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【略語⼀覧】 
 

 

APC: activated protein C（活性化プロテイン C） 

APTT: activated partial thromboplastin time（活性化部分トロンボプラスチン時間） 

BSA: bovine serum albumin（ウシ⾎清アルブミン） 

C4bBP: C4b binding protein（C4b 結合タンパク質） 

CI: confidence interval（信頼区間） 

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute（臨床・検査標準協会） 

DIC: disseminated intravascular coagulation（播種性⾎管内凝固症候群） 

DOACs: direct oral anticoagulants（経⼝抗凝固薬） 

DTIs: direct thrombin inhibitors（直接トロンビン阻害薬） 

DVT: deep vein thrombosis（深部静脈⾎栓症） 

EGF: epidermal growth factor（上⽪成⻑因⼦） 

EGFR: epidermal growth factor receptor（上⽪成⻑因⼦受容体） 

EPCR: endothelial protein C receptor（⾎管内⽪プロテイン C 受容体） 

FIXa: factor IXa（活性化⾎液凝固第 IX 因⼦） 

FVa: factor Va（活性化⾎液凝固第 V 因⼦） 

FVIIIa: factor VIIIa（活性化⾎液凝固第 VIII 因⼦） 

FX: factor X（⾎液凝固第 X 因⼦） 

FXa: factor Xa（活性化⾎液凝固第 X 因⼦） 

Gla domain: gamma-carboxyglutamic domain（Gla ドメイン） 

ISTH: International Society on Thrombosis and Haemostasis（国際⾎栓⽌⾎学会） 

JSTH: the Japanese Society on Thrombosis and Hemostasis（⽇本⾎栓⽌⾎学会） 
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LPIA: latex photometric immunoassay（ラテックス近⾚外免疫⽐濁法） 

n.c.: negative control（陰性コントロール） 

OD: optical density（光学濃度） 

PAR1: protease activator receptor 1（プロテアーゼ活性化受容体 1/トロンビン受容体） 

PBS: phosphate-buffered saline（リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔） 

pNA: p-nitroaniline（p-ニトロアニリン） 

SCC: Scientific Standardization Committee（学術標準化委員会） 

SNP: single nucleotide polymorphism（⼀塩基変異） 

TAFI: thrombin activatable fibrinolysis inhibitor（トロンビン活性化線溶阻⽌因⼦） 

TFPI: tissue factor pathway inhibiter（組織因⼦経路インヒビター） 

tPA: tissue plasminogen activator（組織プラスミノーゲンアクティベーター） 

WHO: World Health Organization（世界保健機関） 
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【第 1 節 序論】 
 

 

 プロテイン C は 1975 年にウシ⾎漿からビタミン K 依存性⾎漿タンパク質の精製のため

の電気泳動法によって最初に単離された⾎漿タンパク質であり、その名称は泳動時に出現

した 3番⽬のピーク（ピーク C）に精製されたことに由来する 1。その後、ヒト⾎漿におけ

るプロテイン C は 1979 年に単離精製され、その構造は軽鎖分⼦量約 21,000, 重鎖分⼦量約

41,000 からなる全体分⼦量約 62,000 の肝臓で合成される 419個のアミノ酸残基で構成され

るタンパク質であること、α-トロンビンにより Arg169で切断されてセリンプロテアーゼと

して抗凝固作⽤を有する活性化プロテイン C (APC) (Fig. 1A) へと変換されることが⽰され

た 2,3。プロテイン C の約 85–90%は Cys141 と Cys277 の間での 1 つのジスルフィド結合に

より架橋された 2 本鎖の状態で存在する。プロテイン C の構造中にはひとつの Gla ドメイ

ン (1–37残基) とふたつの上⽪成⻑因⼦ (EGF) ドメイン (EGF–1: 46–92残基、EGF–2: 93–

136残基) が存在している 3–5 (Fig. 1B)。後述するが、APC の Gla ドメインは脂質との結合に

より抗凝固活性の発現に関与するだけでなく、⾎管内⽪プロテイン C 受容体 (EPCR) と結

合することで細胞保護活性を発現することにも関与すると報告されている 6–9。 

 ヒト⾎漿中において、プロテイン Cと APC はそれぞれ約 70 nM（約 4 µg/mL）と約 40 pM

（約 2.5 ng/mL）の濃度で存在している 10。⽣理的条件下における APC ⽣成反応はトロンビ

ンとトロンボモジュリンの介在により⽣じており、この反応は⾎管内⽪細胞上に存在する

EPCR により約 20 倍促進されることが報告されている 11。⾃然界においては Agkistrodon 

contortrixというマムシの⼀種がもつ蛇毒にプロテイン C 活性化作⽤があることが知られて

おり、検査試薬として利⽤されている 12,13。⽣体内において⽣じた APC は、同じくビタミ

ン K 依存性タンパク質であるプロテイン S の遊離型を補因⼦として、負に帯電した膜表⾯

において Ca2+の存在下で活性化⾎液凝固第 V 因⼦ (FVa) 並びに活性化⾎液凝固第 VIII 因  
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A 

 
B 

 
Fig. 1.  Crystal structure of Gla-domainless human activated protein C and specific functional domain 

sequences of human protein C. 

(A) X線結晶構造解析により得られた Gla-domainless APCの構造式 14 (PDB ID: 1AUT)。データ中の⽔分⼦と固定化剤

である H-D-Phe-Pro-Unk (PubChem CID: 446029) は削除している。(B) プロテイン Cの⼀次構造における特徴的な構

造。数字は該当するアミノ酸残機の N末端からの位置を⽰す。軽鎖 N末端の Glaドメイン (1–37残基), 芳⾹族

スタック (38–45残基), 2つの EGFドメイン (EGF–1: 46–92残基、EGF–2: 93–136残基) ならびに重鎖上

の N末端活性化ペプチド (158–169残基), セリンプロテアーゼドメイン (170–419残基) が存在する。翻

訳後 156–157残基はフーリン様酵素により切断を受ける。重鎖には典型的なセリンプロテアーゼ活性部

位 (His211, Asp257, Ser360) が含まれる。その他の翻訳後修飾としては Asp71でのβ-ヒドロキシル化、

97, 248, 313, 329残基での N-グリコシル化、Glaドメインの最初の 9つの Glu残基でのγ-カルボキシル

化が挙げられる。APCへの活性化の際、トロンビンにより Arg169にて切断される 3。 
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⼦ (FVIIIa) のアルギニン残基を切断することで不活化を⾏う 5,15,16。FVIIIa は活性化⾎液凝

固第 IX 因⼦ (FIXa) が⾎液凝固第 X 因⼦ (FX) を活性化⾎液凝固第 X 因⼦ (FXa) に変換

する反応を、FVa は FXa がプロトロンビンをトロンビンに変換する反応を、それぞれ補因

⼦として強⼒に増強することが知られている 5。また、線溶機能を司るものとして組織プラ

スミノーゲンアクティベーター (tPA) により誘導されるプラスミノーゲンによってフィブ

リン分解を⾏う系が存在する。この系はプロテイン Cと同じくトロンビン/トロンボモジュ

リン複合体によって活性化を受けるトロンビン活性化線溶阻⽌因⼦ (TAFI) により、その線

溶機能が阻害される。したがって、プロテイン C の凝固制御によりトロンビンの⽣成量が

低下することで TAFI の活性化が低下し線溶機能が維持される 11,17。このように、プロテイ

ン C は⽣体内において過剰に⽣成されたトロンビンを起点として FVaと FVIIIaを分解する

ことにより必要以上にトロンビンやフィブリンが⽣じないようにするだけでなく、線溶機

能の調節にも関与する⾎液凝固制御因⼦として重要な役割を担っている 11,17–19 (Fig. 2)。そ

の他にも APC には遺伝⼦発現プロフィールの変化や抗炎症活性、抗アポトーシス活性、内

⽪バリア機能の保護といったような細胞保護作⽤を誘導することが⽰されている 20–24。これ

らの細胞保護活性については上⽪成⻑因⼦受容体 (EGFR) や G タンパク質共役型受容体で

あるプロテアーゼ活性化受容体 1/トロンビン受容体 (PAR1) を介しているものと考えられ

ている 11,25,26。この様にプロテイン C は⾎液凝固制御のみならず細胞保護にも作⽤すること

で⽣体内における重要な役割を担っている。 

 1981 年に⾎漿中プロテイン C 濃度の低値を⽰す、遺伝的な⽋乏症に起因する可能性があ

る家族性の静脈⾎栓症が初めて報告され 27、その後の研究でも遺伝的なプロテイン C ⽋乏

症が⾎栓症を引き起こす例が報告されてきた 28,29。臨床的に重要な重症のホモ接合体または

複合ヘテロ接合体のプロテイン C ⽋乏症の発症率は出⽣数に対して 0.00013–0.0002%程度

と推定される⼀⽅で、プロテイン C 遺伝⼦異常保因率は 0.2–0.5%と遥かに⾼率であると報

告されている 30。なお報告によると重度の遺伝的プロテイン C⽋乏症の発症率が極端に少 
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ないのは診断前の胎児死亡や出⽣前死のためと考察されており 31、実際に臨床症状を呈する

プロテイン C⽋乏症の発症率は約 0.005%と推定されている 30。プロテイン C⽋乏症は深部

静脈⾎栓症 (DVT) や肺⾎栓塞栓症のようなものから電撃性紫斑病や播種性⾎管内凝固症

候群 (DIC) といった致命的な急性合併症まで、さまざまな臨床症状に関連することが報告

されている 29,32–35。これを⽀持する報告として DVT患者の約 30%にプロテイン C 活性の低

 
Fig. 2. The blood coagulation cascade and protein C anticoagulant pathway.  

⾎液凝固反応はその起点により外因系 (Extrinsic pathway) と内因系 (Intrinsic pathway) に分類される。

これらは FXa の⽣成が起こる段階で共通系に合流し、トロンビンを⽣成し最終的にフィブリンが⽣じ

る。トロンビンは種々の活性化反応を促進し、さらなる凝固反応の亢進に向かわせるが、プロテイン C

を APC に変換する反応に関しては凝固反応を抑制に向かわせる。プロテイン C は活性化を受けた後、

遊離型プロテイン Sを補因⼦として FVIIIaと FVaを不活化する (protein C anticoagulant pathway)。なお

図中の→は促進反応、|は抑制・分解反応を⽰す。 

Abbreviations: TFPI, tissue factor pathway inhibitor; APC, activated protein C; C4bBP, C4b binding protein; TAFI, 

thrombin activatable fibrinolysis inhibitor; TAFIa, activated TAFI 
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下を認めたという本邦における報告 36や、DVTを発症したプロテイン C⽋乏症患者におい

ては最初の⾎栓症から 10 年間の累積再発率が 38%にも及ぶことを⽰す海外の報告 37等があ

る。 

 プロテイン C⽋乏症は type Iと type II の 2 種類に⼤別される。Type I は⾎中プロテイン C

濃度が低いために活性が低下している場合で、type II は⾎中プロテイン C 濃度が正常なも

のの、その機能の低下により活性が低下している状態と定義される 30,38,39。Type II はさらに

APC のセリンプロテアーゼとしての機能が低下した type IIaと、FVaや FVIIIa, リン脂質や

プロテイン Sなどの⽣理的物質や補因⼦などとの相互作⽤が低下した type IIb に細分化され

る場合もある 40。ほとんどのプロテイン C⽋乏症は type Iであるが、type IIも症候性⽋乏症

の 15%を占めるという報告がある 30,39。 

 プロテイン C をコードする PROC 遺伝⼦ (2q13–q14) は 9 つのエクソンと 8 つのイント

ロンからなる 41,42。プロテイン C ⽋乏症は PROC 遺伝⼦の変異によって引き起こされ、そ

の原因となる変異は 160以上報告されている 28,38,43,44。本邦により報告された症候的プロテ

イン C⽋乏症もあり、type Iとしてコドン 380Trp(TGG)–381Gly(GGT)の間に存在する 4つの

グアニンヌクレオチド連続区間から 1つのグアニン (8857G) の⽋失によりフレームシフト

変異を引き起こし、細胞内輸送とタンパク質の成熟に⽀障を来たすことで⾎中プロテイン C

濃度並びに活性が低下するとされる protein C Nagoyaが報告されている 45–47。また type IIb

としてコドン 57Arg(CGG)における Gly(GGG)の SNP により Ca2+ならびにリン脂質との結合

能が低下し、活性が低下すると推測される protein C Yonago等が挙げられる 48,49。 
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Table 1–1. Protein C assays and classification according to assay results. 

Assay type and characteristics 

 
Type I 

deficiency 

Type II deficiency 

Risk from interference 
 

Subtype 

IIa 

Subtype 

IIb 

Chromogenic      

Detects enzymatic cleavage of 

a small synthetic substrate 
Venom ○ ○ × Activated samples, HIL 

Clotting-based      

Detects cleavage of FVa and 

FVIIIa (Venom-APTT) or 

FVa (Venom-RVV); both 

require co-factors, including 

PL, Ca2+, PS 

Venom-

APTT 
○ ○ ○ 

Activated samples, LA, high FVIIIa, APC-R, 

DOAC, high level of heparin/low molecular 

weight heparin, HIL 

 
Venom-

RVV 
○ ○ ○ 

Activated samples, LA, APC-R, DOAC, high 

level of heparin/low molecular heparin, HIL 

Antigen RID/IE ○ × × EDTA required in IE 

Quantitative assay, dose not 

detect PC function 

ELISA 

ELFA 
○ × × Nonspecific binding. HIL 

○ Protein C deficiency can be detected by this assay. 

× Protein C deficiency subtype is not detected by this assay. 

Activated (and clotted) samples: contain coagulation enzymes that interfere with protein C assays, activation may be suspected when a 

sample is haemolysed or an unexpectedly shortened APTT.  

HIL: hemolysis, icterus, or lipemia above the concentration allowable for the method, according to the manufacture's information for 

reagents and instrument. 

Venom: protein C activation by Southern Copperhead viper venom (Agkistrodon contortrix) extant, Protac®. 

Abbreviations: APC-R, activated protein C resistance (most commonly due to factor V Leiden); APTT, activated partial thromboplastin 

time; Ca2+, calcium ions, DOAC, direct oral anticoagulant, EDTA; ethylendiaminetetraacetic acid (disodium or dipotassium salt); ELFA, 

enzyme-linked fluorescent assay; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FVa, factor Va; FVIIIa, factor VIIIa; IE, 

immunoelectrophoresis; LA, lupus anticoagulant; PC, protein C; PL, phospholipid; PS, protein S; RID, radial immunodiffusion; RVV, 

Russell's viper venom 

この表は Cooper, P. C., Pavlova, A., Moore, G. W., Hickey, K. P. & Marlar, R. A. Recommendations for clinical laboratory testing 

for protein C deficiency, for the subcommittee on plasma coagulation inhibitors of the ISTH. J Thromb Haemost 18, 271–277 (2020); 

⽂献番号 40より引⽤し、⼀部改変したものである。 
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 前述の⽋乏症以外にも、ロングフライト⾎栓症（エコノミークラス症候群）として知られ

る⾎栓症や災害時に DVT の発症が多い 50–52ことから、災害医療等においてもプロテイン C

の重要性が注⽬されている。その他、重症敗⾎症における DIC や⾎栓塞栓症の発症にプロ

テイン Cが⼤きく関与しており、本邦でもトロンボモデュリン アルファ（遺伝⼦組換え）

や乾燥濃縮⼈活性化プロテイン C が治療薬として医薬品として承認され、利⽤されている

（トロンボモデュリン アルファ（遺伝⼦組換え）は DIC に、乾燥濃縮⼈プロテイン C は

プロテイン C⽋乏症に起因する電撃性紫斑病、急性肺⾎栓塞栓症、DVT に適応）47,53–55。し

たがって、予防医学の観点からも今後プロテイン C⽋乏症のスクリーニングについては様々

な領域でその重要性がさらに⾼まるものと予想される。 

 現在プロテイン C に関する検査法は⾎中存在量を測定するものと活性を測定するものと

の 2 種類あり、その特徴を Table 1–1 に⽰す 40。なお、⾎中存在量の測定は免疫学的⼿法に

より⾏うため、プロテイン C 抗原量としてその結果を表現することが慣例となっている。

プロテイン C 活性測定法については測定原理によりさらに凝固時間法と発⾊基質法（アミ

ド活性法、合成基質法）に分類される。Table 1–1 に⽰す通り、その測定原理により検出で

きる⽋乏症や検査結果に影響を及ぼす可能性がある因⼦がそれぞれ異なる 38,40,56。凝固時間

法は⾎液凝固反応を利⽤した活性測定法であるが、その原理ゆえ⾎液凝固反応に影響を及

ぼす諸因⼦により結果が左右されることが⽰されている (Fig. 3A)。⼀⽅発⾊基質法では、

先述の蛇毒を利⽤したプロテイン C 活性化試薬である Protac®を⽤いてサンプル中のプロ

テイン Cを APCへと変換し、APC特異的な合成発⾊基質である S-2366 (Fig. 3B) を単位時

間内に分解させ、遊離する p-nitroaniline (pNA) を吸光度測定により検出・定量することでプ

ロテイン C 活性を測定することを原理としている (Fig. 3C)。凝固時間法とは異なり影響を

受ける因⼦は少ないものの、測定系に⽣体内で APCが抗凝固活性を⽰すために必要なプロ

テイン Sやリン脂質などの補因⼦が存在しない。このため、protein C Yonago の様な type IIb

の⽋乏症の検出ができないことが知られている 40,57。 
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A 

 

B C 

 

 
Fig. 3. Current methods for measuring protein C activity and the structure of chromogenic substrate. 

(A) 凝固時間法の測定原理。APTTの測定系に Protac®によるサンプル中のプロテイン Cを APCへの変

換反応を組み込んでいる。APC ⽣成反応とリン脂質による FXIa の⽣成反応を⾏なった後、Ca2+により

駆動する FIXaの⽣成反応以降にかかる時間の延⻑度合いによりプロテイン C活性を評価する。(B) APC

特異的発⾊基質である S-2366 の構造。⼀次構造は pyroGlu-Pro-Arg-pNA•HCl と表記される。厳密には

APCだけでなくプロテイン Cと FXIaによっても切断を受け pNAを遊離する。(C) 発⾊基質法の測定原

理。測定系に各種補因⼦は含まれない。APC により破線⽮印部分で切断され pNA を遊離、これを定量

することでプロテイン C活性を測定する。なお(A)における→は促進反応を、|は抑制・分解反応を⽰す。 

H
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 プロテイン C 活性の結果表⽰については臨床・検査標準協会 (CLSI) や国際⾎栓⽌⾎学

会 (ISTH) では IU/mLなど IUを⽤いた表現が好ましいとされている 40,56,58。ただしプロテ

イン C 活性の IU については WHOが規定する「国際標準⾎漿 1 mL中に含まれるプロテイ

ン Cが⽰す活性」という定義 59での報告 57が確認できる⼀⽅、1967 年に国際⽣化学連合が

定めた「⾄適条件下で、試料 1 L中に、温度 30 ºC（実情は 37 ºC）で 1 分間に 1 µmol の基

質を変化させることができる酵素量を 1 単位とする」という定義 60 に則り検査結果を報告

していると推測される事例もある 29,40。また APC についてではあるものの、1 IUと表⽰さ

れる標品の中に含まれる APC が 0.072 pM の濃度であったという研究報告 61もある。しか

しこれは先述した 1992 年の Gruber らの報告内容であるヒト⾎漿中濃度 40 pM 10と⼀致せ

ず、国際的に統⼀された表現が確定していないのが実情であると推察される。検査機関によ

っては標準⾎漿に対する百分率でその活性が表現されていることも国際的に報告されてお

り 56、本邦においては承認されているプロテイン C 活性並びに抗原量試薬の結果表記につ

いては IUとはされておらず、その全てがパーセント表記となっている。またその基準範囲

も検査機関や検査試薬により異なり、概ね 70–140%と幅広い（2016 年 JSTH ⾎栓性素因部

会アンケート調査より）。パーセント表記については、海外にて健常成⼈のプール⾎漿を

100%または 4 µg/mLと定義すると 95%の割合で 70–140%の範囲内におさまるとの報告があ

る 28,62が、これは抗原量のものであり、国内の活性基準値はこれとも⼀致していない。検査

において基準とされている⾎漿がどのようなプロファイルを持つものかが開⽰されておら

ず、また測定法や基準値が⽇本国内においても標準化されていない点は、2023 年時点にお

いても改善すべき点であるとして指摘されている（第 17 回 ⽇本⾎栓⽌⾎学会学術標準化

委員会 SSC シンポジウム「⾎栓性素因部会・凝固線溶検査部会合同企画 3. PC 標準化の問

題点と凝固制御因⼦標準化に関わる啓発活動について」家⼦正裕）。 

 そこで本研究では、凝固時間法に⽐してより特異度が⾼く、ISTH のレコメンデーション

にて抗原量測定を含めた全ての検査法において第⼀選択とすることを推奨されている発⾊
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基質法 40,57をベースとしてプロテイン S やリン脂質などの補因⼦を加え、⾎液凝固カスケ

ードを模倣した新たな測定系 (Fig. 4A) を構築することで、前述した発⾊基質法にて type IIb

の⽋乏症が検出できないという点の改善を⽬指した。これに伴い発⾊基質を APC特異的な

S-2366 からトロンビン特異的な S-2238 (Fig. 4B) へと変更した。また検体中のプロテイン C

活性について、プロテイン C⽋乏⾎漿に試薬プロテイン Cを定量的に添加することで調製

した、コントロール⾎漿中のプロテイン C 濃度当量 (protein C activity µg/mL equivalent) と

して定量的に表現することを⽬指した。構築した測定系が検体中のプロテイン C 濃度依存

的に機能するか、最終段階から 1段階ずつ量的依存性を検証することとした。最終的な結果

の評価については、コントロール⾎漿中のプロテイン C 濃度と pNA の単位時間あたりの吸

光度増加量についての検量線を作成し、その近似曲線の相関係数を既存の発⾊基質法キッ

トの結果と統計学的に⽐較することで⾮劣性を確認した。本⼿法による最⼤のメリットは

type IIb の検出可能性を有し、かつプロテイン C の活性を従来のパーセント表記法ではなく

質量濃度等量 (µg/mL equivalent) として表現できることである。 

 本章では「⾎液凝固制御因⼦プロテイン C の⾎液凝固カスケードを模した新たな発⾊基

質法による定量的活性測定」について述べることとする。 
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A 

 

B  

 
Fig. 4. Our new method for quantitative protein C activity measurement method and the structure of 

chromogenic substrate. 

(A) 我々が新規に構築した定量的プロテイン C活性測定法の原理。従来の発⾊基質法にはなかったプロ

テイン S などの補因⼦を組み込み、type IIb プロテイン C⽋乏症の検出に対応できるよう系を構築して

いる。トロンビン特異的発⾊基質である S-2238から遊離する pNAを定量的に評価することでプロテイ

ン C 活性を測定する。(B) トロンビン特異的発⾊基質である S-2238 の構造。⼀次構造は H-D-Phe-Pip-

Arg-pNA•2HCl で表される。破線⽮印で⽰した部分でトロンビンによる切断を受け、pNA を遊離する。

なお (A) における→は促進反応を、|は抑制・分解反応を⽰す。 
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【第 2 節 試薬及び測定機器】 
 

 

 Human FVa は Lifespan Biosciences Inc. (Seattle, WA, USA) から、human protein C 並びに

human protein S, human FXa, human prothrombin, bovine thrombin は Haematologic Technologies 

(Essex Junction, VT, USA) から、それぞれ購⼊した。トロンビン特異的な合成発⾊基質であ

る S-2238 は Chromogenix (Mölndal, Gothenburg, Sweden) より⼊⼿した。蛇毒由来のプロテ

イン C 活性化試薬である Protac®は BioMedica Diagnostics (Stanford, CT, USA) より購⼊した。

Human protein C deficient plasma は HYPEN BioMed (Neuville-sur-Oize, France) から購⼊した。

TritonX-100 は Nacalai Tesque（京都府中京区）より購⼊した。Bovine serum albumin (BSA) は

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購⼊した。本邦で体外診断⽤医薬品として承認され

ているプロテイン C 抗原量測定法キットであるエルピアエース PC II は LSI Medience Co.

（東京都港区）から、同じく本邦にてプロテイン C 活性測定の発⾊基質法試薬キットとし

て承認されているテストチーム S PC は SEKISUI MEDICAL Co., Ltd. （東京都中央区）から、

それぞれ購⼊した。リン脂質である phosphatidylserine sodium salt (COATSOME DOPS-Na MS-

8181LS) と phosphatidylcholine (COATSOME DSPC MC-8080) , phosphatidylethanolamine 

(COATSOME DSPE ME-8080) は Yuka Sangyo Co., Ltd. （東京都渋⾕区）より購⼊した。 

 吸光度測定は Amersham Biosciences Ultrospec 3100 pro にて⾏った。 
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【第 3 節 プロテイン C コントロール⾎漿】 
 

 

 プロテイン C 活性をコントロール⾎漿中のプロテイン C 濃度当量 (protein C activity µg/mL 

equivalent) として検量線を作成して定量的に表現するために、⾎漿中に既知の濃度のプロ

テイン C を含むプロテイン C コントロール⾎漿が必要となる。そこで protein C deficient 

plasma に定量的に試薬プロテイン C を添加することで規定濃度のコントロール⾎漿を調製

した。調製したコントロール⾎漿のプロテイン C含有量は、本邦においてプロテイン C 抗

原量測定法キットとして体外診断⽤医薬品の承認を受けているエルピアエース PC IIを⽤い

て定量的に評価した。調製したプロテイン C コントロール⾎漿は必要に応じて各実験に⽤

いた。 

 

 

第 1 項 プロテイン C コントロール⾎漿の調製 

 

 プロテイン C コントロール⾎漿は購⼊した human protein C を PBS で 2.5, 5, 10, 20,       

40 µg/mL に希釈した上で、protein C deficient plasma に定量的に添加することで 0.5, 1, 2, 4, 6 

µg/mL の濃度になるよう調製した。なおブランク⽤の 0 µg/mL のコントロール⾎漿は human 

protein Cではなく PBSを protein C deficient plasma に添加して調製した。 
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第 2 項 プロテイン C コントロール⾎漿中のプロテイン C の定量 

 

 得られたプロテイン C コントロール⾎漿中のプロテイン Cを、ラテックス近⾚外免疫⽐

濁法 (LPIA 法) を測定原理とするエルピアエース PC II を⽤いてプロテイン C 抗原量とし

て定量した (Fig. 5A)。調製したプロテイン C 濃度と光学濃度 (OD) の検量線を作成し、そ

の直線性からコントロール⾎漿としての品質を検討した。 

 

＜⽅法＞ 

 測定⼿順はエルピアエース PC II の添付⽂書に準じたが、記載されている⽅法が⾃動分析

器での測定を想定したものであったため、本検討では⽤⼿法で測定するために若⼲の変更

を⾏った。測定⼿順は、まずプロテイン C コントロール⾎漿 (0–6 µg/mL) 2.1 µLを試薬キ

ットの R-1 126 µL に添加し、37ºCで 2 分間インキュベーションした。次に R-2 28 µLを得

られた反応液に添加し 37ºCで 5 分間インキュベーションした。5 分間の反応終了時点を対

照として、さらに 2 分経過後の波⻑ 800 nm における吸光度を測定し、その値から OD の変

化量を算出した (Fig. 1–5B）。この操作を 10回⾏い、n = 10 の平均値についてのプロテイン

C 濃度に対する OD の変化量についての検量線を作成した。 
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A 

 

B 

 
Fig. 5. Measurement principle and procedure for the protein C antigen assay of LPIA Ace PC II.  
(A) エルピアエース PC IIの測定原理であるラテックス近⾚外免疫⽐濁法の概要。抗プロテイン C抗体

を有するラテックス試薬に対し、プロテイン Cが添加されると抗原抗体反応によりラテックス凝集が起

こる。これによる光学濃度の低下を透過光強度の増加から検出し、検体中のプロテイン C濃度を測定す

る。(B) タイムラインと各時点で添加する試薬の体積について記している。0‒7分では 37 ℃でインキュ

ベーションし、7‒9分は室温にて反応をさせる。吸光度測定は 7分時点を対照として、9分時点の値を測

定する。 
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＜結果・考察＞ 

 調製したプロテイン C コントロール⾎漿中のプロテイン C 抗原量を、エルピアエース PC 

II によって⽤⼿法にて測定することができた (Fig. 6)。検量線の相関係数 r は 0.973 (95% CI: 

0.9416–0.9969) であり、調製ならびに測定操作を⽤⼿法で⾏ったものの良好な直線性と相関

が確認された。 

 

Fig. 6. Calibration curve of optical density and protein C concentration of the protein C control plasma.  

プロットは 7 分時点から 9 分までの 2 分間における光学濃度変化量における 10 回測定時の平均値であ

り、エラーバーは±標準誤差を⽰している。平均値のプロットに対する検量線の式は y = 0.1542x + 0.1092

であり、相関係数 r = 0.9864 (95%CI: 0.9416‒0.9969), 決定係数 R2 = 0.9731である。なお、0 µg/mLの測定

を⾏なっているため検量線の原点補正は⾏なっていない。 
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【第 4 節 定量的新規プロテイン C 活性測定系の構築】 
 

 

 現在プロテイン C 活性測定法は Table 1 に⽰した通り、凝固時間法と発⾊基質法によるも

のが実⽤化されている。両法ともサンプル中のプロテイン C を APC に変換する反応を

Protac®により⾏うことは共通しているが、凝固時間法は APC による APTT の延⻑度合いか

らプロテイン C の活性を測定する⼀⽅、発⾊基質法は APC特異的な発⾊基質である S-2366

を⽤いて単位時間あたりに遊離する pNAを吸光度測定により定量することでプロテイン C

の活性を測定する。凝固時間法は CaCl2 (Ca2+) により内因系凝固カスケードを駆動させるこ

とで⽣じるサンプル⾎漿⾃体の⾎液凝固反応を利⽤しているため、サンプル中に直接経⼝

抗凝固薬 (DOACs) や直接トロンビン阻害薬 (DTIs) などの抗凝固成分が含まれる場合は

その影響を強く受けてしまう。⼀⽅、in vitro にて in vivoでの APC の抗凝固反応を再現して

いるために type IIb のような APC とその他の因⼦との相互作⽤が低下することが原因とな

る⽋乏症の検出が可能であるという⻑所がある。他⽅、発⾊基質法は⽣じた APCが直接発

⾊基質を切断するため抗凝固剤等の影響をほとんど受け受けない上にその定量性の⾼さか

ら、ISTH によるガイドラインにおいて第⼀選択となっているが、type IIb の⽋乏症は検出で

きないというデメリットがある 40,57。 

 結果の表現についても ISTHでは IUを⽤いたものが推奨されているが、⼀部の検査室、

こと本邦においては半定量的なパーセント表⽰が共通の検査結果の単位となっている。パ

ーセント表⽰では基準範囲が 70–140%と⾮常に広いうえどのようなものを基準にしている

のかが明確ではなく、第 1節で述べた通り IU の定義も事実上標準化されていない。定量的

なプロテイン C 活性測定の実現には、改善すべきことが多々あるのが現状である。 

 我々は上記の⻑所を維持した上でさらなる利点として、type IIb の⽋乏症を検出できる新

たな定量的プロテイン C 活性測定を実現するため、現状第⼀選択となっている発⾊基質法
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をベースに⾎液凝固カスケードを模倣した新たな活性測定系の構築を試みた。⾎液凝固カ

スケードを模倣するにあたり発⾊試薬は APC特異的な S-2366試薬 (Fig. 3B,C) からトロン

ビン特異的な S-2238試薬 (Fig. 4B) へと変更し、プロテイン C 活性依存的な単位時間あた

りの吸光度増加速度を定量的に測定できるように系を構築した (Fig. 7)。各反応については

Reaction 1 をプロテイン C 活性化反応、Reaction 2 は APC/プロテイン S 複合体形成反応、

Reaction 3 を FVa 分解反応、Reaction 4 をトロンビン⽣成反応、Reaction 5 を呈⾊反応とし

た。 

 

 

Fig. 7. Reaction map of early phase of consideration.  

測定系は 5 つの反応段階によって構成される。Protac®によるプロテイン C の活性化 (Reaction 1) によ

り⽣じた APCをプロテイン Sとの複合体に変換 (Reaction 2) し、APCの活性依存的に FVaの分解反応

を⾏う (Reaction 3)。反応終了時点で残存する FVaが FXaによるトロンビン⽣成反応を促進 (Reaction 4) 

し、⽣じたトロンビンが特異的発⾊基質である S-2238から pNAを遊離させる (Reaction 5)。なお図中の

→は促進反応を、|は抑制・分解反応を⽰す。 
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第１項 試薬⽤緩衝液・検体希釈⽤緩衝液、リポソーム溶液の調製 

 

 検体希釈⽤緩衝液 (Dilution Buffer) ならびに試薬⽤緩衝液、リポソーム溶液 (Liposome A) 

はプロテイン S ⽐活性 (protein S-specific activity) 測定法における活性測定系 63を参考とし

て、次のように調製した。 

 Dilution Buffer は 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中にくえん酸三ナトリウム・⼆⽔和物ならびに

NaCl, BSA, Triton™ X-100をそれぞれ 10.6 mM, 10 mM, 0.1 w/v%, 0.06 v/v%の濃度で含有す

るように調製した。試薬⽤緩衝液は 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中に CaCl2 ならびに NaCl, 

Triton™ X-100をそれぞれ 4 mM, 15 mM, 0.06 v/v%で含有するように調製した。 

 リ ポ ソ ー ム 溶 液 と し て phosphatidylcholine: phosphatidylserine sodium salt: 

phosphatidylethanolamineをモル⽐ 1: 1: 1で秤取し、クロロホルム：メタノールの 4: 1混液に

て溶解させたのちにエバポレーションして多層⼩胞 (LMV) を作製し、この LMVを真空条

件で⼀晩乾燥させた後に 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) に懸濁させて⽔温 60 ℃以上で 20 分間超

⾳波破砕を⾏い⼩型単層⼩胞 (SUV) を得た 64。この SUVを 1.2 mg/mLとなるように 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.0) で調製したものを Liposome Aとした 63。 

 

 

第２項 定量的プロテイン C 活性測定法の構築：各反応段階の検証 

 

 トロンビン特異的な発⾊基質で S-2238を⽤いた新たな測定系が実際に機能し、サンプル

中のプロテイン C 活性依存的な定量性を有していることの検証を最終段階の Reaction 5 か

ら順に⾏った。なお、APCが FVaを単位時間内に定量的に切断する Reaction 3 については

既存の発⾊基質法の原理よりプロテイン C の活性依存性が認められているため、直接的な

検証を省略した。 
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第２項−１ S-2238 による呈⾊反応の検討 

 

 トロンビン量と、これによる S-2238 切断の結果遊離する pNA に量的相関があることは

我々が構築する定量的プロテイン C 活性測定系の前提条件である。この量的関係を確認す

るために S-2238 による呈⾊反応 (Fig. 8A) の検討を⾏った。 

 

＜⽅法＞ 

 100 µL の試薬 4（S-2238試薬）と Liposome A 2 µL の混液に 0.01 µg/µL bovine thrombinを

1 µLならびに 2 µLを、1.0 ng/µL bovine thrombinを 1, 2.5, 5, 10 µL添加した。全反応液量を   

100 µLと近似した場合に、bovine thrombin終濃度 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20, 50 ng/100 µLでの pNA

の遊離について波⻑ 405 nm の吸光度を 300秒間測定した (Fig. 8B)。0 ng/100 µL は bovine 

thrombinを添加しない状態で測定した。なお、試薬 4 は試薬⽤緩衝液中に S-2238を 750 µM

含有するよう調製し、測定は 2 回ずつ⾏った。1 分間あたりの吸光度変化量は、Ultrospec 

3100 pro の Michaelis-Menten式に従う酵素反応の反応初速部分の直線式の傾きを導く機能を

利⽤し、これを記録した。 

 

＜結果・考察＞ 

 Bovine thrombin 濃度と 1 分間あたりの吸光度増加量は⾮常に良好な相関 (r = 0.9967, R2 = 

0.9935, n = 2) を⽰した (Fig 9)。したがって、S-2238を⽤いたトロンビンの定量は可能であ

り、Reaction 4 にてプロテイン C 活性依存的に⽣成すると想定されるトロンビン量の差を検

出するために使⽤することができるものと考えらえた。 
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A 

 
B 

 

Fig. 8. Procedure of p-Nitroaniline-liberating reaction by thrombin.  

(A) トロンビンがトロンビン特異的な発⾊基質である S-2238 に作⽤し、pNA を遊離する反応における

トロンビンの量的依存性を確認する。反応系における本検討の位置付けを強調して⽰している。(B) タ

イムラインと添加する試薬とその体積を記載している。吸光度測定は 0 秒時点を対照として、300 秒間

測定する。試薬 4 はトロンビン特異的な発⾊基質である S-2238 を含む。なお (A) における→は促進反

応を、|は抑制・分解反応を⽰す。 
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Fig. 9. S-2238 cleavage activity of bovine thrombin.  

300秒間の吸光度変化量を 1分間あたりの変化速度に変換し、体積を 100 µLとした場合の bovine thrombin

濃 度 の 近 似 値  (ng/100 µL) に 対 し て 実 測 値 を プ ロ ッ ト し て い る 。 近 似 曲 線 式 は                       

y = 12.4919×10–3x + 1.7939×10–3であり、相関係数 r = 0.9967, 決定係数 R2 = 0.9935である (n = 2)。 
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第２項−２ FVaならびに FXa の pNA遊離反応における量的依存性の検討 

 

 構築した反応系の Reaction 3では、試薬中の FVaが APC/プロテイン S複合体によりプロ

テイン C の活性依存的に分解を受けることを想定している。そのため FVaと Reaction 4以

降の反応に量的相関が確認される必要がある。第２項−１の検討においてトロンビンと⽣

成する pNA の量的相関は確認されたため、Reaction 4–5を組み合わせることで FVaならび

に FXa のトロンビン⽣成反応 (Fig. 10) における量的依存性の検証を⾏った。 

 2つの要素の量的依存性を検討するにあたり、構築した測定系の反応中で量的変化を受け

ない FXa の検討を先に⾏い、その後に FVa の検討を⾏った。 

 

 
Fig. 10. Reaction map to confirm the concentration dependence of FXa and FVa on p-nitroaniline 

generation. 

FXaならびに FVaの濃度依存性を確認するため、連続する反応段階のうち Reaction 4‒5のみを強調して

⽰す。FXa はプロトロンビンをトロンビンに変換するための直接の酵素として、FVa はその反応を増幅

する補因⼦として機能する。FXaは FVa⾮存在下であってもプロトロンビンの活性化作⽤を有する。な

お図中の→は促進反応を、|は抑制・分解反応を⽰す。 
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第２項−２−１ FXa の pNA ⽣成における量的依存性の検証 

 

＜⽅法＞ 

 試薬⽤緩衝液中に human prothrombinを 730 nM, S-2238を 750 µM含むように FXa 検証⽤

試薬を調製した。この FXa 検証⽤試薬 100 µL に Liposome Aを 2 µL添加したものをキュベ

ット中に⽤意し、この混液に対して human FXaを定量的に添加することで FXa の pNA ⽣成

における量的依存性を検証した。Human FXa は定量的プロテイン S総活性測定法にて報告

63されている 50 pMを基準として、1/10倍, 1/5倍, 1/2倍, 1倍, 2倍, 5倍, 10倍（約 5, 10, 25, 

50, 100, 250, 500 pM）となるように 7.5 ng/mL human FXaを 2.4 µLまたは 4.8 µL, 75 ng/mL 

human FXaを 1.2, 2.4, 4, 8 µL, 750 ng/mL human FXaを 1.2 µLまたは 2.4 µL添加した。本検

討では補因⼦となる FVaを添加していないため反応時間は 1,200秒とし、波⻑ 405 nm にお

ける吸光度測定開始時点から 1,200 秒経過時点での室温における吸光度変化量を 1 分あた

りの吸光度変化量に変換して評価した (Fig. 11A)。測定は 2回⾏い、結果をキュベット内の

体積を 100 µLと近似した際の FXa 濃度 (pM) に対してプロットを⾏った。 

 

＜結果・考察＞ 

 FXa添加量と 1 分あたりの pNA遊離に由来する吸光度変化量に関して、良好な相関 (r = 

0.9891, R2 = 0.9784, n = 2) が⽰された (Fig. 11B)。構築した測定系において FXa は他の因⼦

等において分解を受けたりはしないと考えられるが、以降の試薬濃度の最適化の際に FXa

の量を調節することが有⽤となる可能性が⽰唆された。 
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A 

 

B 

 
Fig. 11. Confirming FXa concentration dependence on S-2238 degradation.  

(A) タイムラインと添加する試薬とその体積を記載している。吸光度測定は 0秒時点を対照として、1,200

秒間測定する。試薬 4はトロンビン特異的な発⾊基質である S-2238と、FXaにより活性化を受けるプロ

トロンビンを含む。(B) 1,200秒間の吸光度変化量を 1分間あたりの変化速度に変換し、体積を 100 µLと

した場合の FXa 濃度の近似値  (pM) に対して実測値をプロットしている。近似曲線式は               

y = 6.9828×10–5x + 0.0008であり、相関係数 r = 0.9891, 決定係数 R2 = 0.9784である (n = 2)。 
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第２項−２−２ FXa の pNA 遊離反応における量的依存性の検討 

 

＜⽅法＞ 

 試薬⽤緩衝液中に S-2238, human prothrombin, human FXaをそれぞれ 750 µM, 730 nM, 50 

pM含むように FVa 検証⽤試薬を調製した。また、試薬⽤緩衝液中に human FVaを 357 nM

含有するよう FVa試薬を調製した。発⾊試薬 100 µLと Liposome A 2µLをキュベット中に

⽤意し、そこに FVa試薬を終濃度として 0 nMまたは 350 nM, 700 nMとなるよう 5 µLまた

は 10 µL添加し、波⻑ 405 nm における吸光度変化量を 600秒間、2回測定し、600秒間の吸

光度変化量を 1 分あたりの吸光度変化量へ変換して⽐較した。なお、本検討において 0 nM

は FVa試薬を添加せず測定を⾏い、Liposome Aと FVa試薬の添加による体積増加は相関の

把握が⽬的のため無視し、いずれの条件においても最終的な体積は 100 µLであるとして⽐

較を⾏った (Fig. 12A)。 

 

＜結果・考察＞ 

 検討した FVa の濃度は 3点であったが、今回の条件では FVa 濃度と pNA の単位時間あた

りの⽣成量に関して良好な正の相関 (r = 0.9892, R2 = 0.9785, n = 2) が⽰された (Fig. 12B)。

これにより構築した測定系においてプロテイン C の活性依存的に APC/プロテイン S複合体

により FVaが切断される際に、単位時間の反応終了時点で残存する FVa量を、pNA の⽣成

量から推定できることが⽰唆された。これは本測定法における⾮常に重要な結果であり、プ

ロテイン C 活性を定量的に評価できる可能性が⽰された。 

 

 

 

  



 31 

A 

 

B 

 
Fig. 12. Confirming FVa concentration dependence on S-2238 degradation. 

(A) タイムラインと添加する試薬とその体積を記載している。吸光度測定は 0秒時点を対照として、600

秒間測定する。FVa検証⽤試薬はトロンビン特異的な発⾊基質である S-2238と FXa, プロトロンビンを

含む。Human FVa 0 µLは試薬を添加しないことを⽰す。(B) 600秒間の吸光度変化量を 1分間あたりの

変化速度に変換し、体積を 100 µLとした場合に添加される FXa濃度について、実測値をプロットして

いる。近似曲線式は y = 0.0426x + 0.0002, 相関係数 r = 0.9892, 決定係数 R2 = 0.9785である (n = 2)。 
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⼩括 

 

 本項にて構築した測定法の各段階の検証を⾏い、Reaction 4–5 (Fig. 10) の量的依存性が確

認された。その他の反応を検討する上で、Reaction 1 についてはサンプル中のプロテイン C

を完全に活性化すること、Reaction 2 についてはプロテイン C に対して⼤過剰のプロテイン

S を添加してインキュベーションすることが、サンプル中のプロテイン C 濃度依存的に測

定系が機能するために重要な点となると考える。また、Reaction 3 のプロテイン C 活性依存

的な FVa の定量的分解反応は、type I⽋乏症ならびにプロテイン C 活性の定義より、同⼀の

活性を⽰すプロテイン C ではその総量により活性が決定づけられることを利⽤し、単⼀の

APC試薬を種々の濃度でサンプル中に添加することで検証が可能であると考えられる。 

 次項では構築した測定系の Reaction 1–5 を通して実施し、実際にプロテイン C コントロ

ール⾎漿の活性を測定できるか否かを検討する。 

 

 

第３項 構築した測定法でのプロテイン C コントロール⾎漿の活性測定 

 

 前項にてサンプル中のプロテイン C 活性を単位時間あたりに遊離する pNA から定量的に

評価できる可能性が⽰唆された。本項では protein C deficient plasma 中に定量的に human 

protein Cを添加したプロテイン C コントロール⾎漿 (0, 2, 4, 8 µg/mL) 中のプロテイン C 活

性を本法で評価できるかを検討した。なお 8 µg/mL のプロテイン C コントロール⾎漿は第

３節での結果 (Fig. 6) に外挿可能であるとして検討に⽤いた。	

 

＜⽅法＞ 

 Dilution Bufferならびに試薬⽤緩衝液、Liposome A は本節第１項と同様に調製した。試薬

１（プロテイン C 活性化試薬）は本邦において発⾊基質法キットとして体外診断⽤医薬品
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の承認を取得しているテストチーム S PC の①液（Protac®試薬）を流⽤した。試薬２（プロ

テイン S試薬）は試薬⽤緩衝液中に human protein Sを 64.5 nM（終濃度として約 2.3 nM）含

むように調製した。試薬 3（FVa試薬）は試薬⽤緩衝液中に human FVaを 715 pM（終濃度と

して約 50 nM）含むように調製した。試薬 4（呈⾊試薬）は試薬⽤緩衝液中に human prothrombin

ならびに human FXa, S-2238をそれぞれ 740 nM, 50 pM, 750 µM（終濃度としてそれぞれ約

630 nM, 43 pM, 650 µM）の濃度で調製した。 

 サンプルはプロテイン C コントロール⾎漿のうち、0, 2, 4, 8 µg/mLを検討に⽤いた。サン

プルは Dilution Buffer にて 15倍希釈し、その 2 µLを 6 µL の試薬１に加えて 37 ℃, 5 分間イ

ンキュベーションした。反応液 8 µL に試薬 2を 10 µL添加し 37 ℃で 5 分間インキュベー

ションしたのち、20 µL の試薬 3を添加しさらに 37 ℃, 10 分間インキュベーションした。そ

の後、反応液 38 µL のうち 19 µLをキュベットに⽤意した 119 µL の試薬 4と 2 µL の Liposome 

Aとの混液に加え、速やかに波⻑ 405 nm にて 600秒間吸光度を測定した (Fig. 13)。 

 上記操作を 3 回⾏って得られた吸光度測定結果は、反応開始時点から 600 秒経過時点の

吸光度変化量を 1 分あたりの吸光度変化量へ変換し、コントロール⾎漿中のプロテイン C

濃度 (µg/mL) に対してプロットし、検量線を求めた。 

 

Fig. 13. Measurement procedure of the early phase for quantitative protein C activity measurement.  

添加する試薬とその量、反応時間、反応条件について記載している。吸光度測定は試薬 4と Liposome A

との混液に反応液 19 µLを添加した時点を 0秒とし、2秒間隔で 600秒間測定する。 

検体前希釈 (1/15)

サンプリング 2 μL + 試薬1 (Protac®試薬) 6 μL

+  試薬2 (Protein S試薬) 10 μL

+  試薬3 (FVa試薬) 20 μL

反応液 38 μL

試薬4 (発⾊試薬) 119 μL
Liposome A 2 μL

19 μL

波⻑405 nm, 600 s
測定終了

37℃, 5 min

37℃, 5 min

37℃, 10 min



 34 

＜結果・考察＞ 

 得られたプロットに対しての検量線は直線式にはあまり当てはまらず (y = –0.0044x + 

0.0369, 相関係数 r = –0.7186, 決定係数 R2 = 0.5164)、最も決定係数が⾼い近似曲線は多項式

近似のものであった (Fig. 14A)。また、実際の吸光度測定結果は対数式のグラフのような変

化を⽰した (Fig. 14B)。 

 得られた結果ではコントロール⾎漿中プロテイン C 濃度として 2–8 µg/mL の範囲で差が

無いように思われた (Fig. 14A)。検量線式が直線式ではなかったことからも、実際のサンプ

ルに含まれるプロテイン C 活性を定量的に検出する程の分解能は実現できていない事が⽰

唆された。⼀⽅で、Reaction 1–5を通して反応させた結果、少なくともプロテイン C 濃度 0 

µg/mL とその他の濃度では差が⾒られていることから、測定系⾃体はある程度機能してい

るものと考えられ、サンプル中に含まれるプロテイン C の活性を我々が構築した活性測定

系により pNA の単位時間あたりの⽣成速度という形で定量的に表現できる可能性が⽰され

た。 

A B 

  
Fig. 14. Calibration curve and measurement result of early phase quantitative protein C measurement.  

(A) プロテイン Cコントロール⾎漿中のプロテイン C濃度 (0, 2, 4, 8 µg/mL) に対して 600秒間での吸

光度の増分を 1分間あたりに変換した値の平均値 (n = 3) をプロットしている。検量線は平均値に対し

て作成し、その式は y = 0.0016 x2 ‒ 0.0176 x + 0.0496であり、決定係数 R2 = 0.9065である。エラーバー

は標準誤差を⽰している。(B) Reaction 5の際の波⻑ 405 nmにおける吸光度変化を記録した⼀例（プロ

テイン C 2 µg/mL）で、吸光度測定は 2秒間隔である。 

 しかしながら、実際の吸光度測定結果が対数式グラフに似た形となっていたことから、吸
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光度測定を⾏っている最中に多段階の酵素反応が同時に進⾏していたことが⽰唆された 

(Fig. 14B)。この点について反応系を改めて確認するとリン脂質を添加しておらず、APC/プ

ロテイン S複合体による FVa の不活化反応は負に帯電した膜上で Ca2+の存在下で進⾏する

という報告 5,15,16を反映していない事が判明した。したがって複数段階に分けてインキュベ

ーションを⾏っていたが、実際に FVa不活化反応が進⾏したのは試薬 4ならびに Liposome 

Aを添加した段階であったという可能性が考えられる。また、検体前希釈は 15倍希釈とし

ていたが、⾎漿中に存在し得る⾎液凝固系の阻害因⼦の影響を可能な限り排除するために

は前希釈倍率をさらに上げ、測定系に加えられる阻害因⼦の絶対量を少なくする必要があ

るものと考える。さらに、今回は Liposome Aを添加していなかったことが⼤きな要因であ

る可能性が⾼いが、プロテイン C 2–8 µg/mL の範囲で pNA ⽣成速度に差が⽣じなかった。

これについては試薬として添加した FVa が少ないためにプロテイン C 2 µg/mL の段階で全

て分解されてしまった可能性が考えられる。したがって、測定系全般の最適化についてのさ

らなる検討が必要であると考えられる。 

 また結果に現れない点として、調製後の試薬 4 にて S-2238と思われる沈殿が観測されて

いた。この点についても pHや緩衝液の組成変更等を検討する必要があるものと考える。 

 我々が構築した測定系はプロテイン C コントロール⾎漿中のプロテイン Cを活性化させ、

⾎液凝固カスケードを模した反応系を経由し、最終的にトロンビン特異的な発⾊基質であ

る S-2238 の切断の結果⽣じる pNAを吸光度測定により検出する。今回の検討において、コ

ントロール⾎漿中のプロテイン C の有無によって pNA由来の吸光度変化速度に差が⾒られ

た。したがって、この pNA の⽣成速度の違いからサンプル中のプロテイン C の活性を推定

できる可能性が⽰唆された。しかしながら、さらなる測定条件の最適化についての検討を重

ねる必要があるものと考える。  
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【第５節 定量的新規プロテイン C 活性測定系の最適化条件の探索と検討】 
 

 

 第４節にて各反応段階の量的依存性について検討し、さらなる条件検討が必要であるこ

とが⽰唆されたが、⼀⽅で Reaction 1–5 (Fig. 7) を経てプロテイン C コントロール⾎漿中の

プロテイン C を検出することが可能であることが⽰唆された。本節では先の検討を基に実

際にプロテイン C 活性測定法として成⽴しうる測定条件の探索と、最適化の検討について

述べる。 

 

第１項 プロテイン C 活性化試薬の検討 

 

 前節の検討では実績のあるテストチーム S PC の①液 (Protac®試薬) を流⽤していたが、

検査法として確⽴するためにはプロテイン C の活性化法の検討が求められる。⽣体内にお

いてはプロテイン C の活性化は⾎管内⽪細胞上のトロンボモジュリンとトロンビンの複合

体とプロテイン C が反応することで進⾏する。この際に EPCR が存在することでより強⼒

な活性化が⽣じる 11。可能な限り⽣体内の反応を再現することが正確なプロテイン C ⽋乏

症の検出により好ましいと考えられるが、トロンビンを活性化に⽤いる場合、Reaction 5 に

おける pNA の遊離反応に影響を及ぼすことが考えられる。したがってトロンボモジュリン

による検討は省略し、既存法通りにプロテイン C 活性化試薬である Protac®を⽤いる⽅法に

ついて検討した。 

 平均⾎中濃度とされる 4 µg/mL プロテイン C コントロール⾎漿を⽤い、Protac®を種々の

濃度、pH の条件で調製した上で、①液での活性化との⽐較を 1,138秒間の反応にて⾏った。

プロテイン C の活性化の評価には APC特異的な発⾊基質であるテストチーム S PC の②液 

(S-2366試薬) を⽤いた。なお、Protac®は凍結乾燥品のため⽔にて 3 units/mL の濃度に調製

し、各種検討に⽤いた。 



 37 

 

第１項−１ pH の検討 

 

＜⽅法＞ 

 Protac®を 50 mM Tris-HCl (pH 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0) の種々の pH にて 0.5 units/mL に調製

し、コントロール⾎漿 2 µL に対し 80 µL添加し 37 ℃で 5 分間インキュベーションした。こ

の時点で波⻑ 405 nmでの吸光度を測定間隔 2秒で 60秒間測定して S-2366 の沈殿等を疑わ

せるような吸光度の変動が無いことを確認した後、テストチーム S PC ②液を 40 µL加えて 

62 秒時点から 1,200 秒経過時点までの吸光度測定を継続した。Protac®の対照としてはテス

トチーム S PC ①液を⽤いた。なお、本検討における試薬組成、反応時間は同試薬キットの

添付⽂書に記載の参考情報を基として設定した。結果は 62 秒時点から 1,200 秒経過時点ま

での吸光度の増分を 1 分間あたりの変化量に変換し、⽐較を⾏った。 

 

＜結果・考察＞ 

 得られた結果を Table 1–2 に⽰す。1回の検討であるため統計学的な検討を⾏うことはで

きないが、pH 7.5ならびに 8.0 の条件でテストチーム S PC の活性化試薬よりも⼤きな 1 分

あたりの吸光度変化量が観測されたことから、これらの活性化条件が有⽤である可能性が

⽰唆された。しかしながら、試薬⽤緩衝液の組成との相互作⽤による可能性も排除はできな

いものの、pH 8.0 においては S-2238 によるものと思われる沈殿が頻回に観測されていたこ

とから、以降は 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) での検討を重ねることとした。 
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Table 1–2. Effect of buffer pH on the activity of Protac® and comparison with the activation reagent of 

Testzyme S PC. 

Activator Protac®: 0.5 units/mL, buffer: 50 mM Tris-HCl テストチーム S PC 

活性化液 pH 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 

ΔAbs./min 0.0246 0.0319 0.0327 0.0257 0.0145 0.0294 

ΔAbs./min: 62秒から 1,200秒までの 1,138秒間の吸光度測定結果を、1分間あたりの変化量に変換したも

の。 

プロテイン Cコントロール⾎漿は 4 µg/mLを⽤いている。 

 

 

第１項−２ 濃度の検討 

 

 先の検討により、上市されているプロテイン C 活性化試薬と同等以上の活性化能を⽰す   

50 mM Tris-HCl の pH条件が絞り込まれた。そのうち pH 7.5 にて Protac®のプロテイン C 活

性化に関する濃度依存性の検討を⾏った。なお、Protac®添付⽂書には「1 mL の⾎漿中に含

まれるプロテイン C を 37 ℃において 5 分以内に活性化させる」ものとして、Protac®の     

1 unit の定義が記載されている。 

 

＜⽅法＞ 

 3 units/mL Protac®⽔溶液を 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) を⽤いて 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5(, 3.0) 

units/mL に希釈し活性化試薬を得た。キュベットに 4 µg/mL プロテイン C コントロール⾎

漿 4 µLとテストチーム S PC の②液 (S-2366試薬) を 80 µL添加し、波⻑ 405 nmならびに

505 nmでの吸光度差をブランクとして測定した。この後キュベットから 42 µLを抜き、キ

ュベット内の反応液 42 µL に対し各濃度の活性化試薬 80 µLを添加し、10秒間隔で 1,200秒

間吸光度を測定した。 

 結果は波⻑ 405 nmと 505 nm の吸光度の差を、経過時間に対してプロットした。  
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＜結果・考察＞ 

 得られたプロットから、最もプロテイン C 活性化効率の良い Protac®濃度は 1.0 unit/mLで

あることが⽰された (Fig. 15)。今回の検討において各種濃度を得るために 50 mM Tris-HCl 

(pH 7.5) にて 3 units/mL の Protac®原液を希釈しており、検討に⽤いた 3.0 units/mL の活性

化試薬は Protac®原液そのものであった。濃度が⾼くなるに従い Tris-HCl の添加量は少なく

なるため、今回の検討は厳密に 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) での Protac®の活性を検討する試験

としては不適であったものと判断する。 

 今回の結果から、活性化試薬は添付⽂書通りに凍結乾燥状態の Protac®を超純⽔にて 3 

units/mL の濃度に溶解した後、50 mM Tris-HCl (pH 7.5) を⽤いて 1 unit/mL の濃度として⽤

いることが有⽤である事が⽰唆された。 

 なお、Protac®の 1 unit の定義より活性化時間を 5 分未満に短縮できる可能性も⽰唆され

るが、検体前希釈倍率との関連もあるためこの検討は他項に譲ることとする。 
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第２項 定量的プロテイン C 活性測定、反応系の再検討 

 

 前節での検討にて、Reaction 3 の APC/プロテイン S 複合体による FVa の不活化反応に

Liposomeを添加していなかったことや、プロテイン C コントロール⾎漿中プロテイン C 濃

度 2–8 µg/mL の範囲では 1 分間あたりの吸光度増加量にほとんど差がみられなかった等、

反応系についてさらに検討すべき点があることが⽰唆されていた。本項⽬では、前項での結

果を踏まえ Protac®を⽤いた活性化試薬を⽤いたプロテイン C 活性化反応時間の検討をは

じめとし、プロテイン C 濃度依存的に最終的な pNA遊離速度に違いが現れるよう各反応時

 
Fig. 15. Effect of Protac® concentration on protein C activation.  

Tris-HCl (pH 7.5) 中の Protac®の濃度ごとに波⻑ 405 nmと 505 nmの吸光度の差を、活性化試薬添加時点

を対照としてプロットしている。実際の吸光度測定は 10秒間隔で 1,200秒間測定している。 
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間の検討、試薬組成の検討等を⾏った。従来、試薬⽤緩衝液を 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中

に CaCl2ならびに NaCl, Triton™ X-100をそれぞれ 4 mM, 15 mM, 0.06 v/v%で含有するよう

に調製していたが、S-2238 の沈殿が疑われた。したがって本検討では pHを変更し、反応⽤

緩衝液 (Reaction Buffer) として 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 中に CaCl2ならびに NaCl, BSA, 

Triton™ X-100をそれぞれ 4 mM, 15 mM, 0.1 w/v%, 0.06 v/v%で含有するように調製したもの

を使⽤することとした。 Liposome は引き続き 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 中に

phosphatidylcholine: phosphatidylserine sodium salt: phosphatidylethanolamineをモル⽐ 1: 1: 1で

含有する 1.2 mg/mL Liposome Aを⽤いた。Dilution Buffer についても変更はなく 50 mM Tris-

HCl (pH 8.0) 中にくえん酸三ナトリウム・⼆⽔和物ならびに NaCl, BSA, Triton™ X-100をそ

れぞれ 10.6 mM, 10 mM, 0.1 w/v%, 0.06 v/v%の濃度で含有するように調製したものを⽤いた。 

 

 

第２項−１ プロテイン C 活性化反応時間の短縮と FVa 分解反応についての検
討 

 

 プロテイン C 活性化時間の検討について、検体前希釈を 15 倍希釈から 50 倍希釈に、サ

ンプリングを 2 µL から 5 µLへ変更したうえで、Reaction 1（プロテイン C 活性化反応）に

ついても Protac®を 1 unit/mL の濃度で 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) にて調製したプロテイン C

活性化試薬(R1) 5 µLと反応させることとした場合を検討した。この場合、実際の反応段階

では⾎漿 10 µLと Protac® 1 unit の⽐率で存在することとなり、「⾎漿 1 mL中のプロテイン

Cを 37 ℃で 5 分以内に活性化する」という Protac® 1 unit の定義より、反応時間を 5 分より

も短縮できる可能性が考えられた。 

 また、2019 年に発表された M. Gierula らの報告にて、APC/プロテイン S の複合体はリン

脂質表⾯にて形成されるものであり、この複合体形成反応は FVa が共存する場合でないと

効率的に進⾏せず、実際には APC/プロテイン S/FVa複合体をリン脂質表⾯にて形成すると



 42 

同時に FVa の不活化反応が起こることが⽰されていた 65。このことより、従来 Reaction 2と

して Liposome Aを添加せずにまず APC/プロテイン S複合体⽣成反応を⾏い、Reaction 3と

して FVaを不活化させる構成であったところを、1段階に統合できる可能性が⽰唆された。 

 これらを踏まえ、プロテイン C 活性化反応時間の短縮ならびに APC/プロテイン S複合体

形成と FVa 分解反応を 1段階で⾏うこと(Fig. 16)、Reaction 2と 3 の反応時間についての検

討を⾏った。 

 
Fig. 16. Reaction map of the late-phase protein C activity assay.  

M. Gierulaらの報告 65に基づき、以前の測定系 (Fig. 7) における Reaction 2と Reaction 3を統合し、1段

階で⾏うように変更している。なお図中の→は促進反応を、|は抑制・分解反応を⽰す。 

 

＜⽅法＞ 

 試薬 1 (R1) は 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 中に Protac®を 1 unit/mL の濃度で調製した。     

試薬 2 (R2) は Reaction Buffer中に human protein Sならびに human FVaをそれぞれ 25 nM,   

760 pM（終濃度としてそれぞれ約 3.5 nM, 100 pM）の濃度で調製した。試薬 3 (R3) は Reaction 

Buffer中に human prothrombinならびに human FXaをそれぞれ 2.0 µM, 430 pM（終濃度とし
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てそれぞれ約 360 nM, 80 nM）の濃度で調製した。試薬 4 (R4) は Reaction Buffer中に S-2238

を 750 µM（終濃度として約 450 µM）の濃度で調製した。 

 サンプルにはプロテイン C コントロール⾎漿 (0, 8 µg/mL) を⽤い、前希釈として Dilution 

Buffer により 50倍希釈を⾏った。Reaction 1（プロテイン C 活性化反応）として、希釈検体

と R1を各 5 µL混和し、37 ℃で 10秒間インキュベーションした。次いで Reaction 2（FVa

分解反応）としてこの混液に 20 µL の R2ならびに 2 µL の Liposome Aを添加し、37 ℃で 10

秒または 1, 2, 5 分インキュベーションした。この後 Reaction 3（トロンビン⽣成反応）とし

て R3を 27 µLならびに Liposome Aを 2 µLを添加し 37 ℃で 1 分または 5 分間インキュベ

ーションした。反応終了後、Reaction 4（S-2238 分解・呈⾊反応）としてキュベットに⽤意

した 90 µL の R4 に反応液全量の 61 µLを添加し、速やかに波⻑ 405 nm における吸光度を

100秒間測定した (Fig. 17)。 

 得られた結果は 0秒時点から 10, 20, 30, 60, 100秒経過時点の吸光度変化量を 1 分間あた

りの値に変換し、pNA の⽣成速度として評価した。なお、今回検討した Reaction 2 と  

Reaction 3 の時間の組み合わせは (5 分, 5 分), (5 分, 1 分), (1 分, 5 分), (10秒, 5 分), (2 分, 5 分)

である。この結果から特に有⽤と思われる条件に関してはプロテイン C コントロール⾎漿 

(0, 2, 4, 8 µg/mL) についても検討を⾏い、プロテイン C 濃度と 0秒時点から 100秒経過時点

における pNA遊離速度のプロットから相関を確認した。 
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Fig. 17. Measurement procedure to consider reaction times for Reactions 1‒3.  

添加する試薬とその量、反応時間、反応条件について記載している。プロテイン Cコントロール⾎漿 (0, 

2, 4, 8 µg/mL) を必要に応じて⽤いた。R1には Protac®, R2はプロテイン Sと FVa, R3は FXaならびにプ

ロトロンビンを含有する。吸光度測定は S-2238 を含む試薬 4 に反応液 61 µL を添加した時点を 0 秒と

し、2秒間隔で 100秒間⾏う。 
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＜結果・考察＞ 

 Table 1–3 に⽰すように、反応時間の組み合わせとして(Reaction 2, Reaction 3) = (1 分, 5 分), 

(2 分, 5 分)の条件においてプロテイン C 濃度 0 µg/mLと 8 µg/mL の pNA遊離速度の差がそ

れぞれ 0.023, 0.053 /minと⽐較的⼤きくなった。本測定系はプロテイン C 活性が⾼いサンプ

ルほど FVa の不活化がより進⾏し、⽣成するトロンビンならびに pNAがより少なくなるこ

とを想定して構築した系であり、これを⽀持するような結果を得られた (Fig. 18)。これら 2

条件について再現性を確認した結果を Table 1–4 に⽰すが、この際には Reaction 2を 2 分、

Reaction 3を 5 分とした場合にのみ有⽤と思われる吸光度の増加 (0.007 /min, 0–100 s) が⾒

られた。この時間条件についてのコントロール⾎漿中のプロテイン C 濃度と 100 秒間の観

測における 1 分あたりの pNA ⽣成速度の相関は (r = –0.7978, R2 = 0.6365) であることが⽰

された (Fig. 18)。 

 

 
Fig. 18. Calibration curve of modified measurement system.  

Reaction 2 を 2 分、Reaction 3 を 5 分とした際の 100 秒間の吸光度増分を 1 分間あたりに変換
した実測値をプロテイン C コントロール⾎漿濃度 (0, 2, 4, 8 µg/mL) に対してプロットを⽰
す。近似曲線式は y = ‒0.0012x + 0.0358, 相関係数 r = ‒0.7978, 決定係数 R2 = 0.6365 である。 
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Table 1–3. Influence of the reaction time of Reactions 2 and 3. 

Reaction 2, 3 
PC conc. 

(µg/mL) 

ΔAbs./min 

0–10 s 0–20 s 0–30 s 0–60 s 0–100 s 
Difference 

0–100 s 

5 min, 5 min 0 0.042 0.030 0.026 0.026 0.027 
‒0.006 

 8 0.054 0.051 0.038 0.036 0.033 

5 min, 1 min 0 0.030 0.027 0.024 0.021 0.021 
0.002 

 8 0.018 0.024 0.020 0.020 0.019 

1 min, 5 min 0 0.072 0.081 0.082 0.082 0.081 
0.026 

 8 0.072 0.063 0.056 0.056 0.055 

10 s, 5 min 0 0.210 0.150 0.150 0.147 0.145 
0.014 

 8 0.138 0.144 0.140 0.136 0.131 

2 min, 5 min 0 0.078 0.075 0.074 0.070 0.099 
0.053 

 8 0.042 0.048 0.046 0.045 0.046 

ΔAbs./min: 各測定時間内における吸光度測定結果を、1分間あたりの変化量に変換したもの。0–10 sは 0秒時点から 10秒

経過時点までの 10秒間、0–20 sは同様に 20秒間、0–30 sは 30秒間、0–60 sは 60秒間、0–100 sは 100秒間の結果を⽤い

て変化量を算出していることを⽰す。 

Reaction 2, 3: Reaction 2と Reaction 3の時間の組み合わせを表現している。 

PC conc.: プロテイン Cコントロール⾎漿中のプロテイン C濃度を記載している。 

Difference 0–100 s: 各濃度の結果のうち 0–100 sの値について、プロテイン C 0 µg/mLの値と 8 µg/mLの値の差を⽰してい

る。 

ΔAbs./minは反応時間によりその値が変化したため、反応時間ごとにデータを記載している (n = 1)。 
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Table 1–4 Confirmation of the influence of the reaction time of Reactions 2 and 3 on the results. 

Reaction 2, 3 
PC conc. 

(µg/mL) 

ΔAbs./min 

0–10 s 0–20 s 0–30 s 0–60 s 0–100 s 
Difference 

0–100 s 

2 min, 5 min 0 (mean) 0.039 0.041 0.038 0.038 0.036 
0.010 

 8 (mean) 0.024 0.029 0.029 0.030 0.029 

1 min, 5 min 0 0.066 0.063 0.064 0.058 0.055 
‒0.044 

 8 0.126 0.117 0.110 0.102 0.099 

ΔAbs./min: 各測定時間内における吸光度測定結果を、1分間あたりの変化量に変換したもの。0–10 sは 0秒時点から 10

秒経過時点までの 10秒間、0–20 sは同様に 20秒間、0–30 sは 30秒間、0–60 sは 60秒間、0–100 sは 100秒間の結果

を⽤いて変化量を算出していることを⽰す。 

Reaction 2, 3: Reaction 2と Reaction 3の時間の組み合わせを表現している。 

PC conc.: プロテイン Cコントロール⾎漿中のプロテイン C濃度を記載している。 

Difference 0–100 s: 各濃度の結果のうち 0–100 sの値について、プロテイン C 0 µg/mLの値と 8 µg/mLの値の差を⽰し

ている。 

ΔAbs./minは反応時間によりその値が変化したため、各反応時間ごとにデータを記載している。反応時間 2分と 5分の

組み合わせは n = 2での検討であるため、その平均値を記載している。なお、1分と 5分の組み合わせは n = 1である。 

 

 プロテイン C 濃度依存性が確認されたことから、Reaction 1 は今回設定した 10秒という

従来の検討よりも⼤幅に短縮した条件においても⼗分進⾏していたことが⽰された (Fig. 

18)。また、APC/プロテイン S複合体形成反応と FVa 分解反応を 1段階の反応として統合

し、試薬の組成を変更した測定系⾃体も実際に機能していることが⽰された。 

 しかしながら、プロテイン C 4–8 µg/mLでは近似曲線に⽐較的近い部分に実測値がある

のに対し、0 µg/mL は⼤きく上に、2 µg/mL は下に外れるように実測値がプロットされた 

(Fig. 18)。プロテイン C 0 µg/mLが上に外れた理由として、この濃度のコントロール⾎漿は

human protein C の代わりに PBSを添加して調製している⼀⽅で、試薬として⽤いている

human protein C は 50 v/v% glycerol/H2O の不凍液に調製された状態で販売されているため、
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この組成の違いが結果に影響を及ぼしている可能性が考えられる。また、⼤きく下に外れ

た 2 µg/mL コントロール⾎漿においては、⾎漿中プロテイン C 濃度が低い領域では⾎漿成

分の影響を受けている可能性が考えられる。 

 プロテイン C 0 µg/mL コントロール⾎漿の組成が異なる問題については、代わりに 0.5, 1 

µg/mL といったより低濃度のコントロール⾎漿を⽤いることで改善できる可能性が考えら

れた。⼀⽅プロテイン C 2 µg/mL コントロール⾎漿において pNA遊離速度が低いことに関

して、考察に基づく理由であれば検体前希釈倍率を上げることにより改善が図れるのでは

ないかと考えた。また、プロテイン C 濃度間の pNA ⽣成速度の差を広げるために、FXaや

FVa 濃度を変更することも有⽤であるのではないかと考える。 

 その他、前節第３項にて反応時間の経過とともに吸光度変化速度が上昇する結果が得ら

れていた (Fig. 14B) が、Table 1–3ならびに Table 1–4 に⽰すように本検討では反応の初期に

吸光度変化速度が⾼い傾向が⽰された。このことより、各段階の反応は設定した反応時間内

に概ね完了している可能性が考えられる。また、今後は反応の初速において吸光度変化速度

を⽐較できる可能性が⽰唆され、全体的な測定時間の短縮も検討できるものと考える。 

 

 

第２項−２ 検体前希釈倍率と FVa 濃度の検討 

 

 先の検討を基に検体前希釈倍率と試薬中の FVa 濃度を変化させ、⾎漿中プロテイン C 濃

度と 1 分あたりの吸光度増加量についてプロットした際の更なる相関の向上と近似曲線式

の傾きを⼤きくし、定量性の向上を図ることを⽬的としてさらに検討を重ねた。 
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第２項−２−１ 条件検討 

 

＜⽅法＞ 

 試薬 1 (R1) は 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 中に Protac®を 1 unit/mL の濃度で調製した。試薬

2 (R2) は Reaction Buffer中に human protein Sを 25 nM（終濃度として約 3.5 nM）ならびに

human FVaを 505 pMまたは 760 pM（終濃度としてそれぞれ約 70 pMならびに 100 pM）の

濃度で調製した。試薬 3 (R3) は Reaction Buffer中に human prothrombinならびに human FXa

をそれぞれ 2.0, 4.5 µM（終濃度として約 360, 820 nM）の濃度で調製した。試薬 4 (R4) は

Reaction Buffer中に S-2238を 750 µM（終濃度として約 450 µM）の濃度で調製した。 

 サンプルにはプロテイン C コントロール⾎漿 (1, 2, 4, 8 µg/mL) を⽤い、前希釈として

Dilution Buffer により 50倍または 100倍希釈を⾏った。Reaction 1（プロテイン C 活性化反

応）として、希釈検体と R1を各 5 µL混和し 37 ℃で 10秒間インキュベーションした。次

いで Reaction 2（FVa 分解反応）としてこの混液に 20 µL の R2ならびに 2 µL の Liposome A

を添加し、37 ℃で 2 分間インキュベーションした。この後 Reaction 3（トロンビン⽣成反応）

として R3を 27 µL添加し 37 ℃で 5 分間インキュベーションした。反応終了後、Reaction 4

（S-2238 分解・呈⾊反応）としてキュベットに⽤意した 90 µL の R4 に反応液全量の 61 µL

を添加し、速やかに波⻑ 405 nm における吸光度を 100秒間測定した (Fig. 19)。 

 得られた結果は 0 秒時点から 100 秒経過時点の吸光度変化量を 1 分間あたりの値に変換

し、pNA の⽣成速度として評価した。なお、今回検討した検体前希釈率と FVa 濃度の組み

合わせは(1/100, 505 pM), (1/100, 760 pM), (1/50, 760 pM) であった。 
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＜結果・考察＞ 

 本測定系はサンプル中のプロテイン C 活性が⾼いほど FVa の不活化がより進⾏するため、

⽣成するトロンビンならびに pNAがより少なくなる (Fig. 16)。したがって適切な条件では、

吸光度変化速度とプロテイン C 濃度は負の相関を⽰すと考えられる。検討した条件のうち、

最も良好な負の相関 (r = –0.8958, R2 = 0.8025) を⽰したのは検体前希釈倍率 100倍、R2中

FVa 濃度 505 pMであった (Fig. 20A)。その他の条件は正の傾きを⽰しており、相関係数も

0.7台と従来の検討で分解能が不⾜していると判断していた結果と類似していた。したがっ

て、単回の検討ではあるものの今回の結果から検体前希釈倍率を上げること、FVa 濃度を下

げることが⾎漿中プロテイン C 活性を定量的に測定するために有⽤である可能性が⽰唆さ

 
Fig. 19. Measurement procedure to determine the predilution and concentration of FVa.  

添加する試薬とその量、反応時間、反応条件について記載している。プロテイン Cコントロール⾎漿 (1, 

2, 4, 8 µg/mL) についての検体前希釈を 1/50または 1/100として⽐較検討を⾏う。R1には Protac®, R2は

プロテイン Sと FVa, R3は FXaならびにプロトロンビンを含有する。なお R2における FVa濃度は 505 

pMと 760 pMの 2 通り検討する。検討する検体前希釈率と R2 中 FVa 濃度の組み合わせは (1/100, 505 

pM), (1/100, 760 pM), (1/50, 760 pM) である。吸光度測定は S-2238を含む試薬 4に反応液 61 µLを添加し

た時点を 0秒とし、2秒間隔で 100秒間⾏う。 
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れた。しかしながら、最も有⽤らしいと考えた検体前希釈倍率 100倍、R2中 FVa 濃度 505 

pM の結果も、実際には対数近似とした⽅が⾼い決定係数 (R2 = 0.9699) であった (Fig. 20B)。

対数近似でも検量線として問題はないが、本研究はプロテイン C ⽋乏症の検出を主眼とし

ており、対数近似ではプロテイン C 低濃度・低活性領域での誤差が⼤きくなる。測定の⾃

動化が達成されれば誤差は⼩さくできるものと考えられるが、⽤⼿法にて検討を重ねてい

る現段階では直線に近似できる⽅が好ましいと考える。プロテイン C 低濃度領域で吸光度

変化速度の差が⼤きくなることから、検体前希釈倍率を⾼める、FXa ならびに FVa 濃度を

調節する等の検討が必要となると考える。 
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A 

 

B 

 

Fig. 20. Influence of sample predilution and FVa concentration on the result.  

(A) 検体前希釈を 1/50または 1/100、R2中 FVa濃度を 505 pMまたは 760 pMとして検討した際の波⻑

405 nm における 100 秒間の吸光度増分を 1 分間あたりの値に変換したものを、プロテイン C コントロ

ール⾎漿濃度 (1, 2, 4, 8 µg/mL) に対して実測値をプロットしている (n = 1)。検討した組み合わせとプロ

ット、近似曲線は凡例に⽰す通りである。検体前希釈 1/100、FVa濃度 505 pMの近似曲線式は y = –0.0078x 

+ 0.1132, 相関係数 r = –0.8958, 決定係数 R2 = 0.8025である。同様に検体前希釈 1/100, FVa濃度 760 pM

の近似曲線式は y = 0.0023x + 0.0716, 相関係数 r = 0.7089, R2 = 0.5027であり、検体前希釈 1/50, FVa濃度

760 pMの近似曲線式は y = 0.0022x + 0.0801, 相関係数 r = 0.7551, 決定係数 R2 = 0.5702である。 

(B) 検体前希釈 1/100、R2 中 FVa 濃度 505 pMの検討結果のみを単独でプロットしている。対数近似に

より求めた近似曲線式は y = –0.03ln(x) + 0.1148, 決定係数 R2 = 0.9699である。 
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第２項−２−２ サンプル数の取得 

 

 先の検討で最も良好な負の相関を⽰したものに近しい条件おいて、単回の検討ではなく   

n = 5として問題点や改善策を⾒出すことを⽬的に検討を⾏った。なお、リン脂質依存性の

反応を促進する⽬的で、リン脂質濃度を⾼めつつ、Reaction 3 においてトロンビン⽣成反応

を阻害するホスファチジルコリン 66 の割合を減らした Liposome B を添加することとした。

また、先の検討における Table 1–3ならびに Table 1–4 の結果を反映して Reaction 4 の反応時

間を 20秒とし、反応初速での評価を⾏った。 

 

＜⽅法＞ 

 試薬 1 (R1) は 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 中に Protac®を 1 unit/mL の濃度で調製した。試薬

2 (R2) は Reaction Buffer中に human protein Sならびに human FVaをそれぞれ 25 nM, 505 pM

（終濃度としてそれぞれ約 3.5 nM, 70 pM）の濃度で調製した。試薬 3 (R3) は Reaction Buffer

中に human prothrombinならびに human FXaをそれぞれ 2.0 µM, 4.5 nM（終濃度としてそれ

ぞれ約 360, 820 nM）の濃度で調製した。試薬 4 (R4) は Reaction Buffer中に S-2238を 750 

µM（終濃度として約 450 µM）の濃度で調製した。Liposome B は 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 中

に phosphatidylcholine: phosphatidylserine sodium salt: phosphatidylethanolamineをモル⽐ 2: 3: 5

で含有するように Liposome Aと同様の⽅法で作製し、2.0 mg/mL に調製したものを⽤いた。 

 サンプルにはプロテイン C コントロール⾎漿 (0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) を⽤い、前希釈とし

て Dilution Buffer により 100倍希釈を⾏った。Reaction 1（プロテイン C 活性化反応）とし

て、希釈検体と R1を各 5 µL混和し 37 ℃で 30秒間インキュベーションした。次いで Reaction 

2（FVa 分解反応）としてこの混液に 20 µL の R2ならびに 2 µL の Liposome Aを添加し、

37 ℃で 2 分間インキュベーションした。この後 Reaction 3（トロンビン⽣成反応）として R3

を 27 µLならびに Liposome Bを 2 µL添加し 37 ℃で 5 分間インキュベーションした。反応
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終了後、Reaction 4（S-2238 分解・呈⾊反応）としてキュベットに⽤意した 90 µL の R4 に反

応液全量の 61 µLを添加し、速やかに波⻑ 405 nm における吸光度を 20秒間測定した (Fig. 

21)。なお検討は 5回⾏った。 

 得られた結果は 0 秒時点から 20 秒経過時点の吸光度変化量を 1 分間あたりの値に変換

し、コントロール⾎漿中プロテイン C 濃度に対して 1 分あたりの吸光度変化量の平均値を

プロットして評価した。 

 

Fig. 21. Measurement procedure to confirm sample predilution and FVa concentration. 

添加する試薬とその量、反応時間、反応条件について記載している。プロテイン C コントロール⾎漿 

(0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) についての検体前希釈を 1/100としている。R1には Protac®, R2はプロテイン Sと

FVa, R3は FXaならびにプロトロンビンを含有する。なお R2における FVa濃度は 505 pMとし、R3と

同時に添加するリン脂質を Liposome Bへと変更している。吸光度測定は S-2238を含む試薬 4に反応液

61 µLを添加した時点を 0秒とし、2秒間隔で 20秒間⾏う。 

 

＜結果・考察＞ 

 平均値のプロットは⽐較的良好な相関 (r = –0.9668, R2 = 0.9347) を⽰したが、標準誤差が

⾮常に⼤きい結果が得られた (Fig. 22A)。第 3項での検討と⽐較して近似曲線の傾きは⼤き

くなり、よりプロテイン C 活性の定量性は⾼まったと推察されるものの、⽤⼿法であると

は⾔え極めて再現性の低い結果となった。これは Reaction 3 にて添加するリン脂質を 
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Liposome B へと変更したことが⼀因となった可能性があると考える。しかし、本測定法は

プロテイン C ⽋乏症の検出を⽬的としているとはいえ、コントロール⾎漿中プロテイン C

濃度として約 7.3 µg/mLで測定限界を迎えてしまっており、さらなる改善が必要である事が

⽰された。 

 標準誤差が⼤きくなったその他の要因としては様々考えられるが、1 分間あたりの吸光度

変化量が全体的に従来の検討の 10倍程度⼤きくなった事がそのひとつとして考えられるも

のの、試⾏回数を増やしていること、測定系に複数の酵素反応が組み込まれていることも無

視できない要素であると推察する。検査法として確⽴するためには再現性を⾼めることは

最重要であり、いかに⽤⼿法にて検討を⾏っているとは⾔え標準誤差を可能な限り低減す

ることが求められると考える。 

 また、平均値のプロットにおける近似曲線の相関は⽐較的良好であったものの、依然とし

A B 

  
Fig. 22. Calibration curve of late-phase quantitative protein C measurement.  

(A) プロテイン Cコントロール⾎漿中のプロテイン C濃度 (0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) に対して 20秒間での

吸光度の増分を 1分間あたりに変換した値の平均値 (n = 5) をプロットしている。検量線は平均値に対

して作成し、その線形近似式は y = ‒0.1326x + 0.9732であり、相関係数 r = ‒0.9668, 決定係数 R2 = 0.9347

であり、横軸切⽚は 7.3394 µg/mLである。エラーバーは標準誤差を⽰している。(B) (A) のプロットに

対して近似曲線を対数近似とした場合。近似曲線式は y = ‒0.307ln(x) + 0.8101, 決定係数 R2 = 0.9789で

ある。 
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て線形近似よりも対数近似の決定係数が⾼い (R2 = 0.9347, 0.9789) ことも認められた          

(Fig. 22B)。先の検討でも考察した通り検量線が対数近似であっても問題はなく、特にプロ

テイン C ⽋乏症を評価する上では⼀定の優位性も考えられるが、再現性を⾼める上で併せ

て直線性を⾼めることができればあればより好ましいと考える。 

 

⼩括 

 

 検体前希釈倍率を上げること、試薬中 FVa 濃度を下げること、すなわちプロテイン Cと

FVa に関してはより希薄な条件において⾎漿中プロテイン C 活性の定量性が⾼まることが

⽰唆された。⼀⽅で試薬中 FXa 濃度を⾼めることで全体的な pNA ⽣成速度が上昇し検量線

の傾きが数値として⼤きくなる⼀⽅で、測定間誤差が増⼤し再現性を低下させる可能性が

⽰唆された。 
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【第６節 測定条件の決定・既存法との⽐較検討】 
 

 

 先の検討以降も様々に条件を設定し検討を重ねたが、添加する FVa をさらに減じて

Protac®濃度を 0.5 units/mLとし、R2を 10 µL添加する場合について検討を⾏なった。本検

討ではプロテイン C コントロール⾎漿 (0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) について n = 10としてデータ

を収集することとした。この結果に対してテストチーム S PCとの定量性に関する統計学的

な⽐較検討を z 検定にて⾏い、優位性または⾮劣性を検証した。 

 

 

第１項 測定条件の決定 

 

 Protac®濃度を 0.5 units/mL に減じる⼀⽅でプロテイン C 活性化反応の反応時間を 10秒か

ら 60秒に延⻑する検討を⾏なった。その他 FXaを増加させ、プロトロンビン濃度、S-2238

濃度については⼤過剰条件が失われないと思われる程度に減じた。Liposome は前節の検討

に引き続き Liposome Aと Liposome Bを併⽤することとした。 

 

＜⽅法＞ 

 Dilution Buffer は 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中にくえん酸三ナトリウム・⼆⽔和物ならびに

NaCl, BSA, Triton™ X-100をそれぞれ 10.6 mM, 10 mM, 0.1 w/v%, 0.06 v/v%の濃度で含有す

るように調製した。Reaction Buffer は 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 中に CaCl2ならびに NaCl, BSA, 

Triton™ X-100をそれぞれ 4 mM, 15 mM, 0.1 w/v%, 0.06 v/v%で含有するように調製した。ま

た、Liposome は 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) 中に phosphatidylcholine: phosphatidylserine sodium 

salt: phosphatidylethanolamine をモル⽐ 1: 1: 1 で含有し 1.2 mg/mL に調製したものを  

Liposome A, 同様にモル⽐ 2: 3: 5 で含有するように Liposome A と同様の⽅法で作製し、   



 58 

2.0 mg/mL に調製したものを Liposome Bとした。 

 試薬 1 (R1) は 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 中に Protac®を 0.5 units/mL の濃度で調製した。試

薬 2 (R2) は Reaction Buffer中に human protein Sならびに human FVaをそれぞれ 25, 1.0 nM

（終濃度としてそれぞれ約 1.5 nM, 60 pM）の濃度で調製した。試薬 3 (R3) は Reaction Buffer

中に human prothrombinならびに human FXaをそれぞれ 1.2 µM, 6.5 nM（終濃度としてそれ

ぞれ約 200 nM, 1.0 nM）の濃度で調製した。試薬 4 (R4) は Reaction Buffer中に S-2238を 375 

µM（終濃度として約 240 µM）の濃度で調製した。 

 サンプルは前希釈として Dilution Buffer により 100倍希釈を⾏った。Reaction 1（プロテイ

ン C 活性化反応）として、希釈検体と R1を各 5 µL混和し 37 ℃で 1 分間インキュベーショ

ンした。次いで Reaction 2 (FVa 分解反応) としてこの混液に 10 µL の R2ならびに 2 µL の

Liposome Aを添加し、37 ℃で 2 分間インキュベーションした。この後 Reaction 3（トロンビ

ン⽣成反応）として R3を 27 µLならびに Liposome Bを 2 µL添加し 37 ℃で 5 分間インキ

ュベーションした。反応終了後、Reaction 4 (S-2238 分解・呈⾊反応) としてキュベットに⽤

意した 90 µL の R4 に反応液 51 µL のうち 50 µLを添加し、速やかに波⻑ 405 nm における

吸光度を 100 秒間測定した (Fig. 23)。なお検討は 10回⾏った。 

 得られた結果は 0秒時点から 10, 20 30, 60, 100 秒経過時点の吸光度変化量を 1 分間あた

りの値に変換し、コントロール⾎漿中プロテイン C 濃度に対する 1 分あたりの吸光度変化

量として評価した。そのうち最も標準誤差が⼩さく、相関が⾼い条件については 1 分間あた

りの吸光度変化量の平均値をコントロール⾎漿中プロテイン C 濃度に対してプロットして

評価した。 
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Fig. 23. The protocol for the quantitative measurement of protein C activity.  

添加する試薬とその量、反応時間、反応条件について記載している。プロテイン C コントロール⾎漿 

(0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) についての検体前希釈を 1/100倍とした。R1には Protac®, R2はプロテイン Sと

FVa, R3 は FXa ならびにプロトロンビンを含有する。R2 は 10 µL 添加することとし、吸光度測定は      

S-2238を含む試薬 4に反応液 50 µLを添加した時点を 0秒として 2秒間隔で 100秒間⾏う (n =10)。 

 

第２項 既存法による検証 

 

 本邦にて体外診断⽤医薬品として承認を受けている発⾊基質法によるプロテイン C 活性

測定試薬キットであるテストチーム S PCを⽤いて、我々が開発した⼿法との⽐較検討を⾏

うためのデータを収集した。なお、測定法はテストチーム S PC の添付⽂書に基づいて⾏な

ったが、試薬体積について⽐率を変更しない範囲で若⼲の変更を加えた。 

 

＜⽅法＞ 

 プロテイン C コントロール⾎漿 2 µLを①液 (Protac®試薬) 80 µL に加え、37 ℃にて 5 分

間インキュベーションしたのち、②液 (S-2366試薬) を 40 µL加えてさらに 37 ℃にて 100

秒間インキュベーションした。反応終了後直ちに 122 µL の反応液のうち 120 µLをキュベッ
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トに移し、波⻑ 405 nmならびに 505 nm の吸光度を測定した。吸光度測定はプロテイン C  

0 µg/mL のコントロール⾎漿を対照として⽤い、得られた結果の 405 nm の値と 505 nm の値

の差の平均値をコントロール⾎漿中プロテイン C 濃度に対してプロットし、検量線を作成

した。 

 

第３項 検量線の相関係数の⽐較 

 

 我々の定量的プロテイン C 活性測定法の既存法に対する⾮劣性または優位性を統計学的

に検討するために、相関係数の差の検定 (z 検定) を⾏なった。検定する仮説は、帰無仮説

H0; 「ふたつの相関係数 (Pearson’s product-moment correlation coefficients) に差がない」、対

⽴仮説 H1; 「ふたつの相関係数に差がある」と設定し、有意⽔準 α = 0.05とした。検定を⾏

う上で r1と n1を我々の⽅法の相関係数とサンプル数、r2と n2をテストチーム S PCでの相

関係数とサンプル数と定義した。相関係数 r1, r2 はフィッシャーの z 変換によって Z1, Z2 に

標準化したうえで統計検定値 z (z-value) を計算し、Microsoft Excel の NORM.S.DIST 関数 

(tanh 関数) を利⽤して算出された標準正規分布の累積分布関数値を⽤いて p 値を求めた。

優位性の検証を考慮し検定は両側とし、2p<α であれば H0が棄却され、H1が⽀持されるも

のとした (Eq. 1–5)。 
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第４項 結果 

 

 コントロール⾎漿 (0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) を⽤い、我々の定量的プロテイン C 活性測定法

とテストチーム S PC についてのプロテイン C 活性測定を 10回ずつ⾏なった。我々の測定

法の検量線の各種パラメータは Table 1–5 に⽰すとおり、Reaction 4 の時間が 20秒間とした

場合に最も⾼い相関と⼩さな標準誤差を⽰した (Fig. 24A)。⼀⽅、テストチームによる検量

線も同じく作成した (Fig. 24B)。 

 検量線の相関係数についての差の検定も⾏われ、統計量は Table 1–6 に⽰す通りであった。

検定では 2p = 2が⽰され、ふたつの相関係数に差がないという帰無仮説 H0は棄却されなか

った。 

 

Table 1–5. Reference parameters for the calibration curve  

 Concentration of protein C 

 in human plasma (µg/mL) 

Length of reaction time (s) 

 10 20 30 60 100 

Mean (n = 10) 0.5 0.1362 0.1329 0.1626 0.1496 0.1290 

 1 0.1308 0.1284 0.1570 0.1436 0.1183 

 2 0.1152 0.1122 0.1420 0.1308 0.1065 

 4 0.0750 0.0867 0.1234 0.1124 0.0846 

 6 0.0630 0.0609 0.0992 0.0862 0.0588 

Slope of the mean calibration curve –0.0143 –0.0132 –0.0114 –0.0113 –0.0123 

Intercept of the calibration curve 0.1426 0.1400 0.1675 0.1549 0.1326 

r –0.9823 –0.9993 –0.9980 –0.9980 –0.9978 

R2 0.9648 0.9987 0.9960 0.9961 0.9955 

r, Person's product-moment correlation coefficients; R2, coefficient of determination 
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A B 

  
Fig. 24. Examination of protein C activity assay in vitro.  

(A) 我々が構築した系において Reaction 4 を 20 秒とした際の吸光度変化量を 1 分間あたりの値に変換

し、n = 10の平均値をプロテイン Cコントロール⾎漿 (0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) に対してプロットしている。

エラーバーは実際の測定値における標準誤差を⽰している。検量線は y = ‒0.0132x + 0.1400, 相関係数 r 

= ‒0.9993, 決定係数 R2 = 0.9987である。なお、横軸切⽚は 10.6061 µg/mLである。(B) テストチーム S 

PCによるプロテイン Cコントロール⾎漿 (0.5, 1, 2, 4, 6 µg/mL) の活性測定結果を⽰す。縦軸には波⻑

405 nmと 505 nmの吸光度の差の平均値 (n =10) をプロテイン C濃度に対してプロットしている。検量

線は y = 0.0063x, 相関係数 r = 0.9899, 決定係数 R2 = 0.9801である。なお、(B) はプロテイン C 0 µg/mL

のコントロール⾎漿を対照として測定したため、近似式が原点を通過するように補正をしている。 

 

Table 1–6. Parameters of difference test among the Person's product-moment correlation coefficients. 

    95% CI 

 n Statistic indicates Lower limit Upper limit 

Our new method 10 r1 –0.9993 –1 –0.9970 

  Z1 –4.0013 N/A 

Current method 10 r2 0.9899 0.9567 0.9977 

  Z2 2.6461 N/A 

  z –12.4362 N/A 
  2p 2 N/A 

r, Person's product-moment correlation coefficient; Z, Fisher's z-transformed r value; z, test statistics 

95% CI, 95% confidence interval; N/A, not applicable 
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第５項 考察 

 

 今回我々が構築した測定系において、⽤⼿法にも関わらず Reaction 4 の反応・吸光度測定

時間を 20秒とした時に最も良好な結果 (r = –0.9993, R2 = 0.9987) を得られた。我々の測定

法とテスチーム S PC の測定より得られたコントロール⾎漿中のプロテイン C 活性を反映す

るプロテイン C 濃度に対する吸光度増加量における、10回測定時の平均値の相関係数の差

についての統計検定の結果より、ふたつの相関係数 (r1 = –0.9993, r2 = 0.9899) に差がないと

する帰無仮説が棄却されず、本測定法の優位性は⽰されなかった。⼀⽅で本測定法は既存の

発⾊基質法に対しその定量性において、少なくとも⾮劣性であるということが⽰されたも

のと考える。 

 現状、プロテイン C ⽋乏症のスクリーニングについてはその⾼い特異性と定量性から発

⾊基質法を第⼀選択とすることが推奨されている 40。しかしながら発⾊基質法は測定系にプ

ロテイン S やリン脂質等の⽣体内でプロテイン C が⾎液凝固制御作⽤を⽰す際に必須の補

因⼦等を測定系に有さないため、type IIb のプロテイン C⽋乏症が検出できないという問題

を抱えていた。我々の測定系は従来の発⾊基質法とは異なり⾎液凝固カスケードを模した

反応系を有しているため、凝固時間法と同様に type IIb のプロテイン C⽋乏症を検出できる

可能性を有している。その上で本測定系は発⾊基質法キットのプロテイン C 活性の定量性

に対して⾮劣性であったことから、⾼い定量性をもって検体のプロテイン C 活性を標準⾎

漿中プロテイン C 濃度に変換して定量的に表現する事ができる可能性を併せ持つ事が⽰唆

された。このことは将来的な臨床検査の信頼性や有⽤性の向上につながるものと考える。ま

た、今回の結果から検体中のプロテイン C 活性をコントロール⾎漿の濃度当量 (protein C 

activity (PC µg/mL equivalent)) として表現する場合、同じくサンプル中のプロテイン C 抗原

量 (µg/mL) で活性を除することで無名数である「プロテイン C ⽐活性」を計算する事がで

きる。このプロテイン C ⽐活性は「プロテイン C 1 分⼦あたりの活性」を意味するため、確



 64 

定診断としての遺伝⼦検査実施前にプロテイン C の⽋乏症を網羅的にスクリーニングする

有⽤な⽅法となる可能性がある。既に本研究室が参画し実⽤化を達成しているプロテイン S

⽐活性測定法 63と合わせて評価することでプロテイン C 凝固制御系をさらに効率よく評価

し、周術期等における⾎栓症リスク評価や、DVT 等の⾎栓症の病因の迅速かつ簡便なスク

リーニングのための有⽤な検査法となることが期待される。しかしながらコントロールと

して⽤いる試薬プロテイン C の品質や、測定系に⽤いる各種試薬のロットや品質により全

体の結果が左右されることが想定される。この影響に関しては今後許容できる範囲のもの

となるのかを検討する必要があると考える。 

 また、今回我々は条件検討を重ね、新規測定系を開発するために全ての⼿技を⽤⼿法によ

り⾏なっていた。⼀⽅でより測定間誤差を低減し結果の信頼性を向上させるためには、将来

的に⾃動化についての検討が必要となるものと考える。 

 ⼀⽅、⾎液凝固カスケードを模した反応系を有するということは、凝固時間法と同様に

DOACs や DITs のような⾎液凝固カスケードに直接の作⽤点を持つ薬剤等の影響を受ける

ことが想定される。この点に関しては我々が以前報告した通り、類似の測定系を有する定量

的プロテイン S 総活性測定法を⽤いたプロテイン S ⽐活性測定系での DOACs の検討につ

いて、臨床利⽤で想定される⾎中濃度においてはその影響を受けない事が⽰されている 67。

そのため今後検討は必要であるが、プロテイン S 総活性測定法と同様の結果をもたらすこ

とが期待される。 

 

補遺 

 

 我々が開発した⼿法によるプロテイン C患者検体の測定結果は Supplemental Data 1 に⽰

すとおりであった。 
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Supplemental Data 1. Protein C activity measurement of the international standard plasma and patient sample by our new and 

existing methods 
 

Unit 
Sample type 

 International standard plasma Patient with protein C deficiency 

Our new method 

(n = 2) 

µg/mL equivalent 4.13 2.10 

% 100 50.8 

Existing method 

(n = 1) 
% (100) 51.0 
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【第７節 結論】 
 

 

 我々が新規に構築した、⾎液凝固制御因⼦であるプロテイン C の⾎液凝固カスケードを

模した新たな発⾊基質法による定量的活性測定を⽤い、実際にプロテイン C ⽋乏⾎漿中に

定量的に調製したプロテイン C 活性を定量的に測定することに成功した。そのプロテイン

C 濃度と活性を⽰す測定値の相関は⾮常に良好であり、既存の測定法に対する定量性につい

ての⾮劣性が⽰唆された。これらより、検体中のプロテイン C 活性をコントロール⾎漿中

プロテイン C 濃度当量として⾼い定量性をもって表現できる可能性が⽰唆され、同時にプ

ロテイン C と種々の補因⼦との相互作⽤が低下することで引き起こされる type IIb プロテ

イン C⽋乏症を検出できる可能性も⽰唆された。 

 本法が実⽤化されることにより、周術期等における⾎栓症リスク評価や⾎栓症の病因の

スクリーニングに貢献することが期待される。 
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