
(57)【要約】

本発明は、小さな分析物のために非競合的な免疫アッセ

イ法であって、分析物が、2つの結合パートナーと反応

するアッセイ法に向けられる。第1の結合パートナーは

、分析物に結合して、第1の結合パートナーと分析物の

間で複合体を形成し、第2の結合パートナーは、第1の結

合パートナーと分析物によって形成される複合体と結合

する。分析物と結合パートナーの間で形成される生じる

複合体が検出される。結合パートナーは、抗体断片を含

む抗体などのタンパク質である。本発明は、さらに、本

アッセイ法に有用な試薬対および試験キットに、並びに

試薬対の使用に、およびこれらの調製のための方法に関

する。新規の試薬およびこれらの調製のための手段も提

供される。

JP 2006-506634 A 2006.2.23



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、 前 記 分 析 物 を 含 む 試 料 を 、
前 記 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ
ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 含 む 試 薬 対 と 反 応 さ せ る こ と と （ こ こ で
、 前 記 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 前 記 分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結
合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 選 択 す る こ と に よ っ て デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ
ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ ） 、 並 び に 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 を 決 定 す る こ と と を 含 み 、 こ
う し て 試 料 中 の 分 析 物 の 存 在 を 示 す ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、 前 記 第 1お よ び 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 抗 体 断
片 Fabお よ び scFvか ら 選 択 さ れ る ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ア ッ セ イ 法 が 均 質 ア ッ セ イ 法 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ッ セ イ 法 が 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ FRET） に 基 づ く 、 請 求 項 3の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 分 析 物 が 乱 用 薬 物 で あ る 、 前 述 の 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 分 析 物 が 、 モ ル ヒ ネ 、 テ ト ラ ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル （ THC） 、 ま た は ア ン フ ェ タ ミ
ン で あ る 、 請 求 項 5に 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ の た め の 試 薬 対 で あ っ て 、 前 記 分 析 物 と
結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と
結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 含 み 、 前 記 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 お よ び 第 1
の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 デ ィ
ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 試 薬 対 。
【 請 求 項 ８ 】
　 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め の 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 キ
ッ ト は 、 前 記 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合
パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 含 む 試 薬 対 を 含 み 、 前 記 第 2の 結
合 パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト
ナ ー を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得
ら れ る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 1お よ び 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 抗 体 断 片 Fabお よ び scFvか ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 8に
記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 均 質 ア ッ セ イ 法 の た め の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 8ま た は 9に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ FRET） に 基 づ い た ア ッ セ イ 法 の た め の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 10
に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 乱 用 薬 物 を ア ッ セ イ す る た め の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 に 記 載 の 試 験 キ
ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 複 数 の 乱 用 薬 物 を ア ッ セ イ す る た め の 複 数 の 試 薬 対 を 含 む 、 請 求 項 12に 記 載 の 試 験 キ ッ
ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 モ ル ヒ ネ 、 テ ト ラ ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル （ THC） 、 ま た は ア ン フ ェ タ ミ ン を ア ッ セ イ す
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る た め の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 8～ 13の い ず れ か 1項 に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 1お よ び 配 列 番 号 2を 含 む M1 Fabの リ ガ ン ド 結 合 部 分 ； 配 列 番 号 3お よ び 配 列 番
号 4を 含 む M2 Fab； お よ び 配 列 番 号 5を 含 む K11 scFvか ら な る 群 よ り 1つ ま た は 複 数 の 試 薬
を 含 む 請 求 項 14に 記 載 の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 リ ガ ン ド 結 合 部 分 が 、 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 番 号 3～ 108お よ び 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸
番 号 4～ 123；
ま た は 配 列 番 号 3の ア ミ ノ 酸 番 号 3～ 108お よ び 配 列 番 号 4の ア ミ ノ 酸 番 号 4～ 123； ま た は 、
配 列 番 号 5の ア ミ ノ 酸 番 号  3～ 120お よ び 140～ 246に よ っ て 形 成 さ れ る 、 請 求 項 15に 記 載 の
試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お け る 、 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結
合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結
合 パ ー ト ナ ー と を 含 む 試 薬 対 の 使 用 で あ っ て 、 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 お よ び 第 1
の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 選 択 す る こ と に よ っ て デ ィ ス
プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ の た め の 試 薬 対 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て
、 前 記 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト
ナ ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 提 供 す る こ と を 含 み 、 前 記 第 2の 結 合 パ
ー ト ナ ー は 、 分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー
を 選 択 す る こ と に よ っ て デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る
方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 組 換 え 抗 体 断 片 が 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 調 製 さ れ る 、 請 求 項 18に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー も 、 デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら
得 ら れ る 、 請 求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 配 列 番 号 1お よ び 配 列 番 号 2を 含 む M1 Fabの リ ガ ン ド 結 合 部 分 ； 配 列 番 号 3お よ び 配 列 番
号 4を 含 む M2 Fab； ま た は 配 列 番 号 5を 含 む K11 scFvを 含 む 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 の 前 記 リ ガ ン ド 結 合 部 分 が 、 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 番 号 3～ 108お よ び 配
列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 番 号 4～ 123； ま た は 配 列 番 号 3の ア ミ ノ 酸 番 号 3～ 108お よ び 配 列 番 号 4
の ア ミ ノ 酸 番 号 4～ 123； ま た は 配 列 番 号 5の ア ミ ノ 酸 番 号 3～ 120お よ び 番 号 140～ 246に よ
っ て 形 成 さ れ る 、 請 求 項 21の 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 配 列 番 号 1お よ び 配 列 番 号 2； 配 列 番 号 3お よ び 配 列 番 号 4
； ま た は 配 列 番 号 5を 有 す る 、 請 求 項 21に 記 載 の 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 21、 22、 ま た は 23に 記 載 の 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 21、 22、 ま た は 23に 記 載 の 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 本 発 明 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 、 お よ び 特 に 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ
セ イ 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に ア ッ セ イ 法 に 有 用 な 試 薬 対 お よ び 試 験 キ ッ ト に 、 並 び
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に 試 薬 対 の 使 用 に 、 お よ び こ れ ら の 調 製 の た め の 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 新 規 の 試 薬 お よ び
こ れ ら の 調 製 の た め の 手 段 が 提 供 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 技 術 的 背 景
　 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 分 析 物 と 競 合 す る 外 部 試 薬 を 添 加 し な け れ ば な ら ず 、 こ
れ は 非 競 合 的 な ア ッ セ イ 形 式 の 場 合 に は 不 要 で あ る 。 免 疫 化 学 に よ る 分 析 物 の 検 出 の た め
の 選 択 の 方 法 は 、 今 日 で は 、 2つ の 抗 体 が 分 析 物 の 2つ の 異 な る エ ピ ト ー プ と 結 合 し 、 い わ
ゆ る サ ン ド イ ッ チ 型 の ア ッ セ イ 法 を 生 じ さ せ る 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ る 。 こ の よ
う な ア ッ セ イ 法 は 、 高 分 子 量 の 分 析 物 に よ く 適 し て お り 、 こ れ は 、 速 度 、 感 度 、 お よ び 特
異 性 の 改 善 を も た ら し 、 現 代 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 必 要 と さ れ て い る 。 し か し 、 低 分 子 量 の
分 子 は 独 立 し て 複 数 の 抗 体 に 同 時 に 結 合 す る ほ ど 十 分 に 大 き く な い た め に 、 小 さ な 分 析 物
の た め の 非 競 合 的 な ア ッ セ イ 法 を 開 発 す る こ と は 困 難 な 作 業 で あ っ た 。 従 っ て 、 特 異 性 お
よ び 感 度 に 関 す る 多 く の 基 本 的 な 問 題 が あ る に も か か わ ら ず 、 小 さ な 分 析 物 の 検 出 の た め
に は 、 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 が ほ ぼ 使 用 さ れ て き た だ け で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 開 発 を 報 告 し て い る 刊 行 物
が わ ず か に 存 在 す る 。 こ れ ら の 論 文 で は 、 分 析 物 に 結 合 し て い る 一 次 抗 分 析 物 抗 体 と 結 合
す る が 、 単 独 で 一 次 抗 体 ま た は 分 析 物 と 結 合 し な い 二 次 抗 免 疫 複 合 体 （ 抗 IC） 抗 を 開 発 し
て い る Ullman et al., 1993；  Self et al., 1994；  Towbin et al., 1995)。 Ullman et 
al., 1993は 、 テ ト ラ ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル （ THC） に 対 す る 抗 体 の 免 疫 複 合 体 を 認 識 す る
抗 体 を 記 載 し て い る 。 抗 IC抗 体 は 、 免 疫 原 と し て 親 和 性 ラ ベ ル し た 抗 THC抗 体 を 使 用 し て
、 Δ 9 THCが 存 在 下 す る こ と に よ っ て 結 合 が 増 強 さ れ る 抗 IC抗 体 を 選 択 す る こ と に よ っ て 得
た 。 Self et al.（ 1994） は 、 ジ ゴ キ シ ン を 決 定 す る た め の 抗 IC抗 体 を 調 製 す る 際 と 同 じ
原 理 を 使 用 し た 。 Towbin et al.（ 1995） は 、 ハ プ テ ン ・ ア ン ジ オ テ ン シ ン IIの た め の サ
ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、 免 疫 化 で は 、 抗 IC抗 体 を 得 る た め に 抗 免 疫 複 合 体 で
免 疫 化 す る 前 に 、 複 合 体 を 形 成 し て い な い 一 次 抗 体 で 寛 容 化 す る こ と を 含 む ア ッ セ イ 法 を
報 告 し て い る 。 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ に 使 用 す る 抗 IC抗 体 は 、 今
ま で は 、 免 疫 化 に よ っ て 得 ら れ た 従 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ
た が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る ア ッ セ イ 法 は 、 一 次 抗 体 の ラ ベ リ ン グ お よ び 二 次 抗 体 の
固 定 化 、 ま た は そ の 逆 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 小 さ な 分 析 物 の た め の い わ ゆ る 「 独 自 測 定 基 準 」 の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 Mare
s et al.（ 1995） に よ っ て 開 発 さ れ た 。 彼 ら は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル （ oeastradiol） 特 異
的 な 一 次 抗 体 の 高 頻 度 可 変 領 域 内 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 2つ の タ イ プ の 抗 イ デ ィ
オ タ イ プ 抗 体 を 使 用 し た 。 第 1の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ ベ ー タ タ イ プ ） は 、 一 次 抗 体 の
結 合 部 位 に エ ピ ト ー プ の た め の 分 析 物 と 競 合 す る 能 力 を 有 す る 。 第 2の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ
（ ア ル フ ァ タ イ プ ） は 、 一 次 抗 体 の 可 変 領 域 内 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 か つ 結 合 は 分 析 物
の 存 在 に 感 受 性 で な い 。 し か し 、 ア ル フ ァ タ イ プ は 、 ベ ー タ タ イ プ の 存 在 下 に お い て 一 次
抗 体 が 結 合 す る こ と を 立 体 的 に 邪 魔 す る 。 こ れ ら の 3つ の タ イ プ の 抗 体 に よ り 、 小 さ な 分
析 物 の た め の 非 競 合 的 な ア ッ セ イ 法 の 開 発 を 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 い わ ゆ る 開 放 型 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 ハ プ テ ン の 検 出 の た め に 開 発 さ れ た （
Suzuki et al., 2000； Suzuki et al., 1999； Yokozeki et al., 2002） 。 こ れ ら は 、 い
く つ か の 抗 体 の 別 々 の V H お よ び V L 鎖 の 会 合 が 、 抗 原 の 存 在 下 に お い て 非 常 に 有 利 に な る こ
と に よ る 現 象 に 基 づ い た 非 競 合 的 な ア ッ セ イ 法 で あ る （ Ueda et al., 1996） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 の 有 意 な 利 益 に も か か わ ら ず 、 こ の よ う な 小 さ な 分 析 物 の
た め の ア ッ セ イ 法 は 、 ほ ん の わ ず か の 例 し か 報 告 さ れ て い な い 。 そ の 理 由 は 、 お そ ら く 、
動 物 を 免 疫 す る こ と に よ っ て 二 次 （ 抗 免 役 複 合 体 ま た は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ ） 抗 体 を 産 生 す
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る こ と が 困 難 な こ と に あ る 。 た と え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kohler、 お よ び Milstein、
1975） に よ っ て 開 発 さ れ た 抗 ハ プ テ ン ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス の 自 己 抗 原 で あ り
、 こ れ ら に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と は 、 困 難 で あ る  (Maruyama et a/., 2002; U
llman et al., 1993; Kobayashi et al., 2000)。 さ ら な る 問 題 は 、 免 疫 化 に 使 用 さ れ る
免 疫 複 合 体 が 、 免 役 複 合 体 に 対 す る 応 答 が 得 ら れ る 前 に 、 破 壊 さ れ る 傾 向 が あ る と い う こ
と で あ る （ Ullman et al., 1993; Kobayashi et al., 2000） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 こ こ で 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ ・ プ ロ ト コ ル で あ っ
て 、 抗 IC抗 体 が 開 発 さ れ た と き に 、 今 ま で に 最 も 困 難 な 作 業 で あ っ た 免 疫 複 合 体 で 動 物 を
免 疫 化 す る こ と を 回 避 す る 免 疫 ア ッ セ イ ・ プ ロ ト コ ル を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 さ ら
に ア ッ セ イ の 速 度 、 感 度 、 お よ び 単 純 さ を 改 善 す る 同 種 の 免 疫 ア ッ セ イ を 容 易 に す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 発 明 の 概 要
　 小 さ な 分 析 物 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 使 用 す る た め の 抗 IC抗 体 を 生 じ さ せ る こ と に 付
随 す る 問 題 点 は 、 今 回 、 免 疫 し た 動 物 か ら の 代 わ り に 、 デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ
ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 必 要 な 抗 IC抗 体 を 供 給 す る こ と に よ っ て 回 避 す る こ と が で き る 。 フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 莫 大 な 数 の ク ロ ー ン を 含 み 、 抗 体 断 片 な ど の 所
望 の 結 合 を コ ー ド す る も の か ら 構 築 さ れ て い て も よ く 、  一 連 の パ ニ ン グ に よ っ て 濃 縮 お
よ び 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ ト コ ル に よ り 、 費 用 効 果 が あ り 、 か つ 実 行 可 能 な 方
法 で 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 迅 速 で 、 信 頼 で き 、 ま た 単 純 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 開 発 の た め
の 新 た な 可 能 性 が 開 け る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 1つ の 目 的 は 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ
っ て 、 前 記 分 析 物 を 含 む 試 料 を 、 前 記 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分
析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 含 む 試
薬 対 と 反 応 さ せ る こ と を 含 む 小 さ な ア ッ セ イ 法 で あ る 。 本 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 第 2の 結 合
パ ー ト ナ ー が 、 前 記 分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー
ト ナ ー を 選 択 す る こ と と 、 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 を 決 定 す る こ と と に よ っ て デ ィ ス
プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ 、 こ う し て 試 料 中 に 分 析 物 が 存 在
す る こ と を 示 す 点 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 本 発 明 の 目 的 は 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め の
試 薬 対 で あ っ て 、 前 記 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記
第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 含 み 、 前 記 第 2の 結 合
パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ
ー を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら
れ る と い う 点 を 特 徴 と す る 試 薬 対 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 本 発 明 の 目 的 は 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 の
た め の 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 キ ッ ト は 、 前 記 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー
と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー
と を 含 む 試 薬 対 を 含 み 、 前 記 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー
の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結
合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 分 析 物 と
結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分 析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と
結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 含 む 試 薬 対 の 使 用 で あ っ て 、 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、
分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複 合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 選 択 す る こ
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と に よ っ て デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 使 用 に 向 け ら
れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 な お さ ら な る 本 発 明 の 目 的 は 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ の た め の
試 薬 対 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 分 析 物 と 結 合 す る 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と 、 前 記 分
析 物 お よ び 前 記 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 と 結 合 す る 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と を 提 供 す
る こ と を 含 み 、 前 記 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 お よ び 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー の 前 記 複
合 体 と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 選 択 す る こ と に よ っ て デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ
ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 新 規 の 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 こ れ ら が 配 列 番 号 1お よ び 配
列 番 号 2を 含 む M1 Fabの リ ガ ン ド 結 合 部 分 ； 配 列 番 号 3お よ び 配 列 番 号 4を 含 む M2 Fab； ま
た は 配 列 番 号 5を 含 む K11 scFvを 含 む と い う 点 を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 新 規 の 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA、 並 び に こ れ ら を 発 現 す る 宿 主 細 胞 も 、 本 発 明
に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 有 利 な 態 様 は 、 従 属 請 求 項 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 目 的 、 詳 細 、 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 図 面 、 詳 細 な 説 明 、 お よ び 実 施 例
か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ の た め の 試 薬 対 は 、 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー お よ び 第 2の
結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 。 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 に 結 合 し て 、 第 1の 結 合 パ ー ト ナ
ー と 分 析 物 の 間 の 複 合 体 を 形 成 す る 。 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー お よ
び 分 析 物 に よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 体 と 結 合 す る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 通 常 、 所 望 の 結 合 性
質 を 有 す る 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 な ど の タ ン パ ク 質 で あ る 。 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で
あ り 、 こ れ は 、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 ま た は IgDの ク ラ ス に 属 す る 可 能 性 が あ り ； IgGお よ
び IgMが 最 も 多 用 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 Fabま た は scFv断 片 な ど の
リ ガ ン ド -結 合 部 位 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 。 Fab断 片 （ 断 片 抗 原 結 合 ） と し て 知 ら れ る 断 片
は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン お よ び 第 1の 定 常 ド メ イ ン に ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に
よ っ て 共 有 結 合 性 に 付 着 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン お よ び 定 常 ド メ イ ン か
ら 成 る 。 Fv（ 可 変 ド メ イ ン ） は 、 リ ガ ン ド 結 合 を 担 う 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 可 変 領 域 を 意
味 す る 。 ScFv（ 単 鎖 Fv） は 、 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン が ペ プ チ ド に よ っ て 連
結 さ れ て 、 単 一 の mRNA分 子 か ら 合 成 さ れ た 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 形 態 す る 分 子 を 意 味 す
る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 は 、 共 に リ ガ ン ド 結 合 を 担 当 す る 。 リ ガ ン
ド は 、 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 す る 物 質 で あ り 、 抗 体 に 関 し て は 、 こ れ は 抗 原 ま た は ハ プ テ
ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 従 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま
た は こ れ ら の 断 片 あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 、 こ れ は 組 換 え の も の で あ り 、 第 2の 結 合
パ ー ト ナ ー も 同 様 で あ る 。 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー を 選 択 し た と き に 、 こ れ は 、 そ の リ ガ ン
ド と 複 合 体 を 形 成 し て 、 こ の 複 合 体 を 、 組 換 え ラ イ ブ ラ リ ー か ら 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー を
選 択 す る た め に 使 用 す る 。 リ ガ ン ド を 伴 わ な い 1の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 逆 淘 汰 と し て 使 用
す る 。 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 複 合 体 の み を 認 識 し 、 任 意 の 有 意 な 程 度 で 遊 離 の 第 1の 結
合 パ ー ト ナ ー ま た は 遊 離 の 抗 原 を 認 識 し な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 都 合 な こ と に は 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー で あ り

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-506634 A 2006.2.23



、 こ れ は 典 型 的 に は デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト
ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー の 一 般 的 な 原 理 は 、 こ れ ら が 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 結 合 パ ー ト ナ ー 表
面 に 存 在 す る こ と で あ る （ 酵 母 も し く は 細 菌 細 胞 な ど の 微 生 物 細 胞 、 ま た は フ ァ ー ジ の 表
面 に あ っ て も よ い ） 。 ま た 、 デ ィ ス プ レ イ 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ・ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 新 生
タ ン パ ク 質 お よ び mRNAの 安 定 な 複 合 体 が 、 イ ン ビ ト ロ で の 発 現 系 に お い て 産 生 さ れ る デ ィ
ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー で あ る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー は 、
最 も 多 用 さ れ る 。 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 お よ び そ の 適 用 は 、 た と え ば Hoogenboom
 et al., 1998に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 適 切 な フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ベ ク タ ー 内
に 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ ー ン を コ ー ド す る cDNAを ク ロ ー ン 化 す る こ と に よ っ て 構 築 し て も よ
い 。 何 百 万 も の 抗 体 断 片 の 変 種 を コ ー ド す る DNAを フ ァ ー ジ ・ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 一 部 と
し て ベ ク タ ー に バ ッ チ ク ロ ー ン 化 す る 。 細 菌 内 に ベ ク タ ー を 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 、
異 な る 特 異 性 を 有 す る 何 百 万 も の 抗 体 断 片 を 含 む 大 規 模 な ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と が で き
る 。 細 菌 の 培 養 に よ り 、 こ れ ら の 表 面 上 に 抗 体 断 片 を 示 す フ ァ ー ジ を 発 現 す る こ と と な る
。 示 さ れ る 抗 体 の 遺 伝 子 は 、 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム 内 に 保 有 さ れ 、 し た が っ て 、 表 現 型 と 遺 伝 子
型 が 結 び つ い て い る 。 示 さ れ る タ ン パ ク 質 と そ の DNAの 間 の 物 理 的 な 結 び つ き に よ り 、 パ
ニ ン グ と 呼 ば れ る 単 純 な イ ン ビ ト ロ で の 選 択 手 法 に よ っ て 莫 大 な 数 の タ ン パ ク 質 の 変 種 （
そ れ ぞ れ が 、 そ の 対 応 す る DNAに 結 び つ い て い る ） の ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 と な る 。 最 も
簡 単 な 形 態 で は 、 パ ニ ン グ は 、 キ ャ リ ア 上 に 固 定 さ れ た 関 心 対 象 の リ ガ ン ド と 共 に フ ァ ー
ジ に 示 さ れ た 変 種 の プ ー ル を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 結 合 し て い な い フ ァ ー ジ を 洗 い 流
す こ と 、 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 を 破 壊 す る こ と に よ っ て 特 異 的 に 結 合 し た フ ァ ー ジ を 溶 出
す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 次 い で 、 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ を イ ン ビ ボ で 増 幅 さ せ る 。 本 方
法 を 数 回 繰 り 返 し て 、 最 も し っ か り と 結 合 す る 配 列 を 採 用 し て フ ァ ー ジ ・ プ ー ル を 段 階 的
に 濃 縮 す る 。 約 3～ 6ラ ウ ン ド の 選 択 お よ び 増 幅 の 後 、 最 適 な ク ロ ー ン を シ ー ケ ン ス し 、 さ
ら な る 発 現 の た め に 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細 胞 、 た
と え ば 、 酵 母 、 動 物 、 植 物 、 も し く は 昆 虫 の 細 胞 、 ま た は 細 菌 細 胞 で あ っ て も よ い 。 ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ っ て も よ く 、 こ れ は 、 形 質 転 換 後 に 組 換 え モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る 。 ま た 、 組 換 え 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 少 な く と も そ の 一 部 を 合 成 で 製 造 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 組 換 え 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る と い う 概 念 に よ り 、 小 さ な 分 析 物 の た め の 非 競 合 的
な サ ン ド イ ッ チ ・ ア ッ セ イ 法 が 可 能 に な る 。 サ ン ド イ ッ チ は 、 全 て の 標 準 的 な 免 疫 ア ッ セ
イ 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 通 常 、 1つ の パ ー ト ナ ー は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ
ル ま た は ビ ー ズ な ど の キ ャ リ ア 上 に 固 定 さ れ て い る 。 サ ン ド イ ッ チ は 、 分 析 物 お よ び そ の
他 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 存 在 下 で 形 成 さ れ る 。 サ ン ド イ ッ チ は 、 た と え ば 二 次 抗 体 を 使 用 す
る こ と に よ っ て 、 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 少 な く と も １ つ に ラ ベ リ ン グ す る こ と に よ っ て
検 出 し て も よ い 。 ラ ベ ル は 、 放 射 性 ラ ベ ル 、 酵 素 、 ま た は 蛍 光 化 合 物 な ど の 従 来 の い ず れ
の ラ ベ ル で あ る こ と も で き る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 た と え ば 、 ELISAま た は FIAで あ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 試 薬 対 の 大 き な 利 点 は 、 同 種 の （ homogenous） 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 す
な わ ち 溶 液 中 で 行 う 免 疫 ア ッ セ イ 法 が 可 能 に な る と い う こ と で あ る 。 固 定 お よ び 洗 浄 の 工
程 を 回 避 す る こ と に よ り 、 極 め て 単 純 な ア ッ セ イ 法 と な る 。 ま た 、 こ の よ う な 試 験 は 、 現
場 で 、 す な わ ち 研 究 室 以 外 の 場 所 で 試 験 す る た め に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し い 同 種 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ FRET） に 基 づ く も の で あ
り 、 総 説 に つ い て は 、 Szllsi et al.（ 1998） を 参 照 さ れ た い 。 FRETで は 、 分 子 フ ル オ ロ
フ ォ ア （ ド ナ ー ） か ら の エ ネ ル ギ ー に よ っ て 高 エ ネ ル ギ ー 状 態 を 生 じ 、 分 子 間 の 双 極 子 -
双 極 子 カ ッ プ リ ン グ を 経 て 、 も う 一 つ の フ ル オ ロ フ ォ ア （ ア ク セ プ タ ー ） へ 移 さ れ る 。 こ
れ は 、 ド ナ ー と ア ク セ プ タ ー の 間 の 距 離 が 短 く （ 10～ 100Å ） 、 ド ナ ー の ス ペ ク ト ル と ア
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ク セ プ タ ー の 吸 収 ス ペ ク ト ル が 部 分 的 に 重 複 す る 蛍 光 で あ る 場 合 に の み 可 能 と な る 。 次 い
で 、 エ ネ ル ギ ー 転 移 は 、 蛍 光 の 変 化 と し て 検 出 さ れ る 。 時 間 分 解 蛍 光 が 利 用 さ れ る こ と が
多 い （ Hemmil et al.、 1988） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 FRETは 、 2つ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ こ れ ら は 、 好 ま し く は FRETド ナ ー  ア ク セ プ タ ー 対 を 形
成 す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る ） を ラ ベ リ ン グ す る こ と に よ っ て 本 発 明 に
適 用 さ れ る 。 結 合 パ ー ト ナ ー お よ び 分 析 物 が 小 さ な と き は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 非 常 に 近
く に 入 り 、 測 定 可 能 な FRETシ グ ナ ル が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 治 療 薬 お よ び 濫 用 薬 物 、 ス テ ロ イ ド 、 ホ ル モ ン 類 、 代 謝 産 物 、 並 び に 環 境 の
汚 染 物 質 お よ び 毒 素 な ど の 低 分 子 量 の 分 析 物 の た め の 便 利 か つ 迅 速 な 解 析 ツ ー ル を 提 供 す
る 。 こ れ ら の 小 さ な 分 析 物 の 一 般 的 な 特 徴 は 、 抗 原 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 2つ の
抗 体 を 使 用 す る 従 来 の サ ン ド イ ッ チ ・ ア ッ セ イ 法 の た め に は こ れ ら が あ ま り に 小 さ す ぎ る
と い う こ と で あ る 。 こ れ ら の 小 さ な 分 析 物 の 分 子 量 は 、 通 常 5000よ り も 小 さ い が 、 限 界 は
絶 対 的 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 環 境 ハ ザ ー ド 、 食 品 お よ び 飼 料 中 の 毒 性 化 合 物 、 進 行 中 の プ ロ セ ス
、 た と え ば 微 生 物 プ ロ セ ス を 表 す 化 学 薬 品 、 生 体 系 の 代 謝 プ ロ セ ス を 検 出 す る 際 に 、 並 び
に 臨 床 試 験 、 薬 物 モ ニ タ リ ン グ 、 お よ び 薬 理 学 的 研 究 な ど の 際 に 、 各 種 の 調 査 に 使 用 し て
も よ い 。 本 ア ッ セ イ 法 は 、 ア ヘ ン 剤 （ た と え ば 、 モ ル ヒ ネ ） 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 カ ン ナ ビ
ノ イ ド （ た と え ば 、 テ ト ラ ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル （ THC） ） 、 バ ル ビ ツ ー ル 剤 、 ベ ン ゾ ジ
ア ゼ ピ ン 、 コ カ イ ン 、 LSD、 メ サ ド ン 、 メ タ カ ロ ン 、 フ ェ ン シ ク リ ジ ン 、 プ ロ ポ キ シ フ ェ
ン 、 三 環 系 抗 う つ 薬 な ど の 乱 用 薬 物 を 検 出 す る た め に 極 め て 適 し て い る 。 同 種 の ア ッ セ イ
法 は 、 現 場 で の 試 験 の た め の 、 警 察 が 運 転 手 を 手 入 れ す る 際 に 使 用 す る た め に 優 れ た 便 利
な ツ ー ル を 提 供 す る 。 薬 物 お よ び 濫 用 薬 物 に つ い て の 解 析 を す る 試 料 は 、 た と え ば 血 液 、
血 清 、 尿 、 ま た は 唾 液 な ど の い ず れ の 体 液 試 料 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 試 薬 対 は 、 試 験 キ ッ ト に 含 ま れ て い て も よ い 。 こ の 試 験 キ ッ ト は 、 反 応 溶 液 、
緩 衝 液 、 洗 浄 溶 液 、 並 び に ラ ベ ル お よ び 選 択 的 に 蛍 光 光 度 計 な ど の 検 出 手 段 な ど の 、 ア ッ
セ イ 法 に 必 要 と さ れ る そ の 他 の 何 ら か の 試 薬 を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。 好 ま し く は 、 試
験 キ ッ ト は 、 互 い に 物 理 的 に 分 離 さ れ た 、 た と え ば 多 く は マ イ ク ロ ア レ イ の 形 態 の 複 数 の
試 薬 対 を 含 み 、 こ れ に よ り 、 た と え ば 単 一 の だ 液 試 料 か ら 同 時 に 多 く の 異 な る 乱 用 薬 物 を
試 験 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 特 別 な 態 様 に お い て 、 モ ル ヒ ネ を 検 出 す る た め の 試 薬 対 が 製 造 さ れ 、 前 記 物 質
に つ い て の 同 種 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 使 用 さ れ る 。 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 免 役 キ ャ リ ア B
SAに 結 合 し た モ ル ヒ ネ で 免 疫 し た マ ウ ス か ら の cDNAか ら 産 生 さ れ る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る Fab断 片 で あ る 。 モ ル ヒ ネ 特 異 的 な 抗 体 フ ァ ー ジ を 、 BSAに
結 合 し た モ ル ヒ ネ に 対 し て 結 合 す る も の を 選 択 し 、 BSA単 独 に 結 合 す る も の を ソ ー ト し て
除 く こ と に よ っ て 濃 縮 し た 。 数 回 の パ ニ ン グ ラ ウ ン ド の 後 、 2つ の 高 度 に 結 合 す る ク ロ ー
ン を シ ー ケ ン ス し 、 発 現 さ せ る 。 発 現 さ れ た Fab断 片 に は 、 M1 Fabお よ び M2 Fabと い う 名
前 を つ け た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 モ ル ヒ ネ お よ び M1 Fabの 複 合 体 と 結 合 す る 抗 体 を 選 択 す る こ
と に よ っ て 、 未 処 置 の scFv抗 体 断 片 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 。
最 初 に 、 フ ァ ー ジ を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 M1 Fabに 結 合 さ せ 、 そ れ 自 体 が M1 Fabに 結
合 し た も の を ソ ー ト し て 除 く 。 結 合 し て い な い フ ァ ー ジ を 分 離 し て 、 モ ル ヒ ネ お よ び 固 定
さ れ た M1 Fabの 混 合 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 固 定 さ れ た M1 Fabお よ び モ ル ヒ ネ の 間 に
形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 と 結 合 す る フ ァ ー ジ を 選 択 す る 。 結 合 し て い な い フ ァ ー ジ を 分 離 し
て 洗 浄 し 、 次 い で 複 合 体 に 結 合 し た も の を 溶 出 す る 。 バ ッ ク グ ラ ン ド は 、 モ ル ヒ ネ の 不 存
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在 下 に お け る M1 Fabに 対 す る 結 合 を 点 検 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー す る 。 い く つ か の パ ニ
ン グ ラ ウ ン ド の 後 、 多 く の ク ロ ー ン を 拾 い 、 シ ー ケ ン ス し 、 発 現 さ せ て scFv断 片 K11を 生
じ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 蛍 光 に 基 づ い た 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 第 1の 結 合 パ ー ト ナ ー と し て ユ ー ロ ピ ウ ム で ラ ベ ル
し た M1 Fabを 、 お よ び 第 2の 結 合 パ ー ト ナ ー と し て Cy5で ラ ベ ル し た scFv断 片 K11を 使 用 し
て 行 う 。 結 合 パ ー ト ナ ー を 、 モ ル ヒ ネ を 含 む 唾 液 ま た は 尿 試 料 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
次 い で 所 定 の 時 間 後 に 蛍 光 を 測 定 す る 。 本 ア ッ セ イ 法 は 、 完 全 に 均 質 で あ り 、 シ グ ナ ル は
、 約 5分 で 読 み 込 み 可 能 で あ る 。 尿 お よ び 唾 液 に 対 す る 感 度 は 、 本 発 明 者 ら の モ デ ル 分 析
物 で あ る モ ル ヒ ネ の 場 合 に 当 局 に よ っ て 要 求 さ れ る も の よ り も 明 ら か に 高 い 。 試 験 の 実 行
は 、 試 薬 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に あ り 、 唾 液 ま た は 尿 の い ず れ か の 段 階 希
釈 を 添 加 す る よ う に な さ れ る 。 た と え ば 警 察 分 野 で の 使 用 に 好 適 な 態 様 に お い て 、 試 薬 は
、 容 器 中 で 乾 燥 形 態 の も の で あ る 。 唾 液 を 添 加 し 、 こ れ に よ り 試 薬 が 溶 解 し て 、 さ ら な る
工 程 を 伴 わ ず に 読 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 新 規 の 組 換 え 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 M1 Fab、 M2 Fab、 ま た は K1
1 scFvの い ず れ か の リ ガ ン ド 結 合 部 分 を 含 む 。 「 リ ガ ン ド 結 合 部 分 」 は 、 結 合 を 担 う 分 子
の 部 分 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た 配 列 の 軽 微 な バ リ エ ー シ
ョ ン ま た は 修 飾 は 、 こ れ ら が タ ン パ ク 質 の 結 合 活 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と を 条 件 と し て
、 な お 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 非 限 定 の 実 施 例 に よ っ て 図 示 さ れ る 。 し か し 、 上 記 明 細 書 に 、 お よ び
実 施 例 に お い て 与 え ら れ る 態 様 は 、 例 示 の 目 的 の み の た め で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で
あ り 、 そ の 種 々 の 改 変 と 変 更 態 様 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 実 施 例 1　
　 抗 モ ル ヒ ネ 抗 体 の 開 発 　
　 マ ウ ス の 免 疫 化 　
　 46週 間 目 の 雌 Balb／ cマ ウ ス に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の BSAに 結 合 し た モ ル ヒ ネ
（ Fitzgerald） を 3週 間 隔 で 免 疫 し た 。 血 清 試 料 を 2回 目 の 追 加 抗 原 注 射 の 後 に 試 験 し て 、
直 接 的 な ELISAに お い て 抗 原 に 対 し て 最 高 の 反 応 を 示 す マ ウ ス を 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー の 供 与 源 と す る た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 　
　 全 て の 基 本 的 な 組 換 え DNA法 は 、 本 質 的 に （ Sambrook et al. 1990） に 記 載 さ れ た と お
り に 行 っ た 。 モ ル ヒ ネ BSA抱 合 体 に 対 し て 最 高 の 抗 体 反 応 を 有 す る マ ウ ス を 屠 殺 し 、 総 RNA
を RNagents（ 登 録 商 標 ） Total RNA Isolation System（ Promega Co.、 WI、 USA） を 使 用 し
て 脾 細 胞 か ら 単 離 し た 。 総 RNAの mRNAプ ー ル を Oligotex　 mRNAキ ッ ト （ QIAGEN Inc.、 Germ
any） で 単 離 し た 。 cDNAは 、 オ リ ゴ dTプ ラ イ ミ ン グ で mRNAか ら 合 成 し た 。 抗 体 Fab断 片 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 は 、 抗 体 カ ッ パ ー 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 特 異 的 な プ ラ
イ マ ー を 使 用 し て PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 抗 体 軽 鎖 PCR産 物 を プ ー ル し 、 NheIお よ び AscI制
限 酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 QlAquick Gel Extraction Kit（ QIAGEN Inc.、 Germany） と 組
み 合 わ せ て 調 製 用 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 精 製 し た 抗 体 軽 鎖 DNAを p
Comb3（ Barbas et al.、 1991） に 由 来 す る Fabフ ァ ー ジ ミ ド ・ ベ ク タ ー phargemid9に ラ イ
ゲ ー シ ョ ン し 、 電 気 穿 孔 法 に よ っ て 大 腸 菌 XL1-Blue株 （ Stratagene） に 形 質 転 換 し た 。 プ
ラ ス ミ ド DNAは 、 オ ー バ ー ナ イ ト 培 養 物 か ら QIAGEN Plasmid Midi Kit（ QIAGEN Inc.、 Ger
many） に よ っ て 単 離 し た 。 重 鎖 の Fd領 域 （ 可 変 領 域 お よ び 第 1の 定 常 領 域 ） を コ ー ド す る P
CR産 物 を プ ー ル し 、 Sfi胃 お よ び Not胃 制 限 酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 調 製 用 の ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 単 離 に よ っ て 精 製 し 、 軽 鎖 DNAを 含 む フ ァ ー ジ ミ ド ・ ベ ク タ ー に 結 合 し た 。 Fab断 片 の 両
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方 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る フ ァ ー ジ ミ ド ・ ベ ク タ ー を 電 気 穿 孔 法 に よ っ て 大 腸 菌 TO
P10F細 菌 （ Invitrogen Inc.、 CA、 USA） に 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を シ ェ ー カ
で +37℃ に お い て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 プ ラ ス ミ ド DNAを QIAGEN Plasmid Midi Kitに よ
っ て 単 離 し た 。 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 多 様 性 は 、 個 々 の ク ロ ー ン の 部 分 的 な V L -ま た は V H -遺
伝 子 領 域 を シ ー ケ ン ス す る こ と に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 以 下 の 通 り に 作 製 し た ： 4μ gの 抗 体 ラ イ ブ
ラ リ ー プ ラ ス ミ ド DNAを 、 2つ の 平 行 し た 形 質 転 換 で 電 気 穿 孔 法 に よ っ て 大 腸 菌 TOP10Fに 形
質 転 換 し た 。 形 質 転 換 後 、 細 胞 を 2,8 mlの SOC培 地 に 懸 濁 し 、 シ ェ ー カ で +35℃ に お い て 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 7mlの 予 熱 し た （ +37℃ ） SB培 地 、 20μ g／ mlの カ ル ベ ニ シ リ ン
、 お よ び 10μ g／ mlの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 添 加 し た 。 シ ェ ー カ で +35℃ に お い て 1時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 30μ g／ mtの カ ル ベ ニ シ リ ン を 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 1時 間 続
け 、 そ の 後 に 1ml（ ～ 10 1 1  pfu） の ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ VCS-M13（ Stratagene） を 添 加 し て 、
ゆ っ く り と 振 盪 さ せ な が ら +35℃ で 20分 間 、 フ ァ ー ジ を 細 菌 に 感 染 さ せ た 。 平 行 し た 形 質
転 換 を 共 に 合 わ せ て 、 50μ g／ mlの カ ル ベ ニ シ リ ン お よ び 10μ g／ mlの テ ト ラ サ イ ク リ ン を
有 す る 80mlの 予 熱 さ れ た （ +37℃ ） SB培 地 を 添 加 し た 。 シ ェ ー カ で +35℃ に お い て 2時 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 70μ g／ mlの カ ナ マ イ シ ン を 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 一 晩 続 け
た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 細 胞 を +4℃ で 4000gで 15分 間 遠 心 し た 。 20mlの 20%の PEG、 2.5Mの NaCl（ PEG／ NaCl） を 上
清 に 添 加 し 、 こ れ を 氷 上 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PEG沈 殿 し た フ ァ ー ジ を +4℃ で 130
00gで 20分 間 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を 2mlの PBSに 懸 濁 し 、 1mlを 2つ の エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー
ブ に 移 し た 。 +4℃ で 5分 間 遠 心 分 離 後 、 200μ lの PEG／ NaClを 上 清 に 添 加 す る こ と に よ っ て
フ ァ ー ジ を 沈 殿 さ せ た 。 溶 液 を 混 合 し 、 +4℃ で 5分 間 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を 1mlの PBSま た
は PBS+1% BSAに 懸 濁 し た 。 1μ lの 20%の Na-ア ジ 化 物 を 保 存 剤 と し て 添 加 し た 。 フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 +4℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 抗 モ ル ヒ ネ ・ ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択 　
　 モ ル ヒ ネ 特 異 的 抗 体 は 、 以 下 の 選 択 手 法 に よ っ て フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ
ー か ら 選 択 し た ： マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル を 、 1μ gの BSAに 結 合 し た モ ル ヒ ネ （ モ ル ヒ ネ B
SA; Fitzgerald Industries International, Inc., MA, USA） の 100μ lの 100mMの Na-炭 酸
水 素 塩 緩 衝 液 、 pH 9.8溶 液 で +4℃ に お い て 一 晩 被 覆 し た 。 ウ ェ ル を PBSで 2回 洗 浄 し 、 1%の
BSAの PBS溶 液 で 、 +37℃ で 1時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 100μ lの フ ァ ー ジ ・ ラ イ ブ ラ リ ー を 振 盪 し
な が ら RTで 1時 間 ウ ェ ル 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 に 結 合 し て い な い フ ァ ー ジ を 除 去
し て ウ ェ ル を PBSで 22回 洗 浄 し た 。 結 合 し た フ ァ ー ジ を 100μ lの 100mMの HCI（ pH 2.2） で 1
5分 管 溶 出 し た 。 溶 出 し た フ ァ ー ジ を ウ ェ ル か ら 除 去 し て 、 1Mの ト リ ス で 中 和 し た 。 10μ g
／ mlの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 補 っ た SB中 で 培 養 し た 3mlの 新 し い 大 腸 菌 XL1-Blue細 胞 （ OD 6 0 0
～ 1） を 、 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ に +35℃ で 15分 間 感 染 さ せ た 。 20μ g／ mlの カ ル ベ ニ シ リ ン
お よ び 10μ g／ mlの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 有 す る 7mlの 予 熱 さ れ た SB（ +37℃ ） を 添 加 し 、 培
養 液 を シ ェ ー カ で +35℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 30μ g／ mlの カ ル ベ ニ シ リ ン を 添 加
し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 1時 間 続 け た 。 1mlの ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ ・ VCS-M13を 培 養 液 に 添
加 し 、 ゆ っ く り と 振 盪 し な が ら 15分 間 、 +35℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 養 液 を 50μ g／ ml
の カ ル ベ ニ シ リ ン お よ び 10μ g／ mlの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 有 す る 90mlの 予 熱 さ れ た （ +37℃
） SBで 希 釈 し た 。 シ ェ ー カ で +35℃ に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 70μ g／ mlの カ
ナ マ イ シ ン を 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 一 晩 続 け た 。 増 幅 さ れ た フ ァ ー ジ の 精 製 は 、
上 記 の 通 り に PEG沈 殿 に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 精 製 し た フ ァ ー ジ を さ ら な る 濃 縮 ラ ウ ン ド に 使 用 し た 。 4回 の 選 択 ラ ウ ン ド の 後 、 モ ル
ヒ ネ 特 異 的 抗 体 フ ァ ー ジ は 、 バ ッ ク グ ラ ン ド と 比 較 し た と き に 1000倍 以 上 濃 縮 さ れ て い た
。 フ ァ ー ジ の バ ッ ク グ ラ ン ド 結 合 は 、 BSA被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 中 で フ ァ ー ジ ・ ラ
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イ ブ ラ リ ー を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 選 択 ラ ウ ン ド に お い て 平 行 し
て モ ニ タ ー し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 フ ァ ー ジ を モ ル ヒ ネ -BSA被 覆 ウ ェ ル に 溶 出 し た 。 モ ル
ヒ ネ 特 異 的 な フ ァ ー ジ の 濃 縮 は 、 バ ッ ク グ ラ ン ド ウ ェ ル か ら 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ の 量 に 対
し て モ ル ヒ ネ -BSA被 覆 ウ ェ ル か ら 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ の 量 を 比 較 す る こ と に よ っ て モ ニ タ
ー し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 個 々 の ク ロ ー ン の 特 徴 づ け 　
　 4回 目 の パ ニ ン グ ・ ラ ウ ン ド の 後 、 フ ァ ー ジ ミ ド DNAを QIAGEN Plasmid Midi Kitに よ っ
て 単 離 し た 。 Fab遺 伝 子 断 片 を 単 離 す る た め に 、 プ ラ ス ミ ド を NheIお よ び NotI制 限 酵 素 で
消 化 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 単 離 し た DNAを 発 現 ベ ク タ ー pKKtacに ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 ラ
イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 物 を 大 腸 菌 XL1-Blue細 胞 に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 個 々 の ク ロ ー ン を 選 択 し 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを QIAprep Spin Miniprep Kit（ QIAGEN Inc
.、 Germany） で 抽 出 し た 。 ミ ニ プ レ ッ プ の 配 列 決 定 に 従 っ て 、 2つ の 異 な る Fabが ク ロ ー ン
が 見 い だ さ れ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン を M1お よ び M2と 呼 ん だ 。 M1 Fab断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 配 列 番 号 1（ 軽 鎖 ） お よ び 配 列 番 号 2（ 重 鎖 ） で あ っ た 。 ア ミ ノ 酸 番 号 3～ 108は 、 可 変 領
域 を 示 し 、 番 号 109～ 215は 、 M1軽 鎖 （ 配 列 番 号 1） の 中 で 定 常 領 域 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 番 号 4
～ 123は 、 可 変 領 域 を 示 し 、 番 号 124～ 226は 、 M1重 鎖 （ 配 列 番 号 2） の 定 常 領 域 を 示 す 。 M2
 Fab断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 3（ 軽 鎖 ） お よ び 配 列 番 号 4（ 重 鎖 ） で あ っ た 。 ア ミ
ノ 酸 番 号 3～ 108は 、 可 変 領 域 を 示 し 、 番 号  109～ 215は 、 M2軽 鎖 （ 配 列 番 号 3） の 定 常 領 域
を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 番 号 4～ 123は 、 可 変 領 域 を 示 し 、 番 号 124～ 226は 、 M2重 鎖 （ 配 列 番 号 4
） の 定 常 領 域 を 示 す 。 残 り の ア ミ ノ 酸 は 、 ク ロ ー ン 技 術 に 由 来 す る も の で あ り 、 い く つ か
の C末 端 の ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 の 単 離 お よ び 精 製 を 容 易 に す る 。 ま た 、 小 規 模 （ 3ml）
の Fab発 現 培 養 液 を 作 製 し た 。 細 胞 の 周 辺 質 画 分 を PBS中 で 3回 、 細 胞 を 凍 結 お よ び 解 凍 す
る こ と に よ っ て 単 離 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 モ ル ヒ ネ に 対 す る 個 々 の Fabク ロ ー ン の 結 合 は 、 モ ル ヒ ネ BSA被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ
ル 内 で の ELISAに よ っ て 試 験 し た ： マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル を 200ngの モ ル ヒ ネ -BSAの 0.1M
の Na-炭 酸 水 素 塩 緩 衝 液 、 pH 9.8溶 液 で +4℃ に お い て 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 対 照 ウ ェ ル
は 、 緩 衝 液 の み で 満 た し た 。 コ ー テ ィ ン グ 後 、 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 RTで 1時 間 0.5%
の BSAの PBS溶 液 （ BSA／ PBS） で ブ ロ ッ ク し た 。 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 周 辺 質 画 分 の 1
： 10希 釈 を ウ ェ ル 内 の BSA／ PBSの 100μ lに 添 加 し た 。 シ ェ ー カ で RTに お い て 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 1： 2000希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結
合 抗 マ ウ ス Fab特 異 的 抗 体 （ Sigma、 A-1293） を 100μ lの BSA／ PBSに 添 加 し た 。 ウ ェ ル を シ
ェ ー カ で RTに お い て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSで 3回 を 洗 浄 し た 。 100μ lの ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 溶 液 （ 2mg/mlの p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト ジ -Na-塩 の ジ エ タ ノ ー ル
ア ミ ン -MgCl-緩 衝 液 溶 液 ） を ウ ェ ル に 添 加 し 、 吸 光 度 を 測 定 し た 。 予 備 結 果 に 従 っ て 、 M1
 Fabは 、 本 ア ッ セ イ 法 に お い て よ り 良 好 な 性 能 を 示 し 、 従 っ て 、 継 続 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 発 酵 お よ び 精 製 　
　 発 現 ベ ク タ ー pKKtac中 の 抗 モ ル ヒ ネ Fab断 片 M1を 大 腸 菌 発 現 株 RV308に 形 質 転 換 し た 。 Fa
bを Bio-Flow IV発 酵 槽 （ New Bruns- wick） 内 の 流 加 回 分 発 酵 に よ っ て 発 現 さ せ て 、 セ フ
ァ ロ ー ス SPイ オ ン 交 換 お よ び タ ン パ ク 質 Gク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Pharmacia） に よ っ て 精 製
し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お け る 一 次 抗 体 の 性 能 　
　 M1抗 モ ル ヒ ネ Fab断 片 の 性 能 を 、 商 業 的 な 尿 毒 物 対 照 S1お よ び S3（ Bio-Rad） を 用 い た 競
合 的 な ELISAア ッ セ イ 法 で 試 験 し た 。 S1尿 毒 物 対 処 は 、 米 国 質 濫 用 お よ び 精 神 衛 生 サ ー ビ
ス 局 （ Substance Abuse and Mental Health Services Administration： SAMSHA)） に よ っ
て 推 奨 さ れ る 免 疫 ア ッ セ イ ・ カ ッ ト オ フ ・ レ ベ ル 以 下 の 濃 度 20～ 25%の 薬 物 お よ び 薬 物 代
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謝 産 物 （ モ ル ヒ ネ を 含 む ） を 含 む 。 S3尿 毒 物 対 照 は 、 約 3倍 の 免 疫 ア ッ セ イ ・ カ ッ ト オ フ
・ レ ベ ル の 濃 度 の 薬 物 お よ び 薬 物 代 謝 産 物 を 含 む 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル は 、 500ngの
モ ル ヒ ネ BSAの 100μ lの Nabicarbonate緩 衝 液 、 pH 9.8溶 液 で 、 +4℃ に お い て 一 晩 コ ー ト し
た 。 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 RTで 1時 間 BSA／ PBSで ブ ロ ッ ク し た 。 PBSで 3回 洗 浄 し た あ
と 、 S1、 S3（ Bio-Rad） 、 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 、 ま た は ネ ガ テ ィ ブ 対 照 の 尿 希 釈 を ウ ェ ル の 100
μ lの BSA／ PBS溶 液 に 添 加 し 、 1ngの M1 Fabで ス パ イ ク し た 。 ウ ェ ル を シ ェ ー カ で RTに お い
て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSで 3回 を 洗 浄 し た 。 1： 2000希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 結 合 抗 Fab抗 体 （ Sigma、 A-1293） を ウ ェ ル の 100μ lの BSA／ PBS溶 液 に 添 加 し 、 シ ェ ー カ
で RTに お い て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 10μ lの ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 基 質 溶 液 を 添 加 し て 、 A 4 0 5 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 図 1に 示 し て あ る 。 ポ ジ テ ィ
ブ 結 果 は 、 試 料 の 1： 64希 釈 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 M1 Fabお よ び モ ル ヒ ネ の 免 疫 複 合 体 に 特 異 的 な 抗 免 疫 複 合 体 抗 体 の 開 発 　
　 未 処 置 の ヒ ト scFvフ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 免 疫 複 合 体 特 異 抗 体 の 選
択 　
　 M1 Fab断 片 を ImmunoPure Sulfo-NHS-LC Biotinキ ッ ト （ Pierce） で ビ オ チ ン 化 し た 。 ビ
オ チ ン 化 さ れ た 抗 体 を 精 製 し 、 緩 衝 液 を Econo-Pac 10DG Columns（ Bio-Rad、 CA、 USA） で
PBSに 変 え た 。 200μ lの 未 処 置 の ヒ ト scFvフ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー （ カ ッ パ
ー ま た は ラ ム ダ 軽 鎖 ） の BSA／ PBS溶 液 を 10μ lの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 気 ビ ー ズ （ Dyn
al、 M280） お よ び 0.5μ gの ビ オ チ ン 化 さ れ た M1 Fabと 共 に +4℃ で 一 晩 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 未 処 置 の ヒ ト scFvフ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 50人 の 健 康 な 個 体 の プ
ー ル さ れ た リ ン パ 球 か ら 構 築 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ は 、 1× 10 8 ク ロ ー ン で あ る と 推
定 さ れ た 。 未 処 置 の ヒ ト scFvフ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 カ ッ パ ー ま た は ラ
ム ダ 特 異 的 な VL-遺 伝 子 の い ず れ か と 結 合 さ れ た IgM特 異 的 な VH-遺 伝 子 を 含 む 。 結 合 し て
い な い フ ァ ー ジ を ビ ー ズ か ら 分 離 し 、 こ れ ら の 100μ lを 100ngの モ ル ヒ ネ 、 500ngの ビ オ チ
ン 化 さ れ た M1 Fab、 お よ び 5μ lの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 気 ビ ー ズ と 共 に シ ェ ー カ で RT
に お い て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 選 択 手 順 の た め の バ ッ ク グ ラ ン ド は 、 同 様 の 方 法 で
行 っ た が 、 結 合 反 応 か ら モ ル ヒ ネ を 抜 い た 。 磁 気 ビ ー ズ を 0.5mlの PBSで 5回 洗 浄 し 、 結 合
し た フ ァ ー ジ を 100μ lの HCl（ pH 2.2） で 30分 間 溶 出 し た 。 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ を 1Mの ト
リ ス で 中 和 し 、 大 腸 菌 XL1Blue細 胞 に 感 染 さ せ た 。 細 胞 を 培 養 し 、 以 前 に 記 載 し た と お り
に フ ァ ー ジ を 精 製 し た 。 5回 の パ ニ ン グ ・ ラ ウ ン ド の 後 、 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ の 量 を バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド 対 照 ウ ェ ル か ら 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ の 量 と 比 較 し た と き に 、 カ ッ パ ー 軽 鎖 を
有 す る scFvラ イ ブ ラ リ ー で 濃 縮 が 見 ら れ た 。 ま た 、 選 択 ラ ウ ン ド か ら 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ
の プ ー ル を 試 験 し た と き に 、 M1 Fabお よ び モ ル ヒ ネ に よ っ て 形 成 さ れ る 免 疫 複 合 体 に 特 異
的 な 結 合 剤 の 濃 縮 が フ ァ ー ジ ELISAに お い て 明 ら か に み ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 個 体 ク ロ ー ン の 特 徴 づ け 　
　 個 々 の フ ァ ー ジ ・ ク ロ ー ン を 採 集 し 、 こ れ ら を シ ー ケ ン ス し た 。 ク ロ ー ン の 全 て は 、 同
じ 配 列 （ 配 列 番 号 5） を 有 し た 。 抗 M1 +モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 scFv断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 に は
、 K11 scFvと い う 名 前 を つ け た 。 ア ミ ノ 酸 番 号 3～ 120は 、 重 鎖 可 変 領 域 を 表 し 、 番 号 140
～ 246は 、 軽 鎖 可 変 領 域 を 表 し 、 番 号 121～ 139は 、 K11 scFv（ 配 列 番 号 5） の リ ン カ ー を 表
す 。 残 り の ア ミ ノ 酸 は 、 ク ロ ー ン 技 術 に 由 来 す る も の で あ り 、 い く つ か の C末 端 の ア ミ ノ
酸 は タ ン パ ク 質 の 単 離 お よ び 精 製 を 容 易 に す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 発 現 お よ び 精 製 　
　 scFv断 片 K 11を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー pKKtacに 挿 入 し 、 大 腸 菌 RV308株 に 形
質 転 換 し た 。 細 胞 を 100μ g／ mlの ア ン ピ シ リ ン を 有 す る 20mlの LBに 接 種 し 、 シ ェ ー カ で +3
7℃ に お い て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 オ ー バ ー ナ イ ト 培 養 物 か ら 、 10mlの 接 種 を 、 100μ
g／ mlの ア ン ピ シ リ ン を 有 す る 500mlの LBを 含 む 2つ の 三 角 フ ラ ス コ に 添 加 し た 。 細 胞 を 、 O
D 6 0 0 が 1に な る ま で シ ェ ー カ で +30℃ に お い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 に 0.5mlの 1M
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の IPTGお よ び 100μ g／ mlア ン ピ シ リ ン を 培 養 液 に 添 加 し て 、 一 晩 シ ェ ー カ で +37℃ に お い
て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 続 け た 。 培 地 の 上 清 お よ び 細 胞 の 周 辺 質 画 分 を K11 scFvの 精 製 の
た め に 使 用 し た 。 細 胞 を 15分 間 4000gで 遠 心 し 、 上 清 を き れ い な フ ラ ス コ に 入 れ た 。 細 胞
を 20mlの PBSに 再 懸 濁 し た 。 細 胞 の 周 辺 質 画 分 は 、 細 胞 を 凍 結 す る （ -70℃ ） お よ び 解 凍 す
る （ +37℃ ） を 3回 に よ っ て 単 離 し た 。 30分 間 12000gで 遠 心 分 離 後 、 透 明 な 周 辺 質 の 上 清 を
と っ た 。 残 留 す る 染 色 体 DNAを 除 去 す る た め に 、 培 地 お よ び 周 辺 質 画 分 を +37℃ で 2時 間 の 2
mg/mlの DNaseIで 処 理 し た 。 発 現 さ れ た K11 scFvは 、 そ の C末 端 に 6× His-タ グ を 有 す る の
で 、 こ れ は 固 定 化 し た 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ IMAC） に よ っ て 精 製 す る
こ と が で き る 。 K11 scFvは 、 マ ト リ ッ ク ス と し て STREAMLINE Cheating（ Amershampharmac
ia biotech） を 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト と し て 銅 を 使 用 し て 、 拡 張 ベ ッ ド ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
（ expanded bed chromatography） に よ っ て 精 製 し た 。 K11 scFvの 純 度 は 、 SDS-PAGEで チ
ェ ッ ク し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 モ ル ヒ ネ の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 開 発 　
　 ユ ー ロ ピ ウ ム で の 抗 免 疫 複 合 体 抗 体 K11 scFvの ラ ベ リ ン グ 　
　 精 製 し た 抗 M1お よ び モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 scFv断 片 K11は 、 製 造 業 者 に よ る 記 載 に 従 っ て
、 DELFIA Eu-Labellingキ ッ ト （ Wallac） に よ っ て ユ ー ロ ピ ウ ム ・ キ レ ー ト で ラ ベ ル し た
。 ラ ベ ル さ れ た K11 scFvの 緩 衝 液 を 50mMの ト リ ス pH 7.8（ 0.9%の NaCl） に 変 え た 。 ラ ベ リ
ン グ 収 率 は 、 0.4Eu／ scFvで あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 モ ル ヒ ネ の た め の 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 　
　 K11 scFvの 感 受 性 お よ び 交 差 反 応 性 を 非 競 合 的 な 免 疫 ア ッ セ イ に よ っ て 研 究 し た 。 Tran
sparent Streptawell（ Roche） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル を PBSで 3
回 を 洗 浄 し た 。 500ngの ビ オ チ ン 化 さ れ た 抗 モ ル ヒ ネ M1 Fabを ウ ェ ル の 100μ lの BSA／ PBS
溶 液 に 添 加 し 、 ウ ェ ル を シ ェ ー カ で RTに お い て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3回 の PBSで の
洗 浄 後 、 モ ル ヒ ネ 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 テ ト ラ ヒ ド ロ カ ン ナ ビ ノ ー ル （ THC） ま た は S1尿 対
照 で ス パ イ ク し た 希 釈 試 料 を ウ ェ ル 内 の 50μ lの BSA／ PBS溶 液 に 添 加 し た 。 1： 100希 釈 し
た ユ ー ロ ピ ウ ム ラ ベ ル し た K11 scFvを ウ ェ ル 内 の 50μ lの BSA／ PBS溶 液 に 添 加 し 、 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン を 1時 間 続 け た 。 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 100μ lの 増 強 溶 液 （ Wallac） を
ウ ェ ル に 添 加 し た 。 RTで 15分 の 振 盪 の 後 、 蛍 光 は 、 VictorV蛍 光 光 度 計 （ Wallac） に よ っ
て 検 出 し た 。 結 果 は 、 図 2に 示 し て あ る 。 一 次 抗 体 断 片 M1に 対 す る K11 scFvの 結 合 と 、 M1
お よ び モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 に 対 す る 結 合 の 間 の 親 和 性 に は 、 有 意 差 が あ る 。 こ れ に よ り 、
試 料 中 の 1ng／ mlの モ ル ヒ ネ を 検 出 す る こ と が で き る 。 ア ン フ ェ タ ミ ン ま た は THCと の 交 差
反 応 性 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 同 種 の 時 間 分 解 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ TR-FRET） 　
　 抗 モ ル ヒ ネ Fab断 片 M1を 、 LANCE Eu-W1024 ITCキ レ ー ト ・ キ ッ ト （ Wallac） に よ っ て ユ
ー ロ ピ ウ ム で ラ ベ ル し た 。 ラ ベ ル さ れ た M1の 緩 衝 液 を 50mMの ト リ ス 、 pH 7.8、 0.9%の NaC.
に 変 え た 。 ラ ベ リ ン グ 収 率 は 、 1.1Eu／ Fabで あ っ た 。 抗 M1 +モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 scFv断 片
K11 scFvを 、 FluoroLink Ab Cy5ラ ベ リ ン グ ・ キ ッ ト （ Amershampharmacia biotech） に よ
っ て Cy5で ラ ベ ル し た 。 ラ ベ リ ン グ 収 率 は 、 2 Cy5／ scFvで あ っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 唾 液 は を 種 々 の 希 釈 の モ ル ヒ ネ で ス パ イ ク し 、 こ れ ら の 試 料 を 黒 い マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ
ェ ル （ Nunc） に 添 加 す る 前 に 脱 脂 綿 を 通 し て ろ 過 し た 。 1μ gの ユ ー ロ ピ ウ ム で ラ ベ ル し た
M1 Fabお よ び 1μ gの Cy5ラ ベ ル し た K11 scFvを ウ ェ ル 内 の 50μ lの BSA／ PBSに 添 加 し た 。 TR
-FRETは 、 VictorV蛍 光 光 度 計 （ Wallac） に よ っ て 、 RTで 5、 15、 30、 ま た は 60分 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 読 み 込 ん だ 。 結 果 は 、 図 3に 示 し て あ る 。 5分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 後 、 唾 液 中 の 1ng／ mlの モ ル ヒ ネ が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 試 薬 お よ び ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る た め の 1つ の ス ト ラ テ ジ ー を 記 載 し た が 、 多
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数 の バ リ エ ー シ ョ ン お よ び 修 飾 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 実 施 例 2　
　 コ デ イ ン 、 ヘ ロ イ ン 、 ノ ス カ ピ ン 、 お よ び パ パ ベ リ ン と の M1 Fab断 片 の 交 差 反 応 性 　
　 コ デ イ ン 、 ヘ ロ イ ン 、 ノ ス カ ピ ン 、 お よ び パ パ ベ リ ン と の M1抗 モ ル ヒ ネ Fab断 片 の 交 差
反 応 性 を 競 合 的 な ELISAで 試 験 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ・ ウ ェ ル を 、 500ngの モ ル
ヒ ネ -BSAの 100μ lの Na-炭 酸 水 素 塩 緩 衝 液 、 pH 9.8溶 液 で 、 +4℃ に お い て o／ nコ ー ト し た
。 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 RTで 1時 間 0.5%の BSA／ PBSに よ っ て ブ ロ ッ ク し 、 再 び PBSで 3
回 洗 浄 し た 。 2つ の 平 行 し た 、 モ ル ヒ ネ コ デ イ ン 、 ヘ ロ イ ン 、 ノ ス カ ピ ン 。 ま た は パ パ ベ
リ ン （ 39,78、 156,313、 625,1250、 2500、 ま た は 5000ng／ ml） の PBS溶 液 を 5ngの 精 製 し た
M1 Fabと 共 に 含 む 100μ lの 試 料 を ウ ェ ル に 添 加 し 、 シ ェ ー カ で RTに お い て 30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 PBSで 3回 を 洗 浄 し た 。 1： 2000の 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 抗 Fab抗
体 （ Sigma、 A-1293） を ウ ェ ル 内 の 100μ lの 0.5%の BSA／ PBSに 添 加 し 、 シ ェ ー カ で RTに お
い て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を PBSで 3回 洗 浄 し 、 100μ lの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 基 質 溶 液 を 添 加 し 、 A405を 測 定 し た 。 結 果 は 、 図 4に 示 し て あ る 。 競 合 的 な ELISA結 果
に 従 っ て 、 M1抗 体 は 、 モ ル ヒ ネ と 構 造 的 に 非 常 に 類 似 す る コ デ イ ン お よ び ヘ ロ イ ン に 対 し
て 高 い 交 差 反 応 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 モ ル ヒ ネ の た め の 同 種 の 時 間 分 解 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ TRFRET） 免 疫 ア ッ セ イ 法 　
　 抗 モ ル ヒ ネ Fab断 片 M1を LANCE Eu-W1024 ITCキ レ ー ト ・ キ ッ ト （ Wallac） に よ っ て 、 ユ
ー ロ ピ ウ ム で ラ ベ ル し た 。 ラ ベ ル さ れ た M1緩 衝 液 を 50mMの ト リ ス 、 pH 7.8、 0.9%の NaClに
変 え た 。 ラ ベ リ ン グ 収 率 は 、 1.1Eu／ Fabで あ っ た 。 抗 M1+モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 scFv断 片 K11
は 、 Fluoro Link-Ab Cy5ラ ベ リ ン グ ・ キ ッ ト （ Amersham Pharmacia Biotech） に よ っ て 、
Cy5で ラ ベ ル し た 。 ラ ベ リ ン グ 収 率 は 、 2 Cy5／ scFvで あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 唾 液 を 高 濃 度 （ 10μ g/ml） の 以 下 の 薬 物 で ス パ イ ク し た ： モ ル ヒ ネ 、 ヘ ロ イ ン 、 コ デ イ
ン 、 パ パ ベ リ ン 、 お よ び ノ ス カ ピ ン 。 試 料 を 黒 い マ イ ク ロ タ イ タ の ウ ェ ル （ Nunc） に 加 え
る 前 に 脱 脂 綿 を 通 し て ろ 過 し た 。 1μ gの  ユ ー ロ ピ ウ ム ラ ベ ル し た M1 Fabお よ び 1μ gの Cy5
で ラ ベ ル し た K11scFvを ウ ェ ル 内 の 50μ lの BSA／ PBSに 添 加 し た 。 対 照 と し て 、 い ず れ の 薬
物 も 添 加 し て い な い M1お よ び K11抗 体 対 か ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 測 定 し た 。 TR-FRET
は 、 VictorV蛍 光 光 度 計 （ Wallac） に よ っ て 、 RTで 5分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 読 み 込 ん
だ 。 結 果 は 、 図 5に 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 モ ル ヒ ネ で ス パ イ ク し た だ 液 試 料 で は 、 高 い 蛍 光 値 を 与 え る が 、 そ の 他 の 薬 物 で は 、 対
照 （ い ず れ の 薬 物 も 添 加 し て い な い ラ ベ ル さ れ た M1お よ び K11 scFv断 片 ） か ら 検 出 さ れ る
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 と 同 様 の 蛍 光 値 を 与 え る 。 K11 scFvは 、 M1と モ ル ヒ ネ の 間 で 形 成 さ
れ る 免 疫 複 合 体 に 極 め て 高 い 特 異 性 で 結 合 す る 。 K11は 、 M1お よ び モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 を
、 M1と ヘ ロ イ ン ま た は M1と コ デ イ ン の 間 の 免 疫 複 合 体 と 完 全 に 区 別 す る こ と が で き 、 バ ッ
ク グ ラ ン ド レ ベ ル に 対 応 す る 蛍 光 値 を 与 え た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 図 １ 】 M1 Fabを 使 用 す る 競 合 的 な ELISA。 尿 +は 、 1μ g/mlの モ ル ヒ ネ で ス パ イ ク し た 尿
で あ る 。
【 図 ２ ａ 】 Euラ ベ ル し た 抗 M1+モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 scFv断 片 K11で の 、 非 競 合 的 な 時 間 分 解
蛍 光 免 疫 法 （ TR-FIA） 。 a)本 ア ッ セ イ 法 の 交 差 反 応 性 お よ び 感 度 。
【 図 ２ ｂ 】 Euラ ベ ル し た 抗 M1+モ ル ヒ ネ 免 疫 複 合 体 scFv断 片 K11で の 、 非 競 合 的 な 時 間 分 解
蛍 光 免 疫 法 （ TR-FIA） 。 b) 試 料 と し て S1尿 対 照 希 釈 で の 本 ア ッ セ イ 法 の 感 度 。
【 図 ３ 】 モ ル ヒ ネ の 同 種 TR-FRET免 疫 ア ッ セ イ 。
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【 図 ４ 】 競 合 的 な ELISAに よ る コ デ イ ン 、 ヘ ロ イ ン 、 ノ ス カ ピ ン 、 お よ び パ パ ベ リ ン で の M
1抗 モ ル ヒ ネ Fab断 片 の 交 差 反 応 性 の 解 析 。
【 図 ５ 】 モ ル ヒ ネ に つ い て の 比 較 TR-FRETに 基 づ い た 均 一 免 疫 ア ッ セ イ 法 。
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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方法。还提供了新的试剂和它们的制备方法。
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