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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫標識化合物を形成するための方法であって、ここで該方法は、以下の工程：
ａ）標的結合抗体の溶液を標識試薬サブセットと接触させる工程であって、ここで該標識
試薬サブセットは、ｉ）標識対標識試薬の比またはｉｉ）該標識の物理的特徴によって区
別される、工程；および
ｂ）該標的結合抗体および該標識試薬サブセットを、該標識試薬の１つ以上の分子が標的
結合抗体と免疫標識複合体を形成するようにインキュベートする工程であって、ここで、
該標的結合抗体のＦｃ領域は、標識試薬によって選択的に結合される、工程；
を包含し、但し、該標識試薬はプロテインＡを含まず、さらに該標識試薬はＦａｂフラグ
メントおよび標識を含み、かつ該Ｆａｂフラグメントの結合ドメインには標識が組み込ま
れていない、方法。
【請求項２】
　免疫グロブリンタンパク質またはそのフラグメントを含む捕捉試薬を添加することによ
って、非結合標識試薬を除去する工程、をさらに含み、ここで、該標識試薬は前記免疫グ
ロブリンタンパク質またはそのフラグメントに結合することができる、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　該工程ａ）および該工程ｂ）を繰り返して、免疫標識複合体サブセットのパネルを形成
する工程であって、ここで、各サブセットは、ｉ）標識対標識試薬の比、またはｉｉ）該
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標識の物理的特性、またはｉｉｉ）標識試薬対該標的結合抗体の比、またはｉｖ）該標的
結合抗体、によって別のサブセットから区別される工程、をさらに含む請求項２に記載の
方法。
【請求項４】
　前記標的結合抗体が、マウスモノクローナル抗体、ウサギポリクローナル抗体またはヤ
ギポリクローナル抗体である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記標的結合抗体が、血清タンパク質または腹水タンパク質を含む溶液中にある、請求
項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素、粒子、
ハプテン、酵素および放射性同位体からなる群から選択される、請求項１または２に記載
の方法。
【請求項７】
　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザインダセン
、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、請求項６に記載の方法
。
【請求項８】
　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテイン誘導体およびキサンテン－フィ
コビリプロテイン誘導体からなる群から選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼ、グリコシダーゼ、およびルシフェラ
ーゼからなる群から選択される、請求項６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願に対する相互参照）
　本出願は、２００１年１０月１２日に出願した米国特許出願第６０／３２９，０６８号
、２００２年４月１日に出願した米国特許出願第６０／３６９，４１８、および２００２
年４月５日に出願した米国特許出願第１０／１１８，２０４（これらの開示は、本明細書
中で参考として援用される）に対する優先権を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、生物学的サンプル中の１つ以上の標的の検出および測定において使用するた
めの免疫標識化複合体および方法に関する。本発明は、分子生物学、細胞生物学、免疫組
織化学、診断および治療の分野における適用を有する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　免疫標識は、サンプル中の標的の存在を定性的および定量的に測定するための方法であ
り、ここで抗体は、これらの特異的な結合能力に利用される。抗体は、標的（抗原）を有
する複合体を形成し、ここで検出可能な標識は、抗体上または二次抗体上に存在する。検
出可能な標識は、免疫標識の重要な特徴であり、直接的または間接的に検出され得る。こ
の標識は、結合反応がモニターされる測定可能なシグナルを提供する（但し、結合の程度
の定性的および／または定量的尺度）。標識化抗体によって産生されたシグナルの相対的
な量および位置は、標的の位置および／または濃度を示すのに役立ち得る。標識をまた使
用して、例えば、フローソーティング（ｆｌｏｗ　ｓｏｒｔｉｎｇ）または磁性分離媒体
を使用することによって、標識化標的を選択し得、そして単離し得る。標識の例として以
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下が挙げられるが、これらに限定されない：放射活性ヌクレオチド（１２５Ｉ、３Ｈ、１

４Ｃ、３２Ｐ）、化学発光化合物、蛍光化合物またはリン光化合物（例えば、ジオキセタ
ン、キサンテンまたはカルボシアニン染料、ランタノイドキレート剤）、粒子（例えば、
金クラスター、金コロイド、ミクロスフェア、量子ドット）および酵素（例えば、ペルオ
キシダーゼ、グリコシダーゼ、ホスファターゼ、キナーゼ）。理論上、抗体の結合特性を
乱さないが、標識が適切な検出技術によって測定可能になる様式で、標識は抗体に結合さ
れる。標識の選択は、因子（例えば、検出の容易さおよび感受性、装置の利用可能性、サ
ンプルのバックグラウンド（他の標識を含む）およびこのような標識が特定の抗体に迅速
に結合する程度）によって影響される。抗体の直接的および間接的の両方の標識化は、免
疫標識に利用される。直接的な標識化は、一次抗体（すなわち、標識に結合した標的に特
異的な抗体）のみを利用する。対照的に、間接的な標識化は、標識に結合した二次抗体を
利用し、この二次抗体は、一次抗体（例えば、ヤギ抗ウサギ抗体）に特異的である。免疫
標識方法および材料の主要な差異は、標識が抗体－抗原複合体に結合される方法、使用さ
れる標識の型および抗体－抗原複合体が検出される手段に存在する。
【０００４】
　直接的な標識の一次抗体の制限は、一級アミン、またはキャリアタンパク質（例えば、
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ））および他の化合物（例えば、トリス－（ヒドロキシメチ
ル）アミノメタン（ＴＲＩＳ）、グリシン、およびアンモニウムイオン）を含まない緩衝
液の必要性が挙げられる。しかし、これらの材料は、抗体緩衝液および精製方法における
一般的な成分であり、カップリング反応の前にそれらを除去することが可能（ｐｏｓｓｉ
ｂｌｅ）または可能（ｆｅａｓｉｂｌｅ）であり得ない。特に、多くのモノクローナル抗
体は、腹水として、またはハイブリドーマ培養上清にのみ利用可能であるか、またはキャ
リアタンパク質（例えば、アルブミン）で希釈される。従って、腹水または影響を与える
化合物を含む他の媒体中の抗体の直接的な標識は、達成されない。
【０００５】
　間接的な免疫標識方法は、代表的に、標識されていない第１の抗体（代表的に一次抗体
）をサンプルに直接的に添加し、サンプル中の抗原と複合体を形成する複数工程プロセス
に関する。引き続いて、一次抗体に特異的である標識化二次抗体をサンプルに添加し、一
次抗体－抗原複合体に非共有結合する。あるいは、検出可能な標識は、免疫グロブリン結
合タンパク質（例えば、プロテインＡおよびプロテインＧ）に共有結合し、サンプル中に
標的で以前に形成された抗体－抗原複合体を検出する。リガンド（例えば、ストレプトア
ビジン）を使用して、このカスケード結合をまた伸長する検出可能なシグナルが、増幅す
るようである。
【０００６】
　間接的な免疫標識は、しばしば偽陽性および高いバックグラウンドを生じる。これは、
二次抗体が、関連した種に対する吸着によって精製される場合でさえ、同じサンプルに使
用される場合、有意な残渣の交差反応性（ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ）を示し得
るという事実に起因する。例えば、マウス組織がマウスモノクローナル抗体でプローブさ
れる場合、二次抗体は、必ず標識化抗マウス抗体でなければならない。この抗マウス抗体
は、目的の抗体を検出するが、マウス組織が本来持っている無関係の、内在性のマウス免
疫グロブリンを回避不能でかつさらに検出する。これは、有意なバックグラウンドの問題
（特に疾患した組織において、アッセイの有用性および感受性を減少する）を原因とする
。従って、この有意なバックグラウンドの干渉を除いて、サンプル中の１つを超える一次
抗体の同時の検出は、二次抗体の以下の利用性に依存する：１）試験されるサンプルに本
来備わっているタンパク質を交差反応しない利用性、２）一次抗体の１つのみを認識する
利用性、そして３）互いを認識しない利用性（Ｂｒｅｌｊｅら、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　
ＣＥＬＬ　ＢＩＯＬＯＧＹ　３８，９７－１８１，特に１１１－１１８（１９９３））。
【０００７】
　間接的な標識においてバックグラウンドの問題に取り組むために、多数のストラテジー
を開発して、内因性マウス免疫グロブリンに対する抗マウス二次抗体のアクセスをブロッ
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クする。ブロッキングのためのこのようなストラテジーの１つは、選択されたビオチン化
二次抗体と一次抗体を複合体化し、一次抗体と二次抗体との複合体を生成し、次いで、こ
れは希釈された正常マウス血清と混合されることに関する（Ｔｒｏｊａｎｏｗｓｋｉら、
米国特許第５，２８１，５２１号（１９９４））。この方法は、適切な割合の一次－二次
複合体を使用する必要性によって限定される。あまりにも低い割合の一次－二次複合体は
、特定の染色の減少の原因であり、そして増加したバックグラウンドのレベルは、内因性
マウス抗体に結合する複合体化されていない二次抗マウス抗体に起因する。しかし、２つ
の抗原を同時に結合し、そして交差連結するような全ＩｇＧ抗体（参照方法に使用された
ような）の能力は、あまりにも高い割合を生じ、あまりにも大きく細胞または組織に侵入
できない複合体を沈殿するかまたは形成するような複合体を生じる。
【０００８】
　サンプル中の内因性免疫グロブリンへのアクセスをブロックするための別のストラテジ
ーは、内因性の免疫グロブリンを認識する無関係の種由来の一価の抗体（例えば、Ｆａｂ
’フラグメント）とサンプルを予めインキュベートすることに関する。このアプローチは
、多量の高いＦａｂ’フラグメントを必要とし、混合した結果を得、そして染色手順の全
体にわたって少なくとも２つの工程（ブロックおよび洗浄）を加える。交差連結剤の添加
は、バックグラウンドレベルの改善した減少を生じる（Ｔｓａｏら、米国特許第５，８６
９，２７４号（１９９７））が、これは、発蛍光団（ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ）標識化抗
体と共に使用される場合、問題がある。交差連結は、自己蛍光のレベル（従って、バック
グラウンド）の増加を生じる（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｍｅｔｈ．８３，９７（１９９８
）；Ｍｏｓｉｍａｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　７７，１９１（１９９７）；Ｃｏｍｍｕｎ．Ｃ
ｌｉｎ．Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　３０，１５１（１９９７）；Ｂｅｉｓｋｅｒら、Ｃｙｔｏ
ｍｅｔｒｙ　８，２３５（１９８７））。さらに、交差連結剤とのプレインキュベーショ
ンは、しばしばその抗原への結合から抗体をマスクするかまたは阻止する（Ｊ．Ｈｉｓｔ
ｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．４５，３２７（１９９７）；Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．
Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．３９，７４１（１９９１）；Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈ
ｅｍ．４３，１９３（１９９５）；Ａｐｐｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌ
ｅｃｕｌ．Ｍｏｒｐｈｏｌ．９，１７６　（２００１））。
【０００９】
　このブロッキングストラテジーのバリエーションにおいて、複数工程の連続的な標識手
順を使用して、交差反応性の問題を克服する。このサンプルを、一次抗体とインキュベー
トし、一次抗体と複合体を形成し、次いで、発蛍光団標識ヤギＦａｂ抗マウスＩｇＧとサ
ンプルとのインキュイベーションによって、一次抗体を標識し、そして二次抗体が添加さ
れる場合、引く続く複合体形成をブロックする。第３工程において、二次マウス抗体は、
二次抗原と複合体を形成する。なぜなら二次抗体は、一次抗体で交差反応をブロックされ
、二次マウス抗体は、標準の間接的標識方法を用いて、異なる蛍光染料に結合体化したヤ
ギ抗マウス抗体を使用して検出されるからである（Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃ
ｈｅｍ．３４，７０３（１９８６））。このプロセスは、複数のインキュベーション工程
および洗浄工程を必要とし、そしてマウス抗体と共に、マウス組織をプローブするために
なお使用され得ない。
【００１０】
　別のブロッキング方法は、ＤＡＫＯによって開発された動物検索キット（ａｎｉｍａｌ
　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｋｉｔ：ＡＲＫ）に開示される。このキットにおいて、一次抗体は
、ビオチン標識化ヤギＦａｂ抗マウスＩｇＧと複合体化され、そして過剰の遊離のＦａｂ
が通常のマウス血清でブロックされる。しかし、このプロセスに使用されるＦａｂは（選
択領域よりも）インタクトなＩｇＧから生成されるので、抗原結合部位をブロックし、そ
して免疫標識を阻止する抗パラトープ抗体または抗イディオタイプ抗体の形成の可能性が
存在する。ビオチン化抗体はまた、その引き続く可視化のために結合体化する標識化アビ
ジンまたはストレプトアビジンの引き続く添加を必要とする。
【００１１】
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　本発明は、上記の方法および組成物よりも、生物学的サンプル中の所望の標的の決定の
ための直接標識の容易でかつ柔軟な間接的な標識の有益性を提供する点について有利であ
る。本発明は、標的結合抗体に特異的な標識化一価タンパク質を提供し、これは添加の前
に生物学的サンプルと複合体化される。これらの一価のタンパク質が二価の抗体でないの
で、沈殿および交差連結は問題でない。従って、本発明の組成物は、同一のアイソタイプ
または異なるアイソタイプのいずれかの、免疫学的に類似のモノクローナル抗体またはポ
リクローナル抗体と使用され得る。一価の標識試薬は、標的結合抗体のＦｃ領域に特異的
であり、これらの試薬は、一次抗体の結合領域に干渉しない。さらに、一価の標識タンパ
ク質は、ＢＳＡ、ゼラチン、ハイブリドーマ培養上清または腹水のような一級アミンの存
在によって負に影響を与えず、従って、これらの媒体に存在する一次抗体は、本発明の標
識試薬で有効に標識化され得る。従って、本発明は、免疫標識の簡便な方法より多数の利
点を提供する。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
本願発明によって以下が提供される：
（１）　免疫標識複合体を形成するための方法であって、ここで該方法は、以下の工程：
ａ）標的結合抗体の溶液を標識試薬サブセットと接触させる工程であって、ここで該標識
試薬サブセットは、ｉ）標識対標識試薬の比またはｉｉ）該標識の物理的特徴によって区
別される、工程；
ｂ）該標的結合抗体および該標識試薬サブセットを、１つ以上の標識試薬が標的結合抗体
と免疫標識複合体を形成するために十分な時間インキュベートする工程であって、ここで
、該標的結合抗体の領域は、標識試薬によって選択的に結合される、工程；
ｃ）必要に応じて、免疫グロブリンタンパク質またはそのフラグメントを含む捕捉試薬を
添加することによって、非結合標識試薬を除去する工程；ならびに、
ｄ）必要に応じて、該工程ａ）、該工程ｂ）、および該工程ｃ）を繰り返して、免疫標識
複合体サブセットのパネルを形成する工程であって、ここで、各サブセットは、ｉ）標識
対標識試薬の比、またはｉｉ）該標識の物理的特性、またはｉｉｉ）標識試薬対該標識結
合抗体の比、またはｉｖ）該標的結合抗体によって別のサブセットから区別される工程；
を包含し、但し、該標識試薬は、プロテインＡを含まない、方法。
（２）　前記標的結合抗体が、マウスモノクローナル抗体、ウサギポリクローナル抗体ま
たはヤギポリクローナル抗体ある、項目１に記載の方法。
（３）　前記標的結合抗体が、血清タンパク質または腹水タンパク質を含む溶液中に存在
する、項目２に記載の方法。
（４）　前記標識試薬が、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントであり、抗Ｆ
ｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および単
鎖可変タンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目１に記載の方法。
（５）　前記標識試薬が、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、およびこれらの誘導
体からなる群から選択される、非抗体タンパク質である、項目１に記載の方法。
（６）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素、
粒子、ハプテン、酵素および放射性同位体からなる群から選択される、項目４または５に
記載の方法。
（７）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイン
ダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目６に記載の
方法。
（８）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目６に記載の方法。
（９）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテイン誘導体およびキサンテン
－フィコビリプロテイン誘導体からなる群から選択される、項目６に記載の方法。
（１０）　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼ、グリコシダーゼ、およびル
シフェラーゼからなる群から選択される、項目６に記載の方法。
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（１１）　サンプル中の標的を検出するための方法であって、該方法は、以下の工程：
ａ）標的結合抗体の溶液を、標識試薬サブセットと接触させる工程であって、ここで該標
識試薬サブセットは、ｉ）標識対標識試薬の比またはｉｉ）該標識の物理的特徴によって
区別される、工程；
ｂ）該標的結合抗体および該標識試薬サブセットを、１つ以上の標識試薬が標的結合抗体
と免疫標識複合体を形成するために十分な時間インキュベートする工程であって、ここで
、該標的結合抗体の領域は、該標識試薬によって選択的に結合される、工程；
ｃ）該サンプルを、標的結合抗体および標識試薬を含む、該免疫標識複合体と接触させる
工程；
ｄ）工程ｃ）の該サンプルを、該免疫標識複合体が、該標的に選択的に結合させるのに十
分な時間インキュベートする工程；ならびに、
ｅ）該免疫標識複合体を照射し、それによって該標的が、検出される工程、
を包含し、但し、該標識試薬は、プロテインＡを含まない、方法。
（１２）　前記標的結合タンパク質が、血清タンパク質または腹水タンパク質を含む溶液
中に存在する、項目１１に記載の方法。
（１３）　前記サンプルが、細胞集団、細胞抽出物、亜細胞成分、タンパク質、ペプチド
、組織培養物、組織、体液、またはこれらの部分もしくは組み合わせを含む、項目１１に
記載の方法。
（１４）　前記サンプルが、固体マトリクスまたは半固体マトリクス上に固定される、項
目１３に記載の方法。
（１５）　前記マトリクスが、ゲル、膜、アレイ、ガラス表面または微粒子である、項目
１４に記載の方法。
（１６）　工程ｂ）のインキュベーション工程が、免疫グロブリンタンパク質またはその
フラグメントを含む捕捉試薬とインキュベートする工程をさらに包含し、ここで該タンパ
ク質またはフラグメントは、必要に応じて、マトリクスに結合される、項目１１に記載の
方法。
（１７）　前記標識試薬が、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントであり、抗
Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および
単鎖可変タンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目１１に記載の方法。
（１８）　前記標識試薬が、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、およびこれらの誘
導体からなる群から選択される、非抗体タンパク質である、項目１１に記載の方法。
（１９）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素
、粒子、ハプテン、酵素および放射性同位体からなる群から選択される、項目１７または
１８に記載の方法。
（２０）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目１９に記
載の方法。
（２１）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目１９に記載の方法
。
（２２）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテイン誘導体およびキサンテ
ン－フィコビリプロテイン誘導体からなる群から選択される、項目１９に記載の方法。
（２３）　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼ、グリコシダーゼ、およびル
シフェラーゼからなる群から選択される、項目１９に記載の方法。
（２４）　前記方法の前記工程ｅ）が、比色基質、蛍光基質または化学発光酵素基質を添
加する工程をさらに包含する、項目２３に記載の方法。
（２５）　前記工程ｃ）の免疫標識複合体が、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメン
ト、または抗Ｆｃフラグメントである、標識試薬を含み、ここで該フラグメントは、クマ
リン、キサンテン、シアニン、ピレン、フィコビリプロテイン、ボラポリアザインダセン
、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼ、タンデム色素、およびこれらの誘導体からなる群
から選択される、１つ以上の標識に独立して結合される、項目１１に記載の方法。
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（２６）　サンプル中の複数の標的を検出するための方法であって、該方法は、以下の工
程：
ａ）標的結合抗体の溶液を、標識試薬サブセットと接触させる工程であって、ここで該標
識試薬サブセットは、ｉ）標識対標識試薬の比またはｉｉ）該標識の物理的特徴によって
区別される、工程；
ｂ）該標的結合抗体および該標識試薬サブセットを、１つ以上の標識試薬が標的結合抗体
と免疫標識複合体を形成するために十分な時間インキュベートする工程であって、ここで
、該標的結合抗体の領域は、標識試薬によって選択的に結合され、ここで工程ａ）および
ｂ）が繰り返され、別個の免疫標識複合体サブセットを形成する、工程；
ｃ）該サンプルを、以下：
　Ａ）免疫標識複合体のプールされたサブセットであって、ここで各複合体は、標的結合
抗体および標的試薬を含み、ここで各サブセットは、別のサブセットから、ｉ）標識対標
識試薬の比、またはｉｉ）該標識の物理的特徴、またはｉｉｉ）標識試薬対該標的結合抗
体の比、またはｉｖ）該標的結合抗体によって区別される、サブセット、あるいは、
　Ｂ）個々の免疫標識複合体サブセットであって、ここで複数の個々のサブセットが、該
サンプルに添加される、サブセット、
を含む溶液と接触させる工程；
ｄ）工程ｃ）の該サンプルを、該免疫標識複合体が、該標的に選択的に結合させるのに十
分な時間インキュベートする工程；ならびに、
ｅ）該免疫標識複合体を照射し、それによって該複数の標的が、検出される工程、
を包含する、方法。
（２７）　前記標的結合抗体が、血清タンパク質または腹水タンパク質を含む溶液中に存
在する、項目２６に記載の方法。
（２８）　前記サンプルが、細胞集団、細胞抽出物、亜細胞成分、組織培養物、組織、体
液、またはこれらの部分もしくは組み合わせを含む、項目２６に記載の方法。
（２９）　前記サンプルが、固体マトリクスまたは半固体マトリクス上に固定される、項
目２８に記載の方法。
（３０）　前記マトリクスが、ゲル、膜、アレイ、ガラス表面または微粒子である、項目
２９に記載の方法。
（３１）　工程ｂ）が、免疫グロブリンタンパク質またはそのフラグメントを含む捕捉試
薬とインキュベートする工程をさらに包含し、ここで該タンパク質またはフラグメントは
、必要に応じて、マトリクスに結合される、項目２６に記載の方法。
（３２）　前記標識試薬が、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントであり、抗
Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および
単鎖可変タンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目３１に記載の方法。
（３３）　前記標識試薬が、プロテインＧ、プロテインＡ、プロテインＬ、レクチン、お
よびこれらの誘導体からなる群から選択される、非抗体タンパク質である、項目３１に記
載の方法。
（３４）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素
、粒子、電子移動因子、ハプテン、酵素および放射性同位体からなる群から選択される、
項目３２または３３に記載の方法。
（３５）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目３４に記
載の方法。
（３６）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目３４に記載の方法
。
（３７）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテイン誘導体およびキサンテ
ン－フィコビリプロテイン誘導体からなる群から選択される、項目３４に記載の方法。
（３８）　前記標識が、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼ、グリコシダーゼ、およびル
シフェラーゼからなる群から選択される酵素である、項目３４に記載の方法。
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（３９）　前記方法の前記工程ｅ）が、比色基質、蛍光基質または化学発光酵素基質を添
加する工程をさらに包含する、項目３８に記載の方法。
（４０）　サンプル中の複数の標的を同定および定量するための方法であって、該方法は
、以下の工程：
ａ）標的結合抗体の溶液を、標識試薬サブセットと接触させる工程であって、ここで該標
識試薬サブセットは、ｉ）標識対標識試薬の比またはｉｉ）該標識の物理的特徴によって
、別の標識試薬サブセットから区別される、工程；
ｂ）該標的結合抗体および該標識試薬サブセットを、１つ以上の標識試薬が標的結合抗体
と免疫標識複合体を形成するために十分な時間インキュベートする工程であって、ここで
、該標的結合抗体の領域は、標識試薬によって選択的に結合され、ここで工程ａ）および
ｂ）が繰り返され、免疫標識複合体サブセットを形成する、工程；
ｃ）サンプル中の細胞集団またはそのフラグメントを、以下：
　Ａ）免疫標識複合体のプールされたサブセットを含む溶液であって、ここで各該サブセ
ットは、もう一方のサブセットから、ｉ）標識対標識試薬の比、またはｉｉ）該標識の物
理的特徴、またはｉｉｉ）標識試薬対該標的結合抗体の比、またはｉｖ）該標的結合抗体
によって区別される、溶液、あるいは、
　Ｂ）個々の免疫標識複合体サブセットであって、ここで個々のサブセットを含む溶液を
用いて工程ｃ）が、繰り返される、サブセット；
と接触させる工程
ｄ）該細胞またはそのフラグメントを、該免疫標識複合体が、該標的を結合するのに十分
な時間インキュベートする工程；
ｅ）該インキュベートされた細胞集団またはそのフラグメントを、試験ゾーンを通過させ
る工程；ならびに、
ｆ）該試験ゾーンを通過させられた該細胞またはそのフラグメントからデータを収集し、
それによって該複数の標的の同定および定量化を決定する工程、
を含有する、方法。
（４１）　前記標的結合抗体が、血清タンパク質または腹水タンパク質を含む溶液中に存
在する、項目４０に記載の方法。
（４２）　工程ｂ）のインキュベーション工程が、免疫グロブリンタンパク質またはその
フラグメントを含む捕捉試薬とインキュベートする工程をさらに包含し、ここで、該タン
パク質またはフラグメントは、必要に応じて、マトリクスに結合される、項目４０に記載
の方法。
（４３）　前記標識試薬が、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントであり、抗
Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および
単鎖可変タンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目４２に記載の方法。
（４４）　前記標識試薬が、プロテインＧ、プロテインＡ、プロテインＬ、レクチン、お
よびこれらの誘導体からなる群から選択される、非抗体タンパク質である、項目４２に記
載の方法。
（４５）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素
、粒子、放射性同位体およびハプテンからなる群から選択される、項目４３または４４に
記載の方法。
（４６）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目４５に記
載の方法。
（４７）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目４５に記載の方法
。
（４８）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテインおよびキサンテン－フ
ィコビリプロテインからなる群から選択される、項目４５に記載の方法。
（４９）　単離された標識試薬を製造する方法であって、ここで該方法は、以下：
ａ）インタクトな抗領域抗体を、酵素で切断し、Ｆａｂフラグメントを生成する工程；
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ｂ）工程ａ）の該抗領域Ｆａｂフラグメントを単離する工程；
ｃ）該抗領域Ｆａｂフラグメントを選択的に結合する、インタクトな免疫グロブリンタン
パク質またはフラグメントを含むマトリクスを、工程ｂ）の該抗領域フラグメントを含む
溶液と接触させる工程であって、ここで該抗領域フラグメントは、該マトリクス上に固定
される、工程；
ｄ）工程ｃ）の該マトリクスを、反応性基を含む発蛍光団標識を含む溶液と接触させる工
程；
ｅ）工程ｄ）の該マトリクスを洗浄し、非結合標識を除去する工程、および
ｆ）該マトリクスから該標識試薬を溶出し、それによって該単離された標識試薬が製造さ
れる工程、
を包含する、方法。
（５０）　前記抗領域Ｆａｂフラグメントが、抗Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フ
ラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および単鎖可変タンパク質フラグメントからな
る群から選択される、項目４９に記載の方法。
（５１）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目４９に記
載の方法。
（５２）　単離された標識試薬を製造する方法であって、ここで該方法は、以下：
ａ）非抗体タンパク質を選択的に結合する、インタクトな免疫グロブリンタンパク質また
はそのフラグメントを含むマトリクスを、該非抗体タンパク質を含む溶液と接触させる工
程であって、ここで該非抗体タンパク質は、該マトリクス上に固定される、工程；
ｂ）工程ａ）の該マトリクスを、反応性基を含む発蛍光団標識を含む溶液と接触させる工
程；
ｃ）該マトリクスを洗浄し、非結合標識を除去する工程、および
ｄ）該マトリクスから該標識試薬を溶出し、それによって該単離された標識試薬が、発蛍
光団標識を含む標識試薬として製造される工程、
を包含し、但し、該標識試薬は、プロテインＡを含まない、方法。
（５３）　前記非抗体タンパク質が、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、およびこ
れらの誘導体からなる群から選択される、項目５２に記載の方法。
（５４）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目５２に記
載の方法。
（５５）　単離された標識試薬を製造する方法であって、ここで該方法は、以下：
ａ）インタクトな抗領域抗体を、酵素で切断し、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラ
グメントを生成する工程；
ｂ）工程ａ）の該抗領域ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントを、反応性基を
含む標識を含む溶液と接触させる工程；および
ｃ）サイズ排除クロマトグラフィーまたはアフィニティークロマトグラフィーによって標
識抗領域ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントを単離し、それによって単離さ
れた標識試薬が、製造される工程、
を包含する、方法。
（５６）　前記抗領域ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントが、抗Ｆｃ抗体フ
ラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および単鎖可変タ
ンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目５５に記載の方法。
（５７）　前記標識が、蛍光タンパク質またはタンデム色素である、項目５５に記載の方
法。
（５８）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目５５に記載の方法
。
（５９）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテインおよびキサンテン－フ
ィコビリプロテインからなる群から選択される、項目５５に記載の方法。
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（６０）　プロセスによって作製される単離された標識試薬であって、ここで該プロセス
は、以下：
ａ）インタクトな抗領域抗体を、酵素で切断し、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラ
グメントを生成する工程；
ｂ）工程ａ）の該抗領域ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントを、反応性基を
含む標識を含む溶液と接触させる工程；
ｃ）サイズ排除クロマトグラフィーまたはアフィニティークロマトグラフィーによって標
識抗領域ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントを単離する工程、
を包含する、標識試薬。
（６１）　前記抗領域ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントが、抗Ｆｃ抗体フ
ラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および単鎖可変タ
ンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目６０に記載の標識試薬。
（６２）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素
、粒子、放射性同位体、およびハプテンからなる群から選択される、項目６０に記載の標
識試薬。
（６３）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目６２に記
載の標識試薬。
（６４）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目６２に記載の標識
試薬。
（６５）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテインおよびキサンテン－フ
ィコビリプロテインからなる群から選択される、項目６２に記載の標識試薬。
（６６）　プロセスによって作製される単離された標識試薬であって、ここで該プロセス
は、以下：
ａ）インタクトな抗領域抗体を、酵素で切断し、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生成する
工程；
ｂ）該抗領域Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを、還元剤と接触させ、チオール基を含む抗領
域Ｆａｂ’フラグメントを生成する工程；
ｃ）該Ｆａｂ’フラグメントを、反応性基を含む標識を含む溶液と接触させる工程；
ｄ）サイズ排除クロマトグラフィーまたはアフィニティークロマトグラフィーによって、
標識に共有結合された工程ｄ）の該Ｆａｂ’フラグメントを単離する工程、
を包含する、標識試薬。
（６７）　前記抗領域Ｆａｂ’フラグメントが、抗Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体
フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および単鎖可変タンパク質フラグメントから
なる群から選択される、項目６６に記載の標識試薬。
（６８）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素
、粒子、放射性同位体、およびハプテンからなる群から選択される、項目６７に記載の標
識試薬。
（６９）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目６８に記載の標識試薬
。
（７０）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目６８に記載の標識
試薬。
（７１）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテインおよびキサンテン－フ
ィコビリプロテインからなる群から選択される、項目６８に記載の標識試薬。
（７２）　プロセスによって作製される単離された標識試薬であって、ここで該プロセス
は、以下：
ａ）インタクトな抗領域抗体を、酵素で切断し、Ｆａｂフラグメントを生成する工程；
ｂ）工程ａ）の該抗領域Ｆａｂフラグメントを単離する工程；
ｃ）抗領域Ｆａｂフラグメントを特異的に結合するインタクトな免疫グロブリンタンパク
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質またはそのフラグメントを含むマトリクスを、工程ｂ）の該抗領域Ｆａｂフラグメント
を含む溶液と接触させる工程であって、ここで該抗領域Ｆａｂフラグメントが固定される
、工程；
ｄ）工程ｃ）の該マトリクスを、反応性基を含む発蛍光団標識を含む溶液と接触させる工
程；
ｅ）該マトリクスを洗浄し、非結合標識を除去する工程、および；
ｆ）該マトリクスから該標識試薬を溶出し、それによって該標識試薬が、製造され、該標
識試薬は、標識を含み、他のタンパク質およびそのフラグメントから単離される、工程
を包含する、標識試薬。
（７３）　前記抗領域Ｆａｂフラグメントが、抗Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フ
ラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および単鎖可変タンパク質フラグメントからな
る群から選択される、項目７２に記載の標識試薬。
（７４）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジンおよびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目７３に記載
の標識試薬。
（７５）　プロセスによって製造される単離された標識試薬であって、ここで該プロセス
は、以下：
ａ）非抗体タンパク質を選択的に結合する、インタクトな免疫グロブリンタンパク質また
はフラグメントを含むマトリクスを、該非抗体タンパク質を含む溶液と接触させる工程で
あって、ここで該非抗体タンパク質は、固定される、工程；
ｂ）工程ａ）の該マトリクスを、反応性基を含む発蛍光団標識を含む溶液と接触させる工
程；
ｃ）該マトリクスを洗浄し、非結合標識を除去する工程、および
ｄ）該マトリクスから該標識試薬を溶出し、それによって該標識試薬が、製造され、該標
識試薬は、標識を含む工程、
を包含し、但し、該標識試薬は、プロテインＡを含まない、標識試薬。
（７６）　前記非抗体タンパク質が、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、およびこ
れらの誘導体からなる群から選択される、項目７５に記載の標識試薬。
（７７）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目７５に記
載の標識試薬。
（７８）　プロセスによって生成される免疫標識複合体であって、該プロセスは、以下の
工程：
ａ）標的結合抗体の溶液を、標識試薬サブセットと接触させる工程であって、ここで該標
識試薬サブセットは、ｉ）標識対標識試薬の比またはｉｉ）該標識の物理的特徴によって
別の標識試薬サブセットから区別される、工程；
ｂ）該標的結合抗体および該標識試薬サブセットを、１つ以上の標識試薬が標的結合抗体
と免疫標識複合体を形成するために十分な時間インキュベートする工程であって、ここで
、該標的結合抗体の領域は、標識試薬によって選択的に結合される、工程；および
ｃ）必要に応じて、免疫グロブリンタンパク質またはそのフラグメントを含む捕捉試薬を
添加することによって、非結合標識試薬を除去し、それによって免疫標識複合体が生成さ
れる、工程、
を包含し、但し、該標識試薬は、プロテインＡを含まない、免疫標識複合体。
（７９）　項目７８に記載の免疫標識複合体であって、ここで、前記プロセスは、前記工
程ａ）ｂ）およびｃ）を繰り返し、免疫標識複合体サブセットを形成する工程をさらに包
含し、ここで各サブセットは、別のサブセットから、ｉ）標識対標識試薬の比、またはｉ
ｉ）該標識の物理的特徴、またはｉｉｉ）標識試薬対該標的結合抗体の比、またはｉｖ）
該標的結合抗体によって区別される、免疫標識複合体。
（８０）　前記標的結合抗体が、マウスモノクローナル抗体、ウサギポリクローナル抗体
またはヤギポリクローナル抗体である、項目７８に記載の免疫標識複合体。
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（８１）　前記標識試薬が、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントであり、抗
Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および
単鎖可変タンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目７８に記載の免疫標識
複合体。
（８２）　前記標識試薬が、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、およびこれらの誘
導体からなる群から選択される、非抗体タンパク質である、項目７８に記載の免疫標識複
合体。
（８３）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素
、粒子、ハプテン、酵素および放射性同位体からなる群から選択される、項目８１または
８２に記載の免疫標識複合体。
（８４）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目８３に記
載の免疫標識複合体。
（８５）　前記粒子が、ミクロスフェアまたは量子ドットである、項目８３に記載の免疫
標識複合体。
（８６）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目８３に記載の免疫
標識複合体。
（８７）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテインおよびキサンテン－フ
ィコビリプロテインからなる群から選択される、項目８３に記載の免疫標識複合体。
（８８）　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼ、グリコシダーゼ、およびル
シフェラーゼからなる群から選択される、項目８３に記載の免疫標識複合体。
（８９）　緩衝液および個々の標識試薬サブセットまたは標識試薬のプールされたサブセ
ットのいずれかを含む標識溶液であって、ここで各サブセットは、もう一方のサブセット
から、ｉ）標識対標識試薬の比、またはｉｉ）該標識の物理的特徴によって区別される、
標識溶液。
（９０）　前記標識試薬が、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントであり、抗
Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および
単鎖可変タンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目８９に記載の溶液。
（９１）　前記非抗体タンパク質が、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、およびこ
れらの誘導体からなる群から選択される、項目８９に記載の溶液。
（９２）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色素
、粒子、酵素、ハプテンおよび放射性同位体からなる群から選択される、項目９０または
９１に記載の溶液。
（９３）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザイ
ンダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目９２に記
載の溶液。
（９４）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目９２に記載の溶液
。
（９５）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテインおよびキサンテン－フ
ィコビリプロテインからなる群から選択される、項目９２に記載の溶液。
（９６）　前記粒子が、ミクロスフェアまたは量子ドットである、項目９２に記載の溶液
。
（９７）　免疫標識複合体を調製するためのキットであって、該キットは、以下：
ａ）１つ以上の標識に独立して結合された標識試薬を含む標識溶液；または
ｂ）標識溶液のパネルであって、ここで各標識溶液は、標識試薬のサブセットを含み、各
サブセットは、別のサブセットから、ｉ）標識対標識試薬の比、またはｉｉ）該標識の物
理的特徴によって区別される、パネル；および
ｃ）捕捉溶液を含む溶液、
を含む、キット。
（９８）　前記標識試薬が、ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグメントであり、抗
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Ｆｃ抗体フラグメント、抗κ軽鎖抗体フラグメント、抗λ軽鎖抗体フラグメント、および
単鎖可変タンパク質フラグメントからなる群から選択される、項目９７に記載のキット。
（９９）　前記標識試薬が、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、およびこれらの誘
導体からなる群から選択される、非抗体タンパク質である、項目９７に記載のキット。
（１００）　前記標識が、発色団、発蛍光団、蛍光タンパク質、りん光色素、タンデム色
素、粒子、酵素、ハプテンおよび放射性同位体からなる群から選択される、項目９８また
は９９に記載のキット。
（１０１）　前記発蛍光団が、クマリン、キサンテン、シアニン、ピレン、ボラポリアザ
インダセン、オキサジン、およびこれらの誘導体からなる群から選択される、項目１００
に記載のキット。
（１０２）　前記蛍光タンパク質が、フィコビリプロテインである、項目１００に記載の
キット。
（１０３）　前記タンデム色素が、シアニン－フィコビリプロテインおよびキサンテン－
フィコビリプロテインからなる群から選択される、項目１００に記載のキット。
（１０４）　項目９７に記載のキットであって、ここで該キットは、（ａ）細胞小器官、
細胞生存性、または細胞増殖状態を特徴付けるための染色液、（ｂ）酵素基質、および（
ｃ）酵素結合体からなる群から選択されるさらなる成分をさらに含む、キット。
（発明の要旨）
　本発明は、標識試薬ならびに一次抗体を標識する方法ならびに標的結合抗体および１つ
以上の標識試薬を含む免疫標識化複合体を用いてサンプル中の標的を検出する方法を提供
する。この標識試薬は、単価抗体フラグメントまたは非抗体単量体タンパク質を含み、そ
れによって標的タンパク質は標的結合抗体の特異的領域に対する親和性を有し、標識に共
有結合される。代表的には、標識試薬は、抗体のＦｃフラグメントを用いてヤギまたはウ
サギを免疫することによって生成した抗Ｆｃ　ＦａｂフラグメントまたはＦａｂ’フラグ
メントである。
【００１３】
　標識試薬を用いて標的結合抗体を標識する方法は、以下の工程を包含する：ａ）標識試
薬と標的結合抗体の溶液を接触させる工程。ｂ）この標的結合抗体と標識試薬をインキュ
ベートする工程であって、この標的結合抗体の領域が標識試薬によって選択的に結合され
る、工程、ならびにｃ）必要に応じて、免疫グロブリンタンパク質またはそのフラグメン
トを含む捕捉試薬（必要に応じて、マトリクス上に固定される）を添加することによって
結合していない標識試薬を除去する工程。標的結合抗体の標識は、溶液中に抗体が存在す
ることとは関係なく実行され得、そして血清もしくは腹水に通常存在するタンパク質を含
む。この標的結合抗体の標識プロセスの特徴は、標的結合抗体を精製および濃縮する必要
性を排除する。標識試薬が標的結合抗体に選択的に結合するために必要な時間は、典型的
には非常に短く、しばしば１０分未満である。しばしば、標的試薬を添加し標的結合抗体
と標識試薬を混合するためにかかる時間、標識試薬は標的結合抗体を結合する。
【００１４】
　標的化結合抗体の標的工程は、サブセットのパネルを形成するために必要に応じて繰り
返され、これらの免疫標識化合物サブセットは個々に使用されてもプールされてもよい。
ここで、各サブセットは、以下のｉ）～ｉｖ）によって別のサブセットから区別される：
ｉ）標的結合抗体、またはｉｉ）標識試薬に対する標識の比率、またはｉｉｉ）標的結合
抗体に対する標識試薬の割合、またはｉｖ）標識の物理的特性。従って、広範囲のサブセ
ットは、サブセットがサンプル中の標的を検出するために個々に使用され得るか、または
サンプル中の複数の標的を同時に検出するためにプールされ得るように形成され得る。サ
ンプル中の複数の標的の同時検出は、フローサイトメトリーを使用する方法または表面上
に細胞もしくは組織の集団を固定する方法において特に有用である。
【００１５】
　免疫標識サブセットを用いてサンプル中の標的を測定するための方法は、以下の工程を
包含する：上記のような、免疫標的複合体のサブセットを形成する工程、サンプルとこの
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免疫標的複合体とを接触させる工程、サンプルを免疫標識化複合体が所望の標的に選択的
に結合することを可能にするために十分な時間インキュベートする工程、ならびに免疫標
的複合体を照射して標的が検出される、工程。サンプルは、標的を含み得る任意の物質で
あり、そして代表的には、細胞の集団、細胞抽出物、亜細胞成分、タンパク質、ペプチド
、組織培養物、組織、体液、またはそれらの部分もしくは組み合わせを含む。複数標的が
検出される場合、免疫標識化複合体のプールされたサブセットが形成され、サンプルとと
もにインキュベートされるか、または個々のサブセットがサンプルに連続して添加される
。フローサイトメトリーを使用する方法のために、細胞の集団が光学的試験ゾーンを通り
ぬけ、そして標識について収集されたデータが標識の同定および量を決定する場合に、細
胞の集団が照射される。
【００１６】
　（発明の詳細な説明）
　（１．定義）　本発明を詳細に説明する前に、本発明が特定の組成物にもプロセス工程
にも限定されないことが、理解されるべきである。なぜなら、そのような組成物またはプ
ロセス工程は変化し得るからである。本明細書中および添付の特許請求の範囲において使
用される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈から明らかにそうでは
ないと示されない限り、複数の言及物を包含することが、留意されるべきである。従って
、例えば、「タンパク質標識複合体」に対する言及は、複数の複合体を包含し、「標的結
合タンパク質」に対する言及は、複数のタンパク質を包含するなどである。
【００１７】
　他のように規定されない限り、本明細書中で使用されるすべての技術用語および科学用
語は、本発明が関連する分野の当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する
。以下の用語は、本明細書中に記載される本発明の目的のために規定される。　
【００１８】
　用語「親和性（アフィニティ）」とは、本明細書中で使用される場合、２つの分子（例
えば、抗体と抗原、または正荷電部分と負荷電部分）の結合相互作用の強度を指す。二価
分子（例えば、抗体）について、親和性は、代表的には、抗原に対する１つの結合ドメイ
ン（例えば、抗原に対する１つのＦａｂフラグメント）の結合強度として規定される。抗
原に対する両方の結合ドメインを一緒にした結合強度は、「アビディティ」と呼ばれる。
本明細書中で使用される場合、「高親和性」とは、阻害ＥＬＩＳＡにより測定した場合、
１０４Ｍ－１、代表的には１０５～１０－１１Ｍ－１より大きな親和性定数（Ｋａ）ある
いは同等な技術（例えば、ＳｃａｔｃｈａｒｄプロットによってかまたはＫａの逆数であ
るＫｄ／解離定数など）を使用して決定した等価な親和性を有して抗体に結合するリガン
ドを指す。
【００１９】
　用語「抗体」とは、本明細書中で使用される場合、抗体－抗原複合体を形成するように
特定の物質（例えば、抗原および免疫グロブリン）に非共有結合する、免疫グロブリン（
Ｉｇ）スーパーファミリーのタンパク質を指す。抗体は、内因性であっても、または動物
に免疫してポリクローナル抗体応答を惹起させるポリクローナルであっても、またはハイ
ブリドーマ細胞もしくは他の細胞株から生成されるモノクローナル抗体を生じる組換え方
法によっても、よい。用語「抗体」は、本明細書中で使用される場合、簡便に使用される
動物のいずれかに由来する種々のクラスまたはサブクラスの免疫グロブリンのいずれかを
、その範囲内に包含することが、理解される。
【００２０】
　用語「抗体フラグメント」は、本明細書中で使用される場合、抗体全体の主要な選択的
結合特徴を保持する抗体フラグメントを指す。特定のフラグメント（例えば、Ｆａｂフラ
グメント、Ｆａｂ’フラグメント、およびＦ（ａｂ’）２フラグメント）が、当該分野で
周知であり、これらは、種々のプロテアーゼ、ペプシンまたはパパインを用いる消化によ
り得られ、かつインタクトな抗体のＦｃフラグメント、すなわちインタクトな抗体中の重
鎖成分と結合するジスルフィド結合の還元的切断により得られる所謂「半分子」フラグメ
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ントを欠く。このようなフラグメントはまた、軽鎖可変領域からなる単離されたフラグメ
ント、重鎖および軽鎖の可変領域からなる「Ｆｖ」フラグメント、および軽鎖可変領域お
よび重鎖可変領域がペプチドリンカーにより結合している組換え単鎖ポリペプチド分子を
包含する。結合フラグメントの他の例としては、（ｉ）Ｆｄフラグメント（ＶＨドメイン
およびＣＨ１ドメインからなる）；（ｉｉ）ｄＡｂフラグメント（Ｗａｒｄら、Ｎａｔｕ
ｒｅ　３４１，５４４（１９８９））（ＶＨドメインからなる）；（ｉｉｉ）単離された
ＣＤＲ領域；および（ｉｖ）上記の単鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）が挙げられる。さらに、抗
原認識特徴を保持する任意のフラグメントを、組換え技術を使用して作製し得る。
【００２１】
　用語「抗原」は、本明細書中で使用される場合、抗体形成を誘導する分子または抗体形
成を誘導可能な分子、あるいは抗体が選択的に結合する分子（生物学的物質が挙げられる
が、それに限定されない）を指す。抗原はまた、「免疫原」も指す。標的結合抗体は、抗
原に選択的に結合する。従って、この用語は、用語「標的」と互換可能に本明細書中で使
用され得る。
【００２２】
　用語「抗領域抗体」とは、本明細書中で使用される場合、外来抗体フラグメント（その
フラグメントのみが、免疫原として使用される）である選択領域を用いて動物を免疫する
ことにより生成された抗体を指す。抗領域抗体は、モノクローナル抗体およびポリクロー
ナル抗体を包含する。用語「抗領域フラグメント」は、本明細書中で使用される場合、酵
素的切断により本発明の抗領域抗体から生成された、一価フラグメントをさす。
【００２３】
　用語「ビオチン」は、本明細書中で使用される場合、任意のビオチン誘導体（置換ビオ
チンおよび非置換ビオチン、ならびにそのアナログおよび誘導体が挙げられるが、それら
に限定されない）、ならびにカプロイルアミドビオチン置換誘導体および非置換誘導体、
ビオシチン置換誘導体および非置換誘導体、デスチオビオチン置換誘導体および非置換誘
導体、デスチオビオシチン置換誘導体および非置換誘導体、イミノビオチン置換誘導体お
よび非置換誘導体、および硫酸ビオチンの置換誘導体および非置換誘導体を指す。
【００２４】
　用語「ビオチン結合タンパク質」は、本明細書中で使用される場合、ビオチンに高親和
性で選択的に結合する任意のタンパク質（置換アビジンもしくは非置換アビジンならびに
それらのアナログおよび誘導体、ならびにストレプトアビジン置換誘導体および非置換誘
導体、フェリチンアビジン置換誘導体および非置換誘導体、ニトロアビジン置換誘導体お
よび非置換誘導体、ニトロストレプトアビジンおよびＮｅｕｔｒａｖｉｄｉｎＴＭアビジ
ン（中性付近の等電点を有する脱グルコシル化改変アビジン）の置換誘導体および非置換
誘導体が挙げられるがこれらに限定されない）を指す。
【００２５】
　用語「緩衝液」は、本明細書中で使用される場合、化学物質の付加または除去に対する
溶液の酸性度または塩基性度の変化を最小にするように作用する、系を指す。
【００２６】
　用語「捕捉試薬」とは、免疫標識複合体の形成後に過剰な標識試薬を除去するために使
用される、非特異的免疫グロブリンをさす。捕捉試薬は、過剰な標識試薬の除去を容易に
するために、必要に応じてマトリクスに結合される。マトリクスとしては、代表的には、
過剰な標識試薬が素通りし得る、ミクロスフェア、アガロースビーズまたは任意の固体表
面が挙げられる。
【００２７】
　用語「発色団」とは、本明細書中で使用される場合、機器が補助せずとも観察され得る
可視スペクトルの光を発光する標識を指す。
【００２８】
　用語「複合体」とは、本明細書中で使用される場合、通常は非共有結合による２つ以上
の分子の会合（例えば、抗体と抗原との間の会合、または標識試薬と標的結合抗体との間



(16) JP 4977512 B2 2012.7.18

10

20

30

40

50

の会合）を指す。
【００２９】
　用語「検出可能な応答」とは、本明細書中で使用される場合、視察または機器のいずれ
かにより直接的または間接的に検出可能な、シグナルの発生またはシグナル変化を指す。
代表的には、検出可能な応答は、発蛍光団が固有に発光しかつ金属イオンの結合の際も生
物学的化合物との結合の際もシグナル変化を生じない、シグナル発生である。あるいは、
検出可能な応答は、波長分布パターンの変化、または吸収強度の変化または蛍光強度の変
化、光散乱の変化、蛍光寿命の変化、蛍光偏光の変化、または上記パラメーターの組み合
わせを生じる、光学的応答である。他の検出可能な応答としては、例えば、化学発光、リ
ン光、放射性同位体からの放射、磁気誘引、および電子密度が挙げられる。
【００３０】
　用語「検出可能に別個」とは、本明細書中で使用される場合、視察または機器のいずれ
かによって、物理的特性により区別可能または分離可能である、シグナルを指す。例えば
、発蛍光団は、スペクトル特徴または蛍光強度、蛍光寿命、蛍光偏光、またはサンプル中
の別の発蛍光団からの消光（ｐｈｏｔｏ－ｂｌｅａｃｈｉｎｇ）率、ならびに必要に応じ
て存在するさらなる物質からの消光率のいずれかによって、容易に区別可能である。
【００３１】
　用語「直接的に検出可能」とは、本明細書中で使用される場合、物質の存在またはその
物質から生成されるシグナルの存在が、化学的改変もさらなる物質も必要とせずに、観察
、機器、またはフィルムによってすぐに検出可能であることを指す。
【００３２】
　用語「試験ゾーン」とは、本明細書中で使用される場合、細いストリームの状態で細胞
が一時に本質的に１つ通り抜けて、結合した免疫標識複合体が照射され、そしてその発蛍
光団の強度および励起スペクトルが検出および記録される、フローサイトメトリーまたは
同様の機器の光学帯を指す。これは、励起帯が移動しサンプルが適所に保持される、機器
を包含する。
【００３３】
　用語「発蛍光団」とは、本明細書中で使用される場合、生物学的化合物または金属イオ
ンと結合する際に固有に蛍光を発するかまたは蛍光変化を示す（すなわち、蛍光原性であ
る）、組成物を指す。発蛍光団は、その発蛍光団の可溶性、スペクトル特性または物理的
特性を変化させる、置換基を含み得る。多数の発蛍光団が、当業者に公知であり、そして
発蛍光団としては、クマリン、シアニン、ベンゾフラン、キノリン、キナゾリノン、イン
ドール、ベンザゾール、ボラポリアザインダセンおよびキサンテン（フルオレセイン、ロ
ーダミン、およびロードル（ｒｈｏｄｏｌ）を含む）ならびにＲＩＣＨＡＲＤ　Ｐ．ＨＡ
ＵＧＬＡＮＤ，ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥＳ　ＨＡＮＤＢＯＯＫ　ＯＦ　ＦＬＵＯ
ＲＥＳＣＥＮＴ　ＰＲＯＢＥＳ　ＡＮＤ　ＲＥＳＥＡＲＣＨ　ＣＨＥＭＩＣＡＬ（第９版
、ＣＤ－ＲＯＭ、２００２年９月）に記載される他の発蛍光団が挙げられるが、これらに
限定されない。
【００３４】
　用語「免疫標識複合体」とは、標識試薬に非共有結合した標識結合抗体の複合体を指す
。
【００３５】
　用語「免疫標識複合体サブセット」とは、本明細書中で使用される場合、その標識の物
理的特性または標識対標識試薬比、または標識試薬対標的結合抗体比、または標的結合抗
体によって、別の免疫標識複合体サブセットから区別され得る、個別の均質な免疫標識複
合体セットを指す。
【００３６】
　用語「キット」とは、本明細書中で使用される場合、関連する成分（代表的には、１つ
以上の化合物または組成物）のパッケージされたセットを指す。
【００３７】
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　用語「標識」とは、本明細書中で使用される場合、標識試薬に結合されそして本方法に
おいて使用される場合に、そのネイティブ特性（例えば、スペクトル特性、高次構造およ
び活性）を保持する、化学物質部分またはタンパク質を指す。その標識は、直接的に検出
可能（発蛍光団）であっても、間接的に検出可能（ハプテンまたは酵素）であってもよい
。そのような標識としては、放射線計数デバイスを用いて測定され得る放射性標識；視察
されうるかまたは分光光度計を用いて測定され得る、顔料、染料または他の色素原；スピ
ン標識分析器を用いて測定され得るスピン標識；ならびに適切な分子付加物の励起により
出力シグナルが生成され、その色素により吸収される光による励起により可視化され得る
かまたは例えば、標準的蛍光計もしくは画像化システムを用いて測定され得る、蛍光標識
（発蛍光団）が挙げられるが、これらに限定されない。その標識は、シグナル化合物の化
学的改変により出力シグナルが生成される、化学発光物質；金属含有物質；またはシグナ
ルの酵素依存性二次生成（例えば、無色物質からの有色生成物の形成）を生じる酵素であ
り得る。用語標識とはまた、物質とともに後に添加された場合に、検出可能なシグナルを
生成するために結合体化分子が使用されるように、結合体化分子に選択的に結合し得る、
「タグ」またはハプテンを指し得る。例えば、タグとしてビオチンを使用し、その後、ホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）のアビジン結合体またはストレプトアビジ
ン結合体を使用してそのタグに結合させ、その後、比色定量基質（例えば、テトラメチル
ベンジジン（ＴＭＢ））または発蛍光性基質（例えば、Ａｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄ試薬（Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．））を使用してＨＲＰの存在を検出し得る。多
数の標識が当業者に公知であり、その標識としては、粒子、発蛍光団、ハプテン、酵素お
よびそれらの比色定量基質、発蛍光性基質および化学発光性基質、ならびにＲＩＣＨＡＲ
Ｄ　Ｐ．ＨＡＵＧＬＡＮＤ，ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥＳ　ＨＡＮＤＢＯＯＫ　Ｏ
Ｆ　ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＴ　ＰＲＯＢＥＳ　ＡＮＤ　ＲＥＳＥＡＲＣＨ　ＰＲＯＤＵＣ
ＴＳ（第９版、ＣＤ－ＲＯＭ、２００２年９月）（上記）に記載される他の標識が挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００３８】
　本明細書中で使用する場合、用語「標識試薬」は、標的結合抗体の選択された領域に対
する親和性を有し、標識に共有結合された一価抗体フラグメントまたは非抗体モノマータ
ンパク質をいう。
【００３９】
　本明細書中で使用する場合、用語「標識試薬サブセット」は、同種であり、そして標識
の物理的特性または標識試薬に対する標識の比により別のサブセットの標識試薬から識別
され得る標識試薬の個別のセットをいう。
【００４０】
　本明細書中で使用する場合、用語「標識溶液」は、免疫標識複合体を形成するために使
用される溶液をいう。この溶液は、標識試薬および緩衝液を含む。
【００４１】
　本明細書中で使用する場合、用語「マトリクス」は、生物学的分子（例えば、本発明の
サンプルまたは捕捉試薬）が結合され得る固体または半固体表面をいう。例として、アガ
ロース、ポリアクリルアミドゲル、ポリマー、ミクロスフィア、ガラス表面、プラスチッ
ク表面、膜、磁気表面、およびアレイが挙げられるがこれらに限定されない。
【００４２】
　本明細書中で使用する場合、用語「一価抗体フラグメント」は、１つのみの抗原結合部
位を有する抗体フラグメントをいう。一価抗体フラグメントの例としては、Ｆａｂフラグ
メント（ヒンジ領域を有さない）、Ｆａｂ’フラグメント（重鎖ヒンジ領域を含む一価フ
ラグメント）、および単鎖フラグメント可変（ＳｃＦｖ）タンパク質が挙げられるがこれ
らに限定されない。
【００４３】
　本明細書中で使用する場合、用語「非抗体モノマータンパク質」は、Ｉｇスーパーファ
ミリーのタンパク質のメンバー（プロテインＡ、Ｇ、およびＬ、それらのハイブリッド（
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Ａ／Ｇ）、それらの組換え体、およびクローニング体、これらのタンパク質と検出可能な
タンパク質標識との融合体、ならびにレクチンが挙げられるがこれらに限定されない）に
選択的に、そして非共有結合により結合するが、それ自体は抗体または抗体フラグメント
ではないタンパク質をいう。
【００４４】
　用語「タンパク質」および「ポリペプチド」は、本明細書中では一般的な意味で、任意
の長さのアミノ酸残基のポリマーを含むよう使用される。用語「ペプチド」は、本明細書
中で、１００アミノ酸残基未満を有するポリペプチド、代表的には、１０アミノ酸残基未
満をいうために使用される。この用語は、１つ以上のアミノ酸残基が対応する天然に存在
するアミノ酸の人工的な化学アナログであるアミノ酸ポリマー、および天然に存在するア
ミノ酸ポリマーに適用される。
【００４５】
　本明細書中で使用する場合、用語「精製された」は、例えば、細胞混合物またはタンパ
ク質もしくは複合体が内因的に見出される環境（例えば、血清タンパク質またはハイブリ
ドーマ上清）において、通常抗体と関連して存在する混入タンパク質を本質的に含まない
標的結合抗体の調製をいう。
【００４６】
　本明細書中で使用する場合、用語「サンプル」は、以下に定義されるような標的を含み
得る任意の物質をいう。代表的には、サンプルは、細胞の集団、細胞抽出物、亜細胞集団
、組織培養物、体液、および組織を含む。サンプルは、水溶液、生存細胞培養物中に存在
し得るかまたは固体もしくは半固体表面（例えば、ゲル、膜、ガラス表面、微粒子、また
はマイクロアレイ）に固定化され得る。
【００４７】
　本明細書中で使用する場合、用語「標的」は、標的結合抗体が親和性を有する任意の実
体（例えば、エピトープまたは抗原）をいう。この標的は、標的結合抗体が親和性を有す
る個別のエピトープだけでなく、任意の引き続き結合される分子または構造を含む。この
ように、エピトープは、意図する標的に対するマーカーとして機能する。例えば、細胞は
、標的結合抗体がＴ細胞上で細胞表面タンパク質（例えば、ＣＤ３）に結合する標的であ
る（標的マーカーがＣＤ３であり、標的がＴ細胞である場合）。
【００４８】
　本明細書中で使用する場合、用語「標的結合抗体」は、本発明の方法によって使用され
得る別個のエピトープまたは抗原に対する親和性を有する抗体をいう。代表的には、別個
のエピトープは、標的であるが、このエピトープは、Ｔ細胞上の標的（例えば、ＣＤ３）
に対するマーカーであり得る。この用語は、一次抗体の領域に結合する「二次抗体」に対
して、抗原に直接的に結合する抗体を使用する方法を記載する場合、用語「一次抗体」と
交換可能に使用され得る。
【００４９】
　（ＩＩ．組成物および使用法）
　本発明に従って、標識試薬、標的結合抗体を標識する方法、およびサンプル中の標的を
検出するために標識抗体を使用する方法が提供される。標識試薬は、本発明の標識に共有
結合された一価抗体フラグメントまたは非抗体モノマータンパク質を含む。標識試薬に共
有結合された標識は、直接検出可能である（例えば、発蛍光団）かまたは、さらなる成分
を必要とする間接的標識（例えば、発色酵素基質または酵素結合体）として機能する。標
識試薬は、標的結合抗体の特定の領域に対する親和性を有する。標的結合抗体は、サンプ
ル中の標的に対する親和性を有する当業者に公知の任意の抗体として規定される。標的結
合抗体は、免疫標識複合体を形成するための標識方法において標識試薬で標識され、次い
で、標的を検出ためにサンプルに添加される。
【００５０】
　本発明の標識試薬および方法は、サンプル中の１つまたは複数の標的の検出を提供する
。複数の標的は、免疫標識複合体のプールされたサブセットまたはサブセットのパネルの
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いずれかがサンプルに連続的に添加される場合に検出される。免疫標識複合体のサブセッ
トは、標識試薬のサブセットで始まる。標識試薬のサブセットは、標識試薬に対する標識
の比または標識の物理的特徴により分類される。別個の標識試薬のサブセットは、標的結
合抗体に添加される。抗体の親和性および標的結合抗体に対する標識試薬の比は、免疫標
識複合体のサブセットを決定する。これにより、ｉ）標的結合抗体、またはｉｉ）標識試
薬に対する標識の比、またはｉｉｉ）標的結合抗体に対する標識試薬の比、またはｉｖ）
標識の物理的特性により識別される無数の免疫標識複合体のサブセットが生じる。これら
のサブセットは個々に、サンプルまたはプール中の単一または複数の標的を検出するため
に、本発明の方法において使用されるか、またはサンプル中の複数の標的を同時に検出す
るために使用される。これらのプールされたサブセットは、標的の検出だけでなく、同定
および定量をも可能にする。
【００５１】
　（Ａ．標識試薬）
　（１．一価抗体フラグメントおよびモノマー非抗体タンパク質）
　本発明の標識試薬は、標的結合抗体の領域に対する親和性を有する一価抗体フラグメン
トまたは非抗体モノマータンパク質である。標識試薬が結合され得る標的結合抗体の領域
としては、Ｆｃ領域、κ軽鎖もしくはλ軽鎖、または重鎖領域が挙げられる。標識試薬が
抗体由来である場合、一価フラグメントは、抗Ｆｃ、抗Ｆｃアイソタイプ、抗κ軽鎖、抗
λ軽鎖、または単鎖フラグメント可変タンパク質であり得る。非抗体ペプチドまたはタン
パク質である標識試薬は、例えば（しかし、限定ではなく）、可溶性Ｆｃレセプター、プ
ロテインＧ、プロテインＡ、プロテインＬ、レクチン、またはそれらのフラグメントであ
る。代表的に、標識試薬は、標的結合抗体のＦｃ領域に対する親和性を有するが、結合ド
メインを除く任意の領域が、標識試薬の結合部位として使用され得る。標的結合抗体の結
合ドメインから最も遠く、標識試薬が結合された場合に、標的に対する結合ドメインの立
体構造的妨害となる可能性が低いという理由から、Ｆｃ領域が好ましい。
【００５２】
　抗体は、抗原に応答して動物により生成され、そしてその形成を誘導する抗原と特異的
に結合する特定の特性を有する可溶性物質または分泌される分子を示す、当該分野の用語
である。抗体自体はまた、それらが糖タンパク質であり、従って抗種抗体を生成するのに
使用されるという理由で抗原または免疫源として機能する。抗体（免疫グロブリンとして
も知られている）は、５つの別個のクラス、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、およびＩ
ｇＥに分類される。塩基性のＩｇＧ免疫グロブリン構造は、２つの同一の軽ポリペプチド
鎖および２つの同一の重ポリペプチド鎖（互いにジスルフィド結合により連結される）か
らなる。ＩｇＧが酵素パパインで処理される場合、一価抗原結合フラグメント（本明細書
中で、Ｆａｂフラグメントとしても称される）が単離され得る。ＩｇＧがペプシン（別の
タンパク質分解酵素）で処理される場合、より大きなフラグメント（Ｆ（ａｂ’）２が生
成される。このフラグメントは、穏やかな還元緩衝液による処理によって半分に分割され
得、一価Ｆａｂ’フラグメントを生じる。Ｆａｂ’フラグメントは、Ｆａｂよりもわずか
に大きく、そしてヒンジ領域（より小さいＦａｂフラグメントには見出されない）由来の
１つ以上の遊離スルフヒドリルを含む。用語「抗体フラグメント」は、抗体のＦａｂ’部
分およびＦａｂ部分の両方を定義するために本明細書中で使用される。抗体フラグメント
を生成するために、抗体分子をペプシンおよびパパインで処理することは、当該分野で周
知である（Ｇｏｒｅｖｉｃら，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｏｌ．，１１６：３（１
９８５））。
【００５３】
　本発明の一価Ｆａｂフラグメントは、外来抗体またはそのフラグメントによって免疫し
た種々の動物において生成されるマウスモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体の
いずれかから生成される。米国特許第４，１９６，２６５号は、モノクローナル抗体を生
成する方法を開示している。代表的には、標識試薬は、ウサギまたはヤギにおいて生成さ
れたポリクローナル抗体から得られるが、ポリクローナル抗体を生成するための当業者に
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公知の任意の動物が、抗種抗体を生成するために使用され得る。しかし、モノクローナル
抗体は、代表的に、標的結合抗体が、当業者に周知の方法を用いてマウスハイブリドーマ
細胞株から生成されるモノクローナル抗体と適合性である限り、ポリクローナル抗体と等
しく、そしていくつかの場合より好ましい。実施例１は、外来抗体のＦｃ領域で免疫した
動物において惹起されたポリクローナル抗体の生成を記載する。標識試薬が外来抗体のＦ
ｃ領域のみに対して生成されることが、本発明の好ましい実施形態である。本質的には、
動物（例えば、マウス）は、外来抗体のＦｃ領域フラグメントのみで免疫される。ポリク
ローナル抗体は、その後の血液から収集され、酵素（ペプシンまたはパパイン）で処理さ
れて、一価フラグメントが生成される。次いで、このフラグメントは、全免疫グロブリン
タンパク質（動物はそのタンパク質に対して免疫されるかまたはそのＦｃフラグメントで
ある）を含むカラム上でアフィニティ精製される。以下に詳細に記載されるように、標識
試薬はまた、アフィニティカラムに結合される場合、発蛍光団標識で共有結合により標識
され、一価フラグメントの結合ドメインへの標識の組み込みを排除する。当業者は、この
方法が、標的結合タンパク質の任意の領域に対する一価フラグメントを生成するために使
用され得ることを理解しており、そして標的結合抗体の選択されたペプチドフラグメント
はまた、フラグメントを生成するために使用され得る。
【００５４】
　あるいは、非抗体タンパク質もしくはペプチド（例えば、プロテインＧ）、または他の
適切なタンパク質は、単独でか、またはアルブミンと連結して使用され得、ここで、アル
ブミンは、本発明の標識と結合している。本発明の好ましいアルブミンとしては、ヒトお
よびウシの、血清アルブミンまたはオボアルブミンが挙げられる。プロテインＡ、プロテ
インＧおよびプロテインＬは、当業者に公知のこれらのタンパク質、または少なくとも１
つのＩｇＧに対する結合ドメインを含むその誘導体（すなわち、ＩｇＧに対する親和性を
有するタンパク質）を含むように規定される。これらのタンパク質は、改変され得るが、
必ずしも改変される必要はなく、そして本発明の一価Ｆａｂフラグメントと同じ様式で標
識される。
【００５５】
　（２．標識）
　本発明の標識は、本発明の標識試薬に共有結合され得る、当業者に公知の直接的または
間接的に検出可能な任意の標識を含む。標識としては、限定ではなく、色素団、発蛍光団
、蛍光タンパク質、燐光色素、タンデム色素、粒子、ハプテン、酵素および放射性同位体
が挙げられる。好ましい標識としては、発蛍光団、蛍光タンパク質、ハプテンおよび酵素
が挙げられる。
【００５６】
　本発明の発蛍光団は、２８０ｎｍより上で最大吸収を示し、そして標識試薬に共有結合
される場合には、そのスペクトル特性を保持する、任意の化学的部分である。本発明の発
蛍光団としては、限定ではなく、以下が挙げられる：ピレン（米国特許第５，１３２，４
３２号に開示される、任意の対応する誘導体化合物を含む）、アントラセン、ナフタレン
、アクリジン、スチルベン、インドールまたはベンズインドール、オキサゾールまたはベ
ンゾオキサゾール、チアゾールまたはベンゾチアゾール、４－アミノ－７－ニトロベンズ
－２－オキサ－１，３－ジアゾール（ＮＢＤ）、シアニン（米国出願番号０９／９６８，
４０１および同０９／９６９，８５３中の任意の対応する化合物を含む）、カルボシアニ
ン（米国出願番号０９／５５７，２７５；米国特許第４，９８１，９７７号；同第５，２
６８，４８６号；同第５，５６９，５８７号；同第５，５６９，７６６号；同第５，４８
６，６１６号；同第５，６２７，０２７号；同第５，８０８，０４４号；同第５，８７７
，３１０号；同第６，００２，００３号；同第６，００４，５３６号；同第６，００８，
３７３号；同第６，０４３，０２５号；同第６，１２７，１３４号；同第６，１３０，０
９４号；同第６，１３３，４４５号；および公開番号ＷＯ９７／４０１０４、ＷＯ９９／
５１７０２、ＷＯ０１／２１６２４；ＥＰ　１　０６５　２５０　Ａ１中の任意の対応す
る化合物を含む）、カルボスチリル、ポルフィリン、サリチレート、アントラニレート、
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アズレン、ペリレン、ピリジン、キノリン、ボラポリアザインダセン（ｂｏｒａｐｏｌｙ
ａｚａｉｎｄａｃｅｎｅ）（米国特許第４，７７４，３３９号；同第５，１８７，２８８
号；同第５，２４８，７８２号；同第５，２７４，１１３号；および同第５，４３３，８
９６号中の任意の対応する化合物を含む）、キサンチン（米国特許第６，１６２，９３１
号；同第６，１３０，１０１号；同第６，２２９，０５５号；同第６，３３９，３９２号
；同第５，４５１，３４３号；および米国特許出願番号０９／９２２，３３３中に開示さ
れる任意の対応する化合物を含む）、オキサジン（米国特許第４，７１４，７６３号中に
開示される任意の対応する化合物を含む）またはベンゾオキサジン、カルバジン（米国特
許第４，８１０，６３６号中に開示される任意の対応する化合物を含む）、フェナレノン
、クマリン（米国特許第５，６９６，１５７号；同第５，４５９，２７６号；同第５，５
０１，９８０号；および同第５，８３０，９１２号中に開示される任意の対応する化合物
を含む）、ベンゾフラン（米国特許第４，６０３，２０９号および同第４，８４９，３６
２号中に開示される任意の対応する化合物を含む）およびベンズフェナレノン（米国特許
第４，８１２，４０９号中に開示される任意の対応する化合物を含む）ならびにこれらの
誘導体。本明細書中で使用する場合、オキサジンは、レゾルフィン（５，２４２，８０５
号中に開示される任意の対応する化合物を含む）、アミノオキサジノン、ジアミノオキサ
ジン、およびこれらのベンゾ置換アナログ。
【００５７】
　発蛍光団がキサンチンである場合、この発蛍光団は、必要に応じて、フルオレセイン、
ロドール（ｒｈｏｄｏｌ）（米国特許第５，２２７，４８７号および同第５，４４２，０
４５号中に開示される任意の対応する化合物を含む）またはローダミン（米国特許第５，
７９８，２７６号；同第５，８４６，７３７号；米国特許出願番号０９／１２９，０１５
中の任意の対応する化合物を含む）である。本明細書中で使用する場合、フルオレセイン
としては、ベンズフルオレセインもしくはジベンズフルオレセイン、セミナフトフルオレ
セイン、またはナフトフルオレセインが挙げられる。同様に、本明細書中で使用される場
合のロドールには、セミナフトロダフルオル（ｓｅｍｉｎａｐｈｔｈｏｒｈｏｄａｆｌｕ
ｏｒ）（米国特許第４，９４５，１７１号に開示される任意の対応する化合物を含む）が
挙げられる。あるいは、発蛍光団は、キサンチンの９位での共有単結合である連結を介し
て結合したキサンチンである。好ましいキサンチンとしては、９位で結合した３Ｈ－キサ
ンチン－６－オール－３－オンの誘導体、９位で結合した６－アミノ－３Ｈ－キサンチン
－３－オンの誘導体、または９位で結合した６－アミノ－３Ｈ－キサンチン－３－イミン
の誘導体が挙げられる。
【００５８】
　本発明の好ましい発蛍光団は、キサンチン（ロドール、ローダミン、フルオレセインお
よびこれらの誘導体）、クマリン、シアニン、ピレン、オキサジンおよびボラポリアザイ
ンダセンが挙げられる。最も好ましいのは、スルホン化キサンチン、フッ化キサンチン、
スルホン化クマリン、フッ化クマリン、およびスルホン化シアニンである。標識試薬に結
合した発蛍光団の選択は、標識試薬および免疫標識複合体の吸収特性および蛍光放射特性
を決定する。発蛍光団標識の物理的特性としては、スペクトル特性（吸収、放射およびス
トロークシフト）、蛍光強度、寿命、偏光および光退色速度が挙げられ、これらは全て、
ある発蛍光団を別の発蛍光団から識別するために使用され得る。
【００５９】
　代表的に、発蛍光団は、１つ以上の芳香族環または複素環式芳香族環を含み、これらは
、必要に応じて、種々の置換基（限定ではなく、ハロゲン、ニトロ、シアノ、アルキル、
ペルフルオロアルキル、アルコキシ、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、アリー
ルアルキル、アシル、アリールまたはヘテロアリール環系、ベンゾが挙げられる）によっ
て１回以上置換されるか、あるいは、他の置換基が、代表的に、当該分野で公知の発蛍光
団上に存在する。
【００６０】
　本発明の１局面において、発蛍光団は、４８０ｎｍを超えた最大吸収を有する。特に有
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用な実施形態において、発蛍光団は、４８８ｎｍまたは４８８ｎｍ付近～５１４ｎｍ（ア
ルゴンイオンレーザー励起源の出力による励起に特に適する）または５４６ｎｍ付近（水
銀アークランプによる励起に特に適する）で吸収する。
【００６１】
　多数の発蛍光団もまた、発色団として機能し得、従って、記載された発蛍光団は、本発
明の好ましい発色団でもある。
【００６２】
　発蛍光団に加えて、酵素もまた、標識試薬についての標識としての用途を見出す。検出
可能なシグナルの増幅が得られて、アッセイ感度が増大し得るので、酵素は、所望の標識
である。酵素自体は、検出可能な応答を生じないが、適切な基質と接触した場合に基質を
分解して、転換された基質が、蛍光シグナル、比色シグナルまたは発光シグナルを生じる
ように機能する。酵素は、検出可能なシグナルを増幅する。なぜなら、標識試薬上の１つ
の酵素が、検出可能なシグナルに転換される複数の物質を生じ得るからである。サンプル
中に低量の標的が存在する場合、または酵素と適合性であるかもしくは酵素よりもより強
いシグナルを生じる発蛍光団が存在しない場合に、これは有利である。しかし、発蛍光団
は、さらなるアッセイ工程を必要とせず、従って、アッセイを完了するのに必要な全体の
時間を低減するので、最も好ましい。酵素基質は、好ましい測定可能な産物（例えば、比
色産物、蛍光産物または化学ルミネセンス）を生じるように選択される。このような基質
は、当該分野で広く使用されており、これらの多くが、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥ
Ｓ　ＨＡＮＤＢＯＯＫ（前出）に記載されている。
【００６３】
　好ましい比色基質または蛍光発生基質および酵素の組み合わせは、西洋ワサビペルオキ
シダーゼのようなオキシドレダクターゼ、ならびに３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡ
Ｂ）および３－アミノ－９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ）（これらは、識別可能な色（
それぞれ、褐色および赤）を生じる）のような基質を使用する。検出可能な産物を生じる
、他の比色オキシドレダクターゼ基質としては、以下が挙げられるが、これらに限定され
ない：２，２－アジノ－ビス（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴ
Ｓ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジ
ン（ＴＭＢ）、ｏ－ジアニシジン、５－アミノサリチル酸、４－クロロ－１－ナフトール
。蛍光発生基質としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ホモバニリン酸
または４－ヒドロキシ－３－メトキシフェニル酢酸、還元型フェノキサジンおよび還元型
ベンゾチアジン（Ａｍｐｌｅｘ（登録商標）Ｒｅｄ試薬およびその改変体（米国特許第４
，３８４，０４２号）を含む）および還元型ジヒドロキサンチン（ジヒドロフルオレセイ
ン（米国特許第６，１６２，９３１号）を含む）およびジヒドロローダミン（ジヒドロロ
ーダミン１２３を含む）。チラミド（米国特許第５，１９６，３０６号；同第５，５８３
，００１号および同第５，７３１，１５８号）であるペルオキシダーゼ基質は、これらが
、酵素の作用前に元来検出可能であり得るが、チラミドシグナル増幅（ＴＳＡ）のような
記載されるプロセスにおいて、ペルオキシダーゼの作用によって「所定の位置に固定され
る」という点で、独自のクラスのペルオキシダーゼ基質を示す。これらの基質は、顕微鏡
、フローサイトメトリー、光学走査および蛍光測定によるそれらの引き続く検出のために
、細胞、組織またはアレイであるサンプル中の標的を標識するために、広く使用されてい
る。
【００６４】
　別の好ましい比色（およびいくつかの場合には蛍光発生）基質および酵素の組み合わせ
は、ホスファターゼ酵素（例えば、酸ホスファターゼ、アルカリホスファターゼまたはこ
のようホスファターゼの組換えバージョン）を、比色基質（例えば、５－ブロモ－６－ク
ロロ－３－インドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、６－クロロ－３－インドリルホスフェ
ート、５－ブロモ－６－クロロ－３－インドリルホスフェート、ｐ－ニトロフェニルホス
フェートまたはｏ－ニトロフェニルホスフェート）または蛍光発生基質（例えば、４－メ
チルウンベリフェリル（ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ）ホスフェート、６，８
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－ジフルオロ－７－ヒドロキシ－４－メチルクマリニルホスフェート（ＤｉＦＭＵＰ、米
国特許第５，８３０，９１２号）、フルオレセインホスフェート、３－Ｏ－メチルフルオ
レセインホスフェート、レゾルフィンホスフェート、９Ｈ－（１，３－ジクロロ－９，９
－ジメチルアクリジン－２－オン－７－イル）ホスフェート（ＤＤＡＯホスフェート）ま
たはＥＬＦ　９７、ＥＦＬ　３９あるいは関連のホスフェート（米国特許第５，３１６，
９０６号および同第５，４４３，９８６号）と組み合わせて使用する。
【００６５】
　グリコシダーゼ（特にβ－グリコシダーゼ、β－グルクロニダーゼおよびβ－グルコシ
ダーゼ）は、さらなる適切な酵素である。適切な比色基質としては、以下が挙げられるが
、これらに限定されない：５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルβ－Ｄ－ガラクトピ
ラノシド（Ｘ－ｇａｌ）ならびに類似のインドリルガラクトシド、インドリルグルコシド
およびインドリルグルクロニド、ｏ－ニトロフェニルβ－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮ
ＰＧ）およびｐ－ニトロフェニルβ－Ｄ－ガラクトピラノシド。好ましい蛍光発生基質と
しては、レゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノシド、フルオレセインジガラクトシド（Ｆ
ＤＧ）、フルオレセインジグルクロニドおよびこれらの構造的改変体（米国特許第５，２
０８，１４８号；同第５，２４２，８０５号；同第５，３６２，６２８号；同第５，５７
６，４２４号および同第５，７７３，２３６号）、４－メチルウンベリフェリルβ－Ｄ－
ガラクトピラノシド、カルボキシウンベリフェリルβ－Ｄ－ガラクトピラノシドおよびフ
ッ化クマリンβ－Ｄ－ガラクトピラノシド（米国特許第５，８３０，９１２号）が挙げら
れる。
【００６６】
　さらなる酵素としては、ヒドロラーゼ（例えば、コリンエステラーゼおよびペプチダー
ゼ）、オキシダーゼ（例えば、グルコースオキシダーゼおよびチトクロムオキシダーゼ）
、および適切な基質が公知であるレダクターゼが挙げられるが、これらに限定されない。
【００６７】
　化学発光を生じる酵素とその適切な基質とが、いくつかのアッセイのための好ましい。
これらとしては、中性形態および組換え形態のルシフェラーゼおよびエクオリンが挙げら
れるが、これらに限定されない。ホスファターゼ、グリコシダーゼおよびオキシダーゼの
ための化学発光生成基質（例えば、安定なジオキセタン、ルミノール、イソルミノールお
よびアクリジウムエステルを含む基質）が、さらに有用である。
【００６８】
　酵素に加えて、ハプテン（例えば、ビオチン）もまた、好ましい標識である。ビオチン
は、有用である。なぜなら、ビオチンは、検出可能なシグナルをさらに増幅するために酵
素系において機能し得、そしてビオチンは、単離目的のための親和性クロマトグラフィー
において使用されるタグとして機能し得るからである。検出目的のために、ビオチンに対
して親和性を有する酵素結合体（例えば、アビジン－ＨＲＰ）が使用される。その後、ペ
ルオキシダーゼ基質が、検出可能なシグナルを生成するために添加される。
【００６９】
　ハプテンとしてはまた、ホルモン、天然に存在する薬物および合成薬物、汚染物質、ア
レルゲン、アフェクター分子、増殖因子、ケモカイン、サイトカイン、リンホカイン、ア
ミノ酸、ペプチド、化学物質中間体、ヌクレオチドなどが挙げられる。
【００７０】
　蛍光タンパク質にはまた、本発明の標識試薬のための標識としての用途が見出される。
蛍光タンパク質の例としては、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）およびフィロビリプロ
テインおよびその誘導体が挙げられる。蛍光タンパク質（特に、フィコビリプロテイン）
は、タンデム色素標識した標識試薬を生成するために特に有用である。これらのタンデム
色素は、より大きなストークスシフトを得るために蛍光タンパク質および発蛍光団を含み
、その発光スペクトルは、その蛍光タンパク質の吸収スペクトルの波長よりさらにシフト
している。これは、発光した蛍光が最大最適化されているサンプル（換言すると、その発
光がほとんどまたは少しも、蛍光タンパク質により再吸収されないサンプル）中の少量の
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標的を検出するために特に有利である。これが作用するために、その蛍光タンパク質およ
び発蛍光団は、エネルギー転移対として機能し、その蛍光タンパク質は、発蛍光団が吸収
する波長で発光し、その後、その蛍光タンパク質のみを用いて得られ得た蛍光タンパク質
から遠く離れた波長で、発蛍光団が発光する。特に有用な組み合わせは、米国特許第４，
５２０，１１０号；同第４，８５９，５８２号；同第５，０５５，５５６号に開示される
フィコビリプロテイン、ならびに米国特許第５，７９８，２７６号に開示されるスルホロ
ーダミン発蛍光団、または米国特許出願番号０９／９６８，４０１および同０９／９６９
，８５３に開示されるスルホン化シアニン発蛍光団；または米国特許第６，１３０，１０
１号に開示されるスルホン化キサンテン誘導体および米国特許第４，５４２，１０４号に
開示される組み合わせである。あるいは、発蛍光団は、エネルギードナーとして機能し、
蛍光タンパク質は、エネルギーアクセプターである。
【００７１】
　（３．標識試薬に対する標識の共有結合）
　標識試薬は、当業者に公知の多数の方法およびそのような方法の改変形によって、本発
明の１つ以上の標識に独立して結合され得る。方法としては、溶液中での標識またはアフ
ィニティカラムでの標識が挙げられる。溶液中での標識のために、標識試薬は、必要に応
じて、反応性基を含むように改変され、そして標識は、代表的には、反応性基が共有結合
を容易にする蛍光標識を用いる場合、反応性基を含むように改変されるか、または反応性
基を含むように合成される。反応性基を含むように標識試薬を改変することは、（１）そ
のような反応性基の化学的付加を包含するか、または（２）Ｆ（ａｂ’）２フラグメント
のジスルフィド結合（そのフラグメントは、米国特許第５，３６０，８９５号に開示され
るように、結合を破壊し、標識上の反応性基と容易に反応するチオール基を露出するよう
に還元される）を利用する。代表的には、標識をそのフラグメントに共有結合することは
、求電子基と求核基との間の化学反応の結果である。しかし、その共有結合を光活性化し
た標識が、標識溶液が照射される場合に使用される。
【００７２】
　標識（特に、酵素、蛍光タンパク質、または粒子）を共有結合するための方法は、以下
の工程を包含する：
　（ａ）インタクトな抗領域抗体を酵素で切断して、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生じ
る工程；
　（ｂ）そのＦ（ａｂ’）２フラグメントを還元剤と接触させて、チオール基を含むＦａ
ｂ’フラグメントを生成する工程；
　（ｃ）そのＦａｂ’フラグメントを、反応性基を含む標識を含む溶液と接触させる工程
；および
　（ｄ）サイズ排除クロマトグラフィーまたはアフィニティークロマトグラフィーによっ
て、標識に共有結合している工程ｃ）のＦａｂ’フラグメントを単離する工程。
【００７３】
　抗領域抗体全体が、ペプシンで切断されて、二価Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生じる
。このフラグメントは、代表的には、アガロース上に固定された免疫グロブリンタンパク
質（例えば、ＩｇＧ）を含むカラムにてアフィニティ精製される。その後、このフラグメ
ントは、２つのＦａｂフラグメントを結合するヒンジ領域のジスルフィド結合を破壊する
ように還元されて、露出したチオール基を含むＦａｂ’フラグメントを生じる。これは、
アフィニティ精製Ｆ（ａｂ’）２フラグメントに穏やかな還元緩衝液（例えば、リン酸緩
衝液（ＰＢＳ）中の０．０１Ｍ　ＥＤＴＡおよび０．０１Ｍシステインを含む緩衝液）を
添加することによって、代表的には達成される。生じるチオール基は、標識上の反応性基
と容易に反応して、そのフラグメントに標識を共有結合する。従って、当業者に周知の方
法を使用して反応性基を含むように化学改変された標識を含む溶液が、還元されたＦａｂ
’フラグメントの溶液に添加される。この方法は、酵素と他のタンパク質標識とを共有結
合するために特に有用である。これは、そのＦａｂフラグメントのサイズおよび露出した
アミン基を有さないことに起因する。この方法には、Ｆａｂ’フラグメントのジスルフィ
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ド結合に起因してＦａｂフラグメントに並べられたＦａｂ’フラグメントの使用が必要と
されること、および酵素パパインなどの使用によりこのようなフラグメントが生じること
を、当業者は認識する。
【００７４】
　一価抗体フラグメントおよびモノマー非抗体タンパク質の代替的標識もまた、溶液中で
達成される。この方法は、以下の工程を包含する：
　ａ）Ｆａｂフラグメントまたは非抗体モノマータンパク質を、反応性基を含む標識を含
む溶液と接触させる工程；および
　ｂ）標識された抗領域Ｆａｂフラグメントまたは非抗体モノマータンパク質を、サイズ
排除クロマトグラフィーまたはアフィニティークロマトグラフィーによって単離する工程
。
【００７５】
　Ｆａｂフラグメントが標識される場合、抗体全体が、酵素（例えば、パパイン）で切断
されてＦａｂ一価フラグメントが生じ、そしてそれらのフラグメントが、標識を付加する
前に代表的にはアフィニティカラムで精製される。Ｆａｂフラグメントまたは非抗体モノ
マータンパク質は、反応性基を含むように必要に応じて化学改変される。しかし、反応性
蛍光標識を共有結合するために、非抗体タンパク質のフラグメントのこの改変が必要では
ないことが、見出されている。反応性標識（代表的には、発蛍光団またはハプテン）が、
Ｆａｂフラグメントまたは非抗体タンパク質の溶液に添加され、標識試薬が、サイズ排除
クロマトグラフィーまたはアフィニティークロマトグラフィーによって、過剰な標識から
分離される。その後、標識試薬は、適切な緩衝液中で保存される。
【００７６】
　溶液中での標識は、特に発蛍光団によるＦａｂフラグメントまたは非抗体タンパク質の
標識の場合に、いくつかの欠点を有し得る。従って、本発明のＦａｂフラグメントおよび
非抗体タンパク質は、アフィニティカラム上に固定される場合に、好ましくは蛍光標識に
共有結合される。このフラグメントおよび非抗体タンパク質は、代表的にはＩｇＧに対す
る親和性をそのフラグメントが有するタンパク質を含む、アフィニティカラム上に固定さ
れ、固定後、反応性発蛍光団が、そのフラグメントが標識されているカラムに添加され、
非反応性発蛍光団はそのカラムを通り過ぎる。
【００７７】
　このアフィニティークロマトグラフィー方法の使用により、Ｆａｂフラグメントまたは
非抗体タンパク質の結合ドメインに標識が組込まれるのが回避される。Ｆａｂフラグメン
トが、この方法を使用して発蛍光団で標識される場合、発蛍光団および発蛍光団対標識試
薬比が一定に保持される場合に、カラム上の標識されたフラグメントからの蛍光シグナル
が、溶液中の標識されたフラグメントより明るいという、予期せぬ利点が得られた。理論
により拘束されることは望まないが、溶液中で標識されたフラグメントから観察される明
るさの減少が、結合ドメイン中の高濃度のアミン基により結合ドメイン中または結合ドメ
イン付近に結合されている発蛍光団の消光に起因することが、可能である。従って、発蛍
光団標識をＦａｂフラグメントに共有結合するための本発明の好ましい実施形態は、以下
の工程を包含する：
　ａ）インタクトな抗領域抗体を、Ｆａｂフラグメントを生じる酵素で切断する工程；
　ｂ）工程ａ）の抗領域Ｆａｂフラグメントを単離する工程；
　ｃ）抗領域Ｆａｂフラグメントに特異的に結合するインタクトな免疫グロブリンタンパ
ク質またはそのフラグメントを含むマトリクスを、工程ｂ）の抗領域フラグメントを含む
溶液と接触させる工程であって、このＦａｂフラグメントは固定されている、工程：
　ｄ）工程ｃ）のマトリクスを、反応性基を含む蛍光標識を含む溶液と接触させる工程；
　ｅ）そのマトリクスを洗浄して、非結合標識を除去する工程；および
　ｆ）このマトリクスから標識試薬を溶出させ、それによって標識を含みかつ他のタンパ
ク質およびそのフラグメントから単離されている標識試薬を製造する工程。
【００７８】
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　このマトリクスは、代表的には、選択された領域（例えば、Ｆｃ領域）または抗体全体
のいずれかを含む、アガロースカラムであり、但し、その抗体またはそのフラグメントは
、同じ種であり、標識試薬が生成された抗体を生成するために使用されたアイソタイプで
ある。しかし、標識試薬の固定および蛍光標識の結合後除去を可能にする、当業者に公知
の任意のマトリクスが、使用され得る。ＦａｂフラグメントおよびＦａｂ’フラグメント
は両方とも、この様式で標識され得る。しかし、遊離チオール基は必要ではなく、従って
、Ｆａｂフラグメントは、代表的には、この方法を使用して標識される。
【００７９】
　標識試薬および結合した標識の特有の特性に起因して、酵素または他のタンパク質標識
が、Ｆａｂ’フラグメントの遊離チオール基を利用して溶液中でＦａｂ’フラグメントに
共有結合されるのが、本発明の好ましい実施形態である。蛍光標識が、標識試薬がアフィ
ニティカラム上に固定される場合にその標識試薬に共有結合され、その標識試薬が代表的
には、Ｆａｂフラグメントまたは非抗体モノマータンパク質であるのが、別の好ましい実
施形態である。
【００８０】
　フラグメントまたは非抗体タンパク質への標識の結合は、標識化試薬に対する標識の比
および標識の物理的特性によって識別される複数のサブセットを生じる。本明細書中で使
用される標識試薬サブセットは、均質でありそして標識の物理的特性または標識試薬に対
する標識の比のいずれかによって別のサブセットの標識試薬と識別され得る、別々のセッ
トの標識試薬を示す。物理的特性としては、ある群の標識内での差異（例えば、発蛍光団
の発光スペクトル）または標識の群にわたる差異（例えば、酵素と発蛍光団との間の差異
）が挙げられる。発蛍光団標識について、物理的特性は、代表的に、発光スペクトルに関
し、これには、同じ標識の改変（例えば、発光波長をシフトする異なる置換を有するシア
ニン）、または異なる発蛍光団（例えば、同じ標識試薬におけるシアニンおよびクマリン
）が挙げられる。物理的特性における差異としてはまた、タンデム色素の使用が挙げられ
、このタンデム色素は、エネルギー移動対（ここで、一方がタンパク質でありそして他方
が発蛍光団である）を含むか、または必ずしもエネルギー移動対ではない他の標識との対
形成を含むように具体的に設計される。標識試薬サブセットの少ない例としては、抗Ｆｃ
　Ｆａｂフラグメントに結合した既知の比の単一の発蛍光団を含む第１サブセット；第１
サブセットとは異なる既知の比でＦａｂフラグメント上に同じ発蛍光団を含む第２サブセ
ット；同じ発蛍光団を含むが、発蛍光団上の置換基に起因してシフトした波長を有する第
３サブセットが挙げられるが、これらに限定されない。従って、標識試薬への標識の結合
は、標的結合抗体と複合体化した場合、サンプル中の１つの標的または複数の標的を検出
して、それによって標的を同定および定量するための独特の方法を生じる、広範な選択の
サブセットを生じる。
【００８１】
　（Ｂ．免疫標識複合体）
　標識試薬のサブセットは、標的結合抗体と複合体化して、サブセットの免疫標識化複合
体を産生する。免疫標識化複合体を形成するための方法は、以下の工程を包含する：
　ａ）標的結合抗体の溶液と標識試薬サブセットとを接触させる工程であって、ここで、
この標識試薬サブセットが、ｉ）標識試薬に対する標識の比、またはｉｉ）この標識の物
理的特性によって識別される、工程；
　ｂ）この標的結合抗体およびこの標識試薬を、１つ以上の標識試薬が、標的結合抗体と
免疫標識複合体を形成するのに十分な時間の間、インキュベーションする工程であって、
ここで、この標的結合抗体の領域が、標識試薬によって選択的に結合される、工程；
　ｃ）免疫グロブリンタンパク質またはそのフラグメントを含む捕捉試薬を添加すること
によって、非結合標識試薬を必要に応じて除去する工程；および
　ｄ）必要に応じて、上記工程ａ）、ｂ）、およびｃ）を繰り返して、個々のまたはプー
ルされたサブセットの免疫標識複合体を形成する工程であって、ここで、各サブセットが
、ｉ）標識試薬に対する標識の比、またはｉｉ）この標識の物理的特性、またはｉｉｉ）
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この標的結合抗体に対する標識試薬の比、またはｉｖ）この標的結合抗体によって、別の
サブセットと識別される、工程。
【００８２】
　標的結合抗体を標識するための本発明の標識試薬の使用のための特定の利点は、このプ
ロセスが、この抗体が存在する溶液に対して比較的非感受性であることである。標識試薬
の物理的性質（小さな一価フラグメント）に起因して、この試薬は、高い濃度のタンパク
質の存在下で、架橋せず、溶液から沈殿しない。この理由のため、標的結合抗体は、腹水
液、組織培養上清、血清または他の溶液（高濃度のタンパク質が存在する）に存在する場
合、複合体化され得る。これは、標識化の前に標的結合抗体タンパク質を精製する必要性
を排除する。
【００８３】
　精製された標的結合抗体を使用して免疫標識複合体を調製する場合、標識試薬および標
的結合抗体の両方のストック溶液は、代表的に、適切な緩衝液中に１ｍｇ／ｍＬ近くであ
るが、より多くまたはより少ない濃度の溶液もまた適切である。一般的に、標識試薬は、
複合体化される１モルの標的結合抗体に対して、少なくとも１～５０モルの標識試薬のモ
ル比で混合される。より一般的に、１モルの標的結合抗体当たり、少なくとも１モル～１
０モルもの多さの標識試薬の比が組み合わせられる。標的結合抗体に対する抗Ｆｃ領域Ｆ
ａｂについて、約２～１０のモル比が、代表的であり、より代表的には、３～５である（
特に、親和性マトリックスに固定化されている間に、標識試薬が標識化される、複合体に
ついて）。複合体の形成が容易であることによって、複合体の迅速な最適化および実験パ
ラメーターにおける変化の効果の評価が可能になる。本発明の特定の独特の利点は、複合
体の化学量論が、標的結合抗体に対して異なる比の標識試薬で複合体を提供するように、
容易に調節され、従って、サンプル中の標的の最終的な検出能力に対する制御が存在する
。同じ色素であるが異なるモル比で標識されている複合体は、それらの強度における差異
によって別々に検出され得る。
【００８４】
　複合体形成は、ほとんど、溶液の混合時間（＜１分）以内で生じるようであるが、反応
は、代表的には、少なくとも５分間で進行され得、サンプルと免疫標識複合体を組み合わ
せる前により長くあり得る。複合体形成が同じ結合領域を含む非標識抗体の添加によって
逆転し得るが、逆転は、非常に遅く；さらに、サンプル中の標的に対する免疫標識複合体
の結合に続いて、サンプルは、免疫標識の当業者によって一般的に実施される方法によっ
て、アルデヒドベースの固定剤を使用して「固定」され得る。
【００８５】
　標識プロセスは、必要に応じて、過剰な標識試薬を除去するために、捕捉成分の添加を
さらに包含する。同じ種（例えば、マウスモノクローナル抗体）または交差種（例えば、
マウスおよびヒトの抗体）由来の複数の一次抗体の免疫標識複合体が同時にまたは連続的
に使用される適用について、サンプルの不適切な標識を避けるために、捕捉成分の使用に
よって、または他の手段によって、任意の過剰な標識試薬をクエンチまたはそうでなけれ
ば除去することが必要である。過剰な標識試薬を捕捉するための最も有効な捕捉成分は、
標識試薬の結合部位を含むが、それ自体が標識されていない成分（好ましくは、抗体また
は抗体フラグメント）である。捕捉成分は、溶液中で遊離し得るか、免疫標識複合体から
の過剰な捕捉成分の分離を容易にするために、マトリクス（例えば、アガロース、セルロ
ース、または天然ポリマーもしくは合成ポリマー）上に固定され得る。捕捉成分は、必要
に応じて、ミクロスフェアまたは磁性粒子に結合される。しかし、過剰な標識試薬の分離
は、特に１つの標的結合抗体を使用する場合、本発明の首尾良い利用のためには必須では
ない。
【００８６】
　標識結合抗体についての標識プロセスの工程は、個々の標的または複数の標的を検出す
るためのアッセイにおいて、個々に使用され得るかまたはプールされ得る別々の免疫標識
複合体を形成するために繰り返され得る。本明細書中で使用される場合、用語、免疫標識
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複合体サブセットとは、ｉ）標識試薬に対する標識の比、またはｉｉ）この標識の物理的
特性、またはｉｉｉ）この標的結合抗体に対する標識試薬の比、またはｉｖ）この標的結
合抗体によって、またはこれらの組み合わせによって、互いに識別されるサブセットをい
う。例えば、パネルのサブセットは、別々のサブセットの免疫標識複合体を生じる、標識
試薬上の異なる比の同じ標識のサブセットを含む標識試薬によって結合される標的結合抗
体を含み得る。このサブセットの免疫標識複合体は、個々に使用され得、ここで、標的は
、検出可能な標識の強度によって識別されるか、または複数の標的を同定するために標的
結合抗体において異なる別のサブセットの免疫複合体と組み合わせて使用される。
【００８７】
　（Ｃ．使用方法）
　標識試薬および得られる免疫標識複合体は、広範囲の免疫アッセイ、特に、従来の二次
抗体が使用される任意のアッセイ（二次抗体の大きさおよび架橋能力に起因して二次抗体
が使用されないいくつかのアッセイを含む）において、使用され得る。サンプル中の標的
を検出するための使用されるこのようなアッセイの例としては、イムノブロット、ゲルに
おける直接的検出、フローサイトメトリー、免疫組織化学、共焦点顕微鏡、蛍光分析、Ｅ
ＬＩＳＡおよび他の改変免疫アッセイが挙げられる。
【００８８】
　サンプル中の単一の標的を検出するための本発明の方法は、以下の工程を包含する：
　ａ）標的結合抗体の溶液と標識試薬サブセットとを接触させる工程であって、ここで、
この標識試薬サブセットが、ｉ）標識試薬に対する標識の比、またはｉｉ）この標識の物
理的特性によって識別される、工程；
　ｂ）この標的結合抗体およびこの標識試薬サブセットを、１つ以上の標識試薬が、標的
結合抗体と免疫標識複合体を形成するのに十分な時間の間、インキュベーションする工程
であって、ここで、この標的結合抗体の領域が、標識試薬によって選択的に結合される、
工程；
　ｃ）このサンプルを、工程ｂ）のこの免疫標識複合体と接触させる工程；
　ｄ）この免疫標識複合体が、この標的に選択的に結合し得るのに十分な時間の間、工程
ｃ）のサンプルをインキュベートする工程；および
　ｅ）この免疫標識複合体を照射して、それによってこの標的を検出する工程。
【００８９】
　サンプルを、標識試薬および標的結合抗体を含む、予め形成された免疫標識複合体とと
もにインキュベートする。この方法が単一の標識の同定を記載しているものの、同じ標的
結合抗体に結合したサブセットの標識試薬は、このような標的を同定し、そしてこのよう
な標的についてのさらなる情報を提供するために使用され得る。例えば、サブセットの標
識試薬が、調製され得、ここで、２つの別々のサブセット（それらの発光スペクトルによ
って識別される異なる発蛍光団標識（例えば、緑色スペクトルで発光する標識および赤色
スペクトルで発光する標識）を有する）が、それぞれ、作製される。次いで、標識試薬サ
ブセットは、標的結合抗体当たり、２部のある標識試薬（緑色発光）および１部の他の標
識試薬（赤色発光）の制御された比で、標的結合抗体の溶液に添加される。このように、
免疫標識複合体は、標的を検出するために使用され得る。別の免疫標識複合体がサンプル
に添加された場合、元の標的は、引き続いて検出される標的から区別され得る。
【００９０】
　本発明の方法はまた、サンプル中の複数の標的の検出を提供する。複数の標的は、標的
結合抗体が親和性を有する別個のエピトープ、ならびに、エピトープが結合する分子また
は構造体を含む。従って、複数の標的の同定は、異なった細胞上の、同じ細胞表面マーカ
ーの濃度に基づく細胞の表現型決定を含む。この方法において、複数の標的の同定は、明
らかに複数の標的が同定され得る（すなわち、標的結合抗体の親和性に基づく）方法であ
るが、この同定は、標的結合抗体が結合する別個のエピトープに限定されない。
【００９１】
　それゆえに、サンプル中の複数の標的を検出する方法は、以下の工程を包含する：
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　ａ）標的結合抗体の溶液と標識化試薬サブセットとを接触させる工程であって、この標
識化試薬サブセットは、ｉ）標識化試薬に対する標識の比またはｉｉ）標識の物理的特性
によって区別される、工程；
　ｂ）１つ以上の標識化試薬が標的結合抗体との免疫標識化複合体を形成するのに十分な
時間でもって、標的結合抗体および標識化試薬サブセットをインキュベートする工程であ
って、この標的結合抗体のある領域は、標的化試薬によって選択的に結合され、ここで、
工程ａ）およびｂ）を繰り返して、別個の免疫標識化複合体サブセットを形成する、工程
；
　ｃ）このサンプルと以下のＡ）またはＢ）を含む溶液とを接触させる工程：Ａ）免疫標
識化複合体のプール化サブセットであって、各サブセットは、ｉ）標識化試薬に対する標
識の比、またはｉｉ）標識の物理的特性、またはｉｉｉ）標識結合抗体に対する標識化試
薬の比、またはｉｖ）標的結合抗体によって別のサブセットと識別される、サブセット；
Ｂ）個々のサブセットであって、個々のサブセットを含む溶液とともに工程ｃ）が繰り返
される、サブセット；
　ｄ）免疫標識化複合体が、標的に選択的に結合することを可能にするのに十分な時間、
工程ｃ）のサンプルをインキュベートする工程；ならびに、
　ｅ）免疫標識化複合体を照射し、標的を検出する工程。
【００９２】
　選択された標的結合抗体および標識化試薬のサブセットをインキュベートし、免疫標識
化複合体サブセットを形成する。この手順を繰り返して、プールされ得、サンプルに添加
され得る免疫標識化複合体サブセットのパネルを形成する。あるいは、各免疫標識化複合
体サブセットは、サンプルへ段階的に添加される。免疫標識化複合体サブセットは、膨大
な数の免疫標識化複合体サブセットを生じる４つの特徴によって区別される。まず、（ｉ
）サブセットは、サンプルからの所望の情報について、エンドユーザーによって決定され
る標的結合抗体によって区別され得る。このことは、各サブセットが、標的結合抗体の親
和性に基づいて区別されることを意味する。複数の標的が同定される場合に、標的結合抗
体は、代表的に、免疫標識化複合体を区別するが、通常は、このことを別の特徴と組み合
わせて、サンプルについての情報を得るか、または、同時に検出され得る標的の数を増加
させる。第２の（ｉｉ）使用される顕著な特徴は、上記で詳細に論じられたような、標識
化試薬に対する標識の比である。この特徴に基づくサブセットは、例えば、各標識化試薬
あたり２個の発蛍光団の比を有する。第３の（ｉｉｉ）顕著な特徴は、標的結合抗体に対
する標的化試薬の比である。これは、制御された濃度の標識化試薬サブセットと混合され
る制御された濃度の標的都合抗体を用いて達成され、そして、このサブセットは、別個の
数の標識化タンパク質によって結合される標的結合抗体を含む。第４の（ｉｖ）特徴は、
標識の物理的特徴である。代表的に、これは、発蛍光団標識の物理的特性をいい、このグ
ループのサブセットは、標識自体（例えば、赤色発光発蛍光団と比較される緑色発光発蛍
光団）によって区別される。当業者は、免疫標識化複合体サブセットが、１つの特徴に基
づいて区別され得、一方、顕著な特徴の組み合わせに基づいて別個に同定される場合、サ
ブセットは、代表的にかつ最も有用であることを理解する。
【００９３】
　複数の標的の検出の別の例は、以下の免疫標識化サブセットを利用し、これらの全ては
、異なる標的結合抗体を含むが、標識および標識の比において異なる。第１のサブセット
は、赤色蛍光を発光する発蛍光団標識を含み、第２のサブセットは、緑色蛍光を発光する
発蛍光団標識を含み、第３のサブセットは、１：１の比の赤色発蛍光団標識と緑色発蛍光
団標識を含み；第４のサブセットは、２：１の比の赤色発蛍光団標識と緑色発蛍光団標識
を含み、そして、第５のサブセットは、１：２の比の赤色発蛍光団標識と緑色発蛍光団標
識を含む。これらのサブセットは、サンプル中の５つの標的の同時検出を可能にする。本
発明のこの局面は、利用可能な発蛍光団の制限された範囲に起因して、特に重要であり、
ここで、標識化試薬を利用して、同時に検出され得る標的の数を増加させ得る。当業者は
、これらのサブセットが、標識結合抗体に対する標識化試薬の比とちょうど代わって、標
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識化試薬に対する標識の比を変化させることによって拡張され得ることを理解し得る。こ
の同じ方法論はまた、比が変化される単一の発蛍光団標識に対して適用され得、そして、
標的は、色および別の色に対する色の比の代わりにシグナルの強度に基づいて検出される
。
【００９４】
　免疫標識化複合体サブセットの形成に続いて、サブセットは、プールされ得、そして、
サンプルに添加され得るか、またはサンプルに段階的に添加され得る。これらのいずかは
、エンドユーザーおよび特定のアッセイフォーマットによって決定される。本発明のこの
方法は、最大の柔軟性およびサンプル中の複数の標的の決定における容易さを提供する。
【００９５】
　本発明の別の方法は、フローサイトメトリアッセイフォーマットを特に使用して、サン
プル中の複数の標的の決定を提供する。フローサイトメトリーを用いて従来のように同定
された標的は、直接標識された一次抗体か、または、一次抗体に共有結合した標識化ミク
ロスフェア（ここで、ミクロスフェアが、標識である）かのいずれかを使用した。例とし
ては、Ｌｕｍｉｎｅｘより販売されている、蛍光カプセル化ミクロスフェアビーズが挙げ
られる。標識化試薬および本発明は、直接標識された一次抗体の必要性および高価なミク
ロスフェアの必要性の両方を克服する。
【００９６】
　従って、複数の標的を検出することによって、サンプル中の標的の同一性および量を決
定するための、本発明の方法は、以下の工程を包含する：
　ａ）標的結合抗体の溶液と標識化試薬サブセットとを接触させる工程であって、この標
識化試薬サブセットは、ｉ）標識化試薬に対する標識の比またはｉｉ）標識の物理的特性
によって区別される、工程；
　ｂ）１つ以上の標識化試薬が標的結合抗体との免疫標識化複合体を形成するのに十分な
時間でもって、標的結合抗体および標識化試薬をインキュベートする工程であって、この
標的結合抗体のある領域は、標的化試薬によって選択的に結合され、ここで、工程ａ）お
よびｂ）を繰り返して、免疫標識化複合体のプールされたサブセットを形成する、工程；
　ｃ）サンプル中の細胞集団と免疫標識化複合体のプール化サブセットを含む溶液とを接
触させる工程であって、各サブセットは、ｉ）標識化試薬に対する標識の比、またはｉｉ
）標識の物理的特性、またはｉｉｉ）標識結合抗体に対する標識化試薬の比、またはｉｖ
）標的結合抗体によって別のサブセットと識別される、工程；
　ｄ）免疫標識化複合体が、標的に結合することを可能にするのに十分な時間、細胞をイ
ンキュベートする工程；
　ｅ）インキュベートされた細胞集団を、試験領域を通過させる工程；ならびに、
　ｆ）試験領域を通過した細胞からデータを収集する工程であって、複数の標的が検出さ
れ、それによって、標的の同一性および量が決定される、工程。
【００９７】
　１つの局面において、標的結合抗体は、サブセットを形成するために、標的結合抗体に
対して予め複合体される。そして、サブセットまたはサブセットのパネルが、サンプルに
添加され、これらは、標的結合抗体によって代表的に区別される。次いで、この方法は、
直接標識された一次抗体の必要性を避ける。第２に、サブセットのパネルが、例えば、標
識化試薬に対する標識の比または標的結合抗体に対する標的化試薬の比によって、区別さ
れる場合、免疫標識化複合体は、Ｌｕｍｉｎｅｘのミクロスフェアビーズと同様に機能し
得る。例えば、このことは、３つの免疫標識化複合体サブセットが、標的結合抗体によっ
て区別され、そして、標識化試薬に結合し、かつサブセットのうちの１つ中にある発蛍光
団が、標識化試薬に対する標識の比に基づいて区別されるサブセットの別のセットである
場合に、達成される。この方法において、３つの異なるエピトープが検出され、そして、
これらのエピトープのうちの１つが、さらに区別され、表現型区別が、標識化試薬に対す
る発蛍光団の比に基づく免疫標識化複合体サブセットから生成されたシグナルの強度に基
づいてなされた。細胞集団または細胞小器官が、フローサイトメトリーの試験領域を通過
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する場合に、標識のこの決定は、容易となり、ここで、蛍光シグナルおよび蛍光強度が、
各細胞について記録され、検出されたエピトープに基づいて細胞集団または細胞小器官の
ヒストグラムが得られる。
【００９８】
　本発明の別の局面において、さらなる検出試薬が、免疫標識化複合体サブセットの添加
と同時に、または添加に続いて、サンプルと合わせられる。このようなさらなる検出試薬
としては、細胞もしくは非細胞成分、イオンを選択的に検出する試薬、または、細胞生存
能力、生活環、もしくは増殖状態を示す試薬が挙げられるが、これらに限定されない。例
えば、さらなる検出試薬は、直接的にまたは間接的に検出可能な標識された標的結合抗体
であり、そして、別の検出試薬は、核酸、Ｆ－アクチンまたは細胞小器官に対する染色剤
である。
【００９９】
　（１．サンプル調製）
　サンプルを、抗体が親和性を有する標的を含み得る任意物質を含むと規定する。代表的
に、サンプルは、起源は生物学的なものであり、そして、組織、細胞または細胞集団、細
胞抽出物、細胞ホモジネート、精製されたタンパク質または再構築されたタンパク質、組
換えタンパク質、体液および他の生物学的な流体、ウイルスもしくはウイルス粒子、プリ
オン、亜細胞成分、または合成タンパク質を含む。本発明のサンプルを調製するのに使用
される細胞性物質の可能性のある供給源としては、植物、動物、真菌、細菌、古細菌（ａ
ｒｃｈａｅ）、またはこのような生物由来の細胞株が挙げられるが、これらに限定されな
い。サンプルは、生物学的な流体（全血、血漿、血清、鼻分泌物、痰、唾液、尿、汗、経
皮的滲出物、脳脊髄液など）であり得る。あるいは、サンプルは、動物由来の全器官、全
組織、全細胞であり得る。このようなサンプルの供給源の例としては、筋肉、眼、皮膚、
性腺、リンパ節、心臓、脳、肺、肝臓、腎臓、脾臓、固形癌、マクロファージ、中皮など
が挙げられる。
【０１００】
　免疫標識複合体と組み合わせる前に、サンプルは、サンプル中の標的（これは、最終消
費者によって決定される）を免疫標識複合体に接近可能にする方法で調製される。代表的
に、本発明において用いられるサンプルは、組織、細胞、細胞抽出物、細胞ホモジネート
、精製もしくは再構成されたタンパク質、組換えタンパク質、生物学的流体、または合成
されたタンパク質を含む。大きな高分子（例えば、免疫標識複合体）は、生きている生物
学的細胞の膜に不透性である傾向がある。原形質膜を透過性にする処理（例えば、エレク
トロポレーション、ショック処理または高細胞外ＡＴＰ）を用いて、この免疫標識複合体
を細胞内に導入し得る。あるいは、この免疫標識複合体は、例えば、圧力マイクロインジ
ェクション、引っかき負荷、パッチ－クランプ法、または食作用によって、細胞内に物理
的に挿入され得る。しかし、所望の標的は、この免疫標識複合体の添加前の精製または分
離を必要とし得、これは、抗原決定基がサンプル中に含まれる様式に依存する。例えば、
このサンプルをＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルで分離すべき場合、このサンプルは、適
切な緩衝液（例えば、Ｔｒｉｓ、グリセロール、ＤＴＴ、ＳＤＳ、およびブロモフェノー
ルブルーを含む、ＳＤＳ－サンプル緩衝）中で最初に平衡化される。
【０１０１】
　このサンプルが精製された標的物質を含む場合、この精製された標的物質は、依然とし
て、異なる物質の混合物であり得る。例えば、精製されたタンパク質混合物または核酸混
合物は、いくつかの異なるタンパク質または核酸を含み得る。あるいは、この精製された
標的物質は、ゲル（例えば、アガロースゲルまたはポリアクリルアミドゲル）で電気泳動
されて、ポリマー膜上にその後ブロットされ得るかまたはゲルマトリクス内で検出され得
る、標的物質の個々の種を提供し得る。精製された核酸またはタンパク質を含むサンプル
の調製は一般に、変性および中和を包含する。ＤＮＡは、塩基（例えば、水酸化ナトリウ
ム）または熱を用いたインキュベーションによって変性され得る。ＲＮＡはまた、塩基（
ノーザンブロットについて）への曝露によってよりも、加熱（ドットブロットについて）
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、または変性剤（例えば、尿素、グリオキサール、またはホルムアルデヒド）の存在下で
の電気泳動によって変性される。タンパク質は、界面活性剤（例えば、ドデシル硫酸ナト
リウム）の存在下での、インキュベーションまたは電気泳動と組み合わせた加熱によって
変性される。次いで、核酸は、必要に応じて、酸（例えば、塩酸）の添加によって中和さ
れるか、冷却されるか、または緩衝液（例えば、Ｔｒｉｓ緩衝液、リン酸緩衝液またはク
エン酸緩衝液）が添加される。
【０１０２】
　好ましくは、精製された標的物質を含むサンプルの調製は、固相支持体または半固体支
持体上での標的物質の固定をさらに包含する。精製された核酸は一般に、ＤＮＡスポット
ブロットのために、適切な塩（例えば、塩化ナトリウムまたは酢酸アンモニウム）の存在
下でフィルター膜（例えば、ニトロセルロースフィルターまたはナイロン膜）にスポット
される。あるいは、これらの精製された核酸は、（ノーザンブロットまたはサザンブロッ
トのために）適切な緩衝液条件下でキャピラリーブロッティングまたは電気ブロッティン
グによって、ニトロセルロースフィルターに転写される。核酸をフィルター膜に永久に結
合するために、標準的架橋技術が用いられる（例えば、ニトロセルロースフィルターが、
減圧下で８０℃にて焼き付けられる；ナイロン膜は、３６０ｎｍ光を用いた照射に供され
る）。次いで、フィルター膜は、核酸プローブの非特異的結合を防止するように設計され
た溶液（例えば、ＢＳＡ、カゼイン加水分解産物、このプローブに関連していない種由来
の１本鎖核酸など）を用いてインキュベートされ、そして同様の溶液中でプローブに対し
てハイブリダイズされる。精製されたタンパク質は、一般に、熱および／または界面活性
剤変性の後で、ニトロセルロース膜またはナイロンフィルター膜にスポットされる。ある
いは、これらの精製されたタンパク質は、（ウェスタンブロットのために）適切な緩衝液
条件下でキャピラリーブロッティングまたは電気ブロッティングによってフィルター膜に
転写される。非特異的に結合したプローブは、溶液（例えば、生理食塩水－クエン酸緩衝
液またはリン酸緩衝液）を用いてこのフィルターから洗浄される。フィルターは再度ブロ
ックされて、免疫標識複合体の非特異的付着を防止する。最終的に、サンプルは、免疫標
識複合体と混合される。非特異的に結合した免疫標識複合体は代表的に、洗浄によって除
去される。
【０１０３】
　このサンプルが細胞性核酸（例えば、細胞、ＲＮＡウイルスもしくはＤＮＡウイルスま
たはマイコプラズマ感染細胞内の染色体由来遺伝子またはプラスミド由来遺伝子、あるい
は細胞内ＲＮＡ）またはタンパク質を含む場合、このサンプルの調製は、既に記載された
変性および中和に加えて、この細胞の溶解または透過化を包含する。細胞は、薬剤（例え
ば、界面活性剤（例えば、ドデシル硫酸ナトリウム、Ｔｗｅｅｎ、サルコシル、またはＴ
ｒｉｔｏｎ）、リゾチーム、塩基（例えば、水酸化ナトリウム、水酸化リチウム、または
水酸化カリウム）、クロロホルム、または熱への曝露によって溶解される。細胞は、従来
の方法によって（例えば、緩衝液中のホルムアルデヒドによって）透過性にされる。
【０１０４】
　精製された標的物質を含むサンプルについては、細胞性の標的物質を含むサンプルの調
製は、代表的に、表面（例えば、固体または半固体のマトリクス）への標的物質の固定化
をさらに含む。これらの標的は、支持体上に、規則的パターンで、またはランダムに整列
され得る。これらの支持体としては、スライド、ポリマービーズ（ラテックスを含む）、
光ファイバー、および膜のような材料が挙げられる。このビーズは好ましくは、蛍光ポリ
スチレンまたは非蛍光ポリスチレンであり、スライドおよび光ファイバーは好ましくは、
ガラスまたはプラスチックであり、そしてこの膜は好ましくは、ポリ（ビニリデンジフル
オリド）またはニトロセルロースである。従って、例えば、このサンプルが、溶解した細
胞を含む場合、懸濁した細胞は、ニトロセルロース膜もしくはナイロン膜上にスポットさ
れるか、またはニトロセルロース膜もしくはナイロン膜を通して濾過されるか、または細
胞のコロニーを、適切な増殖培地と接触した膜上に直接的に増殖させ、そして細胞成分（
例えば、タンパク質および核酸）を上記の通りにフィルターに永久に結合させる。透過性
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にされた細胞は代表的に、インサイチュハイブリダイゼーションおよび染色体「スカッシ
ュ（ｓｑｕａｓｈ）」または「スプレッド（ｓｐｒｅａｄ）」へのハイブリダイゼーショ
ンのために用いられる既知の技術を用いて（例えば、緩衝化溶液中の試薬（例えば、ホル
ムアルデヒド）を用いて）顕微鏡スライドに固定される。あるいは、用いられるサンプル
は、ゲルまたは溶液中にあり得る。
【０１０５】
　本発明の特定の局面では、このサンプルは、流体（例えば、腹水、ハイブリドーマ上清
、または血清）中の細胞を含み、ここで、このような細胞中でのこの標的の存在または不
存在は、このような細胞に結合した免疫標識複合体中の検出可能部分の検出可能な蛍光応
答によって細胞を選別する自動化機器を用いることによって（例えば、蛍光活性化細胞選
別（ＦＡＣＳ）によって）検出される。フローサイトメトリーを用いる方法については、
細胞集団は代表的に、当該分野で周知の手段によって他のタンパク質および結合組織から
単離された、単離細胞を含む。例えば、リンパ球は、遠心分離および密度勾配を用いて、
血液から単離される。これらの細胞は洗浄され、そしてペレット化され、そして標識溶液
がこのペレット化細胞に添加される。
【０１０６】
　（２．照射）
　このサンプルへの免疫標識複合体の添加後の任意の時点で、このサンプルには、検出可
能な光学的応答を生じるように選択された波長の光が照射され、そしてこの光学的応答を
検出するための手段を用いて観察される。本発明の蛍光化合物を照射するために有用であ
る装置としては、携帯型紫外ランプ、水銀アーク、キセノンランプ、レーザーおよびレー
ザーダイオードが挙げられるがこれらに限定されない。これらの照射源は、レーザースキ
ャナ、蛍光マイクロプレートリーダーまたは標準的フルオロメーターもしくはマイクロフ
ルオロメーターに光学的に一体化されている。標準的な応答または予測される応答と比較
してのシグナルの程度および／または位置は、サンプルが所定の特徴（すなわち、所望の
標的）を保有するか否かおよびサンプルがこの所望の特徴をどの程度保有するかを示す。
【０１０７】
　この光学的応答は、目視検査によって、または以下のデバイスのうちのいずれか使用に
よって、必要に応じて検出される：ＣＣＤカメラ、ビデオカメラ、写真フィルム、レーザ
ースキャニングデバイス、フルオロメーター、フォトダイオード、量子カウンター、落射
型（ｅｐｉｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）顕微鏡、スキャニング顕微鏡、フローサイトメー
ター、蛍光マイクロプレートリーダー、またはシグナルを増幅するための手段（例えば、
光電子増倍管）。フローサイトメーターを用いてこのサンプルを調べる場合、サンプルの
検査は必要に応じて、サンプルの一部をそれらの蛍光応答に従って選別することを包含す
る。
【０１０８】
　間接的に検出可能な標識を用いるならば、照射する工程は代表的に、検出可能なシグナ
ルを促進する試薬（例えば、比色酵素基質）の添加を包含する。放射性同位体もまた、間
接的に検出可能とみなされ、ここで、さらなる試薬は必要とされないが、その代わり、放
射性同位体は、Ｘ線フィルム、またはこの放射性同位体シグナルを記録および測定するた
めの何らかの他の機構に曝露されなければならない。これはまた、フィルムへの曝露後に
最も良く観察されるいくつかの化学発光シグナルについても当てはまり得る。
【０１０９】
　（ＩＩＩ．本発明のキット）
　免疫標識複合体を調製するためおよびサンプル中の標的の検出のために適切なキットは
また、本発明の一部を形成する。このようなキットは、容易に入手可能な物質および試薬
から調製され得、そして種々の実施形態に入り得る。このキットの内容物は、アッセイプ
ロトコルの設計または検出もしくは測定のための試薬に依存する。一般に、これらのキッ
トは、指示書、適切な試薬および標識、ならびに必要に応じて固体支持体を備える。代表
的に、指示書は、試薬濃度または少なくとも１つのアッセイ方法パラメーター（例えば、
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混合されるべき、試薬とサンプルとの相対量、試薬／サンプル混合物についての維持期間
、温度、緩衝液条件など）を記載する、有形の表現を備えて、上記に記載される方法また
は調製のうちの任意の１つを使用者が実施するのを可能にする。
【０１１０】
　本発明の好ましいキットは、以下を備える：ａ）１以上の標識に対して独立して結合さ
れる標識試薬を含む標識溶液、およびｂ）捕捉試薬を含む溶液。このキットの好ましい実
施形態は、抗Ｆｃ　Ｆａｂフラグメント、プロテインＧまたはアルブミンと複合体化した
プロテインＧである、標識試薬を提供する。このキットのより特定の実施形態では、この
捕捉成分は、精製されたマウスＩｇＧまたは非免疫マウス血清であり、このアルブミンは
ヒトアルブミン、ウシ血清アルブミン、またはオボアルブミンである。より好ましい実施
形態では、このアルブミンは、オボアルブミンである。この標識溶液は、標識試薬の均質
混合物であるか、または標識試薬のプールされたサブセットを含むかのいずれかである。
あるいは、このキットは、免疫標識複合体のサブセットを作製するために用いられ得る標
識試薬サブセットのパネルを備える。
【０１１１】
　さらに、これらのキットは、以下を含む、１以上のさらなる成分を含み得る：（ａ）細
胞器官、細胞生存率、または細胞増殖状態の特徴付けのための染料、（ｂ）酵素基質、ま
たは（ｃ）酵素結合体（例えば、アビジン－ＨＲＰ）。
【０１１２】
　広範な種々のキットおよび成分が、そのキットの意図される用途および使用者の特定の
要求に依存して、本発明に従って調製され得る。本発明によって企図される任意の標識試
薬が、キットに含まれる標識溶液中で使用され得ることが、当業者によって理解される。
標識試薬は、記載される好ましい実施形態のみに限定されることを意図されない。
【０１１３】
　（ＩＶ．適用）
　本発明は、基礎研究、ハイスループットスクリーニング、免疫組織化学、蛍光インサイ
チュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、マイクロアレイ技術、フローサイトメトリー
、診断、および医療において、有用な適用を有する。本発明は、微生物学、免疫学、血液
学および輸血、組織病理学、法医学的病理学、ならびに獣医学的な病理学の分野における
診断適用のための、種々のアッセイ形式において使用され得る。本発明は、ハイブリドー
マ上清由来の最適化された抗体の特徴付けおよび選択において、特に有用である。さらに
、本発明は、特定の標的に治療剤を送達するために使用され得る。一般に、本発明は、抗
体を検出方法の一部として使用する、任意のアッセイを増強するための、用途の広い便利
な方法を提供する。
【０１１４】
　本発明は、生物学的現象（例えば、細胞増殖、細胞におけるシグナル伝達、またはアポ
トーシスなど）を研究するために使用され得る。説明の目的のみであって限定ではなく、
チミジンアナログである５－ブロモ－２’－デオキシウリジン（ＢｒｄＵ）の取り込みを
研究し得る。ＢｒｄＵは、細胞増殖とアポトーシスとの両方についてのマーカーである。
なぜなら、ＢｒｄＵは、細胞周期のＳ期にわたって増殖する新たに合成されたＤＮＡにお
いて容易に取り込まれ、そしてまた、デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ（Ｔｄ
Ｔ）によるＤＮＡ破壊部位に容易に取り込まれるからである。抗ＢｒｄＵ抗体は、Ｂｒｄ
Ｕ取り込みによってマークされる細胞を検出するために使用される。抗ＢｒｄＵ抗体を直
接標識し得ることによって、本発明は、必要とされる検出方法に依存して、従来の免疫組
織化学または蛍光によって、取り込まれたＢｒｄＵの検出を可能にする、便利な方法を提
供する。
【０１１５】
　さらに、本発明は、１つのカクテルにおいて複数の標的の染色を可能にし、これによっ
て、１回の実験あたりのより多くのサンプルまたは処理工程に対する必要性を減少させる
という利点を有する。このことは、希少なサンプル（例えば、小児科学的サンプル、生検
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から単離された白血球、希少な抗原特異的リンパ球および少数の細胞を与えるマウス組織
）を分析する場合に、特に重要である。フローサイトメトリーのハードウェア、ソフトウ
ェア、および色素化学における、入り組んだ一連の新規な開発によって、１１の異なる蛍
光色を同時に測定することが、現在可能であるが、これらの利点の使用は、分光学的に異
なる、直接標識された一次抗体および二次抗体の市場での入手可能性の欠如により、厳し
く制限されている。個々のアイソタイプ特異的標的抗体（例えば、抗ＩｇＧ１アイソタイ
プ抗体）に対する標識された二次抗体が存在するが、交差反応性に起因して、この型の標
識抗体を使用して、単一サンプル中の１つより多い同一アイソタイプの抗体（例えば、Ｉ
ｇＧ１アイソタイプ抗体）を検出することは、不可能である。本発明は、例えば、多色フ
ローサイトメトリーおよびウェスタンブロットにおいて使用される、同一アイソタイプの
一次抗体を含む、少量または多量のいずれかの任意の一次抗体を迅速に標識するための、
便利かつ非常に用途の広い方法を提供することによって、これらの制限を克服する。多色
システムにおけるこの利点は、現在の２色または３色のフローサイトメトリー測定より優
れた多数の利点を有する。例えば、単色染色のいずれの組み合わせも、ＣＤ３＋　ＣＤ４
＋　ＣＤ８－　Ｔ細胞（例えば、ＣＤ３＋　ＣＤ４＋　ＣＤ８＋　Ｔ細胞および小さいＣ
Ｄ４＋単球を除く）を正確に評価し得ないか、またはこれらを単離するために使用され得
ない。血液および組織中の白血球組成を研究するための、細胞膜マーカーの使用は、特に
フローサイトメトリーと組み合わせて、分析モノクローナル抗体適用の例として働く。こ
れはまた、免疫系の研究に最も関連する例である。なぜなら、血液およびリンパ組織の細
胞組成は、「ウィンドウ」を提供し、免疫系の分析およびモニタリングを可能にするから
である。
【０１１６】
　本発明の方法はまた、免疫蛍光組織化学において使用され得る。この技術は、標本中の
物質を検出するために、発蛍光団で標識された抗体の使用を包含する。病理学者は、組織
の薄い断片を顕微鏡で試験することによって、診断値の多量の情報を得る。組織病理学は
、例えば、癌または前悪性状態の早期の診断、および免疫学的に媒介される障害（炎症お
よび移植拒絶が挙げられる）の評価に特に関連する。しかし、免疫蛍光組織化学に関連す
る問題は、このような適用において使用するために現在利用可能な方法の制限から生じる
。例えば、抗体を直接標識することは、抗体の不活性化を生じ得、そして比較的多量の抗
体および結合体化を行うための比較的長い時間を必要とする。様々な程度の標識置換を有
する、直接標識された抗体を調製することはまた、高価かつ非実用的である。同様に、抗
体の間接的な標識化は、問題（例えば、二次抗体の特異性の欠如、および多色標識を行う
ための一次抗体に対する信頼の欠損（抗体アイソタイプおよび利用可能な発蛍光団が挙げ
られる））を有する。二次抗体の標識は、一次抗体が同じ種由来であるかまたは同じアイ
ソタイプのものである場合に、実用的ではない。同一の標的結合抗体上の発蛍光団または
他の検出可能な標識の組み合わせ（これは、本発明の方法によって、複数の混合物中で容
易に調製される）は、多色プロトコルにおける区別可能な信号の数を大いに増加させる。
二次抗体特異性の欠如は、標的部分および標的結合抗体を含む標本が同種の種由来である
場合に生じる。例えば、げっ歯類組織におけるＢｒｄＵ標識されたＤＮＡは、免疫組織化
学的染色によって検出される。標的結合抗体は、好都合には、マウス抗ＢｒｄＵであり、
そしてこの検出抗体系は、フルオレセインで標識された抗マウス免疫グロブリン抗体を使
用する。マウス免疫グロブリンと、多くのげっ歯類種（例えば、ラット、マウス、ハムス
ターなど）由来の免疫グロブリンとの間には、相同性が存在するので、検出抗体は、標的
結合抗体に結合するのみでなく、組織中の免疫グロブリンにもまた非特異的に結合する。
本発明は、免疫標識複合体を予め形成することによって、この問題を排除し、そして１つ
の実験で２つ、３つまたはより多くの蛍光抗体によって標識することで進行する、単純か
つ迅速かつ便利な方法を可能にする。非常に有意なことに、これは、同じアイソタイプま
たは異なるアイソタイプのいずれかの一次抗体とともに常に使用され得、そして一次抗体
と同じ種または類似の種の組織において常に使用され得る。
【０１１７】
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　本発明はまた、マイクロアレイの分野において適用を有する。マイクロアレイ技術は、
生物学的診査のための強力なプラットフォームである（Ｓｃｈｅｎａ（編）、Ｍｉｃｒｏ
ａｒｒａｙ　Ｂｉｏｃｈｉｐ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，（２０００））。多くの現在のア
レイ（「バイオチップ」としてもまた公知）の適用が、機能的ゲノム学において使用され
得る。なぜなら、科学者は、異なる生理学的病理状態または組織における遺伝子発現の特
徴的パターンを求めるからである。遺伝子およびタンパク質のマイクロアレイ技術におい
て使用される通常の方法は、エピトープまたは「タグ」（例えば、オリゴヒスチジン、グ
ルタチオントランスフェラーゼ、血球凝集素（ＨＡ）、またはｃ－ｍｙｃ）としての、ビ
オチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、またはジニトロフェニル（ＤＮＰ）の使用を包含す
る。この場合、検出可能に標識された抗ビオチン、抗ＤＩＧ、抗ＤＮＰ、抗オリゴヒスチ
ジン、抗グルタチオントランスフェラーゼ、抗ＨＡ、または抗ｃ－ｍｙｃは、検出試薬と
して使用される。本発明は、発蛍光団または酵素で標識された複数の抗体の使用を可能に
し、これによって、検出モダリティーを大いに拡張させ、そしてまた、多重化または二次
元分析の増強された能力を提供する。
【０１１８】
　同様に、本発明は、タンパク質マイクロアレイと共に、そしてウェスタンブロットにお
いて使用され得る。タンパク質マイクロアレイは、臨床適用または研究適用において、数
十万の異なるタンパク質におけるバリエーションのパターンを特徴付けるための、実用的
な手段を提供し得る。複雑な混合物中の複数のタンパク質の検出および定量のために、１
１５の抗体／抗原対のセットを使用して、抗体アレイは、首尾よく使用されている（Ｈａ
ａｂら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２，４．１（２００１））。しかし、タンパク
質マイクロアレイは、非常に低いサンプル体積を使用し、このことは、従来、この適用の
ための抗体技術の使用を有意に制限してきた。本願発明は、この制限を容易に克服し、そ
して低いサンプル体積を使用して抗体を蛍光色素で標識するため、ならびに染色複合体の
形成および染色プロセスを自動化するための手段を提供する。
【０１１９】
　本発明はまた、疾患の特異的な検出、モニタリング、および／または処置のための手段
を提供し、そして特定の標的の存在をインビトロで検出するための、免疫標識複合体の使
用を企図する。このような免疫アッセイにおいて、サンプルは、液相でか、ゲル中でか、
または固相キャリア（例えば、発蛍光団標識されたミクロスフェアのアレイ）に結合させ
て、利用され得る（例えば、米国特許第５，９８１，１８０号および同第５，７３６，３
３０号）。例えば、サンプルを不溶性支持体（例えば、ポリマーコーティングされたビー
ズ、プレートまたはチューブ）に結合させるために、サンプルは、ポリマー（例えば、ア
ミノデキストラン）に結合され得る。例えば、限定としてではないが、本発明の方法をイ
ンビトロアッセイにおいて使用することによって、特定の疾患の抗原を特異的に認識する
抗体が、この抗原の存在および量を決定するために使用される。
【０１２０】
　同様に、本発明の免疫標識複合体は、組織学的標本から調製された組織断片において特
定の標的の存在を検出するために使用され得る。好ましくは、アッセイされるべき組織は
、手術手順（例えば、生検）によって得られる。この切除された組織は、当該分野におい
て一般的に公知の方法（例えば、免疫組織化学）によって、上記のように免疫標識複合体
によって認識される所望の標的の存在についてアッセイされる。この組織は、組織学的切
断を可能にするために、固定または凍結され得る。免疫標識された複合体は、例えば、色
素または蛍光標識、化学物質、重金属あるいは放射性マーカーで標識されて、アッセイさ
れる組織における標的結合抗体の検出および位置確認を可能にし得る。インサイチュ検出
は、検出可能な免疫標識複合体を組織切片に塗布することによって、達成され得る。イン
サイチュ検出は、特定の標的の存在を決定するため、および試験される組織における標的
の分布を決定するために、使用され得る。インサイチュ検出の一般的な技術は、当業者に
周知である。例えば、Ｐｏｎｄｅｒ「Ｃｅｌｌ　Ｍａｒｋｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
　ａｎｄ　Ｔｈｅｉｒ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ」、ＭＡＭＭＡＬＩＡＮ　ＤＥＶＥＬＯ
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ＰＭＥＮＴ：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｍｏｎｋ（編）１１５（１９
８７）を参照のこと。
【０１２１】
　疾患型を診断および分類するために、組織は、上で定義されるような、免疫標識された
複合体（これは、その疾患に関連する標的抗原に対する標的結合抗体を含む）で、例えば
、免疫組織化学的方法によって、プローブされる。疾患抗原が体液中に存在する場合、こ
のような、この疾患抗原に対する標的結合抗体を含む免疫標識された複合体は、好ましく
は、分泌された疾患抗原標的を検出するために、免疫アッセイにおいて使用される。
【０１２２】
　検出は、例えば、フローサイトメトリーおよび画像診断法を含むがこれらの限定されな
い種々の方法によって、行われ得る。検出方法としてフローサイトメトリーを使用する場
合に、抗原または、血清または他の体液中の抗体を検出するための抗原抗体反応のための
固体支持体としてミクロスフェアビーズまたは他の粒子の使用が、特に魅力的なものであ
る。フローサイトメトリーは、粒径および光散乱の差異を検出するための能力を有し、か
つ、高感度の蛍光検出器である。微量流体デバイスによって、非常に少量のサンプルに関
して、流れに基づく分析を実施するための手段を提供する。
【０１２３】
　あるいは、画像診断法を使用し得る。放射性抗体を用いた画像診断法が、周知である。
例えば、以下を参照のこと：Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ（編），ＲＡＤＩＯＬＡＢＥＬＥＤ　
ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ　ＦＯＲ　ＩＭＡＧＩＮＧ　ＡＮＤ　ＴＨ
ＥＲＡＰＹ，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ(１９８８）;Ｃｈａｓｅ，「Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｒａｄｉｏｉｓｏｔｏｐｅｓ」，ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’
Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ，１８版，Ｇｅｎｎａｒｏら（編
)Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，６２４(１９９０）;ならびにＢｒｏｗｎ，
「Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」，
ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ　ＡＮＤ　ＰＨＡＲＭＡＣＹ，Ｐｅｚｚｕｔｏら（編），Ｃ
ｈａｐｍａｎ　＆　Ｈａｌｌ，２２７(１９９３）。この技術は、免疫シンチグラグフィ
として知られており、抗体に結合されたγ線放射する放射性同位体の位置を検出するため
のガンマ線カメラを使用する。画像診断法は、特に、心臓血管疾患および感染症を診断す
るために使用される。
【０１２４】
　従って、本発明は、心臓血管疾患を診断するための免疫標識複合体の使用を企図する。
例えば、抗ミオシン抗体を含む免疫標識複合体は、急性心筋梗塞に関連する心筋壊死を画
像化するために使用され得る。血小板およびフィブリンに結合する抗体を含む免疫標識複
合体が、深部の静脈における血栓症を画像化するために使用され得る。さらに、活性化さ
れた血小板に結合する抗体を含む免疫標識複合体は、アテローム硬化型の斑を画像化する
ために使用され得る。
【０１２５】
　本発明の免疫標識複合体はまた、感染症の診断に使用され得る。例えば、細菌性抗原に
特異的に結合する抗体を含む免疫標識複合体は、膿腫の局在化のために使用され得る。さ
らに顆粒球および炎症性の白血球に結合する抗体を免疫標識複合体は、細菌性感染症の部
位を局在化するために使用され得る。同様に、本発明の免疫標識複合体は、細胞における
シグナル伝達、シグナル伝達の産物、ならびにシグナル伝達の欠損、インヒビターおよび
アクチベータを検出するために使用され得る。
【０１２６】
　多くの研究によって、癌のシンチグラグラフィ検出のための抗体の使用が評価されてき
た。調査によって、黒色腫、結腸直腸癌、卵巣癌、乳癌、肉腫および肺癌のような固形腫
瘍の主要な型がカバーされる。従って、本発明は、癌を検出するための腫瘍マーカー（標
的）に結合する抗体を含む免疫標識複合体を使用する癌の検出を企図する。このような腫
瘍マーカーの例としては、癌胎児性抗原、α－フェトプロテイン、発癌遺伝子産物、腫瘍
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関連細胞表面抗原および壊死関連細胞内抗原が挙げられる。診断することに加え、抗体画
像化は、治療応答をモニタリングし、疾患の再発を検出し、そして、その後の臨床的判断
および外科手順に指針を与えるために、使用され得る。近赤外の光線を吸収しそして発光
する蛍光複合体（例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７００色素およびＡｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ　７５０色素）を使用するインビボ画像診断法がまた、公知である。
【実施例】
【０１２７】
　以下の実施例は、本発明を例示しそして、当業者にこの方法の説明を提供するために本
発明の具体的な局面を記載する。これらの実施例は、本発明を限定するものとして扱われ
るべきではなく、これらの実施例は、本発明を理解し、そして実施することにおいて有用
な具体的な方法を提供するのみである。
【０１２８】
　(実施例１）
　(マウスＦｃ抗原の調製）
　精製したマウスおよびウサギのＩｇＧおよびを、タンパク質分解性酵素パパインを用い
てフラグメント化した（ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＣＥＬＬ　ＢＩＯ
ＬＯＧＹ，１６．４．１－１６．４．１０(２０００））。マウスＩｇＧの１２ｍＬ溶液
を、リン酸緩衝化生理食塩水中で約２ｍｇ／ｍＬで調製した。消化した緩衝液（ＰＢＳ）
中の０．１ｍｇのパパインを含む溶液（ＰＢＳ，０．０２Ｍ　ＥＤＴＡ，０．０２Ｍシス
テイン）を、抗体に添加し、３７℃で１６時間、反応することを可能にした。この消化を
、ＰＢＳ中の０．３Ｍのヨードアセトアミドを２０μＬ添加することによって終了させた
。これらのフラグメントを、２ＬのＰＢＳに対して、４℃で、１６時間透析した。このＦ
ｃフラグメントを、プロテインＧ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＣＬ－４Ｂカラムで精製した。
Ｆｃフラグメントを含む、結合画分が、５０～１００ｍＭのグリシン／ＨＣｌ緩衝液（ｐ
Ｈ２．５～２．８）を使用してこのカラムから溶出した。この溶出物は、１ｍＬ画分にお
いて回収した。このタンパク質画分のｐＨは、１００μＬの５００ｍＭリン酸緩衝液また
はＴｒｉｓ緩衝液（ｐＨ７．６）のいずれかを各１ｍＬの画分に添加することによって即
座に中性にした。次いで、この溶液を、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－２００　Ｓｕｐｅｒｆ
ｉｎｅサイズ排除カラムに充填して、そして、分子量約５０ｋＤａに対応する画分を回収
し、そして、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＨＰＬＣによって分析した。
【０１２９】
　(実施例２）
　(抗Ｆｃ抗体の産生）
　抗体のＦｃ領域に特異的なポリクローナル抗体は、種々の種に由来する抗体の精製した
ＦＣ領域に対してヤギにおいて惹起した（実施例１を参照のこと）。動物を免疫する方法
は、当該分野で周知であり、そして適切な免疫プロトコルおよび免疫原濃度は、当業者に
よって容易に決定され得る（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ　２．４．１－９(１９９５）;ＩＬＡＲ　Ｊｏｕｒｎａｌ　３７，９３(１９９
５））。簡潔には、個々のヤギを、精製したマウスＦｃフラグメントまたは精製したウサ
ギＦｃフラグメントで免疫した。５０％フロイント完全アジュバント（１０００μｇ結合
体（半皮下、半筋内））の初期免疫のあとに、ヤギ１頭に対してフロイントの不完全アジ
ュバント中の５００μｇ結合体によって、２週間および４週間後に、その後は、１月ごと
に免疫した。抗体を、プロテインＡ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅクロマトグラフィーを使用して
血清から精製した。マウスＦｃアイソタイプに対する抗体は、アイソタイプ選択マウスＦ
ｃ抗原を用いて開始することによって調製され得る。ウサギは、単一のＦｃアイソタイプ
を有している。アイソタイプ特異性抗体の選択性および交差反応性の特徴は、ＨＰＬＣを
含む標準的技術による。
【０１３０】
　(実施例３）
　(Ｆａｂフラグメントの調製)
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　一価Ｆａｂフラグメントに対するヤギ抗（マウスＦｃ）抗体のフラグメント化を、実施
例１において記載されるように、タンパク質分解酵素であるパパインを使用して実施した
。ＰＢＳに対する透析の後に、このＦａｂフラグメントを、プロテインＡ－Ｓｅｐｈａｒ
ｏｓｅ　ＣＬ－４Ｂカラム上で精製した。Ｆａｂフラグメントおよびパパインを含む非結
合画分を回収した。次いで、この溶液を、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－２００　Ｓｕｐｅｒ
ｆｉｎｅサイズ排除カラムに充填して、そして、約５０ｋＤａの分子量に対応する画分を
回収し、そしてＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析した。ヤギ抗（ウサギＦｃ）のＦａｂフラ
グメントは、同様に調製され得る。
【０１３１】
　(実施例４）
　（均質な溶液中の、標識した抗体免疫グロブリン結合タンパク質または非抗体免疫グロ
ブリン結合ペプチドおよびにタンパク質結合体の調製）
　低分子量色素およびハプテン（例えば、ビオチンまたはジゴキシゲニン）を有する、抗
体免疫グロブリン結合タンパク質または、非抗体免疫グロブリン結合ペプチドまたはタン
パク質の結合体は、代表的には、これらの色素またはハプテンのスクシンイミドエステル
から調製され得るが、他のタンパク質反応性の官能基を有する反応性色素およびハプテン
はまた、適切である。スクシンイミドエステルとのタンパク質結合のための代表的な方法
は、以下のとおりである。色素　対　タンパク質のモル比、タンパク質濃度、時間、温度
、緩衝組成物、および当該分野で周知の変数におけるバリエーションが可能であり、これ
によって、有用な結合体が産生される。
【０１３２】
　ヤギ抗（ウサギＦｃ）、ヤギ抗（マウスＦｃ）、プロテインＡ、プロテインＧまたはプ
ロテインＬあるいは免疫結合ペプチド（例えば、ペプチドのライブラリーをスクリーニン
グすることによって同定されるペプチド）のＦａｂフラグメントのタンパク質溶液を、０
．１Ｍ炭酸水素ナトリウム（ｐＨ８．３）中で１０ｍｇ／ｍＬにて調製する。これらの標
識化試薬を、約１０ｍｇ／ｍＬのＤＭＦのような適切な溶媒中に溶解する。所定量の標識
試薬を、攪拌しつつタンパク質溶液に添加する。１モルのタンパク質に対して１０モルの
色素というモル比が代表的であり、この最適量は、特定の標識試薬、標識されるタンパク
質およびそのタンパク質の濃度で変化され得ると考えられる。この最適比は、経験的に決
定され得る。蛍光発生を最適化し、かつ結合体の輝度に対する置換率（ｄｅｇｒｅｅ　ｏ
ｆ　ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ）（ＤＯＳ）の効果を決定する場合に、数倍の範囲を超え
て、タンパク質に対する反応性色素の比を変化することは典型的である。この反応混合物
を、室温で、代表的には１時間に亘って、または氷上で数時間に亘って、インキュベート
する。この色素－タンパク質結合体は、代表的には、代表的には、サイズ排除クロマトグ
ラフィー（例えば、ＰＢＳで平衡化したＢＩＯ－ＲＡＤ　Ｐ－３０樹脂）によって未反応
試薬から分離される。初期の、タンパク質含有バンドを回収し、そして、そのＤＯＳを、
遊離発蛍光団の吸光係数を使用して、各々の発蛍光団の吸収極大での吸光度から決定した
。非発色団標識（例えば、ビオチン）のＤＯＳを、Ｈａｕｇｌａｎｄ（Ｈａｕｇｌａｎｄ
ら，Ｍｅｔｈ.Ｍｏｌ.Ｂｉｏｌ.４５，２０５(１９９５）;Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｍｅｔｈ.
Ｍｏｌ.Ｂｉｏｌ.４５，２２３(１９９５）;Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｍｅｔｈ.Ｍｏｌ.Ｂｉｏ
ｌ.４５，２３５(１９９５）;Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ.１６．５．１－１６．５．２２(２０００））に記載される
ように決定した。上記の手順を使用して、ヤギ抗（マウスＦｃ）およびヤギ抗（ウサギＦ
ｃ）の結合体を、数個の異なるＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ色素、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ
色素、ビオチン－スクシンイミジルエステル、デスチオビオチン（ｄｅｓｔｈｉｏｂｉｏ
ｔｉｎ）－Ｘスクシンイミジルエステル、スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）
プロピオネート（ＳＰＤＰ）およびスクシンイミジルｔｒａｎｓ－４－（マレイミジルメ
チル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）を用いて調製する。
【０１３３】
　プロテインＡおよびプロテインＧの数個の色素結合体（いくつかのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕ
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ｏｒ色素の結合体を含む）は、（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ.Ｉｎｃ.（
Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．）から）市販されている。標的抗体のセグメントに結合するい
くつの他の非抗体免疫グロブリン結合タンパク質の種間の特異性およびおよその親和性（
例えば、プロテインＡおよびプロテインＧの親和性）は、公知である（Ｌａｎｇｏｎｅ，
Ａｄｖ.Ｉｍｍｕｎｏｌ.３２，１５７(１９８２）;Ｓｕｒｏｌｉａら，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ.Ｓｃｉ.７，７４(１９８２）;Ｎｏｔａｎｉら，Ｊ.Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ.Ｃ
ｙｔｏｃｈｅｍ.２７，１４３８(１９７９）;Ｇｏｄｉｎｇ，Ｊ.Ｉｍｍｕｎｏｌ.Ｍｅｔ
ｈ.２０，２４１(１９７８）;Ｊ.Ｉｍｍｕｎｏｌ.Ｍｅｔｈ.１２７，２１５(１９９０）;
Ｂｊｏｒｃｋら．，Ｊ.Ｉｍｍｕｎｏｌ.１３３，９６９(１９８４））。
【０１３４】
　さらに、アロフィコシアニン（ＡＰＣ）、フィコビリプロテインと化学色素（いくつか
のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ色素、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、Ｃｏ
ｐｒｉｎｕｓ　ｃｉｎｅｒｅｕｓペルオキシダーゼ、Ａｒｔｈｒｏｍｙｃｅｓ　ｒａｍｏ
ｓｕｓペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼおよびアルカリホスファターゼ（ＡＰ
）が挙げられる）とのタンデム結合体という検出可能な標識に結合体化した、標識タンパ
ク質（ヤギＦａｂ抗（マウスＦｃ）、ヤギＦａｂ抗（マウスλ軽鎖）、ヤギＦａｂ抗（マ
ウスκ軽鎖）、プロテインＡ、プロテインＧ、プロテインＬ、レクチン、Ｒ－フィコエリ
トリン（Ｒ－ＰＥ）単鎖フラグメント可変抗体（ＳｃＦｖ）を、標準的手段（Ｈａｕｇｌ
ａｎｄら、Ｍｅｔｈ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４５：２０５（１９９５）；Ｈａｕｇｌａｎｄ
，Ｍｅｔｈ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４５，２２３（１９９５）；Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｍｅｔ
ｈ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４５，２３５（１９９５）；Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１６．５．１－１６．５．２２（２
０００））によって調製したか、またはこれらを標準的手段により調製しうる。本発明の
実施に適切な、例えば、検出可能な標識（例えば、ルシフェリン、エクオリン、グリーン
蛍光タンパク質およびアルカリホスファターゼ）との、（例えば、プロテインＧまたはプ
ロテインＡの）融合タンパク質もまた、公知である（Ｓｕｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍ
ｅｔｈ．１５２，４３（１９９２）；Ｅｌｉａｓｓｏｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
６３，４３２３（１９８８）；Ｅｌｉａｓｓｏｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４２，５７
５（１９８９））。
【０１３５】
　ほとんどの分泌タンパク質および膜結合タンパク質と同様に、免疫グロブリン重鎖およ
び免疫グロブリン軽鎖は、Ｎ結合型グリコシル化が生じる粗面小胞体において膜結合型リ
ボソーム上で合成される。糖質（Ｎ結合型糖タンパク質を含む）に対するレクチンの特異
性もまた、公知である（ＥＹ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｌｅｃｔｉｎ　Ｃ
ｏｎｊｕｇａｔｅｓ　Ｃａｔａｌｏｇ，１９９８）。
【０１３６】
　（実施例５．アフィニティマトリクスに結合体化した、標識抗体免疫グロブリン結合タ
ンパク質または非抗体免疫グロブリン結合ペプチド結合体および非抗体免疫グロブリン結
合タンパク質結合体の調製）
　ヤギ抗（マウスＦｃ）についての非標識Ｆａｂフラグメント（実施例３におけるように
調製した）を、アガロース固定マウスＩｇＧに１時間結合させた。重炭酸緩衝液（ｐＨ８
．３）を用いる洗浄工程の後、固定ＩｇＧと非標識Ｆａｂとの複合体を、アミン反応性標
識のスクシンイミジルエステルを用いて室温で１時間標識した。非結合体化色素を、重炭
酸緩衝液を用いて溶出させ、その後、共有結合標識Ｆａｂフラグメントを、５０～１００
ｍＭグリシン／ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ２．５～２．８）を用いて溶出した。この溶出物を、
１ｍＬ画分として収集した。これらのタンパク質画分のｐＨを、５００ｍＭリン酸緩衝液
またはＴｒｉｓ緩衝液（ｐＨ７．６）のいずれか１００μＬを各１ｍＬ画分に添加するこ
とによって、すぐに中性まで上昇させた。等価な結果を生じ得る、試薬濃度、標識時間、
緩衝液組成、溶出方法および他の変数の変化が、可能である。ヤギ抗（ウサギＦｃ）のＦ
ａｂフラグメントの結合体ならびにプロテインＧおよびプロテインＡの結合体を、同様に
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調製した。
【０１３７】
　（実施例６．実施例４におけるように調製したＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標
識したヤギ抗（マウスＦｃ）のＦａｂフラグメントと実施例５におけるように調製したＡ
ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識したヤギ抗（マウスＦｃ）のＦａｂフラグメント
との比較）
　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８スクシンイミジルエステルとヤギ抗（マウスＦｃ）Ｆ
ａｂフラグメントとの結合体を、実施例４および実施例５において記載されるように別個
に調製した。これらの結合体は、推定置換度それぞれ約１．９（実施例４においてのよう
に標識した）および約３．０（実施例５においてのように標識した）を有し、事実上同一
の吸収スペクトル最大値および発光スペクトル最大値を有した。４８８ｎｍにて励起され
た場合、実施例５に記載されるように調製したフラグメントを使用して調製した結合体は
、Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞上のＣＤ３に結合した場合のフローサイトメトリーにより検出す
ると、実施例４において調製したフラグメントを使用して調製した結合体よりも約３．２
倍蛍光性が高かった（図８）。同様の結果が、他の色素を用いて観察された。
【０１３８】
　（実施例７．プロテインＧおよびアルブミンからの標識タンパク質の調製）
　ネイティブプロテインＧは、アルブミン（特に、オボアルブミン）に対する高親和性結
合（ナノモラー）部位を有する。等重量のプロテインＧおよびＴｅｘａｓ　Ｒｅｄオボア
ルブミン（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．）を、ＰＢＳ（ｐＨ７．５）中
に溶解した。１時間後、生じた複合体を、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－２００　Ｓｕｐｅｒ
ｆｉｎｅサイズ排除カラムで分離し、そしてＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＨＰＬＣにより分析
した。あるいは、プロテインＧを、標識アルブミンと組み合わせ、同時にそのプロテイン
Ｇを、そのプロテインＧが結合する数種の免疫グロブリンのうちのいずれかに固定し、過
剰な標識アルブミンを、アルブミン標識プロテインＧ複合体を溶出する前に、マトリクス
から洗い流す。
【０１３９】
　（実施例８．非常に小さいスケールでの免疫標識複合体の調製）
　μｇ未満の量の標識結合抗体を、μｇ未満の標識タンパク質と、約１：１と１：２０と
の間の種々のモル比で複合体化して、サンプルを染色するために適切な免疫標識複合体を
調製した。例えば、０．１％ＢＳＡを含む１μＬ　ＰＢＳ中の０．１μｇのマウスモノク
ローナル抗α－チューブリンを、（実施例４におけるように調製した）０．５μｇのＡｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識ヤギ抗（マウスＦｃ）のＦａｂフラグメント、また
は（実施例５におけるように調製した）０．１μｇのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色
素標識ヤギ抗（マウスＦｃ）のＦａｂフラグメントと、５μＬのＰＢＳ中で室温にて１０
分間結合体化した。この免疫標識複合体を、固定細胞調製物（実施例１６）中でチューブ
リンを染色するためにすぐに使用し得るか、またはその免疫標識複合体中の任意の過剰な
非結合Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識ヤギ抗（マウスＦｃ）のＦａｂフラグメ
ントを、他の抗体結合体（他の標識に直接結合体化した標的抗体の抗体結合体が挙げられ
る）と組み合わせるために非免疫マウスＩｇＧ（実施例９）を用いて捕捉し得る。ウサギ
抗体を、標識ヤギ抗（ウサギＦｃ）を用いて同様に標識した。標識プロテインＡ、プロテ
インＬ、プロテインＧ、標識アルブミンまたは他の免疫グロブリン結合ペプチドもしくは
免疫グロブリン結合タンパク質と結合体化したプロテインＧを用いての標的化抗体の標識
は、同様に進行する。マウス（またはラット）モノクローナル抗体の場合、一次抗体の特
定のアイソタイプについて選択的な標識タンパク質（例えば、マウスＩｇＧ１アイソタイ
プ一次抗体に対する抗（マウスＩｇＧ１））を使用することが、好ましい。マウスＩｇＧ

１アイソタイプモノクローナル抗体について選択的なヤギ抗体を使用して、他のマウス（
またはラット）アイソタイプについていくらかの交差反応性が観察されたが、非適合マウ
スアイソタイプを標識するための慣用的かつ最適な使用には、より多量の免疫標識複合体
が必要であり、いくらか信頼度が低かった。
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【０１４０】
　（実施例９．捕捉成分による過剰な免疫グロブリン結合タンパク質の捕捉）
　免疫標識複合体を、実施例８に記載されるように調製した。その免疫標識複合体に、過
剰な免疫標識複合体を捕捉するために非標識マウスＩｇＧの１４．１ｍｇ／ｍＬストック
溶液２５μＬを、各チューブに添加した。図１に示されるように、その免疫グロブリン結
合タンパク質のうちのすべての量が、標的結合抗体と必ず結合体化して免疫標識複合体を
形成するわけではない。結果として、同じ種由来の複数の一次抗体（例えば、マウスモノ
クローナル抗体）または交差反応性種由来の複数の一次抗体（例えば、マウス抗体および
ヒト抗体、図２、表１）の標識複合体が同時にかまたは連続して使用される適用について
特に、そのサンプルの不適切な標識を回避するために捕捉成分の使用または他の手段によ
って、過剰な免疫グロブリン結合タンパク質すべてをクエンチまたは除去することが、必
要である。過剰な免疫グロブリン結合タンパク質を捕捉するために最も有効な捕捉成分は
、標的因子の結合部位を含む捕捉成分である。例えば、マウスＩｇＧ全体またはマウス血
清は、免疫グロブリン結合タンパク質がマウスモノクローナル抗体セグメントに結合した
場合に、有効かつ安価な試薬であることが示された。マウスＩｇＧを、免疫グロブリン結
合タンパク質量に対して過剰に添加し、そして約１～５分間以上インキュベートした。
【０１４１】
　免疫標識複合体を調製し、その後、実験の少し前に捕捉成分を添加することが好ましい
。迅速なクエンチング効果によって、免疫標識複合体によるサンプルの標識を数分以内に
実施することが可能になる。望ましい場合、過剰な捕捉成分を、サンプルの標識後に、簡
単な洗浄工程によって除去し得る。あるいは、免疫標識複合体とのインキュベーション後
に、アルデヒドベースの固定剤または他の試薬もしくは方法によって染色サンプルを固定
することにより、免疫標識複合体をサンプル中のその標的上に持続的に固定し得る。免疫
標識複合体に可溶性捕捉成分を添加する代わりとして、その捕捉成分を、不溶性マトリク
ス（例えば、アガロース）上に固定し得、そして免疫標識複合体をそのマトリクスと接触
させ得る。マウス抗原に対するマウス抗体を標識する場合に好ましいマトリクスは、アガ
ロース上に固定されたマウスＩｇＧである。過剰な標識抗ウサギ抗体を、溶液中にて遊離
しているかまたは固定されたウサギＩｇＧを使用して捕捉し得る。あるいは、免疫標識複
合体を、クロマトグラフィー手段または電気泳動手段によって、どの捕捉成分からも分離
し得る。
【０１４２】
　（実施例１０．標識複合体のＨＰＬＣ分析）
　標識タンパク質と標的結合抗体との複合体形成の首尾および程度を分析するために、サ
ンプルのサイズ排除ＨＰＬＣを実施した。例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素
標識ヤギ抗Ｆａｂ抗（マウスＦｃ）とモノクローナルマウス抗チューブリンとのモル比約
１：１、３：１、５：１および１０：１の複合体。これらを、ＢｉｏＳｅｐ　Ｓ－３００
０カラムを使用し、そして０．１Ｍ　ＮａＰｉ、０．１Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ６．８を用い
て流速０．２５ｍＬ／分にて溶出する、分析的ＨＰＬＣにより分離した。５：１モル比を
使用する分離例（図６）は、このモル比を使用すると、標識複合体形成が本質的に定量的
であることを示す。
【０１４３】
　（実施例１１．他の種のＩｇＧに対するヤギＦａｂ抗（マウスＦｃ）の交差反応性）
　マイクロプレートを、マウス種または非マウス種由来のＩｇＧを用いて一晩平衡化し、
その後、ＢＳＡを用いてさらにブロックした。種々の量のビオチニル化ヤギ抗（マウスＦ
ｃ）Ｆａｂフラグメントを、各ウェルに添加し、そして結合させた。洗浄後、ストレプト
アビジン－ＨＲＰおよびＡｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄペルオキシダーゼ基質を添加した。ＨＲＰ
活性を、Ａｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄ　Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）を使用してＨ２Ｏ２の添加
によって検出した。５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．４）中に２００μＭ　Ａ
ｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄ試薬、１Ｕ／ｍＬ　ＨＲＰおよび１ｍＭ　Ｈ２Ｏ２（３％溶液）を含
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む反応物を、室温にて３０分間インキュベートした。５６０±１０ｎｍでの励起および５
９０±１０ｎｍでの蛍光検出を使用して、蛍光マイクロプレートリーダーを用いて蛍光を
測定した。Ｈ２Ｏ２を含まないコントロール反応物について測定したバックグラウンド蛍
光を、各値から差引いた（表１および図２）。表１は、抗体のＦｃ領域が非常に保存され
た構造であることに起因して、ヤギ抗（マウスＦｃ）抗体が、他の非マウス抗体（ラット
抗体およびヒト抗体が挙げられる）と複合体形成するために使用され得ることを示す。マ
ウス抗体とのヤギ抗マウスＩｇＧ抗体の反応を１００％に設定した。交差反応性抗体を、
マウス対マウスデータと比較したパーセンテージとして表した。表１におけるデータは、
本発明のヤギ抗（マウスＦｃ）抗体のＦａｂフラグメントが、ヤギＦｃドメインともヒツ
ジＦｃドメインとも強力には結合しないことを示す。しかし、当業者は、ヤギＦｃドメイ
ンおよびヒツジＦｃドメインまたは他の任意の種のＦｃドメインと反応する抗体を作製し
得る。この実施例においてビオチニル化Ｆａｂヤギ抗（マウスＦｃ）を使用した。なぜな
ら、ビオチニル化Ｆａｂヤギ抗（マウスＦｃ）は、従来の方法において交差反応性量を定
量するための簡便な方法を提供したからであるが、しかしこの方法は、発蛍光団Ｆａｂ標
識ヤギ抗（マウスＦｃ）を使用して達成され得る。（実施例１０におけるような）ＨＰＬ
Ｃによって、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識ヤギ抗（ウサギＦｃ）がウサギ一
次抗体に結合したことが示された。
【０１４４】
【表１】

　（実施例１２：マイクロプレートアッセイを使用した、免疫グロブリン結合タンパク質
　対　標的抗体の最適モル比の決定）
　８．０μＬ　ＰＢＳ中の１．６μｇのマウスモノクローナル抗ビオチン（ＭＷ　約１４
５，０００）に、種々の量の、ヤギ抗（マウスＦｃ）（ＭＷ　約５０，０００）（実施例
４にて調製した）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識Ｆａｂフラグメントを添加
して、免疫標識複合体を形成した。２０分間の平衡後、１００μＬのアリコートを、ビオ
チン化ＢＳＡで被覆した９６ウェルマイクロプレートに添加した。３０分後、そのプレー
トを洗浄し、４８５＋／－１０ｎｍでの励起および５３０＋／－１２．５ｎｍでの検出発
光を用いる蛍光マイクロプレートリーダーを使用して、残りの蛍光を定量した。図３に示
されるように、ヤギ抗（マウスＦｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識Ｆａｂ
フラグメント　対　抗ビオチンのモル比（５～２０の間）は、かなりの程度の検出可能な
複合体を形成するに十分であった（図３；蛍光を定量した（三連で行った（丸）；コント
ロール実験を行ったが、一次抗ビオチン抗体を加えなかった（黒四角）））。免疫グロブ
リン結合タンパク質および標的抗体のこの対に関しては、約５～約１０のモル比が好まし
かった。この比は、シグナルを増大もしくは減少させるため、または高価な試薬の消費に
影響を及ぼすために、いくらか変更され得る。免疫グロブリン結合タンパク質　対　標的
結合抗体の重量比は、免疫グロブリン結合タンパク質の実際の分子量に特に影響を受ける
。
【０１４５】
　例えば、等重量の色素標識ヤギＦａｂ抗（マウスＦｃ）（実施例５にて調製された）お
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よびインタクトなマウス一次抗体（これは、約３：１のモル比に対応する）は、通常、適
切な標識複合体を生じる。免疫標識複合体の蛍光強度（または酵素的活性）は、使用され
る標識Ｆａｂフラグメントの量の対応する調節によって、容易に調節される。
【０１４６】
　他の標識タンパク質（標識されたプロテインＡ、プロテインＧ、プロテインＬ、ＩｇＧ
結合ペプチドおよび一次抗体の他のセグメントに対する抗体を含む）に対する比、ならび
にＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素（適切な酵素基質と組み合わせた酵素を含む）以
外の標識の結合体に対する比の同様な分析は、本質的には、この実施例に記載されるよう
に行われる。
【０１４７】
　（実施例１３：免疫標識複合体の解離速度）
　予め平衡化した免疫標識複合体を、ヤギ抗（マウスＦｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　
４８８色素標識Ｆａｂフラグメント５０μｇおよび抗ビオチンモノクローナル抗体（ｍＡ
ｂ）１５μｇから調製した。免疫標識複合体を、抗ビオチンｍＡｂに対して６．２モル過
剰を与えるに十分な捕捉成分を用いて迅速に希釈した。種々のときに、アリコートを採取
し、過剰のビオチン化ＢＳＡを含有するマイクロプレートウェルに添加した。３０分後、
そのプレートを洗浄し、残りの蛍光を定量した。標識タンパク質の標識結合抗体からの交
換を介する置換を、マイクロプレートウェル中の蛍光の任意の時間依存性減少によって測
定した。例えば、実施例４に記載されるように調製したフラグメントは、実施例５に従っ
て調製したフラグメントに８７％結合したのと比較して、３０分後に標的結合抗体に６８
％のフラグメントが結合した。１時間で、それぞれ、５６％および６８％の類似の減少が
見られた。標識タンパク質は、標的結合抗体との安定な相互作用を受けることが示され、
半分の交換の寿命は、これらの条件下では、３．５時間であった。解離速度を、実施例４
に従って調製した標識タンパク質および実施例５に従って調製した標識タンパク質につい
て測定すると、実施例５に従って調製した標識タンパク質を使用して、より大きな安定性
の免疫標識複合体を作製したことが実証された。
【０１４８】
　（実施例１４：培養細胞を単一の免疫標識複合体で染色するためのプロトコル）
　培養可能な細胞（例えば、ウシ肺動脈内皮細胞（ＢＰＡＥＣ））を、２２×２２ｍｍの
ガラスカバースリップ上で増殖させた。その細胞を、ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）補充ＤＭＥ
Ｍ中の３．７％　ホルムアルデヒドを用いて、３７℃にて１０分間固定した。この固定し
た細胞を、ＰＢＳで３回洗浄した。その細胞を、ＰＢＳ中の０．０２％　Ｔｒｉｔｏｎ　
Ｘ－１００で１０分間透過性にし、ＰＢＳで３回洗浄し、ＰＢＳ中の１％　ＢＳＡで３０
分間ブロックした。細胞型および細胞調製物、固定および透過化方法のバリエーション（
抗原回収の方法を含む）は、当業者に周知である。免疫標識複合体を、実施例８に記載さ
れるように調製した。この免疫標識複合体を、サンプル中に存在する一次抗体に対する結
合部位が存在する場合には検出可能なシグナルを与えるに十分な量にて、その固定および
透過性にした細胞に直接添加した。代表的には１０～６０分（通常は、約１５～３０分）
のインキュベーション時間後、その細胞を、新たな培地で洗浄し、標識を、標識の検出に
適切な方法により評価した。免疫標識複合体による染色の前に、その染色後に、またはそ
の染色と組み合わせて、青色の蛍光性核を生じるさらなる試薬（例えば、ＤＡＰＩ）によ
る染色が行われ得る。
【０１４９】
　（実施例１５：培養細胞を複数の免疫標識複合体で染色するためのプロトコル）
　実施例１４に記載のように、細胞を固定および透過性にした。複数の免疫標識複合体を
、実施例８に記載の手順に従って、種々の標識タンパク質から個々に調製した。その複数
の免疫標識複合体を、実施例１４に記載の手順に従って、細胞を染色するために、個々に
もしくは連続的に使用したかのいずれかであったか、または２以上の免疫標識複合体を、
単一の染色溶液中で形成し、次いで混合し、サンプルを同時に染色するために使用した。
細胞固定および透過化のための最適な方法ならびに免疫標識複合体の組み合わせの最適な
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比を、代表的には、単一の免疫標識複合体または組み合わせで使用される複数の免疫標識
複合体を使用する予備実験により決定する。第１の免疫標識複合体を、ヤギ抗（マウスＦ
ｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識Ｆａｂフラグメントおよびマウスモノク
ローナル抗α－チューブリンから調製し、第２の免疫標識複合体を、ヤギ抗（マウスＦｃ
）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８色素標識Ｆａｂフラグメントおよびマウスモノクロ
ーナル抗ビメンチン（抗ビメンチンは、腹水調製物であった）から調製し、第３の免疫標
識複合体を、ヤギ抗（マウスＦｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素標識Ｆａｂフ
ラグメントおよびマウスモノクローナル抗ｃｄｃ６ペプチド抗体（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ）から調製した。この３つの異なる免疫標識複合体のアリコートを合わせ、
これを使用して、ＢＰＡＥ細胞を３０分間染色し、新たな培地で洗浄し、３つの色素につ
いて適切な光学フィルターを使用する蛍光顕微鏡により観察した。この実施例において、
いくつかの細胞は、抗ビメンチン抗体による細胞質染色、抗ｃｄｃ６ペプチド抗体による
核染色および有糸分裂状態にある細胞の指標である、抗αチューブリン抗体による紡錘体
の染色を示した。免疫標識複合体による染色のさらに前に、その染色の後に、またはその
染色と組み合わせて、上記の実施例において青色蛍光アクチンフィラメントを生じるさら
なる試薬（例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　３５０ファロイジン）による染色が行われ
得る。
【０１５０】
　組み合わせて使用される免疫標識複合体は、同じ種に由来する抗体を標的としなくても
よい。例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識ヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ
）とマウスＩｇＧ１モノクローナル標的結合抗体との複合体およびＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ　５９４色素標識ヤギ抗（ウサギＦｃ）とウサギ一次標的結合抗体との複合体が、調製
され得、組み合わせ染色プロトコルにおいて使用され得る。
【０１５１】
　（実施例１６：組織を単一の免疫標識複合体で染色するためのプロトコル）
　約１６μｍ厚切片のマウス腸凍結切片（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｏｒｅｇｏｎ　
ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ　ｃｏｒｅ　ｆａｃｉｌｉｔｙ）を、スライドにマウントした。腸を
灌流し、切り出し、包埋、および切片化する前に、４％　ホルムアルデヒドで固定した。
組織切片を、ＰＢＳ中で２０分間再水和した。免疫標識複合体を、実施例８に記載のよう
に調製した。簡潔には、０．１％　ＢＳＡを含有する１μＬ　ＰＢＳ中の０．１μｇのマ
ウスモノクローナル抗ｃｄｃ６ペプチド（核抗原）を、室温にて１０分間、５μＬ　ＰＢ
Ｓ中のヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　３５０色素標識Ｆａ
ｂフラグメント（実施例４のように調製した）０．５　μｇと複合体化した。過剰のヤギ
抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）のＦａｂフラグメントを、非標識マウスＩｇＧの１４．１ｍ
ｇ／ｍＬストック２５μｌで捕捉した。その組織を、０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０で１０分間透過性にした。組織を、ＰＢＳで２回洗浄し、１％　ＢＳＡ中で３０分間ブ
ロックした。その免疫標識複合体を、直接、その組織に３０分間添加し、ＰＢＳ中で３回
洗浄した。そのサンプルを、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＰｒｏｂｅｓのＰｒｏｌｏｎｇ　ａｎ
ｔｉｆａｄｅマウンティング媒体にてマウントし、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　３５０色素
に適切な光学フィルターを使用する蛍光顕微鏡によって観察した。結果により、マウスモ
ノクローナル抗ｃｄｃ６ペプチド免疫標識複合体が、マウス腸組織切片において特異的な
核標識を示すことが示された。組織型および組織調製物、固定および透過化方法、マウン
ティング方法（抗原回収のための方法を含む）のバリエーションは、当業者に周知である
。
【０１５２】
　（実施例１７：チラミドシグナル増幅（ＴＳＡ）と組み合わせた組織標的の染色）
　マウス脳凍結切片を、モノクローナル抗体に対する標識タンパク質のモル比　３を使用
して、本質的に実施例８のように調製した西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）標識ヤ
ギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）抗体とマウスＩｇＧ１モノクローナル抗（グリア線維性酸
性タンパク質（ＧＦＡＰ））との予め形成した複合体で標識した。マウス組織の染色は、
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本質的に、実施例１６のとおりであった。染色の局在化および強度を、（ａ）ヤギ抗マウ
スＩｇＧ　ＨＲＰ結合体およびマウス抗ＧＦＡＰ、（ｂ）ヤギ（抗マウスＩｇＧ１　Ｆｃ
）抗体のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識Ｆａｂフラグメントのマウス抗ＧＦＡ
Ｐとの複合体、（ｃ）Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８ヤギ抗マウスＩｇＧ二次抗体およ
びマウス抗ＧＦＡＰ、ならびに（ｄ）Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素とマウス抗Ｇ
ＦＡＰとの直接の結合体の、局在化および強度と比較した。ＨＲＰ結合体化プローブを、
ＴＳＡキット＃２（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．）を使用して、標準的
な手順に従って、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８チラミドとともにインキュベートした
。各場合における組織染色パターンは、マウス抗ＧＦＡＰの推定される染色パターンと類
似および一致しており、染色は、本質的に、非特異的バックグラウンドを含まなかった。
デジタル画像化により測定される染色の相対的蛍光強度は、以下の順番のとおりであった
：ＨＲＰヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）とマウス抗ＧＦＡＰとの複合体についての５４
１相対強度単位および（上記の文字によって示される組み合わせを使用する）：（ａ）５
３９相対強度単位、（ｂ）２３４相対強度単位、（ｃ）２９４相対強度単位、および（ｄ
）２５５相対強度単位。
【０１５３】
　（実施例１８．多重免疫標識複合体による生きた細胞の染色）
　第１の免疫標識複合体を、ヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）およびマウスモノクローナ
ル抗（ヒトＣＤ８）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識Ｆａｂフラグメントから
調製し、第２の免疫標識複合体を、ヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）およびマウス抗（ヒ
トＣＤ３）のＲ－フィコエリスリン結合体化Ｆａｂフラグメントから調製し、そして第３
の免疫標識複合体を、ヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）およびマウス抗（ヒトＣＤ４）の
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素標識Ｆａｂフラグメントから調製した。これらの複
合体を、実施例８に記載されるようにして調製し、そして各々を、２０μｇ（１４．１μ
ｇ／ｍＬで１．３μＬ）のマウスＩｇＧで、室温で１０分間ブロックした。第１の免疫標
識複合体を、１００μＬの全血に加え、そして１５分間インキュベートした。この細胞を
、ＰＢＳで洗浄し、そして２８０．５μＬの第２の免疫標識複合体を添加し、そして１５
分間インキュベートした。この細胞を、サイド洗浄し、そして４６．２μＬの第３の標識
複合体を添加し、そして１５分間インキュベートした。最後のインキュベーションの後、
赤血球細胞を、細胞溶解緩衝液を用いて溶解した。この細胞を、１％　ホルムアルデヒド
／ＰＢＳに再懸濁し、そしてＦＡＣＳ　Ｖａｎｔａｇｅフローサイトメーターで、４８８
ｎｍのアルゴンイオンレーザーを使用して、第１および第２の免疫標識複合体の励起につ
いて分析し、そして６３３ｎｍの赤色Ｈｅ－Ｎｅレーザーを使用して、第３の免疫標識複
合体の励起について分析した（図５ａ、５ｂ）。色素の検出のために使用した励起バンド
パスフィルターは、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８（ＣＤ８）について、５２５＋／－
１０ｎｍであり、Ｒ－ＰＥ（ＣＤ３）について、５８５＋／－２１ｎｍであり、そしてＡ
ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素（ＣＤ４）について、６７５＋／－１０ｎｍである。
図５ａおよび５ｂは、本発明が、末梢血リンパ球を使用する３色免疫表現型決定実験にお
いて使用され得ることを示す。ＣＤ３陽性Ｔ細胞を、ヤギ抗（マウスＦｃ）およびマウス
抗（ヒトＣＤ３）のＲ－フィコエリスリン結合体化Ｆａｂフラグメントで染色した（左Ｕ
Ｓ（ＵＬ）象限、図５ａ）。Ｔ細胞サブセットのＣＤ４陽性細胞を、ヤギ抗（マウスＩｇ
Ｇ１　ＦＣ）およびマウス抗ヒト（ＣＤ４）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素標識
Ｆａｂフラグメントを使用して同定し（ＵＬ象限、図５ｂ）、そしてＴ細胞サブセットの
ＣＤ８陽性Ｔ細胞を、ヤギ抗（マウスＩｇＧ１　ＦＣ）およびマウスモノクローナル抗（
ヒトＣＤ８）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識Ｆａｂフラグメントを使用して
同定する（右下（ＬＲ）象限、図５ｂ）。
【０１５４】
　生きた細胞（培養細胞および脳脊椎液のような生物学的流体由来の細胞を含む）の曝露
された抗原は、免疫標識複合体（２つ以上の別個に検出可能な免疫グロブリン結合タンパ
ク質で標識された同じ標的に対する抗体を含む）の組合せによって、同時にまたは連続し
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て染色され得る。
【０１５５】
　（実施例１９）
　ヤギ抗（マウスＦｃ）の色素標識Ｆａｂは、多数の着色標的を作製するための、一次抗
体をコンビナトリアル標識のために使用され得る。
【０１５６】
　第１の免疫標識複合体を、実施例４に記載の手順に従って、ヤギ抗（マウスＩｇＧ１　
Ｆｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識Ｆａｂフラグメント（２．５μｇ）を
、０．５μｇのマウス抗ヒトＣＤ３（Ｃａｌｔａｇ、２００μｇ／ｍＬ）と合わせること
によって、作製した。第２の免疫標識複合体を、実施例４の手順に従って、ヤギ抗（マウ
スＩｇ　Ｇ１　Ｆｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素標識Ｆａｂフラグメント（
５．０μｇ）を、０．５μｇのマウス抗ヒトＣＤ３と合わせることによって、作製した。
各複合体を、別々に、室温で５分間インキュベートし、次いで、各複合体を、別々に、過
剰のマウスＩｇＧ（１４．１ｍｇ／ｍＬ）と、室温で５分間合わせて、過剰の結合してい
ない色素標識Ｆａｂフラグメントを捕捉した。次いで、２種の免疫標識複合体を、異なる
割合の組合せ（表２を参照のこと）で、洗浄してヘパリン処理した血液（１００μＬ）に
添加した。この細胞を、それぞれの複合体の組合せと共に、２０分間氷上でインキュベー
トした。次いで、赤血球細胞を、細胞溶解緩衝液を用いて溶解した。この細胞を、１％　
ホルムアルデヒド／ＰＢＳに再懸濁し、そして励起のための４８８ｎｍアルゴン６３３Ｈ
ｅＮｅレーザー、ならびに５３０＋／－１０ｎｍバンドパス発光フィルター（ＦＬ１）お
よび６４０ロングパスフィルター（ＦＬ４）を使用して、ＦａｃＶａｎｔａｇｅフローサ
イトメーターで分析した。異なる組合せ割合の５個のサンプル（表２）を、フローサイト
メトリーにより比較し、シグナルを、ＦＬ１およびＦＬ４で収集した。各タイプの発光に
より演出された細胞の割合を決定するために、各割合の組合せのＦＬ１およびＦＬ４の強
度を、このような組合せのＦＬ１およびＦＬ４のチャネル強度を、それぞれ、１００％　
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識細胞の強度および１００％　Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ　６４７色素標識細胞の強度で割ることによって、正規化した。
【０１５７】
　（表２．理論的　対　回収されたヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）の色素標識Ｆａｂフ
ラグメントのコンビナトリアル実験）
【０１５８】
【表２】

　（実施例２０：免疫標識複合体は、ウェスタンブロットで抗原を検出するために使用さ
れ得る）
　ウシ心臓ミトコンドリアを単離した（Ｈａｎｓｏｎら、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉ
ｓ　２２，９５０（２００１））。この単離したミトコンドリアを、１００ｍＭのＴｒｉ
ｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８）、１ｍＭのフェニルメチルスルホニルフルオリド（プロテアー
ゼインヒビター）、２％のＳＤＳ中に約１０ｍｇ／ｍＬまで再懸濁し、不溶性物質を、テ
ーブルトップ遠心分離器で、１０，０００×ｇで１０分間遠心分離することによって除去
した。この溶解物のタンパク質濃度を、ＢＣＡアッセイ（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒ
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ｄ，ＩＬ）により検査した。ゲル電気泳動のためのサンプルを、溶解物、水および装填緩
衝液を適切な濃度まで混合し（サンプル中の装填緩衝液の最終濃度：５８ｍＭ　Ｔｒｉｓ
／ＨＣｌ、１０％　グリセロール、２％　ＳＤＳ、０．０２ｍｇ／ｍＬ　ブロモフェノー
ルブルー、５０ｍＭ　ＤＴＴ、ｐＨ８．６）。次いで、このサンプルを、９０℃で５分間
加熱し、その後、ゲルに装填し、そして１３％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで分離した。８μ
ｇの抽出物から０．０３μｇまでの抽出物の２倍段階希釈物を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに
装填した。これらのタンパク質を、製造業者の指示に従って、半乾燥移行システムを使用
して、１．５時間にわたって、ＰＶＤＦ膜に移動させた（Ｔｈｅ　Ｗ．Ｅ．Ｐ．Ｃｏｍｐ
ａｎｙ，Ｃｏｎｃｏｒｄ，ＣＡ）。このＰＶＤＦ膜を、５％乳汁中で１時間ブロックした
。
【０１５９】
　免疫標識複合体を、２つの異なるミトコンドリアタンパク質を認識するマウスモノクロ
ーナル抗体を用いて作製した。ヤギ抗（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ　６４７色素標識Ｆａｂフラグメント（実施例４のように調製した、５μＬの１ｍｇ／
ｍＬストック）を、２１μＬ（０．８８ｍｇ／ｍＬ）のマウス抗（ＣＶ－α）と共にイン
キュベートし、そして（マウスＩｇＧ１　Ｆｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素
標識Ｆａｂフラグメント（実施例４のように調製した、５μＬの１ｍｇ／ｍＬストック）
を、１９μＬ（０．８８ｍｇ／ｍＬ）のマウス抗（ＣＩＩＩ－コア２）（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）と共にインキュベートした。３０分間のイン
キュベーションの後、１４．１ｍｇ／ｍＬの未標識マウスＩｇＧ（２５μＬ）を、各管に
添加した。次いで、これらの免疫標識複合体を、一緒に混合し、そして５％乳汁中で５ｍ
Ｌにした。ブロットを、免疫標識複合体の混合物と共に、室温で１時間インキュベートし
た。このブロットを、２回、それぞれＰＢＳＴ（０．１％　Ｔｗｅｅｎを含むＰＢＳ）で
、５秒間洗浄し、そして１回、ＰＢＳＴで１５分間洗浄した。このブロットを、空気乾燥
し、そして適切なフィルターを備えるＥＧ＆Ｇ　Ｗａｌｌａｃ　Ｉｍａｇｅｒで画像化し
た。ウエスタンブロッドは、適切な分子量の２つの異なるバンドを示した。ウェスタンブ
ロットはまた、抗体の交差標識が生じなかったことを示し、そして検出限界は、１２５ｎ
ｇであった。
【０１６０】
　（実施例２１：高親和性および高いＩｇＧ産生因子を同定するためのハイブリドーマの
ハイスループットスクリーニング）
　１蛍光色標識の蛍光標識抗原および異なる蛍光色のヤギ抗（マウスＦｃ）の蛍光標識Ｆ
ａｂフラグメントの両方を含むマイクロプレートを、実施例４および５に記載される方法
によって作製した。ハイブリドーマ上清を、収集し、そしてウェルに添加した。このハイ
ブリドーマが、所望の抗体（すなわち、標識抗原に結合する抗体）を産生する場合、この
標識抗原に対応する蛍光の偏光は、抗原特異的抗体を含むウェルの可視化を可能にする。
さらに、ハイブリドーマを産生するＩｇＧの量は、標識Ｆａｂフラグメントに対応する蛍
光の偏光によって同時に同定され得る。従って、この方法は、特定の量のハイブリドーマ
上清中に存在する抗体の量、および抗原に対するモノクローナル抗体の親和性の両方の定
量を可能にする。
【０１６１】
　上記の実施例で用いられる試薬は、市販されているか、または市販の機器、方法または
当該分野で公知であるかもしくはその調製がこれらの実施例で記載されている試薬を使用
して調製され得る。上記の説明および結果から、本発明が、生物学的サンプル中の標的の
存在を検出するための現在利用可能な方法よりもはるかに優れていることが明らかである
。本発明は、無制限の媒体中で、特異性および感度を維持しつつ、少量の抗体の標識を可
能にすることによって、現在使用されている方法の欠点を克服する。これらの実施例は、
本発明の多くの異なる実施形態の網羅的な説明を提供することを意図しない。従って、上
記の発明は、例示および理解をより明確にする目的のための例としていくぶん詳細に記載
されているが、当業者は、多くの変更および改変が、添付の特許請求の範囲の意図または
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【０１６２】
　本明細書中で記載される全ての刊行物、特許および特許出願は、各々個々の刊行物、特
許または特許出願が、詳細かつ個別に参考として援用されることが示されるかのように、
本明細書中で参考として援用される。
【図面の簡単な説明】
【０１６３】
【図１】図１は、免疫標的複合体（標的結合抗体および標識試薬）の形成の模式図を示す
。
【図２】図２は、多様な種のＩｇＧでコートしたマイクロプレートを用いて観察されるよ
うなヤギＦａｂ抗（マウスＦｃ）の種特異性を示す。多様な種をＢＳＡでブロッキングし
、ビオチン化したヤギＦａｂ抗（マウスＦｃ）と反応させ、洗浄し、次いでストレプトア
ビジン西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）で処理し、次に過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）お
よびＡｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄペルオキシダーゼ検出試薬で処理した。
【図３】図３は、ヤギＦａｂ抗（マウスＦｃ）標識試薬の好ましいモル比を示す。種々の
量のヤギ抗（マウスＦｃ）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素標識化Ｆａｂフラグメ
ントを、一定量の抗ビオチンモノクローナル抗体（ｍＡｂ）に添加した。この混合物を２
０分間平衡化し、次いでマイクロプレートウェル中のビオチン化ＢＳＡに添加した。この
混合物を２０分間平衡化し、次いでマイクロウェルプレート中のビオチン化ＢＳＡに添加
した。結合を可能にした後、このプレートを洗浄し、残留する蛍光を定量した。この分析
を３連で実施した（丸）コントロール実験を、一次抗ビオチン抗体を添加することを除い
て、上記のように実施した（黒四角）。
【図４】図４は、均質な溶液において調製した標識試薬（実施例４）とカラムで調製した
標識試薬（実施例５）についての蛍光強度（実施例６）の比較を示す。
【図５】ＣＤ３陽性Ｔ細胞を検出するためのＲ－フィコエリトリン（Ｒ－ＰＥ）（図５Ａ
）、ＣＤ４陽性Ｔ細胞を検出するためのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素（図５Ｂ）
およびＣＤ８陽性Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素（図５Ｂ）に結合された標識試薬
を用いる、Ｔ細胞上の複数標的の検出を示す（実施例１８）。このＣＤ－３検出Ｔ細胞は
左上（ＵＬ）クワドラントおよび右上（ＵＲ）クワドラントにおいて示される。ＣＤ３陽
性細胞である全リンパ球の相対％は、８３．３％（ＵＬ＋ＵＲ）である。ＣＤ８陽性Ｔ細
胞を検出するためのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色素で染色されたリンパ球およびＣ
Ｄ３陽性Ｒ－ＰＥ色素で染色されたリンパ球の相対％は、３５．１％である（ＵＲクワド
ラント）。左下クワドラント（ＬＬ、２０．４％）は、ＣＤ３陰性リンパ球（すなわち、
非Ｔ細胞）（ＮＫ細胞、Ｂ細胞およびいくつかの単球を含む）を示す。右下（ＬＲ、２．
７％）領域は、非Ｔ細胞であり、これは非特異的に染色されている。図５Ｂはさらに、Ａ
ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素ＣＤ４陽性およびＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色
素ＣＤ８陽性に再分類されるＣＤ３陽性Ｔ細胞を示す。全リンパ球のうちのＣＤ４陽性細
胞は５０．９％（ＵＬクワドラント）および全リンパ球のうちＣＤ８陽性細胞は２４．５
％（ＬＲクワドラント）を示す。ＬＬクワドラント内の細胞（２３．１％）は非Ｔ細胞で
あり、一方ＵＲクワドラント内の細胞（１．５％）は、おそらく非特異的に染色されたリ
ンパ球である。
【図６】図６は、マウスＩｇＧ１標的結合抗体に対するＡｌｅｘ　Ｆｌｕｏｒ　４８８色
素で標識したヤギＦａｂ抗（マウスＦｃ）標識試薬結合の、高分解能サイズ排除クロマト
グラフィー分析を示す。この標識試薬は、単独で、３８分にピークを示し；標的結合抗体
は、単独で、３３分にピークを示す。標識試薬および標的結合抗体が約５：１（標識試薬
：標的結合抗体）のモル比で一緒に混合される場合、得られる免疫標識複合体は、２９分
にピークを示した（実施例１０）。
【図７】図７は、カラムに固定した場合に、標識が標識試薬に結合する、標識試薬の製造
を示す。
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摘要(译)

要解决的问题：提供免疫标记复合物和方法。 一种形成免疫标记复合物
的方法，包括步骤：a）使靶结合抗体的溶液与标记试剂子集接触，其中
所述标记试剂子集包括i）它是由比区分或ii）的试剂的物理特性的标记，
则步骤; b）一种靶标结合的抗体和标记试剂子集，一个或多个标记试剂
以形成靶结合抗体和免疫标记的复合物，靶结合抗体的区域被标记试剂
选择性结合; c）任选地包含免疫球蛋白或其片段的捕获试剂，通过添加
标记试剂去除未结合的标记试剂;和d）根据需要重复a），b）和c）以形
成一组免疫标记复合子集，它提供了标记的试剂不包括蛋白A，方法。 
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