においても存在していて虫垂炎を有する患者では上方制御され
ている虫垂炎に示差的に関連する分子を試験する場合、患者の体液および組織に存在する
分子の相対量ならびにその分子の正常時（ｍｅｒｅ）の存在量が必要とされる。カートリ
ッジ免疫アッセイは、本明細書で記載したような分子の相対量に関する情報を提供するよ
うに設計され得る。当該分野で公知である他のアッセイとしては、ＥＬＩＳＡおよび医療
用アッセイデバイス（例えば、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ製のＳｙｎｃｈｒｏｎ　
ＬＸ　ｓｙｓｔｅｍ）などが挙げられ、このような他のアッセイは、患者に存在するその
ような分子の量を提供するために使用され得、次いで、この量は、虫垂炎を有さない患者
に存在する量と比較されてその患者が虫垂炎を有するか否かを決定する。
【００２８】
　虫垂炎を診断するための方法は、虫垂炎と示差的に関連する分子に対するモノクローナ
ル抗体またはポリクローナル抗体を使用して免疫学的アッセイを行う工程を包含し得る。
このような抗体は、過度な実験を伴うことなく当該分野において既知の手段によって作製
され得る。
【００２９】
　本発明はまた、サンプル中で虫垂炎と示差的に関連する分子の存在を検出するための免
疫試験デバイスを提供する。このデバイスは、モノクローナル性またはポリクローナル性
である、上述の分子に対する一次抗体、そのモノクローナル性またはポリクローナル性で
ある一次抗体に対する支持体、そのモノクローナル性またはポリクローナル性である一次
抗体と上述のサンプルを接触させるための手段、およびその分子とモノクローナル性また
はポリクローナル性である一次抗体の結合を検出し得る指示因子を備える。
【００３０】
　上述の分子とその抗体が結合することを検出する工程は、その抗体／分子複合体を、そ
の複合体における分子部分または抗体部分に結合する標識した二次抗体に対して、結合さ
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せることを包含する。
【００３１】
　この試験デバイスは、カートリッジ型、試験紙型（ｄｉｐｓｔｉｃｋ）または当該分野
で公知である他の構造体の形態で存在し得る。この試験デバイスはまた、使用時の指示、
試験結果を非虫垂炎患ついて行った同じ種類の試験の結果と比較するための指示書、付加
的な試薬（例えば、非虫垂炎患者に由来する細胞または体液）、ならびに当該分野で公知
の他の試薬を備えるキットの一部分であり得る。この型のアッセイデバイスは、当該分野
で公知であり、そして、例えば、米国特許第２００３／０２２４４５２号公報に記載され
ている。
【００３２】
　虫垂炎を診断するための方法は、サンプル中の分子のレベルを、虫垂炎を有さない人に
おけるその同じ種類の分子のバックグラウンドレベルを比較する工程を包含する。この比
較は、当該分野で公知である任意の手段によってなされ得る。これは、サンプルの結果を
、虫垂炎を有さないことが既知である人から得た第二のサンプルによる結果と比較する工
程、またはサンプルの結果を、虫垂炎を有さない人から得た結果についての写真または他
表現形式とを比較する工程を包含し得る。非虫垂炎レベルをマスキングするための手段（
例えば、非虫垂炎レベルを示す指示因子と同じ色または色調を有する支持体；または非虫
垂炎レベルを示す指示因子と同じ色または色調を有するフィルター）を有する試験デバイ
スが利用され得、その結果、虫垂炎を示す高いレベルのみの分子が例えば、目測で検出可
能であり得る。本発明の方法は、非虫垂炎サンプルにおいて代表的な、その分子のバック
グラウンドレベルを有するコントロール液、ならびに上述したように着色支持体および／
または光学フィルタを使用することが包含され得る。
【００３３】
　そのサンプルが血液ある場合、その方法は、アッセイするべき血漿または血清を分離す
るために当該分野で公知の手段（例えば、ろ過または遠心分離）によりその血液を処理す
る工程を包含する。
【００３４】
　抗体支持体は、当該分野で公知である。本発明の１つの実施形態において、抗体支持体
は、抗体が着脱可能にまたは固定して付着される吸着性のパッドである。本発明のデバイ
スにおいて、その分子と結合する抗体を検出すると当該分野で知られている任意の指示因
子手段が、使用され得る。この指示因子手段としては、選択したタンパク質に結合する標
識した、モノクローナル性またはポリクローナル性の二次抗体が挙げられ、これは、好ま
しくは、モノクローナル性またはポリクローナル性の一次抗体が結合するエピトープとは
実質的に異なる選択されたタンパク質上のエピトープに結合し、その結果、モノクローナ
ル性またはポリクローナル性の一次抗体の結合が、その二次抗体の結合を阻害することは
なく、その逆もない。この指示因子手段は、また、試験ウィンドウを備えており、ここか
ら、標識した抗体を確認できる。当該分野における公知に標識は、二次抗体を標識するた
めに使用され得る。本発明の１つの実施形態において、その標識は、金コロイドである。
その二次抗体は、モノクローナル性またはポリクローナル性である。本発明の１つの実施
形態において、その一次抗体は、虫垂炎と示差的に関連する分子の特定のポリペプチド配
列を使用して作製した、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体であり、そして、
その二次抗体は、上述の分子における異なる部位に結合するかまたは一次抗体に結合する
、異なるポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体である。ＭＲＰ－８およびＭＲＰ
－１４に対する抗体は、Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｃａｎｔｏｎ，ＭＡ）により市販
されている。本発明の方法において有用なハプトグロビンに対するモノクローナル抗体は
、当該分野で公知であり、例えば、米国特許番号５，５５２，２９５号に記載されている
。
【００３５】
　本発明の１つの実施形態において、アッセイされるサンプルは液体であり、そして、そ
の免疫試験デバイスは、側方流（ｌａｔｅｒａｌ　ｆｌｏｗ）デバイスであって、このデ
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バイスは、液体サンプルを流してその抗体と接触させるインレット手段を備える。この試
験デバイスもまた、その試験が適切に進行することを確実にするための流量制御手段を備
え得る。このような流量制御手段は、サンプル液が適切に流れることを確認するために手
段として検出抗体を捕捉する支持体に結合したコントロール抗原を含みます。あるいは、
この流量制御手段は、コントロール領域に捕捉抗体を備え、これにより、検出抗体を捕捉
して、適切なこのデバイス内で生じることを再度示します。
【００３６】
　上述のデバイスを使用して、虫垂炎と示差的に関連する分子の存在を検出する方法もま
た提供され、その方法は、以下の工程を包含する：本発明の免疫試験デバイスを提供する
工程；一次抗体をサンプルと接触させる工程；および一次抗体の結合を検出することがで
きる指示因子を読み取る工程。好ましくは、結合は、試験を受けた患者における虫垂炎を
示す。これらのデバイスを使用する方法は、別の研究機関にその患者またはそのサンプル
を送ることを必要とせずに、医院、緊急処置室、または手術室において実施される。
【００３７】
　本発明のデバイスは、上述したサンプルを試験するのに有用である。細胞が試験される
場合、例えば、その虫垂炎と示差的に関連する分子が血清よりも血球または組織細胞にお
いて存在することが疑われる場合、その方法および／またはデバイスは、細胞溶解工程、
あるいは界面活性剤、穿刺、または当該分野で公知である他の物理的・化学的プロセスを
使用する手段を含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３８】
　（詳細な発明）
　虫垂（ｖｅｒｍｉｆｏｒｍ　ａｐｐｅｄｉｘ）は、大腸からも小腸からも独立した器官
として認識されている。下行結腸の基部から指の形状した小袋として延びており、これは
、盲嚢とも呼ばれている。この虫垂は、小腸や大腸にように、中空であって、それらと同
じような３つの組織層から構成されている。これらの三層は、粘膜、筋層、漿膜である。
この虫垂の管腔は、盲嚢の管腔と円形の開口部（ｏｓ）を介して連結されており、この開
口部を通じて、その虫垂は、その分泌物を糞便流に加える。これらの分泌物は、その虫垂
の粘膜から産生される過剰な粘液である。この粘液を含むことに加えて、その虫垂は、右
結腸では一般的である多くの細菌を含む。その虫垂の管腔の閉塞は、急性虫垂炎を生じる
主要な要因である。糞石は虫垂閉塞の通例の原因であるが、肥大したリンパ組織、以前に
受けたＸ線検査によるバリウムの濃化、野菜および果物の種子、および回虫のような腸内
寄生虫もまた、虫垂の管腔を閉塞させてしまう可能性がある。
【００３９】
　管腔の閉塞の後に、事態の悪化が結果として起こる。その虫垂の近位の閉塞によって、
通常であれば盲嚢に流れ込む虫垂粘液の流れを阻止してしまう閉じたループ状の閉塞部を
生じてしまう。その虫垂粘液の連続した正常な分泌は、その虫垂の管腔の容量（約０．１
ｃｃ）を極めて速く満たしてしまう。その虫垂の管腔の許容限界に一旦達してしまうと、
その閉塞した虫垂からさらに粘液が産生されると、その器官内の内腔圧を上昇させる。こ
の上昇した内腔圧は、その虫垂壁に外側に向かって働き、その虫垂の膨張を引き起こす。
この膨張は、内臓痛求心性繊維（ｖｉｓｃｅｒａｌ　ａｆｆｅｒｅｎｔ　ｐａｉｎ　ｆｉ
ｂｅｒｓ）の神経末端を刺激して、腹部中央または心窩部の下部（ｌｏｗｅｒ　ｅｐｉｇ
ａｓｔｒｉｕｍ）に鈍く、だるい拡散性の疼痛を生じる。蠕動もまた、その突然の膨張に
より刺激を受けて、いくらかの痙攣が、虫垂炎の過程に初期において内臓痛に伴う。
【００４０】
　虫垂の膨張が、連続的な粘液分泌からのみでなく、虫垂の腸内細菌の速い増殖から続き
、その器官内の圧力が上昇するにつれて、その虫垂壁内の静脈圧が限度をこえてしまう。
次いで、この増大する内圧は、毛細管および小静脈を閉塞し、小動脈流のみが流れ続ける
ので、充溢および鬱血を生じる。この大きさの膨張は、通常は、反射的な悪心および嘔吐
を生じ、その拡散性の内臓痛は、より重篤となる。この炎症性過程は、すぐに、その虫垂



(10) JP 4447641 B2 2010.4.7

10

20

30

40

50

の漿膜を巻き込み、ついで、その領域の側腹膜を巻き込み、右下腹部（ｒｉｇｈｔ　ｌｏ
ｗｅｒ　ｑｕａｄｒａｎｔ；ＲＬＱ）へと疼痛の特徴的な移動が生じる。この疾患過程は
、実際に進行すると、疼痛がそのＲＬＱに局所化する。
【００４１】
　この消化管（虫垂を含む）の粘膜は、不完全な血液供給に非常に強く影響を受ける。し
たがって、粘膜の完全性は、その過程に初期に機能障害を起こし、それよりも深い位置に
ある組織層に対して細菌が侵入することを許容してしまう。この細菌侵入によって、種々
の細菌性毒素の全身放出を生じてしまう。発熱、頻脈、および白血球増加が、その壊死し
た組織産物と細菌性毒素が全身に放出された結果として、進行する。進行性虫垂膨張（ｐ
ｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ　ａｐｐｅｎｄｉｃｅａｌ　ｄｉｓｔｅｎｔｉｏｎ）が生じると、
細動脈圧に対する侵害（ｅｎｃｒｏａｃｈ）、虫垂漿膜の対腸間膜の境界において楕円形
の梗塞が発生する。膨張すると、細菌侵入が血液供給に障害を生じさせ、梗塞が進行し、
対腸間膜の境界上の梗塞領域のうちの１つを貫通する穿孔が生じる。次いで、この貫通に
よって細菌が放出され、腹腔内に毒素が放出される。
【００４２】
　虫垂炎は、「重大な模倣者（ｇｒｅａｔ　ｉｍｉｔａｔｏｒ）」といわれている。その
類義語は、他の状況のものと頻繁に混合される。この混同は、その過程の初期の疼痛の非
特異的性質および虫垂炎がどのように進行するかにおける変動性から生じる。腹部の右下
四半分における疼痛は、虫垂炎の顕著な特徴であるが、これは、代表的には、その患者が
最初に認めるものではない。その虫垂の内腔が最初に妨げられると、その患者は、虫垂内
腔が、粘液で満たされる機会がまだなかったので、症状があるとしても、ごくわずかしか
ない。虫垂内腔が満たされるのに必要とされる時間は、閉塞の後に利用可能な内腔容積に
比例する。これは変動性でありかつ予測不能である。なぜなら、その容積は、個々の虫垂
の大きさに依存し、正確には、糞石もしくは他の閉塞がその長さに沿って位置する場所に
依存するからである。その糞石もしくは他の閉塞が虫垂の先端近くに存在する場合、その
利用可能な容積は比較的小さく、その症状または穿孔に達するまでの時間は短い。対照的
に、その糞石もしくは他の閉塞が虫垂の基部近くに存在し、考えられる最大の虫垂容積を
提供する場合、その逆もまた真である。
【００４３】
　一旦その虫垂が膨張し始めると、その虫垂炎患者は、通常、その腹部の中心部において
非特異的な違和感を覚え始める。この違和感は、一般的な病気（例えば、消化不良）、便
秘またはウイルス性疾患と混同しやすい。継続した虫垂膨張には、いくらかの悪心、およ
び頻繁には嘔吐が付随する。稀には、重篤なまたは容赦のない嘔吐が生じ、これらによっ
て、一般的な病気とさらに混同されやすくなる。
【００４４】
　虫垂炎の進行の後期には、虫垂の最外層にまで炎症が進行する。この最外層は漿膜とよ
ばれ、そして、それは、腹膜とよばれる腹腔の内側層に接触する。この接触によって、腹
膜に炎症が起こされ、その虫垂がその腹膜に接触しているところがどこであれ、焼け付く
ような痛み（focal　pain）とともに虫垂炎患者により知覚されるような腹膜炎が生じす
る。これはまた個人差があるものである。この虫垂は、マクバーニー（ＭｃＢｕｒｎｅｙ
）ポイントとして知られている領域のもとほとんどの場合は右下腹部に局在する。マクバ
ーニーポイントは、前腸骨棘から臍に向かった直線の約三分の二程度の距離にある位置で
ある。しかし、この虫垂は、他の位置に存在する場合もある。この場合は、虫垂による腹
膜炎が異常な位置に存在する。これは、虫垂炎の場合に誤診を生じ、外科医処置を遅延さ
せ得るよくある要因である。
【００４５】
　その位置に関わらず、虫垂炎が進行する状況にある場合に、その器官は最終的には穿孔
する。これにより、その穿孔した虫垂近くの腹腔は重篤な感染症を引き起こし得る細菌に
よって汚染される。通常、この感染によって、局所化した腹腔内の膿瘍または蜂巣炎に至
り、全身性の敗血症を引き起こし得る。
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【００４６】
　虫垂炎に示差的に関連する分子を同定するために、プロテオーム的研究方法が使用され
た。急性虫垂炎を有する患者における虫垂組織に存在するタンパク質複合体であるＭＲＰ
－８／１４を同定した。虫垂炎と非常に高い相関性をもつこの複合体の性質のために、発
明者らは、見かけ上虫垂炎である患者におけるＭＲＰ－８／１４血清レベルを調べるに至
った。ＭＲＰ－８／１４は、虫垂炎症を有さない見かけ上虫垂炎を有する患者と比較して
、虫垂炎を有する患者において有意に高かった（ｐ＜０．０２）。この血清におけるＭＲ
Ｐ－８／１４の供給源は、炎症した虫垂組織である。これは、ＭＲＰ－８／１４の既知の
機能と矛盾しない。
【００４７】
　炎症におけるＭＲＰ－８／１４の役割は、完全に理解されているわけではなく、毛細管
内に白血球を保持するという重要な役割を担っているようである。細胞外ＭＲＰ－８／１
４は、硫酸ヘパリン（ｈｅｐａｒｉｎ　ｓｕｌｆａｔｅ）、および具体的にはカルボキシ
ル化グリカンと結合することで内皮細胞と相互作用する（Ｒｏｂｉｎｓｏｎら，２００２
）。このＭＲＰ－８／１４が内皮細胞に結合することによって誘導される、この細胞内シ
グナル伝達経路およびエフェクター作用機序は、十分に規定されていない。しかし、食細
胞とＭＲＰ－８／１４との相互作用によって、インテグリンレセプターＣＤ１１ｂ－ＣＤ
１８の結合活性が増大される。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ら，　２００３）。このＭＲＰ－８／１４が、終末糖化産物レセ
プター（ＲＡＧＥ）を利用すると考えられている。ＭＲＰ－８／１４，Ｓ１００Ａ１２の
相対量は，内皮細胞により発現されるＲＡＧＥの特異的なリガンドであり、それらの相互
作用によって、これらの細胞におけるＮＦκＢ結合を活性化する（Ｈｓｉｅｈら，２００
４）。このＮＦ－κＢ結合によって、その後、多くの炎症誘発性分子（例えば、種々のサ
イトカインまたは接着性分子）の発現が誘導される。したがって、Ｓ１００タンパク質の
放出および細胞外機能は、ポジティブフィードバック機序を示し、これによって、食細胞
が、炎症部位に対して白血球の補充を促進する。あわせて考えると、これらのタンパク質
は、特定の炎症状態における基礎的な炎症応答において役割を果たしおり、虫垂組織炎症
の優れたマーカーである。
【００４８】
　好中球は、血液循環から炎症部分に移動するもののうち最初の白血球細胞である。好中
球において、上述のＭＲＰ－８／１４複合体が、細胞質ゾルタンパク質の総量の約４０％
が構成している。このタンパク質は、マクロファージ系細胞おいて特異的に発現されてお
り、血液単球および急性活性化マクロファージを、そのタンパク質の他の白血球細胞供給
源とする。ＭＲＰ－８／１４は、リンパ球においても常在性のマクロファージまたは慢性
炎症に関与するそれらのマクロファージにおいては通常発現されない。上述の２種のタン
パク質も、急性炎症について具体的に言及すると粘膜上皮により独立して発現されること
が知られている。
【００４９】
　虫垂炎の場合、その管腔の閉塞およびその結果としての虫垂壁の膨張によって、炎症応
答が誘発される。次いで、循環好中球が、この領域に補充され、活性化マクロファージも
補充される。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連
しているが、他方で、ＭＲＰ－８／１４と細胞活性との間の正確な関係は、よく知られて
いない。既知であるのは、ＭＲＰ－８／１４の細胞内分布がマクロファージの活性状態と
ともに変化することである。正常なマクロファージは、細胞質ゾルにその複合体を含んで
いるが、一旦刺激されると、ＭＲＰ－８／１４はその細胞質ゾルから細胞膜へと移動する
（具体的には、細胞骨格のタンパク質とともに移動する）。このことより、以下のことが
示唆される。すなわち、ＭＲＰ－８／１４は、細胞移動、食作用、炎症性シグナル伝達に
関連し得る。細胞移動およびシグナル伝達の役割もまた、ＭＲＰ－８／１４が虫垂内の血
管の裏打ちされているような血管内皮から直接産生される理由を説明する。
【００５０】
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　特定の炎症におけるその役割に関わらず、急性炎症の細胞においてＭＲＰ－８／１４が
大量に存在することが、ＭＲＰ－８／１４を非常に優れた検出因子および急性虫垂炎のモ
ニターにする。この炎症過程の初めの段階は、好中球およびマクロファージを特定の部位
に取り込むことである。発明者らの研究において、この特定の部位は虫垂であり、ここで
、そのＭＲＰ－８／１４を含む細胞が、厄介な刺激を作動させるのである。この作用は、
通常、ＭＲＰ－８／１４細胞の死を生じ、細胞質ゾルまたは細胞膜のいずれかから患者の
循環系にＭＲＰ－８／１４が放出される。同時に、この虫垂の粘膜内層は、ＭＲＰ－８／
１４を産生して放出することでマクロファージ移動または炎症性増幅を促進させる。次い
で、このプロセスは、虫垂炎によってＭＲＰ－８／１４細胞の量が増大されて最終的に循
環系にＭＲＰ－８／１４をさらに多量に放出するにつれて段階的に拡大する。
【００５１】
　細胞外ＭＲＰ－８／１４の増加を生じさせる炎症状態およびこれらのＭＲＰ－８／１４
の増大が炎症の程度に相関する傾向の他の例も知られている。具体的には、慢性気管支炎
、嚢胞性繊維症、および慢性関節リウマチは、全て、ＭＲＰ－８／１４の血清レベルの上
昇に関連し、これらの疾患の重篤度は、検出されたＭＲＰ－　８／１４の血清レベルにほ
ぼ比例する。
【００５２】
　ＭＲＰ－８／１４の生理学的役割により、ＭＲＰ－８／１４は急性虫垂炎に対する理想
的な臨床マーカーとなる。通常、虫垂炎を有する患者は、若年であり、かつ健康的である
ので、これらの患者は、一般的に、非常に強い炎症応答を生じる。この強力な応答では、
その疾患の初期段階においてＭＲＰ－８／１４を遊離させ、虫垂炎の進行を促すものと考
えられる。さらに、ＭＲＰ－８／１４のレベルが上昇すること関連していると知られてい
る疾患は、通常は、これより若い群においては一般的ではなく、虫垂炎と類似する総合的
症状を生じることはない。最後に、ＭＲＰ－８／１４がリンパ球増殖において位置づけら
れず、またはリンパ球増殖に関連もしない場合、このマーカーは、ウイルス感染の際に増
加するとは考えられない。これは、虫垂炎を診断する非常に強力な利点である。なぜなら
ば、ウイルス感染は、虫垂炎の最も一般的な支持因子の１つであるからである。
【００５３】
　ハプトグロビンもまた、虫垂炎に対する有用なマーカーとして発明において同定された
。除去処理した血清を差分化プロテームスクリーニングすることで、虫垂炎のマーカーと
してハプトグロビンを同定した。虫垂組織の二次差分化スクリーニングによって、ハプト
グロビンが虫垂炎を有する患者の虫垂組織で上方制御されていることを確認した。この知
見は、組織タンパク質のウエスタンブロッティングにより確認した。特に、このαサブユ
ニットアイソフォームは、患部組織においてのみ存在した。ハプトグロビンは、血漿性タ
ンパク質なので、これは虫垂炎に対するバイオマーカーとして非常に価値が高いものであ
る。
【実施例】
【００５４】
　（実施例１　ＭＲＰ－８／１４）
　本研究の目的は、早期の急性虫垂炎を診断するための決定行例に対して一助となる組織
特異的マーカーを同定することであった。プロテオームスクリーニングを使用して、急性
虫垂炎の場合に特異的に上方制御（アップレギュレート）された虫垂に存在するタンパク
質を同定した。ＭＲＰ－８／１４を、急性虫垂炎患者の患部である虫垂および血清の両方
おいて存在したものとして同定した。
【００５５】
　（材料および方法）
　「標本および血清の収集」　本研究において記録対象とした全ての患者を、その患者の
治療医師により規定される容認された標準的患者管理に従って処置した。発明者らの研究
において算入されるあたり診断に先立って、全ての患者は、外科医により評価を受け、そ
の外科医により虫垂炎を患っていると診断された。これらの虫垂炎患者に対するその治療
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外科医の治療計画として、即時虫垂切除が含まれていた。抗生物質の使用、外科的手技（
開腹手術または腹腔鏡を用いる手術のいずれかのもの）のような全ての処置における詳細
は、個々の外科医によって決定された。
【００５６】
　「除外基準」：　先存慢性炎症性疾患（例えば、喘息、慢性関節リウマチ、炎症性腸疾
患、乾癬、または好中球減少）を有する全ての患者。妊娠もまた、除外基準であるとして
考慮した。
【００５７】
　研究に携わった者は、本研究について全ての患者と協議のうえ、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、その被験体は識別番号が割り振られ、非
個人的個体群統計学的な臨床情報（年齢、性別、人種、症状の持続期間、白血球数算定（
Ｗｈｉｔｅ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｏｕｎｔ；ＷＢＣ）、画像診断結果など）を得た。外科手術
時に、全身麻酔の後に、全血サンプル（５～１０ｃｃ容量）を、末梢静脈穿刺により得た
。次いで、この血液標本を、氷上に静置した。可能な限り迅速に、炎症を起こした虫垂の
少量のサンプル（約１ｇ）を、その病理組織標本から取り、それについても氷上に静置し
た。次いで、上述の氷上に静置した血液標本を、３０００ｒｐｍで２０分間に亘って遠心
分離にかけ、そして、遊離した血清を単離した。次いで、この単離した血清および虫垂組
織片を、別々に保存して、－８０℃で冷凍した。
【００５８】
　「虫垂炎組織処理工程」　虫垂切除した患者から得た虫垂組織を収集して、処理を受け
るまで－８０℃で保存した。個々の組織サンプルを、液体窒素下で滅菌した乳鉢と乳棒を
使用することですり潰して粉末にした。抽出緩衝液（０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ｂａｓｅ
，　２００ｍＭ　塩化ナトリウム、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％アジ化ナトリウム、ｐＨ
７．５）中で３７℃にてインキュベートすることにより組織粉末からタンパク質を抽出し
た。サンプルを、１４Ｋｒｐｍで１０分間に亘り遠心分離した。上清を、分析するまで－
８０℃で保存した。
【００５９】
　「抽出した組織サンプルの２次元（２Ｄ）ゲル分析」　２Ｄゲル分析を、除去処理した
（ｄｅｐｌｅｔｅｄ）血清サンプルおよび抽出した組織サンプルについて実施した。等電
点分離法（Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆｏｃｕｓｉｎｇ；ＩＥＦ）およびＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅを、２Ｄゲル分析のためのＺｏｏｍ　（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）プロトコルに従って実
施した。各々ゲルにおいて、等量のタンパク質を分析した。
【００６０】
　陰性であった血清ゲルと陽性であった血清ゲルとの比較によって、どのタンパク質が陽
性サンプル中に存在して、陰性サンプル中に存在しないかを決定した。候補となるゲルス
ポットを同定して、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦタンパク質同定分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ）（Ｌｉｎｄｅｎ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に供した。
【００６１】
　「抽出した虫垂組織サンプルのウエスタンブロット分析」　サンプル（１０μｇ）を、
標準的なＬａｅｍｍｌｉ型ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供して、そして、タンパク質を、化学発光
検出を用いる標準的な技術を使用するウエスタンブロット分析のためにニトロセルロース
メンブレンに移した。「Ｍａｇｉｃ　Ｍａｒｋ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｓｔａｎｄａｒｄ」（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、分子量を決定した。「ＭＲＰ－８（Ｃａｌｇｒａｎ
ｕｌｉｎ　Ａ　Ｃ－１９，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＳＣ－８１１２）」を、一次抗体のた
めに０．５×Ｕｎｉｂｌｏｃｋ　（ＡｓｐｅｎＢｉｏ，　Ｉｎｃ）で１：１００希釈溶液
にて使用した。その二次抗体は、ペルオキシダーゼ抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）であり、Ｕｎ
ｉｂｌｏｃｋで１：２０００希釈溶液にてアフィニティ精製（Ｖｅｃｔｏｒ，　ＰＩ－９
５００）した。「ＭＲ－１４（Ｃａｌｇｒａｎｕｌｉｎ　Ｂ　Ｃ－１９，Ｓａｎｔａ　Ｃ
ｒｕｚ，ＳＣ－８１１４）」一次抗体のために０．５×Ｕｎｉｂｌｏｃｋ　（Ａｓｐｅｎ
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Ｂｉｏ，Ｉｎｃ）で１：１００希釈溶液にて使用した。その二次抗体は、ペルオキシダー
ゼ抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）であり、Ｕｎｉｂｌｏｃｋで１：２０００希釈溶液にてアフィ
ニティ精製（Ｖｅｃｔｏｒ，ＰＩ－９５００）した。
【００６２】
　「血清ＭＲＰ－８／１４の決定」　ＭＲＰ－８／１４の血清レベルを、市販のＥＬＩＳ
Ａ（Ｂｕｈｌｍａｎｎ　Ｓ１００－Ｃｅｌｌｉｏｎ　Ｓ１００　Ａ８／Ａ９）を用いてそ
の製造業者のプロトコルに従うことによりＥＬＩＳＡで決定した。
【００６３】
　（結果）
　「虫垂炎患者に由来する虫垂組織に存在するタンパク質の同定」　示差的プロテオーム
解析を、急性虫垂炎を患った患者において増大したタンパク質を同定する目的で、除去処
理した（ｄｅｐｌｅｔｅｄ）血清サンプルについて実施した。この分析は、正常であった
患者に由来するサンプルと穿孔した虫垂を有した患者に由来するサンプルを比較すること
を伴った。血液サンプルを、外科手術の直前に得た。本研究において正常である治療を受
けた者は、腹部の疼痛を示して外科手術を受けたが虫垂が正常であったことが判明したも
のである。正常である虫垂組織と患部である虫垂組織は、外科手術の間に収集した。
【００６４】
　２次元電気泳動を使用して４つの正常なサンプルのプールと２つの虫垂炎サンプルのプ
ールとを比較した。図１は、タンパク質の２次元（２Ｄ）プロファイルを示す。そのゲル
における比較を実施して、もっとも明確な差異が、図１ＢにおいてＡＰ－９３として示さ
れている。図１におけるゲルに基づくと、ＡＰ－９３の分子量は、約１４キロダルトンで
ある。その対応するゲルのスライスを、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦにより分析して、確定的な同
定を行った。その同定結果は、以下の２つのトリプシンによるペプチドのスペクトルに基
づくものである：
【００６５】
【化１】

【００６６】
このペプチドは、以下のＭＲＰ－１４のアミノ酸配列（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｐ０６７
０２）において下線を付した残基に対応する：
【００６７】
【化２】

【００６８】
　ＭＲＰ－１４としてＡＰ－９３をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦにより同定した結果は、その分子
量の一致によって確認した。このデータに基づくと、ＭＲＰ－１４タンパク質は、正常な
サンプルプールよりも患部サンプルプールにおいてずっと量が多かった。
【００６９】
　「患部である虫垂組織における、ＭＲＰ－１４およびＭＲＰ－８の存在」　患部組織に
おけるＭＲＰ－１４の存在を確認するために、抗ＭＲＰ－１４抗体を、個々の正常な虫垂
および患部虫垂に由来する組織抽出物のウエスタンブロッティングにおいて使用した。図
２は、９つの正常サンプルおよび１１の虫垂炎サンプルから得られた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が、どの虫垂炎サンプルにおいても存在してい
る。上述の正常サンプルにおいては、シグナルは存在しなかった。このデータによって、
本研究のプロテオームスクリーニングによるデータが確認され、このタンパク質が、患部
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【００７０】
　ＭＲＰ－８は、ＭＲＰ－１４とダイマーとして存在することが知られているので、ＭＲ
Ｐ－８の存在についても組織標本を調べた。図３は、正常組織サンプルおよび患部組織サ
ンプルにおける抗ＭＲＰ－８抗体を使用したウエスタンブロットデータを示す。予想され
たように、いずれの患部虫垂サンプルにおいて、ＭＲＰ－８は存在するが、正常虫垂組織
において検出されない。これらのウエスタンブロットデータによって、このＭＲＰ－８タ
ンパク質およびＭＲＰ－１４タンパク質が正常な虫垂組織よりも虫垂炎である場合におい
てきわめて大量に存在することが示される。
【００７１】
　「急性虫垂炎を有する患者におけるＭＲＰ－８／１４の血清レベルの増大」　虫垂炎と
その虫垂におけるＭＲＰ－８／１４の存在との間の強い相関性により、発明者らは、それ
らの患者および本研究にその後加わったその他の患者の血清におけるＭＲＰ－８／１４レ
ベルを調べるに至った。その血清は、外科手術前に収集され、貯蔵され（ｂａｎｋｅｄ）
、その疾患が状態が判明した後に分析した。ＭＲＰ－８／１４レベルを、この複合体に特
異的なサンドイッチＥＬＩＳＡを使用して測定した。
【００７２】
　表１は、Ｈｙｃｕｌｔ（Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）により製造されてＣｅｌｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ（Ｃａｎｔｏｎ，　ＭＡ）により市販されているＥＬＩＳＡによって決定した
３９名の患者について血清ＭＲＰ－８／１４レベルを列記する。この量を、この研究にお
いて虫垂炎を有さなかった患者の平均レベルと比較した場合の割合として与えた。虫垂炎
を有する患者のすべてが、ＭＲＰ－８／１４において平均通常レベルと比して数倍の増加
を示した。この手順を、そのＥＬＩＳＡ製品に付属する指示書に従って実施した。そのサ
ンプル番号は、そのサンプルに対して番号を振り直したので図２および図３において示さ
れるサンプル番号と対応するものではない。
【００７３】
　（表１）
【００７４】
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【表１】

【００７５】
　発明者らは、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。そ
のウエスタンブロットデータに基づいて、虫垂組織におけるＭＲＰ－８／１４の存在は、
疾患にたいして非常に相関している。さらに、血清中のＭＲＰ－８／１４のレベルが、虫
垂炎を示すものである。この増大はその虫垂の組織好中球炎症（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｎｅ
ｕｔｒｏｐｈｉｌ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）によるこれらのタンパク質の産生の増大
のためであり、おそらくは、虫垂自体によるそのタンパク質の直接的な粘膜産生のためで
あると本発明者らは仮定した。本研究によって、ＭＲＰ－８／１４が急性虫垂炎の有用な
臨床標識であることが実証される。ＭＲＰ－８／１４が虫垂炎に示差的に関連した分子で
あるとの発明者らの発見の後に、発明者らの研究は、Ｐｏｗｅｒ，Ｃ．らの知見（２００
４年および２００５年）により確認された。このＰｏｗｅｒ，Ｃ．らは、急性虫垂炎を有
する患者の顔面においてこの分子が検出されたことを報告した。
【００７６】
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　（実施例２　ハプトグロビン）
　血清および虫垂組織のプロテオームスクリーニングを使用して、発明者らは、ハプトグ
ロビンが、急性虫垂炎を有する患者において上方制御されることを決定した。このハプト
グロビンのαサブユニットは、この疾患に関するスクリーニングにおける特に有用なマー
カーである。
【００７７】
　（材料および方法）
　標本および血清の収集、虫垂炎組織の処理、抽出した組織サンプルの２Ｄゲル分析およ
び抽出した虫垂組織サンプルのウエスタンブロット分析を、実施例１に記載したように実
施したが、但し、ウエスタンブロット分析については、アフィニティ精製した抗ヒトハプ
トグロビン（Ｒｏｃｋｌａｎｄ，　６００－４０１－２７２）を、１次抗体として０．５
×ｕｎｉｂｌｏｃｋにて１：５０００希釈溶液で使用し；そして二次抗体は、ペルオキシ
ダーゼ抗ウサギＩｇＧ　（ｈ＋ｌ）であり、ｕｎｉｂｌｏｃｋにより１：５０００希釈溶
液でアフィニティ精製（ｖｅｃｔｏｒ，ｐｉ－１０００）した。
【００７８】
　（結果）
　「虫垂炎患者に由来する虫垂組織において存在するタンパク質の同定」　示差的プロテ
オーム解析を、急性虫垂炎を患った患者において増大したタンパク質を同定する目的で、
除去処理した血清サンプルについて実施した。この分析は、正常であった患者に由来する
サンプルと穿孔した虫垂を有した患者に由来するサンプルを比較することを伴った。血液
サンプルを、外科手術の直前に得た。本研究において正常である治療を受けた者は、腹部
の疼痛を示して外科手術を受けたが虫垂が正常であったことが判明したものである。正常
である虫垂組織と患部である虫垂組織は、外科手術の間に収集した。
【００７９】
　本研究のプロテオーム的な研究方法では、２次元電気泳動を使用して４つの正常なサン
プルのプールと２つの虫垂炎サンプルのプールとを比較した。図５は、ＩｇＧおよびアル
ブミンを除去処理した血清により分析したタンパク質の２Ｄプロファイルを示す。これら
のゲルの間での比較を実施して、そのもっとも明らかな差異を、図５においてＡＰ－７７
として示した。ゲルスポットＡＰ－７７のタンパク質を、トリプシンで消化して、ＭＡＬ
ＤＩ－ＴＯＦにより分析した。ここで得られた２種のペプチドは、以下の配列を有してい
た：
【００８０】
【化３】

【００８１】
これらの配列をハプトグロビンのαサブユニットとアライメントした。このハプトグロビ
ン前駆体の配列（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＮＰ００５１３４）を、以下に示し、そのトリ
プシンによるフラグメントを下線で示した：
【００８２】
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【化４】

【００８３】
　図６は、患部の虫垂組織におけるタンパク質と正常な虫垂組織におけるタンパク質との
間での２次元電気泳動プロファイルの比較結果を示す。２つのスポット、すなわち、ＡＰ
－９１およびＡＰ－９３を、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦにより分析して、確定的な同定結果を決
定した。ＡＰ－９１のタンパク質が、ＡＰ－７７、すなわちハプトグロビンαサブユニッ
トと同一であることが決定付けられた。
【００８４】
　「患部である虫垂組織におけるハプトグロビンの増大」　患部である虫垂組織における
ハプトグロビンの存在を確認するために、抗ハプトグロビン抗体を、正常虫垂および患部
虫垂の個々からの組織抽出物のウエスタンブロッティンングにおいて使用した。図７は、
６つの正常サンプルおよび６つの虫垂炎サンプルによるウエスタンブロットデータを示す
。ほとんど全てのサンプルが、いくらかのレベルで３８ｋｄのβサブユニットを含むが、
虫垂炎の場合には、レベルの上昇が見受けられるようである。２０キロダルトン（ｋｄ）
を超えるバンドが、その虫垂炎サンプルにおいても存在しており、正常な組織サンプルの
全てにおいて存在しなかった。このデータによって、上述のプロテームスクリーニングの
データが確認され、そのタンパク質が、患部となった虫垂組織の指標であることを示す。
そのαサブユニットが、βサブユニットよりも高い特異性を有している。
【００８５】
　（実施例３．　体液サンプルを使用する場合の分子の同定方法）
　この実施例のバリエーションにおいて、体液サンプルとしては、全血、血清または血漿
が挙げられる。このサンプルは、虫垂切除の直前にヒト患者から回収した全血である。そ
の標本は、氷上に静置され、そして、研究室へと輸送される。次いで、この血液は、１５
分間に亘って３０００ｒｐｍで遠心分離することによって処理される。次いで、血漿を。
別の容器に注ぎ込むことにより分離した。
【００８６】
　虫垂切除を実施する際に、患者は、虫垂炎（ＡＰ）をであるものまたは非虫垂炎である
もの（ＮＡＰ）として分類される。この分類は、当該分野において公知である、臨床的評
価、症状またはその両方に基づく。虫垂炎の場合にとって、その臨床状態もまた、穿刺性
であるもの、または非穿刺性であるものとして特徴付けられる。
【００８７】
　ＡＰ患者に由来するサンプルは、必要に応じてプールされ、アリコートに分注される。
必要に応じて、プールされていたアリコートを処理して、抗体および血清アルブミンのよ
うな選択された成分を取り除く。同様に、ＮＡＰ患者に由来するサンプルも、必要に応じ
てプールされ、アリコートに分注され、同じような選択成分を取り除くために必要に応じ
た処理を伴う。好ましくは、ＡＰサンプルおよびＮＡＰサンプルを、同様に様式で処理す
る。
【００８８】
　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の各々は、当該分野
で公知の２次元電気泳動に供される。各サンプル型の結果は、タンパク質の有無および相
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対的発現レベルに関して、比較される。好ましくは、当業者は、ＮＡＰサンプルにおいて
は存在しないかまたは比較的低レベルで発現するかそのいずれかである、ＡＰサンプル由
来のタンパク質に対応するシグナルを検出する。このようなＡＰタンパク質に対してさら
なる特徴づけが実施される。
【００８９】
　後続の特徴付けとしては、部分アミノ酸配列決定、質量分析法、および当該分野で公知
である他の分析技術が挙げられる。その部分アミノ酸配列に対応する遺伝子の全長クロー
ンは、単離され、組換えタンパク質として発現され得る。この組換えタンパク質は、検出
のための抗原として使用され得る。あるいは、部分的または全長の組換えタンパク質は、
ポリクローナルまたはモノクローナルである特異的な抗体試薬を誘導するか、そうでなけ
れば、その抗体試薬を生成する。この抗体試薬は、患者における抗原の検出の際に使用さ
れ、虫垂炎診断を支援する。抗原性分子を組みあわて虫垂炎診断で使用され得る。
【００９０】
　（実施例４　組織サンプルを使用して分子を同定する方法）
　組織サンプルは、虫垂炎（ＡＰ）患者および非虫垂炎（ＮＡＰ）患者から収集される。
好ましくは、その組織は、虫垂である。このＡＰまたはＮＡＰの組織サンプルは、必要に
応じてプールされ、ＡＰ組織プールまたはＮＡＰ組織プールを生成する。このＡＰ組織サ
ンプルおよびＮＡＰ組織サンプルの各々は、全てのＲＮＡおよび／またはｍＲＮＡの単離
のための供給源として使用される。単離する場合、そのＡＰ－ＲＮＡおよびＮＡＰ－ＲＮ
Ａは、別々に維持され、ｃＤＮＡの調製のために使用される。
【００９１】
　差分化ライブラリー（ｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ　ｌｉｂｒａｒｙ）を、当該分野で利用
可能である技術を利用して作製した。ｃＤＮＡライブラリーは、必要に応じて増幅される
。このｃＤＮＡライブラリーは、非常に冗長な種類のものならびに患部サンプルおよび正
常サンプルの両方で発現しているような種類のもののような所望しない成分を除くように
処理される。この技術の例としては、Ｂｏｎａｌｄｏら（１９９６）およびＤｅｉｃｈｍ
ａｎｎ　Ｍら（２００１）によって記載されるような技術が挙げられる。
【００９２】
　この差分化ライブラリーを生成する際に、その疾患状態において示差的に発現する配列
に対応する選択されたクローンを分析し、単離し、そして、配列決定する。分子生物学的
技術を使用して、部分または完全なタンパク質の組換え発現のための候補を選択する。次
いで、このようなタンパク質は、検出のための抗原として使用される。あるいは、部分的
または完全な組換えタンパク質は、ポリクローナルまたはモノクローナルである特異的な
抗体試薬を誘導するか、そうでなければ、その抗体試薬を生成する。この抗体試薬は、患
者における抗原の検出の際に使用され、虫垂炎診断を支援する。抗原性分子を組みあわて
虫垂炎診断で使用され得ることが企図される。
【００９３】
　（実施例５　血漿サンプル粘度の評価による虫垂炎診断の方法）
　全血を、虫垂切除の直前に虫垂炎との疑いある患者から取る。その標本を、氷上に静置
して、臨床実験室に輸送した。次いで、この血液は、１５分間に亘って３０００ｒｐｍで
遠心分離することによって処理される。次いで、血漿を。別の容器に注ぎ込むことにより
分離した。
【００９４】
　この注ぎ込む工程の間に、そのサンプルを、粘度に関して評価した。粘度の増大は、虫
垂炎の指標となる。虫垂炎の症例に対応するサンプルのうち約８０％が、粘度が増大する
が、他方、非虫垂炎の場合に対応するサンプルの全部が、粘度の増大を示さないか、また
はその５％未満のみが、粘度の増大を示す。粘度が増大する程度は、虫垂炎の重篤度と相
関することに留意のこと。
【００９５】
　粘度の測定は、目視検査によって、または当該分野で公知の技術を使用することによっ
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　ｖｉｓｃｏｍｅｔｅｒ」（Ｈａｒｋｎｅｓｓ　Ｊ．，１９６３）が、使用される得るか
、または他の技術（Ｈａｉｄｅｋｋｅｒ　ＭＡ，ｅｔ　ａｌ．，２００２）も使用され得
る。
【００９６】
　血漿内で粘度の増加が存在することが、例えば、以下のもののうちの１つ以上の他の診
断技術と併用して利用され得る：身体検査、分画情報を伴ったまたはそれを伴わない総血
球数（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｏｕｎｔ；ＣＢＣ）、尿検査（ＵＡ）、コンピ
ュータ断層撮影（ＣＴ）、腹部超音波検査法、および腹腔鏡検査法。
【００９７】
　本明細書に亘って記載の全ての参考文献、例えば、刊行物、特許および特許文書は、本
願における開示内容と各参考文献が矛盾を生じない程度まで、その文献が個別に参考とし
て援用されるがごとく、その全体が本明細書において参考として援用される。
【００９８】
　用語「含む（包含する、備える）」（「ｃｏｍｐｒｉｓｅ」、「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」
、「ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ」または「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ」）が本明細書において使用さ
れる場合、これらは、言及した特徴、整数、工程または参照される構成要素の存在を特定
するように解釈されるが、１以上の他の特徴、整数、工程または参照される構成要素ある
いはその群が存在することまたはそれらを加えることを除外しないと解釈されるべきであ
る。
【００９９】
　本発明は、種々の具体的なかつ好ましい実施形態および技術に関して記載してきた。し
かし、多くのバリエーションと改変が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、
為されえることを理解すべきである。本明細書中で具体的に記載した、組成物、方法、デ
バイス、デバイスエレメント、材料、手順、技術および実施例ならびにそれぞれのバリエ
ーション以外の組成物、方法、デバイス、デバイスエレメント、材料、手順、技術および
実施例ならびにそれぞれのバリエーションも、過度の実験の必要なく広く開示された本発
明を実施することに適用される。全ての技術、既知の機能的均等物は、本発明によって包
含されることが企図される。ある範囲の開示がある場合、その範囲の部分および個別の値
の全てが、本願されることが企図される。本発明は、図面において示されたもの、または
本願発明において例示されたものを含む、開示された実施形態によって限定されるべきで
はなく、これらは、例示として与えたものであって限定される性質のものではない。
【０１００】
　（参考文献）
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【０１１４】
【図１】図１は、（Ａ）正常虫垂組織および（Ｂ）患部である虫垂組織に由来するタンパ
ク質の２次元電気泳動画像を示す。タンパク質は、Ｘ軸上で等電点分離法により分離し、
そして、Ｙ軸上で分子量により分離した。その分子量（キロダルトン）を、左側にしめし
た。矢印は、上方制御されたタンパク質であるＡＰ－９３を示す。
【図２】図２は、正常組織（Ｎ）および患部組織（Ａ）のＭＲＰ－１４　ウエスタンブロ
ット分析の結果を示す。番号は、サンプル識別番号（ＩＤ）である。分子量は、キロダル
トンで示される。
【図３】図３は、正常組織（Ｎ）および患部組織（Ａ）のＭＲＰ－８ウエスタンブロット
分析の結果を示す。番号は、サンプル識別番号（ＩＤ）である。分子量は、キロダルトン
で示される。
【図４】図４は、ＥＬＩＳＡにより決定される、正常血清および虫垂炎血清におけるＭＲ
Ｐ－８／１４の相対レベルを示す。これらのレベルは、虫垂炎を有さない患者の平均に対
する割合で与えており、この割合は、本明細書中で、「増加（倍）」として参照される。
「色濃いバー」は、虫垂炎を有する患者に由来するサンプルを示す。白いバーは、虫垂炎
を有さない患者に由来することを示す。
【図５】図５は、（Ａ）正常患者および（Ｂ）虫垂炎患者に由来する除去処理した血清サ
ンプルにおけるタンパク質の２次元電気泳動画像である。Ｘ軸では等電点分離法、そして
、Ｙ軸上では分子量により分離した。分子量（キロダルトン）を、右に示した。この尾部
がある矢印は、上方制御されたタンパク質であるＡＰ－７７　（ハプトグロビンαサブユ
ニット）を示す。この尾部がない矢印は、患部においても正常部であっても等しく大量に
あったコントロールタンパク質を示す。
【図６】図６は、正常（Ａ）虫垂組織および患部（Ｂ）虫垂組織（穿孔あり）の２次元電
気泳動像である。タンパク質は、Ｘ軸上で等電点分離法により分離し、そして、Ｙ軸上で
分子量により分離した。その分子量（キロダルトン）を、左側にしめした。矢印は、上方
制御されたタンパク質であるＡＰ－９１（ハプトグロビンαサブユニット）を示す。
【図７】図７は、ハプトグロビンの分布を示す。正常（Ｎ）組織および患部（Ａ）組織の
ハプトグロビンウエスタンブロット分析。ここでの番号は、サンプル識別番号（ＩＤ）を
示す。分子量は、キロダルトンで示した。このαサブユニットおよびβサブユニットは、
それぞれ、＞２０ｋｄおよび３８ｋｄである。
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