
(57)【要約】
本発明は血液細胞抗原および該抗原に反応する抗体をサンプルで検出する方法に関する。
本発明はまた上記方法の実施を容易にするキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト の サ ン プ ル で 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法 で あ
っ て 、
（ ｉ ） ビ ー ズ を 検 出 す る 特 定 の 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 非 ヒ ト 抗 体 で 被 覆 し ；
（ ii） 付 属 の 特 定 の 選 択 さ れ た 血 液 細 胞 抗 原 で あ っ て 、 適 切 な 場 合 に は 、 そ れ 自 体 は 従 来
技 術 で 既 に 公 知 で あ る 標 準 化 さ れ た 血 液 細 胞 を 可 溶 化 す る こ と に よ っ て 、 ま た 別 に は 組 換
え 方 法 ま た は タ ン パ ク 質 化 学 的 方 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 抗 原 を 、 （ ｉ ） で 得 ら れ た
被 覆 さ れ た ビ ー ズ と 混 合 し ；
（ iii） 上 記 選 択 さ れ た 抗 原 と （ ｉ ） の ビ ー ズ に 結 合 さ れ た 非 ヒ ト 抗 体 と の 結 合 の 結 果 と
し て 抗 原 で 被 覆 さ れ て い る 上 記 ビ ー ズ を 、 検 査 す る 患 者 の 血 清 サ ン プ ル と 混 合 し ； さ ら に
（ iv） 特 異 的 抗 ヒ ト 抗 体 テ ス ト を 用 い て 、 上 記 サ ン プ ル に 由 来 し 、 さ ら に 上 記 ビ ー ズ に 結
合 し た 抗 原 と 結 合 す る こ と が で き た 患 者 の 血 液 細 胞 抗 原 抗 体 を 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る 上 記 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） ビ ー ズ を 非 抗 ヒ ト 種 特 異 的 抗 体 で 被 覆 し ；
（ ii） 標 準 細 胞 を 可 溶 化 す る か 、 ま た は 組 換 え か も し く は タ ン パ ク 質 化 学 的 方 法 を 用 い て
得 ら れ た 血 液 細 胞 抗 原 を 溶 液 に し ；
（ iii） （ ii） の 結 果 と し て 生 じ る 可 溶 化 物 、 ま た は 組 換 え か も し く は タ ン パ ク 質 化 学 的
方 法 を 用 い て 得 ら れ た 血 液 細 胞 抗 原 の 溶 液 を 、 検 出 す る 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ 、 か つ （ ｉ
） で 述 べ た 種 に 由 来 す る 特 異 的 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し ； さ ら に
（ iv） （ ｉ ） の ビ ー ズ と 一 緒 に （ iii） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 遠 心 分 離 に よ っ て 単 離 し ；
さ ら に
（ ｖ ） 患 者 由 来 の 抗 体 含 有 血 清 に 対 し て 、 凝 集 テ ス ト で 、 直 接 検 査 す る か 、 ま た は 後 で 検
査 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
血 液 細 胞 抗 原 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） ビ ー ズ を 検 出 す る 特 定 の 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 で 被 覆 し ；
（ ii） 検 査 す る 患 者 に 由 来 す る 血 液 サ ン プ ル を 、 そ の 中 に 含 ま れ て い る 血 液 細 胞 と と も に
、 該 血 液 細 胞 の 膜 に 存 在 す る 抗 原 が 可 溶 化 さ れ る 処 理 に 付 し 、 さ ら に 適 切 な 場 合 に は 抗 原
濃 縮 分 画 を 調 製 し ；
（ iii） （ ｉ ） で 得 ら れ た 被 覆 ビ ー ズ を （ ii） で 得 ら れ た サ ン プ ル と 混 合 し ；
（ iv） 特 異 的 抗 体 テ ス ト を 用 い て 、 上 記 サ ン プ ル に 由 来 し 、 か つ 上 記 ビ ー ズ に 結 合 し た 抗
体 と 結 合 す る こ と が で き る 血 液 細 胞 抗 原 を 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
血 液 細 胞 抗 原 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） ビ ー ズ を 非 抗 ヒ ト 種 特 異 的 抗 体 で 被 覆 し ；
（ ii） 検 査 す る 患 者 に 由 来 す る 血 液 細 胞 を 可 溶 化 し ；
（ iii） （ ii） で 得 ら れ た 可 溶 化 物 を 、 検 出 す る 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ 、 か つ （ ｉ ） で 述
べ た 種 に 由 来 す る 特 異 的 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
（ iv） （ ｉ ） の ビ ー ズ と 一 緒 に （ iii） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 遠 心 分 離 に よ っ て 単 離 し ；
さ ら に
（ ｖ ） 凝 集 テ ス ト で 上 記 サ ン プ ル を 検 査 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
患 者 の 血 清 サ ン プ ル で 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法
で あ っ て 、
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（ ｉ ） 検 出 す る 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る ビ オ チ ン 化 非 ヒ ト 抗 体 を 、 対 応 す る 天 然 の 血 液 細
胞 抗 原 を 保 有 す る ヒ ト テ ス ト 細 胞 と 接 触 さ せ ；
（ ii） （ ｉ ） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 上 記 血 液 細 胞 が 可 溶 化 さ れ る 条 件 に 付 し ；
（ iii） 抗 原 お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体 か ら な る 上 記 複 合 体 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ま た
は ア ビ ジ ン 被 覆 微 粒 子 を 用 い て 上 記 サ ン プ ル か ら 取 り 出 し ；
（ iv） （ iii） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 検 査 す る 患 者 由 来 の 血 清 サ ン プ ル と 接 触 さ せ ； さ ら
に
（ ｖ ） 抗 ヒ ト 抗 体 テ ス ト を 用 い て 、 特 異 的 抗 体 が 上 記 血 清 サ ン プ ル に 存 在 す る と き に ビ オ
チ ン 化 抗 体 、 抗 原 お よ び 該 血 清 中 の ヒ ト 抗 体 か ら 生 成 さ れ る 複 合 体 を 、 い っ た ん 該 複 合 体
を サ ン プ ル か ら 分 離 し て 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
選 択 さ れ た 血 液 細 胞 抗 原 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法 で あ っ て 、
（ ｉ ） 検 出 す る 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る ビ オ チ ン 化 抗 体 を 、 対 応 す る 天 然 の 血 液 細 胞 抗 原
を 保 有 す る ヒ ト テ ス ト 細 胞 と 接 触 さ せ ；
（ ii） （ ｉ ） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 上 記 血 液 細 胞 が 可 溶 化 さ れ る 条 件 に 付 し ；
（ iii） 抗 原 お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体 か ら な る 上 記 複 合 体 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ま た
は ア ビ ジ ン 被 覆 微 粒 子 を 用 い て 上 記 サ ン プ ル か ら 取 り 出 し ；
（ iv） （ iii） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 、 上 記 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 好 ま し く は 標 識 さ れ
た 第 二 の 抗 体 と 接 触 さ せ ； さ ら に
（ ｖ ） 慣 例 の 方 法 を 用 い て 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 、 抗 原 お よ び 第 二 の 抗 体 か ら 生 成 さ れ る 複 合
体 を 、 い っ た ん 該 複 合 体 を サ ン プ ル か ら 分 離 し て 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
蛍 光 標 識 ま た は 酵 素 標 識 抗 体 が 用 い ら れ る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ビ オ チ ン 化 抗 体 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 お よ び ／ ま た は ア ビ ジ ン 被 覆 さ れ た ビ ー ズ を 用
い て 結 合 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ビ ー ズ が 球 状 で あ り 、 か つ ０ .０ １ か ら １ ０ μ ｍ 、 好 ま し く は ２ か ら ４ μ ｍ の 直 径 を 有 す
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
少 な く と も 、 請 求 項 ９ に 記 載 の ビ ー ズ 、 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 特 異 的 抗 体 、 お
よ び 特 異 的 抗 ヒ ト 抗 体 を 含 む 、 血 液 細 胞 抗 原 ま た は 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体
を 検 出 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
少 な く と も 、 請 求 項 ９ に 記 載 の ビ ー ズ 、 第 一 の 非 抗 ヒ ト 種 特 異 的 抗 体 、 お よ び ま た 検 出 す
る 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ 、 か つ 第 一 の 抗 体 が 指 向 さ れ る 種 に 由 来 す る 抗 体 を 含 む 、 血 液 細
胞 抗 原 ま た は 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 血 液 細 胞 上 の 抗 原 を 検 出 す る 方 法 ま た は 該 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を ヒ ト
の 血 中 で 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 本 方 法 は 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 血 液 を 用 い て in vitroで
実 施 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
今 日 で は 特 定 の 疾 患 の 診 断 は 、 赤 血 球 お よ び 白 血 球 並 び に 血 小 板 に 由 来 す る 選 択 さ れ た 抗
原 を 検 出 す る か 、 ま た 別 に は こ の 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 特 異 的 抗 体 を 患 者 の 血 中 で 検 出
す る こ と を 必 要 と す る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
血 液 細 胞 抗 原 は 、 赤 血 球 、 血 小 板 お よ び 白 血 球 上 の 表 面 マ ー カ ー （ 特 徴 ） で あ る 。 そ れ ら
抗 原 は 通 常 は 、 糖 タ ン パ ク 質 、 糖 脂 質 ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の 点 に 関 す る 要 旨 は 、
例 え ば 以 下 の 成 書 で 見 出 す こ と が で き る ： Transfusionsmedizin［ Transfusion medicine
］ 、 Mueller-Eckhardt (編 ), Springer-Verlag Berlin (1999), pp.137-200。
【 ０ ０ ０ ４ 】
こ れ ら 血 液 細 胞 抗 原 の 臨 床 的 な 重 要 性 は 、 そ れ ら の 免 疫 原 性 、 す な わ ち 、 例 え ば 通 常 の 環
境 下 で は こ れ ら の 抗 原 を 保 有 し て い な い 個 体 で 輸 血 後 に 、 特 異 的 抗 体 の 生 成 を 刺 激 す る 能
力 に よ っ て 確 認 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 上 記 抗 体 の 生 成 は ま た 、 例 え ば 出 生 後 に 、 血 液 型 群 同 種
凝 集 素 の 場 合 の よ う に （ 抗 Ａ お よ び 抗 Ｂ ） 、 ま た は 妊 娠 、 器 官 移 植 も し く は 骨 髄 移 植 の 背
景 状 況 の 中 で 選 ば れ る 同 種 異 系 細 胞 に よ っ て 、 誘 発 さ れ 得 る 。 対 応 す る 抗 体 の 例 は 、 赤 血
球 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 Ｄ 、 抗 Ｋ 、 抗 Ｆ ｙ な ど 、 血 小 板 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 Ｈ Ｐ Ａ － １
お よ び 抗 Ｈ Ｐ Ａ － ２ 、 顆 粒 球 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 Ｉ Ｎ Ａ － １ お よ び 抗 Ｉ Ｎ Ａ － ２ 、 ま た
は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
上 記 の 他 に 、 抗 体 は ま た 内 因 性 抗 原 に 対 し て も ま た 生 成 さ れ 得 る （ 自 己 抗 体 ） 。 こ れ ら の
抗 体 は 、 自 己 免 疫 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 ま た は 自 己 免 疫 性 好 中 球 減 少 症 （
顆 粒 球 減 少 症 ） の 事 例 の よ う に 自 己 由 来 細 胞 の 成 熟 前 の 分 解 ま た は 崩 壊 を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
胎 児 お よ び 新 生 児 で は 、 赤 血 球 に 対 し て 指 向 さ れ る ア ロ 抗 体 、 特 に 免 疫 抗 体 （ 例 え ば 抗 Ｄ
お よ び 抗 Ｃ ） は 種 々 の 重 篤 度 を も つ 溶 血 （ 新 生 児 溶 血 症 ） を 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
同 種 凝 集 素 お よ び 臨 床 的 に 関 連 を 有 す る ア ロ 抗 体 は 、 赤 血 球 を 用 い る 輸 血 の 前 に 考 慮 し な
け れ ば な ら な い 。 通 例 は 、 血 清 学 的 に 認 容 で き な い 赤 血 球 は い ず れ も 輸 血 す る こ と が で き
な い 。 例 え ば 、 （ Ｒ ｈ 陰 性 ） レ シ ピ エ ン ト が 抗 Ｄ 特 異 性 を 有 す る ア ロ 抗 体 を 保 有 す る と き
、 Ｒ ｈ 陽 性 赤 血 球 は 凝 集 す る 。 こ の よ う な 理 由 で 、 輸 血 前 に 赤 血 球 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗
体 を 特 定 し て 輸 血 中 に そ れ ら を 考 慮 す る 必 要 が あ る 。 さ ら に ま た 、 輸 血 前 に は 常 に 、 輸 血
用 に 保 存 さ れ て い る 保 存 血 サ ン プ ル の 全 て を 用 い て 血 清 学 的 寛 容 検 査 （ ク ロ ス テ ス ト ） を
実 施 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
今 日 ま で 、 赤 血 球 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 は 、 日 常 的 に は 、 血 清 サ ン プ ル を 天 然 の 選
択 さ れ た テ ス ト 赤 血 球 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る か （ 抗 体 検 索 さ ら に 適 切 な 場 合 に は 抗 体 特 定
） 、 ま た は 輸 血 前 に ド ナ ー 赤 血 球 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ ク ロ ス テ ス ト ） こ と に よ っ て 検
出 さ れ て き た 。 血 清 と 赤 血 球 間 の 不 耐 性 は 、 検 査 時 に 赤 血 球 の 直 接 ま た は 間 接 凝 集 に よ っ
て 示 さ れ る 。 例 え ば 同 種 凝 集 素 抗 Ａ お よ び 抗 Ｂ は 赤 血 球 の 直 接 凝 集 を 誘 発 す る 。 間 接 凝 集
は 、 例 え ば 抗 Ｄ を Ｒ ｈ 陽 性 テ ス ト 赤 血 球 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 抗 ヒ ト グ ロ ブ リ ン 血
清 を 添 加 す る こ と に よ っ て （ 間 接 ク ー ム ス 試 験 ） 誘 発 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
テ ス ト 赤 血 球 を 用 い る 欠 点 は 、 あ る テ ス ト 赤 血 球 の 選 別 、 希 少 性 お よ び 入 手 可 能 性 並 び に
前 記 細 胞 の 保 存 時 間 が 短 い こ と か ら 生 じ る 。 前 記 細 胞 を 単 離 す る た め に は 、 既 知 の 抗 原 を
保 有 す る 選 択 さ れ た ド ナ ー を 定 期 的 に 検 索 す る こ と が 必 要 で 、 単 離 さ れ た 細 胞 は 短 期 間 し
か 保 存 で き な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
こ れ ま で に 記 載 さ れ て き た 実 質 的 に 全 て の 検 査 方 法 は 前 記 の よ う な 細 胞 の 使 用 に 依 存 し て
い る （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Transfusionsmedizin［ Transfusion medicine]、 Mueller-Ec
khardt (編 ), Springer-Verlag Berlin (1999), pp.587-596お よ び New diagnostic metho
ds in oncology and hematology, Huhn (編 ) Springer Verlag, Berlin, 1998, pp. 197-
212） 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
こ れ ら の 方 法 に 付 随 す る 欠 点 は し た が っ て 以 下 の と お り で あ る ：
* 単 離 さ れ た （ 単 一 ） 特 性 を 有 す る 赤 血 球 （ 例 え ば 特 徴 的 な “ Ｄ ” の み を 保 持 す る 細 胞 ）
を 得 る こ と が 可 能 で な い の で 、 特 異 的 抗 体 を 識 別 す る た め に 、 い く つ か の （ 通 常 は １ １ を
越 え る ） テ ス ト 赤 血 球 （ テ ス ト 細 胞 ） を 各 検 査 に つ き 使 用 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
* 特 定 の 抗 体 を 認 識 す る 稀 な 特 徴 を 有 す る テ ス ト 赤 血 球 は 通 常 は 入 手 す る こ と が で き な い
。 上 記 の 理 由 の た め に 患 者 の 看 護 が 常 に は 保 証 で き な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
* 一 般 的 に 、 通 常 存 在 す る 特 徴 を 欠 く テ ス ト 赤 血 球 は 、 特 異 的 抗 体 の 認 識 の た め に は 利 用
で き な い 場 合 が 多 い 。 こ の た め に ま た 患 者 の 看 護 が 常 に は 保 証 で き な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
* 適 切 な テ ス ト 細 胞 を 選 択 す る こ と は 複 雑 で 費 用 の か か る 事 柄 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
* 上 記 材 料 は ヒ ト か ら 単 離 さ れ る 生 物 学 的 材 料 で あ る の で 、 該 材 料 を 取 り 扱 う 医 療 従 事 者
お よ び 医 師 の 感 染 の 危 険 性 を 常 に 排 除 で き な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
* 上 細 胞 は 限 定 さ れ た 期 間 し か 保 存 で き な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
血 小 板 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 の 臨 床 的 重 要 性 は 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 （ Ａ Ｉ Ｔ
Ｐ ） 、 新 生 児 ア ロ 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 （ Ｎ Ａ Ｉ Ｔ ） 、 輸 血 後 紫 斑 病 （ Ｐ Ｔ Ｐ ） お よ び 不 適
切 な 血 小 板 輸 血 で 示 さ れ る 。 い ず れ の 場 合 で も 、 抗 体 は 止 血 の 主 要 な 混 乱 お よ び 患 者 の 出
血 性 素 質 を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
こ れ ま で の と こ ろ 血 小 板 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る こ と は 困 難 で 、 そ の よ う な 検
出 は 少 数 の 専 門 検 査 室 で の み 実 施 可 能 で あ る 。 血 小 板 の 性 質 の た め に 、 こ れ ま で の と こ ろ
赤 血 球 の 場 合 の よ う な 簡 便 で 迅 速 な 凝 集 テ ス ト の 開 発 は 可 能 で は な か っ た 。 も っ と も 頻 繁
に 用 い ら れ る こ れ ま で に 報 告 さ れ た 方 法 は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） お
よ び 血 小 板 吸 着 免 疫 蛍 光 検 査 （ Ｐ Ｉ Ｆ Ｔ ） 、 並 び に 、 結 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 特 定 す る た め
の 免 疫 沈 澱 ま た は Ｍ Ａ Ｉ Ｐ Ａ （ 血 小 板 抗 原 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 固 定 化 ） ア ッ セ イ で あ る
（ 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Transfusionsmedizin［ Transfusion medicine]、 Mueller-Eckhar
dt (編 ), Springer-Verlag Berlin (1999), pp.597-602; New diagnostic methods in on
cology and hematology, Huhn (編 ) Springer Verlag, Berlin, 1998, pp. 213-228; McM
illan, Transfusion Medicine Reviews, Vol.IV, No.2, pp136-143(1990)） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
上 記 の 方 法 は 以 下 の 多 様 な 欠 点 を 有 す る ：
* 全 て の 検 査 方 法 は 、 標 準 化 血 小 板 が 通 常 入 手 不 能 で あ る の で 労 働 集 約 型 で あ り 、 さ ら に
エ キ ス パ ー ト の み が そ の 検 査 を 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
* 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た は Ｍ Ａ Ｉ Ｐ Ａ で 、 自 己 血 小 板 、 ま た は 血 小 板 の 数 が 少 な い 患 者 の
場 合 、 十 分 な 数 の 自 己 血 小 板 の 単 離 お よ び 検 査 が し ば し ば 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
* 特 異 性 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ｉ Ｆ Ｔ ） お よ び 感 度 （ Ｍ Ａ Ｉ Ｐ Ａ ） は 限 定 的 で あ り 、 結 果
と し て し ば し ば 結 果 を 解 釈 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
* 赤 血 球 抗 原 の 検 出 に 関 連 し て 上 記 で 述 べ た 欠 点 の 本 質 的 に 全 て が 本 欠 点 に も 適 用 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
好 中 球 依 存 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 の 臨 床 的 重 要 性 は 、 自 己 免 疫 性 好 中 球 減 少 症 、 新
生 児 ア ロ 免 疫 性 好 中 球 減 少 症 お よ び Ｔ Ｒ Ａ Ｌ Ｉ （ 輸 血 付 随 急 性 肺 不 全 ） に よ っ て 特 徴 付 け
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ら れ る 。 本 抗 体 の 検 出 は 血 小 板 抗 体 の 検 出 よ り も さ ら に 困 難 で あ る 。 こ れ ま で に 知 ら れ て
い る 検 査 方 法 は 、 血 小 板 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 の 検 出 方 法 を 広 範 囲 に 応 用 し て い る （ 以
下 を 参 照 さ れ た い ： Transfusionsmedizin［ Transfusion medicine]、 Mueller-Eckhardt (
編 ), Springer-Verlag Berlin (1999), pp.603-609; New diagnostic methods in oncolo
gy and hematology, Huhn (編 ) Springer Verlag, Berlin, (1998), pp. 228-235; Minch
inton and Waters, British Journal of Haematology, 56, pp.521-528, (1984), McCull
ough and William, Transfusion Medicine Reviews, Vol.1, No.3, pp150-160(1987)） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
さ ら に ま た 、 リ ン パ 球 （ 特 に Ｔ リ ン パ 球 ） に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 は 移 植 免 疫 学 に お い て
極 め て 重 要 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 移 植 物 （ 骨 髄 、 心 臓 、 肺 臓 、 腎 臓 お よ び 他 の 器 官 ） の
急 性 ま た は 遅 延 性 拒 絶 を 生 じ 得 る 。 こ の 理 由 の た め に 、 骨 髄 お よ び 腎 臓 移 植 を 実 施 す る 前
に 、 ド ナ ー 器 官 に 対 し て 指 向 さ れ る リ ン パ 球 性 抗 体 の 存 在 を 一 切 排 除 す る こ と が 必 要 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に ま た 、 リ ン パ 球 抗 原 （ Ｈ Ｌ Ａ 抗 原 ） は 、 妊 娠 お よ び 輸 血 に 関 連 し て Ｈ Ｌ Ａ 特 性 に 対
し て 指 向 さ れ る 特 異 的 抗 体 の 生 成 を も た ら し 得 る 。 こ の 理 由 か ら 、 そ の 抗 体 の 存 在 の 可 能
性 は 、 該 当 す る 場 合 に は 移 植 、 並 び に 血 小 板 お よ び 白 血 球 の 輸 血 に 関 連 し て 考 慮 す る 必 要
が あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
Ｈ Ｌ Ａ 抗 体 を 検 出 す る 古 典 的 な 方 法 は こ れ ま で の と こ ろ リ ン パ 球 細 胞 毒 性 検 査 に 限 定 さ れ
て い た 。 し か し な が ら 、 こ の 検 査 は 補 体 活 性 化 抗 体 の 測 定 に 用 い る こ と が で き る だ け で あ
る 。 最 近 用 い ら れ て い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 は 極 め て 難 し く 、 一 部 の 専 門 検 査 室 で の み 実 施 さ れ
る （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Transfusionsmedizin［ Transfusion medicine]、 Mueller-Eckh
ardt (編 ), Springer-Verlag Berlin (1999), pp.611-617; Zacharyら ，  Transplantatio
n, Vol.60, No.12, pp.1600-1606 (1995); Lubenko お よ び  Rodi, Transfusion, Vol.38,
 pp.41-44 (1998)） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
要 約 す れ ば 、 血 液 細 胞 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る 全 て の 検 査 原 理 は 、 選 択 さ れ た
生 物 学 的 な 、 さ ら に 通 常 は 天 然 の テ ス ト 細 胞 に 基 づ く 。 こ の 細 胞 は 、 選 択 さ れ た 個 体 か ら
得 ら れ 、 続 い て 利 用 可 能 に さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
比 較 的 迅 速 で 単 純 な 検 査 は 、 赤 血 球 に 対 し て 指 向 さ れ る 通 常 的 抗 体 、 例 え ば 抗 Ｄ 抗 体 の 検
出 に つ い て の み 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
別 の 選 択 肢 に つ い て の 探 索 は こ れ ま で の と こ ろ 成 功 し て い な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
ほ と ん ど の 血 液 型 系 （ 赤 血 球 、 血 小 板 お よ び 白 血 球 ） の 遺 伝 子 が こ れ ま で に ク ロ ー ニ ン グ
さ れ 、 そ れ ら の い く つ か は 配 列 が 決 定 さ れ た が 、 組 み 換 え 抗 原 お よ び ペ プ チ ド は 、 あ っ て
も 抗 体 検 出 の た め に 単 離 さ れ た 事 例 で の み 用 い ら れ て い る （ Bowditchら , Blood, Vol. 88
(12)： 4579-4584 (1996); Petersonら , Blood, Vol. 92(6)： 2053-2063 (1998)；  Yazdan
bakhsh, Transfusion Medicine Reviews, Vol. 15(1):53-66 (2001)） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
上 記 で 述 べ た Ｍ Ａ Ｉ Ｐ Ａ 検 査 に お い て さ え も （ こ こ で 抗 体 は 間 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 を 実 施 す
る た め に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 さ れ る ） 、 操 作 に 多 く の 実 際 的 な 問 題 が な お 存
在 す る 。 し た が っ て 、 こ の 検 査 は 約 ７ ～ ８ 時 間 を 要 し 、 検 査 結 果 は し ば し ば あ い ま い で あ
る 。 さ ら に 、 被 覆 し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 十 分 に 長 期 に わ た っ て 保 存 す る こ と は
不 可 能 で 、 適 切 な 溶 液 は 全 て 検 査 室 で 実 施 に 際 し て 新 し く 調 製 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Meyerら （ THE LANCET, Vol. 354(9189):1525-1526 (1999)） は 、 抗 原 被 覆 ビ ー ズ に 患 者 の
血 清 サ ン プ ル を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 凝 集 テ ス ト で 血 小 板 因 子 ４ お よ び ヘ パ リ ン か
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ら 成 る 複 合 体 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る 検 査 系 を 報 告 し た 。 凝 集 サ
ン プ ル は 、 ゲ ル カ ー ド テ ス ト に よ っ て 検 出 さ れ た （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Salama a
nd Mueller-Eckhard in:Transfusionsmedizin［ Transfusion medicine]、 Mueller-Eckhar
dt (編 ), Springer-Verlag Berlin (1999), pp.587-617） 。 し か し な が ら 、 か れ ら の 精 力
的 な 努 力 に も か か わ ら ず 、 発 明 者 ら は 、 こ の 比 較 的 迅 速 で 実 施 が 容 易 な テ ス ト を 他 の 血 液
細 胞 抗 原 ま た は こ の 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 の 検 出 に 用 い る こ と に は 成 功 し な か っ た
。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
選 択 さ れ た 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 の 検 出 に 用 い る こ と が 可 能 で 、 さ ら に 上
記 に 挙 げ た 欠 点 を 克 服 す る こ と が で き る テ ス ト 系 に 対 す る 、 上 記 に 述 べ た 事 柄 か ら 必 然 的
に 生 じ る 極 め て 強 い 必 要 性 が あ る に も か か わ ら ず 、 そ の よ う な テ ス ト 系 は 本 発 明 の 前 に は
利 用 可 能 で は な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
米 国 特 許 第 ６ ２ ０ ３ ７ ０ ６ 号 は 、 例 え ば 血 液 細 胞 抗 原 ま た は 血 液 サ ン プ ル 中 の 抗 体 の 検 出
に 用 い ら れ る 方 法 を 開 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 そ の 該 当 す る 方 法 （ 抗 原 が 直 接 ビ ー ズ
に 結 合 さ れ て い る ） は 、 稀 な 事 例 で の み 機 能 す る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
上 述 の 先 行 技 術 か ら 見 れ ば 、 本 発 明 は し た が っ て 、 選 択 さ れ た 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向
さ れ る 抗 体 を 特 異 的 に 検 出 す る た め に 、 ま た は 血 液 細 胞 抗 原 自 体 を 検 出 す る た め に 用 い る
こ と が 可 能 な 方 法 を 利 用 で き る よ う に す る と い う 目 的 を ベ ー ス に し て い た 。 本 方 法 は 、 操
作 が 簡 単 で 迅 速 で あ り 、 そ の 実 施 に 信 頼 性 が あ り 経 済 的 で あ る 。 さ ら に ま た 、 本 方 法 は 生
き て い る 生 物 か ら 得 る こ と が で き る サ ン プ ル で イ ン ビ ト ロ で 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る は
ず で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の 目 的 お よ び 他 の 目 的 （ 明 示 的 に は 述 べ ら れ て い な い が 、 紹 介 す る こ と に よ り 本 明
細 書 で 考 察 さ れ て い る 関 連 事 項 か ら 容 易 に 推 測 ま た は 推 論 で き る ） は 、 特 許 請 求 の 範 囲 １
か ら ４ の 全 て の 特 徴 を 有 す る 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 本 発 明 の 新 規 な 方 法 の 都 合 の 良 い
改 変 は 付 随 す る サ ブ ク レ ー ム で 保 護 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
変 法 １ ：
イ ン ビ ト ロ の 方 法 で 、 以 下 の 手 段 に よ っ て 達 成 さ れ る ：
（ ｉ ） ビ ー ズ を 検 出 さ れ る べ き 特 定 の 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 非 ヒ ト 抗 体 で 被 覆
し ；
（ ii） 付 属 の 特 定 の 選 択 さ れ た 血 液 細 胞 抗 原 で あ っ て 、 適 切 な 場 合 に は 、 そ れ 自 体 は 従 来
技 術 で 既 に 公 知 で あ る 標 準 化 さ れ た 血 液 細 胞 を 可 溶 化 す る こ と に よ っ て 、 ま た 別 に は 組 換
え 方 法 ま た は タ ン パ ク 質 化 学 に よ る 方 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 抗 原 を 、 （ ｉ ） で 得 ら
れ た 被 覆 ビ ー ズ と 混 合 し ；
（ iii） 上 記 選 択 さ れ た 抗 原 と （ ｉ ） の ビ ー ズ に 結 合 さ れ た 非 ヒ ト 抗 体 と の 結 合 の 結 果 と
し て 抗 原 で 被 覆 さ れ て い る 該 ビ ー ズ を 、 検 査 さ れ る べ き 患 者 の 血 清 サ ン プ ル と 混 合 し ； さ
ら に
（ iv） 特 異 的 抗 ヒ ト 抗 体 テ ス ト を 用 い て 、 上 記 サ ン プ ル に 由 来 し 、 さ ら に 上 記 ビ ー ズ に 結
合 し た 抗 原 と 結 合 す る こ と が で き た 患 者 の 血 液 細 胞 抗 原 抗 体 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
そ し て こ れ は 、 容 易 に は 予 測 で き な い 態 様 で あ っ て 、 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗
体 を サ ン プ ル 中 で 検 出 す る 方 法 を 利 用 可 能 に し 、 検 出 の 容 易 な 実 施 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
変 法 ２ ：
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た だ 、 以 下 の 場 合 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る 新 規 な 方 法 の わ ず か な
改 変 を 示 す ：
（ ｉ ） ビ ー ズ を 非 抗 ヒ ト 種 特 異 的 抗 体 で 被 覆 し ；
（ ii） 標 準 細 胞 を 可 溶 化 す る か 、 ま た は 組 換 え も し く は タ ン パ ク 質 化 学 的 方 法 を 用 い て 得
ら れ た 血 液 細 胞 抗 原 を 溶 液 に し ；
（ iii） （ ii） の 結 果 と し て 生 じ る 、 上 記 可 溶 化 物 、 ま た は 組 換 え も し く は タ ン パ ク 質 化
学 的 方 法 を 用 い て 得 ら れ た 血 液 細 胞 抗 原 の 溶 液 を 、 検 出 さ れ る べ き 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ
、 か つ （ ｉ ） で 限 定 さ れ る 種 に 由 来 す る 特 異 的 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し ； さ ら に
（ iv） （ ｉ ） の ビ ー ズ と 一 緒 に （ iii） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 遠 心 分 離 に よ っ て 単 離 し ；
さ ら に
（ ｖ ） 患 者 由 来 の 抗 体 含 有 血 清 に 対 し て 、 凝 集 テ ス ト で 直 接 検 査 す る か 、 ま た は 後 で 検 査
す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
変 法 ３ ：
イ ン ビ ト ロ の 方 法 は ま た 以 下 に よ っ て 達 成 さ れ る ：
（ ｉ ） ビ ー ズ を 検 出 さ れ る べ き 特 定 の 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 で 被 覆 し ；
（ ii） 検 査 さ れ る べ き 患 者 に 由 来 す る 血 液 サ ン プ ル を 、 そ の 中 に 含 ま れ て い る 血 液 細 胞 と
と も に 、 該 血 液 細 胞 の 膜 に 存 在 す る 抗 原 が 可 溶 化 さ れ る 処 理 に 付 し 、 さ ら に 適 切 な 場 合 に
は 抗 原 濃 縮 分 画 を 調 製 し ；
（ iii） （ ｉ ） で 得 ら れ た 被 覆 ビ ー ズ を （ ii） で 得 ら れ た サ ン プ ル と 混 合 し ；
（ iv） 特 異 的 抗 体 テ ス ト を 用 い て 、 上 記 サ ン プ ル に 由 来 し 、 か つ 上 記 ビ ー ズ に 結 合 し た 抗
体 と 結 合 す る こ と が で き る 血 液 細 胞 抗 原 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
変 法 ４ ：
さ ら に ま た 以 下 に よ っ て サ ン プ ル 中 の 血 液 抗 原 を 検 出 す る こ と が で き る ：
（ ｉ ） ビ ー ズ を 非 抗 ヒ ト 種 特 異 的 抗 体 で 被 覆 し ；
（ ii） 検 査 さ れ る べ き 患 者 に 由 来 す る 血 液 細 胞 を 可 溶 化 し ；
（ iii） （ ii） で 得 ら れ た 可 溶 化 物 を 、 検 出 さ れ る べ き 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ 、 か つ （ ｉ
） で 限 定 さ れ る 種 に 由 来 す る 特 異 的 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
（ iv） （ ｉ ） の ビ ー ズ と 一 緒 に （ iii） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 遠 心 分 離 に よ っ て 単 離 し ；
さ ら に
（ ｖ ） 凝 集 テ ス ト で 上 記 サ ン プ ル を 検 査 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
新 規 な 本 方 法 は 、 特 に 操 作 が 簡 単 で 迅 速 で あ り 、 さ ら に そ の 実 施 に は 信 頼 性 が あ り 経 済 的
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
一 方 、 以 前 に は ほ と ん ど 常 に 天 然 の テ ス ト 細 胞 を 使 用 す る か 、 ま た は 天 然 の テ ス ト 細 胞 を
近 い 時 点 で 調 製 す る こ と が 、 従 来 技 術 で こ れ ま で 述 べ て き た 系 を 実 行 す る た め に 要 求 さ れ
た が 、 新 規 な 本 方 法 で は こ の 点 が 免 除 さ れ る 。 特 に 、 本 発 明 に し た が っ て 用 い る こ と が で
き る 被 覆 済 み の ビ ー ズ は 、 天 然 の テ ス ト 細 胞 よ り も 実 質 的 に 高 い 保 存 性 を 提 供 す る 。 さ ら
に こ れ ら 被 覆 ビ ー ズ は 、 理 論 的 に は 無 制 限 の 量 で 提 供 さ れ 、 必 要 が 生 じ た 時 の た め に 保 存
す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 実 質 的 な 単 純 化 が 同 様 に 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 に と っ て 極 め て 重 要 な こ と は 、 血 液 細 胞 抗 原 、 ま た は そ れ ら に 対 し て 指 向 さ れ る 抗
体 は 、 天 然 の 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て サ ン プ ル か ら 探 し 出 さ
れ た 該 天 然 の 抗 原 に よ っ て 検 出 さ れ る と い う こ と で あ る 。 本 改 変 方 法 を 用 い た と き に の み
、 上 記 の 技 術 的 目 的 は 、 極 め て 容 易 に さ ら に 高 い 信 頼 性 を も っ て 、 少 な い 投 入 エ ネ ル ギ ー
で 首 尾 よ く 達 成 さ れ 、 こ れ は 従 来 技 術 と 比 較 し た と き 極 め て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 に し た が っ て 用 い る こ と が で き る 被 覆 済 み ビ ー ズ は 、 変 法 １ の 工 程 （ ii） で 得 ら れ
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る ビ ー ズ 、 変 法 ２ の 工 程 （ iv） で 得 ら れ る ビ ー ズ 、 変 法 ３ の 工 程 （ ｉ ） で 得 ら れ る ビ ー ズ
、 お よ び 変 法 ４ の 工 程 （ ｉ ） で 得 ら れ る ビ ー ズ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
こ れ ら の ビ ー ズ は 長 期 に わ た っ て 、 す な わ ち 天 然 の テ ス ト 細 胞 の 場 合 よ り も 実 質 的 に 長 く
保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
生 物 学 的 な 出 発 材 料 は 、 上 記 目 的 の た め に 特 別 に 適 合 さ せ た 専 門 の 検 査 室 で 調 製 す る こ と
が で き る の で 、 関 与 す る 職 員 が 感 染 す る 危 険 性 も ま た 減 少 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 は 、 血 液 細 胞 抗 原 ま た は そ れ ら に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 現
時 点 で は 、 ７ ０ ０ を 越 え る 赤 血 球 抗 原 が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 多 く の 抗 原 が 他 の 血 液 細
胞 で 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら 全 て の 抗 原 が 臨 床 的 に 関 連 を 有 す る か 、 ま た
は 有 す る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 が 基 本 的 に こ れ ら の 抗 原 全 て を 迅 速 に さ ら に
信 頼 性 を も っ て 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る こ と は 当 業 者 に は 明 白 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
こ れ ら 血 液 細 胞 抗 原 の 編 集 物 は 例 え ば 以 下 で 見 出 す こ と が で き る ： Issitt, P. お よ び 　 A
nstee, D. (編 ) : APPLIED BLOOD GROUP SEROLOGY, Montgomery Scientific Publication
s, Durham, North Carolina, USA。 好 ま し く は 本 発 明 を 用 い て 検 出 さ れ る 特 に 重 要 な 血 液
群 抗 原 は 以 下 の と お り で あ る ： Ａ Ｂ Ｏ ； Ｃ 、 Ｃ W 、 Ｃ 、 Ｄ 、 Ｅ 、 ｅ 、 Ｋ 、 ｋ 、 Ｆ ｙ （ ａ ）
、 Ｆ ｙ （ ｂ ） 、 Ｊ ｋ （ ａ ） 、 Ｊ ｋ （ ｂ ） 、 Ｓ 、 ｓ 、 Ｍ 、 Ｎ 、 Ｐ （ １ ） 、 Ｌ ｅ （ ａ ） 、 Ｌ ｅ
（ ｂ ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
必 要 と さ れ る 極 め て 多 く の 抗 体 も ま た 既 に 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 の 例 は 以 下 の と
お り で あ る ： 抗 Ｊ ｋ ａ （ DiaClonか ら 入 手 可 能 ） 、 抗 Ｊ ｋ ｂ （ DiaClon） 、 抗 Ｌ ｅ ａ （ DiaC
lon） 、 抗 Ｌ ｅ ｂ （ DiaClon） Ｒ ｈ テ ス ト 血 清 （ BIOLITH DIAGNOSTIKA, Hann. Meunden, Ge
rmany） 、 抗 Ｄ 、 抗 Ｃ 、 抗 ｃ 、 抗 Ｃ W 、 抗 Ｅ 、 抗 ｅ 、 Ｍ Ｎ Ｓ ｓ 系 の テ ス ト 血 清 （ 抗 Ｍ 、 抗 Ｎ
、 抗 Ｓ ） ま た は そ の 他 の 血 清 （ Dadeか ら 供 給 さ れ る ） （ 例 え ば 抗 Ｋ 1 ） 。 血 液 細 胞 抗 原 に
対 し て 指 向 さ れ る 合 計 ６ ０ ０ を 越 え る 種 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 世 界 中 で 市 販 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
そ の よ う な 抗 体 が 入 手 で き な い 場 合 に は 、 そ れ ら 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て ま た は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 調 製 で き る 。 抗 体 の 製 造 方 法 に 関 し て 当 業 者 は 周 知 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
従 来 技 術 で 既 に 記 載 さ れ た 方 法 で も 用 い ら れ て い る プ ロ ト コ ル が 、 血 液 細 胞 ま た は 血 液 細
胞 抗 原 の 可 溶 化 に 利 用 す る こ と が で き る 。 す で に ど こ か で 説 明 し た よ う に 、 非 常 に 重 要 な
本 発 明 の 利 点 は 、 被 覆 ビ ー ズ の 実 質 的 に よ り 長 期 に わ た る 耐 久 性 の た め に 、 こ れ ら の プ ロ
ト コ ル が 、 該 プ ロ ト コ ル に 適 合 す る 検 査 室 で 大 規 模 に 実 施 で き る と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 に し た が っ て 用 い る こ と が で き る 被 覆 ビ ー ズ を 調 製 す る た め に 、 ビ ー ズ に 特 異 的 抗
体 を 結 合 さ せ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
こ の 結 合 は 、 好 ま し く は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 複 合 体 に よ り 仲 介
さ れ 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン 被 覆 微 小 担 体 に 結 合 さ れ る 。
前 記 に 該 当 す る 方 法 は 当 業 者 に は 周 知 で 、 米 国 特 許 第 ６ ２ ０ ３ ７ ０ ６ 号 に 詳 細 に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
特 に 好 ま し く は 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た 、 検 出 さ れ る べ き 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 先 ず
初 め に 天 然 の 細 胞 （ テ ス ト 細 胞 ） と 反 応 さ せ 、 そ の 後 該 細 胞 を 可 溶 化 し 、 生 成 さ れ た 抗 原
お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体 の 複 合 体 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン 被 覆 ビ ー ズ （ 微 小 担
体 ） を 用 い て 反 応 混 合 物 か ら 分 離 す る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
生 成 さ れ た こ の 複 合 体 を 続 い て 以 下 の 異 な る ２ つ の 方 法 で 用 い る こ と が で き る ：
１ ） 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 の 存 在 を 患 者 の 血 清 中 で 検 出 し よ う と す る 場 合 は 、 生 成
さ れ た 複 合 体 を 続 い て 直 接 血 清 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 存 在 し 得 る い ず れ の
抗 体 も そ の 抗 原 と 反 応 し 該 複 合 体 と 結 合 す る 。 検 出 さ れ る こ れ ら の 抗 体 は ヒ ト 由 来 で あ る
の で 、 検 出 さ れ る 抗 体 は 、 テ ス ト 混 合 物 か ら 分 離 さ れ た 後 抗 ヒ ト 抗 体 お よ び 周 知 の 方 法 を
用 い て 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
以 下 は 使 用 可 能 な 方 法 の 例 示 リ ス ト で あ る ： 標 準 的 抗 ヒ ト グ ロ ブ リ ン テ ス ト 、 カ ー ド テ ス
ト （ Y. Lapierre ら , (1990) Transfusion 30(2):109-113） 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト で 検 出 ） 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 、 毛 細 管 拡 散 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 放 射 性 免
疫 ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ； 例 え ば ビ ー ズ を ヨ ー ド 1 2 5 で 標 識 ） な ど 。 上 記 一 連 の 方 法 が 当 業 者
に は 利 用 可 能 で あ る 。 ゲ ル カ ー ド 法 （ カ ー ド テ ス ト ） お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー が 特 に
適 し て い る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
２ ） 抗 原 を 直 接 検 出 し よ う と す る 場 合 は 、 同 じ 方 法 を 用 い て 、 抗 原 お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体
お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ま た は ア ビ ジ ン 被 覆 ビ ー ズ か ら な る 上 記 の 複 合 体 と 第 二 の
抗 体 を 直 接 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の た め に 、 第 二 の 抗 体 を 直 接 標 識 す る か （ 例 え ば
ヨ ー ド 1 2 5 、 酵 素 標 識 ） 、 ま た は 別 に は 、 種 特 異 的 抗 体 を 手 段 と し て 、 お よ び 上 記 の 方 法
を 用 い て も う 一 度 検 出 さ れ る 。 こ の と き 、 こ の 種 特 異 的 抗 体 は 第 二 の 抗 体 が 由 来 す る 種 に
対 し て 指 向 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
血 液 細 胞 抗 原 、 ま た は 該 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 血 清 サ ン プ ル で 検 出 す る 新 規 な 系
の 特 に 好 ま し い 変 型 は し た が っ て 以 下 を 含 む ：
患 者 の 血 清 サ ン プ ル で 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法
の 場 合 ：
（ ｉ ） 検 出 さ れ る べ き 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る ビ オ チ ン 化 非 ヒ ト 抗 体 を 、 対 応 す る 天 然 の
血 液 細 胞 抗 原 を 保 有 す る ヒ ト テ ス ト 細 胞 と 接 触 さ せ ；
（ ii） （ ｉ ） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 上 記 血 液 細 胞 が 可 溶 化 さ れ る 条 件 に 付 し ；
（ iii） 抗 原 お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体 か ら な る 上 記 複 合 体 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ま た
は ア ビ ジ ン 被 覆 微 粒 子 を 用 い て 上 記 サ ン プ ル か ら 取 り 出 し ；
（ iv） （ iii） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 検 査 さ れ る べ き 患 者 由 来 の 血 清 サ ン プ ル と 接 触 さ せ
； さ ら に
（ ｖ ） 抗 ヒ ト 抗 体 テ ス ト を 用 い て 、 特 異 的 抗 体 が 上 記 血 清 サ ン プ ル に 存 在 す る と き に ビ オ
チ ン 化 抗 体 、 抗 原 お よ び 該 血 清 中 の ヒ ト 抗 体 か ら 生 成 さ れ る 複 合 体 を 、 該 複 合 体 を い っ た
ん サ ン プ ル か ら 分 離 し て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
さ ら に ま た 、 選 択 さ れ た 血 液 細 胞 抗 原 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法 の 場 合 ：
（ ｉ ） 検 出 さ れ る べ き 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る ビ オ チ ン 化 抗 体 を 、 対 応 す る 天 然 の 血 液 細
胞 抗 原 を 保 有 す る ヒ ト テ ス ト 細 胞 と 接 触 さ せ ；
（ ii） （ ｉ ） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 上 記 血 液 細 胞 が 可 溶 化 さ れ る 条 件 に 付 し ；
（ iii） 抗 原 お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体 か ら な る 上 記 複 合 体 を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ま た
は ア ビ ジ ン 被 覆 微 粒 子 を 用 い て 上 記 サ ン プ ル か ら 取 り 出 し ；
（ iv） （ iii） で 生 成 さ れ た 複 合 体 を 、 上 記 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 好 ま し く は 標 識 さ れ
た 第 二 の 抗 体 と 接 触 さ せ ； さ ら に
（ ｖ ） 慣 例 の 方 法 を 用 い て 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 、 抗 原 お よ び 第 二 の 抗 体 か ら 生 成 さ れ る 複 合
体 を 、 該 複 合 体 を い っ た ん サ ン プ ル か ら 分 離 し て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
上 記 抗 体 を 化 学 的 に ビ ー ズ に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 ビ ー ズ は 、 種 々 の 素 材 で 構 成 さ れ た 球 状 の 微 小 担 体 で あ る と 通
常 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
こ れ に 関 し て 、 強 磁 性 体 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 粒 子 （ 例 え ば Ｍ ２ ８ ０ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ダ
イ ナ ビ ー ズ ） を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
こ れ ら 粒 子 の 物 理 的 特 性 は 以 下 の と お り で あ る ：
直 径 ： ２ ～ ４ ｍ ｍ
密 度 ： １ .１ ～ １ .８ ｇ ／ ｃ ｍ 3

磁 気 質 量 モ ー メ ン ト （ magnetic mass moment） ： １ ０ ０ ± ２ ５ × １ ０ - 6 ｍ 3 ／ ｋ ｇ
懸 濁 液 は 好 ま し く は １ ０ ｍ ｇ 粒 子 ／ ｍ Ｌ （ ６ .７ × １ ０ 8 ／ ｍ Ｌ に 該 当 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
該 粒 子 の 結 合 特 性 は 好 ま し く は 以 下 の と お り で あ る ：
１ ｍ ｇ の Ｍ ２ ８ ０ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ダ イ ナ ビ ー ズ は ５ － １ ０ ｇ の ビ オ チ ン 化 抗 体 と 結 合
す る こ と が で き る （ １ ０ ０ ％ 飽 和 の 、 ポ リ ス チ レ ン の 表 面 と 共 有 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
こ れ ら 粒 子 の 利 点 は 以 下 の と お り で あ る ：
そ の 常 磁 性 特 性 の 結 果 と し て 、 こ れ ら の 粒 子 は ビ オ チ ン － 抗 体 － 抗 原 複 合 体 を 不 均 質 混 合
物 （ 例 え ば 細 胞 溶 解 物 ） か ら 単 に 磁 石 （ 磁 性 粒 子 濃 縮 装 置 ） を 用 い る こ と に よ っ て 単 離 す
る た め に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
し か し な が ら こ れ ら 粒 子 は 以 下 の よ う な 欠 点 を 有 す る ：
* 着 色 － 蛍 光 粒 子 が 存 在 し な い ；
* フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
し た が っ て 、 周 知 で あ り 市 販 も さ れ て い る 赤 色 － 蛍 光 性 高 密 度 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ポ リ ス
チ レ ン 粒 子 が 本 発 明 で は 特 に 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
該 粒 子 の 物 理 的 特 性 は 以 下 の と お り で あ る ：
直 径 ： ２ ～ ４ ｍ ｍ
密 度 ： １ .１ ～ １ .８ ｇ ／ ｃ ｍ 3

【 ０ ０ ７ １ 】
こ れ ら 粒 子 の 結 合 特 性 は 好 ま し く は 以 下 の と お り で あ る ：
ビ オ チ ン 抗 体 結 合 に 関 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 密 度 及 び 性 質 は ダ イ ナ ビ ー ズ と 同 じ で あ
る （ 上 記 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
こ れ ら 粒 子 の 利 点 は 以 下 の と お り で あ る ：
* そ れ ら は 赤 色 蛍 光 を 発 し 、 し た が っ て 読 み 取 り を 容 易 に す る 。
* 性 能 も ま た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
総 合 す れ ば 、 該 粒 子 は 、 好 ま し く は ポ リ ス チ レ ン で 構 成 さ れ 、 直 径 は ０ .０ １ か ら １ ０ μ
ｍ 、 特 に 好 ま し く は ２ ～ ４ μ ｍ で あ る べ き で あ る 。 こ れ ら の 微 粒 子 は エ ポ キ シ 、 カ ル ボ キ
シ お よ び ／ ま た は ア ミ ノ ラ ジ カ ル 、 ま た は ト シ ル 基 を そ の 表 面 に 保 有 す る こ と が 特 に 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
し か し な が ら 、 本 発 明 に し た が っ て 用 い る こ と が で き る 微 粒 子 は 多 数 の 様 々 な 材 料 で 構 成
さ れ て あ っ て も よ い こ と は 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。 微 粒 子 技 術 分 野 に 関 し て 当 業 者 は 熟
知 し て お り 、 本 発 明 に し た が っ て 用 い る こ と が 可 能 な 多 く の 異 な る 市 販 の 微 粒 子 が 存 在 す
る 。 こ の 微 粒 子 の 好 ま し い サ イ ズ は 上 記 に 示 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
第 二 の 抗 体 が ビ ー ズ － 第 一 の 抗 体 － 抗 原 複 合 体 に 結 合 し た 後 、 こ の 第 二 の 抗 体 を 検 出 す る
。 こ の 目 的 の た め に 、 例 え ば そ の 第 二 の 抗 体 を 蛍 光 標 識 す る か 、 も し く は 酵 素 標 識 す る か
の い ず れ か 、 ま た 別 に は こ の 第 二 の 抗 体 に 対 し て 指 向 さ れ る 第 三 の 標 識 抗 体 を 用 い る こ と
も 可 能 で あ る 。 凝 集 テ ス ト を 実 施 す る 場 合 は 抗 体 を 標 識 す る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
そ の よ う な テ ス ト お よ び 検 出 方 法 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 凝 集 テ ス ト お よ び フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 好 ま し く は 本 発 明 に し た が っ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
新 規 な 本 検 出 方 法 の 個 々 の 構 成 が 当 業 者 に 周 知 で あ る こ と は 本 発 明 の 特 徴 で あ る 。 し か し
な が ら 、 こ れ ら 個 々 の 工 程 の 組 み 合 わ せ が 、 上 記 の よ う に 極 め て 驚 く べ き 有 利 な 態 様 で 、
科 学 業 界 の 非 常 に 強 い 要 請 に 対 す る 単 純 な 解 決 を 提 供 す る 方 法 を も た ら す と は 全 く 予 測 不
可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
特 に 、 本 発 明 に し た が っ て 、 血 液 細 胞 抗 原 ま た は 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を
検 出 す る キ ッ ト を 提 供 す る こ と が で き る 。 該 キ ッ ト は 少 な く と も 以 下 を 含 む ： 直 径 が ０ .
０ １ か ら １ ０ μ ｍ 、 好 ま し く は ２ ～ ４ μ ｍ の 球 状 ビ ー ズ 、 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ
る 特 異 的 抗 体 お よ び 特 異 的 抗 ヒ ト 抗 体 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 血 液 細 胞 抗 原 ま た は 血 液 細 胞 抗 原 に 対 し て 指 向 さ れ る 抗 体 を
検 出 す る キ ッ ト は 少 な く と も 以 下 を 含 む ： 直 径 が ０ .０ １ か ら １ ０ μ ｍ 、 好 ま し く は ２ ～
４ μ ｍ の 球 状 ビ ー ズ 、 第 一 の 非 抗 ヒ ト 種 特 異 的 抗 体 、 お よ び 検 出 さ れ る べ き 抗 原 に 対 し て
指 向 さ れ 、 さ ら に 該 第 一 の 抗 体 が 指 向 さ れ る 種 に 由 来 す る 抗 体 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の 方 法 に 記 載 し た 本 質 的 に 必 要 な 構 成 を 含 む 他 の キ ッ ト も ま た 本 出 願 の 主 題 の 一 部
分 を 構 成 す る こ と は 明 白 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
以 下 の 実 施 例 で 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 こ れ ら 実 施 例 は 範 囲 を 限 定 す る も の と
解 さ れ る べ き で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
細 胞 の 可 溶 化
可 溶 化 緩 衝 液 ： １ .２ １ ｇ の ト リ ス を ９ ５ ０ ｍ Ｌ の Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） に 添 加 し 、 さ ら
に ５ ｍ Ｌ の Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ を 添 加 し て １ ０ ０ ０ ｍ Ｌ と す る 。
テ ス ト 細 胞 （ 血 小 板 ） を 卓 上 遠 心 機 （ Hettich製 ） で １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 沈 澱 さ せ る
。 上 清 を 吸 引 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を １ ０ ０ μ Ｌ の 可 溶 化 緩 衝 液 に 採 取 す る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
特 異 的 抗 Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ａ － Ｉ Ｉ Ｉ ｂ 抗 体 （ BioTest） を ビ オ チ ン 化 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被
覆 ビ ー ズ を 用 い て 溶 液 中 で 処 理 し た 。 そ の 抗 体 が ビ ー ズ に 結 合 し た こ と が 示 さ れ た 。 こ れ
に 関 し て は 、 １ ｍ Ｍ の 亜 鉛 の 存 在 が 結 合 を 促 進 す る こ と が 判 明 し た 。
続 い て 、 上 記 ビ ー ズ を 可 溶 化 さ れ た 血 液 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 さ ら に 第 二 の 蛍 光 標 識
抗 体 を 添 加 す る 。 陽 性 テ ス ト ア ッ セ イ の 特 徴 は そ の 二 次 抗 体 の 上 記 複 合 体 と の 結 合 の 増 加
で 、 こ れ は 、 続 い て 単 離 し た ビ ー ズ － 第 一 の 抗 体 － 抗 原 － 第 二 の 抗 体 複 合 体 の 蛍 光 （ こ れ
は 上 記 結 合 に よ っ て 付 与 さ れ た ） に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
こ の よ う に し て 、 極 め て 簡 単 な 態 様 で 血 中 の Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ａ － Ｉ Ｉ Ｉ ｂ 抗 原 を 検 出 す る こ と が
で き た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
凝 集 テ ス ト （ ゲ ル カ ー ド テ ス ト （ Diamed, Switzerland） ） を 蛍 光 標 識 に よ る テ ス ト の 代
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わ り に 実 施 し た 。
こ の よ う に し て ま た 、 極 め て 簡 単 な 態 様 で 血 中 の Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ａ － Ｉ Ｉ Ｉ ｂ 抗 原 を 検 出 で き た
。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ テ ス ト を 用 い る 代 わ り に 、 第 二 の 抗 体 に よ り 標 識 さ れ た ビ ー ズ を フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー で 検 出 し た 。
こ の よ う に し て ま た 、 極 め て 簡 単 な 態 様 で Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ａ － Ｉ Ｉ Ｉ ｂ 抗 原 を 検 出 で き た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
Diamedに よ っ て 供 給 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 粒 子 に よ る 本 発 明 の テ ス ト の 実 施
患 者 ／ ド ナ ー お よ び サ ン プ ル 物 質 ： ２ ０ μ Ｌ の 血 清 （ ５ ６ ℃ で ３ ０ 分 不 活 化 ）
試 薬 お よ び 装 置 ： 赤 色 蛍 光 高 密 度 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ポ リ ス チ レ ン 粒 子 （ Diamed）
物 理 的 特 性 ： 直 径 は ２ ～ ４ μ ｍ 、
密 度 は １ .１ ～ １ .８ ｇ ／ ｃ ｍ 3

懸 濁 液 は ０ .０ ７ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の 粒 子 を 含 み 、 こ の 理 由 で こ れ ら ビ ー ズ を ５ ０ μ Ｌ の 容
積 で 用 い た （ ダ イ ナ ビ ー ズ の 場 合 に は １ ０ μ Ｌ と 比 較 ） 。
結 合 特 性 ： ビ オ チ ン 抗 体 と の 結 合 に 対 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 密 度 お よ び 性 質 は ダ イ ナ
ビ ー ズ の 場 合 と 同 じ で あ る 。
利 点 ： 粒 子 は 赤 色 の 蛍 光 を 発 し 、 こ れ は 読 み 取 り を 容 易 に し 、 そ の 性 能 は ま た フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー の 方 法 を 用 い て モ ニ タ ー す る こ と が で き る （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 当 業 者 に
は 周 知 で あ る ） 。
欠 点 ： こ の 粒 子 は 持 続 的 に 高 い 吸 収 性 を 示 す の で 、 被 覆 後 に 粒 子 を Ｐ Ｂ Ｓ － Ｂ Ｓ Ａ で ブ ロ
ッ ク す る こ と が 必 要 な よ う で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
緩 衝 液
粒 子 緩 衝 液 ：
１ ０ ｍ Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） 、 ０ .１ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
Ｐ Ｂ Ｓ － Ｂ Ｓ Ａ （ 濃 度 ２ ％ ） ：
ダ ル ベ ッ コ （ Dulbecco's） リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 × １ ０
蒸 留 水 で １ ： １ ０ に 希 釈 （ ｐ Ｈ ７ .２ ）
２ ２ ％ （ １ ： １ ０ ） の ウ シ ア ル ブ ミ ン を 添 加
可 溶 化 緩 衝 液 ：
１ .２ １ ｇ の ト リ ス を ９ ５ ０ ｍ Ｌ の Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） に 添 加 し 、 さ ら に ５ ｍ Ｌ の Ｔ ｒ
ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ を 添 加 し て １ ０ ０ ０ ｍ Ｌ と す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ８ ９ 】
ビ オ チ ン ： ス ル ホ － Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ Ｃ － ビ オ チ ン 、 ２ ５ ｍ ｇ （ Pierce, Perbio Science, Rock
ford, USA） 。
ミ リ ポ ア ウ ル ト ラ フ リ ー Ｍ Ｃ ３ ０ フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト （ Millipore Corporation, Bedford
, USA） で ビ オ チ ン 化 後 に ろ 過 （ ろ 過 限 界 ３ ０ ｋ Ｄ ａ ） 。
メ ン ブ レ ン ： 低 結 合 再 生 セ ル ロ ー ス
【 ０ ０ ９ ０ 】
校 正 ：
偶 発 的 凝 集 を テ ス ト し 陰 性 コ ン ト ロ ー ル を 含 め る 。 新 し い バ ッ チ 毎 に ま た は カ ッ プ リ ン グ
毎 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 で 定 量 的 に チ ェ ッ ク す る 。 こ れ に 関 連 し て 、 抗 原 被 覆 粒
子 を こ の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 に 指 向 さ れ る 蛍 光 標 識 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 粒 子 表 面
の 蛍 光 の 強 さ （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 容 易 に 測 定 で き る ） は 被 覆 の 程 度 に 比 例 す る 。
性 能 管 理 ： 陽 性 お よ び 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 血 清 を 含 め る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
手 順 ：
ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
ビ オ チ ン は 、 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ の た め の 補 助 因 子 と し て 機 能 す る ビ タ ミ ン （ ２ ４ ４ ダ ル ト
ン ） で あ る 。 サ イ ズ が 小 さ い こ と の 結 果 と し て 、 ビ オ チ ン は 、 結 合 後 に 原 則 と し て 巨 大 分
子 の 特 性 に 対 し て 影 響 を 及 ぼ さ な い 。 ビ オ チ ン の た め の 反 応 基 は リ ジ ン お よ び チ ロ シ ン の
ε － ア ミ ノ 基 で （ Ｎ Ｈ Ｓ － ビ オ チ ン ） 、 ア ミ ン 結 合 が 形 成 さ れ る 。 抗 体 は ま た 可 変 領 域 に
リ ジ ン を 含 む こ と が で き る の で 、 ビ オ チ ン 化 に よ っ て 抗 原 の 検 出 が 失 わ れ る 。 こ の 作 用 を
排 除 ま た は 減 少 さ せ る た め に 、 抗 体 結 合 の 機 能 的 領 域 が 混 乱 さ れ な い 最 適 ビ オ チ ン 濃 度 （
ビ オ チ ン 過 剰 ） を 各 抗 体 に つ い て 見 つ け な け れ ば な ら な い （ Ternyck and Avrameas, 1990
） 。 Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ Ｃ － ビ オ チ ン の 使 用 は 巨 大 分 子 （ 例 え ば 糖 タ ン パ ク 質 ） に と っ て 有 利 で あ
る こ と が 判 明 し た 。 こ の 場 合 に は 、 巨 大 分 子 の 立 体 的 妨 害 の 可 能 性 は い ず れ も 、 ６ 炭 素 分
子 を 含 む さ ら に 別 の 鎖 （ ヘ キ サ ノ エ ー ト ス ペ ー サ ー 、 ２ ２ Ａ ） に よ っ て 防 止 さ れ る 。 溶 解
さ れ た ビ オ チ ン は 加 水 分 解 に 非 常 に 感 受 性 が 高 い の で 、 ス ル ホ － Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ Ｃ － ビ オ チ ン
を 溶 液 に し た 後 は 迅 速 に 処 理 す る こ と が 推 奨 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
手 順 ：
１ ｍ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に タ ン パ ク 質 を 溶 解 し 、 以 下 を 計 算 す る ： 過 剰 ビ オ チ ン （ 率 、 １ ０ ～ １ ５
） の ｍ ｍ ｏ ｌ ： タ ン パ ク 質 の ｍ ｍ ｏ ｌ × （ １ ２ ま た は ２ ０ ） ＝ 添 加 さ れ る ビ オ チ ン 試 薬 の
ｍ ｍ ｏ ｌ ： ピ ペ ッ ト で 添 加 さ れ る ビ オ チ ン の ｍ ｍ ｏ ｌ × ５ ５ ６ * ＝ 添 加 さ れ る ビ オ チ ン 試
薬 の ｍ ｇ
（ * ５ ５ ６ は ス ル ホ － Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ Ｃ ビ オ チ ン の 分 子 量 ） 計 算 ： タ ン パ ク 質 の ｍ ｇ ／ タ ン パ
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ク 質 の 分 子 量 ＝ タ ン パ ク 質 の ｍ ｍ ｏ ｌ
例 え ば １ .３ ／ １ ５ ０ ０ ０ ０ ＝ ８ .７ × １ ０ - 6 ｍ ｍ ｏ ｌ の Ｉ ｇ Ｇ 、
８ .７ × １ ０ - 6 × ２ ０ ＝ １ .７ ３ × １ ０ - 4 ｍ ｍ ｏ ｌ の ビ オ チ ン 試 薬 、
１ .７ ３ × １ ０ - 4 × ５ ５ ６ ＝ ０ .０ ９ ６ ３ ７ ３ ｍ ｇ （ ０ .１ ｍ ｇ ） の ビ オ チ ン 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
１ ． 開 封 の 前 に ス ル ホ － Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ Ｃ － ビ オ チ ン を 室 温 に 戻 す 。
２ ． １ ｍ ｇ の ス ル ホ － Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ Ｃ － ビ オ チ ン を １ ０ ０ ０ μ Ｌ の 蒸 留 水 （ １ μ ｇ ＝ １ μ Ｌ
） に 溶 解 す る 。
３ ． 室 温 で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ ま た 別 に は 氷 上 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る ） 。
４ ． ミ リ ポ ア Ｍ Ｃ ３ ０ フ ィ ル タ ー を 用 い て 未 結 合 ビ オ チ ン を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 遠 心 分 離 し て 除 去
す る 。
５ ． 遠 心 分 離 機 の 設 定 は タ ン パ ク 質 に 応 じ て 変 動 す る 。 原 則 と し て 、 １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で
１ ０ ～ １ ５ 分 で 十 分 で あ る 。 ま た 別 に は ３ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 で あ る 。
６ ． ビ オ チ ン 化 抗 体 は ０ .０ １ ％ の 酸 化 ナ ト リ ウ ム （ sodium acid） 中 で ４ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ビ オ チ ン 化 の 程 度 の 計 算 ：
ビ オ チ ン 化 の 程 度 は 、 Ｈ Ａ Ｂ Ａ 試 薬 （ ２ － ヒ ド ロ キ シ ア ゾ ベ ン ゼ ン － ４ － カ ル ボ ン 酸 ） を
用 い て 測 光 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 こ の た め に 、 ５ ０ ０ ｎ ｍ で の Ｈ Ａ Ｂ Ａ 試 薬 （ ３ ６ ０ μ Ｌ
） の 吸 収 を 先 ず 初 め に そ れ だ け で 測 定 し 、 続 い て ビ オ チ ン 化 サ ン プ ル （ ４ ０ μ Ｌ ） を 添 加
す る 。 添 加 後 ５ 分 し て 吸 収 を も う 一 度 ５ ０ ０ ｎ ｍ で 測 定 す る 。 Ｈ Ａ Ｂ Ａ 分 子 中 で の 競 合 結
合 の 結 果 と し て 、 サ ン プ ル の ビ オ チ ン 含 有 量 に 応 じ て 色 の 変 化 が 出 現 す る 。 す な わ ち 、 サ
ン プ ル の ビ オ チ ン 化 の 程 度 は Δ Ａ に 正 比 例 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
１ ． Ａ ５ ０ ０ ＝ （ ０ .９ ） × （ Ｈ Ａ Ｂ Ａ 試 薬 の Ａ ５ ０ ０ ） － （ ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の Ａ
５ ０ ０ ）
２ ． ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の ｍ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ Ｌ ＝ ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 の ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ サ ン プ
ル
３ ． ビ オ チ ン の μ モ ル ／ ｍ Ｌ 反 応 混 合 物 ＝ Ａ ５ ０ ０
Ｈ Ａ Ｂ Ａ 試 薬 テ ス ト の 代 替 と し て 、 各 使 用 タ ン パ ク 質 に つ い て ビ オ チ ン 化 校 正 曲 線 を 構 築
す る こ と が で き る 。 こ の 曲 線 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 毎 お よ び バ ッ チ 毎 に 固 有 の 最 適 ビ オ チ
ン 量 （ 最 適 ビ オ チ ン 量 は 各 タ ン パ ク 質 に つ い て 異 な る ） を 決 定 す る こ と が で き る 。
上 記 性 質 の 校 正 曲 線 は 図 ２ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
血 清 ： 注 意 深 く コ ン ト ロ ー ル 血 清 を － ２ ０ ℃ か ら 融 解 さ せ る 。 最 初 は ４ ℃ に し 、 遠 心 分 離
す る （ １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ 分 、 エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心 分 離 機 ）
【 ０ ０ ９ ７ 】
血 小 板 の 糖 タ ン パ ク 質 の 標 識 と 可 溶 化
２ × １ ０ 7 の テ ス ト 細 胞 （ 標 準 化 細 胞 ） を エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ で １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で
１ 分 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 吸 引 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を ３ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ － ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ に 再 懸 濁
す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
１ ０ μ Ｌ の 糖 タ ン パ ク 質 特 異 的 ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 各 ア ッ セ イ に 添 加 す る 。
使 用 抗 体 の 各 々 に つ い て 最 適 な 希 釈 は 、 ビ オ チ ン 化 の 力 価 測 定 に よ っ て 前 も っ て 決 定 し て
お か な け れ ば な ら な い （ 偶 発 的 凝 集 の 除 去 の 項 を 参 照 さ れ た い ） 。 Ｃ Ｄ ４ １ は １ ： ６ ０ 、
Ｃ Ｄ ４ ２ ａ お よ び Ｃ Ｄ ４ ９ ｂ は １ ： １ ０ 、 Ｈ Ｌ Ａ 抗 体 は １ ： ２ ０ ０ 。 バ ッ チ に し た が っ て
変 動 す る 。
３ ７ ℃ で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
テ ス ト 血 小 板 を １ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 す る （ １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 遠 心 分 離 し
、 上 清 を 吸 引 除 去 し 、 血 小 板 ペ レ ッ ト を １ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 採 取 す る ） 。
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【 ０ １ ０ ０ 】
最 後 の 洗 浄 後 、 ペ レ ッ ト を 各 々 １ ０ ０ μ Ｌ の 可 溶 化 緩 衝 液 で 溶 解 し 、 個 別 に ピ ペ ッ ト で 混
合 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
４ ℃ で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ポ リ マ ー 粒 子 上 の 抗 原 の 単 離
溶 解 物 を １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 遠 心 分 離 す る （ ４ ℃ 、 細 胞 膜 残 渣 を 除 去 す る ） 。
溶 解 物 を 遠 心 分 離 し て い る 間 に 、 DiaMedス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 粒 子 を １ 回 粒 子 緩 衝 液 中 １ ０
０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 洗 浄 す る 。 １ ０ μ Ｌ の 粒 子 （ 濃 度 ０ .５ ％ ） を ７ ０ μ Ｌ の 血 小 板 溶
解 物 に 添 加 す る 。
３ ７ ℃ で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
粒 子 を １ ０ ０ μ Ｌ の 粒 子 緩 衝 液 で １ 回 １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 洗 浄 す る 。
上 清 を 吸 引 除 去 す る 。
粒 子 を 抗 原 で 被 覆 し 、 粒 子 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 濃 度 を ０ .０ ７ ５ ％ に し た 後 、 テ ス ト 系 に 導
入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
抗 原 ／ 抗 体 検 出 の た め の 検 査 手 順
２ ０ μ Ｌ の 血 清 を 粒 子 ペ レ ッ ト に 添 加 し 、 ペ レ ッ ト を よ く 再 懸 濁 す る 。
３ ７ ℃ で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
１ ０ ０ μ Ｌ の 粒 子 緩 衝 液 を ピ ペ ッ ト で 粒 子 に 添 加 す る 。
毎 回 １ ０ ０ μ Ｌ の 粒 子 緩 衝 液 で 粒 子 を ２ 回 洗 浄 す る 。
５ ０ μ Ｌ の 粒 子 緩 衝 液 に ペ レ ッ ト を 採 取 し 、 注 意 深 く そ れ を 混 合 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
粒 子 懸 濁 物 を 直 接 ヤ ギ 抗 ヒ ト カ ー ド （ Diamed; Y. Lapierre et al., (1990) Transfusion
 30(2)： 109-113で 説 明 さ れ る ） に ピ ペ ッ ト で 適 用 す る 。
さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と な く 、 そ の カ ー ド を カ ー ド 遠 心 装 置 （ DiaMed） に お い て ９
０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 遠 心 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
結 果 の 判 定 （ 図 １ 参 照 ）
本 テ ス ト の 高 い 感 度 は 明 瞭 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
こ れ ま で の と こ ろ 、 異 な る 反 応 性 を 有 す る ３ ４ の 血 清 を 選 択 的 に 検 査 し た 。 Ｍ Ａ Ｉ Ｐ Ａ と
の 比 較 に よ っ て 、 感 度 お よ び 特 異 性 は 比 肩 し え る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
Ｎ ＝ ８ の 血 清 で 、 抗 Ｐ ｌ ａ １ の 特 異 性 を 平 行 し て 検 出 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
Ｎ ＝ ２ の 血 清 で 、 以 前 の 発 見 に も か か わ ら ず 、 Ｍ Ａ Ｉ Ｐ Ａ で も カ ー ド テ ス ト で も 抗 Ｐ ｌ ａ
２ は 全 く 検 出 で き な か っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
Ｎ ＝ ４ の 血 清 で 、 抗 Ｂ ｒ ａ 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 検 出 で き た 。
【 ０ １ １ １ 】
Ｎ ＝ ４ の 血 清 で 、 様 々 な 特 異 性 を 有 す る 自 己 抗 体 を 検 出 で き た 。
【 ０ １ １ ２ 】
Ｎ ＝ ８ の 血 清 は Ｍ Ａ Ｉ Ｐ Ａ お よ び カ ー ド テ ス ト で 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
Ｎ ＝ ８ の 血 清 は 両 テ ス ト で 非 特 異 的 に 反 応 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
テ ス ト の 所 要 時 間 は ３ ０ ～ ４ ５ 分 で あ り （ 以 前 に 被 覆 し た 粒 子 を 使 用 ） 、 投 入 さ れ た 労 力
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お よ び 時 間 は 最 小 限 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
結 果 の 提 示 ：
判 定 （ 図 １ 参 照 ）
陽 性 ： 凝 集 ビ ー ズ は ゲ ル 上 に 赤 い 線 を 形 成 す る か 、 ま た は ゲ ル 内 に 配 分 さ れ る （ ＋ ＋ ＋ ＋
か ら ＋ ） 。
陰 性 ： Ｉ Ｄ カ ー ド 内 の 窪 み の 底 部 に 密 に 詰 ま っ た 粒 子 が 沈 澱 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ６ 】
【 図 １ 】 抗 体 検 出 の た め の 検 査 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ビ オ チ ン 化 校 正 曲 線 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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