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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の血液凝固因子の阻害剤の測定方法であって、以下の工程（ａ）及び（ｂ）を備
えてなる方法。
（ａ）下記を含有する反応混合物の調製及びインキュベーション。；
　（ｉ）前記試料、
　（ｉｉ）前記反応混合物に加えられる別個の試薬中に含有される活性化された血液凝固
因子であって、その活性が測定対象の前記阻害剤によって直接的又は間接的に影響され得
る活性化された血液凝固因子の規定量、
　（ｉｉｉ）前記添加された活性化された血液凝固因子によって結合され及び修飾され得
る基質、及び
　（ｉｖ）シグナル形成系の第１及び第２成分であって、前記シグナル形成系の前記第１
成分が前記基質と結び付けられているか又は結び付けられるようになり、前記シグナル形
成系の前記第２成分が前記添加された活性化された血液凝固因子と結び付けられており、
前記シグナル形成系が、前記シグナル形成系の前記第１及び第２成分が、前記活性化され
た血液凝固因子と前記基質との結合によって、相互に空間的に近づけられたときのみに検
出可能なシグナルが生成されるようなシグナル形成系である、前記シグナル形成系の第１
及び第２成分、並びに
（ｂ）前記試料中の前記阻害剤の活性と相関している前記シグナルの測定。
【請求項２】
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　ヘパリン、アルガトロバン、メラガトラン、キシメラガトラン、ビバリルジン、ダビガ
トラン、リバロキサバン及びヒルジンを含む群からの血液凝固因子の阻害剤を測定するた
めの請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記基質が第１結合対Ａ／Ｂの第１結合パートナーＡを有し、前記シグナル形成系の前
記第１成分が前記結合対Ａ／Ｂの第２結合パートナーＢを有し、前記第１結合パートナー
Ａ及びＢの結合によって、前記基質が前記シグナル形成系の前記第１成分に結合されてい
るか又はインキュベーション中に結合されるようになる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記結合パートナーＡ及びＢが、それらが結合対Ａ／Ｂを形成するように、ＦＬＡＧタ
グ／抗ＦＬＡＧタグ抗体、ＨＩＳタグ／抗ＨＩＳタグ抗体、フルオレセイン／抗フルオレ
セイン抗体、ビオチン／アビジン及びビオチン／ストレプトアビジンを含む群から選択さ
れる、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記測定対象の活性化された血液凝固因子が第２結合対Ｘ／Ｙの第１結合パートナーＸ
を有し、前記第２結合対Ｘ／Ｙの第２結合パートナーＹが前記シグナル形成系の前記第２
成分と結び付けられ、前記活性化された血液凝固因子が、前記結合パートナーＸ及びＹの
結合によって、前記シグナル形成系の前記第２成分に結合される、請求項１～４のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記結合パートナーＸ及びＹが、Ｘが活性化された血液凝固因子特異的な構造又は配列
エピトープであり、Ｙが前記活性化された血液凝固因子特異的な構造又は配列エピトープ
に対する特異性を備える抗体又は抗体フラグメントであるように、選択される、請求項５
に記載の方法。
【請求項７】
　前記シグナル形成系の前記第１成分が第１粒子状固相と結び付けられ、前記シグナル形
成系の前記第２成分が第２粒子状固相と結び付けられる、請求項１～６のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項８】
　前記シグナル形成系の前記第１成分が化学発光物質であり前記シグナル形成系の前記第
２成分が感光剤であるか、又はその逆である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項９】
　血液凝固因子ＩＩａ又はＸａの阻害剤を決定するための請求項１～８のいずれか１項に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インビトロ（ｉｎ－ｖｉｔｒｏ）診断学の分野に属し、試料中の酵素的に触
媒された反応（酵素触媒反応）を測定するための均質法に関する。本発明によれば、酵素
触媒化学反応を測定することによって、酵素の活性状態又は該活性状態に影響を及ぼす物
質の存在を測定することができる。
【背景技術】
【０００２】
　化学反応は、それによって物質が変換されるプロセスである。１つ以上の反応生成物は
、１つ以上の出発物質（遊離体又は反応体）から形成される。生成物の化学的又は物理的
特性は、遊離体の化学的又は物理的特性とは相違する。
【０００３】
　酵素触媒反応では、酵素は、化学反応の開始、促進又は制御に関与する。
【０００４】
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　診断学的に重要なパラメーターの多くは、酵素、反応体、反応生成物又は酵素活性の調
節剤である。活性調節剤は、酵素の活性に対して、阻害剤、活性剤、アゴニスト、アンタ
ゴニスト又は補因子として、影響を及ぼすことができる物質であると理解すべきである。
【０００５】
　診断学的に重要な酵素の１つの例は、セリンプロテアーゼ群内の血液凝固因子であるト
ロンビンであり、患者の血漿試料中のその活性の測定により、患者の血液凝固の状態につ
いての情報を得ることができる。また、別の例は、血液凝固第ＶＩＩ因子活性化プロテア
ーゼ（ＦＳＡＰ）であり、その活性の測定により、例えば、患者が血栓症を発生するリス
クについての情報を得ることができる。
【０００６】
　酵素の活性は、通常、多かれ少なかれ特異的な基質の反応から測定される。公知の方法
は、（分離工程を含まない）均質法と（１つ以上の分離工程を含む）不均質法とに分類さ
れる。
【０００７】
　不均質法では、検出対象の物質が濃縮される。つまり、調査対象の試料は、試料の他の
成分の濃度が検出対象の物質に比較して減少させられるか又は試料の他の成分が完全に除
去されるプロセスに、供せられる。このためには、例えば、親和性技術（ａｆｆｉｎｉｔ
ｙ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）が使用される。
【０００８】
　これとは対照的に、均質法では、試料はアッセイにおいて直接的に調査される。分離プ
ロセス、例えば洗浄工程、は使用されない。
【０００９】
　酵素の活性を測定する均質法の例は、例えば特許文献１に記載されているＥＴＰアッセ
イのような、トロンビン活性アッセイである。血漿試料中のトロンビンが活性化され、発
色性ペプチド基質が試料と混合され、トロンビンによるその特異的切断が光度測定法によ
り測定される。しかし、この均質なアッセイフォーマットは、基質特異性の低い酵素の活
性の測定には適合しないが、それは基質特異性の欠如により、基質が試料由来の他の酵素
によっても変換され得るからである。均質法は、それに対する分析感受性が不十分な基質
しか利用できない酵素の測定のためにも、適合しない。更に、この均質なアッセイフォー
マットは、一般に、体積活性（ｖｏｌｕｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）が低い酵素の活性を測
定するためにも、また、適合しない。
【００１０】
　体積活性は、単位体積当たりの酵素の触媒活性を表現する。触媒活性は、単位時間内に
反応する基質の量によって又は単位時間内に形成される生成物の量によって、定義される
。体積活性は、１分間当り１リットル当たりの（基質分解又は生成物形成）μｍｏｌ、即
ち、μｍｏｌ／分＊Ｌ、で表示されることが多い。μｍｏｌ／分に対しては、通常、単位
（Ｕ）又は触媒単位（ｋＵ）の用語が使用される。国際単位系（ＳＩ）では、単位カター
ル（ｋａｔ）、即ち、ｍｏｌ／秒が使用されなければならない。
【００１１】
　試料中の酵素の体積活性と共に、特に酵素の比活性は、その活性状態を表現する。比活
性は、存在する酵素の量に対する酵素の触媒活性の比率、即ち、μｍｏｌ／分＊ｇ（Ｕ／
ｇ）で表わされる。比活性は、例えば、活性化度、分解度又は酵素の阻害若しくは活性化
についての情報を提供する。
【００１２】
　調査対象の試料が、使用された基質をも変換させる他の酵素を、含有する場合、これは
特に体液の試料等の複合試料の場合に有りうるケースであるが、所望の酵素活性の特異的
測定は、適切な高度に特異的な基質なしでは、試料中で直接的に実施することはできない
。
【００１３】
　先行技術では、この課題は、例えば、酵素活性の代わりに、酵素濃度又は抗原濃度を、
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特異的アッセイによって、例えばイムノアッセイによって、測定することによって解決す
ることができる。抗原濃度は、予測酵素活性と相関している。酵素濃度から酵素活性を推
定することは、酵素の活性状態が例えば活性調節剤によって影響を受ける場合には、適切
ではない。このため、酵素の活性又はその活性状態は、必ずしも確実に測定することがで
きない。
【００１４】
　更に、先行技術では、この課題は、通常、不均質なアッセイ系を使用することによって
解決されている。この場合には、検出対象の酵素が試料の他の構成成分から分離され、そ
の後に酵素活性が測定される。分離は、通常、検出対象の酵素に対して特異的結合親和性
を有する固相と試料とを接触させ、次いで、該固相を分離することによって実施される。
【００１５】
　これらの不均質法の不利な点は、それらが、少なくとも１つの分離工程と、おそらく追
加の洗浄工程とを、含むことである。これらの追加の工程は、自動化をより困難にし、処
理時間を延長させる。処理時間は、検出対象の酵素を固相に結合させるために、試料が所
定の時間に亘って固相とともにインキュベートされる場合があるので、更に長くなる。ま
た、別の不利な点は、固相のインキュベーション、分離及び洗浄が検出対象の酵素の活性
に影響を及ぼす可能性がある点である。例えば、酵素の立体配座変化又は分解は、活性の
変化を引き起こすことがある。不均質法のまた別の不利な点は、試料の他の構成成分が除
去され又は少なくともそれらの濃度が減少させられるので、試料に固有であって検出対象
の酵素の活性に影響を及ぼす結合相手、補因子、活性剤又は阻害剤も、また、除去され、
その結果として、酵素活性又は該酵素と結合の可能性のあるパートナーを試料マトリック
スの生理学的状況において測定できない点にある。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本発明の課題は、従って、使用される基質をも変換させる妨害酵素の存在下においてさ
え、酵素の活性の特異的測定を可能にする均質法を提供することにある。更に本発明の課
題は、酵素の活性状態を測定すること、つまり体積活性とは別に、酵素濃度、従って比活
性又は活性調節剤の存在の、指標を入手することである。特に、比活性又は活性調節剤の
測定、好ましくは定量的測定、が可能にされなければならない。更に、低体積活性で存在
する酵素の活性を測定することが可能でなければならない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１７】
【特許文献１】欧州特許出願公開第Ａ２－０４２０３３２号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　この課題は、基質並びにシグナル形成系の第１及び第２成分が調査される試料に加えら
れることで解決されるが、このとき該シグナル形成系の第１成分は、該基質と結び付けら
れているか又は結び付けられるようになり、該シグナル形成系の第２成分は、測定対象の
該酵素と結び付けられるようになる。シグナル形成系は、測定対象の酵素を基質に結合さ
せることによって、シグナル形成系の第１及び第２成分が相互に空間的に近づけられた場
合にのみ、検出可能なシグナルが生成されるような系である。他の可能性のある妨害酵素
の基質への結合は、シグナルの生成を引き起こさないが、それは、検出対象の酵素のみが
該シグナル形成系の第２成分と結び付けられるためである。結果として生じるシグナルは
、試料中の酵素の活性についての情報を提供する。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によれば、使用される基質をも変換させる妨害酵素の存在下においてさえ、酵素
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の活性の特異的測定を可能にする均質法が提供される。また、本発明によれば、酵素の活
性状態を測定することが可能になり、特に、比活性又は活性調節剤の測定、好ましくは定
量的測定、が可能になる。更に、低体積活性で存在する酵素の活性を測定することが可能
になる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】ＬＯＣＩ（登録商標）シグナルの酵素活性又は濃度への依存性を示す図。
【図２】デキストラン硫酸による活性化の有無によるシグナル高及びシグナル動力学の相
違を示す図。
【図３】時間経過によるシグナルの変化を示す図。
【図４】使用したペプチド濃度の関数としてのＬＯＣＩ（登録商標）シグナルの動力学を
示す図。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明は、試料中の酵素の活性を測定する方法に関する。
【００２２】
　用語「酵素」は、本発明において、プロセス中に消費されることなく反応を触媒できる
任意の物質を意味する。用語「酵素」は、タンパク質及び核酸、例えば触媒的に活性なＲ
ＮＡ分子、いわゆるリボザイム類、を含んでいる。酵素は、機能に依存して、本質的に以
下の種類の１つに割り当てられる：オキシドレダクターゼ類、トランスフェラーゼ類、ヒ
ドロラーゼ類（ペプチダーゼ類、例えばセリンプロテアーゼ類、グリコシダーゼ類、グリ
コシラーゼ類及びヌクレアーゼ類）、リアーゼ類、イソメラーゼ類又はリガーゼ類。詳細
には、用語「酵素」には、血液凝固因子である第ＩＩ因子、第ＶＩＩ因子、第ＩＸ因子、
第Ｘ因子、第ＸＩ因子、第ＸＩＩ因子、第ＸＩＩＩ因子、プロテインＣ、第ＶＩＩ因子活
性化プロテアーゼ（ＦＳＡＰ）、プレカリクライン、プラスミノーゲン、組織プラスミノ
ーゲン活性剤（ｔＰＡ）及びプロウロキナーゼが含まれる。
【００２３】
　用語「試料」は、本発明において、検出対象の酵素を含有すると推測される材料を意味
する。用語「試料」は、特にヒト及び動物由来の、血液、血漿、血清及びその他の体液等
の生体液若しくは生体組織、分泌物又は抽出物、を含む。必須ではないが、試料は、検出
方法を酵素に適用できるようにするため又は試料から妨害成分を除去するために、前処理
されなければならない。試料の前処理には、細胞の分離及び／若しくは溶解、試料の構成
成分、例えばタンパク質、の沈降、加水分解若しくは変性、試料の遠心分離、試料の有機
溶媒、例えばアルコール類、特にメタノール、を用いた処理；試料の界面活性剤による処
理が含まれる。試料は、しばしば、別の、一般には水性の、可能であれば検出方法を妨害
しない、媒体へ移される。
【００２４】
　本発明による方法は、試料、測定対象の酵素と結合して少なくとも１つの生成物に変換
され得る少なくとも１つの基質、並びに、相互に空間的に近づけられると検出可能なシグ
ナルが生成されるように相互作用するシグナル形成系の第１及び第２成分を、含有する反
応混合物を供給するステップを備える。基質は、シグナル形成系の第１成分と結び付けら
れているか又は結び付けられるようになり、測定対象の酵素は、該シグナル形成系の第２
成分と結び付けられる。酵素と基質との間の錯体形成の結果として、シグナル形成系の成
分が相互に空間的に近づけられるので、試料中の酵素の活性と相関する検出可能なシグナ
ルが生成される。
【００２５】
　用語「基質」は、本発明において、酵素と結合して少なくとも１つの反応生成物に変換
される物質を意味する。例えばペプチド結合を加水分解的に切断するペプチダーゼ類を検
出するための、好ましい基質は、タンパク質若しくはペプチドから成るか又は少なくとも
１つのペプチド成分を含有してなる。
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【００２６】
　用語「シグナル形成系」は、本発明においては、相互に空間的に近づけられて相互作用
できるようになると、検出可能なシグナルが生成されるように相互作用する、少なくとも
第１及び第２成分を含む系を意味する。成分間の相互作用は、特に、エネルギー移動－つ
まり、例えば光線又は電子の放射による、及び、反応性化学分子、例えば短寿命一重項酸
素を経由する、成分間の直接的なエネルギー移動を、意味する。エネルギー移動は、１つ
の成分から他の成分へ起こることができるが、その全体に亘ってエネルギー移動が発生す
る様々な物質の連鎖も、また、考えられる。例えば、該成分は、エネルギードナー及びエ
ネルギーアクセプターからなる対、例えば感光剤及び化学発光物質（欧州特許出願公開（
ＥＰ－Ａ２）第０５１５１９４号明細書、ＬＯＣＩ（登録商標）技術）、又は感光剤及び
フルオロフォア（国際公開第９５／０６８７７号パンフレット）、又は放射性ヨウ素１２
５及びフルオロフォア（Ｕｄｅｎｆｒｉｅｎｄら（１９８５）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　
Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　８２：８６７２－８６７６）、又はフルオロフォア及び蛍光消光
剤（米国特許第３，９９６，３４５号明細書）、であってよい。
【００２７】
　シグナル形成系の第１及び／又は第２成分は、共有結合で又は特異的相互作用によって
、粒子状固相へ結び付けることができ又は後者の中に挿入することができる。用語「粒子
状固相」は、懸濁可能な粒子、例えば金属ゾル、シリカ粒子、磁気粒子又は特に好ましく
はラテックス粒子、を意味する。０．０１～１０μｍの直径を有する粒子が好ましく、０
．１～１μｍの直径を有する粒子が特に好ましい。
【００２８】
　本発明による方法の１つの実施形態では、基質は、第１結合対Ａ／Ｂの第１結合パート
ナーＡを有しており、シグナル形成系の第１成分は、結合対Ａ／Ｂの第２結合パートナー
Ｂを有している。従って、基質は、シグナル形成系の第１成分と結び付けられることがで
きる。基質のシグナル形成系の第１成分への結合は、反応混合物のインキュベーション中
に、即ち、試料及びシグナル形成系の第２成分の存在下において、起きてもよく、また、
基質及び第１シグナル形成成分が反応混合物に加えられる前に別個にインキュベートされ
、その後に、基質とシグナル形成系の第１成分との錯体が反応混合物に加えられてもよい
。
【００２９】
　結合パートナーＡ及びＢは、相互に特異的に認識し結合する、２つの相異する分子であ
る。特異的な認識及び結合の例は、抗体－抗原相互作用、酵素－基質相互作用、ポリヌク
レオチド相互作用、等である。
【００３０】
　適切な結合対Ａ／Ｂは、主として、抗原／抗体の組み合わせであり、ここで、結合パー
トナーＡは、基質の抗原性エピトープである。抗原性エピトープは、天然配列エピトープ
又は天然タンパク質若しくはタンパク質フラグメントの構造的エピトープであってよい。
抗原性エピトープは、更にまた、異種配列エピトープ又は修飾基質の構造的エピトープで
あってよい。異種配列エピトープ若しくは構造的エピトープの例は、ＦＬＡＧ、又はＨＩ
Ｓ若しくはフルオレセインタグであり、これらは、特に、ペプチド又はタンパク質を標識
するために、使用される。その他の適切な結合対Ａ／Ｂは、相補的ポリヌクレオチドＡ及
びＢである。シグナル形成系の第１成分と結合された結合パートナーＢは、基質へ特異的
に結合できるように選択されなければならない。好ましくは、結合パートナーＢは、抗体
又はその抗原結合性フラグメントからなる。特に好ましい結合対Ａ／Ｂは、ＦＬＡＧタグ
／抗ＦＬＡＧタグ抗体、ＨＩＳタグ／抗ＨＩＳタグ抗体、フルオレセイン／抗フルオレセ
イン抗体、ビオチン／アビジン及びビオチン／ストレプトアビジンである。
【００３１】
　本発明による方法のまた別の実施形態では、測定対象の酵素は、第２結合対Ｘ／Ｙの第
１結合パートナーＸを有しており、シグナル形成系の第２成分は、結合対Ｘ／Ｙの第２結
合パートナーＹと結び付けられるので、測定対象の酵素は、反応混合物のインキュベーシ
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ョン中に結合パートナーＸ及びＹの結合によって、シグナル形成系の第２成分に結合させ
られる。
【００３２】
　結合パートナーＸ及びＹは、相互に特異的に認識して結合する、２つの相異する分子で
ある。Ｘは、酵素特異的な、構造又は配列エピトープであり、Ｙは、検出対象の酵素の性
質に依存して、該酵素特異的な、構造又は配列エピトープに対する特異性を備える、抗体
若しくは抗体フラグメント又はポリヌクレオチドである。
【００３３】
　また別の実施形態は、第ＩＩ因子、第ＶＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＸＩ因子
、第ＸＩＩ因子及びプロテインＣを含む群から選ばれるタンパク質分解性凝固因子の活性
を測定する方法であって、試料中のタンパク質分解性凝固因子の直接的又は間接的活性化
のための試薬が反応混合物に追加添加される方法に関する。
【００３４】
　試料中のタンパク質分解性凝固因子の直接的又は間接的活性化のためには、試料は、通
常、タンパク質分解性凝固因子の直接的又は間接的活性化を引き起こす試薬と混合される
。「直接的活性化」は、他の凝固因子の存在とは無関係に、測定対象のタンパク質分解性
凝固因子を直接的に活性化する試薬が使用されることを意味している。「間接的活性化」
は、血液凝固カスケードの１つ以上の血液凝固因子を活性化する試薬が使用されることを
意味し、該カスケードが次いで調査対象のタンパク質分解性凝固因子を活性化する。試薬
のタイプは、測定対象の凝固因子、凝固因子単独の活性を測定すべきかどうか、又は血液
凝固カスケード若しくは血液凝固カスケードの部分領域（外因又は内因経路）の機能性を
凝固因子によって測定すべきかどうかに、左右される。タンパク質分解性凝固因子の直接
的又は間接的活性化を可能にする物質及び様々な物質の特定の混合物は、当業者には十分
に公知であり、例えば、リン脂質類、例えば負荷電リン脂質類；リポタンパク質類、例え
ばトロンボプラスチン；タンパク質類、例えば組織因子、活性化セリンプロテアーゼ類、
例えば第ＩＩａ因子（トロンビン）、第ＶＩＩａ因子、第ＩＸａ因子、第Ｘａ因子、第Ｘ
Ｉａ因子、第ＸＩＩａ因子又は活性化プロテインＣ；ヘビ毒、例えば、ＰＲＯＴＡＣ（登
録商標）酵素、エカリン、テクスタリン、ノスカリン、バトロキソビン、トロンボシチン
又はラッセルクサリヘビ毒（ＲＶＶ）；接触活性剤、例えば、シリカ、カオリン、エラグ
酸又はセライトを含んでいる。試薬を含有し得るその他の物質は、例えば、緩衝物質、塩
、洗剤、イオン、特にカルシウムイオン、及びキレート剤である。
【００３５】
　タンパク質分解性凝固因子の活性を測定するための本発明による方法の好ましい実施形
態では、試料は、更にフィブリン凝集阻害剤と混合される。フィブリン凝集阻害剤は、ト
ロンビン誘起フィブリンモノマーの凝集を防止する物質である。この方法で、フィブリノ
ーゲン含有試料中でのフィブリン凝塊の形成が防止される。さもなければ、例えば拡散及
びクエンチングを制限することによって、測定に有害な作用が及ぼされる可能性がある。
好ましいフィブリン凝集阻害剤は、合成ペプチド類、例えばグリシン－プロリン－アルギ
ニン－プロリン配列のペプチド（Ｐｅｆａｂｌｏｃ（登録商標）ＦＧ、スイス国、Ｐｅｎ
ｔａｐｈａｒｍ社から市販されている）である。フィブリン凝集阻害剤として使用できる
その他の好ましいペプチド類、特に、グリシン－プロリン－アルギニン－プロリン－アラ
ニン配列の好ましいペプチドは、欧州特許出願公開（ＥＰ－Ａ２）第４５６１５２号明細
書に記載されている。
【００３６】
　試料、測定対象の酵素が結合して修飾できる物質、並びにシグナル形成系の第１及び第
２成分を含有する反応混合物が調製されると、反応混合物は、一定時間に亘ってインキュ
ベートされ、酵素と基質との十分な結び付きを確実にする。用語「十分な」は、本方法が
、全体として、酵素の活性の定量的測定を可能にすることを意味する。特定アッセイ系の
最適インキュベーション時間は、実験的に決定することができる。反応混合物中で生成さ
れるシグナル又はシグナルの経時的な変化は、検出対象の酵素の活性又は活性調節剤と相
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関している。この相関に基づいて、シグナル又はシグナルの時間的変化から、酵素の活性
を測定することができる。このために、標準物質を用いた較正が実施されることが好まし
い。標準物質は、既定の活性又は濃度を有する酵素又は活性調節剤である。
【００３７】
　本発明の課題は、更に、酵素活性の特異的測定とは別に、同一反応混合物中の酵素の量
を同時に測定することを可能にする均質法を提供することにある。
【００３８】
　この課題は、シグナル形成系の第３成分が、また、調査される試料に加えられ、これが
インキュベーション中に測定対象の酵素と結び付けられることで解決される。シグナル形
成系の第３成分は、第１シグナルとは相違して、シグナル形成系の第３及び第２成分が測
定対象の酵素への同時結合によって相互に空間的に近づけられた場合にのみ生成される第
２の検出可能なシグナルが生成されるような成分である。生成された第２シグナルは、試
料中の酵素の量と比例する。
【００３９】
　同一反応混合物中の酵素の活性と量とを同時測定するためのこの方法は、単一試験ラン
において、例えば、酵素活性が基準より低い原因が酵素量の減少のためであるかどうか、
又は、酵素の量が基準に一致しており、減少した活性についてのまた別の原因、例えば阻
害剤等の活性調節剤、又は酵素の機能障害を想定しなければならないかどうかを確定する
ことが可能であるという利点を有する。単一反応混合物中における様々なパラメーターの
同時測定は、更に、試料のピペッティングにおいて発生する可能性のある不正確さ、又は
試料のエイジングプロセスによって誘発されるであろう不正確さが回避されるという利点
を有する。従って、特異的酵素活性の正確な測定が可能である。
【００４０】
　シグナル形成系の第３成分は、第１シグナルとは相違して、該シグナル形成系の第３及
び第２成分が測定対象の酵素への同時結合によって相互に空間的に近づけられた場合にの
み生成される第２の検出可能なシグナルが生成されるような成分である。シグナル形成系
の第３成分は、代替エネルギードナー又は代替エネルギーアクセプターのいずれかであっ
てよい。シグナル形成系の第３成分は、更に特定の固相と結び付けることもできる。
【００４１】
　酵素の量を同時測定する１つの実施形態では、測定対象の酵素は、更に、第３結合対Ｃ
／Ｄの第１結合パートナーＣを有しており、ここで、第３結合対Ｃ／Ｄの第２結合パート
ナーＤは、シグナル形成系の第３成分と結び付けられ、酵素は、インキュベーション中に
結合パートナーＣ及びＤの結合を通して、シグナル形成系の第３成分に結合させられる。
第３結合対Ｃ／Ｄは、第２結合対Ｘ／Ｙとは相違していなければならない。
【００４２】
　結合パートナーＣ及びＤは、相互を特異的に認識して結合する２つの相異する分子であ
る。Ｃは、酵素特異的な構造又は配列エピトープであり、Ｄは、検出対象の酵素の性質に
依存して、酵素特異的な構造又は配列エピトープに対する特異性を備える抗体若しくは抗
体フラグメント又はポリヌクレオチドである。
【００４３】
　１つの実施形態では、例えば、シグナル形成系の第１成分は第１化学発光物質であり、
シグナル形成系の第２成分は感光剤であり、そして第３成分は第２化学発光物質であり、
このとき第１及び第２化学発光物質は、相互に相違する発光スペクトルを有する。相違す
る発光スペクトルを備える２つの光シグナルの測定は、一方では同一反応混合物中の酵素
活性の定量的測定及び酵素の量の定量的測定を可能にする。
【００４４】
　また別の実施形態では、例えば、シグナル形成系の第１成分は第１感光剤であり、シグ
ナル形成系の第２成分は化学発光剤であり、そして、第３成分は第２感光剤であり、ここ
で、第１及び第２感光剤は、相異する波長の光線によって励起可能である。波長Ｘの光線
を用いた第１感光剤の励起後の光シグナル測定は、酵素活性の定量的測定を可能にする。



(9) JP 5871487 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

波長Ｙの光線を用いた第２感光剤の励起後の光シグナル測定は、同一反応混合物中の酵素
の量の定量的測定を可能にする。
【００４５】
　本発明の課題は、更に、酵素活性の調節因子を測定することを可能にする均質法を提供
することである。
【００４６】
　用語「酵素活性の調節因子」は、阻害剤、活性剤、アゴニスト、アンタゴニスト又は補
因子として、酵素の活性に影響を及ぼす（調節する）ことのできる物質を意味する。
【００４７】
　この課題は、測定対象の酵素活性の調節因子によって、その活性が直接的又は間接的に
影響を受ける可能性がある酵素の規定量が、調査対象の試料に、別個の試薬の形態で加え
られることによって解決される。更に、加えられた酵素が結合及び修飾できる基質、並び
にシグナル形成系の第１及び第２成分－ここで、シグナル形成系の第１成分は基質と結び
付けられているか結び付けられるようになり、そしてシグナル形成系の第２成分は加えら
れた酵素と結び付けられる－が、反応混合物に加えられる。シグナル形成系は、測定対象
の酵素を基質に結合させることによってシグナル形成系の第１及び第２成分が相互に空間
的に近づけられた場合にのみ、検出可能なシグナルが生成されるような系である。測定さ
れたシグナルは、試料中の酵素調節因子の酵素調節活性と相関している。
【００４８】
　本発明による方法は、酵素阻害剤の測定及び酵素活性剤の測定の両方に適合する。酵素
阻害剤を測定するためには、酵素は活性化形態で反応混合物に加えられる。酵素活性剤を
測定するためには、酵素は非活性化形態で反応混合物に加えられる。
【００４９】
　特に、本発明による方法は、抗凝固剤、即ち、所定の血液凝固因子、の活性を阻害する
物質を測定するために適合する。
【００５０】
　試料中の抗凝固剤を測定するためには、規定量の公知の活性化凝固因子が反応混合物に
加えられる。どの活性化凝固因子が加えられるかは、どの抗凝固剤が測定対象であるかに
依る。
【００５１】
　ヘパリン、つまり高分子量未分画ヘパリン（ＨＭＷヘパリン）又は低分子量ヘパリン（
ＬＭＷヘパリン）又はヘパリノイド、の測定のためには、特に、第ＩＩａ因子（トロンビ
ン）若しくは第Ｘａ因子の添加が適合する。直接的トロンビン阻害剤、例えばアルガトロ
バン、メラガトラン、キシメラガトラン、ビバリルジン、ダビガトラン又はヒルジン、の
測定のためには、特に、第ＩＩａ因子（トロンビン）の添加が適合する。直接的第Ｘａ因
子阻害剤、例えばリバロキサバン、の測定のためには、特に第Ｘａ因子の添加が適合する
。
【００５２】
　酵素調節因子の定量的測定のための本発明による方法においては、測定対象の酵素調節
因子によって、規定量の酵素の活性が直接的又は間接的に影響を受ける可能性があり、酵
素が反応混合物に加えられる別個の試薬中に含有されるということとは無関係に、酵素の
活性を測定するための方法を実施することについての上記の説明は、酵素調節因子の定量
的測定のための本発明による方法にも当てはまる。
【００５３】
　酵素反応は、平衡が確立されるまでの反応の全時間間隔に亘って又は少なくとも１つの
特定の時間間隔中又は少なくとも１つの時点において、測定することができる。活性を測
定するためには、測定値は、そのままで又は時間間隔に関連付けて使用できる。活性が時
間間隔に関連付けた光度測定データから測定される、即ち、変換若しくは反応速度が検出
される場合は、変換又は反応速度を測定するための様々な方法を使用できる。例えば、変
換速度は、時間－変換率曲線によって測定できる。時間－変換率曲線については、基質の
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反応が時間に対してプロットされる。変換速度を測定するためには、直線が時間－変換率
曲線のゼロ次反応の領域内に、通常、酵素反応の測定開始時に、作図される。直線の勾配
により、変換速度、即ち、特定時間間隔内の基質又は生成物の濃度変化、が与えられる。
【００５４】
　変換の動力学の評価に適合する測定量又はパラメーターは、例えば、反応動力学、例え
ば曲線そのものの考察、を記述する全パラメーターであるが、特に、最大勾配、即ち、反
応速度（ｖmax）、シグモイド性パラメーター、直線性パラメーター、曲線下面積等のよ
うな、反応動力学の個別パラメーターである。試験評価のために適合するパラメーターは
、例えば、絶対測定値、例えば特定時点又は特定測定値（例えば最大値）に達する時点に
測定されるＬＯＣＩ（登録商標）測定値、である。
【００５５】
　基質の変換において、酵素はそれらの基質と適切な条件下で反応し、酵素－基質錯体を
形成する。条件が適切に選択されれば、その後の工程で、基質が少なくとも１つの生成物
へ変換することがある。
【００５６】
　「シグナル形成系」の使用によって、シグナルの様々な時間的関係を酵素活性の測定に
利用できる。
【００５７】
　酵素に対するシグナル形成系の結合パートナーが十分な濃度で使用されると、遊離酵素
（ＦＥ）の濃度、従って活性は、系が平衡状態にあれば、無視することができる。そうで
ない場合は、少なくとも反応の開始時に、酵素と酵素の結合パートナーとの錯体の形成が
シグナルに影響を及ぼす可能性がある。結合パートナーに結合した酵素（ＢＥ）は、基質
と反応することができる。基質については、遊離基質（ＦＳ）とシグナル形成系の対応す
る結合パートナーに結合した基質（ＢＳ）とが区別されなければならない。ＢＥは、従っ
て、ＦＳ又はＢＳのいずれかに結合する、即ち、Ｓ及びＦＳが、ＢＥへの結合において、
相互に競合する。同じことが、ＦＳ又はＢＳの変換に対応して当てはまる。ＦＳ及びＢＳ
が必ずしもＢＥに対して同一親和性を有する必要はないことを念頭に置いておかなければ
ならない。シグナル形成系への基質の結合は、親和性の変化を導く可能性がある。ＦＳの
親和性がＢＳの親和性より高い場合は、より多くのＦＳがＢＥに結合され、その逆もまた
同様である。これは、更にまた、ＦＳ及びＢＳの生成物への変換にも当てはまる。基質か
ら生成物への反応性又は変換可能性は変化する、即ち、シグナル形成系への結合に伴って
増加又は減少する、場合がある。基質がシグナル形成系に結合した後の基質の変換反応が
、結合した基質の変換反応が結合反応に比較して無視できるように又は結合形態にある基
質が辛うじて変換され若しくは全く変換されないように、低下させられることも考えられ
る。
【００５８】
　シグナル形成系としてＬＯＣＩ（登録商標）を使用した場合は、ＢＥへのＢＳの結合だ
けがシグナルを与えるので、従って、ＦＳ及びＢＳの競合はシグナル又はその反応動力学
に影響を及ぼす。前記競合は、ＦＳ及びＢＳの、各々の濃度、親和性又は変換可能性に左
右される。
【００５９】
　主としてＢＳが存在するように基質の量が選択された場合は、ＦＳの濃度は無視するこ
とができる。ＦＳは、このとき、シグナル形成においてほとんど役割を果たさない。つま
り、ＢＳの濃度、親和性及び変換可能性は、シグナル又はその反応動力学に決定的な影響
を及ぼす。ＢＳの変換反応が結合反応に比して優勢である場合は、経時的なシグナルの減
少が予想される。これとは逆に、結合反応が変換反応に比して優勢である場合は、最初に
該シグナルの経時的増加が予想される。この状況は、実施例１に提示した。十分な変換反
応が存在する場合は、後ほど、結合が平衡状態に近付いたときに、シグナルの減少が経時
的に再び生じる可能性がある。
【００６０】
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　以下の実施例は、本発明を例示するために役立つが、何らかの制限であると理解すべき
ではない。
【実施例】
【００６１】
［材料］
　別途記載しない限り、全ての試薬はＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社（米国ミズーリ州セ
ントルイス）から入手した。
【００６２】
［基質］
　以下のＦＳＡＰ感受性ペプチドは、標準Ｆｍｏｃペプチド合成方法によって調製した：
１．アルギニン、プロリン、アルギニン、フェニルアラニン及びリシンの順序の配列のア
ミノ酸残基でビオチンに結合し、Ｃ末端リシン残基上にビオチンを有するペンタペプチド
（ペプチドＩ）；
２．イソロイシン、プロリン、アルギニン及びリシンの順序の配列のアミノ酸残基でビオ
チンに結合し、Ｃ末端リシン残基上にビオチンを有するテトラペプチド（ペプチドＩＩ）
；
３．Ｎ末端リシン残基とビオチンとの間に１２エチレングリコール単位（ＰＥＧ12スペー
サー）のポリエチレングリコールを有する、１又は２のペプチド（１によるペプチドＩＩ
Ｉ及び２によるペプチドＩＶ）。
【００６３】
［シグナル形成系］
　本明細書で使用したシグナル形成系は、公知のＬＯＣＩ（登録商標）技術（発光酸素チ
ャネリングアッセイ、欧州特許出願公開（ＥＰ－Ａ１）第０５１５１９４号明細書をも参
照されたい）に基づいている。本系は、感光剤及び化学発光物質を含んでいる。感光剤の
光線による励起は、化学発光物質を活性化し得る短寿命一重項酸素の生成を誘発し、これ
により発光シグナルが放出される。
【００６４】
［ケミビーズ（Ｃｈｅｍｉｂｅａｄｓ）］
　シグナル形成系の第１成分は、以下では「ケミビーズ」と称する。ケミビーズは、粒子
状ラテックス固相と結び付けられた化学発光物質を含んでいる。ケミビーズは、ハイブリ
ドーマ細胞系ＤＳＭ　ＡＣＣ２４５３（欧州特許出願公開（ＥＰ－Ａ１）第１６５０３０
５号明細書を参照されたい）から形成されるモノクローナル抗ＦＳＡＰ抗体（Ｓｉｅｍｅ
ｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ社、ＭＡｋ番
号１１０２－６７７（２６））と、以下の方法によって、接合させた：抗体は、Ｓｅｐｈ
ａｄｅｘ（登録商標）Ｇ－２５カラム内の３００ｍＭのＮａＣｌ、０．０５％のＴｗｅｅ
ｎ（登録商標）２０、１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ　７．０）中で緩衝し、２０ｍｇ／ｍ
Ｌに濃縮した。４ｍｇの抗体を、２５ｍｇ／ｍＬのＮａＣＮＢＨ３を添加して２０ｍｇの
ケミビーズに共有結合させた。インキュベーション工程及びまだ遊離している反応物質の
ブロッキング後に、抗体と接合したケミビーズを透析濾過によって精製し、次に５０ｍＭ
のＨＥＰＥＳ、３００ｍＭのＮａＣｌ、１ｍＭのＥＤＴＡ、０．１％のＴｒｉｔｏｎ（登
録商標）Ｘ－４０５、１ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ、０．１５％のＰＲＯＣＬＩＮ（登録商標）
３００、０．１ｍｇ／ｍＬの硫酸ネオマイシン（ｐＨ８．０）中に採取した。
【００６５】
［センシビーズ（Ｓｅｎｓｉｂｅａｄｓ）］
　シグナル形成系の第２成分は、以下では「センシビーズ」と称する。センシビーズは、
感光剤（トリヘキシル）シリコーン－ｔ－ブチルフタロシアニンを含んでいるが、このも
のは、粒子状ラテックス固相と結び付けられ、その後に、ストレプトアビジンで被覆され
る。
【００６６】
［第ＶＩＩ因子活性化プロテアーゼ（ＦＳＡＰ）］
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　二本鎖ＦＳＡＰ（ｔｃ－ＦＳＡＰ）は、Ｋａｎｎｅｍｅｉｅｒら（Ｋａｎｎｅｍｅｉｅ
ｒ，　Ｃ．ら（２００１）Ｆａｃｔｏｒ　ＶＩＩ　ａｎｄ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ　
ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅａｓ
ｅ：　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　
ｐｒｏｅｎｚｙｍｅ．　Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　２６８（１３）：３７８９
－３７９６）に記述されているように調製した。
【００６７】
実施例１
　ＦＳＡＰ活性を測定するための本発明による方法
　上述したＦＳＡＰ感受性ペプチドＩ～ＩＶを、蒸留水中に２ｍｇ／ｍＬの濃度で溶解し
（濃縮液）、試験のために試験バッファー（２５ｍＭのＨＥＰＥＳ、１４０ｍＭのＮａＣ
ｌ、１０ｍＭのＣａＣｌ2、１％のＴｗｅｅｎ（登録商標）２０、１％のＢＳＡ及び１％
のデキストランＴ－５００（ｐＨ６．３））中に、およそ２０μｇ／ｍＬに希釈した。試
験バッファー中で、ケミビーズを２００μｇ／ｍＬに、そして、センシビーズを４００μ
ｇ／ｍＬに希釈した。
【００６８】
［アッセイＩ：］
　１２０μＬの試験バッファーを１０μＬの抗ＦＳＡＰケミビーズ、試験バッファー（１
０μｇ／ｍＬ）中の１０μＬの精製ｔｃ－ＦＳＡＰ、１０μＬのビオチン化ペプチド基質
及び１０μＬのセンシビーズと混合し、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ　ＶＩＳＴＡ（登録商標）反
応キュベット（Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｐｒ
ｏｄｕｃｔｓ社、独国マールブルク（Ｍａｒｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ））内で１０分間
に亘り３７℃でインキュベートした。この後に、反応混合物の化学発光（以下ではＬＯＣ
Ｉ（登録商標）シグナルとも呼ぶ）の動力学的測定を、３０分間に亘り、市販で入手可能
なＤＩＭＥＮＳＩＯＮ　ＶＩＳＴＡ（登録商標）ＬＯＣＩ（登録商標）測定ユニット（Ｓ
ｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ社）
内で、実施した。各測定点について、反応混合物を２００ｍｓに亘り波長６８０ｎｍの光
線で照射し、生じたＬＯＣＩ（登録商標）シグナルを１，０００ｍｓに亘り６１２ｎｍで
測定した。
【００６９】
　１つの試験シリーズでは、上述した４つのペプチド基質Ｉ～ＩＶを使用した場合のシグ
ナル形成を調査した。表１は、活性酵素の存在下で、そして酵素なしで、調査したペプチ
ド基質のシグナル形成を、キロカウント数（キロカウント）で示している。調査した全４
つのビオチン化ペプチドだけが、活性酵素の存在下で３０分間に亘る明確なシグナル動力
学を示した。酵素が存在しない場合は、該シグナルの有意な経時的な変化を検出できない
。
【００７０】
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【表１】

【００７１】
　活性酵素の単なる検出と同様に、活性酵素を定量的に測定することもできる。表２は、
活性ＦＳＡＰ（二本鎖（ｔｃ）形）の濃度へのＬＯＣＩ（登録商標）シグナルの依存性を
示している。ＦＳＡＰ活性を測定するために、一連のｔｃ－ＦＳＡＰ希釈液を試験バッフ
ァー（１８～６００血漿等量単位（ＰＥＵ）／ｍＬ、即ち１．５～５０μｇ／ｍＬ）中で
、アッセイＩに記載したように、２０μｇ／ｍＬのペプチド基質濃度で、試験した。測定
は、３０分間に亘る３７℃でのインキュベーション後に行なった。表２は、ＦＳＡＰの濃
度及び関連活性がシグナルと相関しており、従って、定量することもできることを示して
いる。定量は、例えば、公知の活性を備える活性ＦＳＡＰの対応する標準物質を用いた較
正によって、実施することができる。本アッセイにｔｃ－ＦＳＡＰ又はペプチド基質が加
えられないと、信号形成は生じない（表３）。
【００７２】

【表２】
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【表３】

【００７４】
　図１は、表２のデータに基づいて、ＬＯＣＩ（登録商標）シグナルの酵素活性又は濃度
への依存性を示している。２相依存性は興味深い。低ＦＳＡＰ濃度において、シグナルの
急増が見られる。これは、より高濃度では顕著ではなくなる。低濃度領域内では、酵素濃
度、従って結合した酵素の比率、の増加がシグナル形成に寄与する度合いが、より高濃度
の領域におけるよりも、より大きいと推測できる。これとは反対に、酵素濃度がより高い
範囲内では、シグナル又はシグナル内の変化に結合反応又は変換反応が寄与する度合いが
より大きい。
【００７５】
　酵素の抗原濃度は、必ずしも酵素の活性とは相関しない。例えば、ＦＳＡＰが、不活性
酵素前駆体（一本鎖（ｓｃ）形）及び活性酵素（ｔｃ－ＦＳＡＰ）の両方として、血漿中
で循環する際に、ＦＳＡＰ－抗原濃度とＦＳＡＰとの間の１００％相関は必ずしも保証さ
れない。本発明による方法を用いると、酵素の活性及び量の両方を測定することができる
。このため、酵素の比活性も、また、検出することができる。
【００７６】
　これを明確にする目的で、ｓｃ－ＦＳＡＰを活性化するため、クエン酸塩血漿を２０μ
ｇ／ｍＬの高分子量デキストラン硫酸（ロイコノストック種（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　
ｓｐｐ．）からのデキストラン硫酸ナトリウム塩、平均分子量≧５００ｋＤａ）中で１５
分間に亘りプレインキュベートし、ＦＳＡＰの活性化のための高分子量デキストラン硫酸
を添加していない試料と比較試験を行なった。デキストラン硫酸の存在下での活性化は、
同一試料に対して、同一ＦＳＡＰ濃度でデキストラン硫酸による活性化を行なわなかった
場合とは、相違するシグナル高及びシグナル動力学をもたらした（表４及び図２）。ＦＳ
ＡＰの活性化によって生成されるシグナル高は、１ＰＥＵ／ｍＬの酵素活性を有する等濃
度の１２μｇ／ｍＬの精製ｔｃ－ＦＳＡＰのシグナルに、大まかに、対応する（図示して
いない）。
【００７７】
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【表４】

【００７８】
　上述したように、酵素活性がシグナル形成に及ぼす影響は、酵素濃度と比較すると、反
応時間が増加するにつれて増加すると推定できる。これは、図２から明らかである。
【００７９】
　５分間インキュベーションにおけるシグナルに対する１５分間インキュベーションにお
けるシグナルの比率は、活性化ＦＳＡＰについてはおよそ２．３５、そして、非活性化Ｆ
ＳＡＰについてはおよそ２．１５である。後の時点で、酵素活性が酵素又は抗原濃度より
もシグナル形成に対してより大きく寄与すると想定されるならば、２．３５対２．１５の
より高いシグナル比は、活性化試料対非活性化試料におけるＦＳＡＰのより高い比活性の
指標である。
【００８０】
　この状況は、１５分間及び５分間における、活性化ＦＳＡＰ対不活性化ＦＳＡＰのシグ
ナル比、２．８４及び２．６に類似する。より高いシグナル比は、やはりまた、活性化試
料対非活性化試料におけるＦＳＡＰのより高い比活性の尺度である。
【００８１】
　シグナルの時間依存性についての他のパラメーターも、また、抗原又は酵素濃度、酵素
活性及び結果としての比活性の尺度として使用することができる。例えば、活性化ＦＳＡ
Ｐについては、勾配の数値は、１０分間までは１０．６５キロカウント／分であり、１０
分後には２．３２キロカウント／分である。
【００８２】
　不活性化ＦＳＡＰについての１０分間までの勾配の数値は、３．６０キロカウント／分
、１０分後には１．１２キロカウント／分である。
【００８３】
　１０分後の経時的なシグナル増加（勾配）の減少は、活性化ＦＳＡＰについての方が不
活性化ＦＳＡＰについてよりも、顕著に高い。この減少は、例えば、勾配の比率又は差、
即ち、３対２及び７対１．２、によって定量化することができる。より活性なＦＳＡＰに
よる結合基質のより高度の変換が、おそらく、より不活性なＦＳＡＰと比較すると、シグ
ナルの経時的な増加を顕著に減少させる。原則として、曲線を考察するための他のパラメ
ーターは、抗原濃度、酵素活性又は比活性を測定するためにも使用することができる。
【００８４】
実施例２
　酵素活性の阻害剤を測定するための本発明による方法
　酵素の比活性の測定は、活性調節剤の存在の可能性についての情報を提供することもで
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きる。しかし、本発明による方法は、更にまた、影響の定量化及び従って活性調節剤の定
量的測定も可能にする。これを、以下に、ＦＳＡＰの阻害剤であるアプロチニンの例につ
いて示す。シグナル又はその経過は、阻害剤の濃度の関数として変動する。酵素－阻害剤
相互作用の動力学は、阻害剤の量の関数として酵素活性を測定することによって調査した
。ｔｃ－ＦＳＡＰ阻害アッセイにおいては、酵素－阻害剤錯体の形成を可能にするために
、一定量の酵素（ｔｃ－ＦＳＡＰ、μｇ／ｍＬ）を、阻害剤（ウシ肺由来アプロチニン、
Ｆｌｕｋａ社）濃度を変えて、プレインキュベートした。また別のアッセイは、プレイン
キュベーションを行なわずに実施した。残留プロテアーゼ活性は、実施例１に記載したよ
うに、ペプチド基質を加えた後に測定した。
【００８５】
アッセイ系：
　１２０μＬの試験バッファー（ｐＨ６．３）、１０μＬの抗ＦＳＡＰケミビーズ（試験
バッファー中、２００μｇ／ｍＬ）及び１０μＬの精製ｔｃ－ＦＳＡＰ（１０μｇ／ｍＬ
）を、それぞれ、０、４．７及び４７．２Ｕ／ｍＬのアプロチニンを含む１０μＬの試験
バッファーと、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ　ＶＩＳＴＡ（登録商標）ＬＯＣＩ（登録商標）反応
キュベット内で混合した。１０μＬのビオチン化ペプチド基質及び１０μＬのセンシビー
ズ（試験バッファー中の４００μｇ／ｍＬ）の試験バッファー中への添加は、プレインキ
ュベーションを行なわずに、又は３７℃での１０分間のプレインキュベーション後に実施
した。生じたＬＯＣＩ（登録商標）シグナルは、市販のＤＩＭＥＮＳＩＯＮ　ＶＩＳＴＡ
（登録商標）ＬＯＣＩ（登録商標）測定ユニット（Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒ
ｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ社）において、６８０ｎｍでの２００ｍ
ｓの照射及び６１２ｎｍでの測定時間１，０００ｍｓを用いて、動力学的に、３７℃で１
５分間に亘って、測定した。アプロチニンは、強度のシグナル低減作用を、主として、ｔ
ｃ－ＦＳＡＰを用いたプレインキュベーション後に示す（表５）。
【００８６】
【表５】

【００８７】
　使用した別の阻害剤は、アプロチニンを用いたアッセイと同様に、ＦＳＡＰの軽鎖を対
象としており、ハイブリドーマ細胞系ＤＳＭ　ＡＣＣ２５３３（欧州特許出願公開（ＥＰ
－Ａ２）第１３３４９８３号明細書を参照されたい）によって形成される、ＦＳＡＰ活性
を阻害するモノクローナル抗体（Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏ
ｓｔｉｃｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ社、ＭＡｋ番号１１０２／５７０）であった。表６は、使
用したモノクローナル抗体の濃度が増加するにつれて増加する阻害作用を示している。
【００８８】
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【表６】

【００８９】
　アプロチニンを用いた場合及び阻害性抗体を用いた場合のいずれも、シグナルは、活性
調節剤の個々の濃度に伴って変動する。適切に較正すると、これは活性調節剤の定量を可
能にする。阻害剤は、基質；結合した基質又は未結合基質、の結合又は変換に影響を及ぼ
す。結合された酵素の結合された基質への結合又は結合プロセスが、選択されたアッセイ
系において優勢である場合は、阻害剤濃度の増加に伴って、実施例に示したように、シグ
ナルの絶対値又は経時的な増加の縮小が生じる。これとは反対に、変換反応が優勢である
場合は、阻害剤濃度の増加に伴って、シグナルの増加又は経時的なシグナルの減少の縮小
が生じる可能性がある。
【００９０】
　更に、本発明による方法は、基質の特性の測定を可能にする。これは、図３から明らか
になるであろう。シグナル又はシグナル動力学もまた基質のタイプに左右される。
【００９１】
　この原因は、様々な結合反応及び／又は変換反応に帰することができる。１５分後まで
のシグナルの増加は、４種の相違するペプチドについて同等である。これは、結合動力学
が同等であることを示すものである可能性がある。しかしながら、３０分間に亘るインキ
ュベーション後には、ペプチドＩＩからの、特にペプチドＩＩＩ及びＩＶからのシグナル
は、ペプチドＩと比較して、はるかに低い。同等のペプチド濃度が使用されたので、これ
は、おそらく、これらのペプチドの親和性の相違又は変換における相違を、示している。
例えば、センシビーズに結合したペプチドＩの反応は、センシビーズへの結合によって、
大幅に制限される可能性がある。このため、特に、結合した酵素と結合した基質との錯体
によるシグナルが測定される。結合した基質の変換は、この場合には、減少するか不可能
である。しかしながら、もし、結合した基質が変換されると、酵素が少ししか又は全く結
合しない、結合した生成物の比率が増加するので、シグナルは、もはや、それ程大きく増
加することはできない。このため、ＬＯＣＩ（登録商標）シグナルが減少する。そこで、
特に、結合したペプチドＩＩＩ及びＩＶは、ペプチドＩ及びＩＩより良好に変換されると
推測できる。基質は、それらがセンシビーズに結合した後は、もはや酵素によって結合さ
れることができず、変換されることさえできないと考えられる。センシビーズに結合した
、もはや該酵素によっては結合されない、基質は適切ではない。まだ辛うじて変換される
か又はもはや測定可能には変換されないが酵素には結合する結合した基質は、依然として
適切である。
【００９２】
　酵素の活性及び濃度の測定並びに相違する基質を用いた場合の挙動の相違とともに、ま
た別の実施例は、基質の濃度をもまた測定できることを証明するであろう。図４は、使用
したペプチド濃度の関数としてのＬＯＣＩ（登録商標）シグナルの動力学を示している。
シグナル動力学の勾配は、ペプチド濃度が増加するのに伴って増加する。
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