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(57)【要約】
　（ａ）血球に結合して結合血球を形成する結合成分を有する剤と、血液サンプルとを接
触させる工程と、（ｂ）血液から前記結合血球を分離する工程と、を含み、前記剤が、複
数種の異なる血球に結合可能であり、前記結合成分が、前記血球の表面上で発現している
タンパク質に結合可能である、血液サンプルから血球を分離する方法を提供する。また、
（ａ）赤血球に結合する結合成分を有する剤を含むサンプル回収容器を提供する工程と、
（ｂ）赤血球が前記剤に結合するように、前記サンプル回収容器内に血液サンプルを回収
する工程と、（ｃ）赤血球が前記サンプル回収容器内に留まるように、前記サンプル回収
容器から前記血液サンプルを除去する工程と、を含み、前記サンプル回収容器又は前記剤
が、前記血液サンプルを除去する際に前記サンプル回収容器内に赤血球を保持する手段を
含む、血液サンプルから赤血球を分離する方法も提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）血球に結合して結合血球を形成する結合成分を有する剤と、血液サンプルとを接
触させる工程と、
　（ｂ）血液から前記結合血球を分離する工程と、
を含み、
　前記剤が、複数種の異なる血球に結合可能であり、前記結合成分が、前記血球の表面で
発現しているタンパク質に結合可能であることを特徴とする、血液サンプルから血球を分
離する方法。
【請求項２】
　剤が、以下の種類の細胞：赤血球、白血球、血小板、及び内皮細胞のうちの２種、３種
、又はそれ以上に結合可能である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　剤が、赤血球、白血球、血小板、及び内皮細胞に結合可能である、請求項２に記載の方
法。
【請求項４】
　剤が、以下の種類の細胞：赤血球、巨核球、単球、マクロファージ、好中性顆粒球、好
酸性顆粒球、好塩基性顆粒球、肥満細胞、ヘルパーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞、細胞傷
害性Ｔ細胞、ナチュラルキラーＴ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、樹状細胞、網状
赤血球、及びこれらの細胞の幹細胞のうちの大部分に結合可能である請求項１から３のい
ずれかに記載の方法。
【請求項５】
　タンパク質が、膜貫通タンパク質である請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　タンパク質が、細胞外マトリクスメタロプロテイナーゼ誘導物質である請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
　タンパク質が、ニューロテリン（ＣＤ１４７）である請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　（ａ）赤血球に結合する結合成分を有する剤を含むサンプル回収容器を提供する工程と
、
　（ｂ）赤血球が前記剤に結合するように、前記サンプル回収容器内に血液サンプルを回
収する工程と、
　（ｃ）赤血球が前記サンプル回収容器内に留まるように、前記サンプル回収容器から前
記血液サンプルを除去する工程と、
を含み、
　前記サンプル回収容器又は前記剤が、前記血液サンプルを除去する際に前記サンプル回
収容器内に赤血球を保持する手段を含むことを特徴とする、血液サンプルから赤血球を分
離する方法。
【請求項９】
　結合成分が、赤血球の表面上で発現しているタンパク質に結合可能である請求項８に記
載の方法。
【請求項１０】
　タンパク質が、膜貫通タンパク質である請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　膜貫通タンパク質が、グリコホリンＡ（ＣＤ２３５ａ）又はグリコホリンＢ（ＣＤ２３
５ｂ）である請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　血液サンプルを除去する際に赤血球がサンプル回収容器内に保持されるように、剤が、
前記サンプル回収容器表面に結合している請求項８から１１のいずれかに記載の方法。
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【請求項１３】
　剤の結合成分が、磁性物質又は磁化可能物質に付着している請求項１から１２のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１４】
　請求項８から１２のいずれかに従属するとき、サンプル回収容器から血液サンプルを除
去する工程が、前記サンプル回収容器に磁場又は電磁場を印加して、赤血球を保持するこ
とを含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　磁性物質又は磁化可能物質が、固体表面、磁性ビーズ、及び磁性タンパク質の少なくと
もいずれかを含む請求項１３又は１４に記載の方法。
【請求項１６】
　磁性タンパク質が、磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分を含み、前記部
分が、金属結合タンパク質、ポリペプチド、又はペプチドを含む請求項１５に記載の方法
。
【請求項１７】
　結合成分及び磁性タンパク質全体が、融合タンパク質から形成される請求項１６に記載
の方法。
【請求項１８】
　磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分が、ラクトフェリン、トランスフェ
リン、フェリチン、第二鉄結合タンパク質、フラタキシン、シデロホア、及びメタロチオ
ネインから選択されるタンパク質、又はタンパク質の金属結合ドメインを含む請求項１６
又は１７に記載の方法。
【請求項１９】
　磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分が、遷移金属原子、ランタニド金属
原子、遷移金属イオン、ランタニド金属イオン、及び前記イオンを含む化合物の少なくと
もいずれかに結合可能である請求項１６から１８のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　遷移金属イオン及びランタニド金属イオンの少なくともいずれかが、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｎｉ
、Ｍｎ、Ｃｒ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｃｄ、Ｙ、Ｇｄ、Ｄｙ、又はＥｕの少なくともいずれかのイ
オンを含む請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　１以上の金属イオンが、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ｃｏ２＋、Ｃｏ３＋、Ｍｎ２＋、Ｍｎ３

＋、Ｍｎ４＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋、及びＣｄ２＋の少なくともいずれかを含む請求項２
０に記載の方法。
【請求項２２】
　結合成分が、抗体又は抗体断片、受容体又は受容体断片、タンパク質、ポリペプチド、
ペプチド模倣体、核酸、オリゴヌクレオチド、及びアプタマーから選択される請求項１か
ら２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　結合成分が、ニューロテリンモノクローナル抗体、グリコホリンＡモノクローナル抗体
、又はグリコホリンＢモノクローナル抗体である請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　（ａ）請求項１から２３のいずれかに記載の血液サンプルから血球を分離する方法と、
　（ｂ）所望の細胞を得る工程と、
　（ｃ）任意的に、前記所望の細胞を単離する工程と、
を含む、血液サンプルから所望の細胞を得る方法。
【請求項２５】
　（ａ）血球に結合する結合成分を有する剤を含むサンプル回収容器と、
　（ｂ）血液サンプルを除去する際に、前記サンプル回収容器内に前記血球を保持するた
めの手段と、
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を含むことを特徴とする、血液から血球を分離するためのキット。
【請求項２６】
　サンプル回収容器内に血球を保持するための手段が、前記サンプル回収容器の表面に対
する剤の結合を含む請求項２５に記載のキット。
【請求項２７】
　サンプル回収容器内に血球を保持するための手段が、剤に結合している血球に対して磁
気的に影響を与える手段を含み、前記剤が、血球に結合可能である結合成分を含み、前記
結合成分が、磁性物質又は磁化可能物質に付着している請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
　結合成分が、血球の表面上で発現しているタンパク質に結合可能である請求項２５から
２７のいずれかに記載のキット。
【請求項２９】
　タンパク質が、膜貫通タンパク質である請求項２８に記載のキット。
【請求項３０】
　血球が赤血球であり、膜貫通タンパク質が、グリコホリンＡ（ＣＤ２３５ａ）又はグリ
コホリンＢ（ＣＤ２３５ｂ）である請求項２９に記載のキット。
【請求項３１】
　血球が、赤血球、白血球、血小板、及び内皮細胞のうちの２種、３種、又はそれ以上で
あり、膜貫通タンパク質が、ニューロテリンである請求項２９に記載のキット。
【請求項３２】
　血球が、以下の種類の細胞：赤血球、巨核球、単球、マクロファージ、好中球、好酸球
、好塩基球、肥満細胞、ヘルパーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、ナチ
ュラルキラーＴ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、網状赤血球、樹状細胞、及びこれ
らの細胞の幹細胞のうちの大部分である請求項３１に記載のキット。
【請求項３３】
　結合成分が、抗体又は抗体断片、受容体又は受容体断片、タンパク質、ポリペプチド、
ペプチド模倣体、核酸、オリゴヌクレオチド、及びアプタマーから選択される請求項２５
から３２のいずれかに記載のキット。
【請求項３４】
　結合成分が、ニューロテリンモノクローナル抗体、グリコホリンＡモノクローナル抗体
、又はグリコホリンＢモノクローナル抗体である請求項３３に記載のキット。
【請求項３５】
　（ａ）血液サンプルを請求項１から２４のいずれかに記載の方法に付して、調製血液サ
ンプルを形成する工程と、
　（ｂ）前記調製血液サンプル中の分析物をアッセイする工程と、
を含むことを特徴とする、分析物をアッセイする方法。
【請求項３６】
　インビトロ診断法である請求項３５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、全血から血液成分を分離する方法に関する。具体的には、本発明は、除去さ
れる細胞の全てに結合する単剤を用いて、血液サンプルから細胞の大部分を除去し、血漿
サンプルを提供する方法に関する。本発明は、更に、サンプル回収容器に赤血球を捕捉す
ることにより赤血球を除去した後、赤血球枯渇血液サンプルをアッセイ装置に運ぶ方法を
提供する。
【背景技術】
【０００２】
　血漿から赤血球及び白血球を分離する方法は、血液サンプルの調製及び分析の分野で多
数知られている。従来、血漿から血球を分離するために、実験室では血液サンプルの遠心
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分離が用いられている。過去数年間で、添加剤を全く使用することなしに連続的に分離す
ることができる、血球を分離するための改良法が確立された。
【０００３】
　磁気泳動分離機は、デオキシヘモグロビン赤血球が常磁性であること及び赤血球に比べ
て白血球の磁化率が低いことに基づいて、赤血球を標的とする。非特許文献１には、血球
を高効率で分離するための、連続一段階及び三段階常磁性体捕捉モード磁気泳動マイクロ
分離機の設計、製作、及び特徴について記載されている。強磁性ワイヤに一様の磁場を印
加すると、高傾斜磁場が発生する。常磁性体捕捉モード分離機では、外部磁場をマイクロ
チャネルに垂直に印加したとき、常磁性体である赤血球は、強磁性ワイヤの近くに引きつ
けられ、反磁性体である白血球は、強磁性ワイヤから離れる。したがって、赤血球を分離
出口チャネルに引きつけることにより、白血球から赤血球を分離できる。
【０００４】
　非特許文献２は、Ｚｗｅｉｆａｃｈ－Ｆｕｎｇ効果とも呼ばれる分岐法則により、血球
から血漿を分離する原理を用いて、連続的にリアルタイムで血漿を分離するためのマイク
ロ流体装置を開示している。赤血球が細管血液容器の分岐領域を通過するとき、赤血球は
、流速の速い娘血液容器に入るため、流速の遅い他の容器に入る細胞は僅かである。圧力
勾配がより高く、且つ血球に対してトルクが生じ、これが流速の速い容器に血球を引き入
れるので、血球は流速の速い容器に引き込まれる。非特許文献２は、１つの分岐を備える
単純な装置と、５つの平行分岐血漿チャネルを備える装置とを開示している。前記装置は
、血球からの血漿の分離に成功したことが示された。
【０００５】
　血液成分を分離するための常磁性体捕捉モード磁気泳動分離機及びマイクロ流体装置の
示す利点にもかかわらず、血液分離方法の速度及び効率を改善することに対する必要性が
依然として存在している。非特許文献１及び２では、磁気分離機及びマイクロ流体分離機
は、正確であるように設計されていたが、装置の流速が非常に遅く、且つ少量の血液しか
分離されなかった。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｈａｎ　ａｎｄ　Ｆｒａｚｉｅｒ（２００６）Ｐａｒａｍａｇｎｅｔｉ
ｃ　Ｃａｐｔｕｒｅ　Ｍｏｄｅ　Ｍａｇｎｅｔｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　Ｍｉｃｒｏｓｅｐａ
ｒａｔｏｒ　ｆｏｒ　Ｈｉｇｈ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｌｌ　ｓｅｐ
ａｒａｔｉｏｎｓ　Ｌａｂ　ｏｎ　ａ　Ｃｈｉｐ　６　２６５－２７３
【非特許文献２】Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ（２００６）Ａ　ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｄ
ｅｖｉｃｅ　ｆｏｒ　ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ，ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ｂｌｏｏｄ　ｐｌａ
ｓｍａ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｌａｂ　ｏｎ　ａ　ｃｈｉｐ　ＤＯＩ：１０．１０３９
／ｂ５１６４０１ｊ，２００６　Ｊｕｌ；６（７）：８７１－８０
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、上記先行技術に関する問題を克服することにある。具体的には、本発
明の目的は、高速且つ高効率で大量の血液を分離し得る方法及び装置を提供することにあ
る。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　したがって、本発明は、
　（ａ）血球に結合して結合血球を形成する結合成分を有する剤と、血液サンプルとを接
触させる工程と、
　（ｂ）血液から前記結合血球を分離する工程と、
を含み、
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　前記剤が、複数種の異なる血球に結合可能である、血液サンプルから血球を分離する方
法を提供する。
【０００９】
　前記結合成分が、血球の表面上で発現しているタンパク質に結合可能であることが特に
好ましい。
【００１０】
　前記結合成分自体が、複数種の異なる血球に結合可能であることも特に好ましい。後者
の場合、典型的には、抗ＣＤ１４７抗体又は抗ＣＤ２３５抗体等の、複数種の異なる細胞
（以下で論じるように、サンプル中の血球の大部分であることが好ましい）の表面に存在
するタンパク質に結合可能な抗体が用いられる。
【００１１】
　本発明は、更に、
　（ａ）赤血球に結合する結合成分を有する剤を含むサンプル回収容器を提供する工程と
、
　（ｂ）赤血球が前記剤に結合するように、前記サンプル回収容器内に血液サンプルを回
収する工程と、
　（ｃ）赤血球が前記サンプル回収容器内に留まるように、前記サンプル回収容器から前
記血液サンプルを除去する工程と、
を含み、
　前記サンプル回収容器又は前記剤が、前記血液サンプルを除去する際に前記サンプル回
収容器内に赤血球を保持するための手段を含む、血液サンプルから赤血球を分離する方法
を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　したがって、典型的には、本発明で使用される剤は、血漿サンプルを作製できるように
、又は赤血球を除去して赤血球枯渇血液サンプルを作製できるように、血球の大部分に結
合可能である。本発明の利点は、装置（マイクロ流体装置及びナノ流体装置等）で用いた
ときの分離速度が既知の方法よりも速いこと、及び分離がより効率的且つ有効なことであ
る。更に、上記装置を少量のサンプルで作動させても少量の血液しか得られないが、高効
率且つ高速の分離を用いると、以前に可能であった量よりも大量の分離サンプルが、後の
分析のために提供される。
【００１３】
　血漿サンプルが必要な場合、前記剤は、以下の種類の細胞：赤血球、白血球、血小板、
及び内皮細胞のうちの２種、３種、又はそれ以上に結合可能であることが好ましい。前記
剤は、赤血球、白血球、血小板、及び内皮細胞の全てに結合可能であることがより好まし
い。しかし、前記剤は、血液サンプル中の細胞の大部分に結合可能であることが典型的で
あり、以下の種類の細胞：赤血球、巨核球、単球、マクロファージ、好中性顆粒球、好酸
性顆粒球、好塩基性顆粒球、肥満細胞、ヘルパーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞、細胞傷害
性Ｔ細胞、ナチュラルキラーＴ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、樹状細胞、網状赤
血球、及びこれらの細胞の幹細胞の大部分に結合可能であることが好ましい。大部分とは
、細胞の種類又は総細胞数のいずれかによって５０％以上の細胞が、サンプルから除去さ
れ得る形で結合していることを意味する。しかし、典型的には、除去される細胞はこれよ
りも遥かに多く、６０％以上、７０％以上、８０％以上、９０％以上、９５％以上、９９
％以上、９９．９％以上、更には実質的に１００％（実質的に全て）、又は１００％（全
て）の細胞が除去され得る。典型的には、赤血球のみを除去する場合でさえも、９９％の
細胞物質が除去される。しかし、他の種類の細胞のみを除去しようとする場合、関与する
細胞の種類によって、この値が低くなる場合もある。保持された細胞画分から特定の種類
の細胞を選択的に除去できるため、前記方法は、細胞集団を速やかに亜分画する手段も提
供する。
【００１４】
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　本発明の別の実施形態では、赤血球枯渇血液サンプルを必要とするとき、前記剤は、典
型的には、血液から赤血球を除去できるように、赤血球に結合可能であるが、他の血液成
分には結合することができず（又は、他の血液成分に対して赤血球に選択的に結合可能で
あり）、その結果、更なるアッセイのための血液を調製し得る。この実施形態では、赤血
球は、サンプル回収容器に保持される。この容器は、特に限定されず、血液サンプルを回
収するのに好適な任意の種類の容器であってもよい。前記容器は、ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ
又は類似のサンプル管であることが好ましい。
【００１５】
　本方法では、血液から結合血球を分離する工程は、典型的には、磁場又は電磁場を印加
して、結合血球を操作することを含む。前記操作は、特に限定されず、結合血球の捕捉及
び保持の少なくともいずれかを行う（例えば、サンプル回収容器内等の特定の領域（特に
好ましい）、反応領域、又は分離装置の分離領域に、結合血球をトラップする）ことを含
み得る。赤血球のみが除去されたとき、白血球、血漿、及び任意の他の血液成分等の残り
の血液成分は、必要に応じて、後の工程で除去されてもよい。別の実施形態では、前記操
作は、結合血球を除去し、サンプル回収容器、分離装置、反応領域、又は分離領域内に残
りの血液成分を残すことを含み得る。
【００１６】
　本方法で好ましく用いられる磁性物質又は磁化可能物質は、特に限定されない。磁性ビ
ーズ及び磁性タンパク質の少なくともいずれか等の前記物質は、典型的には、固体表面を
有してもよく、又は最も好ましくは、液体中で自由に流動する物質である。磁性タンパク
質を用いるとき、前記磁性タンパク質は、磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する
部分を含み得、前記部分は、金属結合タンパク質、ポリペプチド、又はペプチドを含む。
本発明では、典型的には、結合成分及び磁性タンパク質全体は、融合タンパク質から形成
される。磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分は、ラクトフェリン、トラン
スフェリン、フェリチン、第二鉄結合タンパク質、フラタキシン、シデロホア、及びメタ
ロチオネインから選択されるタンパク質、又はタンパク質の金属結合ドメインを含むこと
が好ましい。磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分は、遷移金属原子、ラン
タニド金属原子、遷移金属イオン、ランタニド金属イオン、及び前記イオンを含む化合物
の少なくともいずれかに結合可能であることが好ましい。
【００１７】
　本発明では、結合成分は、血球の表面上で発現しているタンパク質に結合可能であるこ
とが好ましい。しかし、場合によっては、赤血球の表面上の物質は、時にタンパク質以外
である場合もある。上記のように、血液中の細胞の大部分に結合可能である限り、又は結
合成分に選択的に結合することにより他の成分と赤血球とを区別し得る限り、いずれの物
質を用いてもよい。しかし、タンパク質は、ニューロテリン（ｎｅｕｒｏｔｈｅｌｉｎ）
（ＣＤ１４７）（細胞の大部分、好ましくは白血球、赤血球、血小板、及び内皮細胞の全
てに対する結合に好ましい）、又はグリコホリンＡ（ＣＤ２３５ａ）若しくはグリコホリ
ンＢ（ＣＤ２３５ｂ）（それぞれ、赤血球に対する結合に好ましい）等の膜貫通タンパク
質であることが好ましい。この実施形態では、結合成分は、ニューロテリンモノクローナ
ル抗体、グリコホリンＡモノクローナル抗体、又はグリコホリンＢモノクローナル抗体で
あることが好ましい。
【００１８】
　本方法は、血球を分離するためのいずれの手段を用いてもよい。しかし、サンプル回収
容器内で血球を単離する手段を用いることが好ましい。典型的には、これは、結合成分の
磁性表面又は磁化可能表面（例えば、磁性ビーズ等）への結合、結合成分の磁性タンパク
質への結合、又は結合成分のサンプル回収容器表面への結合を含む。磁性ビーズ又は磁性
タンパク質を用いるとき、結合細胞をサンプル回収容器内に確実に捕捉するために、結合
が生じた後の適切な時点で磁場を印加するが、処理されたサンプルは除去され、更に調製
又はアッセイされる。
【００１９】
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　次に、本発明で用いられる結合成分について、より詳細に論じる。
【００２０】
　上記のように、血球又は赤血球に結合可能である限り、結合成分は、特に限定されない
。したがって、結合成分は、血球に結合するのに好適である限り、それ自体いずれの種類
の物質又は分子であってもよい。一般に、結合成分は、抗体又は抗体断片、受容体又は受
容体断片、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド模倣体、核酸、オリゴヌクレオチド、及
びアプタマーから選択される。本発明の他の好ましい実施形態では、結合成分は、抗体の
可変ポリペプチド鎖（Ｆｖ）、Ｔ細胞受容体又はＴ細胞受容体断片、アビジン、及びスト
レプトアビジンから選択される。認識部分は、抗体の単鎖可変部分（ｓｃ－Ｆｖ）から選
択されることが最も好ましい。
【００２１】
　抗体は、外来抗原の認識に関与する免疫グロブリン分子であり、脊椎動物で発現する。
抗体は、Ｂリンパ球又はＢ細胞として知られている特殊な種類の細胞により産生される。
個々のＢ細胞は、１種の抗体しか産生せず、前記抗体は１つのエピトープを標的とする。
Ｂ細胞は、認識する抗原に遭遇すると、分裂し、抗体産生細胞（即ち、プラズマ細胞）に
分化する。
【００２２】
　殆どの抗体の基本構造は、２種の異なる種類の４本のポリペプチド鎖から構成されてい
る。小さい方の鎖（軽鎖）の分子量は、２５キロダルトン（ｋＤａ）であり、大きい方の
鎖（重鎖）の分子量は、５０ｋＤａ～７０ｋＤａである。軽鎖は、１つの可変領域（ＶＬ

）と１つの定常領域（ＣＬ）とを有する。重鎖は、１つの可変領域（ＶＨ）と抗体のクラ
スによって３つから４つの定常領域（ＣＨ）とを有する。重鎖の第１の定常領域と第２の
定常領域とは、可変長のヒンジ領域により隔てられている。２本の重鎖は、ジスルフィド
架橋を介してヒンジ領域で結合している。ヒンジ領域よりも下の重鎖領域は、Ｆｃ領域（
結晶化可能断片）としても知られている。ヒンジ領域よりも上の軽鎖及び重鎖複合体は、
Ｆａｂ領域（抗体断片）として知られており、２つの抗体結合部位が結合したものは、Ｆ
（ａｂ）２領域として知られている。重鎖の定常領域は、補体カスケードの分子を含む免
疫系の他の成分及び細胞表面上の抗体受容体に結合可能である。抗体の重鎖及び軽鎖は、
ジスルフィド架橋により結合していることが多い複合体を形成し、前記複合体は、可変領
域の末端で所定のエピトープに結合する。
【００２３】
　抗体の可変遺伝子は、突然変異、体細胞組換（遺伝子シャフリングとしても知られてい
る）、遺伝子変換、及びヌクレオチド付加事象により形成される。
【００２４】
　ＳｃＦｖ抗体は、以下を含む多数の標的に対して産生され得る：
　１．ウイルス：Ｔｏｒｒａｎｃｅ　ｅｔ　ａｌ．２００６．Ｏｒｉｅｎｔｅｄ　ｉｍｍ
ｏｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈａｉｎ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　ｄｅｖｅｌｏｐ　ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　ｆｏｒ　ｖｉｒｕ
ｓ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．１３４（１－２）１６４－
７０、
　２．Ｃ型肝炎ウイルス：Ｇａｌ－Ｔａｎａｍｙ　ｅｔ　ａｌ．２００５．ＨＣＶ　ＮＳ
３　ｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｈ
ａｉｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｂｙ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｇｅｎｅｔ
ｉｃ　ｓｃｒｅｅｎ．Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．３４７（５）：９９１－１００３）、及び
Ｌｉ　ａｎｄ　Ａｌｌａｉｎ．２００５．Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅ　ｒｅｇｉｏｎ　１　ｏｆ　ｈ
ｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｖｉｒｕｓ．Ｊ　Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．８６（６）１７０９－１
６、
　３．癌：Ｈｏｌｌｉｇｅｒ　ａｎｄ　Ｈｕｄｓｏｎ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｉｓｅ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ　ｄｏ
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ｍａｉｎｓ．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３（９）１１２６－３６。
　また、ＳｃＦｖ抗体は、プロテオミクスを含む各種用途で用いられ得る（Ｖｉｓｉｎｔ
ｉｎ　ｅｔ　ａｌ．２００４．Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆ
ｏｒ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．２９０（１－２）
：１３５－５３）。
【００２５】
　したがって、最も好ましい実施形態では、本方法は、血球、及び磁性ビーズ又は磁性タ
ンパク質等の固体物質を認識するための、１以上の抗体の１以上の抗原結合腕から典型的
に形成される剤を利用する。前記固体物質が磁性タンパク質であるとき、前記剤は、抗体
の抗原結合腕に結合している金属結合タンパク質の１以上のコピーを有する多タンパク質
剤である。典型的には、用いられる抗体断片は、通常、ｓｃＦｖと呼ばれる単鎖可変断片
ポリペプチドを作り出す可動性リンカーで結合された、重鎖及び軽鎖の可変領域（即ちＶ

Ｈ及びＶＬ）を含む。剤の両方の部分がタンパク質及びポリペプチドの少なくともいずれ
かから形成されるとき（即ち、標識がキメラタンパク質を含むとき）、標識は、当該技術
分野において周知である組み換え技術を用いて形成され得る。しかし、いずれかの部分が
他の種から形成されている場合、標識は、単にある種を別の種に結合させることにより作
製され得る。
【００２６】
　したがって、本方法は、上記で定義された分析物のための標識を形成する方法であって
、赤血球、及び磁性物質又は磁化可能物質結合部分等の固体物質に剤を結合させるために
、結合成分を結合させる工程を含む方法も提供する。
【００２７】
　次に、磁性物質又は磁化可能物質として磁性タンパク質を用いる本発明の実施形態につ
いて、より詳細に説明する。
【００２８】
　磁性物質又は磁化可能物質に結合可能であり、且つ結合成分の血球への結合に干渉しな
い限り、磁性物質又は磁化可能物質結合部分は、特に限定されない。磁性物質又は磁化可
能物質結合部分は、金属結合タンパク質、ポリペプチド、又はペプチド（又はタンパク質
、ポリペプチド、若しくはペプチドの金属結合ドメイン）を含む。典型的には、この部分
は、１以上の遷移金属原子、ランタニド金属原子、遷移金属イオン、及びランタニド金属
イオンの少なくともいずれか、又は前記イオンを含む任意の化合物に結合可能である、又
は結合している。前記イオンとしては、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｎｉ、Ｍｎ、Ｃｒ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｃ
ｄ、Ｙ、Ｇｄ、Ｄｙ、又はＥｕの少なくともいずれかのイオンが挙げられるが、これらに
限定されない。
【００２９】
　本発明のより好ましい実施形態では、前記１以上の金属イオンは、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋

、Ｃｏ２＋、Ｃｏ３＋、Ｍｎ２＋、Ｍｎ３＋、Ｍｎ４＋、Ｃｄ２＋、及びＮｉ２＋の少な
くともいずれかを含む。本発明で用いるための最も好ましいイオンは、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３

＋、Ｃｄ２＋、及びＭｎ２＋イオンである。典型的には、これらイオンは、鉄の場合、ラ
クトフェリン、トランスフェリン、及びフェリチンに結合し、カドミウム及びマンガンの
場合、メタロチオネイン－２に結合する。Ｆｅ２＋の結合は、酸性条件を用いることによ
り促進されることが好ましく、一方Ｆｅ３＋の結合は、中性条件又はアルカリ条件を用い
ることにより促進されることが好ましい。
【００３０】
　本発明の好ましい実施形態では、金属結合部分は、ラクトフェリン、トランスフェリン
、フェリチン（アポフェリチン）、メタロチオネイン（ＭＴ１又はＭＴ２）、第二鉄結合
タンパク質（ＦＢＰ、例えば、インフルエンザ菌由来のＦＢＰ）、フラタキシン、及びシ
デロホア（細菌膜を貫通して鉄を輸送する機能を有する非常に小さなペプチド）から選択
されるタンパク質、又はタンパク質の金属結合ドメインを含む。
【００３１】
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　幾つかの実施形態では、本発明の標識は、複数の磁性物質又は磁化可能物質結合部分を
含み得る。標識の磁性を制御するために、前記部分の数を制御することもできる。かかる
実施形態では、前記標識は、２個～１００個の磁性物質又は磁化可能物質結合部分を含む
ことが典型的であり、２個～５０個の前記部分を含むことが好ましく、２個～２０個の前
記部分を含むことが最も好ましい。最終的なキメラタンパク質では、金属結合タンパク質
の各コピーは、可動性のために非帯電アミノ酸リンカーに隣接して付着し得る。
【００３２】
　本発明はまた、
　（ａ）血球に結合する結合成分を有する剤を含むサンプル回収容器と、
　（ｂ）血液サンプルを除去する際に前記サンプル回収容器内に前記血球を保持するため
の手段と、
を含む、血液から血球を分離するためのキットを提供する。
【００３３】
　前記キットの好ましい実施形態では、容器内に血球を保持するための手段は、容器表面
、典型的には、容器の内面の大部分への剤の結合を含む。
【００３４】
　或いは、容器内に血球を保持するための手段は、剤に結合している血球に対して磁気的
に影響を与える手段を含んでもよい。この実施形態では、前記剤は、血球に結合可能な結
合成分を含み、前記結合成分が、磁性物質又は磁化可能物質に付着する。
【００３５】
　本キットでは、前記結合成分は、典型的には、本発明の方法に関して上に記載したよう
な成分である。磁性物質又は磁化可能物質はまた、典型的には、本発明の方法に関して上
に記載したような物質である。
【手続補正書】
【提出日】平成23年6月24日(2011.6.24)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）血球に結合して結合血球を形成する結合成分を有する剤と、血液サンプルとを接
触させる工程と、
　（ｂ）血液から前記結合血球を分離する工程と、
を含み、
　前記剤が、血漿サンプルを作製できるように、血球の大部分に結合可能であり、前記結
合成分が、前記血球の表面で発現しているタンパク質に結合可能であることを特徴とする
、血液サンプルから血球を分離する方法。
【請求項２】
　剤が、以下の種類の細胞：赤血球、白血球、血小板、及び内皮細胞のうちの２種、３種
、又はそれ以上に結合可能である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　剤が、赤血球、白血球、血小板、及び内皮細胞に結合可能である、請求項２に記載の方
法。
【請求項４】
　剤が、以下の種類の細胞：赤血球、巨核球、単球、マクロファージ、好中性顆粒球、好
酸性顆粒球、好塩基性顆粒球、肥満細胞、ヘルパーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞、細胞傷
害性Ｔ細胞、ナチュラルキラーＴ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、樹状細胞、網状
赤血球、及びこれらの細胞の幹細胞のうちの大部分に結合可能である請求項１から３のい
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ずれかに記載の方法。
【請求項５】
　タンパク質が、膜貫通タンパク質である請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　タンパク質が、細胞外マトリクスメタロプロテイナーゼ誘導物質である請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
　タンパク質が、ニューロテリン（ＣＤ１４７）である請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　（ａ）赤血球に結合する結合成分を有する剤を含むサンプル回収容器を提供する工程と
、
　（ｂ）赤血球が前記剤に結合するように、前記サンプル回収容器内に血液サンプルを回
収する工程と、
　（ｃ）赤血球が前記サンプル回収容器内に留まるように、前記サンプル回収容器から前
記血液サンプルを除去する工程と、
を含み、
　前記サンプル回収容器又は前記剤が、前記血液サンプルを除去する際に前記サンプル回
収容器内に赤血球を保持する手段を含むことを特徴とする、血液サンプルから赤血球を分
離する方法。
【請求項９】
　結合成分が、赤血球の表面上で発現しているタンパク質に結合可能である請求項８に記
載の方法。
【請求項１０】
　タンパク質が、膜貫通タンパク質である請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　膜貫通タンパク質が、グリコホリンＡ（ＣＤ２３５ａ）又はグリコホリンＢ（ＣＤ２３
５ｂ）である請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　血液サンプルを除去する際に赤血球がサンプル回収容器内に保持されるように、剤が、
前記サンプル回収容器表面に結合している請求項８から１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　剤の結合成分が、磁性物質又は磁化可能物質に付着している請求項１から１２のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１４】
　請求項８から１２のいずれかに従属するとき、サンプル回収容器から血液サンプルを除
去する工程が、前記サンプル回収容器に磁場又は電磁場を印加して、赤血球を保持するこ
とを含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　磁性物質又は磁化可能物質が、固体表面、磁性ビーズ、及び磁性タンパク質の少なくと
もいずれかを含む請求項１３又は１４に記載の方法。
【請求項１６】
　磁性タンパク質が、磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分を含み、前記部
分が、金属結合タンパク質、ポリペプチド、又はペプチドを含む請求項１５に記載の方法
。
【請求項１７】
　結合成分及び磁性タンパク質全体が、融合タンパク質から形成される請求項１６に記載
の方法。
【請求項１８】
　磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分が、ラクトフェリン、トランスフェ
リン、フェリチン、第二鉄結合タンパク質、フラタキシン、シデロホア、及びメタロチオ
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ネインから選択されるタンパク質、又はタンパク質の金属結合ドメインを含む請求項１６
又は１７に記載の方法。
【請求項１９】
　磁性物質又は磁化可能物質を結合乃至内封する部分が、遷移金属原子、ランタニド金属
原子、遷移金属イオン、ランタニド金属イオン、及び前記イオンを含む化合物の少なくと
もいずれかに結合可能である請求項１６から１８のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　遷移金属イオン及びランタニド金属イオンの少なくともいずれかが、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｎｉ
、Ｍｎ、Ｃｒ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｃｄ、Ｙ、Ｇｄ、Ｄｙ、又はＥｕの少なくともいずれかのイ
オンを含む請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　１以上の金属イオンが、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ｃｏ２＋、Ｃｏ３＋、Ｍｎ２＋、Ｍｎ３

＋、Ｍｎ４＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋、及びＣｄ２＋の少なくともいずれかを含む請求項２
０に記載の方法。
【請求項２２】
　結合成分が、抗体又は抗体断片、受容体又は受容体断片、タンパク質、ポリペプチド、
ペプチド模倣体、核酸、オリゴヌクレオチド、及びアプタマーから選択される請求項１か
ら２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　結合成分が、ニューロテリンモノクローナル抗体、グリコホリンＡモノクローナル抗体
、又はグリコホリンＢモノクローナル抗体である請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　（ａ）請求項１から２３のいずれかに記載の血液サンプルから血球を分離する方法と、
　（ｂ）所望の細胞を得る工程と、
　（ｃ）任意的に、前記所望の細胞を単離する工程と、
を含む、血液サンプルから所望の細胞を得る方法。
【請求項２５】
　（ａ）血球に結合する結合成分を有する剤を含むサンプル回収容器と、
　（ｂ）血液サンプルを除去する際に、前記サンプル回収容器内に前記血球を保持するた
めの手段と、
を含むことを特徴とする、血液から血球を分離するためのキット。
【請求項２６】
　サンプル回収容器内に血球を保持するための手段が、前記サンプル回収容器の表面に対
する剤の結合を含む請求項２５に記載のキット。
【請求項２７】
　サンプル回収容器内に血球を保持するための手段が、剤に結合している血球に対して磁
気的に影響を与える手段を含み、前記剤が、血球に結合可能である結合成分を含み、前記
結合成分が、磁性物質又は磁化可能物質に付着している請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
　結合成分が、血球の表面上で発現しているタンパク質に結合可能である請求項２５から
２７のいずれかに記載のキット。
【請求項２９】
　タンパク質が、膜貫通タンパク質である請求項２８に記載のキット。
【請求項３０】
　血球が赤血球であり、膜貫通タンパク質が、グリコホリンＡ（ＣＤ２３５ａ）又はグリ
コホリンＢ（ＣＤ２３５ｂ）である請求項２９に記載のキット。
【請求項３１】
　血球が、赤血球、白血球、血小板、及び内皮細胞のうちの２種、３種、又はそれ以上で
あり、膜貫通タンパク質が、ニューロテリンである請求項２９に記載のキット。
【請求項３２】
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　血球が、以下の種類の細胞：赤血球、巨核球、単球、マクロファージ、好中球、好酸球
、好塩基球、肥満細胞、ヘルパーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、ナチ
ュラルキラーＴ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、網状赤血球、樹状細胞、及びこれ
らの細胞の幹細胞のうちの大部分である請求項３１に記載のキット。
【請求項３３】
　結合成分が、抗体又は抗体断片、受容体又は受容体断片、タンパク質、ポリペプチド、
ペプチド模倣体、核酸、オリゴヌクレオチド、及びアプタマーから選択される請求項２５
から３２のいずれかに記載のキット。
【請求項３４】
　結合成分が、ニューロテリンモノクローナル抗体、グリコホリンＡモノクローナル抗体
、又はグリコホリンＢモノクローナル抗体である請求項３３に記載のキット。
【請求項３５】
　（ａ）血液サンプルを請求項１から２４のいずれかに記載の方法に付して、調製血液サ
ンプルを形成する工程と、
　（ｂ）前記調製血液サンプル中の分析物をアッセイする工程と、
を含むことを特徴とする、分析物をアッセイする方法。
【請求項３６】
　インビトロ診断法である請求項３５に記載の方法。
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