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(57)【要約】
本発明は、抗体／抗原複合体の血液型および表現型の判
定のための磁気による免疫診断法に関する。そのような
方法は、抗体または抗原、好ましくはある血液型の抗抗
原抗体または抗原の検出および／または同定を伴う。こ
れらの方法は、赤血球を認識して特異的に磁化すること
のできる抗体抗グリコホリンAでコーティングされた磁
性粒子の懸濁液を伴う。本発明はまた、そのような方法
を実施するためのキットも含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のいくつかの段階で構成される、溶液中に存在する血液型または表現型の抗抗原抗
体（anti-antigen antibody）を、赤血球によって保有される血液型または表現型の抗原
と反応させることによって形成される特異的複合体の実証のための方法であって、該赤血
球が磁性粒子と結合しており、反応が、開いた上部および密封された基部を有する反応器
内で起こり、反応器の直径が、少なくとも基部に近接した領域では傾斜壁を形成するよう
に小さくなっており、傾斜壁が、抗免疫グロブリンで、または該形成された複合体の抗体
と結合しうる他の任意の化合物で、少なくとも部分的にコーティングされている、方法：
（a）赤血球を担持する磁性粒子懸濁液を、血液型または表現型由来の抗抗原抗体を含む
可能性がある溶液と接触させる前に：
‐反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性溶液で満たす段階；
（b）反応器に含まれる粘性溶液の上で、該抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を
、赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液と接触させる段階；
（c）赤血球を担持する磁性粒子と、溶液中に含まれる可能性がある血液型または表現型
の抗抗原抗体との複合体の形成のために、および、赤血球が含む血液型または表現型の該
抗原を特異的に認識するために必要な所定の時間にわたって反応器をインキュベーション
する段階；
（d）磁性粒子が反応器の底面および／または傾斜壁の方へ引き寄せられるように、該反
応器に対して磁場を印加し、かつ反応器を撹拌する段階；ならびに
（e）該抗免疫グロブリンでまたは抗体と結合しうる他の任意の化合物でコーティングさ
れた反応器の底面および／または反応器の傾斜壁で得られた画像を、肉眼でおよび／また
は他の任意の適した読み取りシステムで読み取る段階であって、この得られた画像によっ
て、ヒト血液型または表現型の特異的な抗体／抗原複合体の形成の有無を実証することが
可能になり、該赤血球を担持する磁性粒子が、抗グリコホリンA（抗GPA）抗体で予めコー
ティングされた磁性粒子であること、および該赤血球が抗体／抗原型の相互作用によって
該磁性粒子と結合していることを特徴とする、段階。
【請求項２】
　赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、血液型または表現型の抗抗原抗体を含む可能性
がある溶液と接触させる前に、赤血球を担持する磁性粒子の該懸濁液が、1を上回りかつ
前記粘性溶液の密度を下回る密度を有する希釈液中で懸濁状態であることを特徴とする、
請求項1記載の方法。
【請求項３】
　段階（a）および（b）が以下であることを特徴とする、請求項2記載の方法：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、ヒト血液型または表現型の抗抗原抗体を含
む可能性がある溶液と接触させる前に：
（i）反応器の外で、赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を調製する段階、
（ii）反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性溶液で満たし、続い
て該希釈液で満たす段階；
（b）段階（a）（i）で調製された赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、該抗体を含む
かまたは含む可能性がある溶液と、希釈液の上で接触させる段階。
【請求項４】
　段階（a）および（b）が以下であることを特徴とする、請求項2記載の方法：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、ヒト血液型または表現型の抗抗原抗体を含
む可能性がある溶液と接触させる前に：
‐反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性溶液で満たし、続いて該
希釈液で、続いて、抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液で、続いて赤血球懸濁
液で満たす段階；
（b）反応器内で、該抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、形成されたかまたは
形成中の赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液と接触させる段階。
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【請求項５】
　段階（a）および（b）が以下であることを特徴とする、請求項2記載の方法：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、ヒト血液型または表現型の抗抗原抗体を含
む可能性がある溶液と接触させる前に：
（i）前記反応器の外で、抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を調製する段階で
あって、該磁性粒子が該希釈液中で懸濁状態である、段階、または、既に調製されたその
ような懸濁液を入手する段階、
（ii）反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性溶液で満たし、続い
て、段階（a）（i）で調製された該希釈液中の抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸
濁液で、続いて赤血球懸濁液で満たす段階；
（b）反応器内で、該抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、形成されたかまたは
形成中の赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液と接触させる段階。
【請求項６】
　以下を特徴とする、請求項5記載の方法：
‐段階（a）（i）の最後に、希釈液中で懸濁状態である赤血球を担持する磁性粒子の懸濁
液を形成させるために、反応器の外で、該磁性粒子を該希釈液中に懸濁状態で含む前記懸
濁液を赤血球懸濁液と接触させること；および
‐段階（a）（ii）で、反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性溶
液で満たし、続いて、該希釈液中で懸濁状態である赤血球を担持する磁性粒子の該懸濁液
で満たすこと；
（b）反応器内で、該抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、赤血球を担持する磁
性粒子の懸濁液と接触させること。
【請求項７】
　ラボラトリーオートメーションによる分配の自動化の一部としての好ましい自動化され
た態様において、段階（a）および（b）が以下であることを特徴とする、請求項5記載の
方法：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、ヒト血液型または表現型の抗抗原抗体を含
む可能性がある溶液と接触させる前に：
（i）前記反応器の外で、抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を調製する段階で
あって、該磁性粒子が前記希釈液中で懸濁状態である段階、または、既に調製されたその
ような懸濁液を入手する段階、
（ii）反応器を、赤血球の懸濁液で満たし、続いて、段階（a）（i）で調製された該希釈
液中の抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液で満たし、続いて、撹拌後に必要な
場合、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように、前記粘性物質で満たす段階であっ
て、該粘性物質が反応器の底面に注入される、段階；
（b）反応器内で、該抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、形成されたかまたは
形成中の赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液と接触させる段階。
【請求項８】
　段階（d）で、前記反応器に対する磁場の印加および反応器の撹拌を同時に実施するこ
とを特徴とする、請求項1～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　段階（d）で、磁場の印加および撹拌を2.5分間～10分間の期間、好ましくは5分間～6分
間の期間にわたって同時に実施することを特徴とする、請求項1～8のいずれか一項記載の
方法。
【請求項１０】
　段階（d）において、磁場の印加が、反応器の外側下方に配置された磁石によって、磁
性粒子が反応器の底面の方へ引き寄せられるように実施されることを特徴とする、請求項
1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　段階（d）において、前記磁石が、10,000ガウス～14,000ガウスの範囲の規模の永久磁
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石であることを特徴とする、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　段階（d）において、撹拌が回転撹拌機によって実施されることを特徴とする、請求項1
～11のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　段階（d）において、撹拌が250rpm～750rpmの範囲の速度で、好ましくは600rpmで実施
されることを特徴とする、請求項12記載の方法。
【請求項１４】
　段階（c）において、20℃～40℃の温度、好ましくは37℃±1℃の温度で、インキュベー
ションの持続時間が、10分間～30分間の範囲であることを特徴とする、請求項1～13のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　磁性粒子が100nm～3,0μm、好ましくは200nm～1,5μmの直径を有することを特徴とする
、請求項1～14のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　前記磁性粒子が、強磁性化合物を重量比で少なくとも40％含むことを特徴とする、請求
項1～15のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
　前記粘性物質が1を上回る密度を有することを特徴とする、請求項1～16のいずれか一項
記載の方法。
【請求項１８】
　前記粘性物質がゲルから選択される、好ましくは、30％±10％のPVP（ポリビニルピロ
リドン）、PVP-40もしくはPVP-60の中から、またはさらにアルブミン溶液中またはさらに
はゼラチン中の、20nm～300nmのさまざまなビーズ直径を有しうるデキストランSephadex
（商標）またはSepharose（商標）、好ましくはsuperfine G-100（商標）またはSepharos
e（商標）4Bもしくは6Bに由来するゲルから選択されることを特徴とする、請求項1～17の
いずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　段階（b）において、赤血球懸濁液が粘性溶液の後および前記希釈液の後に積み重ねら
れる場合、前記抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、該赤血球懸濁液より前に積
み重ねることができることを特徴とする、請求項1～18のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　前記希釈液が、前記粘性溶液の密度を上回りかつ前記抗体を含むかまたは含む可能性が
ある溶液の密度を上回る密度を有することを特徴とする、請求項1～19のいずれか一項記
載の方法。
【請求項２１】
　反応器が丸底またはV字底のマイクロプレート穴であることを特徴とする、請求項1～20
のいずれか一項記載の方法。
【請求項２２】
　抗体溶液が、血液型または表現型の抗原に対して特異的に指向する抗体の存在を実証し
ようとするヒト血漿試料またはヒト血清試料であり、かつ抗免疫グロブリンがヒト抗免疫
グロブリン（HAG）であることを特徴とする、請求項1～21のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　磁性ビーズによって保有される赤血球がO型の赤血球である段階を含むことを特徴とす
る、ヒト血漿または血清における不規則抗体検査（IAT）のための、請求項1～22のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項２４】
　以下の段階を含む、血液型判定および／または表現型判定のための方法：
（a）抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を調製する段階であって、該磁性粒子
が希釈液中で懸濁状態である、段階、または、既に調製されたそのような懸濁液を入手す
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る段階、
（b）（i）抗GPAでコーティングされた該磁性粒子の懸濁液を、血液型および／または表
現型を判定することが望まれる赤血球の懸濁液と接触させる段階、
（ii）反応器内で、段階（b）において形成されたかまたは形成中の赤血球を担持する磁
性粒子の懸濁液を、既知の特異性を有する抗体を含む血清検査薬と接触させる段階、
（iii）かき混ぜまたは撹拌する段階、
（c）赤血球を担持する磁性粒子と血清検査薬との複合体の形成のために必要な所定の期
間にわたって反応器をインキュベーションする段階；
（d）磁性粒子が反応器の底面および／または傾斜壁の方へ引き寄せられるように、該反
応器に対する磁場を印加する段階および反応器を撹拌する段階；ならびに
（e）反応器の底面および／または反応器の傾斜壁で得られた画像を、肉眼でおよび／ま
たは他の任意の適切な読み取りシステムで読み取る段階であって、この得られた画像によ
って、ヒト血液型または表現型の特異的な抗体／抗原複合体の形成の有無を実証すること
が可能になる、段階。
【請求項２５】
‐段階（d）において、磁性粒子が反応器の底面の方へ引き寄せられるように、撹拌段階
とともに、反応器に対する磁場が印加され；かつ
‐段階（e）において、反応器の底面で得られたかまたはそうでない凝集反応を肉眼でお
よび／または他の任意の適切な読み取りシステムで読み取り、この特異的凝集により、ヒ
ト血液型または表現型の特異的な抗体／抗原複合体の形成の存在が実証される、
請求項24記載の血液型判定および／または表現型判定のための方法。
【請求項２６】
　段階（b）（ii）において、前記血清検査薬が溶液状態であるかまたは乾燥形態である
ことを特徴とする、請求項24～25のいずれか一項記載の血液型判定および／または表現型
判定のための方法。
【請求項２７】
　磁性粒子が100nm～3,0μm、好ましくは200nm～1,5μmの直径を有することを特徴とする
、請求項24～26のいずれか一項記載の方法。
【請求項２８】
　磁性粒子が強磁性化合物を重量比で少なくとも40％含むことを特徴とする、請求項24～
27のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　段階（d）において、磁場の印加が、反応器の外側下方に配置された磁石によって、磁
性粒子が反応器の底面の方へ引き寄せられるように実施されることを特徴とする、請求項
24～28のいずれか一項記載の方法。
【請求項３０】
　段階（d）において、磁石が、10,000ガウス～14,000ガウスの範囲の規模の永久磁石で
あることを特徴とする、請求項24～29のいずれか一項記載の方法。
【請求項３１】
　段階（b）（iii）および／または（d）において、撹拌が回転撹拌機によって実施され
ることを特徴とする、請求項24～30のいずれか一項記載の方法。
【請求項３２】
　段階（d）において、前記反応器に対する磁場の印加および反応器の撹拌が同時に実施
されることを特徴とする、請求項24～31のいずれか一項記載の方法。
【請求項３３】
　段階（b）（iii）において、かき混ぜ（または撹拌）の適用が、5秒間～3分間の期間、
好ましくは1分間～2分間の期間にわたって実施されることを特徴とする、請求項24～32の
いずれか一項記載の方法。
【請求項３４】
　段階（b）（iii）において、撹拌が、10秒間の間に1000rpm～1200rpmの範囲の速度、好
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ましくは1200rpmで実施されることを特徴とする、請求項24～33のいずれか一項記載の方
法。
【請求項３５】
　段階（d）において、撹拌が、500rpm～800rpm、好ましくは650rpm～750rpmの範囲の速
度、好ましくは700rpmで実施されることを特徴とする、請求項24または25記載の方法。
【請求項３６】
　段階（c）において、より好ましくは温度20℃～40℃、好ましくは室温または37℃で、
インキュベーションの持続時間が、2分間～30分間、好ましくは8～20分間の範囲にわたる
ことを特徴とする、請求項24～35のいずれか一項記載の方法。
【請求項３７】
　段階（d）において、より好ましくは20℃～40℃の温度、好ましくは室温で、磁化の持
続時間が、2分30秒間～7分間の範囲、好ましくは5分間であることを特徴とする、請求項2
4～36のいずれか一項記載の方法。
【請求項３８】
　段階（d）の後および（e）の前に、凝集していない赤血球を懸濁させるために一連のか
き混ぜをより高速で実行し（800～1000rpmで1分間～2分30秒間）、その後任意で、存在す
る場合、分散した小さな凝集物を集合させるための新たな撹拌段階（「再収集段階」）を
より低い速度（350～550rpm、1分間～2分間）で実行することを特徴とする、請求項24～3
7のいずれか一項記載の方法。
【請求項３９】
　血清検査薬がIgG型である場合に、抗IgG-免疫グロブリン溶液をIgG抗体血清検査薬の濃
縮溶液と混合することによって、凝集した試薬を予備的に完成させることを特徴とする、
請求項24～38のいずれか一項記載の方法。
【請求項４０】
　ヒト血液型または表現型の抗抗原抗体を含む可能性がある溶液が、既知の血液型／表現
型特異性を有する抗体を含む血清検査薬である、血液型判定および／または表現型判定の
ための、請求項1～21のいずれか一項記載の方法。
【請求項４１】
　反応器が丸底またはV字底のマイクロプレート穴であることを特徴とする、請求項24～4
0のいずれか一項記載の方法。
【請求項４２】
　赤血球を保有する磁性粒子の懸濁液における赤血球濃度が0.2％～2.5％、好ましくは0.
5％～1.5％、好ましくは1％±0,3％であることを特徴とする、請求項24～41のいずれか一
項記載の方法。
【請求項４３】
　磁性粒子の濃度が0.001～0.007％であることを特徴とする、請求項24～42のいずれか一
項記載の方法。
【請求項４４】
　磁性粒子の濃度が0.007％±0.001％であることを特徴とする、請求項24～42のいずれか
一項記載の方法。
【請求項４５】
　抗GPA抗体が好ましくはマウスまたはヒト起源である哺乳動物抗体であり、赤血球によ
って保有されるヒトグリコホリンAを特異的に認識することができ、好ましくはシアロ糖
タンパク質グリコホリンAに、好ましくはその膜外ドメインに指向することを特徴とする
、請求項24～44のいずれか一項記載の方法。
【請求項４６】
　抗GPA抗体が、シアロ糖タンパク質グリコホリンAの細胞外部分由来のエピトープに指向
するモノクローナル抗体であり、該エピトープがM抗原またはN抗原を部分的に担持するか
または全く担持せず、とりわけ該エピトープがグリコホリンA（成熟鎖）のN末端の1～5ア
ミノ酸の断片を含まないことを特徴とする、請求項45記載の方法。



(7) JP 2013-531259 A 2013.8.1

10

20

30

40

50

【請求項４７】
　抗GPA抗体を、5μg／mg～25μg／mg磁性粒子、好ましくは20μg／mg±3μg／mg磁性粒
子の濃度で磁性粒子に連結させることを特徴とする、請求項24～46のいずれか一項記載の
方法。
【請求項４８】
　抗GPA抗体を、1μg／mg～5μg／mg磁性粒子、好ましくは2.5μg／mg磁性粒子の濃度で
磁性粒子に連結させることを特徴とする、請求項24～46のいずれか一項記載の方法。
【請求項４９】
　磁性粒子の懸濁液が、非イオン性界面活性剤、好ましくはsynperonic（商標）PE/F68、
Tween（商標）（20、40または80）を、0.1％～1％（w／v）、好ましくは0.25％～0.75％
（m／v）または0.5％±0.15％の濃度で含む懸濁液であることを特徴とする、請求項24～4
8のいずれか一項記載の方法。
【請求項５０】
　磁性粒子の懸濁液が、非イオン性界面活性剤、好ましくはsynperonic（商標）PE/F68、
Tween（商標）（20、40または80）を、0.5％～10％、好ましくは5％±0.15％（w／v）の
濃度で含む懸濁液であることを特徴とする、請求項24～48のいずれか一項記載の方法。
【請求項５１】
　溶液中に存在する血液型もしくは表現型の抗抗原抗体と、赤血球によって保有される血
液型もしくは表現型の抗原との反応によって形成される特異的複合体を実証するための、
とりわけIATのための、または交差適合検査もしくは直接Coombs検査を実施するための、
または血液型判定および／もしくは表現型判定のためのキットであって、以下を含むこと
を特徴とする、キット：
‐抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を含む試薬。
【請求項５２】
　抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液が、請求項1～50のいずれか一項記載の方
法に定義された通りであって、特に請求項1～50のいずれか一項記載の方法に定義された
通りの希釈液中にある、特に、好ましくは多糖性である親水性ポリマーを、好ましくはFi
coll（商標）、とりわけFicoll（商標）400を、1％～2.5％（w／v）、好ましくは2％±0.
3％の濃度で含む溶液である希釈液中にある、請求項48記載のキット。
【請求項５３】
　溶液中に存在する血液型もしくは表現型の抗抗原抗体と、赤血球によって保有される血
液型もしくは表現型の抗原との反応によって形成される特異的複合体を実証するための、
とりわけIATもしくは交差適合検査を実施するための、または血液型判定もしくは表現型
判定のためのキットであって、以下を含むことを特徴とする、キット：
（a）請求項1～50のいずれか一項記載の方法に定義された通りの希釈液中の、特に、好ま
しくは多糖性である親水性ポリマー、好ましくはFicoll（商標）、とりわけFicoll（商標
）400を、1％～2.5％（w／v）、好ましくは2％±0.3％の濃度で含む溶液である希釈液中
の、抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を含む、試薬、
（b）必要な場合、開いた上部および密封された基部を有し、その直径が、少なくとも基
部に近接した領域では、基部へと下方に伸びる傾斜壁を形成するように小さくなっており
、該傾斜壁が、抗免疫グロブリンで、または該形成された複合体の抗体と結合しうる他の
任意の化合物で、少なくとも部分的にコーティングされている、反応器または反応器セッ
ト、
（c）必要な場合、粘性溶液を含む容器、または必要な場合、請求項1～47のいずれか一項
記載の方法に定義された粘性物質で部分的に満たされた各反応器；ならびに
（d）必要な場合、回転撹拌機と連結された1つまたは複数の反応器の外側下方に配置可能
である、少なくとも1つの磁石または磁石セット。
【請求項５４】
　既知の表現型を有する検査用赤血球の懸濁液を含み、該赤血球に対して懸濁液の前記磁
性粒子が連結し得、好ましくは赤血球懸濁液がO型に由来し、かつ0,2％～2,5％、好まし
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くは0,5％～1,5％、好ましくは1％±0,3％の濃度を有することを特徴とする、IATのため
の、請求項51～53のいずれか一項記載のキット。
【請求項５５】
　既知の特異性を有する血清検査薬を、溶液状態でまたは乾燥形態でさらに含むことを特
徴とする、血液型判定または表現型判定のための、請求項48～50のいずれか一項記載のキ
ット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体／抗原複合体の実証のための磁気的免疫診断法に関する。そのような方
法は、抗体または抗原、好ましくはある血液型の抗抗原抗体（anti-antigen antibody）
または抗原の調査および／または同定を伴う。本方法は、赤血球を認識して特異的に磁化
することのできる抗体抗グリコホリンAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を実現す
る。本発明はまた、そのような方法の1つを実施するための装置およびキットも含む。
【背景技術】
【０００２】
　今日では、輸血は、ドナー血液から得られた濃縮赤血球調製物（血球濃縮液（globular
 concentrate））の静脈内注射で構成される。
【０００３】
　輸血の主たるリスクは、抗体およびその赤血球抗原がレシピエント（輸血を受ける人）
の体内で引き合わされる可能性があることである。赤血球膜抗原、とりわけ血液型（また
は血液型系）抗原は、赤血球（red cell）または赤血球（red blood cell）とも呼ばれる
赤血球（erythrocyte）の表面に認められ、免疫系によって認識されて免疫応答および溶
血を誘発することができる。そのような免疫学的反応の帰結は、臨床徴候を全く伴わない
効果のない輸血から、軽微な臨床反応（不安、悪寒戦慄）、重篤な臨床反応（ショック、
ヘモグロビン尿症、腎不全）、または死に至る劇的な臨床反応（ショック、汎発性血管内
溶血）までの範囲にわたる。
【０００４】
　ドナー赤血球は、レシピエントがドナーの赤血球抗原に対する流血中抗体を有していな
ければ、レシピエントの血液と適合性があると言われる。ヒトではこれまでに、血液型を
構成する赤血球膜抗原のすべての抗原変異体において、20種を上回る赤血球抗原系が同定
されている：A、BもしくはH抗原によるABO式血液型、D、EもしくはeおよびCもしくはc抗
原によるRhesus式血液型、Kもしくはk抗原によるKell式血液型、Duffy式血液型（Fya、Fy
b）、Kidd式血液型（Jka、Jkb）、MNS式血液型、または、Lutheran式血液型、Lewis式血
液型などのように、実際に検査される頻度の低い他の血液型系も存在する。同じ赤血球抗
原の組み合わせを有する個体は、同じ赤血球血液型に属する。いくつかの抗原系を用いる
と、血液型はさらに複雑かつ非常に多数になる。
【０００５】
　例えば自己免疫疾患の場合のような病的状態を除き、個体の血清は、赤血球抗原に対す
る2種類の抗体を含みうる：
a／ABO式血液型の抗原に指向する、いわゆる規則抗体（例えば、B型の個体における抗A抗
体）。これらはIgM型の免疫グロブリンであり、インビトロで赤血球を凝集させることが
できる。この現象は、Beth-Vincent検査およびSimonin検査（それぞれ、おもて検査（for
ward grouping test）およびうら検査（reverse grouping test））を用いて、個体のABO
血液型を判定するために用いられている。Beth-Vincent検査はどの抗原が赤血球によって
保有されているか（抗原表現型）を判定することを可能にし、Simonin検査は補足的検査
を行うこと、言い換えれば、個体の血清中にあって循環している抗A抗体および／または
抗B抗体を検出することを可能にする。Beth-Vincent検査では、個体の赤血球を検査用血
清または検査用抗体と接触させる。それらはそれぞれ、ABO式血液型の1つの抗原に指向す
る厳密な特異性を有する。それ故、これは検査用血清との赤血球凝集検査である。うら検
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査とも呼ばれるSimonin検査では、後者の流血中抗体を含む個体の血清または血漿を、検
査用赤血球と接触させる。これらはそれぞれ、ABO式血液型の1つの特定の抗原グループに
属する。それ故、これは検査用赤血球との血清凝集検査である。
【０００６】
　b／血漿の血清中にそれが存在することが必須でなく、かつ非ABO式血液型の抗原に指向
する、いわゆる不規則（または免疫）抗体。これらはIgGアイソタイプ抗体であることが
最も一般的であり、外来赤血球が抗原刺激を誘導した場合に出現する。これは例えば、輸
血時の1つまたは複数の抗原による免疫後、またはさらには、妊娠時、とりわけ出生時の
、母親の血液型とは異なる胎児赤血球抗原に対する母体免疫反応の場合がそうである。
【０００７】
　これらの不規則抗体のスクリーニングは、不規則性凝集素検査（IAT）と呼ばれる。こ
の検査は、個体の血液における、さまざまな赤血球抗原に指向するIgGの有無を検出する
ために用いられる。このために、本検査は、その抗原が既知である検査用赤血球上のこれ
らの抗体の結合を実証することを狙いとする。この方法は多くの種類の赤血球に対して同
時に行われ、その結果の比較により、存在するIgGの特異性を同定することが可能になる
。
【０００８】
　rhesus Dのような最も免疫原性の高い抗原はリスクがさらに高いが、他のrhesus式血液
型の抗原（E＞c＞e＞C）、Kell式血液型の抗原（K）、Duffy式血液型の抗原（Fy a、Fy b
）、Kidd式血液型の抗原（Jka、Jkb）などについても同様である。
【０００９】
　適切な血液型を適切な時に得ることは不可能と考えられ、特にある種の抗原の組み合わ
せは極めて稀であるため、実際には、輸血を実施する際にこれらのすべての抗原を考慮に
入れることはできない。標準的な輸血では、ABO血液型＋rhesus D系（Rh+またはRh-）の
みを考慮に入れる。不規則性凝集素のリスクがある状況では、他のいくつかの血液型、と
りわけrhesus C系およびE系ならびにKell系、時には他の血液型も考慮に入れる。したが
って、リスクのあるこれらの状況では、これらの不規則性凝集素の存在および発生リスク
を考慮に入れて、ドナーの血液型とレシピエントの血液型との適合性を確保することが重
要である。
【００１０】
　したがって、不規則性抗赤血球抗体を有するかまたはリスクのある状況にあるレシピエ
ント患者、例えば複数回の輸血を受けているが抗赤血球不規則抗体を有していない患者、
および妊娠女性などでは、ドナーの赤血球が、レシピエントの抗体が指向する、または出
現する可能性のある抗原を有しないように輸血される赤血球濃厚液ユニットを選択するこ
とが重要である。
【００１１】
　この適合性検査はこれらの患者では義務的なものであり、すべてのレシピエントにおい
て、レシピエント血清または血漿の存在下でのドナーの赤血球との直接的な適合性検査に
より、赤血球濃厚液の投与の前に予防的に用いられる。IATに用いられる手法では、凝集
反応および／または溶解反応が認められない必要がある。
【００１２】
　臨床的な輸血実務において、赤血球の表面にある血液型抗原の調査および同定（対応す
る規則抗体の存在も調査されるABO式血液型を除く）に対応する赤血球表現型判定は、レ
シピエントおよびドナーの両方にかかわる。
【００１３】
　レシピエントおよびドナーに関して、適合性のある赤血球濃厚液をリスク状況に応じて
レシピエントに提供するために、赤血球表現型判定には3つのレベルが存在する：
‐ABO血液型（またはABO血液型）および標準的なrhesus（抗原Dの有無）の判定、
‐Kellおよびrhesus表現型（抗原C、E、c、eおよびKの有無）の判定、ならびに
‐拡張された（またはより大きい）表現型（Duffy式血液型（FyaおよびFyb）、Kidd式血
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液型（JkaおよびJkb）およびMNS式血液型（抗原Sおよびs）の抗原の有無）の判定、レシ
ピエントの血清に認められるリスクおよび／または不規則抗体の種類によっては他の抗原
を調査することもできる。
【００１４】
　表現型判定のために通常用いられる手法は、一般に、適切な抗体を含む検査用血清を用
いる、調べようとする抗原の有無に関するスクリーニングで構成される。好ましくは、こ
れらの検査用血清中に含まれるこれらの抗体は自然下で凝集性であり（IgMまたはIgA）、
それにより、これらの後者が血清中に存在する抗体に対応する抗原を保有する場合に、表
現型を判定しようとする赤血球の完全または部分的な凝集を得ることができる。しかしな
がら、（IgG型の）非凝集性の検査用抗体を用いることも可能であり、その場合には、抗
免疫グロブリンによって凝集が誘発され、遠心分離段階および得られた残留物の再懸濁後
に可視性になる（間接Coombs法として知られる）。また、非凝着性（non-agglutinant）
検査用抗体を用いることも可能であり、その場合には、赤血球に結合したこれらの検査用
抗体が、固相に結合した抗免疫グロブリンによって可視化される（免疫接着法）。結果は
裸眼で、または適切な装置によって読み取られる。
【００１５】
　ABOについては規則抗体であり、またはIATについては不規則抗体である、検査しようと
する患者血清または血漿の試料における血液型抗抗原抗体の調査または同定のためには、
患者の血漿または血清を、いくつかの血液型系（ABO式、Rhesus式、Kell式、Duffy式、Ki
dd式、MNS式、その他）に対する抗原性が既知である赤血球（erythrocyte）（赤血球（re
d blood cell）または検査用赤血球）と接触させる。
【００１６】
　IATの場合には、存在する可能性のある抗体が非凝着性である可能性がより高いことか
ら、用いられる手法は、抗免疫グロブリンを用いる凝集による間接Coombs法であるか、ま
たは抗免疫グロブリンでコーティングされた固相に対する免疫接着による。
【００１７】
　IATに関して、第1の段階は赤血球パネルの使用を伴い、これはスクリーニング（輸血に
おいて重要な抗原の最大数を含むように選択された、異なる血液型からの2つまたは3つの
赤血球）と呼ばれ、不規則抗体の有無を検出すること（同定することではない）を可能に
する。スクリーニングが陽性である場合には、存在する不規則抗体の特異性の同定を赤血
球パネルによって行い、これは同定用赤血球と呼ばれ、公知の血液型系の大多数における
10～15種、またはさらには20種の、異なる表現型判定がなされた赤血球を含む。
【００１８】
　適合性検査（交差適合検査とも呼ばれる）の場合には、輸血しうる血液バッグに由来す
るドナー赤血球を、患者の血清または血漿と接触させる。通常、1回の遠心分離段階を行
って、患者の血清中にあってドナー赤血球と反応性のある抗体の存在に起因する凝集につ
いて観察する（ABO不適合性、またはIgMもしくはIgA型の不規則抗体）。この第1の段階が
陰性であるならば、続いて、抗免疫グロブリンを用いて不規則抗体の検索を行う（間接Co
ombs法）。
【００１９】
　輸血の分野において表現型判定またはIATに用いられる手法には数多くの変法がある。
これらの手法は、乳白色プレート上、チューブ内もしくはマイクロプレートウェル中、も
しくはゲルカラム中で手作業で行ってもよく、または、そのプログラムが実行する手法に
適している、試料および試薬を分注する自動装置、振盪機、インキュベーター、遠心分離
機ならびに自動リーダーによって完全に自動化されてもよい。
【００２０】
　用いられる手法には、血液型の抗抗原抗体または血液型の抗原の存在が、透明な小型濾
過カラム（Sephadex（登録商標）ゲルまたはマイクロビーズ）を用いた遠心分離後の赤血
球の凝集の実証に基づき、カラムの上端の開口部がインキュベーションチャンバーとして
働き、カラムに関して選択されたカットオフ閾値により、遠心分離後の凝集した赤血球が
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カラムを通過することが妨げられる手法が含まれる（特に特許EP 0 194 212号（特許文献
1）または特許EP 0 755 719号（特許文献2）を参照）。
【００２１】
　本発明者らはまた、表現型判定またはIATが、遠心分離およびそれに続くゲルまたは液
体からなる分離障壁を用いた免疫接着後の、抗体で感作された赤血球の実証に基づく手法
であって、遠心分離中に赤血球のみがこの障壁を通過するようにゲルまたは液体の密度が
選択され、感作された赤血球を捕捉して特徴的な画像を与えるために下部領域が抗免疫グ
ロブリンでコーティングされている反応容器を用いる手法も挙げることができる（EP 0 0
58 780号（特許文献3）、WO 98/02752号（特許文献4））。
【００２２】
　表現型判定またはIATのために用いられる手法の変法の中で、本発明者らは、試料にお
ける細胞と結合しうる分析物を磁性粒子を用いて調査するために一般に開発されているも
のも挙げることができ、これは特に、IATまたは表現型判定のための、抗グロブリン法（
凝集による間接Coombs法または固相に対する免疫接着）といった凝集に基づく手法に必要
とされる処理である遠心分離を省くことを目的とする。これはまた、IATに関して、その
後の段階に用いられる抗免疫グロブリンを認識しうる非特異的抗体を排除する目的で、感
作された赤血球を洗浄することが必要な場合もそうである。
【００２３】
　遠心分離の段階は、完全に自動化されるべき方法において、とりわけ遠心分離機の費用
および煩雑さ、それらの取り扱いなどが原因で、実施することが事実上常に困難である。
【００２４】
　磁性粒子は、リガンド-受容体型または抗体-抗原型の複合体の検出のために長年にわた
って用いられている。本発明者らは、以下の特許文献に記載された方法を挙げることがで
きる：WO 92/17781号（特許文献5）、EP 0 426 170号（特許文献6）、EP 0 351 857号（
特許文献7）、EP 0 528 708号（特許文献8）またはEP 0 230 768号（特許文献9）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２５】
【特許文献１】特許EP 0 194 212号
【特許文献２】特許EP 0 755 719号
【特許文献３】EP 0 058 780号
【特許文献４】WO 98/02752号
【特許文献５】WO 92/17781号
【特許文献６】EP 0 426 170号
【特許文献７】EP 0 351 857号
【特許文献８】EP 0 528 708号
【特許文献９】EP 0 230 768号
【発明の概要】
【００２６】
　したがって、他の抗原に指向する抗体を含む複合的な反応混合物における所与の抗原を
特異的に指向する抗体の存在の検出のために利用しうる迅速かつ簡単な方法であって、洗
浄段階も遠心分離段階も伴わない方法を利用しうることは有用であると考えられる。とり
わけIATのためおよび表現型判定のための、遠心分離段階を伴わず、かつ洗浄段階も伴わ
ないそのような方法は、完全に自動化されているマイクロプレートなどの実用的かつ利用
可能な支持体上で用いうるという利点を与える。
【００２７】
　これがまさしく本発明の目的である。
【００２８】
　本発明は、それが、赤血球抗原に対して特異的な抗体を連結させた磁性ビーズを通じて
の赤血球の特異的磁化と、マイクロプレートのウェルの底面にコーティングされた抗免疫
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グロブリンを用いる、洗浄段階を伴わない検査方法とを組み合わせるという点で、特許WO
 2007/051844号の改良からなる。これはいわゆる免疫付着法である。
【００２９】
　本方法は、赤血球に結合していない遊離抗体に対する障壁フィルターとしての役を果た
す粘性溶液と、赤血球抗原に対して特異的な抗体を連結させた磁性ビーズを含むフィルタ
ー障壁上に積み重ねた希釈液とを併用する。
【００３０】
　その一方で、本発明はまた、直接凝集法による、血液型判定検査および表現型判定検査
におけるドナーまたは患者の赤血球の磁化も可能にする。これらの場合に、赤血球の磁化
は、凝集を強化する遠心分離段階に取って代わる。
【００３１】
　いかなる場合でも、赤血球と患者またはドナーの血清とのインキュベーションの際、ま
たは血清検査の際（血液型判定または表現型判定の場合）に、細胞は特異的抗体によって
磁化されると考えられる。この磁化は、あらゆる溶液または緩衝液に由来するあらゆる赤
血球を磁化することができ、かつ磁化の際に血清中に存在するすべての攪乱要素を排除す
ることができる。
【００３２】
　本発明の原理は、赤血球を特異的に磁化して、磁場の影響下でそれらを移動させ、その
ようにして免疫血液学の検査を実行するために必要なすべての段階を遂行しうるようにす
ることである。
【００３３】
　本発明は赤血球の特異的磁化の方法に関し、また、血液型判定の検査、Simonin検査を
含む表現型判定、IATにおける抗体検出検査、ドナーとレシピエントとの適合性検査、お
よび直接抗グロブリン検査のためのキットにおけるそれらの使用にも関する。
【００３４】
　赤血球の特異的磁化は、赤血球の膜上で発現される血液型抗原に対するモノクローナル
またはポリクローナル特異的抗体を用いた、赤血球に対する磁性粒子の結合で構成される
。血液型抗原に対するこの特異的抗体自体は、官能化された磁性粒子に対して共有結合に
より固定される。
【００３５】
　抗体を連結させた磁性ビーズによって認識される標的化抗原の選択を、ヒト赤血球の表
面上で高発現される膜貫通型タンパク質に対して行った。この膜貫通型タンパク質は民族
的差異を全く伴わずに発現され、ヒト血漿中に可溶性形態では存在しない。このようにし
て、標的化抗原として選択された膜貫通型タンパク質はグリコホリンAである。
【００３６】
　グリコホリンA（GPA）は、最も豊富に存在する赤血球シアロ糖タンパク質であり、すべ
ての民族集団のすべての赤血球上に存在する。この糖タンパク質の可溶性形態はヒト血漿
中に存在する。赤血球1つ当たりのグリコホリンAのコピー数は1×106と推定されている。
【００３７】
　GPAは131アミノ酸のポリペプチド鎖（成熟鎖）からなり、以下の3つのドメインとして
組織化される：72アミノ酸の細胞外N末端ドメイン、23アミノ酸の疎水性膜貫通ドメイン
、および36アミノ酸のC末端細胞質ドメイン。
【００３８】
　この糖タンパク質の細胞外ドメインはセリン残基およびトレオニン残基を高い割合で含
み、約15個のOグリカンおよび単一のN-グリカンによって高度にグリコシル化されている
。
【００３９】
　グリコホリンAはMNS式血液型のM抗原およびN抗原を保有することが知られている。これ
らの2つの抗原には、ポリペプチド鎖における2つのアミノ酸の変化を招くヌクレオチド多
型による違いがある：1つ目はポリペプチド鎖の1位、2つ目は5位にある。これは、ポリペ
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プチド鎖の1位におけるセリンおよび5位のグリシンの両方の存在により、M抗原に関して
陽性である個体を生じさせる。一方、N抗原を発現する個体は、ポリペプチド鎖の1位にア
ミノ酸ロイシン、5位にグルタミン酸を呈すると考えられる。
【００４０】
　これらの2つの抗原は、関心対象のタンパク質のN末端付近に位置する。このため、用い
られるモノクローナル抗体は、その認識エピトープをシアロ糖タンパク質の細胞外部分に
、しかも2つの抗原MおよびNから一定の距離に有しなければならない。
【００４１】
　完全ヒトGPAタンパク質のアミノ酸配列（一文字コード）
（GenBankアクセッション番号AAA88051）

【００４２】
　断片AA 1-19はシグナルペプチド配列に対応し、断片20-150（131アミノ酸長、太字）は
成熟鎖に対応する。
【００４３】
　好ましい態様において、磁性ビーズを連結させるために選択される、グリコホリンAに
指向するモノクローナル抗体（抗GPA）は、IgGアイソタイプのマウス免疫グロブリンであ
る。この抗体は、A1ヒト赤血球によるマウスの免疫処置後に生じた。これはグリコホリン
Aのアミノ酸38～44（上記に特定したような成熟鎖またはその天然変異体）に指向するこ
とが好ましい。
【００４４】
　このモノクローナル抗体は、かくして、超常磁性ビーズと共有結合によって連結される
。そのため、磁性ビーズと結びつけたモノクローナル抗体抗GPAは赤血球の表面上の抗原
を認識することができ、続いて細胞が抗GPAを通じて磁化される。
【００４５】
　抗赤血球抗体が連結された磁性粒子によって感作されたこれらの赤血球は、血液抗原（
血液型および表現型）をそれらの表面に有するのみならず、磁場によっても引き寄せられ
る。続いてそれらを、免疫学的分析検査において抗原-抗体複合体のための反応性支持体
および移動性ベクターとして用いうると考えられる（図1）。
【００４６】
　強磁性粒子によって患者の赤血球の磁化を可能にする他の方法も既知である。
【００４７】
　WO 2005/121805号特許は、赤血球磁化のための極めて小型の強磁性粒子の使用、ならび
に血液型判定検査および表現型判定検査における、および不規則抗体の検出（IAT検査）
のためのそれらの使用を記載している。赤血球磁化は、赤血球と強磁性粒子との直接接触
によって非特異的な様式で行われた。そのような方法は、患者の赤血球を磁場の影響下で
移動させることを可能にする。
【００４８】
　また、特許文献EP 0 230 768号は、磁場の存在下におけるポリカチオン性およびポリア
ニオン性化合物による、試料中に含まれる物質と結合しうる磁性粒子の共凝集法を記載し
ている。詳細には、この文献は赤血球を含む全血の試料における血漿の分離を記載してお
り、この方法は、磁石の上に配置された容器への、全血試料、およびサクシニル化ウシ血
清アルブミンでコーティングされた強磁性流体（ferrofluide）（FeCl2／FeCl3）の逐次
添加を伴い、このようにして得られた赤血球粒子の凝集物が続いて磁石に引き寄せられる
ことにより、清澄化された血漿をデカンテーションによって収集することが可能になる。
【００４９】
　WO 02/46758号特許は、赤血球表面と粒子との間に多数の非特異的かつ低強度の相互作
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用が生じるようにウシ血清アルブミンによって事前に活性化された磁性粒子による赤血球
磁化のための方法を記載している。
【００５０】
　赤血球を磁化するために磁性ビーズまたは修飾された強磁性流体を用いるこれらの手法
は、遠心分離段階を省くことが可能である。しかしながら、それらには、磁性粒子と赤血
球との間の非特異的相互作用だけでなく、これらの磁性粒子と生体液中に存在する要素す
べてとの間の非特異的相互作用も実現されるという欠点がある。磁性粒子と赤血球との間
のそのような非特異的相互作用は、磁性粒子と赤血球との接触が存在する場合には、存在
する他の任意の要素によって、とりわけ検査しようとする患者由来の血漿要素によって修
飾される可能性がある。
【００５１】
　本発明は、赤血球の表面上に存在する抗原の特異的認識によって、磁性ビーズがこれら
の赤血球上に特異的に結合するという利点を有する。本方法は、磁化反応の際に媒質中に
存在するタンパク質および／または糖質性要素によって妨害されずに、任意の条件下で赤
血球を磁化することができる。
【００５２】
　共有結合性または特異的相互作用によって磁性粒子をマーカーに結合させる多くの磁化
方法が既知である。
【００５３】
　現在、極めて多数の診断システムが、官能化された磁性粒子の使用に基づいている。そ
れらは、生体媒質中に存在する抗体の調査のため、または宿主による免疫応答を誘導する
抗原構造の調査のためのいずれかに用いられる。
【００５４】
　これは例えば、ELISAシステムの場合がそうである。そのようなシステムでは、官能化
された磁性ビーズを抗原または抗体と実際に連結させて、血漿中の分析物検出のための反
応性支持体として用いる。磁性支持体は、遠心分離段階を省いて洗浄段階を実施すること
を可能にする。
【００５５】
　あるいは、抗体を連結させたビーズを利用して、ヒト血液の試料におけるCD4抗原を発
現する細胞集団を選別する；適切な抗体によって、強磁気的粒子をCD4陽性細胞の表面上
に特異的に結合させることも可能である。続いて全血を磁場に供して、磁性粒子と相互作
用する細胞の集団を単離する。
【００５６】
　本発明については、磁化された赤血球（magnetized erythrocyte）（磁化された赤血球
（magnetized red blood cell）とも呼ばれる）を、不規則抗体の検出（IAT）のための支
持体として、交差適合検査のため、または直接抗グロブリン検査（DAT）のために用いる
。この磁化処理は赤血球の表面上に存在する抗原を遮蔽することもなく、赤血球抗原に指
向する不規則抗体の検出と干渉することもないことに留意する必要がある。
【００５７】
　本発明は、特別な様式で、しかもそのような特異的ビーズを反応性媒質中で直接用いて
、赤血球を磁化することで構成される。
【００５８】
　例えば、不規則抗体の検出のための検査については、いくつかのアプローチを用いて、
抗グリコホリンA（抗GPA）を連結させたビーズによってこの検査を実施することができる
。
【００５９】
　したがって、第1の態様において、本発明の目的は、赤血球の磁化のための方法であり
、それは以下の段階からなる：
（a）抗体抗GPAを、磁性粒子の表面上に連結させる段階、および
（b）段階（a）で得られた抗GPAでコーティングされた磁性粒子を、赤血球と接触させる
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段階。
【００６０】
　好ましくは、抗体の連結は、受動吸着によって、共有結合性連結によって、またはイオ
ン性水素結合によって、または連結型リガンド／受容体（例えば、アビジン-ストレプト
アビジン）によって行われ、これは用いる磁性粒子の性質および官能化に準じる。
【００６１】
　磁性粒子を伴う、捕捉のため、または細胞選別のための免疫診断手法は、多くの刊行物
の主題となっており、当業者には周知である。
【００６２】
　これらの手法の中で、本発明者らは、磁性粒子の官能化を用いることで、適切な条件下
および適した試薬の下で、粒子と共有結合性に接ぎ合わせようとする抗原と反応しうる表
面上の反応性基、最も一般的なものを挙げるならばとりわけ酸性基、アミン基、エポキシ
基またはアルデヒド基を得ることを可能にするものを挙げることができる。
【００６３】
　本発明者らはまた、とりわけ、抗原およびこの受動吸着を行わせようとする条件に応じ
て正または負に荷電したビーズを取得することを可能にする妥当な処理によって、粒子と
結合させる必要のある抗原の受動吸着を利用する手法も挙げることができる。
【００６４】
　さらに好ましくは、抗GPA抗体は哺乳動物抗体、好ましくはマウスまたはヒト起源のも
のであり、かつ赤血球によって発現されるグリコホリンAを特異的に認識し、好ましくは
シアロ糖タンパク質グリコホリンAに、さらに好ましくはその膜外ドメインに指向するも
のである。
【００６５】
　さらにより好ましくは、モノクローナル抗体抗GPAはシアロ糖タンパク質グリコホリンA
の細胞外部分由来のエピトープを対象とし、前記エピトープはM抗原またはN抗原の一部も
全体も担持せず、とりわけ前記エピトープはグリコホリンAのN末端部分から1～5個のアミ
ノ酸の断片を含まない。
【００６６】
　好ましくは、本発明による前記の赤血球磁化方法は、それが、段階（b）で得られた《
磁化された》赤血球の懸濁液を、下記の方法で定義されるような非イオン性界面活性剤を
含む希釈液で希釈する段階をさらに含むことを特徴とし、前記希釈液は好ましくは、同じ
く以下で定義されるような親水性ポリマーを含む低イオン強度の希釈液である。
【００６７】
　1つの好ましい態様において、本発明は、以下のいくつかの段階で構成される、溶液中
に存在し血液型または表現型に起因する抗抗原抗体を、血液型または表現型に由来し赤血
球によって発現される抗原と反応させることによって形成される特異的複合体の実証のた
めの方法であって、該赤血球が磁性粒子と結合しており、該反応が、開いた上部および密
封された基部を有する反応器内で起こり、反応器の直径が、少なくとも基部に近接した領
域ではそれが傾斜壁を形成するように小さくなっており、傾斜壁が、抗免疫グロブリンで
、または該形成された複合体の抗体と結合しうる他の任意の化合物で、少なくとも部分的
にコーティングされている、方法である：
（a）赤血球を担持する磁性粒子懸濁液を、血液型または表現型由来の抗抗原抗体を含む
可能性がある溶液と接触させる前に：
‐反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性溶液で満たす段階；
（b）前記抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、前記抗原を保有するかまたは保
有する可能性がある磁性粒子懸濁液と、反応器に含まれる粘性溶液の上の箇所で接触させ
る段階、
（c）赤血球を担持する磁性粒子と、溶液中に含まれる可能性がある血液型または表現型
の抗抗原抗体との複合体形成のために、および、赤血球が含む血液型または表現型の前記
抗原を特異的に認識するために必要な所定の時間にわたる反応器をインキュベーションす
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る段階；
（d）磁性粒子が反応器の底面および／または傾斜壁の方へ引き寄せられるような、前記
反応器に対する磁場の印加およびこの反応器の撹拌；ならびに
（e）前記抗免疫グロブリンでまたは抗体と結合しうる他の任意の化合物でコーティング
された反応器の底面および／または反応器の傾斜壁で得られた画像を、肉眼でおよび／ま
たは他の任意の適した読み取りシステムで読み取る段階であって、得られた画像が血液型
または表現型の特異的な抗体／抗抗原複合体の有無を実証することを可能にし、前記赤血
球を担持する磁性粒子が、抗グリコホリンA（抗GPA）抗体によって予めコーティングされ
た磁性粒子であることを特徴とし、さらに前記赤血球が抗体／抗原相互作用によって前記
磁性粒子と結合していることも特徴とする、段階。
【００６８】
　一般に、特異的複合体である抗体／抗原の抗体は、天然のIgG、IgM、IgAもしくはIgE、
または抗体の他の任意のクラスに由来しうる。
【００６９】
　「前記形成された複合体の抗体と結合しうる抗免疫グロブリン」という用語は、本明細
書において、IgG、IgM、IgAもしくはIgE（抗免疫グロブリン全体）または抗体のある特定
のカテゴリーのいずれかである任意の抗体、特にヒトのものを認識して結合しうるポリク
ローナル性またはモノクローナル性の抗免疫グロブリン、とりわけ特異的抗IgG抗体のこ
とを指す。そのような抗免疫グロブリン、特にヒトのものは当業者に周知であって多くの
供給元から入手可能であり、それ故、本明細書において詳細な説明を、特にそれらの製造
方法に関して行うことはない。
【００７０】
　さらに好ましくは、この抗体がIgG型のものである場合には、抗IgG、とりわけヒト抗Ig
G（ヒト起源の抗体に指向する）が好ましい抗免疫グロブリンである。
【００７１】
　さらに好ましくは、この抗体がIgGまたはIgM型のものである場合には、抗IgGおよび抗I
gMの組み合わせ；とりわけヒト起源のものが好ましい。
【００７２】
　「前記形成された複合体の抗体と結合しうる他の任意の化合物」という用語は、特に、
抗体の認識および特異的結合のための、当業者に周知のプロテインA型化合物またはプロ
テインG型化合物のことを指す。
【００７３】
　1つの好ましい態様において、本発明は、赤血球を磁化するために用いられる方法が上
記の本発明による赤血球の磁化方法であることを特徴とする、本発明による方法を含む。
【００７４】
　1つの好ましい態様において、本発明は、赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を血液型
または表現型の抗抗原抗体を含む可能性がある溶液と接触させる前に、前記赤血球を担持
する磁性粒子の懸濁液が、1を上回りかつ前記粘性溶液の密度を下回る密度を有する希釈
液中で懸濁状態であることを特徴とする、本発明による方法を含む。
【００７５】
　1つの等しく好ましい態様において、本発明による前記方法は、前記段階（a）および（
b）が以下であることを特徴とする：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、血液型または表現型の抗抗原抗体を含む可
能性のある溶液と接触させる前に：
（i）前記反応器の外で、赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を調製する段階、
（ii）反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性物質で満たし、続い
て前記希釈液で満たす段階；
（b）段階（a）（i）の際に調製された赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、前記抗体
を含むかまたは含む可能性がある溶液と、希釈液の上で接触させる段階。
【００７６】
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　もう1つの好ましい態様において、本発明による前記方法は、前記段階（a）および（b
）が以下であることを特徴とする：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、血液型または表現型の抗抗原抗体を含む可
能性のある溶液と接触させる前に：
‐反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性物質で満たし、続いて前
記希釈液で、続いて、抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液で、続いて赤血球懸
濁液で満たす段階；
（b）反応器内で、前記抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、形成されたかまた
は形成中の赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液と接触させる段階。
【００７７】
　もう1つの好ましい態様において、本発明による前記方法は、前記段階（a）および（b
）が以下であることを特徴とする：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、血液型または表現型の抗抗原抗体を含む可
能性のある溶液と接触させる前に：
（i）前記反応器の外で、抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を調製する段階で
あって、前記磁性粒子が前記希釈液中で懸濁状態である、段階、または、既に調製された
そのような懸濁液を入手する段階、
（ii）反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性物質で満たし、続い
て、段階（a）（i）で調製された前記希釈液中の抗GPAでコーティングされた磁性粒子の
懸濁液で、続いて赤血球の懸濁液で満たす段階；
（b）反応器内で、前記抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、形成されたかまた
は形成中の赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液と接触させる段階。
【００７８】
　この後者の好ましい態様において、本発明による前記方法は、以下を特徴とする：
‐（a）段階（a）（i）の最後に、前記希釈液中で懸濁状態である赤血球を担持する磁性
粒子の懸濁液を形成させるために、反応器の外で、磁性粒子を前記希釈液中に懸濁状態で
含む前記懸濁液を赤血球懸濁液と接触させること；および
‐段階（a）（ii）で、反応器を、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように粘性物
質で満たし、続いて、前記希釈液中で懸濁状態である赤血球を担持する磁性粒子の前記懸
濁液で満たすこと；
（b）反応器内で、前記抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、赤血球を担持する
磁性粒子の懸濁液と接触させること。
【００７９】
　もう1つの特に好ましい態様において、本発明は、自動化状況、すなわちラボラトリー
オートメーションによる試薬の分注の状況において、前記段階（a）および（b）が以下で
あることを特徴とする、本発明による方法を含む：
（a）赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液を、血液型または表現型の抗抗原抗体を含むか
または含む可能性がある溶液と接触させる前に：
（i）前記反応器の外で、抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を調製する段階で
あって、前記磁性粒子が前記希釈液中で懸濁状態である段階、または、既に調製されたそ
のような懸濁液を入手する段階、
（ii）反応器を、赤血球の懸濁液で満たし、続いて、段階（a）（i）で調製された前記希
釈液中の抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液で満たし、続いて、撹拌後に必要
な場合、反応器の傾斜壁の少なくとも一部を覆うように、前記粘性物質で満たす段階であ
って、前記粘性物質が反応器の底面に注入される、段階；
（b）反応器内で、前記抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液を、形成されたかまた
は形成中の赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液と接触させる段階。
【００８０】
　好ましい態様において、本発明は、段階（d）で、前記反応器に対する磁場の印加およ
び反応器の撹拌を同時に実施することを特徴とする、本発明による方法を含む（これらの
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異なる段階を遂行する装置の一例としては、図1Aおよび1Bを参照）。
【００８１】
　好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、前記反応器に対する磁場の印
加および反応器の撹拌を同時に実施することを特徴とする、本発明による方法を含む（こ
れらの異なる段階を遂行することを可能にする装置の一例として、図1Aおよび1Bを参照）
。
【００８２】
　「同時に」という用語は、本明細書において、撹拌または磁場の印加のみが行われる時
間が20秒間を超えないことを指す。
【００８３】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、磁場の印加および撹
拌を2.5分間～10分間の期間、好ましくは5分間～6分間の期間にわたって同時に実施する
ことを特徴とする、本発明による方法を含む。
【００８４】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、磁場の印加が、反応
器の外に配置された磁石によって、磁性粒子が反応器の底面の方へ引き寄せられるように
引き起こされる、本発明による方法を含む。
【００８５】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において撹拌が回転撹拌からな
ることを特徴とする、本発明による方法を含む。
【００８６】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において撹拌が250～750rpm、
好ましくは600rpmで実施されることを特徴とする、本発明による方法を含む。
【００８７】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、段階（c）において、インキュベーション
期間が、20℃～40℃の温度、好ましくは37℃±1℃の温度で10分間～30分間であることを
特徴とする、本発明による方法を含む。
【００８８】
　特に好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、反応器のかき混ぜが磁場
の存在下で行われることを特徴とする、本発明による方法を含む。
【００８９】
　段階（d）において、磁場印加の段階および反応器撹拌の段階は、段階の一方またはも
う一方から始めて、しかしながら磁場の印加および撹拌が少なくとも所定の時間にわたっ
て同時に実施される様式で行うことができる。
【００９０】
　明らかに、本発明による方法には、磁場の印加が本方法の段階（d）において反応器の
撹拌の前に実施され、磁場のみの印加（撹拌を伴わない）が最大で2分間、好ましくは1分
30秒間、1分間または30秒間の期間を超えない、本発明による方法の変法も含まれる。こ
れは撹拌が磁場の印加の前に実施される場合もそうであり、その際に撹拌のみの期間は最
大で2分間、好ましくは最大で1分30秒間、1分間または30秒間の持続時間を超えない。
【００９１】
　本発明は、段階（d）において、磁場の印加が、反応器の外側下方に配置された磁石に
よって、磁性粒子が反応器の基部の方へ、好ましくは反応器の縦軸に沿って引き寄せられ
るように実施される、本発明による方法を含む。
【００９２】
　本発明の方法の好ましい態様において、段階（d）における前記磁石は、8000～16000ガ
ウス、好ましくは10000～14000ガウス、さらにより好ましくは11500～12500ガウスの範囲
の規模の永久磁石であり、12000ガウスの規模が最も好ましい。
【００９３】
　好ましい態様において、本発明は、段階（d）において撹拌が回転撹拌機によって実施
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される、本発明による方法を含む。
【００９４】
　「回転撹拌機」という用語は、本明細書において特に、一体化された反応器、または96
穴マイクロプレートの場合には反応器セットを有する、回転プラットフォームのことを指
す（図1Aおよび1Bを参照）。
【００９５】
　ある特定の撹拌様式では、本発明は、段階（d）において、撹拌が、反応器がその最大
幅の箇所で7mmの直径を有する場合に直径1.0mm～2.5mm、好ましくは1.25～2.25mm、直径1
.5mm～2mmの比率となる軌道を有する回転撹拌からなり、2mmが好ましい軌道直径である、
本発明による方法を含む。
【００９６】
　「比率」という用語は、例えば、最大幅区域の直径が7mmの2倍または半分である場合に
、上述した回転軌道の対応する直径が2倍または2分の1になることを意味する。
【００９７】
　「回転型撹拌の軌道」という用語は、撹拌処理の過程における反応器の最下点（反応器
の縦中心軸の最下点）によって描かれる円の直径のことを指す。
【００９８】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、撹拌が250～750rpm、好
ましくは400～600rpmの速度で実施される、本発明による方法を含む。
【００９９】
　1つの特定の態様において、各反応器の間に配置された磁石は、撹拌プラットフォーム
の一部を形作る（図1Aおよび1Bも参照）。
【０１００】
　後者の場合に、反応器の下方に配置された磁石の縦中心軸は、撹拌中に、反応器の縦中
心軸によって形成される軌道をたどる。
【０１０１】
　1つの特定の態様において、各反応器の下方に配置された磁石は、撹拌プラットフォー
ムに固定されていない。この場合には、反応器の下方に配置された磁石の縦中心軸は動か
ず、撹拌中に、反応器の縦中心軸によって形成される軌道をたどらない。
【０１０２】
　本発明は、段階（c）において、インキュベーションの持続時間が10分間～30分間、好
ましくは15～25分間である、本発明による方法を含む。
【０１０３】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（c）において、インキュベーションが10
℃～40℃、好ましくは25℃～40℃、30℃～40℃、好ましくは37℃前後（37℃±1℃）の温
度で実施される、本発明による方法を含む。
【０１０４】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（b）において、インキュベーションが30
℃～40℃、好ましくは37℃の温度で実施される、本発明による方法を含む。
【０１０５】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、磁性粒子が100nm～3.0μm、好ましくは20
0nm～1.5μmの直径を有し、好ましくはトシル基、カルボキシル基、アミン基またはさら
にはアルコール基によって官能化されていることを特徴とする、本発明による方法を含む
。
【０１０６】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、前記磁性粒子が強磁性化合物を重量比で
少なくとも40％、好ましくは40％～50％含む、本発明による方法を含む。
【０１０７】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（a）で、その密度が、段階（d）におい
て、磁性粒子に結合させた抗原と複合体を形成しない抗体の、抗免疫グロブリンまたは抗
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体を認識しうる他の化合物でコーティングされた反応器の傾斜壁および底面の方への移動
を妨げるものである粘性物質を用いて、反応器を粘性物質または均質ゲルで予備的に満た
すことを特徴とする、本発明による方法を含む。
【０１０８】
　1つの好ましい態様において、本発明は、前記粘性溶液が1よりも高い密度を有する、本
発明による方法を含む。
【０１０９】
　より好ましくは、本発明の方法は、前記粘性溶液がゲルから選択される、好ましくは、
30％±10％のPVP（ポリビニルピロリドン）、PVP-40もしくはPVP-60の中から、またはさ
らにアルブミン溶液中またはさらにはゼラチン中の、20nm～300nmとさまざまなビーズ直
径を有しうるデキストランSephadex（商標）またはSepharose（商標）、好ましくはsuper
fine G-100（商標）またはSepharose（商標）4Bもしくは6Bに由来するゲルから選択され
ることを特徴とする。
【０１１０】
　1つの好ましい態様において、本発明は、第1の段階において、ゲルがデキストランまた
はアガロース（Sepharose（商標）（Pharmacia, Sweden）、すなわちSepharose（商標）4
Bまたは6B）である、本発明による方法を含む。
【０１１１】
　1つの等しく好ましい態様において、前記溶液はゲルタイプであり、このゲルは、ゲル
溶液の密度を、好ましくはゲル溶液における最終濃度が5％～15％w／v、好ましくは10％
±2.5％となるまで高めるために、ウシ血清アルブミンの存在下で調製される。
【０１１２】
　1つの好ましい態様において、本発明は、第1の段階において、粘性溶液またはゲルがSe
phadex（商標）、（Pharmacia, SwedenまたはSigma-Aldrich）、好ましくはG-10（商標）
、G-25（商標）、G-50（商標）、G-75（商標）、G-100（商標）、G-150（商標）またはG-
200（商標）であって、デキストランビーズの直径が20nm～300nmの範囲であってよい、本
発明による方法を含む。より好ましくは、Sephadex（商標）はsuperfine G-100（商標）
である。
【０１１３】
　さらにより好ましくは、ゲル濃度、特にSephadex（商標）またはSepharose（商標）の
それは、1.5％～6％、好ましくは2％～5％、2.5％～4％である。w／v比で3％±0.5％の濃
度が、とりわけSephadex（商標）、特にsuperfine G-100（商標）にとっては最も好まし
い。
【０１１４】
　1つの好ましい態様において、本発明は、第2の段階において、前記抗原を保有するかま
たは保有する可能性がある赤血球の懸濁液を積み重ねる前に、抗グリコホリンAを連結さ
せたビーズを含むかまたは含む可能性がある前記溶液を粘性溶液上に積み重ねる、本発明
による方法を含む。
【０１１５】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、段階（b）において、赤血球の懸濁液が粘
性溶液の後および前記希釈液の後に積み重ねられる場合、前記抗体を含むかまたは含む可
能性がある溶液を、該赤血球の懸濁液より前に積み重ねることができることを特徴とする
、本発明による方法を含む。
【０１１６】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、希釈液が、粘性溶液の密度を下回り、か
つ前記抗体を含むかまたは含む可能性がある溶液の密度を上回る密度を有することを特徴
とする、本発明による方法を含む。
【０１１７】
　もう1つの好ましい態様において、本発明の方法は、希釈液が、親水性ポリマーを、そ
の密度を血漿または血清のそれと前記粘性溶液のそれとの間の密度に調整することを可能
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にする濃度で含む溶液であることを特徴とする。
【０１１８】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、前記希釈液が、親水性多糖ポリマー、好
ましくはFicol（商標）、とりわけFicoll（商標）400を、1％～2.5％（w／v）、好ましく
は2％±0.3％の濃度範囲で含む溶液であることを特徴とする。
【０１１９】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、反応器が丸底またはV字底のマイクロプレ
ート穴であることを特徴とする。
【０１２０】
　1つの好ましい態様において、本発明は、抗体溶液がヒト血漿試料または血清試料であ
り、血液型または表現型の抗原に対して特異的に指向する抗体の存在を検出することを目
的とし、かつ抗免疫グロブリンがヒト抗免疫グロブリン（HAG）であることを特徴とする
、本発明による方法を含む。
【０１２１】
　1つの特に好ましい態様において、本発明の方法は、磁性ビーズによって保有される赤
血球がO型赤血球である段階を含むことを特徴とする、血清または血漿の試料における不
規則抗体（IAT）の検出および同定のための方法である。
【０１２２】
　もう1つの局面において、本発明は、それが本発明の方法を含むこと、およびヒト血液
型（human group）または表現型の抗抗原抗体を含む可能性がある溶液が、既知の血液型
／表現型特異性を有する抗体を含む検査用血清であることを特徴とする、血液型判定およ
び／または表現型判定のための方法を含む。
【０１２３】
　本発明の1つの特定の局面において、直接凝集法の場合に、本発明は、利用可能な抗体
があれば直ちに、赤血球の表面上に存在するすべての抗原の血液型判定および表現型判定
の両方を可能にする。
【０１２４】
　このようにして、以下の抗原：ABO式血液型由来のもの（A抗原、B抗原、同時に発現さ
れるA抗原およびB抗原、H抗原）、Rhesus式血液型由来の抗原（D、C、c、E、e抗原または
Cw）、Kell式血液型由来の抗原（Kまたはk）、Duffy式血液型由来の抗原（FyaおよびFyb
）、Kidd式血液型由来の抗原（JkaおよびJkb）、MNS式血液型由来の抗原（M、N、Sおよび
s）、あるいは、あまり一般的には調べられていないがやはり存在する他の抗原、例えばL
ewis式血液型、Lutheran式血液型などのものを、本発明によって同定することができる。
【０１２５】
　血液型判定および／または表現型判定のために、本発明者らは、それが指向する赤血球
上の抗原を認識して結合することができる、既知の特異性を有するモノクローナル抗体、
またはポリクローナル抗体もしくは組換え抗体を含む血清検査薬（serum test）を用いる
ことができる。
【０１２６】
　血液型の抗抗原検査用抗体は、マイクロプレート中で溶液状態であってもよく、または
乾燥形態であってもよい。
【０１２７】
　血清検査薬の中に存在する抗体がIgM型由来であるならば、実行される検査は、抗免疫
グロブリンの使用を伴わない凝集反応であると考えられる（実施例9～11を参照）。
【０１２８】
　この場合には、抗GPAを連結させた磁性ビーズを、表現型を判定しようとする赤血球と
ともにインキュベートし、同時に抗血清ともインキュベートする。
【０１２９】
　血清検査薬がIgG型由来である別の場合には、関心対象のIgG抗赤血球で飽和させた抗免
疫グロブリン抗IgGを含む試薬を実現することができる。この場合には、抗IgGが凝集性と
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なって、凝集反応をもたらす可能性がある（実施例：液体形態にあるIgGおよび／またはI
gM抗体による血液表現型判定を参照）。
【０１３０】
　本発明はしたがって、以下の段階を含むことを特徴とする方法を対象とする：
（a）抗GPAでコーティングされた磁性粒子の懸濁液を調製する段階であって、前記磁性粒
子が希釈液中で懸濁状態である、段階、または、既に調製されたそのような懸濁液を入手
する段階、
（b）（i）抗GPAでコーティングされた前記磁性粒子の懸濁液を、血液型および／または
表現型を判定することが望まれる赤血球の懸濁液と接触させる段階、
（ii）反応器内で、段階（b）において形成されたかまたは形成中の赤血球を担持する磁
性粒子の懸濁液を、既知の特異性を有する抗体を含む血清検査薬と接触させる段階、
（iii）かき混ぜまたは撹拌する段階、
（c）赤血球を担持する磁性粒子と血清検査薬との複合体の形成のために必要な所定の時
間にわたって反応器をインキュベーションする段階；
（d）磁性粒子が反応器の底面および／または傾斜壁の方へ引き寄せられるような、前記
反応器に対する磁場を印加する段階および反応器を撹拌する段階；ならびに
（e）反応器の底面および／または反応器の傾斜壁で得られた画像を、肉眼でおよび／ま
たは他の任意の適切な読み取りシステムで読み取る段階であって、この得られた画像によ
り、ヒト血液型または表現型の特異的な抗体／抗原複合体の形成の有無を実証することが
可能になる、段階。
【０１３１】
　1つの好ましい態様において、本発明は、
‐段階（d）において、磁性粒子が反応器の底面の方へ引き寄せられるように、撹拌段階
とともに、前記反応器に対する磁場が印加され；かつ
‐段階（e）において、反応器の底面で得られたかまたはそうでない凝集反応を肉眼でお
よび／または他の任意の適切な読み取りシステムで読み取り、この特異的凝集により、ヒ
ト血液型または表現型の特異的な抗体／抗原複合体の形成の存在が実証される、
本発明による方法を含む。
【０１３２】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（b）（ii）において、前記血清検査薬が
溶液状態であるかまたは乾燥形態である、本発明による方法を含む。
【０１３３】
　1つの好ましい態様において、本発明は、磁性粒子が100nm～3,0μm、好ましくは200nm
～1,5μmの直径を有する、本発明による方法を含む。
【０１３４】
　1つの好ましい態様において、本発明は、前記磁性粒子が強磁性化合物を重量比で少な
くとも40％含む、本発明による方法を含む。
【０１３５】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、磁場の印加が、反応器の
外側下方に配置された磁石によって、磁性粒子が反応器の底面の方へ引き寄せられるよう
に実施される、本発明による方法を含む。
【０１３６】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）における前記磁石が、10,000ガウス
～14,000ガウスの範囲の規模の永久磁石である、本発明による方法を含む。
【０１３７】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（b）（iii）および／または（d）におい
て、撹拌が回転撹拌機によって実施される、本発明による方法を含む。
【０１３８】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、前記反応器に対する磁場
の印加および反応器の撹拌が同時に実施される、本発明による方法を含む。
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【０１３９】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（b）（iii）において、かき混ぜ（また
は撹拌）の適用が、5秒間～3分間の期間、好ましくは1分間～2分間の期間にわたって実施
される、本発明による方法を含む。
【０１４０】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（b）（iii）において、撹拌が、10秒間
の間に1000rpm～1200rpmの範囲の速度、好ましくは1200rpmで実施される、本発明による
方法を含む。
【０１４１】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、撹拌が、500rpm～800rpm
、好ましくは650rpm～750rpmの範囲の速度、好ましくは700rpmで実施される、本発明によ
る方法を含む。
【０１４２】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（c）において、インキュベーションの持
続時間が、より好ましくは温度20℃～40℃、好ましくは室温または37℃で、2分間～30分
間、好ましくは8～20分間の範囲にわたる、本発明による方法を含む。
【０１４３】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）において、磁化の持続時間が、より
好ましくは20℃～40℃の温度、好ましくは室温で、2分30秒間～7分間の範囲、好ましくは
5分間である、本発明による方法を含む。
【０１４４】
　1つの好ましい態様において、本発明は、段階（d）の後および（e）の前に、凝集して
いない赤血球を懸濁させるために一連のかき混ぜをより高速で実行し（800～1000rpmで1
分間～2分30秒間）、その後任意で、存在する場合、分散した小さな凝集物を集合させる
ための新たな撹拌段階（「再収集段階」）をより低速（350～550rpm、1分間～2分間）で
実行する、本発明による方法を含む。
【０１４５】
　1つの好ましい態様において、本発明は、血清検査薬がIgG型である場合に、抗IgG-免疫
グロブリン溶液をIgG抗体血清検査薬の濃縮溶液と混合することによって、凝集した試薬
を予備的に生成させる、本発明による方法を含む。
【０１４６】
　1つの好ましい態様において、本発明による方法は、反応器が丸底またはV字底のマイク
ロプレート穴であることを特徴とする。
【０１４７】
　1つの好ましい態様において、本発明による方法は、赤血球を保有する磁性粒子の懸濁
液における赤血球濃度が0.2％～2.5％、好ましくは0.5％～1.5％、好ましくは1％±0.3％
であることを特徴とする。
【０１４８】
　1つの好ましい態様において、本発明による方法は、磁性粒子の濃度が0.001％～0.007
％、好ましくは0.003％～0.005％であることを特徴とする。
【０１４９】
　1つの好ましい態様において、本発明による方法は、抗GPA抗体が哺乳動物抗体、好まし
くはマウスまたはヒト起源のものであり、赤血球によって保有されるヒトグリコホリンA
を特異的に認識することができ、好ましくはシアロ糖タンパク質グリコホリンA、好まし
くはその膜外ドメインに指向することを特徴とする。
【０１５０】
　1つの好ましい態様において、本発明による方法は、抗GPA抗体がシアロ糖タンパク質グ
リコホリンAの細胞外部分由来のエピトープに指向するモノクローナル抗体であり、前記
エピトープがM抗原またはN抗原を部分的に担持するかまたは全く担持せず、とりわけ前記
エピトープがグリコホリンAのN末端の1～5アミノ酸の断片を含まないことを特徴とする。
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【０１５１】
　1つの好ましい態様において、本発明による方法は、抗GPA抗体を、5μg／mg～25μg／m
g磁性粒子、好ましくは20μg／mg±3μg／mg磁性粒子の濃度で磁性粒子に連結させること
を特徴とする。
【０１５２】
　1つの好ましい態様において、本発明は、検査の感度および特異性を向上させるためお
よび／または高めるために、抗GPA抗体を、1μg／mg～5μg／mg磁性粒子、好ましくは2.5
μg／mg±0.5μg／mg磁性粒子の濃度で磁性粒子に連結させる、本発明による方法を含む
。
【０１５３】
　1つの好ましい態様において、本発明による方法は、磁性粒子の懸濁液が、非イオン性
界面活性剤、好ましくはsynperonic（商標）PE/F68、Tween（商標）（20、40または80）
を、0.1％～1％（w／v）、好ましくは0.25％～0.75％（m／v）または0.5％±0.15％の濃
度で含む懸濁液であることを特徴とする。
【０１５４】
　本発明はまた、不規則抗体検出検査（IAT）について説明したように、固相上での免疫
付着の手法を用いることによって血液型判定および／または表現型判定を実施することも
可能にし、この場合には、患者血清を、特異性が分かっている血清検査薬に置き換え、赤
血球試料群を、血液型または表現型を判定しようとする患者またはドナーの赤血球に置き
換える。
【０１５５】
　用いる抗血清、すなわち抗D、抗Fya、抗Fyb、抗Jka、抗Jkb、抗S、抗s、または他の血
液型抗原に対して特異的な他の抗血清に応じて、さまざまな血液型系由来の抗原の血液型
判定または表現型判定を行うことができる。
【０１５６】
　表現型判定を可能にする免疫付着法の原理は、ドナーまたは患者の赤血球を、抗GPAを
連結させたビーズによって磁化した上で、それらを特に関心対象となる抗血清で感作させ
ることにある。抗原の存在は、マイクロプレートのウェルの底面に結合させた抗免疫グロ
ブリンによる、赤血球上に結合した抗血清の捕捉によって明らかになると考えられる。
【０１５７】
　患者またはドナーの血液型判定および／または表現型判定は、EDTA型の抗凝固剤、クエ
ン酸塩またはヘパリンの入ったチューブ上に収集された血液試料から行われる。
【０１５８】
　抗GPAを連結させた磁性ビーズを含む1mlの希釈液中に10μlの濃厚赤血球を希釈するこ
とによって、チューブ内または丸底のプレートのウェル中に、1％～2％、好ましくは1％
の血球懸濁液を生じさせる。低イオン強度緩衝液＝Liss Ficoll中に希釈した糖をベース
とするポリマーで作られた希釈液におけるビーズの濃度は0.002％～0.006％とさまざまで
あってよく、0.004％が好ましい。
【０１５９】
　並行して、1つの特異的な抗IgG抗グロブリンで、または抗グロブリンの組み合わせ（抗
IgGおよび抗IgM）でコーティングされた96穴丸底マイクロプレートのウェル中に、より高
密度の粘性溶液またはゲルを積み重ねて、患者またはドナーの赤血球を含む反応媒質と抗
血清との間に障壁を作り出すことができる。抗GPAを連結させた磁性ビーズを含む溶液中
に前もって希釈した1％の血球懸濁液を、粘性障壁の上に積み重ねる。続いて、特に関心
対象となる抗血清を血球懸濁液の上に添加する。
【０１６０】
　マイクロプレートを続いて37℃で20分間インキュベートする。インキュベーション段階
の間に、抗血清は、赤血球上に存在するかまたはそうでない、対応する抗原と結合する。
抗血清による赤血球のこの感作相の間に、赤血球は、希釈液中に存在する、抗GPAを連結
させた磁性ビーズによっても磁化される。各抗体は1つの抗原に対して特異的であり、第1
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のものの結合は他のものの結合を妨げない。このため、赤血球抗原を担持するかまたはそ
うでない、患者またはドナー由来の赤血球を抗GPAビーズによって磁化するとともに、抗
血清中に存在する抗体によって感作させることができると考えられる。インキュベーショ
ン段階の終了時に、マイクロプレートを、マイクロプレートのウェルの下にちょうど収ま
る磁気プレートを備えたマイクロプレート撹拌機の上に置く。かき混ぜおよび磁場の影響
を受けて、抗血清の抗体を担持する、抗GPAによって磁化された赤血球は、粘性障壁中を
移動して、ウェルの底面に固定された抗グロブリンと結合するが、それを担持しないもの
はそうではないと考えられる。陽性反応はウェルの底面での赤血球の薄膜の形成を招くと
考えられ、一方、陰性反応はウェルの底面での輪郭が明確な赤血球ペレットの形成を招く
と考えられる。
【０１６１】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、赤血球を担持する磁性粒子の懸濁液にお
ける赤血球濃度が0.2％～2.5％、好ましくは0.5％～1.5％、好ましくは1％～±0.3％であ
ることを特徴とする、本発明による方法を含む。
【０１６２】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、赤血球を担持する磁性粒子の前記懸濁液
における磁性粒子の濃度が0.02％～0.2％、好ましくは0.01％～0.009％、好ましくは0.00
4％±0.001％で構成されることを特徴とする、本発明による方法を含む。
【０１６３】
　1つの好ましい態様において、本発明は、赤血球を担持する磁性粒子の前記懸濁液にお
ける磁性粒子の濃度が0,007％±0.001％であることを特徴とする、本発明による方法を含
む。
【０１６４】
　もう1つの特に好ましい態様において、本発明は、抗GPA抗体が好ましくはマウスまたは
ヒト起源である哺乳動物抗体であり、赤血球によって保有されるヒトグリコホリンAを特
異的に認識することができ、好ましくはシアロ糖タンパク質グリコホリンAに、好ましく
はその膜外ドメインに指向すること、さらに好ましくはシアロ糖タンパク質グリコホリン
Aの細胞外部分由来のエピトープに指向するモノクローナル抗体であり、前記エピトープ
がM抗原またはN抗原を部分的に担持するかまたは全く担持せず、とりわけ前記エピトープ
がグリコホリンA由来のN末端の1～5アミノ酸の断片を含まないことを特徴とする、本発明
による方法を含む。
【０１６５】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、抗GPA抗体を、5μg／mg～25μg／mg磁性
粒子の範囲の濃度、好ましくは20μg／mg磁性粒子の濃度で磁性粒子に連結させることを
特徴とする、本発明による方法を含む。
【０１６６】
　もう1つの特に好ましい態様において、本発明は、検査の感度および特異性を向上させ
るため、ならびに／または高めるために、抗GPA抗体を、1μg／mg～5μg／mg磁性粒子、
好ましくは2.5μg／mg±0,5μg／mg磁性粒子の濃度で磁性粒子に連結させることを特徴と
する、本発明による方法を含む。
【０１６７】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、前記磁性粒子の懸濁液が0.004％～0.002
％（w／v）の濃度、より好ましくは0.007％±0.001％の濃度であることを特徴とする、本
発明による方法を含む。抗GPA抗体の連結は、官能基を含む磁性ビーズに対して行われる
。
【０１６８】
　これらの官能基は、アミノ官能基（-NH2）またはアルコール基（-OH）、カルボン酸基
（-COOH）またはトシル基といったさまざまな種類に由来してよく、これらの官能基はす
べて当業者に周知である。
【０１６９】
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　このようにして抗体と磁性ビーズとの間に成立する相互作用は、静電性、疎水性または
共有結合の性質によるものでありうる。
【０１７０】
　磁性ビーズ上での抗体の共有結合は、ビーズの表面にある官能基によって行われる。
【０１７１】
　本発明の範囲における使用のために適した磁性マイクロビーズ（または粒子）の供給元
には、特に、酸またはアミンによって官能化しうる直径100～500nm前後の磁性粒子、なら
びにを行うことを可能にするプロトコールおよび試薬を供給しているAdemtech（33600 Pe
ssac, France）が含まれる。
【０１７２】
　これらの磁性粒子は50％以上が強磁性コア（酸化鉄など）からなり、このコアがポリス
チレンでコーティングされている。他の企業には、あらゆる種類の官能化磁性ビーズを供
給しているBioclone Inc.（San Diego，CA，U.S.A）も含まれる。加えて、特にストレプ
トアビジン、トシルまたはカルボン酸基によって活性化された磁性マイクロビーズを供給
している、広範囲にわたるDynabeads（商標）を有するDynal Biotech GmbH（Hamburg，Ge
rmany）もある。挙げることのできるもう1つの企業はMerck Chimie SAS（94126 Fontenay
-sous-Bois，France）であり、これは、フェライトを最大で50％含むポリスチレンまたは
ジビニルベンゼンをベースとし、酸性基もしくはアミン基またはトシル基によって官能化
することもでき、そうしないこともできる種々の粒子径（200nm～1,5μm）がある広範囲
のEstapor（商標）磁性マイクロビーズを有する。これらの粒子は、強磁性化合物の存在
下でスチレン重合を用いる方法によって調製される。
【０１７３】
　最後に、本発明者らは、ストレプトアビジンまたはカルボン酸基もしくはトシル基によ
って官能化された1μm～3μmの種々のサイズの磁性粒子を提案しているJSR Micro社（Jap
an）を挙げることができる。JSRによる磁性ビーズは磁性物質でコーティングされたコア
粒子で構成され、磁性物質を封入するためにそれがモノマーによって覆われている。提案
されているこれらの粒子のうち、本発明者らが好ましいと考えるのは、鉄含量が約48％で
カルボン酸官能基の割合がビーズ1mg当たり約15nmである、1μmサイズの疎水性ビーズで
ある。これらのビーズは、物理的吸着によって、または化学的連結によって連結させるこ
とができる。
【０１７４】
　好ましくは、本発明は、超常磁性ビーズ、好ましくはサイズが200nm～1.5μmであり、
好ましくは疎水性であって、カルボン酸基またはトシル基によって官能化されている磁性
粒子の使用を含む。
【０１７５】
　磁性ビーズの鉄の平均割合は、カルボン酸ビーズに関しては約45％であり、トシルビー
ズに関しては約30％である。
【０１７６】
　本記載において、ビーズまたは粒子は、「磁性粒子」を呼称することに関して同じ意味
を有する。
【０１７７】
　官能基に関する官能化の割合は多様であり、トシル型のビーズに関して官能基の数は40
～80μeq／gビーズとさまざまであり、一方、カルボキシル基を有するビーズに関する官
能基の数は20μeq／gビーズ～350μeq／gビーズとさまざまであってよい。
【０１７８】
　本発明において、本発明者らは、サイズが200nm～300nmであって、強磁性化合物を少な
くとも40％含み、かつカルボン酸官能基の数がビーズ1g当たり約130μeqであり、参照記
号M1-030/40で販売されている、ESTAPOR（商標）による磁性ビーズを用いることを好む。
または、同じ供給元を利用して、本発明者らは、40～80μeq／gビーズの範囲にわたるト
シル官能基を含み、直径が約1.2μmで、参照記号R01-24で販売されているビーズである磁
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性ビーズを用いることもできる。
【０１７９】
　本発明にとって好ましいと考えられるもう1つの選択肢は、JSR Micro社による、直径が
1μmで、17nmol／ビーズ1g（gramme od beads）の割合のカルボキシル基によって官能化
された疎水性タイプからの、参照記号MB100で販売されている磁性ビーズの使用である。
【０１８０】
　カルボン酸基によって官能化されたビーズについては、化学的連結よりも物理的吸着の
方が好ましいと考えられる。
【０１８１】
　ビーズを、グリコホリンAに対して特異的なIgG2aアイソタイプの精製マウスモノクロー
ナル抗体と連結させる。
【０１８２】
　官能化された磁性ビーズと連結させる抗グリコホリンA抗体の濃度は5μg／mgビーズ～2
5μg／mgビーズとさまざまであってよく、20μg／mgビーズの濃度が好ましい。より好ま
しくは、検査の感度および特異性を向上させるため、ならびに／または高めるために、抗
GPA抗体を1μg／mg～5μg／mg磁性粒子、好ましくは2.5μg／mg±0,5μg／mg磁性粒子の
濃度で磁性粒子と連結させる。
【０１８３】
　連結の終了時に、抗グリコホリンAを連結させたビーズを含む溶液は、0.1％（m／v）BS
Aとともにsynperonic（商標）PE/F68タイプのような非イオン性界面活性剤を含むPBS緩衝
液からなる。synperonic（商標）PE/F68は、poloxamer synperonic（商標）F68とも呼ば
れる非イオン性親水性表面活性剤であり、Sigma Aldrichから参照記号：81 112として販
売されている。3つのブロック（bloc）でできたこのポリマーは、ポリオキシプロピレン
ブロックでできた疎水性中心部が、ポリオキシエチレンの2つの親水性ブロックによって
取り囲まれたものからなる。
【０１８４】
　ナノ粒子または微粒子を用いる場合には、特にpH、イオン強度および温度の諸条件下で
起こりうるこれらの磁性粒子の自発凝集を避けるために、界面活性剤を用いることが特に
好ましい。ポロキサマーなどの非イオン性両親媒性高分子の吸着による粒子表面の変化が
、溶液中の磁性粒子の非凝集に寄与することがとりわけ示されている。
【０１８５】
　とりわけ、粒子をPBS（リン酸緩衝食塩水）などの高イオン強度の緩衝液中の溶液に入
れると、ナノ／微粒子はそのコロイド安定性を失って凝集する傾向がある。表面活性剤の
添加は、このため、このコロイド安定性を確保すること、および高イオン強度の緩衝液中
での粒子の凝集を回避することを可能にする。
【０１８６】
　非イオン性表面活性剤にはTween（商標）20、60および80、またはSynperonic（商標）P
E/F68もしくはF127などのいくつかの種類がある。本発明において、本発明者らは、synpe
ronic（商標）PE/F68を用いることを好む。
【０１８７】
　種々の抗体を連結させたビーズのコロイド安定性に対する効率的な作用を確保するため
には、synperonic（商標）の濃度が0.1％を上回り、かつ2.5％を下回らなければならず、
後者はこの濃度の表面活性剤の存在下における細胞の生存可能点である。0.5％（m／v）
が好ましい濃度である。
【０１８８】
　もう1つの特に好ましい態様において、本発明は、前記磁性粒子の懸濁液が、好ましく
は非イオン性であり、好ましくはsynperonic（商標）PE/F68などのポロキサマーから選択
されるか、またはTween（商標）（20、40、60または80）から選択される界面活性剤を含
む懸濁液であり、前記界面活性剤が0.1％～1％（w／v）、好ましくは0.25％～0.75％（w
／v）または0,5％±0,15％の濃度であることを特徴とする、本発明による方法を含む。
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【０１８９】
　連結させた上で、ビーズを続いて、PBS（0.3M）＋0.1％（w／v）のBSA＋0.5％（w／v）
のsynperonic（商標）PE/F68を含む溶液中で1％（m／v）の濃度で、これを最終的な希釈
液中での希釈まで貯蔵する。
【０１９０】
　もう1つの特に好ましい態様において、本発明は、抗GPAを連結させた磁性粒子の安定性
を向上させるため、および／または高めるために、非イオン性界面活性剤の濃度が0.5％
～10％（w／v）であり、好ましくは5％（w／v）であることを特徴とする、本発明による
方法を含む。
【０１９１】
　続いてビーズを、AHGの上の粘性溶液（障壁濾過とも呼ばれ、またはゲルとも呼ばれる
）上に分配する最終的な希釈液中に、0.004％または好ましくは0.007％の濃度に希釈する
。
【０１９２】
　抗グリコホリンAを連結させたビーズが希釈されているこの最終的な希釈液は、密度が1
を上回り、好ましくは低イオン強度の緩衝液（または《LISS》もしくは《BFI》緩衝液）
および親水性ポリマー、好ましくは親水性多糖、とりわけFicoll（商標）400で構成され
る。低イオン強度の緩衝液中でのこの多糖の濃度は好ましくは2％である。低イオン強度
の緩衝液は、それが抗体と赤血球との反応を助長し、かつ速度を高めるという点で、免疫
血液学の当業者には周知である。
【０１９３】
　この緩衝液は適宜、媒質にある特定の粘性を与えること、およびマイクロプレートの露
出部の方への赤血球の進行速度を制御することを可能にする最終濃度1.5％～6％（w／v）
の血清アルブミン（BSA）の存在下で作製することができる。アルブミンを含む緩衝液を
用いることの欠点は、泡が生じる傾向があることである。
【０１９４】
　したがって、本発明者らは、泡を全く生じさせない化合物をその代わりに用いることを
好む。本発明者らは、非常に容易に水和させることができ、溶液中で特に安定的な糖ポリ
マーであるFicoll（商標）400を選んだ。これは、細胞分離の多くの生物学的プロトコー
ルにそれが用いられていることから、その再現性が実証されている合成生成物である。こ
のように、その密度には再現性がある；これは無色であり、水と自由に相互作用するその
構造のために泡を形成しない。用いられる濃度は、3％のアルブミンで得られるものに等
しい溶液密度を実現する。これは、進行する赤血球に対する必要かつ十分な緩衝物（cush
ion）を対置する。2％のFicoll（商標）400を含む希釈液の密度は、すなわち、1.013g／c
m3に等しい。
【０１９５】
　磁性粒子を含む希釈液に関する好ましい組成の例：
　1リットルにつき：
　‐Na2HP04、2H20：0.213g
　‐NaH2P04、2H20：0.240g
　‐NaCl：1.788g
　‐グリシン：18.05g
　‐アジ化ナトリウム：0.9g
　‐Ficoll 400：20g
　浸透圧：310+/-20mOsm
　pH：6.75+/-0.1
【０１９６】
　いくつかの用途において、とりわけそれが反応の感度または速度を向上させることを伴
う場合には（しかし検査の非特異性の増加を伴わずに）、LISS緩衝液（LISSは低イオン強
度溶液（Low Ionic Strength Solution）の略）とも呼ばれる低イオン強度緩衝液ISBを用
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いることができる。
【０１９７】
　当業者には、食塩液などの緩衝液が、とりわけIATまたは表現型判定の用途において、
赤血球の溶解を妨げるために、細胞生物学、とりわけ免疫血液学の分野で一般的に用いら
れる緩衝液のことを指すことが公知であろう。そのような緩衝液または溶液は、例えば、
得られる最終的な溶液が6.8～7.5の生理的pHにあり、緩衝液成分のモル濃度が、浸透圧の
点で、0.9％のNaClタイプの溶液（0.15M NaClに近い）のモル濃度と同程度であるように
調整される緩衝液であってよい。特に、本発明者らは、当業者に周知であるpH 7.0～7.4
のPBSタイプのリン酸緩衝液を挙げることができるが、これには限定されない。
【０１９８】
　そのため、ISB緩衝液またはLISS緩衝液の組成を本明細書には記載しないが、それはこ
れらの緩衝液は凝集反応を増強する能力に関して免疫血液学において周知であるためであ
る。これらの緩衝液は、血液学用の試薬の供給元から入手可能である（例えば、本発明者
らは以下の組成を有するLISS緩衝液を挙げることができるが、これには限定されない。16
g／1グリシン、0.03M NaClおよび0.015Mリン酸、pH 6.7）。
【０１９９】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、ドナーとレシピエントとの適合性検査を
実行するために、または直接Coombs検査を実行するために実施される。
【０２００】
　もう1つの局面において、本発明は、以下を特徴とする、溶液中に存在する血液型また
は表現型の抗抗原抗体と、赤血球によって保有される血液型または表現型の抗原との反応
によって形成される特異的複合体を実証するために、とりわけIATまたは適合性検査を実
施するために、またはSimonin検査もしくはBeth-Vincent検査などの血液型判定、または
表現型判定のために形成されるキットに関する：
（a）好ましくは本発明による方法の1つに記載されたような、抗GPAでコーティングされ
た磁性粒子の懸濁液を含む試薬。
【０２０１】
　1つの好ましい態様局面において、本発明は、それが以下をさらに含むことを特徴とす
る、本発明によるキットに関する：
（b）‐開いた上部および密封された基部を有し、その直径が、少なくとも基部に近接し
た領域では、傾斜壁を形成するように小さくなっており、該傾斜壁が、抗免疫グロブリン
で、または前記形成された複合体の抗体と結合しうる他の任意の化合物で、少なくとも部
分的にコーティングされている、反応器または反応器セット、
　‐粘性溶液を含む容器、または必要な場合、本発明による方法の1つに定義された前記
粘性物質で部分的に満たされた各反応器；ならびに
（c）または、必要な場合、希釈液を含む容器であって、前記希釈液が、好ましくは多糖
性である親水性ポリマー、好ましくはFicoll（商標）、とりわけFicoll（商標）400を、1
％～2.5％（w／v）、好ましくは2％±0.3％の濃度で含む溶液である、容器、
（d）または必要な場合、回転撹拌機と連結された反応器の外側下方に配置可能である、
少なくとも1つの磁石または一群の磁石。
【０２０２】
　もう1つの好ましい態様において、本発明の前記キットは、既知の表現型を有する検査
用赤血球の懸濁液を含み、該赤血球に対して懸濁液の前記磁性粒子が連結し得、好ましく
は赤血球懸濁液がO型のものであり、かつ0.2％～2.5％の範囲の、好ましくは0.5％～1.5
％の範囲の、好ましくは1％±0.3％の濃度を有することを特徴とする。
【０２０３】
　さらに好ましくは、本発明は、粘性物質、および必要であれば磁性粒子、または磁化さ
れた赤血球の懸濁液、または必要であれば磁石および回転撹拌機の特徴が、本発明による
方法に定義された特徴を有することを特徴とし、これらの粘性溶液または他の化合物およ
び要素に関して特定された好ましさも備えている、本発明によるキットにかかわる。
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【０２０４】
　1つの好ましい態様において、本発明によるキットは、それが、その赤血球に対して懸
濁液の前記磁性粒子が連結されると考えられる既知の表現型を有する検査用赤血球の懸濁
液を含み、好ましくは赤血球懸濁液がO型由来であり、かつ0.2％～2.5％の、好ましくは0
.5％～1.5％の、好ましくは1％±0.3％の濃度を有することを特徴とする。
【０２０５】
　1つの好ましい態様において、本発明によるキットは、血液型判定用または表現型判定
用であり、既知の特異性を有する血清検査薬を溶液状態でまたは乾燥形態でさらに含むこ
とを特徴とする。
【０２０６】
　本説明において、赤血球（erythrocyte）、赤血球（red cell）および赤血球（red blo
od cell）という語は、同じ血球の名前を挙げるために同じように用いられる。
【０２０７】
　さらに好ましくは、本発明は、前記反応器が好ましくは丸底（半球形）またはV字底を
有するマイクロプレート穴であり、96穴からなるマイクロプレートが最も好ましいことを
特徴とする、本発明によるキットに関する。
【０２０８】
　添付の図面および以下の見出し、ならびに以下の実施例は、本発明を例示することを意
図しており、その範囲を全く限定するものではない。
【図面の簡単な説明】
【０２０９】
【図１】図1Aおよび1Bは、マイクロプレートの下にある軟鉄プレートからなり、その軟鉄
プレートに各磁石が、各マイクロプレート穴の下にスタック状に磁気的に固定されている
、撹拌プラットフォーム（Teleshake（商標））の上面像（図1A）および側面像（図1B）
の略図。（1）磁石間に好適な間隔が得られるようにするプラスチック製スペーサー；（2
）マイクロプレートをTeleshake上に押し込み固定することを可能にする要素；（3）マイ
クロプレートを押し込み固定することを可能にするTeleshakeの楔状部；（4）スタック状
の磁石；（5）マイクロプレート；（6）プラスチック製スペーサー；（7）上に磁石が磁
気的に固定されている軟鉄（mild iron）プレート；（8）Teleshakeを磁石スタックの磁
場から絶縁する厚紙プレート；（9）Teleshake回転トレイ。
【図２】図2Aおよび2Bは、穴の傾斜壁（部分的に）および基部に抗免疫グロブリンをコー
ティングした後、かつ粘性溶液ならびにさまざまな溶液および試薬の添加前の、丸底（ま
たはU字型）の反応器の穴の略図（図2A）。穴の傾斜壁（部分的に）および基部に抗免疫
グロブリンをコーティングした後、かつ粘性溶液および希釈液中で「磁化された」赤血球
懸濁液の添加後、ならびに検査しようとする血漿または血清の添加後の、丸底（またはU
字型）反応器の穴の略図（数ある中の一例）（図2B）。
【図３】赤血球によって保有される抗原との陽性免疫接着反応（抗免疫グロブリンでコー
ティングされた傾斜壁と接着する特異的複合体の形成）の画像を示している写真（左の図
）、および赤血球によって保有される抗原との陰性免疫接着反応（特異的な複合体の形成
がみられず）の画像を示している写真（右の図）。
【図４】第3の方法を用いた不規則抗体検査（IAT）。
【図５】不規則抗体検査によるCNRGS（French National Reference Centre for Blood Gr
oups）、抗Dの滴定。
【図６】血液型O型のドナーで実施した交差適合検査（適合性検査）。
【図７】血液型O型のドナーで実施した交差適合検査（適合性検査）。
【図８】磁性ビーズ上への抗グリコホリンA（GPA）の連結。
【図９】磁性粒子上にコーティングした抗グリコホリンAによるヒト赤血球の磁化の原理
。
【図１０】不規則抗体検査における、抗GPAを連結させたビーズによる赤血球の磁化の3つ
の方法。
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【図１１】不規則抗体検査における、抗GPAを連結させたビーズによる赤血球の磁化の3つ
の方法。
【図１２】不規則抗体検査における、抗GPAを連結させたビーズによる赤血球の磁化の3つ
の方法。
【図１３】患者8人についての血液型判定（Simonin検査を含む）および表現型判定のため
の凝集法。
【図１４】患者5人の拡張された表現型判定のための凝集法。
【図１５】ドナー8人の拡張された表現型判定のための免疫付着法。
【図１６】ドナー48人のWeak D表現型判定のための免疫付着法。
【図１７】磁性ビーズに連結させる抗GPA濃度を低下させることによる、交差適合検査の
感度および特異性の向上。比較試験。
【図１８】抗GPAと連結させた磁性粒子の貯蔵時における、非イオン性界面活性剤の2つの
濃度（0,5％対5％）間での安定性試験。
【実施例】
【０２１０】
実施例1：材料（MATERIEL）および方法
A）トシル活性化磁性ビーズに対する抗グリコホリンAの連結の例（図8参照）
　ESTAPOR（商標）によるトシル活性化磁性粒子（参照記号：R01-24）に対する抗グリコ
ホリンAの連結を、0,1Mホウ酸ナトリウム緩衝液 pH9.5またはwith 0,1Mリン酸緩衝液 pH 
7.4のいずれかを用いて行うことができる。
【０２１１】
　連結の前に、トシル活性化した磁性粒子を、選んだ連結用緩衝中で磁石を用いて2回洗
浄する。連結は、ビーズを連結用緩衝液（ホウ酸またはリン酸）中に再懸濁させること、
および抗体をビーズ1mg当たり10μgの濃度で添加することによって行う。抗体の連結は3M
硫酸アンモニウムの存在下で行う。
‐25mgのトシル磁性粒子（すなわち10％ w／vのビーズ250μl）を、0.1Mリン酸緩衝液 pH
 7.4または0.1Mホウ酸ナトリウム緩衝液 pH 9.5中で、磁石を用いて2回洗浄する。
‐ビーズが磁石の方に移動して液体が清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除
去する。
‐チューブを磁石から取り外して、ビーズを10μgの抗グリコホリンAとともに再懸濁させ
る。
‐250μlの3M硫酸アンモニウムをビーズの懸濁液に添加して、最終濃度1.5Mの硫酸アンモ
ニウムとする。
‐ビーズをボルテックス処理によって十分に再懸濁させる
‐緩徐な傾斜回転を行いながら室温で24h～48hインキュベートする。
‐連結の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動して液体が清澄
化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石から取り外して、0.3Mリン酸緩衝食塩水（PBS）を0.5％ BSA（w／v）と
ともに含むブロッキング緩衝液中にビーズを再懸濁させる。
‐緩徐な傾斜回転を行いながら室温で24h～48hインキュベートする。
‐ブロッキング段階の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動し
て液体が清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石から取り外して、0,3M PBSを0.1％（w／v）BSAおよび0.5％（w／v）のs
ynperonic（商標）PE/F68とともに含む保存溶液中にビーズを再懸濁させる。抗グリコホ
リンAを連結させたビーズの最終濃度を、保存緩衝液中に1％（w／v）とする。ビーズを使
用時まで4℃で貯蔵する。
【０２１２】
B）ESTAPOR（商標）によるカルボン酸磁性ビーズに対する抗グリコホリンAの連結の例
　ESTAPOR（商標）によるカルボン酸磁性ビーズ（参照記号：M1-030/40.）に対する抗GPA
の好ましい連結方法は物理的吸着である。
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【０２１３】
　用いる抗GPAの濃度はビーズ1mg当たり5μg～25μgとさまざまであり、ビーズ1mg当たり
10μgの抗GPAが好ましい。
【０２１４】
　カルボン酸磁性ビーズに対する抗GPAの連結は、以下の通りに実施する：
‐25mgのカルボン酸磁性粒子（すなわち、10％ w／vのビーズ250μl）を、1mlの10mMリン
酸緩衝液 pH6中で磁石を用いて2回洗浄する。
‐洗浄段階の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動して液体が
清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石から取り外して、1.5mlの20mMリン酸緩衝液 pH7.5を用いてビーズを再
懸濁させる。
‐直ちに抗GPAをビーズ1mg当たり10μgの濃度で添加する。
‐ボルテックス処理によって十分に混合する。
‐緩徐な傾斜かき混ぜを行いながら室温で2時間インキュベートする。
‐チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動して液体が清澄化したところで、
上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石の上に置いてビーズを20mMリン酸緩衝液 pH7.5で3回洗浄する。
‐洗浄段階の終了時に、0.3Mリン酸緩衝食塩水（PBS）を0.5％ BSA（w／v）とともに含む
ブロッキング緩衝液中にビーズを再懸濁させる。
‐緩徐な傾斜かき混ぜを行いながら室温で2時間インキュベートする。
‐ブロッキング段階の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動し
て液体が清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石から取り外して、0,3M PBSを0.1％（w／v）BSAおよび0.5％（w／v）のs
ynperonic（商標）PE/F68とともに含む保存溶液中にビーズを再懸濁させる。抗グリコホ
リンAを連結させたビーズの最終濃度を、保存緩衝液中に1％（w／v）とする。ビーズを使
用時まで4℃で貯蔵する。
【０２１５】
C）JSR Microによるカルボン酸磁性ビーズに対する抗グリコホリンAの連結の例
　JSR Microによるカルボン酸磁性ビーズ（参照記号：Magnosphere MB 100）に対する抗G
PAの連結の好ましい方法は物理的吸着である。
【０２１６】
　用いる抗GPAの濃度はビーズ1mg当たり5μg～25μgとさまざまであり、ビーズ1mg当たり
20μgの抗GPAが好ましい。
【０２１７】
　5mgのカルボン酸磁性ビーズに対する抗GPAの連結は、以下の通りに実施する：
‐5mgのカルボン酸磁性粒子（すなわち、すなわち、10％ w／vのビーズ50μl）を、200μ
lの 50mM MES緩衝液（2-(N-モルホリノ)エタンスルホン酸）、pH6.2中で磁石を用いて2回
洗浄する。
‐洗浄段階の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動して液体が
清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐直ちに抗GPAをビーズ1mg当たり20μgの濃度で添加する。
‐ボルテックス処理によって十分に混合する。
‐緩徐な傾斜かき混ぜを行いながら室温で2時間インキュベートする。
‐チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動して液体が清澄化したところで、
上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石の上に置いてビーズを50mM MES緩衝液pH6.2で3回洗浄する。
‐洗浄段階の終了時に、0.3Mリン酸緩衝食塩水（PBS）を0.5％ BSA（w／v）とともに含む
ブロッキング緩衝液中にビーズを再懸濁させる。
‐緩徐な傾斜かき混ぜを行いながら室温で2時間インキュベートする。
‐ブロッキング段階の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動し
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て液体が清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石から取り外して、0,3M PBSを0.1％（w／v）BSAおよび0.5％（w／v）のs
ynperonic（商標）PE/F68とともに含む保存溶液中にビーズを再懸濁させる。抗グリコホ
リンAを連結させたビーズの最終濃度を、保存緩衝液中に1％（w／v）とする。ビーズを使
用時まで4℃で貯蔵する。
【０２１８】
D）希釈液中での連結させたビーズの希釈
　ビーズを抗GPAと連結させたところで、これらのものを希釈液LissおよびFicoll（商標
）2％（w／v）中に直接希釈し、続いてそれを粘性溶液またはゲルの上に分配する。希釈
液中のビーズの濃度は0,005％～0.02％でさまざまであってよく、0.004％が好ましい。
【０２１９】
実施例2：抗ヒト免疫グロブリン（AHG）による傾斜壁および穴の基部のコーティング
　穴のために用いられるプラスチックの化学的および物理化学的性質により、任意の特異
的複合体の抗体がヒト起源である場合に、前記複合体の抗体と特異的に結合しうるヒト抗
免疫グロブリン（モノクローナルまたはポリクローナルHAGタイプ）の層で、後者を覆う
ことが可能である。
【０２２０】
　さらに、このHAG組成物が、補体型血清タンパク質決定基に指向する抗体を含みうるこ
とにも留意されたい。
【０２２１】
　AHGでコーティングされない容器の内壁の表面は、固相またはELISA（酵素結合免疫吸着
アッセイ）型の手法における従来の飽和剤を用いて飽和させることができる。
【０２２２】
　例えば、濃度1～10μg／mlのAHG溶液を、0.2M炭酸緩衝液 pH 9.6中に調製することがで
きる。
【０２２３】
　この溶液を、丸底Maxisorp NUNC U8型マイクロプレートの各穴に75μlの容積で分配す
る。プレートを続いて4℃で一晩インキュベートする。
【０２２４】
　続いて穴を、プラスチック上に直接吸着されないタンパク質を排除するために、リン酸
緩衝液（PBS 2.5mM、pH 7.4）で洗浄する。
【０２２５】
　続いて穴を、PBS緩衝液中の30g／lのアルブミン（albumen）溶液で、1つの穴当たり100
μlの割合で処理する。
【０２２６】
　室温での2時間のインキュベーション後に、穴を再びリン酸緩衝液中で洗浄する。
【０２２７】
実施例3：
第1の方法：別個のウェルにおける抗GPA（抗グリコホリンA）を連結させた磁性ビーズに
よる赤血球の磁化
（磁化の一般原理については図9、方法1については図10を参照）
　不規則抗体の検出は、パネルと呼ばれる、既知の表現型を有する赤血球を用いることか
らなる。1つのパネルは、細胞の3種の補完的表現型からなる。丸底の96ウェルのマイクロ
タイタープレートの3つのウェルの中に、抗GPAと連結させた5μlのビーズを積み重ね、続
いて、貯蔵用緩衝液中で1％に希釈した各赤血球パネル45μlを添加する。2つの構成要素
を混合した後に、赤血球を直ちに磁化して、以下の段階に用いうるようにする。
【０２２８】
　特異的抗ヒトグロブリン（抗IgG）または抗ヒトグロブリンの混合物（抗IgGおよび抗Ig
M）でコーティングされた丸底96ウェルマイクロプレートの3つのウェルの中に、密度が1
よりも高い粘性溶液またはゲルを入れて、細胞および血清検査薬を含む反応媒質と抗グロ



(34) JP 2013-531259 A 2013.8.1

10

20

30

40

50

ブリンとの間に障壁を作ることができる。
【０２２９】
　障壁の上に密度が1よりも高い粘性希釈液を積み重ね、その上に抗GPAを介して磁化され
た細胞、ならびに検査しようとする患者またはドナーからの血清または血漿を積み重ねる
。
【０２３０】
　マイクロプレートを続いて37℃で20分間インキュベートする。このインキュベーション
の間に、血清中に存在するかまたは存在しない赤血球抗体は、抗原を保有する磁化された
赤血球と結合すると考えられる。インキュベーションの終了時に、マイクロプレートを、
磁気プレートを備えた回転撹拌機の上に置く。同時に撹拌しながら磁場を印加する間に、
抗赤血球抗体をその表面上に保有する磁化された赤血球は、粘性溶液の中を引き寄せられ
て、底面上にコーティングされたAHGと結合するが、それを保有しない赤血球はそうでは
ないと考えられる。
【０２３１】
　磁場の下での最終的な撹拌は、2つのシーケンスで構成される：第1の撹拌シーケンスは
、磁化および感作された赤血球が抗グロブリンによって捕捉されることを可能にし、これ
は500rpmで2分30秒間～4分間、好ましくは500rpmで3分間持続させるが、一方、第2の撹拌
シーケンスはペレットの形成による陰性反応を形作り、このシーケンスは600rpmで30秒間
～2分間、好ましくは600rpmで1分間持続させる。
【０２３２】
　陽性反応の場合には、患者またはドナーの血清（または血漿）によって感作された磁化
された細胞は、AHGと結合して、ウェルの底面に赤血球の薄層を形成すると考えられる。
【０２３３】
　陰性反応の場合には、患者またはドナーの血清（または血漿）によって感作された磁化
された細胞は、続いて、ウェルの底面にペレットを形成すると考えられる（図3参照）。
【０２３４】
実施例4：
第2の方法：血清または血漿による感作時の、抗GPAを連結させた磁性ビーズによる赤血球
の磁化
各要素の連続的積み重ね
（図11参照）
　特異的抗ヒトグロブリン（抗IgG）または抗ヒトグロブリンの混合物（抗IgGおよび抗Ig
M）でコーティングされた丸底の96ウェルのマイクロタイタープレートの3つのウェルの中
に、密度が1よりも高い粘性溶液またはゲルを積み重ねて、細胞および血清検査薬を含む
反応媒質と抗グロブリンとの間に障壁を作ることができる。
【０２３５】
　粘性障壁またはゲルの上に希釈液を積み重ね、続いて抗GPAを連結させた磁性ビーズを
、続いて貯蔵用緩衝液中に1％に希釈した赤血球を積み重ね、最後に検査しようとする患
者（またはドナー）血漿または血清を積み重ねる。
【０２３６】
　マイクロプレートを続いて37℃で20分間インキュベートする。インキュベーションの間
に、抗GPAを連結させた磁性ビーズは赤血球と結合すると考えられる；これは検査しよう
とする血清または血漿中に存在するかまたはそうでない不規則抗体に関して同じである。
各抗体は1つの抗原に対して特異的であり、赤血球に対する1つのものの結合は他のものの
結合を妨害しない。
【０２３７】
　したがって、抗原を担持する赤血球は、患者の血漿中に存在するかまたはそうでない抗
体によって磁化され、かつ感作されうると考えられる。
【０２３８】
　インキュベーションの終了時に、マイクロプレートを、磁気プレートを備えた回転撹拌
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機の上に置く。同時に撹拌しながら磁場を印加することにより、不規則抗体をその表面上
に保有する赤血球は、粘性溶液の中を引き寄せられて、底面上にコーティングされたAHG
と結合するが、それを保有しない赤血球はそうではないと考えられる。磁場の下での最終
的な撹拌は、2つのシーケンスで構成される：第1の撹拌シーケンスは、磁化および感作さ
れた赤血球が抗グロブリンによって捕捉されることを可能にし、これは500rpmで2分30秒
間～4分間、好ましくは500rpmで3分間持続させるが、一方、第2の撹拌シーケンスはペレ
ットの形成による陰性反応を形作り、このシーケンスは600rpmで30秒間～2分間、好まし
くは600rpmで1分間持続させる。
【０２３９】
　前の例と同じように、陽性反応の場合には、患者またはドナーの血清（または血漿）に
よって感作された磁化された細胞は、AHGと結合して、ウェルの底面に赤血球の薄層を形
成すると考えられる。陰性反応の場合には、患者またはドナーの血清（または血漿）によ
って感作された磁化された細胞は、続いて、ウェルの底面にペレットを形成すると考えら
れる。
【０２４０】
　この方法では、磁化が特異的であり（抗GPA抗体を介する）、この後者の際には干渉が
全く起こらず、そのため患者の血漿による赤血球感作が独立に起こるため、別個のウェル
において赤血球の磁化を実施する必要がない。
【０２４１】
実施例5：
第3の方法：血清または血漿による感作時の、抗GPAを連結させた磁性ビーズによる赤血球
の磁化．希釈液中でのGPAを連結させた磁性ビーズの希釈（図12参照）．
　他の2つのものよりも好ましいこの方法では、フィルター上に積み重ねる希釈液中にビ
ーズを直接希釈する。このため、積み重ねの回数は限られ、抗グリコホリンAを連結させ
たビーズを含む希釈液は試薬とみなされる。
【０２４２】
　前と同じく、特異的抗ヒトグロブリン（抗IgG）または抗ヒトグロブリンの混合物（抗I
gGおよび抗IgM）でコーティングされた丸底の96ウェルのマイクロタイタープレートの3つ
のウェルの中に、密度が1よりも高い粘性溶液またはゲルを投入し、細胞および血清検査
薬を含む反応媒質と抗グロブリンとの間に障壁を作ることができる。抗GPAを連結させた
磁性ビーズを含む希釈液を粘性障壁またはゲルの上に積み重ねる。続いて、貯蔵用緩衝液
中に1％に希釈した赤血球を、磁性ビーズを含む希釈液の上に積み重ね、最後に検査しよ
うとする患者（またはドナー）の血漿または血清を赤血球の上に積み重ねる。
【０２４３】
　1つの好ましい態様において、赤血球は、密度が1よりも高い粘性障壁の上に積み重ねら
れる前に、抗GPAを連結させた磁性ビーズを含む希釈液と既に混合されている。続いて、
血漿または血清を添加して、赤血球-希釈液-磁性ビーズを混合させる。
【０２４４】
　1つの自動化された態様においては、以下が好ましい：特異的抗ヒトグロブリン（抗IgG
）または抗ヒトグロブリンの混合物（抗IgGおよび抗IgM）でコーティングされた丸底の96
ウェルのマイクロタイタープレートの3つのウェルの中に、赤血球、および磁性ビーズを
含む希釈液を積み重ねる。プレートを自動撹拌機の上に置くことによって、2つの構成要
素を混合する。撹拌の終了時に、自動化装置のチップをウェルの底面に配置することによ
って、高密度の粘性障壁を混合赤血球-希釈液-磁性ビーズの下に注入する。その密度のた
めに、粘性障壁は混合物の下に保たれ、それ故に非特異的抗体によるAHGの飽和が回避さ
れ、その一方で、細胞および磁性ビーズを含む希釈液によって形成される混合物は、粘性
障壁の上により低密度に保たれる。
【０２４５】
　これにより、密度の異なる2つの別個の相が得られる：第1のものは、AGH、および抗GPA
を連結させた磁性ビーズを含み、赤血球と混合された希釈液の上にある、より高密度のゲ
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ルである。続いて、検査しようとする患者の血漿を混合物の上に置く。
【０２４６】
　マイクロプレートを続いて37℃で20分間インキュベートする。インキュベーションの間
に、検査する血漿中に存在するかまたは存在しない不規則抗体は赤血球と結合すると考え
られる。抗原を担持する赤血球は、患者の血漿中に存在するかまたはそうでない抗体によ
って磁化され、かつ感作されうると考えられる。各抗体は1つの抗原に対して特異的であ
り、赤血球に対する1つのものの結合は他のものの結合を妨害しない。
【０２４７】
　インキュベーションの終了時に、マイクロプレートを、磁気プレートを備えた回転撹拌
機の上に置く。同時に撹拌しながら磁場を印加することにより、不規則抗体を保有する赤
血球は、粘性溶液の中を引き寄せられて、底面上にコーティングされたAHGと結合するが
、それを保有しない赤血球はそうではないと考えられる。磁場の下での最終的な撹拌は、
2つのシーケンスで構成される：第1の撹拌シーケンスは、磁化および感作された赤血球が
抗グロブリンによって捕捉されることを可能にし、これは500rpmで2分30秒間～4分間、好
ましくは500rpmで3分間持続させるが、一方、第2の撹拌シーケンスはペレットの形成によ
る陰性反応を形作り、このシーケンスは600rpmで30秒間～2分間、好ましくは600rpmで1分
間持続させる。
【０２４８】
　前の例と同じように、陽性反応の場合には、患者またはドナーの血清（または血漿）に
よって感作された磁化された細胞は、AHGと結合して、ウェルの底面に赤血球の薄層を形
成すると考えられる。陰性反応の場合には、患者またはドナーの血清（または血漿）によ
って感作された磁化された細胞は、続いて、ウェルの底面にペレットを形成すると考えら
れる。
【０２４９】
　これらの磁化方法はすべて、ドナーとレシピエントとの適合性に関する検査などの他の
検査に差し向けることができる。
【０２５０】
　この場合には、輸血バッグからのドナー細胞を、抗GPAを連結させた磁性ビーズを含む
希釈液の上に乗せる前に、前もって低イオン強度緩衝液中に1％に希釈する。
【０２５１】
　これは、不規則抗体によってインビボで感作された疑いのある患者、特に母子不適合性
または自己免疫性溶血性疾患の場合に行われる直接coombs検査についても同じである。
【０２５２】
　これらの場合には、インビボで感作された赤血球を、抗GPAを連結させた磁性ビーズを
含む希釈液の上に乗せる前に、前もって低イオン強度緩衝液中に1％に希釈する。
【０２５３】
実施例6：第3の方法を用いる不規則抗体の検出検査（図4参照）。
　抗GPAを連結させたビーズを、希釈液（Liss Ficollとも呼ばれる）中に直接希釈し、Li
ss中の10％アルブミン溶液中にある3％のsuperfine Sephadex（商標）G-100型の粘性障壁
またはゲル（Nanolys（商標）とも呼ばれる）の上にそれ自体を積み重ねる。細胞はO型患
者の一次チューブから低イオン強度緩衝液中に1％に希釈したものか、またはO型のパネル
赤血球から貯蔵用緩衝液中に1％に希釈したものとする。
【０２５４】
　用いる抗血清（検査用血清）は患者に由来し、抗D＋抗C＋抗Eなどの不規則抗体を含む
。この試料を種々の希釈度で検査する。
【０２５５】
　結果の予想は、同じ細胞および同じ抗血清を用いて、すでに商業化されている手法に対
して実施した。
【０２５６】
プロトコール：
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　ヒト抗グロブリン（抗IgG）がコーティングされた丸底の96ウェルのマイクロタイター
プレート（ScreenLys（商標）とも呼ばれる）のウェル中に、50μlのNanolys（商標）を
積み重ね、続いて抗GPAを連結させた磁性ビーズを含む50μlのLiss Ficollを添加する。1
％に希釈した15μlの赤血球を添加し、検査しようとする15μlの血清または血漿を最後に
添加する。マイクロプレートをインキュベーター内に入れて37℃で20分間おき、続いてマ
イクロプレートを、マイクロプレートの各ウェルの下に丁度合う磁石のプレートを備えた
撹拌機の上に乗せる。磁場の下での最終的な撹拌は2つのシーケンスで構成される：500rp
mで3分間、その後に600rpmで1分間。
【０２５７】
実施例7：不規則抗体の検出検査を用いた、CNRGS（French National Reference Centre f
or Blood Groups）による抗Dの滴定（図5参照）
　保存用緩衝液中に1％に希釈したO型赤血球パネルを用いて検査する抗血清としての、CN
RGSによる抗D標準物質の希釈系列の使用。
【０２５８】
　標準的抗Dのこの滴定は、記載された方法の検出閾値を実証することを可能にする。
【０２５９】
プロトコール：
　Screenlys（商標）（ヒト抗グロブリン（抗IgG）でコーティングされたプレート）のウ
ェル中に、50μlのNanolys（商標）を積み重ね、続いて抗GPAを連結させた磁性ビーズを
含む50μlのLiss FicollをNanolys（商標）に添加する。1％に希釈した15μlの赤血球を
添加し、検査しようとする抗Dの15μlの各希釈物を最後に添加する。プレートを続いて37
℃で20分間インキュベートし、続いてマイクロプレートの各ウェルの下に丁度合う磁石の
プレートを備えた撹拌機の上に乗せる。磁場の下での最終的な撹拌は2つのシーケンスで
構成される：500rpmで3分間、その後に600rpmで1分間。
【０２６０】
　その結果は、不規則抗体の検出の検査が高感度であり、かつ1.25ng／mlまでの抗Dを検
出しうることを示している。
【０２６１】
　この磁化方法は、感度および特異性の点で、既に商業化されている方法と極めて同等で
ある。
【０２６２】
実施例8：O型赤血球ドナーに対して行った交差適合検査（適合性検査）（図6および7参照
）．
　EDTAチューブ上に収集したドナーからのO型赤血球を、不規則性の抗赤血球抗体を含む
かまたは含まない可能性がある患者からの血漿または血清に対して検査する。
【０２６３】
　その結果は以下に提示されている。
【０２６４】
プロトコール：
　一次チューブドナーから、10μlの濃厚赤血球を1mlの低イオン強度緩衝液中に希釈して
、1％赤血球懸濁液を作る。
【０２６５】
　Screenlys（商標）（ヒト抗グロブリン（抗IgG）でコーティングされたプレート）のウ
ェル中に、50μlのNanolys（商標）を積み重ね、続いて抗GPAを連結させた磁性ビーズを
含む50μlのLiss FicollをNanolys（商標）に添加する。1％に希釈した15μlの赤血球を
添加し、輸血しようとする患者の15μlの血漿または血清を最後に添加する。プレートを
続いて37℃で20分間インキュベートし、続いてマイクロプレートの各ウェルの下に丁度合
う磁石のプレートを備えた撹拌機の上に乗せる。磁場の下での最終的な撹拌は2つのシー
ケンスで構成される：500rpmで3分間、その後に600rpmで1分間。
【０２６６】
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　赤血球に対して特異的な抗体を連結させた磁性ビーズを用いたこの磁化方法で得られた
結果は、複数の異なる血液型系において、ドナーとレシピエントとの間の適合性を判定し
うることを明らかに実証することができる。
【０２６７】
実施例9：Simonin検査、IgM型の凝集性抗体を用いる方法を含む血液型判定／表現型判定
A）凝集法
　検査を実施する前に、抗GPAを連結させた磁性ビーズを、0,1％のBSA（w／v）および0.5
％の synperonic（商標）PE/F68を含むリン酸緩衝液0,3M中に希釈することによって、磁
化用溶液を実現させる。抗GPAを連結させた磁性ビーズの濃度は0.001％～0.004％までさ
まざまであってよく、好ましくは0.003％である。直接検査またはBeth-Vincent検査の場
合には、ABO式血液型由来（抗A、抗Bおよび抗AB）、Rhesus式血液型由来（D、C、c、E、e
）およびKell抗原由来の抗原に対して特異的なモノクローナル抗体を、96ウェルマイクロ
プレートの丸底ウェル中で乾燥させる。
【０２６８】
　個体の赤血球上の関心対象の抗原に関する型判定の実行は、EDTA、クエン酸塩またはヘ
パリンなどの抗凝固剤の入ったチューブ上に収集された血液試料に対して実施される。
【０２６９】
　1mlの低イオン強度緩衝液、特にLISS緩衝液中に10μlの濃厚赤血球を希釈することによ
って、チューブ内または丸底のプレートのウェル中に、0.5％～1.2％、好ましくは1％の
血球懸濁液を生じさせる。上述の乾燥させた抗血清を含む丸底の96ウェルマイクロプレー
トのウェル中に、10μlの磁化用溶液を積み重ね、それに対して1％血球懸濁液30μlを添
加する。
【０２７０】
　直接検査と同時に、未使用の隣接ウェルでSimonin検査を実施する：抗GPAを連結させた
磁性ビーズを含む10μlの磁化用溶液をこのように4つの未使用ウェル中に積み重ね、続い
て、低イオン強度の貯蔵用緩衝液中に前もって1％に希釈した、A1、A2、BまたはO型とい
った既知の血液型を有する被験赤血球の15μlの懸濁液をビーズに添加し、最後に表現型
を判定しようとする患者またはドナーの血漿25μlを添加する。
【０２７１】
　マイクロプレートを自動マイクロプレート撹拌機の上に乗せることにより、これらの構
成要素をホモジナイズする。かき混ぜ速度は500～800rpmの間でさまざまであってよく、
好ましくは650～750rpm、好ましくは700rpmである。かき混ぜの持続時間は1分間～2分間
の間でさまざまであってよく、好ましくは1分30秒間である。
【０２７２】
　マイクロプレートを続いて室温で2分間～15分間、好ましくは10分間インキュベートす
る。
【０２７３】
　各抗体は1つの抗原に対して特異的であり、赤血球に対する1つのものの結合は他のもの
の結合を妨害しない。したがって、抗原を担持する赤血球は、抗GPAによって磁化され、
かつウェル中で乾燥させた抗血清によって感作されうると考えられる。
【０２７４】
　インキュベーション段階の終了時に、マイクロプレートを、マイクロプレートの各ウェ
ルに丁度合う96個の磁石を備えたプレートの上に乗せる。抗血清に対応する抗原が存在す
るならば、抗GPAによって感作および磁化された赤血球は、磁場の影響を受けてウェルの
底面に引き寄せられて、ペレットを形成すると考えられる。磁化の持続時間は室温で3分
間～7分間の間でさまざまであってよく、5分間が好ましい。
【０２７５】
　続いてマイクロプレートを、非凝集性赤血球、すなわちスクリーニングした抗原に関し
て陰性であるRBCを懸濁させるために撹拌機の上に乗せる。一連のかき混ぜにより、非凝
集性赤血球の再懸濁および赤血球凝集物の可視化が以下の通りに可能になる：第1に、か
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なり強い撹拌により、磁化後に濃厚赤血球をウェルの底面から引き離す。この撹拌は800
～1000rpmの範囲の速度で1分間～2分30秒間にわたって行い、好ましくは900rpmで1分45秒
間行う。撹拌の終了時に、非凝集性赤血球は分散して均質な懸濁液を形成し、一方、スク
リーニングした抗原を発現する赤血球は稠密な凝集物を形成する。
【０２７６】
　しかしながら、よりわずかに発現される抗原の場合には、形成される凝集物は撹拌の終
了時により小さく、かつより分散しており、分散した小さな凝集物のすべてを集成させ、
そのようにして、完全な、輪郭が明確な凝集物をウェルの底面に形成させるための、いわ
ゆる《再収集》撹拌を必要とする。このいわゆる《再収集》撹拌は低速で、すなわち30秒
間から1分間にわたって350～550rpmで、好ましくは45秒間にわたって450rpmで行う。この
《再収集》撹拌は、陰性赤血球に対しても強力な凝集物に対しても影響を及ぼさない。続
いて、裸眼によって、またはカメラを装着した自動リーダーによって、マイクロプレート
を読み取ることができる。
【０２７７】
　陽性反応はウェルの底面での1つまたはいくつかの凝集物の存在を招くと考えられ、一
方、陰性反応は赤血球の均質な懸濁液を招くと考えられる。
【０２７８】
実施例10：患者8人に対する、A1およびB型の検査用赤血球を用いるSimonin検査を含む、A
BO血液型判定検査およびRh-K表現型判定検査を実施することを可能にするDUOLYS型のマイ
クロプレート．
A）試薬：
‐乾燥させた血液型抗体を含むDuoLysマイクロプレート
‐抗GPAを連結させてリン酸緩衝液0.3M＋0.1％ BSA（w／v）＋0.5％ synperonic（商標）
（w／v）PE/F68中に0.004％に希釈した磁性ビーズを含む磁化用溶液のボトル
‐貯蔵用緩衝液中に1％に希釈したA1型の検査用赤血球の懸濁液
‐貯蔵用緩衝液中に1％に希釈したB型の検査用赤血球の懸濁液
‐EDTAの抗凝固剤上に収集した、患者からの8件の血液試料
【０２７９】
B）プロトコール：各血液試料について
‐各ウェル1～12中に磁化用溶液10μlを積み重ねる
‐ウェル1～10中に：Liss中に生成させた1％血球懸濁液30μlを積み重ねる
‐カラム11中に：A1群の検査用赤血球懸濁液5μlを積み重ねる
‐カラム12中に：B群の検査用赤血球懸濁液5μlを積み重ねる
‐ウェル11および12中に：各患者からの血漿25μlを積み重ねる
‐700rpmで1分30秒間にわたるマイクロプレートのかき混ぜ
‐室温での10分間のマイクロプレートのインキュベーション
‐磁石プレート上での5分間にわたるマイクロプレートの磁化
‐かき混ぜ：900rpmで1分45秒間＋450rpmで45秒間
‐裸眼による、およびカメラによる読み取り
【０２８０】
C）結果（図13参照）
　赤血球に対して特異的な抗体を連結させた磁性ビーズを用いるこの磁化方法で得られた
結果は、乾燥抗血清の場合に、うら検査（Simonin検査）を含む、血液型およびRh-K表現
型を判定しうることを明らかに実証することができる。
【０２８１】
実施例11：IgGおよび／またはIgM型の抗体を用いる方法である、凝集による血液表現型判
定の手法
　本発明はまた、液体形態でのIgGおよび／またはIgM検査による赤血球血液型判定／表現
型判定を実施することも可能にする。抗血清がIgG型のものである場合には、検索する抗
原の特異的抗IgG濃縮溶液で前もって飽和させた抗IgG抗免疫グロブリンから、《凝集性》
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試薬を調製する。
【０２８２】
　この液体《凝集性》試薬は、このため、他の任意の表現型判定試薬などの血液表現型判
定の際に用いられる。
【０２８３】
　検査の実現の前に、抗IgG抗免疫グロブリンを、IgG抗赤血球（RBC）抗体を含む非精製
モノクローナル抗体濃厚液とともにインキュベートして凝集型の試薬を調製する。
【０２８４】
　1mlの低イオン強度緩衝液、特にLISS緩衝液中に10μlの濃厚赤血球を希釈することによ
って、チューブ内または丸底のマイクロプレートのウェル中に、0.5％～1.2％、好ましく
は1％の血球懸濁液を調製する。
【０２８５】
　丸底の96ウェルマイクロプレートのウェル中に、10μlの磁化用溶液を積み重ね、それ
に対して1％血球懸濁液15μlを添加して、IgG型またはIgM型の抗RBC《凝集性》試薬25μl
を添加する。
【０２８６】
　マイクロプレートを自動マイクロプレート撹拌機の上に乗せることにより、これらの構
成要素をホモジナイズする。かき混ぜ速度は1000～1200rpmの間でさまざまであってよく
、好ましくは1200rpmである。かき混ぜの持続時間は5秒間～1分間の間でさまざまであっ
てよく、好ましくは10秒間である。
【０２８７】
　マイクロプレートを続いて37℃で10分間～30分間、好ましくは20分間インキュベートす
る。
【０２８８】
　各抗体は1つの抗原に対して特異的であり、赤血球に対する1つのものの結合は他のもの
の結合を妨害しない。したがって、抗原を担持する赤血球は、抗GPAによって磁化され、
かつウェルの底面に積み重ねられたIgM型またはIgG型の抗血清によって感作されうると考
えられる。
【０２８９】
　インキュベーション段階の終了時に、マイクロプレートを、マイクロプレートの各ウェ
ルの下方に丁度適合する96個の一連の磁石を備えたプレートの上に乗せる。抗血清に対応
する抗原が存在するならば、抗GPAによって感作および磁化された赤血球は、磁場の影響
を受けてウェルの底面に引き寄せられて、凝集物を形成すると考えられる。磁化の持続時
間は室温で5分間～15分間の間でさまざまであってよく、10分間が好ましい。
【０２９０】
　続いてマイクロプレートを、非凝集性赤血球、すなわちスクリーニングした抗原に関し
て陰性であるものの再懸濁を可能にするために撹拌機の上に乗せる。一連のかき混ぜによ
り、非凝集性赤血球の再懸濁および赤血球凝集物の可視化が以下の通りに可能になる：第
1に、かなり強い撹拌により、磁化後に濃厚赤血球をウェルの底面から引き離す。この撹
拌は500～1000rpmの速度で1分間～2分30秒間にわたって行い、好ましくは700rpmで1分30
秒間行う。撹拌の終了時に、非凝集性赤血球は分散して均質な懸濁液を形成し、一方、検
索する抗原に対応する赤血球は稠密な凝集物を形成する。より弱く発現される抗原につい
ては、形成される凝集物は撹拌の終了時により小さく、かつより分散しており、分散した
小さな凝集物のすべてを集成させ、そのようにして、完全な、輪郭が明確な凝集物をウェ
ルの底面に形成させるための、いわゆる「再収集」撹拌を必要とする。このいわゆる再収
集撹拌は低速で、すなわち30秒間から1分間にわたって350～550rpmで、好ましくは45秒間
にわたって450rpmで行う。このいわゆる再収集撹拌は、陰性赤血球に対しても強力な凝集
物に対しても影響を及ぼさない。続いて、裸眼によって、またはカメラを装着した自動リ
ーダーによって、マイクロプレートを読み取ることができる。
【０２９１】
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A）試薬
‐抗GPAを連結させてPBS 0.3M＋0.1％ BSA（w／v）＋0.5％（w／v）synperonic PE/F68中
に0.005％に希釈した磁性ビーズを含む磁化用溶液のボトル
‐抗Jkb抗体のポリクローナル溶液（クローンP.143、IgM型）のボトル
‐抗S《凝集性》試薬のボトル：1mlのAGH（濃度＝1,8mg／ml）＋20mlの抗S（クローンP3S
13JS123、IgG型）の濃縮溶液
‐抗s《凝集性》試薬のボトル：1mlのAGH（濃度＝1,8mg／ml）＋20mlの抗s抗体（クロー
ンP3YAN3、IgG型）の濃縮溶液
‐EDTAの抗凝固剤上に収集した、患者からの5件の血液試料
【０２９２】
B）プロトコール：各血液試料について
‐丸底の96ウェルのマイクロプレートの3つのウェル中に、磁化用溶液10μlを積み重ねる
‐3つの前記ウェル中への、Liss中に生成させた1％血球懸濁液15μlの添加
‐3つのウェルのそれぞれの中への、25μlの抗Jkb試薬、抗Sおよび抗sの添加
‐1200rpmで10秒間のマイクロプレートの撹拌
‐37℃での20分間にわたるマイクロプレートのインキュベーション
‐磁石プレート上での10分間にわたるマイクロプレートの磁化
‐撹拌：700rpmで1分30秒間＋450rpmで45秒間
‐裸眼による、およびカメラによる読み取り。
【０２９３】
C）結果：図14参照
　赤血球に対して特異的な抗体を連結させた磁性ビーズを用いるこの磁化方法で得られた
結果は、複数の異なる血液型系において、ドナーまたは患者の拡張された表現型を判定し
うることを明らかに実証することができる。
【０２９４】
実施例12：ドナー8人の拡張された表現型の判定：免疫付着法を用いる抗Fya、抗Fyb、抗J
ka、抗Jkb、抗Sおよび抗s抗血清の使用
A）試薬：
‐抗GPAを連結させたビーズが希釈された、糖をベースとするポリマーおよび低イオン強
度緩衝液で作られた希釈液。ビーズを含むこの希釈液の濃度は0,004％である。
‐抗Fyaヒトモノクローナル抗体（クローンDGFYA02、IgG型）
‐抗Fybヒトポリクローナル抗体
‐抗Jkaヒトモノクローナル抗体（クローンP3HT7、IgM型）
‐抗Jkbヒトモノクローナル抗体（クローンP.143、IgM型）
‐抗Sヒトモノクローナル抗体（クローンP3S13JS123、IgG型）
‐抗sヒトモノクローナル抗体（クローンP3YAN3、IgG型）
‐陰性対照
‐Nanolys
‐EDTA型の抗凝固剤上に収集されたドナー8人の血液試料
【０２９５】
B）プロトコール：各ドナーについて
　検査の前に、抗GPAを連結させたビーズを希釈液（Liss Ficollとも呼ばれる）中に直接
希釈する。
【０２９６】
　ドナー8人からの赤血球を、抗GPAを連結させたビーズを含む希釈液中に1％に希釈する
。種々の懸濁液をチューブ内または丸底の96ディープウェルマイクロプレートのウェル中
に生成させる。
【０２９７】
　IgGおよびIgMヒト抗グロブリンの混合物（抗IgG）でコーティングされた丸底の96ウェ
ルのマイクロタイタープレート（CrossLys（商標）とも呼ばれる）の7つのウェル中に、5
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0μlの粘性障壁またはゲル（Nanolys（商標）とも呼ばれる）を積み重ねる。Nanolys（商
標）の上に、ビーズを含む希釈液中にある1％血球懸濁液55μlを積み重ねる。最後に、10
μlの各抗血清を、血球懸濁液の上に積み重ねる。続いて、マイクロプレートを37℃で20
分間インキュベートする。インキュベーションの終了時に、マイクロプレートを、マイク
ロプレートの各ウェルの下に丁度合う磁石のプレートを備えた撹拌機の上に乗せる。同時
に撹拌しながら磁場を印加することにより、不規則抗体を保有する赤血球は、粘性溶液の
中を引き寄せられて、底面上にコーティングされたAHGと結合するが、それを保有しない
赤血球はそうではないと考えられる。磁場の下での最終的な撹拌は、2つのシーケンスで
構成される：第1の撹拌シーケンスは、磁化および感作された赤血球が抗グロブリンによ
って捕捉されることを可能にし、これは500rpmで3分間持続させるが、一方、第2の撹拌シ
ーケンスはペレットの形成による陰性反応を形作ることを可能にし、このシーケンスを60
0rpmで1分間持続させる。
【０２９８】
　陽性反応の場合には、抗血清によって感作された磁化された細胞は、AHGと結合して、
ウェルの底面に赤血球の薄層を形成すると考えられる。陰性反応の場合には、抗血清によ
って感作された磁化された細胞は、続いて、ウェルの底面にペレットを形成すると考えら
れる。
【０２９９】
　予想される結果を、同じ細胞および同じ抗血清を用いて、すでに商業化されている手法
に対しても生成させた。
【０３００】
C）予想される結果：以下の表を参照

【０３０１】
得られた結果：図15参照
　赤血球に対して特異的な抗体を連結させた磁性ビーズを用いるこの磁化方法で得られた
結果は、種々の血液型系において、患者またはドナーの拡張された表現型を判定しうるこ
とを明らかに実証することができる。
【０３０２】
実施例13：Weak D抗原に関するドナー48人の表現型判定。免疫付着法を用いる2つの異な
るクローン抗Dの混合物の使用（図4）
A）試薬
‐抗GPAを連結させたビーズが希釈された、糖をベースとするポリマーおよび低イオン強
度緩衝液で作られた希釈液。ビーズを含むこの希釈液の濃度は0.004％である。
‐抗Dの混合物（クローンESD1およびクローンP3X35）
‐Nanolys
‐EDTA型の抗凝固剤上に収集されたドナー48人の血液試料
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【０３０３】
B）プロトコール：各ドナーについて
　weak D検査のために、拡張された表現型判定に関するプロトコールを実施することがで
きる。
【０３０４】
C）予想される結果：以下の表を参照

【０３０５】
D）得られた結果：
　赤血球に対して特異的な抗体を連結させた磁性ビーズを用いるこの磁化方法で得られた
結果は、ドナーのweak D表現型を判定しうることを明らかに実証することができる。
【０３０６】
実施例14：磁性粒子に対して連結させる抗GPA濃度を低下させることによる検査の感度お
よび特異性の向上
a）JSR Microによるカルボン酸磁性ビーズに対する抗グリコホリンAの連結
　JSR Microによるカルボン酸磁性ビーズ（参照記号：Magnosphere MB100）に対する抗GP
Aの好ましい連結方法は物理的吸着である。
【０３０７】
　検査の特異性および感度を高めるために、用いる抗GPAの濃度はビーズ1mg当たり2μg～
5μgとさまざまであってよく、好ましくは抗GPAビーズ1mg当たり2.5μgである。
【０３０８】
　5mgのカルボン酸磁性ビーズに対する抗GPAの連結は以下の通りに実施する：
‐5mgのカルボン酸磁性粒子（すなわち、10％ w／vのビーズ50μl）を、200μlの 50mM M
ES緩衝液（2-(N-モルホリノ)エタンスルホン酸）、pH6.2中で磁石を用いて2回洗浄する。
‐洗浄段階の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動して液体が
清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐直ちに抗GPAをビーズ1mg当たり2.5μgの濃度で添加する。
‐ボルテックス処理によって十分に混合する。
‐緩徐な傾斜かき混ぜを行いながら室温で2時間、または4℃で24時間インキュベートする
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。
‐チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動して液体が清澄化したところで、
上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石の上に置いてビーズを50mM MES緩衝液 pH6.2で3回洗浄する。
‐洗浄段階の終了時に、0.3Mリン酸緩衝食塩水（PBS）を0.5％ BSA（w／v）とともに含む
ブロッキング緩衝液中にビーズを再懸濁させる。
‐緩徐な傾斜かき混ぜを行いながら室温で2時間インキュベートする。
‐ブロッキング段階の終了時に、チューブを磁石の上に置き、ビーズが磁石の方に移動し
て液体が清澄化したところで、上清をピペットで注意深く除去する。
‐チューブを磁石から取り外して、0.3M PBSを0.1％（w／v）BSAおよび5％（w／v）のsyn
peronic（商標）PE/F68とともに含む保存溶液中にビーズを再懸濁させる。抗GPAを連結さ
せたビーズの安定性を高めるためには、本発明者らは、高濃度のsynperonic（商標）PE/F
68界面活性剤、例えば：5％（w／v）などを用いる貯蔵を好んだ。
【０３０９】
　抗グリコホリンAを連結させたビーズの最終濃度は、保存緩衝液中で1％（w／v）である
。ビーズを使用時まで4℃で貯蔵する。
【０３１０】
B）希釈液中での連結させたビーズの希釈
　ビーズを抗GPAと連結させたところで、これらのものを希釈液LissおよびFicoll（商標
）2％（w／v）中に直接希釈し、続いてそれを粘性溶液またはゲルの上に分配する。希釈
液中のビーズの濃度は0.005％～0.02％でさまざまであってよく、0.007％±0.001％（w／
v）が好ましい。
【０３１１】
実施例15：磁性粒子に対して連結させる抗GPA濃度を低下させることによって感度および
特異性の増加を示すO型赤血球ドナーに対して行った交差適合検査（適合性検査）におけ
る比較試験（図17参照）
　サグマンニトール（sagmannitol）血液バッグに保存したドナーからのO型赤血球を、不
規則性の抗赤血球抗体を含むかもしくは含まない可能性がある患者からの血漿もしくは血
清に対して、または既知の特異性を有する抗血清の複数の異なる希釈物に対して検査する
。
【０３１２】
　この検査は、磁性ビーズと連結させて、最終的な希釈液中に0.007％で希釈した、2つの
異なる抗GPA濃度間での比較試験で構成される。
【０３１３】
　結果は以下に提示されている。
【０３１４】
プロトコール：
　一次チューブドナーから、10μlの濃厚赤血球を1mlの低イオン強度緩衝液中に希釈して
、1％赤血球懸濁液を作る。
【０３１５】
　CrossLys（商標）（2種類のヒト抗グロブリン（抗IgGおよび抗IgM）でコーティングさ
れたプレート）のウェル中に、50μlのNanolys（商標）を積み重ね、続いて抗GPAを連結
させた磁性ビーズを含む50μlのLiss FicollをNanolys（商標）に添加する。1％に希釈し
た15μlの赤血球を添加し、輸血しようとする患者の15μlの血漿または血清を最後に添加
する。プレートを続いて37℃で20分間インキュベートし、続いてマイクロプレートの各ウ
ェルの下に丁度合う磁石のプレートを備えた撹拌機の上に乗せる。磁場の下での最終的な
撹拌は2つのシーケンスで構成される：500rpmで3分間、その後に600rpmで2分間。
【０３１６】
　磁性粒子に対して連結させた抗GPAの2種類の濃度間での比較試験により、連結させる抗
GPAの濃度が低い場合の陽性反応サイズの増大が示される。同時に陰性反応は、この濃度
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である。
【０３１７】
実施例16：高濃度の非イオン性界面活性剤：synperonic（商標）PE/F68とともに貯蔵した
場合の磁性粒子の安定性の増加を示す比較試験
O型赤血球ドナーに対する交差適合検査にて行った試験（図18参照）
　サグマンニトール（sagmannitol）血液バッグに保存したドナーからのO型赤血球を、不
規則性の抗赤血球抗体を含むかもしくは含まない可能性がある患者からの血漿もしくは血
清に対して、または既知の特異性を有する抗血清の複数の異なる希釈物に対して検査する
。
【０３１８】
　この検査は、最終的な溶液中に希釈する前の、連結された磁性粒子の2つの異なる貯蔵
条件間の比較試験で構成される。
【０３１９】
　結果は以下に提示されている。
【０３２０】
プロトコール：
　一次チューブドナーから、10μlの濃厚赤血球を1mlの低イオン強度緩衝液中に希釈して
、1％赤血球懸濁液を作る。
【０３２１】
　CrossLys（商標）（2種類のヒト抗グロブリン（抗IgGおよび抗IgM）でコーティングさ
れたプレート）のウェル中に、50μlのNanolys（商標）を積み重ね、続いて抗GPAを連結
させた磁性ビーズを含む50μlのLiss FicollをNanolys（商標）に添加する。1％に希釈し
た15μlの赤血球を添加し、輸血しようとする患者の15μlの血漿または血清を最後に添加
する。プレートを続いて37℃で20分間インキュベートし、続いてマイクロプレートの各ウ
ェルの下に丁度合う磁石のプレートを備えた撹拌機の上に乗せる。磁場の下での最終的な
撹拌は2つのシーケンスで構成される：500rpmで3分間、その後に600rpmで2分間。
【０３２２】
　これらの2つの貯蔵条件間、すなわち0.5％または5％のsynperonic界面活性剤を用いた
安定性試験により、最終的な溶液中でのそれらの希釈前に5％のsynperonicとともに貯蔵
した場合にビーズのより優れた安定性が示される。5％のsynperonicとともに貯蔵したビ
ーズの場合、37℃では、4℃で貯蔵した同じビーズと陽性反応および陰性反応が同程度で
あることが明らかに実証されている。一方、連結させたビーズを0.5％のみのsynperonic
とともに貯蔵した場合には、37℃ですべての反応の劣化がみられる。
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