
(57)【要約】
細胞マーカーに結合し、かつ対象が治療の評価を阻害するそれに対する遮蔽反応または自
己抗体を発生するような、ヘパリン療法または CD20もしくは CD52抗体のようなリガンドを
使用する対象の治療をモニタリングする方法が提供される。これらの方法は、細胞標的を
発現する細胞を含む試料を、 (i)細胞標的に結合する可溶性リガンド、 (ii)可溶性被検体
または競合する可溶性被検体に結合する可溶性リガンド；ならびに、 (iii)可溶性被検体
へ直接的に、可溶性被検体へ間接的に、または可溶性被検体に結合する可溶性リガンドへ
結合する捕捉媒体と共に、単独の容器へ添加することに関する。これらの成分の相互作用
により容器内で形成された複合体は、これらの複合体の物理的分離を伴わずに、実質的に
同時に分析され、かつ定量される。このアッセイを行うためのキットも提供される。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た CD20 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)下 記 の 段 階 の 1つ を 実 行 す る 段 階 ：
　 　 ii)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標
識 に 複 合 し た 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 CD20と 第 一 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 を 可 能
に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； ま た は
　 　 iii)B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 と 複 合 し た 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド
を 、 ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ；
ま た は
　 　 iv)下 記 の 段 階 の 組 合 せ ：
　 　 　 　 CD20抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ；
　 　 　 　 容 器 内 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ； お よ び
　 　 　 　 容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 細 胞 内 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な
蛍 光 標 識 と 複 合 し た 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 細 胞 内 CD20と 第 一 の リ ガ ン ド と の 複 合
体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 を 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ
ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 段 階 b)iii)の 実 行 が 選 択 さ れ 、 段 階 b)iii)の 実 行 前 に ：
　 a)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ； お よ び ／ ま た は 、 CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 お よ び ／ ま
た は CD20抗 原 を 含 む 捕 捉 粒 子 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； な ら び に
　 b)容 器 の 内 容 物 を 、 そ の 中 の ア ッ セ イ 成 分 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ；
を 更 に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 試 料 が 全 血 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 治 療 リ ガ ン ド が 、 Rituximab(登 録 商 標 )ま た は Bexxar(商 標 )モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 が 、 蛍 光 計 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 検 出 さ れ
る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が 、 血 液 学 的 分 析 装 置 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 捕 捉 粒 子 が 、 既 知 の CD20発 現 を 有 す る 識 別 可 能 な 捕 捉 ビ ー ズ ま た は 識 別 可 能 な 保 存 細 胞
で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 捕 捉 粒 子 に 結 合 し た 第 一 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 を 検 出 し 、 患 者 内 に 存 在 す る 循 環 治 療 リ
ガ ン ド の 相 対 量 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 三 お よ び ／ ま た は 第 二 の 蛍 光 標 識 の 検 出 さ れ た 強 度 が 、 患 者 に お け る B細 胞 の 枯 渇 に
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正 比 例 す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 一 の 蛍 光 標 識 の 検 出 が 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の 検 出 と 比 較 し て 低 く 、 こ れ に よ
り 患 者 の B細 胞 上 の CD20の 遮 断 が 示 さ れ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 治 療 が B細 胞 リ ン パ 腫 の 治 療 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 試 料 が 血 漿 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)の 前 に 、 結 合 し て い な い 第 二 お よ び 第 三 の リ ガ
ン ド 、 な ら び に 結 合 し て い な い 血 漿 成 分 を 容 器 か ら 除 去 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1ま
た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 試 料 が 赤 血 球 を 含 有 し 、 か つ 方 法 が 赤 血 球 を 除 去 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 13記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)下 記 の ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で
共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 i)患 者 か ら 得 た 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 む 試 料 ；
　 　 ii)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の リ ガ ン
ド ；
　 　 iii)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド
； お よ び
　 　 iv)CD20抗 原 へ 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 ；
　 b)容 器 内 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ；
　 c)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 細 胞 内 CD20に 特 異 的
に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド と 、 細 胞 内 CD20と 第 三 の リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 を 可 能 に す る 条
件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； な ら び に
　 d)容 器 内 に 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 第 一 、 第 二 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 を 検 出 し
、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た CD52 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)容 器 内 の 試 料 を 、 以 下 と 共 に 、 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 i)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た
標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の リ ガ ン ド 、 お よ び
　 　 ii)以 下 か ら 選 択 さ れ る 1種 の ア ッ セ イ 成 分 ：
　 　 　 a)第 二 の 識 別 可 能 な リ ガ ン ド へ 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て
発 現 さ れ る 標 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド ；
　 　 　 b)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第
三 の リ ガ ン ド ； お よ び 、
　 　 　 c)CD52抗 原 へ 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 　 　 d)治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 を 実 質 的 に 同 時 に 検 出 し 、 患 者 の
治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 二 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 該 方 法 が ：
　 段 階 a)に お い て 、 第 一 の 捕 捉 粒 子 ま た は 治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕

10

20

30

40

50

(3) JP 2007-516422 A 2007.6.21



捉 粒 子 の い ず れ か を 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； ま た は
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 三 の リ ガ ン ド 、 な ら び に 第 一 の 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 捕 捉 粒 子
の い ず れ か 一 方 ま た は 双 方 を 添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 二 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 方 法 が 、 段 階 a)に お い て 、 第 一 の 捕
捉 粒 子 お よ び 治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 を 容
器 へ 添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 三 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 方 法 が 、 段 階 a)に お い て 、 CD52抗 原
に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 捕 捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 を 容 器 へ
添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 試 料 が 血 漿 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)ま た は c)の 前 に 、 容 器 か ら 複 合 し な い リ ガ ン ド
-蛍 光 標 識 複 合 物 お よ び 複 合 し な い 血 漿 成 分 を 除 去 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 試 料 が 全 血 を 含 み 、 か つ 、 段 階 b)ま た は c)の 前 に 容 器 か ら 赤 血 球 が 除 去 さ れ る 、 請 求 項
17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 試 料 が 赤 血 球 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)ま た は c)の 前 に 、 試 料 中 の 細 胞 を 溶 解 す る 段
階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 画 像 解 析 装 置 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 、 第 一 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の
相 対 強 度 を 検 出 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が 、 血 液 学 的 分 析 装 置 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 細 胞 系 譜 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 第 四 の リ ガ ン ド が ま た 、 段 階 b)に お い て 導 入 さ れ
、 か つ 方 法 が 、 第 四 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 治 療 リ ガ ン ド が 、 CAMPATH-1Hモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 か つ 第 一 の リ ガ ン ド が 、 CAMP
ATH-1の 結 合 し た エ ピ ト ー プ と は 異 な る CD52の エ ピ ト ー プ へ 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る
、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 試 料 が 患 者 の 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 試 料 中 の 第 三 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 二
の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 を 検 出 し 、 患 者 の 循 環 治 療 リ ガ ン ド の 相 対 量 を 決 定 す る 段 階 を 更 に
含 む 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 試 料 が 患 者 の 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 み 、 か つ 、 第 一 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 二 の 蛍 光 標 識 の 相
対 強 度 を 検 出 し 、 患 者 に お け る 流 出 CD52抗 原 の 相 対 量 を 決 定 す る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 B細 胞 表 面 上 に 存 在 す る CD52の 相 対 量 が 決 定 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 捕 捉 粒 子 が 識 別 可 能 な 捕 捉 ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 捕 捉 粒 子 が CD52の 既 知 の 発 現 を 有 す る 識 別 可 能 な 保 存 細 胞 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 治 療 が B細 胞 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 治 療 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 試 料 が 全 血 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)の 前 に 試 料 を 安 定 化 し て 人 為 的 活 性 化 を 防 ぐ 段
階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)容 器 内 で 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 そ れ ら の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 1)患 者 か ら 得 た 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 む 試 料 ；
　 　 2)CD52抗 原 に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 　 3)治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ；
　 b)段 階 a)に お い て 形 成 さ れ た 複 合 体 を 、 以 下 の 追 加 の ア ッ セ イ 成 分 と の 結 合 相 互 作 用 を
可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 4)治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て 、 発 現 さ れ た 標 的 へ 結 合 し 、 か つ 第 一 の
識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 第 一 の リ ガ ン ド ；
　 　 5)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 、 発 現 さ れ
た 標 的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド ； お よ び
　 　 6)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三
の リ ガ ン ド ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 第 一 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の 少 な く と も 1種 か
ら の 蛍 光 を 実 質 的 に 同 時 に 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ヘ パ リ ン 療 法 の 副 作 用 を 、 モ ニ タ リ ン グ が 必 要 な 患 者 に お い て モ ニ
タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)容 器 内 で 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 そ れ ら の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 1)患 者 の 全 血 を 含 む 試 料 ；
　 　 2)ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結 さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ；
　 　 3)血 小 板 活 性 化 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 、 第 一 の 可 溶
性 リ ガ ン ド ； な ら び に
　 　 4)血 小 板 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 、 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド
；
　 b)段 階 a)で 形 成 さ れ た 複 合 体 と 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識
別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 第 三 の リ ガ ン ド と の 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お
よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 こ れ に よ り そ の 中 に 複 合 体 の 混 合 物 を
形 成 す る 段 階 ； な ら び に
　 c)複 合 体 の 混 合 物 中 の 第 一 の 蛍 光 標 識 、 第 二 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍
光 を 検 出 し 、 患 者 に お け る ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 試 料 が 全 血 ま た は 血 小 板 に 富 む 血 漿 を 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 検 出 が 、 蛍 光 計 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 段 階 b)の 前 に 、 複 合 し な い 第 一 の リ ガ ン ド お よ び 結 合 し な い 血 漿 成 分 を 除 去 す る 段 階 を
更 に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が 、 血 液 学 的 分 析 装 置 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 検 出 が 、 患 者 の 血 液 に お け る 血 小 板 活 性 化 抗 原 の 割 合 を 決 定 す る た め の 、 複 合 体 に お け
る 第 一 の 蛍 光 標 識 の 割 合 の 決 定 に 関 す る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 第 一 の リ ガ ン ド が 、 CD62p抗 体 お よ び ／ ま た は CD41抗 体 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 検 出 が 、 患 者 の 血 液 に お け る 抗 ヘ パ リ ン 自 己 抗 体 の 量 を 評 価 す る た め の 、 捕 捉 粒 子 に 結
合 し た 第 三 の 蛍 光 標 識 の 平 均 蛍 光 強 度 の 検 出 に 関 す る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 捕 捉 粒 子 が 、 ヘ パ リ ン -血 小 板 第 4因 子 複 合 体 の 既 知 の 発 現 を 有 す る 識 別 可 能 な 保 存 細 胞
で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 副 作 用 が 、 ヘ パ リ ン 誘 導 型 血 小 板 減 少 症 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 検 出 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る も の で あ り 、 か つ 方 法 が 、 試 料 中 の 赤 血 球 対 血 小 板
の 比 を 検 出 し 、 患 者 の 血 液 中 の 血 小 板 濃 度 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方
法 。  
【 請 求 項 ５ １ 】
　 検 出 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る も の で あ り 、 か つ 方 法 が 、 捕 捉 粒 子 濃 度 に 対 す る 比
と し て 試 料 中 の 血 小 板 数 を 比 較 し 、 患 者 の 血 液 中 の 血 小 板 濃 度 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む
、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 試 料 が 全 血 ま た は 血 小 板 に 富 む 血 漿 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)の 前 に 試 料 を 安 定 化 し
、 人 為 的 活 性 化 を 防 ぐ 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 以 下 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 、
患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の キ ッ ト ：
　 a)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 に 複 合 し た CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド
； な ら び に 、 以 下 の 1種 ま た は 複 数 種 ：
　 b)細 胞 内 CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 に 複 合 し た 第 二 の 可
溶 性 リ ガ ン ド ；
　 c)B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 に 複 合 し た 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ； お よ び
　 d)CD20抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 可 溶 性 リ ガ ン ド が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 53記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 キ ッ ト の 成 分 が 、 個 別 の 容 器 に 含 ま れ て い る 、 請 求 項 53記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 以 下 を 含 む 、 CD52抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン
グ す る た め の キ ッ ト ：
　 a)CD52抗 原 に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 b)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標
的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
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　 以 下 よ り 選 択 さ れ る ア ッ セ イ 成 分 を 更 に 含 む 、 請 求 項 56記 載 の キ ッ ト ：
　 a)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て 発 現
さ れ た 標 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； お よ び
　 b)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の
可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 可 溶 性 リ ガ ン ド が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 56記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 キ ッ ト の 成 分 が 個 別 の 容 器 に 含 ま れ る 、 請 求 項 56記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 以 下 を 含 む 、 患 者 の ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る キ ッ ト ：
　 a)ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結 さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； な ら び に 、 以 下 の
1種 ま た は 複 数 種 ：
　 b)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 血 小 板 活 性 化 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可
溶 性 リ ガ ン ド ；
　 c)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 血 小 板 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ； お よ び
　 d)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の
可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 可 溶 性 リ ガ ン ド が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 60記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 キ ッ ト の 成 分 が 個 別 の 容 器 に 含 ま れ 得 る 、 請 求 項 60記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 一 般 に 、 生 物 学 的 試 料 の 定 量 的 お よ び 定 性 的 評 価 の た め の ア ッ セ イ 法 に 関 し 、
よ り 詳 細 に は 細 胞 お よ び 可 溶 性 の 標 的 ま た は 被 検 体 の 双 方 を 含 有 す る 生 物 学 的 試 料 の ア ッ
セ イ 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 様 々 な 生 物 学 的 試 料 ま た は 生 成 物 中 の 多 種 多 様 な 標 的 、 被 検 体 、 分 子 、 化 合 物 お よ び 複
合 体 な ど を 検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 す る 能 力 は 、 疾 患 の 診 断 、 疾 患 の 治 療 、 療 法 の 有 効 性
の モ ニ タ リ ン グ 、 分 子 生 物 学 の 研 究 、 水 の 純 度 、 生 成 物 の 夾 雑 の 検 出 お よ び モ ニ タ リ ン グ
、 な ら び に 他 の 分 野 に お い て 重 要 な 用 途 が あ る 。 多 く の 様 々 な 種 類 の ア ッ セ イ が 、 分 析 さ
れ る 標 的 、 例 え ば 基 体 (細 胞 な ど )の 上 も し く は 内 部 に 固 定 さ れ た 標 的 、 ま た は 可 溶 性 標 的
、 タ ン パ ク 質 性 で あ る 標 的 、 ま た は 化 合 物 な ど の 同 一 性 お よ び 状 態 に 応 じ て 展 開 さ れ て い
る 。 従 っ て 抗 体 を 用 い タ ン パ ク 質 性 標 的 を 同 定 す る イ ム ノ ア ッ セ イ が 存 在 し 、 競 合 的 イ ム
ノ ア ッ セ イ は 、 標 的 を 、 限 定 量 の 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 既 知 量 の 標 識 さ れ た 抗 原 と 競 合 さ
せ る こ と に よ り 、 標 的 を 同 定 し て い る 。 抗 体 に 結 合 し た 標 識 さ れ た 抗 原 の 量 は 、 試 料 中 の
抗 原 の 量 に 反 比 例 す る 。 免 疫 測 定 ア ッ セ イ は 、 標 識 さ れ た 抗 体 を 使 用 し 、 か つ 標 的 に 会 合
し た 標 識 さ れ た 抗 体 の 量 が 、 試 料 中 で 利 用 可 能 な 標 的 量 に 正 比 例 す る の で 測 定 さ れ る 。 細
胞 数 測 定 ア ッ セ イ は 、 標 的 を 、 サ イ ズ 、 形 状 、 電 荷 、 光 の 回 折 も し く は 反 射 、 ま た は 他 の
手 段 に よ り 同 定 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 般 に 、 リ ガ ン ド を 固 形 支 持 体 上 に 固 定 し 、 か つ 標 的 と 結 合 し た リ ガ ン ド の 間 に 複 合 体
を 形 成 す る こ と に よ り 標 的 を 検 出 す る ア ッ セ イ は 、 検 出 の た め に 可 溶 性 リ ガ ン ド を 使 用 す
る ア ッ セ イ と は 異 な る 処 理 段 階 を 必 要 と す る 。 更 に 血 液 試 料 に つ い て 実 行 さ れ る ア ッ セ イ
に お い て 、 試 料 中 の 骨 髄 細 胞 に よ る 固 形 支 持 体 粒 子 の 食 作 用 は 、 ア ッ セ イ に 誤 差 を も た ら
し 得 る 。 同 じ く ほ と ん ど の 公 知 の ア ッ セ イ は 、 複 数 の 処 理 段 階 、 例 え ば 適 切 な リ ガ ン ド ま
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た は 標 識 を 検 出 す る 前 の 、 試 料 中 に 形 成 さ れ た 成 分 の 溶 解 、 洗 浄 お よ び 物 理 的 分 離 な ど が
関 連 し て い る 。 更 に 公 知 の ア ッ セ イ は 一 般 に 、 結 合 し た 被 検 体 を 、 可 溶 性 被 検 体 か ら 除 去
す る 洗 浄 段 階 を 使 用 し 、 お よ び こ れ は 血 清 、 血 漿 ま た は 細 胞 を 欠 い て い る 媒 体 マ ト リ ッ ク
ス 中 で 実 行 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 洗 浄 、 溶 解 お よ び 分 離 の 追 加 段 階 は 、 標 的 の 量 を 不 注 意 に よ り 減 少 す る こ と に よ り 、 不
正 確 さ を も た ら す 。 単 独 の 稀 な 、 ま た は 少 量 の 試 料 に 対 す る 多 く の 異 な る ア ッ セ イ を 実 行
す る 必 要 性 は 、 ア ッ セ イ に よ り 別 の 問 題 点 を 経 験 す る こ と が 多 く 、 こ れ は 、 試 料 材 料 の 枯
渇 お よ び ア ッ セ イ コ ス ト そ れ 自 体 の 増 大 に つ な が る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 様 々 な ア ッ セ イ が 、 下 記 参 考 文 献 に お い て 説 明 さ れ て い る ： Lindmo T, et al, J. Immu
nol. Meth., 1990 126:183-189； Frengen J et al., J. Immunol. Meth., 1995 178:131-
140； Frengen J et al, J. Immunol. Meth., 1995　 178:141-151； 米 国 特 許 第 4,572,028
号 ； 第 4,376,110号 ； 第 5,006,459号 ； 第 5,168,044号 ； 第 5,426,029号 ； 第 5,525,461号 ；
第 5,567,627号 ； 第 5,756,011号 ； 第 5,811,525号 ； 第 5,981,180号 ； 第 6,268,155号 ； お よ
び 、 米 国 特 許 公 開 公 報 第 2002/0076833号 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 の 癌 の 治 療 の た め の 生 物 学 的 療 法 の 承 認 は 、 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に 関 す る 新 た な 領
域 を 切 り 開 い た 。 例 え ば B細 胞 リ ン パ 腫 の CD20に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Rituximab(登
録 商 標 )、 Bexxar(商 標 ))に よ る 治 療 が 、 数 年 前 FDAに よ り 承 認 さ れ た 。 初 期 の 結 果 は 期 待
で き る も の で あ っ た が 、 寛 解 対 腫 瘍 エ ス ケ ー プ (tumor escape)を 評 価 す る 継 続 的 モ ニ タ リ
ン グ が 必 要 と さ れ て い る 。 治 療 後 、 B細 胞 は 、 抗 CD20治 療 抗 体 (Rituximab、 ま た は Bexxar)
に よ る か 、 ま た は 検 出 抗 体 に 結 合 す る 循 環 可 溶 性 CD20の い ず れ か に よ る 、 B細 胞 枯 渇 、 腫
瘍 エ ス ケ ー プ 、 ま た は CD20遮 断 の た め に 、 も は や CD20を 発 現 し な い (Giles, F. J., et al
. 2003. Br J Haematol, :850-857)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 例 え ば 、 循 環 Rituximab(登 録 商 標 )の レ ベ ル は 、 治 療 後 最 大 6ヶ 月 出 現 し 、 CD20 + 細 胞 の
検 出 を 遮 断 す る こ と が で き る 。 細 胞 質 CD20の 存 在 は 、 Rituximab(登 録 商 標 )が 効 果 的 に B細
胞 CD20を 遮 断 す る こ と は 示 す が 、 B細 胞 は CD20陰 性 と な り 始 め る こ と (腫 瘍 エ ス ケ ー プ )は
示 さ な い で あ ろ う (Clarke, L. E. et al. 2003. J Cutan Pathol, :459-462； Kennedy,
 G. A. et al. 2002. Br J Haematol, :412-416； お よ び Davis, T. A. 1999. Clin Ca
ncer Res, :611-615)。 循 環 Rituximab(登 録 商 標 )を 検 出 す る 能 力 は 、 単 に 薬 物 の 評 価 を
確 認 す る の み で は な く 、 薬 物 の 定 量 測 定 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 現 在 、 循 環 Rituximab(登 録 商 標 )お よ び CD20 + 細 胞 の レ ベ ル は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、
免 疫 組 織 学 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 に よ り 個 別 に ア ッ セ イ さ れ て い る 。 こ れ ら の 種 類
の マ ー カ ー の 、 表 面 お よ び 細 胞 質 で の 発 現 の 双 方 に 加 え 、 循 環 薬 物 (Rituximab)の 存 在 を
実 質 的 に 同 時 に モ ニ タ リ ン グ す る 能 力 は 、 治 療 有 効 性 の 評 価 に お け る 前 向 き の 重 要 な 段 階
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 治 療 的 モ ニ タ リ ン グ 適 用 の 別 の 例 は 、 数 年 前 FDAに 承 認 さ れ た 、 抗 CD52抗 体 (CAMPATH-1
、 alemtuzumab)に よ る B細 胞 性 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 治 療 で あ る 。 CD52は 、 正 常 リ ン パ 系
細 胞 お よ び 単 球 上 、 な ら び に 大 き い 割 合 の 悪 性 リ ン パ 系 細 胞 で 高 度 に 発 現 さ れ る が 、 造 血
前 駆 細 胞 に お い て は 発 現 さ れ な い 、 グ リ コ ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル (GPI)ア ン カ ー タ
ン パ ク 質 で あ る (Dumont, F. J. 2002. Expert Rev Anticancer Ther, :23-35)。 抗 CD52
抗 体 に よ る 治 療 に お い て 、 寛 解 対 腫 瘍 エ ス ケ ー プ を 評 価 す る た め に は 継 続 的 モ ニ タ リ ン グ
が 必 要 で あ る 。 治 療 後 、 B細 胞 は 、 検 出 抗 体 に 結 合 す る 薬 物 (CAMPATH-1)に よ る CD52の 遮 断
の た め に 、 B細 胞 枯 渇 し 、 腫 瘍 エ ス ケ ー プ し 、 も は や CD52を 発 現 し な い (Giles, F. J. , e
t al. 2003. Br J Haematol, :850-857)。 加 え て CD52は 、 GPIア ン カ ー タ ン パ ク 質 の 特
徴 と し て 、 循 環 系 へ 流 出 す る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 CD52の 異 な る エ ピ ト ー プ (例 え ば 、 HI186ま た は CF1D12)へ の 特 異 性 を 伴 う 第 二 の 抗 体 を
使 用 し 、 腫 瘍 エ ス ケ ー プ を 評 価 す る こ と が で き る 。 CAMPATH-1血 清 レ ベ ル の 測 定 は 、 投 与
法 を 最 適 化 す る た め に 使 用 し 、 か つ 同 じ く 腫 瘍 エ ス ケ ー プ の 評 価 を 確 認 す る こ と が で き る
(Birhiray, R. E. et al. 2002. Leukemia, :861-864、 お よ び Rebello, P. and G. Hal
e. 2002. J Immunol Methods, :285-302)。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 可 能 性 は 、 ヒ ト 化
さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば CAMPATH-1が 使 用 さ れ る 場 合 に 問 題 が 少 な い が 、 モ ニ
タ リ ン グ す る こ と も で き る [10]。 加 え て リ ン パ 球 の 過 度 の 枯 渇 を 生 じ る こ の 治 療 の 毒 性 の
た め に 、 CD52発 現 レ ベ ル の 差 を 定 量 す る 能 力 は 、 応 答 個 体 対 非 応 答 個 体 の 層 化 を 可 能 に す
る [11]。 こ の 状 況 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 表 面 発 現 の た め の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー な
ら び に 循 環 CD52ま た は 免 疫 複 合 体 の た め の 蛍 光 顕 微 鏡 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ な ど の 2～ 3種
の 異 な る 技 術 を 用 い 、 こ れ ま で 個 別 に 分 析 が 行 わ れ て き た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ヘ パ リ ン /血 小 板 第 4因 子 (H:PF4)複 合 体 に 対 す る 自 己 抗 体 は 、 ヘ パ リ ン 療 法 の 重 要 な 副
作 用 で あ る ヘ パ リ ン 誘 導 型 血 小 板 減 少 症 (HIT)が 原 因 で あ る (Reilly, R. F. 2003. Semin 
Dial 16:54-60)。 ヘ パ リ ン を 服 用 し て い る 患 者 に お け る HIT発 症 率 は 、 1～ 3％ で あ る (DeBo
is, W. J. et al. 2003. Perfusion, :47-53)。 増 加 し た ト ロ ン ビ ン 形 成 は 、 低 下 し た
血 小 板 数 (＜ 150k/μ L)、 お よ び 高 い 抗 ヘ パ リ ン /PF4抗 体 レ ベ ル に 関 連 し て い る 。 こ の 事 象
の 組 合 せ は 、 生 命 を 脅 か す 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 抗 ヘ パ リ ン /PF4抗 体 の 量 を 迅 速 に 決 定 す
る 能 力 は 、 臨 床 管 理 の 指 導 の 上 で 一 助 と な る で あ ろ う 。 最 近 、 ア ネ キ シ ン Vを 使 用 す る 、
抗 H:PF4抗 体 お よ び 血 小 板 活 性 化 を 検 出 す る 新 規 な フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ア ッ セ イ が 記 載
さ れ た (Gobbi, G. et al. 2004 Cytometry, :32-38)。 こ の 開 発 の 前 に 、 H:PF4で 被 覆
さ れ た ビ ー ズ が 、 単 独 で 抗 血 小 板 抗 体 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ て い る (Tazzari, P. L. 
et al. 2002. Transfus Med, :193-198)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 、 単 独 の 試 料 中 の 複 数 の 被 検 体 を 分 析 す る 、 よ り 効 果 的 な 方 法 に 関
す る 必 要 性 が 存 在 し 続 け 、 こ の 方 法 は そ の 試 料 に つ い て 行 わ れ る 段 階 を 少 な く す る こ と が
で き 、 こ の こ と に よ り 精 度 お よ び 費 用 対 効 果 を 改 善 す る 一 方 、 希 少 試 料 を 保 存 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 は 、 細 胞 マ ー カ ー に 結 合 す る 可 溶 性 リ ガ ン ド が 投 与 さ れ る 、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ
リ ン グ す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト 法 を 提 供 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に
発 現 さ れ た 標 的 CD20へ 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を
モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の CD20モ ニ タ リ ン グ 法 は 、 患 者 か ら 得 た CD20 +

細 胞 を 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 内 で 、 以 下 の 段 階 の 1つ を 行 う ：
　 i)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に
複 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 CD20と 第 一 の リ ガ ン ド の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る
条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階  ； ま た は
　 ii)容 器 へ 、 B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 し お よ び 第 二 の 蛍 光 標 識 に 複 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ
ン ド を 、 ア ッ セ イ 成 分 間 で 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 添 加 す る 段 階 ； ま
た は
　 iii)以 下 の 段 階 の 組 合 せ ：
　 　 　 a)容 器 へ CD20抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 を 添 加 す る 段 階 ；
　 　 　 b)容 器 中 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ； お よ び
　 　 　 c)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 細 胞 内 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な
蛍 光 標 識 と 複 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 細 胞 内 CD20と 第 一 の リ ガ ン ド の 複 合 体
形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 。 容 器 内 で 形 成 さ れ た
複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 を 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 下 記 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 そ の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す
る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 細 胞 表 面
に 発 現 さ れ た 標 的 CD20へ 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療
を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る ： 1)患 者 か ら 得 た CD20 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試
料 ； 2)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 し た 可 溶 性 CD20へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性
リ ガ ン ド ； 3)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶
性 リ ガ ン ド ； な ら び に 、 4)CD20抗 原 へ 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 。 容 器 内 の 細 胞 を 透 過 化 し た 後
、 容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 は 、 細 胞 内 CD20へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標
識 に 複 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド と 、 細 胞 内 CD20と 第 三 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す
る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 こ れ に よ り そ の 中 に 成 分 の 混 合 物 を 形 成
す る 。 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 の 混 合 物 中 の 第
一 、 第 二 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52へ 特 異 的 に 結 合 す る
治 療 リ ガ ン ド で 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 CD52治 療
を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 は 、 患 者 か ら 得 た CD52 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す
る 容 器 を 得 る 段 階 ； 容 器 内 の 試 料 を 、 以 下 と の 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ
び 十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 を 含 む ： i)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合
し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標 的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の リ ガ ン ド
、 お よ び ii)第 二 の 識 別 可 能 な リ ガ ン ド へ 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お
い て 発 現 さ れ た 標 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド か ら 選 択 さ れ た 1つ の ア ッ セ イ 成 分 ； 第 三
の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド
； お よ び 、 CD52抗 原 へ 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 。 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ
す る た め に 、 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 が 、 実 質 的 に 同 時 に 検 出
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る
治 療 リ ガ ン ド に よ り 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。
CD52治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 は 、 1)患 者 か ら 得 た CD52 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試
料 ； 2)CD52抗 原 へ 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； 3)治 療 リ ガ ン ド に 連 結 さ れ た 第
二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 、 の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器
内 の ア ッ セ イ 成 分 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 を 含 む 。 こ の 第 一 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
に よ り 形 成 さ れ た 複 合 体 は 、 下 記 の 追 加 の ア ッ セ イ 成 分 と の 結 合 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条
件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 再 度 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 複 合 体 の 混 合 物 を 形 成 す る ： 1)治
療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標 的 へ 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識 別 可 能 な
蛍 光 標 識 に 複 合 し た 、 第 一 の リ ガ ン ド ； 2)治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標
的 へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 す る 、 第 二 の リ ガ ン ド ； な ら
び に 、 3)ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 す
る 、 第 三 の リ ガ ン ド 。 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体
の 混 合 物 中 の 第 一 、 第 二 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 が 、 実 質 的 に 同 時 に 検 出
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 モ ニ タ リ ン グ が 必 要 な 患 者 に お い て ヘ パ リ ン 療 法 の
副 作 用 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 し 、 こ れ は 下 記 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 そ れ ら の 間 の 複
合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 を
含 む ： 1)患 者 の 安 定 化 さ れ た 全 血 を 含 む 試 料 ； 2)ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結 さ
れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； 3)血 小 板 活 性 化 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 標 識 に
複 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； な ら び に 、 4)血 小 板 へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光
標 識 へ 複 合 し た 、 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 。 こ の 第 一 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 形 成 さ れ
る 複 合 体 は 、 第 三 の 蛍 光 標 識 に 複 合 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の
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可 溶 性 リ ガ ン ド と の 結 合 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で 再 度 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 複 合 体 の 混 合 物 を 形 成 す る 。 患 者 に お け る ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ
リ ン グ す る た め に 、 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 第 一 の 蛍 光 標 識 、 第 二 の 蛍 光 標 識 ま た
は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 が 、 実 質 的 に 同 時 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療
リ ガ ン ド に よ る 、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の 態 様 に お
い て 、 キ ッ ト は 、 細 胞 内 CD20へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； お よ び 、 下 記 の
1種 ま た は 複 数 種 を 備 え る ： 1)CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； 2)CD
19 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； 3)CD20抗 原 へ 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 ；
お よ び 、 4)こ れ ら の リ ガ ン ド の 複 合 に つ い て 識 別 可 能 な 1～ 3種 の 蛍 光 標 識 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 CD52抗 原 へ 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 、
患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の CD52モ ニ タ リ ン グ す る キ ッ ト は 、
a)CD52抗 原 へ 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び 、 下 記 の 1種 ま た は 複 数 種 を
備 え る ： 1)治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； 2)治 療 リ ガ ン ド と は 異
な る 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； 3)治 療 リ ガ ン ド
の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標 的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； 4)ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； な ら び に 、 5)こ れ ら の リ ガ ン ド
へ の 複 合 に つ い て 識 別 可 能 な 3種 の 蛍 光 標 識 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 の ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る キ ッ ト を 提
供 す る 。 本 発 明 の ヘ パ リ ン モ ニ タ リ ン グ キ ッ ト は 、 ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結
さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び 、 下 記 の 1種 ま た は 複 数 種 を 備 え る ： 1)血 小 板 活 性 化
抗 原 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； 2)血 小 板 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶
性 リ ガ ン ド ； 3)ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； な ら び に
、 e)こ れ ら の リ ガ ン ド へ の 複 合 に つ い て 識 別 可 能 な 3種 の 蛍 光 標 識 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 中 の 可 溶 性 標 的 お よ び 結 合 し た 標 的 の 双 方 の 実 質 的 に 同 時 の 評 価
(検 出 お よ び ／ ま た は 測 定 )を 提 供 す る こ と に よ り 、 当 技 術 分 野 の 必 要 性 に 答 え る も の で あ
る 。 こ の 方 法 は 一 般 に 、 よ り 大 き い 構 造 へ 結 合 さ れ た 少 な く と も 1つ の 標 的 、 お よ び 試 料
溶 液 中 で 結 合 せ ず 、 か つ 遊 離 し て い る 少 な く と も 1つ の 可 溶 性 被 検 体 を 含 む 、 試 料 の 分 析
に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 方 法 の 一 般 的 段 階 は 、 試 料 を 、 (i)細 胞 標 的 に 結 合 す る 少 な く と も 1種 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド 、 (ii)好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 に 会 合 さ れ た 可 溶 性 被 検 体 ま た は 少 な く と も 1種 の 競
合 す る 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も 1種 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； な ら び に 、 (iii)可 溶 性
被 検 体 ま た は 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 可 溶 性 リ ガ ン ド へ 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 す る 固
相 捕 捉 媒 体 と 共 に 、 単 独 の 容 器 へ 添 加 す る こ と を 含 む 。 試 料 を こ れ ら の 添 加 物 と 共 に 適 宜
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 試 料 中 に 形 成 さ れ る 様 々 な 複 合 体 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と な
く 、 試 料 は 実 質 的 に 同 時 に 分 析 さ れ る 。 例 え ば 1つ の 可 能 性 の あ る 複 合 体 は 、 細 胞 標 的 と
少 な く と も 1種 の 可 溶 性 リ ガ ン ド の 間 で 形 成 さ れ る 。 別 の 可 能 性 の あ る 複 合 体 は 、 可 溶 性
被 検 体 に 直 接 結 合 さ れ た 捕 捉 媒 体 (標 識 さ れ た ま た は 標 識 さ れ な い 、 い ず れ か )の 間 で 形 成
さ れ る 。 一 般 に こ の 直 接 結 合 は 、 被 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も 1種 の リ ガ ン ド (例 え ば 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )が そ の 上 に 固 定 さ れ た 捕 捉 媒 体 に 関 連 し て い る 。 更 に 別 の 複 合 体 は 、
可 溶 性 被 検 体 に 間 接 的 に 結 合 さ れ た 捕 捉 媒 体 間 で 形 成 さ れ る 。 こ の 場 合 、 捕 捉 媒 体 は 、 可
溶 性 被 検 体 に 関 す る リ ガ ン ド (例 え ば 、 被 検 体 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )に 結 合 さ れ
る 別 の リ ガ ン ド (例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン )に 結 合 す る リ ガ ン ド (例 え ば 、 ビ オ チ ン )に
よ り そ の 上 が 被 覆 さ れ る 。 別 の 複 合 体 は 、 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し た 可 溶 性 リ ガ ン ド に 結 合
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し た 捕 捉 媒 体 の 間 で 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 捕 捉 媒 体 の 上 に 可 溶 性 被 検 体 が 被
覆 さ れ 、 こ れ は 被 検 体 の 可 溶 性 リ ガ ン ド に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ れ ら の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 1種 ま た は 複 数 種 の リ ガ ン ド は 、 以 下 に よ り 詳 細 に 説
明 さ れ る よ う に 、 1種 ま た は 複 数 種 の 検 出 マ ー カ ー で 標 識 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る 。 あ る
競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 こ れ ら の 方 法 で 使 用 さ れ る 1種 ま た は 複 数 種
の 可 溶 性 被 検 体 は 、 以 下 に よ り 詳 細 に 説 明 さ れ る よ う に 、 1種 ま た は 複 数 種 の 検 出 マ ー カ
ー で 標 識 さ れ る 。 こ の 方 法 に お け る 物 理 的 分 離 段 階 の 欠 如 、 す な わ ち 同 じ 容 器 内 で 関 連 の
あ る 複 合 体 を 測 定 す る 能 力 は 、 分 析 結 果 を 得 る 有 効 性 お よ び 時 間 の 点 で 価 値 の あ る 利 点 を
提 供 し 、 更 に 可 能 な 限 り 少 な い 試 料 を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 量 ま た は 稀 な 試 料 を 保 存 す
る 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 好 ま し く は 試 料 は 生 物 学 的 試 料 で あ り 、 こ こ で 結 合 し た 標 的 は 、 少 な く と も 1種 の 細 胞
標 的 を 生 じ 、 か つ 少 な く と も 1種 の 可 溶 性 被 検 体 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 こ の 生 物 学 的 試 料
は 、  好 ま し く は 様 々 な 種 類 の 生 物 学 的 組 織 の 細 胞 を 含 む 。 例 え ば あ る 生 物 学 的 試 料 は 、
全 血 、 唾 液 、 尿 、 滑 液 、 骨 髄 液 、 脳 脊 髄 液 、 膣 粘 液 、 頚 管 粘 液 、 痰 、 精 液 、 羊 水 、 細 胞 株
、 細 胞 含 有 滲 出 液 、 細 胞 含 有 媒 体 、 細 胞 含 有 緩 衝 液 、 細 菌 試 料 、 ウ イ ル ス 試 料 、 お よ び 細
菌 ま た は ウ イ ル ス を 含 む 患 者 か ら の 他 の 滲 出 液 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 こ の よ う な 試 料 は 更 に 、 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 液 ま た は 生 理 的 に 許 容 で き る 希 釈 剤 で 希 釈
す る こ と が で き る 。 好 ま し く は こ の よ う な 希 釈 は 、 可 溶 性 リ ガ ン ド ま た は 競 合 す る 可 溶 性
被 検 体 の 添 加 前 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の よ う な 生 物 学 的 試 料 に お い て 、 細 胞 標 的 を 生 じ る 細 胞 型 は 、 生 物 学 的 細 胞 、 特 に 哺
乳 類 の 血 液 学 的 細 胞 ま た は 血 液 細 胞 、 な ら び に 同 じ く 全 て の 脊 椎 動 物 ま た は 無 脊 椎 動 物 の
細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 寄 生 体 、 酵 母 ま た は 真 菌 の 細 胞 、 藻 類 ま た は 他 の 植 物 細 胞 な
ど で あ る こ と が で き る 。 こ の 定 義 に 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 、 寄 生 体 、 お よ び そ の 表
面 に 対 応 す る 受 容 体 リ ガ ン ド ま た は 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー が 存 在 す る 、 受 容 体 ま た は 抗 原
(す な わ ち 被 検 体 )を 有 す る 本 質 的 に い ず れ か の 生 物 学 的 コ ロ イ ド 状 粒 子 も 含 ま れ る 。 本 発
明 は 、 哺 乳 類 の 血 液 細 胞 、 特 に 1種 ま た は 複 数 種 の 赤 血 球 お よ び 白 血 球 を 用 い 、 以 下 に 詳
細 に 説 明 さ れ る 。 存 在 し 得 る 白 血 球 は 、 顆 粒 球 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 血 小 板 、 リ ン パ
球 、 リ ン パ 芽 球 、 芽 細 胞 、 白 血 球 、 お よ び 樹 状 細 胞 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。 こ れ ら の 方 法 で 使 用 さ れ る 細 胞 と そ の 他 の 細 胞 型 は 、 線 維 芽 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 表
皮 細 胞 、 胚 細 胞 、 肝 細 胞 、 組 織 球 、 腹 水 細 胞 、 腎 細 胞 、 肺 細 胞 、 精 子 細 胞 、 卵 母 細 胞 、 な
ら び に 他 の 哺 乳 類 組 織 の 正 常 お よ び 癌 細 胞 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
細 胞 標 的 は 、 一 般 に 細 胞 表 面 抗 原 、 細 胞 内 抗 原 、 核 抗 原 、 そ れ ら の 断 片 、 ま た は 前 述 の 標
的 の 2種 も し く は そ れ よ り も 多 い 混 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の よ う な 生 物 学 的 試 料 に お い て 天 然 に 生 じ る か 、 あ る い は 本 発 明 の 方 法 の あ る 態 様 の
成 分 と し て 使 用 さ れ る 競 合 す る 可 溶 性 被 検 体 で あ る よ う な 、 可 溶 性 被 検 体 は 、 お そ ら く 血
清 マ ー カ ー 、 医 薬 品 、 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル ス 、 ホ ル モ ン 、 脂 質 、 核 酸 配 列 、 炭 水 化 物 、 毒
素 、 ま た は 先 に 確 定 さ れ た 細 胞 型 か ら 流 出 し た 抗 原 、 ま た は 哺 乳 類 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 ウ イ
ル ス 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 細 胞 、 癌 細 胞 、 真 菌 な ど か ら 産 生 も し く は 分 泌 さ れ た 抗 原 、 ま た
は そ れ ら の 断 片 、 前 記 被 検 体 の 2種 も し く は そ れ よ り も 多 い 混 合 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の よ う な 天 然 の 標 的 お よ び ／ ま た は 可 溶 性 被 検 体 の 病 態 へ の 関 係 の た め に 、 そ れ ら を
検 出 ま た は 定 量 す る こ と が 望 ま し い 。 従 っ て こ の よ う な 標 的 の 検 出 は 、 と り わ け 疾 患 の 診
断 、 ま た は 療 法 の モ ニ タ リ ン グ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-516422 A 2007.6.21

試 料



　 本 発 明 の 方 法 に 従 い 評 価 す る こ と が で き る 更 に 他 の 種 類 の 試 料 は 、 い ず れ か の 給 源 か ら
の 水 、 ガ ソ リ ン 、 ア ル コ ー ル 、 医 薬 品 、 香 水 、 食 品 な ど の 液 体 製 品 を 含 む 。 こ れ ら の 試 料
中 の 標 的 お よ び 被 検 体 は 、 薬 物 、 毒 物 、 毒 素 、 微 生 物 タ ン パ ク 質 な ど の 、 希 釈 す る 化 合 物
を 含 む 。 従 っ て こ の よ う な 標 的 は 、 望 ま し く な い 夾 雑 ま た は 希 釈 を 検 出 す る た め の 品 質 管
理 手 段 と し て 検 出 さ れ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 追 加 の 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 試 料 が 全 血 で あ る
場 合 、 こ の 試 料 は 、 以 下 に 説 明 さ れ た も の の よ う に 抗 凝 固 剤 を 含 む こ と が で き る 。 別 の 態
様 に お い て 、 骨 髄 細 胞 を 含 有 す る 試 料 は 、 以 下 に 説 明 さ れ た よ う な 食 作 用 の イ ン ヒ ビ タ ー
を 含 む こ と が で き る 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 1種 ま た は 複 数 種 の 固 定 剤 (fixati
ve)、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ま た は カ ル シ ウ ム イ ン ヒ ビ タ ー で 処 理 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 一 般 に 本 方 法 の 成 分 は 、 細 胞 標 的 ま た は 可 溶 性 被 検 体 の い ず れ か に 結 合 す る リ ガ ン ド を
含 む 。 「 リ ガ ン ド 」 は 、 細 胞 上 の 標 的 ま た は 可 溶 性 被 検 体 へ 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 ま た は
結 合 パ ー ト ナ ー を 意 味 す る 。 こ の よ う な リ ガ ン ド は 、 個 々 に お よ び 独 立 し て 、 細 胞 抗 原 に
結 合 す る 抗 体 、 可 溶 性 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 、 細 胞 ま た は 可 溶 性 抗 原 に 既 に 結 合 し た 抗 体 に
結 合 す る 抗 原 ； ま た は 、 結 合 が 可 能 で あ る そ の よ う な 抗 体 お よ び 抗 原 の 断 片 ； 標 的 ま た は
被 検 体 配 列 に 結 合 す る た め に 細 胞 標 的 ま た は 可 溶 性 被 検 体 の 標 的 核 酸 配 列 に 十 分 に 相 補 的
で あ る 核 酸 配 列 、 細 胞 標 的 ま た は 可 溶 性 被 検 体 に 既 に 結 合 し た リ ガ ン ド 核 酸 配 列 に 十 分 に
相 補 性 で あ る 核 酸 配 列 、 ま た は 化 学 性 も し く は タ ン パ ク 質 性 化 合 物 、 例 え ば ビ オ チ ン ま た
は ア ビ ジ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ れ ら の リ ガ ン ド は 、 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に よ り 示 さ れ る よ う に 、 可 溶 性 で あ る か 、
ま た は 捕 捉 媒 体 上 に 固 定 さ れ 得 る (す な わ ち 、 ビ ー ズ へ 合 成 的 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る )。
本 明 細 書 に 定 義 さ れ る よ う に 、 リ ガ ン ド は 、 1種 ま た は 複 数 種 の 特 異 的 細 胞 標 的 ま た は 可
溶 性 被 検 体 に よ り 検 出 さ れ 、 か つ 反 応 す る 様 々 な 物 質 を 含 む 。 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 の リ ガ
ン ド お よ び そ れ ら の 被 検 体 の 例 は 、 表 1に 列 記 さ れ た よ う な も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 当 業 者 に と っ て 、 こ の よ う な リ ガ ン ド を 構 築 す る 有 用 は 公 知 で あ る 。 こ の よ う な リ ガ ン
ド は 全 て 、 可 溶 性 で あ る か 、 ま た は 細 胞 に 結 合 さ れ る か ど う か に か か わ ら ず 、 特 定 さ れ た
標 的 ま た は 被 検 体 に 結 合 す る 望 ま し い 能 力 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 1つ の 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 本 発 明 の リ ガ ン ド は 、 細 胞 表 面 受 容 体 の 全 て ま た は 一 部 に 優 先 的 に 結 合 す る 成 分
で あ る 。 従 っ て 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て 有 用 な リ ガ ン ド は 、 WBC集 団 上 の 細 胞 表 面 受 容
体 へ の 結 合 が 可 能 で あ る 、 抗 体 ま た は そ れ ら の 機 能 性 断 片 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 ま た は
断 片 は 、 い ず れ か 未 変 性 の 給 源 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に ク ラ ス IgG、 IgM、 Ig
A、 IgDお よ び IgEの 未 変 性 ま た は 組 換 え の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ハ イ ブ リ ッ ド 誘 導 体 、 な
ら び に Fab、 Fab'お よ び F(ab')2を 含 む 抗 体 断 片 、 ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 、 抗 体
の 相 補 性 決 定 領 域 を 含 む 組 換 え ま た は 合 成 の 構 築 体 、 そ れ ら の Fc抗 体 断 片 、 1本 鎖 Fv抗 体
断 片 、 所 望 の 細 胞 表 面 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 の 機 能 的 に 同 等 の 結 合 特 性 を 保 持 す る の に 十
分 な CDRを 共 有 す る 合 成 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 の 構 築 体 、 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー に
よ り 作 製 さ れ た 結 合 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る 抗 体 は 一 般 に 、 通 常 の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ り 得 ら
れ 、 腹 水 か ら 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム (45％ )沈 殿 、 遠 心 お よ び プ ロ テ イ ン Aを 使 用 す る ア フ ィ ニ
テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 標 準 の プ ロ セ
ス は 、 G. Kohler and C. Milstein, 1975 Nature, 256:495-497に 説 明 さ れ て い る 。 当 然
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の 具 体 的 方 法 お よ び 種 類 は 、 こ の よ う な 技 術 に 限 定 さ れ ず 、
か つ こ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る 技 術 は 、 本 発 明 の 実 践 の 範 囲 内 で 想 起 さ れ る 。 蛍 光 強 度 の
増 幅 は 、 細 胞 上 の 特 定 の 受 容 体 部 位 の 密 度 に 左 右 さ れ な い の で 、 細 胞 標 的 ま た は 可 溶 性 被
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検 体 に 結 合 す る こ と が で き る 任 意 の リ ガ ン ド を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 典 型 的 な リ ガ ン ド は 、 標 的 ま た は 被 検 体 に 結 合 す る こ と が で き る レ ク チ ン 、 ホ ル モ
ン 、 増 殖 因 子 、 ま た は 合 成 ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 、 ま た は そ れ ら の 一 部 を 含 む が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 リ ガ ン ド の 選 択 は 、 本 発 明 の 限 定 因 子 で は な い 。 リ ガ ン ド の
例 は 、 以 下 に 説 明 さ れ た 方 法 の 具 体 的 態 様 お よ び 実 施 例 に お い て 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る リ ガ ン ド お よ び ／ ま た は 競 合 す る 可 溶 性 被 検 体 お よ び ／ ま た
は 捕 捉 媒 体 は 、 指 摘 さ れ た よ う に 、 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 検 出 マ ー カ ー に 会 合 し て い る (
例 え ば 、 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る )。 本 発 明 に 有 用 な 成 分 へ の 結 合 に 関 し 検 出 可 能 な 標 識
は 、 公 知 の 多 く の 組 成 物 間 か ら 容 易 に 選 択 す る こ と が で き 、 診 断 ア ッ セ イ 技 術 分 野 の 業 者
は 直 ち に 入 手 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 試 薬 、 リ ガ ン ド 、 競 合 す る 被 検 体 、 ま た は 捕 捉 媒 体 は
、 特 定 の 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 使 用 さ れ る 標 識 シ ス テ ム に よ り 限 定 さ れ な い 。 場 合 に よ っ
て は 、 検 出 可 能 な 「 標 識 」 は 、 細 胞 表 面 ま た は ビ ー ズ の 屈 折 率 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ た よ う に 、 用 語 「 標 識 」 ま た は 「 マ ー カ ー 」 は 一 般 に 、 直 接 ま た は
間 接 の い ず れ か で 検 出 可 能 で あ る シ グ ナ ル を 提 供 す る 分 子 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 性 の 分
子 を 意 味 す る が 、 し か し 、 単 独 で 、 ま た は 他 の 分 子 も し く は タ ン パ ク 質 と 共 に 作 用 す る こ
と が 可 能 で あ る 小 型 化 学 分 子 も 意 味 す る 。 本 発 明 に お い て 、 マ ー カ ー は 、 ア ッ セ イ に お い
て 使 用 さ れ る 様 々 な リ ガ ン ド ま た は 競 合 す る 被 検 体 と 会 合 す る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 標 識
ま た は マ ー カ ー は 、 被 検 体 、 固 形 粒 子 、 細 胞 ま た は リ ガ ン ド に 連 結 さ れ た (例 え ば 共 有 結
合 的 に )蛍 光 標 識 、 発 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 ま た は 化 学 発 光 標 識 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 好 ま し い マ ー カ ー は 、 レ ー ザ ー に よ る 励 起 時 に 特 定 波 長 の 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を 放 出 す る こ と に よ り 検 出 が 可 能 で あ る 。 そ の 他 の 手 段 に よ り 検 出 可 能 な 、
フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 、 タ ン デ ム 色 素 、 あ る 種 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 小 型 化 学 分 子 、 お よ び
そ の 他 の 手 段 に よ り 検 出 可 能 な あ る 種 の 分 子 は 全 て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の マ ー カ
ー と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 「 Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals
」 第 6版 、 R. P. Haugland、 Molecular Probes, Inc., Eugene, OR(1996)に 列 記 さ れ た マ
ー カ ー を 参 照 さ れ た い 。 「 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 」 は 、 紅 藻 お よ び 藍 藻 に お い て 認 め ら れ
る 巨 大 分 子 の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 ビ リ タ ン パ ク 質 (用 語 「 ビ リ タ ン パ ク 質 」 は 、 用 語 「 フ
ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 」 と 同 等 で あ る )は 、 分 子 量 が 少 な く と も 約 30,000ダ ル ト ン 、 よ り 一
般 的 に は 少 な く と も 約 40,000ダ ル ト ン で あ り 、 60,000ダ ル ト ン と 同 じ く ら い の 大 き さ ま た
は そ れ よ り も 大 き い も の で あ っ て よ い が 、 通 常 約 300,000ダ ル ト ン を 超 え な い 。 ビ リ タ ン
パ ク 質 は 、 通 常 2～ 3種 の 異 な る サ ブ ユ ニ ッ ト で 構 成 さ れ 、 こ こ で こ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト は
、 分 子 量 約 10,000～ 約 60,000の 範 囲 で あ っ て よ い 。 ビ リ タ ン パ ク 質 は 、 通 常 多 種 多 様 な 藻
類 お よ び シ ア ノ バ ク テ リ ウ ム か ら そ れ ら の 天 然 の 形 で 得 ら れ た も の と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ビ リ タ ン パ ク 質 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 タ ン パ ク 質 性 分 子 お よ び 非 タ ン パ ク 質 性 分 子
に 複 合 す る 多 種 多 様 な 官 能 基 を 提 供 す る 。 存 在 す る 官 能 基 は 、 ア ミ ノ 、 チ オ ー ル 、 お よ び
カ ル ボ キ シ ル を 含 む 。 場 合 に よ っ て は 、 ビ リ タ ン パ ク 質 が 別 の タ ン パ ク 質 へ 複 合 さ れ た 場
合 に 、 官 能 基 、 特 に チ オ ー ル 基 を 導 入 す る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。 各 フ ィ コ ビ リ タ ン
パ ク 質 分 子 は 、 非 常 に 多 数 の 発 色 団 を 含 む 。 リ ガ ン ド の 例 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン で 直 接
標 識 さ れ た 抗 体 分 子 は 、 そ れ に 会 合 し た 1～ 3個 の 発 色 団 を 有 す る で あ ろ う 。 (例 え ば )フ ィ
コ ビ リ タ ン パ ク 質 に よ る 複 合 に よ り 直 接 標 識 さ れ た 抗 体 分 子 は 、 34種 と 多 い 会 合 し た 発 色
団 を 有 す る こ と が で き 、 各 々 、 フ ル オ レ セ イ ン の 吸 光 度 お よ び 量 子 収 量 と 大 ま か に 同 等 で
あ る 吸 光 度 お よ び 量 子 収 量 を 伴 う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 有 用 な フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 の 例 は 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン (A
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PC)、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン B、 フ ィ コ エ リ ス リ ン (PE)、 お よ び 好 ま し く は Rフ ィ コ エ リ ス リ
ン で あ る 。 PEは 、 現 在 利 用 可 能 な 最 も 明 る い 蛍 光 色 素 で あ る 。 抗 体 に 複 合 さ れ た PEは 、 蛍
光 プ レ ー ト ア ッ セ イ に お い て イ ン タ ー ロ イ キ ン 4を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 、 か つ 適 切 な
シ グ ナ ル を 発 生 し た 唯 一 の 試 験 さ れ た 蛍 光 標 識 で あ る こ と が わ か っ て い る (M. C. Custer 
and M. T. Lotze, 1990 J. Immunol. Methods, 128:109-117)。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 タ ン デ ム 色 素 は 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 お よ び 別 の 色 素 か ら 形 成 さ れ 得 る 天 然 に 生 じ な
い 分 子 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,542,104号 お よ び 第 5,272,257号 を 参 照 さ れ た い 。 本
発 明 に お い て 有 用 な タ ン デ ム 色 素 の 例 は 、 フ ィ コ エ リ ス ロ シ ア ニ ン ま た は PC5(PE-Cy5、 フ
ィ コ エ リ ス リ ン -シ ア ニ ン 5.1； 励 起 486-580nm、 発 光 660-680nm)[A. S. Waggoner et al, 
1993 Ann. N. Y. Acad. Sci., 677:185-193お よ び 米 国 特 許 第 5,171,846号 ]お よ び ECD(フ
ィ コ エ リ ス リ ン -テ キ サ ス レ ッ ド ； 励 起 486-575nm、 発 光 610-635nm)[米 国 特 許 第 4,542,104
号 お よ び 第 5,272,257号 ]で あ る 。 他 の 公 知 の タ ン デ ム 色 素 は 、 PE-Cy7、 APC-Cy5、 お よ び A
PC-Cy7で あ る [M. Roederer et al, 1996 Cytometry, 24:191-197]。 タ ン デ ム 色 素 PC5お よ
び ECDは 、 こ の 色 素 の イ ミ ノ チ オ ラ ン 活 性 化 が 関 連 す る い く つ か の 方 法 に よ り モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 へ 成 功 裡 に 直 接 複 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の リ ガ ン ド お よ び ／ ま た は 競 合 す る 被 検 体 お よ び ／ ま た は 捕 捉 媒 体
は 、 蛍 光 検 出 可 能 な 蛍 光 色 素 、 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 フ ィ
コ エ リ ス リ ン (PE)、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン (APC)、 ま た は タ ン デ ム 色 素 、 PE-シ ア ニ ン -5(PC5
)、 PE-シ ア ニ ン -7(PC7)、 お よ び PE-テ キ サ ス レ ッ ド (ECD)と 会 合 、 ま た は 複 合 す る 。 ビ リ
タ ン パ ク 質 お よ び タ ン デ ム 色 素 は 、 Beckman Coulter, Inc., Miami, FL、 Molecular Prob
es, Inc., Eugene, ORお よ び Prozyme, Inc., San Leandro, CAを 含 む 様 々 な 供 給 業 者 か ら
市 販 さ れ て い る 。 こ れ ら の 蛍 光 色 素 の 全 て が 市 販 さ れ て お り 、 か つ そ れ ら の 使 用 は 当 技 術
分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 更 に 本 発 明 の 方 法 の 成 分 に 直 接 複 合 し 、 か つ こ の 方 法 へ 追 加 数 の マ ー カ ー (標 識 さ れ た
リ ガ ン ド )を 添 加 す る た め に 本 発 明 に お い て フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 ま た は タ ン デ ム 色 素 と
共 に 使 用 さ れ 得 る よ う な 他 の マ ー カ ー は 、 励 起 時 に 550nm未 満 の 波 長 で 発 光 す る 小 型 分 子
を 含 む 。 こ の よ う な 分 子 は 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 の 発 光 と 重 複 し な い 。 こ の よ う な マ ー
カ ー の 一 例 は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)で あ る 。 他 の も の は 、 先 に 引 用
さ れ た 「 Handbook」 に 列 記 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 追 加 の 色 を 提 供 す る た め に 本 方 法 で 利 用 さ れ る 更 に 他 の マ ー カ ー は 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン
パ ク 質 お よ び ブ ル ー 蛍 光 タ ン パ ク 質 と し て 公 知 の タ ン パ ク 質 で あ り ； 同 じ く 、 紫 外 光 に よ
る 励 起 時 に 発 光 す る マ ー カ ー も 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 マ ー カ ー は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る た め に 、 基 質 と 相 互 作 用 す る 酵 素 で あ り 得
る 。 別 の マ ー カ ー の 態 様 は 、 抗 体 結 合 に よ る か 、 ま た は 適 宜 標 識 さ れ た リ ガ ン ド へ の 結 合
に よ り 、 検 出 可 能 で あ る タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 様 々 な 酵 素 シ ス テ ム は 、 ア ッ セ イ に お け
る 比 色 シ グ ナ ル を 明 ら か に す る よ う に 操 作 し 、 例 え ば グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ (こ れ は 基
質 と し て グ ル コ ー ス を 使 用 す る )は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 存 在 下 で 生 成 物 と し て 過 酸 化 物
を 放 出 し 、 か つ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)の よ う な 水 素 供 与 体 は 、 青 色 と し て 認 め ら
れ る 酸 化 さ れ た TMBを 生 成 す る 。 別 の 例 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)ま た は ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (AP)、 な ら び に ATP、 グ ル コ ー ス お よ び NAD+と 反 応 し 、 他 の 生 成 物 中
で も 特 に 波 長 340nmで の 吸 光 度 増 大 と し て 検 出 さ れ る NADHを 生 じ る 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と 複 合 す る ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 利 用 さ れ 得 る 他 の 標 識 シ ス テ ム は 、 他 の 手 段 に よ り 検 出 可 能 で あ
り 、 例 え ば 色 素 が 包 埋 さ れ た 着 色 ラ テ ッ ク ス 微 小 粒 子 (Bangs Laboratories, Indiana)は
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、 酵 素 の 代 わ り に 使 用 す る こ と が で き 、 イ ン ヒ ビ タ ー 配 列 ま た は リ ガ ン ド と 複 合 体 を 形 成
し 、 お よ び 適 用 可 能 な ア ッ セ イ に お い て 得 ら れ る 複 合 体 の 存 在 の 可 視 シ グ ナ ル 指 標 を 提 供
す る 。 使 用 す る こ と が で き る 更 に 別 の 標 識 シ ス テ ム は 、 ナ ノ 粒 子 ま た は 量 子 ド ッ ト を 含 む
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の よ う な マ ー カ ー は 、 別 の 態 様 に お い て 、 好 ま し く は 発 現 時 に 検 出 可 能 な 遺 伝 子 産 物
を 生 成 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ り 得 る 。 こ の よ う な リ ポ ー タ ー 配 列 は 、 lux遺 伝 子 、 β -
ラ ク タ マ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 酵 素 、 例 え ば 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (LacZ)、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT)、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 、 ま た は グ ル コ ナ ー ゼ 酵 素
を コ ー ド し て い る DNA配 列 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 成 分 に 結 合 さ れ 得 る 更 に 他 の 適 切 な マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 CD2、 CD4、 CD
8、 イ ン フ ル エ ン ザ ヘ ム ア グ ル チ ニ ン タ ン パ ク 質 、 ビ オ チ ン 分 子 、 ア ビ ジ ン 分 子 、 お よ び
そ れ ら に 対 す る 高 親 和 性 抗 体 が 存 在 す る か ま た は 通 常 の 手 段 に よ り 作 製 さ れ 得 る 当 業 者 に
周 知 の 他 の も の を 含 む 、 膜 結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 別 の ク ラ ス の マ ー カ ー は 、 特 に ヘ ム ア
グ ル チ ニ ン ま た は Myc遺 伝 子 か ら の 抗 原 タ グ ド メ イ ン に 適 宜 融 合 さ れ た 膜 結 合 タ ン パ ク 質
を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 更 に 別 の 検 出 可 能 な 標 識 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま
た は PCRプ ロ ー ブ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 い く つ か の 追 加 お よ び 通 常 使 用 さ れ る マ ー カ ー シ ス テ ム は 、 本 発 明 の 方 法 に 適 合 す る こ
と が で き る 。 当 業 者 は 、 標 識 シ ス テ ム の 選 択 お よ び ／ ま た は 履 行 は 、 単 に 慣 習 的 実 験 法 で
あ る こ と を 理 解 す る 。 先 に 考 察 さ れ た こ れ ら の 標 識 お よ び マ ー カ ー は 、 公 知 の 給 源 か ら 商
業 的 に 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 固 相 捕 捉 媒 体 は 典 型 的 に は 、 試 料 の 細 胞 集 団 か ら 分 離 さ れ る こ と が 可 能 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 生 理 的 に 適 合 性 の あ る ビ ー ズ ま た は 安 定 化 さ れ た 細 胞 粒 子 な ど の 捕 捉 粒 子 で あ
る 。 そ の よ う な 特 徴 は 、 屈 折 率 、 サ イ ズ 、 光 散 乱 強 度 (前 方 、 側 方 ま た は 90° )、 ま た は 独
自 の 蛍 光 痕 跡 (signature)を 提 供 す る た め の 蛍 光 検 出 用 色 素 の 保 持 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法
に お け る 捕 捉 粒 子 と し て の 使 用 に 適 し た こ の よ う な ビ ー ズ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 通 常 利
用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 固 相 捕 捉 媒 体 の 1つ の サ ブ セ ッ ト は 、 サ イ ズ が 直 径 約 0.2～ 約 5.0
ミ ク ロ ン の 範 囲 (す な わ ち 、 コ ロ イ ド サ イ ズ )の ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ の よ う な 、 安 定 し た コ
ロ イ ド 状 粒 子 を 含 む 。 こ の よ う な ポ リ ス チ レ ン 基 体 ま た は ビ ー ズ は 、 例 え ば Interfacial 
Dynamics Corporation, Portland, Oregonか ら 市 販 さ れ て い る ビ ー ズ の よ う に 、 ア ル デ ヒ
ド お よ び ／ ま た は 硫 酸 官 能 基 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 あ る い は ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ は 、 そ の 球 表 面 上 の ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ー テ ィ ン グ お よ
び ／ ま た は コ ロ イ ド 状 金 属 コ ー テ ィ ン グ を 有 す る 。 好 ま し く は ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ー テ
ィ ン グ は 、 ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン の 遊 離 ア ミ ノ 基 と ポ リ ス チ レ ン 基 体 の ア ミ ン 反 応 性 官 能 基
の 間 の 共 有 結 合 に よ り 、 更 に は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど の 物 質 と の 架 橋 に よ り 、 コ ア 基 体
へ 共 有 結 合 す る 。 ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ー テ ィ ン グ は 一 般 に 、 最 大 理 論 値 1/2.5と 比 べ 、 1
/40～ 1/35(1X-ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン )の 範 囲 の 、 ジ ア ミ ン 置 換 の 程 度 を 有 す る こ と を 特 徴 と
し て い る 。 よ り 好 ま し く は 、 ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ー テ ィ ン グ の ジ ア ミ ン 置 換 は 、 約 1/7
～ 1/8(5X-ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン )で あ る 。 被 検 体 、 特 に タ ン パ ク 質 被 検 体 は 、 以 下 に 引 用 さ
れ た 参 考 文 献 中 に 示 さ れ た こ れ ら の ビ ー ズ に 容 易 に 結 合 す る こ と が で き る 。 同 じ く 、 O. S
iimanら 、 「 Covalently Bound Antibody on Polystyrene Latex Beads: Formation, Stab
ility and Use in Analysis of White Blood Cell Populations」 、 J. Colloid Interfac
e Sci., 233:(Jan. 2001)を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 様 々 な ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン ビ ー ズ が 、 米 国 特 許 第 6,074,884号 ； 第 5,945,293号 ； お よ び
、 第 5,658,741号 で 開 示 さ れ る 。 磁 気 フ ェ ラ イ ト の ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ー ト さ れ た 単 分
散 コ ロ イ ド 状 分 散 体 [米 国 特 許 第 5,240,640号 ]、 金 属 粒 子 [米 国 特 許 第 5,248,772号 ]、 ポ リ
ス チ レ ン 粒 子 [米 国 特 許 第 5,466,609号 ； 米 国 特 許 第 5,707,877号 ； 米 国 特 許 第 5,639,620号
； 米 国 特 許 第 5,776,706号 ]、 お よ び ポ リ ス チ レ ン -金 属 粒 子 [米 国 特 許 第 5,552,086号 ； 米
国 特 許 第 5,527,713号 ]も 、 本 発 明 の 形 成 さ れ た 本 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 別 の 型 の ビ ー ズ は 、 ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ー テ ィ ン グ に 重 な る 、 コ ロ イ ド サ イ ズ の 金 属
固 形 物 の 層 を 伴 う 前 述 の コ ー ト さ れ た 基 体 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し く は こ の 層 は 、 ア
ミ ノ デ キ ス ト ラ ン 層 の 分 散 さ れ た 表 面 上 に 均 一 に 分 散 さ れ る 。 コ ー ト さ れ た 基 体 を 形 成 す
る の に 有 用 な コ ロ イ ド 状 金 属 は 一 般 に 、 ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ー テ ィ ン グ に よ り 、 イ オ ン
状 態 か ら 金 属 (0)状 態 に 還 元 さ れ 得 る 金 属 、 ま た は 約 +0.7Vま た は そ れ よ り も 高 い 還 元 電 位
を 有 す る 金 属 イ オ ン も し く は 金 属 イ オ ン 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 金 属 と し て 説 明 さ
れ る 。 こ の よ う な 金 属 イ オ ン は 、 Ag(I)、 Au(III)、 Pd(II)、 Pt(II)、 Rh(III)、 Ir(III)、
Ru(II)、 Os(II)を 含 む こ と が で き る が 、 そ の よ う な 使 用 に つ い て 好 ま し い 金 属 イ オ ン は 、
コ ロ イ ド 状 金 (III)お よ び コ ロ イ ド 状 銀 (I)で あ る 。 特 に 、 金 /銀 の コ ロ イ ド で コ ー テ ィ ン
グ さ れ た ポ リ ス チ レ ン -ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン ビ ー ズ 、 そ れ ら の 調 製 、 特 徴 お よ び 全 血 中 の
白 血 球 亜 群 の 分 析 に お け る 使 用 が 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,248,772号 ； 米
国 特 許 第 5,552,086号 ； 米 国 特 許 第 5,945,293号 ； な ら び に 、 O. Siiman and A. Burshteyn
, 2000 J. Phys. Chem., 104:9795-9810； お よ び 、 O. Siiman et al, 2000 Cytometry, 4
1:298-307を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の コ ー ト さ れ た ビ ー ズ の 代 わ り に 、 米 国 特 許 第 5,639,620号 に 開 示 さ れ た よ う な 、 EDA
Cカ ッ プ リ ン グ に よ り ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン で 被 覆 さ れ た コ ア 基 体 と し て 、 カ ル ボ キ シ 官 能
基 化 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 利 用 す る こ と が で き る 他 の 適 切 な ビ ー ズ は 、 色 素 が 包 埋 さ れ た 着 色 ラ テ
ッ ク ス 微 粒 子 (Bangs Laboratories, Indiana)で あ り 、 標 的 、 被 検 体 も し く は リ ガ ン ド と
複 合 体 を 形 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ビ ー ズ も 、 適 切 な ア ッ セ イ に お
い て 得 ら れ る 複 合 体 の 存 在 の 可 視 シ グ ナ ル 指 標 を 提 供 す る 。 更 に 別 の 適 切 な ビ ー ズ は 、 ナ
ノ 結 晶 、 量 子 ド ッ ト お よ び 同 様 の 材 料 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 ビ ー ズ は 直 径 が 0.05～ 20ミ ク ロ ン で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ビ
ー ズ は 5～ 7ミ ク ロ ン で あ る 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 捕 捉 媒 体 は 、 サ イ ズ が 1μ Mよ り も 大
き い 。 特 に 1種 よ り も 多 い 検 出 さ れ る べ き 可 溶 性 被 検 体 が 存 在 す る 場 合 、 様 々 な サ イ ズ の
ビ ー ズ の 混 合 物 も 使 用 す る こ と が で き る 。 よ り 小 さ い ビ ー ズ は よ り 少 な い 抗 体 に 結 合 す る
の で 、 一 般 に ビ ー ズ サ イ ズ は 、 ア ッ セ イ の 感 度 範 囲 に 影 響 を 及 ぼ す (例 え ば 、 先 に 引 用 さ
れ た Lindmo、 ま た は 先 に 引 用 さ れ た Frengenの 文 献 を 参 照 さ れ た い )。 従 っ て 高 感 度 が 必 要
で あ る 1つ の 態 様 に お い て 、 よ り 大 き い ビ ー ズ の よ り 少 な い 数 が 、 そ の ア ッ セ イ に 望 ま し
い 。 多 数 の 可 溶 性 被 検 体 の 存 在 に お い て 、 よ り 多 数 の ビ ー ズ (大 型 お よ び 小 型 の 双 方 )を 、
こ れ ら の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 一 部 の 態 様 で の 使 用 の た め に は 、
捕 捉 媒 体 ま た は ビ ー ズ は 、 検 出 さ れ る 可 溶 性 被 検 体 よ り も よ り 大 き い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 捕 捉 媒 体 は 、 複 数 の リ ガ ン ド ま た は 複 数 の 競 合 す る 被 検 体 に そ れ ら を 結 合 す る こ と が で
き る 。 捕 捉 媒 体 に 結 合 さ れ た 各 リ ガ ン ド は 、 可 溶 性 被 検 体 へ の 結 合 ま た は そ れ 自 身 可 溶 性
被 検 体 へ の 結 合 が 可 能 で あ る 抗 体 へ の 結 合 が 可 能 で あ る 。 捕 捉 媒 体 へ 結 合 し た 競 合 す る 被
検 体 そ れ ぞ れ は 、 可 溶 性 被 検 体 (標 識 さ れ た ま た は 標 識 さ れ な い 、 い ず れ か )へ の 結 合 が 可
能 で あ る リ ガ ン ド (例 え ば 、 抗 体 )に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な リ ガ ン ド ま た
は 競 合 す る 被 検 体 は 、 従 来 の 方 法 に よ り 捕 捉 媒 体 上 に 会 合 ま た は 固 定 さ れ る 。 例 え ば 、 抗
体 、 抗 原 、 ま た は リ ン カ ー (例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 プ ロ テ イ ン A)な ど の リ ガ ン ド
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ま た は 被 検 体 は 、 以 下 に 説 明 さ れ た よ う な 、 被 検 体 ア ッ セ イ の フ ォ ー マ ッ ト (競 合 的 、 免
疫 複 合 体 ま た は サ ン ド イ ッ チ )に 応 じ て 、 ビ ー ズ に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ビ ー
ズ は 、 先 に 考 察 さ れ た よ う な 、 検 出 可 能 な 標 識 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 に 会 合 す る こ と も で
き る 。 こ の よ う な 標 識 に 結 合 さ れ た 方 法 は 、 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 文 献 に お い て 明 ら か に
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ビ ー ズ は 、 蛍 光 性 ま た は 非 蛍 光 性 で あ っ て よ く 、 複 数 の 被 検 体 の 区 別 の た め に 、 異 な る
サ イ ズ ま た は 異 な る 蛍 光 強 度 、 ま た は こ れ ら 双 方 で あ っ て よ い 。 標 識 す る ビ ー ズ に 関 す る
蛍 光 強 度 を 使 用 す る 場 合 、 蛍 光 発 光 は 、 様 々 な 被 検 体 に 示 さ れ た 各 集 団 に つ い て 独 自 で あ
る こ と が 好 ま し い 。 異 な る 強 度 の ビ ー ズ 集 団 は 、 ビ ー ズ の 蛍 光 が 、 可 溶 性 被 検 体 お よ び 細
胞 標 的 の 間 を 識 別 す る た め の 単 に 検 出 可 能 な 標 識 と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 溶 解 可 能 で あ る
こ と が 好 ま し い 。 あ る い は ビ ー ズ 集 団 の サ イ ズ は 可 溶 性 被 検 体 お よ び 細 胞 標 的 の 間 を 識 別
す る た め に 、 単 独 の 検 出 可 能 な 標 識 と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 各 ビ ー ズ 集 団 は 、 ア ッ セ イ に
お い て 関 心 対 象 の 細 胞 集 団 と は 異 な る 前 方 散 乱 (FS)ま た は 側 方 散 乱 (SS)を 有 さ な け れ ば な
ら な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 得 ら れ る 分 析 段 階 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に 関 連 す る 場 合 、 ビ ー ズ の 最 小 パ ラ メ ー タ ま
た は 特 徴 は 、 散 乱 (前 方 散 乱 (FS)お よ び ／ も し く は 側 方 散 乱 (SS))ま た は 少 な く と も 2つ の
蛍 光 波 長 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 方 法 の 試 料 容 器 に お い て 使 用 さ れ る ビ ー ズ の 相 対 容 積 は 、 ビ ー ズ
濃 度 、 被 検 体 検 出 限 界 、 お よ び 細 胞 標 的 、 お よ び 試 料 サ イ ズ に よ っ て 左 右 さ れ る 。 例 え ば
1つ の 態 様 に お い て 、 12x75テ ス ト チ ュ ー ブ に つ い て 50～ 100μ L血 液 当 た り 約 10μ Lの ビ ー
ズ が 添 加 さ れ る の に 対 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ア ッ セ イ に つ い て は 25～ 50μ L血 液 当 た り 5μ
Lの ビ ー ズ を 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し く は 、 か つ 任 意 に 、 本 発 明 に お い て 有 用 な ビ ー ズ 集 団 の 溶 液 は 、 標 的 細 胞 を 損 傷
す る こ と も 標 的 細 胞 と リ ガ ン ド の 結 合 を 阻 害 す る こ と も な く 、 捕 捉 媒 体 の 食 作 用 を 阻 害 す
る 試 薬 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 更 に ま た は 代 わ り に 、 こ の ビ ー ズ 溶 液 は 、 以 下 に 言 及 さ れ た も の の よ う な 、 抗 凝 固 剤 を
含 ん で も 良 い 。 更 に ビ ー ズ 溶 液 は 、 試 料 へ 添 加 さ れ る 前 ま た は 試 料 へ 導 入 さ れ る 際 に 、 温
度 37℃ 未 満 で 、 よ り 好 ま し く は 25℃ 未 満 で 維 持 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 代 替 お よ び 任
意 の 段 階 も 、 試 料 中 で あ る 場 合 、 ビ ー ズ の 食 作 用 を 阻 害 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 方 法 は 、 通 常 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト 、 例 え ば サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 競 合 的 阻 害 ア
ッ セ イ 、 免 疫 複 合 体 ア ッ セ イ な ど 多 く を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ の 一 部
の 成 分 に 加 え 、 試 料 が イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 条 件 、 な ら び に 任 意 の 段 階 ま た は 試 薬 の
包 含 は 、 選 択 さ れ た ア ッ セ イ に 左 右 さ れ る 。 し か し 驚 く べ き こ と に 、 ビ ー ズ お よ び 細 胞 マ
ー カ ー の 双 方 を 使 用 す る こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 単 独 の 分 析 に お い て 正 確 な 結 果 を 提 供 す る
。 細 胞 マ ー カ ー の 存 在 下 で ビ ー ズ の 結 合 に 対 す る 負 の 作 用 は 存 在 せ ず 、 ま た は そ の 逆 も あ
て は ま る 。 驚 く べ き こ と に 、 ビ ー ズ の 存 在 下 で 細 胞 蛍 光 特 性 の 光 散 乱 の 測 定 に 対 す る 作 用
は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 1つ の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の た め の 下 記 の 段 階 を 含 む 。
例 え ば 図 1を 参 照 さ れ た い 。 試 料 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル ま た は テ ス ト チ ュ
ー ブ な ど の 容 器 へ 導 入 さ れ る 。 固 相 捕 捉 媒 体 が 、 こ の 容 器 へ 添 加 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ に
お い て 、 捕 捉 媒 体 ま た は ビ ー ズ は 、 そ れ ら の 上 に 、 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 で
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あ る 複 数 の 第 一 の リ ガ ン ド を 固 定 し て い る 。 好 ま し く は こ の 方 法 は 、 混 合 、 お よ び 、 温 度
37℃ ま た は そ れ 未 満 で の 約 5分 ～ 最 大 3時 間 ま で の 、 好 ま し く は 約 60分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン を 使 用 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 温 度 は 、 25℃ ま た は 22℃ 未 満 が 望 ま し い 。 こ の 温
度 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 被 検 体 、 被 検 体 検 出 限 界 お よ び 試 料 中 の 細 胞 標 的 の
同 一 性 を 基 に 、 当 業 者 が 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 従 っ て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 随 時 の 混 合 後 、 捕 捉 媒 体 、 複 数 の 固 定 さ れ た 第 一 の リ
ガ ン ド 、 お よ び こ の 時 点 で 第 一 の リ ガ ン ド に よ り 捕 捉 媒 体 へ 結 合 し た 複 数 の 可 溶 性 被 検 体
か ら な る 「 第 一 の 」 複 合 体 が 、 試 料 中 に 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 任 意 の 洗 浄 段 階 を 、 必 要 な ア ッ セ イ 感 度 に 応 じ 、 そ の 後 の 成 分 の 添 加 前 に 使 用 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 方 法 の 一 部 の 態 様 に お い て 、 非 結 合 の 第 一 の リ ガ ン ド を 除 去 す る た め
の 洗 浄 段 階 が 、 感 度 増 大 の た め に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 そ の 後 、 少 な く と も 2種 の 追 加 の リ ガ ン ド が 適 切 な 濃 度 で 、 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 追 加 の
リ ガ ン ド の 1つ は 、 細 胞 標 的 よ り も よ り 小 さ い 可 溶 性 の 第 二 の リ ガ ン ド で あ る 。 第 二 の リ
ガ ン ド は 、 細 胞 標 的 へ の 、 例 え ば 細 胞 表 面 ま た は 細 胞 内 部 分 へ の 結 合 が 可 能 で あ る 。 こ こ
で 、 例 え ば 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 は 、 適 し た リ ガ ン ド で あ る 。 各 第 二 の リ ガ ン ド は 、
先 に 説 明 さ れ た よ う な 検 出 可 能 な 標 識 と 会 合 し 、 か つ 複 数 の 第 二 の リ ガ ン ド が 単 独 の 標 的
細 胞 へ 結 合 す る こ と が で き る こ と が 望 ま し い 。 他 の 追 加 の リ ガ ン ド は 、 被 検 体 が 第 一 の 複
合 体 中 の 捕 捉 媒 体 上 に 固 定 さ れ る か 、 ま た は 試 料 中 に 溶 解 し 続 け る か ど う か に か か わ ら ず
、 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 第 三 の リ ガ ン ド で あ る 。 こ の 第 三 の リ ガ ン ド
は 、 第 二 の リ ガ ン ド 、 す な わ ち 、 細 胞 標 的 へ 結 合 す る リ ガ ン ド の 検 出 可 能 な 標 識 と は 異 な
る 第 二 の 検 出 可 能 な 標 識 へ 会 合 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 の あ る 態 様 に お い て 、 同 じ 細 胞 型 上 の 1種 よ り も 多 い 標 的
に 対 す る 1種 よ り も 多 い 第 二 の リ ガ ン ド (例 え ば 、 細 胞 表 面 抗 原 CD45に 対 す る 抗 CD45-PC5抗
体 、 お よ び 細 胞 表 面 抗 原 CD14に 対 す る 抗 CD14-FITC抗 体 )が 存 在 す る 。 更 に 他 の 態 様 に お い
て 、 1種 よ り も 多 い 可 溶 性 リ ガ ン ド は 、 同 一 の 、 ま た は 異 な る 細 胞 型 上 の 同 一 の 、 ま た は
異 な る 標 的 に 対 す る 。 こ の ア ッ セ イ の あ る 態 様 に お い て 、 1種 よ り も 多 い リ ガ ン ド が 、 1種
よ り も 多 い 可 溶 性 被 検 体 (例 え ば 、 可 溶 性 被 検 体 IL-2に 対 す る 抗 IL-2-PE抗 体 、 可 溶 性 被 検
体 IL-6に 対 す る 抗 IL-6-PC7抗 体 )に 使 用 さ れ る 。 あ る い は 1種 よ り も 多 い 可 溶 性 リ ガ ン ド を
、 同 じ 可 溶 性 被 検 体 に つ い て 使 用 す る か 、 ま た は 同 じ 蛍 光 色 素 を 、 1種 よ り も 多 い 可 溶 性
被 検 体 に つ い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 成 分 の 試 料 へ の 添 加 後 、 試 料 が 混 合 さ れ 、 か つ 前 述 の よ う に 随 時 混 合 し な が ら
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 従 っ て こ こ で こ の 試 料 は 、 こ こ で 細 胞 標 的 に 結 合 さ れ た 第 二
の 標 識 さ れ た リ ガ ン ド か ら な る 第 二 の 複 合 体 、 お よ び 第 一 の リ ガ ン ド を 介 し て 捕 捉 媒 体 へ
結 合 さ れ た 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し た 第 三 の リ ガ ン ド を 含 む 第 三 の 複 合 体 を 含 む 。 同 じ く 試
料 中 に 若 干 の 小 型 の 可 溶 性 第 三 の リ ガ ン ド -可 溶 性 被 検 体 複 合 体 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 試 料 が 、 赤 血 球 の よ う な 無 核 細 胞 を 含 む 場 合 、 か つ 以 後 の 分 析 段 階 に よ り 高 い 感 度 が 必
要 で あ る 場 合 に 、 別 の 任 意 の 段 階 を 、 こ の 時 点 で こ の ア ッ セ イ 法 へ 挿 入 す る こ と が で き る
。 こ の 試 料 は 任 意 に 、 無 核 細 胞 を 溶 解 す る 物 質 で 処 理 す る こ と が で き る 。 必 要 な ア ッ セ イ
感 度 に 応 じ 、 複 合 体 か ら 溶 解 し た 物 質 を 除 去 す る か 、 ま た は 過 剰 な 非 結 合 の 標 識 さ れ た リ
ガ ン ド を 除 去 す る た め に 、 別 の 任 意 の 洗 浄 段 階 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 方 法 の 最 終 段 階 は 、 測 定 さ れ る べ き 様 々 な 複 合 体 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と の な い 、
先 に 説 明 さ れ た よ う に 処 理 さ れ た 試 料 の 実 質 的 に 同 時 の 分 析 で あ る 。 こ の 方 法 の 前 述 の 段
階 が 施 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 こ れ ら の 複 合 体 を 含 む 試 料 を 採 取 す る こ と が で き 、 か つ 、 第
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一 の リ ガ ン ド を 介 し 捕 捉 媒 体 に 結 合 さ れ た 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し た 第 三 の リ ガ ン ド を 含 む
第 三 の 複 合 体 と 、 こ の 際 に 細 胞 標 的 に 結 合 さ れ た 第 二 の 標 識 さ れ た リ ガ ン ド か ら な る 第 二
の 複 合 体 と を 、 同 じ 試 料 を 用 い て 識 別 す る こ と が で き る 。 こ の 分 析 段 階 を 実 行 す る の に 適
し た 方 法 は 、 画 像 解 析 、 お よ び 好 ま し く は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 含 む 。 フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー 分 析 は 、 試 料 型 に 適 し た ゲ ー ト 戦 略 を 使 用 す る こ と に よ り 実 行 さ れ る 。 例 え ば
ビ ー ズ を 含 有 す る 第 三 の 複 合 体 は 、 光 散 乱 お よ び ／ ま た は 蛍 光 強 度 を 基 に 、 リ ガ ン ド 標 識
さ れ た 細 胞 の 第 二 の 複 合 体 か ら 個 別 に ゲ ー ト さ れ る 。 そ の 後 1種 よ り も 多 い 蛍 光 標 識 が 細
胞 標 的 ま た は ビ ー ズ 上 に 存 在 す る 場 合 、 こ の 戦 略 は 、 各 蛍 光 標 識 へ 個 別 の 補 償 (compensat
ion)を 提 供 す る こ と が で き る 。 同 様 に 他 の 細 胞 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 示 差 的 に 発 現 さ れ た 標
的 お よ び 細 胞 内 標 的 も 、 こ の 分 析 の 間 に 測 定 す る こ と が で き る 。 検 出 さ れ る 第 三 の 複 合 体
の 量 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 可 溶 性 被 検 体 (標 識 さ れ な い )の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 被 検 体 の 定 量 の た め の 標 準 は 、 血 清 ベ ー ス の 被 検 体 標 準 を 伴 う 細 胞 対 照 を 含 む 。 こ の よ
う な 標 準 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 全 て の ア ッ セ イ 型 に 適 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 標 準 は
、 関 心 対 象 の 可 溶 性 被 検 体 を 含 有 す る 媒 体 中 の 安 定 化 さ れ た 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ の 以 下 の 段 階 を 含 む こ と が で
き る 。 例 え ば 、 図 2Aお よ び 図 2Bを 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 図 2Aに 示 さ れ た 1つ の フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 試 料 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ
ル ま た は テ ス ト チ ュ ー ブ の よ う な 容 器 へ 導 入 さ れ る 。 単 独 の 細 胞 標 的 へ 結 合 可 能 で あ る 既
知 濃 度 の 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド が 、 こ の 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 こ の 第 一 の リ ガ ン ド は 、 第 一
の 検 出 可 能 な 標 識 へ 会 合 す る こ と が 望 ま し い 。 複 数 の 第 一 の リ ガ ン ド が こ の 細 胞 へ 結 合 す
る こ と が で き る 。 同 時 に 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 可 能 で あ る 既 知 濃 度 の 第 二 の リ ガ ン ド が 、 試
料 へ 添 加 さ れ る 。 第 二 の リ ガ ン ド は 、 第 二 の 検 出 可 能 な 標 識 に 会 合 す る 。 温 度 37℃ 以 下 で
約 5分 ～ 約 3時 間 、 好 ま し く は 最 大 60分 間 の 混 合 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 第 一 の 標
識 さ れ た リ ガ ン ド に 結 合 さ れ た 細 胞 標 的 を 含 む 第 一 の 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 お よ び 第 二 の 標
識 さ れ た リ ガ ン ド へ 結 合 さ れ た 可 溶 性 被 検 体 を 含 む 第 二 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ の 後 、 既 知 の 複 数 の 同 じ 被 検 体 が そ の 上 に 固 定 さ れ た 固 相 捕 捉 媒 体 が 、 試 料 へ 添 加 さ
れ る 。 こ の 試 料 は 、 激 し く 攪 拌 さ れ 、 再 度 同 じ 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 捕 捉 媒
体 、 そ れ ら に 固 定 さ れ た 被 検 体 お よ び 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し な か っ た 試 料 中 の 第 二 の リ ガ
ン ド か ら な る 第 三 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 任 意 の 洗 浄 段 階 を 、 必 要 な ア ッ セ イ 感 度 に 応 じ 、 前 述 の 成 分 の 添 加 後 に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 試 料 が 赤 血 球 な ど の 無 核 細 胞 を 含 む 場 合 、 お よ び 以 後 の 分 析 段 階 に よ り 高 い 感 度 が 必 要
で あ る 場 合 、 別 の 任 意 の 段 階 を 、 こ の 時 点 で ア ッ セ イ 法 へ 挿 入 す る こ と が で き る 。 こ の 試
料 は 任 意 に 、 無 核 細 胞 を 溶 解 す る た め に 物 質 に よ り 処 理 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 物
質 に は 、 ImmunoPrep(商 標 )試 薬 (Beckman Coulter)、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム な ど が 含 ま れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 必 要 な ア ッ セ イ 感 度 に 応 じ 、 こ れ ら の 複 合 体 か ら 溶
解 し た 物 質 を 除 去 す る た め 、 ま た は 過 剰 な 非 結 合 の 標 識 さ れ た リ ガ ン ド を 除 去 す る た め に
、 別 の 任 意 の 洗 浄 段 階 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ の 方 法 の 最 終 段 階 は 、 測 定 さ れ る べ き 様 々 な 複 合 体 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と の な い 、
先 に 説 明 さ れ た よ う に 処 理 さ れ た 試 料 の 実 質 的 に 同 時 の 分 析 で あ る 。 こ の 方 法 の 前 述 の 段
階 が 施 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 こ れ ら の 複 合 体 を 含 む 試 料 を 採 取 す る こ と が で き 、 か つ 、 第
一 の 標 識 さ れ た リ ガ ン ド に 結 合 さ れ た 細 胞 標 的 を 含 む 第 一 の 複 合 体 と 、 捕 捉 媒 体 、 そ れ ら
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に 固 定 さ れ た 被 検 体 、 お よ び 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し な か っ た 試 料 中 の 第 二 の リ ガ ン ド か ら
な る 第 三 の 複 合 体 と を 識 別 す る こ と が で き る 。 検 出 さ れ る 第 三 の 複 合 体 の 量 は 、 試 料 中 に
存 在 す る 可 溶 性 被 検 体 の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 図 2Bに 示 さ れ た 1つ の フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 試 料 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ
ル ま た は テ ス ト チ ュ ー ブ の よ う な 容 器 へ 導 入 さ れ る 。 単 独 の 細 胞 標 的 へ 結 合 可 能 で あ る 既
知 濃 度 の 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド が 、 こ の 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 こ の 第 一 の リ ガ ン ド は 、 第 一
の 検 出 可 能 な 標 識 へ 会 合 す る こ と が 望 ま し い 。 複 数 の 第 一 の リ ガ ン ド は こ の 細 胞 へ 結 合 す
る こ と が で き る 。 同 時 に 既 知 濃 度 の 競 合 す る 可 溶 性 被 検 体 が 、 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 競 合 す
る 可 溶 性 被 検 体 は 、 第 二 の 検 出 可 能 な 標 識 へ 会 合 す る こ と が 好 ま し い 。 温 度 37℃ 以 下 で 約
5分 ～ 約 3時 間 、 好 ま し く は 最 大 60分 間 の 混 合 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 第 一 の 標 識
さ れ た リ ガ ン ド へ 結 合 さ れ た 細 胞 標 的 を 含 む 第 一 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 そ の 後 、 可 溶 性 被 検 体 (存 在 す る な ら ば 試 料 中 の 競 合 す る 被 検 体 ま た は 天 然 の 被 検 体 )に
結 合 す る 既 知 の 複 数 の リ ガ ン ド が そ の 上 に 固 定 さ れ た 固 相 捕 捉 媒 体 が 、 試 料 へ 添 加 さ れ る
。 こ の 試 料 は 混 合 さ れ 、 再 度 同 じ 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、 か つ 、 可 能 性 の あ る
第 二 お よ び 第 三 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 第 二 の 複 合 体 は 、 捕 捉 媒 体 に 固 定 さ れ た リ ガ ン ド
、 お よ び 存 在 す る な ら ば 、 試 料 中 の 天 然 の 可 溶 性 被 検 体 (非 標 識 )に よ り 形 成 さ れ る 。 第 三
の 複 合 体 は 、 非 標 識 の 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し な か っ た 捕 捉 媒 体 に 固 定 さ れ た リ ガ ン ド お よ
び 競 合 す る 被 検 体 (標 識 )に よ り 形 成 さ れ る 。 競 合 す る 標 識 さ れ た 可 溶 性 被 検 体 と 試 料 中 の
天 然 の 非 標 識 の 可 溶 性 被 検 体 と の 間 で は 、 複 合 体 は 形 成 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 任 意 の 洗 浄 段 階 を 、 必 要 な ア ッ セ イ 感 度 に 応 じ 、 前 述 の 成 分 の 添 加 後 に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 試 料 が 赤 血 球 の よ う な 無 核 細 胞 を 含 む 場 合 、 か つ 以 後 の 分 析 段 階 に よ り 高 い 感 度 が 必 要
で あ る 場 合 、 こ の 時 点 で 別 の 任 意 の 段 階 を 、 こ の ア ッ セ イ 方 法 に 挿 入 す る こ と が で き る 。
こ の 試 料 は 任 意 に 、 無 核 細 胞 を 溶 解 す る た め に 物 質 に よ り 処 理 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 物 質 に は 、 ImmunoPrep(商 標 )試 薬 (Beckman Coulter)、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム な ど が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 必 要 な ア ッ セ イ 感 度 に 応 じ 、 こ れ ら の 複 合 体
か ら 溶 解 し た 物 質 を 除 去 す る た め 、 ま た は 過 剰 な 非 結 合 の 標 識 さ れ た リ ガ ン ド を 除 去 す る
た め に 、 別 の 任 意 の 洗 浄 段 階 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の 方 法 の 最 終 段 階 は 、 測 定 さ れ る べ き 様 々 な 複 合 体 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と の な い 、
先 に 説 明 さ れ た よ う に 処 理 さ れ た 試 料 の 実 質 的 に 同 時 の 分 析 で あ る 。 こ の 方 法 の 前 述 の 段
階 が 施 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 こ れ ら の 複 合 体 を 含 む 試 料 を 採 取 す る こ と が で き 、 か つ 、 第
一 の 標 識 さ れ た リ ガ ン ド に 結 合 さ れ た 細 胞 標 的 を 含 有 す る 第 一 の 複 合 体 と 、 捕 捉 媒 体 に 固
定 さ れ た リ ガ ン ド お よ び 競 合 す る 被 検 体 (標 識 )か ら な る 第 三 の 複 合 体 と を 識 別 す る こ と が
で き る 。 更 に 非 標 識 被 検 体 を 伴 う 捕 捉 媒 体 の 第 二 の 複 合 体 も 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出
さ れ る 第 三 の 複 合 体 の 量 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 可 溶 性 被 検 体 （ 非 標 識 ） の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の よ う に 、 い く つ か の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 検 出 可 能 な 標 識 、 お よ び
そ の 上 に 異 な る リ ガ ン ド ま た は 競 合 す る 被 検 体 が 固 定 さ れ た 固 相 捕 捉 媒 体 か ら 選 択 す る こ
と に よ り 、 こ の ア ッ セ イ を 、 1種 よ り も 多 い 細 胞 型 、 細 胞 型 に 対 す る 1種 よ り も 多 い 細 胞 標
的 、 ま た は 1種 よ り も 多 い 可 溶 性 被 検 体 の 測 定 の た め に 操 作 す る こ と が で き る 。 分 析 段 階
を 実 行 す る た め に 適 し た 方 法 は 、 画 像 解 析 を 、 か つ 好 ま し く は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析
を 含 む 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は 、 試 料 型 に 適 し た ゲ ー ト 戦 略 を 使 用 す る こ と に よ り
行 う こ と が で き る 。 例 え ば ビ ー ズ を 含 む 複 合 体 は 、 光 散 乱 お よ び ／ ま た は 蛍 光 強 度 を 基 に
リ ガ ン ド 標 識 さ れ た 細 胞 の 複 合 体 か ら 個 別 に ゲ ー ト さ れ る 。 そ の 後 、 1種 よ り も 多 い 蛍 光
標 識 が 細 胞 標 的 ま た は ビ ー ズ 上 に 存 在 す る 場 合 、 こ の 戦 略 は 、 各 蛍 光 標 識 に つ い て 個 別 の
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補 償 を 提 供 す る こ と が で き る 。 同 様 に 他 の 細 胞 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 示 差 的 お よ び 細 胞 内 抗
原 ま た は 他 の 標 的 な ど も 、 こ の 分 析 の 間 に 測 定 す る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 被 検 体 の 定 量 の た め の 標 準 は 、 血 清 ベ ー ス の 被 検 体 標 準 を 伴 う 細 胞 対 照 を 含 む 。 こ の よ
う な 標 準 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 全 て の ア ッ セ イ 型 に 適 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 標 準 は
、 関 心 対 象 の 可 溶 性 被 検 体 を 含 有 す る 媒 体 中 の 安 定 化 さ れ た 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 1つ の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 免 疫 複 合 体 ア ッ セ イ の た め の 以 下 の 段 階 を 含 む 。 例
え ば 図 3を 参 照 さ れ た い 。 試 料 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル ま た は テ ス ト チ ュ ー
ブ の よ う な 容 器 へ 導 入 さ れ る 。 細 胞 標 的 へ 結 合 可 能 で あ る 既 知 濃 度 の 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド が 、 こ の 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 こ れ ら の 複 数 の 第 一 の リ ガ ン ド は 、 単 独 の 標 的 細 胞 へ 結 合
す る こ と が で き る 。 望 ま し く は こ れ ら の 第 一 の リ ガ ン ド は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 と
の 会 合 の た め に 、 第 一 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 。 可 溶 性 被 検 体 へ 結 合 す る こ と が
可 能 で あ る 第 二 の リ ガ ン ド も 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 こ の 第 二 の リ ガ ン ド も 同 じ く 好 ま し く は
標 識 さ れ 、 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 同 じ 試 料 へ 、 同 じ
可 溶 性 被 検 体 へ 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 第 三 の リ ガ ン ド が 添 加 さ れ 、 こ の リ ガ ン ド は 、
異 な る 検 出 可 能 な 標 識 と 会 合 さ れ る 。 温 度 37℃ 以 下 で 約 5分 ～ 約 3時 間 、 好 ま し く は 最 大 60
分 間 の 混 合 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 第 一 の 細 胞 標 的 お よ び 第 一 の リ ガ ン ド を 含 む 第
一 の 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 な ら び に 第 二 の リ ガ ン ド お よ び 第 三 の リ ガ ン ド の 一 方 ま た は 双 方
へ 結 合 さ れ た 可 溶 性 被 検 体 を 含 む 第 二 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 そ の 後 、 そ の 上 に 複 数 の 第 四 の リ ガ ン ド が 固 定 さ れ た 固 相 捕 捉 媒 体 が 、 試 料 へ 添 加 さ れ
る 。 こ れ ら の 第 四 の リ ガ ン ド は 、 第 二 ま た は 第 三 の リ ガ ン ド へ 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る
。 混 合 、 お よ び 先 に 説 明 さ れ た 条 件 下 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 第 三 の 複 合 体 が 形 成 さ
れ る 。 こ の 第 三 の 複 合 体 は 、 複 数 の 第 四 の リ ガ ン ド に 結 合 さ れ た 固 相 捕 捉 媒 体 か ら な り 、
各 第 四 の リ ガ ン ド は 第 三 の リ ガ ン ド へ 結 合 さ れ る 。 各 第 三 の リ ガ ン ド も 、 可 溶 性 被 検 体 に
結 合 さ れ 、 こ れ は そ の 後 更 に 1種 ま た は 複 数 種 の 第 二 の リ ガ ン ド へ 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 任 意 の 洗 浄 段 階 を 、 必 要 な ア ッ セ イ 感 度 に 応 じ 、 ア ッ セ イ 成 分 の 添 加 後 に 使 用 す る こ と
が で き る 。 試 料 が 赤 血 球 な ど の 無 核 細 胞 を 含 む 場 合 、 お よ び 以 後 の 分 析 段 階 に よ り 高 い 感
度 が 必 要 で あ る 場 合 、 別 の 任 意 の 段 階 を 、 こ の 時 点 で ア ッ セ イ 法 へ 挿 入 す る こ と が で き る
。 こ の 試 料 は 任 意 に 、 無 核 細 胞 を 溶 解 す る た め に 物 質 に よ り 処 理 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 物 質 に は 、 ImmunoPrep(商 標 )試 薬 (Beckman Coulter)、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム な ど が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 必 要 な ア ッ セ イ 感 度 に 応 じ 、 こ れ ら の 複 合
体 か ら 溶 解 し た 物 質 を 除 去 す る た め 、 ま た は 過 剰 な 非 結 合 の 標 識 さ れ た リ ガ ン ド を 除 去 す
る た め に 、 別 の 任 意 の 洗 浄 段 階 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の 方 法 の 最 終 段 階 は 、 測 定 さ れ る べ き 様 々 な 複 合 体 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と の な い 、
先 に 説 明 さ れ た よ う に 処 理 さ れ た 試 料 の 実 質 的 に 同 時 の 分 析 で あ る 。 こ の 方 法 の 前 述 の 段
階 が 施 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 こ れ ら の 複 合 体 を 含 む 試 料 を 採 取 す る こ と が で き 、 か つ 、 第
一 の 複 合 体 、 第 二 の 複 合 体 お よ び 第 三 の 複 合 体 の 間 を 識 別 す る こ と が で き る 。 検 出 さ れ る
第 三 の 複 合 体 の 量 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 可 溶 性 被 検 体 (非 標 識 )の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の よ う に 、 い く つ か の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 検 出 可 能 な 標 識 、 お よ び
そ の 上 に 異 な る 被 検 体 が 固 定 さ れ た 固 相 捕 捉 媒 体 を 選 択 す る こ と に よ り 、 こ の ア ッ セ イ は
、 1種 よ り も 多 い 細 胞 型 、 細 胞 型 上 の 1種 よ り も 多 い 細 胞 標 的 、 ま た は 1種 よ り も 多 い 可 溶
性 被 検 体 を 操 作 す る こ と が で き る 。 分 析 段 階 を 行 う の に 適 し た 方 法 は 、 画 像 解 析 、 好 ま し
く は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 含 む 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は 、 そ の 試 料 型 に 適 し
た ゲ ー ト 戦 略 を 使 用 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 例 え ば ビ ー ズ を 含 む 複 合 体 は 、 光 散 乱 お
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(3)免 疫 複 合 体 ア ッ セ イ



よ び 蛍 光 強 度 を 基 に リ ガ ン ド 標 識 さ れ た 細 胞 の 複 合 体 か ら 個 別 に ゲ ー ト さ れ る 。 そ の 後 1
種 よ り も 多 い 蛍 光 標 識 が 細 胞 標 的 ま た は ビ ー ズ 上 に 存 在 す る 場 合 、 こ の 戦 略 は 、 各 蛍 光 標
識 に 個 別 の 補 償 を 提 供 す る こ と が で き る 。 同 様 に 他 の 細 胞 パ ラ メ ー タ 、 例 え ば 示 差 的 お よ
び 細 胞 内 標 的 ま た は 抗 原 も 、 こ の 分 析 時 に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 被 検 体 の 定 量 の た め の 標 準 は 、 血 清 ベ ー ス の 被 検 体 標 準 を 伴 う 細 胞 対 照 を 含 む 。 こ の よ
う な 標 準 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 全 て の ア ッ セ イ 型 に 適 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 標 準 は
、 関 心 の あ る 可 溶 性 被 検 体 を 含 有 す る 媒 体 中 の 安 定 化 さ れ た 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 多 く の 任 意 の 段 階 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 例 え ば 、 ア ッ セ イ 感 度 増 大 が 望 ま し い 場 合 、 緩 衝 液 に よ る 洗 浄 段 階 、 ま た は 希 釈 を 、 こ
の 方 法 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 一 般 に こ の よ う な 洗 浄 段 階 は 、 試 料 の 捕 捉 媒 体 と 共 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 導 入 さ れ 、 捕 捉 媒 体 に 結 合 し な か っ た 物 質 を 除 去 す る こ と が で き
る 。 あ る い は 、 こ の よ う な 洗 浄 段 階 は 、 複 合 し な い 物 質 を 除 去 す る た め に 、 可 溶 性 リ ガ ン
ド に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 け る こ と が で き る 。 更 に 別 の 選 択 肢 は 、 溶 解 さ れ た 赤 血
球 成 分 の 試 料 を 除 去 す る た め に 、 任 意 の 溶 解 段 階 後 の 試 料 の 洗 浄 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 本 発 明 の 方 法 に 適 し た 別 の 任 意 の 段 階 は 、 標 的 細 胞 に 損 傷 を 及 ぼ さ な い か 、 ま た は 本 方
法 で 使 用 さ れ る 標 的 細 胞 お よ び リ ガ ン ド の 結 合 を 阻 害 す る こ と の な い 、 細 胞 、 特 に 試 料 中
の 骨 髄 細 胞 に よ る 捕 捉 媒 体 の 食 作 用 を 阻 害 す る 試 薬 の 添 加 で あ る 。 適 切 な 食 作 用 イ ン ヒ ビ
タ ー は 、 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム (好 ま し く は 、 0.01容 量 ％ 未 満 の 濃 度 )で あ る 。 エ ピ ポ リ チ オ ジ
オ キ ソ ピ ペ ラ ジ ン (epipolythiodioxopiperazines)の ク ラ ス に 属 す る グ リ オ ト キ シ ン (Glio
toxin)、 三 硫 化 グ リ オ ト キ シ ン お よ び 四 硫 化 グ リ オ ト キ シ ン お よ び 関 連 化 合 物 も 、 宿 主 防
御 シ ス テ ム に 参 画 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 白 血 球 に よ る 食 作 用 を 阻 害 す る 。 例 え ば 米 国 特 許
第 4,886,796号 を 参 照 さ れ た い 。 他 の 適 切 な 食 作 用 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 サ イ ト カ ラ シ ン Bで あ
る (同 じ く 米 国 特 許 第 5,162,990号 も 参 照 さ れ た い )。 他 の 食 作 用 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 過 剰 な 重 金 属 、 例 え ば 亜 鉛 、 カ ド ミ ニ ウ ム 、 鉛 、 水 銀 な ど 、
ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば ピ ロ リ ン 酸 お よ び レ バ ミ ソ ー ル 、 過 剰 な ア デ ノ シ ン
ま た は ポ リ ア ミ ン で あ る プ ト レ ッ シ ン お よ び ス ペ ル ミ ジ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 、 EDTA、 ブ
ロ モ エ ノ ー ル ラ ク ト ン 、 お よ び 他 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー お よ び サ イ ト カ ラ シ ン D
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 骨 髄 細 胞 に よ る ビ ー ズ の 食 作 用 は 一 般 的 で あ る の で 、 こ れ ら の 食 作 用 イ ン ヒ ビ タ ー は 、
特 に 生 物 学 的 試 料 が 骨 髄 細 胞 を 含 む 場 合 、 ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 す る こ と が で き る 。 こ の 食 作
用 阻 害 試 薬 は 、 捕 捉 媒 体 の 試 料 へ の 添 加 前 に 、 捕 捉 媒 体 に 添 加 す る こ と が で き る が 、 食 作
用 阻 害 試 薬 を 捕 捉 媒 体 へ 、 捕 捉 媒 体 が 試 料 へ 添 加 さ れ る の と 同 時 に 添 加 す る こ と も 可 能 で
あ る 。 あ る い は 食 作 用 阻 害 試 薬 は 、 捕 捉 媒 体 の 試 料 へ の 添 加 前 に 、 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 食
作 用 阻 害 試 薬 は 、 捕 捉 媒 体 が 試 料 へ 添 加 さ れ る の と 同 時 に 、 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 1つ の 態
様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 直 径 1μ m以 下 の ビ ー ズ を 利 用 す る 場 合 、 先 に 定 義 さ れ た イ ン ヒ
ビ タ ー の 組 合 せ な ど の 、 複 数 の 食 作 用 イ ン ヒ ビ タ ー を 導 入 す る こ と が 好 ま し い こ と が 決 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 血 液 細 胞 を 含 む 試 料 の た め の 方 法 の 別 の 任 意 の 段 階 は 、 分 析 段 階 以 前 に 、 赤 血 球 を 含 む
、 一 般 に 非 常 に 多 数 の 無 核 血 液 細 胞 を 除 去 す る た め の 試 料 の 溶 解 を 含 む 。 好 ま し く は 界 面
活 性 剤 、 よ り 好 ま し く は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 溶 解 剤 を 使 用 し 、 細 胞 膜 を 破 壊 し 、

10

20

30

40

50

(24) JP 2007-516422 A 2007.6.21

任 意 の 方 法 段 階

(1)洗 浄 段 階

(2)食 作 用 阻 害

(3)溶 解



そ の 結 果 細 胞 か ら DNA、 RNAお よ び タ ン パ ク 質 を 放 出 す る 。 任 意 の 適 切 な 溶 解 剤 を 使 用 す る
こ と が で き る 。 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム お よ び Trizma based(例 え ば 、 1Lに つ き 塩 化 ア ン モ ニ ウ
ム 約 7.5g、 お よ び ト リ ス (Tris) 2g)の よ う な 緩 衝 さ れ た ハ ロ ゲ ン 化 物 は 、 1つ の 適 切 な 溶
解 剤 の ク ラ ス を 規 定 し 、 こ こ で 望 ま し く な い 細 胞 は 赤 血 球 を 含 む 。 任 意 に 、 溶 解 前 に 、 こ
れ ら の 細 胞 は 、 そ れ ら を 適 切 な 固 定 剤 に 接 触 す る こ と 、 そ れ ら を 加 熱 す る こ と 、 ま た は こ
れ ら 双 方 に よ る 予 備 的 固 定 段 階 を 受 け る 。 例 え ば こ れ ら の 細 胞 は 、 適 量 の 固 定 剤 (例 え ば
、 約 0.11％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド )を 含 有 す る 緩 衝 さ れ た 抗 菌 生 理 食 塩 水 に 接 触 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 更 に 別 の 溶 解 剤 は 、 ImmunoPrep(商 標 )試 薬 (Beckman Coulter)、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム な ど
を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 1つ の 態 様 に お い て 、 溶 解 試 薬 は 、 Pierce 
Chemical Companyか ら 市 販 さ れ て い る 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 専 売 混 合 物 で あ る Bacteria
l Protein Extraction Reagent(BPER)で あ る 。 他 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 有 用 で あ り 、
た と え あ る 適 用 下 の ア ニ オ ン 性 お よ び カ チ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ っ て も 、 多 く の 界 面 活 性
剤 が 機 能 可 能 で あ る 。 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 溶 解 剤 は 一 般 に 、 濃 度 約 0.1～ 5、 よ り 好 ま
し く は 0.5～ 2質 量 ％ で 試 料 へ 添 加 さ れ る 。 他 の 公 知 の 溶 解 剤 も 、 凍 結 /解 凍 、 細 胞 フ レ ン
チ プ レ ス 、 酵 素 、 マ イ ク ロ フ ル イ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (microfluidization)、 音 波 処 理 な ど の
よ う な 技 術 と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 先 に 示 し た よ う に 、 そ の 後 こ の 試 料 は 溶 解 後 に 、 任 意 に 洗 浄 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 方 法 に 含 ま れ 得 る 更 に 別 の 任 意 の 段 階 は 、 試 料 の 細 胞 活 性 化 の イ
ン ヒ ビ タ ー と の 接 触 を 含 む 。 細 胞 活 性 化 の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 こ れ ら の 方 法 で 使 用 さ れ る 捕
捉 媒 体 ま た は リ ガ ン ド の 試 料 へ の 添 加 の 前 に 、 ま た は 実 質 的 に 同 時 に 試 料 と 接 触 さ れ る 。
細 胞 活 性 化 の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 抗 凝 固 剤 、 阻 害 試 薬 、 固 定 剤 ま た は 阻 害 反 応 温 度 の 1種 ま
た は 複 数 種 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 試 料 の 抗 凝 固 は 、 様 々 な 基 質 に よ る カ ル シ ウ ム イ オ ン の 結 合 ま た は キ レ ー ト 形 成 に よ り
実 現 す る こ と が で き る 。 通 常 の 抗 凝 固 剤 は 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)ま た は そ れ ら
の 塩 、 ク エ ン 酸 の ナ ト リ ウ ム も し く は カ リ ウ ム 塩 、 シ ュ ウ 酸 の ナ ト リ ウ ム も し く は カ リ ウ
ム 塩 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 他 の 従 来 の 抗
凝 固 剤 は 、 ヘ パ リ ン ま た は フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム も し く は ヒ ル ジ ン の よ う な 、 凝 固 配 列 の 天 然
の 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 更 に 別 の 抗 凝 固 剤 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ イ
ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (PMSF)、 4-(2-ア ミ ノ エ チ ル )ベ
ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル -フ ル オ リ ド (AEBSF)、 ト シ ル -リ シ ン ク ロ ロ -メ チ ル ケ ト ン (TLCK)、 ト シ
ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン (TPCK)、 ロ イ ペ プ チ ン 、 エ プ ス タ チ ン A、 1-(5-
イ ソ キ ノ リ ン ス ル ホ ニ ル )ピ ペ ラ ジ ン を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の
よ う な 抗 凝 固 剤 ま た は 保 存 剤 は 、 試 料 へ の 添 加 に 関 し て 単 独 で 、 ま た は 組 合 せ て 使 用 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 5,935,857号 お よ び 第 4,528,274号 を 参 照 さ れ た い 。 抗 凝
固 剤 は 、 好 ま し く は リ ガ ン ド お よ び ／ ま た は 捕 捉 媒 体 の 添 加 の 前 に 、 本 発 明 に お い て 試 料
へ 添 加 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 前 記 方 法 に 添 加 さ れ る べ き 別 の 任 意 の 段 階 は 、 リ ガ ン ド ま た は 捕 捉 媒 体 の 導 入 前 の 、 試
料 へ の 固 定 剤 の 添 加 を 含 む 。 「 固 定 剤 」 は 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、
お よ び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 脱 水 ア ル コ ー ル 、 グ リ オ キ サ ー ル 、 な ら び に 有 機 酸 、 例 え ば
酢 酸 、 ギ 酸 お よ び ピ ク リ ン 酸 、 水 銀 化 合 物 、 タ ン ニ ン 酸 お よ び 多 く の 他 の 化 合 物 を 含 む 。
別 の 有 用 な 固 定 剤 は 米 国 特 許 第 5,459,073号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ の 固 定 剤 は 、 ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド ド ナ ー 、 例 え ば ジ ア ゾ リ ジ ニ ル 尿 素 、 イ ミ ダ ゾ リ ジ ニ ル 尿 素 、 ジ メ チ ロ ー ル -5,5

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-516422 A 2007.6.21

(4)細 胞 活 性 化 の イ ン ヒ ビ タ ー の 添 加

(a)抗 凝 固 剤

(b)固 定 剤



-ジ メ チ ル ヒ ダ ン ト イ ン 、 ジ メ チ ロ ー ル 尿 素 お よ び 同 様 の 他 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド そ れ 自 身
を 使 用 し 、 低 い 毒 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 更 に 別 の 任 意 の 段 階 は 、 試 料 へ 阻 害 試 薬 を 添 加 し 、 細 胞 活 性 化 を 制 御 す る こ と で あ る 。
適 切 な 試 薬 組 成 物 は 、 1種 ま た は 複 数 種 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 む こ と が で き る
。 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 非 限 定 的 な リ ス ト は 、 セ リ
ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば 分 子 量 230.7で あ り か つ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 部 位 の 触
媒 活 性 を 阻 害 す る 、 4-(2-ア ミ ノ エ チ ル )ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド 塩 酸 塩 (AEBSF)；
血 液 凝 固 カ ス ケ ー ド に お い て 、 ト ロ ン ビ ン お よ び 他 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る 、 ア
ン チ ト ロ ン ビ ン 血 漿 タ ン パ ク 質 (分 子 量 60,000)； ま た は 、 ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ の 不 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 、 4-ア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル -フ ル オ リ ド -HC
l(APMSF, 分 子 量 352.7)を 含 む 。 更 に 別 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 、 酵 素 の 活 性 部 位 へ の 密
な 結 合 に よ り 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る 、 Aprotinin(分 子 量 6500)； 非 常 に 毒 性 が
あ り 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ア セ チ ル コ ロ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 不 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で
あ る 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル ホ ス ホ ロ フ ル オ リ デ ー ト (DFP, 分 子 量 184.2)； 酵 素 活 性 部 位 の 化 学
的 修 飾 に よ り 作 用 す る 別 の 毒 性 の 不 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 、 フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ
ル フ ル オ リ ド (PMSF, 分 子 量 174.2)； お よ び 、 α -ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な 他 の 適 切 な セ リ ン お よ び シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ
タ ー は 、 プ ロ テ ア ー ゼ お よ び RNA合 成 の 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ア ン チ パ イ ン (分 子 量 67
8.2)； い く つ か の セ リ ン お よ び シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る キ モ
ス タ チ ン (分 子 量 600)； ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 可 逆 的 競 合 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ロ イ
ペ プ チ ン (分 子 量 475.6)； 酵 素 活 性 部 位 を 化 学 的 に 変 更 す る こ と に よ り 不 可 逆 的 に 阻 害 す
る L-1-ク ロ ロ -3-[4-ト シ ル -ア ミ ド ]-7-ア ミ ノ -2-ヘ プ タ ノ ン -HCl(TLCK, 分 子 量 369.3)；
お よ び 、 酵 素 活 性 部 位 を 化 学 的 に 変 更 す る こ と に よ り 不 可 逆 的 に 阻 害 す る L-1-ク ロ ロ -3-[
4-ト シ ル ア ミ ド ]-4-フ ェ ニ ル -2-ブ タ ノ ン (TPCK, 分 子 量 351.8)を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 更 に 別 の 、 本 発 明 に お い て 有 用 な 適 切 な シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー は 、 シ ス
テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 非 競 合 的 不 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る E-64(分 子 量 357.4)を 含 む 。
他 の 適 切 な プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー は 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る 。 例 え ば 、 ア マ
ス タ チ ン (分 子 量 511)は 、 無 毒 の 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ り ； ベ ス タ チ ン (分 子 量 244.8)は
、 抗 癌 特 性 お よ び 免 疫 変 調 特 性 を 有 す る 多 機 能 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ り ；
ジ プ ロ チ ン (分 子 量 341.5)は 、 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ り ； EDTA(分 子 量 372.3)は 、 酵 素 補
因 子 を キ レ ー ト す る こ と に よ り 作 用 し 、 か つ 他 の 金 属 依 存 性 の 生 物 学 的 プ ロ セ ス と 干 渉 す
る こ と が で き る 、 可 逆 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 他 の メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー は 、
バ ナ ジ ウ ム 、 モ リ ブ デ ン 酸 塩 、 お よ び 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ リ ン を 含 む 。 更 に 他 の 本 発 明 に
お け る 使 用 に 適 切 な イ ン ヒ ビ タ ー は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば
ペ プ ス タ チ ン (分 子 量 685.9)で あ り 、 こ れ は 可 逆 的 阻 害 を 提 供 す る ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 単 独 の イ ン ヒ ビ タ ー を 試 料 に 導 入 す る 段 階 を 含 む 。
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な イ ン ヒ ビ タ ー の 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 組 合
せ の 添 加 を 含 み 、 こ の こ と は 単 独 で 高 濃 度 で 使 用 し た 場 合 に 、 毒 性 が あ る か ま た は そ う で
な け れ ば 望 ま し く な い 作 用 を 引 き 起 こ す そ の よ う な イ ン ヒ ビ タ ー の 、 少 量 の 使 用 を 可 能 に
す る 。 安 定 化 試 薬 組 成 物 中 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 濃 度 は 、 最 大 約 10mMま で が 望 ま
し い 。 し か し 濃 度 範 囲 は 全 体 に 使 用 さ れ る イ ン ヒ ビ タ ー に よ り 決 ま る 。 こ の 範 囲 は 、 本 明
細 書 に 説 明 さ れ た よ う な 血 小 板 活 性 化 の 阻 害 の 実 験 デ ー タ を 基 に 決 定 さ れ る 。 本 明 細 書 に
提 供 さ れ た 内 容 が 与 え ら れ た 当 業 者 は 、 こ の ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ る 各 特 異 的 イ ン
ヒ ビ タ ー の 望 ま し い 濃 度 に つ い て 、 実 験 の 最 低 量 お よ び 通 常 量 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で
き る 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 有 用 な イ ン ヒ ビ タ ー の 別 の 群 は 、 1種 ま た は 複 数 種 の ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含
む 。 適 切 な ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 非 限 定 的 リ ス ト は 、 ピ ロ リ ン 酸 塩 、 ミ ク ロ シ ス
チ ン 1A、 ミ ク ロ シ ス チ ン 1R、 テ ト ラ ミ ソ ー ル 、 1-4-ブ ロ モ テ ト ラ ミ ソ ー ル 、 タ ウ ト マ イ シ
ン 、 オ カ ダ 酸 、 カ リ ク リ ン (calyculin)、 ス リ シ フ ェ リ ル (thrysiferyl)-23-ア セ テ ー ト 、
カ ン タ リ ジ ン 、 バ ナ ジ ウ ム 塩 、 オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酒 石 酸 塩 、 ホ ロ リ ジ ン 、 モ
リ ブ デ ン 酸 塩 、 お よ び イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 他 の 適
切 な イ ン ヒ ビ タ ー に つ い て は 、 「 Handbook of Enzyme Inhibitors」 、 Melmward Sollner(
1989)、 ISBN 3-527-26994-0； ISBN 0-89537-860-0を 参 照 さ れ た く 、 こ れ ら は 本 明 細 書 に
参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 単 独 の ホ ス フ ァ タ
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 試 料 へ 添 加 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い そ の よ う な イ ン ヒ ビ タ
ー の 組 合 せ を 添 加 す る こ と を 含 み 、 こ れ に よ り 、 単 独 で 高 濃 度 で 使 用 し た 場 合 に 毒 性 が あ
る か ま た は そ う で な け れ ば 望 ま し く な い 作 用 を 引 き 起 こ す そ の よ う な イ ン ヒ ビ タ ー の 、 少
量 の 使 用 を 可 能 に す る 。 試 料 中 の ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 濃 度 は 、 最 大 約 120mMま
で が 望 ま し い 。 し か し 濃 度 範 囲 は 使 用 さ れ る イ ン ヒ ビ タ ー に よ り 全 体 的 に 決 ま る 。 こ の 範
囲 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た よ う な 血 小 板 活 性 化 の 阻 害 の 実 験 デ ー タ を 基 に 決 定 さ れ る 。
本 明 細 書 に 提 供 さ れ た 内 容 が 与 え ら れ た 当 業 者 は 、 実 験 の 最 低 量 お よ び 通 常 量 に よ り 、 各
試 料 の 望 ま し い 濃 度 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 細 胞 活 性 化 を 阻 害 し お よ び 本 発 明 の よ り 有 効 な プ ロ セ ス を 作 製 す る の に 有 用 な 本 発 明 の
別 の 任 意 の 段 階 は 、 25℃ 未 満 の 阻 害 反 応 温 度 の 使 用 で あ る 。 好 ま し く は こ の よ う な 低 い 温
度 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 4℃ ～ 25℃ の 範 囲 の 温 度 で 行 う こ と が で き る 。 1つ の 態 様 に お
い て 、 こ の 温 度 は 、 20℃ 未 満 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 温 度 は 15℃ 未 満 で あ る 。 更 に 別
の 態 様 に お い て 、 温 度 は 10℃ 未 満 で あ る 。 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 温 度 は 7℃ 未 満 で あ る
。 本 明 細 書 の 開 示 が 示 さ れ た 当 業 者 は 、 使 用 さ れ る 方 法 に 適 し た 温 度 を 容 易 に 選 択 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 様 々 な 哺 乳 類 の 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 に お い て 有 用 で あ る 。 こ の よ う
な 疾 患 ま た は 状 態 の 例 は 、 敗 血 症 、 炎 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 心 臓 血 管 系 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染
症 、 細 菌 感 染 症 、 癌 、 お よ び 薬 物 の 活 性 、 半 減 期 ま た は 相 互 作 用 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ る も の で は な い 。 例 証 的 薬 物 は 、 イ ン ス リ ン 、 生 物 学 的 物 質 (例 え ば 、 Rituximab(登
録 商 標 ))お よ び 化 学 療 法 剤 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 は 、 微 生 物 ま た は 毒 素 ま た は 他 の 夾 雑 物
の 混 入 に 関 す る 、 食 物 ま た は 水 ま た は 他 の 製 品 の 評 価 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 前 述 の 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 敗 血 症 を 診 断 、 ま た は そ れ ら の 進
行 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 CD64(N)、 HLA-DR(Mo)、 CD1
1a、 CD14(ま た は CD64)/CD16(Mo)、 CD16(N)お よ び CD142(組 織 因 子 )を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 、 細 胞 標 的 に 結 合 す る 可 溶 性 リ ガ ン ド に よ り 所 望 の 前 記 ア ッ セ イ 法
を 実 行 し 、 か つ 、 IL-6、 IL-10、 IL-1、 TNF-α 、 ネ オ プ テ リ ン 、 C反 応 性 タ ン パ ク 質 、 プ ロ
カ ル シ ト ニ ン 、 ま た は 活 性 化 さ れ た プ ロ テ イ ン Cの 1種 ま た は 複 数 種 で あ っ て よ い 、 可 溶 性
リ ガ ン ド お よ び 可 溶 性 被 検 体 へ 直 接 ま た は 間 接 に 結 合 す る 捕 捉 媒 体 を 使 用 す る こ と に よ り
、 実 現 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 ま た は そ の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す
る こ と に お け る 使 用 に 適 合 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 局 面 に お い て 、 前 記 ア ッ セ イ
法 は 、 こ れ ら の 細 胞 を 特 徴 付 け る 1種 ま た は 複 数 種 の 細 胞 表 面 抗 原 ま た は 細 胞 内 抗 原 に よ
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り 活 性 化 さ れ た T細 胞 お よ び 活 性 化 さ れ た B細 胞 を 含 む 1種 ま た は 複 数 種 の 細 胞 型 に 結 合 す
る リ ガ ン ド を 使 用 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 可 溶 性 被 検 体 を 結 合 す る た め の リ ガ ン ド お よ び
捕 捉 媒 体 も 使 用 し 、 こ れ は 1種 ま た は 複 数 種 の C反 応 性 タ ン パ ク 質 、 自 己 抗 体 、 ケ モ カ イ ン
、 ま た は サ イ ト カ イ ン で あ り 得 る 。 可 溶 性 試 薬 と し て の ケ モ カ イ ン ま た は サ イ ト カ イ ン の
選 択 は 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 心 臓 血 管 系 疾 患 の 診 断 ま た は そ の 進 行 の モ
ニ タ リ ン グ に お い て 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 細 胞 標 的 と し て 、 1種 ま た は 複 数 種
の 血 小 板 -白 血 球 凝 集 物 、 ま た は CD142(TF)を 利 用 し 、 か つ そ れ ら に 結 合 す る リ ガ ン ド を 使
用 す る 。 こ の 方 法 は 、 hsC反 応 性 タ ン パ ク 質 、 ト ロ ポ ニ ン 、 ま た は ミ オ グ ロ ビ ン で あ っ て
よ い 、 可 溶 性 被 検 体 を 標 的 化 す る こ と に お い て も 有 用 で あ る 。 本 開 示 が 示 さ れ た 当 業 者 は
、 こ の 方 法 で 使 用 す る の に 適 切 な リ ガ ン ド お よ び 捕 捉 媒 体 を デ ザ イ ン お よ び 選 択 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ウ イ ル ス お よ び 細 菌 感 染 症 の 示 差 的 診 断 ま た は そ れ ら の 進 行 の モ ニ タ リ ン グ に お い て 使
用 す る 方 法 は 、 HLA-DR、 CD4/CD8、 CD38、 CD64(N)、 ま た は CD14(も し く は CD64)/CD16(Mo)
、 CD16(N)の 1種 ま た は 複 数 種 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 、 細 胞 標 的 へ の 結
合 が 可 能 な リ ガ ン ド に よ る 、 本 明 細 書 に 明 ら か に さ れ た ア ッ セ イ 段 階 を 利 用 す る 。 1種 ま
た は 複 数 種 の IFNγ 、 ネ オ プ テ リ ン 、 ま た は C反 応 性 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 、 こ の 可 溶 性 被
検 体 は 、 こ れ ら の 被 検 体 へ 直 接 ま た は 間 接 に 結 合 す る リ ガ ン ド お よ び 捕 捉 媒 体 に よ り 検 出
さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 水 シ ス テ ム の よ う な 流 体 、 ま た は 他 の 液 体 製
品 中 の 夾 雑 を 検 出 お よ び モ ニ タ リ ン グ す る の に 適 し て い る 。 例 え ば 水 は 、 細 菌 起 源 の 細 胞
表 面 抗 原 ま た は 細 胞 内 抗 原 に 対 す る リ ガ ン ド を 使 用 す る こ と に よ り 、 細 菌 細 胞 の 存 在 に つ
い て 、 か つ 、 そ の 上 に 毒 素 に 対 す る レ ジ ェ ン ド (legend)が 会 合 し た 捕 捉 媒 体 を 使 用 す る こ
と に よ り 、 毒 素 の よ う な 可 溶 性 被 検 体 に つ い て 試 験 さ れ る 。 例 え ば 1つ の 態 様 に お い て 、
可 溶 性 被 検 体 は 、 コ レ ラ の よ う な 腸 毒 素 で あ り 、 か つ 細 胞 標 的 は 腸 球 菌 で あ る 。 当 業 者 は
、 こ の よ う な 汚 染 物 お よ び 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 に 適 し た 標 的 の 他 の 例 を 選 択 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 同 じ く 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に お い て 指 定 さ れ た よ う な 、 細 胞 標 的 、
可 溶 性 標 的 お よ び そ れ ら に 結 合 す る リ ガ ン ド の 同 定 を 基 に 、 他 の 疾 患 お よ び 状 態 の 診 断 お
よ び モ ニ タ リ ン グ に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 従 っ て 図 4に 図 示 さ れ た よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標
的 CD20へ 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド に よ り 治 療 さ れ て い る 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ
ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 CD20を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 は 、 望 ま し い 分 析 の 幅 に 応
じ 様 々 な 態 様 を 有 す る 。 最 も 簡 単 な フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 こ の 方 法 は 、 患 者 か ら 得 た CD
20 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 、 な ら び に 、 以 下 の 一 方 又
は 双 方 に お い て 、 ア ッ セ イ 成 分 の 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 及 び 時 間 、 こ れ ら
を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ： 1)容 器 中 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ； な ら び に 、 ア ッ セ イ 成 分 を 、
細 胞 内 CD20に 特 異 的 に 結 合 し お よ び 第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 と 複 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ
ガ ン ド と 共 に 、 容 器 内 で 、 細 胞 内 CD20と 第 一 の リ ガ ン ド と の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る
条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； ま た は 、 2)B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 し 、
か つ そ の よ う な 条 件 下 で 第 二 の 蛍 光 標 識 に 複 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド を 容 器 に 添 加 す
る 段 階 を 含 む 。 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 内 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 が 、 患 者 の 治 療
を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 第 一 の 標 識 の み か ら の 蛍 光 強 度 は 、 試 料
内 の B細 胞 上 の 細 胞 内 CD20の 量 を 示 す 。 第 二 の 場 合 、 第 二 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 強 度 は 、
試 料 中 の 全 て の B細 胞 の 量 を 示 す 。
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【 ０ １ １ ７ 】
　 画 像 解 析 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 し 、 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標
識 か ら の 蛍 光 の 相 対 強 度 を 、 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 に 関 す る 更 な る 情 報 を 得 る た め に 、
実 質 的 に 同 時 に 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 第 一 の 代 替 品 が 選 択 さ れ る 場 合 、 こ の ア ッ
セ イ は 更 に CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド お よ び ／ ま た は 第 三 の 可
溶 性 リ ガ ン ド の 一 方 ま た は 双 方 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 を 含 む 。 図 4に お い て 、 容 器 内 で 形
成 さ れ た 複 合 体 か ら の 蛍 光 を 分 析 し 、 各 々 、 表 面 上 (FL2)お よ び 細 胞 内 (FL2お よ び FL1)に C
D20を 含 有 す る B細 胞 の 割 合 を 決 定 す る こ と が で き る 。 更 に 別 の 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 更
に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 の 捕 捉 粒 子 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド を 添 加 す る 段 階
、 な ら び に 患 者 に 存 在 す る 循 環 系 治 療 リ ガ ン ド の 相 対 量 を 決 定 す る た め に 、 第 三 の 蛍 光 標
識 の 相 対 強 度 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 CD20治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 の ア ッ セ イ
成 分 を そ れ ら の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 分 析 チ ュ ー ブ の よ
う な 容 器 中 で 、 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 を 含 む ： 1)患 者 の 血 液 ま た は 骨 髄 由 来 の
B細 胞 を 含 有 す る 試 料 ； 2)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 可 溶 性 CD20に 特 異 的 に 結
合 す る 第 一 の リ ガ ン ド ； 3)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す
る 第 二 の リ ガ ン ド ； な ら び に 、 4)CD20抗 原 へ 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 。 非 結 合 の
第 一 お よ び 第 二 の リ ガ ン ド な ら び に 血 液 血 漿 の 非 結 合 の 成 分 は 、 容 器 か ら 任 意 に 除 去 さ れ
、 か つ 、 そ こ に 残 存 す る 細 胞 は 透 過 化 さ れ る 。 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 細 胞
内 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド は 、 第 一 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 に 、 形 成 さ
れ た 複 合 体 と 共 に 容 器 内 で 、 細 胞 内 CD20お よ び 第 三 の リ ガ ン ド の 間 の 結 合 を 可 能 に す る 条
件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 捕 捉 ビ ー ズ お よ び 試 料 中 の 細 胞 に 結 合 し た
1種 ま た は 複 数 種 の 第 一 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 は 、 患 者 の 治 療 を
モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 実 質 的 に 同 時 に 検 出 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ 法 に お い て B細 胞 へ
特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド は 、 一 般 に CD19、 CD5、 CD22、 CD24な ど の B細 胞 の 細 胞 表 面 マ ー
カ ー に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ の ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ る 試 料 は 、 全 血 ま た は 骨 髄 に 含 ま れ 、 ま た は そ こ か ら
得 る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 こ の 方 法 は 更 に 、 例 え ば 細 胞 内 CD20へ の 結 合 の た め に 、 第 三
の リ ガ ン ド の 導 入 前 に 、 容 器 中 で 細 胞 を 溶 解 す る こ と を 含 む 。 細 胞 お よ び ／ ま た は 捕 捉 粒
子 に 結 合 し た 第 一 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 は 、 検 出 前 に ア ッ セ イ 期 間 中 に
形 成 さ れ る 複 合 体 を 分 離 す る こ と な く 、 画 像 解 析 装 置 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り
、 実 質 的 に 同 時 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の CD20モ ニ タ リ ン グ 法 の 結 果 と し て 容 器 中 に 形 成 す る こ と が で き る 複 合 体 の 性 質
の た め に 、 価 値 の あ る 情 報 が 、 患 者 の 治 療 の 成 功 に 関 し て 取 得 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 捕 捉 粒
子 に 結 合 さ れ た 第 一 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 の 検 出 を 用 い 、 患 者 の 血 液 内 に 存 在 す る 循 環 治
療 リ ガ ン ド の 相 対 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 他 方 で 、 第 三 お よ び ／ ま た は 第 二 の 蛍 光 標
識 の 検 出 さ れ た 強 度 は 、 患 者 に お け る B細 胞 枯 渇 の 程 度 に 直 接 比 例 す る 。 加 え て 第 一 の 蛍
光 標 識 の 検 出 は 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の 検 出 と 比 べ て 低 く 、 患 者 の B細 胞 に 対 す る C
D20の 遮 断 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 CD20治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 の よ り 詳 細 な 態 様 は 、 患 者 の 状 態 に 関 す る 追 加 の 情 報
を 提 供 し 、 こ れ は 容 器 内 で 、 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ
び 十 分 な 時 間 、 こ れ ら を 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む ： 患 者 か ら 得 た 血 液 ま た
は 骨 髄 を 含 む 試 料 ； 第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 し た CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る
第 一 の リ ガ ン ド ； 第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の
リ ガ ン ド ； な ら び に 、 CD20抗 原 に 共 有 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、
容 器 内 の 細 胞 は 、 透 過 化 さ れ 、 か つ ア ッ セ イ 成 分 は 、 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し
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た 細 胞 内 CD20へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド と 、 細 胞 内 CD20お よ び 第 三 の リ ガ ン ド の
間 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 で 、 再 度 イ ン キ ュ べ ー シ ョ ン さ れ る 。 先 に 説 明 さ
れ た よ う に 、 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 第 一 、 第 二 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光
が 検 出 さ れ 、 患 者 の 治 療 が モ ニ タ リ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 1つ の 局 面 に お い て 、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る
リ ガ ン ド は 、 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ く 、 か つ 治 療 リ ガ ン ド は 、
CD20の 発 現 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 に お い て 患 者 に 投 与 す る た め に FDAに よ り 承 認 さ れ た 抗
体 で あ る 。 例 え ば Rituximab(登 録 商 標 )お よ び Bexxarr(商 標 )モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 現 在
B細 胞 リ ン パ 腫 の 治 療 に お け る 患 者 へ の 投 与 に つ い て FDAに よ り 承 認 さ れ て お り 、 い ず れ か
を 、 こ の よ う な 治 療 の 経 過 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 の 治 療 リ ガ ン ド と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る
治 療 リ ガ ン ド に よ り 治 療 さ れ る こ と が 必 要 で あ る 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提
供 す る 。 本 発 明 の CD52モ ニ タ リ ン グ 法 は 、 血 液 ま た は 骨 髄 由 来 な ど の 、 B細 胞 を 含 有 す る
体 液 を 含 む 患 者 由 来 の 試 料 と 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ
ガ ン ド と の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 お よ び 十 分 な 時 間 、 分 析 チ ュ ー ブ な ど の 容 器
中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 を 含 む 。 本 発 明 の CD52モ ニ タ リ ン グ 法 は 、 患 者 か ら 得 た
CD52 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 、 容 器 中 で 、 CD52抗 原 に 共 有 結 合 し た 第 一 の 識 別
可 能 な 捕 捉 粒 子 (循 環 薬 物 へ の 結 合 に つ い て )お よ び ／ ま た は 治 療 リ ガ ン ド へ 共 有 結 合 し た
第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 (自 己 抗 体 形 成 お よ び 任 意 の 流 出 CD52抗 原 を 検 出 す る た め )と 共
に 、 複 合 体 形 成 す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 。 以 下
の ア ッ セ イ 成 分 の 1つ が 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の た め に 容 器 に 添 加 さ れ る ： 第 一 の 識 別 可
能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標 的 に 対 し 特 異 的 に
結 合 す る 第 一 の リ ガ ン ド ； 第 二 の 識 別 可 能 な リ ガ ン ド に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る
結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド ； 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識
に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド 。 患 者 の 治 療 を モ ニ タ
リ ン グ す る た め に 、 容 器 中 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 は 、 実 質 的 に 同 時
に 検 出 さ れ る 。 任 意 に B細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 四 の リ ガ ン ド は 、 試 料 と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る た め に 導 入 す る こ と も で き 、 こ の 方 法 は 更 に 、 第 四 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度
を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 試 料 が 血 液 を 含 む 場 合 、 こ の 方 法 は 更 に 、 こ の 方 法 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 ま た は 検
出 段 階 前 に 、 複 合 し な い リ ガ ン ド -蛍 光 標 識 複 合 体 お よ び 複 合 し な い 血 漿 成 分 を 容 器 か ら
除 去 す る こ と を 含 む 。 同 様 に 試 料 が 全 血 を 含 む 場 合 、 赤 血 球 は 、 本 方 法 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 段 階 も し く は 検 出 段 階 の 前 に 、 容 器 か ら 除 去 ま た は 溶 解 す る こ と が で き る 。 加 え て 試
料 が 全 血 を 含 む 場 合 、 こ の 方 法 は 更 に 、 人 為 的 活 性 化 を 防 止 す る た め に 、 当 技 術 分 野 に お
い て 公 知 の 手 法 ま た は 本 明 細 書 の 実 施 例 に お い て 例 示 さ れ た よ う な 手 法 を 用 い 、 段 階 b)の
前 に 安 定 化 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 CD52リ ガ ン ド で 治 療 さ れ た 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 、 本 発 明 の 方 法 の さ ら な る 態
様 は 、 図 5に 図 示 さ れ た よ う な 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 お よ び 検 出 段 階 へ の 更 な る リ ガ
ン ド の 添 加 に 関 連 し て い る 。 一 例 に お い て 、 容 器 内 の 試 料 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に つ い
て 第 一 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ る 場 合 、 こ の 方 法 は 更 に 、 例 え ば 共 有 結 合 的 に 、 治 療 リ ガ ン
ド に 連 結 さ れ た 第 一 の 捕 捉 粒 子 ま た は 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 の い ず れ か の 、 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 後 の 容 器 へ の 添 加 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 第 三 の リ ガ ン ド は 、 容 器 へ 添
加 す る こ と が で き 、 か つ 第 一 の 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 捕 捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 の い ず れ
か と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 別 の 例 に お い て 、 第 二 の リ ガ ン ド が 容 器 へ の 添 加 お
よ び 試 料 と 一 緒 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の た め に 選 択 さ れ る 場 合 、 こ の 方 法 は 更 に 、 試 料 、
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治 療 リ ガ ン ド へ 例 え ば 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ た 第 一 の 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 識 別 可 能 な 捕
捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 を 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の た め に 容 器 へ 添 加 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52へ 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド
に よ る 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 を 含 み 得 る ：
　 a)容 器 中 で 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、
こ れ ら を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 1)患 者 か ら 得 た 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 む 試 料 ；
　 　 2)CD52抗 原 へ 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 　 3)治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ；
　 b)段 階 a)に お い て 形 成 さ れ た 複 合 体 を 容 器 中 で 、 以 下 の 追 加 の ア ッ セ イ 成 分 と の 結 合 相
互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ；
　 　 1)治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識
別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 す る 、 第 一 の リ ガ ン ド ；
　 　 2)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た
標 的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド ； お よ び
　 　 3)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三
の リ ガ ン ド ； な ら び に
　 c)患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 容 器 中 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 第 一 、 第 二 ま
た は 第 三 の 蛍 光 標 識 の 少 な く と も 1種 か ら の 蛍 光 を 実 質 的 に 同 時 に 検 出 す る 段 階 。  
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 別 の 態 様 と し て 、 こ の 検 出 は 、 容 器 中 の 2種 ま た は そ れ よ り も 多 い 蛍 光
標 識 の 相 対 強 度 を 決 定 す る た め に 、 画 像 処 理 装 置 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 し 実
施 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の CD52モ ニ タ リ ン グ 法 の 結 果 と し て 容 器 中 で 形 成 さ れ 得 る 複
合 体 の 性 質 の た め に 、 価 値 の あ る 情 報 を 、 患 者 の 治 療 の 成 功 に 関 し て 取 得 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 試 料 中 の 第 三 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 二 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 の 定 量 を 用 い 、 患
者 に お け る 循 環 治 療 リ ガ ン ド の 相 対 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 別 の 例 に お い て 、 第 一 の
蛍 光 標 識 ま た は 第 二 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 の 検 出 は 、 患 者 の 血 液 中 の 流 出 CD52抗 原 の 相 対
量 の 決 定 に お い て 有 用 で あ る 。 更 に 別 の 例 に お い て 、 第 三 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 の 検 出 は
、 こ の 薬 物 に 対 す る 循 環 自 己 抗 体 の 相 対 量 ま た は 患 者 に お け る 循 環 薬 物 の 量 を 決 定 す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 薬 物 は 、 CAMPATHエ ピ ト ー プ を 遮 蔽 す る 場
合 で あ っ て も 、 B細 胞 の 表 面 上 に 存 在 す る CD52の 相 対 量 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と も
で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 治 療 リ ガ ン ド の 血 清 レ ベ ル (例 え ば 、 CAMPATH-1血 清 レ ベ ル )の 測 定 は 、 投 与 法 を 最 適 化
す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 腫 瘍 エ ス ケ ー プ の 評 価 が 確 認 さ れ る で あ ろ う [8,9]。 CAM
PATH-1Hな ど の ヒ ト 化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 、 よ り 問 題 は 少 な い が 、 抗 イ デ ィ
オ タ イ プ 抗 体 の 能 力 も モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 加 え て こ の 治 療 の 毒 性 の た め に (
例 え ば 、 リ ン パ 球 の 過 度 の 枯 渇 )、 CD52発 現 の レ ベ ル の 差 異 を 定 量 す る 能 力 は 、 応 答 個 体
と 非 応 答 個 体 の 層 化 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 抗 CD52治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 本 発 明 の 方 法 の 1つ の 局 面 に お い て 、 リ ガ ン ド は 、 抗 体
、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ く 、 か つ 治 療 リ ガ ン ド は 、 CD52の 発 現 に 関 連
し た 疾 患 の 治 療 に お け る 患 者 へ の 投 与 に つ い て FDAに よ り 承 認 さ れ た も の で あ る 。 例 え ば
、 B細 胞 性 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 治 療 に お け る 患 者 へ の 投 与 に 関 し て 、 CAMPATH-1Hモ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 現 在 FDAに よ り 承 認 さ れ て お り 、 か つ 、 こ の よ う な 治 療 の 経 過 を モ ニ タ リ
ン グ す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 治 療 リ ガ ン ド と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 場 合 、 例 え ば CD52抗 体 ク ロ ー ン HI186の よ う な 、 CD52の CAMPATH-1エ ピ ト ー プ へ 結 合
し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ の ア ッ セ イ に お い て 第 二 の リ ガ ン ド と し て 都 合 良 く 使 用
す る こ と が で き る が 、 CAMPATH-1Hが 結 合 し な い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 任 意 の リ ガ ン ド も ま
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た 、 こ の 目 的 で 使 用 す る こ と が で き る 。 第 一 の 捕 捉 ビ ー ズ に 結 合 し た 合 成 抗 原 も 、 第 二 リ
ガ ン ド が 結 合 す る CD52の エ ピ ト ー プ と 反 応 性 を 有 さ な い よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヘ パ リ ン 誘 導 し た 血 小 板 減 少 症 (HIT)の よ う な 患 者
に お け る ヘ パ リ ン 療 法 の 副 作 用 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 容
器 中 で 、 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 を 含 む ： 1)患 者 の 安 定 化 さ れ た 全 血 を 含 む 試 料 ； 2)ヘ パ リ ン :
血 小 板 第 4因 子 (H:PF4)複 合 体 に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； 3)第 一 の 蛍 光 標 識
に 複 合 し た 血 小 板 活 性 化 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の リ ガ ン ド 、 お よ び 4)全 て の 血 小 板
に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 に 複 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
後 、 非 結 合 の 第 一 お よ び 第 二 の リ ガ ン ド な ら び に 非 結 合 の 血 漿 成 分 は 、 任 意 に 容 器 か ら 除
去 さ れ る 。 そ の 後 、 第 三 の 蛍 光 標 識 に 複 合 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第
三 の リ ガ ン ド が 、 容 器 の 内 容 物 に 添 加 さ れ 、 か つ こ れ ら の 内 容 物 が 、 そ れ ら の 間 で の 複 合
体 形 成 が 可 能 で あ る 条 件 下 で 十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 患 者 の ヘ パ リ ン 療
法 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 に お い て 第 一 の 蛍 光 標 識 、 第 二
の 蛍 光 標 識 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の 存 在 が 検 出 さ れ る 。 こ の 検 出 は 、 患 者 の 血 液 中 の 血 小
板 活 性 化 抗 原 の 割 合 を 決 定 す る た め に 、 複 合 体 中 の 第 一 お よ び 第 二 の 蛍 光 標 識 の 割 合 を 検
出 す る た め に 、 画 像 解 析 装 置 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 す る こ と を 含 む こ と が で
き る 。 あ る い は こ の 検 出 は 、 患 者 の 血 液 中 の 抗 ヘ パ リ ン 自 己 抗 体 の 量 を 評 価 す る た め の 、
捕 捉 粒 子 に 結 合 し た 第 三 の 蛍 光 標 識 の 平 均 蛍 光 強 度 の 検 出 に 関 連 し 得 る 。 あ る い は 検 出 段
階 は 、 試 料 中 の 血 小 板 濃 度 を 決 定 す る た め に 、 試 料 中 の 赤 血 球 の 血 小 板 に 対 す る 比 の 検 出
を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 第 一 の リ ガ ン ド と し て の 使 用 に 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 CD62p抗 体 で あ る 。 CD6
2p抗 体 が 、 血 小 板 活 性 化 を 標 的 化 す る た め に 使 用 さ れ 、 か つ 第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に
複 合 し た CD41は 、 血 小 板 に つ い て の ゲ ー ト 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 関 連 す る 細 胞 標 的 お よ び 可 溶 性 標 的 、 細 胞 抗 原 、 細 胞 特 性 お よ び 血 液 学 的 パ ラ メ ー タ の
実 質 的 に 同 時 の 分 析 を 可 能 に す る こ れ ら の 方 法 は 、 細 胞 性 お よ び 可 溶 性 の 双 方 の メ デ ィ エ
ー タ 、 ア ク チ ベ ー タ ま た は イ ン ヒ ビ タ ー に 関 す る 、 患 者 の 医 学 的 状 態 に 関 し 、 先 行 技 術 の
方 法 と 比 べ よ り 完 全 な 臨 床 像 (picture)を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 単 独 の テ ス ト チ ュ ー ブ ま
た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て 複 数 の ア ッ セ イ が 実 行 さ れ る こ と を 可 能 に し 、 か
つ 患 者 の 状 態 ま た は 薬 物 作 用 の 包 括 的 評 価 (snapshot)を 可 能 に す る 。 本 発 明 の 方 法 の 利 点
は 、 小 児 患 者 お よ び 高 齢 患 者 に と っ て 特 に 重 要 で あ る 、 減 少 し た 試 料 サ イ ズ (例 え ば 、 血
液 )の 必 要 性 、 増 加 し た 精 度 ま た は 臨 床 モ ニ タ リ ン グ 、 増 加 し た 処 理 量 効 率 、 こ れ ら の 試
験 を 実 行 す る た め の 短 縮 さ れ た 時 間 お よ び 作 業 、 な ら び に 患 者 へ の 減 少 し た 全 般 的 経 費 を
含 む 。 例 え ば 、 様 々 な 可 溶 性 被 検 体 と 組 合 せ て 活 性 化 さ れ た 免 疫 細 胞 を 評 価 す る 能 力 は 、
前 述 の 疾 患 の 診 断 お よ び モ ニ タ リ ン グ の 双 方 を 改 善 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 試 料 が 血 液 を 含 む 場 合 、 こ の 方 法 は 更 に 、 こ の 方 法 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 ま た
は 検 出 段 階 の 前 に 容 器 か ら 、 複 合 し な い リ ガ ン ド -蛍 光 標 識 複 合 体 お よ び 複 合 し な い 血 漿
成 分 を 除 去 す る 段 階 を 含 み 得 る 。 加 え て こ の 方 法 は 更 に 、 人 為 的 活 性 化 を 防 止 す る た め に
、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 手 法 ま た は 本 明 細 書 の 実 施 例 に 例 示 さ れ た 手 法 を 用 い 、 段 階
b)の 前 に 試 料 を 安 定 化 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 便 宜 上 、 本 発 明 に 有 用 で あ る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ ま た は 他 の 診 断 ア ッ セ イ の た め
の 通 常 の 試 薬 は 、 キ ッ ト の 形 で 提 供 す る こ と が で き る 。 更 に 別 の 本 発 明 の 局 面 に お い て 、
前 述 の 方 法 の 実 行 の た め の キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は こ の よ う な キ ッ ト は 、 本 発 明
の 診 断 法 を 実 行 し 、 か つ ／ ま た は 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 利 用 さ れ る 。 し か し こ の
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よ う な キ ッ ト は 、 研 究 目 的 で も 集 成 さ れ る 。 従 っ て 本 発 明 の キ ッ ト は 望 ま し く は 、 例 え ば
、 試 料 中 の 細 胞 標 的 に 結 合 す る 少 な く と も 1種 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； 試 料 中 の 可 溶 性 被 検 体
ま た は 少 な く と も 1種 の 競 合 す る 可 溶 性 被 検 体 (好 ま し く は 標 識 さ れ た )に 結 合 す る 少 な く
と も 1種 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； な ら び に 、 可 溶 性 被 検 体 へ 直 接 的 に 、 可 溶 性 被 検 体 へ 間 接 的
に 、 ま た は 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 可 溶 性 リ ガ ン ド へ 結 合 す る 、 固 相 捕 捉 媒 体 な ど の 、 先
に 示 さ れ た 成 分 を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 特 定 の ア ッ セ イ を 実 行 す る た め の 使 用 説 明 書 、 様
々 な 希 釈 物 お よ び 緩 衝 液 、 な ら び に シ グ ナ ル 発 生 試 薬 、 例 え ば 蛍 光 標 識 、 酵 素 基 質 、 補 因
子 お よ び 色 素 原 も 含 む 。 他 の 成 分 は 、 呈 色 比 較 の た め の イ ン ジ ケ ー タ ー チ ャ ー ト 、 使 い 捨
て 手 袋 、 混 入 防 止 の 説 明 書 (decontamination instruction)、 ア プ リ ケ ー タ ー ス テ ィ ッ ク
ま た は 容 器 、 お よ び 試 料 調 製 用 カ ッ プ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 前 述 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の 実 行 に 有 用 な キ ッ ト は 、
成 分 と し て 、 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 複 数 の 第 一 の リ ガ ン ド に 会 合 し た 固 相 捕 捉 媒 体 を 含
む 。 別 の キ ッ ト 成 分 は 、 細 胞 標 的 に 結 合 し 、 第 一 の 検 出 可 能 な 標 識 に 会 合 す る 、 可 溶 性 リ
ガ ン ド で あ る 。 キ ッ ト は 更 に 、 可 溶 性 被 検 体 -第 一 の リ ガ ン ド -捕 捉 媒 体 複 合 体 に 結 合 す る
こ と が 可 能 で あ る 第 三 の リ ガ ン ド を 含 む 。 こ の 第 三 の リ ガ ン ド は 、 第 二 の 検 出 可 能 な 標 識
に 会 合 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 先 に 説 明 さ れ た 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ の 1つ を 実 行 す る キ ッ ト は 、 第
一 の 標 識 に 会 合 し た 第 一 の リ ガ ン ド を 含 む 。 複 数 の 第 一 の リ ガ ン ド は 、 単 独 の 細 胞 標 的 に
結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 別 の 成 分 は 、 第 二 の 標 識 に 会 合 し た 第 二 の リ ガ ン ド で あ る 。
こ の 第 二 の リ ガ ン ド は 、 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 更 に 別 の 成 分 は 、 そ
れ ら の 上 に 固 定 さ れ た 複 数 の 可 溶 性 被 検 体 に よ り 会 合 し た 固 相 捕 捉 媒 体 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 別 の 先 に 説 明 さ れ た 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ を 行 う た め の キ ッ ト は 、 第
一 の 標 識 と 会 合 し た 第 一 の リ ガ ン ド を 含 む 。 複 数 の 第 一 の リ ガ ン ド は 、 単 独 の 細 胞 標 的 へ
の 結 合 が 可 能 で あ る 。 別 の 成 分 は 、 第 二 の 標 識 と 会 合 し た 競 合 す る 被 検 体 で あ る 。 更 に 別
の 成 分 は 、 可 溶 性 被 検 体 (競 合 す る 可 溶 性 被 検 体 ま た は 試 料 中 の 自 然 発 生 す る 可 溶 性 被 検
体 の い ず れ か )に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 複 数 の リ ガ ン ド が 固 定 さ れ た 固 相 捕 捉 媒 体 で
あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 複 合 体 ア ッ セ イ を 実 行 す る キ ッ ト は 、 第 一 の 細 胞
標 的 に 結 合 す る こ と 、 お よ び 第 一 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が 可 能 な 第 一 の リ
ガ ン ド ； 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る こ と 、 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と
が 可 能 な 第 二 の リ ガ ン ド ； 同 一 の 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 第 三 の リ ガ ン ド ；
複 数 の 第 四 の リ ガ ン ド が そ の 上 に 固 定 さ れ 、 こ の 第 四 の リ ガ ン ド は 第 三 の リ ガ ン ド へ 結 合
す る こ と が 可 能 で あ る 、 固 相 捕 捉 媒 体 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の よ う な キ ッ ト は 、 不 適 切 な 型 ま た は 数 の 血 液 細 胞 、 血 液 細 胞 型 ま た は 結 合 し た 成 分
ま た は 可 溶 性 抗 原 ま た は そ れ ら の 被 検 体 と 関 連 し た 病 態 を 決 定 す る 目 的 の た め の 、 血 液 試
料 の 評 価 に お い て 有 用 で あ る 。 従 っ て こ の よ う な キ ッ ト は 、 本 明 細 書 に お い て 考 察 し た 診
断 ア ッ セ イ を 実 行 す る 上 で 、 例 え ば 血 液 試 料 中 の 不 適 切 な 細 胞 標 的 ま た は 可 溶 性 被 検 体 の
発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 の 状 態 を 決 定 す る 上 で 、 有 用 で あ ろ う 。 こ の よ う な 診 断 キ ッ
ト は 、 本 発 明 の 方 法 の 色 素 、 リ ガ ン ド 、 捕 捉 媒 体 、 お よ び 他 の 成 分 を 含 む 。 こ の よ う な キ
ッ ト は 、 先 に 例 証 さ れ 、 実 行 さ れ る べ き 特 定 の ア ッ セ イ の 他 の 成 分 に 予 め 結 合 さ れ た 標 識
、 ま た は 選 択 さ れ た 成 分 、 例 え ば 基 質 へ の 結 合 に つ い て 個 別 に 提 供 さ れ た 標 識 も 含 む 。 あ
る い は そ の よ う な キ ッ ト は 、 こ の よ う な 組 成 物 の 単 純 な 混 合 物 、 ま た は 単 純 な 混 合 物 を 調
製 す る た め の 手 段 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ の よ う な キ ッ ト は 、 本 発 明 の 細 胞 を 含 む 血 液 試 料 ま た は 他 の 生 物 学 的 試 料 を ス ク リ ー
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ニ ン グ す る た め の 、 臨 床 検 査 用 の 簡 便 で 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 当 業 者 は 、 本 開 示 に 組 合 せ た 当 技 術 分 野 の 知 識 に 基 づ く 明 ら か な 方 法 に お い て 、 こ れ ら
の 診 断 キ ッ ト の 成 分 を 変 動 さ せ る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ の よ う な 変 動 さ れ た 成 分 は 、 本 発
明 の 本 態 様 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 キ ッ ト は 、 試 料 を 含 む た め の 適 切 な 容 器 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 の 適 切 な 対 照 ま た は 正 常
特 性 値 も し く は 罹 患 特 性 値 の 表 ； 抗 凝 固 剤 ま た は 凝 固 経 路 の イ ン ヒ ビ タ ー 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー 分 析 の 実 行 に 適 し た 他 の 試 薬 お よ び そ れ ら の 組 合 せ ； 試 料 に 関 す る 適 切 な 希 釈 剤
お よ び 緩 衝 液 、 使 い 捨 て 手 袋 、 混 入 防 止 の 説 明 書 、 ア プ リ ケ ー タ ー ス テ ィ ッ ク ま た は 容 器
、 お よ び 試 料 調 製 用 カ ッ プ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 追 加 の 成 分 を 少 な く と も 1種 更 に 含
む 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 の 使 用 な ら び に そ れ ら の 分 析 を 明 ら か に
し て い る 。 こ れ ら の 実 施 例 に お い て 報 告 さ れ た デ ー タ は 、 本 発 明 の 新 規 の 方 法 が 、 改 善 さ
れ た 有 効 性 お よ び 複 数 種 類 の 標 的 を 伴 う 試 料 の 実 質 的 に 同 時 の 分 析 を 可 能 に す る 実 行 パ ラ
メ ー タ を 有 す る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 例 証 で あ り 、 そ れ ら の 範 囲 を
限 定 す る も の で は な い 。 当 業 者 は 、 特 定 の 試 薬 お よ び 条 件 は 下 記 実 施 例 に お い て 概 説 さ れ
る が 、 本 発 明 の 組 成 物 ま た は そ れ ら を 使 用 す る プ ロ セ ス を 提 供 す る た め に 先 に 説 明 さ れ た
よ う な 変 更 を 行 う こ と が で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 下 記 実 施 例 は 、 単 独 の ア ッ セ イ チ ュ ー ブ 中 の 細 胞 マ ー カ ー 発 現 プ ロ フ ァ イ ル (免 疫 表 現
型 タ イ ピ ン グ )、 可 溶 性 の 定 量 (血 清 マ ー カ ー )、 お よ び 白 血 球 割 合 の 実 質 的 に 同 時 の ア ッ
セ イ を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 を 併 用 し 試 験 す る た め に 行 っ た
。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 EDTA処 理 し た 全 血 試 料 (100μ L)に 、 以 下 の 試 薬 を 添 加 し た ：
　 (a)捕 捉 媒 体 は 、 個 別 の 蛍 光 強 度 を 伴 う 、 50μ lの 6-ビ ー ズ ポ リ ス チ レ ン ミ ク ロ ス フ ェ ア
ビ ー ズ 集 団 で あ る 。 こ の ミ ク ロ ス フ ェ ア ま た は ビ ー ズ は 一 般 に 、 3.6μ mよ り 大 き く 10μ m
よ り も 小 さ い 。 抗 体 は 、 IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-10、 TNF-α ま た は IFNγ に 特 異 的 な ビ ー ズ
に よ り 、 抗 体 に 複 合 し た 蛍 光 捕 捉 ビ ー ズ を 作 製 す る た め の 、 通 常 の 方 法 に よ り ビ ー ズ の サ
ブ セ ッ ト に 、 個 別 に 共 有 結 合 的 に 結 合 さ れ る 。
　 (b)抗 IL-2、 抗 IL-4、 抗 IL-5、 抗 IL-10、 抗 TNF-α 、 ま た は 抗 IFN-γ に 特 異 的 な 抗 体 を 伴
う 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン (PE)に 複 合 し た 抗 ヒ ト 検 出 用 可 溶 性 リ ガ ン ド (50μ l/試 験 )。
　 (c)細 胞 標 的 へ の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 す な わ ち 20μ lの 抗 CD45-FITC(Beckman Coulter)。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ の 試 薬 混 合 物 は 、 穏 や か に 混 合 し な が ら 室 温 で 約 1時 間 ～ 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
、 さ ら に 遮 光 し た 。 比 較 の た め に 、 全 血 を 血 漿 と 置 き 換 え る こ と に よ り 、 並 行 試 料 を 作 製
し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 一 旦 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た な ら ば 、 試 料 中 の 赤 血 球 を 、 ImmunoPrep(商 標 )試 薬 (Bec
kman Coulter)の 添 加 に よ り 溶 解 し た 。 そ の 後 こ れ ら の 試 料 に 、 試 料 中 の 試 薬 の 間 で 形 成
さ れ た 様 々 な 複 合 体 を 更 に 操 作 ま た は 分 離 す る こ と な く 、 Beckman Coulter FC 500フ ロ ー
サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 す る サ イ ト メ ト リ ー フ ロ ー 分 析 を 施 し 、 デ ー タ を 収 集 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 捕 捉 ビ ー ズ /検 出 用 試 薬 が 、 蛍 光 色 素 抗 CDマ ー カ ー を 伴 う か ま た は 伴
わ ず に 、 血 漿 ま た は 全 血 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 場 合 に 、 サ イ ト カ イ ン 値 に 有 意 差
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は な い こ と を 示 し た 。 評 価 さ れ た サ イ ト カ イ ン の ア ッ セ イ 範 囲 は 、 0～ 5000pg/mLで あ っ た
。 平 均 蛍 光 強 度 に よ り 測 定 さ れ た 、 細 胞 散 乱 パ ラ メ ー タ ま た は CD発 現 の 決 定 に 対 す る ビ ー
ズ の 作 用 も 存 在 し な か っ た 。 従 っ て こ の デ ー タ は 、 単 独 の チ ュ ー ブ 分 析 フ ォ ー マ ッ ト に お
け る 、 白 血 球 割 合 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 発 現 、 お よ び 血 清 サ イ ト カ イ ン レ ベ ル
に 対 す る 信 頼 で き る 情 報 を 提 供 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 抗 凝 固 剤 EDTA中 で 収 集 さ れ た 全 血 (100μ l)の 試 料 を 、 こ の 実 験 期 間 中 、 氷 上 ま た は 室 温
で 維 持 し た 。 並 行 試 料 を 、 全 血 を 血 漿 ま た は 緩 衝 液 と 置 き 換 え る こ と に よ り 作 製 し た 。 こ
れ ら の 試 料 へ 、 以 下 の 試 薬 を 添 加 し た ：
　 (a)捕 捉 ビ ー ズ 10μ l。 捕 捉 ビ ー ズ と し て 単 独 の 非 蛍 光 、 常 磁 性 の ポ リ ス チ レ ン ミ ク ロ ス
フ ェ ア を 使 用 し 、 例 え ば ヒ ト IL-2抗 体 の よ う な 、 可 溶 性 被 検 体 IL2に 対 す る 結 合 し た 抗 体
を 伴 う 、 6種 の 集 団 を 作 製 し た 。 こ れ ら の ビ ー ズ は 、 3.6μ mよ り も 大 き く お よ び 10μ mよ り
も 小 さ か っ た 。
　 (b)蛍 光 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (抗 CD14-FITC)(Beckman Coulter)で 標 識 さ れ た 抗 体 で あ る
細 胞 標 的 CD14に 対 す る リ ガ ン ド 20μ l； お よ び
　 (c)フ ィ コ シ ア ニ ン 5(抗 CD45-PC5)(Beckman Coulter)で 標 識 さ れ た 抗 体 で あ る 、 細 胞 標
的 CD45に 対 す る リ ガ ン ド 10μ l。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 そ の 後 、 こ れ ら の 試 料 は 、 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 30秒 毎 に 2回 混 合 (ま た は 代 わ
り に 揺 動 )し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 そ の 後 、 可 溶 性 被 検 体 IL-2に 対 す る 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 す な わ ち 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン (PE)
に 複 合 し た 抗 IL2リ ポ ー タ ー 抗 体 10μ lを 、 緩 衝 液 、 血 漿 お よ び 全 血 の 試 料 に 添 加 し 、 こ れ
ら の 試 料 は 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 再 度 30秒 毎 に 2回 混 合 (ま た は 揺 動 )し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 そ の 後 、 全 血 試 料 を 、 ImmunoPrep(商 標 )試 薬 (Beckman Coulter)を 用 い て 溶 解 し 、 試 料
中 の 試 薬 間 で 形 成 さ れ た 様 々 な 複 合 体 の 更 な る 操 作 ま た は 分 離 を 伴 う こ と な く 、 全 て の 試
料 に 、 Cytomics FC500 ま た は  Coulter(登 録 商 標 )XL/MCL(商 標 )フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上
で フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 施 し 、 デ ー タ を 収 集 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 光 散 乱 お よ び CD発 現 に 対 す る ビ ー ズ の 作 用 を 評 価 す る た め に 、 こ れ ら の 試 料 は 、 ビ ー ズ
を 伴 い ま た は 伴 わ ず に 処 理 し 、 細 胞 光 散 乱 パ タ ー ン お よ び 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)に 対 す る 影
響 を 評 価 し た 。 リ ン パ 球 、 単 球 お よ び 顆 粒 球 を 試 験 し た が 、 こ れ ら は 可 能 性 の あ る 粒 子 の
食 作 用 に 起 因 し た 最 悪 の 場 合 の シ ナ リ オ と し て 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 収 集 さ れ た デ ー タ は 、 全 血 と 比 較 し 血 漿 に お い て 得 ら れ た 光 散 乱 お よ び MFIに 関 す る 値
に 差 が な い こ と を 示 し 、 ビ ー ズ の 食 作 用 が 阻 害 さ れ た こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 抗 IL-2ビ ー ズ を 伴 い 、 か つ 伴 わ ず に 、 可 溶 性 標 的 抗 体 (IL2-PE)を 伴 い
、 か つ 伴 わ ず に 、 な ら び に 細 胞 標 的 抗 体 (CD14-FITC)を 伴 い 、 か つ 伴 わ ず に 行 っ た 。 ア イ
ソ タ イ プ 対 照 を 、 陰 性 対 照 と し て 使 用 し た 。 予 想 さ れ た よ う に 、 試 料 媒 体 が 血 漿 ま た は 全
血 に 比 べ 緩 衝 液 で あ っ た 場 合 に 、 得 ら れ た 結 果 の プ ロ ッ ト に お い て 明 確 に 異 な る 回 帰 方 程
式 が 認 め ら れ 、 こ れ は 「 マ ト リ ッ ク ス 作 用 」 を 示 し た 。 ビ ー ズ お よ び 可 溶 性 標 的 抗 体 の 添
加 は 、 細 胞 散 乱 パ タ ー ン ま た は 抗 原 性 発 現 に 有 害 に 影 響 し な か っ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 本 実 施 例 お よ び 図 4は 、 CD20に 結 合 す る リ ガ ン ド (抗 体 )に よ る 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン
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グ す る た め の 、 本 発 明 の 方 法 の 使 用 を 例 示 し て い る 。 全 血 、 細 針 吸 引 液 ま た は 骨 髄 を 分 析
チ ュ ー ブ に 入 れ 、 成 分 を 以 下 の 成 分 と の 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 染 色 し た ：
　 a)細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 で
あ る 蛍 光 色 素 1(Ab-FL1)に 複 合 し た 、 抗 体 (ク ロ ー ン HRC20)-PE)；
　 b)細 胞 系 譜 (す な わ ち CD19)を 同 定 し 、 か つ 第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 で あ る 蛍 光 色 素 2(
Ab-FL2)に 複 合 し た 、 第 二 の 抗 体 (CD19-ECD(登 録 商 標 ))、 直 接 の 抗 体 複 合 体 ； お よ び
　 c)物 理 的 ま た は 蛍 光 特 性 に よ り 細 胞 か ら 識 別 す る こ と が で き 、 か つ CD20抗 原 へ 、 例 え ば
共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る 、 (先 の 実 施 例 2に 説 明 さ れ た よ う な )捕 捉 ビ ー ズ (お よ び ／ ま た は
、 既 知 の CD20の 発 現 を 有 し 、 か つ 物 理 的 お よ び ／ ま た は 蛍 光 的 特 徴 に よ り 、 混 合 物 中 の 全
て の 他 の 細 胞 か ら 識 別 す る こ と が で き る 、 保 存 細 胞 )。 こ の 混 合 物 は 、 分 析 チ ュ ー ブ 中 の
成 分 の 最 適 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 過 剰 な (非 結 合 )成
分 a)お よ び b)な ら び に 非 結 合 血 漿 成 分 は 、 洗 浄 に よ り 除 去 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 そ の 後 こ の 試 料 を 、 固 定 剤 お よ び 透 過 化 試 薬 (例 え ば 、 IntraPrep(商 標 )試 薬 、 Beckman 
Coulter)に よ り 処 理 し 、 細 胞 内 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の タ グ 付 け の た め に 細 胞 へ 侵 入 さ せ 、
か つ 、 細 胞 内 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 で あ る 蛍 光 色 素 3(Ab
-FL3)に 複 合 し た 抗 体 (ク ロ ー ン L26)-FITC)を 、 分 析 チ ュ ー ブ に 導 入 し た (Mason, D. Y. et
 al. 1990. Am J Pathol, :1215-1222)。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 進 行 し 、 Ab-FL3の 最 適
結 合 を 可 能 に し た 。 こ の 試 料 は 、 溶 解 お よ び ／ ま た は 洗 浄 し 、 そ の 後 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー ま た は 画 像 シ ス テ ム に お い て 解 析 し 、 図 4に 概 略 的 に 図 示 さ れ た 手 法 を 用 い 、 1種 ま た は
複 数 種 の ビ ー ズ の 組 合 せ お よ び ／ ま た は 保 存 細 胞 の 組 合 せ の 相 対 蛍 光 染 色 の 比 較 に よ り 、
細 胞 表 面 発 現 、 細 胞 内 発 現 、 更 に は 循 環 CD20発 現 の 比 較 お よ び 相 対 的 定 量 を 可 能 に し た 。
キ ャ リ ブ レ ー タ ー ビ ー ズ ま た は 細 胞 の 利 用 は 更 に 、 定 量 的 測 定 の 実 行 を 可 能 に す る こ と が
で き る 。 追 加 の 血 液 学 的 示 差 的 パ ラ メ ー タ を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 本 実 施 例 お よ び 図 5は 、 CD52抗 体 で あ る CAMPATH-1を 使 用 す る 患 者 の 治 療 経 過 を モ ニ タ リ
ン グ す る た め に 使 用 さ れ る 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 手 法 を 例 示 し て い る 。 全 血 、 骨 髄 ま た は 単
独 細 胞 浮 遊 液 を 、 最 初 に 単 独 の 容 器 に 配 置 し 、 か つ 第 一 の 捕 捉 粒 子 、 例 え ば CAMPATH-1が
結 合 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 合 成 CD52抗 原 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 ビ ー ズ
(1ビ ー ズ -Ag)、 な ら び に 治 療 抗 体 CAMPATH-1に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ た 第 二 の 捕 捉 粒 子 (2
ビ ー ズ -薬 物 )と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ れ ら 2つ の 導 入 の 順 番 は 重 要 で は な い 。
こ の 混 合 物 は 、 試 料 中 の 捕 捉 ビ ー ズ の そ れ ら の 標 的 と の 最 適 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な
時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た (第 一 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 )。 ビ ー ズ -Agは 、 任 意 の
循 環 薬 物 と 結 合 し 、 ビ ー ズ -薬 物 は 、 試 料 中 の 循 環 抗 CAMPATH-1抗 体 ま た は 流 出 受 容 体 の い
ず れ か と 結 合 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 分 析 に 関 し て 、 そ の 後 こ の 試 料 は 、 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ た 一 連 の 抗 体 に よ り
、 分 析 チ ュ ー ブ 内 で 染 色 さ れ る ：
　 a)細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 、 例 え ば 、 第 一 の 蛍 光 標 識 FL2に 複 合 し た CD52へ 特 異 的 に
結 合 す る 治 療 抗 体 (CAMPATH-1-PE)(Ab-FL2)；
　 b)CAMPATH-1と 異 な る 部 位 に お い て 同 じ 発 現 さ れ た 標 的 抗 原 (CD52)に 結 合 し 、 か つ 第 二
の 蛍 光 標 識 (HI186)-PC7)に 複 合 す る 、 第 二 の 抗 体 (Ab-FL5)；
　 c)任 意 の 標 的 可 溶 性 被 検 体 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 し (例 え ば 、 抗 HuIgG-F
ITC)、 か つ 第 三 の 蛍 光 標 識 へ 複 合 す る 、 第 三 の 抗 体 (Ab-FL1)； お よ び
　 d)細 胞 系 譜 の 第 四 の マ ー カ ー が 、 こ の 時 添 加 さ れ て よ い (Ab-FL4； 例 え ば 、 CD19-ECD(図
5に 示 さ れ て い な い )。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ の 試 料 を 、 成 分 間 の 最 適 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 、 分 析 チ ュ ー ブ に お い て イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た (す な わ ち 、 第 二 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 )。 そ の 後 こ の 試 料 を 、
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溶 解 お よ び ／ ま た は 洗 浄 し 、 過 剰 な Ab-FL、 非 結 合 血 漿 成 分 お よ び 赤 血 球 お よ び 容 器 の 内
容 物 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で 分 析 し た 。 対 象 の 血 液 の 細 胞 表 面 お よ び 循 環 中 に 存 在
す る CD52の 量 は 、 抗 CAMPATH-1反 応 の 出 現 と 共 に 評 価 す る こ と が で き る 。 キ ャ リ ブ レ ー タ
ー ビ ー ズ ま た は 細 胞 の 利 用 は 、 更 な る 定 量 測 定 の 実 行 を 可 能 に す る 。 全 体 の 分 析 は 、 試 料
チ ュ ー ブ 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 分 離 す る こ と な く 、 同 じ 装 置 上 で 実 行 さ れ る 。 追 加 の 血
液 学 的 示 差 的 パ ラ メ ー タ を 確 か め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 本 実 施 例 は 、 患 者 の ヘ パ リ ン に よ る 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 、 本 発 明 の 方 法 の 使 用 を 例
示 す る 。 全 血 は 、 人 為 的 活 性 化 を 防 ぐ た め に 、 最 初 に 安 定 化 し た (ThombFix、 ま た は CTAD(
ク エ ン 酸 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ア デ ノ シ ン 、 お よ び ジ ピ リ ダ モ ー ル の 混 和 物 )(Becton Dickens
on, CA)。 ビ ー ズ は 、 ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 (H:PF4)複 合 体 お よ び ／ ま た は H:PF4を 伴 う
保 存 細 胞 へ 共 有 結 合 的 に 連 結 し 、 こ れ は 物 理 的 お よ び ／ ま た は 蛍 光 的 特 性 (ビ ー ズ -H:PF4)
に よ り 、 混 合 物 中 の 全 て の 他 の 細 胞 か ら 識 別 す る こ と が で き た 。 血 小 板 活 性 化 抗 体 (例 え
ば 、 CD62p-FITC)へ 特 異 的 に 結 合 す る 蛍 光 色 素 に 複 合 し た 抗 体 (Ab-FL1)を 調 製 し た 。 こ れ
ら の ビ ー ズ お よ び 蛍 光 色 素 に 複 合 し た 抗 体 を 、 分 析 チ ュ ー ブ 内 の 安 定 化 さ れ た 血 液 へ 添 加
し た 。 追 加 の 血 小 板 マ ー カ ー (例 え ば 、 CD41-PC7)に 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 に 複
合 し た 抗 体 も 、 こ の 時 点 で 分 析 チ ュ ー ブ に 添 加 し た (Ab-FL4)。 こ の 試 料 は 、 ビ ー ズ -H:PF4
の 任 意 の 抗 H:PF4自 己 抗 体 と の 最 適 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 。 引 き 続 き の 洗 浄 は 、 過 剰 な Ab-FL1、 Ab-FL2ま た は 非 結 合 の 血 漿 成 分 を 除 去 し た 。 ビ
ー ズ -H:PF4が 結 合 し た 抗 H:PF4自 己 抗 体 の 検 出 の た め に 、 第 三 の 蛍 光 標 識 FL2に 複 合 し た ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 抗 体 (抗 HuIg-PE)を 分 析 チ ュ ー ブ に 添 加 し 、
こ の 混 合 物 を 、 結 合 を 完 全 に 生 じ る よ う に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 そ の 後 こ の 試 料 は 、 図 6に 概 略 的 に 例 証 さ れ た 手 法 を 用 い 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で
分 析 し た 。 血 小 板 活 性 化 の 検 出 は 、 CD62pの 割 合 の 決 定 に よ り 評 価 し 、 自 己 抗 体 の 測 定 値
は 、 ビ ー ズ -H:PF4:抗 H:PF4:抗 HuIg-PE(FL2)を 含 む 複 合 体 の 平 均 蛍 光 強 度 に よ り 定 量 し た
。 血 小 板 濃 度 は 、 International Society for Laboratory Hematology(ISLH)(Internatio
nal Council for Standardization in Haematology Expert Panel on Cytometry and Int
ernational Society of Laboratory Hematology Task Force on Platelet Counting. Pla
telet Counting by the RBC/platelet ratio method: Am J Clin Pathol. 2001;115:460-
464を 参 照 し た 方 法 )の 指 針 に 従 い 、 赤 血 球 の 血 小 板 に 対 す る 比 に よ り 決 定 し た 。 分 析 前 に
試 料 を 分 離 す る こ と な く 、 血 小 板 カ ウ ン ト 数 、 血 小 板 活 性 化 お よ び 抗 H:PF4抗 体 の 存 在 を
、 HITの 決 定 の た め に 単 独 の チ ュ ー ブ に お い て 分 析 し た (PLT＝ 血 小 板 ； RBC＝ 赤 血 球 )。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 先 に 引 用 さ れ た 全 て の 文 献 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 。 本 発 明 の 組 成 物
お よ び プ ロ セ ス は 、 添 付 さ れ た 「 特 許 請 求 の 範 囲 」 に よ り 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
参 照 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ５ 】
【 図 １ 】 「 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 」 段 階 を 利 用 す る 本 発 明 の 方 法 を 示 す 概 略 図 で あ り 、 こ
こ で 捕 捉 媒 体 は 、 抗 体 で あ る 可 溶 性 標 的 に 関 す る リ ガ ン ド 、 細 胞 標 的 に 結 合 し 、 か つ 蛍 光
標 識 FL1と 会 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド (抗 体 )、 な ら び に 可 溶 性 標 的 に 結 合 し 。 か つ 第
二 の 蛍 光 標 識 FL2に 会 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド (抗 体 )で 被 覆 さ れ る 。 形 成 さ れ た 複 合
体 の 実 質 的 に 同 時 の 評 価 は 、 前 方 光 散 乱 対 側 方 散 乱 の 対 数 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー グ ラ フ
に よ り 明 ら か に さ れ 、 こ こ で 固 相 捕 捉 媒 体 は 、 細 胞 標 的 か ら 個 別 に ゲ ー ト さ れ 、 か つ ゲ ー
ト さ れ た 集 団 に 関 連 し た 蛍 光 事 象 の 2つ の 個 別 の グ ラ フ を 決 定 す る こ と が で き る 。 L＝ リ ン
パ 球 ； M＝ 単 球 ； G＝ 顆 粒 球 。
【 図 ２ Ａ 】 「 競 合 阻 害 ア ッ セ イ 」 段 階 を 使 用 す る 本 発 明 の 方 法 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 捕 捉
媒 体 は 可 溶 性 被 検 体 で 被 覆 さ れ る 。 同 じ く 本 方 法 に お い て 、 抗 体 で あ り 、 か つ 蛍 光 標 識 FL
1に 会 合 す る 細 胞 標 的 の た め の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 な ら び に 試 料 中 ま た は ビ ー ズ 上 の 被 検 体
に 結 合 し 、 か つ 蛍 光 標 識 FL2に 会 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド (抗 体 )も 使 用 さ れ る 。 形 成
さ れ る 可 能 性 の あ る 複 合 体 は 、 (1)可 溶 性 リ ガ ン ド -FL1お よ び 細 胞 標 的 に よ り 形 成 さ れ た
複 合 体 、 (2)固 定 さ れ た 可 溶 性 被 検 体 を 伴 う 捕 捉 媒 体 、 お よ び 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド -FL2(
こ れ は 試 料 中 の 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し な い )に よ り 形 成 さ れ た 複 合 体 、 な ら び に (3)試 料 中
の 可 溶 性 被 検 体 、 お よ び 、 も し あ れ ば 、 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド -FL2で あ る 。 形 成 さ れ た 複
合 体 (1)お よ び (2)の 実 質 的 に 同 時 の 評 価 は 、 固 相 捕 捉 媒 体 が 、 細 胞 標 的 か ら 個 別 に ゲ ー ト
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さ れ る 、 前 方 光 散 乱 対 側 方 散 乱 の 対 数 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー グ ラ フ に よ り 明 ら か に さ れ
、 ゲ ー ト さ れ た 集 団 に 関 連 し た 蛍 光 事 象 の 数 の 2つ の 個 別 の グ ラ フ が 示 さ れ る 。 捕 捉 媒 体 -
固 定 さ れ た 被 検 体 -リ ガ ン ド -FL2複 合 体 上 の FL2の 測 定 は 、 試 料 中 の 固 定 さ れ た 被 検 体 お よ
び 可 溶 性 被 検 体 の 間 の 競 合 的 結 合 の た め に 、 試 料 中 の 可 溶 性 被 検 体 の 量 に 反 比 例 す る 。 L
＝ リ ン パ 球 ； M＝ 単 球 ； G＝ 顆 粒 球 。
【 図 ２ Ｂ 】 別 の 「 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ 」 段 階 を 使 用 す る 本 発 明 の 方 法 を 示 す 概 略 図 で あ る
。 こ の 代 替 に お い て 、 捕 捉 媒 体 は 、 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 可 溶 性 リ ガ ン ド で 被 覆 さ れ る
。 同 じ く こ の 方 法 に お い て 、 抗 体 で あ り 、 か つ 蛍 光 標 識 FL1に 会 合 し た 細 胞 標 的 の た め の
可 溶 性 リ ガ ン ド も 使 用 さ れ る 。 こ の 方 法 の 別 の 成 分 は 、 蛍 光 標 識 FL2に 会 合 す る 可 溶 性 被
検 体 で あ る 。 形 成 さ れ た 可 能 性 の あ る 複 合 体 は 、 (1)可 溶 性 リ ガ ン ド -FL1お よ び 細 胞 標 的
に よ り 形 成 さ れ た 複 合 体 、 (2)可 溶 性 被 検 体 の た め の 固 定 さ れ た リ ガ ン ド を 伴 う 捕 捉 媒 体
お よ び 可 溶 性 被 検 体 -FL2に よ り 形 成 さ れ た 複 合 体 、 な ら び に (3)可 溶 性 被 検 体 の た め の 固
定 さ れ た リ ガ ン ド を 伴 う 捕 捉 媒 体 、 お よ び 、 も し あ れ ば 、 試 料 中 の 可 溶 性 被 検 体 に よ り 形
成 さ れ た 複 合 体 で あ る 。 形 成 さ れ た 複 合 体 (1)お よ び (2)の 実 質 的 に 同 時 の 評 価 は 、 固 相 捕
捉 媒 体 が 、 細 胞 標 的 か ら 個 別 に ゲ ー ト さ れ る 前 方 光 散 乱 対 側 方 散 乱 の 対 数 の フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー グ ラ フ に よ り 示 さ れ 、 な ら び に ゲ ー ト さ れ た 集 団 に 関 連 し た 蛍 光 事 象 の 数 の 2つ
の 個 別 の グ ラ フ が 示 さ れ る 。 捕 捉 媒 体 -固 定 さ れ た リ ガ ン ド -結 合 し た 被 検 体 -FL2複 合 体 上
の FL2の 測 定 は 、 試 料 中 の 非 標 識 可 溶 性 被 検 体 の 量 に 反 比 例 す る 。 L＝ リ ン パ 球 ； M＝ 単 球
； G＝ 顆 粒 球 。
【 図 ３ 】 「 免 疫 複 合 体 」 段 階 を 使 用 す る 本 発 明 の 方 法 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 ビ ー ズ は 、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ て い る 。 細 胞 標 的 へ の 第 一 の リ ガ ン ド (抗 体 )が 、 蛍 光 標 識 FL
1に 会 合 す る 。 細 胞 標 的 へ の 第 二 の リ ガ ン ド (抗 体 )は 、 蛍 光 標 識 FL2に 会 合 す る 。 第 三 の リ
ガ ン ド (ビ オ チ ン に 会 合 し た 抗 体 )は 、 可 溶 性 被 検 体 へ 標 的 化 さ れ る 。 形 成 さ れ た 複 合 体 に
関 す る 実 質 的 に 同 時 の 評 価 は 、 固 相 捕 捉 媒 体 が 細 胞 標 的 か ら 個 別 に ゲ ー ト さ れ る 前 方 光 散
乱 対 側 方 散 乱 の 対 数 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー グ ラ フ に よ り 明 ら か に さ れ 、 ゲ ー ト さ れ る 集
団 に 関 連 し た 蛍 光 事 象 の 数 の 2つ の 個 別 の グ ラ フ が 示 さ れ る 。 L＝ リ ン パ 球 ； M＝ 単 球 ； G＝
顆 粒 球 。
【 図 ４ 】 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド で 治 療 さ れ る 患 者 を
モ ニ タ リ ン グ す る 本 発 明 の 方 法 の 態 様 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD
20に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 蛍 光 標 識 FL2と 複 合 す る (ク ロ ー ン HRC20)-PE)。 細 胞 系 譜 を
同 定 す る 第 二 の 抗 体 (す な わ ち 、 CD19)は 、 第 二 の 蛍 光 標 識 FL3と 複 合 す る (CD19-ECD(登 録
商 標 ))。 捕 捉 媒 体 は 、 CD20抗 原 へ 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る 。 細 胞 内 CD20へ 特 異 的 に 結 合 す
る 第 三 の 抗 体 は 、 第 三 の 蛍 光 標 識 FL1と 複 合 す る (ク ロ ー ン L26-FITC)。 形 成 さ れ た 複 合 体
の 実 質 的 に 同 時 の 評 価 は 、 捕 捉 媒 体 を 細 胞 か ら 区 別 す る 、 前 方 光 散 乱 対 側 方 散 乱 の 対 数 の
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー グ ラ フ 、 な ら び に 残 存 細 胞 か ら 個 別 に B細 胞 を ゲ ー ト す る 、 側 方 散
乱 対 CD19-ECDか ら 明 ら か に さ れ る 。 こ れ ら の グ ラ フ は 次 に 、 2つ の グ ラ フ を 提 供 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き 、 一 方 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 上 の 蛍 光 標 識 FL2の 事 象 の 数 お よ び 平 均 強 度
を 示 し 、 か つ 他 方 は 、 表 面 上 (FL2)お よ び 細 胞 内 (FL1)に CD20を 含 む B細 胞 の 割 合 (％ )を 示
す 。 L＝ リ ン パ 球 ； M＝ 単 球 ； G＝ 顆 粒 球 。
【 図 ５ 】 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52へ 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド で 治 療 さ れ る 患
者 を モ ニ タ リ ン グ す る 本 発 明 の 態 様 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 発 現 さ れ た CD52へ 特 異 的 に 結 合
す る 第 一 の リ ガ ン ド (抗 体 )は 、 蛍 光 標 識 FL2へ 複 合 す る (CAMPATH 1G-PE)。 同 じ く 発 現 さ れ
た 標 的 抗 原 に 異 な る 部 位 に お い て 結 合 す る 第 二 の 抗 体 は 、 第 二 の 蛍 光 標 識 FL-5に 複 合 す る
(HI186)-PC7)。 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 抗 体 (例 え ば 、 抗 HuIgG-FIT
C)は 、 第 三 の 蛍 光 標 識 FL1へ 複 合 す る 。 1つ の 捕 捉 ビ ー ズ は 、 HI186と 反 応 性 の な い 合 成 CAM
PATH抗 原 へ 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ 、 他 方 は 、 治 療 抗 体 CAMPATH 1Hに 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ
る 。 形 成 さ れ た 複 合 体 の 実 質 的 に 同 時 の 評 価 は 、 前 方 光 散 乱 対 側 方 散 乱 の 対 数 の フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー グ ラ フ に よ り 明 ら か に さ れ 、 捕 捉 媒 体 の 2つ の 種 類 を 区 別 し 、 か つ 細 胞 標 的
か ら こ れ ら を 分 離 す る 。 次 に リ ン パ 球 細 胞 集 合 は 、 双 方 の CD52の エ ピ ト ー プ を 含 む B細 胞
の 割 合 を 評 価 す る た め に 、 FL2対 FL5の グ ラ フ へ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 CAMPATH抗 原 捕
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捉 ビ ー ズ は 、 循 環 薬 物 (CAMPATH-1H抗 体 )を 含 む ビ ー ズ の 数 を 示 す た め に 、 カ ウ ン ト 数 対 FL
1ま た は FL2ヒ ス ト グ ラ ム へ ゲ ー ト さ れ る 一 方 、 CAMPATH-1H(薬 物 )捕 捉 ビ ー ズ は 、 2つ の 個
別 の ヒ ス ト グ ラ ム 、 す な わ ち 1つ は 血 漿 中 の 自 己 抗 体 量 を 示 し (カ ウ ン ト 数 対 FL1)、 か つ 他
方 は 血 漿 中 へ の 流 出 CD52抗 原 の 量 を 示 す (カ ウ ン ト 数 対 FL2ま た は FL5)ヒ ス ト グ ラ ム へ ゲ ー
ト さ れ る 。 L＝ リ ン パ 球 ； M＝ 単 球 ； G＝ 顆 粒 球 。
【 図 ６ 】 HITの 発 症 に 関 す る ヘ パ リ ン 療 法 に よ る 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使
用 さ れ る 本 発 明 の 方 法 の 態 様 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 ビ ー ズ は 、 ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 (H
:PF4)複 合 体 へ 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ る (ビ ー ズ -H:PF4)。  血 小 板 活 性 化 抗 原 へ 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 (例 え ば CD62p-FITC)は 、 第 一 の 蛍 光 標 識 FL1と 複 合 す る 。 血 小 板 を 同 定 す る 第
二 の 抗 体 (す な わ ち 、 CD41)は 、 第 二 の 蛍 光 標 識 FL5と 複 合 す る (例 え ば 、 CD41-PC7)。 抗 H:P
F4自 己 抗 体 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 抗 体 (例 え ば 、 抗 HuIg-PE)は 、 第 二 の 蛍 光 標 識 (FL2)
と 複 合 す る 。 こ れ ら の 形 成 さ れ た 複 合 体 の 実 質 的 に 同 時 の 評 価 は 、 前 方 光 散 乱 の 対 数 対 側
方 散 乱 の 対 数 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー グ ラ フ に よ り 明 ら か に さ れ 、 ビ ー ズ を 細 胞 か ら 識 別
す る 。 こ れ ら の ビ ー ズ は 、 循 環 自 己 抗 体 の 量 を 測 定 す る た め に 、 カ ウ ン ト 数 対 FL2ヒ ス ト
グ ラ ム に ゲ ー ト さ れ 得 る 。 対 数 FS 対  対 数 SSヒ ス ト グ ラ ム か ら 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 FL5 対
 対 数 FSを 示 す ヒ ス ト グ ラ ム へ ゲ ー ト さ れ 、 赤 血 球 お よ び 白 血 球 を 血 小 板 か ら 区 別 す る 。
そ の 後 血 小 板 は 、 FL2対 FL1ヒ ス ト グ ラ ム へ 送 ら れ 、 H:PF4に 対 す る 自 己 抗 体 を 含 む 活 性 化
さ れ た 血 小 板 の 割 合 を 評 価 す る 。 血 小 板 濃 度 は 、 赤 血 球 の 血 小 板 に 対 す る 比 に よ る か 、 ま
た は ビ ー ズ カ ウ ン ト 数 の 比 較 に よ り 、 決 定 さ れ 得 る 。 (PLT＝ 血 小 板 ； RBC＝ 赤 血 球 )。
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【 図 １ 】

【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ 】

(43) JP 2007-516422 A 2007.6.21



【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 6月 20日 (2006.6.20)
【 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 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た CD20 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)下 記 の 段 階 の 1つ を 実 行 す る 段 階 ：
　 　 ii)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標
識 に 複 合 し た 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 CD20と 第 一 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 を 可 能
に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； ま た は
　 　 iii)B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 と 複 合 し た 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド
を 、 ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ；
ま た は
　 　 iv)下 記 の 段 階 の 組 合 せ ：
　 　 　 　 CD20抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ；
　 　 　 　 容 器 内 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ； お よ び
　 　 　 　 容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 細 胞 内 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な
蛍 光 標 識 と 複 合 し た 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 細 胞 内 CD20と の リ ガ ン ド と の 複 合
体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； な ら び に
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　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 を 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ
ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 段 階 b)iii)の 実 行 が 選 択 さ れ 、 段 階 b)iii)の 実 行 前 に ：
　 a)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ； お よ び ／ ま た は 、 CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 お よ び ／ ま
た は CD20抗 原 を 含 む 捕 捉 粒 子 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； な ら び に
　 b)容 器 の 内 容 物 を 、 そ の 中 の ア ッ セ イ 成 分 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ；
を 更 に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 試 料 が 全 血 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 治 療 リ ガ ン ド が 、 Rituximab(登 録 商 標 )ま た は Bexxar(商 標 )モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 が 、 蛍 光 計 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 検 出 さ れ
る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が 、 血 液 学 的 分 析 装 置 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 捕 捉 粒 子 が 、 既 知 の CD20発 現 を 有 す る 識 別 可 能 な 捕 捉 ビ ー ズ ま た は 識 別 可 能 な 保 存 細 胞
で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 捕 捉 粒 子 に 結 合 し た 第 一 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 を 検 出 し 、 患 者 内 に 存 在 す る 循 環 治 療 リ
ガ ン ド の 相 対 量 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 三 お よ び ／ ま た は 第 二 の 蛍 光 標 識 の 検 出 さ れ た 強 度 が 、 患 者 に お け る B細 胞 の 枯 渇 に
正 比 例 す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 一 の 蛍 光 標 識 の 検 出 が 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の 検 出 と 比 較 し て 低 く 、 こ れ に よ
り 患 者 の B細 胞 上 の CD20の 遮 断 が 示 さ れ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 治 療 が B細 胞 リ ン パ 腫 の 治 療 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 試 料 が 血 漿 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)の 前 に 、 結 合 し て い な い 第 二 お よ び 第 三 の リ ガ
ン ド 、 な ら び に 結 合 し て い な い 血 漿 成 分 を 容 器 か ら 除 去 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 1ま
た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 試 料 が 赤 血 球 を 含 有 し 、 か つ 方 法 が 赤 血 球 を 除 去 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 13記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)下 記 の ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で
共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
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　 　 i)患 者 か ら 得 た 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 む 試 料 ；
　 　 ii)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の リ ガ ン
ド ；
　 　 iii)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド
； お よ び
　 　 iv)CD20抗 原 へ 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 ；
　 b)容 器 内 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ；
　 c)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 細 胞 内 CD20に 特 異 的
に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド と 、 細 胞 内 CD20と 第 三 の リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 を 可 能 に す る 条
件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； な ら び に
　 d)容 器 内 に 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 第 一 、 第 二 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 を 検 出 し
、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た CD52 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)容 器 内 の 試 料 を 、 以 下 と 共 に 、 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 i)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た
標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の リ ガ ン ド 、 お よ び
　 　 ii)以 下 か ら 選 択 さ れ る 1種 の ア ッ セ イ 成 分 ：
　 　 　 a)第 二 の 識 別 可 能 な リ ガ ン ド へ 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て
発 現 さ れ る 標 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド ；
　 　 　 b)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第
三 の リ ガ ン ド ； お よ び 、
　 　 　 c)CD52抗 原 へ 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 　 　 d)治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 を 実 質 的 に 同 時 に 検 出 し 、 患 者 の
治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 二 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 該 方 法 が ：
　 段 階 a)に お い て 、 第 一 の 捕 捉 粒 子 ま た は 治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕
捉 粒 子 の い ず れ か を 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； ま た は
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 三 の リ ガ ン ド 、 な ら び に 第 一 の 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 捕 捉 粒 子
の い ず れ か 一 方 ま た は 双 方 を 添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 二 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 方 法 が 、 段 階 a)に お い て 、 第 一 の 捕
捉 粒 子 お よ び 治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 を 容
器 へ 添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 三 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 方 法 が 、 段 階 a)に お い て 、 CD52抗 原
に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 捕 捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 を 容 器 へ
添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 試 料 が 血 漿 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)ま た は c)の 前 に 、 容 器 か ら 複 合 し な い リ ガ ン ド
-蛍 光 標 識 複 合 物 お よ び 複 合 し な い 血 漿 成 分 を 除 去 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 試 料 が 全 血 を 含 み 、 か つ 、 段 階 b)ま た は c)の 前 に 容 器 か ら 赤 血 球 が 除 去 さ れ る 、 請 求 項
17記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ３ 】
　 試 料 が 赤 血 球 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)ま た は c)の 前 に 、 試 料 中 の 細 胞 を 溶 解 す る 段
階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 画 像 解 析 装 置 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 、 第 一 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の
相 対 強 度 を 検 出 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が 、 血 液 学 的 分 析 装 置 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 細 胞 系 譜 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 第 四 の リ ガ ン ド が ま た 、 段 階 b)に お い て 導 入 さ れ
、 か つ 方 法 が 、 第 四 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 治 療 リ ガ ン ド が 、 CAMPATH-1Hモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 か つ 第 一 の リ ガ ン ド が 、 CAMP
ATH-1の 結 合 し た エ ピ ト ー プ と は 異 な る CD52の エ ピ ト ー プ へ 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る
、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 試 料 が 患 者 の 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 試 料 中 の 第 三 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 二
の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 を 検 出 し 、 患 者 の 循 環 治 療 リ ガ ン ド の 相 対 量 を 決 定 す る 段 階 を 更 に
含 む 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 試 料 が 患 者 の 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 み 、 か つ 、 第 一 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 二 の 蛍 光 標 識 の 相
対 強 度 を 検 出 し 、 患 者 に お け る 流 出 CD52抗 原 の 相 対 量 を 決 定 す る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 B細 胞 表 面 上 に 存 在 す る CD52の 相 対 量 が 決 定 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 捕 捉 粒 子 が 識 別 可 能 な 捕 捉 ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 捕 捉 粒 子 が CD52の 既 知 の 発 現 を 有 す る 識 別 可 能 な 保 存 細 胞 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 治 療 が B細 胞 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 治 療 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 試 料 が 全 血 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)の 前 に 試 料 を 安 定 化 し て 人 為 的 活 性 化 を 防 ぐ 段
階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)容 器 内 で 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 そ れ ら の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 1)患 者 か ら 得 た 血 液 ま た は 骨 髄 を 含 む 試 料 ；
　 　 2)CD52抗 原 に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 　 3)治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ；
　 b)段 階 a)に お い て 形 成 さ れ た 複 合 体 を 、 以 下 の 追 加 の ア ッ セ イ 成 分 と の 結 合 相 互 作 用 を
可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 4)治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て 、 発 現 さ れ た 標 的 へ 結 合 し 、 か つ 第 一 の
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識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 第 一 の リ ガ ン ド ；
　 　 5)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 、 発 現 さ れ
た 標 的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド ； お よ び
　 　 6)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三
の リ ガ ン ド ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 第 一 、 第 二 お よ び 第 三 の 蛍 光 標 識 の 少 な く と も 1種 か
ら の 蛍 光 を 実 質 的 に 同 時 に 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ヘ パ リ ン 療 法 の 副 作 用 を 、 モ ニ タ リ ン グ が 必 要 な 患 者 に お い て モ ニ
タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)容 器 内 で 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 そ れ ら の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 1)患 者 の 全 血 を 含 む 試 料 ；
　 　 2)ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結 さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ；
　 　 3)血 小 板 活 性 化 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 、 第 一 の 可 溶
性 リ ガ ン ド ； な ら び に
　 　 4)血 小 板 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 、 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド
；
　 b)段 階 a)で 形 成 さ れ た 複 合 体 と 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識
別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 第 三 の リ ガ ン ド と の 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お
よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 こ れ に よ り そ の 中 に 複 合 体 の 混 合 物 を
形 成 す る 段 階 ； な ら び に
　 c)複 合 体 の 混 合 物 中 の 第 一 の 蛍 光 標 識 、 第 二 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍
光 を 検 出 し 、 患 者 に お け る ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 試 料 が 全 血 ま た は 血 小 板 に 富 む 血 漿 を 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 検 出 が 、 蛍 光 計 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 段 階 b)の 前 に 、 複 合 し な い 第 一 の リ ガ ン ド お よ び 結 合 し な い 血 漿 成 分 を 除 去 す る 段 階 を
更 に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー が 、 血 液 学 的 分 析 装 置 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 検 出 が 、 患 者 の 血 液 に お け る 血 小 板 活 性 化 抗 原 の 割 合 を 決 定 す る た め の 、 複 合 体 に お け
る 第 一 の 蛍 光 標 識 の 割 合 の 決 定 に 関 す る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 第 一 の リ ガ ン ド が 、 CD62p抗 体 お よ び ／ ま た は CD41抗 体 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 検 出 が 、 患 者 の 血 液 に お け る 抗 ヘ パ リ ン 自 己 抗 体 の 量 を 評 価 す る た め の 、 捕 捉 粒 子 に 結
合 し た 第 三 の 蛍 光 標 識 の 平 均 蛍 光 強 度 の 検 出 に 関 す る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 捕 捉 粒 子 が 、 ヘ パ リ ン -血 小 板 第 4因 子 複 合 体 の 既 知 の 発 現 を 有 す る 識 別 可 能 な 保 存 細 胞
で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 副 作 用 が 、 ヘ パ リ ン 誘 導 型 血 小 板 減 少 症 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ０ 】
　 検 出 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る も の で あ り 、 か つ 方 法 が 、 試 料 中 の 赤 血 球 対 血 小 板
の 比 を 検 出 し 、 患 者 の 血 液 中 の 血 小 板 濃 度 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方
法 。  
【 請 求 項 ５ １ 】
　 検 出 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る も の で あ り 、 か つ 方 法 が 、 捕 捉 粒 子 濃 度 に 対 す る 比
と し て 試 料 中 の 血 小 板 数 を 比 較 し 、 患 者 の 血 液 中 の 血 小 板 濃 度 を 決 定 す る 段 階 を 更 に 含 む
、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 試 料 が 全 血 ま た は 血 小 板 に 富 む 血 漿 を 含 み 、 か つ 方 法 が 、 段 階 b)の 前 に 試 料 を 安 定 化 し
、 人 為 的 活 性 化 を 防 ぐ 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 以 下 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 、
患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の キ ッ ト ：
　 a)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 に 複 合 し た CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド
； な ら び に 、 以 下 の 1種 ま た は 複 数 種 ：
　 b)細 胞 内 CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 に 複 合 し た 第 二 の 可
溶 性 リ ガ ン ド ；
　 c)B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 に 複 合 し た 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ； お よ び
　 d)CD20抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 可 溶 性 リ ガ ン ド が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 53記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 キ ッ ト の 成 分 が 、 個 別 の 容 器 に 含 ま れ て い る 、 請 求 項 53記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 以 下 を 含 む 、 CD52抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン
グ す る た め の キ ッ ト ：
　 a)CD52抗 原 に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 b)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標
的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 以 下 よ り 選 択 さ れ る ア ッ セ イ 成 分 を 更 に 含 む 、 請 求 項 56記 載 の キ ッ ト ：
　 a)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て 発 現
さ れ た 標 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； お よ び
　 b)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の
可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 可 溶 性 リ ガ ン ド が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 56記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 キ ッ ト の 成 分 が 個 別 の 容 器 に 含 ま れ る 、 請 求 項 56記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 以 下 を 含 む 、 患 者 の ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る キ ッ ト ：
　 a)ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結 さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； な ら び に 、 以 下 の
1種 ま た は 複 数 種 ：
　 b)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 血 小 板 活 性 化 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可
溶 性 リ ガ ン ド ；
　 c)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 血 小 板 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ； お よ び
　 d)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の
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可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 可 溶 性 リ ガ ン ド が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 60記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 キ ッ ト の 成 分 が 個 別 の 容 器 に 含 ま れ 得 る 、 請 求 項 60記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 少 な く と も 1つ の 細 胞 標 的 を 提 示 す る 少 な く と も 1つ の 細 胞 種 お よ び
少 な く と も 1つ の 可 溶 性 被 検 体 を 含 有 す る 生 物 学 的 試 料 を 評 価 す る 方 法 ：
　 (a)単 一 の 容 器 へ 該 試 料 を 以 下 と 共 に 添 加 す る 段 階
　 　 (i)該 細 胞 標 的 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、
　 　 (ii)該 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 ま た は 少 な く と も 1
つ の 競 合 的 可 溶 性 被 検 体 ； お よ び
　 　 (iii)該 可 溶 性 被 検 体 に 直 接 的 に 結 合 す る 、 該 可 溶 性 被 検 体 に 間 接 的 に 結 合 す る 、 ま
た は 該 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 該 可 溶 性 リ ガ ン ド に 結 合 す る 、 固 相 捕 捉 媒 体 ； お よ び
　 (b)該 細 胞 標 的 と 該 少 な く と も 1つ の 可 溶 性 リ ガ ン ド と の 間 で 形 成 さ れ る 複 合 体 、 お よ び
、 該 捕 捉 媒 体 と 直 接 的 に 結 合 し た 該 可 溶 性 被 検 体 と の 間 、 ま た は 該 捕 捉 媒 体 と 間 接 的 に 結
合 し た 該 可 溶 性 被 検 体 と の 間 、 ま た は 該 捕 捉 媒 体 と 該 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 し た 該 可 溶 性 リ
ガ ン ド と の 間 で 形 成 さ れ る 複 合 体 を 含 む 複 合 体 を 物 理 的 に 分 離 す る こ と な く 、 (a)の 該 試
料 を 同 時 に 分 析 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 ：
　 (a)に お い て ：
　 　 (i)該 試 料 に 、 該 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 多 種 の 第 一 の リ ガ ン ド を 固 定
化 し た 固 相 捕 捉 媒 体 を 添 加 す る 段 階 で あ っ て 、 か つ 該 捕 捉 媒 体 、 該 第 一 の リ ガ ン ド 、 お よ
び 該 可 溶 性 被 検 体 が 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る 、 段 階 ；
　 　 (ii)(i)に よ り 得 た 試 料 に 、 該 細 胞 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 可 溶 性 の 第 二 の リ ガ ン ド
を 添 加 す る 段 階 で あ っ て 、 第 二 の リ ガ ン ド そ れ ぞ れ が 第 一 の 検 出 可 能 な 標 識 と 結 合 し 、 か
つ 多 種 の 第 二 の リ ガ ン ド が 単 一 の 標 的 細 胞 と 結 合 し 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 可 能 で
あ る 、 段 階 ；
　 　 (iii)(ii)に よ り 得 た 試 料 に 、 第 二 の 検 出 可 能 な 標 識 と 結 合 し 、 か つ 該 第 一 の 複 合 体
と 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の リ ガ ン ド を 添 加 す る 段 階 で あ っ て 、 該 第 三 の リ ガ ン ド と 該 第 一
の 複 合 体 と が 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る 、 段 階 、 お よ び ；
　 (b)該 第 三 の 複 合 体 と 該 第 二 の 複 合 体 と を 弁 別 す る こ と に よ り 、 該 複 合 体 を 物 理 的 に 分
離 す る こ と な く 、 (aiii)に よ り 得 た 試 料 を 同 時 に 分 析 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 該 可 溶 性 被 検 体 が 、 血 清 マ ー カ ー 、 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル ス 、 ホ ル モ ン 、 脂 質 、 核 酸 配 列
、 糖 質 、 薬 学 的 薬 物 、 毒 素 、 お よ び 細 胞 よ り 流 出 し た 抗 原 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 敗 血 症 、 炎 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 心 血 管 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染 、 細 菌 感 染 、 お よ び 薬 物 相 互
作 用 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 に 有 用 で あ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 細 胞 標 的 が CD64(N)、 HLA-DR(Mo)、 CD11a、 CD14/CD16、 CD142か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
； か つ 該 可 溶 性 標 的 が IL-6、 IL-10、 IL-1、 TNF-α 、 ネ オ プ テ リ ン 、 C反 応 性 タ ン パ ク 質 、
プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 お よ び 活 性 化 プ ロ テ イ ン Cか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 63記 載
の 方 法 を 実 行 す る こ と に よ り 敗 血 症 を 診 断 し 、 ま た は そ の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 該 細 胞 標 的 が 活 性 化 T細 胞 お よ び 活 性 化 B細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ； か つ 該 可 溶 性 標
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的 が C反 応 性 タ ン パ ク 質 、 ケ モ カ イ ン 、 お よ び サ イ ト カ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 63記 載 の 方 法 を 実 行 す る こ と に よ り 自 己 免 疫 疾 患 を 診 断 し 、 ま た は そ の 進 行 を モ ニ
タ リ ン グ す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 該 細 胞 標 的 が 血 小 板 -白 血 球 凝 集 物 お よ び CD142(TF)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ； か つ 該 可
溶 性 標 的 が hsC反 応 性 タ ン パ ク 質 、 ト ロ ポ ニ ン 、 お よ び ミ オ グ ロ ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 を 実 行 す る こ と に よ り 心 血 管 疾 患 を 診 断 し 、 ま た は そ の 進 行
を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 該 細 胞 標 的 が HLA-DR、 CD4/CD8、 CD64(N)、 CD14/CD16か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ； か つ 該
可 溶 性 標 的 が IFNγ 、 ネ オ プ テ リ ン 、 お よ び C反 応 性 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 63記 載 の 方 法 を 実 行 す る こ と に よ り ウ イ ル ス お よ び 細 菌 感 染 を 診 断 し 、 ま た は そ
の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た CD20 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)下 記 の 段 階 の 1つ を 実 行 す る 段 階 ：
　 　 i)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識
に 複 合 し た 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 CD20と 第 一 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 を 可 能 に
す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； ま た は
　 　 ii)B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 と 複 合 し た 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド を
、 ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； ま
た は
　 　 iii)下 記 の 段 階 の 組 合 せ ：
　 　 　 　 CD20抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ；
　 　 　 　 容 器 内 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ； お よ び
　 　 　 　 容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 細 胞 内 CD20に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な
蛍 光 標 識 と 複 合 し た 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 細 胞 内 CD20と 第 三 の リ ガ ン ド と の 複 合
体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 を 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ
ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 段 階 b)iii)の 実 行 が 選 択 さ れ 、 段 階 b)iii)の 実 行 前 に 、 容 器 へ ：
　 a)第 二 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ； お よ び ／ ま た は 、 CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 お よ び ／ ま
た は CD20抗 原 を 含 む 捕 捉 粒 子 を 添 加 す る 段 階 ； な ら び に
　 b)容 器 の 内 容 物 を 、 そ の 中 の ア ッ セ イ 成 分 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ；
を 更 に 含 む 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 試 料 が 全 血 で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 治 療 リ ガ ン ド が 、 Rituximab(登 録 商 標 )ま た は Bexxar(商 標 )モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 の 相 対 強 度 が 、 蛍 光 計 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 検 出 さ れ
る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD52に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に
よ り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た CD52 + 細 胞 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)容 器 内 の 試 料 を 、 以 下 と 共 に 、 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 十 分 な 時 間 、 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 i)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た
標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の リ ガ ン ド 、 お よ び
　 　 ii)以 下 か ら 選 択 さ れ る 1種 の ア ッ セ イ 成 分 ：
　 　 　 a)第 二 の 識 別 可 能 な リ ガ ン ド へ 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド と は 異 な る 結 合 部 位 に お い て
発 現 さ れ る 標 的 に 結 合 す る 第 二 の リ ガ ン ド ；
　 　 　 b)第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第
三 の リ ガ ン ド ； お よ び 、
　 　 　 c)CD52抗 原 へ 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 　 　 d)治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 を 実 質 的 に 同 時 に 検 出 し 、 患 者 の
治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 二 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 該 方 法 が ：
　 段 階 a)に お い て 、 第 一 の 捕 捉 粒 子 ま た は 治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕
捉 粒 子 の い ず れ か を 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； ま た は
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 三 の リ ガ ン ド 、 な ら び に 第 一 の 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 捕 捉 粒 子
の い ず れ か 一 方 ま た は 双 方 を 添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 二 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 方 法 が 、 段 階 a)に お い て 、 第 一 の 捕
捉 粒 子 お よ び 治 療 リ ガ ン ド へ 連 結 さ れ た 第 二 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 を 容
器 へ 添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 段 階 b)ii)に お い て 、 第 三 の リ ガ ン ド が 選 択 さ れ 、 方 法 が 、 段 階 a)に お い て 、 CD52抗 原
に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 お よ び 第 二 の 捕 捉 粒 子 の 一 方 ま た は 双 方 を 容 器 へ
添 加 す る 段 階 を 更 に 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 治 療 リ ガ ン ド が 、 CAMPATH-1Hモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 か つ 第 一 の リ ガ ン ド が 、 CAMP
ATH-1の 結 合 し た エ ピ ト ー プ と は 異 な る CD52の エ ピ ト ー プ へ 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る
、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 治 療 が B細 胞 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 治 療 で あ る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ヘ パ リ ン 療 法 の 副 作 用 を 、 モ ニ タ リ ン グ が 必 要 な 患 者 に お い て モ ニ
タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)容 器 内 で 以 下 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 そ れ ら の 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ：
　 　 i)患 者 の 全 血 を 含 む 試 料 ；
　 　 ii)ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結 さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ；
　 　 iii)血 小 板 活 性 化 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 、 第 一 の 可
溶 性 リ ガ ン ド ； な ら び に
　 　 iv)血 小 板 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 、 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン
ド ；
　 b)段 階 a)で 形 成 さ れ た 複 合 体 と 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識
別 可 能 な 蛍 光 標 識 に 複 合 し た 第 三 の リ ガ ン ド と の 間 で の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お
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よ び 十 分 な 時 間 、 容 器 内 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 こ れ に よ り そ の 中 に 複 合 体 の 混 合 物 を
形 成 す る 段 階 ； な ら び に
　 c)複 合 体 の 混 合 物 中 の 第 一 の 蛍 光 標 識 、 第 二 の 蛍 光 標 識 ま た は 第 三 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍
光 を 検 出 し 、 患 者 に お け る ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 試 料 が 全 血 ま た は 血 小 板 に 富 む 血 漿 を 含 む 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 検 出 が 、 蛍 光 計 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 以 下 を 含 む キ ッ ト ：
　 (a)液 体 試 料 に お い て 細 胞 標 的 と 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 可 溶 性 リ ガ ン ド ；
　 (b)該 試 料 に お け る 可 溶 性 被 検 体 と 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 可 溶 性 リ ガ ン ド 、 ま た は 検
出 可 能 な 標 識 と 関 連 す る 少 な く と も 1つ の 可 溶 性 被 検 体 ； お よ び
　 (c)該 可 溶 性 被 検 体 に 直 接 的 に 結 合 す る 、 該 可 溶 性 被 検 体 に 間 接 的 に 結 合 す る 、 ま た は
該 可 溶 性 被 検 体 に 結 合 す る 該 可 溶 性 リ ガ ン ド に 結 合 す る 、 固 相 捕 捉 媒 体 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 (a)～ (c)の 成 分 の 1つ ま た は 混 合 物 を 含 む 容 器 を 更 に 含 む 、 請 求 項 87記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 以 下 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 標 的 CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 、
患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 、 請 求 項 87記 載 の キ ッ ト ：
　 a)CD20に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； な ら び に 、 以 下 の 1種 ま た は 複 数 種
：
　 b)細 胞 内 CD20 + 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 、 複 合 し た 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ；
　 c)B細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； お よ び
　 d)CD20抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 以 下 を 含 む 、 CD52抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン
グ す る た め の 、 請 求 項 87記 載 の キ ッ ト ：
　 a)CD52抗 原 に 連 結 さ れ た 第 一 の 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； お よ び
　 b)第 一 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 へ 複 合 し た 治 療 リ ガ ン ド の 結 合 部 位 に お い て 発 現 さ れ た 標
的 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 患 者 の ヘ パ リ ン 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の キ ッ ト で あ り 、 か つ 以 下 を 含 む 、 請 求 項
87記 載 の キ ッ ト ：
　 a)ヘ パ リ ン :血 小 板 第 4因 子 複 合 体 に 連 結 さ れ た 識 別 可 能 な 捕 捉 粒 子 ； な ら び に 、 以 下 の
1種 ま た は 複 数 種 ：
　 b)血 小 板 活 性 化 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ；
　 c)血 小 板 へ 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド ； お よ び
　 d)ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 該 捕 捉 媒 体 が 生 理 学 的 に 適 合 性 の あ る ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ り
、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た 抗 原 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)下 記 の 段 階 の 1つ を 実 行 す る 段 階 ：
　 　 i)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 細 胞 表 面 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 識 別 可 能 な
蛍 光 標 識 に 複 合 し た 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 標 的 と 第 一 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成
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を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； ま た は
　 　 ii)あ る 規 定 さ れ た 細 胞 系 列 特 異 的 抗 原 へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の 蛍 光 標 識 と 複
合 し た 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド を 、 ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び
時 間 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； ま た は
　 　 iii)下 記 の 段 階 の 組 合 せ ：
　 　 　 　 標 的 抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； お よ び
　 　 　 　 容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 細 胞 表 面 抗 原 上 の 分 離 し た 異 な る エ ピ ト ー プ に 特 異 的
に 結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 と 複 合 し た 、 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と は 異 な る
第 三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 細 胞 表 面 抗 原 と 第 三 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す
る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 を 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ
ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 細 胞 内 に 発 現 さ れ た 標 的 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 治 療 リ ガ ン ド に よ
り 、 治 療 が 必 要 な 患 者 の 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a)患 者 か ら 得 た 抗 原 を 含 有 す る 体 液 を 含 む 試 料 を 含 有 す る 容 器 を 得 る 段 階 ；
　 b)下 記 の 段 階 の 1つ を 実 行 す る 段 階 ：
　 　 i)あ る 規 定 さ れ た 細 胞 系 列 特 異 的 抗 原 へ 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 一 の 蛍 光 標 識 と 複 合
し た 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド を 、 ア ッ セ イ 成 分 間 の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時
間 、 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ； ま た は
　 　 ii)下 記 の 段 階 の 組 合 せ ：
　 　  　 抗 原 に 連 結 さ れ た 捕 捉 粒 子 を 容 器 へ 添 加 す る 段 階 ；
　 　 　  容 器 内 の 細 胞 を 透 過 化 す る 段 階 ； な ら び に
　 　 iii)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 関 心 対 象 の 細 胞 内 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 第 二 の
識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 と 複 合 し た 第 二 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 第 二 の リ ガ ン ド と の 複 合 体
形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； ま た は
　 　 iv)容 器 内 の ア ッ セ イ 成 分 を 、 細 胞 内 抗 原 上 の 分 離 し た 異 な る エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に
結 合 し 、 か つ 第 三 の 識 別 可 能 な 蛍 光 標 識 と 複 合 し た 、 第 一 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と は 異 な る 第
三 の 可 溶 性 リ ガ ン ド と 共 に 、 細 胞 内 抗 原 と 第 三 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 形 成 を 可 能 に す る 条
件 下 お よ び 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 段 階 ； な ら び に
　 c)容 器 内 で 形 成 さ れ た 複 合 体 中 の 蛍 光 標 識 か ら の 蛍 光 の 存 在 を 検 出 し 、 患 者 の 治 療 を モ
ニ タ リ ン グ す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 抗 原 が CD20ま た は CD52で あ る 、 請 求 項 93ま た は 94記 載 の 方 法 。
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摘要(译)

结合到细胞标记，和目标，如以产生屏蔽反应或自抗体与其抑制治疗的评价中，使用配体如肝素治疗或CD20或CD52抗体的受试者
监测治疗的方法提供。这些方法包括使包含表达细胞靶的细胞的样品与（i）与细胞靶结合的可溶性配体，（ii）与可溶性分析物或
竞争性可溶性分析物结合的可溶性配体接触;并且（iii）单个容器，直接与可溶性分析物，间接至可溶性分析物，或与结合可溶性配
体的捕获介质结合，所述可溶性分析物与可溶性分析物结合。通过这些组分的相互作用在容器中形成的配合物基本上同时进行分析
和定量，而没有这些配合物的物理分离。还提供了用于进行该测定的试剂盒。
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