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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　機械的人工呼吸回路の助けを借りて呼吸する被験者から呼気凝縮液を採取するための装
置であって、
　被験者の呼吸を促進するための機械的人工呼吸回路であって、被験者の呼気を取り除く
ための導管として働く呼気流管を含む人工呼吸回路と、
　内部ならびに第１および第２の対向端を有する中央室であって、凝縮を促進するために
約０℃以下の温度に冷却することができる中央室と、
　中央室の内部および呼気流管と流体連通するように中央室の一端に配置された呼気入力
アセンブリであって、呼気流管と中央室とを接続する呼気入力アセンブリと、
　ピストンおよびハンドルを有するプランジャアセンブリであって、前記ピストンは中央
室の内部に摺動自在に配置され、前記ハンドルはピストンを中央室内で移動することがで
きるように中央室の第１端から延びるプランジャアセンブリと、
　中央室の内部と流体連通するように中央室の第２端に配置された呼気凝縮液採取ポート
、ただし、呼気凝縮液採取ポートの方へ呼気凝縮液を誘導することを促進するために、ピ
ストンの表面に配置された突起の内部に１つ以上の内部通路が配置されている、と、
　内部通路の１つから延びる堅固な中空の管構造であって、それを通って突起の内部から
の流体が指向されることができる管構造と、
　中央室の内部と流体連通するように中央室の他端に配置された出口アセンブリと、
　中央室から呼気凝縮液を採取するために出口アセンブリに接続された真空装置と、
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を備える装置。
【請求項２】
　内部ならびに第１および第２の対向端を有する中央室と、
　中央室の内部と流体連通する呼気入力アセンブリと、
　ピストンおよびハンドルを有するプランジャアセンブリであって、前記ピストンは中央
室の内部に摺動自在に配置され、前記ハンドルはピストンを中央室内で移動することがで
きるように中央室の第１端から延びるプランジャアセンブリと、
　中央室の内部と流体連通するように中央室の第２端に配置された呼気凝縮液採取ポート
、ただし、呼気凝縮液採取ポートの方へ呼気凝縮液を誘導することを促進するために、ピ
ストンの表面に配置された突起の内部に１つ以上の内部通路が配置されている、と、
　内部通路の１つから延びる堅固な中空の管構造であって、それを通って突起の内部から
の流体が指向されることができる管構造と、
　中央室の内部と流体連通する出口アセンブリと、
を備える呼気凝縮液採取装置であって、
　前記出口アセンブリが細管を含み、前記細管がその中に配置された繊維プラグを有し、
前記プラグがリポ多糖体に暴露されるとゲル化を引き起こす反応試薬を含浸されている、
装置。
【請求項３】
　プラグはリムルス変形細胞溶解物に由来する酵素を含浸させた繊維基質である、請求項
２に記載の呼気凝縮液採取装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００４年６月７日出願の米国特許仮出願第６０／５７７６４１号の特典を主
張し、かつその優先権を主張し、その内容全体を参照によって本明細書に援用する。
【０００２】
　本願はまた、２００２年１２月２０日出願の米国特許仮出願第６０／４３４９１６号お
よび２００３年２月１４日出願の米国特許仮出願第６０／４４７５８１号の特典を主張す
る２００３年１２月１９日出願の米国特許出願第１０／７４２７２１号の一部継続出願で
もある。上記出願の各々の内容全体を参照によって本明細書に援用する。
【０００３】
　さらに、本願は、２００３年２月１４日出願の米国特許仮出願第６０／４４７５８１号
の特典を主張する２００４年２月１３日出願の米国特許出願第１０／７７８４７７号の一
部継続出願である。上記出願の各々の内容全体を同様に参照によって本明細書に援用する
。
【０００４】
　本発明は、一般的にグラム陰性細菌性肺炎を診断するための方法および装置に関し、さ
らに詳しくは、呼気凝縮液中のリポ多糖体の存在を検出することによるグラム陰性細菌性
肺炎の診断に関する。
【背景技術】
【０００５】
　肺炎は、かなりの罹病率および死亡率を持つ一般的な病気の代表である。肺炎は、米国
における感染症による死亡原因の第１位であり、よくある死亡原因の第６位である。Ｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ａｍｂｕｌａｔｏｒｙ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃａｒｅ　
Ｓｕｒｖｅｙ（全国病院外来医療調査）は、２００１年に１４８万人の救急診療部外来が
肺炎の診断に関係したことを明らかにした。Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｄｉ
ｓｃｈａｒｇｅ　Ｓｕｒｖｅｙ（全国病院退院調査）は、１９９８年に１３２万人の患者
が肺炎を治療した後に退院したことを明らかにした。
【０００６】
　肺炎は、ウィルス、クラミジア、マイコプラズマ、原虫、菌類、および細菌を含め、多
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種類の微生物の肺感染が原因となり得る。肺炎の疑いがある患者に対して、感染因子を特
定することが抗菌治療の選択を決定付けるので、臨床医は感染の正確な原因を突き止める
義務がある。西洋社会における最も一般的な原因は細菌性肺炎であり、細菌性肺炎が疑わ
れる場合、臨床医は一般的に細菌性肺炎の原因をグラム陽性、グラム陰性、または嫌気性
に分類しようとする。
【０００７】
　特に、グラム陰性肺感染は侵攻的であり、高い合併症率および死亡率に結びつくので、
臨床医はグラム陰性細菌感染の有無を確認するように動機付けられる。細菌のグラム陰性
の特徴は、当業者にはよく理解されている染色手順後の細菌の色に関連する。グラム陰性
細菌性肺炎を含め、グラム陰性細菌感染は、他の種類の細菌感染の治療とは異なる特定の
抗菌治療を必要とし、メディケアのような第三者支払者からの高水準の財政償還を正当化
する。
【０００８】
　現在の臨床実務では、肺炎は臨床、検査、および放射線画像の情報を結集することによ
って診断される。一般的に、患者の訴え、患者のバイタルサイン、末梢白血球数、および
胸部放射線撮影の結果のような特徴が、肺炎の有無を決定するために使用される。これら
のデータ源が典型的なパターンと一致したとき、合理的な臨床的確信を持って診断を下す
ことができ、細菌培養の結果が出る前に抗菌治療を開始することができる。グラム陰性感
染症の抗生物質治療を開始するために、非特異的な臨床データがしばしば使用されるが、
一般的実務では、グラム陰性菌性肺炎の最終的診断にはグラム陰性細菌性肺感染症のより
特異的な証拠が必要であるとされる。
【０００９】
　この目的のために、下気道から喀出された痰に直ちにグラム染色を実行することができ
、顕微鏡分析によりグラム陰性感染を示唆する形態および色を持つ細菌を明らかにするこ
とができる。しかし、肺炎のヒトから有用な痰試料を得ることが難しいことはよく知られ
ている。肺炎と一致する臨床パターンを有する患者からの血液試料培養物がグラム陰性細
菌を成長させる場合、これはグラム陰性菌性肺炎の特異的な指標となる。残念ながら、た
いていの場合、グラム陰性菌性肺炎の患者の血液は無菌である。
【００１０】
　さらに、患者の血液は、エンドトキシン分子について化学アッセイを用いてエンドトキ
シン濃度を検査することができる。しかし、エンドトキシン濃度は、より一般的な敗血症
症候群の原因または重篤度のいずれについても不正確な予測因子であることが分かってい
る。血中のエンドトキシン濃度は、短時間の間に大幅に変動することがある。さらに、肝
疾患、多発性外傷、高血圧症、および血液悪性腫瘍を含め、特定の疾病状態は、臨床的に
重大な感染症が無くても、エンドトキシン濃度の慢性的な上昇に関係する。循環エンドト
キシン濃度で肺炎のグラム陰性病因を予測することができるか否かについては研究されて
いない。
【００１１】
　グラム陰性肺炎感染を診断する高感度の特異的方法は、気管支肺胞洗浄を実行し、洗浄
液で細菌培養を実行することである。別の方法は、気管支肺胞洗浄液試料中のリポ多糖体
成分について化学的に分析することである。この方法を使用する研究者らは、高濃度のリ
ポ多糖体が気管支肺胞液の培養中のグラム陰性細菌の同時成長に関連付けられることを発
見した。この方法の完全な記述は、Ｆｌａｎａｇａｎ，Ｐ．Ｇ．、Ｊａｃｋｓｏｎ，Ｓ．
Ｋ．、Ｆｉｎｄｌａｙ，Ｇ．の「Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｇｒａｍ　ｎｅｇａｔｉｖ
ｅ，　ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ　ｂｙ　ａｓ
ｓａｙｉｎｇ　ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ　ｉｎ　ｂｒｏｎｃｈｉａｌ　ｌａｖａｇｅ　ｆｌｕ
ｉｄ」、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．２００１，５４：１０７～１１０、およびＰｕｇ
ｉｎ，Ｊ．、Ａｕｃｋｅｎｔｈａｌｅｒ，Ｒ．、およびＤｅｌａｓｐｒｅ，Ｏ．の「Ｒａ
ｐｉｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｇｒａｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ
　ｂｙ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ　ｉｎ　ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａ
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ｒ　ｌａｖａｇｅ　ｆｌｕｉｄ」、Ｔｈｏｒａｘ　１９９２，４７：５４７～５４９に見
ることができる。どちらの方法も、特殊内視鏡装置および下位専門分野の専門知識が必要
であり、かつそれらが比較的侵襲性で不快な処置であるという欠点を有する。さらに、公
知の培養方法は結果を得るまでに少なくとも２４時間を要する。したがって、患者は有効
な抗生物質治療を受けるまで、少なくとも２４時間待つことがある。
【００１２】
　グラム陰性細菌の細胞壁はエンドトキシンを含む。エンドトキシンは細胞溶解で細菌か
ら放出される有毒物質である。エンドトキシンは熱を誘発するその能力が最初に認識され
たが、今は広範囲の生物活性を持つことが知られている。溶菌により、リポ多糖体および
タンパク質および脂質の凝集体から構成されるエンドトキシンが、細菌から周囲の培地に
放出される。エンドトキシンは主にリポ多糖体（「ＬＰＳ」）と、様々な量のタンパク質
および脂質から構成される。細菌エンドトキシンに通常起因する生物活性のほとんど全て
が、単離された化学的に純粋なリポ多糖体でも誘発させることができるので、用語「エン
ドトキシン」および「リポ多糖体」は互換的に使用される。
【００１３】
　病原性の観点から、リポ多糖体の存在はグラム陰性感染の最も重要な影響の１つである
。したがって、患者の体液中のリポ多糖体の検出はグラム陰性細菌感染の指標である。さ
らに詳しくは、患者の体液中のリポ多糖体の存在は、グラム陰性菌性肺炎の重要な潜在的
指標である。
【００１４】
　本発明は、呼気の凝縮液に由来する液体に対しリポ多糖体の分析を実行することによる
グラム陰性細菌性肺炎の診断における、上述した臨床上の欠点を克服する。本明細書に記
載する新規の装置および方法を使用して、呼気凝縮液は、自発呼吸する被験者からマウス
ピース、フェイスマスク、もしくは他の同様の手段を介して、または機械的人工呼吸器の
助けを借りて呼吸する被験者から機械的人工呼吸器の呼気配管への接続を介して、得るこ
とができる。本発明の追加の利点は、肺炎のようなグラム陰性細菌感染症を診断する時間
が、他の診断方法の場合に要する時間より短いことである。
【００１５】
　呼気凝縮液を採取するための代替的装置も公知である。これらの装置として、Ｇａｓｔ
ｏｎらの米国特許第６０３３３６８号および第６４１９６３４号、Ｈｕｎｔらの米国特許
第６５８５６６１号、Ｂａｄｄｏｕｒの米国特許出願第１０／２５７９１２号、およびＷ
ｉｎｓｅｌらの欧州特許０７５９１６９号に開示されているものが挙げられ、これら全部
の内容全体を参照によって本明細書に援用する。加えて、Ｋｌｉｎｅの米国特許出願第１
０／７４２７２１号および第１０／７７８４７７号すなわち２つの同一出願人に譲渡され
た非仮特許出願は、呼気を採取するための装置を開示しており、それらの内容を参照によ
って本明細書に援用する。
【００１６】
　呼気凝縮液は、２００１年にＫｈａｒｉｔｉｎｏｖらによって概説された通り、多くの
肺疾患のマーカとして役立つことのできる多くの分子を含むことが知られている（Ｂｉｏ
ｍａｒｋｅｒｓ　７（１）：１～３２，２００２）。しかし、グラム陰性菌性肺炎または
他のグラム陰性細菌感染症を診断する目的のために呼気凝縮液中のリポ多糖体を測定する
という概念は、これまで開示されていない。
【発明の開示】
【００１７】
　本発明、被験者から採取された呼気凝縮液中のリポ多糖体の有無に基づいて、被験者が
グラム陰性細菌性肺炎であるか否かを決定するための方法を含む。本発明はさらに、自発
呼吸する被験者および人工呼吸する被験者の両方から呼気凝縮液を採取するために利用さ
れる採取装置、ならびに採取された呼気凝縮液中にリポ多糖体が存在するか否かを決定す
るために利用される装置を含む。
【００１８】
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　広義には、本発明は、１態様では、空気呼吸する脊椎動物被験体から呼気凝縮液を採取
し、採取された呼気凝縮液中のリポ多糖体の濃度を測定し、かつ呼気凝縮液中のリポ多糖
体の測定された濃度に基づいて被験体が肺内グラム陰性細菌感染症であるか否かを決定す
ることを含む、空気呼吸する脊椎動物被験体の肺内グラム陰性細菌感染を診断し監視する
ための方法である。
【００１９】
　この態様の特徴には、肺内グラム陰性細菌感染症は肺炎であり、肺内グラム陰性細菌感
染症は気管支炎であり、該方法は被験体が肺内グラム陰性細菌感染症であるという陽性判
定に応えて抗生物質治療を選択することをさらに含み、空気呼吸する脊椎動物被験体から
の呼気凝縮液の採取は哺乳類被験体から呼気凝縮液を採取することを含み、該方法は抗生
物質治療に対する哺乳類被験体の反応を監視することをさらに含み、該方法は肺内グラム
陰性細菌の特定の菌株を特定することをさらに含み、特定するとは、リポ多糖体分子のＯ
‐単糖類部の決定に基づいて肺内グラム陰性細菌の特定の菌株を特定することを含み、リ
ポ多糖体の濃度の測定は、リムルス変形細胞溶解物分析を用いてリポ多糖体の濃度を測定
することを含み、少なくとも約０．２０エンドトキシン単位／ｍＬ（ＥＵ／ｍＬ）のリポ
多糖体の測定濃度はグラム陰性細菌感染の存在を示し、空気呼吸する脊椎動物被験体から
の呼気凝縮液の採取が、自発呼吸する被験体からの呼気凝縮液の採取を含み、空気呼吸す
る脊椎動物被験体からの呼気凝縮液の採取が人工呼吸する被験体から呼気凝縮液を採取す
ることを含み、かつ空気呼吸する脊椎動物被験体からの呼気凝縮液の採取が、凝縮を促進
するために約３２°Ｆ以下の温度に冷却することのできる内壁を有する室を備えた呼気凝
縮液採取装置を利用することを含む。
【００２０】
　本発明は、別の態様では、空気呼吸する脊椎動物被験体から呼気凝縮液を採取し、反応
試薬が内部に配置された反応室を用意し、採取された呼気凝縮液の少なくとも一部分を反
応室に送り込み、採取された呼気凝縮液の少なくとも一部分が反応室に送り込まれたとき
に発生する物理的変化に基づいて、被験体が肺内グラム陰性細菌感染症であるか否かを決
定することを含み、前記物理的変化が呼気凝縮液中のリポ多糖体の存在によって引き起こ
される、空気呼吸する脊椎動物被験体の肺内グラム陰性細菌感染症を診断し監視するため
の方法である。
【００２１】
　この態様の特徴では、反応試薬はリムルス変形細胞溶解物、発色基質、および／または
蛍光基質を含み、反応試薬は呼気凝縮液の少なくとも一部分の送り込みによる発熱反応を
通して熱を放出する化学物質を含み、物理的変化はゲルの形成であり、該方法は反応室に
おける色の変化を標準に視覚的に突き合わせることをさらに含み、前記標準は増加する色
相強度のカラーパッチの印刷帯片を含み、各カラーパッチはリポ多糖体の増加する濃度に
それぞれ対応し、１ミリリットル当たり０．２エンドトキシン単位の濃度に対応する色相
強度は肺内グラム陰性細菌感染の存在を示し、空気呼吸する脊椎動物被験体からの呼気凝
縮液の採取は自発呼吸する被験体から呼気凝縮液を採取することを含み、空気呼吸する脊
椎動物被験体からの呼気凝縮液の採取は機械的人工呼吸する被験体から呼気凝縮液を採取
することを含み、空気呼吸する脊椎動物被験体からの呼気凝縮する液の採取は、凝縮を促
進するために温度を約３２°Ｆ以下に冷却することのできる内壁を有する室を備えた呼気
凝縮液採取装置を利用することを含み、呼気凝縮液の少なくとも一部分の送り込みは、呼
気凝縮液の少なくとも一部分を皮下注射針を介して反応室内に注入することを含む。
【００２２】
　本発明は、別の態様では、空気呼吸する脊椎動物被験体から呼気凝縮液を採取し、内部
表面を持つ反応室を用意し、その反応室はその中に配置されたリポ多糖体と結合する物質
を有し、採取された呼気凝縮液の少なくとも一部分を反応室に送り込み、反応室を緩衝液
で洗浄し、反応試薬を反応室に送り込み、採取された呼気凝縮液の少なくとも一部分が反
応室に送り込まれたときに生じる物理的変化に基づいて被験体が肺内グラム陰性細菌感染
症であるか否かを決定することを含み、前記物理的変化が呼気凝縮液中のリポ多糖体の存
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在によって引き起こされる、空気呼吸する脊椎動物被験体の肺内グラム陰性細菌感染を診
断し監視するための方法である。
【００２３】
　この態様の特徴では、反応試薬は発色基質および／または蛍光基質を含み、結合剤は特
定種のリポ多糖体と結合する抗体であり、抗体は反応室の表面の内部に配置され、結合剤
は不溶性ポリマーである。結合剤は反応室内に配置された基質表面に埋め込まれ、該方法
は反応室における色の変化を標準に視覚的に突き合わせることをさらに含み、前記標準は
増加する色相強度のカラーパッチの印刷帯片を含み、各カラーパッチはリポ多糖体の増加
する濃度にそれぞれ対応し、１ミリリットル当たり０．２エンドトキシン単位の濃度に対
応する色相強度は肺内グラム陰性細菌感染の存在を示し、空気呼吸する脊椎動物被験体か
らの呼気凝縮液の採取は自発呼吸する被験体から呼気凝縮液を採取することを含み、空気
呼吸する脊椎動物被験体からの呼気凝縮液の採取は人工呼吸する被験体から呼気凝縮液を
採取することを含み、空気呼吸する脊椎動物被験体からの呼気凝縮液の採取は、凝縮を促
進するために温度を約３２°Ｆ以下に冷却することのできる内壁を有する室を備えた呼気
凝縮液採取装置を利用することを含み、呼気凝縮液の少なくとも一部分の送り込みは、呼
気凝縮液の少なくとも一部分を皮下注射針を介して反応室内に注入することを含む。
【００２４】
　本発明は、別の態様では、空気呼吸する脊椎動物被験体から細管を有する採取装置で呼
気凝縮液を採取し、リポ多糖体に暴露されるとゲル化を引き起こす酵素を含浸させた繊維
プラグを細管内に挿入し、採取された呼気凝縮液試料の少なくとも一部分を細管に導入し
て繊維プラグを湿潤させ、細管内で発生するゲル化の量に基づいて被験者が肺内グラム陰
性細菌感染症であるか否かを決定することを含み、前記ゲル化が呼気凝縮液中のリポ多糖
体の存在によって引き起こされる、空気呼吸する脊椎動物被験体の肺内グラム陰性細菌感
染を診断し監視するための方法である。
【００２５】
　この態様の特徴では、繊維プラグはリムルス変形細胞溶解物由来の酵素を含浸し、該方
法は採取装置内に配置されたシリンジを用意することをさらに含み、前記シリンジは液圧
を測定するためにその片側に配置されたマノメータを有し、細管はシリンジの端部に配置
された皮下注射針である。
【００２６】
　本発明は、別の態様では、被験者の呼吸を促進するための機械的人工呼吸回路、、その
人工呼吸回路は被験者の呼気を取り除くための導管として働く呼気流管を含み、内部を有
する中央室であって、凝縮を促進するために約３２°Ｆ以下の温度に冷却することができ
、中央室の内部および呼気流管と流体連通するように中央室の一端に配置された呼気入力
アセンブリであって、それによって呼気流管と中央室とを接続する呼気入力アセンブリと
、中央室の内部と流体連通するように中央室の他端に配置された出口アセンブリと、中央
室から呼気凝縮液を採取するために出口アセンブリに接続された真空装置とを備える、機
械的人工呼吸回路の助けを借りて呼吸する被験者から呼気凝縮液を採取するための装置で
ある。
【００２７】
　本発明は、別の態様では、内部ならびに第１および第２の対向端を有する中央室と、中
央室の内部と流体連通する呼気入力アセンブリと、中央室の内部と流体連通する出口アセ
ンブリとを含み、前記出口アセンブリが細管を含み、前記細管がその中に配置された繊維
プラグを有し、リポ多糖体に暴露されるとゲル化を引き起こす反応試薬を前記プラグに含
浸させて成る．呼気凝縮液採取装置である。
【００２８】
　この態様の特徴では、プラグはリムルス変形細胞溶解物に由来する酵素を含浸させた繊
維基質であり、該装置は、ピストンおよびハンドルを有するプランジャアセンブリをさら
に含み、ピストンは中央室の内部に摺動自在に配置され、ハンドルはピストンを中央室内
で移動することができるように中央室の第１端から延び、それによって採取された呼気凝
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縮液が細管内に配置された繊維プラグと接触することができる。
【００２９】
　本発明は、別の態様では、反応室と、呼気凝縮液を反応室内に送り込むための送り込み
ポートと、呼気凝縮液中に存在するリポ多糖体と反応する反応試薬と、反応室内の物理的
変化の視覚的な検出を可能にする目視部とを含む、呼気凝縮液中のリポ多糖体の濃度を測
定するための反応室アセンブリである。
【００３０】
　この態様の特徴では、送り込みポートは、呼気凝縮液の送り込みのために皮下注射針を
穿刺することのできる再封可能な蓋である。目視部は透明な壁である。反応室は内部表面
をさらに含み、リポ多糖体固定剤は反応室の内部表面の少なくとも一部分に結合され、リ
ポ多糖体固定剤はモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、ポリミキシン抗生剤、リポ
多糖体結合タンパク質、およびカブトガニ抗リポ多糖体因子から構成される群から選択さ
れ、反応室は反応室内に配置された化学物質をさらに含み、該化学物質は水和反応により
熱を放出し、それによって化学物質の水和により、１５～３０分間、３４～４３℃の範囲
の温度が達成され、化学物質は半透性基質中の塩であり、化学物質は結晶形態の塩であり
、化学物質はチオ硫酸ナトリウム五水和物である。
【００３１】
　本発明は、別の態様では、筺体と、筺体内に配置された検査モジュールであって、ユー
ザ始動化学反応を利用して呼気凝縮液中のリポ多糖体の存在を検出する前記検査モジュー
ルと、筺体内に検査モジュールに隣接して配置された陽性対照モジュールであって、リポ
多糖体の存在について確実な陽性結果を示すためにその内部に配置されたリポ多糖体を有
する、検査モジュールとの比較用の前記陽性対照モジュールとを含む、呼気凝縮液中のリ
ポ多糖体の存在を検出するための検査キットカートリッジである。
【００３２】
　この態様の特徴では、筺体内に配置された化学物質は制御された発熱反応をもたらし、
それにより３４℃から４３℃の間の温度が１５～３０分の期間達成され、化学物質はチオ
硫酸ナトリウム五水和物であり、検査キットの各モジュールは再封可能な注入ポートと、
反応ウェルと、反応ウェルと注入ポートとの間の流体接続部と、流体接続部に配置された
第１の一方向弁と、反応ウェルの出口を提供する出口管と、出口管に配置された第２の一
方向弁とを含み、各反応ウェルは物理的変化の視覚的決定を可能にするように適応された
透明なカバーを含み、各反応ウェルは不溶性高分子リポ多糖体結合基質を含み、陽性対照
モジュールの反応ウェルは適切な種のグラム陰性細菌に由来するリポ多糖体を含み、検査
キットカートリッジは反応室から再構成される発色基質をさらに含み、検査キットカート
リッジは徐々に増加する色相強度のカラーパッチを有するカラーストリップをさらに含み
、各カラーパッチは所定の範囲のエンドトキシン単位に対応して、反応ウェルの色変化と
の視覚的な比較を可能にし、筺体はポリマーから形成され、ポリマーはプラスチックであ
る。
【００３３】
　本発明の適用可能なさらなる領域は、下述する詳細な説明から明らかになるであろう。
詳細な説明および特定の実施例は、本発明の好適な実施形態を示すものであるが、単に説
明を目的とするにすぎず、本発明の範囲を限定するつもりはないことを理解されたい。
【００３４】
　本発明のさらなる特徴、実施形態、および利点は、図面に関連する以下の詳細な説明か
ら明らかになるであろう。
　図１はリポ多糖体の基本構造の略図である。
　図２は本発明の第１の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の側面断面図である。
　図３Ａはプランジャアセンブリが部分的に押し下げられた位置にある状態の図２の呼気
凝縮液採取装置の部分側面断面略図である。
　図３Ｂはプランジャアセンブリが完全に押し下げられた位置にある状態の図２の呼気凝
縮液採取装置の部分側面断面略図である。
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　図４は本発明の第２の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の部分側面断面図であ
る。
　図５は本発明の第３の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の側面断面図である。
　図６は本発明の好適な実施形態の代替的人工呼吸システムの略図である。
　図７は図２、４、および５の採取装置と共に使用するのに適した反応室装置の側面断面
略図である。
　図８は図７の反応室装置の上面図である。
　図９は第１の代替的反応室装置の側面斜視図である。
　図１０Ａ～１０Ｄは図９の第１の代替的反応室装置の部分側面断面図である。
　図１１は第２の代替的反応室装置を組み込んだ検査キットの斜視図である。
　図１２は図１１の検査モジュールの線１２－１２に沿って切った側面断面図である。
　図１３は図１１の陽性対照モジュールの線１３－１３に沿って切った側面断面図である
。
　図１４は本発明の第４の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の部分側面断面図で
ある。
　図１５は図１４の針の拡大部分側面断面図である。
　図１６は３つの試験群の各々における患者の測定エンドトキシン濃度を示す散布図であ
る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３５】
　本発明の方法は、呼気凝縮液を利用して、ＬＰＳが呼気凝縮液中に存在するか否かを決
定し、かくして被験者が肺内グラム陰性細菌感染症であるか否かを決定する。本願はグラ
ム陰性細菌性肺炎を診断することに向けられる。しかし、当業者は、本発明が有効である
どんなグラム陰性細菌感染症でも検出するために利用できることを理解されるであろう。
グラム陰性細菌感染症と診断された患者は、診断がグラム陰性菌性肺炎であろうと、別の
グラム陰性細菌感染症であろうと関係なく、同じ抗菌治療で処置される。本明細書に記載
するＬＰＳを検出するための方法論はリムルス変形細胞溶解物アッセイであるが、本発明
ではＥＬＩＳＡアッセイおよびウサギのパイロジェン試験を含むが、それらに限らない、
ＬＰＳの存在を検出するためのどんな方法論でも利用できることを、当業者は理解される
であろう。
【００３６】
　肺内ＬＰＳ含有量は、呼気凝縮液試料を提供する被験者の肺の健康状態に基づいて変動
することがあり得る。一般的に、少なくとも約０．２ＥＵ／ｍＬの呼気凝縮液中のＬＰＳ
の濃度は、臨床検査陽性閾値に対応し、肺内のグラム陰性細菌感染の存在を示す。ＥＵは
エンドトキシン単位である。細菌の種類間で変化するリポ多糖体の可変作用強度のため標
準化することのできない典型的な質量濃度とは異なり、ＥＵは標準化することができるの
で、ＵＳＤＡは、エンドトキシンの濃度をエンドトキシン単位で報告することを勧告して
いる。エンドトキシン単位は、未知の試料に含まれるＬＰＳ反応性の量を指す。この反応
性の量は、既知の量のＬＰＳ作用性を有する大腸菌のＦＤＡ承認菌株から導出された標準
曲線からの補間によって決定される。
【００３７】
　呼気凝縮液を採取するために使用する装置は、自然に発生するＬＰＳによる「背景」水
準のＬＰＳを含むことが可能である。この背景濃度を明らかにするために、ＬＰＳが含ま
れない水を装置に注入することによって、呼気採取に使用される装置で「模擬」標準を実
行することができる。次いで、明らかになった水試料中のＬＰＳ濃度値が明らかになった
呼気凝縮液試料中のＬＰＳ濃度値から除算して、システムの背景「ノイズ」を除去する。
ＬＰＳの背景濃度は、採取に使用される装置によって変化する。
【００３８】
　呼気凝縮液採取装置、つまり下述する本明細書で、さらに詳細にその幾つかの実施例で
は、グラム陰性細菌性肺炎と同義の症状を呈する患者から、感染症を示す量のＬＰＳ含有
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量の検出のために、呼気凝縮液を採取するために使用することができる。
【００３９】
　ここで、図面に関して、幾つかの図を通して同様の数字は同様の構成要素を表わしてい
る図面を参照しながら、本発明の好適な実施形態について次に説明する。好適な実施形態
の以下の説明は、本来、単なる例証であって、本発明、その用途、または使用を制限する
意図は全く無い。
【００４０】
　図１は、リポ多糖体の基本構造の略図である。この構造は全てのグラム陰性細菌の細胞
壁に見られる。リポ多糖体（エンドトキシンともいう）は重さ約１０Ｋｄの複合糖脂質で
ある。リポ多糖体の基本構造は３つの比較的よく定義された領域を含み、全てのグラム陰
性細菌で同様である。これらの領域はＯ－抗原部、コア多糖類、および脂質Ａである。Ｏ
－抗原部は各々が２～６個の単糖類を有する反復多糖類単位から構成される。Ｏ－抗原部
はグラム陰性種の間でかなり異なり、したがって、特異的モノクローナル抗体の結合に基
づいて、個々の細菌種のマーカとして役立つことができる。コアはＯ－抗原部と脂質Ａと
の間に存在し、グルコース、Ｎ－アセチルグルコースアミン、およびガラクトースのよう
な代表的な糖質を有する分枝多糖類である。Ｏ－抗原部とは異なり、コア領域全体にわた
って微小な変化があるだけであり、脂質Ａに近接する内部コア領域の構造は高度に保存さ
れる。ＬＰＳ分子の最も高度に保存される部分は、長鎖脂肪酸が結合された脂質Ａ、二リ
ン酸化二糖体である。分子の脂質Ａ部分は事実上全ての真核細胞組織で毒性を持つ。ヒト
では、これはサイトカインの誘導、発熱、白血球増加症、白血球の漸増および活性化、血
管の損傷、血管拡張、血管内凝固、および組織の損傷を含む。
【００４１】
　ＬＰＳを検出し定量化する１つの受け入れられた方法は、カブトガニ（リムルスポリフ
ェムス（ｌｉｍｕｌｕｓ　ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ））からの変形細胞の水性抽出液に対す
るＬＰＳの毒性作用を利用する。本願で使用する用語「変形細胞」とは血球を指す。一般
的に、リムルス変形細胞溶解物（「ＬＡＬ」）アッセイとして一般的に知られるこの方法
は、米国特許第４３２２２１７号、第５３１０６５７号、および第５７０２８８２号に記
載されている。他の認められた方法として、生体外ウサギパイロジェンアッセイおよびヒ
トパイロジェンアッセイが挙げられ、それらは当業者には周知であるので、ここでは詳述
しない。
【００４２】
　簡単に要約すると、ＬＡＬはＬＰＳで培養されたときに凝固ゲルを形成し、それは少量
のＬＰＳの検出を可能にする。さらに詳しくは、ＬＡＬアッセイでは、ＬＰＳは、変形細
胞に含まれる因子Ｃとして一般的に知られる酵素を活性化する。活性化された因子Ｃは次
に、因子Ｂの特定部位を加水分解することによって因子Ｂを活性化する。活性化された因
子Ｂはプロクロッティング（ｐｒｏｃｌｏｔｔｉｎｇ）酵素を活性化して、それを凝固酵
素に変換する。凝固酵素は次いでコアグローゲン（凝固タンパク質、分子量：１９７２３
）を特定部位（つまりＡｒｇ８－Ｔｈｒ１９およびＡｒｇ４６－Ｇｌｙ４７）で開裂し、
混合物のゲル化を引き起こす。加えて、凝固酵素が機能することを可能にする６．５と７
．４との間のｐＨを維持するために、カルシウム塩、マグネシウム塩、およびリン酸塩の
ような補因子、またはヒドロキシメチル（「ＴＲＩＳ」）アミノメタン緩衝液のような他
の有機化合物が存在しなければならない。
【００４３】
　ＬＡＬアッセイで凝固ゲルの形成に基づいてＬＰＳを検出するために、様々な技術が利
用されてきた。一部の技術には、単純にゲルの形成を待ってＬＰＳの存在を決定するエン
ドポイントアッセイなどもある。他にはより複雑であり、比濁時間分析法を使用して、Ｌ
ＡＬアッセイにおける凝固が発生するにつれて増加する濁度を測定する。
【００４４】
　ゲルの形成を正確に決定することに関連する問題点を克服するために、発色基質または
蛍光基質を使用する代替的分析方法論を使用してＬＰＳが検出されてきた。この代替的方
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法論は、合成基質のアミド結合を加水分解する、上記のカスケード反応で形成された凝固
酵素に依存する。合成基質は、凝固酵素によって加水分解されたときに遊離するマーカ分
子または化合物に共有結合することができる。遊離したマーカは次いで比色法または分光
光度法によって検出することができ、かくしてＬＰＳの存在が示される。合成基質の例と
して、ｔ－ブトキシカルボニル－ロイシル－グリシル－アルギニン－パラニトロアニリド
（Ｎ－ｔ－Ｂｏｃ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ｐＮＡ）、Ｎ－ｔ－Ｂｏｃ－Ｖａｌ－Ｌｅ
ｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ｐＮＡ（配列番号：１）、ベンジルオキシカルボニル－ロイシル－
グリシル－アルギニン－パラニトロアニリド（Ｚ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ｐＮＡ）、
Ｂｏｃ－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ｐＮＡ（配列番号：２）、Ｂｏｃ－Ｖａｌ－
Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ｐＮＡ（配列番号：３）、またはＢｏｃ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ａ
ｒｇ－ｐＮＡを挙げることができるが、これらに限定されない。これらは全てパラニトロ
アニリンを遊離し、それは反応混合物を黄色にする。発色アッセイの特別な例として、Ｌ
ｉｎｇの米国特許第６６４５７２４号およびＴａｍｕｒａらの米国特許第５７０２８８２
号に記載されている。
【００４５】
　また、カブトガニから酵素を得るのではなく、組換えバイオ技術によって生体外凝固カ
スケードに必要な酵素を合成することも可能である。そのような合成酵素は、発色法を使
用して、未知の溶液中のＬＰＳを検出し定量化するために使用することができる。
【００４６】
　ＬＰＳを捕獲し検出する他の代替的方法も公知である。ＬＰＳ結合剤、例えば不溶性マ
トリクスポリマーの形のポリミキシン抗生剤または樹脂は、ＬＰＳを固定し、その後上述
した比濁法、発色法、または蛍光発生法のいずれかによってＬＰＳを検出するように、支
持体に結合することができる。加えて、ＬＰＳはＬＰＳに対し高い親和性を持つ任意の個
数の抗体によって固定することができる。抗体はＹ字状構造を有し、２つの基本的ユニッ
トを含む。第１のユニットはフラグメント－抗原結合部（「Ｆａｂ」）であり、それは抗
原に、この状況ではＬＰＳに結合する。第２のユニットはフラグメント結晶化部分（「Ｆ
ｃ」）である。Ｆｃユニットは抗体を固定面に結合するハンドルとして機能することがで
きる。潜在的に有用な抗体として、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体、例えば脂
質Ａ反応性モノクローナル抗体（「ＨＡ－ＩＡ」）およびマウスの抗エンドトキシン免疫
グロブリンＭ（「Ｅ５」）、リポ多糖体結合タンパク質（「ＬＢＰ」）および関連タンパ
ク質、殺菌性／浸透性増加タンパク質（「ＢＰＩ」）、ならびにリムルスの抗ＬＰＳ因子
（「ＬＡＬＦ」）が挙げられるが、それらに限定されない。
【００４７】
　酵素結合免疫測定技術を利用する方法も公知であり、選択された様々なマトリクス結合
抗体を使用して、特定のエンドトキシンおよび特定の細菌の種類を捕獲し検出することが
できる。検出することのできる細菌からのエンドトキシンの例として、エシェリキア、ボ
ルデテラ、ブランハメラ、サルモネラ、ヘモフィルス、クレブシエラ、プロテウス、エン
テロバクタ、シュードモナス、パスツレラ、アシネトバクタ、クラミジア、およびナイセ
リア、ならびに一般的にそのＬＰＳが選択された抗体に結合することのできる任意の細菌
が挙げられるが、それらに限定されない。
【００４８】
　さらに、β－１，３グルカン類（β－Ｄ－グルカン類）の存在もまた上述の凝固カスケ
ードを活性化させることができることが認識されている。この偽陽性効果を制限するため
に特定の処置を講じることができることを、当業者は理解されるであろう。
【００４９】
　本発明は、自発呼吸する被験者または機械的人工呼吸処置を受けている患者からの呼気
凝縮液（「ＥＢＣ」）の迅速な（例えば３０分未満）非侵襲性採取に続いて、ＬＰＳの濃
度についての凝縮液の１段階定量分析または半定量分析を可能にするように設計された、
幾つかの採取装置を含む。自発呼吸する被験者では、呼気凝縮液は一般的に口唇によって
保持されるマウスピースを介して採取される。しかし、重度の呼吸困難な患者では、試料
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は、呼気ガスおよびエアロゾルを下述するような凝縮室内に迂回させながら、酸素の送り
込みを可能にする気密性のぴったり嵌合する顔マスクを患者に装着することによって採取
することができる。
【００５０】
　一般的に、呼気凝縮液採取装置は各々、呼気の凝縮を可能にするように３２°Ｆ未満の
温度に冷却することのできる、無菌のＬＰＳを含まない内壁を有する採取室を備える。こ
れらの呼気凝縮液採取装置は使い捨てであり、かつ軽量であることが好ましい。各装置は
同軸室を含み、外部からまたは内部吸熱反応を介して冷却することのできる冷却剤を介在
する領域に含む。そのような呼気凝縮液採取装置については、発明者および譲受人が本願
と共通する上記の米国特許出願第１０／７４２７２１号および第１０／７７８４７７号に
概説されている。しかし、本明細書に記載しかつ例証する装置は、どの先行技術の装置に
も含まれない追加の新規かつ有用な特徴を有する。
【００５１】
　図２は、本発明の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置１０の側面断面略図である
。この構成は、協力的なヒトに使用するのに特に適している。呼気凝縮液採取装置１０は
二重壁のシリンジ２０および呼気入力アセンブリ５０を備える。シリンジ２０の内壁２２
は、ピストン２６と、ゴムガスケット２８と、シリンジ２０の一端から延びるハンドル３
０とを備えるプランジャアセンブリ２５が中に装着される、円筒状の中央室２４を画定す
る。外壁３２は、内壁２２および外壁３２の間に狭い空間が形成されるように、内壁２２
の周囲に配設される。製造中に、内壁２２および外壁３２の間の空間には冷却材３４のジ
ャケットを充填することができ、次いで外壁３２は漏れを防止するために内壁２２に封着
することができる。好適な実施形態では、冷却材３４として水を使用することができるが
、ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）等のような他の材料も同様に使用することがで
きることは明瞭である。
【００５２】
　シリンジ２０は、入口３６と、出口３８と、１対の一方向弁４０、４２とをさらに備え
る。中央室２４を通る呼気の単一方向のみの通過を促進するために、第１弁４０は入口３
６に隣接して配置することのできる吸込み弁であり、第２弁４２は出口３８に隣接して配
置することのできる出口弁である。中央室２４内に採取された物質をピストン２６によっ
て出口３８から押し出すことができるようにするために、出口３８はプランジャハンドル
３０の反対側の端に配置することが好ましい。出口３８は、ニップル状のノズル３９の端
部に配置することができる。ノズル３９はまた、その遠端にルアーロックの雌部のような
取付具をも備えることができる。そのような取付具は、ノズル３９に保護カバーまたは他
の付属品を取り付けることを可能にする。弁４０、４２は様々な図に単に模式的に示した
が、それらは例えば、プラスチックまたは別の変形可能なポリマーから形成された２つま
たは３つの自己密閉リーフを含むことができる。そのような弁の設計は、当業者には明ら
かであろう。
【００５３】
　ピストン２６は、プランジャアセンブリ２５が完全に押し下げられたとき、ノズル３９
内にしっくり嵌合するのに適した寸法および形状の先端または突起２７を備える。先端２
７は、先端２７の基部の周囲に配設されかつ皮下注射針のような針３５がその中に配設さ
れる中空の中心シャフトまたはコンジット３３に接続する、複数の放射状コンジット３１
を備える。放射状コンジット３１および中心コンジット３３は約１ｍｍから２ｍｍの間の
直径であることが好ましく、針３５の外径は、中央コンジット３３内にしっくり嵌合する
ために、同様に約１ｍｍから２ｍｍの間の直径であることが好ましい。
【００５４】
　さらに、ピストン２６はシリンジ２０の一端を埋め、反対側の端に出口３８が配設され
るので、入口３６はシリンジ２０の側部の内壁および外壁２２，３２の両方を貫通するよ
うに構成されることが好ましい。中央室２４を通過する呼気と内壁２２の内面４４との間
で最大の相互作用を引き起こすために、入口３６はできるだけピストン２６の近くに配設
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することが好ましいが、これらの構成要素の他の配置構成も、本発明の範囲から逸脱する
ことなく、同様に可能であることは明らかであろう。
【００５５】
　呼気入力アセンブリ５０はマウスピース５２と、フィルタ５４と、呼気をマウスピース
５２からシリンジ２０の入口３６へ誘導するために必要ないずれかの配管５６とを備える
。マウスピース５２は、患者の口の領域と快適に接触することができるように、適切なサ
イズおよび形状である。唾液および他の液体または最小限の大きさの固形物がそこを通過
してシリンジ２０内に送られるのを防止するために、穿孔および連続貫入を有するポリマ
ー材を含むフィルタ５４を、マウスピース５２とシリンジ入口３６との間の配管５６内に
配設することができる。呼気入力アセンブリ５０を通過する空気が上昇移動するように、
呼気入力アセンブリ５０をシリンジ２０の下に配設することによって、唾液が中央室２４
に到達することをさらに防止することができる。この配置構成で、唾液および他の液体ま
たは固形物に対する重力の作用は、そのような物質は代わりに配管５６内に集まり易くな
るので、それが中央室２４内に送られることを防止するのに役立つ。
【００５６】
　配管５６は、マウスピース５２と、または配管５６の他の部分と、下述する動作のよう
なプランジャアセンブリ２５の動作との間の干渉を回避するように構成することが好まし
い。さらに好ましくは、マウスピース５２はシリンジ２０およびその中のプランジャアセ
ンブリ２５と略平行に配向され、換言すると、マウスピース５２はシリンジ２０によって
画定される主軸に平行に配向される。この配向で、プランジャアセンブリ２５の動作に対
する干渉を生じることなく、患者から呼気を受け取ることができ、患者が装置１０を使用
するときにシリンジ２０の内部に形成される凝縮液は、出口３８に向かって下向きに排出
され易い。
【００５７】
　患者または付添人によって容易に保持され、かつ患者がその呼吸パターンを変化させる
ことを必要としないように、充分に小型で軽量である装置１０を使用して、比較的短時間
に充分な量の凝縮液を採取することができるように装置１０の寸法を選択する。壁２２、
３２および装置１０の他の構造は、白金硬化シリコンのような、タンパク質に結合する傾
向の無い材料から構成することが好ましい。他の適切な材料としてガラス、プラスチック
、ポリエチレン、ポリカーボネート、もしくはポリビニルポリマーまたは他の合成ポリマ
ーが挙げられるが、それらに限定されない。プランジャアセンブリ２５は同様に非タンパ
ク質結合剤から構成することが好ましいが、プラスチック、ビニル、ポリエチレン、ゴム
、白金硬化シリコン、またはフッ素含有ポリマーをはじめ、それらに限らず、任意の適切
な不活性材料から構成することができる。加えて、フッ素含有ポリマーであり、デラウェ
ア州ウィルミントンの企業Ｅ．Ｉ．Ｄｕ　Ｐｏｎｔ　Ｄｅ　Ｎｅｍｏｕｒｓ　ａｎｄ　Ｃ
ｏｍｐａｎｙが所有する登録商標であるＴＥＦＬＯＮ（登録商標）を使用することができ
る。好適な実施形態では、シリンジ２０は、長さが１０ｃｍから２０ｃｍの間、直径が２
ｃｍから５ｃｍの間である。冷却材ジャケット３４の厚さは１ｍｍから１０ｍｍの間とす
ることができ、単回使用から圧出される試料容積は１００μＬから１０００μＬの間であ
ることが好ましいが、わずか２５μＬの試料から有用な結果を得ることが可能であること
もある。
【００５８】
　プランジャアセンブリ２５は、前述した皮下注射針３５または同様の構造を含めること
により、先願に開示されたプランジャアセンブリに比べて改善されている。この改善は、
幾つかの実施例を下述する特殊化された反応室装置内への凝縮液の無菌送達を促進する。
針３５はピストン先端２７の中心コンジット３３に中心配置され、針３５の内部は、以下
で明らかになる目的のために、先端２７の放射状コンジット３１と流体連通する状態に構
成される。
【００５９】
　動作時、約０°Ｆまで温度を低下させかくしてシリンジ２０の内壁および外壁２２，３
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２の間に含まれる冷却材３４のジャケットを冷凍させることのできる、従来の家庭用また
は商業用フリーザのような冷凍装置に、１つ以上のシリンジ２０が最初に貯蔵される。患
者を検査するとき、単一のシリンジ２０が最初にフリーザから引き出される。呼気入力ア
センブリ５０またはマウスピース５２は装置１０の残部とは別個に貯蔵され、次いで装置
１０は使用のために、様々な構成要素を一体に結合することによって組み立てられる。次
に、患者はマウスピース５２をその患者の口領域に密閉するように配置し、マウスピース
５２内に呼気を吐く。呼気は配管５６を通して、入口３６を介して中央室２４内へ誘導さ
れる。吸込み弁４０は正圧によって開かれるが、そのような圧力が無ければ、それ中央室
２４内の空気が入口３６を通して逸出するのを防止する。次いで呼気は、取込み端とは反
対側の中央室２４の端の出口３８から針３５を介して排出する。出口弁４２は、弁４２の
シリンダ側に正圧が存在するときだけ、空気を中央室２４から外に通すことを可能にし、
そのような圧力が無いときには、弁４２は周囲空気が出口３８を介して中央室２４に入り
込むのを防止する。
【００６０】
　患者が装置１０を通して呼気を吐くと、呼気中の湿分が中央室２４の内部表面４４上に
凝縮し始める。冷却材３４およびシリンジ２４の低下された温度のため、凝縮液は内部表
面４４に即座に凍結することができる。ノズル３９および針３５の直径は、患者の呼息に
抵抗を生じるぐらい充分小さい。直径は好ましくは、各呼息が完了するのに約５秒を要す
るようになるまで、または最高で約５ｃｍの水圧の抵抗がもたらされるまで、呼気の割合
を低下させるように選択することができる。ノズル３９は代替的に、呼息に対する抵抗を
変動させるダイヤルを有する終末呼気正圧弁（「ＰＥＥＰ」弁）を装着することができる
ことを、当業者は理解されるであろう。ＰＥＥＰ弁は、カリフォルニア州ランチョコード
バのＬｉｆｅ　Ａｓｓｉｓｔ　Ｉｎｃから市販されている。この改善は、呼気が中央室２
４の内部表面４４と平衡するまでの時間の量を増加させる。
【００６１】
　患者が装置１０を通して呼気を吐き続けると、装置１０の内壁２２と外壁３２との間の
空間に配置された冷凍冷却材３４が溶融し始める。中央室２４を包囲する冷却材ジャケッ
ト３４の組成、容積、および厚さは、患者による約１０～１５回の呼息後に冷却材３４が
溶解し始めるように較正することが好ましい。所望の回数の呼息後に冷却材３４が溶解ま
たは解凍すると、凝縮液は同様に溶解し始めることができる。凝縮液が溶解すると、プラ
ンジャアセンブリ２５を押し込んで、採取された凝縮液試料を出口３８から圧出させるこ
とができる。
【００６２】
　図３Ａおよび３Ｂはそれぞれ、プランジャアセンブリ２５が部分的に押し下げられた位
置および完全に押し下げられた位置にある状態の図２の呼気凝縮液採取装置１０の部分側
面断面略図である。プランジャアセンブリ２５が押し下げられると、針３５は出口３８か
ら押し出される。一方、ピストン２６と出口３８との間の空間の容積は収縮するので、凝
縮液は放射状コンジット３１を通して中央導管３３に押し込まれ、そこから皮下注射針３
５内へ押し込まれる。次いで凝縮液は、適切な反応室装置内に排出する準備ができている
。反応室装置の幾つかの実施例については、図７～１３に関連して下述する。排出は、プ
ランジャアセンブリ２５を完全に押し下げることによって促進することができる。プラン
ジャアセンブリ２５のハンドル３０を捕捉し、それによってプランジャアセンブリ２５が
完全に押し下げられたことをユーザに示すために、シリンジ２０の反対側の端にクリップ
アセンブリを設けることができる。最後に、ＥＢＣが採取され、本明細書で下述する検査
手順に従って針３５を介して排出されると、装置１０全体を従来の廃棄物処理手順に従っ
て処分することができる。
【００６３】
　図４は、本発明の第２の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置６０の部分側面断面
図である。第１の実施形態と同様に、この呼気凝縮液採取装置６０は、中央室２４と、プ
ランジャアセンブリ６５と、ゴムガスケット２８と、ハンドル３０とを備える二重壁シリ
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ンジ６２、および呼気入力アセンブリ（図示せず）を備える。中央室２４およびその様々
な構成要素を含むシリンジ６２の本体は、幾つかの重要な例外を除き、第１シリンジ２０
のそれと同様である。最初に、第１実施形態の出口３８は、シリンジ６２の内壁２２およ
び外壁３２をその遠端付近で貫通する直径が約１ｍｍのブリードポート６８に置き換えら
れる。プランジャアセンブリが押し下げられるがＥＢＣを保持しているとき、ブリードポ
ート６８は、空気が中央室２４から抜けることを可能にする。また、プランジャアセンブ
リ６５は、ピストン６６の正面にニップル状の先端またはそこから延びる針を含まない。
しかし、ピストン６６の正面はわずかな円錐形を有し、中央室２４の端部はそれに対応す
る形状を有する。一緒に、この形状構成は、採取された凝縮液をより効率的に出口３８に
誘導することができる。しかし、前の装置１０のニップル状先端２７および図４の装置に
開示された円錐形状は相互に排他的ではなく、すなわち、図２のニップル状の先端２７に
図４の円錐形状を結合することによって、円錐形状を図２の装置に容易に組み込むことが
できることは明らかであろう。
【００６４】
　第１装置１０および第２装置６０の間の別の相違としては、第２装置が、皮下注射針３
５を取り付けることのできるねじ付きノズル６１を備えることである。針３５は第１装置
１０の針３５と同様であるが、それはプランジャアセンブリ６５に装着されるのではなく
、ノズル６１に固定される。針３５の内部は中央室２４の内部に連通接続される。針３５
は、ねじ付きノズル６１からのカバー６９の簡単な接続および取外しを促進するねじ付き
取付具を有する、着脱自在のプラスチックカバー６９によって保護することができる。シ
リンジ６２に取り付けられたとき、カバー６９は、下述する目的のために比較的気密性の
封止をもたらすことが好ましい。
【００６５】
　この第２装置６０の使用は第１装置１０のそれと幾分同様であるが、被験者が針３５を
通して呼吸することができるようになる前に、カバー６９は取り外さなければならない。
しかし、上述した改善により、この装置６０は第１装置１０より、凝縮液の較正された量
の凝縮液を送り込むのによく適応させることができる。最小限の量の凝縮液が採取された
ことを確実にするために充分な回数の呼吸を被験者が装置６０を通して行った後、カバー
６９をシリンジ６２の端部に戻すことができ、プランジャアセンブリ６５を慎重に押し下
げることができる。カバー６９はガスまたは液体が針３５を通過することを効果的に防止
するが、従来設計のブリードポート６８は、ピストン６６の正面が較正線７８を通過する
まで、空気および過剰な凝縮液の排出を可能にする。ＥＢＣが環境に逸出することを防止
するために、希望するならば綿ボールまたは他の吸収性材料、および希望するならば適切
な支持構造をブリードポート６８の上に配置することができる。ブリードポート６８を上
向きに配向して装置６０を保持することによって、ほとんどまたは全ての空気を中央室２
４から除去することができ、較正線７８によって測定される通り、較正量の凝縮液がその
中に残る。図４に示す通り、シリンジ６２は、その中に含まれる液体を見易くするために
、較正線７８の領域に単壁設計を使用することができる。好ましくは、シリンジ６２は２
５０～５００μＬの間の量を採取するように較正される。次いで、カバー６９を再び取り
外すことができ、この較正量を針３５によって適切な反応室装置に送り込むことができる
。
【００６６】
　図５は、本発明の第３の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置８０の側面断面略図
である。呼気を気道成分および肺胞成分に分画し、肺胞に由来する呼気の部分からだけ凝
縮を発生させることが有利であるかもしれない。この区分化工程は下気道肺感染症を気管
支炎と区別するのに役立つかもしれない。上記のＫｌｉｎｅの米国特許出願第１０／７７
８４７７号に記載されている通り、肺胞呼気凝縮液の採取のための装置は、例えば呼気の
二酸化炭素の部分圧力の上昇によって作動するゲーティングメカニズムを組み込むことが
できる。図５に示された呼気凝縮液採取装置８０は、その装置の好適な実施形態または匹
敵する装置で使用するのに適した装置の例である。図５の装置８０は、第１装置１０の呼
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気入力アセンブリ５０が除去されて、米国特許出願第１０／７７８４７７号に開示された
装置に含まれるような筺体内に装置８０を挿入することができることを除いては、図２の
装置１０と同様である。当業者には明らかであるように、ゲーティングメカニズムからの
流体連通を促進するため、または他の目的のために、図５に示すように、凝縮プロセス中
に空気流の方向を反転させることもできる。この場合、出口３６および入口３８、ならび
にそれらのそれぞれの一方向弁８１、８３のそれぞれの位置は、ここで、図２の装置１０
に対して反転される。
【００６７】
　本明細書には図示されていないが、空気流の反転は図４に示された装置６０にも適用す
ることができる。しかし、たとえ空気流の方向が反転しても、図３Ａおよび３Ｂまたは図
４のいずれかに関して記載するように、凝縮液は依然として皮下注射針３５を介して反応
室装置内へ送り込むことができる。
【００６８】
　先行する実施形態では、それぞれの装置１０、６０、８０は自発呼吸する被験者からＥ
ＢＣを採取するように設計され、被験者はマウスピースまたは顔マスク（図示せず）を介
して、図２または図５に模式的に示したもののような適切な入口に流れを方向付ける配管
内に呼気を吐く。本発明を機械的人工呼吸を受けている患者からの採取を可能にするよう
に適応させることも有利であろう。たいていの病院では、ヒトは、しばしば酸素に混入さ
れ、過剰水蒸気で加湿された加圧空気に対して換気される。この過剰水蒸気は、呼吸サイ
クル中に呼気を患者の肺から離すように方向付ける流出配管内に、凝縮を蓄積させる。呼
吸療法士が、呼息回路のほとんどの垂下部に容量約２０～１００ｍＬの小さいシリンダを
取り付け、この凝縮液を捕集することは標準的な慣行である。本発明を利用して、人工呼
吸を受ける患者のグラム陰性細菌性肺感染症を診断するために、捕集された凝縮液の一定
量をＬＰＳ含有量について分析することができる。最も単純な実施形態では、薬剤の送達
に使用される型の市販のシリンジ（例えばインシュリンシリンジ）を使用して、人工呼吸
回路の呼息管路の凝縮液タンクにある凝縮液の設定量（例えば１００～２００マイクロリ
ットル）を抜き取ることができ、この量を下述する実施例の反応室装置内に注入すること
ができる。
【００６９】
　図６は、本発明の好適な実施形態を実現する代替的人工呼吸システムの略図である。一
例として図５の装置８０を使用すると、人工呼吸を受ける患者からの採取は、装置８０の
出口３６に真空システム９２を追加し、ＹまたはＴ継手９４を、ノズル３９の端部の前述
したルアーロック接続具に接続することによって促進することができる。ＹまたはＴ継手
９４は、患者９６から従来の人工呼吸器９８までの流出経路の途中で管路に接続される。
流出経路は２つのポリエチレン管１０２、１０４を含み、最初の管は、従来の気管内挿入
管１００または他の患者インタフェースからＹまたはＴ継手９４の入口に接続され、第２
の管はＹまたはＴ継手９４の出口と、人工呼吸器１１０の流出トラックに通常設けられる
ようなポートとの間に接続される。第３のポリエチレン管１０６は、人口呼吸器１１０の
流入トラックから気管内挿入管１００に接続される。各ポリエチレン管１０２、１０４、
１０６は内径が約１０～３０ｍｍ、長さが１メートル以上である。総じて、そのような装
置は、充分な量のＥＢＣが採取されるまで、真空システム９２が採取装置８０を通して呼
気の連続側流試料を抜き取ることを可能にする。真空システム９２のポンプによる吸引速
度は約１００ｍＬ／分に設定することができる。
【００７０】
　図７および８はそれぞれ、図２、４、および５の採取装置１０、６０、８０と使用する
のに適した１つの反応室アセンブリ１２０の側面断面略図および上面図である。反応室ア
センブリ１２０は、ＥＢＣ中に存在するＬＰＳの量を検出して定量するように設計されて
いる。アセンブリ１２０は、注入用の薬剤を貯蔵するために一般的に使用される無菌アン
プルの一般的形状構成に似ている。アセンブリ１２０は、反応室、および分光光度計キュ
ベットの両方として機能することができ、試料中のＬＰＳの濃度に比例する可視光の透過
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百分率を測定する。アセンブリ１２０は真空密閉され、反応室１２２およびプラグ１２４
、保持リング１２６、ならびに保護キャップ１２８を含む。反応室１２２はガラスまたは
別の透明な材料から作られることが好ましいが、下述する選択される色または光の変化ま
たは現象がそこを通して容易に見ることができるならば、代替的に準透明な（半透明な、
または他の不透明でない）材料から作ることができる。反応室１２２は約０．５～１．０
ｍＬの容積を持つことが好ましい。図示する通り、反応室１２２は円形であるが、反応室
１２２は同様に方形とすることができ、あるいは分光光度計内への挿入を容易にする別の
幾何学的形状を持つことができ、あるいは既存の市販の実験室用分析システムに「改造設
置」することができるように変形することができることは理解されるであろう。反応室１
２２は、上述した凝縮液採取装置１０、８０のものと同様のねじ付き雄型ルアーロック接
続具１３２をさらに含む。言うまでもなく、図４に開示されたような装置６０を利用する
場合には、ルアーロック接続具１３２は必要ないかもしれない。
【００７１】
　反応室１２２内部の密閉された無菌で発熱物質を含まない環境を維持するために、好ま
しくはゴムから形成されるプラグ１２４を反応室１２２の頂部に配置することができる。
プラグ１２４は保持リング１２６によって反応室１２２に保持され、該保持リングは好ま
しくはアルミニウムから作られ、プラグ１２４の送り込みポート１３０を介して反応室１
２２内に呼気凝縮液を送り込むことを可能にする開口を中心に有する。好適な実施形態で
は、送り込みポート１３０は、皮下注射針で穿刺することのできる再封可能な蓋である。
好ましくはプラスチックから形成される保護キャップ１２８は、保持リング１２６および
プラグ１２４の損傷または汚れを防止するために、アセンブリ１２０の頂部に一時的に取
り付けられる。
【００７２】
　使用時に、無菌反応室アセンブリ１２０は貯蔵所から取り出され、開示された装置１０
、６０、８０の１つ（または別の同等の装置）を用いてＥＢＣ試料が採取される。反応室
アセンブリ１２０の保護キャップ１２８が取り外され、次いで、それぞれの皮下注射針３
５をプラグ１２４の送り込みポート１３０に挿入することによって、比較的正確な量のＥ
ＢＣ試料が反応室１２２に送込まれる。設けられている場合にはそれぞれのルアーロック
接続具を係合させて、装置１０、６０、８０を反応室アセンブリ１２０に効果的に固定す
ることができる。次いで、充分な量のＥＢＣがアセンブリ１２０に送り込まれるまで、プ
ランジャアセンブリ２５を押し下げることができる。必要な量を示すために較正線１３４
を反応室１２２に付けることができるが、量が採取装置６０で事前に較正されている場合
には、そのような線１３４は必要ないかもしれない。エンドトキシン分析物の正確な測定
に必要な、充分な量のＥＢＣを抜き取るために、組立中に、反応室１２２は真空下で密閉
される。
【００７３】
　反応室１２２は、因子Ｃ、因子Ｂ、プロクロッティング酵素、および発色基質の事前指
定された乾燥塊１３６を、水和により約７．４のｐＨを維持するためにカルシウムおよび
マグネシウムの塩、ならびにリン酸塩、または他の有機化合物、例えばＴＲＩＳアミノメ
タン緩衝液と共に含む。これらの酵素の量および活性は、所定の量のＥＢＣで臨床関連範
囲のＬＰＳの検出が可能となるように、事前較正される。量は、約３７℃で１５～３０分
の反応時間で測定したときに、非希釈ＥＢＣで０～約１０ＥＵ／ｍＬの範囲のＬＰＳの濃
度に比例して対応する、０～１．００までの範囲の線形光学濃度読み値を反応から生じさ
せるように較正される。反応の温度は少なくとも約３４℃に保持されることが好ましい。
反応の温度は少なくとも約３７℃に保持されることがさらに好ましい。
【００７４】
　発色基質は、約４３℃までの温度に、活性を失うことなく耐えることができる。したが
って、反応室は、制御された発熱反応によって、約４３℃まで加熱することができる。少
なくとも１５分間、好ましくは２５分間、３４～４３℃の均等な培養をもたらすために、
発熱反応を制御することが好ましい。したがって、下述の通り、発熱水和反応の速度を制
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御する処置を講じる必要がある。
【００７５】
　そのような発熱反応は、水和により熱を放出する塩を反応室内に配置することによって
開始することができる。そのような塩の一例として、チオ硫酸ナトリウム五水和物が挙げ
られるが、それに限定されない。塩を反応室内に配置すると、採取された凝縮液の導入に
より、発熱反応を開始することができる。短い加熱期間内に即時の完全な水和を促進する
、粉末の塩を使用することが好ましい。例えば、塩は制御された水和により３４～４３℃
の反応温度を少なくとも１５分間発生させることのできる、半透性マトリクスまたは結晶
形態とすることができる。あるいは、塩は反応室を取り囲むユーザ開始加熱ジャケットに
配置することができる。この実施形態では、反応室は可撓性ポリマーから構成される二重
壁ジャケット内に挿入することができる。ジャケットは、水和により熱を放出することの
できる乾燥塩、および２本の指で圧搾することによって容易に破断することのできる水の
アンプル（２～５ｍＬ）を含むことができる。水のアンプルを破断させる行為により塩の
水和が開始され、発熱反応を引き起こし、かくして反応室は約４３℃に約１５～３０分間
加熱され、その時点で色強度および対応するエンドトキシン活性を、下述する通り、定量
化することができる。
【００７６】
　予備データから、約０．２０ＥＵ／ｍＬ（約０．２０の較正線形光学濃度読み値）を越
えるＬＰＳの濃度は、肺のグラム陰性細菌感染の存在を示す臨床検査陽性閾値に対応する
ことが示唆される。好適な実施形態では、発色基質は、凝固酵素によって開裂されて約４
０５ｎｍのピーク吸光度を持つ反応溶液に黄色を放つ、パラアミノアニリドのような色素
にコンジュゲートされたペプチドとすることができる。他の発色基質と代替することがで
きること、および異なる等吸収点で検出することのできる代替物に他の色素マーカをコン
ジュゲートさせることができることは、容易に理解されるであろう。加えて、マーカ分子
は励起蛍光の特性を含む化合物とすることができ、それにより分子は、単色光の入射ビー
ムによる刺激に応答して狭い波長間隔内の光を放出する。ＬＰＳの存在を検出するための
マーカとして、様々な発色基質および蛍光基質を使用できることを、当業者は理解される
であろう。
【００７７】
　あるいは、ウェルの側部にマトリックス結合された抗体を使用してＬＰＳを捕獲するよ
うに反応室アセンブリを設計することができる。図９は、第１の代替的反応室アセンブリ
１４０の斜視図である。この代替的実施形態では、アセンブリ１４０は、酵素結合免疫測
定技術を使用する縦型マイクロタイタウェルとして機能し、種特異的ＬＰＳ分子１５４の
検出が可能であるという利点を有する。キュベットとして機能することのできるアセンブ
リ１４０は、室１４２と、プラグ１４４と、保持リングまたは他の構造体１４６とを含む
ことができる。以下で明らかにする目的のために、窓１４３は室１４２の壁の少なくとも
一部分に形成される。前の装置１２０のリング１２６と同様に、リング１４６は、プラグ
１４４の中心に注入目標領域１５０を露出させる開口を含む。
【００７８】
　図１０Ａ～１０Ｄは、図９の第１の代替的反応室アセンブリ１４０の部分概略部分側面
断面図である。各抗体１５２のＦｃ部は、従来の技術を用いて、アセンブリ１４０の窓１
４３にコンジュゲートまたは結合する。したがって、各抗体１５２のＦａｂ部はアセンブ
リ１４０の中心に向かって配向され、ＬＰＳ１５４のＯ多糖体部がよりよく捕獲される。
ＥＢＣ試料の導入後、室１４２は次いで、アルブミン含有緩衝液（図示せず）で洗浄して
、非特定的物質を除去することができる。次いで、ＬＰＳを含まない水（図示せず）を加
えることによって、所定量の前述したような発色基質１５６を含む別個のアンプルが再構
成され、発色試薬試料がシリンジによって抜き取られ、図１０Ｃに示すように、反応室１
４２に注入される。発色基質１５６はＬＰＳ１５４と反応し、それによって色素１５８を
放出する。約１５～３０分後に、幾つかの方法の１つによって光学濃度を読み取ることが
できる。本発明の好適な実施形態に使用するのに適した１つの発色基質１５６はパラニト



(18) JP 4804464 B2 2011.11.2

10

20

30

40

50

ロアニリドを組み込み、それは放出されたときに約４０５～４１０ｎｍで検出することが
できる。
【００７９】
　Ｏ抗原に特異的な免疫原性を持つ抗体ではなく、ＬＰＳを捕獲するために、ＬＰＳのい
ずれかの部分に対し特異的な高い親和性を持つ他の分子を反応室の壁に結合させることが
できることを、当業者は理解するであろう。これらの分子としてＨＡ‐１ＡおよびＥ５、
リポ多糖体結合タンパク質（「ＬＰＢ」）、殺菌性／浸透性増加タンパク質（「ＢＰＩ」
）、リムルス抗リポ多糖体因子（「ＬＡＬＦ」）、またはポリミキシン抗生剤が挙げられ
るが、それらに限定されない。
【００８０】
　ＬＰＳ濃度を定量化するために、多数の実施形態を利用することができる。１つの実施
形態では、カラーストリップとの視覚的比較を用いて、半定量的決定を行うことができる
。カラーストリップは、最も明るい陰影を最左端に配置し、最も暗い陰影を最右端に配置
し、陰影強度を徐々に上げながら左右方向に表示される１つの色のパッチを有する標準物
差に似ている。各陰影パッチは、陰影強度の増加がＥＵ反応度の増加を表わすようにした
、特定範囲のエンドトキシン単位（ＥＵ）の反応度と関連する。観察者は、反応室アセン
ブリ１２０、１４０の内容物の陰影をカラーストリップのパッチと比較するために、周囲
光の中でプラスチックまたは紙のカラーストリップの隣に透明な反応室アセンブリ１２０
、１４０を保持することができる。観察者は次いで、反応室内に観察される色の陰影強度
と最もよく合致するカラーパッチを選択することができる。陽性反応は、約０．２０ＥＵ
／ｍＬに対応するかあるいは追加検査から決定された、特定の色陰影閾値によって示され
る。
【００８１】
　より正確な定量化は、上述の通り培養後の反応室を受け入れるように構成された、小型
の特殊設計された単一ビーム光分光光度計により得ることができる。分光光度計は、試料
を３７°Ｆに加温するために反応室の挿入により活性化される、加熱コイルを含むことが
できる。分光光度計は代替的に、２５分間の培養後に測定光学濃度を表示または印刷する
ことができる。
【００８２】
　図１１は、分光光度計を使用することなく視覚的に読み取ることのできる単回使用のカ
ートリッジにＥＢＣを送り出すことを可能にする、第２の代替的反応室装置を組み込んだ
検査キット２００の斜視図である。検査キット２００は筺体２０２内に配置された検査モ
ジュール２０３および陽性対照モジュール２２３を含む、２つのモジュール２０３、２２
３を有する。図１２は、図１１の検査モジュール２０３の線１２－１２に沿って切った側
面断面図である。検査モジュール２０３はポート２０４を含む。ポート２０４は好ましく
は約１００マイクロリットルの容積を有し、乾燥塊が水和により約７．４のｐＨを維持し
かつ水性試薬を形成することを可能にする、ＥＤＴＡ、カルシウムおよびマグネシウムの
塩、ならびにリン酸塩、または他の有機化合物と共に、因子Ｃ、因子Ｂ、プロクロッティ
ング酵素、および発色基質の乾燥塊１３６を含む。
【００８３】
　図１１では、反応室２０８、検査マトリクス２１２、１対の微小管２１４、２１６、１
対の一方向弁２１８、２２０、および出口２２２をさらに示す。反応室２０８は少なくと
も約２５０マイクロリットルの容積を有することが好ましい。ポート２０４および反応室
２０８は第１微小管２１４によって接続される一方、反応室２０８は第２微小管２１６に
よって出口２２２に接続される。当業者は、微小管２１４が１つ以上の微小管を含むこと
ができることを理解されるであろう。ポート２０４から反応室２０８を介して出口２２２
までの一方向の流体連通を促進するために、弁２１８、２２０は第１および第２微小管２
１４、２１６にそれぞれ配置される。微小管２１４が複数の微小管を含む場合、複数の微
小管に対応するために、２つ以上の弁２１８、２２０が必要になるかもしれない。カート
リッジの頂部には、一連の徐々に暗くなる色パッチが配置され、各々の徐々に暗くなる色
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パッチがエンドトキシン活性の徐々に増大する間隔に対応するように構成された、事前印
刷カラーストリップ２２１がある。
【００８４】
　反応室２０８は、ＬＰＳの存在を示す色の変化がないかマトリクス２１２を観察できる
ように、透明な材料２１０で被覆される。反応室２０８内に配置されたマトリクス２１２
は、受入れ、発色基質によって染色される不溶性ポリマーまたは他の材料から形成された
表面である。適切な材料として、セルロース、アガロース、メタクリレート、ポリスチレ
ン、ポリフェニル、ポリナフチル、ポリベンジル、ナイロン、絹、または他の繊維等から
生じたポリマーが挙げられるがそれらに限定されない。マトリクス２１２は吸収性である
が、密に織られるので、流体が重力および毛管作用によって微小管２１６を通して、移動
するまで、流体が反応室２０８内に浮遊し続けることを可能にする。利点として、マトリ
クス２１２は本質的にＬＰＳ自体を結合することができ、あるいはＨＡ－１ＡおよびＥ５
、ＬＰＢ、ＢＰＩ、ＬＡＬＦ、またはポリミキシン抗生剤のようなＬＰＳ結合分子の１つ
を共有結合もしくは他の方法で結合することができる。したがって、マトリクス２１２は
、未知の試料中のエンドトキシンの濃度に比例して色強度を発現させる。事前印刷カラー
ストリップ２２１との視覚的比較により、上述の通り、エンドトキシン濃度の半定量的決
定が可能になる。
【００８５】
　検査キット２００の内部は、チオ硫酸ナトリウム五水和物と、検査キット２００の圧搾
により破断する水の密閉アンプルとを含むこともできる。水のアンプルを破断する作用に
より、チオ硫酸ナトリウムの水和を開始すると、発熱反応を引き起こし、かくして検査キ
ット２００全体が約２５分間約４３℃に加熱される。発熱反応のための材料は検査キット
２００内に配置されるが、それらは、試料が導入されかつ何らかのＬＰＳ関連化学反応が
発生する検査キット２００内の全ての領域から分離される。
【００８６】
　動作時に、装置１０、６０、８０により採取された凝縮液を、前述した乾燥塊１３６を
含む反応室２０４内に注入することによって、反応が開始される。少なくとも約０．３５
ｍＬの凝縮液を反応室２０４内に注入することが好ましい。凝縮液を注入する動作は、反
応室２０４および微小管２１４における凝縮液および乾燥塊１３６の混合作用を引き起こ
し、それによってＬＡＬ反応が開始される。注入によって誘発される圧力差が毛管作用の
力と結合されることにより、反応混合物は微小管２１４内を経て反応室２０８内に流入し
、３４～４３℃の温度で発色基質反応が続く間、そこに留まる。エンドトキシンはマトリ
クス２１２に結合されるので、発色基質から加水分解された着色分子は、凝縮液中のエン
ドトキシンの活性に比例する色相強度にマトリクス２１２を染色し、色変化は定量化のた
めにカラーストリップ２２１と視覚的に比較することができる。
【００８７】
　図１３は、図１１の陽性対照モジュール２２３の線１３－１３に沿って切った側面断面
図である。陽性対照モジュール２２３はポート２２４と、反応室２２８と、検査マトリク
ス２３２と、ここで２４４で表わされる乾燥塊１３６と結合されたある量の乾燥ＬＰＳと
、１対の微小管２３４、２３６と、１対の一方向弁２３８、２４０と、出口２４２とを含
む。ポート２２４および反応室２２８は第１微小管２３４によって接続され、反応室２２
８は第２微小管２３６によって出口２４２に接続される。ポート２２４から反応室２２８
を介して出口２４２まで一方向の流体連通が可能となるように、弁２３８、２４０が第１
および第２微小管２３４、２３６にそれぞれ配置される。図示する通り、ＬＰＳ２４４は
ポート２２４に配置されているが、ＬＰＳ２４４は代替的にまたは追加的に、第１微小管
２３４内または検査マトリクス２３２上に配置することができることは理解されるであろ
う。
【００８８】
　第２の代替的反応室装置も次のように使用することができる。ＥＢＣ試料を前述の呼気
凝縮液採取装置１０、６０、８０の１つから検査モジュールポート２０４内に注入し、そ
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こから第１の検査モジュール微小管２１４を介して検査モジュール反応室２０８内へ向け
ることができる。好適な実施形態では、ＥＢＣ試料の量は約０．３５ｍＬである。試料の
量は、マトリクス２１２を含むウェル２０８が満杯になるように較正し、かくしてマトリ
クス２１２を液体で被覆させ、ＬＰＳのマトリクス２１２との結合を開始することが好ま
しい。過剰なＥＢＣは第２検査モジュール微小管２１６を通して流出することができる。
一方向弁２１８は周囲空気からのＬＰＳの侵入を防止する。吸収性材料を２１６に配置す
ることができ、外部流体漏出を防止する。
【００８９】
　約６０秒とすることのできる比較的正確な予め定められた時間後に、検査モジュール２
０３および陽性対照モジュール２２３を各々、ある量の滅菌（エンドトキシンを含まない
）水で洗浄することができる。好適な実施形態では、各モジュール２０３、２２３に注入
される滅菌水の量は約０．２５ｍＬである。水はそれぞれの反応室２０８、２２８を通過
し、それぞれの第２微小管２１６、２３６を介してそれぞれの出口２２２、２４２から排
出させられる。
【００９０】
　次に、ＬＰＳを含まない水は、図７および８の反応室装置１２０のようなアンプルに添
加され、水和により約７．４のｐＨを維持し、水性試薬を形成するためのＥＤＴＡ、カル
シウムおよびマグネシウムの塩、ならびにリン酸塩、または他の有機化合物と共に、因子
Ｃ、因子Ｂ、プロクロッティング酵素、および発色基質の乾燥塊１３６を含む、図７およ
び８の反応室装置１２０のようなアンプルに添加される。ひとたび試薬が再構成されると
、それはインシュリンを送達し、結核検査抗原を提供するために一般的に使用されるよう
なシリンジ（しばしば「ＴＢシリンジ」と呼ばれる）（図示せず）を使用して抜き取り、
検査モジュールポート２０４および陽性対照モジュールポート２２４の両方に注入するこ
とができる。検査キット２００は次いで、２３℃で所定の時間、例えば１０分間放置して
発色させ、次いで検査ウェル２０８に色またはパターンの変化がないか、視覚的に検査す
ることができる。陽性対照モジュール２２３は、発色基質酵素系の活性を確実にするため
に含まれる。
【００９１】
　さらなる代替例では、参照によってその内容全体を本明細書に援用するＮｅｅｍａｎら
の米国特許第４３７０４１３号（’４１３特許）に記載されるように、細管内で凝固カス
ケードのゲル形成を可能にすることによって、ＥＢＣ中のＬＰＳの割合を測定することが
できる。図１４は、本発明の第４の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置２６０の部
分側面断面図である。この装置２６０は、それが二重壁２２、３２と、中央室２４と、ピ
ストン２６、ゴムガスケット２８、およびハンドル３０付きのプランジャアセンブリ６５
と、呼気入力アセンブリ（図示せず）と、出口６８と、ねじ付きノズル６１と、着脱自在
のプラスチックカバー６９とを有するシリンジ２６２を含むという点では、図４のそれと
同様である。これらの構成要素の各々は、シリンジ２６２が出口６８との流体連通状態で
シリンジの側部から延びるマノメータ２６５をさらに含むことを除き、図４の装置６０の
それらと一般的に同様である。加えて、各装置６０、２６０は針３５、２７５を含むが、
この第４実施形態の針２７５は、その中でＥＢＣがＬＡＬアッセイ試薬と接触する細管と
して働く。したがって、針２７５は、図１５に示すように、ＬＰＳがＥＢＣ中に存在する
場合にゲル化するためのＬＡＬアッセイ試薬を予備充填された、乾燥した不溶性かつ不活
性の繊維基質２７０により塞栓される。
【００９２】
　プラグ２７０がＥＢＣで湿潤するまでプランジャアセンブリ６５を押し下げることによ
って、反応を開始することができる。流出針２７５におけるゲル化の量は、ＥＢＣ中のＬ
ＰＳの量に比例する。指定時間後に、プランジャアセンブリ６５を再び強制的に押し下げ
、マノメータ２６５を用いて中央室２４内の押出し圧力を測定することができる。押出し
圧力はＥＢＣ中のＬＰＳ濃度に比例する。
【００９３】
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　先行する全実施形態において、試料を７５℃に加熱すること、アルキルグルコシドまた
はベータ１，４グルコシド結合を持つ分子を添加することをはじめ、βグルカン（因子Ｇ
）との反応を防止する化学物質または方法を含めることによって、反応の特定性を向上す
ることができることを理解されたい。
【００９４】
　ひとたびグラム陰性細菌感染が診断されると、抗生物質治療を開始することができる。
本発明の方法は、抗生物質治療の有効性を監視するために利用することができることを、
当業者は理解されるであろう。有効な抗生物質治療は、細胞膜の破裂を伴う細菌の死滅お
よび遊離したＬＰＳの肺胞上皮液中への放出の増加のため、吐き出された呼気凝縮液中の
ＬＰＳ濃度の初期増加を引き起こすかもしれないことを当業者は予測することができる。
この濃度の上昇は、抗生物質の投与後最初の２４～７２時間に予想される。さらに、有効
な抗生物質治療は最終的に、抗生物質の投与後の続く３～１０日間に吐き出された呼気凝
縮液中のＬＰＳの濃度の低下をもたらすことを予想することができる。したがって、連続
的なＬＰＳ測定を使用して治療の有効性を監視することを推量することができる。呼気中
のＬＰＳ含有量の初期増加が示されず、あるいはその後の数日間の呼気中のＬＰＳ含有量
の低下が示されないことは、治療に対するグラム陰性細菌の耐性を示唆することができる
。
【００９５】
　比較的容易に無痛かつ迅速にグラム陰性細菌感染症を診断するための方法および装置を
提供するので、本発明は有利である。本願は、呼気凝縮液中のＬＰＳの濃度を測定するこ
とによって、グラム陰性細菌性肺炎を診断することを対象にする。しかし本発明は、敗血
症をはじめ、それに限らず、どんな肺内グラム陰性細菌感染症の診断にも利用することが
できる。グラム陰性細菌感染症は同一抗生物質治療法により治療することができ、したが
って、どのグラム陰性細菌感染症の診断でも、そのような感染症にかかった被験者にとっ
て有利であることを、当業者は理解されるであろう。さらに、本発明を利用して、感染症
を引き起こしたグラム陰性細菌の特定菌種を、この情報が有益である状況で、特定するこ
とができる。
【００９６】
実施例
【００９７】
実施例１
【００９８】
　起きて、協力的な、自発呼吸のできる患者がグラム陰性細菌性肺炎であるか否かを診断
するために、そのような患者からの呼気凝縮液試料中のＬＰＳを以下の手順に従って検出
した。
【００９９】
　処置のための被験者は、次の手順に従って選択した。被験者（各群毎にＮ＝８）は、次
の３つの基準、すなわち１）肺炎の診断、２）１日１０本を越える煙草を積極的に喫煙す
る健康な患者、および３）健康な非喫煙者に基づいて募集した。肺炎と診断された被験者
を獲得するために、有色痰を生じる咳、１０１°Ｆを超える計測発熱、１立方マイクロリ
ットル当たり１２０００を越える末梢白血球総数によって立証される白血球増加症、およ
び胸部放射線写真における湿潤物の存在を含む標準的な治療背景で診断された被験者を選
択した。被験者の排除基準として、抗菌剤薬物治療の使用、呼気採取を不可能にする急性
疾患もしくは解剖学的異常所見、および／または肺結核の疑いが挙げられる。
【０１００】
　採取した呼気試料に利用された呼気凝縮装置は次に記述する通りである。装置は、高さ
約５０ｃｍの変性ガラスフラスコに取り付けられた長さ１メートルのポリビニル管（内径
１５ｍｍ）から構成された。ガラスフラスコは特別に設計された着脱自在のガラス栓を頂
部に有していたが、それ以外は標準的な実験室用のメス（フロレンス）フラスコと同様の
外見であった。ガラス栓は２つの出口を有し、１つは上方に突出し９０度に屈曲したガラ
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ス管の挿入用であり、もう１つは乾燥した呼気を周囲空気中に排出させることができた。
ガラス管の一端をガラス管にしっくり嵌合するポリビニル管に接続した。ガラス管の他端
は、フラスコのガラス球の内部に約２５ｃｍ突き出した。ガラスフラスコ全体を、エタノ
ール中のドライアイスの冷却スラリ中に沈めた。
【０１０１】
　以下の手順で呼気凝縮液を採取した。被験者にポリビニル管を保持させ、ポリビニル管
の反対側の端に取り付けられたカモノハシ形のマウスピース内に呼気を吐き出させた。被
験者の呼気は、ポリビニル管を通してフラスコの凝縮室内に送られ、そこでフラスコの冷
却された内側が、被験者の呼気水蒸気およびエアロゾル化された液滴を凝縮され冷凍させ
た。被験者に深呼吸を約３０回行うように要求し、それにより約１～３ｍＬの試料が得ら
れた。
【０１０２】
　被験者から呼気試料を採取する前に、外部のエンドトキシンまたはベータグルカン分子
による試料の汚染を低減するために、複数の処置を講じた。全ての構成要素は、使用中に
２２０℃で最低４時間高圧滅菌することにより、かつエンドトキシンを除去するように設
計された市販の洗浄液を使用することにより滅菌した。ポリビニル管は高圧滅菌の前に無
菌箔で包んだ。無菌箔は、試料採取中、付けたままにしておいたが、ポリビニル管を取り
外す前に取り外した。技術者は全ての構成要素を取り扱うのに無菌手袋を使用した。しか
し、ポリビニル管の末端部６ｃｍは、無菌手袋を着用していない被験者が把持することが
できた。凝縮液を溶解させた後、それを発熱物質を含まないピペット先端で凝縮室から吸
引し、層状フード下で発熱物質を含まないクライオチューブに移した。背景エンドトキシ
ンについて検査するために、次の手順に従ってガラス器および配管の「模擬」標準を実行
した。２ミリリットルのエンドトキシンを含まない水（ミズーリ州セントルイスのＳｉｇ
ｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）を洗浄され高圧蒸気滅菌された凝縮室に注入し、撹拌し、次い
で吸引して、凝縮液試料と同様の方法で貯蔵した。凝縮液試料および模擬標準用の水を－
５７℃で分析まで貯蔵した。
【０１０３】
　エンドトキシンの存在を以下の手順に従って検出した。製造者の仕様書（米国マサチュ
ーセッツ州ファルマスのＡｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ、パイロクロム
アッセイ）に従って、発色リムルスアッセイを用いて、非希釈溶解凝縮液について分析を
実施した。反応は９６ウェルマイクロタイタプレート（Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　Ｃ
ａｐｅ　Ｃｏｄ、パイロクロムマイクロタイタプレート）で、３７℃で３０分間行なわれ
、マイクロタイタプレート分光光度計で４０５ｎｍの色の変化が読み出された。１バッチ
中に全ての試料が実行された。アッセイエンドトキシン標準を用いて標準曲線が達成され
、Ｒ＝０．９９７で直線状であった。
【０１０４】
　図１６は、３つの試験群の各々における患者について測定されたエンドトキシン濃度を
示す散布図である。正常者、喫煙者、および肺炎患者の平均（±ＳＤ）エンドトキシン濃
度はそれぞれ０．０９６±０．０５０、０．０９１±０．０４０、および０．２３４±０
．１３０ＥＵ／ｍＬであった。グラフは、０．２０ＥＵ／ｍＬがグラム陰性菌性肺炎の被
験者とグラム陰性菌性肺炎でない被験者とを区別する有用な限界点であるかもしれないこ
とを示唆している。
【０１０５】
　肺炎であり０．２０ＥＵ／ｍＬ未満の試験値を持つ２人の被験者を「Ａ」および「Ｂ」
と標識した。従来の臨床試験で、これらの被験者がグラム陰性細菌性肺炎でないことを確
認した。患者Ａは血液培養の結果、連鎖球菌肺炎が陽性であり、それが患者の肺炎び細菌
性原因であると臨床的に推定された。患者Ｂは、血液培養が陰性であり、分析用の他の標
本は提出されず、インフルエンザ（ウィルス性）肺炎が臨床的に疑われた。
【０１０６】
　模擬標準からの水試料の２つは、０．１０および０．１４ＥＵ／ｍＬ（平均は０．１２
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ＥＵ／ｍＬ）の値であった。したがって、０．１２ＥＵ／ｍＬはシステムの背景「ノイズ
」であるとみなされ、この値を、未補正試料で決定された０．２０ＥＵ／ｍＬの限界値か
ら減算した。この分析を用いて、０．０８ＥＵ／ｍＬより上の値を含む呼気凝縮液の試料
は異常検査結果とみなされる。別の実験室で異なる凝縮装置を使用した場合、この背景補
正値は異なるかもしれないことを理解されたい。
【０１０７】
実施例２
【０１０８】
　人工呼吸器の助けを借りて呼吸している被験者がグラム陰性細菌性肺炎であるか否かを
診断するために、そのような被験者からの呼気凝縮液試料で、次の手順に従ってＬＰＳを
検出した。
【０１０９】
　６人の被験者が試験に参加した。人工呼吸を受けている被験者のうちの４人は肺炎の臨
床的証拠を示し、抗生物質治療により処置されていた。人工呼吸を受けている被験者のう
ちの２人は肺炎の臨床的証拠を示さず、対照として使用された。
【０１１０】
　以下の手順に従って呼気凝縮液試料を得た。人工呼吸システムの気管内挿入管に取り付
けられた流出配管に蓄積された呼気凝縮液から分析物を得た。分析物は目視検査で透明か
つ非混濁状態に見えた。
【０１１１】
　エンドトキシンの存在を以下の手順に従って検出した。製造者の仕様書（米国マサチュ
ーセッツ州ファルマスのＡｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ、パイロクロム
アッセイ）に従って、発色リムルスアッセイを用いて、非希釈および希釈凝縮液に分析を
実施した。希釈はエンドトキシンを含まない水中に１：１０、１：１００、および１：１
０００の希釈を含んだ。反応は９６ウェルマイクロタイタプレート（Ａｓｓｏｃｉａｔｅ
ｓ　ｏｆ　Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ、パイロクロムマイクロタイタプレート）で、３７℃で３０
分間行なわれ、マイクロタイタプレート分光光度計で４０５ｎｍの色の変化が読み出され
た。１バッチ中に全ての試料が実行された。アッセイの検出の上限は０．２５ＥＵ／ｍＬ
であった。
【０１１２】
　分析の結果は次の通りである。６つの試料は全て、非希釈試料では検出範囲より上であ
った（つまり０．２５ＥＵ／ｍＬより高かった）。肺炎の被験者の全ての１：１０の希釈
試料における平均エンドトキシン濃度は、線形検出の限度より上であったが、肺炎でない
２人の人工呼吸患者の１：１０の希釈液の平均エンドトキシン濃度は０．０５ＥＵ／ｍＬ
より低かった。これらのデータは、人工呼吸回路の流出配管中の目視検査で透明かつ非混
濁状態に見える凝縮液の試料中の濃度が０．２５ＥＵ／ｍＬより高い場合、グラム陰性菌
性肺炎が陽性になる気管支肺胞洗浄試料の存在が予測されることを示唆している。
【０１１３】
実施例３
【０１１４】
　呼気凝縮液中のＬＰＳを以下の手順に従って検出した。以下の手順に従って呼気凝縮液
試料を採取するために、市販の容積１リットルのガラスフラスコを用意した。ガラスを３
時間にわたって４００℃に加熱し、その表面にＬＰＳが含まれないようにした。患者が管
内に呼気を吐き出したときに、患者の呼気がガラスフラスコを通過して出口から流出する
ように、滅菌された内径１１ｍｍの可撓性ポリビニル管をフラスコの枝部分に流体連通状
態に配設した。フラスコ中の呼気凝縮液の捕獲を促進するために、フラスコを冷却材とし
てのドライアイスおよびエタノールスラリ混合物中に部分的に沈めた。エアルゾル化した
唾液の捕獲を防止するために、管およびフラスコは、凝縮フラスコが患者の高さより上に
維持されるように配設した。
【０１１５】
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　呼気を以下の手順に従って採取した。変動する健康状態の８人の被験者がフラスコに接
続された管内に呼吸した。各被験者は、呼吸を追跡するためにハンドカウンタを用いてフ
ラスコ内に１００回深呼吸をした。この方法から１１±４ｍＬに等しい平均量の凝縮液が
得られた。
【０１１６】
　以下の手順に従って、市販の発色性ＬＡＬアッセイ（マサチューセッツ州Ｃａｐｅ　Ｃ
ｏｄ）を使用して、呼気凝縮液中のＬＰＳを検出した。各被験者の凝縮液試料から、二つ
組の５０μＬ分注物を標準９６ウェルＥＬＩＳＡプレートの２つのウェルに移した。発色
ＬＡＬアッセイに必要な試薬を添加し、試薬を３７℃で３０分間培養した。市販のプレー
トウェル読取装置で４０５ｎｍの光学濃度が読み出された。ＦＤＡ承認情報源から得られ
た既知の量のＬＰＳを使用して、標準曲線と比較することによって濃度を決定した。
【０１１７】
　次の結果が得られた。４人の正常な志願者は全員１００ｐｇ／ｍＬ未満のＬＰＳ濃度を
持つことが明らかになったが、２人の他の点では健康な喫煙者は２００ｐｇ／ｍＬ未満の
濃度を持つことが明らかになった。臨床的に肺炎の２人の喫煙者は、８００ｐｇ／ｍＬを
越えるＥＢＣ　ＬＰＳ濃度を持つことが明らかになった。この実験から、ＥＢＣ試料のＬ
ＰＳ含有量は、試料を提供する被験者の肺の健康に基づいて変動し得ることが結論付けら
れた。これらのデータはまた、健康な被験者の口腔細菌叢からの汚染無しにＥＢＣを試料
採取することができることも示唆している。
【０１１８】
　上記の情報に基づいて、本発明に幅広い実用性および用途が考えられることは、当業者
には容易に理解される。本発明の本質または範囲から逸脱することなく、本明細書に具体
的に記述した以外の本発明の多くの実施形態および適応例が、多くの変形、変化、および
同等の構成と同様に、本発明およびその上記の説明から明らかであり、合理的に示唆され
る。したがって、本発明を本明細書ではその好適な実施形態に関連して記載したが、この
開示は本発明の単なる例証および例示であって、本発明の完全かつ実施を可能にする開示
を提供する目的のために行ったにすぎないことを理解されたい。上記の開示は、本発明を
限定したり、あるいはそのような他の実施形態、適応例、変形、変化、または同等の構成
を排除することを意図したものではない。本発明は、本明細書に添付する請求項およびそ
れらの同等物によってのみ限定される。本明細書で特定の用語を使用したが、それらは限
定のためではなく、一般的かつ説明的な意味で使用されているにすぎない。
【図面の簡単な説明】
【０１１９】
【図１】リポ多糖体の基本構造の略図である。
【図２】本発明の第１の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の側面断面図である。
【図３】図３Ａはプランジャアセンブリが部分的に押し下げられた位置にある状態の図２
の呼気凝縮液採取装置の部分側面断面略図である。図３Ｂはプランジャアセンブリが完全
に押し下げられた位置にある状態の図２の呼気凝縮液採取装置の部分側面断面略図である
。
【図４】本発明の第２の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の部分側面断面図であ
る。
【図５】本発明の第３の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の側面断面図である。
【図６】本発明の好適な実施形態の代替的人工呼吸システムの略図である。
【図７】図２、４、および５の採取装置と共に使用するのに適した反応室装置の側面断面
略図である。
【図８】図７の反応室装置の上面図である。
【図９】第１の代替的反応室装置の側面斜視図である。
【図１０Ａ－Ｂ】図９の第１の代替的反応室装置の部分側面断面図である。
【図１０Ｃ－Ｄ】図９の第１の代替的反応室装置の部分側面断面図である。
【図１１】第２の代替的反応室装置を組み込んだ検査キットの斜視図である。
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【図１２】図１１の検査モジュールの線１２－１２に沿って切った側面断面図である。
【図１３】図１１の陽性対照モジュールの線１３－１３に沿って切った側面断面図である
。
【図１４】本発明の第４の好適な実施形態に係る呼気凝縮液採取装置の部分側面断面図で
ある。
【図１５】図１４の針の拡大部分側面断面図である。
【図１６】３つの試験群の各々における患者の測定エンドトキシン濃度を示す散布図であ
る。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】

【図８】

【図９】

【図１０Ａ－Ｂ】 【図１０Ｃ－Ｄ】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】
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