
(57)【要約】
【課題】本発明の課題は、感度、特異性に優れた活性化した血小板を検査できる方法を提
供することである。
【解決手段】血小板の活性化に伴って出現する血小板表面上のＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａやＰ
－セレクチンのような種々の糖蛋白質やリン脂質のひとつであるホスファチジルセリン等
を、これらの物質に特異的に結合するリガンドを用いて検出する方法及び臨床検査室で汎
用されている血液分析装置で抗凝固剤にクエン酸を用いた試料の血小板を測定することに
よる活性化血小板の検査とを組み合わせた。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
全 血 試 料 中 の 血 小 板 を 光 学 的 に 測 定 す る 工 程 、 測 定 し た デ ー タ ー を 解 析 し 血 小 板 凝 集 塊 を
検 出 す る 工 程 及 び 生 理 活 性 を 利 用 し て 活 性 化 血 小 板 マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む こ と を
特 徴 と す る 活 性 化 血 小 板 の 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
生 理 活 性 を 利 用 し て 活 性 化 血 小 板 マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 が 、 活 性 型 糖 蛋 白 質 Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ
Ｉ Ｉ ａ （ Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ ） 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 ラ イ ソ ゾ ー ム 膜 成 分 、 ホ ス フ ァ チ ジ
ル セ リ ン 又 は 血 小 板 由 来 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル の う ち か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 の 物
質 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 該 物 質 と 特 異 的 に 結 合 し う る リ ガ ン ド を 用 い る 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ～ ２ に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の 装 置 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ ～ ３ に 記 載 の 方 法 ま た は 装 置 に 用 い る 試 薬 ま た は キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 臨 床 検 査 の 分 野 で 用 い ら れ 、 血 小 板 の 活 性 化 を 調 べ る 検 査 装 置 お よ び 方 法 と し て
用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
心 筋 梗 塞 や 脳 梗 塞 を は じ め と す る 虚 血 性 疾 患 は 血 液 の 凝 固 異 常 と し て 捕 ら え る こ と が で き
る 。 血 液 凝 固 機 能 検 査 は 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 時 間 測 定 、 種 々 の 凝 固 指 標 分 子 の 測 定 に よ り 行
わ れ て い る 。 一 方 、 血 液 凝 固 に 大 き な 役 割 を し て い る 血 小 板 の 検 査 は 、 血 小 板 数 や 血 小 板
の 機 能 を 調 べ る 血 小 板 凝 集 検 査 を 中 心 に 行 わ れ て い る 。 血 小 板 は 、 血 管 損 傷 な ど に よ り 露
出 さ れ る 内 皮 下 組 織 の コ ラ ー ゲ ン な ど の 結 合 組 織 蛋 白 質 や 血 漿 中 に 存 在 す る ト ロ ン ビ ン な
ど の 血 小 板 膜 受 容 体 へ の 結 合 、 あ る い は 血 小 板 内 の 顆 粒 中 に 存 在 す る ア デ ノ シ ン ジ フ ォ ス
フ ェ イ ト （ Ａ Ｄ Ｐ ） 、 ア ド レ ナ リ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 ト ロ ン ボ キ サ ン （ Ｔ Ｘ ） Ａ ２ な ど の 放
出 に よ る オ ー ト ク ラ イ ン 的 な 膜 受 容 体 へ の 結 合 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 そ し て 、 フ ィ ブ リ
ノ ゲ ン 受 容 体 で あ る 糖 蛋 白 質 が 細 胞 表 面 に 提 示 さ れ 、 そ の 複 合 体 （ Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ
） を 形 成 す る こ と に よ っ て 凝 集 可 能 と な り 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 架 橋 を 介 し た 凝 集 を 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
血 栓 症 の 病 態 を 把 握 す る 上 で 血 小 板 活 性 化 マ ー カ ー を 測 定 す る こ と は 各 種 血 栓 症 の 診 断 的
意 義 に 加 え て 、 種 々 の 抗 血 小 板 剤 を 用 い た 治 療 に お け る モ ニ タ ー に も 有 用 で あ る 。 従 来 よ
り 活 性 化 血 小 板 の マ ー カ ー と し て 種 々 の 血 小 板 表 面 マ ー カ ー が 知 ら れ て い る （ 臨 床 病 理 　
５ ０ 、 　 ７ ７ ３ － ７ ７ ８ 、 ２ ０ ０ ２ ） 。 し か し 、 血 小 板 の 活 性 化 マ ー カ ー は 細 胞 の 専 用 検
査 装 置 で あ る フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 っ て 行 わ れ て お り 、 そ の 操 作 の 煩 雑 さ 、 コ ス ト 等
か ら 汎 用 さ れ る に は 至 っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
一 方 、 日 常 の 臨 床 検 査 室 で 行 わ れ て い る 血 液 学 分 析 は 、 赤 血 球 、 白 血 球 、 血 小 板 数 等 ２ ０
数 項 目 を 数 分 間 で 測 定 で き る 自 動 分 析 装 置 で 行 っ て い る 。 ま た 、 こ の よ う な 血 液 学 自 動 分
析 装 置 の 中 に は 、 抗 体 を 用 い た 白 血 球 Ｔ 細 胞 の サ ブ セ ッ ト 検 査 や 血 小 板 数 の 測 定 が 簡 単 に
で き る 装 置 が 開 発 さ れ て い る 。 こ の よ う な 汎 用 装 置 を 用 い て 活 性 化 さ れ た 血 小 板 の 検 査 が
望 ま れ て い る 。 山 本 ら は 、 脳 梗 塞 患 者 の 血 小 板 測 定 に お い て 、 ク エ ン 酸 採 血 し た 試 料 で 測
定 し た 血 小 板 数 測 定 の 分 布 図 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 採 血 試 料 よ り 顕 著 に 活 性
化 血 小 板 を 検 出 し う る こ と を 報 告 し て い る （ 日 本 臨 床 検 査 自 動 化 学 会 、 第 ３ ４ 回 大 会 ） 。
し か し 、 本 報 告 で は 脳 梗 塞 に お け る 提 案 さ れ た 方 法 の 感 度 （ 脳 梗 塞 患 者 で の 活 性 化 血 小 板
の 検 出 割 合 ） は 約 ６ ０ ％ 前 後 で あ る 。 し た が っ て 、 簡 便 で 感 度 及 び 特 異 性 に 優 れ た 活 性 化
血 小 板 の 検 査 方 法 が 望 ま れ て い た 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
本 発 明 の 課 題 は 、 簡 便 で 感 度 及 び 特 異 性 に 優 れ た 活 性 化 し た 血 小 板 を 検 査 で き る 方 法 を 提
供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 の 活 性 化 に 伴 っ て 出 現 す る 血 小 板 表 面 に 種 々 の 糖 蛋 白 質 や リ ン 脂 質
の ひ と つ で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 等 を リ ガ ン ド を 用 い て 検 出 す る こ と 及 び 臨 床 検 査 室
で 汎 用 さ れ て い る 血 液 分 析 装 置 で 抗 凝 固 剤 に ク エ ン 酸 を 用 い た 試 料 で 血 小 板 を 測 定 す る こ
と に よ る 血 小 板 凝 集 塊 の 検 出 の 検 査 を 組 合 せ る こ と に よ り 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 は 以 下 の 構 成 か ら な る 。
１ 、 全 血 試 料 中 の 血 小 板 を 光 学 的 に 測 定 す る 工 程 、 測 定 し た デ ー タ ー を 解 析 し 血 小 板 凝 集
塊 を 検 出 す る 工 程 及 び 生 理 活 性 を 利 用 し て 活 性 化 血 小 板 マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 活 性 化 血 小 板 の 検 査 方 法 。
２ 、 生 理 活 性 を 利 用 し て 活 性 化 血 小 板 マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 が 、 活 性 型 糖 蛋 白 質 Ｉ Ｉ ｂ
／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ （ Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ ） 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 ラ イ ソ ゾ ー ム 膜 成 分 、 ホ ス フ ァ
チ ジ ル セ リ ン 又 は 血 小 板 由 来 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル の う ち か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類
の 物 質 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 該 物 質 と 特 異 的 に 結 合 し う る リ ガ ン ド を 用 い る 上 記 １ に
記 載 の 方 法 。
３ 、 上 記 １ ～ ２ に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の 装 置 。
４ 、 上 記 １ ～ ３ に 記 載 の 方 法 ま た は 装 置 に 用 い る 試 薬 ま た は キ ッ ト 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 は 、 血 小 板 の 検 査 法 に 関 す る も の で あ り 、 と り わ け 活 性 化 さ れ て い る 血 小 板 の 検 査
方 法 に 関 す る も の で あ る 。 本 発 明 は 、 試 料 中 の 血 小 板 凝 集 塊 の 検 出 と 活 性 化 血 小 板 マ ー カ
ー の 検 出 の ２ つ の 検 査 方 法 を 組 み 合 わ せ た 検 査 方 法 お よ び 検 査 装 置 を 提 供 す る も の で あ る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
血 小 板 を レ ー ザ ー フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ り 測 定 し た 散 乱 光 情 報 を ス キ ャ ッ タ ー グ ラ
ム に 表 し て 解 析 す る こ と に よ り 活 性 化 血 小 板 を 認 識 す る 。 す な わ ち ク エ ン 酸 採 血 さ れ た 試
料 で は 血 小 板 の 活 性 化 に よ り 凝 集 塊 を 形 成 し た 血 小 板 が ス キ ャ ッ タ ー グ ラ ム 上 で 通 常 の 血
小 板 と は 異 な っ た 分 布 で 観 察 さ れ る 。 こ の 血 小 板 凝 集 塊 の 検 出 を 活 性 化 血 小 板 の 指 標 と し
て 検 査 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
一 方 、 血 小 板 表 面 に 活 性 化 に よ り 特 異 的 に 出 現 し て く る マ ー カ ー を 、 生 理 活 性 を 利 用 し て
測 定 す る 方 法 と し て 、 抗 体 を 用 い る 免 疫 学 的 方 法 が 一 般 的 で あ る 。 そ の 例 と し て 、 活 性 型
糖 蛋 白 質 Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ （ Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ ） に 結 合 す る 抗 体 （ Ｐ Ａ Ｃ － １ ） 、 Ｇ
Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ に 結 合 し て い る フ ィ ブ リ ノ ゲ ン に 結 合 す る 抗 体 、 さ ら に は そ の フ ィ ブ
リ ノ ゲ ン に 結 合 し て い る ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン に 結 合 す る 抗 体 、 血 小 板 表 面 の Ｐ － セ レ ク チ
ン に 結 合 す る 抗 体 （ Ｃ Ｄ ６ ２ Ｐ ） 、 血 小 板 表 面 の ラ イ ソ ゾ ー ム 膜 成 分 に 結 合 す る 抗 体 （ Ｃ
Ｄ ６ ３ ） 、 血 小 板 由 来 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル に 結 合 す る 抗 体 （ Ｇ Ｐ Ｉ Ｘ 、 Ｇ Ｐ Ｉ ｂ 、 Ｇ Ｐ
Ｉ Ｉ ｂ ） 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン に 結 合 す る 抗 体 、 ま た 抗 体 以 外 の リ ガ ン ド と し て 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル セ リ ン と 特 異 的 に 結 合 す る ア ネ キ シ ン Ｖ 及 び 活 性 型 Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ に 結
合 し う る ア ル ギ ニ ン － グ リ シ ン － ア ス パ ラ ギ ン 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド （ Ｒ Ｇ
Ｄ ペ プ チ ド ） 等 が 例 示 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 、 ア ネ キ シ ン Ｖ 及 び Ｒ Ｇ Ｄ ペ プ チ ド 等 は 適 当
な 標 識 を し て お く こ と に よ り 簡 単 に 検 査 が 行 え る 。 標 識 の 例 と し て は フ ル オ レ セ イ ン 、 フ
ィ コ エ リ ス リ ン 、 ペ リ オ ジ ニ ン 　 ク ロ ロ フ ィ ル 　 プ ロ テ イ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 Ｃ ｙ ３ 及
び Ｃ ｙ ５ 等 の 蛍 光 物 質 で 標 識 す る こ と が で き る 。 標 識 し た リ ガ ン ド を 検 体 と 反 応 さ せ る こ
と に よ り 、 血 小 板 表 面 に 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド を 指 標 と し て 活 性 化 血 小 板 を フ ロ ー サ イ ト
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メ ト リ ー 等 に よ り 検 出 す る か 、 あ る い は 血 小 板 由 来 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル の 検 出 の 場 合 に
は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の ス キ ャ ッ タ ー グ ラ ム 上 で そ の 画 分 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 方 法 を 簡 単 に 実 施 す る に は 、 全 自 動 の 総 合 血 液 学 分 析 装 置 、 例 え ば Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ － Ｄ
Ｙ Ｎ ４ ０ ０ ０ （ ダ イ ナ ボ ッ ト 社 製 ） を 用 い る こ と に よ り 実 施 可 能 で あ る 。 本 装 置 で は 、 免
疫 学 的 に 血 小 板 や 白 血 球 を 測 定 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 機 能 が 組 み 込 ま れ て い る こ と を
利 用 し て 、 た と え ば 活 性 型 の Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ を 認 識 す る Ｐ Ａ Ｃ － １ 抗 体 を フ ル オ レ
セ イ ン で 標 識 し た フ ル オ レ セ イ ン 標 識 Ｐ Ａ Ｃ － １ 抗 体 を 用 い て 測 定 し た の ち ス キ ャ ッ タ ー
グ ラ ム 又 は ヒ ス ト グ ラ ム を 作 成 す る 等 の デ ー タ ー 解 析 に よ り 、 活 性 型 Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ
ａ を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 情 報 を 基 に 活 性 化 血 小 板 の 指 標 と す る こ と が で き る
。 用 い る 検 査 試 料 は 、 も う ひ と つ の 検 査 で あ る 血 小 板 の 検 査 と リ ン ク さ せ て 、 ク エ ン 酸 採
血 し た 血 液 が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 方 法 に 用 い る も う 一 方 の 血 小 板 数 測 定 は 、 ク エ ン 酸 採 血 さ れ た 血 液 で レ ー ザ ー 光
学 法 に よ り 測 定 し ス キ ャ ッ タ ー グ ラ ム 化 し 解 析 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 活 性 化 さ れ た 血
小 板 を 含 む 試 料 で は 通 常 の 血 小 板 の 分 布 と は 異 な る 領 域 に 活 性 化 血 小 板 に 起 因 す る 血 小 板
凝 集 塊 の 分 布 が 現 れ る 。 そ れ ら は た と え ば 、 前 記 の Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ － Ｄ Ｙ Ｎ ４ ０ ０ ０ （ ダ イ ナ ボ
ッ ト 社 製 ） を 用 い て レ ー ザ ー 光 学 法 に よ り ９ ０ 度 散 乱 と 小 角 散 乱 （ ７ 度 ） の ス キ ャ ッ タ ー
グ ラ ム に よ り 検 査 で き る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 装 置 は 、 特 に こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
く 、 血 小 板 数 検 査 に お い て 血 小 板 凝 集 塊 に 起 因 す る 活 性 化 血 小 板 を 検 出 し う る も の で あ れ
ば 良 く 、 そ し て 同 一 装 置 内 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 機 能 を 備 え た 装 置 で あ れ ば 好 適 で あ る
。 す な わ ち 、 同 一 試 料 、 装 置 を 用 い て 、 血 小 板 の 検 査 を 行 う こ と に よ り 、 活 性 化 血 小 板 を
よ り 簡 単 に 、 感 度 良 く 検 査 で き る と い っ た 格 別 の 効 果 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 実 施 例 】
本 発 明 の 実 施 例 を 以 下 に 示 す が 、 本 発 明 は 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
３ ． ８ ％ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 添 加 全 血 （ １ ： ９ ） ４ ０ 例 を 全 自 動 血 液 学 分 析 装 置 Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ
－ Ｄ Ｙ Ｎ ４ ０ ０ ０ （ ダ イ ナ ボ ッ ト 社 製 ） に よ り ２ 次 元 レ ー ザ ー 法 モ ー ド （ ９ ０ 度 ／ ７ 度 ）
で 血 小 板 数 の 測 定 を 行 い 、 ス キ ャ ッ タ ー グ ラ ム 解 析 に よ り 血 小 板 凝 集 塊 の 有 無 を 判 定 し た
。
一 方 、 市 販 の Ｐ Ａ Ｃ － １ マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 し Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ －
Ｐ Ａ Ｃ － １ 抗 体 を 調 製 し た 。 調 製 し た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － Ｐ Ａ Ｃ － １ 抗 体 を 用 い て 、 Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ － Ｄ
Ｙ Ｎ ４ ０ ０ ０ の 免 疫 学 的 測 定 モ ー ド （ Ｐ Ｌ Ｔ － ｉ ｍ ｍ ） で 血 小 板 表 面 の 活 性 型 Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ
／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ
を マ ー カ ー と し て 活 性 化 血 小 板 を 検 査 し た 。 そ の 結 果 を 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ５ 】
以 上 の 結 果 、 Ｐ Ａ Ｃ － １ 抗 体 の 陽 性 率 は １ ０ ／ ４ ０ で あ り 、 一 方 凝 集 塊 陽 性 の 検 出 率 は ７
／ ４ ０ で あ る 。 両 検 出 い ず れ か が 陽 性 の 数 は １ １ ／ ４ ０ と な り 、 両 検 出 法 を 組 み 合 わ せ る
こ と に よ り 、 よ り 効 果 的 な 活 性 化 血 小 板 の 検 出 が 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 有 用 性 が 確 認 で き
た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ り 、 簡 便 で 感 度 及 び 特 異 性 に 優 れ た 活 性 化 し た 血 小 板 を 検 査 で き る 方 法 、 試 薬
及 び 装 置 を 提 供 す る こ と が で き る 。
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