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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　親水性のPIVKA-II分子を認識する少なくとも１種の第１の抗プロトロンビン抗体又はそ
の抗原結合性断片と、疎水性のPIVKA-II分子を認識する少なくとも１種の第２の抗プロト
ロンビン抗体又はその抗原結合性断片との混合物、及びPIVKA-IIに特異的に結合する抗PI
VKA-II抗体又はその抗原結合性断片を用いた免疫測定により、検体中のPIVKA-IIを測定す
ることを含む、PIVKA-IIの測定方法。
【請求項２】
　親水性のPIVKA-II分子は、フェニル基を官能基とする疎水性相互作用クロマトグラフィ
ーカラム及び硫酸アンモニウム直線濃度勾配を用いた疎水性相互作用クロマトグラフィー
によりPIVKA-IIを含む試料を分画して得られる溶出画分のうち、所定の硫酸アンモニウム
濃度以上の画分に含まれるPIVKA-II分子であり、疎水性のPIVKA-II分子は、前記溶出画分
のうち、所定の硫酸アンモニウム濃度未満の画分に含まれるPIVKA-II分子であり、前記所
定の硫酸アンモニウム濃度は、270mM～370mMの範囲から選択される濃度である、請求項１
記載の測定方法。
【請求項３】
　前記所定の硫酸アンモニウム濃度は、290mM～350mMの範囲から選択される濃度である、
請求項２記載の測定方法。
【請求項４】
　前記第１の抗プロトロンビン抗体、前記第２の抗プロトロンビン抗体、及び前記抗PIVK
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A-II抗体がモノクローナル抗体である、請求項１ないし３のいずれか１項に記載の測定方
法。
【請求項５】
　前記免疫測定が、前記混合物を標識抗体とし、前記PIVKA-II又はその抗原結合性断片を
固相抗体として用いたサンドイッチ法により行なわれる、請求項１ないし４のいずれか１
項に記載の測定方法。
【請求項６】
　前記混合物における、少なくとも１種の第１の抗プロトロンビン抗体又はその抗原結合
性断片と少なくとも１種の第２の抗プロトロンビン抗体又はその抗原結合性断片との混合
比率は、疎水性相互作用クロマトグラフィーにより分画されたPIVKA-II含有試料の各画分
を測定試料として免疫測定した場合に得られる測定値のピークの高さ又はピーク面積の比
率が１：１０～１０：１の範囲になるように設定される、請求項１ないし５のいずれか１
項に記載の測定方法。
【請求項７】
　前記検体が血清又は血漿である請求項１ないし６のいずれか１項に記載の測定方法。
【請求項８】
　PIVKA-II及びプロトロンビンの両者に結合するがトロンビンには反応性を示さない抗体
又はその抗原結合性断片について、PIVKA-IIの親水性画分及び疎水性画分への反応性を調
べる工程と、
　親水性画分に反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片と、疎水性画分に
反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片とを混合する工程と
を含む、PIVKA-IIの免疫測定試薬又はキットの製造方法。
【請求項９】
　PIVKA-IIの親水性画分は、フェニル基を官能基とする疎水性相互作用クロマトグラフィ
ーカラム及び硫酸アンモニウム直線濃度勾配を用いてPIVKA-IIを含む試料を分画して得ら
れる溶出画分のうちの所定の硫酸アンモニウム濃度以上の画分であり、PIVKA-IIの疎水性
画分は、前記溶出画分のうちの所定の硫酸アンモニウム濃度未満の画分であり、前記所定
の硫酸アンモニウム濃度は、270mM～370mMの範囲から選択される濃度である、請求項８記
載の製造方法。
【請求項１０】
　前記所定の硫酸アンモニウム濃度は、290mM～350mMの範囲から選択される濃度である、
請求項９記載の製造方法。
【請求項１１】
　PIVKA-II及びプロトロンビンの両者に結合する前記抗体がモノクローナル抗体である、
請求項８ないし１０のいずれか１項に記載の製造方法。
【請求項１２】
　親水性画分に反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片と、疎水性画分に
反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片との混合比率は、疎水性相互作用
クロマトグラフィーにより分画されたPIVKA-II含有試料の各画分を測定試料として免疫測
定した場合に得られる測定値のピークの高さ又はピーク面積の比率が１：１０～１０：１
の範囲になるように設定される、請求項８ないし１１のいずれか１項に記載の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検体中に含まれるPIVKA-II分子群を漏れなく検出可能なPIVKA-II測定方法、
及びPIVKA-II測定試薬又はキットの製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　PIVKA-II（Protein induced by vitamin K absence-II）は、血液凝固に関連するプロ
トロンビンに類似した構造を有する糖タンパク質である。プロトロンビンは、579残基の



(3) JP 6713478 B2 2020.6.24

10

20

30

40

50

タンパク質であり、Ｎ末端の近傍にある１０個のグルタミン酸（Glu）残基がγ－カルボ
キシル化を受けてγ－カルボキシグルタミン酸（Gla）残基となっている。このＮ末端の
領域をGlu-Gla領域という。プロトロンビンが生体内で産生される際に、ビタミンＫの欠
乏、肝機能不全、ビタミンＫ拮抗剤の投与、肝細胞障害等に起因して、γ－カルボキシル
化が不完全となり、１０個の残基のうちの全部又は一部がGlu残基となっている糖タンパ
ク質が血液中に見出されることが知られている。このタンパク質が異常プロトロンビンと
も呼ばれるPIVKA-IIである。近年、肝細胞癌患者において、血漿中にPIVKA-IIが高濃度に
検出されることが報告され、肝細胞癌のマーカーとして診断のモニターに利用されるよう
になった。なお、Glu-Gla領域以外はプロトロンビンとPIVKA-IIで構造に違いはなく、ど
ちらのタンパク質も、中央領域に２つのクリングルドメイン（プロトロンビンフラグメン
ト１（F1）領域、プロトロンビンフラグメント２（F2）領域）を有し、C末にトロンビン
領域を有する。
【０００３】
　検体中のPIVKA-IIを特異的に検出する方法として、PIVKA-IIを特異的に認識するモノク
ローナル抗体とプロトロンビンに対するポリクローナル抗体の両者を用い、その一方を固
定化抗体として、他方を標識抗体として測定する免疫測定法が報告されている（特許文献
１）。しかしながら、ポリクローナル抗体は、ロット差によって、プロトロンビンに対す
る特異性や親和性にばらつきが生じてしまう。これを回避するために、複数のロットの特
異性と親和性を評価する必要があるが、より高い特異性を担保するためには、ポリクロー
ナル抗体よりもモノクローナル抗体の方が望ましい。
【０００４】
　また、ELISA法によるPIVKA-IIの測定において、PIVKA-IIを特異的に認識するモノクロ
ーナル抗体を固相抗体とし、プロトロンビンに対するポリクローナル抗体を二次抗体とし
て用いた場合に、トロンビンと反応性を示す抗体が二次抗体に含まれることにより、血清
検体の測定系に悪影響を与え、安定した測定値が得られないことが知られている（特許文
献２）。特許文献２では、これを解決するため、ヒトトロンビンとは反応せず、ヒトプロ
トロンビンと特異的に反応する抗体を二次抗体として用いることにより血清検体を安定し
てPIVKA-IIを測定できることが報告されている。しかしながら、この方法もポリクローナ
ル抗体を用いるため、特許文献１と同じ問題点がある。さらに、特許文献２の方法では、
ヒトプロトロンビンに対するポリクローナル抗体からトロンビンに対する抗体を除くため
に、ヒトプロトロンビンアフィニティカラムを用いてプロトロンビンと反応する抗体を取
得した後に透析し、さらにヒトトロンビンアフィニティカラムを用いてトロンビンと反応
しない抗体を取得し透析する必要があり、抗体の精製工程が非常に煩雑である。
【０００５】
　ELISA法によるPIVKA-IIの測定技術の別の例として、固相抗体に抗PIVKA-IIモノクロー
ナル抗体を、標識抗体としてPIVKA-IIの抗Ｆ１モノクローナル抗体と抗Ｆ２モノクローナ
ル抗体との混合物を用いてPIVKA-IIを測定する技術が報告されている（特許文献３）。こ
の技術によると、同一患者からほぼ同時に採取された血清と血漿のペア検体における血清
血漿相関を改善することができる。しかしながら、PIVKA-IIの検出精度そのものの向上に
ついては特許文献３では問題としていない。
【０００６】
　さらに、血中PIVKA-IIのGlu-Gla領域については、これまでに脱カルボキシル化部位を
中心として詳細な解析がなされており、分子多様性に富んでいることが示されている。し
かしながら、当該Glu-Gla領域を除く、クリングルドメインよりＣ末側のPIVKA-IIの分子
多様性については、これまで検討されておらず、上記の特許文献１～３においても一切記
載がない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開昭６０－６０５５７公報



(4) JP 6713478 B2 2020.6.24

10

20

30

40

50

【特許文献２】特開平５－２４９１０８公報
【特許文献３】特開２０１４－３５２７８公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、ヒトプロトロンビンに対するモノクローナル抗体を用いた、より精度の高い
PIVKA-IIの免疫学的測定系の構築を可能にする手段を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本願発明者らは、抗ヒトプロトロンビンモノクローナル抗体を用いたPIVKA-IIの免疫測
定系について鋭意に検討したところ、検体と抗ヒトプロトロンビンモノクローナル抗体と
の組み合わせによっては測定結果に整合性が得られないケースがあることを見出し、従来
の技術では正確にPIVKA-IIを測定できていない検体（患者）が存在する可能性が考えられ
た。
【００１０】
　さらに鋭意研究したところ、PIVKA-II分子には、Glu-Gla領域の分子多様性に加え、疎
水性の程度が異なる複数の分子種が存在することを見出した。疎水性の程度が異なる複数
種類のPIVKA-II分子の含有割合は、検体の種類（血漿か血清か）によらず検体ごとに異な
っており、例えば血清検体間であっても、疎水性の異なるPIVKA-II分子種の含有割合が異
なっていた。さらに、公知の抗ヒトプロトロンビンモノクローナル抗体は複数存在するが
、これらのモノクローナル抗体は、疎水性の程度が異なるPIVKA-II分子種に対する親和性
が異なり、疎水性が高い分子種への親和性が高い抗体や、疎水性が低い分子種への親和性
が高い抗体が存在することが判明した。例えば、疎水性の高い分子種を認識する抗体をPI
VKA-IIの免疫学的測定方法に用いた場合、親水性の高い分子種が多く含まれる検体では、
検体中に含まれるPIVKA-IIの大部分が検出されておらず、血中PIVKA-IIを正確に測定でき
ていなかったことが判明した。
【００１１】
　そこで、本願発明者らは、プロトロンビン領域を認識するモノクローナル抗体を用いた
PIVKA-II測定系の構築において、疎水性の高いPIVKA-II分子種に対し親和性を有する抗体
と疎水性の低いPIVKA-II分子種に対し親和性を有する抗体との混合物を用いてPIVKA-IIを
測定することにより、非常に精度よくPIVKA-IIを測定することが可能になることを見出し
、本願発明を完成した。
【００１２】
　すなわち、本発明は、親水性のPIVKA-II分子を認識する少なくとも１種の第１の抗プロ
トロンビン抗体又はその抗原結合性断片と、疎水性のPIVKA-II分子を認識する少なくとも
１種の第２の抗プロトロンビン抗体又はその抗原結合性断片との混合物、及びPIVKA-IIに
特異的に結合する抗PIVKA-II抗体又はその抗原結合性断片を用いた免疫測定により、検体
中のPIVKA-IIを測定することを含む、PIVKA-IIの測定方法を提供する。また、本発明は、
PIVKA-II及びプロトロンビンの両者に結合するがトロンビンには反応性を示さない抗体又
はその抗原結合性断片について、PIVKA-IIの親水性画分及び疎水性画分への反応性を調べ
る工程と；親水性画分に反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片と、疎水
性画分に反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片とを混合する工程とを含
む、PIVKA-IIの免疫測定試薬又はキットの製造方法を提供する。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、血液検体中に含まれるPIVKA-II分子群を高い精度で測定することがで
きる。血中PIVKA-II分子が疎水性の程度の異なる分子の集団であり、検体ごとに疎水性の
高いPIVKA-II分子と疎水性の低いPIVKA-II分子の存在割合が異なっているということは、
本願発明者らが初めて見出したことである。血中PIVKA-II分子の疎水性／親水性レベルに
関して精査されていなかった従来の抗プロトロンビンモノクローナル抗体を用いた免疫測
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定方法では、使用する抗体の性質によっては、血中PIVKA-II分子群を精度よく検出するこ
とができていなかった。本発明の方法によれば、従来法では見落としているおそれがあっ
た複数のPIVKA-II分子種を高い精度で検出することができるので、PIVKA-IIの測定精度が
飛躍的に向上される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】肝細胞癌患者由来の血清検体６例をそれぞれ疎水性相互作用クロマトグラフィー
により分画した各フラクションを測定用試料とし、酵素標識抗体としてALP標識抗プロト
ロンビンポリクローナル抗体を用いて試料中PIVKA-II分子を測定した結果である。
【図２－１】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 4）を疎水性相互作用クロマトグラフィ
ーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体A～Dを用いて試料中PIVKA-
II分子を測定した結果である。
【図２－２】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 269）を疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体A～Dを用いて試料中PIVK
A-II分子を測定した結果である。
【図２－３】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 275）を疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体A～Dを用いて試料中PIVK
A-II分子を測定した結果である。
【図３－１】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 4）を疎水性相互作用クロマトグラフィ
ーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体として抗体混合物（抗体C/
A、抗体C/B、抗体C/D）を用いて試料中PIVKA-IIを測定した結果である。
【図３－２】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 269）を疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体として抗体混合物（抗体
C/A、抗体C/B、抗体C/D）を用いて試料中PIVKA-IIを測定した結果である。
【図３－３】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 275）を疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体として抗体混合物（抗体
C/A、抗体C/B、抗体C/D）を用いて試料中PIVKA-IIを測定した結果である。
【図４－１】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 275）を疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体として、抗体C/Aを各種
重量比率（A:C＝1:1～30:1）にて混合した抗体混合物を用いて試料中PIVKA-IIを測定した
結果である。
【図４－２】肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 275）を疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体として、抗体C/Aを各種
重量比率（A:C＝3:1～0.03:1）にて混合した抗体混合物を用いて試料中PIVKA-IIを測定し
た結果である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明のPIVKA-II測定方法は、PIVKA-IIに結合する抗体又はその抗原結合性断片を用い
てPIVKA-IIを免疫学的手法により測定する方法であり、抗体又はその抗原結合性断片のひ
とつとして、親水性の（疎水性が低い）PIVKA-II分子を認識する少なくとも１種の抗プロ
トロンビン抗体又はその抗原結合性断片と、疎水性の（疎水性が高い）PIVKA-II分子を認
識する少なくとも１種の抗プロトロンビン抗体又はその抗原結合性断片の混合物を用いる
。本発明では、便宜上、前者の親水性PIVKA-II分子を認識する抗体を第１の抗体、後者の
疎水性PIVKA-II分子を認識する抗体を第２の抗体という。
【００１６】
　検体中に疎水性の程度が異なるPIVKA-II分子が混在しているということは、本願発明者
らが初めて見出したことである。PIVKA-II分子の疎水性の違いは、Glu-Gla領域における
γ－カルボキシル化の程度によってもたらされているわけではなく、分子中央のクリング
ルドメイン及びそれ以降のC末側の構造に多様性があり、その多様性によってもたらされ
ているものと推測される。
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【００１７】
　抗プロトロンビン抗体とは、PIVKA-II及びプロトロンビンの両者を認識して結合するが
、トロンビンとは反応性を示さない抗体である。ここでいう「反応性を示さない」とは、
トロンビンとは検出可能なレベルで結合しない（すなわち、トロンビンとの結合がバック
グラウンド以下である）か、又は検出し得るレベルで結合しても、その結合の程度がPIVK
A-II及びプロトロンビンとの結合よりも明らかに少なく、当業者であればトロンビンとは
結合していないと判断する程度にしか結合しないことを意味する。抗プロトロンビン抗体
自体は公知であり、市販品も存在する。本発明で用いる第１の抗プロトロンビン抗体及び
第２のプロトロンビン抗体は、公知の抗プロトロンビン抗体の中から選択してもよいし、
新たに抗プロトロンビン抗体を作出してその中から選択してもよい。第１及び第２の抗プ
ロトロンビン抗体の選択方法の詳細は後述する。
【００１８】
　さらに、もうひとつの抗体又はその抗原結合性断片として、PIVKA-IIをプロトロンビン
と区別して特異的に結合する抗PIVKA-II抗体又はその抗原結合性断片を用いる。抗PIVKA-
II抗体の特異性は、「PIVKA-IIとのみ結合し、プロトロンビンとは反応性を示さない」と
表現することができる。「反応性を示さない」の意味は上記の通りである。この抗PIVKA-
II抗体は、プロトロンビンにはないPIVKA-IIに特徴的な領域、すなわちGlu-Gla領域を認
識する抗体であり、疎水性か親水性かを問わずPIVKA-II分子に結合する。
【００１９】
　そのような抗PIVKA-II抗体も公知であり（例えば特許文献１）、市販品も存在する。ま
た、新たに作製した抗PIVKA-II抗体を用いてもよい。
【００２０】
　第１及び第２の抗プロトロンビン抗体、並びに抗PIVKA-II抗体は、ポリクローナル抗体
でもモノクローナル抗体でもよいが、免疫測定の再現性等の観点からはモノクローナル抗
体が好ましい。
【００２１】
　抗体及びその抗原結合性断片の作製方法自体は周知の常法である。抗プロトロンビンポ
リクローナル抗体は、例えば、プロトロンビン又はその部分断片（Glu-Gla領域以外の部
分断片）を適宜アジュバントと共に動物（ヒトを除く）に免疫し、該動物から採取した血
液から抗血清を得て、該抗血清中のポリクローナル抗体を精製することで得ることができ
る。免疫は、被免疫動物中での抗体価を上昇させるため、通常数週間かけて複数回行なう
。抗血清中の抗体の精製は、例えば、硫酸アンモニウム沈殿や陰イオンクロマトグラフィ
ーによる分画、アフィニティーカラム精製等により行なうことができる。
【００２２】
　抗プロトロンビンモノクローナル抗体は、例えば、周知のハイブリドーマ法により作製
することができる。具体的には、プロトロンビン又はその部分断片（Glu-Gla領域以外の
部分断片）を適宜アジュバントと共に動物（ヒトを除く）に免疫し、該動物から脾細胞や
リンパ球のような抗体産生細胞を採取し、これをミエローマ細胞と融合させてハイブリド
ーマを調製し、プロトロンビンと結合する抗体を産生するハイブリドーマを選択し、これ
を増殖させて培養上清から抗プロトロンビンモノクローナル抗体を得ることができる。ハ
イブリドーマの選択においては、PIVKA-IIを抗原として用いてもよいし、プロトロンビン
とPIVKA-IIの両者に結合することを確認してもよい。
【００２３】
　抗PIVKA-II抗体は、カルボキシル化が不完全なGlu-Gla領域部分断片を免疫原として用
いて作製し得るが、本発明においては、PIVKA-IIへの十分な特異性を有する必要があるこ
とから、通常はモノクローナル抗体が用いられる。PIVKA-IIモノクローナル抗体は、PIVK
A-II又はその部分断片（カルボキシル化を受けるGlu-Gla領域の１０残基のうちの少なく
とも一部を含む部分断片）を免疫原として使用し、ハイブリドーマを調製後、PIVKA-IIに
は結合するがプロトロンビンには結合しない抗体を産生するハイブリドーマを選択し、抗
体を回収すればよい。抗PIVKA-II抗体の製造方法の具体例として、特開昭60-60557公報、
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特開平9-249699公報に記載の方法を挙げることができる。
【００２４】
　「抗原結合性断片」は、もとの抗体の対応抗原に対する結合性（抗原抗体反応性）を維
持している限り、いかなる抗体断片であってもよい。具体例としては、Fab、F(ab')2、sc
Fv等を挙げることができるが、これらに限定されない。FabやF(ab')2は、周知の通り、モ
ノクローナル抗体をパパインやペプシンのようなタンパク分解酵素で処理することにより
得ることができる。scFv（single chain fragment of variable region、単鎖抗体）の作
製方法も周知であり、例えば、上記の通りに作製したハイブリドーマのmRNAを抽出し、一
本鎖cDNAを調製し、免疫グロブリンH鎖及びL鎖に特異的なプライマーを用いてPCRを行な
って免疫グロブリンH鎖遺伝子及びL鎖遺伝子を増幅し、これらをリンカーで連結し、適切
な制限酵素部位を付与してプラスミドベクターに導入し、該ベクターで大腸菌を形質転換
してscFvを発現させ、これを大腸菌から回収することにより、scFvを得ることができる。
【００２５】
　免疫原として用いるポリペプチド又はその部分断片は、化学合成、遺伝子工学的手法等
の常法により作製できる。あるいは、新鮮ヒト血漿等からプロトロンビンやPIVKA-IIを抽
出・精製して得ることもできる（Thromb.Diath.Haemorph. 1966;16:469-90等参照）。
【００２６】
　配列表の配列番号１に示すアミノ酸配列は、プロトロンビン及びPIVKA-IIの配列にシグ
ナル配列が付加したアミノ酸配列であり、このうち４４番～６２２番アミノ酸の領域がプ
ロトロンビン及びPIVKA-IIのアミノ酸配列に該当する。４４番～８４番アミノ酸の領域が
Glu-Gla領域であり、プロトロンビンではこの領域中の１０個の「Xaa」の全てがγ－カル
ボキシグルタミン酸（Gla）残基となっている。このプロトロンビン配列は、GenBankにア
クセッション番号NP_000497で登録されている。配列番号２に示す塩基配列は、配列番号
１のアミノ酸配列をコードする配列であり、GenBankにアクセッション番号NM_000506で登
録されている。配列番号２中の44番～1912番塩基の領域がコード領域である。
【００２７】
　化学合成法の具体例としては、例えばFmoc法（フルオレニルメチルオキシカルボニル法
）、tBoc法（t-ブチルオキシカルボニル法）等を挙げることができる。また、各種の市販
のペプチド合成機を利用して常法により合成することもできる。化学合成の場合は、アミ
ノ酸配列のみに基づいて所望のポリペプチドを合成できる。
【００２８】
　遺伝子工学的手法によるポリペプチドの作製方法も周知である。抗プロトロンビン抗体
を作製する際に免疫原として用いるポリペプチドを遺伝子工学的手法により作製する場合
には、例えば次の通りに行なえばよい。まず、ヒト由来培養細胞等からRNAを抽出し、逆
転写反応によりmRNAからcDNAを合成する。このcDNAを鋳型とし、ヒトプロトロンビンのmR
NA配列情報に基づいて設計したプライマーを用いてPCRを行ない、プロトロンビンの全長
又は所望の一部をコードするポリヌクレオチドを調製する。PCRに用いるプライマーは、
配列番号２に示した塩基配列やGenBank等のデータベースに登録されているヒトプロトロ
ンビン配列情報等に基づいて適宜設計することができる。あるいは、所望のポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドは、市販の核酸合成機を用いた常法により調製することも
できる。各アミノ酸をコードするコドンが公知であるから、アミノ酸配列さえ特定できれ
ば、そのアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドの塩基配列も決定できる。次いで、
調製したポリヌクレオチドを適当なベクターに組み込み、適当な発現系にてポリペプチド
を発現させ、このポリペプチドを回収することで、所望のポリペプチドを得ることができ
る。用いるベクターや各種の発現系（細菌発現系、酵母細胞発現系、哺乳動物細胞発現系
、昆虫細胞発現系、無細胞発現系など）も周知であり、種々のベクターや宿主細胞、試薬
類、キットが市販されているため、当業者であれば適宜選択して使用することができる。
ヒト由来培養細胞も市販・分譲されており、入手は容易である。
【００２９】
　本発明において、PIVKA-IIの免疫測定は、典型的にはサンドイッチ法により行なわれる
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。サンドイッチ免疫測定自体は周知の常法である。具体例を挙げると、化学発光酵素免疫
測定法（chemiluminescent enzyme immunoassay; CLEIA）、酵素結合免疫吸着法（Enzyme
-Linked ImmunoSorbent Assay; ELISA）、ラジオイムノアッセイ、電気化学発光免疫測定
法等の各種の手法があり、本発明においてはいずれの手法を用いてもよい。
【００３０】
　サンドイッチ測定系においては、通常、２種類の抗体又はその抗原結合性断片のうちの
一方を固相に固定化した固相抗体とし、他方を標識物質で標識した標識抗体として使用す
る。本発明においては、第１及び第２の抗プロトロンビン抗体又はその抗原結合性断片の
混合物を１種類の抗体とし、抗PIVKA－II抗体又はその抗原結合性断片をもう１種類の抗
体として使用するが、いずれを固相抗体として用いてもよい。下記実施例では、抗PIVKA-
II抗体を固相抗体とし、抗体混合物を標識抗体として使用しているが、これに限定されな
い。
【００３１】
　第１及び第２の抗プロトロンビン抗体の混合物を標識抗体として用いる場合を例に、本
発明のPIVKA-II測定方法を具体的に説明する。もっとも、該混合物を固相抗体とし、抗PI
VKA-II抗体を標識抗体として用いることもできるので、本発明の範囲は下記の具体例には
限定されない。また、抗体に代えて各抗体の抗原結合性断片を用いてもよい。
【００３２】
　まず、PIVKA-II抗体（固相抗体）を担体に固相化する。固相化されたPIVKA-II抗体と検
体中に含まれるPIVKA-IIを接触させることにより、固相抗体とPIVKA-IIとを特異的に結合
させる。次に、結合されなかった検体中の成分を、たとえば担体を適当な緩衝液で洗浄す
ることによって除いた後、標識物質で標識された第１及び第２の抗プロトロンビン抗体の
混合物（すなわち、標識した少なくとも１種の第１の抗プロトロンビン抗体と、標識した
少なくとも１種の第２の抗プロトロンビン抗体との混合物）を、固相抗体に結合したPIVK
A-IIに結合させる。反応終了後、未反応の成分を取り除くため、たとえば担体を適当な緩
衝液で洗浄した後、標識物質からのシグナルを適当な方法で検出することにより、検体中
に含まれるPIVKA-IIを測定することが可能となる。
【００３３】
　固相は特に限定されず、公知のサンドイッチ免疫測定系で使用されている固相と同様で
よい。固相の材質の具体例としては、ポリスチレン、ポリエチレン、セファロース等が挙
げられるが、これらに限定されない。固相の物理的形状は本質的に重要ではない。使用す
る固相は、その表面への抗体の固定化が容易で、測定中に形成される免疫複合体と未反応
の成分を容易に分離できるものであることが好ましい。特に、通常の免疫測定法に使用さ
れるプラスチックプレートや磁性粒子が好ましい。取り扱い、保存、および分離の容易性
等の観点から、前述のような材質の磁性粒子を使用することが最も好ましい。これらの固
相への抗体の結合は当業者に周知の常法によって行なうことができる。固相への抗体の結
合は、物理的吸着により行ってもよいし、共有結合を用いてもよい。例えば、グルタルア
ルデヒド法、過ヨウ素酸法、マレイミド法、およびピリジル・ジスルフィド法などを使用
することができる。或いは、緩衝液に磁性粒子を添加して分散した粒子懸濁液に、抗体を
適当量加え、２０～３７℃にて１時間程度撹拌し、その後、磁性粒子を磁力で集め、粒子
を適当な緩衝液により洗浄して抗体結合粒子を得ることができる。使用する緩衝液の組成
は抗体の固定化に使用される一般的なものでよく、ｐＨは抗体が安定に存在し、固相への
固定化を阻害しない範囲であればよい。
【００３４】
　標識物質も特に限定されず、公知の免疫測定系で使用されている標識物質と同様のもの
を用いることができる。具体例としては、酵素、蛍光物質、化学発光物質、染色物質、放
射性物質などが挙げられる。酵素としては、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、パーオ
キシダーゼ、βガラクトシダーゼ等、公知のものを用いることができるが、これに限定さ
れるものではない。高い検出感度の測定系を提供するためには、ＡＬＰを用いることが望
ましい。これらの標識物質への抗体の結合は、当業者に周知の常法によって行なうことが
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できる。標識物質への抗体の結合は、共有結合が好ましく、グルタルアルデヒド法、過ヨ
ウ素酸法、マレイミド法、およびピリジル・ジスルフィド法などを使用することができる
。例えば、抗体をペプシン処理および還元処理して得られた抗体断片と、マレイミド化し
たＡＬＰを混合して、標識物質で標識された抗体を調製することができる。
【００３５】
　標識物質として酵素を用いる場合、該酵素に対応した発色基質、蛍光基質又は発光基質
等の基質を該酵素と反応させ、その結果発生するシグナルを測定することにより、酵素活
性を求め測定対象物を測定することができる。例えば、標識物質としてＡＬＰを用いる場
合、３－（４－メトキシスピロ（１，２－ジオキセタン－３，２’－トリシクロ［３．３
．１．１３，７］デカン）－４－イル）フェニルホスフェート２ナトリウム（例えば商品
名ＡＭＰＰＤ）などの発光基質を用いることができる。
【００３６】
　標識物質としてビオチン又はハプテンが用いられる場合には、酵素、蛍光物質、化学発
光物質、染色物質又は放射性物質などを結合したストレプトアビジン又はハプテン抗体な
どを用いて測定することができる。
【００３７】
　シグナルの検出は、標識物質の種類に応じて適宜選択される。例えば、シグナルが発色
であれば比色計や吸光光度計を、蛍光であれば蛍光光度計を、発光であればフォトンカウ
ンターを、放射線であれば放射線測定装置をそれぞれ用いればよい。PIVKA-IIを種々の濃
度で含む濃度既知の標準試料について、本発明の方法によりPIVKA-IIを測定し、標識から
のシグナルの値と標準試料中のPIVKA-II濃度との相関関係をプロットして検量線を作成し
ておき、PIVKA-II濃度が未知の検体について同じ測定操作を行なって標識からのシグナル
値を測定し、測定されたシグナル値をこの検量線に当てはめることにより、検体中のPIVK
A-IIを定量することができる。
【００３８】
　本発明の測定方法が適用される検体は、被検者から分離された検体であり、血液検体が
好ましく、特に血漿又は血清が好ましい。検体は、必要に応じ適宜希釈して使用してよい
。
【００３９】
　被検者は、哺乳動物であれば特に限定されないが、一般的にはヒトであり、例えば、肝
細胞癌患者又は肝細胞癌の疑いのある患者であり得る。
【００４０】
　本発明によるPIVKA-IIの免疫測定に用いる第１及び第２の抗プロトロンビン抗体は、そ
れぞれ上述した通り、親水性PIVKA-II分子を認識する少なくとも１種の抗プロトロンビン
抗体及び疎水性PIVKA-II分子を認識する少なくとも１種の抗プロトロンビン抗体である。
公知の抗プロトロンビン抗体又は新たに調製した抗プロトロンビン抗体が、親水性PIVKA-
II分子と疎水性PIVKA-II分子のどちらに親和性を有するかを調べるには、PIVKA-IIを含有
する試料を疎水性相互作用クロマトグラフィーにて分画した各画分のセットを測定用試料
とし、抗プロトロンビン抗体及び抗PIVKA-II抗体を用いたサンドイッチ免疫測定を行ない
、どの画分との反応性が高いかを調べればよい。
【００４１】
　測定用試料の調製に用いるPIVKA-IIを含有する試料としては、例えば、肝細胞癌患者由
来の血清などを用いることができる。疎水性相互作用クロマトグラフィーでは、フェニル
基を官能基とする疎水性クロマトグラフィーカラムを使用し、硫酸アンモニウム直線濃度
勾配（例えば1.0 M→0 M）を用いて溶出を行なえばよい。溶出画分を２０～３０個程度に
分取し、得られた１セットの溶出画分を測定用試料とすればよい。PIVKA-IIを含有する試
料として、患者由来血清を複数用いる場合には、それぞれをクロマトグラフィーに付して
複数セットの測定用試料を調製してもよいし、あるいは、複数の血清検体を混合したもの
をクロマトグラフィーに付して測定用試料を調製してもよい。
【００４２】
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　疎水性及び親水性PIVKA-II分子との親和性を調べるべき抗プロトロンビン抗体と抗PIVK
A-II抗体とを用いたサンドイッチ免疫測定により、上記のように調製した測定用試料の個
々の画分について測定操作を行なう。この時のサンドイッチ免疫測定系は、最終的にPIVK
A-II免疫測定系として構築する時と同様に構築することができる。すなわち、第１及び第
２の抗プロトロンビン抗体の混合物を標識抗体とし、抗PIVKA-II抗体を固相抗体としたPI
VKA-II免疫測定系を構築するのであれば、疎水性及び親水性PIVKA-II分子との親和性を調
べるべき抗プロトロンビン抗体は標識抗体とし、抗PIVKA-II抗体は固相抗体として、上記
測定用試料の測定を行なえばよい。
【００４３】
　硫酸アンモニウム濃度が高い溶出画分には、疎水性の低い（親水性の）PIVKA-II分子が
含まれており、硫酸アンモニウム濃度が低い溶出画分には、疎水性の高い（疎水性の）PI
VKA-II分子が含まれている。本発明においては、前者の溶出画分をPIVKA-IIの親水性画分
といい、後者の溶出画分をPIVKA-IIの疎水性画分という。これらの溶出画分と抗プロトロ
ンビン抗体との反応性を調べることで、抗プロトロンビン抗体が親水性PIVKA-II分子と疎
水性PIVKA-II分子のいずれに親和性を有しているか（いずれを認識するか）を調べること
ができる。
【００４４】
　PIVKA-IIの親水性画分と疎水性画分とを区別する硫酸アンモニウム濃度は、通常、270m
M～370mMの範囲から選択され、例えば290mM～350mM、300mM～340mM、310mM～330mM、280m
M～330mM、あるいは290mM～330mMの範囲から選択され得る。これらの範囲から選択される
硫酸アンモニウム濃度以上の溶出画分をPIVKA-IIの親水性画分とし、当該硫酸アンモニウ
ム濃度未満の溶出画分をPIVKA-IIの疎水性画分として用いればよい。
【００４５】
　なお、抗プロトロンビン抗体の親和性を調べる際に使用するPIVKA-IIの親水性画分及び
疎水性画分を調製するためには、親水性PIVKA-II分子と疎水性PIVKA-II分子の両者を含む
少なくとも１つの検体、又は、少なくとも親水性PIVKA-II分子を含む少なくとも１つの検
体と、少なくとも疎水性PIVKA-II分子を含む少なくとも１つの検体とを含む、少なくとも
２つの検体が必要である。任意の検体が親水性PIVKA-II分子及び疎水性PIVKA-II分子のい
ずれを含んでいるかは、例えば、抗PIVKA-II抗体及び抗プロトロンビンポリクローナル抗
体とを用いたサンドイッチ免疫測定により調べることができる。親水性PIVKA-II分子と疎
水性PIVKA-II分子の両者を適度に含む検体が入手できない場合は、上述したように、複数
の検体を用いて測定用試料を調製すればよい。
【００４６】
　親水性画分及び疎水性画分との反応性を調べたら、横軸を硫酸アンモニウム濃度、縦軸
を、免疫測定により得られたシグナル値とし、各画分との反応性（検出されたシグナルの
強度）をプロットする。シグナル値をそのままプロットしてもよいし、総活性に対する各
溶出画分のシグナル強度の割合を算出してプロットしてもよい。親水性画分との反応性の
方が高い場合、その抗プロトロンビン抗体は、親水性PIVKA-II分子との親和性を有する抗
体と判断する。疎水性画分との反応性の方が高い場合、その抗プロトロンビン抗体は、疎
水性PIVKA-II分子との親和性を有する抗体と判断する。
【００４７】
　第１の抗体と第２の抗体の混合比率は、検体中の疎水性PIVKA-II分子と親水性PIVKA-II
分子の両者を測定できる範囲内であればよく、特に限定されないが、上記のようにプロッ
トしたPIVKA-II含有試料の各画分についてのシグナル値又は総活性に対する各溶出画分の
シグナル強度の割合の、ピークの高さ又はピーク面積が１：１０～１０：１の範囲、例え
ば１：５～５：１の範囲、１：３～３：１、あるいは１：２～２：１の範囲になるように
設定してよい。第１の抗体と第２の抗体の混合重量比率（それぞれ複数の抗体を用いる場
合には、第１の抗体の合計重量と第２の抗体の合計重量の比率）は、各抗体のPIVKA-IIに
対する親和性に応じて、検体中の疎水性PIVKA-II分子と親水性PIVKA-II分子の両者を測定
できる範囲内に設定すればよい。第１の抗体と第２の抗体の好ましい混合重量比率は、親
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水性PIVKA-II分子に対する第１の抗体の親和性の高さ、および疎水性PIVKA-II分子に対す
る第２の抗体の親和性の高さに応じて変動し得るため、特に限定されないが、多くの場合
、抗体の混合重量比率を０．０３：１～３０：１の範囲、例えば、０．０５：１～２０：
１の範囲、０．１：１～１０：１の範囲、あるいは０．３：１～３：１の範囲とすること
により、上記した範囲のピーク高又はピーク面積を達成することができる。親水性PIVKA-
II分子に親和性を有し、該分子を認識する少なくとも１種の抗プロトロンビン抗体（第１
の抗体）と、疎水性PIVKA-II分子に親和性を有し、該分子を認識する少なくとも１種の抗
プロトロンビン抗体（第２の抗体）とを組み合わせ、両者の混合物を固相抗体又は標識抗
体として用いることで、検体中に存在するPIVKA-IIの様々な分子種を高い精度で測定する
ことが可能になる。
【００４８】
　本発明によるPIVKA-II測定方法を実施するためのPIVKA-IIの免疫測定試薬又はキットは
、以下の工程で製造することができる。
（工程１）PIVKA-II及びプロトロンビンの両者に結合するがトロンビンには反応性を示さ
ない抗体（抗プロトロンビン抗体）又はその抗原結合性断片について、PIVKA-IIの親水性
画分及び疎水性画分への反応性を調べる。
（工程２）親水性画分に反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片と、疎水
性画分に反応する少なくとも１種の抗体又はその抗原結合性断片とを混合する。
【００４９】
　工程１に付す抗プロトロンビン抗体又はその抗原結合性断片は、公知の抗プロトロンビ
ン抗体又はその抗原結合性断片でもよいし、PIVKA-II及びプロトロンビンの両者に結合す
るがトロンビンには反応性を示さない抗体として新たに調製した抗プロトロンビン抗体又
はその抗原結合性断片でもよい。PIVKA-IIの親水性画分及び疎水性画分への反応性を調べ
る方法は上述した通りである。
【００５０】
　PIVKA-IIの親水性画分に反応する抗体、及びPIVKA-IIの疎水性画分に反応する抗体は、
それぞれ、本明細書において第１の抗プロトロンビン抗体及び第２の抗プロトロンビン抗
体と呼ぶ抗体に該当する。少なくとも１種の第１の抗プロトロンビン抗体又はその抗原結
合性断片と少なくとも１種の第２の抗プロトロンビン抗体又はその抗原結合性断片との混
合物は、標識物質を結合させた形態で、あるいは、プラスチックプレートや磁性粒子のよ
うな固相上に固定化された形態で、免疫測定試薬又はキットとして提供され得る。従って
、当該免疫測定試薬又はキットの製造方法は、抗プロトロンビン抗体若しくはその抗原結
合性断片を、工程１に付す前に、又は工程１の後に、又は工程２で第１及び第２の抗体若
しくはその抗原結合性断片を混合した後に、標識物質で標識する工程、あるいは、工程２
の後に固相上に固定化する工程をさらに含み得る。抗プロトロンビン抗体若しくはその抗
原結合性断片を、固相として磁性粒子等の粒子に固定化する場合は、工程１に付す前に、
又は工程１の後に、固相上に固定化する工程を実施し、工程２で各抗体を固定化した粒子
を混合することとしてもよい。
【００５１】
　上記方法により製造される免疫測定試薬は、第１及び第２の抗体又はその抗原結合性断
片の混合物のみからなるものであってもよいし、適当な緩衝液中に当該混合物が溶解した
形態であってもよく、抗体の安定化等に有用な成分をさらに含んでいてもよい。
【００５２】
　また、当該免疫測定試薬は、抗PIVKA-II抗体又はその抗原結合性断片と組み合わせて、
免疫測定試薬又はキットとして提供され得る。例えば、標識された第１及び第２の抗プロ
トロンビン抗体又はその抗原結合性断片の混合物と、抗PIVKA-II抗体又はその抗原結合性
断片が固定化された固相（抗PIVKA-II抗体又はその抗原結合性断片とこれを固定化するた
めの固相とのセットであってもよい）とを組み合わせ、PIVKA-IIの免疫測定キットとして
提供することができる。標識する抗体と固相化する抗体は上記と逆であってもよい。免疫
測定キットには、さらに、標識物質のための基質や、検体希釈液、洗浄液などを含めても
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よい。
【実施例】
【００５３】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。もっとも、本発明は下記実施例
に限定されるものではない。
【００５４】
１．疎水性相互作用クロマトグラフィー
　血清検体25～50μLを500μLの2 M硫酸アンモニウムを含む0.1M リン酸緩衝液(PB) pH7.
0（リン酸一カリウム 5.00 g/L、リン酸二ナトリウム（12水塩）22.6 g/L、硫酸アンモニ
ウム 264 g/L; 4N 水酸化ナトリウムを適量添加することによりpH 7.0に調整）、450μL
～475μLの0.1M PB pH7.0（リン酸一カリウム 5.00 g/L、リン酸二ナトリウム（12水塩）
22.6 g/L; 4N 水酸化ナトリウムを適量添加することによりpH 7.0に調整）を混合したト
ータル1.0mLのサンプルをクロマトグラフィー分離に供した。
【００５５】
　疎水性相互作用クロマトグラフィーに使用したカラムはHiTrap Phenyl HP（GEヘルスケ
ア社：単体容量 1mL）であり、装置はAKTA FPLC UPC900（GEヘルスケア社）を用いて分画
を行った。
【００５６】
　カラムを10カラム容量以上の1 M硫酸アンモニウムを含む0.1M PB pH7.0で平衡化した後
、上記サンプル1.0 mLをカラムにインジェクションし、流速0.5 mLで分画した。0.5 mlず
つ溶出フラクションを回収した。溶出は、1 M硫酸アンモニウムを含む0.1M PB pH7.0（リ
ン酸一カリウム 5.00 g/L、リン酸二ナトリウム（12水塩）22.6 g/L、硫酸アンモニウム 
132 g/L; 4N 水酸化ナトリウムを適量添加することによりpH 7.0に調製）と0.1M PB pH7.
0（リン酸一カリウム 5.00 g/L、リン酸二ナトリウム（12水塩）22.6 g/L; pHの調整は上
記と同様）の2液を用いた塩濃度リニアーグラジエントで行い、30 mL溶出する間に硫酸ア
ンモニウム濃度を1.0 Mから0 Mにまで変化させた。
【００５７】
２．標識抗体の作製
　PIVKA-II及びプロトロンビンの両者に結合するモノクローナル抗体４種（抗体A、抗体B
、抗体C、抗体D）を用いて標識抗体を作製した。
【００５８】
　3mg／mLの抗体A溶液を6mLとり、0.1Mクエン酸緩衝液（pH3.5）で平衡化したG-25カラム
（ファルマシア社製）に添加し、抗体溶液の緩衝液置換を行った。これに1mg／mLペプシ
ン溶液を約100μL加え、37℃、1時間放置し、トリス緩衝液でpHを中性付近にしてからス
ーパーデックス200カラム（ファルマシア社製）に添加し、抗体のゲル濾過精製を行った
。得られた画分の吸光度280nmでのシングルピークをプールし、抗体AのF(ab')2フラグメ
ントとした。このF(ab')2フラグメント溶液4mLに、0.2M 2-メルカプトエチルアミン（以
下、2-MEAと記載する）溶液を200μL添加し、37℃2時間放置し、還元処理を行った。これ
をG-25カラムに添加して2-MEAを除去し、抗体AのFab'フラグメントとした。
【００５９】
　10mg／mLの高比活性ALP溶液1.5mLを0.1Mリン酸緩衝液（pH7.0）で平衡化したG-25カラ
ムに添加し、ALP溶液の緩衝液置換を行った。これに10mg／mL N-(4-マレイミドブチリロ
キシ)-スクシンイミド（以下、GMBSと記載する）のジメチルホルムアミド溶液を70μL添
加し、30℃、1時間放置し反応を行った。この溶液を0.1Mリン酸緩衝液（pH6.3）で平衡化
したG-25カラムに添加し、過剰のGMBSを除去し、マレイミド化ALPを作製した。先に作製
した抗体AのFab'フラグメント溶液4mLとマレイミド化ALP溶液3mLと0.1Mリン酸緩衝液（pH
6.3）13mLを混合し、室温で1時間放置することでALP標識抗体を作製した。これに2M 2-ME
A溶液を1mL加え、室温で30分間放置し、余分なマレイミド基をブロックした後、スーパー
デックス200カラムに添加し、精製を行った。吸光度280nmのいくつかのピークのうち、Fa
b'とALPとが1：1となる分子量のピークをプールし、精製ALP標識抗体Aとした。



(13) JP 6713478 B2 2020.6.24

10

20

30

40

50

【００６０】
　抗体B、抗体C及び抗体Dについても同様にして各標識抗体を作製した。
【００６１】
３．PIVKA-IIの測定
　PIVKA-IIを含む試料（血清検体など）を上記１に記載した通りに疎水性相互作用クロマ
トグラフィーによって分画した各フラクションを測定用試料とした。測定には、酵素標識
抗体以外は、ルミパルスプレスト（登録商標）PIVKA-II エーザイ（富士レビオ社製）に
付属された試薬（抗体結合粒子、PIVKA-IIキャリブレータセット）およびルミパルスプレ
スト用試薬（基質液、洗浄液等）（富士レビオ社製）を用いた。
【００６２】
　まず、ルミパルスプレストPIVKA-II エーザイに付属された、PIVKA-IIと特異的に結合
する抗PIVKA-IIモノクローナル抗体（マウス）が結合された抗体結合粒子（抗PIVKA-IIモ
ノクローナル抗体（マウス）結合フェライト粒子）50μLに測定用試料20μLを添加して撹
拌した後、37℃、8分間反応させた。磁力により、磁性粒子から反応残液を分離除去し、
洗浄液にて洗浄した。洗浄後の粒子にALP標識した抗体A（終濃度0.36μg／mL）、抗体B（
終濃度0.5μg／mL）、抗体C（終濃度0.12μg／mL）、及び抗体D（終濃度0.5μg／mL）、
またはルミパルスプレストPIVKA-II エーザイに付属されたALP標識抗プロトロンビンポリ
クローナル抗体を添加し、撹拌後、37℃で8分間反応させた。再度磁力により磁性粒子と
反応残液を分離除去し、洗浄液にて洗浄した。この粒子にアルカリホスファターゼの化学
発光基質である3-（2'-スピロアダマンタン）-4-メトキシ-4-（3''-ホスホリルオキシ）
フェニル-1,2-ジオキセタン・2ナトリウム塩（AMPPD）を含む基質液200μLを添加し37℃
で4分間反応させた。反応後の化学発光量（波長463mm）をルミノメーターで測定した。測
定には全自動化学発光免疫測定装置ルミパルスプレストII（富士レビオ社製）を使用した
。
【００６３】
　肝細胞癌患者由来の血清検体６例をそれぞれ疎水性相互作用クロマトグラフィーにより
分画した各フラクションを測定用試料とし、酵素標識抗体として、ルミパルスプレストPI
VKA-II エーザイに付属されたALP標識抗プロトロンビンポリクローナル抗体を用いて測定
した結果を図１に示す。各フラクションのシグナル値から、ルミパルスプレストPIVKA-II
 エーザイの添付文書に記載の方法に従って、活性値（mAU/mL）として算出した値をグラ
フ化した。検体によって2峰性のピークになる検体と1峰性のピークになる検体とが存在し
、ピークのパターンは様々であった。このことは、血中のPIVKA-IIは、より親水性の高い
分子、より疎水性の高い分子といったように、性質が異なる複数の分子が混在しており、
血液検体によって各分子の存在割合は異なっていることを示している。これら親水性画分
も疎水性画分も、いずれもPIVKA-II分子であることから、血中のPIVKA-IIを再現性良く正
確に測定するためには、双方に反応することができるモノクローナル抗体を選択する必要
があることが示された。
【００６４】
　肝細胞癌患者由来の血清検体３例（検体No. 4, No. 269, No. 275）をそれぞれ疎水性
相互作用クロマトグラフィーにより分画した各フラクションを測定用試料とし、標識抗体
A～Dを用いて測定を行なった結果を図２－１～図２－３に示す。各フラクションのシグナ
ル値から、検出された総活性（総シグナル値）に対する各フラクションのシグナル強度の
割合として算出した値をグラフ化した。抗体Aと抗体Bは親水性画分に反応し、抗体Cは疎
水性画分に反応した。抗体Dは、親水性画分と主に反応しており、疎水性画分にも反応が
可能であった。これらの結果より、親水性画分に反応する抗体と疎水性画分に反応する抗
体とを組み合わせることで、正確な血中PIVKA-IIの測定が可能であることが示唆された。
【００６５】
　そこで、実際に、PIVKA-II親水性画分に反応する抗体（抗体A、抗体B、抗体D）と疎水
性画分に反応する抗体（抗体C）を混合したものを標識抗体として使用し、上記の血清検
体３例から調製した測定用試料について測定を行なった。各フラクションのシグナル値か
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ら、検出された総活性に対する各フラクションのシグナル強度の割合として算出した値を
グラフ化した。ALP標識した抗体A（終濃度0.36μg／mL）、抗体B（終濃度0.5μg／mL）、
抗体D（終濃度0.5μg／mL）それぞれに、ALP標識した抗体C（終濃度0.12μg／mL）を混合
し、標識抗体を調製した。測定結果を図３－１～図３－３に示す。親水性画分に反応する
抗体と疎水性画分に反応する抗体の2種類の抗体を用いることによって、抗プロトロンビ
ンポリクローナル抗体と同様に、親水性画分と疎水性画分の双方に反応可能であることが
確認された。
【００６６】
４．抗体の混合比率の検討
　次に、PIVKA-II親水性画分に反応する抗体（抗体A）と疎水性画分に反応する抗体（抗
体C）との混合比について検討した。ALP標識した抗体A及びALP標識した抗体Cを下記表１
及び表２の比率にて混合した点以外は、「３．PIVKA-IIの測定」に記載の方法と同様にし
てPIVKA-IIを測定した。検体は、肝細胞癌患者由来の血清検体（No. 275）を用いた。検
体No. 275は、抗プロトロンビンポリクローナル抗体との反応性（図１）から親水性PIVKA
-II分子と疎水性PIVKA-II分子の両者を含むことが確認されている検体である。
【００６７】
　測定結果を図４－１及び図４－２に示す。縦軸は実際に測定されたカウント値を示す。
その結果、検討した混合重量比率（０．０３：１～３０：１）の全てにおいて、親水性画
分及び疎水性画分の双方を検出可能であることが確認された。
【００６８】
　さらに、親水性画分と疎水性画分のピーク面積の比率を評価した。本実施例では、親水
性画分と疎水性画分の境界を硫安濃度２８８ｍＭと３０５ｍＭの間に設定し、各ピークに
含まれる画分のカウント値を積算して、親水性画分と疎水性画分のピーク面積をそれぞれ
求めた。ピーク面積は、ピークの立ち上がり手前の５２５ｍＭ～と、～６８ｍＭまでの値
を用い、親水性画分・疎水性画分ともに１４フラクション分を積算した。カウント値とし
ては、バックグラウンドを除く目的でピーク外のフラクションのカウント値を各カウント
値から差し引いた値を用いた。
【００６９】
　各混合比率に対して算出されたピーク面積比率を表１及び表２中に示す。親水性画分と
疎水性画分のピーク面積比率は、抗体混合比率（重量比）が０．０３：１～３０：１の範
囲では１：２．１～２．８：１、抗体混合比率が０．０５：１～２０：１の範囲では１：
２．１～２．５：１、抗体混合比率が０．１：１～１０：１の範囲では１：１．９～１．
８：１、抗体混合比率が０．３：１～３：１の範囲では１：１．７～１．２：１となった
。以上により、抗体Ａと抗体Ｃとを混合して用いることで親水性画分及び疎水性画分の双
方を精度よく検出できることが確認された。
【００７０】
【表１】

【００７１】
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【図２－１】

【図２－２】

【図２－３】
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