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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方を含む試料をイミノジ酢酸基（－
Ｎ（ＣＨ２ＣＯＯＲ）２、Ｒが水素又は金属イオンを示す）を有する化合物と接触させて
、該試料中の第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方を、不活化型に変化
させる工程を含む血液凝固因子の不活化方法。
【請求項２】
前記イミノジ酢酸基のＲが、一価の金属イオンである請求項１に記載の不活化方法。
【請求項３】
前記一価の金属イオンが、ナトリウムイオンである請求項２に記載の不活化方法。
【請求項４】
前記イミノジ酢酸基を有する化合物が、前記イミノジ酢酸基を有する担体である請求項１
～３のいずれかに記載の不活化方法。
【請求項５】
前記イミノジ酢酸基を有する担体が、前記イミノジ酢酸基を有する陽イオン交換樹脂又は
前記イミノジ酢酸基を有する顆粒状アガロースゲルである請求項４に記載の不活化方法。
【請求項６】
前記接触処理は、前記試料に対して、前記担体を５ｗ／ｖ％以上となる割合で行なう請求
項４又は５に記載の不活化方法。
【請求項７】
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前記試料が血漿である請求項１～６のいずれかに記載の不活化方法。
【請求項８】
請求項１～６のいずれかに記載の不活化方法により得られた、不活化型の第Ｖ因子及び不
活化型の第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方を含有する血液凝固因子不活化試料。
【請求項９】
さらに、フォンヴィルブラント（ｖｏｎ ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄｔ）因子を含有する請求
項８に記載の血液凝固因子不活化試料。
【請求項１０】
前記フォンヴィルブラント因子は、リストセチンコファクター活性を有している請求項９
に記載の血液凝固因子不活化試料。
【請求項１１】
請求項１～６のいずれかに記載の不活化方法により得られた、不活化型の第Ｖ因子及び不
活化型の第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方を含有する血漿である請求項８～１０
のいずれかに記載の血液凝固因子不活化試料。
【請求項１２】
検体処理用血漿を用いて、血液検体に含まれる血液凝固因子の活性を測定する方法であっ
て、
血液検体、凝固時間を測定するための測定試薬及び検体処理用血漿を混合して測定用試料
を調製する工程；
前記測定用試料における凝固時間を測定する工程；及び
前記凝固時間に基づいて血液凝固因子の活性を算出する工程；
を含み、
前記検体処理用血漿が、請求項１～６のいずれかに記載の不活化方法により得られた、不
活化型の第Ｖ因子及び不活化型の第ＶＩＩＩ因子を含有する血液凝固因子不活化血漿を含
む血液凝固因子活性の測定方法。
【請求項１３】
前記血液凝固因子不活化血漿が、イミノジ酢酸基（－Ｎ（ＣＨ２ＣＯＯＲ）２、Ｒは水素
又は金属イオンを示す）を有する化合物と血漿を接触させる処理により得られたものであ
る請求項１２に記載の測定方法。
【請求項１４】
前記測定試薬がプロトロンビン時間測定試薬であって、
前記血液凝固因子の活性を算出する工程において、第Ｖ因子の活性を算出する請求項１２
又は１３の測定方法。
【請求項１５】
前記検体処理用血漿は、さらに活性型に変化可能な第ＶＩＩＩ因子を含み、
前記測定試薬がプロトロンビン時間測定試薬であり、
前記血液凝固因子の活性を算出する工程において、第Ｖ因子の活性を算出する請求項１２
又は１３に記載の測定方法。
【請求項１６】
前記検体処理用血漿は、さらに活性型に変化可能な第Ｖ因子を含み、
前記測定試薬が、活性化部分トロンボプラスチン時間測定試薬であり、
前記血液凝固因子の活性を算出する工程において、第Ｖ因子の活性を算出する請求項１２
又は１３に記載の測定方法。
【請求項１７】
前記検体処理用血漿は、さらに活性型に変化可能な第ＶＩＩＩ因子を含み、
前記測定試薬が、活性化部分トロンボプラスチン時間測定試薬であり、
前記血液凝固因子の活性を算出する工程において、第Ｖ因子の活性を算出する請求項１２
又は１３に記載の測定方法。
【請求項１８】
前記血液検体が、血漿である請求項１２～１７のいずれかに記載の測定方法。
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【請求項１９】
請求項１～６のいずれかに記載の不活化方法により得られた、不活化型の第Ｖ因子及び不
活化型の第ＶＩＩＩ因子を含有する血液凝固因子不活化血漿に、活性型変換可能な第Ｖ因
子又は活性型変換可能な第ＶＩＩＩ因子が添加されてなる検体処理用血漿。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血液凝固因子の不活化方法、及び不活化型の血液凝固因子を含有する血液凝
固因子不活化試料に関する。また本発明は、前記血液凝固因子不活化試料を用いた血液凝
固因子活性の測定方法、及び当該測定方法に用いる検体処理用血漿に関する。
【背景技術】
【０００２】
　先天性又は後天性血液凝固異常を検査するために血液凝固検査が行なわれる。ここで、
先天的な凝固異常として有名な血友病は、血液凝固第ＶＩＩＩ因子又は第ＩＸ因子の欠乏
によって起る疾患である。
【０００３】
　血液凝固異常の検査としては、ＡＰＴＴ（活性化部分トロンボプラスチン時間）、ＰＴ
（プロトロンビン時間）、フィブリノゲンの定量などがある。血液凝固異常の原因を明ら
かにするためには、各々の血液凝固因子を測定する必要がある。その方法として、ＡＰＴ
ＴやＰＴに基づいて、血液凝固因子の活性を測定する方法が挙げられる。
【０００４】
　ここで、ＡＰＴＴやＰＴに基づく凝固因子の活性測定は、各凝固因子欠乏血漿に検査し
ようとする血液検体を加えて、凝固時間の延長の有無、程度を測定する方法であることか
ら、血液凝固検査には、検査対象とする凝固因子が欠乏している血漿が必要とされる。
【０００５】
　ＡＰＴＴやＰＴの測定に用いる凝固因子欠乏血漿としては、先天的欠乏症のヒト等のほ
乳動物の血漿、あるいは正常血漿に所定の凝固因子と結合する抗体を用いた免疫吸着法に
より所定の凝固因子を除去した人工的欠乏血漿が用いられている。
【０００６】
　取得容易という点から、人工的欠乏血漿の利用が高まっているが、免疫吸着法による凝
固因子の人為的除去は、使用する抗体の調製が困難であったり、第Ｖ因子又は第ＶＩＩＩ
因子あるいはフォンヴィルブラント因子（ＶＷＦ）が除去されたり、大量の抗体を用いて
長時間の吸着除去処理することが必要であるため、製造コストが高いという問題がある。
【０００７】
　免疫吸着法以外に、特許文献１（特開２００２－９０３６１）に、ヒト血漿と合成ポリ
マーとを混合させて、凝固因子を吸着除去する方法が提案されている。しかし、この方法
では、第Ｖ因子又は第ＶＩＩＩ因子あるいはフォンヴィルブラント因子（ＶＷＦ）が除去
されるという問題がある。
【０００８】
【特許文献１】特開２００２－９０３６１号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、以上のような事情に鑑みてなされたものであり、その目的は、従来の血液凝
固因子を吸着除去する方法とは全く異なる新規な方法、すなわち、試料中の血液凝固因子
の不活化を、短時間で効率よく行なうことができる方法を提供することにある。また、本
発明の目的は、従来の凝固因子欠乏血漿のような血液凝固因子が欠乏している試料とは全
く異なる新規な試料、すなわち、不活化型の血液凝固因子を含有する血液凝固因子不活化
試料を提供することにある。さらに、本発明の血液凝固因子不活化試料を用いた血液凝固
因子の活性測定方法及び当該方法に用いる検体処理用血漿を提供する。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の血液凝固因子の不活化方法は、第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいず
れか一方を含む試料をイミノジ酢酸基（－Ｎ（ＣＨ２ＣＯＯＲ）２、Ｒが水素又は金属イ
オンを示す）を有する化合物と接触させて、該試料中の第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少
なくともいずれか一方を不活化型に変化させる工程を含む。
【００１１】
　前記イミノジ酢酸基のＲは一価の金属イオンであることが好ましく、前記一価の金属イ
オンはナトリウムイオンであることが好ましい。
【００１２】
　前記イミノジ酢酸基を有する化合物は、前記イミノジ酢酸基を有する担体であってもよ
く、この場合、前記イミノジ酢酸基を有する陽イオン交換樹脂又は前記イミノジ酢酸基を
有する顆粒状アガロースゲルであることが好ましい。また、担体を用いる場合の前記接触
処理は、前記試料に対して前記担体を５ｗ／ｖ％以上となる割合で行なうことが好ましい
。
【００１３】
　本発明の不活化方法で用いられる前記試料は、血漿であることが好ましい。
【００１４】
　本発明の血液凝固因子不活化試料は、不活化型の第Ｖ因子及び不活化型の第ＶＩＩＩ因
子の少なくともいずれか一方を含有するものである。
【００１５】
　さらに、フォンヴィルブラント（ｖｏｎ　ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄｔ）因子を含有するこ
とが好ましく、前記フォンヴィルブラント因子は、リストセチンコファクター活性を有し
ていることが好ましい。
【００１６】
　本発明の血液凝固因子活性の測定方法は、不活化型の第Ｖ因子及び不活化型の第ＶＩＩ
Ｉ因子を含有する血液凝固因子不活化血漿を含む検体処理用血漿を用いて、血液検体に含
まれる血液凝固因子の活性を測定する方法であって、血液検体、凝固時間を測定するため
の測定試薬及び検体処理用血漿を混合して測定用試料を調製する工程；当該測定用試料に
おける凝固時間を測定する工程；及び当該凝固時間に基づいて血液凝固因子の活性を算出
する工程を含む。
【００１７】
　前記血液凝固因子不活化血漿は、イミノジ酢酸基（－Ｎ（ＣＨ２ＣＯＯＲ）２、Ｒは水
素又は金属イオンを示す）を有する化合物と血漿を接触させる処理により得られたもので
あることが好ましく、前記血液検体が血漿であることが好ましい。
【００１８】
　本発明の血液凝固因子活性の測定方法の具体的態様としては、
（１）前記測定試薬がプロトロンビン時間測定試薬であって、前記血液凝固因子の活性を
算出する工程において、第Ｖ因子の活性を算出する方法；
（２）前記検体処理用血漿は、さらに活性型に変化可能な第ＶＩＩＩ因子を含み、前記測
定試薬がプロトロンビン時間測定試薬であり、前記血液凝固因子の活性を算出する工程に
おいて、第Ｖ因子の活性を算出する方法；
（３）前記検体処理用血漿は、さらに活性型に変化可能な第Ｖ因子を含み、前記測定試薬
が、活性化部分トロンボプラスチン時間測定試薬であり、前記血液凝固因子の活性を算出
する工程において、第Ｖ因子の活性を算出する方法；
（４）前記検体処理用血漿は、さらに活性型に変化可能な第ＶＩＩＩ因子を含み、前記測
定試薬が活性化部分トロンボプラスチン時間測定試薬であり、前記血液凝固因子の活性を
算出する工程において、第Ｖ因子の活性を算出する方法が挙げられる。
【００１９】
　本発明の検体処理用血漿は、不活化型の第Ｖ因子及び不活化型の第ＶＩＩＩ因子を含有
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する血液凝固因子不活化血漿に、活性型変換可能な凝固第Ｖ因子又は活性型変換可能な凝
固第ＶＩＩＩ因子が添加されてなるものである。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明の血液凝固因子の不活化方法は、試料とイミノジ酢酸基を有する化合物とを接触
させる接触処理により、試料に含まれる第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれ
か一方を不活化型に変化させることができるので、簡便で効率的である。
【００２１】
　また、前記血液凝固因子の不活化方法を利用することで、少なくともＶＷＦに実質的に
影響を与えることなく、第Ｖ因子又は第ＶＩＩＩ因子が不活化型に変化した状態で残存す
る試料を得ることができる。つまり、得られた血液凝固因子不活化試料には、従来の吸着
除去により得られる凝固因子欠乏血漿とは異なり、第ＶＩＩＩ因子及び／又は第Ｖ因子が
不活化型に変化した状態で含まれており、さらに、ＶＷＦについては実質的に影響を受け
ることなく、残存している。
【００２２】
　さらに、このような血液凝固因子不活化試料を、従来の凝固因子欠乏血漿に代えて、血
液凝固因子活性の測定方法に使用することができる。これにより、別途ＶＷＦを添加しな
くても、フォンビルブラント病と血友病Ａを区別して判定することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　〔血液凝固因子の不活化方法〕
　本発明の血液凝固因子の不活化方法は、試料をイミノジ酢酸基（－Ｎ（ＣＨ２ＣＯＯＲ
）２、Ｒが水素又は金属イオンを示す）を有する化合物と接触させて、該試料中の第Ｖ因
子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方を、不活化型に変化させる工程を含む。
【００２４】
　本発明で用いられる試料としては、第Ｖ因子又は第ＶＩＩＩ因子の少なくとも一方を含
有するものであれば特に限定されず、例えば、ヒト等のほ乳動物の血漿、血清、全血など
が挙げられる。さらに、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子－ＶＷＦ複合体等の
血液凝固因子製剤を含む溶液が挙げられる。尚、血液凝固因子製剤には、血液から抽出又
は精製されたものと遺伝子組み換え技術により調製されるものがある。
【００２５】
　本発明で接触処理に用いられる前記イミノジ酢酸基（－Ｎ（ＣＨ２ＣＯＯＲ）２）は、
式中のＲがH又は金属イオンであり、好ましくは金属イオンであり、より好ましくは一価
の金属イオンである。一価の金属イオンとしては、例えば、ナトリウムイオンやカリウム
イオンが挙げられる。
【００２６】
　前記化合物は、前記イミノジ酢酸基を官能基として有するものであれば特に限定されず
、有機化合物であっても無機化合物であってもよい。また、前記化合物には、官能基を導
入する種々の方法により、直接的に又はスペーサーやカップリング剤などを介して間接的
にイミノジ酢酸基が結合している化合物も含まれる。要するに、接触処理に用いた際に第
Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方を不活化することが可能な、イミノ
ジ酢酸基を有する化合物であればよい。このような化合物としては、例えば担体が挙げら
れる。具体的には、陽イオン交換樹脂や顆粒状アガロースゲルなど有機化合物より構成さ
れる担体、磁性ビーズ、シリカ粒子、モノリス型シリカカラムなど無機化合物より構成さ
れる担体が挙げられる。
【００２７】
　イミノジ酢酸基を有する陽イオン交換樹脂とは、水や溶媒に不溶な三次元網状樹脂に、
官能基としてイミノジ酢酸基（－Ｎ（ＣＨ２ＣＯＯＨ）２）を含む陽イオン交換できる樹
脂で、アルカリ金属、アルカリ土類金属、重金属等を選択的に吸着できる樹脂である。
【００２８】



(6) JP 4671823 B2 2011.4.20

10

20

30

40

50

陽イオン交換樹脂は、多孔性球状粒子（ビーズタイプ）でもよいし、微視的空孔を有する
フィルム状（イオン交換膜）であってもよい。陽イオン交換樹脂の基礎となる高分子母体
は、特に限定しないが、一般にスチレン－ジビニルベンゼン共重合体が用いられる。イオ
ン交換膜の場合には、陽イオン交換樹脂の微粉末を造膜性の結合剤（ポリエチレン、ポリ
スチレン、フェノール樹脂などの熱可塑性、熱硬化性樹脂）を用いてコロイド状に分散さ
せた状態で膜状に成型した不均質型；膜状を維持するための高分子（ポリエチレン、ポリ
プロピレン、ポリ塩化ビニル、フッ素樹脂など）と陽イオン交換性基をもつ高分子（ポリ
スチレン誘導体、ポリアクリル酸、ポリエチレンイミン、ポリビニルピリジン誘導体など
）とを混合したり、橋かけさせた半均質型；スチレン－ブタジエン共重合体膜に陽イオン
交換基を導入したものや、陽イオン交換基を含む熱可塑性高分子を成型し成膜したもので
ある均質型のいずれでもよい。要するに、短時間で原料となる試料に含まれる凝固因子に
、活性型変換を不能とするような化学的変化を与え得るように、十分な接触面積が確保さ
れていればよい。
【００２９】
　前記イミノジ酢酸基を有する顆粒状アガロースゲルとは、顆粒状に形成されたアガロー
スゲルであり、官能基としてイミノジ酢酸を有するアガロースゲルである。具体的には、
Amersham Biosciences社製のセファロースやBio Rad社製のバイオゲルなどが挙げられる
。
【００３０】
　試料と上記イミノジ酢酸基を有する化合物とを接触させる接触処理の方法は、特に限定
しないが、例えば、イミノジ酢酸基を有する担体の場合、容器中にイオン交換樹脂と試料
をいれて、所定時間攪拌混合する方法、イオン交換樹脂を充填したカラムに試料を流す方
法などが挙げられる。
【００３１】
　接触処理に使用するイミノジ酢酸基を有する化合物の量は、その種類に応じて適宜設定
される。例えば、イミノジ酢酸基を有する化合物がイミノジ酢酸基を有する担体の場合、
接触処理は、試料（体積）に対して担体（質量）が５ｗ／ｖ％以上となる量で行なうこと
が好ましい。５ｗ／ｖ％未満では、血液凝固因子の不活化型への変化が不十分であったり
、処理に長時間を要する可能性がある。
【００３２】
　さらに、接触処理の時間は、使用するイミノジ酢酸基を有する化合物の種類、量によっ
て適宜設定される。例えば、イミノジ酢酸基を有する化合物がイミノジ酢酸基を有する陽
イオン交換樹脂の場合、試料に対する担体が５ｗ／ｖ％程度であれば２～６時間、１０ｗ
／ｖ％程度であれば１～４時間程度で、接触処理しない場合と比べて、活性を１％以下に
まで不活化することができる。また、イミノジ酢酸基（Ｒがナトリウムイオン）を有する
セファロースでは、試料に対する担体が１０～２０ｗ／ｖ％程度であれば３～４時間で活
性を１％以下にまで不活化することができる。
【００３３】
　以上のような接触処理により、試料に含まれる第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくと
もいずれか一方を、不活化型に変化させることができる。試料として、第Ｖ因子及び第Ｖ
ＩＩＩ因子の双方を含む試料、例えば正常血漿を用いた場合は、第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ
因子の双方が不活化型となる。ここで、不活化型の血液凝固因子とは、活性化型に変化す
ることができない血液凝固因子のことである。
【００３４】
　上記不活化方法における接触処理は、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子に対する影響は互いに
独立的である。従って、この不活化方法を採用することにより、他の因子に影響を与える
ことなく、第Ｖ因子のみ、第ＶＩＩＩ因子のみが不活化型に変化した試料（血液凝固因子
不活化試料）を得ることができる。
【００３５】
　第Ｖ因子とは、分子量３３万の糖タンパクで、Ｘａ因子、プロトロンビン、リン脂質、
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Ｃａ２＋とともにプロトロンビナーゼ複合体を形成し、Ｘａ因子によるプロトロンビンの
活性化を上昇させる補酵素として働く。第Ｖ因子は、トロンビンによりＡｒｇ（７０９番
）、Ａｒｇ（１０１８番）、Ａｒｇ（１５４５番）のＣ末端側が開裂して、活性型Ｖ因子
となる。しかし、上記不活化方法で不活化された第Ｖ因子は、活性型へ変換できない。イ
ミノジ酢酸基を有する化合物との接触処理により、第Ｖ因子がいかなる化学変化を受ける
かは明らかではないが、おそらく、因子の活性型へ変換する部分が化学的又は立体構造的
に変化したため、あるいは活性型へ変換する部分の一部が脱落したため、あるいはその他
の部分の化学的変化若しくは一部脱落のために活性化しようとする部分が変化したためと
考えられる。
【００３６】
　また、第ＶＩＩＩ因子は、分子量３３万の糖タンパクで、ＩＸａ因子、Ｘ因子、リン脂
質、Ｃａ２＋とともにテンナーゼ複合体を形成し、ＩＸａ因子によるＸ因子の活性化を上
昇させる補酵素として働く。トロンビンによりＡｒｇ（３７２番）、Ａｒｇ（７４０番）
、Ａｒｇ（１６８９番）のＣ末端側が開裂して、活性型ＶＩＩＩ因子となる。しかし、上
記不活化方法で不活化された第ＶＩＩＩ因子は、活性型へ変換できない。イミノジ酢酸基
を有する化合物との接触処理により、第ＶＩＩＩ因子がいかなる化学変化を受けるかは明
らかではないが、おそらく、因子の活性型へ変換する部分が化学的又は立体構造的に変化
したため、あるいは活性型へ変換する部分の一部が脱落したため、あるいはその他の部分
の化学的変化若しくは一部脱落のために活性化しようとする部分が変化したためと考えら
れる。しかし、接触処理により、第ＶＩＩＩ因子におけるＶＷＦ結合能には影響を与えな
いと考えられる。試料として、ＶＷＦを含む血漿等を用いて、接触処理を行なった試料（
処理済血漿）では、ＶＷＦが含まれ、そのＶＷＦは第ＶＩＩＩ因子が正常である血液と同
様に、リストセチンコファクター活性（Ｒｃｏ活性）を示すことができるからである。
【００３７】
　このように、本発明の血液凝固因子不活化方法では、試料中に含まれる第Ｖ因子及び第
ＶＩＩＩ因子を活性型に変換できない、所謂不活型に変化させることにより、試料中の第
Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子が活性を示さなくなる。つまり、従来の免疫吸着法による第Ｖ因
子、第ＶＩＩＩ因子の吸着除去とは異なり、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子が変化した状態で
残存し、第Ｖ因子又は第ＶＩＩＩ因子に対する抗体が反応できる形で試料中に存在する。
【００３８】
　〔血液凝固因子不活化試料〕
　本発明の血液凝固因子不活化試料は、上記本発明の不活化方法を利用して得られるもの
で、第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方が不活化型の試料である。
【００３９】
　試料として血漿を用いる場合、第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子の少なくともいずれか一方
が不活化型に変化した血漿を得ることができる。また、試料として正常血漿（第Ｖ因子及
び第ＶＩＩＩ因子を含む血漿）を用いた場合、第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子が不活化した
血液凝固因子不活化血漿を得ることができる。正常血漿を試料として用いた血液凝固因子
不活化血漿は、従来の免疫吸着除去法による第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子の吸着除去とは異
なり、正常血漿中に含まれていた第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子が不活化型に変化した状態
で残存している。さらに、第Ｖ因子又は第ＶＩＩＩ因子に対する抗体が反応できる形で存
在する。さらにまた、この血液凝固因子不活化血漿にはＶＷＦが残存しており、血液凝固
因子不活化血漿中の第ＶＩＩＩ因子はＶＷＦと結合して複合体を形成することが可能であ
り、Ｒｃｏ活性を有している。
【００４０】
　ここで、ＶＷＦとは、血小板膜タンパク質ＧＰＩｂと血管内皮下組織の間に介在して結
合させる接着因子として、止血初期の血小板粘着にかかわる。また、循環血液中では第Ｖ
ＩＩＩ因子と非共有結合による複合体を形成し、第ＶＩＩＩ因子の安定化に寄与する。
【００４１】
　尚、本発明の血液凝固因子不活化試料がＶＷＦを含む場合、第ＶＩＩＩ因子が正常であ
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る血漿と同様に、Ｒｃｏ活性を示すＶＷＦを含んでもよいし、ＶＷＦがＲｃｏ活性を有し
ていなくてもよいし、ＶＷＦが化学的又は立体構造的に変化したものや一部脱落したもの
を含んでいるものも包含する。
【００４２】
　〔血液凝固因子活性の測定方法〕
　本発明の血液凝固因子不活化方法を正常血漿に適用して得られる、第Ｖ因子及び第ＶＩ
ＩＩ因子の双方とも不活化された本発明の血液凝固因子不活化血漿を用いて、血液検体に
含まれる血液凝固因子の活性を測定することができる。
　すなわち、本発明の血液凝固因子活性の測定方法は、不活化型の第Ｖ因子及び不活化型
の第ＶＩＩＩ因子を含有する血液凝固因子不活化血漿を含む検体処理用血漿を用いて、血
液検体に含まれる血液凝固因子の活性を測定する方法であって、血液検体、凝固時間を測
定するための測定試薬及び検体処理用血漿を混合して測定用試料を調製する工程；前記測
定用試料における凝固時間を測定する工程；及び前記凝固時間に基づいて血液凝固因子の
活性を算出する工程を含む。
【００４３】
　前記血液凝固因子の活性は、測定しようとする特定の凝固因子について正常な血液検体
又は血液検体の標準品とを比較することにより算出することができる。正常な血液検体と
しては、例えば、健常人より採取した血液、該血液から調製された血漿などが挙げられる
。また、血液検体の標準品としては、例えば、市販されている標準血液や標準血漿などが
挙げられる。算出された血液凝固因子の活性の有無により、血液検体中の血液凝固因子の
有無を知ることができる。また、血液凝固因子の活性の値により、血液検体中の血液凝固
因子の存在量を知ることができる。さらに血液凝固因子の有無や存在量により、血液検体
中の血液凝固因子の異常の有無を知ることができる。
【００４４】
　前記測定試薬としては、プロトロンビン時間（ＰＴ）を測定するＰＴ測定試薬、又は活
性化部分トロンボプラスチン時間（ＡＰＴＴ）を測定するＡＰＴＴ測定試薬を用いること
ができる。
【００４５】
　前記血液検体としては、全血や血漿を用いることができる。全血と血漿のいずれを用い
るかは、測定で使用する試薬や装置などに応じて適宜選択すればよい。なお、吸光度など
の光学的情報に基づいて凝固時間を測定する場合、血液検体としては血漿を用いることが
望ましい。
【００４６】
　ＰＴとは、血液検体に組織トロンボプラスチンとカルシウムを加えて凝固するまでの時
間で、組織トロンボプラスチンとカルシウムの添加により、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第
Ｘ因子の関与のもと、プロトロンビンがトロンビンとなり、フィブリノーゲンをフィブリ
ンに転化して凝塊が形成される。従って、プロトロンビン、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第
Ｘ因子の欠損又は異常、フィブリノゲンの減少によって凝固時間が延長する。
【００４７】
　ＰＴ測定試薬とは、主成分として、血液凝固誘因のための組織トロンボプラスチン及び
カルシウムイオンを含んでいる試薬である。組織トロンボプラスチンとしては、ウサギ、
ウシ、ヒトなどの脳、胎盤から抽出もしくは精製したもの又は遺伝子組み換え技術により
調製したものが用いられ得る。また、組織トロンボプラスチン及びカルシウムの他、緩衝
液、防腐剤、安定化剤などが添加されていてもよい。
【００４８】
　ＡＰＴＴとは、血液検体に、リン脂質、活性化剤及びカルシウムイオンを添加して凝固
するまでの時間で、第ＶＩＩＩ因子、第Ｖ因子の欠損、異常により凝固時間が延長する。
また、ＰＴの測定結果とあわせて、ＰＴが正常でＡＰＴＴが延長の場合には第ＶＩＩＩ因
子欠損、ＰＴ及びＡＰＴＴの双方が延長の場合には第Ｖ因子欠損と判定することができる
。
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【００４９】
　ＡＰＴＴ測定試薬とは、主成分として、血液凝固誘因のためのリン脂質、活性化剤およ
びカルシウムイオンを含有している。リン脂質の由来としては、合成リン脂質、ウサギ、
ウシなどの脳やヒトの胎盤などから有機溶媒で抽出したものや大豆由来のものを用いるこ
とができる。ＡＰＴＴ試薬における活性化剤とは、第XI因子や第XII因子を活性化するも
のであり、例えばカオリン、セライト、シリカ、エラジン酸を挙げることができる。また
、上記主成分のほかに緩衝剤、防腐剤、安定化剤が添加されていてもよい。
【００５０】
　本発明の測定方法の具体的態様としては、下記ａ）～ｄ）の態様が挙げられる。なお、
ここでは、血液検体として血漿を用いる場合の具体的態様を示す。
　ａ）検体処理用血漿として、不活化型の第Ｖ因子及び不活化型の第ＶＩＩＩ因子を含有
する血液凝固因子不活化血漿（第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化血漿）を使用し、前記測定試薬とし
てＰＴ測定試薬を用いて、第Ｖ因子の活性を測定する。
　具体的には、第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化型血漿と正常血漿を混合し、この混合液に測定用試
薬であるＰＴ測定試薬を添加し、凝固時間を測定する。この混合液において段階的に希釈
した正常血漿を用いて、因子活性と凝固時間の関係を示す検量線を作成する。一方、被検
血漿と前記第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化血漿とを混合してなる混合液（被検血漿含有混合液）に
、ＰＴ測定試薬を添加し、凝固時間を測定する。先に作成した検量線と前記混合液の凝固
時間に基づいて、被検血漿に含まれる第Ｖ因子の活性を算出することができる。
【００５１】
　ｂ）検体処理用血漿として、第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化血漿に、活性型に変化可能な凝固第
ＶＩＩＩ因子を添加してなる検体用処理血漿を使用し、測定試薬としてＰＴ測定試薬を用
いて、第Ｖ因子の活性を測定する。
　第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化血漿に、活性型に変化可能な凝固第ＶＩＩＩ因子を添加してなる
検体処理用血漿は、第Ｖ因子不活化型で、第ＶＩＩＩ因子は活性型に変化可能な血漿であ
る。この検体処理用血漿と被検血漿とを混合してなる混合液（被検血漿含有混合液）に、
ＰＴ測定試薬を添加し、凝固時間を測定する。段階的に希釈した正常血漿を用いて作成し
た検量線及び被検血漿含有混合液の凝固時間に基づいて、被検血漿に含まれる第Ｖ因子の
活性を算出することができる。
【００５２】
　ｃ）検体処理用血漿として、第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化血漿に、活性型に変化可能な凝固第
Ｖ因子を添加してなる検体処理用血漿を使用し、測定試薬としてＡＰＴＴ測定試薬を用い
て、第ＶＩＩＩ因子の活性を測定する。
　すなわち、第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化血漿に、活性型に変化可能な第Ｖ因子を添加してなる
検体処理用血漿は、第ＶＩＩＩ因子が不活化型で、第Ｖ因子は活性型に変化可能な血漿で
ある。この検体処理用血漿と被検血漿とを混合してなる混合液（被検血漿含有混合液）に
、ＡＰＰＴ測定試薬を添加し、凝固時間を測定する。段階的に希釈した正常血漿を用いて
作成した検量線及び被検血漿含有混合液の凝固時間に基づいて、被検血漿に含まれる第Ｖ
因子の活性を算出することができる。
【００５３】
　ｄ）検体処理用血漿として、第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化型血漿に、活性型に変化可能な凝固
第ＶＩＩＩ因子を添加してなる検体処理用血漿を使用し、測定試薬としてＡＰＴＴ測定試
薬を用いて、第Ｖ因子の活性を測定する。
　すなわち、第Ｖ＆ＶＩＩＩ不活化型血漿に、活性型に変化可能な第ＶＩＩＩ因子を添加
してなる検体処理用血漿は、第Ｖ因子が不活型で、第ＶＩＩＩ因子は活性型に変化可能な
血漿である。この検体処理用血漿と被検血漿とを混合してなる混合液（被検血漿含有混合
液）に、ＡＰＰＴ測定試薬を添加し、凝固時間を測定する。段階的に希釈した正常血漿を
用いて作成した検量線及び被検血漿含有混合液の凝固時間に基づいて、被検血漿に含まれ
る第Ｖ因子の活性を算出することができる。
【００５４】
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　以上のような態様の測定方法は、従来から使用されている凝固因子欠乏血漿を用いて血
液凝固因子の活性測定方法に代えて、採用することができる。
　本発明の測定方法で検体処理用血漿として使用する血液凝固因子不活化血漿又は検体処
理用血漿の調製に使用する血液凝固因子不活化血漿においては、上述のように、第Ｖ因子
、第ＶＩＩＩ因子が不活化型となっているが、第ＶＩＩＩ因子におけるＶＷＦ結合部位に
関する実質的影響が少ない、ないしはほとんどないためか、ＶＷＦが残存し、しかもＲｃ
ｏ活性を有している。従って、従来の凝固因子欠乏血漿を用いた活性測定方法と比べて、
以下のような有利な点がある。
【００５５】
　ＶＷＦの質的、量的異常に基づくフォンヴィルブラント病では、第ＶＩＩＩ因子の安定
性が失われ、その血中濃度が低下するため、検査では、出血時間の延長、第ＶＩＩＩ因子
活性、ＶＷＦ量の低下ないし異常、Ｒｃｏ活性の低下及びリストセチンを用いた血小板凝
集能の低下といった症状を示し、第ＶＩＩＩ因子欠損、活性の低下を原因とする血友病Ａ
とは異なるものである。従って、第ＶＩＩＩ因子欠損による血友病の正確な判定のために
は、フォンヴィルブラント因子が活性を失うことなく、血液凝固因子不活化血漿中に存在
し、且つ第ＶＩＩＩ因子のみが欠乏又は活性型への変換不能であるものであることが好ま
しい。この点、免疫吸着除去法で製造された凝固因子欠乏血漿を凝固因子活性測定に用い
られる検体処理用血漿として使用する場合、別途ＶＷＦを添加して測定に使用する必要が
あったのに対し、本発明の検体処理用血漿では、Ｒｃｏ活性を有するままでＶＷＦが残存
しているので、別途ＶＷＦを添加しなくてもよい。
【００５６】
　尚、本発明の活性測定方法に用いられる検体処理用血漿又は検体処理用血漿の調製に使
用する血液凝固因子不活化血漿としては、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子が１００％不活化さ
れたものでなくてもよい。検体処理用血漿中の第V因子又は第ＸＩＩＩ因子の不活化の程
度は、接触処理前の試料に含まれる活性型の因子を１００％としたとき、８０％以上であ
ればよく、好ましくは９５％以上であり、より好ましくは９９％以上である。
【００５７】
　さらに、本発明の活性測定方法に用いられる検体処理剤又は血液凝固因子不活化血漿と
、従来のＰＴ試薬とを組合わせて、ＰＴ測定試薬キットとして使用することができる。ま
た、本発明の活性測定方法に用いられる検体処理剤又は血液凝固因子不活化血漿と、従来
のＡＰＴＴ試薬とを組み合わせ、ＡＰＴＴ時間測定試薬キットとして使用することができ
る。
【実施例】
【００５８】
〔測定方法〕
（１）第Ｖ因子の活性（％）測定
　 測定試料５μｌ及びオーレンベロナール緩衝液４５μｌをキュベットにとり、これに
、第Ｖ因子欠乏血漿（シスメックス社、神戸）を５０μｌ添加混合して、３７℃で１分間
加温した。
【００５９】
この混合物に、プロトロンビン時間測定試薬として、トロンボチェックＰＴ（シスメック
ス社、神戸）１００μｌを添加混合して、凝固時間を血液凝固分析装置コアグレックス８
００（島津製作所、京都）で測定した。
【００６０】
（２）第ＶＩＩＩ因子の活性（％）測定
　測定試料１０μｌ及びオーレンベロナール緩衝液４０μｌをキュベットにとり、これに
、第ＶＩＩＩ因子欠乏血漿（シスメックス社、神戸）５０μｌを添加混合して、３７℃、
１分間加温した。
【００６１】
　この混合物に、活性化部分トロンボプラスチン時間測定試薬として、トロンボチェック
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ＡＰＴＴ－ＳＬＡ（シスメックス社、神戸）５０μｌを混合し、３７℃、３分間加温し、
２０ｍＭのＣａＣｌ２を５０μｌ添加後、凝固時間をコアグレックス８００（島津製作所
、京都）で測定した。
【００６２】
（３）第ＶＩＩＩ因子の検出
　第ＶＩＩＩ因子の存在有無の確認は、Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈａｅ
ｍａｔｏｌｏｇｙ，１９９４,８６，１０６－１１１に記載された方法に従って行った。
ここに記載されている方法では、第ＶＩＩＩ因子に対するポリクローナル抗体を用いたＥ
ＬＩＺＡ法により、測定サンプル中の第ＶＩＩＩ因子を検出する。
【００６３】
（４）ＶＷＦの検出
　測定試料１０μｌをキュベットにとり３７℃で３分加温した後、ＶＷＦ試薬緩衝液（Ｒ
Ｉ）（Ｄａｄｅ－Ｂｅｈｒｉｎｇ社、ドイツ）を２００μｌ添加し、３７℃、５分加温し
た。次いで、ＶＷＦ試薬ラテック液（Ｒ２）（Ｄａｄｅ－Ｂｅｈｒｉｎｇ社、ドイツ）を
１００μｌ添加して得られた混合液の吸光度７００ｎｍをコアグレックス８００（島津製
作所、京都）で測定した。
【００６４】
（５）ＶＷＦのＲｃｏ活性の測定
　 測定試料１００μｌをスライド判定板に採取し、これにＶＷＦリストセチンコファク
ター活性測定用試薬（Ｄａｄｅ－Ｂｅｈｒｉｎｇ社、ドイツ）２００μｌを滴下した。ス
ライド判定板を３分間撹拌し、凝集を認めたときに陽性（活性有り）と判定する。
【００６５】
　ブランクには生理食塩水を用いた。標準品には、ヒト正常血漿ＳＨＰ（Ｄａｄｅ－Ｂｅ
ｈｒｉｎｇ社、ドイツ）を用い、生理食塩水で順次２倍、４倍、８倍、および１６倍に希
釈したときの凝集度合いを目視により観察し、以下の基準に従って判定した。すなわち、
ヒト正常血漿ＳＨＰ原液と同程度の凝集を示したものを「４＋」、ヒト正常血漿ＳＨＰの
２倍希釈液と同程度の凝集を示したものを「３＋」、ヒト正常血漿ＳＨＰの４倍希釈液と
同程度の凝集を示したものを「２＋」、ヒト正常血漿ＳＨＰの８倍希釈液と同程度の凝集
を示したものを「１＋」、ヒト正常血漿ＳＨＰの１６倍希釈液同程度もしくはそれ以下の
凝集を示したものを「－」と判定した。
【００６６】
〔陽イオン交換樹脂の種類と第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子に対する影響〕
　表１に示すような陽イオン交換樹脂を用いた。
【００６７】
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【表１】

【００６８】
　ヒト新鮮血漿１０ｍｌを、表１に示す陽イオン交換樹脂（ビーズタイプ）の１種１ｇ（
１０ｗ／ｖ％）と混合し、室温で２時間撹拌を行い、接触処理済血漿を得た。
【００６９】
　この処理済血漿の第Ｖ因子の活性、第ＶＩＩＩ因子の活性を、上記方法に従って測定し
た。第Ｖ因子の活性、第ＶＩＩＩ因子の活性は、接触処理していない標準品（シスメック
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ス社製のコアグトロールＮ）を測定した場合に得られる凝固時間に基づく活性を１００％
としたときの割合として算出した。測定結果を図１に示す。図中、縦軸は、第ＶＩＩＩ因
子の活性（％）を示す。
【００７０】
　図１から、スルホン酸型陽イオン交換樹脂では、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子いずれも活
性が大部分残っていた。また、カルボン酸型陽イオン交換樹脂では、凝固第Ｖ因子につい
ては１０％程度まで活性を低減させることができたが、凝固第ＶＩＩＩ因子については４
０％程度活性が残っていた。一方、イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂では、第Ｖ因子、第
ＶＩＩＩ因子のいずれに対しても、活性がほとんど消失していた。
【００７１】
　また、イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂との接触処理済血漿については、第ＶＩＩＩ因
子の活性測定、第ＶＩＩ因子の検出、ＶＷＦの検出、Ｒｃｏ活性の測定を行なった。第Ｖ
ＩＩＩ因子の活性は、接触処理していないヒト血漿を測定した場合の凝固時間に基づく活
性を１００％として、各接触処理済血漿の活性を算出した。また、第ＶＩＩＩ因子の検出
及びＶＷＦの検出においては、接触処理していないヒト血漿を測定した場合に得られる各
測定結果を１００％含有の場合として、接触処理済血漿の第Ｖ因子の含有率（％）、ＶＷ
Ｆ含有率（％）を示した。測定結果を表２に示す。
【００７２】



(14) JP 4671823 B2 2011.4.20

10

20

30

40

50

【表２】

【００７３】
　表２から、第ＶＩＩＩ因子活性がほとんど失われているのに対し、第ＶＩＩＩ因子は残
存していた。またＶＷＦも残存し、しかもＲｃｏ活性を示していた。
【００７４】
〔イミノジ酢酸イオン交換型樹脂の濃度と接触時間の関係〕
　ヒト新鮮血漿１００ｍｌと、イミノジ酢酸型イオン交換樹脂（ムロマック　Ａ－１）を
、イオン交換樹脂濃度０ｗ／ｖ％、２．５ｗ／ｖ％、５．０ｗ／ｖ％、７．５ｗ／ｖ％、
１０．０ｗ／ｖ％となるように混合し、処理前、接触処理時間を０．５時間、１．０時間
、１．５時間、２．０時間とした場合の、第ＶＩＩＩ因子の活性、第Ｖ因子の活性を調べ
た。第ＶＩＩＩ因子の活性、第Ｖ因子の活性は、接触処理していない標準品（シスメック
ス社製のコアグトロールＮ）を測定した場合に得られる凝固活性を１００％として算出し
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た。それぞれ測定結果を図２及び図３に示す。図中、縦軸は活性（％）、横軸は接触処理
時間を示す。
【００７５】
　図２及び図３から、５ｗ／ｖ％以上の条件で、３０分以上、好ましくは２時間以上処理
すると、第Ｖ因子及び第ＶＩＩＩ因子のいずれの活性も１％以下にまで低下した。
【００７６】
〔接触処理における第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子の独立性の確認〕
　先天的に第Ｖ因子のみ欠乏した血漿中の第ＶＩＩＩ因子、先天的に第ＶＩＩＩ因子のみ
欠乏の血漿中の第Ｖ因子が、イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂との接触処理により直接的
に不活化されるかどうかを検討した。
【００７７】
　第Ｖ因子欠乏血漿（４例：患者１～４）ならびに第ＶＩＩＩ因子欠乏血漿（４例：患者
１～４）は、ジョージ　キングバイオメディカル（ＵＳＡ）より購入した。
【００７８】
　各血漿サンプル１ｍｌに、イミノジ酢酸型イオン交換樹脂（ムロマック　Ａ－１）を１
０ｗ／ｖ％となるように混合して、２時間攪拌処理した。
【００７９】
　得られた処理済血漿について、第ＶＩＩＩ因子の活性、第Ｖ因子の活性を測定した。第
Ｖ因子の活性、第ＶＩＩＩ因子の活性は、接触処理していない標準品（シスメックス社製
のコアグトロールＮ）の凝固時間を活性１００％の場合として算出した。測定結果をそれ
ぞれ図４及び図５に示す。
【００８０】
　図４から、第Ｖ因子欠乏血漿中の第ＶＩＩＩ因子活性は接触処理１時間で正常レベル（
１００％）から１０％付近まで低下し、以後２時間から４時間で１％未満となった。また
、図５からわかるように、第ＶＩＩＩ因子欠乏血漿中の第Ｖ因子活性は接触処理１時間で
正常レベル（１００％）から１０％付近まで低下し、以後４時間までにはすべての血漿試
料で１％未満となった。
　従って、本発明のイミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂との接触処理による方法では、第Ｖ
因子、第ＶＩＩＩ因子を独立的に不活化型に変化することがわかった。
【００８１】
〔イミノジ酢酸型イオン交換樹脂との接触処理による第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子残存の確
認〕
　純品の第ＶＩＩＩ因子（Ｋｏｇｅｎａｔｅ　ＦＳ：バイエル薬品：２５０Ｕ／ｍｌ）を
生理活性食塩水に溶解させてなる溶液（２５０００％）、及びこの生理活性食塩水溶液を
２０％イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂で４時間、接触処理した溶液（処理済溶液）を、
還元下及び非還元下の条件でＳＤＳ電気泳動にかけた。
【００８２】
　また、ヒト第Ｖ因子（５０μｇ／ｍｌ：Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　Ｉｎｃ．，米国）を生理活性食塩水で溶解させてなる溶液（１５０００％）、及びこ
の第Ｖ因子含有溶液を２０％イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂で４時間処理して得られた
溶液（処理済溶液）を、それぞれ還元下及び非還元下の条件で、ＳＤＳ電気泳動にかけた
。
【００８３】
　ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動（以下、ＳＤＳ―ＰＡＧＥ）はＭＩＮＩ－ＰＲ
ＯＴＥＩＮ　ＩＩ電気泳動装置（日本バイオラッド）を用いて行なった。還元下の条件で
は、試料を１ｗ／ｖ％ＳＤＳ溶液で４倍に希釈した試料溶液を、５ｗ／ｖ％２－メルカプ
トエタノール溶液と共に、５６℃で３０分間処理し、０．１ｗ／ｖ％ＳＤＳを含む７．５
％ポリアクリルアミドゲル上で６０Ｖ、２．５時間展開させた。一方、非還元下の条件で
は、同様に試料を１ｗ／ｖ％ＳＤＳ溶液で４倍に希釈した溶液を、０．１ｗ／ｖ％ＳＤＳ
を含む７．５％ポリアクリルアミドゲル上で同様に６０Ｖ、２．５時間展開させた。緩衝
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液には０．０２ｗ／ｖ％ＳＤＳを含む２５ｍＭトリス－１９２ｍＭグリシン緩衝液（ｐＨ
７．５）を用いた。染色には２Ｄ銀染色試薬ＩＩ（第一化学薬品）を用いた。
【００８４】
　図６（ａ）は非還元下の条件で電気泳動して得られた電気泳動写真であり、図６（ｂ）
は還元下の条件で電気泳動して得られた電気泳動写真である。
　写真において、レーン１は分子量マーカー、レーン２は接触処理前の第ＶＩＩＩ因子（
Ｋｏｇｅｎａｔｅ　ＦＳ）を含む溶液、レーン３及びレーン４は第ＶＩＩＩ因子含有溶液
の処理済溶液、レーン５は接触処理前のヒト第Ｖ因子を含む溶液、レーン６はヒト第Ｖ因
子溶液の処理済溶液である。
【００８５】
　図６（ａ）及び図６（ｂ）の写真中のレーン３、４及び６において、蛋白質のバンドを
確認できた。従って、接触処理によっても、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子が残存しているこ
とが確認できた。
【００８６】
〔イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂処理による第ＶＩＩＩ因子の活性への影響〕
　生理食塩水に、第ＶＩＩＩ因子とＶＷＦ複合体である化血研のＣｏｆａｃｔｏｒ　Ｆ（
１００Ｕ／ｍｌ）を溶解させた第ＶＩＩＩ因子複合体溶液（１００００％、１Ｕ／ｍｌが
１００％に相当）を、イミノジ酢酸型イオン交換樹脂２０％と４時間接触させた。処理済
溶液について、第ＶＩＩＩ因子の活性測定、第ＶＩＩＩ因子の検出、ＶＷＦの検出、Ｒｃ
ｏ活性の測定を、上記測定方法に従って行なった。
【００８７】
　一方、ヒトの正常血漿について、同様の処理を行ない、処理済血漿について第ＶＩＩＩ
因子の活性測定、第ＶＩＩＩ因子の検出、ＶＷＦの検出、Ｒｃｏ活性の測定を行なった。
これらの結果を併せて表３に示す。
【００８８】
　ここで、第ＶＩＩＩ因子複合体溶液の第ＶＩＩＩ因子活性は、接触処理していない第Ｖ
ＩＩＩ因子複合体溶液を測定した場合に得られる凝固活性を１００％として、接触処理し
た第ＶＩＩＩ因子複合体溶液中の第ＶＩＩＩ因子の活性（％）を算出し、その活性値が１
％以上の場合は「＋」、１％未満の場合は「－」と判定した。ヒト正常血漿の第ＶＩＩＩ
因子活性は、接触処理していないヒト正常血漿を測定した場合に得られる凝固活性を１０
０％として、接触処理したヒト正常血漿中の第ＶＩＩＩ因子の活性（％）を算出し、その
活性値が１％以上の場合は「＋」、１％未満の場合は「－」と判定した。また、第ＶＩＩ
Ｉ因子複合体溶液の第ＶＩＩＩ因子及びＶＷＦは、接触処理していない第ＶＩＩＩ因子複
合体溶液を測定した場合に得られる各測定結果を１００％として、接触処理した第ＶＩＩ
Ｉ因子複合体溶液の第ＶＩＩＩ因子含有率（％）及びＶＷＦ含有率（％）を算出し、それ
らの値が７０％以上の場合は「＋」、７０％未満の場合は「－」と判定した。ヒト正常血
漿の第ＶＩＩＩ因子及びＶＷＦは、接触処理していないヒト正常血漿を測定した場合に得
られる各測定結果を１００％として、接触処理したヒト正常血漿の第ＶＩＩＩ因子含有率
（％）及びＶＷＦ含有率（％）を算出し、それらの値が７０％以上の場合は「＋」、７０
％未満の場合は「－」と判定した。
【００８９】
【表３】

【００９０】
　表３から、第ＶＩＩＩ因子活性は失われているが、第ＶＩＩＩ因子が残存していること
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がわかる。また、ＶＷＦについては残存しており、そのＶＷＦがＲｃｏ活性を有している
ことがわかった。つまり、第ＶＩＩＩ因子とＶＷＦの複合体に対する影響は、正常ヒト血
漿による影響と同様の挙動を示すことを確認できた。
【００９１】
〔イヌの血友病モデル〕
　血液試料として、健常のビーグル犬より採血した血漿を用いた。
　このイヌ正常血漿を、イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂（ムロマック　Ａ－１）（２０
ｗ／ｖ％）と４．５時間接触処理させた。
【００９２】
　得られた処理済血漿の第ＶＩＩＩ因子活性（ＦＶＩＩＩ因子：Ｃ）、及び第Ｖ因子活性
（ＦＶ因子：Ｃ）を上記測定方法で測定した。接触処理していない標準品(シスメックス
社製のコアグトロールＮ）を測定した場合に得られる凝固活性を１００％として、各測定
サンプル中の第ＶＩＩＩ因子の活性（％）又は第Ｖ因子の活性（％）を算出した。正常血
漿（原料血漿）の結果を図７、処理済血漿の結果を図８に示す。各図の縦軸は各血液凝固
因子の活性（％）を示す。
【００９３】
　正常イヌ血漿の第ＶＩＩＩ因子活性は５６０％、第Ｖ因子活性は８７６％を示し、その
活性はヒトの場合と比較して、それぞれ約６倍および約９倍高かった。しかしながら、処
理済血漿では、第ＶＩＩＩ因子活性５．７％、第Ｖ因子活性１５．９％まで低下した。
　以上のことから、ヒトの血漿に限らず、イヌの血漿においても、接触処理によって第Ｖ
ＩＩＩ因子や第Ｖ因子が不活化型に変化することがわかった。
【００９４】
〔イミノジ酢酸基を有するセファロースを用いた接触処理〕
　生理食塩水に、第ＶＩＩＩ因子とＶＷＦの複合体である化血研のＣｏnｆａｃｔ　Ｆ（
財団法人化学及血清治療研究所：１００Ｕ／ｍｌ）を溶解させた第ＶＩＩＩ因子複合体溶
液（１００００％、１Ｕ／ｍｌが１００％に相当）を、イミノジ酢酸基を有するセファロ
ース２０％（ｗ／ｖ）と４時間接触処理させた。この接触処理により得られた溶液につい
て、第ＶＩＩＩ因子の活性測定、第ＶＩＩＩ因子の検出、ＶＷＦの検出及びＲｃｏ活性の
測定を、前記測定方法に従って行なった。一方、ヒトの正常血漿について、同様の接触処
理を行ない、得られた血漿について第ＶＩＩＩ因子の活性測定、第ＶＩＩＩ因子の検出、
ＶＷＦの検出及びＲｃｏ活性の測定を行なった。
【００９５】
　第ＶＩＩＩ因子複合体溶液の第ＶＩＩＩ因子活性は、接触処理していない第ＶＩＩＩ因
子複合体溶液を測定した場合に得られる凝固活性を１００％として、接触処理した第ＶＩ
ＩＩ因子複合体溶液中の第ＶＩＩＩ因子の活性（％）を算出し、その活性値が１％以上の
場合は「＋」、１％未満の場合は「－」と判定した。ヒト正常血漿の第ＶＩＩＩ因子活性
は、接触処理していないヒト正常血漿を測定した場合に得られる凝固活性を１００％とし
て、接触処理したヒト正常血漿中の第ＶＩＩＩ因子の活性（％）を算出し、その活性値が
１％以上の場合は「＋」、１％未満の場合は「－」と判定した。また、第ＶＩＩＩ因子複
合体溶液の第ＶＩＩＩ因子及びＶＷＦの検出は、接触処理していない第ＶＩＩＩ因子複合
体溶液を測定した場合に得られる各測定結果を１００％として、接触処理した第ＶＩＩＩ
因子複合体溶液の第ＶＩＩＩ因子含有率（％）及びＶＷＦ含有率（％）を算出し、それら
の値が７０％以上の場合は「＋」、７０％未満の場合は「－」と判定した。ヒト正常血漿
の第ＶＩＩＩ因子及びＶＷＦの検出は、接触処理していないヒト正常血漿を測定した場合
に得られる各測定結果を１００％として、接触処理したヒト正常血漿の第ＶＩＩＩ因子含
有率（％）及びＶＷＦ含有率（％）を算出し、それらの値が７０％以上の場合は「＋」、
７０％未満の場合は「－」と判定した。測定結果を表４に示す。
【００９６】
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【表４】

【００９７】
　表４から、イミノジ酢酸基を有するセファロースを用いた接触処理により得られた第Ｖ
ＩＩＩ因子複合体溶液及びヒト正常血漿においても、第ＶＩＩＩ因子活性は失われている
が、第ＶＩＩＩ因子が残存していることがわかった。また、ＶＷＦについては残存してお
り、それらＶＷＦがＲｃｏ活性を有していることがわかった。つまり、第ＶＩＩＩ因子と
ＶＷＦの複合体に対する接触処理の影響は、ヒト正常血漿に対する影響と同様の挙動を示
すことを確認できた。
【００９８】
〔イミノジ酢酸基を有するセファロースを用いた接触処理：接触処理時間と活性の変化〕
　イミノジ酢酸基を有する化合物として、イミノジ酢酸基を有するセファロースであるCh
elating Sepharose Fast Flow（Amersham Biosciences社）を水酸化ナトリウム溶液で前
処理したものを用いて、ヒト正常血漿を接触処理した。
　水酸化ナトリウム水溶液の前処理により、セファロースが有するイミノジ酢酸基（－N
（ＣＨ２ＣＯＯＲ）２）のＲがＨからナトリウムイオンに変わる。
【００９９】
　接触処理は、ヒト正常血漿１００ｍｌと、イミノジ酢酸基を有するセファロースを、セ
ファロースの濃度が０ｗ／ｖ％、５．０ｗ／ｖ％、１０．０ｗ／ｖ％、２０．０ｗ／ｖ％
となるように混合して行った。そして、接触処理前及び各処理時間（接触処理の時間が１
．０、２．０、４．０時間）における、第ＶＩＩＩ因子の活性及び第Ｖ因子の活性を前記
測定方法に従って測定した。接触処理していない標準品（シスメックス社製のコアグトロ
ールＮ）を測定した場合に得られる凝固活性を１００％として、各測定サンプル中の第Ｖ
ＩＩＩ因子の活性（％）又は第Ｖ因子の活性（％）を算出した。
【０１００】
　第ＶＩＩＩ因子の活性の測定結果を図９に示し、第Ｖ因子の活性の測定結果を図１０に
示す。なお、図中、縦軸は、第ＶＩＩＩ因子又は第Ｖ因子の活性（％）を示し、横軸は接
触処理した時間を示す。
【０１０１】
　図９において、第ＶＩＩＩ因子活性は接触処理１時間で１０％付近まで低下し、以後２
時間から４時間で１～５％までに低下した。また、図１０において、第ＶＩＩＩ因子欠乏
血漿中の第Ｖ因子活性は接触処理１時間で２０～６０％付近まで低下し、以後４時間まで
にはセファロースの濃度が５．０ｗ／ｖ％の場合には２０％にまで低下し、１０．０ｗ／
ｖ％及び２０．０ｗ／ｖ％の場合には１％未満にまで低下した。これにより、イミノジ酢
酸基を有するセファロースとの接触処理により、血漿中の第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子の活
性が低下することがわかった。
【０１０２】
　次に、水酸化ナトリウム溶液による前処理を行なわずに、すなわちイミノジ酢酸基のＲ
がＨの場合のセファロースを用いて、上記と同様に接触処理し、第ＶＩＩＩ因子の活性及
び第Ｖ因子の活性を測定した。前処理したイミノジ酢酸基を有するセファロースを用いて
接触処理した場合に得られる測定結果と、前処理していないイミノジ酢酸基を有するセフ
ァロースを用いて接触処理した場合に得られる測定結果とを比較すると、第Ｖ因子及び第
ＶＩＩＩ因子のいずれの活性も、前処理する場合のほうがより短時間でより低いレベルに
活性を低下させる（図示せず）。以上のことから、接触処理に用いるイミノジ酢酸基を有
するセファロースについては、イミノジ酢酸基（－N（ＣＨ２ＣＯＯＲ）２）のRがHであ
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るものよりもナトリウムイオンであるもののほうが、接触処理においてより効果的に第Ｖ
因子及び第ＶＩＩＩ因子を不活化型へ変化することができることがわかる。
【産業上の利用可能性】
【０１０３】
　本発明の不活化方法によれば、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子の活性型への変換を不能とす
るだけで、第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子は実質的に残存しているので、第ＶＩＩＩ因子と共
同で安定して存在するＶＷＦに影響を与えずに済む。従って、第Ｖ因子又は第ＶＩＩＩ因
子だけを不活化した血液凝固因子不活化試料を製造できる。
【０１０４】
　しかも本発明の不活化方法では、原料としての血漿をイミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂
と接触処理するだけで不活化できるので、従来の免疫吸着法による凝固因子欠乏血漿の製
造方法と比べても、短時間で効率的に血液凝固因子不活化試料を製造できる。
【０１０５】
　さらにまた、従来の因子吸着除去の方法により製造される第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子欠
乏血漿では、ＶＷＦを別途添加する必要があったが、本発明の不活化方法を用ることによ
り、ＶＷＦが活性可能な状態で残存している血液凝固因子不活化試料を得ることができる
。
【０１０６】
　従って、本発明の血液凝固因子不活化試料を用いることにより、従来よりも効率的に、
しかも低コストで、血液検体における第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子の有無、活性を測定でき
、ひいては凝固因子欠損・異常症の診断測定に利用できる。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】
【図１】陽イオン交換樹脂の種類と第Ｖ因子、第ＶＩＩＩ因子の活性との関係を測定した
結果を示すグラフである。
【図２】イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂の濃度及び接触時間と第ＶＩＩＩ因子活性との
関係の測定結果を示すグラフである。
【図３】イミノジ酢酸型陽イオン交換樹脂の濃度及び接触時間と第Ｖ因子活性との関係の
測定結果を示すグラフである。
【図４】第Ｖ因子欠乏血漿の接触処理と第ＶＩＩＩ因子活性の関係の測定結果を示すグラ
フである。
【図５】第ＶＩＩＩ因子欠乏血漿の接触処理と第Ｖ因子活性の関係の測定結果を示すグラ
フである。
【図６】ＳＤＳ電気泳動の結果を示す写真である。
【図７】イヌの正常血漿の第Ｖ因子活性及び第ＶＩＩＩ因子活性及び第Ｖ因子活性の測定
結果を示すグラフである。
【図８】イヌの処理済血漿の第Ｖ因子活性及び第ＶＩＩＩ因子活性の測定結果を示すグラ
フである。
【図９】イミノジ酢酸基を有するセファロースを用いた接触処理と第ＶＩＩＩ因子の活性
の測定結果を示すグラフである。
【図１０】イミノジ酢酸基を有するセファロースを用いた接触処理と第Ｖ因子の活性の測
定結果を示すグラフである。
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