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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも1つのインジケータゾーンを有する分離マトリックスを含む、液体試料にお
いて細胞結合型分析物を決定するためのデバイスであって、インジケータゾーンが、細胞
結合型分析物に対する第1の抗体又はその断片、及び第1の抗体に対する結合要素を含み、
第1の抗体が不完全抗体であり、前記結合要素に結合する前に分離マトリックスに固定さ
れていないことを特徴とするデバイス。
【請求項２】
　ラテラルフローデバイス又はゲルマトリックスデバイスである、請求項1に記載のデバ
イス。
【請求項３】
　液体試料のアプライのためのワークゾーン(5)、細胞結合型分析物と相互作用すること
ができる少なくとも1つのインジケータゾーン、及び液体がインジケータゾーンを通過し
た後に前記液体を吸収する少なくとも1つの吸収領域(3)を有する膜(2)を含み、インジケ
ータゾーンが、ワークゾーン(5)と吸収領域(3)との間に位置し、インジケータゾーンが、
細胞結合型分析物に対する第1の抗体又はその断片、及び第1の抗体に対する結合要素を含
み、第1の抗体が不完全抗体であることを特徴とする、請求項1又は2に記載のデバイス。
【請求項４】
　ゲル材で充填されたチューブを含有する、請求項1に記載のデバイス。
【請求項５】
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　細胞結合型分析物が血液型抗原である、請求項1から4のいずれか一項に記載のデバイス
。
【請求項６】
　細胞結合型分析物が、血液型抗原A、B、AB、D、C、E、c、e、Cw、K、k、Jka、Jkb、Fya
、Fyb、M、N、S、s、P1、Kpa、Kpb、Lua、Lub、Lea、Leb、Mia、Dia、Jsa、Jsb、Coa、Co
b、Wra、及びXgaから選択される、請求項5に記載のデバイス。
【請求項７】
　細胞結合型分析物が、血液型抗原k、S、Fya、Kpa、Kpb、Mia、Lua、Lub、Dia、Jsa、Js
b、Coa、Cob、Wra、及びXgaから選択される、請求項6に記載のデバイス。
【請求項８】
　第1の抗体がIgG型又はIgA型の抗体である、請求項1から7のいずれか一項に記載のデバ
イス。
【請求項９】
　第1の抗体がIgG型の抗体である、請求項8に記載のデバイス。
【請求項１０】
　第1の抗体に対する結合要素が、第1の抗体に対する抗体又はその断片、及びレクチン又
はその断片から選択される、請求項1から9のいずれか一項に記載のデバイス。
【請求項１１】
　抗体が抗IgG抗体若しくは抗IgA抗体であり、又はレクチンがプロテインA若しくはプロ
テインGである、請求項10に記載のデバイス。
【請求項１２】
　抗体がIgMクラスのモノクローナル抗IgG抗体である、請求項11に記載のデバイス。
【請求項１３】
　液体試料において第1及び第2の細胞結合型分析物を同時に決定するためのデバイスであ
って、液体試料のアプライのためのワークゾーン(5)、細胞結合型分析物と相互作用する
ことができる少なくとも2つのインジケータゾーン、及び液体がインジケータゾーンを通
過した後に前記液体を吸収する少なくとも1つの吸収領域(3)を有する膜(2)を含み、イン
ジケータゾーンが、ワークゾーン(5)と少なくとも1つの吸収領域(3)との間に位置し、
(i)第1のインジケータゾーンが、第1の細胞結合型分析物に対する第1の抗体又はその断片
、及び第1の抗体に対する結合要素を含み、第1の抗体が不完全抗体であり、前記結合要素
に結合する前に分離マトリックスに固定されていないこと、並びに
(ii)第2のインジケータゾーンが、(a)第2の細胞結合型分析物に対する、完全抗体である
第1の抗体を含み、又は(b)第2の細胞結合型分析物に対する第1の抗体、及び第1の抗体に
対する結合要素を含み、前記第1の抗体が不完全抗体であり、前記結合要素に結合する前
に分離マトリックスに固定されていないことを特徴とするデバイス。
【請求項１４】
　ラテラルフローデバイス又はゲルマトリックスデバイスである、請求項13に記載のデバ
イス。
【請求項１５】
　第1及び第2の細胞結合型分析物が血液型抗原である、請求項13又は14に記載のデバイス
。
【請求項１６】
　第1の細胞結合型分析物が、血液型抗原k、Fya、Kpa、Kpb、Lua、Lub、Mia、Dia、Jsa、
Jsb、Coa、Cob、Wra、Xga、及びSから選択され、第2の細胞結合型分析物が、A、B、AB、C
、D、E、c、e、Cw、K、Lea、Leb、Jka、Jkb、Fyb、P1、及びsから選択される、請求項15
に記載のデバイス。
【請求項１７】
　第1のインジケータゾーン(i)における第1の抗体、及び/又は第2のインジケータゾーン(
ii)における第1の抗体が、IgG型又はIgA型の抗体である、請求項13から16のいずれか一項
に記載のデバイス。
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【請求項１８】
　第1のインジケータゾーン(i)における第1の抗体、及び/又は第2のインジケータゾーン(
ii)における第1の抗体がIgG型の抗体である、請求項17に記載のデバイス。
【請求項１９】
　第1のインジケータゾーン(i)及び/又は第2のインジケータゾーン(ii)における第1の抗
体に対する結合要素が、第1の抗体に対する抗体又はその断片、及びレクチン又はその断
片から選択される、請求項13から18のいずれか一項に記載のデバイス。
【請求項２０】
　結合要素が抗IgG抗体若しくは抗IgA抗体であり、又はレクチンがプロテインA若しくは
プロテインGである、請求項19に記載のデバイス。
【請求項２１】
　第1のインジケータゾーン(i)における結合要素及び/又は第2のインジケータゾーン(ii)
における第2の抗体が、IgM抗体又はIgG抗体である、請求項19に記載のデバイス。
【請求項２２】
　第1のインジケータゾーン(i)における第1の細胞結合型分析物に対する第1の抗体及び第
1の抗体に対する結合要素、並びに/又は第2のインジケータゾーン(ii)における第2の細胞
結合型分析物に対する第1の抗体及び第1の抗体に対する第2の結合要素がIgG抗体である、
請求項13から21のいずれか一項に記載のデバイス。
【請求項２３】
　第2のインジケータゾーン(ii)が、第2の細胞結合型分析物に対するIgM抗体を含む、請
求項13から22のいずれか一項に記載のデバイス。
【請求項２４】
　インジケータゾーンにおいて、細胞結合型分析物に対する第1の抗体又はその断片、及
び第1の抗体に対する結合要素をアプライする工程であって、第1の抗体が不完全抗体であ
る、工程を含む、請求項1から23のいずれか一項に記載のデバイスを作製するための方法
。
【請求項２５】
　第1の抗体及び結合要素が、お互いに別々に、又は混合物としてアプライされる、請求
項24に記載の、デバイスを作製するための方法。
【請求項２６】
　少なくとも1つの細胞結合型分析物を決定するための方法であって、請求項1から23のい
ずれか一項に記載のデバイスの膜(2)のワークゾーン(5)へ試料をアプライする工程であっ
て、前記試料が、試料液体を、インジケータゾーンを通って吸収領域(3)へ流れさせ、イ
ンジケータゾーンにおいて、試料液体中の分析物に複合体を形成させるのに十分な量で存
在する、工程を含む方法。
【請求項２７】
　細胞結合型分析物が膜にアプライされる前に、細胞結合型分析物を抗体とインキュベー
トする工程を含まない、請求項26に記載の方法。
【請求項２８】
　液体試料が、血液、又は血液の成分、赤血球濃縮物、凝固した血液、又は試験液体から
なる、請求項26又は請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　試験液体が対照血液である、請求項28に記載の方法。
【請求項３０】
　液体試料が全血からなる、請求項28又は29に記載の方法。
【請求項３１】
　血液を分析するための請求項1から23のいずれか一項に記載のデバイスの使用。
【請求項３２】
　血液型抗原又は抗原エピトープを決定するための請求項31に記載のデバイスの使用。
【請求項３３】
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　血液を分析するための請求項1から23のいずれか一項に記載のデバイスの使用。
【請求項３４】
　A、B、AB、D、C、E、c、e、Cw、K、k、Jka、Jkb、Fya、Fyb、M、N、S、s、P1、Kpa、Kp
b、Lua、Lub、Lea、Leb、Mia、Dia、Jsa、Jsb、Coa、Cob、Wra、及び/又はXga血液型抗原
若しくは抗原エピトープの複数を同時に決定するための請求項33に記載のデバイスの使用
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、不完全抗体を用いて血液型抗原を決定するための、特に、血液型抗原を同時
に決定するためのデバイス及び方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液型血清学的診断においては、特に新生児の輸血又は溶血性疾患に関連して重要なパ
ラメータが一般的に検出される。これには、とりわけ、血液型によって特徴がある赤血球
の表面上の抗原の検出が挙げられる。更に重要な抗原系は、血小板、顆粒球、及びリンパ
球上にも見出されており、それらは、同様に、輸血及び/又は移植において役割を果たす
。
【０００３】
　血液型抗原を決定するために、試験しようとするヒト(ドナー又はレシピエント)の赤血
球は、血液型特異的抗体を含有する試薬と一緒にされることが公知である。試験は、通常
、試験バッチが、赤血球含有試料を、特定の血液型特性に対する抗体を含有する試料と混
合することにより作製される液体試験である。その後、試験バッチは、規定の時間、かつ
規定の条件下でインキュベートされ、インキュベーションが完了した時、又は遠心分離工
程のすぐ後、バッチは、赤血球のあり得る凝集又は吸着について視覚的にか、又は光学的
方法によるかのいずれかで、調べられる。血液型血清学における一般的なエンドポイント
測定は、赤血球凝集であり続けている。直接的に凝集する抗体はまた、血液型血清学にお
いて完全抗体と呼ばれている。赤血球を直接的に凝集させることができない抗体は、同様
に、血液型血清学において、不完全抗体と呼ばれている。
【０００４】
　ラテラルフロー試験形式を用いる血液型抗原の同時的決定は、WO 2005/005991から公知
である。WO 2005/005991の例は、完全抗体であり、直接的に赤血球凝集をもたらすIgM抗
体を用いる血液型抗原の決定を開示している。しかしながら、そのWO明細書は、ラテラル
フロー試験の助けを借りて不完全抗体を用いる血液型抗原の決定を開示していない。
【０００５】
　ラテラルフロー試験は、迅速な試験として、例えば、妊娠検査として、感染マーカーを
決定するために、又は薬物スクリーニングとして、現今、広く用いられている。ラテラル
フロー試験の配置は、試験しようとする試料のためのワークゾーンが適用される固体担体
、結合要素、例えば、捕捉抗体又は抗原が結合し、かつ結合反応を検出することができる
分離膜、及び試験しようとする試料が分離膜を通って流れることを可能にする吸収性吸収
領域からなる。
【０００６】
　通常のラテラルフロー試験の試験膜は、一般的に、クロマトグラフィー様分離を有する
と説明される。試料中の分析物は、膜に固定された結合要素と特異的に結合し、その結合
要素は、一般的に、前後又は上下に位置する諸バンド内のインジケータゾーンとして配置
される。結合複合体は、インジケータ粒子により視認可能となり、インジケータ粒子は、
一般的に、コンジュゲート放出パッド内に乾燥した形で、その配置内にすでに存在してい
る。コンジュゲート放出パッドは、典型的には、ワークゾーンと膜との間に設置される。
プレコーティングされる着色インジケータ粒子は、例えば、探求されることになっている
分析物に対する抗体でコーティングされる。
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【０００７】
　現今、患者及びドナーに関する輸血前検査において日常的に明確にされなければならな
い最も重要な血液型特性は、A、B、D、C、E、c、e、Cw、K、k、Jka、Jkb、Fya、Fyb、M、
N、S、s、P1、Lea、Leb、Kpa、Kpb、Lua、Lubである。試験され得る抗原又は抗原エピト
ープは、例として、ABO式血液型のもの、Rh式、Kell式、Lewis-Hh式、Duffy-Kidd式、MNS
式、Lutheran式、及びP式のもの、Diego式血液型、Yt式血液型、Scianna式血液型、Dombr
ock式血液型、Colton式血液型、Chido/Rodgers式血液型、Gerbich式血液型、Cromer式血
液型、Knops式血液型、Landsteiner-Wiener式血液型、Xg式血液型、Kx式血液型、Indian
式血液型、Ok式血液型、Raph式血液型、John Milton Hagen式血液型、Langereis式血液型
、Sid式血液型、FORS式血液型、JR式血液型、及び/又はLAN式血液型のもの、特に、A1、A
2、AB、B、D、C、c、E、e、Cw、K、k、M、N、S、s、Jka、Jkb、Fya、Fyb、Kpa、Kpb、Jsa
、Jsb、Lea、Leb、Lua、Lub、P1、I、H、Xga、U、Vw、Wra、Lan、Vel、Dia、及び/又はMi
aである。
【０００８】
　赤血球は、それらの負の正味表面電荷及びそれらにより発現されたゼータ電位のために
、細胞間の自然な統計的最小距離はおよそ300オングストロームである。その最小距離は
、生理的媒体中、生理的媒体中で、その分子サイズからIgMクラスの抗体により架橋され
得るが、自然には、IgGクラスの抗体によっては架橋され得ない。これは、概して、IgMク
ラス抗体だけが、赤血球凝集による直接的エンドポイント測定のための血液型血清学にお
いて利用できることを意味する。直接的凝集抗体はまた、血液型血清学において完全抗体
と呼ばれる(たいていのIgM抗体は完全抗体である)。
【０００９】
　最新の先行技術によれば、血液型は、一般的に、IgG抗体を用いて、直接的赤血球凝集
により検出することができない。赤血球を直接的に凝集させることができない抗体は、同
様に、血液型血清学において、不完全抗体と呼ばれる(たいていのIgG抗体は不完全抗体で
ある)。
【００１０】
　このため、特定の血液型性質の検出に、(モノクローナル)IgMが利用できるか、それと
もモノクローナルIgG又はポリクローナル抗体が利用できるかに応じて、いわゆる異なる
相、並びに反応時間及び温度で作業することが必要な状況にあり、したがって、作業手順
を調和させ、又は一致させることをより困難である。
【００１１】
　IgM抗体が利用できるならば、エンドポイントとして赤血球凝集を用いる直接的決定は
、更なる抗体又は増感剤又はタンパク質分解性酵素の混合なしで、かつインキュベーショ
ン(即時の回転)なしで可能である場合が多い。広く用いられるゲル法では、インキュベー
ションは、そのような試験の実施に必要ではない;試験しようとする赤血球及び抗体試薬
を含む反応混合物は、単純に、ゲルカードのワークゾーンへピペッティングされ、中性の
生理的媒体、すなわち、抗体を含有しない生理的媒体(例えば、Diagnostic Grifols社製
のDG Gel Neutral Card)中で9～10分間、遠心分離されなければならないだけである。同
じ手法の別の変型において、IgMクラスの血液型特異的抗体は、ゲルマトリックスへすで
に導入されている。その後、試験しようとする赤血球が、単に、ゲルカード(例えば、Dia
gnostic Grifols社製のDG Gel ABO RH (2D))のワークゾーンへピペッティングされなけれ
ばならないだけである。
【００１２】
　特定の血液型特性を決定するために利用できる抗体が、IgMクラスに属さない場合には
、手法/相の変化が、赤血球凝集をエンドポイントとして可能にするために必要とされる
。これは、例えば、最新の先行技術に従って利用できる市販のIgM抗体がない、上記で言
及された特性のうちの以下についての場合である: k、Fya、Kpa、Kpb、及びLua。Dia、Js
a、Jsb、Coa、Cob、Wra、Xga等の更なる特性は、同様に、関心の対象である。これらのい
ずれの抗原も、その検出のために市販のモノクローナルIgM抗体を利用することができな
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い。
【００１３】
　IgG抗体は、一般的に、自然の反発により2つの赤血球間に存在する距離を克服する能力
がないため、抗原特異的IgG抗体との反応は、特定の抗原に陽性である細胞の感作のみを
達成することができるが(すなわち、抗体結合を達成することができるが、赤血球凝集を
達成することができず、したがって、診断エンドポイントも達成することができない)、
簡単な視覚的な診断検出にそれ自体が必要である赤血球凝集という視認可能なエンドポイ
ントを生じない:例えば、血液型特性Duffy a (Fya)を有する赤血球がIgGクラスの抗Fya抗
体とインキュベートされた場合には、抗体-抗原反応(感作)が生じるが、これは赤血球凝
集という視認可能なエンドポイントをもたらさない。これを達成するために、感作された
細胞は、追加として、クラス特異的抗体(この場合、抗IgG)とインキュベートされなけれ
ばならず、その抗体の助けを借りて、IgG抗体で感作された細胞は、架橋され得、赤血球
凝集というエンドポイントが生じ得る(間接的クームス試験)。この目的のために広く用い
られているゲル法は、この試験では、37℃で10～15分間のインキュベーション時間、その
後、抗ヒトグロブリン又はクームスカード(例えば、Diagnostic Grifols社製のDG Gel Co
ombs Card)において9～10分間の遠心分離を必要とする。
【００１４】
　同様に広く用いられているチューブ法において、およそ20秒間の遠心分離前のインキュ
ベーションは、即時の回転の場合、必要とされない。間接的クームス試験では、インキュ
ベーションは、最初、血液型特異的不完全抗体と37℃で15～60分間、実行され、続いて、
複数の洗浄工程が、抗ヒトグロブリン試薬が加えられる前に必要とされ、その後、遠心分
離が20秒間、実行される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】WO 2005/005991
【特許文献２】DE 10330982 A1
【特許文献３】WO 2005/005986
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　したがって、利用できる標準化IgM抗体、特に市販のIgM抗体がない細胞結合型分析物、
特に血液型抗原を決定するためのデバイス及び方法の必要性が存在する。市販の抗体等の
標準化IgM抗体が2つの細胞結合型分析物の1つのみに利用できるだけで、先行技術におけ
る両方の分析物の決定が相又は手法の変化を必要とする場合、少なくとも2つの細胞結合
型分析物を同時に決定するためのデバイス及び方法の必要性が更に存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明の第1の態様によれば、少なくとも1つのインジケータゾーンを有する分離マトリ
ックスを含む、液体試料において細胞結合型分析物を決定するためのデバイスであって、
インジケータゾーンが、細胞結合型分析物に対する第1の抗体又はその断片、及び第1の抗
体に対する結合要素を含み、第1の抗体が不完全抗体であることを特徴とするデバイスが
提供される。
【００１８】
　好ましい実施形態によれば、デバイスは、液体試料のアプライのためのワークゾーン(5
)、細胞結合型分析物と相互作用することができる少なくとも1つのインジケータゾーン、
及び液体がインジケータゾーンを通過した後にその液体を吸収する少なくとも1つの吸収
領域(3)を有する膜(2)を含み、インジケータゾーンが、ワークゾーン(5)と吸収領域(3)と
の間に位置し、インジケータゾーンが、細胞結合型分析物に対する第1の抗体又はその断
片、及び第1の抗体に対する結合要素を含み、第1の抗体が不完全抗体であることを特徴と
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する。
【００１９】
　更なる好ましい実施形態によれば、デバイスは、ゲル材で充填されたチューブを含有す
る。ゲル法は、赤血球の凝集反応を決定するために用いられる。ゲルカラムは、凝集して
いない赤血球に対して、凝集した赤血球の移動を遅くし、又は停止させ、それにより分離
をもたらすフィルターとして働く。本発明によれば、ゲルのインジケータゾーンは、細胞
結合型分析物に対する抗体又はその断片、及び第1の抗体に対する結合要素を含有し、第1
の抗体が不完全抗体である。
【００２０】
　本発明の第2の態様によれば、液体試料において第1及び第2の細胞結合型分析物を同時
に決定するためのデバイスであって、液体試料のアプライのためのワークゾーン(5)、細
胞結合型分析物と相互作用することができる少なくとも2つのインジケータゾーン、及び
液体がインジケータゾーンを通過した後にその液体を吸収する少なくとも1つの吸収領域(
3)を有する膜(2)を含み、インジケータゾーンが、ワークゾーン(5)と少なくとも1つの吸
収領域(3)との間に位置し、(i)第1のインジケータゾーンが、第1の細胞結合型分析物に対
する第1抗体又はその断片、及び第1の抗体に対する結合要素を含み、第1の抗体が不完全
抗体であること、並びに(ii)第2のインジケータゾーンが、(a)第2の細胞結合型分析物に
対する、完全抗体である第1の抗体を含み、又は(b)第2の細胞結合型分析物に対する、不
完全抗体である第1の抗体、及びその抗体に対する結合要素を含むことを特徴とするデバ
イスが提供される。
【００２１】
　驚くべきことに、本出願の発明者らは、インジケータゾーンにおいて第1の不完全抗体
及び第1の抗体に対する第2の抗体を一緒にアプライすることによって、第1の抗体として
不完全抗体を用いて細胞結合型分析物を決定することが可能となるように、分離マトリッ
クスを、好ましくは、ラテラルフロー試験デバイスの膜の形で、又はゲルマトリックスと
して有するデバイスを形成することが可能であることを見出した。結果として、利用でき
る、IgM型の市販の抗体等の標準化抗体がない細胞結合型分析物を、ラテラルフロー試験
デバイス等の分離マトリックスを用いて決定することが、初めて可能である。これは、結
果として、以前には、一般的に、追加のインキュベーション工程を必要とする間接的クー
ムス試験を用いてのみ、決定することができた、そのような分析物を決定するのに必要と
される時間の相当な短縮を生じる。本発明による手順はまた、当業者にとっても驚きであ
る。当業者は、例えば、第2の抗体として抗IgG分子を用いる場合、これらは、全血におい
て高濃度で存在する非分析物特異的IgG分子によって中和されると想定したであろうから
である。
【００２２】
　したがって、第1がIgG抗体によって決定され、かつ第2がIgM抗体によって決定されて、
それによる手法又は相の変化が必要とされることなく、2つの血液型抗原を同時に(すなわ
ち、複数のパラメータを決定するために複数のゲルチューブを有する単一のラテラルフロ
ーデバイス又は単一のゲルカードにおいて)決定することは、先行技術において不可能で
あった。したがって、本発明は、異なる媒体及び異なるインキュベーションなしに、単一
の均一の方法工程のみを必要とする単一のラテラルフロー設定を用いる同時決定の利点を
提供する。
【００２３】
　本発明の第3の態様によれば、細胞結合型分析物に対する第1の抗体又はその断片、及び
第1の抗体に対する第2の抗体又はその断片をアプライする工程であって、第1の抗体が不
完全抗体である、工程を含む、上記デバイスを作製するための方法が提供される。
【００２４】
　本発明の第4の態様によれば、インジケータゾーンにおいて、細胞結合型分析物に対す
る第1の抗体又はその断片、及び第1の抗体に対する結合要素をアプライする工程であって
、第1の抗体が不完全抗体である、工程を含む、少なくとも1つの細胞結合型分析物を決定
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するための方法が提供される。
【００２５】
　本発明の第5の態様によれば、血液を分析するための、特に、血液型抗原又は抗原エピ
トープを決定するための、本発明によるデバイスの使用が提供される。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
定義
　本発明に関して、以下の語句は、下記に示された意味を有するものとする。
【００２７】
　語句「完全抗体」は、生理食塩水媒体において赤血球の凝集をもたらす抗体を意味する
。完全抗体には、IgM抗体又はその断片が挙げられ、ただし、その断片がまだ凝集の能力
があるという条件である。IgM抗体はモノクローナル又はポリクローナルであり得る。
【００２８】
　語句「不完全抗体」は、赤血球とインキュベートされた場合、その凝集をもたらさない
抗体を意味する。不完全抗体には、それらのサブクラス又は抗体断片を含む、IgG抗体、I
gA抗体、IgD抗体、及びIgE抗体が挙げられ、ただし、その断片が、その抗体全体に対する
第2の抗体に結合する能力がまだあるという条件である。これらの抗体は、モノクローナ
ル又はポリクローナルであり得る。様々なクラスの抗体を作製する方法は、当業者に公知
である。
【００２９】
　語句「細胞結合型分析物」は、天然で、細胞、好ましくはヒト細胞、特に赤血球の表面
と結合している任意の分子を意味する。それらには、例えば、受容体又は血液型抗原が挙
げられ、血液型抗原が好ましい。
【００３０】
　語句「血液型抗原」には、ABO式血液型、Rh式、Kell式、Lewis-Hh式、Duffy-Kidd式、M
NS式、Lutheran式、及びP式、Diego式血液型、Yt式血液型、Scianna式血液型、Dombrock
式血液型、Colton式血液型、Chido/Rogers式血液型、Gerbich式血液型、Cromer式血液型
、Knops式血液型、Landsteiner-Wiener式血液型、Xg式血液型、Kx式血液型、Indian式血
液型、Ok式血液型、Raph式血液型、John Milton Hagen式血液型、Langereis式血液型、Si
d式血液型、FORS式血液型、JR式血液型、及び/又はLAN式血液型の抗原、特に、A1、A2、A
B、B、D、C、c、E、e、Cw、K、k、M、N、S、s、Jka、Jkb、Fya、Fyb、Kpa、Kpb、Jsa、Js
b、Lea、Leb、Lua、Lub、P1、I、H、Xga、U、Vw、Wra、Lan、Vel、Dia、及び/又はMiaが
挙げられる。
【００３１】
ラテラルフローデバイスの作製
　原理上、ラテラルフローデバイスを作製するために適している方法は、DE 10330982 A1
及びWO 2005/005986に記載されているが、下文に示されているように、それは変更される
。DE 10330982 A1及びWO 2005/005986の開示は、参照により本明細書に組み入れられてい
る。
【００３２】
　本発明によるデバイスを作製するための方法は、インジケータゾーンにおいて、細胞結
合型分析物に対する第1の抗体又はその断片、及び第1の抗体に対する結合要素をアプライ
する工程であって、第1の抗体が不完全抗体である、工程を含む。
【００３３】
　細胞結合型分析物に対する第1の抗体及び第1の抗体に対する結合要素は、一緒にか、又
はお互いに別々にかのいずれかで、インジケータゾーンの領域における膜へアプライする
ことができる。それらがお互いに別々にアプライされる場合、結合要素がアプライされる
前で、第1の抗体のアプライ後に乾燥工程が起こることが好ましい。第1の抗体の濃度は、
経験的に決定され、細胞結合型分析物に対する親和性に依存する。結合要素の濃度は、第
1の抗体の濃度及びその性質に基づいた試験シリーズによって最適化することができる。
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【００３４】
　決定され得る分析物は、好ましくは、血液型抗原である。第1の抗体は、特に好ましく
は、血液型抗原A、B、AB、D、C、E、c、e、Cw、K、k、Jka、Jkb、Fya、Fyb、M、N、S、s
、P1、Kpa、Kpb、Lua、Lub、Lea、Leb、Mia、Dia、Jsa、Jsb、Coa、Cob、Wra、及びXgaか
ら選択される細胞結合型分析物、特に好ましくは、k、S、Fya、Kpa、Kpb、Lua、Lea、Leb
、Mia、Lua、Lub、Dia、Jsa、Jsb、Coa、Cob、Wra、及びXgaに対するものである。第1の
抗体は、この場合、不完全抗体であり、好ましくは、IgG又はIgA抗体、特に好ましくは、
IgG抗体である。例えば、以下の抗体を用いることができる:抗Fya:クローンP3TIM(Merck 
Millipore社、VL);抗S:クローンP3S13JS123(Diagast社、参照番号78007);抗k:クローンP3
A118OL67(Merck Millipore社、FA);及び抗D:クローンESD-1(Alba Bioscience社)。
【００３５】
　結合要素は、好ましくは、第1の抗体又はその断片、及びレクチン又はその断片に対す
る抗体から選択される。第1の抗体に対する抗体は、特に好ましくは、抗IgG抗体である。
抗IgG抗体は、市販されており、クローンMS-278(Merck Millipore社)、及びポリクローナ
ル抗体として、例えば、mono-type又は抗IgG抗ヒトグロブリン(Medion Grifols Diagnost
ics社)が特に好ましい。第1の抗体がIgA抗体である場合、第2の抗体は抗IgA抗体である。
抗IgA抗体は市販されている。抗IgG又は抗IgA抗体は、IgM型又はIgG型のものであり得、I
gMクラスのモノクローナル抗IgGが好ましい。好ましいレクチンはプロテインA及びプロテ
インGである。
【００３６】
　本発明の第2の態様により第1及び第2の細胞結合型分析物を同時に決定するためのデバ
イスが作製されることになっている場合、(i)第1のインジケータゾーンは、第1の細胞結
合型分析物に対する第1の抗体又はその断片、及び第1の抗体に対する結合要素を含み、第
1の抗体が不完全抗体であり、並びに
(ii)第2のインジケータゾーンが、(a)第2の細胞結合型分析物に対する、完全抗体である
第1の抗体、又は(b)第2の細胞結合型分析物に対する、不完全抗体である第1の抗体、及び
その抗体に対する結合要素を含む。
【００３７】
　第1の細胞結合型分析物は、好ましくは、血液型抗原k、Fya、Kpa、Kpb、Lua、Lub、Mia
、Dia、Jsa、Jsb、Coa、Cob、Wra、Xga、及びSから選択され、第2の細胞結合型分析物は
、好ましくは、A、B、AB、C、D、E、c、e、Cw、K、Lea、Leb、Jka、Jkb、Fyb、P1、及びs
から選択される。
【００３８】
　選択肢(a)による第2の細胞結合型分析物に対する第1の抗体は、赤血球凝集を直接的に
もたらす、完全抗体、特に、IgM抗体である。選択肢(b)による第2の細胞結合型分析物に
対する第1の抗体は、不完全抗体であり、好ましくは、選択肢(b)による第1の抗体は、IgG
又はIgA抗体である。選択肢(b)による第1の抗体に対する結合要素は、赤血球凝集による
決定を可能にする。結合要素は、好ましくは、IgG又はIgM抗体である。或いは、プロテイ
ンA又はプロテインG等のレクチンもまた用いられ得る。
【００３９】
　本発明に従って用いられるデバイスの膜は、多孔質膜である。好ましい膜材料は、例え
ば、ニトロセルロース(例えば、Sartorius社製のUniSart、Millipore社製のHiFlow、What
man Schleicher & Schuell社製のWhatman、AE99又はFF85/100)、ポリエチレン(Porex Cor
poration社製のLateral Flo)、又はナイロン(CUNO社製のNovylon)である。膜は、できる
限り大きい細孔径を有することが好ましい。膜の高い空隙率が、特に、決定しようとする
試料の細胞成分、例えば、赤血球の多孔性構造への透過を促進するからである。吸収性膜
の使用は特に有利である。しかしながら、本発明によるデバイスは、それらの性質に限定
されない。高い毛細管流速(毛細管流速は、色素溶液が所定の膜上で40mmの距離を覆うの
に必要とされる時間[秒]である)を有する任意の膜が優先される。毛細管流速が100未満で
ある膜は、特に好ましい。
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【００４０】
　本発明の好ましい実施形態において、封止要素は、多孔質膜上において、本発明による
デバイスのワークゾーンの、流れの方向に対して下流に、配置される。2次元又は3次元の
封止要素が用いられ、それは、多孔質膜上に置かれ、それと共に、多孔質膜の表面の残り
の部分から分離した試料ワークゾーンが生じる。本発明によれば、封止要素は、主に、液
体バリアとして働き、試料液体及び試験試薬の多孔質膜への指向性分布を可能にする。本
発明によれば、封止要素は更に、液体が望ましくないことに、ラテラルフローデバイスの
他の領域に入るのを防ぐために、試料ワークゾーンを封鎖する。
【００４１】
　封止要素の好ましい実施形態は、水かき、又は舟、若しくは漏斗の形である。封止要素
は、封止要素を作製するために用いられる材料から切断される。漏斗又は舟の形の場合、
封止要素は、内部開口部と共に提供され、その内部開口部の好ましい変形は、漏斗形の場
合、封止要素の下面(膜接触側)へと先細りする、円形、四角形、又は長方形である。封止
要素の好ましい材料は、水を吸収しない(疎水性)材料である。特定の実施形態において、
その材料は、片側が接着性フィルム、例えば、感圧性又は自動接着性アクリル酸系接着剤
でコーティングされている。したがって、封止要素は、多孔質膜の表面へ直接、結合する
ことができる。或いは、封止要素は、ラテラルフローケーシングへ接続され得、例えば、
接着性に結合され得、この実施形態におけるラテラルフローケーシングは、封止要素を多
孔質膜の表面上に押しつけ、それにより、封止要素の機能が達成される。
【００４２】
　2次元封止要素を形成するための好ましい材料は、任意の形の粘着性テープ又は粘着性
ホイル(例えば、Beiersdorf AG社製のTesa 4124、Adhesives Research社製のARcare 7815
)である。3次元封止要素を形成するための好ましい材料は、種々の材料厚、好ましくは3
～5mmの厚さをもつ、柔軟な密閉気孔エラストマー材料又は柔軟なシリコーン材料(例えば
、Pitzner社製のEPDM140気泡ゴム、Castan社製の硬度40度以下のシリコーンゴム又は固形
ゴム)である。
【００４３】
　更なる好ましい実施形態において、例えば、20個の個々の空洞を有する1小片(舟形)か
らなる複数の封止要素が1つの膜上に配置される。
【００４４】
　この設計の結果として、本発明によるデバイスは、全血等の細胞を含有する液体試料を
吸収する能力があり、それにより、その細胞を濾過する必要がない。更に、封止要素は、
大きな試料体積を多孔質膜(ワークゾーン)へ、それをあふれさせることなく、アプライす
ることを可能にする。したがって、封止要素は、多孔質膜の吸収性の使用を支援する。更
に、封止要素は、方向性のある試料の流れを保証する。しかしながら、本発明によるデバ
イスは、封止要素の有無に関わらず、十分機能することができる。
【００４５】
　本発明によるデバイスの吸収領域(吸収パッド)としては、好ましくは20～30g/100cm2の
吸水率を有する、機械的に安定な材料(例えば、Millipore社)が好ましい。本発明による
デバイスの吸収パッドとラテラルフロー膜との間の接触は、圧力及び多孔質膜とのオーバ
ーラッピングにより確立される。膜上での吸収パッドの正確な位置決めは、ラテラルフロ
ー膜を有するバッキングシートへ吸収パッドを接着性に結合させることにより、達成され
る。
【００４６】
　更なる実施形態において、本発明によるデバイスのコンポーネントは、機械的強化のた
めに、支持体又はバッキングシートにあてがわれる。しかしながら、本発明によるデバイ
スは、バッキングシートの有無に関わらず、機能することができる。好ましくは、100μm
以上の材料厚を有する、水を吸収しない機械的に安定な材料が優先され、それらは、接着
性フィルム、例えば、感圧性又は自動接着性アクリル酸系接着剤(例えば、0.005"ポリエ
ステルW/GL-187、G&L社)で、片側又は両側にコーティングされている。多孔質膜及び吸収
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パッドは、バッキングシートに固定される。両側が接着性であるバッキングシートの場合
、接着性の2つ目の側は、更なる表面、例えば、ラテラルフローケーシングの内側へスタ
ックを固定するために用いられる。
【００４７】
　更なる実施形態において、本発明によるデバイスのコンポーネントがあてがわれている
バッキングシート有り、又は無しのいずれかでの本発明によるデバイスは、ケーシング内
に統合されており、それにより、膜コンポーネントはお互いに押しつけあい、ケーシング
が、封止要素の機能を援助する。しかしながら、本発明によるデバイスは、この場合、ケ
ーシングの有無に関わらず、同様にうまく、等しく機能することができる。
【００４８】
決定方法
　本方法は、液体試料をアプライすることにより実行される。液体試料は、好ましくは、
血液、又は血液の成分、特に好ましくは全血の成分、赤血球濃縮物、凝固した血液、又は
対照血液等の試験液体からなる。試料は、それがアプライされる前に、この場合、バッフ
ァーで希釈されてもよい。
【００４９】
　本発明は、図及び例を用いて、本発明を限定することなく、下記でより詳細に説明され
る。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】例として、同時に血液型抗原を決定するためのラテラルフロー試験のための本発
明によるデバイスの透視図である。本例において、デバイスは、バッキングシート1、多
孔質膜2、吸収パッド3、及び水かきの形をとる2次元、又は舟形をとる3次元である封止要
素4からなる。多孔質膜2は、それにより、感圧性又は自動接着性アクリル酸系接着剤と共
に供給されたバッキングシート1に固定されている。吸収パッド3は、同様に、バッキング
シート1に固定され、吸収パッド3の一部が、多孔質膜2と重なっている。多孔質膜2の上側
に固定された封止要素4は、ワークゾーン5を膜表面の残りの部分から分離させ、試料液体
及び試験試薬の多孔質膜2への指向性分布を可能にする。インジケータゾーン領域6は、ワ
ークゾーン5と、吸収パッド3と接触している多孔質膜2の領域との間に配置されている。
【図２】血液型抗原Jka、Jkb、Fya、Fyb、S、s、k、及びP1の成功した同時的決定を示す
図である。ドナーは、Jka-Jkb+Fya-Fyb+S-s+k+P1+である。試料は、これにより、中央に
位置したワークゾーンにアプライされた。試料は、ワークゾーンの左に位置したインジケ
ータゾーンと、ワークゾーンの右に位置したインジケータゾーンの両方を通って流れる。
【図３】一方において、血液型抗原D、Fya、及びkに対する第1のIgG抗体並びに第1の抗体
に対する第2の抗IgG抗体を用いた本発明による方法と、他方において、第2の抗体を含ま
ない比較上の方法との比較を示す図である。右側において、抗IgGが、更なる陰性対照と
して3回、アプライされている。図3aは、用いられた分配計画を示す。図3b～図3eは、異
なるドナー由来の試料を用いて得られた実験結果を示す。
【実施例】
【００５１】
(実施例1)
血液型決定
試験ストリップの作製
　試験ストリップは、膜の中央に位置したワークゾーン、加えて、中心のワークゾーンか
ら両側に等距離にある2つのインジケータゾーン領域及び2つの吸収領域からなる。Millip
ore HiFlow Plus 065型の膜が、8バンド～10バンドの設計では、19×48mm(幅/長さ;x/y)
のサイズにストリップ状にトリムされ、バッキングシート(例えば、G&L社製)に接着性に
結合している。19×17mmのサイズであり、かつ膜と7mm、重なっている2つの吸収パッド(M
illipore)は、ワークゾーンより遠位の膜の末端と接着性に結合している。以下の種々の
血液型特異的抗体の溶液の6mm長のバンド(各0.6μl)が、ディスペンサー、例えば、AD320
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0 (Biodot社)を用いて、2本の線の列にオフセットされるように、インジケータゾーン領
域にアプライされる:抗Jka:クローンP3HT7 (Diagast社、参照番号78003);抗Jkb:クローン
P3 143 (Diagast社、参照番号78004);抗Fya:クローンP3TIM+抗IgGクローンMS278 (Merck 
Millipore社、VL+JZ);抗Fyb:クローンSpA264LBg1 (Merck Millipore社、FF);抗S:クロー
ンP3S13JS123+抗IgGクローンMS278 (Diagast社、参照番号78007+Merck Millipore社、JZ)
;抗s:クローンP3BER (Merck Millipore社、FE);抗P1:クローンP3MON2 (Merck Millipore
社、VN);抗k:クローンP3A118OL67+抗IgGクローンMS278 (Merck Millipore社、FA+JZ)。全
ての抗体は、製剤の前に約10回、濃縮される。
【００５２】
　抗Jka抗体は、ワークゾーンの左に、位置x = 3mm/y = 9mm～y = 15に位置させる。3つ
の他の抗体(抗Jkb、抗Fya、及び抗Fyb)は、抗Jka抗体の位置と平行して、x=2.5mmの間隔
で反復的に分配される。抗S抗体は、ワークゾーンの右に、位置x = 3mm/y =34mm～y = 40
に位置させる。3つの他の抗体(抗s、抗k、及び抗P1)は、抗S抗体の位置に対してx = 2.5m
mの間隔で反復的に分配される。抗赤血球特異的検証抗体(Val =プロセス対照;抗ヒトRBC
のウサギIgG画分、Rockland社、209-4139)を、一連の血液型特異的抗体の最後のバンドに
対してx =2.5mm/y = 3mmオフセットでドットとしてアプライする。対照ドット(Ctl=陰性
対照;抗体を除く、様々な抗体製剤の全ての成分を含有する)を、Valドットに対してy=3mm
オフセットでアプライする。全ての抗体溶液は、1% BSA及び9.4% APP3溶液[32.4%(w/v) D
(+)-トレハロース二水和物、0.055%(v/v) Genapol PF10、21.8%(v/v)メタノール、PPBバ
ッファー: 15mMリン酸カリウムバッファー/10mM NaCl/0.05%(w/v) NaN3]を含有する。抗
体を、以下のように、抗P1を除いて、7のpHを有する0.07M Tris/HCLバッファーに希釈し
、抗P1を、4のpHを有する0.01Mクエン酸バッファーに希釈する:抗Jka 1:5、抗Jkb 1:5、
抗Fya 1:5 +抗IgG 1:25、抗S 1:5 +抗IgG 1:100、抗s(小) 1:16.7、抗k 1:10 +抗IgG 1:1
00、抗P1 1:10、及び抗RBC 1:10。抗体を分配した後、膜を、45℃で1時間、乾燥させ、ポ
リカーボネートケーシング(Medion Grifols Diagnostics AG社)において封止要素と一緒
に溶接する。
【００５３】
試験設定:
　血液試料は、通常の抗凝固剤(例えば、EDTA、CPDA-1、ACD、クエン酸塩)を含有するチ
ューブに、又は天然の形で、採取することができる。試験チューブにおいて、1滴(50μl)
の抗凝固剤処理された全血を、4滴(200μl)のDiluent F(Medion Grifols Diagnostics社)
と混合し、又は1滴の赤血球沈降物を、8滴(400μl)のDiluent Fと混合し、又は2滴(100μ
l)の、凝固した血液の細胞を、2滴のDiluent Fと混合する。2滴(100μl)の生じた懸濁液
を、記載された試験配置のワークゾーンにアプライする。30秒後、6滴(300μl)のDiluent
 Fを、ワークゾーンにアプライする。5分後、結果を読み取り、記録する。
【００５４】
結果:
　抗RBC検証ドット(val)が明らかな陽性シグナル(赤色ドット)を示し、かつ対照ドット(c
tl)が陰性結果を示した場合には、その試験は有効である。赤色バンドの存在は、試験さ
れた血液試料が特定の血液型特性について陽性であることを示す。ワークゾーンにおける
対応する位置でのバンドの欠如は、試験された血液試料が、対応する血液型特性について
陰性であることを意味する。
【００５５】
　図2は、血液型抗原Jka、Jkb、Fya、Fyb、S、s、k、及びP1の成功した同時的決定を示す
。ドナーは、Jka-Jkb+Fya-Fyb+S-s+k+P1+である。
【００５６】
(実施例2)
本発明による方法を用いた血液型決定及び比較例
　試験ストリップを、実施例1と同様に作製した。抗体として以下を用いた:抗D、クロー
ンESD-1 (Alba社)、ヒトIgG;抗k (cellano)、クローンP3A118OL67 (Millipore社)、ヒトI
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ーンMS278 (Millipore社)、マウスIgM。
【００５７】
　図3aは、用いられた分配計画を示す。図3b～図3eは、異なるドナー由来の試料を用いて
得られた実験結果を示す。血液型抗原に対するIgGクラスの第1の抗体、及びその第1の抗
体に対する第2の抗体を用いた決定のみが、明らかに検出可能なバンドをもたらし、IgGク
ラスの第1の抗体を用いた決定が、明らかに認識可能なバンドをもたらさないことを、明
らかに見ることができる。右手側において、抗IgGを、更なる陰性対照として3回、アプラ
イする。図3b～図3eは、この陰性対照の場合においてバンドが得られなかったことを示し
ている。
【符号の説明】
【００５８】
　　1　バッキングシート
　　2　多孔質膜
　　3　吸収パッド
　　4　封止要素
　　5　ワークゾーン
　　6　インジケータゾーン領域

【図１】 【図２】
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