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(57)【要約】
　本発明は、線維化変性のインビトロ検出のための、ウ
ロモジュリン、MAC2BP、AGP1およびカテプシンＡの中か
ら選択される少なくとも２つのマーカーの組合せの使用
に関する。さらに、本発明は、生物試料中の該マーカー
のレベルの測定のためのキットに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　線維化変性のインビトロ検出のための、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1およびカテプシ
ンＡから選ばれる少なくとも２つのマーカーの組み合わせの使用。
【請求項２】
　ａ）生物試料を得ること；および
　ｂ）試料中の該マーカーの濃度を測定すること
を含むことを特徴とする、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　該生物試料が、血液、血漿、血清および尿から選択されることを特徴とする、請求項２
に記載の使用。
【請求項４】
　該生物試料が、哺乳動物由来であることを特徴とする、請求項２または３に記載の使用
。
【請求項５】
　該生物試料が、男性または女性のヒト由来であることを特徴とする、請求項２－４のい
ずれかに記載の使用。
【請求項６】
　さらに、マーカーのレベルを参照値と比較することを含むことを特徴とする、請求項１
－５のいずれかに記載の使用。
【請求項７】
　参照値の少なくとも２倍のレベルが、線維化変性の存在に関連づけられることを特徴と
する、請求項６に記載の使用。
【請求項８】
　該線維化変性が、肺、延髄、肝臓、膵臓、腎臓、心臓または多臓器の線維症から選択さ
れることを特徴とする、請求項１－７のいずれかに記載の使用。
【請求項９】
　該線維化変性が、肝線維症であることを特徴とする、請求項１－８のいずれかに記載の
使用。
【請求項１０】
　該マーカーの濃度が、比色分析、分光光度、ＮＭＲ、クロマトグラフィー、電気泳動、
イムノアッセイまたは該方法の組み合わせから選択される方法により測定されることを特
徴とする、請求項１－９のいずれかに記載の使用。
【請求項１１】
　請求項１で特定されたマーカーの３つの組み合わせを含むことを特徴とする、請求項１
－１０のいずれかに記載の使用。
【請求項１２】
　ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1およびカテプシンＡの４つのマーカーの組み合わせを含
むことを特徴とする、請求項１－１１のいずれかに記載の使用。
【請求項１３】
　該マーカーの濃度が、少なくとも２つのマーカーに対する特異的なプローブを使用して
測定されることを特徴とする、請求項２－１２のいずれかに記載の使用。
【請求項１４】
　プローブの少なくとも１つが特異的な抗体であることを特徴とする、請求項１２に記載
の使用。
【請求項１５】
　ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1およびカテプシンＡの２、３または４のいずれかの組み
合わせに対し特異的なプローブを含むことを特徴とする、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1
およびカテプシンＡから選択される少なくとも２つのマーカーのレベルを測定するための
キット。
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【請求項１６】
　少なくとも１つのプローブが、特異的抗体であることを特徴とする、請求項１５に記載
のキット。
【請求項１７】
　イムノアッセイ用のキットであることを特徴とする、請求項１５または１６のいずれか
に記載のキット。
【請求項１８】
　イムノクロマトグラフィー用のキットであることを特徴とする、請求項１５－１７のい
ずれかに記載のキット。
【請求項１９】
　ＥＬＩＳＡ用のキットであることを特徴とする、請求項１５－１７のいずれかに記載の
キット。
【請求項２０】
　さらに、二次抗体、トレーサー、緩衝液、希釈剤、標準、キャリブレーションコントロ
ール、テストカートリッジ、バイアル、クロマトグラフィーストリップ、マイクロプレー
トおよび使用説明書から選択される他の成分を含むことを特徴とする、請求項１５－１９
のいずれかに記載のキット。
【請求項２１】
　線維症の存在および重篤度の評価用の適応または同等の適応でラベルされたパッケージ
ングを含むことを特徴とする、請求項１５－２０のいずれかに記載のキット。
【請求項２２】
　肝線維症の存在および重篤度の評価用の適応を有する、請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　ラベルが、尿中の測定用の適応も含む、請求項２１に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　要約
　本発明は、線維化変性のインビトロ検出のための、ウロモジュリン（uromodulin）、MA
C2BP、AGP1およびカテプシンＡから選択される少なくとも２つのマーカーの組合せの使用
に関する。さらに、本発明は、また、生物試料中の該マーカーのレベルの測定のためのキ
ットに関する。
　記載
　本発明は、線維症同定のための生物学的マーカーに関する。
【背景技術】
【０００２】
　線維化変性または疾患は、罹患／死亡の主な原因の一つを構成し、それらの慢性的な性
質は、患者および社会にかなりの経済的負担を及ぼす。肝臓、肺、腎臓、心臓、血管およ
び皮膚を含む器官および組織の進行性の線維化は、さまざまなメカニズムに関連した変性
を含む。これらの変性のそれぞれは、共通して、細胞外マトリックス、主にコラーゲンの
過剰な、変化した蓄積を有し、それは、正常な組織構造の無秩序化、そして、結果的に、
機能喪失を伴う。
【０００３】
　とりわけ、肝臓の線維化は、慢性肝臓損傷の主な合併症であり、その進行は、長期間で
肝硬変を導く。最も頻繁な肝臓の線維化の原因は、アルコールの摂取、C型肝炎ウイルス
による感染および非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）である。さらに、それは、肝不全お
よび門脈高血圧の進行に大きく寄与する。
【０００４】
　結果的に、肝臓の線維化の存在および重篤度の評価は、臨床診療における重要なパラメ
ーターであり、肝硬変進行の危険性の有益な指標を構成する。
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【０００５】
　さらに、線維化の存在および重篤度を評価する適切な方法の利用性は、潜在的抗線維化
分子の探索における、測定ツールである。
【０００６】
　肝臓生検およびそれに続く組織学的検討は、今日においてもなお、肝線維症を評価する
参照技術である。それにもかかわらず、それは、適用の制限された費用のかかる技術であ
り、侵襲的で、痛みを伴い、そして、個人の健康に対し合併症の原因ともなり得る。この
方法の正確性および再現性は、組織標本の抽出および観察者間および観察者内での変動に
よる問題のために、かなり疑問である。
【０００７】
　化学および血液学の通常の分析、生理学的試験および血清線維症マーカー等のあらゆる
アプローチが、その進行を測定するために提案されてきた。
【０００８】
　細胞外マトリックス蛋白質または血清中のその合成および分解産物の測定が、例えば、
示唆されてきた（US-5,316,914, EP-0283779）。
【０００９】
　US6,631,330は、一連の臨床血清学パラメーター（マーカー）に基づく、２元記号論理
学回帰モデルを用いた方法を提案する。このスキームは、ファイブロテスト（Fibrotest
）(Biopredictive、パリ、フランス)、５つの間接的な血清線維症マーカーの評価を組み
合わせた線維症インデックスを発達させるために使用された。ファイブロスキャン（Fibr
oScan）(Echosens、パリ、フランス) (Sandrin L. et al. 2003. “Transient elastogra
phy: a new non-invasive method for assessment of hepatic fibrosis”; Ultrasound 
Med. Biol. 29: 1705-1713)と組み合わされて適用されるこの試験は、Ｃ型肝炎ウイルス
感染における線維症の進行を評価するために好適に機能するようである。
【００１０】
　WO2004/063753は、血清Ｎ－グリカン蛋白質のプロフィールの分析に基づく評価法を提
案する。
【００１１】
　それにもかかわらず、実施が簡便で、非侵襲的であり、肝線維症の程度を適切に評価で
きる、新しい簡潔な方法が、とりわけ、線維症の比較的重篤でないステージにおいて、な
お必要である。
【００１２】
　多くの病的進行が、体液の分子構成の定量的および機能的変化に関連するという証拠が
存在する。尿は容易に入手できる体液なので、線維症インジケーター分析物、例えば、尿
中に検出可能な蛋白質の測定および定量に基づく肝線維症の評価方法の発展が、大変好ま
しく、有利である。
【００１３】
　したがって、本発明の目的は、生物試料、好ましくは尿において、検出可能である相違
するインジケーター分析物の測定および定量により、肝線維症の、そして、また、他の重
要な臓器の線維症の存在および重篤度を評価する方法の発展である。このために、健常人
および肝線維症を有する個人の尿中における、相違する蛋白質発現パターン（プロテオー
ム）を解析し、それによりバイオマーカーの候補として種々の蛋白質の選別を可能にする
。
【００１４】
図面の簡単な説明
　図１　肝線維症の患者における尿サンプル中の、ウロモジュリン(uromodulin)、MAC2BP
、AGP1およびカテプシンＡの増加および出現の同定。患者および対照個人からの代表的な
ゲルが示される。ことなるスポットは、１：ウロモジュリン、２：MAC2BP、３：AGP1およ
び４：カテプシンＡとして同定される。
【発明の開示】
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【００１５】
　第一の態様において、本発明は、線維変化のインビトロ検出のための、ウロモジュリン
(uromodulin)、MAC2BP、AGP1およびカテプシンＡから選択される少なくとも２つのマーカ
ーの組合せの使用に関する。この使用は、それが、生物学的サンプルを得ること、および
サンプル中の該マーカーの濃度を測定することを含むことを特徴とする。
【００１６】
　さらに、本発明は、線維変化の存在（または非存在）および重篤度（進行のステージま
たは程度）を評価する方法に関する。
【００１７】
　該方法は、それが、
ａ）生物試料を得ること；
ｂ）-ウロモジュリン
　　-MAC2BP
　　-AGP1、および
　　-カテプシンＡ
から選択される、該サンプル中の少なくとも２つのマーカーのレベルを決定すること、
を特徴とする。
【００１８】
　用語「マーカー」は、量が評価される分子または化合物に関する。本発明の方法におい
て、レベルが測定される４つのマーカーは、蛋白質である。生物試料における該マーカー
の存在－非存在または増加－減少は、線維化変性の存在または重篤度の指標である。
【００１９】
　用語「ウロモジュリン」は、シンボルUMOD(LOCUSLINK: 7369 ホモサピエンス; UNIGENE
: Hs. 164470)によりヒトにおいて同定される遺伝子により、そのアイソフォームのいず
れかで、およびいずれかの動物種において、コードされる蛋白質に関する。該蛋白質は、
ウロムコイド（Uromucoid）またはタム・ホースフォール（Tamm－Horsfall）糖蛋白質（T
HP）としても知られる。特定の実施態様において、蛋白質はヒト蛋白質(Swiss-Prot Acce
ssion number P07911, Last update: Release 47 10-May-2005)である。
【００２０】
　用語「MAC2BP」は、シンボル「LGALS3BP」(LOCUSLINK: 3949 ホモサピエンス; UNIGENE
: Hs. 514535)によりヒトにおいて同定される遺伝子により、そのアイソフォームのいず
れかで、およびいずれかの動物種において、コードされる蛋白質に関する。該蛋白質は、
「ガレクチン－３結合蛋白質（Galectin-3 binding protein）」、「Ｍａｃ－２結合蛋白
質（MAC2BP）」または「腫瘍関連抗原９０Ｋ（Tumorassociated antigen 90K）」として
も知られる。特定の実施態様において、蛋白質はヒト蛋白質(Swiss-Prot Accession numb
er Q08380, Last update: Release 47 10-May-2005)である。これは、細胞接着を促進す
る糖タンパク質であり、そして、ウイルスおよび腫瘍細胞に対しての防御を刺激し得る。
【００２１】
　用語「ＡＧＰ１」は、シンボルORM1(LOCUSLINK: 5004 ホモサピエンス; UNIGENE: Hs. 
494984)によりヒトにおいて同定される遺伝子により、そのアイソフォームのいずれかで
、およびいずれかの動物種において、コードされる蛋白質に関する。該蛋白質は、「アル
ファ－１－酸　糖蛋白質（AGP1)」またはオロソムコイド１（orosomucoid 1）（OMD1）と
しても知られる。特定の実施態様において、蛋白質はヒト蛋白質(Swiss-Prot Accession 
number P02763, Last update: Release 47 10-May-2005)である。その急性期の間の免疫
系活性化の調節における介入が記載されてきた。肝硬変の患者ではそのグリコシレーショ
ンパターンに変化を受け、肝線維症の促進機能もまた示唆されている。この蛋白質に対す
る特異的抗原を用いた肝臓疾患（肝炎、肝硬変、肝細胞癌）の診断法が提案されている(W
O2004058823)。
【００２２】
　表現「カテプシンＡ」は、シンボルPPGB(LOCUSLINK: 5476 ホモサピエンス: UNIGENE: 
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Hs. 517076)にヒトにおいて同定される遺伝子により、そのアイソフォームのいずれかで
、およびいずれかの動物種において、コードされる蛋白質に関する。該蛋白質は、また、
「リソソーム保護蛋白質前駆体（Lysosomal protective protein precursor）」、カルボ
キシペプチダーゼＣ、「ベータガラクトシダーゼのための保護蛋白質（Protective prote
in for beta-galactosidase）」として、またはコードE.C. 3.4.16.5によっても知られて
いる。特定の実施態様において、蛋白質はヒト蛋白質(Swiss-Prot Accession number P10
619, Last update: Release 47 10-May-2005)である。
【００２３】
　マーカーの濃度を測定する生物試料は、組織ホモジネートまたは生物学的液体、例えば
、血液、血漿、血清、尿、唾液、脳脊髄液、涙、羊水（amniotic liquid）およびミルク
等であり得る。特定の実施態様において、該生物試料は、血液、血漿、血清または尿であ
る。好ましい実施態様において、該生物試料は、尿試料である。
【００２４】
　本発明による評価のための生物試料の調製は、分析実験技術により知られる常法により
、基本的には、生物試料のタイプおよび評価のために選択される発明の方法の設定に依存
して実施される。簡単な実施例、例えば、イムノクロマトグラフィーストリップ（immuno
chromatographic strip）（「イムノストリップ」または「ディップストリップ」）を用
いた尿のサンプル評価において、試料は、調製の必要がなく、直接的に適用される。異な
るマーカーの測定または以前の結果の確認を目的として、さらなる測定が必要とされると
き、評価は、同じ試料または同一被験者由来の異なる試料で実施される。
【００２５】
　本発明において、生物試料は、いずれかの動物、とりわけいずれかの哺乳動物、例えば
、実験動物（齧歯類、ウサギ、霊長類、イヌ）、ペットまたは家畜（イヌ、ネコ、ウマ、
ウシまたはブタ動物）、または野生動物由来であり得る。本発明の特定の実施態様におい
て、該生物試料は、男性または女性のヒト由来である。
【００２６】
　本発明による化合物のレベルの測定は、試料中の参照化合物の量が評価されること（一
般的に濃度として表現される）を意味する。該評価は、単に、存在－非存在の決定、準定
量的評価、またはより好ましくは定量的評価であり得る。
【００２７】
　本発明の特定の実施態様は、さらに、参照標準または値に関して測定されるマーカーの
レベルの比較を含む。本発明の特定の実施態様において、標準レベルの約１．５倍のレベ
ルは、線維化変性の存在に関する。好ましい実施態様において、参照値の少なくとも２倍
のレベルは、線維変化の存在に関係する。
【００２８】
　線維化に関わる分子メカニズムは、それが進行する組織にかかわりなく、少なくとも部
分的に共通しているので、評価される線維変化に罹患した器官はいずれの器官であり得る
。例えば、評価される線維変化は、肺、延髄、肝臓、膵臓、腎臓、心臓または多臓器の線
維症であり得る。
【００２９】
　好ましい実施態様において、本発明のマーカーの組み合わされた使用は、肝線維症の存
在および重篤度を評価することである。
【００３０】
　特定の実施態様において、本発明は、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1、およびカテプシ
ンＡから選択される３つのマーカーの組み合わせ使用を含む。好ましくは、４つの特定さ
れたマーカーのレベルが測定される。
【００３１】
　場合により、本発明は、他の付加的なマーカーの使用を含み得る。該付加的なマーカー
は、蛋白質またはいずれかの他のタイプの化合物（糖タンパク質、ペプチド、小分子、ポ
リサッカライド、核酸、抗体等）であり得る。
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【００３２】
　本発明の目的物である、マーカーのレベルの測定は、いずれの公知の分析法により実施
され得、その選択は、基本的に、当業者が得ることを欲する、評価に渡り主要な、要求お
よび必要：スピード－簡潔性、感受性および特異性、予測値等に依存する。
【００３３】
　本発明の異なる機器構成により、測定は、他の中で、比色分析の、分光光度の、蛍光光
度の、化学発光の方法によって、放射性同位元素、分光光度、ＮＭＲ、クロマトグラフィ
ー、電気泳動および化学的方法、イムノアッセイ（抗原－抗体反応に基づく）を用いて、
または該方法の組み合わせにより、実施され得る。
【００３４】
　特定の実施態様において、測定は、質量分析、例えば、液体クロマトグラフィーに関連
したタンデム質量分析計（LC-MS-MS)またはMALDI-TOF-MS（マトリックス－関連　レーザ
ー脱離／イオン化質量分析飛行時間形ＭＳ）により実施される。
【００３５】
　本発明の好ましい実施態様において、測定は、イムノアッセイを用いて実施される。本
発明の方法により適用されるイムノアッセイは、均一アッセイ（homogeneous assay）、
不均一アッセイ（heterogeneous assay）、酵素免疫アッセイ（EIA、ELISA）、競合アッ
セイ、イムノメトリックアッセイ（immunometric assay）（サンドウィッチ）、比濁アッ
セイ、ネフェロアッセイ（nephelometric assay）およびそれらの組み合わせを含む。こ
れらイムノアッセイで適用される原理およびプロトコールは良く知られ、引用文献として
含められる「The immunoassay handbook」（デイビッド　ワイルド編集、第２版、２００
１、Nature Publishing group）等の手引き書に十分に記載されている。
【００３６】
　特定の実施態様において、該イムノアッセイはＥＬＩＳＡまたはストリップイムノクロ
マトグラフィーアッセイ（「ディップストリップ」、「イムノクロマトグラフィックスト
リップ」または「イムノストリップ」）である。他の特定の実施態様において、該イムノ
アッセイは抗体チップ上で実施される。
【００３７】
　特許文献US5,753,517において、サンドウィッチタイプ試験および阻害アッセイの両方
のため、適用できる可能性のある、定量的なイムノクロマトグラフィーストリップアッセ
イの機器構成および実施例について、我々は、詳細な情報を見出すことができるが、それ
は、本発明を制限するものとして取り上げるべきではない。イムノクロマトグラフィーア
ッセイ（immunochromatographic assay）は、また、例えば、特許文献US6,316,205に開示
されているもの等の、多くの他の機器構成を採用し得るが、そのうちのいくつかは、同じ
アッセイおよび同じサンプルで幾つかの異なるマーカーの解析を可能にする。
【００３８】
　生物試料における、線維化変性、好ましくは肝線維症の存在（または非存在）または重
篤度の最終的な評価のために、試験試料（我々が評価したい線維症の患者の生物学的サン
プル）中で測定されたマーカーのレベルは、予め確立された参照値と比較される。定量的
（陽性－陰性）または準定量的評価が十分であるとき、測定されるそれぞれの化合物に対
し、カットオフ値を確立することが、ただ必要である。最適化された感受性および特異性
を有する定量的評価が必要とされるとき、参照値またはインデックスは、例えば、測定さ
れるマーカーのそれぞれ１つの差別的な値の記号論理学回帰分析、およびそれに続く、そ
れぞれの化合物のために得られた測定値を結びつける記号論理学的関数の構築により規定
され得る。記号論理学的関数の質は、ROCカーブを用いて解析される。記号論理学的関数
を構築する方法は、良く知られており、線維的変化の評価においてもまた使用されてきて
おり、それらの中で、肝線維症は、血清学的マーカーを使用する。これらの方法は、例え
ば、文献US6,631,330（引用により組み込まれる）で開示される。
【００３９】
　本発明の好ましい実施態様にいて、マーカーは尿試料における肝線維症の存在および重
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篤度を評価するために使用され、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1、およびカテプシンＡか
ら選択される少なくとも２つのマーカーのレベルを測定することにより実施される。特定
の実施態様において、該マーカーのために得られた測定は、記号論理学関数によって結び
つけられる。
【００４０】
　本発明の目的は、例えば、潜在的に抗線維化活性を有する薬剤を選択し、スクリーニン
グするための方法への使用である。この方法は、ａ）被検体（好ましくは動物）に試験す
る薬剤を投与すること；ｂ）試験の異なる時点で（投与の前、間および／または後）、動
物から生物試料を摘出し、本発明の方法にしたがって、マーカーレベルを測定すること；
およびｃ）異なる処置段階で得られた試料で実施された測定を比較し、例えば、処置され
ていない対照動物と比較することを含む。
【００４１】
　他の適用において、本発明は、動物または患者の器官、好ましくは肝臓の線維化状態の
進行を制御することを可能にし、その結果、動物または患者は、定義されたマーカーの異
なるサンプリングおよび評価にかけられる。更なる特定の適用において、本発明は、時間
と共に抗線維化処置に対する応答を評価することを可能にする。
【００４２】
　本発明の他の態様は、少なくとも２つの以下のマーカー：ウロモジュリン、MAC2BP、AG
P1、およびカテプシンＡのための特定のプローブを用いて、該マーカーの濃度を測定する
ことを特徴とする。
【００４３】
　用語「プローブ」は、４つの示されたマーカー（ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1、およ
びカテプシンＡ）の一つと特異的に反応する分子で、その反応が、着色、蛍光、発光生成
物またはマーカー、または他の検出可能なマーカーであり得る、反応強度を示すマーカー
－トレーサーにより、直接的にまたは間接的に検出され得る分子に関する。特定の実施態
様において、プローブは、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1、およびカテプシンＡの特異的
なリガンドであり、例えば、レクチンまたは抗体（抗体（複数））である。好ましい実施
態様において、該プローブは、特異的な抗体、ポリクローナルまたはモノクローナルのい
ずれかであり得る。
【００４４】
　他の更なる実施態様において、本発明は、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1、およびカテ
プシンＡから選択される少なくとも２つのレベルを測定するキットに関し、それは、該マ
ーカーの２、３または４のいずれかの組み合わせのための特異的なプローブを含むことを
特徴とする。特定の実施態様において、キットは、該マーカーの２つのための２つの特異
的なプローブを含む（例えば、カテプシンＡに対する１つのプローブおよびウロモジュリ
ンに対する他のプローブ；またはMAC2BPに対する１つのプローブ、AGP1に対する他のプロ
ーブおよびウロモジュリンに対する他のプローブ；等）。他の実施態様において、キット
は、該マーカー３つに対する３つのプローブのいずれかの組み合わせを含む。他の実施態
様において、キットは少なくとも４つのプローブを含み、その１つは、それぞれ、４つの
マーカー、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1、およびカテプシンＡの１つに対する。好まし
い実施態様において、プローブの少なくとも１つは、検出し定量化することを欲するマー
カーに対する特異的な抗体である。他の特定の実施態様において、全てのキットのプロー
ブは、特異的抗体である。
【００４５】
　本発明のキットのプローブは、同じ組成物または分離された組成物に含まれ得、同じキ
ット内の、固体基盤（例えば、ＥＬＩＳＡのためのマイクロプレート上、またはイムノク
ロマトグラフィーのためのストリップ上）に、またはいくつかの組成基盤（composition 
substrate）上に付着されている。特定の実施態様において、キットはイムノアッセイキ
ットである。好ましい実施態様において、本発明のキットは、イムノクロマトグラフィー
用のキットである。
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【００４６】
　好ましい実施態様において、本発明のキットは、イムノクロマトグラフィー用のキット
であり、本発明の方法の４つのマーカーの１つに対する少なくとも１つの特異的な抗体（
プローブ）、および少なくとも１つのイムノクロマトグラフィーのストリップまたは膜を
含む。好ましい実施態様において、該マーカーまたはそれらの部分に特異的な抗体は、そ
れらをコーティングして、標識された粒子に結合され得る。特定の実施態様において、該
特異的な抗体は、クロマトグラフィーストリップ（chromatographic strip）または膜に
埋め込まれる。さらに、他の物質または試薬、例えば、標識された粒子に結合されるか、
結合されていない、内部対照のための抗体が、クロマトグラフィーストリップに結合され
得る。
【００４７】
　特定の実施態様において、本発明のキットは、イムノクロマトグラフィー用のキットで
あり、以下を含む：本発明の方法のマーカーの少なくとも２つまたはそれ以上に対し、よ
り好ましくは特異的な、２つまたはそれ以上のプローブ、抗体；それらに結合する特異的
抗体に合致した特定のマーカーに特異的な２つまたはそれ以上のイムノクロマトグラフィ
ーストリップ；並びに、イムノクロマトグラフィーアッセイを完了させるための分析物お
よび特異的抗体の間の反応を検出するために必要な他の試薬および物質。
【００４８】
　本発明のキットは、また、他の任意の物質および試薬、例えば、二次抗体、緩衝液、希
釈剤、着色剤またはトレーサー（蛍光、発光、等）、標準、キャリブレーションコントロ
ール、テストカートリッジ、バイアル、ボトル、チューブ、針、クロマトグラフィースト
リップ、マイクロプレートおよび使用説明書を含み得る。
【００４９】
　特定の実施態様において、本発明のキットは、適応「線維症の存在および重篤度の評価
用」および、より好ましくは、「肝線維症の存在および重篤度の評価用」でラベルされた
パッケージングを含む。特定の実施態様において、それは、「尿における測定用」の適応
を含む。該適応は、その同等な適応が、中間段階として、または最終結果として、線維症
、好ましくは肝臓の線維症の存在および／または重篤度を評価することを含む方法におい
て、および／または尿中で測定することによって、キットを適用しまたは使用することを
黙示的に意味する限りにおいて、同等と考えられる他の適応によって置き換えられること
ができる。
【００５０】
本発明の実施態様
　以下の実施例は、本特許（出願）の発明の目的の態様を非限定的に説明することを目的
とする。
【実施例】
【００５１】
　この試験において、異なる程度および起源の肝線維症を有する１１人の患者より得られ
た尿試料を、６人の対照の個人より得られた尿試料と比較した。肝線維症の臨床学的な決
定は、尿を得た日と同日に採取された肝臓生検試料の解剖病理学的試験を用いて実施され
た。KNODELL(Knodell RG, Ishak KG, Black WC, Chen TS, Craig R, Kaplowitz N et al.
 Formulation and application of a numerical scoring system for assessing histolo
gical activity in asymptomatic chronic active hepatitis. Hepatology 1981 Sep-Oct
; 1: 431- 435)に基づき評価された、第４の態様に一致する線維症インデックスまたはス
コアーを、このために用いた。
【００５２】
　尿の試料を収集するために、出所病院の慣習的な臨床プロトコルを用いた。対照個人の
尿試料を、同様に、その病院からの健常人から収集した。
【００５３】
　線維症の患者および健常人からの尿試料の分析を、２次元電気泳動および質量分析を用
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いて実施した。このために、患者および対照個人からの約50mlの試料を分析した。試料を
、カットサイズ5000ＤａのAmicon Ultra (Millipore) concentratorを用いて濃縮し、そ
の尿を、7M尿素、2Mチオウレア、(4% vol/vol)の3-[コールアミドプロピル) ジメチル ア
ンモニウム] -1-プロパンスルホネート、1% (col/col) DRRおよび0.5% バイオライト（Bi
olytes）3/10を含む溶解緩衝液に再懸濁した。蛋白質の量を、Bradford analysisキット
（Bio-rad）を使用し、溶解緩衝液に希釈したアルブミンを標準として測定した。２次元
電気泳動（２ＤＥ）を100μｇの全蛋白質を用いて測定した。第１次元をBioRadよりのPro
tean IEF Cell上で、BioRadよりの17cmIPGストリップを用いて実施し、そして、それを積
極的に再水和し、つまり、２０℃の温度で、５０Ｖの電圧を１２時間与えた。ゲルを60,0
00 V hで、製造者により設計されたランプ電圧を用いて泳動した。ストリップを、50mM T
RIS、pH7、6M尿素、30%グリセロール、2% SDSおよび少量のブロモフェノールブルー中で
平衡化した。還元方法は、2%DTTを用いて実施し、他のアルキル化は2%ヨードアセトアミ
ドを用いた。ストリップは、12.5%ポリアクリルアミドゲル（18cmX20cmX1cm）上に直接載
せ、それらを１％アガロースでシールする。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ中の第２次元を１５時間実
施する。ゲルをBioRadよりのSpyro-Ruby蛍光色素を用いて染色した。イメージをBioRadよ
りのMolecular Imager FXを用いてデジタル化し、BioRadからのPGQUEST 7.1プログラムを
用いて解析した。この方法で、３００個の蛋白質の平均解析が得られ、比較をPDQUESTを
用い行い、ここで、少なくとも２倍の増加または減少が、相違として受け入れられた。こ
の基準で、４つの蛋白質バンドが、線維症の患者からの尿試料中で検出され、その増加ま
たは出現が全ての試験で一致した。
【００５４】
　選択された試料は、以下に記載するプロトコルに従って、異なる蛋白質のトリプシン消
化、それに続く、電子スプレイイオン源を用いたQ TOFマイクロ質量分析計に結合した液
体ナノクロマトグラフィー(ESI/MS/MS)を用いて解析した。ゲル内消化を、50mM炭酸アン
モニウム中に懸濁した6 ng/μｌのトリプシンで、37℃一晩実施した。トリプシン消化し
たペプチドを1% ギ酸および2% アセトニトリルで抽出した。最後に、トリプシン消化した
ペプチドの分離を、5%アセトニトリルおよび0.2%ギ酸で平衡化された、Watersからの逆相
Atlantis, C18 , 3 μm, 75 μm x 10 cm Nano EaseTM キャピラリーカラム上で実施した
。６μｌの試料の注入後、カラムを５分間同じ緩衝液で洗浄し、ペプチドを30分間、0.2
μl/minの定常流速で5-50%アセトニトリルの線形グラジエントを用いて溶出した。カラム
を、Watersからのナノスプレイ型イオン源PicoTipを用いて、WatersからのQ-TOF Microに
オンラインで接続した。キャピラリーの温度は80℃であり、スプレイの電源は1.8-2-2kV
であった。MS/MSスペクトルをデータに依存して自動的に収集した。３つの最も強いイオ
ンを、2.5単離ウインドーおよび35%の相対的衝突エネルギーを用いて、衝突惹起解離（CI
D）により連続的にフラグメント化した。データプロセッシングを、Watersからの解析プ
ログラムMassLynx4.0およびProteinLynx Global Server 2を用いて実施した。
【００５５】
　図１に見られるゲルイメージに認められるように、２次元電気泳動を用いた尿試料の解
析は、約700の異なる蛋白質の分離を可能にした。患者の試料のゲルのそれぞれは、対照
個人のそれと比較され、４つのバンドをその後の解析に選択した。それら４つのみが患者
の試料中で現れ、それらの１つが、それら個人の中で明らかに増加する。１１人の患者お
よび６人の対照個人から作成したゲルからのバンドを切り出し、前のセクションで示した
プロトコルを用いてトリプシンで消化した。該バンドを研究することができるように、ト
リプシン消化物を、それから、MALDI-TOF質量分析計、ペプチドフィンガープリンティン
グ、およびLC-ESI-QUAD-TOF質量分析計を用いて解析した。該蛋白質を、図１中にそれぞ
れ１、２、３および４として記されている、ウロモジュリン、MAC2BP、AGP1およびカテプ
シンＡと同定した。これら蛋白質の存在または非存在の解析を、対照個人および患者から
得られた２次元ゲルの両方で解析し、表１に示される分布が得られた。この表で観察する
ことができるように、少なくとも２つのマーカーが、全ての線維症患者の試験で出現し、
一方、それらは対照個人では観察されない。
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【００５６】
【表１】

【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】肝線維症の患者における尿サンプル中の、ウロモジュリン(uromodulin)、MAC2BP
、AGP1およびカテプシンＡの増加および出現の同定。患者および対照個人からの代表的な
ゲルが示される。ことなるスポットは、１：ウロモジュリン、２：MAC2BP、３：AGP1およ
び４：カテプシンＡとして同定される。
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