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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肝疾患を有する個体の治療に用いるための装置であって、
　(a)　個体の血液からアルブミンを選択的に取り除くための手段、
　(b)　個体の血液からエンドトキシンを選択的に取り除くための手段、および
　(c)　個体の血液に、該個体に由来するものではないアルブミンを供給するための手段
、
を含み、前記手段(a)が、100kDaより小さい孔サイズのメンブレンを含むアルブミンの透
析手段を含み、
　(a)と(b)が装置の別個の構成要素である、
上記装置。
【請求項２】
　(d)　個体の血液からアルブミンに結合したトキシンを取り除くための手段、
をさらに含む、請求項1に記載の装置。
【請求項３】
　ex vivoで用いるためのものである、請求項1～2のいずれか1項に記載の装置。
【請求項４】
　前記手段(a)がアルブミンと選択的に結合することができる固相支持体を含む、請求項1
～3のいずれか1項に記載の装置。
【請求項５】
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　前記手段(b)がエンドトキシンと選択的に結合することができる固相支持体、または血
中エンドトキシンレベルを低下させることのできる薬剤を含む、請求項1～4のいずれか1
項に記載の装置。
【請求項６】
　(c)のアルブミンが医薬品グレードのアルブミンである、請求項1～5のいずれか1項に記
載の装置。
【請求項７】
　個体の血液がex vivoで前記装置を通過する、請求項1～6のいずれか1項に記載の装置。
【請求項８】
　前記アルブミンの透析手段が50kDaより大きい孔サイズのメンブレンを含む、請求項1～
7のいずれか1項に記載の装置。
【請求項９】
　エンドトキシンを取り除くための手段がアルブミンに結合していない遊離のエンドトキ
シンを取り除く、請求項1～8のいずれか1項に記載の装置。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肝疾患の個体を治療することに関する。本発明は、そのような個体を治療す
るための方法、ならびにそのような治療において使用するためのシステムおよび装置に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　米国だけで毎年60,000人が肝不全で死亡していると推定されるが、ドナープールは依然
として4000人ほどにとどまっており、16,000～18,000人が待機リストに載っている。待機
中の患者がドナー肝を受け取れる見込みは8人中たったの1人にすぎないが、このグループ
の患者の生存期間を引き延ばすために利用できる有効な治療は皆無である。
【０００３】
　肝不全は結果的に多臓器不全をもたらし、ほぼ80％程度の死亡率である。肝硬変の患者
の場合、肝機能の急性悪化の主要因は感染である。かかる患者において最も広く観察され
る感染の特定の形態は特発性細菌性腹膜炎である。この終末器機能の急性悪化は根本的な
感染症の治療にもかかわらず持続し、最大で40％の死亡率が普通に認められる。しかし、
感染に続いて肝機能の急性悪化に至るメカニズムは不明である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は肝疾患の治療に関し、罹病率と死亡率に影響しうる2つの決定的要因、すなわ
ち肝疾患の患者におけるアルブミンの構造、機能およびレベルの欠陥と、該患者における
エンドトキシンの血中濃度の増加について取り上げる。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　したがって、本発明は、肝疾患を有する個体の治療に使用するための装置を提供し、前
記装置は、
　(a)　個体の血液からアルブミンを選択的に取り除くための手段、および
　(b)　個体の血液からエンドトキシンを選択的に取り除くための手段、
を含んでなる。
【０００６】
　本発明はまた、下記の方法を提供する：
-　肝疾患を有する個体の治療方法であって、
　(a)　個体の血液からアルブミンを取り除くステップ、および
　(b)　個体の血液中のエンドトキシンのレベルを低下させるステップ、
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を含んでなる方法；
-　個体の血液からアルブミンとエンドトキシンが取り除かれるように、個体からの血液
を本発明の装置と接触させるステップを含んでなる、肝疾患の治療方法；
-　肝疾患を有する個体に由来する血液からアルブミンとエンドトキシンを選択的に取り
除くことによって血液を体外的に処理する方法。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】虚血性修飾アルブミン（ischaemia modified albumin：IMA）レベルの増加は肝
疾患の重症度と関連することがわかっている。数値は血漿アルブミン1g/LあたりのIMA吸
光度単位として表される（平均±SEM）。*＝p＜0.05、***＝p＜0.001。
【図２】(A) 対照者、肝硬変のみの患者、および肝硬変＋AHの患者における休止時酸化的
バースト（resting oxidative burst）（％）、(B) 対照者、肝硬変のみの患者、および
肝硬変＋AHの患者における、休止時酸化的バーストと大腸菌（E. coli）によるex vivo刺
激後の酸化的バーストとの差、(C) 対照者、肝硬変のみの患者、および肝硬変＋AHの患者
における、好中球1個が飲み込む細菌（FITC標識した大腸菌）の数の尺度としての蛍光強
度の幾何平均（geometric mean of fluorescence intensity：GMFI）。統計的有意差を上
付き文字で示す。1＝対照に対して有意。2＝肝硬変に対して有意。
【図３】(A) 生存を決定する際の酸化的バーストの測定の予測的妥当性を検討するための
受信者動作曲線下の面積。休止時バースト＜55％のカットオフは死の予測に対して75％の
感度と64％の特異度を有していた。(B) 高い（＞/＝55％）または低い（＜55％）休止時
酸化的バーストに対して階層化された患者についてのカプラン・マイヤー（Kaplan-Meier
）生存曲線およびログランク（log-rank）分析。
【０００８】

【図４】(A) 生存を決定する際の蛍光強度の幾何平均（GMFI）の測定の予測的妥当性を検
討するための受信者動作曲線下の面積。GMFI＜295％のカットオフは死の予測に対して86
％の感度と76％の特異度を有していた。面積＝0.80; 標準誤差＝0.08; 有意性＝0.02; カ
ットオフ＝42; 感度＝0.86; 特異度＝0.70。(B) 低い（＜42）または高い（＞/＝42）GMF
Iに対して階層化された患者についてのカプラン・マイヤー生存曲線およびログランク分
析。
【０００９】

【図５】患者の全血における、および患者血漿とインキュベートした正常好中球における
休止時酸化的バースト。高バースト患者からの血漿は正常好中球においても高いバースト
を引き起こしたが、休止時バーストの低い患者からの血漿はそのようにできなかった。WB
 全血、NN 正常好中球、PP 患者血漿、H 高い休止時バースト (＞/＝55％)、L 低い休止
時バースト (＜55％)。* 正常に対してp＝0.002。** 正常に対してp＝0.0005。
【図６】患者の好中球と正常血漿とのインキュベーションによる休止時酸化的バーストの
可逆性。PN 患者好中球、PP 患者血漿、NP 正常血漿。
【図７】エンドトキシンとのインキュベーションによる休止時バーストの用量依存的増加
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。* p＜0.05; ** p＜0.001。
【図８】エンドトキシンとのインキュベーションは正常好中球において食作用を変化させ
ないが、患者好中球においては食作用をさらに低下させる。
【図９】休止時酸化的バーストは、血漿をエンドトキシン除去カラムに通すことにより、
または血漿をCD14抗体とインキュベートすることにより、可逆性である。低バースト患者
由来の血漿または対照血漿を用いる場合、前記カラムまたはCD14抗体は休止時バーストに
影響を及ぼさない。NN＋PP H 対 NN＋PP H CD14 p＜0.001。NN＋PP H 対 NN＋PP H カラ
ム p＜0.001。
【図１０】食作用の低下は、血漿をエンドトキシン除去カラムに通すことにより、または
血漿をCD14抗体とインキュベートすることにより、可逆性である。低バースト患者由来の
血漿または対照血漿を用いる場合、前記カラムまたはCD14抗体は休止時バーストに影響を
及ぼさない。NN＋PP H 対 NN＋PP H CD14 p＝0.04。NN＋PP H 対 NN＋PP H カラム p＝0.
03。
【図１１】アルブミン交換システムの説明図。
【図１２】実施例3に記載した実験の終了時（T＝3時間）に採取した血漿サンプル中の測
定エンドトキシンレベル。生理食塩水処置群では、他のすべての処置群と比較して、有意
に高いエンドトキシンレベル（p＜0.001）が見られた。メーカーによると、このアッセイ
の検出限界は、図に示すように、0.5EU/mlである。
【図１３Ａ】実施例3に記載した実験の終了時に採取した血液サンプル中の測定アルブミ
ンレベル。アルブミンはBDL手術後4週間で有意に減少する（** ナイーブ（手術を施して
ない）動物に対してp＜0.01）ことがわかったが、アルブミン治療の後には著しく増加し
た（# 生理食塩水に対してp＜0.05、Mann-Whitney検定）。
【図１３Ｂ】実施例3に記載した実験の終了時に採取した血液サンプル中の血漿ALTレベル
。生理食塩水を投与した動物と比較して、すべての処置群で血漿ALTの明らかな低下が見
られたが、これらの差異は有意性が証明されなかった。
【図１３Ｃ】実施例3に記載した実験の終了時に採取した血液サンプル中の血漿尿素濃度
。アルブミンとポリミキシンBの組合せを受け取った動物は、アルブミンのみを投与した
群と比較して、有意に低い尿素レベルを有する（* p＜0.05、Mann-Whitney検定）ことが
見出された。
【図１４】実施例3に記載した試験の時間経過を通して測定された平均動脈圧（MAP）。有
意差は認められなかったが、アルブミン/ポリミキシンを併用する治療法を受けた群は、
アルブミンのみを受けた動物と比較して、改善されたMAPを有するかのように見える。こ
れらの両群とも、90分後に顕著な低下を示した生理食塩水処置群より優れていた。
【図１５】実験期間全体を通して採取した動脈血液サンプルの好中球活性。Y軸は、細菌
に応答してバーストする好中球の％を示す。病原菌に応答して酸化的バーストを生じる好
中球の割合は、同試験期間にわたりアルブミン処置群とアルブミン/ポリミキシン処置群
の双方で次第に増加することが見てとれる。生理食塩水処置群でも3時間でわずかな改善
が観察されるが、それは他の処置群よりも低く、有意であるとは見なされなかった。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
発明の詳細な説明
　本明細書全体を通して、用語「含む」、またはその変形語「含まれる」もしくは「含ん
でなる」とは、記載した1つの要素、整数もしくはステップ、または要素、整数もしくは
ステップの群の包含を意味するものであり、他の要素、整数もしくはステップ（群）の除
外を意味するものでないことが理解されよう。
【００１１】
　本明細書中でのあらゆる先行技術の言及は、その先行技術がオーストラリアまたはその
他の国で一般常識の一部を構成することを承認したり、何らかの形で示唆したりするもの
ではなく、また、そのようなものとして解釈されるべきでない。
【００１２】
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　現在、肝疾患を有する患者、特に肝不全の患者のために利用できる治療法の範囲は限ら
れている。多くの患者にとって唯一の選択肢は移植であるが、このグループの患者の生存
期間を延ばすために利用しうる有効な治療法は存在しない。したがって、肝疾患にかかっ
た個体の症状を改善するために使用可能な治療レジメンを見つけ出すことが求められてい
る。
【００１３】
　アルブミンは肝臓で産生される主要な血漿タンパク質であり、脂肪酸輸送、金属キレー
ト化、薬物結合、抗酸化剤活性を含めて、さまざまな機能を担っている。肝疾患において
は、合成が減少するためか、あるいは分解速度がより速くなるために、その濃度が低下す
る。本発明者らはさらに、肝疾患の患者では循環血液中の一部のアルブミンが構造的に異
常であることを明らかにした。また、本発明者らは、虚血性修飾アルブミン（IMA）の量
が健常対照被験者と比較して肝疾患の患者では増加していることを見出した。肝不全の患
者に由来するアルブミンの一部はその機能的能力が永久に破壊されている。
【００１４】
　したがって、一態様において、本発明は肝疾患を有する個体の血液からアルブミンを除
去することに関する。
【００１５】
　これに関連してアルブミンの除去とは、構造的に正常なアルブミンの除去と、さらには
個体の血液中に存在する構造的または機能的に修飾された形のアルブミンの除去とを指す
。すなわち、好ましくは、本発明に従って用いられるアルブミンの除去手段は、天然に存
在する正常なアルブミンだけでなく、異常な構造を有するアルブミンつまり修飾されたア
ルブミンをも除去できるものである。損傷されたまたは異常なアルブミンの除去は治療上
有用であると考えられる。その理由は、損傷されたアルブミンは機能性が低く、損傷を与
える副反応を伴う可能性があるからである。例えば、アルブミン除去手段は、正常な非修
飾アルブミンと比較して、分子柔軟性が低減した、脂肪酸結合親和性が低下した、輸送の
質が低下した、輸送効率が低下した、および/または解毒能力が低下したアルブミンをも
除去することができる。アルブミン除去手段はまた、虚血性修飾アルブミン（IMA）のよ
うな、特定の修飾型アルブミンをも除去できるものである。そうした構造および機能の修
飾は、例えば実施例1に記載するような、従来の技法を用いて検出することができる。特
に、アルブミンの機能性はスピンラベルおよび電子常磁性共鳴分光法を用いて評価できる
。IMAの存在は金属原子と結合するアルブミンの能力を試験することで検出可能である。
【００１６】
　アルブミンの除去は、関連したアルブミン結合型トキシンを取り除くことによって血液
を解毒することも可能である。すなわち、アルブミン除去手段はまた、アルブミンと結合
した血液中のトキシンを結果的に除去することができる。
【００１７】
　好ましくは、血液からアルブミンを取り除く手段はアルブミンを選択的に除去するもの
である。すなわち、他のタンパク質などの血液中の他の物質に優先してアルブミンが取り
除かれる。血液から取り除かれるアルブミンの量は他の取り除かれる血液成分の量よりも
著しく多いことが好ましい。例えば、この態様で取り除かれた成分の99重量％より多くが
アルブミンである。この態様で取り除かれた成分の98％より多く、95％より多く、90％よ
り多く、80％より多く、70％より多く、60％より多く、または50％より多くがアルブミン
である。ここでのアルブミンの除去には、本明細書に記載した各種の修飾型アルブミンの
除去が含まれる。
【００１８】
　アルブミンを取り除く手段は、血液からアルブミンを選択的に除去することができれば
、どのような手段であってもよい。
【００１９】
　一態様においては、アルブミンと結合するリガンドを用いて、アルブミンを選択的に除
去する。前記リガンドは、アルブミンと結合するものであれば、どのような分子でもよい
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。例えば、いくつかの反応性色素はアルブミンと結合することが知られている。リガンド
はアルブミンと特異的に結合する抗体または他の親和性リガンドであってもよい。典型的
には、アルブミンと特異的に結合するリガンドは、上で説明したように血液からアルブミ
ンを選択的に取り除くことができるリガンドである。例えば、リガンドは血液の他の成分
とよりも強くアルブミンと結合する能力がある。例えば、ヒトアルブミンと特異的に結合
する抗体をリガンドとすることができる。そのリガンドはアルブミンに特異的なエピトー
プと結合する抗体であってよい。リガンドはそれぞれがアルブミンと結合する分子の組合
せであってもよく、例えばアルブミン分子の異なる部分に結合する分子の組合せでありう
る。リガンドはポリクローナル抗体つまりアルブミンタンパク質の多数のエピトープと結
合する抗体の混合物でもよい。そのような組合せ手法は、異なる抗体がアルブミン分子の
異なる部分を標的とするので、修飾型アルブミンを取り除くのに有用であると考えられる
。
【００２０】
　抗体はアルブミン分子の特定のエピトープに対して誘導することが可能である。例えば
、非修飾アルブミンと特定の修飾型アルブミンとで構造的に類似すると予想される領域に
対して抗体を特異的に誘導することができる。
【００２１】
　本発明において、用語「抗体」は、反対のことを特に明記しないかぎり、アルブミンと
結合するフラグメントを含むものである。そうしたフラグメントとしてFv、F(ab’)およ
びF(ab’)2フラグメント、ならびに一本鎖抗体が挙げられる。さらに、抗体およびそのフ
ラグメントはキメラ抗体、CDRグラフト抗体またはヒト化抗体であってもよい。
【００２２】
　本発明で用いる抗体はどのような適当な方法でも作製することができる。抗体を作製し
て特性解析するための手段は当技術分野で公知であり、例えば、Harlow and Lane (1988)
 “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NYを参照されたい。例えば、抗体を作製するには、宿主動物内で全長ポ
リペプチドまたはそのフラグメント、例えばその抗原性エピトープ（以後「免疫原」とい
う）に対して抗体を生起させることにより行うことができる。
【００２３】
　ポリクローナル抗体の作製方法は、適当な宿主動物（例えば実験動物）を免疫原により
免疫し、その動物の血清から免疫グロブリンを単離することを含む。したがって、動物に
免疫原を接種し、続いてその動物から血液を採取してIgG画分を精製すればよい。
【００２４】
　モノクローナル抗体の作製方法は、所望の抗体を産生する細胞を不死化することを含む
。ハイブリドーマ細胞は、接種した実験動物に由来する脾細胞を腫瘍細胞と融合させるこ
とで作製することができる (Kohler and Milstein (1975) Nature 256, 495-497)。
【００２５】
　所望の抗体を産生する不死化細胞は従来の手法で選択することができる。ハイブリドー
マを培養下で増殖させるか、あるいは腹水液の生成のため腹腔内に、または同種異系の宿
主もしくは免疫無防備状態の宿主の血流中に注入する。ヒト抗体を作製するには、ヒトリ
ンパ球をin vitroで免疫し、続いてそのリンパ球をエプスタイン・バーウイルスにより形
質転換する。
【００２６】
　モノクローナル抗体とポリクローナル抗体の両方の作製について、実験動物をヤギ、ウ
サギ、ラットまたはマウスとすることが好適である。所望により、免疫原をコンジュゲー
トとして投与してもよく、かかるコンジュゲートは免疫原を、例えば1個のアミノ酸残基
の側鎖を介して、適当なキャリアーに結合させたものである。一般に、キャリアー分子は
生理学的に許容されるキャリアーである。得られた抗体を単離し、必要であれば精製する
。
【００２７】
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　抗体または他のリガンドは、それに特異的なタンパク質と優先的にまたは高い親和性で
結合するが、他のタンパク質とは実質的に結合しないか低い親和性でしか結合しない場合
、そのタンパク質と「特異的に結合する」とされる。すなわち、抗体が他の血液成分（血
液中の他のタンパク質など）と結合するよりも強くアルブミンと結合するならば、その抗
体はアルブミンと特異的に結合する。上で説明したとおり、結合の特異度は、抗体が非修
飾アルブミンのみならず構造的または機能的に改変された形のアルブミンとも結合するよ
うなものである。好ましくは、それは非修飾アルブミンと同じまたは実質的に同じ結合親
和性で構造的または機能的に改変された形のアルブミンと結合する。好ましくは、それは
他の血液成分（血液中の他のタンパク質など）よりも高い親和性で修飾型と非修飾型の両
方のアルブミンに結合する。抗体の特異的結合能を測定するための競合結合アッセイまた
は免疫放射線アッセイのさまざまなプロトコールが当技術分野で公知である（例えば、Ma
ddox et al, J. Exp. Med. 158, 1211-1226, 1993を参照されたい）。そうしたイムノア
ッセイは一般に、特定のタンパク質とその抗体との複合体の形成および複合体形成の測定
を必要とする。
【００２８】
　アルブミンを取り除くためにリガンドを使用する場合は、そのリガンドを固相支持体に
結合させた状態で提供することができる。そのような固相支持体にリガンドを固定化させ
てもよい。適当な固相支持体は血液を通すことができるカラムの形でありうる。適当な固
相支持体は、例えばメンブレン、粒子床またはフィルターのような多孔質材料であってよ
く、血液細胞がそれを通過できるよう十分に多孔性のものである。あるいはまた、適当な
固相支持体は、その表面を血液が通過しうる固相基体であってもよい。好ましくは、固相
支持体は個体の血液と支持体に結合されたリガンドが接触する面積を最大限にするために
大きな表面積を有するものである。固相支持体はビーズの形をしていてもよく、ビーズは
血液を導入したり通過させたりできる容器に充填される。カラムやフィルター床に充填し
たとき十分な多孔度が得られるように、ビーズは十分な大きさのものであることが好まし
い。当技術分野では各種のビーズ材料が公知である。
【００２９】
　したがって、本発明によりアルブミンを取り除くための手段は、アルブミンと結合する
ことができるリガンドを結合または固定させてある固相支持体を含むか、またはそのよう
な固相支持体から構成される。アルブミンを取り除くための手段は、血液を通すことがで
きる容器を含むか、またはそのような容器から構成される。したがって、容器には入口と
出口がある。入口と出口は、容器の中を通過している血液が本明細書に記載する固相支持
体と接触するように位置づけられる。好ましくは、血液と固相支持体の間の接触面積を最
大限にするように、アルブミンを取り除くための手段を設計するかまたは選択する。当技
術分野ではそのような設計がいろいろ知られている。例えば、アルブミンを取り除くため
の手段として、ビーズ（このビーズ上にアルブミンに対するリガンドが固定される）を充
填したカラムまたはフィルター床がある。
【００３０】
　別の態様において、アルブミンは透析によっても取り除くことができる。そうした方法
はアルブミンと一緒に透析される他の血液成分をも取り除くことがある。一般的には、取
り除かれる主成分をアルブミンとすべきである。この透析ステップではどのような透析シ
ステムを使用してもよい。各種の透析システムが当技術分野で知られている。1つのその
ようなシステムは分子吸収再循環システム（molecular absorbance recirculating syste
m：MARS）である。代替システムは一般的な1回通過アルブミン透析（single pass albumi
n dialysis：SPAD）システムである。これらのシステムは血液中のアルブミンを透析する
ために孔サイズが50kDaのメンブレンを用いる。このシステムは特に患者の血液からアル
ブミン結合型トキシンを取り除くように設計されている。
【００３１】
　このシステムに代わるものとして、患者血液からのアルブミンが透析を介して新鮮なア
ルブミンと能動的に交換されるように、より大きな孔のメンブレンを利用することができ
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る。これにより、同一のステップでトキシンと異常な形態のアルブミンとを取り除くこと
が可能となる。また、以下でさらに述べるように、新しい（個体由来ではない）アルブミ
ンを血液中に導入することも可能となる。
【００３２】
　MARSシステムを改良して、より大きな孔のメンブレンを装備した研究では、標準的な50
kDa細孔の装置と比較して、タンパク質結合型トキシンの除去が実質的に改善されること
が示される。例えば、50kDaより大きい、60kDaより大きい、70kDaより大きい、80kDaより
大きい、90kDaより大きい、または100kDaより大きい孔サイズのメンブレンを使用するこ
とができる。メンブレンは60kDaより小さい、75kDaより小さい、100kDaより小さい、また
は150kDaより小さい孔サイズであってもよい。
【００３３】
　アルブミンを取り除くために用いる個々の手段に応じて、他の血液成分がアルブミンと
一緒に除かれることがある。一実施形態では、アルブミンと一緒に除かれた他の成分を個
体の血液に戻すことができる。戻される成分は、血液から取り除かれたアルブミン混合物
から精製してもよいし、個体に由来しない新鮮な同等成分と取り替えてもよい。
【００３４】
　血液からアルブミンを取り除く各種方法が当技術分野では知られている。例えば、米国
特許第4,093,612号には、液体からアルブミンを除くために使用できる反応性色素組成物
が開示される。本発明に従って、個体の血液からアルブミンを除去するためにそのような
組成物を使用することができる。それゆえ、これはアルブミンと特異的に結合する化合物
に基づいた選択的アルブミン捕捉システムである。これらは、例えば、シバクロンブルー
（cibacron-blue）のような、米国特許第4,093,612号に記載される反応性色素であっても
よいし、アルブミン特異的抗体のような、アルブミンと結合する能力がある他の分子であ
ってもよい。
【００３５】
　したがって、本発明によれば、アルブミンが肝疾患を有する個体の血液から取り除かれ
る。一態様においては、このアルブミンを、個体に由来しない新しいアルブミンと取り替
えることができる。新しいアルブミンは構造的にも機能的にも正常なものが好ましい。す
なわち、新しいアルブミンは構造的または機能的に改変された形のアルブミンをまったく
含まないか、実質的に含まない。個体の血液から取り出されたアルブミンが1種以上の修
飾型アルブミンを含む場合、個体の血液に戻されるアルブミンは、取り出された修飾型ア
ルブミンを少ししか含まないことが好ましい。例えば、個体の血液に戻されるアルブミン
は、その個体から取り出された修飾型アルブミンの量の50％未満、30％未満、20％未満、
10％未満、5％未満、または1％未満を含んでいてよい。好ましくは、個体に戻されるアル
ブミンは、修飾型アルブミン、つまり虚血性修飾アルブミン（IMA）のような個体から取
り出されたタイプの1種以上の修飾型アルブミンを一切含まないものである。
【００３６】
　新しいアルブミンは、肝疾患でない個体、肝不全でない個体、または肝機能が正常な個
体といった、別の個体に由来するものでありうる。新しいアルブミンは、個体から取り出
されたものであるが、純化または精製を行ってトキシンおよび/または修飾アルブミン分
子を取り除いてあるアルブミンであってもよい。新しいアルブミンは、一般的に、個体か
ら取り除かれたアルブミンよりも構造的および機能的に正常なアルブミンの比率が高いも
のである。新しいアルブミンは医薬品グレードのアルブミンとすることもできる。
【００３７】
　この新しいアルブミンは、個体が適当なレベルの循環アルブミンを確実に保有するよう
に、個体の血液中に導入される。これは取り除かれたアルブミンの直接の代替物とするこ
とができ、例えば、取り除かれた量と同じまたは等しい量のアルブミンが血液に戻される
。このシステムでは、個体のアルブミンが新しいアルブミンと効率よく交換される。これ
とは別に、この段階で導入されるアルブミンの量を変えることによって、血中総アルブミ
ン濃度を必要に応じて増加させたり低下させたりすることができる。したがって、血液に
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導入されるアルブミンの量は、取り出された量より多くても少なくてもよい。例えば、肝
疾患は循環アルブミンレベルの低下を招くことがある。このことは結果的に機能的能力の
低下につながりかねない。本発明によれば、患者の血液に導入される新しいアルブミンの
量を、取り除かれたアルブミンの量より多くすることができる。これにより個体の循環中
のアルブミン量を補うことができる。例えば、血中総アルブミン濃度を肝疾患でない個体
に見られるのと同じまたは同様のレベルにまで上昇させる量の新しいアルブミンを導入す
ることが可能である。
【００３８】
　新鮮なアルブミンは、個体のアルブミンの取り出しと同時に、個体の血液に導入するこ
とができる。例えば、アルブミンの交換を透析により行ってもよい。あるいはまた、アル
ブミンの取り出しとアルブミンの戻しのステップを逐次または別々に行ってもよい。例え
ば、本発明をex vivoで行う場合には、アルブミン除去手段の中に個体の血液を通し、そ
の後続いて新鮮なアルブミンがそれに添加される。これは同一の装置の異なるパーツによ
り達成しうる。これとは別に、新鮮なアルブミンの添加を別個に行ってもよい。通常は、
新鮮なアルブミンの添加を、患者の血液からのアルブミンの除去後に行う。
【００３９】
　本明細書に記載する更なる研究において、本発明者らは、エンドトキシンが肝疾患を有
する患者の血液中の成分であり、そのような患者の予後（例えば、感染または臓器不全に
かかりやすいこと、死亡のリスク、ならびに免疫抑制のようなある種の治療法に対する潜
在的応答性）と関連しうることを明らかにした。
【００４０】
　本発明者らは、これらの予後因子が肝疾患を有する個体の血液中の好中球の活性化に関
連しており、そうした活性化が個体の血漿中の伝播性因子の存在と関係しうることを見出
した。かくして、高度の好中球活性化を有する個体からの血漿は、正常な好中球の活性化
レベルを上げる能力がある。
【００４１】
　本発明者らはさらに、同様の効果が正常好中球をエンドトキシンと接触させることによ
って得られること、また、高度の好中球活性化を有する個体の血液からエンドトキシンを
取り除くと、その血液中の好中球の活性化レベルを下げられることを見出した。したがっ
て、エンドトキシンの除去は、好中球が活性化状態にある肝疾患の患者の治療に有用であ
ると考えられる。正常な好中球機能を回復させることによって、そうした個体が感染と戦
う能力を向上させることができると考えられる。
【００４２】
　したがって、本発明はまた、患者の血液からエンドトキシンを取り除くことに関する。
アルブミンの除去は解毒の問題に対処しており、エンドトキシンの除去は低下した免疫応
答の更なる問題に関係している。これら2つの手法を単一の装置または方法で組み合わせ
ることによって、格段に有効な肝疾患の治療が達成される。
【００４３】
　好ましくは、血液からエンドトキシンを取り除くための手段はエンドトキシンを選択的
に除去するものである。すなわち、血液中の他の物質に優先してエンドトキシンが取り除
かれる。血液から取り除かれるエンドトキシンの量は、他の血液成分の取り除かれる量よ
りもかなり多いことが好ましい。例えば、この態様で取り除かれた成分の99重量％より多
くがエンドトキシンである。この態様で取り除かれた成分の98％より多く、95％より多く
、90％より多く、80％より多く、70％より多く、60％より多く、または50％より多くがエ
ンドトキシンである。
【００４４】
　エンドトキシンを取り除く手段は、血液からエンドトキシンを選択的に除去することが
できれば、どのような手段であってもよい。
【００４５】
　一態様においては、エンドトキシンと結合するリガンドを用いて、エンドトキシンを選
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択的に除去する。前記リガンドは、エンドトキシンと結合するどのような分子でもよい。
例えば、抗エンドトキシン抗体、LPS結合タンパク質、ポリミキシンB、ポリエチレンイミ
ン、アルギニンリガンドおよび種々のペプチドはエンドトキシンと結合することが知られ
ている。リガンドはエンドトキシンと特異的に結合する抗体または他の親和性リガンドで
ありうる。例えば、リガンドはエンドトキシンと特異的に結合する抗体である。一般的に
、エンドトキシンと特異的に結合するリガンドは、上で説明したように血液からエンドト
キシンを選択的に取り除くことができるリガンドである。例えば、リガンドは血液の他の
成分とよりも強くエンドトキシンと結合する能力がある。そのリガンドはエンドトキシン
に特異的なエピトープと結合する抗体であってよい。リガンドはいくつかの分子（それぞ
れがエンドトキシンと結合する）の組合せであってもよく、例えばエンドトキシン分子の
異なる部分または異なるエンドトキシンと結合する分子の組合せでありうる。リガンドは
ポリクローナル抗体またはエンドトキシン分子の多数のエピトープもしくは異なるエンド
トキシンと結合する抗体の混合物でもよい。
【００４６】
　抗体はエンドトキシン分子の特定のエピトープに対して誘導することができる。適当な
抗体の種類は、アルブミンに関して上述したような、どのような種類の抗体でもよく、例
えば抗体フラグメントであってよい。
【００４７】
　エンドトキシンと結合する抗体は、例えばアルブミン結合抗体に関して上述したような
、いずれかの方法で作製することができる。得られた抗体を単離し、必要であれば精製す
る。
【００４８】
　抗体または他のリガンドは、それに特異的なタンパク質と優先的にまたは高い親和性で
結合するが、他のタンパク質とは実質的に結合しないか低い親和性でしか結合しない場合
、そのタンパク質と「特異的に結合する」とされる。すなわち、それは他の血液成分（血
液中の他のタンパク質など）と結合するよりも強くエンドトキシンと結合する。結合の特
異性は、それがエンドトキシンの異なる形態と結合するようなものでありうる。好ましく
は、それは他の血液成分よりも高い親和性でさまざまな形態のエンドトキシンと結合する
。
【００４９】
　リガンドを用いてエンドトキシンの除去を行う場合には、そのリガンドを固相支持体に
結合させた状態で提供することができる。そうした固相支持体にリガンドを固定化させて
もよい。適当な固相支持体はアルブミン結合性リガンドに関して上述したとおりである。
【００５０】
　したがって、本発明によりエンドトキシンを取り除くための手段は、エンドトキシンと
結合することができるリガンドを結合または固定させてある固相支持体を含むか、または
そのような固相支持体から構成される。エンドトキシンを取り除くための手段は、血液を
通すことができる容器を含むか、またはそのような容器から構成される。したがって、そ
の容器には入口と出口がある。入口と出口は、容器の中を通過している血液が本明細書に
記載する固相支持体と接触するように位置づけられる。好ましくは、血液と固相支持体の
間の接触面積を最大限にするように前記手段を設計または選択する。当技術分野ではその
ような設計がいろいろ知られている。例えば、前記手段として、ビーズ（このビーズにア
ルブミンに対するリガンドが固定される）を充填したカラムまたはフィルター床がある。
【００５１】
　別の態様では、血液からエンドトキシンを物理的に除去するのではなく、個体に薬剤を
投与してエンドトキシンレベルを低下させることができる。例えば、血中のエンドトキシ
ンを取り除く代わりに、機能的に中和するのである。エンドトキシンの中和方法は当技術
分野でいろいろ知られている。これは、エンドトキシンの活性を選択的に取り除くまたは
中和することができる薬剤を個体に投与することを含む。それはエンドトキシンの除去を
助ける宿主の免疫系に依存しうる。例えば、適当な薬剤がエンドトキシンと結合し、個体
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の免疫系にこのエンドトキシン-薬剤複合体を血液から排出させる。循環エンドトキシン
レベルを低下させる各種薬剤が知られており、例えば、抗エンドトキシン抗体、アルブミ
ンおよびLPS結合タンパク質、LPS中和CD14抗体などがある。
【００５２】
　エンドトキシンの除去に用いる個々の手段に応じて、他の血液成分をエンドトキシンと
一緒に取り除くことができる。例えば、いくつかのエンドトキシン除去方法は血液から他
のトキシンをも取り除くことが可能である。このことは患者にとって都合がよい。いくつ
かのエンドトキシン除去方法は血液中に残存することが望ましい他の血液成分を取り除い
てしまうこともある。その場合には、エンドトキシンと一緒に取り除かれた血液成分を個
体の血液に戻すことができる。戻される成分は、取り除いたエンドトキシン混合物から精
製してもよいし、個体に由来するものではない新鮮な同等成分と取り替えてもよい。
【００５３】
　サンプルからエンドトキシンを取り除くための各種手法が当技術分野ではすでに記載さ
れている。例えば、EP-A-0 129 786には、血液からエンドトキシンを除去するための、ポ
リスチレン繊維に共有結合で固定されたポリミキシンBの使用が記載される。Falkenhagen
ら (Artificial Organs (1996) 20:420) は、ポリエチレンイミンをコーティングしたビ
ーズを用いて血漿からエンドトキシンを除去することを記載している。WO 01/23413号に
は、血液や血漿からエンドトキシンを選択的に取り除くために用いる、高度の分散性を有
するオリゴペプチドが記載されている。米国特許第5,476,715号には、サンプルからエン
ドトキシンを取り除くための材料であって、アクリル酸とメタクリル酸とのポリマーから
作られた、特定の粒子サイズとスペースを有する多孔質キャリアーからなる材料が記載さ
れている。Staubachら (Transfusion and Apheresis Science (2003) 29: 93-98) は、固
定化アルブミンに基づいたエンドトキシン吸着のための装置を記載している。こうして、
サンプルからエンドトキシンを除くために使用できると考えられる方法が数多く利用可能
である。これらの方法はどれも本発明に従って使用することができるか、または本発明に
従って使用するために適合させることができる。当業者であれば、適当な方法とその使用
条件を選択することができるだろう。
【００５４】
　本発明の装置または方法は、好ましくは、循環血中エンドトキシンレベルを著しく低下
させるのに有効である。例えば、かかる装置または方法は、個体の血中エンドトキシンレ
ベルを少なくとも25％、少なくとも50％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも
90％、少なくとも95％、少なくとも99％またはそれ以上、低下させることができる。
【００５５】
　本発明のこれら2つの特徴を合わせることもできる。アルブミンは血中のエンドトキシ
ンと結合する能力がある。したがって、アルブミンの除去はアルブミンに結合している一
部のエンドトキシンの除去にもつながる。さらに、個体における正常アルブミンのレベル
を高めることによって、再度、血中のアルブミンが循環エンドトキシンと結合できるよう
になり、血中の遊離エンドトキシンのレベルを低下させる可能性がある。しかし、この方
法で達成されるエンドトキシン低下の量は比較的少ないので、本発明では、(a)アルブミ
ンを除去する手段と(b)エンドトキシンレベルを低下させる手段とを別々に利用すること
が好ましい。このアルブミン除去および/または交換の効果はエンドトキシンを低下させ
る他の手段を補足し、また、個体の血中に残存するエンドトキシンを「拭い去る（mop up
）」のに役立つと考えられる。
【００５６】
　これらの知見に基づいて、本発明者らは、肝疾患を有する個体の治療に使用するための
新規な方法および装置を開発した。これらは肝疾患を有する個体の血液からアルブミンと
エンドトキシンの両方を取り除くように機能する構成要素の組合せを含んでなる。
【００５７】
　特に、本発明者らは、個体の血液からアルブミンを選択的に取り除く手段と、個体の血
液からエンドトキシンを選択的に取り除く手段とを含んでなる、肝疾患を有する個体の治
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療に使用するための装置を開発した。好ましくは、これらは2つの別個の手段であり、各
手段がこれらの効果の一方を達成するようになっている。この装置はまた、個体の血液に
、その個体に由来するものではない新しいアルブミンを供給するための手段を含んでいて
よい。
【００５８】
　したがって、そのような装置を使用することによって、結果的に、個体の血液からアル
ブミンが取り除かれ、個体の血中エンドトキシンレベルが低下し、場合によっては個体の
血液に新しいアルブミンが導入される。このことはさまざまな面で治療上有用である。個
体の血液からの内在性アルブミンの除去は、アルブミンに結合した不必要なトキシンを除
去し、また、血液から異常な修飾型アルブミンを除去することにもなる。そうした修飾型
アルブミンは機能的能力が低下している。取り除かれたアルブミンを新鮮なアルブミンと
取り替えるために、新しいアルブミンを任意で導入してもよい。新鮮なアルブミンはアル
ブミン分子に結合したトキシンを含まないことが好ましく、また、新鮮なアルブミンは非
修飾型であることが好ましい。内在性アルブミンレベルが肝疾患の結果として低下してい
る場合は、それらを補充するために新鮮なアルブミンを血液に添加することも可能である
。最後に、肝疾患の個体の血液からエンドトキシンを取り除くことは、その個体の血中の
好中球の活性化レベルを低下させるのに役立つ可能性がある。この好中球活性化の低下は
、感染のリスク、臓器不全および死亡率の低下をもたらし、また、免疫抑制療法やステロ
イドもしくは抗生物質による治療に対する個体の応答性を改善することができる。
【００５９】
　こうして、本発明の方法および装置は、肝疾患に関連した複数の因子に対処して、いろ
いろな形で個体に恩恵をもたらす、肝疾患の治療への標的手法を提供する。
【００６０】
　したがって、一態様において、本発明は肝疾患を有する個体の治療に使用するための装
置に関する。この装置は、組み合わせてまたは別々に使用できるいくつかの構成要素を含
みうる。本発明の装置は、個体の血液からアルブミンを選択的に取り除くための手段およ
び個体の血液からエンドトキシンを選択的に取り除くための手段を含んでなるか、または
本質的に前記手段から構成される。
【００６１】
　本明細書に記載する手段はどれもアルブミンまたはエンドトキシンの除去に使用するこ
とができる。一態様では、前記装置の1つの構成要素がアルブミンとエンドトキシンの両
方の除去に用いられる。そのような構成要素は典型的にはアルブミン除去手段とエンドト
キシン除去手段の両方を含むものである。例えば、アルブミンとエンドトキシンの両方を
特異的リガンドへの結合によって除こうとする場合には、アルブミンに特異的な1種以上
のリガンドとエンドトキシンに特異的な1種以上のリガンドを前記装置の同一の構成要素
において一緒に使用する。例えば、前記装置はこれら2種類のリガンドが固定されている
固相支持体を含むカラムまたはフィルター床のような、単一の容器を含んでなる。これら
のリガンドは異なる支持体に固定させても、同一の支持体に固定させてもよい。こうして
、アルブミンとエンドトキシンを個体の血液から同時に取り除くことが可能である。
【００６２】
　これとは別に、前記装置はアルブミンとエンドトキシンを取り除くための別個の手段を
備えていてもよい。前記装置はアルブミンを取り除くことができる2以上の手段および/ま
たはアルブミンを取り除くことができる2以上の手段を含みうる。
【００６３】
　前記装置は更なる構成要素を含むことができ、例えば、新しいアルブミン（すなわち、
個体に由来するものではないアルブミン）を血液に供給するための手段を含む。前記装置
はex vivoで使用するためのものでありうる。例えば、前記装置を設計する際には、個体
からの血液がその装置を通過して、個体の体内に戻る前にアルブミン除去とエンドトキシ
ン除去を達成するように設計する。
【００６４】
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　考えられる2つの装置を図11に例示する。所望の効果を達成するために、いくつかの異
なる構成要素をさまざまな組み合わせで使用しうることが本明細書の記述および図11に例
示した2つの装置から明らかであろう。
【００６５】
　図11の最初に示した装置の構成要素は次のとおりである：
1.　アルブミンをトラップする手段。アルブミントラップは患者の血液からアルブミンを
選択的に取り除くものである；
2.　トキシンを除くためにアルブミンの透析を実施する手段。例えば、アルブミンの交換
を可能にするための大孔径メンブレン（50kDaより大きい）の使用は、患者アルブミンを
「クリーニング」フィルターと相互作用させることにより改善されたトキシンの除去を可
能にする。これはまた、患者アルブミンがフィルターを横切ってアルブミン透析液と交換
されるので、患者アルブミンの除去を可能にする；
3.　アルブミンをクリーニングするためのフィルター；
4.　エンドトキシンを除去する構成要素；
5.　新しいアルブミンの注入。
【００６６】
　図11の2番目に示した装置の構成要素は次のとおりである：
1.　細菌性リポ多糖トラップ。これは患者の血液からLPS/エンドトキシンを取り除く手段
である；
2.　トキシンを除くためにアルブミンの透析を実施する手段。例えば、図11の最初に示し
た装置について述べたとおり；
3.　アルブミンをクリーニングするためのフィルター；
4.　アルブミン交換手段。例えば、患者アルブミンを取り除き、それを新鮮なアルブミン
と取り替えるための拡散勾配；
5.　新しいアルブミンの注入。
【００６７】
　本発明はまた、本発明の装置を用いることによる肝疾患の治療方法に関する。例えば、
個体からの血液を本発明の装置に接触させて、アルブミンとエンドトキシンが血液から取
り除かれ、また場合によっては、個体に由来するものではないアルブミンが血液に供給さ
れるようにする。この方法をex vivoで実施して、その後血液を個体に戻してもよい。
【００６８】
　本発明は肝疾患を有する個体の治療方法に関する。この方法は次のステップを含むか、
本質的に次のステップからなる：(a)個体の血液からアルブミンを取り除くステップ、お
よび(b)個体の血中のエンドトキシンレベルを低下させるステップ。これは本明細書に記
載するいずれかの方法または手段により達成される。この方法はex vivoで実施すること
ができる。ステップ(a)は透析を用いて達成しうる。ステップ(a)はアルブミンと特異的に
結合することができるリガンドを用いて達成しうる。ステップ(b)は血液からエンドトキ
シンを直接取り除くことにより達成される。ステップ(b)はエンドトキシンと特異的に結
合するリガンドを用いて達成しうる。ステップ(b)は、血中エンドトキシンレベルを低下
させることができる治療上有効な量の薬剤を個体に投与することによっても達成しうる。
本明細書に記載するステップ(a)方法とステップ(b)方法のどのような組合せを用いてもよ
い。場合によっては、前記方法は個体に由来するものではないアルブミンを個体の血液に
導入するステップをさらに含む。
【００６９】
　本発明はさらに、血液（肝疾患を有する個体由来のものである）からアルブミンとエン
ドトキシンを選択的に取り除くことにより血液を体外的に処理する方法に関する。この方
法は本明細書に記載するいずれかの適当な手段により達成され、個体に由来するものでは
ないアルブミンを血液に添加する追加のステップを含んでいてもよい。この方法で処理さ
れた血液は治療目的のために個体に戻されるか、別の目的のために使用される。例えば、
別の個体に輸血する前に、血液をこの方法で処理してもよい。
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【００７０】
　本発明により治療される個体は肝疾患のある個体である。肝不全は肝疾患の最終段階で
ある。肝不全は発症の急速性に応じていくつかのタイプに分けられる。急性肝不全は急速
に発症するが、慢性肝不全は発症までに何ヶ月も何年もかかる。定義によれば、脳障害が
現れるほど肝臓が病気に冒されているか肝機能が低下している場合に肝不全が生じる。進
行性の肝疾患はどれも肝不全を引き起こしうる。例としては、アセトアミノフェンの毒性
、肝硬変、ウイルス性肝炎、および転移性肝癌が挙げられる。肝疾患の他の徴候、例えば
黄疸、腹水、肝性口臭、血液凝固障害などは、肝臓がその正常な生理的義務を果たす上で
トラブルを抱えていることを示すが、精神状態の変化が現れるまではそれを肝不全と呼ば
ない。
【００７１】
　肝疾患の患者の予後は、その症状が多くの原因によるため、推測するのが困難である。
【００７２】
　したがって、治療すべき個体は、肝臓が代償不全である個体または肝性脳症の症状を示
す個体でありうる。個体の肝臓が代償期にあるものでもよい。個体は慢性肝疾患を有する
者でもよい。個体は、例えばアルコール性肝炎を併発したまたは併発していない、肝硬変
を有する者でもよい。個体は急性肝不全を有する者でもよい。個体は肝性脳症を有する者
でもよい。
【００７３】
　急性および慢性肝疾患の発症は生体異物に起因しうる。例えば、そのような個体は、肝
損傷を引き起こす化学薬品、薬物またはその他の物質に曝されたことがある者である。個
体は、肝損傷を引き起こすような、店頭販売された薬物、処方された薬物、または「耽溺
性があり乱用される」薬物に対する反応を有する者でもよい。個体は、Rezulin（商標）
（トログリタゾン；Parke-Davis社）、Serzone（商標）（ネファゾドン；Bristol-Myers 
Squibb社）、または肝損傷を引き起こすと考えられるその他の薬物を摂取していた者であ
ってもよい。個体は、特定の薬物を過剰量摂取したか、または肝損傷を引き起こしうる薬
物の推奨投与量を超過した者であってもよい。例えば、個体は、過剰量のパラセタモール
を摂取した者である。個体は、例えばその仕事場などで、肝損傷を引き起こしうる化学薬
品に曝された者でもよい。例えば、個体は工業または農業分野でそのような化学薬品に曝
露された者である。個体は、肝損傷を引き起こしうる化合物を含む植物を摂取した者でも
よく、特に、これは個体が草食動物のような動物の場合に当てはまる。例えば、個体はオ
グルマ（ragwort）のようなピロリジジンアルカロイドを含む植物を摂取した者である。
個体は、肝損傷を引き起こすと考えられる環境毒素に曝された者であってもよい。
【００７４】
　薬物に関連する肝毒性は、急性肝疾患（急性肝不全）を伴う全症例の50％以上を占める
。アセトアミノフェン（パラセタモールおよびN-アセチル-p-アミノフェノールとしても
知られる）の毒性は、米国および英国における急性肝不全の最も一般的な原因である。ア
セトアミノフェンを治療用量またはやや過剰用量で服用する適量から大量の長期飲酒者に
は、重度の肝障害と、恐らくは急性肝不全のリスクがある。飲酒によってアセトアミノフ
ェンの毒性効果が増強される。また、特異体質性薬物毒性も急性肝不全の一因となる。特
異体質性薬物毒性は、個体が薬理学的に異常な方法で薬物に応答する過敏性反応であると
考えられる。この異常な反応が急性肝不全をもたらす可能性がある。
【００７５】
　急性肝不全または慢性肝疾患は病原性生物の感染によっても引き起こされる。例えば、
肝疾患はウイルス感染に起因しうる。特に、個体は肝炎を引き起こすウイルスに感染して
いるか、または感染していた者である。個体は慢性ウイルス性肝炎を有する者でもよい。
ウイルスは、例えば、B型、C型、またはD型肝炎ウイルスである。場合によっては、特に
個体がウイルス性肝炎を有する場合、その個体はHIV-IまたはIIにも感染している可能性
がある。個体はAIDSでありうる。個体が肝疾患を引き起こす他の生物（特に、その生活環
のある時期に肝臓に存在する生物）に感染していたか、または感染していることが考えら
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れる。例えば、個体は肝吸虫を保有するか、または保有していた者である。
【００７６】
　個体は、慢性肝疾患を引き起こすか、またはそのリスクを高める遺伝的疾患を有する者
でありうる。例えば、個体は肝ヘモクロマトーシス、ウイルソン病またはα1-アンチトリ
プシン欠損症の1つ以上を有する者である。個体は、肝線維症の可能性を高めるような、
肝臓におけるある種の構造または機能異常を引き起こす遺伝的障害を有する者でもよい。
個体は、肝臓に損傷を与え、それゆえに肝線維症の一因となりうる自己免疫障害を発症す
るような遺伝的素因を有する者でもよい。
【００７７】
　慢性肝疾患はアルコール誘導性でありうる。治療すべき男性または女性はアルコール中
毒であるか、またはアルコール中毒であった者である。その男性または女性は、平均50単
位以上のアルコール/週、60単位以上のアルコール/週、75単位以上のアルコール/週、さ
らには100単位以上のアルコール/週を摂取しているか、または摂取していた者である。そ
の男性または女性は、平均100単位までのアルコール/週、150単位までのアルコール/週、
さらには200単位までのアルコール/週を摂取しているか、または摂取していた者である。
1単位のアルコールの測定量は国ごとに相違する。ここで、英国標準に従うと1単位は8グ
ラムのエタノールに等しい。
【００７８】
　その男性または女性は、そのようなレベルのアルコールを5年以上、10年以上、15年以
上、または20年以上にわたり摂取していた者でありうる。個体は、このようなレベルのア
ルコールを最長10年間、最長20年間、最長30年間、さらには最長40年間摂取していた者で
ありうる。アルコール誘導性肝硬変の場合には、個体は、例えば、25歳以上、35歳以上、
45歳以上、さらには60歳以上の年齢でありうる。
【００７９】
　個体は男性または女性のいずれでもよい。女性は男性よりアルコールの有害作用を受け
やすいと考えられる。女性は男性より短い時間枠で、しかもより少ない量のアルコールか
らアルコール性慢性肝疾患を発症する傾向がある。女性の方がアルコール性肝損傷を受け
やすいとする理由を説明する単一の要因はないようだが、アルコール代謝に及ぼすホルモ
ンの影響が重要な役割を果たしていると考えられる。
【００８０】
　このように、個体はアルコール性肝炎を患う者でありうる。アルコール性肝炎は、異常
な検査結果が疾患の唯一の指標である軽度の肝炎から、黄疸（ビリルビン滞留によって起
こる皮膚の黄染）、肝性脳症、腹水、出血性食道静脈瘤、異常な血液凝固、および昏睡な
どの合併症を伴う重篤な肝機能不全まで広範囲に及ぶ。
【００８１】
　個体は、肝損傷を起こすことが知られている多くの他の病状、例えば、原発性胆汁性肝
硬変、自己免疫性慢性活動性肝炎、および/または住血吸虫症（寄生虫感染）の1つ以上を
有する者でありうる。個体は胆管遮断を有するか、または有していた者でもよい。場合に
よっては、肝疾患の根本原因が不明であってもよい。例えば、個体は原因不明の肝硬変を
有すると診断された者である。したがって、その個体は本明細書に記載した病状のいずれ
かを有する疑いがある。
【００８２】
　急性肝不全および肝性脳症のような肝疾患の診断方法は当技術分野でよく知られており
、特に、当分野の臨床医や獣医には周知である。好ましくは、個体は、例えば医療または
獣医療専門家により、肝疾患および肝性脳症を有すると診断された者である。個体は、肝
疾患に伴う1以上の症状、例えば黄疸、腹水、皮膚の変化、体液滞留、爪の変化、あざが
できやすい、鼻血、食道静脈瘤のうち1以上を示す者であり、また、雄性個体では乳房腫
大を有する者でもよい。個体は消耗、疲労、食欲喪失、吐気、衰弱および/または体重減
少を示す者でありうる。個体はまた、肝性脳症に伴う1以上の症状、例えば錯乱、見当識
障害、痴呆、昏迷、昏睡、脳浮腫、多臓器不全（呼吸不全、心血管不全、もしくは腎不全
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）、筋硬直/筋固縮、発作、または言語障害のうち1以上を示す者でありうる。治療対象の
個体は、肝疾患を治療するための他の薬物を服用していても、服用していなくてもよい。
治療対象の個体は肝性脳症を発生するリスクがある者でもよい。
【００８３】
　肝疾患は、超音波のような技術を含む物理的検査で確認されたものであっても、これか
ら確認されるものでもよい。線維症、壊死細胞、細胞の変性および/または炎症、ならび
に、肝疾患に特有のその他の特徴の形成を見つけるために、肝生検材料を採取されたこと
があってもよい。個体において肝機能が損傷されているか否かを決定するために、個体の
肝機能を評価されたことがあってもよい。肝疾患の性質および根本原因を特性解析するこ
ともできる。肝疾患の原因物質に対するあらゆる曝露歴を調べることもできる。
【００８４】
　治療対象の個体は、肝性脳症エピソードのリスクがある者、例えば、肝移植の待機患者
、手術および/または門脈圧亢進症の患者でありうる。肝性脳症エピソードのリスクがあ
る者とは、肝性脳症エピソードを患ったことがないか、または長期間（約12週間以上）に
わたり肝性脳症エピソードを患ったことはないが、肝性脳症エピソードのリスクを生み出
す障害または病状を有する者である。肝性脳症エピソードとは、肝疾患または肝機能不全
を有する患者に脳機能不全が存在することを特徴とする臨床症状である。肝性脳症におけ
る精神障害は、主な影響がクォリティー・オブ・ライフの低下である最も軽度のものから
、昏睡、そして最終的には死に至る重篤なものまで広範囲に及ぶ。
【００８５】
　本発明の方法が実施される個体は、肝移植患者、再潅流障害（例えば、肝移植後の移植
片における障害）を患う個体、または多臓器不全を発症するリスクがあるか、もしくは発
症している患者でありうる。
【００８６】
　エンドトキシンのレベルを、個体に投与する薬剤を用いて低下させる場合には、その薬
剤をさまざまな剤形で投与することができる。こうして、薬剤は経口的に、例えば錠剤、
トローチ剤、ロゼンジ剤、水性もしくは油性懸濁液剤、分散性粉剤または顆粒剤として投
与することができる。薬剤はまた、非経口的に投与することもでき、皮下、静脈内、筋内
、胸骨内、経皮、または注入法のいずれかにより投与される。また、薬剤を座薬の形で投
与してもよい。医師は、特定の患者各々に必要な投与経路を決定することができる。
【００８７】
　薬剤の製剤化は、薬剤そのものの性質、意図する用途が医薬用なのか獣医薬用なのか、
などの要因に左右される。肝疾患の治療に用いられる薬剤は、同時使用、個別使用または
逐次使用として製剤化することができる。
【００８８】
　薬剤は一般に、本発明では製薬上許容される担体または希釈剤を用いて、投与のために
製剤化される。製薬用の担体または希釈剤は例えば等張液である。固体の経口製剤は活性
化合物と一緒に、例えば、下記の物質を含むことができる：希釈剤、例えばラクトース、
デキストロース、サッカロース、セルロース、トウモロコシデンプンまたはジャガイモデ
ンプン；滑沢剤、例えばシリカ、タルク、ステアリン酸、ステアリン酸マグネシウムまた
はステアリン酸カルシウム、および/またはポリエチレングリコール；結合剤、例えばデ
ンプン、アラビアガム、ゼラチン、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロースまた
はポリビニルピロリドン；崩壊剤、例えばデンプン、アルギン酸、アルギン酸塩またはデ
ンプングリコール酸ナトリウム；飽和剤；色素；甘味剤；湿潤剤、例えばレシチン、ポリ
ソルベート、ラウリル硫酸塩；ならびに、一般に、医薬製剤に用いられる無毒かつ薬理学
的に不活性の物質。このような医薬製剤は公知の方法、例えば混合、顆粒化、錠剤化、糖
コーティング、またはフィルムコーティングなどの各種方法により製造することができる
。
【００８９】
　経口投与用の分散液剤は、シロップ剤、乳剤または懸濁液剤でありうる。シロップ剤は
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担体として、例えばサッカロース、あるいはグリセリンおよび/またはマンニトールおよ
び/またはソルビトールを加えたサッカロースを含有しうる。
【００９０】
　懸濁液剤および乳剤は担体として、例えば天然ガム、寒天、アルギン酸ナトリウム、ペ
クチン、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、またはポリビニルアルコール
を含有しうる。筋内注射用の懸濁液剤または溶液剤は、活性化合物と一緒に、製薬上許容
される担体、例えば滅菌水、オリーブ油、オレイン酸エチル、グリコール、例えばプロピ
レングリコールを含んでもよく、所望の場合には、適量の塩酸リドカインを含有させても
よい。
【００９１】
　静脈内投与または注入用の溶液剤は担体として、例えば滅菌水を含み、それらは無菌の
等張生理食塩水の形態であることが好ましい。
【００９２】
　薬剤の用量は各種パラメーターに従って、特に用いる物質；治療しようとする患者の年
齢、体重および症状；投与経路；ならびに必要とされる治療計画に応じて決定することが
できる。
【００９３】
　この場合も、医師は個々の患者のために必要な投与経路および用量を決定することがで
きよう。典型的な1日用量は、特異的阻害剤の活性、治療しようとする個体の年齢、体重
および症状、退化のタイプおよび重症度、ならびに投与の頻度および経路に応じて、体重
1kg当たり約0.1～50mgである。好ましくは、1日用量のレベルは5mg～2gである。
【００９４】
　本明細書に記載するあらゆる刊行物および特許出願は、本発明が関わる分野の当業者の
水準を示すものである。
【００９５】
　あらゆる刊行物および特許出願は、個々の刊行物または特許出願の各々が具体的かつ個
別に参照として含まれるのと同じ程度に、参照として本明細書に含めるものとする。
【００９６】
　理解しやすくする目的で、説明および例を用いて本発明をある程度詳細に記述してきた
が、当業者には、添付の特許請求の範囲内で特定の変更および修飾が可能であることが明
らかであろう。
【００９７】
　以下の実施例により本発明を説明する。
【００９８】
（実施例）
【実施例１】
【００９９】
肝硬変の患者におけるアルブミン試験
　この試験の目的は、肝疾患の重症度が増しているときのアルブミンの機能性の定性的評
価を、スピンラベルおよび電子常磁性共鳴（EPR）分光法を用いて行うことであった。ア
ルブミン用のスピンラベルとして16-ドキシルステアリン酸（SL）を健常ボランティア（
対照、n＝5）、安定して十分に代償性の肝硬変被験者（肝硬変、n＝5）、および急性また
は慢性肝不全の患者（ACLF、n＝10）から採取した血漿サンプルに添加した。5人の患者を
分子吸収再循環システム（MARS、4セッション）で治療し、また5人を標準的な薬物療法で
治療した。測定は7日間のMARSの前後に行った。その後、ラベルした血漿サンプルにエタ
ノールの一定分量を添加し、それぞれの添加後にEPRスペクトルを記録した。記録したス
ペクトルの解析により、アルブミンの立体配座および結合特性に関する情報を得た。測定
した各パラメーターについて、患者のアルブミンは、健常対照ボランティア由来のアルブ
ミンよりも機能的能力が低いことがわかった。肝不全においては、更なる機能の低下が見
られた。アルブミン状態の変化はMARS治療法の後にまったく認められなかった。
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【０１００】

【０１０１】
　この試験の結果から、患者のアルブミンは構造および機能がひどく損傷されており、肝
不全ではより悪化していることが明確に示された。これらの患者は一般に血漿アルブミン
濃度の低下を伴っており、こうした要因の組合せによって機能的能力が極端に低くなるだ
ろう。MARSはアルブミン結合型トキシンを取り除くことが分かったが、患者のアルブミン
の質の悪さという根本問題を解決するには至らない。
【０１０２】
　この同じグループの患者において、虚血性修飾アルブミン（IMA）の存在についても血
漿サンプルを試験した。IMAは、アルブミンが金属原子と結合する能力を調べることによ
り測定される。機能性アルブミンでは金属結合機能が高いが、酸化的ストレス（虚血と再
潅流の間に発生しうる）の後では、タンパク質の構造が損傷を受けて金属結合能力が低下
する。
【０１０３】
　本発明者らの患者グループでは、IMAの量（血漿アルブミン含有量に対する量、図1参照
）が健常対照被験者と比較して肝疾患の患者で有意に増加している（p＜0.001）ことが見
出された。有意な増加は安定した肝硬変被験者とACLF被験者間にも見られ、ここでも、更
なるアルブミンの損傷が次第に高まる疾患の重症度と関連することを示している。
【０１０４】
　IMA形成中に生じる正確なタンパク質修飾は今もなお研究対象となっているが、その領
域はN末端の20アミノ酸残基内にあると確認されている。このことは、その領域が上記のE
PRラベリング法を用いて試験し同定された脂肪酸結合部位と明らかに相違するので、興味
深いことである。また、このことは、重症の肝疾患に関連した翻訳後修飾プロセスがいく
つも存在することを示している。
【実施例２】
【０１０５】
好中球機能試験
　この試験の目的は、アルコール性肝炎患者において基本的な好中球機能（酸化的バース
トおよび食作用）を系統的に試験し、それと感染率、臓器不全および生存率との関係を検
討することであった。ex vivo試験で、本発明者らは、好中球機能の欠損が体液性因子に
よるものであるのか、また、血漿からのエンドトキシンの除去が患者の好中球機能を回復
させるのか、について検討した。
【０１０６】
　細胞を用いる実験では、全血または単離した好中球（および患者の血漿）を用いてPhag
oburst（登録商標）またはPhagotest（登録商標）アッセイ（Orpegen Pharma社、ドイツ
、ハイデルベルグ）を行った。すべての実験に対して、無菌的に作業を行い、かつエンド
トキシンフリーの器具を用いることによって、エンドトキシン汚染を避けるように細心の
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注意を払った。
【０１０７】
方法
　患者選別
　すべての患者またはその親族からインフォームド・コンセントをとりつけ、また、この
試験の承認を地域倫理委員会から受けた。アルコール性肝硬変の理由で入院した患者を、
経頸静脈的肝生検が臨床的に必要とされる時に、この試験に向けてスクリーニングした。
患者がだんだんひどくなる黄疸、腹水、または肝性脳症グレード1もしくは2により証明さ
れるアルコール性肝硬変の急性代償不全で入院した場合に、それらの患者をこの試験に参
加させ、感染の微生物学的証拠（尿、血液、痰および腹水の一般的培養）が存在するかど
うかは問わなかった。患者が＜18才または＞75才であり、臓器不全（強心薬の必要性、腎
不全－クレアチニン＞150、肝性脳症グレード3もしくは4、機械的人工換気の必要性、重
症の心機能不全）、低ナトリウム血症、肝/肝外の悪性疾患、3日以内の胃腸出血の証拠を
有する場合、または患者がこの試験に入る前に何らかの免疫調節療法を受けた場合には、
それらの患者を除外した。
【０１０８】
　試験デザイン
　関連した電解質異常または血液量減少を修復したあと、血液サンプルを採取して、一般
的な生化学、好中球機能、サイトカインプロファイル、およびチオバルビツール酸（T-BA
RS/修飾MDA）検出のために使用した。患者および健常ボランティアから末梢静脈血をパイ
ロジェンフリーのチューブ（BD Vacutainer、リチウム-ヘパリン、60U/チューブ、Beckto
n and Dickinson社、英国、Plymouth）に無菌的に採取した。細胞を用いる実験では、血
液を室温に保ち、血漿を回収するために血液をすぐに氷上に置いた。遠心分離後、血漿を
パイロジェンフリーの条件下でエンドトキシンフリーのcryotube（Corning社、ニューヨ
ーク州コーニング）に分注し、更なる分析まで－80℃で保存した。100μLの全血または50
μLの単離好中球および50μLの血漿を用いてPhagoburst（登録商標）またはPhagotest（
登録商標）を行った。すべての実験に対して、無菌的に作業を行い、かつエンドトキシン
フリーの器具を用いることによって、エンドトキシン汚染を避けるように細心の注意を払
った。ビリルビン、アルブミン、肝機能検査、凝固パラメーター、総血球数、およびC反
応性タンパク質（CRP）をルーチンな方法で評価した。Maddreyの判別関数（discriminant
 function）およびPughスコアを計算した。患者は将来を見越して90日間にわたり追跡し
た。臓器機能不全の発症および死亡を記録した。血液培養物のスクリーニングを定期的に
行い、大半の患者においてプレゼンテーションの時に予防用の抗生物質を使うことが我々
研究班の方針であった。
【０１０９】
　好中球
　好中球は、全血アッセイ（以下に記載する）で、またはワンステップ勾配遠心（結果の
項に示したとおり、付属書類参照）による単離後に、いずれかで検討した。
【０１１０】
　好中球活性化（酸化的バースト）および食作用：　Phagoburst（登録商標）キット（Or
pegen Pharma社、ドイツ、ハイデルベルグ）を用いて、オプソニン化された大腸菌による
刺激の存在下で、または刺激の非存在下で、反応性酸化体を生成する好中球の割合をメー
カーの説明書に従って決定した。Phagotest（登録商標）（Orpegen Pharma社、ドイツ、
ハイデルベルグ）では、食作用を示す好中球の全体からみた割合と、個々の細胞の食作用
活性とを、FITC標識しオプソニン化された大腸菌を用いて測定した（付属書類参照）。好
中球は特徴的な前方散乱光と側方散乱光（図2）にゲーティングし、その後CD16陽性細胞
－FITC陽性細胞の割合（食作用を行う好中球の割合に相当する）および蛍光強度の幾何平
均（GMFI）（1個の細胞が飲み込む細菌の数に相当する）を解析した。細菌のバッチごと
の差によるバラツキをなくすため、これらの結果を、用いた細菌の新しいバッチにつき少
なくとも3つの健常対照サンプルの平均に対して標準化した。サンプルは3回または2回反
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復して解析した。
【０１１１】
　エンドトキシンとのインキュベーション
　エンドトキシン（大腸菌0111:B4 ロット085K4068、Sigma Aldrich社、米国ミズーリ州
セントルイス）は1mg/mlの原液として調製し、PBSを用いて表示濃度にそのつど希釈した
。全血を水浴中37℃でそれぞれのエンドトキシン濃度と共に1時間インキュベートし、そ
の後Phagotest（登録商標）またはBursttest（登録商標）を行った。
【０１１２】
　患者のカラムからのエンドトキシンの除去
　Detoxigelの使用：　細菌性リポ多糖のリピドA部分に結合するポリミキシンBが固定化
されているエンドトキシン除去ゲルを含むDetoxi-Gel（登録商標）Affinity-pack充填済
みカラム（Pierce Biotechnology社、イリノイ州ロックフォード）を用いて血漿サンプル
からエンドトキシンを取り除いた。100μLのこのエンドトキシンフリーの希釈血漿サンプ
ルを50μLの細胞懸濁液と共にインキュベートして、Bursttest（登録商標）またはPhagot
est（登録商標）を示されたとおりに行った（付属書類参照）。
【０１１３】
　CD14抗体の使用：　100μLの血漿と50μLのPBSを、5μLの抗ヒトCD14抗体（クローン11
D18、Immuntools社、ドイツ、Friesoythe）（LPSを中和することが知られている）と共に
60分インキュベートしてから、Phagotest（登録商標）またはBursttest（登録商標）を実
施した。
【０１１４】
　サイトカイン
　市販のセット（BioSource International社、ベルギー、Nivelles）を用いて、血漿TNF
α、sTNFαR1、sTNFαR2、IL-6およびIL-8を測定した。
【０１１５】
　マロンジアルデヒドおよびプロスタグランジンF2α
　マロンジアルデヒド（MDA）は当技術分野で知られた修飾チオバルビツール酸反応物質
アッセイを用いて測定した。遊離の8-イソプロスタンF2αは市販のEIAキット（Cayman Ch
emical社、ミシガン州アナーバー）により検出した。
【０１１６】
　統計
　2群の比較にはカイ二乗検定、ｔ検定、またはマン・ホイットニー（Mann-Whitney）検
定を適宜採用し、3群以上の比較にはANOVA検定をデータセットに関するTurkey（等分散）
またはDunnett C（非等分散）の事後解析と共に適宜採用した。診断の正確性を評価する
ために、受信者動作特性（ROC）曲線を作成し、曲線下の面積（AUROC）を算出した。ログ
ランク検定で生存の差を解析した。ピアソンの相関係数を用いて変数間の関係を評価した
。結果を平均±SEMとして示す。p＜0.05を有意とみなした。
【０１１７】
結果
　患者特性
　スクリーニングした72人の患者のうち、63人が参加した。改変NASHスコアリングシステ
ムを用いて、肝硬変のみと比較して顕著な炎症を有するもの（肝硬変＋AH）に患者を組織
学的に分類した。肝硬変＋AHの患者（n＝23）は、肝硬変のみの患者（n＝40）と比較して
、より高いMELDおよびPughスコア（p＜0.001）により証明されるように、より重篤な病気
であった。肝硬変＋AHの患者はまた、有意に高いCRP（p＜0.005）、白血球（p＜0.001）
、ビリルビン（p＜0.001）、およびプロトロンビン時間（p＜0.001）を有していた。患者
は対照者よりも高レベルのTNFα、IL6、IL8、sTNFαR1、sTNFαR2、MDAおよびプロスタグ
ランジンF2αを示した。肝硬変＋AHの患者はIL6、IL8およびsTNFαR2が有意に高いレベル
であったが、TNFα、sTNFαR1および酸化的ストレスについては統計的に有意な変化が認
められなかった。疾患の重症度との相関関係はみられなかった。ex vivo実験では、これ
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ら63人のうち16人の患者に由来する血液または血漿を用いた。これら63人の患者について
のベースライン臨床データは、全コホートと有意に異なっていなかった。表1は、全患者
についての、ならびに高いおよび低い休止時バーストを有する亜群についてのベースライ
ン特性を示す（以下を参照のこと）。
【０１１８】
　アルコール性肝硬変患者における酸化的バーストと食作用
　刺激されていない患者の好中球では、好中球の酸化的バーストが対照と比較したとき増
加した。アルコール性肝硬変患者由来の好中球は全体的に、健常対照者よりも5.6倍高い
休止時酸化的バースト（p＜0.001）を示した。肝硬変＋AH患者由来の好中球は、肝硬変の
みの患者（p＜0.001）または対照者（p＜0.001）と比較して、休止時酸化的バーストが有
意に高かった（図2A）。fMLPによる刺激（プライミングを示す）は、対照者と比較して肝
硬変患者（p＜0.01）および肝硬変＋AH患者（p＜0.001）において有意に高い酸化的バー
スト反応を引き起こしたが、グループ間でPMAに対する応答には差異がなかった。休止時
バーストとfMLP応答との差は、肝硬変患者（22.4±6.9、p＝0.02）よりも肝硬変＋AH患者
（1.8±4.7）において有意に低かったが、このことは、肝硬変＋AH患者へのfMLPの添加が
当該細胞の機能をそれ以上増強できないことを示す。さらに、大腸菌による刺激後、休止
時レベルからの酸化的バーストの相対的増加が、肝硬変のみ（p＝0.001）または対照者（
p＜0.001）と比べて、肝硬変＋AH患者では有意に小さかった（図2B）。
【０１１９】
　食作用能は蛍光強度の幾何平均（GMFI）により測定したが、これは1個の細胞が飲み込
む細菌の数を示している。肝硬変＋AH患者では、飲み込まれた細菌が対照者よりもかなり
少なかった（p＝0.031、図2C）。少なくとも1個の細菌を飲み込んでいる細胞の割合はグ
ループ間で差異がなかった。
【０１２０】
　休止時酸化的バーストおよび食作用と感染、臓器不全および生存との関連性
　17人（26％）が臓器不全を発症し、13人（試験した全患者の21％）が付属病院への入院
中に死亡した。最も一般的に見られた臓器不全は腎不全であり、これは臓器不全患者のう
ち15人（88％）に見とめられ、そのうち4人の患者は呼吸と循環の補助が必要な多臓器不
全の一部として腎不全を発症していた。90日までに、14人（22％）の患者が死亡してしま
い、47人が生存しており、2人はもはや追跡調査しなかった。休止時酸化的バーストは90
日生存（AUROC 0.77、p=0.003、図3A）および臓器不全（AUROC 0.76、p＜0.001）を予測
するのに役立つことが判明した。休止時バースト＜55％のカットオフは、死を予測するに
あたって77％の感度および69％の特異度を有していた。休止時酸化的バースト＜55％の患
者は、休止時バースト＞/＝55％の患者よりも有意に良好に生き残っている（p＜0.005、
図3B）。食作用機能もまた生存（AUROC 0.80、p＝0.02、図4A）および臓器不全（AUROC 0
.91、p＜0.0001）を予測するのに役立った。試験した患者集団における標準に対して42％
より低いGMFIは、死を予測するのに86％の感度および70％の特異度を有していた（図4B）
。
【０１２１】
　42人（66％）の患者には、入院期間中、感染が臨床上疑われたが、参加した患者で好中
球機能の評価時点に感染が証明された者は誰一人としていなかった。我々の管理プロトコ
ールによって、感染の疑いがあるとすぐに広域スペクトル抗生物質の使用を余儀なくされ
るので、これらのデータはこうした状況を考慮すべきである。これらの患者のうち26人（
62％）には、培養陽性感染が確認された。13人には、2種以上の生物が見つかった。休止
時バーストが高い（＞55％）患者は、入院中比較的早期に（8日対23日、p＝0.04）、また
、2種以上の生物（n＝10; 休止時バーストが低い患者ではn＝3）による、培養陽性感染を
おこす可能性が高かった（57％対27％、カイ二乗 p＝0.01）。肝硬変＋AH患者は培養陽性
感染をおこす可能性が高かった（65％対28％、p＝0.004）。培養陽性感染をおこした患者
は臓器不全を発症して（p＝0.001）、死亡する（p＝0.002）傾向が高かった。GMFIが42％
より低い患者の67％は培養陽性感染をおこしたが、GMFIが42％より高い患者ではたったの
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21％（p＝0.007）がそのような感染をおこしたにすぎなかった。GMFIの低い患者では入院
中比較的早期に感染が生じた（9日対47日、p＝0.03）。
【０１２２】
　好中球の酸化的バーストに及ぼす患者血漿および正常血漿の影響
　休止時バーストが高い患者（＞55％; n＝6）由来の血漿は正常好中球において高い休止
時バーストを誘発させた（p＝0.005）が、休止時バーストが低い患者（＜55％; n＝6）由
来の血漿はそのような誘発を果たせなかった（図5）。バースト誘発効果は、血漿と細胞
を混合した直後に検出可能であったが、最大1時間のインキュベーション後にも見られた
（結果は示してない）。この結果は、患者の血漿中に好中球活性化を引き起こす伝播性因
子が存在することを示した。
【０１２３】
　全血アッセイで高い休止時バーストを示した患者の単離好中球を正常血漿と共にインキ
ュベートしたとき、患者自身の血漿と共にインキュベートした好中球に比べて、休止時バ
ーストが有意に減少した（p＝0.02; 図6）。これらの実験から、血漿中に存在するある因
子の除去により患者の細胞における高い休止時バーストを低下させ得ることが示唆された
。
【０１２４】
　食作用に及ぼす患者血漿および正常血漿の影響
　休止時バーストが低い患者由来の血漿と共にインキュベートした正常好中球では対照と
の差異がなかったが、休止時バーストが高い患者由来の血漿と共にインキュベートした正
常好中球ではGMFIの22％低下が示された（p＝0.03、n＝6）。正常血漿と共に60分間イン
キュベートした患者好中球では、患者自身の血漿と共にインキュベートした患者好中球に
比べて、食作用の22％増加が示された（p＝0.03、n＝6）。これらの結果から、食作用機
能の欠損は伝播性および可逆性の血清因子に起因しうることが示される。
【０１２５】
　酸化的バーストおよび食作用に及ぼすエンドトキシンの影響
　5人の健常ボランティア由来の血液を、次第に濃度を増加させたエンドトキシンと共に
インキュベートした。休止時バーストの用量依存的増加が見とめられた（p＜0.0001、Tur
key事後解析を用いた一元配置ANOVA；図7）。患者の好中球をエンドトキシンと共にイン
キュベートすることによって、相対的GMFIが20％低下した（n＝8、p＝0.02、図8）。これ
らの結果から、エンドトキシンは用量依存的に正常好中球を活性化し、それにより患者血
漿とのインキュベーションで見られた作用を模倣することが示される。
【０１２６】
　患者の血漿からエンドトキシンを除去することの効果
　a.　Detoxi-Gelカラムの使用：　全血アッセイで高い休止時バーストを有することがわ
かった患者からの血漿は、正常好中球において高い休止時バーストを引き出すことができ
た。エンドトキシンフリーの血漿（カラムを通過させて得られたもの）は正常好中球にお
いて高い休止時バーストを誘発しなかった（p＜0.001、n＝9）。休止時バーストが低い患
者由来の血漿（p＝0.91、n＝4）および正常血漿（p＝0.25、n＝3）は休止時バーストを変
化させなかった（図9）。休止時バーストが高い患者（n＝11）の血漿からエンドトキシン
を除去すると、未処置の血漿と共にインキュベートした細胞に比べて、GMFIが31％増加し
た（p＝0.03）。カラムを通過させた、休止時バーストが低い患者由来の血漿（p＝0.16、
n＝8）および正常血漿（p＝0.85、n＝5）は、GMFIのいかなる変化も生じさせなかった（
図11）。このセットの実験は、ポリミキシンBによるエンドトキシン除去が患者血漿のバ
ースト誘発作用および食作用低下作用を逆転させることを示している。
【０１２７】
　b.　LPS中和抗体の使用：　LPS中和抗ヒトCD14抗体とのインキュベーションは、高バー
スト患者由来の血漿による正常細胞での高バースト誘発を阻止した（p＜0.001、n＝7）。
低バースト患者由来の血漿（p＝0.733、n＝8）または正常血漿（p＝0.25、n＝3）の、前
記抗体の存在下でのインキュベーションはバーストを変化させなかった（図9）。高バー
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スト患者由来の血漿の、LPS中和抗ヒトCD14抗体の存在下でのインキュベーションはGMFI
を20％増加させる（p＝0.04、n＝11）が、この抗体は、低バースト患者由来の血漿（p＝0
.17、n＝8）または正常血漿（p＝0.78、n＝3）を使用した場合には、GMFIのいかなる変化
も生じさせない（図10）。この知見は、エンドトキシンが好中球における高い休止時バー
ストの誘発に関与しうるという観察を支持するものである。
【表１】

【表２】

【０１２８】
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感染に関する表
試験した患者において詳細に記録した培養陽性感染

【０１２９】
方法論
　好中球活性化（酸化的バースト）および食作用
　Phagoburst（登録商標）キット（Orpegen Pharma社、ドイツ、ハイデルベルグ）を用い
て、オプソニン化された大腸菌による刺激の存在下で、または刺激の非存在下で、反応性
酸化体を生成する好中球の割合をメーカーの説明書に従って決定した。簡単に述べると、
100μlのヘパリン化した全血または単離した好中球（示したとおり）を20μlの細菌、N-
ホルミルメチオニル-ロイシル-フェニルアラニン（fMLP）、ホルボール12-ミリステート1
3-アセテート(PMA)と共に、または刺激なしに、37℃で20分間インキュベートした。酸化
的バースト中の反応性酸化体の生成をジヒドロローダミン123の添加および酸化によりモ
ニタリングした。好中球を同定するために、細胞を抗CD16-PE抗体（IOTest（登録商標）
、Beckman Coulter社）で染色し、蛍光活性化セルソーティング（FACS）（Becton Dickin
son FACScan、カリフォルニア州サンノゼ）によりCellquest（商標）ソフトウェアを用い
て解析した。好中球を特徴的な前方散乱光と側方散乱光にゲーティングし、その後反応性
酸素代謝産物を生成するCD16陽性細胞の割合を緑色蛍光（FL-1）の測定により決定した。
サンプルは2回または3回反復して解析した。休止時バーストに関するアッセイ間変動係数
（CV）は5.4％であり、刺激バーストに関してが4.2％であった。休止時バーストに関する
アッセイ内CVは4.7％であり、刺激バーストに関してが2.4％であった。
【０１３０】
　好中球の食作用
　Phagotest（登録商標）（Orpegen Pharma社、ドイツ、ハイデルベルグ）を用いて、食
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作用を示す好中球の全体からみた割合と、個々の細胞の食作用活性とを、FITC標識しオプ
ソニン化された大腸菌を用いて測定した。100μlの全血または単離した好中球（以下に示
したとおり）を20μlの細菌と共に37℃で20分間インキュベートし、その間陰性対照サン
プルを氷上に置いておいた。好中球を同定するために、細胞を抗CD16-PE抗体（IOTest（
登録商標）、Beckman Coulter社）で染色した。好中球を特徴的な前方散乱光と側方散乱
光（図2A）にゲーティングし、その後CD16陽性細胞－FITC陽性細胞の割合（食作用を行う
好中球の割合に相当する）および蛍光強度の幾何平均（GMFI）（1個の細胞が飲み込む細
菌の数に相当する）を解析した（図1B、D、F）。細菌のバッチごとのバラツキによる結果
の誤解釈をなくすため、これらの結果を、用いた細菌の新しいバッチにつき少なくとも3
つの健常対照サンプルの平均に対して標準化した。3回または2回反復してサンプルを解析
した。食作用の割合に関するアッセイ間CVは6.8％であり、GMFIに関してが10.1％であっ
た。食作用の割合に関するそれぞれのアッセイ内CVは4.1％であり、GMFIに関してが1.6％
であった。
【０１３１】
　好中球の単離
　4mlの全血を5mlのPolymorphoprep (Axis-Shield社、ノルウェー、オスロ)の上に重層し
、400g、室温で30分遠心した。2番目の界面から好中球を採取し、PBS（Sigma Aldrich社
、米国ミズーリ州セントルイス）を用いて洗浄した。好中球の数をThoma血球計でカウン
トし、PBS中に50μL中5×106個の細胞密度で懸濁させた。1回のアッセイにつき50μLの細
胞懸濁液と50μLの血漿を使用した。トリパンブルー排除法により細胞生存率を計測した
ところ、98％を超えていた。
【０１３２】
　エンドトキシン除去カラム
　細菌性リポ多糖のリピドA部分に結合するポリミキシンBが固定化されているエンドトキ
シン除去ゲルを含むDetoxi-Gel Affinity-pack充填済みカラム（Pierce Biotechnology社
、イリノイ州ロックフォード）を用いて、血漿サンプルからエンドトキシンを取り除いた
。カラムを1％デオキシコール酸ナトリウム（Sigma Aldrich社、米国ミズーリ州セントル
イス）により再生し、滅菌水で洗浄し、50IU/mlのヘパリン（Multipharm社、英国ワクサ
ム）を添加した0.9％の滅菌塩化ナトリウムにより室温で平衡化した。血漿サンプルをPBS
で1：1に希釈してカラムにアプライし、ボイドを捨てた後、パイロジェンフリーのサンプ
ルチューブ中にサンプルを回収した。150μLのこのエンドトキシンフリー希釈血漿サンプ
ルを50μLの細胞懸濁液とインキュベートして、示されたとおりにBursttest（登録商標）
またはPhagotest（登録商標）を行った。
【０１３３】
　サイトカイン
　TNFα、sTNFαR1、sTNFαR2、IL-6およびIL-8は、エチレンジアミン四酢酸塩で凝固を
防止した血漿サンプルから、市販のセット（BioSource International社、ベルギー、Niv
elles）を使ってメーカーの説明書に従って測定した。サイトカインの検出下限は3pg/mL
であった。アッセイ内変動係数は5.4％～6.4％であった。対照ではIL-6とIL-8が検出不能
であった。
【実施例３】
【０１３４】
非代償性肝硬変のげっ歯類モデルにおけるアルブミン投与および細菌性エンドトキシン分
離の効果
　この試験の目的は、アルブミンおよび/またはエンドトキシンの除去が非代償性肝硬変
のげっ歯類モデルにおいて有益であるかどうかを検証することであった。このモデルでは
、肝硬変に続発する副次的な障害を細菌性エンドトキシン（リポ多糖、LPS）の注入によ
り起こさせたが、この細菌性エンドトキシンは感染の影響をシミュレートするために一般
的に用いられるものである。
【０１３５】
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方法
　すべての試験は動物科学的処置法1986（Animals in Scientific Procedures Act 1986
）のもとに内務省ガイドラインに従って実施した。Sprague-Dawley系の雄ラット（230～2
80g、Charles Rivers Ltd.）を、げっ歯類用の標準固形飼料と水を自由に摂取できるよう
にして、12時間の明暗サイクル、19～23℃、約50％の湿度で飼育した。
【０１３６】
　麻酔をかけて正中腹部切開を行うことにより胆管結紮（BDL）を実施した。BDL群では、
総胆管を取り出し、3-0絹糸で三重に結紮して、結紮と結紮の間で切断した。BDL後、全動
物は体重が増え続け、ナイーブ（BDLを施してない）対照ラットに匹敵した。全死亡率は1
0％未満であり、死亡は手術の36時間以内に生じた。
【０１３７】
　手術後24～26日の間に、動物に麻酔をかけて、左頸動脈と右頸静脈に留置カニューレを
挿入した。動脈ラインは血圧の連続モニタリング（Biopac Systems社、米国カリフォルニ
ア州ゴレタ）と血液サンプルの採取のために使用し、静脈ラインは液体の連続注入のため
に使用した。
【０１３８】
　全BDL動物はLPS（1mg/Kg、Klebsiella pnuemoniae（肺炎桿菌）、Sigma社、英国Poole
）の静脈内注入を20分にわたり受け、続いてi) 生理食塩水; ii) 生理食塩水中のアルブ
ミン (1.5g/Kg、Zenalb、BPL社、英国、Elstree); iii) ポリミキシンB (2mg/Kg、Sigma
社、英国、Poole); またはiv) アルブミン＋ポリミキシンB (上記の通り)の連続注入（10
ml/Kg/時間）を術後に3時間の全実験期間まで受けた。動脈血サンプルを好中球機能の解
析のため0、1、2および3時間目に採取した。
【０１３９】
　動物を麻酔下での瀉血により犠牲にし、解析のため血液を回収した。すべての試験をBD
L後25～28日に肝組織で行い、最終解析には各群4匹の動物を用いた。
【０１４０】
　実験の終了時に、血液を氷冷無菌チューブ（BD Vacutainerシステム、Becton Dickenso
n社、英国）に集めて氷上に置き、遠心（3000rpm、4℃、10分）により血漿を分離し、そ
の後解析に先だって血漿を－80℃で保存した。
【０１４１】
　血漿のエンドトキシン含有量は、Tecan Sunrise 96ウェルプレートリーダー（Tecan社
、オーストリア）を用いて測定される市販のEndosafeシステム（Charles Rivers Laborat
ories、フランス、Cedex）を使ってメーカーの説明書に従い分析した（例えば、Stadlbau
er et al J. Hepatol 2007; 47: 726-727を参照されたい）。血漿のアルブミン含有量、A
LT、および尿素についてもCobas Integra 400実験室アナライザ（Roche Diagnostics社、
英国、Sussex）を用いて測定した。
【０１４２】
　好中球機能は、Phagoburstアッセイキット（Orpegen社、ドイツ、ハイデルベルグ）を
用いて、FACScantoフローサイトメーター（Becton Dickenson社、英国）によりメーカー
の説明書に従い測定した（例えば、Mookerjee et al Hepatology 2007; 46: 831-840を参
照されたい）。
【０１４３】
　統計分析は、Graphpad Prismソフトウェアパッケージ（Graphpad社、米国カリフォルニ
ア州）を用いて、示された方法により行った。
【０１４４】
結果
　図12から、エンドトキシンは3時間後に生理食塩水処置動物の血漿中に容易に検出でき
たことが見てとれる。ポリミキシンBを、単独でまたはアルブミンと組み合わせて、投与
された動物群では、エンドトキシンレベルがアッセイの検出限界より低いことがわかった
。アルブミンのみで処置された動物群には少量存在することがわかったが、これは生理食
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塩水処置動物と比べてごくわずかであった（p＜0.001）。アルブミンにはアルブミンと結
合する能力があることが知られているが、投与した用量でポリミキシン同様に効果的であ
るかはわからなかった。
【０１４５】
　BDL動物は血漿アルブミン濃度が著しく低下していることが知られているが、このアル
ブミン濃度の低下は進行中の肝損傷から生じている。アルブミンの投与は、測定された血
漿アルブミンレベルを25％ほど有意に増加させる（生理食塩水に対してp＜0.05）ことが
見出された。しかし、これは依然として、ナイーブ（BDL手術を施してない）健常動物か
ら採取したサンプルよりもかなり低いことが判明した（p＜0.01、図13A）。
【０１４６】
　BDL動物はトランスアミナーゼレベル（ALT、図13B）が増加していると予想されるが、
処置群のそれぞれは比較的低いALTスコアをもつことに気がついて興味深かった。これら
の差は群内変動ゆえに有意性があるとは認められなかったが、エンドトキシンは基本的な
肝臓の状態を悪化させるため、その除去は肝臓にとって有益であると考えられる。
【０１４７】
　尿素レベルはナイーブ健常動物と比較してすべての群で上昇していたが、アルブミンの
みの群と比べてアルブミン/ポリミキシン群では有意に低いことが見出された（p＜0.05、
図13C）。尿素レベルの低下はポリミキシンのみの群においても観察された。
【０１４８】
　図14は、試験期間を通して集められた平均動脈圧（MAP）データを示す。この図から見
てとれるように、生理食塩水のみの群は最初の90分間は初期圧を維持し、その後次第に降
下していくことが観察される。アルブミン群とアルブミン/ポリミキシン群はどちらも全
試験期間にわたって血圧を維持しており、3時間ではアルブミン/ポリミキシン動物は血圧
の上昇を示している。注意すべき点として、麻酔したラットの正常MAPはだいたい120mmHg
ほどであるはずなので、BDL動物のすべてが試験の開始時には低血圧であると考えられる
。
【０１４９】
　図15からは、病原菌に応答する好中球の能力がアルブミン群とアルブミン/ポリミキシ
ン群の双方で次第に改善されており、併用療法を用いると明らかに良好な応答であること
が見てとれる。生理食塩水で処置した動物には変化が一切見られない。この図にはポリミ
キシンBのみの群が含まれていないが、それは血液凝固の不規則性により代表的なサンプ
ルサイズの提供が妨げられたためである。自発的好中球活性の測定も行ったが、これらの
サンプルにおいて処置群間の差異は認められなかった。
【０１５０】
考察
　樹立された肝硬変ラットモデルへのアルブミンの投与は、細菌毒素に曝露した後の急性
悪化を防止するのに効果的であることが明らかである。さらに、これらの効果は、エンド
トキシンと結合してそれを除去する薬剤の相乗的添加によって改善される。
【０１５１】
　図12では、当該系からの測定可能なエンドトキシンの除去はポリミキシンBで処置した
群において達成されたにすぎないが、アルブミンのみの群もかなりの低下を成し遂げた。
アルブミンの投与量を高めたことが血漿エンドトキシンレベルをさらに低下させたのかも
しれない。しかし、この用量は入院患者に投与される典型的な量を反映するように選択さ
れたもので、特別にLPS結合を標的としたものではない。ネガティブな生理学的応答を発
揮するのにどれくらいの遊離エンドトキシンが当該系で必要とされるのかは明らかでない
。
【０１５２】
　予期したとおり、アルブミンの投与は測定血漿レベルの有意な増加をもたらしたが、こ
れらは健常動物におけるレベルよりまだ低いことがわかった。本研究では、アルブミンの
典型的な1日治療用量を提供することを目的としたが、入院患者は連日この治療を受ける
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ことが期待されるだろう。これらの動物にもともと存在するアルブミンは当該疾患の過程
で損傷されており、新しい「健康な」アルブミンの供給はその動物に大きな代謝的恩恵を
もたらすと考えられる。
【０１５３】
　すべてのBDL動物では、進行中の肝損傷のため、ALTレベルが増加していると予想された
が、エンドトキシンの投与は処置群で改善された肝臓の状態をさらに悪化させるかのよう
である。これらの差は群内変動のため有意性があるとは確認されなかったが、ポリミキシ
ンBによる治療はさらなる肝損傷を防止する上で最も効果的であると思われる。
【０１５４】
　尿素レベルは、タンパク質の分解から生じる合成プロセスと、生体から老廃物を排出す
る腎臓の能力との両方を反映するものである。アルブミンのみで処置した群とアルブミン
/ポリミキシンで処置した群の間に有意差が認められたことに気づくことは興味深いこと
である。アルブミン処置動物は生理食塩水処置群と比較して尿素レベルのわずかな増加を
示したが、これは投与されるタンパク質の量を反映するのかもしれない。面白いことに、
併用療法を受けた動物は有意に低い血漿尿素レベルを有していた。この血漿尿素の低下は
、これらの動物で観察された平均動脈圧レベルの向上に関連づけることができる（図15）
。上述したように、これらのBDL動物はすべて低血圧であることが見出され、この低血圧
は腎臓の血流量の減少と、それゆえに腎機能の低下とを引き起こすことが知られている。
全身の血圧を改善することによって、たとえほんのわずかであろうと、結果的に有益な影
響を腎臓の血流量と排泄機能に及ぼす可能性がある。
【０１５５】
　要するに、肝硬変動物へのアルブミンの投与は、その動物の状態を改善し、また、誘発
された代償不全の多くの症状を防ぐことが判明した。さらに、エンドトキシンを除去する
薬剤を加えると、アルブミンの効果が格段に向上した。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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