
(57)【要約】
【課題】アレイ方式でのイムノアッセイを用いてサンプル中の特定の免疫グロブリンクラ
スの抗原特異的抗体を測定する方法の提供。
【解決手段】本発明は、アレイ方式でのイムノアッセイを用いてサンプル中の特定の免疫
グロブリンクラスの抗原特異的抗体を測定する方法であって、ここで、検出しようとする
抗体と特異的に結合することができる種々の抗原をそれぞれについて含む種々の結合パー
トナー Bn xが支持体上の異なる別個の領域に結合されており、該方法は、該支持体を、該
サンプルと、標識を保持する結合パートナー B2とともにインキュベートし、その後、その
それぞれの別個の領域における標識を検出することによるものであり、かつ、 B2が、抗原
特異的に結合した特定の免疫グロブリンクラスの抗体と特異的に結合するものである方法
に、関する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗
原 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 検 出 し よ う と す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す
る こ と が で き る 種 々 の 抗 原 を そ れ ぞ れ に つ い て 含 む 種 々 の 結 合 パ ー ト ナ ー B n x が 支 持 体 上
の 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ れ て お り 、 該 方 法 は 、 該 支 持 体 を 、 該 サ ン プ ル と 、 標 識 を 保
持 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 そ の そ れ ぞ れ の 別 個 の 領 域
に お け る 標 識 を 検 出 す る こ と に よ る も の で あ り 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を B 2 と し て 使 用 す る が 、 そ の 固 相 に
非 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 検 出 さ れ な い か ま た は 取 る に 足 ら な い 程 度 に し か 検
出 さ れ な い こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 B 2 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 B 2 が ネ オ エ ピ ト ー プ 特 異 的 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 B 2 が 、 少 な く と も 2個 、 好 ま し く は 少 な く と も 4個 、 特 に 好 ま し く は 10個 以 上 の パ ラ ト ー
プ を 有 す る 低 親 和 性 を 示 す 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 B n x を 固 相 に 結 合 さ せ る た め の 特 異 的 結 合 シ ス テ ム と し て 、 ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 、 ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ ン 、 ハ プ テ ン ／ 抗 ハ プ テ ン 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト ／ こ の Fcフ ラ
グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 、 ま た は 糖 鎖 ／ レ ク チ ン が 使 用 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 が 、 化 学 発 光 物 質 、 蛍 光 物 質 ま た は 放 射 性 物 質 で 標 識 さ れ て い る 、 請
求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て ブ ラ ン ク 値 を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 原 特 異
的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を B 2
と し て 使 用 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 識 を 保 持 し 、 か つ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異
的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 の 、 抗 原 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め の ア レ イ 方 式 で の イ ム
ノ ア ッ セ イ に お い て ブ ラ ン ク 値 を 低 減 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 B 2 が 、 ネ オ エ ピ ト ー プ 特 異 的 抗 体 で あ る か 、 ま た は 少 な く と も 2個 、 好 ま し く は 少 な く
と も 4個 、 特 に 好 ま し く は 10個 以 上 の パ ラ ト ー プ を 有 す る 低 親 和 性 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項
８ に 記 載 の 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗
原 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る た め の 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 種 々 の 結 合 パ ー ト ナ ー B n x を 異 な る
別 個 の 領 域 に 結 合 さ せ た 支 持 体 、 個 別 容 器 に 入 っ た 検 出 試 薬 、 な ら び に 、 標 識 を 保 持 し 、
か つ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合
パ ー ト ナ ー B 2 を 含 む 、 試 験 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ク ラ ス の 抗 原 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 検 出 し よ う と す る 抗 体 と 特 異
的 に 結 合 す る こ と が で き る 種 々 の 抗 原 を そ れ ぞ れ に つ い て 含 む 種 々 の 結 合 パ ー ト ナ ー B n x
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が 支 持 体 上 の 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ れ て お り 、 該 方 法 は 、 該 支 持 体 を 、 該 サ ン プ ル と
、 標 識 を 保 持 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 そ の そ れ ぞ れ の
別 個 の 領 域 に お け る 標 識 を 検 出 す る こ と に よ る も の で あ り 、 か つ 、 B 2 が 、 抗 原 特 異 的 に 結
合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を B 2 と し て
使 用 す る が 、 そ の 固 相 に 非 特 異 的 に 結 合 す る も の で あ る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 抗 原 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め の ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ に お
い て 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 非 抗 原 特 異 的 抗 体 に 起 因 す る ブ ラ ン ク 値 を 低 減 す る 方 法 に 関 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 哺 乳 類 生 物 の 免 疫 系 は 、 異 物 の 導 入 に 対 す る 反 応 と し て 免 疫 グ ロ ブ リ ン と も 呼 ば れ る 抗
体 を 産 生 す る 。 こ れ ら は 抗 原 と も 呼 ば れ る 異 物 に 対 す る 防 衛 の た め に 利 用 さ れ る 。 こ れ ら
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 5つ の 異 な る ク ラ ス に 分 類 す る こ と が で き る 。 M、 G、 A、 Eお よ び Dク ラ
ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 区 別 さ れ る 。 こ れ ら の 5つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス は 、 そ れ ぞ れ 、
μ 、 γ 、 α 、 ε ま た は δ 鎖 と 呼 ば れ る 重 鎖 の 組 成 に お い て 異 な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 各 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス は 、 生 物 体 内 で 異 な る 働 き を す る 。 Mク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
は 、 い わ ゆ る 一 次 免 疫 で あ る 抗 原 と の 最 初 の 接 触 時 に 生 じ る 。 し か し な が ら 、 こ の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の 濃 度 は 、 感 染 が 進 行 す る に つ れ て 急 速 に 減 少 す る 。 Gク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
は 、 ま ず 、 一 次 免 疫 期 間 に ゆ っ く り と 形 成 さ れ る が 、 同 じ 抗 原 に よ る 2回 目 の 感 染 が 起 こ
っ た と き に は 大 量 に 生 じ る 。 Aク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 生 物 の 粘 膜 面 に 見 ら れ 、 そ こ で
起 こ る 防 御 プ ロ セ ス を 担 っ て い る 。 Eク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 主 と し て 、 ア レ ル ギ ー
反 応 を 担 っ て い る 。 Dク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 正 確 な 機 能 に つ い て は 、 現 在 に 至 る ま で
知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 個 々 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス は 血 液 中 に 全 く 異 な る 濃 度 で 存 在 し て い る 。 例 え ば 、 Gク
ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン (IgG)は 、 ヒ ト 血 清 中 に 最 も 多 く 存 在 す る ク ラ ス で あ り 、 約 75%の 割
合 で 存 在 し 、 こ れ は 血 清 含 量 8～ 18mg/mlに 相 当 す る 。 2番 目 に 高 い 頻 度 で 存 在 す る 免 疫 グ
ロ ブ リ ン が IgAで あ り 、 そ の 平 均 血 清 濃 度 は 0.9～ 4.5mg/mlで あ る 。 Mク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン は 0.6～ 2.8mg/mlの 濃 度 で 存 在 し て お り 、 ク ラ ス Dの 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 0.003～ 0.4mg/m
lの 濃 度 で 存 在 し て い る 。 IgE抗 体 は 存 在 す る 割 合 が 最 も 低 く 、 血 清 中 0.02～ 0.05μ g/mlの
濃 度 で 生 じ る に と ど ま る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 多 く の 疾 患 の 示 差 的 診 断 で は 、 特 定 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 、 １ 以 上 の ま さ に 特 定 の 免
疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 を 検 出 す る こ と が 重 要 で あ る 。 ウ イ ル ス 、 細 菌 お よ び 寄 生 虫 感
染 の 場 合 で は 、 ク ラ ス 特 異 的 な 抗 体 検 出 に よ っ て 、 ま た は 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の
存 在 を 除 外 す る こ と に よ っ て （ 例 え ば 、 IgGお よ び IgA抗 体 を 検 出 す る が 、 IgM抗 体 は 検 出
し な い ） 、 満 足 の い く 診 断 が 初 め て 保 証 さ れ る 。 新 た な ま た は 急 性 の 感 染 と 以 前 か ら あ る
感 染 と を 識 別 す る た め に も 、 ま た 、 感 染 の 経 過 を 臨 床 的 に モ ニ タ ー す る た め に も 、 こ れ は
と り わ け 重 要 で あ る 。 抗 体 の ク ラ ス 特 異 的 な 検 出 は 、 HIV、 A型 肝 炎 、 B型 肝 炎 、 ト キ ソ プ
ラ ス マ 症 、 風 疹 お よ び ク ラ ミ ジ ア 感 染 症 に と っ て 特 に 重 要 で あ る 。 特 定 の 抗 原 に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 の ク ラ ス 特 異 的 検 出 は 、 防 御 抗 体 の 力 価 を 測 定 す る 際 に も 、 ま た 免 疫 化 が 成 功
し た か ど う か を 確 か め る た め に も 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 あ る 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 特 定 の ク ラ ス の 抗 体 を 検 出 す る た め の 種 々 の 方 法 が 、 従 来 技
術 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 特 定 の ク ラ ス の 抗 原 特 異 的 抗 体 は 、 そ の 特 異 的 抗
体 を 、 特 異 的 抗 原 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 固 相 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て し ば し ば 検 出 さ れ
る 。 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 か つ 、 今 や 固 相 に 結 合 さ れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)は
、 特 定 の ク ラ ス の ヒ ト Igに 対 し て 特 異 的 に 向 け ら れ る 抗 体 を 、 検 出 し よ う と す る Ig分 子 と
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結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 検 出 さ れ る 。 ヒ ト Igに 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 は 、 検 出 に 利 用 さ
れ る 標 識 を 伴 っ て 提 供 さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な 試 験 手 順 は 、 ヒ ト Igに 対 し て 向
け ら れ た ク ラ ス 特 異 的 標 識 抗 体 と の 反 応 の 前 の 洗 浄 に よ っ て 、 結 合 し て い な い 非 特 異 的 な
Igが 全 て 除 去 さ れ る 場 合 に の み 有 効 で あ る 。 よ っ て 、 例 え ば 、 サ ン プ ル 中 の 特 異 的 な IgG
分 子 を 検 出 す る 場 合 、 異 な る 程 度 で サ ン プ ル 特 異 的 に 吸 収 し 、 か つ 固 相 と 非 特 異 的 に 結 合
す る こ と が で き る 比 較 的 多 量 (4～ 20mg/ml)の 非 特 異 的 な IgGが 存 在 す る 。 IgGに 対 す る 検 出
抗 体 を 使 用 す る と 、 こ れ ら の 非 特 異 的 に 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン も 認 識 さ れ 、 結 合 さ れ る
。 こ の こ と に よ り 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 上 昇 し 、 感 度 は 低 下 す る こ と と な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 低 減 す る １ つ の 方 法 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 非 特 異
的 結 合 を 回 避 す る た め に 固 相 を 修 飾 す る こ と 、 そ し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 固 相 と 結 合 し な
い よ う に す る こ と も 意 図 し た 特 殊 な バ ッ フ ァ ー 添 加 剤 （ 例 ： ヒ ド ロ ゲ ル （ 商 標 ） 固 相 (Per
kin Elmer)、 Fast（ 商 標 ） ス ラ イ ド ガ ラ ス (Schleicher & Schuell)、 界 面 活 性 剤 、 カ オ ト
ロ ピ ッ ク 塩 ） を 使 用 す る こ と で あ る 。 固 相 の 修 飾 は 労 力 を 要 し 、 ま た 、 費 用 も か か る 。 さ
ら に 、 バ ッ フ ァ ー 添 加 剤 が 一 部 の 抗 体 の 反 応 性 を 低 下 さ せ 、 そ の 結 果 と し て 、 シ グ ナ ル を
低 減 す る 可 能 性 が あ る こ と が 明 ら か に な っ て き た 。 特 に 、 場 合 に よ り 反 応 槽 に お け る 異 な
る 試 験 方 式 で の 複 数 の 特 定 の 試 験 を 含 む ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ の よ う な 小 型 試 験
系 の 場 合 に お い て は 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ っ て 生 じ る バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド シ グ ナ ル が ブ ラ ン ク 値 を 上 昇 さ せ 、 そ れ に よ り 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 特 異 的 抗
体 を 検 出 す る こ と が さ ら に 困 難 に な る 。 そ の た め 、 例 え ば 、 あ る 種 の 界 面 活 性 剤 を 添 加 す
る こ と で 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 を 抑 制 す る こ と は で き る が 、 そ の 同 じ 界 面 活 性 剤 が 同 じ ア レ
イ 系 で の 別 の 試 験 に お い て は 効 果 が な い か 、 場 合 に よ っ て は 逆 効 果 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 低 減 す る さ ら な る 可 能 性 と し て は
、 補 体 第 1成 分 の サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 凝 固 因 子 C1qの 使 用 が 、 EP0222146B1で 開 示 さ れ て い
る 。 こ の 場 合 に お い て は 、 支 持 体 に 結 合 さ れ た そ の タ ン パ ク 質 C1qを 用 い 、 タ ン パ ク 質 C1q
と 結 合 し た 免 疫 複 合 体 が 固 相 を 分 離 す る こ と に よ り 体 液 か ら 分 離 さ れ る と い う 体 外 免 疫 吸
着 を 用 い る こ と に よ っ て 、 in vivoで 血 液 か ら 循 環 免 疫 複 合 体 を 選 択 的 に 除 去 す る 。 US569
8449A1で は 、 血 液 か ら 免 疫 複 合 体 を 選 択 的 に 除 去 し 、 か つ 、 免 疫 複 合 体 を 検 出 し 、 定 量 す
る た め の C1qの 断 片 が 開 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 US4062935A1で は 、 リ ウ マ チ 因 子 ま た は C1
qを サ ン プ ル へ 添 加 し 、 そ し て 生 じ た 免 疫 複 合 体 と 結 合 さ せ 定 量 す る こ と が 記 載 さ れ て い
る 。 し か し な が ら 、 こ こ に 記 載 す る 従 来 技 術 は 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ へ の 適 用
は 何 ら 示 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ の 固 有 の 特 徴 は 固 相 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 で は 、 固 相
の 規 定 さ れ た 別 個 の 領 域 を 含 む 局 在 試 験 領 域 で あ っ て 、 好 ま し く は 、 不 活 性 領 域 に よ り 他
の 試 験 領 域 と 空 間 的 に 分 離 さ れ た 局 在 試 験 領 域 か ら 、 固 相 が 構 成 さ れ て い る こ と が 好 ま し
い 。 ス ポ ッ ト と し て 規 定 さ れ る こ れ ら の 局 在 試 験 領 域 は 、 好 ま し く は 、 直 径 10μ m～ 1cm、
特 に 好 ま し く は 、 直 径 100～ 200μ mを 有 す る 。 ア レ イ シ ス テ ム と も 呼 ば れ る い く つ か の 試
験 領 域 を 有 す る 固 相 が 好 ま し い 。 こ の よ う な ア レ イ シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 Ekinsお よ び Chu
(Clin. Chem. 37 (1995), 1955-1967)、 な ら び に 、 米 国 特 許 第 5,432099号 、 第 5,516,635
号 お よ び 第 5,126,276号 に 記 載 さ れ て い る 。 ア レ イ シ ス テ ム に は 、 1つ の サ ン プ ル か ら の 複
数 の 分 析 物 の 測 定 を 同 時 に 行 う こ と が で き る と い う 利 点 が あ る 。 従 っ て 、 試 験 領 域 に 抗 原
特 異 的 抗 体 の よ う な 結 合 パ ー ト ナ ー を 複 数 適 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の ア レ イ シ
ス テ ム の 固 相 は 、 EP0939319(Hornauerら )に 開 示 さ れ て い る よ う に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
ま た は ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ す る こ と が 好 ま し い 。 サ ン プ ル 成 分 、 特 に 、 非 特 異 的 IgG
は 、 こ の よ う な 固 相 全 て と 結 合 す る 。 こ の 場 合 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 低 減 す る た
め の ユ ニ バ ー サ ル バ ッ フ ァ ー 添 加 剤 を 使 用 す る こ と は で き ず 、 個 々 の 結 合 パ ー ト ナ ー そ れ
ぞ れ に ま さ に 特 定 の バ ッ フ ァ ー 添 加 剤 が 必 要 と な る た め 、 多 大 な 労 力 を 払 わ な い 限 り 不 可
能 で あ る 。 あ る 結 合 パ ー ト ナ ー の 場 合 に お い て 好 ま し い 効 果 が あ る バ ッ フ ァ ー 添 加 剤 も 、
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他 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て は 悪 影 響 を 与 え る か も し れ な い 。 数 多 く の 異 な る 結 合 パ ー ト
ナ ー に 対 し て 固 相 を 修 飾 す る こ と も 非 常 に 難 し い 。 そ の た め 、 ア レ イ 固 相 上 で 数 個 ～ 多 数
の 異 な る 試 験 を 組 み 合 わ せ る 場 合 、 ブ ラ ン ク 値 を 最 適 化 す る た め に 、 上 記 の 方 法 を 実 行 可
能 な 労 力 を 持 っ て 利 用 す る こ と は で き な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 よ っ て 、 抗 原 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ を ア レ イ 方 式 で 実 施 す る た め
の 、 従 来 技 術 の 不 利 益 を 大 幅 に 回 避 し 、 特 に 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 起 因
す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 低 減 す る 方 法 を 開 発 す る こ と が 本 発 明 の 目 的 で あ っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の 目 的 は 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ク ラ ス の 抗 原 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 検 出 し よ う と す る 抗
体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 種 々 の 抗 原 を そ れ ぞ れ に つ い て 含 む 種 々 の 結 合 パ ー ト
ナ ー B n x が 支 持 体 上 の 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ れ て お り 、 該 方 法 が 、 該 支 持 体 を 、 該 サ
ン プ ル と 、 標 識 を 保 持 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 そ の そ
れ ぞ れ の 別 個 の 領 域 に お け る 標 識 を 検 出 す る こ と に よ る も の で あ り 、 そ の B 2 が 、 抗 原 特 異
的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る も の で あ る 本 発 明 の
方 法 に よ り 、 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 の B 2 を 使 用 す る こ と に よ り 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ の
ス ポ ッ ト に お い て 、 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 原 特 異 的 抗 体 に 対 す る 高 い 感 度 が 得
ら れ る こ と が 分 か っ た 。 B 2 の 本 発 明 の 使 用 に よ り 、 主 と し て 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 の 特 異 的 結 合 が 起 こ る 。 こ れ に 関 し て 、 B 2 は 、 好 ま し く は
、 ス ポ ッ ト 上 で よ り 密 に 結 合 し た 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ の 抗 原 特 異 的 抗 体 を 認
識 す る が 、 固 相 と 非 特 異 的 に 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 検 出 さ れ な い か 、 ご く わ ず か な 程
度 し か 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 － 　 そ の 各 々 が 検 出 し よ う と す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 種 々 の 抗 原 B n x
を 含 む 種 々 の 別 個 の 領 域 上 の コ ー テ ィ ン グ さ れ た 試 験 領 域 を 有 す る ア レ イ 試 験 支 持 体 を 提
供 す る 工 程 、
　 － 　 該 試 験 領 域 を 、 好 ま し く は 抗 原 特 異 的 抗 体 で あ る 検 出 し よ う と す る 分 析 物 を 含 む サ
ン プ ル と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
　 － 　 過 剰 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 除 去 す る 工 程 、
　 － 　 標 識 を 保 持 し 、 か つ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と
だ け 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 と と も に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程 、 お よ び
　 － 　 検 出 し よ う と す る 分 析 物 と 結 合 し て い る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 を 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 主 題 は 、 抗 原 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め の ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア
ッ セ イ に お い て ブ ラ ン ク 値 を 低 減 す る た め の 、 標 識 を 保 持 し 、 か つ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し
た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 の 使 用 で あ る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 と し て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の 抗 体 は
、 測 定 し よ う と す る 抗 原 特 異 的 抗 体 に 対 し て 1個 、 好 ま し く は 数 個 の 結 合 部 位 （ パ ラ ト ー
プ 、 抗 原 決 定 基 、 ま た は 結 合 部 位 と も 呼 ば れ る ） 、 す な わ ち 、 測 定 し よ う と す る IgG抗 体
と 免 疫 学 的 に 特 異 的 に 反 応 す る 構 造 物 を 、 含 有 す る 。 B 2 は 、 好 ま し く は 、 ア レ イ 方 式 で の
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イ ム ノ ア ッ セ イ の ス ポ ッ ト に 高 密 度 で 存 在 し て い る 、 特 異 的 に 結 合 し た 、 凝 集 お よ び ／ ま
た は オ リ ゴ マ ー 化 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 結 合 す る 。 主 と し て 単 独 で 存
在 し 、 ま ば ら に 分 布 す る 、 非 特 異 的 に 固 相 と 結 合 し た 抗 体 は 、 B 2 に よ っ て 検 出 さ れ な い か
、 ま た は 取 る に 足 ら な い 程 度 し か 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 検 出 す る た め の 免 疫 複 合 体 特 異 的 抗 体 の 使 用 は 、 従 来 技 術 に お い て 何
度 も 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 複 合 体 特 異 的 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 単 独 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と は
結 合 し な い が 、 凝 集 ま た は オ リ ゴ マ ー 化 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 す る リ ウ マ チ 因 子 様 抗
体 で あ る 。 EP1098198(Bertiら )は 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て ヒ ト IgG抗 体 を 定 性 的 お
よ び 定 量 的 に 測 定 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 こ の 場 合 に は 、 特 定 の 抗 原 が 結 合 し た ヒ ト Ig
G抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 さ れ て い る 。 抗 原 が 特 異 的 抗 体 と 結
合 す る と 、 新 た な エ ピ ト ー プ ま た は 結 合 部 位 （ ネ オ エ ピ ト ー プ と 呼 ば れ る ） が 形 成 さ れ る
。 し か し な が ら 、 こ の 文 献 に 記 載 の 方 法 に お い て は 、 IgG分 子 と の 選 択 的 な 結 合 が シ グ ナ
ル の 消 失 と 関 係 し て い る こ と に 留 意 さ れ た い 。 さ ら に 、 自 動 化 シ ス テ ム 、 例 え ば 、 特 に 、
ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ に 必 要 な 自 動 化 シ ス テ ム へ の 適 用 は 示 さ れ て い な い 。 こ の
方 法 に お い て は 、 固 相 と 非 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 に 起 因 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル の
低 減 に つ い て は 記 載 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 抗 原 特 異 的 抗 体 と の 結 合 に 対 し て 低 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を
B 2 に 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 親 和 性 は 、 抗 体 の 各 抗 原 結 合 部
位 と 各 エ ピ ト ー プ と の 間 の 非 共 有 結 合 的 相 互 作 用 全 体 の 強 度 と し て 定 義 さ れ る 。 低 親 和 性
を 有 す る 抗 体 は 弱 く 結 合 し 、 急 速 に 解 離 す る が 、 一 方 、 高 親 和 性 抗 体 は よ り 強 く 結 合 し 、
長 期 間 に わ た り 結 合 し 続 け る 。 例 え ば 、 多 数 の 反 復 し た 抗 原 決 定 基 を 有 す る 複 合 抗 原 と 数
個 の 結 合 部 位 を 有 す る 相 補 的 抗 体 と の 場 合 の よ う に 、 結 合 部 位 に お け る 親 和 性 が 、 抗 原 抗
体 相 互 作 用 の 真 の 強 度 を 常 に 反 映 す る わ け で は な い 。 あ る 部 位 で の 抗 原 と 抗 体 の 抗 原 結 合
部 位 （ ま た は エ ピ ト ー プ ） と の 間 の 相 互 作 用 が 、 同 じ 抗 体 の 第 2の 抗 原 結 合 部 位 に お い て
、 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー の 架 橋 を 引 き 起 こ し 得 る 反 応 の 可 能 性 を 高 め る 。 多 価 抗 体 と 抗 原 と
の 間 の こ の よ う な 多 重 相 互 作 用 の 強 度 は ア ビ デ ィ テ ィ と 呼 ば れ る 。 例 え ば 、 五 量 体 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン IgMの 場 合 、 高 い ア ビ デ ィ テ ィ が 低 親 和 性 を 補 う 。 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、
相 互 に 架 橋 し て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン IgMま た は IgG免 疫 グ ロ ブ リ ン の よ う な 、 複 数 の パ ラ ト
ー プ 、 す な わ ち 、 少 な く と も 2個 、 好 ま し く は 少 な く と も 4個 、 特 に 好 ま し く は 10個 以 上 の
パ ラ ト ー プ を 有 す る 、 抗 原 特 異 的 抗 体 に 対 し て 低 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と が 好
ま し い 。 こ の 例 と し て は 、 通 常 IgM分 子 か ら 構 成 さ れ て お り 、 ま れ に は IgG、 IgAお よ び IgE
分 子 か ら も 構 成 さ れ て い る リ ウ マ チ 因 子 が あ る 。 リ ウ マ チ 因 子 は 抗 体 の Fc部 分 と 反 応 す る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 平 均 的 な 当 業 者 で あ れ ば 、 結 合 パ ー ト ナ ー 、 好 ま し く は 抗 体 の 、 親 和 性 の 値 は 、 Langmu
irの モ デ ル に よ っ て 定 義 さ れ る 親 和 性 係 数 に よ っ て 決 定 で き る こ と は 分 か る で あ ろ う 。 非
常 に 高 い 親 和 性 の 親 和 性 係 数 は 約 10 - 9 ～ 10 - 1 1 で あ り 、 中 程 度 の 親 和 性 で は 約 10 - 8 で あ り
、 低 い 親 和 性 で は 約 10 - 7 で あ り 、 非 常 に 低 い 親 和 性 で は 約 10 - 6 で あ る 。 本 発 明 の 結 合 パ ー
ト ナ ー B 2 は 、 低 い 親 和 性 を 有 し 、 そ の 親 和 性 係 数 は 約 10 - 7 ～ 10 - 8 で あ る が 、 こ の 範 囲 は 分
析 試 験 に お い て 反 応 に よ り 決 定 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 で あ る こ の よ う な 低 親 和 性 抗 体 を 使 用 し た 場 合 に は 、 B 2 は ス ポ ッ ト 上
で 密 に 結 合 し た ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ の 抗 原 特 異 的 抗 体 だ け を 認 識 す る 。 ま ば ら
に 不 均 一 分 布 す る 、 固 相 と 非 特 異 的 に 結 合 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 検 出 さ れ な い か 、 取
る に 足 ら な い 程 度 に し か 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 例 え ば サ ン プ ル が 非 常 に 低 濃 度 で あ る た め に 、 検 出 し よ う と す る 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体
が ス ポ ッ ト に 特 定 の 密 度 で 存 在 し て い な い 場 合 は 、 抗 原 が 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 と 特 異 的
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に 結 合 す る 抗 体 を 、 B 2 に 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 原 が 特 異 的 抗 体 と 結 合 す る と 、 新 た な
エ ピ ト ー プ ま た は 結 合 部 位 （ ネ オ エ ピ ト ー プ と 呼 ば れ る ） が 明 ら か に 形 成 さ れ る 。 抗 原 が
結 合 し た 抗 体 に 対 す る こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 EP1098198で 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明
の 場 合 は 、 B 2 が 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 と 結 合 す る こ と に よ り 、 ネ オ エ ピ ト ー プ が 見
出 さ れ う る 。 固 相 と 非 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 場 合 に は ネ オ エ ピ ト ー プ 特 異 的 な 結 合 は 形
成 さ れ ず 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ の ス ポ ッ ト に 結 合 す る 抗 原 特 異 的 抗 体 の 場 合 に
の み 、 そ れ が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 好 ま し く は 、 抗 原 特 異 的 抗 体 と 結 合 さ せ る た め に 、 B 2 と し て
抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と も で き る 。 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト 化 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ
り 、 従 来 法 に よ り 実 施 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の そ れ ら の 有 用 性 に よ る 選 択 は
、 完 全 抗 体 に つ い て 記 載 さ れ て い る 方 法 と 同 様 に 行 わ れ る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 特 定 の
タ ン パ ク 質 と 選 択 的 に 反 応 す る こ と が で き る 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 お よ び ／ ま た は 組 換
え 生 成 し た 、 抗 体 分 子 の 構 成 要 素 か ら な る 。 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 し た フ ラ グ メ ン ト お よ
び ／ ま た は 組 換 え 生 成 し た フ ラ グ メ ン ト の 例 と し て は 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fab'、 Fvな ら び に
ペ プ チ ド リ ン カ ー と V[L]お よ び ／ ま た は V[H]ド メ イ ン を 含 有 す る 一 本 鎖 抗 体 (scFv)が あ る
。 ScFvは 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 し て 、 2個 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 を 生 じ 得 る 。
本 発 明 は ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル も し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 抗 体 の 他 の 精 製 調 製
物 お よ び 組 換 え 生 成 抗 体 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 抗 体 <H-Agg.-IgG>M3.022.5-IgM-Digを B 2
と し て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 IgM免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の こ の 抗 体 は 、 リ ウ マ チ 抗 体
の 一 般 的 な 種 類 の 特 性 を 有 し て い る 。 す な わ ち 、 こ の 抗 体 は 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ
セ イ の ス ポ ッ ト 上 の 高 密 度 に 集 中 し た 抗 原 特 異 的 抗 体 し か 認 識 し な い た め 、 抗 原 特 異 的 に
結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス IgGの 抗 体 と 、 好 ま し く は 、 強 く 結 合 す る 。 抗 体 <H-Agg.-I
gG>M3.022.5-IgM-Digの 固 有 の 特 徴 は 、 そ の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で は な い ア レ イ の 固 相 に
非 特 異 的 に 結 合 す る 、 ブ ラ ン ク 値 を 生 じ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 認 識 し な い か 、 ご く わ ず か に
し か 認 識 し な い こ と で あ る 。 <H-Agg.-IgG>M3.022.5-IgM-Digを 使 用 す る こ と に よ り 、 ア レ
イ 上 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 大 幅 に 低 減 し 、 あ ら ゆ る サ ン プ ル に お い て そ れ を 一 定
水 準 に 合 わ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 マ ウ ス 、 ヒ ツ ジ ま た は 他 の 種 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス IgMま た は IgGの
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAB)も B 2 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 当 業 者 に は 公 知
で あ る 。 い か な る 場 合 で あ れ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 だ け を 認 識 し 、 一 方 、 固 相 と 非
特 異 的 に 結 合 し て い る 抗 体 を 認 識 し な い 限 り は 、 種 々 の 種 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (PAB
)も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 主 題 は 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て ブ ラ ン ク
値 を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と
特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を B 2 と し て 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 抗 体 B 2 の 普 遍 的 な 使 用 に よ り 、 ア レ イ 固 相 上 で 数 個 ～ 多 数 の 異 な る 試 験 を 組 み 合 わ せ る
こ と が 可 能 に な る 。 こ れ に 関 し て の 重 要 な 利 点 は 、 簡 単 で 普 遍 的 な バ ッ フ ァ ー 組 成 し か 必
要 で な い と い う 点 で あ る 。 本 発 明 の 実 施 例 2で は 、 間 接 試 験 方 式 の 2つ の 試 験 を 高 感 度 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ で あ る TSH試 験 と 組 み 合 わ せ て い る 。 TSH（ 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン ） は 、 甲
状 腺 機 能 の 調 節 に 関 与 す る ホ ル モ ン で あ る 。 サ ン ド イ ッ チ 方 式 で TSHを 検 出 す る 場 合 に は
、 こ の 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ た 標 識 抗 体 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 TSH試 験 は 、 感 度 が 強 く 要 求 さ れ る 試 験 で あ る 。 第 三 世 代 の 試 験 で は 最 大 10～ 14Mの 濃 度
を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 高 い 感 度 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル に よ っ て 大 き く 影 響
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を 受 け る の で 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 可 能 な 限 り 低 く 、 好 ま し く は 、 0で あ る 必 要
が あ る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 上 昇 す る と 、 低 濃 度 の も の と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と を
も は や 区 別 で き な く な り 、 感 度 が 失 わ れ る 。 よ っ て 、 TSH試 験 は 、 ブ ラ ン ク 値 を 最 適 化 す
る た め の 理 想 的 な 量 測 定 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 試 験 手 順 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 <H-IgG PAN>M-R10Z8E9-IgG-Digの よ う な IgG
に 対 す る 抗 体 が 、 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 と し て 使 用 さ れ る 。 TSH試 験 に お い て 、 な ら び に ス ポ
ッ ト を 載 せ な か っ た ポ リ ス チ レ ン 支 持 体 の 対 照 部 位 に お い て 、 こ の 抗 体 を 用 い て 高 い バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 測 定 さ れ た 。 さ ら に 、 陰 性 対 照 お よ び 負 の 干 渉 サ ン プ ル で は 、 2
つ の 間 接 試 験 方 式 Jo-1お よ び Sc170に お い て こ の 抗 体 に よ り さ ら に 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
シ グ ナ ル が 生 じ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 抗 体 <H-IgG PAN>M-R10Z8E9-IgG-Digは 、 種 々 の 会 社 か ら 入 手 で き る 市 販 の 抗 ヒ ト IgG抗
体 の 一 例 で あ る 。 例 え ば 、 バ ー ミ ン ガ ム 大 学 か ら の MAB R10Z8E9は あ ら ゆ る サ ブ ク ラ ス の
抗 ヒ ト IgGを 認 識 す る 。 さ ら に 、 マ ウ ス 由 来 の あ ら ゆ る サ ブ ク ラ ス に 対 し て 特 異 的 に 向 け
ら れ た MAB<h-IgG>は Pierce社 か ら 製 品 番 号 37300ZZで 入 手 す る こ と が で き 、 マ ウ ス 由 来 の
サ ブ ク ラ ス IgG1、 2お よ び 3を 認 識 す る MAB<h-IgG>は Calbiochem社 か ら 製 品 番 号 411128で 入
手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 で あ る 凝 集 し た IgGに 対 す
る <H-Agg.-IgG>M3.022.5-IgM-Digを 使 用 す る こ と に よ り 、 高 感 度 TSHサ ン ド イ ッ チ ア ッ セ
イ に お い て も 、 間 接 試 験 方 式 に お い て も 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 十 分 な 程 度 ま で 低
減 さ れ る 程 度 に 非 特 異 的 結 合 を 減 少 さ せ る こ と が で き る こ と が 分 か っ た 。 対 照 群 の 「 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド 全 域 」 、 陰 性 対 照 、 お よ び 負 の 干 渉 サ ン プ ル に お い て さ え も 、 こ の 結 合 パ ー
ト ナ ー B 2 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 、 大 幅 に 低 減 さ れ 、 ま た は も は や 存 在 し な か
っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 複 数 の 結 合 パ ー ト ナ ー (B n x )を 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ に
適 用 す る が 、 こ こ で 、 B n x は 各 場 合 に つ い て 、 検 出 し よ う と す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る
こ と が で き る 異 な る 抗 原 を 含 む 。 こ の 方 法 は 間 接 試 験 方 式 ま た は 抗 原 ダ ウ ン 方 式 と も 呼 ば
れ る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 ア レ イ は 、 好 ま し く は 、 金 属 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク ま た は ポ
リ ス チ レ ン 製 の 支 持 体 か ら な る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 例 え
ば 、 EP0939319(Hornauerら )に 記 載 さ れ て い る ポ リ ス チ レ ン 支 持 体 を 使 用 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 互 い に 空 間 的 に 分 離 さ れ て い る 試 験 領 域 と し て 定 め ら れ る 支 持 体 の
別 個 の 領 域 上 に 、 固 定 さ れ る 。 同 じ 結 合 パ ー ト ナ ー B n x を 含 有 す る １ 以 上 の ス ポ ッ ト を 含
ん で な る 試 験 領 域 が 、 そ の 支 持 体 上 に 存 在 す る こ と が 好 ま し く 、 例 え ば 、 数 個 の 同 一 ス ポ
ッ ト か ら な る 列 が 形 成 さ れ う る 。 結 合 パ ー ト ナ ー B n x を 固 定 す る 方 法 は 当 業 者 に は よ く 知
ら れ て お り 、 例 え ば 、 EP0939319(Hornauerら )に 開 示 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法
は 、 結 合 ア ッ セ イ の た め に 空 間 的 に 明 確 に 定 義 さ れ た 試 験 領 域 を 提 供 す る 方 法 に 関 す る も
の で あ る 。 分 析 物 を 、 定 性 的 お よ び 定 量 的 に 高 い 信 頼 性 を も っ て 測 定 す る た め に は 、 再 現
性 あ る 方 法 に よ り 、 正 確 に 規 定 さ れ た 量 の 受 容 体 分 子 を 利 用 し て 、 結 合 ア ッ セ イ の 試 験 領
域 を 設 け る こ と が で き る こ と が 必 要 で あ る 。 EP0939319(Hornauerら )で は 、 重 層 コ ー テ ィ
ン グ を 適 用 す る こ と に よ り 、 結 合 ア ッ セ イ 用 の 空 間 的 に 明 確 に 定 義 さ れ た 試 験 領 域 が 得 ら
れ る こ と を 記 載 し て い る 。 コ ー テ ィ ン グ に は 、 固 相 支 持 体 の 試 薬 フ ィ ー ル ド に プ レ コ ー テ
ィ ン グ を 施 す こ と 、 プ レ コ ー テ ィ ン グ し た 支 持 体 を 洗 浄 す る こ と 、 お よ び プ レ コ ー テ ィ ン
グ と 結 合 可 能 な 受 容 体 分 子 を 含 ん で な る 第 2の コ ー テ ィ ン グ を 施 す こ と が 含 ま れ る 。 プ レ
コ ー テ ィ ン グ に は 、 高 親 和 性 結 合 対 の 第 1の パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、
ア ビ ジ ン も し く は ビ オ チ ン 、 な ら び に 上 記 物 質 の 類 似 体 、 誘 導 体 お よ び 複 合 体 、 ま た は 抗
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マ ウ ス 抗 体 の よ う な 抗 体 が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 第 2の コ ー テ ィ ン グ
、 例 え ば 、 ア ミ ン 、 ス ル フ ィ ド ま た は シ リ ル 基 を 有 す る 分 子 と 共 有 結 合 す る こ と を 意 図 し
た 分 子 を プ レ コ ー テ ィ ン グ と し て 塗 布 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 EP0939319(Hornauerら
)で は 、 プ レ コ ー テ ィ ン グ し た 支 持 体 を 低 イ オ ン 強 度 の バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 す る こ と に よ っ
て 、 再 現 性 あ る 均 一 な 試 験 ス ポ ッ ト が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 試 薬 フ ィ ー ル ド の 空
間 的 に 定 義 さ れ た 領 域 の 形 態 に お い て 、 洗 浄 し た プ レ コ ー テ ィ ン グ に 、 プ レ コ ー テ ィ ン グ
と 結 合 可 能 な 受 容 体 分 子 を 含 む 第 2の コ ー テ ィ ン グ を 施 す 。 受 容 体 分 子 は 、 高 親 和 性 相 互
作 用 、 例 え ば 、 免 疫 反 応 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ア ビ ジ ン 相 互 作 用 な ど 、 ま た は 、 同 様 に
、 プ レ コ ー テ ィ ン グ と し て 施 さ れ た 結 合 対 の 第 1の パ ー ト ナ ー と の 共 有 結 合 を 受 け る 可 能
性 が あ る 結 合 対 の 第 2の パ ー ト ナ ー を 、 含 む こ と が 好 ま し い 。 よ っ て 、 例 え ば 、 プ レ コ ー
テ ィ ン グ と し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン を 塗 布 し 、 受 容 体 分 子 が ビ オ チ ン 成 分
を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 方 法 で は 、 試 験 領 域 全 体 の 検 出 し よ う と す る 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 抗 原 の
総 和 は 、 B n x (B n x =B n 1 +B n 2 +B n 3 … な ど )と し て 定 義 さ れ る 。 従 っ て 、 各 試 験 領 域 は 特 定 の タ
イ プ の B n x を 含 み 、 例 え ば 、 試 験 領 域 1は 、 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 抗 原 B n 1 を 含 み 、 試 験 領
域 2は 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 抗 原 B n 2 を 含 み 、 試 験 領 域 3は 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 抗 原 B n 3 を
含 む な ど で あ る 。 こ の よ う に 、 各 試 験 領 域 は 、 異 な る 抗 原 B n x の 混 合 物 で は な く 、 特 定 の
タ イ プ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 。 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 同 一 ス ポ ッ ト が 数 個 存 在 し 得
る よ う に 、 例 え ば 1列 に 並 ん だ 、 数 個 の 試 験 領 域 中 に 存 在 し て も よ い 。 所 望 で あ れ ば 、 混
合 ス ポ ッ ト を 使 用 す る こ と も で き 、 す な わ ち 、 異 な る 抗 原 を １ つ の 試 験 領 域 内 に 含 め て も
よ い 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 複 数 の 結 合 パ ー ト ナ ー (B n x )と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き る 抗 原 特 異 的 抗 体 を た っ た 1つ の 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る こ
と か ら 、 普 遍 的 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 例 で は 、 例 え ば 、 抗 核 抗 原 Jo-1お よ び Sc170に 対 す る 自 己 抗 体 が 検 出 さ れ
る 。 Jo-1に 対 す る 抗 体 は ヒ ス チ ジ ル － tRNAシ ン セ タ ー ゼ 酵 素 に 対 す る も の で あ り 、 一 方 Sc
170は 強 皮 症 の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 核 抗 体 (ANA)は 、 例 え ば 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス に お け る い わ ゆ る LE因 子 な ど の 種
々 の 細 胞 成 分 に 対 し て 向 け ら れ た 自 己 抗 体 で あ る 。 こ れ ら の 抗 核 因 子 (ANF)の 特 異 性 は 極
め て 多 様 で あ る 。 現 在 、 ANFと 反 応 す る 30種 を 超 え る 抗 原 が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら は 当 業
者 に は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Biotest（ 免 疫 学 辞 典 ） の 145頁 に 記 載 さ れ て い る 。 ま
た 、 本 発 明 の 方 法 は 自 己 抗 体 、 す な わ ち 、 典 型 的 な 自 己 免 疫 抗 体 、 お よ び 、 さ ら に 抗 甲 状
腺 抗 原 、 抗 膵 島 細 胞 抗 原 等 の 検 出 に も 使 用 で き る 。 さ ら に 、 こ の 方 法 に よ り 、 ト キ ソ プ ラ
ス マ 症 、 風 疹 お よ び ク ラ ミ ジ ア 感 染 症 の よ う な 特 定 の 病 原 体 に 対 す る 抗 体 の 検 出 も 可 能 に
な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
こ の 目 的 で は 、 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 に 標 識 を 結 合 さ せ る 。 ス ポ ッ ト の 部 位 特 異 的 標 識 を 可 能
に す る 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 全 て の 標 識 が 、 使 用 で き る 。 標 識 と し て は 、 化 学 発 光 物 質
、 蛍 光 物 質 も し く は 放 射 性 物 質 、 あ る い は 金 属 ゾ ル 、 ラ テ ッ ク ス ま た は 金 粒 子 の よ う な 直
接 検 出 で き る 物 質 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 を 標 識 化 す る 方 法 は 当 業
者 に は よ く 知 ら れ て お り 、 本 明 細 書 で さ ら に 説 明 す る 必 要 は な い 。 標 識 は 、 化 学 発 光 物 質
、 蛍 光 物 質 も し く は 放 射 性 物 質 、 あ る い は 金 属 ゾ ル 、 ラ テ ッ ク ス ま た は 金 粒 子 を 測 定 す る
こ と に よ る 公 知 の 方 法 に よ り 直 接 検 出 さ れ 、 そ の よ う な 方 法 に つ い て は 、 US0017616(Karl
ら )、 0304202B1、 EP0736176 B1、 EP0608370 B1(Ekinsら )、 EP0939319(Hornauerら )で 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 標 識 を 間 接 的 に 検 出 す る こ と も で き る 。 こ の 場 合 に は 、 そ れ 自 体 が 次 に シ グ ナ ル
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発 生 基 と 結 合 す る 別 の 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 B 2 の 標 識 、 例 え ば 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の よ う な ハ
プ テ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 。 そ の シ グ ナ ル 発 生 基 、 例 え ば 、 化 学 発 光 物 質 、 蛍 光 物 質 も し
く は 放 射 性 物 質 、 あ る い は 酵 素 ま た は 金 粒 子 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ た 方 法 に よ り 検 出
さ れ る 。 B 2 の 標 識 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 ま た は ハ プ テ ン に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 、 例 え ば さ ら な る
結 合 パ ー ト ナ ー と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 結 合 パ ー ト ナ ー B n x が 固 相 と 結 合 さ れ て い る 。 こ の 場 合 、 B n x
は 固 相 に 直 接 結 合 さ れ て も よ い 。 B n x は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 固 相 に 直 接 結 合 さ れ る
。 ま た 、 B n x は 特 異 的 結 合 シ ス テ ム を 用 い て 固 相 に 間 接 的 に 結 合 さ れ る こ と も あ る 。 こ の
場 合 、 B n x は 、 抗 原 と 特 異 的 結 合 シ ス テ ム の 反 応 パ ー ト ナ ー と を 含 有 す る 複 合 体 で あ る 。
こ の 場 合 に お け る 特 異 的 結 合 シ ス テ ム と は 、 相 互 に 特 異 的 に 反 応 し 得 る 2つ の パ ー ト ナ ー
同 士 と し て 理 解 さ れ る 。 そ の 結 合 能 は 、 こ の 場 合 、 免 疫 学 的 反 応 ま た は 別 の 特 異 的 反 応 に
基 づ い た も の で あ る 。 こ の よ う な 反 応 パ ー ト ナ ー 、 お よ び 特 異 的 抗 原 ま た は 抗 体 で 試 験 支
持 体 を コ ー テ ィ ン グ す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る そ れ ら の 使 用 に つ い て は 、 当 業 者
に は 公 知 で あ る 。 特 異 的 結 合 シ ス テ ム と し て 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン ま た は ビ オ チ ン と ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン の 組 合 せ を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 他 の 好 ま し い 組 合 せ と し て は 、 ビ オ
チ ン と 抗 ビ オ チ ン 、 ハ プ テ ン と 抗 ハ プ テ ン 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト と こ の Fcフ ラ グ メ ン ト
に 対 す る 抗 体 、 ま た は 糖 鎖 と レ ク チ ン が あ る 。 よ っ て 、 こ の 特 異 的 結 合 対 の 反 応 パ ー ト ナ
ー の 一 方 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー B n x を 形 成 す る 複 合 体 の 一 部 で あ る 。 特 異 的 結 合 シ ス テ ム の
他 方 の 反 応 パ ー ト ナ ー は 支 持 体 と 結 合 さ れ る 。 特 異 的 結 合 シ ス テ ム の 他 方 の 反 応 パ ー ト ナ
ー と 支 持 体 材 料 と の 結 合 は 、 当 業 者 に 公 知 の 一 般 的 な 方 法 を 利 用 し て 行 う こ と が で き る 。
こ の 場 合 に は 、 共 有 結 合 お よ び 吸 着 結 合 が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 当 業 者 に 公 知 の あ ら ゆ る 生 体 液 を サ ン プ ル と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル と し
て は 、 全 血 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 唾 液 、 液 等 の よ う な 体 液 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 試 験 混 合 物 に は 、 サ ン プ ル 、 固 相 お よ び 上 記 受 容 体 に 加 え て 、 そ の 用 途 に 必 要 な 添 加 剤
、 例 え ば 、 バ ッ フ ァ ー 、 塩 、 界 面 活 性 剤 、 BSAの よ う な タ ン パ ク 質 添 加 剤 が 含 ま れ て も よ
い 。 必 要 な 添 加 剤 に つ い て は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 当 業 者 に よ っ て 簡 単 に 見 極 め る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 特 定 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 原 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る た め の 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 種 々 の 結 合 パ ー
ト ナ ー B n x を 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ せ た 支 持 体 、 個 別 容 器 に 入 っ た 検 出 試 薬 、 な ら び
に 、 標 識 を 保 持 し 、 か つ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特
異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 を 含 む 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。 そ の 試 験 キ ッ ト に は 、 対 照
品 お よ び 標 準 品 、 な ら び に 、 当 業 者 に 公 知 の 、 バ ッ フ ァ ー 、 塩 、 界 面 活 性 剤 な ど の よ う な
一 般 的 な 試 験 添 加 剤 を 含 む 1種 以 上 の 溶 液 中 の 試 薬 も 、 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 、 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 10mgの ヒ ト IgG1(Sigma Company)を 0.6mlの 25mM重 炭 酸 バ ッ フ ァ ー (pH9.5)に 溶 か す 。 3.5
μ lの 12.5%グ ル タ ル ジ ア ル デ ヒ ド 溶 液 を 添 加 し た 後 、 そ れ を 室 温 に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 続 い て 、 そ れ を 氷 浴 中 で 冷 却 し 、 50mMト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶 液 (pH8.0)を 用 い
て pH8.3に 調 整 し 、 0.15mlの 新 た に 調 製 し た 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ 8mg水 素 化 ホ ウ
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実 施 例 1
リ ウ マ チ 因 子 様 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス IgM抗 体 の 製 造
免 疫 原 ： H-IgG重 合 体



素 /1ml水 ） を そ こ に 添 加 す る 。 0℃ に て 2.5時 間 経 過 後 、 沈 殿 物 を 10mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ
フ ァ ー /0.2M NaCl(pH7.5)に 対 し て 4℃ に て 16時 間 透 析 す る 。 IgG重 合 体 を 含 有 す る 透 析 物
は 分 割 し て -80℃ に て 保 存 す る か 、 ま た は 免 疫 化 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 に
お け る 特 異 性 試 験 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 H-IgG3重 合 体 は 、 ヒ ト IgG3(Sigma Company)か ら 出 発 し て 同 様 に し て 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

　 12週 齢 の 雌 Balb/cマ ウ ス に 、 ま ず 、 100μ gの H-IgG1ま た は IgG3重 合 体 を ア ジ ュ バ ン ト CF
A（ 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ） と と も に 用 い て 腹 膜 内 免 疫 処 置 す る 。 8日 後 、 CFA中 100
μ gの 各 IgG重 合 体 を 用 い て さ ら に 免 疫 処 置 を 行 う 。 最 初 の 免 疫 処 置 か ら 13日 後 、 200μ gの
各 重 合 体 を ア ジ ュ バ ン ト な し で 腹 膜 内 投 与 し 、 最 初 の 免 疫 処 置 か ら 14日 お よ び 15日 後 、 い
ず れ の 場 合 に つ い て も 、 100μ gを 腹 膜 内 お よ び 静 脈 内 投 与 し た 。 融 合 は 16日 後 に 行 う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を Galfreaの 方 法 （ Methods in Enzymology 73, 1981, 3） に
従 っ て 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ る 。 免 疫 し た マ ウ ス の 約 1× 10 8 脾 臓 細 胞 を 2× 10 7 骨 髄 腫 細 胞
(P3X63-Ag8-653、 ATCC CRL 1580)と 混 合 し 、 遠 心 分 離 す る （ 300gお よ び 4° Cに て 10分 ） 。
次 い で 、 こ れ ら の 細 胞 を ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)不 含 の RPMI-1640培 地 で 1回 洗 浄 し 、 50 ml円 錐
管 に 入 れ て 再 度 400gに て 遠 心 分 離 す る 。 1mlの PEG（ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） （ 分 子 量 40
00、 Merck, Darmstadt） を 添 加 し 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 混 合 す る 。 37℃ の 水 浴 中 1分 経
過 後 、 5 mlの FCS不 含 RPMI 1640を 滴 下 し て 加 え 、 混 合 し 、 培 地 （ RPMI 1640+10%FCS） を 加
え て 50 mlと し 、 そ の 後 、 遠 心 分 離 す る 。 沈 降 し た 細 胞 を 10%FCS含 有 RPMI 1640培 地 に 取 り
、 そ れ を ヒ ポ キ サ ン チ ン － ア ザ セ リ ン 選 択 培 地 （ 100mmol/lヒ ポ キ サ ン チ ン 、 1μ g/mlア ザ
セ リ ン を 含 む RPMI 1640+10%FCS） に 播 種 す る 。 培 地 に 増 殖 因 子 と し て イ ン タ ー ロ イ キ ン 6(
100U/ml)を 添 加 す る 。 お よ そ 10日 後 に 、 初 代 培 養 物 を 特 異 的 抗 体 合 成 に つ い て 調 べ た 。 凝
集 し た ヒ ト IgG1と の 陽 性 反 応 を 示 す が 、 単 量 体 IgGと の 交 差 反 応 を 示 さ な い 初 代 培 養 物 を
、 96ウ ェ ル 細 胞 培 養 プ レ ー ト に お い て 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 装 置 を 用 い て ク ロ ー ン 化 す る 。
培 地 に 増 殖 添 加 剤 と し て イ ン タ ー ロ イ キ ン 6(100U/ml)を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 方 法 に よ り 、 次 の ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 得 た ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た MTPを ビ オ チ ン 化 ヒ ト IgG1ま た は IgG3で コ ー
テ ィ ン グ す る 。 そ の 後 、 そ れ ら を 細 胞 培 養 上 清 中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と と も に イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 続 い て 、 抗 マ ウ ス -IgM-PODを 用 い る 通 常 の 方 法 で POD基 質 と 反 応 さ せ る こ と
に よ り 、 結 合 し た 抗 体 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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マ ウ ス の 免 疫 化

ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン の 製 造
融 合 お よ び ク ロ ー ニ ン グ

凝 集 し た ヒ ト IgGに 対 し て 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ
試 験



　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 中 の 抗 体 の 特 異 性 を 決 定 す る た め 、 組 換 え ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た MTP（ MicroCoat Company、 製 品 番 号 12-K 96 N） を イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中 1μ g/mlの サ ブ ク ラ ス 1ま た は 2ま た は 3ま た は 4の ビ オ チ ン 化 h-IgG
(=H-IgG-Bi)で コ ー テ ィ ン グ す る 。 ビ オ チ ン を 介 し て 固 相 と 結 合 し た IgGは 凝 集 し た 重 合 体
IgGの よ う に 振 舞 う た め 、 サ ブ ク ラ ス 特 異 性 を 決 定 す る た め に こ の 試 験 法 を 使 用 す る こ と
が で き る 。 こ の 目 的 で は 、 各 ウ ェ ル に つ き 100μ lの H-IgG-Bi溶 液 を 振 盪 し な が ら 室 温 に て
60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 0.9%NaCl/0.05%Tween 20で 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 次 の 工 程 で は 、 調 べ よ う と す る 抗 体 溶 液 （ 培 養 上 清 ） 100μ lを 、 コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ
ル に 添 加 し 、 振 盪 し な が ら 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 0.9%塩 化 ナ ト リ ウ ム /0.05
% Tween 20で 3回 洗 浄 し た 後 、 サ ン プ ル 由 来 の 結 合 し た 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 各 場 合 に
つ い て 、 マ ウ ス IgMに 対 す る ヤ ギ 由 来 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Dianova Company、 製 品 番 号 11
5-036-075、 濃 度 は 0.16μ g/mlイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー で 使 用 ） の POD標 識 し た (Fab
') 2 フ ラ グ メ ン ト 100μ lを 添 加 し 、 振 盪 し な が ら 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後
、 0.9%塩 化 ナ ト リ ウ ム /0.05%Tween（ 登 録 商 標 ） 20で 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 最 後 に 、 100μ l/ウ ェ ル の ABTS（ 登 録 商 標 ） 基 質 （ Roche Diagnostics GmbH、 製 品 番 号 1
684 302） を 添 加 し 、 室 温 に て 30分 経 過 し た 後 、 Dynatech Company社 製 MR700 マ イ ク ロ プ
レ ー ト リ ー ダ ー に よ り 405/492nmで の 吸 光 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー ： 　 40mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.4）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 200mM酒 石 酸 ナ ト リ ウ ム
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.1%Tween 20
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.2%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

　 単 量 体 の 非 凝 集 H-IgG1と の 反 応 性 ／ 交 差 反 応 を 判 定 す る た め 、 調 べ よ う と す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 、 上 記 試 験 に お い て 、 漸 増 濃 度 ま た は 過 剰 の 単 量 体 の 非 凝 集 IgG1と と も に プ
レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 測 定 シ グ ナ ル が 高 い 水 準 の ま ま 変 化 し な い 場 合 に は 、 交 差 反 応 は
起 こ っ て い な い 。 測 定 シ グ ナ ル が 低 下 す る 場 合 に は 、 交 差 反 応 が 起 こ っ た こ と に な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の た め に 、 組 換 え ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト (MTP)（ MicroCoat Company、 製 品 番 号 12-K 96 N） を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中 1
μ g/mlの ビ オ チ ン 化 H-IgG1(=H-IgG1-Bi)で コ ー テ ィ ン グ す る 。 各 ウ ェ ル に つ き 100μ lの H-
IgG1-Bi溶 液 を 使 用 し 、 振 盪 し な が ら 室 温 に て 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 0.9%NaC
l/0.05%Tween 20で 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 交 差 反 応 に つ い て 試 験 し よ う と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 最 大 1μ g/mlの 順 次 濃 度 の 単
量 体 の 非 凝 集 IgG1と と も に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 コ ー テ
ィ ン グ し て い な い 96ウ ェ ル MTP中 、 振 盪 し な が ら 室 温 に て 1時 間 行 う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 の 工 程 で は 、 こ の 溶 液 （ 抗 体 +過 剰 の 凝 集 し て い な い 単 量 体 IgG1） 100μ lを コ ー テ ィ
ン グ し た ウ ェ ル に 添 加 し 、 振 盪 し な が ら 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。  0.9%塩 化 ナ
ト リ ウ ム /0.05% Tween 20で 3回 洗 浄 し た 後 、 各 場 合 に つ い て 、 サ ン プ ル 由 来 の 結 合 し た 抗
体 を 検 出 す る た め に マ ウ ス IgMに 対 す る ヤ ギ 由 来 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Dianova Company、
製 品 番 号 115-036-075、 濃 度 は 0.16μ g/mlイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を 使 用 ） の POD標
識 し た (Fab') 2 フ ラ グ メ ン ト 100μ lを 添 加 し 、 振 盪 し な が ら 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 そ の 後 、 0.9%塩 化 ナ ト リ ウ ム /0.05%Tween（ 登 録 商 標 ） 20で 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 最 後 に 、 100μ l/ウ ェ ル の ABTS（ 登 録 商 標 ） 基 質 （ Roche Diagnostics GmbH、 製 品 番 号 1
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固 相 結 合 し た ヒ ト IgGを 用 い た サ ブ ク ラ ス 特 異 性 の 決 定

単 量 体 ヒ ト IgG1と の 反 応 性 ／ 交 差 反 応 の 判 定



684 302） を 添 加 し 、 室 温 に て 30分 経 過 し た 後 、 Dynatech Company社 製 MR700 マ イ ク ロ プ
レ ー ト リ ー ダ ー に よ り 405/492nmで の 吸 光 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ ル リ ウ マ チ 因 子 様 結 合 性 を 有 す る 抗 体 は 、 あ ら ゆ る
ヒ ト IgGサ ブ ク ラ ス を 認 識 し 、 競 合 試 験 に お い て 単 量 体 H-IgGと 10%未 満 の 交 差 反 応 を 示 す
。 反 応 性 の 判 定 に H-IgG1重 合 体 を 使 用 し た 場 合 、 測 定 シ グ ナ ル は 大 幅 に 低 下 す る 。 表 1で
は 、 判 明 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 主 た る 特 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 10%FCS含 有 RPMI 1640培 地 に 1× 10 5 細 胞 /mlの 密 度 に て 播
種 し 、 発 酵 槽 （ Thermodux Company、 Wertheim/Main、 MCS-104XL型 、 製 品 番 号 144-050） 中
で 7日 間 増 殖 さ せ る 。 培 養 上 清 に お い て 、 1ml当 た り 100μ gモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 平 均 濃 度
に 達 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

< >
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000(Merck Company)の 微 細 粉 70gを 50μ g/mlを 超 え る 発 酵 モ ノ
ク ロ ー ナ ル IgMを 含 有 す る 培 養 上 清 1リ ッ ト ル に 室 温 に て 添 加 す る 。 45分 後 に 沈 殿 す る IgM
を 遠 心 分 離 に よ り 沈 降 さ せ 、 50ml TRISバ ッ フ ァ ー （ 20mM TRIS/0.2M NaCl/25mMグ リ シ ン /
2%ス ク ロ ー ス 、 pH8） 中 に 溶 か す 。 6.5%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000を 用 い て こ の 溶 液 か
ら 2回 目 の IgM沈 殿 を 行 い 、 遠 心 分 離 に よ り 沈 降 さ せ る 。 こ の 沈 降 物 を 5ml TRISバ ッ フ ァ ー
に 溶 か し 、 同 じ バ ッ フ ァ ー に 対 し て 透 析 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 透 析 物 を 透 明 に な る ま で 遠 心 分 離 し 、 ベ ッ ト 容 量 350mlの Superose 6カ ラ ム (Amersh
am Biosciences Company)上 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る 。 使 用 バ ッ フ ァ ー は 75mM HEPE
S/0.25M NaCl/3%ス ク ロ ー ス (pH7.5)と す る 。 分 子 量 900,000の IgMピ ー ク 画 分 を プ ー ル し 、
限 外 濾 過 に よ り 5mg/mlま で 濃 縮 す る 。 IgM溶 液 を 分 割 し て -80℃ に て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 2mlの 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH8.3） に 溶 か し た サ ブ ク ラ ス 1ま た は 2ま た は
3ま た は 4の H-IgG（ Sigma Company） 5mgを 、 2.67mM溶 液 の ビ オ チ ニ ル ア ミ ノ -3,6-ジ オ キ サ
オ ク タ ニ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル ヘ プ タ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 含 有 ジ メ
チ ル ス ル ホ キ シ ド 50μ lと 混 合 し 、 25℃ に て 60分 間 攪 拌 す る 。 IgG 対  活 性 化 ビ オ チ ン の 比
は 1:4で あ る 。 生 成 し た IgG-Biを 、 20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー /0.1M NaCl/3%ス ク ロ ー
ス （ pH7.5） に 対 し て 4℃ に て 透 析 す る 。 透 析 し た IgG-Biを 分 割 し て -80℃ に て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
< >

　 5mgの MAB<H-Agg.-IgG>M-3.022.5-IgMを 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH8.6） で 全
量 2mlに 調 整 す る 。 こ の 溶 液 に 、 1.11mM溶 液 の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -3-O-メ チ ル -カ ル ボ ニ ル -ε
-ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 含 有 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 50μ
lを 添 加 し 、 続 い て 、 25℃ に て 60分 間 攪 拌 す る 。 IgM 対  活 性 化 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の 比 は 1:10
で あ る 。 生 成 し た IgM-ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー /0.1M NaCl/3%ス
ク ロ ー ス （ pH7.5） に 対 し て 透 析 す る 。 透 析 し た IgM-Digを 分 割 し て -80℃ に て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 黒 色 に 染 色 し た ポ リ ス チ レ ン 支 持 体 上 の 約 2.5× 6mmの 試 験 領 域 全 域 に わ た っ て ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン コ ー テ ィ ン グ を 施 す 。 イ ン ク ジ ェ ッ ト 方 式 に よ り 試 験 領 域 に ビ オ チ ン 化 抗 原 か
ら な る 、 1列 に つ き 約 20個 の 同 一 ス ポ ッ ト の 列 を 作 製 す る 。 そ の 各 ス ポ ッ ト の 直 径 は 約 150
μ mと す る 。 続 い て 、 サ ン プ ル を サ ン プ ル 希 釈 バ ッ フ ァ ー で 1:10の 割 合 に 希 釈 し 、 40μ lの
希 釈 サ ン プ ル を ア レ イ の そ れ ぞ れ の 試 験 領 域 に 手 動 で ピ ペ ッ ト 注 入 す る 。 残 り の ア ッ セ イ
処 理 は 、 実 験 室 用 ブ レ ッ ド ボ ー ド ウ ォ ッ シ ャ ー － イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 実 施 し た 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 次 の 試 験 特 異 的 試 薬 を 使 用 し た ：
サ ン プ ル 希 釈 バ ッ フ ァ ー ： 50mM Tris、 pH7.6； 150mM NaCl； 0.1%界 面 活 性 剤 （ ポ リ ド カ ノ
ー ル ） ；
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.6%BSA； 0.2%保 存 剤 （ オ キ シ ピ リ オ ン (oxypyrion)お よ び 塩 酸
メ チ ル イ ソ チ ア ゾ ロ ン (MIT)）
洗 浄 バ ッ フ ァ ー ： 　 　 　 　 10mM Tris、 0.01%ポ リ ド カ ノ ー ル 、 0.001%オ キ シ ピ リ オ ン 、 0.
001%MIT
サ ン プ ル ： 　 　 　 　 　 　 　 ヒ ト 血 清 、 陽 性 サ ン プ ル は 市 販 品 、 陰 性 サ ン プ ル は 内 部 提 供 者
の も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ビ オ チ ン 化 抗 原 と し て ネ イ テ ィ ブ Jo1お よ び ネ イ テ ィ ブ Sc170を 使 用 し た 。 こ れ ら の 抗 核
抗 原 に 対 す る 自 己 抗 体 を 間 接 試 験 方 式 で 検 出 し た 。 各 ス ポ ッ ト 溶 液 に は 100μ g/mlの そ れ
ぞ れ の ビ オ チ ン 化 抗 原 を 使 用 し た 。 さ ら に 、 本 発 明 の 利 点 を 確 認 す る た め 、 こ の 実 施 例 で
TSH試 験 も 実 施 し た 。 TSH試 験 で は ア ッ セ イ 系 の 感 度 が 最 も 強 く 要 求 さ れ 、 そ れ 故 、 ブ ラ ン
ク 値 を 最 適 化 す る た め の 理 想 的 な パ ラ メ ー タ ー と な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
試 験 手 順 の 説 明 ：
　 サ ン プ ル を 37℃ に て 6分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル を 吸 引 し 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で
試 験 領 域 を 洗 浄 し た 後 、 そ れ ら を 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 、 ジ ゴ キ シ ン で 標 識 し た 抗 体 と と も に
37℃ に て 3分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 工 程 を 行 っ た 。 蛍 光 標 識 <Dig>抗 体 と と も
に 37℃ に て 3分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 試 験 領 域 を 洗 浄 し 、 真 空 乾 燥 さ せ た 後 、 シ
グ ナ ル を CCDカ メ ラ で 検 出 し た 。 測 定 用 に サ ン プ ル を サ ン プ ル 希 釈 バ ッ フ ァ ー で 1:10希 釈
し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
表 2： モ ノ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 抗 体 <H-IgG PAN>M-R10Z8E9-IgG-Digを 使 用 し た と き の 試 験 結 果
：
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 <H IgG PAN>M-R10Z8R9-IgG-Digを 使 用 し て 、 表 2に 示 す シ グ ナ ル を
得 た 。 こ の 抗 体 を 使 用 し た 場 合 、 TSH試 験 、 さ ら に 、 ス ポ ッ ト を 載 せ て い な い ポ リ ス チ レ
ン 支 持 体 の 部 位 に お い て （ 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 全 域 」 、 表 2の 右 欄 ） 極 め て 高 い バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 認 め ら れ た 。 陰 性 対 照 お よ び 負 の 干 渉 サ ン プ ル は 、 2つ の 間 接 試 験 方
式 Jo-1お よ び Sc170で こ の 抗 体 を 用 い て さ ら に 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 示 し た 。
こ れ ら の よ う に バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 非 常 に 高 い と 、 そ の 結 果 、 弱 陽 性 サ ン プ ル の
低 い シ グ ナ ル は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル に よ っ て 過 度 な 負 荷 を 受 け る た め 、 低 濃 度 の 分
析 物 を 測 定 す る こ と が で き な い 。 こ の 試 験 の 感 度 の 結 果 か ら は 、 抗 体 <H IgG PAN>M-R10Z8
R9-IgG-Digの 使 用 は 、 慣 用 的 な 実 験 室 の 診 断 用 途 に は 適 切 で な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
表 3： モ ノ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 抗 体 <H-Agg.-IgG>M3.022.5-IgMを 使 用 し た 試 験 結 果
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 抗 体 Mab<H-Agg.-IgG>M3.022.5-IgMを 使 用 し て 、 表 3に 示 す シ グ ナ ル を 得 た 。 こ の 試 験 で
は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 実 質 的 に 低 減 し 、 あ ら ゆ る サ ン プ ル に お い て そ れ は 一 定
水 準 と な り 、 そ の 感 度 が 所 望 の 限 界 に 達 し た 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ (TSH)お よ び 間 接 試
験 (Jo-1お よ び Sc170)で は 、 陰 性 対 照 お よ び 負 の 干 渉 サ ン プ ル に お い て 非 特 異 的 結 合 は も
は や 検 出 さ れ な い か 、 取 る に 足 ら な い 程 度 し か 検 出 さ れ な い 。 ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ
グ ナ ル で あ る 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 全 域 」 も こ の 抗 体 に よ っ て 大 幅 に 低 減 し た 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 11月 10日 (2005.11.10)
【 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 】
　 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗
原 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 検 出 し よ う と す る 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す
る こ と が で き る 種 々 の 抗 原 を そ れ ぞ れ に つ い て 含 む 種 々 の 結 合 パ ー ト ナ ー B n x が 支 持 体 上
の 異 な る 別 個 の 領 域 に 結 合 さ れ て お り 、 該 方 法 は 、 該 支 持 体 を 、 該 サ ン プ ル と 、 標 識 を 保
持 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 そ の そ れ ぞ れ の 別 個 の 領 域
に お け る 標 識 を 検 出 す る こ と に よ る も の で あ り 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を B 2 と し て 使 用 す る が 、 そ の 固 相 に
非 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 検 出 さ れ な い か ま た は 取 る に 足 ら な い 程 度 に し か 検
出 さ れ な い こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 B 2 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 B 2 が ネ オ エ ピ ト ー プ 特 異 的 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て ブ ラ ン ク 値 を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 原 特 異
的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を B 2
と し て 使 用 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 標 識 を 保 持 し 、 か つ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異
的 に 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー B 2 の 、 抗 原 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め の ア レ イ 方 式 で の イ ム
ノ ア ッ セ イ に お い て ブ ラ ン ク 値 を 低 減 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ア レ イ 方 式 で の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て サ ン プ ル 中 の 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗
原 特 異 的 抗 体 を 測 定 す る た め の 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 種 々 の 結 合 パ ー ト ナ ー B n x を 異 な る
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別 個 の 領 域 に 結 合 さ せ た 支 持 体 、 個 別 容 器 に 入 っ た 検 出 試 薬 、 な ら び に 、 標 識 を 保 持 し 、
か つ 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 し た 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 抗 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合
パ ー ト ナ ー B 2 を 含 む 、 試 験 キ ッ ト 。
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