
(57)【要約】
　【課題】　
　抗リン脂質抗体症候群の原因物質である抗リン脂質抗体、具体的にはループスアンチコ
アグラント（ＬＡ）を定量的かつ確定診断する簡易な測定方法を提供することである。
　【課題手段】
　抗リン脂質抗体症候群の原因物質であるＬＡを含む検体とヒトを除く脊椎動物の抗体、
血清、血漿及び免疫グロブリンを含む凝固試薬又は免疫学的測定試薬を使用して凝固時間
又は免疫学的測定を行うことによる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
凝 固 系 組 成 物 ； 及 び
ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少 な
く と も １ 種 ；
を 含 む 凝 固 時 間 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 脊 椎 動 物 は 、 ヒ ト 及 び ブ タ を 除 く ほ 乳 類 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 凝 固 系 組 成 物 は 、
カ ル シ ウ ム イ オ ン ；
リ ン 脂 質 ； 及 び
活 性 化 剤 、 蛇 毒 、 及 び 組 織 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 ；
を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 活 性 化 剤 は 、 カ オ リ ン 、 セ ラ イ ト 、 シ リ カ 及 び エ ラ グ 酸 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種
で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 凝 固 時 間 測 定 試 薬 は 、 第 １ 部 分 試 薬 と 第 ２ 部 分 試 薬 と か ら な り 、
第 １ 部 分 試 薬 に は 、
ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少 な
く と も 一 種 ；
リ ン 脂 質 ； 及 び
活 性 化 剤 、 蛇 毒 、 及 び 組 織 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 が 含 ま れ
第 ２ 部 分 試 薬 に は 、
カ ル シ ウ ム イ オ ン が 含 ま れ て い る 請 求 項 ３ に 記 載 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ６ 】
凝 固 系 組 成 物 ； 並 び に ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成
る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 を 含 む 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 、
凝 固 系 組 成 物 を 含 む が 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の い
ず れ も 含 ま な い 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と
か ら な る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 検 出 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 含 ま れ る 凝 固 系 組 成 物 の 組 成 と 、 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 含 ま れ
る 凝 固 系 組 成 物 の 組 成 は 、 同 一 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 検 出 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 抗 リ ン 脂 質 抗 体 は 、 ヒ ト ル ー プ ス ア ン チ コ ア グ ラ ン ト で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 検 出 試
薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 は 、 第 １ 部 分 試 薬 と 第 ２ 部 分 試 薬 と か ら な り 、
第 １ 部 分 試 薬 に は 、
ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少 な
く と も 一 種 ；
リ ン 脂 質 ； 及 び
活 性 化 剤 、 蛇 毒 、 及 び 組 織 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 が 含 ま れ
第 ２ 部 分 試 薬 に は 、
カ ル シ ウ ム イ オ ン が 含 ま れ 、
前 記 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 は 、 第 ３ 部 分 試 薬 と 第 ４ 部 分 試 薬 と か ら な り 、
第 ３ 部 分 試 薬 に は 、
リ ン 脂 質 ； 及 び
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活 性 化 剤 、 蛇 毒 、 及 び 組 織 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 が 含 ま れ
第 ４ 部 分 試 薬 に は 、
カ ル シ ウ ム イ オ ン が 含 ま れ て い る
請 求 項 ６ に 記 載 の 検 出 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
検 体 を 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 及 び 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 そ れ ぞ れ と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 混 合 し た と き の 凝 固 時 間 （ 第 １ 凝 固 時 間 ） と 、 第 ２ 凝 固 時 間 測 定
試 薬 と 混 合 し た と き の 凝 固 時 間 （ 第 ２ 凝 固 時 間 ） と を 比 較 す る 工 程
を 含 む 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 比 較 し た 結 果 、 第 １ 凝 固 時 間 と 第 ２ 凝 固 時 間 と の 間 に 有 意 な 差 が あ れ ば 、 抗 リ ン 脂 質
抗 体 が 被 検 物 中 に 含 有 さ れ て い る と 判 定 す る 工 程 を 、 更 に 含 む 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 検 出 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
測 定 さ れ た 第 １ 凝 固 時 間 及 び 第 ２ 凝 固 時 間 か ら 下 記 式 に 基 づ い て 算 出 さ れ る 阻 害 比 率 の 値
が １ ． ２ 以 上 の 場 合 に は 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 が 被 検 物 中 に 含 有 さ れ て い る と 判 定 す る 工 程 を
、 更 に 含 む 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 検 出 方 法 。
阻 害 比 率 　 ＝ １ － （ 第 ２ 凝 固 時 間 － 第 １ 凝 固 時 間 ） ／ 第 １ 凝 固 時 間
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 は 、 少 な く と も 、 被 検 物 1mLに 対 す る 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の
抗 体 、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 総 量 が 0.1mg～ 50mgと な る 量 を 使 用 す る 請 求 項 １
０ に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
標 識 さ れ た 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 標 識 非 ヒ ト 由
来 抗 体 等 ） と 、 被 検 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
前 記 被 検 体 の う ち 、 前 記 標 識 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 と の 結 合 物 を 、 該 標 識 を 測 定 す る こ と に よ
り 測 定 す る 工 程 を 含 む 抗 リ ン 脂 質 抗 体 測 定 方 法 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 臨 床 化 学 や 医 薬 研 究 な ど の 分 野 に お い て 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 の 診 断 に 用 い
ら れ る 血 液 凝 固 試 薬 及 び 該 試 薬 を 用 い る 試 薬 キ ッ ト に 関 し 、 さ ら に 詳 し く は in vitroで の
血 液 検 査 で ル ー プ ス ア ン チ コ ア グ ラ ン ト 陽 性 疾 患 を 高 精 度 に 且 つ ル ー プ ス ア ン チ コ ア グ ラ
ン ト を 定 量 可 能 に 検 出 で き る 試 薬 、 試 薬 キ ッ ト 、 及 び 抗 リ ン 脂 質 抗 体 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 は カ ル ジ オ リ ピ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ン 酸 な ど の
陰 性 荷 電 を も っ た 脂 質 に 対 す る 自 己 抗 体 の 総 称 で あ り 、 代 表 的 な も の に は ル ー プ ス ア ン チ
コ ア グ ラ ン ト (lupus anticoagulant:以 下 「 LA」 と も い う )が あ る 。 抗 リ ン 脂 質 症 候 群 (ant
iphospholipid syndrome: 以 下 「 APS」 と も い う )と は 、 上 記 抗 リ ン 脂 質 抗 体 が 陽 性 で 、 血
栓 症 ・ 流 早 産 ・ 血 小 板 減 少 な ど の 特 有 な 臨 床 症 状 を 示 す 疾 患 の 総 称 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 の 原 因 物 質 の 一 種 で あ る LAは 不 均 一 な 抗 体 で あ り 、 そ の 抗 原 は 、
陰 性 荷 電 リ ン 脂 質 （ ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ） と 、 β 2-GPIを コ フ ァ ク タ ー 又 は プ ロ ト ロ ン
ビ ン と の 複 合 体 に 対 す る 抗 体 で あ る こ と が 近 年 明 ら か に な っ た 。 LAの 抗 凝 血 作 用 は 、 LAが
こ の 複 合 体 と 結 合 す る こ と に よ り プ ロ ト ロ ン ビ ン が ト ロ ン ビ ン に 変 化 す る こ と を 阻 害 す る
た め に 起 こ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 LAは 個 々 の 凝 固 因 子 活 性 を 抑 制 す る こ と な く 、 リ ン 脂
質 依 存 性 の 凝 固 反 応 を 阻 害 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る こ と も 知 ら れ て い る （ 臨 床 検 査 法 提
要 ,金 原 出 版 ,改 定 第 31版 ,442頁 ） 。

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-317502 A 2004.11.11



【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 特 徴 を 有 す る LAの 検 出 用 試 薬 と し て は 、 従 来 よ り 一 定 量 の リ ン 脂 質 を 含 有 す
る 凝 固 試 薬 、 例 え ば 、 ウ サ ギ 脳 由 来 セ フ ァ リ ン 、 ウ シ 脳 由 来 セ フ ァ リ ン 、 大 豆 レ シ チ ン 、
蛇 毒 な ど が 用 い ら れ て い る 。 検 体 血 液 中 に LAが 存 在 す る と 、 LAが 試 薬 中 の リ ン 脂 質 を 中 和
し て し ま う た め 、 検 体 を 凝 固 す る カ ス ケ ー ド 反 応 の 開 始 に 必 要 な リ ン 脂 質 が 不 足 す る こ と
に な る こ と か ら 、 LAに よ り 中 和 さ れ た リ ン 脂 質 の 量 に 比 例 し て 、 各 検 査 の 凝 固 時 間 が 延 長
し 、 こ れ を も っ て LA陽 性 と 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 凝 固 試 薬 中 の リ ン 脂 質 が 少 な い ほ ど 、 LAの 検 出 感 度 が 高 ま る の で 、 試 薬 を 希 釈 し
た り 、 リ ン 脂 質 濃 度 が 異 な る 試 薬 の 組 合 わ せ （ 試 薬 キ ッ ト ） を 用 い る こ と が 行 わ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 例 え ば 、 リ ン 脂 質 の 濃 度 が 異 な る ２ つ の 試 薬 を 組 合 わ せ た 活 性 化 部 分 ト ロ ン ボ プ ラ ス チ
ン 時 間 測 定 （ 以 下 、 APTTと 略 称 す る ） 試 薬 を 使 用 し 、 各 試 薬 の 凝 固 時 間 か ら 、 ロ ス ナ ー 　
イ ン デ ッ ク ス (Rosner Index)や ル ー プ ス 比 (Lupus Ratio:LR)を 算 出 し 、 LA陽 性 率 を 判 定 す
る 手 法 が 知 ら れ て い る 。
　 市 販 の 凝 固 測 定 試 薬 と し て は 、 グ ラ デ ィ ポ ア LA(Gradipore社 ； オ ー ス ト ラ リ ア )と い う
ラ ッ セ ル 蛇 毒 法 に よ る 検 査 試 薬 や 、 ヘ キ サ ゴ ナ ル ホ シ フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 用 い
る ス タ ク ロ ッ ト LA法 （ ロ ッ シ ュ 社 ） が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 既 存 の 研 究 報 告 に よ れ ば (V. Chantarangkul, et.al., Thromb. Res. 1992, 67
: 355-365（ 非 特 許 文 献 １ ） ; E. Rosner, et.al., Thromb. Haemost. 1987, 57: 144-149
（ 非 特 許 文 献 ２ ） )、 ウ サ ギ 脳 由 来 リ ン 脂 質 な ど に よ る リ ン 脂 質 濃 度 の 差 を 利 用 し て 、 算
術 的 に LAの 検 出 が 行 な わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 方 法 は い ず れ も ス ク リ ー ニ ン グ あ る い は 定 性 的 な 検 査 方 法 で あ り 、 し か も 、 検
出 試 薬 は 抗 リ ン 脂 質 抗 体 又 は ル ー プ ス ア ン チ コ ア グ ラ ン ト の み に 特 異 的 に 反 応 す る の で は
な く 、 他 の 成 分 と も 反 応 し て し ま う た め 、 カ ッ ト オ フ 値 等 の 設 定 に よ っ て は 、 LA陽 性 で な
い 場 合 に も 陽 性 と 判 断 し て し ま っ た り 、 逆 に 、 検 出 試 薬 に 対 す る 感 応 性 が 低 い 患 者 に 対 し
て は 、 LA陽 性 で あ る に も か か わ ら ず 、 陰 性 と 判 定 し て し ま う 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 診 断 精 度 を 上 げ る た め に 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 あ る い は ル ー プ ス ア ン チ コ ア グ ラ ン ト に 由 来
す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 定 量 あ る い は 特 異 的 に 検 出 で き る 試 薬 及 び 検 出 方 法 が 望 ま れ て い
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 定 量 的 に 測 定 す る 方 法 と し て は 、 免 疫 学 的 測 定 法 で あ る β 2GPI依 存 性
抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体 測 定 法 が 開 発 さ れ て い る が 、 こ の 方 法 は 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体 を 直
接 測 定 す る 方 法 で は な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の よ う な 状 況 か ら 、 国 際 血 栓 止 血 学 会 (ISTH)で は Brandtら が ル ー プ ス ア ン チ コ ア グ ラ
ン ト の ガ イ ド ラ イ ン (Thromb Haemost 1995;74(4):1185-90（ 非 特 許 文 献 ３ ） )を 作 成 し 、
抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 (APS)の 診 断 の た め の サ ッ ポ ロ ク ラ イ テ リ ア (Arthritis Rheum 1999
;42(7):1309-11（ 非 特 許 文 献 ４ ） )を 制 定 し た 。 こ れ ら に よ れ ば 、 APSあ る い は LAの 診 断 は
、 １ つ の 測 定 原 理 に 基 づ く 方 法 で 行 う の で は な く 、 ２ 又 は ３ 種 の 異 な る 測 定 原 理 を 用 い た
検 査 方 法 を 組 み 合 わ せ る こ と を 勧 告 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 一 方 、 特 異 性 を 利 用 し て 、 高 精 度 に 検 出 す る 方 法 と し て 、 ホ シ フ ァ チ ジ ル セ リ ン 依 存 性
抗 プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗 体 を 測 定 す る 方 法 (Arthritis Rheum 2000;43(9):1982-93（ 非 特 許 文
献 ５ ） )が 報 告 さ れ て き た が 、 こ の 方 法 は 免 疫 学 的 測 定 法 で あ る た め 、 凝 固 検 査 法 の よ う
に 簡 易 に 測 定 で き な い 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Thromb Res 1992;67:355-65
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Thromb. Haemost. 1987, 57: 144-149
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Thromb Haemost 1995;74(4):1185-90
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Arthritis Rheum 1999;42(7):1309-11
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Arthritis Rheum 2000;43(9):1982-93
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 比 較 的 簡 易 に 測 定 で き る 凝 固 検 査 法 で 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 の 原 因
物 質 で あ る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 具 体 的 に は LAを 、 高 精 度 に 検 出 で き る 凝 固 時 間 測 定 試 薬 、 及
び こ れ を 用 い た 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
　 ま た 本 発 明 は 、 上 記 試 薬 キ ッ ト を 用 い て 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 簡 易 に 高 精 度 に 検 出 す る 方
法 を 提 供 す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 検 体 中 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 定 量 可 能 な 程 に 、 特 異 的 に 測 定 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 種 々 検 討 の 結 果 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 の 原 因 物 質 で あ る 抗 リ ン 脂 質 抗
体 、 特 に LAが 、 マ ウ ス IgG、 ウ マ IgG、 HBR、 NMS、 MAK33、 マ ウ ス 血 清 、 ウ マ 血 清 な ど の 、
ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 等 と 特 異 的 に 結 合 し 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 と 検 体 に 含 ま れ て い る リ
ン 脂 質 と の 結 合 を 阻 止 す る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 す な わ ち 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 は 、 凝 固 系 組 成 物 ； 及 び ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体
、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 検 出 試 薬 キ ッ ト は 、 上 記 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 （ 第 １ 凝
固 時 間 測 定 試 薬 ） と 、 凝 固 系 組 成 物 を 含 む が 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン の い ず れ も 含 ま な い 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と か ら な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 検 出 方 法 は 、 検 体 を 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 及 び 第 ２ 凝 固 時 間
測 定 試 薬 そ れ ぞ れ と 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 混 合 し た と き の 凝 固 時
間 （ 第 １ 凝 固 時 間 ） と 、 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 混 合 し た と き の 凝 固 時 間 （ 第 ２ 凝 固 時 間
） と を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 測 定 方 法 は 、 標 識 さ れ た 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、
血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 （ 標 識 非 ヒ ト 由 来
抗 体 等 ） と 、 被 検 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び 前 記 被 検 体 の う ち 、 前 記 標 識 非 ヒ ト 由 来 抗
体 等 と の 結 合 物 を 、 該 標 識 を 測 定 す る こ と に よ り 測 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
〔 凝 固 時 間 測 定 試 薬 〕
　 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 は 、 凝 固 系 組 成 物 ； 並 び に ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清
、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 凝 固 系 組 成 物 と は 、 in vitroで 血 液 凝 固 を 起 こ す の に 必 要 な 成 分 を い い 、 カ ル シ ウ ム ；
リ ン 脂 質 ； 並 び に 活 性 化 剤 、 蛇 毒 、 及 び 組 織 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種
を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 リ ン 脂 質 と し て は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ホ ス フ
ァ チ ジ ル コ リ ン な ど が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の う ち １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 組 合 せ を 含 む こ と が で
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き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 活 性 化 剤 と し て は 、 カ オ リ ン 、 セ ラ イ ト 、 シ リ カ 及 び エ ラ グ 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る １ 種 以 上 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 蛇 毒 と し て は 、 ラ ッ セ ル 蛇 毒 、 テ キ ス タ リ ン 蛇 毒 及
び エ カ リ ン 蛇 毒 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 種 以 上 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 組 織 因 子 と
し て は 、 ウ サ ギ 脳 、 ヒ ト 組 換 え 体 な ど を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 活 性 化 剤 、 蛇 毒 、 及 び 組 織 因 子 の う ち 、 い ず れ を 用 い る か は 、 凝 固 時 間 測 定 試 薬 の 種 類
に 応 じ て 適 宜 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 脂 質 及 び 活 性 化 剤 を 含 む 場 合 に は 活
性 化 部 分 ト ロ ン ボ プ ラ ス チ ン 時 間 測 定 (APTT)試 薬 に 該 当 す る 。 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 脂 質 及 び
蛇 毒 を 含 む 場 合 に は 、 ラ ッ セ ル 蛇 毒 測 定 時 間 (RVVT)試 薬 に 該 当 す る 。 ま た 、 カ ル シ ウ ム 、
リ ン 脂 質 及 び 組 織 因 子 を 含 む 場 合 に は 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 時 間 測 定 (PT)試 薬 に 該 当 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に お け る 凝 固 系 組 成 物 の 含 有 率 は 、 被 検 体 た る 血 液 又 は 血 漿
の 凝 固 を 開 始 す る こ と が で き る 量 で あ れ ば よ く 、 被 検 体 と の 混 合 率 に 応 じ て 、 適 宜 選 択 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少
な く と も １ 種 は 、 検 出 対 象 で あ る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 捕 捉 す る 捕 捉 剤 と し て 、 本 発 明 の 凝 固
時 間 測 定 試 薬 に 含 有 さ れ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 で 検 出 対 象 と な る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 具 体 的
に は 、 ヒ ト ル ー プ ス ア ン チ コ ア グ ラ ン ト (ヒ ト LA)は 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、
血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 し て 、 凝 固 系 組 成 物 に よ り 開 始 さ れ る 凝 固 時 間 に お け る 抗
リ ン 脂 質 抗 体 の 影 響 を 排 除 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 に よ る 凝 固 時 間
の 延 長 を 阻 止 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 捕 捉 す る た め に 含 有 さ れ る ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 又
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 以 下 、 こ れ ら を 区 別 せ ず 、 総 称 し て 述 べ る と き は 「 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等
」 と い う ） と し て は 、 好 ま し く は ヒ ト 及 び ブ タ を 除 く ほ 乳 類 の 抗 体 、 血 清 又 は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン が 用 い ら れ 、 具 体 的 に は 、 マ ウ ス IgG、 ウ マ IgG、 ウ シ IgG、 マ ウ ス 血 清 、 ウ マ 血 清 、
ウ シ 血 清 、 マ ウ ス 、 ウ マ 又 は ウ シ の α － グ ロ ブ リ ン な ど を 用 い る こ と が で き る 。 市 販 品 と
し て は 、 Scantibodies社 製 の HBR(Heterophile Blocking Reagent) や 、 MAK33 (ロ ッ シ ュ
社 製 )、 NM8な ど が あ る 。 HBRは 、 免 疫 測 定 方 法 に お け る 異 好 性 抗 体 に よ る 干 渉 を 抑 制 す る
こ と を 目 的 と し て 検 査 系 に 添 加 さ れ る 試 薬 で あ る が 、 本 発 明 者 に よ り 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症
候 群 の 原 因 と な る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 特 に LAに 特 異 的 に 結 合 し 、 し か も 、 血 液 検 体 中 に 含 ま
れ る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 以 外 の 血 液 凝 固 時 間 に 関 連 す る 成 分 と は 結 合 し な い こ と が 見 出 さ れ 、
本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に お け る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 捕 捉 剤 と し て の 使 用 が 可 能 と な っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 捕 捉 す る た め に 含 有 さ れ る 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 と し て は 、 １ 種 類 の 動 物
由 来 の 抗 体 等 だ け を 用 い て も よ い し 、 異 な る ２ 種 以 上 の 動 物 由 来 の 抗 体 等 、 例 え ば マ ウ ス
IgGと ウ マ IgGを 混 合 し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に お け る 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 の 含 有 量 は 、 被 検 体  mL当 た り 0.1
～ 50mg、 好 ま し く は 0.2～ 10mg、 よ り 好 ま し く は 0.5～ 6mgと な る 量 を 含 有 さ せ る こ と が 好
ま し い 。 測 定 試 料 1mLあ た り 、 0.1mg以 下 で は 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 患 者 の 検 体 の 場 合 に
、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 捕 捉 が 不 十 分 と な り 、 捕 捉 さ れ な か っ た 抗 リ ン 脂 質 抗 体 に よ り 凝 固 時
間 の 延 長 が 認 め ら れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に は 、 上 記 成 分 （ 凝 固 系 組 成 物 並 び に 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 ） 以
外 に 、 必 要 に 応 じ て 、 HEPES及 び Tris緩 衝 液 な ど の 緩 衝 液 を 含 ん で も よ い 。 緩 衝 液 の 濃 度
は 、 一 般 的 に 臨 床 化 学 の 分 野 で 用 い ら れ て い る 濃 度 で あ れ ば よ く 、 簡 単 な 繰 り 返 し 実 験 に
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よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に は 、 さ ら に 、 α -グ ロ ブ
リ ン の よ う な タ ン パ ク 質 が 含 有 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 上 の よ う な 組 成 を 有 す る 凝 固 時 間 測 定 試 薬 は 、 上 記 成 分 の 混 合 物 と し て １ つ の 容 器 に
収 納 さ れ て い て も よ い し 、 別 々 の 容 器 に 収 納 さ れ た 第 １ 部 分 試 薬 と 第 ２ 部 分 試 薬 と の 組 合
せ で あ っ て も よ い 。 こ の 場 合 、 第 １ 部 分 試 薬 に は 、 非 ヒ ト 由 来 抗 体 を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体
、 血 清 、 血 漿 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 ； リ ン 脂 質 ； 及
び 活 性 化 剤 、 蛇 毒 、 及 び 組 織 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 が 含 ま れ 、 第 ２
部 分 試 薬 に は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
〔 検 出 試 薬 キ ッ ト 〕
　 本 発 明 の 検 出 試 薬 キ ッ ト は 、 血 液 又 は 血 漿 検 体 に お け る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 特 に ヒ ト ル ー
プ ス ア ン チ コ ア グ ラ ン ト （ ヒ ト LA） の 含 有 の 有 無 を 高 精 度 に 検 出 す る た め の 試 薬 キ ッ ト で
あ る 。 対 象 と な る ヒ ト LAは 、 IgG、 IgM、 IgAク ラ ス の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 検 出 試 薬 キ ッ ト は 、 上 記 本 発 明 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 （ 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 ）
と 、 凝 固 系 組 成 物 を 含 む が 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎 動 物 の 抗 体 、 血 清 、 血 漿 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
い ず れ も 含 ま な い 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と か ら な る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 検 出 試 薬 キ ッ ト
は 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 捕 捉 剤 と な る 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 の 含 有 の 有 無 だ け が 異 な る ２ 種 類 の 凝
固 時 間 測 定 試 薬 の 組 合 せ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 含 ま れ る 凝 固 系 組 成 物 と 、 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 含 ま れ る 凝
固 系 組 成 物 と は 同 種 で な け れ ば な ら な い 。 つ ま り 、 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 含 ま れ る 凝 固
系 組 成 物 が APTT試 薬 の 場 合 に は 、 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 含 ま れ る 凝 固 系 組 成 物 も APTT試
薬 で あ り 、 さ ら に そ の 組 成 は 、 同 一 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 が 、 第 １ 部 分 試 薬 と 第 ２ 部 分 試 薬 と の 組 合 せ か ら な る 場 合
に は 、 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 も 、 部 分 試 薬 の 組 合 せ で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 第
１ 部 分 試 薬 に 相 当 す る 部 分 試 薬 （ 第 ３ 部 分 試 薬 ） に は 、 リ ン 脂 質 ； 及 び 活 性 化 剤 、 蛇 毒 及
び 組 織 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 が 含 ま れ 、 第 ２ 部 分 試 薬 に 相 当 す る 部
分 試 薬 （ 第 ４ 部 分 試 薬 ） に は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に は 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 捕 捉 剤 と な る 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 が 含 ま れ て
い な い の で 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 (APS)陽 性 の 検 体 で は 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 (例 え ば LA)の
存 在 に よ り 、 凝 固 時 間 が 延 長 さ れ る 。 一 方 、 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 検 体 を 接 触 さ せ た 場
合 に は 、 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 含 ま れ る 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 に よ り 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 が 捕
捉 さ れ る の で 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 (APS)陽 性 の 検 体 で あ っ て も 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 (例 え
ば LA)の 存 在 に よ る 凝 固 時 間 の 延 長 が 阻 止 さ れ る 。 従 っ て 、 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 を 用 い
た と き の 凝 固 時 間 （ 第 １ 凝 固 時 間 ） と 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 を 用 い た と き の 凝 固 時 間 （ 第
２ 凝 固 時 間 ） と の 間 で 有 意 な 差 異 が 認 め ら れ れ ば 抗 リ ン 脂 質 抗 体 陽 性 で あ り 、 有 意 な 差 異
が 認 め ら れ な け れ ば 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 陰 性 と 判 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
〔 検 出 方 法 〕
　 本 発 明 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 検 出 方 法 は 、 上 記 本 発 明 の 検 出 試 薬 キ ッ ト を 用 い る 。 す な わ
ち 、 検 体 を 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 及 び 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 そ れ ぞ れ と 接 触 さ せ る 工 程 ；
第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 接 触 し た と き の 凝 固 時 間 （ 第 １ 凝 固 時 間 ） と 、 第 ２ 凝 固 時 間 測 定
試 薬 と 接 触 し た と き の 凝 固 時 間 （ 第 ２ 凝 固 時 間 ） と を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
第 １ 凝 固 時 間 と 第 ２ 凝 固 時 間 に 差 異 が あ れ ば 、 検 体 中 に 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 特 に LAを 含 有
し て い る と 判 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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　 ま た 、 測 定 さ れ た 第 １ 凝 固 時 間 と 第 ２ 凝 固 時 間 と か ら 、 下 記 式 に よ り 抗 リ ン 脂 質 抗 体 に
よ る 凝 固 時 間 の 阻 害 比 率 を 算 出 し 、 こ れ に 基 づ い て 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 有 無 を 判 定 し て も よ
い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 　 阻 害 比 率 　 ＝ １ － （ 第 ２ 凝 固 時 間 － 第 １ 凝 固 時 間 ） ／ 第 １ 凝 固 時 間
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 上 記 式 で 算 出 さ れ る 阻 害 比 率 は 、 正 常 血 漿 は も ち ろ ん 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 以 外 の 原 因 で 凝
固 時 間 が 延 長 さ れ た 検 体 （ 例 え ば 、 抗 凝 血 試 薬 で あ る ヘ パ リ ン 含 有 検 体 ） の 場 合 に は ほ ぼ
1で あ る の に 対 し 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 含 有 す る 検 体 で は 、 そ の 含 有 量 に も よ る が 、 一 般 に 1
.2以 上 の 値 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 測 定 対 象 と な る 被 検 体 と し て は 、 患 者 か ら 採 取 し た 血 液 、 血 漿 の ほ か 、 正 常 血 漿 と の 混
合 物 を 検 体 と し て も よ い 。 一 般 的 な 血 液 凝 固 測 定 系 で 調 製 さ れ る 血 液 由 来 物 質 を 被 検 体 と
し て 測 定 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 被 検 体 よ り 採 血 、 又 は ヘ パ リ ン 等 の 抗 凝 固 剤 を 添 加 し て 採
血 し て 得 た 血 液 試 料 を 、 遠 心 分 離 な ど の 常 法 に 基 づ き 成 分 分 離 し て 得 ら れ た 血 漿 な い し 血
清 成 分 で も 適 用 可 能 で あ る 。 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 は 、 抗 凝 血 剤 と は 親 和 性 を 示 さ な い の で 、
抗 凝 血 剤 に よ る 第 １ 凝 固 時 間 へ の 影 響 は ほ と ん ど 無 い と 考 え ら れ る か ら で あ る 。 ま た 、 測
定 法 に 起 因 す る 非 特 異 的 吸 着 を 抑 制 し 、 よ り 高 精 度 の 測 定 と す る た め に 、 こ の 血 漿 及 び 血
清 成 分 を さ ら に 超 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し て 特 定 画 分 と し た も の を 用 い て も よ い 。 被 検 物 と
凝 固 時 間 測 定 試 薬 と を 混 合 し た 状 態 で 、 pH6～ 8、 塩 濃 度 1～ 500mMと な る よ う に す る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 検 体 と の 接 触 工 程 は 、 第 １ 凝 固 時 間 に 含 有 さ れ る 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等
が 抗 リ ン 脂 質 抗 体 と 反 応 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 、 両 者 を 接 触 さ せ て お く こ と が 好 ま し い
。 具 体 的 に は 、 1～ 30分 、 好 ま し く は 2～ 10分 、 よ り 好 ま し く は 約 5分 程 度 で あ る 。 接 触 工
程 は 、 30～ 40℃ で 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
〔 免 疫 測 定 方 法 の 適 用 〕
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 捕 捉 す る 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 を 用 い る こ と に よ り 、 検 体 中 の 抗 リ ン 脂 質
抗 体 量 を 定 量 す る こ と が 可 能 と な る 。
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 測 定 方 法 は 、 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 を 固 定 化 し た 固 相
に 検 体 と を 接 触 さ せ 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 に 結 合 し た 標 識 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 の 量 を 測 定 す る こ
と に よ り 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 (LA)の 量 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 測 定 の た め の 具 体 的 方 法 と し て は 、 １ ス テ ッ プ 法 と ２ ス テ ッ プ 法 が あ り
、 い ず れ を 用 い て も よ い 。
　 １ ス テ ッ プ 法 で は 、 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 （ 一 次 抗 体 ） を 固 定 化 し た 固 相 に 、 検 体 と 標 識 さ
れ た 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 （ 標 識 二 次 抗 体 ） を 加 え 、 イ ン キ ュ ベ ー ト （ 例 え ば 、 4～ 40℃ で １
分 ～ １ 日 間 ） し て 、 一 次 抗 体 － 検 体 （ 抗 リ ン 脂 質 抗 体 ） － 標 識 二 次 抗 体 の 複 合 体 を 生 成 さ
せ る 。 複 合 体 を 構 成 し な か っ た 標 識 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 を 取 り 除 い た 後 、 前 記 複 合 体 の 標 識
非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 定 量 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ２ ス テ ッ プ 法 で は 、 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 （ 一 次 抗 体 ） を 固 定 化 し た 固 相 に 、 検 体 を 加 え て
イ ン キ ュ ベ ー ト （ 例 え ば 、 4 ～ 40 ℃ で 1 分 ～ 2 時 間 ） し た 後 、 洗 浄 す る 。 次 に 、 標 識 さ
れ た 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 （ 標 識 二 次 抗 体 ） を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト （ 例 え ば ， 4 ～ 40 ℃ で 1
 分 ～ 2 時 間 ） す る こ と に よ り 、 一 次 抗 体 に 結 合 し た 検 体 と 反 応 さ せ て 、 一 次 抗 体 － 検 体
（ 抗 リ ン 脂 質 抗 体 ） － 標 識 二 次 抗 体 の 複 合 体 を 生 成 さ せ る 。 検 体 と 結 合 し な か っ た 余 剰 な
標 識 二 次 抗 体 を 洗 浄 し て 取 り 除 い た 後 、 前 記 複 合 体 の 標 識 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 の 量 を 測 定 す
る こ と に よ り 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 定 量 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

10

20

30

40

50

(8) JP 2004-317502 A 2004.11.11



　 固 相 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト や ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ な ど を 使 用 す る こ と が
で き 、 非 ヒ ト 由 来 抗 体 を 固 相 に 固 定 化 す る 方 法 と し て は 、 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 を 緩 衝 液 に 溶
解 し 、 こ れ を 固 相 に 接 触 さ せ て 、 4 ℃ で 一 晩 以 上 放 置 す れ ば よ い 。 固 相 一 面 に 、 抗 体 等 が
均 一 に コ ー ト さ れ て い る と は 限 ら な い た め 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を ト リ ス 緩 衝 液 に 溶 解 し 、
こ れ を 固 相 に 接 触 さ せ ， 同 様 に し て コ ー ト し て お く こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 標 識 二 次 抗 体 を 用 い る か わ り に 、 非 標 識 二 次 抗 体 を 用 い て 、 ま ず 一 次 抗 体 － 検 体
（ 抗 リ ン 脂 質 抗 体 ） － 非 標 識 二 次 抗 体 の 複 合 体 を 形 成 し 、 そ の 後 、 該 複 合 体 の 非 標 識 二 次
抗 体 に 標 識 を 結 合 さ せ て も よ い 。 標 識 を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 複
合 体 生 成 反 応 を 利 用 す る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 前 記 標 識 と し て は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ や ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 や 、 蛍 光 発
色 物 質 、 化 学 発 光 物 質 、 ア イ ソ ト ー プ な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 標 識 等 の 定 量 方 法 は 、 標 識 の 種 類 に 応 じ て 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 を 使 用 で き る 。 例 え
ば 、 酵 素 で 標 識 し た 場 合 に は 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 、 蛍 光 発 色 物 質 で 標 識 し た 場
合 に は 蛍 光 光 度 計 に よ り 測 定 す る こ と が で き 、 化 学 発 光 物 質 で 標 識 し た 場 合 に は 酵 素 を 用
い た 化 学 発 光 に よ り 測 定 す る こ と が で き 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ で 標 識 し た 場 合 に は シ ン チ
レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 発 色 性 基 質 を 利
用 し た 酵 素 反 応 と し て は 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 標 識 し た 場 合 に は ｐ － ニ ト
ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 場 合 に は 2'-ア ジ ノ -ビ -(3'-エ
チ ル ベ ン ジ ル チ ア ゾ リ ン ス ル ホ ン 酸 ） を 基 質 と し て 用 い 、 一 定 時 間 反 応 さ せ て 生 成 す る 生
成 物 を 分 光 光 度 計 で 比 色 す れ ば よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
（ 実 施 例 １ ） 試 薬 の 調 製 方 法
　 エ ラ グ 酸 溶 液 (0.1mM)に 50mM HEPES及 び 25mM Tris 緩 衝 液 (pH7.35)を 混 合 し 、 リ ン 脂 質
と し て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン (PS)、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン (PE)及 び ホ ス フ ァ
チ ジ ル コ リ ン (PC)を 混 合 し て 、 PS:5μ g/mL、 PE:20μ g/mL、 PC:70μ g/mLの 第 ２ 凝 固 時 間 測
定 試 薬 の 第 １ 部 分 試 薬 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 で 調 製 し た 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 、 Scantibodies社 か ら 異 好 性 阻 止 試 薬 と し て 市
販 さ れ て い る HBRを 、 400μ g/mLの 濃 度 と な る よ う に 添 加 し て 、 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 の 第
１ 部 分 試 薬 を 調 製 し た 。 HBRは 、 マ ウ ス 由 来 の IgGを 主 成 分 と す る も の で あ る 。
（ 測 定 方 法 ）
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 測 定 用 検 体 と し て 、 正 常 血 漿 （ シ ス メ ッ ク ス 社 製 の コ ア グ ト ロ ー ル Ｎ ） 、 LA陽 性 患 者 血
漿 、 ワ ー フ ァ リ ン 投 与 患 者 血 漿 、 ヘ パ リ ン 投 与 患 者 血 漿 、 第 VIII因 子 欠 乏 患 者 血 漿 を 用 い
た 。 患 者 検 体 は 、 NIBSC、 ジ ョ ー ジ キ ン グ バ イ オ メ デ ィ カ ル 社 、 グ ラ デ ィ ポ ア 社 、 ADI社 、
サ ン フ コ 社 か ら の 市 販 品 を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 各 測 定 試 料 (50μ L)と 上 記 で 調 製 し た 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 の 第 １ 部 分 試 薬 又 は 第
２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 の 第 １ 部 分 試 薬 を 各 50μ Lと を 混 合 し 、 37℃ で 5分 間 加 温 し た 後 、 そ れ
ぞ れ に 第 ２ 部 分 試 薬 及 び 第 ４ 部 分 試 薬 と し て 、 25mM/Lの 塩 化 カ ル シ ウ ム 液 を 50μ Lと な る
よ う に 添 加 し て 、 凝 固 を 開 始 さ せ た 。 凝 固 時 間 は 、 全 自 動 血 液 凝 固 分 析 装 置 コ ア グ レ ッ ク
ス 800（ 島 津 製 作 所 製 ） を 用 い て 測 定 し た 。 測 定 は 各 ２ 回 行 な っ た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 １ か ら 、 LA含 有 血 漿 は 、 HBRを 含 有 す る 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 対 す る 凝 固 時 間 （ 第
１ 凝 固 時 間 ） が 、 HBRを 含 有 し な い 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に 対 す る 凝 固 時 間 （ 第 ２ 凝 固 時
間 ） と 比 べ て 、 有 意 に 凝 固 時 間 が 短 縮 し た 。 従 っ て 、 HBRは ヒ ト LAと 選 択 的 に 結 合 し て 、
凝 固 系 組 成 物 に よ る 凝 固 時 間 の 延 長 を 阻 止 し た と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 方 、 正 常 血 漿 、 ヘ パ リ ン 血 漿 、 ワ ー フ ァ リ ン 血 漿 、 第 VIII因 子 欠 損 血 漿 及 び 第 IX因 子
欠 損 血 漿 に つ い て は 、 第 １ 凝 固 時 間 と 第 ２ 凝 固 時 間 の 間 に 、 有 意 な 差 異 が 認 め ら れ な か っ
た 。 HBRは 正 常 血 漿 の 凝 固 系 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と が 確 認 で き る 。 ま た 、 抗 凝 血 薬 が 添
加 さ れ た サ ン プ ル （ ヘ パ リ ン 血 漿 、 ワ ー フ ァ リ ン 血 漿 ） 、 凝 固 因 子 欠 損 （ 第 VIII因 子 欠 損
血 漿 及 び 第 IX因 子 欠 損 血 漿 ） に よ り 凝 固 時 間 が 延 長 さ れ る 場 合 で あ っ て も 、 抗 リ ン 脂 質 抗
体 依 存 性 に よ る 延 長 で な い 場 合 に は 、 第 １ 凝 固 時 間 と 第 ２ 凝 固 時 間 に 有 意 な 差 異 が 認 め ら
れ な い こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ 実 施 例 ２ ）
　 LAに 対 し て 感 度 の 高 い 市 販 APTT試 薬 で あ る 、 ト ロ ン ボ チ ェ ッ ク APTT-SLA（ シ ス メ ッ ク ス
社 製 ） を 使 用 し 、 こ れ に HBRを 添 加 し て 、 表 ２ に 示 す よ う な 最 終 HBR濃 度 を 有 す る 第 １ 凝 固
時 間 測 定 試 薬 を 調 製 し た 。 尚 、 HBR 0μ gと あ る の は 、 HBRを 含 有 し な い 第 ２ 凝 固 時 間 測 定
試 薬 に 該 当 す る 。
　 測 定 試 料 と し て 、 検 体 と 正 常 血 漿 と の 1:1混 合 物 50μ Lを 用 い た 。 測 定 試 料 に 、 HBR含 有
濃 度 が 異 な る 凝 固 時 間 測 定 試 薬 を 添 加 し 、 各 濃 度 の 凝 固 時 間 測 定 試 薬 に つ い て の 凝 固 時 間
を 求 め た 。
　 測 定 は 、 全 自 動 血 液 凝 固 分 析 装 置 コ ア グ レ ッ ク ス 800（ 島 津 製 作 所 製 ） を 用 い て 、 ２ 回
行 な っ た 。 そ の 結 果 を 表 ２ 及 び 図 １ に 示 す 。 ま た 、 得 ら れ た 凝 固 時 間 に つ い て 、 HBR濃 度  
0μ gの 場 合 の 凝 固 時 間 （ ２ 凝 固 時 間 に 該 当 ） に 対 し て 、 HBR各 濃 度 の 場 合 の 凝 固 時 間 （ 第
１ 凝 固 時 間 に 該 当 ） の 阻 害 比 率 を 下 記 式 に 基 づ い て 算 出 し た 阻 害 比 率 を 表 ３ に 示 す 。
　 　 阻 害 比 率 　 ＝ １ － （ 第 ２ 凝 固 時 間 － 第 １ 凝 固 時 間 ） ／ 第 １ 凝 固 時 間
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 ２ 及 び 図 １ か ら 、 ヒ ト LA含 有 血 漿 で は 、 HBRの 濃 度 依 存 的 に 凝 固 時 間 が 短 縮 す る こ と
、 LAと 非 ヒ ト 由 来 抗 体 (HBR)と の 反 応 性 が 定 量 的 に 行 わ れ る こ と が わ か る 。 一 方 、 正 常 血
漿 、 ヘ パ リ ン 血 漿 、 ワ ー フ ァ リ ン 血 漿 、 第 VIII因 子 欠 損 血 漿 及 び 第 IX因 子 欠 損 血 漿 に つ い
て は 、 HBR添 加 濃 度 の 違 い に よ る 凝 固 時 間 の 有 意 な 違 い は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、 図 １
及 び 表 ３ か ら 、 LA陽 性 検 体 50μ Lサ ン プ ル に 対 し 、 HBR5μ g以 上 （ サ ン プ ル に 対 す る HBR濃
度 0.1mg/mL） の 場 合 に 阻 害 比 率 が 1.2以 上 を 示 す こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ 実 施 例 ３ ）
　 由 来 す る 脊 椎 動 物 の 種 類 と 、 ヒ ト LAに 対 す る 親 和 性 と の 関 係 を 調 べ た 。
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　 実 施 例 ２ に お い て 、 HBRに 代 え て 、 表 ４ に 示 す 各 種 脊 椎 動 物 の 血 清 を 2mg/mLで 含 有 す る
第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 を 調 製 し 、 こ の 第 １ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 と 5倍 希 釈 血 清 と を 9:1の 割 合
で 混 合 し た 。 検 体 と し て 、 ２ 人 の 異 な る LA陽 性 患 者 の 血 漿 を 用 い た 。 ま た 、 牛 由 来 血 清 と
し て GIBCO 38N2351、 ト リ 由 来 血 清 と し て GIBCO 35K3466カ ラ ム 精 製 品 、 マ ウ ス 由 来 血 清 と
し て GIBCO 1910DM、 馬 血 清 と し て GIBCO 9M0644を 用 い た 。
　 実 施 例 ２ と 同 様 に し て 、 全 自 動 血 液 凝 固 分 析 装 置 コ ア グ レ ッ ク ス 800（ 島 津 製 作 所 製 ）
を 用 い て 、 凝 固 時 間 を 測 定 し た 。 結 果 を 表 ４ に 示 す 。 尚 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 脊 椎 動 物
血 清 を 含 有 さ せ て い な い 第 ２ 凝 固 時 間 測 定 試 薬 を 用 い た 場 合 の 第 ２ 凝 固 時 間 を 示 す 。 ま た
、 各 種 抗 体 を 用 い た 場 合 に つ い て 、 上 記 式 に 基 づ い て 算 出 さ れ る 阻 害 比 率 を 、 表 ５ に 示 す
。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　 表 ４ 、 ５ よ り 、 非 ヒ ト ほ 乳 類 由 来 血 清 に つ い て は 、 LA陽 性 患 者 検 体 Ｎ ｏ ． １ 、 ２ の い ず
れ も １ 以 上 の 阻 害 比 率 を 示 し た が 、 ト リ 由 来 血 清 で は 感 度 の 悪 い 検 体 Ｎ ｏ ． １ に 対 し て 阻
害 比 率 が １ 以 下 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ 実 施 例 ４ ） 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等 (HBR)を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 方 法
（ ELISAの 系 に よ る LAの 測 定 法 ）
　 HBR(Scantibodies社 製 )を 0.1％ NaN 3 ・ 0.1 Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.5)で 希 釈 し て 、 HBR濃 度 2
0μ g/mLの 免 疫 学 的 測 定 用 試 薬 を 調 製 し た 。 こ の 試 薬 を 、 100μ L/wellを 96穴 の マ イ ク ロ プ
レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 冷 蔵 一 夜 感 作 し た 。 そ の 後 、 洗 浄 液 (0.05％ Tween20・ PBS(pH
7.0))で 洗 浄 し 、 1 ％  ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)含 有 し た 50mM PBS (pH7.4) を 添 加 し た 。
1％  BSAを 含 有 し た 50mM PBS (pH7.4) で 20倍 に 希 釈 し た 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 (APS)患 者
又 は LA陽 性 患 者 血 漿 100μ Lを 、 HBRを 固 定 化 さ せ た プ レ ー ト に 添 加 し 、 室 温 で 30分 間 反 応
さ せ て 、 検 体 を HBRに 結 合 さ せ た 。 洗 浄 後 、 ビ オ チ ン を 結 合 し た HBR(0.1μ g/mL)を 加 え 、
更 に 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ て 、 HBR－ 検 体 － ビ オ チ ン 結 合 HBR複 合 体 を 生 成 さ せ た 。 複 合 体
を 形 成 し な か っ た ビ オ チ ン 結 合 HBRを 除 去 し 、 洗 浄 し た 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ (10mU/mL)100μ Lを 添 加 し 、 室 温 で 30分 反 応 さ せ て 、 ビ オ チ ン 結 合 HBRを 酵 素
標 識 し た 。 ビ オ チ ン HBRに 結 合 し な か っ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 除 去 し 、 洗 浄 し た 後 O-フ ェ
ニ レ ン ジ ア ミ ン (OPD)基 質 液 を 加 え 、 室 温 で 15分 反 応 後 、 反 応 停 止 液 （ 2 N硫 酸 )100μ Lを
加 え た 。 分 光 光 度 計 （ 主 波 長 ： 492nm、 副 波 長 ： 690nm)で 比 色 し た 。 結 果 を 表 ６ に 示 す 。
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ヒ ト LA含 有 血 漿 で は 、 吸 光 度 は 1.308～ 3.452で あ っ た が 、 正 常 血 漿 、 ヘ パ リ ン 血 漿 、 ワ
ー フ ァ リ ン 血 漿 、 第 VIII因 子 欠 損 血 漿 及 び 第 IX因 子 欠 損 血 漿 に つ い て は 、 吸 光 度 は 0.084
～ 0.403の 範 囲 で あ っ た 。 こ の こ と よ り 、 HBRが 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 特 に LAに 特 異 的 に 結 合 し
て い る こ と が 確 認 で き る 。 従 っ て 、 吸 光 度 と LA量 の 関 係 を 利 用 す る こ と に よ り 、 LA量 を 定
量 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 の 原 因 物 質 で あ る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 特 に LAが 、 非 ヒ ト 由 来 抗 体 等
と 特 異 的 に 結 合 し 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 と 検 体 に 含 ま れ て い る リ ン 脂 質 と の 結 合 を 阻 止 す る こ
と を 見 出 し 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 の 原 因 物 質 で あ る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 、 具 体 的 に は LAを 、
高 精 度 に 検 出 で き る 凝 固 時 間 測 定 試 薬 、 試 薬 キ ッ ト 、 検 体 中 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 を 定 量 可 能
な 程 に 、 特 異 的 に 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 図 １ 】 実 施 例 ２ の 測 定 結 果 （ 各 検 体 の HBR濃 度 と 凝 固 時 間 の 関 係 ） を 示 す グ ラ フ で あ る
。
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【 図 １ 】
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