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(57)【要約】
【課題】生体サンプル内において不安定であることが知られているＰｒｏＧＲＰの安定性
を改善し、より簡便でかつ正確なＰｒｏＧＲＰの測定方法を提供する。
【解決手段】サンプルとして、血液凝固因子が活性化していない状態の血液サンプルを用
いることにより、ＰｒｏＧＲＰの分解を抑制し、長期間のサンプル保存および測定精度の
改善が可能となる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプルとして、１または２以上の血液凝固因子が活性化していない状態の血液サンプ
ルを用いる、血液サンプル中のＰｒｏＧＲＰを測定する方法。
【請求項２】
　トロンビンが活性化していない状態の血液サンプルを用いる、請求項１に記載のＰｒｏ
ＧＲＰを測定する方法。
【請求項３】
　血漿をサンプルとして用いる請求項１または２に記載のＰｒｏＧＲＰ測定方法。
【請求項４】
　免疫学的測定方法を使用する請求項１～３に記載のＰｒｏＧＲＰ測定方法。
【請求項５】
　ＰｒｏＧＲＰ３１－９８部分を測定する、請求項１～４に記載のＰｒｏＧＲＰ測定方法
。
【請求項６】
　採取後冷蔵保存において６時間を越えて保存したサンプルを使用する請求項１～５に記
載のＰｒｏＧＲＰ測定方法。
【請求項７】
　採取後冷蔵保存において２４時間を越えて保存したサンプルを使用する請求項１～５に
記載のＰｒｏＧＲＰ測定方法。
【請求項８】
　採取後室温において放置または保存したサンプルを使用する請求項１～５に記載のＰｒ
ｏＧＲＰ測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫学的測定によるＰｒｏＧＲＰ　（ガストリン放出ペプチド前駆体）検出
系において、サンプルとして血漿を用い、検体安定性を飛躍的に向上させるアッセイ方法
に関する発明である。
【背景技術】
【０００２】
　肺癌と血中ガストリン放出ペプチド（ＧＲＰ）濃度との関連は、山口らによっても報告
されているとおり（特許文献１参照）、その有用性が知られていた。しかしＧＲＰは生理
的活性物質であり血清・血漿中において極めて短時間のうちに活性を失うことから、免疫
学的測定として実用的に使用することは難しかった。山口らは、ＧＲＰの前駆体であるガ
ストリン放出ペプチド前駆体（ＰｒｏＧＲＰ）３種類のうち、生理的活性部位（アミノ酸
配列１番目～２７番目）を含まず、３種類の共通部位である、アミノ酸配列３１番目から
９８番目まで（ＰｒｏＧＲＰ　３１－９８）を特異的に測定することにより、免疫学的測
定として実用に足るだけの抗原安定性を得ることを見出し、肺癌の診断に有用であること
を見出した（特許文献１参照）。この方法によると、ＰｒｏＧＲＰは血清・血漿中におい
て６時間まで同程度に安定に存在することができることから、免疫学的測定法として実用
化することが可能となった。また血漿の使用についての利点が特に得られることがないこ
とから、癌マーカー測定のために通常使用される血清がサンプルとして使用されることに
なった。
【特許文献１】特開平６－９８７９４号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　しかし依然として、ＰｒｏＧＲＰ　３１－９８は、免疫学的測定に用いられる通常の抗
原に比べ安定性が劣っている。検体中のＰｒｏＧＲＰ３１－９８活性減少の許容度はメー
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カーによって異なるようではあるが、シスメックス社イムチェック・Ｆ－ＰｒｏＧＲＰの
場合は冷蔵保存で３時間、富士レビオ社セラムラボ（登録商標）ＰｒｏＧＲＰ測定キット
の場合は冷蔵で２４時間程度までしか検体を保存することが認められておらず（いずれも
厚生労働省の既承認診断薬）、室温での保存は認められていない。また血漿中と血清中で
の安定性は同等と解釈されていることから、血清を用いた測定のみが実用化されている。
血清検体を３時間から２４時間を超えて保存する場合は、検体を凍結することが必要にな
り、使用前の融解の手間、凍結融解によって生じた析出物を測定前に遠心分離により取り
除く必要があるなど、不十分な検体安定性は、作業効率を著しく低下させていた。また免
疫学的に測定される例えば、ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＣＡ１９－９と言った代表的な癌マーカー
を始めとした抗原の多くは冷蔵保存で７日まで安定に存在することができることから、本
測定を行う場合にのみ特別な操作・保存場所が必要となるなど、検査全体としての効率を
低下させる一因ともなっていた。
【０００４】
　ＰｒｏＧＲＰ３１－９８の検体保存性が悪い理由については、分子量が小さいことが理
由であると解釈されていた。また、血清でもわずかな活性低下しか認められない６時間ま
での範囲内で血清・血漿中でＰｒｏＧＲＰ３１－９８の測定値に顕著な差が認められなか
ったことから、血清・血漿間で安定性に差が有るとは考えられていなかった。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　ＰｒｏＧＲＰは分子量８０００－１００００の蛋白質であり、ＰｒｏＧＲＰ　３１－９
８免疫測定において測定を行っているアミノ酸配列３１番目～９８番目の領域では分子量
は７８００程度である。分子量が小さいペプチド分子の検体安定性が悪いことは一般的事
実として知られており、ＰｒｏＧＲＰの検体安定性が悪いことについての原因究明研究が
報告されていないことも納得できる。しかしながら、免疫診断薬として用いられるインシ
ュリン（分子量５８００）等のように、例え分子量が小さい場合でも、血清血漿中で冷蔵
保存において５日以上安定に存在できるペプチド分子が存在することから、発明者は、分
子量の小ささに加え、何らかのＰｒｏＧＲＰ特有の検体不安定化メカニズムが存在するに
違いないと考えた。
【０００６】
　ＰｒｏＧＲＰ分子はそれ自体では冷蔵保存で１週間程度以上安定に存在できることから
、検体中で不安定化させる要因は、ＰｒｏＧＲＰ自体のみに有るわけではなく、血液中に
存在する不安定化を導く物質の存在によるものであると発明者らは考えた。また、Ｐｒｏ
ＧＲＰ３１－９８中には、生理活性部位であるＧＲＰ部分（アミノ酸配列１番目から２７
番目）がすでに含まれていないことから、生体内で生じる反応とは別の何らかの反応がＰ
ｒｏＧＲＰ特有の検体不安定性を生じさせている可能性があると発明者は考えた。
【０００７】
　正書に記されるとおり、血液が体外に出た際には、血液凝固因子・線溶因子といわれる
１０を超える物質が活性化され、それぞれが、血液凝固因子前駆体分子の分解・活性化を
導き、最終的にはプロトロンビンの分解により生じたトロンビンの活性化、そしてトロン
ビンによるフィブリノーゲンの分解反応によるフィブリンの形成を導き、血液を凝固させ
ることは周知の事実である。そしてこの際の凝固した部分を取り除いた液体成分が血清と
なる。これら血液凝固因子の活性化体は、トロンビンを始めほとんどが蛋白質分解酵素で
あり、血清中において存在している。血漿中においては、トロンビンの活性化が生じてお
らず、また抗凝固剤の種類にもよるが、いくつかの血液凝固因子が活性化していない。す
なわち血清中には生体内や血漿に比べ多量の血液凝固因子・線溶因子の活性化物質・分解
物質が存在しているのである。そこで、発明者らは血清中において存在し、生体内では存
在しないか微量のみしか存在していないこれら物質と、ＰｒｏＧＲＰ　３１－９８の不安
定性に関連性があるかもしれないと考えたのである。
【０００８】
　発明者は、この考えに従って、血液凝固因子の活性体の一つであるトロンビンをＰｒｏ
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ＧＲＰ溶液に添加して活性の低下を観察したところ、トロンビン添加溶液においてＰｒｏ
ＧＲＰの顕著な活性低下が観察されたことから、血液凝固因子の活性体の一つであるトロ
ンビンがＰｒｏＧＲＰの活性低下の一因であることが明らかとなった。
【０００９】
　発明者は、血液凝固因子の活性体が血清中に多量に存在し、生体内や血漿においては、
全く存在しないか微量のみしか存在しないという性質を利用し、血漿をサンプルとしてＰ
ｒｏＧＲＰの安定性を検討したところ、飛躍的にＰｒｏＧＲＰの検体安定性を向上させる
ことに成功し、本発明を完成させた。血漿は血清と同様に血液より採取することが可能で
、血清とほぼ同様に血液より採取することができ、全く問題なく免疫測定に供されること
が可能である。また、血清サンプルに血液凝固因子または線溶因子の活性化体の阻害剤、
不活性化剤を添加することによっても、同様の効果を得ることができる。
【００１０】
　［発明の構成］
　本発明は上記知見に基づき、血液凝固因子が活性化せず、そのためにフィブリン形成が
生じず血液凝固が起こらない状態の血液検体を用いることにより、従来の方法より利便性
が高くかつより正確な測定が可能となるＰｒｏＧＲＰ測定方法を提供するものである。
【００１１】
　「１または２以上の血液凝固因子が活性化していない状態の血液サンプル」とは、いず
れかの血液凝固因子の活性化を抑制または低下させる薬剤を添加し、または血液凝固因子
を除去した状態の血液サンプルを意味する。血液凝固因子の活性化を抑制または低下させ
る薬剤としてはＥＤＴＡ、ヘパリン、クエン酸等の薬剤が使用し得るがこれらに限定され
るわけではない。
【００１２】
　したがって、血液凝固が生じない状態の血液サンプルとしては、血漿を用いることが代
表的である。ここで述べる血漿には、検査において用いられるすべての血漿サンプルを使
用することができる。すなわち、ＥＤＴＡ血漿、ヘパリン血漿、クエン酸血漿を代表例と
し、その他の血漿をも含む。また各物質に使用される塩についても任意に選ぶことができ
る。ＥＤＴＡについては２Ｋ、３Ｋ、ヘパリンについてはナトリウム塩、リチウム塩など
が代表的であるが、その他の塩を選ぶこともできる。
【００１３】
　また、血清採取の後に血液凝固因子を不活性化する物質を血清中に添加したり、血液凝
固因子を除去したり、活性を低下させたりすることによっても、効果を得ることが可能で
ある。
【００１４】
　本発明は免疫学的測定方法において使用することが適当であるが、ＰｒｏＧＲＰを測定
するいかなる測定系にも使用することができる。
【００１５】
　［発明の効果］
　本発明により、サンプルを長期間安定に保存することが可能になる。従来、冷蔵保存に
おいては、３－２４時間であった保存期間を、１週間程度まで延長することが可能になる
。また、室温における保存も可能になる。
【００１６】
　本発明により、サンプルの保存時間が３－２４時間を超える場合でも凍結保存が不要に
なり、凍結時の使用前の融解の手間、凍結融解により生じた析出物を遠心分離により除去
する作業が不要になるなど、作業効率を著しく向上させることができる。また免疫学的に
測定される他の抗原の多くにおいては冷蔵保存で安定に保存させることができる１週間保
存が可能となることから、ＰｒｏＧＲＰ測定サンプルのための特別な保存手順・保存場所
が不要となる。
【００１７】
　また本発明は、凍結保存における、長期検体安定性をも向上させ、さらには、室温にお



(5) JP 2008-145278 A 2008.6.26

10

20

30

40

50

ける安定性も向上させることから、冷蔵状態で血清分離や保存を行う手間を省くことがで
きる。さらに、血液採取から、測定終了までの作業の過程でどうしても生じてしまう室温
作業における活性低下を本発明では抑えることができることから、より正確にＰｒｏＧＲ
Ｐ値を測定することが可能になる。
【００１８】
　血清中でのＰｒｏＧＲＰ不安定化程度は患者間で当然相違しているものと考えられる。
したがって、血清を検体として用いた従来の方法の場合には、血清分離の工程時または保
存時にＰｒｏＧＲＰの抗原活性が低下することにより、本来、陽性値相当のＰｒｏＧＲＰ
を有していたにもかかわらず、測定時には陰性化してしまっていることが十分に考えられ
る。このような抗原活性の陰性化は、本発明を用いることにより防ぐことが可能であり、
それにより、小細胞肺癌の検出感度を向上させることができると考えられる。
【００１９】
　尚、ＰｒｏＧＲＰを測定する方法としては、文献が多数存在するが、サンプルとして血
漿を用いている例は、山口らの一報だけである。またこの一報に関しても、血清と血漿が
検体安定性において同様であるという結論を導いており、本発明における血漿の優れた有
用性を示唆するものでは全くない。また血清・血漿間での他の物質に関する安定性検討の
文献を下記に示すが、これらが、本発明の測定方法を示唆するものでは全くないことも明
らかである。
【００２０】
　山口らは（特許３２１０９９４）、ＰｒｏＧＲＰ３１－９８の肺癌診断との関連を見出
し、保存時間６時間まで血漿サンプルが血清サンプルと同様に使用できることを示してい
るが、血漿サンプルの保存安定性の優位性についての言及は全く無い。免疫測定に供する
サンプルとして、血漿を血清ととも使用しその同等性を示すことは、免疫測定において通
常行われることであり、血漿がすぐれた有用性を持っているという本願発明の構成を、こ
の文献から推測することは、当業者であっても容易に成しえることではない。
【００２１】
　エヴァンスら（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３４巻、ページ１０７
－１１２、２００１年）は、血清・血漿中における、生理活性を持つホルモンの安定性を
検討し、血清中、血漿中のいずれにおいて安定性が優れているかは各ホルモンによって異
なることを報告している。このことは、被検物質の安定性の観点から、血清サンプルが血
漿サンプルよりもむしろ有利であり得ることを示すものであり、当業者が本願発明に想到
することをむしろ回避させるものである。
【００２２】
　ボヤントンら（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ４８巻、ページ２２４２－２２
４７、２００２年）は、血清・血漿中の２４種類の物質についての安定性を検討した。血
清・血漿とも、採血後すみやかに血球から血清分離、血漿分離を行った場合には、５８時
間以上、血清・血漿中のどちらの場合にも安定に存在できることを示した。また分離を行
わない場合においては、血清中での安定性が優れると結論した。この論文中にＰｒｏＧＲ
Ｐに関する記載は全く無く、また血清の方が安定性に優れると結論していることから、我
々の発明の新規性に疑いは生じない。
【００２３】
　さらに、現在３種類のＰｒｏＧＲＰ診断薬が厚生労働省の認可を受け、販売されており
、また臨床の現場で使用されている（平成８年（１９９６年）より保険適用）。にもかか
わらず、ＰｒｏＧＲＰ３１－９８の血漿中における安定性が血清より優れていることを報
告した例が、一切無いことが、本発明が新規性を持つということを示す明らかな証拠であ
るということができる。
【００２４】
　血液凝固が生じない状態のサンプルを用い検体の安定性を向上させるという本願発明は
、いずれの従来技術ともまったく異なった機作に基づく新たな発明であり、従来技術では
期待できなかった効果を奏するものである。
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【実施例】
【００２５】
　実施例１．ＰｒｏＧＲＰ抗原の不安定性とトロンビンの関係
　１％牛血清アルブミン、２ｍＭ塩化カルシウムを含むリン酸緩衝液中にＦｍｏｃ法によ
りアミノ酸合成したＰｒｏＧＲＰ　３１－９８抗原（米国アボットラボラトリーズ社より
入手）を添加した。さらにトロンビン（シグマアルドリッチ社製）を添加し、室温保存後
、アーキテクトＰｒｏＧＲＰを用いて、ＰｒｏＧＲＰ濃度を測定した。測定結果を図１に
示した。図１より、トロンビン存在下において、ＰｒｏＧＲＰの分解が観察されることか
ら、血清中でのＰｒｏＧＲＰ分解の主要な一因としてトロンビンが関係していることが示
唆される。トロンビンは血液凝固因子ＩＩの活性化体であり、血清において多量に存在す
る物質である。なおアーキテクト測定方法については実施例３に記す。
【００２６】
　実施例２．ＰＭＳＦ（フェニルメタンスルフォニルフロライド）添加によるＰｒｏＧＲ
Ｐ安定化
　血清中にＰＭＳＦ（シグマアルドリッチ社製）を添加した後に、Ｆｍｏｃ法によりアミ
ノ酸合成したＰｒｏＧＲＰ　３１－９８抗原を添加し、室温保存後、アーキテクトＰｒｏ
ＧＲＰを用いて、ＰｒｏＧＲＰ濃度を測定した。測定結果を図２に示した。図２より、Ｐ
ＭＳＦ存在下において、ＰｒｏＧＲＰの活性低下が著しく抑制されることが分かる。ＰＭ
ＳＦはトロンビンを始めとするセリンプロテアーゼ類の酵素活性を不活性化するために用
いられる物質であり、トロンビンを始めとするプロテアーゼの存在が、ＰｒｏＧＲＰを不
活性化させている原因であると考えることができる。
【００２７】
　実施例３．血漿を用いたＰｒｏＧＲＰ抗原の安定化
　Ｆｍｏｃ法により合成したＰｒｏＧＲＰ　３１－９８（米国アボットラボラトリーズ社
より入手）、を同一供血者より入手した血清およびＥＤＴＡ血漿中に添加し、測定サンプ
ルとした。測定サンプルを、冷蔵で１日、３日、７日保存後、また１日室温で保存後、Ｐ
ｒｏＧＲＰ濃度を測定した。ＰｒｏＧＲＰ濃度の測定にはセラムラボ（登録商標）Ｐｒｏ
ＧＲＰ測定キット（富士レビオ社）、および下記するアーキテクトＰｒｏＧＲＰを用いた
。測定結果は図３～図７に示した。
【００２８】
　セラムラボＰｒｏＧＲＰとアーキテクトＰｒｏＧＲＰはともに免疫測定を利用したＰｒ
ｏＧＲＰ　３１－９８濃度の測定方法であるが、両者の測定結果は同等であった。両者と
もに、血漿中にＰｒｏＧＲＰ抗原を存在させた場合、血清と比べ顕著に検体安定性の向上
が認められた。この安定性の顕著な向上は、冷蔵保存だけではなく、室温保存においても
、認めることができた。
【００２９】
　血清を用いた方法では冷蔵保存条件で１日（翌日）までしかＰｒｏＧＲＰを安定に保存
することができないが、血漿を用いた場合、１週間以上安定に保存させることができる。
エヴァンスらが示す一般的な物質における不活性化率の近似式（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３４巻、ページ１０７－１１２、２００１年）に従って、Ｐｒｏ
ＧＲＰ残存率＝ｅｋｔ（ｅ：自然対数、ｋ：定数、ｔ：時間）と近似した場合の、残存率
が９０％を示すのに必要な時間は、セラムラボ（登録商標）ＰｒｏＧＲＰ測定キットを用
いた冷蔵７日保存の測定値を用いると、冷蔵で１０．２５日と算出される。同様に血清の
場合１．２６日と算出されることから（セラムラボ（登録商標）ＰｒｏＧＲＰ測定キット
を用いた冷蔵１日保存血清検体の測定値を計算に使用）、血漿を用いた場合、血清の約８
倍の安定性を得られることができることが分かる。
【００３０】
　血清を用いた現行の方法では、室温でＰｒｏＧＲＰ検体を安定に保存することはできな
い。血漿を用いた場合には、２４時間以上安定に保存させることができる。ＰｒｏＧＲＰ
残存率＝ｅｋｔ（ｅ：自然対数、ｋ：定数、ｔ：時間）と近似した場合の、残存率が９０
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％を示すのに必要な時間は、セラムラボの室温２４時間保存の測定値を用いると、５８時
間と算出され、室温保存であっても約２日間まで安定に保存することが可能となる。
【００３１】
　アーキテクトＰｒｏＧＲＰ測定方法：
　抗ＰｒｏＧＲＰ　３１－９８抗体（特許３２１０９９４に記載された方法に従って得ら
れた抗体）を、カルボキシル基修飾磁性微粒子（米国アボットラボラトリーズ社より入手
）上に、ＥＤＣ（Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩
酸塩（シグマアルドリッチ社製）を用いる方法により結合させ、抗体固相化微粒子とした
。抗体固相化微粒子をツイーン２０（関東化学社製）、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン４酢
酸ナトリウム塩）および塩化ナトリウムを含有するトリス塩酸緩衝液中に添加することに
より抗体固相化微粒子溶液を作製した。
【００３２】
　抗ＰｒｏＧＲＰ　３１－９８抗体（特許３２１０９９４に記載された方法に従って得ら
れた抗体）にアクリジニウム誘導体（米国アボットラボラトリーズ社より入手）により標
識し、界面活性剤、牛血清アルブミン（シグマアルドリッチ社）を含有するＭＥＳ緩衝液
中に添加することにより、標識溶液を作製した。
【００３３】
　ＰｒｏＧＲＰ濃度の測定には、アーキテクト全自動免疫測定分析機（アボットジャパン
社製）を用いた。サンプル５０ｕｌに抗体固相化微粒子溶液５０ｕｌを混合し、第一反応
を開始した。第一反応中にＰｒｏＧＲＰ抗原が抗体固相化磁性粒子に結合し、その結合量
は検体中のＰｒｏＧＲＰ濃度に対応する。１８分後に抗体固相化磁性粒子を磁石により保
持した状態で本機専用のリン酸緩衝液を用いて洗浄を行い、さらに標識溶液を５０ｕｌ混
合し、４分間引き続き反応を続けた。この反応により、標識抗体が磁性粒子上のＰｒｏＧ
ＲＰと結合する。標識抗体の結合量は、磁性粒子上のＰｒｏＧＲＰ量に応じるため、サン
プル中のＰｒｏＧＲＰ濃度が低いと、少量の標識抗体が磁性粒子に結合し、サンプル中の
ＰｒｏＧＲＰ濃度が高いと、多量の標識抗体が磁性粒子上に結合することになる。
【００３４】
　次に、本機械専用のリン酸緩衝液を用いて洗浄した後に、本機械専用の発光プレトリガ
ー試薬・トリガー試薬を用いて発光シグナルを観察した。別に作製した濃度既知の溶液を
標準溶液としてロジスティック４パラ法により標準曲線を作成し、サンプルより得られた
シグナルをＰｒｏＧＲＰ濃度に計算することにより、サンプル中のＰｒｏＧＲＰ濃度を決
定した。
【００３５】
　実施例４．各種血漿の比較
　同一供血者より得られたＥＤＴＡ血漿、リチウムヘパリン血漿、クエン酸血漿、ナトリ
ウムヘパリン血漿、血清のマッチ検体に特許３２１０９９４に記載された方法に従って得
られたリコンビナントＰｒｏＧＲＰ　３１－９８を添加し、２４時間室温に、または７日
間冷蔵中に保存を行い、実施例３と同様にＰｒｏＧＲＰ濃度を測定した。２４時間室温放
置したサンプルの測定値を、時間０の測定値で除した値を、２４時間室温保存後のＰｒｏ
ＧＲＰ残存率とし、７日間冷蔵保存したサンプルの測定値を、時間０の測定値で除した値
を、７日間冷蔵保存後のＰｒｏＧＲＰ残存率とした。
【００３６】
　図７に、各種血漿における７日間冷蔵保存後のＰｒｏＧＲＰ残存率を示した。図８に、
各種血漿における２４時間室温保存後のＰｒｏＧＲＰ残存率を示した。図７、８より、い
ずれの血漿においても、血清に比べ、顕著に高く、すなわち、いずれの血漿においても顕
著に検体安定性が向上していることがわかる。また血漿中で冷蔵７日間保存において、ほ
ぼ１００％の残存率を示していることから、血漿中で冷蔵７日間まではＰｒｏＧＲＰのほ
ぼ全量が安定に保存されていることが分かる。
【００３７】
　実施例５．タイムコース
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　同一供血者より得られたＥＤＴＡ血漿・血清マッチ検体中に、Ｆｍｏｃ法によりアミノ
酸合成したＰｒｏＧＲＰ　３１－９８抗原を添加し、室温、冷蔵中に保存後、実施例３に
示された方法で、ＰｒｏＧＲＰ濃度を測定した。２４時間までの値は、３ドナーの平均値
、７２時間までの値は２ドナーよりの平均値で示した。図９に冷蔵保存におけるＰｒｏＧ
ＲＰ残存率、図１０に室温保存におけるＰｒｏＧＲＰ残存率を示した。図中に示される保
存時間は、０、１、３、６、７、９、２４時間（ここまで冷蔵保存および室温保存）、７
２時間（冷蔵保存のみ）である。
【００３８】
　図９より、冷蔵保存においては、山口らが示したとおり６時間までの保存において血清
血漿は同等のＰｒｏＧＲＰ安定性を有している。ただし６時間を超えたところから、徐々
に差が顕著になり、ＰｒｏＧＲＰ検体を２４時間以上保存した場合、血漿は明らかに血清
に比べ優れた安定性を示すことができる。
【００３９】
　図１０より、室温保存においては、３時間を超えた時点で、血清と血漿間におけるＰｒ
ｏＧＲＰの安定性にすでに顕著な差が生じている。また６時間以上保存した場合、血漿は
あきらかに血清に比べ優れた保存安定性を示すことができることがわかる。血清中でＰｒ
ｏＧＲＰを保存した場合には、６時間の時点では約８０％にまでＰｒｏＧＲＰ活性が低下
している。診断薬用途で、検体を保存する場合、通常９０％までの活性の残存（１０％活
性の低下）が許容される限界である。血清で室温保存した場合には６時間の時点では約８
０％にまでＰｒｏＧＲＰ活性が低下していることから、図１０の結果は、室温保存が許さ
れていない既承認品セラムラボ（登録商標）ＰｒｏＧＲＰ測定キットやイムチェック・Ｆ
・ＰｒｏＧＲＰのキット中の記載事項と一致する結果と言える。一方ＰｒｏＧＲＰを血漿
中で保存した場合は、室温保存においても、２４時間保存した場合でも活性の残存率は約
９０％であり、２４時間程度まで安定に保存することが可能となると考えられる。
山口らは、血清中に安定に存在できる範囲内において、血漿の使用可能であることを示し
ているが、本発明は、血清中で安定に存在できない保存条件・保存時間であっても、血液
サンプル中のＰｒｏＧＲＰを診断薬用途として用いるに足るだけの十分な保存安定性を確
保することができる点で、山口らの発明と異なっており又本発明の有用性を示すことがで
きると考えることができる。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】トロンビン存在下、非存在下および血清中における室温保存でのＰｒｏＧＲＰの
残存率を示す。
【図２】ＰＭＳＦ添加および未添加血清中における室温保存でのＰｒｏＧＲＰの残存率を
示す。
【図３】血清および血漿中における冷蔵保存でのＰｒｏＧＲＰの残存率を示す。
【図４】血清および血漿中における室温保存でのＰｒｏＧＲＰの残存率を示す。
【図５】血清および血漿中における冷蔵保存でのＰｒｏＧＲＰの残存率を示す。
【図６】血清および血漿中における室温保存でのＰｒｏＧＲＰの残存率を示す。
【図７】血清および血漿中における７日間冷蔵保存した後のＰｒｏＧＲＰの残存率を示す
。
【図８】血清および血漿中における２４時間室温保存した後のＰｒｏＧＲＰの残存率を示
す。
【図９】血清および血漿中における冷蔵保存でのＰｒｏＧＲＰの残存率を示す。
【図１０】血清および血漿中における室温保存でのＰｒｏＧＲＰの残存率を示す。
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