
(57)【要約】

　複数のアレルゲンに対する全免疫グロブリンＥと特異

的抗体レベルを定量的に決定する均質免疫分析方法及び

システムであって、比較的少量の血液のサンプリングし

か必要とされない（図２）。本方法は、免疫計測サンド

イッチ手順を用い、好ましくはビオチン－ストレプトア

ビジン信号増幅方法とＲ－フィコエリスリン蛍光ラベル

を用いる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を
同 時 に 測 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 個 体 か ら 約 １ ０ ～ 約 １ ０ ０ μ Ｌ の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る ス テ ッ プ ；
　 （ ｂ ） 該 血 液 サ ン プ ル 又 は そ の 一 部 に つ い て 均 質 免 疫 分 析 を 行 う ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 免
疫 分 析 は ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る こ
と が で き る ； 及 び
　 （ ｃ ） 前 記 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を
同 時 に 測 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 個 体 か ら 約 １ ０ ～ 約 １ ０ ０ μ Ｌ の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る ス テ ッ プ ；
　 （ ｂ ） 該 血 液 サ ン プ ル 又 は そ の 一 部 に つ い て 均 質 免 疫 分 析 を 行 う ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 免
疫 分 析 は ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る こ
と が で き る ； 及 び
　 （ ｃ ） 前 記 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル の 定 量 的 な 測 定
装 置 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 結 合 し た 複 数 の 粒 子 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質
に 懸 濁 し 、 粒 子 と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と の 各 組 み 合 わ せ は 粒 子 と 他 の ア レ ル ゲ ン と の 組 み 合
わ せ か ら 区 別 可 能 で あ る ；
　 （ ｂ ） 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含 む
第 一 の 接 合 体 、 前 記 特 異 的 結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 し 、 該 第 一 の 接 合
体 は １ 分 子 の 抗 ヒ ト 抗 体 に １ ０ ～ ３ ０ 分 子 の 第 一 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が 接 合 し て い る ；
　 （ ｃ ） 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 結 合 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー を
含 む 第 二 の 接 合 体 、 該 第 二 の メ ン バ ー は 蛍 光 体 部 分 と 結 合 し て い る ； を 含 み 、
　 （ ｄ ） 第 一 の 接 合 体 の 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 は 約 １ ： １ ～ 約 １ ： ５ で あ る ；
こ と を 特 徴 と す る 前 記 装 置 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 複 数 の 粒 子 が 約 ５ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載
の 装 置 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 複 数 の 粒 子 が 約 １ ０ ～ 約 ４ ０ の ア レ ル ゲ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載
の 装 置 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 特 異 的 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 特 異 的 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 及 び そ の サ ブ ク ラ ス を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 断 片 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を
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特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 断 片 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 蛍 光 体 が フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置
。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 及 び ア ロ フ ィ コ シ
ア ニ ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ４
に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 フ ィ コ エ リ ス リ ン が Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ６ に 記
載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 が ４ ０ ０ ， ０ ０ ０ か ら 約 １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン ま で の 間 の 分 子 量
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ビ オ チ ン 及 び ジ ゴ キ シ ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ビ オ チ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記
載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 ビ オ チ ン が 抗 ヒ ト 抗 体 に 約 １ ０ ： １ ～ 約 ３ ０ ： １ の モ ル 比 で 接 合 し て い る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 ビ オ チ ン が 抗 ヒ ト 抗 体 に 約 １ ５ ： １ ～ ２ ５ ： １ の モ ル 比 で 接 合 し て い る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 ビ オ チ ン が 抗 ヒ ト 抗 体 に ２ ０ ： １ の モ ル 比 で 接 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
２ ０ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 及 び 抗 ジ ゴ キ シ
ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ３ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 粒 子 の 懸 濁 液 が 約 １ ～ １ ０ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の
装 置 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 さ ら に 、 約 １ ～ 約 ５ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る テ ス ト さ れ る 血 液 サ ン プ ル を 含 む 、 請 求 項 ３ に
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記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル を 同 時 に
検 出 し 、 定 量 化 す る 均 質 免 疫 分 析 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 約 １ ～ 約 ２ ５ μ Ｌ の 体 積 の 血 液 サ ン プ ル を 複 数 の ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 複 数 の 粒
子 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質 に 懸 濁 さ れ て お り 、 粒 子
と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と の 各 組 み 合 わ せ は 、 １ つ 以 上 の ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 血 液
サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 該 粒 子 に 結 合 し て い る 状 態 で 、 粒 子 と 他 の ア
レ ル ゲ ン と の 組 み 合 わ せ か ら 区 別 可 能 で あ る ；
　 （ ｂ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ａ ） か ら の 物 質 を 、 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合
し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 前 記 特 異 的
結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 さ せ る 能 力 を 有 す る ；
　 （ ｃ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｂ ） か ら の 物 質 を 、 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー と 結
合 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 結 合 し た 蛍 光 体 部 分 を 含 む 第 二 の 接 合 体 と 接 触
さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
　 （ ｄ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｃ ） か ら の 物 質 に お け る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 の レ ベ ル
を 、 粒 子 サ ブ セ ッ ト の 蛍 光 放 出 信 号 を 決 定 し 、 同 時 に 蛍 光 体 部 分 の 蛍 光 放 出 信 号 を 測 定 す
る こ と に よ っ て 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ス テ ッ プ （ ａ ） が 該 サ ン プ ル を 約 ５ ～ 約 １ ０ ０ の 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 複 数 の 粒
子 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ス テ ッ プ （ ａ ） が サ ン プ ル を 約 １ ０ ～ 約 ４ ０ の 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 複 数 の 粒 子
と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 抗 体 が 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 抗 体 が 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ と そ の サ ブ ク ラ ス を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２
８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 が ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ン と 結 合 し た 抗 ヒ ト 抗 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 に お け る 抗 ヒ ト 抗 体 の ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ン に 対 す る モ ル 比 が 約 １ ：
１ ０ ～ 約 １ ： ３ ０ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 に お け る 抗 ヒ ト 抗 体 の ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ン に 対 す る モ ル 比 が 約 １ ：
１ ５ ～ 約 １ ： ２ ５ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 に お け る 抗 ヒ ト 抗 体 の ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ン に 対 す る モ ル 比 が １ ： ２
０ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 の 蛍 光 体 部 分 が フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 及 び ア ロ フ ィ コ シ
ア ニ ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ７
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に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 の 該 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
、 及 び 抗 ジ ゴ キ シ ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 の 該 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 が ４ ０ ０ ， ０ ０ ０ と 約 １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン の 間 の 分 子 量 を 有 す
る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 の 該 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 が １ ： １ ～ 約 １ ： ５ で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 複 数 の 粒 子 が 約 １ ～ 約 １ ０ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 該 血 液 サ ン プ ル が 約 １ ～ 約 ５ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 該 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 が 該 血 液 サ ン プ ル を 希 釈 す る こ と な し に 決 定 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 該 血 液 サ ン プ ル が 、 こ の 方 法 で 使 用 す る た め の 血 液 サ ン プ ル を 得 る こ と を 可 能 に す る よ
う に 血 液 採 取 キ ッ ト を 用 意 し 、 皮 膚 を 刺 し て 血 液 を 取 り 、 前 記 血 液 の サ ン プ ル を 採 取 し 、
こ の 方 法 で 使 用 す る た め に サ ン プ ル を 提 出 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 血 液 サ ン プ ル に お け る 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ レ ベ ル を 定 量 的 に 決 定 す る た め の 装 置 で あ っ
て ：
　 （ ａ ） 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 に 結 合 し た 複 数 の 粒 子 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質
に 懸 濁 し て い る ；
　 （ ｂ ） 抗 ヒ ト 抗 体 と 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー を 含 む 第 一 の 接 合 体 、 前 記 特 異 的
結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 す る ；
　 （ ｃ ） フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 と 、 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 特 異 的 に 結
合 し 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー と を 含 む 第 二 の 接 合 体 ； を
含 み
　 （ ｄ ） 該 第 一 の 接 合 体 の 該 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 が 約 １ ： １ ～ 約 １ ： ５ で あ る こ
と を 特 徴 と す る 装 置 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 粒 子 と 結 合 し た 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 粒 子 と 結 合 し た 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 断 片 で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 粒 子 と 結 合 し た 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
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こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 断 片 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 抗 ヒ ト 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 、 及 び ア ロ フ ィ コ
シ ア ニ ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ ６
に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 該 フ ィ コ エ リ ス リ ン が Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ ７ に 記
載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 が ４ ０ ０ ， ０ ０ ０ ～ 約 １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ビ オ チ ン 及 び ジ ゴ キ シ ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ビ オ チ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ０ に
記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 該 ビ オ チ ン は 抗 ヒ ト 抗 体 に 約 １ ０ ： １ ～ 約 ３ ０ ： １ の モ ル 比 で 接 合 し て い る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 該 ビ オ チ ン は 抗 ヒ ト 抗 体 に 約 １ ５ ： １ ～ ２ ５ ： １ の モ ル 比 で 接 合 し て い る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 該 ビ オ チ ン は 抗 ヒ ト 抗 体 に ２ ０ ： １ の モ ル 比 で 接 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
６ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 該 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 及 び 抗 ジ ゴ キ シ
ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 該 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ４ ９ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 粒 子 の 懸 濁 液 が 約 １ ～ ２ ５ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載
の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 さ ら に 、 約 １ ～ 約 ２ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る テ ス ト さ れ る 血 液 サ ン プ ル を 含 む 、 請 求 項 ４ ９
に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ 抗 体 を 検 出 し 定 量 化 す る た め の 均 質 免 疫 分 析 方 法
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で あ っ て ：
　 （ ａ ） 約 ０ ． ５ ～ 約 １ ０ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る 血 液 サ ン プ ル を 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と
結 合 し た 複 数 の 粒 子 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質 に 懸 濁
さ れ て い る ；
　 （ ｂ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ａ ） か ら の 物 質 を 、 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合
さ れ た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 前 記 特 異 的 結 合 ペ ア
は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 す る ；
　 （ ｃ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｂ ） か ら の 物 質 を 、 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー と 結
合 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 結 合 し た 蛍 光 体 部 分 を 含 む 第 二 の 接 合 体 と 接 触
さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
　 （ ｄ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｃ ） か ら の 物 質 中 の 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 の レ ベ ル を 、
該 粒 子 の 蛍 光 放 出 信 号 を 決 定 し 、 同 時 に 該 粒 子 に 結 合 し た 蛍 光 体 部 分 の 蛍 光 放 出 信 号 を 測
定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 が ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ン と 結 合 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 に お け る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 第 一 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 対 す る モ ル 比
が 約 １ ： １ ０ ～ 約 １ ： ３ ０ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 に お け る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 第 一 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 対 す る モ ル 比
が 約 １ ： １ ５ ～ 約 １ ： ２ ５ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 に お け る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 第 一 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 対 す る モ ル 比
が １ ： ２ ０ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 の 蛍 光 体 が フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 及 び ア ロ フ ィ コ シ
ア ニ ン か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ ５
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 該 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 の 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、
又 は 抗 ジ ゴ キ シ ン を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 の 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 該 第 二 の 接 合 体 が ４ ０ ０ ， ０ ０ ０ ～ 約 １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン ま で の 間 の 分 子 量 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 該 第 一 の 接 合 体 の 該 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 が １ ： １ ～ 約 １ ： ５ で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ２ 】
　 該 粒 子 が 約 １ ～ 約 ２ ５ の 体 積 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 該 血 液 サ ン プ ル が １ ～ 約 ５ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 全 Ｉ ｇ Ｅ 濃 度 が サ ン プ ル を 希 釈 す る こ と な く 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 方 法 で 使 用 す る 血 液 サ ン プ ル を 得 る こ と を 可 能 に す る よ う に 血 液 採 取 キ ッ ト を 用 意
し 、 皮 膚 を 刺 し て 血 液 を 取 り 、 前 記 血 液 の サ ン プ ル を 採 取 し 、 前 記 方 法 で 使 用 す る た め に
サ ン プ ル を 提 出 す る こ と に よ っ て 該 血 液 サ ン プ ル が 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６
９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 サ ン プ ル 中 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 存 在 又 は 全 Ｉ ｇ Ｅ に 関 す る テ ス ト の 実 施
及 び 提 供 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 皮 膚 を 刺 し て 血 液 を 吸 引 し 、 前 記 血 液 の サ ン プ ル を 採 取 し 、 該 方 法 で 使 用 す る た
め に 前 記 サ ン プ ル を 提 出 す る こ と に よ り 、 該 方 法 で 使 用 す る 血 液 サ ン プ ル を 個 体 が 提 供 で
き る よ う に す る 血 液 採 取 キ ッ ト を 用 意 す る ス テ ッ プ ；
　 （ ｂ ） ス テ ッ プ （ ａ ） か ら の サ ン プ ル に お け る 特 異 的 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 の 存 在 又
は 全 Ｉ ｇ Ｅ を 検 出 す る 均 質 免 疫 分 析 を 行 う ス テ ッ プ ；
　 （ ｃ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） か ら の 免 疫 分 析 の 結 果 を デ ー タ ベ ー ス に 入 力 す る ス テ ッ プ ； 及 び
　 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｃ ） の デ ー タ ベ ー ス 内 の 免 疫 分 析 の 結 果 へ の ア ク セ ス を グ ロ ー バ ル ・
コ ン ピ ュ ー タ ・ シ ス テ ム の ウ エ ブ サ イ ト 又 は ウ エ ブ ペ ー ジ に よ っ て 該 個 体 に 提 供 す る ス テ
ッ プ ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 へ の ク ロ ス ・ レ フ ァ レ ン ス
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 ６ 日 に 出 願 し た 米 国 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ６ ， ４ ８ ３ 号 の 一 部
継 続 出 願 で あ る 。
発 明 の 背 景
１ ． 　
[０ １ ]　 本 発 明 は 、 ア レ ル ギ ー 診 断 の た め に 血 液 サ ン プ ル か ら の 多 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 す
る 特 異 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 、 又 は 血 液 サ ン プ ル に お け る 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ の レ
ベ ル を 決 定 す る た め の 均 質 免 疫 分 析 方 法 及 び シ ス テ ム に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
２ ． 　
[０ ２ ]　 「 ア レ ル ギ ー 」 と は 、 ア ト ピ ー 又 は 過 敏 症 と 同 義 語 で あ っ て 、 ア レ ル ゲ ン と 呼 ば
れ る い ろ い ろ な 抗 原 物 質 に 対 し て 免 疫 的 に 誘 発 さ れ る 個 体 の 反 応 を 指 す 。 ア レ ル ギ ー が あ
る 人 は 、 吸 入 又 は 嚥 下 さ れ る 花 粉 、 か び 、 ふ け 、 又 は 食 品 か ら の 通 常 は 無 害 な 物 質 、 へ の
曝 露 に 応 答 し て ア レ ル ゲ ン 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 Ｉ ｇ Ｅ と Ｉ ｇ Ｇ 、 を 生 成 す る 。 生 成
さ れ た 抗 体 は 放 出 さ れ て 血 液 中 で 循 環 し 、 と き に は 組 織 の 特 定 細 胞 に 固 着 す る 。 ア レ ル ゲ
ン へ の 曝 露 は 、 一 般 に 即 時 的 な 反 応 又 は 遅 延 し た 反 応 を 生 じ 、 そ れ は い く つ か の よ く 見 ら
れ る 症 状 、 例 え ば 、 く し ゃ み 、 目 の 刺 激 、 鼻 水 、 及 び 肺 や 鼻 の 気 道 の 炎 症 と し て 発 現 す る
。 「 ア レ ル ギ ー 」 と い う 用 語 は ま た 、 一 般 に 、 枯 草 熱 、 鼻 炎 、 湿 疹 、 じ ん ま 疹 、 と 同 義 で
あ り 、 喘 息 の 発 現 と 結 び つ け ら れ る 。 ア レ ル ギ ー の 診 断 に は 、 患 者 の 病 歴 の 検 討 、 理 学 的
検 査 、 そ し て 患 者 の 症 状 が ア レ ル ギ ー に 起 因 す る か ど う か を 決 定 す る 確 認 的 な 診 断 テ ス ト
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を 行 う こ と が 必 要 に な る 。 症 状 の 原 因 が ア レ ル ギ ー で あ る 場 合 、 原 因 に な っ て い る ア レ ル
ゲ ン を 同 定 し な け れ ば な ら な い 。 ア ト ピ ー 又 は ア レ ル ギ ー 疾 患 が あ る 患 者 は １ つ の ア レ ル
ゲ ン に 対 し て だ け 感 受 性 が あ る 場 合 も あ る ； し か し 、 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 し て 感 作 が あ
る と い う の が も っ と 普 通 で あ る 。 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 人 の 反 応 は 、 不 快 （ annoying） 程 度
か ら 、 深 刻 、 さ ら に は 致 死 的 な も の に ま で 及 ぶ 。 し た が っ て 、 あ る 人 に ア レ ル ギ ー が あ る
か ど う か と い う こ と だ け で は な く 、 ア レ ル ギ ー が あ る と し た ら 、 ど ん な ア レ ル ゲ ン に 対 し
て ど れ ほ ど 深 刻 な ア レ ル ギ ー が あ る か を 決 定 し 、 薬 物 治 療 又 は 免 疫 治 療 の 方 法 に よ っ て 曝
露 を 回 避 し た り 、 最 小 に し た り 、 軽 減 し た り で き る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
[０ ３ ]　 確 認 診 断 テ ス ト は 、 in vivo皮 膚 テ ス ト 、 in vivo誘 発 テ ス ト 、 又 は 血 液 サ ン プ ル
か ら の 循 環 す る ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 の 存 在 を 調 べ る in vitroテ ス ト に よ っ て 行 う こ と が
で き る 。 可 能 な 攻 撃 的 ア レ ル ゲ ン の 直 接 吸 入 又 は 嚥 下 に よ る 直 接 誘 発 テ ス ト は 不 快 で あ り
、 危 険 で あ る 可 能 性 も あ り 、 多 数 の ア レ ル ゲ ン に つ い て 同 時 に 行 う こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
[０ ４ ]　 皮 膚 テ ス ト （ 皮 膚 乱 刺 （ prick） テ ス ト 又 は 引 っ か き テ ス ト と も い う ） は 、 ア レ
ル ゲ ン ・ サ ン プ ル を 、 も っ と 一 般 的 に は 多 数 の ア レ ル ゲ ン を 、 皮 膚 を 小 さ な 針 で 引 っ か く
こ と に よ っ て 患 者 の 前 腕 部 又 は 背 中 に 塗 布 し 、 塗 布 さ れ た 皮 膚 の 場 所 に お け る 炎 症 反 応 の
サ イ ズ を 測 定 す る と い う in vivoテ ス ト 方 法 で あ る 。 皮 膚 乱 刺 （ prick） テ ス ト は 、 広 く 用
い ら れ 、 最 適 な 条 件 下 で は 信 頼 性 が 高 い が 、 苦 痛 を 与 え る こ と が あ り 、 技 能 や 解 釈 に よ っ
て 大 き な 差 異 が 生 じ 、 あ る 種 の 薬 を 服 用 し て い る 患 者 や 皮 膚 に 問 題 が あ る 患 者 に は 用 い る
こ と が で き な い 。 さ ら に 、 誘 発 テ ス ト 及 び 皮 膚 乱 刺 in vivo診 断 方 法 は ど ち ら も 、 新 し い
ア レ ル ゲ ン に 対 し て 患 者 を 敏 感 に し 、 極 端 な 場 合 は 攻 撃 的 な ア レ ル ゲ ン へ の 直 接 曝 露 に よ
っ て 生 命 の 危 険 が あ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 誘 発 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
[０ ５ ]　 in vitro診 断 テ ス ト 方 法 は 、 患 者 か ら 得 ら れ る 血 液 サ ン プ ル で 、 ア レ ル ゲ ン 特 異
的 抗 体 の 血 中 レ ベ ル を 直 接 測 定 す る 。 こ の 方 法 は 一 般 に 、 再 現 性 が 高 く 、 そ の 感 度 と 特 異
性 に 関 し て は 良 く 行 わ れ た 皮 膚 乱 刺 テ ス ト と 同 等 で あ り 、 ２ つ の in vivoテ ス ト の い ず れ
か の 使 用 を 妨 げ る 因 子 に よ っ て も 影 響 さ れ る こ と が な く 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 誘 発 し
な い 免 疫 分 析 法 で あ る 。 単 一 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 抗 体 レ ベ ル を 測 定 で き る 免 疫 分 析
法 は ず っ と 前 か ら 用 い ら れ て い る （ Johansson, S.G.O, and Yman, L., In vitro assay f
or immunoglobulin E, Coin. Rev. Allergy 6, 93-109, 1988） 。 そ れ と 異 な り 、 複 数 の
ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ゲ ン 特 異 的 な レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４
， ４ ５ ９ ， ３ ６ ０ 号 、 同 第 ５ ， ０ ８ ２ ， ７ ６ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ア レ ル ギ ー を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 有 用 な 方 法 に な っ て い る 。 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ８ ７ ， １ ８ ８ 号 は 、 サ ン
プ ル 中 の 抗 体 を 常 磁 性 粒 子 と ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し た 化 学 発 光 ア ク リ
ジ ニ ウ ム 化 合 物 を 用 い て 検 出 す る 方 法 を 記 載 し て い る 。 こ の 特 許 に 記 載 さ れ て い る 方 法 は
ア レ ル ゲ ン の 検 出 に 有 用 で あ る と 述 べ ら れ て い る 。 し か し 、 こ の 方 法 は 、 あ る サ ン プ ル に
お け る 単 一 ア レ ル ゲ ン の 検 出 に 限 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
[０ ６ ]　 臨 床 診 断 の 分 野 で は 、 拡 大 し つ つ あ る リ ス ト に 載 っ て い る 臨 床 的 に 関 連 あ る 分 析
物 に つ い て 判 定 す る た め に い ろ い ろ な カ テ ゴ リ ー の 方 法 が 利 用 で き る 。 そ の よ う な カ テ ゴ
リ ー の １ つ が 免 疫 分 析 法 で あ り 、 現 在 、 生 物 サ ン プ ル に お け る い ろ い ろ な 分 析 物 の 存 在 や
濃 度 を 好 適 に か つ 高 い 信 頼 性 で 決 定 す る た め に 用 い ら れ て い る （ The Immunoassay Handbo
ok, Ed. David Wild, M., Stockton Press, 1994） 。 免 疫 分 析 は 、 流 体 中 の 標 的 分 析 物 に
対 す る 特 異 結 合 因 子 を 利 用 す る も の で あ り 、 一 般 に そ の よ う な 結 合 因 子 の 少 な く と も １ つ
が 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 及 び 蛍 光 又 は 化 学 発 光 化 合 物 、 な ど 、 放 射 性 崩 壊 、 酵 素 で 誘
発 さ れ る 色 を 生 ず る 物 質 、 蛍 光 の 発 生 又 は 抑 制 、 化 学 発 光 出 力 、 に よ っ て 測 定 で き る い ろ
い ろ な 化 合 物 で 標 識 さ れ る 。 こ の よ う な 特 異 結 合 因 子 は 、 普 通 、 分 析 物 特 異 的 な 抗 体 （ 免
疫 グ ロ ブ リ ン ） 及 び 抗 体 断 片 、 レ セ プ タ ー 、 レ ク チ ン 、 及 び 遺 伝 子 工 学 又 は 化 学 的 に 設 計
さ れ た 人 工 的 抗 体 を 含 む 。 注 目 す べ き 免 疫 分 析 法 と し て は 、 例 え ば 、 放 射 免 疫 測 定 法 （ Ｒ
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Ｉ Ａ ） 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｚ Ａ ） （ Enzyme Immunoassay, Edward T. Magg
io, CRC Press, 1980） 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ Ｆ Ｉ Ａ ） 、 及 び 化 学 発 光 分 析 法 （ Ｃ Ｌ Ａ ） （ L
uminescent Assays, Perspective in Endocrinology and Clinical Chemistry, Vol. 1, 
Mario Serio and Mario Pazzagli, Raven Press, 1982） 、 （ Bioluminescennce and Chem
iluminescence, Basic Chemistry and Analytical Applications, Marlene, A. DeLuca a
nd William D. McElroy, Academic Press, 1981） 、 （ Journal of Bioluminescence, Vol
. 4, M. Pazzagli, et al., Proceedings of the Vth International Symposium on Biol
uminescence and Chemiluminescence, Wiley, 1989） 、 etc. こ れ ら の 分 析 法 を 実 行 す る
た め の 方 法 の バ リ エ ー シ ョ ン や 装 置 が 多 数 あ っ て 、 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 科 学 文 献 や 特
許 文 献 で 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
[０ ７ ]　 免 疫 分 析 は 、 不 均 質 で あ る か 又 は 均 質 で あ る 。 不 均 質 免 疫 分 析 は 、 分 子 量 が 小 さ
い 分 析 物 に も 大 き い 分 析 物 に も 応 用 さ れ 、 （ 検 出 又 は 決 定 す べ き ） 結 合 し た 物 質 を （ 測 定
の 妨 害 に な る こ と が あ る ） 自 由 な 物 質 か ら 分 離 す る 必 要 が あ る 。 不 均 質 免 疫 分 析 は 、 プ ラ
ス チ ッ ク の マ イ ク ロ タ イ タ ・ プ レ ー ト 、 ビ ー ズ 、 チ ュ ー ブ な ど の 固 体 表 面 又 は ガ ラ ス 、 ナ
イ ロ ン 、 セ ル ロ ー ス な ど の 膜 シ ー ト 、 チ ッ プ 、 ピ ー ス に 固 定 さ れ る 抗 原 又 は 抗 体 を 含 む （
Immobilized Enzymes, Antigens, Antibodies, and Peptide, Howard H. Weetal, Marcel
 Dekker, Inc., 1975） 。 不 均 質 免 疫 分 析 で は 、 固 体 相 に 結 合 し た 抗 原 － 抗 体 錯 体 が 、 溶
液 中 の 未 反 応 の 、 非 特 異 的 な 分 析 物 か ら 一 般 に 遠 心 分 離 、 濾 過 、 沈 殿 、 磁 気 的 分 離 、 又 は
固 体 相 か ら の 流 体 の 吸 い 上 げ な ど に よ っ て 分 離 さ れ 、 そ の 後 固 体 相 に 結 合 し た 抗 原 － 抗 体
錯 体 が 繰 り 返 し 洗 浄 さ れ る 。 特 に 興 味 深 い の は 、 免 疫 計 測 「 サ ン ド イ ッ チ 」 分 析 法 で あ る
（ Immunochemistry of Solid Phase Immunoassay, John E. Butler, CRC Press） 。 こ れ
は ま ず 、 固 定 さ れ た 抗 原 又 は 抗 体 を 生 物 サ ン プ ル か ら の 標 的 分 析 物 と 結 合 さ せ る 必 要 が あ
る 。 固 定 さ れ た ペ ア を 分 離 し 、 そ の 後 繰 り 返 し 洗 浄 し た 後 、 そ の 分 析 物 に 特 異 的 な 二 次 結
合 物 質 が 導 入 さ れ る 。 こ の 二 次 結 合 物 質 は 、 通 常 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍 光 又 は 科 学
発 光 ラ ベ ル （ 標 識 ） と 化 学 的 に 結 合 し て い る 。 典 型 的 な 二 次 結 合 物 質 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
抗 体 、 抗 体 断 片 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 又 は 組 み 換 え 抗 体 で あ る 。 分 析 物 は 、 最 初 の 抗 原
又 は 抗 体 と 標 識 さ れ た 二 次 結 合 物 質 の 間 に 「 サ ン ド イ ッ チ 」 さ れ る 。 未 結 合 の 標 識 さ れ た
二 次 結 合 物 質 を 除 去 す る た め に 、 そ の 後 の 分 離 と 洗 浄 が 必 要 で あ る 。 次 に 、 標 識 さ 結 合 し
た 固 定 さ れ た 錯 体 の 直 接 測 定 又 は 基 質 を 用 い た 間 接 測 定 が 行 わ れ る 。 固 体 相 の 免 疫 分 析 の
実 行 に 精 通 し て い る 人 で あ れ ば 、 こ の 方 法 が 厄 介 で あ り 、 時 間 が か か り 、 固 定 さ れ た 結 合
物 質 及 び 分 析 物 を 分 離 す る た め に 特 別 な 設 備 や 装 置 が 必 要 で あ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
[０ ８ ]　 均 質 分 析 は 、 一 般 に 、 液 層 で の 分 析 方 法 で あ り 、 固 体 物 質 に 固 定 さ れ た 抗 原 又 は
抗 体 を 用 い な い 。 こ の 方 法 は 、 蛍 光 標 識 さ れ た 抗 原 又 は 抗 体 を 使 用 す る こ と が 多 く 、 こ れ
ら が 標 的 の 分 析 物 と 結 合 す る と 、 結 合 し た ペ ア が 空 間 的 に 近 接 し て い る た め に 、 励 起 さ れ
て 蛍 光 を 放 出 し た り 蛍 光 の 放 出 が 停 止 し た り す る 。 均 質 分 析 方 法 は 、 普 通 、 ハ プ テ ン 、 薬
、 ホ ル モ ン 、 ペ プ チ ド な ど の 小 さ な 分 子 を 検 出 す る た め に 開 発 さ れ て き た 。 巨 大 分 子 の 分
析 物 、 例 え ば 、 分 子 量 が ５ ０ ０ ０ を 超 え る タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド は 、 通 常 、 分 析 感 度 が 低
す ぎ る の で 均 質 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ な い 。 タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 均 質 方 法 は 米 国 特
許 第 ５ ， ８ ０ ７ ， ６ ７ ５ 号 で 報 告 さ れ た が 、 両 方 の 結 合 物 質 に 化 学 的 な 修 飾 が 必 要 で あ り
、 し か も 単 一 の 分 析 物 の 検 出 に 限 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
[０ ９ ]　 ア レ ル ギ ー 診 断 の た め に は 、 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ レ ベ ル の 測 定 が 有 用 で あ る が 、
さ ら に 重 要 な の は 、 １ つ 以 上 の ア レ ル ゲ ン が ア レ ル ギ ー 症 状 の 発 現 の 原 因 に な っ て い る 場
合 に 、 一 連 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル を 同 時 に 測 定 で き る 好
適 で 信 頼 性 の 高 い 免 疫 分 析 方 法 が 必 要 で あ る と い う こ と で あ る 。 さ ら に 、 免 疫 分 析 手 順 が
容 易 に 実 行 で き 、 自 動 化 に 適 合 し て い る こ と が 望 ま し い 。 現 在 利 用 で き る in vitroで の 方
法 は 不 均 質 免 疫 分 析 方 法 を 用 い る も の で あ り 、 分 離 と 洗 浄 を 必 要 と し 、 そ の た め 手 間 と 時

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-512091 A 2005.4.28



間 が か か り 、 自 動 化 す る こ と が 難 し い 。 固 体 相 不 均 質 分 析 方 法 の 汎 用 性 と 感 度 を 均 質 プ ロ
ト コ ル の 容 易 さ と 組 み 合 わ せ る こ と が 有 利 に な る で あ ろ う 。 さ ら に 、 一 連 の ア レ ル ゲ ン に
対 す る in vitroア レ ル ギ ー 試 験 を 行 う た め に は 患 者 の 静 脈 血 か ら 相 当 な 量 の サ ン プ ル 、 一
般 に ３ － ５ ミ リ リ ッ ト ル の サ ン プ ル を 採 取 す る 必 要 が あ る 。 実 際 、 患 者 は 血 液 サ ン プ ル を
採 取 し て も ら う と い う 目 的 だ け の た め に 検 査 室 又 は 病 院 に 行 か な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
[１ ０ ]　 免 疫 分 析 の 最 近 の 進 歩 は 、 小 さ な 固 体 相 を 用 い 必 要 な サ ン プ ル の 量 も 少 な い マ イ
ク ロ 技 術 を 導 入 し た 。 一 例 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ８ １ ， １ ８ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る 、 複 数
の 生 体 分 子 の 分 析 と 検 出 を 行 う た め の マ イ ク ロ 免 疫 分 析 法 で あ る 。 こ の 汎 用 タ イ プ の 装 置
は Luminex Corporationに よ っ て Flow Matrix （ 商 標 ） と い う 商 品 名 で 市 販 さ れ て い る 。
こ の テ ク ノ ロ ジ ー は 、 フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー の 手 法 を 組 み 込 み 、 小 さ な ５ ． ６ ミ ク ロ ン
の ポ リ ス チ レ ン ・ ビ ー ズ ・ セ ッ ト を 用 い 、 各 セ ッ ト は 内 部 蛍 光 シ グ ナ チ ャ ー （ signature
） を 含 み 、 複 数 の 分 析 物 の 検 出 を 可 能 に し て い る 。 抗 体 の 特 異 的 レ ベ ル が 循 環 す る 血 液 中
で 低 い 場 合 の in vitroア レ ル ギ ー ・ テ ス ト で は 、 ミ リ リ ッ ト ル あ た り ナ ノ グ ラ ム 以 下 、 又
は ピ コ グ ラ ム と い う レ ベ ル に あ る 抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る た め に は 希 釈 さ れ な い 血 液 又 は
血 清 が 必 要 で あ る 。 現 在 ま で 、 既 存 の in vitroア レ ル ギ ー ・ テ ス ト 方 法 で は 均 質 免 疫 分 析
法 で は な く 不 均 質 免 疫 分 析 方 法 が 用 い ら れ て い る 。 そ れ は 、 希 釈 さ れ な い 血 液 又 は 血 清 は
多 く の 場 合 マ イ ク ロ グ ラ ム ・ レ ベ ル の 自 由 な 又 は 非 特 異 的 （ 全 ） 抗 体 を 含 み 、 そ れ が 均 質
分 析 に よ る 測 定 を 妨 げ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
[１ １ ]　  希 釈 さ れ な い 血 液 又 は 血 清 を 用 い て ミ リ リ ッ ト ル あ た り ナ ノ グ ラ ム 以 下 、 又 は
ピ コ グ ラ ム と い う レ ベ ル の 抗 体 を 測 定 す る 均 質 分 析 方 法 で は 、 希 釈 さ れ な い 血 清 に お け る
自 由 な 又 は 非 特 異 的 な 抗 体 レ ベ ル が ミ リ リ ッ ト ル あ た り マ イ ク ロ グ ラ ム と い う 領 域 に あ る
場 合 に サ ン プ ル 中 の 特 異 的 抗 体 の レ ベ ル が 誤 っ て 低 く 、 又 は 誤 っ て 検 出 不 可 能 な レ ベ ル に
あ る と 示 さ れ る と い う こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 誤 っ た 結 果 は 、 「 フ ッ ク （ hook）
効 果 」 と 呼 ば れ て い る 。 フ ッ ク 効 果 は 、 Robard, D.に よ っ て （ Radioisotopes: 37, (10),
 1988） 、 Immunoassay Handbook (David Wild, M 編 、 Stockton Press, 1994)に お い て 、
ま た American Society for Microbiologyが 刊 行 し た Manual of Clinical Laboratory Imm
unology（ 4 t h  ed., Rose et al. Editors）  (Chapter 2, page 5)、 に 記 載 さ れ て い る 。
こ れ に は 、 量 － 応 答 曲 線 の 高 い 方 の 端 に お け る 分 析 物 の 量 の 予 期 し な い 低 下 が 関 わ っ て お
り 、 そ の た め に 分 析 物 が 大 き く 過 小 評 価 さ れ る 結 果 に な る 。 フ ッ ク 効 果 は 、 生 の 血 清 又 は
血 液 サ ン プ ル 中 の 高 濃 度 の 自 由 な 、 す な わ ち 結 合 し な い 分 析 物 が 二 次 結 合 物 質 に 結 合 し 、
そ の た め に 固 体 相 と 結 合 し た 分 析 物 が 利 用 で き る 二 次 結 合 物 質 が 不 足 す る こ と に よ っ て 起
こ り 、 そ の 結 果 誤 っ た 低 い 信 号 が 生 じ 、 分 析 物 の 濃 度 が 誤 っ て 低 く 示 さ れ る 。 不 均 質 分 析
方 法 は 、 具 体 的 に は 免 疫 計 測 サ ン ド イ ッ チ 分 析 法 は 、 一 般 に そ の 手 順 に 内 在 し て い る 分 離
と 洗 浄 ス テ ッ プ に よ っ て こ の 妨 害 を 回 避 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
[１ ２ ]　 上 記 の 参 照 文 献 は 、 検 査 室 が こ の フ ッ ク 効 果 に 対 処 す る い く つ か の 方 法 を あ げ て
い る 。 あ げ ら れ た 戦 略 の １ つ は 、 こ の 問 題 に 関 す る ス ク リ ー ン と し て 全 て の 患 者 サ ン プ ル
を ２ つ の 希 釈 度 で 試 験 す る と い う こ と で あ る 。 よ り 希 釈 さ れ た サ ン プ ル が 著 し く 高 い 分 析
物 レ ベ ル を 示 し た 場 合 、 検 査 室 は フ ッ ク 効 果 の 可 能 性 を 疑 わ な け れ ば な ら な い 。 そ の 場 合
い ろ い ろ な 希 釈 度 で 試 験 を 行 っ て 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 を 正 確 に 決 定 す る こ
と が で き る 。 こ の や り 方 で は 、 も ち ろ ん 、 あ る 患 者 か ら の サ ン プ ル に つ い て 試 験 を 行 う た
め の 作 業 が 重 複 し 、 時 間 が 長 く か か り 、 コ ス ト も 増 加 す る 。 あ る い は ま た 、 結 合 し た 及 び
結 合 し て い な い 特 異 的 及 び 非 特 異 的 分 析 物 抗 体 の 両 方 と 結 合 す る の に 十 分 な ほ ど 大 量 に 過
剰 な 二 次 結 合 物 質 を 用 い る と い う や り 方 も あ る 。 し か し 、 こ の や り 方 は 、 希 釈 さ れ な い 血
液 中 の 結 合 し て い な い 特 異 的 及 び 非 特 異 的 分 析 物 抗 体 の 濃 度 が 大 き く な り 、 in vitroア レ
ル ギ ー ・ テ ス ト を 行 う の に 普 通 必 要 な 血 清 又 は 血 液 の 量 が 比 較 的 大 き く な り 、 使 用 す る 二
次 結 合 物 質 の コ ス ト が 高 く な る の で 実 用 的 で な い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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[１ ３ ]　 多 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 存 在 を 一 回 の テ ス ト で 同 時 に 検 出 す る た
め の 、 又 は 血 液 サ ン プ ル 中 の 全 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 量 を 決 定 す る た め の 均 質 分 析 方 法 で あ っ て 、
フ ッ ク 効 果 が 発 生 し に く い 方 法 を 提 供 す る こ と は 有 益 で あ ろ う 。 ま た 、 ア レ ル ギ ー の 患 者
か ら の 血 液 サ ン プ ル を テ ス ト す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 が 検 査 室 や 病 院 に 行 く 必 要 が な く 、
ま た こ の テ ス ト の た め に か な り 多 量 の 血 液 を 採 取 す る 必 要 も な い 方 法 を 提 供 す る こ と は 有
益 で あ ろ う 。 こ こ に 記 載 さ れ る 発 明 は 、 そ の よ う な 利 点 、 な ら び に 以 下 の 記 載 か ら 明 ら か
に な る そ の 他 の 利 点 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 要 約
[１ ４ ]　 き わ め て 一 般 的 に 言 う と 、 本 発 明 は 、 ア レ ル ギ ー を 診 断 す る た め に 非 常 に 少 量 の
血 液 サ ン プ リ ン グ を 用 い て 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 の レ ベ ル
を 同 時 に 検 出 し 定 量 化 す る 方 法 及 び シ ス テ ム を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う に 少 量
の 血 液 サ ン プ リ ン グ に よ っ て 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ の レ ベ ル を 検 出 し 定 量 化 す る 方 法 及 び シ
ス テ ム を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
[１ ５ ]　 一 般 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル 中 の ２ 乃 至 役 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す
る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル を 同 時 に 測 定 す る も の で あ っ て 、 こ の 方 法 は ：
　 　 　 　 (a) 個 体 か ら 約 １ ０ 乃 至 約 １ ０ ０ μ Ｌ の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る ス テ ッ プ ；
　 　 　 　 (b) そ の 血 液 サ ン プ ル 又 は そ の 一 部 に 対 し て 均 質 免 疫 分 析 を 行 う ス テ ッ プ 、 こ こ
で 免 疫 分 析 は ２ 乃 至 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る
こ と が で き る ； 及 び
　 　 　 　 (c) 前 記 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る ス テ ッ プ 、
を 含 む 。 本 発 明 の シ ス テ ム は 、 均 質 免 疫 分 析 を 用 い て 複 数 の 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ
ベ ル を 同 時 に 測 定 す る シ ス テ ム で あ っ て 、 前 記 シ ス テ ム は ：
　 　 　 　 (a) ２ 乃 至 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン と 結 合 す る 複 数 の 粒 子 ；
　 　 　 　 (b) 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合 し た （ conjugated） 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 又
は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 （ conjugate） ； 及 び
　 　 　 　 (c) 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 結 合 し た 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ
ー を 含 む 第 二 の 接 合 体 ；
　 　 　 　 を 含 み 、 シ ス テ ム は 均 質 免 疫 分 析 に よ っ て ２ 乃 至 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る
特 異 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル の 同 時 定 量 的 決 定 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
[１ ６ ]　 こ の シ ス テ ム 及 び 方 法 は 、 こ の よ う に 比 較 的 少 量 の 血 液 サ ン プ ル で 複 数 の （ ２ 乃
至 約 １ ０ ０ の ） ア レ ル ゲ ン の 同 時 決 定 を 行 う こ と を 、 初 め て 、 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
[１ ７ ]　 １ つ の 好 ま し い 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル に お け る 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的
免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 同 時 に 検 出 し 決 定 す る た め の 免 疫 分 析 を 含 み ：
[１ ８ ](a) 約 １ 乃 至 約 ２ ５ μ Ｌ 、 好 ま し く は １ － １ ０ μ Ｌ 、 さ ら に 好 ま し く は １ － ５ μ Ｌ
、 の 体 積 の 血 液 サ ン プ ル を 複 数 の ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 複 数 の 粒 子 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
； 該 粒 子 は 約 １ 乃 至 約 ５ ０ μ Ｌ 、 好 ま し く は 約 １ 乃 至 約 １ ０ μ Ｌ 、 の 水 性 媒 質 に 懸 濁 し 、
粒 子 と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と の 各 組 み 合 わ せ は 、 血 液 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 特 異
的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 粒 子 に 結 合 し た １ つ 以 上 の ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 に 結 合 し て い る
状 態 で 、 粒 子 と 他 の ア レ ル ゲ ン の 組 み 合 わ せ か ら 区 別 で き る ；
[１ ９ ] (b) そ の 後 ス テ ッ プ (a)か ら の 物 質 を 、 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合 し
た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 （ conjugate） と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
、 抗 ヒ ト 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 と 結 合 し て い る 状 態 で 前 記 特 異 的 結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号
出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 す る ；
[２ ０ ] (c) そ の 後 、 ス テ ッ プ (b)か ら の 物 質 を 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー と 結 合 し
た 蛍 光 体 部 分 を 含 む 第 二 の 接 合 体 と 、 該 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー が ペ ア の 第 一 の
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メ ン バ ー と 結 合 す る 条 件 の 下 で 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
[２ １ ] (d) そ の 後 ス テ ッ プ (c)の 生 成 物 か ら 放 出 さ れ る 蛍 光 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、 を 含 む
。
【 ０ ０ １ ８ 】
[２ ２ ]　 第 二 の 方 法 は 、 血 液 サ ン プ ル の 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ の レ ベ ル を 検 出 し 定 量 化 す る
均 質 免 疫 分 析 を 含 み 、 そ の 方 法 は ：
[２ ３ ] (a) 約 ０ ． ５ 乃 至 約 １ ０ μ Ｌ 、 好 ま し く は 約 １ 乃 至 約 ５ μ Ｌ 、 さ ら に 好 ま し く は
約 １ 乃 至 約 ２ μ Ｌ 、 の 体 積 を 有 す る 血 液 サ ン プ ル を 、 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と 結 合 し た
複 数 の 粒 子 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 粒 子 は 約 １ 乃 至 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質 に 懸 濁 し て い る
；
[２ ４ ] (b) そ の 後 、 ス テ ッ プ (a)か ら の 物 質 を 、 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合
し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 前 記 特 異 的 結 合 ペ ア は
抗 ヒ ト 抗 体 が 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ に 結 合 し て い る 状 態 で 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力
を 有 す る ；
[２ ５ ] (c) そ の 後 、 ス テ ッ プ (b)か ら の 物 質 を 、 該 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー と 、
該 特 異 的 結 合 の 第 二 の メ ン バ ー が ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 結 合 す る 条 件 の 下 で 接 触 さ せ る
ス テ ッ プ ； 及 び
[２ ６ ] (d) そ の 後 、 ス テ ッ プ (c)の 生 成 物 か ら 放 出 さ れ る 蛍 光 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、 を 含
む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
[２ ７ ]　 同 様 に 、 本 発 明 の １ つ の シ ス テ ム は 血 液 サ ン プ ル に お け る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特
異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｇ ） の 定 量 的 決 定 の た め の シ ス テ ム を 含 み 、 該 シ ス
テ ム は ：
[２ ８ ] (a) 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 結 合 し た 複 数 の 粒 子 、 該 粒 子 は 約 １ 乃 至 約 ５ ０ μ Ｌ の 水
性 媒 質 に 懸 濁 し 、 粒 子 と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と の 各 組 み 合 わ せ は 、 粒 子 と 他 の ア レ ル ゲ ン と
の 組 み 合 わ せ か ら 区 別 で き る ；
[２ ９ ] (b) 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を
含 む 第 一 の 接 合 体 、 前 記 特 異 的 結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 し 、 該 第 一 の
接 合 体 は 抗 ヒ ト 抗 体 の １ 分 子 に 接 合 し た １ ０ 乃 至 ３ ０ 分 子 、 好 ま し く は １ ５ 乃 至 ２ ５ 分 子
の 第 一 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー を 有 す る ；
[３ ０ ] (c) 該 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 特 異 的 に 結 合 し た 第 二 の メ ン バ ー を 含
む 第 二 の 接 合 体 、 第 二 の 接 合 体 は 蛍 光 体 部 分 と 結 合 し て い る ； を 含 み
[３ １ ] (d) 第 一 の 接 合 体 の 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 が 約 １ ： １ 乃 至 約 １ ： ５ ， 好 ま
し く は 約 １ ： １ 乃 至 約 １ ： ２ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
[３ ２ ]　 本 発 明 は さ ら に 、 血 液 サ ン プ ル 中 の 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ レ ベ ル を 定 量 的 に 決 定 す
る た め の シ ス テ ム を 含 み 、 該 シ ス テ ム は ：
[３ ３ ] (a) 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 と 結 合 し た 複 数 の 粒 子 、 該 粒 子 は 約 １ 乃 至 約 ５ ０ μ Ｌ の 水
性 媒 質 に 懸 濁 し て い る ；
[３ ４ ] (b) 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 含 む 第 一 の
接 合 体 、 該 特 異 的 結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 し 、 該 第 一 の 接 合 体 は 抗 ヒ
ト 抗 体 の １ 分 子 に 接 合 し た １ ０ 乃 至 ３ ０ 分 子 、 好 ま し く は １ ５ 乃 至 ２ ５ 分 子 の 第 一 の 結 合
ペ ア ・ メ ン バ ー を 有 す る ；
[３ ５ ] (c) フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 と 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 特 異 的 に
結 合 し た 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー を 含 む 第 二 の 接 合 体 ； を 含 み
[３ ６ ] (d) 第 一 の 接 合 体 の 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 が 約 １ ： １ 乃 至 約 １ ： ５ ， 好 ま
し く は 約 １ ： １ 乃 至 約 １ ： ２ で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
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[３ ９ ]　 本 発 明 は 、 ア レ ル ギ ー 診 断 の た め の 、 個 体 の 血 液 サ ン プ ル 中 の ア レ ル ゲ ン に 対 す
る 特 異 的 抗 体 を 検 出 し 定 量 化 す る 方 法 及 び シ ス テ ム に 関 す る 。 こ れ ま で 、 ア レ ル ギ ー の in
 vitroテ ス ト で は 、 ア レ ル ゲ ン の 組 に つ い て の テ ス ト を 可 能 に す る よ う な 静 脈 か ら の 血 液
サ ン プ ル 採 取 を 必 要 と す る 免 疫 分 析 方 法 を 用 い て い る 。 普 通 、 ５ つ 以 上 の ア レ ル ゲ ン の 組
に つ い て 特 異 的 抗 体 の レ ベ ル を 決 定 す る た め に 、 現 在 の 方 法 で 必 要 な サ ン プ ル の 量 は 血 液
で １ 乃 至 ３ ミ リ リ ッ ト ル に な る 。 こ の よ う な 従 来 技 術 に 比 べ て 、 本 発 明 は 必 要 な サ ン プ ル
の 体 積 を １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 以 下 に 制 限 し 、 そ れ を 用 い て ２ つ 以 上 の ア レ ル ゲ ン 、 好 ま
し く は １ ０ ， ２ ０ ， ４ ０ 以 上 の ア レ ル ゲ ン 、 を テ ス ト す る こ と が で き る 。 必 要 な サ ン プ ル
の 量 は 十 分 に 小 さ く 、 遠 隔 の 場 所 で 指 に 刺 す 針 を 用 い て 個 人 が 採 取 で き る 程 度 で あ る 。 本
発 明 に よ っ て 、 医 院 、 病 院 の 検 査 室 、 又 は 臨 床 検 査 機 関 に お け る 静 脈 採 血 手 順 に よ っ て 血
液 サ ン プ ル を 採 取 す る 必 要 が な く な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
[４ ０ ]　 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 血 液 を テ ス ト す べ き 人 に 対 し て 、 血 液 サ
ン プ ル を 採 取 し 、 郵 送 そ の 他 の 仕 方 で 提 出 す る た め の キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 キ ッ ト に は 、
普 通 、 指 又 は 他 の 体 部 分 の 皮 膚 に 針 を 刺 し て あ る 量 の 血 液 を 採 取 す る た め の 器 具 （ 例 え ば
、 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ッ ク 」 又 は 「 フ ィ ン ガ ー ス テ ィ ッ ク 」 装 置 ） 、 針 を 刺 す 部 分 を 清 潔 に
す る た め の ア ル コ ー ル そ の 他 の 消 毒 用 綿 棒 、 血 液 を 入 れ て 密 封 す る バ イ ア ル そ の 他 の 容 器
、 そ し て テ ス ト す る 検 査 機 関 に 血 液 サ ン プ ル を 郵 送 す る た め の 適 当 な 容 器 、 が 含 ま れ る 。
キ ッ ト は ま た 、 そ の 他 の 品 、 例 え ば 、 傷 を 保 護 す る 接 着 剤 、 説 明 書 、 及 び 個 人 識 別 ナ ン バ
ー 付 き の サ ン プ ル 用 ラ ベ ル （ 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｎ ） 、 な ど も 含 め る こ と が で き る 。 い ず れ に し
て も 、 こ の キ ッ ト の 形 や 内 容 の 細 か い 点 は 、 検 査 機 関 の 希 望 に 応 じ て 変 え る こ と が で き 、
本 発 明 の 一 部 を 成 す も の で は な い 。 こ の よ う な キ ッ ト の い ろ い ろ な 成 分 は 、 い ろ い ろ な 目
的 で の 血 液 の 採 取 及 び ／ 又 は テ ス ト （ 例 え ば 、 家 庭 で の テ ス ト ） の た め に 容 易 に 入 手 で き
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
[４ １ ]　 さ ら に 、 医 院 や 検 査 機 関 へ 行 か ず に 個 人 が 血 液 サ ン プ ル を 提 供 で き る と い う こ と
は 、 本 発 明 を 限 定 す る 特 徴 で は な く 、 単 に そ の 利 点 で あ る に す ぎ な い 。 血 液 サ ン プ ル は 、
医 院 へ 外 来 で 来 た と き に 採 取 し 、 検 査 機 関 に 提 出 し て テ ス ト す る こ と も で き る 。 こ の よ う
な 場 合 に も 、 本 発 明 の 他 の 利 点 、 例 え ば 、 希 釈 す る こ と な し に 及 び ／ 又 は テ ス ト の 重 複 な
し に 少 量 の サ ン プ ル を テ ス ト で き る こ と 、 は 生 か さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
[４ ２ ]　 こ の よ う に 限 ら れ た サ ン プ ル 量 を 用 い る こ と で 、 分 析 の 際 に 大 量 の 自 由 な Ｉ ｇ Ｅ
が 存 在 す る こ と が 回 避 さ れ 、 結 果 的 に ア レ ル ギ ー の in vitroテ ス ト で 均 質 分 析 の 障 害 に な
っ て い た フ ッ ク 効 果 が 回 避 さ れ る 。 ア レ ル ギ ー を 診 断 す る た め の in vitroテ ス ト 方 法 で は
、 こ れ ま で 不 均 質 免 疫 分 析 方 法 を 用 い て お り 、 も っ と 一 般 に 、 二 点 （ two site） 免 疫 計 測
サ ン ド イ ッ チ 分 析 法 を 用 い て お り 、 分 離 と 洗 浄 の ス テ ッ プ を 実 行 す る 必 要 が あ っ た 。 ま た
、 こ の 方 法 で は 、 １ ０ - 9 乃 至 １ ０ - 1 2 と い う モ ル ・ レ ベ ル 又 は ナ ノ グ ラ ム ／ ｍ Ｌ 乃 至 ピ コ
グ ラ ム ／ ｍ Ｌ と い う 低 い 特 異 的 抗 体 の 血 中 循 環 レ ベ ル を 測 定 す る た め に 必 要 な 感 度 を 達 成
す る た め に は 、 生 の （ neat） 血 清 、 血 漿 、 又 は 血 液 サ ン プ ル が 必 要 で あ る 。 ア レ ル ギ ー の
あ る 人 の 生 の 血 液 サ ン プ ル に は 一 般 に 高 レ ベ ル の 特 異 的 抗 体 及 び 非 特 異 的 抗 体 が 存 在 し 、
こ れ ら の 分 析 で 高 い 量 （ high dose） で の フ ッ ク 効 果 が 発 生 す る た め に 、 均 質 分 析 は こ れ
ま で 用 い ら れ な か っ た 。 本 発 明 は 、 固 体 相 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 分 析 法 を 均 質 分 析 形 式 と 組 み
合 わ せ た 分 析 方 法 を 提 供 し 、 物 質 の 分 離 、 洗 浄 、 な ど の 必 要 が な く 、 サ ン プ ル 希 釈 の 必 要
も な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
[４ ３ ]　 こ の 分 析 方 法 は 、 ア レ ル ギ ー 診 断 で 不 可 欠 の 、 そ し て 既 知 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る
ア レ ル ギ ー 応 答 の 度 合 い 又 は 強 さ の 判 定 に 関 し て 本 質 的 に 重 要 な 全 Ｉ ｇ Ｅ の レ ベ ル 及 び 特
異 的 抗 体 の レ ベ ル を 定 量 化 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
[４ ４ ]　 こ の 方 法 を 実 行 し 、 本 発 明 で 用 い る シ ス テ ム を 構 成 す る た め の 予 備 ス テ ッ プ は 、
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複 数 の ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 複 数 の 固 体 粒 子 を 調 製 し 寄 せ 集 め て 、 例 え ば 、 あ る 個 人 の ア
レ ル ギ ー 症 状 が １ つ 以 上 の 調 べ て い る ア レ ル ゲ ン に よ っ て 起 こ っ て い る か ど う か を 決 定 す
る た め に テ ス ト す べ き ア レ ル ゲ ン の 組 （ panel） を 用 意 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
[４ ５ ]　 粒 子 と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン の 各 組 み 合 わ せ は 、 粒 子 と 他 の ア レ ル ゲ ン と の 組 み 合 わ
せ か ら 区 別 可 能 で あ る 。 特 異 的 ア レ ル ゲ ン は 、 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 法 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ っ て 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 断 片 、 組
み 換 え タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 、 か ら 成 る 。 ア レ ル ゲ ン の ミ ッ ク ス 、 例 え ば
、 ２ つ 以 上 の 草 、 木 、 又 は 食 品 、 も 利 用 で き る 。 粒 子 と い ろ い ろ な ア レ ル ゲ ン の 組 み 合 わ
せ を 区 別 す る 能 力 は 異 な る タ イ プ の 複 数 の 粒 子 を 用 意 す る こ と に よ っ て 実 現 さ れ る 。 す な
わ ち 、 粒 子 は サ ブ セ ッ ト （ 部 分 集 合 ） に 分 け ら れ 、 各 サ ブ セ ッ ト は 特 定 の 性 質 、 特 徴 （ 単
数 又 は 複 数 ） に よ っ て 他 の サ ブ セ ッ ト か ら 区 別 で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ８ １ ，
１ ８ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 粒 子 は サ ブ セ ッ ト に 分 け ら れ 、 各 サ ブ セ ッ ト は 内 部 又
は 表 面 に 組 み 込 ま れ た 蛍 光 体 又 は 蛍 光 体 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 得 ら れ る 特 定 の 色 又 は 放 出
ス ペ ク ト ル に よ っ て 区 別 で き る よ う に す る こ と が で き る 。 粒 子 の 各 サ ブ セ ッ ト は 特 異 的 ア
レ ル ゲ ン と 結 合 し 、 粒 子 と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン の 組 み 合 わ せ は 、 問 題 の 粒 子 又 は ビ ー ズ を 用
い ら れ る 他 の 粒 子 又 は ビ ー ズ か ら 区 別 す る 具 体 的 な 特 徴 （ 単 数 又 は 複 数 ） に よ っ て 粒 子 と
他 の ア レ ル ゲ ン の 組 み 合 わ せ か ら 区 別 で き る 。 ア レ ル ゲ ン と ビ ー ズ 又 は 粒 子 と の 結 合 は 、
当 業 者 に は 周 知 で あ り 特 許 や 科 学 文 献 に 記 載 さ れ て い る 共 有 結 合 又 は 吸 着 法 に よ っ て 達 成
さ れ る （ 例 え ば 、 Immunochemistry of Solid Phase Immunoassay, John E. Butler, CRC 
Press, 1991, 及 び Immobilized Enzymes, Antigens, Antibodies, and Peptides, Ed. By
 Howard H. Weetal, Marcel Dekker, Inc., New York, 1975, を 見 よ ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
[４ ６ ]　 粒 子 そ の も の は 普 通 、 球 形 で あ り （ す な わ ち 、 「 ビ ー ズ 又 は マ イ ク ロ ス フ ェ ア 」
） 、 表 面 は 粗 い 又 は な め ら か で あ り 、 当 業 者 に 公 知 の 仕 方 で 調 製 さ れ る 。 粒 子 は 、 い ろ い
ろ な 材 料 か ら 作 ら れ る が 、 通 常 、 非 多 孔 質 の ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス 、 又 は そ
の 他 の 高 分 子 材 料 か ら 作 ら れ 、 一 般 に 直 径 が ０ ． ０ ５ ミ ク ロ ン 乃 至 ９ ０ ミ ク ロ ン 、 好 ま し
く は 直 径 が ０ ． ５ ミ ク ロ ン 乃 至 １ ０ ミ ク ロ ン 、 で あ り 、 密 度 は 約 １ 乃 至 ２ ｇ ／ ｍ Ｌ の 範 囲
に あ り 、 好 ま し く は 水 の 密 度 に 近 い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
[４ ７ ]　 粒 子 ／ ア レ ル ゲ ン の 組 み 合 わ せ は 、 タ ン パ ク 質 安 定 剤 と 静 菌 剤 を 含 む 緩 衝 溶 液 に
貯 蔵 し て 、 必 要 に 応 じ て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
[４ ８ ]　 個 々 の ア レ ル ゲ ン ／ 粒 子 組 み 合 わ せ の サ ブ セ ッ ト を 調 製 し た ら 、 そ の サ ブ セ ッ ト
を 単 独 で 使 用 す る こ と も で き る し 、 一 緒 に 混 合 し て 粒 子 と 結 合 し た ア レ ル ゲ ン の 単 一 集 合
体 を 形 成 す る こ と も で き る 。 こ れ を 分 析 を 行 う 前 に 実 行 し て 、 一 般 的 に 使 用 す る た め に 予
め 集 め ら れ た ア レ ル ゲ ン の 組 と し て 用 意 す る こ と も で き る し 、 例 え ば 、 何 人 か の 患 者 の 地
理 的 な 場 所 や 環 境 に 合 わ せ て １ つ 以 上 の 分 析 を 構 成 す る こ と が 望 ま し い 場 合 に は 、 個 々 の
分 析 の 度 毎 に 実 行 す る こ と も で き る 。 粒 子 の 濃 度 は 従 来 の 計 数 装 置 を 用 い て 測 定 し 調 整 す
る こ と が で き 、 分 析 の た め に 所 望 の 数 の 粒 子 を 取 り 分 け る （ aliquot） こ と が で き る 。 懸
濁 液 中 の 粒 子 の 数 は 限 定 さ れ た 量 で 限 定 さ れ た 体 積 に あ る こ と が 、 分 析 の 感 度 、 ス ピ ー ド
、 及 び 自 動 化 さ れ た 微 量 分 析 形 式 へ の 適 合 性 （ 自 動 化 さ れ た 分 析 を 用 い る 場 合 ） を 確 保 す
る た め に 好 ま し い 。 懸 濁 液 中 の 粒 子 は 、 密 度 が 水 の 密 度 に 近 く 、 分 子 運 動 及 び 分 子 接 触 を
可 能 に し 、 か つ 微 量 分 析 形 式 に 適 合 す る の に 十 分 な 体 積 の 緩 衝 又 は 水 性 媒 質 に 懸 濁 さ れ な
け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
[４ ９ ]　 テ ス ト の た め の 組 は 、 全 体 で 、 少 な く て ２ つ 、 好 ま し く は 少 な く て ５ つ 、 か ら 約
１ ０ ０ ま で の 特 異 的 ア レ ル ゲ ン 又 は ア レ ル ゲ ン の 混 合 を 含 む こ と が で き る ； し か し 、 １ ０
か ら ４ ０ ま で の ア レ ル ゲ ン の 組 が よ く 用 い ら れ る 。 各 テ ス ト で サ ン プ ル は 、 粒 子 と 結 合 し
た ア レ ル ゲ ン 又 は ア レ ル ゲ ン の 混 合 の 各 セ ッ ト に 約 １ ０ ０ ０ 乃 至 約 ４ ０ ０ ０ の 粒 子 を 、 好
ま し く は 小 さ な 体 積 に 、 例 え ば 、 約 １ 乃 至 約 ５ ０ μ Ｌ と い う 体 積 、 好 ま し く は 約 ５ ～ ２ ５
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μ Ｌ と い う 体 積 に 含 む 懸 濁 液 に 加 え ら れ る こ と が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 １ ０ の
ア レ ル ゲ ン の 組 に つ い て の テ ス ト は 、 ５ ～ ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 緩 衝 溶 液 に 約 １ ０ ， ０
０ ０ の 粒 子 を 含 む 。 同 様 に 、 ２ ０ ア レ ル ゲ ン の 組 に つ い て の テ ス ト は 、 ５ ～ ２ ０ マ イ ク ロ
リ ッ ト ル の 体 積 に 約 ２ ０ ， ０ ０ ０ の 粒 子 を 組 み 込 む こ と に な る 。 分 析 に お け る 粒 子 の 数 を
増 や す こ と は 、 粒 子 を 同 定 し 、 読 み 取 る た め に 必 要 な 時 間 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
[５ ０ ]　 こ う し て 調 製 さ れ た 粒 子 に 、 個 人 の 血 液 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 。 血 液 サ ン プ ル は
、 体 積 が 約 １ 乃 至 約 ２ ５ μ Ｌ 、 好 ま し く は 約 １ 乃 至 約 １ ０ μ Ｌ 、 最 も 好 ま し く は 約 １ 乃 至
約 ５ μ Ｌ で あ る 。 抗 原 又 は 抗 体 と 分 析 物 の 結 合 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 、 例 え ば 、 時 間
、 温 度 、 ｐ Ｈ 、 反 応 物 質 の イ オ ン 強 度 な ど 、 に よ っ て 影 響 さ れ る こ と は 当 業 者 に 認 識 さ れ
て お り 、 分 析 の 条 件 は 当 業 者 に 公 知 の 仕 方 で 、 テ ス ト の 感 度 と 特 異 性 を 最 適 化 す る よ う に
、 一 般 に 手 順 を 実 行 す る 容 易 さ と 自 動 化 へ の 適 合 性 に 合 う よ う に 選 択 さ れ る 。 一 般 に 、 こ
の 条 件 は 、 約 １ ８ 乃 至 ３ ７ ℃ の 範 囲 の 温 度 、 好 ま し く は 約 １ ８ 乃 至 ２ ５ ℃ の 範 囲 の 周 囲 温
度 、 及 び 約 １ ５ 分 乃 至 約 ２ ４ 時 間 、 好 ま し く は １ 時 間 以 下 の 時 間 を 含 む 。 最 初 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 段 階 で 、 個 人 血 液 サ ン プ ル か ら の 特 異 的 抗 体 は 粒 子 上 の 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と 通
常 の 抗 原 － 抗 体 結 合 力 に よ っ て 結 合 す る 。 懸 濁 液 は 自 由 な 特 異 的 抗 体 と 自 由 な 非 特 異 的 抗
体 の 両 方 、 並 び に 粒 子 に 結 合 し た 特 異 的 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
[５ １ ]　 血 液 サ ン プ ル に お け る 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 の 決 定 で は 、 粒 子 に 結 合 し た 抗 ヒ ト
抗 体 に 個 人 の サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 。 サ ン プ ル は 、 体 積 が 約 ０ ． ５ 乃 至 約 １ ０ μ Ｌ 、 好 ま
し く は 約 １ 乃 至 約 ５ μ Ｌ 、 最 も 好 ま し く は 約 １ 乃 至 約 ２ μ Ｌ 、 で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 時 間 及 び 条 件 は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の あ る 実 施 の 形 態 で は
、 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン の テ ス ト で は 、 ４ ８ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の レ ベ ル ま で の 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
[５ ２ ]　 次 に 、 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー と 結 合 し た 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ な ど 、 特 異 的
分 析 物 に 対 す る 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 が 、 順 次 混 合 物 に 加 え ら れ る 。 反 応 媒 質 及 び サ ン
プ ル か ら の 固 体 相 粒 子 の 分 離 は 必 要 な い 。 特 異 的 結 合 ペ ア は 、 互 い に 対 す る 結 合 特 異 性 が
あ る 分 子 の ペ ア で あ る 。 特 異 的 結 合 ペ ア の タ イ プ の 例 と し て は 、 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 、 ビ
オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ン － 抗 ジ ゴ キ シ ン 、 ホ モ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ ポ リ
（ ｄ Ａ ） － （ ｄ Ｔ ） （ 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ４ ５ ， ５ １ ３ 号 に 記 載 ） な ど が あ げ ら れ る 。 ビ オ
チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 特 異 的 結 合 ペ ア は 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で あ る 。 あ る 好
ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 複 数 の 特 異 的 結 合 ペ ア の 一 方 の メ ン バ ー （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ） が
抗 体 （ 例 え ば 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ ） に 結 合 （ 接 合 ） さ れ る 。 以 下 で 述 べ る よ う に 、 そ の 特 異 的
結 合 ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー 、 例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 は 蛍 光 ラ ベ ル 又 は 蛍 光 体 部 分 に
結 合 さ れ る 。 抗 体 に 接 合 さ れ た 複 数 の ビ オ チ ン と の 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー の 結
合 は 蛍 光 信 号 を 増 幅 し て 分 析 感 度 を 高 め る 。 抗 体 の ビ オ チ ン 化 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。 普 通 、 商 業 的 に 入 手 し た 又 は 調 製 し た 抗 体 － ビ オ チ ン 接 合 体 は
、 １ 抗 体 分 子 あ た り ５ 乃 至 １ ０ ビ オ チ ン 分 子 を 含 む 。 こ の 好 ま し い 形 態 で は 、 最 適 の 分 析
感 度 は 、 １ 抗 体 分 子 あ た り 約 １ ０ 乃 至 約 ３ ０ ビ オ チ ン 分 子 、 好 ま し く は １ 抗 体 分 子 あ た り
約 １ ５ ～ ２ ５ ビ オ チ ン 分 子 、 が 結 合 し た と き に 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
[５ ３ ]　 繰 り 返 し に な る が 、 抗 原 又 は 抗 体 と 分 析 物 の 結 合 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 、 例
え ば 、 時 間 、 温 度 、 ｐ Ｈ 、 反 応 物 質 の イ オ ン 強 度 な ど 、 に よ っ て 影 響 さ れ る こ と は 当 業 者
に 認 識 さ れ て お り 、 分 析 の 条 件 は 当 業 者 に 公 知 の 仕 方 で 、 テ ス ト の 感 度 と 特 異 性 を 最 適 化
す る よ う に 、 一 般 に 手 順 を 実 行 す る 容 易 さ と 自 動 化 へ の 適 合 性 に 合 わ せ て 選 択 さ れ る 。 一
般 に 、 こ の 条 件 は 、 約 １ ８ 乃 至 ３ ７ ℃ の 範 囲 の 温 度 、 好 ま し く は 約 １ ８ 乃 至 約 ２ ５ ℃ の 範
囲 の 周 囲 温 度 、 及 び 約 １ ５ 分 乃 至 約 ２ ４ 時 間 、 好 ま し く は １ 時 間 以 下 の 時 間 を 含 む 。 二 次
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 で 、 第 二 の 結 合 物 質 は 通 常 の 抗 原 － 抗 体 結 合 力 に よ っ て 分 析 物 －
粒 子 複 合 体 に 結 合 す る 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
[５ ４ ]　 接 合 体 の 選 択 は 、 分 析 の 性 能 と 感 度 を 高 め る 目 的 で 、 １ ０ - 9 乃 至 １ ０ - 1 2 モ ル 領
域 で 蛍 光 の 消 滅 と フ ッ ク 効 果 を 引 き 起 こ さ な い よ う に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
[５ ５ ]　 粒 子 及 び サ ン プ ル と 第 一 の 接 合 体 の 混 合 物 と の 適 当 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の
後 、 蛍 光 体 と 接 合 さ れ た 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー を 含 む 第 二 の 接 合 体 が こ の 混 合
物 に 加 え ら れ る 。 第 二 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー は 、 好 ま し く は ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 、 最 も 好 ま し く は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 で あ る が 、 上 述 の よ う に 、 抗 ジ ゴ キ シ ン 又 は
米 国 特 許 第 ６ ， ２ ４ ５ ， ５ １ ３ 号 に 記 載 さ れ た 物 質 で あ っ て も よ い 。 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン へ の 蛍 光 ラ ベ ル の 共 有 結 合 に よ る 付 着 は 、 特 許 及 び 科 学 文 献 に す で に 記 載 さ
れ た い ろ い ろ な 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る （ Haugland, R. P., Bhalagat, M. K., Pr
eparation of avidin conjugates, Methods Mol. Biol. 1998; 80:185-96） 。 典 型 的 な 蛍
光 部 分 は 、 前 出 の Manual of Clinical Laboratory Immunology, の Chapter 3に 記 載 さ れ
て い る 。 あ る い は 又 、 接 合 体 は 商 業 的 な 源 か ら 入 手 す る こ と も で き る 。 蛍 光 染 料 、 例 え ば
、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ア リ ー ル ス ル フ ォ ネ ー ト ・ シ ア ニ ン 染 料 、 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質
染 料 、 bodipy染 料 な ど 、 を 用 い て も よ い 。 粒 子 サ ブ セ ッ ト が 組 み 込 ま れ た 蛍 光 色 素 に よ っ
て 互 い に 区 別 さ れ る 場 合 、 接 合 体 で 用 い る 染 料 は 、 蛍 光 放 出 が 粒 子 サ ブ セ ッ ト の 放 出 ス ペ
ク ト ル と は っ き り 異 な っ て い て そ れ を 妨 害 し な い よ う に 選 ば れ る 。 好 ま し い タ イ プ の 蛍 光
物 質 は 、 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 と し て 知 ら れ て い る 化 合 物 の ク ラ ス 、 具 体 的 に は フ ィ
コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 最 も 好 ま し く は フ ィ コ エ リ ス リ ン
、 で あ る 。 フ ィ コ エ リ ス リ ン 接 合 体 は 、 対 応 す る フ ル オ ロ セ イ ン 接 合 体 の 感 度 よ り も 感 度
が ５ 倍 か ら １ ０ 倍 高 く 、 量 子 収 量 が ０ ． ９ ８ に 達 し 、 吸 光 係 数 が ２ ． ４ ０ 百 万 （ ｃ ｍ - 1 Ｍ
- 1 ） に 達 す る 。 こ れ ら の う ち 最 も 好 ま し い の は Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る 。 第 二 の 接 合
体 で 、 第 二 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 対 す る 蛍 光 染 料 の モ ル 比 は 約 １ ： １ か ら 約 ５ 強 ： １ ０
ま で の 範 囲 に あ り 、 分 子 量 は 約 ３ ０ ０ ， ０ ０ ０ 乃 至 約 ３ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン 以 上 の
範 囲 に あ る 。 第 二 の 接 合 体 の 好 ま し い 分 子 量 は 、 一 般 に 、 約 ４ ０ ０ ， ０ ０ ０ 乃 至 約 １ ， ０
０ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
[５ ６ ]　 物 質 は 、 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が 結 合 す る の に 好 適 な 条 件 の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ る 。 当 業 者 に 知 ら れ て い る よ う に 、 こ の 条 件 は 普 通 、 約 １ ８ ℃ か ら 約 ４ ５ ℃ ま で 、 好 ま
し く は 約 １ ８ ℃ か ら 約 ２ ５ ℃ ま で 、 と い う 温 度 、 及 び 約 １ ５ 分 か ら 約 ２ ４ 時 間 ま で 、 好 ま
し く は 約 １ ５ 分 か ら 約 ３ 時 間 ま で 、 と い う 時 間 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
[５ ７ ]　 こ の プ ロ セ ス 全 体 で 、 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 は 第 一 及 び 第 二 の 結 合 パ ー ト ナ ー に
よ っ て 、 そ し て 抗 体 の 分 析 物 抗 原 へ の 結 合 に よ っ て 粒 子 に 結 合 す る 。 選 ば れ た 蛍 光 ラ ベ ル
を 励 起 さ せ る よ う に 選 択 さ れ た 波 長 を 有 す る 励 起 エ ネ ル ギ ー を 印 加 す る こ と に よ っ て そ れ
ら が 検 出 、 測 定 さ れ る 。 発 生 さ れ る 放 出 ス ペ ク ト ル は 粒 子 に 組 み 込 ま れ て い る 放 出 ス ペ ク
ト ル と は 異 な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
[５ ８ ]　 本 発 明 の 方 法 全 体 の 重 要 な 特 徴 は 、 サ ン プ ル の 希 釈 な し に 免 疫 分 析 を 行 う こ と が
で き る と い う こ と で あ る 。 さ ら に 、 小 さ な 体 積 の サ ン プ ル を 使 用 で き る よ う に し た こ と に
よ り 、 固 体 相 粒 子 に よ る 均 質 分 析 の 形 が 、 適 当 な 分 析 範 囲 と 感 度 で 可 能 に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
[５ ９ ]　 特 異 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 析 と 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 析 の 両 方 に 適 用 さ れ る 本 発 明 の あ
る 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル を 提 出 し た 人 又 は 彼 又 は 彼 女 の 許 可 に よ っ て 行 動 す る 別 の 人
は 、 イ ン タ ー ネ ッ ト に よ っ て 、 又 は 同 様 な 全 世 界 的 な コ ン ピ ュ ー タ ー ・ シ ス テ ム に よ っ て
、 例 え ば 、 ウ エ ブ ・ サ イ ト か ら ウ エ ブ ・ サ ー バ ー を 介 し て 、 テ ス ト 結 果 に ア ク セ ス で き る
。
【 ０ ０ ４ １ 】
[６ ０ ]　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ウ エ ブ ・ サ ー バ ー 」 と い う 用 語 は 、 あ る ウ エ ブ ・ サ ー バ
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ー へ の 多 数 の リ ク エ ス ト を 処 理 す る た め に 組 織 さ れ た 複 数 の サ ー バ ー 、 す な わ ち 、 分 布 ウ
エ ブ ・ サ ー バ ー 、 も 指 す 。 「 ウ エ ブ ・ サ イ ト 」 と い う 用 語 は 、 し ば し ば 、 あ る 企 業 体 又 は
そ の 他 の 団 体 に よ っ て 、 自 分 た ち の 目 的 の た め に 組 織 さ れ た ウ エ ブ ・ サ ー バ ー の 集 ま り を
指 す 形 で 用 い ら れ る 。 ユ ー ザ ー が 、 彼 又 は 彼 女 の ウ エ ブ 顧 客 に 指 示 し て あ る サ イ ト の ウ エ
ブ ・ サ ー バ ー に リ ク エ ス ト さ せ 、 そ の 回 答 を ユ ー ザ ー に 対 し て 表 示 さ せ る と き （ ユ ー ザ ー
と ウ エ ブ 顧 客 は 実 際 に 物 理 的 に 移 動 し な く て も ） 、 そ の ウ エ ブ ・ サ イ ト に 「 行 く 」 又 は 「
ア ク セ ス す る 」 と 言 わ れ る 。 ユ ー ザ ー の 認 識 で は 、 ウ エ ブ 上 に こ の ウ エ ブ ・ サ イ ト が 存 在
す る 場 所 が あ る と い う こ と で あ る が 、 「 ウ エ ブ ・ サ イ ト 」 は し ば し ば 、 ウ エ ブ 顧 客 か ら の
リ ク エ ス ト に 応 え る ウ エ ブ ・ サ ー バ ー （ 単 数 又 は 複 数 ） を 指 し て い る （ た と え 、 「 サ イ ト
」 が 必 ず し も ウ エ ブ ・ サ ー バ ー の 物 理 的 な 場 所 を 指 し て い な く て も ） こ と は 言 う ま で も な
い 。 実 際 、 多 く の 場 合 に 、 あ る ウ エ ブ ・ サ イ ト を 運 営 す る サ ー バ ー は 、 局 所 的 な 電 力 の 停
止 や ネ ッ ト ワ ー ク ・ サ ー ビ ス の 停 止 が 起 き た と き に ダ ウ ン す る こ と を 避 け る た め に 物 理 的
に 分 布 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
[６ １ ]　 「 ウ エ ブ ・ サ イ ト 」 と い う 用 語 は 、 普 通 、 ビ ジ タ ー に 提 示 す る た め に 共 通 管 理 者
が 管 理 し て い る ペ ー ジ の 集 ま り を 指 し 、 そ の 集 ま り が １ つ の 物 理 的 場 所 で １ 人 の 物 理 的 サ
ー バ ー に よ っ て 管 理 さ れ て い る か 、 多 く の 場 所 及 び ／ 又 は サ ー バ ー に 分 布 し て い る か ど う
か に よ ら な い 。 そ れ ら の ペ ー ジ （ 又 は 、 ペ ー ジ を ダ イ ナ ミ ッ ク に 発 生 す る た め に 必 要 な デ
ー タ ／ プ ロ グ ラ ム ・ コ ー ド ） は 、 ペ ー ジ の 集 ま り の 共 通 管 理 者 に よ っ て 作 成 さ れ る 必 要 は
な い 。 こ の よ う な ペ ー ジ の 集 ま り の 管 理 者 は 普 通 、 ウ エ ブ ・ サ イ ト 運 営 者 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
[６ ２ ]　 「 ウ エ ブ ・ サ イ ト 」 と い う 用 語 は 、 ま た 、 イ ン ト ラ ネ ッ ト 、 無 線 ア ク セ ス ・ プ ロ
ト コ ル （ Ｗ Ａ Ｐ ） ネ ッ ト ワ ー ク 、 構 内 ネ ッ ト ワ ー ク （ Ｌ Ａ Ｎ ） 、 広 域 ネ ッ ト ワ ー ク （ Ｗ Ａ
Ｎ ） 、 仮 想 閉 域 網 （ Ｖ Ｐ Ｎ ） 、 又 は そ の 他 の ネ ッ ト ワ ー ク 形 態 に よ っ て ウ エ ブ 顧 客 に 結 合
さ れ た ウ エ ブ ・ サ イ ト も 含 む 。 「 ウ エ ブ 」 は 普 通 、 「 ワ ー ル ド ・ ワ イ ド ・ ウ エ ブ 」 （ 又 は
単 に 「 Ｗ Ｗ Ｗ 」 ） を 指 し 、 こ れ は Ｈ Ｔ Ｔ Ｐ に よ っ て イ ン タ ー ネ ッ ト で ア ク セ ス で き る ハ イ
パ ー リ ン ク に よ る 文 書 の 集 ま り に 与 え ら れ た 名 称 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 「
ウ エ ブ 」 は ワ ー ル ド ・ ワ イ ド ・ ウ エ ブ 、 ワ ー ル ド ・ ワ イ ド ・ ウ エ ブ の サ ブ セ ッ ト 、 ハ イ パ
ー リ ン ク さ れ た ペ ー ジ の 局 地 的 な 集 ま り 、 な ど を 指 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
[６ ３ ]　 本 発 明 の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 サ ン プ ル の 提 出 者 （ 又 は 、 提 出 者 か ら 許 可 を 受 け
た 他 の 誰 か 、 例 え ば 、 親 類 、 医 師 、 ま た は そ の 他 の 医 療 提 供 者 ） は ウ エ ブ ・ サ イ ト 、 ウ エ
ブ ・ ペ ー ジ 、 な ど で テ ス ト 結 果 に 関 す る 情 報 に ア ク セ ス す る こ と が で き る 。 ウ エ ブ ・ ペ ー
ジ は 、 普 通 、 あ る 情 報 か ら 成 っ て い る 。 ウ エ ブ ・ ペ ー ジ は 、 静 的 な ペ ー ジ と 動 的 な ペ ー ジ
を 含 む 。 静 的 な ペ ー ジ と は 、 リ ク エ ス ト の 前 に は サ ー バ ー 上 に 保 管 さ れ 、 又 は サ ー バ ー が
ア ク セ ス で き る 保 管 場 所 に あ り 、 そ の ペ ー ジ に 対 す る リ ク エ ス ト に 応 え て 保 管 場 所 か ら 送
ら れ る ペ ー ジ で あ る 。 動 的 な ペ ー ジ と は 、 リ ク エ ス ト を 受 け た と き に 生 成 さ れ る ペ ー ジ で
あ る 。 例 え ば 、 ペ ー ジ が デ ー タ ベ ー ス か ら の デ ー タ の 図 で あ る 場 合 、 サ ー バ ー は ル ー ル 又
は テ ン プ レ ー ト と デ ー タ ベ ー ス か ら の デ ー タ を 用 い て そ の ペ ー ジ を 動 的 に 生 成 す る こ と が
で き 、 使 用 さ れ る 具 体 的 な デ ー タ は 出 さ れ た 具 体 的 な リ ク エ ス ト に よ っ て 決 ま る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
[６ ４ ]　 ウ エ ブ ・ ペ ー ジ 上 の 、 又 は テ ス ト 機 関 （ 例 え ば 、 試 験 所 ） に よ っ て 、 又 は そ の 代
わ り に 、 管 理 さ れ て い る デ ー タ ベ ー ス 内 の 彼 又 は 彼 女 の テ ス ト 結 果 へ の ア ク セ ス を 許 可 す
る パ ス ワ ー ド 又 は コ ー ド （ Ｐ Ｉ Ｎ ） を 提 出 者 に 付 与 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の
実 施 形 態 で は 、 提 出 者 は 医 院 へ 行 か な く て も テ ス ト 結 果 を 受 け 取 る こ と が で き 、 そ の 後 、
彼 又 は 彼 女 が 選 ん だ 医 師 に 、 彼 又 は 彼 女 の 都 合 に 合 わ せ て そ の 情 報 を 提 供 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
[６ ５ ]　 こ の よ う な テ ス ト 結 果 を 管 理 し 、 ア ク セ ス を 提 供 す る た め に 用 い ら れ る コ ン ピ ュ
ー タ ・ ソ フ ト ウ エ ア は 販 売 業 者 か ら 入 手 で き る も の で あ り 、 本 発 明 の 一 部 を 成 す も の で は
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な い 。
[６ ６ ]　 本 明 細 書 で 記 述 さ れ る 全 て の 実 施 例 に 関 し て 次 の 分 析 手 順 が 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
[６ ７ ]　 ａ ． 抽 出 さ れ た ア レ ル ゲ ン 、 普 通 は 木 、 草 、 か び 、 食 品 、 ふ け 、 な ど か ら 抽 出 さ
れ た ア レ ル ゲ ン が 、 共 有 結 合 又 は 吸 着 法 に よ っ て マ イ ク ロ 粒 子 と 結 合 さ れ る 。 各 ア レ ル ゲ
ン 抽 出 物 は 、 粒 子 の ユ ニ ー ク な サ ブ セ ッ ト に 結 合 さ れ 、 各 サ ブ セ ッ ト は 組 み 込 ま れ た 蛍 光
放 出 又 は 粒 子 サ イ ズ に よ っ て 、 そ れ ら の 異 な る 特 性 が 適 当 な 計 測 装 置 で 認 識 で き る 場 合 に
は 区 別 可 能 で あ る 。 ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 粒 子 サ ブ セ ッ ト は 、 個 別 に 貯 蔵 さ れ る か 、 複 数
の サ ブ セ ッ ト を ア レ ル ゲ ン の 組 と し て タ ン パ ク 質 安 定 剤 及 び 静 菌 剤 と 共 に 緩 衝 媒 質 中 で 一
緒 に す る 。 例 え ば 、 １ ０ の ア レ ル ゲ ン の 組 に 対 し て 特 異 Ｉ ｇ Ｅ レ ベ ル を 決 定 す る た め に は
、 一 緒 に さ れ た 粒 子 サ ブ セ ッ ト １ ０ μ Ｌ 、 全 体 で １ ０ ， ０ ０ ０ の 粒 子 、 各 ア レ ル ゲ ン 粒 子
サ ブ セ ッ ト を １ ， ０ ０ ０ の 粒 子 で 代 表 さ せ た も の を 微 量 遠 心 機 の チ ュ ー ブ 又 は マ イ ク ロ タ
イ タ ・ ウ エ ル に 入 れ る 。 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 決 定 す る た め に は 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ を 共 有 結 合
又 は 吸 着 法 に よ っ て マ イ ク ロ 粒 子 と 結 合 さ せ て 、 各 テ ス ト で １ ， ０ ０ ０ の 粒 子 を 微 量 遠 心
機 チ ュ ー ブ 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ・ ウ エ ル に 入 れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
[６ ８ ]　 ｂ ． 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う な フ ィ ン ガ ー ス テ ィ ッ ク 採 取 キ ッ ト に よ っ て 、 又
は そ の 他 の 採 取 方 法 に よ っ て 、 個 体 か ら 採 取 し た 血 液 、 血 漿 、 又 は 血 清 は 、 適 当 に ラ ベ ル
し た り バ ー コ ー ド を つ け た り し て 識 別 で き る よ う に す る 。 ア レ ル ゲ ン の 組 に 対 し て 特 異 Ｉ
ｇ Ｅ レ ベ ル を 決 定 す る た め に は 、 採 取 し た 血 液 、 血 漿 、 又 は 血 清 の 数 滴 で 十 分 で あ る 。 微
量 遠 心 機 チ ュ ー ブ 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ・ ウ エ ル に 入 っ て い る ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 粒 子 に
５ μ Ｌ の サ ン プ ル が 加 え ら れ る 。 一 緒 に し た 混 合 物 を 、 短 時 間 攪 拌 し （ 微 量 遠 心 機 チ ュ ー
ブ ） 又 は 振 と う し （ マ イ ク ロ タ イ タ ・ ウ エ ル ） 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 全 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 決 定 で は 、 各 テ ス ト で １ μ Ｌ の サ ン プ ル が 、 微 量 遠 心 機 チ ュ ー ブ 又 は マ イ
ク ロ タ イ タ ・ ウ エ ル に 入 っ て い る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ と 結 合 し た 粒 子 に 加 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
[６ ９ ]　 ｃ ． 次 に 、 す で に 述 べ た よ う な あ る 体 積 の 緩 衝 溶 液 中 の 抗 体 － ビ オ チ ン 接 合 体 が
、 上 述 の サ ン プ ル と ア レ ル ゲ ン が 結 合 し た 粒 子 の 混 合 物 に 加 え ら れ る 。 全 体 を も う 一 度 、
短 時 間 攪 拌 又 は 振 と う し て 、 周 囲 温 度 で １ 時 間 そ の ま ま イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
[７ ０ ]　 ｄ ． す で に 述 べ た よ う な あ る 体 積 の 緩 衝 溶 液 中 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － Ｒ － フ ィ
コ エ リ ス リ ン 接 合 体 が 次 に 混 合 物 （ ｃ ） に 加 え ら れ 、 得 ら れ た 混 合 物 を も う 一 度 、 短 時 間
攪 拌 又 は 振 と う し て 、 周 囲 温 度 で １ 時 間 そ の ま ま イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
[７ １ ]　 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 得 ら れ た 混 合 物 を 適 当 な フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ッ
ク 測 定 装 置 、 例 え ば 、 Luminex Corporation Luminex 100 System （ 商 標 ）  又 は Becton-D
ickinson Immunosytometry FACSCAN （ 商 標 ）  な ど の 装 置 に よ っ て 読 み 取 り を 行 う 。 こ の
装 置 は 、 粒 子 に 組 み 込 ま れ た 蛍 光 放 出 又 は 粒 子 サ イ ズ に よ っ て 粒 子 サ ブ セ ッ ト を 決 定 し 、
同 時 に 、 前 述 の よ う に 抗 原 － 抗 体 及 び ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 に よ っ て 粒 子 に
付 着 し た Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン の 放 出 ス ペ ク ト ル を 測 定 す る 。 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的
抗 体 の 濃 度 レ ベ ル を 定 量 的 に 決 定 す る た め に 、 世 界 保 健 機 構 の 標 準 （ 例 え ば 、 Ｗ Ｈ Ｏ 　 Ｉ
ｇ Ｅ 標 準 ７ ５ ／ ５ ０ ２ Ｉ Ｕ ／ ｍ Ｌ ） に ま で さ か の ぼ る こ と が で き る 既 知 の 標 準 で 測 定 し て
標 準 曲 線 を 作 成 し 、 そ れ に よ っ て 各 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 患 者 の サ ン プ ル に お け る 特 異 的 Ｉ
ｇ Ｅ の 濃 度 を 外 挿 し 、 記 録 し 、 報 告 す る 。 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 の 個 々 の レ ベ ル は 、 濃
度 単 位 で 、 例 え ば 、 ミ リ リ ッ ト ル 当 た り の 単 位 （ Unit） で 、 及 び ／ 又 は 、 in vitroア レ ル
ギ ー 診 断 に 精 通 し て い る 人 に は 認 識 で き る よ う に 、 等 級 レ ベ ル で 、 報 告 す る こ と が で き る
。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
[７ ２ ]　 以 下 は 本 発 明 を 説 明 す る た め の 実 施 例 で あ る 。
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７ ３ 　 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ Sigma） 中 ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ビ オ チ ン （ ビ オ チ ン ・ ア ミ
ド カ プ ロ エ ー ト Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ・ エ ス テ ル ） （ Sigma, MO, USA） １ ５ μ Ｌ
に ０ ． １ Ｍ の Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 中 で ３ ． ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ
Ｅ （ Bethy Labs, TX, USA） ０ ． ４ ｍ Ｌ を 加 え る 。 反 応 物 質 溶 液 を ２ ５ ℃ で １ 時 間 攪 拌 す
る 。 ０ ． １ Ｍ の Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 中 で ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン （ Spectrum Qualit
y Products, CA, USA） ２ ０ μ Ｌ を 加 え 、 溶 液 を 短 時 間 混 合 す る 。 ビ オ チ ン 化 抗 体 溶 液 は
、 ０ ． １ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） （ Sigma） 、 ｐ Ｈ ７
． ２ 、 で 平 衡 に さ れ た Sephadex G-25 (Pharmacia, Sweden) 脱 塩 カ ラ ム に よ っ て 精 製 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

[７ ４ ]　 カ ル ボ キ シ ル 化 ポ リ ス チ レ ン 微 小 球 （ Luminex Corporation, TX, USA） を ８ ０ μ
Ｌ の ０ ． １ Ｍ 　 Ｍ Ｅ Ｓ バ ッ フ ァ ー （ Fisher Scientific, PA, USA） ｐ Ｈ ６ ． １ に 懸 濁 さ せ
る 。 こ の 懸 濁 液 に 、 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド ・ ナ ト リ ウ ム
塩 （ Pierce Chemicals, IL, USA） １ ０ μ Ｌ と ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の １ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ
プ ロ ピ ル ） － ３ － エ チ ル － カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 （ Pierce Chemicals, IL, USA） １ ０ μ
Ｌ を 加 え る 。 溶 液 を 攪 拌 し 、 暗 所 に 周 囲 温 度 で １ ５ － ２ ０ 分 間 放 置 す る 。 活 性 化 さ れ た 微
小 球 を ５ 分 間 ５ ０ ０ ０ ｇ で 遠 心 分 離 し て 上 澄 み を 吸 引 す る 。 次 に 、 微 小 球 を 再 び ２ ５ ０ μ
Ｌ の ０ ． １ Ｍ 　 Ｐ Ｈ Ｓ 溶 液 （ ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． １ ４ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ｐ Ｈ ７
． ３ に 懸 濁 さ せ る 。 混 合 物 を 攪 拌 し 、 活 性 化 さ れ た 微 小 球 を 前 と 同 様 に 遠 心 分 離 し て 上 澄
み を 吸 引 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
[７ ５ ]　 次 に 、 活 性 化 さ れ た 微 小 球 を 再 び ２ ５ ０ μ Ｌ の ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 、 精 製 タ ン パ ク
質 又 は 組 み 換 え タ ン パ ク 質 、 に 懸 濁 さ せ る 。 混 合 物 を 少 な く と も １ 時 間 、 周 囲 温 度 で （ 光
か ら 保 護 し て ） 回 転 さ せ 、 ５ 分 間 ５ ０ ０ ０ ｇ で 遠 心 分 離 す る 。 上 澄 み を 吸 引 し 、 微 小 球 を
再 び ２ ５ ０ μ Ｌ の 、 ０ ． ０ １ Ｍ 　 Ｐ Ｂ Ｓ と ０ ． ０ ２ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含
む Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｈ Ｓ Ａ バ ッ フ ァ ー ｐ Ｈ ７ ． ３ （ Sigma, MO, USA） に 懸 濁 さ せ 、 攪 拌 し て 微 小 球
か ら 残 留 ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 を 洗 浄 す る 。 上 澄 み を 再 び 、 前 述 の よ う に 遠 心 分 離 し て 吸 引 す
る 。 洗 浄 手 順 を さ ら に ２ 回 繰 り 返 し 、 微 小 球 を 再 び ２ ５ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｈ Ｓ Ａ に 懸 濁 さ
せ る 。 溶 液 中 の 微 小 球 の 濃 度 が ヘ モ サ イ ト メ ー タ ー （ Fishert Scientific, PA, USA） と
顕 微 鏡 （ Nippon Kogaku, Japan） を 用 い た 計 数 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

[７ ６ ]　 Luminex Corporationか ら 入 手 し た 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た 微 小 球 の サ ブ セ ッ ト に 、 Alt
ernariaか び 、 Bermuda grass、 Timothy grass、 ネ コ の ふ け 、 Mountain Cedar（ ス ギ ） の
木 、 卵 白 、 コ ム ギ 、 ミ ル ク 、 Ragweed（ オ グ ル マ ）  及 び ダ ニ か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を
共 有 結 合 さ せ た 。 ア ト ピ ー 及 び 非 ア ト ピ ー の 人 か ら 入 手 し た 血 清 サ ン プ ル が こ の １ ０ の ア
レ ル ゲ ン の 組 に 対 し て 分 析 さ れ た 。 ５ μ Ｌ の サ ン プ ル が 、 Ｖ － 底 部 ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ マ イ
ク ロ タ イ タ ー ・ ウ エ ル （ Evergreen Scientific, CA, USA） 又 は ０ ． ５ ｍ Ｌ ポ リ プ ロ ピ レ
ン 微 量 遠 心 機 チ ュ ー ブ （ Evergreen Scientific, CA, USA） に 入 れ ら れ た １ ０ μ Ｌ の 懸 濁
さ れ た ア レ ル ゲ ン 結 合 微 小 球 に 加 え ら れ た 。 ６ 点 標 準 カ ー ブ を 得 る た め に ５ μ Ｌ の 血 清 標
準 （ Ｗ Ｈ Ｏ の Ｉ ｇ Ｅ 標 準 ７ ５ ／ ５ ０ ２ に 対 し て 校 正 さ れ た 二 次 標 準 ） が 、 そ れ ぞ れ 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー ・ ウ エ ル 中 の １ ０ μ Ｌ の 抗 原 を コ ー テ ィ ン グ さ れ た 微 小 球 に 加 え ら れ た 。 マ
イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト は マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト ・ シ ェ ー カ ー （ Fisher Scienti
fic, PA, USA） に 載 せ ら れ 、 １ ０ － ２ ０ 分 間 振 と う さ れ た 。 標 準 又 は サ ン プ ル を 加 え た 微
小 球 は 、 上 述 の よ う に 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 各 ウ エ ル の 内 容 に ４ ０ μ Ｌ
の 体 積 の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ － ビ オ チ ン 接 合 体 が 直 接 加 え ら れ た ； プ レ ー ト が 前 の よ う に 短 時 間
振 と う さ れ 、 内 容 物 は 周 囲 温 度 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の 後 、 ４ ０ μ Ｌ の 体 積
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粒 子 へ の ア レ ル ゲ ン の 共 有 結 合 － 一 般 的 手 順

実 施 例 １ ： ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 Ｉ ｇ Ｅ レ ベ ル の 分 析



の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン 接 合 体 （ Advanced Biosystems, CA, USA）
が 各 ウ エ ル の 内 容 物 に 加 え ら れ 、 周 囲 温 度 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 に 、 微 小 球
は Luminex 100フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に 直 接 導 入 さ れ 、 計 測 器 に 吸 引 さ れ た 。 計 測 器 は 、
サ ブ セ ッ ト 粒 子 の 放 出 信 号 と 粒 子 上 に あ る Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン 蛍 光 ラ ベ ル を 同 時 に 同 定
す る 。 ４ パ ラ メ ー タ Lorentizian累 積 非 線 形 転 移 関 数 の 式 を 用 い て 標 準 曲 線 が 決 定 さ れ 、
ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 Ｉ ｇ Ｅ レ ベ ル が 図 １ に 示 さ れ る よ う な 標 準 曲 線 か ら 内 挿 さ れ た 。
[７ ７ ]　 図 １ は 、 非 ア レ ル ギ ー の ２ 人 と 、 １ ０ の ア レ ル ゲ ン の 組 に 対 す る 特 異 Ｉ ｇ Ｅ 応 答
が 陽 性 で あ っ た ア レ ル ギ ー の ３ 人 か ら の 結 果 を 示 す 。 各 人 か ら の ５ μ Ｌ の 体 積 の サ ン プ ル
が 、 微 小 球 に 結 合 し た １ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 Ｉ ｇ Ｅ レ ベ ル を 同 時 に 測 定 す る ３ 時
間 均 質 分 析 方 法 で 用 い ら れ た 。 Luminex 100シ ス テ ム に よ る 蛍 光 強 度 信 号 の 測 定 を 用 い て
、 ０ ． ３ ５ Ｉ Ｕ ／ ｍ Ｌ か ら の ６ 点 標 準 曲 線 か ら 内 挿 さ れ た 結 果 が Ｉ Ｕ ／ ｍ Ｌ 又 は ク ラ ス 単
位 で 報 告 さ れ た 。 得 ら れ た ク ラ ス ・ レ ベ ル に 基 づ い て 、 応 答 の 解 釈 は 「 ネ ガ テ ィ ブ 」 か ら
「 き わ め て 高 い 」 ま で に わ た る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

[７ ８ ]　 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ （ Bethyl Laboratories, TX, USA） が 、 ア レ ル ゲ ン の 結 合 に 関
し て 上 で 述 べ た と 同 じ 手 順 に 従 っ て 微 小 球 粒 子 （ Luminex Corporation, TX, USA） に 結 合
さ れ た 。 血 清 サ ン プ ル は 、 上 で 述 べ た 方 法 に よ っ て 入 手 し た 個 人 た ち か ら 得 ら れ た 。 １ ．
０ μ Ｌ の 体 積 の 標 準 （ Ｗ Ｈ Ｏ の Ｉ ｇ Ｅ 標 準 ７ ５ ／ ５ ０ ２ に 対 し て 校 正 さ れ た 二 次 標 準 ） 又
は 個 人 サ ン プ ル が マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ ウ エ ル 中 の ２ ５ μ Ｌ の 抗 体 と 結 合 し た 微 小 球 の 懸 濁
液 に 加 え ら れ 、 上 で 述 べ た よ う に 短 時 間 振 と う さ れ 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の
後 、 ４ ０ μ Ｌ の 体 積 の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ － ビ オ チ ン 接 合 体 が 各 ウ エ ル の 内 容 物 に 加 え ら れ 、 １
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の 後 、 ４ ０ μ Ｌ の 体 積 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － リ フ ィ コ エ
リ ス リ ン 接 合 体 が 各 ウ エ ル の 内 容 物 に 加 え ら れ 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト は 短 時 間 振
と う さ れ 、 混 合 物 は １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 に 、 微 小 球 は 直 接 Luminex 100フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー に 導 入 さ れ 、 計 測 器 に 吸 引 さ れ た 。 計 測 器 は 、 サ ブ セ ッ ト 粒 子 の 放 出 信
号 と 粒 子 上 に あ る Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン 蛍 光 ラ ベ ル を 同 時 に 同 定 す る 。 ４ パ ラ メ ー タ Lore
ntizian累 積 非 線 形 転 移 関 数 の 式 を 用 い て 標 準 曲 線 が 決 定 さ れ 、 サ ン プ ル の 全 Ｉ ｇ Ｅ レ ベ
ル が 図 ２ に 示 さ れ る よ う な 標 準 曲 線 か ら 内 挿 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
[７ ９ ]　 図 ２ は 、 全 Ｉ ｇ Ｅ 標 準 曲 線 と １ ０ 人 の 全 Ｉ ｇ Ｅ の 結 果 を 示 す 。 各 人 か ら の １ μ Ｌ
の 体 積 の サ ン プ ル が ３ 時 間 の 均 質 分 析 手 順 で 用 い ら れ た 。 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ が 結 合 し た 微 小 球
に 結 合 し た 全 Ｉ ｇ Ｅ の 量 が 、 Luminex 100シ ス テ ム を 用 い て 蛍 光 レ ポ ー タ ー 信 号 か ら の 信
号 強 度 を 測 定 し て 決 定 さ れ 、 ２ ～ ２ ０ ０ ０ Ｉ Ｕ ／ ｍ Ｌ か ら の ６ 点 標 準 曲 線 か ら 内 挿 さ れ た
。 サ ン プ ル に つ い て の 予 期 さ れ た 結 果 は 、 別 の 分 析 手 順 を 用 い る あ る 基 準 検 査 所 か ら 提 供
さ れ た も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 図 １ － １ 】 本 発 明 の 実 施 例 １ に 係 わ る １ ０ の ア レ ル ゲ ン の 組 に 対 す る 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 分 析
を 表 及 び グ ラ フ に よ っ て 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ － ２ 】 本 発 明 の 実 施 例 １ に 係 わ る １ ０ の ア レ ル ゲ ン の 組 に 対 す る 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 分 析
を 表 及 び グ ラ フ に よ っ て 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ － ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 １ に 係 わ る １ ０ の ア レ ル ゲ ン の 組 に 対 す る 特 異 的 Ｉ ｇ Ｅ 分 析
を 表 及 び グ ラ フ に よ っ て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 実 施 例 ２ に 係 わ る 全 Ｉ ｇ Ｅ 分 析 を 表 及 び グ ラ フ に よ っ て 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ － １ 】 【 図 １ － ２ 】

【 図 １ － ３ 】 【 図 ２ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 8月 9日 (2004.8.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を
同 時 に 測 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 個 体 か ら 約 １ ０ ～ 約 １ ０ ０ μ Ｌ の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る ス テ ッ プ ；
　 （ ｂ ） 該 血 液 サ ン プ ル 又 は そ の 一 部 に つ い て 均 質 免 疫 分 析 を 行 う ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 免
疫 分 析 は ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る こ
と が で き る ； 及 び
　 （ ｃ ） 前 記 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を
同 時 に 測 定 す る 装 置 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 個 体 か ら 約 １ ０ ～ 約 １ ０ ０ μ Ｌ の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る ス テ ッ プ ；
　 （ ｂ ） 該 血 液 サ ン プ ル 又 は そ の 一 部 に つ い て 均 質 免 疫 分 析 を 行 う ス テ ッ プ 、 こ こ で 該 免
疫 分 析 は ２ ～ 約 １ ０ ０ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る こ
と が で き る ； 及 び
　 （ ｃ ） 前 記 特 異 的 免 疫 グ ロ ビ ン 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 前 記 装 置 。
【 請 求 項 ３ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル の 定 量 的 な 測 定
装 置 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 結 合 し た 複 数 の 粒 子 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質
に 懸 濁 し 、 粒 子 と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と の 各 組 み 合 わ せ は 粒 子 と 他 の ア レ ル ゲ ン と の 組 み 合
わ せ か ら 区 別 可 能 で あ る ；
　 （ ｂ ） 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含 む
第 一 の 接 合 体 、 前 記 特 異 的 結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 し 、 該 第 一 の 接 合
体 は １ 分 子 の 抗 ヒ ト 抗 体 に １ ０ ～ ３ ０ 分 子 の 第 一 の 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が 接 合 し て い る ；
　 （ ｃ ） 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 結 合 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー を
含 む 第 二 の 接 合 体 、 該 第 二 の メ ン バ ー は 蛍 光 体 部 分 と 結 合 し て い る ； を 含 み 、
　 （ ｄ ） 第 一 の 接 合 体 の 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 は 約 １ ： １ ～ 約 １ ： ５ で あ る ；
前 記 装 置 。
【 請 求 項 ４ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 レ ベ ル を 同 時 に
検 出 し 、 定 量 化 す る 均 質 免 疫 分 析 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 約 １ ～ 約 ２ ５ μ Ｌ の 体 積 の 血 液 サ ン プ ル を 複 数 の ア レ ル ゲ ン と 結 合 し た 複 数 の 粒
子 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質 に 懸 濁 さ れ て お り 、 粒 子
と 特 異 的 ア レ ル ゲ ン と の 各 組 み 合 わ せ は 、 １ つ 以 上 の ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 血 液
サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 該 粒 子 に 結 合 し て い る 状 態 で 、 粒 子 と 他 の ア
レ ル ゲ ン と の 組 み 合 わ せ か ら 区 別 可 能 で あ る ；
　 （ ｂ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ａ ） か ら の 物 質 を 、 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合
し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 又 は Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 前 記 特 異 的
結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 さ せ る 能 力 を 有 す る ；
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　 （ ｃ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｂ ） か ら の 物 質 を 、 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー と 結
合 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 結 合 し た 蛍 光 体 部 分 を 含 む 第 二 の 接 合 体 と 接 触
さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
　 （ ｄ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｃ ） か ら の 物 質 に お け る 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 の レ ベ ル
を 、 粒 子 サ ブ セ ッ ト の 蛍 光 放 出 信 号 を 決 定 し 、 同 時 に 蛍 光 体 部 分 の 蛍 光 放 出 信 号 を 測 定 す
る こ と に よ っ て 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 血 液 サ ン プ ル に お け る 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ レ ベ ル を 定 量 的 に 決 定 す る た め の 装 置 で あ っ
て ：
　 （ ａ ） 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 に 結 合 し た 複 数 の 粒 子 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質
に 懸 濁 し て い る ；
　 （ ｂ ） 抗 ヒ ト 抗 体 と 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー を 含 む 第 一 の 接 合 体 、 前 記 特 異 的
結 合 ペ ア は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 す る ；
　 （ ｃ ） フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 と 、 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 特 異 的 に 結
合 し 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー と を 含 む 第 二 の 接 合 体 ； を
含 み
　 （ ｄ ） 該 第 一 の 接 合 体 の 該 第 二 の 接 合 体 に 対 す る モ ル 比 が 約 １ ： １ ～ 約 １ ： ５ で あ る 前
記 装 置 。
【 請 求 項 ６ 】
　 血 液 サ ン プ ル 中 の 全 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ 抗 体 を 検 出 し 定 量 化 す る た め の 均 質 免 疫 分 析 方 法
で あ っ て ：
　 （ ａ ） 約 ０ ． ５ ～ 約 １ ０ μ Ｌ の 体 積 を 有 す る 血 液 サ ン プ ル を 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ と
結 合 し た 複 数 の 粒 子 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 該 粒 子 は 約 １ ～ 約 ５ ０ μ Ｌ の 水 性 媒 質 に 懸 濁
さ れ て い る ；
　 （ ｂ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ａ ） か ら の 物 質 を 、 特 異 的 結 合 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー に 接 合
さ れ た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 含 む 第 一 の 接 合 体 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 前 記 特 異 的 結 合 ペ ア
は 蛍 光 信 号 出 力 を 増 幅 す る 能 力 を 有 す る ；
　 （ ｃ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｂ ） か ら の 物 質 を 、 該 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー と 結
合 す る 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー に 結 合 し た 蛍 光 体 部 分 を 含 む 第 二 の 接 合 体 と 接 触
さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
　 （ ｄ ） そ の 後 、 ス テ ッ プ （ ｃ ） か ら の 物 質 中 の 特 異 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 の レ ベ ル を 、
該 粒 子 の 蛍 光 放 出 信 号 を 決 定 し 、 同 時 に 該 粒 子 に 結 合 し た 蛍 光 体 部 分 の 蛍 光 放 出 信 号 を 測
定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る ス テ ッ プ ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 複 数 の 粒 子 が 、 約 １ ０ ～ ４ ０ ア レ ル ゲ ン を 含 む 、 請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 特 異 的 抗 体 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 、 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ の サ
ブ ク ラ ス か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ２ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 蛍 光 体 が フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ３ 、 ４ 又 は ６ に 記 載 の 方 法 又 は
装 置 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 フ ィ コ ビ リ ン ・ タ ン パ ク 質 が フ ィ コ エ リ ス リ ン で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 又 は
装 置 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 前 記 第 二 の 接 合 体 が ４ ０ ０ ， ０ ０ ０ か ら 約 １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン ま で の 間 の 分 子
量 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 第 一 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ビ オ チ ン 及 び ジ ゴ キ シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ビ オ チ ン が 抗 ヒ ト 抗 体 に 約 １ ０ ： １ ～ 約 ３ ０ ： １ の モ ル 比 で 接 合 し て い る 、 請 求 項
１ ３ に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 第 二 の 接 合 体 の 第 二 の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
、 及 び 抗 ジ ゴ キ シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 第 １ の 特 異 的 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー が ビ オ チ ン で あ り 、 そ し て 前 記 第 ２ の 特 異 的 結 合
ペ ア ・ メ ン バ ー が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
又 は 装 置 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 約 １ ～ 約 ５ μ Ｌ の 容 量 を も つ 、 テ ス ト さ れ る べ き 血 液 サ ン プ ル を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２
、 ３ 又 は ５ に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ス テ ッ プ （ ａ ） が 、 サ ン プ ル を 、 約 ２ ～ 約 １ ０ ０ 特 異 的 ア レ ル ゲ ン に 結 合 さ せ た 複
数 の 粒 子 と 、 接 触 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 第 １ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 対 第 ２ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の モ ル 比 が 、 １ ： １ ～ 約 １ ： ５ で あ る 、
請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 の 粒 子 に 結 合 さ れ た 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ２
～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 の 粒 子 に 結 合 さ れ た 抗 体 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 断
片 で あ る 、 請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 粒 子 に 結 合 さ れ た 抗 体 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｅ に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で あ る 、 請 求 項 ２ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 又 は 装 置 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 が 、 前 記 血 液 サ ン プ ル を 希 釈 せ ず に 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 方 法 で 使 用 す る 血 液 サ ン プ ル を 得 る こ と を 可 能 に す る よ う に 血 液 採 取 キ ッ ト を 用 意
し 、 皮 膚 を 刺 し て 血 液 を 取 り 、 前 記 血 液 の サ ン プ ル を 採 取 し 、 前 記 方 法 で 使 用 す る た め に
サ ン プ ル を 提 出 す る こ と に よ っ て 前 記 血 液 サ ン プ ル が 得 ら れ る 、 請 求 項 １ 、 ４ 又 は ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 第 １ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 内 の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 対 第 １ 結 合 ペ ア ・ メ ン バ ー の モ ル 比 が 、
約 １ ： １ ０ ～ 約 １ ： ３ ０ で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 サ ン プ ル 中 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 存 在 又 は 全 Ｉ ｇ Ｅ に 関 す る テ ス ト の 実 施
及 び 提 供 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 皮 膚 を 刺 し て 血 液 を 吸 引 し 、 前 記 血 液 の サ ン プ ル を 採 取 し 、 該 方 法 で 使 用 す る た
め に 前 記 サ ン プ ル を 提 出 す る こ と に よ り 、 該 方 法 で 使 用 す る 血 液 サ ン プ ル を 個 体 が 提 供 で
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き る よ う に す る 血 液 採 取 キ ッ ト を 用 意 す る ス テ ッ プ ；
　 （ ｂ ） ス テ ッ プ （ ａ ） か ら の サ ン プ ル に お け る 特 異 的 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 の 存 在 又
は 全 Ｉ ｇ Ｅ を 検 出 す る 均 質 免 疫 分 析 を 行 う ス テ ッ プ ；
　 （ ｃ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） か ら の 免 疫 分 析 の 結 果 を デ ー タ ベ ー ス に 入 力 す る ス テ ッ プ ； 及 び
　 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｃ ） の デ ー タ ベ ー ス 内 の 免 疫 分 析 の 結 果 へ の ア ク セ ス を グ ロ ー バ ル ・
コ ン ピ ュ ー タ ・ シ ス テ ム の ウ エ ブ サ イ ト 又 は ウ エ ブ ペ ー ジ に よ っ て 該 個 体 に 提 供 す る ス テ
ッ プ ；
を 含 む 前 記 方 法 。
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