
(57)【要約】

本発明は、検出可能マーカーに対して結合したpan-ヘモ

グロビン抗体並びにヘモグロビン型及び/又は変異体に

対して特異的に結合する検出可能マーカーに対して結合

した１又は複数の親和性試薬を使用することで試料中の

ヘモグロビンを分析するための試薬に関連する。本発明

は更に、当該試薬を使用するフローサイトメトリー法に

関連する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 験 試 料 中 の あ る ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 を 分 析 す る 方 法 で あ っ て 、 当 該 方 法 は :
　 a)患 者 に 由 来 す る 試 験 試 料 と 、 第 １ 標 識 に 対 し て 結 合 し て い る pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及
び 第 ２ 標 識 に 対 し て 結 合 し て い る ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 を 混 合
し ;そ し て
　 b)当 該 試 験 試 料 を 測 定 し て pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 上 の 第 １ 標 識 か ら 生 じ た シ グ ナ ル 及 び
ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 上 の 第 ２ 標 識 か ら 生 じ た シ グ ナ ル を 測 定
し ;そ し て
　 c)前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 か ら の シ グ ナ ル と 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的
な 親 和 性 試 薬 か ら の シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と 、 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 か ら の シ グ ナ ル と 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な
親 和 性 試 薬 か ら の シ グ ナ ル の 比 較 す る こ と が 、 当 該 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 を 含 む 赤 血
球 の ％ を 測 定 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 に 由 来 す る シ グ ナ ル と 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異
的 な 親 和 性 試 薬 か ら の シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と が 、 当 該 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 の ％ 濃
度 を 測 定 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 に 由 来 す る シ グ ナ ル と 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異
的 な 試 薬 か ら の シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と が 、 当 該 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 を 含 む 血 液 体
積 あ た り の 平 均 赤 血 球 数 を 測 定 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 試 験 試 料 と 、 第 ３ の 標 識 が 結 合 さ れ て い る 更 な る ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異
的 な 親 和 性 試 薬 を 混 合 し 、 そ し て ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 抗 体 の 第 ３ の 標 識 か ら 生 じ た
シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 の
シ グ ナ ル を 参 照 値 と 比 較 す る こ と を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 参 照 値 が 、 正 常 な 患 者 集 団 に お け る pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 か ら の シ グ ナ ル と ヘ モ グ
ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 か ら の シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と か ら の 値 を 含 ん
で 成 る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 参 照 値 が 、 同 患 者 に 由 来 す る 前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 か ら の シ グ ナ ル と 前 記 ヘ モ
グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 か ら の シ グ ナ ル を 予 め 比 較 す る こ と を 含 ん で
成 る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 が ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 の シ グ
ナ ル を 参 照 値 と 比 較 す る こ と に よ り 糖 尿 病 の 患 者 の 症 状 の 分 析 を 可 能 に す る 請 求 項 ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 の
シ グ ナ ル を 参 照 値 と 比 較 す る こ と に よ り 異 常 血 色 素 症 の 患 者 の 症 状 の 分 析 を 可 能 に す る 、
請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 前 記 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 が フ ル オ ロ ク ロ ー ム に 結 合 し た 抗
体 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 検 出 可 能 標 識 に 結 合 し た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 を 含 ん で 成 る 結 合 抗 体 製 品 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 検 出 可 能 標 識 が フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 結 合 抗 体 製 品 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 抗 体 が ヘ モ グ ロ ビ ン 鎖 上 の 共 通 す る 抗 原 決 定 基 に 対 し て 結 合 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記
載 の 結 合 抗 体 製 品 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 1以 上 の 更 な る ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 で あ っ て 、 異 な る 検 出
可 能 標 識 に 結 合 し て い る 親 和 性 試 薬 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 結 合 抗 体 製 品
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 赤 血 球 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 で あ っ て 、 異 な る 検 出 可 能 標 識 に 結 合 し て い る 親 和 性 試 薬
を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 結 合 抗 体 製 品 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 白 血 球 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 で あ っ て 、 異 な る 検 出 可 能 標 識 に 結 合 し た 親 和 性 試 薬 を 更
に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 結 合 抗 体 製 品 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 製 品 が 凍 結 乾 燥 製 品 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 結 合 抗 体 製 品 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 製 品 が １ 種 以 上 の 防 腐 剤 を 含 む 液 体 製 品 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 結 合 抗
体 製 品 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 既 知 量 の １ 種 類 以 上 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 を 更 に 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載
の 結 合 抗 体 製 品 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 発 明 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 を 分 析 す る た め の 試 薬 に 関 連 す る 。 加 え て 、 本 発
明 は 、 当 該 試 薬 を 使 用 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に 関 連 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 正 常 な 成 人 ヘ モ グ ロ ビ ン A(HbA)は ２ つ の α (ア ル フ ァ )及 び ２ つ の β (ベ ー タ )鎖 (a 2 β 2 )
か ら な る 。 次 に 正 常 な 成 人 ヘ モ グ ロ ビ ン A 2 (HbA 2 )は ２ つ の α 及 び ２ つ の δ (デ ル タ )鎖 (a 2
δ 2 )鎖 か ら な る 。 正 常 な 成 人 の 血 液 は 、 主 要 な ヘ モ グ ロ ビ ン 物 質 と し て HbA及 び 少 数 ヘ モ
グ ロ ビ ン 物 質 と し て HbA 2 を 含 む 。 ヒ ト 胎 児 及 び 新 生 児 は 主 に 胎 児 性 ヘ モ グ ロ ビ ン F(HbF)を
生 産 し 、 そ れ は 、 ２ つ の α 鎖 及 び ２ つ の γ (ガ ン マ )鎖 か ら な る 。 更 に 、 θ (シ ー タ )鎖 、 ζ
(ゼ ー タ )鎖 及 び ε (エ プ シ ロ ン )鎖 は 早 期 ヒ ト 胎 児 に お い て 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 初 に 発 見 さ れ た 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン S(HbS)で あ り 、 そ れ は 鎌 状 赤 血 球
貧 血 症 の 原 因 で あ る 。 HbSは 、 通 常 β 鎖 の ６ 位 に お い て 発 見 さ れ る バ リ ン 残 基 が グ ル タ ミ
ン 残 基 に 置 換 さ れ た 結 果 生 じ る 。 他 の 比 較 的 共 通 す る 異 常 な ヘ モ グ ロ ビ ン は ヘ モ グ ロ ビ ン
C(HbC)で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 加 え て 、 合 計 約 90%の ヘ モ グ ロ ビ ン が グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な い 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ て
い な い ヘ モ グ ロ ビ ン の 主 要 な 画 分 は 、 HbA 0 と よ ば れ る 、 非 グ リ コ シ ル 化 HbAで あ る 。 グ リ
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発 明 の 分 野

発 明 の 背 景



コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン (GHb)は 、 様 々 な 糖 が ヘ モ グ ロ ビ ン 分 子 に 対 し て 結 合 す る こ
と に よ り 形 成 さ れ て い る 少 数 の ヘ モ グ ロ ビ ン 成 分 を 意 味 す る 。 ヒ ト 赤 血 球 は グ ル コ ー ス を
自 由 に 透 過 で き る 。 各 赤 血 球 に お い て 、 GHbは 、 周 囲 グ ル コ ー ス 濃 度 に 比 例 し た 速 度 で 形
成 さ れ る 。 グ ル コ ー ス と ヘ モ グ ロ ビ ン の 反 応 は 、 酵 素 に は よ ら ず 、 不 可 逆 的 且 つ 緩 慢 で 、
従 っ て ヘ モ グ ロ ビ ン 全 体 の 一 部 の み が 、 赤 血 球 の 寿 命 (１ ２ ０ 日 )の 間 に 糖 化 さ れ る 。 結 果
と し て 、 GHbを 測 定 す る こ と に よ り 、 長 期 グ ル コ ー ス レ ベ ル を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使
用 さ れ 、 先 の ２ ～ ３ 月 に 渡 る 平 均 血 液 グ ル コ ー ス 濃 度 の 正 確 な 指 標 を 提 供 す る 、 血 液 グ ル
コ ー ス レ ベ ル の 、 重 み 付 け が さ れ た 「 移 動 」 平 均 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c (HbA 1 c )は 、 糖 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の １ つ の 特 異 的 な 型 で あ り そ し て
糖 尿 病 に 関 し て 最 も 重 要 な ヘ モ グ ロ ビ ン 物 質 で あ る 。 HbA 1 c は 、 不 安 定 な ア ル ジ ミ ン を 提
供 す る 、 β 鎖 に お け る 末 端 ア ミ ン 基 と グ ル コ ー ス の ア ル デ ヒ ド 基 と の 反 応 に よ り 生 じ る 。
ア ル ジ ミ ン の 再 配 置 に よ り HbA 1 C が 与 え ら れ 、 そ れ は 、 バ リ ン ア ミ ン 基 に 対 し て 結 合 し た
β － ケ ト グ リ コ シ ド を 特 徴 と す る 。 HbA 1 C で あ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 総 量 は 、 非 糖 尿 病 に お い
て 約 3～ 6%で あ り 、 そ し て 制 御 さ れ る に 乏 し い 糖 尿 病 に お い て は 20%以 上 で あ る 。 Goldstei
nら , Clin. Chem. vol.32 : B64-B70 (1986). The Diabetes Control and Complications
 Trial (DCCT) Research Groupは 、 GHb(% HbA 1 C )の 1%の 変 化 が 、 先 の 120日 に 渡 る 血 液 グ
ル コ ー ス レ ベ ル に お い て 300mg/Lの 平 均 変 化 を 示 す こ と を 報 じ て い る 。 従 っ て 、 HbA 1 C の 濃
度 の 測 定 は 、 糖 尿 病 の 診 断 及 び モ ニ タ リ ン グ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン を 同 定 及 び 特 性 決 定 す る た め に 様 々 な 方 法 が 使 用 さ れ て き た 。 伝 統 的 に 、
こ れ ら の 方 法 に は 、 電 気 泳 動 、 等 電 点 電 気 泳 動 、 HPLC及 び マ ク ロ -ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が
含 ま れ る 。 加 え て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー も 、 特 定 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 を
分 析 す る た め に 使 用 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 一 種 類 の 赤 血 球 が 分 析 さ れ る 血 液 試 料 の 分 析 を す る た め の 迅
速 且 つ 効 率 的 な 方 法 を 供 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー が 特 異 的 な ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又
は 変 異 体 を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ て い る 場 合 、 特 定 の 注 目 の ヘ モ グ ロ ビ ン に 対 し て 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 の 集 団 を 測 定 す る た め に 使 用
さ れ 、 そ し て 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 集 団 が 、 総 赤 血 球 集 団 を 同 定 す る た め に 光 散 乱 を 使 用 す る こ
と に よ っ て 又 は HbAに 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と の い ず れ か に よ
っ て 測 定 さ れ て い る Dover,ら ,Blood vol.61 :No.4 pp.1109～ 1113 (1987) ; Jensenら ,ヘ
モ グ ロ ビ ン vol.9 (No.4) pp.349-362 (1985)。 第 三 の 方 法 と し て 、 総 ヘ モ グ ロ ビ ン は 、 赤
血 球 上 の グ リ コ フ ォ リ ン Aを 標 識 す る こ と に よ り 総 赤 血 球 細 胞 を 同 定 す る こ と に よ っ て 測
定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し 、 こ れ ら の 方 法 は ど れ も 、 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 集 団 を 正 確 に 特 定 す る こ と が で き な い
。 サ イ ズ に 基 づ い て 赤 血 球 集 団 を 同 定 す る た め に 光 散 乱 を 使 用 す る こ と は 、 総 ヘ モ グ ロ ビ
ン 集 団 を 誤 っ て 多 く 測 定 す る 。 そ の 理 由 は 、 光 散 乱 窓 （ light scatter window） に お い て
偽 の ポ ジ テ ィ ブ を 与 え る 赤 血 球 で は な い 細 胞 粒 子 に よ る 。 加 え て 、 グ リ コ フ ォ リ ン Aを 標
識 化 す る 際 に 総 ヘ モ グ ロ ビ ン を 基 準 と す る こ と で 、 人 工 的 な 高 い 値 が も た ら さ れ る だ ろ う
し 、 そ の 理 由 は 、 全 赤 血 球 の 系 統 、 即 ち 、 有 核 赤 血 球 、 網 状 赤 血 球 及 び 成 熟 赤 血 球 が グ リ
コ フ ォ リ ン Aタ ン パ ク 質 を 発 現 す る が 、 全 て の 赤 血 球 の 細 胞 が ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 ん で い る
わ け で は な い こ と で あ る 。 有 核 赤 血 球 及 び 網 状 赤 血 球 は 、 僅 か 少 数 又 は 少 量 の ヘ モ グ ロ ビ
ン を 含 み う る 。 HbAに 対 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と で 、 総 ヘ モ グ ロ ビ ン に つ い て 誤 っ て 低 い
数 値 が も た ら さ れ 、 そ の 理 由 は 、 正 常 な 対 象 者 に お け る ヘ モ グ ロ ビ ン の 90～ 95％ の み が A
形 態 に あ り 、 そ し て 異 常 な 患 者 に お い て は 少 な く さ え も あ る か ら だ 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ヘ モ グ ロ ビ ン を 分 析 す る た め に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る こ と に 伴 う 更 な る 限 定
は 、 正 確 な 測 定 を す る た め に 必 要 な 色 補 正 試 薬 を 欠 く こ と か ら も た ら さ れ る 。 一 つ の 試 料
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の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に お い て １ 種 類 以 上 の 蛍 光 試 薬 (例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 及
び ロ ー ダ ミ ン )が 使 用 さ れ た 場 合 、 一 つ の 蛍 光 ス ペ ク ト ル が 他 の ス ペ ク ト ル へ と 滲 ん で 重
な る こ と が 理 由 で 、 試 薬 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル が オ ー バ ー ラ ッ プ す る こ と に よ り 各 集 団 の 不 正
確 な 測 定 が も た ら さ れ る か ら で あ る 。 ス ペ ク ト ル の オ ー バ ー ラ ッ プ す る こ と に よ り 生 じ た
分 析 に お け る エ ラ ー を 補 正 す る た め に 、 試 薬 が 必 要 と な る が そ の 試 薬 は 、 装 置 に 、 蛍 光 が
滲 む こ と に よ っ て 生 じ た 人 工 的 な ポ ジ テ ィ ブ シ グ ナ ル を 除 去 す る 設 定 を 可 能 に す る 。 フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で の 色 補 正 を 確 立 す る た め に 、 細 胞 に 対 し て 直 接 結 合 す る 一 組 の 関 連
す る 蛍 光 色 素 試 薬 が 必 要 と さ れ て い る 。 減 算 補 正 法 に お い て 、 各 試 薬 は 異 な る フ ル オ ロ フ
ォ ア に 対 し て 結 合 さ れ て お り 、 そ し て ス ペ ク ト ル の オ ー バ ラ ッ プ が 差 し 引 か れ る 。 フ ル マ
ト リ ク ス 補 正 方 法 に お い て 、 使 用 さ れ た 各 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 し て 結 合 し た 試 薬 が
必 要 と さ れ て い る Bagwell, CBら 、  Ann N YAcad Sci. vol.20 : No.67 pp.167- 84 (1993
)。 し か し 、 現 在 は 赤 血 球 に 対 す る 色 補 正 試 薬 シ ス テ ム は 存 在 し な い 。 結 果 と し て 、 赤 血
球 の 多 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は 不 正 確 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ れ ら の 理 由 の た め 、 免 疫 蛍 光 に よ っ て ヘ モ グ ロ ビ ン の 正 確 な 測 定 を 達 成 す る よ う に フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る こ と は 可 能 で は な い 。 上 で 論 じ た よ う に 、 例 え ば 、 特 定 の
ヘ モ グ ロ ビ ン 集 団 で 1%の 変 化 が あ れ ば 、 病 理 学 的 状 態 の 現 れ で あ り 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー を 使 用 す る こ と で 、 試 料 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 迅 速 な 分 析 の た め に 正 確 な 感 受 性 方 法 が 必
要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の 欠 点 を 解 消 し そ し て 試 料 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン を 分 析 す る た め に フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る 正 確 な 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 更 に 、 赤 血 球 及 び 赤 血 球 成
分 の 例 え ば 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 を 、 多 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 使 用
す る こ と で 正 確 に 測 定 可 能 に す る 色 補 正 シ ス テ ム を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 1又 は 複 数 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 を 分 析 す る 方 法 に 関 し
、 当 該 方 法 は 、 患 者 に 由 来 す る 試 験 試 料 と pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 (第 １ 標 識 に 対 し て 結 合
し て い る )及 び ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 (第 ２ 標 識 に 対 し て 結 合 し
て い る )を 混 合 し ； 当 該 試 験 サ ン プ ル を 測 定 し て pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 上 の 第 １ 標 識 か ら
生 じ た シ グ ナ ル 及 び ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 上 の 第 ２ 標 識 か ら 生
じ た シ グ ナ ル を 測 定 し ； 当 該 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 か ら の シ グ ナ ル と 当 該 ヘ モ グ ロ ビ ン 型
又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 か ら 生 じ た シ グ ナ ル を 比 較 し ； そ し て そ の 比 較 の 結 果 を
報 告 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 し た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 を 含 ん で 成 る 結 合 抗 体
製 品 を 更 に 含 ん で 成 る 。 本 発 明 の 更 な る 観 点 は 、 コ ン ト ロ ー ル 製 品 と し て 使 用 さ れ て 良 い
結 合 抗 体 製 品 に 関 連 す る 。 加 え て 、 当 該 コ ン ト ロ ー ル 製 品 は 、 既 知 量 の １ 又 は 複 数 の ヘ モ
グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 を 含 ん で 良 い 。 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 全 血 ア ッ セ イ の た め に
白 血 球 及 び 白 血 球 成 分 に 対 す る １ 又 は 複 数 の 抗 体 を 更 に 含 ん で 成 る 結 合 抗 体 製 品 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 に お い て 、 結 合 抗 体 製 品 は 、 そ れ ぞ れ が 異 な る 蛍 光 標 識 に 対 し
て 結 合 し て い る pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 を 含 ん で 成 る こ と が で き る 。 加 え て 、 色 補 正 キ ッ ト
は 、 検 出 可 能 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 し た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 並 び に 他 の 検 出 可 能 標 識 に
対 し て 結 合 し た 1以 上 の 更 な る ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試 薬 を 含 ん で
成 っ て 良 く 、 こ こ で 当 該 抗 体 及 び 各 更 な る ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 に 特 異 的 な 親 和 性 試
薬 は 、 互 い に 異 な る 検 出 可 能 標 識 を 有 す る 。 か か る 実 施 態 様 の 例 は 、 第 １ 検 出 抗 体 に 対 し
て 結 合 し た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 並 び に 第 ２ の 検 出 標 識 を 有 す る グ リ コ フ ォ リ ン Aに 対 し
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て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で 成 っ て 良 い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 糖 尿 病 の 診 断 及 び 予 後 方 法 を も 包 含 し 、 当 該 方 法 は 、 患 者 試 料 と HbA 1 c に 対
す る 抗 体 （ こ こ で 当 該 抗 体 は 第 １ 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 し て い る ） と pan-ヘ モ グ ロ ビ
ン 抗 体 （ 第 ２ 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 し て い る ） と を 反 応 さ せ ; 試 験 試 料 を 測 定 し て pa
n-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 上 の 第 １ 標 識 か ら 生 じ た シ グ ナ ル 及 び HbA 1 c  特 異 的 親 和 性 試 薬 上 の 第
２ 標 識 か ら 生 じ た シ グ ナ ル を 測 定 し ;そ し て 当 該 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 と 当 該 HbA 1 c  特 異
的 親 和 性 試 薬 に 由 来 す る シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 更 な る 観 点 は 、 糖 尿 病 の 患 者 の 治 療 コ ン プ ラ イ ア ン ス を モ ニ タ リ ン グ す る た め
に 方 法 に 関 連 し 、 当 該 方 法 は 、 患 者 の 試 料 と HbA 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ
ビ ン に 対 す る 抗 体 （ こ こ で 当 該 抗 体 は 第 １ 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 し て い る ） と pan-ヘ
モ グ ロ ビ ン 抗 体 （ 第 ２ 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 し て い る ） を 反 応 さ せ ;試 験 試 料 を 測 定
し て pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 上 の 第 １ 標 識 か ら 生 じ た シ グ ナ ル 及 び HbA 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ
ル 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 上 の 抗 体 上 の 第 ２ 標 識 か ら 生 じ た シ グ ナ ル を 特 定 し ;そ し て 当 該 pan-ヘ
モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 当 該 HbA 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 か ら の シ グ
ナ ル を 参 照 値 に 対 し て 比 較 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン を 分 析 す る 正 確 な 定 量 方 法 を 供 す る 。 好 適 な 方 法 は 、
測 定 領 域 を 通 過 す る 個 々 の 細 胞 を 分 析 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る 。 当 業 者 に は
理 解 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 行 わ れ て 良 い が 、 試 料 を 分 析 す る 時 間 が 実
質 上 増 加 す る だ ろ う 。 本 発 明 は 、 更 に 、 赤 血 球 並 び に ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 な
ど の 赤 血 球 成 分 を 正 確 に 分 析 す る た め の 多 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 使 用 を 可 能 に す る 色
補 正 試 薬 シ ス テ ム を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 」 抗 体 と は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 鎖 上 で 共 通 す る 抗 原 決 定 基 に 対 し て 結 合
し 、 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 集 団 の 標 識 化 を も た ら す 抗 体 で あ る 。 例 え ば 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体
は 、 全 て の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び 変 異 体 に 共 通 す る α ヘ モ グ ロ ビ ン 鎖 に 対 し て 少 な く と も 結
合 す る だ ろ う 。 更 に 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 は 、 α (ア ル フ ァ )及 び δ (デ ル タ )ヘ モ グ ロ ビ
ン 鎖 に 対 し て 結 合 す る こ と が で き 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 集 団 の 標 識 化 を も も た ら す だ ろ う 。 好 適
に 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 し か し 、 本 発 明 は 、 総 ヘ モ グ
ロ ビ ン 集 団 の 標 識 化 を も た ら す な ら 、 pan-ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 さ れ て 良 い こ と も 熟
考 す る 。 様 々 な pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 が 未 結 合 形 態 に お い て 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 pa
n-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 の 例 は 、 次 の よ う な 製 造 者 か ら 入 手 可 能 で あ る ： a)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は Cortex Biochem, Inc., San Leandro, CA, Product ID CR8001M, 名 称 : ヘ モ グ ロ ビ
ン (α チ ェ ー ン )、 銘 柄 :ア ン チ -ヘ モ グ ロ ビ ン (α ); Biodesign International, Kennebunk
, ME, カ タ ロ グ No. H67696M, 名 称 : ヒ ト ヘ モ グ ロ ビ ン α チ ェ ー ン 、 銘 柄 :モ ノ ク ロ ー ナ ル
ア ン チ ヘ モ グ ロ ビ ン (α チ ェ ー ン ); Fitzgerald International, Inc., Concord, MA, カ
タ ロ グ : 10-H03、 名 称 : ヘ モ グ ロ ビ ン 全 体 分 子 (ヒ ト )か ら 入 手 可 能 で あ り ;そ し て b)ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Accurate Antibodies, Westbury, NY, Product ID : IMS-02-068-02、
名 称 : ヘ モ グ ロ ビ ン チ キ ン ア ン チ ヒ ト ;及 び 製 品 ID : BMD-J16、 名 称 : ヘ モ グ ロ ビ ン ヒ ツ
ジ ア ン チ ヒ ト ;及 び 製 品 ID:BYA-1006-1、 名 称 : ヘ モ グ ロ ビ ン ウ サ ギ ア ン チ ヒ ト ； か ら 入 手
可 能 で あ る 。 し か し pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に お い て は 使 用 さ れ て
い な い 又 は 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 さ れ て い な い 。 加 え て 、 特 定 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び
/又 は 変 異 体 に 対 し て 特 異 的 な い く つ か の 予 め 結 合 さ れ て い る ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 が 様 々 な
商 業 的 ソ ー ス か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 日 よ り 前 に 、 ヘ モ グ ロ ビ ン Aに 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 試 料 中
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の 総 ヘ モ グ ロ ビ ン を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ て き た Campbell,ら Cytometry vol.35 : pp.2
42-248 (1999)。 し か し 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 と は 違 い 、 ヘ モ グ ロ ビ ン Aに 対 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 集 団 の た っ た 90～ 95%と し か 反 応 し な い 。 本 発 明 者 は 、
最 初 に 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 を 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 さ せ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明
の １ つ の 観 点 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 試 薬 と し て 使 用 す る た め に 適 切 で あ る 検 出 可 能 標
識 に 対 し て 結 合 し て い る pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 試 料 中 の 総 ヘ モ グ ロ ビ ン を 検 出 す る た め の pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 の 使 用 は 、 特 徴 あ る ヘ
モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 抗 体 に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 体 な ど 、 親 和 性 試 薬 と の 組 み 合 わ せ
に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 試 料 中 に 存 在 す る 型 及 び /又 は 変 異 体 の 量 を 分 析 す る た め に 、
好 適 に は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 正 確 な 方 法 を 供 す る 。 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 と し て は 、 限
定 で は な い が 、 HbA 1 c 、  HbA、  HbA 2 、 胚 性 Hb、 HbS、 HbF、 HbC、 HbD、 HbE及 び グ リ コ シ ル
化 さ れ た Hbが 挙 げ ら れ る 。 加 え て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 変 異 体 と し て は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 の 多 く
の ヘ モ グ ロ ビ ン 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 ヘ モ グ ロ ビ ン 変 異 体 は 、 往 々 に し て ヘ モ グ ロ ビ ン 型
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 単 一 の 操 作 の 結 果 に よ り 生 じ る 。 本 発 明 を 使 用 す る こ と で 、 全 て の ヘ モ
グ ロ ビ ン が 検 出 さ れ て 良 く 、 好 適 に は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 検 出 さ れ て 良 く 、 そ
れ の た め に は 、 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 で き う る 抗 体 な ど の 特 異 的 親 和 性 試 薬 が あ る 。
更 に 、 細 胞 内 分 子 又 は 抗 原 及 び 表 層 膜 分 子 又 は 抗 原 に 対 し て 結 合 す る 抗 体 は 、 細 胞 に 関 す
る 更 な る 情 報 を 提 供 す る た め に pan-Hbと 組 み 合 わ さ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 並 び に ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 親 和 性 試 薬 上 の 検 出 可 能
抗 体 は 、 好 適 に は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る こ と で 検 出 可 能 で あ る 任 意 の 標 識 の 例
え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア で あ っ て 良 い 。 フ ル オ ロ フ ォ ア に は 、 蛍 光 状 態 に お い て 存 在 す る 蛍
光 標 識 及 び 励 起 に よ り 蛍 光 を 発 す る フ ル オ ロ ク ロ ー ム の 両 方 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に 適 し た
様 々 な フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 Molecular Probes, Inc., Eugene, ORな ど い く つ か の 会 社 か ら
商 業 上 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 適 切 な フ ル オ ロ フ ォ ア の 例 と し て は 、 限 定 で は な い が 、 Alexa Fluor色 素 シ リ ー ズ の 例
え ば 、 Alexa 350、 Alexa 430、 Alexa 488、  Alexa 532、 Alexa 546、 Alexa 555、 Alexa 5
68、 Alexa 594、 Alexa 633、 Alexa 647、 Alexa 660、 Alexa 700及 び Alexa 750、 BODIPY色
素 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 、 ロ ー ダ ミ ン グ リ ー ン 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン
、 リ サ ミ ン ロ ー ダ ミ ン B(lissamine rhodamine B) ロ ー ダ ミ ン Red-X、 A-ロ ー ダ ミ ン 、 X-ロ
ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 テ キ サ ス レ ッ ド -X、 ナ フ ト フ ル オ ロ セ イ ン 、 レ ー ザ ー Pro IR
 790、 カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 6G、 QSY色 素 、 NANOGOLDス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル エ ス テ ル 、 カ
ス ケ ー ド ブ ル ー 、 ク マ リ ン 誘 導 体 、 ナ フ タ レ ン 、 ピ レ ン 、 ピ リ ジ ル オ キ サ ゾ ー ル 誘 導 体 、
カ ス ケ ー ド イ ェ ロ ー 、 ダ ポ キ シ ル 色 素 、 エ オ シ ン 誘 導 体 、 ピ リ ジ ル オ キ サ オ ー ル 誘 導 体 、
ベ ン ゾ オ キ サ ゾ ー ル 誘 導 体 、 ル シ フ ァ ー イ ェ ロ ー 、 AMCA、 マ リ ー ナ ブ ル ー 、 パ シ フ ィ ッ ク
ブ ル ー 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)、 PEベ ー ス タ ン デ ム 蛍 光 物 質 (PE-Tx Red、 PE-Cy5、 PE-Cy5
.5、 PE-Cy7)、 Cy3、 Cy3.5、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン (APC)、 APCベ ー ス タ ン デ ム 蛍 光 物 質 (APCC
y7、 APCCy5.5、 Cy5.5、 Cy7)及 び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ レ イ ミ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア の 抗 体 に 対 す る 結 合 は 、 常 用 且 つ 周 知 の 方 法
を 使 用 す る こ と で 行 わ れ て 良 い 。 結 合 Pan-Hgb製 品 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ て 凍 結 乾 燥 製
品 と し て 又 は 液 体 産 物 に お い て 販 売 さ れ て 良 い 。 凍 結 乾 燥 し た 製 品 は 、 液 体 製 品 よ り も 長
い 棚 寿 命 を 有 す る だ ろ う 。 液 体 製 品 は 、 適 切 な バ ッ フ ァ ー の 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 (PBS
)及 び 1種 類 以 上 の 防 腐 剤 を 含 む だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 患 者 試 料 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ て 良 い 。 本 発 明
の 方 法 を 使 用 す る こ と で 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 特 定 の 型 及 び /又 は 変 異 体 を 含 む 赤 血 球 の ％ が
特 定 さ れ て 良 い 。 一 層 詳 細 に 、 Pan-Hb結 合 体 を 使 用 す る こ と で 、 赤 血 球 及 び 所 定 の 型 の 数
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の 特 定 が 可 能 に な り そ し て /又 は 変 異 型 Hb結 合 体 を 使 用 す る こ と で 、 所 定 の 型 及 び /又 は 変
異 体 を 含 む 赤 血 球 の 数 の 特 定 が 可 能 に な り 、 従 っ て 、 所 定 の 型 /変 異 体 Hbを 含 む 赤 血 球 の
％ が 特 定 さ れ て 良 い 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 含 量 に 対 す る 特 定 の ヘ モ グ
ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 の ％ の 濃 度 は 、 最 初 に 、 試 料 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 総 濃 度 を 、 標
識 し た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 既 知 量 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 参 照 標 準 か ら の シ グ ナ ル の 強 度
を 使 用 す る こ と で 測 定 し 、 そ し て 標 識 し た 型 及 び /又 は 変 異 体 ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 並 び に 既
知 量 の 型 及 び /又 は 変 異 体 ヘ モ グ ロ ビ ン の 参 照 標 準 か ら の シ グ ナ ル 強 度 を 使 用 す る こ と に
よ っ て 所 定 の 型 及 び /又 は 変 異 体 の 濃 度 を 特 定 す る こ と に よ っ て 特 定 さ れ て 良 い 。 更 な る
実 施 態 様 に お い て 、 総 ヘ モ グ ロ ビ ン 含 量 に 対 す る 特 定 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体
の ％ 濃 度 は 、 最 初 に 、 他 の 適 当 な 手 段 の 例 え ば 、 吸 光 度 又 は 光 散 乱 を 使 用 す る こ と で 試 料
中 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 総 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 特 定 さ れ て 良 く 、 そ し て 所 定 の 型 及 び /
又 は 変 異 体 の 濃 度 は 、 標 識 さ れ た 型 及 び /又 は 変 異 体 ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 に よ っ て 同 定 さ れ
た 細 胞 中 に 含 ま れ た 所 定 の 型 及 び /又 は 変 異 体 の 平 均 濃 度 の 相 関 表 に よ っ て 特 定 さ れ て 良
い 。 米 国 特 許 第 5,686,309号 は 、 本 明 細 書 中 そ の 全 体 を 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ て い る 。
な お さ ら に 、 本 発 明 を 試 験 試 料 中 、 特 定 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 の 例 え ば 、 ヘ
モ グ ロ ビ ン A 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 む 血 液 体 積 あ た り の 赤 血 球
の 平 均 数 を 特 定 す る た め に 使 用 す る こ と も 本 願 が 熟 考 し た 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 診 断 及 び 予 後 用 途 の 両 方 を 有 し う る 。 診 断 用 途 に 関 し て 、 特 定 の ヘ モ グ ロ ビ
ン 型 及 び /も し く は 変 異 体 の 存 在 及 び /も し く は 量 に よ り 複 数 の 病 理 状 態 の 存 在 及 び 程 度 を
診 断 で き る 。 一 層 詳 細 に 、 本 発 明 は 、 異 常 血 色 素 症 及 び 糖 尿 病 に 関 連 し た 価 値 あ る 診 断 及
び 予 後 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 異 常 血 色 素 症 は 、 HbA 0 及 び HbFで は な い ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 の 存 在 を 特 徴 と
す る 疾 患 の 不 均 質 な 集 団 を 示 す 。 例 え ば 、 HbA 2 は 、 β -サ ラ セ ミ ア の い く つ か の 形 態 に 関
連 し 、 HbA 1 C 及 び グ リ コ シ ル 化 さ れ た Hbは 糖 尿 病 及 び コ ラ ー ゲ ン 疾 患 に 関 連 す る 。 HbSは 鎌
状 赤 血 球 病 に 関 連 し て い る 。 HbC及 び HbDは 、 HbC及 び HbD疾 患 に そ れ ぞ れ 関 連 し 、 そ し て Hb
 Eは Hb E疾 患 及 び β -サ ラ セ ミ ア に 関 連 す る 。 更 に 、 HbFは 正 常 な 胎 児 及 び 新 生 児 お い て 発
現 し て お り 、 そ れ は 鎌 状 赤 血 球 病 に も 関 連 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 特 に 重 要 な も の は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン HbA 1 c で あ る 。 HbA 1 c で あ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 総 量 は 、 糖
尿 病 で な い 場 合 約 3～ 6%で あ り 、 そ し て 調 節 が 乏 し い 糖 尿 病 に お い て 約 20%以 上 で あ る (Gol
dstein, DE, ら , Clin. Chem. vol.32 : B64-B70 (1986))。 The Diabetes Control and C
omplications Trial (DCCT) Research Groupは 、 GHb(%HbAc 1 C )に お け る 1%の 変 化 は 、 先 行
す る 120日 に 渡 る 血 液 グ ル コ ー ス レ ベ ル に お い て 300 mg/Lの 平 均 変 化 を 示 す と 報 じ て い る
。 加 え て 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c モ ニ タ リ ン グ を 、 糖 尿 病 前 検 診 と し て 使 用 で き う る こ と を 示
し て お り 、 何 故 な ら 患 者 は 、 そ れ ら が 異 常 な グ ル コ ー ス 寛 容 検 診 を 有 す る 前 に 、 ヘ モ グ ロ
ビ ン A 1 c の レ ベ ル の 上 昇 を 示 し う る か ら で あ る 。 従 っ て 、 患 者 の 試 験 試 料 中 の ヘ モ グ ロ ビ
ン の 濃 度 を 特 定 す る こ と は 、 糖 尿 病 を 診 断 す る こ と に お い て 及 び 当 該 疾 患 の 治 療 を モ ニ タ
リ ン グ す る こ と に お い て の 両 方 で 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Professional Practice Committee of the American Diabetes Associationに よ り 承 認
さ れ た 最 近 刊 行 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ
モ グ ロ ビ ン は 、 糖 尿 病 患 者 に お い て 、 血 糖 コ ン ト ロ ー ル 及 び 治 療 計 画 の コ ン プ ラ イ ア ン ス
を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 日 常 的 に 測 定 さ れ る べ き で あ る こ と を 推 奨 し た Sacks,ら , Clin
. Chem. vol.48 : pp.436～ 472 (2002)。 同 時 に 、 当 該 ガ イ ド ラ イ ン は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c
及 び グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 一 貫 性 及 び 正 確 さ が 無 い
ア ッ セ イ が 現 在 様 々 な 研 究 室 で 使 用 さ れ て い る こ と を 記 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 試 料 に お い て ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c 及 び グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン を
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分 析 す る 正 確 且 つ 一 貫 し た 手 段 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る こ と で 、 ヘ モ グ ロ ビ
ン A 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化 ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 す る 細 胞 の ％ は 、 標 識 さ れ た pan-ヘ モ グ
ロ ビ ン 抗 体 か ら の シ グ ナ ル を 使 用 す る こ と で ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 有 す る 細 胞 の 総 数 を 測 定 し
、 そ し て ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 C 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン に 対 し て 特 異 的 な 標
識 さ れ た 抗 体 か ら の シ グ ナ ル を 使 用 す る こ と で こ れ ら の ヘ モ グ ロ ビ ン を 含 む 細 胞 の 総 数 を
測 定 す る こ と に よ り 測 定 さ れ て 良 い 。 代 わ り に 、 ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化
さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃 度 は 、 標 識 さ れ た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 既 知 量 の ヘ モ グ ロ ビ
ン の 標 準 参 照 か ら の シ グ ナ ル を 使 用 す る こ と で 試 料 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン の 総 濃 度 を 特 定 し 、
次 い で 、 標 識 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c 及 び /又 は 既 知 量 の ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c 及 び /も し く は グ
リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン に 関 す る 標 準 参 照 か ら の シ グ ナ ル を 使 用 す る こ と で 試 料 中
の ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c 及 び /又 は グ リ コ シ ル 化 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 総 濃 度 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 特 定 さ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 の 試 験 試 料 を 検 出 可 能 標 識 が 結 合 さ れ て い る ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c に 対 す る
抗 体 と そ し て 第 ２ の 検 出 可 能 標 識 が 結 合 さ れ て い る pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 と 反 応 さ せ る こ
と に よ っ て 糖 尿 病 を 検 診 す る 方 法 に 関 連 す る 。 好 適 に 、 当 該 方 法 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー を 使 用 す る 。 試 料 中 に 存 在 す る ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c の 量 は 測 定 さ れ て 良 く 、 そ し て そ の 結
果 は 、 比 較 可 能 な 正 常 な 患 者 集 団 に お い て 発 見 さ れ る ヘ モ グ ロ ビ ン A 1 c の 参 照 と 比 較 さ れ
て 良 い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 用 途 に 加 え て 、 診 断 用 途 を も 有 す る 。 例 え ば 、 糖 尿 病 患 者 の
A 1 c レ ベ ル の 変 化 が 僅 か (最 大 で 1%)で あ っ て さ え も 、 糖 尿 病 に 関 連 し た 長 期 合 併 症 の 35%の
増 加 に 相 関 関 係 が あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 の レ ベ ル の か
か る 僅 か な 変 化 を 正 確 に 測 定 す る た め に 感 度 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 先 に 記 載 し た 試 薬 及 び 方 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 糖 尿
病 患 者 に お け る 治 療 コ ン プ ラ イ ア ン ス を モ ニ ダ リ ン グ す る 迅 速 且 つ 効 率 的 な 手 段 と し て 使
用 さ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 検 出 可 能 標 識 に 対 し て 結 合 し た 結 合 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 を １ 種 類 以
上 及 び 既 知 量 の １ 又 は 複 数 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 を 含 む コ ン ト ロ ー ル 製 品 に
関 連 す る 。 例 え ば 、 コ ン ト ロ ー ル 製 品 は 、 標 識 さ れ た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 既 知 量 の
１ 又 は 複 数 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 又 は 変 異 体 の 例 え ば 、 HbA 0 、 HbF、 及 び HbSを 含 む こ と が で き
る 。 本 発 明 の コ ン ト ロ ー ル 製 品 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の た め に 使 用 さ れ て 良 い 。 コ ン
ト ロ ー ル 製 品 は 、 特 異 的 親 和 性 試 薬 の 例 え ば 、 １ 又 は 複 数 の ヘ モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変
異 体 に 対 す る 抗 体 （ 検 出 可 能 標 識 の 例 え ば 、 FITC、 PE、 PE-Tex Red又 は PE-Cy5に 対 し て 結
合 し て い る ） を も 含 ん で 良 い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 製 品 の 要 素 は 、 単 一 ユ ニ ッ ト と し て パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ て 良 い 。 単 一 パ ッ
ケ ー ジ 内 で 、 個 々 の 試 薬 の 例 え ば 、 結 合 し た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 ;既 知 の 型 又 は 量 の ヘ
モ グ ロ ビ ン 型 及 び /又 は 変 異 体 親 和 性 試 薬 は 、 個 別 の 容 器 の 例 え ば 、 バ イ ア ル 中 に 含 ま れ
て 良 い か あ る い は 、 予 め 一 緒 に 混 合 さ れ て い て 良 い 。 コ ン ト ロ ー ル 製 品 中 の 試 薬 は 、 再 生
形 態 又 は エ ン ド ユ ー ザ ー に よ っ て 適 切 に 再 生 さ れ る た め に 凍 結 乾 燥 形 態 に お い て 提 供 さ れ
て い て 良 い 。 パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た コ ン ト ロ ー ル 産 物 は 、 使 用 す る た め そ し て 試 薬 を 保 存
す る た め の 適 切 な 説 明 書 を 含 ん で い て 良 い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 更 な る 観 点 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 赤 血 球 の 多 色 分 析 の た め の 色 補 正
を 確 立 す る 試 薬 及 び 方 法 を 含 む 色 補 正 キ ッ ト を 提 供 す る 。 １ 超 の 蛍 光 試 薬 (例 え ば 、 フ ル
オ レ セ イ ン 及 び PE)が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 試 料 分 析 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 試
薬 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル の オ ー バ ー ラ ッ プ に よ り 各 々 の 集 団 の 不 正 確 な 測 定 が も た ら さ れ う る
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。 何 故 な ら 、 試 料 分 析 に 由 来 す る １ つ の 蛍 光 ス ペ ク ト ル か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル が 他 の 蛍 光 ス
ペ ク ト ル に 滲 ん で 重 な る こ と に よ る 。 ス ペ ク ト ル の オ ー バ ー ラ ッ プ に よ り 生 じ た 分 析 の エ
ラ ー を 補 正 す る た め に 、 機 器 を 、 蛍 光 シ グ ナ ル が 滲 ん で 重 な る こ と に よ っ て 生 じ た 人 工 的
な ポ ジ テ ィ ブ シ グ ナ ル を 除 去 す る こ と が 可 能 な 設 定 に す る 試 薬 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で の 補 正 を 確 立 す る た め に 、 同 じ 細 胞 集 団 に 対 し て 直 接 結 合 す
る ２ 以 上 の 試 薬 が 必 要 と さ れ て い る 。 各 試 薬 は 、 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 し て 結 合 し て
い る 。 本 発 明 の 色 補 正 試 薬 に よ り 、 グ リ コ フ ォ リ ン Aは 第 一 の フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 さ れ
て い る 。 グ リ コ フ ォ リ ン Aは シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ れ は 赤 血 球 系 統 細 胞 に 対 し て
特 異 的 で あ り そ し て ヒ ト 赤 血 球 前 駆 体 細 胞 ～ 成 熟 赤 血 球 細 胞 上 に 存 在 す る 。 加 え て 、 赤 血
球 は 第 二 フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 し て 結 合 し た pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 で 標 識 さ れ て い る 。 従 っ
て 、 本 発 明 の 色 補 正 シ ス テ ム に よ り 、 赤 血 球 は ２ つ の 異 な る 赤 血 球 特 異 的 標 識 、 即 ち 、 グ
リ コ フ ォ リ ン Aに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 及 び pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 で 標 識 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 試 薬 を 使 用 す る こ と で 、 赤 血 球 に よ る 正 確 な 多 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー が 行
わ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 今 日 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 大 部 分 は 、 多 色 シ ス テ ム の 分 析 を で き る 。 加 え て 、 機 器
及 び ソ フ ト ウ ェ ア は ５ 色 を 越 え る 色 分 析 に 使 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の シ ス テ ム に お け る 色
補 正 は 、 使 用 さ れ る 様 々 な フ ル オ ロ ク ロ ー ム に 対 し て 個 別 に 結 合 し た 試 薬 を 使 用 す る こ と
で フ ル マ ト リ ク ス 補 正 に よ っ て 達 成 さ れ て 良 い 。 次 い で 、 ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム が 各 フ
ル オ ロ ク ロ ー ム に 関 す る 色 補 正 を 確 立 す る 。 本 発 明 の 色 補 正 シ ス テ ム に よ り 、 グ リ コ フ ォ
リ ン Aに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ３ つ の 異 な る 蛍 光 標 識 の 例 え ば 、 FITC、 PE、 及 び PE-
Tx Redに 対 し て 個 別 に 結 合 さ せ ら れ て い る 。 加 え て 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 は 、 ３ つ の 異
な る 蛍 光 標 識 の 例 え ば 、 PE、 PE-Tx Red及 び PE-Cy5に 対 し て 結 合 さ せ ら れ て い る 。 次 い で
、 赤 血 球 は 、 選 定 の 結 合 し た 抗 体 に よ り 標 識 さ れ て い る 。 例 え ば 、 マ ト リ ク ス 色 補 正 を 達
成 す る た め に 、 次 の よ う な 、 抗 体 結 合 体 で 標 識 さ れ た 赤 血 球 が 調 製 さ れ て 良 い : 
　 1)グ リ コ フ ォ リ ン A-FITC + pan-Hb-PE
　 2)グ リ コ フ ォ リ ン A-PE +pan-Hb-PE-Tx Red
　 3)グ リ コ フ ォ リ ン A-PE+pan-Hb-PE-Cy5
　 4)グ リ コ フ ォ リ ン A-PE-Tx Red +pan-Hb-PE-Cy5
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 グ リ コ フ ォ リ ン A抗 体 及 び pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 の 様 々 な 標 識 を さ れ た ペ ア を 各 々 含 む
赤 血 球 の ４ つ の 試 料 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に ラ ン し て 通 さ れ そ し て 色 補 正 が 測 定 さ れ
て 良 い 。 赤 血 球 の た め の 色 補 正 シ ス テ ム は ５ 色 以 上 の 分 析 を 伴 う 使 用 の た め に 適 合 さ れ て
良 い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 す る 赤 血 球 の 多 色 分 析 の た め の 色 補 正 キ ッ ト も
含 む 。 色 補 正 キ ッ ト と 共 に 、 上 記 色 補 正 試 薬 が ユ ニ ッ ト と し て パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る だ ろ
う 。 ユ ニ ッ ト 内 で 、 グ リ コ フ ォ リ ン A標 識 及 び pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 は 、 同 じ バ イ ア ル 又
は 別 個 の バ イ ア ル 中 に 含 ま れ て い て 良 い 。 キ ッ ト 中 の 試 薬 は 、 再 生 形 態 に お い て 又 は エ ン
ド ユ ー ザ ー に よ る 適 切 な 再 生 の た め に 凍 結 乾 燥 さ れ て い て 良 い 。 そ し て ま た 、 キ ッ ト 内 に
は 、 色 補 正 試 薬 の 使 用 と 保 存 に 関 す る 適 切 な 説 明 書 及 び /又 は ソ フ ト ウ ェ ア が 含 ま れ て い
て 良 い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　
　
　 A.RBCの 架 橋 － 200μ Lの 血 液 試 料 を 試 験 管 中 へ と ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 こ の 血 液 試 料 に
対 し て 、 3.0mlの 2倍 希 釈 し た 試 薬 #1を 加 え て 、 こ の 試 料 を 5秒 に 渡 り ボ ル テ ッ ク ス に 掛 け
、 そ し て ロ ー ラ ー ミ キ サ ー に よ り 35分 に 渡 り 血 液 全 体 を 混 合 し た 。 こ の 試 料 を 次 い で 5分
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に 渡 り 200g、 1100rpmで 遠 心 し て 上 清 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 B.架 橋 し た RBCの 透 過 化 － 赤 血 球 を 、 公 知 の 技 術 及 び 試 薬 を 使 用 す る こ と で 透 過 化 さ せ
る こ と が で き う る 。 そ の 技 術 及 び 試 薬 は 例 え ば 、 Van Agthovenら の 米 国 特 許 第 6,534,279(
そ の 全 体 は 本 明 細 書 中 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ て い る )に 開 示 さ れ て い る も の で あ る 。 遠
心 し て 上 清 を 取 り 除 い た 後 、 ペ レ ッ ト を 3.0mlの 10倍 希 釈 試 薬 #2で 再 懸 濁 さ せ 、 そ し て 分
散 さ せ る た め に 10秒 に 渡 り 超 音 波 処 理 し 、 ボ ル テ ッ ク ス に 掛 け て ロ ー ラ ー ミ キ サ ー 上 で 5
分 に 渡 り 混 合 し た 。 次 い で 、 試 料 を 5分 に 渡 り 200g、 1100rpmで 遠 心 し て 上 清 を 除 去 し た 。
こ の 点 で 、 試 料 を 最 大 2週 間 に 渡 り 冷 蔵 又 は 0.5mlの PBS中 で 再 懸 濁 さ せ た ペ レ ッ ト で 保 存
で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 C.ブ ロ ッ キ ン グ 、 安 定 化 及 び 保 存 － も し 試 料 を 保 存 す る な ら 、 ペ レ ッ ト を 3.0mlの 10倍
希 釈 試 薬 #3中 で 再 懸 濁 さ せ 、 5秒 に 渡 り ボ ル テ ッ ク ス に 掛 け 、 そ し て ロ ー ラ ー ミ キ サ ー 上
で 1時 間 以 上 に 渡 り (最 大 で 3時 間 )に 渡 り 混 合 で き う る 。 次 い で 、 こ の 試 料 を 最 大 2週 に 渡
り 保 存 し で き う る 。 保 存 後 、 遠 心 に よ り 試 料 を 各 回 3mlの PBSで 2回 洗 浄 し 、 そ し て 10分 に
渡 り 、 200g、 1100rpmで 遠 心 す る 。 遠 心 後 、 抗 体 を 結 合 さ せ る た め に 上 清 を 除 去 し て ペ レ
ッ ト を 0.5mlへ と PBSに よ り 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 37%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 、 270ml
　 500,000MWの 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 0.5g
　 20× PBS、 25ml
　 D(+)ト レ ハ ロ ー ス 、 150g
　 蒸 留 水 、 500 mlに す る
　 pHを HClで 5.5に す る
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
　 ク エ ン 酸 、 10.5 g
　 10%SDS溶 液 、 15.5ml
　 D(+)ト レ ハ ロ ー ス 、 150g
　 蒸 留 水 、 500mlに す る
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　 Tween 20、 100ml
　 D(+)ト レ ハ ロ ー ス 、 100g
　 Trizma塩 基 、 3.03g
　 NaCl、 2.90g
　 蒸 留 水 、 500mlに す る
　 HClで pH7.4に す る
【 ０ ０ ４ ６ 】
　
　 こ の 例 に お い て 、 ３ つ の チ ュ ー ブ を 以 下 の よ う に し て 調 製 し た ：
　 チ ュ ー ブ 1:マ ウ ス イ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル チ ュ ー ブ を 、 20μ lの 調 製 し た RBCと 10μ lの マ ウ
ス IgG1-FITC/マ ウ ス IgG1-PE(1.1μ g:1.1μ g)を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 調 製 し た
。 図 1A～ Cは 、 コ ン ト ロ ー ル 製 品 に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及 び ２ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん
で 成 る 。 図 1Aは 、 側 方 角 (side angle)光 散 乱 に 対 す る 前 方 に ゲ ー ト を さ れ た 赤 血 球 分 布 を
示 す ド ッ ト プ ロ ッ ト (logス ケ ー ル )で あ る 。 図 1Bは 、 MsIgG1-FITCイ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に よ
っ て 測 定 し た 際 の FL1に 関 す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 染 色 シ グ ナ ル を 描 く ヒ ス ト グ ラ ム (log
ス ケ ー ル )で あ る 。 図 1Cは 、 MsIgG1-PEイ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 測 定 し た 際 の FL2に 関
す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 シ グ ナ ル を 描 く ヒ ス ト グ ラ ム で あ る (logス ケ ー ル )。 図 1B及 び 1C
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試 薬 #1 (500ml)

試 薬 #2(500ml)

試 薬 #3(500 ml)

実 施 例 2－ マ ウ ス IgGイ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル 及 び 色 補 正 コ ン ト ロ ー ル



の 両 方 に お い て 、 線 形 解 析 領 域 を ヒ ス ト グ ラ ム 中 に 割 り 当 て て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 チ ュ ー ブ 2及 び チ ュ ー ブ 3:色 補 正 コ ン ト ロ ー ル チ ュ ー ブ を 全 て の ア ッ セ イ 型 に つ い て 類
似 す る よ う に 調 製 し た 。 20μ Lの 調 製 し た RBCを 個 別 の チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 入 れ
た 。 １ つ の チ ュ ー ブ に 対 し て フ ル オ ロ ク ロ ム 結 合 抗 体 試 薬 、 即 ち 、 pan-HbFTIC10μ lを 加
え (チ ュ ー ブ 2)を 加 え 、 そ し て 他 の チ ュ ー ブ に は 第 ２ フ ル オ ロ ク ロ ー ム 結 合 抗 体 試 薬 、 即
ち 、 グ リ コ フ ォ リ ン A-PE10μ lを 入 れ て 加 え た (チ ュ ー ブ 3)。 各 チ ュ ー ブ を 5秒 に 渡 り ボ ル
テ ッ ク ス に 掛 け 、 そ し て 室 温 で 10～ 15分 に 渡 り 撹 拌 し た 。 各 チ ュ ー ブ を 遠 心 に お い て 3ml
の PBSで 3回 洗 浄 し 、 そ し て 各 チ ュ ー ブ の 内 容 物 を PBSに よ り 0.5mlに 懸 濁 し た 。 両 チ ュ ー ブ
の 内 容 物 を 、 色 補 正 試 料 チ ュ ー ブ に つ い て 一 緒 に プ ー ル し て 1.0mlに し た 。 図 2Aは 、 個 別
に 染 色 し て プ ー ル し た 標 本 に 由 来 す る 1.1μ gの Pan-HbFITCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL1)(チ ュ
ー ブ 2)及 び 0.1μ gの グ リ コ フ ォ リ ン -A-PE抗 体 (FL2)(チ ュ ー ブ 3)で 染 色 し た 赤 血 球 の 分 布
を 示 す 色 補 正 に 関 す る 2色 ド ッ ト プ ロ ッ ト を 描 く 。 図 2Bは 、 ヒ ス ト グ ラ ム の 第 ２ ピ ー ク を
伴 う 、 pan-HbFITCの 特 異 的 染 色 (チ ュ ー ブ 2)を 描 く 。 図 2Cは ヒ ス ト グ ラ ム の 第 ２ ピ ー ク を
伴 う グ リ コ フ ォ リ ン -A-PE (チ ュ ー ブ 3)の 特 異 的 染 色 を 描 く 。 図 2B及 び 2Cに お い て 、 線 形
解 析 領 域 は 、 ヒ ス ト グ ラ ム 中 ネ ガ テ ィ ブ (第 １ )及 び ポ ジ テ ィ ブ (第 ２ )ピ ー ク の 両 方 に 関 し
て 与 え て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 に よ る 染 色 を 、 例 1に よ り 調 製 し た 20μ lの RBCと 例 3A～ Dに 示
す 抗 体 試 薬 調 製 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 細 胞 を 3秒 に 渡 り ボ ル テ ッ
ク ス に 掛 け 、 そ し て 室 温 で 10分 に 渡 り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 遠 心 に よ り 2回 洗 浄 し
て 1mlの PBS中 で 再 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 全 血 か ら RBCを 例 1に 従 い 調 製 し 、 そ し て 10μ l(1.1μ g)の pan-Hb-PE及 び 10μ l(2.0μ g)
の HbA 1 c -FITCで 染 色 し た 。 図 3Aは HbA 1 C 及 び pan-Hbを 含 む (第 2象 限 )並 び に pan-Hbの み を 含
む (第 1象 限 )を 含 む 赤 血 球 の 相 対 分 布 (％ )を 伴 う ド ッ ト プ ロ ッ ト で あ る 。 図 3Bは 、 ヒ ス ト
グ ラ ム の 正 確 な ピ ー ク を 伴 う pan-HbFITCに 関 す る 特 異 的 染 色 を 描 く 。 図 3Cは 、 ヒ ス ト グ ラ
ム の 正 確 な ピ ー ク を 伴 う HbA 1 c の 特 異 的 染 色 を 描 く 。 図 3B及 び 3Cに お い て 、 線 形 解 析 領 域
を ネ ガ テ ィ ブ (第 １ )及 び ポ ジ テ ィ ブ (第 ２ )ピ ー ク の 両 方 に つ い て ヒ ス ト グ ラ ム 中 に 与 え ら
れ て あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　 鎌 型 細 胞 患 者 に 由 来 す る 既 知 数 の RBCで 「 汚 染 し た 」 正 常 な 全 血 に 由 来 す る Immuno-Trol
（ 登 録 商 標 ） コ ン ト ロ ー ル 製 品 試 料 調 製 物 を 、 上 記 の よ う に 、 10μ l (1.1μ g)の pan-Hb-P
E及 び 30μ l(2μ g)の HbS-FITCを 使 用 す る こ と で 染 色 し た 。 図 4Aは Immuno-Trol（ 登 録 商 標
） 細 胞 に つ い て バ ッ ク グ ラ ン ド 電 圧 を 設 定 す る た め に MsIgG-FITC/MsIgG-PEを 使 用 す る こ
と で イ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に 関 す る 2色 ド ッ ト プ ロ ッ ト を 描 く 。 図 4Bは 、 0.1μ gの グ リ コ フ
ォ リ ン A-FITCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL1)及 び 1.1μ gの pan-Hb-PEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL2)
で 染 色 し た 赤 血 球 の 分 布 を 示 す 2色 補 正 に 関 す る 2色 ド ッ ト プ ロ ッ ト を 描 く 。 図 4Cは 、 2μ g
の 抗 HbS-FITC及 び 1.1μ gの pan-Hb-PE蛍 光 試 薬 で 染 色 し た 赤 血 球 の 相 対 分 布 (％ )に よ る ド
ッ ト プ ロ ッ ト を 描 く 。 第 2象 限 に お け る 細 胞 は HbS及 び Pan Hbを 含 み 、 一 方 で 第 4象 限 に お
け る 細 胞 は pan-Hbの み を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　

　 RBC中 の i抗 原 を 既 知 数 の 脊 髄 血 液 RBCを 含 む 細 胞 調 製 物 中 の HbFを 検 出 す る こ と に よ っ て
評 価 し た 。 2種 類 の 調 製 物 を 、 Immuno-Trol（ 登 録 商 標 ） コ ン ト ロ ー ル 製 品 及 び 健 常 な ド ナ
ー に 由 来 す る 抹 消 血 液 に そ れ ぞ れ 1.5%及 び 0.5%の i 抗 原 含 有 細 胞 を 含 む 脊 髄 血 液 を 注 射 す
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実 施 例 3－ RBC抗 体 染 色

実 施 例 3 A－ HbA 1 c RBC(HbA 1 c /Pan Hb)の 検 出

実 施 例 3B－ HbS RBC (HbS/pan-Hb)の 検 出

実 施 例 3C－ Immuno-Trol（ 登 録 商 標 ） コ ン ト ロ ー ル 製 品 及 び 血 液 RBCに お け る i抗 原 の 検
出 (i-抗 原 /HbF)



る こ と に よ っ て 生 じ さ せ た 。 染 色 を 上 記 の と お り 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 5A～ Cは 、 コ ン ト ロ ー ル 製 品 に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及 び ２ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん
で 成 る 。 図 5Aは 、 側 方 角 光 散 乱 に 対 す る 前 に ゲ ー ト さ れ た Immuno-Trol（ 登 録 商 標 ） 細 胞
を 示 す 代 表 的 な ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す (logス ケ ー ル )。 図 5Bは 、 MslgG1-FITCイ ソ 型 コ ン ト
ロ ー ル に よ っ て 測 定 し た 際 の FL1に 関 す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 を 示 す (logス ケ ー ル )。 図 5C
は 、 MslgG1-PEイ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 測 定 し た 際 の FL2に 関 す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光
を 示 す (logス ケ ー ル )。 線 形 分 析 領 域 を 、 図 5B及 び 5Cの 両 ヒ ス ト グ ラ ム に お い て 与 え て い
る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 6A～ Bは 、 ２ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん で 成 り 、 そ れ ら は Immuno-Trol（ 登 録 商 標 ） 細 胞
に お け る 、 1.1μ gの Pan-Hb-FITCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL1)及 び 0.1μ gの グ リ コ フ ォ リ ン A-
PEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL2)で 染 色 し た Immuno-Trol（ 登 録 商 標 ） 細 胞 の 分 布 を 図 6A及 び B
で そ れ ぞ れ 示 す 、 色 補 正 に 関 す る 単 一 色 ヒ ス ト グ ラ ム を 使 用 す る 色 補 正 に 関 連 す る 。 線 形
解 析 領 域 を 図 6A及 び 6Bの 両 ヒ ス ト グ ラ ム に お い て 与 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 7A～ Bは 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 試 験 ア ッ セ イ に 関 連 す る １ の 散 布 図 及 び １ つ の ヒ ス ト グ ラ
ム を 含 ん で 成 る 。 図 7Aは 、 i抗 原 (FL2)及 び HbF(FL1)を 含 む （ 第 2象 限 ） 及 び HbFの み を 含 む
（ 第 1象 限 ） 細 胞 の 相 対 分 布 (%)に よ る ド ッ ト プ ロ ッ ト を 描 く 。 図 7Bは 、 i抗 原 （ 第 2ピ ー ク
） に 関 す る 特 異 的 な 染 色 を 描 く 。 線 形 解 析 領 域 を 、 図 7Bの ヒ ス ト グ ラ ム 中 に 与 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 全 血 か ら RBCを 実 施 例 １ に 従 っ て 調 製 し て 脊 髄 血 液 に 注 射 し た 。  血 液 の 試 験 試 料 を pan-
ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 結 合 体 及 び i-抗 原 抗 体 と 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 8A～ Cは コ ン ト ロ ー ル 製 品 に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及 び ２ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん で
成 る 。 図 8Aは 、 側 方 角 光 散 乱 に 対 す る 前 方 ゲ ー ト さ れ た RBC調 製 物 の 分 布 を 示 す 代 表 的 な
ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す (logス ケ ー ル )。 図 8Bは 、 MslgG1-FITCイ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て
測 定 さ れ た FL1に 関 す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 を 示 す (logス ケ ー ル )。 図 8Cは 、 MslgG1-PEイ
ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 測 定 し た 際 の FL2に 関 す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 を 示 す (logス ケ
ー ル )。 線 形 分 析 領 域 は 、 図 8B及 び 8Cの ヒ ス ト グ ラ ム 中 に 与 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 図 9A～ Cは 、 色 補 正 及 び 試 験 ア ッ セ イ に 関 連 す る ３ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん で 成 る 。 図 9
Aは 、 脊 髄 赤 血 球 を 注 射 さ れ 且 つ 1.1μ gの pan-Hb-FITCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL1)で 染 色 さ
れ た 正 常 な 赤 血 球 の 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム を 描 く 。 図 9Bは 、 0.1μ gの グ リ コ フ ォ リ ン A-
PEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL2)で 染 色 し た 赤 血 球 の 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム を 描 く 。 図 9Cは i
抗 原 で 染 色 し た 赤 血 球 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム を 描 く 。 小 さ な ホ ジ テ ィ ブ ピ ー ク (Pカ ー ソ ル )
は 、 i抗 原 に つ い て 特 異 的 に 染 色 さ れ た 細 胞 を 示 す 。 線 形 解 析 領 域 を 全 て の ヒ ス ト グ ラ ム
に つ い て 与 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　
　 本 研 究 を 単 一 の レ ー ザ ー Beckman Coulter XLフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 す る こ と で 行
っ て い る 一 方 で 、 そ れ ら を 他 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 す る こ と で 行 う こ と も で き う
る 。 適 切 な 機 器 性 能 を 確 保 す る た め に 適 切 な 量 の 産 物 を ラ ン し た 後 、 当 該 フ ロ ー サ イ ト メ
ー タ ー の 電 圧 を セ ッ ト す る た め に 例 2に 従 い 調 製 し た チ ュ ー ブ １ を バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 及
び 非 特 異 的 結 合 に つ い て 分 析 し た 。 ま た 例 2に 従 い 調 製 し た 、 チ ュ ー ブ 2及 び 3の 組 合 せ を
色 補 正 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 チ ュ ー ブ 4を 、 例 １ に 従 い 調 製 し そ し て 例 3に 供 し た
一 般 的 な 手 順 に 従 い 抗 体 結 合 体 で 染 色 し た RBCを 使 用 す る こ と で 調 製 し た 。  チ ュ ー ブ 4を
注 目 の Hbを 有 す る RBCの ％ ホ ジ テ ィ ブ を 測 定 す る た め に ２ 色 試 料 と し て 使 用 し た 。 こ の 試
料 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 結 果 を 図 8A～ 9Cに プ ロ ッ ト し 、 そ れ ら は pan-ヘ モ グ ロ ビ
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実 施 例 3D－ 試 験 試 料 分 析

実 施 例 4フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で の 分 析



ン 抗 体 及 び 抗 i-抗 体 で 標 識 さ れ た 脊 髄 赤 血 球 を 注 射 し た 正 常 な 血 液 試 料 の ２ 色 フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー 分 析 の 散 布 図 及 び ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 8A～ Cは 、 コ ン ト ロ ー ル 製 品 に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及 び ２ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん
で 成 る 。 図 8Aは 、 側 方 角 光 散 乱 に 対 す る 前 方 に ゲ ー ト さ れ た RBC調 製 物 の 分 布 を 示 す 代 表
的 な ド ッ ト プ ロ ッ ト を 描 く (logス ケ ー ル )。 図 8Bは 、 MslgG1-FITCイ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に よ
っ て 測 定 し た 際 の FL1に 関 す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 を 描 く (logス ケ ー ル )。 図 8Cは 、 MslgG1
-PEイ ソ 型 コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 測 定 し た 際 の FL2に 関 す る バ ッ ク グ ラ ン ド 蛍 光 を 描 く (log
ス ケ ー ル )。 線 形 解 析 領 域 を 、 図 8B及 び 8Cの ヒ ス ト グ ラ ム に 与 え て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 9A～ Cは 、 色 補 正 及 び 試 験 ア ッ セ イ に 関 連 す る ３ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん で 成 る 。 図 9
Aは 、 脊 髄 赤 血 球 を 注 射 さ れ 且 つ 1.1μ gの pan-Hb-FITCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL1)で 染 色 し
た 正 常 細 胞 の 分 布 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム を 描 く 。 図 9Bは 、 0.1μ gの グ リ コ フ ォ リ ン A-PEモ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL2)で 染 色 し た 赤 血 球 の 分 布 を 示 す 。 図 9Cは 、 i抗 原 で 染 色 し た 赤 血 球 を
示 す ヒ ス ト グ ラ ム を 描 く 。 小 さ な ホ ジ テ ィ ブ ピ ー ク (Pカ ー ソ ル )は 、 i抗 原 に つ い て 特 異 的
に 染 色 し た 細 胞 を 示 す 。 線 形 解 析 領 域 を 全 て の ヒ ス ト グ ラ ム に 与 え て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 は 、 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ た 引 用 文 献 か ら 理 解 さ れ 、 当 該 引 用 文 献 は 、 そ の 全
体 を 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ て い る 。 本 明 細 書 内 の 実 施 態 様 は 本 発 明 の 実 施 態 様 の 例 を 提
供 し 且 つ 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。 当 業 者 は 、 多 く の ほ か の 実 施 態 様 は 本 発 明 に よ
っ て 包 含 さ れ 、 そ し て 説 明 及 び 例 と し て の み 捉 え ら れ 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 及 び 精 神 は 特 許
請 求 の 範 囲 に よ っ て 示 さ れ る こ と を 理 解 す る だ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 1A～ 3Cは 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 抗 -HbA 1 C 抗 体 で 標 識 し た 赤 血 球 の ２ 色 フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ る ド ッ ト プ ロ ッ ト 及 び ヒ ス ト グ ラ ム を 描 く 。
【 図 １ 】 A～ Cは 、 コ ン ト ロ ー ル 産 物 に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及 び ２ つ ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん
で 成 る 。
【 図 ２ 】 A～ Cは 、 色 補 正 の た め の 本 発 明 の 試 薬 を 使 用 す る こ と に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及
び ２ つ の ヒ ス ト グ ラ ム に 関 連 す る 。
【 図 ３ 】 A～ Cは 、 pan-Hb-FITC(FL1)及 び 抗 HbA 1 C -PE(FL2)蛍 光 試 薬 に よ り 染 色 さ れ た 非 服
従 糖 尿 病 患 者 (non-compliant diabetic patient)(1型 )に 由 来 す る 赤 血 球 に 関 連 す る 1つ の
散 布 図 及 び 2つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん で 成 る 。
【 図 ４ 】 図 A～ Cは 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 抗 -Sヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 で 標 識 し た 鎌 状 赤 血
球 患 者 に 由 来 す る RBCを 含 む 細 胞 調 製 物 (Immuno-Trol（ 登 録 商 標 ） フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
コ ン ト ロ ー ル 製 品 、 Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA)の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分
析 に 関 連 す る 3つ の 散 布 図 を 含 ん で 成 る 。 　 図 5A～ 7Bは 、 ２ つ の 細 胞 調 製 物 の ２ 色 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の ド ッ ト プ ロ ッ ト 及 び ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 第 １ の 細 胞 調 製 物 は 、 脊
髄 赤 血 球 を 注 射 さ れ そ し て pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 で 標 識 さ れ そ し て 肺 性 赤 血 球 に よ っ て 発
現 さ れ る i抗 原 に 対 し て 結 合 す る 抗 体 (抗 i抗 原 抗 体 )で 標 識 さ れ て い る Immuno-Trol（ 登 録
商 標 ） コ ン ト ロ ー ル 製 品 (Beckman Coulter, Inc.)で あ り 、 そ し て 第 ２ の 細 胞 調 製 物 は 、
脊 髄 赤 血 球 を 注 射 さ れ て お り 且 つ pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 抗 i抗 原 抗 体 で 標 識 さ れ て い
る 正 常 赤 血 球 で あ る 。
【 図 ５ 】 A～ Cは 、 コ ン ト ロ ー ル 製 品 に 関 連 す る 1つ の 散 布 図 及 び 2つ の コ ン ト ロ ー ル 産 物 に
関 連 す る 。
【 図 ６ 】 A～ Bは 、 1.1μ gの pan-Hb-FITCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL1)及 び 0.1μ gの グ リ コ フ ォ
リ ン A-PEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (FL2)で 染 色 し た Immuno-Trol（ 登 録 商 標 ） 細 胞 の 分 布 を 示 す
色 補 正 に 関 す る 単 色 ヒ ス ト グ ラ ム を 使 用 す る 色 補 正 に 関 連 す る 。
【 図 ７ 】 A～ Bは 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 試 験 ア ッ セ イ に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及 び ヒ ス ト グ ラ ム
を 含 ん で 成 る 。 　 図 8A～ 9Cは 、 pan-ヘ モ グ ロ ビ ン 抗 体 及 び 抗 i抗 原 抗 体 で 標 識 し た 脊 髄 赤
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血 球 を 注 射 し た 正 常 血 液 試 料 の ２ 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 散 布 図 及 び ヒ ス ト グ ラ ム
で あ る 。
【 図 ８ 】 A～ Cは 、 コ ン ト ロ ー ル 産 物 に 関 連 す る １ つ の 散 布 図 及 び ２ つ の ヒ ス ト グ ラ ム を 含
ん で 成 る 。
【 図 ９ 】 A～ Cは 、 色 補 正 及 び 試 験 ア ッ セ イ に 関 連 す る ３ つ ヒ ス ト グ ラ ム を 含 ん で 成 る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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