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(57)【要約】
患者／対象における敗血症または重症の感染症の診断を補助するためのイムノアッセイで
あって、（ｉ）場合により、患者由来の好中球を含む検査試料を、好中球を透過処理する
または可溶化する薬剤と接触させるステップ、（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、
試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と試料
を接触させるステップ、（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して
、試料中の好中球数マーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合
体ｂを形成する第２の結合剤と試料を接触させるステップ、（ｉｖ）複合体ａ及び複合体
ｂの量を用いて、試料中のＣＤ４６の相対レベル及びＮＮＭの相対レベルを決定するステ
ップを含む、イムノアッセイ。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　敗血症または重症の感染症の診断を補助するのに適した、検査試料の好中球活性化を評
価するためのイムノアッセイであって、
　（ｉ）場合により、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と前記試料を接触させ
るステップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、前記試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、Ｃ
Ｄ６４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と前記試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、前記試料中の好中球
数マーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第
２の結合剤と前記試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、前記試料中のＣＤ４６の相対レベル及び
ＮＮＭの相対レベルを決定するステップ、ならびに
　（ｖ）コントロール（例えば、健常）または超正常レベルの好中球ＣＤ６４／活性化を
含むとして、前記試料を直接的または間接的にスコア化するステップ
を含む、前記アッセイ。
【請求項２】
　患者／対象における敗血症または重症の感染症の診断を補助するためのイムノアッセイ
であって、
　（ｉ）場合により、前記患者由来の好中球を含む検査試料を、好中球を透過処理するま
たは可溶化する薬剤と接触させるステップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、前記試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、Ｃ
Ｄ６４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と前記試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、前記試料中の好中球
数マーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第
２の結合剤と前記試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、前記試料中のＣＤ４６の相対レベル及び
ＮＮＭの相対レベルを決定するステップ、ならびに
（ｖ）前記試料を直接的または間接的にスコア化し、それにより、敗血症もしくは重症の
感染症について示されていないとして、または敗血症または重症の感染症について示され
るとして、前記患者をスコア化するステップ
を含む、前記アッセイ。
【請求項３】
　ステップ（ｉ）が、ＣＤ６４の全体の（すなわち、内部及び外部の）量が決定されるよ
うに、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と前記試料を接触させることを含む、
請求項１または２に記載のアッセイ。
【請求項４】
　前記試料が全血液細胞試料である、請求項１または２または３に記載のアッセイ。
【請求項５】
　前記試料が、単球またはマクロファージなどの１種または複数の白血球が除かれるか、
除かれている、請求項１または２に記載のアッセイ。
【請求項６】
　ステップ（ｖ）が、前記検査試料中のＣＤ６４及び／またはＮＮＭのレベルを、コント
ロールの健常試料からあらかじめ決定されたそれぞれのＣＤ６４及び／またはＮＮＭレベ
ルと比較することを含む、請求項１から５のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項７】
　ステップ（ｖ）が、前記検査試料からＣＤ６４とＮＮＭの比（ＣＤ６４：ＮＮＭ）を決
定することを含む、請求項１から６のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項８】
　ステップ（ｖ）が、ＣＤ６４レベルが健常コントロール集団のあらかじめ決定された平
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均＋２またはそれ以上の標準偏差を超える場合、好中球活性化または敗血症もしくは重症
の感染症をスコア化することを含む、請求項１から７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項９】
　ステップ（ｖ）が、ＮＮＭレベルが健常コントロール集団のあらかじめ決定された平均
ＮＮＭレベル＋３またはそれ以上の標準偏差を超える場合、好中球活性化または敗血症を
スコア化することを含む、請求項１から７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１０】
　ステップ（ｖ）が、選択されたコントロール集団のＣＤ６４対ＮＮＭに対する最良適合
線のあらかじめ決定された倍数と比較して、前記検査試料由来のＮＮＭレベルに対してＣ
Ｄ６４が上昇している場合、好中球活性化または敗血症もしくは重症の感染症をスコア化
することを含む、請求項１から８のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１１】
　患者／対象における敗血症または重症の感染症の診断または予後を補助するためのイム
ノアッセイであって、
　（ｉ）場合により、前記患者由来の好中球を含む検査試料を、好中球を透過処理するま
たは可溶化する薬剤と接触させるステップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、前記試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、Ｃ
Ｄ６４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と前記試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、前記試料中の好中球
数マーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第
２の結合剤と前記試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、前記試料中のＣＤ４６及びＮＮＭの（相
対）レベルを決定するステップ、ならびに
　（ｖ）前記試料を直接的または間接的にスコア化し、それにより、敗血症もしくは重症
の感染症について示されていないとして、または敗血症または重症の感染症について示さ
れるとして患者をスコア化するステップであって、（ｉ）コントロール集団に対して平均
＋２またはそれ以上の標準偏差を超えるＣＤ６４の上昇、（ｉｉ）コントロール集団に対
して平均＋３またはそれ以上の標準偏差を超えるＮＮＭの上昇、及び（ｉｉｉ）ＮＮＭに
対するＣＤ６４の上昇の１つまたは２つまたは３つを含むとして、前記検査試料をスコア
化することを含む、ステップ
を含む、前記アッセイ。
【請求項１２】
　ステップ（ｉ）が、ＣＤ６４の全体の（すなわち、内部及び外部の）量が決定されるよ
うに、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と前記試料を接触させることを含む、
請求項１１に記載のアッセイ。
【請求項１３】
　前記選択されたコントロール集団が新生児対象の集団である、請求項１１または１２に
記載のアッセイ。
【請求項１４】
　ＣＤ６４／ＮＮＭ比が、前記検査試料中の前記ＮＮＭの量の関数としてあらかじめ決定
されたカットオフレベル（好中球数に対して内部補正される）を超える場合、超正常量の
好中球ＣＤ６４／活性化を有するとして前記対象を診断することを含む、請求項１に記載
のアッセイ。
【請求項１５】
　前記試料中のＣＤ６４対ＮＮＭの比が、前記試料中のＮＮＭのレベルを使用して決定さ
れた試料中の好中球の数に対して内部補正される、請求項７に記載のアッセイ。
【請求項１６】
　前記ＮＮＭが、好中球エラスターゼ（ＮＥ）、ラクトフェリン、ミエロペルオキシダー
ゼ及びヒト好中球リポカリンから選択される、請求項１から１５のいずれか一項に記載の
アッセイ。
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【請求項１７】
　ポイントオブケアアッセイである、請求項１から１６のいずれか一項に記載のアッセイ
。
【請求項１８】
　酵素結合免疫吸着（ＥＬＩＳＡ）型、フローサイトメトリー、ビーズアレイ、ラテラル
フロー、カートリッジ、マイクロ流体またはイムノクロマトグラフィーベースの方法など
である、請求項１から１７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項１９】
　前記結合剤が、抗体またはそれらの抗原結合性断片もしくは誘導体、抗原結合コンスト
ラクト、例えば、アフィマー、アプタマーまたはリガンドまたはそれらの結合部分である
、請求項１から１８のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項２０】
　前記結合剤が支持体上に固定化される、請求項１から１９のいずれか一項に記載のアッ
セイ。
【請求項２１】
　ステップ（ｉｉ）において、イムノアッセイデバイスの試料部に前記試料を加えること
によって、前記試料をステップ（ｉｉ）及び（ｉｉｉ）の前記結合剤と接触させ、ここで
、前記デバイスの試料部が、前記デバイスの間隔をおいて配置された捕獲部に作動可能に
連結され、これによって、前記試料の成分が前記デバイスの試料部から前記デバイスの捕
獲部へ流れ、及び前記デバイスの捕獲部を通って流れ、ここで、１つの捕獲部が、前記試
料中のＣＤ６４に特異的に結合する前記結合剤を含み、その結果、前記ＣＤ６４が前記結
合剤によって捕獲されて、前記捕獲部で結合剤－ＣＤ６４複合体が形成され、第２の捕獲
部が、前記試料中のＮＮＭに特異的に結合する前記結合剤を含み、その結果、前記ＮＮＭ
が前記結合剤によって捕獲されて、前記捕獲部で結合剤－好中球数マーカー複合体が形成
される、請求項１から２０のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項２２】
　ＣＤ６４複合体の量及びＮＮＭ結合剤複合体の量が、それぞれＣＤ６４またはＮＮＭに
結合し、視覚的にまたは機器によって定量化することができる検出可能なシグナルを直接
的または間接的に発生する、抗体もしくは抗原結合性断片、リガンド、アプタマーまたは
アフィマーなどの結合剤を使用して検出される、請求項１から２１のいずれか一項に記載
のアッセイ。
【請求項２３】
　ＣＤ６４及びＮＮＭの観察される量／レベルに基づくデータを入力する、及び場合によ
り、先行請求項で定義されたものなどの本明細書に開示する診断アルゴリズムに従って、
コントロール対象／集団由来のデータを含むデータベースに対して前記データを管理する
／処理するために、ソフトウェアを含む前記機器が使用される、請求項２２に記載のアッ
セイ。
【請求項２４】
　前記結合剤が、検出可能なシグナルを発生する、検出可能なマーカーまたは検出可能な
マーカーを含むマイクロ粒子にコンジュゲートしている、請求項１から２３のいずれか一
項に記載のアッセイ。
【請求項２５】
　前記捕獲部が検査ラインである、請求項２１～２４のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項２６】
　前記敗血症が新生児敗血症である、請求項１～２５のいずれか一項に記載のアッセイ。
【請求項２７】
　（ｉ）試料部に作動可能に連結されたマイクロチャネルまたは多孔性膜、２つ以上の捕
獲（検査）部、ならびに場合により、以下；コンジュゲート（検出マーカー）部、吸着部
、適切なコントロール部及び細胞溶解、希釈、可溶化剤部の１つまたは複数を含むイムノ
アッセイ（例えば、ＰＯＣ）デバイス、ならびに（ｉｉ）前記試料中のＣＤ６４に特異的
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に結合し、ＣＤ６４－結合剤複合体を形成する結合剤、及び前記試料中のＮＮＭに特異的
に結合し、ＮＮＭ－結合剤複合体を形成する第２の結合剤（ここで、前記結合剤は別々の
捕獲部に固定化される、及び／またはコンジュゲート部内に含まれる）、ならびに（ｉｉ
ｉ）場合により、敗血症または重症の感染症の診断を補助するのに適した好中球活性化に
ついて検査試料を評価するためにキットまたは成分を使用するための指示書を含む、診断
のキットまたは成分。
【請求項２８】
　前記試料部が好中球溶解薬剤／溶液を含むか使用時に含む、請求項２７に記載のキット
または診断。
【請求項２９】
　前記結合剤が、抗原結合コンストラクト、例えば、アフィマー、アプタマー、リガンド
、あるいは抗体またはそれらの抗原結合性断片もしくは誘導体である、請求項２７または
２８に記載のキットまたは診断。
【請求項３０】
　請求項１～２６のいずれか一項に記載のアッセイで使用するための、請求項２７～２９
キットまたは診断。
【請求項３１】
　請求項２７または２８の一項に記載の診断の成分を含む、ポイントオブケアデバイス。
【請求項３２】
　試料中の好中球（白血球）の表面上の細胞表面ＣＤ６４のレベルを測定することによっ
て、試料の好中球（白血球）活性化を評価するアッセイの感度及び／または特異性を増強
するためのアッセイステップであって、ＣＤ６４結合剤を使用して前記試料中の細胞内及
び表面のＣＤ６４（全ＣＤ６４）の検出を可能にするために、好中球（白血球）を透過処
理する／可溶化することによって、前記試料中のＣＤ６４の全レベルを測定することを含
む、前記アッセイステップ。
【請求項３３】
　試料中の好中球（白血球）の表面上の細胞表面ＣＤ６４のレベルを測定することによっ
て、試料の好中球（白血球）活性化を評価するアッセイの感度及び／または特異性を増強
するためのアッセイステップであって、前記試料中の細胞内及び表面のＣＤ６４及びＮＮ
Ｍの検出を可能にするために、好中球（白血球）を透過処理する／可溶化することによっ
て、前記試料中のＣＤ６４及びＮＮＭの全レベルを測定することを含む、アッセイステッ
プ。
【請求項３４】
　前記アッセイステップが、フローサイトメトリー定量化技法、マイクロ流体、カートリ
ッジ、ＩＦＡ、ＥＬＩＳＡ型及びラテラルフローデバイスの１つまたは複数を、場合によ
り、好中球活性化を評価するためのリーダー機器及び／または関連するソフトウェアとと
もに用いるアッセイのものである、請求項３２または３３に記載のアッセイ。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書の分野は、概して、細胞生物集団の診断及び細胞生物集団のバイオマーカー発
現レベルの推定である。より具体的には、新生児の対象を含めた対象において、好中球活
性化、好中球活性化後の病態生理学的状態、及び特に、敗血症もしくは重症の感染症また
は敗血症もしくは重症の感染症を発生する危険性を特定またはモニタリングするために、
アッセイ及びキットが提供される。本アッセイは、幅広いイムノアッセイ形式において適
用可能であり、且つ迅速なポイントオブケアアッセイ及びデバイスから、変化したバイオ
マーカーレベルの統計的有意性を評価するためのアルゴリズムによるものを含み、病理学
プラットフォームシステムと統合され得る出力データを公式化する、データを入力及び処
理するためのハードウェア及びソフトウェアを用いる、よりデータが豊富な用途に及ぶ、



(6) JP 2019-525175 A 2019.9.5

10

20

30

40

50

アルゴリズムベースの診断アッセイのために開発される。
【背景技術】
【０００２】
本明細書における参考文献の書誌の詳細も明細書の終わりに列挙される。
【０００３】
　本明細書におけるいかなる従来技術への言及も、この従来技術が、いかなる国において
も共通の一般的知識の一部を形成するという承認または任意の形態の示唆ではなく、且つ
そのようなものとして解釈されるべきではない。
【０００４】
　対象の細胞を検出するために、様々な技法が、研究、分析、開発で、及び臨床的に使用
される。手動のまたは自動化された技法が、試料中の細胞数の評価を可能にする特別に設
計されたチャンバー中で、細胞を数えるのに利用可能である。細胞型を区別するために、
特定の染色剤で細胞を染色することができる。試料中の細胞をさらに区別するために、組
織化学的な技法を用いることができる。サイトカインを激増させるもしくは生成すること
によって特定の抗原に応答する、他の細胞に結合する、他の細胞を貪食する、または走化
性によって移動する細胞の能力も診断に役立ち得る。細胞表面マーカーは、細胞型を区別
する、ならびに試料中の特定の細胞の数及び試料中のそのような細胞の生物学的状態の変
化を評価するのに特に有用である。多くの技法は、マーカーの存在を検出するために抗体
を使用する。
【０００５】
　フローサイトメトリーは、細胞を特定する及び数え上げるための強力なツールである。
フローサイトメーターは、レーザービームを流れとなって通過する個々の細胞を検出し、
数える。多数の細胞を調べることによって、フローサイトメトリーは、異なる分子、例え
ば、Ｂ細胞を特徴づける表面免疫グロブリン、ＣＤ３として知られるＴ－細胞受容体結合
分子、ならびに主なＴ細胞サブセットを区別するＣＤ４及びＣＤ８補助受容体タンパク質
を有する細胞の定量的データを百分率で与えることができる。混合集団中の個々の細胞は
、蛍光色素で標識された特異的抗体でタグが付けられ、または、例えば、特異的抗体、そ
れに続く標識された抗免疫グロブリン抗体によってタグが付けられる。次いで、標識され
た細胞の懸濁混合物は開口部を通して押し出され、これによって、間隔を置いて１つずつ
配置された細胞を含む液体の細い流れが作られる。各細胞がレーザービームを通過すると
きに、細胞がレーザー光を散乱させ、細胞に結合した任意の色素分子が励起させられ、蛍
光を発する。高感度の光電子増倍管は、細胞のサイズ及び粒度に関する情報を与える散乱
光と標識された抗体の結合に関する情報、したがって各細胞による細胞表面タンパク質の
発現に関する情報を与える蛍光放射の両方を検出する。２つ以上の抗体が使用され、それ
ぞれが異なる蛍光色素に結合する場合、データは、２次元散布図の形態で、またはコンタ
ー図として示され得、この場合、一方の色素で標識された抗体の蛍光は第２のものに対し
てプロットされ、その結果、二次抗体とのその反応性に基づいて、一方の抗体で標識して
いる細胞の集団をさらに細分できることになる。
【０００６】
　イムノアッセイは、試料を分析し、その中の特定の成分を検出または定量化するために
、抗体－抗原反応または他の結合相互作用の特異性、強度及び多様性を利用する、別の特
に有用なアッセイ形態である。Ｗｉｌｄ　Ｄ．“Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａ
ｎｄｂｏｏｋ”Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ，４ｔｈ　Ｅｄｉｔｉ
ｏｎ，２０１３に記載されているもの、及びその後の新技術などの幅広いイムノアッセイ
技法が利用可能である。
【０００７】
　ラテラルフローアッセイならびにさらに最近では非ラテラルフロー及びマイクロ流体は
、生物学的アッセイに対して有用な機構を提供する。そうしたアッセイは、定性的、定量
的または半定量的であり得る。マイクロ流体デバイスでは、例えば、チップまたはカート
リッジ中に作られたマイクロチャネルを通って、少量の液体が移動する。金属ナノ粒子、
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着色物質または発光物質を含めた幅広い検出試薬が利用可能である。バイオコンジュゲー
ト金属ナノ粒子の共鳴増強吸着（ＲＥＡ）は、迅速な処理時間及び他の利点を提供する。
これらのデバイスは、患者及び検査される分析物を特定するために、バーコード技術と組
み合わされてきた。入力データを評価するためのコンピューターソフトウェア及びハード
ウェアも本開示に包含される。
【０００８】
　特定の抗原に対する抗体の検出のための幅広い方法も知られている。例えば、酵素結合
免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、ウエスタン及びドットブロットアッセイならびにラジオ
イムノアッセイ（ＲＩＡ）は実験室で日常的に使用されている。アレイ及びハイスループ
ットスクリーニング方法も用いられている。
【０００９】
　中間診断または確定診断を提供する定性的アッセイは、状態を有する可能性が高い、ま
たはその可能性が低いとして試料のスコア化を可能にする統合されたカットオフ、ゲート
またはウィンドウを必要とする。データを照合し、診断アルゴリズムまたは決定木を介し
てデータを処理するために、リーダー機器及びソフトウェアが用いられることが多い。
【発明の概要】
【００１０】
　敗血症は世界的な医療問題であり、世界中で１０００００人あたり５６～９１事例の年
間発生率を有することが報告され、３０％の死亡率が報告されている（Ｊａｗａｄ，Ｉ．
，ｅｔ　ａｌ．．Ｊ．Ｇｌｏｂ．Ｈｅａｌｔｈ　２，０１０４０４（２０１２））。重症
の感染症及び敗血症は重大な死因のままであり、急性のエピソードを切り抜けて生き残る
ヒトにおいて慢性の健康不良または身体障害をもたらすことが多い。敗血症に特徴的であ
る突然の抗し難い感染は、そうでなければ健康な成人の間では比較的まれであるが、これ
は、免疫無防備状態の個体、集中治療中の重症患者、火傷の患者及び幼児において、危険
性の増大となる。一部の事例では、明らかに治療可能な感染が、敗血症；腎不全及び呼吸
不全、凝血異常、重度且つ無応答性の低血圧、ならびに約３０％の事例で死亡をもたらす
進行性循環虚脱に特徴づけられる、感染に対する調節不全の不適切な応答の発生につなが
る。敗血症または重症の感染症は、いずれの年齢の患者においても急速に致死性に成り得
るが、小児で特に危険であり、新生児でさらにいっそう危険であり、早期産児で最も悪く
、毎年、世界的な新生児の死亡のおよそ１５％または１００万例が新生児敗血症（重症の
細菌感染症）に起因する（ＷＨＯ　Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｇ
ｏａｌ　４）。敗血症に対する適切な管理及び抗生物質治療の１つの障害は、敗血症の徴
候もしくは症状の発生後の最初の数時間に、またはより好ましくは、最終的に敗血症をも
たらす可能性がある感染の初期兆候後であるが、臓器不全などのより特有の特徴の発生の
前に、感染個体と非感染個体を区別することである。敗血症の診断の難しさは、ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ　ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｓｅｐｓｉｓ（Ｓｉｎｇ
ｅｒ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．ＪＡＭＡ　３１５，８０１（２０１６））により詳細に記載され
ている。いくつかの状況では、特定の診断がない場合に、敗血症様症状または重症の感染
症様症状を示す患者に抗生物質を与えることがあるが、そのような治療は、症状が敗血症
または重症の感染症を示さない大部分の患者にとって不必要であり得、そのような治療は
、薬物副作用及び他の合併症の危険性、ならびに抗生物質耐性の出現の脅威に寄与する危
険性と関係があり、一方で、敗血症または重症の感染症を有する他の患者は、特定の診断
がない場合に、適時且つ適切な治療を受けられないことがあり得る。これらの問題点は新
生児敗血症で最も深刻であり、この場合、急速な進行及び高い死亡率とともに、これらの
患者における非特異的な徴候と症状の組み合わせは、最前線の医療従事者が救命し、生存
者の長期罹患を防止することができる適切な判断を下すことを非常に難しくしている。
【００１１】
　したがって、敗血症の高い可能性がある、または敗血症につながる可能性がある、もし
くはその可能性がない重症の感染症の初期段階患者を同定するのに使用することができる
有効な診断検査が必要であり、その検査は、最小の時間で結果を出すことができ、「２４
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時間体制の」その使用及びリソースが乏しい状況下でのその使用を制限すると思われる複
雑な検査法の必要がない、強力な検査性能を有している。好ましくは、そのような検査は
、ポイントオブケア（ＰＯＣ）またはほぼＰＯＣで使用するのに適用可能であると思われ
る。
【００１２】
　感染性生物（細菌、酵母及び真菌）についての血液培養は、敗血症の特定の診断に対す
る「ゴールドスタンダード」である（Ｍａｎｃｉｎｉ，Ｎ．ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌ．Ｒｅｖ．２３，２３５－５１（２０１０））。しかし、この検査は、皮
膚菌叢による汚染なしで大量の血液を適切に採取するための無菌技法及び静脈穿刺に関す
る看護職員の訓練、実験室、培養液を含む滅菌血液培養ボトルの調達、インキュベーター
及び顕微鏡を必要とする。血液培養は、典型的には、結果を得るのに２４～４８時間かか
り、結果を解釈するために、訓練を受けた科学者または高性能の自動化された機器を必要
とする。抗生物質療法を開始するまたは保留する判断は、敗血症の影響を受ける個体の命
を救うために、これよりもはるかに早く行なわれなければならない。
【００１３】
　敗血症に対するＰＯＣ診断を開発するためのアプローチは、ラテラルフローイムノクロ
マトグラフィーなどのＰＯＣ技術に適していると伝統的に考えられている単純な可溶性タ
ンパク質バイオマーカーを含んでいた。バイオマーカー候補には、Ｃ反応性タンパク質（
ＣＲＰ）、プロカルシトニン、ＩＬ－１０ならびに感染及び炎症の他の可溶性マーカーが
含まれ、これらは調べられた（Ｗａｇｎｅｒ，Ｔ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｇｌｏｂ．Ｈｅ
ａｌｔｈ　１，２１０－２３（２０１１））。しかし、これらの可溶性バイオマーカーの
どれも、敗血症の疑いがある場合の臨床判断をガイドするスタンドアロン検査として有用
であるための十分な感度、特異性または陽性的中率もしくは陰性適中率を示さなかった。
例えば、ＣＲＰは敗血症の間の短期間だけ上昇し、外傷及び心筋梗塞などの多くの他の炎
症状態でも上昇する。
【００１４】
　血液学的マーカーの測定値、例えば、白血球数の増加もしくは減少または好中球数の増
加もしくは減少は、敗血症の可能性に関するある種の指標を提供するが、これらのマーカ
ーの測定も、自動分析器などの高性能機器または顕微鏡を使用する訓練を受けた科学者を
必要とするが、それらだけでは、診断には十分でない。
【００１５】
　本開示によれば、最も有望なバイオマーカーは、幅広い感染に対する先天性免疫応答の
一部として誘導される受容体などの細胞表面バイオマーカーである可能性がある。理想的
には、これらのバイオマーカーは、感染または敗血症の発症後早期に上昇し、かつ推定に
基づく抗生物質治療による敏速すぎる影響を受けることがなく、その結果、たとえ患者が
抗生物質を開始していても、さらなる支持及び管理を必要とすると患者を依然として特定
することできる。
【００１６】
　敗血症のバイオマーカーとして広く研究され、検証されている１つのそのような細胞表
面バイオマーカーは、高親和性で免疫グロブリン（Ｉｇ）Ｇに結合する、高親和性ＦＣガ
ンマ受容体１（ＦＣγＲ１）としても知られる細胞表面タンパク質ＣＤ６４である。ＣＤ
６４は単球及びマクロファージの表面で構成的に発現している一方で、これは、感染症ま
たは敗血症がない場合の好中球で非常に低レベルしか発現していないが、感染症または敗
血症の状態の間は、より高レベルの好中球発現が急速に誘導される。ＣＤ６４はＴ細胞な
どの他の大量の血液細胞では発現しないが、より数が少ない樹状細胞では発現する。好中
球と比較して循環樹状細胞の数が非常に少ないので、本明細書ではこれをさらに考慮しな
い。
【００１７】
　好中球ＣＤ６４インデックスに関するますます多くの研究が報告されており（Ｗａｇｎ
ｅｒ，Ｔ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（２０１１））、これは、敗血症、特に新生児敗血症に対す
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るバイオマーカーとしてのその強力な価値を強調するものである。ＣＤ６４は、高親和性
で免疫グロブリン（Ｉｇ）Ｇに結合する、白血球の表面抗原、すなわちＦＣガンマ受容体
１（ＦＣγＲ１）である（Ｍａｓｕｄａ，Ｍ．＆　Ｒｏｏｓ，Ｄ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
１５１，７１８８－９５（１９９３））。ＣＤ６４は、ＦＣγＲＩＩ（ＣＤ３２）及びＦ
ＣγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）を含む白血球ＦＣγ受容体の３つの主要なクラスの一部である
（Ｍａｓｕｄａ，Ｍ．＆　Ｒｏｏｓ，Ｄ．（１９９３）、Ｈｏｆｆｍａｎｎ，Ｊ．Ｊ．Ｍ
．Ｌ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｌａｂ．Ｍｅｄ．４７，９０３－１６（２００９））。免疫
グロブリン定常領域に対するリガンドとしてのＦｃ受容体は、免疫において調整的役割を
果たし、エンドサイトーシス、ファゴサイトーシス、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（Ａ
ＤＣＣ）及びサイトカイン産生などの機能を媒介する（ｖａｎ　Ｖｕｇｔ，Ｍ．Ｊ．ｅｔ
　ａｌ．Ｂｌｏｏｄ　９４，８０８－１７（１９９９））。ＣＤ６４は抗原提示細胞（単
球、マクロファージ及び樹状細胞）で構成的に発現しており、より少ない程度で好酸球で
構成的に発現しているが、非常に低い程度でしか静止好中球で構成的に発現していない（
Ｍａｓｕｄａ，Ｍ．＆　Ｒｏｏｓ，Ｄ．（１９９３）、Ｈｏｆｆｍａｎｎ，Ｊ．Ｊ．Ｍ．
Ｌ．（２００９）、ｖａｎ　Ｖｕｇｔ，Ｍ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．Ｂｌｏｏｄ　９４，８０８
－１７（１９９９））。好中球細胞表面におけるＣＤ６４の発現及び提示のアップレギュ
レーションは、細菌感染に対する先天性免疫応答の初期段階であると考えられる（Ｄａｖ
ｉｓ，Ｂ．Ｈ．，Ｏｌｓｅｎ，Ｓ．Ｈ．，Ａｈｍａｄ，Ｅ．＆　Ｂｉｇｅｌｏｗ，Ｎ．Ｃ
．Ａｒｃｈ．Ｐａｔｈｏｌ．Ｌａｂ．Ｍｅｄ．１３０，６５４－６１（２００６））。ｎ
ＣＤ６４のレベルは、感染症の発症後約３日目から高いままである（Ａｉｋａｔｅｒｉｎ
ｉ，ｅｔ　ａｌ．ＣＩＤ（２０１４）。
【００１８】
　多くの研究が、成人、小児及び新生児における敗血症の検出のための潜在的なバイオマ
ーカー／インジケーターとして好中球のＣＤ６４発現に注目した。敗血症に対する好中球
のＣＤ６４発現の診断精度を評価するために、１３の研究を含む以前のメタアナリシスが
２０１０年に発表され（Ｃｉｄ，Ｊ．，Ａｇｕｉｎａｃｏ，Ｒ．，Ｓａｎｃｈｅｚ，Ｒ．
，Ｇａｒｃｉａ－Ｐａｒｄｏ，Ｇ．＆　Ｌｌｏｒｅｎｔｅ，Ａ．Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．６０
，３１３－９（２０１０））、２６の研究の分析が２０１３年に発表された（Ｌｉ，Ｓ．
ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｔ．Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．１７，ｅ１２－２３（２０１３））。
これら２つの研究は、それぞれ０．７９（９５％信頼区間（ＣＩ）０．７０～０．８６）
及び０．７６（９５％ＣＩ　０．７４～０．７８）の統合感度、ならびにそれぞれ０．９
１（９５％ＣＩ　０．８５～０．９５）及び０．８５（９５％ＣＩ　０．８３～０．８６
）の統合特異度を示した。包括的に多数の敗血症の事例を考えると、この低い控えめな感
度は、有意な数の敗血症陽性対象を検出することができなかったことと一致する。
【００１９】
　それにもかかわらず、結果は、感染した敗血症を非感染患者と極初期に区別するための
インジケーターとしてｎＣＤ６４比を使用できることを示唆する。しかし、フローサイト
メトリー、高性能機器及び経験を積み且つ十分に訓練を受けた職員の必要性が、現在まで
、先進国においてでさえ、ｎＣＤ６４比の広範な採用を妨げてきており、リソースが乏し
い状況下でのその使用をほとんど完全に拒んできた。ｎＣＤ６４比は、白血球の特定のサ
ブセット（好中球）において特異的な表面タンパク質発現（ＣＤ６４）を特定することを
必要とするので、これは、ＰＯＣ敗血症検査の開発のための実行可能なバイオマーカーと
して考えられていなかった。さらに、現行のフローベースの検査でさえも、敗血症のマー
カーとしてのｎＣＤ６４の感度は理想的でない。
【００２０】
　Ｔｈｅ　Ａｌｆｒｅｄ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅなどの高度な三次医療
病院の状況でさえ、集中治療室（ＩＣＵ）にいる強く疑われる敗血症患者のわずか約３０
～４０％しか、陽性の血液培養を示す検査結果が出ない。これは、病院、ＩＣＵに入院す
る前のＧＰまたは救急室による抗生物質への初期の暴露がおそらく原因である。しかし、
ｎＣＤ６４値は抗生物質の曝露によって変化しない（Ｄｕ，　Ｊ．　ｅｔ　ａｌ．ＰＬｏ
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Ｓ　Ｏｎｅ　９，ｅ１０２６４７（２０１４）、Ａｉｋａｔｅｒｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｃ
ＩＤ（２０１４））。加えて、一部の患者は、血液培養を使用して培養できない生物に感
染している可能性がある。
【００２１】
　したがって、世界的に病院及びＩＣＵに入院している患者における重症の細菌感染症の
何百万の症例について、最前線の医療従事者が照会及び治療を適時提供するのを援助する
ことができ、且つ同様の徴候及び症状を有し得る他の疾患、例えば、マラリアまたはウイ
ルス感染症の患者におけるそのような感染症の可能性を排除するために、敗血症または重
症の感染症に対する迅速な診断検査が必要である。敗血症を診断するための時間及び好都
合には費用も減らすことが可能であるならば、利点は明らかであり、すなわち、任意の年
齢の患者における生存の増加及び罹患率の低下、入院の費用及び長さの低下、抗生物質へ
の不必要な暴露及び抗生物質耐性の危険性の低下、ならびに新生児及び幼児期の敗血症の
場合では、親の心配及び幼児の苦痛の軽減である。したがって、ポイントオブケアで実施
することができる、敗血症に対する、新規で、急速で、手頃な価格で、高感度で、特異的
な検査が大いに必要である。好中球ＣＤ６４アッセイの実施のための現行のプラットフォ
ームの感度の増強も本開示の有用な態様である。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】文献で評価された多数の敗血症バイオマーカー候補を示す図である。
【図２】Ｂｕｒｎｅｔ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅの本発明者らの何人かによって開発されたＶ
ｉｓｉｔｅｃｔ　ＣＤ４検査（Ｏｍｅｇａ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、ＵＫによる許可を
受けて生成された）を示す図である。ＣＤ４Ｔ細胞検査では、単球及びマクロファージが
、サンプルパッド（ウェル「Ａ」）中で赤血球との凝集を引き起こすＲｏｓｅｔｔｅＳｅ
ｐ試薬（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ、Ｃａｎａ
ｄａ）との相互作用によって、全血試料（３０μｌ）から除かれる。単球／マクロファー
ジを除いて血漿及び白血球を含む残りの血液画分が検査ゾーンへ流れ、界面活性剤（トリ
トンＸ－１００）と相互作用し、これによって、白血球が溶解され、試料中のＴ細胞にお
いて細胞結合性完全長ＣＤ４が可溶化される。次いで、細胞結合性ＣＤ４のみで見られ、
血漿中の可溶性ＣＤ４の画分では見られないＣＤ４の細胞質ドメインに対する結合試薬（
モノクローナル抗体）である検査ラインを試料が流れ過ぎる。次いで、捕獲されたＣＤ４
は、ＣＤ４の細胞外ドメインに対する第２のモノクローナル抗体と複合体化されたコロイ
ド金で検出され、これは、金結合パッド（ウェル「Ｂ」）に緩衝液を添加することによっ
て開始される。したがって、検査ラインの強度は、試料中のＴ細胞結合性ＣＤ４の全量を
表し、及び推論によって、ＣＤ４Ｔ細胞の数を表し、なぜなら、細胞あたりのＣＤ４分子
の量が実質的に一定であるからである。すなわち、ＣＤ４の量はＣＤ４Ｔ細胞の数に正比
例する。次いで、ＣＤ４Ｔ細胞の臨床的に適切なレベルを表す１つまたは複数の参照ライ
ン（図では、ＨＩＶ感染症における抗レトロウィルス療法の優先順位付けに関してＷＨＯ
によって推奨されるμｌあたり３５０個のＴ細胞の例）と対比して、視覚的にまたはリー
ダー機器によって検査シグナルが比較される。
【図３】ＣＤ４Ｔ細胞検査及びＳｅｐｓｉＴｅｓｔ　ｎＣＤ６４ｉ検査の原理を示す図で
ある。後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）へ進行するＨＩＶ感染症の条件では、ＣＤ４Ｔ
細胞の数は減少するが、各残存細胞のＣＤ４の量は一定のままである。したがって、ＣＤ
４の量は、これらの中に存在するＣＤ４Ｔ細胞の数に比例する。侵襲的感染または敗血症
の条件では、好中球の数は、増加するか、減少するか、そのままであり得るが、ＣＤ６４
の発現レベル（細胞の表面上に青色の分子として示される）は実質的に増加する。好中球
の数は、好中球と関係がある抗原、例えば限定されないが、好中球エラスターゼを使用し
て、Ｔ細胞の数と同じ方法で測定することができる。ＣＤ６４の量はＣＤ４と同じ方法で
測定することができ、細胞結合性ＣＤ６４または細胞結合性ＣＤ６４及び可溶性ＣＤ６４
の両方のいずれかは、排他的に細胞に結合した膜貫通タンパク質（ｅｘｃｌｕｓｉｖｅｌ
ｙ　ｃｅｌｌ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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）のための方法（米国特許第８，４０９，８１８号及び他のテリトリー）を含めた当技術
分野で周知の方法を使用して測定することができる。しかし、ＣＤ６４の場合には、細胞
あたりの量は、健常個体で低いか、重症の感染症または敗血症の場合に上昇するかのいず
れかであり、この違いは、ＣＤ６４と好中球特異的タンパク質（本実施例では好中球エラ
スターゼ）の間の比の増加として検出される。
【図４】健常個体中の好中球エラスターゼ、ＣＤ６４及び好中球数を示すグラフである。
４Ａは、ＥＬＩＳＡの好中球エラスターゼ（好中球特異的マーカー）と好中球（顆粒球）
数の間の良好な相関（Ｒ２＝０．８９６０９）を示す。４Ｂは、ＣＤ６４／ＮＥ比（ｎＣ
Ｄ６４インデックス）と顆粒球数の間の良好な相関（Ｒ２＝０．８６１４６）を示すが、
より低い好中球数において驚くほど高いレベルのＣＤ６４インデックスを示す。４Ｃは、
全血可溶化液におけるＣＤ６４対顆粒球数の良好な相関（Ｒ２＝０．９１５１）を示し、
これは、より低い好中球（顆粒球）数を有する試料においてＣＤ６４量がより高いという
予期しない観察をともない、これは、図４Ｂで見られる観察された可変性関係につながる
。
【図５】ＣＤ６４及びＮＥ値を使用したｎＣＤ６４インデックスに対する可能な診断カッ
トオフの推定を示すグラフである。健常な成人ボランティア由来の単球を除いた全血にお
いてＮＥ及びＣＤ６４の全量を測定し、ｎＣＤ６４インデックス比を計算した。この結果
は極めて有意な相関（Ｐ＝．０１６６）を示し、再度、より低い好中球数においてより高
いｎＣＤ６４ｉをともなう可変性関係を示す。赤色の破線は、その関係に対する下限及び
上限９５％信頼区間を示し、測定したＮＥ濃度に対して上限９５％信頼区間より上に入る
ｎＣＤ６４ｉを有する試料は敗血症の強い疑いがあるであろうことが予測される。
【図６】好中球ＣＤ６４インデックスを測定する、敗血症に対するラテラルフローイムノ
クロマトグラフィーＰＯＣ検査の形式を示す図である。Ｖｉｓｉｔｅｃｔ　ＣＤ４検査（
Ａ）、提案されるｎＣＤ６４インデックス検査の拡大図及び概略図（Ｂ、赤色のボックス
）ならびにＡｘｘｉｎ　ＡＸ－２リーダー（Ｃ）。視覚的判定については、ＮＥラインを
越えるＣＤ６４ラインの強度は、診断的であると考えることができるが、Ａｘｘｉｎ　Ａ
Ｘ－２リーダー（図６Ｃ）などのリーダーを使用する場合、カットオフは、好中球の全量
（ＮＥ分量）に従って調整されると思われ、適切なカットオフが、本発明の患者試料につ
いて計算される。
【図７】健常対象に関する全血中のＮＥ及びＣＤ６４に対するＥＬＩＳＡの結果を示す図
である。ＮＥ及びＣＤ６４は、健常対象（ｎ＝３０）に関する全血においてＥＬＩＳＡに
よって評価し、健常対象において、全血中のＣＤ６４の全量が全血中のＮＥの全量と密接
に相関している（Ｒ２＝０．７４）ことを示す。
【図８】敗血症患者についての全血中のＮＥ及びＣＤ６４に対するＥＬＩＳＡの結果を示
す図である。ＮＥ及びＣＤ６４は、図７に示す健常対象（青色のマーカー）とともに、敗
血症患者（赤色のマーカー、ｎ＝１１）に関する全血においてＥＬＩＳＡによって評価し
た。
【図９】図７及び８と同じ結果を示すが、ＣＤ６４について平均＋２ＳＤ及びＮＥについ
て平均＋３ＳＤに基づくカットオフに従う、敗血症患者試料の４つの異なる分類を強調す
る図である。これらの判断基準によって、１人の患者はＮＥについてのみ陽性であり、５
人の患者はＮＥとＣＤ６４の両方について陽性であり、４人の患者はＣＤ６４についての
み陽性であるが、一方で、１人の患者はＮＥとＣＤ６４の両方について陰性であり、両方
のマーカーについて非常に低い値であり、これは、この患者が低レベルの好中球を有し得
ることを示唆するものである。
【図１０】低い値のＮＥに関するＣＤ６４対ＮＥの分析を示す図である。Ｘ軸はｎｇ／ｍ
ｌとしての全ＣＤ６４を示し、Ｘ軸はμｇ／ｍＬとしての全ＮＥを示す。
【図１１】低い値のＮＥに関するＣＤ６４対ＮＥの分析を示す図である。Ｘ軸はｎｇ／ｍ
ｌとしての全ＣＤ６４を示し、Ｘ軸はμｇ／ｍＬとしての全ＮＥを示す。
【図１２Ａ】ＣＤ６４対ＮＥの健常レベルに対するゲートを示す図である。パネルＡ。
【図１２Ｂ】ＣＤ６４対ＮＥの健常レベルに対するゲートを示す図である。パネルＢ。
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【図１２Ｃ】ＣＤ６４対ＮＥの健常レベルに対するゲートを示す図である。パネルＣ。
【図１３】敗血症患者を特定するためのＬｅｕｋｏ６４と本アッセイ（ＥＬＡＳＡ形式）
の比較の結果を示す図である。Ｌｅｕｋｏ６４は、健常コントロールに比べて、敗血症患
者に対して極めて有意に高い値を示したが、製造者が推奨する１．２というカットオフを
使用して、８／１１の敗血症患者しかこの検査で特定されなく、これは、この方法につい
て約７０～８０％の感度を示す、文献における多くの報告と一致する。同様に、ＥＬＩＳ
Ａによる全血ＣＤ６４単独の全量の検出は、健常コントロールに比べて、敗血症患者に対
して極めて有意に高い値を示したが、平均＋２ＳＤ（２０９ｎｇ／ｍｌ）カットオフを使
用して、９／１１の敗血症患者しかこの検査で特定されなかった。
【図１４－１】図１３でＮＥのレベルが最も低い患者である患者ＳＥＰ００９に対する本
分析（図１３）の結果を示す図である。パネルＡでは、この患者由来の好中球は、Ｌｅｕ
ｋｏ６４における極めて高い相対的ＣＤ６４発現（パネルＢ）と一致する、高レベルのＣ
Ｄ６４の表面発現を有する（赤色のライン）が、細胞内のＣＤ６４を同様に検出する場合
に、細胞あたりさらに高いレベルのＣＤ６４を有する（青色のライン）ことが示される。
しかし、低レベルのＮＥ（パネルＤ）及びこの患者について推定される低好中球数は、Ｃ
Ｄ６４単独（パネルＣ）に基づくカットオフより低いが、図８～１２で図示する及び本明
細書に記載のアルゴリズムアプローチを使用して検出可能な全ＣＤ６４の結果をもたらす
。この結果は、低レベルのＮＥを有する患者にとって、この患者に対する非常に高いＬｅ
ｕｋｏ６４の結果を考えれば、Ｌｅｕｋｏ６４アプローチまたは他の方法は、さらに有用
であり得ることも示唆する。
【図１４－２】図１３でＮＥのレベルが最も低い患者である患者ＳＥＰ００９に対する本
分析（図１３）の結果を示す図である。パネルＡでは、この患者由来の好中球は、Ｌｅｕ
ｋｏ６４における極めて高い相対的ＣＤ６４発現（パネルＢ）と一致する、高レベルのＣ
Ｄ６４の表面発現を有する（赤色のライン）が、細胞内のＣＤ６４を同様に検出する場合
に、細胞あたりさらに高いレベルのＣＤ６４を有する（青色のライン）ことが示される。
しかし、低レベルのＮＥ（パネルＤ）及びこの患者について推定される低好中球数は、Ｃ
Ｄ６４単独（パネルＣ）に基づくカットオフより低いが、図８～１２で図示する及び本明
細書に記載のアルゴリズムアプローチを使用して検出可能な全ＣＤ６４の結果をもたらす
。この結果は、低レベルのＮＥを有する患者にとって、この患者に対する非常に高いＬｅ
ｕｋｏ６４の結果を考えれば、Ｌｅｕｋｏ６４アプローチまたは他の方法は、さらに有用
であり得ることも示唆する。
【図１５－１】ＣＤ６４のレベルが上昇しているが、健常対象由来のＣＤ６４について平
均＋２ＳＤに由来する図９のカットオフの直下である患者である患者ＳＥＰ０１０に対す
る同じ分析を示す図である。この患者では、Ｌｅｕｋｏ６４における低い相対的ＣＤ６４
発現（パネルＢ）と一致するＣＤ６４の最少の表面染色（パネルＡ、表面染色について赤
色のラインとアイソタイプコントロールを比較する）があったが、細胞内ＣＤ６４を同様
に染色した場合に高レベルのＣＤ６４が検出された（パネルＡ、青色のライン）。この観
察と一致して、患者ＳＥＰ０１０は、ＥＬＩＳＡによると、控えめなレベルの全ＣＤ６４
を有していたが、依然として、平均＋２ＳＤに基づくと、全ＣＤ６４に対するカットオフ
の直下であり（パネルＣ）、一方で、０．７というＬｅｕｋｏ６４の結果は、この検査に
対する１．２という製造者のカットオフをはるかに下回っていた（パネルＢ）。しかし、
ＮＥを調べると、患者ＳＥＰ０１０は、非常に高く上昇したレベルのＮＥを有するように
見られ、これは、ＮＥの平均＋３ＳＤに由来するカットオフを使用し、さらにトレンドラ
イン方程式に由来するカットオフも使用する、敗血症の明確な診断を提供する。
【図１５－２】ＣＤ６４のレベルが上昇しているが、健常対象由来のＣＤ６４について平
均＋２ＳＤに由来する図９のカットオフの直下である患者である患者ＳＥＰ０１０に対す
る同じ分析を示す図である。この患者では、Ｌｅｕｋｏ６４における低い相対的ＣＤ６４
発現（パネルＢ）と一致するＣＤ６４の最少の表面染色（パネルＡ、表面染色について赤
色のラインとアイソタイプコントロールを比較する）があったが、細胞内ＣＤ６４を同様
に染色した場合に高レベルのＣＤ６４が検出された（パネルＡ、青色のライン）。この観
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察と一致して、患者ＳＥＰ０１０は、ＥＬＩＳＡによると、控えめなレベルの全ＣＤ６４
を有していたが、依然として、平均＋２ＳＤに基づくと、全ＣＤ６４に対するカットオフ
の直下であり（パネルＣ）、一方で、０．７というＬｅｕｋｏ６４の結果は、この検査に
対する１．２という製造者のカットオフをはるかに下回っていた（パネルＢ）。しかし、
ＮＥを調べると、患者ＳＥＰ０１０は、非常に高く上昇したレベルのＮＥを有するように
見られ、これは、ＮＥの平均＋３ＳＤに由来するカットオフを使用し、さらにトレンドラ
イン方程式に由来するカットオフも使用する、敗血症の明確な診断を提供する。
【図１６－１】ＣＤ６４とＮＥの両方のレベルが上昇した患者である患者ＳＥＰ０１１に
対する同じ分析を示す図である。この患者では、Ｌｅｕｋｏ６４における高い相対的ＣＤ
６４発現（パネルＢ）と一致し、製造者のカットオフを十分に超える、細胞内と表面の両
方のＣＤ６４の有意な表面染色（パネルＡ、表面染色について赤色のラインとアイソタイ
プコントロールを比較し、全体の染色について青色のラインとアイソタイプコントロール
を比較する）があった。患者ＳＥＰ０１１は、ＥＬＩＳＡによると、非常に上昇したレベ
ルの全ＣＤ６４（パネルＣ）を、さらに非常に上昇したレベルのＮＥ（パネルＤ）も有し
ており、これは、ＮＥの平均＋３ＳＤに由来するカットオフ及びＣＤ６４の平均＋２ＳＤ
に由来するカットオフを使用し、さらにトレンドライン方程式に由来するカットオフも使
用する、敗血症の明確な診断を提供する。
【図１６－２】ＣＤ６４とＮＥの両方のレベルが上昇した患者である患者ＳＥＰ０１１に
対する同じ分析を示す図である。この患者では、Ｌｅｕｋｏ６４における高い相対的ＣＤ
６４発現（パネルＢ）と一致し、製造者のカットオフを十分に超える、細胞内と表面の両
方のＣＤ６４の有意な表面染色（パネルＡ、表面染色について赤色のラインとアイソタイ
プコントロールを比較し、全体の染色について青色のラインとアイソタイプコントロール
を比較する）があった。患者ＳＥＰ０１１は、ＥＬＩＳＡによると、非常に上昇したレベ
ルの全ＣＤ６４（パネルＣ）を、さらに非常に上昇したレベルのＮＥ（パネルＤ）も有し
ており、これは、ＮＥの平均＋３ＳＤに由来するカットオフ及びＣＤ６４の平均＋２ＳＤ
に由来するカットオフを使用し、さらにトレンドライン方程式に由来するカットオフも使
用する、敗血症の明確な診断を提供する。
【図１７】ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｐｏｅｌ（２０１１）から改変した解説図である。健常個体
において、低レベルのＣＤ６４（ＦｃγＲ１）が細胞表面でどのように発現しているか、
及びこれらは細胞シグナル伝達または抗原複合体の内部移行をもたらさないモノマーＩｇ
Ｇで飽和していることを示す（図１７Ａ）。細菌感染症または敗血症と関係があるインタ
ーフェロンガンマまたは他の刺激による好中球の最初の刺激の際に、さらなるＣＤ６４が
合成され、好中球の表面に移動させられ、膜マイクロドメインと結合し、一緒に、免疫複
合体中の多量体Ｉｇの結合を可能にし、これが細胞シグナル伝達を導く（図１７Ｂ）。
【図１８】たとえ同じ上昇レベルの全ＣＤ６４を有するとしても様々なレベルの表面ＣＤ
６４を有する活性化好中球を示す図である。左に、「健常な」好中球を、表面で発現して
いる低レベルのＣＤ６４とともに、概略的に示す。これらの細胞は、少量のあらかじめ形
成された細胞内ＣＤ６４を含むこともできる。敗血症では、「活性化」好中球を右に示し
、それぞれ、健常な好中球と比較して有意に増加しているが、表面の分布（患者試料ＳＥ
Ｐ０９、図１４と類似している）、または表面と細胞内の間に均等に分布した分布（患者
試料ＳＥＰ０１１、図１６と類似している）、または主に細胞内区画に分布した分布（患
者試料ＳＥＰ０１０、図１５と類似している）をともなう、等しく多量のＣＤ６４を有す
る。したがって、細胞表面と細胞内の両方のＣＤ６４の検出を可能にする任意の方法が、
敗血症診断の向上を可能にすると思われる。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本明細書全体にわたって、文脈上別段必要でない限り、単語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ
）」、または変形形態、例えば「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」または「含む（ｃｏｍｐ
ｒｉｓｉｎｇ）」は、記載された要素もしくは整数または要素もしくは整数の群の包含を
意味するが、任意の他の要素もしくは整数または要素もしくは整数の群の排除を意味しな
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いと理解される。「からなる」は、フレーズ「からなる」に続くものは何でも含み、それ
らに限定されることを意味する。したがって、フレーズ「からなる」は、列挙される要素
が必要とされるか必須であり、他の要素が存在可能でないことを示す。「から本質的にな
る」は、このフレーズの後に列挙される任意の要素を含み、列挙される要素に対して本開
示で明記される活性または作用を妨げないか、そうした活性または作用に寄与する他の要
素に限定されることを意味する。
【００２４】
　本明細書で使用する場合、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、文脈において別
段明記しない限り、複数の態様を含む。したがって、例えば、「組成物」への言及は、単
一組成物及び２つ以上の組成物を含み、「薬剤」への言及は、１つの薬剤及び２つ以上の
薬剤を含み、「本開示」への言及は、本開示の単一及び複数の態様を含む、などである。
【００２５】
　広範な実施形態では、本明細書は、対象由来の生体試料において好中球ＣＤ６４の上昇
レベルまたは変化レベルを検出するのに、及び敗血症または重症の感染症の診断を補助す
るのに有用な、限定されないがポイントオブケアに適した、イムノアッセイ及び診断デバ
イスを可能にする。特に、例えば、ポイントオブケアラテラルフロー形式における視覚的
判定に適した単純な形態、または器具類及びデータ処理ソフトウェアを必要とするより複
雑な形態を含む、アルゴリズムベースのアッセイが記載される。一実施形態では、差次的
に存在すると判定されたＣＤ６４を示す対象が敗血症／重症の感染症について治療される
。抗生物質は、現在、敗血症に対する防御の第１選択であり、一般に広域スペクトル抗生
物質が静脈内投与される。
【００２６】
　本明細書における敗血症への言及は重症の感染症を含む。この用語は、感染症の危険性
及び重症の感染症の危険性も包含する。活性化好中球は、必ずしも敗血症につながるとは
限らないが、本発明において、その危険性がある重症の感染症を特定し、たとえ敗血症に
進行しなくても、治療される必要がある重症の感染症を特定するカスケードの初期段階と
して、ＣＤ６４の上昇を示す。
【００２７】
　用語「差次的に存在する」などは、バイオマーカーのレベルを説明するために本明細書
で使用され、コントロール対象またはコントロール集団で検出される量と比較した、検査
試料の検出されたＣＤ６４及び／またはＮＮＭの量の増加または減少を指し、参照試料と
比較して、検査試料中のバイオマーカーのより高いまたはより低いレベルを包含する。あ
る種の実施形態では、ＣＤ６４及び／またはＮＮＭは、検査対象から得られた血液を含む
生体試料中のそのレベルが、コントロール対象またはコントロール集団から得られた参照
試料の対応するＣＤ６４及び／またはＮＮＭの少なくとも１１０％、１２０％、１３０％
、１４０％、１５０％、１６０％、１７０％、１８０％、１９０％、２００％、３００％
、４００％、５００％、６００％、７００％、８００％、９００％もしくは１０００％、
または約９５％、９０％、８０％、７０％、６０％、５０％、４０％、３０％、２０％、
１０％、５％、４％、３％、２％、１％、０．５％、０．１％、０．０１％、０．００１
％もしくは０．０００１％以下の量または活性である場合、差次的に存在する。ある種の
実施形態では、ＣＤ６４及び／またはＮＮＭは、敗血症または重症の感染症を診断するた
めの本明細書に記載のアルゴリズムのアプリケーションによって判定される場合に、差次
的に存在する。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、ＣＤ６４の全量が決定される。いくつかの実施形態では、Ｃ
Ｄ６４及びＮＮＭの全量が決定される。したがって、これらの実施形態では、アッセイ及
び診断は、ＣＤ６４またはＣＤ６４及びＮＮＭの全体の（すなわち、内部及び外部の）量
が決定されるように、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と試料を接触させるこ
とを含む。
【００２９】
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　用語「コントロール試料」は、参照データを確立するのに使用することができる任意の
試料及びあらかじめ決定されたコントロールＣＤ６４、ならびに適切な場合は、「健常」
であると決定されたまたは既知の疾患状態を有する対象由来のＮＮＭレベルを含む。一実
施形態では、コントロール試料は、健常コントロール試料または健常対象の選択された参
照集団由来の健常コントロール試料である。ＮＮＭが用いられる場合のいくつかの実施形
態では、本明細書に開示される結果から明らかになるように、コントロール集団由来の試
料は、適切なウィンドウにわたって健常対象由来の試料に見られる、ＣＤ６４とＮＮＭレ
ベルの間の密接な関係を示す。
【００３０】
　ＣＤ６４及びＮＮＭバイオマーカーへの言及は、それらの改変形態または相同体形態を
含む。改変形態は、誘導体、多形変異体、トランケート形態（トランケート）及び凝集も
しくは多量体形態または伸長要素（例えば、アミノ酸伸長要素）を有する形態を含む。好
中球活性化及び敗血症診断の判定に関する従来技術のイムノアッセイ方法は、インタクト
細胞の細胞表面ＣＤ６４の評価を使用した。本発明の特定の一態様によれば、細胞表面結
合（細胞外）と内部（細胞内）の両方のＣＤ６４である、ＣＤ６４（またはＣＤ６４及び
ＮＮＭ）の全レベルが検出される場合、敗血症診断の向上が達成されることが、予想外に
確認された。さらに、細胞の表面（ＣＤ６４）または細胞の表面もしくは内部（ＮＮＭ）
から血漿画分へ流された任意の可溶性ＣＤ６４またはＮＮＭも検出される。
【００３１】
　「変化」レベルは、ＣＤ６４及び／またはＮＥのレベルまたは比の増加もしくは上昇ま
たは減少または低下を意味する。バイオマーカーのレベルを決定することによって、コン
トロールに対するレベルまたは比に基づいて、診断ルールの確立が可能になる。あるいは
、診断ルールは、統計学、分散分析及び／または機械学習の手順の適用に基づく。そのよ
うなアルゴリズムは、バイオマーカーと疾患状態またはコントロール対象で観察される健
常状態との間の関係を使用して関係を推測し、次いで、これを使用して、不明な状態を有
する患者の状態を予測する。患者が敗血症について示されない、または敗血症もしくは重
症の感染症について示される確率の視覚的に検出可能なスコアまたはインデックスを提供
するアルゴリズムを用いることができる。いくつかの実施形態では、アルゴリズムは、多
変量または一変量分析関数を実行する。
【００３２】
　好中球マーカー、好中球数マーカー及びＮＮＭという用語は互換的に使用される。マー
カーは試料中の好中球の数を表すために選択され、健常コントロール患者においてＣＤ６
４レベルと密接な相関を示すことが期待される。
【００３３】
　一実施形態では、ＣＤ６４のレベル及び好中球数マーカー（ＮＮＭ）のレベルは、ＣＤ
６４またはＮＮＭにそれぞれ結合し、視覚的にまたは機器によって定量化することができ
る検出可能なシグナルを直接的または間接的に発生する結合剤、例えば、限定はされない
が、抗体または抗体の抗原結合性断片を使用して検出される。用語「レベル（ｌｅｖｅｌ
）」または「レベル（ｌｅｖｅｌｓ）」は、バイオマーカーのレベル（複数可）の比も包
含する。
【００３４】
　本明細書で使用する場合、「イムノアッセイ」は、所望のバイオマーカーを検出及び定
量することができる免疫性アッセイ、排他的ではないが、典型的には、サンドイッチアッ
セイを指す。イムノアッセイは、当業者に既知の様々な免疫性アッセイ形式のうちの１つ
でもよい。
【００３５】
　ＥＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及びＬｕｍｉｎｅｘ　ＬａｂＭＡＰイムノアッセイは、バイオ
マーカーのレベルを検出するのに適したアッセイの例である。一例では、第１の結合試薬
抗体が支持表面に結合し、検出可能な基を含む第２の結合試薬／抗体が一次抗体に結合す
る。検出可能な基の例としては、例えば、限定はされないが、以下のものが挙げられる：
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蛍光色素、酵素、第２の結合試薬に結合するためのエピトープ（例えば、第２の結合試薬
／抗体がマウス抗体である場合、これは、蛍光標識された抗マウス抗体で検出される）、
例えば、抗原または結合対のメンバー、例えばビオチン。表面は、典型的なグリッド型ア
レイ（例えば、限定はされないが、９６ウェルプレート及び平面状マイクロアレイ）の場
合などの平面状表面でもよく、各ビーズ「種」が、例えば、蛍光色素で標識されているコ
ーティングビーズアレイ技術（例えば、米国特許第６，５９９，３３１号、第６，５９２
，８２２号及び第６，２６８，２２２号に記載されているＬｕｍｉｎｅｘ技術）または量
子ドット技術（例えば、米国特許第６，３０６．６１０号に記載されている）のように非
平面状表面でもよい。そうしたアッセイは、実験室情報管理システム（ＬＩＭＳ）と見な
すこともできる。
【００３６】
　ビーズ型イムノアッセイでは、Ｌｕｍｉｎｅｘ　ＬａｂＭＡＰシステムを利用すること
ができる。ＬａｂＭＡＰシステムは、スペクトル的に異なる２つの蛍光色素で内部染色さ
れているポリスチレンミクロスフェアを実装する。これらの蛍光色素の正確な比を使用し
て、特定のスペクトルアドレスを有する様々なミクロスフェアセットからなるアレイが作
製される。各ミクロスフェアセットは、その表面に異なる反応物を有することができる。
ミクロスフェアセットをそれらのスペクトルアドレスによって区別することができるので
、これらを組み合わせることができ、これによって、単一の反応器中で最大で１００個ま
での異なる分析物を同時に測定することが可能になる。レポーター分子に結合した第３の
蛍光色素は、ミクロスフェアの表面で生じた生体分子の相互作用を定量化する。ミクロス
フェアは、それらがＬｕｍｉｎｅｘ分析器の２つの別々のレーザーを通り過ぎるときに、
急速に流れる流体の流れの中で個々に調べられる。高速デジタルシグナルプロセッシング
は、ミクロスフェアをそのスペクトルアドレスに基づいて分類し、試料あたり数秒で表面
上の反応を定量化する。
【００３７】
　適切な生体試料としては、全血またはある種の血液細胞もしくは白血球、例えば、単球
及びマクロファージが除かれた血液が挙げられる。一実施形態では、単球及びマクロファ
ージは当該分野において認識された方法、例えば、赤血球凝集または磁気ビーズアプロー
チによって、実質的に除かれている。
【００３８】
　本明細書で意図される対象は一般にヒト対象であり、患者、個体または受容者とも呼ば
れ得る。ヒト対象は、男性または女性の新生児もしくは幼児、小児、青年、ティーンエー
ジャー、若年成人、成人または高齢成人でもよい。コントロール対象は、対象／患者の集
団と呼ばれる、対象の選択された群であることが多い。検査試料は、一般に、敗血症を有
する疑いがある、または敗血症の危険性がある対象由来であるが、試料は、敗血症または
重症の感染症の危険性を排除するための個体または一般集団のスクリーニングにおける対
象から採取することもできる。コントロール試料は、新生児の対象などの様々なサブグル
ープを反映することができる。免疫無防備状態集団または老齢集団などの「非健常」対象
を含めて、任意の対象群をコントロール集団として有用に用いることができる。
【００３９】
　結合剤は、好都合には、抗体でもよいし、その抗原結合性断片でもよい。他の適切な結
合剤は当技術分野で既知であり、抗原結合コンストラクト、例えば、アフィマー、アプタ
マーまたは適切なＣＤ６４もしくは好中球マーカーリガンドもしくはそれらの一部が挙げ
られる。
【００４０】
　用語「結合剤」及び同様の用語は、任意の化合物、特異的にまたは実質的に特異的に（
すなわち、限られた交差反応性で）バイオマーカーのエピトープに結合することができる
組成物または分子を指す。「結合剤」は、一般に、単一特異性を有する。それにもかかわ
らず、２つ以上バイオマーカーに対して複数の特異性を有する結合剤も本明細書で意図さ
れる。結合剤（またはリガンド）は、典型的には、抗体、例えばモノクローナル抗体、ま
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たはその誘導体もしくは類似体であるが、これには、限定はされないがＦｖ断片、単鎖Ｆ
ｖ（ｓｃＦｖ）断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ヒト化抗体及び抗体断片、ラ
クダ化抗体及び抗体断片、ならびに前述のものの多価バージョンも含まれる。必要に応じ
て、多価結合試薬も使用することができ、これには、限定はされないが、単一特異性また
は二重特異性抗体、例えば、ジスルフィド安定化Ｆｖ断片、ｓｃＦｖタンデム［（ｓｃＦ
ｖ）２断片］、ダイアボディ、トリボディまたはテトラボディが含まれ、これらは、典型
的には、共有結合しているか、または安定化（すなわち、ロイシンジッパーまたはヘリッ
クス安定化）ｓｃＦｖ断片である。「結合剤」としては、当技術分野で説明されているよ
うなアプタマーも挙げられる。
【００４１】
　抗体ならびにその誘導体及び類似体ならびにアプタマーを含めた抗原特異的結合剤の作
製方法は当技術分野で周知である。ポリクローナル抗体は、動物の免疫化によって生成す
ることができる。モノクローナル抗体は、標準的な（ハイブリドーマ）方法に従って調製
することができる。ヒト化抗体を含めて、抗体の誘導体及び類似体は、標準的な方法に従
って、モノクローナル抗体をコードするＤＮＡからＤＮＡ断片を単離し、適切なＶ領域を
適切な発現ベクターにサブクローニングすることによって、組換えで調製することができ
る。ファージディスプレイ及びアプタマー技術は文献に記載されており、非常に親和性で
低い交差反応性を有する抗原特異的結合試薬のインビトロクローン増幅を可能にする。フ
ァージディスプレイの試薬及びシステムは市販されており、これには、Ｐｉｓｃａｔａｗ
ａｙ，Ｎｅｗ　ＪｅｒｓｅｙのＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
，　Ｉｎｃ．から市販されているＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｈａｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＲＰＡＳ）及びＭａｒｃｏ　Ｉｓｌａｎｄ，ＦｌｏｒｉｄａのＭｏＢ
ｉＴｅｃ，ＬＬＣから市販されているｐＳＫＡＮ　Ｐｈａｇｅｍｉｄ　Ｄｉｓｐｌａｙ　
Ｓｙｓｔｅｍが含まれる。アプタマー技術は、例えば、限定はされないが、米国特許第５
，２７０，１６３号、第５，４７５，０９６号、第５，８４０，８６７号及び第６，５４
４，７７６号に記載されている。
【００４２】
　広範な一実施形態では、イムノアッセイは、（ｉ）好中球活性化に対するマーカーとし
てＣＤ６４のレベルを評価すること、及び（ｉｉ）好中球数マーカー（ＮＮＭ）のレベル
を評価し、データ／レベルを処理して、診断スコアを得ることを含む。いくつかの実施形
態では、さらなるステップは、（ｉｉｉ）試料中の好中球の数に対して、あるいはコント
ロール対象から決定されたレベルに由来するあらかじめ選択された閾値に対して、（ｉ）
及び（ｉｉ）からのレベルを分析して、対象が敗血症または重症の感染症を有する可能性
が高いか、その可能性が低いかどうかを示すスコアを得る。特に、一実施形態では、本明
細書に記載のようなＣＤ６４とＮＮＭの間の観察された非線形正相関によって、敗血症ま
たは重症の感染症の診断のための本明細書に記載される決定木が作成された。
【００４３】
　さらなる実験では、敗血症または重症の感染症を診断するためのアッセイの能力を向上
させるために、健常患者のＮＥレベルとＣＤ６４レベルの間で、密接な相関を決定した（
図７）。これによって、これら２つのマーカーについて健常レベルの「ゲート」がもたら
され、敗血症患者はこの健常「ゲート」から外れる。細胞（またはＮＥの単位）あたりの
ＣＤ６４レベルはより低い値のＮＥでより高く、約２．５～５．０μｇ／ｍｌのＮＥでプ
ラトー値に達するという観察も決定木において制御することができる。
【００４４】
　したがって、１つのオプションは、図５で予測するように、ｎＣＤ６４ｉ対ＮＥの算術
的な関係を決定することであるが、図７に図示する上記の観察に照らして、さらなるゲー
ティングアプローチを開発した。
【００４５】
　同様の結果を目的とする様々なゲーティングストラテジーを当業者なら設計することが
できるであろう。
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【００４６】
　１つの例示的決定木またはアルゴリズムでは、敗血症は以下の１つまたは複数によって
特定される：
（１）健常コントロール集団の平均＋２（またはそれ以上）標準偏差を超える、全ＣＤ６
４の上昇、
（２）健常コントロール集団の平均＋３標準偏差を超える、ＮＥの上昇、
（３）ＮＥに対するＣＤ６４の上昇（この場合、ＮＥレベルが約５μｇ／ｍｌ未満、また
はより好ましくは約２．５μｇ／ｍｌ未満であり（図１０、図１１）、それによって、健
常対象についてのＣＤ６４対ＮＥに関する最良適合方程式に関連してＣＤ６４の正常レベ
ルの上限が規定され、１．５などの適切な係数を乗じ（図１１）、好中球減少性と定義さ
れると思われ、したがって、（１）で検出される全ＣＤ６４の上昇をもたらすのに十分な
好中球を有さない患者を含む）。
【００４７】
　一実施形態では、ＣＤ６４（平均＋２ＳＤ）及びＮＥ（平均＋３ＳＤ）の「単純な」カ
ットオフが、ＣＤ４に関する前述の検査及び本発明者らの何人かによるアラニンアミノト
ランスフェラーゼ（例えば、国際公開第ＷＯ２００８／０３７０２６号を参照されたい）
と同じ方法での視覚的判定によるＰＯＣ検査に特によく適しているが、「複雑な」カット
オフ（ＮＥ／ＮＮＭ及びアルゴリズムを使用して、好中球数に対して調整される）は、Ａ
ｘｘｉｎ　ＡＸ－２ｘなどの自動化されたリーダー機器により適している。
【００４８】
　本アッセイ及びキットの実施形態は、検査試料におけるＣＤ６４とＮＥの上昇のレベル
を、健常コントロール試料で見られるそれらのレベルに対して比較するによって記載され
る。したがって、コントロールと比較した上昇レベルは、活性化好中球及び敗血症を示す
。当業者に明らかな同等のアプローチは、コントロールの「健常」レベルとのアライメン
トを探索することによって、検査試料において非敗血症対象を特定することであると思わ
れる。
【００４９】
　あるいは、ＮＥの任意の所与の値に対するＣＤ６４のカットオフレベルは、ｙ＝－０．
０１３７ｘ４＋０．６０９４ｘ３－９．８５７ｘ２＋６５．７７６ｘ（Ｒ２＝０．７４）
の４要因多項方程式として図１２Ｃに表される、健常対象についてのＣＤ６４対ＮＥに関
する最良適合方程式を乗じた、１．６または１．５などの適切な倍数として表すことがで
きる。この方程式は、平均＋３標準偏差の使用によく似た、ＮＥの上方レベルに対するカ
ットオフをもたらすので、適切なカットオフを得るために、（図１２Ａ及び１２Ｂ）また
は図１２Ｃのいずれかの方法を単独でまたは組み合わせて使用することができる。
【００５０】
　本開示及び発明による、敗血症または重症の感染症またはこれらの危険性に対する陽性
のスコアは、適切な場合は、抗生物質の即時投与を可能にする。したがって、本開示は、
本明細書に開示するイムノアッセイに従って、及びアッセイの結果に応じて、対象をスク
リーニングすること、抗生物質を対象に投与することを含む、治療及び予防の方法まで及
ぶ。したがって、別の表現では、本開示は、敗血症もしくは重症の感染症またはこれらの
危険性の診断及び治療及び／または予防における本明細書に開示するアッセイ及びキット
及びアルゴリズムの使用を教示する。
【００５１】
　本アッセイ及びキット及び診断及び関連するアルゴリズムは、敗血症または重症の感染
症の治療及び／または予防で使用するためのものである。そのような方法は、十分に当業
者または管理する医師の範囲内である。
【００５２】
　したがって、一実施形態では、本明細書は、敗血症または重症の感染症の診断を補助す
るのに適した、検査試料の好中球活性化を評価するためのイムノアッセイを提供し、この
アッセイは
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　（ｉ）場合により、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と試料を接触させるス
テップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６
４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、試料中の好中球数マ
ーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第２の
結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、試料中のＣＤ４６の相対レベル及びＮＮ
Ｍの相対レベルを決定するステップ
を含む。
【００５３】
　一実施形態では、本明細書は、敗血症または重症の感染症の診断を補助するのに適した
、検査試料の好中球活性化を評価するためのイムノアッセイを提供し、このアッセイは、
　（ｉ）場合により、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と試料を接触させるス
テップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６
４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、試料中の好中球数マ
ーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第２の
結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、試料中のＣＤ４６の相対レベル及びＮＮ
Ｍの相対レベルを決定するステップ、ならびに
　（ｖ）コントロール（例えば、健常）または超正常レベルの好中球ＣＤ６４／活性化を
含むとして、試料を直接的または間接的にスコア化するステップ
を含む。
【００５４】
　別の関連する実施形態では、患者／対象における敗血症または重症の感染症の診断を補
助するためのイムノアッセイが記載され、このアッセイは、
　（ｉ）場合により、患者由来の好中球を含む検査試料を、好中球を透過処理するまたは
可溶化する薬剤と接触させるステップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６
４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、試料中の好中球数マ
ーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第２の
結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、試料中のＣＤ４６の相対レベル及びＮＮ
Ｍの相対レベルを決定するステップ
を含む。
【００５５】
　一実施形態では、患者／対象における敗血症または重症の感染症の診断を補助するため
のイムノアッセイが記載され、このアッセイは、
　（ｉ）場合により、患者由来の好中球を含む検査試料を、好中球を透過処理するまたは
可溶化する薬剤と接触させるステップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６
４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、試料中の好中球数マ
ーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第２の
結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、試料中のＣＤ４６の相対レベル及びＮＮ
Ｍの相対レベルを決定するステップ、ならびに
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　（ｖ）試料を直接的または間接的にスコア化し、それにより、敗血症もしくは重症の感
染症について示されていないとして、または敗血症または重症の感染症について示される
として患者をスコア化するステップ
含む。
【００５６】
　特定の実施形態では、ステップ（ｉ）は、ＣＤ６４の全体の（すなわち、内部及び外部
の）量が決定されるように、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と試料を接触さ
せることを含む。
【００５７】
　一実施形態では、試料は全血液細胞試料である。別の実施形態では、試料は、単球また
はマクロファージなどの１種または複数の白血球が除かれるか、除かれている。
【００５８】
　一実施形態では、ステップ（ｖ）は、検査試料中のＣＤ６４及び／またはＮＮＭのレベ
ルを、コントロールの健常試料からあらかじめ決定されたそれぞれのＣＤ６４及び／また
はＮＮＭレベルと比較することを含む。
【００５９】
　一実施形態では、ステップ（ｖ）は、検査試料からＣＤ６４とＮＮＭの比（ＣＤ６４：
ＮＮＭ）を決定することを含む。
【００６０】
　一実施形態では、ステップ（ｖ）は、ＣＤ６４レベルが健常コントロール集団のあらか
じめ決定された平均＋２またはそれ以上の標準偏差を超える場合、好中球活性化または敗
血症もしくは重症の感染症をスコア化することを含む。
【００６１】
　一実施形態では、ステップ（ｖ）は、ＮＮＭレベルが健常コントロール集団のあらかじ
め決定された平均ＮＮＭレベル＋３またはそれ以上の標準偏差を超える場合、好中球活性
化または敗血症をスコア化することを含む。
【００６２】
　一実施形態では、ステップ（ｖ）は、選択されたコントロール集団のＣＤ６４対ＮＮＭ
に対する最良適合線のあらかじめ決定された倍数と比較して、検査試料由来のＮＮＭレベ
ルに対してＣＤ６４が上昇している場合、好中球活性化または敗血症もしくは重症の感染
症をスコア化することを含む。
【００６３】
　一実施形態では、本明細書は、患者／対象における敗血症または重症の感染症の診断ま
たは予後を補助するためのイムノアッセイを提供し、このアッセイは、
　（ｉ）場合により、患者由来の好中球を含む検査試料を、好中球を透過処理するまたは
可溶化する薬剤と接触させるステップ、
　（ｉｉ）（ｉ）と同時にまたは連続して、試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６
４－結合剤複合体ａを形成する結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｉｉ）（ｉ）及び／または（ｉｉ）と同時にまたは連続して、試料中の好中球数マ
ーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体ｂを形成する第２の
結合剤と試料を接触させるステップ、
　（ｉｖ）複合体ａ及び複合体ｂの量を用いて、試料中のＣＤ４６及びＮＮＭの（相対）
レベルを決定するステップ、ならびに
　（ｖ）試料を直接的または間接的にスコア化し、それにより、敗血症もしくは重症の感
染症について示されていないとして、または敗血症または重症の感染症について示される
として患者をスコア化するステップであって、（ｉ）コントロール集団に対して平均＋２
またはそれ以上の標準偏差を超えるＣＤ６４の上昇、（ｉｉ）コントロール集団に対して
平均＋３またはそれ以上の標準偏差を超えるＮＮＭの上昇、及び（ｉｉｉ）ＮＮＭに対す
るＣＤ６４の上昇の１つまたは２つまたは３つを含むとして、検査試料をスコア化するこ
とを含む、ステップ
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を含む。
【００６４】
　一実施形態では、ステップ（ｉ）は、ＣＤ６４の全体の（すなわち、内部及び外部の）
量が決定されるように、好中球を透過処理するまたは可溶化する薬剤と試料を接触させる
ことを含む。
【００６５】
　一実施形態では、選択されたコントロール集団は新生児対象の集団である。
【００６６】
　一実施形態では、アッセイは、ＣＤ６４／ＮＮＭ比が、検査試料中のＮＮＭの量の関数
としてあらかじめ決定されたカットオフレベル（好中球数に対して内部補正される）を超
える場合、超正常量の好中球ＣＤ６４／活性化を有するとして対象を診断することを含む
。
【００６７】
　一実施形態では、試料中のＣＤ６４対ＮＮＭの比は、試料中のＮＮＭのレベルを使用し
て決定された試料中の好中球の数に対して内部補正される。
【００６８】
　一実施形態では、ＮＮＭは、好中球エラスターゼ（ＮＥ）、ラクトフェリン、ミエロペ
ルオキシダーゼ及びヒト好中球リポカリンから選択される。
【００６９】
　一実施形態では、アッセイはポイントオブケアアッセイである。
【００７０】
　一実施形態では、アッセイは、酵素結合免疫吸着（ＥＬＩＳＡ）型、フローサイトメト
リー、ビーズアレイ、ラテラルフロー、カートリッジ、マイクロ流体またはイムノクロマ
トグラフィーベースの方法などである。
【００７１】
　一実施形態では、結合剤は、抗体またはそれらの抗原結合性断片もしくは誘導体、抗原
結合コンストラクト、例えば、アフィマー、アプタマーまたはリガンドまたはそれらの結
合部分である。
【００７２】
　一実施形態では、結合剤は支持体上に固定化される。
【００７３】
　一実施形態では、ステップ（ｉｉ）において、イムノアッセイデバイスの試料部に試料
を加えることによって、試料をステップ（ｉｉ）及び（ｉｉｉ）の結合剤と接触させ、こ
こで、デバイスの試料部は、デバイスの間隔をおいて配置された捕獲部に作動可能に連結
され、これによって、試料の成分がデバイスの試料部からデバイスの捕獲部へ流れ、及び
デバイスの捕獲部を通って流れ、ここで、１つの捕獲部が、試料中のＣＤ６４に特異的に
結合する結合剤を含み、その結果、ＣＤ６４が結合剤によって捕獲されて、捕獲部で結合
剤－ＣＤ６４複合体が形成され、第２の捕獲部が、試料中のＮＮＭに特異的に結合する結
合剤を含み、その結果、ＮＮＭが結合剤によって捕獲されて、捕獲部で結合剤－好中球数
マーカー複合体が形成される。
【００７４】
　一実施形態では、ＣＤ６４複合体の量及びＮＮＭ結合剤複合体の量は、それぞれＣＤ６
４またはＮＮＭに結合し、視覚的にまたは機器によって定量化することができる検出可能
なシグナルを直接的または間接的に発生する、抗体もしくは抗原結合性断片、リガンド、
アプタマーまたはアフィマーなどの結合剤を使用して検出される。
【００７５】
　一実施形態では、ＣＤ６４及びＮＮＭの観察される量／レベルに基づくデータを入力す
る、及び場合により、先行する特許請求の範囲で定義されたものなどの本明細書に開示す
る診断アルゴリズムに従って、コントロール対象／集団由来のデータを含むデータベース
に対してデータを管理する／処理するために、ソフトウェアを含む機器が使用される。
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【００７６】
　一実施形態では、結合剤は、検出可能なシグナルを発生する、検出可能なマーカーまた
は検出可能なマーカーを含むマイクロ粒子にコンジュゲートしている。
【００７７】
　一実施形態では、捕獲部は検査ラインである。
【００７８】
　一実施形態では、敗血症は新生児敗血症である。
【００７９】
　別の態様では、本開示は、（ｉ）試料部に作動可能に連結されたマイクロチャネルまた
は多孔性膜、２つ以上の捕獲（検査）部、ならびに場合により、以下；コンジュゲート（
検出マーカー）部、吸着部、適切なコントロール部及び細胞溶解、希釈、可溶化剤部を含
むイムノアッセイ（例えば、ＰＯＣ）デバイスの１つまたは複数、ならびに（ｉｉ）試料
中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６４－結合剤複合体を形成する結合剤、及び試料中
のＮＮＭに特異的に結合し、ＮＮＭ－結合剤複合体を形成する第２の結合剤（ここで、結
合剤は別々の捕獲部に固定化される、及び／またはコンジュゲート部内に含まれる）、な
らびに（ｉｉｉ）場合により、敗血症または重症の感染症の診断を補助するのに適した好
中球活性化について検査試料を評価するためにキットまたは成分を使用するための指示書
を含む、診断のキットまたは成分を可能にする。
【００８０】
　本態様の一実施形態では、試料部は、好中球溶解薬剤／溶液を含むか使用時に含む。
【００８１】
　別の実施形態では、結合剤は、抗原結合コンストラクト、例えば、アフィマー、アプタ
マー、リガンド、あるいは抗体またはそれらの抗原結合性断片もしくは誘導体である。
【００８２】
　一実施形態では、キットまたは診断は、本明細書に開示するアッセイのすべての部分を
実施するのに使用するためのものである。
【００８３】
　一実施形態では、本開示は、本明細書で開示及び特許請求の範囲のアッセイを実施する
ことができるポイントオブケアデバイスを可能にし、提供する。
【００８４】
　別の広範な態様では、本明細書は、試料中の好中球（白血球）の表面上の細胞表面ＣＤ
６４のレベルを測定することによって試料の好中球（白血球）活性化を評価する、アッセ
イの感度及び／または特異性を増強するためのアッセイステップを可能にし、このステッ
プは、ＣＤ６４結合剤を使用して試料中の細胞内及び表面のＣＤ６４（全ＣＤ６４）の検
出を可能にするために、好中球（白血球）を透過処理する／可溶化することによって、試
料中のＣＤ６４の全レベルを測定することを含む。
【００８５】
　一実施形態では、試料中の好中球（白血球）の表面上の細胞表面ＣＤ６４のレベルを測
定することによって試料の好中球（白血球）活性化を評価する、アッセイの感度及び／ま
たは特異性を増強するためのアッセイステップは、試料中の細胞内及び表面のＣＤ６４及
びＮＮＭの検出を可能にするために、好中球（白血球）を透過処理する／可溶化すること
によって、試料中のＣＤ６４及びＮＮＭの全レベルを測定することを含む。
【００８６】
　一実施形態では、アッセイステップは、フローサイトメトリー定量化技法（例えば、蛍
光ミクロビーズ）、マイクロ流体、カートリッジ、ＩＦＡ、ＥＬＩＳＡ型及びラテラルフ
ローデバイスなどの１つまたは複数を、場合により、好中球活性化を評価するためのリー
ダー機器及び／または関連するソフトウェアとともに用いるアッセイのものである。
【００８７】
　別の表現では、本明細書で記載及び特許請求の範囲のアッセイまたはステップを実施す
ること、ならびにアッセイの結果によって示される場合、敗血症または重症の感染症のた
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めの治療または予防を対象に施すことを含む治療または予防の方法が提供される。
【００８８】
　一実施形態では、敗血症または重症の感染症を診断するための診断または予後のキット
の製造における、ＣＤ６４及びＮＮＭに対する結合剤の使用が提供される。
【００８９】
　一実施形態では、敗血症または重症の感染症を診断するための診断または予後のキット
の製造における、ＣＤ６４に対する結合剤及び好中球溶解溶液の使用が提供される。
【００９０】
　別の実施形態では、敗血症または重症の感染症を診断するための診断または予後のキッ
トの製造における、ＣＤ６４に対する結合剤及びＮＥに対する結合剤及び好中球溶解溶液
の使用が提供される。
【００９１】
　本明細書に記載のアッセイ及び診断は、迅速なポイントオブケアアッセイ及びラテラル
フローデバイスなどのデバイスに適しており、この場合、例えば、本明細書に記載の単純
なアルゴリズムを、バイオマーカーのレベルを表す、視覚的に検出可能なまたは機器検出
可能な検査ラインという媒体を通して配備することができる。
【００９２】
　本明細書に記載のアッセイは、現行のまたは新しく開発される病理アーキテクチャまた
はプラットフォームシステムへの統合を可能にする。例えば、本明細書に記載の方法は、
使用者が、好中球活性化と関係がある病態生理学的状態、例えば、敗血症または重症の感
染症について対象の状態を判定できるようにし、アッセイは、
（ａ）通信ネットワークを介して、使用者から、検査試料中のＣＤ６４及びＮＮＭのレベ
ルの形態のデータを受け取ること、
（ｂ）ＣＤ６４及びＮＮＭのレベル及び／または比をあらかじめ決定されたコントロール
レベル由来のものと比較することによって、スコアまたは疾患インデックス値を提供する
アルゴリズムを介して、対象データを処理すること
を含む。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、使用者への対象の状態の指標が通信ネットワークを介して伝
達される。一例では、端末局は、インターネットなどの通信ネットワークを介して対象デ
ータを基地局に伝達することができ、且つ報告を受け取ることができる携帯式デバイス、
例えば、ＰＤＡ、携帯電話などでもよいことも認識されるであろう。サーバが使用される
場合は、これは、一般にクライアントサーバ、またはより詳細には、シンプルオブジェク
トアプリケーションプロトコル（ＳＯＡＰ）である。
【００９４】
　特に、実施例１及び図３～６に記載されている実施形態は、ＣＤ６４及びＮＥの相対レ
ベルの測定に基づいて敗血症に対するカットオフを決定する１つの方法を提供する。さら
なる実施例及び図は、最初の独自の発見に基づく、単純化した分析方法を例示し、これは
、健常患者におけるＮＥレベルとＣＤ６４レベルの間の密接な相関（図７）が、これらの
２つのマーカーに対する健常レベルの「ゲート」を提供し、敗血症患者はこの健常な「ゲ
ート」から外れるが、それでも、細胞（またはＮＥの単位）あたりのＣＤ６４レベルが、
より低いＮＥ値でより高く、約２．５～５．０μｇ／ｍｌのＮＥでプラトー値に達するこ
とが観察される。
【００９５】
　一実施形態では、敗血症が、（１）健常コントロール集団の平均＋２（またはそれ以上
）の標準偏差を超える全ＣＤ６４の上昇、（２）健常コントロール集団の平均＋３標準偏
差を超える、ＮＥの上昇、（３）ＮＥに対するＣＤ６４の上昇（この場合、ＮＥレベルが
約５μｇ／ｍｌ未満、またはより好ましくは約２．５μｇ／ｍｌ未満であり（図１０、図
１１）、それによって、健常対象についてのＣＤ６４対ＮＥに関する最良適合方程式に関
連してＣＤ６４の正常レベルの上限が規定され、１．５などの適切な係数を乗じ（図１１
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）、好中球減少性と定義されると思われ、したがって、（１）で検出される全ＣＤ６４の
上昇をもたらすのに十分な好中球を有さない患者を含む）の１つまたは複数によって特定
される、「決定木」またはアルゴリズムが教示される。この分析は主成分分析を用いるこ
とができるが、２つのマーカーしか必要としない。
【００９６】
　あるいは、ＮＥの任意の所与の値に対するＣＤ６４のカットオフレベルは、ｙ＝－０．
０１３７ｘ４＋０．６０９４ｘ３－９．８５７ｘ２＋６５．７７６ｘ（Ｒ２＝０．７４）
の４要因多項方程式として図１２Ｃに表される、健常対象についてのＣＤ６４対ＮＥ／Ｎ
ＮＭに関する最良適合方程式を乗じた、１．６または１．５などの適切な倍数によって表
すことができる。平均＋３標準偏差の使用によく似た、ＮＥの上方レベルに対するカット
オフをもたらすので、適切なカットオフを得るために、（図１２Ａ及び１２Ｂ）または図
１２Ｃのいずれかの方法を単独でまたは組み合わせて使用することができる。
【００９７】
　本開示の態様は、様々な範囲の数値を提供する。記載された範囲の上下の軽微な変動を
、範囲内の値と実質的に同じ結果を得るのに使用することができる。また、これらの範囲
は、最小値と最大値の間のすべての値を含む連続的な範囲として意図される。さらに、本
開示は、好中球活性化、敗血症または重症疾患の状態と関連する数値を提供するＣＤ６４
レベルとＮＥレベルの比まで及ぶ。
【００９８】
　一実施形態では、正確な好中球数を提供するために、ＮＮＭに対するスコア化または診
断の必要はない。
【００９９】
　一実施形態では、単球／マクロファージ細胞、例えばＣＤ１６３に対するマーカーがコ
ントロールとして必要とされないことが明らかにされ得る。
【０１００】
　上記の概要は、本開示のすべての実施形態の網羅的な記述ではなく、決してそのような
ものとしてみなされるべきではない。
【０１０１】
　別段定義されない限り、本明細書で使用するすべての技術用語及び科学用語は、本開示
が属する分野の当業者が通常理解するものと同じ意味を有する。本明細書に記載のものと
同様または均等な任意の材料及び方法を、本開示を実施または試験するのに使用すること
ができる。実務者は、本技術及び当業者に既知の他の方法の定義及び用語について、特に
、Ｗｉｌｄ　Ｄ．“Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ”Ｎａｔｕｒｅ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ，４ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，２０１３及びＡｕｓｕ
ｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　４７，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎ
ｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９９、Ｃｏｌｏｗｉｃｋ　ａｎｄ　Ｋａｐｌａｎ，　ｅｄｓ
．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉ
ｎｃ．、Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｓ．Ｉ－ＩＶ，Ｂｌａｃｋｗ
ｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，１９８６を参照されたい。
イムノアッセイは、当技術分野で既知の任意の好都合な形式で行うことができる。
【０１０２】
　抗体は、抗体を大量に生成できること及び生成物の均一性の理由で、イムノアッセイで
使用されることが多い。モノクローナル抗体生成のためのハイブリドーマ細胞株の調製は
、不死化細胞株と目的の抗原に対して感作されたリンパ球を融合することによって得られ
るか、当業者に周知の技法によって行うことができる（例えば、Ｄｏｕｉｌｌａｒｄ　ａ
ｎｄ　Ｈｏｆｆｍａｎ，Ｂａｓｉｃ　Ｆａｃｔｓ　ａｂｏｕｔ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，
ｉｎ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．ＩＩ，ｅｄ．ｂｙ
　Ｓｃｈｗａｒｔｚ，１９８１、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒ
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ｅ　２５６：４９５－４９９，１９７５、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　６：５１１－５１９，１９７６またはより最近の参考文献、Ｓａｍ
ｂｒｏｏｋ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ，３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ＣＳＨＬＰ，ＣＳＨ，ＮＹ，２００１を参照されたい
）。抗体をコードするＤＮＡをインビトロで操作し、リンパ系細胞株に再び導入ことがで
き、こうして、遺伝子操作された抗体の生成が可能になる。過去１０年間で、天然の複雑
なタンパク質の生成に関する一過的哺乳類発現システムの使用が増加しており（Ｓ．Ｇｅ
ｉｓｓｅ，Ｂ．Ｖｏｅｄｉｓｃｈ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，８９９（２０
１２），ｐｐ．２０３－２１９を参照されたい）、効率的なトランスフェクションプロト
コルに関する刊行物及び高密度で増殖する懸濁細胞が利用できることによって後押しされ
ている。一過的発現については、主にＨＥＫ－２９３及びＣＨＯ－Ｋ１細胞株が用いられ
ている。両方の細胞株を懸濁培養に適合させることができ、高細胞密度で合成培地中で増
殖するサブクローンが利用可能である。そのトランスフェクションの容易さ、高発現収率
及び天然のヒトグリコシル化が理由で、ヒト胎児由来腎臓２９３細胞株を使用することが
できる。
【０１０３】
　抗体ならびにｓｃＦｖ及びＦａｂ断片などのそのより小さな形式は、当技術分野で既知
の任意の細胞型において生成することができる。インビトロ翻訳とも称される無細胞タン
パク質合成は、生細胞を用いない翻訳機構を利用することによって、所与の標的タンパク
質の生成を容易にする。無細胞システムは、タンパク質ライブラリーのハイスループット
生成及び選択された標的タンパク質の高収率合成に首尾よく使用されている。特に、直鎖
状のＤＮＡ鋳型の使用は無細胞翻訳システムの容易さ及び速度に寄与し、これは、時間の
かかるクローニングステップがタンパク質生成より前に必要とされないからである。所与
の標的タンパク質の抗体はおよそ１日から２日を要するが、クローニング手順及び細胞形
質転換を含めた細胞ベースの発現は、最大で２週を要し得る。ファージディスプレイ技術
は、抗体断片のインビトロ選択及びインビトロ進化に最も一般に使用される技法である。
【０１０４】
　特異的結合剤としての抗体の代替物は文献に記載されており、特に、アッセイの再現性
及び安定性を向上させるためのそれらの潜在力について本分野で認められている。抗体代
替物の総説は、本明細書に組み込まれるＭｃＬｅｏｄ　ｅｔ　ａｌ　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｓｔ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６によって提供され、アプタマー及びアフィマーが
含まれる。任意のそのような結合剤を、過度の実験なしで本アッセイ及びキットで用いる
ことができる。
【０１０５】
　複合体の存在は、ＥＬＩＳＡ型の手順を使用して評価することができる。米国特許第４
，０１６，０４３号、第４，４２４，２７９号及び第４，０１８，６５３号を参照するこ
とにより分かるように、幅広いイムノアッセイ技法が利用可能である。これらは、非競合
型の単一部位及び２部位または「サンドイッチ」アッセイと従来の競合的結合アッセイの
両方を含む。既知の標識システムの選択及び実施は日常的な実験しか必要としないことを
当業者なら認識するであろう。
【０１０６】
　サンドイッチアッセイは中でも最も有用であり、一般に使用されているアッセイである
。サンドイッチアッセイ技法のいくつかの変形が存在し、すべてが本発明に包含されるこ
とが意図される。手短に言えば、典型的なフォワードアッセイでは、結合剤を固体または
半固体の基材上に固定化し、検査される試料を結合分子と接触させる。結合剤－抗原複合
体を形成させるのに十分な期間にわたる適切なインキュベーション期間後、次いで、検出
可能なシグナルを発生することができるレポーター分子で標識された、抗原特異的な第２
の結合剤を加え、インキュベートし、結合剤－抗原－標識結合剤の別の複合体を形成させ
るのに十分な時間を与える。いかなる未反応物質も洗い流し、検出可能なマーカー（レポ
ーター分子）が発生するシグナルを観察することによって、マーカーの存在を決定する。
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結果は可視シグナルの単純な観察による、定性的なものもしくは定量的なものであり得、
または既知の量のマーカーを含むコントロール試料と比較することによって定量化するこ
とができる。フォワードアッセイの変形としては、試料と標識された結合剤の両方が、結
合した結合剤に同時に加えられる、同時アッセイが挙げられる。容易に明らかになる任意
の軽微な変形を含めて、これらの技法は当業者に周知である。本発明によれば、試料は、
一般に、生体液を含む生体試料であり、最も好都合には、抗凝血薬で処理することができ
る、毛細血管血または静脈血などの全血試料である。
【０１０７】
　典型的なフォワードサンドイッチアッセイでは、マーカーに特異性を有する第１の結合
剤は、固体または半固体の支持体に共有結合的にまたは受動的のいずれかで結合している
。支持体は、典型的にはガラスまたはポリマーであり、最も一般に使用されるポリマーは
、ニトロセルロース、セルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリ
塩化ビニル、ポリプロピレンまたはこれらの混合物もしくは誘導体である。固体支持体は
、チューブ、ビーズ、ディスクもしくはマイクロプレートの形態でもよく、またはイムノ
アッセイを行うのに適した任意の他の表面でもよい。結合方法は当技術分野で周知であり
、一般に、ポリマー－結合剤複合体を固体の表面に架橋結合させる、共有結合させる、ま
たは物理的に吸着させることからなり、次いで、これを検査試料に備えて洗浄する。次い
で、検査される試料の一定分量を固相複合体に加え、十分な期間（例えば、２～４０分、
またはより好都合であれば一晩）にわたって、適切な条件（例えば、２５℃を含めて、室
温～約３７℃）下でインキュベートして、結合剤中に存在する任意のサブユニットを結合
させる。インキュベーション期間に続いて、結合剤サブユニット固相を洗浄し、抗原の一
部に対して特異的な第２の結合剤とともにインキュベートする。第２の結合剤は、抗原へ
の第２の結合剤の結合を示すのに使用される検出可能なマーカーに連結している。
【０１０８】
　代替方法は、標的分子を生体試料中に固定化し、次いで、固定化された標的を、検出可
能なマーカーで標識されていても、されていなくてもよい特異的結合剤に曝露することを
含む。標的の量及び検出可能なマーカーからのシグナルの強度に応じて、結合した標的は
、結合剤で直接標識することによって検出可能であり得る。あるいは、第１の結合剤に特
異的な第２の標識された結合剤を標的－第１の結合剤の複合体に曝露して、標的－第１の
結合剤－第２の結合剤の三次複合体を形成する。複合体は、レポーター分子が発するシグ
ナルで検出される。ビーズベースの方法の著しい改善は、各ライブラリーメンバーのアミ
ノ酸配列の特定を容易にするために、各ビーズを特有の識別子タグ、例えば、オリゴヌク
レオチドまたは電気泳動的タグでタグを付けることを含む。これらの改善されたビーズベ
ースの方法は、国際公開第ＷＯ９３／０６１２１号に記載されている。
【０１０９】
　他の実施形態では、方法は液相方法である。液相イムノアッセイ（例えば、米国特許第
６，６３２，６０３号を参照されたい）の一例では、試料を、マーカーに結合することが
できる薬剤及び視覚的に検出可能な薬剤、例えば、コロイド金または銀標識されたものを
含む検出薬剤と接触させる。検査試料は、マーカーとその標的の間で、存在する場合は結
合物質及び検出物質とともに形成される複合体は通り抜けられないが、所望の標的の非存
在下で複合体が形成されない間は、結合物質及び検出器物質が通り抜けることができる孔
径を有する不溶性の多孔性支持フィルムの定められたゾーンに流すことによって、加える
。標的が検査検体中に存在する場合は、検出物質が標的及び結合物質と結合して、視覚的
に検査することができる複合体を多孔性支持フィルムの表面に形成する。検査試料を多孔
性支持体に加えた後、多孔性支持体の表面を色について視覚的に検査して、アッセイされ
るマーカーの存在及び分量または非存在を決定する。
【０１１０】
　別のアッセイでは、マーカーに結合する磁気抗体が、マーカーにタグを付けるのに使用
され、高Ｔｃ超伝導量子干渉デバイスが、標的タンパク質の量を測定するのに使用される
。リポソームイムノミグレーション、液相競合ストリップイムノアッセイが、例えば、Ｇ
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ｌｏｒｉｏ－Ｐａｕｌｅｔ　ｅｔ　ａｌ　Ｊ　Ａｇｒｉｃ　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ　４８（
５）：１６７８－１６８２，２０００に記載されている。
【０１１１】
　様々な形式のＥＬＩＳＡの実施に関する一般的な形式及びプロトコルが当技術分野で開
示されおり、診断の分野の当業者に知られている。例えば、本明細書に組み込まれる、Ｃ
ｈａｐｔｅｒ　１１　ｏｆ　Ａｕｓｕｂｅｌ（Ｅｄ）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，５ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊｏｈｎ　
Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ，ＮＹ，２００２．、Ｒｕｎｄｓｔｒｏｍ，Ｇ　ｅｔ
　ａｌ．ｄｅｓｃｒｉｂｅ　ｌａｔｅｒａｌ　Ｆｌｏｗ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｕｓ
ｉｎｇ　Ｅｕｒｏｐｉｕｍ（ＩＩＩ）Ｃｈｅｌａｔｅ　Ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　
ａｎｄ　Ｔｉｍｅ－Ｒｅｓｏｌｖｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｅｏｓｉｎ
ｏｐｈｉｌｓ　ａｎｄ　ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ　ｉｎ　Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏｄ．Ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５３，３４２－３４８（２００７）を参照すること
ができる。
【０１１２】
　必要に応じて、血液から単球または赤血球を除くための様々な方法が利用可能である。
いくつかの実施形態では、試料中の単球は、固体または半固体支持体に結合している抗Ｃ
Ｄ１４または他の適切な抗体と試料を接触させることによって除かれる。別の実施形態で
は、試料中の赤血球は、固体または半固体支持体に結合している抗グリコホリンＡ抗体と
試料を接触させることによって除かれる。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、方法の成分の毛細管流動を可能にするまたは容易にする孔径
を有する材料を含むクロマトグラフィーデバイスが提供される。いくつかの実施形態では
、デバイスは、異なる孔径の材料または非多孔性材料を含む部分を含み、該材料は第１の
材料と近接しており、試料を受け取る、または方法の成分を受け取るもしくは保存するよ
うに設計されている。いくつかの実施形態では、クロマトグラフィーデバイスのこれらの
部分は、分離している、近接している、もしくは重複している、または使用時に一体とな
るように設計されている。
【０１１４】
　いくつかの実施形態では、サンプルパッドはクロマトグラフィ－によってデバイスの検
査部に連結されており、検査部は、結合剤、例えば、抗体またはその抗体結合断片、抗原
結合コンストラクト、例えば、アフィマーまたはリガンドまたはそれらの一部を含む。例
示的一実施形態では、対象は哺乳動物であり、検査部が、適切な条件下でＣＤ６４を認識
しこれに結合する、抗体またはアフィマーを含む。例示的一実施形態では、対象は哺乳動
物であり、第２の検査部が、適切な条件下でＮＥなどの好中球特異的マーカーを認識しこ
れに結合する、抗体またはアフィマーを含む。
【０１１５】
　いくつかの実施形態では、サンプルパッドはクロマトグラフィ－によってデバイスの検
査部に連結されており、検査部は、抗体もしくはその抗体結合断片、アフィマー、アプタ
マーまたはリガンドまたはこれらの一部を含む。例示的一実施形態では、対象は哺乳動物
であり、検査部は、適切な条件下で好中球特異的マーカーを認識しこれに結合する抗体を
含む。
【０１１６】
　いくつかの実施形態では、検査される試料のクロマトグラフィ－的に活性な部分が、サ
ンプルパッドから検査部へ移動し、及び検査部を通って移動し、ＮＥ及びＣＤ６４がデバ
イスの検査部またはコントロール部で捕獲され、サンプルパッドから流れる試料の残部は
捕獲されない。いくつかの実施形態では、検査試料の捕獲されない成分は、検査部に対し
て任意の配向で位置する吸収パッド中にクロマトグラフィ－によって採取される。
【０１１７】
　対象試料の成分、例えば、赤血球または特定の白血球は、例えば、適切なメッシュもし



(28) JP 2019-525175 A 2019.9.5

10

20

30

40

50

くは孔径のパッドを選択することによって、及び／またはこれらの成分に結合しこれらの
成分を保持するために、抗体またはレクチンなどの特定の試薬を包含することによって、
サンプルパッド中に保持され得る。例えば、単球は、抗ＣＤ１４抗体を使用して保持され
得る。赤血球を保持する／除去するために、抗グリコホリン抗体を使用することもできる
。
【０１１８】
　いくつかの実施形態では、イムノクロマトグラフィーデバイスの検査部が対象試料中の
ＣＤ６４及び好中球特異的マーカーに一旦曝露されると、方法は、検査部と検出結合剤の
間の結合を可能にすることによって進行する。いくつかの実施形態では、キットの別の部
分に保存される。
【０１１９】
　いくつかの実施形態では、検出マーカーは視覚的に検出可能なレポーター分子を含み、
陽性結果は、イムノクロマトグラフィーデバイスの検査部及び／またはコントロール部で
、本質的に直ちに観察することができる。
【０１２０】
　透過処理用の薬剤及び溶液も白血球細胞の溶解、固定、可溶化を引き起こすことができ
、この用語は、好ましい場合、これらのイベントを包含するように本明細書で広く使用さ
れる。透過処理は、細胞内（内部）の細胞マーカーにアクセスしやすくするために実施さ
れる。
【０１２１】
　細胞の透過処理は、当技術分野で既知の任意の適切な方法によって実施することができ
る。これらの方法としては、限定されないが、界面活性剤（例えば、ＣＨＡＰＳ、コール
酸、デオキシコール酸、ジギトニン、ｎ－ドデシル－βＤ－マルトシド、ラウリル硫酸、
グリコデオキシコール酸、ｎ－ラウロイルサルコシン、サポニン及びトリトンＸ－１００
）への暴露が挙げられる。他の透過処理方法は、膜透過性にするある種のペプチドまたは
毒素の使用を含む。透過処理は、細胞への有機アルコールの添加によって実施することも
できる。適切な透過処理剤及び緩衝液の選択は、必要に応じて、当業者が容易に実施する
ことができる。透過処理は、固定ステップと同時に生じ得る。固定溶液としては、例えば
、Ｃｙｔｏｆｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒｍ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）が挙げられる。
一般に使用される細胞固定剤としては、限定されないが、ホルムアルデヒド、パラホルム
アルデヒド、グルタルアルデヒド、酢酸、ピクリン酸、メタノール、エタノール及びアセ
トンが挙げられる。全血試料に適した例示的固定緩衝液はＰｈｏｓｆｌｏｗ　Ｌｙｓｅ　
／Ｆｉｘ　Ｂｕｆｆｅｒ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）である。固定剤は、表面抗原
と細胞内抗原の両方の検出に使用されている。アルコール及びホルムアルデヒド／パラホ
ルムアルデヒドを含む固定剤もある。例示的固定剤は、米国特許第５，４２２，２７７号
及び米国特許第５，５９７，６８８号に記載されている。
【０１２２】
　他の実施形態では、さらなる検出プロトコル及びデバイス、例えば、当業者に周知であ
ろうものなどを使用して、検出マーカーを検出することができる。例えば、コロイド金属
または金属酸化物粒子またはコロイド非金属粒子または色素または着色ラテックスが都合
よく使用される。
【０１２３】
　実施例１に記載されている初期の実験では、診断ゲートまたはカットオフは、ＣＤ６４
対ＮＮＭの比を評価することによって決定した。
【０１２４】
　一実施形態では、アッセイは、
　（ｉ）場合により、好中球を溶解するまたは可溶化する薬剤と試料を接触させること、
　（ｉｉ）試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６４－結合剤複合体を形成する結合
剤、及び試料中の好中球マーカーに特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体を形
成する第２の結合剤と試料を接触させること、ならびに
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　（ｉｉｉ）ステップ（ｉｉ）由来の各複合体の相対量を測定及び決定して、試料中の好
中球あたりのＣＤ６４の平均量を示すまたは表す修正ＣＤ６４インデックス（ＣＤ６４対
ＮＮＭの比）を得ること
を含む。
【０１２５】
　別の初期の実施形態では、ステップ（ｉｉｉ）由来のＣＤ６４インデックスは、ステッ
プ（ｉｉｉ）で測定された好中球マーカー－結合剤複合体の量によって決定された試料中
の好中球の数に対して補正される。
【０１２６】
　一実施形態では、アッセイは、ＣＤ６４インデックスが、超正常量の好中球ＣＤ６４が
試料中に示されるカットオフレベルを超える場合、新生児の対象を含めた対象を、新生児
敗血症を含めた敗血症を有する、または新生児敗血症を含めた敗血症を発生する危険性が
あるとして診断することをさらに含む。カットオフレベルは、特に対象の年齢に応じて変
更することができる。
【０１２７】
　一実施形態では、ステップ（ｉｉｉ）由来のＣＤ６４インデックスは、ステップ（ｉｉ
ｉ）で測定された好中球マーカー－結合剤複合体の量によって決定された試料中の好中球
の数と比較されるか、この数に対してプロットされ、カットオフｎＣＤ６４インデックス
は、試料中の好中球の数に対して補正される。図４Ｃに示すように、健常ドナーにおいて
、全ＣＤ６４と好中球数の間に強い相関がある。しかし、低好中球数の試料では、発現し
ているＣＤ４６の全量は、実際にはより高い。これは、驚いたことに、敗血症または敗血
症の危険性を示すカットオフｎＣＤ４比は、精度を高めるためには、一定の値である必要
はないが、代わりに、試料中の好中球の総数（例えば、細胞／体積として表される好中球
）に対して個別的に補正される必要があることを意味する。インデックスの値が好中球数
の関数であり得るので、より高い精度は、カットオフを調整することによって得られ、こ
れは、別の参照方法がない場合のようにフローサイトメトリー単独で使用する場合は不可
能であり、フローサイトメトリーによって絶対的な好中球数を得る方法はない。一実施形
態では、好中球数の任意の所与の値についてカットオフ値を設定するために、単純なアル
ゴリズムが組み込まれるか、リーダー機器を介して利用可能である。例えば、一実施形態
では、カットオフ値は、図３Ｂに示すように、ＣＤ６４／ＮＥ比に対する最良適合線の９
５％信頼区間を超える。これは、図５で図示される。
【０１２８】
　一実施形態では、結合剤は支持体上に固定化される。適切な支持体は、本明細書に記載
のように当技術分野で周知である。
【０１２９】
　いくつかの実施形態では、アッセイが実施され、ここで、ステップ（ｉｉ）において、
イムノクロマトグラフィーデバイスまたはマイクロ流体デバイスの試料部に試料を加える
ことによって、試料をステップ（ｉｉ）の結合剤と接触させ、ここで、デバイスの試料部
は、デバイスの間隔をおいて配置された捕獲部に作動可能に連結され、これによって、試
料の成分がデバイスの試料部からデバイスの捕獲部へ流れ、及びデバイスの捕獲部を通っ
て流れ、ここで、１つの捕獲部が、試料中のＣＤ６４に特異的に結合する結合剤を含み、
その結果、ＣＤ６４が結合剤によって捕獲されて、捕獲部で結合剤－ＣＤ６４複合体が形
成され、第２の捕獲部が、試料中の好中球マーカーに特異的に結合する結合剤を含み、そ
の結果、好中球マーカーまたはその結合部分が結合剤に捕獲されて、捕獲部で結合剤－好
中球マーカー複合体が形成される。
【０１３０】
　一実施形態では、ＣＤ６４複合体及び好中球－マーカー結合剤複合体の量は、ＣＤ６４
または好中球マーカーにそれぞれ結合し、視覚的にまたは蛍光測定を含めた光度計測的に
（リーダー機器によって）定量化することができる検出可能なシグナルを直接的または間
接的に発生する結合剤、例えば、抗体または抗原結合性断片を使用して検出される。
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【０１３１】
　本実施形態に関連して、検出可能なシグナルを発生する、検出可能なマーカーまたは検
出可能なマーカーを含むマイクロ粒子に結合剤をコンジュゲートすることができる。例示
的粒子及び方法は、Ｒｕｎｄｓｔｒｏｍ，Ｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｌａｔｅｒａｌ　Ｆｌｏｗ　
Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｕｓｉｎｇ　Ｅｕｒｏｐｉｕｍ（ＩＩＩ）Ｃｈｅｌａｔｅ　Ｍ
ｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ａｎｄ　Ｔｉｍｅ－Ｒｅｓｏｌｖｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｃｅ　ｆｏｒ　Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ　ａｎｄ　Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ　ｉｎ　
Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏｄ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５３，３４２－３４
８（２００７）に記載されている。
【０１３２】
　一実施形態では、捕獲部は検査ラインである。
【０１３３】
　一実施形態では、視覚的または光度計測的／機器計算されたＣＤ６４検査ライン由来シ
グナルと視覚的または光度計測的／機器計算された好中球マーカー検査ライン由来シグナ
ルとの比は、試料中の好中球あたりのＣＤ６４の量を示す修正好中球ＣＤ６４インデック
スを提供する。
【０１３４】
　イムノクロマトグラフィー検査キットは明確に意図され、本明細書の別の態様は、（ｉ
）試料部に作動可能に連結された多孔性膜、２つ以上の捕獲（検査）部、及び場合により
、以下；コンジュゲート（検出マーカー）部、吸着部、適切なコントロール部及び細胞溶
解または可溶化部の１つまたは複数を含むクロマトグラフィーデバイス、ならびに（ｉｉ
）試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６４－結合剤複合体を形成する結合剤、及び
試料中の好中球マーカー（ＮＮＭ）に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体を
形成する第２の結合剤（ここで、結合剤は別々の捕獲部に固定化される、及び／またはコ
ンジュゲート部内に含まれる）、ならびに（ｉｉｉ）場合により、修正好中球ＣＤ６４イ
ンデックス及び／または敗血症の評価を決定するためにデバイスを使用するための指示書
を含むキットを提供する。
【０１３５】
　一実施形態では、キットは、リバースまたはラテラルフローイムノクロマトグラフィー
形式に適する。
【０１３６】
　一実施形態では、結合剤は、抗体またはその抗原結合性断片もしくは誘導体、リガンド
またはその受容体結合部分、あるいは抗原結合コンストラクト、例えばアフィマーである
。
【０１３７】
　例示的結合剤としては、１つまたは複数のエピトープ結合ドメインに連結しているタン
パク質スキャフォールドを含む抗原結合コンストラクトが挙げられ、ここで、抗原結合コ
ンストラクトは少なくとも２つの抗原結合部位を有し、それらの少なくとも１つはエピト
ープ結合ドメイン由来であり、それらの少なくとも１つは対になったＶＨ／ＶＬドメイン
由来である。
【０１３８】
　一実施形態では、好中球特異的マーカーは、好中球エラスターゼ、ラクトフェリン、ミ
エロペルオキシダーゼ及びヒト好中球リポカリンを含む群、または好中球におけるその量
が好中球細胞数と有効に相関する同等の細胞マーカーから選択される。
【０１３９】
　一実施形態では、好中球特異的マーカーは、好中球エラスターゼ、ラクトフェリン及び
ヒト好中球リポカリンを含む群、または好中球におけるその量が好中球細胞数と有効に相
関する同等の細胞マーカーから選択される。
【０１４０】
　好中球数の正確な指標として働くためのマーカーに必要とされる線形または再現できる
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非線形相関のレベルは、用いられるマーカー及びアッセイによって変動する。一般に、約
７０％以上の相関が有効である。７１％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６％、７
７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８
７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９
７％、９８％または９９％のレベルが意図される。
【０１４１】
　実施例２に例示するように、本明細書は、ＮＮＭが、好中球数との強い絶対相関なしで
、好中球の数について有用な補正を提供できることを教示する。これは、ＮＮＭの有用性
が、好中球数に十分に相関していることに必ずしも依存しているではなく、むしろ、好中
球ＣＤ６４レベルと相関していること、及び好中球数と関連していることに依存している
からである。
【０１４２】
　したがって、いくつかの実施形態では、ＮＮＭバイオマーカーは約７０％未満の好中球
数と正の相関を有し得るが、約７０％以上の好中球特異的ＣＤ６４との相関を有し得、こ
れは有効である。
【０１４３】
　「約」は、参照の測定値、分量、レベル、活性、値、数、頻度、パーセンテージ、寸法
、サイズ、量、重量または長さに対して１０、９、８、７、６、５、４、３、２または１
％程度変動する、測定値、分量、レベル、活性、値、数、頻度、パーセンテージ、寸法、
サイズ、量、重量または長さを意味する。
【０１４４】
　本明細書の各実施形態は、別段明確に記載がない限り、他のすべての実施形態に必要な
変更を加えて適用される。
【０１４５】
　一実施形態では、本明細書は、修正好中球ＣＤ６４インデックスを決定するための、対
象から得られた全血試料または赤血球、単球及びマクロファージの１つもしくは複数が実
質的に除かれた全血試料料に関して実施されるポイントオブケア用途に適したイムノアッ
セイを可能にする。
【０１４６】
　本明細書で使用する場合、フレーズ「実質的に除かれた」は、細胞、例えば、単球及び
マクロファージを、少なくとも７０％、７１％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６
％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６
％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％または９９％含んでいないことを意味する。
【０１４７】
　いくつかの実施形態では、対象はヒトであり、新生児のヒトを含む。しかし、本発明は
、霊長類、家畜動物、実験試験動物、伴侶動物及び鳥類ならびに非哺乳動物、例えば爬虫
類に及ぶ。したがって、アッセイは、ヒト、家畜、獣医学及び野生生物の療法及び診断に
適用性がある。
【０１４８】
　全血は、本質的に、対象由来の未処理の血液試料を指し、一般に、血液が静脈採取によ
って得られる場合、抗凝血薬が加えられており、またはこれは、血液がフィンガープリッ
クまたはフィンガースティック採取によって得られ、ポイントオブケアで遅延なく使用さ
れる場合は、省略してもしなくてもよい。
【０１４９】
　特に実施例１及び図１～６に記載されているアッセイ及びキットの実施形態を記載する
番号付けした条項も以下のように提供する。
【０１５０】
　１．修正好中球ＣＤ６４インデックスを決定するための、対象から得られた全血試料ま
たは赤血球、単球及びマクロファージの１つもしくは複数が実質的に除かれた全血試料料
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に関して実施されるポイントオブケア用途に適したイムノアッセイであって、
　（ｉｉ）場合により、好中球を溶解するまたは可溶化する薬剤と前記試料を接触させる
こと、
　（ｉｉｉ）前記試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６４－結合剤複合体を形成す
る結合剤、及び前記試料中の好中球マーカーに特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤
複合体を形成する第２の結合剤と前記試料を接触させること、ならびに
　（ｉＶ）ステップ（ｉｉ）由来の各複合体の相対量を測定及び決定して、前記試料中の
好中球あたりのＣＤ６４の平均量を示す修正ＣＤ６４インデックス（比）を得ること
含む、前記アッセイ。
【０１５１】
　２．前記ＣＤ６４インデックスが、前記試料中の超正常量の好中球ＣＤ６４を示すカッ
トオフレベルを超える場合、超正常量の好中球ＣＤ６４を有するとして前記対象を診断す
ることをさらに含み、前記カットオフレベルが、ステップ（ｉｉｉ）で測定された前記好
中球マーカー－結合剤複合体の量の関数として決定される、条項１に記載のアッセイ。
【０１５２】
　３．前記ＣＤ６４インデックスが、前記試料中の超正常量の好中球ＣＤ６４を示すカッ
トオフレベルを超える場合、敗血症を有するまたは敗血症を発生する危険性を有するとし
て前記対象を診断することをさらに含み、前記カットオフレベルが、ステップ（ｉｉｉ）
で測定された前記好中球マーカー－結合剤複合体の量の関数として決定される、条項１に
記載のアッセイ。
【０１５３】
　４．前記ＣＤ６４インデックスがステップ（ｉｉｉ）で測定された好中球マーカー－結
合剤複合体の量によって決定された前記試料中の好中球の数に対して補正される、条項１
に記載のアッセイ。
【０１５４】
　５．酵素結合免疫吸着（ＥＬＩＳＡ）型、フローサイトメトリーまたはイムノクロマト
グラフィー方法である、条項１～４のいずれか一項に記載のアッセイ。
【０１５５】
　６．前記結合剤が、抗体またはその抗原結合性断片、抗原結合コンストラクト、例えば
、アフィマーまたはリガンドまたはそれらの結合部分である、条項１～５のいずれか一項
に記載のアッセイ。
【０１５６】
　７．酵素結合免疫吸着（ＥＬＩＳＡ）型またはクロマトグラフィー方法であり、前記結
合剤が支持体上に固定化される、条項５または６に記載のアッセイ。
【０１５７】
　８．ステップ（ｉｉ）において、イムノクロマトグラフィーデバイスの試料部に前記試
料を加えることによって、前記試料をステップ（ｉｉ）の前記結合剤と接触させ、ここで
、前記デバイスの試料部が、前記デバイスの間隔をおいて配置された捕獲部に作動可能に
連結され、これによって、前記試料の成分が前記デバイスの試料部から前記デバイスの捕
獲部へ流れ、及び前記デバイスの捕獲部を通って流れ、ここで、１つの捕獲部が、前記試
料中のＣＤ６４に特異的に結合する結合剤を含み、その結果、前記ＣＤ６４が前記結合剤
によって捕獲されて、前記捕獲部で結合剤－ＣＤ６４複合体が形成され、第２の捕獲部が
、前記試料中の好中球に特異的に結合する結合剤を含み、その結果、前記好中球またはそ
の結合部分が前記結合剤に捕獲されて、前記捕獲部で結合剤－好中球マーカー複合体が形
成される、条項１～７のいずれか一項に記載のアッセイ。
【０１５８】
　９．ＣＤ６４複合体の量及び好中球－マーカー結合剤複合体の量が、ＣＤ６４または前
記好中球マーカーにそれぞれ結合し、視覚的にまたは蛍光測定を含めた光度計測的に（リ
ーダー機器によって）定量化することができる検出可能なシグナルを直接的または間接的
に発生する結合剤、例えば、抗体もしくは抗原結合性断片、リガンドまたはアフィマーを
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使用して検出される、条項１～８のいずれか一項に記載のアッセイ。
【０１５９】
　１０．前記結合剤が、検出可能なシグナルを発生する、検出可能なマーカーまたは検出
可能なマーカーを含むマイクロ粒子にコンジュゲートしている、条項９に記載のアッセイ
。
【０１６０】
　１１．前記捕獲部が検査ラインである、条項８～１０のいずれか一項に記載のアッセイ
。
【０１６１】
　１２．視覚的または光度計測的に計算された、ＣＤ６４検査ライン由来のシグナルと視
覚的または光度計測的に計算された、好中球マーカー検査ライン由来のシグナルの比が、
前記試料中の好中球あたりのＣＤ６４の量を示す前記修正好中球ＣＤ６４インデックスを
提供する、条項１１に記載のアッセイ。
【０１６２】
　１３．前記好中球特異的マーカーが、好中球エラスターゼ、ラクトフェリン及びヒト好
中球リポカリンを含む群、または好中球におけるその量が好中球細胞数と相関する同等の
細胞マーカーから選択される、条項１～１２のいずれか一項に記載のアッセイ。
【０１６３】
　１４．単球及びマクロファージが、例えば赤血球凝集によって実質的に除かれる、条項
１～１２のいずれか一項に記載のアッセイ。
【０１６４】
　１５．（ｉ）試料部に作動可能に連結された多孔性膜、２つ以上の捕獲（検査）部、及
び場合により、以下；コンジュゲート（検出マーカー）部、吸着部、適切なコントロール
部及び細胞溶解または可溶化部の１つまたは複数を含むクロマトグラフィーデバイス、な
らびに（ｉｉ）前記試料中のＣＤ６４に特異的に結合し、ＣＤ６４－結合剤複合体を形成
する結合剤、及び前記試料中の好中球に特異的に結合し、好中球マーカー－結合剤複合体
を形成する第２の結合剤（ここで、前記結合剤は別々の捕獲部に固定化される、及び／ま
たはコンジュゲート部内に含まれる）、ならびに（ｉｉｉ）場合により、修正好中球ＣＤ
６４インデックス及び／または敗血症の評価を決定するために前記デバイスを使用するた
めの指示書を含む、キット。
【０１６５】
　１６．リバースまたはラテラルフローイムノグラフィー形式に適した、条項１４に記載
のキット。
【０１６６】
　１７．前記結合剤が抗原結合コンストラクト、例えば、アフィマー、リガンドまたは抗
体もしくはその抗原結合性断片である、条項１４または１５に記載のキット。
【０１６７】
　１８．前記結合剤がアフィマーである、条項１７に記載のキット。
【０１６８】
　１９．前記好中球特異的マーカーが、好中球エラスターゼ、ラクトフェリン及びヒト好
中球リポカリンを含む群、または好中球におけるその量が好中球細胞数と相関する同等の
細胞マーカーから選択される、条項１４～１７のいずれか一項に記載のキット。
【０１６９】
　２０．条項１～１のいずれか一項に記載のアッセイで使用するための、条項１５～１９
のいずれか一項に記載のキット。
【０１７０】
　以下のキット／試薬は、本明細書に記載のアッセイの開発で使用する試薬の例示である
。
使用するＥＬＩＳＡキット：
商品銘柄：Ｈｕｍａｎ　ＦＣＧＲ１Ａ／ＣＤ６４キット
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カタログ番号：ＬＳ－Ｆ４７９５
企業名：ＬＳ　Ｂｉｏ
商品銘柄：ＰＭＮ　Ｅｌａｓｔａｓｅ　Ｈｕｍａｎ　ＥＬＩＳＡキット
カタログ番号：ａｂ１１９５５３
企業名：Ａｂｃａｍ
使用する抗体及び組換えタンパク質：
商品銘柄：好中球エラスターゼ、組換えタンパク質
カタログ番号：ＭＢＳ９５７７１５
企業名：ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ
商品銘柄：Ｓｕｐｐｌｙヒト好中球エラスターゼ
カタログ番号：ＩＮＨＥ
企業名：Ｃａｒｄｉｎａｌ　Ｂｉｏｒｅｓｅａｒｃｈ
商品銘柄：抗好中球エラスターゼ抗体マウスモノクローナル
カタログ番号：ａｂ４１１７９
企業名：Ａｂｃａｍ
商品銘柄：抗好中球エラスターゼ抗体ウサギポリクローナル
カタログ番号：ａｂ１２６１５４
企業名：Ａｂｃａｍ
商品銘柄：抗好中球エラスターゼ抗体（ビオチン）
カタログ番号：ａｂ７９９６２
企業名：Ａｂｃａｍ
商品銘柄：組換えヒトＣＤ６４
カタログ番号：１２５７－ＦＣ
企業名：Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
商品銘柄：抗ＣＤ６４抗体［１０．１］（ビオチン）
カタログ番号：ａｂ２７９２８
企業名：Ａｂｃａｍ
商品銘柄：抗ＣＤ６４抗体ウサギポリクローナル
カタログ番号：ａｂ９５２４４
企業名：Ａｂｃａｍ
商品銘柄：抗ＣＤ６４抗体［３Ｄ３］マウスモノクローナル
カタログ番号：ａｂ１４０７７９
【０１７１】
　キット、ステップ及びアッセイの実施形態は、以下の例示的実施例を用いてさらに確認
される。
【０１７２】
実施例１
　ポイントオブケア（ＰＯＣ）に有用な、フローサイトメトリーベースの好中球活性化ア
ッセイの代替法の開発。ＣＤ６４対ＮＮＭの比を使用する、イムノアッセイカットオフの
評価。
【０１７３】
　好中球活性化（ｎＣＤ６４ｉ）を測定するためのＰＯＣ検査は大きな臨床的有用性を有
するであろうことを認識したので、ＰＯＣにおける測定に単独で適しているマーカーの組
み合わせに対するアルゴリズム及び値を使用して、フローサイトメトリーｎＣＤ６４ｉ値
の類似物また均等物の測定を可能にすると思われる新規方法を本明細書に記載のように考
案した。
【０１７４】
　いくつかの点で、本アプローチは、ＣＤ４Ｔ細胞を測定するためのラテラルフロー、Ｐ
ＯＣ検査の開発（米国特許第８，４０９，８１８号及び他のテリトリー）における本発明
者らの何人かの経験を利用する。
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【０１７５】
　ＣＤ４　ＰＯＣ検査についての本発明者らの経験から、細胞あたりのＣＤ４の量は一定
であり、したがって、ＣＤ４の量はＣＤ４Ｔ細胞の数に正比例することが分かった。これ
に対して、好中球のＣＤ６４の量は可変性（敗血症で上昇する）であり、フローサイトメ
トリーによって測定したｎＣＤ６４ｉ値は、好中球あたりのタンパク質ＣＤ６４タンパク
質の平均量を表す（これは、平均蛍光インデックスとして表されることもある）。したが
って、ｎＣＤ６４ｉを数値分数（単球及びマクロファージが除かれた血液中の全ＣＤ４）
／（好中球の総数）またはＣＤ６４／好中球として表すことができる。フローサイトメー
ターでは、これはそれぞれの個々の細胞に対する蛍光強度として測定され、次いで、サン
プリングされた好中球の全数（典型的には、５０，０００細胞または１００，０００細胞
）について平均化される。
【０１７６】
　本発明者（ら）は、例えば、ＣＤ４検査の実施例で示される同じ方法を使用して、単球
及びマクロファージを除去した後に、全血中のＣＤ６４の全量を測定することができるな
らば、それが、ＣＤ６４／好中球画分の分数の分子を与えるであろうと予測した。ＣＤ６
４のこの測定は、単純な実験室施設しか使用しない酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ
型アッセイはめったに酵素を使用しないが、依然としてＥＬＩＳＡと呼ばれる）などの方
法によって、またはより好ましくは、Ｖｉｓｉｔｅｃｔ　ＣＤ４Ｔ細胞検査のＣＤ４Ｔ細
胞の実施例に従うラテラルフローイムノクロマトグラフィーなどのＰＯＣ方法によって、
達成することができる。
【０１７７】
　本発明者（ら）は、ＣＤ６４／好中球画分の分数の分母を表す好中球の数を、各好中球
について一定のレベルまたは予測可能なレベルの発現を示すタンパク質（その結果、その
ようなタンパク質の量が好中球の数に比例する）に基づいて、ＣＤ４Ｔ細胞検査と同じ方
法を使用して測定することができることをさらに認識した。一例として、好中球特異的タ
ンパク質の好中球エラスターゼ（ＮＥ）を測定することができるが、中でも、ラクトフェ
リン及びミエロペルオキシダーゼなどの他のタンパク質を使用することもできる。好酸球
とともに好中球を検出する及び数え上げるための例示的ラテラルフロー方法及びラジオイ
ムノアッセイ方法は文献に報告されており、これは、タンパク質の好酸球タンパク質Ｘ（
ＥＰＸ）及びヒト好中球リポカリン（ＨＮＬ）を使用し、従来の細胞計数方法と許容可能
なレベルの一致を示す（Ｒｕｎｄｓｔｒｏｍ，Ｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｌａｔｅｒａｌ　Ｆｌｏ
ｗ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｕｓｉｎｇ　Ｅｕｒｏｐｉｕｍ（ＩＩＩ）Ｃｈｅｌａｔｅ
　Ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ａｎｄ　Ｔｉｍｅ－Ｒｅｓｏｌｖｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅ
ｓｃｅｎｃｅ　ｆｏｒ　Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ　ａｎｄ　Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ　ｉ
ｎ　Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏｄ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５３，３４２－
３４８（２００７））。
【０１７８】
　ＮＥを検出するための従来技術の方法は血漿または細胞培養で使用され、この場合、こ
れらの方法は、好中球の脱顆粒の結果放出されたＮＥを検出する。これに対して、本アッ
セイでは、全ＮＥが、内部のインタクトな好中球を含む全血で測定される。血漿中の量は
はるかに低く、細胞内の量と比較して本質的に重要でない。
【０１７９】
　ＮＥはそれ自体で敗血症のマーカーとして考えられているが、血漿／血清の量だけであ
り、これは、全血の量が代わりに好中球数のマーカーとして働くからである。ＮＥは感染
に応じて放出されるが、放出とターンオーバーの間のバランスは、敗血症のマーカーとし
て有用なものにするにはあまりにも可変的でありすぎると考えられる。
【０１８０】
　したがって、全血中の好中球ＣＤ６４の全量と好中球の絶対数（例えば、マーカーとし
て好中球エラスターゼを使用する）の両方の平行測定（同じアッセイで同時に実施する）
のために、ラテラルフローイムノクロマトグラフィーイムノアッセイなどのイムノアッセ
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イを使用して、ＣＤ６４／ＮＥの簡単な算術的な分数を得ることができ、これが、ｎＣＤ
６４インデックス（ｎＣＤ６４比とも呼ばれる）というポイントオブケア（ＰＯＣ）フレ
ンドリーな代替の測定値を提供するであろうことが予測された。ＣＤ４Ｔ－細胞数を数え
上げるための検査（Ｖｉｓｉｔｅｃｔ　ＣＤ４）及び本明細書に記載されるＰＯＣフレン
ドリーなｎＣＤ６４ｉ検査（ＳｅｐｓｉＴｅｓｔと呼ぶこともできる）の原理を図３に示
す。
【０１８１】
　ｎＣＤ６４インデックスの代替の測定値としてＣＤ６４／ＮＥの簡単な算術的な分数を
得ることができる予測を試験するために、ＥＬＩＳＡを使用して、健常ボランティア由来
の全血中の好中球エラスターゼ（ＮＥ）及びＣＤ６４の全量を測定した。これらの初期の
実験（図４）については、単球及びマクロファージの総数が好中球の数よりもはるかに小
さく、そのため、これらの細胞の効果が問題になるとは予想されないので、単球及びマク
ロファージを最初に除去しなかったが、最終的な検査では、単球及びマクロファージが、
実質的に／場合により、除かれることが予想される。
【０１８２】
　ＥＬＩＳＡを使用する実験データ（図４を参照されたい）は、健常ドナーにおいて好中
球特異的タンパク質、好中球エラスターゼ（ＮＥ）の全量と好中球（顆粒球）数との間の
強い相関を示す（図４Ａ、ｐ＝０．０００２、Ｒ２＝０．８９６）。
【０１８３】
　同様に、健常ドナーにおいて全ＣＤ６４と好中球（顆粒球）数との間に強い相関がある
（図４Ｃ、ｐ＝０．０００３、Ｒ２＝０．９１５）。しかし、健常個体における細胞あた
りのＣＤ６４の量は一定ではないが、代わりに、好中球／顆粒球の総数の影響を受けると
いう驚くべき観察が行われた。すなわち、（好中球減少症のレベルに近づく）低レベルの
好中球を有する試料では、ＣＤ６４の全量は実際にはより高く、これは、これらの健常個
体においてでさえ、細胞あたりのＣＤ６４のより高い量を示すものである。本発明者らが
知る限り、これは以前に観察されていない。
【０１８４】
　したがって、ＣＤ６４とＮＥの比は、図４Ｂに示すｎＣＤ６４インデックスを提供する
。ＣＤ６４の相対量は、より低い総好中球数を有する試料において、より高いので、ｎＣ
Ｄ６４インデックスに対する計算値において、低好中球数の試料に対するより高いｎＣＤ
６４ｉ値と同様の関係がみられる（Ｒ２＝０．８６１）。この新規な観察は、ＣＤ６４の
発現に基づくより有効な敗血症検査の開発において、強い臨床的意義を有する可能性があ
り、これは、この観察が、ｎＣＤ６４ｉに対するカットオフ比が、Ｌｅｕｋｏ６４フロー
サイトメトリーキットで推奨されるように一定の値である必要はないが、各実験室で個々
に最適化する必要があることを示唆するからである［Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ－
Ｔｒｉｌｌｉｕｍ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＬＬＣの名目の米国特許公開第２０１３／
０２３０８６７号を参照されたい－このキットは、ＣＤ６４（ＦＩＴＣコンジュゲート化
）及びＣＤ１６３（フィコエリトリンコンジュゲート化）に特異性を有する３種のモノク
ローナル抗体のカクテル、ならびに機器のキャリブレーションならびにヒト血中白血球に
おける白血球ＣＤ６４及びＣＤ１６３の発現の標準化に使用される専売の蛍光ビーズ懸濁
液を含む。このキットは、赤血球溶解溶液濃縮物も含む］。
【０１８５】
　むしろ、カットオフは、本発明の各試料中の総好中球数に応じて、可変値であるべきで
ある。当技術分野で周知の方法を使用して、好中球数の任意の所与の値についてカットオ
フ値を設定するためにアルゴリズムを構築することができ、例えば、図３Ｂに示すＣＤ６
４／ＮＥ比に対する最良適合線の９５％信頼区間を超えるようにカットオフを設定する。
この計算の例を図５に示し、この場合、ｎＣＤ６４インデックスは、単球を除いた後の健
常コントロール試料のより大きなセットについて計算され、（好中球数を表す）様々な量
のＮＥで推定されたｎＣＤ６４インデックスに対する下限及び上限９５％信頼区間を赤色
の点線として示す。上限の例示的９５％信頼区間よりも高いｎＣＤ６４ｉの任意の値は、
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したがって、敗血症を表すことについて高い疑いがあると思われる。
【０１８６】
　いくつかの実施形態では、カットオフは約９０％から９９％の間の任意の値より上に設
定される。カットオフの選択は、拡大された臨床研究及び受信者動作特性（ＲＯＣ）分析
によって決定されると思われる。
【０１８７】
　好中球濃度に応じた、観察されるＣＤ６４レベルの変動に照らして、カットオフ値を補
正することは、当技術分野で既知の様々なアプローチによって行うことができる。一実施
形態では、補正因子が、例えば、それを片対数比にするか、または好中球数の逆数をそれ
に乗じることによって、ＣＤ６４インデックスに適用される。あるいは、カットオフ数値
は、同じ効果を有するように調整される。
【０１８８】
　ＣＤ６４及びＮＥに対する個々のＥＬＩＳＡアッセイをラテラルフローイムノアッセイ
などのＰＯＣ検査に変換する方法は、当技術分野で周知であり、Ｒｕｎｄｓｔｒｏｍ　ｅ
ｔ　ａｌ（Ｒｕｎｄｓｔｒｏｍ，Ｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｌａｔｅｒａｌ　Ｆｌｏｗ　Ｉｍｍｕ
ｎｏａｓｓａｙ　Ｕｓｉｎｇ　Ｅｕｒｏｐｉｕｍ（ＩＩＩ）Ｃｈｅｌａｔｅ　Ｍｉｃｒｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ａｎｄ　Ｔｉｍｅ－Ｒｅｓｏｌｖｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
　ｆｏｒ　Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓ　ａｎｄ　Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ　ｉｎ　Ｗｈｏｌ
ｅ　Ｂｌｏｏｄ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５３，３４２－３４８（２０
０７））によって記載されているＶｉｓｉｔｅｃｔ　ＣＤ４検査及び好中球／好酸球検査
は、その全体が本明細書に組み込まれる適切な実施例である。
【０１８９】
　ｎＣＤ６４インデックスを計算する目的でラテラルフローイムノクロマトグラフィーま
たは他のＰＯＣ方法を使用するために、図６に概略的に示すもののような単純な装置が有
効であろうと予測される。この予測的実施例では、検査は、Ｖｉｓｉｔｅｃｔ　ＣＤ４Ｔ
細胞検査と同様の形式を、その検査に組み込まれている赤血球、単球及びマクロファージ
の実質的な除去方法を含めて、有するであろう。しかし、ＣＤ４の検査ライン及び３５０
個のＣＤ４Ｔ細胞のカットオフを表す参照ラインの代わりに、一実施形態では、２つの検
査ラインが存在し、１つはＣＤ６４の量を測定し、もう１つはＮＥまたは他の好中球特異
的マーカーの量を測定する。カットオフを決定するために、次いで、２つのラインの測定
強度間の算術比が、目視検査またはＡｘｘｉｎ　ＡＸ－２機器などのリーダー機器（例え
ば、その全体が参照により組み込まれる米国公開第２０１３／０１６２９８１号を参照さ
れたい）のいずれかによって計算され、個々の試料に対するカットオフが、ＮＥまたは他
の好中球特異的マーカーの測定量から計算されるであろう。次いで、測定したｎＣＤ６４
ｉが、健常試料についての上限９５％信頼区間などの本発明のＮＥ依存的カットオフと比
較され、「敗血症の可能性が高い」または「敗血症の可能性が低い」ことについての判定
が報告されるであろう。
【０１９０】
実施例２
　さらなる開発を記載し、特に、全ＣＤ６４及び全ＮＮＭレベル（すなわち、内部及び外
部のレベル）の有用性及び敗血症の診断における異なるカットオフの決定を記載する。
【０１９１】
　（図４Ｃ）では、ＮＥ（ＥＬＩＳＡによって測定したｎＣＤ６４ｉ）と比較したＣＤ６
４の量が、より低い好中球／顆粒球数を有する試料においてより高かったことを図示し、
これは、敗血症の診断におけるＣＤ６４の使用を向上させるために、ＮＥ値の関数として
のＣＤ６４ｉに対する可変性カットオフを必要とすることを新規に示唆する（図５も参照
されたい）。特に、その実験の結果は、磁気ビーズを使用して単球／マクロファージが除
かれた全血を使用して得られた。
【０１９２】
　さらなる研究では、これらの観察を広げ、単球／マクロファージを除くことがない、全
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血由来のＮＥ及びＣＤ６４の値の使用のみを必要とする単純化した方法を記載する。単球
／マクロファージを除くことは、特に、単球／マクロファージＣＤ６４の相対的寄与が、
より高いＮＥの値を有する試料よりも高いと思われる低い値のＮＥを有する試料、例えば
、全血において約１．０μｇ／ｍｌ　ＮＥ未満または約０．５μｇ／ｍｌ　ＮＥ未満のＮ
Ｅ値を有する患者試料に対する任意のステップである。
【０１９３】
　改良法では、ｎＣＤ６４ｉ（好中球あたりのＣＤ６４）を計算し、その数をＮＥの絶対
値と比較するのではなく（図５）、ＣＤ６４の絶対値をＮＥの絶対値との比較に使用する
。すなわち、この方法は、実施例１に記載されている研究に由来するが、システムへのさ
らなる洞察を提供し、幅広いイムノアッセイのおける高感度の診断としてＣＤ６４及びＮ
ＮＭを一緒に使用するためのさらなるストラテジーを提供する。ＮＮＭの量を好中球／顆
粒球絶対数と関連させるのではなく、健常対象におけるＣＤ６４とＮＮＭの間の密接な相
関を使用して、ＮＮＭの任意の所与のレベルについてＣＤ６４の閾値「健常」レベルを定
める。
【０１９４】
　図７は、健常対象（ｎ＝３０）に関する全血におけるＮＥ及びＣＤ６４に対するＥＬＩ
ＳＡの結果を示し、健常対象において、全血中のＣＤ６４の全量が全血中のＮＥの全量と
密接に相関している（Ｒ２＝０．７４）ことを示す。これは、好中球／顆粒球数とのＮＥ
の相関を反映する可能性があるが、本発明者らのアッセイの目的では、ＮＥと好中球／顆
粒球数のこの相関は必要ではなく、ＮＥ濃度それ自体（または、ＮＥの代わりになり得る
他の好中球数マーカー（ＮＮＭ））が重要である。既知の技術と比較して新規であるが、
図４Ｃの本発明者らの観察と一致して、ＣＤ６４のレベルは、ＮＥが約５μｇ／ｍｌに達
した時にプラトーに達し、これは、ＮＥレベル（及び、おそらく好中球数）が正常値のよ
り高い範囲中にある、または健常対象における正常値を超えて上昇している場合にＣＤ６
４の発現を制限し得るフィードバック機構を示唆するものである。この図から、敗血症患
者はそれぞれの患者の試料中に存在するＮＥの量と比較して上昇したレベルのＣＤ６４を
有するであろうこと、及び健常試料の平均＋２標準偏差というＣＤ６４に対する推定的な
カットオフ（２０９ｎｇ／ｍｌ）が、平均またはより高いレベルのＮＥを有する試料につ
いて意図され得ることが予測される。
【０１９５】
　図８は、敗血症患者（赤色のマーカー、ｎ＝１１）に関する全血中のＮＥ及びＣＤ６４
に対するＥＬＩＳＡの結果を、図７に示す健常対象（青色のマーカー）とともに示す。実
際に、９／１１の敗血症患者が、平均＋２ＳＤを超える、非常に上昇したレベルのＣＤ６
４を有することが見られる。しかし、予想外に、６／１１の敗血症患者は、健常対象の平
均＋３Ｄ（１７．６μｇ／ｍｌ）より高いＮＥレベルを有することも分かり、これは、敗
血症について、ＮＥレベルに基づくさらなるカットオフを示唆するものである。このさら
なるＮＥカットオフは、２０９ｎｇ／ｍｌのＣＤ６４カットオフの直下にあったさらなる
試料を明確に特定する。
【０１９６】
　図９は、同じ結果を示すが、ＣＤ６４について平均＋２ＳＤ及びＮＥについて平均＋３
ＳＤに基づくカットオフに従う、敗血症患者試料の４つの異なる分類を強調する。これら
の判断基準によって、１人の患者はＮＥについてのみ陽性であり、５人の患者はＮＥとＣ
Ｄ６４の両方について陽性であり、４人の患者はＣＤ６４についてのみ陽性であり、一方
で、１人の患者はＮＥとＣＤ６４の両方について陰性であり、両方のマーカーについて非
常に低い値であり、これは、この患者が低レベルの好中球を有し得ることを示唆するもの
である。この結果は、ＮＥとＣＤ６４の組み合わせが、敗血症の診断について、ＮＥまた
はＣＤ６４単独の使用よりも高感度であることを強調し、これは、おそらく、ＮＥの超正
常レベルが増大するにつれて、健常対象で観察されるように、敗血症におけるＣＤ６４の
発現の誘導がフィードバック機構によっていくらか制限され得るという新規な観察と関係
がある。これらの結果は、ＮＥ及びＣＤ６４に対する単純なカットオフが、全血中に正常
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なまたは上昇レベルのＮＥを、及び推論によって、正常なまたは上昇した好中球数を有す
る患者における敗血症の診断のための非常に高感度な方法を提供するであろうことを示唆
するが、低好中球数（好中球減少症）を有する、敗血症のまたは敗血症の危険性が高い多
くの患者、例えば、多くの新生児及びがん治療のために化学療法または放射線療法を受け
たことがある患者が存在する。
【０１９７】
　これらの好中球減少患者にとって、ＮＥレベルが低い場合でさえ、健常対象におけるＮ
Ｅ対ＣＤ６４の密接な相関から利点を得ることができる。図１０に示すように、ＮＥ対Ｃ
Ｄ６４の分析が≦２．５μｇ／ｍｌのＮＥを有する健常対象に限定される場合、非常に強
い相関が見られ（Ｒ２＝０．８８）、図８及び９のＮＥ及びＣＤ６４カットオフを使用し
て特定されなかった単一敗血症患者（赤色のマーカー）は、健常対象（青色のマーカー）
に比べて、ＮＥと比較してより高いレベルのＣＤ６４を有することが見られた。図１１で
これをさらに図示し、ここでは、ＣＤ６４に対する代替カットオフを健常対象におけるＣ
Ｄ６４対ＮＥについてのトレンドラインの倍数として計算される。この場合、倍数はトレ
ンドラインの１．６倍であり、トレンドラインは方程式ｙ＝５．６９５３ｘ２＋４５．７
６９ｘによって記載され、式中、ｙはＣＤ６４（ｎｇ／ｍｌ）でありｘはＮＥ（μｇ／ｍ
ｌ）である。このカットオフを、これが、図８及び９と同様の平均＋２ＳＤという単純な
カットオフによって記載されるＣＤ６４の同じレベルに達するまでは、またはアッセイの
特異性を向上させるために所望され得る場合は、平均＋３ＳＤまたはそれ以上などのより
高いレベルに達するまでは、外挿することができることは明らかであろう。
【０１９８】
　これに基づいて、ＮＥとＣＤ６４マーカーの組み合わせを使用して、以下の１つまたは
複数の条件が満たされる場合に敗血症が示されるアルゴリズムを使用して、敗血症を診断
することができる：ＣＤ６４＞健常対象の平均＋２ＳＤ、またはＮＥ＞健常対象の平均＋
３ＳＤ、またはＣＤ６４＞２．５μｇ／ｍｌより低いＮＥのレベルもしくは５μｇ／ｍｌ
のようなより高い量のレベルを有する健常対象に対するトレンドラインによって予測され
るＣＤ６４のレベルの１．６倍。
【０１９９】
　しかし、倍数が１．６であり、トレンドラインが方程式ｙ＝－０．０１３７ｘ４＋０．
６０９４ｘ３－９．８５７ｘ２＋６５．７７６ｘ（式中、ｙはＣＤ６４（ｎｇ／ｍｌ）で
あり、ｘはＮＥ（μｇ／ｍｌ）である）によって記載される図１２Ａに示すように、健常
対象におけるＮＥ対ＣＤ６４に対する多項式トレンドラインの倍数によってＣＤ６４カッ
トオフを記載することもできるという観察によって、より単純なアルゴリズムが示唆され
る。本実施例では、赤色の陰影領域は、ＣＤ６４及びＮＥの「健常」（非敗血性）レベル
を表す値の「ゲート」を規定し、ＮＥの上方レベルは健常対象の平均＋３ＳＤを表す。図
１２Ｂは、このモデルに載せられる敗血症患者を示し、１１／１１（１００％）の敗血症
患者が正確に特定された。
【０２００】
　さらにいっそう単純なアルゴリズムは、ＣＤ６４対ＮＥに対するトレンドラインの倍数
によって得られるカットオフをさらに外挿することによって得られる。図１２Ｃに示すよ
うに、倍数が１．６であり、方程式ｙ＝－０．０１３７ｘ４＋０．６０９４ｘ３－９．８
５７ｘ２＋６５．７７６ｘ（式中、ｙはＣＤ６４（ｎｇ／ｍｌ）であり、ｘはＮＥ（μｇ
／ｍｌ）である）によってトレンドラインが記載されるカットオフの外挿は、図１２Ｂで
得られたものに、同様の、ＣＤ６４対ＮＥの健常レベルの「ゲート」を与える。したがっ
て、敗血症は、ＣＤ６４（ｎｇ／ｍｌ）＞１．６×（－０．０１３７ｘ４＋０．６０９４
ｘ３－９．８５７ｘ２＋６５．７７６ｘ）（式中、ｘはＮＥ（μｇ／ｍｌ）である）であ
る任意の対象において示されるであろう。全血に由来するＮＥ及びＣＤ６４の値を使用し
て、高感度且つ特異的な敗血症の診断を達成するために、計算されたこれらの様々なカッ
トオフの任意の組み合わせまたは修正を使用することができること、ならびにトレンドラ
イン方程式で使用される実際の値及び倍数の選択は、健常対象由来の試料及びＮＥまたは
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他の好中球特異的マーカーと組み合わされたＣＤ６４ならびに任意の代替方法、ならびに
これらのそれぞれの分析物を測定するためのＥＬＩＳＡの任意の適切なセットを使用して
決定することができることは、当業者に明らかであろう。
【０２０１】
実施例３
　本明細書に記載されるアッセイの有用性をより良く理解ために、敗血症患者及び健常対
象のサブセットを、好中球におけるＣＤ６４の細胞表面発現をフローサイトメトリーによ
って測定する市販のＬｅｕｋｏ６４アッセイを使用して調べた。
【０２０２】
　Ｌｅｕｋｏ６４キット［例えば、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒを参照されたい－Ｔ
ｒｉｌｌｉｕｍ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＬＬＣの名目の米国特許公開第２０１３／０
２３０８６７号を参照されたい］は、表面ＣＤ６４（ＦＩＴＣコンジュゲート化）及び表
面ＣＤ１６３（フィコエリトリンコンジュゲート化）に特異性を有する３種のモノクロー
ナル抗体のカクテル、ならびに機器のキャリブレーションならびにヒト血中白血球におけ
る白血球ＣＤ６４及びＣＤ１６３の発現の標準化に使用される専売の蛍光ビーズ懸濁液を
含む。このキットは、赤血球溶解溶液濃縮物も含む。Ａｃｃｅｌｌｉｘ　ＣＤ６４カート
リッジ及びリーダー（ＬｅｕｋｏＤｘ）などのこのキットの変形形態が利用可能である。
【０２０３】
　図１３に示すように、Ｌｅｕｋｏ６４は、健常コントロールに比べて、敗血症患者に対
して極めて有意に高い値を示したが、キットの製造者が推奨する１．２のカットオフを使
用して、８／１１の敗血症患者しかこの検査で特定されなく、これは、この方法について
約７０～８０％の感度を示す、文献における多くの報告と一致する。同様に、ＥＬＩＳＡ
による全血ＣＤ６４単独の全量の検出は健常コントロールに比べて、敗血症患者に対して
極めて有意に高い値を示したが、平均＋２ＳＤのカットオフ（２０９ｎｇ／ｍｌ）を使用
して、９／１１の敗血症患者しかこの検査で特定されなかった。全ＣＤ６４及びＮＥ値を
市販のキットとともに提供される参照標準（検量線）と比較することによって決定し、各
アッセイの実施で検査し、次いで、アッセイで使用される試料希釈に対して調整する。
【０２０４】
　次いで、個々の敗血症患者試料をより詳細に調べ、これは、Ｌｅｕｋｏ６４（表面ＣＤ
６４のみ）で検出されるＣＤ６４の量を、Ｌｅｕｋｏ６４（表面ＣＤ６４のみ）と同じ方
法で細胞を染色する、または細胞表面と細胞内の両方のＣＤ６４の検出を可能にする界面
活性剤を含む好中球溶解溶液を使用して細胞を最初に透過性にした後に細胞を染色する標
準的なフローサイトメトリー方法に対して比較することによって行った。
【０２０５】
　図１４は、本発明者らの初期分析においてＮＥのレベルが最も低い患者である患者ＳＥ
Ｐ００９に対する本分析の結果を示す。パネルＡでは、この患者由来の好中球は、Ｌｅｕ
ｋｏ６４における極めて高い相対的ＣＤ６４発現（パネルＢ）と一致する、高レベルのＣ
Ｄ６４の表面発現を有する（赤色のライン－中央のピーク）が、細胞内のＣＤ６４を同様
に検出する場合に、細胞あたりさらに高いレベルのＣＤ６４（右手側の青色のライン－全
体－ピーク）を有することが示される。しかし、この患者に関する低レベルのＮＥ（パネ
ルＤ）及び推定される低好中球数は、ＣＤ６４単独（パネルＣ）に基づくカットオフより
低いが、アルゴリズムアプローチ（図８～１２）を使用して検出可能な全ＣＤ６４の結果
をもたらす。この結果は、低レベルのＮＥを有する患者にとって、この患者に対する非常
に高いＬｅｕｋｏ６４の結果を考えれば、Ｌｅｕｋｏ６４アプローチまたは他の方法は、
さらに有用であり得ることも示唆する。
【０２０６】
　図１５は、ＣＤ６４のレベルが上昇しているが、健常対象由来のＣＤ６４について平均
＋２ＳＤに由来する図９のカットオフの直下である患者である患者ＳＥＰ０１０に対する
同じ分析を示す。この患者では、Ｌｅｕｋｏ６４における低い相対的ＣＤ６４発現（パネ
ルＢ）と一致するＣＤ６４の最少の表面染色（パネルＡ、表面染色について赤色のライン
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とアイソタイプコントロールを比較する）があったが、細胞内のＣＤ６４を同様に染色し
た場合に高レベルのＣＤ６４が検出された（パネルＡ、青色のライン、右手のピーク）。
この観察と一致して、患者ＳＥＰ０１０は、ＥＬＩＳＡによると、控えめなレベルの全Ｃ
Ｄ６４を有していたが、依然として、平均＋２ＳＤに基づくと、全ＣＤ６４に対するカッ
トオフの直下であり（パネルＣ）、一方で、０．７というＬｅｕｋｏ６４の結果は、この
検査に対する１．２という製造者のカットオフをはるかに下回っていた（パネルＢ）。し
かし、ＮＥを調べると、患者ＳＥＰ０１０は、非常に高く上昇したレベルのＮＥを有する
ことが見られ、これは、ＮＥの平均＋３ＳＤに由来するカットオフを使用し、さらにトレ
ンドライン方程式に由来するカットオフも使用する、敗血症の明確な診断を提供する。
【０２０７】
　図１６は、ＣＤ６４とＮＥの両方のレベルが上昇した患者である患者ＳＥＰ０１１に対
する同じ分析を示す。この患者では、Ｌｅｕｋｏ６４における高い相対的ＣＤ６４発現（
パネルＢ）と一致し、製造者のカットオフを十分に超える、細胞内と表面の両方のＣＤ６
４の有意な表面染色（パネルＡ、表面染色について赤色のラインとアイソタイプコントロ
ールを比較し、全体の染色について青色のライン（中央のピーク）とアイソタイプコント
ロールを比較する）があった。患者ＳＥＰ０１１は、ＥＬＩＳＡによると、非常に上昇し
たレベルの全ＣＤ６４（パネルＣ）を、さらに非常に上昇したレベルのＮＥ（パネルＤ）
も有しており、これは、ＮＥの平均＋３ＳＤに由来するカットオフ及びＣＤ６４の平均＋
２ＳＤに由来するカットオフを使用し、さらにトレンドライン方程式に由来するカットオ
フも使用する、敗血症の明確な診断を提供する。
【０２０８】
　図１３、１４、１５及び１６の結果は、本方法のさらなる利点が、ＥＬＩＳＡまたは他
の方法、及びＬｅｕｋｏ６４または他の方法を使用して慣習的に実施されるような細胞表
面ＣＤ６４だけではなく、可溶化した全血または透過性にしたインタクト細胞を使用する
、全ＣＤ６４の検出であることを示す。
【０２０９】
　この新規な観察についての可能性のある生物学的説明は、可変比率のＣＤ６４のみが任
意の所与の時間で好中球の表面に存在することである。これを、図１７及び１８に概略的
に図示する。ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｐｏｅｌ　２０１１から改変した図１７では、健常個体に
おいて、低レベルのＣＤ６４（ＦｃγＲ１）が細胞表面で発現しており、これらは細胞シ
グナル伝達または抗原複合体の内部移行をもたらさないモノマーＩｇＧで飽和している（
図１７Ａ）。細菌感染症または敗血症と関係があるインターフェロンガンマまたは他の刺
激による好中球の最初の刺激の際に、さらなるＣＤ６４が合成され、好中球の表面に移動
させられ、膜マイクロドメインと結合し、一緒に、免疫複合体中の多量体Ｉｇの結合を可
能にし、これが細胞シグナル伝達を導く（図１７Ｂ）。
【０２１０】
　しかし、ＣＤ６４のさらなる機能は、抗原のプロセシング及び提示を可能にするための
、そのような免疫複合体中の抗原の内部移行である。図１８に示すように、これは、たと
え同じ上昇レベルの全ＣＤ６４を有するとしても様々なレベルの表面ＣＤ６４を有する活
性化好中球をもたらすことができる。左に、「健常な」好中球を、表面で発現している低
レベルのＣＤ６４とともに、概略的に示す。これらの細胞は、少量のあらかじめ形成され
た細胞内ＣＤ６４を含むこともできる。敗血症では、「活性化」好中球を右に示し、それ
ぞれ、健常な好中球と比較して有意に増加しているが、表面の分布（患者試料ＳＥＰ０９
、図１４と類似している）、または表面と細胞内の間に均等に分布した分布（患者試料Ｓ
ＥＰ０１１、図１６と類似している）、または主に細胞内区画に分布した分布（患者試料
ＳＥＰ０１０、図１５と類似している）をともなう、等しく多量のＣＤ６４を有する。し
たがって、細胞表面と細胞内の両方のＣＤ６４の検出を可能にする任意の方法が、敗血症
診断の向上を可能にするであろう。
【０２１１】
　細胞の表面から血漿画分に流された可溶性ＣＤ６４及び活性化好中球から放出されたＮ
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Ｅ（好中球細胞外トラップまたはＮＥＴとして知られることもある）を同様に検出するの
に本方法を使用することができることも言及され、これは、ＣＤ６４及びＮＥの全血分析
に関する本発明者らの方法のさらなる利点であり得る。既知の技術では、可溶性ＮＥ及び
ＣＤ６４は、血清画分または血漿画分のいずれかにおいて測定されたが、インタクト細胞
と活性化及び脱顆粒の様々な段階にある細胞の両方を含むと思われる全血画分においては
測定されていない。
【０２１２】
　したがって、本開示は、敗血症のバイオマーカーとしてＣＤ６４を検出するためのフロ
ーサイトメトリー及び他の方法の感度を向上させる目的で全ＣＤ６４の染色を可能にする
ために、好中球の透過処理／溶解／固定の使用を提供する。
【０２１３】
　本開示の広範な一般的範囲から逸脱することなく、上記の実施形態に対して多数の変形
及び／または修正を行うことができることが、当業者に理解されよう。したがって、本実
施形態は、すべての点で例示的であり、限定的でないと見なされるべきである。
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- 结合物复合物b使样品与第二结合剂接触;（iv）使用复合物a和复合物b
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