
JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

(57)【要約】
　本発明は、播種感染症の臨床症状を有さない集中治療入院患者のそのような感染症を発
症するリスクを予測する方法であって、
　　－　集中治療入院日とその後の４８時間の間に実施される、時刻Ｔ１において採取さ
れた第１の試料に由来の前記患者から得られた生物学的試料中に含まれる第１のゲルソリ
ンの量Ｇ１を決定することと、
　　－　第１のサンプリング後２日－３日において実施される、時刻Ｔ２において採取さ
れた第２の試料に由来の前記患者から得られた生物学的試料中に含まれる第２のゲルソリ
ンの量Ｇ２を決定することと、
　　－　ゲルソリンの量Ｇ２とゲルソリンの量Ｇ１の間の変動を計算して、Δ値を得るこ
とと、
　　－　先行する工程で得られたΔ値を、集中治療入院患者の２集団、播種感染症を発症
しなかった一方の集団、及びそのような感染症を発症した他方の集団からあらかじめ決定
された閾値Ｓと比較することと、
を含み、
　　・前記閾値Ｓより低いΔ値は、前記集中治療入院患者が、播種感染症を発症するリス
クが高い患者であることを意味し、及び
　　・前記閾値Ｓを上回るΔ値は、前記集中治療入院患者が、播種感染症を発症するリス
クが高い患者ではないことを意味する、
方法に関連する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　播種感染症の臨床症状を有さない集中治療入院患者のそのような感染症を発症するリス
クを予測する方法であって、
　　－　集中治療入院日とその後の４８時間の間に実施される、時刻Ｔ１において採取さ
れた第１の試料に由来の前記患者から得られた生物学的試料中に含まれる第１のゲルソリ
ンの量Ｇ１を決定することと、
　　－　第１のサンプリング後２日－３日において実施される、時刻Ｔ２において採取さ
れた第２の試料に由来の前記患者から得られた生物学的試料中に含まれる第２のゲルソリ
ンの量Ｇ２を決定することと、
　　－　ゲルソリンの量Ｇ２とゲルソリンの量Ｇ１の間の変動を計算して、Δ値を得るこ
とと、
　　－　先行する工程で得られたΔ値を、集中治療入院患者の２集団、播種感染症を発症
しなかった一方の集団、及びそのような感染症を発症した他方の集団からあらかじめ決定
された閾値Ｓと比較することと、
を含み、
　　　前記閾値Ｓより低いΔ値は、前記集中治療入院患者が、播種感染症を発症するリス
クが高い患者であることを意味し、
　　　前記閾値Ｓを上回るΔ値は、前記集中治療入院患者が、播種感染症を発症するリス
クが高い患者ではないことを意味する、
方法。
【請求項２】
　下記の式（Ｉ）、
Ｇ２－Ｇ１　（Ｉ）
に基づきΔ値が計算されることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　Δ値が、相対的変化率に対応し、下記の式（ＩＩ）、

に基づき計算されることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　Δ値が、単位時間当たりの量の差異に対応し、下記の式（ＩＩＩ）、

に基づき計算されることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　第１のサンプリング（Ｔ１）が、集中治療入院日に実施されることを特徴とする、請求
項１から４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記生物学的試料が、全血、血漿、血清、又は任意の血液誘導体であることを特徴とす
る、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　ゲルソリンの量が、質量分析及びイムノアッセイから選択される技術により決定される
ことを特徴とする、請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記患者が、多発外傷患者、いわゆる重症熱傷患者、膵炎又は急性呼吸器症候群に罹患
した患者から選択されることを特徴とする、請求項１から７のいずれか一項に記載の方法
。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、感染性疾患の分野に関する。より具体的には、本発明は、バイオマーカーと
してゲルソリンを使用することにより、集中治療入院患者について、播種感染症又はセプ
シス症候群を発症するリスクを予測する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　感染に対する全身性反応であるセプシス症候群は、播種感染症とも呼ばれ、集中治療に
おける死亡の主原因の１つである。実際、集中治療で治療される患者は、生存の予後に直
接影響を及ぼす、一又は複数の急性の内臓機能不全を有する、又は有する可能性がある不
安定患者である。患者の集中治療入院を引き起こす可能性がある原因は非常に多く：ショ
ック状態、多発外傷、昏睡、急性の臓器の不具合、慢性疾患由来の代償不全、出血、中毒
、重度感染症、広範囲熱傷、重大手術後の術後期間等である。一般的に、集中治療を必要
とする患者は、臓器不全、例えば血行動態不安定（低血圧症／高血圧症）、呼吸困難、急
性の腎性の不具合、重度の心不整脈、神経障害（頭部外傷、脳卒中、昏睡）等に罹患して
いる。その高頻度の併発は、多臓器不全と呼ばれる。実際、ほとんどの臓器系は互いに関
連しているので、このような不全の１つが生ずると、別の不全を多くの場合引き起こす。
【０００３】
　集中治療にとどまるということは、生体機能の連続的なモニタリング、また該当する場
合には、補充法の使用（血液製剤の輸血、血管充填、機械式人工呼吸、カテコールアミン
、血液透析、体外循環等）と関係する。集中治療の最終的な目的は、ホメオスタシスの回
復である。
【０００４】
　その結果、集中治療入院患者は、細菌、ウイルス、真菌、又は寄生虫に由来する院内感
染に感染するリスクを有する。
【０００５】
　院内感染は、病院内で感染した感染症、すなわち患者が病院、この場合集中治療に入院
したときには存在せず、入院後少なくとも４８時間で生ずる感染症として定義される。院
内感染は、身体の任意の部分に影響を及ぼす可能性があるが、機械式人工呼吸と関連した
肺炎、外傷又は手術後の腹腔内感染症、尿路感染症（又はＵＴＩ）、及び血管内デバイス
と関連する菌血症が集中治療において最も一般的である（Ｖｉｎｃｅｎｔ　ＪＬ、Ｌａｎ
ｃｅｔ、２００３年；　Ｅｇｇｉｍａｎ　Ｐ、Ｃｈｅｓｔ、２００１年）。
【０００６】
　院内感染の有病率は、いくつかの内因性のリスク因子、すなわち患者の侵襲的手技への
曝露（人工呼吸、尿路カテーテル法、カテーテル法）、患者の重症度（並びに関連する併
存症）、及び療法（頻回輸血、鎮静）が複合したときのその有害性に起因して、集中治療
ではその他の病院セクターに認められる有病率よりも有意に高い。あらゆる衛生及びモニ
タリング措置（外因性リスク）が講じられ、またこれらの内因性のリスク因子が考慮され
ているにもかかわらず、院内感染症の罹病率は一定のままである、又は数年においてわず
かに減少したにすぎない。
【０００７】
　院内感染は、播種感染症又はセプシス症候群を引き起こしやすく、単純な敗血症から重
度の敗血症又は敗血症性ショックにまで進行するおそれがある。
【０００８】
　これらの３つの臨床症候群、すなわち敗血症、重度敗血症、及び敗血症性ショックは、
専門家のパネルにより、重症度が増加する順番で１９９２年に定義された（Ｒ．　Ｃ．　
Ｂｏｎｅら、１９９２年）：
　　－　敗血症は、つまり感染症と関連する全身性の炎症反応である、
　　－　重度敗血症は、少なくとも１つの臓器の機能障害を伴う敗血症である、
　　－　敗血症性ショックは、持続性低血圧症と混合した重度敗血症であり、下記事項に
より認定され得る：
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　　○識別された感染部位の存在、
　　○下記の兆候のうちの少なくとも３項目により顕在化する全身性の炎症反応：ａ）３
８℃を超える、又は３６℃未満の体温、ｂ）１分間当たり９０回を超える心拍数、ｃ）１
分間当たり２０回を超える呼吸数、ｄ）１２０００／ｍｍ３を超える、又は４０００／ｍ
ｍ３未満の白血球数、
　　○適切な充填及び昇圧治療にもかかわらず持続する低血圧症。
【０００９】
　患者が入院次第、播種感染症に感染するリスクが最も高い患者を識別し、播種感染症の
何らかの症候が存在しなければ、そのような感染症の発症リスクが限定的となるように、
できる限り速やかに戦略を履行することができる。例えば、予防的な抗生物質治療（Ｐｕ
ｉｓｉｅｕｘ　Ｆら、１９９３年；Ｊｅｎｓｅｎ　ＪＵら、２０１１年）、さもなければ
予防的治療（Ｋ．Ａｓｅｈｎｏｕｎｅら、２０１４年）、さもなければ標的を定めた免疫
療法（Ｃｈａｈｉｎ　Ａら、２０１５年；Ａｌｉ　ＹＭら、２０１４年）を投与すること
ができる、又はより単純には、病原体の進入箇所を制限することができる（すなわち、で
きる限り速やかにカテーテルを抜去すること等）。これらの措置は、患者のより良い治療
を可能にし、
　　・関連するコストの削減を可能にする、集中治療及び病院内入院期間の短縮（Ｌａｍ
ｂｅｒｔ　ＭＬ　ＳＣら、２０１１年）、
　　・敗血症合併症の減少、及び
　　・死亡率の低下、
を実現する。
【００１０】
　従って、集中治療入院患者であって、播種感染症の臨床的症候を有さず、播種感染症発
症リスクが最も高い患者において、予測を可能にするふさわしいツールを見つけ、従って
、患者が入院次第、この種の感染症を発症する患者リスクの関数として、患者の層別化を
可能にするという、長年にわたり満たされなかった緊急の必要性が存在する。
【発明の概要】
【００１１】
　驚くべきことに、本出願人らは、そのような予測は、集中治療入院患者に由来する生物
学的試料中のゲルソリンの量（ｄｏｓｅ）を分析することにより可能となることを実証し
た。実際、本出願人らは、そのような播種感染症を発症するリスクが高い患者のゲルソリ
ンレベルが大幅に低下していることを明らかにした。従って、本発明は、患者が入院した
際に、患者が播種感染症の症候を示さない集中治療入院の状況において、リスクに晒され
ている患者の主たる死亡原因の１つである播種感染症の発症を根絶する分野において、重
要なステップを提示する。
【００１２】
　従って、本発明の第１の主題は、播種感染症の臨床的症候を有さない集中治療入院患者
のそのような感染症を発症するリスクを予測する方法であって、
　　－　集中治療入院日とその後４８時間の間に実施される、時刻Ｔ１において採取され
た第１の試料に由来の前記患者から得られた生物学的試料中に含まれる第１のゲルソリン
の量Ｇ１を決定することと、
　　－　第１のサンプリング後２－３日において実施される、時刻Ｔ２において採取され
た第２の試料に由来の前記患者から得られた生物学的試料中に含まれる第２のゲルソリン
の量Ｇ２を決定することと、
　　－　ゲルソリンの量Ｇ２とゲルソリンの量Ｇ１の間の変動を計算して、Δ値を得るこ
とと、
　　－　先行する工程で得られたΔ値を、集中治療入院患者の２集団、播種感染症を発症
しなかった一方の集団、及びそのような感染症を発症した他方の集団からあらかじめ決定
された閾値Ｓと比較することと、
を含む、又はことからなり、
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　　・前記閾値Ｓより低いΔ値は、前記集中治療入院患者が、高播種感染症を発症するリ
スクが高い患者であることを意味し、及び
　　・前記閾値Ｓを上回るΔ値は、前記集中治療入院患者が、高播種感染症を発症するリ
スクが高い患者ではないことを意味する、
方法である。
【００１３】
　従って、本出願人らは、マーカーとしてゲルソリンを使用して、集中治療入院患者にお
ける播種感染症を発症するリスクを予測することが可能であることを思いがけず示した。
【００１４】
　本発明によれば、集中治療入院患者は、補充法の使用と関係する、いくつかの急性の直
接生命を脅かす内臓機能不全を有する、又は有する可能性がある患者である。このような
患者は、例えば多発外傷患者、いわゆる重症熱傷患者、膵炎さもなければ急性呼吸器症候
群に罹患した患者である。このような患者は、従って播種感染症に進行し得る院内感染症
に特に罹りやすい。
【００１５】
　本発明によれば、播種感染症は、身体内で広範囲に広まった非局所的感染症であり、ま
た病原体、例えば細菌、真菌、ウイルス、又は寄生虫等により引き起こされ、セプシス症
候群とも呼ばれる。
【００１６】
　播種感染症を発症するリスクの予測には、患者が集中治療に入院した後の数日中、患者
入院後平均５日経過して播種感染症を発症する、集中治療入院時に播種感染症の症候を有
さない、すなわちそのような播種感染症の臨床症状を一切有さない患者を識別することを
意味する目的がある。換言すれば、播種感染症を発症するリスクの予測には、集中治療入
院時に播種感染症の症候を有さない、集中治療入院患者のそのようなリスクを判断するこ
とを意味する目的がある。患者がそのような感染症を発症するリスクを限定的にする戦略
をできる限り速やかに導入すべき、播種感染症を発症するリスクが最も高い患者は、高リ
スク患者と呼ばれる。このような高リスク患者では、ゲルソリンを使用すれば、播種感染
症の発生を予測することが可能となる。換言すれば、高リスク患者は、播種感染症を発症
する確率が少なくとも７５％である患者である。
【００１７】
　本発明との関係においては、感染症は早期性で、患者が集中治療に入院後５日で生ずる
と言われている。
【００１８】
　播種感染症を発症するリスクを予測するために、本発明で使用されるマーカーは、ゲル
ソリンである。ゲルソリンは、８２－８４ｋＤａの分子量を有するタンパク質であり（Ｓ
ｗｉｓｓ　Ｐｒｏｔ番号Ｐ０６３９６）、サイトゾル内に存在し、また高濃度のカルシウ
ムイオンの存在下でアクチンモノマー又はアクチンフィラメントに結合する能力を有する
６つのドメイン（Ｇ１－Ｇ６）を含む。この結合は、ｐＨ、ホスホイノシチド、リゾホス
ファチジン酸、及び高カルシウム濃度により制御可能である。アクチンモノマー結合部位
は、Ｇ１ドメイン内、及びＧ４－６セグメント内にも存在する一方、アクチンフィラメン
トに結合する高親和性部位は、Ｇ２－３セグメント内にある。ゲルソリンは、組織の損傷
において修復の役割を果たす。該タンパク質について４つの公知アイソフォームが存在し
、そのうちの重要なアイソフォームとして、分泌型血漿形態のタンパク質であるアイソフ
ォーム１が挙げられる（Ｓｗｉｓｓ　Ｐｒｏｔ番号Ｐ０６３９６－１）。細胞質アイソフ
ォーム２（Ｓｗｉｓｓ　Ｐｒｏｔ番号Ｐ０６３９６－２）は、最初の５１個のアミノ酸の
欠失により、アイソフォーム１とは異なる。細胞質アイソフォーム３及び４（Ｓｗｉｓｓ
　Ｐｒｏｔ番号Ｐ０６３９６－３及びＰ０６３９６－４）は、最初の４８個のアミノ酸配
列における修飾によりアイソフォーム１とは異なる。
【００１９】
　本発明との関係においては、ゲルソリンのすべてのアイソフォームは、集中治療入院患
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者における播種感染症を発症するリスクを予測するためのマーカーとして利用可能である
。１つの実施態様によれば、アッセイされるアイソフォームは、アイソフォーム１である
。
【００２０】
　ゲルソリンは、多くの病理学、特に異なる種類のがん、特定の炎症及び感染の状況、心
臓及び肺疾患の症例、アルツハイマー病、さもなければ老化に関与していることが公知で
ある。
【００２１】
　このタンパク質は、
　　－　セプシス症候群を診断する、すなわち重症度と死亡率の予測を関連付けることに
より（Ｘｉａｎｈｕｉら、２０１４年）、セプシス症候群にすでに罹患し、感染の臨床症
候を有する患者を識別する（Ｌｅｅら、２００８年）ことを目的として、
　　－　又は、敗血症患者において、セプシス症候群の進展の予後を目的とする、すなわ
ち播種感染症を有するものとしてすでに識別された患者において、この有害な進展を見積
もることを目的として（Ｗａｎｇら、２００８年）、
　　－　又は、敗血症患者における死亡率を予測する、すなわち播種感染症を有するもの
としてすでに識別された患者において、死亡のリスクを見積もることを目的として（Ｗａ
ｎｇら、２００８年）、
科学文献中のマーカーとしてすでに記載されている。
【００２２】
　しかし、播種感染症の臨床症状が認められない集中治療入院患者等の、リスクに晒され
ている易罹患性の患者における播種感染症を発症するリスクの予測について、ゲルソリン
が記載されているケースは存在しない。
【００２３】
　集中治療入院患者における播種感染症を発症するリスクの予測は、前記患者から得られ
た生物学的試料中のゲルソリンの量を決定することにより実施される。
【００２４】
　一般的に、用語「試料」とは、部分又は分量（ａｍｏｕｎｔ）、より具体的には、分析
を目的として、一又は複数の実体から採取された小さい部分又は少ない分量を意味する。
この試料は、任意選択的に、例えば混合及び希釈工程を含む事前処理の対象となり得る。
【００２５】
　本発明の方法との関係においては、試料は、播種感染症を発症するリスクを判定するの
が望ましい患者に由来する生物学的試料である。特に、そのような生物学的試料は、ゲル
ソリン含有傾向を有する患者から選択される。
【００２６】
　本発明による生物学的試料は、異なる性質を有し得る。特に、このような試料は、例え
ば血液、全血（静脈経路を経由して収集されるような、すなわち白血球及び赤血球、血小
板、並びに血漿を含有する）、血清、血漿、気管支肺胞洗浄液、脳脊髄液、及び尿から選
択される生体液である。好ましくは、患者に由来する生物学的試料は、全血、血漿、血清
、又は任意の誘導体からなる試料である。
【００２７】
　「ゲルソリンの量（ｄｏｓｅ）」には、前記生物学的試料中のゲルソリンの分量（ａｍ
ｏｕｎｔ）を意味する目的がある。場合によっては、この用語は、方法の最終結果として
与えられる量ではなく、当該の量を、測定値が得られる試料の容積で割り算して算出され
るゲルソリンの濃度を意味する。本発明の目的に照らせば、ゲルソリンの量又は濃度は、
いずれも「量」と呼ばれる。
【００２８】
　生物学的試料中のゲルソリンの量は、生物学的試料中の被分析物の分量又は量を決定す
るための、当業者に広く知られている技法に基づき決定され得る。例として、本発明の実
施態様を構成するイムノアッセイ、例えばＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、Ｅ
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ＬＦＡ（蛍光基質を用いた酵素イムノアッセイ）、及びＲＩＡ（ラジオイムノアッセイ）
、及び質量分析アッセイ等について記載することができる。
【００２９】
　イムノアッセイは、生物学的試料分析の分野において広く使用されている、当業者に周
知の方法である。イムノアッセイは、特にタンパク質（抗原／抗体）、ペプチド及びハプ
テン、例えばステロイド又はビタミン等の形態の、試料中の被分析物の検出を可能にし、
検出対象とされる被分析物、この場合はゲルソリンと、この被分析物に対する一又は複数
の結合パートナーの間の免疫反応が関与する。これらのイムノアッセイ法は、生物学的試
料の分析期間中に放出されるシグナルの定量を可能にする測定値に基づく。検出されたシ
グナルの量は、測定する被分析物の分量又は量に一般的に比例する（例えば、サンドイッ
チアッセイ期間中）、又は測定する被分析物の分量又は量に逆比例する（例えば、競合ア
ッセイ）。もちろん、例えば「イムノアッセイ」中の用語「イムノ（免疫）」は、本出願
においては、結合パートナーが抗体等免疫学的パートナーであることを厳密に示唆すると
はみなされない。実際、リガンドとも呼ばれる結合パートナーが免疫学的パートナーでは
なく、例えば測定するのが望ましい被分析物に対する受容体であるときも、当業者はこの
用語を広く使用する。従って、「リガンド結合アッセイ」とより一般的に呼ばれる、非免
疫学的結合パートナーを使用するアッセイに対して、頭字語ＥＬＩＳＡには用語「イムノ
（免疫）」が含まれているとしても、ＥＬＩＳＡアッセイ（「酵素結合免疫吸着アッセイ
」）という呼び方をすることは公知である。明確にするために、本出願人らは、本出願全
体を通じて、結合パートナーを用いる任意のアッセイについて、それが免疫学的パートナ
ーでなくても、用語「イムノ（免疫）」を使用する。
【００３０】
　ゲルソリンに対する結合パートナーとして、抗体、抗体フラクション、ナノフィチン、
アプタマー（Ｏｃｈｓｎｅｒ　Ｕ．　Ａ．ら、２０１４年）、又は試験対象とされるゲル
ソリンと相互作用することが公知である任意のその他の分子、例えばリポ多糖類等につい
て記載することができる（Ｂｕｃｋｉ　Ｒ．ら、２００５年）。
【００３１】
　結合パートナーの抗体として、例えば、ポリクロナール抗体又はモノクロナール抗体が
挙げられ、その製造法は、当業者に広く知られている。そのような抗体、例えば、下記の
ポリクロナール抗体：抗ゲルソリン血漿ヤギポリクロナール抗体、ＡＢＣＡＭ、抗ゲルソ
リンポリクロナール抗体ＳＨＥＥＰ１、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｐｉｅｒｃｅ　ＡＮＢＯＰ０００
０２６９０３２、及び下記のモノクロナール抗体：モノクロナール抗ゲルソリン１、Ｂｏ
ｓｔｅｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社ＡＮＢＯＰ００００２１５３
７９等が市販されている。
【００３２】
　抗体断片の例として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２断片について、またｓｃＦｖ
（一本鎖の可変断片）及びｄｓＦｖ（二本鎖の可変断片）鎖についても記載することがで
きる。これらの機能的断片は、特に遺伝子工学により取得され得る。
【００３３】
　ゲルソリンの量を決定することからなるイムノアッセイは、当業者に広く知られている
定量的測定法であり、好ましくはゲルソリンに対する２つの結合パートナーを利用する。
２つのパートナーのうちの一方は、標識と結合してコンジュゲート又はトレーサーを形成
することができる。他方の結合パートナーは、固体支持体上で捕捉され得る。後者は捕捉
パートナー、及び前者は検出パートナーと呼ばれる。
【００３４】
　上記のように、イムノアッセイ期間中に放出され、測定されたシグナルは、生物学的試
料中のゲルソリンの分量又は量に比例する。
【００３５】
　得られたシグナルを生物学的試料中の量又は濃度と関連付けるためには、標準範囲から
事前に規定された数学モデルを使用することが好適である。この標準範囲は、公知の方式
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であらかじめ得られる。要するに、標準範囲の取得は、増加した既知のゲルソリンの分量
又は濃度により生み出されるシグナルを測定すること、量又は濃度の関数としてシグナル
を表す曲線をプロットすること、及びこの関連性をできる限り精密に表す数学モデルを見
出すことから構成される。数学モデルは、試験される生物学的試料中に含まれるゲルソリ
ンの未知の量又は濃度を、外挿により決定するのに用いられる。
【００３６】
　コンジュゲートを形成するために使用される標識には、特に、化学修飾なくして直接、
又はそのような基が含まれるように化学修飾を行った後に、結合パートナーの基と反応す
る基を含有するあらゆる分子を意味する目的があり、そのような分子は、検出可能なシグ
ナルを直接的又は間接的に生成する能力を有する。この直接検出標識の非限定的なリスト
は、
　　・例えば、比色定量、蛍光、発光により検出可能なシグナルを生成する酵素、例えば
ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ
、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ等、
　　・クロモフォア、例えば蛍光性、発光性、又は発色性の化合物等、
　　・放射性分子、例えば３２Ｐ、３５Ｓ、又は１２５Ｉ等、
　　・蛍光性分子、例えばアレクサ又はフィコシアニン等、及び
　　・電気化学発光性の塩、例えばアクリジニウム又はルテニウムに基づく有機金属誘導
体等、
から構成される。
【００３７】
　間接的検出システム、例えば、抗リガンドと反応する能力を有するリガンド等も利用可
能である。該リガンドは、次に結合パートナーと共にコンジュゲートを形成するように標
識に対応する。
【００３８】
　リガンド／抗リガンドの対は当業者に周知されており、そのようなケースとして、例え
ば、ビオチン／ストレプトアビジン、ハプテン／抗体、抗原／抗体、ペプチド／抗体、糖
／レクチン、ポリヌクレオチド／ポリヌクレオチドに対して相補的な配列の対が挙げられ
る。
【００３９】
　抗リガンドは、次に上記標識の直接検出により直接検出可能となる、又は別のリガンド
／抗リガンドの対により、そのものが検出可能となる等の可能性がある。
【００４０】
　これらの間接的検出システムは、特定の条件下で、シグナルの増幅を引き起こす可能性
がある。このようなシグナル増幅技術は、当業者にとって周知であり、また本出願人らの
一人によるこれまでに出願された仏国特許出願第２７８１８０２号又は国際公開第９５／
０８０００号を参照することができる。
【００４１】
　用いられる標識の種類に応じて、当業者は、標識の可視化、又は任意の種類の該当する
測定装置、例えば、分光光度計、分光フルオロ測定計、濃度計、さもなければ高解像度カ
メラ等により検出可能なシグナルの放出を可能にする試薬を添加する。
【００４２】
　イムノアッセイは、当業者にとって公知のその他の工程、例えば洗浄工程及びインキュ
ベーション工程等も含み得る。
【００４３】
　イムノアッセイは、当業者にとって広く知られているように、１ステップ又は２ステッ
プアッセイであり得る。要するに、１ステップイムノアッセイは、試験される試料を２つ
の結合パートナーと同時に接触させることを含む一方、２ステップイムノアッセイは、試
験される試料を第１の結合パートナーと接触させ、その次に、形成された被分析物－第１
の結合パートナー複合体を第２の結合パートナーと接触させることを含む。



(9) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40

50

【００４４】
　これまでに開発された技術、例えば、特に、ＥＬＩＳＡアッセイにとって代わり得る質
量分析は、当業者に広く知られている方法である。同方法は、質量分析計において実施さ
れる。同方法は、生物学的試料中の異なる種類の分子の分析及び検出において頻繁に使用
されるようになってきた強力なツールである。一般的に、イオン化可能な任意の種類の分
子が、質量分析計を用いて、その分子質量に基づき検出可能である。タンパク質又は代謝
起源の検出対象分子の性質に応じて、いくつかの質量分析技術の方がより適する場合もあ
る。それにもかかわらず、検出に用いられる質量分析法を問わず、後者は、標的分子を分
子イオンと呼ばれるものにイオン化させる工程、及び得られた分子イオンをその質量の関
数として分離する工程を含む。質量分析計は、イオン化した分子の電荷（ｍ／ｚ）に対す
る質量の比を測定し、同比は分析対象とされる標的分子と関連付けられる。
【００４５】
　従って、すべての質量分析計は、
　　ｉ）分析される試料中に存在するマーカーをイオン化する、すなわちこのマーカーに
正電荷又は負電荷を付与する目的のイオン源と、
　　ｉｉ）イオン化したマーカー又は分子イオンを、その質量対電荷の比（ｍ／ｚ）の関
数として分離する目的の質量分析器と、
　　ｉｉｉ）分子イオンにより直接生成された、又は分子イオンから生み出されたイオン
により生成されたシグナルを測定する目的の検出器と、
を含み、以下に詳記する。
【００４６】
　質量分析を実施するのに必要とされるイオン化工程は、当業者にとって公知の任意の方
法により実施可能である。イオン源は、アッセイされる分子が気体及びイオン化した状態
に置かれるのを可能にする。イオン源は、陽イオンを試験するためのポジティブモード、
又は陰イオンを試験するためのネガティブモードのいずれかのモードで利用可能である。
いくつかの種類のソースが存在し、所望の結果及び分析される分子の関数として用いられ
る。特に、
　　－　電子イオン化（ＥＩ）、化学イオン化（ＣＩ）、及び脱離化学イオン化（ＤＣＩ
）、
　　－　高速原子（ＦＡＢ）、準安定原子（ＭＡＢ）、又はイオン（ＳＩＭＳ、ＬＳＩＭ
Ｓ）による照射、
　　－　誘導結合プラズマ（ＩＣＰ）、
　　－　大気圧化学イオン化（ＡＰＣＩ）及び大気圧光イオン化（ＡＰＰＩ）、
　　－　エレクトロスプレイ（ＥＳＩ）、
　　－　マトリックス支援レーザー脱離／イオン化（ＭＡＬＤＩ）、表面増強レーザー脱
離／イオン化（ＳＥＬＤＩ）、又はシリコン上での脱離／イオン化（ＤＩＯＳ）、及び
　　－　準安定種との相互作用によるイオン化／脱離（ＤＡＲＴ）
について記載することができる。
【００４７】
　イオン化したマーカーを、その質量／電荷の比（ｍ／ｚ）の関数として分離する工程が
実施される質量分析器は、当業者にとって公知の質量分析器である。四重極（Ｑ）型、３
Ｄ（ＩＴ）、又はリニア（ＬＩＴ）イオントラップ型の低分解能分析器、及び被分析物の
正確な質量の測定を可能にし、また特に電気セクターと連結した磁気セクター、飛行時間
（ＴＯＦ）を使用する高分解能分析器について記載することができる。
【００４８】
　分子イオンのｍ／ｚ比に基づく分離は、１回実施され得る（単回質量分析又はＭＳ）、
さもなければ連続的なＭＳ分離が複数回実施され得る。連続する２回のＭＳ分離が実施さ
れる場合、該分析はＭＳ／ＭＳ又はＭＳ２と呼ばれる。連続する３回のＭＳ分離が実施さ
れる場合、該分析はＭＳ／ＭＳ／ＭＳ又はＭＳ３と呼ばれ、より一般的には、連続するｎ
回のＭＳ分離が実施される場合、該分析はＭＳｎと呼ばれる。
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【００４９】
　単回質量分析の連続２回の分離を使用するＳＲＭ（選択的反応モニタリング）分析モー
ドは、ＭＳ２分離の特別な使用である。
【００５０】
　このＭＳ／ＭＳモードでのＳＲＭ検出は、ＭＳモードと比較して２つの更なる工程を含
み、両工程は、断片イオン（又は娘イオン）を得るために、前駆イオンと呼ばれる分子イ
オンを断片化することと、イオン質量の関数として断片イオンを分離することである。次
に、断片イオンのｍ／ｚ比が、分析される標的分子と関連付けられる。ＳＲＭモードの原
理は、前駆イオンを特異的に選択し、それを断片化し、次にその断片イオンのうちの１つ
を特異的に選択することである。そのような用途では、「三連四重極」型又は「イオント
ラップを備えた三連四重極」ハイブリッドのデバイスが一般的に用いられる。
【００５１】
　ＭＳ２モードで使用される「三連四重極」又は「イオントラップを備えた四重極」デバ
イス（Ｑ１ｑ２Ｑ３）の場合、標的タンパク質のアッセイ又は検出に関して、第１の四重
極（Ｑ１）が、アッセイされるタンパク質に特有のプロテオティピックペプチドに対応し
、及び電荷に対する質量（ｍ／ｚ）の比の関数として事前の消化工程期間中に得られた分
子イオンのフィルタリングを可能にするが、該分子イオンについては以下で詳記する。検
討されるプロテオティピックペプチドの（ｍ／ｚ）１と呼ばれる質量／電荷比を有するペ
プチドのみが、第２の四重極（ｑ２）に移送され、後続する断片化のための前駆イオンと
してふるまう。ｑ２分析器は、質量／電荷比（ｍ／ｚ）１のペプチドを第１世代の断片イ
オンに断片化するのを可能にする。断片化は、前駆体ペプチドを、不活性気体、例えば窒
素又はアルゴン等とｑ２中で衝突させることにより一般的に実現する。第１世代の断片イ
オンは第３の四重極（Ｑ３）に移送され、該第１世代の断片イオンは、（ｍ／ｚ）２と呼
ばれる特定の電荷対質量比の関数としてフィルタリングされる。検討されるプロテオティ
ピックペプチドに特有の断片に関する質量／電荷比（ｍ／ｚ）２を有する第１世代の断片
イオンのみが、検出又は定量化するために検出器に移送される。
【００５２】
　この操作モードは、一方では、前駆イオンの選択に関連し、また一方では、第１世代の
断片イオンの選択に関連する二重選択性を有する。ＳＲＭモードの質量分析は、従って定
量に有利である。
【００５３】
　本発明との関係においては、「三連四重極」又は「四重極イオントラップ」型の質量分
析計は、アフィニティークロマトグラフィー及び高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬ
Ｃ）から選択されるクロマトグラフィーと連結し得る。好ましくは、質量分析計は、高性
能液体クロマトグラフィーシステム（ＨＰＬＣ）と連結する。
【００５４】
　上記のように、質量分析による検出の上流において、分析される試料は、試料中に存在
するタンパク質からペプチドが生成するように、例えば、タンパク質分解（プロテアーゼ
）酵素を用いた消化により、又は化学試薬の作用により、優先的に事前処理される。実際
、タンパク質の切断は、物理化学処理により、生物学的処理により、又は２つの処理の組
み合わせによりなし得る。それにもかかわらず、酵素消化によるタンパク質の処理の方が
、タンパク質の構造を更に維持し、また制御しやすいので、物理化学処理よりも好ましい
。
【００５５】
　「酵素的消化」には、しかるべき反応条件の下で、一又は複数の酵素の単独又は混合作
用を意味する目的がある。タンパク質分解を行う酵素はプロテアーゼと呼ばれ、タンパク
質を特定の場所で切りはなす。本発明との関係においては、試料は、プロテアーゼ酵素、
例えば、アルギニン（Ｒ）及びリジン（Ｋ）残基のカルボキシル基においてペプチド結合
を切断するトリプシンの作用により、好ましくは消化される。
【００５６】
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　そのように得られたペプチドの中でも、アッセイされるタンパク質に特有のペプチドは
、プロテオティピックペプチドと呼ばれる。これは、その後質量分析によりモニタリング
及び定量化されるペプチドである。質量分析技術による、プロテオティピックペプチドを
経由するタンパク質の定量的決定法は、複合流体中ですでに検証されている（Ｆｏｒｔｉ
ｎ　Ｔ．ら、２００９年）。
【００５７】
　目的とするプロテオティピックペプチドは、マトリックス内のその特異性（インターネ
ット上で自由に利用可能なペプチドＡｔｌａｓソフトウェアの恩恵により）及びその感度
（質量分析計におけるより良好な応答）に基づき選択される。
【００５８】
　試料の複雑性に応じて、消化工程には、目的とする試料中に存在するペプチドを分画化
する工程が、その複雑性を低下させるために後続し得る。分画化には、存在するいくつか
のペプチドを従来方式で精製することを意味する目的がある。そのような分画化は、当業
者にとって公知の技術、例えば、固相抽出法（ＳＰＥ）、「ｏｆｆ　ｇｅｌ」分画化（Ｍ
ｉｃｈｅｌ　ＰＥ．ら、２００３年）、又は固定化ｐＨ勾配等電点電気泳動法の技術（Ｅ
ｓｓａｄｅｒ　ＡＳら、２００５年）等により実施され得る。
【００５９】
　質量分析を使用する利点のうちの１つとして、分子、この場合タンパク質マーカー、例
えばゲルソリン等を定量するのに特に有用であることが挙げられる。このために、標的分
子の量に比例する検出電流強度が使用される。そのように測定された電流強度は定量的な
指標として利用可能であり、存在する標的分子の量が決定可能となる。これは、選択され
た娘イオンにより誘導され、検出器内で測定された電流強度が、親イオンの量に比例し、
親イオンの量はプロテオティピックペプチドの量にそれ自体比例し、プロテオティピック
ペプチドの量はアッセイされる目的分子の量にそれ自体比例するためである。従って、娘
イオンにより誘導された電流の測定量は、アッセイされる分子の量に直接比例する。少な
くとも１つの娘イオンと関連した少なくとも１つの定量測定値の選択、及びこの定量測定
値と試料中に存在する分子の量との関連付けにより、定量的アッセイ法の実現が可能とな
る。
【００６０】
　イムノアッセイ法と同様に、較正はやはり必要である。これにより、検出イオンにより
誘導された電流強度に対応する測定されたピーク面積と、アッセイされる標的分子の量と
の関連付けが可能となる。このために、質量分析で慣習的に使用される較正法が、本発明
の範囲内で利用され得る。ＳＲＭアッセイは、外部標準を使用して、又は好ましくは、Ｔ
．Ｆｏｒｔｉｎら、２００９年の記載に従い、内部標準を使用して慣習的に較正される。
標的分子が、目的とするタンパク質のアッセイを可能にするプロテオティピックペプチド
である場合、定量測定値と標的プロテオティピックペプチド、従って目的とするタンパク
質の量との間の相関関係は、アッセイされる量が既知である標準シグナルと比較して、測
定されたシグナルを較正することにより得られる。較正は較正曲線によって実施され得る
、例えば、標準プロテオティピックペプチドを異なる濃度で連続注入することにより（外
部較正）、又は優先的には、ＡＱＵＡ（「絶対定量」）法に基づき、内部標準として重い
ペプチドを使用する内部較正により取得され得る。「重いペプチド」には、アミノ酸配列
が、選択された標的プロテオティピックペプチド（分子イオン）と同一であるが、そのい
くつかの炭素１２原子（１２Ｃ）が、炭素１３（１３Ｃ）に置換し、及び／又は窒素１４
原子（１４Ｎ）が、窒素１５（１５Ｎ）に置換した合成ペプチドを意味する目的がある。
実際、このような重いペプチドは、標的とする天然ペプチドと同一の物理化学特性を有し
（質量がより高い点を除き）、また同一のクロマトグラフィー保持時間において溶出する
。このようなペプチドは、内部標準（ＩＳ）を構成する。重いペプチドは、質量分析アッ
セイの上流、例えば目的とする試料中のタンパク質消化の上流において、各試料に固定さ
れた量で添加される。従って、合成ペプチドは、標的タンパク質と同じ処理を受け、また
ペプチドの分画化の期間中に、アッセイされる天然の標的ペプチドと共に同時精製される
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。このペプチドは、アッセイを目的として、質量分析計に同時に注入される。アッセイさ
れる天然のペプチド（被分析物）のピーク面積と重いペプチド（内部標準）のピーク面積
を比較すれば、標的とする天然のペプチドのタンパク質の相対的定量が実施可能となり、
これにより、アッセイされるタンパク質の相対量に帰属可能となる。
【００６１】
　生物学的試料中のゲルソリンの量は、２つの異なる時刻Ｔ１及びＴ２において、少なく
とも２回決定され得る。Ｔ１及びＴ２に採取された生物学的試料は、同一の性質を有する
。好ましくは、Ｔ１及びＴ２に採取された生物学的試料は、血液試料、例えば全血、血漿
、血清、又は任意の血液製剤等である。
【００６２】
　Ｇ１と呼ばれるゲルソリンの量の第１の決定が、集中治療入院日からその後４８時間の
間に採取された生物学的試料中で、Ｔ１において実施される。１つの実施態様によれば、
ゲルソリンの量の第１の決定（Ｇ１）は、入院後の最初の４８時間以内に実施される。別
の実施態様によれば、ゲルソリンの量の第１の決定（Ｇ１）は、集中治療入院日に実施さ
れる。
【００６３】
　Ｇ２と呼ばれるゲルソリンの量の第２の決定が、第１のサンプリング後の２－３日、す
なわち入院日の後の３－５日に採取された生物学的試料中で、時刻Ｔ２において実施され
る。１つの実施態様によれば、ゲルソリンの量の第２の決定（Ｇ２）は、入院後の７２－
１２０時間の間で実施される。
【００６４】
　本発明によれば、ゲルソリンの第１の量Ｇ１、及びゲルソリンの第２の量Ｇ２を決定す
るのに用いられる方法は同一であり、またこれまでに記載した通りである。
【００６５】
　第２の量Ｇ２を決定した後、本発明により、播種感染症を発症するリスクを予測する方
法は、ゲルソリンの量Ｇ２とゲルソリンの量Ｇ１の間の変動を計算し、Δ値を得ることを
含む。
【００６６】
　Δ値は、Ｇ２とＧ１の間の差異を示すことができる、当業者にとって公知の任意の計算
法により計算され得る。
【００６７】
　１つの特定の実施態様によれば、Δ値は、下記の式（Ｉ）に基づき計算される：
Ｇ２－Ｇ１　　（Ｉ）
【００６８】
　この場合、Δ値は決定された量Ｇ２又はＧ１と同じ度量（ｍａｇｎｉｔｕｄｅ）を有す
る。
【００６９】
　別の特定の実施態様によれば、Δ値は、相対的変化率に対応し、下記の式（ＩＩ）に基
づき計算される：

【００７０】
　この場合、Δ値は割合（％）である。
【００７１】
　別の特定の実施態様によれば、Δ値は、単位時間当たりの量の差異に対応し、下記の式
（ＩＩＩ）に基づき計算される：

【００７２】
　この場合、Δ値は、その度量として単位時間当たりの量の単位を有する。
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【００７３】
　集中治療入院患者の播種感染症を発症するリスクを予測する方法は、先行工程で得られ
たΔ値を、集中治療入院患者の２集団、播種感染症を発症しなかった一方の集団と、その
ような感染症を発症した他方の集団からあらかじめ決定された参照値Ｓと比較することを
含む。
【００７４】
　播種感染症を発症するリスクが高い患者では、ゲルソリンの量がＴ２とＴ１の間で大幅
に低下したことが、本出願人らにより思いがけず明らかにされたことから、この数値Ｓは
常に負の値である。
【００７５】
　本発明による参照値Ｓの決定は、有意性のある患者のサンプリングに基づく、すなわち
、統計的に意味のある結果、従って試験された集団を代表する結果の取得を目的として最
低数の試料に基づく。
【００７６】
　そのような参照値Ｓの決定は、当業者に広く知られている。その決定は、試験された２
集団から得られた生物学的試料を対象として、本発明の方法において使用されるアッセイ
法と同一のアッセイ法を実施すること、及びこれら２集団間の区別を可能にする検定値（
量）を決定することから特に構成される。
【００７７】
　これら２集団間の区別を可能にする検定値（量）Ｓの決定法は、公知であり、受信者動
作特性曲線（ＲＯＣ）を用いて計算される。この曲線は、異なるセットの閾値について、
ｘ軸上に偽陽性の割合、すなわち以下で定義されるような特異性を、及びｙ軸上に真に陽
性の割合、すなわち以下で定義されるような感度をプロットすることにより取得されたグ
ラフである。この曲線は、判定閾値が、認められた検定値の全範囲にわたり変化するとき
の、すべての感度／特異性の対を表す。試験の診断的有効性を定量化する一般的な方法は
、その性能をＲＯＣ曲線下面積により表すことである。慣例では、この面積は常に≧０．
５である。ＲＯＣ曲線下面積の数値は、０．５（２つのサブグループ間での量の値の分布
に差異を認めない；ＲＯＣ曲線は、二等分線に対応する）と１（２つのサブグループでの
量の値の完全分離；ＲＯＣ曲線は、ポイント（０，１）を通過する）の間で変化する。Ｒ
ＯＣ曲線下面積は、ポイント（０，１）に対するＲＯＣ曲線の位置を表す定量的表現であ
る（Ｈａｎｌｅｙ，　Ｊ．Ａ．及びＭｃＮｅｉｌ，　Ｂ．Ｊ、１９８２年；　Ｚｗｅｉｇ
，　Ｍ．　Ｈ．及びＣａｍｐｂｅｌｌ　Ｇ．、１９９３年）。
【００７８】
　感度は、陽性と認識された全陽性のうちの真に陽性の割合（％）を表す。感度は、病理
学に対応する真に陽性の生物学的試料を検出する試験の能力を表す。「確率論的な」表現
をするならば、感度は、試料が陽性であることを判別する陽性結果を観測する確率に対応
する。
【００７９】
　特異性は、陰性と認識された全陰性のうちの真に陰性の割合（％）を表す。特異性は、
真に陰性であり、健常者に対応する試料を陽性として診断しない試験の能力を表す。「確
率論的な」表現をするならば、特異性は、試料が陰性であることを判別する陰性結果を観
測する確率に対応する。
【００８０】
　参照値Ｓを取得するためには、下記の条件を満たさなければならない：
　　－　２つの患者集団から採取された試料は、播種感染症を発症するリスクを決定する
のが望ましい対象又は患者と同一の特徴又は一般的特徴の大部分を有する、特に性別が同
一、及び／又は年齢が類似した若しくは同一である、及び／又は民族的な起源が同一であ
る集中治療入院患者に、好ましくは由来する；
　　－　参照値Ｓを取得するのに使用される試料は、感染症を発症するリスクを予測する
のが望ましい患者から採取された試料と同一の性質を有さなければならない；
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　　－　患者は、生物学的試料採取時に播種感染症の症状を有さない、及びその播種感染
症又は非播種感染症への進行が帰納的に立証されている。
【００８１】
　本発明の方法は、生物学的試料の起源となる患者について、播種感染症を発症するリス
クレベル（高い又はそうでない）に関する結論の導出を可能にし、前記閾値Ｓより低いΔ
値は、集中治療入院患者が、播種感染症を発症するリスクが高い患者であることを意味し
、及び前記閾値Ｓを上回るΔ値は、集中治療入院患者が、播種感染症を発症するリスクが
高い患者ではないことを意味する。
【００８２】
　高リスク患者は上記で定義した通りである。
【００８３】
　本発明の方法の結果及び患者の層別化に基づき、播種感染症を発症するリスクが高い患
者と考えられる場合には、臨床医は、一又は複数の下記の処置について決断を下すことが
できる：予防的な抗生物質治療、さもなければ標的を定めた免疫療法の投与、又はより単
純には、病原体の進入箇所を制限することができる（すなわち、できる限り速やかにカテ
ーテルを抜去すること等）。
【００８４】
　本発明は、非限定的な説明図により、及び図１－１０を参照しながら記載される下記の
実施例を支援としてより深く理解される。
【図面の簡単な説明】
【００８５】
【図１】分子イオン（親イオン）の選択を目的とした、ゲルソリンタンパク質の３つの合
成プロテオティピックペプチドの、増強質量分析（ＥＭＳ）モードでのＭＳスペクトルを
提示するグラフを表す図であり、ｘ軸は、ダルトンで表されるｍ／ｚ比であり、及びｙ軸
は、カウント／秒（ｃｐｓ）で表される強度であり、グラフ上、使用した３つのプロテオ
ティピックペプチドが認められる。
【図２】ペプチドＨＶＶＰＮＥＶＶＶＱＲに関して選択された親イオンから得られる断片
イオンの選択を目的とした、増強プロダクトイオン（ＥＰＩ）モードでのＭＳスペクトル
を提示するグラフを表す図であり、ｘ軸は、ダルトンで表されるｍ／ｚ比であり、及びｙ
軸は、カウント／秒（ｃｐｓ）で表される強度である。
【図３】ペプチドＡＧＡＬＮＳＮＤＡＦＶＬＫに関して選択された親イオンから得られる
断片イオンの選択を目的とした、増強プロダクトイオン（ＥＰＩ）モードでのＭＳスペク
トルを提示するグラフを表す図であり、ｘ軸は、ダルトンで表されるｍ／ｚ比であり、及
びｙ軸は、カウント／秒（ｃｐｓ）で表される強度である。
【図４】ペプチドＱＴＱＶＳＶＬＰＥＧＧＥＴＰＬＦＫに関して選択された親イオンから
得られる断片イオンの選択を目的とした、増強プロダクトイオン（ＥＰＩ）モードでのＭ
Ｓスペクトルを提示するグラフを表す図であり、ｘ軸は、ダルトンで表されるｍ／ｚ比で
あり、及びｙ軸は、カウント／秒（ｃｐｓ）で表される強度である。
【図５】臨床フォローアップで、その後播種感染症を発症したことが明らかとなった患者
（ＤＩ）、及び臨床フォローアップでその後そのような感染症を発症しなかったことが明
らかとなった患者（ＮＤＩ）である、集中治療入院患者４９例からなる群の関数として、
量の単位で表される差異Ｇ２－Ｇ１をｙ軸上に示す図である。
【図６】差異Ｇ２－Ｇ１のＲＯＣ（受信者動作特性）曲線を示す図であり、図５の結果か
ら閾値を選択して、最低感度７５％を実現可能にする。
【図７】臨床フォローアップで、その後播種感染症を発症したことが明らかとなった患者
（ＤＩ）、及び臨床フォローアップで、その後そのような感染症を発症しなかったことが
明らかとなった患者（ＮＤＩ）である、集中治療入院患者４９例からなる群の状態の関数
として、変動の程度
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【数１】

をｙ軸上に示す図である。
【図８】変動の程度
【数２】

のＲＯＣ（受信者動作特性）曲線を示す図であり、図７の結果から閾値を選択して最低感
度７５％を実現可能にする。
【図９】臨床フォローアップで、その後播種感染症を発症したことが明らかとなった患者
（ＤＩ）、及び臨床フォローアップで、その後そのような感染症を発症しなかったことが
明らかとなった患者（ＮＤＩ）である、集中治療入院患者４９例からなる群の状態の関数
として、次式

【数３】

に基づき、単位時間当たりの量の単位で表される、２回のサンプリングの間の時間間隔に
より補正した後のＴ２とＴ１の間のゲルソリンの量の差異をｙ軸上に示す図である。
【図１０】次式
【数４】

に基づき計算された、単位時間当たりの量の差異のＲＯＣ（受信者動作特性）曲線を示す
図であり、図９の結果から閾値を選択して最低感度７５％を実現可能にする。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【００８６】
実施例１：　血液試料の取得及び調製
　この遡及的観察研究は、ＬｙｏｎにあるＥｄｏｕａｒｄ－Ｈｅｒｒｉｏｔ病院の集中治
療室に入院した重度の多発外傷患者を対象として、２００９－２０１２年に実施された。
組入れ基準は下記の通りであった：
　　－　１８歳又はそれより年長の患者
　　－　２５より高い、又はそれに等しいＩＳＳ（傷害重症度スコア）
　　－　集中治療室滞在期間が、推定少なくとも３日間
　　－　機械式人工呼吸下
【００８７】
　臨床的除外基準は、誤嚥性肺炎、外傷中の腸穿孔、免疫抑制療法、及び最初の４８時間
における死亡であった。
【００８８】
　重度の多発外傷患者４９例が、本試験に含まれた。これらの患者すべてが下記の基準に
適合した：
　　－　外傷後の最初の４８時間以内（Ｔ１）に、第１の血液試料を採取した、
　　－　第２の血液試料を、第１の後２－３日置いて採取した（外傷後９６－１２０時間
－Ｔ２）、
　　－　懸念される患者において、一次感染が生じた日付が、第２のサンプリングの日付
よりも後であった。
【００８９】
　これらの患者のうち１８例が、集中治療入院後、平均５日目に播種感染症を発症した（
セプシス症候群）。
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【００９０】
　供給業者の推奨に従い、２つの血液試料を、本試験に含まれた患者毎にＥＤＴＡチュー
ブに採取した。次にチューブを転倒させながら１５分間、軽く混和した後、２７５０ｇ及
び１５℃で１５分間、遠心分離した。上清を丁寧に取り出し、ゲルソリンをアッセイする
まで、－８０℃で凍結した。
【００９１】
実施例２：　ＬＣ－ＭＳ技術によるゲルソリンの検出
　ＳＲＭ分析法の連続した工程は以下の通り：
　　１）酵素消化、
　　２）ペプチドのＳＰＥ（固相抽出）分画化、
　　３）ＭＳと連結した液体クロマトグラフィー（ＬＣ）。
【００９２】
　それでも、この方法を実施する前には、様々な親イオン／断片化イオンの対、又はＳＲ
Ｍトランジションが、以下のように識別された。
【００９３】
　Ｕｎｉｐｒｏｔ（Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ番号Ｐ０６３９６－１）で得られた分泌型ゲルソ
リンのアイソフォーム１の完全な配列（配列番号１）から、配列が配列番号２－４の３つ
の選択されたプロテオティピックペプチドに関する理論的なＳＲＭトランジションのリス
トを、ゲルソリンマーカーアッセイ用として、Ｓｋｙｌｉｎｅソフトウェアを用いて生成
した（Ｂｒｅｎｄａｎ　ＭａｃＬｅａｎら、２０１０年）。このソフトウェアは、ペプチ
ドの理論的なリストを生成するために、タンパク質の仮想的トリプシン消化を、そのペプ
チド配列から実施できるようにする。このペプチドのリストから、質量が４００－１００
０Ｄａの範囲内にある理論的なトリプシンペプチドの二重又は三重に荷電した親イオンの
すべてについて、及び可能性のあるｙ型又はｂ型の断片イオンのすべてについて、ＳＲＭ
トランジションを予測した。
配列番号１：ゲルソリンのアイソフォーム１
ＭＡＰＨＲＰＡＰＡＬＬＣＡＬＳＬＡＬＣＡＬＳＬＰＶＲＡＡＴＡＳＲＧＡＳＱＡＧＡＰ
ＱＧＲＶＰＥＡＲＰＮＳＭＶＶＥＨＰＥＦＬＫＡＧＫＥＰＧＬＱＩＷＲＶＥＫＦＤＬＶＰ
ＶＰＴＮＬＹＧＤＦＦＴＧＤＡＹＶＩＬＫＴＶＱＬＲＮＧＮＬＱＹＤＬＨＹＷＬＧＮＥＣ
ＳＱＤＥＳＧＡＡＡＩＦＴＶＱＬＤＤＹＬＮＧＲＡＶＱＨＲＥＶＱＧＦＥＳＡＴＦＬＧＹ
ＦＫＳＧＬＫＹＫＫＧＧＶＡＳＧＦＫＨＶＶＰＮＥＶＶＶＱＲＬＦＱＶＫＧＲＲＶＶＲＡ
ＴＥＶＰＶＳＷＥＳＦＮＮＧＤＣＦＩＬＤＬＧＮＮＩＨＱＷＣＧＳＮＳＮＲＹＥＲＬＫＡ
ＴＱＶＳＫＧＩＲＤＮＥＲＳＧＲＡＲＶＨＶＳＥＥＧＴＥＰＥＡＭＬＱＶＬＧＰＰＡＬＰ
ＡＧＴＥＤＴＡＫＥＤＡＡＮＲＫＬＡＫＬＹＫＶＳＮＧＡＧＴＭＳＶＳＬＶＡＤＥＮＰＦ
ＡＱＧＡＬＫＳＥＤＣＦＩＬＤＨＧＫＤＧＫＩＦＶＷＫＧＫＱＡＮＴＥＥＲＫＡＡＬＫＴ
ＡＳＤＦＩＴＫＭＤＹＰＫＱＴＱＶＳＶＬＰＥＧＧＥＴＰＬＦＫＱＦＦＫＮＷＲＤＰＤＱ
ＴＤＧＬＧＬＳＹＬＳＳＨＩＡＮＶＥＲＶＰＦＤＡＡＴＬＨＴＳＴＡＭＡＡＱＨＧＭＤＤ
ＤＧＴＧＱＫＱＩＷＲＩＥＧＳＮＫＶＰＶＤＰＡＴＹＧＱＦＹＧＧＤＳＹＩＩＬＹＮＹＲ
ＨＧＧＲＱＧＱＩＩＹＮＷＱＧＡＱＳＴＱＤＥＶＡＡＳＡＩＬＴＡＱＬＤＥＥＬＧＧＴＰ
ＶＱＳＲＶＶＱＧＫＥＰＡＨＬＭＳＬＦＧＧＫＰＭＩＩＹＫＧＧＴＳＲＥＧＧＱＴＡＰＡ
ＳＴＲＬＦＱＶＲＡＮＳＡＧＡＴＲＡＶＥＶＬＰＫＡＧＡＬＮＳＮＤＡＦＶＬＫＴＰＳＡ
ＡＹＬＷＶＧＴＧＡＳＥＡＥＫＴＧＡＱＥＬＬＲＶＬＲＡＱＰＶＱＶＡＥＧＳＥＰＤＧＦ
ＷＥＡＬＧＧＫＡＡＹＲＴＳＰＲＬＫＤＫＫＭＤＡＨＰＰＲＬＦＡＣＳＮＫＩＧＲＦＶＩ
ＥＥＶＰＧＥＬＭＱＥＤＬＡＴＤＤＶＭＬＬＤＴＷＤＱＶＦＶＷＶＧＫＤＳＱＥＥＥＫＴ
ＥＡＬＴＳＡＫＲＹＩＥＴＤＰＡＮＲＤＲＲＴＰＩＴＶＶＫＱＧＦＥＰＰＳＦＶＧＷＦＬ
ＧＷＤＤＤＹＷＳＶＤＰＬＤＲＡＭＡＬＡＡ
【００９４】
　配列番号１の配列に由来するゲルソリンについて選択されたプロテオティピックペプチ
ドは、ＨＶＶＰＮＥＶＶＶＱＲ（配列番号２）、ＡＧＡＬＮＳＮＤＡＦＶＬＫ（配列番号
３）、及びＱＴＱＶＳＶＬＰＥＧＧＥＴＰＬＦＫ（配列番号４）である。
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【００９５】
　選択された３つのプロテオティピックペプチドを、次に化学的に合成し、最高強度のト
ランジションを選択し、また各ペプチドについて分光光度計のパラメーター：
　　－　衝突エネルギー（ＣＥ）、
　　－　オリフィス電圧（ＤＰ、デクラスタリング電位）
　　－　増強電位（ＥＰ）、及び
　　－　衝突セルの出口電圧（ＣＸＰ、衝突セル出口ポテンシャル）
を最適化するために、質量分析計に直接注入した。
【００９６】
　親イオンの選択を目的とした、ＥＭＳ（増強質量分析）モードでの質量分析スペクトル
を図１に示し、並びに親イオンＨＶＶＰＮＥＶＶＶＱＲ、ＡＧＡＬＮＳＮＤＡＦＶＬＫ、
及びＱＴＱＶＳＶＬＰＥＧＧＥＴＰＬＦＫから選択される、断片化したイオンを選択する
ためのＥＰＩ（増強プロダクトイオン）モードでの質量分析スペクトルを図２－４にそれ
ぞれ示す。
【００９７】
　この選択の結果を表１にまとめる。

【００９８】
　　１）酵素消化
　実施例１で得られた血漿試料（重い合成ペプチド２０μｌを過負荷した容積１００μｌ
）を、炭酸水素アンモニウム（ｐＨ８、５ｍＭ）で緩衝化された、１５ｍＭジチオスレイ
トールを含有する６Ｍ尿素溶液中において、６０℃で４０分間変性及び還元し、次に３５
ｍＭヨードアセトアミドにより、室温、暗所下で４０分間アルキル化する。次に、試料を
、５０ｍＭ炭酸水素アンモニウムバッファー、ｐＨ８で８倍に稀釈した後、トリプシン（
Ｓｉｇｍａ社）２００μｇにより３７℃で４時間消化する。第２の還元－アルキル化サイ
クルを実施した後、第２のトリプシン消化工程を、３７℃、一晩実施する。
【００９９】
　　２）ＳＰＥ分画化
　消化した試料を、超音波で１５分間超音波処理し、１５０００ｇで３０分間遠心分離す
る。該試料を、次に混合型（疎水性及びイオン交換）Ｏａｓｉｓ　ＭＣＸ（混合型陽イオ
ン交換）カートリッジ、及びＯａｓｉｓ　ＭＡＸ（混合型陰イオン交換）カートリッジ（
Ｗａｔｅｒｓ社）６０ｍｇ上に負荷する。ＭＣＸカートリッジ上に負荷する試料は、水／
２％ギ酸から構成されるｐＨ３溶液であらかじめ酸性化する。ＭＡＸカートリッジ上に負
荷する試料は、水／１０％水酸化アンモニウムから構成されるｐＨ１２溶液であらかじめ
塩基化する。カートリッジは、メタノールであらかじめ平衡化しておく。
【０１００】
　分画化手順を下記の表２に記載する：
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【０１０１】
　アッセイされるペプチドを、メタノール／炭酸水素アンモニウムバッファー（ｖ／ｖ）
混合物１ｍｌで溶出する。炭酸水素バッファーのｐＨは、目的とするプロテオティピック
ペプチドの等電点の関数として選択される。溶出液は、ＴｕｒｂｏＶａｐ（登録商標）シ
ステム（Ｂｉｏｔａｇｅ社）を使用し、窒素気流の下で一部蒸発させ、次に０．５％ギ酸
を含有する水溶液を使用して、２５０μｌの容積が得られるように容積を調整する。
【０１０２】
　　３）液体クロマトグラフィー（ＬＣ）及び質量分析（ＭＳ）
　１００μｌのアリコートを、下記の特性に基づくＭＳシステムと連結したＬＣに注入し
た。
【０１０３】
　ＬＣ－ＭＳ分析は、バイナリーポンプ及びＳＲＭモードで作動する質量分析計、ＡＢ　
Ｓｃｉｅｘ５５００ＱＴｒａｐ（三連四重極－イオントラップハイブリッドＭＳ）（Ｑ１
ｑ２Ｑ３）と連結した注入装置を備えたＮｅｘｅｒａ　ＬＣ型（Ｓｈｉｍａｄｚｕ社）の
高圧クロマトグラフィーシステム（ＨＰＬＣ）上で実施する。ＬＣ分離は、２．１×１５
０ｍｍのＣ１８逆相カラム、３．６μｍ（Ａｅｒｉｓ　Ｐｅｐｔｉｄｅ、Ｐｈｅｎｏｍｅ
ｎｅｘ社）上、溶出速度２５０μｌ／分で実施する。溶出剤Ａ＝水に溶解した０．１％ギ
酸、溶出剤Ｂ＝メタノールに溶解した０．１％ギ酸。５％溶媒Ｂでの等溶媒濃度勾配を２
分間、次に３７分内で５％Ｂ－６０％Ｂの直線勾配、その後に、５％溶媒Ｂでの等溶媒濃
度勾配を２分間生成した。５５００Ｖの電圧をニードルに印加し、ソース内でのイオン化
を可能にして、ＭＳ分析をポジティブＥＳＩ（エレクトロスプレーイオン化）モードで実
施する。ネブライジングガス（空気）及びカーテンガス（窒素）の流速は、それぞれ４０
及び５０ｐｓｉである。Ｔｕｒｂｏ　ＶＴＭイオン源は５５０℃に、補助的窒素流は４０
ｐｓｉに設定される。
【０１０４】
　装置の制御及びデータ取得は、Ａｎａｌｙｓｔ１．５．２ソフトウェアを用いて実施さ
れる。
【０１０５】
　各トランジションの固有パラメーター（ＤＰ、ＥＰ、ＣＥ、ＣＸＰ、及び保持時間）を
使用して、Ｓｃｈｅｄｕｌｅ－ＳＲＭ取得法を、画分毎に構築した。合成ペプチドを過負
荷した血清及び血漿試料による試験期間中に認められた各ペプチドの保持時間近辺のウィ
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ンドウ４分、及び目標スキャン時間１．１５秒をすべてのデータ取得において使用した。
【０１０６】
　ＳＲＭの生データを、Ｍｕｌｔｉｑｕａｎｔ２．１ソフトウェア（ＡＢ　Ｓｃｉｅｘ社
）及びＳｉｇｎａｌ　Ｆｉｎｄｅｒ積分アルゴリズムを使用して再処理した。該ソフトウ
ェアは、各ペプチドに対応するクロマトグラムの抽出を可能にする。
【０１０７】
　較正では、選択された標的ペプチド（娘イオン）と同一の配列を有する重い合成ペプチ
ドを合成したが、同ペプチドは、内部標準として使用可能となるように、標識されたリジ
ン又はアルギニン（１３Ｃ及び１５Ｎ）を含み、リジンにつき＋８ダルトン、アルギニン
につき＋１０ダルトンであった。試料には、これらの標識された重いペプチドを過負荷し
た。
【０１０８】
　配列番号２、配列番号３、配列番号４のペプチドに対応するすべての選択されたトラン
ジション（表２）について、天然のトランジションのクロマトグラフィーピーク面積を重
いトランジションの面積で割り算した比を決定して、試料毎に１トランジション当たりの
相対量を取得した。次に、試験した生物学的試料中のタンパク質の濃度に該当する単回量
を取得するために、同一試料の各トランジションの相対量を一つに統合した。「統合した
」には、１タンパク質当たりの単回量を取得するために、独立しているが関連するいくつ
かの量の同一タンパク質が共に混合されることを意味する目的がある。この統合は、比の
中央値を採用することにより実施した。
【０１０９】
実施例３：　データの統計分析
　患者を２群に分けた：
　　〇患者が播種感染症を発症しなかったことを示す臨床的状態を有する患者（「ＮＤＩ
」）：Ｎ＝３１
　　〇患者が播種感染症を発症したことを示す臨床的状態を有する患者（「ＤＩ」）：Ｎ
＝１８
【０１１０】
　感染症のリスクと関連した変量を識別するために、オッズ比（ＯＲ）及び関連する信頼
区間（９５％ＣＩ）を決定することにより、単変量及び多変量ロジスティック回帰分析を
実施した。
【０１１１】
　ＲＯＣ（受信者動作特性）曲線及び該曲線下の面積（ＡＵＣ：曲線下面積）を、Δ値Ｇ
２－Ｇ１

及び

について計算した。Ｒ－３．０．０言語を使用して、データの統計分析を実施した。
【０１１２】
結果
　集中治療入院患者の血漿ゲルソリンの量と播種感染症の発生との間の関係。
　ゲルソリンの変量及びその他の臨床的変量と、患者の状態（この場合「播種感染症を発
症した」状態）との関係を、ロジスティック回帰分析によって検定した。関係の強度を、
播種感染症を発症しない確率に対する播種感染症を発症する確率の比であるオッズ比（Ｏ
Ｒ）の計算により見積もった。
【０１１３】
　試験した臨床的変量は、性別、外傷重症度スコア（ＩＳＳ：傷損傷重症度スコア）、単
純化した重症度インデックス（ＳＳＩ　ＩＩ）、神経学的外傷、呼吸器学的外傷、赤血球
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の輸血、凍結した新鮮血漿の輸血である。
【０１１４】
　ゲルソリン量の変量を、上記方法に基づき、Ｔ２とＴ１の間のゲルソリンレベルの差異
Ｇ２－Ｇ１を決定することにより測定した。
【０１１５】
　定性的変量、すなわち神経学的外傷、呼吸器学的外傷、赤血球の輸血、及び凍結した新
鮮血漿の輸血毎に、オッズ比は以下のよう解釈される：
　　－　ＯＲ＝１：関連性なし。
　　－　ＯＲ＜１：播種感染症を発症するリスクは、この特徴を有さない患者においてよ
り一般的である。
　　－　ＯＲ＞１：播種感染症を発症するリスクは、この特徴を有する患者においてより
一般的である。
【０１１６】
　性別変量毎に、オッズ比は以下のように解釈される：
　　－　ＯＲ＝１：関連性なし。
　　－　ＯＲ＜１：播種感染症を発症するリスクは、女性においてより一般的である。
　　－　ＯＲ＞１：播種感染症を発症するリスクは、男性においてより一般的である。
【０１１７】
　定量的変量、すなわちゲルソリンレベルの差異Ｇ２－Ｇ１、ＩＳＳ、及びＳＳＩ　ＩＩ
毎に、オッズ比は、以下のように解釈される：
　　－　ＯＲ＝１：関連性なし。
　　－　ＯＲ＜１：第１から第３四分位値における増加は、播種感染症を発症するリスク
の低下と関連する。
　　－　ＯＲ＞１：第１から第３四分位値における増加は、播種感染症を発症するリスク
の増加と関連する。
【０１１８】
　入院後の数日中に播種感染症を発症した集中治療入院患者において、これらの変量すべ
てをモニタリングした。
【０１１９】
　単変量ロジスティック回帰分析を、これらの共変量毎に実施した。次に、単変量分析に
おいてｐ値が０．１未満の変量を、調整後のオッズ比の決定に帰結する多変量分析におい
て保持した。
【０１２０】
　結果を下記の表３に示す。

【０１２１】
　表３の結果は、２日又は３日の間隔（Ｔ２－Ｔ１）で測定された血漿ゲルソリンの量の
差異が、患者の状態（「播種感染症を発症した」状態）と、従って播種感染症を発症する
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リスクと有意に関連したことを示している。実際、表３に示す通り、単変量ロジスティッ
ク回帰分析では、Ｔ２とＴ１の間のゲルソリンの差異についてオッズ比０．１１、及び多
変量分析では０．１と決定され、ｐ値はそれぞれ０．００１３及び０．００２であった。
更に、その他の変量は、多変量分析において有意ではない。
【０１２２】
　ゲルソリンの差異Ｇ２－Ｇ１が－０．２８８の患者は、ゲルソリンの差異Ｇ２－Ｇ１が
－０．００２の患者よりも１０倍高い播種感染症を発症するリスクを有する。
【０１２３】
血漿ゲルソリン量を測定することによる播種感染症の発生予測
　血漿ゲルソリンの量と播種感染症を発症するリスクの間の関係の他に、本出願人の試験
では、２日又は３日の間隔を置いて採取された２つの連続した試料において測定された血
漿ゲルソリンの量の差異は、その後数日中（＜Ｄ８）の播種感染症発生の予測を可能にす
ることを明らかにした。
【０１２４】
Δ値＝Ｇ２－Ｇ１
　患者４９例に関する差異Ｇ２－Ｇ１の結果を図５に提示し、この場合、臨床フォローア
ップで、その後播種感染症を発症したことが明らかとなった患者（ＤＩ）、及び臨床フォ
ローアップで、その後そのような感染症を発症しなかったことが明らかとなった患者（Ｎ
ＤＩ）である、集中治療入院患者４９例からなる群の関数として、量の単位で表わされた
差異Ｇ２－Ｇ１をｙ軸上に示す。
【０１２５】
　図５の結果は、２回のサンプリングの間のゲルソリンの量は、その後数日中に播種感染
症を発症する患者では常に減少すること（Ｇ２－Ｇ１＜０）、及びこの減少は播種感染症
を発症しない患者と比較して、この集団の方が有意により顕著であることを示している。
【０１２６】
　式Ｇ２－Ｇ１を使用して得られるΔ値に基づき、播種感染症を発症するリスクが高い患
者とリスクが高くない患者の間の予測を可能にする閾値の決定は、図６に提示するＲＯＣ
曲線を使用して実施された。従って、閾値を－０．１４４８３９４０２７７７９８４の数
値（負の値）に設定すると、この閾値よりも低いΔ値を有する患者では、その後数日中に
感染症が発生することを、感度８３．３％及び特異性７１％で予測することができる。

【０１２７】
　結果は、以下の式（ＩＩ）

に基づき、変化率を計算することにより、相対的変動でも表された。
【０１２８】
　結果を図７に提示し、同図は播種感染症に晒される患者の平均値を示す；この平均値は
、－２２％である（ゲルソリンの量は、Ｔ１とＴ２の間で、感染症に罹患しない患者にお
ける５．０５％と比較して、そのような患者では２２％（中央値）減少する）。
【０１２９】
　このコホートについて、Δ値が式

に関するときの閾値を、図８に示すように、ＲＯＣ曲線を用いて測定した。従って、閾値
を－０．１２１５５８２７１９８３８０８に等しい値に設定すると、この閾値よりも低い
Δ値を有する患者では、その後数日中に播種感染症が発生することを、感度８３．３％及
び特異性６７．７％で予測することができる。
【０１３０】
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　以上から、このデータセットを用いる場合、この方法は最適とは言えないが、しかしそ
うであっても、より大きなコホートの患者を扱う場合において、そのような方法の使用は
制限されない、と結論付けることができる。
【０１３１】

　一方、個々の患者について必ずしも均一ではない、２回のサンプリングの間の時間間隔
を考慮するために、２回のサンプリングの間の時間間隔に対するゲルソリンの差異の比を
計算することにより、１日当たりのゲルソリンレベルの変動を調査した。この計算は、下
記の式（ＩＩＩ）に基づき、２回のサンプリングの間の時間間隔に対するゲルソリンの差
異の比を計算することから構成される：

【０１３２】
　結果を、図９に示す。この計算により、１日当たりのゲルソリンの量の差異に関する中
央値は、播種感染症を発症しない患者では－０．０２である一方、播種感染症を発症する
患者では－０．１２であることを明らかにした。
【０１３３】
　Δ値が式

に関するときの閾値を、図１０に示すように、ＲＯＣ曲線を用いて決定した。従って、閾
値を－０．０７２４１９７０１３８８９９２に等しい値に設定すると、その後数日中に播
種感染症が発生することを、感度７７．８％及び特異性７１％で予測することができた。
【０１３４】
　以上から、このデータセットを用いる場合、この方法は最適とは言えないが、しかしそ
うであっても、より大きなコホートの患者を扱う場合において、そのような方法の使用は
制限されないと、結論付けることができる。
【０１３５】
　患者４９例によるデータによれば、第１の方法（Δ値＝Ｇ２－Ｇ１）こそが、最良の妥
協案の取得を可能にする。それにもかかわらず、Δ値を計算する別の方法は、より大きな
コホートによる別のデータに対してなおも適する。
【０１３６】
　驚くべきことに、本出願人らの研究は、入院後の最初の４８時間以内に第１回目、２日
－３日後に第２回目が実施される２回の連続したサンプリングで、血漿ゲルソリンレベル
を測定すると、播種感染症を示す臨床的兆候が存在しない場合でも、集中治療入院患者に
おける播種感染症の発生を予測することができることを明らかにした。
引用文献
　　-   Ali YM et al., 2014, Low-dose recombinant properdin provides substantial
 protection against Streptococcus pneumonia and Neisseria meningitidis infection
, Proc Natl Acad Sci U.S.A, 111(14):5301-6
　　 
　　-   Asehnoune K et al., 2014, Hydrocortisone and fludrocortisone for prevent
ion of hospital-acquired pneumonia in patients with severe traumatic brain injur
y (Corti-TC): a double-blind, multicenter phase 3, randomized placebo-controlled
 trial, Lancet Respir Med, 2:706-16
　　 
　　-   Bone R.C. et al., 1992, the ACCP/SCCM Consensus Conference Committee. Am
erican College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine, Chest, 101



(23) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40

50

 (6):1644-1655
　　 
　　-   Brendan MacLean et al., 2010, BIOINFORMATICS , Vol. 26 no. 7: 966-968
　　 
　　-   Bucki R. et al., 2005, Inactivation of Endotoxin by Human Plasma Gelsoli
n, Biochemistry, 44 (28)
　　 
　　-   Chahin A et al., 2015, The novel immunotherapeutic oligodeoxynucleotide 
IMT504 protects neutropenic animals from fatal Pseudomonas aeruginosa bacteriemi
a and sepsis, Antimicrob Agents Chemother, 59(2):1225-9
　　 
　　-   Eggiman P et al., 2001, Infection control in the ICU, Chest, 120(6):2059
-93
　　 
　　-   Essader AS, et al., 2005, A comparison of immobilized pH gradient isoele
ctric focusing and strong-cation-exchange chromatography as a first dimension in
 shotgun, Proteomics, 5, 24-34
　　 
　　-   Fortin T. et al., 2009, Clinical Quantitation of Prostate-specific Antig
en Biomarker in the Low Nanogram/Milliliter Range by Conventional Bore Liquid Ch
romatography-Tandem Mass Spectrometry (Multiple Reaction Monitoring) Coupling an
d Correlation with ELISA Tests. Mol. Cell Proteomics, 8(5): 1006-1015.
　　 
　　-   Hanley, J.A. and McNeil, B.J., 1982, The meaning and use of the area und
er a receiver operating characteristic (ROC) curve, Radiology, 143: 29-36.
　　 
　　-   Jensen JU et al., 2011, Procalcitonin-guided interventions against infec
tions to increase early appropriate antibiotics and improve survival in the inte
nsive care unit: a randomized trial, Crit Care Med, 39(9):2048-58
　　 
　　-   Lambert ML SC et al., 2011, Clinical outcomes of health-care-associated 
infections and antimicrobial resistance in patients admitted to european intensi
ve-care units: a cohort study, Lancet Infect Dis, 11:30-8
　　 
　　-   Lee PS, et al., 2008, Plasma gelsolin depletion and circulating actin in
 sepsis: a pilot study. PLoS One. 2008; 3(11):e3712.
　　 
　　-   Li GH, et al., 2012, Multifunctional roles of gelsolin in health and dis
eases. Med Res Rev. 2012 Sep; 32(5):999-1025
　　 
　　-   Michel PE, et al., 2003, Protein fractionation in a multicompartment dev
ice using Off-Gel, isoelectric focusing, Electrophoresis, 24, 3-11
　　 
　　- Oschsner U.A. et al.,  2014, Systematic selection of modified aptamer pair
s for diagnostic sandwich assays, BioTechniques, 56: 125-133
　　　 
　　-   Puisieux F, et al., 1993, Prophylactic antibiotherapy using cefapirin in
 the surgery of duodenal ulcer: a randomized clinical trial, Ann Fr Anesth Reani
m, 12(3):289-92
　　 



(24) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

　　-   Vincent JL, 2003, Nosocomial infections in adult intensive-care units, L
ancet, 361(9374):2068-77
　　 
　　-   Wang H, et al., 2008,  Time course of plasma gelsolin concentrations dur
ing severe sepsis in critically ill surgical patients. Crit Care. 2008; 12 (4): 
R106.
　　　 
　　-   Xianhui L. et al., 2014, The association between plasma gelsolin level a
nd prognosis of burn patients. Burns, vol. 40, no. 8, pages 1552-1555
　　 
　　-   Zweig, M. H. and Campbell G., 1993, Receiver-Operating Characteristic (R
OC) Plots: a fundamental evaluation tool in clinical medicine, Clin. Chem., 39/4
: 561-577

【図１】 【図２】



(25) JP 2018-523134 A 2018.8.16

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】



(26) JP 2018-523134 A 2018.8.16

【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】



(27) JP 2018-523134 A 2018.8.16

【配列表】
2018523134000001.app



(28) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40

【国際調査報告】



(29) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40



(30) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40



(31) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40



(32) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40



(33) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40



(34) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40



(35) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40



(36) JP 2018-523134 A 2018.8.16

10

20

30

40

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,H
N,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG
,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

(74)代理人  110002077
            園田・小林特許業務法人
(72)発明者  アラオウアシシュ，　ベルナール
            フランス国　６９００８　リヨン，　リュ　エミール　コンブ　７
(72)発明者  アセノーン，　カリム
            フランス国　４４０００　ナント，　リュ　メルクール　１ビス
(72)発明者  デュパン，　マリリン
            フランス国　６９６７０　ヴォニュレ，　シャタネ，　シュマン　ヴュー
(72)発明者  フォルタン，　タンギー
            フランス国　６９００６　リヨン，　リュ　ジェルマン　２２
(72)発明者  グエル－シェロン，　オレリー
            フランス国　７５０１０　パリ，　アンパッス　ショソン　５
(72)発明者  ラルー－トリオレ，　オドレイ
            フランス国　６９１６０　タッサン　ラ　ドゥミ　リュンヌ，　アヴェニュー　シャルル　ドゥ　
            ゴール　１５２
(72)発明者  モヌレ，　ギヨーム
            フランス国　６９００３　リヨン，　クール　アルベール　トマ　１３１
(72)発明者  パショ，　アレクサンドル
            フランス国　０１４００　シュリニャ，　ル　モン
(72)発明者  ポン，　シルヴィ
            フランス国　６９２９０　サン　ジュニ　レ　ゾリエール，　リュ　ドゥ　ラ　ボアティエール　
            ６
(72)発明者  ロキリー，　アントワーヌ
            オーストラリア国　３１６１　ヴィクトリア，　コールフィールド　ノース，　ホウソーン　７０
            ，　ユニット　７
(72)発明者  ブネ，　ファビエンヌ
            フランス国　６９００８　リヨン，　リュ　ヴィヨン　４０ビス
Ｆターム(参考) 2G041 BA05  CA01  DA04  DA05  DA09  DA13  DA14  DA16  DA18  EA03 
　　　　 　　        FA10  GA03 
　　　　 　　  2G045 AA25  CA25  CA26  DA36 
　　　　 　　  4H045 AA30  CA40  EA52 

【要約の続き】
【選択図】なし



专利名称(译) 住院重症监护病房住院感染风险预测

公开(公告)号 JP2018523134A 公开(公告)日 2018-08-16

申请号 JP2018511524 申请日 2016-05-11

[标]申请(专利权)人(译) 生物梅里埃公司
收容所Shivi Rudu里昂

申请(专利权)人(译) 生物梅里埃
民间收容所里昂

[标]发明人 アラオウアシシュベルナール
アセノーンカリム
デュパンマリリン
フォルタンタンギー
グエルシェロンオレリー
ラルートリオレオドレイ
モヌレギヨーム
パショアレクサンドル
ポンシルヴィ
ロキリーアントワーヌ
ブネファビエンヌ

发明人 アラオウアシシュ, ベルナール
アセノーン, カリム
デュパン, マリリン
フォルタン, タンギー
グエル-シェロン, オレリー
ラルー-トリオレ, オドレイ
モヌレ, ギヨーム
パショ, アレクサンドル
ポン, シルヴィ
ロキリー, アントワーヌ
ブネ, ファビエンヌ

IPC分类号 G01N33/68 G01N33/53 G01N27/62 C07K14/47

CPC分类号 G01N33/6893 G01N2333/4703 G01N2800/26 G01N2800/50 G01N33/53

FI分类号 G01N33/68 G01N33/53.D G01N27/62.V C07K14/47

F-TERM分类号 2G041/BA05 2G041/CA01 2G041/DA04 2G041/DA05 2G041/DA09 2G041/DA13 2G041/DA14 2G041
/DA16 2G041/DA18 2G041/EA03 2G041/FA10 2G041/GA03 2G045/AA25 2G045/CA25 2G045/CA26 
2G045/DA36 4H045/AA30 4H045/CA40 4H045/EA52

优先权 2015054227 2015-05-12 FR

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明是一种预测在没有弥散性感染的临床症状的重症监护患者中发生这种感染的风险的方法， 在重症监护室入院日至随后的48
小时之间，从在时间T1采集的第一份样本中，从患者获得的生物样本中包含的第一凝溶胶蛋白的量。 确定G1和 -在时间T2从患者
获得的第二次样品中获得的生物样品中所含第二次凝溶胶蛋白G2的量，时间T2是在第一次采样后2-3天进行的。 并确定 -计算凝溶
胶蛋白的量G2和凝溶胶蛋白的量G1之间的变化以获得Δ值， -将在上一步中获得的Δ值用作预先确定的阈值，该阈值是由两组重症
监护患者确定的，一组未发生弥散性感染，另一组发生了这种感染。 与S相比 包括 低于阈值S的Δ值表示重症监护患者是发生弥散
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性感染的高风险患者，并且 高于阈值S的Δ值表示重症监护患者不是发生
弥漫性感染的高风险患者， 与方法有关。 [选择图]无


