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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）別々の標準血液凝固時間が予め決められた、少なくとも２つの校正物質の血液凝固
時間を、同一の試験系で測定する検体として測定し、そして
　ｂ）予め決められた標準血液凝固時間と試験系で測定した校正物質の血液凝固時間とを
割当てることでプロットした基準曲線を用いて、検体の測定された血液凝固時間を標準化
血液凝固時間へと変換する、
検体の標準化血液凝固時間の測定方法。
【請求項２】
　プロトロンビン時間（PT）、活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）、トロンビン
時間（TT）、バトロキソビン時間（BT）およびエカリン時間（ECT）から成る群からの標
準化血液凝固時間の測定のための、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　血漿検体の標準化血液凝固時間の測定のための、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　血漿を基にした校正物質が用いられる、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　血漿プールを基にした校正物質が用いられる、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　血液凝固系に影響を及ぼす物質を含有する検体の標準化血液凝固時間の測定のための、
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請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　抗凝固性物質を含有する検体の標準化血液凝固時間の測定のための、請求項６に記載の
方法。
【請求項８】
　検体がヘパリン、ヘパリノイド、ヒルジン、アルガトロバン、メラガトランおよび天然
または合成の活性化第１０因子阻害剤から成る群からの物質を含有する、請求項７に記載
の方法。
【請求項９】
　少なくとも１つの校正物質が定義された量の抗凝固性物質を含有している、請求項７ま
たは８に記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも１つの校正物質が、ヘパリンの添加後に、０.１～１.０IU／mL濃度のヘパリ
ンを有する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　基準曲線が内挿法または外挿法を用いてプロットされる、請求項１～１０のいずれかに
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は血液凝固診断の技術分野に属し、そしてインビトロ血液凝固試験の標準化のた
めの方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液凝固試験は、インビトロで（すなわちヒトまたは動物の身体外で）のフィブリン生
成速度の測定（凝固測定（coagulometry））による、単独の又は多くの血液凝固因子の活
性の測定を可能にする。これらの試験の第一の結果は、活性化剤および／またはCa2+イオ
ンを検体または検体混合物中へ添加した時間から、検出可能なフィブリン塊が形成される
までの通常、数秒で測定できる血液凝固時間である。血液凝固時間はまた、検体中に含ま
れそしてそれぞれの試験で測定される全ての血液凝固促進性および抗凝固性の因子および
物質の影響が寄与する、検体の止血能力すなわち血液凝固性の測度でもある。
【０００３】
　血液凝固時間は用手法または自動化方法によって測定できる。自動測定の場合は、検体
／試薬混合物の機械的または光学的な特性、例えば、粘度または濁度の測定が非常に広範
に行われている。自動化測定の全ての場合に、検体／試薬混合物の特性が連続的に測定さ
れ、そして血液凝固時間が、評価方法の支援による特性の時間依存的変化からの終点（en
dpoint）として決定できる。
【０００４】
　このタイプの血液凝固試験の典型的な例は、プロトロンビン時間（PT）（これはまた迅
速試験（Quick test）もしくはトロンボプラスチン時間ともよばれている）、活性化部分
トロンボプラスチン時間（APTT）、トロンビン時間（TT）、バトロキソビン時間（BT）ま
たはエカリン時間（ECT）である。これらの試験およびこれらの変法は、通常、血液凝固
系の部分的な範囲（sub-range）での異常性のスクリーニングのため（スクリーニング試
験、全体試験、検索試験）、または個別の因子の活性測定のために用いられる［Barthels
, Mおよびvon Depka, Mの総説：Das Gerinnungskompendium (The Coagulation Compendiu
m), Georg Thieme Verlag Stuttgart, 2003］。この血液凝固系の異常は、出血傾向また
は血液凝固傾向をもたらす可能性があり、これには、例えば（ａ）非常に低いまたは非常
に高い濃度または活性を有する血液凝固因子、（ｂ）血液凝固因子の変異体、（ｃ）非常
に低いまたは非常に高い濃度または活性を有する阻害因子、（ｄ）阻害因子の変異体、ま
たは（ｅ）血液凝固系の構成成分に対する抗体が含まれる。



(3) JP 5123496 B2 2013.1.23

10

20

30

40

50

【０００５】
　スクリーニング試験は、臨床業務において、出血性または易凝固性の素因の診断のため
、そしてまた、血液凝固系に影響を及ぼす医薬による治療の監視のために主として用いら
れている。例えば、ＡＰＴＴの測定は、一方では「内因性経路（intrinsic pathway）」
を介して開始され、そして共通経路（common pathway）へとつながっており、そして血液
凝固因子の、第８因子、第９因子、第１１因子、第１２因子、プレカリクレイン、高分子
キニノーゲン、第５因子、第１０因子、第２因子およびフィブリノーゲンから成っている
、血液凝固カスケードの一部の異常をスクリーニングするために用いられている。正常値
を超えるＡＰＴＴの結果、すなわち延長された血液凝固時間は、１またはそれ以上のこれ
らの因子の異常を示し得、例えばＡ型血友病としても知られている第８因子の欠損を示し
得る。他方、ＡＰＴＴはまた、例えばヘパリンのような抗凝固剤の存在に対して高感度で
反応し、それゆえにヘパリン治療の監視のためにも使用される。
【０００６】
　血液凝固試験の結果を医学的に評価するために、患者検体の試験結果と「基準範囲」（
正常範囲ともよばれる）とを比較する。この血液凝固試験の基準範囲は、多くの明らかな
健常人（好ましくは２０人以上）で試験を行うことによって決定される。健常人の幾人か
は低い試験値を、幾人かはいくらか高い値を示すだろうが、ほとんどの値は平均値の周辺
に分散する。試験結果をＸ軸上に、および人数をＹ軸上にプロットすれば、理想的な場合
には正常分布が得られる。統計的手法を用いて、下限のおよび上限の基準限界が、通常、
全ての健常人の９０％が存在するような範囲で決定される。したがって、原則として、基
準範囲（正常範囲）は、基準となる健常人で測定される値の９０％を含む。特定の環境下
において、各種の、例えば年齢または性別に依存する基準範囲を試験のために規定する必
要がある。
【０００７】
　患者検体の結果が基準範囲と異なる場合は、これは止血平衡（hemostatic equilibrium
）の障害を示す可能性がある。血液凝固時間をより長くする方向性でのＡＰＴＴの基準範
囲からの逸脱は、例えば第８因子の欠損を示し；血液凝固時間をより短くする方向性での
ＰＴの基準範囲からの逸脱は、例えば第２因子の増加を示し、これは例えば第２因子遺伝
子のプロモーター領域における第２因子の合成の増加をもたらすような変異によるもので
ある。
【０００８】
　血液凝固系に影響を及ぼすような医薬による治療、例えば抗凝固剤による治療の監視に
おいて、その患者の血液凝固系を特定の標的のサイズへと調節することが重要である。こ
れに関連して、この薬物治療は患者検体の試験結果が定義された「治療的」範囲に入るま
で変えられる。この治療的範囲は原則的に多数の臨床試験により決められる。これに関連
して、最大の治療効率および最小の望ましくない副作用が、診断試験結果の値の特定の範
囲または医薬の特定の濃度範囲に関連して設定される。
【０００９】
　抗凝固剤、例えばヘパリンの投与による血液凝固性の治療的抑制は、血栓寒栓発症の予
防または治療において重要な役割を果たしている。この抗凝固能力は、臨床において、望
ましくない血栓寒栓の発症数によって決定される。抗凝固剤の望ましくない副作用は出血
性合併症である。したがって、抗凝固剤治療の制御に適切な試験値の治療的範囲とは、血
栓寒栓および出血性合併症が最小となることが臨床試験で明らかとなった試験の測定範囲
である。
【００１０】
　止血性血清試験の試験結果が変動しやすく、そのために問題なく比較できるわけではな
いということが知られている。この変動は、とりわけ、種々の試薬の使用および血液凝固
時間の技術的測定の違いによるものである。例えば、多数の組織トロンボプラスチンがプ
ロトロンビン時間（PT）の測定のために利用可能である。全く同一の血漿検体のＰＴは、
用いた組織トロンボプラスチンに依存して、２倍も異なる場合がある。例え特定の組織ト
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ロンボプラスチンを使用した場合でも、一つの検体の血液凝固時間は、製造者に依存し、
製造者のバッチに依存し、さらに特定の環境下では、個々のバッチのボトルにさえ依存し
て、異なる。さらに、血液凝固時間の自動化測定において、測定機器それ自体、および血
液凝固検出の様式が血液凝固時間へ影響を及ぼす。異なった機器で、同じ組織トロンボプ
ラスチンを用いた、全く同一の検体の測定は異なった試験結果を与える。
【００１１】
　実際には、それぞれの検査室は、用いる血液凝固試験のための独自の内部検査基準およ
び治療的範囲を設定している。治療する医師により試験結果の評価が可能となるために、
実際の試験結果の他に、検査室独自の試験の基準範囲または治療的範囲に関する情報もま
た追加して与えられなければならない。
【００１２】
　従来技術においては、試験結果間の試薬－、製造者－、バッチ－、および機器－依存性
の差異を補正する目的で、種々の標準化方法が知られている。試験結果の標準化および試
験結果の比較可能性は、種々の理由により特に有利である。一方では、それにより、広範
囲で実施された臨床試験に関わる異なった検査室で測定された試験結果を互いに比較する
ことを可能にし、他方では、患者の試験結果の解釈が著しく簡略化される。
【００１３】
　慣用の標準化方法は、正常血漿の希釈（正常の％としての標準化、例えば、迅速試験）
、比率形成（比率での標準化）、および標準比率の形成（プロトロンビン試験における国
際標準比率（INR））を基礎にしている。
【００１４】
　正常血漿の希釈を用いる場合、最初に基準血漿プール（正常血漿プール）を、原則的に
、少なくとも２０人の明白に健康なドナーの血漿から調製する。この標準の活性または止
血能力は正常の１００％と定義される。適切なマトリクスにおけるこの標準血漿の希釈を
準備する。例えば、正常血漿プールの１部を適切な緩衝液の２部と混合し（１：２希釈）
、正常の３３.３３％の活性と定義する。正常血漿プールおよびこのプールの希釈シリー
ズを、標準化された試験系を用いて測定して、正常の％として定義された活性を生の測定
値に割り当てることで、基準曲線（検量曲線）をプロットする。次に患者検体について、
生の値を標準化された試験系で測定し、最終的に、基準曲線を用いて計算値または標準化
された試験結果、すなわち正常の％、に変換することができる。
【００１５】
　比率形成を基にした標準化方法において、原則的に２つの方法が識別される。最初の方
法は、２つの異なった試験をそれぞれの検体に対して行い、そして結果を互いに対する比
率で記録する。基準範囲および治療的範囲をこの比率について決定することができる。第
二の方法は、患者検体の結果および正常血漿プールの結果を同じ試験系で測定し、そして
この比率を形成する。そうした方法は、例えばプロトロンビン時間（PT）の標準化のため
に存在し、ここでプロトロンビン比（PR）は正常血漿のPTに対する患者検体のPTの比率を
示している（PR＝患者PT／正常PT）。
【００１６】
　プロトロンビン比（PR）のさらなる標準化のために、基準トロンボプラスチンが世界保
健機関（WHO）によってつくられ、それに他のトロンボプラスチンを用いて測定されたプ
ロトロンビン比を適合させることにより、測定された該ＰＲが国際標準比率（INR）へと
変換できる。ＷＨＯトロンボプラスチン試薬の感度と比較したトロンボプラスチン試薬の
感度測定のために、ＩＮＲを式ＩＮＲ＝ＰＲISIに従って計算できるように、補正因子の
国際感度指数（ISI）が導入された。ＷＨＯトロンボプラスチン試薬について、ＩＮＲを
＝ＰＲとなるように、ＩＳＩ値は１.０と定義される。全ての他のトロンボプラスチンに
ついては、ＩＳＩ値は製造者によって知らされる。
【００１７】
　そうした努力にかかわらず、現在までに、一連の血液凝固試験において、例えば、活性
化部分トロンボプラスチン時間（APTT）、トロンビン時間（TT）、バトロキソビン時間（
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BT）またはエカリン時間（ECT）において、信頼できる標準化は可能となってはいない。
明らかに、過去において、プロトロンビン時間に倣って、患者検体のＡＰＴＴと正常血漿
のＡＰＴＴとの間の比を形成することにより、ＡＰＴＴを標準化しようという試みがなさ
れており、そしてＡＰＴＴ比に関する治療的範囲は１.５～２.５と定義することが試みら
れた。しかし、この方法は、標準値（ＡＰＴＴ比）が測定結果の受容できる比較可能性を
保証するためには変動が余りに大きすぎるために、決して受け入れられなかった［Brill-
Edwards, P等（1993) Establishing a therapeutic range for heparin therapy. Ann In
tern Med. 119 (2), 104-109］。代わりに、プロトロンビン時間に関するＩＮＲの計算に
倣って、基準試薬を用いてＡＰＴＴの標準化を確立しようという試みがなされてきた［Re
ed, S. V. 等（1994) An attempt to standardize the APTT for heparin monitoring, u
sing the P.T. ISI/INR system of calibration. Results of a 13 centre study. Throm
b. Res. 74 (5), 515-522；van der Velde, E.A.およびPoller, L.（1995) The APTT mon
itoring of heparin - the ISTH/ICSH collaborative study. Thromb Haemost. 73 (1), 
73-81］。しかしながら、結果は、測定結果の受容できる比較可能性を達成できなかった
ために、著しく失望させられるものであった。
【００１８】
　抗凝固剤を用いた治療の監視のための血液凝固試験の標準化が無いことは特に問題とな
る。この問題提示（problematology）は、ＡＰＴＴの助けによるヘパリン治療の監視を代
表的な例として示し、本明細書において明らかにする。
【００１９】
　ヘパリンは血液凝固系を即時に濃度依存的様式で阻害する。非分画ヘパリン（UFH）お
よび低分子量ヘパリン（LMWH）が使用される。ヘパリン治療は既存のまたは急性型で存在
している血栓寒栓症の発症の場合に行われる。ヘパリンによる予防は血栓症の発症を抑制
する。調節されたヘパリン濃度（IU／mLにて）は慣用的に、ヘパリン治療およびヘパリン
による予防の両方のための治療的範囲として示される。したがって、０.３～０.７IU／mL
の治療的範囲がヘパリン治療に適用され、そして０.０５～０.２５IU／mLの治療的範囲が
ヘパリンによる予防に適用される。
【００２０】
　ヘパリン、特に非分画ヘパリンによる治療および予防は、一方ではヘパリン濃度を直接
測定する方法によって、また他方では、ヘパリンの血液の凝固能力への影響を測定する血
液凝固試験を用いて、監視することができる。
【００２１】
　ヘパリン濃度の直接的な測定は、例えば、患者検体の活性化第１０因子に対する阻害活
性が測定される「活性化第１０因子を基にした方法、または抗－活性化第１０因子方法」
により行うことができる。この試験は、国際ヘパリン標準を用いて標準化することができ
、そしてそれにより、標準化された比較可能な結果が、ミリリットル当りの国際単位（IU
／mL）で表した濃度値の形で与えられる。しかしながら、ヘパリン濃度を測定するための
この方法は、必要な試験系が高価で多くの検査室では利用できないために、日常的な診断
においては受けいれられていない。
【００２２】
　その代わりに、ヘパリン治療の監視は、現在では、ＡＰＴＴの測定によって行われてい
る。ＡＰＴＴによるヘパリン治療の監視において、ＡＰＴＴが治療的範囲の結果をもたら
すようにヘパリン投与を制御することが重要である。ＡＰＴＴ値の試験系に依存する変動
のために、ＡＰＴＴ値のための標準化された治療的範囲は存在せず、それぞれの試験系の
ために治療的範囲を決定する必要がある。非分画ヘパリンのためのＡＰＴＴ試験の治療的
範囲を決定するために、基本的に２つの可能性がある［Nelson, D. E.（1999) Current c
onsiderations in the use of the APTT in monitoring unfractionated heparin. Clin 
Lab Sci. 12 (6), 359-64；Olson, J. D. 等（1998) College of American Pathologists
 Conference XXXI on laboratory monitoring of anticoagulant therapy: laboratory m
onitoring of unfractionated heparin therapy. Arch Pathol Lab Med. 122 (9), 782-9
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8］。
【００２３】
　「生体外（ex vivo）方法」で、ヘパリン処置された患者の群の血漿検体が採取される
。それぞれの検体のヘパリン濃度（IU／mL）は活性化第１０因子試験を用いて測定し、そ
してＡＰＴＴは一つの試験系を用いて決定する。続いて、２つのデータ組（IU／mL単位で
のヘパリン濃度、および秒単位でのＡＰＴＴ）の間で線形回帰を行う。ＡＰＴＴ試験系に
おける治療的範囲は、０.３～０.７IU／mLのヘパリン濃度範囲に対応する値の範囲である
（実施例１も参照されたい）。生体外方法は比較的複雑でありまた高価でもある。これは
相対的に多数の利用可能な患者および正常検体、およびヘパリン濃度の測定のための活性
化第１０因子を基礎とした方法の利用可能性を前提にしている。
【００２４】
　生体外方法の上記の欠点のために、「インビトロ（in vitro）」方法が、検査室実務で
確立されてきた。このＡＰＴＴ試験の治療的範囲の決定のための方法において、正常血漿
プールは標準量のヘパリンで処理され（「スパイクされ」）、そのように調製された検体
のＡＰＴＴが測定される。しかしながら、インビトロ検体（例えば、ヘパリンでスパイク
した正常血漿）は、同一のヘパリン濃度で、生体外検体と比較して他の血液凝固時間をも
たらし得ることを、無条件で考慮に入れなければならない。したがって、インビトロ方法
によるＡＰＴＴ試験の治療的範囲の決定に関して、他の制限を検量用検体のヘパリン含量
のために考慮に入れなければならない。文献では、生体外方法での０.３～０.７IU／mLの
ヘパリン濃度範囲は、インビトロ方法での０.２～０.４IU／mLに割り当てられている。ヘ
パリン治療に関する治療的ＡＰＴＴ範囲の測定のためのインビトロ方法は限られた情報の
値を用いた近似的方法である。
【００２５】
　現在までに、ＡＰＴＴ、ＴＴ、ＢＴ、およびＥＣＴを測定する試験は、単独で数秒で評
価される血液凝固時間を与えてきており、その結果は常に検査室特有の試験系、すなわち
、試薬、試薬のバッチ、ボトル間の変動、試験方法、自動化、測定機器、測定方法および
評価方法に依存している。したがって、この試験結果の全体での比較可能性はほとんど与
えられない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２６】
　したがって本発明は、血液凝固試験の標準化を可能にし、そして異なった（検査室ごと
の）試験系により測定された試験値の、全体としての比較可能性を保証するインビトロ方
法を利用可能にしようという目的に基づいている。
【課題を解決するための手段】
【００２７】
　本発明の解決は、特許請求の範囲に記載した物および方法を利用できるようにすること
にある。
【００２８】
　「血液凝固時間」という用語は、本発明の意味においては、インビトロ血液凝固試験の
試験結果を意味するものと理解されるべきであり、そこでの活性化剤および／またはＣａ
2+イオンの検体または検体混合物への添加からのタイムスパンは、秒単位で、フィブリン
塊の形成が検出可能になるまで、または発色性基質が用いられる場合は、活性化剤および
／またはＣａ2+イオンの検体への添加からのタイムスパンは、所定の吸光度の変化率が達
成されるまで、測定される。発色性基質の使用は、例えば、ＰＴの測定のための方法にお
いて知られている（例えば、EP14 039 A1を参照する）。
【００２９】
　本発明の方法は、検体の測定された血液凝固時間（第一の試験結果、実測値）を、検量
曲線（基準曲線）を用いて、標準化された血液凝固時間（標準化試験結果、名目値）に変
換することによる、検体の標準化された血液凝固時間の測定を可能にする。
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【００３０】
　プロトロンビン時間（PT）、活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）、トロンビン
時間（TT）、バトロキソビン時間（BT）およびエカリン時間（ECT）から成る群からの標
準化血液凝固時間の測定のための方法は特に好ましい。
【００３１】
　少なくとも２つの校正物質が利用可能なことが検量曲線のプロッティングのために必要
であり、ここでそれぞれの校正物質のために別々の標準血液凝固時間が、秒単位で予め決
められる。用いることのできる校正物質の数は上方には制限されない。
【００３２】
　校正物質の標準血液凝固時間の決定（事前決定）は種々の方法で行うことができる。一
つの可能性は単一の血液凝固試験の実施で校正物質の標準血液凝固時間を決定することで
あり、この試験実施は特定の検査室独自の血液凝固試験系の所定の条件下で行われる（す
なわちこの標準化血液凝固時間は、特定の測定機器上で特定の試薬のバッチの特定の活性
化剤を用いて測定される）。例えば、校正物質のＡＰＴＴの測定のための特定のＡＰＴＴ
試薬バッチの使用、およびそれらの特定の条件下で、ＡＰＴＴ標準血液凝固時間として測
定されたＡＰＴＴの割当てが可能である。他の可能性は校正物質の標準血液凝固時間を、
１つの血液凝固試験の複数の試験結果を平均化して、確定することである。好ましくは、
異なった活性化剤バッチをこのために使用する。しかしながら、例えば、異なったＡＰＴ
Ｔ活性化剤（カオリンまたはエラグ酸または珪土等）のような、代わりの活性化剤のタイ
プもまた使用できる。次に、例えば、平均値を個別の試験の実施で測定された血液凝固時
間から作成でき、そして標準血液凝固時間として校正物質へと割当てることができる。好
ましくは、基準曲線のプロッティングのために用いられる全ての校正物質の標準血液凝固
時間が確定されそして同一の様式で割当てられる。
【００３３】
　好ましくは、基準曲線のプロッティングのためには、異なった止血能力およびそのため
に異なった標準血液凝固時間により識別される、校正物質のキットが用いられる。他の好
ましいキットは、希釈溶液（例えば、緩衝液）の異なった容積で希釈して、同様に異なっ
た止血能力により識別される連続する校正物質を調製できる、確定した所定の標準血液凝
固時間を有する単一の校正物質（ストック校正物質）を含む。好ましくは、希釈溶液は本
発明のキット中にストック校正物質と一緒に含まれている。
【００３４】
　検量曲線のプロッティングは、検体の血液凝固時間が測定される同じ検査室独自の試験
系中で、校正物質の血液凝固時間を測定することにより行われる。予め決められた校正物
質の標準血液凝固時間を付随の測定された血液凝固時間に割当て、そして内挿または外挿
することによって、基準曲線がプロットされ、ここで、例えば、標準血液凝固時間（名目
値）がＸ軸上にプロットされ、そして測定された血液凝固時間（実測値）がＹ軸上にプロ
ットされる。検体の測定された血液凝固時間は基準曲線を用いて標準血液凝固時間に変換
される。
【００３５】
　特に好ましくは、その血液凝固時間が標準化されている、検体と同じマトリクスを有す
る校正物質を使用する。本発明の方法は、ヒトまたは動物由来の、クエン酸処理できる血
漿検体の血液凝固時間の標準化に特に適している。このために、校正物質は、同様に、血
漿、好ましくは血漿プールに基づいていることが好ましく、この場合、例えば、それらは
ヒトと非ヒト血漿の混合物であってもいい。ヒト血漿を、異なった比率で、例えば、ウサ
ギおよび／またはウシ血漿と混合し、そしてそうした血漿混合物の血液凝固時間を測定す
ることで、当業者は、本発明の方法で使用するための校正物質を調製することができる。
この血漿校正物質はさらに、慣用的に血漿校正物質または対照物質の調製で用いられてい
る物質を含むことができる。これには、例えば、トリスまたはヘペスのような緩衝物質、
クエン酸塩のような抗凝固性物質、デキストランのような安定化剤、およびアジ化ナトリ
ウムのような保存剤が含まれる。本発明の方法で使用するために、校正物質は液体、凍結
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【００３６】
　本発明の方法の特定の実施態様は、血液凝固系に影響する物質を含有する検体の標準血
液凝固時間の測定に関している。このタイプの物質は、抗凝固治療の過程で患者へ投与さ
れる抗凝固性物質、または臨床試験の過程もしくは類似の研究試験における抗凝固治療で
の使用のために試験される抗凝固性物質であっていい。それらは、例えば、抗凝固作用を
有する医薬または物質であってよく、例えば、非分画型高分子量ヘパリン（UFH）、分画
型低分子量ヘパリン（LMWH）、半－もしくは全合成ヘパリノイド（例えば、ダナパロイド
またはオルガラン(R)）のようなヘパリン類；ホンダパリヌクスのような五糖類；クマリ
ン誘導体のようなビタミンＫ拮抗剤；または、ヒルジン、アルガトロバンもしくはメラガ
トランのような直接トロンビン阻害剤が挙げられる。さらに、それらは天然型または合成
型活性第１０因子阻害剤であってよく、ここでは多くの天然型活性第１０因子阻害剤の場
合、組換え変異体もまた使用することができる。別のやり方でしばしば吸血性動物の唾液
から単離される、天然型活性第１０因子阻害剤の例には、メキシコ蛭（ヘメンテリア・オ
フィシナリス）由来のポリペプチドであるアンチスタシン、軟ダニ（オルニトドルス・モ
ウバタ）由来のポリペプチドであるダニ抗凝固ペプチド（Tick Anticodgulant Peptide）
、蛭のヒルド・メジシナリス由来のポリペプチドであるヤジン（yagin）、吸血蝙蝠（デ
スモダス・ロツンダス）由来のドラクリンが挙げられる。合成型活性第１０因子阻害剤は
種々のクラスに属し、ジアミジノ－および二塩基性活性第１０因子阻害剤、モノベンズア
ミジン活性第１０因子阻害剤および非ベンズアミジン活性第１０因子阻害剤と種々の物が
ある。抗凝固剤を投与されている患者検体の血液凝固時間の測定の場合は、特に、患者の
血液または血漿中の抗凝固剤濃度が治療的範囲に入っているかどうかを測定することが重
要である。
【００３７】
　そうした抗凝固剤投与検体の血液凝固時間の標準化のために、インビトロで抗凝固作用
を有する所定の量の抗凝固性物質を含有する校正物質の使用が推奨される。ヘパリンで処
理した患者検体の血液凝固時間の標準化のために、例えば、所定の量のヘパリンでスパイ
クした校正物質の使用が推奨される。好ましくは、そうした校正物質は０.１～１.０IU／
mLのヘパリン濃度を有している。
【００３８】
　以下の例示的実施態様は本発明の方法を説明するためであり、制限的なものとして理解
されてはならない。
【実施例】
【００３９】
〔実施例１〕
ＡＰＴＴ試験系でのヘパリンの治療的範囲の測定（生体外方法）
　ヘパリンで処理した患者の血漿検体および正常血漿プールを用いた。それぞれの検体の
ために、IU／mLで表したヘパリン濃度を、活性第１０因子試験（ベリクロム(R)ヘパリン
、デード・ベーリング・マールブルグ、マールブルグ、ドイツ国）中の適切なヘパリン標
準について測定した。さらに、それぞれの検体のＡＰＴＴを、同じバッチの活性化剤（リ
ン脂質およびエラグ酸、デード(R)アクチン(R)ＦＳＬ試薬、デード・ベーリング・マール
ブルグ、マールブルグ、ドイツ国）を用いて測定した。これらの測定の結果を表１に示し
た。
【００４０】



(9) JP 5123496 B2 2013.1.23

10

20

30

40

50

【表１】

【００４１】
　マイクロソフト(R)エクセル、バージョン９７ＳＲ－２ソフトウエア（マイクロソフト
社、レドモンド、米国）を用いて、２つのデータ組の線形回帰を行った：
　　　　　ＡＰＴＴ［秒］＝ａ×ヘパリン［IU／mL］＋ｂ
　　　　　ａ＝５８.４７
　　　　　ｂ＝４０.３９
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【００４２】
　最適合線を用いて、生体外ヘパリン濃度の一般的に知られている治療的範囲０.３～０.
７IU／mLに対応するＡＰＴＴ値の範囲を測定した。
　〔表２〕
　　　ヘパリン［IU／mL］　　　回帰線によるＡＰＴＴ［秒］
　　　　　０.３　　　　　　　　　　　　５７.９
　　　　　０.７　　　　　　　　　　　　８１.３
　その結果、治療的範囲は５７.９～８１.３秒のＡＰＴＴ値を含んでいた。
【００４３】
〔実施例２〕
ヘパリン校正物質の調製およびＡＰＴＴの標準化のための本発明の方法で使用されるそれ
らの離散型標準ＡＰＴＴの確定
校正物質１：正常血漿プール
　２０人の健常人献血者からの血漿を３.２％クエン酸ナトリウム中に採取し、プールし
、５０ｍＭヘペス緩衝液（ｐＨ７.５）で緩衝化し、適切な安定化剤で安定化し、１mLア
リコットに充たしそして凍結乾燥した。使用時、校正物質を１mLの２回蒸留水を用いて再
構成した。
【００４４】
校正物質２：ヘパリン－血漿プール
　非分画ヘパリン（リケミン(R)、ロッシュ・ドイチュランド・ホールデング、グレンザ
ッハ－ビーレン、ドイツ国）の所定の量を、０.６IU／mLの最終濃度が得られるように、
適切な安定化剤溶液に加えた。国際ヘパリン標準を用いて校正した、活性第１０因子試験
（ベリクロム(R)ヘパリン、デード・ベーリング・マールブルグ、マールブルグ、ドイツ
国）を用いて、ヘパリン溶液中のヘパリン活性を、自動化血液凝固測定装置により測定し
た。この活性第１０因子試験は国際ヘパリン標準を用いて校正した。使用時、校正物質を
１mLの正常血漿プールを用いて再構成した。
【００４５】
　２つの校正物質の標準ＡＰＴＴの測定のために、それぞれの血漿のＡＰＴＴを、同じバ
ッチの活性化剤（リン脂質およびエラグ酸、デード(R)アクチン(R)ＦＳＬ試薬、デード・
ベーリング・マールブルグ、マールブルグ、ドイツ国）を用いて、同じ血液凝固測定装置
（ＢＣＳ(R)血液凝固分析機、デード・ベーリング・マールブルグ、マールブルグ、ドイ
ツ国）により測定した。以下のＡＰＴＴ値が測定された：
　　〔表３〕
　　正常血漿プール　　　　　２９秒
　　ヘパリン血漿プール　　　８０秒
　これによりＡＰＴＴ値が、別々の標準ＡＰＴＴ（名目値）として、対応する校正物質に
割当てられた。
【００４６】
〔実施例３〕
本発明の方法を用いた標準化ＡＰＴＴ値の測定
　２つの校正物質（実施例２参照）およびヘパリンで処理した患者の血漿検体のＡＰＴＴ
を、いずれかの所望のバッチの活性化剤（リン脂質およびエラグ酸、デード(R)アクチン(

R)ＦＳＬ試薬、デード・ベーリング・マールブルグ、マールブルグ、ドイツ国）を用いて
、いずれかの所望の血液凝固測定装置により測定した。
【００４７】
　２つの校正物質について、以下の対の値が、予め決定した標準ＡＰＴＴの割当て（名目
値）、および血漿検体と平行して測定したＡＰＴＴ（実測値）から得られた：
　　〔表４〕
　　　　　　　　　　　　名目値［秒］　   実測値［秒］
　　正常血漿プール　　　　　２９　　　　　　２９.６
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　　ヘパリン血漿プール　　　８０　　　　　１０３.０
【００４８】
　基準曲線を二対の値の外挿によりプロットした（図１）。
【００４９】
　この基準曲線を用いて、血漿検体の測定した当初のＡＰＴＴ値はこうして標準化ＡＰＴ
Ｔ値へ変換された（表５参照）。基準曲線のプロッティングおよび測定値の変換は、血液
凝固測定装置により自動的に行われた。
【表２】
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【００５０】
〔実施例４〕
ＡＰＴＴの標準化前後でのＡＰＴＴ試薬の各種バッチでの治療的範囲
　２つの校正物質（実施例２参照）およびヘパリンで処理した患者の血漿検体のＡＰＴＴ
を、４つの異なったバッチの活性化剤（リン脂質およびエラグ酸、デード(R)アクチン(R)

ＦＳＬ試薬、デード・ベーリング・マールブルグ、マールブルグ、ドイツ国）を用いて、
血液凝固測定装置により測定した。実施例３に従い、検体のそれぞれのバッチ依存性測定
値を、バッチ依存性基準曲線により、標準化ＡＰＴＴ値に変換した。患者検体のヘパリン
濃度を活性第１０因子試験で測定した（実施例１参照）。
【００５１】
　最終的に、測定したＡＰＴＴ値および標準化ＡＰＴＴ値の両方に関して、生体外ヘパリ
ン濃度の一般的に知られている治療的範囲０.３～０.７IU／mLに対応するＡＰＴＴ値の範
囲を測定した。
【表３】

【００５２】
　ＡＰＴＴ値の標準化前には、治療的範囲の上限値は、それぞれバッチ毎に３５％までも
違っていた。ＡＰＴＴ値の標準化後には、治療的範囲の上限値は、それぞれバッチ毎に４
％までしか違っていない。本発明の方法は治療的範囲の統一を可能にし、それにより各種
の試験系の結果を標準化後お互いに直接比較することが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００５３】
【図１】対の値の外挿によってプロットされた基準曲線を示す。
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