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(57)【要約】
　本発明は、被験液の粘弾性分析において使用するため
の診断用組成物、及びそれを含む容器（１）に関する。
組成物は、少なくとも凝固活性化剤と、場合によりＣａ
Ｃｌ２と、場合により１種以上の阻害剤及び／又は凝固
成分とを含んでなり、ここで組成物は、全構成要素の本
質的に乾燥した混合物として、且つ特定の血液又は血漿
試料の粘弾性分析を１回のみ実施するのに十分な量で存
在する。本発明はさらに、被験液に対する粘弾性分析の
実施方法、及びかかる方法における診断用組成物の使用
に関する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験液の粘弾性分析において使用するための診断用組成物であり、以下の構成要素：
ａ）少なくとも１種の凝固活性化剤と、
ｂ）場合により、前記被験液を確実に再石灰化させるのに十分な量のカルシウム塩、好ま
しくはＣａＣｌ２と、
ｃ）場合により、１種以上の阻害剤及び／又は他の凝固成分若しくは凝固因子と、
を含んでなる診断用組成物であって、
前記組成物が、全構成要素の本質的に乾燥した混合物として、且つ特定の被験液の粘弾性
分析を１回のみ実施するのに十分な量で存在する
ことを特徴とする、診断用組成物。
【請求項２】
　前記凝固活性化剤が内因系活性化剤及び／又は外因系活性化剤である、請求項１に記載
の診断用組成物。
【請求項３】
　前記外因系凝固活性化剤が組織因子（ＴＦ）である、請求項１又は２に記載の診断用組
成物。
【請求項４】
　前記組織因子が、脂質付加ＴＦ又はｒＴＦから選択される、請求項３に記載の診断用組
成物。
【請求項５】
　前記内因系凝固活性化剤が、セリット、エラグ酸、スルファティット、カオリン、シリ
カ、ＲＮＡ、又はこれらの混合物からなる群から選択される、請求項１又は２に記載の診
断用組成物。
【請求項６】
　前記阻害剤が、血小板阻害剤、線溶阻害剤、又はヘパリン阻害剤のなかの１つ又は複数
から選択される、請求項１～５のいずれか一項に記載の診断用組成物。
【請求項７】
　前記血小板阻害剤が、細胞骨格阻害剤又はＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ拮抗薬である、請求項
６に記載の診断用組成物。
【請求項８】
　前記線溶阻害剤が、アプロチニン、トラネキサム酸、又はｅａｃａから選択される、請
求項６に記載の診断用組成物。
【請求項９】
　前記ヘパリン阻害剤が、ヘパリナーゼ、プロタミン又はプロタミン関連ペプチドから選
択される、請求項６に記載の診断用組成物。
【請求項１０】
　前記凝固因子が、１種以上の凝固因子若しくは活性化凝固因子、好ましくはＦＸａ若し
くはＦＶａ、又は活性化タンパク質Ｃ若しくはＦＶＩＩａから選択される、請求項１～９
のいずれか一項に記載の診断用組成物。
【請求項１１】
　ＣａＣｌ２が、前記被験液、好ましくは前記血液試料の約１～１００μｍｏｌ／ｍｌの
量で存在する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の診断用組成物。
【請求項１２】
　前記乾燥混合物が凍結乾燥混合物である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の診断
用組成物。
【請求項１３】
　前記凍結乾燥混合物が、含有成分の液体混合物を１回のプロセスで凍結乾燥させること
によって調製される、請求項１２に記載の診断用組成物。
【請求項１４】
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　安定剤をさらに含んでなる、請求項１～１３のいずれか一項に記載の診断用組成物。
【請求項１５】
　前記安定剤がアルブミン又はゼラチンである、請求項１～１４のいずれか一項に記載の
診断用組成物。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の診断用組成物を含む容器。
【請求項１７】
　前記容器（１）がバイアル又はキュベットの形をとる、請求項１６に記載の容器。
【請求項１８】
　内側の側面外形が開口から底面にかけて縮径するように形成される、請求項１７に記載
の容器。
【請求項１９】
　内側部分が粘弾性計測を実施するための装置に取り付けることができるような形状であ
る、請求項１６～１８のいずれか一項に記載の容器。
【請求項２０】
　少なくとも２種の異なる材料からなり、基本的に、又は少なくとも部分的に前記容器の
外側形状を形成する１つの材料が、適切なカバーによる前記容器の密封を可能とし、一方
で基本的に前記被験液を入れる部分を被覆する他の材料が、凝固カスケードを活性化させ
ることなく血液又は血液成分の適切な付着を可能とする、請求項１９に記載の容器。
【請求項２１】
　被験液に対する粘弾性分析の実施方法であって、
ａ）被験液を得るステップと、
ｂ）請求項１６～２０のいずれか一項に記載の容器（１）を提供するステップと、
ｃ）前記被験液を前記容器（１）に添加し、それにより前記容器（１）の中に入っている
前記診断用組成物を溶解させるステップと、
ｄ）場合により、前記被験液と前記診断用組成物との混合物を、粘弾性分析の実施に好適
な装置（４）に移し換えるステップか、
又は
前記容器１を粘弾性分析の実施に好適な装置４に置くステップと、
ｅ）前記混合物の前記粘弾性分析を実施するステップと、
を含む、方法。
【請求項２２】
　前記被験液が、血液試料、好ましくは哺乳動物の、より好ましくはヒトの血液試料であ
る、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記血液試料が全血又は血漿である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　ステップｃ）が、約１～６０秒間、好ましくは約２～１０秒間、より好ましくは約５秒
間かかる、請求項２１～２３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記混合物が、ステップｄ）において、前記混合物を前記容器（１）から手作業で、又
は自動的にピペットで取ることにより、それを前記装置（４）に移し換えることによって
移し換えられる、請求項２１～２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記混合物が前記装置（４）の前記計測用カップ（２）に移し換えられる、請求項２１
～２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記装置（４）が、トロンボエラストメーター又はトロンボエラストグラフである、請
求項２１～２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
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　前記分析が、凝血時間、凝血塊形成時間、経時的な凝血塊の硬度及び／又は線維素溶解
の測定を含む、請求項２１～２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　被験液の粘弾性挙動を分析するための方法における、請求項１～１５のいずれか一項に
記載の診断用組成物又は請求項１６～２０のいずれか一項に記載の容器（１）の使用。
【請求項３０】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の診断用組成物が少なくとも２種、又は請求項１
６～２０のいずれか一項に記載の容器（１）が少なくとも２つ、同じ被験液の粘弾性挙動
を分析するための組み合わされた方法において使用される、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、被験液の粘弾性分析において使用するための診断用組成物、及びそれを含む
容器に関する。本発明はさらに、被験液に対して粘弾性分析を実施する方法、及びかかる
方法における診断用組成物の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液の凝固は複合的な過程であり、その間に血液は固形の凝血塊を形成する。これは、
破綻した血管壁を血餅で被覆して出血を止め、破綻した血管の修復を補助する止血（破綻
した血管からの失血の停止）の重要な部分である。凝固に障害があると、出血の増加及び
／又は血栓症及び塞栓症につながり得る。
【０００３】
　正常な個体では、凝固は、血管に傷害が起きて内皮細胞が破綻した後２０秒以内に開始
される。血小板が傷害部位に直ちに止血血栓を形成する。このプロセスは一次止血と称さ
れる。凝固因子と称される血漿成分が複合的なカスケードにおいて反応することにより血
小板血栓を強化するフィブリン鎖を形成する場合には、二次止血が続く。
【０００４】
　二次止血の凝固カスケードは２つの経路、すなわち接触活性化経路（以前は内因系経路
として知られていた）と組織因子経路（以前は外因系経路として知られていた）とを有し
、これらの経路がフィブリン形成をもたらす。これまで凝固カスケードは、同等に重要な
２つの経路が共通の経路に合わさって構成されると考えられていた。現在では、血液凝固
を開始するための一次経路が組織因子経路であることが分かっている。これらの経路は一
続きの反応であり、そこではセリンプロテアーゼのチモーゲン及びその糖タンパク質補因
子が活性化されて活性成分となり、次にこれがカスケードにおける次の反応を触媒する。
凝固因子は一般にＩ～ＸＩＩＩのローマ数字で示され、活性型を示すために小文字「ａ」
が添えられる。
【０００５】
　線維素溶解は、フィブリン凝血塊が分解される過程である。組織プラスミノーゲン活性
化因子（ｔＰＡ）及びウロキナーゼは、プラスミノーゲンを活性プラスミンに変えること
で線維素溶解を生じさせる薬剤である。
【０００６】
　こうした凝固成分の機能上の正常性又は低下を検出することは、患者の止血障害を評価
するのに重要である。
【０００７】
　血液の凝固特性を計測するいくつかの方法が公知である。かかる装置のあるものは、生
体の静脈及び動脈における血液の自然な流れをシミュレートしようと試み、一方、別の計
測技術は、静的な血液量で実施される。
【０００８】
　患者の血液の凝固能力を時宜を得た効果的な方式で正確に計測することは、特定の外科
手技及び医療手技においては決定的に重要である。凝固異常の迅速で正確な検出もまた、
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凝固障害を患う患者に対する然るべき治療の提供に関連してとりわけ重要である。多くの
場合に、かかる患者の病態は、血液成分、抗凝固薬、特定の線溶薬、抗血小板薬、又は前
記薬剤の逆の作用を誘発する化合物の投与を必要とする。こうした場合に、治療用量は以
前に判定された凝固障害の程度に適合され得る。
【０００９】
　凝血の計測は、例えば（米国特許第５，７７７，２１５号明細書）、（米国特許第６，
５３７，８１９号明細書）、又は（米国特許第５，７７７，２１５号明細書）に開示され
るとおりの様々な装置によって提供される。これらの装置は、凝血塊の機械的特性を、そ
の構造的な展開部全体にわたって計測する。これらのシステムは、血餅が形成されて溶解
する間のその粘弾特性を連続的に検出するものであるため、用語「粘弾性法」として要約
される。
【００１０】
　粘弾性計測により、いくつかの異なるパラメータについての情報、例えば、凝固活性化
と凝血開始との間の時間（凝血時間ＣＴ）、動的な凝血塊形成（凝血塊形成時間ＣＦＴ）
、凝血塊の硬度（Ａ５～Ａ３０の範囲、及び最大凝血塊硬度ＭＣＦ）、又は線維素溶解の
程度（最大溶解ＭＬ）が提供される。
【００１１】
　数多くの参考文献が、機械的な動作に基づいて凝血特性を計測するための機器について
記載している。こうした機器は、凝血塊に対し低剪断環境下で誘発されるときの血液の弾
性特性、すなわち静的血液量を監視する。ずり弾性の変化パターンによって凝血塊形成の
動態、並びに形成された凝血塊の強度及び安定性の測定が可能となる。凝血塊の強度及び
安定性は、凝血塊の「止血の働き」を行う（すなわち、異常出血を止めたり、又は予防し
たりする）能力についての情報、及び血小板－フィブリン相互作用の妥当性についての情
報を提供する。凝血塊形成の動態は、主に凝固因子の機能性についての情報を提供する。
こうした情報の全てを分析することにより、出血の予測、血栓症の監視及び管理、又は線
維素溶解の監視に有用な結果が提供される。
【００１２】
　しかしながら、凝血過程は互いに関連し合う様々な要素からなるため、止血障害をより
具体的に検出するためには特定の活性化剤及び阻害剤の使用がさらに適用される。
【００１３】
　従って、粘弾性分析で使用される試薬は、初期活性化剤（例えば、内因系経路又は外因
系経路のいずれかの活性化剤）と、場合により１種以上の阻害剤（例えば、線溶阻害剤、
ヘパリン阻害剤、血小板阻害剤）及び／又は１種以上のさらに特定の凝固カスケード因子
とからなる。
【００１４】
　場合により、さらなる成分が添加され得る：
－カルシウム（ＣａＣｌ２）：カルシウムは試料を再石灰化するために添加される。血液
試料は、ヘパリン、ＥＤＴＡ、クエン酸塩のようないくつかの種々の抗凝固物質によって
凝血が防止され得る。典型的には機能試験は、クエン酸塩により抗凝固処理された血液で
行われる。クエン酸塩は血液試料のカルシウムと適度に複合体を形成する。カルシウムは
凝固過程に必須であり、複合体形成に関与し、且つ凝固因子のほとんど（例えば、ＦＩ、
ＦＩＩ、ＦＶ、ＦＶＩＩ、ＦＶＩＩＩ、ＦＩＸ、ＦＸ、ＦＸＩ、ＦＸＩＩＩ、ＴＦ）の補
因子である。従って、血液採取中に（クエン酸塩を含む血液採取管を使用することにより
）試料がクエン酸化された場合には、その試料における適正な凝固を保証するため、試料
を再石灰化する必要がある。
－リン脂質：凝固カスケードにおけるいくつかの複合体はリン脂質依存性であり、従って
、追加的なリン脂質が添加されてもよい。
－安定剤：生成時間と分析との間、試薬を安定にしておくため（例えばアルブミン、ゼラ
チン）
【００１５】
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　診断目的に応じて、これらの試薬は単独でも、又は組み合わせでも使用できる：例えば
、試料における内因系活性化剤のみによる計測は、試料における内因系活性化剤と十分な
量のヘパリン阻害剤（例えば、ヘパリナーゼ）とによる計測と組み合わせることで被験液
中のヘパリンの存在を検出できる；試料における外因系活性化剤と血小板阻害剤（例えば
、サイトカラシンＤ）との組み合わせは、被験液中の血小板の寄与を含まないフィブリノ
ゲンの活性を測定するために利用される。
【００１６】
　文献には、粘弾性計測用の試薬の構想があり（レオプロ（ＲｅｏＰｒｏ）で修飾された
ＴＥＧ：ウェンケル（Ｗｅｎｋｅｒ）ら：「Ｔｈｒｏｍｂｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈｙ」、
Ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｒｎｅｔ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ、２
０００年、第１巻、第３号；（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｓｐｕｂ．ｃｏｍ／ｏｓｔｉａ
／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ？ｘｍｌＦｉｌｅＰａｔｈ＝ｊｏｕｒｎａｌｓ／ｉｊａ／ｖｏｌ１
ｎ３／ｔｅｇ．ｘｍｌ）；リュットマン（Ｒｕｔｔｍａｎｎ）ら：「Ｈｅｍｏｄｉｌｕｔ
ｉｏｎ　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ　Ｉｓ　Ｎｏｔ　Ｄｕｅ　ｔｏ　Ｐ
ｌａｔｅｌｅｔ　Ｃｌｕｍｐｉｎｇ」、Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ　２００４；１０
１：Ａ１５０頁；リコンビプラスチン（Ｒｅｃｏｍｂｉｐｌａｓｔｉｎ）及びレオプロ（
ＲｅｏＰｒｏ）で修飾されたＴＥＧ：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎｇ
ｕｉｄｅｌｉｎｅｓ．ｏｒｇ．ｕｋ／ｄｏｃｓ／ｐｄｆｓ／ｂｂｔ＿ａｐｐ－ｕｓｅ＿ｔ
ｅｇ－ｓｏｐ－ｅｘａｍｐｌｅ．ｐｄｆ；ＴＦ及びトラジロール（Ｔｒａｓｙｌｏｌ）で
修飾されたＴＥＧ：タナカ（Ｔａｎａｋａ）ら：「Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｎ
ｏｖｅｌ　ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｎ　ｈｅｍｏｓｔａｔｉｃ　
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」、Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
、第１１３巻、第５号、２００４年、３３３－３３９頁）、これは、プロトロンビン時間
活性化剤イノビン（Ｉｎｎｏｖｉｎ）又はリコンビプラスチン（Ｒｅｃｏｍｂｉｐｌａｓ
ｔｉｎ）（登録商標）などの市販されている他の試験用の活性化剤試薬の組み合わせをベ
ースとしており、購入者が作製するＣａＣｌ２溶液及び薬物、例えば、レオプロ（Ｒｅｏ
Ｐｒｏ）（登録商標）（アブシキシマブ）及びトラジロール（Ｔｒａｓｙｌｏｌ）（登録
商標）（アプロチニン）と組み合わせられる。これは、低標準化、多くのピペット操作ス
テップ及び多くのエラーの発生源をもたらす。
【００１７】
　ペンタファーム（Ｐｅｎｔａｐｈａｒｍ）から販売されている粘弾性計測用の試薬系が
あり、これは標準化された試薬をベースとしており、そのほとんどは購入者に液体形態で
提供され、使用者はそれを、標準化された操作手順を用いてピペットで試験カップに移し
入れる。これは利用を標準化するが、しかしながら、それでもなお分析には数段階のピペ
ット操作ステップが要求される。例えば、ＦＩＢＴＥＭ試験をＥＸＴＥＭ対照試験と共に
実施するための、血液、ＣａＣｌ２溶液、外因系活性化剤及び血小板阻害剤のピペット操
作は、合計で８段階のピペット操作ステップを実施し（１回の試験手順の間に３回のチッ
プ交換を含む）、使用者によって取り扱われなければならない３種の異なる試薬を必要と
する結果となり得る。これは時間がかかる訓練要件をもたらし、及びエラーの発生源とな
る可能性がある。
【００１８】
　市場には他の試薬系があり、これらは様々な試薬をベースとしている。試薬のうちある
ものは液状であり、ピペットでカップに移し入れなければならず（例えばＣａＣｌ２溶液
）、あるものは乾燥されて試験カップに入っており（ヘパリナーゼなど）、及びあるもの
は小バイアルで、１回の試験用に意図された分量で提供される。これらの試薬の特徴は、
各試薬がなお典型的には単独で提供され、従って少なくとも２種以上の活性試薬が必要な
試験については、いくつかのステップが要求されることである。
【００１９】
　従って、過去には、血液又は血液成分の粘弾性計測用のより単純な試薬系を提供するた
めのいくつかの試みがなされている：
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　・計測時の試料容量を受け入れるカップに試薬を直接入れて乾燥させる
　・安定した液状の組み合わせの試薬を使用濃度で配合する
【００２０】
　活性試薬を試験カップに直接入れて乾燥させる方策の１つの欠点は、カップが典型的に
はプラスチック製で軽いため、自動化された試薬分注ラインでこうしたカップに充填する
ことが一層難しくなることである。これにより手作業で充填するステップか、又は特殊な
機器の開発が必要となり、これらはいずれも費用がかかる。
【００２１】
　この方策の別の欠点は、活性成分又は安定剤が、適正な計測の実施に要求される血餅の
カップ表面への付着強度を妨げ得ることである。例えば、カップ内でアルブミン溶液（ア
ルブミンは、試薬中のあらゆる種類のタンパク質を安定化させるために使用される典型的
な安定剤である）をインキュベーションした後は、凝血塊の付着性が低減することが示さ
れている：
【００２２】

【表１】

【００２３】
　試薬の扱いを簡略化するための別の可能な方策は、１回の試験に必要な種々の試薬を液
相中にその使用濃度で混和することである。ここでの主な問題は、種々の物質が長期間に
わたり一緒にされる間のそれらの相互作用である。成分のなかには、液相中に高濃度で一
緒にされると互いの安定性に負の影響を及ぼすものもある；例えば、ＣａＣｌ２は時間が
経つと液相中の組織因子試薬の安定性を乱す。
【００２４】
　そのうえ、これらの混和された試薬がちょうど１回の試験に十分な量で提供された場合
には、別の問題が生じ得る：この場合、極めて少量の液状試薬が試薬容器又はカップの一
部に張り付き、ひいては分析が実施されるときに被験液と十分に混合されない可能性があ
る。
【００２５】
　指摘された点を解決するために提案される１つの方策が、コルド（Ｋｏｌｄｅ）らによ
って米国特許出願公開第２００４００７１６０４号明細書に開示された。この出願では粘
弾性分析用カップシステムが提示され、ここではカップの下端が数個の試薬チャンバに分
割される。これにより、試薬を混合することなく異なるチャンバに独立して入れ、その後
これらの試薬を凍結乾燥することが可能となる。
【００２６】
　しかしながら、この溶液の欠点として、個別の試薬チャンバが極めて小さいため、極め
て正確なピペット操作プロセスが必要とされること、また試薬の液滴が試薬充填ラインに
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存在する振動によって凍結乾燥前に混合される可能性がなおあるという問題も挙げられる
。別の問題は、凍結乾燥プロセスが始まる前の室内条件下での処理中に少量の試薬の液滴
が空気で乾燥する可能性があることである。さらに、小さいプラスチック、従って非常に
軽いものを、標準的な試薬充填ラインを使用して自動的に取り扱う問題が存在する。
【００２７】
　日常的に研究室が使用するほとんどの凝固試験方法は、活性化剤を試料に添加してから
、フィブリン凝血塊の初期形成を最初に検出できるまでの時間（＝凝血時間）を計測する
だけである。この時点で終了され、それ以上の計測は行われない。これは、こうした方法
においては、計測セルの表面への血液のしっかりとした付着が必要でないことを含意する
。従って、かかる方法による凝血時間の評価に利用可能な様々な分析器及び試薬は、粘弾
性計測と関連する固有の問題に対処しなくともよい。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２８】
　従って、本発明の目的は、粘弾性系における種々の試験のための安全で再現可能、且つ
使用が容易な手順を可能にする診断用組成物を提供することである。本発明の別の目的は
、血液試料のちょうど１回の分析に特別に適合され、且つ先行技術の組成物に関してより
優れた試薬安定性を有する診断用組成物を提供することである。本発明のさらに別の目的
は、信頼性が高く再現可能な結果を提供し、取り扱いが容易で、且つ血液試料の凝固特性
の測定について標準化されたシステムを提供する診断方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２９】
　これらの目的は、請求項１に記載の診断用組成物、請求項１５に記載の容器、請求項１
８に記載の診断方法及び請求項２６に記載の使用によって達成される。
【００３０】
　好ましい実施形態が、従属請求項に記載される。
【００３１】
　本発明の診断用組成物を使用することによって、試験は以下のとおり実施され得る：所
定量の試料（例えば、全血、血漿等）を、診断用組成物が入った容器１に直接添加する。
組成物が血液試料に溶解した後、得られた混合物をピペットで容器１から計測装置４の計
測用カップ２に移し入れる。次にカップ２を、ピン３が試験カップ内の液体に浸るような
位置に置く（図２を参照のこと）。
【００３２】
　従って、使用者は各試験を実施するのにわずか４段階のピペット操作ステップで十分で
あり（先行技術の液体系では最高８段階のステップ、上記参照）、及びピペットチップの
交換が不要である。
【００３３】
　このように、血液試料の凝固特性を測定するための本システムはより取り扱い易く、従
って（可能性として経験の少ない）操作者による不正確な動作線に起因し得るエラーの確
率が低くなり得ることは明らかである。
【００３４】
　ここから、例えば、実現される結果の再現性がより高まり、ひいては標準化度がより高
まるといったさらなる利点が生じ得る。
【００３５】
　さらに、本手法の一利点は、本発明の診断用組成物（すなわち試薬混合物）が、最終的
な計測ステップにおいて存在する容量と比べて凍結乾燥ステップ前により大容量で（ひい
てはより低濃度で）提供され得ることである。より詳細には、試薬が早期に反応しないよ
う、最初は低濃度の試薬混合物を提供することが有利である。次に、計測ステップにおけ
る最終濃度（診断用組成物を被験試料中に分解させることによって得られる）は、凍結乾
燥ステップ前に存在した初期濃度より高くなるであろう。
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【００３６】
　本発明のさらなる特徴及び利点は、図を参照する実施形態の説明から明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】典型的なトロンボエラストメトリーによる計測結果を示す例示的ダイアグラムで
ある。
【図２】トロンボエラストメトリーによる分析用の計測装置４を示す。
【図３】先行技術の計測装置４の計測用カップ２の説明図である。
【図４Ａ】本発明の容器１の好ましい実施形態の概略断面図である。
【図４Ｂ】本発明の容器１の好ましい実施形態の概略断面図である。
【図４Ｃ】本発明の容器１の好ましい実施形態の概略断面図である。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
　第１の態様において、本発明は、被験液の粘弾性分析において使用するための診断用組
成物であり、以下の構成要素：
ａ）少なくとも１種の凝固活性化剤と、
ｂ）場合により、被験液を確実に再石灰化させるのに十分な量のカルシウム塩と、
ｃ）場合により、１種以上の阻害剤及び／又は他の凝固成分若しくは凝固因子と、
を含んでなる組成物であって、
この組成物が、全構成要素の本質的に乾燥した混合物として、且つ特定の被験液の粘弾性
分析を１回だけ実施するのに十分な量で存在する
ことを特徴とする、組成物を提供する。
【００３９】
　カルシウム塩は好ましくはＣａＣｌ２である。
【００４０】
　本発明の診断用組成物又は反応混合物は、それ自体当該技術分野において公知の構成要
素を含んでなる。しかしながら、先行技術の手法との１つの違いは、これらの構成要素の
混合物が本質的に乾燥した形態で提供されることである。
【００４１】
　本発明の文脈上、「本質的に」乾燥したとは、混合物が本質的に一切の液体又は水分を
含まず、特に水が枯渇している状態を意味する。しかしながら、水又は任意の他の液体が
混合物中の残留物として存在してもよく、但し組成物全体の安定性に負の影響を及ぼさな
い範囲内でしかない。特に、種々の構成要素間で相互作用が生じ、それが安定性に負の影
響を与えることは排除されなければならない。液体、好ましくは水の残留量は、組成物中
に１０重量％までであれば許容されるものとする。
【００４２】
　特定の被験液、例えば血液試料の粘弾性分析を１回のみ実施するのに十分な量とは、血
液試料の凝固特性の最終分析において、すなわち計測装置４のカップ２において試薬の所
要濃度を提供するような混合物中の全構成要素の量である。従って、診断用組成物を液体
に溶解させる前又は溶解させた後に、診断用組成物をさらに取り分ける必要はない。
【００４３】
　さらに、これは、構成要素を最終使用濃度に達する量の希釈液に溶解させるのではなく
、被験液（血液試料等）それ自体の中に物質を溶解させることによって実現される。
【００４４】
　上述されるとおり凝固活性化剤は好ましくは、内因系活性化剤及び／又は外因系活性化
剤である。
【００４５】
　ここで外因系凝固活性化剤は、好ましくは組織因子（ＴＦ）であり、及びより好ましく
は脂質付加ＴＦ又はｒＴＦから選択される。
【００４６】
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　内因系凝固活性化剤は好ましくは、セリット、エラグ酸、スルファティット（ｓｕｌｆ
ａｔｉｔ）、カオリン、シリカ、ＲＮＡ、又はこれらの混合物から選択される。
【００４７】
　第２の特徴として、本発明の診断用組成物は、場合によりＣａＣｌ２などのカルシウム
塩を含んでなり、ここでＣａＣｌ２は好ましくは、被験液の約１～１００μｍｏｌ／ｍｌ
の量で存在する。上述されるとおり、試料が事前に脱灰された場合には、ＣａＣｌ２の量
は被験液、特に血液試料を確実に再石灰化させるのに十分でなければならない。この要件
を実現するには、３～３０μｍｏｌ／ｍｌの量が最適であることが分かった。診断用組成
物中に含まれるべきＣａＣｌ２の所要量をさらにより正確に決定するためには、患者から
採取される被験液の厳密な量、並びに用いられる試薬の脱灰量を知る必要がある。
【００４８】
　本発明の診断用組成物は、場合により、例えば、血小板阻害剤、線溶阻害剤、又はヘパ
リン阻害剤のなかの１つ又は複数から選択される１種以上の阻害剤を含有する。
【００４９】
　こうした阻害剤は正確な診断要件に応じて使用され、及び組み合わされてもよく、例え
ば、血小板阻害剤は細胞骨格阻害剤又はＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ拮抗薬であり得る。同様に
、線溶阻害剤は、例えば、アプロチニン、トラネキサム酸、又はｅａｃａから選択でき、
ヘパリン阻害剤は、例えば、ヘパリナーゼ、プロタミン又はプロタミン関連ペプチドから
選択されてもよく、及び凝固因子は、例えば、１種以上の凝固因子若しくは活性化凝固因
子、好ましくはＦＸａ若しくはＦＶａ、又は活性化タンパク質Ｃ若しくはＦＶＩＩａから
選択できる。しかしながら、これは好ましい選択に過ぎず、必要であれば別の阻害剤を使
用できることが指摘される。
【００５０】
　好ましい実施形態において、乾燥混合物は、凍結乾燥混合物、より好ましくは、液体試
薬の混合物を１回の凍結乾燥（ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｙｔｉｏｎ）プロセスで共凍結乾燥す
ることによって生成された混合物である。より正確には、この好ましい実施形態において
診断用組成物は、液体成分を－目的の組成物に達するのに必要な分量で－好適な容器１の
中に（例えば機械式ピペットによって）充填し、この組成物を容器１中で低圧環境（約１
０００～０．２ｍｂａｒ）の適用下に好適な温度（約＋３０℃～－７０℃）で乾燥させる
ことによって生成される。次に容器１は、試薬が失われたり、又は汚染物質、水等が侵入
したりすることがないよう、閉鎖カバーなど（例えば、蓋５）によって閉蓋又は密閉され
得る。
【００５１】
　好ましい実施形態において、診断用組成物はまた、１種以上の安定剤を含有してもよく
、ここで安定剤は好ましくはアルブミン又はゼラチンである。
【００５２】
　好ましい実施形態において、診断用組成物はまた、１種以上のリン脂質を含有してもよ
く、ここでリン脂質は、ホスファチジルセリン（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｓｅｒｉｎｅ）
、ホスファチジルエタノールアミン及びホスファチジルエタノールコリンのような種々の
リン脂質の組成物であり得る。例えば、ウサギ脳から抽出されたリン脂質の混合物が使用
され得る。
【００５３】
　本診断用組成物は、好ましい実施形態において以下の性質を有し得る：
　・外因系活性化：外因系活性化剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・内因系活性化：内因系活性化剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・ヘパリンに対し非感受性の外因系活性化：外因系活性化剤とヘパリン阻害剤と安定剤
と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・ヘパリンに対し非感受性の内因系活性化：内因系活性化剤とヘパリン阻害剤と安定剤
と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・血小板活性化を伴わない外因系活性化：外因系活性化剤と血小板阻害剤と安定剤と、
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場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・血小板活性化を伴わない、ヘパリンに対し非感受性の外因系活性化：外因系活性化剤
と血小板阻害剤とヘパリン阻害剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・血小板活性化を伴わない内因系活性化：内因系活性化剤と血小板阻害剤と安定剤と、
場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・血小板活性化を伴わない、ヘパリンに対し非感受性の内因系活性化：内因系活性化剤
と血小板阻害剤とヘパリン阻害剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・線溶阻害を伴う外因系活性化：外因系活性化剤と線溶阻害剤と安定剤と、場合により
ＣａＣｌ２との組み合わせ
　・線溶阻害を伴う、ヘパリンに対し非感受性の外因系活性化：外因系活性化剤と線溶阻
害剤とヘパリン阻害剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・線溶阻害を伴う内因系活性化：内因系活性化剤と線溶阻害剤と安定剤と、場合により
ＣａＣｌ２との組み合わせ
　・線溶阻害を伴う、ヘパリンに対し非感受性の内因系活性化：内因系活性化剤と線溶阻
害剤とヘパリン阻害剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・追加的な凝固因子を伴う外因系活性化：外因系活性化剤と１つの追加的な凝固因子と
安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・追加的な凝固因子を伴う、ヘパリンに対し非感受性の外因系活性化：外因系活性化剤
と１つの追加的な凝固因子とヘパリン阻害剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み
合わせ
　・追加的な凝固因子を伴う内因系活性化：内因系活性化剤と１つの追加的な凝固因子と
安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み合わせ
　・追加的な凝固因子を伴う、ヘパリンに対し非感受性の内因系活性化：内因系活性化剤
と１つの追加的な凝固因子とヘパリン阻害剤と安定剤と、場合によりＣａＣｌ２との組み
合わせ
【００５４】
　第２の態様において、本発明は上記に定義されるとおりの診断用組成物を含む容器１を
提供する。容器１は好ましくは、バイアル又はキュベットの形をとる。
【００５５】
　容器１は、充填される試薬又は充填される被験液によって腐食したり、又は他の形で影
響を受けたりすることのない材料（例えば、プラスチック又はガラス）で形成される。
【００５６】
　容器１は円筒形状を有し得るが、その形状は必ずしも円筒状である必要はない。容器１
は、例えば図４に示されるとおりの円錐形状をした形又は少なくとも部分的に円錐状の形
のような、上部開口から底面にかけてその内側の側面外形が縮径する形を有してもよい。
これは、通常少量である液体試薬混合物のより優れた取り扱い性をもたらす：平底容器、
例えば同様の直径の一般的なバイアルでは、使用される量の液体が底面全体を覆うことは
ほとんどなく、凍結乾燥プロセスが始まる前に抑制の効かない形で乾燥する可能性がある
。より直径の小さい平底バイアルを使用すればこの問題は低減し得るが、このときかかる
バイアルは、例えばＲＯＴＥＭトロンボエラストメーターのような診断装置と併せて使用
される標準的なピペット器具で取り扱うには狭過ぎる開口直径を有し得る（ＲＯＴＥＭシ
ステムの設計及びその使用方法に関しては、参照により本明細書に援用される米国特許第
５，７７７，２１５号明細書が参考となる）。
【００５７】
　さらに、かかる小型バイアルは一般的な自動処理システムの管理を一層困難とする可能
性があり、ひいては生産費用が上昇し得る。
【００５８】
　好ましい実施形態の基本的に軸方向に対称な容器１の断面が図４Ａに示される。しかし
ながら、本発明はそれらに限定されず、Ｕ字型形状、又は矩形状などの形も使用され得る
ことは明確に留意されなければならない。
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【００５９】
　上述されるとおり、容器１は、試薬が失われたり、又は汚染物質、水等が浸入したりす
ることのないよう、蓋５などによって閉蓋又は密閉され得る。
【００６０】
　さらなる実施形態において、容器１は、粘弾性計測装置４の計測用カップ２として直接
使用できるように設計される。換言すれば、粘弾性（ｖｉｓｃｏｌｅｌａｓｔｉｃ）分析
は、それぞれの容器１を提供し、その容器１に被験液を添加し、及びその容器１において
計測を直接実施するようにして実施され得る。この場合、液体の移し換えステップとして
実施する必要があるのは血液の容器への分注のみであり、これは手動ピペット、自動ピペ
ット、自動分注器又は任意の他の液体を移し換えるための器具を使用して実現され得る。
【００６１】
　この実施形態において、容器１は２種の材料、例えば、ガラス及びプラスチック又はガ
ラス及び表面被膜によって設計されてもよい。図４Ｂに示されるとおり、この組み合わせ
は、ガラス容器にプラスチックインサートを設けることによって実現でき、このプラスチ
ックインサートが、凍結乾燥前に液体試薬が充填され、且つ粘弾性計測前に被験液が添加
される部分を形成する。これに関連して、容器のうちガラスで作製される部分は必ずしも
プラスチック部分の下側全体を把持する必要はなく、図４Ｃに従い構成されてもよい。図
４Ｂ及びＣでは、本発明のさらなる実施形態を見ることができる。容器１（例えばキュベ
ット）はより大きい構造体、例えばガラス物品に組み込まれてもよく、これはある技術的
利点を提供する：第一に、このような構成により凍結乾燥ステップが技術的に容易になり
、及び第二に、容器の保持部が提供され得る。
【００６２】
　これらの実施形態では、ガラス表面によって被験液に凝固活性化が起こる可能性がなく
され、一方でプラスチック材料と比較したときに優れているガラス材料の密閉特性はなお
利用される。ガラス表面によって被験液に凝固活性化が起こる可能性を抑制する同様の効
果は、血液又は血液成分と接触しても凝固活性化能を有しない１種以上の物質の層でガラ
ス表面（又は少なくともガラス表面の内側部分）を被膜することによって実現できる。
【００６３】
　比較として、米国特許出願公開第２００４／００７１６０４号明細書による先行技術の
計測用カップ２が図３に示される。
【００６４】
　容器１が提供され、これは様々な分析プロセスを用いる分析用の試薬担持体及び計測用
の入れ物（すなわち計測用カップ２と見なされ得る）としての役割を担い、且つ容器の壁
面又は容器の底部から伸張する１本又は複数のバーによって少なくとも２つのチャンバ（
６ａ、６ｂ、６ｃ）に分割された領域を有し、ここでチャンバは、液体又は固体試薬が拡
散したり、又は互いに流れ込んだりして混ざり合うことができない状態で中に導入され得
るように配置される。容器１は、チャンバを完全に、又は部分的に充填した状態で乾燥又
は凍結乾燥するために使用されると同時に、水、試薬溶液、又は水相中に存在する試料を
添加することによって乾燥した材料を再溶解した後の、計測用の入れ物としての役割を担
う。
【００６５】
　従って、米国特許出願公開第２００４／００７１６０４号明細書における先行技術と比
較したときの本発明の主な違いは、カップ中での試薬混合物の共凍結乾燥（ｃｏ－ｌｙｐ
ｈｙｌｉｚａｔｉｏｎ）プロセスによって提供される。これにより、入れ物を２つ以上の
領域に分割する－バーによって分ける－ことが不要となり、ひいては少なくとも２種の異
なる液体を入れ物の２つの異なる部分に充填することにより結果として生じる生産過程の
複雑性が回避される。
【００６６】
　第３の態様において、本発明は、被験液、好ましくは血液試料に対する粘弾性分析の実
施方法であって、
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ａ）被験液を得るステップと、
ｂ）上記に定義されるとおりの容器１を提供するステップと、
ｃ）被験液を前記容器１に添加し、それにより容器１の中に入っている診断用組成物を溶
解するステップと、
ｄ）前記被験液と前記診断用組成物との混合物をカップ２に移し換え、そのカップ２を粘
弾性（ｖｉｓｃｏｌｅｌａｓｔｉｃ）分析の実施に好適な装置４に置くステップか、
又は
容器１を粘弾性（ｖｉｓｃｏｌｅｌａｓｔｉｃ）分析の実施に好適な装置４に置くステッ
プと、
ｅ）前記混合物の粘弾性分析を実施するステップと、
を含む方法に関する。
【００６７】
　既に上述したとおり、被験液は好ましくは血液試料であり、好ましくは哺乳動物のもの
、より好ましくはヒトの血液又は血液成分（例えば、全血又は血漿）の試料である。
【００６８】
　本発明の方法のステップｃ）は好ましくは、約１～６０、より好ましくは２～１０秒間
かけられ、及び約５秒間が最も好ましい。その時間が経った後、診断用組成物と血液試料
との混合物は計測装置４の計測用カップ２に素早く移し換えられなければならない。これ
はステップｄ）において、混合物を容器１から手作業で、又は自動的にピペットで取るこ
とにより、それを装置４に、すなわち装置４の計測用カップ２に移し換えることによって
行われる。
【００６９】
　代替例として、本発明の容器１が計測用カップ２である場合、計測は容器１で直接実施
される。この場合、ステップｄ）は省略され得る。
【００７０】
　装置４は好ましくは、粘弾性計測に好適な装置、例えば、（米国特許第５，７７７，２
１５号明細書）、（米国特許第６，５３７，８１９号明細書）、又は（米国特許第５，７
７７，２１５号明細書）に開示される装置である。
【００７１】
　当該装置４の一例が図２に示される。
【００７２】
　カップ２（キュベット）とピン３との間に凝血塊が形成された後、凝血塊それ自体がピ
ン３をカップ２に対し動かすことによって引き伸ばされる。凝血塊の特性パラメータの検
出は、凝血塊によるカップ２とピン３との機械的結合に基づく。これは、凝血塊がカップ
２及びピン３の双方の表面に付着している場合にのみ可能である。そのため、粘弾性分析
には、本質的にカップ２及びピン３の双方の表面へのしっかりとした付着が要求される。
【００７３】
　本発明の方法は、その凝固特性を測定するための血液試料のかかる粘弾性分析を含み、
ここで最も広い意味でのかかる粘弾性分析とは、血液試料の入ったキュベットのパンチに
対する相対移動の計測である。分析は好ましくは、線維素溶解効果を含む、凝血時間、凝
血塊形成時間、及び経時的な凝血塊の硬度の測定を含む。
【００７４】
　実際には、以下のステップが実施され得る：
　１．所定量の試料（例えば、全血、血漿）を、凍結乾燥された試薬組成物が入ったバイ
アルに直接添加するステップ；計測は、試料を添加した瞬間に近い時点で開始しなければ
ならない。
　２．試薬混合物が試料に溶解した後（５秒間）、試薬－試料混合物をピペットで試薬バ
イアルから計測用カップ２に移し入れるステップ（バイアルそれ自体が計測用カップ２と
して機能する場合には不要）
　３．次に、ピン３が試験カップに入っている液体に浸るような位置にカップ２を置くス
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【００７５】
　従って、使用者が各試験の実施に必要とするピペット操作ステップは、合計で４段階ま
でであり（液体試薬系に要求される最高８段階のステップと比較して）、及び一回の試験
を準備するとき、ピペットチップの交換は不要である。これは明らかに、かかる試験を実
施する者にとっての本発明の直接的な利益を示す。
【００７６】
　さらなる態様において、本発明は、被験液、好ましくは血液試料の粘弾性挙動の分析方
法における、上記に定義されるとおりの診断用組成物又は容器１の使用に関する。
【００７７】
　本発明は好ましい実施形態に従い説明されているが、全ての実施形態において修正が可
能であることは当業者には明らかである。
【符号の説明】
【００７８】
　１　容器
　２　計測用カップ
　３　ピン
　４　計測装置
　５　蓋
　６ａ、ｂ、ｃ　試薬チャンバ

【図１】 【図２】
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物的容器（1）。该组合物至少包含凝结活化剂，和任选的CaCl 2，任选
地一种或多种抑制剂和/或凝结组分，其中该组合物作为所有组分的基本
上干燥的混合物存在，并且其量足以进行单一粘弹性。分析特定的血液
或血浆样本。本发明还涉及对测试液体进行粘弹性分析的方法，以及该
诊断组合物在这种方法中的用途。
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