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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】院内感染罹患の患者の易罹患性を判定する方法及び敗血症症候群の進行の予後を
確立する方法の提供。
【解決手段】ａ．生物学的試料を患者から得、該生物学的試料から生物学的物質を抽出し
、ｂ．Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８標的遺伝子から選択される少なくとも一の標的遺伝
子の発現産物の少なくとも一の特異的試薬を調製し、ｃ．標的遺伝子Ｓ１００Ａ９及びＳ
１００Ａ８の少なくとも一の発現を判定し、特定の閾値に対する過剰発現が院内感染罹患
の易罹患性の指標であり、敗血症症候群の進行の予後不良の指標である、患者の易罹患性
を判定する方法及び敗血症症候群の進行の予後を確立する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　院内感染罹患の患者の易罹患性を判定する方法において、
　ａ）生物学的試料を患者から得、該生物学的試料から生物学的物質を抽出し、
　ｂ）Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８標的遺伝子から選択される少なくとも一の標的遺伝
子の発現産物の少なくとも一の特異的試薬を調製し、
　ｃ）標的遺伝子Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８の少なくとも一の発現を判定し、特定の
閾値に対する過剰発現が院内感染罹患の易罹患性の指標である方法。
【請求項２】
　Ｓ１００Ａ９標的遺伝子及びＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現が段階ｃ）で測定され、特
定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過剰発現及び特定の閾値に対するＳ１００Ａ
８標的遺伝子の過剰発現が院内感染罹患の易罹患性の指標である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　生物学的試料が、感染に伴うか伴わないかにかかわらず、炎症性全身性応答の患者から
採取されたことを特徴とする請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　生物学的試料が血液試料であることを特徴とする請求項１又２に記載の方法。
【請求項５】
　生物学的物質が核酸又はタンパク質であることを特徴とする請求項１又２に記載の方法
。
【請求項６】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１から５の何れか一項
に記載の方法。
【請求項７】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１から５の何れか一項
に記載の方法。
【請求項８】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１か
ら５の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１か
ら５の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ９に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１から５の何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ８に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１から５の何れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　院内感染罹患の患者、特に感染に伴うか伴わないかにかかわらず炎症性全身性応答の患
者の、易罹患性を判定するためのＳ１００Ａ９遺伝子及び／又はＳ１００Ａ８遺伝子の発
現産物の少なくとも一の特定的試薬の使用。
【請求項１３】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１２
に記載の方法。
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【請求項１４】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１２
に記載の方法。
【請求項１５】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ９に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１８】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ８に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１９】
　患者における敗血症症候群の進行の予後を確立する方法において、
　ａ）生物学的試料を患者から得、該生物学的試料から生物学的物質を抽出し、
　ｄ）Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８標的遺伝子から選択される少なくとも一の標的遺伝
子の発現産物の少なくとも一の特異的試薬を調製し、
　ｅ）標的遺伝子Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８の少なくとも一の発現を判定し、特定の
閾値に対する過小発現が敗血症症候群の進行の良好な予後の指標であり、特定の閾値に対
する過剰発現が敗血症症候群の進行の予後不良の指標である方法。
【請求項２０】
　Ｓ１００Ａ９標的遺伝子及びＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現が段階ｃ）で測定され、特
定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過小発現及び特定の閾値に対するＳ１００Ａ
８標的遺伝子の過小発現が敗血症症候群の進行の良好な予後の指標であり、
　特定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過剰発現及び特定の閾値に対するＳ１０
０Ａ８標的遺伝子の過剰発現が敗血症症候群の進行の予後不良の指標であることを特徴と
する請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　生物学的試料が血液試料であることを特徴とする請求項１９又２０に記載の方法。
【請求項２２】
　生物学的物質が核酸又はタンパク質であることを特徴とする請求項１９又２０に記載の
方法。
【請求項２３】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１９から２２の何れか
一項に記載の方法。
【請求項２４】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１９から２２の何れか
一項に記載の方法。
【請求項２５】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１９
から２２の何れか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
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なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１９
から２２の何れか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ９に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１９から２２の何れか一項に記載の方法
。
【請求項２８】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ８に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１９から２２の何れか一項に記載の方法
。
【請求項２９】
　患者における敗血症症候群の進行の予後を確立するためのＳ１００Ａ９遺伝子及び／又
はＳ１００Ａ８遺伝子の発現産物の少なくとも一の特定的試薬の使用。
【請求項３０】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬及びＳ１００Ａ８遺伝子の特異的試薬が、
Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含
んでなり、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少なくとも一のハイブリダイゼーションプ
ローブを含んでなることを特徴とする請求項２９に記載の使用。
【請求項３１】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少なくとも一
の増幅プライマーを含んでなり、Ｓ１００Ａ８遺伝子の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的
遺伝子に特異的な少なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項２
９に記載の使用。
【請求項３２】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ９に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなり、Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００
Ａ８に特異的な少なくとも一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項２９に記載の使
用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、院内感染罹患の患者の易罹患性を判定する方法に関する。本発明はまた患者
における敗血症ショックの進行の予後を確立する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　院内感染は現実の公衆衛生問題を構成する。フランスでは、毎年、院内感染に罹患する
患者の数は５０００００から８０００００の間と推定される。院内感染の発生は、使用さ
れる医療技術のような様々な要因に関連しているが、院内感染に罹患する患者の易罹患性
にもまた関連する。よって、不十分な免疫系、栄養不良の人、新生児、高齢者、敗血症症
候群の人、広範囲熱傷の人、及び外傷性状態の人は、院内感染への罹患に対してその他の
人よりも素因になる場合がある。
【０００３】
　感染に対する全身性応答の敗血症症候群は、集中治療室における死亡の主原因の一つで
ある。これは、細菌、ウイルス、真菌又は寄生虫感染から生じうる。敗血症症候群はその
重篤度によって分類されうる。次のものが、重篤度の順位が高くなる順で、区別される：
ＳＩＲＳ（全身性炎症反応症候群）、敗血症、重篤な敗血症及び敗血症ショック。よって
、２００１年に、専門家のあるグループが、これらの４つの臨床的症候群を定義するため
の基準を提案した[1]:：
・ＳＩＲＳは様々な感染性又は非感染性原因によって惹起される炎症全身性反応である。
非感染性原因によって惹起されるＳＩＲＳ状態のなかで、我々は外傷状態、火傷、膵炎、
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及び急性呼吸器症候群を挙げることができる。全身性炎症反応は次の徴候の少なくとも二
つを現す：ａ）３８℃を越えるか又は３６℃より低い体温；ｂ）毎分９０拍を越える心拍
数；ｃ）毎分２０呼吸を越える呼吸速度；ｄ）１２０００／ｍｍ３を越えるか又は４００
０／ｍｍ３より少ない白血球数。
・敗血症は、感染に関係する炎症性全身性反応である、
・重篤な敗血症は、動脈性低血圧及び／又は低灌流及び／又は少なくとも一つの臓器の機
能不全を伴う敗血症である、
・敗血症ショックは、持続する低血圧症を伴い、
　　・特定される感染部位の存在、
　　・十分な充填及び血管収縮薬での処置にもかかわらず、持続する低血圧症
によって認定されうる。
【０００４】
　一般に、敗血症、重篤な敗血症及び敗血症ショックの徴候は非常に類似しており、これ
らの３種類の症状の間の差は、主として、全生体機能の乱れの程度にある。敗血症ショッ
ク中は、血圧の低下、頻脈、多呼吸、皮膚の大理石様化、低体温又は高体温、体の震えが
、主に観察される。これらの徴候にはまた「標的」臓器の機能不全も伴い、感染病巣から
離れた臓器の機能の機能障害が伴って（腎臓、肺、中枢神経系、消化器系及び血液凝固系
）乏尿症（＜０．５ｍｌ／ｋｇ／ｈ）、腎不全、低酸素血症、血小板減少症、興奮、及び
混乱状態として現れる。
　敗血症症候群の患者はまた多かれ少なかれ院内感染、つまりに医療施設に留まることに
伴う感染に対して感受性である。この感受性はこれらの患者の生存及び良好な回復にかな
りの影響を有している。
　敗血症の段階から重篤な敗血症の段階、そしてついで敗血症ショックの段階へという敗
血症症候群の進行は、敗血症患者の約６４％しか重篤な敗血症を発症せず、また重篤な敗
血症の患者の２３％しか敗血症ショックへと進行しないので、体系的ではない。敗血症シ
ョックというこの最終段階の前に、生理病理学的プロセスを停止させ逆転させるために、
患者に処置を処方しなければならない。よって、満足できる血行動態状態が回復されなけ
ればならず、また効果的な呼吸が提供されなければならない。また可能な限り細菌学的デ
ータに基づいてショックの対症療法及び抗生物質による処置を行わなければならない。
　敗血症症候群、特に敗血症ショックを発症する患者の一部は、標準的な対応、例えば、
感染源を示す細菌学的分析の結果を得る前に導入される広域の抗生物質での治療によって
蘇生されうるが、更により重篤な敗血症症候群を発症する他の患者には、集中的な治療法
、例えば、活性化プロテインＣの処置が必要であるようである。非常に高価である点とは
別に、この種の治療法は患者を重篤な望ましくない作用のリスク（血液凝固疾患等）にさ
らす。従って、このような治療から恩恵を受ける可能性のある患者を効果的に標的とする
ことが非常に重要である。
　従って、全身性炎症反応の病因の知識及び院内感染の罹患に対して全身性炎症反応を有
する患者の易罹患性の判定は、患者に合った治療法を提案するために必須である。患者に
重要な他の要因は、できるだけ早く敗血症ショックの進行の予後を確立できることである
。
【発明の概要】
【０００５】
　今日まで、感染に関連しているかしていないにかかわらず、院内感染発症の患者、特に
全身性炎症反応を持つ患者の易罹患性を判定するための試験法はない。本発明者は、予期
しないことに、遺伝子Ｓ１００Ａ９及び／又はＳ１００Ａ８の発現の分析が上記易罹患性
の判定に特に適しており、更に敗血症ショックの進行の予後を確立するのに適しているこ
とを実証した。
【発明を実施するための形態】
【０００６】
　更に進む前に、本発明の理解を容易にするために次の定義を与える。
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【０００７】
　敗血症症候群は、感染に対する全身性反応を意味する。この敗血症症候群は、ＳＩＲＳ
、敗血症、重篤な敗血症又は敗血症ショックのある段階でありうる。好ましくは、敗血症
症候群は敗血症ショックである。
　院内感染は、入院から４８時間後に医療施設において罹患され、該施設への患者の入院
時には存在していなかった任意の感染を意味する。
　標的遺伝子なる用語は、Ｓ１００Ａ９遺伝子及びＳ１００Ａ８遺伝子、特に受託番号Ｎ
Ｍ＿００２９６５．３下でＧｅｎＢａｎｋで照会されるＳ１００Ａ９遺伝子及び受託番号
ＮＭ＿００２９６４．３下でＧｅｎＢａｎｋで照会されるＳ１００Ａ８遺伝子を意味する
。
　Ｓ１００Ａ９遺伝子及びＳ１００Ａ８遺伝子の発現産物は、メッセンジャーＲＮＡ又は
ｍＲＮＡの断片、ｃＤＮＡ又はｃＤＮＡの断片、タンパク質又はタンパク質断片を意味す
る。
【０００８】
　生物学的試料は、患者から得られる任意の材料を意味し、これは、遺伝子の発現を検出
することを可能にする生物学的物質を含みうる。これは、特に、患者の血液、血清、唾液
又は組織又は循環細胞の試料でありうる。この生物学的試料は、当業者に知られている使
用、例えば特に血液試料を採取する任意の方法によって得られる。
　生物学的物質は、遺伝子の発現を検出することを可能にする任意の材料、例えば特に核
酸又はタンパク質、又はそのコード配列を意味する。核酸は、特にＲＮＡ（リボ核酸）、
例えばｍＲＮＡ（メッセンジャーＲＮＡ）でありうる。本発明の好ましい実施態様によれ
ば、生物学的物質は核酸であり、更により好ましくはｍＲＮＡである。
【０００９】
　生物学的試料からの生物学的物質の抽出は、当業者によく知られている核酸又はタンパ
ク質の抽出のための全てのプロトコルによって実施することができる。
　参考として、核酸は、次の工程によって特に抽出することができる：
・（次の反応を乱す細胞細片として）タンパク質及び／又は微生物の脂質エンベロープに
含まれる核酸を放出させるために、生物試料中に存在している細胞を溶解させる工程。例
として、特許出願：
　・磁気的及び機械的溶解の併用に関する国際公開第００／０５３３８号、
　・電気的溶解に関する国際公開第９９／５３３０４号、及び
　・機械的溶解に関する国際公開第９９／１５３２１号。
に記載されている溶解方法を使用することができる。
　当業者は、熱又は浸透圧ショック又はグアニジウム塩等のカオトロピック剤による化学
溶解（米国特許第５２３４８０９号）等のよく知られた他の溶解方法を使用することもで
きる。
・溶解工程で塩として放出された他の細胞構成分からの核酸の分離を可能にする精製工程
。この工程は一般に核酸を濃縮することを可能にする。例として、吸着又は共有原子価に
より、場合によってはオリゴヌクレオチドで被覆された磁気粒子（米国特許第４６７２０
４０号及び米国特許第５７５０３３８号を参照）を使用することができ、よって、これら
の磁気粒子に付着した核酸を、洗浄工程によって、精製することができる。上記核酸の引
き続いての増幅が必要とされる場合、この核酸精製工程は特に有利である。これら磁気粒
子の特に興味深い実施態様は、特許出願国際公開第９７／４５２０２号及び国際公開第９
９／３５５００号に記載されている。核酸の精製方法の別の興味深い例は、カラムの形態
での、又は不活性粒子［２］又は磁気粒子（Ｍｅｒｃｋ：ＭａｇＰｒｅｐ（登録商標）Ｓ
ｉｌｉｃａ，Ｐｒｏｍｅｇａ：ＭａｇｎｅＳｉｌ（商標）常磁性粒子）の形態でのシリカ
の使用である。広く使用される他の方法は、カラムでの、又は常磁性粒子型（Ｗｈａｔｍ
ａｎ：ＤＥＡＥ－Ｍａｇａｒｏｓｅ）（Levison PR等, J. Chromatography, 1998, p. 33
7-344）でのイオン交換樹脂に基づく。本発明に非常に関連している別の方法は、金属酸
化物担体（Ｘｔｒａｎａ社製：Ｘｔｒａ－Ｂｉｎｄ（商標）マトリックス）への吸着の方
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法である。この抽出工程は自動装置で実施することができる。ｅａｓｙＭＡＧ（登録商標
）自動装置が特に適している。
【００１０】
　特異的試薬は、標的遺伝子の発現を直接的又は間接的に証明するために生物学的物質と
反応する試薬を意味し、その発現は、この遺伝子から生じるｍＲＮＡの分析によって、又
はこの遺伝子によってコードされるタンパク質の分析によって判定することができる。
　参考として、標的遺伝子の発現を該遺伝子によってコードされるタンパク質の分析によ
って定量することを希望する場合、この特異的試薬はこの標的遺伝子によってコードされ
るタンパク質に特異的な少なくとも一の抗体を含む。
　参考として、この遺伝子から出発して転写されるｍＲＮＡの分析によって標的遺伝子の
発現を定量することを希望する場合、この特異的試薬はこのｍＲＮＡの相補ＤＮＡに特異
的な少なくとも一の増幅プライマーを含む（これはそのとき標的遺伝子に特異的な増幅プ
ライマーと呼ばれる）。ｍＲＮＡに相補のＤＮＡは、当業者によってよく知られているプ
ロトコルに従って得ることができる。参考として、（リボソームＲＮＡ、転移ＲＮＡ、ｍ
ＲＮＡを含む）全ＲＮＡを生物学的試料から抽出する。ついで、逆転写の反応を、ＲＮＡ
断片からＤＮＡの相補断片（ｃＤＮＡ）を得ることを可能にする逆転写酵素によって実施
する。そのような工程の遂行は当業者によってよく知られている。より詳細にはメッセン
ジャーＲＮＡに相補的なＤＮＡのみを得ることを望む場合、この酵素工程は、チミン塩基
のみを含むヌクレオチド断片（ポリＴ）の存在下で実施し、これが様々なｍＲＮＡのポリ
Ａ配列に対する相補性によってハイブリダイズし、ついで逆転写酵素で実施される逆転写
反応に対する出発点となる。ついで、生物学的試料中に最初に存在する様々なメッセンジ
ャーＲＮＡに相補的である様々なＤＮＡが得られる。以下、ｃＤＮＡはメッセンジャーＲ
ＮＡに相補的なＤＮＡを指す。
　増幅プライマーは、酵素的重合、例えば酵素的増幅反応の開始の決まった条件下でハイ
ブリダイゼーションの特異性を有する、５から１００のヌクレオチド単位、好ましくは１
５から２５のヌクレオチド単位を持つ断片を意味する。
　酵素的増幅反応は、少なくとも一の酵素の作用によって特異的増幅プライマーによって
標的ヌクレオチド断片の複数コピーを生じるプロセスを意味する。これらの増幅反応は当
業者によく知られており、次の技術を特に挙げることができる：ＰＣＲ（ポリメラーゼ連
鎖反応）、ＬＣＲ（リガーゼ連鎖反応）、ＲＣＲ（修復連鎖反応）；特許出願国際公開第
９０／０６９９５号による３ＳＲ（自立配列複製（Self Sustained Sequence Replicatio
n））、ＮＡＳＢＡ法（核酸配列ベース増幅法）、及び米国特許第５３９９４９１号によ
るＴＭＡ法（転写介在増幅法）。
　ついで、アンプリコンなる用語は酵素による増幅技術によって生成されるポリヌクレオ
チドを示す。好ましくは、酵素による増幅がＰＣＲである場合、特異的試薬は、標的遺伝
子から生じるｍＲＮＡに相補的なＤＮＡの特定の領域を増幅させるために、少なくとも２
つの特異的な増幅プライマーを含む。酵素による増幅が、逆転写反応後に実施されるＰＣ
Ｒである場合、これはＲＴ－ＰＣＲと呼ばれる。
　ハイブリダイゼーションプローブは、標的ヌクレオチド断片とハイブリダイゼーション
複合体を形成する特定の条件下でハイブリダイゼーションの特異性を有する、５から１０
０のヌクレオチド単位、特に６から３５のヌクレオチド単位を含むヌクレオチド単位を含
むヌクレオチド断片を意味する。本発明において、標的ヌクレオチド断片は、メッセンジ
ャーＲＮＡに含まれるヌクレオチド配列又は上記メッセンジャーＲＮＡの逆転写によって
得られる相補ＤＮＡに含まれるヌクレオチド配列でありうる。
　ハイブリダイゼーションは、適切な条件下で、二つのヌクレオチド断片、例えば十分に
相補性の配列を有するハイブリダイゼーションプローブ及び標的ヌクレオチド断片が安定
で特異的な水素結合を有する二本鎖を形成することができるプロセスを意味する。ポリヌ
クレオチドに「ハイブリダイズ可能な」ヌクレオチド断片は、既知の方法で各々の場合に
決定することができるハイブリダイゼーション条件下で上記ポリヌクレオチドにハイブリ
ダイズすることができる断片である。ハイブリダイゼーションの条件は、ストリンジェン
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シー、つまり操作条件の厳密さによって決まる。ハイブリダイゼーションは増加したスト
リンジェンシーで実施されると特異性が増加する。ストリンジェンシーは、特にプローブ
／標的二本鎖の塩基組成に応じて、また２つの核酸間のミスマッチの程度によって定まる
。また、ストリンジェンシーは、ハイブリダイゼーション溶液中に存在するイオン種の濃
度及び種類、変性剤の性質及び濃度、及び／又はハイブリダイゼーション温度等の反応パ
ラメータにも依存しうる。ハイブリダイゼーション反応が実施されなければならない条件
のストリンジェンシーは、使用されるハイブリダイゼーションプローブに主に依存するで
あろう。これらのデータは全てよく知られており、適切な条件は当業者が決定することが
できる。一般に、使用されるハイブリダイゼーションプローブの長さに応じて、ハイブリ
ダイゼーション反応の温度は、約０．５から１Ｍの濃度の生理食塩水溶液中において約２
０から７０℃、特に３５から６５℃である。ついで、ハイブリダイゼーション反応の検出
工程が実施される。
　検出は、物理的方法による直接の検出か、又はマーカーによる検出方法を意味する。核
酸を検出するための数多くの方法がある［４，５］。
　マーカーは、シグナルを生成可能なトレーサーを意味する。これらのトレーサーの非限
定的なリストは、例えば比色法、蛍光又は発光により検出可能なシグナルを生じる酵素、
例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、βガラクトシダーゼ、
グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ；蛍光、ルミネセンス又は染料化合物等の発色
団；電子顕微鏡法によって又は導電率等のそれらの電気的性質から、電流測定法又はボル
タメトリー法によって、又はインピーダンス測定によって検出可能な電子密度の基；回折
、表面プラズモン共鳴、接触角の変動のような光学的方法により、又は原子力分光法、ト
ンネル効果などの物理的方法により検出され得る基；３２Ｐ、３５Ｓ又は１２５Ｉ等の放
射性分子を含む。よって、ポリヌクレオチドを酵素による増幅工程中に、例えば増幅反応
に対して標識した三リン酸ヌクレオチドを使用して標識することができる。標識されたヌ
クレオチドは、ＰＣＲのようなＤＮＡを生成する増幅系ではデオキシリボヌクレオチド、
又はＴＭＡ又はＮＡＳＢＡ技術のようなＲＮＡを生成する増幅技術ではリボヌクレオチド
であろう。ポリヌクレオチドはまた国際公開第９１／１９８１２号の文献に記載されてい
るサンドイッチハイブリダイゼーション法に従って標識されたプローブをハイブリダイズ
させることによって、増幅工程後に標識することもできる。
　本発明の意味において、ハイブリダイゼーションプローブは、いわゆる捕捉プローブで
ありうる。この場合、標的ヌクレオチド断片はマーカーによって前もって標識することが
できる。いわゆる捕捉プローブは、固定されているか、又は任意の適切な手段で、すなわ
ち、直接的又は間接的に、例えば共有結合又は吸着により、固相担体上に固定可能である
。ついで、ハイブリダイゼーション反応が上記検出プローブ及び標識された標的ヌクレオ
チド断片の間で実施される。
　ハイブリダイゼーションプローブはまたいわゆる検出プローブでありうる。この場合、
ハイブリダイゼーションプローブは、マーカーによって標識されうる。ついで、ハイブリ
ダイゼーション反応は上記捕捉プローブ及び標識された標的ヌクレオチド断片の間で実施
される。
　いわゆる捕捉プローブが使用されようといわゆる検出プローブが使用されようと、ハイ
ブリダイゼーション反応は、核酸が固定されうる全ての材料を含む固体担体上で実施され
うる。化学的に修飾されていてもよい合成材料又は天然材料を、固体担体として使用する
ことができ、特にセルロース系材料などの多糖類、例えば、紙、酢酸セルロース及びニト
ロセルロース又はデキストランなどのセルロース誘導体、特にスチレン系モノマーに基づ
くポリマー、コポリマー、綿などの天然繊維、及びナイロンなどの合成繊維；シリカ、石
英、ガラス又はセラミックスなどの無機材料；ラテックス；磁気粒子；金属誘導体、ゲル
等である。固体担体は、マイクロタイタープレート、国際公開９４／１２６７０号の出願
に記載の膜、粒子又はバイオチップの形態でありうる。
【００１１】
　本発明において、Ｓ１００Ａ９遺伝子及びＳ１００Ａ８遺伝子の発現の決定は、所定の
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時間に転写されるｍＲＮＡの発現によって分析することができる。この場合、生物学的物
質は核酸であり、特異的試薬は無差別に既に定義された増幅プライマー又はハイブリダイ
ゼーションプローブでありうる。
　標的遺伝子の発現は次のようにして決定することができる：
　１）生物学的試料からの全ＲＮＡの抽出後に、生物学的試料中に最初に存在している様
々なメッセンジャーＲＮＡ（又はｃＤＮＡ）に相補的な様々なＤＮＡを得るために、既に
記載したようにして、逆転写工程を実施する。
　２）ｃＤＮＡが特に増幅される。この場合、使用される特異的試薬は、既に定義された
ように、標的遺伝子に特異的な少なくとも一の増幅プライマーを含む。この工程は、特に
、ＰＣＲ型の増幅反応によって、又は任意の他の増幅技術によって行うことができる。
　３）標的遺伝子の発現は、ｃＤＮＡを定量することによって判定される。ｃＤＮＡは、
飽和まで実施される増幅反応によって得られる定量範囲を使用して特に定量することがで
きる。様々な工程（逆転写、ＰＣＲなど）中に観察されうる酵素効率の変動性を考慮する
ために、様々な患者群の標的遺伝子の発現を、様々な患者群間で発現が類似しているいわ
ゆるハウスキーピング遺伝子の発現を同時に判定することによって標準化することができ
る。このように、ハウスキーピング遺伝子の発現に対する標的遺伝子の発現の比を見出す
ことによって、種々の実験間でのあらゆる変動が補正される。当業者は、特に次の刊行物
を参照できる［６，７］。
【００１２】
　標的遺伝子の発現はまた次のようにして決定することができる：
　１）生物学的試料からの全ＲＮＡの抽出後、逆転写工程を上記のように実施して、生物
学的試料中に最初に存在している様々なメッセンジャーＲＮＡ（又はｃＤＮＡ）に相補的
な様々なＤＮＡを得る。
　２）ｃＤＮＡを膜に固定化する。
　３）標的遺伝子に特異的な既に標識されたハイブリダイゼーションプローブにｃＤＮＡ
をハイブリザイズさせることによって標的遺伝子の発現を判定する。これらのハイブリダ
イゼーション技術は当業者によってよく知られており、特にノーザンブロット法を挙げる
ことができる。このハイブリダイゼーション反応は、特に遺伝子が弱く発現される場合、
標的遺伝子のメッセンジャーＲＮＡに相補的なＤＮＡの特異的増幅工程後に実施すること
ができる。
　標的遺伝子の発現はまた標的遺伝子によってコードされるタンパク質の発現によってま
た分析することができる。この場合、生物学的物質はタンパク質であり、リガンドを伴う
か又は伴わない検出の幾つかの技術を使用することができる。質量分析はリガンドを伴わ
ない検出のための技術として使用することができる。特異的試薬は、リガンドを伴う検出
系に対して標的遺伝子によってコードされるタンパク質に特異的な抗体でありうる。
　標的遺伝子によって翻訳されるタンパク質に特異的な組換え抗体は、当業者によって知
られている一般的な方法に従って、細菌のような原核生物から、又は酵母、哺乳動物、植
物、昆虫又は動物の細胞のような真核生物から、又は細胞外生産の系によって、得ること
ができる。
　モノクローナル抗体は、その一般原理が以下に想起されるハイブリドーマ技術のような
当業者によって知られている一般的な技術に従って調製することができる。
　最初に、動物、一般にはマウス（又はインビトロでの免疫化の範囲内の培養細胞）を興
味ある標的抗原で免疫化され、そのＢリンパ球はついで上記抗原に対する抗体を産生する
ことができる。これらの抗体産生リンパ球を、ついで、「不死」骨髄腫細胞（実施例では
マウス）と融合させてハイブリドーマを産生させる。このようにして得られた細胞の不均
一な混合物から、特定の抗体を生産し、不確定に増殖させることができる細胞をついで選
択する。各ハイブリドーマは、対照の抗原に対するその認識の特性が例えばＥＬＩＳＡ、
一又は二次元での免疫移動法（immunotransfer）、免疫蛍光法によって、又はバイオセン
サーによって試験されうるモノクローナル抗体の産生にそれぞれ至るクローンの形態で増
幅される。このようにして選択されたモノクローナル抗体は、ついで、特にアフィニティ
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クロマトグラフィーによって精製される。
【００１３】
　抗体断片は例えばタンパク質分解によって得ることができる。よって、抗体断片は、Ｆ
ａｂ型（パパインでの処理［８］）又はＦ（ａｂ）’２型（ペプシンでの処理［９］）の
断片を生じる、酵素消化によって得ることができる。それらはまた組換え法によっても調
製できる［１０］。本発明の目的に適した他の抗体断片は、Ｆａｂ断片の可変軽鎖ドメイ
ン（ＶＬ）及び可変重鎖ドメイン（ＶＨ）の一価の結合体、従って二つのポリペプチド鎖
の結合体から構成された二量体であるＦｖ断片を含む。二つのポリペプチド鎖の解離によ
るＦｖ断片の安定性を改善するために、このＦｖ断片は、ドメインＶＬ及びドメインＶＨ
の間に適切なペプチド結合を挿入することによって遺伝子工学によって修飾することがで
きる［１１］。ついで、これは、単一のポリペプチド鎖から構成されているので、ｓｃＦ
ｖ（「単鎖可変断片」）と呼ばれる。１５から２５のアミノ酸から好ましくはなるペプチ
ド結合の使用により、ドメインのＣ末端を他のドメインのＮ末端に連結させることができ
、その完全な形態の抗体のものと同様な結合特性を付与されたモノマー分子を構成する。
ＶＬ及びＶＨドメインの二つの配向が、同一の機能的性質を有しているので、適している
（ＶＬ－リンク－ＶＨ及びＶＨ－リンク－ＶＬ）。もちろん、当業者によって知られ、上
述の免疫学的特性を有している任意の断片が本発明の目的に適している。
【００１４】
　生物学的物質が遺伝子の発現から生じるタンパク質である場合、後者の発現は、ウェス
タンブロット又はＥＬＩＳＡにより、あるいは当業者に知られている任意の他の方法、例
えば生物学的物質に基づく化学発光の方法によって、上記タンパク質を検出するか又は定
量することにより、決定することができる。
【００１５】
　ＥＬＩＳＡ技術（「酵素結合免疫吸着検定法」）は固体担体上の免疫酵素アッセイであ
る。この検定は、アッセイが酵素触媒反応に連関させられるＥＩＡ（「酵素免疫測定法」
）のより一般的な範囲に入る。該技術は一又は二の抗体を使用する。免疫複合体（抗原／
抗体）の形成を検出するための抗体が酵素に結合され、発色又は蛍光発生基質によりシグ
ナルの放出を生じうる。
【００１６】
　ウェスタンブロットは、以下に記載される次の段階を含む、このタンパク質に特異的な
抗体によって試料中の特定のタンパク質を検出する試験である。
　第一段階は、ゲル電気泳動であり、これは試料のタンパク質をそのサイズによって分離
することを可能にする。
　ゲル中のタンパク質を、ついで、加圧によって又は電流の印加によって膜（ニトロセル
ロース、ＰＶＤＦ等）に移すと、タンパク質は疎水性及びイオン性相互作用によって膜に
固定される。
　非特異的相互作用の部位の飽和後、調査されるべきタンパク質に特異的な第一の抗体（
一次抗体）を膜と共にインキュベートする。
　ついで、膜をすすいで未結合の一次抗体を除去した後、一次抗体に結合するいわゆる二
次抗体と共にインキュベートする。この二次抗体は、通常は、膜上の研究下にあるタンパ
ク質の可視での同定を可能にする酵素に結合させられる。酵素で標識した基質の添加によ
り、膜上に可視できる呈色反応が生じる。
【００１７】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子及び／又はＳ１００Ａ８遺伝子の発現を分析することによって、院
内感染罹患の患者、特に炎症性全身性応答の患者の易罹患性を判定し、また敗血症症候群
の進行の予後を確立することができる。例えば、院内感染罹患の易罹患性が未知の患者に
おける少なくとも一の標的遺伝子の発現を分析し、感受性である患者の標的遺伝子の平均
的発現の既知の値と感受性ではない患者の標的遺伝子の平均的発現の既知の値を比較し、
患者が院内感染に罹患する可能性があるかどうかを判定することが可能である。同じよう
にして、例えば、少なくとも一の標的遺伝子の発現を分析し、標的遺伝子の既知の発現の
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平均と比較することによって、生存又は死亡の予後を含む敗血症症候群の進行を確立する
ことができる。
【００１８】
　よって、本発明は、院内感染罹患の患者の易罹患性を判定する方法において、
　ａ）生物学的試料を患者から得、該生物学的試料から生物学的物質を抽出し、
　ｂ）Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８標的遺伝子から選択される少なくとも一の標的遺伝
子の発現産物の少なくとも一の特異的試薬を調製し、
　ｃ）標的遺伝子Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８の少なくとも一の発現を判定し、特定の
閾値に対する過剰発現が院内感染罹患の易罹患性の指標である方法に関する。
【００１９】
　段階ｃ）において、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子及びＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現を測定
することができ、特定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過剰発現及び特定の閾値
に対するＳ１００Ａ８標的遺伝子の過剰発現が、院内感染罹患の易罹患性の指標である。
【００２０】
　当業者は閾値を決定する様々な可能な方法を有している。一例として、ヨーデンの指標
の決定を挙げることができる。
　ヨーデンの指標は、ノンエラーの全体の度合いの尺度に対応する。それは、二つの集団
の判別を許容しない検定に対しての０と、二つの集団の完全な判別を許容する検定に対し
ての１の間で変動する。ヨーデンの指標の最大は、間違った結果（擬陰性又は擬陽性）の
数が最も低い閾値に対応する。ヨーデンの指標が１に近くなればなるほど、診断成績は良
くなる[12]。
【００２１】
　特に、生物学的試料は、感染に伴うか伴わないかにかかわらず、炎症性全身性応答の患
者から採取される。生物学的試料は、血液試料であり得、抽出される生物学的物質は、と
りわけ、核酸でありうる。好ましくは、全ＲＮＡが生物学的試料から抽出され、標的遺伝
子の発現がｍＲＮＡの発現の分析によって判定される。
【００２２】
　本発明の方法の好ましい実施態様では、特異的試薬は、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子及び／
又はＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現産物に特異的な少なくとも一の増幅プライマー又は少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブ；あるいはＳ１００Ａ９標的遺伝子及び／
又はＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現産物に特異的な少なくとも一の抗体を含む。
【００２３】
　該方法は、敗血症症候群の患者、つまりＳＩＲＳ、敗血症、重篤な敗血症及び敗血症シ
ョックのような感染に対して炎症性全身性応答を有する患者に対して院内感染罹患の易罹
患性を判定するために特に適している。
【００２４】
　従って、Ｓ１００Ａ９遺伝子及び／又はＳ１００Ａ８遺伝子の発現産物に特異的な試薬
は、院内感染罹患の患者、特に感染に伴うか伴わないかにかかわらず炎症性全身性応答の
患者の、易罹患性を判定するために使用される。該試薬は、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特
異的な少なくとも一のハイブリダイゼーションプローブ、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異
的な少なくとも一のハイブリダイゼーションプローブ、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的
な少なくとも一の増幅プライマー、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少なくとも一の増
幅プライマー、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少なくとも一の抗体又はＳ１００Ａ８
標的遺伝子に特異的な少なくとも一の抗体を含みうる。
【００２５】
　Ｓ１００Ａ９及び／又はＳ１００Ａ８遺伝子の発現の分析はまた敗血症症候群の進行の
予後（生存及び死亡を含む予後）を確立することを可能にする。
【００２６】
　よって、本発明は、患者における敗血症症候群の進行の予後を確立する方法において、
　ａ）生物学的試料を患者から得、該生物学的試料から生物学的物質を抽出し、
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　ｂ）Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８標的遺伝子から選択される少なくとも一の標的遺伝
子の発現産物の少なくとも一の特異的試薬を調製し、
　ｃ）標的遺伝子Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８の少なくとも一の発現を判定し、特定の
閾値に対する過小発現が敗血症症候群の進行の良好な予後の指標であり、特定の閾値に対
する過剰発現が敗血症症候群の進行の予後不良の指標である方法を提案する。
【００２７】
　段階ｃ）において、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子及びＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現を測定
することができ、特定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過小発現及び特定の閾値
に対するＳ１００Ａ８標的遺伝子の過小発現が敗血症症候群の進行の良好な予後の指標で
あり、
　特定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過剰発現及び特定の閾値に対するＳ１０
０Ａ８標的遺伝子の過剰発現が敗血症症候群の進行の予後不良の指標である。
【００２８】
　閾値を決定することは当業者の技量の範囲内である。一例として、ヨーデンの指標の決
定を挙げることができる。ヨーデンの指標は、ノンエラーの全体の度合いの尺度に対応す
る。それは、二つの集団の判別を許容しない検定に対しての０と、二つの集団の完全な判
別を許容する検定に対しての１の間で変動する。ヨーデンの指標の最大は、間違った結果
（擬陰性又は擬陽性）の数が最も低い閾値に対応する。ヨーデンの指標が１に近くなれば
なるほど、診断成績は良くなる[12]。
【００２９】
　生物学的試料は、血液試料であり得、抽出される生物学的物質は、とりわけ、核酸であ
りうる。好ましくは、全ＲＮＡが生物学的試料から抽出され、標的遺伝子の発現がｍＲＮ
Ａの発現の分析によって判定される。
【００３０】
　本発明の方法の好ましい実施態様では、特異的試薬は、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子及び／
又はＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現産物に特異的な少なくとも一の増幅プライマー又は少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブ；あるいはＳ１００Ａ９標的遺伝子及び／
又はＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現産物に特異的な少なくとも一の抗体を含む。
【００３１】
　従って、Ｓ１００Ａ９遺伝子及び／又はＳ１００Ａ８遺伝子の発現産物に特異的な試薬
は、患者における敗血症症候群の進行の予後（生存又は死亡の予後を含む）を確立するた
めに使用される。該試薬は、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少なくとも一のハイブリ
ダイゼーションプローブ、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少なくとも一のハイブリダ
イゼーションプローブ、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少なくとも一の増幅プライマ
ー、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少なくとも一の増幅プライマー、Ｓ１００Ａ９標
的遺伝子に特異的な少なくとも一の抗体又はＳ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少なくと
も一の抗体を含みうる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図１はＳ１００Ａ８及びＳ１００Ａ９の遺伝子発現の相関を表す（ｎ＝８６）。
それは、スピアマン係数＞０．９０（ｒ＝０．９１３４）の、分子Ｓ１００Ａ９及びＳ１
００Ａ８の遺伝子発現間に存在する強い相関を示す。分子Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８
の遺伝子発現は、院内感染に罹患する可能性のある患者を判別し、敗血症症候群の進行の
予後を確立するための類似した能力を有している。
【図２】図２は敗血症ショックの発症後Ｄ７及びＤ１０間に採取した試料について生存及
び非生存患者間におけるＳ１００Ａ８遺伝子発現の有意差を示す（ｐ＝０．０４６１）。
説明文：ＨＶ＝健常な志願者；Ｓ＝生存した患者；ＮＳ＝生存していない患者。
【実施例】
【００３３】
実施例１－Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現の研究
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試験試料
　４４名の健常な志願者の群（Ｓ）及び敗血症ショック（Ｈ０は血管収縮剤処置の注射）
後Ｄ１、Ｄ２又はＤ３に試料採取した１４８名の敗血症症候群の群（ＳＥＰ）を使用し、
末梢血中のＳ１００Ａ９遺伝子の発現を比較した。４４名の健常な患者の群（Ｓ）及び１
４８名の敗血症ショックを発症した患者の群（ＳＥＰ）を同定した。
【００３４】
ＲＮＡの抽出とｃＤＮＡの合成
　各患者に対して、生物学的試料は、患者ＳＥＰによって発症された敗血症症候群の発症
後、最初の１０日中に規則的に得た血液試料とした。採取はまた健常な患者（Ｓ）におい
て同一のプロトコルによって実施した。これらの試料は、ＰＡＸＧｅｎｅ（ＴＭ）Ｂｌｏ
ｏｄ ＲＮＡチューブ（ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ，Ｆｒａｎｋｉｎ Ｌａｋｅｓ，ＵＳＡ）
中に直接回収した。
　血液採取工程後、細胞の全溶解物を得るために、チューブを室温で４時間置き、その後
、生物学的物質の抽出まで－２０℃で保存した。より具体的には、このプロトコルでは、
製造業者の推奨に従ってＰＡＸｇｅｎｅ Ｂｌｏｏｄ ＲＮＡ（登録商標）キット（Ｐｒｅ
ＡｎａｌｙｔｉＸ）を使用して、全ＲＮＡを抽出した。簡単に述べると、チューブを遠心
分離して（１０分、３０００ｇ）、核酸のペレットを得た。このペレットを洗浄し、タン
パク質の消化に必要とされるプロテイナーゼＫを含むバッファーに取り上げた（１０分間
、５５℃）。繰り返しの遠心分離（５分間、１９０００ｇ）を実施して細胞の細片を除去
し、エタノールを添加して核酸固定条件を最適化した。全ＲＮＡを、ＰＡＸｇｅｎｅ Ｒ
ＮＡスピンカラムに特異的に固定し、その後の後者の溶出前に、汚染しているＤＮＡの消
化を、ＲＮＡｓｅを含まないＤＮＡｓｅセット（商標）（Ｑｉａｇｅｎ社，Ｃｒａｗｌｅ
ｙ，ＵＫ）を使用して実施した。
　各抽出に対して、全ＲＮＡの質を、ＲＮＡ６０００ナノチップＴＭキット（Ａｇｉｌｅ
ｎｔテクノロジーズ）を使用するキャピラリー電気泳動によって確認した。使用した機器
はバイオアナライザー２１００である。逆転写（ＲＴ）反応を２０μｌの最終体積で実施
した。全ＲＮＡ（０．５μｇ）を５０μＭの１μｌのポリＴ及び１μＬのアニーリングバ
ッファーと混合し、ついで６５℃で５分間インキュベートした。氷で冷却した後、溶液を
１０μｌの２×第一ストランド反応ミックス及び２μＬのＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ ＩＩ
Ｉ／ＲＮａｓｅＴＭアウト酵素ミックスＲＴ（１５Ｕ／μｌ）と混合したが、これらの生
成物は全てＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ第一ストランド合成スーパーミックスＴＭ ＲＴ－Ｐ
ＣＲシステム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）から得た。逆転写は５０℃で５０分間実施し、つ
いで８５℃で５分間インキュベーションして停止させた。最後に、ｃＤＮＡの各溶液をＤ
ＥＰＣ水で１／１０まで希釈した。
【００３５】
定量のための標準範囲の調製
　健常な被験者から得たｃＤＮＡのプールから出発して、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ番号ＮＭ＿００２９６５．３）の１５３－１７９領域の増幅を、次のプライマ
ー対を使用して、飽和まで実施するＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によって実施した：
センスプライマー：５’－ＴＣＡＡＡＧＡＧＣＴＧＧＴＧＣＧＡＡＡＡ－３’（配列番号
：１）
アンチセンスプライマー：５’－ＡＡＣＴＣＣＴＣＧＡＡＧＣＴＣＡＧＣＴＧ－３’（配
列番号：２）
【００３６】
リアルタイムＰＣＲによるｍＲＮＡの発現の分析
　上述のようにして、ｃＤＮＡに再転写されたＳ１００Ａ９標的遺伝子のｍＲＮＡを、Ｌ
ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（商標）（Ｒｏｃｈｅ）を使用するリアルタイム定量ＰＣＲにより
定量した。ＰＣＲ反応を、Ｆａｓｔ－Ｓｔａｒｔ（商標）ＤＮＡ Ｍａｓｔｅｒ ＳＹＢＲ
 Ｇｒｅｅｎ Ｉ リアルタイムＰＣＲキット（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用して実施した。各ＰＣＲを、３．６μｌの水、２．４μｌのＭ
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ｇＣｌ２、２μｌのＳＹＢＲグリーンミックス（Ｆａｓｔ スタートＤＮＡマスターＳＹ
ＢＲグリーン＋ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ）及び１μｌの各プライマー（１０μＭ）及び
１０μｌのｃＤＮＡ溶液を含む２０μｌの最終体積で実施した。使用したプライマーは先
に記載したものである。
　９５℃で１０分の変性工程後、増幅を４０サイクルの「タッチダウン」ＰＣＲプロトコ
ル（９５℃で１０秒、６８－５８℃で１０秒のハイブリダイゼーションと、続く７２℃で
１６秒の伸展）によって実施する。各サイクルの終わりに、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎによっ
て放射された蛍光を測定した。
　増幅の特異性を確認するために、ＰＣＲ産物を融解曲線の分析（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ
ｒ（商標）－Ｒｏｃｈｅ社）に体系的に供した。このために、ＰＣＲ産物を、０．１℃／
秒の増分割合で、５８から９８℃まで温度を上昇させて処理した。各ＰＣＲ産物について
、曲線の分析において、特異的な融解温度を特徴とする一つのピークが得られた。
　ハウスキーピング遺伝子ＣＰＢの定量に必要なプライマーの組み合わせは、Ｓｅａｒｃ
ｈ－ＬＣ（Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ；照会４８８１１６）によって供給さ
れた。
　ハウスキーピング遺伝子シクロフィリンＢのｍＲＮＡの量に対する標的ｍＲＮＡの量を
、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（商標）（Ｒｏｃｈｅ Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いた相対的定量技術によって分析し
た。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＴＭソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ）の「第二誘導体最大法」を
各試料に対する「クロッシングポイント」（Ｃｐ）を自動的に決定するために使用した。
Ｃｐの値は、蛍光がバックグラウンドノイズとは有意に異なったサイクルの数として定義
された。
　コピー数の対数の関数としてＣｐを表す較正曲線を作成するために各標準を用いて四通
り、１／１０の５回の連続希釈を実施した。標準希釈を、較正曲線が標的遺伝子及びハウ
スキーピング遺伝子に対して予想された発現レベルをカバーするように最適化した。標的
遺伝子及びハウスキーピング遺伝子に対してＰＣＲの効果を記述する相対的標準曲線を作
成し、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いて定量を実施するために使用した。
【００３７】
得られた結果
　得られた結果を以下の表１にまとめる。

　健常な被験者と敗血症ショックの患者間のマンホイットニー検定のｐ値は＜０．０００
１である。
　敗血症ショックの最初の３日にわたるマーカーＳ１００Ａ９の発現は、健常なドナーに
対して有意に過剰発現していた。
【００３８】
実施例２－Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現の研究
試験試料
　３２名の健常な志願者の群（Ｓ）及び敗血症ショック（Ｈ０は血管収縮剤処置の注射）
後Ｄ７及びＤ１０に試料採取した８６名の敗血症症候群の群（ＳＥＰ）を使用し、末梢血
中のＳ１００Ａ８遺伝子の発現を比較した。３２名の健常な患者の群（Ｓ）及び８６名の
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敗血症ショックを発症した患者の群（ＳＥＰ）を同定した。
【００３９】
ＲＮＡの抽出とｃＤＮＡの合成
　各患者に対して、生物学的試料は、ＳＥＰ患者によって発症された敗血症症候群の発症
後、最初の１０日中に規則的に得た血液試料である。採取はまた健常な患者（Ｓ）におい
て同一のプロトコルによって実施した。これらの試料は、ＰＡＸＧｅｎｅ（ＴＭ）Ｂｌｏ
ｏｄ ＲＮＡチューブ（ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ，Ｆｒａｎｋｉｎ Ｌａｋｅｓ，ＵＳＡ）
中に直接回収した。
　血液試料採取工程後、細胞の全溶解物を得るために、チューブを室温で４時間置き、そ
の後、生物学的物質の抽出まで－２０℃で保存した。より具体的には、このプロトコルで
は、製造業者の推奨に従ってＰＡＸｇｅｎｅ Ｂｌｏｏｄ ＲＮＡ（登録商標）キット（Ｐ
ｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ）によって全ＲＮＡを抽出した。簡単に述べると、チューブを遠心
分離して（１０分、３０００ｇ）、核酸のペレットを得た。このペレットを洗浄し、タン
パク質の消化に必要とされるプロテイナーゼＫを含むバッファーに取り上げた（１０分間
、５５℃）。繰り返しの遠心分離（５分間、１９０００ｇ）を実施して細胞の細片を除去
し、エタノールを添加して核酸固定条件を最適化した。全ＲＮＡを、ＰＡＸｇｅｎｅ Ｒ
ＮＡスピンカラムに特異的に固定し、後者の溶出前に、汚染しているＤＮＡの消化を、Ｒ
ＮＡｓｅを含まないＤＮＡｓｅセット（商標）（Ｑｉａｇｅｎ社，Ｃｒａｗｌｅｙ，ＵＫ
）を使用して実施した。
　各抽出に対して、全ＲＮＡの質を、ＲＮＡ６０００ナノチップＴＭキット（Ａｇｉｌｅ
ｎｔテクノロジーズ）を使用するキャピラリー電気泳動によって確認した。使用した機器
はバイオアナライザー２１００である。逆転写（ＲＴ）反応を２０μｌの最終体積で実施
した。全ＲＮＡ（０．５μｇ）を５０μＭの１μｌのポリＴ及び１μＬのアニーリングバ
ッファーと混合し、ついで６５℃で５分間インキュベートした。氷で冷却した後、溶液を
１０μｌの２×第一ストランド反応ミックス及び２μＬのＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ ＩＩ
Ｉ／ＲＮａｓｅＴＭアウト酵素ミックスＲＴ（１５Ｕ／μｌ）と混合したが、これらの生
成物は全てＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ第一ストランド合成スーパーミックスＴＭ ＲＴ－Ｐ
ＣＲシステム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）から得た。逆転写は５０℃で５０分間実施し、つ
いで８５℃で５分間インキュベーションして停止させた。最後に、ｃＤＮＡの各溶液をＤ
ＥＰＣ水で１／１０まで希釈した。
【００４０】
定量のための標準範囲の調製
　健常な被験者から得たｃＤＮＡのプールから出発して、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ番号ＮＭ＿００２９６４．３）の領域１２９－２８０の増幅を、次のプライマ
ー対を使用して、飽和まで実施するＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によって実施した：
センスプライマー：５’－AＴＴＴＣＣＡＴＧＣＣＧＴＣＴＡＣＡＧＧ－３’（配列番号
：３）
アンチセンスプライマー：５’－ＣＡＣＣＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡＡＣＴＣＣＴ－３’（配
列番号：４）
【００４１】
リアルタイムＰＣＲによるｍＲＮＡの発現の分析
　上述のようにして、ｃＤＮＡに再転写されたＳ１００Ａ８標的遺伝子のｍＲＮＡを、Ｌ
ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（商標）（Ｒｏｃｈｅ）を使用するリアルタイム定量ＰＣＲにより
定量した。ＰＣＲ反応を、Ｆａｓｔ－Ｓｔａｒｔ（商標）ＤＮＡ Ｍａｓｔｅｒ ＳＹＢＲ
 Ｇｒｅｅｎ Ｉ リアルタイムＰＣＲキット（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用して実施した。各ＰＣＲを、３．６μｌの水、２．４μｌのＭ
ｇＣｌ２、２μｌのＳＹＢＲグリーンミックス（Ｆａｓｔ スタートＤＮＡマスターＳＹ
ＢＲグリーン＋ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ）及び１μｌの各プライマー（１０μＭ）及び
１０μｌのｃＤＮＡ溶液を含む２０μｌの最終体積で実施した。使用したプライマーは先
に記載したものである。
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　９５℃で１０分の変性工程後、増幅を４０サイクルの「タッチダウン」ＰＣＲプロトコ
ル（９５℃で１０秒、６８－５８℃で１０秒のハイブリダイゼーションと、続く７２℃で
１６秒の伸展）によって実施する。各サイクルの終わりに、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎによっ
て放射された蛍光を測定した。
　増幅の特異性を確認するために、ＰＣＲ産物を融解曲線の分析（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ
ｒ（商標）－Ｒｏｃｈｅ社）に体系的に供した。このために、ＰＣＲ産物を、０．１℃／
秒の増分割合で、５８から９８℃まで温度を上昇させて処理した。各ＰＣＲ産物について
、曲線の分析において、特異的な融解温度を特徴とする一つのピークが得られた。
　ハウスキーピング遺伝子ＣＰＢの定量に必要なプライマーの組み合わせは、Ｓｅａｒｃ
ｈ－ＬＣ（Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ；照会４８８１１６）によって供給さ
れた。
　ハウスキーピング遺伝子シクロフィリンＢのｍＲＮＡの量に対する標的ｍＲＮＡの量を
、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（商標）（Ｒｏｃｈｅ Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いた相対的定量技術によって分析し
た。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＴＭソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ）の「第二誘導体最大法」を
各試料に対する「クロッシングポイント」（Ｃｐ）を自動的に決定するために使用した。
Ｃｐの値は、蛍光がバックグラウンドノイズとは有意に異なったサイクルの数として定義
された。
　コピー数の対数の関数としてＣｐを表す較正曲線を作成するために各標準を用いて四通
り、１／１０の５回の連続希釈を実施した。標準希釈を、較正曲線が標的遺伝子及びハウ
スキーピング遺伝子に対して予想された発現レベルをカバーするように最適化した。標的
遺伝子及びハウスキーピング遺伝子に対してＰＣＲの効果を記述する相対的標準曲線を作
成し、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いて定量を実施するために使用した。
【００４２】
得られた結果
　得られた結果を以下の表２にまとめる。

　健常な被験者と敗血症ショックの患者間のマンホイットニー検定のｐ値は＜０．０００
１である。
　敗血症ショック後の日Ｄ７からＤ１０にわたるマーカーＳ１００Ａ８の発現は、健常な
ドナーに対して有意に過剰発現していた。
【００４３】
実施例３－敗血症ショックの患者におけるS100A8の生存予後の値の研究
試験試料
　敗血症ショックを発症し、Ｌｙｏｎ－Ｓｕｄ病院センターの外科又は医療集中治療室に
入院させられた８６名の患者のコホートについて研究を実施した。敗血症ショック（Ｈ０
は血管収縮剤処置の注射）後Ｄ７、Ｄ８、Ｄ９又はＤ１０にこれらの患者から試料を採取
した。
【００４４】
ＲＮＡの抽出とｃＤＮＡの合成
　各患者に対して、生物学的試料は、敗血症症候群の発症後、最初の１０日中に毎日得た
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血液試料である（患者ＳＥＰ）。これらの試料は、ＰＡＸＧｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ 
ＲＮＡチューブ（ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ，Ｆｒａｎｋｉｎ Ｌａｋｅｓ，ＵＳＡ）中に
直接回収した。
　血液試料採取工程後、細胞の全溶解物を得るために、チューブを室温で４時間置き、そ
の後、生物学的物質の抽出まで－２０℃で保存した。より具体的には、このプロトコルで
は、製造業者の推奨に従ってＰＡＸｇｅｎｅ Ｂｌｏｏｄ ＲＮＡ（登録商標）キット（Ｐ
ｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ）によって全ＲＮＡを抽出した。簡単に述べると、チューブを遠心
分離して（１０分、３０００ｇ）、核酸のペレットを得た。このペレットを洗浄し、タン
パク質の消化に必要とされるプロテイナーゼＫを含むバッファーに取り上げた（１０分間
、５５℃）。繰り返しの遠心分離（５分間、１９０００ｇ）を実施して細胞の細片を除去
し、エタノールを添加して核酸固定条件を最適化した。全ＲＮＡを、ＰＡＸｇｅｎｅ Ｒ
ＮＡスピンカラム（商標）に特異的に固定し、後者の溶出前に、汚染しているＤＮＡの消
化を、ＲＮＡｓｅを含まないＤＮＡｓｅセット（商標）（Ｑｉａｇｅｎ社，Ｃｒａｗｌｅ
ｙ，ＵＫ）を使用して実施した。
　各抽出に対して、全ＲＮＡの質を、ＲＮＡ６０００ナノチップＴＭキット（Ａｇｉｌｅ
ｎｔテクノロジーズ）を使用するキャピラリー電気泳動によって確認した。使用した機器
はバイオアナライザー２１００（商標）である。逆転写（ＲＴ）反応を２０μｌの最終体
積で実施した。全ＲＮＡ（０．５μｇ）を５０μＭの１μｌのオリゴ（ｄＴ）及び１μＬ
のアニーリングバッファーと混合し、ついで６５℃で５分間インキュベートした。氷で冷
却した後、溶液を１０μｌの２×第一ストランド反応ミックス及び２μＬのＳｕｐｅｒＳ
ｃｒｉｐｔ ＩＩＩ／ＲＮａｓｅアウト酵素ミックスＲＴ（１５Ｕ／μｌ）と混合したが
、これらの生成物は全てＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ第一ストランド合成スーパーミックスＴ

Ｍ ＲＴ－ＰＣＲシステム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）から得た。逆転写は５０℃で５０分
間実施し、ついで８５℃で５分間インキュベーションして停止させた。最後に、ｃＤＮＡ
の各溶液をＤＥＰＣ水で１／１０まで希釈した。
【００４５】
定量のための標準範囲の調製
　健常な被験者から得たｃＤＮＡのプールから出発して、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ番号ＮＭ＿００２９６４．３）の領域１２９－２８０の増幅を、次のプライマ
ー対を使用して、飽和まで実施するＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によって実施した：
センスプライマー：５’－ＡＴＴＴＣＣＡＴＧＣＣＧＴＣＴＡＣＡＧＧ－３’（配列番号
：３）
アンチセンスプライマー：５’－ＣＡＣＣＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡＡＣＴＣＣＴ－３’（配
列番号：４）
【００４６】
リアルタイム定量ＰＣＲによるｍＲＮＡの発現の分析
　上述のようにして、ｃＤＮＡに再転写されたＳ１００Ａ８標的遺伝子のｍＲＮＡを、Ｌ
ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（商標）（Ｒｏｃｈｅ）を使用するリアルタイム定量ＰＣＲにより
定量した。ＰＣＲ反応を、Ｆａｓｔ－Ｓｔａｒｔ（商標）ＤＮＡ Ｍａｓｔｅｒ ＳＹＢＲ
 Ｇｒｅｅｎ Ｉ リアルタイムＰＣＲキット（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用して実施した。各ＰＣＲを、３．６μｌの水、２．４μｌのＭ
ｇＣｌ２、２μｌのＳＹＢＲグリーンミックス（Ｆａｓｔ スタートＤＮＡマスターＳＹ
ＢＲグリーン＋ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ）及び１μｌの各プライマー（１０μＭ）及び
１０μｌのｃＤＮＡ溶液を含む２０μｌの最終体積で実施した。使用したプライマーは先
に記載したものである。
　９５℃で１０分の変性工程後、増幅を４０サイクルの「タッチダウン」ＰＣＲプロトコ
ル（９５℃で１０秒、６８－５８℃で１０秒のハイブリダイゼーションと、続く７２℃で
１６秒の伸展）によって実施する。各サイクルの終わりに、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎによっ
て放射された蛍光を測定した。
　増幅の特異性を確認するために、ＰＣＲ産物を融解曲線の分析（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ



(18) JP 2016-5453 A 2016.1.14

10

20

30

40

50

ｒ（商標）－Ｒｏｃｈｅ社）に体系的に供した。このために、ＰＣＲ産物を、０．１℃／
秒の増分割合で、５８から９８℃まで温度を上昇させて処理した。各ＰＣＲ産物について
、曲線の分析において、特異的な融解温度を特徴とする一つのピークが得られた。
　ハウスキーピング遺伝子ＣＰＢの定量に必要なプライマーの組み合わせは、Ｓｅａｒｃ
ｈ－ＬＣ（Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ；照会４８８１１６）によって供給さ
れた。
　ハウスキーピング遺伝子シクロフィリンＢのｍＲＮＡの量に対する標的ｍＲＮＡの量を
、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（商標）（Ｒｏｃｈｅ Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いた相対的定量技術によって分析し
た。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＴＭソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ）の「第二誘導体最大法」を
各試料に対する「クロッシングポイント」（Ｃｐ）を自動的に決定するために使用した。
Ｃｐの値は、蛍光がバックグラウンドノイズとは有意に異なったサイクルの数として定義
された。
　コピー数の対数の関数としてＣｐを表す較正曲線を作成するために各標準を用いて四通
り、１／１０の５回の連続希釈を実施した。標準希釈を、較正曲線が標的遺伝子及びハウ
スキーピング遺伝子に対して予想された発現レベルをカバーするように最適化した。標的
遺伝子及びハウスキーピング遺伝子に対してＰＣＲの効果を記述する相対的標準曲線を作
成し、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いて定量を実施するために使用した。
【００４７】
結果の分析
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現が患者の生存と相関しているかどうかを判定するためにマン
ホイットニー検定を実施した。図２は、敗血症ショックの発症後のＤ７とＤ１０の間に採
取された試料に対して生存及び非生存患者間のＳ１００Ａ８遺伝子の発現の有意差（ｐ＝
０．０４６１）を示す。
【００４８】
実施例４－院内感染罹患の患者の易罹患性を判定するためのＳ１００Ａ９遺伝子の発現の
研究
試験試料
　敗血症ショックを発症し、Ｌｙｏｎ－Ｓｕｄ病院センターの外科又は医療集中治療室に
入院させられた９３名の患者のコホートについて研究を実施した。敗血症ショック（Ｈ０
は血管収縮剤処置の注射）後Ｄ７、Ｄ８、Ｄ９又はＤ１０にこれらの患者から試料を採取
した。
　このコホートの５３日の観察において、敗血症ショックを発症したこれらの患者のうち
、２７名の患者がショックに二次的な院内感染に罹患し、６６名が院内感染に罹患しなか
った。
【００４９】
ＲＮＡの抽出とｃＤＮＡの合成
　各患者に対して、生物学的試料は、敗血症症候群の発症後、最初の１０日中に規則的に
得た血液試料である（患者ＳＥＰ）。試料はまた同一のプロトコルに従って健常な患者（
Ｓ）から採取した。これらの試料は、ＰＡＸＧｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ ＲＮＡチュー
ブ（ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ，Ｆｒａｎｋｉｎ Ｌａｋｅｓ，ＵＳＡ）中に直接回収した
。
　血液試料採取工程後、細胞の全溶解物を得るために、チューブを室温で４時間置き、そ
の後、生物学的物質の抽出まで－２０℃で保存した。より具体的には、このプロトコルで
は、製造業者の推奨に従ってＰＡＸｇｅｎｅ Ｂｌｏｏｄ ＲＮＡ（登録商標）キット（Ｐ
ｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ）によって全ＲＮＡを抽出した。簡単に述べると、チューブを遠心
分離して（１０分、３０００ｇ）、核酸のペレットを得た。このペレットを洗浄し、タン
パク質の消化に必要とされるプロテイナーゼＫを含むバッファーに取り上げた（１０分間
、５５℃）。繰り返しの遠心分離（５分間、１９０００ｇ）を実施して細胞の細片を除去
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し、エタノールを添加して核酸固定条件を最適化した。全ＲＮＡを、ＰＡＸｇｅｎｅ Ｒ
ＮＡスピンカラム（商標）に特異的に固定し、後者の溶出前に、汚染しているＤＮＡの消
化を、ＲＮＡｓｅを含まないＤＮＡｓｅセット（商標）（Ｑｉａｇｅｎ社，Ｃｒａｗｌｅ
ｙ，ＵＫ）を使用して実施した。
　各抽出に対して、全ＲＮＡの質を、ＲＮＡ６０００ナノチップＴＭキット（Ａｇｉｌｅ
ｎｔテクノロジーズ）を使用するキャピラリー電気泳動によって確認した。使用した機器
はバイオアナライザー２１００（商標）である。逆転写（ＲＴ）反応を２０μｌの最終体
積で実施した。全ＲＮＡ（０．５μｇ）を５０μＭの１μｌのポリＴ及び１μＬのアニー
リングバッファーと混合し、ついで６５℃で５分間インキュベートした。氷で冷却した後
、溶液を１０μｌの２×第一ストランド反応ミックス及び２μＬのＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐ
ｔ ＩＩＩ／ＲＮａｓｅアウト酵素ミックスＲＴ（１５Ｕ／μｌ）と混合したが、これら
の生成物は全てＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ第一ストランド合成スーパーミックスＴＭ ＲＴ
－ＰＣＲシステム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）から得た。逆転写は５０℃で５０分間実施し
、ついで８５℃で５分間インキュベーションして停止させた。最後に、ｃＤＮＡの各溶液
をＤＥＰＣ水で１／１０まで希釈した。
【００５０】
定量のための標準範囲の調製
　健常な被験者から得たｃＤＮＡのプールから出発して、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ番号ＮＭ＿００２９６５．３）の１５３－１７９領域の増幅を、次のプライマ
ー対を使用して、飽和まで実施するＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によって実施した：
センスプライマー：５’－ＴＣＡＡＡＧＡＧＣＴＧＧＴＧＣＧＡＡＡＡ－３’（配列番号
：１）
アンチセンスプライマー：５’－ＡＡＣＴＣＣＴＣＧＡＡＧＣＴＣＡＧＣＴＧ－３’（配
列番号：２）
【００５１】
リアルタイムＰＣＲによるｍＲＮＡの発現の分析
　上述のようにして、ｃＤＮＡに再転写されたＳ１００Ａ９標的遺伝子のｍＲＮＡを、Ｌ
ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（商標）（Ｒｏｃｈｅ）を使用するリアルタイム定量ＰＣＲにより
定量した。ＰＣＲ反応を、Ｆａｓｔ－Ｓｔａｒｔ（商標）ＤＮＡ Ｍａｓｔｅｒ ＳＹＢＲ
 Ｇｒｅｅｎ Ｉ リアルタイムＰＣＲキット（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用して実施した。各ＰＣＲを、３．６μｌの水、２．４μｌのＭ
ｇＣｌ２、２μｌのＳＹＢＲグリーンミックス（Ｆａｓｔ スタートＤＮＡマスターＳＹ
ＢＲグリーン＋ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ）及び１μｌの各プライマー（１０μＭ）及び
１０μｌのｃＤＮＡ溶液を含む２０μｌの最終体積で実施した。使用したプライマーは先
に記載したものである。
　９５℃で１０分の変性工程後、増幅を４０サイクルの「タッチダウン」ＰＣＲプロトコ
ル（９５℃で１０秒、６８－５８℃で１０秒のハイブリダイゼーションと、続く７２℃で
１６秒の伸展）によって実施する。各サイクルの終わりに、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎによっ
て放射された蛍光を測定した。
　増幅の特異性を確認するために、ＰＣＲ産物を融解曲線の分析（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ
ｒ（商標）－Ｒｏｃｈｅ社）に体系的に供した。このために、ＰＣＲ産物を、０．１℃／
秒の増分割合で、５８から９８℃まで温度を上昇させて処理した。各ＰＣＲ産物について
、曲線の分析において、特異的な融解温度を特徴とする一つのピークが得られた。
　ハウスキーピング遺伝子ＣＰＢの定量に必要なプライマーの組み合わせは、Ｓｅａｒｃ
ｈ－ＬＣ（Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ；照会４８８１１６）によって供給さ
れた。
　ハウスキーピング遺伝子シクロフィリンＢのｍＲＮＡの量に対する標的ｍＲＮＡの量を
、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（商標）（Ｒｏｃｈｅ Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いた相対的定量技術によって分析し
た。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＴＭソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ）の「第二誘導体最大法」を
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各試料に対する「クロッシングポイント」（Ｃｐ）を自動的に決定するために使用した。
Ｃｐの値は、蛍光がバックグラウンドノイズとは有意に異なったサイクルの数として定義
された。
　コピー数の対数の関数としてＣｐを表す較正曲線を作成するために各標準を用いて四通
り、１／１０の５回の連続希釈を実施した。標準希釈を、較正曲線が標的遺伝子及びハウ
スキーピング遺伝子に対して予想された発現レベルをカバーするように最適化した。標的
遺伝子及びハウスキーピング遺伝子に対してＰＣＲの効果を記述する相対的標準曲線を作
成し、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いて定量を実施するために使用した。
【００５２】
単変量及び多変量解析の結果
　院内感染の発生に影響を有する変数を決定するために、単変量解析と次に多変量解析を
実施する。単変量解析は、様々な変数の関数として院内感染によって達成され又は達成さ
れない状態のロジスティック回帰分析を、敗血症ショックの発症後のＤ７からＤ１０の日
にｍＲＮＡ中のＳ１００Ａ９マーカーに対して行うことによって実施される。ついで、多
変量ロジスティック回帰分析を、単変量解析で＜０．１５の有意レベル（ｐ）を示す変数
について実施する。「後方」選択法（開始時に、全ての変量をモデルで考慮し、ついでそ
れらを一つずつ取り除く）を０．０５の有意な閾値で使用する。結果を以下の表３にまと
める。オッズ比（Ｏ．Ｒ．）とその９５％信頼区間を各結果について示す。
【００５３】
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６．１のＳ１００Ａ９マーカーの発現が院内感染の確率を有意に増加させる（６．２のオ
ッズ比）ことを明らかにしている。
【００５４】
実施例５－Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現及びＳ１００Ａ８遺伝子の発現の相関関係の研究
試験試料
　敗血症ショックを発症し、Ｌｙｏｎ－Ｓｕｄ病院センターの外科又は医療集中治療室に
入院させられた８６名の患者のコホートについて研究を実施した。敗血症ショック（Ｈ０
は血管収縮剤処置の開始）後Ｄ７、Ｄ８、Ｄ９又はＤ１０にこれらの患者から試料を採取
した。
【００５５】
ＲＮＡの抽出とｃＤＮＡの合成
　各患者に対して、生物学的試料は、敗血症症候群の発症後、最初の１０日中に毎日採取
した血液試料である（患者ＳＥＰ）。これらの試料は、ＰＡＸＧｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏ
ｄ ＲＮＡチューブ（ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ，Ｆｒａｎｋｉｎ Ｌａｋｅｓ，ＵＳＡ）中
に直接回収した。
　血液試料採取工程後、細胞の全溶解物を得るために、チューブを室温で４時間置き、そ
の後、生物学的物質の抽出まで－２０℃で保存した。より具体的には、このプロトコルで
は、製造業者の推奨に従ってＰＡＸｇｅｎｅ Ｂｌｏｏｄ ＲＮＡ（登録商標）キット（Ｐ
ｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ）によって全ＲＮＡを抽出した。簡単に述べると、チューブを遠心
分離して（１０分、３０００ｇ）、核酸のペレットを得た。このペレットを洗浄し、タン
パク質の消化に必要とされるプロテイナーゼＫを含むバッファーに取り上げた（１０分間
、５５℃）。繰り返しの遠心分離（５分間、１９０００ｇ）を実施して細胞の細片を除去
し、エタノールを添加して核酸固定条件を最適化した。全ＲＮＡを、ＰＡＸｇｅｎｅ Ｒ
ＮＡスピンカラム（商標）に特異的に固定し、後者の溶出前に、汚染しているＤＮＡの消
化を、ＲＮＡｓｅを含まないＤＮＡｓｅセット（商標）（Ｑｉａｇｅｎ社，Ｃｒａｗｌｅ
ｙ，ＵＫ）を使用して実施した。
　各抽出に対して、全ＲＮＡの質を、ＲＮＡ６０００ナノチップＴＭキット（Ａｇｉｌｅ
ｎｔテクノロジーズ）を使用するキャピラリー電気泳動によって確認した。使用した機器
はバイオアナライザー２１００（商標）である。逆転写（ＲＴ）反応を２０μｌの最終体
積で実施した。全ＲＮＡ（０．５μｇ）を５０μＭの１μｌのオリゴ（ｄＴ）及び１μＬ
のアニーリングバッファーと混合し、ついで６５℃で５分間インキュベートした。氷で冷
却した後、溶液を１０μｌの２×第一ストランド反応ミックス及び２μＬのＳｕｐｅｒＳ
ｃｒｉｐｔ ＩＩＩ／ＲＮａｓｅアウト酵素ミックスＲＴ（１５Ｕ／μｌ）と混合したが
、これらの生成物は全てＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ第一ストランド合成スーパーミックスＴ

Ｍ ＲＴ－ＰＣＲシステム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）から得た。逆転写は５０℃で５０分
間実施し、ついで８５℃で５分間インキュベーションして停止させた。最後に、ｃＤＮＡ
の各溶液をＤＥＰＣ水で１／１０まで希釈した。
【００５６】
定量のための標準範囲の調製
　健常な被験者から得たｃＤＮＡのプールから出発して、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ番号ＮＭ＿００２９６５．３）の１５３－１７９領域の増幅を、次のプライマ
ー対を使用して、飽和まで実施するＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によって実施した：
センスプライマー：５’－ＴＣＡＡＡＧＡＧＣＴＧＧＴＧＣＧＡＡＡＡ－３’（配列番号
：１）
アンチセンスプライマー：５’－ＡＡＣＴＣＣＴＣＧＡＡＧＣＴＣＡＧＣＴＧ－３’（配
列番号：２）
　健常な被験者から得たｃＤＮＡのプールから出発して、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子（Ｇｅ
ｎＢａｎｋ番号ＮＭ＿００２９６４．３）の領域１２９－２８０の増幅を、次のプライマ
ー対を使用して、飽和まで実施するＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によって実施した：
センスプライマー：５’－ＡＴＴＴＣＣＡＴＧＣＣＧＴＣＴＡＣＡＧＧ－３’（配列番号
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：３）
アンチセンスプライマー：５’－ＣＡＣＣＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡＡＣＴＣＣＴ－３’（配
列番号：４）
【００５７】
リアルタイム定量ＰＣＲによるｍＲＮＡの発現の分析
　上述のようにして、ｃＤＮＡに再転写されたＳ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８標的遺伝子
のｍＲＮＡを、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（商標）（Ｒｏｃｈｅ）を使用するリアルタイム
定量ＰＣＲにより定量した。ＰＣＲ反応を、Ｆａｓｔ－Ｓｔａｒｔ（商標）ＤＮＡ Ｍａ
ｓｔｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ リアルタイムＰＣＲキット（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を使用して実施した。各ＰＣＲを、３．６μｌの
水、２．４μｌのＭｇＣｌ２、２μｌのＳＹＢＲグリーンミックス（Ｆａｓｔ スタート
ＤＮＡマスターＳＹＢＲグリーン＋ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ）及び１μｌの各プライマ
ー（１０μＭ）及び１０μｌのｃＤＮＡ溶液を含む２０μｌの最終体積で実施した。使用
したプライマーは先に記載したものである。
　９５℃で１０分の変性工程後、増幅を４０サイクルの「タッチダウン」ＰＣＲプロトコ
ル（９５℃で１０秒、６８－５８℃で１０秒（０．５℃／サイクル）のハイブリダイゼー
ションと、続く７２℃で１６秒の伸展）によって実施する。各サイクルの終わりに、ＳＹ
ＢＲ Ｇｒｅｅｎによって放射された蛍光を測定した。
　増幅の特異性を確認するために、ＰＣＲ産物を融解曲線の分析（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ
ｒ（商標）－Ｒｏｃｈｅ社）に体系的に供した。このために、ＰＣＲ産物を、０．１℃／
秒の増分割合で、５８から９８℃まで温度を上昇させて処理した。各ＰＣＲ産物について
、曲線の分析において、特異的な融解温度を特徴とする一つのピークが得られた。
　ハウスキーピング遺伝子ＣＰＢの定量に必要なプライマーの組み合わせは、Ｓｅａｒｃ
ｈ－ＬＣ（Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ；照会４８８１１６）によって供給さ
れた。
　ハウスキーピング遺伝子シクロフィリンＢのｍＲＮＡの量に対する標的ｍＲＮＡの量を
、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（商標）（Ｒｏｃｈｅ Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いた相対的定量技術によって分析し
た。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＴＭソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ）の「第二誘導体最大法」を
各試料に対する「クロッシングポイント」（Ｃｐ）を自動的に決定するために使用した。
Ｃｐの値は、蛍光がバックグラウンドノイズとは有意に異なったサイクルの数として定義
された。
　コピー数の対数の関数としてＣｐを表す較正曲線を作成するために各標準を用いて四通
り、１／１０の５回の連続希釈を実施した。標準希釈を、較正曲線が標的遺伝子及びハウ
スキーピング遺伝子に対して予想された発現レベルをカバーするように最適化した。標的
遺伝子及びハウスキーピング遺伝子に対してＰＣＲの効果を記述する相対的標準曲線を作
成し、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅ定量ソフトウェア（Ｒｏｃｈｅ Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を用いて定量を実施するために使用した。
【００５８】
結果の分析
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現がＳ１００Ａ８遺伝子の発現と相関しているかどうかを判定
するために、相関解析を実施した。図１に与えられた結果は、＞０．９０のスピアマン係
数のこれらの二つの分子の遺伝子発現間に強い相関関係があることを示している。従って
、分子Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８の遺伝子発現は、院内感染罹患の可能性が高い患者
を区別しまた敗血症症候群の進行の予後を確立するために同様の能力を有している。
【００５９】
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【手続補正書】
【提出日】平成27年7月2日(2015.7.2)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者における敗血症症候群の進行の予後を確立する方法において、
　ａ）Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８標的遺伝子から選択される少なくとも一の標的遺伝
子の発現産物の少なくとも一の特異的試薬を調製し、
　ｂ）標的遺伝子Ｓ１００Ａ９及びＳ１００Ａ８の少なくとも一の発現を測定し、特定の
閾値に対する過小発現が敗血症症候群の進行の良好な予後の指標であり、特定の閾値に対
する過剰発現が敗血症症候群の進行の予後不良の指標である方法。
【請求項２】
　Ｓ１００Ａ９標的遺伝子及びＳ１００Ａ８標的遺伝子の発現が段階ｂ）で測定され、特
定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過小発現及び特定の閾値に対するＳ１００Ａ
８標的遺伝子の過小発現が敗血症症候群の進行の良好な予後の指標であり、
　特定の閾値に対するＳ１００Ａ９標的遺伝子の過剰発現及び特定の閾値に対するＳ１０
０Ａ８標的遺伝子の過剰発現が敗血症症候群の進行の予後不良の指標であることを特徴と
する請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　生物学的試料が血液試料であることを特徴とする請求項１又２に記載の方法。
【請求項４】
　生物学的物質が核酸又はタンパク質であることを特徴とする請求項１又２に記載の方法
。
【請求項５】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１から４の何れか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１から４の何れか一項
に記載の方法。
【請求項７】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１か
ら４の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少
なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含んでなることを特徴とする請求項１か
ら４の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ９に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１から４の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ８に特異的な少なくと
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も一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１から４の何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　患者における敗血症症候群の進行の予後を確立するためのＳ１００Ａ９遺伝子及び／又
はＳ１００Ａ８遺伝子の発現産物の少なくとも一の特定的試薬の使用。
【請求項１２】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬及びＳ１００Ａ８遺伝子の特異的試薬が、
Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少なくとも一のハイブリダイゼーションプローブを含
んでなり、Ｓ１００Ａ８標的遺伝子に特異的な少なくとも一のハイブリダイゼーションプ
ローブを含んでなることを特徴とする請求項１１に記載の使用。
【請求項１３】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ９標的遺伝子に特異的な少なくとも一
の増幅プライマーを含んでなり、Ｓ１００Ａ８遺伝子の特異的試薬が、Ｓ１００Ａ８標的
遺伝子に特異的な少なくとも一の増幅プライマーを含んでなることを特徴とする請求項１
１に記載の使用。
【請求項１４】
　Ｓ１００Ａ９遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００Ａ９に特異的な少なくと
も一の抗体を含んでなり、Ｓ１００Ａ８遺伝子の発現産物の特異的試薬が、分子Ｓ１００
Ａ８に特異的な少なくとも一の抗体を含んでなることを特徴とする請求項１１に記載の使
用。
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