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[全般的な注意]

１．本品は、体外診断用でありそれ以外の目的に使用しない

でください。

２．本品は、血漿中のループス抗凝固因子（LA）を検出する

試薬であり、被験者の診断は他の関連する検査結果や臨

床症状等と合わせて総合的に判断してください。

３．添付文書以外の使用方法については保証を致しません。

４．本品の試薬１及び試薬２には保存剤として０．１％（溶解

時）のアジ化ナトリウムを含んでいます。目や口に入っ

たり、皮膚に付着した場合は、水で洗い流すなどの応急

措置を行い、必要があれば医師の手当てを受けてくださ

い。

５．本試薬で陰性となった場合はAPTT法など、異なる原理

に基づくLA検出法によってさらに確認してください。

[形状・構造等（キットの構成）]

[使用目的]

　　血漿中のループス抗凝固因子の検出。

[測定原理]

　　本品は、希釈ラッセル蛇毒時間法（ｄＲＶＶＴ法）を原理と

して血漿検体の凝固時間を測定することにより、検体中の

ループス抗凝固因子（ＬＡ）を検出する試薬です。

　　希釈ラッセル蛇毒時間法は１９８６年にＴｈｉａｇａｒａｊａｎらに

よって報告された方法です。希薄なリン脂質の存在下で血

液の凝固時間を測定した場合、ＬＡが存在するとその凝固

時間が延長されることにより、ＬＡの存在を知ることがで

きますが、ラッセル蛇毒はカルシウムの存在下において、

血液凝固のカスケードにおける外因系の第益因子および内

因系における第駅因子以前の凝固因子をバイパスして直接

第謁因子を活性化します。従ってｄＲＶＶＴ法は接触因子

異常や第駅因子の欠乏若しくは阻害の影響を受けないた

め、ＡＰＴＴ法に比してよりＬＡに特異的です。

　　試薬２にはＬＡを吸収するために過剰のリン脂質を加え

ており、試薬２を用いて凝固時間を測定した場合に、試薬

１で延長した凝固時間との比を見ることにより、ＬＡの存

在を確認することができます。

[操作上の注意]

１．検体について

　茨検体はクエン酸血漿を用います。新鮮な患者の血液９容

に０.１２ ｍｏｌ／Ｌクエン酸３ナトリウム（好ましくは

０.０５ ｍｏｌ／ＬのＨＥＰＥＳを含むｐＨ７.０のバッファー）１

容をプラスチック試験管若しくはシリコン処理した試験

管にとり、混合します。

　芋検体は採血の後、できるだけ早く１５００ ｇ以上で１５分間遠

心します。キャップ付のバイアルに入れて４℃に保存

し、４時間以内に使用してください。長期に保存する場

合は－７０℃以下に凍結して保存してください。

　鰯検体を凍結させる場合は、再度遠心するか0.2 μmのフィ

ルターを通して血小板を除きます（１０×１０３個／μL以下

になるまで）。血小板は凝固時間短縮の原因となります。

　允血漿中にフィブリン塊が認められた場合は抗凝固剤と血

液の混合が遅かったものです。このような検体は測定に

用いないでください。

　印光度計を用いて測定する場合に、黄疸の強い検体、乳び

検体、溶血した検体では測定を誤る可能性がありますの

で、このような検体は用いないでください。

　咽ヘマトクリット値が異常を示す検体の場合も、クエン酸

濃度に対する血漿の割合が適切でないため、誤った結果

を得る場合があります。

２．共存物質の影響

　　自社施設にて、検体における妨害物質の試験をしたとこ

ろ、血漿中の残存血小板の量が*１０×１０３個／μＬ以上では、

ろ過血漿に比べて凝固時間の短縮が認められました。ま

た、ヘパリンについては１.０ ＩＵ／ｍＬまでは凝固時間に明

確な変化は認められませんでした。

[用法・用量（操作方法）]

１．準備するもの

　　標準的な実験装置に加え以下のものが必要です。

　　茨１０×７５ ｍｍガラス試験管

　　芋３７±１℃一定の恒温浴槽
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　　鰯２００ μＬマイクロピペット

　　允精製水

　　印血小板を除いた陰性、陽性コントロール血漿

　　咽ストップウォッチ（用手法の場合）

２．試薬の調製法

　茨試薬１、試薬２とも２.０ ｍＬの精製水で溶解します。バ

イアルを転倒して凍結乾燥した試薬が完全に溶解するま

で良く混合します。

　芋試薬は凍結乾燥状態では、２～８℃に保存したとき、表

示の有効期限まで安定です。また、溶解後は－２０℃に保

存した場合１ケ月、２～８℃に保存した場合４８時間、２０

～２５℃に保存した場合２４時間、３７℃に保存した場合８時

間まで安定です。有効期限切れの試薬は使用しないでく

ださい。

３．操作法

　　ＬＡテスト「グラディポア」は自動機器あるいは用手法

のどちらによっても測定することができます。

　茨用手法の場合

　　１）調製した試薬１を試験管中で予め３７℃±１℃に温め

ておきます。

　　２）調製した検体２００ μＬをガラス試験管に添加し、３７℃

±１℃で１分間温めます。

　　３）予め温めておいた試薬１の２００ μＬを血漿に加え、凝

固するまでの時間を測定します（Ｔ１）。

　　４）調製した試薬２を用いて同様に操作し、凝固時間

（Ｔ２）を測定します。

　　５）Ｔ１とＴ２の比（Ｔ１／Ｔ２）を計算し、結果として報

告します。

　芋自動機器を用いる場合

　　　試薬１、試薬２とも、等量の被験血漿と試薬を混合し、

ほとんどの場合トロンビン時間のプロトコールを用いて

行うことができます。しかし、観察時間あるいは獲得時

間は１２０秒まで延長してください。

　　　各自動機器を用いた場合も用手法と同様に試薬１での

凝固時間（Ｔ１）と試薬２での凝固時間（Ｔ２）の比を計算

しますが、各機器のプロトコールについては［問い合わ

せ先］にお問い合わせください。

[測定結果の判定法]

１．測定は、ばらつきによる誤差を最小にするため、試薬１

と試薬２は同時に測定してください。

２．最終的な結果は試薬１と試薬２の凝固時間の比として表

されます。

試薬１の凝固時間（Ｔ１）／試薬２の凝固時間（Ｔ２）≧

１.３…陽性

１.３＞試薬１の凝固時間（Ｔ１）／試薬２の凝固時間（Ｔ

２）≧１.１…ボーダーライン

試薬１の凝固時間（Ｔ１）／試薬２の凝固時間（Ｔ２）＜

１.１…陰性

　注意）

　　１.１～１.３（ボーダーライン）にある場合は、混合試験等

の他の試験結果を考慮して注意深く推移を観察してくださ

い。

　　判定例

　■参考基準範囲

　　健康な男女５２名について試薬１、試薬２を用いて測定し

た結果は以下の通りでした。

使用機器：Ａｍｅｌｕｎｇ ＫＣ-４Ａ ｍｉｃｒｏ

「判定上の注意」

１．上記の値はあくまでも参考であり、各施設は独自に基準

となる値を設定することをお薦めします※。

※測定値は手技によるばらつきのほか、用いる機器によっ

ても異なります。凝固時間を測定する機器には、凝固に

伴う透過光の変化を検出するものや、凝固に伴う粘稠度

の増加を検出するものなどがあります。３施設において

同一の陽性検体を測定したときの凝固時間のばらつきは

下表の通りでした。

２．本試薬で陽性となった場合は、正常血漿との混合試験や

他の検査所見を総合的に考慮して診断を行ってくださ

い。

３．ＬＡテスト「グラディポア」と混合試験を併用すること

によって、さらに各種の病態を診断することが可能とな

ります。

・通常のＬＡの場合、混合血漿での試薬１の凝固時間は患者

血漿のみの場合と若干異なります。また、試薬２では正常

を示します。

・第衛、第液、第謁因子が欠乏している患者の場合は、ワル

ファリン治療の場合と同様に、試薬１および試薬２での凝

固時間は延長を示します。

判　定試薬２との凝固時間の比試薬１の凝固時間検体

陰　性１.１未満正　常１

陰　性１.３以上正　常２

陽　性１.３以上延　長３

陰　性１.１未満延　長４

平均+２ＳＤ標準偏差（ＳＤ）平均（秒）ＭＡＸ（秒）ＭＩＮ（秒）

３７.４３.２３１.３４０.８２５.３試薬１（ａ）

３９.２２.２３４.７３９.６３０.０試薬２（ｂ）

１.１００.１００.９０１.１９０.７４ａ／ｂ

判　　定
試薬２試薬１

混合血漿患者血漿混合血漿患者血漿

ＬＡ陰性正　常正　常正　常正　常

ＬＡ陽性正　常正　常延　長延　長

凝固因子欠乏正　常延　長正　常延　長

ＬＡ＋凝固因子欠乏正　常延　長延　長延　長

他の抗凝固因子延　長延　長延　長延　長

施設Ｃ施設Ｂ施設Ａ

６０.０秒６２.４秒７３.２秒試薬１

３４.９秒３９.５秒３８.０秒試薬２
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４．凝固因子の欠乏を伴うＬＡ血漿では試薬１での凝固時間

は延長を示し、混合試験によっても多少の補正が見られ

るのみです。このような検体では、患者血漿のみを用い

たときに、ＬＡではなく凝固因子の欠乏により試薬２で

異常な結果を示します。

５．もし正常血漿の添加によっても試薬１、試薬２とも凝固

時間が補正されない場合、第衛、第液、第謁因子のいず

れかに対する阻害因子の存在が疑われ、ＰＴ試験で異常

が見られるはずです。このような場合には正常血漿で

１：１に希釈した血漿（混合血漿）を用い、ＬＡ抵抗性のプ

ロトロンビン時間と共に個別の凝固因子に対する測定を

行ってください。

　　　注意）混合試験は一定時間インキュベートした後に

行ってください。しかし、ＬＡとインキュベー

ト時間の関係については未だ知られていませ

ん。

６．正常血漿を用いて測定した結果が試薬１と試薬２で２秒

以上異なる場合、既知正常血漿で得られた値で各凝固時

間を割ることにより、凝固時間の補正をすることが出来

ます。

試薬１での患者血漿（又は混合血漿）の凝固時間

試薬１での正常血漿の凝固時間

補正値＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

 試薬２での患者血漿（又は混合血漿）での凝固時間

試薬２での正常血漿の凝固時間

[臨床的意義]

　　ループス抗凝固因子（ＬＡ）は陰性荷電をもつリン脂質又

はβ２ＧＰ－１、プロトロンビンのような凝固因子とリン脂

質との複合体に対する自己抗体です。

　　ＬＡは各種の病的状態、特に自己免疫疾患において産生

されます１）。ＬＡは従来よりＡＰＴＴやカオリン凝固時間

（ＫＣＴ）、希釈ラッセル蛇毒時間（ｄＲＶＶＴ）法のようなリ

ン脂質依存性の凝固試験により検出されてきました２）。

　　血液中のＬＡは通常、リン脂質依存性の凝固試験によっ

て凝固時間が延長し、健常者血漿との混合試験によっても

補正されないことによってその存在が示されます。リン脂

質を加えることによって、延長した凝固時間が補正されれ

ば、よりＬＡ特異的であると言えます３）。リン脂質による

補正を原理とした試薬は今までにいくつか開発されていま

した４）が、ＬＡテスト「グラディポア」のような使いやす

い試薬はありませんでした。

　　ＬＡはリン脂質依存性の凝固試験において凝固時間を延

長しますが、臨床的には血栓症と関連しています５）。ＬＡ

は検査室におけるＡＰＴＴ試験において、原因不明のまま

凝固時間の延長を示す場合の最も一般的な原因であり、出

血の原因となる第駅因子に対する抗体とは注意深く区別す

る必要があります。

　　現在ＬＡは他の原因不明の血栓症を呈する患者や、習慣

性流産を呈する女性においてしばしば存在する重要なリス

クファクターであると考えられています。ｄＲＶＶＴ法はＴ

ｈｉａｇａｒａｊａｎらによって１９８６年に報告されて以来６）最も良

く使われる方法となっており、オーストラリアのグラディ

ポア社（現ライフセラピュティクス社）は、このｄＲＶＶＴ法

を簡便化、標準化しました７）。Ｐｅｔｒｉら８）によれば、ＳＬＥ

の患者における血栓症はＥＬＩＳＡ法で測定される抗カルジ

オリピン抗体よりも、ｄＲＶＶＴ法によって検出されるＬＡ

と、より密接に関連しています。このことはＧａｌｌｉとＢｅｖｅｒ

ｓによってさらに研究され、彼らはｄＲＶＶＴ法に最も影響

を与えるＬＡのサブタイプはβ２ＧＰ－１依存性のＬＡであ

り、ＫＣＴにおいて凝固時間の延長に影響を与えるプロト

ロンビン要求性のＬＡではないことを示しています９）。

　　ＬＡテスト「グラディポア」は希釈ラッセル蛇毒時間

（ｄＲＶＶＴ）法によるループス抗凝固因子検出用試薬です。

[性能]

１．　性能

　茨感度試験

　　　自社施設において本キットを用い、ＬＡ陰性管理検体

を試料として操作した場合の凝固時間は、試薬１、試薬

２とも２５秒以上４０秒以内であった。更に陽性管理検体に

つき同様に測定するとき、試薬１の凝固時間と試薬２の

凝固時間の比は１.５以上であった。

　芋正確性試験

　　　自社施設において本キットを用い、陽性管理検体（凝

固時間の比が１.５以上）及び陰性管理検体（凝固時間の比

が１.２以下）を試薬１及び試薬２を用いて測定したところ、

凝固時間の比はいずれも期待値の±１５％以内であった。

　鰯同時再現性試験

　　　自社施設において本キットを用い、陰性管理検体及び

陽性管理検体各１例を各５回同時に測定したとき、凝固

時間のばらつきは試薬１、試薬２ともＣＶ値１０％以内で

あった。

２．臨床性能試験成績

　　陽性を示す検体の割合はＬＡ既知検体※の９０％（２６／

２９）、ヘパリン血漿の１２％（１／８）、ワルファリン血漿では

０％（０／７）、凝固因子欠乏では０％（０／５）、正常血漿

では２％（１／６０）でした。

　※ＬＡはＡＰＴＴとＫＣＴでの混合試験により同定しました。

[使用上又は取扱い上の注意]

１．取扱い上の注意

　茨検体はＨＩＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ等の感染の可能性があるもの

として取り扱ってください。検査にあたっては、感染の

危険を避けるため、使い捨ての手袋を着用し、また、口

によるピペッティングを行わないでください。

　芋試薬が目や口に入った場合は、水で十分に洗い流すなど

の応急措置を行い、必要があれば医師の手当てを受けて

ください。
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２．使用上の注意

　茨試薬１と試薬２は、外箱に記載されたロット内の組み合

わせで使用し、異なるロットの試薬を組み合わせて使用

しないでください。

　芋バイアル瓶を開封したときに真空でなかったり、試薬が

乾燥していなかった場合には、その試薬は使わないでく

ださい。

　鰯各試験ごとにコントロールとして血小板を除いた既知の

陰性および陽性血漿を用いてください。

　允各施設は独自に妥当なコントロールの値および正常範囲

を設定してください。正しい判定結果を得るために、患

者血漿は正常血漿と同じ方法で処理し、試薬１と試薬２

は同時に行ってください。

３．廃棄上の注意

　茨検体は感染の可能性があるものとして取り扱ってくださ

い。検査に使用した器具は、次のいずれかの方法で処理

した後、廃棄してください。

　　　１）最終濃度２％のグルタルアルデヒド溶液に１時間

以上浸漬する。

　　　２）０.１％次亜塩素酸ナトリウム溶液（有効塩素約

１０００ｐｐｍ）に１時間以上浸漬する。

　　　３）１２１℃で２０分間以上高圧蒸気滅菌する。

　また、試薬及び器具等を廃棄する場合は、廃棄物の

処理及び清掃に関する法律、水質汚濁防止法等の規定

に従って処理してください。

　芋血液等が飛散した場合には、手袋着用の上、ペーパータ

オル等でふき取り、０.１％次亜塩素酸ナトリウム溶液に

て清拭してください。又、使用した手袋、ふき取りに使

用したペーパータオル等は、廃棄上の注意茨に従って処

理し、廃棄してください。

　鰯試薬１、試薬２には溶解時０.１％のアジ化ナトリウムが

含まれています。アジ化ナトリウムは、配管中で爆発性

のアジ化銅やアジ化鉛を形成することが知られていま

す。これらの物質の形成を防ぐため、アジ化ナトリウム

を含んだ廃液は十分な量の水で洗い流してください。

[貯蔵方法・有効期間]

　貯　　法：２～８℃

　有効期間：２４箇月

　　　　　　（使用期限は外箱に表示されています。）
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