
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】

【請求項２】
、請求項１の方法。

【請求項３】

【請求項４】

【請求項５】
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フィブリノーゲンに結合し、赤外光吸収染料を含む粒子を含有する凝集化システムを用い
て、サンプル中の血小板結合機能を測定する方法であって、
血小板を含有する血液サンプルと、該凝集化システムとを組合せて、アッセイ混合物を形
成すること；
該アッセイ混合物を、該染料によって吸収されることが知られている選択された赤外領域
の波長を有する光により照射すること、ここで該波長の赤外光レベルは、該アッセイ混合
物を通って透過される；そして
該アッセイ混合物を通った該波長の赤外光の透過レベルを決定すること、ここで、透過レ
ベルまたは時間と共に透過レベルにおける変化が、フィブリノーゲンと結合する該粒子に
対するサンプル中の該血小板の結合機能の指標である；
からなる、方法。

血液サンプルがアッセイ混合物中で５倍以下に希釈される

波長が７５０－９００ nmである、請求項２の方法。

粒子の直径が１から１０μの範囲にある、請求項１の方法。



【請求項６】

【請求項７】

【請求項８】

【請求項９】

【請求項１０】

【請求項１１】

【請求項１２】

【請求項１３】

【請求項１４】

【請求項１５】

【請求項１６】

【発明の詳細な説明】

人体の健康状態、薬剤の用量レベル、違法な薬剤の使用、遺伝子配列などを知るために、
医療産業が生理体液中の種々の内容物を測定する技術に依存することが多くなっている。
生理体液サンプルを採取し、特定の成分の存在について迅速に分析する能力が、医療行為
を益々効率的にし、よい結果を増加せしめている。
多くの場合、全血を一つの源として用い、患者の健康を診断したり、患者に投与した薬剤
の効力を監視したりしようとする。しかし、これらのパラメーターを測定するための源と
して、血液には多くの欠点がある。血液を直接用いたとき、あるいは緩衝液で希釈して用
いたときの欠点は、血液がすぐに凝固すること、血液が多くの光吸収物質および蛍光物質
を含有していること、血液の組成が多様性を示すこと、血液の性質がアッセイに用いた試
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粒子の直径が０ .１から５０μの範囲にある、請求項１の方法。

粒子が、アミノ酸配列ＲＧＤまたはＫＧＤを含有するタンパク質またはペプチドで被覆さ
れている、請求項５の方法。

タンパク質がフィブリノーゲンまたはフォンヴィルブランド因子である、請求項６記載の
方法。

粒子が炭素粒子である、請求項１記載の方法。

粒子が少なくとも１種の赤外吸収染料を含む、請求項１記載の方法。

凝集化システムが血小板活性化合物を含む、請求項１記載の方法。

トロンビンを含有する血液サンプルがアミノ酸配列Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｐｒｏを有
するオリゴペプチドを含む、請求項１記載の方法。

請求項１記載の方法に使用するための、
０ .１から５０μの範囲のサイズであり、赤外光吸収染料を含み、フィブリノーゲンと結
合する粒子；および
少なくとも１種の追加の構成成分を含むキットであり、
該構成成分が、
少なくとも１種のＧＰ IIｂ /IIIａ阻害剤に対する抗体、
血小板アクチベーター、
凝血を阻害する量の抗凝血剤を含有するヴァキュテイナー（登録商標）、
トロンビンと、サイズが０ .１から５０μの範囲であり、赤外光吸収染料を含む粒子との
混合物、および／または、
混合内容物を有するアッセイ混合物ホルダー、
である、キット。

結合成分がフィブリノーゲン、またはアミノ酸配列ＲＧＤまたはＫＧＤを含有するペプチ
ドである、請求項１２記載のキット。

粒子が炭素粒子である、請求項１２記載のキット。

血小板アクチベーターがＴＲＡＰ、イソ－ＴＲＡＰ、ＡＤＰ、コラーゲン、アラキドン酸
およびリストセチンからなる群より選ばれる、請求項１２記載のキット。

抗凝固剤がクエン酸塩である、請求項１２記載のキット。

背景



薬によって変化すること、血液が酸素の存在の有無で多様性を示すことである。これらの
性質は診断を目的とする場合にサンプルとしての血液の使用を複雑にするので、問題を軽
減あるいは無くするために種々の技術が用いられて来た。例えば、高度の希釈、抗凝固剤
の添加、血漿と細胞成分への血液の分離などである。しかし、このような操作の間、診断
アッセイに影響を及ぼしかねない赤血球分解あるいはヘモグロビン放出を回避するために
、大きい注意をなさねばならない。サンプル培地として血液の使用には問題があるにもか
かわらず、多くの場合、血液は興味深い情報を提供する唯一の源である。従って、構成成
分による影響を軽減して、全血を用いて調べる方法は非常に望ましいものである。
従って、診断目的に血液を用い、扱うための新しい方法を考案することは実質的な利益が
ある。特に興味深い一つの分野は、血小板機能を判定するための血液の利用である。哺乳
動物の生理における血小板の役割は驚くべきほど多様であるが、第一の役割は血栓形成の
促進である。多くの状況において、血液の凝血能を検査することが望まれる。この凝血能
は、血小板の接着および /または凝集する能力によって頻繁に調節されるパラメーターで
ある。それで血小板の接着機能を判定しようとする。例えば、投与薬剤が凝血形成を阻害
するのか、促進するのかを知りたいわけであるし、また外科処置の前に血小板機能の欠損
を調べる必要がある。他の例として、血小板阻害剤を新薬として試験したり、あるいは患
者の臨床処置に用いて評価するのに大きい関心がある。
従って、上記のことを行うために、新しい診断アッセイは非常に価値のあるものとなる。

米国特許第 5,455,228およびＰＣＴ出願 WO96/10749には、それぞれペプチド抵抗性リガン
ドおよび血小板遮断アッセイについて記載されている。さらに参照： Coller, B.S.の心臓
血管の血栓症および血栓崩壊における血小板： Fozzard et al., eds. The Heart and Car
diovascular System, 2nd ed., New York, NY: Raven Press; 1992:219-273。赤外吸収染
料について、参照 Fabian et al., Chem. Rev. 92:1196-1226(1992)。
血小板および /または血小板機能の測定を教示している他の技術には次のものがある。Ｐ
ＣＴ出願 WO94/12664、 WO94/22018、 WO92/08982、 WO89/00200、米国特許 5,427,913、 5,306
,632、 5,523,238、 5,266,462、 5,246,832、 5,114,842および EPA 0 165 68。興味深い文献
として、 Beerらの血小板糖タンパク質 IIｂ /IIIａ受容体の構造プローブとして種々の長さ
の免疫化Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ（ＲＧＤ）ペプチド、 Blood 79:117-128（ 1992）； Coll
erらのコラーゲン－血小板相互作用：コラーゲンと血小板ＧＰＩａ /IIａとの直接作用お
よび接着タンパク質により調節された血小板ＧＰ IIｂ－ IIIａとの間接作用の証明、 Blood
 74:182-192（ 1989）； Collerらの接着血小板のルミナル表面に対する活性ＧＰ IIｂ－ III
ａ受容体の研究、 J. Clin Invest. 92:2796-2806（ 1993）；および Pfuellerらのヒト血小
板と粒子との相互作用における血漿タンパク質の役割、 Thrombosis Research 12:979-990
（ 1978）。

赤外部で光を吸収する粒子を用いた凝集計量アッセイについて記載する。粒子の凝集がサ
ンプル培地の赤外吸収の変化により検出される。このアッセイは、対象の成分の存在や機
能を測定するのに、また、成分の量を測定するのに用いることができる。方法の実施では
、血漿よりもむしろ全血または少し希釈した血液が用いられる。方法は、粒子試薬、適当
な追加の試薬およびサンプルを混合し、培地の赤外線吸収の変化を測定することを含む。
定量のために結果をコントロールと比較する。

図１は、可視部または赤外部で光を吸収する粒子についての起点速度に対する血液の酸素
化効果を表すグラフである。血液の酸素化はヘモグロビン吸収状態を変え、この吸収変化
は可視部での血液の吸収を変えることになるので、アッセイに顕著な影響がある。血液の
ブルー・ビード酸素化は凝集反応速度を非常に増加する。他方、ＩＲ域の光を吸収する粒
子を用いると、血液の酸素化は効果がない。従って、観測される速度は血液の酸素化と無
関係である。
図２は、 Searle化合物５４７０１Ｂについて迅速血小板機能アッセイ（ＲＰＦＡ）の結果
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関連文献

発明の概要

【図面の簡単な説明】



を示すグラフである。ＲＰＦＡを実施し、実験の部に記載した最大能を測定した。６人の
別個のドーナーからの平均および個々の結果を本図および次図に示す。
図３は、２０μ MのＡＤＰアゴニストを用いて Searle化合物５４７０１Ｂについて光学血
小板凝集アッセイの結果を示すグラフである。光学血小板凝集は実験の部に記載のように
行った。示した結果は、最大勾配データ（凝集変化％ /分）であり、規準化した値でない
。
図４は、市販の系を用いて得た血小板凝集（血小板凝集計量法）結果をＲＰＦＡで得た血
小板能に対してプロットして比較したグラフである。２種のパネルが示され、夫々、異な
るセットの染料粒子で実施したＲＰＦＡを表す。上のパネルでは、粒子はＩＲ部で吸収す
る。下のパネルでは、粒子は可視部で吸収する。上のグラフのデータは、６人について３
日間の用量反応曲線から得られた平均値と標準誤差を表す。相関係数は０ .９９であり、
偏りは最小である（０ .４％）。下のグラフのデータは、ブルー染料で染めたビードを用
いて同様に行った実験から得られたものである。相関係数は０ .９４であり、有意の偏り
（１０ .７％）が存在する。
図５は、ＧＰ IIｂ /IIIａ阻害化合物である Searle化合物５４７０１Ｂおよび Searle化合物
５７１０１Ａについて、これらの化合物に対するウサギ抗血清による中和を示す。示した
結果は規準化勾配データ（薬物も抗血清も加えないときの起点に対する％）である。
図６は、血液サンプルのゲル濾過によるＧＰ IIｂ /IIIａ阻害の逆転を、ＧＰ IIｂ /IIIａ阻
害剤での処置について示すグラフである。示したグラフは規準化勾配データ（非処置血液
サンプルの起点速度に対する％）である。Ｘ軸のリガンドは、１：非処置血液、２：ゲル
濾過後の非処置血液、３：１００ nMの Searle化合物５４７０１Ｂでの処置血液、４：ゲル
濾過後の１００ nMの Searle化合物５４７０１Ｂでの処置血液、５：５００ nMの Searle化合
物５７１０１Ｂでの処置血液、６：ゲル濾過後の５００ nMの Searle化合物５７１０１Ｂで
の処置血液。
図７は、トロンビン誘発凝集反応用量対応曲線を示すグラフである。光散乱培地（１０ mM
のＨＥＰＥＳ、１５０ mMのＮａＣｌ、２ mg/mlのＢＳＡ、０ .０５％のＴ ween２０中の０ .
５ umポリスチレン中心体の１％固体懸濁液、全血の光散乱性に擬態する）中の既知濃度の
トロンビンを含有する混合物の１６０μ lアリコットをイソ－ＴＲＡＰおよび微粒子を含
有するプラスチック製クベットに加えた。機械的混合サイクルを１分間行い、光学読みと
りを１秒間に１６の速度で調べた。ミクロ凝集反応を一定の間隔で溶液の光学密度変化の
速度によって測定した。アッセイにおけるトロンビン濃度に対する mV/秒でのトロンビン
誘発凝集反応の勾配として表す。
図８は、Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｐｒｏ（ＧＰＲＰ）ペプチドによるＩＲビードのトロ
ンビン誘発凝集反応の阻害を表す。

本発明によれば、サンプルの特性は、赤外部で光を吸収する粒子とサンプルとを組合せる
と、粒子の凝集速度および／または凝集度合いがそのサンプルの特性によって変わること
から測定される。通常、サンプルの特性は、対象となる成分の存在や量に関連する。他の
状況では、その特性が、ある事象、例えば、凝血に対する効果についてサンプル活性と関
連することもある。アッセイの成分やプロトコールの性質にもよるが、他の試薬が存在し
ていてもよい。凝集が起こるのに十分な時間が経過後、アッセイ混合物に赤外光を照射し
、吸収変化を測定する。得られた値をサンプル中の成分量の定量測定用標準と比較する。
この方法は、順応性があり、サンプル中の成分の存在、サンプルの特性、更には、サンプ
ル中の幾つかの成分の二次 (penultimate)凝集反応に対する複合効果を含む幾つかのパラ
メーターを評価するのに使用できる。しかしながら、本説明では、あくまでも説明の目的
で、サンプルの特性よりもむしろ対象となる成分やその機能的活性について言及する。
本方法ではいかなるサンプルでも使用できる。特に、赤外以外の波長で分光光度測定を干
渉し得る内容物を含有するサンプルの場合に有利である。このサンプルは、あらゆる生理
体液、環境液、加工液、排出液または流入液であり得る。本方法は、生理体液、より具体
的には、全血または血漿で直ちに応用される。本方法を用いることにより、血漿の調製に
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具体的な実施態様の説明



必要な手間は少なくなる。放出されるヘモグロビンや他の金属または非金属ポリフィリン
は赤外部で吸収が低下するので、本方法においてその干渉が低減されるからである。
本方法に使用できる具体的なサンプルには、指摘したように、血液、血漿、脳髄液、唾液
、尿などがあり、さらに具体的には、約３００ nmから約７００ nmの範囲で光を吸収または
放射する干渉物質を含むようなサンプルがある。それ故に、本方法は、特に、赤外光を採
用することによって全血で使用でき、この場合、サンプルから発せられるシグナルは、サ
ンプルの酸素化変化から生じる吸収の変化にはさほど影響されない。
本方法に採用したサンプルは、サンプルの性質にもよるが、前処置することもできる。一
般に、サンプルは、大した操作を行わずとも使用できるが、希釈や、濃縮、抽出、クロマ
トグラフィー、電気泳動などにかけてもよい。サンプル操作は最少であることが望ましい
。本発明では、全血を使用でき、これを約１０倍以下、通常、約５倍以下に希釈し、好ま
しくは約１倍以下、より好ましくは０ .５倍以下に希釈する。血液は、一般に、様々な抗
凝固剤を用いて凝血を防ぐよう処理される。ここで使用できる抗凝固剤には、クエン酸塩
、ヘパリン、トロンビン阻害剤、例えば、ヒルジン、ヒルログ、ｐ -パック、アルガトロ
バンなどがある。便宜上、クエン酸塩が全血サンプル容量に対して少量使用される。一般
に約２５％ v/v以下、普通は約１０％ v/v以下であり、約１％ v/v以下の使用でもよい。し
かしながら、このシステム中の１種以上の成分がクエン酸感受性である場合、ヘパリンま
たは１種以上の直接トロンビン阻害剤を使用するのが適切である。
粒子の凝集を阻害または増強するのに役立つ成分ならどれでも採用できる。よって、対象
となる化合物は、直接的または間接的に、粒子表面の化合物と相互作用して凝集を増強ま
たは阻害するような化合物であることができ、対象となる化合物が直接的または間接的に
凝集を増強または阻害するのに役立つ試薬と反応することを間接的に意図している。間接
反応の場合、酵素阻害剤が考えられる。例えば、トロンビン阻害剤は、トロンビンと反応
して、トロンビンとフィブリノーゲンとの反応を阻害するものである。粒子をフィブリノ
ーゲンで被覆する場合、阻害剤は、粒子上でのトロンビンとフィブリノーゲンの反応度合
いを下げることによって凝集量を下げる。フィブリノーゲンのフィブリンへの変換に最終
的に影響を与える他の血液因子の阻害剤なら、間接法において同様に働くであろう。
このように、対象となる化合物は、一般に約１００～５０００ Dal、より普通には約１０
０～２０００ Dalの低分子であり、例えば、合成薬、殺生物剤、例えば、農薬、除草剤等
、抗生物質、天然リガンドまたは天然化合物のフラグメント、アミノ酸、糖類、脂質、ヌ
クレオシドおよびヌクレオチド、およびそれらのオリゴマー、特にオリゴペプチド、オリ
ゴ糖類またはトリゴヌクレオチドおよびその組合せである。
対象化合物の例には、濫用される薬剤、例えば、テトラヒドロカンナビノール、モルヒネ
、ヘロイン、コカインおよびメタンフェタミン、バルビツール酸塩、精神安定薬および抗
鬱薬、例えば、リブリウム、ジアゼパンおよびトリサイクリック、ジフェニルヒダントイ
ン、免疫抑制剤、例えば、シクロスポリンおよびＦＫ５０６、心血管薬、例えば、ジギト
ニン、ニトログリセリン等、凝血阻害剤、例えば、ワルファリン、ヘパリン、低分子量ヘ
パリン、凝集アクチベーター、例えば、ＴＲＡＰまたはイソ -ＴＲＡＰ、これは、例えば
外科手術中の血小板損失の測定や投与前の血小板パックのスクリーニングに有用である、
鎮痛薬、麻酔薬、抗高血圧薬、例えば、レニン阻害剤、脂質Ａ、毒素、ＲＧＤおよびＫＧ
Ｄベースのペプチドおよびペプチド模擬体などの化合物を含む IIｂ -IIIａアンタゴニスト
、これらの化合物の１サブセット、例えば、 Searle化合物５４７０１、 Searle化合物５７
１０１、ＲｅｏＰｒｏ (Centacor)、インテグリン (Cor)、 Roche Ｒｏ４４０ -３８８８、 Ho
echst Ｓ  １１９７、 Merck Ｌ－７３８ ,１６７、ＴＡＫ  ０２９ (Tap Holdings)、 Boehrin
ger Ingelheim ＢＩＢＵ  ５２ＺＷ、アスピリン感受性の測定や監視、高濃度での例えば
、外科手術中の血小板損失の測定や投与前の血小板バックのスクリーニングに有用なＡＤ
Ｐ、コラーゲン、アラキドン酸、その他がある。
対象の化合物は、分子量が少なくとも約５ｋＤ、より普通には少なくとも１０ｋＤ、一般
には約１ミリオンｋＤ以下、より普通には約６００ ,０００ｋＤ以下の高分子化合物であ
ってもよい。これらの化合物には、様々な天然または合成ポリマーが含まれ、例えば、ポ
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リペプチド、核酸、多糖類、リグニン、ポリ脂質、複合体、例えば、ムコ多糖類、糖タン
パク質、スルホン化多糖類、リポ多糖類などがある。
高分子化合物の例には、インスリン、血液因子、例えば、因子Ｖ、ＶＩ、Ｖ II、Ｖ IIIｃ
、Ｖ IIIｖｗ、ＩＸ、Ｘ、Ｘ、ＸＩおよびＸ II、可溶性組織適合性抗原、例えば、ｓＨＬ
Ａ、β -アミロイド、ＨＩＶ  gp１２０およびｐ４１、ＣＤ３、ＣＤ２８、Ｂ７、グルタミ
ン酸、デヒドロゲナーゼ、組織プラスミノーゲンアクチベーター、コロニー刺激因子：Ｇ
、ＭおよびＧＭ、ペルフォリン、補体タンパク質、細菌および真菌タンパク質、原生生物
タンパク質、ウイルスタンパク質などがある。
最後に、対象の化合物は、１種以上の異なるカテゴリーの化合物の組合せであってもよく
、例えば、ウイルス、ミトコンドリアなどの細胞小器官、原核生物および真核生物、例え
ば、細菌、真菌、原生生物、クラミジア、哺乳動物細胞、たとえば、血小板、癌細胞、例
えば、白血病やリンパ腫などである。対象となるウイルスには、ＨＩＶ、ＨＴＬＶ、パピ
ローマウイルス、ヘルペスウイルス、肝炎ウイルス、アデノウイルス、ライノウイルスな
どがある。
本方法に採用される粒子は、一般に約５０μ以下、より普通には約２５μ以下、普通は少
なくとも約０ .１μ、好ましくは約１～１０μ、より好ましくは約２～８μである。粒子
の組成は、適当な組成でよく、例えば、バイオグラス、合成有機ポリマー、例えば、ポリ
アクリロニトリル、ポリスチレン、ポリカーボネート、ポリアクリレート、ポリメタクリ
レート、炭素ベース、これらの組合せ、またはその類似物、あるいは、それ自身が赤外部
で光を吸収するかまたは赤外線吸収色素で光を吸収できる別の素材である。バイオグラス
ベースや有機ポリマーベースの粒子の場合、赤外線吸収色素を含まない粒子組成物は、対
象の赤外部で広範囲にわたって有意に吸収しないと考えられ、普通、赤外線吸収色素を加
えた粒子と比べ、その領域で、総吸収光の約２５％以下の吸収である。また、粒子組成が
実質的に透過性となる可視領域に多くの領域がある。普通、少なくとも５０重量％、好ま
しくは少なくとも約７５重量％が、指定範囲内のサイズまたは直径である。
特に好ましい実施態様では、採用した粒子は、上記指定サイズ範囲内の多孔性または非多
孔性のいずれかである炭素粒子である。使用できる炭素粒子は、球状または非球状、好ま
しくは球状であり、一般に、赤外線吸収色素を加えなくとも赤外部の広範囲にわたって光
を吸収する。上記の粒子と同様、炭素粒子は様々な方法で修飾でき、そうして様々なシス
テム成分、例えば、タンパク質をその粒子に共有または非共有結合させることが可能であ
る。ここで使用できる炭素粒子は、当分野で知られた方法により調製してもよく、また市
販のもの (Sigma Aldrich Supelco, Bellefonte, PA)を入手してもよい。その他の実施態
様では、粒子は炭素粒子ではない。
ここで使用できる粒子は、様々な方法で修飾できる。粒子は、化学的に活性であるかまた
は粒子表面に官能基を与えることにより化学的に活性化でき、また、粒子の凝集に採用お
よび /または必要とされるならば、実質的に不可逆的に (処理およびアッセイ条件下で )赤
外線吸収色素に結合するのに役立つ化合物、例えばタンパク質で被覆できる。この被覆化
合物は、粒子の凝集に必要とされる結合成分、または他の化合物、普通はタンパク質であ
り得る。粒子表面を対象化合物で被覆するために、粒子自身が化学的反応性の官能基をそ
の表面に持っているかまたは容易に化学的反応性の官能基へと変換できる部位を持つ場合
、それらの化学的反応性部位を介して、共有結合によりその化合物を粒子表面に直接共有
結合させてもよい (例えば、米国特許第５ ,５０３ ,９３３、 Afeyan等、参照 )。化合物を共
有結合させることにより化学的反応性部位を提供する官能性化または官能性化可能なラテ
ックス組成物で粒子表面を被覆することもできる。ラテックス組成物を調製し、粒子表面
をかかる組成物で被覆する方法は、当分野でよく知られている (例えば、米国特許第５ ,３
２４ ,７５２参照 )。あるいは、粒子の性質にもよるが、これらの粒子は、化学的活性基を
持っていないものでもよく、また持たせてもよいが、むしろ能動吸着により化合物を非共
有結合させるものであってもよい。更に、粒子形成条件下、例えば押出成形で安定な赤外
線吸収色素を粒子形成前にポリマーと混合させると、粒子全体にわたって色素の分布した
粒子が形成される。
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結合成分は、粒子凝集用の粒子表面に結合させることができる。粒子凝集は、別の粒子上
での、または培地中の作用物質による、結合成分と同一または異なる成分との相互作用の
結果であり、この作用物質とは、対象化合物、特異的結合対の構成成分、または触媒物質
、例えば酵素などであって、結合成分と相互作用して、通常は反応して結合成分を改変し
、凝集を引き起こすようなものであり得る。特異的結合対は、通常、結合成分および対象
化合物、結合成分に結合する対象化合物と競合する試薬、または対象化合物に結合する試
薬からなる。これらの例には、例えば、（１）抗原と、結合成分としての抗原に結合する
抗体、（２）結合成分としてのＦ abに結合する対象化合物の二量体、および（３）フィブ
リノーゲンおよびトロンビンがある。粒子表面に結合させた結合成分は、採用した対象化
合物やプロトコールによるが、その性質に関して広範囲に変化する。
結合成分は、前述した低分子、またはより高い分子量の分子、更にある場合では、ウイル
スまたは細胞フラグメントまたは無傷ウイルスまたは細胞などの複合体であることができ
る。前記の化合物はいずれも結合成分として働く。凝集用に特異的結合対を採用する１つ
のアッセイグループでは、対象の天然または合成の成分に結合させる目的で、天然受容体
などの特異的受容体、例えば、酵素、レシチン、膜表面タンパク質等、または抗体、血清
またはモノクローナル抗体のいずれかを採用できる。その他のアッセイでは、様々なタン
パク質に結合できる天然の特異的結合対の１構成成分、例えば、フィブリン (アッセイ培
地中でフィブリノーゲンから調製 )を採用してもよい。続いて、フィブリノーゲンと血小
板タンパク質ＧＰ IIｂ /IIIａとの併用について詳細に説明する。その他の実施態様では、
結合成分は、アミノ酸配列ＲＧＤまたはＫＧＤからなる多数の異なるオリゴヌクレオチド
、またはそのペプチド模擬体であり、ＧＰ IIｂ /IIIａ受容体またはフォンビルブラント因
子または特異的受容体分子が結合可能なそのフラグメントへの結合に対する特異性を持つ
ものである。様々なインテグリンが様々な接着性タンパク質と併用でき、逆もまたおなじ
である。抗体をアッセイすることもでき、その場合、粒子に結合させた抗体に結合するエ
ピトープを持つ。このエピトープは、合成有機分子またはオリゴペプチドなどの低分子と
して存在するか、または培地中の１種以上の抗体が抗原の様々なエピトープに結合するよ
うなポリエピトープ性分子であり得る。対象となる成分がモノエピトープ性である場合、
試薬としてモノエピトープ性化合物の二量体またはより高次のものを採用でき、これらの
試薬は架橋の役目を果たすものである。抗イディオタイプ抗体も使用できる。核酸に関係
する場合、対象となる化合物上の異なる部位に結合する粒子に結合させたオリゴヌクレオ
チドを用意すればよい。あるいは、対象の核酸化合物と競合できる試薬として同じ配列の
繰返しを持つ鎖を調製し、粒子を架橋させることもできる。また、前述のように、天然特
異的結合対、例えば、ＣＤ４とｇｐ１２０、Ｐ -セレクチンとＬ -セレクチンおよびそれら
の相関ホーミング受容体、ＣＤ３とＭＨＣ、インテグリン接着受容体とその接着性リガン
ド、成長受容体と成長因子、サイトカインとその細胞表面受容体の組合せを使用してもよ
い。
本発明の更に別の実施態様では、アッセイ前に粒子表面を結合成分で特異的に被覆せずに
、むしろそれに接触させておいた血液サンプル中に存在するフィブリノーゲンを自然に粒
子表面に吸着させて、結合成分を提供することもできる。
吸収色素の使用が望まれるならば、赤外部で吸収する色素を粒子に充填する。ここで使用
できる色素は、好ましくは、８００ nm辺りで吸収能を示すものであり、高い吸収係数を持
ち、および /または広い吸収スペクトルを示す。これらの特性を持つ様々な色素が報告さ
れている。例えば、 Fabian et al., Chem. Rev. 92:1197-1226（ 1992）参照。これらの色
素には、例えば、バクテリオクロリン、バクテリオクロロフィチン、メロポリメチン色素
、ベンゾアニュレン、ビニロガスポリフィリン、ポリメチン色素、シアニンおよびメロシ
アニン、その他がある。特定の色素は、便利さ、有用性、安定性、粒子との融和性などか
ら選択する。対象となる具体的な色素には、フタロシアニン、ナフタロシアニン、金属化
ナフタロシアニン色素および修飾天然バクテロクロリンといった種類の色素がある。ここ
で使用できる具体的な色素の例には、ＩＲ -１３２、ＩＲ -１４０、１ ,１ '-ジエチル -４ ,
４ '-ジカルボシアニンヨージド、１ ,１ '-ジエチル -２ ,２ '-キノトリカルボシアニンヨー
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ジド、バナジル３ ,１０ ,１７ ,２４ -テトラ -tert-ブチル -１ ,８ ,１５ ,２２ -テトラキス (ジ
メチルアミノ )-２９Ｈ ,３１Ｈ -フタロシアニン、ＩＲＡ８００ (Exciton社製 )、 ProJet ８
３０ＮＰ (Zeneca社製 )、２ ,３ -ジシアノ -４ -[４ -(ジメチルアミノ )フェニルイミノ ]-１ ,
４ -ナフトキノン、９ -[４ -(ジメチルアミノ )フェニルエチニル ]-チオキサンテニリウムペ
ルクロレート、２ -[４ -(４ -ジメチルアミノフェニル )-１ ,３ -ブタジエニル ]-４ -フェニル
-１ -ベンゾチオピリウムペルクロレート、２ -[２ -[２ -クロロ -３ -[２ -(１ ,３ -ジヒドロ -
１ ,３ ,３ -トリメチル -２Ｈ -インドル -２ -イリデン )エチリデン ]１ -シクロヘキセン -１ -イ
ル ]エテニル ]-１ ,３ ,３ -トリメチル -３Ｈ -インドリウムペルクロレート、Ｎ -[４ -[５ -(４
-ジメチルアミノフェニル )-３ -フェニル -２ -ペンテン -４ -イン -１ -イリデン ]-２ ,５ -シク
ロヘキサジエン -１ -イリデン ]-Ｎ ,Ｎ -ジメチルアンモニウムペルクロレート、Ｎ ,Ｎ -ジエ
チル -Ｎ -[４ -[１ ,５ ,５ -トリス (４ -ジエチルアミノフェニル )-２ ,４ -ペンタジエニリデン
]-２ ,５ -シクロヘキサジエン -１ -イリデン ]アンモニウムペルクロレート、１ -エチル -４ -
[５ -(１ -エチル -４ (１Ｈ )-キノリニリデン )-１ ,３ -ペンタジエニル ]キノリニウムヨージ
ドおよび１ -エチル -４ -[３ -クロロ -５ -９ ]-エチル -４ (１Ｈ )-キノリニウムヨージドがあ
る。これらの色素は、重合により粒子自身に直接取り込ませたり、粒子表面への直接共有
結合または粒子表面上でのラテックス沈積または能動吸着のいずれかにより、粒子に共有
結合させることができる。あるいは、色素を結合成分と組合せてビーズに連結させ、それ
らが表面から溶脱しないようにすることもできる。ここで使用できる色素は、所望により
、色素の１以上のメチルおよび /またはエチル基を、２０以上の炭素原子を含むアルキル
鎖、多くの場合１００以上の炭素原子を含むアルキル鎖で置換することにより、ラテック
スへの組込みに備えてより疎水性にすることができ、これらの置換基は、色素の赤外線吸
収プロフィールに大した逆影響を及ぼさないと予想されるものである。
本発明のその他の実施態様では、色素は、下式を持つナフタロシアニンであり得る：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式中
Ｍは、Ｓ i、Ａ l、Ｓ n、Ｇ e、ＶおよびＴ iからなる群から選択され；
Ｒ 1ないしＲ 1 2は、水素、１から２０の炭素原子を持つアルキルおよびアルコキシからな
る群から選択され、
ＸおよびＹは、同一かまたは異なり、一方または両方が無いこともあり、ＯＲ、ＯＡｒお
よびＯｓｉ（Ｒ） 3からなる群から選択され、Ｒは、Ｒ 1ないしＲ 2 0の定義を持つ。
好ましくは、ＭがＡｌのとき、Ｙは単独でＭに結合すべきであり、Ｘは無く、Ｒは直接ま
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たはヘテロ原子を介して結合した１から２０の炭素原子を持つアルキルまたはアルコキシ
基である。ＸとＹは、色素の溶解性を向上しつつ芳香族環系の積み重ねを低減する役目を
果たす。Ｒ 1ないしＲ 1 2は、直接または他のヘテロ原子を介して結合でき、全体または一
部だけに存在できる。
色素は、約７５０～９００ nm、特に約７５０～８５０ nmの範囲の光を吸収する。高レベル
の赤血球を含むサンプルの場合、光は約８００ nm±１０ nmであり、これは、酸素ヘモグロ
ビンおよび還元ヘモグロビンの等吸収点である。粒子と共に用いられる色素の量は、対象
光範囲での色素の消光係数、必要なアッセイ感度、粒子サイズ、粒子に対する色素の結合
様式、粒子マトリクスと粒子との融和性などで変わる。普通は１ないし２０重量パーセン
ト、より普通には５ないし１５重量％の範囲である。
既に示唆したように、他の試薬が存在してもよい。特に、モノエピトープ性化合物が対象
の化合物である場合である。モノエピトープ性化合物では、特異的結合対が架橋に関与し
ており、架橋させるには、少なくともかかる成分の二量体またはその模擬類似体が必要で
ある。普通、その試薬は、多くて約５つの架橋エピトープを持つ。このポリエピトープ性
試薬では、対象となる化合物不在下で凝集が起こる。対象化合物の量を増やせば、凝集量
と凝集速度は低下する。あるいは、結合成分および対象化合物と交差反応する多重結合受
容体を使用してもよい。対象化合物は、受容体の結合部位をふさいで架橋を妨げ、再度、
凝集量と凝集速度を低下させる。こうして、モノエピトープ性化合物を検出できる。
天然であろうと合成であろうと、触媒、特に、結合成分を活性化して凝集を引き起こすこ
とができる酵素、例えば、トロンビンおよびフィブリノーゲン、カゼインまたはフィブロ
ネクチンおよびトランスアミダーゼ等を活性化または阻害する化合物をアッセイすること
もできる。
存在してもよい他の試薬には、対象となる化合物を修飾できる物質がある。例えば、特定
の細胞機能を活性化したり、特定の膜表面タンパク質の発現をアップレギュレーションま
たはダウンレギュレーションしたり、粒子上で結合成分に対して対象の化合物と競合した
り、競合物質に関連する偽陽性を回避するため粒子上に存在する結合成分への結合に関し
て対象化合物と競合する物質、例えば対立遺伝子、アイソタイプ等によって結合を遮断し
たりする等の修飾である。この追加試薬は、対象化合物の性質、アッセイプロトコールな
どに応じて選択される。
それぞれの場合で、他の試薬の量は経験的に決められる。対象のモノエピトープ性化合物
と競合させるためにポリエピトープ性試薬を使用するならば、その試薬として、対象の変
動範囲にわたって最高感度を与えるようなものを選択する。これは、化学量論的量より少
なくすることも多くすることもでき、容易に決定できる。試薬の濃度は対象化合物の最低
予想濃度から最高予想濃度まで変わり得る。１または２つの中間点を選択して、これらの
中間点での最大感度を決定してもよい。結果をグラフ化することにより、変動範囲にわた
って最も高感度の結果をもたらす試薬濃度を決定できる。変動範囲の高部よりも低部にお
いて、より高い反応が必要とされる。
本方法を実施する際、サンプル、これは前処理しておいてもよい、を必要な試薬と穏やか
に撹拌しながら合わせる。サンプルの様々な常用調製法を採用できる。サンプルの性質に
よるが、サンプルを空気から保護したり、または空気と接触させてもよい。空気からの保
護は、密閉容器を用いれば実現でき、容器を隔膜で閉鎖し、隔膜を介して針でサンプルを
導入し、受容器から空気を抜くか、または不活性ガスを封入する。所望により、室内の水
分情報を得るために湿度インジケーターを密閉容器内に設けてもよい (例えば、米国特許
第４ ,７９３ ,１８０参照 )。このようなインジケーターも、 Humidial Corp. Colton, CAか
ら市販されている。
適宜、比較的多量または少量のサンプルを採取し、ほんの少しずつアッセイに使用する。
アッセイ容量は、約５μ lから５００μ l、普通は約２５μ lから２５０μ l、好ましくは約
２５μ lから１５０μ lである。
粒子が迅速にサンプル中に分散するような条件下で、サンプルを粒子や他の試薬と合わせ
る。粒子および他の試薬は、乾燥組成物として存在するか、または少量の液体で分散させ
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ることができる。普通、粒子や試薬の容量は、多くてもサンプル容量とほぼ等しく、好ま
しくはサンプル容量の約５０％以下、より好ましくはサンプル容量の約２５％以下である
。
読取りは、有意な凝集の起こっていない値である０値を得るために、時間０か、または適
宜間隔をあけて行う。次いで、経時的に読取りを行う。自動器械を用いて、サンプルと粒
子や他の試薬とを混合し、アッセイ混合物を所望の温度まで加熱し、アッセイ中に必要な
操作を行って、最初の読取りのためにアッセイ混合物を監視することができ、例えば、サ
ンプルが所望温度に達したら適宜、読取りを行い、次いでサンプルについてのアッセイ結
果をサンプルに関連する他の説明情報と共に算出できる。
培地中の粒子濃度は、対象化合物の性質、対象化合物の変動範囲、サンプル培地の性質な
どに従い最適化する。粒子量は経験的に決められる。一般に、凝集培地吸収係数は、サン
プルの吸収係数の少なくとも２倍、好ましくは少なくとも３倍、より好ましくは約４倍で
あるべきであって、１０倍以上であってもよい。赤外部の実質的なバックグラウンドの不
在下では、有効比率はない。
混合時間は、広範囲に変えることができ、普通、少なくとも１秒、多くても約５分であり
、普通は多くても約２分、好ましくは約５秒から１分である。特定の撹拌法は、本発明に
とって重要でなく、凝集形成を妨げることなく混合できればよい。所望ならば、アッセイ
中、穏やかな撹拌状態を維持し、凝集が妨げられないことを保証しながら、粒子および他
の粒状物が均一に分布している状態を確保する。
アッセイ温度は、対象となる化合物の性質に応じて、広範囲に変えることができる。便宜
上、周辺温度を採用するが、制御かつ維持できる高めの温度が好ましい。核酸を含む場合
は、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシー度を高めるために、温度を上げてもよ
い。そのため、温度は、約１５～９０℃で変わり、核酸以外の場合、温度は一般に約２５
～４０℃で変わる。普通、核酸の場合、温度は、一般に約２０～９０℃の範囲であり、よ
り普通には約３０～８５℃の範囲である。
核酸の場合、ストリンジェンシーは、塩、有機溶媒などを用いて実現できる。しかしなが
ら、核酸以外の場合は、普通は添加物があったとしても緩衝液のみであり、緩衝液は、ｐ
Ｈが約５～１０、普通には約６～９の範囲、濃度が約１０～５００ｍＭ、普通には約２５
～２５０ｍＭである。
アッセイ時間は、測定の仕方によって変わる。ゼロ時間が注意深く制御される場合、異な
る時間間隔で１または２種の測定を行い、その時間間隔で絶対赤外線透過を測定するか、
または凝集形成速度を測定できる。あるいは、アッセイ時間経過に合わせて複数の測定を
行い、混合時間から固定時間で始まる勾配を分析してもよい。そのデータは常法で分析で
き、特に、キャリブレーターおよび／またはコントロールに関してデータを操作できるア
ルゴリズムを用いる。ゼロ時間 (混合時間 )から始まる読取り総時間は、約１０秒から５分
、普通には約３０秒から５分、好ましくは約３０秒から２分の範囲である。
普通、その結果をキャリブレーターと比較する。キャリブレーターは、付随して実施され
るか、予め実施しておいたか、または標準曲線として準備され、対象となる化合物の性質
によって変わる。既知量の対象化合物を持つサンプルを準備し、アッセイを実施し、その
結果をチャートにして、サンプルで得られた測定値を標準曲線と並進させることができる
。基本値がサンプル源によって変わるような幾つかの例ではコントロールを用いる。特定
のコントロールはサンプルや対象化合物と関連する。
本発明は、血小板および血小板機能の測定に関して特別に応用できる。血小板接着機能は
、血小板の様々な因子に対する感度において本方法の最高の試験である。第１に、血小板
は、血液の物理的操作により、また血管が静脈穿刺の際に損傷すると誘発される各因子の
放出により、様々な度合いまで活性化させることができる。第２に、採血と試験との間の
時間効果である：血漿を必要とする技術の場合、この時間は必然的にもっと長くなるので
、さらに不都合である。また、赤血球から血漿を分離するのに要する機械的行為は、様々
な度合いまで血小板を活性化し、また多様な細胞再生をもたらすことがある。血小板接着
機能阻害剤の効果を測定する場合、相対的に迅速な速度離脱 (off-rate)の問題がある。阻
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害剤の迅速な速度離脱は、サンプルがアッセイ前に希釈されると、ある場合では、たとえ
希釈がアッセイ中に起こるとしても、阻害剤の効果が過少評価されることになる。また、
血小板凝集、フィブリノーゲン結合、ある場合では、阻害剤結合がカルシウム依存性であ
るため、抗凝固剤の選択は血小板機能レベルを正確に測定するのに重要であり得る。抗 II
ｂ /IIIａ薬の吸収、代謝等における多様性は、薬物動態において大きな差異を導くことも
ある。本方法は、血小板接着機能阻害の効果的レベルおよび／または血小板凝集能の迅速
な測定を可能にする。この情報から、血餅形成阻害を目的とする抗血小板薬の投与時機お
よび頻度を正確に決定できる。
血小板凝集を測定する場合、各個人の血小板の状態が問題となるのであり、自然の状態か
または薬剤の投与がもたらした状態にあるが、サンプルは、事実上、約５０％以下、好ま
しくは約２０％以下に希釈しておいた全血である。
この全血は、望ましくは、実質的に無空気の状態で採血する。便宜上、血液サンプルを入
手および確保するためにヴァキュテーナーを採用する。このヴァキュテーナーは、望まし
くは、少容量のクエン酸ナトリウム溶液 (または他の抗凝固剤 )を容量範囲約０ .０５～０ .
５ mlの約３～５％クエン酸ナトリウムの範囲で含む。血液サンプルは、先端なしの末梢静
脈注入から入手する方がよい。便宜上、針は、少なくとも約２１ゲージである方がよい。
回収用の最初の管は廃棄し、第２の管または複数の管を順次使用する。ヴァキュテーナー
を単にゆっくりと逆さにすることで穏やかに撹拌し、抗凝固剤とサンプルとを確実に混合
させる。各容器中のサンプルは、約１～１０ ml、より普通には約１～８ ml、便宜上、約１
～５ mlの範囲である。サンプルは、過度に長期間貯蔵すべきではなく、一般に、アッセイ
前の一般的な貯蔵期間は、１時間を越えてはいけない。
その後、少量のサンプルを測定用クベットに移す。一般に、その容量は、約２５～５００
μ l、より普通には約７５～２５０μ lの範囲である。便宜上、クベットには、フィブリノ
ーゲンまたはその他の結合化合物で被覆した粒子を入れる。血小板の活性化に役立つ様々
な薬剤を添加して血小板を活性化できる。その薬剤の例としては、イソ -ＴＲＡＰ (米国特
許第５ ,４５５ ,２２８参照 )、ＴＲＡＰ、ＡＤＰ、コラーゲン、トロンビン、リストセチ
ン、アラキドン酸、またはそれらの組合せがある。適切なアクチベーターならどれでも使
用できる。イソ -ＴＲＡＰは、約１ないし５、好ましくは約２μ mol/Ｌの範囲の濃度で使
用できる。ＡＤＰは、ＧＰ IIｂ /IIIａアンタゴニストとして約２０μＭで、またはアスピ
リン、チクロピジン (ticlopidine)および /またはクロプリドゲル (clopridogrel)の監視用
にはもっと低濃度で使用できる。活性化剤は、ビーズ試薬と共に組込み、その中へ血液サ
ンプルを添加する。ビーズとその他の試薬はサンプルを希釈しないために乾燥したもので
よいが、ある場合では、少量の液体が存在していてもよく、望ましくはサンプル容量の約
２５％以下である。
粒子は、便宜上、サイズ範囲約２ないし８ミクロンのポリスチレン粒子であり、常法に従
い、また上記のとおり、能動吸着または共有結合によりフィブリノーゲンで被覆したもの
である。一般に、粒子重量に対するフィブリノーゲン重量は、約１：１０００から１：１
０の範囲である。
ビーズの量は、８００ nmで約４：１以上、一般に８００ nmで多くて約１０：１の凝集培地
吸収係数と全血吸収係数との比率を提供するものである。最適吸収比率は、凝集培地の光
吸収特性とアッセイサンプル中の凝集培地の濃度の両方を設定することにより実現できる
。
抗凝血化した全血、粒子および活性化剤の混合物を穏やかに撹拌して、均一性を確保し、
凝集形成を妨げることなく均一性を維持するように穏やかな撹拌を続ける。培地の温度は
一定温度に保つ。一般に３０秒以下、普通約１０秒以下という短時間の後、サンプルに約
８００ nmで光を照射することにより読取りを開始する。総読取り時間は、一般に約５分以
下、普通は３分以下であり、経時的な勾配変化を測定するために変化速度を測定するとき
、秒当りのデータポイント数は、約０ .０１から１００、より普通には約１から５０の範
囲である。そのため、約０ .０１秒から約１ .５秒、普通は約０ .０２秒から１秒の一定間
隔で読取りを実施できる。その他には、適宜データポイントを採っていってもよく、少な
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くとも１データポイント、より普通には少なくとも２データポイント、頻繁には１分当り
１ポイント以上である。経時的な透過能の変化は、適切な技術で測定し、便宜上、常用の
赤外線用分光光度検出器を採用する。
コントロールとして、凝集阻害剤を含む血液を、ある試薬、便宜上、阻害剤を完全に中和
する抗体またはそのフラグメントで処理する。血小板活性の起点は、患者ごとに、また患
者間で経時的に広範囲に変わり得ることが分かった。
そのため、阻害剤を中和することにより、特定のサンプルについて血小板活性用の起点値
を得ることができる。次いで、これをサンプルで得られた結果との比較に用い、阻害剤存
在下の血小板活性を測定できる。阻害剤として使用できる化合物の例には、強力な IIｂ /I
IIａ機能遮断約である Searle化合物５４７０１Ｂおよび５７１０１Ａがある。抗血清また
はモノクローナル抗体またはその結合フラグメントを使用して阻害剤の作用を遮断するこ
とができ、その結果、阻害されなかったサンプルをコントロールとして使用した。コント
ロールはサンプルと同様に使用され、コントロールにもサンプルで採用したのと同じ条件
を採用して同時に処理してもよい。
採用される阻害剤中和剤の量は、阻害剤の完全な中和をもたらすものであり、過剰量を使
用してもよく、患者への投与量から予想されるように、サンプルを有意に希釈することな
く、普通は約５０％希釈以下、普通は約２５％希釈以下で、普通は多くても阻害剤の最高
濃度の約５倍過剰である。抗血清またはそのフラグメントを用いる場合、高親和性力価を
用いるのがよく、望ましくは、５０％最大結合が、少なくとも約１：１０ ,０００、おそ
らく１：１００ ,０００以上、好ましくは少なくとも約１：２５ ,０００の範囲の力価であ
る方がよい。この技術を用いると、起点速度、またはその他いかなる IIｂ /IIIａ機能試験
起点パラメーターでも確立できる。
代理の血小板コントロールまたはキャリブレーターとして働くフィブリノーゲンなしの対
象粒子は、適切な緩衝培地中でトロンビンおよび /またはＧ ly-Ｐ ro-Ａ rg-Ｐ ro(ＧＰＲＰ
；フィブリン重合のペプチド阻害剤 )と合わせることができる。次いで、これらの試薬を
、サンプルと同様にして、フィブリノーゲンで被覆した粒子と合わせてもよい。所望なら
ば、緩衝培地を粒子凝集に関与しない血液成分、例えば、赤血球、血清アルブミン、免疫
グロブリンまたは他の重要な血液成分などで増やしてもよい。適切な緩衝培地は、１～５
mg/mlタンパク質、例えばＢＳＡを含むＨＥＰＥＳ -塩化ナトリウム緩衝液である。
その他の実施態様では、別のコントロールまたはキャリブレーターを採用してもよい。例
えば、フィブリノーゲン被覆粒子と約０ .５から１０ＮＩＨ単位 /ml、好ましくは約０ .６
ＮＩＨ単位 /mlのヒトトロンビンを上記のような適切な緩衝培地中で合わせることによっ
て、コントロールの起点 (１００％最大アッセイ速度 )レベルを提供しつつ、およそ５０％
レベル (最大アッセイ速度の約５０％ )のコントロールを提供するが、そこではフィブリノ
ーゲン被覆粒子を、上記のような適切な緩衝培地中で約０ .５から１０ＮＩＨ単位 /ml、好
ましくは約０ .６ＮＩＨ単位 /mlのヒトトロンビンおよび約１５から約３０、好ましくは約
２３μ g/mlのＧＰＲＰオリゴヌクレオチド、即ちフィブリン重合のペプチド阻害剤と合わ
せている。好ましくは、１００％レベルのコントロールは、１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ緩衝塩
水、２ mg/mlＢＳＡ、０ .２％トレハロース、０ .４％ツイーン２０、０ .５μ mポリエチレ
ンラテックス０ .９％中、約０ .６ＮＩＨ単位 /mlを含む。
別のコントロールでは、ヒトフィブリンのγ鎖における分子内架橋部位を模擬するために
ペプチド免疫原に対して生み出され、かつフィブリノーゲンと合成フィブリノーゲンベー
スのオリゴヌクレオチドの両方と反応するネズミモノクローナル抗体４Ａ５ (G. Matsueda
, Princeton University)を用いてもよい。具体的には、４Ａ５が２～３μ mポリスチレン
ラテックスの表面に被覆されているとき、その複合体は、添加された４Ａ５被覆ラテック
スの量と凝集速度との間に直接相関が存在するような方法で、フィブリノーゲン被覆ラテ
ックス粒子を凝集させることができる。
別のコントロールでは、ポリスチレンラテックス粒子の表面上に被覆した単離血小板原形
質膜も使用できる。このような膜被覆粒子は、添加された膜被覆粒子の量と凝集速度との
間に直接相関が存在するような方法で、フィブリノーゲン被覆粒子を凝集させることがで
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きる。所望ならば、Ｇ IIｂ /IIIａ阻害剤を様々な濃度で用いてもよい。
上記のコントロールは、対象アッセイとは独立して実施してもよく、また対象アッセイと
共に実施してもよい。コントロールが対象アッセイと共に実施される場合、対象アッセイ
で用いたものとは別の異なる装置で行ってもよく、また対象アッセイで使用したのと同じ
装置で行ってもよいが、ただし、その装置は試験およびコントロールアッセイに使用でき
る少なくとも２つの別個の小室を持つ。
所望ならば、この技術を改変したものをトロンビン活性化および凝集に関連する様々な血
中タンパク質の活性の評価に使用することもできる。これらのタンパク質には、ＦＶ、Ｆ
Ｖ IIIｃ、ＦＩＸおよび前述の他の因子がある。そのため、乾燥物で再生の必要があるか
、または濃縮溶液であって、測定対象の因子以外の凝血に必要な血液因子、およびフィブ
リノーゲン被覆粒子を含有する準備済み混合物に血液サンプルを添加することによって、
凝集速度の変化がサンプル中の対象因子の活性に関連付けられる。次いで、この結果を既
知量の対象因子を持つキャリブレーターと関連させればよい。
サンプルを試薬と合わせた後、所望ならば、室温以上であるが、アッセイを干渉する温度
以下で加熱し、アッセイ結果に望ましくない影響を与えることなく温度を制御できるよう
にする。所望ならば、温度は、少なくとも２５℃、好ましくは３０～４０℃の範囲、より
好ましくは約３７℃がよい。必須ではないが、好ましくはインキュベーションおよび凝集
測定中、サンプルを穏やかに撹拌する。撹拌する場合、金属ビーズを上下に動かしたり、
磁気ビーズをゆっくりした速度で、または穏やかな撹拌に用いた他の手段で振り動かして
もよい。
サンプル容量は、かなり少なくても構わず、普通は約１０μ l以上、より普通には約２５
μ l以上、望ましくは多くて約１ ml、好ましくは多くて約５００μ l、より好ましくは多く
て約２５０μ lである。
便宜上、本発明に使用できる数種または全ての試薬を含むキットを提供できる。このキッ
トには、対象の成分と共に用いる粒子が入っている。更に、コントロールとして役立てる
ために、サンプル中の阻害剤の除去用に中和免疫グロブリンを準備することができる。適
切な結合成分を含む粒子を、測定量またはバルクのいずれかでアッセイに関連する他の試
薬と、所望ならば、対象成分源と混合する場合には、キャリブレーターを用意してもよい
。血小板凝集の場合、トロンビンおよび /またはＧＰＲＰと非被覆粒子との組合せを供給
できる。また、便利なものとして、１～５Ｍ抗凝固剤、例えば、クエン酸ナトリウム、ト
ロンビン阻害剤０．１～１ mlを含むヴァキュテーナーがある。キット用として特に重要な
のは容器であり、アッセイ操作工程を減らすために１種以上の適切な試薬を含む。例えば
、クベットなどの容器の中に、粒子と、適切ならば、他のアッセイ用試薬を入れたものを
提供できる。
本発明のその他の実施態様は、サンプル中に低濃度で存在する対象分子、例えば、心臓ト
ロポニンＩおよびＰ -セレクチンなどの存在を高感度に検出し、かつ、定量測定できるア
ッセイとそれに役立つキットに関する。これらのアッセイでは、標準法を用いて第１粒子
の表面に受容体分子、好ましくは抗体またはその抗原結合フラグメントを結合させること
ができる。この受容体分子はサンプル中に低濃度で存在する対象分子に対するものであり
、その場合、対象分子は好ましくはタンパク質またはペプチドである。対象の分子を受容
体被覆第１粒子の表面に結合させても、第１粒子の赤外部での吸収または放出能力にはさ
ほど影響がない。しかしながら、第２粒子、好ましくは固有の赤外線吸収および /または
放出能力を殆どまたは全く持たない粒子を添付する。この第２粒子は白色ラテックス粒子
などであって、かつ対象分子上の異なる部位に対する受容体分子、好ましくは抗体または
その結合フラグメントで被覆されているものである。この場合、この第２粒子は、第１粒
子に既に結合した、あるいは結合する対象分子へ結合させ、それによって、第１粒子の赤
外線吸収および /または放出特性を変化させるのに有効であり、この赤外線吸収および /ま
たは放出の変化は、経時的に検出および定量できる。サンプルは、第２粒子をサンプルに
添加する前、添加と同時、または添加後に、第１粒子と合わせることができ、その合わせ
る順序は本発明にとって重要ではない。ここで使用できる粒子は、上記のとおりである。
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本発明の更に別の実施態様は、血小板数の基準として対象となるサンプル中の血小板受容
体総数を検出および定量的に計測するためのアッセイおよびアッセイに役立つキットに関
する。具体的には、上記のように粒子を受容体分子、好ましくは、例えばＧＰＩｂ、ＧＰ
IIｂ /IIIａなどの血小板関連タンパク質に対する抗体または抗体フラグメントで被覆し、
対象のサンプルと合わせる。このシステムが経時的に赤外部で吸収する能力の変化は、サ
ンプル中の血小板受容体総数に関する情報を与え、これは血小板数と相関し得る。
下記の実施例は、本発明を例示するために提供するものであって、本発明を限定するもの
ではない。

次の実験で用いるビードは下記のように調製した。

１５ mLポリプロピレン三角管中のＤＩ水８．３６９ mLに０．９６Ｍリン酸ナトリウム０．
２０８ mLをｐＨ７．２で０．０２％アジ化ナトリウムとともに加える。ヒト・フィブリノ
ーゲン（ Enzyme Research Laboratories, South Bend, Indiana;cat # Fib 3から）４２
３μ Lを７．８ mg/mLで加え、緩やかに攪拌する。最後に５．５ミクロンのラテックス・ビ
ード（ Bangs Laboratoriesから、５．５％ＤＶＢおよび５％メタクリル酸を有するポリス
チレン）１ mLを１０％で加え、混合物を室温で保管庫で２時間インキュベートする。次い
で、１５４０ｇで５分間振動回転器で遠心分離する。上澄液をとり、緩衝液Ｃ（１ mg/mL
のＢＳＡおよび０．０２％アジ化ナトリウムを有する１０ mMのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５）
１０ mLを加え、ビードを再懸濁する。混合物を遠心分離し、上記操作を繰り返す。最後の
遠心分離後、上澄液をとり、緩衝液Ａ６．６７ mLを加えて、ビードを再懸濁する。ビード
濃度は通常１．３８×１０ 8ビード /mLである。ビシンコン酸（ＢＣＡ）アッセイ（ Piere,
 Rockford, IL）の修飾法を用いて、ビード上に被覆したフィブリノーゲンの量を測定す
る。ヒト・フィブリノーゲン被覆ブルー・ラテックス・ビードの調製は、６ミクロンのブ
ルー・ラテックス・ビード（ PolySciencesから、カルボキシレート基を持つポリスチレン
）を用いた以外、同様に行う。

ＩＲ－１４０の４５ mgをガラス管中で塩化メチレン９ mLに溶かす。ガラス製ジャー中で２
－プロパノール３８ mLと混合し、緩衝液Ｂ（０．０２％アジ化ナトリウムを有する２０ mM
リン酸ナトリウム、ｐＨ７．５）５３ mLを加える。混合物を Cole Palmer攪拌モデル５０
００２－３０で１５分間、激しく混和し、均等の染料溶液を得る。

ヒト・フィブリノーゲン被覆ラテックス・ビード（１×１０ 9ビード）１ペレットを上記
ＩＲ１４０染料溶液１０ mLに加え、渦状に攪拌する。混合物を室温で保管庫で５分間イン
キュベートし、５０ mLポリプロピレン三角管に移し、緩衝液Ａ５０ mLを加える。１５４０
ｇで５分間遠心し、上澄液を採取した後、上記の染料充填工程の第２回を実施する。遠心
分離と上澄液の採取後、緩衝液Ｂを加え、渦状に攪拌し、７．８ mg/mLヒト・フィブリノ
ーゲン０．２５ mLを加え緩やかに攪拌する。混合物を４５秒間、音波処理する。精製（緩
衝液Ｃの使用と遠心分離）を、ヒト・フィブリノーゲン被覆ラテックス・ビードの場合と
同様に行う。
次の実験において、血小板凝集阻害能を有する化合物である Searle化合物５４７０１Ｂに
ついて主な実施方法を行う。用いた方法は次の通り。
全般的方法
クエン酸処理血液を、専用の微粒子およびトロンビン受容体活性ペプチド（イソ－ＴＲＡ
Ｐ）を含有するカートリッヂに加える。混合物を機械的に混合しながら、ミクロ凝集反応
を光学的に監視する。血小板活性の測定を溶液の光学密度の変化速度で行う。このアッセ
イの結果を血小板に富む血漿（ＰＲＰ）についての光学的血小板凝集計法での結果と比較
する。
方法：
標本の収集と調製：
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実験の部

ヒト・フィブリノーゲン被覆ラテックス・ビード

ＩＲ－１４０染料溶液の調製

ＩＲ－１４０染色ヒト・フィブリノーゲン被覆ラテックス・ビードの調製



ヒトの血液（４０．５ ml）を、６人のタバコを吸わないアスピリン非服用のボランティア
から２１ゲージ針でヴァキュテーナー・システム（ Becton Dickinson, Franklin Lakes, 
NJ）を用いて、クエン酸５．０ ml含有（３．８％）の管に採取した。第１管を捨て、残り
をポリプロピレン容器に集め、室温に保つ。集めた血液５ mlアリコットを１２×７５ mmポ
リプロピレン容器に移し、血液２５０μ lを引き出して捨てた。 Searle化合物５４７０１
Ｂを１０ mMのＨＥＰＥＳ、１５０ mMのＮａＣｌ、ｐＨ７．４で希釈し、５０μ lを各管に
加えて、最終濃度を１０、２５、３５、５０および７５ｎＭとした。１０００ｎＭで最小
凝集サンプルを全てのサンプルについて調製した。最大凝集を判定するためのコントロー
ルのサンプルを、アンタゴニストの代わりに加えたＨＥＰＥＳ /塩類緩衝液２５０μ lでも
って同時に調製した。
阻害剤（２．０ ml）を有する全血のアリコットを取り、迅速血小板機能アッセイ（ＲＰＦ
Ａ）のために別個のポリプロピレン製の管に入れた。管中の血液の残りを１１０×Ｇで１
２分間遠心分離し、血小板に富む血漿（ＰＲＰ）を別個のポリプロピレン製の管に採取し
た。血小板に乏しい血漿（ＰＰＰ）は、血液の別個のアリコットを１５４０×Ｇで１５分
間遠心分離して調製した。血小板機能についてのアッセイを血液採取から１時間以内に始
めた。
図４に示す同様の研究において、連続の３日間６人のドナーを用いた以外、上記と同様に
して血液を採取し、処置した。結果は３日間で得たデータの平均で表す。
血小板凝集計量法：
ＰＲＰ（４００μ l）を、テフロン被覆攪拌棒を含有するシリコン処理クベットにピペッ
トで入れた。クベットを Chromo－ Log model 490 Ｄ光学血小板凝集計量器に入れ、３０秒
間で起点を確定した。２００μ MのＡＤＰ（４４μ l）を最終ＡＤＰ濃度２０μ Mになるよ
うに加えた。凝集を２分間監視し、最大凝集を記録した。
迅速血小板機能アッセイ：
ＲＰＦＡのために上記で調製した阻害剤または緩衝液を有する全血１６０μ lアリコット
を、凍結乾燥イソ－ＴＲＡＰおよび微粒子を含有するプラスチック製のクベットに加えた
。機械的混合サイクルを７０秒間行い、１秒間に１６の速度で光学読みを実施した。ミク
ロ凝集反応の測定を一定の間隔で溶液の光学密度の変化速度で行った。
ＲＰＦＡモニターは、８０５ nmでピーク波長、５０ nmのスペクトルバンド幅および１５ m
Ｗの照射出力を有するＩＲダイオードを用いる。伝導シグナルを、０．６Ａ /Ｗの８０５ n
mに感受を有する高い広幅バンド－光学検出増幅ハイブリッドで検出する。アッセイのカ
ートリッジに全血サンプル１６０μ Lを追加して、モーター可動混合機が７０秒間、２４
０サイクル /分で回転する。この混合期間中に、検出器シグナル出力を１６ Hzの速度で調
べる。混合が完成すると、粗時間ドメインデータが進行し、血小板阻害の測定がなされる
。
結果
図１にみられるように、６μのフィブリノーゲン被覆ブルー・ラテックス・ビードの凝集
反応速度は、約６５０ nmでのＬＥＤ光源を用いたシステムで監視したところ、暗静脈全血
の全面酸素化において、２倍の増加が認められた。一方、５．５μのＩＲ－１４０染色フ
ィブリノーゲン被覆ラテックス・ビードの凝集反応速度は、約８１７ nmでのＬＥＤ光源を
用いたシステムで監視したところ、変化がなかった。
本明細書で引用したすべての公表文献および特許出願は、各々を特定的にあるいは個々に
引用することにより本明細書の一部とするとの同じように、本明細書の一部とする。
上記の発明について、理解をたやすくする目的でかなり詳細に説明および例示を行ってき
たが、当業者が本発明の教示を参考にして、本請求項の精神あるいは範囲から逸脱するこ
となしに、何らかの変更および修飾を行い得ることは明らかである。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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