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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトの血液又は血漿から成るサンプル（１１６）中に存在するビタミンＫ拮抗性抗凝固
剤を測定するための方法であって、前記方法が：
　光の吸収を通して前記抗凝固剤を活性化するために、光源（１１４）からの光を前記サ
ンプル（１１６）に照射するステップ（３０４）であって、前記サンプル（１１６）の活
性化により前記サンプル（１１６）から蛍光放射をもたらすステップと、
　前記サンプル（１１６）からの前記蛍光放射を測定するステップ（３０６）と、
　前記サンプル（１１６）の前記蛍光放射の蛍光寿命（τ１）を判定するステップ（３０
８）と、
　前記蛍光寿命（τ１）での前記蛍光放射の強度（Ａ１）を判定するステップ（３１０）
と、
　前記蛍光寿命（τ１）での前記蛍光放射の強度（Ａ１）の関数として、前記抗凝固剤の
量（ｃ）を判定するステップ（３１２）と、
を具えることを特徴とする方法。
【請求項２】
　さらに、前記サンプル（１１６）の前記蛍光放射の第２の蛍光寿命（τ２）を判定する
ステップ（３０８ｂ）と、
　前記第２の蛍光寿命（τ２）での前記蛍光放射の強度（Ａ２）を判定するステップ（３
１０ｂ）と、
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　前記第２の蛍光寿命（τ２）での前記蛍光放射の強度（Ａ２）の関数として、前記抗凝
固剤の量（ｃ）を判定するステップ（３１２ｂ）と、
を具えることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　さらに、前記サンプル（１１６）の前記蛍光放射の第３の蛍光寿命（τ３）を判定する
ステップ（３０８ｃ）と、
　前記第３の蛍光寿命（τ３）での前記蛍光放射の強度（Ａ３）を判定するステップ（３
１０ｃ）と、
　前記第３の蛍光寿命（τ３）での前記蛍光放射の強度（Ａ３）の関数として、前記抗凝
固剤の量（ｃ）を判定するステップ（３１２ｃ）と、
を具えることを特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記量（ｃ）を判定するステップ（３１２）が、少なくとも１の蛍光寿命（τ１；τ２

；τ３）の強度（Ａ１；Ａ２；Ａ３）と特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する既知の強度値（
Ａｒｅｆ１；Ａｒｅｆ２；Ａｒｅｆ３）とを比較するステップを具えることを特徴とする
請求項１乃至３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記量（ｃ）を判定するステップ（３１２）が、少なくとも１の蛍光寿命（τ１；τ２

；τ３）と特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する既知の蛍光寿命（τｒｅｆ１；τｒｅｆ２；
τｒｅｆ３）とを比較するステップを具えることを特徴とする請求項１乃至４のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記量（ｃ）を判定するステップ（３１２）が、特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する既知
の強度値（Ａｒｅｆ１；Ａｒｅｆ２；Ａｒｅｆ３）に、蛍光寿命（τ１；τ２；τ３）の
少なくとも１の強度（Ａ１；Ａ２；Ａ３）をフィッティングするように回帰分析を使用す
るステップを具えることを特徴とする請求項１乃至５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記量（ｃ）を判定するステップ（３１２）が、少なくとも１の蛍光寿命（τ１；τ２

；τ３）と特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する少なくとも１の既知の蛍光寿命（τｒｅｆ１

；τｒｅｆ２；τｒｅｆ３）との間の相関関係を使用するステップを具えることを特徴と
する請求項１乃至６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記サンプル（１１６）からの蛍光放射を測定するステップ（３０６）が、時間分解蛍
光分光測定を実行するステップを具えることを特徴とする請求項１乃至７のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項９】
　前記ビタミンＫ拮抗性抗凝固剤が、クマリンの合成誘導体であることを特徴とする請求
項１乃至８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ビタミンＫ拮抗性抗凝固剤が、ワルファリンであることを特徴とする請求項１乃至
９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　ヒトの血液又は血漿から成るサンプル（１１６）に存在するビタミンＫ拮抗性抗凝固剤
を測定するための装置であって、前記装置が：
　光の吸収を通して前記抗凝固剤を活性化するために、前記サンプル（１１６）に光を照
射する（３０４）よう構成された光源（１１４）であって、前記サンプル（１１６）の活
性化により前記サンプル（１１６）から蛍光放射をもたらす光源（１１４）と、
　前記サンプル（１１６）からの前記蛍光放射を測定するよう構成された測定手段（１２
０，１２２，１２４）と、
　少なくとも１のプロセッサ（１３０）と、
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を具えており、前記プロセッサ（１３０）が、
　前記サンプル（１１６）の前記蛍光放射の蛍光寿命（τ１）を判定し、
　前記蛍光寿命（τ１）での前記蛍光放射の強度（Ａ１）を判定し、
　前記蛍光寿命（τ１）での前記蛍光放射の強度（Ａ１）の関数として、前記抗凝固剤の
量（ｃ）を判定するよう構成されていることを特徴とする装置。
【請求項１２】
　さらに、前記１のプロセッサ（１３０）が、
　前記サンプル（１１６）の前記蛍光放射の第２の蛍光寿命（τ２）を判定し、
　前記第２の蛍光寿命（τ２）での前記蛍光放射の強度（Ａ２）を判定し、
　前記第２の蛍光寿命（τ２）での前記蛍光放射の強度（Ａ２）の関数として、前記抗凝
固剤の量（ｃ）を判定するよう構成されることを特徴とする請求項１１に記載の装置。
【請求項１３】
　さらに、前記１のプロセッサ（１３０）が、
　前記サンプル（１１６）の前記蛍光放射の第３の蛍光寿命（τ３）を判定し、
　前記第３の蛍光寿命（τ３）での前記蛍光放射の強度（Ａ３）を判定し、
　前記第３の蛍光寿命（τ３）での前記蛍光放射の強度（Ａ３）の関数として、前記抗凝
固剤の量（ｃ）を判定するよう構成されることを特徴とする請求項１２に記載の装置。
【請求項１４】
　さらに、前記プロセッサ（１３０）が、少なくとも１の蛍光寿命（τ１；τ２；τ３）
の強度（Ａ１；Ａ２；Ａ３）と特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する既知の強度値（Ａｒｅｆ

１；Ａｒｅｆ２；Ａｒｅｆ３）とを比較することによって、前記量（ｃ）を判定するよう
構成されることを特徴とする請求項１１乃至１３のいずれか１項に記載の装置。
【請求項１５】
　さらに、前記プロセッサ（１３０）が、少なくとも１の蛍光寿命（τ１；τ２；τ３）
と特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する既知の蛍光寿命（τｒｅｆ１；τｒｅｆ２；τｒｅｆ

３）とを比較することによって、前記量（ｃ）を判定するよう構成されることを特徴とす
る請求項１１乃至１４のいずれか１項に記載の装置。
【請求項１６】
　さらに、前記プロセッサ（１３０）が、特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する既知の強度値
（Ａｒｅｆ１；Ａｒｅｆ２；Ａｒｅｆ３）に、蛍光寿命（τ１；τ２；τ３）の少なくと
も１の強度（Ａ１；Ａ２；Ａ３）をフィッティングするように回帰分析を使用することに
よって、前記量（ｃ）を判定するよう構成されることを特徴とする請求項１１乃至１５の
いずれか１項に記載の装置。
【請求項１７】
　さらに、前記プロセッサ（１３０）が、少なくとも１の蛍光寿命（τ１；τ２；τ３）
と特定の量値（ｃｒｅｆ）に関する少なくとも１の既知の蛍光寿命（τｒｅｆ１；τｒｅ

ｆ２；τｒｅｆ３）との間の相関関係を使用することによって、前記量（ｃ）を判定する
よう構成されることを特徴とする請求項１１乃至１６のいずれか１項に記載の装置。
【請求項１８】
　時間分解蛍光分光測定を実行することによって、前記サンプル（１１６）からの前記蛍
光放射を測定するよう構成されていることを特徴とする請求項１１乃至１７のいずれか１
項に記載の装置。
【請求項１９】
　前記ビタミンＫ拮抗性抗凝固剤が、クマリンの合成誘導体であることを特徴とすること
を特徴とする請求項１１乃至１８のいずれか１項に記載の装置。
【請求項２０】
　前記ビタミンＫ拮抗性抗凝固剤が、ワルファリンであることを特徴とする請求項１１乃
至１９のいずれか１項に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明の分野は、サンプル中のビタミンＫ拮抗性抗凝固剤の存在を測定するための方法
及び装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　今日において、薬理活性の薬剤が、作用部位で治療濃度に達しこれを保持する場合、体
内のみで有効である。溶解度、分配係数、浸透性、タンパク結合といった薬剤学的性質が
、体内での沈着に寄与し、多くの場合、これらの特性は臨床転帰の重要な決定要因である
。また、薬剤の発見における組み合わせ化学の近年の成功は、薬剤学的性質を判断するた
めの迅速且つ資源を節約する方法とした関心を高めている。
【０００３】
　薬剤の活性及びその沈着方法に影響を及ぼすため、血清タンパク質への薬剤の結合は特
に重要である。「遊離薬物」の仮説によれば、非結合の薬剤のみが薬理活性を与え、沈着
は多くの場合薬剤の結合によって変えられる。このため、血清タンパクに関する薬剤の親
和性を知ることが重要である。
【０００４】
　このような薬剤の一例は、クマリンに由来するビタミンＫ拮抗性抗凝固剤であるワルフ
ァリンである。ワルファリンは、心臓発作及び脳卒中といった血栓疾患の治療で広く使用
されている臨床的に重要な薬剤である。この薬剤の作用のメカニズムは、血液の凝固に重
要な酵素ビタミンＫ依存性還元酵素（ＶＫＯＲ）の抑制に基づいている。血漿の中への導
入される場合、９９％のワルファリンが、血漿輸送タンパク質、血清アルブミン（ＨＳＡ
）に結合すると報告されている（Ｙａｃｏｂｉら，Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍｃｏｌ．Ｔｈｅ
ｒ．１９７６，１９，５５２－５５８）。ＨＳＡが多形を呈するという事実により、且つ
治療濃度域が非常に狭いという事実により、薬剤投与の効果の注意深いモニタリングを実
施する必要がある。
【０００５】
　さらに、例えば、食物摂取及び新陳代謝率といった他の因子がワルファリンの抗凝固性
の効果に影響を及ぼすものとされている。現在のところ、ワルファリンによるＶＫＯＲの
抑制が、凝固時間（プロトロンビン時間）を測定する間接的な方法によって測定されてい
る。このような方法の自己モニタリングは問題があるため、例えば患者の血液中のワルフ
ァリンの存在の量又は濃度の判定に関する、理想的には強固且つ高感度な代替的な方法の
開発が望ましい。
【０００６】
　透析、限外ろ過、円偏光二色性、及び外因性蛍光を含むタンパク質結合測定に関する他
の方法が提案されていることに留意されたい。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　上記の観点から、上述の方法及び従来技術の改良を提供するのが本発明の目的である。
特に、患者の中のワルファリンといったビタミンＫ拮抗性抗凝固剤の量を効果的に検出す
るための方法及び装置を提供するのが目的である。
【０００８】
　このため、サンプル中のビタミンＫ拮抗性抗凝固剤を測定するための方法が提供されて
おり、この方法は：光の吸収を通して抗凝固剤を活性化するために、光源からの光をサン
プルに照射するステップであって、サンプルの活性化によりサンプルから蛍光放射をもた
らすステップと；サンプルからの蛍光放射を測定するステップと；サンプルの蛍光放射の
蛍光寿命を判定するステップと；蛍光寿命での蛍光放射の強度の関数として、抗凝固剤の
量を判定するステップと；を具える。
【０００９】
　上記の蛍光寿命及び強度は、第１の蛍光寿命及び第１の強度と称され、このケースでは
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、本方法は：サンプルの蛍光放射のｉ）第２の又はｉｉ）第２及び第３の蛍光寿命を判定
するステップと；各蛍光寿命での蛍光放射の強度を判定するステップと；各蛍光寿命での
蛍光放射の強度の関数として、抗凝固剤の量を判定するステップと；を具える。
【００１０】
　また、ワルファリンの量を判定するステップが、濃度値が量値に関連するため、ワルフ
ァリンの濃度を判定する可能性を具える。したがって、この場合「量」は、濃度値がサン
プルの容量値と組み合わせて量値を用いて判定される限り、「濃度」として解釈され、そ
の逆もまたいえる。
【００１１】
　本発明の別の態様によれば、サンプルに存在するビタミンＫ拮抗性抗凝固剤を測定する
ための装置が提供され、この装置は：光の吸収を通して抗凝固剤を活性化するために、サ
ンプルに光を照射するよう構成された光源であって、サンプルの活性化によりサンプルか
ら蛍光放射をもたらす光源と；サンプルからの蛍光放射を測定するよう構成された測定手
段と；ｉ）サンプルの蛍光放射の蛍光寿命を判定し、ｉｉ）蛍光寿命での蛍光放射の強度
を判定し、ｉｉｉ）蛍光寿命での蛍光放射の強度の関数として、抗凝固剤の量を判定する
よう構成された少なくとも１のプロセッサと；を有する。
【００１２】
　独創的な装置は、独創的な方法に関連して上記又は以下の態様のうちの任意のものを実
行するよう構成された手段を具えており、対応する利点を有する。特に、強度に関連する
第２又は第２及び第３の蛍光寿命が量を見積もるために判定且つ使用される。
【００１３】
　手短に述べると、ワルファリンのクマリン環状構造の蛍光特性により（ｄｅ　Ｍｅｌｏ
ら，Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．１９９４，９８，６０５４－６０５８）、このような薬剤
の時間分解蛍光分光検出を可能にする。
【００１４】
　一連の理論的且つ分光学的研究を用いた近年の研究（Ｋａｒｌｓｓｏｎら，Ｊ．Ｐｈｙ
ｓ．Ｃｈｅｍ．Ｂ　２００７，１１１，１０５２０－１０５２８）は、ワルファリンの複
雑な特性、特にその媒体依存の異性体を強調するが、例えばワルファリンの直接的判定の
ための分光学に基づく方法がなぜ公開されないかを示している。
【００１５】
　ワルファリンの分子環境、異性体分布及び分光学的特性間の関係の解明が、ワルファリ
ン検出及び定量化方法を開発するための原理を予想外に提供し、これは、例えば血漿中で
タンパク質に結合された状態又は自由な状態といった様々な状態のワルファリンの違いを
識別できる。
【００１６】
　示すように、本発明は、血漿中でタンパク質に結合した又は自由なワルファリンの時間
分解蛍光分光検出及び定量化を提供する。さらに詳細には、これは、血液凝固に関するワ
ルファリンの効果の効果的且つ直接的なモニタリングのための新規な代替的方法を促進す
る。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
　ここで、添付の概略図を参照して、例として本発明の実施例を説明することとする。
【００１８】
【図１】図１は、ビタミンＫ拮抗性抗凝固剤を検出するための本発明に係る装置を示す。
【図２】図２は、図１の装置を組み込んだユーザー機器を示す。
【図３】図３は、本発明の一実施例に係る測定及び分析方法のフローチャートを示す。
【図４】図４は、様々な蛍光寿命及び強度値におけるワルファリンの量を示す。
【図５】図５は、ワルファリン療法の下で患者から採取されたサンプルについて測定され
た、様々なワルファリンの量及び強度値における様々な蛍光寿命の分布を示す。
【発明を実施するための形態】
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【００１９】
　図１を参照すると、ビタミンＫ拮抗性抗凝固剤を検出するための装置１０２が、ワルフ
ァリン又は他のクマリン誘導体といった薬剤の存在に関して分析されるサンプル１１６を
含む容器１１８を有する。
【００２０】
　サンプル１１６に励起光のパルスを照射する励起光源１１４が提供されている。光源１
１４は、好適にはパルスレーザであるが、発光ダイオードでもよい。光源駆動及び制御ユ
ニット１１２はレーザ出力供給部を含んでおり、フォトンタイミングユニット１２４にト
リガ信号１１０を発生させるよう構成される。励起光の繰り返し率は、次の励起パルスの
前にサンプル１１６の蛍光が実質的に遅れ得るよう十分に低い。例えば約１ＭＨｚのパル
ス周波数が一般に適切である。パルス励起光の継続時間は、信頼性のある寿命測定を得る
ために蛍光色素分子（すなわち、薬剤）の蛍光寿命よりも顕著に短い。
【００２１】
　典型的な蛍光色素分子は、０．０２乃至２０ｎｓの範囲の蛍光寿命を有しており、光パ
ルスの適切な長さは０．００１ｎｓのオーダーである。パルスの周波数は、試験されるサ
ンプルのために典型的に調整されるパラメータの一例である。さらに、光源１１４及び光
源駆動及び制御ユニット１１２は、例えばサンプル中の蛍光色素分子の量、必要とする結
果の精度等を説明するために、パルスの数及び励起光の強度といった他のパラメータの調
整をし易くする。上記の特性及び駆動及び制御ユニットを備えた、例えば、パルスレーザ
又は発光ダイオードといった光源は、当技術分野で周知であり市販されている。
【００２２】
　照射される蛍光光子を検出する目的を有する光検出器１２０が、サンプル１１６を含む
容器１１８に隣接して配置されている。様々な光学素子がサンプル１１８と検出器１２０
との間に配置されている。例えば、いくつかのレンズを使用して、サンプル１１８から集
められる蛍光の量を最大限にして、検出器１２０に光を集光する。さらに、ダイクロイッ
クミラー及びフィルタを使用して波長の範囲を選択して励起光が検出器１２０に達するの
を防止でき、蛍光色素分子の蛍光スペクトルに対応する波長の範囲を有する光のみを検出
器１２０に到達させる。
【００２３】
　また、光学素子を使用して、蛍光ビームをいくつかのビームに分岐でき、異なる検出器
に向けられる。このようなビーム分岐は、例えば、ビーム分割キューブ又は多重分岐光フ
ァイバを使用することによって、様々な方法で達成し得る。このような素子は、当技術分
野で周知であり、市販されている。
【００２４】
　光検出器１２０は、好適には、フォトン計測光電子増倍管（ＰＭＴ）を具えるが、アバ
ランシェフォトダイオードといった他の検出器を使用できる。検出器１２０からの信号は
、一般に、プリアンプ１２２で増幅される。増幅後、信号は、信号から望ましくないノイ
ズを除去してＰＭＴのフォトンによって発生する電気パルスのみを残す弁別器ユニットを
通過し得る。そして、弁別器ユニットは、フォトンタイミングユニット１２４に結合され
る。
【００２５】
　フォトンタイミングユニット１２４は、高速のアナログデジタル変換器（Ａ／Ｄ変換器
）及びデータ点を記憶するためのメモリを具える。上述のように、励起毎に、励起光パル
スによって生じる２以上のフォトンを、光検出器１２０及びフォトンタイミングユニット
１２４によって記録することが可能である。ＰＭＴによって検出されるフォトンは出力パ
ルスを引き起こし、パルスが集められる毎に（６乃至１０といった）適切な数のデータ点
の時間内のＰＭＴパルスの位置を特定する。
【００２６】
　収集されるデータ点は、フォトンタイミングユニット１２４の中又は代替的に外部のコ
ンピュータ１３０の中に存在するソフトウェアプログラムモジュールとして実現される到



(7) JP 5596124 B2 2014.9.24

10

20

30

40

50

達時間判定モジュール１２６によって分析され、蛍光光子の到達時間を判定する。到達時
間の判定に関する適切なアルゴリズムの例は当技術分野で周知であり、現在市販されてい
る機器で実施される。
【００２７】
　分析モジュール１３２は、到達時間判定モジュール１２６からのフォトン到達時間のデ
ータセットを受信且つ分析するよう構成される。このモジュール１３２は、好適には、コ
ンピュータ１３０で実施されコンピュータ１３０で実行されるソフトウェアプログラムモ
ジュール１３１である。コンピュータ１３０は関連するメモリデバイス（図示せず）を具
えたマイクロプロセッサであるが、従来型のＰＣとすることができる。マイクロプロセッ
サ１３０には、システム１０２の他のユニットに接続された通信手段（図示せず）が設け
られている。
【００２８】
　また、測定制御のためのソフトウェアプログラムモジュール１３３が、マイクロプロセ
ッサ１３０に設けられマイクロプロセッサ１３０で実行される。当業者が理解するように
、ソフトウェアモジュール１２６，１３２及び１３３の組み込み及び実行は、様々な方法
且つ様々なコンピュータ構成で行われる。例えば、測定制御ユニット１３３を、実験室で
の条件に適したＰＣで実行でき、到達時間判定モジュール１２６をフォトンタイミングユ
ニットの中に組み込むことができ、特定の目的のマシンの分析モジュール１３２を特定の
分析に要する高い計算スピードのために設計し得る。
【００２９】
　光検出器１２０、プリアンプ１２２及びフォトンタイミングユニット１２４を、サンプ
ル１１６からの蛍光発光を測定するよう構成するように測定手段として組み合わせること
ができる一方、コンピュータ１３０を下記の方法を実施するソフトウェア命令を実行する
プロセッサとすることができる。
【００３０】
　しかしながら、装置１０２は、好適には、図２に示すように小さな携帯ユニット２０２
に組み込むことができる。このユニット２０２は、取扱説明及び「オン／オフ」、「測定
実施」等の命令を介してデバイスを動作させるためのボタン２０６，２０８の操作のため
のＬＣＤディスプレイ２０４を有する。容器２１０は、サンプルを受容するためにデバイ
ス２０２の正面に設けられており、図１の装置の残りの要素が、携帯用デバイス２０２の
内部に設けられている。好適には、デバイス２０２は、内部バッテリによって電力を供給
されるが、アダプタユニットもまた使用できる。
【００３１】
　下記のように、蛍光寿命の非常に特定な値及び関連する強度値が、ワルファリンが検出
すべき薬剤のケースで判定され、これにより装置１０２の構成要素を最適化できることで
、デバイス２０２で使用する場合により小さくなる。
【００３２】
　図３を参照すると、本装置を実施する方法が説明されており、この方法は、サンプル１
１６に存在するワルファリンといったビタミンＫ拮抗性抗凝固剤を測定するためのステッ
プを実施する。
【００３３】
　この方法は、ソフトウェア命令、すなわち、ここで開示された方法を実行するためのコ
ンピュータプログラムコードとして実施され、Ｊａｖａ（登録商標），Ｃ，及び／又はＣ
＋＋といった高レベルのプログラミング言語又はインタープリタ型言語といった他のプロ
グラミング言語で書かれているが、これらに限定されない。いくつかのモジュール又はル
ーチンをアセンブリ言語又はマイクロコードに書くことができ、性能及び／又はメモリ使
用量を高めることができる。さらに、本方法の機能的ステップのいくつか又は総ての機能
を、別々のハードウェア構成要素、１又はそれ以上のアプリケーションに特有な集積回路
、又はプログラムされたデジタル信号プロセッサ又はマイクロコントローラを用いて実施
できることが明らかである。
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【００３４】
　本方法では、まず、サンプル１１６に、光の抗凝固剤による吸収を通して抗凝固剤を活
性化させる光源１１４から光を照射する３０４。サンプル１１６の活性化によりサンプル
１１６から蛍光放射が生じ、この蛍光放射が測定される３０６。次に、蛍光放射の蛍光寿
命τ１を判定し３０８、その後、蛍光寿命τ１での蛍光放射の強度Ａ１を判定する３１０
。最後に、抗凝固剤の量又は濃度ｃを蛍光寿命τ１での強度Ａ１の関数として判定する３
１２。
【００３５】
　サンプル１１６の蛍光放射の第２の蛍光寿命τ２を判定でき３０８ｂ、これは第１の蛍
光寿命τ１の判定と同時に行われる。第２の蛍光寿命τ２での蛍光放射の強度Ａ２もまた
（第１の強度Ａ１の判定と同時に且つ同じ方法で）判定される３１０ｂ。このケースでは
、抗凝固剤の量ｃを判定する際に、τ１及びＡ１の使用と同じ方法でτ２及びＡ２の値を
用いることによって、量が第２の蛍光寿命τ２での第２の強度Ａ２の関数として判定され
る３１２ｂ。第２の蛍光寿命での強度を考慮することによって、ワルファリンの様々な状
態（例えば、非結合のワルファリン又はタンパク質に結合したワルファリン）が異なる蛍
光寿命を有して現れるため、ワルファリンの量のより「正確な」予測が可能となる。
【００３６】
　同じ目的のために、第３の蛍光寿命τ３及び第３の蛍光寿命τ３での第３の強度Ａ３を
判定でき、同じような方法で使用できる。これは、様々な個人に関して最良の（固有の）
治療濃度域を判定する際にＨＳＡへのワルファリンの結合を考慮する場合に、第２の寿命
τ２及び強度Ａ２とともに特に関連がある。
【００３７】
　いくつかの寿命と強度との関連が、時間分解蛍光分光法測定によって試験の際に示され
、ＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）でのＨＳＡへのワルファリンの結合が調査された。
【００３８】
　これらの試験の際に、３３４ｎｍでの活性化が、３つの明らかに区別できるτ１＜１０
０ｐｓ、τ２＝１－１．５ｎｓ及びτ３＝３－４ｎｓからなる蛍光寿命を具えるワルファ
リン及びＨＳＡの脱プロトン化形式の相互作用に関する情報を出すことが観察された。３
３４ｎｍの活性化に関して、ＨＳＡは活性化しない一方、ワルファリンの脱プロトン化形
式が観察される放射に寄与する。ＰＢＳ中の分離したワルファリンは、非分解の活性化状
態の寿命、すなわちτ１≦１００ｐｓを与えた。これらの試験から、測定される最も短い
蛍光寿命（τ１）が、バルクの溶媒にアクセス可能な溶液中のワルファリンの自由な非結
合部に由来することが分かり、２つの長い寿命（τ２，τ３）がＨＳＡへの結合状態に由
来することが分かった。したがって、いくつかの寿命を使用することで、それぞれの患者
について適切なワルファリンの投与を判断する際の精度が改善されることが分かった。
【００３９】
　量ｃの判定は、少なくとも１の蛍光寿命τ１，τ２，τ３の強度Ａ１，Ａ２，Ａ３と、
特定の（既知の）量ｃｒｅｆに関連する既知の強度値Ａｒｅｆ１，Ａｒｅｆ２，Ａｒｅｆ

３との比較を含む。同じような方法で、ｃの判定が、少なくとも１の蛍光寿命τ１，τ２

，τ３と特定の量ｃｒｅｆに関連する既知の蛍光寿命τｒｅｆ１，τｒｅｆ２，τｒｅｆ

３との比較を含む。
【００４０】
　さらに、このような比較演算を図４のグラフに示しており、ｘ軸はヒトの血液のサンプ
ル中に存在する（ワルファリンの量に関連する）ワルファリンの量を示し、ｙ軸はワルフ
ァリンの量（ｃｒｅｆ）のパーセンテージとして測定された強度値（Ａｒｅｆ１，Ａｒｅ

ｆ２，Ａｒｅｆ３）を示し、すなわち、Ａｒｅｆ１，Ａｒｅｆ２及びＡｒｅｆ３の和が１
００％又は１．００である。各強度（振幅）は、ある程度一定な蛍光寿命（τｒｅｆ１，
τｒｅｆ２，τｒｅｆ３）に関連するため、どのくらいの量のワルファリンがタンパク質
に結合され及び結合されていないかを判定することが可能である。
【００４１】
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　図示するように、図４の強度値及び蛍光寿命は、参照値Ａｒｅｆ１，Ａｒｅｆ２，Ａｒ

ｅｆ３及びτｒｅｆ１，τｒｅｆ２，τｒｅｆ３に対応し、Ａ１，Ａ２，Ａ３及びτ１，
τ２，τ３を知ることによって且つこれらの値を参照値と比較することによって、ワルフ
ァリンの量を図から読み取ることができる。
【００４２】
　比較を改善するために、量ｃの判定が、蛍光寿命τ１，τ２，τ３の少なくとも１の（
好適には全部の）強度値Ａ１，Ａ２，Ａ３を、特性の量値ｃｒｅｆに関連する既知の強度
値Ａｒｅｆ１，Ａｒｅｆ２，Ａｒｅｆ３にフィッティングするための回帰分析の使用を含
む。同じことが蛍光寿命τ１，τ２，τ３に関して適用され、すなわち、量ｃの判定が、
少なくとも１の蛍光寿命τ１，τ２，τ３を、特性の量値ｃｒｅｆに関連する既知の蛍光
寿命τｒｅｆ１，τｒｅｆ２，τｒｅｆ３にフィッティングするための回帰分析の使用を
含む。このような方法での回帰分析の適用は、蛍光寿命τ１，τ２，τ３と既知の蛍光寿
命τｒｅｆ１，τｒｅｆ２，τｒｅｆ３との間の相互関係の使用の一例であり、他の方法
もまた使用できる。
【００４３】
　また、この方法は、蛍光寿命τ１，τ２，τ３での蛍光放射の強度値Ａ１，Ａ２，Ａ３

を判定する際３１０の確率分布の計算を含んでいる。上記の回帰分析を実施するとともに
このような目的のために、公表されているＧＮＵ科学ライブラリーを使用できる。
【００４４】
　図示するように、サンプルからの蛍光放射の測定は、時間分解蛍光分光法による測定を
含む。使用される光源からの光が、実質的に一定の波長を有しており、ワルファリンの活
性化に適した、３０５ｎｍ乃至３５０ｎｍといった又は特に３３４ｎｍといった、より特
定の波長を有する。結果を改善するために、蛍光放射の測定を実行する際にサンプル１１
６を撹拌するが、これは容器が撹拌手段を具えることを意味する。
【００４５】
　図４のグラフを使用して数値的な例を示すために、患者の血液サンプルが、一般に、０
．５１の測定強度値Ａｍを具えた第１の蛍光寿命τ１を示す。このようなケースでは、図
４に示す点線のように、ワルファリンの測定量ｃｍは６．２５μｍである。
【００４６】
　したがって、第１の蛍光寿命の測定強度が、特定のワルファリン量値（図４のｘ軸の値
）に関連する既知の強度値（図４のｙ軸の値）と比較される。（第１の蛍光寿命に関する
）適切な曲線を使用するため、量の判定もまた測定される蛍光寿命と、特定のワルファリ
ン量値に関連する既知の蛍光寿命（すなわち、図４のグラフの曲線のうちの１）との比較
を含む。
【００４７】
　数値例は第１の蛍光寿命を説明しているが、同じものを第２及び第３の蛍光寿命に適用
する。当然ながら、結果を改善するために、例えば変動する測定精度のためにわずかに異
なる量値を示す場合に、測定値Ａ１，Ａ２，Ａ３に重みを付けて結果を改善するための様
々な統計的な方法を使用できる。
【００４８】
　ワルファリンの量から濃度が判定される場合に、ワルファリンの量が、量が判定される
サンプルの容量によって分割される。さらに、ワルファリンの状態（非結合又は結合タイ
プのワルファリン）を分析するために、Ａ１，Ａ２，Ａ３の分布を使用できる。
【００４９】
　また、ワルファリンの量を使用して、血液の凝集時間を判定できる。しかしながら、凝
集時間は、多くの場合、サンプルが採取された患者に関して個別のものであり、ワルファ
リンの凝集時間と量／濃度値とを関連付けるために経験的方法を使用でき、すなわち、様
々なワルファリンの量／濃度を有する血液サンプルのセットについての凝集時間のセット
が判定される。しかしながら、このような関連付けが一度なされると、薬剤が治療濃度域
内にあるかどうかを判断するのにワルファリンの量／濃度値を知ることが十分である。
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【００５０】
実施例
　上記のように、任意のサンプル中の量を判定するために必要なデータ（図４を参照）を
作り出する場合に、リン酸緩衝生理食塩水で緩衝化したヒトの血液に関して図１の装置の
実験的バージョンを使用した。緩衝液を使用したとしても、人間から直接的に採取される
血液に関して同じ結果を得ることに留意されたい。いずれのケースにおいても、実験装置
のバージョンが、図１の装置１０２のような同じ方法で作動する。
【００５１】
　試験装置のバージョンでは、時間分解蛍光分光法による測定が、時間相関単一光子計数
（ＴＣＳＰＣ）システム、ＩＢＨ５０００Ｍ（Ｊｏｂｉｎ　Ｙｖｏｎ　ＩＢＨ　Ｌｔｄ．
，Ｇｌａｓｇｏｗ，ＵＫ）で実施された。振幅Ａｉに関連する蛍光寿命（遅延時間）τｉ

を、３３４ｎｍ（ＰＢＳでのワルファリン－ヒトの血漿の結合試験）及び１．０ＭＨｚの
繰り返し率で励起パルスを発生させる発光ダイオードＮａｎｏＬＥＤ－１７（ＨＯＲＩＢ
Ａ　Ｊｏｂｉｎ　Ｙｖｏｎ　ＩＢＨ）を用いて判定した。３２ｎｍのスペクトル帯域幅セ
ットを具える単一格子単色光分光器（Ｍｏｄｅｌ　５０００Ｍ　ＩＢＨ）を使用した。４
０４８チャンネルでデータを収集し、時間較正は１３．４ｐｓ／チャンネルであった。Ｔ
ＣＳＰＣ条件の下でＩＢＨ　ＴＢＸ－０４光子検出モジュールによって蛍光放射を検出し
、機械応答関数の半値全幅（ｆｗｈｍ）は、一般に、約５６０ｐｓであり、脱イオン水に
溶解するシリカ粒子（Ｌｕｄｏｘ　ＴＭＡ－３４　Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）の懸濁
液で測定された。
【００５２】
　総ての試験は、励起光に対して９０°の角度で主に３９０ｎｍにおいて（ＰＢＳ中のワ
ルファリン－ヒトの血漿の結合試験）動態（ｋｉｎｅｔｉｃｓ）をモニタリングすること
によって実施された。時間分解蛍光データを、実験的な応答関数を具える最小自乗適合ア
ルゴリズム及び再畳み込みに基づいて機能するＩＢＨ　ＤＡＳ６劣化解析ソフトウェアを
用いて分析した。３つの劣化時間は、一般に、満足できる適合結果を得ること、すなわち
ｘ２≦１．２を要した。時間（ｔ）依存からの適合結果を、式（２）に関する振幅（Ａｉ

）及び劣化時間（τｉ）として示した。

【００５３】
　新たに凍結した血漿が取得され、初めにヒトの血液がクエン酸塩の添加物とともに試験
管に採取された。第２のステップで、血漿が、２０分間、室温において３０００乃至３５
００ｇの遠心力によって分離し、最終的に－８０℃で保存された。使用した緩衝液は、ｐ
Ｈ７．３の０．５ＭのＮａ２ＨＰＯ４(Scharlau)／ＫＨ２ＰＯ４(Merck)及び０．１Ｍの
ＮａＣｌからなる（ＰＢＳ）であった。
【００５４】
　蛍光分光測定は、一般に、室温において標準的な石英キュベット（１ｃｍの経路長、３
ｍＬの総容量）を用いて連続的な撹拌の下で実行された。蛍光試験の前に、血清血漿タン
パク質へのワルファリンの結合を調査するために、新たに凍結された血漿を３７℃で解凍
し、一定分量（６００μＬ）をＰＢＳ（総容量２ｍＬ、培養時間１０分）中の薬剤の治療
濃度域（０．１－１４μＭ）内の様々な量のワルファリンとともに表１に示す。
【００５５】
　試験によって得られたデータを、以下の表１に示す。
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【００５６】
　ここで説明される方法及び装置を検証するために、ワルファリンを処方した患者から採
取されたサンプルについてさらなる試験を行っている。このような検証では、（ワルファ
リンの量が既知の）ヒトの血液のスパイクしたサンプルについて振幅及び寿命が測定され
る一連の試験が行われた。そして、これらの測定からの結果を、各蛍光寿命における振幅
に基づいて、ワルファリンを処方した２人の患者の血中のワルファリンの量を判定するた
めに使用した。
【００５７】
　以下の表２では、これらの試験からの結果を与えており、ナノ秒の蛍光寿命（τｉ）が
、（上記の表１のように）血漿中の様々なワルファリンの濃度に関して相対振幅（Ａｉ）
の対応するパーセンテージ値を与える。これらの値は、３つの測定値の平均値±平均値の
標準誤差として与えられる。

【００５８】
　血液サンプルは、ワルファリンで治療される２人の患者（患者番号１及び患者番号２）
から採取された。血液サンプルの検索に関連して、周知のタイプの血液の凝固の測定指標
である、患者それぞれの国際標準化比率（ＩＮＲ）を測定した。ＩＮＲ測定値は、患者番
号１が３．０のＩＮＲ値を有する一方、患者番号２が１．９のＩＮＲ値を有することを示
した。
【００５９】
　図５は、表２の数をグラフで示しており、患者に関する測定結果（垂直な点線）を、ス
パイクされたサンプルの測定値に対して見ることができる。図５に示すように、患者番号
１に関する振幅値は、７μＭのワルファリンの量に対応する一方、患者番号２に関する振
幅値は、約０．２μＭに対応する。図示するように、試験は、ＩＮＲ、すなわち血液の凝
固と血液中のワルファリンの量との間の明らかな相関関係を示す。
【００６０】
　また、結合／非結合の相対量を測定できる一方、同時にトータルの濃度を得ることが結
果から明らかであり、上記のように、最も短い蛍光寿命（τ１）は一般にワルファリンの
非結合部に由来する一方、２つの長い寿命（τ２，τ３）は結合状態に由来することが分
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かる。
【００６１】
　本発明の様々な実施例を説明且つ図示したが、本発明はそれらに限定されず、以下の特
許請求の範囲で既定される本発明の範囲内の他の方法でも実施できる。特に、サンプルを
励起するための他の技術を用いて本発明を実施し得る。例えば、患者の皮膚又は目に照射
し、その後、皮膚／目の薬剤からの蛍光放射を測定する。その次のステップは、サンプル
が血液又は他の体液である場合に使用される方法と同じであるが、示したように、「サン
プル」は必ずしも患者から取り出され又は採取される必要がない。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】
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