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(57)【要約】
　本発明は、吸着媒体を用いて、全血、血清又は血漿か
ら、相当量の細菌（例えば、ヘパラン硫酸に対して親和
性を有さない又は低い親和性を有する細菌を含む、グラ
ム陰性菌及びグラム陽性菌）を除去するための方法を提
供する。当該方法は高い体積流量及び高線流速を伴う体
外処置に使用することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細菌に感染している疑いがある対象から採取した試料から細菌を除去するためのエクス
・ビボ（ｅｘ　ｖｉｖｏ）の方法であって、当該方法が以下、
　当該対象から採取した試料を吸着媒体と接触させ、細菌及び当該吸着媒体を含む接着複
合体の形成をさせ；そして
　当該接着複合体から当該試料を分離して、減少した量の細菌を有する試料を生成するこ
と、
を含む、方法。
【請求項２】
　前記試料が、全血、血清及び血漿からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記試料が全血である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記吸着媒体が、多糖類の吸着剤を含まない親水性表面を有する高表面積の固体基質で
ある、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記固体基質が複数の硬質ポリマービーズを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記硬質ポリマービーズが、ポリウレタン、ポリメチルメタクリレート、ポリエチレン
又はエチレンと他のモノマーとの共重合体、ポリエチレンイミン、ポリプロピレン、及び
ポリイソブチレンからなる群から選択されるメンバーである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記固体基質が１又は複数の中空繊維を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項８】
　前記固体基質が固体繊維又は固体繊維から作られた織られた糸を含む、請求項４に記載
の方法。
【請求項９】
　前記親水性表面がカチオン性表面である、請求項４に記載の方法。
【請求項１０】
　前記吸着媒体が、表面又は粗面トポグラフィーの結果として高表面積を有する、請求項
１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記親水性表面が中性に帯電した表面である、請求項４に記載の方法。
【請求項１２】
　前記試料中の細菌が約２０％から約９９．９％まで減少する、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記試料中の細菌が約２０％から約４０％まで減少する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細菌がグラム陰性菌である、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細菌がグラム陽性菌である、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記細菌が、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉ
ｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、カルバペネム耐性大腸菌、カルバペネム耐性肺炎桿
菌、及び基質特異性拡張型ベータラクタマーゼ肺炎桿菌（ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｓｐｅｃｔ
ｒｕｍ　ｂｅｔａ－ｌａｃｔａｍａｓｅ　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
）、エンテロコッカス・フェシウム（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ）、ア
シネトバクター・バウマニ（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉ）、及び
メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａ
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ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（ＭＲＳＡ）からなる群から選択される、請求
項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記細菌が、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、メチ
シリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、及び大腸菌からなる群から選択される、請求項
１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記試料が約８ｃｍ／分から約１０００ｃｍ／分の線流速を有する、請求項１に記載の
方法。
【請求項１９】
　前記試料が約５０ｍｌ／分から約５Ｌ／分の体積流量を有する、請求項１に記載の方法
。
【請求項２０】
　細菌に感染している疑いがある対象から採取した試料から細菌を除去するためのエクス
・ビボの方法であって、当該細菌がヘパラン硫酸に対して低い親和性を有する又は親和性
を有さないことが知られており、以下、
　当該対象から採取した試料を吸着媒体と接触させ、接着複合体の形成をさせ、ここで、
当該吸着媒体はその表面に少なくとも１つの多糖類の吸着剤を有する高表面積の固体基質
であり、そして
　当該接着複合体から当該試料を分離して、減少した量の細菌を有する試料を生成するこ
と、
を含む、方法。
【請求項２１】
　前記試料が、全血、血清及び血漿からなる群から選択される、請求項２０に記載の方法
。
【請求項２２】
　前記試料が全血である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記固体基質が複数の硬質ポリマービーズを含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
　前記接着複合体が細菌及び前記吸着媒体を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２５】
　前記硬質ポリマービーズが、ポリウレタン、ポリメチルメタクリレート、ポリエチレン
又はエチレンと他のモノマーとの共重合体、ポリエチレンイミン、ポリプロピレン、及び
ポリイソブチレンからなる群から選択されるメンバーである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記固体基質が１又は複数の中空繊維を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２７】
　前記少なくとも多糖類の吸着剤（ａｂｓｏｒｂｅｎｔ）が、ヘパリン、ヘパラン硫酸、
ヒアルロン酸、シアル酸、マンノース配列を有する炭水化物、及びキトサンからなる群か
ら選択されるメンバーである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２８】
　前記少なくとも多糖類の吸着剤がヘパリン又はヘパラン硫酸である、請求項２７に記載
の方法。
【請求項２９】
　前記少なくとも多糖類の吸着剤がヘパリンである、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ビーズが、ビーズのグラムあたり約０．２７ｍｇから約１０ｍｇのヘパリンでコー
トされている、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
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　前記ビーズが、ビーズのグラム当たり２±０．５ｍｇのヘパリンでコートされている、
請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記試料中の細菌が約２０％から約９９．９％まで減少する、請求項２０に記載の方法
。
【請求項３３】
　前記試料中の細菌が約２０％から約４０％まで減少する、請求項２０に記載の方法。
【請求項３４】
　前記試料中の細菌がイン・ビトロのヘパリン結合アッセイに失敗する、請求項２０に記
載の方法。
【請求項３５】
　前記細菌がグラム陰性菌である、請求項１６に記載の方法。
【請求項３６】
　前記細菌がグラム陽性菌である、請求項１６に記載の方法。
【請求項３７】
　前記細菌が、大腸菌、肺炎桿菌、アシネトバクター・バウマニ、エンテロコッカス・フ
ェシウム、カルバペネム耐性大腸菌、カルバペネム耐性肺炎桿菌、及び基質特異性拡張型
ベータラクタマーゼ肺炎桿菌からなる群から選択される、請求項２０に記載の方法。
【請求項３８】
　前記試料が約８ｃｍ／分から約１０００ｃｍ／分の線流速を有する、請求項２０に記載
の方法。
【請求項３９】
　前記試料が約５０ｍｌ／分から約５Ｌ／分の体積流量を有する、請求項２０に記載の方
法。
【請求項４０】
　透析を受けている対象から採取した試料から細菌を除去するためのエクス・ビボの方法
であって、以下、
　当該対象から採取した試料を吸着媒体を含む吸着カートリッジと接触させ、ここで、当
該吸着カートリッジは透析カートリッジと直列であり、接着複合体の形成をさせ；そして
　当該接着複合体から当該試料を分離して、減少した量の細菌を有する試料を生成するこ
と、
を含む、方法。
【請求項４１】
　前記試料が２００ｍｌ未満の総血液量を有する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記吸着カートリッジが、１ｃｍ～５０ｃｍの間のカラムの高さを有する、請求項４０
に記載の方法。
【請求項４３】
　前記吸着カートリッジが、１ｃｍ～５０ｃｍの間のカラム直径を有する、請求項４０に
記載の方法。
【請求項４４】
　前記吸着カートリッジが前記透析カートリッジと比較して、前記対象の近位にある、請
求項４０に記載の方法。
【請求項４５】
　前記吸着カートリッジが前記透析カートリッジと比較して、前記対象の遠位にある、請
求項４０に記載の方法。
【請求項４６】
　前記接着複合体が細菌及び吸着媒体を含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項４７】
　前記試料が約８ｃｍ／分から約１０００ｃｍ／分の線流速を有する、請求項４０に記載
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の方法。
【請求項４８】
　前記試料が約５０ｍｌ／分から約５Ｌ／分の体積流量を有する、請求項４０に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１４年４月２４日に出願された米国仮特許出願第６１／９８４，０１３
号の優先権を主張し、その教示はすべての目的のためにその全体が参照により本明細書に
援用される。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　血流感染、又は菌血症は集中治療室（ＩＣＵ）における主要な課題である。菌血症は、
敗血症性ショック、髄膜炎、心内膜炎、骨髄炎及び他の転移性合併症にすぐにつながり得
る。黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、緑膿菌（Ｐ．ａ
ｅｒｕｇｉｎｏｓａ）及び腸内細菌科は菌血症及び院内感染の原因となる、最も一般的な
細菌である。敗血症患者の転帰の重症度は、細菌負荷及び菌血症の持続期間の両方に相関
している。例えば、大腸菌及び黄色ブドウ球菌菌血症患者の定量的ＲＴ－ＰＣＲ研究は、
ｒＤＮＡの数が１，２３８コピー／ｍｌ超に増加した場合、死亡率は１４．３％から４２
．９％に増加し、そして敗血症性ショックは３１．４％から８５．７％に増加したという
ことを示した。髄膜炎菌（Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ）の高い血中濃度が、長期入院
、四肢又は組織損失、透析の必要性、及び患者の死亡率に相関することも見出された。別
の研究は、肺炎球菌性肺炎の重症度が血液中の細菌負荷に相関したことを示した。血液の
１０００肺炎レンサ球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ＤＮＡコピー／ｍｌ超を有する患
者の死亡率は２５．９％であったのに対し、１０００コピー／ｍｌ未満を示す患者につい
ては６．１％であった。さらに別の研究では、初期診断後４８時間と９６時間との間に経
過観察陽性の血液培養は、合併黄色ブドウ球菌菌血症の最も強い予測因子であることが示
された。効果的な菌血症治療の難しさを構成することは、しばしば適切な抗生物質治療の
遅延投与である。治療の遅延の１時間ごとに死亡リスクは７％超増加する。
【０００３】
　細菌感染症に対処する従来の方法は、宿主組織への損傷を最小限に抑えながら特異的に
細菌を殺す活性薬剤を投与することである。現在利用可能なより効果的な抗生物質のいく
つかは非常に有毒であるので、これは大きな課題である。例えば、バンコマイシンは腎毒
性であり、体外酸素供給（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ　ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ）を
受けている患者にはすぐに禁忌となり得る。現在の薬剤耐性に対処するために新たな抗生
物質の開発に成功しても、新たなスーパーバグが出現し続けることになる。明らかに、薬
剤の開発に加えて、感染症に対処するための新たな方法が必要とされている。
【０００４】
　薬剤耐性病原菌は医療システムにとって増大する脅威である。ＣＤＣは近年、カルバペ
ネム耐性腸内細菌科細菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｅｎｔｅｒｏｂ
ａｃｔｅｒｉａｃｅａ）（ＣＲＥ；「スーパーバグ」）の出現を警告している。ＣＲＥ菌
血症の死亡率は５０％に達し得る。最も強い利用可能な抗生物質にさえ対するＣＲＥの耐
性は臨床医にいくつかの治療の選択肢を残す。院内ＣＲＥ感染症の発生率は過去１０年で
４００％増加した。現在、ＣＲＥ菌血症は主に院内感染症であるが、市中感染ＣＲＥの発
生率が増加し得ることが懸念される。今日、ＣＲＥ感染症を減少させる唯一の方法は、教
育及び予防による。
【０００５】
　迅速に細菌負荷を減少させ、かつ菌血症の持続期間を短縮することができる、安全で広
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域スペクトルの技術が必要である。本発明は、全血又は全血清から病原菌を迅速かつ安全
に除去することができる高表面積の体外親和性吸着媒体を提供することによって、このこ
と及び他の要求を満たす。
【発明の概要】
【０００６】
　発明の簡単な概要
　本発明は、血液中に存在する細菌の種類を最初に同定することすらなく、細菌負荷を迅
速に減少させ、かつ菌血症の持続期間を短縮することができる方法を提供する。
【０００７】
　いくつかの態様では、本明細書で提供されるのは、細菌に感染している疑いがある対象
から採取した試料から細菌を除去するためのエクス・ビボ（ｅｘ　ｖｉｖｏ）の方法であ
る。当該方法は、以下、当該対象から採取した試料を吸着媒体と接触させ、細菌及び当該
吸着媒体を含む接着複合体の形成をさせ；そして、当該接着複合体から当該試料を分離し
て、減少した量の細菌を有する試料を生成すること、を含み、それらから本質的になり、
又はそれらからなる。典型的に、吸着媒体はカラム、容器又はカートリッジ内に含まれる
。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、当該試料は、全血、血清及び血漿からなる群から選択される
。他の実施形態では、当該試料は全血である。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、当該吸着媒体は、多糖類の吸着剤を含まない親水性表面を有
する高表面積の固体基質である。いくつかの例では、当該固体基質は複数の硬質ポリマー
ビーズを含む。いくつかの実施形態では、当該硬質ポリマービーズは、ポリウレタン、ポ
リメチルメタクリレート、ポリエチレン又はエチレンと他のモノマーとの共重合体、ポリ
エチレンイミン、ポリプロピレン、及びポリイソブチレンからなる群から選択されるメン
バーである。他の実施形態では、当該固体基質は、１又は複数の中空繊維又は糸を含む。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、当該親水性表面はカチオン性表面である。他の実施形態では
、当該親水性表面は中性に帯電した表面である。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、当該試料中の細菌は約２０％から約９９．９％まで減少する
。他の実施形態では、当該試料中の細菌は約２０％から約４０％まで減少する。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、当該細菌はグラム陰性菌である。他の実施形態では、当該細
菌はグラム陽性菌である。他の実施形態では、当該細菌は、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ
ｉａ　ｃｏｌｉ）、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、カルバ
ペネム耐性大腸菌、カルバペネム耐性肺炎桿菌、及び基質特異性拡張型ベータラクタマー
ゼ肺炎桿菌（ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｂｅｔａ－ｌａｃｔａｍａｓｅ　Ｋ
ｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、エンテロコッカス・フェシウム（Ｅｎｔ
ｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ）、アシネトバクター・バウマニ（Ａｃｉｎｅｔｏ
ｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉ）、及びメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ｍｅｔｈｉ
ｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（
ＭＲＳＡ）からなる群から選択される。さらに他の実施形態では、当該細菌は、黄色ブド
ウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、及び大腸菌からなる群から選択さ
れる。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、当該吸着媒体のカチオン性表面は、大腸菌、肺炎桿菌、カル
バペネム耐性大腸菌、カルバペネム耐性肺炎桿菌、及び基質特異性拡張型ベータラクタマ
ーゼ肺炎桿菌、エンテロコッカス・フェシウム、アシネトバクター・バウマニ、及びメチ
シリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）からなる群から選択される細菌と、接着複合体を
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形成する。他の実施形態では、当該中性に帯電した表面は、黄色ブドウ球菌、メチシリン
耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、及び大腸菌からなる群から選択される細菌と、接着複
合体を形成する。
【００１４】
　いくつかの態様では、本明細書で提供されるのは、細菌に感染している疑いがある対象
から採取した試料から細菌を除去するためのエクス・ビボの方法であって、当該細菌がヘ
パラン硫酸に対して低い親和性を有する又は親和性を有さないことが知られている。当該
方法は、以下、当該対象から採取した試料を吸着媒体と接触させ、接着複合体の形成をさ
せ、ここで、当該吸着媒体はその表面に少なくとも１つの多糖類の吸着剤を有する高表面
積の固体基質であり、そして、当該接着複合体から当該試料を分離して、減少した量の細
菌を有する試料を生成すること、を含み、それらから本質的になり、又はそれらからなる
。当該接着複合体は細菌及び当該吸着媒体を含む。典型的に、当該吸着媒体は、カラム、
容器又はカートリッジ内に含まれる。ある態様では、試料はカラム、容器又はカートリッ
ジから出て、接着複合体が後に残る。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、当該試料は、全血、血清及び血漿からなる群から選択される
。他の実施形態では、当該試料は全血である。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、当該固体基質は複数の硬質ポリマービーズを含む。いくつか
の例では、当該硬質ポリマービーズは、ポリウレタン、ポリメチルメタクリレート、ポリ
エチレン又はエチレンと他のモノマーとの共重合体、ポリエチレンイミン、ポリプロピレ
ン、及びポリイソブチレンからなる群から選択されるメンバーである。他の実施形態では
、当該固体基質は１又は複数の中空繊維を含む。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、当該少なくとも多糖類の吸着剤（ａｂｓｏｒｂｅｎｔ）は、
ヘパリン、ヘパラン硫酸、ヒアルロン酸、シアル酸、マンノース配列を有する炭水化物、
及びキトサンからなる群から選択されるメンバーである。他の実施形態では、当該少なく
とも多糖類の吸着剤はヘパリン又はヘパラン硫酸である。いくつかの例では、当該少なく
とも多糖類の吸着剤はヘパリンである。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、当該ビーズは、ビーズのグラム当たり約０．２７ｍｇから約
１０ｍｇのヘパリンでコートされている。他の実施形態では、当該ビーズは、ビーズのグ
ラム当たり２±０．５ｍｇのヘパリンでコートされている。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、当該試料中の細菌は約２０％から約９９．９％まで減少する
。他の実施形態では、当該試料中の細菌は約２０％から約４０％まで減少する。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、当該細菌はグラム陰性菌である。他の実施形態では、当該細
菌はグラム陽性菌である。さらに他の実施形態では、当該細菌は、大腸菌、肺炎桿菌、ア
シネトバクター・バウマニ、エンテロコッカス・フェシウム、カルバペネム耐性大腸菌、
カルバペネム耐性肺炎桿菌、及び基質特異性拡張型ベータラクタマーゼ肺炎桿菌からなる
群から選択される。
【００２１】
　いくつかの態様では、本明細書で提供されるのは、透析又は体外酸素供給を受けている
対象から採取した試料から細菌を除去するためのエクス・ビボの方法である。当該方法は
、以下、対象から採取した試料を吸着媒体を含む吸着カートリッジと接触させ、ここで、
当該吸着カートリッジは透析カートリッジ又は酸素供給器と直列であり、接着複合体の形
成をさせ、そして、当該接着複合体から当該試料を分離して、減少した量の細菌を有する
試料を生成すること、を含み、それらから本質的になり、又はそれらからなる。当該接着
複合体は細菌及び吸着媒体を含む。典型的に、当該吸着媒体は、カラム、容器又はカート
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リッジ内に含まれる。ある態様では、当該試料はカラム、容器又はカートリッジから出て
、接着複合体が後に残る。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、当該試料は２００ｍｌ未満の総血液量を有する。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、当該吸着カートリッジは１ｃｍ～５０ｃｍの間のカラムの高
さを有する。いくつかの実施形態では、当該吸着カートリッジは１ｃｍ～５０ｃｍの間の
カラム直径を有する。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、吸着カートリッジは透析カートリッジと比較して、対象の近
位にある。他の実施形態では、吸着カートリッジは透析カートリッジと比較して、対象の
遠位にある。
【００２５】
　これら及びその他の態様、目的及び利点は、以下の図面及び詳細な説明を読むことでよ
り明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１Ａ】図１Ａ～Ｂは吸着媒体及びヒト血液の比較を示す。図１Ａは吸着媒体を示し、
図１Ｂはヒト血液塗抹標本の画像を示す。
【図１Ｂ】図１Ａ～Ｂは吸着媒体及びヒト血液の比較を示す。図１Ａは吸着媒体を示し、
図１Ｂはヒト血液塗抹標本の画像を示す。
【図２】図２は、細菌、例えば黄色ブドウ球菌及びクラミジア、ならびにウイルス、例え
ばポックスウイルス、ヘルペスウイルス、インフルエンザウイルス、及びピコナウイルス
（ポリオ）のサイズ比較を示す。
【図３】図３は、直径（ｄ）を有するビーズ及び直径（ａ）を有する細胞を含む吸着媒体
の断面を示す。
【図４】図４は、強制対流を受けた硬質媒体についての直線流及び吸着カートリッジカラ
ムの高さに応じた最小ビーズサイズを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　発明の詳細な説明
　本発明は、部分的には、血液（例えば、全血及び血清）から、相当量の細菌（例えば、
ヘパラン硫酸に対して親和性が知られていない又は低い親和性を有する細菌を含む、グラ
ム陰性菌及びグラム陽性菌）を除去するのに効果的である吸着媒体の発見に基づく。加え
て、当該吸着媒体は、高い体積流量及び高線流速を伴う体外処置に使用することができる
。典型的に、当該吸着媒体は、カラム、容器又はカートリッジ内に含まれる。ある態様で
は、試料はカラム、容器又はカートリッジから出て、接着複合体が後に残る。
【００２８】
　本発明の第１の態様は、血液を固体基質と接触させることによって、血液、例えば哺乳
動物の血液からの細菌の除去のための方法を提供する。本発明者らは、当該固体基質の表
面構造が細菌病原体又はウイルスなどの病原体を除去するのに効果的であることを見出し
た。
【００２９】
　本発明の基質は、大きな圧力低下なしに基質にわたって血液の高流量を可能にする、十
分に大きな格子間の寸法（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ　ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ）を有する
。例えば、血液が哺乳動物から採取されると、それは、主として強制対流によって吸着床
の表面への吸着質の送達が特徴づけられる流量で、基質上を通過する。対流輸送に適した
基質は、一般的に、固体、本質的な非多孔質材料、例えば粒子、ビーズ、繊維、糸、網状
発泡体（ｒｅｔｉｃｕｌａｔｅｄ　ｆｏａｍｓ）、又は任意に渦巻き型の（ｓｐｉｒａｌ
－ｗｏｕｎｄ）緻密膜の間の、巨視的な「チャネル」又は可視的な隙間に依存する。
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【００３０】
　これは、高多孔質の吸着媒体（例えば、多孔質シリカ、セファデックス（Ｓｅｐｈａｄ
ｅｘ）（登録商標）、架橋ポリスチレン及び他のサイズ排除媒体）、及び分子拡散のはる
かに遅いプロセスを使用する他の多くの微多孔質媒体とは対照的である。拡散輸送に依存
する吸着基質は一般的に、微細孔及び極めて高い内部表面積を有する多孔質材料から構成
されている。
【００３１】
　Ｉ．定義
　用語「体外治療」は、体の外で行われる、すなわち、エクス・ビボの医療処置を含む。
いくつかの例では、体外治療は、体液、例えば血液が個体から採取され、そしてその体液
が個体に戻される前に、所望の生成物、例えば、これらに限定されないが、酸素、血液－
抗凝固薬、麻酔薬などが体液に添加される、方法を含む。他の例では、体外治療は、身体
又は体液から自然に発生する毒素、毒物又はウイルスのような望ましくない生成物を除去
することを含む。体外治療の非限定的な例としては、アフェレーシス、自己輸血、血液透
析、血液濾過、血漿交換、体外循環（ＥＣＣ）、体外生命維持（ＥＣＬＳ）、体外式膜型
人工肺（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ）
（ＥＣＭＯ）、及び心肺バイパスが挙げられる。
【００３２】
　用語「高流量」又は「高流動条件（ｈｉｇｈ　ｆｌｏｗ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）」は、
拡散限界を超える血液の流量又は速度を含む。
【００３３】
　用語「吸着媒体」は、細胞、生物、ウイルス、病原体、ポリペプチド、ポリヌクレオチ
ド、化学分子、生体分子がその表面に付着し、試料、例えば血液から除去することができ
る材料を含む。
【００３４】
　用語「接着複合体」は、第１の分子が表面、例えば基質に付着（例えば、架橋、連結又
は結合）しており、そして第２の分子が第１の分子に付着している、少なくとも２つの分
子の複合体を含む。例えば、病原体又はウイルスはヘパリンに付着することができ、接着
複合体を形成する。典型的に、本発明の方法では、接着複合体が後に残り、試料は病原体
又はウイルスが取り除かれる。
【００３５】
　用語「高表面積」は、体積比に対して大きな比表面積を有する特性を含む。
【００３６】
　用語「吸着剤」は、化学化合物、生体分子又はそれらに付着（例えば、架橋、連結又は
結合）している材料を有する固体基質を含む。ある例では、吸着剤は固体基質それ自体で
ある。１つの実施形態では、吸着剤は、それに結合した多糖類、例えばヘパリンを有する
ポリマー樹脂である。当該基質は、ポリマービーズ、繊維又は糸とすることができる。
【００３７】
　用語「硬質ポリマービーズ」は、ポリマー樹脂から作られるビーズ、顆粒、ペレット、
球、粒子、マイクロカプセル、スフェア、ミクロスフェア、ナノスフェア、マイクロビー
ズ、ナノビーズ、マイクロ粒子、ナノ粒子などを言う。ポリマービーズは基質として有用
である。
【００３８】
　用語「繊維」又は「糸」は固体基質として有用である。当該繊維又は糸は、合成ポリマ
ー又は天然ポリマーあるいはそれらの混合物から作ることができる。ある例では、最初は
多孔質の中空繊維又は糸は、ヘパリン又は他の吸着剤をその外表面及び／又は内表面に結
合する前、間又は後に、緻密又は非多孔質にされる。
【００３９】
　用語「炭水化物」は、炭素、水素及び酸素原子を含み、かつ、通常は実験式Ｃx（Ｈ2Ｏ
）y（式中ｘ及びｙは異なる数である）を有する分子を言う。炭水化物の例としては、単



(10) JP 2017-513636 A 2017.6.1

10

20

30

40

50

糖類、二糖類、オリゴ糖、及び多糖類が挙げられる。
【００４０】
　用語「多糖類」は、グリコシド結合によって結合された単糖単位の分子であって、ｘが
２００から約３０００の間であるＣx（Ｈ2Ｏ）yの実験式を有する分子を言う。
【００４１】
　用語「親水性表面」は、表面が平坦である場合、９０°未満の水接触角を有する表面を
含む。
【００４２】
　細菌の文脈における用語「ヘパラン硫酸への低い親和性」は、ヘパラン硫酸に対する細
菌の低い結合親和性を言う。いくつかの実施形態では、当該結合親和性はヘパラン硫酸に
対する標準的なアッセイ、例えば酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いて決定
される。他の実施形態では、結合親和性は予測分析、例えば、病原体、例えば細菌により
発現される推定ヘパラン硫酸結合タンパク質の分析に基づいて決定される。用語「ヘパラ
ン硫酸に対する親和性がない」とは、ヘパラン硫酸に対して結合親和性を有さない、又は
検出可能よりも低い親和性を有する、あるいはヘパラン硫酸に結合することが知られてい
ない細菌を言う。いくつかの例では、ヘパラン硫酸に対する親和性を有さないことは、ヘ
パラン硫酸に対する予測される結合親和性を有さないことを含む。
【００４３】
　ＩＩ．実施形態の詳細な説明
　Ａ．対流輸送による細菌病原体の結合
　対流輸送中の本発明の本質的に非多孔質な吸着基質への細菌病原体の結合は、典型的に
体外血液回路の安全な操作に用いられる比較的高い流動条件下で、例えば≧８ｃｍ／分、
好ましくは約≧３０ｃｍ／分、そしてより好ましくは約３０～１，０００ｃｍ／分の線流
速で測定された場合、特に効果的である。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、吸着媒体は、約８ｃｍ／分から約１，０００ｃｍ／分、例え
ば、約８ｃｍ／分から約３０ｃｍ／分、約２５ｃｍ／分から約１００ｃｍ／分、約５０ｃ
ｍ／分から約２００ｃｍ／分、約１００ｃｍ／分から約１０００ｃｍ／分、約２００ｃｍ
／分から約１０００ｃｍ／分、約４００ｃｍ／分から約１０００ｃｍ／分、約５００ｃｍ
／分から約１０００ｃｍ／分、約６００ｃｍ／分から約１０００ｃｍ／分、約１００ｃｍ
／分から約５００ｃｍ／分又は約３００ｃｍ／分から約８００ｃｍ／分の線流速で、体外
回路内の全血から病原体を除去する。ある例では、当該流速は、約１０、１５、２０、２
５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０
、９５、１００ｃｍ／分又は約２５～４０ｃｍ／分である。
【００４５】
　他の実施形態では、吸着媒体は、約５０ｍｌ／分から約５Ｌ／分、例えば、５０ｍｌ／
分、１００ｍｌ／分、１５０ｍｌ／分、２００ｍｌ／分、２５０ｍｌ／分、３００ｍｌ／
分、３５０ｍｌ／分、４００ｍｌ／分、５００ｍｌ／分、５５０ｍｌ／分、６００ｍｌ／
分、６５０ｍｌ／分、７００ｍｌ／分、７５０ｍｌ／分、８００ｍｌ／分、８５０ｍｌ／
分、９００ｍｌ／分、９５０ｍｌ／分、１．０Ｌ／分、１．５Ｌ／分、２．０Ｌ／分、２
．５Ｌ／分、３．０Ｌ／分、３．５Ｌ／分、４．０Ｌ／分、４．５Ｌ／分、及び５Ｌ／分
の体積流量で、体外回路内の全血から病原体を除去する。いくつかの実施形態では、当該
流量は好ましくは＞１５０ｍｌ／分である。
【００４６】
　高度に多孔質な吸着媒体は、対照的に、１ｍｌ／分未満から約５０ｍｌ／分未満のはる
かに低い流量を必要とする。さらに、吸着基質上の滞留時間（例えば、吸着質（例えば細
菌）が吸着媒体と接触している時間）は、標準的な体外血液システムと互換性のない結合
部位への吸着質の強制対流を使用する媒体と比較して、媒体内の吸着部位への吸着質の拡
散輸送を必要とする媒体のために、はるかに長くなる必要がある。
【００４７】
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　典型的に、吸着カラム上の「滞留時間」は、強制対流により（本質的に非多孔質な媒体
上の）結合部位へと吸着質を運ぶのに必要とされる、より低い滞留時間と比較した場合、
媒体内の吸着部位への吸着質の拡散輸送を必要とする媒体のためにより長くなる必要があ
ることが認識されている。しかしながら、安全かつ効果的な吸着カートリッジ、カラム、
フィルター等の寸法には、特に、それが含むことができる血液の最大ホールドアップ体積
、及び吸着媒体を通過する血液又は血清の流速に関して、実用的な限界がある。この理由
のため、吸着装置を通る平均流量は設計変数であると考えられる。
【００４８】
　高流量及びより短い滞留時間が必要とされる場合、はるかに遅い拡散輸送に依存する基
質ははるかに効果的でないが、強制対流輸送に依存する基質は一般的に高流量により適し
ている。この理由のため、体外血液浄化装置では、吸着質が吸着媒体内の孔を通して急速
に拡散することが好ましい。血液が人工材料から製造された回路を通じて送り出される場
合、停滞を防止し、凝固のリスクを減少させるために、比較的高い血流量を使用すること
が一般慣行である。他方で、血液細胞を破裂させ又は別の方法で損傷を与え得る高せん断
速度及び衝突損傷に、血液細胞をさらす可能性があるため、極度に高い流量は避けられ得
る。それゆえ本発明は、対流輸送の好ましい特徴及びその望ましいより急速な動態を用い
て、血液から細菌病原体を除去するための方法及び装置を提供する。これは、所望のサイ
トカイン、病原体又は細菌に結合することができ、それらを血液から除去する本質的に非
微多孔質な基質（例えば、固体基質）上に血液を通過させ／流すことによって達成される
。
【００４９】
　本明細書で提供される吸着媒体は、＞５０ｍｌ／分、そして好ましくは約１５０ｍｌ／
分から５Ｌ／分の間の流量で、従来の体外血液循環に使用することができる。線流速で測
定された場合は、≧８ｃｍ／分、好ましくは約≧２４ｃｍ／分、及びより好ましくは約２
４～３２９ｃｍ／分、又はそれ以上。例えば、当該流速は、２５、５０、７５、１００、
１２５、１５０，１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、３２５、３５０、
３７５、４００、４２５、４５０、４７５、５００、５２５、５５０、５７５、６００、
６２５、６５０、６７５、７００、７２５、７５０、７７５、８００ｃｍ／分又はそれ以
上とすることができる。そのような高流量は吸着カラム内の短い滞留時間をもたらし、対
流輸送が拡散輸送を支配する。このことは、より大きな粒子、例えばゆっくりと拡散する
ウイルス、細菌及び寄生虫ならびに他のタンパク質及び病原体に結合するために特に重要
である。
【００５０】
　細菌病原体を除去するために利用できる主な吸着部位は、媒体床、容器又はカートリッ
ジの隙間内の表面に存在し、それを通して血液は流れ、又は強制対流によって輸送される
。血液を処理するために、格子間のチャネルは、直径が平均６ミクロンである赤血球の輸
送をさせるのに十分な大きさであることが必要である。充填された吸着カートリッジが高
い血流量で体外回路に配置させるために、格子間のチャネルは赤血球の直径よりも数倍大
きくすることができる。このことは、溶血につながる高せん断速度を防ぎ、又は実質的に
排除することができ、同時に充填床又はカートリッジを通じて流れる血液の圧力低下を最
小限に抑える。さらに、当該媒体は、圧縮によってフィルターカートリッジを詰まらせる
可能性がある変性を最小限に抑えるために、好ましくは硬質である。これらの選択に基づ
いて、最適化された硬質媒体は、例えば、高流量体外血液回路における病原体及び／又は
サイトカインの効率的な除去のための、格子間のチャネルサイズと総表面積とのバランス
を取る。
【００５１】
　請求項に係る方法は、体外治療又は処置、ひいては移植可能な装置に主に適用されるこ
とを意図している。
【００５２】
　哺乳動物からの全血及び血清は本発明に使用することができる。請求項に係る方法に使
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用することができる血液又は血清の量は制限されることを意図していない。それは、患者
に戻す連続的再循環を用いる場合、１ｍｌ未満から１Ｌ超、患者又は対象の全血液量まで
及びそれを含む範囲にわたることができる。吸着床を通る１又は複数のパスを必要であれ
ば使用してもよい。当該血液はヒト又は動物の血液であってもよい。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、試料、例えば全血又は血清中の細菌又は病原体が、約２０％
から約９０％、例えば、約２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％又は９９．９％まで減少する。他の実施形態では、試料中の細菌が、約２０％から
約４０％、例えば、約２０％、２５％、３０％、３５％、又は４０％まで減少し、あるい
は細菌又は病原体の約５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５
５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５又は９９．９％減少である。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、試料中の細菌はグラム陰性菌、例えばクリスタルバイオレッ
ト染料を保持しない任意の細菌である。グラム陰性菌の非限定的な例は、肺炎桿菌、アシ
ネトバクター・バウマニ、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、
大腸菌、サルモネラ菌、赤痢菌、ステノトロホモナス・マルトフィリア（Ｓｔｅｎｏｔｒ
ｏｐｈｏｍｏｎａｓ　ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）、モラクセラ、ボレリア、バークホルデ
リア（Ｂｕｒｋｏｉｄｅｒｉａ）、カンピロバクター、クラミジア、ヘモフィルス、ヘリ
コバクター、ステノトロホモナス、ビブリオ、レジオネラ（Ｌｅｇｉｎｅｌｌａ）、他の
腸内細菌、及びそれらの薬剤耐性株である。他の実施形態では、試料中の細菌はグラム陽
性菌、例えばクリスタルバイオレット染料を保持する任意の細菌である。グラム陽性菌の
非限定的な例は、放線菌、バチルス属、エンテロコッカス、ラクトバチルス、リステリア
・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、マイコバクテ
リウム、ノカルジア、プロピオニバクテリウム（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）
、黄色ブドウ球菌、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉ
ｄｉｓ）、腐性ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕ
ｓ）、肺炎球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、肺炎レンサ球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、化膿レンサ球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙ
ｒｏｇｅｎｅｓ）、緑色連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｖｉｒｉｄａｎｓ）、
腸球菌、クロストリジウム・ディフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌ
ｅ）、エンテロコッカス・フェシウム、エンテロコッカス・フェカリス（Ｅｎｔｅｒｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、及びそれらの薬剤耐性株である。
【００５５】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、全血又は血清試料からグラム
陰性菌を除去するために使用される。他の実施形態では、当該方法は当該試料からグラム
陽性菌を除去するために使用される。さらに他の実施形態では、その表面上に多糖類吸着
剤（ａｂｓｏｒｂａｎｔ）を有する本明細書に記載される吸着媒体は、試料から、細菌、
例えば大腸菌、肺炎桿菌、アシネトバクター・バウマニ、エンテロコッカス・フェシウム
、カルバペネム耐性大腸菌、カルバペネム耐性肺炎桿菌、及び又は基質特異性拡張型ベー
タラクタマーゼ肺炎桿菌（ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｂｅｔａ－ｌａｃｔａ
ｍａｓｅ　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）を除去するために使用される。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、中性に帯電した親水性表面を有する吸着媒体は、全血又は血
清試料から、黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、及び／又は
大腸菌を除去するために使用される。他の実施形態では、カチオン性表面（親水性表面）
を有する吸着媒体は、試料から、大腸菌、肺炎桿菌、カルバペネム耐性大腸菌、カルバペ
ネム耐性肺炎桿菌、及び基質特異性拡張型ベータラクタマーゼ肺炎桿菌、エンテロコッカ
ス・フェシウム、アシネトバクター・バウマニ、及びメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（Ｍ
ＲＳＡ）を除去するために使用される。
【００５７】
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　Ｂ．吸着媒体
　形状及び組成において様々な材料を本発明における基質として使用することができる。
全ての好適な吸着基質は、強制対流輸送によってそれらを（最初に）結合させる吸着部位
への吸着質の輸送を促進しながら、高表面積を提供する。吸着媒体の作成に有用な基質に
は、非多孔質の硬質ビーズ、粒子、又はパッキング、網状発泡体、硬質モノリシックベッ
ド（ｍｏｎｏｌｉｔｈｉｃ　ｂｅｄ）（例えば焼結ビーズ又は粒子から形成される）、織
布又は不織布で充填されたカラム、糸あるいは固体又は中空非微多孔質モノフィラメント
繊維で充填されたカラム、フラットフィルム又は緻密膜から形成された渦巻き型のカート
リッジ、あるいは、媒体の組み合わせ、例えば混合ビーズ／ファブリックカートリッジが
挙げられる。いくつかの実施形態では、本発明での使用に適した基質は最初は微多孔質な
ものであるが、表面が吸着部位の作成の前、間又は後に処理される場合、本質的に非多孔
質になる。
【００５８】
　１つの有用な基質は固体ビーズ又は粒子の形態である。当該ビーズは、発生流量下で変
性又は圧縮に耐えるのに十分硬質である材料から作ることができる。いくつかの実施形態
では、十分な基質の硬性とは、典型的な臨床的流量で水又は生理食塩水の流れの約１時間
の間に吸着床にわたって圧力低下の顕著な増加がないことである。例えば、好適な基質の
硬性は、例えば生理食塩水の同様の流量で測定した場合の初期の圧力低下（例えば、流れ
の最初の１分以内に測定した）に対して、＜１０～５０％の圧力低下の増加である。
【００５９】
　吸着基質ビーズは、多くの異なる生体適合性材料、例えば本質的に浸出性（ｅａｃｈａ
ｂｌｅ）不純物を含まない、天然又は合成ポリマー、あるいはガラス、セラミック及び金
属を含む非ポリマー材料から作られてもよい。いくつかの例示的なポリマーは、ポリウレ
タン、ポリメチルメタクリレート、ポリエチレン又はエチレンと他のモノマーとの共重合
体、ポリエチレンイミン、ポリプロピレン、及びポリイソブチレンを含む。有用な基質の
例としては非多孔質の超高分子量ポリエチレン（ＵＨＭＷＰＥ）が挙げられる。他の好適
なビーズは、ポリスチレン、高密度及び低密度のポリエチレン、シリカ、ポリウレタン、
及びキトサンである。
【００６０】
　基質、例えばビーズ、繊維、糸などは、吸着表面積を増加させるために表面粗さ又はト
ポグラフィーで調製することができる。例えば、体積比に対して表面積を増加させること
によって表面積を増加させることが可能である。図１Ａに示されるように、不均一で起伏
のない（ｕｎｕｌａｔｉｎｇ）表面は、細菌及び病原体のためのより多くの結合部位を作
り出す。典型的に、自由な形態、形又は形状はより多くの表面積をもたらし、有利である
。図１Ａは反応器から受けたＵＨＭＷＰＥビーズを示す。
【００６１】
　ビーズを作製するための方法は当該技術分野で知られている。例えば、好適なポリエチ
レンビーズ及び他のポリオレフィンビーズは合成プロセス中に直接生成される。いくつか
の例では、当該ビーズは必要とされるサイズ及び形状に加工される。他のポリマーは、所
望のサイズ分布及び形状のビーズを作製するために、粉砕又は噴霧乾燥及び分級され、あ
るいは別の方法で処理されることを必要としてもよい。
【００６２】
　いくつかの態様では、本発明の吸着媒体は、細菌病原体に結合することができる多糖類
の吸着剤に付着するための表面を提供する。いくつかの実施形態では、当該吸着媒体は、
その表面に少なくとも１つの多糖類の吸着剤を有する高表面積を有する固体基質を含む。
【００６３】
　他の態様では、本発明の吸着媒体は多糖類の吸着剤を有さない親水性表面（「裸表面」
）を提供する。いくつかの実施形態では、当該吸着媒体は、高表面積及び親水性カチオン
性表面を有する固体基質を含む。他の実施形態では、当該吸着媒体は、高表面積及び親水
性中性表面を有する固体基質含む。
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【００６４】
　固体基質は、例えば、これらに限定されないが、ポリエチレン、ポリスチレン、ポリプ
ロピレン、ポリスルホン、ポリアクリロニトリル、ポリカーボネート、ポリウレタン、シ
リカ、ラテックス、ガラス、セルロース、架橋アガロース、キチン、キトサン、架橋デキ
ストラン、架橋アルギネート、シリコーン、フルオロポリマー、及び他の合成ポリマーか
ら作製することができる。高表面積を有する固体基質は、複数の吸着性単分子層、フィル
ター、膜、固体繊維、中空繊維、粒子、又はビーズとすることができる。任意に、当該固
体基質は大きな表面積を提供する他の形態又は形状で存在することができる。
【００６５】
　ある例では、固体基質は、複数の硬質ポリマービーズ、例えばポリエチレン、ポリスチ
レン、ポリプロピレン、ポリスルホン、ポリアクリロニトリル、ポリカーボネート、ポリ
ウレタン、シリカ、ラテックス、ガラス、セルロース、架橋アガロース、キチン、キトサ
ン、架橋デキストラン、架橋アルギネート、シリコーン、フルオロポリマー、及び合成ポ
リマービーズである。好ましくは、当該硬質ポリマービーズはポリエチレンビーズである
。
【００６６】
　固体基質のサイズは、アッセイに使用される試験試料の量又は他のパラメータに応じて
選択することができる。いくつかの実施形態では、複数の硬質ポリマービーズの各ビーズ
は、約１μｍから約１ｍｍ、例えば、１μｍ、２μｍ、３μｍ、４μｍ、５μｍ、６μｍ
、７μｍ、８μｍ、９μｍ、１０μｍ、１５μｍ、２０μｍ、２５μｍ、３０μｍ、３５
μｍ、４５μｍ、５５μｍ、６０μｍ、６５μｍ、７０μｍ、７５μｍ、８０μｍ、８５
μｍ、９０μｍ、９５μｍ、１００μｍ、２００μｍ、３００μｍ、４００μｍ、５００
μｍ、６００μｍ、７００μｍ、８００μｍ、９００μｍ、又は１ｍｍの平均外径を有す
る。他の実施形態では、複数の硬質ポリマービーズの各ビーズは、約１０μｍから約２０
０μｍ、例えば、１０μｍ、１５μｍ、２０μｍ、２５μｍ、３０μｍ、３５μｍ、４５
μｍ、５５μｍ、６０μｍ、６５μｍ、７０μｍ、７５μｍ、８０μｍ、８５μｍ、９０
μｍ、９５μｍ、１００μｍ、１０５μｍ、１１０μｍ、１１５μｍ、１２０μｍ、１２
５μｍ、１３０μｍ、１３５μｍ、１４０μｍ、１４５μｍ、１５０μｍ、１５５μｍ、
１６０μｍ、１６５μｍ、１７０μｍ、１７５μｍ、１８０μｍ、１８５μｍ、１９０μ
ｍ　１９５μｍ、又は２００μｍの平均直径を有する。
【００６７】
　いくつかの実施形態では、有用なビーズは、直径が約１００ミクロン（μｍ）から５０
０μｍ、又はそれ以上、例えば、直径が１００μｍ、１５０μｍ、２００μｍ、２５０μ
ｍ、３００μｍ、３５０μｍ、４００μｍ、４５０μｍ、５００μｍ、又はそれ以上の範
囲のサイズを有する。当該ビーズの平均サイズは、直径が約１５０μｍから約４５０μｍ
、例えば、直径が１５０μｍ、２００μｍ、２５０μｍ、３００μｍ、３５０μｍ、４０
０μｍ、又は４５０μｍとすることができる。例えば、３００μｍの平均直径を有するポ
リマーテクノロジーグループ（Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｇｒｏｕｐ）（
バークレイ、ＣＡ）からのポリエチレンビーズは、本発明に適している。
【００６８】
　いくつかの実施形態では、当該基質はバリア膜、例えば非多孔質フィルムである。ある
いは、微多孔質膜が、本質的に非多孔質な材料、例えばポリマーを細孔に詰めることによ
って、非多孔質にされてもよい。シートあるいは固体又は中空繊維の形態の膜は、ハウジ
ング又は容器内に配置され得る。
【００６９】
　吸着媒体は容器、例えばカラム、カートリッジ、チューブ、遠心管、ベッドなど、ある
いは、吸着媒体に結合した多糖類上に捕捉されていない血液の細胞を、当該媒体に付着し
た細菌病原体を乱すことなく除去することができる任意の容器に入れることができる。
【００７０】
　基質は典型的に、容器内に基質を保持し、かつ血液又は血清が基質又はベッドの表面を
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流れることを可能にするように設計されている、ハウジング又は容器、例えばカラム内に
充填されて提供される。当該基質は、当該基質の吸着面への吸着質の結合を最大にするよ
うに容器内に配置されてもよい。当該ハウジング又は容器は、血液又は血清に大きな表面
積を提供するマクロ多孔質表面構造を有することができる。
【００７１】
　カラム又は他のハウジング形状はヘパリン化した（ｈｅｐａｒｉｎｉｚｅｄ）織布又は
不織布のいずれかで充填することができ、あるいは、ヘパリン、へパラン硫酸（ｓｕｌｐ
ｈａｔｅ）又は任意の非ヘパリン吸着部位は、ハウジングが基質媒体で満たされた後に、
例えば共有結合、イオン結合又は他の化学的もしくは物理的結合によって、結合されても
よい。製織もしくは編成中に又は不織布（ｎｏｎ－ｗｏｖｅｎ　ｗｅｂ）の作成中に布の
繊維のデニール及び密度を制御することによって、格子間の孔サイズを制御することがで
きる。有用な不織布は、繊維のもつれ及び／又は交差する繊維の接着もしくは凝集によっ
て結合しているランダム配向を有する、フェルト、メルトブロー（ｍｅｌｔ－ｂｌｏｗｎ
）、又は静電的に紡糸した織布（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃａｌｌｙ　ｓｐｕｎ　ｗｅ
ｂｓ）の形態であってもよい。有用な織布はより明らかな非ランダム構造を有する。
【００７２】
　カラム又はハウジングは、繊維又は繊維からなる糸で充填することができる。ポリエチ
レン、及び他の繊維は、中空繊維膜が従来の血液透析カートリッジ又は血液酸素供給器内
に設置されるのと同じ方法でカートリッジ中に充填することができる、薄い中空又は固体
モノフィラメント繊維又はマルチフィラメント糸に取り込むことができる。本発明では、
最初は多孔質の中空繊維は、外表面及び／又は内表面にヘパリン又は他の吸着剤を結合す
る前、間又は後に、緻密又は非多孔質にされる。ロイヤルＤＳＭ（Ｒｏｙａｌ　ＤＳＭ）
からのＤｙｎｅｅｍａ　Ｐｕｒｉｔｙ（登録商標）はＵＨＭＷＰＥから作られた高強度の
固体繊維である。超高分子量ポリエチレン（ＵＨＭＷＰＥ、ＵＨＭＷ）は熱可塑性ポリエ
チレンのサブセットである。Ｄｙｎｅｅｍａはヘパリン化され、カートリッジ中に充填す
ることができ、サイトカイン、細菌及び病原体の除去のための高表面積支持を提供する。
【００７３】
　渦巻き型のカートリッジは、隣接表面の接触を防止するための任意のスペーサー材料と
ともに緊密に巻かれる、薄いフィルム又は膜を含む。当該膜は、ポリマー、例えばポリウ
レタン、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスルホン、ポリカーボネート、ＰＥＴ、Ｐ
ＢＴなどから作ることができる。
【００７４】
　上述したように、ある例では、本発明の方法における使用のために、体外血液濾過のた
めの個々のビーズ間のチャネル又は格子間の空間のサイズは、カートリッジの入口と出口
との間の高い圧力低下を防ぎ、高流量環境における個々のビーズ間での血液細胞の安全な
通過を可能にし、そして血液中のサイトカイン又は病原体への多糖類の吸着剤の結合のた
めに適切な格子間の表面積を提供するために最適化される。例えば、３００ミクロンの最
密ベッドでは、ほぼ球形のビーズ、適切な格子間の孔サイズは直径が約６８ミクロンであ
る。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、吸着媒体の硬質ビーズは表５に記載されるような平均直径を
有する。いくつかの実施形態では、吸着媒体の非ビーズ基質、例えば織られた糸又は繊維
は表６に記載の巨視的な孔サイズを有する。
【００７６】
　Ｃ．吸着媒体を作製するための方法
　本明細書に記載される固体基質の表面は、本明細書に記載される多糖類の吸着剤の共有
結合を可能にするために官能化することができる。いくつかの実施形態では、当該固体基
質の表面は少なくとも１つの化学基、例えばアミノ基を有する。
【００７７】
　多糖類、例えばヘパリン又はヘパラン硫酸あるいは他の多糖類（ｐｏｌｙｓａｃｃａｒ
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ｉｄｅｓ）は、共有エンドポイント結合（ｃｏｖａｌｅｎｔ　ｅｎｄ－ｐｏｉｎｔ　ａｔ
ｔａｃｈｍｅｎｔ）（例えば、ヘパリン分子の末端残基を介する共有結合）によって、吸
着媒体の表面に結合することができる。非共有結合と比較して共有結合は、固定化分子の
配向のより良好な制御、及びそれらの面密度を有利に提供する。特に、これら長鎖の炭水
化物のエンドポイント結合は、病原体結合に使用可能な利用しやすい炭水化物オリゴマー
の高い濃度をもたらすスペーサー機能を提供する。実際に、ある病原体は、当該技術分野
で一般に用いられているようにヘパリン断片でコートされている従来の表面よりも、完全
長のヘパリン（例えば、１０ｋＤａ超の平均分子量を有するヘパリン）コートされた表面
に非常に効率的に結合する。
【００７８】
　いくつかの実施形態では、固定化された完全長のヘパリン分子は１０ｋＤａ超の平均分
子量を有する。他の実施形態では、固定化されたヘパリン分子は１５ｋＤａ超の平均分子
量を有する。別の実施形態では、固定化されたヘパリン分子は２１ｋＤａ超の平均分子量
を有する。さらに別の実施形態では、固定化されたヘパリン分子は３０ｋＤａ超の平均分
子量を有する。好ましくは、固定化されたヘパリン分子は、１５～２５ｋＤａの範囲内の
平均分子量を有する。当該平均分子量はまた、より高い、例えば２５～３５ｋＤａの範囲
内であってもよい。
【００７９】
　いくつかの実施形態では、固体基質上のヘパリン吸着剤の表面濃度は、１μｇ／ｃｍ2

から２０μｇ／ｃｍ2の範囲内、例えば、１μｇ／ｃｍ2、２μｇ／ｃｍ2、３μｇ／ｃｍ2

、４μｇ／ｃｍ2、５μｇ／ｃｍ2、６μｇ／ｃｍ2、７μｇ／ｃｍ2、８μｇ／ｃｍ2、９
μｇ／ｃｍ2、１０μｇ／ｃｍ2、１１μｇ／ｃｍ2、１２μｇ／ｃｍ2、１３μｇ／ｃｍ2

、１４μｇ／ｃｍ2、１５μｇ／ｃｍ2、１６μｇ／ｃｍ2、１７μｇ／ｃｍ2、１８μｇ／
ｃｍ2、１９μｇ／ｃｍ2、及び２０μｇ／ｃｍ2である。他の実施形態では、固体基質の
ヘパラン吸着剤の表面濃度は、５μｇ／ｃｍ2から１５μｇ／ｃｍ2の範囲内、例えば、５
μｇ／ｃｍ2、６μｇ／ｃｍ2、７μｇ／ｃｍ2、８μｇ／ｃｍ2、９μｇ／ｃｍ2、１０μ
ｇ／ｃｍ2、１１μｇ／ｃｍ2、１２μｇ／ｃｍ2、１３μｇ／ｃｍ2、１４μｇ／ｃｍ2、
及び１５μｇ／ｃｍ2である。
【００８０】
　グラム基質当たりの多糖類の吸着剤の量は変動することができる。１つの特定の実施形
態では、ビーズが使用される場合、グラムのビーズ当たりの多糖類、例えばヘパリンの量
は、使用される層の数及びビーズのサイズによっても決定される。ビーズが大きければ大
きいほど、ビーズのグラム当たりのより少ない多糖類、例えばヘパリンが得られる。１つ
の好ましい量は、ＭＢＴＨ法につき２．０±０．５ｍｇヘパリン／ｇビーズである（Ｌａ
ｒｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｍａｔｅｒ　Ｍｅｄ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ａｒｔｉｆ　Ｏｒｇ
ａｎｓ、１９８３、１１：１６１－１７３　ａｎｄ　Ｒｉｅｓｅｎｆｅｌｄ　ａｎｄ　Ｒ
ｏｓｅｎ、Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ、１９９０、１８８：３８３－３８９）。
【００８１】
　表面への完全長のヘパリン分子の共有結合は、吸着媒体の表面上に存在する第一級アミ
ノ基とヘパリン分子のアルデヒド基との反応によって達成することができる。全ての炭水
化物の固有の特性は、それらがその還元末端にヘミアセタールを有するということである
。このアセタールはアルデヒド形と平衡状態にあり、第一級アミンとシッフ塩基を形成す
ることができる。その後これらシッフ塩基は安定な第二級アミンに還元され得る。いくつ
かの実施形態では、完全長のヘパリンは、共有結合によって固体基質上に固定化された表
面である。他の実施形態では、完全長のヘパリンは安定な第二級アミノ基を介して前記吸
着媒体に共有結合している。
【００８２】
　ある例では、吸着剤を作製する様々な方法及び吸着剤それ自体は、米国特許第８，６６
３，１４８号明細書、ならびに米国特許出願公開第２００９／０１３６５８６号明細書、
第２０１０／０２４９６８９号明細書、第２０１１／０１８４３７７号明細書、及び第２
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０１２／０３０５４８２号明細書に開示されており、その開示はすべての目的のためにそ
の全体が参照により本明細書に援用される。
【００８３】
　いくつかの実施形態では、吸着媒体は、多糖類、例えばヘパリン又は他の化合物の結合
の前に親水化される。基質の親水性表面を調製するための方法は酸エッチング、プラズマ
処理、及び強力な酸化剤への曝露を含む。例えば、ポリマー表面、例えばポリエチレン（
ＰＥ）ビーズは酸化剤、例えば過マンガン酸カリウム、ペルオキシ二硫酸アンモニウム（
ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｐｅｒｏｘｉｄｉｓｕｌｆａｔｅ）などでエッチングすることができ
、いくつかの反応性官能基（例えば、スルホニル基、ヒドロキシル基、カルボキシル基、
カルボニル基、又は炭素二重結合）とともに、親水性を導入する。当該表面はプラズマ又
はコロナでエッチングすることができる。例えば、ＰＥビーズは、硫酸中の過マンガン酸
カリウムでエッチングすることができ、ヒドロキシル基及び炭素二重結合を含む親水性表
面を有するビーズを製造する。
【００８４】
　吸着媒体の混合物
　ある例では、本発明の方法は、抗血栓性であるヘパリン化された媒体と本質的に血栓形
成性の別の媒体との混合物から吸着床を調製する。ヘパリン化された表面及び、例えば、
親水性表面（カチオン性又は中性表面）の両方で吸着カートリッジを組み立てることによ
って、細菌病原体は血液又は他の生体液からすべて安全に除去することができる。例えば
、ヘパリン化された媒体は吸着床の１％から９９％とすることができ、そして本質的に血
栓形成性の基質は吸着床の９９％から１％とすることができる。
【００８５】
　本発明のいくつかの実施形態では、吸着媒体は、血栓形成性表面と密接に接触している
、又は極めて接近している抗血栓性表面を提供する。この吸着媒体は、本質的に血栓形成
性の表面が単独で使用されたならば別の方法で発生するであろう臨床的に有意な血栓形成
を防ぐことができる。
【００８６】
　ビーズ又は粒子の形態での吸着媒体の場合には、本発明の好ましい適用は、カートリッ
ジ又は他のハウジング中にそれらを充填する前に、異なる吸着媒体を一緒に混合すること
である。これは、吸着カートリッジ又はフィルターの効率的な製造を可能にしながら、隣
接したビーズ上の様々な表面化学の間での密接な接触を提供する。関連するアプローチは
、血液が直列又は並列流で異なる媒体と接触するように、ハウジング内に「パフェ型」配
置で異なる媒体を層状にすることである。カートリッジ内の異なる媒体の１つの配置は、
混合されていない抗血栓性媒体をカートリッジの入り口及び／又は出口に置き、より多く
の血栓形成性媒体を含む任意に混合された領域を入口及び出口領域の間に挿入することで
ある。
【００８７】
　繊維形態での媒体の場合には、混合織、編物、又は不織布構造は、混合繊維から布地を
形成するために繊維産業でよく知られている方法によって調製することができる。あるい
は、糸は、１つの繊維型が接触による血液凝固を積極的に防ぐ表面を含む限り、異なる表
面化学を有する２以上の繊維から作られた微細なマルチフィラメント糸又はモノフィラメ
ントから調製することができる。その後混合繊維の糸は、血液接触のための布地を調製す
るために使用することができる。中空繊維又は固体繊維の吸着媒体は、混合され、中空繊
維透析装置又は酸素供給器に類似したカートリッジを作製するために使用することができ
る。渦巻き型の吸着カートリッジに使用される型の膜又はフィルム型の吸着媒体のために
は、血液が両方の表面化学と（ほぼ）同時に接触しなければならないように、２以上の表
面化学は互いに非常に接近して使用され得る。これは、膜フィルムの表面層内の様々な結
合基の規則的又はランダムな配列で、あるいは、そのうちの１つが抗血栓性である２つの
近接した膜フィルムの間で血液の流路を形成することによって行うことができる。
【００８８】
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　体外血液フィルター
　ある態様では、本明細書で提供される方法は、哺乳動物の血液、例えばヒトの血液から
の病原体の体外除去のための吸着媒体を含む装置に使用することができる。例えば、当該
装置は、患者、例えば腎不全を患っている対象からの血液及び血清の体外処置のための従
来の装置とすることができる。
【００８９】
　体外循環のための医療装置に接している血液中の局所的な血流パターンは、せん断活性
化及び停滞部における血小板の凝集を介した血栓形成に影響することが知られている。本
明細書で提供される吸着媒体を含む装置は、例えば、以下の特性：ａ）１５０～５，００
０ｍｌ／分の範囲内、又は線流速で測定された場合は≧８ｃｍ／分の血流；ｂ）低い流動
抵抗；ｃ）それに固定化された炭水化物を有する基質の大きな表面積、例えば約０．１～
１ｍ2；ｄ）安定なコーティング（例えば、それに接触している血液への炭水化物の臨床
的に有意な漏れがない）；ｅ）装置における適切な血液動態特性（例えば、停滞部がない
）；及びｆ）最適な生体適合性、の１又は複数を有してもよい。
【００９０】
　本発明の方法に係る使用のための装置の非限定的な例には、体外式膜型人工肺（ＥＣＭ
Ｏ）装置、サイトカイン分子を除去する体外血液濾過装置である小児用ヘモフロウ（ｈｅ
ｍｏｆｌｏｗ）透析装置、あるいは高流量に対応できるその他の体外装置が挙げられる。
【００９１】
　本発明の方法は、他の従来の治療、例えば抗生物質の投与の前又は後のいずれかで使用
することができる。
【００９２】
　いくつかの実施形態では、当該方法は、試料、例えば全血が体から抽出され、本明細書
で提供される方法に従って処理され、そしてその後得られた試料（例えば、細菌病原体の
減少した量を含む試料）が体に再導入される、それによって患者の血流の一部を含むルー
プを形成するような、連続ループで行われる。
【００９３】
　他の実施形態では、本明細書で提供される方法は、哺乳動物の血液を濾過し又は処理す
るための他の技術と組み合わせることができる。例えば、対流速度に基づいているカート
リッジはその後、従来の体外回路、例えば心肺バイパス（ＣＰＢ）、血液透析、体外血液
酸素化及びオゾン化（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｏｘｙｇｅｎａｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　ｏｚｏｎａｔｉｏｎ）（ＥＢＯＯ）などと直列に使用することができる。
【００９４】
　本発明の様々な態様を以下の実施例でさらに説明する。これらの実施例は限定すること
を意図するものではない。例えば、本実施例ではヘパリンが使用される。しかしながら、
他の炭水化物及び多糖類の吸着剤を、単独で、又は以下で例示されるヘパリンコートされ
た基質に加えて使用してもよい。
【実施例】
【００９５】
　以下の実施例は、請求項に係る発明を説明するために提供されるが、それを限定するも
のではない。
【００９６】
　実施例１．ヘパラン硫酸に対する低い又は検出不可能な親和性を有する細菌の除去
　本実施例は、全血からヘパラン硫酸に対する低い親和性又は検出不可能な親和性を有す
る細菌病原体を除去するための、ヘパリンコートされたビーズの使用を説明する。
【００９７】
　５０超の異なる病原体が、それらの発病中に最初の結合部位としてシンデカンに見られ
るヘパラン硫酸プロテオグリカンを標的とするということが文献で報告されている。驚く
べきことに、表面に結合したヘパリンは、ヘパラン硫酸結合生物への代理として機能する
ことができる。
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【００９８】
　本発明者らの研究は、ヘパリン化された吸着媒体が全血から黄色ブドウ球菌及びＭＲＳ
Ａの高い濃度を除去できることを示した。また、当該研究は、ヘパリン化された表面に付
着した細菌が死滅せず、したがって血液中に潜在的な炎症性毒素及びそれらの副産物を放
出しなかったことを示した。したがって、ヘパリン結合媒体は、感染した血液から薬剤耐
性株を含む循環細菌を効果的かつ安全に除去するための体外装置に使用することができる
。
【００９９】
　本実施例は既知のヘパラン硫酸結合病原体と、ヘパリンに結合することが知られていな
いか予想されていない病原体との両方を試験する。さらに、親水性制御は、カチオン性の
又は中性に帯電したいずれかで、病原体に結合するのに効果的な表面として機能すること
ができるということが発見された。中性に帯電した表面は一般的に、病原体を除去するの
にヘパリン化された表面ほど効果的でなかったが、一般的な親水性表面を使用して病原体
低減技術を開発することが可能だった。親水性のカチオン性表面も同様に、病原体を除去
する合理的な能力を示した。
【０１００】
　本実施例は表面結合ヘパリンを含む吸着媒体が、期待されたヘパラン硫酸結合病原体、
例えば黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、Ｅ．フェカリス、
バンコマイシン耐性Ｅ．フェカリス、ＨＳＶ－１及びＨＳＶ－２、及びカンジダ・アルビ
カンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）を除去するために使用することができるこ
とを説明する。
【０１０１】
　本実施例は、表面結合ヘパリンを含む吸着媒体が、血液から、低い（例えばゼロの）親
和性のヘパラン硫酸結合病原体、例えば、大腸菌、カルバペネム耐性大腸菌、肺炎桿菌、
カルバペネム耐性肺炎桿菌、基質特異性拡張型ベータラクタマーゼ肺炎桿菌、Ｅ．フェシ
ウム、Ａ．バウマニ、及び肺炎レンサ球菌（Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）を除去するために
使用することができることを説明する。
【０１０２】
　特に、中性の親水性表面を含む吸着媒体は、例えば、黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性
黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、及び大腸菌を除去することができる。また、カチオン性親
水性表面を含む吸着媒体は、例えば、大腸菌、肺炎桿菌、カルバペネム耐性肺炎桿菌、基
質特異性拡張型ベータラクタマーゼ肺炎桿菌、Ｅ．フェシウム、Ａ．バウマニ、及びメチ
シリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）を除去することができる。
【０１０３】
　黄色ブドウ球菌又はメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）菌血症はヘパリン及び
ヘパリン硫酸（ＨＳ）に対して自然の親和性を示す。親和性吸着技術は血液から細菌を除
去する自然のメカニズムによって開発された。主要なリガンドは、エンドポイント結合ヘ
パリン、ヘパラン硫酸のアナログである。ヘパリンは全血から細菌を除去する作用のメカ
ニズムを提供するだけでなく、それは体外循環の安全性を高める抗血栓形成性表面も提供
する。
【０１０４】
　最初の結合のために炭水化物及びプロテオグリカンを標的とすることは、ほとんどの病
原体の一般的なメカニズムである。例えば、インフルエンザウイルスはシアル酸、多くの
糖タンパク質に見られる炭水化物に結合することになる。多くのグラム陰性菌は、線毛の
先端に位置するマンノース結合アドヘシンを有する。細菌によって標的とされることが示
されている他の炭水化物には、Ｌ－フコース、ガラクトース、及び種々のグルコサミン又
はガラクトサミン（ｇａｌａｃｔｏａｍｉｎｅｓ）が挙げられる。炭水化物への病原体結
合の共通のテーマは、細胞表面のグリコカリックスのユビキタスな性質である。
【０１０５】
　本実施例で標的とされている細菌には、大腸菌、肺炎桿菌、及びそれらのカルバペネム
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されている。最も研究されているものは、タイプ１、タイプ３、タイプＰ、及びタイプＳ
の線毛及びまた外膜タンパク質Ａ（ＯｍｐＡ）である。タイプ１線毛及びＯｍｐＡは内皮
細胞への付着に関与している。タイプ１線毛はマンノースへの結合を媒介し（マンノース
感受性）、腸内細菌科の大多数で発現される。その他の線毛は、異なる炭水化物に対する
アドヘシンを有し、マンノース耐性であると考えられる。典型的に、いくつかのタイプの
線毛は同時に発現される。
【０１０６】
　加えて、線毛が発現していない場合であってもマンノース感受性アドヘシンは細菌細胞
表面に存在するということが示されている。タイプ１線毛はヒト脳微小血管内皮細胞と相
互作用することが示されており、線毛が血液中で発現することができることを示唆する。
肺炎桿菌の薬剤耐性株はタイプ１及びタイプ３両方の線毛の高い濃度を発現する。
【０１０７】
　黄色ブドウ球菌、ＭＲＳＡ、肺炎レンサ球菌、Ｅ．フェカリス、Ｅ．フェシウム、単純
ヘルペスウイルス、特定の外毒素、及び他のＨＳ標的病原体の除去を標的とするヘパリン
化された表面を調査した。イン・ビトロの研究は、ヘパリン化された媒体に対するこれら
の病原体及び毒素の多くの親和性を確認した。
【０１０８】
　開発された第２の吸着媒体は、グラム陰性菌、例えば大腸菌、肺炎桿菌、及びＡ．バウ
マニを標的とするマンノース官能化された（ｍａｎｎｎｏｓｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉ
ｚｅｄ）表面であった。イン・ビトロの研究はマンノース媒体がこれらの病原体に結合す
ることができることを確認した。ＭＲＳＡはマンノース媒体に親和性を有さないことが実
証された。しかしながら、ヘパリン化された媒体も、ヘパリンに対して高い親和性を有す
ることが期待されていなかったこれらのグラム陰性菌を除去するのに非常に効果的であっ
た。これらの結果は予想外であった、それゆえ、どの細菌がヘパリン化された表面によっ
て血液から除去することができるかを文献のみに基づいて予測することは不可能である。
【０１０９】
　結果
　Ａ．結果
　全血からの細菌の除去に成功した最初の報告は２０１１年に掲載された（Ｍａｔｔｓｂ
ｙ－Ｂａｌｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　，Ｊ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．，２０１１、２１（６）、６５９－６６４）。この研究では、黄色ブドウ球菌及びＭ
ＲＳＡの高い濃度がヘパリン化された媒体を使用して全血から除去されたことが示された
。加えて、ＰＣＲを用いて、細菌はそれらがヘパリン化された表面に付着した際に死滅せ
ず、それゆえ血流中に潜在的な炎症性毒素／副産物を放出しなかったことを実証した。ヘ
パリン化された媒体の使用は、薬剤耐性に関わらず血液から循環細菌を安全に除去するこ
とができる、非常に広域なスペクトルの装置を作り出す。
【０１１０】
　ヘパリン吸着媒体は、処理された血液又は血液製剤に任意の検出可能な化学物質を添加
することによって機能しない。その代わりに、それは、拡散によって制限されない急速な
吸着プロセスにおけるリガンドとして、（非浸出の）共有結合した、エンドポイント結合
したヘパリンを使用する。
【０１１１】
　本明細書で説明されるように、黄色ブドウ球菌及びＭＲＳＡはヘパリン化された媒体を
使用して全血から除去することができる。黄色ブドウ球菌及びＭＲＳＡのいくつかの株を
本研究で試験した。結果を表１に示す。黄色ブドウ球菌、及びＭＲＳＡのいくつかの株を
全血から高収率で除去した。菌株によって、ＭＲＳＡ細菌の８５％までをヘパリン化され
た媒体によって除去した。
【０１１２】
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【表１】

【０１１３】
　イン・ビトロの血液試験では、ＭＲＳＡの８５％を媒体を通る単一パスによって除去し
た（表２）。
【０１１４】
【表２】

【０１１５】
　細菌の出発濃度は５ｘ１０6ＣＦＵ／ｍＬであった。結合ＭＲＳＡに加えて、ＰＣＲ分
析はヘパリン化された表面が殺菌性ではないことを示した。これは、受容者に対して炎症
性及び毒性であり得る（死んだ）細菌の細胞成分が、細菌が媒体に付着した際に血液中に
放出されないことを示す重要な発見である。
【０１１６】
　追加の試験を、ヘパリン化された媒体に対する様々な病原体の親和性（ａｆｆｉｎｉｔ
ｉｙ）を試験するために行った。これらの試験では、２．５ｍｌのフィルターシリンジを
ヘパリン化された媒体又は対照媒体で満たし、様々なグラム陰性及びグラム陽性菌の除去
を試験した。細菌を標準的な方法を用いて培養し、脱繊維ウマ血液で希釈した。その後血
液を合計３回生理食塩水ですすいだ媒体を通過させ、次いでＣＦＵカウントのためにプレ
ーティングした。標的とされたＣＦＵ／ｍｌ濃度は抗菌試験に典型的であり、１０5から
１０6ＣＦＵ／ｍｌの範囲であった。
【０１１７】
　ヘパリン化された媒体を使用して病原体の除去を報告する集計表を表２に示す。
【０１１８】
　Ｂ．予想外の結果
　ヘパリン又はヘパリン硫酸に対して親和性がほとんどないか、ない、又は未知の親和性
を有すると文献に報告されたいくつかの病原体を、ヘパリン結合病原体のために使用した
ものと同じプロトコルを用いて試験した。表３はこれらの細菌及びその結果を示す。驚く
べきことに、多くのグラム陰性菌及びそれらの薬剤耐性株を血液から高濃度で除去した。
【０１１９】
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【表３】

【０１２０】
　結論
　結果は、ヘパリン化された媒体が血液から広域スペクトルの細菌を除去する極度に高い
能力を有することを示す。予想外に、ヘパリン又はヘパリン硫酸に対して親和性が知られ
ていないかほとんど親和性を有さないいくつかの細菌も除去された。それゆえ、多くの病
原体がヘパリン化された表面化学に向かって有しても有さなくてもよい親和性に関して予
測可能性がほとんどない。報告されたヘパリン結合病原体を含むいくつかのグラム陽性菌
の吸着は、これらの病原体がヘパリン化された表面に特異的に結合することを示唆する。
特定の理論に拘束されることなく、吸着媒体上の親水性表面、例えば中性又はカチオン性
表面は、ヘパリン又はヘパラン硫酸に対する親和性が知られていない（又は低い親和性の
）細菌を除去するために使用することができると考えられる。あるいは、上記のグラム陰
性菌の結合は特異的部位との相互作用を介して、又は非特異的結合を介してもよい。吸着
媒体の表面トポグラフィーはこの結合に重要であり得る。
【０１２１】
　実施例２．親水性表面を有する吸着媒体
　本実施例は、全血又は血清から細菌を除去するために使用することができる、親水性表
面を含む吸着媒体を示す。
【０１２２】
　本明細書に記載される吸着媒体は、病原体、例えばヘパリンに対して親和性を有さない
又は低い親和性を有するものへの、その結合を可能にする表面トポグラフィーを含む（図
１Ａ）。特定の理論に拘束されることなく、粗い、でこぼこの又は波状の（ｕｎｇｕｌａ
ｔｉｎｇ）表面は吸着媒体への細菌の親和性に寄与し得ると考えられる。
【０１２３】
　図１Ｂは比較のためにヒト血液塗抹標本の画像を示す。図２は細菌、例えば、黄色ブド
ウ球菌及びクラミジア、ならびにウイルス、例えばポックスウイルス、ヘルペスウイルス
、インフルエンザウイルス、及びピコナウイルス（ポリオ）のサイズ比較を示す。
【０１２４】
　実施例３．高線流速の体外治療における使用のための血液フィルター　
　本実施例は、高線流速に対応するために使用される体外フィルターカートリッジの例示
的な設計を提供する。
【０１２５】
　体外血液フィルターは、一般的なポンプシステムで用いられる特定の流量で安全に作動
するように設計することができる。血液フィルターにわたる圧力低下が高すぎると、溶血
が発生する可能性がある。典型的に、透析システムは溶血のリスクを避けるために３４ｋ
Ｐａ未満の圧力で作動する。
【０１２６】
　充填された吸着媒体で満たされたカートリッジについて、カートリッジにわたる圧力低
下は流量、粒子サイズ、粒子弾性率、充填された媒体の高さ、及び血液の粘度に依存する
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。フィルター媒体が十分に硬質でない場合、危険な圧力につながり得る多孔性の減少をも
たらす血流の増加による媒体の圧縮が起こる可能性がある。
【０１２７】
　決定する最初の変数は、特定のカラムの高さ及び線流速に許容可能な最小粒子サイズで
ある。透析システムの典型的な流量は、カートリッジの直径に応じておよそ８から３０ｃ
ｍ／分の線流速に相当する、１００から４００ｍｌ／分である。心肺（ｃａｒｄｉｏｐｕ
ｌｍｏｎｎａｒｙ）バイパス（ＣＰＢ）及び体外式膜型人工肺（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒ
ｅａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｏｘｙｇｅｎａｔｏｒｓ）（ＥＣＭＯ）の典型的な体積流量
は、５０００ｍｌ／分までとすることができる。したがって、カートリッジ幅に応じて、
線流速は１０００ｃｍ／分に達し得た。カートリッジがより幅広に作られている場合、線
流速は圧力を低下させるために減少され得る。
【０１２８】
　線流速及び粒子サイズに基づいて最小粒子サイズを決定するには、溶血を引き起こす可
能性がある圧力を超えないことが必要である。Ｂｌａｋｅ－Ｋｏｚｅｎｙの式は硬質固体
の充填された媒体にわたる圧力低下を説明する。
【０１２９】
【数１】

【０１３０】
　式中、μは血液の粘度であり；Ｋoは定数；ｄpは粒子の直径；εは格子間ベッドの空隙
率又は空隙容積；Ｌは充填された媒体の高さ；そしてｕは線流速である。
【０１３１】
　当該式をｄpについて解くことができる。
【０１３２】

【数２】

【０１３３】
　３４ｋＰａが最大許容圧力である場合、次いで以下の変数を流量及びカラムの高さの関
数として粒子サイズを決定するために使用する。
【０１３４】
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【数３】

【０１３５】
　所与の線速度及びカラムの高さについての最小ビーズ直径を表４に示す。
【０１３６】
【表４】

【０１３７】
　しかしながら、効果的な孔サイズは血液細胞の通過を阻止するほど小さすぎてはいけな
いので、血液細胞の大きさも考慮され得る。マクロファージは血液中の最も大きな細胞で
あり、約２１ミクロンであるので、これらの細胞がフィルター媒体を通過することが認め
られていることが重要である（図３）。
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【０１３８】
　図３中の「ａ」によって表されたスロート（ｔｈｒｏａｔ）サイズ、すなわち、充填さ
れた媒体中のビーズ間の最小開口部は、以下により詳細に説明される。ネック（ｎｅｃｋ
）サイズは以下の式によって計算することができる。
【０１３９】
【数４】

【０１４０】
　その結果、最小ネックサイズは少なくとも２１ミクロンでなければならない。それゆえ
、最小ビーズサイズは、以下：
【０１４１】

【数５】

【０１４２】
　ここで、ｄpmin＝１３６ミクロン
【０１４３】
　したがって、最小許容サイズは１３６ミクロンである。表５は、直径が１３６μｍに等
しい又はそれよりも大きいビーズに有用な線流速及びカラムの高さを示す。
【０１４４】



(26) JP 2017-513636 A 2017.6.1

10

20

30

【表５】

【０１４５】
　図４は表５のプロットを表す。プロットは、ｙ軸上に最小ビーズサイズ、ｘ軸上に線流
速、そしてｚ軸上にカラムの高さを示す。ビーズサイズのカットオフは１３６ミクロンで
あるので、図４は６つの異なるグレーの色調を有する。それゆえ、そのサイズ未満のビー
ズを表す色調は表されていない（例えば０～５０及び５０～１００）。
【０１４６】
　データを非ビーズ材料、例えば織られた糸又は繊維の最小孔開口部サイズを決定するた
めに使用した。以下の表（表６）は、カラムの高さ及び線流速に関連する対応する孔開口
部の最小サイズを提供する。
【０１４７】
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【０１４８】
　吸着媒体が圧縮可能な場合、巨視的な孔サイズは血流のせん断応力に起因して流量に応
じて減少するであろう。圧縮可能な媒体は、所望の流量のために表６で計算された最小孔
サイズを達成するために「予備圧縮」することができる。ゆるく充填された圧縮可能な媒
体のために、巨視的な孔サイズは流動条件下で表６の値未満に減少してはならず、さもな
ければシステムの圧力は上昇することになり、溶血をもたらし得、そしてマクロファージ
も濾過で取り除かれることになる。
【０１４９】
　粒子サイズ及び／又は巨視的な孔サイズを決定することに加えて、体外フィルターカー
トリッジの直径（例えば、内径）を決定することができる。表７は、特定の体積流量で必
要とされる線流速を達成するために必要な有用なカートリッジの直径を提供する。
【０１５０】
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【表７】

【０１５１】
　考慮すべき別の要因は体外装置で使用される総血液量である。例えば、体外循環処置中
に体から除去される総容量は典型的に患者の血液の８～１０％以下である。平均的な成人
にとって、これは５００ｍｌの血液に相当する。典型的な透析カートリッジ及びチューブ
の血液量は２５０～３００ｍｌの範囲とすることができる。透析カートリッジが吸着カー
トリッジと直列で使用される場合、吸着カートリッジの血液量は２００ｍｌ以下であるべ
きである。本発明の吸着カートリッジのための実用的な寸法を表８に示す。
【０１５２】
【表８】

【０１５３】
　本実施例は、上述の吸着媒体及び吸着カートリッジの例示的な実施形態を提供する。当
該吸着媒体は、５０００ｍｌ／分までの体積流量及び１０００ｃｍ／分までの線流速で体
外治療に使用することができる。
【０１５４】
　実施例４．Ｃ型肝炎ウイルス及びＢ型肝炎ウイルスの除去のための血液フィルター
　本実施例は、Ｃ型肝炎ウイルス及びＢ型肝炎ウイルスを除去するために使用される体外
フィルターカートリッジを提供する。本実施例では、吸着媒体を混合する。混合された媒
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体は、ヘパリン化された（ｈｅｐａｒｉｎｚｅｄ）ポリエチレンビーズ：セルロースゲル
に固定されたプロテインＡの７０：３０の比を含む。
【０１５５】
　ヘパリン化されたＰＥビーズは、アミノ化ＰＥビーズ上に亜硝酸分解ヘパリンの共有エ
ンドポイント結合を有する。ヘパリン化されたＰＥビーズは２．６ｍｇヘパリン／ｇビー
ズを含む。
【０１５６】
　アミノ化ＰＥビーズ上の亜硝酸分解ヘパリンの共有エンドポイント結合を、０．１Ｍの
酢酸緩衝液ｐＨ４．０（１００ｍｌ）及び亜硝酸分解ヘパリン（１．６ｇ）を用いて調製
する。１５分間の振とう後、０．１Ｍの酢酸緩衝液ｐＨ４．０（１０ｍｌ）中に溶解した
ＮａＢＨ3ＣＮ（１００ｍｇ）を添加する。反応混合物を２４時間室温で振とうし、追加
の０．１Ｍの酢酸緩衝液ｐＨ４．０（１０ｍｌ）中に溶解したＮａＢＨ3ＣＮ（１００ｍ
ｇ）を添加し、さらに２４時間室温で振とうを続けて、ヘパリンの共有エンドポイント結
合を生じる。
【０１５７】
　０．０５Ｍのホウ酸緩衝液（ｐＨ１０．０）の０．５ｍｌ中にプロテインＡ（Ｓｉｇｍ
ａ）の４ｍｇを溶解し、そして、ｐＨを１０とし、かつ１．０ｍｌの総容量となるように
０．０１ＮのＮａＯＨ／水を加える（プロテインＡ溶液）。このプロテイン溶液（総量）
をエポキシ活性化セルロースゲルの１ｍｌに加え、混合物を３７℃で１６時間振とうし、
十分な量のＰＢＳ（１５０ｍＭの塩化ナトリウムを添加した１０ｍＭのリン酸緩衝液）で
洗浄して、ＧＣＬ　２０００ｍ－プロテインＡを得る。
【０１５８】
　混合吸着媒体を、血液からＣ型肝炎ウイルス及びＢ型肝炎ウイルスを除去するために使
用する。
【０１５９】
　本明細書に記載された実施例及び実施形態は例示の目的のみのためであり、種々の修正
又は変更がその観点から当業者に示唆されることとなり、そして本願の趣旨及び範囲なら
びに添付の特許請求の範囲内に含まれることになることが理解される。本明細書で引用し
た全ての刊行物、特許、及び特許出願は全ての目的のためにその全体が参照により援用さ
れる。
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