
(57)【要約】

【課題】血液試料中における、人為的操作により活性化

血小板より放出されるマイクロベシクルの特異的除去方

法および血液中マイクロベシクルの適正な測定方法を提

供。

【解決手段】血液由来試料のアルブミン前処理により、

人為的操作により活性化された血小板より放出されるマ

イクロベシクルのみを排除し、血液中マイクロベシクル

のみを測定。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
血 液 由 来 試 料 中 に ア ル ブ ミ ン を 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 、 採 血 後 に 発 生 し た 血 液 由 来 試
料 中 の 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 影 響 を 排 除 す る た め の 血 液 由 来 試 料 の 前 処 理 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
ア ル ブ ミ ン が BSAで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
血 液 由 来 試 料 に ア ル ブ ミ ン を 添 加 し て 採 血 後 に 発 生 し た 血 液 由 来 試 料 中 の 粘 着 性 マ イ ク ロ
ベ シ ク ル の 影 響 を 排 除 す る 工 程 、 血 液 由 来 試 料 中 の 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル を 免 疫 学 的 に
測 定 す る 工 程 を 含 む 、 血 液 由 来 試 料 中 の 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル に 対 す る 抗 体 を マ イ ク ロ ベ シ ク ル 特 異 的 表 面 エ ピ ト ー プ に 結 合 さ
せ 、 そ の 結 果 結 合 し た 抗 体 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 、 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 免 疫
学 的 測 定 を 行 う 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 表 面 エ ピ ト ー プ が 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 糖 蛋 白 質 上 に あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 表 面 糖 蛋 白 質 が GpIb－ IXで あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 体 の 検 出 を 、 抗 体 に 結 合 さ れ た 標 識 ま た は 酵 素 に 基 づ い て 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
６ 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
固 層 化 し た GpIXに 対 す る 抗 体 に 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル を 結 合 さ せ た の ち 、 該 マ イ ク ロ ベ
シ ク ル 上 の GpIbを 認 識 す る 抗 体 を 作 用 さ せ る 手 順 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
少 な く と も ア ル ブ ミ ン 、 抗 GpIb標 識 抗 体 お よ び 抗 GpIX抗 体 を 含 む 血 液 由 来 試 料 中 の 循 環 性
マ イ ク ロ ベ シ ク ル 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ア ル ブ ミ ン が BSAで あ る 請 求 項 ９ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
抗 GpIX抗 体 を プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し て な る 請 求 項 ９ ま た は １ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 マ イ ク ロ ベ シ ク ル 測 定 用 の 血 液 由 来 試 料 中 に お い て 発 生 す る 粘 着 性 マ イ ク ロ
ベ シ ク ル を 、 採 血 前 の 血 液 中 に 存 在 す る 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 測 定 に 影 響 し な い よ う
に 前 処 理 す る 方 法 お よ び 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 適 正 な 測 定 方 法 お よ び そ の 測 定 試 薬 な
い し 測 定 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 マ イ ク ロ ベ シ ク ル は 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 、 播 種 性 血 管 内 血 液 凝 固 症 候 群 な ど の 血 栓 形 成
時 に お い て 活 性 化 し た 血 小 板 か ら 放 出 さ れ る 。 し か し 、 該 マ イ ク ロ ベ シ ク ル は 、 膜 表 面 の
リ ン 脂 質 に 凝 固 因 子 が 結 合 ・ 濃 縮 さ れ る こ と に よ る 血 液 凝 固 促 進 作 用 、 単 球 ・ 血 小 板 ・ 血
管 内 皮 細 胞 の 活 性 化 作 用 、 或 い は 白 血 球 － 血 小 板 ・ 白 血 球 － 白 血 球 ・ 内 皮 細 胞 － 白 血 球 の
接 着 促 進 作 用 な ど が 知 ら れ て お り 、 単 な る 血 小 板 活 性 化 マ ー カ ー で は な く 、 血 栓 形 成 、 動
脈 硬 化 進 展 に 深 く 関 わ っ て い る と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 従 っ て 、 血 液 中
の マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 量 を 測 定 す る こ と は 、 前 記 疾 患 の 病 状 を 経 時 的 に 推 定 す る 上 で の 有
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力 な 診 断 手 法 の 1つ と し て 重 要 な 位 置 を 占 め て い る 。 と こ ろ が 、 血 小 板 は 物 理 的 刺 激 な ど
に よ り 容 易 に 活 性 化 さ れ 、 こ れ に 伴 い マ イ ク ロ ベ シ ク ル も 活 性 化 後 の 血 小 板 か ら 放 出 さ れ
る 。 例 え ば 、 採 血 時 の 物 理 的 シ ョ ッ ク や 血 漿 ま た は 血 清 の 分 離 操 作 中 に 混 在 す る 血 小 板 の
活 性 化 な ど に よ り 臨 床 状 態 を 反 映 し な い マ イ ク ロ ベ シ ク ル が 採 血 後 の 血 液 由 来 試 料 中 に 増
加 す る こ と が あ る 。 こ の よ う な マ イ ク ロ ベ シ ク ル は 血 液 由 来 試 料 中 の マ イ ク ロ ベ シ ク ル 量
を 押 し 上 げ 、 患 者 の 病 状 を 正 確 に 判 定 す る 上 で 障 害 と な る 。 従 っ て 、 採 血 後 に 発 生 す る マ
イ ク ロ ベ シ ク ル の 影 響 を 排 除 し て 、 採 血 前 の 血 液 中 の マ イ ク ロ ベ シ ク ル を 正 確 に 測 定 す る
方 法 が 求 め ら れ て い た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Nomura S.  Int. J.Hematol. 74, 397-404, (2001)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 採 血 後 の 血 液 由 来 試 料 の 調 製 時 に 発 生 す る マ イ ク ロ ベ シ ク ル （ 粘 着 性 マ
イ ク ロ ベ シ ク ル ） に よ る 問 題 点 を 解 決 す る た め に 、 上 記 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 除 去 方
法 、 こ れ を 利 用 し た 血 液 中 の 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 適 正 な 測 定 方 法 お よ び 測 定 試 薬 を
提 供 す る こ と を 目 的 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 斯 か る 実 情 に 鑑 み 、 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 BSA（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
） を 代 表 と す る ア ル ブ ミ ン が 採 血 後 に 発 生 す る マ イ ク ロ ベ シ ク ル （ 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク
ル ） と 特 異 的 に 相 互 作 用 し て 免 疫 学 的 測 定 に お け る そ の 影 響 を 排 除 し 、 採 血 前 に 存 在 し た
マ イ ク ロ ベ シ ク ル （ 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル ） の み を 免 疫 学 的 手 法 に よ り 適 正 に 測 定 し 得
る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 前 述 成 果 に 基 づ い て 完 成 さ れ た も の で あ り 、 具 体 的 に は 以
下 の 発 明 を 提 供 す る も の で あ る 。
項 １ ． 　 血 液 由 来 試 料 中 に ア ル ブ ミ ン を 添 加 す る こ と を 特 徴 と す る 、 採 血 後 に 発 生 し た 血
液 由 来 試 料 中 の 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 影 響 を 排 除 す る た め の 血 液 由 来 試 料 の 前 処 理 方
法 。
項 ２ ． 　 ア ル ブ ミ ン が BSAで あ る 項 １ に 記 載 の 方 法 。
項 ３ ． 　 血 液 由 来 試 料 に ア ル ブ ミ ン を 添 加 し て 採 血 後 に 発 生 し た 血 液 由 来 試 料 中 の 粘 着 性
マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 影 響 を 排 除 す る 工 程 、 血 液 由 来 試 料 中 の 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル を 免
疫 学 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 血 液 由 来 試 料 中 の 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 免 疫 学 的 測 定
方 法 。
項 ４ ． 　 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル に 対 す る 抗 体 を マ イ ク ロ ベ シ ク ル 特 異 的 表 面 エ ピ ト ー プ
に 結 合 さ せ 、 そ の 結 果 結 合 し た 抗 体 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 、 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク
ル の 免 疫 学 的 測 定 を 行 う 、 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
項 ５ ． 　 前 記 表 面 エ ピ ト ー プ が 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 糖 蛋 白 質 上 に あ る 項 ４ に 記 載 の
方 法 。
項 ６ ． 　 前 記 表 面 糖 蛋 白 質 が GpIb－ IXで あ る 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
項 ７ ． 　 抗 体 の 検 出 を 、 抗 体 に 結 合 さ れ た 標 識 ま た は 酵 素 に 基 づ い て 行 う こ と を 特 徴 と す
る 項 ６ 記 載 の 測 定 方 法 。
項 ８ ． 　 固 層 化 し た GpIXに 対 す る 抗 体 に 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル を 結 合 さ せ た の ち 、 該 マ
イ ク ロ ベ シ ク ル 上 の GpIbを 認 識 す る 抗 体 を 作 用 さ せ る 手 順 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 項 7に
記 載 の 方 法 。
項 ９ ． 　 少 な く と も ア ル ブ ミ ン 、 抗 GpIb標 識 抗 体 お よ び 抗 GpIX抗 体 を 含 む 血 液 由 来 試 料 中
の 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル 測 定 キ ッ ト 。
項 １ ０ ． 　 ア ル ブ ミ ン が BSAで あ る 項 ９ 記 載 の キ ッ ト 。
項 １ １ ． 　 抗 GpIX抗 体 を プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し て な る 項 ９ ま た は １ ０ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 、 患 者 血 液 中 に 存 在 す る マ イ ク ロ ベ シ ク ル を 「 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク
ル 」 と 呼 び 、 採 血 時 ま た は 採 血 後 に 人 為 的 操 作 に よ り 活 性 化 さ れ た 血 小 板 か ら 放 出 さ れ た
マ イ ク ロ ベ シ ク ル を ア ル ブ ミ ン に 対 す る 親 和 性 よ り 「 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル 」 と 呼 ぶ 。
　 　 　
【 ０ ０ ０ ６ 】
　
　 本 発 明 に お い て 対 象 と な る 血 液 由 来 試 料 と は 、 血 液 又 は 血 液 か ら 調 製 さ れ た 血 液 成 分 を
含 む 溶 液 を 指 し 、 血 小 板 の 除 去 操 作 を 行 な っ た 試 料 が 好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 血 漿 を 挙 げ
る こ と が で き 、 該 血 液 画 分 を 測 定 上 の 観 点 か ら 生 理 食 塩 水 又 は 緩 衝 液 な ど で 希 釈 し た 溶 液
も 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ア ル ブ ミ ン は 、 ヒ ト 又 は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 又 は 鳥 類 由 来 ア ル ブ ミ ン を 指 し 、 ヒ ト 以 外
の 哺 乳 動 物 と し て は 、 例 え ば ウ シ 、 ウ マ 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス な ど を 、 鳥 類 と し
て は ニ ワ ト リ を 代 表 例 と し て 上 げ る こ と が で き る 。 特 に 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） を
代 表 例 と し て 上 げ る こ と が で き 、 こ の 他 に も 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン (HSA)、 卵 白 ア ル ブ ミ
ン な ど を 好 適 な 例 と し て 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 ア ル ブ ミ ン の 添 加 時 期 に 関 し て は 、 測 定 前 に 血 液 由 来 試 料 に 添 加 し て も 良 く 、 EL
ISA法 を 例 に と る と 、 プ レ ー ト 上 に 抗 体 を 固 定 化 し た 後 で も 良 い 。 ま た 、 添 加 形 態 と し て
は 特 に 制 限 は な い が 、 液 体 状 態 で 添 加 す る の が 望 ま し く 、 前 も っ て 生 理 食 塩 水 又 は 、 等 張
の 緩 衝 液 に 溶 解 し た 後 添 加 す る こ と が で き る 。 該 ア ル ブ ミ ン 添 加 量 と し て は 、 終 濃 度 ５ ％
以 上 で あ る こ と が 望 ま し く 、 例 え ば 終 濃 度 ５ ～ １ ０ ％ 程 度 が 例 示 さ れ る 。 ま た 、 添 加 後 粘
着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル を ア ル ブ ミ ン に 吸 着 さ せ る た め に 静 置 ま た は 振 盪 処 理 す る こ と が 好
ま し く 、 処 理 時 間 と し て は １ 時 間 以 上 、 好 適 に は ４ 時 間 以 上 ア ル ブ ミ ン 処 理 を 行 な う こ と
が 望 ま し い 。 か く し て 、 人 為 的 に 活 性 化 さ れ た 血 小 板 よ り 放 出 さ れ た 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ
ク ル は ア ル ブ ミ ン と 相 互 作 用 し 、 マ イ ク ロ ベ シ ク ル 膜 表 面 抗 原 を 利 用 し た 抗 体 に よ る 免 疫
学 的 測 定 方 法 に 対 し て 、 系 外 に 排 除 さ れ 、 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 測 定 に 実 質 的 に 影 響
し な い も の と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 来 の 血 液 由 来 試 料 中 の 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル に 関 し て は 、 該 ア ル ブ ミ ン 処 理 に よ っ
て は 実 質 的 に 影 響 を 受 け る こ と な く 、 通 常 の マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 特 性 を 利 用 し た 免 疫 学 的
測 定 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 、 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 膜 表 面 の 抗 原 性 分 子 （ エ ピ ト ー プ ） に
基 づ き 、 該 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 利 用 し 、 該 分 子 を 定 量 す る こ と に よ る マ イ ク ロ ベ シ
ク ル を 測 定 ・ 定 量 す る 手 法 で あ れ ば 制 限 な く 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ELISA法 、 RIA
法 、 或 い は 凝 集 法 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 抗 体 と し て は 、 GpIb－ GPIX複 合 体 お よ び ／ ま た は 個 々 の 糖 タ ン パ
ク 質 GpIbお よ び GpIXを 含 む 糖 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ベ
シ ク ル 上 に み ら れ る 他 の 血 小 板 特 異 的 糖 タ ン パ ク 質 に は GpIa－ IIa 、 GpIIb－ III aお よ び
GpIII bが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル に 結 合 す る 抗 体 を そ れ 自 体 標 識 し て も よ く 、 あ る い は 第
２ 抗 体 、 例 え ば マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 第 １ 抗 体 ） に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 抗
－ マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い て も よ い 。 特 に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 問 わ な い が 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 　 使 用 さ
れ る 標 識 は 、 信 号 を 発 す る こ と の で き る 任 意 の 成 分 、 例 え ば 酵 素 （ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア
ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 等 ） 、 発 色 団 、 発 蛍 光 団 （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 等 ） 、 放 射 性 同 位 元 素 、 着 色
粒 子 、 色 素 、 コ ロ イ ド 状 金 属 な ど で あ っ て よ い 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 好 ま し い 一 態 様 と し て BSAを 用 い た ELISA法 を 例 に 取 り 以 下 に 詳 述 す る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 述 の 如 く 調 製 し た 血 液 由 来 成 分 を 、 予 め 抗 GpIX抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し ス キ ム ミ ル ク 等
に よ り ブ ロ ッ キ ン グ 操 作 を 行 っ た ９ ６ 穴 プ レ ー ト の 各 ウ エ ル 上 に 、 例 え ば 10～ 150μ ｌ 添
加 し 、 次 い で 、 BSA溶 液 を 最 終 濃 度 5％ 以 上 に な る よ う に 添 加 す る 。 そ の 後 、 新 た に 発 生 し
た 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル を BSAに 吸 着 さ せ る た め に 、 室 温 又 は 、 ３ ７ ℃ に て 例 え ば １ 時
間 以 上 、 好 ま し く は ４ 時 間 以 上 振 盪 下 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 洗 浄 液 例 え ば 、 0.02
～ 0.1%程 度 の  Tween20/PBSで 十 分 に 洗 浄 を 行 う 。 次 い で 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 GpIb抗
体 を 添 加 し 、 同 洗 浄 液 に て 十 分 洗 浄 後 、 該 酵 素 に 対 す る 基 質 を 添 加 し 、 発 色 操 作 を 行 な う
。 か く し て 、 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 量 を 膜 表 面 エ ピ ト ー プ GpIb－ GpIX複 合 体 に も と づ
く 抗 体 を 利 用 し 、 酵 素 反 応 に よ り 生 じ る 発 色 基 質 量 と し て 、 定 量 す る こ と が 可 能 と な る 。
該 操 作 を 通 じ て 、 人 為 的 操 作 に よ り 発 生 し た 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル は BSAに ト ラ ッ プ さ
れ た 後 は 、 当 該 一 連 の 免 疫 操 作 を 通 じ て 、 使 用 抗 体 に は 未 反 応 と な り 、 目 的 の 本 来 血 液 中
に 存 在 す る 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の み を 測 定 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 上 述 操 作 上 使 用 す る 各 種 抗 体 、 試 薬 な ど を 含 む 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル 測 定 キ ッ
ト を 提 供 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 人 為 的 操 作 に よ り 発 生 す る 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ
ク ル を 効 率 よ く 除 去 す る た め に 、 BSAを 代 表 と す る ア ル ブ ミ ン 、 ま た は 該 溶 液 、 さ ら に は G
pIbお よ び GpIXに 対 す る 抗 体 に 代 表 さ れ る マ イ ク ロ ベ シ ク ル 膜 表 面 タ ン パ ク 複 合 体 に 対 す
る 認 識 抗 体 （ 該 認 識 抗 体 は 、 い ず れ か 一 方 も し く は 両 方 が 標 識 化 さ れ て い る ） 、 さ ら に は
必 要 に 応 じ て ２ 次 抗 体 、 酵 素 の 基 質 （ 標 識 と し て 酵 素 を 使 用 し た 場 合 ） な ど が 該 キ ッ ト に
含 ま れ る 。 例 え ば 、 認 識 抗 体 が ビ オ チ ン 標 識 GpIbで あ れ ば 、 該 測 定 キ ッ ト に は ２ 次 抗 体 と
し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ア ビ ジ ン を 含 み 得 る 。 ま た 、 該 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 対 す る 基 質
等 を 含 む 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル 測 定 キ ッ ト が 提 供 で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 か ら 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 に よ り 従 来 血 液 処 理 操 作 の 段 階 で 、 混 在 す る
血 小 板 の 活 性 化 に よ り 放 出 さ れ る 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル を 、 ア ル ブ ミ ン で 前 処 理 す る こ
と に よ り 効 率 的 に 免 疫 測 定 系 か ら 除 去 で き 、 血 液 中 に 元 々 存 在 す る 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク
ル を 測 定 で き る こ と が 判 明 し た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
  以 上 の 本 発 明 を 更 に 詳 し く 説 明 す る た め 実 施 例 を 挙 げ る 。 な お 、 こ れ ら の 実 施 例 は 、 単
な る 例 示 目 的 と し て 記 載 さ れ て お り 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 実 施 例 １
方 法 ：
１ ． 擬 陽 性 （ 活 性 化 ） サ ン プ ル の 作 製
　 循 環 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル （ PDMP） 正 常 値 を 示 す 健 常 成 人 男 性 よ り 3.8%ク エ ン 酸 （ チ ト ラ
ー ト ） に て 採 血 し た 全 血 を 4℃ の 冷 蔵 庫 に 12時 間 保 管 し 、 新 生 PDMP（ 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ
ク ル ） を 生 成 さ せ た 。 冷 蔵 全 血 （ 2ml） を 卓 上 遠 心 器 に て 3000rpm/20min遠 心 し 、 上 清 （ 60
0μ l） を 回 収 し 、 活 性 化 サ ン プ ル と し た 。 活 性 化 サ ン プ ル は salineで x2と x4倍 に 希 釈 し 、
ELISA測 定 を 行 っ た 。
２ ． 高 値 検 体 の 調 製
PDMP高 値 を 示 す 被 験 者 （ 成 人 男 性 ） よ り EDTA/ACD（ ク エ ン 酸 － デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 ） 採 血
（ 2ml） を 行 い 、 卓 上 遠 心 器 に て 3000rpm/20min室 温 で 遠 心 し 、 上 清 （ 600μ l） を 回 収 し た
。 高 値 検 体 は salineで x2と x4倍 に 希 釈 し 、 ELISA測 定 を 行 っ た 。
３ ． 正 常 検 体 の 調 製
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PDMP正 常 値 を 示 す 健 常 成 人 男 性 よ り EDTA/ACD採 血 （ 2ml） を 行 い 、 卓 上 遠 心 器 に て 3000rpm
/20min室 温 で 遠 心 し 、 上 清 （ 600μ l） を 回 収 し 、 ELISA測 定 を 行 っ た 。
４ ． ELISA測 定
血 小 板 膜 表 面 に 存 在 す る 糖 蛋 白 質 の う ち 、 血 小 板 特 異 的 な 分 子 で あ る CD42b（ GpIb） と CD4
2a（ GpIX） に 対 す る 抗 体 （ 抗 CD42b抗 体 ； NNKY5-5、 抗 CD42a抗 体 ； KMP-9） を 用 い た サ ン ド
イ ッ チ ELISA測 定 系 を 作 成 し た 。 抗 CD42a抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し た ELISA用 の 96穴 タ イ タ ー
プ レ ー ト （ コ ー ニ ン グ 社 製 ： MaxiSorb） に 、 活 性 化 サ ン プ ル お よ び 高 値 検 体 50μ lを 添 加
後 、 各 サ ン プ ル に 50μ lの PBSお よ び 2.5%、 5%、 7.5%、 10%の BSAを 添 加 し 、 終 濃 度 1.25%、 2
.5%、 3.75%、 5%の BSAが 添 加 さ れ た wellを 作 成 し た 。 室 温 で 振 盪 下 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 後 、 サ ン プ ル を 洗 浄 液 （ 0.05% Tween 20/ PBS） で 洗 浄 し た 。 ビ オ チ ン 化 し た 抗 CD4
2b抗 体 を 添 加 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ア ビ ジ ン で 発 色 さ せ 、 450nmの 吸 光 度 を イ ム ノ リ
ー ダ ー で 測 定 し た (図 １ )。
結 果 ：
擬 陽 性 を 示 す 活 性 化 サ ン プ ル は 、 測 定 時 に wellに 添 加 さ れ た BSA濃 度 依 存 的 に 測 定 値 が 低
下 し 、 そ の 値 は BSAの 最 終 濃 度 が ５ ％ の 時 に 正 常 検 体 近 く ま で 下 が っ た 。 一 方 、 元 々 高 い P
DMP値 を 示 す 高 値 検 体 は 、 BSAの 濃 度 に 関 係 な く 一 定 の 値 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 採
血 後 の 操 作 に よ っ て 生 じ る 新 生 PDMPの み を 、 測 定 時 終 濃 度 5%の BSAを 添 加 す る 事 に よ り 除
去 で き る 事 が 確 認 で き た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ９ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 人 為 的 に 活 性 化 さ せ た サ ン プ ル 、 マ イ ク ロ ベ シ ク ル 高 値 患 者 由 来 サ ン プ
ル お よ び 正 常 サ ン プ ル を 用 い た BSAに よ る 粘 着 性 マ イ ク ロ ベ シ ク ル の 吸 収 試 験 を 示 し た 図
で あ る 。
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