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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　５０００より小さい分子量を有する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工程であって、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未処
置の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工程、第２の結合パ
ートナーの結合を決定する工程、こうして試料中の分析物の存在を示す工程を含むアッセ
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、請求項１から４のいずれか１項に記載のアッセイ法。
【請求項６】
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　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】
　第２の結合パートナーは、配列番号5を含むK11 scFvのリガンド結合部分を含む、請求
項１に記載のアッセイ法。
【請求項８】
　第１の結合パートナーは、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
分または配列番号３および配列番号４を含むM2 Fabのリガンド結合部分を含む、請求項１
に記載のアッセイ法。
【請求項９】
　第１の結合パートナーは、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
分を含む、請求項７に記載のアッセイ法。
【請求項１０】
　５０００より小さい分子量を有する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、未処置の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、ここで、第１の結合パートナーは、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であり、第２の結合パートナーは、配列番号５を含むK11 sc
Fvのリガンド結合部分を含む、試薬対。
【請求項１１】
　第１の結合パートナーは、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；ならびに第２の結合パートナーは、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１０に記載の試薬対。
【請求項１２】
　請求項１０，１１のいずれか1項に記載の試薬対を含む５０００より小さい分子量を有
する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。
【請求項１３】
　均質アッセイ法のための試薬を含む、請求項１２に記載の試験キット。
【請求項１４】
　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１
３に記載の試験キット。
【請求項１５】
　５０００より小さい分子量を有する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未処置ディスプレイ組換え結合パートナー・ライブラリ
ーから得られるものである試薬対の使用。
【請求項１６】
　５０００より小さい分子量を有する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未処置のディスプレイ組
換え結合パートナー・ライブラリーを使用して得られる方法。
【請求項１７】
　組換え抗体断片が、ファージディスプレイ組換え結合パートナー・ライブラリーから調
製される、請求項１６に記載の方法。
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【請求項１８】
　最初に、ファージディスプレイ組換え結合パートナー・ライブラリーのファージを、固
定化された第１の結合パートナーとプレインキュベートして、第１の結合パートナーとそ
れ自体が第１の結合パートナーに結合したものをソートして除き、その後、結合していな
いファージを分離して、分析物および固定された第１の結合パートナーの混合物と共にイ
ンキュベートし、固定された第１の結合パートナーおよび分析物の間に形成された免疫複
合体と結合するが、それ自体が第１の結合パートナーに結合しないファージを選択する、
請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　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１６、１７または１８のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　　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
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】
【０００２】
　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。
【０００３】
　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
、Δ9THC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。
【０００４】
　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
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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。
【０００５】
　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VHおよびVL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）。
【０００６】
　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
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）。
【０００７】
　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】
【０００８】
　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。
【０００９】
　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。
【００１０】
　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
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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。
【００１１】
　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。
【００１２】
　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
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。
【００１３】
　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。
【００１４】
　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。
【００１５】
　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。
【００１６】
　本発明の有利な態様は、従属請求項に記載されている。
【００１７】
　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】
【００１８】
　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
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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。
【００１９】
　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。
【００２０】
　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
、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。
【００２１】
　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。
【００２２】
　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
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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。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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
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）。
【００２５】
　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。
【００２６】
　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。
【００２７】
　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。
【００２８】
　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。
【００２９】
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　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。
【００３０】
　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
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。
【００３１】
　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。
【００３２】
　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。
【００３３】
　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】
【００３４】
　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。
【００３５】
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　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
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VL-またはVH-遺
伝子領域をシーケンスすることによって確認した。
【００３６】
　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：4μg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、20μg／mlのカルベニシリン
、および10μg／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、30μg／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（～1011 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、50μg／mlのカルベニシリンおよび10μg／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、70μg／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。
【００３７】
　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、200μl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。1μl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。
【００３８】
　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、1μgのBSAに結合したモルヒネ（モルヒネB
SA; Fitzgerald Industries International, Inc., MA, USA）の100μl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。100μl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
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してウェルをPBSで22回洗浄した。結合したファージを100μl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。10μg
／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（OD600
～1）を、溶出されたファージに+35℃で15分間感染させた。20μg／mlのカルベニシリン
および10μg／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。30μg／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50μg／ml
のカルベニシリンおよび10μg／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、70μg／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。
【００３９】
　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
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。
【００４０】
　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。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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100μl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100μlのBSA／PBSに添加した。ウェルをシ
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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。100μl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。
【００４３】
　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。
【００４４】
　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
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100μl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
μl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100μl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、10μlのアルカリホス
ファターゼ基質溶液を添加して、A405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。
【００４５】
　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。200μl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10μlのストレプトアビジン被覆磁気ビーズ（Dyn
al、M280）および0.5μg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、1×108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100μlを100ngのモルヒネ、500ngのビオチ
ン化されたM1 Fab、および5μl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100μl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
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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。
【００４６】
　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。
【００４７】
　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100μg／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
D600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
のIPTGおよび100μg／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。
【００４８】
　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。
【００４９】
　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100μl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50μl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50μl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、100μl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。
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【００５０】
　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。
【００５１】
　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。1μgのユーロピウムでラベルした
M1 Fabおよび1μgのCy5ラベルしたK11 scFvをウェル内の50μl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。
【００５２】
　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
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。
【００５３】
　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100μl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100μl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100μl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、100μl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。
【００５４】
　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。
【００５５】
　唾液を高濃度（10μg/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。1μgの ユーロピウムラベルしたM1 Fabおよび1μgのCy5
でラベルしたK11scFvをウェル内の50μl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。
【００５６】
　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
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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。
【００５７】
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【図面の簡単な説明】
【００５８】
【図１】M1 Fabを使用する競合的なELISA。尿+は、1μg/mlのモルヒネでスパイクした尿
である。
【図２ａ】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２ｂ】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。
【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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