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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞上の抗原をもつ部分の存在を検出する方法において、
　ａ）前記抗原をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現するバクテリオフ
ァージであって、核酸を含んでなりかつ前記核酸の配列が少なくとも部分的に既知である
前記バクテリオファージと細胞を接触させる工程、
ｂ）前記細胞と特異的に結合する前記バクテリオファージを変性させて前記核酸を放出さ
せる工程、および
ｃ）前記核酸を検出する工程であって、かつ、前記核酸の検出が前記細胞上の前記抗原を
もつ部分の存在を検出するものである工程
を含むことを特徴とする、上記方法。
【請求項２】
　工程（ｃ）の前に前記核酸を増幅することをさらに含んでなる、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　工程（ａ）と工程（ｂ）との間で前記細胞を洗浄する工程をさらに含んでなる、請求項
１に記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞が赤血球でありかつ前記抗原をもつ部分が赤血球抗原である、請求項１に記載
の方法。
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【請求項５】
　前記赤血球抗原が、Ａ、Ｂ、Ｒｈ（Ｄ）、Ｒｈ（Ｃ）、Ｒｈ（ｃ）、Ｒｈ（Ｅ）、Ｒｈ
（ｅ）、Ｋ、Ｆｙa、Ｆｙb、Ｍ、Ｎ、Ｓ、ｓ、ＪｋaおよびＪｋbよりなる群から選択され
る、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞が白血球でありかつ前記抗原をもつ部分が白血球抗原、単球抗原および顆粒球
抗原よりなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞が血小板でありかつさらに前記抗原をもつ部分が血小板抗原である、請求項１
に記載の方法。
【請求項８】
　前記血小板抗原が、ＨＰＡ－１ａ、ＨＰＡ－１ｂ、ＨＰＡ－２ａ、ＨＰＡ－２ｂ、ＨＰ
Ａ－３ａ、ＨＰＡ－３ｂ、ＨＰＡ－４ａ、ＨＰＡ－４ｂ、ＨＰＡ－５ａ、ＨＰＡ－５ｂ、
ＨＰＡ－６ｂ、ＨＰＡ－７ｂ、ＨＰＡ－８ｂ、ＨＰＡ－９ｂ、ＨＰＡ－１０ｂ、Ｇｏｖa

およびＧｏｖbよりなる群から選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記核酸が分子ビーコンプローブに相補的な配列を含んでなる、請求項１に記載の方法
。
【請求項１０】
　前記配列が、配列番号３の配列および配列番号４の配列よりなる群から選択される配列
に相補的である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記分子ビーコンプローブの配列が、配列番号７の配列、配列番号８の配列、配列番号
９の配列および配列番号１０の配列よりなる群から選択される、請求項１０に記載の方法
。
【請求項１２】
　前記分子ビーコンプローブがフルオロフォアを含んでなる、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　前記核酸がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用して増幅される、請求項２に記載の
方法。
【請求項１４】
　前記ＰＣＲが、配列番号１の配列および配列番号２の配列よりなる群から選択されるプ
ライマーを使用することを含んでなる、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記核酸が、Ｔ７　ＲＮＡにより増幅される免疫検出（ＩＤＡＴ）を使用する転写によ
り増幅される、請求項２に記載の方法。
【請求項１６】
　細胞上の最低二種の異なる抗原をもつ部分の存在を検出する方法において、
ａ）第一の抗原をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現する第一のバクテ
リオファージであって、第一の核酸を含んでなりかつ前記第一の核酸の配列が少なくとも
部分的に既知である前記第一のバクテリオファージと細胞を接触させる工程、
ｂ）第二の抗原をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現する第二のバクテ
リオファージであって、第二の核酸を含んでなりかつ第二の前記核酸の配列が少なくとも
部分的に既知でありかつ前記第一の核酸の配列が前記第二の核酸の配列と検出可能に異な
る前記第二のバクテリオファージと前記細胞を接触させる工程、
ｃ）前記第一の核酸の存在を検出することにより前記抗原をもつ部分との前記第一のバク
テリオファージの結合を検出する工程であって、かつ、前記第一の核酸の検出が前記細胞
上の前記第一の抗原をもつ部分の存在を検出するものである工程、
ｄ）前記第二の核酸の存在を検出することにより前記抗原をもつ部分との前記第二のバク
テリオファージの結合を検出する工程であって、かつ、前記第二の核酸の検出が前記細胞
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上の前記第二の抗原をもつ部分の存在を検出するものである工程
を含むことを特徴とする、上記方法。
【請求項１７】
　ヒト血清中の抗赤血球抗体の存在の検出方法において、
ａ）ヒト赤血球の表面上に最低１種のヒト赤血球抗原を発現するヒト赤血球をヒト血清と
接触させる工程、
ｂ）前記細胞を洗浄して、前記細胞と非特異的に結合した抗体を除去する工程、
ｃ）抗ヒトグロブリン試薬を発現するバクテリオファージであって、核酸を含んでなりか
つ前記核酸の配列が少なくとも部分的に既知である前記バクテリオファージと前記細胞を
接触させる工程、
ｄ）前記細胞と特異的に結合した前記バクテリオファージを変性させて前記核酸を放出さ
せる工程、および
ｅ）前記核酸を検出する工程であって、かつ、前記核酸の検出が前記血清中の抗赤血球抗
体の存在を検出するものである工程
を含むことを特徴とする、上記方法。
【請求項１８】
　前記抗ヒトグロブリン試薬が、抗ヒトＩｇＧ、抗ヒトＩｇＭ、抗ヒトκ／λ　Ｌ鎖抗体
、ブドウ球菌プロテインＡ、ブドウ球菌プロテインＧおよびペプトストレプトコッカスの
プロテインＬよりなる群から選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　段階（ｅ）の前に前記核酸を増幅することをさらに含んでなる、請求項１７に記載の方
法。
【請求項２０】
　前記抗体が自己抗体および同種抗体よりなる群から選択される、請求項１７に記載の方
法。
【請求項２１】
　ヒトにおける抗赤血球自己抗体の存在の検出方法において、
ａ）ヒト由来の赤血球を用意する工程、
ｂ）前記細胞を洗浄して、前記細胞と非特異的に結合した抗体を除去する工程、
ｃ）抗ヒトグロブリン試薬を発現するバクテリオファージであって、核酸を含んでなりか
つ前記核酸の配列が少なくとも部分的に既知である前記バクテリオファージと前記細胞を
接触させる工程、
ｄ）前記細胞と特異的に結合した前記バクテリオファージを変性させて前記核酸を放出さ
せる工程、および
ｅ）前記核酸を検出する工程であって、かつ、前記核酸の検出が前記ヒトにおける抗赤血
球自己抗体の存在を検出するものである工程
を含むことを特徴とする、上記方法。
【請求項２２】
　工程（ｅ）の前に前記核酸を増幅することをさらに含んでなる、請求項２１に記載の方
法。
【請求項２３】
　サンプル中のリガンドの存在の検出方法において、
ａ）リガンドと特異的に結合することが既知の受容体を発現するバクテリオファージであ
って、核酸を含んでなりかつ前記核酸の配列が少なくとも部分的に既知である前記バクテ
リオファージと細胞を接触させる工程、
ｂ）前記細胞と特異的に結合する前記バクテリオファージを変性させて前記核酸を放出さ
せる工程、および
ｃ）前記核酸を検出する工程であって、かつ、前記核酸の検出がサンプル中の前記リガン
ドの存在を検出するものである工程
を含むことを特徴とする、上記方法。
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【請求項２４】
　前記リガンドが細胞上に存在する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記サンプルがヒトから得られた生物学的サンプルである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記生物学的サンプルが細胞サンプルである、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記細胞サンプルが赤血球を含んでなりかつ前記リガンドが赤血球抗原でありかつさら
に前記受容体が抗体である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　工程（ｃ）の検出の前に前記核酸を増幅することをさらに含んでなる、請求項２３に記
載の方法。
【請求項２９】
　細胞上の抗原をもつ部分の存在を検出するためのキットにおいて、
前記細胞上の抗原をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現するバクテリオ
ファージであって、核酸を含んでなりかつ前記核酸の配列が少なくとも部分的に既知であ
る前記バクテリオファージ、アプリケーター、およびさらにそれらの使用のための説明資
料を含んでなり、かつ、該説明資料が、
ａ）抗原をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現するバクテリオファージ
であって、核酸を含んでなりかつ前記核酸の配列が少なくとも部分的に既知であるバクテ
リオファージと細胞を接触せしめること、
ｂ）前記細胞と特異的に結合した前記いずれかのバクテリオファージを変性して前記核酸
を放出せしめること、次いで
ｃ）前記細胞上の前記抗原をもつ部分の存在を検出するために前記核酸を検出せしめ、そ
れにより、前記細胞上の抗原をもつ部分の存在を検出すること
を指示するものである、
上記キット。
【請求項３０】
　前記抗原をもつ部分が、Ａ、Ｂ、Ｒｈ（Ｄ）、Ｒｈ（Ｃ）、Ｒｈ（ｃ）、Ｒｈ（Ｅ）、
Ｒｈ（ｅ）、Ｋ、Ｆｙa、Ｆｙb、Ｍ、Ｎ、Ｓ、ｓ、ＪｋaおよびＪｋbよりなる群から選択
される赤血球抗原である、請求項２９に記載のキット。
【請求項３１】
　分子ビーコンプローブをさらに含んでなり、前記プローブの核酸配列が配列番号３の配
列および配列番号４の配列よりなる群から選択される配列に相補的な配列から選択される
、請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　前記分子ビーコンプローブの配列が、配列番号７の配列、配列番号８の配列、配列番号
９の配列および配列番号１０の配列よりなる群から選択される、請求項３１に記載のキッ
ト。
【請求項３３】
　ＰＣＲプライマーをさらに含んでなる、請求項３０に記載のキット。
【請求項３４】
　前記プライマーの配列が配列番号１の配列および配列番号２の配列よりなる群から選択
される、請求項３３に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　毎年、米国単独で、何億もの赤血球（ＲＢＣ）抗原型分類が、供与された血液単位およ
びそれらを受領することになる患者で実施される。加えて、同等な数の患者の抗血清が、
すでに存在している抗ＲＢＣ抗体（適合性血液の選択前にその特異性が同定されなければ
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ならない）の存在についてスクリーニングされる。これらの検査を行うために血液銀行で
使用される技術は、１００年以上も前にＬａｎｄｓｔｅｉｎｅｒにより示されたもの（す
なわち適切な抗血清によるＲＢＣの凝集反応）と本質的に同一である。この型のアッセイ
系は労働集約型であり、そして典型的には拡大鏡の上で試験管を人的に振とうしかつ凝集
パターンを眼により評価する高度に訓練された医療技術者のチームを必要とする。結果、
血液銀行は、いかなる他の型の臨床検査室よりも検査あたりに有意により多くの実験室技
術者を必要とし、それは他の領域の臨床検査医学についての費用よりも輸血検査室につい
ての検査あたり１０ないし１００倍より大きな費用に反映されるとおりである。加えて、
全国の献血施設、血液銀行および病院の輸血業務は、資格がありかつ興味をもった候補の
欠如によりこうした検査を実施するための熟練した人員の増大する不足に直面しつつある
。これは、正確な輸血前検査および適時にしばしば緊急に患者に血液成分を提供する能力
の並はずれた重要性を考えれば、とりわけやっかいである。
【０００２】
　臨床化学、凝固および血液学における検査のような他の形態の臨床検査と対照的に、血
液銀行の検査は迅速なハイスループットの自動化の開発を寄せ付けなかった。現在利用可
能である血液銀行の自動化方法は、本質的に赤血球の凝集反応を検出する機械の使用を必
要とするが、しかし凝集反応（若しくはその何らかの変形）が今なおほぼ１００年前と同
じく指標となっている。真に自動化された血液型分類系の開発における困難の理由は複数
であるが、しかし、大部分は、細胞表面上の特定の多形分子の存在を検出するために無傷
の細胞を用いて作業する必要があることにある。これは、細胞の数を単純に計数するまた
は可溶性血漿タンパク質若しくは電解質の濃度を測定する他の臨床検査とは対照的である
。
【０００３】
　フローサイトメトリー検査もまた細胞表面の表現型を検出することは真実である一方、
こうした検査の適応対象は、一般に、しばしば時間および正確さが不可欠である外傷若し
くは想定外の外科手術のような救急時の不適合血液の輸血を予防することが最終目標であ
る輸血医学において必要とされる結果のような迅速なリアルタイムの結果を必要としてい
ない。さらに、血液銀行の検査の性質の本質的な差異が、ブドウ糖若しくは電解質測定ま
たは心筋梗塞の迅速な「現場の」診断に現在利用可能な装置のような「治療地点（ｐｏｉ
ｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ）」検査装置の開発を妨げている。新規の血液銀行検査方法の開発
は、慣習的アプローチを使用して可能でない「治療地点」（例えば戦場）検査を助長し得
る輸血前検査のための小型の携帯式装置の開発につながり得る。
【０００４】
　血液銀行の検査の別の重大な問題は、型分類のための高品質の免疫学的試薬の完全な一
団の増大する利用不可能性である。慣習的供給源の供給は、試薬ドナーの故意の超免疫化
に関する増大する人種的問題により品質管理が困難でありかつ供給が先細りしつつある供
与されるヒトポリクローナル抗血清に由来する。多くの血液型抗原に対する免疫応答はヒ
ト（特定の抗原を欠く）にのみ装備されかつ動物（例えば、抗血清が向けられる必要のあ
るわずかなヒト多形を免疫系が一般に検出し得ないマウス）でされないため、単一クロー
ン性の型分類試薬を製造するための試みはヒトＢ細胞を形質転換する能力を必要としてい
るが、それは非常に非効率的かつ高価な努力である。従って、内分泌学若しくは感染性疾
患のためのアッセイのような他の免疫学に基づくアッセイの自動化を革新したものに類似
の十分に特徴づけられた単一クローン性ＲＢＣ抗体の無限の供給の利用可能性が、輸血医
学の分野で問題となっている。
【０００５】
　年間２千万単位以上の血液が米国で収集され、全世界の収集は４千万単位を超える。血
液収集施設（例えば米国赤十字、病院を本拠とするドナー施設）、病院、ならびに他の血
液銀行および輸血施設は全部、ハイスループットの様式で血液型を迅速かつ正確に型分類
する進行中の必要性を有する。小型の自動化血液型分類機器もまた、Ｒｈ（Ｄ）免疫グロ
ブリンを適正に投与するために患者のＲｈ型が決定されることを必要とする産科医の診察
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室ような医師の診察室で「治療地点」の応用を有するとみられる。収集される血液の各単
位は少なくとも３種（すなわちＡ、Ｂ、Ｒｈ（Ｄ））の抗原について型分類され、かつ、
しばしば血液はより多くの抗原（例えばＲｈ（Ｃ）、Ｒｈ（ｃ）、Ｒｈ（Ｅ）、Ｒｈ（ｅ
）、Ｋ、Ｆｙａ、Ｆｙｂ、Ｍ、Ｎ、Ｓ、ｓ、Ｊｋａ、Ｊｋｂなど）の検出について検査さ
れる。
【０００６】
　血液銀行による単位の受領に際して、基準は、各単位をＡおよびＢについて再検査して
適正なラベル付けを確実にすることを要求している。各収集された血液単位は、異なる必
要性をもつ３例の異なる患者を処置するために赤血球、血小板および血漿に分離される。
実際に血液を受領する患者よりもおよそ２倍より多い患者がＡ、ＢおよびＲｈ（Ｄ）（な
らびにしばしば他の抗原）について型分類される（すなわち、交差適合／輸血比はおよそ
２である）。加えて、交差適合の目的上利用可能な新鮮な血液を有するために入院患者で
血液サンプルが７２時間ごとに収集され、その結果多くの患者は彼らの入院の間に何回も
型分類および再型分類される。従って、毎年全世界で実施される血液型分類の数は何億回
もの検査になる。
【０００７】
　前に示されたとおり、本質的に全部のＲＢＣ型分類方法は人的であろうと自動化されて
いようと指標として凝集反応を使用する。人的方法の欠点は人件費、低スループットおよ
び人為的誤りを包含する。現在の自動化方法の欠点は、多重検査反応の不可能性および他
の臨床検査と比較した場合の比較的低いスループットを包含する。加えて、現在の人的お
よび自動化双方の方法の重大な欠点は抗血清の慣習的供給源へのそれらの依存を包含する
。こうした供給源は供給が先細りしつつあり、かつ、ヒト疾患、または製造することが困
難かつ高価である数種のヒト若しくはマウスハイブリドーマ産生抗体を潜在的に伝播し得
る。本発明は、本明細書に開示されるところの自動化「試薬の遺伝子型分類による表現型
分類（ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ－ｂｙ－ｒｅａｇｅｎｔ　ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ）」技術
で使用し得るのみならずしかしまた凝集（すなわち「クームス」）剤として抗Ｍ－１３抗
体を使用する慣習的な人的および自動化凝集反応法（例えば特許文献１）ともまた適合性
である、安価なファージに表示される抗ＲＢＣ試薬の無限の供給を提供する。
【０００８】
　要約すれば、従って、こうした検査の自動化を可能にしてそれにより費用を低減し、効
率および正確さを向上させかつ現在得るのが困難な試薬に対する要求性を取り除くことを
可能にすることができる、改良された血液型分類の方法および試薬に対する長い間の切実
なかつ深刻な必要性が存在する。本発明はこれらの必要性を満たす。
【特許文献１】Ｓｉｅｇｅｌへの米国特許第５，９８５，５４３号明細書
【発明の開示】
【０００９】
［発明の要約］
　本発明は、細胞上の抗原をもつ部分の存在の検出方法を包含する。該方法は、ａ）抗原
をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現するバクテリオファージと細胞を
接触させること（バクテリオファージは核酸を含んでなりかつ核酸の配列は少なくとも部
分的に既知である）；ｂ）細胞と特異的に結合するバクテリオファージを変性させて核酸
を放出させること；およびｃ）核酸を検出し（核酸の検出は細胞上の抗原をもつ部分の存
在を検出する）それにより細胞上の抗原をもつ部分の存在を検出することを含んでなる。
【００１０】
　一局面において、該方法は段階（ｃ）の前に核酸を増幅することをさらに含んでなる。
【００１１】
　別の局面において、該方法は、段階（ａ）と段階（ｂ）との間で細胞を洗浄することを
さらに含んでなる。
【００１２】
　なお別の局面において、該細胞は赤血球でありかつ抗原をもつ部分は赤血球抗原である
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。
【００１３】
　さらなる一局面において、赤血球抗原は、Ａ、Ｂ、Ｒｈ（Ｄ）、Ｒｈ（Ｃ）、Ｒｈ（ｃ
）、Ｒｈ（Ｅ）、Ｒｈ（ｅ）、Ｋ、Ｆｙａ、Ｆｙｂ、Ｍ、Ｎ、Ｓ、ｓ、ＪｋａおよびＪｋ
ｂよりなる群から選択される。
【００１４】
　一局面において、細胞は白血球でありかつ抗原をもつ部分は白血球抗原、単球抗原およ
び顆粒球抗原よりなる群から選択される。
【００１５】
　なお別の局面において、細胞は血小板でありかつ抗原をもつ部分は血小板抗原である。
【００１６】
　さらなる一局面において、血小板抗原は、ＨＰＡ－１ａ、ＨＰＡ－１ｂ、ＨＰＡ－２ａ
、ＨＰＡ－２ｂ、ＨＰＡ－３ａ、ＨＰＡ－３ｂ、ＨＰＡ－４ａ、ＨＰＡ－４ｂ、ＨＰＡ－
５ａ、ＨＰＡ－５ｂ、ＨＰＡ－６ｂ、ＨＰＡ－７ｂ、ＨＰＡ－８ｂ、ＨＰＡ－９ｂ、ＨＰ
Ａ－１０ｂ、ＧｏｖａおよびＧｏｖｂよりなる群から選択される。
【００１７】
　別の局面において、核酸は分子ビーコン（ｂｅａｃｏｎ）プローブに相補的な配列を含
んでなる。
【００１８】
　さらなる一局面において、配列は配列番号３の配列および配列番号４の配列よりなる群
から選択される配列に相補的である。
【００１９】
　なおさらなる一局面において、分子ビーコンプローブの配列は、配列番号７の配列、配
列番号８の配列、配列番号９の配列および配列番号１０の配列よりなる群から選択される
。
【００２０】
　別の局面において、分子ビーコンプローブはフルオロフォアを含んでなる。
【００２１】
　一局面において、核酸はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用して増幅される。
【００２２】
　別の局面において、ＰＣＲは配列番号１の配列および配列番号２の配列よりなる群から
選択されるプライマーを使用することを含んでなる。
【００２３】
　なお別の局面において、核酸はＴ７　ＲＮＡにより増幅される免疫検出（ＩＤＡＴ）を
使用する転写により増幅される。
【００２４】
　本発明は、細胞上の最低二種の異なる抗原をもつ部分の存在の検出方法を包含する。該
方法は：ａ）第一の抗原をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現する第一
のバクテリオファージと細胞を接触させること（第一のバクテリオファージは第一の核酸
を含んでなりかつ第一の核酸の配列は少なくとも部分的に既知である）；ｂ）第二の抗原
をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現する第二のバクテリオファージと
細胞を接触させること（第二のバクテリオファージは第二の核酸を含んでなりかつ第二の
核酸の配列は少なくとも部分的に既知でありかつ第一の核酸の配列は第二の核酸の配列と
検出可能に異なる）；ｃ）第一の核酸の存在を検出することにより抗原をもつ部分との第
一のバクテリオファージの結合を検出すること（第一の核酸の検出は細胞上の第一の抗原
をもつ部分の存在を検出する）；ｄ）第二の核酸の存在を検出することにより抗原をもつ
部分との第二のバクテリオファージの結合を検出し（第二の核酸の検出は細胞上の第二の
抗原をもつ部分の存在を検出する）；それにより細胞上の最低２種の異なる抗原をもつ部
分の存在を検出することを含んでなる。
【００２５】
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　本発明はまた、ヒト血清中の抗赤血球抗体の存在の検出方法も包含する。該方法は：ａ
）赤血球の表面上に最低１種のヒト赤血球抗原を発現するヒト赤血球を血清と接触させる
こと；ｂ）細胞を洗浄して、細胞と非特異的に結合した抗体を除去すること；ｃ）抗ヒト
グロブリン試薬を発現するバクテリオファージと細胞を接触させること（バクテリオファ
ージは核酸を含んでなりかつ核酸の配列は少なくとも部分的に既知である）；ｄ）細胞と
特異的に結合したバクテリオファージを変性させて核酸を放出させること；およびｅ）核
酸を検出すること（核酸を検出することが血清中の抗赤血球抗体の存在を検出する）を含
んでなる。
【００２６】
　一局面において、抗ヒトグロブリン試薬は、抗ヒトＩｇＧ、抗ヒトＩｇＭ、抗ヒトκ／
λ　Ｌ鎖抗体、ブドウ球菌プロテインＡ、ブドウ球菌プロテインＧおよびペプトストレプ
トコッカスのプロテインＬよりなる群から選択される。
【００２７】
　別の局面において、該方法は段階（ｅ）の前に核酸を増幅することをさらに含んでなる
。
【００２８】
　なお別の局面において、抗体は自己抗体および同種抗体よりなる群から選択される。
【００２９】
　本発明は、ヒトにおける抗赤血球自己抗体の存在の検出方法を包含する。該方法は：ａ
）ヒトから赤血球を得ること；ｂ）細胞を洗浄して、細胞と非特異的に結合した抗体を除
去すること；ｃ）抗ヒトグロブリン試薬を発現するバクテリオファージと細胞を接触させ
ること（バクテリオファージは核酸を含んでなりかつ核酸の配列は少なくとも部分的に既
知である）；ｄ）細胞と特異的に結合したバクテリオファージを変性させて核酸を放出さ
せること；およびｅ）核酸を検出すること（核酸の検出はヒトにおける抗赤血球自己抗体
の存在を検出する）を含んでなる。
【００３０】
　一局面において、該方法は段階（ｅ）の前に核酸を増幅することをさらに含んでなる。
【００３１】
　本発明はサンプル中のリガンドの存在の検出方法を包含する。該方法は：ａ）リガンド
と特異的に結合することが既知の受容体を発現するバクテリオファージと細胞を接触させ
ること（バクテリオファージは核酸を含んでなりかつ核酸の配列は少なくとも部分的に既
知である）；ｂ）細胞と特異的に結合するバクテリオファージを変性させて核酸を放出さ
せること；およびｃ）核酸の検出（核酸の検出はサンプル中のリガンドの存在を検出する
）を含んでなる。
【００３２】
　一局面において、リガンドは細胞上に存在する。
【００３３】
　別の局面において、サンプルはヒトから得られた生物学的サンプルである。
【００３４】
　なお別の局面において、生物学的サンプルは細胞サンプルである。
【００３５】
　さらなる一局面において、細胞サンプルは赤血球を含んでなりかつリガンドは赤血球抗
原でありかつさらに受容体は抗体である。
【００３６】
　別の局面において、該方法は段階（ｃ）の検出の前に核酸を増幅することをさらに含ん
でなる。
【００３７】
　本発明は細胞上の抗原をもつ部分の存在を検出するためのキットを包含する。該キット
は、抗原をもつ部分と特異的に結合することが既知の抗体を発現するバクテリオファージ
を含んでなり、バクテリオファージは核酸を含んでなりかつ核酸の配列は少なくとも部分
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さらに含んでなる。
【００３８】
　一局面において、抗原をもつ部分は、Ａ、Ｂ、Ｒｈ（Ｄ）、Ｒｈ（Ｃ）、Ｒｈ（ｃ）、
Ｒｈ（Ｅ）、Ｒｈ（ｅ）、Ｋ、Ｆｙａ、Ｆｙｂ、Ｍ、Ｎ、Ｓ、ｓ、ＪｋａおよびＪｋｂよ
りなる群から選択される赤血球抗原である。
【００３９】
　別の局面において、該キットは分子ビーコンプローブをさらに含んでなり、プローブの
核酸配列は配列番号３の配列および配列番号４の配列よりなる群から選択される配列に相
補的な配列から選択される。
【００４０】
　なお別の局面において、分子ビーコンプローブの配列は、配列番号７の配列、配列番号
８の配列、配列番号９の配列および配列番号１０の配列よりなる群から選択される。
【００４１】
　さらなる一局面において、該キットはＰＣＲプライマーをさらに含んでなる。
【００４２】
　なおさらなる一局面において、プライマーの配列は配列番号１の配列および配列番号２
の配列よりなる群から選択される。；
［発明の詳細な記述］
定義
　本明細書で使用されるところの以下の用語のそれぞれは本節においてそれと関連する目
的の範囲を有する。
【００４３】
　冠詞「ａ」および「ａｎ」は該冠詞の文法上の目的語の１つ若しくは１つ以上（すなわ
ち最低１つ）を指すのに本明細書で使用する。例として、「ａｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ（要素
）」は１個の要素若しくは１個以上の要素を意味している。
【００４４】
　本明細書で使用されるところの「抗原をもつ部分」という用語により、抗体が結合する
分子を意味している。抗原をもつ部分は、抗原および受容体よりなる群から選択される膜
結合型タンパク質であってよい。別の局面において、膜結合型タンパク質はＲｈ抗原のよ
うな赤血球抗原のような抗原である。抗原をもつ部分が炭水化物である場合、それは糖脂
質上で発現される炭水化物、例えばＰ血液型抗原若しくは他の抗原であってよい。
【００４５】
　本明細書で使用されるところのアミノ酸は、以下の表に示されるとおり、それらの完全
な名称、それらに対応する三文字記号若しくはそれらに対応する一文字記号により表す：
【００４６】
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【表１】

【００４７】
　本明細書で使用されるところの疾患を「軽減する」ことは、疾患の１種若しくはそれ以
上の症状の重症度を低下させることを意味している。
【００４８】
　「アンチセンス」は、とりわけ、あるタンパク質をコードする二本鎖ＤＮＡ分子の非コ
ーディング鎖の核酸配列、若しくは該非コーディング鎖に実質的に相同である配列を指す
。本明細書で定義されるところのアンチセンス配列はあるタンパク質をコードする二本鎖
ＤＮＡ分子の配列に相補的である。アンチセンス配列がＤＮＡ分子のコーディング鎖のコ
ーディング部分にのみ相補的であることは必要でない。アンチセンス配列は、コーディン
グ配列の発現を制御する、あるタンパク質をコードするＤＮＡ分子のコーディング鎖上で
指定される調節配列に相補的であってよい。
【００４９】
　「バクテリオファージ」および「ファージ」という用語は本明細書で互換性に使用され
、そして細菌を感染させるウイルスを指す。本明細書で使用されるところの「バクテリオ
ファージライブラリー」若しくは「ファージライブラリー」という用語の使用により、異
種ＤＮＡ、すなわち該細菌ウイルスにより天然にコードされないＤＮＡを含んでなる細菌
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ウイルスの一集団を意味している。
【００５０】
　該用語が本明細書で使用されるところの「アプリケーター」という用語により、本発明
の受容体（例えば抗グロブリン試薬、抗体、抗抗体など）を発現するバクテリオファージ
、細胞、サンプル、プライマー、分子ビーコンプローブ、ｄＮＴＰ、Ｔ７　ＲＮＡポリメ
ラーゼなどを細胞、サンプルなどに投与するための、限定されるものでないが皮下シリン
ジ、ピペットなどを挙げることができるいかなる装置も意味している。
【００５１】
　その用語が本明細書で使用されるところの「生物学的サンプル」若しくは単に「サンプ
ル」は、動物から得られるがしかしその必要はないもののようなサンプルを意味しており
、サンプルは、生物学的生物体若しくはその成分の存在について評価されるべきであり、
その結果、サンプルを使用して、本発明の方法に従って目的の抗原若しくはリガンドの存
在、非存在および／若しくはレベルを評価し得る。こうしたサンプルは、限定されるもの
でないが、いかなる生物学的液体（例えば血液、リンパ、精液、痰、唾液、粘液質、涙液
など）、糞便物質、毛髪サンプル、爪サンプル、脳サンプル、腎サンプル、腸組織サンプ
ル、舌組織サンプル、心組織サンプル、乳腺組織サンプル、肺組織サンプル、脂肪組織サ
ンプル、筋組織サンプル、および抗原の存在若しくは非存在についてアッセイし得る動物
から得られるいかなるサンプルも挙げることができる。さらに、サンプルは、生物学的生
物体（例えばクリプトスポリジウム（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ）生物体）の存在
が評価されるいずれかの処理前若しくは後の飲用水サンプルのような生物体若しくはその
成分の存在について評価されるためにしかしながら得られる水性サンプル（例えば水サン
プル）を含み得る。
【００５２】
　本明細書で使用されるところの、核酸に適用されるところの「フラグメント」という用
語は、通常長さが最低約２０ヌクレオチド、好ましくは最低約３０ヌクレオチド、より典
型的には約４０から約５０ヌクレオチドまで、好ましくは最低約５０ないし約８０ヌクレ
オチド、なおより好ましくは最低約８０ヌクレオチドないし約９０ヌクレオチド、なおま
だより好ましくは最低約９０ないし約１００、なおより好ましくは最低約１００ヌクレオ
チドないし約１５０ヌクレオチド、なおまだより好ましくは最低約１５０ないし約２００
、なおより好ましくは最低約２００ヌクレオチドないし約２５０ヌクレオチド、なおまだ
より好ましくは最低約２５０ないし約３００、より好ましくは約３００から約３５０ヌク
レオチドまで、好ましくは最低約３５０ないし約３６０ヌクレオチドであってよく、そし
て最も好ましくは、核酸フラグメントは長さが約３６５ヌクレオチドより大きいことがで
きる。
【００５３】
　本明細書で使用されるところの、ポリペプチドに適用されるところの「フラグメント」
という用語は、通常長さが最低約２０アミノ酸、好ましくは最低約３０アミノ酸、より典
型的には約４０から約５０アミノ酸まで、好ましくは最低約５０ないし約８０アミノ酸、
なおより好ましくは最低約８０アミノ酸ないし約９０アミノ酸、なおまだより好ましくは
最低約９０ないし約１００、なおより好ましくは最低約１００アミノ酸ないし約１２０ア
ミノ酸であってよく、そして最も好ましくは、アミノ酸フラグメントは長さが約１２３ア
ミノ酸より大きいことができる。
【００５４】
　本明細書で使用されるところの「Ｆａｂ／ファージ」という用語により、抗体のＦａｂ
部分を発現するファージ粒子を意味している。
【００５５】
　本明細書で使用されるところの「ｓｃＦｖ／ファージ」という用語により、一本鎖とし
ての抗体のＦｖ部分を発現するファージ粒子を意味している。
【００５６】
　これらの用語が本明細書で使用されるところの「ファージ」若しくは「ファージ粒子」



(12) JP 4601427 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

はとりわけ抗体をコードするファージ核酸を含有するものを包含する。これは、当業者に
より認識されるであろうとおり、ペプチドファージディスプレイ（ペプチドＤＮＡ挿入物
が小さくかつそれがファージＤＮＡ中に実際にクローン化される）と異なり、より大きな
ｓｃＦｖ若しくはＦａｂ　ＤＮＡ挿入物は実際にとりわけプラスミド中にクローン化され
るからである。従って、抗体をコードする核酸、例えば限定されるものでないがｐＣｏｍ
ｂ３のようなプラスミドは、プラスミドの複製起点のみならずしかしまたファージ（例え
ばＭ１３）の複製起点配列およびＭ１３パッケージング配列も含んでなり、その結果、該
核酸が産生される場合に、ヘルパーファージを使用して必要とされるファージ（例えばＭ
１３）タンパク質をｔｒａｎｓに提供して「ファージ様」粒子を作成し得る。すなわち、
これらの粒子は外側でファージに似ているがしかし内側ではそれらはプラスミド（「ファ
ージミド」ともまた称される）ＤＮＡを含有する。言い換えれば、ファージミドＤＮＡは
、抗体若しくはペプチドのＤＮＡに融合されたＭ１３遺伝子ＩＩＩの一片を除きいかなる
Ｍ１３ファージタンパク質をコードする必要もない。従って、「ファージ」、「ファージ
粒子」、「ファージ様粒子」および「ファージミド」という用語は本明細書で互換性に使
用されることが理解されるべきである。
【００５７】
　「疾患」は、動物が恒常性を維持し得ず、かつ、該疾患が緩和されない場合には該動物
の健康状態が悪化し続ける動物の健康状態である。
【００５８】
　対照的に、動物における「障害」は、動物が恒常性を維持することが可能であるが、し
かし動物の健康状態が障害の非存在下でそれがあろうより少なく好都合である健康状態で
ある。未治療のまま残されても障害は必ずしも該動物の健康状態のさらなる低下を引き起
こさない。
【００５９】
　本明細書で使用されるところの「相同な」は、２種のポリマー分子間、例えば２種の核
酸分子、例えば２種のＤＮＡ分子若しくは２種のＲＮＡ分子間、または２種のポリペプチ
ド分子間のサブユニット配列の類似性を指す。２種の分子の双方中の１サブユニット位置
が同一の単量体サブユニットにより占有される場合、例えば２種のＤＮＡ分子のそれぞれ
中のある位置がアデニンにより占有される場合には、それらはその位置で相同である。２
種の配列間の相同性は一致する若しくは相同な位置の数の直接の関数であり、例えば、２
種の化合物の配列中の位置の半分（例えば長さ１０サブユニットのポリマー中の５位置）
が相同である場合には該２配列は５０％相同であり、位置の９０％、例えば１０個中９個
が一致する若しくは相同な場合は、該２配列は９０％の相同性を共有する。例として、Ｄ
ＮＡ配列５’ＡＴＴＧＣＣ３’および５’ＴＡＴＧＧＣ３’は５０％の相同性を共有する
。
【００６０】
　その用語が本明細書で使用されるところの「説明資料」は、目的の細胞上の抗原をもつ
部分の存在を検出するため、および／若しくは血清中の自己抗体を検出するためのキット
中の本発明の核酸、ペプチドおよび／若しくは化合物の有用性を伝えるのに使用し得る出
版物、録音・録画、図若しくはいかなる他の表現媒体も包含する。キットの説明資料は、
例えば、本発明の核酸、ペプチドおよび／若しくは化合物を含有する容器に添付されてよ
いか、または核酸、ペプチドおよび／若しくは化合物を含有する容器と一緒に発送してよ
い。あるいは、説明資料は、受領者が説明資料および化合物を共同して使用するという意
図を伴い容器と別個に発送してよい。
【００６１】
　「単離された核酸」は、天然に存在する状態でそれに隣接する配列と分離された核酸セ
グメント若しくはフラグメント、例えば該フラグメントに通常隣接する配列、例えば該フ
ラグメントが天然に存在するゲノム中でそれに隣接する配列から取り出されたＤＮＡフラ
グメントを指す。該用語はまた、核酸に天然に付随する他の成分、例えば細胞中でそれに
天然に付随するＤＮＡ若しくはＲＮＡまたはタンパク質から実質的に精製された核酸にも
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当てはまる。該用語は従って、例えば、ベクター、自律性に複製するプラスミド若しくは
ウイルス、または原核生物若しくは真核生物のゲノムＤＮＡに組込まれる、あるいは他の
配列と独立に個別の分子として（例えばｃＤＮＡ、またはＰＣＲ若しくは制限酵素消化に
より製造したゲノム若しくはｃＤＮＡフラグメントとして）存在する組換えＤＮＡを包含
する。それはまた、付加的なポリペプチド配列をコードするハイブリッド遺伝子の一部で
ある組換えＤＮＡも包含する。
【００６２】
　「組換えポリヌクレオチド」は天然に一緒に結合されない配列を有するポリヌクレオチ
ドを指す。増幅若しくは集成された組換えポリヌクレオチドは適するベクターに包含され
ていてもよく、そして該ベクターを使用して適する宿主細胞を形質転換し得る。
【００６３】
　組換えポリヌクレオチドは非コーディング機能（例えばプロモーター、複製起点、リボ
ソーム結合部位など）を同様に供しうる。
【００６４】
　組換えポリヌクレオチドを含んでなる宿主細胞は「組換え宿主細胞」と称される。遺伝
子が組換えポリヌクレオチドを含んでなる組換え宿主細胞中で発現される遺伝子は「組換
えポリペプチド」を産生する。
【００６５】
　「組換えポリペプチド」は組換えポリヌクレオチドの発現に際して産生されるものであ
る。
【００６６】
　「ベクター」は、単離された核酸を含んでなりかつ細胞の内部に該単離された核酸を送
達するのに使用し得る組成物である。限定されるものでないが直鎖状ポリヌクレオチド、
イオン性若しくは両親媒性化合物と会合したポリヌクレオチド、プラスミドおよびウイル
スを挙げることができる多数のベクターが当該技術分野で既知である。従って、「ベクタ
ー」という用語は自律性に複製するプラスミド若しくはウイルスを包含する。該用語はま
た、例えばポリリシン化合物、リポソームなどのような細胞中への核酸の移入を助長する
非プラスミドおよび非ウイルス化合物を包含するとも解釈されるべきである。ウイルスベ
クターの例は、限定されるものでないがアデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベ
クター、レトロウイルスベクターなどを挙げることができる。
【００６７】
　「発現ベクター」は、発現されるべきヌクレオチド配列に効果的に連結された発現制御
配列を含んでなる組換えポリヌクレオチドを含んでなるベクターを指す。発現ベクターは
発現のための十分なｃｉｓに作用する要素を含んでなり；発現のための他の要素は宿主細
胞により若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏ発現系にて供給し得る。発現ベクターは、コスミド、
プラスミド（例えば裸の若しくはリポソーム中に含有される）、および組換えポリヌクレ
オチドを組込むウイスルのような当該技術分野で既知の全部のものを包含する。
【００６８】
　２種のポリヌクレオチドを「作動可能に連結される」と記述することにより、２種のポ
リヌクレオチドの少なくとも一方が他者に対してそれが特徴付けられる生理学的効果を発
揮することが可能であるような様式で核酸部分内に配置された２種のポリヌクレオチドを
一本鎖若しくは二本鎖核酸部分が含んでなることを意味している。例として、ある遺伝子
のコーディング領域に作動可能に連結されたプロモーターは該コーディング領域の転写を
促進することが可能である。
【００６９】
　好ましくは、所望のタンパク質をコードする核酸がプロモーター／制御配列をさらに含
んでなる場合、該プロモーター／制御配列は、それが細胞中での所望のタンパク質の発現
を駆動するように所望のタンパク質コーディング配列の５’端に配置される。一緒に、所
望のタンパク質をコードする核酸およびそのプロモーター／制御配列は「トランスジーン
（ｔｒａｎｓｇｅｎｅ）」を含んでなる。
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【００７０】
　本明細書で使用されるところの「プロモーター／制御配列」という用語は、該プロモー
ター／制御配列に作動可能に連結された遺伝子産物の発現に必要とされる核酸配列を意味
している。いくつかの例において、この配列はコアのプロモーター配列であってよく、ま
た、他の場合には、この配列はエンハンサー配列、および該遺伝子産物の発現に必要とさ
れる他の制御配列もまた包含してよい。プロモーター／制御配列は、例えば組織特異的様
式で遺伝子産物を発現するものであってよい。
【００７１】
　「構成的」プロモーターは、遺伝子産物をコード若しくは指定するポリヌクレオチドと
作動可能に連結される場合に、細胞のほとんどの若しくは全部の生理学的条件下の生存ヒ
ト細胞中で該遺伝子産物を産生させるヌクレオチド配列である。
【００７２】
　「誘導可能な」プロモーターは、遺伝子産物をコード若しくは指定するポリヌクレオチ
ドと作動可能に連結される場合に、実質的に、該プロモーターに対応する誘導物質が該細
胞中に存在する場合にのみ、生存ヒト細胞中で該遺伝子産物を産生させるヌクレオチド配
列である。
【００７３】
　「組織特異的」プロモーターは、遺伝子産物をコード若しくは指定するポリヌクレオチ
ドと作動可能に連結される場合に、実質的に、該細胞が該プロモーターに対応する組織型
の細胞である場合にのみ、生存ヒト細胞中で該遺伝子産物を産生させるヌクレオチド配列
である。
【００７４】
　「ポリアデニル化配列」は、転写されたメッセンジャーＲＮＡ配列へのポリＡ尾の付加
を指令するポリヌクレオチド配列である。
【００７５】
　「ポリヌクレオチド」は核酸の一本鎖若しくは平行および反平行鎖を意味している。従
ってポリヌクレオチドは一本鎖若しくは二本鎖核酸のいずれであってもよい。
【００７６】
　「核酸」という用語は大型のポリヌクレオチドを典型的に指す。
【００７７】
　「オリゴヌクレオチド」という用語は一般に約５０ヌクレオチドを超えない短いポリヌ
クレオチドを典型的に指す。ヌクレオチド配列がＤＮＡ配列（すなわちＡ、Ｔ、Ｇ、Ｃ）
により表される場合はこれが「Ｕ」が「Ｔ」を置き換えるＲＮＡ配列（すなわちＡ、Ｕ、
Ｇ、Ｃ）もまた包含することが理解されよう。
【００７８】
　本発明の情況において、普遍的に存在する核酸塩基の以下の略称を使用する。「Ａ」は
アデノシンを指し、「Ｃ」はシチジンを指し、「Ｇ」はグアノシンを指し、「Ｔ」はチミ
ジンを指し、そして「Ｕ」はウリジンを指す。
【００７９】
　ポリヌクレオチド配列を記述するのに慣習的表記法を本明細書で使用する。すなわち、
一本鎖ポリヌクレオチド配列の左側が５’端であり；二本鎖ポリヌクレオチド配列の左方
向を５’の方向と称する。
【００８０】
　新生ＲＮＡ転写物へのヌクレオチドの５’ないし３’付加の方向を転写方向と称する。
ｍＲＮＡと同一の配列を有するＤＮＡ鎖は「コーディング鎖」と称し；ＤＮＡ上の参照点
に対し５’に配置されるＤＮＡ鎖上の配列を「上流配列」と称し；ＤＮＡ上の参照点に対
し３’であるＤＮＡ鎖上の配列を「下流配列」と称する。
【００８１】
　ポリヌクレオチドの「部分」は、該ポリヌクレオチドの少なくとも最低約２０の連続す
るヌクレオチド残基を意味している。ポリヌクレオチドの一部分は該ポリヌクレオチドの
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すべてのヌクレオチド残基を包含してよいことが理解される。
【００８２】
　「プライマー」は、指定されたポリヌクレオチド鋳型に特異的にハイブリダイズしかつ
相補ポリヌクレオチドの合成の開始点を提供することが可能であるポリヌクレオチドを指
す。こうした合成は、合成が誘導される条件下、すなわちヌクレオチド、相補ポリヌクレ
オチド鋳型およびＤＮＡポリメラーゼのような重合のための剤の存在下にポリヌクレオチ
ドプライマーが置かれる場合に起こる。プライマーは典型的には一本鎖であるが、しかし
二本鎖であってもよい。プライマーは典型的にはデオキシリボ核酸であるが、しかし多様
な合成および天然に存在するプライマーが多くの応用に有用である。プライマーは、それ
がハイブリダイズして合成の開始の部位としてはたらくように設計されている鋳型に相補
的であるが、しかし鋳型の正確な配列を反映する必要はない。こうした場合、鋳型へのプ
ライマーの特異的ハイブリダイゼーションはハイブリダイゼーション条件のストリンジェ
ンシーに依存する。プライマーを例えば色素産生性、放射活性若しくは蛍光部分で標識し
かつ検出可能な部分として使用し得る。
【００８３】
　「プローブ」は別のポリヌクレオチドの指定された配列に特異的にハイブリダイズする
ことが可能であるポリヌクレオチドを指す。プローブは標的の相補ポリヌクレオチドに特
異的にハイブリダイズするが、しかし鋳型の正確な相補配列を反映する必要はない。こう
した場合、標的へのプローブの特異的ハイブリダイゼーションはハイブリダイゼーション
条件のストリンジェンシーに依存する。プローブを例えば色素産生性、放射活性若しくは
蛍光部分で標識しかつ検出可能な部分として使用し得る。
【００８４】
　「組換えポリヌクレオチド」は、天然に一緒に結合されない配列を有するポリヌクレオ
チドを指す。増幅若しくは集成された組換えポリヌクレオチドは適するベクター中に包含
されてよく、そして該ベクターを使用して適する宿主細胞を形質転換し得る。
【００８５】
　組換えポリヌクレオチドは非コーディング機能（例えばプロモーター、複製起点、リボ
ソーム結合部位など）を同様に供しうる。
【００８６】
　「組換えポリペプチド」は組換えポリヌクレオチドの発現に際して産生されるものであ
る。
【００８７】
　「ポリペプチド」は、アミノ酸残基から構成されるポリマー、関連する天然に存在する
構造バリアント、およびペプチド結合を介して連結されたそれらの合成の天然に存在しな
い類似体、関連する天然に存在する構造バリアント、ならびにそれらの合成の天然に存在
しない類似体を指す。合成ポリペプチドは例えば自動ポリペプチド合成機を使用して合成
し得る。
【００８８】
　「タンパク質」という用語は大型のポリペプチドを典型的に指す。
【００８９】
　「ペプチド」という用語は短いポリペプチドを典型的に指す。
【００９０】
　ポリペプチド配列の輪郭を描くのに慣習的な表記法を本明細書で使用する。すなわち、
ポリペプチド配列の左側がアミノ末端であり；ポリペプチド配列の右側はカルボキシル末
端である。
【００９１】
　本明細書で使用されるところの「レポーター遺伝子」という用語は、既知の方法を使用
してその発現を検出し得る遺伝子を意味している。例として、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
ｈｉａ　ｃｏｌｉ）ｌａｃＺ遺伝子の発現は色素産生性の基質、例えばｏ－ニトロフェニ
ル－β－Ｄ－ガラクトピラノシドを培地に添加することにより既知の方法を使用して検出
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し得るため、該ｌａｃＺ遺伝子を培地中でレポーター遺伝子として使用しうる（Ｇｅｒｈ
ａｒｄｔら編、１９９４、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ、アメリカ微生物学会（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏ
ｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ）、ワシントンＤＣ、ｐ．５７４）。
【００９２】
　「受容体」はリガンドと特異的に結合する化合物である。この用語は、ファージにより
発現されかつそのコグネイトのリガンドと接触される場合にそれと特異的に結合する抗体
、抗グロブリン試薬などのようなタンパク質を包含する。
【００９３】
　本明細書で使用されるところの「リガンド」という用語は、受容体結合ドメインと相互
作用し得、従ってこうしたドメインに対する「結合親和性」を有するいかなるタンパク質
（１種若しくは複数）も指す。リガンドは可溶性若しくは膜結合型であり得、また、それ
らは天然に存在するタンパク質であり得るかまたは合成で若しくは組換え的に製造し得る
。「リガンド」はまた、それが受容体結合ドメインと相互作用する場合にリガンドとして
作用する非タンパク質分子でもあり得る。リガンドと受容体結合ドメインとの間の相互作
用は、限定されるものでないがいかなる共有若しくは非共有相互作用も挙げることができ
る。受容体結合ドメインは、リガンドと直接若しくは間接的に相互作用する受容体分子の
いかなる領域でもある。
【００９４】
　本明細書で使用されるところの「特異的に結合する」という用語により、特定の分子を
認識かつ結合するがしかしサンプル中の他の分子を実質的に認識若しくは結合しない分子
、例えばタンパク質、核酸、抗体、化合物などを意味している。例えば、サンプル中のコ
グネイトのリガンド（すなわち細胞上に存在する抗原をもつ部分）を認識かつ結合するが
しかしサンプル中の他の分子を実質的に認識若しくは結合しない抗体。
【００９５】
　該用語が本明細書で使用されるところの疾患を「治療する」ことは、疾患若しくは障害
の１種若しくはそれ以上の症状の１症状が動物により経験される頻度を低下させて疾患若
しくは障害の頻度を低下させることを意味している。
記述
　本発明は細胞上若しくは生物学的サンプル中の目的の分子の存在の検出方法に関する。
典型的には、ＲＢＣ表面上で発現される赤血球抗原が検出されるが、しかし、本発明は、
限定されるものでないが赤血球および白血球、ならびに血小板、ならびに移植治療に使用
される細胞を挙げることができる多数の細胞上の目的の多数の抗原の存在を検出すること
、ならびにとりわけ法廷の目的上の細胞（例えば毛髪、皮膚、爪、精子、唾液および他の
細胞）上の抗原の同定を包含する。
【００９６】
　本発明はまた生物学的サンプル中の目的の抗原の検出にも関する。こうしたサンプルは
、該サンプル中のいかなる生物体若しくはその成分の存在も検出するための水性サンプル
を包含する。
【００９７】
　本発明は、細胞上若しくは生物学的サンプル中の抗原の存在を検出するためのファージ
（例えばＭ１３、Ｔ７、λ、真核生物など）により表示された既知の抗原に特異的な抗体
を使用することに関する。より具体的には、細胞と特異的に結合させたファージを該ファ
ージ粒子中に含有される核酸についてアッセイすることにより検出する。すなわち、ファ
ージミド中に含有される核酸の核酸配列が少なくとも部分的に既知であり、その結果核酸
を検出するための技術を使用して該配列の存在を評価してそれにより本明細書で「試薬の
遺伝子型分類による表現型分類（ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ－ｂｙ－ｒｅａｇｅｎｔ－ｇｅ
ｎｏｔｙｐｉｎｇ）」と称される新規方法で抗原を検出し得る。
【００９８】
　本質的には、バクテリオファージ核酸は該ファージによりコードされる抗体により認識
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される抗原を検出するための標識のように作用する。こうして、核酸検出方法の高感受性
およびハイスループットスクリーニングの特性を抗原の免疫学的検出に適用してそれによ
り双方の技術の利点を組合せ得る。このアプローチの決定的に重要な特徴は、バクテリオ
ファージにより表示される抗体の特異性およびファージ内に含有されるＤＮＡの核酸配列
若しくはその一部分の双方が既知であることである。本明細書に提供される開示に基づき
、該抗体により認識される抗原の正確な性質が、それがタンパク質、炭水化物、脂質若し
くはいかなる他の化合物であっても既知である必要はなく、その抗原に対する該抗体の特
異性が既知であることのみが理解されよう。例えば、ある抗体が癌細胞（若しくは疾患と
関連するいずれかの細胞）と結合しかつそれを同定するがしかし癌性（若しくは疾患と関
連する）でないそれ以外は同一の細胞と結合しないことが既知である場合、本発明の方法
を使用して癌（若しくは疾患状態）を検出するのに該抗体を使用し得る。すなわち、試験
細胞若しくは生物学的サンプルと結合する抗体は、癌（若しくは疾患に関連する）細胞上
に存在する抗原の正確な性質を知ることを必要とせずに、該抗体部分をコードするファー
ジ粒子中に存在する核酸を検出してそれにより癌細胞を検出することにより検出し得る。
【００９９】
　本発明はさらに、単一チューブアッセイにおける細胞上の目的の複数の抗原の検出に関
する。すなわち、最低２種の異なる抗原に特異的な抗体をコードするバクテリオファージ
を使用して、細胞上のそれらの抗原を検出し得る。より具体的には、各ファージは既知の
抗原と特異的に結合する抗体をコードし、また、各ファージは１種の異なる抗原若しくは
抗原部分を認識する抗体をコードする。さらに、各ファージは既知である配列を含んでな
るＤＮＡ分子を含有し、ここで該配列はファージ間で異なる。このアプローチを使用して
、それぞれ抗原の１種に特異的な抗体を表示するファージの一団を単に使用することによ
り目的の複数の抗原の存在を容易にアッセイし得、ここで各ファージの核酸分子は一団中
のいずれの他のファージのものとも識別可能である既知の配列を含んでなる。こうして、
単一の反応段階を使用して複数の抗原をアッセイし得る。この「多重化（ｍｕｌｔｉｐｌ
ｅｘｉｎｇ）」方法は、１細胞への抗原特異的抗体の結合を同定する慣習的方法を使用し
て可能でない。抗原特異的抗体を検出するのに使用される二次抗抗体抗体は典型的に全部
の抗原結合抗体と交差反応するか、若しくはそれは二次抗体がどの抗原特異的抗体と結合
するかを決定し得ないからである。抗体が適切な細胞型を直接凝集させる（すなわち二次
抗体は必要ない）赤血球の慣習的表現型分類方法の場合、一緒に混合した場合に、どの抗
原特異的抗体が該凝集反応の原因であったかを決定することは同様に可能でないとみられ
る。この多重アプローチは、ただ単一サンプルのみを使用して複数の抗原の迅速な同時検
出を可能にする。
【０１００】
　さらに、本発明は血清中の抗赤血球抗体の同定に関する。すなわち、それらの表面上に
多様な既知の抗原を発現する一団のＲＢＣを血清サンプルと接触させ得る。特徴づけられ
た抗原を発現する試薬ＲＢＣは商業的に入手可能である（例えばＪｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊ
ｏｈｎｓｏｎ、Ｒａｒｉｔａｎ、ニュージャージー州）。細胞をその後洗浄して、該細胞
に非特異的に付着するいかなる抗体も除去し、そして、該細胞をその後、抗グロブリン試
薬を表示するバクテリオファージと接触させる。
【０１０１】
　加えて、患者中に存在する自己抗体は、患者からＲＢＣを得ること、それらを洗浄して
該細胞と非特異的に結合するいかなる抗体および／若しくは補体も除去することにより検
出し得、そして細胞をその後、抗ヒトグロブリン試薬を発現するファージと接触させ得る
。従って、ファージにより含有される核酸配列を検出することにより、患者細胞上の自己
抗体の存在、ならびに自己抗体により細胞上に堆積された補体の存在を、本明細書で開示
される新規「試薬の遺伝子型分類による表現型分類」法に従って容易に検出し得る。
【０１０２】
　慣習的には、既知の抗原を表示する試薬赤血球を使用する血清抗体のスクリーニングお
よび同定は「抗グロブリン検査」と当該技術分野で称され、１つのこうした試験がクーム
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ス反応である。これらのアッセイは目的の細胞上の抗体若しくはそれにより堆積される補
体の存在を検出する。補体（一方で抗体でない）が「グロブリン」とみなされるため、抗
体および／若しくは補体を検出するのに使用される試薬は「抗グロブリン」試薬と当該技
術分野で称される。
【０１０３】
　患者赤血球上の抗体および／若しくは補体フラグメント（例えばＣ３ｄ）を検出して抗
赤血球自己抗体若しくはそれらが堆積させる補体を検出しかつまた患者の同種抗体若しく
はそれらが堆積させる補体を検出するこれらのアッセイを使用して、溶血性の輸血反応で
自己細胞若しくは輸血された細胞を破壊しつつあり得る自己抗体、同種抗体若しくは双方
を同定し得る。
【０１０４】
　本明細書で使用されるところの「抗グロブリン試薬」は抗体、補体若しくは双方を検出
し得る試薬である。従って、本発明は、本明細書に提供される教示を備えた当業者により
理解されるであろうとおり、とりわけ例えば抗抗体抗体、抗補体抗体、プロテインＡ、プ
ロテインＧ若しくはプロテインＬを含んでなる抗グロブリン試薬を包含する。すなわち、
本発明は、抗体、補体などのようなグロブリンと特異的に結合することが当業者により理
解されるであろう多数の試薬のファージによる発現を包含する。すなわち、本発明は、限
定されるものでないが「抗抗体抗体」、抗補体、およびグロブリンを結合することが既知
のいずれかの試薬（例えば抗体、補体など）を挙げることができるファージにより発現さ
れる抗グロブリン試薬を使用することを包含する。加えて、プロテインＡ若しくはその免
疫グロブリン結合ドメインを発現するファージは以前に記述されている（例えばＤｊｏｊ
ｏｎｅｇｏｒｏら、１９９４、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌ．１２：１６９－１７２）。こう
した抗グロブリン試薬を発現するファージは、本明細書に提供される教示を備えた当業者
により理解されるであろうとおり、本明細書に開示される方法で使用し得る。
【０１０５】
　本発明は、双方とも限定されるものでないが自己免疫性溶血性貧血を挙げることができ
る疾患の特徴である、患者から得られた血清サンプル中の自己抗体またはｉｎ　ｖｉｖｏ
で患者細胞上に前堆積された自己抗体若しくは補体フラグメントを同定することに関する
。すなわち、患者から得た血清を、商業的に入手可能であるもののような試薬ＲＢＣのア
リコートと接触させる。ＲＢＣ自己抗体は、ただ患者のものだけでなく本質的に全部の赤
血球上に存在する共通の抗原に結合する。従って、患者血清中に存在する自己抗体がドナ
ーのＲＢＣともまた反応するため、患者に別のヒトからの血液を輸血し得ない。患者のＲ
ＢＣは既に自己抗体で被覆されているため、ｉｎ　ｖｉｖｏで結合されていたからの既に
細胞上の自己抗体は、ファージ上に発現される抗ヒトグロブリン試薬を使用して直接細胞
をアッセイすることにより本発明の方法に従って検出し得る。あるいは、自己抗体を検出
することは、試薬赤血球と患者血清を接触させることによる同種抗体の検出であると同一
方法を実施される。同種抗体の場合、ある種の試薬ＲＢＣのみが抗体を結合することがで
き、そしてそれらの細胞の正確な表現型を知ることが抗原特異性を同定する。自己抗体の
場合は、自己抗体が全細胞上に存在するため、典型的に全部の試薬赤血球が抗体を結合す
ることができる。その後、本明細書の別の場所により完全に開示されるとおり、抗グロブ
リン試薬を発現するファージと細胞を接触させることおよびファージにより含有される核
酸を検出することにより、すなわち本発明の方法に従って「試薬の遺伝子型分類による表
現型分類」を実施することにより細胞とのファージの結合を検出することによるような本
発明の方法に従って、ＲＢＣと特異的に結合した抗体を検出する。こうして、ヒト血清中
に存在する自己抗体は慣習的な「間接的抗グロブリン検査」に類似の本明細書に開示され
る方法を使用して容易に検出し得る。さらに、抗グロブリンを発現するファージ粒子と患
者ＲＢＣを接触させること、およびファージにより含有される核酸を検出することにより
細胞とファージの結合を検出することにより、患者ＲＢＣ上のｉｎ　ｖｉｖｏで堆積した
自己抗体および／若しくは補体フラグメントの存在を検出し得る。このアッセイは慣習的
な「直接抗グロブリン検査」に類似である。



(19) JP 4601427 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

【０１０６】
　さらに、本発明は、患者血清と、患者に輸血されるべき前向きの血液単位から引き出さ
れた赤血球との間の適合性検査（すなわち患者／ドナー「交差適合試験」）を実施するこ
とに関する。すなわち、前向きのドナー血液単位からのＲＢＣのアリコートを潜在的輸レ
シピエントからの血清サンプルと接触させ得る。細胞をその後洗浄して該細胞に非特異的
に付着する抗体を除去し、そしてその後、抗グロブリン試薬を表示するバクテリオファー
ジと該細胞を接触させる。従って、本発明は、輸血されるべきである患者における同種抗
体を検出してそれにより不適合性の輸血を予防するための適正な患者／ドナー交差適合試
験を可能にする方法を提供する。
Ｉ．方法
Ａ．抗原の検出方法
　本発明は細胞上の抗原をもつ部分の存在の検出方法を包含する。該方法は、抗原をもつ
部分が細胞上に存在する場合にそれと特異的に結合することが既知である抗体を発現する
バクテリオファージと細胞を接触させることを含んでなる。こうしたファージに表示され
た抗体ならびにそれらの製造方法は当該技術分野で公知であり、そしてとりわけ全部Ｓｉ
ｅｇｅｌへの米国特許第５，８７６，９２５号、同第５，９８５，５４３号および同第６
，２５５，４５５号明細書に記述される。これらの抗体を表示するバクテリオファージは
抗Ｒｈ（Ｄ）および抗Ｂ特異的抗体を表示するファージにより本明細書に例示される。し
かしながら、当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、本発明がこれらの若しくは
本明細書に開示される特定のバクテリオファージ上に表示されるいずれかの他の特定の抗
体に制限されないことを理解するであろう。むしろ、該ファージにより表示される抗体は
いずれの細胞成分にも特異的であり得、そして、目的の抗原に対するファージが表示する
抗体の製造技術は当該技術分野で公知でありかつ本発明に包含される。
【０１０７】
　異種ＤＮＡを含んでなるバクテリオファージライブラリーの作成手順は当該技術分野で
公知でありかつ本明細書ならびに例えばＳａｍｂｒｏｏｋら、上記に記述される。所望の
抗体をコードするバクテリオファージは、抗体タンパク質がその対応する結合タンパク質
、例えば抗体が向けられる抗原に結合するためにそれが利用可能であるような様式でその
表面上に表示されるように工作し得る。従って、特定の抗体を発現するバクテリオファー
ジを、対応する抗原を発現する細胞の存在下でインキュベートする場合、該バクテリオフ
ァージは該細胞に結合することができる。該抗体を発現しないバクテリオファージは該細
胞に結合しないことができる。こうしたパニング技術は当該技術分野で公知でありかつ例
えばＷｒｉｇｈｔら（上記）に記述される。
【０１０８】
　上述されたもののような方法はＭ１３バクテリオファージディスプレイを使用するヒト
抗体の産生のため開発された（Ｂｕｒｔｏｎら、１９９４、Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．５
７：１９１－２８０）。こうしたディスプレイライブラリーの製造およびそれらのスクリ
ーニングに関する方法はＳｉｅｇｅｌへの米国特許第６，２５５，４５５号明細書（そっ
くりそのまま本明細書に示されるかのように引用することにより組み込まれる）に示され
る。本質的には、抗体産生細胞の一集団から得たｍＲＮＡからｃＤＮＡライブラリーを生
成させる。該ｍＲＮＡは再配列された免疫グロブリンをコードし、そして従って該ｃＤＮ
Ａはそれをコードする。増幅したｃＤＮＡをＭ１３発現ベクター（若しくはＭ１３パッケ
ージングシグナルをもつファージミド）にクローン化して、それらの表面上にヒトＦａｂ
（若しくはｓｃＦｖ）フラグメントを発現するファージのライブラリーを創製する。目的
の抗体を表示するファージを抗原結合により選択し、そして細菌中で増殖させて可溶性ヒ
トＦａｂ（若しくはｓｃＦｖ）免疫グロブリンを産生させる。従って、慣習的なモノクロ
ーナル抗体合成と対照的に、本手順は、ヒト免疫グロブリンを発現する細胞よりはむしろ
ヒト免疫グロブリンをコードするＤＮＡを不死化する。
【０１０９】
　本明細書の目的の抗体を表示するバクテリオファージはＭ１３ファージにより例示され
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るとは言え、本発明はこれら若しくは抗体を表示するいずれかの他のベクターに制限され
ない。代わりに、当業者は、本明細書に提供される教示を備えれば、配列が少なくとも部
分的に既知である核酸を含んでなる、抗体を表示し得るベクターを本明細書に開示される
方法で使用し得ることを認識するであろう。従って、本明細書に開示される抗体を表示す
るバクテリオファージはＭ１３により例示される一方、λファージ若しくはＴ７ファージ
のような他のバクテリオファージもまた本発明の方法で有用であり得る。Ｔ７ファージデ
ィスプレイライブラリーが生成されたように（Ｈａｎｓｅｎら、２００１、Ｉｎｔ．Ｊ．
Ｏｎｃｏｌ．１９：１３０３－１３０９）それらの表面上に異種ＤＮＡによりコードされ
るペプチドを表示するλファージディスプレイライブラリーが生成された（Ｓｔｅｒｎｂ
ｅｒｇら、１９９５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：１６０９
－１６１３）。
【０１１０】
　さらに、本発明の方法を真核生物ウイルスのようなバクテリオファージ以外のウイルス
を包含するように拡大してよいことを企図している。事実、哺乳動物への送達に適する遺
伝子をコードする、また、遺伝子が送達されるはずである特定の細胞型若しくは組織を標
的とすることが可能な抗体をコードかつ表示する真核生物ウイルスを生成し得る。例えば
、機能的抗体フラグメントを表示するレトロウイルスベクターが生成された（Ｒｕｓｓｅ
ｌｌら、１９９３、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２１：１０８１－１０８５）。これ
らのおよび抗体を発現するいかなる他のベクターも本発明の方法で使用し得かつそれによ
り包含され得る。
【０１１１】
　さらに、本明細書に例示されるところの本発明の方法は抗体分子のＦａｂ部分若しくは
ｓｃＦｖ部分をコードするファージを使用することを記述する一方、該方法はＦａｂ若し
くはｓｃＦｖ抗体をコードするファージの使用にのみ制限されると解釈されるべきでない
。Ｆａｂ分子はＩｇ　Ｌ鎖全体を含んでなる。すなわち、それらはＬ鎖の可変および定常
領域双方を含んでなるが、しかしＨ鎖の可変領域および第一の定常領域ドメイン（ＣＨ１
）のみを包含する。一本鎖抗体分子はＩｇ　Ｆｖフラグメントを含んでなるタンパク質の
一本鎖を含んでなる。Ｉｇ　Ｆｖフラグメントは抗体のＨおよびＬ鎖の可変領域のみを包
含し、その中に含有される定常領域を有しない。ｓｃＦｖ　ＤＮＡを含んでなるファージ
ライブラリーは、Ｍａｒｋｓら、１９９１、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５
９７に記述される手順に従って生成しうる。所望の抗体の単離のためそのように生成され
たファージのパニングは、Ｆａｂ　ＤＮＡを含んでなるファージライブラリーについて本
明細書に記述されるとおり実施する。
【０１１２】
　本発明は、ＨおよびＬ鎖可変領域がほぼ全部の可能な特異性を包含するようにそれらを
合成しうる合成ファージディスプレイライブラリーを包含するともまた解釈されるべきで
ある。従って、抗体を表示するライブラリーは「天然」若しくは「合成」であり得る（Ｂ
ａｒｂａｓ、１９９５、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１：８３７－８３９；ｄｅ　
Ｋｒｕｉｆら、１９９５、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４８：９７－１０５）。「天然の」
抗体を含んでなる抗体を表示するライブラリーは例えばＳｉｅｇｅｌへの米国特許第５，
８７６，９２５号明細書に記述されるとおり生成する。「合成」抗体を含んでなる抗体を
表示するライブラリーは、Ｂａｒｂａｓ（１９９５、上記）およびその中に引用される参
考文献に記述される手順に従って生成する。
【０１１３】
　当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、当該技術分野で既知の方法を使用して
それに対する抗体を生成し得かつその後本発明の方法で使用し得る赤血球抗体が、限定さ
れるものでないがＲｈ（Ｄ）、Ｒｈ（Ｃ）、ＲＨ（ｃ）、ＲＨ（Ｅ）、Ｒｈ（ｅ）を包含
するＲｈ抗原、ならびにＫｅｌｌ、Ｄｕｆｆｙ、ＬｕｔｈｅｒａｎおよびＫｉｄｄ血液型
の赤血球抗原を包含する他の非Ｒｈ抗原を挙げることができることを認識するであろう。
【０１１４】
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　従って、本発明の方法は、いかなるＲＢＣ抗原若しくは限定されるものでないが腫瘍特
異的抗原、細菌抗原などを挙げることができる他の細胞抗原の検出にも使用し得る。本発
明の方法はまた、多数の臨床上重要な血小板抗原、とりわけＨＰＡ－１ａ／１ｂ、ＨＰＡ
－２ａ／２ｂ、ＨＰＡ－３ａ／３ｂなどに特異的なファージ抗体を生成させることにより
血小板を型分類するのにも有用である。
【０１１５】
　本発明はさらに、充実性（例えば腎、心、肝、肺）および非充実性（例えば骨髄）器官
若しくは組織移植の双方の場合の潜在的移植適合のためにドナーおよびレシピエントを適
合させる目的上ＨＬＡ抗原に対しドナー白血球を型分類するのに有用である。
【０１１６】
　加えて、本発明の方法は、サンプル中の目的のいずれかの抗原を検出するための法廷の
目的上使用し得、ここで該サンプルは限定されるものでないが骨、毛髪、皮膚、精液、唾
液、または生物体若しくは生物学的サンプルから得ることができるいずれかの他のサンプ
ルを挙げることができる。必要とされる唯一の特徴は、該サンプルが、バクテリオファー
ジ若しくは他の抗体を表示するベクターにより発現される抗体により特異的に認識され得
る抗原を含有することである。従って、本発明はいずれかの特定の抗原の検出にいかなる
方法でも制限されず；代わりに、本発明は、本明細書に開示される新規「試薬の遺伝子型
分類による表現型分類」検出方法を使用して多数の目的の抗原を検出することを包含する
。
【０１１７】
　従って、本発明は、抗赤血球抗体を発現するファージの結合を検出することによる、本
明細書で「表現型分類」と称される赤血球上の目的の抗原を検出することを包含し、ここ
で該ファージは該ファージ粒子により含有される核酸中に存在する既知配列を検出するこ
とにより検出され、これは本明細書で「試薬の遺伝子型分類による表現型分類」と称され
る。さらに、本発明は、抗ヒトＩｇＧ（または抗ＩｇＭ若しくはいずれのＩｇアイソタイ
プも拾い上げるであろう抗κ／λ　Ｌ鎖抗体）を表示するファージ粒子を使用する抗赤血
球抗体についての患者血清のスクリーニングを包含する。再度、ＲＢＣと結合したファー
ジは、該ファージにより含有される核酸中に存在する核酸配列を検出することにより検出
される。
【０１１８】
　加えて、本発明は、検出されている抗原が細胞上にあるにせよないにせよ（例えば、限
定されるものでないが、サイトカインから妊娠検査のためのＨＣＧまでの研究若しくは臨
床目的上測定されるいずれかを挙げることができる抗原）免疫アッセイにおいて試薬の遺
伝子型分類による表現型分類方法を使用することを包含する。すなわち、本発明は、所定
の物質に免疫グロブリンにより賦与される特異性（その特異性はいかなる転写後修飾（例
えばリン酸化、グリコシル化など）も考慮する）を、核酸検出方法により賦与される感受
性ならびに多重アッセイを実施する能力と結合する。すなわち、その成分がＥＬＩＳＡの
ためのプレートのウェルを被覆すること、ニトロセルロースフィルター、ビーズ若しくは
いずれかの他の固体支持体のような固体支持体に固定されかつコグネイトのリガンドと特
異的に結合するタンパク質を発現するファージが該固体支持体に固定された成分と結合す
ることを可能にされ得るように、アッセイされているサンプルを適用することができる。
コグネイトのリガンドに特異的に結合するいかなるファージも、該ファージ内に含有され
る核酸により指定される既知の核酸配列を検出することにより検出し得る。従って、目的
のいずれかのリガンドの存在は、アッセイされているサンプルが細胞を含まない場合であ
っても、本明細書に開示される「試薬の遺伝子型分類による表現型分類」方法を使用して
検出し得る。
【０１１９】
　さらに、当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、本発明が他の血液細胞（例え
ば血小板、白血球など）の表現型分類および血液中のそれらの細胞に対する抗体（例えば
抗血小板自己若しくは同種抗体、抗ＨＬＡ抗体など）の検出を包含し、その結果本発明が
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赤血球に制限されないことを認識するであろう。事実、本発明は血液細胞に全く制限され
ないが、しかしいかなる種類の細胞上にも存在する目的のいかなる分子も検出するのに使
用し得る。従って、当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、本発明が、限定され
るものでないが、現在利用可能な多数の抗体（例えばヘルパー／サプレッサーＴ細胞につ
いての抗ＣＤ４若しくはＣＤ８のような数百の抗ＣＤ抗体、Ｂ細胞についての抗ＣＤ２０
など）をファージ上に発現させ得、そして本明細書の別の場所に開示される新規方法に従
って該抗原が細胞に存在するかどうかを検出するのに使用し得るような、フローサイトメ
トリーがそうでなければ使用されるであろう細胞上の目的の分子を検出することを挙げる
ことができることを認識するであろう。本発明は、目的の抗原に対し将来開発されるべき
抗体を使用することを包含する。これらは本明細書に開示される方法に従って開発かつ使
用されるからである。
【０１２０】
　当業者は、本明細書に提供される教示に基づき、液体（血液若しくは唾液中の可溶性物
質など）の起源を同定するのに重要な多くの抗原が炭水化物（ＡおよびＢ抗原のような）
であるために、例えば本明細書に開示される方法の法廷の応用に関しての目的のいかなる
分子の検出も現在の方法を上回る重要な利点を提供することを認識するであろう。ＤＮＡ
はタンパク質の翻訳後修飾の産物である炭水化物をコードしないため、ＤＮＡの非常に小
さい斑点での遺伝子検査を使用することは炭水化物をコードするＤＮＡを増幅し得ない。
炭水化物の検出に関する従来技術の方法はタンパク質若しくは脂質上の糖部分を集成する
原因である酵素（例えばグリコシルトランスフェラーゼ）のＤＮＡを検出することに制限
される。慣習的な検出アッセイでの問題は、特定の糖の最終的な発現が、サンプルが由来
した人の素性を同定するために酵素の全部の遺伝子が検出される必要があるとみられるよ
うな鎖を集成するように正確な順序中で作用する多数の酵素の遺伝的性質の結果であるこ
とである。例えば、ある個体が血液型Ａであるためには、その前駆体糖を集成するための
酵素（フコシルトランスフェラーゼ）がそうであるように該前駆体糖上にＮ－アセチルガ
ラクトサミンを付加する酵素が必要とされる。他の炭水化物（Ｐのような）はそれらの構
造および集成においてなおより複雑である。サンプルが異なる個体からの１斑点中に分泌
物の混合物を含んでなる場合、ＤＮＡ検査は全部の酵素を拾い上げるとみられ、そして該
検査は１人が全部の酵素を有しかつ特定の１種の糖抗原を作成し得たかどうか、若しくは
該サンプルがそれぞれ多様な糖成分のみを産生し得た多様な人からのＤＮＡを含んだかど
うかを識別することが可能でないとみられる。慣習的な核酸に基づく検査と異なり、本発
明は、グリカンのような複雑な構造を認識することが可能である抗体の不可欠の特異性お
よび非常に少量の核酸を検出する能力を組合せるという利点を提供し；従って、１抗体の
特異性と組合せたファージにより含有される核酸の検出は、法廷の用途で必要とされる並
はずれた感受性かつ特異性をもつ新規アッセイを提供する。
【０１２１】
　当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、「表現型分類」という用語が当該技術
分野で細胞若しくは生物体により示される特徴を検出することに対して一般に使用される
一方、「試薬の遺伝子型分類による表現型分類」に関して本明細書で使用されるところの
該用語は、抗原がある細胞に関連するにしろしないにしろ、核酸配列を検出することによ
る目的のいずれかの抗原の同定に関することを理解するであろう。従って、例えば、本発
明の方法に従ってファージに表示される抗薬物抗体を使用する車の扉上の乾燥した斑点中
の薬物の同定は、該用語が本明細書で使用されるところの「表現型分類」であろう。従っ
て、ファージにより発現される抗体がコグネイトの抗原と結合しかつ該抗原がファージＤ
ＮＡ中に存在する核酸配列についてアッセイすることにより検出される本発明の方法は、
本明細書で使用されるところの「表現型分類」である。
【０１２２】
　事実、当業者は、本明細書に提供される教示を備えれば、本発明がファージに表示され
た抗体（その抗体はその後、該ファージＤＮＡによりコードされる核酸配列を検出するこ
とにより検出される）を使用する「抗原」の検出に制限されないことをはっきりと理解す
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るであろう。代わりに、本発明はファージにより発現される非抗体タンパク質（そのタン
パク質は細胞上、サンプル中若しくは双方に存在するコグネイトのリガンドと特異的に結
合する）を使用することを包含する。多くのこうした結合対が当該技術分野で公知であり
、そして多数の他のアッセイのなかでも酵母２および３ハイブリッド結合アッセイを包含
する多様なアッセイを使用して同定されている。従って、結合対が当該技術分野で既知で
ある場合、２分子のうち一方をファージにより発現させ得（ファージにより発現される結
合対タンパク質は本明細書で「受容体」と称される）、そして結合対の他方のメンバー（
「リガンド」若しくは「標的」と称される）の存在を、受容体タンパク質を発現するファ
ージにより含有される核酸配列を検出することにより検出し得る。ファージにより発現さ
れるそのコグネイトの受容体／結合パートナーにより検出されるはずであるリガンドは、
限定されるものでないがホルモン、若しくは該部分がファージにより表示される受容体と
結合し得るホルモンの一部分を挙げることができる。さらに、本発明の方法は、とりわけ
、アッセイされている細胞と結合するホルモン若しくはその部分を表示するファージの量
を評価することにより細胞上のホルモン受容体の発現を測定するのに使用し得る。受容体
／リガンド（それぞれホルモン受容体／ファージにより発現されるホルモン）相互作用に
より細胞と特異的に結合するファージは、本明細書の別の場所により完全に開示されると
おり、該ファージにより含有される核酸中に存在する核酸配列を検出することにより検出
し得る。
【０１２３】
　当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、本発明が細胞と会合しない目的の分子
の検出を包含することを理解するであろう。すなわち、本発明は、目的の分子を固定し得
るような固体支持体にサンプルを塗布し得るいずれかのサンプル中の目的の分子の存在に
ついてアッセイすることを包含する。その場合、その分子（本明細書で「リガンド」若し
くは「標的」分子と称される）と特異的に結合することが既知の受容体を発現するファー
ジを、固定したサンプルと接触させ得、そして、本明細書の別の場所により完全に記述さ
れるとおりファージにより含有される核酸配列の存在についてアッセイすることによりい
かなるファージの結合も検出し得る。こうして、本明細書に開示される「試薬の遺伝子型
分類による表現型分類」方法を使用していかなるサンプル中に存在する目的の分子（リガ
ンド）も検出するのに本発明を使用し得る。
【０１２４】
　当業者はまた、本明細書に提供される開示に基づき、癌細胞を検出することが既知であ
るがしかし癌細胞上のどの成分と結合するかが既知でないペプチドをファージが容易に発
現し得ることも認識するであろう。すなわち、全部が本明細書の別の場所により完全に開
示されるとおり、ファージにより含有される核酸配列を検出することにより結合されたフ
ァージを検出することにより該タンパク質と結合するリガンド／結合パートナーの素性が
知られない場合であっても、癌細胞を結合することが既知のタンパク質を使用して癌細胞
を検出し得る。
【０１２５】
　加えて、ファージを使用して試薬赤血球への血清抗体の結合を検出する場合、ファージ
は、ＲＢＣと結合される免疫グロブリンを検出するために抗ＩｇＧの代わりにブドウ球菌
プロテインＡ若しくはその一部分を発現し得る。従って、当業者は、本明細書に提供され
る開示に基づき、細胞上、組織若しくは水性サンプルなど中に存在するコグネイトの結合
パートナーを検出するために多数の分子をファージにより発現させ得、そして本発明は本
明細書の別の場所に例示されるとおり抗体を発現するファージ若しくは細胞上の抗原の検
出にいかなる方法でも制限されないことを認識するであろう。すなわち、結合対が一旦知
られれば、当業者は、本明細書に提供される開示を備えれば、本発明の方法を使用して、
すなわちファージ上に結合対の１メンバーを発現させること、および該ファージをサンプ
ルと接触させること、その後ファージ核酸によりコードされる核酸配列を検出することに
よりサンプルと特異的に結合したいかなるファージも検出することにより、結合対の一方
を検出することが容易に可能であろう。これは、核酸を検出することにより、目的の分子
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、若しくは分子が核酸でない場合は多重化を使用して目的の多様な分子の迅速かつ感受性
の高い検出を可能にする。
【０１２６】
　バクテリオファージにより表示される抗体すなわち受容体が目的の抗原すなわちリガン
ドと特異的に結合することが許容される特定の条件は、該反応に関与する特定の抗原－抗
体および／若しくは受容体－リガンド複合体に依存することができる。当業者は、本明細
書に提供される開示に基づき、これらの抗原に特異的な抗体を発現するファージを使用す
る無傷の赤血球上のＲｈ（Ｄ）およびＢ抗原の検出について本明細書で例示されるように
、検出されている各抗原／結合対および検出するために使用されている抗体／受容体につ
いてこうした条件を容易に決定し得ることを理解するであろう。結合条件を決定するため
のこれらの技術は当該技術分野で慣例に実施されており、そして従って本明細書にさらに
記述されない。
【０１２７】
　抗体（すなわち受容体）を発現するバクテリオファージが、細胞上に存在する目的の分
子上の抗原をもつ部分（リガンド）とファージにより発現される抗体（受容体）との間の
相互作用を介してサンプル中の細胞若しくはリガンドと一旦特異的に結合されれば、バク
テリオファージ粒子中に含有される核酸を検出することにより結合したファージの存在が
検出される。本明細書に例示されるＭ１３ファージについて、核酸は一本鎖ＤＮＡ分子で
あるが、しかし本発明はいずれかの特定の核酸に制限されず；むしろ、いかなる核酸も、
そのいくつかは本明細書で開示される当該技術分野で公知の技術（例えばＳａｍｂｒｏｏ
ｋら、１９８９、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、ニューヨ
ーク；およびＡｕｓｕｂｅｌら、１９９７、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、ニュー
ヨークに記述されるところの）、ならびに今後開発されるべき技術を使用して検出し得、
そしてこうした多様な技術は全部本発明に包含される。
【０１２８】
　本発明は核酸の検出において補助するための核酸の増幅もまた包含する。しかしながら
本発明は核酸の増幅を必要とする方法に制限されない。代わりに、当業者は、本明細書に
提供される開示に基づき、核酸の増幅を必要としない検出方法が本発明に包含されること
を認識するであろう。こうした検出方法は、限定されるものでないがファージ（ミド）配
列に相補的な蛍光（若しくは酵素）標識オリゴヌクレオチドが増幅されない核酸を検出し
得る、チップに直接移動された核酸の検出を挙げることができる。従って、図１は目的の
核酸配列を検出するのに使用し得る多様な技術を具体的に説明する一方、本発明は配列の
検出前の増幅を必要とする手順に制限されない。従って、ＰＣＲ、ＩＤＡＴ若しくは他の
増幅反応が本発明を実施するのに好ましいがしかし必要とされない。
【０１２９】
　当業者は、本明細書に提供される教示を一旦備えれば、本明細書に例示されるとおり、
慣習的なポリメラーゼ連鎖反応アッセイを使用して核酸を増幅し得ることを理解するであ
ろう。すなわち、バクテリオファージにより含有される核酸の既知配列に基づき一組のプ
ライマー配列を発生させ得る。本明細書に別の場所で論考されるとおり、該プライマーは
、抗体のＣＤＲ３部分をコードする核酸の部分に含まれる独特の配列若しくは該核酸中に
存在するいずれかの他の配列のいずれかの、核酸のいずれかの部分に特異的であり得る。
従って、一方のプライマーは（抗体の特異性に関係なく）ファージＤＮＡ中に含有される
包括的な配列に相補的であり得、かつ、他方のプライマーは、例えば限定されるものでな
いが抗体のＨ鎖のＣＤＲ３超可変領域を挙げることができるそのファージに特異的な配列
（すなわち所定の抗体に独特である配列）に相補的であり得る。
【０１３０】
　増幅された核酸の検出は、該バクテリオファージによりコードされる特定の抗体により
認識される抗原の存在を示す。ＰＣＲプライマーおよびＰＣＲにより増幅される配列とハ
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イブリダイズするプローブの製造は当該技術分野で公知であり、そしてこれらの方法はと
りわけＳａｍｂｒｏｏｋら（１９８９、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ、ニューヨーク）およびＡｕｓｕｂｅｌら（１９９７、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　
＆　Ｓｏｎｓ、ニューヨーク）に記述される。
【０１３１】
　加えて、当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、バクテリオファージにより発
現される抗体をコードする核酸中に配列を挿入し得、この挿入される配列はその後当該技
術分野で既知の多様なアッセイを使用して検出し得ることを認識するであろう。例えば、
本明細書の別の場所で論考されるとおり、「分子ビーコン」または本明細書で使用される
ところの「ビーコン」若しくは「ビーコン配列」は、５’端の蛍光標識および３’端の普
遍的クエンチャーをもつステムおよびループの構造のオリゴヌクレオチドである（例えば
、ＴｙａｇｉとＫｒａｍｅｒ、１９９６、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１４：３０３
－３０８；Ｂｒｏｕｄｅ、２００２、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　２０：２４９－２５６を参照されたい）。ステムが閉鎖される（相補核酸の非存在下で
）場合、フルオロフォアおよびクエンチャーが密接な近位にあり、そして蛍光エネルギー
がクエンチャーにより吸収されかつ蛍光が消光されかつ検出可能でない。相補核酸の存在
下では、ビーコンのループがハイブリダイズし、そして消光が起こらないようにフルオロ
フォアおよびクエンチャーが分離する。その後、光量子がフルオロフォアから発射され、
そのフルオロフォアに特異的な波長でクエンチ解除され（ｕｎｑｕｅｎｃｈｅｄ）そして
蛍光がその後検出可能となる。それぞれそれらの５’端に異なるフルオロフォアをもつ多
数のビーコンを１本のチューブ中で組合せることにより、複数のＤＮＡ（Ｔｙａｇｉら、
１９９８、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１６：４９－５３）若しくはＲＮＡ（ｄｅ　
Ｂａａｒら、２００１、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３９：１８９５－１９０２
）標的を、反応容器から発射される色のスペクトルを測定することにより同時に検出し得
る。
【０１３２】
　２種若しくはそれ以上の異なる色の分子ビーコンをＰＣＲおよび／若しくは転写反応（
例えばＩＤＡＴ）に組込んで抗体特異的なＤＮＡの存在を検出し得る。本明細書の別の場
所に記述されるとおり、目的の抗原に特異的な抗体をコードする各バクテリオファージの
核酸を、独特のビーコン配列を挿入するように改変し得、そして、各ビーコンがその相補
配列と結合される場合に独特の周波数で蛍光を発することができるように各分子ビーコン
プローブを独特のクエンチャー／フルオロフォア対に複合させ得る。こうして、各ビーコ
ンを使用して、どのフルオロフォアがサンプル中に存在するかを評価することにより検査
されている細胞上にどの抗原が存在するかを示す結果を「多重」反応が生じ得るような抗
原と結合する抗体を検出し得る。こうした「ビーコン」配列の設計および製造、ならびに
それに相補的な配列を含んでなる核酸配列は当該技術分野で公知である。
【０１３３】
　本明細書に提供される開示を備えれば、当業者は、本発明が単一の多重反応において検
出し得る目的の分子の数において制限されないことを理解するであろう。すなわち、単一
反応において検出かつ相互に識別され得る独特の反応の設計は当該技術分野で公知である
。さらに、当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、限定されるものでないがマイ
クロチップアレイ、スロットブロット、ビーコンプローブの使用、および多数のサンプル
の処理を可能にしかつ多重アッセイの能力を提供する他のハイスループットアッセイを挙
げることができる多様な技術を、当該技術分野で既知のところの、若しくは将来開発され
るべき技術を使用して（その使用は本明細書に提供される開示に基づき容易に企図し得る
）、本明細書に例示されるところの本発明の方法で使用し得ることを認識するであろう。
すなわち、現在のチップ技術は、単一チップ上のアッセイし得る抗原の数が既知の赤血球
抗原の数を超えていることを既に提供する。さらに、多様なＰＣＲ反応の循環パラメータ
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が適合性である場合に、多数のプライマー対を含んでなる単一チューブを使用してＰＣＲ
反応を多重化し得る。従って、本発明の方法に関する方法を多重化することはチップ上の
スポットの数に関してのみ制限されると思われるとみられる。細胞へのファージの結合、
単一チューブ中でＰＣＲを実施するのに使用し得るプライマーの数などは、本発明の方法
を使用するためにアッセイし得る数の分子を制限しないからである。
【０１３４】
　当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、本発明が、当該技術分野で既知のいず
れかの方法、ならびに将来開発されるべき方法を使用する目的の核酸（すなわち抗体のそ
のコグネイトの抗原との特異的結合により細胞に結合される目的の抗原をもつ部分に対す
る抗体を発現するバクテリオファージにより含有される核酸）の増幅を包含することを理
解するであろう。ＰＣＲ増幅は本明細書で以前に論考し、そしてＩＤＡＴ（転写に基づく
方法を使用する核酸の増幅である）がそうであるように本明細書の別の場所で例示される
。しかしながら、これらは単に例示的増幅方法であり、そして本発明はこれら若しくは目
的のファージにより含有される核酸のいかなる他の増幅方法にもいかなる方法でも制限さ
れない。
【０１３５】
　本発明はまた、一旦核酸が増幅されればそれを検出することも包含する。当業者は、本
明細書に提供される教示を一旦備えれば、当該技術分野で既知の若しくは将来開発される
べき核酸のいかなる検出方法も本発明の方法において核酸を検出するのに使用し得ること
を認識するであろう。こうした検出方法は、限定されるものでないが、蛍光プローブを使
用するリアルタイムＰＣＲ、サイズ分離技術（例えばアガロースゲル電気泳動）を使用す
る予測されたサイズのアンプリコンを検出すること、サザンおよびノーザンブロッティン
グ技術、オリゴヌクレオチドマイクロアレイへのハイブリダイゼーション、ならびに本明
細書の別の場所でより完全に論考される「分子ビーコン」プローブの使用を挙げることが
できる。さらに、本明細書の別の場所でより完全に開示されるとおり、目的の核酸配列の
検出を自動化、加速若しくは別の方法で改良する技術が企図されている。こうした技術は
、限定されるものでないが、迅速な結果を提供する（例えばＤＮＡ（若しくはＲＮＡ）の
適用から読み出しまでの時間が約１０分未満である）「オリゴヌクレオチドマイクロアレ
イへの電場加速型ハイブリダイゼーション」（Ｓｕら、２００２、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｒｅｓｉｓ　２３：１５５１－１５５７）を挙げることができる。従って、検出段階の効
率を向上させるための技術が、当業者により理解されるであろうとおり本明細書に包含さ
れる。
Ｂ．複数の抗原の検出
　本発明は細胞上の最低２種の異なる抗原をもつ部分の存在の検出方法を包含する。該方
法は、それぞれが１種の抗原を特異的に結合する１種の抗体をコードかつ発現する最低２
種の異なるバクテリオファージを接触させることを含んでなり、該２種の抗体は同一抗原
を結合しない。細胞と非特異的に結合するいかなるファージも（例えば細胞を洗浄するこ
とにより）除去し、そしていかなる結合したバクテリオファージの存在もファージ中に存
在する核酸を検出することにより検出する。すなわち、本明細書の別の場所でより完全に
記述されるとおり、ファージ粒子中に存在する核酸の配列若しくはその一部分が露出され
、そして、核酸の存在（すなわちその既知の核酸配列の存在）を当該技術分野で公知の方
法を使用して検出する。各バクテリオファージは、同一サンプル中に存在する他のバクテ
リオファージ中に存在する核酸配列と識別可能である核酸配列を含んでなるため、多様な
抗原の存在を単一のサンプル混合物中で検出し得る。こうした「多重」アッセイは抗体に
基づく検出方法を使用して可能でない。細胞と結合した抗体の存在を検出するのに使用さ
れる試薬は各抗体を容易に識別し得ないからである。さらに、慣習的血液型分類は細胞と
結合した抗体の存在を検出する試薬を使用しない。多くの血液型分類試薬（典型的には十
価のＩｇＭ）は細胞を直接凝集させるからである。それらのアッセイにおいては反応を多
重化し得ず、どの試薬が凝集反応を引き起こしたかを決定することは可能でないとみられ
る。しかしながら、複数の独特の核酸配列を検出することに基づく方法は、本明細書に示
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されるとおり、ファージにより発現される抗体分子を介してそれらの抗原に結合（ｂｏｕ
ｎｄｏ　ｔｏ）／それらと連結（ｌｉｎｋｅｄ　ｗｉｔｈ）したファージ粒子内に存在す
る核酸配列を検出することにより多様な抗原についてアッセイすることを可能にする。
【０１３６】
　当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、それぞれサンプル中に存在するいずれ
かの他のファージに表示される抗体により認識される抗原とも異なる抗原を認識する異な
る抗体を表示する多様なバクテリオファージを、同一の反応混合物中で同時にアッセイさ
れる細胞と接触させ得ることを認識するであろう。しかしながら、該バクテリオファージ
は、目的の抗原の全部が細胞上でアッセイされるようにバクテリオファージの全部を細胞
と結合させるまで各バクテリオファージを細胞と接触させ、いかなる未結合のバクテリオ
ファージも除去し、そして次のバクテリオファージを細胞と接触させ得、未結合のファー
ジを除去し、と続くような連続的様式で細胞と接触させ得る。全部の結合させたファージ
をその後処理してそれ内に存在する核酸を放出させ得、そしてサンプル中に存在する多様
な核酸配列を本明細書の別の場所でより完全に論考されるとおり検出し得る。独特の１種
の抗体を発現する各バクテリオファージは該アッセイで使用される全部の他のバクテリオ
ファージの核酸の配列と異なる既知配列を含んでなる核酸を含有するため、各バクテリオ
ファージの結合は全部の他者と別個に決定し得る。従って、アッセイされる各抗原の存在
は、その抗原と結合した抗体を表示するバクテリオファージと関連する独特の核酸配列を
検出することにより決定し得る。サンプル中の多様な核酸配列を検出することは、その同
一サンプル中の他の関係のない配列の検出を妨害しないからである。
【０１３７】
　当業者は、本明細書に提供される開示に基づき、敏速さが望ましい場合は多様な抗原を
単一の反応混合物中でアッセイし得ることを認識するであろう。さらに、アッセイのより
大きな感度が望ましい場合、例えば小サンプルの法廷の検出が必要な場合、若しくはアッ
セイに必要とされるファージの特定の組合せが同一の増幅スキーム若しくは条件と何らか
のかたちで不適合性である場合には、多様な反応を連続して実施し得る。従って、１本の
チューブ中に全部の関連するプライマーを添加しかつ全部のフラグメントを一度に増幅す
ることによりＰＣＲを実施することが好ましい一方、本発明はまた、同一サンプルを使用
して各抗原／リガンドを連続的様式で同定する方法も包含する。プライマーおよび増幅す
るファージ（ミド）ＤＮＡの伸長の設計においては、従って、抗体若しくはペプチド配列
中の差異を活用することよりはむしろファージＤＮＡ中の増幅されるべき特定の配列（標
識）を設計することが好ましい。多重化および循環条件に関してそれらを適合性とし得る
からである。ファージにより表示される抗Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）を使用するＲＢＣ上での
ＢおよびＲｈ（Ｄ）抗原の検出について本明細書に例示されるとおり、プライマーは単一
反応で使用されるように設計し得、そしてファージを一緒にＲＢＣに添加しかつＰＣＲを
単一のチューブ中で実施して１１００ｂｐおよび１６００ｂｐ双方のアンプリコンを製造
した。これが好ましい方法である一方、本発明はこの特定のスキームに制限されない。
【０１３８】
　従って、多数の異なるファージに表示される抗体（例えば多様な血液型抗原に特異的な
抗体）をＲＢＣのサンプルと同時に接触させ得る。未結合のファージを除去し、そして細
胞と結合したファージの核酸をアッセイして、どのファージが細胞と結合したか決定する
。各バクテリオファージは独特の配列「標識」を含有するため、核酸法を使用してどのフ
ァージ、そして従ってどの抗原が該細胞上に存在するかを決定し得る。この「多重」方法
は、各抗原を個別にアッセイすることを必要とし、それにより付加的な試薬を必要とし、
アッセイの技術的困難および長さを増大させかつ付加的な段階および操作を必要とするこ
とにおいて誤りのより多い機会を導入する従来技術の方法を上回る非常に大きな改良であ
る。
【０１３９】
　従って、多数の異なるファージに表示される血液型抗体を赤血球の同一サンプルに同時
に接触させ得、そして抗体ヌクレオチド配列中の差異を活用して、異なるファージ上に表
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示される抗Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）抗体を使用して本明細書に示されるようにどのものが結
合しかつどのものがしなかったかを決定し得る。こうした「多重化」は、どの抗体（１種
若しくは複数）が凝集反応を引き起こしたかを知り得なかったところの凝集方法により可
能でない。
【０１４０】
　こうした方法論が可能であるということ、すなわち複数の抗ＲＢＣ抗体の同時結合が抗
体ＤＮＡの増幅および検出により検出され得るということは、ファージに表示される抗血
液型Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）ヒトモノクローナル抗体を含んでなるモデル系を使用した本明
細書に開示されるデータにより示される。しかしながら、当業者は、本明細書に提供され
る開示に基づき、こうした「多重化」戦略がいずれかの特定の抗体に制限されず、しかし
、ファージの核酸を相互と識別し得る限りは異なる特異性を有する抗体をコードする他の
ファージ若しくはなお同一特異性を有する抗体をコードするファージの核酸と検出可能に
識別し得るＤＮＡ配列を各ファージが含んでなる多数の抗体を表示するファージを使用す
る複数の赤血球抗原を検出するのに使用し得ることを容易に認識するであろう。事実、こ
れらの方法は赤血球若しくはそれらの抗原に制限されず、しかし、細胞上若しくはサンプ
ル中の複数の抗原の存在を検出することが望ましいいかなる系にも容易に適用し得る。
【０１４１】
　当業者は、本明細書の別の場所でより完全に論考されるとおり、それぞれ目的の異なる
抗原と反応性の数種の抗体を表示するファージを、単一の反応中でおよび／若しくは同一
サンプル内で抗原が検出される「多重」反応で使用し得る場合に、各プライマー対（すな
わちフォワードおよびリバースプライマー、ならびに所望の場合はそれから産生されるア
ンプリコンのプローブ）により増幅される領域がそれぞれ相互と識別可能であるようなプ
ライマーが選択されることを認識するであろう。
Ｃ．血清中の抗体の検出
　本発明は血清中の自己抗体若しくは同種抗体の存在の検出方法、より具体的にはヒト血
清中に存在する抗赤血球抗体の検出方法（間接的抗グロブリン検査）を包含する。該方法
は、最低１種の赤血球抗原を発現するヒト赤血球を、アッセイされるべき血清サンプルと
接触させることを含んでなる。細胞を洗浄して非特異的に結合した抗体を除去し、そして
細胞をその後、その表面上に抗グロブリン試験を表示するバクテリオファージと接触させ
る。細胞と結合されるヒト抗体（ＩｇＧ、ＩｇＭなど）が存在する場合、該バクテリオフ
ァージは該ファージにより表示される抗グロブリン試験を介して結合することができる。
その後、（細胞上のヒト抗体との結合を介して）細胞と特異的に結合するファージの存在
を、バクテリオファージ中に存在する既知の核酸配列の検出に基づいて本明細書に開示さ
れるとおり検出し得る。こうして、細胞の一団の抗原組成が既知である場合に、細胞のこ
の参照一団を使用してその表面上の抗グロブリンを表示するバクテリオファージの核酸を
単純かつ迅速に検出することによりいかなるサンプル中のこれらの抗原に対する抗体の存
在についてもアッセイし得、その結果、「遺伝子型分類による表現型分類」を使用して効
率および感受性を増大させ得ならびに以前は抗体に基づく検出方法を使用して実施された
アッセイを自動化し得る。
Ｄ．赤血球上の抗体若しくは補体フラグメントの検出
　本発明は、赤血球の表面に結合される自己抗体、同種抗体若しくは補体フラグメントの
存在の検出方法、より具体的には、自己免疫性溶血性貧血の診断方法若しくは輸血された
赤血球の同種免疫破壊の測定方法（直接抗グロブリン検査）を包含する。該方法は、赤血
球のサンプルを洗浄して非特異的に結合した抗体を除去すること、およびその後その表面
上に抗グロブリン試薬を表示するバクテリオファージと該細胞を接触させることを含んで
なる。細胞と結合したヒト抗体若しくは補体が存在する場合、バクテリオファージは該フ
ァージにより表示される抗グロブリン試薬を介して結合することができる。その後、（細
胞上のヒト抗体若しくは補体との結合を介して）細胞と特異的に結合したファージの存在
を、バクテリオファージ中に存在する既知の核酸配列の検出に基づいて本明細書に開示さ
れるとおり検出し得る。こうして、「遺伝子型分類による表現型分類」を使用して効率お
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よび感受性を増大させ得、ならびに以前は抗体に基づく検出方法を使用して実施されたア
ッセイを自動化し得る。
Ｅ．ドナー／レシピエント適合性検査の実施
　本発明は患者血清中の抗体と輸血に意図された血液一単位から抜き出した赤血球のアリ
コートとの間の適合性すなわち非反応性の確認方法（交差適合試験）を包含する。該方法
は、特徴付けされたドナー赤血球のサンプルを試験されるべき患者血清サンプルと接触さ
せることを含んでなる。細胞を洗浄して非特異的に結合した抗体を除去し、そしてその後
、その表面上に抗グロブリン試薬を表示するバクテリオファージと該細胞を接触させる。
不適合の交差適合を伴う場合でそうであろうように細胞と結合するヒト抗体が存在する場
合は、バクテリオファージが該ファージにより表示される抗グロブリン試薬を介して結合
することができる。その後、（細胞上のヒト抗体との結合を介して）細胞と特異的に結合
したファージの存在を、バクテリオファージ中に存在する既知の核酸配列の検出に基づい
て本明細書に開示されるとおり検出し得る。こうして、「遺伝子型分類による表現型分類
」を使用して、効率および感受性を増大させ得、ならびに以前は抗体に基づく検出方法を
使用して実施されたアッセイを自動化し得る。
ＩＩ．キット
　本発明は、目的の抗原に対する既知の特異性をもつ抗体を表示するバクテリオファージ
、該ファージ中に存在する既知の核酸配列を増幅するためのプライマー対、バクテリオフ
ァージ中に含有される核酸中に存在する既知配列を検出するための分子ビーコン、ＩＤＡ
Ｔ反応での使用のための試薬（例えばＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩ
、ｄＮＴＰなど）のような化合物、ならびに／若しくは本発明の組成物、アプリケーター
、および本発明の方法を実施するための化合物の使用を記述する説明資料、ならびに先行
する成分のいずれかの組合せを含んでなる多様なキットを包含する。例示的キットを下述
するとは言え、他の有用なキットの内容が本開示に照らして当業者に明らかであろう。こ
れらのキットのそれぞれが本発明内に包含される。
【０１４２】
　一局面において、本発明は細胞上の抗原をもつ部分の存在を検出するためのキットを包
含する。該キットは、本発明に開示される方法に従って使用される。簡潔には、細胞上に
抗原をもつ部分が存在する場合にそれと特異的に結合する抗体を表示するバクテリオファ
ージを接触させるのに該キットを使用しうる。これは、本明細書の別の場所でより完全に
開示されるとおり、細胞とのバクテリオファージの結合、およびファージ中に存在するこ
とが既知の核酸配列の後の検出が、ファージが細胞と結合してそれにより該ファージによ
り表示される抗体がそのコグネイトの抗原と結合したことを示し、従って順に抗原が細胞
上に存在してそれにより本発明のこの新規「遺伝子型分類による表現型分類」方法により
抗原を検出したことを示すことを示すからである。
【０１４３】
　該キットはさらに、バクテリオファージ、ＰＣＲプライマー、分子ビーコンなどをサン
プルに投与するのに有用なアプリケーターを含んでなる。キットに包含される特定のアプ
リケーターは、例えば本明細書に開示されるところの「遺伝子型分類による表現型分類」
を使用して抗原を検出するのに使用される方法に依存することができ、また、こうしたア
プリケーターは当該技術分野で公知でありかつとりわけピペット、シリンジ、滴瓶などを
包含してよい。さらに、該キットはキットの使用のための説明資料を含んでなる。これら
の説明は本明細書に提供される開示を単純に例示する。
【０１４４】
　一局面において、キットは、限定されるものでないがＲＢＣ抗原Ａ、Ｂ、Ｒｈ（Ｄ）、
Ｒｈ（Ｃ）、Ｒｈ（ｃ）、Ｒｈ（Ｅ）、Ｒｈ（ｅ）、Ｋ、Ｆｙａ、Ｆｙｂ、Ｍ、Ｎ、Ｓ、
ｓ、Ｊｋａ、Ｊｋｂを挙げることができる赤血球抗原を特異的に結合する抗体を発現する
バクテリオファージをさらに含んでなる。
【０１４５】
　さらに、別の局面において、キットは、プローブの核酸配列が例えば本明細書に例示さ
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れるところの配列番号３の配列および配列番号４の配列のような配列と相補的である分子
ビーコンプローブをさらに含んでなる。これらの配列は、それらとハイブリダイズする配
列がファージ（ミド）核酸の存在を検出し得るような、バクテリオファージにより含有さ
れる核酸内に含有される。より具体的には、キットは、限定されるものでないが配列番号
７、配列番号８、配列番号９および配列番号１０の配列を挙げることができる配列を有す
る分子ビーコンプローブを含んでなる。
【０１４６】
　なお別の局面において、キットは、ファージ中に存在する核酸配列を増幅し得るＰＣＲ
プライマーを含んでなる。こうしたＰＣＲプライマーは、限定されるものでないが配列番
号１の配列および配列番号２の配列を含んでなるプライマーを挙げることができる。
【０１４７】
　該キットは製薬学的に許容できる担体を包含する。該組成物は本明細書の別の場所に示
されるところの適切な量で提供される。
【０１４８】
　サンプル中の補体ならびに自己および同種抗体を検出するためのもののような付加的な
キット、ならびに既知のリガンド／受容体結合対が既知である目的のいずれかのリガンド
を検出するためのキットもまた、本明細書に提供される開示に基づき当業者により容易に
認識されるであろうとおり包含される。
【０１４９】
　本発明は今や以下の実施例に関して記述される。これらの実施例は具体的説明のみの目
的上提供され、そして、本発明はこれらの実施例に制限されるといかなる方法でも解釈さ
れるべきでなく、しかしむしろ、本明細書に提供される教示の結果として明らかになるい
かなるおよび全部の変形を包含すると解釈されるべきである。
【実施例】
【０１５０】
　血液収集施設、血液銀行および輸血業務検査室で使用される現在の技術は並はずれて労
働集約的であり、人為的誤りの傾向があり、そして他の臨床検査室での検査よりも検査あ
たり一桁より高価である。熟練した医療技術者の増大する不足、ヒト血漿由来の表現型分
類試薬の先細りの供給、および１９５０年代に基礎を置く凝集反応の方法論の完全な自動
化における固有の困難と組合された、迅速、正確かつ費用効率のよい様式で毎年数億の輸
血前検査を実施する能力は大きな挑戦である。
【０１５１】
　本発明は、迅速、ハイスループットの自動化可能なアッセイ系で機能する新たな一分類
の更新可能な安価の高品質の血液銀行検査試薬を開発するための新規分子技術およびそれ
に関する試薬の開発に関する。
【０１５２】
　本明細書に開示される新規技術の中心的な一特徴は、バクテリオファージ粒子の表面上
に表示された赤血球抗原特異的モノクローナル抗体である。ファージ粒子内の独特のＤＮ
Ａ配列の天然に存在する存在を活用して、検出試薬の遺伝子型をアッセイすることにより
赤血球の表現型が決定されるアッセイ系、すなわち赤血球上に存在する抗原と特異的に結
合する抗体をもつファージが開発された。
【０１５３】
　こうした戦略は並はずれた感度および特異性を提供し、微少量の検査材料および試薬を
必要とし、自動化に容易に適合可能であり、そして多重化戦略にかけやすくそれにより単
一反応容器中での赤血球サンプルの同時の抗原プロファイリングを実施する能力を提供し
、この全部が従来技術の方法を上回る実質的な改良を提供する。
【０１５４】
　臨床上重要な赤血球抗原に特異的なファージに表示される抗体試薬の一団を、抗体ファ
ージディスプレイライブラリー技術を使用して開発する。これらの試薬およびそれらの製
造のための方法論の例は以前に記述されており（例えば米国特許第５，８７６，９２５号
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および同第６，２５５，４５５号明細書（その双方はそっくりそのまま引用することによ
り本明細書に組み込まれる）を参照されたい）、そして本明細書で使用される試薬により
例示される。これらのファージディスプレイ抗体試薬は慣習的血液銀行試薬より優れてい
ることが示され、そして全部の現在利用可能な凝集反応に基づく血液型分類法で使用し得
る。さらに、抗赤血球抗体のこの新たな生成に基づく新規血液型分類基盤が開示され、そ
の新規基盤はこれらの新規試薬の組合せられた表現型分類／遺伝子型分類の特性を完全に
利用する。
【０１５５】
　従って、本明細書に開示されるデータは、血液型分類の分野でのいくつかの長年の技術
的障害を本発明が克服することを示す。本明細書に開示されるデータは、迅速、ハイスル
ープットの自動化可能なアッセイ系で機能する新たな一分類の更新可能な安価の高品質の
血液銀行検査試薬およびそれに関する方法論の開発を示す。
【０１５６】
　本明細書に開示される新規技術の特徴は、当該技術分野で公知の多数の技術および将来
開発されるところのこうした技術を使用して単離される繊維状ファージ粒子の表面上に表
示されたＲＢＣ抗原特異的モノクローナル抗体である。該ファージ粒子は、ファージ上に
表示される抗体の表現型（抗原結合部分）をその遺伝子型（その特定の抗原結合部分のア
ミノ酸配列をコードする粒子内のＤＮＡの独特の配列）と物理的に連結する。加えて、該
ファージ粒子は、ファージ上に表示される抗体により結合される抗原の同定を検出するこ
とがビーコンの存在を検出することにより容易に決定され得るような分子の抗原結合部分
をコードしないがしかしそれと関連する（すなわちビーコン配列）ＤＮＡの別の部分を検
出し得るために、その表面上に表示される抗体の表現型およびファージ粒子中に存在する
ＤＮＡを連結し得る。
【０１５７】
　従って、検出試薬すなわち抗体を表示するファージおよびこうした抗体をコードするＤ
ＮＡ分子、若しくはファージにより含有されるＤＮＡ内の別の独特のＤＮＡ配列（すなわ
ちビーコン配列）の遺伝子型をアッセイすることによりアッセイされているＲＢＣの表現
型が決定される新規アッセイ系を開発することにより、粒子内の独特のＤＮＡ配列の天然
に存在する存在を本明細書で活用する。本新規「試薬の遺伝子型分類による表現型分類」
アプローチの開発の裏の理論的根拠は、核酸検出スキームを使用する方法論が、最高の感
受性および特異性を提供し、微少量の検査材料および試薬を必要とし、そして自動化に容
易に適合可能であるという認識である。
【０１５８】
　さらに、核酸に基づくアッセイは、血液型分類の場合に単一反応容器中での所定のＲＢ
Ｃサンプルの抗原プロファイルを同時に決定するという可能性を提供するとみられる多重
化戦略にかけやすい。本研究の応用において提案される技術を使用して型分類反応を多重
化する能力は、慣習的な「１チューブ／１結果（ｏｎｅ　ｔｕｂｅ／ｏｎｅ　ｒｅｓｕｌ
ｔ）」の凝集反応の方法論に歴史的に限られてきた血液収集施設および輸血業務双方にと
っての大きな利点を表すとみられる。従って、本明細書に記述される新規アッセイは、Ｒ
ＢＣ上に存在する複数の抗原をもつ部分の検出が容易にかつ迅速に検出されることを可能
にする。
ファージディスプレイ技術
　繊維状バクテリオファージ粒子の表面上に表示されるＲＢＣ抗原特異的モノクローナル
抗体が、提案される技術の中核にある（Ｓｉｅｇｅｌ、２００１、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏ
ｎ　Ｍｅｄ．Ｒｅｖ．１５：３５－５２に総説される）。Ｂリンパ球からのモノクローナ
ル抗体の高価かつ時間のかかる慣習的な細胞的生成方法と対照的に、抗体ファージディス
プレイは、免疫グロブリン遺伝子が由来する細胞ではなく、その遺伝子を不死化すること
によりはたらく。細胞形質転換の代わりに分子的方法を使用することにより、Ｂ細胞の集
団からファージ粒子の「ライブラリー」を製造し、それぞれの粒子は外側に特定の抗体特
異性を表示しかつ内側に該抗体の独特のＤＮＡ配列を含有する。



(32) JP 4601427 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

【０１５９】
　特定の細胞表面抗原に特異的なファージ粒子のこうしたライブラリーからの選択方法は
以前に記述され（例えばＳｉｅｇｅｌら、１９９７、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２
０６：７３－８５；Ｓｉｅｇｅｌへの米国特許第５，８７６，９２５号明細書）、そして
数百もの独特なヒト抗Ｒｈ（Ｄ）モノクローナルのファージに表示される抗体が今日まで
に製造された（例えば、Ｓｉｅｇｅｌら、１９９７、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２
０６：７３－８５；ＣｈａｎｇとＳｉｅｇｅｌ、１９９８、Ｂｌｏｏｄ　９１：３０６６
－３０７８；Ｓｉｅｇｅｌへの米国特許第６，２５５，４５５号明細書）。こうして製造
したモノクローナル抗体は、慣習的な間接的抗グロブリン（すなわちクームス）反応を使
用してＲＢＣを凝集させ得る可溶性抗体分子（ファージに結合されていない）として発現
させ得る（ＳｉｅｇｅｌとＳｉｌｂｅｒｓｔｅｉｎ、１９９４、Ｂｌｏｏｄ　８３：２３
３４－２３４４を参照されたい）とは言え、組換えモノクローナル抗体を表示する実際の
ファージ粒子は、クームス試薬の代わりに抗Ｍ１３ファージ抗体を用いることにより凝集
反応で使用し得ることが確立された（Ｓｉｅｇｅｌら、１９９７、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｍｅｔｈ．２０６：７３－８５；Ｓｉｅｇｅｌへの米国特許第５，９８５，５４３号明細
書）。抗体を表示する無傷のファージを使用する凝集反応アッセイにおける本方法の一利
点は増大された感受性である。比較的大きな粒子径（およそ０．５ミクロン）により提供
される抗Ｍ１３によるより大きな程度の架橋により、凝集反応が誘導されるのにおよそ１
０個の抗Ｒｈ（Ｄ）を発現するファージ粒子（約１５０～１０００の慣習的ＩｇＧに比較
して）が必要とされるからである。
【０１６０】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）内でのそれら自身の複製を指図して、数ドルの試薬費用に対し
ほぼ５０万単位の血液の慣習的赤血球型分類で使用のため十分な試薬を生じさせる、こう
したファージに表示される抗体の能力が、商業的応用のためより重要である（Ｓｉｅｇｅ
ｌら、１９９７、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２０６：７３－８５を参照されたい）
。
【０１６１】
　凝集反応アッセイにおいてファージに表示される組換え抗体での慣習的な血液銀行の型
分類試薬の置換は、上に述べられた理由、すなわちＢ細胞形質転換に対する必要性を伴わ
ずにヒト抗体をクローン化する能力、より大きなアッセイ感度、細菌培養物中での安価な
製造および他者から、元来かつそれ自体で従来技術のクームスに基づく凝集反応の方法論
を上回る非常に大きな改良である（Ｓｉｅｇｅｌ、２００１、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　
Ｍｅｄ．Ｒｅｖ．１５：３５－５２）。しかしながら、本明細書に開示されるデータは、
抗体を発現するファージ粒子内に含有される独特のＤＮＡ配列の天然に存在する存在を活
用して単一反応容器中でのハイスループット自動化および複数の抗原の型分類（多重化）
を助長することにより、ファージに基づく技術に対するさらなる劇的な改良を示す。本発
明の方法は図１に具体的に説明される多様な段階を含み得、そして本明細書の別の場所に
より完全に開示される。
【０１６２】
　抗体ファージディスプレイおよび当該技術分野で利用可能な他の技術を使用して、臨床
上重要なＲＢＣ抗原に特異的な一組の新規モノクローナル試薬をクローン化し得、製造し
得、そして、本明細書に提供される教示ならびに当該技術分野で既知および将来開発され
るべき方法に従ってそれらの性能の特徴を検証し得る。例えば、以前の研究は、ＲＢＣ抗
原Ｂ、抗Ｒｈ（Ｄ）、ＭおよびＮに対する特異性をもつこうした試薬の製造および単離を
示した（例えばＣｈａｎｇとＳｉｅｇｅｌ、２００１、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ．４１：
６－１２；Ｓｉｅｇｅｌら、１９９７、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２０６：７３－
８５；ＣｈａｎｇとＳｉｅｇｅｌ、１９９８、Ｂｌｏｏｄ　９１：３０６６－３０７８；
Ｃｚｅｒｗｉｎｓｋｉら、１９９５、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ．３５：１３７－１４４；
Ｃｚｅｒｗｉｎｓｋｉら、１９９９、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ．３９：３６４－３７１を
参照されたい）。こうした方法はとりわけ抗Ａ、抗Ｒｈ（Ｃ、ｃ、Ｅ、ｅ）、ならびにＫ
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ｅｌｌ、Ｄｕｆｆｙ、ＫｉｄｄおよびＳｓ血液型における抗体を発生させるのに応用し得
る。これらの試薬は慣習的な人的および自動化凝集反応アッセイで、ならびに本明細書に
開示される新規方法で使用し得る。
【０１６３】
　指標の一組の抗血液型Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）ファージを製造し、そして独特のＤＮＡ配
列標識（すなわちビーコン配列）、オリゴヌクレオチドプライマーおよびハイブリダイゼ
ーション部位、ならびにポリメラーゼプロモーターを、各抗体をコードするＤＮＡ中に挿
入する。多数の核酸増幅／検出スキームの性能の特徴を評価して、血液型Ｂおよび抗Ｒｈ
（Ｄ）ファージ試薬を使用して本明細書に例示されるところの各試薬のＲＢＣ結合を同定
かつ定量する。
【０１６４】
　本明細書に開示されるデータは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およびアガロースゲ
ル電気泳動を使用して２種の異なる抗ＲＢＣ抗体特異性を同時に検出し得かつそれらの結
合を識別し得ることを示す。これらのデータは、これらの方法を使用するスクリーニング
を迅速に実施し得かつ商業的応用のため拡大かつ自動化し得ることを示す。
ポリメラーゼ連鎖反応を使用するファージＤＮＡの増幅：
　一局面において、ＲＢＣ特異的なファージに表示される抗体、例えば抗Ｒｈ（Ｄ）を発
現するファージ粒子の結合を、例えば結合されたファージ粒子を加熱してファージコート
を変性させる場合に露出される抗Ｒｈ（Ｄ）の核酸配列に特異的なオリゴヌクレオチドプ
ライマーの添加により検出した。一方のプライマーは（抗体特異性に関係なく）ファージ
ＤＮＡ中に含有される包括的配列に相補的であり得、そして他方のプライマーは例えば限
定されるものでないが抗体のＨ鎖のＣＤＲ３超可変領域を挙げることができるそのファー
ジに特異的な配列（すなわち所定の抗体に独特である配列）に相補的であり得る。結果と
して生じる増幅された抗体ＤＮＡの測定は、検査されている細胞の表面上のその抗体のコ
グネイトの抗原の存在を示し得る。いずれかの特定の論理により束縛されることを願わず
に、多数の異なるファージに表示される血液型抗体を赤血球の同一のサンプルに同時に接
触させ得、そして、抗体ヌクレオチド配列中の差異を活用して、異なるファージ上に表示
される抗Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）抗体を使用して本明細書で示されるとおり、どのものが結
合しかつどのものがしなかったかを決定し得る。こうした「多重化」は、どの抗体（１種
若しくは複数）が凝集反応を引き起こしたかを判別し得なかったところの凝集反応法によ
り可能でない。
【０１６５】
　こうした方法論が可能であること、すなわち、複数の抗ＲＢＣ抗体の同時の結合を抗体
ＤＮＡの増幅および検出により検出し得ることは、ファージに表示される抗血液型Ｂおよ
び抗Ｒｈ（Ｄ）ヒトモノクローナル抗体を含んでなるモデル系を使用した本明細書に開示
されるデータにより示される。しかしながら、当業者は、本明細書に提供される開示に基
づき、こうした「多重化」戦略は、いずれかの特定の抗体に制限されないが、しかし、フ
ァージの核酸が相互を識別し得る限りは異なる特異性を有する抗体をコードする他のファ
ージ若しくはなお同一特異性を有する抗体をコードするファージの核酸を検出可能に識別
し得るＤＮＡ配列を各ファージが含んでなる、多数の抗体を表示するファージを使用して
複数の赤血球抗原を検出するのに使用し得ることを容易に認識するであろう。ＰＣＲおよ
びアガロースゲル電気泳動を使用して例えばアンプリコンの大きさに基づいて各型のファ
ージ粒子内の独特のコーディング配列を増幅かつその後検出する、本明細書に開示される
データは、ＲＢＣのサンプルが並はずれた感受性を伴いＢおよびＲｈ（Ｄ）について同時
に表現型分類されたことを示す。すなわち、該単一アッセイは、２０アトグラムの慣習的
ＩｇＧの同等物を検出しかつ慣習的凝集反応より１万倍より少ないＲＢＣ（１３５ピコＬ
若しくは約１５００個の全ＲＢＣ）を必要とした。
【０１６６】
　実務においては、しかしながら、迅速、拡大可能なかつ自動化可能なＤＮＡの読み出し
をアガロースゲル電気泳動の代わりに使用し得る。多くの方法が当該技術分野で公知であ
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り、そしていくつかのこうした方法を本明細書の別の場所でより完全に論考する。にもか
かわらず、当業者は、本発明の教示を一旦備えれば、多数の核酸検出方法を本発明の方法
で使用し得、そして本発明は本明細書で例示かつ論考される方法にいかなる方法でも制限
されないことを理解するであろう。
転写媒介性の増幅を使用するファージＤＮＡの増幅
　ファージＤＮＡ増幅段階（図１中の段階Ｂ）にＰＣＲを使用することに加え、その増幅
の代わりにファージ抗体ＤＮＡの転写の検出に基づく方法を本発明の方法で使用し得る。
より具体的には、本方法による免疫検出を使用して、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼプロモー
ター部位を含有するオリゴヌクレオチドがＺｈａｎｇら（２００１、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：５４９７－５５０２）に記述されるとおりグルター
ルアルデヒドで化学的に結合されている抗体の結合を検出した。ファージ粒子中のその物
理的会合に基づき抗体にｉｎ　ｖｉｖｏで結合されているＤＮＡの転写のためのこの技術
をＰＣＲおよび他の増幅技術の一代替として使用し得る。この技術はＩＤＡＴと命名され
ており、これはＴ７　ＲＮＡにより増幅される免疫検出（ｉｍｍｕｎｏ－ｄｅｔｅｃｔｉ
ｏｎ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｂｙ　Ｔ７　ＲＮＡ）を表す（Ｚｈａｎｇら、２００１、Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：５４９７－５５０２）。ファージ
ミドＤＮＡ中で自由裁量の配列標識から上流にＴ７　ＲＮＡポリメラーゼプロモーター部
位を置くことにより、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼおよびＮＴＰの添加がそれらのプロモー
ターへのＴ７酵素の連続的かつ漸進的な結合により迅速に（１秒あたり１００塩基）標識
転写物を産生する。
【０１６７】
　ＲＮＡ産物へのＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ結合が起こらないため、増幅はＰＣＲでのよ
うに指数的でなく直線的である。ＲＢＣの表現型分類について、こうした直線的増幅は、
複数の抗原についての量的情報（すなわち細胞あたりの相対的抗原コピー数）を細胞の単
一サンプルから同時に決定し得るためにＰＣＲを上回る（および慣習的凝集反応方法を確
実に上回る）利点を提供する。こうした定量が血液銀行で有用であり得ることの一例はと
りわけＭｏｌｌｉｓｏｎら（１９９７、Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第１０版、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、英国オックスフォード中）に総説されるところの「弱
いＲｈ（Ｄ）」表現型の検出である。
【０１６８】
　ＰＣＲを上回る限定されるものでないがＩＤＡＴを挙げることができる転写に基づく検
出方法の付加的な一利点は、抗体ファージＤＮＡが粒子から一旦放出された場合の温度循
環の排除である。温度循環反応の排除は機器設計を単純化しかつアッセイの費用を低減す
る。にもかかわらず、ＰＣＲおよび転写法は、それぞれ、どちらの方法若しくはいずれか
他の方法がいずれかの特定のアッセイおよびそれに望ましい条件に使用し得るかを当業者
が容易に決定し得るような当該技術分野で公知である利点および欠点を有する。これは、
ＰＣＲ、転写、および核酸を検出するための多くの他の方法を本発明の方法で成功裏に使
用し得、そして当業者は技術に認識された因子に基づきどの方法を使用するかを認識する
であろうからである。
分子ビーコンを使用するファージＤＮＡの検出：
　分子ビーコンは５’端に蛍光標識および３’端に普遍的クエンチャーをもつステム・ル
ープ構造のオリゴヌクレオチドである（例えばＴｙａｇｉとＫｒａｍｅｒ、１９９６、Ｎ
ａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１４：３０３－３０８；Ｂｒｏｕｎｄｅ、２００２、Ｔｒ
ｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２０：２４９－２５６を参照されたい）
。ステムが閉鎖される（相補核酸の非存在下で）場合、フルオロフォアおよびクエンチャ
ーが密接な近位にあり、そして蛍光エネルギーがクエンチャーにより吸収されかつ蛍光が
消光されかつ検出可能でない。相補核酸の存在下では、ビーコンのループがハイブリダイ
ズし、そして消光が起こらないようにフルオロフォアおよびクエンチャーが分離する。そ
の後光量子がフルオロフォアから発射され、そのフルオロフォアに特異的な波長でクエン
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チ解除されそして蛍光がその後検出可能となる。それぞれそれらの５’端に異なるフルオ
ロフォアをもつ多数のビーコンを１本のチューブ中で組合せることにより、複数のＤＮＡ
（Ｔｙａｇｉら、１９９８、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１６：４９－５３）若しく
はＲＮＡ（ｄｅ　Ｂａａｒら、２００１、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３９：１
８９５－１９０２）標的を、反応容器から発射される色のスペクトルを測定することによ
り同時に検出し得る。
【０１６９】
　抗体特異的ＤＮＡの存在を検出するために２種の異なる色の分子ビーコンをＰＣＲおよ
び転写反応に組込む。本明細書の別の場所に記述されるとおり、増幅（若しくは転写）し
得る短いＤＮＡ配列を含有するように抗Ｒｈ（Ｄ）および抗ＢファージＤＮＡを改変し、
そしてその後、本明細書の別の場所に記述されるとおり分子ビーコンを使用して検出する
。こうした「ビーコン」配列、およびそれに「相補的な」配列を含んでなる核酸配列の設
計および製造は当該技術分野で公知である。事実、目的の配列に相補的な分子ビーコンプ
ローブ配列を包含するこうした配列の設計で支援するためのソフトウェアプログラムが商
業的に入手可能である。
【０１７０】
　さらに、こうしたビーコンおよび図４に例示されるもののようなそれと結合する配列は
以下の配列を含んでなる。すなわち、「Ｂ１４０」挿入物の配列は５’－ＴＧＣＴＡＴＧ
ＴＣＡＣＴＴＣＣＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＴＣＡＴＣＴＧＧＣＣＴＧＧＴＧＣＡＡＴＡＧ
ＧＣＣＣＴＧＣＡＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＧＣＡＣＴＣＴＡＴＣＣＣＡＴＴＣＴＧＣＡＧＣ
ＴＴＣＣＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＣＴＣＴＴＴＴＡＡＣＡＴＴＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＣＴ
ＴＧＡＴＧＴＣＣＣＣＣＣＡＣＴ－３’（配列番号３）であり、また、「Ｄ１４０」挿入
物の配列は５’－ＴＧＣＴＡＴＧＴＣＡＣＴＴＣＣＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＴＣＡＴＣＴ
ＧＧＣＣＴＧＧＴＧＣＡＡＴＡＧＧＣＣＣＴＧＣＡＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＧＣＡＣＴＣＴ
ＧＴＴＴＴＡＣＣＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＣＧＣＴＡＧＣＴＴＴＴＡＡＣ
ＡＴＴＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＧＴＣＣＣＣＣＣＡＣＴ－３’（配列番号４）
である。フォワードＰＣＲプライマー（「ＰＣＲ－Ｆ」）は：５’－ＴＧＣＴＡＴＧＴＣ
ＡＣＴＴＣＣＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＴ－３’（配列番号５）であり、かつ、リバースＰ
ＣＲプライマー（「ＰＣＲ－Ｒ」）配列は：５－ＡＧＴＧＧＧＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＣ
ＡＧＣＣＡＴＧＣＡＡＡＴ－３’（配列番号６）である。ＢビーコンおよびＤビーコン配
列は後に続くとおりであり、端の蛍光誘導体および幹構造を小文字で示す。「Ｂビーコン
」配列は後に続くとおりである：６－ＦＡＭ－ｇｃｇａｇｃＡＴＣＣＣＡＴＴＣＴＧＣＡ
ＧＣＴＴＣＣＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＣＴＣｇｃｔｃｇｃ－ＤＡＢＣＹＬ（配列番号７。
「Ｄビーコン」は：ＴＡＭＲＡ－ｃｇａｇｃＧＴＴＴＴＡＣＣＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＴＣ
ＴＧＣＣＡＧＣＧＣＴＡＧＣｇｃｔｃｇｃ－ＤＡＢＣＹＬ（配列番号８）である。ビーコ
ン配列中の大文字は、ビーコンがアニーリングするＢ１４０およびＤ１４０中のそれぞれ
の配列を表す。従って、大文字はＤＮＡアレイ検出に使用されるオリゴヌクレオチドの配
列である。すなわち、「Ｂ－オリゴ」は：５’－ＡＴＣＣＣＡＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＴＣ
ＣＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＣＴＣ－３’（配列番号９）であり、また、「Ｄ－オリゴ」は
：５’－ＧＴＴＴＴＡＣＣＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＣＧＣＴＡＧＣ－３’
（配列番号１０）である。
【０１７１】
　本発明はこれらの例示的配列に制限されず；むしろ、本発明は、本明細書に提供される
開示を一旦備えた当業者により容易に設計され得るような付加的な配列を包含する。すな
わち、ビーコン配列の設計および使用は当該技術分野で公知でありかつ本明細書でさらに
論考されず、また、本明細書に開示される配列は単に本発明を実施するのに使用し得る配
列の一例である。例えば、限定されるものでないが６－カルボキシフルオレセイン（６－
ＦＡＭ）、６－カルボキシテトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）およびＤＡＢＣＹＬ（
分子ビーコン中のいかなるフルオロフォアに対しても普遍的なクエンチャーとしてはたら
く非蛍光発色団：４－（４－ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香酸）を包含する本明細
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書で例示されるものを挙げることができる多くの蛍光剤－クエンチャー対が当該技術分野
で既知である。こうした分子は当該技術分野で公知でありかつ例えば米国特許第６，３９
５，５１７号および同第６，６１５，０６３号明細書に記述され、そして本明細書でさら
に論考されない。
オリゴヌクレオチドマイクロアレイを使用するファージＤＮＡの検出：
　分子ビーコンに加え、相補的オリゴヌクレオチドプローブのアレイへの蛍光ＲＢＣファ
ージ抗体アンプリコン（ＰＣＲから）若しくは転写物（ＩＤＡＴを使用して製造される）
のハイブリダイゼーションを使用して、サンプル中の結合した抗体の量（あれば）を間接
的に定量し得る。さらに、こうしたマイクロアレイへの慣習的ハイブリダイゼーション方
法の使用は拡散に制限され（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｅｄ）かつ十分な蛍光シグ
ナルを得るのに数時間を必要としうるとは言え、この過程は、Ｓｕら（２００２、Ｅｌｅ
ｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　２３：１５５１－１５５７）に記述されるところの安価なイ
ンジウムスズ酸化物被覆したスライドガラスの表面を横切る電場の適用により２～３桁だ
け加速し得る。「オリゴヌクレオチドマイクロアレイへの電場加速型ハイブリダイゼーシ
ョン」として当該技術分野で既知のこの過程は迅速な結果を提供し、例えばＤＮＡ（若し
くはＲＮＡ）の適用から読み出しまでの時間が約１０分未満である。従って、電場加速型
ハイブリダイゼーションを使用して、細胞（例えば赤血球、血小板など）上に存在する目
的の抗原の迅速な検出をさらに高め得る。
【０１７２】
　本発明は血液型分類に制限されないが、しかし、限定されるものでないが血小板抗原検
査を挙げることができる輸血医学の多くの他の領域で広範な潜在的用途を有し、また、移
植免疫学（ＨＬＡ抗原型分類）およびとりわけ反応の多重化が微少量の検査サンプルから
最大量の情報を提供し得る法廷医学において広範な応用を有する。加えて、ファージ粒子
上で発現される抗グロブリン試薬（例えば抗ＩｇＧ、抗ＩｇＭ、抗Ｃ３補体成分）の構築
は、予め形成された抗ＲＢＣ抗体についての血清スクリーニングすなわち逆血液型分類を
実施するため、若しくは抗グロブリン試薬に関連するＤＮＡを検出する方法論を使用して
直接／間接的クームス試験を実施するために使用し得る。抗グロブリンファージ試薬は、
当該技術分野で公知の技術を使用して、免疫マウスファージディスプレイライブラリーか
ら、若しくは既存のハイブリドーマ免疫グロブリンｍＲＮＡのクローニングにより単離し
得る。
ファージＤＮＡ分析を使用する抗血液型Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）型分類
　本明細書に開示されるデータは、本発明の新規方法を使用するＲＢＣ上の抗血液型Ｂお
よび抗Ｒｈ（Ｄ）抗原の検出を示す。すなわち、双方とも免疫した個体から構築したファ
ージディスプレイライブラリーのパニングから以前に単離された（ＣｈａｎｇとＳｉｅｇ
ｅｌ、２００１、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ．４１：６－１２；Ｓｉｅｇｅｌら、１９９７
、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２０６：７３－８５）２種のファージに表示されるヒ
トモノクローナル抗体すなわち抗血液型Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）を使用して、これら２種の
抗原の多重化検出を示した。
【０１７３】
　この研究の目的上、一方の抗体（ＦＢ５．７と命名された抗Ｂ）をファージに表示され
るＦａｂフラグメントとして、そして他方（Ｅ１Ｍ２と命名された抗Ｒｈ（Ｄ））を一本
鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）フラグメントとして発現させた（図２）。これらの抗体は以前にＣｈ
ａｎｇとＳｉｅｇｅｌ、２００１、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ．４１：６－１２；Ｓｉｅｇ
ｅｌら、１９９７、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２０６：７３－８５；Ｃｈａｎｇと
Ｓｉｅｇｅｌ、１９９８、Ｂｌｏｏｄ　９１：３０６６－３０７８；ならびに全部Ｓｉｅ
ｇｅｌへの米国特許第５，８７６，９２５号、同第５，９８５，５４３号および同第６，
２５５，４５５号明細書に記述された。これらのデータは、多様な抗体の形態（例えばＦ
ａｂ、ｓｃＦｖなど）を本発明の方法にて容易に使用し得ることを示す。
【０１７４】
　対応するファージミドＤＮＡの抗体コーディング領域のＰＣＲ増幅は異なる長さ（すな
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わち１６００ｂｐおよび１０００ｂｐ）の産物を生じることが予測され、そしてその後、
アガロースゲル電気泳動を使用して、予測されたアンプリコンの多様な大きさに基づく慣
習的な抗体に基づく検出方法の代わりに抗Ｂおよび／若しくは抗Ｒｈ（Ｄ））抗体の存在
を遺伝子的に決定した。
【０１７５】
　ＲＢＣを用いるファージに表示された試薬の結合アッセイを実施する前に、抗Ｂ若しく
は抗Ｒｈ（Ｄ）ファージ調製物の連続希釈物を用いる一連のＰＣＲ反応を実施して新規遺
伝子検出法を検証しかつその感度を決定した。ファージミドの抗体コーディング領域のＰ
ＣＲは、抗ＢをコードするＦａｂ　ＤＮＡについて１６００ｂｐおよび抗Ｒｈ（Ｄ）をコ
ードするｓｃＦｖ　ＤＮＡについて１０００ｂｐの予測された産物の大きさを生じた。注
目すべきことに、全ＰＣＲ反応産物の１０％のみを可視化した場合の検出の感度は約１０
０ファージ抗体粒子であった。この値は、以前の血液型分類方法により達せられない驚く
べきレベルの感度、すなわちわずか１．７×１０－２２モルすなわちおよそ２×１０－１

７ｇのＩｇＧ（約２０アトグラム）の同等物を表す。
【０１７６】
　挿入物のＰＣＲ増幅のため、フォワードプライマー（「５’－ＬＣ」）は後に続くとお
りすなわち５’－ＡＡＧＡＣＡＧＣＴＡＴＣＧＣＧＡＴＴＧ－３’（配列番号１）であり
；そしてリバースプライマー（「ＧＢＡＣＫ」）は後に続くとおりすなわち５’－ＧＣＣ
ＣＣＣＴＴＡＴＴＡＧＣＧＴＴＴＧＣＣＡＴＣ－３’（配列番号２）であった。
【０１７７】
　抗Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）ファージに表示される抗体を使用するこの遺伝子アッセイがＲ
ＢＣを正しく表現型分類するのに使用し得たかどうかを決定するため、ある実験を実施し
、それは、試薬ＲＢＣの既知の表現型すなわちファージ抗体を使用して実施した慣習的凝
集反応に基づく試験結果と、新規遺伝子検査方法の結果の間の完全な一致を示した（図３
）。従って、本明細書に開示されるデータは、新規「試薬の遺伝子型分類による表現型分
類」の有効性ならびに表現型の決定を多重化する能力を示す。
【０１７８】
　さらに、本明細書に開示されるＰＣＲプロトコルを使用して、図３に描かれるアガロー
スゲルのレーンに示される結果が全反応生成物の１０％のみに相当し、また、各ＰＣＲ反
応に添加されたＲＢＣの数がわずか約１５００個すなわち１３５ピコＬのＲＢＣの同等物
であったことを考えれば、該アッセイは顕著に感受性である。対照的に、慣習的方法は凝
集反応アッセイあたりおよそ１０，０００倍より多いＲＢＣを利用する。
ファージに表示される抗ＲＢＣ型分類試薬の開発
　ファージに表示される抗ＲＢＣモノクローナル抗体をクローン化、製造およびその性能
特徴を検証するために利用される方法は、多数の刊行物（例えば、Ｓｉｅｇｅｌ、２００
２、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａｎｔｉｂｏｄｙ　
Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、ｖｏｌ．
１７８、ｐｐ．２１９－２２６、ＡｉｔｋｅｍとＯ’Ｂｒｉｅｎ編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒ
ｅｓｓ、ニュージャージー州トトワ中；Ｓｉｇｅｌ、２０００、Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌ
ａｙ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ、ｖｏｌ．２３、ｐｐ．２３．２１－２３．３２、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク州コールドスプリングハーバー中；Ｓｉｇ
ｅｌとＣｈａｎｇ、１９９７、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ｎｅｗ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，＆　Ｃｏｍｍｕｅｒｃｉａｌｉｚ
ａｔｉｏｎ，ＩＢＣ、マサチューセッツ州ボストン中）ならびにいくつかの発行された米
国特許（上記を参照されたい）の焦点であった。Ｂ、Ｒｈ（Ｄ）、ＭおよびＮ以外のＲＢ
Ｃ抗原特異性が単離された試料（残余の末梢血、脾組織、骨髄など）は、残余の診断的患
者物質を使用して既に達成された。
迅速かつ拡大可能なファージ抗体検出の方法論
　ＰＣＲにより増幅若しくはＴ７　ＲＮＡポリメラーゼにより転写し得そしてその後独特
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の分子ビーコンの対応する対若しくはマイクロアレイ化オリゴヌクレオチドにより検出し
得る独特な標識をファージ抗体がそれぞれ含有するように抗ＲＢＣ血液型、例えば抗Ｂお
よび抗Ｒｈ（Ｄ）抗体のファージミドＤＮＡを改変する。該標識は、抗体発現を破壊せず
かつファージコート上に表示されないようにファージミドＤＮＡ中に抗Ｂ若しくは抗Ｒｈ
（Ｄ）コーディング領域の外側に挿入する（例えば図４を参照されたい）。迅速な多重化
されたＲＢＣの表現型分類の効率を最大化するために性能特徴を評価するための改変され
た一組の抗ＲＢＣファージに表示される抗体を使用して、選択された数の核酸増幅／検出
スキームを実施する。
【０１７９】
　ファージミドＤＮＡの改変のためＢ１４０およびＤ１４０をシークエンシングした。Ｐ
ＣＲ－ＦおよびＰＣＲ－Ｒを、ＨＩＶ　ｇａｇ　ｃＤＮＡのレベルを測定するためのキネ
ティックＰＣＲ（分子ビーコン）アッセイでのＢ－ビーコン／オリゴと一緒に実施した（
Ｏ’Ｄｏｈｅｒｔｙら、２０００、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７４：１００７４－１００８０）。
Ｂ１４０およびＤ１４０は標準的クローニング技術を使用して抗Ｂ若しくは抗Ｒｈ（Ｄ）
ファージミドに連結する。それらの改変したＤＮＡから抗体を発現するファージ粒子が産
生され、そしてそれらの結合特性を以前に記述されたとおり（ＣｈａｎｇとＳｉｅｇｅｌ
、１９９８、Ｂｌｏｏｄ　９１：３０６６－３０７８；Ｓｉｅｇｅｌ、２００２、Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｈａｇｅ
　Ｄｉｓｐｌａｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、ｖｏｌ．１７８、ｐ
ｐ．２１９－２２６、ＡｉｔｋｅｍとＯ’Ｂｒｉｅｎ編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、ニ
ュージャージー州トトワ中；Ｓｉｇｅｌ、２０００、Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ、ｖｏｌ．２３、ｐｐ．２３．２１－２３．３２、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク州コールドスプリングハーバー中；ＳｉｇｅｌとＣｈ
ａｎｇ、１９９７、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ｎｅｗ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ，Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，＆　Ｃｏｍｍｕｅｒｃｉａｌｉｚａｔｉｏｎ
，ＩＢＣ、マサチューセッツ州ボストン中）検証する。
【０１８０】
　ＰＣＲ実験によるファージＤＮＡの増幅を、ＡＢＩ　７７００分光蛍光分析サーマルサ
イクラーの使用、Ｂ－ビーコン若しくはＤ－ビーコンの一方若しくは双方の添加、または
検出方法に依存するＰＣＲフルオレセイン標識混合物（フルオレセインｄＵＴＰを添加し
たｄＮＴＰ）の使用を除き本明細書の別の場所に以前に記述されたとおりＲＢＣ／ファー
ジとインキュベートしたサンプルで実施する。転写によるファージＤＮＡの増幅のため、
以下のＲＮＡ増幅手順を使用して、ＰＣＲを使用して実施されるものに類似の一連の実験
を実施する。すなわち、ファージ粒子を９４℃に２分間加熱してファージコートを変性さ
せかつ一本鎖ファージミドＤＮＡを放出させる。Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼは鋳型として
二本鎖ＤＮＡを必要とするため、ＤＮＡポリメラーゼＩ、ｄＮＴＰおよびＤ１４０／Ｂ１
４０をクローン化するために使用されるＮｏｔ　Ｉを含有するリバースプライマーを使用
して、ＲＮＡ合成の間に第二鎖のＤＮＡを合成する。ＲＮＡ増幅を開始するため、下述さ
れるところの検出方法に依存して一方若しくは双方の分子ビーコン若しくはフルオレセイ
ン－１２－ＵＴＰの存在下でＴ７　ＲＮＡポリメラーゼを含有する増幅緩衝液（Ｚｈａｎ
ｇら、２００１、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：５４９７－５
５０２）を添加する。
【０１８１】
　分子ビーコンを使用する増幅したファージＤＮＡの検出のため、ＰＣＲアンプリコン形
成およびＲＮＡ転写の間に、Ｂ－ビーコン（ＦＡＭ標識）およびＤ－ビーコン（ＴＡＭＲ
Ａ標識）のステム・ループ構造が単独でおよび組合せでの双方で存在する。陽性がバック
グラウンドより最低２対数上の蛍光である陽性までの最短時間（最少ＰＣＲサイクル／Ｒ
ＮＡ転写の最短時間）を決定する。最初に、ファージの連続希釈、ならびに次いで抗原陰
性および陽性のＲＢＣを使用する結合実験を使用して感受性アッセイを実施する。抗Ｂお
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よび抗Ｒｈ（Ｄ）との反応を多重化する能力を評価し、そして、各ビーコンの相対濃度、
入力したファージ抗体の量、ＲＢＣの数、ＲＢＣ／ファージインキュベーションの時間、
および洗浄の回数を包含する多数の変数を滴定することを検査する。加えて、ＲＢＣあた
りの抗原コピー数の関数としての蛍光シグナルに対する影響を評価し（例えばＲｈ（Ｄ）
表現型Ｒ２Ｒ２、Ｒ１Ｒ１、Ｒ１ｒ、Ｄｗ、部分的Ｒｈ（Ｄ）などを比較する）（Ｍｏｌ
ｌｉｓｏｎら、１９９７、Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第１０版、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂ
ｌｉｃａｔｉｏｎｓ、英国オックスフォード）、そして指数的（ＰＣＲ）および直線的（
転写）増幅を用いた抗原密度の定量を比較する。
【０１８２】
　電場で増強されるオリゴヌクレオチドマイクロアレイ上の増幅されたファージＤＮＡの
検出のために、Ｂ－ビーコンおよびＤ－ビーコンのハイブリダイズするヌクレオチドに対
応するオリゴヌクレオチドを合成し、そしてインジウムスズ酸化物被覆したスライドガラ
スにアレイヤーを使用して塗布する。スライドガラスを加工し、蛍光標識したＰＣＲアン
プリコン若しくはＲＮＡ転写物とともにインキュベートし、そして記述されるとおり（Ｓ
ｕら、２００２、Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　２３：１５５１－１５５７）洗浄し
かつＳｃａｎＡｒｒａｙ　５０００マイクロアレイスキャナーを使用して分析する。
【０１８３】
　上述された分子ビーコン実験で採用したアプローチに類似に、最短時間での抗Ｂおよび
抗Ｒｈ（Ｄ）に会合したファージＤＮＡの検出は、類似のパラメータを変動させることに
より至適化される。各抗原を伴うおよび伴わないＲＢＣが包含されるため、一方若しくは
双方のファージ抗体を含む（またはいずれも含まない）試験サンプル、および複数のスポ
ットをもつマイクロアレイ、Ｓ／Ｎ比の正確な評価を可能にすることができる多数の内的
陽性および陰性対照が存在する。以前の経験に基づき、サンプルをアプライした時点から
ハイブリダイゼーションおよび読み出しまで１０分未満が必要とされることが推定される
。
【０１８４】
　慣例の分子クローニング方法が使用され、トラブルシューティングはわかりやすい。さ
らに、Ｂ１４０／Ｄ１４０の導入から生じる抗体発現もしくは表示に対するいずれかの悪
影響が存在することはありそうにない。他のヌクレオチド配列がいかなる不利な影響も伴
わずにｐＣｏｍｂ３ＸのＮｏｔ　Ｉ部位に成功裏にクローン化された。さらに、必要若し
くは所望の場合は、Ｂ１４０／Ｄ１４０（若しくは代替の一組の標識）をクローン化し得
る他の便宜的な唯一の制限部位が存在する。該アッセイの重要な特徴は使用される増幅／
検出戦略の相対的な陽性までの時間であり、そしてそれはＲＢＣ表現型分類の多重化に力
を貸す。本明細書に開示されるＰＣＲ研究は感受性および特異性を示した。転写手順は、
直線的とは言え等熱増幅反応の単純さを提供し、そして、サンプルあたり１０７～１０９

鋳型ＤＮＡの入力を伴い、感受性は制限因子であることはありそうでないことができる。
事実、グルタールアルデヒドと結合させたオリゴヌクレオチド／モノクローナル抗体を用
いる転写方法を利用する以前の研究は、細胞ライセート中のわずか数コピーの抗原を検出
する報告された能力を伴い、ＥＬＩＳＡアッセイおよび増強化学発光ウエスタンブロット
アッセイよりもそれぞれ１０９ないし１０１１倍より大きい感受性を示した（Ｚｈａｎｇ
ら、２００１、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：５４９７－５５
０２）。
【０１８５】
　さらに、本明細書に開示される方法は、限定されるものでないが、赤血球凝集素技術を
使用する装置にとって最新技術とみなされるＯｌｙｍｐｕｓ　ＰＫ７２００自動化分析機
を挙げることができる機器を上回る非常に大きな改良を提示する。これは、１時間あたり
数百試料という報告されたスループットを伴い、本明細書に開示される方法が、陽性まで
の時間（ＲＢＣ／ファージインキュベーション時間を包含する）が３０分範囲内であり、
反応が９６ウェル形式で起こり、そして複数抗原の決定（多重化）が単一ウェル中で起こ
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り得るために実行可能かつ究極的に優れたを表す。
血清中の自己および同種抗体の検出
　本アッセイは、慣習的抗グロブリン試薬についての抗グロブリンを発現するファージ粒
子の置換、および該バクテリオファージ中に存在する既知の核酸配列の検出に基づき本明
細書に開示されるところの結合されたファージ試薬の検出を伴い、標準的な間接的抗グロ
ブリン検査（例えばＭｏｌｌｉｓｏｎ、１９９７、Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ
　ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第１０版、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、英国オックスフォード中を参照されたい）
に類似の様式で実施する。簡潔には、既知の抗原組成の試薬赤血球の一団のメンバーをそ
れぞれ患者血清のアリコートともにインキュベートする。細胞を洗浄して非特異的に結合
した抗体を除去し、そしてその後、抗グロブリン試薬を表示するバクテリオファージと該
細胞を接触させる。抗グロブリン試薬は、所望の場合は全部のヒト免疫グロブリンアイソ
タイプに特異的、またはＩｇＭ若しくはＩｇＧのような１クラスのみに特異的であり得る
。免疫血液学の分野で公知のアルゴリズムを使用して、一団の赤血球との血清の反応性の
パターンに基づき、患者血清中に存在する抗赤血球抗体の特異性（１種若しくは複数）を
決定する。
赤血球上の抗体若しくは補体フラグメントの検出
　本アッセイは、慣習的抗グロブリン試薬についての抗グロブリンを発現するファージ粒
子の置換、および該バクテリオファージ中に存在する既知の核酸配列の検出に基づき本明
細書に開示されるところの結合されたファージ試薬の検出を伴い、標準的な直接抗グロブ
リン検査（例えばＭｏｌｌｉｓｏｎ、１９９７、Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　
ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第１０版、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、英国オックスフォードを参照されたい）に類
似の様式で実施する。簡潔には、赤血球のサンプルを洗浄して非特異的に結合した抗体を
除去し、そしてその後、その表面上に抗グロブリン試薬を表示するバクテリオファージと
接触させる。抗グロブリン試薬調製物はＩｇＧ、補体Ｃ３ｄ若しくは双方に特異的な分子
（例えば抗ＩｇＧ抗体、抗Ｃ３ｄ抗体、双方、など）を含み得る。細胞と結合されるヒト
抗体若しくは補体が存在する場合、バクテリオファージは該ファージにより表示される抗
グロブリン試薬を介して結合する。その後、（細胞上のヒト抗体若しくは補体との結合を
介して）細胞と特異的に結合するファージの存在を、該バクテリオファージ中に存在する
既知の核酸配列の検出に基づき本明細書に開示されるとおり検出する。
ドナー／レシピエント適合性検査の実施
　本アッセイは、慣習的抗グロブリン試薬についての抗グロブリンを発現するファージ粒
子の置換、および該バクテリオファージ中に存在する既知の核酸配列の検出に基づき本明
細書に開示されるところの結合されたファージ試薬の検出を伴い、標準的なクームス交差
適合試験（例えばＭｏｌｌｉｓｏｎ、１９９７、Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　
ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第１０版、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、英国オックスフォード中を参照されたい）に
類似の様式で実施する。簡潔には、該方法はドナー赤血球のサンプルを患者血清サンプル
と接触させることを含んでなる。細胞を洗浄して非特異的に結合した抗体を除去し、そし
てその後、その表面上に抗グロブリン試薬（例えば抗ＩｇＭ若しくは抗ＩｇＧ）を表示す
るバクテリオファージと細胞を接触させる。不適合性の交差適合で真実であろうように、
細胞と結合したヒト抗体が存在する場合は、該バクテリオファージは該ファージにより表
示される抗グロブリン試薬を介して結合する。（細胞上のヒト抗体との結合を介して）細
胞と特異的に結合されるファージの存在は、バクテリオファージ中に存在する既知の核酸
配列の検出に基づき本明細書に開示されるとおり検出される。
【０１８６】
　本明細書に引用されるそれぞれのおよびすべての特許、特許出願および刊行物の開示は
これによりそっくりそのまま引用することにより本明細書に組み込まれる。
【０１８７】
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　本発明は特定の態様に関して開示された一方、本発明の他の態様および変形が本発明の
真の技術思想および範囲から離れることなく当業者により考案されうることが明らかであ
る。付属として付けられる請求の範囲は、全部のこうした態様および同等な変形物を包含
すると解釈されることを意図している。
【図面の簡単な説明】
【０１８８】
　本発明を具体的に説明する目的上、本発明のある態様を図面に描く。しかしながら、本
発明は図面に描かれる態様の正確な配置および実装に制限されない。
【図１】（Ａ）ファージに表示される抗ＲＢＣ抗体、（Ｂ）ファージＤＮＡの増幅および
（Ｃ）ファージＤＮＡの検出の使用を具体的に説明する技術計画の図解の概略である。
【図２】抗Ｂ（上）および抗Ｒｈ（Ｄ）（下）ファージに表示されるヒトモノクローナル
ＲＢＣ抗体の図解の略図である。
【図３】多重ファージ抗体アッセイにおける血液型ＢおよびＲｈ（Ｄ）抗体のＲＢＣの表
現型分類を描く像である。４種の可能なＲＢＣ表現型（血液型Ｂ抗原に対し陽性若しくは
陰性およびＲｈ（Ｄ）抗原に対し陽性若しくは陰性）を、ファージに表示される抗Ｂ単独
、抗Ｒｈ（Ｄ）単独、抗Ｂおよび抗Ｒｈ（Ｄ）一緒若しくは緩衝液とともにインキュベー
トした。未結合のファージ試薬を洗い落とした後に、ＲＢＣを抗Ｍ１３ファージ抗体に再
懸濁し、細胞懸濁液のアリコートを取り出し、水で２００倍希釈し、そして２マイクロリ
ットルの希釈したファージ／溶解ＲＢＣをＰＣＲにかけた。抗Ｍ１３に再懸濁したＲＢＣ
サンプルの均衡をマイクロタイタープレートのウェル中に置き、そして本明細書の別の場
所に記述されるとおり（例えばＳｉｅｇｅｌら、１９９７、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ
ｈ．２０６：７３－８５）凝集反応についてアッセイした。凝集反応（上図、大型の架橋
した細胞ペレットを含むウェル）は適切な抗体／細胞表現型の組合せでのみ期待されたと
おり起こることに注目されたい。最も注目すべきは、適切な抗体配列のみが検出され（血
液型Ｂ抗原を発現したＲＢＣと１６００－ｂｐの産物；Ｒｈ（Ｄ）抗原を発現したＲＢＣ
と１０００－ｂｐの産物）、また、検出可能なバックグラウンドは存在しなかった（すな
わち、Ａ若しくはＢ型抗原を発現しないＯ型ＲＢＣを伴う抗Ｂ　ＤＮＡ産物なし；および
Ｒｈ（Ｄ）陰性細胞を使用して抗Ｒｈ（Ｄ）ＤＮＡ産物は検出されなかった）。挿入物の
ＰＣＲ増幅のため、フォワードプライマー（「５’ＬＣ」）は後に続くとおりであり：５
’－ＡＡＧＡＣＡＧＣＴＡＴＣＧＣＧＡＴＴＧ－３’（配列番号１）；また、リバースプ
ライマー（「ＧＢＡＣＫ」）は後に続くとおりであった：５’－ＧＣＣＣＣＣＴＴＡＴＴ
ＡＧＣＧＴＴＴＧＣＣＡＴＣ－３’（配列番号２）。
【図４】図４Ａおよび４Ｂを含んでなり、抗Ｂを発現するファージ粒子（図４Ａ）および
抗Ｒｈ（Ｄ）を発現するファージ粒子（図４Ｂ）の多様なファージミド構築物を具体的に
説明する図を描く。該図は、２０ｂｐのＴ７　ＲＮＡポリメラーゼプロモーター部位の下
流の抗Ｂファージミド（「Ｂ１４０」）若しくは抗Ｒｈ（Ｄ）ファージミド（「Ｄ１４０
」）中への大きさが約１４０塩基対（より具体的には１４２ｂｐ）の挿入物のクローニン
グを具体的に説明する。該１４２ｂｐの挿入物は、Ｂ若しくはＲｈ（Ｄ）特異的分子ビー
コンまたはマイクロアレイ化オリゴ（それぞれ「Ｂビーコン／オリゴ」および「Ｄ－ビー
コン／オリゴ」）がハイブリダイズする内部の３３ｂｐの領域を除き同一である。Ｂ１４
０およびＤ１４０は、同一組のオリゴヌクレオチドプライマー（「ＰＣＲ－Ｆ」および「
ＰＣＲ－Ｒ」）を用いるＰＣＲにより増幅し得るか、若しくはＴ７　ＲＮＡポリメラーゼ
を使用して転写し得る。「Ｂ１４０」挿入物の配列は５’－ＴＧＣＴＡＴＧＴＣＡＣＴＴ
ＣＣＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＴＣＡＴＣＴＧＧＣＣＴＧＧＴＧＣＡＡＴＡＧＧＣＣＣＴＧ
ＣＡＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＧＣＡＣＴＣＴＡＴＣＣＣＡＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣ
ＡＴＴＧＡＴＧＧＴＣＴＣＴＴＴＴＡＡＣＡＴＴＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＧＴ
ＣＣＣＣＣＣＡＣＴ－３’（配列番号３）であり、また、「Ｄ１４０」挿入物の配列は５
’－ＴＧＣＴＡＴＧＴＣＡＣＴＴＣＣＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＴＣＡＴＣＴＧＧＣＣＴＧ
ＧＴＧＣＡＡＴＡＧＧＣＣＣＴＧＣＡＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＧＣＡＣＴＣＴＧＴＴＴＴＡ
ＣＣＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＣＧＣＴＡＧＣＴＴＴＴＡＡＣＡＴＴＴＧＣ
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ＡＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＧＴＣＣＣＣＣＣＡＣＴ－３’（配列番号４）である。フォ
ワードＰＣＲプライマー（「ＰＣＲ－Ｆ」）は：５’－ＴＧＣＴＡＴＧＴＣＡＣＴＴＣＣ
ＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＴ－３’（配列番号５）であり、かつ、リバースＰＣＲプライマ
ー（「ＰＣＲ－Ｒ」）配列は：５－ＡＧＴＧＧＧＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＣＡＧＣＣＡＴ
ＧＣＡＡＡＴ－３’（配列番号６）である。ＢビーコンおよびＤビーコン配列は後に続く
とおりであり、蛍光誘導体および幹構造を小文字で示す。「Ｂビーコン」配列は後に続く
とおりである：６－ＦＡＭ－ｇｃｇａｇｃＡＴＣＣＣＡＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣ
ＡＴＴＧＡＴＧＧＴＣＴＣｇｃｔｃｇｃ－ＤＡＢＣＹＬ（配列番号７）。「Ｄビーコン」
は：ＴＡＭＲＡ－ｃｇａｇｃＧＴＴＴＴＡＣＣＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＣ
ＧＣＴＡＧＣｇｃｔｃｇｃ－ＤＡＢＣＹＬ（配列番号８）である。ビーコン配列中の大文
字は、ビーコンがアニーリングするＢ１４０およびＤ１４０中のそれぞれの配列を表す。
従って、大文字はＤＮＡアレイ検出に使用されるオリゴヌクレオチドの配列である。すな
わち、Ｂ－オリゴは：５’－ＡＴＣＣＣＡＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣＡＴＴＧＡＴ
ＧＧＴＣＴＣ－３’（配列番号９）であり、また、「Ｄ－オリゴ」は：５’－ＧＴＴＴＴ
ＡＣＣＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＣＡＧＣＧＣＴＡＧＣ－３’（配列番号１０）で
ある。

【図１】 【図２】
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