
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】試料中に阻害因子が存在していたとしても、信頼性の高いアンチトロンビン III
（ AT)の定量方法および定量検出試薬を提供する。
【解決手段】 (a)試料を AT結合パートナーを含む第１の試薬 R1と AT結合パートナーが本質
的に ATとは相互作用しないが、阻害因子とは相互作用する条件下で、接触させる。 (b)AT
結合パートナーの遊離のフラクションの 1回目の測定のための第 2の試薬 R2を添加する。 (c
)AT結合パートナーが ATと相互作用する条件を変化させる第 3の試薬 R3を添加し、 AT結合パ
ートナーの遊離のフラクションの 2回目の測定を実施する。 (d)AT結合パートナーの遊離の
フラクションの 1回目と 2回目の測定の相違から、試料中の AT量を決定する。また定量方法
に適した試薬を具備する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 、 阻 害 因 子 を 含 む 可 能 性 が あ る 試 料 中 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン III（ Ａ Ｔ ）
を 検 出 す る 方 法 ：
(a) 試 料 を Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 第 １ の 試 薬 Ｒ １ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー が 本 質 的 に Ａ
Ｔ と は 相 互 作 用 し な い が 、 阻 害 因 子 と は 相 互 作 用 を す る 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る
(b) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の １ 回 目 の 測 定 の た め の 第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ を
添 加 す る
(c) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー が Ａ Ｔ と 相 互 作 用 す る 条 件 を 変 化 さ せ る 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ を 添 加 し
、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の ２ 回 目 の 測 定 を 実 施 す る 、 そ し て
(d) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の １ 回 目 と ２ 回 目 の 測 定 の 相 違 か ら 、 試 料
中 の Ａ Ｔ 量 を 決 定 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
第 １ の 試 薬 Ｒ １ が ト ロ ン ビ ン 及 び Ｘ ａ 因 子 か ら 選 ば れ る Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
第 １ の 試 薬 Ｒ １ が Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー と し て ト ロ ン ビ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ が 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 測 定 用 の 発 色 性 基 質 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ が 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 測 定 す る た め の 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ が Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 促 進 剤 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
第 ３ の 試 薬 が 促 進 剤 と し て ヘ パ リ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
第 １ の 試 薬 Ｒ １ が Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 促 進 剤 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を さ ら
に 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
第 １ の 試 薬 Ｒ １ が ヘ パ リ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て ポ リ ブ レ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ が ま た さ ら な る Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～
９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 測 定 が 速 度 論 的 測 定 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ア ン チ ト ロ ン ビ ン III（ Ａ Ｔ ） 結 合 パ ー ト ナ ー と Ａ Ｔ 間 の 相 互 作 用 の 測 定 に 基 づ い て 試 料
中 の Ａ Ｔ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の １ 回 目 の 測 定 が Ａ Ｔ 相 互 作 用 な
し に 実 施 さ れ 、 そ れ に 続 く ２ 回 目 の 測 定 が Ａ Ｔ 相 互 作 用 の も と で 実 施 さ れ 、 試 料 中 の Ａ Ｔ
量 が １ 回 目 と ２ 回 目 の 測 定 の 相 違 か ら 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
以 下 を 含 む 、 試 料 中 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン III（ Ａ Ｔ ） の 定 量 的 検 出 用 試 薬 キ ッ ト ：
(a) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 第 １ の 試 薬 Ｒ １
(b) 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 測 定 す る た め の 第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ 、 及 び
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(c) Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 促 進 剤 を 含 む 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ で あ っ て 、 該 第
３ の 試 薬 Ｒ ３ が 第 １ の 試 薬 Ｒ １ と 隔 離 さ れ て い る 、 前 記 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ が Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 発 色 測 定 に 適 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ３ に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ が Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 免 疫 学 的 測 定 に 適 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 １ ３ に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に お け る 請 求 項 １ ３ か ら １ ５ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 試 薬 キ ッ ト の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン III(Ａ Ｔ )結 合 パ ー ト ナ ー を 試 料 に 添 加 し 、 遊 離 の Ａ Ｔ 結
合 パ ー ト ナ ー を 測 定 す る こ と に よ り 、 体 液 中 の Ａ Ｔ を 測 定 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 本 発
明 は 前 記 方 法 に 適 し た 試 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ａ Ｔ は 、 制 御 的 役 割 を 担 う 血 液 凝 固 系 の 因 子 で あ る 。 血 液 凝 固 は 種 々 の プ ロ テ ア ー ゼ の
カ ス ケ ー ド 的 相 互 作 用 に よ っ て 開 始 さ れ る 。 連 続 的 活 性 化 工 程 の 最 後 は 、 血 栓 形 成 に 関 わ
る フ ィ ブ リ ン モ ノ マ ー を 生 成 す る ト ロ ン ビ ン の 放 出 で あ る 。 最 も 重 要 な 制 御 因 子 は 、 ト ロ
ン ビ ン 、 ま た 血 液 凝 固 に 関 わ る 他 の プ ロ テ ア ー ゼ と 複 合 体 を 形 成 で き 、 活 性 中 心 を ブ ロ ッ
ク す る Ａ Ｔ で あ る 。 健 常 人 の 血 液 中 の Ａ Ｔ 量 は 比 較 的 狭 い 範 囲 に あ る 。 Ａ Ｔ 量 の 減 少 は 消
耗 性 凝 固 障 害 （ consumptive coagulopathy） や 重 症 肝 障 害 が 原 因 で あ る こ と も あ れ ば 、 遺
伝 的 で あ る こ と も あ る 。 今 日 、 Ａ Ｔ 量 の 減 少 は 一 般 に 血 栓 症 の リ ス ク に な る と 考 え ら れ て
い る 。 そ ん な わ け で 急 性 血 栓 症 で は Ａ Ｔ 量 が 減 少 し て い る 場 合 も あ る 。 し た が っ て 、 Ａ Ｔ
量 は 臨 床 診 断 に お け る 重 要 な パ ラ メ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー と 試 料 中 に 存 在 す る Ａ Ｔ と の 相 互 作 用 が 可 能 な 条 件 下 で 、 Ａ Ｔ 結 合
パ ー ト ナ ー を 添 加 し 、 次 い で 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 量 を 測 定 す る 、 種 々 の Ａ Ｔ 検 出
方 法 が 既 に 公 知 で あ る 。 そ の よ う な 検 出 は 例 え ば 免 疫 学 的 方 法 又 は 発 色 性 基 質 に 基 づ い て
い る 。 後 者 の 場 合 、 ト ロ ン ビ ン 又 は 活 性 化 さ れ た Ｘ 因 子 は 、 例 え ば 試 料 に 添 加 さ れ 、 当 該
試 料 中 に 存 在 す る Ａ Ｔ と 相 互 作 用 す る 。 次 い で 、 過 剰 の ト ロ ン ビ ン は 、 ト ロ ン ビ ン の 作 用
に よ っ て 着 色 物 質 を 形 成 す る 発 色 性 基 質 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 及 び Ａ Ｔ 量 が 着 色 物 質
形 成 と 間 接 的 に 比 例 し た 発 色 を 評 価 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ａ Ｔ を 測 定 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 Bergmeyer, Methods of Enzymatic Analysis, 3rd ed
ition, "Verlag Chemie", vol. 5, p. 441 - 448; I. Witt, ed., "Neue Methoden der G
erinnungsanalyse mit chromogenen Substraten", Stormorken, "Neue Methoden der Ger
innungsanalyse", page 119 - 121; Odegard et al., Haemostasis 7: 202-209 (1978); 
Fareed et al., Chromogenic Peptide Substrates (eds. M.F. Scully and V.V. Kakkar)
 Churchill Livingstone (1979) 183-191 and Abildgaard et al., Thromb. Res. 11, 54
9-553 (1977)中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ト ロ ン ビ ン を 添 加 し て Ａ Ｔ を 測 定 す る 公 知 の 方 法 の 欠 点 は 、 阻 害 因 子 （ 例 え ば そ れ 自 身
が ト ロ ン ビ ン と 相 互 作 用 し う る ヒ ル ビ ン の よ う な 医 薬 品 ） が 存 在 す る と 、 誤 っ て 高 い Ａ Ｔ
値 が 得 ら れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 こ の 欠 点 は ト ロ ン ビ ン の 代 り に 活 性 化 さ れ た Ｘ ａ 因 子 を 用 い る こ と に よ り 防 止 す る こ と
が で き る 。 し か し な が ら 、 い く つ か の Ｘ ａ 因 子 阻 害 剤 が 現 在 治 療 用 剤 と し て 開 発 中 で あ る
 (Ostrem et al., Biochemistry 37 (1998), 1053-1059; US Patent 5,783,421; US Pate
nt 5,721,214; WO 96/40679; US Patent 5,693,641; WO 97/46523; JP-96-191434 etc.)
。 こ れ ら の 製 剤 が 市 場 に 出 る と き 、 ト ロ ン ビ ン に 基 づ く 試 験 の よ う に 、 Ｘ ａ 因 子 に 基 づ く
検 出 方 法 に 伴 っ て 、 同 様 の 問 題 が 生 じ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 目 的 は 公 知 の 検 出 方 法 を 改 良 し 、 た と え 試 験 さ れ る 試 料 中 に 阻 害 因
子 が 存 在 し て い た と し て も 、 信 頼 性 の あ る 測 定 結 果 に 結 び つ く 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 目 的 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 阻 害 因 子 を 含 む 可 能 性 が あ る 試 料 中 の ア ン チ ト ロ ン ビ
ン III(Ａ Ｔ )を 検 出 す る 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る ：
(a) 試 料 を Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 第 １ の 試 薬 Ｒ １ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー が 本 質 的 に Ａ
Ｔ と は 相 互 作 用 し な い が 、 阻 害 因 子 と は 相 互 作 用 を す る 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る
(b) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の １ 回 目 の 測 定 の た め の 第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ を
添 加 す る
(c) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー が Ａ Ｔ と 相 互 作 用 す る 条 件 を 変 化 さ せ る 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ を 添 加 し
、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の ２ 回 目 の 測 定 を 実 施 す る 、 そ し て
(d) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の １ 回 目 と ２ 回 目 の 測 定 の 相 違 か ら 、 試 料
中 の Ａ Ｔ 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー と 試 料 中 に 存 在 す る Ａ Ｔ と の 相 互 作 用 の 測 定 に 基
づ く 、 試 料 中 （ 特 に 血 液 又 は 血 漿 の よ う な 体 液 中 ） の Ａ Ｔ を 検 出 で あ っ て 、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー
ト ナ ー の １ 回 目 の 測 定 は Ａ Ｔ 相 互 作 用 な し に 実 施 さ れ 、 そ れ に 続 く ２ 回 目 の 測 定 は Ａ Ｔ 相
互 作 用 の も と で 実 施 さ れ 、 試 料 中 の Ａ Ｔ 量 が １ 回 目 と ２ 回 目 の 測 定 の 相 違 か ら 決 定 さ れ る
前 記 検 出 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 異 な っ た 条 件 下 に お け る 、 試 料 中 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ
ク シ ョ ン の 測 定 に 基 づ く 。 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の １ 回 目 の 測 定 は Ａ Ｔ と の 相 互 作 用 な し に
実 施 さ れ る 。 つ ま り 、 存 在 す る Ａ Ｔ は 本 質 的 に Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー と 反 応 し な い 、 す な わ
ち 全 く 相 互 作 用 し な い か 、 例 え ば Ａ Ｔ が 活 性 型 で 存 在 し な い た め 実 質 的 に 測 定 を 妨 害 し な
い 程 度 ま で し か 相 互 作 用 し な い 。 次 い で 、 試 料 中 に 存 在 す る Ａ Ｔ が Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー と
相 互 作 用 し う る よ う に 、 例 え ば Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 複 合 体 形 成 の よ う な 総 合 作
用 が 促 進 さ れ る よ う な 条 件 を 設 定 す る 適 当 な 試 薬 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 条 件 を 変 化 さ
せ る 。 こ れ に 続 く ２ 回 目 の 残 っ た 遊 離 （ 及 び 活 性 ） の Ａ Ｔ の 測 定 は 、 試 料 中 の Ａ Ｔ 量 の 推
定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー は 基 本 的 に 任 意 の 方 法 で 測 定 さ れ る 。 活 性 の 発 色 測 定 と し て
は 、 例 え ば ト ロ ン ビ ン 又 は Ｘ ａ 因 子 の よ う な Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の タ ン パ ク 分 解 活 性 を 測
定 す る か 、 あ る い は 、 例 え ば 、 （ Ａ Ｔ と ） 複 合 体 化 し て い な い Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 し
て 特 異 的 に 誘 導 さ れ 、 か つ 後 の Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー と の 複 合 体 形 成 を 阻 害 し な い 抗
体 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 を 実 施 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 特 に 好 ま し い 本 発 明 の 方 法 の 実 施 形 態 は 、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の タ ン パ ク 分 解 活 性 の 測
定 を 含 む 。 本 方 法 で は 、 阻 害 因 子 と の 反 応 後 に 残 っ て い る Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の タ ン パ ク
分 解 活 性 を 、 試 料 中 に 存 在 す る Ａ Ｔ が 反 応 で き な い か 、 あ る い は Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー と ほ
ん の わ ず か に 反 応 で き る よ う な 条 件 下 で 測 定 す る 。 次 い で 、 例 え ば Ａ Ｔ を 活 性 化 す る こ と
に よ り 、 Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 複 合 体 形 成 を 促 進 さ せ る 。 複 合 体 は 本 工 程 に お い
て 活 性 化 Ａ Ｔ と 結 合 パ ー ト ナ ー か ら 形 成 さ れ る 。 そ の よ う な 複 合 体 化 し た 結 合 パ ー ト ナ ー
は 本 質 的 に も は や タ ン パ ク 分 解 活 性 を も た な い 。 次 に 、 結 合 パ ー ト ナ ー 活 性 を 再 度 測 定 す
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る 。 １ 回 目 と ２ 回 目 の 活 性 の 相 違 は 試 料 中 の Ａ Ｔ 量 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー は 検 出 可 能 な 物 質 で あ り 、 好 ま し く は 、 そ の 阻 害 に Ａ Ｔ と 複 合 体 を
形 成 し う る タ ン パ ク 分 解 酵 素 活 性 を も っ た 物 質 で あ る 。 好 適 な Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 例 は
、 ト ロ ン ビ ン 及 び Ｘ ａ 因 子 で あ る 。 ト ロ ン ビ ン は 特 に 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 作 用 に よ り 着 色 物 質 を 形 成 す る 発 色 性 基
質 と 結 果 的 な 発 色 の 測 定 に よ っ て 、 好 適 に 検 出 さ れ る 。 好 ま し い 基 質 の 例 は ペ プ チ ド 性 基
質 、 例 え ば 、 ト ロ ン ビ ン を Tos-Gly-Pro-Arg-OH 及 び p-ニ ト ロ ア ニ リ ン に よ っ て 置 換 し た
ト ロ ン ビ ン 基 質 Tos-Gly-Pro-Arg-p-ニ ト ロ ア ニ リ ン  (Chromozym（ 登 録 商 標 ） TH) で あ る
。 し か し な が ら 、 対 応 す る Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー に よ っ て 許 容 さ れ る 他 の 基 質 も 、 も ち ろ ん
好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 先 行 技 術 の 方 法 と は 対 照 的 に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 活 性 の １
回 目 の 測 定 は 、 試 料 中 に 存 在 す る Ａ Ｔ が 結 合 パ ー ト ナ ー と 複 合 体 を 形 成 で き な い か 、 あ る
い は ほ ん の わ ず か な 程 度 だ け 複 合 体 を 形 成 し 、 そ の 活 性 を 阻 害 で き な い 条 件 下 で 行 わ れ る
。 す な わ ち 、 １ 回 目 の 測 定 は Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 複 合 体 形 成 を 促 進 さ せ る ヘ パ
リ ン の よ う な 物 質 の 存 在 し な い 状 態 で 実 施 さ れ る こ と が 適 切 で あ る 。 ヘ パ リ ン ア ン タ ゴ ニ
ス ト の よ う な 促 進 剤 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば ポ リ ブ レ ン な ど を 、 必 要 で あ れ ば 添 加 す る
こ と が で き る 。 ヘ パ リ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 添 加 は 、 患 者 が 以 前 に ヘ パ リ ン 治 療 を 受 け 、 試
料 中 に 存 在 す る （ 低 い ） ヘ パ リ ン 濃 度 に よ り 、 Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 複 合 体 形 成
の 望 ま し く な い 促 進 が 生 じ た 場 合 に 、 特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の １ 回 目 の 測 定 後 、 別 な 試 薬 を 好 ま し く は ヘ パ リ ン の よ う な
複 合 体 形 成 促 進 剤 を 含 む 反 応 混 合 物 に 添 加 す る 。 次 い で 、 試 料 中 に 存 在 す る Ａ Ｔ が Ａ Ｔ 結
合 パ ー ト ナ ー と 複 合 体 形 成 を し う る 条 件 下 で 、 ２ 回 目 の 活 性 を 測 定 す る 。 試 料 中 の Ａ Ｔ 量
は １ 回 目 と ２ 回 目 の 測 定 の 相 違 か ら 決 定 し う る 。 測 定 さ れ た シ グ ナ ル は 試 料 中 の Ａ Ｔ 濃 度
に 反 比 例 す る 。 も し 必 要 で あ れ ば 、 第 ３ の 試 薬 は 追 加 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 ん で い て
も よ い 。 も し あ ま り に 多 く の 基 質 が 最 初 の 測 定 で す で に 消 費 さ れ て し ま っ た 場 合 は 、 さ ら
に 追 加 の 基 質 を 別 な 工 程 で ピ ペ ッ ト で 加 え て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 例 え ば Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany製 の ア ン
チ ト ロ ン ビ ン III試 験 な ど 、 基 本 的 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 を 含 む 、 試 料 中 の Ａ Ｔ の 定 量 的 検 出 用 試 薬 キ ッ ト に 関 す る ：
(a) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 第 １ の 試 薬 Ｒ １
(b) 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 測 定 す る た め の 第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ 、 及 び
(c) Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 促 進 剤 を 含 む 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ で あ っ て 、 該 第
３ の 試 薬 Ｒ ３ が 第 １ の 試 薬 Ｒ １ と 隔 離 さ れ て い る 、 前 記 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 第 １ の 試 薬 Ｒ １ は 相 互 作 用 （ 例 え ば Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 複 合 体 形 成 ） の 促 進
剤 を 含 ま な い 。 第 １ の 試 薬 は 必 要 で あ れ ば ま た そ の よ う な 促 進 剤 と し て ア ン タ ゴ ニ ス ト を
含 ん で い て も よ い 。 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 測 定 す る た め の 第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ は 、 例 え ば Ａ Ｔ
結 合 パ ー ト ナ ー の 基 質 を 含 む 、 発 色 測 定 に 適 し た 試 薬 で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 第 ２ の 試
薬 は ま た 免 疫 学 的 測 定 に 適 し た も の で あ っ て も よ く 、 例 え ば 遊 離 の 未 結 合 型 Ａ Ｔ 結 合 パ ー
ト ナ ー に 対 す る 抗 体 や 、 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば ラ テ ッ ク ス 試 験 な ど の 免 疫 学 的 試 験 を 実 施
す る た め の 他 の 試 薬 を 含 ん で い て も よ い 。 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ は 第 １ の 試 薬 Ｒ １ と は 隔 離 さ れ
て お り 、 Ａ Ｔ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 の 複 合 体 形 成 の よ う な 相 互 作 用 の 促 進 剤 で あ り 、
好 ま し く は ヘ パ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

10

20

30

40

50

(5) JP 2004-163412 A 2004.6.10



　 測 定 は 、 日 立 製 （ 例 え ば 、 Hitachi model 911） や イ ン テ グ ラ 製 の 従 来 の 自 動 分 析 機 で
実 施 さ れ う る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 方 法 を さ ら に 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 説 明 す る ：
Lepirudinの 存 在 下 に お け る ア ン チ ト ロ ン ビ ン IIIの 測 定
１ . 反 応 ス キ ー ム
　 3 μ lの 試 料 溶 液 を 測 定 キ ュ ベ ッ ト 内 に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 175 μ lの 試 薬 Ｒ １ を ピ ペ
ッ ト で 加 え た 。 試 薬 Ｒ １ は 100 mM Tris-HCl, 270 mM NaCl, 12mM EDTA, 10 g/l ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル 6000、 1g/l ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.5 NIH/ml ウ シ ト ロ ン ビ ン か ら な り 、
適 当 量 の フ ィ ブ リ ン 重 合 阻 害 剤 、 例 え ば 、 GPAP, pH 8.10を 含 む 。 次 に 、 ５ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 75 μ lの 試 薬 Ｒ ２ (Chromozym TH 1.9 mM)を 加 え た 。 次 に 、 415 及 び  700 nm (
一 次 及 び 二 次 波 長 ) に お け る 連 続 二 色 測 定 （ continuous bichromatic measurement） に よ
る 速 度 論 的 試 験 で １ 回 目 の ト ロ ン ビ ン 活 性 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 最 終 的 に 175 μ lの 試 薬 Ｒ ３  (100 mM Tris-HCl, pH 8.1; ヘ パ リ ン  2 USP-U/ml; ウ シ
ト ロ ン ビ ン (3.5 NIH/ml; 140 mM NaCl))を 添 加 し 、 連 続 測 定 に よ る 速 度 論 的 試 験 で ２ 回 目
の ト ロ ン ビ ン 活 性 を 測 定 し た 。 Ａ Ｔ 量 は 、 Roche Diagnostics GmbH, Mannheimの ア ン チ ト
ロ ン ビ ン IIIキ ッ ト の 指 示 書 に し た が い 、 ２ 回 目 と １ 回 目 の ト ロ ン ビ ン 活 性 の 相 違 か ら 決
定 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の 測 定 は 異 な る 量 (0, 1, 2, 4 and 8 μ g/ml)の ヒ ル ビ ン (Lepirudin（ 登 録 商 標 ） , B
ehringwerke)中 で 実 施 し た 。 結 果 を 下 表 に 示 す 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 は Lepirudin（ 登 録 商 標 ） 阻 害 は 4 μ g/ml濃 度 ま で は 完 全 に 除 か れ て い る こ と を 示 し
て い る 。 Lepirudin（ 登 録 商 標 ） を 投 与 す る と き の 治 療 的 濃 度 は 通 常 こ の 範 囲 内 で 実 施 さ
れ 、 し た が っ て 本 発 明 の 方 法 は 潜 在 的 阻 害 能 を 有 す る 薬 剤 の 存 在 下 で も Ａ Ｔ 量 を 信 頼 性 高
く 測 定 す る 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 10月 9日 (2003.10.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 、 阻 害 因 子 を 含 む 可 能 性 が あ る 試 料 中 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン III（ Ａ Ｔ ）
を 検 出 す る 方 法 ：
(a) 試 料 を Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 第 １ の 試 薬 Ｒ １ と Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー が 本 質 的 に Ａ
Ｔ と は 相 互 作 用 し な い が 、 阻 害 因 子 と は 相 互 作 用 を す る 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る
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(b) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の １ 回 目 の 測 定 の た め の 第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ を
添 加 す る
(c) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー が Ａ Ｔ と 相 互 作 用 す る 条 件 を 変 化 さ せ る 第 ３ の 試 薬 Ｒ ３ を 添 加 し
、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の ２ 回 目 の 測 定 を 実 施 す る 、 そ し て
(d) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の 遊 離 の フ ラ ク シ ョ ン の １ 回 目 と ２ 回 目 の 測 定 の 相 違 か ら 、 試 料
中 の Ａ Ｔ 量 を 決 定 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
ア ン チ ト ロ ン ビ ン III（ Ａ Ｔ ） 結 合 パ ー ト ナ ー と Ａ Ｔ 間 の 相 互 作 用 の 測 定 に 基 づ い て 試 料
中 の Ａ Ｔ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー の １ 回 目 の 測 定 が Ａ Ｔ 相 互 作 用 な
し に 実 施 さ れ 、 そ れ に 続 く ２ 回 目 の 測 定 が Ａ Ｔ 相 互 作 用 の も と で 実 施 さ れ 、 試 料 中 の Ａ Ｔ
量 が １ 回 目 と ２ 回 目 の 測 定 の 相 違 か ら 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
以 下 を 含 む 、 試 料 中 の ア ン チ ト ロ ン ビ ン III（ Ａ Ｔ ） の 定 量 的 検 出 用 試 薬 キ ッ ト ：
(a) Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 第 １ の 試 薬 Ｒ １
(b) 遊 離 の Ａ Ｔ 結 合 パ ー ト ナ ー を 測 定 す る た め の 第 ２ の 試 薬 Ｒ ２ 、 及 び
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摘要(译)

解决的问题：即使样品中存在抑制剂，也要提供高度可靠的抗凝血酶III
（AT）定量方法和定量检测试剂。 解决方案：（a）使样品与含有AT结
合伴侣和AT结合伴侣的第一试剂R1接触，条件是AT结合伴侣基本上不
与AT相互作用而是与抑制剂相互作用。 （b）添加第二种试剂R2，用于
首次确定AT结合伴侣的游离级分。 （c）添加第三试剂R3，该试剂改变
AT结合伴侣与AT相互作用的条件，并进行AT结合伴侣的游离部分的第
二次测量。 （d）根据AT结合伴侣的游离部分的第一次和第二次测量之
间的差确定样品中的AT量。 此外，它配备有适合定量方法的试剂。 [选
择图]无
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