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【研究用試薬】 

【SMAT®️-APCD検査の用途】 

SMAT®️-APCD（Active Pro-Coagulant Detector）は、血漿

中に存在する活性型凝固因子や凝固開始因子等の凝固活性を

測定するための非活性化凝固検査です。また本検査は、陰性

コントール血漿（凝固活性化及び誘導物質を含まない）と組

み合わせる事によって、細胞培養液や体液などに含まれる凝

固活性を有する物質の探索研究にも使用できます。 

【SMAT®️-APCD検査の原理】 

SMAT®️-APCDは血漿中で凝固活性化あるいは誘導物質の作

用によって生じるトロンビン量を指標にして、それらの物質

の凝固活性を測定します。実際の検査において、キット中の

反応開始試薬（リン脂質を含む）を被験血漿に添加し、カル

シウム存在下で反応させた後、産生したトロンビンの活性

を、トロンビン蛍光基質を用いて定量します。トロンビン濃

度は、Thrombin Calibratorを用いて作成した検量線をもと

に決定します。 

【SMAT®️-APCD検査キットによって提供される試薬】 

キットは 2種類の凍結乾燥試薬と 5種類の試薬溶液で構成さ

れ、識別のため異なる色のマイクロチューブに入っていま

す。１キットは 20検体測定用です。 

(1) 白色キャップ：1本 凍結乾燥 Initiator（開始試薬） 

(2) 黄色キャップ：1本 × 1mL  CaCl2 Solution（塩化カル

シウム溶液） 

(3) 褐色キャップ：1本 × 1.4mL  Thrombin Substrate / 

EDTA（トロンビン基質/エチレンジアミン四酢酸溶

液）；蛍光性のトロンビン基質を含みます 

(4) 赤色キャップ: 1本 凍結乾燥 Human Control Plasma

（ヒトコントロール血漿） 

(5) 青色キャップ: 2本 × 1mL  Initiator Dilution Buffer 

（溶解用緩衝液）；牛血清アルブミンと塩化ナトリウムを

含むトリス緩衝液 

(6) 緑色キャップ：1本 × 0.15mL  Thrombin Calibrator 

（トロンビンキャリブレータ―、4,000 pMトロンビ

ン）：トロンビン検量線作成用 

【検査のために必要な機器・器材など】 

(1) 蛍光プレートリーダー：37℃の温度制御、励起波長

（350nm付近）/ 蛍光波長（460nm付近）におけるカイ

ネティクス測定が可能なプレートリーダー 

(2) エッペンドルフマルチペット：試薬溶液添加用 

(3) 96ウェル型マイクロプレート（平底） 

【血液と血漿検体の調製】 

血液検体は、1容の 3.2% クエン酸ナトリウム溶液を 9容の血

液に添加して泡立てないように慎重に混合して調製します。

血漿検体は、採血後１時間以内に血液検体を 25℃において遠

心分離（2,500×gで 10分間）することによって調製します。

血漿は速やかに-70℃以下において凍結、保存します。 

【用法・操作方法】 

１． 検査開始前の準備 

(1) 検査試薬の調製 

1) 反応開始試薬の溶解：反応開始試薬（白色キャップ）

は、検査直前に 0.32mL の溶解用緩衝液（青色キャッ

プ）を添加し十分に混合して溶解します。溶解後は常温

（約 25℃）静置してください。 

2) ヒトコントロール血漿の溶解：ヒトコントロール血漿

（赤色キャップ）は検査直前に 0.12mL の蒸留水（キッ

トには含まれていません）を添加し、常温で 15分間静

置して溶解します。溶解後も常温静置し、検査は 2 時間

以内に終了してください。 

3) その他の検査試薬溶液：キットから 5種類の試薬溶液を

取り出し、常温（約 25℃）に戻して静置します。なお、

塩化カルシウム溶液（黄色キャップ）とトロンビン基質/

エチレンジアミン四酢酸溶液（褐色キャップ）は検査の

間、37℃において加温してください。 

(2) 血漿検体の準備 

凍結保存の血漿検体はウォーターバスインキュベーター内

で 37℃において 2〜5分間加温して融解し、その後常温静

置。検査は 2 時間以内に終了してください。 

(3) 血漿以外の検体を検査する場合 

まず、凝固活性化及び誘導物質を含まない陰性コントロー

ル血漿をご準備ください。血漿に適量の検体を加え、本検

査を実施します。 

(4) マイクロプレート及び蛍光プレートリーダーの加温 

マイクロプレート及びプレートリーダー内を事前に 37℃に

おいて加温してください。 

２．  本検査の操作方法 

(1) トロンビン検量線の作成 

１） Thrombin Calibrator の調製 

4,000 pMの Thrombin Calibrator（緑色キャップ）と溶

解用緩衝液（青色キャップ）を用いて検量線を作成しま

す。なお、低濃度のトロンビン産生を試験する場合には、

5 µLの Thrombin Calibrator（4,000 pM）を 495 µL 溶

解用緩衝液と混合して 40 pM の Thrombin Calibratorを

調製してください。 

２） 操作方法 

次のワークフローに従って実施します。カイネティクス測

定で得たトロンビン活性値（時間当たりの蛍光強度の変

化、Δ蛍光強度/ Δ秒）を求め、得られた活性値とトロン

ビン濃度（40 pMあるいは 4, 000 pM）をプロットした検

量線を作成します。 
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【研究用試薬】 

① ステップ 1:  Thrombin calibratorの加温 

55µLの Thrombin calibrator（40 pMあるいは 4,000 

pM）をマイクロプレートの１ウエルに添加、また同量の希

釈緩衝液 （青色キャップ ）を別の 1ウエルに添加し、37℃

にてマイクロプレートを 5分間加温します。 

② ステップ 2: トロンビン基質の添加 

加温後、50µLのトロンビン基質/エチレンジアミン四酢酸溶

液（褐色チューブ）を、エッペンドルフマルチペットを用

いて速やかにウエルに添加。その後、マイクロプレートを

プレートリーダーに挿入します。 

③ ステップ 3: トロンビン活性のカイネティクス測定 

ウエル内のトロンビンによって基質が分解されて蛍光を発

するので、 37℃で蛍光強度を励起波長（350nm付近）/蛍

光波長（460nm付近）において一定の間隔（例えば、10秒

間隔）で一定時間（40 pM Thrombin calibrator: ３分間；

4,000 pM Thrombin calibrator:約１分間）測定します。 

④ ステップ 4:  トロンビン活性値の算出 

測定終了後、カイネティクス測定によって得られた時間当

たりの蛍光値の変化（スロープ： Δ蛍光強度/Δ秒）を算出

します。 

(2) 被験血漿のトロンビン産生とトロンビン活性測定 

 操作は下記のワークフローに従って実施してください。 

① ステップ 1： 血漿検体の添加と加温 

35µLのコントロール血漿（赤色キャップ）をマイクロプレ

ートの 1ウエルに、また同量の被験血漿検体を別の 1ウエ

ルに添加。その後、マイクロプレートを 37℃で 2分間加温

します。 

② ステップ 2: 反応開始試薬の添加と加温 

加温後、10µLの反応開始試薬溶液（白色キャップ）を、エ

ッペンドルフマルチペットを用いてウエル内の血漿に添

加。添加後、37℃で 2分間加温します。 

③ ステップ 3: 塩化カルシウム溶液の添加とトロンビン産

生反応 

加温後、10µLの塩化カルシウム溶液（黄色キャップ）を、

エッペンドルフマルチペットを用いてウエル内の血漿に添

加。添加後、37℃で 2.5分間インキュベーションします。 

④ ステップ 4: トロンビン基質の添加 

インキュベーション後、50µLのトロンビン基質 / エチレン

ジアミン四酢酸溶液（褐色キャップ）を、エッペンドルフ

マルチペットを用いてウエル内の血漿に添加。速やかに、

マイクロプレートをプレートリーダーに挿入し、 37℃にお

けるカイネティクス測定を開始します。 

⑤ ステップ 5: トロンビン活性のカイネティクス測定 

血漿中で生じたトロンビンによって基質が分解されて蛍光

を発するので、その蛍光強度を励起波長（350nm付近）/蛍

光波長（460nm付近）において一定の間隔（例えば、10秒

間隔）で 3分間測定します。 

⑥ ステップ 6:  トロンビン活性値の算出 

測定後、カイネティクス測定の結果をもとに、時間当たり

の蛍光強度の変化（Δ蛍光強度/Δ秒）を算出します。 

3. 被験血漿中で産生したトロンビンの濃度の算出方法 

被験血漿中で産生したトロンビンの濃度は、算出されたトロ

ンビン活性値（Δ蛍光強度/ Δ秒 ）を、Thrombin Calibrator 

のトロンビン活性値（Δ蛍光強度/ Δ秒）をプロットした検量

線をもとに、トロンビン濃度に変換する事によって決定しま

す。凝固活性化あるいは誘導物質の活性は、トロンビン濃度

(例えば、pM)で表示します。さらに、被験血漿中のトロンビ

ン産生濃度を、コントロール血漿のトロンビン産生濃度によ

って除した値に 100を乗して算出し、コントロール血漿に対

する相対値（%）で表示することも可能です。 

【使用上又は取扱い上の注意】  

(1) 血漿検体以外を使用しないでください。コントロール血漿

や被験検体は感染性を考慮して取扱いには厳重な注意をし

てください。 

(2) キットは個装箱ラベルに表示されている使用期限内のもの

を使用してください。 

(3) 使用後の試薬容器を廃棄する場合には、廃棄物に関する規

定に従って、医療廃棄物又は産業廃棄物等に区別して処理

してください。  

【貯蔵方法】 

キットは 4〜8℃で保存してください。溶解後の開始因子試薬

は 4〜8℃で保存し 3日以内にご使用ください。溶解したコン

トロール血漿は 2時間以内に使用し、残りは廃棄ください。 
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