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(57)【要約】
　本発明は、大規模プロテオミクス手法を使用した新生児敗血症の体液バイオマーカーの
同定及び検出に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物被検体における新生児敗血症の診断方法であって、
（ａ）インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)、インターロイ
キン-６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、β-２-ミ
クログロブリン前駆物質(配列番号:７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:３８)、シスタ
チン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インスリン様成長因子結合タンパク質２前駆物質(配
列番号:４４)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、メタロプロテ
アーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、及びα-１-酸性糖タンパク質１(配列番号：６
５)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質のレベルを、被検体から得た体液
の試料において、正常な体液又は新生児敗血症を示すことが知られている体液におけるレ
ベルと比較して試験すること、そして、
（ｂ）前記レベルが前記正常な体液におけるレベルと比較して統計学的に有意差を示すか
、又は新生児敗血症を示すことが知られている前記体液におけるレベルと比較して統計学
的に有意差を示さない場合に、前記被検体を新生児敗血症と診断することを含む方法。
【請求項２】
　被検体がヒト患者である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記の試験したタンパク質のすべてが正常な臍帯血と比較して臍帯血試料において有意
差を示す場合に、前記被検体を新生児敗血症と診断することを含む、請求項２に記載の方
法。
【請求項４】
　前記レベルがイムノアッセイによって決定される、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記レベルが質量分析法によって決定される、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　前記レベルがタンパク質アレイを用いて決定される、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　更に、インターロイキン-１受容体付属タンパク質前駆物質(配列番号:２)、インターロ
イキン-１受容体様１前駆物質(配列番号:４)、血清アミロイドＡタンパク質前駆物質(配
列番号:５)、ＣＤ５抗原様前駆物質(配列番号:６)、骨髄プロテオグリカン前駆物質(配列
番号:８)、セレン結合タンパク質１(配列番号:９)、リポ多糖結合タンパク質前駆物質(配
列番号:１０)、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン４前駆物質(配列番号:１１)、オス
テオポンチン前駆物質(配列番号:１２)、Ｒｈｏ ＧＤＰ解離抑制因子２ (配列番号:１３)
、炭酸脱水酵素２ (配列番号:１４)、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン前駆物質(配列
番号:１５)、コラーゲンα-５(ＩＶ)鎖前駆物質(配列番号:１６)、結合組織増殖因子前駆
物質(配列番号:１７)、マクロファージコロニー刺激因子１前駆物質 (配列番号:１８)、
プロテインキナーゼＣ結合タンパク質ＮＥＬＬ２ 前駆物質(配列番号:１９)、ニューデシ
ン前駆物質(配列番号:２０)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ前駆物質 (配列番号:
２１)、膵臓リボ核酸分解酵素前駆物質(配列番:２２)、δ様タンパク質前駆物質(配列番
号:２３)、クロモグラニンＡ 前駆物質(配列番号:２４)、オステオモジュリン前駆物質(
配列番号:２５)、コラーゲンα-２(Ｉ)鎖前駆物質(配列番号:２６)、Ｐｒｏ低密度リポタ
ンパク質受容体関連タンパク質１前駆物質(配列番号:２７)、ラミニンサブユニットγ１
前駆物質(配列番号:２８)、ラミニンサブユニットβ１前駆物質(配列番号:２９)、コラー
ゲンα-１(ＩＩ)鎖前駆物質 (配列番号:３０)、タンパク質ＦＡＭ３Ｃ前駆物質 (配列番
号:３２)、α-アクチニン１(配列番号:３３)、Ｆ-アクチンキャップタンパク質サブユニ
ットα１ (配列番号:３４)、アミノペプチダーゼＮ (配列番号:３５)、細胞接着分子１前
駆物質 (配列番号:３７)、エキソストシン２ (配列番号:３９)、カテプシンＤ前駆物質 (
配列番号:４０)、神経原性座位ノッチホモログタンパク質３前駆物質 (配列番号:４１)、
ノエリン前駆物質 (配列番号:４３)、エンドプラスミン前駆物質 (配列番号:４５)、プロ
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タンパク質転換酵素スブチリシン／ケキシンタイプ９前駆物質 (配列番号:４６)、インス
リン様成長因子結合タンパク質複合体 酸不安定鎖前駆物質 (配列番号:４７)、エズリン(
配列番号:４８)、脂肪酸結合タンパク質、肝 (配列番号:４９)、推定Ｇ-タンパク質共役
受容体１１６前駆物質 (配列番号:５０)、セプラーゼ (配列番号:５１)、腫瘍性タンパク
質誘導転写物３タンパク質前駆物質 (配列番号:５２)、低酸素アップレギュレートタンパ
ク質１前駆物質 (配列番号:５３)、トランスゴルジ網膜内在性タンパク質２前駆物質 (配
列番号:５４)、トランスケトラーゼ(配列番号:５５)、受容体型チロシンタンパク質ホス
ファターゼＦ前駆物質 (配列番号:５６)、細胞接着分子１前駆物質 (配列番号:５７)、低
密度リポタンパク質受容体前駆物質 (配列番号:５８)、７８ｋＤａグルコース調節タンパ
ク質前駆物質 (配列番号:５９)、ｐｕｎｃ ｅ１１隣接前駆物質 (配列番号:６０)、マン
ノシル-オリゴ糖１,２αマンノシダーゼＩＡ (配列番号:６１)、ピルビン酸キナーゼアイ
ソザイムＭ１/Ｍ２ (配列番号:６２)、及びストレス誘発性リン酸化タンパク質１ (配列
番号:６３)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質を試験することを含む、請
求項１から６のいずれか一に記載の方法。
【請求項８】
　プロテオミクスプロファイルが、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配
列番号:３６)、インターロイキン-６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性タンパク質前駆物
質(配列番号:１)、β-２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、カテプシンＢ前駆物
質(配列番号:３８)、シスタチン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インスリン様成長因子結
合タンパク質２前駆物質(配列番号:４４)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列
番号：６４)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、及びα-１-酸性糖
タンパク質１(配列番号：６５)なるタンパク質のレベルの情報を含み、このとき試験した
タンパク質の一又は複数が正常な体液と比較して体液試料において有意差を示す場合に、
前記被検体が新生児敗血症と診断される、請求項２に記載の使用。
【請求項９】
　前記の試験したタンパク質のすべてが正常体液と比較して体液試料において有意差を示
す場合に、前記被検体が新生児敗血症と診断される、請求項８に記載の使用。
【請求項１０】
　前記レベルがイムノアッセイによって決定される、請求項８に記載の使用。
【請求項１１】
　前記レベルが質量分析法によって決定される、請求項８に記載の使用。
【請求項１２】
　前記レベルがタンパク質アレイを用いて決定される、請求項８に記載の使用。
【請求項１３】
　インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)、インターロイキン-
６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、β-２-ミクログ
ロブリン前駆物質(配列番号:７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:３８)、シスタチン-
Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インスリン様成長因子結合タンパク質２前駆物質(配列番号
:４４)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、メタロプロテアーゼ
阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、及びα-１-酸性糖タンパク質１(配列番号：６５)か
らなる群から選択される一又は複数のタンパク質の検出のための抗体と試薬を具備するイ
ムノアッセイキット。
【請求項１４】
　前記タンパク質のすべてを検出するための抗体と試薬を具備する、請求項１３に記載の
イムノアッセイキット。
【請求項１５】
　（ａ）インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)、インターロ
イキン-６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、β-２-
ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:３８)、シス
タチン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インスリン様成長因子結合タンパク質２前駆物質(
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配列番号:４４)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、メタロプロ
テアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、及びα-１-酸性糖タンパク質１(配列番号：
６５)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質のレベルを、被検体から得た体
液の試料において、正常な体液又は新生児敗血症を示すことが知られている体液における
レベルと比較して試験すること、そして、
　（ｂ）前記レベルが前記正常な体液におけるレベルと比較して統計学的に有意差を示す
か、又は新生児敗血症を示すことが知られている前記体液におけるレベルと比較して統計
学的に有意差を示さない場合に、前記被検体を新生児敗血症と診断すること
を含む試験の結果及び／又はその試験に基づいた診断を含むレポート。
【請求項１６】
　　（ａ）インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)、インター
ロイキン-６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、β-２
-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:３８)、シ
スタチン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インスリン様成長因子結合タンパク質２前駆物質
(配列番号:４４)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、メタロプロ
テアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、及びα-１-酸性糖タンパク質１(配列番号：
６５)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質のレベルを、被検体から得た体
液の試料において、正常な体液又は新生児敗血症を示すことが知られている体液における
レベルと比較して試験すること、そして、
　（ｂ）前記レベルが前記正常な体液におけるレベルと比較して統計学的に有意差を示す
か、又は新生児敗血症を示すことが知られている前記体液におけるレベルと比較して統計
学的に有意差を示さない場合に、前記被検体を新生児敗血症と診断すること
を含む試験の結果及び／又はその試験に基づいた診断を貯蔵する有形の媒体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、大規模プロテオミクス手法を用いた、体液における新生児敗血症及び新生児
敗血症関連の合併症のバイオマーカーの同定と検出に関する。
【背景技術】
【０００２】
（関連技術の説明）
　敗血症は、新生児集中治療が行われる新生児の深刻な問題である。敗血症は、死亡率、
羅病率及び病院滞在の長期化の増加と関係している。ゆえに、この感染者及び財政上のコ
ストは高い。可能性のある(「除外される」又は「予測される」)早発性敗血症は、依然と
して新生児集中治療室(ＮＩＣＵ)に入れられる最も一般的な診断である。早発性敗血症の
割合は、未熟児及び低体重児の程度により増加するが、特定の研究室レベルの検査では、
「真の」血流感染を有するために抗生物質の全部により治療される必要がある患者を同定
できるほど十分に正確であることが示されなかった。その結果、抗生物質は「確認された
」敗血症の割合の何倍も使用されることが多く、これらの薬剤の濫用により新生児集中治
療室における耐性有機体が容易に増殖する。(Clarke 2004)。加えて、入院が長引くとＮ
ＩＣＵでの治療費が莫大となり、その後の院内感染性微生物から院内敗血症のリスクが上
がる。
【０００３】
　疾患管理及び予防についての米国保険社会福祉省は、早発性感染を生後７２時間以内に
起こる入院中の感染と定義し、遅発性感染はこの期間後に生じるものと定義している。(L
opez 2002)。院内感染は、遅発性又は生後７２時間後の感染と同等である。(Craft 2001)
。感染率は、入院患者の割合、新生児の割合、又は、１０００入院日数あたりの感染数に
よって定められうる。早発性感染率は、常に１０００新生児出生あたりおよそ２である。
予定日前の新生児の２０％～３０％が２以上の院内感染発症を有しうるので、入院日数あ
たりの感染率はおそらく遅発性感染の大きさをより正確に示すのに対して、患者群あたり
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の割合(患者、新生児、出生時体重範囲、妊娠年齢の範囲)は感染又は発症率の良い情報と
なる。
【０００４】
　新生児集中治療室(ＮＩＣＵ)の院内又は遅発性発症の感染率は過去１０年にわたって増
加している。(Craft 2001, Zafar 2001)。患者あたりの院内感染を発症する新生児の総数
は６．２％(Ferguson 1996)から３３％(Hentschel 1999)であるか、１０００入院日数あ
たりの総感染として報告される場合には、割合は４．８(Ferguson 1996)から２２(Drews 
1995)で変化する。血流感染(院内敗血症)は３％から２８％の患者で変化する。(Ferguson
 1996, Hentschel 1999, Berger 1998, Horbar 2001, Nagata 2002)。感染率の変動は、
在胎月齢、報告のために調査を受ける乳児の分布、及び特定の環境及び診療に依存する。
(Gaynes 1996)。
【０００５】
　真の早発性敗血症の診断のための究極の判断基準は、公知の病原体について陽性である
血液培養物の発見にある。一般に、新生児が臨床経過及び１ｍＬ以上の体積の陽性血液培
養物において以下の少なくとも２の特徴を有する場合に、早発性敗血症の存在が考慮され
る。
　１）熱＞１００．４華氏度、労働中の長時間(＞１２時間継続)の早期破水、又は推定絨
毛羊膜炎の母性既往歴。
　２）分娩時に悪臭があるか又は化膿が見られる羊水。
　３）低５分のアプガースコア(＜６)、蒼白、チアノーゼ、低血圧、頻呼吸、頻脈、仮死
、腹部膨張、摂食低下又は無気力といった所見の何れかを含む、敗血症に一致する臨床所
見。
　４）ＣＢＣ＜８０００／ｍｍ３又は＞３５０００／ｍｍ３上のＷＢＣ数；Ｉ：Ｔ好中球
数＞２；ＣＲＰ＞８；又は、胸部Ｘ線上の肺炎を含む確証研究室データ。
　これは、早期の治療を容易にするために、早発性新生児敗血症及び新生児敗血症関連の
合併症を有する被検体を同定することが可能となる、分娩時に得られた体液内での敗血症
関連のバイオマーカーの同定が必要とされていることを示す。新生児敗血症及びその関連
の羅病率のリスクの低減は、リスクがある患者の早期発見に左右されるであろう。
【発明の概要】
【０００６】
　一態様では、本発明は、哺乳動物被検体における新生児敗血症の診断方法であって、（
ａ）Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、インターロイキン-１受容体付属タンパ
ク質前駆物質(配列番号:２)、インターロイキン-６前駆物質(配列番号:３)、インターロ
イキン-１受容体様１前駆物質(配列番号:４)、血清アミロイドＡタンパク質前駆物質(配
列番号:５)、ＣＤ５抗原様前駆物質(配列番号:６)、β-２-ミクログロブリン前駆物質(配
列番号:７)、骨髄プロテオグリカン前駆物質(配列番号:８)、セレン結合タンパク質１(配
列番号:９)、リポ多糖結合タンパク質前駆物質(配列番号:１０)、コンドロイチン硫酸プ
ロテオグリカン４前駆物質(配列番号:１１)、オステオポンチン前駆物質(配列番号:１２)
、Ｒｈｏ ＧＤＰ解離抑制因子２ (配列番号:１３)、炭酸脱水酵素２ (配列番号:１４)、
好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン前駆物質(配列番号:１５)、コラーゲンα-５(ＩＶ)鎖
前駆物質(配列番号:１６)、結合組織増殖因子前駆物質(配列番号:１７)、マクロファージ
コロニー刺激因子１前駆物質 (配列番号:１８)、プロテインキナーゼＣ結合タンパク質Ｎ
ＥＬＬ２ 前駆物質(配列番号:１９)、ニューデシン前駆物質(配列番号:２０)、タンパク
質ジスルフィドイソメラーゼ前駆物質 (配列番号:２１)、膵臓リボ核酸分解酵素前駆物質
(配列番:２２)、δ様タンパク質前駆物質(配列番号:２３)、クロモグラニンＡ 前駆物質(
配列番号:２４)、オステオモジュリン前駆物質(配列番号:２５)、コラーゲンα-２(Ｉ)鎖
前駆物質(配列番号:２６)、Ｐｒｏ低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質１前駆物
質(配列番号:２７)、ラミニンサブユニットγ１前駆物質(配列番号:２８)、ラミニンサブ
ユニットβ１前駆物質(配列番号:２９)、コラーゲンα-１(ＩＩ)鎖前駆物質 (配列番号:
３０)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質 (配列番号:３１)、タンパク質ＦＡＭ３Ｃ
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前駆物質 (配列番号:３２)、α-アクチニン１(配列番号:３３)、Ｆ-アクチンキャップタ
ンパク質サブユニットα１ (配列番号:３４)、アミノペプチダーゼＮ (配列番号:３５)、
インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質 (配列番号:３６)、細胞接着分子１前駆
物質 (配列番号:３７)、カテプシンＢ前駆物質 (配列番号:３８)、エキソストシン２ (配
列番号:３９)、カテプシンＤ前駆物質 (配列番号:４０)、神経原性座位ノッチホモログタ
ンパク質３前駆物質 (配列番号:４１)、シスタチン-Ｍ前駆物質 (配列番号:４２)、ノエ
リン前駆物質 (配列番号:４３)、インスリン様成長因子結合タンパク質２前駆物質 (配列
番号:４４)、エンドプラスミン前駆物質 (配列番号:４５)、プロタンパク質転換酵素スブ
チリシン／ケキシンタイプ９前駆物質 (配列番号:４６)、インスリン様成長因子結合タン
パク質複合体 酸不安定鎖前駆物質 (配列番号:４７)、エズリン(配列番号:４８)、脂肪酸
結合タンパク質、肝 (配列番号:４９)、推定Ｇ-タンパク質共役受容体１１６前駆物質 (
配列番号:５０)、セプラーゼ (配列番号:５１)、腫瘍性タンパク質誘導転写物３タンパク
質前駆物質 (配列番号:５２)、低酸素アップレギュレートタンパク質１前駆物質 (配列番
号:５３)、トランスゴルジ網膜内在性タンパク質２前駆物質 (配列番号:５４)、トランス
ケトラーゼ(配列番号:５５)、受容体型チロシンタンパク質ホスファターゼＦ前駆物質 (
配列番号:５６)、細胞接着分子１前駆物質 (配列番号:５７)、低密度リポタンパク質受容
体前駆物質 (配列番号:５８)、７８ｋＤａグルコース調節タンパク質前駆物質 (配列番号
:５９)、ｐｕｎｃ ｅ１１隣接前駆物質 (配列番号:６０)、マンノシル-オリゴ糖１,２α
マンノシダーゼＩＡ (配列番号:６１)、ピルビン酸キナーゼアイソザイムＭ１/Ｍ２ (配
列番号:６２)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、α-１-酸性糖
タンパク質１(配列番号：６５)、ストレス誘発性リン酸化タンパク質１ (配列番号:６３)
からなる群から選択される一又は複数のタンパク質のレベルを、被検体から得た体液の試
料において、正常な体液又は新生児敗血症を示すことが知られている体液におけるレベル
と比較して試験すること、そして、(ｂ)前記レベルが前記正常な体液におけるレベルと比
較して統計学的に有意差を示すか、又は新生児敗血症を示すことが知られている前記体液
におけるレベルと比較して統計学的に有意差を示さない場合に、前記被検体を新生児敗血
症と診断することを含む方法を提供する。
【０００７】
　ある実施態様では、この方法は、何れかの組合せで、列挙したタンパク質の少なくとも
２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７などのレ
ベルを試験することを含む。
　特定の実施態様では、被検体はヒト患者である。
　ある実施態様では、体液は、臍帯血、脳脊髄液及び新生児血清からなる群から選択され
る。特定の実施態様では、体液は臍帯血である。
　他の実施態様では、診断は生後２４時間に決定される。
【０００８】
　一実施態様では、試験は、前記タンパク質のレベルを決定するのに適した装置を使用し
て実施される。他の実施態様では、試験は、適切なプロセッサーによって実行されるソフ
トウエアプログラムを用いて実施される。ある実施態様では、プログラムは、有形の媒体
に格納されるソフトウェアに統合されている。特定の他の実施態様では、有形の媒体は、
ＣＤ－ＲＯＭ、フロッピーディスク、ハードディスク、ＤＶＤ及びプロセッサーに付属す
るメモリーからなる群から選択される。
　ある実施態様では、本発明の方法は、試験又は診断の結果を記録するレポートを作成す
る工程を更に含む。一実施態様では、レポートは有形の媒体に記録されるか又は格納され
る。特定の実施態様では、有形の媒体は紙である。他の実施態様では、有形の媒体は、Ｃ
Ｄ－ＲＯＭ、フロッピーディスク、ハードディスク、ＤＶＤ及びプロセッサーに付属する
メモリーからなる群から選択される。
　特定の他の実施態様では、本発明の方法は、利害関係のある関係者に前記診断の結果を
伝える工程を更に含む。一実施態様では、利害関係者は患者又は主治医である。他の実施
態様では、伝達は、書面で、電子メール又は電話によるものである。
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【０００９】
　一実施態様では、この方法は、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列
番号:３６)、インターロイキン-６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性タンパク質前駆物質
(配列番号:１)、β-２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、カテプシンＢ前駆物質
(配列番号:３８)、シスタチン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インスリン様成長因子結合
タンパク質２前駆物質(配列番号:４４)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番
号：６４)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、及びα-１-酸性糖タ
ンパク質１(配列番号：６５)なるタンパク質のレベルを試験することと、前記の試験した
タンパク質の一又は複数が正常臍帯血と比較して臍帯血試料において有意差を示す場合に
、前記被検体を新生児敗血症と診断することとを含む。特定の実施態様では、この方法は
、前記試験したすべてのタンパク質が正常な臍帯血と比較して臍帯血試料において有意差
を示す場合に、前記被検体を新生児敗血症と診断することを含む。
【００１０】
　一実施態様では、この方法は、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列
番号:３６)及びインターロイキン-６前駆物質(配列番号:３)なるタンパク質のレベルを試
験することと、前記の試験したタンパク質の一又は複数が正常臍帯血と比較して臍帯血試
料において有意差を示す場合に、前記被検体を新生児敗血症と診断することとを含む。他
の実施形態では、この方法は、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番
号:３６)及びＣ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)なるタンパク質のレベルを試験
することを含む。更に他の実施態様では、この方法は、インスリン様成長因子結合タンパ
ク質１前駆物質(配列番号:３６)及びβ-２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)なる
タンパク質のレベルを試験することを含む。更に他の実施態様では、この方法は、インス
リン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)及びカテプシンＢ前駆物質(配
列番号:３８)なるタンパク質のレベルを試験することを含む。更に他の実施態様では、こ
の方法は、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)及びシスタ
チン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)なるタンパク質のレベルを試験することを含む。更に他
の実施態様では、この方法は、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番
号:３６)及びインスリン様成長因子結合タンパク質２前駆物質(配列番号:４４)なるタン
パク質のレベルを試験することを含む。更に他の実施態様では、この方法は、インスリン
様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)及びマトリックスメタロプロテイ
ナーゼ-９(配列番号：６４)なるタンパク質のレベルを試験することを含む。更に他の実
施態様では、この方法は、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３
６)及びメタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)なるタンパク質のレベルを
試験することを含む。更に他の実施態様では、この方法は、インスリン様成長因子結合タ
ンパク質１前駆物質(配列番号:３６)及びα-１-酸性糖タンパク質１(配列番号：６５)な
るタンパク質のレベルを試験することを含む。
　ある実施態様では、列挙したタンパク質のレベルは、イムノアッセイ、質量分析、又は
、タンパク質アレイを用いて決定される。
【００１１】
　他の態様では、本発明は、Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、インターロイ
キン-１受容体付属タンパク質前駆物質(配列番号:２)、インターロイキン-６前駆物質(配
列番号:３)、インターロイキン-１受容体様１前駆物質(配列番号:４)、血清アミロイドＡ
タンパク質前駆物質(配列番号:５)、ＣＤ５抗原様前駆物質(配列番号:６)、β-２-ミクロ
グロブリン前駆物質(配列番号:７)、骨髄プロテオグリカン前駆物質(配列番号:８)、セレ
ン結合タンパク質１(配列番号:９)、リポ多糖結合タンパク質前駆物質(配列番号:１０)、
コンドロイチン硫酸プロテオグリカン４前駆物質(配列番号:１１)、オステオポンチン前
駆物質(配列番号:１２)、Ｒｈｏ ＧＤＰ解離抑制因子２(配列番号:１３)、炭酸脱水酵素
２(配列番号:１４)、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン前駆物質(配列番号:１５)、コラ
ーゲンα-５(ＩＶ)鎖前駆物質(配列番号:１６)、結合組織増殖因子前駆物質(配列番号:１
７)、マクロファージコロニー刺激因子１前駆物質(配列番号:１８)、プロテインキナーゼ
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Ｃ結合タンパク質ＮＥＬＬ２ 前駆物質(配列番号:１９)、ニューデシン前駆物質(配列番
号:２０)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ前駆物質(配列番号:２１)、膵臓リボ核
酸分解酵素前駆物質(配列番:２２)、δ様タンパク質前駆物質(配列番号:２３)、クロモグ
ラニンＡ 前駆物質(配列番号:２４)、オステオモジュリン前駆物質(配列番号:２５)、コ
ラーゲンα-２(Ｉ)鎖前駆物質(配列番号:２６)、Ｐｒｏ低密度リポタンパク質受容体関連
タンパク質１前駆物質(配列番号:２７)、ラミニンサブユニットγ１前駆物質(配列番号:
２８)、ラミニンサブユニットβ１前駆物質(配列番号:２９)、コラーゲンα-１(ＩＩ)鎖
前駆物質(配列番号:３０)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、タン
パク質ＦＡＭ３Ｃ前駆物質(配列番号:３２)、α-アクチニン１(配列番号:３３)、Ｆ-アク
チンキャップタンパク質サブユニットα１(配列番号:３４)、アミノペプチダーゼＮ(配列
番号:３５)、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)、細胞接
着分子１前駆物質(配列番号:３７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:３８)、エキソスト
シン２(配列番号:３９)、カテプシンＤ前駆物質(配列番号:４０)、神経原性座位ノッチホ
モログタンパク質３前駆物質(配列番号:４１)、シスタチン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)
、ノエリン前駆物質(配列番号:４３)、インスリン様成長因子結合タンパク質２前駆物質(
配列番号:４４)、エンドプラスミン前駆物質(配列番号:４５)、プロタンパク質転換酵素
スブチリシン／ケキシンタイプ９前駆物質(配列番号:４６)、インスリン様成長因子結合
タンパク質複合体 酸不安定鎖前駆物質(配列番号:４７)、エズリン(配列番号:４８)、脂
肪酸結合タンパク質、肝(配列番号:４９)、推定Ｇ-タンパク質共役受容体１１６前駆物質
(配列番号:５０)、セプラーゼ(配列番号:５１)、腫瘍性タンパク質誘導転写物３タンパク
質前駆物質(配列番号:５２)、低酸素アップレギュレートタンパク質１前駆物質(配列番号
:５３)、トランスゴルジ網膜内在性タンパク質２前駆物質(配列番号:５４)、トランスケ
トラーゼ(配列番号:５５)、受容体型チロシンタンパク質ホスファターゼＦ前駆物質(配列
番号:５６)、細胞接着分子１前駆物質(配列番号:５７)、低密度リポタンパク質受容体前
駆物質(配列番号:５８)、７８ｋＤａグルコース調節タンパク質前駆物質(配列番号:５９)
、ｐｕｎｃ ｅ１１ 隣接前駆物質(配列番号:６０)、マンノシル-オリゴ糖１,２αマンノ
シダーゼＩＡ(配列番号:６１)、ピルビン酸キナーゼアイソザイムＭ１／Ｍ２(配列番号:
６２)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、α-１-酸性糖タンパク
質１(配列番号：６５)、及びストレス誘発性リン酸化タンパク質１(配列番号:６３)から
なる群から選択される何れかのタンパク質の一又は複数の、被検体の新生児敗血症の早期
診断のための体液のプロテオミクスプロファイルの製造における使用を提供する。
【００１２】
　ある実施態様では、このプロテオミクスプロファイルは、何れかの組合せで、前記のタ
ンパク質の少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、
少なくとも７などのレベルの情報を含む。
　特定の実施態様では、被検体はヒト患者である。
　ある実施態様では、体液は、臍帯血、新生児血清及び脳脊髄液からなる群から選択され
る。特定の実施態様では、体液は臍帯血である。
　一実施態様では、プロテオミクスプロファイルは前記タンパク質のレベルの情報を含み
、前記の試験したタンパク質の一又は複数が正常な体液と比較して体液試料における有意
差を示す場合に、前記被検体を新生児敗血症と診断する。
　他の実施態様では、診断は生後２４時間の以内に決定される。
【００１３】
　一実施態様では、プロテオミクスプロファイルは、インスリン様成長因子結合タンパク
質１前駆物質(配列番号:３６)、インターロイキン-６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性
タンパク質前駆物質(配列番号:１)、β-２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、カ
テプシンＢ前駆物質(配列番号:３８)、シスタチン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インス
リン様成長因子結合タンパク質２前駆物質(配列番号:４４)、マトリックスメタロプロテ
イナーゼ-９(配列番号：６４)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、
及びα-１-酸性糖タンパク質１(配列番号：６５)なるタンパク質のレベルの情報を含み、
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このとき試験したタンパク質の一又は複数が正常な体液と比較して体液試料において有意
差を示す場合に、前記被検体が新生児敗血症と診断される。特定の実施態様では、前記の
試験したすべてのタンパク質が正常体液と比較して体液試料において有意差を示す場合に
、前記被検体が新生児敗血症と診断される。
　ある実施態様では、列挙したタンパク質のレベルは、イムノアッセイ、質量分析、又は
、タンパク質アレイを用いて決定される。
【００１４】
　さらに他の態様では、本発明は、Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、インタ
ーロイキン-１受容体付属タンパク質前駆物質(配列番号:２)、インターロイキン-６前駆
物質(配列番号:３)、インターロイキン-１受容体様１前駆物質(配列番号:４)、血清アミ
ロイドＡタンパク質前駆物質(配列番号:５)、ＣＤ５抗原様前駆物質(配列番号:６)、β-
２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、骨髄プロテオグリカン前駆物質(配列番号:
８)、セレン結合タンパク質１(配列番号:９)、リポ多糖結合タンパク質前駆物質(配列番
号:１０)、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン４前駆物質(配列番号:１１)、オステオ
ポンチン前駆物質(配列番号:１２)、Ｒｈｏ ＧＤＰ解離抑制因子２(配列番号:１３)、炭
酸脱水酵素２(配列番号:１４)、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン前駆物質(配列番号:
１５)、コラーゲンα-５(ＩＶ)鎖前駆物質(配列番号:１６)、結合組織増殖因子前駆物質(
配列番号:１７)、マクロファージコロニー刺激因子１前駆物質(配列番号:１８)、プロテ
インキナーゼＣ結合タンパク質ＮＥＬＬ２ 前駆物質(配列番号:１９)、ニューデシン前駆
物質(配列番号:２０)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ前駆物質(配列番号:２１)、
膵臓リボ核酸分解酵素前駆物質(配列番:２２)、δ様タンパク質前駆物質(配列番号:２３)
、クロモグラニンＡ 前駆物質(配列番号:２４)、オステオモジュリン前駆物質(配列番号:
２５)、コラーゲンα-２(Ｉ)鎖前駆物質(配列番号:２６)、Ｐｒｏ低密度リポタンパク質
受容体関連タンパク質１前駆物質(配列番号:２７)、ラミニンサブユニットγ１前駆物質(
配列番号:２８)、ラミニンサブユニットβ１前駆物質(配列番号:２９)、コラーゲンα-１
(ＩＩ)鎖前駆物質(配列番号:３０)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３
１)、タンパク質ＦＡＭ３Ｃ前駆物質(配列番号:３２)、α-アクチニン１(配列番号:３３)
、Ｆ-アクチンキャップタンパク質サブユニットα１(配列番号:３４)、アミノペプチダー
ゼＮ(配列番号:３５)、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:３６)
、細胞接着分子１前駆物質(配列番号:３７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:３８)、エ
キソストシン２(配列番号:３９)、カテプシンＤ前駆物質(配列番号:４０)、神経原性座位
ノッチホモログタンパク質３前駆物質(配列番号:４１)、シスタチン-Ｍ前駆物質(配列番
号:４２)、ノエリン前駆物質(配列番号:４３)、インスリン様成長因子結合タンパク質２
前駆物質(配列番号:４４)、エンドプラスミン前駆物質(配列番号:４５)、プロタンパク質
転換酵素スブチリシン／ケキシンタイプ９前駆物質(配列番号:４６)、インスリン様成長
因子結合タンパク質複合体 酸不安定鎖前駆物質(配列番号:４７)、エズリン(配列番号:４
８)、脂肪酸結合タンパク質、肝(配列番号:４９)、推定Ｇ-タンパク質共役受容体１１６
前駆物質(配列番号:５０)、セプラーゼ(配列番号:５１)、腫瘍性タンパク質誘導転写物３
タンパク質前駆物質(配列番号:５２)、低酸素アップレギュレートタンパク質１前駆物質(
配列番号:５３)、トランスゴルジ網膜内在性タンパク質２前駆物質(配列番号:５４)、ト
ランスケトラーゼ(配列番号:５５)、受容体型チロシンタンパク質ホスファターゼＦ前駆
物質(配列番号:５６)、細胞接着分子１前駆物質(配列番号:５７)、低密度リポタンパク質
受容体前駆物質(配列番号:５８)、７８ｋＤａグルコース調節タンパク質前駆物質(配列番
号:５９)、ｐｕｎｃ ｅ１１ 隣接前駆物質(配列番号:６０)、マンノシル-オリゴ糖１,２
αマンノシダーゼＩＡ(配列番号:６１)、ピルビン酸キナーゼアイソザイムＭ１／Ｍ２(配
列番号:６２)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、α-１-酸性糖
タンパク質１(配列番号：６５)、及びストレス誘発性リン酸化タンパク質１(配列番号:６
３)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質の検出のための抗体と試薬を具備
するイムノアッセイキットを提供する。
【００１５】
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　他の態様では、本発明は、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番号:
３６)、インターロイキン-６前駆物質(配列番号:３)、Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列
番号:１)、β-２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、カテプシンＢ前駆物質(配列
番号:３８)、シスタチン-Ｍ前駆物質(配列番号:４２)、インスリン様成長因子結合タンパ
ク質２前駆物質(配列番号:４４)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６
４)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質(配列番号:３１)、及びα-１-酸性糖タンパク
質１(配列番号：６５)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質の検出のための
抗体と試薬を具備するイムノアッセイキットを提供する。
　一実施態様では、イムノアッセイキットは、列挙したタンパク質すべてを検出するため
の抗体と試薬を具備する。
【００１６】
　さらに他の態様では、本発明は、（ａ）Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、
インターロイキン-１受容体付属タンパク質前駆物質(配列番号:２)、インターロイキン-
６前駆物質(配列番号:３)、インターロイキン-１受容体様１前駆物質(配列番号:４)、血
清アミロイドＡタンパク質前駆物質(配列番号:５)、ＣＤ５抗原様前駆物質(配列番号:６)
、β-２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、骨髄プロテオグリカン前駆物質(配列
番号:８)、セレン結合タンパク質１(配列番号:９)、リポ多糖結合タンパク質前駆物質(配
列番号:１０)、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン４前駆物質(配列番号:１１)、オス
テオポンチン前駆物質(配列番号:１２)、Ｒｈｏ ＧＤＰ解離抑制因子２(配列番号:１３)
、炭酸脱水酵素２(配列番号:１４)、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン前駆物質(配列番
号:１５)、コラーゲンα-５(ＩＶ)鎖前駆物質(配列番号:１６)、結合組織増殖因子前駆物
質(配列番号:１７)、マクロファージコロニー刺激因子１前駆物質 (配列番号:１８)、プ
ロテインキナーゼＣ結合タンパク質ＮＥＬＬ２ 前駆物質(配列番号:１９)、ニューデシン
前駆物質(配列番号:２０)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ前駆物質(配列番号:２
１)、膵臓リボ核酸分解酵素前駆物質(配列番:２２)、δ様タンパク質前駆物質(配列番号:
２３)、クロモグラニンＡ 前駆物質(配列番号:２４)、オステオモジュリン前駆物質(配列
番号:２５)、コラーゲンα-２(Ｉ)鎖前駆物質(配列番号:２６)、Ｐｒｏ低密度リポタンパ
ク質受容体関連タンパク質１前駆物質(配列番号:２７)、ラミニンサブユニットγ１前駆
物質(配列番号:２８)、ラミニンサブユニットβ１前駆物質(配列番号:２９)、コラーゲン
α-１(ＩＩ)鎖前駆物質 (配列番号:３０)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質 (配列
番号:３１)、タンパク質ＦＡＭ３Ｃ前駆物質 (配列番号:３２)、α-アクチニン１(配列番
号:３３)、Ｆ-アクチンキャップタンパク質サブユニットα１(配列番号:３４)、アミノペ
プチダーゼＮ(配列番号:３５)、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番
号:３６)、細胞接着分子１前駆物質(配列番号:３７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:
３８)、エキソストシン２(配列番号:３９)、カテプシンＤ前駆物質(配列番号:４０)、神
経原性座位ノッチホモログタンパク質３前駆物質 (配列番号:４１)、シスタチン-Ｍ前駆
物質(配列番号:４２)、ノエリン前駆物質(配列番号:４３)、インスリン様成長因子結合タ
ンパク質２前駆物質(配列番号:４４)、エンドプラスミン前駆物質(配列番号:４５)、プロ
タンパク質転換酵素スブチリシン／ケキシンタイプ９前駆物質(配列番号:４６)、インス
リン様成長因子結合タンパク質複合体 酸不安定鎖前駆物質(配列番号:４７)、エズリン(
配列番号:４８)、脂肪酸結合タンパク質、肝(配列番号:４９)、推定Ｇ-タンパク質共役受
容体１１６前駆物質(配列番号:５０)、セプラーゼ(配列番号:５１)、腫瘍性タンパク質誘
導転写物３タンパク質前駆物質(配列番号:５２)、低酸素アップレギュレートタンパク質
１前駆物質(配列番号:５３)、トランスゴルジ網膜内在性タンパク質２前駆物質(配列番号
:５４)、トランスケトラーゼ(配列番号:５５)、受容体型チロシンタンパク質ホスファタ
ーゼＦ前駆物質(配列番号:５６)、細胞接着分子１前駆物質(配列番号:５７)、低密度リポ
タンパク質受容体前駆物質(配列番号:５８)、７８ｋＤａグルコース調節タンパク質前駆
物質(配列番号:５９)、ｐｕｎｃ ｅ１１ 隣接前駆物質(配列番号:６０)、マンノシル-オ
リゴ糖１,２αマンノシダーゼＩＡ(配列番号:６１)、ピルビン酸キナーゼアイソザイムＭ
１/Ｍ２(配列番号:６２)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、α-
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１-酸性糖タンパク質１(配列番号：６５)、ストレス誘発性リン酸化タンパク質１(配列番
号:６３)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質のレベルを、被検体から得た
体液の試料において、正常な体液又は新生児敗血症を示すことが知られている体液におけ
るレベルと比較して試験すること、そして、(ｂ)前記レベルが前記正常な体液におけるレ
ベルと比較して統計学的に有意差を示すか、又は新生児敗血症を示すことが知られている
前記体液におけるレベルと比較して統計学的に有意差を示さない場合に、前記被検体を新
生児敗血症と診断することを含む試験の結果及び／又はその試験に基づいた診断を含むレ
ポートを提供する。
【００１７】
　さらに別の態様では、本発明は、（ａ）Ｃ反応性タンパク質前駆物質(配列番号:１)、
インターロイキン-１受容体付属タンパク質前駆物質(配列番号:２)、インターロイキン-
６前駆物質(配列番号:３)、インターロイキン-１受容体様１前駆物質(配列番号:４)、血
清アミロイドＡタンパク質前駆物質(配列番号:５)、ＣＤ５抗原様前駆物質(配列番号:６)
、β-２-ミクログロブリン前駆物質(配列番号:７)、骨髄プロテオグリカン前駆物質(配列
番号:８)、セレン結合タンパク質１(配列番号:９)、リポ多糖結合タンパク質前駆物質(配
列番号:１０)、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン４前駆物質(配列番号:１１)、オス
テオポンチン前駆物質(配列番号:１２)、Ｒｈｏ ＧＤＰ解離抑制因子２(配列番号:１３)
、炭酸脱水酵素２(配列番号:１４)、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン前駆物質(配列番
号:１５)、コラーゲンα-５(ＩＶ)鎖前駆物質(配列番号:１６)、結合組織増殖因子前駆物
質(配列番号:１７)、マクロファージコロニー刺激因子１前駆物質 (配列番号:１８)、プ
ロテインキナーゼＣ結合タンパク質ＮＥＬＬ２ 前駆物質(配列番号:１９)、ニューデシン
前駆物質(配列番号:２０)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ前駆物質(配列番号:２
１)、膵臓リボ核酸分解酵素前駆物質(配列番:２２)、δ様タンパク質前駆物質(配列番号:
２３)、クロモグラニンＡ 前駆物質(配列番号:２４)、オステオモジュリン前駆物質(配列
番号:２５)、コラーゲンα-２(Ｉ)鎖前駆物質(配列番号:２６)、Ｐｒｏ低密度リポタンパ
ク質受容体関連タンパク質１前駆物質(配列番号:２７)、ラミニンサブユニットγ１前駆
物質(配列番号:２８)、ラミニンサブユニットβ１前駆物質(配列番号:２９)、コラーゲン
α-１(ＩＩ)鎖前駆物質 (配列番号:３０)、メタロプロテアーゼ阻害剤１前駆物質 (配列
番号:３１)、タンパク質ＦＡＭ３Ｃ前駆物質 (配列番号:３２)、α-アクチニン１(配列番
号:３３)、Ｆ-アクチンキャップタンパク質サブユニットα１(配列番号:３４)、アミノペ
プチダーゼＮ(配列番号:３５)、インスリン様成長因子結合タンパク質１前駆物質(配列番
号:３６)、細胞接着分子１前駆物質(配列番号:３７)、カテプシンＢ前駆物質(配列番号:
３８)、エキソストシン２(配列番号:３９)、カテプシンＤ前駆物質(配列番号:４０)、神
経原性座位ノッチホモログタンパク質３前駆物質 (配列番号:４１)、シスタチン-Ｍ前駆
物質(配列番号:４２)、ノエリン前駆物質(配列番号:４３)、インスリン様成長因子結合タ
ンパク質２前駆物質(配列番号:４４)、エンドプラスミン前駆物質(配列番号:４５)、プロ
タンパク質転換酵素スブチリシン／ケキシンタイプ９前駆物質(配列番号:４６)、インス
リン様成長因子結合タンパク質複合体 酸不安定鎖前駆物質(配列番号:４７)、エズリン(
配列番号:４８)、脂肪酸結合タンパク質、肝(配列番号:４９)、推定Ｇ-タンパク質共役受
容体１１６前駆物質(配列番号:５０)、セプラーゼ(配列番号:５１)、腫瘍性タンパク質誘
導転写物３タンパク質前駆物質(配列番号:５２)、低酸素アップレギュレートタンパク質
１前駆物質(配列番号:５３)、トランスゴルジ網膜内在性タンパク質２前駆物質(配列番号
:５４)、トランスケトラーゼ(配列番号:５５)、受容体型チロシンタンパク質ホスファタ
ーゼＦ前駆物質(配列番号:５６)、細胞接着分子１前駆物質(配列番号:５７)、低密度リポ
タンパク質受容体前駆物質(配列番号:５８)、７８ｋＤａグルコース調節タンパク質前駆
物質(配列番号:５９)、ｐｕｎｃ ｅ１１ 隣接前駆物質(配列番号:６０)、マンノシル-オ
リゴ糖１,２αマンノシダーゼＩＡ(配列番号:６１)、ピルビン酸キナーゼアイソザイムＭ
１/Ｍ２(配列番号:６２)、マトリックスメタロプロテイナーゼ-９(配列番号：６４)、α-
１-酸性糖タンパク質１(配列番号：６５)、ストレス誘発性リン酸化タンパク質１(配列番
号:６３)からなる群から選択される一又は複数のタンパク質のレベルを、被検体から得た
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体液の試料において、正常な体液又は新生児敗血症を示すことが知られている体液におけ
るレベルと比較して試験すること、そして、(ｂ) 前記レベルが前記正常な体液における
レベルと比較して統計学的に有意差を示すか、又は新生児敗血症を示すことが知られてい
る前記体液におけるレベルと比較して統計学的に有意差を示さない場合に、前記被検体を
新生児敗血症と診断することを含む試験の結果及び／又はその試験に基づいた診断を貯蔵
する有形の媒体を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】臍帯血ＤＩＧＥ分析を表す：(Ａ)コントロール(赤)と疑わしい敗血症(ＳＳ)(緑)
の ＤＩＧＥゲル。(Ｂ)コントロール(赤)と確認された敗血症(ＣＳ)(緑)の ＤＩＧＥゲル
。異なって発現されないスポットは黄色で示される。(Ｃ)疑わしい敗血症(ＳＳ)とコント
ロールとの間の異なって発現されるスポット。(Ｄ)確認された敗血症(ＣＳ)とコントロー
ルとの間の異なって発現されるスポット。赤色で強調されるスポットは２分の１以下に下
方制御されることが測定され、緑色で強調されるスポットは２倍以上に上方制御されるこ
とが測定された。
【図２】コントロール、疑わしい敗血症(ＳＳ)及び確認された敗血症(ＣＳ)の新生児被検
体の臍帯血タンパク質のスペクトル数を、異なる発現を可視化するためにＧｅｎｅＭａｔ
ｈｓソフトウェアに読み込ませることを示す。タンパク質は、２００の反復におけるユー
クリッド距離学習法を用いて階層的にクラスター化し、図２Ａに示す。上方制御（図２Ｂ
）及び下方制御（図２Ｃ）のタンパク質の選別したサブクラスターも示す。よって、図２
Ａの選択されたサブクラスターの位置に印を付す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
（好ましい実施態様の詳細な説明）
Ｉ．定義
　特別に定めない限り、本明細書中で用いる技術及び科学用語は、本発明が属する分野の
技術者によって共通に理解されるのと同じ意味を有する。Singleton et al., Dictionary
 of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (New York, NY 19
94)は、本出願において使用する多くの用語の一般的な指針を当業者に提供する。
【００２０】
　「新生児敗血症」なる用語は、新生児の血液の感染を示すためにここで用いられ、この
ような感染と関係しているすべての合併症を含む。例えば、新生児敗血症関連の合併症に
は、呼吸窮迫症候群(ＲＤＳ)、中枢神経系(ＣＮＳ)合併症、例えば脳室周囲出血及び脳室
周囲白質軟化症、精神遅滞、脳性麻痺(ＣＰ)、障害及び死が含まれるがこれらに限定され
ない。
　「プロテオーム」なる用語は、所定の時間での生物学的試料における顕著な部分のタン
パク質を示すためにここで用いられる。プロテオームの概念は基本的にゲノムと異なる。
ゲノムが実質的に変化しないのに対して、プロテオームは内外の事象に応答して絶えず変
化する。
　「プロテオミクスプロファイル」なる用語は、生物学的試料、例えば所定の時間の体液
における複数のタンパク質の発現パターンの表現を示すために用いる。プロテオミクスプ
ロファイルは、例えば、質量スペクトルとして表されてもよいが、タンパク質の任意の物
理化学的又は生化学性質に基づいた他の表現はも含まれる。ゆえに、プロテオミクスプロ
ファイルは、二次元のゲル電気泳動法、例えば２－Ｄ ＰＡＧＥによって測定されるよう
なタンパク質の電気泳動的性質の違いに基づくものでも、例えば二次元電気泳動ゲルの複
数の点として表されてもよい。
【００２１】
　特異的に同定されたタンパク質がない場合であっても、差動的な発現プロファイルは、
重要な診断用価値を有しうる。次いで、単一のタンパク質スポットを、例えばイムノブロ
ッティング、タンパク質マイクロアレイを使用した複数のスポット又はタンパク質によっ
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て検出されうる。プロテオミクスプロファイルは、一般的に、２、３のピークから５０以
上のピークを示す複雑なプロファイルにまで及ぶ情報を表すか又は含む。ゆえに、例えば
、プロテオミクスプロファイルは、少なくとも２、又は少なくとも５、又は少なくとも１
０、又は少なくとも１５、又は少なくとも２０、又は少なくとも２５、又は少なくとも３
０、又は少なくとも３５、又は少なくとも４０、又は少なくとも４５、又は少なくとも５
０、又は少なくとも６０、又は少なくとも６５、又は少なくとも７０、又は少なくとも７
５、又は少なくとも８０、又は少なくとも８５、又は少なくとも８５、又は少なくとも９
０、又は少なくとも９５、又は少なくとも１００、又は少なくとも１２５、又は少なくと
も１５０、又は少なくとも１７５、又は少なくとも２００のタンパク質を含むか表しうる
。
【００２２】
　ここで用いる「体液」なる用語は、ヒト又は他の動物から得られる液体材料を指す。体
液には、臍帯血、新生児血清、脳脊髄液(ＣＳＦ)、子宮頚－膣液(ＣＶＦ)、羊水、血清、
血漿、尿、脳脊髄液、母乳、粘液、唾液及び汗が含まれるが、これらに限定されない。
　「患者の応答」は、限定するものではないが以下のものを含む患者に利益を示す任意の
エンドポイントを使用して評価できる。（１）病的状態の進行の、ある程度の阻害、（２
）病的状態の予防、（３）病的状態に関連する一又は複数緒症状の、ある程度の軽減、（
４）治療後生存期間の増加、及び／又は、（５）治療後のある時点での死亡率の減少。
　「治療」なる用語は、治療的処置及び予防的ないしは阻害的な測定を指し、この目的は
、標的とする病的状態ないしは障害を予防又は鈍化(小さく)させることである。治療が必
要なものには、既に障害を有するもの、並びに障害を起こしやすいもの又は予防されるべ
き障害があるものが含まれる。
【００２３】
　ここで使用する任意の特定のタンパク質の呼称には、すべての断片、前駆物質及び天然
に生じる変異体、例えばオルターナティブスプライス及び対立遺伝子変異体及びアイソフ
ォーム、並びに、他の種で称されるタンパク質の可溶型と天然配列ホモログ（すべての天
然に生じる変異体を含む）が含まれる。ゆえに、例えば、ハプトグロビン前駆物質（スイ
スプロット受託番号Ｐ００７３８）のレベルが試験されると述べる場合には、具体的には
、スイスプロット受託番号Ｐ００７３８に挙げられるタンパク質の任意の断片、前駆物質
又は天然に生じる変異体、並びに被検体がヒトでない場合にはその非ヒトホモログ及びそ
の天然に生じる変異体を試験することが含まれる。
【００２４】
ＩＩ．詳細な説明
　本発明は、臍帯血などの体液のプロテオミクス分析によって新生児敗血症及び／又は新
生児敗血症関連の合併症を早期に、確実にかつ非侵襲的に試験するための方法及び手段に
関する。本発明はさらに、新生児敗血症のバイオマーカーの同定に関する。他の態様では
、本発明は、新生児敗血症を早期に決定するための手段としてプロテオミクスプロファイ
ルの調製又は製造におけるタンパク質の使用に関する。本発明は、例えば以下の教本に記
載されるように、当分野で周知のプロテオミクス技術を利用する。以下の教本の内容は出
典明記によって特別に本明細書中に援用される。Proteome Research: New Frontiers in 
Functional Genomics (Principles and Practice), M.R. Wilkins et al., eds., Spring
er Verlag, 1007；2-D Proteome Analysis Protocols, Andrew L Link, editor, Humana 
Press, 1999；Proteome Research: Two-Dimensional Gel Electrophoresis and Identifi
cation Methods (Principles and Practice), T. Rabilloud editor, Springer Verlag, 
2000；Proteome Research: Mass Spectrometry (Principles and Practice), P. James e
ditor, Springer Verlag, 2001；Introduction to Proteomics, D. C. Liebler editor, 
Humana Press, 2002；Proteomics in Practice: A Laboratory Manual of Proteome Anal
ysis, R. Westermeier et al., eds., John Wiley & Sons, 2002。
　当業者は、本明細書中に記載のものと類似又は等価な方法及び材料が多くあることを認
識し、これらが本発明の実施にも使用できることを理解するであろう。実際に、本発明は
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記載した方法及び材料に決して限られない。
【００２５】
１．体液において発現されるタンパク質及びポリペプチドの同定
　本発明により、体液のプロテオミクス分析は、当分野で公知の様々な方法を使用して実
行されうる。体液には、例えば、臍帯血、新生児血清、脳脊髄液(ＣＳＦ)、子宮頚－膣液
(ＣＶＦ)、羊水、血清、血漿、尿、脳脊髄液、母乳、粘液、唾液及び汗が含まれる。
　一般的に、正常な体液(正常試料)及び試験体液(試験試料)のような異なる供給源からの
試料のタンパク質パターン(プロテオームマップ)を比較して、疾患において上方及び下方
に制御されるタンパク質を検出する。これらのタンパク質は、例えばペプチド-質量フィ
ンガープリンティング及び／又は質量分析及び配列決定法を用いて同定及び完全特徴化の
ために切り取られてもよいし、対象の疾患の診断のために又は疾患の有無を確認するため
に、正常及び／又は疾患に特異的なプロテオームマップを直接用いてもよい。
【００２６】
　比較分析において、タンパク質の相対的なレベル又は量を正確に表し、正確な結果を得
るために、正常試料と試験試料を正確に同じ方法で扱うことが重要である。総タンパク質
の必要量は、使用する解析技術に依存し、当業者によって容易に測定されるであろう。生
物学的試料に存在するタンパク質は、一般的に、ｐＩ及び分子量に従って二次元のゲル電
気泳動(２－ＤＥ)によって分離される。タンパク質は、初めに、等電点電気泳動(一次元
のゲル電気泳動)を使用してその電荷によって分離される。この工程は、例えば、市販さ
れている固定されたｐＨ勾配(ＩＰＧ)ストライプを使用して実行してよい。二次元目は、
通常のＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析であり、ここで集中したＩＰＧストライプが試料として用い
られる。２-ＤＥ分離の後、タンパク質は、クーマシーブルー又は銀染色のような従来の
色素によって視覚化され得、例えばＢｉｏ-Ｒａｄ　ＧＳ８００濃度計及びＰＤＱＵＥＳ
Ｔソフトウェア（いずれも市販されている）などの公知の技術及び器材を使用して撮像さ
れてよい。次いで、個々のスポットをゲルから切り出し、脱色して、トリプシン消化する
。ペプチド混合物は質量分析(ＭＳ)によって分析してよい。あるいは、ペプチドは、例え
ばキャピラリー高圧液体クロマトグラフィ(ＨＰＬＣ)により分離してもよいし、別々又は
プールでＭＳによって分析してもよい。
【００２７】
　質量分析計は、イオン源、質量アナライザー、イオン検出器及びデータ収集ユニットか
らなる。まず、ペプチドはイオン源においてイオン化される。次いで、イオン化したペプ
チドを、質量アナライザーにおいて質量‐電荷比に従って分離し、異なるイオンを検出す
る。特に、マトリックス支援レーザー脱離イオン化／飛行時間型(ＭＡＬＤＩ-ＴＯＦ)及
びエレクトロスプレーイオン化(ＥＳＩ)方法の発明以降、質量分析法は、タンパク質分析
において広く使われている。例えば、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ及び３極子又は四極子－ＴＯＦ
、又はＥＳＩと接続したイオントラップ質量アナライザーを含み、様々なバージョンの質
量アナライザーがある。ゆえに、例えば、Ｑ－Ｔｏｆ－２質量分析計は、質量スペクトル
範囲のすべてにわたるイオンを同時に検出することが可能な直交性飛行時間型のアナライ
ザーを利用する。詳しくは、例えばChemusevich et al., J. Mass Spectrom. 36:849-865
 (2001)を参照のこと。必要に応じ、ペプチド断片のアミノ酸配列及びそれから得られた
最終的なタンパク質は、質量分析法のある変形型又はエドマン分解などの当分野で公知の
技術によって測定されうる。
【００２８】
２．新生児敗血症の早期検出
　新生児の血液の感染として定義される新生児敗血症は、臨床上診断するのが困難である
。新生児ケアの進歩にもかかわらず、新生児敗血症の死亡率及び羅病率は高いままである
(Stoll 2002)。新生児敗血症は、神経発達不良及び新生児死亡を含む新生児羅病率の重要
な要因である。新生児敗血症関連の合併症には、例えば、呼吸窮迫症候群(ＲＤＳ)、中枢
神経系(ＣＮＳ)合併症、脳性麻痺(ＣＰ)、障害及び死が含まれる。
　低体重(ＬＢＷ)乳児、出生時に呼吸機能が低下していた乳児、及び母性周産期の危険因
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子がある乳児に最も高い割合で新生児敗血症が起こる。早発性新生児敗血症の危険因子に
は、早産、前期破水、母性出血、例えば前置胎盤、胎盤早期剥離、羊水、胎盤、泌尿器管
又は子宮内膜の感染、毒血症、急遂分娩、及び出産時の度重なる膣検査によって生じるも
のが含まれる。入院の延長及び病院機具の汚染は、遅発性新生児敗血症の一般的な原因で
ある。新生児敗血症を引き起こしうる生物体には、以下の非限定的な例である、コアグラ
ーゼ陰性ブドウ球菌、例えば表皮ブドウ球菌、スタフィロコッカス・ヘモリチカス、スタ
フィロコッカス・ホミニス、Ｓ. ｗａｒｎｅｒｉ、腐性ブドウ球菌、Ｓ. ｃｏｈｎｉｉ、
及びＳ．ｃａｐｉｔｉｓ、グループＢ連鎖球菌、黄色ブドウ球菌、大腸連鎖球菌及びヘシ
ュウム菌、リステリア菌、大腸菌、緑膿菌、インフルエンザ菌、ストレプトコッカス‐ボ
ビス、α-溶連菌、肺炎連鎖球菌、髄膜炎菌及び淋菌が含まれる。一般的に、早発性新生
児敗血症を引き起こす生物体は、子宮頚管からの上行性感染として、胎盤を介して母から
、又は、産道に沿った胎児道として分娩時の後天的なものである。
【００２９】
　残念なことに、非特異性で微妙な早期兆候であるため、新生児敗血症の診断は難しい。
新生児敗血症の徴候及び症状には、例えば、体温変化、呼吸障害、下痢、低血糖、運動低
下、吸乳低下、発作、心拍数遅延、腹部膨張、嘔吐及び黄疸が含まれる。新生児敗血症を
診断するための究極の判断基準は血液培養であるが、敗血症の強い臨床上の兆候が存在す
る場合であっても、細菌感染が剖検によって後に確認される場合であっても、血液培養物
は陰性である(Kaufman D, Fairchild KD, Clin Microbiol Rev. 2004 Jul;17(3): 638-80
)。さらに、新生児、特に予定日前の新生児において十分な血液試料を採取することは難
しいことが多い。急速に進行し、高い死亡率であるので、典型的には、血液培養結果が出
るまで、迅速に経験に基づく抗生物質療法が投与される。初期療法には、アンピシリン又
はペニシリンＧ及びアミノグリコシド、例えばゲンタマイシン、又はセフォタキシムが含
まれうる。新生児敗血症に関連する結果が陰性であり、新生児敗血症を検出するために有
用な手段が現在確立されていないので、抗生物質治療の使用は一般的なだけでなく長期に
わたるものであり、これは新生児病原体の薬剤耐性の要因となる。したがって、新生児敗
血症及び新生児敗血症関連の合併症のための早期の、確実な、非侵襲性のマーカーの開発
は、新生児の結果を最適化するために療法及び介入を考慮し、必要でないと思われる抗生
物質の使用又は長期使用を最小限にするために急務となっている。
【００３０】
３．体液におけるバイオマーカーを使用した新生児敗血症の早期検出及び診断
　一態様では、本発明は、プロテオミクス手法を用いた、臍帯血などの体液において同定
されるバイオマーカーを使用した、新生児敗血症及び新生児敗血症関連の合併症の、確実
かつ非侵襲性の診断方法を提供する。特定の実施態様では、新生児敗血症に関連するバイ
オマーカーは早発性及び遅発性の中枢神経系(ＣＮＳ)合併症の予測因子である。一実施態
様では、バイオマーカーは脳室周囲出血及び／又は脳室周囲白質軟化症のための予測因子
である。他の実施態様では、バイオマーカーは精神遅滞の予測因子である。
　一実施態様では、本発明は、試料採取からおよそ３０分及び２４時間以内に新生児敗血
症及び新生児敗血症関連の合併症のバイオマーカーの検出が可能である。ある実施態様で
は、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、試料採取からおよそ３０分から４８
時間以内に診断される。他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症
は、試料採取からおよそ４８時間以内に診断される。さらに他の実施態様では、早発性新
生児敗血症及び／又は関連の合併症は、試料採取からおよそ２４時間以内に診断される。
さらに他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、試料採取から
およそ１２時間以内に診断される。他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関
連の合併症は、試料採取からおよそ４時間以内に診断される。他の実施態様では、早発性
新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、試料採取からおよそ２時間以内に診断される。
一実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、試料採取からおよそ１
時間以内に診断される。他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症
は、試料採取からおよそ３０分以内に診断される。
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【００３１】
　ある他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、生後およそ３
０分から４８時間以内に診断される。他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は
関連の合併症は、生後およそ４８時間以内に診断される。さらに他の実施態様では、早発
性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、生後およそ２４時間以内に診断される。さら
に他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、生後およそ１２時
間以内に診断される。他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は
、生後およそ４時間以内に診断される。他の実施態様では、早発性新生児敗血症及び／又
は関連の合併症は、生後およそ２時間以内に診断される。一実施態様では、早発性新生児
敗血症及び／又は関連の合併症は、生後およそ１時間以内に診断される。他の実施態様で
は、早発性新生児敗血症及び／又は関連の合併症は、生後およそ３０分以内に診断される
。
【００３２】
　前記のように、本発明において、「プロテオミクスプロファイル」なる用語は、所定の
時間での生物学的試料、例えば体液における複数のタンパク質の発現パターンの表現を指
すために用いる。プロテオミクスプロファイルは、例えば、質量スペクトルとして表され
てよいが、タンパク質の任意の物理化学的又は生化学的性質に基づく他の表現も含まれる
。体液に存在するタンパク質のすべて又はいくつかを同定し配列決定することは可能であ
るが、本発明によって生成されたプロテオミクスプロファイルの診断用途のためには必要
ではない。特定の疾患の診断は、診断される疾患又は病的状態が存在する場合に、正常な
プロテオミクスプロファイルと同じ条件下で得た同じ体液のプロテオミクスプロファイル
との間の特徴的な相違（固有の発現シグネチャー）に基づいてよい。固有の発現シグネチ
ャーは、統計学的に有意な方法で、同じ種類の供給源から得た対応する正常な生物学的試
料のプロテオミクスプロファイルとは異なる試験又は対照の生物学的試料のプロテオミク
スプロファイル内の任意の固有の特徴又はモチーフでありうる。例えば、プロテオミクス
プロファイルが質量スペクトルの形で示される場合、固有の発現シグネチャーは、一般的
に、対応する正常な試料の質量スペクトルとは質的又は量的に異なるピーク又はピークの
組合せである。ゆえに、質量スペクトルの見かけの新規のピークないし新規のピークの組
合せ、又は既存のピークないし既存のピークの組合せの幅と形の統計的に有意な変化、又
は質量スペクトルの既存のピークの消失は、固有の発現シグネチャーとみなされうる。哺
乳動物の被検体から得た試験試料におけるプロテオミクスプロファイルを、病的母体の状
態又は胎児の状態に特徴的な固有の発現シグネチャーを含む比較試料のプロテオミクスプ
ロファイルと比較する場合、比較試料と固有の発現シグネチャーを共有する場合には哺乳
動物の被検体はこの病的状態と診断される。
【００３３】
　特定の病的母性／胎児の状態は、診断される被検体から得た体液のプロテオミクスプロ
ファイルを、同じ方法で得て処理した同じ種の正常な体液のプロテオミクスプロファイル
と比較することによって診断されうる。試験試料のプロテオミクスプロファイルが正常試
料のプロテオミクスプロファイルと基本的に同じ場合には、被検体は、対象の病的母性／
胎児の状態ではないと判断される。試験試料のプロテオミクスプロファイルが正常試料の
プロテオミクスプロファイルと比較して固有の発現シグネチャーを示す場合には、被検体
は、対象の母性／胎児の状態であると診断される。
　あるいは又は加えて、試験試料のプロテオミクスプロファイルは、個別に対象の病的母
性／胎児の状態であると診断された被検体の体液から入手した比較試料のプロテオミクス
プロファイルと比較してよい。この場合、試験試料のプロテオミクスプロファイルが、比
較試料のプロテオミクスプロファイルと、固有の発現シグネチャーを表す少なくとも一の
特徴又は複数の特徴の組合せを共有する場合には、被検体は、病的状態と診断される。
【００３４】
　プロテオミクスプロファイルを比較するための統計的方法は当分野で周知である。例え
ば、質量スペクトルの場合、プロテオミクスプロファイルは、スペクトルの水平軸に沿っ
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て重要な質量／電荷(Ｍ／Ｚ)位置のピーク幅値によって定められる。したがって、特徴的
なプロテオミクスプロファイルは、例えば、所定のＭ／Ｚ谷のスペクトル幅の組合せによ
って形成されるパターンに特徴がありうる。特徴的な発現シグネチャー有無又は２つのプ
ロファイルの実質的同一性は、適切なアルゴリズムにより、試験試料のプロテオミクスプ
ロファイル（パターン）を比較又は正常試料のプロテオミクスプロファイル（パターン）
と一致させることによって決定されうる。プロテオミクスパターンを分析するための統計
的方法は、例えば、Petricoin III, et al., The Lancet 359:572-77 (2002)；Issaq et 
al., Biochem Biophys Commun 292:587-92 (2002)；Ball et al., Bioinformatics 18:39
5-404 (2002)；及び、Li et al., Clinical Chemistry Journal, 48:1296-1304 (2002)に
開示されている。
　特定の実施態様では、本発明の診断用検査は、タンパク質アレイ又はイムノアッセイの
形で実施される。
【００３５】
４．タンパク質アレイ
　近年、タンパク質アレイは、タンパク質を検出し、それらの発現レベルをモニターし、
タンパク質相互作用及び機能を調査する強力な手段として広く認知されている。これらに
より、多数の測定を同時に実施する場合には、自動化された手段を用いてハイスループッ
トなタンパク質分析が可能となる。本来ＤＮＡアレイのために開発されたマイクロアレイ
又はチップ形式で、多くの量のデータを生成しながら最小限の材料の使用で前記の様な測
定を実施することができる。
　上記のように、２Ｄゲル電気泳動法及び質量分析によるプロテオーム分析は非常に有効
であるが、常に必要とされる高い感度が得られるわけではなく、これにより少量で発現さ
れる多くのタンパク質を見逃しうる。タンパク質マイクロアレイは、それらの高い効率に
加えて、感度の改善を提供する。
【００３６】
　タンパク質アレイは、当分野で周知の様々な共有的及び非共有的付着化学を用いて、固
形表面、例としてガラス、シリコン、マイクロウェル、ニトロセルロース、ＰＶＤＦ膜及
びマイクロビーズ上にタンパク質を固定することによって形成される。固形支持体は、カ
ップリング手順の前後では化学的に安定しており、良好なスポット形態が可能となり、ご
く小さい非特異的結合を表すものであり、検出システムのバックグラウンドに影響を与え
ず、異なる検出システムと互換性を持つものでなければならない。
　通常は、タンパク質マイクロアレイは、ＤＮＡアレイの読み取りに共通して使用される
タンパク質マイクロアレイ使用。同様に、ＤＮＡマイクロアレイの読み込みのために使用
するのと同じ測定器はタンパク質アレイにも応用される。
【００３７】
　ゆえに、キャプチャアレイ(例えば抗体アレイ)は、正常及び罹患した体液といった２つ
の異なる供与源からの、蛍光標識したタンパク質によって探索されてよい。この場合、読
み取り情報は、標的タンパク質の発現レベルの変化の反映としての蛍光シグナルの変化に
基づく。他の読み取り情報には、蛍光共鳴エネルギー転移、表面プラスモン共鳴、ローリ
ングサークルＤＮＡ増幅、質量分析、共鳴光散乱、及び原子間力電子顕微鏡法が挙げられ
るが、これらに限定されない。
　詳しくは、例としてZhou H, et al., Trends Biotechnol. 19: S34-9 (2001)；Zhu et 
al., Current Opin. Chem. Biol. 5:40-45-(2001)；Wilson and Nock, Angew Chem Int E
d Engl 42:494-500 (2003)；及び、Schweitzer and Kingsmore, Curr Opin Biotechnol 1
3:14-9 (2002)を参照のこと。また、生体分子アレイは、２００２年６月１８日発行の米
国特許第６４０６９２１号において開示され、この全体の開示内容は出典明記によってこ
こに援用される。
【００３８】
５．イムノアッセイ
　また、本発明の診断用検査は、様々なイムノアッセイ形式の形態で実施されてよく、そ
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れらは当分野で周知である。イムノアッセイには、同種及び異種の２つの主なタイプがあ
る。同種イムノアッセイでは、抗原と抗体との間の免疫反応と検出は、同種の反応で行わ
れる。異種イムノアッセイは、反応していない試薬からの反応生成物の分離を行う少なく
とも一つの分離工程を含む。
　ＥＬＩＳＡは異種イムノアッセイであり、１９７０年代初頭から実験室で広く実施され
ている。アッセイを用いて様々な形態で抗原を検出することができる。
　「サンドイッチ」形式では、検査される抗原は、２つの異なる抗体間に保持される。こ
の方法では、固形表面はまず、固相抗体によりコートされる。次いで、測定される抗原(
すなわち診断用タンパク質)を含む試験試料か又は抗原を含む組成物を添加し、抗原を結
合した抗体と反応させる。任意の結合しない抗原は洗い流される。次いで、既知量の酵素
標識抗体を結合した抗原と反応させる。この反応の後に任意の過剰な結合していない酵素
結合抗体が洗い流される。次いで、アッセイに使用する酵素の基質を添加し、基質と酵素
との反応により色の変化が生じる。可視化された変色の量は、特異的な酵素コンジュゲー
ト結合抗体の直接の測定値であり、これにより試料に存在する抗原が試験される。
【００３９】
　また、ＥＬＩＳＡも競合アッセイとして使用されてよい。競合的アッセイ形式では、測
定される抗原を含む試験試料が正確な量の酵素標識した抗原と混合され、それらがともに
、固形表面に結合した抗抗原抗体への結合について競合する。酵素の基質が添加される前
に、過剰量の遊離した酵素標識抗原が洗い流される。酵素－基質相互作用から生じる色強
度の量は、試験される試料中の抗原の量の指標である。同種イムノアッセイには、例えば
競合的酵素免疫分析法(ＥＭＩＴ)が含まれ、これは一般的に、測定される化合物(一又は
複数)を含む生物学的試料、測定される化合物(一又は複数)の酵素標識分子、測定される
化合物(一又は複数)を結合する特異的な抗体(一又は複数)、及び特異的な酵素色素原基質
を含む。代表的なＥＭＩＴでは、過剰量の特異的抗体が生物学的試料に添加される。生物
学的試料が検出するタンパク質を含む場合、該タンパク質は抗体に結合する。次いで、測
定した量の対応する酵素標識タンパク質を混合物に添加する。試料中のタンパク質の分子
が占めていない抗体結合部位は、添加した酵素標識タンパク質の分子によって占められる
。その結果、遊離した酵素標識タンパク質のみが基質に作用するので、酵素活性は低減す
る。無色から有色に変換した基質の量により、混合物中に残る遊離酵素の量が測定される
。試料において高濃度のタンパク質がが検出されると高い吸光度読み取り値となる。試料
中のタンパク質が少ない場合には酵素活性も小さくなり、その結果吸光度読み取り値が低
くなる。Ａｇ-酵素複合体がＡｂ－結合である場合に酵素標識が不活性化すると、ＥＭＩ
Ｔが特有のシステムとなり、他のイムノアッセイ法では必要である、結合化合物の非結合
化合物からの分離を行うことなく試験が可能となる。
【００４０】
　また、本発明の一部はイムノアッセイキットである。一態様では、本発明は、捕捉抗体
と検出用抗体とを具備するサンドイッチイムノアッセイキットを含む。捕捉抗体及び検出
用抗体は、モノクローナル又はポリクローナルであってよい。他の態様では、本発明は、
イムノフロークロマトグラフィを使用して、イムノクロマトグラフィストライプ（ＩＣＳ
）試験などの側方流量装置を具備する診断用キットを含む。側方流量装置は、米国特許第
４９４３５２２号；同第４８６１７１１号；同第４８５７４５３号；同第４８５５２４０
号；同第４７７５６３６号；同第４７０３０１７号；同第４３６１５３７号；同第４２３
５６０１号；同第４１６８１４６号；同第４０９４６４７号に一般的に記載されている側
方流量アッセイ技術を使用する。これらそれぞれの内容全体は出典明記によって援用され
る。さらに他の態様では、イムノアッセイキットは、例えば、異なる容器に、（ａ）特定
の母性／胎児の状態、例えば新生児敗血症の診断で使用するポリペプチドに対して結合特
異性を有するモノクローナル抗体と、(ｂ)抗抗体免疫グロブリンとを具備する。このイム
ノアッセイキットは、ここで提供される様々な方法の実施のために利用されてよい。モノ
クローナル抗体及び抗抗体免疫グロブリンは、およそ０．００１ｍｇからおよそ１００グ
ラム、より好ましくはおよそ０．０１ｍｇからおよそ１ｇの量で提供されてよい。抗抗体
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免疫グロブリンは、当分野で公知の方法によって使用前に標識されうる、ポリクローナル
免疫グロブリン、プロテインＡ又はプロテインＧ又はその機能的な断片であってよい。診
断用キットは、必要であれば、検査のバックグラウンド干渉を低減するための試薬、シグ
ナルを増強するための試薬、対象の臨床結果を予測するためにマーカー値を組合せ補間す
るためのソフトウェア及びアルゴリズム、試験を実施するための装置、較正曲線及び図表
、標準曲線及び図表などを具備してよい。試験キットは、任意の好適な方法で包装されて
よく、典型的にはすべての成分は単一の容器に試験を実施するための印刷された指示書と
ともにある。
【００４１】
６．診断用及び治療法の方法
　本発明の診断法は、医師が迅速な治療決定を行うために価値のある手段であり、この治
療決定は新生児の生存に重要であることが多い。ゆえに、例えば、新生児が新生児敗血症
の症状を示すか、又は新生児敗血症の危険がある場合には、状態を治療して、新生児の生
存性を向上させるために迅速な工程をとることが重要である。
　典型的には、本明細書において同定されるタンパク質の発現レベルの測定又は獲得後に
、アッセイの結果、所見、診断、予測及び／又は治療勧告は、記録され、例えば、技術者
、医師及び／又は患者へ伝達される。ある実施態様では、コンピューターは、利害関係の
ある関係者、例として患者及び／又は主治医にこのような情報を伝えるために用いられる
であろう。いくつかの実施態様では、アッセイが行われ、結果又は診断が伝達される国や
管轄区域とは異なる国や管轄区域でアッセイ結果が分析されるであろう。
【００４２】
　好ましい実施態様では、本明細書中で示す一又は複数のバイオマーカーの試験被検体に
おける発現レベルに基づいた診断、予測及び／又は治療勧告は、アッセイが完了し診断及
び／又は予測がなされた後できるだけすぐに被検体に伝達される。ここに記載の方法で同
定され定量化される一又は複数のバイオマーカーは、一又は複数のパネルに含まれうる。
パネルに含まれるバイオマーカーの数は、１バイオマーカー、２バイオマーカー、３バイ
オマーカー、４バイオマーカー、５バイオマーカー、６バイオマーカー、７バイオマーカ
ー、８バイオマーカー、９バイオマーカー、１０バイオマーカー、１１バイオマーカー、
１２バイオマーカー、１３バイオマーカー、１４バイオマーカー、１５バイオマーカー、
１６バイオマーカー、１７バイオマーカー、１８バイオマーカー、１９バイオマーカー、
２０バイオマーカーなどであってよい。結果及び／又は関連した情報は、被検体を治療す
る医師によって被検体に伝えられてよい。あるいは、結果は、報告書の提出による等の書
物、電子メールなどの電子形式の伝達、又は電話を含む任意の伝達手段によって試験被検
体に直接伝えられてよい。伝達は、電子メール伝達の場合などのコンピューターの使用に
より容易になされうる。ある実施態様では、診断用試験の結果、及び／又は試験からなさ
れた結論及び／又は試験に基づいた治療勧告を含む伝達がなされ、電気通信分野の技術者
によく知られたコンピューターハードウェア及びソフトウェアの組合せを使用して被検体
に自動的に運搬されてよい。保健医療に関する伝達システムの一例は、米国特許第６２８
３７６１号に記述され、そのすべての内容は出典明記によって本明細書中に援用されるが
、本発明は、この特定の伝達システムを利用する方法に限定されない。本発明の方法のあ
る実施態様では、試料のアッセイ、疾患の診断及びアッセイ結果又は診断の伝達を含むす
べて又はいくつかの方法の工程は、多様な(例えば、外国の)管轄区域において実行されて
よい。
【００４３】
　診断を容易にするために、本発明のここに示す比較及び／又は被検体のバイオマーカー
プロファイル又は一又は複数のバイオマーカーの発現レベルは、電子的に含まれるか、限
定するものではないがとりわけＶＣＲによって読み取り可能なもののようなアナログテー
プ、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ－ＲＯＭ、ＵＳＢフラッシュ媒体といった機器が読み取り可能
な媒体の、表示機器上に提示されうる。また、このような機器が読み込む媒体は、限定す
るものではないが、臨床パラメーターの測定値及び従来の実験室危険因子などの他の試験
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結果を含有しうる。あるいは又はさらに、機器が読み込む媒体は、病歴及び任意の関連す
る家族歴といった被検体の情報も含んでよい。
【００４４】
　さらに、本発明の詳細は以下の非限定的実施例から明らかであろう。本開示内容全体に
わたって引用したすべての参考文献とそこで引用される文献は、出典明記によって特別に
本明細書中に援用される。
【実施例】
【００４５】
実施例１－大規模プロテオミクス手法を使用した新生児敗血症の臍帯血バイオマーカーの
同定
　　実験方法
　試料採取：　２０～３４週の妊娠の自然早期分娩の８２人の女性の前向き観察コホート
の臍帯血試料を分析した。早発性新生児敗血症は、分娩７２時間内に陽性新生児血液培養
として定められた。８２の被検体の中で、３４週未満に分娩した７１新生児と５新生児は
新生児敗血症が確認され(新生児血液培養陽性)、８新生児は敗血症の疑いと診断した(血
液培養物陰性、感染を示唆する臨床症状)。
　臍帯血清の免疫枯渇：　２-ＤＬＣ実験に使用される血清試料は、ＩｇＹ-１２ ＬＣ2プ
ロテオーム分配システム(Beckman Coulter, Fullerton, CA)を使用して、１２の最も多い
タンパク質(アルブミン、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、α-１-抗トリプシン、トランスフェ
リン、ハプトグロビン、α-１-酸性糖タンパク質、α-２-マクログロブリン、フィブリノ
ーゲン、アポリポタンパク質－ＡＩ及びＡ－ＩＩ)を枯渇させた。適切な分画を採取し、
濃縮し、１０ｍＭのトリス(ｐＨ８．４)にバッファ交換した。タンパク質濃度は、ＤＣタ
ンパク質アッセイキット(Bio-Rad, Hercules, CA)を使用して測定した。
【００４６】
　差動性ゲル電気泳動(ＤＩＧＥ)：　タンパク質アッセイの後に、５０μｇのタンパク質
を、４００ｐｍの色素濃度のＣｙＤｙｅ ＤＩＧＥ Fluor minimal色素(GE Lifesciences)
にて標識した。異なる色素(Ｃｙ５、Ｃｙ３、Ｃｙ２)を用いて、コントロール、敗血症の
疑い(ＳＳ)、又は確認された敗血症(ＣＳ)臍帯血清(ＣＢＳ)試料をそれぞれ標識した。標
識したタンパク質は、０．５％の両性電解質を含有するＩＥＦバッファに溶解し、室温で
１２時間、２４ｃｍのＩＰＧストライプ(ｐＨ　４～７)に再水和させた。再水和の後、Ｉ
ＰＧストライプにおよそ１０時間等電点電気泳動を行い、合計６４０００ボルト×時間と
した。ＩＰＧストライプのフォーカスしたタンパク質は、初めに１５分かけて１％ＤＴＴ
を含有するバッファにて平衡化することによって還元し、次いで２．５％のＩＡＡを含有
するバッファにてアルキル化した。還元及びアルキル化工程の後、ＩＰＧストライプは勾
配(８～１６％) ポリアクリルアミドゲル(２４×２０ｃｍ)に流し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを
８５Ｖで１８時間行って、二次元でタンパク質を分析した。電気泳動後、ゲルは、ＰＭＴ
電圧が６００に設定されている適切なレーザーとフィルターを用いてＴｙｐｈｏｏｎ９４
００スキャナー(GE Lifesciences)でスキャンした。異なるチャンネルの画像は、選択し
た色を使用してオーバーラップさせ、相違は、ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＴＬソフトウェア(
ｖ7.0、GE Lifesciences)を用いて可視化した。生のスキャン画像ファイルはＰｈｏｒｅ
ｔｉｘ ２Ｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ(Nonlinear Dynamics)に読み込ませ、確認された敗血症
及び敗血症疑いとコントロールについて相違マップを作成した。
【００４７】
　２－ＤＬＣ試料処理：　タンパク質アッセイ後、１ｍｇの試料をトリプシンにて消化し
、結果として生じたペプチドを、強力な陽イオン交換(ＳＣＸ)クロマトグラフィにて分離
した。試料を乾燥させ、０．２ＭのＮＨ４ＨＣＯ３及び０．３％のＲａｐｉｇｅｓｔ(Wat
ers, Milford, MA)(ｐＨ８．５)を含有する１０５μｌの消化バッファに溶解した。シス
テイン残基を還元し、１２．５μｌの０．１Ｍ ＤＴＴに５０℃で４５分間インキュベー
トした後、７μｌの０．５Ｍ ヨードアセトアミドにさらに３０分間暗室でインキュベー
トすることによってアルキル化した。タンパク質は、４μｌの０．１Ｍ ＣａＣｌ２と３
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３:１の基質に対する酵素のシークエンシンググレードトリプシン(Trypsin Gold, Promeg
a)を添加することによって３７℃に２時間消化した。６０μｌの０．２Ｍ ＨＣｌを加え
て消化を止め、結果として生じたペプチドをＣ１８ ＳｅｐＰａｋ Ｐｌｕｓカートリッジ
(Waters, Milford, MA)を使用して精製した。
　ＳＣＸクロマトグラフィは、１００×２．１ｍｍのポリスルホエチルＡカラム(The Nes
t Group, Southborough, MA)を使用して実施した。移動相Ａには、１０ｍＭ リン酸カリ
ウム(ｐＨ３)及び２５％アセトニトリル(ＡＣＮ)を含めた。移動相Ｂは、３５０ｍＭ Ｋ
Ｃｌを含めたことを除き同じである。ペプチドは、移動相Ａに流し、洗浄した後に、０－
５０％のＢの直線濃度勾配を使用して４５分、その後５０－１００％のＢの直線濃度勾配
により１５分、その後１００％のＡで２０分洗浄して、溶出した。合計９５の１分間の分
画を回収し、真空遠心分離法にて乾燥させ、１００μｌの０．１％ＴＦＡ中で振盪するこ
とによって再溶解させた。ペプチド分画は、９６ウェルスピンカラム、Ｖｙｄａｃ Ｃ１
８シリカ(The Nest Group, Southborough, MA)を使用して脱塩した。脱塩した分画は、３
５の分画にまとめ、蒸発させ、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析のために２０μｌの５％蟻酸(ＦＡ)
に溶解した。
【００４８】
　ＬＣ-ＭＳ／ＭＳ分析：　各々の分画の一部は、３４-ゲージ金属針キット(ThermoFinni
gan, San Jose, CA)を装着したイオンマックスエレクトロスプレー源を有するＬＴＱイオ
ントラップ質量分析計(Thermo Electron, San Jose, CA, USA)とＡｇｉｌｅｎｔ１１００
シリーズキャピラリーＬＣシステムを使用したＬＣ／ＭＳにて分析した。試料は、２０μ
ｌ／分でトラップカートリッジにアプライし、次いで、０．１％ ＦＡを含む移動相Ａを
使用して、０．５×２５０ｍｍのＺｏｒｂａｘ ＳＢ-Ｃ１８カラム(Agilent Technologie
s, Palo Alto, CA, USA)に切り替えた。質量スペクトルファイルは、Ｂｉｏｗｏｒｋｓ　
Ｂｒｏｗｓｅｒソフトウェア(バージョン３．１、ThermoFinnigan, San Jose, CA)を用い
て生データから生成した。合計１１９５２３８のタンデム質量スペクトルは、すべてのＬ
Ｃ－ＭＳ／ＭＳ分析から生成した。
　ペプチド及びタンパク質同定：　タンデム質量スペクトルは、ヒト亜種のために選択さ
れたスイスプロット（バージョン５４．２）データベースのフォワード及びリバースエン
ティティ(デコイタンパク質)を含む複合タンパク質データベースに対して検索した。親イ
オン及び断片イオン、トリプシン酵素特異性、システイン残基上のカルバミドメチル修飾
、及び様々な潜在的インビボ及びインビトロ修飾のために、１．８Ｄａと０．４Ｄａの質
量許容が利用できるように設定されたＸ！タンデム(Fenyo 2003)検索エンジンを使用して
、すべての検索を行った。全試料におけるペプチド及びタンパク質の同定をともに蓄積し
て、スキャフォールドソフトウェア(バージョン１．６、Proteome Software, Portland, 
OR)により実行される確率タンパク質同定アルゴリズム(Nesvizhskii 2003)を用いて、包
括的臍帯血プロテオームを生成した。０．８以上の確率でのペプチド同定は、試料に存在
するものとみなす。少なくとも２の固有のペプチド同定があるタンパク質同定は臍帯血に
存在するとみなす。
【００４９】
　無標識定量化：　タンパク質に合致したタンデム質量スペクトルの総数(スペクトル計
数)は、複雑な混合物中でのその量を推測するための、無標識の、感度が高い半定量的計
測である。(Liu 2004)。２つの複雑な試料間のタンパク質スペクトル計数の相違を用いて
、その相対的な発現を定量化した。(Old 2005)。この研究において、１つの試料において
少なくとも２つの固有のペプチドが同定された臍帯血タンパク質は、無標識定量化の検討
がされた。スペクトル計数を共有した相同タンパク質(配列相同性＞５０％)は、単一のエ
ンティティに併合した。非相同の共有スペクトル計数は、スペクトルマッチが最も高い数
値であったタンパク質に割り当てた(オッカムの剃刀)。管理したタンパク質のスペクトル
計数は、コントロールとＣＳ新生児被検体間の独立したペアワイズ比較を行い、タンパク
質の相対的な発現を定量化した。(Gravett 2007, Nagalla 2007, Pereira 2007, Zybailo
v 2006)。ペアワイズ比較において０．０５以下のｐ値を有するタンパク質は、試料間で
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有意に異なって発現されるものとみなした。異なって発現したタンパク質の倍数的発現変
化(ＦＣ)は、Old et al. 2005)に記述される方程式を使用して定量化した。
【００５０】
　酵素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)：　敗血症の検出のための１０の候補バイオマーカー
は、固相サンドイッチイムノアッセイにて測定した。市販されている抗体及び抗原を様々
な販売会社から購入し、イムノアッセイを調製した。製造者が提供する標準物質又は既知
量の組み換えタンパク質を用いて、参照試料濃度と比較して標準曲線を描いた。すべての
アッセイは３通り行い、アッセイ間及びアッセイ内の変異係数は３～７％であった。
　一方向の分散分析(ＡＮＯＶＡ)を行い、敗血症がない被検体及び敗血症が確認された被
検体からの試料のｌｏｇ変換したＥＬＩＳＡ値を比較した。プレゼンテーションのために
、発明者等は、元の単位(調和平均)へ平均ログ値を戻し変換し、ボンフェローニ補正を適
用して複数の比較を考慮した。個々のタンパク質比較の結果に基づいて、発明者等は、ロ
ジスティックな回帰モデルを使用して、２、３又は４のタンパク質のいくつかの異なる組
合せの分類法実行を評価した。受信者動作特性(ＲＯＣ)曲線は、各々の多タンパク質モデ
ルからのリスクスコアに基づいて計算した。描写的な推論統計は、ＳＡＳソフトウェア(
ｖ9.1)を使用して計算した。ＲＯＣ曲線を描き、カスタマイズしたＳＴＡＴＡモジュール
を使用して比較した。(Pepe 2003)。
【００５１】
　ＥＬＩＳＡデータの統計学的分析：　敗血症のないコントロール被検体（ｎ＝７７）及
び敗血症が確認された被検体（ｎ＝５）におけるＥＬＩＳＡ実験によって測定された臍帯
血中の候補タンパク質バイオマーカー濃度は、ログ変換して統計学的分析を行った。コン
トロールと敗血症間のｌｏｇ変換タンパク質濃度の個々の対比較は、一方向の分散分析(
ＡＮＯＶＡ)試験を使用して実行した。プレゼンテーションのために、発明者等は、元の
単位(調和平均)へ平均ログ値を戻し変換し、ボンフェローニ補正を適用して複数の比較を
考慮した。個々のタンパク質比較の結果に基づいて、発明者等は、ロジスティックな回帰
モデルを使用して、２、３又は４のタンパク質のいくつかの異なる組合せの分類法実行を
評価した。受信者動作特性(ＲＯＣ)曲線は、各々の多タンパク質モデルからのリスクスコ
アに基づいて計算した。
　描写的な推論統計は、ＳＡＳソフトウェア(ｖ９．１)を使用して計算した。ＲＯＣ曲線
を描き、カスタマイズしたＳＴＡＴＡモジュールを使用して比較した。(Pepe 2003)。
【００５２】
結果
　新生児敗血症の臍帯血プロテオームのプロテオミクス変化：　二次元のゲル電気泳動分
析：コントロール、疑わしい敗血症(ＳＳ)及び確認された敗血症(ＣＳ)を有する被検体か
らの臍帯血(ＣＢ)を親和性精製し、多量の血清タンパク質を取り除いた。コントロール、
ＳＳ及びＣＳ被検体の減少したＣＢＳは、それぞれＣｙ５、Ｃｙ３及びＣｙ２色素にて標
識した。標識した試料は２Ｄゲルにて分析した。図１Ａ及び１Ｂは、それぞれコントロー
ル(赤)とＳＳ(緑)、コントロール(赤)とＣＳ(緑)のＣＢＳのＤＩＧＥゲル画像を示す。Ｓ
Ｓとコントロール(図１Ｃ)の間及びＣＳとコントロール(図１Ｄ)の間で異なって発現され
たスポットは、Ｐｈｏｒｅｔｉｘ ２Ｄエボリューションソフトウェアを使用して決定し
た。区別マップのスポット強度(図１Ｃ及び１Ｄ)は、総スポット体積に基づいて基準化し
た。２分の１以下に下方制御される区別マップ内のスポットは赤色で、２倍以上に上方制
御されるスポットを緑色で示す。
　結論：　二次元のゲル分析により、新生児敗血症被検体の臍帯血内の複数のタンパク質
の差動的発現が同定された。
【００５３】
　臍帯血プロテオーム：　すべての２-ＤＬＣ質量分析実験から、少なくとも２つの異な
るペプチドが一致している(ｐ≧０．８)合計６７０のタンパク質が同定された。臍帯血タ
ンパク質は、スペクトル数の多い順に分類し、補足の表１(列５)に示す。臍帯血プロテオ
ームの機能予測は、ＤＡＶＩＤバイオインフォーマティックス資源(Dennis 2003)のジー
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ンオントロジー(ＧＯ)予測を使用して行った。代謝(２１％)、免疫応答(１０％)、運搬(
１０％)及び発達上(７％)の機能を有するタンパク質は、大多数の臍帯血プロテオームを
構成した。
　新生児敗血症の臍帯血プロテオームにおいて異なって発現されたタンパク質の分類：　
タンパク質に一致したＭＳ／ＭＳスペクトルの総数は、複雑な混合物中のその量と直接関
連する。(Liu 2004)。コントロール、ＳＳ及びＣＳの被検体間のＣＢにおける大規模タン
パク質発現変化はＧｅｎｅＭａｔｈｓソフトウェア(バージョン１．５、Applied Maths, 
Austin, TX)を用いて可視化する。複数の試料の中の一つで少なくとも２のペプチドが同
定された(ｐ≧０．８)タンパク質のスペクトル数を個別に平均規準化し、ＧｅｎｅＭａｔ
ｈｓソフトウェアによって分析した。試料間で類似の発現変化を有するタンパク質は、２
００のシミュレーションを有するユークリッド距離学習法を使用して、階層的に分類した
(図２Ａ)。ＣＳ及びコントロール試料において上方制御されるタンパク質を有する代表的
なタンパク質クラスターを、図２Ｂ及び図２Ｃに示す。
　結論：　階層的な分類法を使用した臍帯血プロテオームの視覚化により、新生児敗血症
被検体において過剰に発現されるタンパク質の特異的なクラスターが示された。
【００５４】
　新生児敗血症のための臍帯血バイオマーカーは、二次元の液体クロマトグラフィ及びタ
ンデム質量分析(２Ｄ ＬＣ－ＭＳ－ＭＳ)にて同定され、コントロール及び確認された敗
血症(ＣＳ)の試料からのＣＢ試料は、２－ＤＬＣベースのタンデム質量分析の後に無標識
定量化を行った。無標識定量化を行い０．０５以下のｐ値と±２．０以上の倍数変化であ
ったＣＢタンパク質を、コントロール被検体と新生児敗血症被検体との間で有意に異なっ
て発現されるものとみなした(表１)。表１において異なって発現されたタンパク質の生物
学的機能予測は、バイオインフォマティックスハーベスターを使用して実施した。以下の
表１に、コントロール試料と新生児敗血症試料との間で異なって発現された臍帯血タンパ
ク質を、それらのスイスプロット受託番号、説明、倍数変化及びｐ値とともに列挙する。
タンパク質はそれらの生物学的機能に従って分類した。
【００５５】
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　結論：　２Ｄ－ＬＣ ＭＳ－ＭＳ分析により、臍帯血中の新生児敗血症の６０の潜在的
バイオマーカーの差動的量が同定され、これらは統計学的に有意であった。
【００５６】
　酵素結合免疫吸着測定法を使用した潜在的新生児敗血症バイオマーカーの確認：　２－
ＤＬＣ試験により合計１０の有意に異なって発現されたタンパク質は、ＥＬＩＳＡを用い
て、７７のコントロール及び５の新生児敗血症被検体のコホートにて互いに確認した。測
定したタンパク質濃度は、ｌｏｇ変換し、ＡＮＯＶＡ試験を使用してコントロールと敗血
症群間のペアワイズを比較した。比較が０．０５以下のｐ値であったタンパク質を以下の
表２に示す。それぞれの試料群における各タンパク質の平均濃度は、ＥＬＩＳＡで測定し
たタンパク質濃度(ｎｇ／ｍｌ)の調和平均を計算することによって決定した(表２に示す)
。
【００５７】
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　結論：　個々の試料についての潜在的バイオマーカーのＥＬＩＳＡ分析により、２Ｄ－
ＬＣ－ＭＳ－ＭＳ分析によって観察された候補タンパク質の差動的発現が確認された。
【００５８】
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