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(57)【要約】
本発明は、試料を、ａ）抗原に特異的な抗体、またはｂ）赤血球、赤血球膜フラグメント
もしくは血液型抗原がその上に結合している区別可能なビーズと接触させることを含む、
個体の赤血球によって保有される複数の抗原性分子および／または複数の抗赤血球抗体を
検出するための方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体の赤血球によって保有される抗原性分子および／または抗赤血球抗体を同定するた
めのインビトロ方法であって、
ａ）
　（ｉ）赤血球を含む試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器
中で、凝集なしに、赤血球が抗体に結合することを可能にする条件下で、ビーズの群ごと
に互いに異なる、赤血球によって保有される抗原性分子に特異的な、所定の抗体を各々が
保有する区別可能なビーズの群と接触させること（ここで、赤血球はそれがビーズの群と
接触させられる前または後に標識される）、
　（ｉｉ）抗体に結合していない赤血球を除去すること、および
　（ｉｉｉ）標識された赤血球に結合しているビーズの群を同定し、それにより、検出さ
れた赤血球によって保有される抗原の同定を可能にすること、
によって生物学的試料中の赤血球によって保有される複数の抗原性分子を同定すること；
および／または
ｂ）
　（ｉ）試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器中で、試料中
に存在する抗体または活性化血清補体分画が赤血球または赤血球膜フラグメントに結合す
ることを可能にする条件下で、ビーズの群ごとに互いに異なる既知の表現型の、（１）赤
血球または（２）赤血球膜フラグメントを各々が保有する区別可能なビーズの群と接触さ
せること、
　（ｉｉ）赤血球または赤血球膜フラグメントに結合していない抗体または活性化血清補
体分画を除去すること、
　（ｉｉｉ）結合している抗体および／または結合している活性化血清補体分画を標識す
ること、および
　（ｉｖ）標識された抗体または標識された活性化血清補体分画に結合しているビーズの
群を同定し、それにより、存在する抗赤血球抗体の同定を可能にすること、
によって生物学的試料中の複数の抗赤血球抗体を同定すること、
を含む、方法。
【請求項２】
　個体の赤血球によって保有される抗原性分子および抗赤血球抗体を同定するためのイン
ビトロ方法であって、
ａ）
　（ｉ）赤血球を含む試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器
中で、凝集なしに、赤血球が抗体に結合することを可能にする条件下で、ビーズの群ごと
に互いに異なる、赤血球によって保有される抗原性分子に特異的な所定の抗体を各々が保
有する区別可能なビーズの群と接触させること（ここで、赤血球はそれがビーズの群と接
触させられる前または後に標識される）、
　（ｉｉ）抗体に結合していない赤血球を除去すること、および
　（ｉｉｉ）標識された赤血球に結合しているビーズの群を同定し、それにより、検出さ
れた赤血球によって保有される抗原の同定を可能にすること、
によって生物学的試料中の赤血球によって保有される複数の抗原性分子を同定すること；
および
ｂ）
　（ｉ）試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器中で、凝集な
しに、試料中に存在する抗体または活性化血清補体分画が赤血球、赤血球膜フラグメント
または血液型抗原に結合することを可能にする条件下で、ビーズの群ごとに互いに異なる
、既知の表現型の（１）赤血球、（２）赤血球膜フラグメントまたは（３）血液型抗原を
各々が保有する区別可能なビーズの群と接触させること、
　（ｉｉ）赤血球または赤血球膜フラグメントまたは血液型抗原に結合していない抗体ま
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たは活性化血清補体分画を除去すること、
　（ｉｉｉ）結合している抗体および／または結合している活性化血清補体分画を標識す
ること、および
　（ｉｖ）標識された抗体または標識された活性化血清補体分画に結合しているビーズの
群を同定し、それにより、存在する抗赤血球抗体の同定を可能にすること、
によって生物学的試料中の複数の抗赤血球抗体を同定すること、
を含む、方法。
【請求項３】
　個体の抗赤血球抗体を同定するためのインビトロ方法であって、
（ｂ）
　（ｉ）試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器中で、凝集な
しに、試料中に存在する抗体または活性化血清補体分画が血液型抗原に結合することを可
能にする条件下で、ビーズの群ごとに互いに異なる既知の表現型の血液型抗原を各々が保
有する区別可能なビーズの群と接触させること、によって生物学的試料中の複数の抗赤血
球抗体を同定すること；
　（ｉｉ）血液型抗原に結合していない抗体または活性化血清補体分画を除去すること、
　（ｉｉｉ）結合している抗体および／または結合している活性化血清補体分画を標識す
ること、および
　（ｉｖ）標識された抗体または標識された活性化血清補体分画に結合しているビーズの
群を同定し、それにより、存在する抗赤血球抗体の同定を可能にすること、を含み、
ここで、ビーズは超常磁性または磁性または磁化可能なビーズである、方法。
【請求項４】
　個体の抗赤血球抗体を同定するためのインビトロ方法であって、
（ｂ）
　（ｉ）試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器中で、凝集な
しに、試料中に存在する抗体または活性化血清補体分画が血液型抗原に結合することを可
能にする条件下で、ビーズの群ごとに互いに異なる既知の表現型の血液型抗原を各々が保
有する区別可能なビーズの群と接触させること、によって生物学的試料中の複数の抗赤血
球抗体を同定すること；
　（ｉｉ）血液型抗原に結合していない抗体または活性化血清補体分画を除去すること、
　（ｉｉｉ）結合している抗体および／または結合している活性化血清補体分画を標識す
ること、および
　（ｉｖ）標識された抗体または標識された活性化血清補体分画に結合しているビーズの
群を同定し、それにより、存在する抗赤血球抗体の同定を可能にすること、を含み、
ここで、区別可能なビーズは発光または蛍光シグナルを発する、方法。
【請求項５】
　個体の抗赤血球抗体を同定するためのインビトロ方法であって、
（ｂ）
　（ｉ）試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器中で、凝集な
しに、試料中に存在する抗体または活性化血清補体分画が血液型抗原に結合することを可
能にする条件下で、ビーズの群ごとに互いに異なる既知の表現型の血液型抗原を各々が保
有する区別可能なビーズの群と接触させること、によって生物学的試料中の複数の抗赤血
球抗体を同定すること；
　（ｉｉ）血液型抗原に結合していない抗体または活性化血清補体分画を除去すること、
　（ｉｉｉ）結合している抗体および／または結合している活性化血清補体分画を標識す
ること、および
　（ｉｖ）標識された抗体または標識された活性化血清補体分画に結合しているビーズの
群を同定し、それにより、存在する抗赤血球抗体の同定を可能にすること、を含み、
ここで、抗赤血球抗体は非定型抗体である、方法。
【請求項６】
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　赤血球によって保有される抗原性分子が、血液型を構成する赤血球膜抗原、赤血球によ
って保有される活性化血清補体分画、および感受性化された赤血球の表面に存在する抗体
からなる群より選択される、請求項１および２のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　（ａ）による抗原の同定および（ｂ）による抗体の同定が同時にそして同じ容器中で行
われる、請求項１または２記載の方法。
【請求項８】
　混合物の分析がフローサイトメトリーによって行われる、請求項１～７のいずれか一項
記載の方法。
【請求項９】
　溶血のような、ヘモグロビンの化学的または酵素的分解の工程も含む、請求項１～８の
いずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　区別可能なビーズが超常磁性または磁性または磁化可能なビーズである、請求項１～９
のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　区別可能なビーズが発光または蛍光シグナルを発する、請求項１～１０のいずれか一項
記載の方法。
【請求項１２】
　検出可能に標識された赤血球（ａによる）が蛍光化合物で標識される、請求項１または
２、または６～１０のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　抗体（ｂによる）が、蛍光、発光または放射性標識を保有する抗ヒトグロブリン抗体と
接触させることによって標識される、請求項１～１２のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　活性化血清補体分画（ｂによる）が、蛍光、発光または放射性標識を保有する抗血清補
体分画抗体と接触させることによって標識される、請求項１～１３のいずれか一項記載の
方法。
【請求項１５】
　複数の抗赤血球抗体を同定することを含み（ｂによる）、抗体が非定型抗体である、請
求項１～１４のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　生物学的試料が、全血、血漿、血清、血液細胞ペレットおよび任意の他の血液調製物か
らなる群より選択される、請求項１～１５のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
　生物学的試料が、抗体によってインビボで感受性化された、および／または血清補体分
画でコートされた赤血球を有する個体起源である、請求項１～１６のいずれか一項記載の
方法。
【請求項１８】
　赤血球の表面に、および／または個体起源の生物学的液体中に存在する免疫グロブリン
のアイソタイプを決定する、請求項１～１７のいずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　（ｂ）により同定された抗体の定量化も含む、請求項１～１８のいずれか一項記載の方
法。
【請求項２０】
　患者中に輸血されなければならない赤血球をクロスマッチングするための方法であって
、
（ｉ）患者由来の血清または血漿の試料を、単一の試験容器中で、存在する可能な抗体が
赤血球に結合することを可能にする条件下で、輸血されなければならない赤血球を保有す
る区別可能なビーズの群と、同時に接触させること、
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（ｉｉ）赤血球に結合していない抗体を除去すること、
（ｉｉｉ）結合している抗体を標識すること、および
（ｉｖ）混合物を分析して、ビーズの群が抗体に結合しているかどうかを決定すること（
ここで、ビーズの群の結合は輸血されなければならない赤血球が患者に対して完全な適合
ではないことを示す）、
を含む、方法。
【請求項２１】
　請求項１または２、または６～２０のいずれか一項記載の検出方法を実施するための一
組の試薬であって、各々が、検出されることのできる少なくとも１つの特定の物理的パラ
メーターを保有し、そして、群の１つは赤血球によって保有される抗原性分子に特異的な
捕獲抗体を保有し、そして他の群は（１）赤血球、（２）赤血球膜フラグメントまたは（
３）捕獲抗原（これは、血液型抗原である）を保有する少なくとも２つの異なる群に属す
る、区別可能なビーズの群を含む、一組の試薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、赤血球の型および表現型の分析に関し、そしてまた、非定型抗赤血球抗体に
ついてのスクリーニング、ドナーとレシピエントとの間の適合性の決定、および抗体また
は活性化血清補体分画でコートされた赤血球の実証に関する。
【０００２】
　今日では、輸血は、血液ドナーから得られた赤血球濃縮物（血液細胞濃縮物）の調製物
を静脈内投与することにある。輸血が存在する場合、主な危険性は、抗体およびその赤血
球抗原がレシピエント（輸血される個体）の身体中で再結合されることの可能性に関連付
けられる。事実、赤血球（erythrocyte）（赤血球（red blood cell）とも呼ばれる）の
表面に、免疫系によって認識され、そして赤血球溶血を伴う免疫応答を引き起こすことが
できる膜抗原、特に血液型（または式）抗原が存在する。そのような免疫学的反応の結果
は、臨床徴候を伴わない不十分な輸血から、軽微な臨床反応（不安、悪寒）、重篤な臨床
反応（ショック、ヘモグロビン尿、腎不全）、または結果として死を生じる劇的な臨床反
応（ショック、播種性血管内溶血）までの範囲でありうる。
【０００３】
　ドナーの赤血球は、レシピエントが、ドナーの赤血球抗原に対するいかなる循環抗体も
有しない場合に、レシピエントの血液と適合性であるといわれる。
【０００４】
　血液型を構成する赤血球膜抗原の全ての抗原性変異体の中で、２０より多い赤血球抗原
方式が今日までにヒトにおいて同定されている：抗原Ａ、Ｂ、およびＨを用いるＡＢＯ式
、特に抗原Ｄ（Ｄ抗原の非存在はｄと示される）、Ｃ、Ｅ、ｃ、およびｅを用いるＲｈｅ
ｓｕｓ（ＲＨ）式、特に２つの抗原Ｋおよびｋを用いるＫｅｌｌ（ＫＥＬ）式、特に抗原
ＦｙａおよびＦｙｂを用いるＤｕｆｆｙ（ＦＹ）式、特に抗原ＪｋａおよびＪｋｂを用い
るＫｉｄｄ（ＪＫ）式、あるいはＭＮＳ式、Ｌｅｗｉｓ（ＬＥ）式などのような実際には
それほど一般には研究されていない他の方式。赤血球抗原の同じ関連を有する個体は、同
じ赤血球血液型に属する。
【０００５】
　自己免疫疾患の場合などの病理学的状況を除くと、個体の血清は赤血球抗原に対する２
つの型の抗体を含みうる：
　－　（ｉ）定型といわれ、そしてＡＢＯ式の抗原に対する抗体（例えば、Ｂ型の個体に
おける抗Ａ抗体）
　－　（ｉｉ）非定型（または免疫）といわれ、血清または血漿におけるその存在は環境
性であり、そしてより特定して非ＡＢＯ式抗原に対する抗体。
【０００６】
　「定型」または「規則」抗体は、インビトロで赤血球を凝集させることができるＭおよ
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び／またはＡアイソタイプの免疫グロブリンである。この現象を使用して、Ｂｅｔｈ－Ｖ
ｉｎｃｅｎｔおよびＳｉｍｏｎｉｎ試験（それぞれ表（forward）または裏（reverse）型
決定（grouping））により個体のＡＢＯ型を決定する。Ｂｅｔｈ－Ｖｉｎｃｅｎｔ試験は
、個体の赤血球によって保有される抗体（抗原性表現型）を決定することを可能にし、そ
してＳｉｍｏｎｉｎ試験は、相補試験を行うこと、すなわち、個体の血清中に存在する循
環抗Ａおよび／または抗Ｂ抗体を決定することを可能にする。
【０００７】
　Ｂｅｔｈ－Ｖｉｎｃｅｎｔ試験において、個体の赤血球を、各々がＡＢＯ式の抗原に対
する正確な抗体特異性を有する試験血清または試験抗体と接触させる。それゆえ、それは
試験血清を用いる赤血球凝集試験である。
【０００８】
　Ｓｉｍｏｎｉｎ試験（裏試験とも呼ばれる）において、後者の循環抗体を含む、個体の
血清または血漿を、各々がＡＢＯ式の正確な抗原型に属する試験赤血球（test red blood
 cell）または試験赤血球（test erythrocyte）と接触させる。それゆえ、それは試験赤
血球を用いる血清凝集試験である。
【０００９】
　「非定型」、または「不規則」、または「免疫」抗体は、最も一般にはＧアイソタイプ
のものであり、外来赤血球による抗原刺激が存在するときに、例えば、輸血の間、あるい
は母体の血液型に属さない胎児赤血球抗原に対する母体の免疫反応に起因して妊娠の間（
特に出産時）に、１つ以上の抗原に対する免疫化の後に出現する。
【００１０】
　これらの「非定型」抗体についてのスクリーニングは、非定型凝集素スクリーニング（
Atypical Agglutinin Screen）（ＡＡＳ）と呼ばれる。この試験を使用して、個体の血液
中における、種々の赤血球抗原に対する抗体の有無を検出する。このために、その抗原が
既知である試験赤血球へのこれらの抗体（ＩｇＧおよび／またはＩｇＭ）の結合を実証す
ることが求められる。平行した手順を多数の型の赤血球を用いて行い、結果の比較は、存
在する抗体の特異性（単数または複数）を推定することを可能にする。
【００１１】
　免疫学的反応に関連する危険性は、Ｒｈｅｓｕｓ式（この方法についての危険性の勾配
は以下の通りである：Ｄ＞Ｅ＞ｃ＞ｅ＞Ｃ）、および次いで、免疫原性の減少する順序に
従って、Ｋｅｌｌ式のＫ抗原、Ｄｕｆｆｙ式のＦｙａおよびＦｙｂ抗原、Ｋｉｄｄ式のＪ
ｋａおよびＪｋｂ抗原などのもののような、最も免疫原性の抗原をこの反応が含む場合に
ますます大きい。
【００１２】
　実際には、特定の抗原の組み合わせは非常に稀であるのでなおさら、輸血を実施するた
めに全てのこれらの抗原を考慮することは不可能であるか、そうでなければ、適切な時に
適切な血液型を有することはない。それゆえ、標準的な輸血は、最も一般には、ＡＢＯ式
およびＲｈｅｓｕｓ　Ｄ式（Ｒｈ＋またはＲｈ－）における型のみを考慮している。しか
し、非定型凝集素が出現する危険性が存在する状況では、特定の数の他の方式、特にＲｈ
ｅｓｕｓ Ｃ、ｃ、ＥおよびｅならびにＫｅｌｌ、または他の方式さえも考慮する。これ
らの危険性のある状況のために、次いで、それは、これらの非定型凝集素の存在または出
現の危険性を考慮して、ドナーの血液型のレシピエントの血液のものとの適合性に従う場
合である。
【００１３】
　従って、非定型抗赤血球抗体を保有するレシピエント患者において、または危険性のあ
る状況において、例えば、特に、非定型の抗赤血球抗体を有さない複数回輸血した患者に
おいて、そして妊婦において、ドナーの赤血球が、レシピエントの抗体がそれに対するも
のであるかまたはそれに対して出現しやすい抗原を欠いているに違いないような方法で、
輸血される赤血球濃縮物単位を選択することが重要である。
【００１４】
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　輸血の実際では、現時点で、専門家は２つの姿勢のいずれかをとることができる：
－　患者の血清または血漿における非定型抗体の存在について体系的にスクリーニングし
、そしてそのような抗体が存在する場合には、問題の抗原構造を欠く赤血球濃縮物を選択
する（これは、フランスにおいて最も一般に遭遇する場合である）、
－　または、レシピエントの血清または血漿の存在下でドナーの赤血球との直接的クロス
マッチを行う。ここで、凝集および／または溶解反応は観察されないべきである。
【００１５】
　輸血の臨床の実際では、赤血球表現型決定（erythrocyte phenotyping）（これは、赤
血球の表面の血液型抗原をスクリーニングおよび同定することに対応する（対応する定型
抗体の存在についてもスクリーニングされる、特定のＡＢＯ式を例外として））は、レシ
ピエントおよびドナーの両方を含む。
【００１６】
　レシピエントおよびドナーのレベルで、３つのレベルの赤血球表現型が、危険性のある
状況に応じて適合性の赤血球濃縮物をレシピエントに提供するために存在する：
　－　ＡＢＯ型決定表現型（またはＡＢＯ型決定）および標準的Ｒｈｅｓｕｓ表現型（Ｄ
抗原の有無）の決定；
　－　Ｋｅｌｌ　Ｒｈｅｓｕｓ表現型（Ｃ、Ｅ、ｃ、ｅおよびＫ抗原の有無）の決定；お
よび
　－　拡張された（または拡大された）表現型の決定、すなわち、Ｄｕｆｆｙ式の抗原、
Ｋｉｄｄ式のＦｙａおよびＦｙｂ、ＭＮＳ式およびＬｅｗｉｓ式のＪｋａおよびＪｋｂ、
ならびに、レシピエントの血清において明らかにされた危険性および／または非定型抗体
の性質に従ってそれもまた研究されうる他の抗原の有無の決定。
【００１７】
　表現型決定のために通常使用される技術は、一般に、適切な抗体を含む試験血清を使用
して、研究される抗原の有無についてのスクリーニングすることにある。好ましくは、こ
れらの試験血清に含まれるこれらの抗体は、本来凝集性であり（ＩｇＭまたはＩｇＡ）、
それにより、試験血清中に存在する抗体に対応する抗原を後者が保有するときに、表現型
決定しようとする赤血球の全体的または部分的凝集を得ることを可能にする。それにもか
かわらず、（ＩｇＧ型の）非凝集試験抗体を使用することが可能であり、ここで、それら
の存在は、抗免疫グロブリンによる凝集によって実証される（「間接クームス」技術）。
【００１８】
　試験しようとする患者からの血清または血漿の試料において、ＡＢＯ型決定のための定
型抗体またはＡＡＳの場合非定型抗体である抗血液型抗原抗体をスクリーニングおよび同
定するために、患者の血清または血漿を、一般に、特定の数の血液型方式（ＡＢＯ、Ｒｈ
ｅｓｕｓ、Ｋｅｌｌ、Ｄｕｆｆｙ、Ｋｉｄｄ、ＭＮＳなど）における既知の抗原性の試験
赤血球（test erythrocyte）（試験赤血球（test red blood cell）とも呼ばれる）と接
触させる。ＡＡＳ（それについて存在しやすい抗体はむしろ非凝集型である）のために、
使用される技術は、抗免疫グロブリンを用いる凝集によるか、または特許ＥＰ０３６７４
６８に記載されるような固相上での免疫接着（immunoadhesion）および抗免疫グロブリン
でコートされた赤血球を用いた顕現（revelation）による、間接クームス型のものである
。
【００１９】
　ＡＡＳの場合、第１工程において、「スクリーニング」赤血球（非定型抗体の有無を検
出（同定ではない）するために輸血において重要な全ての抗原を含むように選択された異
なる型の２つまたは３つの赤血球）のパネルを利用する。スクリーニングが陽性のとき、
次いで、存在する非定型抗体（単数または複数）の特異性を、一般に、大多数の既知の血
液型方式において表現型決定された１０～１５、または２０さえの異なる赤血球を含む、
「同定」赤血球の少なくとも１つのパネルにより同定する。
【００２０】
　クロスマッチの場合、間接クームス技術も使用する。従って、輸血されうるバッグから
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取られた試料起源のドナー赤血球、レシピエントの血清および抗グロブリンを一緒にする
。そのような分析は、抗体の有無の決定のみをもたらし、そしてその特異性を決定するこ
とを可能にしない。
【００２１】
　輸血の分野において表現型決定またはＡＡＳのために使用される技術の多数の変形が存
在し、これらの技術は、手動であるか（乳白色プレート上、チューブ中もしくはマイクロ
プレートウェル中、またはゲルカラム中）、または、試料および試薬を分注するためのロ
ボット、シェーカー、インキュベーター、遠心分離機および自動リーダー（そのプログラ
ムは実行される技術に適切である）により完全に自動化されることが可能である。
【００２２】
　それにもかかわらず、現在の技術は特定の数の限界を有する。
【００２３】
　現在、血液型を決定するときに、最終的な結果は、同じ試験試料を用いて決定されたの
ではない、いくつかの分離した結果の積み重ねに相当する。同じ患者からのいくつかの試
験試料の使用は、試験の信頼性に影響を及ぼす。さらに、それは多量の血液を取ることを
必要とし、これは特定の患者において（例えば、乳児においてそして重篤な貧血に罹患し
た患者において）問題となりうる。
【００２４】
　特にＡＢＯ型を決定するために、分析は、２つの型の分析の組み合わせおよび解釈の結
果である：血漿または血清を用いる血清分析および血液細胞ペレットを使用する細胞分析
。
【００２５】
　非定型抗体スクリーニングの場合、スクリーニングは、一般に、第一の方針として行わ
れ、次いで結果が陽性である場合、抗体の特異性を同定するために、試料を選別する。こ
れらの２つの工程は、結果が与えられる時を遅延させ、そして試料の分解を引き起こしう
る。さらに、試料の容積は、研究を継続するために不十分であるとしばしば見出され（特
に抗体混合物の場合にそうである）、このことは、患者からさらなる試料を取ることを必
要にする。これらの工程の多重性は、誤りを回避するために厳密な追跡調査手順の設定を
必要とする。
【００２６】
　さらに、凝集原理に基づく全ての型決定および表現型決定試験は、特定の方式（例えば
、Ｄｕｆｆｙ）について不可能である。ここで、アイソタイプＧのヒト抗体のみが利用可
能であり、後者は特異的抗原を保有する赤血球を直接的に凝集することができない。この
場合、これらのヒト免疫グロブリンを認識し、そして試験しようとする赤血球に結合して
いる抗体間の架橋を可能にするさらなる試薬（ＡＨＧ）が利用される。しかし、この型の
試薬を、抗体によってインビボで感受性化された赤血球を有する患者（自己免疫性貧血、
新生児など）の場合に使用することはできない。なぜなら、非特異的な凝集反応（赤血球
の表面での考慮中の抗原の非存在下でさえ凝集）を引き起こす危険性が存在するからであ
る。それゆえ、このカテゴリーの患者について表現型を提供することは不可能であり、そ
してこのことは真の公衆衛生問題を引き起こしている。これは、この場合、輸血する医師
は、それについて最大数の抗原マーカーが陰性である赤血球を輸血することが義務付けら
れ、そのような赤血球は治療ユニットにおいて常に利用可能なわけではないからである。
【００２７】
　さらに、現在利用可能な技術を用いて、利用可能な結果（これは、しばしばいくつかの
試験の結果の組み合わせから生じる）を提供するために必要とされる時間は、少なくとも
３０分間を２回のオーダーであり、一方、輸血を必要とする状況は、一般に、できるだけ
短時間にドナーとレシピエントとの間の適合性を決定することができることが所望される
緊急の状況である。
【００２８】
発明の概要
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　本発明は、完全に自動化することができ、そして赤血球の型決定および表現型決定、非
定型抗赤血球抗体についてのスクリーニング、ドナーとレシピエントとの間の適合性の決
定、ならびに抗体または血清補体分画のいずれかでコートされた赤血球の実証を行うこと
を可能にする、迅速でそして簡単な方法であって、好ましくは単一の試料を用いて多重フ
ォーマットで行われる方法を提供することによってこれらの問題を解決する。
【００２９】
　従って、本発明は、特に赤血球または区別可能なビーズの、凝集なしに、適切であれば
血清補体分画の活性化を伴って、抗体がそれらの抗原に結合することを可能にする条件下
で、試料を、ａ）抗原に特異的な抗体またはｂ）赤血球、赤血球膜フラグメントもしくは
血液型抗原にそれが結合した区別可能なビーズと接触させることを含む、好ましくは多重
フォーマットで、個体において存在しうる、赤血球によって保有される抗原性分子および
、また、抗赤血球抗体を同定するためのインビトロ方法を提供する。
【００３０】
　より具体的には、本発明の課題は、個体の赤血球によって保有される抗原性分子および
／または抗赤血球抗体を同定するためのインビトロ方法であって、
ａ）
　（ｉ）赤血球を含む試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器
中で、凝集なしに、赤血球が抗体に結合することを可能にする条件下で、ビーズの群ごと
に互いに異なる、赤血球によって保有される抗原性分子に特異的な、所定の抗体を各々が
保有する区別可能なビーズの群と接触させること（ここで、赤血球はそれがビーズの群と
接触させられる前または後に標識される）、
　（ｉｉ）抗体に結合していない赤血球を除去すること、および
　（ｉｉｉ）標識された赤血球に結合しているビーズの群を同定し、それにより、検出さ
れた赤血球によって保有される抗原の同定を可能にすること、
によって生物学的試料中の赤血球によって保有される複数の抗原性分子を同定すること；
および／または
ｂ）
　（ｉ）試料を、単一の試験容器中で、またはいくつかの分離した試験容器中で、凝集な
しに、試料中に存在する抗体または活性化血清補体分画が赤血球、赤血球膜フラグメント
または血液型抗原に結合することを可能にする条件下で、ビーズの群ごとに互いに異なる
既知の表現型の、（１）赤血球、（２）赤血球膜フラグメントまたは（３）または血液型
抗原を各々が保有する区別可能なビーズの群と接触させること、
　（ｉｉ）赤血球または赤血球膜フラグメントまたは血液型抗原に結合していない抗体ま
たは活性化血清補体分画を除去すること、
　（ｉｉｉ）結合している抗体および／または結合している活性化血清補体分画を標識す
ること、および
　（ｉｖ）標識された抗体または標識された活性化血清補体分画に結合しているビーズの
群を同定し、それにより、存在する抗赤血球抗体の同定を可能にすること、
によって生物学的試料中の複数の抗赤血球抗体を同定すること、
を含む、方法である。
【００３１】
　好ましくは、様式（ａ）および／または様式（ｂ）は、多重フォーマットで、単一の容
器中で行われる。最終工程ａ－（ｉｉｉ）またはｂ－（ｉｖ）は、次いで、混合物を分析
して、それぞれ、どのビーズの群が、標識された赤血球に結合しているか、または抗体も
しくは活性化血清補体分画に結合しているかを同定することを含む。
【００３２】
　本発明の主題はまた、上記の検出方法を実行するための一組の試薬であって、各々が、
検出されることができる少なくとも１つの特定の物理的パラメーターを保有し、そして、
群の１つは赤血球によって保有される抗原性分子に特異的な捕獲抗体を保有し、そして他
の群は（１）赤血球、（２）赤血球膜フラグメントまたは（３）捕獲抗原（これは血液型
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抗原である）を保有する、少なくとも２つの異なる群に属する、ビーズの群を含む、一組
の試薬である。
【００３３】
本発明の詳細な説明
定義：
　本明細書において、「赤血球（erythrocyte）」または「赤血球（red blood cell）」
という用語は同じ血液細胞を示すために区別なく使用される。
【００３４】
　「多重（multiplex）」という用語は、同時に単一の試料について単一の容器中でそし
て単一のシグナル読み取りシステムを使用して、いくつかの異なる抗原－抗体型反応が分
析されることを意味する。
【００３５】
　「単純（simplex）」という用語は、いくつかの分離した容器中で、抗原－抗体型反応
が分析されることを意味する。好ましくは、分析は、それにもかかわらず、同時に、そし
て好ましくは単一のシグナル読み取りシステムを使用して行われる。
【００３６】
　「赤血球によって保有される抗原性分子」という表現は、赤血球の表面に生理学的に見
出される任意の赤血球抗原、特に血液型抗原だけでなく、赤血球抗原に起因する免疫学的
反応から生じる赤血球の表面に存在する抗原も示す。この場合、「赤血球によって保有さ
れる抗原性分子」という用語は、インビボで感受性化された赤血球によって保有される、
血清補体分画の活性化エレメントまたは抗体を含む。
【００３７】
　一般に、赤血球によって保有される抗原性分子は、それゆえ、血液型を構成する赤血球
膜抗原、赤血球によって保有される活性化血清補体分画、および感受性化された赤血球の
表面に存在する抗体からなる群より選択される。赤血球上に吸着されているが、他の細胞
集団起源である抗原性分子（特に、Ｌｅｗｉｓ抗原分子）も含まれる。
【００３８】
　「抗赤血球抗体」という表現は、赤血球によって保有される抗原に特異的に結合する任
意の抗体を示す。「結合している抗体および／または結合している活性化血清補体分画の
標識」という用語は、赤血球膜に可逆的に結合しているかまたは直接的に包埋されている
抗体または活性化血清補体分画の標識を意味すると理解される。
【００３９】
　「個体」という用語は、複数の血液型を有する任意の動物を意味することが意図される
。複数の血液型を有する動物として、例えば、イヌ（今日までに８個の異なる血液型が同
定されている）、およびネコ（３個を有する）に言及しうる。もちろん、「個体」という
用語は、ヒト（胎児期を含む）にも関する。
【００４０】
　「生物学的試料」という用語は、生理学的であろうと病理学的であろうと、赤血球また
は抗赤血球抗体を含みうる体液または組織バイオプシーの任意の画分を意味することが意
図される。生物学的試料として、それゆえ、血液試料、特に全血試料または血液細胞ペレ
ット試料（もしくは血液バッグ）、または任意の他の血液調製物に言及しうるが、それが
血液を含むときには、唾液、汗、涙、乳汁または尿にも言及しうる。抗体スクリーニング
のために血漿または血清試料を使用することも可能である。赤血球によって保有される抗
原を決定するために、生物学的試料は血液細胞ペレットからなっていてもよい。様式（ａ
）において使用される試料は、様式（ｂ）において使用される試料と同一であってもよく
または異なっていてもよい。試料が同一であるときに、様式（ａ）および（ｂ）を同じ容
器中で同時に行うことができる。生物学的試料は前処理を経ていなくてもよい。
【００４１】
　「抗体」という用語は、抗原性化合物の少なくとも１つの抗原決定基に抗体が結合する
ことを可能にする、少なくとも１つの抗原結合部位を含むかまたはそれからなる任意の抗
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体全体または抗体の機能性フラグメントを指す。抗体フラグメントの例として、Ｆａｂ、
Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２フラグメントに、そしてまたｓｃＦｖ鎖（単鎖可変フラグ
メント）、ｄｓＦｖ鎖（二重鎖可変フラグメント）などに言及しうる。これらの機能性フ
ラグメントを、特に遺伝子工学によって得てもよい。
【００４２】
　「捕獲抗原」という用語は、抗体によって認識されることができ、そして後者との親和
性結合を可能にする、固相に結合した抗原性フラグメントを意味することが意図される。
ビーズに結合した血液型抗原は、化学的プロセスまたは遺伝子組換えによって産生される
、合成抗原でありうる血液型抗原である。それは、生物学的試料から精製された抗原であ
ってもよい。
【００４３】
　「捕獲抗体」という用語は、親和性結合によって、生物学的試料中に存在する抗原性化
合物の少なくとも１つの抗原決定基を保持することができる、固相に結合された抗体また
は抗体の部分を意味することが意図される。
【００４４】
　検出ツールとして使用される抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体であり
うる。本発明に関して使用することができるモノクローナル抗体またはポリクローナル抗
体の産生は、従来技術の部類に入る。
【００４５】
　モノクローナル抗体を、Kohler and Milstein（Nature, 256, p. 495-497(1975)）によ
って記載される従来のリンパ球融合およびハイブリドーマ培養方法に従って得てもよい。
モノクローナル抗体を調製するための他の方法も公知である（Harlow et al. editors, A
ntibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)）。モノクロ
ーナル抗体を、哺乳動物（例えばマウス、ラット、ウサギまたはヒトさえ等）を免疫し、
そしてリンパ球融合物産生ハイブリドーマの技術を使用することによって調製してもよい
（Kohler and Milstein, 1975、上記）。
【００４６】
　この習慣的技術に対する代替技術が存在する。例えば、モノクローナル抗体を、ハイブ
リドーマからクローン化された核酸の発現によって産生することができる。抗体を、典型
的には繊維状ファージであるベクター（例えばＥ．ｃｏｌｉ用のｆＵＳＥ５、Scott et a
l.（Science, 249, pp. 386-390 (1990)））中に抗体ｃＤＮＡを導入することによって、
ファージディスプレイ技術によって産生することもできる。後者は、ライブラリーを構成
し、そしてその表面にｓｃＦｖフラグメントを有する。この抗体ライブラリーを構築する
ためのプロトコルは、Marks et al. (1991)（J. MoI. Biol., 222, pp. 581- 597, (1991
)）に記載されている。
【００４７】
　ポリクローナル抗体を、通常の手順に従って、抗原（好ましくはペプチド性質の）に対
して免疫された動物の血清から得ることができる。
【００４８】
　一般に、ポリペプチド（特に組換えポリペプチド）またはオリゴペプチドを、例えば免
疫原として、使用することができる。従来のプロトコルによれば、Benoit et al.［PNAS 
USA, 79, pp. 917-921 (1982)］によって記載される手順に従って、ペプチド免疫原１ｍ
ｇの等価物でウサギを免疫する。
【００４９】
ビーズ：
　ビーズは、一般に、生物学的試料の構成要素に関して不活性であるポリマーからなり；
それは固体であり、そして試料に不溶性である。使用されるポリマーは、ポリエステル、
ポリエーテル、ポリオレフィン、ポリアミド、ポリサッカリド、ポリウレタンまたはセル
ロースでありうる。粒子に完全性および構造を与えるために結合剤を使用してもよい。
【００５０】
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　生物学的な目的の高分子（タンパク質、脂質、炭水化物、核酸）の結合またはカップリ
ングを可能にするように、これらのポリマーに官能基を組み入れてもよい。当業者に公知
であるこれらの官能基は、アミン（－ＮＨ２）またはアンモニウム（－ＮＨ３

＋または－
ＮＲ３

＋）官能基、アルコール官能基（－ＯＨ）、カルボキシル官能基（－ＣＯＯＨ）ま
たはイソシアネート官能基（－ＮＣＯ）でありうる。ＣＯＯＨ官能基をポリオレフィン中
に導入するために最も一般的に使用されているモノマーはアクリル酸またはメタクリル酸
である。
【００５１】
　ビーズの表面への試薬の結合を、静電誘引、親和性相互作用、疎水性相互作用または共
有結合によって行うことができる。共有結合が好ましい。
【００５２】
　本発明において使用されるビーズは、形状がほぼ球状であり、０．５～４０μｍ、好ま
しくは４～９、より特定すると５～８μｍでありうるサイズの粒子である。
【００５３】
　ここで使用されるビーズは、適切な検出器によってそれらを互いに区別することを可能
にする差示的なマーカーをそれらが有するという点で、「区別可能」である。それゆえ、
各々のビーズの群は、適切な検出器またはツール（例えばフローサイトメーター）によっ
てそれらを互いに識別することを可能にする、異なる物理化学的特性（サイズ、密度、粒
子サイズ、粗さ、吸光度、蛍光、常磁性成分）を有する。
【００５４】
　粒子を互いに区別するための差示的なパラメーターとして、特に、非重複サイズ範囲を
選択することによって、粒子のサイズを利用しうる。別の好ましい実施態様において、区
別可能な粒子は蛍光シグナルを発する。種々の蛍光標識を組み入れるビーズを、事実、そ
の蛍光スペクトルによって区別することができる。このために、ビーズに１つ以上の色素
（例えば蛍光、発光など）（適切であれば種々の濃度の）、または放射性同位元素型、酵
素型などの標識を浸透させることができる（Venkatasubbarao S. << Microarrays-Status
 and prospects >> Trends in Biotechnology Dec 2004, 22(12):630-637 ; Morgan et a
l, << Cytometric bead array: a multiplexed assay platform with applications in v
arious areas of biology >>, Clin. Immunol. (2004) 100:252-266）。光の散乱もしく
は発光、またはその組み合わせを、粒子間の区別のために使用することもできる。
【００５５】
　好ましい実施態様において、区別可能なビーズは発光または蛍光シグナルを発する。
【００５６】
　使用されるビーズは、超常磁性、磁性または磁化可能でありうる。本発明に従って使用
することができるビーズとして、特にＵＳ６，８７２，５７８に記載のものに言及しうる
。特に好ましい実施態様によれば、使用されるビーズは、蛍光性でありそして超常磁性で
ある。これらの物理化学的特性は、生物学的試料との反応の間に、これらの微粒子によっ
て捕獲された画分を結合していないものから分離することを可能にしうる。この分離を、
とりわけ、遠心分離、ろ過または磁化によって行うことができる。磁化による分離が好ま
しく、そしてこのために、常磁性、強磁性、フェリ磁性およびメタ磁性成分を含むビーズ
を使用しうる。常磁性成分が好ましい（例えば、鉄、コバルト、ニッケルまたは金属酸化
物、例えばＭｎ２Ｏ３、Ｃｒ２ＯもしくはＦｅ３Ｏ４）。磁性成分の量は２％～５０％（
重量）、好ましくは３％～２５％でありうる。
【００５７】
　抗体を、任意の適切な技術によって（ａによる）ビーズに結合させうる。それらは、直
接的共有結合によって、または非共有結合で、特に受動的吸着もしくは親和性によって結
合されうる。直接的共有結合を、例えば、ヒドロキシスクシンイミドまたはカルボジイミ
ドを介する結合を含む、ビーズの表面に存在するカルボキシル基の活性化によって行いう
る。特定の実施態様において、抗免疫グロブリン抗体をまずビーズに結合させ（共有結合
によって）、次いでビーズを結合させようとする抗体と接触させる。
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【００５８】
　赤血球、赤血球膜フラグメントまたは血液型抗原を、ポリ－Ｌ－リジンを介する非共有
結合によってか、または色素型のポリカチオンのような任意の型のリガンドによって、ビ
ーズに結合させることができる。赤血球、赤血球膜フラグメントまたは合成抗原を、共有
結合によって、特に過ヨウ素酸ナトリウムを使用して、ビーズに結合させることもできる
。
【００５９】
　驚くべきことに、赤血球または膜フラグメントの結合が、共有結合であろうと非共有結
合であろうと、フローサイトメトリープロセスに従って区別可能であるというビーズの有
する特性を損なわないことが示された。
【００６０】
　さらに、これらのビーズの表面に、同様に、赤血球の表面に存在する特定の血液型抗原
のホモログである合成抗原を結合させることが可能である。これらの抗原の結合は、区別
可能であるというビーズの有する特性も損なわない。そのような合成抗原は、例えば、ポ
リサッカリドでありうる。
【００６１】
　ビーズは、例えばＬｕｍｉｎｅｘの特許出願ＷＯ９７／１４０２８に記載されるような
、フローサイトメーターのような検出器による測定に供される。従って、反応物（抗体ま
たは赤血球または赤血球膜）を保有するビーズのサブグループが生物学的試料に曝露され
、各々のサブグループは、１つのサブグループのビーズを別のサブグループのものから区
別することを可能にする１つ以上の分類パラメーターを有している。次いで、このように
して試料に曝露されたビーズは、検査ゾーン（例えばフローサイトメーター）を通過し、
ここで分類パラメーターに関連するデータ（例えば蛍光発光強度）が収集され、そして好
ましくは反応物と目的の分析物との間（すなわち、ビーズと、本発明の方法における（ａ
）による赤血球によって保有される抗原性分子または（ｂ）による抗体との間）に形成さ
れた複合体の有無に関連するデータも収集される。
【００６２】
標識：
　検出可能に標識された赤血球（様式（ａ）における）を、当業者に公知の任意の技術に
よって標識することができる。例えば、それを、蛍光化合物、例えば細胞の膜中に挿入さ
れるフルオロフォアで標識してもよい。それを、それ自体が蛍光標識で官能性付与されて
いる、赤血球の表面の構造を認識することができるリガンドを使用して標識してもよい。
これらのリガンドは、例えば、抗体または動物または植物レクチンでありうる。これらの
型の標識を、試験の前に行ってもよく、または行わなくてもよい。
【００６３】
　様式ｂ）において、標識されるのは抗体であるか、あるいは、活性化された血清補体画
分である。任意の標識技術が可能である。標識の型を混合することもできる。
【００６４】
　特定の実施態様によれば、抗体は、蛍光、発光または放射性標識を保有する抗ヒト免疫
グロブリン抗体と接触させられる。
【００６５】
　別の特定の、場合により累積的な、実施態様によれば、活性化血清画分を、活性化血清
補体画分を特異的に認識する、例えば、蛍光、発光または放射性標識を保有する抗体と接
触させる。そのような抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルであり得、そして当
業者に周知である。
【００６６】
非結合試薬の除去：
　分析工程を行う前に、接触および試薬のインキュベーションの間に結合していない試薬
を除去すべきである。バックグラウンドノイズを低下させ、それゆえ試験の良好な特異性
を得るために、できるだけ多くのの非結合試薬を除去することが望ましいが、徹底的過ぎ
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る条件は前記試験の感度を低下させうる。それゆえ、非結合試薬の残存する存在は一般に
容認できる。方法の感度と特異性との間の許容されうる妥協を得るための条件は、日常的
な実験により当業者によって容易に決定されうる。
【００６７】
　非結合試薬の除去を、反復した遠心分離工程、またはビーズの超常磁性性質の使用およ
び磁石の使用による洗浄のような、当業者に公知の任意の技術によって行うことができる
。
【００６８】
好ましい実施態様：
　上記で規定するように、本発明による方法は、（ａ）により抗原を同定すること、また
は抗体を同定すること、あるいは結合している活性化血清補体画分を同定することを可能
にする。それはまた、いくつかの型の同定の組み合わせを使用することを可能にする。従
って、（ａ）による抗原の同定および（ｂ）による抗体の同定を、同時にまたは別々に行
うことができる。（ｂ）による抗体の同定を、抗体および活性化血清補体画分の両方を明
らかにすることによって行うことができる。
【００６９】
　容器は任意の固体容器、例えば試験管、マクロプレートウェル、または自動化システム
における反応を可能にする任意の容器でありうる。容器を遠心分離する必要はない。
【００７０】
　反応物の混合および目的の分析物の混合を、凝集なしに、赤血球によって保有される抗
原の抗体への特異的結合を可能にする条件（特にｐＨ、温度、イオン強度などの）下で行
う。凝集の実質的な非存在は、特にフローサイトメーターを使用することを可能にする。
いかなる凝集反応をも回避するために、ビーズの量およびサイズを、そしてまた試料の濃
度を調整することが有利である。凝集反応は、特にH.E. Hart, Bulletin of mathematica
l biology, vol 42, 17-36、K.C. Chak, Bulletin of mathematical biology, vol 42, 3
7-56およびC. DeLisi, Journal of Theoretical Biology, 1974, vol 45, pages 555-575
によって記載されている数学的法則を満たす。これらの法則は、特に、試薬のサイズそし
てまたその数での比率のようないくつかのパラメーターを含む。それゆえ、当業者は、実
質的な凝集が生じないように、使用する試薬に応じてこれらの数学的法則を適用すること
によって、反応条件を選択する。例えば、赤血球および赤血球のサイズと類似するサイズ
（すなわち７μｍのオーダー）のビーズを使用する場合、当業者は３０～１５０の範囲の
ビーズ数に対する赤血球数の比率を選択する。
【００７１】
　有利には、溶血のようなヘモグロビンの化学的または酵素的分解の工程を、好ましくは
結合の後、抗原（ａによる）または抗体（ｂによる）の同定の前に提供することが好まし
い。
【００７２】
　溶血を種々の方法で行うことができる。例えば、混合物を低浸透圧モル濃度の媒質中で
インキュベートすることができる。「低浸透圧モル濃度の媒質」という用語は、一般に、
１００ｍｏｓｍｏｌ／Ｌ以下の浸透圧モル濃度を有する媒質を意味することが意図される
。低浸透圧モル濃度の適切な媒質として、４０ｍＭ以下の濃度を有する塩化アンモニウム
溶液、または蒸留水に言及しうる。溶血を超音波処理によって行ってもよい。
【００７３】
適用：
　方法は、多重フォーマットで、赤血球の表現型決定および／または型決定を行うことを
可能にする。
【００７４】
　本発明による方法の実施態様（ａ）によって同定される抗原は、任意の血液型抗原、す
なわち、Ａ抗原、Ｂ抗原、同時に発現されるＡおよびＢ抗原もしくはＨ抗原を用いるＡＢ
Ｏ式、Ｄ、Ｅ、ｅ、およびＣもしくはｃ抗原を用いるＲｈｅｓｕｓ式、Ｋもしくはｋ抗原
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を用いるＫｅｌｌ式、Ｄｕｆｆｙ式（Ｆｙａ、Ｆｙｂ）、Ｋｉｄｄ式（Ｊｋａ、Ｊｋｂ）
、あるいは実際にはそれほど一般には研究されてないが、それもまた存在する他の方式（
例えばＭＮＳ、Ｌｅｗｉｓなど）でありうる。
【００７５】
　本発明の方法の実施態様（ａ）は、抗体によってあるいは血清補体分画によってインビ
ボで感受性化された赤血球を有する患者由来の生物学的試料を使用して表現型を同定する
ことの可能性も提供する。これらの患者は「直接クームス試験陽性」といわれる。それら
は、例えば、特に新生児または溶血性貧血に罹患した患者である。これらの患者の赤血球
がＧ型免疫グロブリンでコートされているという事実は、抗ヒトグロブリン二次試薬の関
与をもたらす試薬の使用を禁止する。それゆえ、間接クームス試験をそのような場合に使
用することはできない。この特殊性は、この型の患者の完全な表現型を確立する生物学者
の能力を大いに制限する。事実、多くの表現型決定試薬は、ＩｇＧ型の特異的ヒト抗体の
溶液の形態でのみ存在し、抗ヒトグロブリン二次試薬の使用を必要とする。特定の場合、
それゆえ、分析を行うことは不可能であり、それゆえ、患者に輸血することは不可能であ
り、このことは、もちろん、治療手順の質に影響を及ぼしうる。反対に、本発明による方
法は、抗グロブリン二次試薬の使用を必要とせず、それゆえ、インビボで感受性化された
赤血球の赤血球抗原の同定を可能にする。
【００７６】
　インビボで感受性化された赤血球の表面に存在する抗体または活性化血清補体分画は、
それ自体、本発明による方法の実施態様（ａ）を用いて同定されうる赤血球によって保有
される抗原を構成することができる。
【００７７】
　有利には、本発明の方法は、赤血球の表面に存在する免疫グロブリンのアイソタイプを
決定することも可能にする。特定のアイソタイプは他よりも危険であるので、見出される
抗体の性質を特定することができ、従って、臨床医が彼または彼女の治療手順を指図する
ことを可能にすることは有利である。従って、実施態様ｂによれば、免疫グロブリンアイ
ソタイプに特異的な抗体のための標識を使用することによって、非定型抗体のアイソタイ
プを決定することができる。
【００７８】
　本発明による方法の実施態様（ａ）は、複数回輸血した患者において、患者がその血液
型と完全には適合性でない複数の輸血を受けたときに時々遭遇する、赤血球の複数の集団
、すなわち、異なる表現型の赤血球（二重集団）を明らかにすることも可能にする。
【００７９】
　本発明の方法は、患者／移植片によってもう一度合成された非常に少量の赤血球を明ら
かにすることによって、骨髄移植をモニターすることも可能にする。
【００８０】
　本発明の方法は、適切な場合、Ｋｌｅｉｈａｕｅｒ試験の代わりとして、母親からの血
液試料中に存在する胎児赤血球を同定することも可能にする。
【００８１】
　さらに、方法は、例えば蛍光シグナルの分析を通して、試料中の赤血球の表面の抗原の
割合を定量的に決定することを可能にする。
【００８２】
　本発明の方法は抗体の定量化も可能にする。従って、得られる結果は数値的形態にあり
得、そして電子データ処理システムによる促進された解釈のために利用可能でありうる。
【００８３】
　さらに、本発明の方法は、複数の抗赤血球抗体を同定することの可能性を提供する（ｂ
による）。一般に、この方法は、Ｓｉｍｏｎｉｎ裏試験のための任意の抗ＡＢＯ型特異性
を、または、非定型抗体についてのスクリーニングに関して任意の他の特異性を同定する
ことを可能にする。一般に、これらの抗体は、特に本発明による方法を行うための条件下
で、それらの抗原に安定に結合することができる、すなわち、それらの抗原に結合するだ
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けでなく、それらに結合したままであることができる。これらの抗体を、本発明による方
法の実施態様（ｂ）によって同定することができる。
【００８４】
　さらに、ある特定の抗赤血球抗体は、それらのアイソタイプおよび温度に応じてのそれ
らの可変性の反応性によって、それらの対応する抗原に結合したままであることができな
いことが現在周知である。他方、これらの抗体は、補体系を構成する全てのタンパク質、
特に血清画分Ｃ１ｑ、Ｃ３およびＣ４を活性化することができる。この活性化の結果は、
Ｃ３ｂ、Ｃ３ｄｇおよびＣ３ｄタンパク質などの改変タンパク質の形成を導き、後者の２
つの場合、これらは赤血球膜中に固定されたままであり、一方、開始抗体は赤血球の表面
から除去される。しかし、この複雑なプロセスは、抗体の赤血球抗原への一次結合の最初
のそして特異的な反応に直接的に結び付けられる。活性化血清分画を同定する、本発明に
よる方法の実施態様（ｂ）は、開始抗体を同定することを可能にする。
【００８５】
　有利には、本発明の方法は、患者、例えば、妊婦の血清中に存在する免疫グロブリンの
アイソタイプを決定することも可能にする。これは、胎児貧血をモニターするための主な
興味の対象である。これは、新生児の溶血性疾患の重篤度が、母親中に存在しそして小児
の赤血球の抗原決定基に対するものである抗体のアイソタイプに依存することが現在実証
されているからである（Lambin et al., Transfusion, 2002, vol 42, pp1537-1546）。
いくつかのアイソタイプは他よりも危険であるので、見出される抗体の性質を特定するこ
とができ、従って、臨床医が彼または彼女の治療手順を指図することを可能にすることは
有利である。
【００８６】
　さらに、特に有利には、本発明による方法は、本発明の方法の実施態様（ａ）および（
ｂ）を同時にそして同じ容器中で実行することによって、単一の試験試料を使用して決定
される、個体の血液中に存在する赤血球によって保有される赤血球抗原および抗赤血球抗
体の両方を用いたＡＢＯ式における個体の血液型の完全な決定を可能にする。
【００８７】
　さらに、本発明の方法の特定の実施態様によれば、クロスマッチを確認するために後者
を行う。それゆえ、それは、全ての血液型抗原（ＡＢＯのみではない）をクロスマッチす
ることの問題である。この場合、（ｉ）患者の血清または血漿の試料を、同時に、好まし
くは単一の試験容器中で、存在する可能な抗体が赤血球に結合することを可能にする条件
下で、輸血されなければならない赤血球を保有する区別可能なビーズの群と接触させ、（
ｉｉ）赤血球に結合していない抗体を除去し、（ｉｉｉ）結合している抗体を、特に、例
えば蛍光標識で標識された抗グロブリンを使用して標識し、次いで（ｉｖ）混合物を、好
ましくはフローサイトメトリーにより、分析して、ビーズの群が抗体に結合しているかど
うかを決定し、ここで、ビーズの群の結合は、輸血されなければならない赤血球が患者に
対して完全な適合ではないことを示す。
【００８８】
　そのような適用は、本発明の方法の高い信頼性の故に可能になる。
【００８９】
　有利には、方法は、完全な信頼できる結果を数分のみのうちに得ることを可能にする。
より詳細には、１時間未満のうちに、または３０分未満のうちにさえ完全な結果を与える
ことが可能である。
【００９０】
　さらに、本発明の方法は、少なくともゲルカラムろ過などの現在販売されている技術の
ものと同様な、非常に良好な感度を有している。
【００９１】
　本発明の方法はまた、取る試験試料の容積をかなり低下させることを可能にする。今日
、反応は、一般に、各々の試験について２５μｌの試験試料を用いて行われる（すなわち
、２０個の異なる赤血球および３つのスクリーニング赤血球を用いるＡＡＳの場合、５７
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５μｌ）。本発明の方法を行うためには、例えば５０～１００μｌのみで十分である。
【００９２】
　以下の図面および実施例は本発明をその範囲を限定することなしに例証する。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）ビーズ上の抗体の直接的固定化を示すスキームであ
る。
【図２】Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）ビーズ上の、親和性による、ビーズ上の抗体の固定
化を示すスキームである。
【図３】蛍光膜内化合物での種々の表現型の赤血球の標識を示すスキームである。
【図４】ポリ－Ｌ－リジンによりＬｕｍｉｎｅｘ（登録商標）ビーズ上に赤血球を固定化
するための手順を示すスキームである。
【図５ａ】赤血球の多重化表現型決定（multiplexed phenotyping）を示す。
【図５ｂ】赤血球の多重化表現型決定を示す。
【図５ｃ】赤血球の多重化表現型決定を示す。
【図５ｄ】赤血球の多重化表現型決定を示す。
【図６】「直接クームス陽性」患者由来の赤血球の同時同定および多重化表現型決定を示
すスキームである。
【図７】抗Ｄ抗体の多重検出を示すスキームである。
【図８】抗Ｄ抗体の多重較正を示すグラフである。
【図９】Centre de Reference pour les Groupes Sanguins（CNRGS）［Blood Group Refe
rence Centre］からの参照血清中の抗Ｄ抗体の単純較正を示すグラフである。
【図１０】抗Ｄおよび抗Ｆｙａ抗体の多重検出を示すスキームである。
【図１１】血液細胞ペレットまたは全血型の試料に対する多重型決定を示すスキームであ
る。
【００９４】
実施例：
実施例１：表現型決定および型決定
　この分析の目的は、ドナーまたは患者由来の赤血球の表面に存在する血液型抗原を、特
異的モノクローナル抗体によって、同定することである（ＡＢＯ、ＲＨ、Ｄｕｆｆｙ、Ｋ
ｉｄｄ、Ｌｅｗｉｓ式など）。
【００９５】
 　本発明の技術を用いて赤血球を表現型決定／型決定することの可能性を実証するため
に、蛍光ビーズを使用して、抗赤血球抗体を固定化する。このようにして、異なる抗原特
異性の抗体を、異なる色を有するビーズの種々の領域に結合させることができる。
【００９６】
　赤血球については、それを、企業Bio-Radによって「Ｂｉｏｐｌｅｘ　２００」の名称
の下に販売されている装置のレポーターレーザーの波長に適合する蛍光化合物で標識する
。
【００９７】
　標識後、赤血球を、感受性化したビーズとともにインキュベートする。このようにして
、ビーズに結合した赤血球を検出し、従ってその抗原特異性を決定することが可能である
。
【００９８】
１．１　－　材料および試薬
　－　ビーズ：
　使用するビーズはＬｕｍｉｎｅｘ（Luminex Corp., Austin Texas, United States）に
よって製造されている。それは、ポリスチレンおよびメタクリル酸（ＣＯＯＨ官能基）か
ら構成される、直径８μｍの超常磁性ビーズである。
　この実施例において、種々のビーズ領域１９、２１、３２、３４（内部標準ビーズ（Ｉ
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ＳＢ））、７１および９８（ブランクビーズ（ＢＢ））を有する蛍光超常磁性ビーズを使
用する。
　ビーズ領域３４を有するビーズ（ＩＳＢ）にローダミン誘導体で官能性付与し、そして
それを内部蛍光対照として使用する。このビーズは５０００～１５０００ＲＦＩの蛍光値
を生じるはずである。
　領域９８ ＢＢビーズをウシアルブミンを用いて飽和させる。このビーズは、抗原にも
抗体にも結合することができず、それゆえ非特異的結合の非存在を確認するために使用さ
れる。このビーズは１０００ＲＦＩ未満の蛍光値を生じるはずである。
　－　抗ヒト免疫グロブリンモノクローナルＩｇＧ抗体、クローン１２５Ａ１５（Bio-Ra
d）。
　－　抗ヒトＩｇＭ（μ）ポリクローナル抗体（Bio-Rad）。
　－　抗Ｄ ＩｇＧ（クローンＨ２Ｄ５Ｄ２Ｆ５）、抗Ｆｙａ ＩｇＧ（クローン５Ｔ７２
Ａ１３Ｆ５Ａ９３）および抗Ｓ ＩｇＭ（クローンＭＳ９４）モノクローナル抗体（Bio-R
ad, Millipore）。
　－　ＰＫＨ２６細胞標識キット（Sigma）。
　－　企業Bio-Radによって「ＳｃａｎＬｉｓｓ」コード８６４４２および「Ｓｔａｂｉ
ｌｉｓｓ」コード８６５５０の名称の下に販売されている希釈媒質。
　－　非定型抗体スクリーニング用に「ＳｃａｎＧｅｌ　Ｃｏｏｍｂｓ」コード８６４３
２の名称の下に販売されているゲルカード（Bio-Rad）。
　－　「ＳｃａｎＧｅｌＲｈＫ」コード８６４２８および「ＳｃａｎＧｅｌ Ｎｅｕｔｒ
ａｌ」コード８６４３０の名称の下に販売されているゲルカード（Bio-Rad）。
　－　ゲルカード技術による非定型抗体スクリーニング用に「ＳｃａｎＰａｎｅｌ」コー
ド８６５９３および「ＳｃａｎＣｅｌｌ」コード８６５９５の名称の下に販売されている
表現型決定された赤血球（Bio-Rad）。
　－　ＳＡＧ－ＭＡＮ培地中に保存された濃縮され表現型決定された血液細胞ペレット（
EFS Nord de France）。
　－　患者試料起源の直接クームス陽性および／または陰性赤血球。
　－　コーティング液または緩衝液（１０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ ＮａＣｌ
、０．１％（ｖ／ｖ）プロクリン。
　－　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Millipore）。
　－　ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４（７ｍＭリン酸ナトリウム、２．７ｍＭ ＫＣｌ、１３
６ｍＭ ＮａＣｌ）。
【００９９】
１．２　－　プロトコル
１．２．１．血液型抗体でのビーズの感受性化
　ビーズの表面での抗体の固定化を２つの異なる原理に従って行うことができる。第１の
場合、抗体をビーズ上に直接的に共有結合によって固定化する（図１）。第２のアプロー
チは、親和性によって、非共有結合的に抗赤血球抗体の固定化を行うことにある。この場
合、結合は、第１工程においてビーズに共有結合により結合された抗免疫グロブリン抗体
により行われる（図２）。このアプローチを、示す実施例において選択した。
【０１００】
　ビーズ領域１９、２１および３２を有するビーズを、抗ヒト免疫グロブリンの共有結合
固定化のために使用した。ビーズ領域７１を有する蛍光ビーズを、抗ヒトＩｇＭの共有結
合固定化のために使用した。ビーズの表面に存在するカルボキシル基を、ヒドロキシスク
シンイミドおよびカルボジイミドを含む技術に従って活性化した。このようにして、タン
パク質をそのアミン基を介して固定化することができた。
【０１０１】
　このようにして調製したビーズを、＋４℃で、１０％（ｗ／ｖ）のＢＳＡ、０．５％（
ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ２０および０．０９％（ｗ／ｖ）のアジ化ナトリウムを含むＰＢＳ
、ｐＨ７．４中３ｍｇ／ｍｌの濃度で貯蔵する。
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【０１０２】
　固定化抗ヒト免疫グロブリンを保有するビーズを、抗Ｄ ＩｇＧまたは抗Ｆｙａ ＩｇＧ
血液型抗体で感受性化することができる。抗免疫グロブリンは、事実、ＩｇＧがそのＦｃ
フラグメントを介して結合することを可能にする。それゆえ、血液型抗体を、この原理を
使用してビーズ上に非共有結合的に固定化する。各々のビーズ領域を、異なる特異性の抗
体で感受性化する。選択される抗免疫グロブリンは、ヒト免疫グロブリンに対する高親和
性を有し、従ってこの結合を長時間安定にする。
【０１０３】
　非精製抗Ｄおよび抗Ｆｙａを、それぞれ最終濃度３０および１０μｇ／ｍｌで、８０μ
ｇ／ｍｇの抗Ｆｃで官能性付与されたビーズとともに使用する。
【０１０４】
　血液型抗体での感受性化を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中攪拌しながら３７℃で１時間行う。
【０１０５】
　感受性化後、ビーズを数回すすぎ、次いで＋４℃でＰＢＳ、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
【０１０６】
　固定化抗μを保有するビーズを抗Ｓ ＩｇＭで感受性化することができる。抗μは、事
実、ＩｇＭの結合を可能にする。この抗μポリクローナル血清の親和性は、長時間安定な
結合を確実にするために十分である。非精製抗Ｓを４０μｇ／ｍｇの抗μで官能性付与さ
れたビーズ上に固定化する。感受性化を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中攪拌しながら３７℃で１
時間行う。感受性化後、ビーズを数回すすぎ、次いで＋４℃でＰＢＳ、ｐＨ７．４中で貯
蔵する。
【０１０７】
　赤血球とのインキュベーション（試験自体）の前に、血液型抗体で感受性化したビーズ
を、対照領域３４ビーズ（ＩＳＢ）および対照領域９８ビーズ（ＢＢ）と混合する。
【０１０８】
１．２．２．赤血球の標識
　蛍光化合物での赤血球の標識を、種々の原理を使用して行うことができる。示す実施例
において、赤血球をＰＫＨ２６（これは赤血球膜中に挿入されるフルオロフォアである）
を使用して標識する。このようにして、種々の表現型の赤血球を、同一のプロトコルに従
って標識することができる（図３）。
【０１０９】
　ＰＫＨ２６は企業Sigmaによって販売されている蛍光プローブである。このプローブは
、５５１ｎｍに最大励起を、そして５６７ｎｍに最大発光を有する。
【０１１０】
　キットは、蛍光標識（これは長い脂肪族鎖を有し、それが細胞膜の脂質層中に組み込ま
れることを可能にする）を含み、そして塩、緩衝液または有機溶媒を含まない等張水性希
釈剤も含む。この希釈剤は、細胞生存率、標識溶解性および標識効率を高レベルに維持す
ることを可能にする。ＰＫＨ２６での赤血球の標識を、製造業者によって推奨されるプロ
トコルを使用して行う。このようにして標識した赤血球を、Ｓｔａｂｉｌｉｓｓ緩衝液中
で希釈し、そして暗所で＋４℃で貯蔵する。
【０１１１】
　標識赤血球の品質、生存率および安定性を、ゲル技術に従って表現型決定アッセイを行
うことによって経時的に確認する。標識赤血球の抗原性完全性を、非標識赤血球のものと
比較する。蛍光標識の品質および安定性は、それらに関する限り、Bio-Radからの「Ｂｉ
ｏｐｌｅｘ　２００」装置を使用して蛍光測定を行うことによって研究される。
【０１１２】
１．２．３．血液型抗体－ビーズおよび赤血球のインキュベーション
　本発明による技術に従う型決定の実行可能性を実証し、そしてその特異性を確認するた
めに、本発明者らは単体（unitary）様式で反応を行った。この場合、血液型抗体で官能
性付与されたビーズを、種々の表現型の赤血球とともに個別にインキュベートする。
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【０１１３】
　多重化反応の場合、異なる血液試料を異なるビーズ領域を有するビーズと個別に接触さ
せ、そして異なる特異性の抗体で感受性化する。この型の実験は、同じ試験試料中でいく
つかの抗原性血液型特異性を検出することの可能性を確認することを可能にした。
【０１１４】
　感受性化したビーズを、赤血球と、約５０～１５０の赤血球／ビーズ比率が得られるよ
うに混合する。混合物を、１５分間攪拌しながら３７℃でインキュベートする。
【０１１５】
　インキュベーション後、ビーズ－赤血球複合体を数回蒸留水で洗浄する。
【０１１６】
１．２．４．企業Bio-Radからの「Ｂｉｏｐｌｅｘ　２００」自動化デバイスを使用した
フローサイトメトリーによる測定
　最終洗浄の後、測定の前に、複合体を１８５μｌの「コーティング液」媒質で希釈する
。各々の試験について、２５μｌの懸濁液を自動的に装置中に注入する。領域当たり２５
０ビーズの捕獲によって測定を行う。
【０１１７】
　各々の型決定／表現型決定シリーズについて、研究する反応の特異性を確認するために
、系統的な対照を行う。
【０１１８】
１．３．単純／多重表現型決定／型決定実施例
　この一連の試験の目的は、単体および／または多重化様式での赤血球の表現型決定／型
決定の実行可能性を実証することである。Ｄ、ＦｙａおよびＳ抗原をモデルとして選択す
る。抗ヒト免疫グロブリンまたは抗μ鎖抗体で感受性化したビーズを使用して、抗Ｄ、抗
Ｆｙａおよび抗Ｓ抗体を固定化する。
【０１１９】
１．３．１．ＲＨ Ｄ陽性赤血球の単体表現型決定
　抗Ｄ抗体で感受性化したビーズを、ＰＫＨ２６で標識したＲｈ Ｄ陽性およびＲｈ Ｄ陰
性赤血球とともに、１５０の赤血球数／ビーズ数比率を使用してインキュベートした。
【０１２０】
　２つのＲＨ Ｄ陽性赤血球および２つのＲＨ Ｄ陰性赤血球を使用した。各々の試料を装
置中に二連で注入した。
【０１２１】
　ＲＨ Ｄ陽性赤血球は２１０００～２５０００ＲＦＩのオーダーの強く陽性のシグナル
を生じ、一方、ＲＨ Ｄ陰性赤血球は４０～４００ＲＦＩの陰性シグナルを示す。
【０１２２】
　６５００ＲＦＩのオーダーのシグナルを与えるＩＳＢ３４対照ビーズおよび１０００Ｒ
ＦＩ未満を与えるＢＢ９８対照ビーズにより結果を検証する。行う種々の陰性対照は、１
５～４００ＲＦＩのシグナルを示し、反応の特異性を確認する。ＲＨ Ｄ陽性およびＲＨ 
Ｄ陰性赤血球は、事実、抗Ｄ抗体の非存在下でビーズに結合しない。
【０１２３】
　これらの結果は、ＲＨ Ｄ陽性およびＲＨ Ｄ陰性赤血球を非常に明らかに区別すること
、それゆえ赤血球の表面のＤ抗原を同定することの可能性を実証する。
【０１２４】
　ＦｙａおよびＳ赤血球の単体表現型決定を、同じ原理に従って、アイソタイプＧ特異的
またはアイソタイプＭ型特異的抗体を使用して行うことができる。
【０１２５】
１．３．２．Ｄ、ＦｙａおよびＳ赤血球の多重表現型決定
　多重化表現型決定の原理を図５Ａ～５Ｄにまとめる。
【０１２６】
　この場合、抗Ｄ抗体で感受性化した領域１９ビーズを、抗Ｆｙａ抗体で感受性化した領
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域２１ビーズと、そしてまた抗Ｓ抗体で感受性化した領域７１ビーズと混合した。
【０１２７】
　このビーズの混合物を、異なるＤ、ＦｙａおよびＳ表現型を有する赤血球とともにイン
キュベートした：Ｄ＋Ｆｙａ＋Ｓ＋／Ｄ＋Ｆｙａ－Ｓ－／Ｄ－Ｆｙａ＋Ｓ－／Ｄ－Ｆｙａ
－Ｓ－／Ｄ－Ｆｙａ－Ｓ＋／Ｄ－Ｆｙａ＋Ｓ＋／Ｄ＋Ｆｙａ－Ｓ＋／Ｄ＋Ｆｙａ＋Ｓ－。
５０の赤血球数／ビーズ数比率を使用した。
【０１２８】
　所定の抗体で感受性化したビーズが対応する抗原特異性を有する赤血球に結合したとき
に、１３０００～２９０００ＲＦＩの陽性シグナルが得られる。
【０１２９】
　完全な相関が、測定される蛍光シグナルと、試験を行うために使用される赤血球の表現
型との間に観察される。
【０１３０】
　抗体で感受性化したビーズを、対応する抗原を保有しない赤血球と接触させたときに、
１０００ＲＦＩ未満のシグナルが得られる。
【０１３１】
　さらに、抗体感受性化していないビーズを用いて行う対照は、使用する赤血球にかかわ
らず、陰性シグナルを生じる。
【０１３２】
　これらの結果は、測定されるシグナルが特異的であること：抗原－抗体対が関与すると
きにのみビーズ－赤血球結合が起こることを実証する。
【０１３３】
　対照ビーズＩＳＢ３４（１１０００ＲＦＩ）およびＢＢ９８（１０００ＲＦＩ未満）を
用いて得られた結果は、分析を検証する。
【０１３４】
　試験間変動係数は１％～１０％であり、これは満足な試験間再現性を実証する。
【０１３５】
　これらの結果は、本発明による技術に従う赤血球の３パラメーター多重化表現型決定の
実行可能性を実証する。
【０１３６】
１．３．３．直接クームス陽性（ＣＤ＋）赤血球の多重化表現型決定
　マイクロビーズを用いる多重化アプローチの使用は、図６に記載の原理に従って同時に
ＣＤ＋性質を同定し、そして赤血球を表現型決定することを可能にする。
【０１３７】
　抗Ｆｃ抗体で感受性化した領域３２ビーズを、それぞれ抗Ｄ、抗Ｆｙａおよび抗Ｓ抗体
で感受性化した領域１９、２１および７１ビーズと混合する。抗体でインビボで感受性化
したＣＤ＋赤血球は、領域３２ビーズによって保有される抗ヒト免疫グロブリンに結合す
ることができ、それによりＣＤ＋特徴を同定することを可能にする。さらに、これらの赤
血球はまた、赤血球膜上に存在する特異性に従って、Ｄ、ＦｙａおよびＳ抗原に特異的な
抗体を保有する領域１９、２１および７１ビーズに結合することができる。
【０１３８】
　このアプローチを、４０のオーダーの赤血球数／ビーズ数比率を使用して実証した。
【０１３９】
　ＩＳＢ３４およびＢＢ９８対照ビーズは、予想される、すなわちそれぞれ１３０００Ｒ
ＦＩおよび１０００ＲＦＩ未満のオーダーのシグナルを生じ、そして結果を検証する。
【０１４０】
　２つのＣＤ＋赤血球は、抗ヒト免疫グロブリン抗体で感受性化した領域３２ビーズを用
いて３００００ＲＦＩより高い陽性シグナルを生じる。２つのＣＤ陰性赤血球は、それら
に関する限り、この同じビーズ領域を用いて５００ＲＦＩ未満の陰性シグナルを生じる。
これらの結果は、所定のビーズ領域のビーズに予め結合された抗グロブリンを使用してそ
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の特異的結合によりＣＤ＋赤血球を同定することの可能性を実証する。
【０１４１】
　さらに、結果はまた、ＣＤ＋赤血球の赤血球抗原の多重化表現型決定を、ＣＤ＋性質の
同定と同時に行うことができることを実証する。事実、ＣＤ＋赤血球の一方はＤ＋Ｆｙａ
－Ｓ－と、そして他方はＤ＋Ｆｙａ＋Ｓ＋と表現型決定される。
【０１４２】
　これら２つの試料のＳ表現型を、従来技術に従って、ＩｇＭ型の抗Ｓ抗体を使用して確
認した。得られた結果は、新たな技術に従って得られたものと完全に相関する。
【０１４３】
　他方、抗Ｆｙａ表現型に関しては、この同じ分析を行うことができなかった。事実、赤
血球を表現型決定するためのＩｇＭ型の試薬は存在しない。
【０１４４】
　しかし、分析したＣＤ＋赤血球に従ってＦｙａ表現型について差異が観察され、これは
結果を検証し、そして非特異的結合の現象を排除することを可能にする。
【０１４５】
　変動係数は大部分の試料について１％～５％であり、これは満足な試験間再現性を示す
。
【０１４６】
実施例２：非定型抗体スクリーニング　－　単体および多重化方法
　非定型抗体スクリーニング（ＡＡＳ）は、一般に、最も高感度な方法に従って行われる
（「Ｄｉａｍｅｄ　ＩＤ」の名称の下に企業Diamedによって販売されている、「Ｓｃａｎ
Ｇｅｌ」範囲の企業Bio-Radによって販売されているゲルを通したろ過、または、企業Imm
ucorによって販売されているＣａｐｔｕｒｅ（登録商標）範囲のマイクロプレートフォー
マットの免疫接着方法よる）。最初の２つの場合、それは、その表現型が既知である赤血
球を使用し、そしてこの赤血球は検討しようとする血清または血漿試料とインキュベート
される。存在する可能性のある特異的抗体は、赤血球の表面に結合する。それらは、続い
て、抗ヒト免疫グロブリン抗体を含む試薬を使用して明らかにされる。陽性反応の場合、
赤血球凝集物が形成される。反応が陰性である場合、赤血球は遊離しており、そして凝集
物は形成されない。次いで、種々の抗原を有するかまたは有さない赤血球のパネルを使用
することによって、試料中に存在する抗体の特異性を決定することが可能である。
【０１４７】
　この一連の試験の目的は、フローサイトメトリーを使用して、本発明による技術に従っ
て、ＩｇＧ型の血液型抗体の検出を行うために、表現型決定された赤血球がポリ－Ｌ－リ
ジン（ＰＬＬ）を介してその上に固定化されたビーズを使用することである。
【０１４８】
　フィコエリトリン（ＰＥ）標識抗Ｆｃ抗体コンジュゲートを使用して、結合している非
定型抗体を検出する。
【０１４９】
２．１　－　材料および試薬
　－　ビーズ領域１７、２１、３２、および３６を有する蛍光超常磁性ビーズ
　ビーズを＋４℃でＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
　領域３４（内部標準ビーズ（ＩＳＢ））および領域９８（ブランクビーズ（ＢＢ））対
照蛍光ビーズ。
　分子量７００００～１３００００のポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）。
　－　ＰＥ当量当たり２抗体当量の比率でフィコエリトリン（ＰＥ）に結合された、抗ヒ
ト免疫グロブリンモノクローナルＩｇＧ抗体、クローン１２５Ａ１５（Bio-Rad）。
　－　抗Ｄ（クローンＨ２Ｄ５Ｄ２Ｆ５）および抗Ｆｙａ（クローン５Ｔ７２Ａ１３Ｆ５
Ａ９３）モノクローナルＩｇＧ抗体（Bio-Rad）。
　－　抗ＲＨ１　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｔａｎｄａｒｄ（Centre de Reference pour les
 Groupes Sanguins [Blood Group Reference Centre], France）。
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　－　非定型抗体スクリーニングの用に「ＳｃａｎＣｅｌｌ」および「ＳｃａｎＰａｎｅ
ｌ」の名称の下に販売されている表現型決定された赤血球（Bio-Rad）。
　－　コーティング液または緩衝液（１０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ ＮａＣｌ
、０．１％（ｖ／ｖ）プロクリン）。
　－　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Millipore）。
　－　ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４（７ｍＭリン酸ナトリウム、２．７ｍＭ ＫＣｌ、１３
６ｍＭ ＮａＣｌ）。
【０１５０】
２．２　－　プロトコル
２．２．１．ＰＬＬでのビーズの感受性化
　領域１７、２１、３２および３６中性ビーズを、１８時間周囲温度で撹拌しながらＰＢ
Ｓ、ｐＨ７．４中２５μｇ／ｍｌのＰＬＬとともにインキュベートする。この工程の終り
に、ビーズをＰＢＳ、ｐＨ７．４中で洗浄し、次いで赤血球を固定化するために使用する
。
【０１５１】
２．２．２．ビーズ上での赤血球の固定化
　ビーズ－赤血球試薬を、１００に等しい赤血球数／ビーズ数比率でＰＬＬコートビーズ
と赤血球とを混合することによって調製する。インキュベーションを、ＰＢＳ、ｐＨ７．
４中で撹拌しながら５分間周囲温度で行う。各々のビーズ領域を使用して、既知のそして
異なる表現型の赤血球の単一の型を固定化する。この工程の終りに、ビーズ－ＰＬＬ－赤
血球試薬を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４で、次いで蒸留水で洗浄する。このようにして調製した
ビーズ－赤血球試薬を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中＋４℃で貯蔵する。
【０１５２】
　ＰＬＬによるビーズ上での赤血球の固定化の原理を図４にまとめる。
【０１５３】
　ＰＬＬによる赤血球の結合は、試験および分析の間にそれらが剥離しないようにするた
めに十分に堅固である。
【０１５４】
　スクリーニングされる抗体とのインキュベーションの前に、ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試
薬を、領域３４（ＩＳＢ）および領域９８（ＢＢ）対照ビーズと混合する。
【０１５５】
２．２．３．ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬の抗体との反応
　単体反応の場合、反応の特異性を確認するために、ビーズ－赤血球試薬を個別に使用し
、そして異なる抗体とともにインキュベートする。
【０１５６】
　多重化反応を行うために、既知の表現型の種々の赤血球で感受性化したビーズを混合し
、次いで検出しようとする抗体（単数または複数）とともにインキュベートする。
【０１５７】
　測定しようとする抗体を、ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬とのインキュベーションの前に
、タンパク質リッチ緩衝液（０．１５Ｍ ＮａＣｌ、６０ｇ／ｌ ＢＳＡ）中またはＰＢＳ
緩衝液、ｐＨ７．４中のいずれかで希釈する。
【０１５８】
　全ての場合に、１２５μｌのビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬を１２５μｌの抗体と混合し
、次いで６０分間撹拌しながら３７℃でインキュベートする。
【０１５９】
　インキュベーション後、複合体を数回洗浄する。
【０１６０】
２．２．４．ＰＥ標識抗Ｆｃを使用した複合体の顕現
　ビーズ－ＰＬＬ－赤血球－抗体複合体を検出するために、ＰＥで標識された、ヒト免疫
グロブリンのＦｃフラグメントに特異的な抗体を使用する。この抗体コンジュゲートをＰ



(24) JP 2010-529444 A 2010.8.26

10

20

30

40

50

ＢＳ、ｐＨ７．４中６０μｇ／ｍｌの濃度で使用し、そして１５分間３７℃で撹拌しなが
ら複合体とともにインキュベートする。次いで、複合体を蒸留水で洗浄する。
【０１６１】
２．２．５．測定
　最終洗浄の後、測定の前に、複合体を１８５μｌのコーティング液を用いて取る。各々
の試験について、２５μｌの懸濁液を装置中に注入する。領域当たり２５０ビーズの捕獲
によって測定を行う。
【０１６２】
　各シリーズについて、研究する反応の特異性を確認するために、体系的対照を行う。試
験した各々の抗体について、陰性対象を、対応する抗原特異性を保有しない表現型決定さ
れた赤血球を使用して行う。
【０１６３】
２．３　－　単純／多重ＡＡＳ実施例
２．３．１．タンパク質リッチ媒質における抗Ｄモノクローナル抗体の多重化検出
　抗体を、既知の表現型の赤血球で感受性化した、種々のビーズ領域のビーズの混合物を
使用して検出した。
【０１６４】
　ＰＬＬでコートした領域１７ビーズを使用して、Ｄ、ＣＣ、ｅｅに表現型決定された赤
血球を固定化した。表現型Ｄ、ｃｃ、ＥＥの赤血球を領域３２ビーズ上に固定化し、そし
て表現型ｄ、ｃｃ、ｅｅの赤血球を領域３６ビーズ上に固定化した。
【０１６５】
　Ｄ陰性赤血球でコートした領域３６ビーズを、反応の特異性を確認するために、陰性対
象として使用した。
【０１６６】
　感受性化したビーズを混合し、次いで０．１５Ｍ ＮａＣｌ緩衝液、６０ｇ／ｌ ＢＳＡ
中種々の濃度で調製した抗Ｄモノクローナル抗体とともにインキュベートした。検出を、
ＰＥ標識抗Ｆｃコンジュゲートを用いて行った。
【０１６７】
　このアプローチの原理を図７にまとめる。
【０１６８】
　結果を図８に与える。
【０１６９】
　Ｄ抗原を有さない赤血球（ビーズ３６）に関する応答が、陰性応答に対応する１０００
ＲＦＩ以下の値を示すことが観察される。他方、Ｄ抗原を有する赤血球を支持するビーズ
（ビーズ３２および１７）については、得られた値はずっと高い（２０００～７０００Ｒ
ＦＩ超のオーダー）。さらに、陽性シグナルは、関与する抗Ｄ抗体の濃度に相関し、この
フォーマットによる検出限界は約５ｎｇ／ｍｌである。
【０１７０】
　同じ濃度の抗Ｄ抗体について、陽性における変動が、ビーズの表面に結合した赤血球の
表現型に従って示されうる。この現象は免疫血液学において公知であり、そしてＤ抗原の
抗原発現における差に関連する。
【０１７１】
　これらの結果は、考慮中の多重フォーマットを用いて行われる検出の特異性を実証する
。
【０１７２】
　さらに、領域３４および９８対照ビーズは、予想される、すなわち、それぞれ１１００
０ＲＦＩおよび１０００ＲＦＩ未満のオーダーのシグナルレベルを与える。
【０１７３】
２．３．２．参照血清における参照抗Ｄポリクローナル抗体の単体検出
　ＣＮＲＧＳ［National Blood Group Reference Centre］抗Ｄ ｎａｔｉｏｎａｌ ｒｅ
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ｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔａｎｄａｒｄを使用して、血漿に似せたタンパク質リッチ媒質中の
抗Ｄ抗体の単体検出を行った。
【０１７４】
　表現型Ｄ、ｃｃ、ＥＥの赤血球を領域３２ビーズ上に固定化した。領域２１ビーズ上に
固定化した表現型ｄ、ｃｃ、ｅｅの赤血球を使用して、陰性対象を別々に行った。標準品
を、６０ｇ／ｌのＢＳＡを含む０．１５Ｍ ＮａＣｌ緩衝液中で希釈した。
【０１７５】
　図９に与える結果は、参照抗体を、ＲＨ Ｄ表現型の赤血球の存在下で１ｎｇ／ｍｌ未
満の濃度で検出することができることを示す。ダイナミックレンジは少なくとも１００ｎ
ｇ／ｍｌまで直線的に及び、ＲＨ　Ｄ陰性赤血球を保有するビーズの存在下で得られた結
果は６５０ＲＦＩ未満である。対照ビーズ（ＩＳＢおよびＢＢ）についての値は、観察さ
れた結果を検証することを可能にする。
【０１７６】
２．３．３．いくつかのモノクローナル血液型抗体の多重化検出
　この場合、領域１７ビーズを表現型Ｄ、ＣＣ、ｅｅ、Ｆｙａ－ｂ＋の赤血球で感受性化
し、領域３２ビーズを表現型ｄｄ、ｃｃ、ｅｅ、Ｆｙａ＋ｂ－の赤血球で感受性化し、そ
して領域２１ビーズを表現型Ｄ、ｃｃ、ＥＥ、Ｆｙａ－ｂ＋の赤血球で感受性化した。
【０１７７】
　３つの型のビーズを、別々にまたは混合物として使用した抗Ｄおよび抗Ｆｙａモノクロ
ーナル抗体と混合し次いでインキュベートした。全ての工程をＰＢＳ、ｐＨ７．４中で行
った。このアプローチの原理を図１０に与える。
【０１７８】
　領域３４および９８内部対照ビーズは、予想される、すなわちそれぞれ１１０００ＲＦ
Ｉおよび１０００ＲＦＩ未満のオーダーのシグナルレベルを生じる。完全な相関が、ビー
ズの感受性化の間に使用した赤血球の表現型と反応混合物中に存在する抗体との間で観察
される。このように、６０００～２５０００ＲＦＩのオーダーの陽性シグナルが、抗Ｄお
よび抗Ｆｙａ抗体を対応する抗原を保有する赤血球の存在下でインキュベートした場合に
観察される。対応する抗原を保有しない赤血球との抗体のインキュベーションは、１００
０ＲＦＩ未満の陰性シグナルを生じる。反応は特異的である。
【０１７９】
　これらの結果は、同じ試料中に存在するいくつかの抗体の多重化検出を行うために考慮
したアプローチの有効性を実証する。
【０１８０】
実施例３：クロスマッチ
　この分析の目的は、ドナーからの１つ以上の血液細胞濃縮物のレシピエントへの輸血に
関して、完全なドナー－レシピエント適合性が存在することを確実にすること、および、
適切な場合、ドナーの赤血球によって保有される血液型構造に対する、レシピエントの血
漿中の抗体の存在に結び付けられる不適合性を実証することである。
【０１８１】
　本発明の技術においてクロスマッチを行うことの可能性を実証するために、蛍光ビーズ
を使用して、ポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）を介してドナーの赤血球を固定化する。この固
定化を、最小量の時間（５分間）、即時に、ビーズとドナーの赤血球との間の単純な接触
によって行う。
【０１８２】
　次いで、これらのビーズをレシピエントの血漿または血清の存在下に置く。ドナーの抗
原に対するレシピエントからの抗体の可能な存在を、フィコエリトリン（ＰＥ）で標識さ
れた抗Ｆｃ抗体コンジュゲートによって検出する。
【０１８３】
３．１．材料および試薬
－　ビーズ領域３８を有する蛍光超常磁性ビーズ
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　ビーズを＋４℃でＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
　領域３４（内部標準ビーズ（ＩＳＢ））および領域９８（ブランクビーズ（ＢＢ））対
照蛍光ビーズ。
－　分子量７００００～１３００００のポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）。
－　ＰＥ当量当たり２抗体当量の比率でフィコエリトリン（ＰＥ）に結合された、抗ヒト
ＩｇＧマウスＩｇＧモノクローナル抗体、クローン１２５Ａ１５（Bio-Rad）
－　ＳＡＧ－ＭＡＮ培地（EFS Nord de France）中で保存された表現型決定された血液細
胞濃縮物。
－　企業Bio-Radによって「ＳｃａｎＬｉｓｓ」コード８６４４２の名称の下に販売され
ている希釈媒質
－　コーティング液または緩衝液（１０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、
０．１％（ｖ／ｖ）プロクリン）。
－　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Millipore）。
－　ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４（７ｍＭリン酸ナトリウム、２．７ｍＭ ＫＣｌ、１３６
ｍＭ ＮａＣｌ）。
【０１８４】
３．２．プロトコル
３．２．１．ＰＬＬでのビーズの感受性化
　ビーズ－ＰＬＬ試薬を、１８時間周囲温度で撹拌しながらＰＢＳ、ｐＨ７．４中５０μ
ｇ／ｍｌのＰＬＬとともに領域３８中性ビーズをインキュベートすることによって調製す
る。この工程の終りに、ビーズ－ＰＬＬ試薬をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で洗浄し、次い
でドナー赤血球を固定化するために使用する。
【０１８５】
３．２．２．ビーズ上でのドナー赤血球の即時固定化
　ビーズ－ＰＬＬ試薬を、各々が別々に処置されている種々のドナーの赤血球と接触させ
る。
【０１８６】
　２５μｌのビーズ－ＰＬＬ試薬を、１００に等しいビーズ数に対する赤血球数の比率で
、ＳｃａｎＬｉｓｓ中で希釈したドナー赤血球２５μｌと混合する。インキュベーション
を撹拌しながら５分間周囲温度で行う。
【０１８７】
　インキュベーション後、ビーズ－ＰＬＬ－赤血球複合体を蒸留水で数回洗浄し、次いで
２５μｌのＰＢＳ－ＢＳＡ　１０ｇ／ｌ、ｐＨ７．４中に取る。
【０１８８】
　ＰＬＬによるビーズ上での赤血球の固定化の原理を図４にまとめる。
【０１８９】
　ＰＬＬによる赤血球の結合は、試験および分析の間にそれらが剥離することを防止する
ために十分に堅固である。
【０１９０】
　次いで、このようにして調製したビーズ－ＰＬＬ－赤血球複合体ならびに領域３４およ
び領域９８対照ビーズを、試験しようとする試料とともにインキュベートする。
【０１９１】
３．２．３．ビーズ－ＰＬＬ－赤血球複合体の抗体との反応
　２５μｌのビーズ－ＰＬＬ－赤血球複合体を、試験しようとする患者の血漿または血清
５０μｌと混合し、そして１５分間撹拌しながら３７℃でインキュベートする。インキュ
ベーション後、複合体をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄する。
【０１９２】
３．２．４．ＰＥ標識抗Ｆｃとの複合体の可視化
　ビーズ－ＰＬＬ－赤血球－抗体複合体を検出するために、ヒト免疫グロブリンＦｃフラ
グメントに特異的なＰＥ標識抗体を使用する。この抗体コンジュゲートをＰＢＳ、ｐＨ７
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にインキュベートする。次いで、複合体をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄する。
【０１９３】
３．２．５．企業Bio-Radからの「Ｂｉｏｐｌｅｘ ２００」装置を使用したフローサイト
メトリー測定
　最終洗浄の後、測定の前に、複合体を３５μｌのコーティング液を用いて取る。各々の
試験について、２５μｌの懸濁液を装置中に注入する。領域当たり２５０ビーズの捕獲に
よって測定を行う。
【０１９４】
　種々のドナー赤血球を使用した。研究する反応の特異性を確認するために、各々のドナ
ー赤血球について、陰性対象を試験した。
【０１９５】
３．３．クロスマッチ実施例
　ＰＬＬでコートした領域３８ビーズを使用して、３つの異なるドナーからの赤血球を固
定化した：表現型Ｄ、ｃｃ、ｋｋ、ＳＳの１つのドナー、表現型ｄｄ、ＣＣ、ｋｋの１つ
のドナー、および表現型ｄｄ、ｃｃ、Ｋ＋、ｓｓの１つのドナー。各々のドナー－レシピ
エント対を別々に試験した。
【０１９６】
　感受性化したビーズを、抗Ｄ、抗ｃ、抗Ｋまたは抗Ｓ反応を示すことが知られている種
々の血清とともにインキュベートした。これらの血清は、選択したドナー赤血球と不適合
性のクロスマッチを潜在的に示しうるレシピエントからの血清を代表する。これらの血清
を、構造および抗原提示の点から、そしてまた赤血球上の抗原密度の点から異なる血液抗
原方式と反応するように選択した。
【０１９７】
　反応の特異性を確認するために、１２個のドナー血漿もまた試験し、そして陰性対象と
して使用した。
【０１９８】
　検出を、ＰＥ標識抗Ｆｃコンジュゲートを用いて行った。
【０１９９】
　結果を以下の表Ｉに与える。
【０２００】
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【表１】

【０２０１】
　１２個のドナー血漿は、１１００ＲＦＩ未満の平均陰性値を規定することを可能にする
。
【０２０２】
　ドナー赤血球との不適合性を示さない血清は、１０００ＲＦＩ未満の値および１に近い
試料値／平均陰性値比率を生じる。
【０２０３】
　他方、ドナー赤血球と不適合性を示す血清は、３０００～２７０００ＲＦＩのオーダー
の結果および３～２７のオーダーの試料値／平均陰性値比率を与える。
【０２０４】
　さらに、領域３４および９８対照ビーズは、予想される、すなわちそれぞれ８０００Ｒ
ＦＩおよび１０００ＲＦＩ未満のオーダーのシグナルレベルを与える。
【０２０５】
　この方法は、Ｒｈｅｓｕｓ、ＫｅｌｌまたはＭＮＳ式ほど異なる血液方式において、ド
ナー／レシピエント不適合性を明らかに実証することを可能にする。
【０２０６】
実施例４：裏（「血清」または「Ｓｉｍｏｎｉｎ」）ＡＢＯ型決定試験
　この分析の目的は、血液試料における、Ａおよび／またはＢ血液型抗原に対する天然抗
体の有無を示すことである。この分析の結果は、直接試験において得られる結果との組み
合わせで、試料のＡＢＯ型を確立することを可能にする。裏ＡＢＯ型決定試験において使
用する試料は、血清、血漿、または全血試料でありうる。
【０２０７】
　本発明の技術の範囲内のこの適用を行うことの可能性を実証するために、蛍光ビーズを
使用して、ポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）を介して既知のＡＢＯ型の赤血球を固定化する。
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【０２０８】
　次いで、これらのビーズを試験しようとする試料と接触させる。抗体の存在を、フィコ
エリトリン（ＰＥ）で標識された抗ヒト免疫グロブリン抗体コンジュゲートを使用して検
出する。
【０２０９】
４．１．材料および試薬
－　ビーズ領域３８および７１を有する蛍光超常磁性ビーズ
　ビーズを＋４℃でＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
　領域３４（内部標準ビーズ（ＩＳＢ））および領域９８（ブランクビーズ（ＢＢ））対
照蛍光ビーズ。
－　分子量７００００～１３００００のポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）。
－　フィコエリトリン（ＰＥ）に結合された、抗ヒトＩｇＭヤギポリクローナル抗体、７
３７４Ｖ（Bio-Rad）。
－　ＥＤＴＡに取られた試料からのＡ型およびＢ型赤血球（EFS-Rungis）。
－　ＥＤＴＡに取られた試料からの血漿および全血試料（EFS-Rungis）。
－　企業Bio-Radによって「ＳｃａｎＬｉｓｓ」コード８６４４２の名称の下に販売され
ている希釈媒質。
－　コーティング液または緩衝液（１０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、
０．１％（ｖ／ｖ）プロクリン）。
－　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Millipore）。
－　ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４（７ｍＭリン酸ナトリウム、２．７ｍＭ ＫＣｌ、１３６
ｍＭ ＮａＣｌ）。
【０２１０】
４．２．プロトコル
４．２．１．ＰＬＬでのビーズの感受性化
　領域３８および領域７１中性ビーズを、１８時間周囲温度で撹拌しながらＰＢＳ、ｐＨ
７．４中５０μｇ／ｍｌのＰＬＬとともにインキュベートする。この工程の終りに、ビー
ズをＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で洗浄し、次いで赤血球を固定化するために使用する。
【０２１１】
４．２．２．ビーズ上での試料からの赤血球の固定化
　ビーズ－赤血球試薬を、１００に等しいビーズ数に対する赤血球数の比率で、ＰＬＬコ
ートビーズとＳｃａｎＬｉｓｓ中で希釈した赤血球とを混合することによって調製する。
インキュベーションを、撹拌しながら５分間周囲温度で行う。各々のビーズ領域を使用し
て、既知の型の赤血球の単一の型を固定化する。この工程の終りに、ビーズ－ＰＬＬ－赤
血球試薬を蒸留水で数回洗浄する。このようにして調製したビーズ－赤血球試薬を、ＰＢ
Ｓ－ＢＳＡ　１０ｇ／ｌ、ｐＨ７．４中＋４℃で貯蔵する。
【０２１２】
　ＰＬＬによるビーズ上での赤血球の固定化の原理を図４にまとめる。
【０２１３】
　ＰＬＬによる赤血球の結合は、試験および分析の間にそれらが剥離することを防止する
ために十分に堅固である。
【０２１４】
　スクリーニングされる抗体とのインキュベーションの前に、ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試
薬を領域３４（ＩＳＢ）および領域９８（ＢＢ）対照ビーズと混合する。
【０２１５】
４．２．３．ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬の抗体との反応
　試験しようとする試料は、この場合、血漿または全血のいずれかである。
【０２１６】
　２５μｌのビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬を、試験しようとする試料５０μｌと混合し、
そして１５分間撹拌しながら２２℃でインキュベートする。



(30) JP 2010-529444 A 2010.8.26

10

20

30

【０２１７】
　インキュベーション後、複合体をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄する。
【０２１８】
４．２．４．ＰＥ標識抗免疫グロブリンを使用した複合体の可視化
　ビーズ－ＰＬＬ－赤血球－抗体複合体を検出するために、ヒト免疫グロブリンに特異的
なＰＥ標識抗体を使用する。この抗体コンジュゲートを、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中５μｇ／
ｍｌの濃度で使用し、そして１５分間３７℃で撹拌しながら複合体とともにインキュベー
トする。次いで、複合体をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄する。
【０２１９】
４．２．５．企業Bio-Radからの「Ｂｉｏｐｌｅｘ ２００」装置を使用したフローサイト
メトリー測定
　最終洗浄の後、測定の前に、複合体を３５μｌのコーティング液を用いて取る。各々の
試験について、２５μｌの懸濁液を装置中に注入する。
【０２２０】
　領域当たり２５０ビーズの捕獲によって測定を行う。
【０２２１】
　既知の型の種々の赤血球を使用した。研究する反応の特異性を確認するために、各々の
赤血球について、陰性対象を試験した。
【０２２２】
４．３．血漿または全血型の試料における血清ＡＢＯ型決定試験の実施例
　抗体を、既知のそして異なる型の赤血球で感受性化した異なる領域のいくつかのビーズ
を使用して検出した。ＰＬＬでコートした領域３８ビーズを使用して、Ａ型赤血球を固定
化した。ＰＬＬでコートした領域７１ビーズを使用して、Ｂ型赤血球を固定化した。
【０２２３】
　陽性の場合および陰性の場合を試験するために、感受性化したビーズを、Ａ、Ｂ、ＡＢ
およびＯ型の血漿または全血型の試料と混合し、次いでインキュベートした；陰性の場合
は、各々のビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬についての反応の特異性を確認することを可能に
する。検出を、ＰＥ標識抗ヒト免疫グロブリンコンジュゲートを用いて行う。
【０２２４】
　結果を以下の表ＩＩに与える：
【０２２５】
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【表２】

【０２２６】
　提示した赤血球（ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬）に対する抗体を有さない試料は、１０
００ＲＦＩ未満の値を示す。
【０２２７】
　他方、提示した赤血球に対する抗体を有する試料については、得られた値はずっと高い
（２９００～１９０００ＲＦＩ）。これらの結果は、それが血漿型であろうと全血型であ
ろうと、任意の型の試料について得られる。
【０２２８】
　さらに、領域３４および９８対照ビーズは、予想される、すなわちそれぞれ８０００Ｒ
ＦＩおよび１０００ＲＦＩ未満のオーダーのシグナルレベルを与える。
【０２２９】
　これらの結果は、血漿または全血型の試料における天然抗体の検出を行うために考慮中
のアプローチの有効性を実証する。
【０２３０】
実施例５：全血の型決定
　本発明の技術を用いて赤血球の型決定を行うことの可能性を、実施例１において、抗赤
血球抗体を固定化するために蛍光ビーズを使用することによって、そして「Ｂｉｏｐｌｅ
ｘ ２００」装置（Bio-Rad）のレポーターレーザーの波長と適合性の蛍光化合物で試料の
赤血球を標識することによって実証した。
【０２３１】
　これらの試験の目的は、型決定適用において使用する試料が、血液細胞ペレット試料で
あり得、全血試料でもありうることを示すことである。
【０２３２】
５．１　－　材料および試薬
－　ビーズ領域３６および５２を有する蛍光超常磁性ビーズ
　ビーズを＋４℃でＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
　領域３４（内部標準ビーズ（ＩＳＢ））および領域９８（ブランクビーズ（ＢＢ））対
照蛍光ビーズ。
－　抗マウスＩｇＧヤギポリクローナル抗体、コード１１５－００５－１６４（Jackson 
Imm. Lab.）
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－　抗マウスＩｇＭヤギポリクローナル抗体、コード１１５－００５－０２０（Jackson 
Imm. Lab.）
－　抗ＢモノクローナルＩｇＧ抗体、クローンＸ９（Bio-Rad）。
－　抗ＡモノクローナルＩｇＭ抗体、クローン１５７５０Ｆ７（Bio-Rad）。
－　ＥＤＴＡに取られた血液細胞ペレットおよび全血の試料（EFS-Rungis）。
－　ＰＫＨ２６細胞標識キット（Sigma）。
－　企業Bio-Radによって「ＳｃａｎＬｉｓｓ」コード８６４４２および「Ｓｔａｂｉｌ
ｉｓｓ」コード８６５５０の名称の下に販売されている希釈媒質。
－　コーティング液または緩衝液（１０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、
０．１％（ｖ／ｖ）プロクリン）。
－　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Millipore）。
－　ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４（７ｍＭリン酸ナトリウム、２．７ｍＭ ＫＣｌ、１３６
ｍＭ ＮａＣｌ）。
【０２３３】
５．２　－　プロトコル
５．２．１．血液型に対する抗体でのビーズの感受性化
　ビーズの表面での抗体の固定化の原理を図２にまとめる。
【０２３４】
　領域３６ビーズを使用して、抗マウスＩｇＧを共有結合的に固定化した。
【０２３５】
　領域５２蛍光ビーズを使用して、抗マウスＩｇＭを共有結合的に固定化した。ビーズの
表面に存在するカルボキシル基を、ヒドロキシスクシンイミドおよびカルボジイミドを含
む技術に従って活性化した。
【０２３６】
　このようにして、タンパク質をそれらのアミン基を介して固定化することができた。
【０２３７】
　このようにして調製したビーズを、＋４℃で、１０％（ｗ／ｖ）のＢＳＡ、０．５％（
ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ２０および０．０９％（ｗ／ｖ）のアジ化ナトリウムを含むＰＢＳ
、ｐＨ７．４中３ｍｇ／ｍｌの濃度で保存する。
【０２３８】
　固定化した抗マウスＩｇＧを保有するビーズを、抗Ｂ抗体で感受性化することができる
。固定化した抗マウスＩｇＭを保有するビーズを、抗Ａ抗体で感受性化することができる
。抗免疫グロブリンは、事実、それらのＦｃフラグメントを介した免疫グロブリンの結合
を可能にする。それゆえ、抗赤血球抗体を、この原理を使用して、非共有結合的にビーズ
上に固定化する。各々のビーズ領域を、異なる特異性の抗体で感受性化する。選択される
抗免疫グロブリンはマウス免疫グロブリンに対する高い親和性を有し、従って、この結合
を長時間にわたり安定にする。
【０２３９】
　非精製抗Ａおよび非精製抗Ｂを、それぞれ最終濃度１６５および６４０μｇ／ｍｌで、
４０μｇ／ｍｇの抗Ｆｃで官能性付与されたビーズとともに使用する。
【０２４０】
　抗赤血球抗体での感受性化を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中で撹拌しながら３７℃で１時間行
う。
【０２４１】
　感受性化後、ビーズをＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄し、次いで＋４℃でＳｔａ
ｂｉｌｉｓｓ中で貯蔵する。
【０２４２】
　赤血球とのインキュベーションの前に、抗赤血球抗体で感受性化したビーズを、領域３
４対照ビーズ（ＩＳＢ）および領域９８対照ビーズ（ＢＢ）と混合する。
【０２４３】
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５．２．２．赤血球の標識
　赤血球の標識を、ＰＫＨ２６を使用して実施例１におけるように行う（図３）。
【０２４４】
　ＰＫＨ２６での赤血球の標識を、製造業者によって推奨されるプロトコルを使用して行
う。このようにして標識した赤血球を、血液細胞ペレット試料の場合はＳｔａｂｉｌｉｓ
ｓ緩衝液中で直接希釈するか、または全血試料の場合はＳｔａｂｉｌｉｓｓ中でそれらを
希釈する前にそれらの血漿中で４０％（ｖ／ｖ）に希釈するかのいずれかである。希釈し
た試料を暗所で４℃で貯蔵する。
【０２４５】
５．２．３．抗赤血球抗体－ビーズおよび赤血球のインキュベーション
　試験しようとする試料は、この場合、血液細胞ペレットまたは全血のいずれかであり、
赤血球含量は４０％までになる。
【０２４６】
　５０～１００の赤血球数／感受性化ビーズ数比率を得るために、感受性化したビーズを
試料と混合する。混合物のインキュベーションを、Ｓｔａｂｉｌｉｓｓ中１５分間撹拌し
ながら２２℃で行う。
【０２４７】
　インキュベーション後、ビーズ－赤血球複合体を蒸留水で数回洗浄する。
【０２４８】
５．２．４．企業Bio-Radからの「Ｂｉｏｐｌｅｘ ２００」装置を使用したフローサイト
メトリー測定
　最終洗浄の後、測定の前に、複合体を３５μｌのコーティング液を用いて取る。各々の
試験について、２５μｌの懸濁液を装置中に注入する。領域当たり２５０ビーズの捕獲に
よって測定を行う。
【０２４９】
　研究する反応の特異性を確認するために、各々の感受性化したビーズについて、陰性試
料を試験した。
【０２５０】
５．３　－　血液細胞ペレットまたは全血型の試料に対する多重型決定の実施例
　多重化型決定の原理を図１１にまとめる。
【０２５１】
　抗Ｂ抗体で感受性化した領域３６ビーズを、抗Ａ抗体で感受性化した領域５２ビーズと
、ＩＳＢ ３４対照ビーズと、そしてＢＢ ９８対照ビーズと混合した。
【０２５２】
　ビーズのこの混合物を、Ｏ、Ａ、ＢまたはＡＢ型の試料とともに、約５０の赤血球数／
感受性化ビーズ数比率でインキュベートした。
【０２５３】
　結果を以下の表ＩＩＩに与える。
【０２５４】
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【表３】

【０２５５】
　ビーズ－抗Ａ試薬を用いて、Ａ陽性赤血球は３００００ＲＦＩより高いシグナルを生じ
、一方、Ａ陰性赤血球は３０～５０ＲＦＩのシグナルを与える。
【０２５６】
　同様に、ビーズ－抗Ｂ試薬を用いて、Ｂ陽性赤血球は３００００ＲＦＩより高いシグナ
ルを生じ、一方、Ｂ陰性Ｂ赤血球は３０～５０ＲＦＩのシグナルを与える。
【０２５７】
　これらの結果は、血液細胞ペレットの形態であろうと全血の形態であろうと、任意の型
の試料について得られる。
【０２５８】
　さらに、領域３４および９８対照ビーズは、予想される、すなわちそれぞれ７５００Ｒ
ＦＩおよび１０００ＲＦＩ未満のオーダーのシグナルレベルを与える。
【０２５９】
　これらの結果は、血液細胞ペレットまたは全血型の試料における型決定を行うために考
慮中のアプローチの有効性を実証する。
【０２６０】
実施例６：非定型抗体のスクリーニングおよび同定　－　１０個の赤血球の同定パネルを
用いる多重化方法
　非定型抗体スクリーニング（ＡＡＳ）を一般に２つの工程で行う：第１の工程は赤血球
の制限されたパネルに対して行われ、その目的は、それらが同定されることを可能にする
ことなしに血液型抗原に対する非定型抗体の有無を示すことである。抗体の存在が検出さ
れる場合、問題の抗体（単数または複数）の特異性を同定するために、第２の工程が行わ
れる。この第２の工程は、同定しようとする抗体の混合物の複雑さに依存して、１０個ま
たはそれ以上の赤血球のパネルを用いて行われる。２つの工程を行うために、少なくとも
３５０μｌの試料容積が必要とされる。この試験の目的は、試料中に存在する可能性のあ
る非定型抗体を、直接的に単一の試験において、そして試験しようとする血漿または血清
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の単一の試験試料（５０～１００μｌ）を用いて同定することの実行可能性を示すことで
ある。
【０２６１】
　本発明の技術におけるこの適用の実行可能性を実証するために、蛍光ビーズを使用して
、ポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）を介してパネルの赤血球を固定化する。パネル中に赤血球
が存在するのと同様に多くのビーズ領域が存在し、各々のビーズ領域は、既知のそして異
なる表現型を有する、パネルの赤血球の単一の型を固定化するために使用される。
【０２６２】
　これらのビーズを、試験しようとする試料と混合しそして接触させ、そして非定型抗体
を、フィコエリトリン（ＰＥ）で標識された抗ヒト免疫グロブリン抗体コンジュゲートを
使用して検出する。
【０２６３】
６．１　－　材料および試薬
－　ビーズ領域６、８、３６、３８、５２、７１、７９、８１、９４および９６を有する
蛍光超常磁性ビーズ
　ビーズを＋４℃でＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
　領域３４（内部標準ビーズ（ＩＳＢ））および領域９８（ブランクビーズ（ＢＢ））対
照蛍光ビーズ。
－　分子量７００００～１３００００のポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）。
－　フィコエリトリン（ＰＥ）に結合された、抗ヒト免疫グロブリンマウスＩｇＧモノク
ローナル抗体、クローン１２５Ａ１５（Bio-Rad）。
－　ＳＡＧ－ＭＡＮ培地中に保存された表現型決定された血液細胞濃縮物（EFS Nord de 
France）。
－　企業Bio-Radによって「ＳｃａｎＬｉｓｓ」コード８６４４２の名称の下に販売され
ている希釈媒質。
－　コーティング液または緩衝液（１０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、
０．１％（ｖ／ｖ）プロクリン）。
－　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Millipore）。
－　ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４（７ｍＭリン酸ナトリウム、２．７ｍＭ ＫＣｌ、１３６
ｍＭ ＮａＣｌ）。
－　ＥＤＴＡに取られた血漿試料（EFS-Rungis）。
－　以下の特異性の非定型血液型抗体を有する血清試料：抗Ｄ、抗Ｊｋａ、抗Ｋｅｌｌ。
【０２６４】
６．２　－　プロトコル
６．２．１．ＰＬＬでのビーズの感受性化
　領域６、８、３６、３８、５２、７１、７９、８１、９４または９６中性ビーズを、１
８時間周囲温度で撹拌しながらＰＢＳ、ｐＨ７．４中５０μｇ／ｍｌのＰＬＬとともにイ
ンキュベートすることによって、ビーズ－ＰＬＬ試薬を調製する。この工程の終りに、ビ
ーズ－ＰＬＬ複合体をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で洗浄し、次いでドナー赤血球を固定化
するために使用する。
【０２６５】
６．２．２．ビーズ上での赤血球の固定化
　ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬を、１００に等しい赤血球数／ビーズ数比率で、ＰＬＬコ
ートビーズとＳｃａｎＬｉｓｓ中で希釈したパネルの赤血球とを混合することによって調
製する。インキュベーションを、撹拌しながら５分間周囲温度で行う。既知のそして異な
る表現型の１０の赤血球を使用して、同定パネルを構成する。各々のビーズ領域を使用し
て、このパネルからの赤血球の単一の型を固定化する。
【０２６６】
　インキュベーション後、ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬を蒸留水で数回洗浄し、次いでＰ
ＢＳ－ＢＳＡ １０ｇ／ｌ、ｐＨ７．４中に取る。
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【０２６７】
　ＰＬＬによるビーズ上での赤血球の固定化の原理を図４にまとめる。
【０２６８】
　ＰＬＬによる赤血球の結合は、試験および分析の残りの間にそれらが剥離することをを
防止するために十分に堅固である。
【０２６９】
　このようにして調製したビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬ならびに領域３４および領域９８
対照ビーズを試験しようとする試料と混合し次いでインキュベートする。
【０２７０】
６．２．３．ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬の抗体との反応
　異なる赤血球から個別に調製したビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬の混合物は、抗体を同定
するためのパネルを構成する。このパネルの２５μｌを試験しようとする試料（血漿また
は血清）１００μｌと混合し、そして１５分間撹拌しながら３７℃でインキュベートする
。
【０２７１】
　インキュベーション後、複合体をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄する。
【０２７２】
６．２．４．ＰＥ標識抗Ｆｃを使用した複合体の可視化
　ビーズ－ＰＬＬ－赤血球－抗体複合体を検出するために、ヒト免疫グロブリンＦｃフラ
グメントに特異的なＰＥ標識抗体を使用する。この抗体コンジュゲートをＰＢＳ、ｐＨ７
．４中１μｇ／ｍｌの濃度で使用し、そして１５分間３７℃で撹拌しながら複合体ととも
にインキュベートする。次いで、複合体をＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄する。
【０２７３】
６．２．５．企業Bio-Radからの「Ｂｉｏｐｌｅｘ ２００」装置を使用したフローサイト
メトリー測定
　最終洗浄の後、測定の前に、複合体を３５μｌのコーティング液を用いて取る。各々の
試験について、２５μｌの懸濁液を装置中に注入する。領域当たり２５０ビーズからの蛍
光シグナルの捕獲によって測定を行う。
【０２７４】
６．３．血漿および／または血清中の非定型抗体の特異性を同定するためのＡＡＳの実施
例
　異なる領域のＰＬＬコートビーズを使用して、既知のそして異なる表現型の１０個の赤
血球を固定化した：表現型Ｄ、ｋｋ、Ｊｋａ＋ｂ＋の赤血球を領域６ビーズ上に、表現型
Ｄ、Ｋｋ、Ｊｋａ＋ｂ－の赤血球を領域８ビーズ上に、表現型Ｄ、ｋｋ、Ｊｋａ＋ｂ－の
赤血球を領域３６ビーズ上に、表現型Ｄ、ｋｋ、Ｊｋａ＋ｂ－の赤血球を領域３８ビーズ
上に、表現型Ｄ、Ｋｋ、Ｊｋａ＋ｂ＋の赤血球を領域５２ビーズ上に、表現型ｄｄ、Ｋｋ
、Ｊｋａ－ｂ＋の赤血球を領域７１ビーズ上に、表現型ｄｄ、ｋｋ、Ｊｋａ－ｂ＋の赤血
球を領域７９ビーズ上に、表現型ｄｄ、Ｋｋ、Ｊｋａ＋ｂ＋の赤血球を領域８１ビーズ上
に、表現型ｄｄ、ｋｋ、Ｊｋａ－ｂ＋の赤血球を領域９４ビーズ上に、そして表現型ｄｄ
、ｋｋ、Ｊｋａ＋ｂ＋の赤血球を領域９６ビーズ上に固定化した。
【０２７５】
　感受性化したビーズを、種々の特異性の非定型血液型抗体を有する種々の血清（抗Ｄ、
抗Ｋｅｌｌ、抗Ｊｋａ）、または抗体混合物を再現するためのこれらの血清の混合物と混
合し、次いでインキュベートした。これらの血清は、パネルの赤血球に対する抗体を潜在
的に有しうる陽性試料を代表する。構造および抗原提示の点で、そしてまた赤血球上での
抗原密度の点で異なる血液抗原方式を検出するために、それらを選択した。
【０２７６】
　反応の特異性を確認するために、非定型抗体を有さない８個のドナー血漿もまた試験し
、そして陰性対象として使用した。
【０２７７】
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　検出を、ＰＥ標識抗ヒトＦｃコンジュゲートを用いて行った。
【０２７８】
　結果を以下の表ＩＶに与える。
【０２７９】
　８個のドナー血漿は１１００ＲＦＩ未満の平均陰性値を規定することを可能にする。
【０２８０】
　パネルの赤血球に対する抗体を有さない血清は、１０００ＲＦＩ未満の値を生じる。
【０２８１】
　他方、パネルの赤血球によって保有される抗原に対する抗体を有する血清は、２０００
～３１０００ＲＦＩのオーダーの結果および１５～２０７のオーダーの試料値／平均陰性
値比率を与える。
【０２８２】
　さらに、領域３４および９８対照ビーズは、予想される、すなわちそれぞれ８０００Ｒ
ＦＩおよび１０００ＲＦＩ以下のオーダーのシグナルレベルを与える。
【０２８３】
　この方法は、非定型抗体の存在を明らかに実証すること、およびＲｈｅｓｕｓ、Ｋｅｌ
ｌまたはＫｉｄｄ式ほど異なる血液方式においてそれらの特異性を同定することを可能に
する。
【０２８４】
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【表４】

【０２８５】
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実施例７：同時に行う血液細胞ＡＢＯ型決定試験および血清ＡＢＯ型決定試験、Ａｇ－Ａ
ｂコンボ（Ag-Ab combo）
　本発明の技術を用いて赤血球上の抗原のスクリーニングを行うことの可能性を、実施例
１および３において、抗赤血球抗体を固定化するために蛍光ビーズを使用することによっ
て、そして「Ｂｉｏｐｌｅｘ ２００」装置（Bio-Rad）のレポーターレーザーの波長と適
合性の蛍光化合物で試料の赤血球を標識することによって実証した。同様に、本発明の技
術を用いて定型および非定型抗体を検出することの可能性を、実施例２、４および６にお
いて、ポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）を介して赤血球を固定化するために蛍光ビーズを使用
することによって、そしてフィコエリトリン（ＰＥ）で標識した抗ヒト免疫グロブリン抗
体コンジュゲートを使用して、提示された赤血球に対する試料中の抗体の存在を検出する
ことによって実証した。これらの試験の目的は、本発明の技術が、１つのそして同じ容器
中で抗原についてスクリーニングしそして抗体についてスクリーニングすることを可能に
することを示すことである。
【０２８６】
　この二重決定の実行可能性を実証するために、試験しようとする試料中に存在する抗Ａ
および／または抗Ｂ抗体を検出するために、試験しようとする試料の赤血球によって保有
されるＡおよび／またはＢ抗原を検出するための蛍光ビーズ、ならびに既知のＡＢＯ型の
赤血球に結合している蛍光ビーズを組み合わせて、多重試験を行った。試験しようとする
試料は、全血型の試料である。上記の２つの可視化系を使用する：赤血球の表面の抗原を
検出するための蛍光化合物での試料の赤血球の標識、および試験しようとする試料の血漿
中の抗体を検出するためのＰＥ標識抗ヒト免疫グロブリン二次抗体の使用。
【０２８７】
７．１　－　材料および試薬
－　ビーズ領域６、５６、７１、８１および９４を有する蛍光超常磁性ビーズ
　ビーズを＋４℃でＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
　領域３４（内部標準ビーズ（ＩＳＢ））および領域９８（ブランクビーズ（ＢＢ））対
照蛍光ビーズ。
－　抗マウスＩｇＧヤギポリクローナル抗体、コード１１５－００５－１６４（Jackson 
Imm. Lab.）
－　抗マウスＩｇＭヤギポリクローナル抗体、コード１１５－００５－０２０（Jackson 
Imm. Lab.）
－　抗ＢモノクローナルＩｇＧ抗体、クローンＸ９（Bio-Rad）。
－　抗ＡモノクローナルＩｇＭ抗体、クローン１５７５０Ｆ７（Bio-Rad）。
－　フィコエリトリン（ＰＥ）に結合された、抗ヒトＩｇＭヤギポリクローナル抗体、コ
ード７０９－１１６－０７３（Jackson Imm. Lab.）
－　ＰＫＨ２６細胞標識キット（Sigma）。
－　分子量７００００～１３００００のポリ－Ｌ－リジン（ＰＬＬ）。
－　ＥＤＴＡに取られた全血試料（EFS-Rungis）。
－　企業Bio-Radによって「ＳｃａｎＬｉｓｓ」コード８６４４２および「Ｓｔａｂｉｌ
ｉｓｓ」コード８６５５０の名称の下に販売されている希釈媒質。
－　コーティング液または緩衝液（１０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、
０．１％（ｖ／ｖ）プロクリン）。
－　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Millipore）。
－　ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４（７ｍＭリン酸ナトリウム、２．７ｍＭ ＫＣｌ、１３６
ｍＭ ＮａＣｌ）。
【０２８８】
７．２　－　プロトコル
７．２．１．試薬の調製
７．２．１．１　抗原を検出するための試薬の調製：血液型に対する抗体でのビーズの感
受性化
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　ビーズの表面での抗体の固定化の原理を図２にまとめる。
【０２８９】
　領域６ビーズを使用して、抗マウスＩｇＧを共有結合的に固定化した。
【０２９０】
　領域５６蛍光ビーズを使用して、抗マウスＩｇＭを共有結合的に固定化した。ビーズの
表面に存在するカルボキシル基を、ヒドロキシスクシンイミドおよびカルボジイミドを含
む技術に従って活性化した。
【０２９１】
　このようにして、タンパク質をそれらのアミン基を介して固定化することができた。
【０２９２】
　このようにして調製したビーズを、＋４℃で、１０％（ｗ／ｖ）のＢＳＡ、０．５％（
ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ２０および０．０９％（ｗ／ｖ）のアジ化ナトリウムを含むＰＢＳ
、ｐＨ７．４中３ｍｇ／ｍｌの濃度で貯蔵する。
【０２９３】
　固定化した抗マウスＩｇＧを保有するビーズを、抗Ｂ抗体で感受性化することができる
。固定化した抗マウスＩｇＭを保有するビーズを、抗Ａ抗体で感受性化することができる
。それゆえ、抗赤血球抗体を、この原理を使用して、非共有結合的にビーズ上に固定化す
る。各々のビーズ領域を、異なる特異性の抗体で感受性化する。選択される抗免疫グロブ
リンは、長時間にわたる安定な結合を可能にする。
【０２９４】
　非精製抗Ａおよび非精製抗Ｂを、それぞれ最終濃度１６５および６４０μｇ／ｍｌで使
用する。
【０２９５】
　抗赤血球抗体での感受性化を、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中で撹拌しながら３７℃で１時間行
う。
【０２９６】
　感受性化後、ビーズをＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で数回洗浄し、次いで＋４℃でＰＢＳ
－ＢＳＡ １０ｇ／ｌ、ｐＨ７．４中で貯蔵する。
【０２９７】
７．２．１．２　抗体を検出するための試薬の調製：ＰＬＬでのビーズの感受性化ならび
に既知の型および既知の表現型の赤血球の固定化
　領域７１、領域８１および領域９４中性ビーズを、１８時間周囲温度で撹拌しながらＰ
ＢＳ、ｐＨ７．４中の５０μｇ／ｍｌのＰＬＬとともにインキュベートする。この工程の
終りに、ビーズをＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．４で洗浄し、次いで赤血球を固定化するために
使用する。
【０２９８】
　ビーズ－赤血球試薬を、１００に等しいビーズ数に対する赤血球数の比率で、ＰＬＬコ
ートビーズとＳｃａｎＬｉｓｓ中で希釈した赤血球とを混合することによって調製する。
インキュベーションを、撹拌しながら５分間周囲温度で行う。各々のビーズ領域を使用し
て、既知の型の赤血球の単一の型を固定化する。この工程の終りに、ビーズ－ＰＬＬ－赤
血球試薬を蒸留水で数回洗浄する。このようにして調製したビーズ－赤血球試薬を、ＰＢ
Ｓ－ＢＳＡ １０ｇ／ｌ、ｐＨ７．４中４℃で貯蔵する。
【０２９９】
　ＰＬＬによるビーズ上での赤血球の固定化の原理を図４にまとめる。
【０３００】
　ＰＬＬによる赤血球の結合は、試験および分析の間にそれらが剥離することを防止する
ために十分に堅固である。
【０３０１】
７．２．２．試験しようとする試料の赤血球の標識
　赤血球の標識を、ＰＫＨ２６を使用して実施例１におけるように行う（図３）。
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【０３０２】
　ＰＫＨ２６での赤血球の標識を、製造業者によって推奨されるプロトコルを使用して行
う。このようにして標識した赤血球を、それらの血漿中で４０％（ｖ／ｖ）に希釈する。
【０３０３】
７．２．３．試験しようとする試料と血液型抗体－ビーズおよび赤血球－ビーズとのイン
キュベーション
　試験しようとする試料は全血である。
【０３０４】
　試験しようとする試料５０μｌを、既知の表現型の赤血球で感受性化したビーズ（ビー
ズ－ＰＬＬ－赤血球試薬）２５μｌと混合し、そして１０分間撹拌しながら２２℃でイン
キュベートする。
【０３０５】
　次いで、抗赤血球抗体で感受性化したビーズ（ビーズ－抗赤血球抗体試薬）２５μｌを
加え、そして５分間撹拌しながら２２℃でインキュベートする。
【０３０６】
　インキュベーション後、試薬をＰＢＳ緩衝液で数回洗浄する。
【０３０７】
７．２．４．陽性複合体の検出
　ビーズ－抗赤血球抗体試薬が結合している赤血球（ビーズ－抗体－赤血球複合体）の検
出を、試料の赤血球の事前標識によって提供する。
【０３０８】
　ビーズ－ＰＬＬ－赤血球試薬への試料の抗体の結合（ビーズ－ＰＬＬ－赤血球－抗体複
合体）を検出するために、ヒト免疫グロブリンに特異的なＰＥ標識抗体を使用する。この
抗体コンジュゲートをＰＢＳ、ｐＨ７．４中５μｇ／ｍｌの濃度で使用し、そして１５分
間３７℃で撹拌しながら複合体とインキュベートする。次いで、複合体をＰＢＳ緩衝液、
ｐＨ７．４で数回洗浄する。
【０３０９】
７．２．５．企業Bio-Radからの「Ｂｉｏｐｌｅｘ ２００」装置を使用したフローサイト
メトリー測定
　最終洗浄の後、測定の前に、複合体を３５μｌのコーティング液を用いて取る。各々の
試験について、２５μｌの懸濁液を装置中に注入する。領域当たり２５０ビーズの捕獲に
よって測定を行う。
【０３１０】
　研究する反応の特異性を確認するために、各々の感受性化したビーズについて、陰性試
料を試験した。
【０３１１】
７．３　－　多重直接および間接ＡＢＯ型決定の実施例
　ＰＬＬでコートした領域９４ビーズを使用してＡ１型赤血球を固定化し、ＰＬＬでコー
トした領域７１ビーズを使用してＢ型赤血球を固定化し、そしてＰＬＬでコートした領域
８１ビーズを使用してＯ型赤血球を固定化した。既知の表現型の赤血球で感受性化したこ
れらのビーズを混合した。
【０３１２】
　抗Ｂ抗体で感受性化した領域６ビーズを、抗Ａ抗体で感受性化した領域５６ビーズと、
ＩＳＢ ３４対照ビーズと、そしてＢＢ ９８対照ビーズと混合した。Ａ、Ｂ、ＡＢおよび
Ｏ型の全血の試料を試験した。
【０３１３】
　試料の赤血球を、それらが抗赤血球抗体－ビーズによって結合された場合にそれらが検
出されることを可能にするように、予め標識した。赤血球－ビーズに結合している試料の
抗体を、ＰＥ標識抗ヒト免疫グロブリンコンジュゲートを用いて検出した。
【０３１４】
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　結果を以下の表Ｖに与える：
【０３１５】
【表５】

【０３１６】
血液細胞試験の結果（抗原検出）：
　ビーズ－抗Ａおよびビーズ－抗Ｂ試薬は、それぞれＡ陽性赤血球およびＢ陽性赤血球と
反応する：陽性試料は２８０００ＲＦＩより高い陽性シグナルを生じ、一方、陰性試料は
１８００～８３００ＲＦＩのずっと低いシグナルを与える。
【０３１７】
血清試験の結果（抗体検出）：
　提示された赤血球に対する抗体を含まない試料は１８００ＲＦＩ未満の値を生じ、平均
陰性値は１０２０ＲＦＩである。
【０３１８】
　ビーズ－ＰＬＬ－Ａ１赤血球およびビーズ－ＰＬＬ－Ｂ赤血球試薬によって提示される
赤血球に対する抗体を有する試料は、３０００～８２００ＲＦＩの陽性シグナルを与え、
試料値対平均陰性値比率は３～８のオーダーである。
【０３１９】
　さらに、領域３４および９８対照ビーズは、予想される、すなわちそれぞれ８０００Ｒ
ＦＩおよび１４００ＲＦＩ未満のオーダーのシグナルレベルを与える。
【０３２０】
　これらの結果は、１つのそして同じ容器中で、そして全血試料の単一の試験試料を使用
して、抗原および抗体の多重化検出を行うことの実行可能性を実証する。
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