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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物学的流体中の中間体及びタンパク質結合尿毒症性毒素の含有量を決定するための方
法であり、
（ａ）前記生物学的流体のサンプルを蛍光測定キュベットに導入し、
（ｂ）前記サンプルに所定の波長の光を適用し、及び前記サンプルの蛍光信号を記録し、
（ｃ）前記サンプル内の物質の濃度を変換関数から計算する、
ことを含み、
　前記濃度の計算が、尿毒症性毒素濃度［ｍｇ／Ｌ］＝Ｆ×傾き＋切片、の形の変換関数
を実行することを含み、ここでＦは蛍光信号を示す、方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であり、前記生物学的流体の流れを蛍光測定フローキュベットを
通じて導入すること、又は、前記物質の濃度を表示装置若しくはプリンターに出力するこ
とを含む方法。
【請求項３】
　請求項１に記載の方法であり、光源からの励起波長が、１９０－８９０ｎｍの波長範囲
にある、方法。
【請求項４】
　請求項１に記載の方法であり、光検出装置により検出される発光波長が、１９０－９０
０ｎｍの波長範囲で作用する、方法。
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【請求項５】
　請求項１に記載の方法であり、前記物質がβ２－ミクログロブリン又はインドキシル硫
酸である、方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の方法であり、β２－ミクログロブリン測定に適切なように、光源が３
６０－３８０ｎｍの波長範囲で作用し、かつ蛍光光検出装置が４４０－４７０ｎｍの波長
範囲で作用するか、又は、インドキシル硫酸測定に適切なように、前記光源が２９０－３
１０ｎｍの波長範囲で作用し、かつ前記蛍光光検出装置が３４０－３７０ｎｍの波長範囲
で作用する、方法。
【請求項７】
　請求項１に記載の方法であり、前記生物学的流体のサンプルをインビトロキュベット上
に滴下すること、又は、自家条件で、前記サンプルを取得し前記サンプルをキュベットへ
導入することを含む方法。
【請求項８】
　患者の生物学的流体中の物質の濃度をモニタすることで患者の臨床状態をモニタする方
法であり、
（ａ）前記生物学的流体のサンプルを蛍光測定キュベットへ導入し、
（ｂ）前記サンプルに所定の波長の光を与え、前記サンプルの蛍光信号を記録し、
（ｃ）変換関数から前記サンプル中の前記物質の濃度を計算する、
ことによって前記患者の生物学的流体中の中間体及びタンパク質結合尿毒症性毒素の含有
量を決定するステップを含み、
　前記濃度の計算が、尿毒症性毒素濃度［ｍｇ／Ｌ］＝Ｆ×傾き＋切片、の形の変換関数
を実行することを含み、ここでＦは蛍光信号を示す、方法。
【請求項９】
　請求項８に記載の方法であり、前記物質の濃度を記憶装置へ記録すること、又は、前記
流体中の物質の濃度レベルを前記濃度の所定の制限値と比較し、前記濃度が所定の制限値
にない場合には、警告信号を生成することを含む方法。
【請求項１０】
　生物学的流体中の中間物及びタンパク質結合尿毒症性毒素の含有量を決定する装置であ
って、
（ａ）蛍光測定システムを含む光学モジュールであり、光源及び蛍光光検出装置、並びに
、前記生物学的流体のサンプルを保持するための蛍光測定キュベットを含み、それにより
光が前記サンプル内に導かれ、蛍光信号が前記サンプルから検出される、光学モジュール
と、
（ｂ）データ取得モジュール、及び、変換関数から前記サンプル内の物質の濃度を計算す
る濃度計算アルゴリズムが組み込まれた信号処理モジュールからなるスペクトル処理モジ
ュールと、データ表示モジュールと、
を含み、
　前記濃度の計算が、尿毒症性毒素濃度［ｍｇ／Ｌ］＝Ｆ×傾き＋切片、の形の変換関数
を実行することを含み、ここでＦは蛍光信号を示す、装置。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の装置であり、前記光源が１９０－８９０ｎｍの波長範囲で作用する
、装置。
【請求項１２】
　請求項１０に記載の装置であり、前記蛍光光検出装置が１９０－９００ｎｍの波長範囲
で作用する、装置。
【請求項１３】
　請求項１０に記載の装置であり、β２－ミクログロブリン測定に適切なように、前記光
源が３６０－３８０ｎｍの波長範囲で作用し、及び前記光検出装置が４４０－４７０ｎｍ
の波長範囲で作用するか、又は、インドキシル硫酸測定に適切なように、前記光源が２９
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０－３１０ｎｍの波長範囲で作用し、及び前記蛍光光検出装置が３４０－３７０ｎｍの波
長範囲で作用する、装置。
【請求項１４】
　請求項１０に記載の装置であり、前記スペクトル処理モジュールが、前記生物学的流体
中の中間物及びタンパク質結合尿毒症性毒素の濃度を計算する変換関数を含む濃度計算を
実行するように適合される、装置。
【請求項１５】
　請求項１０に記載の装置であり、前記光学モジュールが、ブロードバンド光源及びフィ
ルタ、又は、フィルタ及びブロードバンド検出装置を含む、装置。
【請求項１６】
　請求項１０に記載の装置であり、前記光学モジュールが、ナローバンド検出装置、又は
、ナローバンド光源とブロードバンド検出装置のセットを含む、装置。
【請求項１７】
　請求項１０に記載の装置であり、前記蛍光測定キュベットが、前記生物学的流体の流れ
を受け取るフローキュベットであるか、又は、前記サンプルの測定のために適合化される
、装置。
【請求項１８】
　請求項１０に記載の装置であり、前記キュベットが使い捨てである、装置。
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物学的流体中の中間体及びタンパク質結合尿毒症毒素などの、生物学的流
体中の化合物の決定及び定量的濃度測定のための新規方法及び装置に関する。より具体的
には、本発明は、蛍光、好ましくは使用済み透析液の蛍光を利用する光学的方法、及び、
好ましくはオンラインで、ベータ２－ミクログロブリン（Ｂ２Ｍ）及びインドキシル硫酸
（ＩＳ）などの中間体及びタンパク質結合尿毒症毒素の濃度を決定するための、特定の波
長の特異的な光学スペクトル成分の組みを含む、具体的なモデルに関する。
【背景技術】
【０００２】
　尿毒症症候群は、健康な腎臓では通常の状態で排出される多くの種類の化合物が、累進
的に保持されることに起因する。これらの化合物は、生物学的機能に対し悪影響をおよぼ
す場合尿毒症保持溶質、又は尿毒症毒素と呼ばれる。前記尿毒症症候群は、いくつかの代
謝機能の障害が臨床的問題を反映する場合に、多因子問題の結果として廃棄物を保持する
複雑な「中毒」である。いくつかの臓器や器官系が影響を受ける：心臓血管系（高血圧症
、心臓炎、心不全）、末梢神経系（多発性神経障害）、中枢神経系（記憶障害、集中力低
下及び精神的能力低下）、血液（貧血、出血傾向）、凝固、免疫状態（免疫抑制）、吐き
気、嘔吐などである。
【０００３】
　欧州人工臓器会（ＥＳＡＯ）及び欧州尿毒症作業グループ（ＥＵＴｏｘ）は、多くの研
究を行い、尿毒症毒素を特定し、尿毒症毒素を腎臓病患者の臨床状態とを関連付けること
に成功を収めた（Ｖａｎｈｏｌｄｅｒ、Ｄｅ　Ｓｍｅｔ　ｅｔ　ａｌ．２００３）。
【０００４】
　前記医学論文では、尿毒症毒素が３つのグループ：１）小分子（ＭＷ＜５００Ｄａ）；
２）中間分子（ＭＷ＞５００Ｄａ）；３）タンパク質結合溶質、に分けられる。
【０００５】
　異なる尿毒症毒素は、患者に対して多くの異なる方法及び程度で影響を与え、透析患者
のために最善の生存率、治療及び生活の質を保証するためには、いくつかの尿毒症毒素を
モニタすることが必須である。
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【０００６】
　臨床的には、尿毒症毒性に関係する最も問題となる分子は次である：小分子量溶質（Ｍ
Ｗ＜５００Ｄａ）：尿素、クレアチニン、尿酸、グアニジン－ＡＤＭＡ（非対象ジメチル
アルギニン）、リン酸塩。
【０００７】
　中間分子（ＭＷ＞５００Ｄａ）：β２－ミクログロブリン、サイトカイン（インターロ
イキン６）、副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）－（同時にタンパク質結合グループにも属する
）。
【０００８】
　タンパク質結合溶質：インドキシル硫酸、ホモシステイン、Ｐ－クレソール、ＡＧＥ産
物、馬尿酸。
【０００９】
　小分子尿毒症毒素についてのより広範な概要は、（Ｖａｎｈｏｌｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ、
２００３）に見られる。重要な１つの結論は、１つのみのマーカーをモニタすることでは
透析治療の評価には不十分である、ということである。この点において、使用済み透析液
中の尿素、クレアチニン及び尿酸などの可溶性小分子量物質の定量的濃度測定のための方
法及び装置が初期の研究で記載されている（Ｉｖｏ　Ｆｒｉｄｏｌｉｎ等、２００７年４
月１２日出願の国際公開公報第２００９０７１１０２Ａ１号、及びＦｒｉｄｏｌｉｎ等、
２０１０年５月２０日出願のエストニア特許出願公開第２０１００００４９号）。
【００１０】
　現在、前記中間分子（ＭＭ）（ＭＷ＞５００Ｄａ）のより効果的除去を目標とするＨＤ
Ｆなどの高対流透析治療の利用により、前記品質は、ＭＭ尿毒症毒素グループ（例えばβ
２－ミクログロブリン）に帰属する又はＭＭ尿毒症様に挙動するマーカー分子により評価
されるべきである。前記中間分子化合物は病理学的役割を持ち、最もしばしば長期的合併
症のマーカーであり、かつ透析アミロイドーシス、心臓欠陥疾患、二次性副甲状腺機能亢
進症、炎症や栄養失調などのＨＤ患者の死亡原因となる。これらの化合物の蓄積の低減及
び長期間の低濃度は、かかる合併症の予防又は発症を遅延させることとなり得る。慢性β
２－ミクログロブリンの低濃度を誘導するハイフラックス膜及び対流と混合透析戦略を用
いる結果として、手根管症候群の発生と透析アミロイドーシスの兆候が大きく低減するこ
とが、２つの大規模レトロスペクティブ研究で報告された（Ｔａｔｔｅｒｓａｌｌ、　Ｍ
ａｒｔｉｎ－Ｍａｌｏ等、２００７）。
【００１１】
　前記中間分子とタンパク質結合溶質グループでの最も関連する尿毒症毒素についての短
い説明、関連性の強調及びモニタの重要性が以下に与えられる。
【００１２】
　β２－ミクログロブリン（Ｂ２Ｍ）（ＭＷ１１８１８Ｄ）は、ＨＬＡクラスＩ複合体の
軽鎖であり、従って全ての有核細胞に発現される。Ｂ２Ｍは通常血漿中には低濃度で見ら
れる。末期腎不全ではその濃度が顕著に上昇し、低下腎排泄が次に続発する。尿毒症関連
アミロイドは、大部分Ｂ２Ｍからなり、本質的に骨関節システム及び手根管で見出される
。尿毒症関連アミロイドーシスは、数年の慢性腎不全後及び／又は老人に臨床的に守られ
るようになる。Ｂ２Ｍは、前記中間分子の透析除去のためしばしば使用されるマーカーで
ある。透析の間、Ｂ２Ｍの挙動は、しかし必ずしも、他の中間分子の挙動を表すものでは
ない。大孔膜での血液透析は、透析前のＢ２Ｍの漸進的な減少、及び透析関連アミロイド
ーシス及び／又は手根管症候群の有病率の低下をもたらす。血液透析（ＨＥＭＯ）試験の
サブ解析で、血清Ｂ２Ｍ濃度は直接患者の転帰に関連していた。欧州最良実施ガイドライ
ン（ＥＢＰＧ）は、ＭＭ尿毒症毒素の理想的マーカーの特徴を持つ代理分子はいまだ特定
されていないが、Ｂ２Ｍは同じサイズの他のＭＭ又はペプチドの動的挙動において代表的
であり、かかる分子のためのマーカーとして使用され得る、ことが指摘されてきた（ＥＲ
Ａ－ＥＤＴＡ、２００２）。
【００１３】
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　サイトカインは小分子であり、尿毒症及び容積による慢性炎症に関連する。約１５０の
サイトカインが知られているが、約３００のサイトカインが存在すると考えられている。
尿毒症毒素はインターロイキン－１－β、インターロイキン６及び腫瘍壊死因子アルファ
である。ＴＮＦ－アルファの蓄積は、尿毒症における神経学的及び血液学的合併症に関与
する可能性がある。インターロイキン６（ＭＷ２４５００Ｄ）は免疫系を制御し、細菌及
びウイルス感染で増加する。
【００１４】
　ホモシステイン（Ｈｅｙ）（ＭＷ１３５Ｄ）は、硫黄含有アミノ酸であり、栄養素メチ
オニンの脱メチル化により生成される。これを保持することは、細胞内にＳ－アデノシル
ホモシスチンの蓄積を起し、これは非常に毒性化合物であり、Ｓ－アデノシルメチオニン
と競合しメチルトランスフェラーゼを阻害する。中間的な高ホモシステイン血症は、心血
管疾患の独立したリスク因子である。Ｈｅｙは血管平滑筋細胞、アテローム性動脈硬化症
の最も顕著な特徴の１つである増殖を増加させる。Ｐ－クレソール（ＭＷ１０８Ｄ）は、
腎臓により清浄化され、肝臓で代謝される。Ｐ－クレソールは、免疫機能抑制に関連する
尿毒症毒素である。前記タンパク質結合は高く、透析治療での除去は低い。
【００１５】
　ＡＧＥ生成物（３－デオキシグルコソン、フルクトースリジン、グリオキサール（エタ
ンジオール）、メチルグリオキサール、Ｎ－エプシロン－（カルボキシメチル）リジン、
ペントシジン（ＭＷ３４２Ｄ）は、腎不全で保持されるだけでなく、糖尿病や加齢でも保
持され、これらは組織的障害と機能障害の原因である。
【００１６】
　馬尿酸（ＭＷ１７９Ｄ）は、キナ酸を含むコーヒー、果物又は野菜を摂取することから
誘導され得る。この化合物は、腸内細菌の活動により安息香酸へ変換され、安息香酸塩は
肝臓でグリシンと共役される。馬尿酸及びその前駆体の摂取に加えて、馬尿酸患者はさら
に、いくつかのヘパリン溶液及びエリスロポイエチンの複数回投与形で保存剤として使用
され得るベンジルアルコールの形で馬尿酸前駆体の負荷を受ける。馬尿酸は、薬物毒性及
び他のタンパク質結合尿毒症溶質の毒性を、タンパク質結合の競合により増強し得る。こ
れはインスリン抵抗性及びグルコース耐性に関連してきた（Ｙａｖｕｚ等、２００５）。
馬尿酸は、ＵＶ吸収を用いるモニタのために適した化合物の１つとして認められてきた（
２００３年１２月２３日、Ｆａｌｋｖａｌｌ等、米国特許第６６６６８４０号）。しかし
、最近の研究は、前記の方法による馬尿酸モニタは実現が難しいということが示されてい
る（Ｔｒｉｆｏｎｏｖ、２００９）。この理由で新たな方法が必要とされる。
【００１７】
　インドキル硫酸（ＩＳ）（ＭＷ２５１Ｄ）は肝臓でインドールに代謝され、これはトリ
プトファンの１つの代謝物として腸内細菌叢により生成される。腸内でインドールの生成
は、尿毒症が腸内細菌叢の組成に与える影響のために尿毒症患者においては清浄な人に比
べて多い。ＩＳは、循環性尿毒症毒素であり、糸球体硬化症と間質性線維症を刺激し、Ｐ
Ｄ又は経口吸収体投与により除去することは無傷のネフロン損失を遅らせる。インドキシ
ル硫酸は、タンパク質結合尿毒症保持溶質グループの良く知られた物質の１つであり、腎
不全の進行速度を増加させる。血漿中で、ＩＳはタンパク質結合尿毒症溶質であり、イン
ビトロでの内皮増殖及び遊走を抑制することで内皮機能不全を誘発する。ある研究は、Ｉ
Ｓは酸化性ストレスに伴うことが示唆されている。血液透析患者では、ＩＳの血清濃度は
、カルボニル及び酸化ストレスのマーカーであるペントシジンの濃度に関連し；インビボ
ではインドキシル硫酸は、管状細胞内の反応性酸素種生成を増加させ、血管内皮細胞のＮ
ＡＤ（Ｐ）Ｈオキシダーゼ活性を増加する。インドキシル硫酸は、骨芽細胞を損傷させ、
骨代謝の異常を誘発し、及び細胞の最も活性な抗酸化システムの一つであるグルタチオン
の濃度を強く低下させる。
【００１８】
　インドール－３－酢酸（Ｉ３ＡＡ）は、トリプトファン代謝の分解物の１つであり、哺
乳類腸内細菌の作用により生成される。哺乳動物組織中で、Ｉ３ＡＡの一部の内因性生産
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がまた生じる。これはまた、トリプタミンの脱カルボン酸化、又はトリプトファンの脱ア
ミノ化により生成され得る。Ｉ３ＡＡはしばしば、尿中で低濃度で生じ、フェニルケトン
症の患者の尿中に高い濃度で見られる。人尿から抽出される物質を用いて、１９３３年に
Ｋｏｇｌにより、インドール酢酸はまた重要な植物ホルモンであることが発見された。具
体的には、Ｉ３ＡＡはオーキシンと呼ばれる祝物ホルモンのグループの一員である。Ｉ３
ＡＡが一般には最も重要な天然オーキシンであると考えられている。
植物細胞はＩ３ＡＡをトリプトファンから合成する。Ｉ３ＡＡ及びいくつかの誘導体はホ
ースラディッスパーオキシダーゼ（ＨＲＰ）で毒性種に酸化される。Ｉ３ＡＡは酸化的脱
カルボン酸化後でのみ毒性となり；Ｉ３ＡＡ／ＨＲＰの効果は、メチレン－オキシインド
ール（これはＤＮＡ塩基及びタンパク質チオールと共役し得る）の形成に部分的によるも
のと考えられている。Ｉ３ＡＡ／ＨＲＰは目標癌のための、癌治療での植物オーキシンの
可能な新たな役割の基礎として使用され得る（Ｗｉｓｈａｒｔ．ＤＳ、Ｋｎｏｘ．Ｃ等、
２００９）。β２－ミクログロブリンは主に、ＥＬＩＳＡアッセイ法で決定される。前記
方法は自動分析装置として自動化されるが、ＥＬＩＳＡ自体の長所は前記方法の違いと複
雑性の大量検出である。これは、専門家による操作が必要であり、高価であり、検出試薬
を貯蔵することが難しいことから、ルーチン又は自家検出には適用され得ない。前記方法
の品質及び信頼性を保証するために大きな注意が取られてきたが、ある場合には、異常な
結果が干渉因子の高濃度による得られる。ＡＧＥ生成物の多くは、液体クロマトグラフィ
ーで決定され得るが、欠点は、測定が非常に複雑である、ということである。ＡＧＥのほ
とんどそれぞれが、他のそれぞれのＡＧＥ生成物とは異なる、特別の扱い、特別のサンプ
ル前処理方法、クロマトグラフィー、及び検出手順が必要である。多くの異なる装置、利
用しにくい試薬と非常に専門家された操作が必要となる。
【００１９】
　他のＭＭをタンパク質結合尿毒症毒素が、高性能逆相液体クロマトグラフィー（ＨＰＬ
Ｃ）法を用いて決定される。例えば、インドキシル硫酸は、蛍光検出（励起２８０ｎｍ、
発光３４０ｎｍ）で決定され、かつ馬尿酸は、血清中及び使用済み透析液中で２５４ｎｍ
で紫外線検出法で分析された（Ｄｈｏｎｄｔ、Ｖａｎｈｏｌｄｅｒ等、２００３）。この
方法は次の欠点を含む：１）化合物の分離は、試験の精度に影響を与える類似の性質によ
り難しい；２）操作が複雑であり、多くの試薬が必要であり、専門家により操作される必
要がある；３）サンプルが脱タンパク質の前処理が必要であり；かつ４）必要な装置が高
価である。
【００２０】
　蛍光で医薬物を検出する他の方法は２００４年５月１３日のＢａｂｉｃｈｅｎｋｏ等の
国際公開第２００５１１１５８６号に提案されている。この技術は、オンサイト薬物検出
及び定量化のためのスペクトル蛍光特徴（ＳＦＳ）技術を利用する。この方法は、記憶さ
れ、知られたライブラリ物質のＳＦＳが、未処理ストリートサンプル中の化合物と一致す
ることを仮定すると、未処理ストリートサンプルの測定に適したものでる。これは、多く
の未知物質を含む生物学的流体について満たすことは難しい。また、前記記憶され、知ら
れた物質のライブラリの３次元蛍光スペクトルを含むデータベースと比較するために使用
される３次元蛍光スペクトルの測定の必要性は、少量のサンプルで、簡単にかつロバスト
なものとして実施するためにはその方法を技術的に複雑なものにする。類似の方法、光学
的な多次元特徴を利用する方法が、２００３年１０月９日のＮｅｋｒａｓｏｖ　Ｖｉｋｔ
ｏｒ等の米国特許出願公開２００５００７９６２８号に記載され、これは特に多成分混合
物中の物質及び材料を分析する目的で光学的方法である。他成分混合物のアッセイの前記
記載された方法はまた、標準サンプルを必要とし、前記説明した方法と類似の欠点を持つ
。
【００２１】
　患者の透析治療に適合させるために透析装置を制御するために透析治療の間に透析液中
の廃棄生成物の量を決定するための他の方法が、２００３年１２月２３日のＦａｌｋｖａ
ｌｌ等の米国特許第６６６６８４０号及びその参考文献に記載されている。前記透析液中
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のある物質又は物質の組み合わせの濃度の測定は、透析治療の間に透析装置から取り出さ
れる透析液からのサンプルについて連続的又は規則的に得られる。測定は、ＵＶ放射（１
８０～３８０ｎｍ波長）の手段によりスペクトル方法で実施される。透析治療の少なくと
も１つのパラメータは、前記物質又はその組み合わせの濃度の測定により調節される。こ
の方法の長所は、血液サンプルが必要ないこと、使い捨て物や薬品が必要なく、かつ迅速
なことである。しかし、この方法は一般的であり、単一化合物を特に測定するための方法
に特化することはなく、透析モニタのために使用されることを意図されている。さらに、
濃度測定についての結果は示されない。前記の方法を用いた尿酸及び尿素の測定について
のより詳しい説明は、次の科学文献に記載されている（Ｕｈｌｉｎ、Ｌｉｎｄｂｅｒｇ等
、２００５、Ｕｈｌｉｎ、Ｆｒｉｄｏｌｉｎ等、２００５）。
【００２２】
　他の方法は、近赤外放射を用いる透析モニタ方法及び装置に関し、ＲＩＯ　ＧＲＡＮＤ
Ｅ　ＭＥＤＩＣＡＬ　ＴＥＣＨ　ＩＮＣの１９９８年５月１４日の国際公開第９８１９５
９２号に記載されている。この方法の長所は、ＵＶ放射の長所と類似する。しかし、記載
された方法は、尿素及びクレアチニンを、異なる技術と光学的考慮による近赤外スペクト
ル方法を利用することで測定する。近赤外放射スペクトルのために、較正及び予想段階を
用いて主因子分析が米国特許第５８８６３４７号に記載されている。
【００２３】
　２００３年９月１０日のＶＡＳＩＬＥＶＳＫＩＪ．Ａ．Ｍ等のロシア国特許第２２１２
０２９号は、Ｂｅｅｒ－Ｌａｍｂｅｒｔ則を用いて、使用済み透析液中の成分のミリモル
分子吸光係数を用いる。この発明で与えられる例は、尿素、リン酸塩、クレアチニン及び
尿酸の濃度決定が記載されている。しかし、この例は、１回の透析手順についてのみ与え
られており、これは重大な制限であり、一般的に使用され得ない。さらに、この出願には
間違って説明されているように尿素及びリン酸塩はＵＶ放射を吸収せず、従って、尿素及
びリン酸塩の濃度測定はこの発明では不可能である。さらに、使用済み透析液中のいくつ
かの未知の発色団のために、クレアチニンの濃度測定はＢｅｅｒ－Ｌａｍｂｅｒｔ則は適
用できない。
【００２４】
　最近、使用済み透析液中の、尿素、クレアチニン及び尿酸などの水溶性小分子量物質の
定量的濃度測定の方法及び装置が提案された（Ｆｒｉｄｏｌｉｎ等の２０１０年５月２７
日のエストニア特許出願公開第２０１００００４９号）。
【００２５】
　しかし前記の全ての方法は、水溶性小分子量化合物を評価するものであり、中間分子及
びタンパク質結合溶質グループの尿毒症毒素ではない。後者の実験質及びクロマトグラフ
ィー分析はむしろ複雑であり、使い捨て器具や化学薬品を使用し、従って、オンライン、
連続的、患者又は臨床治療（例えば透析）モニタあのためには適するものではない。
【００２６】
　そこで、血清、尿、唾液中など、及び使用済み透析液中の生物学的流体中の中間的及び
タンパク質結合尿毒症毒素を直接かつ容易にモニタし、既存の方法の欠点を解消する新た
な方法の必要性が存在する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２７】
【特許文献１】米国特許第６６６６８４０号明細書
【特許文献２】国際公開第０９８１９５９２号明細書
【特許文献３】ロシア国特許第２１２０２９号明細書
【特許文献４】国際公開第２００９０７１１０２号明細書
【特許文献５】エストニア特許出願公開２０１００００４９号明細書
【特許文献６】国際公開第２００５１１１５８６号明細書
【特許文献７】米国特許出願公開２００５００７９６２８号明細書
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【非特許文献】
【００２８】
【非特許文献１】Ｃａｓｉｎｏ　ＦＧ、Ｐｅｄｒｉｎｉ　ＬＡ、Ｓａｎｔｏｒｏ　Ａ、Ｍ
ａｎｄｏｌｆｏ　Ｓ、Ｄａｖｉｄ　Ｓ、Ｄｅ　Ｃｒｉｓｔｏｆａｒｏ　Ｖ、Ｔｅａｔｉｎ
ｉ　Ｕ、Ｌｏｍｏｎｔｅ　Ｃ、Ｌｏｐｅｚ　Ｔ．Ａ　ｓｉｍｐｌｅ　ａｐｐｒｏａｃｈ　
ｆｏｒ　ａｓｓｅｓｓｉｎｇ　ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｅｄ　Ｋｔ／Ｖ　ｂｅｔａ２－Ｍ　
ｏｎ　ａ　ｒｏｕｔｉｎｅ　ｂａｓｉｓ．Ｎｅｐｈｒｏｌ　Ｄｉａｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａ
ｎｔ．２０１０　Ｓｅｐ；２５（９）：３０３８－４４．
【非特許文献２】Ｄｈｏｎｄｔ、Ａ．Ｗ．、Ｒ．Ｃ．Ｖａｎｈｏｌｄｅｒ、ｅｔ　ａｌ．
（２００３）．”Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｄｉａｌｙｓａｔｅ　ｍｉｘｉｎｇ　ｉｎ　ｔ
ｈｅ　Ｇｅｎｉｕｓ　（Ｒ）ｓｉｎｇｌｅ－ｐａｓｓ　ｂａｔｃｈ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏ
ｒ　ｈｅｍｏｄｉａｌｙｓｉｓ　ｔｈｅｒａｐｙ．”Ｋｉｄｎｅｙ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉ
ｏｎａｌ　６３（４）：１５４０－１５４７．
【非特許文献３】ＥＲＡ－ＥＤＴＡ（２００２）．”ＥＢＰＧ　－　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　
Ｂｅｓｔ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ：ＳＥＣＴＩＯＮ　ＩＩ．Ｈａｅｍ
ｏｄｉａｌｙｓｉｓ　ａｄｅｑｕａｃｙ　ＩＩ．２　Ｈａｅｍｏｄｉａｌｙｓｉｓ　ｄｏ
ｓｅ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ：ｍｉｄｄｌｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（ＭＭ）．”
Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ　Ｄｉａｌｙｓｉｓ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　１７［Ｓ
ｕｐｐｌ７］：２１－２３．
【非特許文献４】Ｆｒｉｄｏｌｉｎ、Ｉ．、Ｍ．Ｍａｇｎｕｓｓｏｎ、　ｅｔ　ａｌ．（
２００２）．”Ｏｎ－ｌｉｎｅ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｓｏｌｕｔｅｓ　ｉｎ　
ｄｉａｌｙｓａｔｅ　ｕｓｉｎｇ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅ
ｔ　ｒａｄｉａｔｉｏｎ：ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ．”Ｔｈｅ　Ｉ
ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　Ｏｒｇａｎ
ｓ　２５（８）：７４８－７６１．
【非特許文献５】Ｔａｔｔｅｒｓａｌｌ、Ｊ．、Ａ．Ｍａｒｔｉｎ－Ｍａｌｏ、ｅｔ　ａ
ｌ．（２００７）．”ＥＢＰＧ　ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ　ｏｎ　ｄｉａｌｙｓｉｓ　ｓｔｒ
ａｔｅｇｉｅｓ．”Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ　Ｄｉａｌｙｓｉｓ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ
ｔｉｏｎ　２２：５－２１．
【非特許文献６】Ｔａｔｔｅｒｓａｌｌ　Ｊ．Ｃｌｅａｒａｎｃｅ　ｏｆ　ｂｅｔａ－２
－ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　ａｎｄ　ｍｉｄｄｌｅ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｉｎ　ｈ
ａｅｍｏｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｔｒｉｂ　Ｎｅｐｈｒｏｌ．２００７；１
５８：２０１－９．
【非特許文献７】Ｔｒｉｆｏｎｏｖ、Ｖ．（２００９）．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ＣＬＳ　ａｎｄ　ＩＬＳ　ｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｕｒ
ｅｍｉｃ　ｔｏｘｉｎｓ、Ｓｕｐｅｒｖｉｓｏｒ　Ｉ．Ｆｒｉｄｏｌｉｎ、．Ｂｉｏｍｅ
ｄｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｃｅｎｔｒｅ、　Ｔｅｃｈｎｏｍｅｄｉｃｕｍ．
Ｔａｌｌｉｎｎ、Ｔａｌｌｉｎｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
．ＭＳｃ　Ｄｉｐｌｏｍａ　ｗｏｒｋ．
【非特許文献８】Ｕｈｌｉｎ、Ｆ．、Ｉ．Ｆｒｉｄｏｌｉｎ、ｅｔ　ａｌ．（２００５）
．”Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ　ｔｏｔａｌ　ｕｒｅａ　ｒｅｍｏｖａｌ　ａｎｄ　ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　ｃａｔａｂｏｌｉｃ　ｒａｔｅ　ｂｙ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ＵＶ　ａｂｓｏ
ｒｂａｎｃｅ　ｉｎ　ｓｐｅｎｔ　ｄｉａｌｙｓａｔｅ．”Ｎｅｐｈｒｏｌ　Ｄｉａｌ　
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．Ｎｏｖ．２０（（１１））：２４５８－２４６４．
【非特許文献９】Ｕｈｌｉｎ、Ｆ．、Ｌ．Ｇ．Ｌｉｎｄｂｅｒｇ、ｅｔ　ａｌ．（２００
５）．Ｔｏｔａｌ　Ｒｅｍｏｖｅｄ　Ｕｒｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄｕｒｉｎｇ　Ｄｉａｌｙｓ
ｉｓ　Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ　ｂｙ　Ｏｎ－ｌｉｎｅ　Ｕｌｔｒａ　Ｖｉｏｌｅｔ　Ａｂｓ
ｏｒｂａｎｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｓｐｅｎｔ　Ｄｉａｌｙｓａｔｅ．３ｒｄ　Ｅｕｒｏｐ
ｅａｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ＆Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｃｏｎｆｅ
ｒｅｎｃｅ、ＥＭＢＥＣ”０５、Ｐｒａｇｕｅ、　Ｃｚｅｃｈ　Ｒｅｐｕｂｌｉｃ、ＩＦ
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ＭＢＥ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　１１、ＣＤ－ＩＳＳＮ：１７２７－１９８３、６　ｐ
ａｇｅｓ、ＩＦＭＢＥ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ．
【非特許文献１０】Ｖａｎｈｏｌｄｅｒ、Ｒ．、Ｒ．Ｄｅ　Ｓｍｅｔ、ｅｔ　ａｌ．（２
００３）．”Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｎ　ｕｒｅｍｉｃ　ｔｏｘｉｎｓ：　ｃｌａｓｓｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ、ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ、ａｎｄ　ｉｎｔｅｒｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　
ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ．”Ｋｉｄｎｅｙ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　６３（５）：
１９３４－１９４３．
【非特許文献１１】Ｗｉｓｈａｒｔ　ＤＳ、Ｋｎｏｘ　Ｃ、ｅｔ　ａｌ．（２００９）．
”ＨＭＤＢ：ａ　ｋｎｏｗｌｅｄｇｅｂａｓｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｍｅｔａ
ｂｏｌｏｍｅ．”Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３７（（Ｄａｔａｂａｓｅ　ｉ
ｓｓｕｅ））：Ｄ６０３－６１０．
【非特許文献１２】Ｙａｖｕｚ、Ａ．、ｅｔ　ａｌ．（２００５）．”Ｕｒｅｍｉｃ　ｔ
ｏｘｉｎｓ：ａ　ｎｅｗ　ｆｏｃｕｓ　ｏｎ　ａｎ　ｏｌｄ　ｓｕｂｊｅｃｔ．”Ｓｅｍ
ｉｎ　Ｄｉａｌ（Ｍａｙ－Ｊｕｎ；１８（３））：２０３－１１．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２９】
　本発明の目的は、生物学的流体中の中間体及びタンパク質結合尿毒症毒素の濃度を決定
するための新たな方法及び装置を提供することである。より具体的には、本発明は、生物
学的流体、好ましくは、使用済み透析液の蛍光を利用する光学的方法、及び前記サンプル
で、又はベッドサイドで直接影響され得るオンラインでの物質の濃度を決定するための変
換関数を含む濃度計算アルゴリズムに関する。
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　前記方法及び装置は、特定の測定に適する測定キュベット（セル）を利用する、インビ
トロ又はオンラインで前記物質の濃度を決定する。
【００３１】
　本発明の他の目的は、生物学的流体中の前記中間物及びタンパク質結合尿毒症毒物の定
量的濃度決定の実用的光学的方法とそれらの除去を提供することである。決定された値は
、モニタ上に容易に直接表示され、又は印刷され得る。本方法及び装置は、使い捨て化学
物質を必要とせず、高価な分離技術も必要とせず、及び、容易に、大量に製造可能な環境
にやさしい光学的方法を与える。
【００３２】
　さらに本発明の目的は、患者（例えば透析患者）のより高い死亡率のリスクに直面する
ためにルーチンの臨床モニタを評価する方法を提供することである。本発明のさらなる目
的は、液体サンプル中の物質の濃度を決定するための、新規な、迅速な、簡便なそして安
全な方法を提供することである。前記液体サンプルは、インビトロ測定のために直接前記
検出キュベット上に滴下され得る、又はオンラインモニタのためにフローセルを通る流体
の流れに送られ得る。前記方法は、生物学的流体中の物質濃度検出が適用される場合には
自家使用に適している。
【００３３】
　ここで説明される構成及び利点は全てではなく、添付の図面、明細書及び特許請求の範
囲とから、当業者には多くの追加の構成及び利点が明らかであろう。さらに留意すべきこ
とは、明細書で使用される用語は、一義的には読みやすさ及び説明の目的で使用されてお
り、本発明課題の範囲を限定する目的ではない、ということである。
【００３４】
　本発明は、以下添付の図面を参照して説明される。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】図１は、透析の間使用済み透析液に適用される、本発明の１つの実施態様のブロ
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ックダイヤグラムを示す。
【図２Ａ】図２Ａは、（Ａ）純粋透析液サンプルについて、励起波長範囲２２０－５００
ｎｍ、及び発光波長範囲２５０－８００ｎｍで得られた蛍光スペクトルの例を示す。
【図２Ｂ】図２Ｂは、（Ｂ）透析手順の開始後１０分後に取られた使用済み透析液サンプ
ルについて、励起波長範囲２２０－５００ｎｍ、及び発光波長範囲２５０－８００ｎｍで
得られた蛍光スペクトルの例を示す。
【図２Ｃ】図２Ｃのは、（Ｃ）透析手順の開始後２０７分後に取られた使用済み透析液サ
ンプルについて、励起波長範囲２２０－５００ｎｍ、及び発光波長範囲２５０－８００ｎ
ｍで得られた蛍光スペクトルの例を示す。
【図３Ａ】図３Ａは、実験室及び本新規方法で測定されたβ２－ミクログロブリン（Ｂ２
Ｍ）の間の直線関係を：励起波長（ＥＸ）範囲２２０－５００ｎｍ、及び発光波長（ＥＭ
）範囲２５０－８００ｎｍでの３Ｄプロットとして、実験室での測定濃度と蛍光信号の間
の相関係数として示す。
【図３Ｂ】図３Ｂは、実験室及び本新規方法で測定されたβ２－ミクログロブリン（Ｂ２
Ｍ）の間の直線関係を：励起波長（ＥＸ）範囲３７０ｎｍ、及び発光波長（ＥＭ）範囲２
２０－７００ｎｍでの２Ｄプロットとして、実験室での測定濃度と蛍光信号の間の相関係
数として示す。
【図３Ｃ】図３Ｃは、実験室及び本新規方法で測定されたβ２－ミクログロブリン（Ｂ２
Ｍ）の間の直線関係を：固定の励起波長及び励起波長（ＥＸ＝３７０ｎｍ、ＥＭ＝４５６
ｎｍ）での本新規方法で測定されたＢ２Ｍ、濃度のプロットとして示す。
【図４Ａ】図４Ａは、実験室でのＨＰＬＣによる方法及び本新規方法で測定されたインド
キシル硫酸（ＩＳ）の間の直線関係を：励起波長（ＥＸ）範囲２２０－５００ｎｍ、及び
発光波長（ＥＭ）範囲２２０－８００ｎｍでの３Ｄプロットとして、実験室での測定濃度
と蛍光信号の間の相関係数として示す。
【図４Ｂ】図４Ｂは、実験室でのＨＰＬＣによる方法及び本新規方法で測定されたインド
キシル硫酸（ＩＳ）の間の直線関係を：励起波長（ＥＸ）範囲３００ｎｍ、及び発光波長
（ＥＭ）範囲２２０－５９０ｎｍでの２Ｄプロットとして、実験室での測定濃度と蛍光信
号の間の相関係数として示す。
【図４Ｃ】図４Ｃは、実験室及び本新規方法で測定されたβ２－ミクログロブリン（Ｂ２
Ｍ）の間の直線関係を：固定の励起波長及び励起波長（ＥＸ＝３００ｎｍ、ＥＭ＝３５８
ｎｍ）での本新規方法で測定されたＩＳ濃度のプロットとして示す。
【図５】図５は、Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎプロットを示し、バイアス補正後の、平均＿
ｅＫｔ／Ｖ（ｂ＆ｆ）＿Ｂ２Ｍに対して、ｅＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２Ｍ及びｅＫｔ／Ｖｆ＿Ｂ２
Ｍ（ＨＤＦセッションの数Ｎ＝１９）の間の差として、８患者について推定されたパラメ
ータｅＫｔＶ＿Ｂ２Ｍがプロットされている。
【図６】図６は、使用済み透析液で測定された光学的方法からｅＫｔ／Ｖｆ＿Ｂ２Ｍとし
てＢ２Ｍの透析量を示し、血液サンプル（ＨＤＦセッション数Ｎ＝１９）を用いて推定さ
れたｅＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２Ｍに対してプロットされている。点線として収束直線がまた示さ
れている。
【図７】図７は、Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎプロットを示し、バイアス補正後の、平均＿
ＴＲ（ｄ＆ｆ）＿ＩＳに対してプロットされたＴＲｄ＿ＩＳ及びＴＲｆ＿ＩＳ（ＨＤＦセ
ッションの数Ｎ＝１９）の間の差として、８患者について推定されたパラメータＴＲ＿Ｉ
Ｓがプロットされている。
【図８】図８は、使用済み透析液を用いて実験室からのＴＲｄ＿ＩＳに対してプロットさ
れた光学的方法からＴＲｆ＿ＩＳとしてＩＳの透析量を示す。点線として収束直線がまた
示されている。
【図９】図９は、使用済み透析液のＨＰＬＣプロフィルを表し：（Ａ）波長２５４ｎｍで
測定される吸収、及び（Ｂ）固定発光及び励起波長（ＥＸ＝３７０ｎｍ、ＥＭ＝４５６ｎ
ｍ、及びＥＸ＝２８０ｎｍ、ＥＭ＝３６０ｎｍ）で測定された蛍光による。透析の間に除
去される発色基又は蛍光基を表すいくつかの高い頻出するピークが観察される。いくつか
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のＨＰＬＣピークが識別され、例えばクレアチニン（Ｃｒ）、尿酸（ＵＡ）、馬尿酸（Ｈ
Ａ）、トリプトファン（Ｔｉｐ）、インドキシ硫酸（ＩＳ）、インドール－３－酢酸（Ｉ
３ＡＡ）である。３つの頻出するが未知のピーク－ピークＡ、ピークＢ及びピークＣが異
なる波長で検出された。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　生物学的流体１（図１参照）中の前記中間物及びタンパク質結合尿毒症毒素５（例えば
Ｂ２Ｍ）の含有量を決定するための装置は：光学モジュール２を含み、これは蛍光分析シ
ステムを含み、これは光源と光検出装置を含み、及び前記生物学的流体１のサンプルを保
持するための蛍光測定キュベットを含み、それにより前記光がサンプル中に導かれ、蛍光
信号が前記サンプルから検出されることができ；及び信号処理モジュール３を含み、これ
はデータ取得モジュールと信号処理モジュールからなり、これには変換関数を持つ濃度又
は除去計算アルゴリズムが組み込まれ、及び表示モジュール４が含まれる。
【００３７】
　前記光源は、ブロードバンド光源又はナローバンド光源のいずれかであり得る。ブロー
ドバンド光源は使用される場合は、ブロードバンド検出装置及びフィルタのいずれか、又
はナローバンド検出装置が使用され得る。１つの実施態様では、前記光源は特定の光学領
域（波長範囲１９０－８９０ｎｍ）で操作される。
【００３８】
　実施態様によれば、蛍光検出装置は波長範囲１９０－９００ｎｍで操作される。検出可
能な蛍光は、前記生物学的流体中の測定可能な物質により直接発光されるか、又は前記発
光は中間的なものであって、いつかの他の天然物又は意図的に添加された前記生物学的流
体の成分により、いくつかのエネルギー移動メカニズムにより考慮している前記流体中の
分子間で生じ得る。
【００３９】
　測定キュベットは、例えばインビトロ測定に適合されるか又はオンライン測定のために
設計され得る。
【００４０】
　１つの実施態様では、スペクトル処理モジュールは、前記生物学的流体中のある物質の
濃度を計算する変換関数を含む濃度又は除去計算アルゴリズムを実行するように適合され
る。
【００４１】
　前記変換関数は、蛍光信号Ｆ（無次元）をある尿毒症毒素濃度［ｍｇ／Ｌ］に変換する
ために回帰分析に基づく。直線関係の存在で、前記変換関は、「尿毒症毒素濃度［ｍｇ／
ｌ］＝Ｆ＊傾き＋切片」の形を有する。
【００４２】
　データ表示モジュールは、データ表示のためのプログラムを実行するように適合され、
データ可視化モジュール、例えばモニタ、ディスプレイ又は印刷装置を含みか、それに接
続される。
【００４３】
　実施例
　使用済み透析液中のある物質、中間物分子β２－ミクログロブリン（Ｂ２Ｍ）、及びタ
ンパク質結合尿毒症毒素インドキシル硫酸（ＩＳ）の濃度測定が本発明の例として与えら
れる。
【００４４】
　対象：　　８人の尿毒症患者、男性１人、女性７人がこの研究に含まれている。
全患者は、臨床ステージ３であり、毎週、オンライン血液透析（ｏｌ－ＨＤＦ）をＤｅｐ
ａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａ
ｌ　ｏｆ　Ｌｉｎｋｏｐｉｎｇ（スエーデン）で行った。使用された透析装置は、Ｆｒｅ
ｓｅｎｉｕｓ　５００８（Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃａｒｅ、ドイツ）で
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あった。使用された透析機器は、全ての治療で、６３ｍｌ／時間ｍｍＨｇの限外濾過係数
の有効膜面積１．８ｍ２のＦＸ８００（Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃａｒｅ
、ドイツ）を用いた。ｏｌ－ＨＤＦ治療の持続時間は、１８０－２７０分の間で変動し、
透析液流は５００ｍＬ／分、血液流は２８０－３５０ｍＬ／分で変動した。全患者は、「
２本針システム」を用いて動脈－静脈瘻を介して透析された。オンライン調製交換容量の
計算のための自動サブシステムモードは、１セッション１２．２から２９．７リットルで
変動した。
【００４５】
　サンプリング：　　排出チューブからサンプルが、９（分）、３０、６０、１２０、１
８０及び、１８０分よりも長い場合には前記ｏｌ－ＨＤＦセッションの終了時に取得され
た。１つのサンプルは、注意深く撹拌し秤量された後、透析／限外濾過収容タンクから所
得された。計画されたサンプリング時間の間に透析装置の自己テストが起こる場合には、
サンプリは、２－３分内に起るＵＶ吸収曲線がベースラインレベルに再度到達する際に取
得された。純粋透析液は、透析装置が開始が準備され、導電率が安定となった時、透析セ
ッションの開始前に参照溶液とするように集められた。
【００４６】
　使用済み透析液／限外濾過液中のＢ２Ｍ濃度の決定は、Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ（Ｌｉｎｋｏｐｉｎｇ）で実施さ
れた。ＩＳの濃度は、Ｔａｌｌｉｎｎ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、Ｔ
ｅｃｈｎｏｍｅｄｉｃｕｍ、Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｎ
ｇｉｎｅｅｒｉｎｇでＨＰＬＣ分析の際に蛍光信号により決定された。
【００４７】
　蛍光スペクトル計（ＳＨＩＭＡＤＺＵ　ＲＦ－５３０１）が蛍光測定のために使用され
た。蛍光分析系は、２２０－９００ｎｍ（好ましくは２２０－５００ｎｍ）の励起波長範
囲、２２０－８９０ｎｍ（好ましくは２２０－８００ｎｍ）の発光波長範囲、及び励起増
加分１０ｎｍで実施された。０．４と１ｃｍの光学路長さの光学キュベットが使用された
。得られた蛍光曲線は、Ｐａｎｏｒａｍａ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅソフトウェアで処
理され、表示され、最終データ処理は　ＥＸＣＥＬ（Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｏｆｆｉｃｅ
　Ｅｘｃｅｌ　２００３）で行った。
た
　結果に基づき、直線相関係数（Ｒ）及びＲ二乗値（Ｒ２）が決定された。正確度（ＢＩ
ＡＳ）及び精度（ＳＥ）が、参照値として実験室からの濃度を用いて新たな方法について
計算された。
【００４８】
　結果：　　図２は、励起波長範囲２４０－５００ｎｍ及び発光波長範囲２５０－８００
ｎｍで得られた、（Ａ）は純粋な透析液；（Ｂ）は透析セッションの開始後１０分で取得
された使用済み透析液；及び（Ｃ）透析セッションの開始後２４０分で所得された使用済
み透析液での３Ｄ蛍光スペクトルの例を示す。特定の領域でいくつかの蛍光極大が明瞭に
識別される。さらに、蛍光強度は、使用済み透析液の除去された尿毒症毒素の濃度に比例
し、蛍光スペクトルの特定の領域においては、透析治療の最初（１０分）はより高く、か
つ透析の最後（２０７分）はより低くなる。
【００４９】
　この新たな方法からの蛍光値と実験室からの濃度を用いて、Ｂ２Ｍの及びＩＳについて
直線関係分析により、図３Ａ、Ｂ及び図４Ａ、Ｂに示されるように関係がプロットされた
。これにより、光学測定を濃度値に変換することが可能な特異的モデルが導かれた。
【００５０】
　ある波長での光学スペクトル成分の特異的な組みを含むこの新たな方法による、特異的
モデルにより得られた、使用済み透析液中でのＢ２Ｍ及びＩＳの決定された値は、実験室
で生化学的方法又はＨＰＬＣにより測定値との比較と共に、図３Ｃ及び図４Ｃに示されて
いる。
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【００５１】
　新たな方法についての正確度（ＢＩＡＳ）は、
【数１】

として計算され、ここでｅｉはｉ番目の残渣、及びＮは観測数である。
前記ｉ番目の残渣は、ｉ番目の測定について、実験室と光学的に決定された値との差とし
て得られた。
【００５２】
　精度（ＳＥ）は、

【数２】

として計算される。
【００５３】
　表１に、Ｂ２Ｍ及びＩＳ濃度について、標準化された方法（Ｌａｂ）及び新たな方法（
Ｆ）から得られた平均値と標準偏差（平均±ＳＤ）として全ての結果をまとめた。光学的
方法からの尿毒症毒素濃度と実験室で測定された濃度との間の直線相関係数（Ｒ）及びＲ
二乗値（Ｒ２）、及びＢ２ＭとＩＳの濃度を測定するための前記異なる方法についての正
確度（ＢＩＡＳ）及び精度（ＳＥ）がまた与えられている。
【００５４】
　　　表１：　　標準方法（Ｌａｂ）及び新たな方法（Ｆ）からの濃度の平均及び標準偏
差値（平均±ＳＤ）、光学的方法からの尿毒症毒素と実験室で測定された濃度との間の直
線相関係数（Ｒ）及びＲ二乗値（Ｒ２）、Ｂ２ＭとＩＳの濃度を測定するための前記異な
る方法についての正確度（ＢＩＡＳ）及び精度（ＳＥ）。
【表１】

　表１から、新たな方法を適用することで、Ｂ２Ｍ及びＩＳ濃度の決定は、十分満足な正
確度及び精度でなされことができることが分かる。
【００５５】
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　臨床適用のための例として、光学的測定からのＢ２Ｍ濃度は、Ｂ２Ｍについて透析量を
計算するために使用され、他のＭＭ及び類似のサイズのペプチドの動的挙動を表している
。
【００５６】
　血液からＢ２Ｍの透析量、ｓｐＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２Ｍ及びｅＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２Ｍは、透析
前及び透析後の血液Ｂ２Ｍ及び濃度を用いて計算できる（Ｃ０及びＣｔ）。単一プール容
量Ｋｔ／Ｖ、ｓｐＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２ＭはＣａｓｉｎｏ等（２０１０）により提案された式
【数３】

により計算された；ここで、ＵＦはｋｇでの全限外濾過及びＷはｋｇでの患者の乾燥体重
である。
【００５７】
　透析後Ｂ２Ｍ及び再結合を考慮して、Ｋｔ／Ｖ、ｅＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２Ｍ平衡が、Ｔａｔ
ｔｅｒｓａｌｌ等（２００７）により提案された式により得られた。
【００５８】

【数４】

　透析前及び透析後Ｂ２Ｍ血液濃度の代わりに、光学的方法からのＢ２Ｍの透析量の決定
のために、最初の蛍光値Ｆ０（１０分透析液サンプル）及び透析終了後の蛍光値Ｆｔが使
用された。蛍光測定からの単一プール容量Ｋｔ／Ｖ、ｓｐＫｔ／Ｖｆ＿Ｂ２Ｍは次の式で
計算された。
【００５９】

【数５】

　蛍光測定からの平衡化Ｋｔ／Ｖ、ｅＫｔ／Ｖｆ＿Ｂ２Ｍは式４から計算された。
【００６０】
　表２には、全１９のＨＤＦセッションからの透析前及び透析後の血液Ｂ２Ｍ血液濃度と
蛍光値を用いて計算されたｓｐＫｔ／Ｖ＿Ｂ２Ｍ及びｅＫｔ／Ｖ＿Ｂ２ＭとしてＢ２Ｍに
ついての透析量について結果がまとめられている。光学的方法からのＢ２Ｍ及びの透析量
及び血液濃度からのＢ２Ｍの透析量との間の直線相関係数（Ｒ）及びＲ二乗値（Ｒ２）が
与えられている。光学的方法の正確度（ＢＩＡＳ）及び精度（ＳＥ）が、バイアス補正後
参照値として血液からのＢ２Ｍ血液の透析量を用いて計算された。
【００６１】
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　表２：　　透析前及び透析後の血液Ｂ２Ｍ（血液）及び蛍光値（Ｆ）を用いて計算され
たｓｐＫｔ／Ｖ＿Ｂ２Ｍ及びｅＫｔ／Ｖ＿Ｂ２Ｍとしての透析量、光学的方法からのＢ２
Ｍ及び透析量と血液濃度からの透析量との間の直線相関係数（Ｒ）とＲ二乗値（Ｒ２）、
光学的方法の正確度（ＢＩＡＳ）と精度（ＳＥ）。
【表２】

　図５は、バイアス補正後の平均＿ｅＫｔ／Ｖ（ｂ＆ｆ）＿Ｂ２Ｍに対してプロットされ
た、ｅＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２Ｍ及びｅＫｔ／Ｖｆ＿Ｂ２Ｍ（ＨＦＤセッション数＝１９）の差
として、全ての８患者について推定されたパラメータｅＫｔ／Ｖ＿Ｂ２Ｍ　のＢｌａｎｄ
－Ａｌｔｍａｎプロットとして比較を示す。図６は、血液サンプル（ＨＤＦセッション数
＝１９）を用いて推定されたｅＫｔ／Ｖｂ＿Ｂ２Ｍの対してプロットされた、使用済み透
析液中で測定された光学的方法からのｅＫｔ／Ｖｆ＿Ｂ２Ｍとして、Ｂ２Ｍの透析量を示
す。統一化直線が点線で表される。
【００６２】
　この結果は、血液サンプルから及び蛍光による使用済み透析液からの推定Ｂ２Ｍの透析
量の間の良好な一致を示す。
【００６３】
　臨床適用としての次の例として、光学的測定からのＩＳ濃度が、以下、タンパク質結合
尿毒症毒素ＩＳについて単一ＨＤＦセッションの間の透析量を：１）ＩＳの除去速度（Ｒ
Ｒ＿ＩＳ）として、及び２）ＩＳの全除去量（ＴＲ＿ＩＳ）として、計算するために使用
される。ＩＳの除去速度（ＲＲｄ＿ＩＳ）及びＩＳの全除去量（ＴＲｄ＿ＩＳ）は、血液
中の代わりに使用済み透析液中のＩＳ濃度に基づき、光学的方法により推定された対応す
るパラメータ（ＲＲｆ＿ＩＳ及びＴＲｆ＿ＩＳ）への標準として使用された；というのは
血液値に基づく除去速度はタンパク質結合尿毒症毒素の特異的な動的挙動により読み誤り
が起こり得るからである。
【００６４】
　使用済み透析液での除去速度（ＲＲｄ＿ＩＳ）は次のように計算され、

【数６】

ここでＣ０及びＣｔは、それぞれ、開始時（１０分透析サンプル）及び透析の最終時の実
験室からの濃度である。
【００６５】
　実験室からの使用済み透析液ＩＳ濃度の代わりに、光学的方法からのＩＳについて透析
量を決定するために、蛍光測定Ｆ０（１０分透析サンプル）及び透析終了時の蛍光Ｆｔか
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らの対応する値が使用された。
【００６６】
　　　ｍｇでの全除去ＩＳ（ＴＲｄ＿ＩＳ）は、ｍｇ／ＬでのＩＳの濃度、全透析液収集
からｍｇ／ＬでＤｔｏｔａｌ及び収集全透析液の量からｋｇでＷｔｏｔａｌを用いて、使
用済み透析液１ｋｇ＝１Ｌと仮定して、
【数７】

で与えられる。
光学的方法から全除去ＩＳ（ＴＲｆ＿ＩＳ）の決定のために、蛍光測定で推定さたｍｇ／
ＬでＤｔｏｔａｌとして対応する値が使用された。
【００６７】
　表３に、最初（１０分透析サンプル）及び最終時の実験室からの使用済み透析液ＩＳ濃
度及び蛍光測定からの対応する値から、使用済み透析液ＩＳ濃度を用いて計算されたＲＲ
＿ＩＳ及びＴＲ＿ＩＳとしてＩＳの透析量についての全ての結果をまとめる。光学的方法
からのＩＳの透析量及び血液濃度からのＩＳ透析量の間の直線相関係数（Ｒ）及びＲ二乗
（Ｒ２）が与えられる。光学的方法の正確度（ＢＩＡＳ）及び精度（ＥＳ）が、バイアス
補正後に標準として血液からのＩＳの透析量を用いて計算された。
【００６８】
　表３：　　最初（１０分透析サンプル）及び最終時の実験室からの使用済み透析液ＩＳ
濃度及び蛍光測定（Ｆ）からの対応する値から、使用済み透析液ＩＳ濃度を用いて計算さ
れたＲＲ＿ＩＳ及びＴＲ＿ＩＳとしてＩＳの透析量、光学的方法からのＩＳの透析量及び
血液濃度からのＩＳ透析量の間の直線相関係数（Ｒ）及びＲ二乗（Ｒ２）。
【表３】

　図７は、バイアス補正後の平均＿ＴＲ（ｄ＆）＿ＩＳに対してプロットされた、ＴＲｄ
＿ＩＳ及びＴＲｆ＿ＩＳ（ＨＤＦセッション数Ｎ＝２０）の間の差として、全ての８患者
について、推定されたパラメータＴＲ＿ＩＳのＢｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎプロットとして
の比較を示す。図８は、使用済み透析液サンプル（ＨＤＦセッション数Ｎ＝２０）を用い
て推定された実験室からのＴＲｄ＿ＩＳに対してプロットされた光学的方法からのＴＲｆ
＿ＩＳとしてのＩＳの透析量を示す。統一線が又、点線で示される。
【００６９】
　この結果は、実験室からの使用済み透析液サンプルからと、蛍光による使用済み透析液
からのＩＳについての推定透析量の間に良好な一致があることを示す。
【００７０】
　使用済み透析液のＨＰＬＣプロフィルが、測定された光学的信号の源を同定するために
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分析された。図９は、使用済み透析サンプルのＨＰＬＣプロフィルをし、（Ａ）は波長２
５４ｎｍで測定された吸収につき、（Ｂ）は２つの固定発光波長及び励起波長（ＥＸ＝３
７０ｎｍ、ＥＭ＝４５６ｎｍ及びＥＸ＝２８０ｎｍ、ＥＸ＝３６０ｎｍ）で測定された蛍
光につき表される。いくつかの大きいピークが観察され、発色基－蛍光基を含む、透析に
より除去される溶質を表す。いくつかのＨＰＬＣピーク、例えばクレアチニン（Ｃｒ）、
尿酸（ＵＡ）、馬尿酸（ＨＡ）、トリプトファン（Ｔｉｐ）、インドキシ硫酸（ＩＳ）、
インドール－３－酢酸（Ｉ３ＡＡ）などが同定された。さらに、３つの大きいが未知のピ
ーク、ピークＡ）、ピークＢ、ピークＣが異なる波長で検出された。使用済み透析液サン
プルのＨＰＬＣプロフィルは、異なる波長で異なる溶質を選択的に示す。この方法により
、光学的方法のために適切な波長を選択することで特定の尿毒症毒素を特定することが可
能となる。
【００７１】
　ここまで本発明を実施態様に基づいて説明してきたが、かかる実施態様の変更について
も当業者には明らかであろう。本発明の実施態様のこれまでの説明の目的は、本発明を図
示し説明するためだけであった。本発明を開示された詳細な形態へ限定することは意図さ
れていない。多くの修正及び変更がこの開示に照らして可能である。本発明の範囲は詳細
な説明により限定されるものではなく、添付の特許請求の範囲にのみ限定される、ことが
意図されている。

【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】
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【図４Ｃ】

【図５】
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