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(57)【要約】
本発明は、（a）膜をアルコールおよび湿潤剤と接触させる工程、および（b）該膜を乾燥
させる工程を含む、ポリビニルジフルオライド（PVDF）膜の処理方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（a）膜をアルコールおよび湿潤剤と接触させる工程、ならびに
　（b）該膜を乾燥させる工程
を含む、ポリビニルジフルオライド（PVDF）膜を処理する方法。
【請求項２】
　工程（a）が、膜をアルコールと湿潤剤との混合物に接触させる工程を含む、請求項1記
載の方法。
【請求項３】
　工程（a）が、
　（i）膜をアルコールと接触させる工程；
　（ii）該膜を洗浄する工程；および
　（iii）該膜を湿潤剤と接触させる工程
を含む、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　アルコールがエタノールおよびメタノールから選択される、請求項1～3のいずれか一項
記載の方法。
【請求項５】
　湿潤剤が、リン酸緩衝生理食塩水、炭酸塩、糖質、タンパク質、およびアミノ酸から選
択される、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　糖質が、ラクトース、スクロース、グルコース、トレハロース、フルクトース、マンノ
ース、イノシトール、グルコサミン、アラビノース、およびキシロースから選択される、
請求項5記載の方法。
【請求項７】
　タンパク質がアルブミンまたは抗体である、請求項5記載の方法。
【請求項８】
　アミノ酸がグリシンである、請求項5記載の方法。
【請求項９】
　前記請求項のいずれか一項記載の方法により得られるPVDF膜。
【請求項１０】
　（a）膜をタンパク質と接触させる工程；
　（b）任意で該膜を洗浄する工程；および
　（c）任意で、安定化剤の存在下で該膜を乾燥させる工程
を含む、請求項9記載のPVDF膜をタンパク質でコーティングする方法。
【請求項１１】
　タンパク質が抗体である、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　抗体がサイトカインに対する抗体である、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　免疫アッセイにおける請求項9記載のPVDF膜の使用。
【請求項１４】
　免疫アッセイがELISAまたはエリスポット（ELISpot）アッセイである、請求項13記載の
使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、予備活性化（preactivation）の必要をなくすためのPVDF膜の処理方法に関
する。処理された膜はエリスポット（ELISpot）および他のアッセイにおいて有用である
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。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ポリビニルジフルオライド（PVDF）膜は、種々の免疫アッセイにおいて固体支持体とし
て一般に使用されている。タンパク質に結合して保持するその高い能力ゆえに、PVDFは、
特に固定化物質の高い局所濃度に依存するエリスポットやマイクロアレイアッセイなどに
理想的な膜である。しかしながら、PVDF膜は本来の形態においては非常に疎水性であると
いう特性を有し、かつ比較的結合活性が乏しいため、その高い結合特性を達成するために
はPVDF膜を活性化する必要がある。活性化は通常、膜をより親水性にして水溶液が膜に浸
透することを可能にし、それにより結合に利用できる表面領域を増加させる、エタノール
処理またはメタノール処理により達成される。典型的には膜をエタノールで短時間処理し
、その後コーティングする物質の添加前に数回洗浄する。疎水性で結合性が低いという特
性を取り戻してしまうため、活性化とコーティングとの間に膜を乾燥させないことが必須
である。
【０００３】
　「過剰処置」（すなわち過剰量のエタノールまたは過剰に長い処置時間）により悪影響
が及ぼされ、最適以下の結果につながることが示されているため、特に膜を細胞アッセイ
に使用する場合は、厳密に規定された手法で活性化方法を実施する必要がある。
【発明の開示】
【０００４】
発明の概要
　本発明者らは、使用者がコーティング前に予備活性化する必要をなくすように、PVDF膜
を改良する方法を開発した。膜の改良により「過剰処理」のリスクが回避される。予め活
性化する必要なしに、コーティング物質を直接プレートに添加することができるため、改
良された膜の使用はアッセイプレートの調製における大幅な単純化も意味する。従って本
発明は、
　（a）膜をアルコールおよび湿潤剤と接触させる工程、ならびに
　（b）該膜を乾燥させる工程
を含む、ポリビニルジフルオライド（PVDF）膜を処理する方法；
　本発明の方法によって得られるPVDF膜；
　（a）該膜をタンパク質と接触させる工程、
　（b）任意で該膜を洗浄する工程、および
　（c）任意で該膜を安定化剤の存在下で乾燥させる工程
を含む、本発明のPVDF膜をタンパク質でコーティングする方法；ならびに
　免疫アッセイにおける本発明のPVDF膜の使用を提供する。
【０００５】
発明の詳細な説明
　本発明は、エタノールを用いた活性化後または活性化中に膜をより親水性にする物質（
「湿潤剤」）でポリビニルジフルオライド（PVDF）膜を飽和させると、永続的に「活性化
」することができるという知見に基づく。こうして膜は、その高い結合特性をなお維持し
ながら、乾燥および長期保存することができる。本発明の方法は、エリスポットアッセイ
における使用に適した他の疎水性膜に適用することもできる。
【０００６】
　本発明は、
　（a）膜をアルコールおよび湿潤剤と接触させる工程；および
　（b）該膜を乾燥させる工程
を含む、PVDF膜の処理または活性化の方法を提供する。
【０００７】
　工程（a）は、膜をアルコールと湿潤剤との混合物に接触させる工程を含んでもよい。
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または、膜を最初にアルコールに接触させ、次に湿潤剤に接触させてもよい。湿潤剤を添
加する前に、膜を洗浄してアルコールを除去してもよい。
【０００８】
　工程（a）において任意の適したアルコールを用いてもよい。アルコールは、好ましく
はメタノールまたはエタノールであるが、プロパノールまたはイソプロパノールなどの他
のアルコールを使用してもよい。
【０００９】
　湿潤剤は、PVDF膜をより親水性にする任意の物質である。湿潤剤は親水性化合物、また
は部分的に親水性の化合物、すなわち親水性および疎水性のいずれでもある化合物である
。湿潤剤は好ましくは非毒性である。湿潤剤は、典型的には細胞活性化または細胞の動き
に全く影響を及ぼさない。湿潤剤は一般に内毒素を含有しない。適切な湿潤剤には、リン
酸緩衝生理食塩水（PBS）、炭酸塩、糖質、タンパク質、およびアミノ酸が含まれる。
【００１０】
　1つの態様において、2種類またはそれ以上、3、4、5、または6種類などの異なる湿潤剤
を組み合わせて使用してもよい。例えば、本明細書に記載された2種類またはそれ以上の
糖などの2種類またはそれ以上の異なる糖質、2種類またはそれ以上の異なる炭酸塩、2種
類またはそれ以上の異なるタンパク質、あるいは2種類またはそれ以上の異なるアミノ酸
を湿潤剤として使用してもよい。または、2種類またはそれ以上の異なる種類の湿潤剤を
組み合わせて使用してもよい。例えば、糖質とタンパク質、アミノ酸、および／または炭
酸塩を任意でPBS中で使用してもよく、タンパク質、アミノ酸、および／または炭酸塩を
任意でPBS中で使用してもよく、あるいはアミノ酸および炭酸塩を任意でPBS中で使用して
もよい。
【００１１】
　糖質は典型的には糖である。適切な糖の例には、ラクトース、グルコース、スクロース
、フルクトース、マンノース、イノシトール、グルコサミン、アラビノース、キシロース
、およびトレハロースが含まれる。タンパク質は、それを検出するためにその後膜が使用
されるサイトカインのような物質に結合しない、任意のタンパク質であり得る。
【００１２】
　タンパク質は、例えば膜の目的とされたアッセイにおいて対象となる任意の分子と相互
作用しない抗体であってもよい。適したタンパク質は、典型的には5～5000アミノ酸の長
さである。タンパク質は典型的には精製された形態である。タンパク質は一般に、プレー
トの長期保存を可能にするように、時間が経過しても安定なものである。
【００１３】
　任意のアミノ酸、または任意の2種類またはそれ以上のアミノ酸の混合物を湿潤剤とし
て使用してもよい。アミノ酸は、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸
、システイン、グルタミン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイ
シン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、スレオニン、トリプ
トファン、チロシン、またはバリン、またはこれらの任意の組み合わせであってもよい。
グリシンは好ましいアミノ酸である。
【００１４】
　膜をアルコールおよび湿潤剤と接触させる時間は重要ではない。典型的には膜をアルコ
ールと湿潤剤との混合物に約30秒間～約10分間接触させる。実際面では、アルコールと湿
潤剤との混合物を膜に添加した直後に膜を乾燥に供してもよい。または、典型的には膜を
約30秒間～約10分間アルコールと接触させ、次に膜を約30秒間～約10分間湿潤剤と接触さ
せる。湿潤剤をアルコールの直後に添加してもよい。湿潤剤を添加した直後に膜を乾燥に
供してもよい。
【００１５】
　一般に、70％アルコール、例えば70％エタノールまたは70％メタノールが本発明の方法
に使用される。アルコールを他の濃度、例えば30％～90％で使用することもできる。
【００１６】
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　種々の湿潤剤の適切な濃度は以下の通りである。糖質は約0.05％～約5％の濃度、例え
ば約0.1％～約4％または約0.2％～約3％で使用してもよい。糖質はPBS中に存在してもよ
い。グリセロールは約0.1％～約10％の濃度、例えば約1％、2％、または5％で使用しても
よい。
【００１７】
　PBSは、例えば標準希釈または標準希釈の2倍のような、標準希釈の約0.5～約10倍など
の様々な異なる希釈で使用することができる。標準希釈のPBSは、20mMリン酸および50mM 
NaClである。
【００１８】
　アミノ酸、またはアミノ酸の組み合わせを約0.05％～5％の濃度、例えば0.5％、1％、
または2％で使用してもよい。
【００１９】
　抗体などのタンパク質を、約1μgml-1、2μgml-1、または5μgml-1などの、約0.1μgml
-1～約10μgml-1の濃度で使用してもよい。
【００２０】
　膜は典型的には湿潤剤の存在下、および任意でアルコール存在下で無菌条件下で乾燥さ
れる。例えば膜を、乾燥した環境の空間で無菌の流れの下で乾燥してもよい。無菌条件は
プレートをUV光下に維持することによって適用することができる。または、乾燥を無菌で
ない条件で行ってもよく、乾燥後に照射によってプレートを滅菌してもよい。真空下で乾
燥を行ってもよい。乾燥工程を助けるためにプレートを加熱してもよい。乾燥時間は重要
ではなく、添加したエタノール／湿潤剤の量および乾燥条件に依存する。
【００２１】
　典型的には乾燥工程は、湿潤剤がタンパク質である場合には特に、安定化剤の非存在下
で行われる。
【００２２】
　PVDF膜は任意の様式であり得る。例えば、PVDFのシートを本発明の方法で処理すること
ができる。または、PVDF膜は特定のアッセイに適した様式であってもよい。例えば、PVDF
膜は96ウェルのエリスポットプレート中にあってもよい。96ウェルのエリスポットプレー
トでは、PVDF膜は全てのウェル、ウェルのストリップ、または単一のウェル内に存在して
もよい。
【００２３】
　本発明はまた、
　（a）乾燥した膜をタンパク質と接触させる工程；
　（b）任意で該膜を洗浄する工程；および
　（c）任意で、安定化剤の存在下で該膜を乾燥させる工程
をさらに含む、PVDF膜の処理方法も提供する。
【００２４】
　タンパク質は、アッセイで検出される物質に特異的に結合可能な、任意のタンパク質で
あり得る。タンパク質は、例えば抗体またはその断片であってもよい。
【００２５】
　抗体は、イムノアッセイに有用な任意の抗体または結合タンパク質であってもよい。例
えば、抗体はIFN-γ、IL-10、IL-12、またはIL-13などのサイトカインに特異的な抗体で
あってもよい。
【００２６】
　本発明は、本発明の方法によって得られるPVDF膜も提供する。PVDF膜は典型的には乾燥
された形態で提供される。本発明の膜は、その膜のその後の使用、すなわち結合タンパク
質での膜のコーティングの前に、活性化を必要としない。本発明の膜は、溶液中で抗体ま
たは他の結合タンパク質と直接接触させることによりコーティングすることができる。
【００２７】
　従って本発明は、
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　（a）膜をタンパク質と接触させる工程；
　（b）任意で該膜を洗浄する工程；および
　（c）任意で、安定化剤の存在下で該膜を乾燥させる工程
を含む、本発明のPVDF膜をタンパク質でコーティングする方法も提供する。
【００２８】
　PVDF膜を乾燥させることは必須ではない。膜をタンパク質と接触させた後、膜を直ちに
アッセイ法に使用することができる。
【００２９】
　本発明は免疫アッセイにおける本発明のPVDF膜の使用を提供する。免疫アッセイの例に
はエリスポットおよびELISAアッセイが含まれる。
【００３０】
　本発明のPVDF膜は、抗体などのタンパク質で膜をコーティングするための説明書、およ
び／または免疫アッセイを行うための説明書とともに提供してもよい。膜を、抗体などの
免疫アッセイの任意の構成成分とともに提供してもよい。従って、本発明はまた、1つま
たは複数の抗体、緩衝剤、細胞培養培地、酵素結合抗体、ストレプトアビジン-酵素複合
体、酵素基質、および／またはアッセイの説明書とともに本発明の膜を含む、イムノアッ
セイキットも提供する。抗体は、捕捉抗体として膜に結合するための抗体でも、または捕
捉された反応物を検出するための抗体であってもよい。検出抗体はビオチン化されていて
もよい。キットがビオチン化検出抗体を含む場合、典型的にはキットはストレプトアビジ
ン-酵素複合体も含む。
【００３１】
　以下の実施例により本発明を説明する。
【００３２】
実施例
比較例1
　PVDFエリスポットプレートのエタノールでの処理および過剰処理の影響を実証するため
に、種々の従来のコーティング法を用いてIFN-γエリスポットアッセイを行った。
【００３３】
　市販のプレコートエリスポットプレート（Mabtech社、ストックホルム、スウェーデン
）をプレコート対照プレートとして使用した。これらのプレートでは、IFN-γ抗体をエタ
ノールで活性化した膜上へコーティングし、次に安定化剤の存在下で乾燥させた。この方
法は、様々な条件下で長期保存した場合に、任意で感度が良くかつ高度に安定なプレート
を生成するためにすでに示されている。また、膜はエタノールで活性化されるが、処理条
件はエタノール処理による負の影響が見られないように選択される。
【００３４】
　過剰処理の影響を実証するために、1ウェルあたり1.5μgの抗IFN-γ抗体（1D1K）での
コーティングの前に、PVDFエリスポットプレートを100μl/ウェルの70％エタノールで2分
間予め湿潤させた。
【００３５】
　1ウェルあたり1.5μgの抗IFN-γ抗体（1D1K）でコーティングした非処理プレートもこ
の実施例に使用した。
【００３６】
　エリスポットプレートを10×104/ウェルの末梢血単核細胞（PBMC）とともに、抗原性ペ
プチド（CEFペプチドプール）の存在下で一晩インキュベートした。細胞を除去して、IFN
-γに対する酵素結合二次抗体（7-B6-1）を添加し、続いてストレプトアビジン-アルカリ
ホスファターゼ複合体（SA-ALP）、およびその後基質（BC1P/NBT）で発色させた。ドイツ
のAID社の自動化エリスポットリーダーを用いてスポットを計数した。
【００３７】
　図1は、適正に活性化されたウェル（A）と「過剰処理された」ウェル（B）のエリスポ
ットの典型的な結果を示す。示されるように、過剰処理によってスポット数は有意に減少
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し、さらにそれらのスポットは明瞭さも比較的低く、そのため、計測がより困難である。
影響はプレート内の別々のウェル間で大きく変化し、その結果、乏しい再現性および概し
て信頼性が低い結果をもたらす。過剰処理の問題を回避するために、エリスポット利用者
のなかには予め活性化をせずに膜をコーティングすることを選択する人もいる。これは通
常より良好な再現性を与えるが、感度が減少し、スポットの質は低下する（C）。
【００３８】
　エタノール処理による悪影響を制御するために、主要なエリスポットプレート製造業者
であるミリポアから現在提供されているプロトコルでは、少量のエタノールまたはメタノ
ール（96ウェルプレートで15μl/ウェル）を用いた非常に短い処理（1分未満）が必要と
なる。しかしながら、これらの条件は実際には採用が必ずしも容易ではなく、負の影響を
回避するのに十分でないことがある。
【００３９】
実施例1：2工程および1工程の方法を用いた、エタノールおよび湿潤剤でのPVDF膜の処理
　以下の実験において、2工程または1工程の方法のいずれかにより、エタノールおよび湿
潤剤で96ウェルエリスポットプレートを処理した。
【００４０】
　2工程法では、70％エタノール（50μl/ウェルで2分間）を用いた従来の方法でプレート
を活性化し、次に蒸留水で洗浄した。その後25～50μl/ウェルの湿潤剤を添加して、滅菌
条件下でプレートを乾燥させた。
【００４１】
　1工程法では、プレートをエタノールと湿潤剤（0.2％トレハロース）との混合物に供し
た。50μlまたはそれ以上のこの混合物を各ウェルに添加し、その後滅菌条件下で乾燥さ
せた。
【００４２】
　いくつかの異なる化合物を試験して所望の湿潤効果を達成した。これらはPBS（リン酸
緩衝生理食塩水）および炭酸塩などの塩、ラクトース、グルコース、およびトレハロース
などの糖、ならびにタンパク質、グリセロール、およびアミノ酸のグリシンを含む。
【００４３】
　乾燥後、プレートを乾パックとともに容器に入れ、使用するまで室温で保存する。
【００４４】
　実験において対照として使用されるプレートは、市販のプレコートエリスポットプレー
ト（Mabtech社、ストックホルム、スウェーデン）であり、本明細書中ではプレコート対
照と呼ぶ。
【００４５】
　IFN-γエリスポットアレイは、様々に処理された以下のプレート上で実施した。
【００４６】
　IFN-γ試験エリスポットアッセイにおいて、2工程法は2％グリセロール（図2B）または
2μgの無関係な抗体（図2C）を用いて行い、ならびに1工程法は50μlの70％エタノールと
0.2％のトレハロースとの混合物を用いて行った。
【００４７】
　IFN-γエリスポットアッセイ試験において、PBMC（10×104/ウェル）をIFN-γでコーテ
ィングされたプレートとともに、刺激抗原性ペプチド（CEFペプチドプール）の存在下で
インキュベートした。インキュベーション後、細胞を除去し、上記のようにプレートを発
色させて解析した。典型的な結果を図2に示す。
【００４８】
　図2Bおよび図2Cに例証されるように、2工程法を用いたいくつかのコーティングプロト
コルでは、スポットの数および質の両方に関してプレコート対照（図2A）と同等の結果を
生じた。例えば、グリセロールは明瞭なスポットを与え（図2B）、同様に無関係な抗体と
してのタンパク質は良好な湿潤剤として機能した（図2C）。
【００４９】
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　湿潤剤を70％エタノールをともに添加した場合、1工程法を用いても良好な結果が得ら
れた。PBS中でエタノールとトレハロースとの混合物で処理したプレート（図2D）は、プ
レコートプレート（図2A）およびエタノールと予備湿潤剤を順次添加した場合のプレート
（図2B）の両方を使用したものと非常に似た結果を示した。その良好な性能およびより簡
便な方法のために、いくつかの実験において、様々なサイトカインを用いて1工程のプロ
トコルをさらに評価した。
【００５０】
実施例2：1工程法を用いて処理したPVDF膜を用いたIL-10、IL-12、およびIL-13エリスポ
ットアッセイ
　非処理プレート（抗体コーティングの前に予め湿潤させない）、従来法によりエタノー
ルで処理したプレート（抗体でのコーティング前に100μl/ウェルの70％のエタノールで2
分間新たに予め湿潤させた）、および、モノクローナル抗体である抗IL-10（9D7）、抗IL
-12（IL-12-1）、および抗IL-13（IL-13-1）15μgml-1でそれぞれコーティングする前に
、実施例1に記載の1工程法に従ってエタノールとトレハロースとの混合物で処理したプレ
ートを用いてIL-10、IL-12、およびIL-13エリスポット試験アッセイを行った。
【００５１】
　IL-10、IL-12、およびIL-13アッセイにおいて、特異的刺激用のCEFペプチドプール0.1
μg/ml、特異的刺激用のPPD（purified protein derivative）1μg/ml、またはポリクロ
ーン活性化用のPHA（フィトヘムアグルチニン）1μg/mlで刺激していない、もしくは刺激
したプレート内でPBMC（125×103/ウェル）を一晩培養した。一晩のインキュベーション
後、細胞を除去し、プレートをビオチン化二次抗体（12G8-ビオチン、IL-12-II-ビオチン
、またはIL-13-IIビオチン）、その後SA-ALPで発色させた。ALP基質（BCIP/NBT）を10分
間載せた。プレートを上記の通りに解析した。
【００５２】
　IL-10アッセイの結果を図3に示し、IL-12アッセイの結果を図4に示し、およびIL-13ア
ッセイの結果を図5に示した。
【００５３】
　図3および図4に示されるように、様々な種類の活性化後にエリスポットでIL-10およびI
L-12の生成を解析した場合、良好な結果が得られた。上述のとおり、エタノールでのプレ
ートの過剰処理は一貫して不良な結果をもたらし（中央列）、前もっての活性化を行わな
い同様のコーティングでは、最適以下のスポット数、およびより拡散したスポットがもた
らされた（最上列）。
【００５４】
　このことは、最適な結果を得るのに（他の多くのサイトカインのように1日間ではなく
）2日間の刺激および細胞培養を要する、より低速の反応速度を有するサイトカインIL-13
においてさらにより明らかであった。スポット数およびスポット強度の両方に関しては最
適以下であったが、本方法で処理したプレートを使用した場合、PHA刺激を受けた培養で
は一晩のインキュベーション後にも明瞭な（IL-13の）反応が検出された（図5、列3）。
しかしながらこれらのスポットは、その他の2つのプレートでは検出不可能か、またはか
ろうじて検出できるのみであった（図5、列1および2）。
【００５５】
実施例3：処理表面上の抗体取り込み
　無処理プレート、記載された方法で処理したプレート、および新たにエタノールで活性
化したプレートとの間でのタンパク質の吸収能の変化を実証するために、15μg/mlの濃度
のモノクローナル抗体1D1Kを用いて室温で3時間コーティングした。表1に示すように、従
来の方法に従ってコーティングしたウェルで最も結合が強く、これらのウェルにおいて得
られる不良なエリスポットの結果（図1B）は、コーティングされた抗体の量の不足が原因
でないことを示している。記載される方法に従って処理したウェルは、従来のコーティン
グを用いた場合と同等またはわずかに少ない量の抗体が結合したのに対し、非活性化膜へ
の結合は実質的により少なかった。
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【００５６】
　（表1）予備活性化を行ったおよび予備活性化を行わないPVDF膜への抗体の結合
　ELISAにおける非結合抗体の濃度分析により、結合抗体の量を間接的に測定した。もと
の抗体溶液と比較することにより、結合割合を推定した。

【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】種々の従来のコーティング法を用いた、典型的なIFN-γエリスポットの結果を示
す。（A）前処理した対照プレート、（B）「過剰処理した」プレート、および（C）非処
理プレート。
【図２】種々のコーティング法を用いた、典型的なIFN-γエリスポットの結果を示す。（
A）プレコート対照プレート、（B）エタノールで湿潤させ、グリセロールとともに乾燥さ
せたプレート、（C）エタノールで湿潤させ、タンパク質（2μgの無関係な抗体）ととも
に乾燥させたプレート、ならびに（D）エタノールとトレハロースとの混合物で処理し、
乾燥させたプレート。抗原なしの対照ウェルにおいて、スポットの数は常に5未満であっ
た。
【図３】種々のコーティング法を用いた、典型的なIL-10エリスポットの結果を示す。（
列1）非処理プレート、（列2）エタノールで新たに予め湿潤させたプレート、および（列
3）エタノールとトレハロースとの混合物で処理し乾燥させたプレート。抗原なしの対照
ウェルにおけるスポット数は、各プレートにおいて5未満であった。各プレートにおける
スポット数は各図で示される（n＝4）。
【図４】図4は、種々のコーティング法を用いたIL-12エリスポットの結果を示す。（列1
）非処理プレート、（列2）エタノールで新たに予め湿潤させたプレート、および（列3）
エタノールとトレハロースとの混合物で処理し乾燥させたプレート。抗原なしの対照ウェ
ルにおけるスポット数は、全てのプレートにおいて5未満であった。各プレートにおける
スポット数は各図で示される（n＝4）。
【図５】図5は、種々のコーティング法を用いたIL-13エリスポットの結果を示す。（列1
）無処理プレート、（列2）エタノールで新たに予め湿潤させたプレート、および（列3）
エタノールとトレハロースとの混合物で処理し乾燥させたプレート。各プレートにおける
スポット数は各図で示される（n＝4）。
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