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(57)【要約】
【課題】本発明は、糖化ヘモグロビンのアッセイの分野
に関するものである。
【解決手段】ヘモグロビン、そのバリアント、及びそれ
らの糖化フォームは、糖化バリアントや試料中のバリア
ントの混在に関連する他の要素を説明するための、HbAI
cの測定されたレベルの補正を可能とする多重アッセイ
において、個別に決定される。当該多重アッセイに特に
適した新規抗体も提供される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単一の血液細胞溶解物の試料中の、HbA1c、及び多数のヘモグロビンバリアントを含む
多数のヘモグロビン含有解析物を個別に検出する方法であり、当該方法が：
(a)前記試料をビーズの集団とインキュベーションし、当該集団が均一な混合物(common m
ixture)中の多数のサブ集団からなり、当該集団の各ビーズに、前記解析物と同数の多数
の分類染料(classifier dye)の一つが結合しており、そして当該分類染料は、当該分類染
料、ひいては前記サブ集団が、当該分類染料が励起されることで放射される蛍光放射によ
り互いに区別されるように選択され、当該各サブ集団が、更に、前記解析物の1つに選択
的結合親和性を有する免疫学的結合メンバーを結合させていることにより、各解析物を、
前記サブ集団に結合させられた前記免疫学的結合メンバーを介して、個々のビーズサブ集
団と結合させること；
(b)前記サブ集団のビーズに結合した前記解析物を、全ての前記解析物と結合する標識さ
れた結合メンバーとインキュベーションすることにより、当該解析物に標識を結合させる
こと；及び
(c)そのように標識された前記結合した解析物について、蛍光放射によりサブ集団の標識
を区別しながら、前記結合した解析物に結合した標識を検出することにより、当該解析物
を個別に検出すること；
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記多数のヘモグロビン含有解析物が、全ヘモグロビン、HbA1c、及び前記多数のヘモ
グロビンバリアントからなる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記HbA1cに選択的結合親和性を有する免疫学的結合メンバーがモノクローナル抗体で
ある、請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　前記多数のヘモグロビンバリアントが、HbS, HbC, HbE, 又はHbDの1つ以上である、請
求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ヘモグロビンバリアントHbS, HbC, HbE, 又はHbDに選択的結合親和性を有する免疫
学的結合メンバーが、当該バリアント及び糖化バリアントに選択的に結合するモノクロー
ナル抗体である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記バリアントがHbCであり、HbC及び糖化HbCに選択的親和性を有する免疫学的結合メ
ンバーが、HbC最小エピトープ4TPKEKSAVT12に結合するモノクローナル抗体である、請求
項5に記載の方法。
【請求項７】
　前記バリアントがHbSであり、HbS及び糖化HbSに選択的親和性を有する免疫学的結合メ
ンバーが、HbS最小エピトープ3LTPVEKSAVT12に結合するモノクローナル抗体である、請求
項5に記載の方法。
【請求項８】
　前記バリアントがHbEであり、HbE及び糖化HbEに選択的親和性を有する免疫学的結合メ
ンバーが、HbE最小エピトープ22EVGGK26又は21DEVGGK26に結合するモノクローナル抗体で
ある、請求項5に記載の方法。
【請求項９】
　前記バリアントがHbDであり、HbD及び糖化HbDに選択的親和性を有する免疫学的結合メ
ンバーが、HbD最小エピトープ121QFTPP125又は119GKQFTPP125に結合するモノクローナル
抗体である、請求項5に記載の方法。
【請求項１０】
　前記多数のビーズサブ集団が、全ヘモグロビンに結合するサブ集団を含まず、そして前
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記方法が、更に、非免疫アッセイ手段により全ヘモグロビンを判定することを含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記多数のビーズサブ集団が、全ヘモグロビンに結合するサブ集団を含み、全ヘモグロ
ビンに対する選択的結合親和性を有する免疫学的結合メンバーがモノクローナル抗体であ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記モノクローナル抗体が、ベータグロビン鎖最小エピトープ9SAVTALWGKVV20、8KSAVT
ALWGVV20、又は11VTALW15に結合する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記多数のビーズサブ集団が、全ヘモグロビンに結合するサブ集団を含み、全ヘモグロ
ビンに選択的結合親和性を有する前記免疫学的結合メンバーがポリクローナル抗体である
、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記血液細胞溶解物が変性血液細胞ライゼートである、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記試料が糖尿病患者から採取されたものである、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　血液細胞溶解物の試料中の、全ヘモグロビンに対するHbA1cの比率を決定する方法であ
り、当該比率は、HbA1cの測定に干渉するヘモグロビンバリアントが当該溶解物中に存在
する可能性を考慮して調整され、当該方法が：
(a)前記試料をビーズの集団とインキュベーションし、当該集団が均一な混合物中の多数
のサブ集団からなり、当該集団の各ビーズに、多数の分類染料の一つが結合しており、そ
して当該分類染料は、当該分類染料、ひいては前記サブ集団が、当該分類染料が励起され
ることで放射される蛍光放射により互いに区別が可能なように選択され、当該各サブ集団
が、更に、HbA1c及びヘモグロビンバリアントを含む多数の解析物の1つに選択的結合親和
性を有する免疫学的結合メンバーを結合させていることにより、各解析物を、当該免疫学
的結合メンバーを介して、個々のビーズサブ集団と結合させること；
(b)前記サブ集団のビーズに結合した前記解析物を、全ての前記解析物と結合する標識さ
れた結合メンバーとインキュベーションすることにより、当該解析物に標識を結合させる
こと；
(c)そのように標識された前記結合した解析物について、蛍光放射によりサブ集団の標識
を区別しながら、前記結合した解析物に結合した標識を検出することにより、前記試料中
の当該解析物の濃度を個別に検出すること；及び
(d)前記濃度から全ヘモグロビンに対するHbA1cの比率を決定し、当該比率が、検出された
ヘモグロビンバリアント濃度とHbA1cの濃度との間の予め決められた関係に実験的に由来
する調整係数により、当該ヘモグロビンバリアントの濃度で調整されること；
を含む、前記方法。
【請求項１７】
　前記多数の解析物が、更に、全ヘモグロビンを含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記多数のビーズサブ集団が全ヘモグロビンに結合するサブ集団を含まず、更に前記方
法が、非免疫アッセイ手法により全ヘモグロビンを決定することを含む、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１９】
　前記HbA1cに選択的結合親和性を有する免疫学的結合メンバーがモノクローナル抗体で
ある、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
　前記多数のビーズサブ集団が全ヘモグロビンに結合するサブ集団を含み、前記全ヘモグ
ロビンに対して選択的結合親和性を有する免疫学的結合メンバーがモノクローナル抗体で
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ある、請求項１６に記載の方法。
【請求項２１】
　前記モノクローナル抗体が、ベータグロビン最小エピトープ9SAVTALWGKVV20、8KSAVTAL
WGKVNV20、又は11VTALW15に結合する、請求項20に記載の方法。
【請求項２２】
　前記多数のビーズサブ集団が全ヘモグロビンに結合するサブ集団を含み、前記全ヘモグ
ロビンに対して選択的結合親和性を有する免疫学的結合メンバーがポリクローナル抗体で
ある、請求項１６に記載の方法。
【請求項２３】
　前記血液細胞溶解物が変性血液細胞溶解物である、請求項16に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ヘモグロビンバリアントが、HbC, HbS, HbD, 及びHbEから成る群から選択される、
請求項１６に記載の方法。
【請求項２５】
　前記ヘモグロビンバリアントHbC, HbS, HbD, 又はHbEに選択的に結合する免疫学的結合
メンバーが、当該ヘモグロビンバリアント及び糖化バリアントに結合するモノクローナル
抗体である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記ヘモグロビンバリアントがHbCであり、HbCに選択的結合親和性を有する免疫学的結
合メンバーが、HbC最小エピトープ4TPKESAVT12に結合するモノクローナル抗体である、請
求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記ヘモグロビンバリアントがHbSであり、当該バリアントに選択的結合親和性を有す
る免疫学的結合メンバーが、HbS最小エピトープ3LTPVESAVT12に結合するモノクローナル
抗体である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記ヘモグロビンバリアントがHbEであり、当該バリアントに選択的結合親和性を有す
る免疫学的結合メンバーが、HbE最小エピトープ22EVGGK26又は21DEVGGK26に結合するモノ
クローナル抗体である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　前記ヘモグロビンバリアントがHbDであり、当該バリアントに選択的結合親和性を有す
る免疫学的結合メンバーが、HbD最小エピトープ121QFTPP125又は119GKQFTPP125に結合す
るモノクローナル抗体である、請求項２５に記載の方法。
【請求項３０】
　前記試料が糖尿病患者から採取されたものである、請求項１６に記載の方法。
【請求項３１】
　血液細胞溶解物の試料中の、全ヘモグロビンに対する糖化ヘモグロビンバリアントの比
率を決定する方法であり、当該方法が：
(a)前記試料をビーズの集団とインキュベーションし、当該集団が均一な混合物中の多数
のサブ集団からなり、当該集団の各ビーズに、多数の分類染料の一つが結合しており、そ
して当該分類染料は、当該分類染料、ひいては前記サブ集団が、当該分類染料が励起され
ることで放射される蛍光放射により互いに区別が可能なように選択され、当該各サブ集団
が、更に：
第一の免疫学的結合メンバーとして、前記糖化ヘモグロビンバリアント及びHbA1cの両方
からなる第一の解析物に選択的結合親和性を有するもの、及び
第二の免疫学的結合メンバーとして、前記ヘモグロビンバリアント及び前記糖化ヘモグロ
ビンバリアントの両方からなる第二の分析物に選択的結合親和性を有するもの
を含む多数の免疫学的結合メンバーの1つを有することにより、当該第一及び第二の解析
物を、当該第一及び第二の各免疫学的結合メンバーと結合させること；
(b)結合した前記第一及び第二解析物を、全ての前記解析物と結合する標識された結合メ
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ンバーとインキュベーションすることにより、当該解析物に標識を結合させること；
(c)そのように標識された前記結合した解析物について、蛍光放射によりサブ集団の標識
を区別しながら、前記標識を検出することにより、前記試料中の当該第一及び第二の解析
物の濃度を個別に検出すること；及び
(d)全ヘモグロビンの濃度を決定し、そして前記濃度から全ヘモグロビンに対する前記第
一の解析物の比率を決定し、当該比率が、検出されたヘモグロビンバリアント濃度と全ヘ
モグロビン濃度との間の予め決められた関係に実験的に由来する調整係数により、全ヘモ
グロビンに対する当該第二の解析物の濃度で調整されることにより、全ヘモグロビンに対
する糖化ヘモグロビンバリアントの比率を決定すること；
を含む、前記方法。
【請求項３２】
　前記多数の免疫学的結合メンバーが、更に全ヘモグロビンに選択的親和性を有する第三
の免疫学的結合メンバーを含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記全ヘモグロビンに選択的結合親和性を有する第三の免疫学的結合メンバーがモノク
ローナル抗体である、請求項32に記載の方法。
【請求項３４】
　前記モノクローナル抗体が、ベータグロビン最小エピトープに結合し、当該モノクロー
ナル抗体が、ベータグロビン最小エピトープ9SAVTALWGKVNV20、8KSAVTALWGKVNV20、又は1

1VTALW　15に結合する、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記全ヘモグロビンに選択的親和性を有する第三の免疫学的結合メンバーがポリクロー
ナル抗体である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
　前記多数の免疫学的結合メンバーが、全ヘモグロビンに対する選択的親和性を有する免
疫学的結合メンバーを含まず、前記工程(d)における全ヘモグロビンの濃度が、非免疫ア
ッセイ手段により決定される、請求項３１に記載の方法。
【請求項３７】
　前記第一の解析物に選択的結合親和性を有する第一の免疫学的結合メンバーがモノクロ
ーナル抗体である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３８】
　前記第二の解析物に選択的結合親和性を有する第二の免疫学的結合メンバーがモノクロ
ーナル抗体である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３９】
　前記第二の解析物が、HbC, HbS, HbD, 及びHbEからなる群から選択される、請求項３１
に記載の方法。
【請求項４０】
　前記第二の解析物がHbCであり、前記第二の免疫学的結合メンバーが、HbC最小エピトー
プ4TPKEKSAVT12に結合するモノクローナル抗体である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記前記第二の解析物がHbSであり、前記第二の免疫学的結合メンバーが、HbS最小エピ
トープ3LTPVEKSAVT12に結合するモノクローナル抗体である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
　前記前記第二の解析物がHbEであり、前記第二の免疫学的結合メンバーが、HbE最小エピ
トープ22EVGGK26又は21DEVGGK26に結合するモノクローナル抗体である、請求項３９に記
載の方法。
【請求項４３】
　前記前記第二の解析物がHbDであり、前記第二の免疫学的結合メンバーが、HbD最小エピ
トープ121QFTPP125又は119GKQFTPP125に結合するモノクローナル抗体である、請求項３９
に記載の方法。
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【請求項４４】
　前記試料が糖尿病患者から採取されたものである、請求項３１に記載の方法。
【請求項４５】
　HbC最小エピトープ4TPEKSAVT12に結合する、ヘモグロビンバリアントHbC及び糖化HbCに
選択的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項４６】
　HbS最小エピトープ3LTPVEKSAVT12に結合する、ヘモグロビンバリアントHbS及び糖化HbS
に選択的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項４７】
　HbE最小エピトープ22EVGGK26又は21DEVGGK26に結合する、ヘモグロビンバリアントHbE
及び糖化HbEに選択的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項４８】
　HbD最小エピトープ121QFTPP125又は119GKQFTPP125に結合する、ヘモグロビンバリアン
トHbD及び糖化HbDに選択的に結合するモノクローナル抗体。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2009年11月18日に出願されたUnited States Provisional Patent Applicati
on No. 61/262,488の利益を主張し、当該文献の内容は、本明細書中に参照により援用さ
れる。
【背景技術】
【０００２】
１．発明の分野
　本発明は、糖化ヘモグロビンのアッセイの分野に関するものである。
【０００３】
２．先行技術の記載
　１又は２型糖尿病に罹患した個体において、血糖管理(glycemic control)の維持は最も
重要であり、そのような維持には、これらの個体の血液中のヘモグロビンA1cのレベルの
決定が必要である。糖尿病の世界での蔓延率の増大を考慮すると、正確かつ再現可能なHb
A1cアッセイが必要である。また、HbA1cアッセイは、糖尿病患者のスクリーニングにも使
用される。
【０００４】
　患者のモニタリング及びスクリーニングの両方のためのHbA1c測定は、赤血球の生存時
間中の平均として計算される。この平均は、患者の血液中のヘモグロビンバリアントやサ
ラセミア(thalassemia)の存在時の顕著な幾つかの生理的条件により低下する。ヘモグロ
ビンバリアントは、特定の民族集団中で、そして幾つかの地理的領域において流行してい
る。世界で知られている800以上のバリアントの中で、最も一般的なのは、HbS, HbC, HbD
, 及びHbEである。HbSはアフリカ系の個体で最も優勢で、HbDはパンジャブインド系で、
そしてHbEは東南アジアで優勢である。他の公知のヘモグロビンの型として、HbF（胎児ヘ
モグロビン)及びHbA2があり、それらはいずれも、ヘモグロビンアルファ及びベータサブ
ユニットのバランスの異常を特徴とする比較的よく見られる症状であるサラセミアにおい
て増大する。ベータサラセミアはHbE及びHbSの存在下でも起こり得て、鎌状/ベータサラ
セミアの形質の組合せは、地中海人種の個体間で最も高頻度であった。バリアント及びサ
ラセミアは、HbA1c測定において、赤血球細胞の生存率及び糖化率等の要素に影響するこ
とにより、誤差を引き起こし得る。また、バリアントは、免疫学的に決定された糖化ヘモ
グロビンのレベルにも影響を及ぼす。なぜなら。免疫応答は、ある糖化バリアントと別の
ものとの間で、また糖化バリアントとHbA自体との間でも異なるからである。
【０００５】
　典型的には、バリアントが実際に存在することが知られているか否かに関わらず、HbA1
cの決定から分離して、ヘモグロビンバリアントの決定が行われる。特定のバリアントに



(7) JP 2016-28254 A 2016.2.25

10

20

30

40

50

対する抗体がこの目的で開発されており、そのような抗体の報告の例を以下に示す。
【０００６】
　HbS: Jensen, R.H., et al, "Monoclonal antibodies specific for sickle cell hemo
globin," Hemoglobin 9(4), 349-362 (1985)
【０００７】
　HbS: Epstein, N., et al, "Monoclonal antibody-based methods for quantitation o
f hemoglobins: application to evaluating patients with sickle cell anemia treate
d with hydroxyurea," Eur. J. Haemotol. 57(1 ), 17-24 (1996)
【０００８】
　HbA: Rosenthal, M.A., et al , "Binding specificity of a monoclonal antibody to
 human HbA," Hemoglobin 19(3-4), 191 -196 (1995)
【０００９】
　HbS及びHbC: Garver, E.A., et al, "Screening for hemoglobins S and C in newborn
 and adult blood with a monoclonal antibody in an ELISA procedure," Annals of He
matology 60(6), 334-338 (1990)
【００１０】
　一アミノ酸置換を有するHb: Stanker, L.H., et al, "Monoclonal antibodies recogni
zing single amino acid substitutions in hemoglobin," J. Immunol. 136 (11), 4174-
4180 (1986)
【００１１】
　Hbバリアント: Moscoso. H., et al, "Enzyme immunoassay for the identification o
f hemoglobin variants," Hemoglobin 14(4), 389-98 ( 1990)
【００１２】
　Hbバリアント: Schultz, J.C., "Utilization of monoclonal antibody-based assay H
emoCard in screening for and differentiating between genotypes of sickle cell di
sease and other hemoglobinopathies," J. Clin. Lab. Anal.9(6), 366-374 (1995)
【００１３】
　これら及び他の報告にかかわらず、バリアントの決定は、現在は、高性能液体クロマト
グラフィー(HPLC)又は電気泳動のいずれかにより行われる。HPLCは、HbA1cレベルを取得
する迅速な手段であり得るが、バリアントやサラセミアを検出及び定量するためには、広
範なHPLCグラディエントが必要となる。なぜなら、HPLCにおいて、当該バリアントと共に
不純物が溶出し、様々なバリアントが互いに一緒に溶出する傾向があるからである。実際
に、幾つかのバリアントは、最適化されたHPLCグラディエントを用いても、HPLCにより分
離することが出来ない。典型的には、迅速なA1c測定のためのものと、バリアント及びサ
ラセミアの試験のためのものと、別個のHPLC手段が使用されるので、レベルを決定するHP
LCと、迅速性で格段に劣るバリアント又はサラセミア状態を判定するHPLCを同時に行うこ
とは不可能である。
【００１４】
　複数の解析物の同時検出を提供するアッセイは、「多重」アッセイと呼ばれ、ビーズ表
面でのアフィニティー型結合反応を使用し、フローサイトメトリーにより検出を行う多重
アッセイの開示は、以下の特許に開示されている。
【００１５】
　Watkins, M.I., et al, "Magnetic particles as solid phase for multiplex flow as
says," US 6,280,61 8 B2, issued August 28, 2001
【００１６】
　Watkins, M.I., et al, "Magnetic particles as solid phase for multiplex flow as
says," US 6,872,578 B2, issued March 29, 2005
【００１７】
　Thomas, N., "Multiple assay method," US 6,913,935 B l , issued July 5, 2005
【００１８】
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　Hechinger, M., "Platelet immunoglobulin bead suspension and flow cytometry," U
S 6,933, 106 B 1 , issued August 23, 2005
【００１９】
　Hechinger, M., "Anti-platelet immunoglobulin bead positive control," US 6,951 
,716 B 1 , issued October 4, 2005
【００２０】
　Watkins, M.I., et al , "Multi-analyte diagnostic test for thyroid disorders," 
US7,271 ,009 B l , issued September 8, 2007
【００２１】
　Bell, M.L., "Assay procedures and apparatus," US 7,326,573 B2, issued February
 5, 2008
【００２２】
　Song, Y., et al., "Multiplex protein interaction determinations using glutathi
one- GST binding," US 2002/01 151 16 A l , published August 22, 2002
【００２３】
　解析物の幾つかの組合せについての多重アッセイの成功は、しかしながら、高レベルの
予測性があったとしても、類似の成功が全ての解析物の組合せにおいて、特に解析物間の
類似性が高い組合せにおいて確実性を提供するものではない。ヘモグロビン並びにそのバ
リアント及び糖化フォームは、そのような組合せの一つである。多重アッセイは、通常の
反応培地中で完全に混和した複数の異なる免疫応答を含み、異なる解析物における複数の
免疫反応物の間で競合が生じ、その競合は、免疫反応物が単一の場合よりも著しいので、
複数の方向に交差反応を生じる。また、ビーズのセット自体も、免疫アッセイが実施され
るのと同時に区別(differentiate)されなければならない。この区別は、別のビーズセッ
トに別の色素を使用して行うか、各ビーズセットにおいてサイズを変えるか、または他の
公知の区別因子を採用するかにより、更なるレベルの複雑性と更なるクロストークの可能
性を加えることになる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２４】
　本発明は、ヘモグロビンバリアントが、互いに、そしてHbA1cから、そして全ヘモグロ
ビンから区別され、そしてそれぞれのレベルが多重免疫アッセイにおいて測定されるとい
う発見に根差している。当該アッセイは、例えば、HbA1cに加えて1つのバリアント及び全
ヘモグロビン、又は2つ以上のバリアント及び全ヘモグロビンを検出できる。2つ以上のバ
リアントを検出するとき、様々なバリアントが選択されるが、好ましくは、当該アッセイ
は、最もありふれたバリアントであるHbS, HbC, HbE, 及びHbDの4つを含む。また、当該
アッセイは、HbA2及びHbFの測定を含んでもよい。故に、本発明は、患者の血液中のヘモ
グロビンバリアントの存在を検出及び同定する方法に根差す。また、本発明は、全ヘモグ
ロビンに相対的なHbA1cのレベルを測定する方法に根差すが、この結果は、一緒に存在し
ているであろうバリアントの存在により補正される。そして、当該補正は、個々のバリア
ントについて、又は複数のバリアントの組合せについて行われ得る。また、本発明は、補
正を行わずにA1cとヘモグロビンバリアントを同時に検出する方法に根差し、当該検出は
、幾つかのケースにおいて有用である。本発明の尚も更なる側面は、糖化フォームの特定
のバリアントのレベルの測定である。バリアントが存在することが知られている場合、当
該バリアントの糖化したものは、測定され、HbA1cのレベルに加えられて、全糖化ヘモグ
ロビンの正確な表示が取得される。
【００２５】
　更なる態様において、本発明は、本発明の方法に使用出来るヘモグロビンバリアントに
選択的な結合親和性を有する抗体を提供する。幾つかの態様において、本発明は、HbC及
び糖化HbCに選択的結合親和性を有するモノクローナル抗体を提供し、当該抗体は、HbC最
小エピトープ4TPKEKSAVT12に、又はアミノ酸配列TX1KE又はLTX1KEを含むHbC最小エピトー
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プに結合するモノクローナル抗体であり、ここで、X1は、天然に存在する20個のありふれ
たアミノ酸のいずれか1つである。幾つかの態様において、本発明は、HbS及び糖化HbSに
選択的結合親和性を有するモノクローナル抗体を提供し、当該抗体は、HbS最小エピトー
プ3LTPVEKSAVT12に、又はアミノ酸配列PVEX2X3A又はLTPVEX2X3Aを有するHbS最小エピトー
プに結合し、ここで、X2及びX3は、独立して、天然に存在する20個のありふれたアミノ酸
のいずれか1つから選択される。幾つかの態様において、本発明は、HbE及び糖化HbEに選
択的結合親和性を有するモノクローナル抗体を提供し、当該抗体は、HbE最小エピトープ2

2EVGGK26に、又はアミノ酸配列DEVGGK又はEVX4X5Kを有するHbE最小エピトープに結合し、
ここで、X4及びX5は、独立して、天然に存在する20個のありふれたアミノ酸のいずれか1
つから選択される。幾つかの態様において、本発明は、HbE￥D及び糖化HbDに選択的結合
親和性を有するモノクローナル抗体を提供し、当該抗体は、HbD最小エピトープ121QFTPP1
25に、又はアミノ酸配列GX6QFX7PP又はQFX7PPを有するHbD最小エピトープに結合し、ここ
で、X6及びX7は、独立して、天然に存在する20個のありふれたアミノ酸のいずれか1つか
ら選択される。
【００２６】
　また、本発明は、全ヘモグロビンに選択的に結合する(非ヘモグロビンポリペプチドと
比較して)、ポリクローナル又はモノクローナルのいずれかの抗体を採用する場合もある
。幾つかの態様において、本発明で使用される全反応性(pan-reactive)ポリクローナル抗
体は、アルファグロビン及びベータグロビンの以下の領域に存在する1つ以上のエピトー
プに結合する。49SHGSAQVGHGKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDHLHAHKLRRVDPV96、ベータグロビ
ン15WGKVNVDEVGGEALG30、45FGDLSTP51、及び76AHLDNLKGTFAT87。幾つかの態様において、
全反応性抗体は、エピトープ9SAVTALWGKVNV20(ベータグロビン)又は8KSAVTALWGKVNV20又
は11VTALW15に、又は配列ALWG又はVTX9LWを有するベータグロビン最小エピトープに結合
するモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であり、ここで、X9は、天然に存在する
20個のありふれたアミノ酸のいずれか1つである。本発明で使用される抗体は、8KSAVTALW
GKVNV20、58PKVAHGKKVLGAF71又は87TLSELHCDKLHVDPENFR104(ベータグロビン)等の、ベー
タグロビン上のエピトープに結合してもよい。
【００２７】
　更に、本発明は、通常の及びバリアントのヘモグロビンに結合するが非糖化フォームの
ヘモグロビンに結合しない、糖化フォームのヘモグロビンに選択的に結合するモノクロー
ナル抗体を提供する。糖化残基V及び残基Hは、典型的には、そのような抗体が結合するの
に重要である。
【００２８】
　本発明の方法は、他のヘモグロビンバリアントに選択的に結合するモノクローナル抗体
等の抗体を使用して、他のヘモグロビンバリアントを検出する工程を追加で含んでもよい
。
【００２９】
　典型的な態様において、本発明に使用される抗体は、KDが約10-6M～約10-12Mの範囲内
である。幾つかの態様において、当該抗体は、KDが約10-7M～約10-11Mの範囲内である。
他の態様において、当該抗体は、KDが約10-8M～約10-10Mの範囲内である。典型的には、K

DはnMの範囲で、例えば約10-9M～約10-10Mの範囲内である。
【００３０】
　本発明のこれら及び他の特徴、目的及び長所は、下記の記載により更によく理解される
であろう。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】図１は、糖化ヘモグロビン及びヘモグロビンバリアントを測定するサンドイッチ
免疫アッセイの例の模式図を提供する。
【００３２】
【図２】図２は、本発明に係る一連の多重アッセイと、一連のHPLCアッセイの間のデータ
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を比較するプロットである。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
発明の詳細な説明及び好ましい態様
　本発明により検出されるべきヘモグロビンバリアントは、文献で報告された公知のいず
れかのバリアント、又は他のヘモグロビン、糖化ヘモグロビン及び糖尿病の技術分野の医
師及び研究者に知られているバリアントである。上記のように、最もありふれたヘモグロ
ビンバリアントはHbS, HbC, HbE, 及びHbDの4つであるが、これら4つに加えて、又はこれ
らの幾つかに代わり、他のバリアントが検出される場合もある。例えば、ベータサラセミ
アで増大するバリアントは、HbF及びHbA2の2つである。多重アッセイにおけるこれらの各
バリアントに使用される結合メンバーは、一般にモノクローナル抗体であり、好ましくは
、多重アッセイ専用に開発されたものである。当該抗体は、好ましくは、交差活性を最小
にするように他のバリアントから各バリアントを区別する、及び最も重要なことだが野生
型ヘモグロビンA0からバリアントを区別する、バリアント上のエピトープに結合する。試
料中の全ヘモグロビンの濃度の数値の使用を必要とする本発明の幾つかの態様において、
濃度は、免疫アッセイ手段又は非免疫アッセイ手段のいずれかにより決定できる。非免疫
アッセイ手法の一例は、光学密度の決定である。他の例は、ヘモグロビンの分野の当業者
にとって明白であろう。免疫アッセイにより全ヘモグロビン濃度が決定される態様におい
て、当該決定は、多重アッセイの一部として実施され得る。多重アッセイにおける全ヘモ
グロビンに対する抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体のいずれであって
もよく、また、HbA1cの抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体のいずれで
あってもよく、好ましくはモノクローナル抗体である。
【００３４】
抗体
　本明細書中で使用されるとき「抗体」は、結合タンパク質として機能的に規定され、そ
して抗体を産生する動物の免疫グロブリンをコードする遺伝子のフレームワーク領域由来
であると当業者に認識されるアミノ酸配列を有するものとして構造的に規定される、タン
パク質を指す。抗体は、免疫グロブリン遺伝子又は免疫グロブリン遺伝子の断片に実質的
にコードされる1つ以上のポリペプチドからなり得る。認識された免疫グロブリン遺伝子
として、カッパー、ラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロン及びミュー定常領域
遺伝子が挙げられ、また、無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子が挙げられる。軽鎖は、
カッパー又はラムダのいずれかとして分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー、アルファ、
デルタ又はイプシロンとして分類され、これらはそれぞれ免疫グロブリンのクラスIgG, I
gM, IgA, IgD及びIgEとして規定される。
【００３５】
　典型的な免疫グロブリン(抗体)構造単位は、テトラマーを有することが知られている。
各テトラマーは、同一のポリペプチド鎖を有する２つのペアで構成され、各ペアは、1つ
の「軽鎖」(約25kD)及び1つの「重鎖」(約50kD)を有する。各鎖のN末端は、抗原認識に最
も重要な約100～110個又はそれ以上のアミノ酸の可変領域を規定する。可変軽鎖(VL)及び
可変重鎖(VH)という用語は、それぞれこれらの軽鎖及び重鎖をさす。
【００３６】
　本明細書中で使用されるとき、抗体という用語は、結合特異性を保持する抗体断片を含
む。例えば、多数の同定された抗体断片が存在する。故に、例えば、ペプシンは、抗体の
ヒンジ領域におけるジスルフィド結合のC末端側を切断して、ジスルフィド結合によりVH-
CH1(Fd)と軽鎖が連結したものであるFabのダイマーであるF(ab)'2を生じる。当該F(ab)'2
は、ヒンジ領域におけるジスルフィド結合を破壊し、Fab'モノマーに変換される穏和な条
件下で減少し得る。当該Fab'モノマーは、本質的には、ヒンジ領域の全部又は一部を有す
るFabである(他の抗体断片のより詳細な説明として、 Fundamental Immunology, W.E. Pa
ul, ed., Raven Press, N.Y. (1993)を参照されたい)。無傷の抗体の消化により様々な抗
体断片が規定されるが、当業者は、当該断片が、化学的に、又は組換えDNA手段の利用に
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より新たに合成できることを認識する。故に、「抗体」という用語は、全形の抗体の改変
により、又は組換えDNA手段を使用して生産される、抗体断片も含む。抗体は、VH-VLダイ
マー、VHダイマー又はVLダイマー等のダイマーを含み、単一の鎖の抗体をも含む。あるい
は、当該抗体は他の断片であってもよく、例えばジスルフィド安定化Fv(dsFv)である。ま
た、組換え技術等の公知の技術を使用して、他の断片を作製することも出来る。幾つかの
態様において、抗体は、鎖がscFv, Fv, Fab, (Fab')2等の可溶性タンパク質として分泌さ
れる場合、ファージ上にディスプレイされたもの又はベクターを使用した組換え技術によ
り作製されたものを含み、又は、鎖が可溶性タンパク質として分泌される場合、ベクター
を使用した組換え技術により作製されたものを含む。
【００３７】
　本明細書中で使用されるとき、ヘモグロビンバリアント等の抗原に対する「選択的結合
親和性を有する免疫学的結合メンバー」は、典型的には抗体である。幾つかの態様におい
て、抗原に選択的結合親和性を有する結合メンバーは、例えば、当該抗原と選択的結合親
和性を有するものとしてペプチドライブラリーをスクリーニングして同定されたペプチド
であってもよい。
【００３８】
　一つの側面において、本発明は、HbA1cに結合するモノクローナル抗体並びにヘモグロ
ビンバリアントHbS, HbC, HbE, 及びHbDに特異的に結合するモノクローナル抗体を提供す
る。ヘモグロビンベータ鎖の配列を以下に示す。
VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNL
KGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH
本明細書中に記載のヘモグロビンベータ鎖中のアミノ酸残基の配置は、他に特段の言及が
無い限り、このアミノ酸配列に準拠する。
【００３９】
　HbA1cは、N末端のバリンが糖化している。最も一般的なベータ鎖の点突然変異は、HbS 
(Glu 6→ Val)； HbC (Glu 6→ Lys)； HbE (Glu 26→ Lys)及びHbD (Glu 121 → Gin)で
ある。ベータ鎖配列中のGlu 6、Glu 26及びGlu 121の位置を下線で示す。
【００４０】
　HbA2及びHbFも、本発明のアッセイにおいて決定され得る。ヘモグロビンA2は2つのアル
ファ鎖と2つのベータ鎖を有し、ヘモグロビンFは、2つのアルファ鎖及び2つのガンマ鎖を
有する。
【００４１】
　本発明の文脈において、「特異的に結合する」又は「特異的に(又は選択的に)免疫応答
する」又は「選択的親和性を有する」という用語は、その抗体が関心のある抗原と結合す
る場合の結合反応を指す。この発明の文脈において、前記抗体は、関心のある抗原、例え
ばHbSの糖化フォームを含むHbS等と、他の抗原、例えばHbA0やHbC等の他のヘモグロビン
バリアントの親和性の100倍以上の親和性で結合する。
【００４２】
　本明細書中で使用するとき、「反応性」という用語は、ある抗体に特異的に結合する抗
原と、他の抗原、例えば他のヘモグロビンバリアント又は野生型HbA0等との間の、当該抗
体との反応性の相対的な結合シグナルを指す。反応性は、抗原と抗体の結合を可能とする
適切な緩衝液を使用して評価される。反応性は、例えば、直接又はサンドイッチELISAア
ッセイを使用して判定できる。例えば、野生型ヘモグロビン及び/又はヘモグロビンバリ
アントに対する反応性を決定するための直接式のアッセイにおいて、抗原をELISAプレー
トに直接吸着させ、様々な抗体を添加してそれらのいずれが結合するかを観察し、その後
、フィコエリスリン標識抗体等の標識抗マウス抗体を使用して調査が行われる。サンドイ
ッチ法において、ビーズにモノクローナル抗体を結合させ、その後、抗原を添加し、そし
て、全てのヘモグロビン種に結合するフィコエリスリン標識ユニバーサル検出抗体等で調
査が行われる。故に、サンドイッチ法を使用する場合、反応性は、HbSヘモグロビンバリ
アント等の特異的抗原と結合したときに生じる蛍光シグナルと、他の抗原、例えば野生型
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ヘモグロビンと結合したときに生じる蛍光シグナルとの相対値として規定され得る。抗体
は、それが、参照抗原と比較して、試験されるもう一つの抗原が、２倍、典型的には3～4
倍の反応性を呈するとき、当該もう一つの抗原に特異的と見なされる。
【００４３】
　「エピトープ」又は「抗原決定基」は、抗体が結合する抗原上の部位を示す。エピトー
プは、隣接するアミノ酸群、又はタンパク質の三次フォールディング(tertiary folding)
により近接する隣接していないアミノ酸群のいずれも形成し得る。隣接するアミノ酸群か
ら形成されるエピトープは、典型的には、変性溶媒に曝露しても維持されるが、三次フォ
ールディングにより形成されるエピトープは、変性溶媒による処理で機能を失う。エピト
ープは、典型的には、特有の空間的構造中に、3つ以上、より一般的には5つ以上、又は8
～10個のアミノ酸を有する。エピトープをマッピングする方法は、当該技術分野で周知で
ある(例えばEpitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G
lenn E. Morris, Ed (1996))。本発明における「最小(minimal)」エピトープは、典型的
には、ベータ又はアルファグロビンの全アミノ酸配列をカバーする重複したペプチド群に
対する抗体の結合を測定し、結合した全てのペプチドに共通するアミノ酸配列を同定する
ことにより決定される。「最小」エピトープ中の重要なアミノ酸は、典型的には、アラニ
ンスキャニングにより同定される。
【００４４】
　当該技術分野において理解されるように、「最小」エピトープは、アラニンスキャニン
グ等により決定された結合に重要でない部位等を置換したものも含み得る。そのような置
換は、アミノ酸を化学的に類似のアミノ酸で置換する保存的置換を含む。機能的に類似の
アミノ酸を提供する保存的置換の表は、当該技術分野で周知である。以下は、天然に存在
する20種類の通常のアミノ酸の中で、互いに置換され得るアミノ酸の例である。アラニン
及びグリシン；アスパラギン酸及びグルタミン酸；アスパラギン及びグルタミン；アルギ
ニン及びリシン；セリン及びスレオニン。他の保存的置換として、以下の群のアミノ酸を
当該群の他のアミノ酸と置換することが挙げられる。イソロイシン、ロイシン、メチオニ
ン及びバリン。フェニルアラニン、チロシン及びトリプトファンも、互いに置換され得る
アミノ酸の群の例である。
【００４５】
　表１は、ヘモグロビン及びヘモグロビンバリアントに対する特異的モノクローナル抗体
の生産に利用される免疫原の例を提供する。
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【表１】

【００４６】
　表２は、ヘモグロビン及びヘモグロビンバリアントに対する特異的モノクローナル抗体
の生産に利用される免疫化計画(immunization regimen)の例を提供する。
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【表２】

【００４７】
抗HbS抗体
　ヘモグロビンバリアントHbSは、ヘモグロビンベータ鎖の６位にあるグルタミン酸がバ
リンに置換された点突然変異を有する。
【００４８】
　HbSに選択的な本発明の抗HbS抗体は、HbC及びHbA0の親和性よりも少なくとも100倍以上
低い（即ち良好な)親和性でHbSと結合するという結合特性を有する。幾つかの態様におい
て、前記抗体は、最小HbSエピトープ5PVEKSAVT12と結合する。そのような抗体は、反応性
が、６位のバリンがイソロイシンに置換されても同程度の反応性を有し得るが、当該位置
がそれ以外のアミノ酸で置換されると、反応性が2倍、又は3倍以上低下する。幾つかの態
様において、3LTP5、7E及び10Aも、結合に重要である。
【００４９】
　幾つかの態様において、前記抗体は、最小エピトープ3LTPVEKSAVT12と結合する。幾つ
かの態様において、当該抗体は、６位のバリンがイソロイシン又はアラニンで置換されて
も反応性を有するが、当該位置がそれら以外のアミノ酸で置換された場合、反応性は、2
倍、しばしば3倍以上低下する。幾つかの態様において、2HLTPVEK8及び10Aも、結合にと
って重要である。
【００５０】
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　幾つかの態様において、5PVEKSAVT12等のHbS最小エピトープに結合する抗体は、６位に
バリンを有するHbS最小エピトープのバリアントに結合してもよい。そのような最小エピ
トープの例として、5PVEX2X3A

10が挙げられ、ここで、X2及びX3は、独立して通常の天然
に存在するアミノ酸から選択され得て、例えばそれぞれK及びSの保存的置換である。
【００５１】
　典型的には、前記抗体はIgGであり、たとえば、当該抗体は、IgG1、IgG2、又はIgG3を
有し得る。いくつかの態様において、軽鎖定常領域はカッパー鎖である。他の態様におい
て、軽鎖定常領域は、ラムダ鎖であってもよい。
【００５２】
　一つの態様において、本発明のHbS抗体は、免疫原HbS及びH3-KLH : H2N-VHLTPVESAVTAL
W-C-CONH2に対して形成される。他の態様において、当該免疫原は、H3-KLH : H2N-VHLTPV
EKSAVTALW-C-CONH2及び精製された原型(native)及び/又は変性HbSタンパク質の組合わせ
、又は上記免疫原の個々の構成を使用した連続的免疫化である。KLH以外の担体タンパク
質を使用することも出来る。例えばアルブミン又はオボアルブミンであり、他の例も当業
者にとって明らかである。
【００５３】
　当該技術分野で理解され、上記表１で例示されるように、様々な免疫原が、所望の抗体
を取得するのに使用され得る。例えば、ペプチド免疫原KLH : H2N-VHLTPVEKSAVTALW-C-CO
NH2は、C-末端カルボキサミドではなくC-末端カルボキシレートを有してもよい。幾つか
の態様において、システインリンカー部分は、6-アミノヘキサン酸のHx残基をスペーサー
とし、又はスペーサー配列等のスペーサーが採用されてもよい。更に、ペプチド配列は様
々なものであってもよい。
【００５４】
　抗HbS抗体は、典型的には、HbSの糖化及び非糖化フォームとも同様の親和性で結合し得
る。例えば、抗HbS抗体は、典型的には、HbSの糖化及び非糖化フォームとも、糖化HbSと
非糖化HbSとの間の結合の親和性の差が3倍未満、典型的には2倍未満で結合し得る。
【００５５】
　抗HbC抗体
　ヘモグロビンバリアントHbCは、ヘモグロビンベータ鎖の6位でグルタミン酸と置換され
たリシスを有する。本発明に使用される抗HbCモノクローナル抗体は、典型的には、HbS及
びHbA0に対する親和性の100倍以上の親和性でHbCと結合する。幾つかの態様において、前
記モノクローナル抗体は、最小エピトープ4TPKEKSAVT12と結合する。幾つかの態様におい
て、前記抗体は、結合に重要な残基が残基3LT4及び6Kであるように、結合親和性を有する
。幾つかの態様において、結合に重要な残基は、3LT4及び6KE7であってもよい。また、前
記結合特異性は、6位でリシンをアルギニン又はヒスチジンで置換することを許容するが
、他のアミノ酸の置換は、反応性を、少なくとも2倍、典型的には3倍以上の損失を引き起
こす。他の態様において、HbC抗体の反応性は、6位のリシンがアルギニン、チロシン、ア
スパラギン、グルタミン又はグリシンで置換されることを許容するが、他のアミノ酸残基
による置換は、反応性の損失を引き起こす。
【００５６】
　幾つかの態様において、4TPKEKSAVT12等のHbC最小エピトープと結合する抗体は、4TX1K
E7又は3LTX1KE

7を有する最小エピトープ等の、6位でKを有するHbC最小エピトープのバリ
アントと結合する。ここで、X1は、天然に存在する20種類のアミノ酸の1つであり得る。
【００５７】
　典型的には、前記抗体はIgGであり、たとえば、当該抗体は、IgG1、IgG2、又はIgG3ア
イソタイプを有し得る。いくつかの態様において、軽鎖定常領域はカッパー鎖である。他
の態様において、軽鎖定常領域は、ラムダ鎖であってもよい。
【００５８】
　本発明の抗体は、免疫原H4-KLH : H2N-VHLTPKESAVTALW-C-CONH2に対して生産され得る
。他のペプチド免疫原の例は表１に列挙され、KLHの位置に他の通常の担体タンパク質が
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使用されてもよい。幾つかの態様において、前記免疫化は、前記ペプチド及び精製された
原型及び/又は変性HbCタンパク質の組み合わせを使用して実施される。幾つかの態様にお
いて、上記免疫原の個々の構成を使用して、連続的な免疫化が実施される。免疫化のプロ
トコルの一例は、表２に記載される。上記の抗HbS抗体の項で説明したように、当業者は
、容易に他の免疫原ペプチドを設計して、所望のHbC結合特異性を有する抗体を取得する
ことが出来る。
【００５９】
　抗HbC抗体は、典型的には、HbCの糖化及び非糖化フォームとも同様の親和性で結合し得
る。例えば、抗HbC抗体は、典型的には、HbCの糖化及び非糖化フォームとも、糖化HbCと
非糖化HbCとの間の結合の親和性の差が3倍未満、典型的には2倍未満で結合し得る。
【００６０】
抗HbE抗体
　HbEは、ヘモグロビンベータ鎖の26位でグルタミン酸がリシンに置換されている。本発
明の抗HbEモノクローナル抗体は、HbEに対して、HbAと比較して、典型的には4倍又は5倍
以上、しばしば10倍以上の反応性で結合する。幾つかの態様において、前記モノクローナ
ル抗体は、最小エピトープ22EVGGK26に結合する。幾つかの態様において、そのような抗H
bE抗体は、22EVGGK26に対する結合特異性を有し、22Eに依存し、21D、23V及び26Kは結合
に重要である。幾つかの態様において、前記抗体は、26位のKのS, T、A, R, Q又はGへの
置換が結合活性を少なくとも50％、典型的には70％又はそれ以上保持するように、結合特
異性を有する。幾つかの態様において、26位のKのS, T、A, R, 又はVへの置換が結合活性
を少なくとも50％、典型的には70％又はそれ以上保持するように、結合特異性を有する。
【００６１】
　幾つかの態様において、22EVGGK26等のHbE最小エピトープに結合する抗体は、21DEVGGK
26又は22EVX4X5K

26を有する最小エピトープ等の、26位にKを有するHbE最小エピトープの
バリアントと結合し得る。ここでX4及びX5は、Gの保存的置換等の、天然に存在する20種
類のアミノ酸から独立して選択され得る。
【００６２】
　典型的には、前記抗体はIgGであり、たとえば、当該抗体は、IgG1、IgG2、又はIgG3ア
イソタイプを有し得る。いくつかの態様において、軽鎖定常領域はカッパー鎖である。他
の態様において、軽鎖定常領域は、ラムダ鎖であってもよい。
【００６３】
　本発明の抗HbE抗体は、例えば免疫原H5bis-KLH : H2N-CYG-VTALWGKVNVDEVGGK-CONH2を
使用して取得できる。幾つかの態様において、前記抗体は、免疫原と、ペプチド、原型Hb
E抗原及びHbE変性抗原との混合物、又は連続注射により作成される。ペプチド免疫原の例
は、表1に提供される。ペプチド免疫原は、他の変性又は原型HbEを用いて、又は用いずに
使用できる。免疫化プロトコルの一例は、表2に提供される。抗HbS抗体に関する上記項で
説明したように、当業者は、他の免疫原ペプチドを設計して、容易に所望のHbE結合特異
性を有する抗体を取得することが出来る。読者は、他のペプチド抗原の例として、表１を
再び参照できる。
【００６４】
　抗HbE抗体は、典型的には、HbEの糖化及び非糖化フォームとも同様の親和性で結合し得
る。例えば、抗HbE抗体は、典型的には、HbEの糖化及び非糖化フォームとも、糖化HbEと
非糖化HbEとの間の結合の親和性の差が3倍未満、典型的には2倍未満で結合し得る。
【００６５】
抗HbD抗体
　HbDは、ヘモグロビンベータ鎖の121位のグルタミン酸がグルタミンで置換されたもので
ある。本発明の抗HbDモノクローナル抗体のHbDへの反応性は、HbAへの反応性と比較して
、典型的には少なくとも3倍又はそれ以上である。幾つかの態様において、前記抗体は、
最小エピトープ121QFTPP125と結合する。幾つかの態様において、前記抗体の結合特異性
において、119G,　121QF122, 及び124pp125が重要である。
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【００６６】
　幾つかの態様において、121QFTPP125等のHbD最小エピトープに結合する抗体は、119GX6
QFX7PP

125又は121QFX7PP
125を有する最小エピトープ等、121位にQを有するHbE最小エピト

ープのバリアントに結合し得る。ここで、X6及びX7は、それぞれK及びTの保存的置換等の
、天然に存在する20種類のアミノ酸から独立して選択され得る。
【００６７】
　典型的には、前記抗体はIgGであり、たとえば、当該抗体は、IgG1、IgG2、又はIgG3ア
イソタイプを有し得る。いくつかの態様において、軽鎖定常領域はカッパー鎖である。他
の態様において、軽鎖定常領域は、ラムダ鎖であってもよい。
【００６８】
　本発明の抗HbD抗体は、例えば免疫H6-KLH : H2N-CYGVLAHHFGKQFTPPVQAA-CONH2を使用し
て、又は原型及び/又は変性HbD及びH6-KLH : H2N-CYGVLAHHFGKQFTPPVQAA-CONH2
を使用して、又は様々な免疫原の組み合わせ又は連続注射により取得できる。所望のHbD
結合特異性を有する抗体の取得に利用できる他の免疫原ペプチドは、当業者にとって容易
に明らかになり得る。
【００６９】
　抗HbD抗体は、典型的には、HbDの糖化及び非糖化フォームとも同様の親和性で結合し得
る。例えば、抗HbD抗体は、典型的には、HbDの糖化及び非糖化フォームとも、糖化HbDと
非糖化HbDとの間の結合の親和性の差が3倍未満、典型的には2倍未満で選択的に結合し得
る。
【００７０】
全反応性(Pan-reactive)抗体
　本発明は、本発明において使用される全反応性抗体をも提供する。そのような抗体は、
様々なフォームのヘモグロビンと結合し得る。全反応性抗体は、H5bis-KLH : H2N- CYGVT
ALWGKVNVDEVGGK-CONH2又は H1-KLH : H2N-VHLTPEEKSAVTALW-C-CONH2を含む、多数の異な
る免疫原を使用して生産できる。そのようなペプチド免疫原は、原型又は変性HbA0と混合
して、又は原型及び/又は変性HbA0と連続して注射され得る。当該技術分野で理解される
ように、Hbバリアントに加えてHbA0に選択的に結合するHb抗体を取得するために、任意の
数のHb抗原が使用され得る。全反応性抗体は、モノクローナル又はポリクローナル抗体で
あってもよい。全反応性抗体は、ペプチド免疫原を使用せずに、原型又は変性ヘモグロビ
ンを用いた免疫化により取得することも出来る。
【００７１】
　幾つかの態様において、本発明において使用される全反応性ポリクローナル抗体は、以
下のアルファグロビン及びベータグロビンの領域：アルファグロビン49SHGSAQVKGHGKKVAD
ALTNAVAHVDDMPNALSALSDHLHAHKLRRVDPV96, ベータグロビン15　WGKV VDE VGGEALG29,　45F
GDLSTP51　, 及び76AHLDNLKGTFAT87中に存在する一つ以上のエピトープに結合する。
【００７２】
　一つの態様において、全反応性抗体は、ベータグロビンエピトープ9SAVTALWGKVNV20に
結合する。幾つかの態様において、前記抗体は、ベータグロビンエピトープ11VTALW15に
結合する。幾つかの態様において、11VT12及び14LW15は、結合にとって重要である。
【００７３】
　幾つかの態様において、全反応性抗体は、以下の配列：ベータグロビン最小エピトープ
8KSAVTALWGKVNV20、ベータグロビン最小エピトープ58PK VK AHGKK VLG AF71、及びベータ
グロビン87TLSELHCDKLH VDPENFR　104最小エピトープを有するベータ及びアルファグロビ
ンエピトープに結合する。幾つかの態様において、残基13ALWG16は結合に重要である。
【００７４】
　典型的には、前記抗体はIgGであり、たとえば、当該抗体は、IgG1、IgG2、又はIgG3ア
イソタイプを有し得る。いくつかの態様において、軽鎖定常領域はカッパー鎖である。他
の態様において、軽鎖定常領域は、ラムダ鎖であってもよい。
【００７５】
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　本発明に使用される全反応性抗体は、ヘモグロビンに対して広く反応性を有し、ヘモグ
ロビンA及びHbS、HbC、HbD及びHbE等のバリアントの糖化及び非糖化フォームのいずれに
も結合し得る。
【００７６】
　本発明の幾つかの態様において、様々なフォームのヘモグロビンに結合する全反応性抗
体は、全ての解析物に結合する標識された結合メンバーとして使用されることにより、結
合された解析物を標識する。故に、例えば、エピトープ：アルファグロビン49SHGSAQVKGH
GKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDHLHAHKLRRVDPV96, ベータグロビン16GKV VDEVGGEALG29,　4

6GDLSTP51　,及び78LDNLKGTFAT87に結合する標識された全反応性ポリクローナル抗体が、
アッセイされる解析物(ヘモグロビンの様々なフォーム)の全てに結合する抗体を検出する
ユニバーサル検出抗体として使用されることにより、結合された解析物を標識する。
【００７７】
抗HbA1c抗体
　本発明は、追加で、糖化ヘモグロビンに結合特異性を有する抗HbA1c抗体を提供する。
そのような抗体は、GP3-KLH : 1-デオキシフルクトピラノシル-HN-VHLTPEE-Hx-C-CONH2等
の免疫原を使用して生産され得る。前記抗体はIgGであり、たとえば、当該抗体は、IgG1
、IgG2、又はIgG3アイソタイプを有し得る。いくつかの態様において、軽鎖定常領域はカ
ッパー鎖である。他の態様において、軽鎖定常領域は、ラムダ鎖であってもよい。
【００７８】
　本発明の抗HbA1c抗体は、HbA1c、HbS1c、HbD1c、HbE1c、及びHbC1cを含む、糖化ヘモグ
ロビンに高度に特異的であり、非糖化フォームのヘモグロビンを認識しない(即ちHbA1c、
HbS1c、HbD1c、HbE1c、及びHbC1cが非糖化フォームと比較して少なくとも100倍を超える
親和性を有する)。そのような抗体は、典型的には、糖化N末端ペプチドにおいて結合親和
性を有し、ここで、糖化バリン1及びヒスチジン2のいずれも結合にとって重要な残基であ
る。
【００７９】
　A1cモノクローナル抗体は、糖化ペプチドGP3(1 -デオキシフルクトピラノシル-HN-VHLT
PEE-Hx-C-CONH2)が原型Hb A1cと結合を競合するが、非糖化ペプチド、例えばRW1a( VHLTP
EE-CONH)とは競合しないように、競合的結合実験における結合特異性を有する。
【００８０】
HbF及びHbA2抗体
　HbF及びHbA2も、本発明の方法を使用してアッセイされ得る。HbA0又は他のタンパク質
と比較してHbFに、又はHbA0又は他のタンパク質と比較してHbA2抗体に選択的に結合する
抗体は、A0ベータ鎖と比較してデルタ及びガンマ鎖において複数の差異があるため、HbF
に特異的な、又はHbA2に特異的なペプチド配列を有する免疫原を使用して取得できる。
【００８１】
抗体の生産
　本発明の抗ヘモグロビン抗体は、ヘモグロビンタンパク質又はその断片を用いて作製さ
れ、又は組換え生産され得る。抗体の結合特異性を決定するために、当該技術分野で周知
の様々な技術が使用され得る。抗体の特異的免疫反応性を決定するのに使用され得る免疫
アッセイの設定及び条件の記載として、例えばHarlow & Lane, Antibodies, A Laborator
y Manual ( 1988)を参照されたい。
【００８２】
　幾つかの態様において、本発明に使用される抗体、例えばヘモグロビンの様々なフォー
ムに結合するヘモグロビン抗体、バリアントに特異的なヘモグロビン抗体、又は糖化ヘモ
グロビンに特異的なヘモグロビン抗体は、ポリクローナル抗体である。例えば、ヘモグロ
ビンバリアントに特異的な抗体は、アフィニティー精製単一特異性(monospecific)ポリク
ローナル抗体であってもよい。ポリクローナル抗体を調製する方法は、当業者に知られて
いる(例えばHarlow & Lane, Antibodies, A Laboratory manual (1988); Methods in Imm
unology)。ポリクローナル抗体は、哺乳類中で、1つ以上の免疫化剤及び必要な場合アジ
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ュバントを用いて作製される。
【００８３】
　幾つかの態様において、本発明において使用される抗体、例えば様々なフォームのヘモ
グロビンに結合する抗体、1つのヘモグロビンバリアント(及び糖化ヘモグロビンバリアン
ト)に特異的な抗体、又は糖化ヘモグロビンに特異的な抗体は、モノクローナル抗体であ
る。モノクローナル抗体は、Kohler & Milstein, Nature 256:495 (1975)に記載されるよ
うな、ハイブリドーマ法を使用して調製され得る。ハイブリドーマ法において、典型的に
は、マウス、ウサギ又は他の適切な宿主動物が、免疫化剤に特異的に結合し得る抗体を生
産し、又は生産することが出来るリンパ球を引き出すための免疫化剤を用いて免疫化され
る。あるいは、リンパ球はインビトロで免疫化されてもよい。
【００８４】
　上記のように、本発明の抗体は、任意の数の免疫原及び免疫化プロトコルを使用して生
産され得る。幾つかの態様において、当該免疫原は、原型又は変性ヘモグロビンタンパク
質と組み合わせて投与されるペプチドである。当該技術分野で理解されるように、免疫原
は複数回投与され得る。組み合わせが採用される態様において、当該抗原の組み合わせは
、同時に、又は任意の順番で連続して投与されてもよい。幾つかの態様において、ペプチ
ド免疫原はLHコンジュゲートであるが、KLH以外の担体タンパク質が使用されてもよく、
例えばBSAコンジュゲートが使用されてもよい。
【００８５】
抗体を使用したアッセイの条件
　本発明の実施において、ヘモグロビンA1cヘモグロビンバリアント、及び全ヘモグロビ
ンが、様々な免疫アッセイの様式を経て測定され得る。一例としてサンドイッチ法が挙げ
られ、当該手法において、解析物に対する特異的抗体が固相ビーズに固定され、検出は、
ヘモグロビン種に対する1つ以上の抗体を有するビーズを探索することにより達成される
。全てのヘモグロビン種に結合するユニバーサル抗体が当該探索に使用され得るが、2つ
以上の検出抗体が使用される場合もある。一例として図１に示すように、ヘモグロビンHb
A1c及び最もありふれた4つのヘモグロビンバリアント種HbS, HbC, HbE,及びHbDの全ヘモ
グロビンに特異的な個々の抗体が、それぞれビーズの個別のサブ集団に結合させられるが
、全てのヘモグロビン種に結合し、標識としてフィコエリスリン(PE)を担持するユニバー
サル抗体が、使用される。サンドイッチアッセイ法において、各アッセイの抗体の量は、
解析物(当該アッセイに指向される特定のフォームのヘモグロビン)が過剰になるように選
択されるので、当該抗体は、結合反応における限定試薬である。そうすることにより全ヘ
モグロビンに対する抗体と例えば個々のヘモグロビンに対する抗体との間の競合が最小化
される。しかしながら、当該技術分野の手法に属するアッセイパラメーターの調整及び適
切な抗体の選択により、競合アッセイ法は、ヘモグロビン種の多重検出に利用することも
できる。
【００８６】
　前記多重アッセイは一般に哺乳類の血液試料を用いて行われるが、当該アッセイは、ヒ
トの血液試料において特に価値がある。血液試料は、細胞を溶解し、そして免疫アッセイ
に適した濃度まで当該溶解物を希釈することにより調製され得る。これらの各工程は、当
該技術分野に公知の方法により実施される。希釈は、水、サポニンを含有する溶液、又は
ヘモグロビンや免疫学的活動に影響しない他の任意の希釈剤で行われ、希釈の程度は様々
である。大半の場合、希釈は、約1：25～約1：3000である。溶解物中のヘモグロビンは溶
解物の希釈の前又は後に変性されたものが前記アッセイに使用され得るが、あるいは当該
溶解物は、ヘモグロビンの変性をせずに使用される場合もある。大半の場合、当該技術分
野で公知の方法により変性が実施される。
【００８７】
　HbA1c及びその各バリアントのレベルは、好ましくは、前記試料中の全ヘモグロビンに
対するパーセンテージとしてそれぞれ表現される。ヘモグロビンバリアントの存在下の糖
化の程度の判定のため、本発明は3つの選択肢を有する。現在許容される方法に適合する



(20) JP 2016-28254 A 2016.2.25

10

20

30

40

50

一つ目の選択肢は、HbA1cビーズのみの結果を全ヘモグロビンで補正することによる、HbA

1cレベルの決定である。二つ目の選択肢は、バリアントの糖化フォームのパーセントをHb
A1cのパーセントに加えることによる、全ヘモグロビン糖化の決定である。バリアントの
検出されたレベルの関数である補正率により測定されたHbA1cパーセントを調整する第三
の選択肢は、HbA1cの決定がバリアントの存在により不都合な影響を受ける場合に有用で
ある。当該関数は、非多重アッセイを含む別個のアッセイにより独立して決定され得る関
連性により実験的に決定され得る。前記補正率は、HbA1c濃度が、全ヘモグロビンに関連
して補正された後のHbA1c濃度、又は補正前のHbA1c濃度のいずれかに適用されるものであ
ってもよい。
【００８８】
　HbA1c値の補正を例示するために、本発明に関するビーズベースアッセイ(BioPlex 2200
, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California, USA)及びHPLCアッセイ(Variant
(商標) II, Bio-Rad Laboratories, Inc.)の両方を使用してアッセイが行われ、いずれの
アッセイも、HbCのパーセンテージの増大の関数としてHbA1cパーセントを決定する。結果
は表３及び図２に示す。「差比(Difference Ratio)」=(%A1c Variant II - %Alc BioPlex
 2200)/(%Alc Variant II)。
【表３】

【００８９】
　ヘモグロビンC(又はいずれかのヘモグロビンバリアント)のパーセントとHbA1cパーセン
トの差との関連性を定量するために様々な数理モデルが使用され得るが、この例において
使用される数理モデルは、単純な線形回帰モデルである。このモデルを使用して、BioPle
x 2200免疫アッセイから得られた数値を補正して、参照の手法と比較できる結果を得るこ
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とができる。これは、調整されたBioPlex 2200パーセントHbA1c値と、参照のVariant II
法により決定した標的パーセントHbA1c値の平均の差により実証される。前記表中に示さ
れた補正されたHbA1c値は、個体の血糖インデックスのより良好な推定を提供する。
【００９０】
　表３及び図２に記載のデータを取得するのに使用されるBioPlex 2200ビーズベース免疫
アッセイは、HbA1c及びHbS, HbC, HbD,及びHbEを含む全てのヘモグロビンバリアントに結
合する抗体を利用する。全ての糖化バリアント及びHbA0は、当該抗体と、概ね同程度の親
和性(affinity and avidity)で結合する。故に、当該免疫アッセイの結果は、全糖化ヘモ
グロビンを表し、ヘテロ接合ヘモグロビンASの場合、HbA1c及びHbS1c種の両方を含む組合
せの数値である。あるヘモグロビンバリアントの形質を呈する個体において、当該バリア
ントに対応する糖化ヘモグロビンの割合は、血糖状態の測定の改善を提供する。試料中の
HbS1cのパーセントは、HbA1c及びHbS1cのパーセントの合計に当該試料中のHbSの割合を掛
けることにより取得される。例えば、全糖化ヘモグロビンの値が5.54%である患者の試料(
HbA1c及びHbS1cで構成される)において、この値に当該試料中のHbSの割合である38.8%を
掛けると、HbS1cの値として2.14%が得られる。これは一つの数理モデルであるが；必要に
応じてより繊細な数理モデルを用いてより正確な結果を提供することも出来る。
【００９１】
　本発明の実施に係る結合反応が起こる表面を提供するビーズは、アッセイ材料に対して
、及び試料自体に対して不活性な任意の材料で形成されてもよく、固体であって当該試料
及び本アッセイに使用される他の任意の溶媒又は担体に不溶性である。ポリマーが好まし
く、当該ビーズは、好ましくは微小球である。ポリマーは、微小球に形成可能で、前記抗
体の抗原結合領域に干渉しない抗体の領域で抗体と会合できる任意の材料であってもよい
。蛍光標識が使用される態様において、自己蛍光が最小限のものも好ましいポリマーであ
る。適切なポリマーの例として、ポリエステル、ポリエーテル、ポリオレフィン、ポリア
ルキレンオキシド、ポリアミド、ポリウレタン、多糖類、セルロース、及びポリイソプレ
ンが挙げられる。前記微小粒子に構造的完全性及び合成をもたらすために、多くのポリマ
ーにおいて架橋が有用である。磁性ビーズが使用されてもよい。
【００９２】
　抗体のビーズ表面への結合は、アフィニティー相互作用、疎水性相互作用、又は共有結
合により達成され得る。共有結合が好ましい。共有結合における官能基は、公知の手段、
例えば官能基を含有するモノマーの単独モノマー又はコモノマーとしての使用等におり、
ポリマー構造内に埋め込まれる。適切な官能基の例として、アミン基(－ NH2)、アンモニ
ウム基(－ H3

+　or－ NR3
+)、水酸基(－ OH)、カルボン酸基(－ COOH)、及びイソシアン

酸基(－ NCO)が挙げられる。ポリオレフィンにカルボン酸基を導入するのに有用なモノマ
ーは、アクリル酸及びメタクリル酸である。固相表面の抗体の密度を高め、そして前記ア
ッセイの範囲及び感度を増大させるために立体障害を低下させるため、連結基が使用され
る場合もある。適切な有用な連結基の例として、ポリリシン、ポリアスパラギン酸、ポリ
グルタミン酸及びポリアルギニンが挙げられる。
【００９３】
　前記ビーズのサイズ範囲は、本発明に問題が生じない程度の粒子サイズの範囲で様々で
ある。多くの場合、集中するビーズのサイズ範囲は、直径約0.3マイクロメートル～約100
マイクロメートルで、好ましくは約0.5マイクロメートル～約40マイクロメートルである
。
【００９４】
　本発明に係るビーズの多重使用は、前記ビーズに2つ以上の群(本明細書中、ビーズセッ
ト又はサブ集団とも表記される)を割り当てることにより達成される。各群は、1つのヘモ
グロビンバリアント、糖化バリアント、HbA1c、又は全ヘモグロビンを選択する抗体を有
し、分離が可能であり、又は少なくとも「区別パラメーター」により他の群から区別する
ことが出来る。当該「区別パラメーター」は、他の群のアッセイ結果から1つの群のアッ
セイ結果を分離して検出することを可能とする任意の区別可能な特性である。区別パラメ
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ーターの一例は粒子サイズであり、各群のサイズ範囲は、他の群のサイズ範囲と重複しな
い。サイズ範囲の広さと異なるサイズ範囲の平均直径間のスペースは、サイズによるフロ
ーサイトメトリーによる群の区別を可能とするように選択され、フローサイトメトリーの
使用及び計装(instrumentation)の当業者にとって容易に明確となる。本明細書中、「平
均直径」という用語は、数平均直径を意味する。多くの場合、好ましいサイズ範囲の広さ
は、平均直径の約±5%のCVを有するものであり、ここでCVは変動係数であり、粒子の平均
直径の標準偏差を平均粒子直径で割ったものを100倍したパーセントとして定義される。
様々なサイズ範囲の間の平均直径間の最小のスペースは、サイズ分布、異なる抗体を結合
するためのサイズによるビーズの分離の容易さ、並びにフローサイトメトリー装置の種類
及び感度に依存する。多くの場合、異なるサイズ範囲の平均直径が、少なくとも1つのサ
イズ範囲の平均直径の約6%、好ましくは少なくとも1つのサイズ範囲の平均直径の約8%、
そして最も好ましくは少なくとも1つのサイズ範囲の平均直径の約10%離れているとき、最
良の結果が達成され得る。他の好ましいサイズ範囲の広さの関連は、各サイズ範囲内の粒
子の直径の標準偏差が、隣接するサイズ範囲の平均直径の分離の3分の1未満であることで
ある。
【００９５】
　様々な群のビーズの間を区別するのに使用できる区別パラメーターの他の例は、蛍光で
ある。蛍光による区別は、ビーズ内に蛍光材料を埋め込むことにより達成され、当該材料
が各ビーズ群で異なる蛍光放射スペクトル有することにより区別が可能である。
【００９６】
　よって、蛍光は、区別パラメーター及びアッセイにおいてビーズ上に結合が起こったこ
とを検出する手段の両方として使用され得る。後者は、アッセイレポーターと見なされる
蛍光ラベルにより達成されうる。故に、個々の群は異なる放射スペクトルの放射により区
別でき、そして群の区別に使用される放射スペクトルは、それ自体アッセイレポーターの
放射スペクトルと異なっていてもよい。区別パラメーターとして使用できる蛍光基質の例
はフルオレセインであり、そしてアッセイ検出に使用できる基質の例は、フィコエリスリ
ンである。異なる濃度のフルオレセインを用いて染色されることにより、異なるビーズの
群は互いに区別することができる。異なる蛍光強度を有する、又は異なる波長で蛍光を放
射する蛍光材料を使用することにより、区別することが出来る。また、前記染料は、様々
な波長で複数の蛍光放射を生じるように組み合わせて使用されてもよく、波長の差異は、
区別パラメーターとして、かつアッセイレポーターから区別パラメーターを区別する手段
として使用される。
【００９７】
　有用な区別パラメーターの尚も他の例として、光散乱、光放射又は光散乱及び光放射の
組合せが挙げられる。側方(Side-angle)光散乱は、粒子サイズ、粒度(granularity)、吸
光度及び表面粗度により異なるが、前方(forward-angle)光散乱は、主にサイズ及び屈折
率に影響される。これらの性質のいずれも、区別パラメーターとして使用できる。
【００９８】
　一つの区別手段において、前記ビーズは、2つ以上の蛍光色素が埋め込まれており、ア
レイ内の各ビーズが、それに関連する3つ以上の区別可能なパラメーター、即ち、2つの別
個の波長での蛍光放射と側方散乱を有する。故に、Cy5等の赤色の蛍光色素は、Cy5.5等の
橙色の蛍光色素と共に使用され得る。更に、追加の蛍光色素が、当該系を拡張するために
使用され得る。よって、各ビーズは、様々な波長の複数の蛍光染料を含有し得る。
【００９９】
　複数のビーズの群を区別するのに使用できる尚も更なる区別パラメーターの例は、吸光
度である。光がビーズに照射されるとき、ビーズによる当該光の吸収は、側方散乱光の強
度で専ら求められるが、前方散乱光は相対的に影響を受けない。従って、ビーズに含まれ
る様々な色の色素の間の旧高度の違いは、側方散乱光の強度の違いを観察することにより
決定される。
【０１００】
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　複数のビーズの群を区別するのに使用できる尚も更なる区別パラメーターの例は、各群
におけるビーズの数である。アッセイにおける各群のビーズの数は公知の手段において変
化させられ、そして異なるアッセイの応答を有するビーズのカウントが決定される。当該
異なる応答は、各応答を有するビーズの数により、特定のアッセイと関連付けられる。
【０１０１】
　上記例に記載したように、様々なパラメーターや特性が、1つのビーズ群を他の群と区
別するための区別パラメーターとして使用できる。区別パラメーターは、サイズ、組成、
光散乱に影響する物理的性質、ビーズに異なる放射スペクトル及び/又は散乱特性を与え
る励起可能な蛍光若しくは色素染料、又は1つ以上の蛍光染料の濃度の違いから生じる。
区別パラメーターが蛍光染料又は色素であるとき、それはビーズの表面を被覆し、ビーズ
に埋め込まれ、又はビーズ材料の分子に結合する場合もある。故に、蛍光ビーズがポリマ
ー材料と蛍光染料を組み合わせることにより、又はビーズを色素に浸漬することにより生
産され得る。既に染料を含有しているビーズも本発明における使用に適しており、これら
はSpherotech, Inc. (Libertyville, Illinois, USA)及びMolecular Probes, Inc. (Euge
ne, Oregon, USA)等により市販されている。フローサイトメトリー製品の供給元はインタ
ーネットで見つけられ、例えばworld wide web molbio.princeton.edu/facs/FCMsites.ht
ml等が挙げられる。
【０１０２】
　本発明に係る検出及び区別は、フローサイトメトリーにより実施される。フローサイト
メトリーの方法及び装置は当該技術分野で公知であり、本発明の実施においてそれらを利
用することが出来る。一般に、フローサイトメトリーは、ビーム光及び電気光学センサー
を通過する流れとしてビーズ又は微小球の懸濁液の通過にあり、そのような方法において
当該領域を一度に1つの粒子のみ通過する。この領域を各粒子が通過するとき、ビーム光
が粒子の存在により乱され(perturbed)、そしてその結果、散乱及び蛍光が検出される。
前記光学シグナルは、個々のアッセイの結果が達成されるように、ラベルの存在及び量に
関して各粒子がどのサブグループに属するかを同定するための装置により使用される。装
置の説明及びフローサイトメトリーの方法は公知文献に見られる。例えば、以下の文献が
挙げられる。McHugh, "Flow Microsphere Immunoassay for the Quantitative and Simul
taneous Detection of Multiple Soluble Analytes," Methods in Cell Biology 42, Par
t B (Academic Press, 1994);　McHugh et al, "Microsphere-Based Fluorescence Immun
oassays Using Flow Cytometry Instrumentation," Clinical Flow Cytometry, Bauer, K
.D., et al., eds. (Baltimore, Maryland, USA: Williams and Williams, 1993), pp. 5
35-544; Lindmo et al, "Immunometric Assay Using　Mixtures of Two Particle Types 
of Different Affinity," J. Immunol. Meth. 126: 183-189 (1990); McHugh, "Flow Cyt
ometry and the Application of Microsphere-Based Fluorescence　Immunoassays," Imm
unochemica 5: 1 16 (1991 ); Horan et al , "Fluid Phase Particle Fluorescence Ana
lysis: Rheumatoid Factor　Specificity Evaluated by Laser Flow Cytophotometry,"　
Immunoassays in the Clinical Laboratory, 1 85-189 (Liss 1979); Wilson et al, "A 
New　Microsphere-Based Immunofluorescence Assay Using Flow Cytometry," J. Immuno
l. Meth. 107: 225-230 (1988); Fulwyler et al, "Flow Microsphere Immunoassay for 
the Quantitative and Simultaneous Detection of Multiple Soluble Analytes," Meth.
 Cell Biol. 33: 613-629 (1990); Coulter Electronics Inc., United Kingdom Patent 
No. 1 ,561 ,042 (published February 13, 1980);及び Steinkamp et al, Review of Sc
ientific Instruments 44(9): 1301 -1310 (1973)。
【実施例】
【０１０３】
実施例１
　本実施例は、本発明の実施において使用される6つのヘモグロビン候補抗体の結合活性
を表す。当該6つの抗体を以下に示す。
19E10-E7 (HbS特異的)　　　　7B3-2C3-1G10 (HbD特異的)
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12C8-A11 (HbC特異的)　　　 13G7-E8-3H3 (HbA1c特異的)
4A10-2D6-2G8 (HbE特異的)　 3E5-DLE10-3A3 (全反応性)
【０１０４】
　19E10-E7は、ベータグロビン最小エピトープ5PVEKSAVT12に結合する。5PVE7及びA10は
、結合に重要である。L3及びT4も、結合活性に貢献する。追加のエピトープマッピング実
験は、V6が、結合活性の損失無く、Iに置換され得ることを示した。
【０１０５】
　12C8-A11は、ベータグロビン最小エピトープ4TPKEKSAVT12に結合する。T4及びK6は、結
合に重要である。L3も、結合に貢献する。追加のエピトープマッピング実験は、K6が、結
合活性の損失無く、Rに置換され得ることを示した。
【０１０６】
　4A10-2D6-2G8は、ベータグロビン最小エピトープ22EVGGK26に結合する。22EV23及びK26

は、結合に重要である。D21も、結合に貢献する。追加のエピトープマッピング実験は、K
26が、結合活性の損失無く、S又はTに置換され得ることを示した。
【０１０７】
　7B3-2C3-1G10は、ベータグロビン最小エピトープ121QFTPP125に結合する。G119も、結
合に貢献する。
【０１０８】
　抗体結合の動態は、タンパク質-タンパク質相互作用用のProteOn XPR36 (Bio-Rad Labo
ratories, Inc.)を使用して解析された。異なる抗体(それぞれ10μg)は、チャンネルあた
り1つの抗体が不動化されるように、センサーチップにアミンカップリングされた。抗原
は、200～13nMの範囲で採用された。動態解析の結果は、下記表4に要約した。
【０１０９】
　各抗体は、特異的なヘモグロビンに高い親和性を有していた。全反応性抗体も、様々な
抗原に対して良好な親和性定数を有していたが、特定のバリアントの抗体がそれぞれの抗
体に結合する場合の親和性定数よりは低かった。19E10-E7を除いて全てのバリアント抗体
はHbAOに結合せず、前記親和性定数は、本質的には0であった。19E10－E7抗HbS抗体にお
いて、HbA0に対する低いレベルの結合が観察され、親和性定数は6.5 10-7Mで、HbSの親和
性定数と比較して2ログ以上少ない。
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【表４】

【０１１０】
実施例２
　本実施例は、本発明に係るサンドイッチ免疫アッセイを用いた、全ヘモグロビンに対す
るヘモグロビン及びヘモグロビンバリアントタンパク質のパーセンテージの測定を示す。
固相捕捉ビーズ免疫試薬が、実施例1に記載のHbA0, HbA1c, HbS, HbC, HbE及びHbDに特異
的な6つのモノクローナル抗体を用いて開発された。
【０１１１】
　前記6つの標的抗原に対する抗体は、常磁性ビーズに共有結合された。各ビーズは各抗
体に特有の特異的蛍光シグナルを有するように染色され、その後のフローサイトメトリー
検出器中で区別できるようにした。6つの抗体が結合したビーズを混合して、多重ビーズ
試薬を作製した。検出抗体試薬は、全てのヘモグロビン種に反応性を有するフィコエリス
リン標識ポリクローナル抗体を用いて調製された。アッセイにおいて結合する様々なビー
ズ及び種の模式図を図1に示す。
【０１１２】
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　前記アッセイは、全血及びキャリブレーター(5μL)を緩衝変性剤の溶液(10μL)に加え
ることにより、試料中に存在するヘモグロビン種のエピトープの全てを露出させて、それ
らが固相抗体に結合できるようにした。37℃で10分間変性させた後、ビーズ試薬(250μL)
を試料に添加し、その後、追加で37℃、20分のインキュベーションを行った。当該反応混
合物を0.1%Tween-20界面活性剤を含有するリン酸緩衝生理食塩水(PBST、各100μL)で4回
洗浄して、試料から未結合のタンパク質を全て除去し、ビーズと結合したヘモグロビン標
的のみを残した。当該ビーズをフィコエリスリン標識抗体試薬を含有するPBST(25μL)で
再懸濁し、これを37℃で20分間インキュベーションした。
【０１１３】
　PBST(各100μL)で4回洗浄した後、当該ビーズをPBSTに再懸濁し、Luminexフローサイト
メトリー検出器で処理して、試料中に存在する個々のヘモグロビン種に結合したビーズを
探索した。例えば、ホモ接合ヘモグロビンAAの個体から採取した試料は、HbA1c及びHbA0
ビーズからのシグナルを呈し、そしてヘテロ接合ヘモグロビンバリアントの個体から採取
した試料は、HbA0、HbA1c及び特異的ヘモグロビンバリアントビーズからのシグナルを呈
した。各ビーズのフィコエリスリン由来の蛍光シグナルは、試料及びキャリブレーターに
おいて測定された。ビーズ及び公知の用量の各キャリブレーターを使用して、各ヘモグロ
ビン解析物について校正曲線を作成した。各試料中のヘモグロビン解析物の濃度は、それ
らの蛍光シグナル及び確立した校正曲線の用量応答から決定された。HbA1cのパーセント
及びヘモグロビンバリアントのパーセントは、試料中に存在する場合、ヘモグロビンHbA1
c又はバリアントヘモグロビンタンパク質の濃度を、各ビーズ由来のHbA0の濃度で割るこ
とにより決定された。ヘテロ接合ヘモグロビンバリアントを含有する試料(例えばHbAS等)
の場合、A1cとHbA0の濃度の比に由来するパーセントA1c値が、試料中のヘモグロビンバリ
アントパーセントの濃度の使用を要するときは、個体の真の血糖インデックスを最もよく
反映する数値を提供するために調整される。
【０１１４】
　本明細書に添付した特許請求の範囲において、「一つの」は、「二つ以上」をも意味す
ることを意図する。「含む」及びその変形は、その前の工程又は要素の言及が、任意で更
なる工程又は要素を追加し得て、限定的でないことを意味する。本明細書に引用される全
ての特許、特許出願、及び他の刊行物は、それらの開示の全てが本明細書中に参照により
援用される。本明細書に引用されるいずれの参照材料又は一般的な公知技術と、本明細書
の明確な教示との間に相異があった場合、本明細書中の教示に寄って解釈されることが意
図される。これは、同一の用語について、当該技術分野で理解される用語又は語句の定義
と本明細書中に明示に提供された定義が相異する場合も同様である。
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【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】
　単一の血液細胞溶解物の試料中の、HbA1c、及び多数のヘモグロビンバリアントを含む
多数のヘモグロビン含有解析物を個別に検出する方法であり、当該方法が：
(a)前記試料をビーズの集団とインキュベーションし、当該集団が均一な混合物(common m
ixture)中の多数のサブ集団からなり、当該集団の各ビーズに、前記解析物と同数の多数
の分類染料(classifier dye)の一つが結合しており、そして当該分類染料は、当該分類染
料、ひいては前記サブ集団が、当該分類染料が励起されることで放射される蛍光放射によ
り互いに区別されるように選択され、当該各サブ集団が、更に、前記解析物の1つに選択
的結合親和性を有する免疫学的結合メンバーを結合させていることにより、各解析物を、
前記サブ集団に結合させられた前記免疫学的結合メンバーを介して、個々のビーズサブ集
団と結合させること；
(b)前記サブ集団のビーズに結合した前記解析物を、全ての前記解析物と結合する標識さ
れた結合メンバーとインキュベーションすることにより、当該解析物に標識を結合させる
こと；及び
(c)そのように標識された前記結合した解析物について、蛍光放射によりサブ集団の標識
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を区別しながら、前記結合した解析物に結合した標識を検出することにより、当該解析物
を個別に検出すること；
を含む、前記方法。
【請求項２】
　血液細胞溶解物の試料中の、全ヘモグロビンに対するHbA1cの比率を決定する方法であ
り、当該比率は、HbA1cの測定に干渉するヘモグロビンバリアントが当該溶解物中に存在
する可能性を考慮して調整され、当該方法が：
(a)前記試料をビーズの集団とインキュベーションし、当該集団が均一な混合物中の多数
のサブ集団からなり、当該集団の各ビーズに、多数の分類染料の一つが結合しており、そ
して当該分類染料は、当該分類染料、ひいては前記サブ集団が、当該分類染料が励起され
ることで放射される蛍光放射により互いに区別が可能なように選択され、当該各サブ集団
が、更に、HbA1c及びヘモグロビンバリアントを含む多数の解析物の1つに選択的結合親和
性を有する免疫学的結合メンバーを結合させていることにより、各解析物を、当該免疫学
的結合メンバーを介して、個々のビーズサブ集団と結合させること；
(b)前記サブ集団のビーズに結合した前記解析物を、全ての前記解析物と結合する標識さ
れた結合メンバーとインキュベーションすることにより、当該解析物に標識を結合させる
こと；
(c)そのように標識された前記結合した解析物について、蛍光放射によりサブ集団の標識
を区別しながら、前記結合した解析物に結合した標識を検出することにより、前記試料中
の当該解析物の濃度を個別に検出すること；及び
(d)前記濃度から全ヘモグロビンに対するHbA1cの比率を決定し、当該比率が、検出された
ヘモグロビンバリアント濃度とHbA1cの濃度との間の予め決められた関係に実験的に由来
する調整係数により、当該ヘモグロビンバリアントの濃度で調整されること；
を含む、前記方法。
【請求項３】
　血液細胞溶解物の試料中の、全ヘモグロビンに対する糖化ヘモグロビンバリアントの比
率を決定する方法であり、当該方法が：
(a)前記試料をビーズの集団とインキュベーションし、当該集団が均一な混合物中の多数
のサブ集団からなり、当該集団の各ビーズに、多数の分類染料の一つが結合しており、そ
して当該分類染料は、当該分類染料、ひいては前記サブ集団が、当該分類染料が励起され
ることで放射される蛍光放射により互いに区別が可能なように選択され、当該各サブ集団
が、更に：
第一の免疫学的結合メンバーとして、前記糖化ヘモグロビンバリアント及びHbA1cの両方
からなる第一の解析物に選択的結合親和性を有するもの、及び
第二の免疫学的結合メンバーとして、前記ヘモグロビンバリアント及び前記糖化ヘモグロ
ビンバリアントの両方からなる第二の分析物に選択的結合親和性を有するもの
を含む多数の免疫学的結合メンバーの1つを有することにより、当該第一及び第二の解析
物を、当該第一及び第二の各免疫学的結合メンバーと結合させること；
(b)結合した前記第一及び第二解析物を、全ての前記解析物と結合する標識された結合メ
ンバーとインキュベーションすることにより、当該解析物に標識を結合させること；
(c)そのように標識された前記結合した解析物について、蛍光放射によりサブ集団の標識
を区別しながら、前記標識を検出することにより、前記試料中の当該第一及び第二の解析
物の濃度を個別に検出すること；及び
(d)全ヘモグロビンの濃度を決定し、そして前記濃度から全ヘモグロビンに対する前記第
一の解析物の比率を決定し、当該比率が、検出されたヘモグロビンバリアント濃度と全ヘ
モグロビン濃度との間の予め決められた関係に実験的に由来する調整係数により、全ヘモ
グロビンに対する当該第二の解析物の濃度で調整されることにより、全ヘモグロビンに対
する糖化ヘモグロビンバリアントの比率を決定すること；
を含む、前記方法。
【請求項４】
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　HbC最小エピトープ4TPEKSAVT12に結合する、ヘモグロビンバリアントHbC及び糖化HbCに
選択的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項５】
　HbS最小エピトープ3LTPVEKSAVT12に結合する、ヘモグロビンバリアントHbS及び糖化HbS
に選択的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項６】
　HbE最小エピトープ22EVGGK26又は21DEVGGK26に結合する、ヘモグロビンバリアントHbE
及び糖化HbEに選択的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項７】
　HbD最小エピトープ121QFTPP125又は119GKQFTPP125に結合する、ヘモグロビンバリアン
トHbD及び糖化HbDに選択的に結合するモノクローナル抗体。
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