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(57)【要約】
　本発明は、抗体、具体的には、血液型抗体の検出のた
めの新規な方法を提供する。本発明の方法は、ドナーユ
ニット（ドナー赤血球（エリスロサイト）を含む）とレ
シピエントとの不適合性の検出のための輸血前血液適合
性試験に適用してもよい。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血液サンプルを交差適合させる方法であって、
　第１の血液サンプル由来の血漿および／または血清を用意する工程と；
　血漿および／または血清と、第２の血液サンプル由来の赤血球とを接触させて、血漿お
よび／または血清／赤血球の混合物を得る工程と；
　血漿および／または血清／赤血球の混合物を、赤血球の感作を可能にする条件下でイン
キュベートする工程と；
　赤血球を液相から分離する工程と；
　赤血球と、抗体に結合することができる因子とを接触させる工程と
を含み、
液相からの赤血球の分離が、遠心分離なしに生じ、抗体に結合することができる因子に結
合した感作された赤血球の検出は、ドナーの血液が、意図したレシピエントの血液と不適
合であることを示す、方法。
【請求項２】
　血漿および／または血清が、全血から調製される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　血漿および／または血清が、輸血を受ける患者から得られるか、その患者によって提供
されるか、またはその患者由来である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　赤血球が、ドナー血液から得られるか、ドナー血液によって提供されるか、またはドナ
ー血液由来である、請求項１から３までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　赤血球の感作が、血漿および／または血清に存在する抗体と赤血球の抗原との間の結合
を通じて生じる、請求項１から４までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　抗原が、血液型抗原である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　血漿および／または血清／赤血球の混合物が、約３０～４０℃で、約１０秒～数時間の
間インキュベートされる、請求項１から６までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　血漿および／または血清／赤血球の混合物が、約３７℃で、約５分間、約１０分間、約
１５分間、約２０分間、約２５分間または約３０分間インキュベートされる、請求項１か
ら７までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　血漿および／または血清／赤血球の混合物が、細胞混合物の液相からの細胞混合物の赤
血球成分の分離を可能にする条件下でインキュベートされる、請求項１から８までのいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　血漿および／または血清／赤血球の混合物が、赤血球の沈降を容易にしてペレットを形
成する条件下でインキュベートされる、請求項１から９までのいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１１】
　液相からの赤血球の分離の工程が、遠心分離の使用を必要としない、請求項１から１０
までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　液相からの赤血球の分離の工程が、上清を除去して、赤血球のみを残す工程、および／
またはペレットにした赤血球のサンプルを取り出す工程をさらに含む、請求項１から１１
までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
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　上清が、ピペッティング、デカント、および／またはアスピレーションによって除去さ
れる、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　抗体に結合することができる因子と接触させる前に、赤血球を適切な緩衝液中で再懸濁
する、請求項１から１３までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　抗体に結合することができる因子が、
　（ｉ）１つまたは複数の抗体アイソタイプに特異性を有する、抗体またはその抗原結合
フラグメント；
　（ｉｉ）低分子抗体模倣物；
　（ｉｉｉ）アプタマー；
　（ｉｖ）核酸リガンド；
　（ｖ）他の細胞由来の受容体；および
　（ｖｉ）使用されてもよいレクチン
からなる群から選択される、請求項１から１４までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　抗体に結合することができる因子が、基板に対してまたは基板上に結合しているか、ま
たは固定されている、請求項１から１５までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　基板が、官能化および／またはコーティングされた基板である、請求項１６に記載の方
法。
【請求項１８】
　基板が、
　（ｉ）官能化ポリマー；
　（ｉｉ）グリシドキシプロピルトリエトキシシラン；
　（ｉｉｉ）ポリ－ｌ－リジン；
　（ｉｖ）アミノプロピルシラン；
　（ｖ）カルボキシシラン；
　（ｖｉ）ヒドロゲル；
　（ｖｉｉ）ポリマー－ブラシ、官能化アルキルチオールの自己組織化単分子層；
　（ｖｉｉｉ）シランベースのコーティング；および
　（ｉｘ）疎水性連結および目的の生物学的分子に結合する能力を有する官能基を有する
、シラン化合物
からなる群から選択される１つまたは複数の化合物で官能化および／またはコーティング
されている、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項１９】
　抗体に結合することができる因子が、アレイとして基板に結合または固定されている、
請求項１から１８までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　抗体に結合することができる因子が、スポッティングまたはプリンティングによって基
板に適用される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　基板を、抗体に結合することができる因子を備えていない基板の領域が非特異的結合部
位として作用することを防ぐためのブロッキングプロトコールに供する、請求項１６から
２０までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　官能化および／またはコーティングされた基板が、乾燥された基板としての使用のため
に保管される、請求項１７または１８に記載の方法。
【請求項２３】
　マイクロアレイフォーマットで行われる、請求項１から２２までのいずれか１項に記載
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の方法。
【請求項２４】
　１つまたは複数の他の試験および／またはマイクロアレイ試験と組み合わされる、請求
項１から２３までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　１つまたは複数の他の試験および／またはマイクロアレイ試験が、血液型の表現型判定
試験および／または血液感染性の疾患の試験からなる群から選択される、請求項２４に記
載の方法。
【請求項２６】
　感作された赤血球と、抗体に結合する因子との間の結合を可能にする条件下でのインキ
ュベーション後、未結合の赤血球が洗浄によって除去される、請求項１から２５までのい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　抗体に結合することができる因子に結合した感作された赤血球の検出が、二次的な標識
検出技術、ならびに／または蛍光、化学発光複合体化抗体および／もしくは赤血球自己蛍
光の使用を含む、請求項１から２６までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　抗体に結合することができる因子に結合した感作された赤血球の検出が、蛍光シグナル
および／または画像生成の使用を含む、請求項１から２７までのいずれか１項に記載の方
法。
【請求項２９】
　１つまたは複数の対照の使用をさらに含む、請求項１から２８までのいずれか１項に記
載の方法。
【請求項３０】
　対照が、赤血球の添加を確認するための陽性対照を含む、請求項２９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体、具体的には、血液型抗体の検出のための新規な方法を提供する。本発
明の方法は、ドナー赤血球（エリスロサイト）とレシピエント血漿との間の不適合性の検
出のための輸血前血液適合性試験に適用してもよい。
【背景技術】
【０００２】
　交差適合試験は、輸血検査室で行う輸血前適合性手順の一部である：この試験は、ＡＢ
ＯおよびＲｈＤ分類、抗体スクリーニング、抗体特定、直接または間接的な交差適合性を
含む。
　全患者に対してＡＢＯおよびＲｈＤ血液型判定、うらＡＢＯ式判定および不規則抗体ス
クリーニングを行うことは、輸血業務の検査室には慣用的である。これは、ＡＢＯおよび
ＲｈＤ適合性であり、かつ患者が抗体を有する血液型抗原を欠いている血液を提供するた
めに行う；これによって患者によって破壊される輸血されたドナーのエリスロサイトの危
険性を防ぐかまたは低減する。陽性の抗体スクリーニングの事象では、抗体を特定する検
査を行って、存在する抗体（その存在は、既知の抗原刺激なしで、環境要因に起因して形
成される、抗Ａまたは抗Ｂのような規則的血液型抗体と異なって、予想されないので、不
規則血液型抗体と呼ばれる場合が多い）を特定する。抗体のスクリーニングまたは特定に
は、不規則血液型抗体が関連する臨床的に重要な血液型抗原を保持する、特異的に選択し
たエリスロサイトサンプルのパネルに対して試験した患者の血漿／血清の使用を含む。
【０００３】
　抗体スクリーニングが、陰性の結果に戻る場合、コンピューター適合性を用いて、患者
に対する輸血のために適切なユニットを選択してもよい。これは、ガイドラインに対する
適切なバリデーションおよび順守によって検査に対して、そうするような権威を与える場
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合にのみ行うことができる。しかし、抗体スクリーニングが陽性であって、抗体が存在す
るならば、さらなる適合性試験を行わなければならない。これには、完全抗体特定検査お
よび交差適合を含む。適合性試験（本明細書では交差適合と呼ぶ）には、潜在的なドナー
エリスロサイトユニットに対する患者の血漿／血清の試験を含む。
　ドナーエリスロサイトユニットは、患者と同じＡＢＯおよびＲｈ型として、かつ患者が
抗体を有する血液型抗原については陰性であるように選択すべきである。これは、問題の
抗原について陰性であるものを見出すためにドナーエリスロサイトユニットの血液型判定
を包含することが多いが、輸血業務の慣用的な試験レジーム次第で、この試験は、ドナー
ユニット試験の時点で行っていてもよい。
【０００４】
　慣習的に、適合性試験は、試験管での凝集試験として行ってきた。さらに近年では、こ
の試験はまた、固相マイクロプレートおよびカラム凝集技術を用いて行われてきた（ａｋ
ａ、Ｇｅｌ、ＣＡＴ）。しかし、この試験は、依然としていくらか面倒であり、洗浄工程
および遠心分離を何度も要する。この試験は、間接的な抗グロブリン試験（ＩＡＴ、ＩＡ
ＧＴ）の原理に従い；エリスロサイト懸濁物は、血漿／血清／血液型試薬または対照のサ
ンプルとともにインキュベートされる。この第１の工程の間、抗体が存在し、これが特異
的である抗原もエリスロサイト上に存在する場合、抗原に対する抗体の結合が生じる（こ
の工程は、感作と呼ばれる）。感作後、感作されたエリスロサイトから、溶液中の未結合
の抗体を分離するために洗浄工程が必要である。この洗浄工程後、抗ヒトグロブリン試薬
を添加する；これは、抗ヒトＩｇＧ抗体および多くの場合抗Ｃ３を含む。抗体がエリスロ
サイトを感作している場合、抗ヒトＩｇＧは、エリスロサイト上のＩｇＧ抗体に結合して
、赤血球凝集を生じる。従来の試験では、ＩｇＭ不適合性は、感作の前工程なしで、直接
の赤血球凝集を通じて特定される。赤血球凝集は、感作反応の検出について用いられる終
点である。未結合のＩｇＧを除去することが失敗すれば、抗ヒトグロブリン試薬に存在す
る抗ヒトＩｇＧの中和がもたらされ、かつ潜在的に、偽陰性の結果がもたらされ得る。こ
れは、通常は、全ての陰性のＩＡＴ試験に対するＩｇＧ感作細胞の添加によって制御され
、陽性の結果によって、抗ヒトＩｇＧが利用可能であり、かつ中和されておらず、したが
って、未結合の抗体の十分な洗浄／除去が生じていることが示される。試験が陰性である
場合、抗ヒトＩｇＧの結合領域がブロックされており、ほとんど「中和されている」可能
性が高いことが実証され得、かつこの試験は不十分である洗浄または未結合の抗体除去の
せいで無効であると結論され得る。
【０００５】
　現況技術としては、市販のシステム、例えば、Ｉｍｍｕｃｏｒ　Ｃａｐｔｕｒｅ－Ｒ、
およびＢｉｏＲａｄ　ＩＤ－ＳｙｓｔｅｍおよびＯｒｔｈｏ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉａ
ｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＢｉｏＶｕｅおよびＩＤ－ＭＴＳシステムが挙げられ、多くの他のバ
リエーションが現在利用可能であるが、それらは、上記のシステムに原則的に極めて類似
している。固相系、例えば、Ｉｍｍｕｃｏｒ　Ｃａｐｔｕｒｅ－Ｒ　Ｓｅｌｅｃｔは、マ
イクロプレートウェルへのドナーエリスロサイトの結合、続いて、患者の血漿／血清との
インキュベーション、洗浄工程、次いで指標細胞の最終添加（抗Ｄをコーティングされた
細胞および抗ＩｇＧのレベル）を含み、そのため抗体が結合したドナーエリスロサイトを
感作している場合、指標細胞上の抗ＩｇＧは、ドナーエリスロサイトに結合したドナー抗
体にも結合する。この例では、未結合の抗体を除去するには洗浄工程が必要である。カラ
ム凝集技術は、抗ヒトＩｇＧ（および／または抗Ｃ３）を含むマイクロチューブを用い、
マイクロチューブ上のウェルを用いて、抗ヒトＩｇＧを含むカラムを通じた遠心分離の前
に、患者の血漿／血清によるドナー細胞のインキュベーション／感作を可能にする。この
場合、遠心分離を用いて、未結合の抗体を分離する。なぜなら、遠心分離力は細胞を下に
押し付けるのに適切であるが、未結合の抗体を抗ＩｇＧカラムへ抗体を通すのに十分では
ないので、エリスロサイトは、遠心分離によってマイクロチューブを通じて強制されて、
マイクロチューブ上のウェル中に未結合の抗体を残すからである。
【０００６】
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　上記のような現在の系は、未結合の抗体から感作されたエリスロサイトを分離するため
に、遠心分離および／または洗浄工程のいずれかを用いる。このような手順は、時間と試
薬を浪費し、したがって、先行技術のプロセスは、迅速なハイスループットスクリーニン
グにとって適切でないものとなる。
　エリスロサイトの表面上の抗原（血液型抗原を含む）の存在によって、例えば、非凝集
タンパク質マイクロアレイを用いる血液型判定アッセイを含む、多くの免疫学的試験の基
礎が形成され、ここでは固定された抗体は、エリスロサイトの表面上の抗原に結合し、そ
のように固定されたエリスロサイトの存在が検出される（J S Robb et al 2006）。抗体
マイクロアレイ技術も用いて、細胞表面上の抗原の複雑な混合物を検出することによって
エリスロサイトを表現型決定してもよい（C J Campbell et al 2006）。エリスロサイト
によって発現される抗原は、両方とも、十分提示され、容易に接近可能となる傾向である
糖抗原、および膜貫通タンパク質のエピトープであり、したがって、細胞表面に埋められ
て、より密接して保持され、これらは、抗体の正確な選択を用いて区別することに成功し
た、タンパク質ペプチド抗原である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、抗体（具体的には、血液型抗体）の検出のための新規な方法を提供する。本
発明のこの方法は、ドナー単位（ドナー赤血球（エリスロサイト）を含む）とレシピエン
トとの間の不適合性を検出するための、輸血前の血液適合性試験に適用してもよい。
　赤血球は、宿主免疫系に対して、それらの赤血球が、その宿主の赤血球上で見出されな
い抗原を発現する場合、それらの宿主免疫系に対して「外来」のように見える場合がある
。この理由のせいで、血液は、輸血される前に注意深く交差適合されなければならない。
例えば、ある程度の赤血球は、Ａ型抗原を発現し、赤血球がＡ型血液抗原を発現する血液
は、血液型「Ａ」と呼ばれる。他の血液型としては「Ｂ」（ここでエリスロサイトは、「
Ｂ」血液型抗原を発現する）、「ＡＢ」（ここでエリスロサイトは、ＡおよびＢの両方の
血液型抗原を発現する）、および「Ｏ」（ここでエリスロサイトは、「Ａ」血液型抗原も
「Ｂ」血液型抗原も発現しない）が挙げられる。下にさらに詳細に説明されるとおり、ド
ナー赤血球（エリスロサイト）とレシピエントとの間の不適合性は、赤血球上に存在する
抗原に結合するレシピエントの血漿中の抗体の存在に依存する。不適合性の試験は、「交
差適合性（ｃｒｏｓｓｍａｔｃｈｉｎｇ）」と呼ばれてもよい。
【０００８】
　完全な交差適合は、血漿中の抗Ａまたは抗Ｂ抗体の有無に依存するだけでなく、赤血球
／エリスロサイト（限定するものではないが、Ｒｈ、Ｋｅｌｌなどを含む）によって発現
される他の抗原について親和性を有する他の抗体にも依存する。
　不適合性のドナー血液が輸血される場合、レシピエントの免疫系（特に「外来の」輸血
された血液に存在する抗原に親和性を有する循環中の抗体）は、不適合な血液を「攻撃し
」、輸血は失敗する場合がある。さらに、ドナー血液の大量破壊は、不適切なおよび／ま
たは肥大した免疫応答、ならびに凝固系のカスケードを誘発し得る。不適切な輸血後には
、ショック、腎不全および死亡さえ生じ得る。
【０００９】
　レシピエント血漿のサンプルを、赤血球の不適切な供給源とともにインキュベートする
とき、「外来の」赤血球抗原に特異性を有する血漿中の抗体は、それらの抗原に結合して
、赤血球を「コーティングする」。このプロセスは、感作として知られており、表面抗原
に結合した抗体を有する赤血球は、「感作されたエリスロサイト」または「感作された赤
血球」と呼ばれる。
　本発明者らは、抗体（タンパク質）で感作された赤血球（エリスロサイト）が、免疫学
的アッセイを履行することが必要な処理工程を持ちこたえ得ることに注目した。実際、免
疫学的アッセイおよび他の処理手順に供された、感作された赤血球（エリスロサイト）は
、種々のインキュベーションおよび洗浄工程を通じて抗体で「感作された」（コーティン
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グされた）ままである場合がある。上記を考慮して、感作のプロセスは、免疫学的交差適
合性試験の基礎として活用され得る。
【００１０】
　第１の態様では、本発明は、交差適合性血液サンプルの方法であって、
　第１の血液サンプル由来の血漿または血清を用意する工程と；
　血漿サンプルと、第２の血液由来の赤血球とを接触させて、血漿／赤血球混合物を得る
工程と；
　血漿／赤血球混合物を赤血球の感作を可能にする条件下でインキュベートする工程と；
　液相から赤血球（そのある程度または全てが、感作されても、感作されなくてもよい）
を分離する工程と；
　感作された赤血球と、抗体に結合することができる因子とを接触させる工程と；
を含み、
液相からの感作された赤血球の分離は、遠心分離なしで生じ、かつ抗体に結合することが
できる因子に結合した感作された赤血球の検出によって、ドナー血液が意図されるレシピ
エントの血液と不適合であることが示される、方法を提供する。
【００１１】
　赤血球の感作は、血漿中に存在する（例えば、抗血液型抗原）抗体と、赤血球の抗原（
例えば、血液型抗原）との間の結合を通じて生じることが理解されるべきである。
　本発明における使用のための血漿または血清は、任意の適切なまたは標準的な調製のプ
ロトコールを用いて全血から調製してもよい。本発明のこの方法が血液を交差適合する方
法である場合、血漿および／または血清は、輸血を受ける患者によって提供されてもよく
、またはその患者に由来してもよい。使用のための血漿を調製するために、全血を抗凝結
処理試験管内に収集してもよい。赤血球および血小板を、遠心分離によって取り除くかま
たは分離して、得られた上清を血漿と命名する。本発明における使用のための血漿サンプ
ルは、例えば、約１０μＬ～約１ｍＬの体積を含んでもよい。例えば、約１００μＬ、１
５０μＬ、１６０μＬ、２００μＬ、２５０μＬまたは３００μＬの血漿を用いてもよい
。使用のための血清を調製するために、全血を収集して、一定期間凝血させてもよい。再
度、赤血球および血小板を遠心分離によって取り除き、得られた上清を血清と命名する。
本発明の方法における使用のための血漿および／または血清は、使用前に適切な緩衝液ま
たは希釈液で希釈してもよい。血漿および／または血清は、使用のために、１：１、１：
２、１：３、１：４、１：５、１：６、１：７、１：８、１：９または１：１０希釈とし
て調製してもよい。適切な希釈液としては、例えば、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）
および／または低イオン強度溶液（ｌｏｗ　ｉｏｎｉｃ　ｓｔｒｅｎｇｔｈ　ｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ）（ＬＩＳＳ）を挙げてもよい。
【００１２】
　本発明における使用のための赤血球は、全血の任意の適切な供給源由来であり得る。こ
こでこの方法が輸血用の血液の交差適合のための方法である場合、赤血球は、使用を意図
するドナー血液の供給源から得てもよい。ドナー血液を収集して、可塑性のプラスチック
バッグに保管してもよい。このバッグは、血液の凝血を防ぎ、かつ保管を容易にする化合
物および化学物質（例えば、クエン酸ナトリウム、リン酸塩、デキストロース、および時
にはアデニン）を含んでもよい。貯蔵バッグ内に血液が通過する配管は、小体積の血液を
含む「ピッグテール」部分を得るために収集後に分割してもよい。ドナー血液のこれらの
小さい「ピッグテール」体積は、本発明のアッセイを含む交差適合性アッセイにおける使
用に適切である。小体積の全血は、本発明のアッセイ中の使用のための赤血球の供給源と
して提供されてもよい。例えば、約１ｕｌ～約５００ｕｌの赤血球を用いてもよい。本発
明の交差適合性アッセイは、約１０μＬ、２０μＬ、３０μＬ、４０μＬ、５０μＬ、６
０μＬ、７０μＬ、８０μＬ、９０μＬまたは１００μＬの全血を用いてもよい。使用前
に、赤血球は、任意の適切な希釈または緩衝液で希釈してもよい。
【００１３】
　血漿および／または血清および赤血球を混合して、血漿／赤血球混合物を得てもよい。
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便宜上、血漿／血清および赤血球混合物は、「細胞混合物」と呼ばれる。この細胞混合物
は、適切な緩衝液または媒体を用いてさらに希釈してもよい。例えば、細胞混合物は、低
イオン強度溶液（ＬＩＳＳ）を用いて希釈してもよい。細胞混合物の適切な希釈としては
、例えば、緩衝液（例えば、ＬＩＳＳ）での１：１、１：２、１：３、１：４；１：５ま
たは１：６希釈を挙げてもよい。
【００１４】
　（希釈されてもよい）細胞混合物を、血漿または血清に存在する抗体（例えば、抗血液
型抗原抗体）が、赤血球の表面上に存在する抗原と相互作用し、かつその抗原と結合する
ことを可能にする条件下でインキュベートしてもよい。上記で言及されるとおり、抗体、
例えば、抗血液型抗原抗体が結合している赤血球は、「感作された」赤血球と呼ばれる。
したがって、細胞混合物のインキュベーションは、感作された赤血球の形成を許すかまた
は可能にするのに適切な条件下で行われ得る。さらに、その条件は、所定の時間および／
または所定の温度を含み得る。例えば、細胞混合物は、約３０～４０℃、例えば、３７℃
で、および／または約１０秒～数時間インキュベートしてもよい。この細胞混合物は、約
３７℃で約５分間、約１０分間、約１５分間、約２０分間、約２５分間または約３０分間
インキュベートしてもよい。
【００１５】
　細胞混合物は、任意の適切な基板、容器、試験管、プレート（マルチウェルプレートを
含む）および／またはスライド中で、またはその上で調製されても、および／またはイン
キュベートされてもよい。この細胞混合物は、ガラスおよび／またはプラスチックの基板
、容器、試験管、プレートおよび／またはスライド上で、または中で調製されても、およ
び／またはインキュベートされてもよい。基板、容器、試験管、プレートおよび／または
スライド（ガラス、プラスチックまたはいくつかの他の材料を含むか否か）は、血漿／血
清および／または全血成分と、基板、容器、試験管、プレートまたはスライドの材料との
間の非特異的な結合を予防または低減するためにコーティングされてもよく、および／ま
たはブロックされてもよい。
【００１６】
　上記で概説される理由のために、交差適合性アッセイは、鋭敏かつ特異的の両方でなけ
ればならない。具体的には、偽陽性および／もしくは偽陰性の結果の事例が、特定の許容
範囲内におさまるか、または許容されるとみなされるようなものより高い頻度では生じな
いことが重要である。当業者は、交差適合性アッセイの場合、偽陰性の結果によって、ド
ナー血液は、実際ドナー血液が不適合であり得る場合に、適合であることが示唆されると
理解する。本発明の方法では、感作された赤血球を検出するために用いられるプロセスが
ブロックされるか、中和されるか、そうでなければ阻害されるならば、偽陰性の結果が生
じる場合がある。感作された赤血球を検出するために用いられるプロセスには、抗体に親
和性を有する結合因子（例えば、抗体）を必要とし得る。この種の結合因子は、血漿およ
び／または血清に存在する抗体によって、感作された赤血球と相互作用することからブロ
ック、中和および／または防止され得る。
【００１７】
　したがって、細胞混合物中に存在する赤血球（エリスロサイト）抗原に特異性を有する
未結合の血漿／血清抗体の存在は、本発明の方法の残りから（実質的に）除去されなけれ
ばならない。
　典型的には、免疫学的（交差適合性を含む）アッセイにおける偽陰性の結果の出現は、
頻繁な洗浄および／または遠心分離の工程によって防がれる。これによって、血漿／血清
サンプルと、赤血球（感作された赤血球を生成するため）の供給源との間のインキュベー
ションの任意の最初の期間の後、血漿／血清に存在する任意の未結合の抗体であって、そ
れらの抗体が、感作された赤血球を検出するために用いられる結合因子（例えば抗体）を
中和し得る抗体は、アッセイの最終段階には持ち込まれないことが確実になる。洗浄工程
によって、アッセイから未結合の抗体を除去することが容易になるが、遠心分離は、液相
中の未結合の抗体の、それらの標的に結合するものからの分離に影響する。
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【００１８】
　洗浄および／または遠心分離の工程は、本明細書に記載される種類のアッセイを含む免
疫学的アッセイにおいて、偽陰性および／または偽陽性の結果の事例を減らす有効な手段
であるが、それらは時間がかかり、かつアッセイを完全にするのに必要な末端の機器の量
を増やす。
　本発明は、血液を交差適合するための鋭敏、特異的、正確かつ迅速なアッセイを提供す
るので、改善に相当し、このアッセイは、偽陽性および／または偽陰性の結果の率または
レベルを、先行技術の交差適合性アッセイおよび試験と同程度にさせるが、洗浄および／
または遠心分離の工程の使用は減少している。
【００１９】
　これは、部分的には、細胞混合物の液相からの細胞混合物の赤血球成分の分離を可能に
する条件下で細胞混合物インキュベーション工程を行うことによって達成される。例えば
、インキュベーションは、例えば、ペレットを形成する細胞（そのうちある程度、全てが
感作されてもよく、または全く感作されなくてもよい）の沈降（重力のもとで）を容易に
する条件下で行われてもよい。細胞の沈降および／またはペレットの形成によって、赤血
球抗原および他の血漿または血清成分に結合していない抗体を含む液相または上清が残る
場合がある。赤血球のペレットの形成によって、液相（または上清）からの赤血球（また
はそのサンプル）の容易な分離が可能になり、その結果、アッセイの残りは、（おそらく
感作された）赤血球成分上で、および血漿または血清の非存在下で行われ得、これによっ
て、上記のとおり、偽陰性および／または偽陽性の結果をもたらされる場合がある。
　本発明の方法、および具体的には細胞混合物インキュベーション工程では、細胞ペレッ
トを形成するか、または赤血球（そのうちある程度が、全てが感作されてもよく、または
全く感作されなくてもよい）を、細胞混合物の液相およびなんらかの未結合の抗体から分
離するための遠心分離の使用を回避する。そうではなく、赤血球は、経時的におよび／ま
たは重力のもとで、液相から分離して、沈降することが可能である。これによって、天然
の赤血球ペレットまたはクランプの形成が生じ得る。一旦、赤血球のペレットが形成され
て沈降すれば、使用者は、以下の作用のいずれかまたは両方を行ってもよい。上清を取り
除いて、赤血球のみを残してもよく、そのうちのある程度は、細胞混合物インキュベーシ
ョン工程の間、抗血液型抗原抗体によって感作されていってもよい。それに加えて、また
はその代わりに、沈降したかまたはペレットにされた赤血球クランプまたはそのサンプル
を除去してもよい。次いで、アッセイの残りは、上清の除去後に残っている赤血球、また
は赤血球混合物から取り除かれた赤血球のいずれかで行われる。
【００２０】
　本発明者らは驚くべきことに、一旦、赤血球がペレットになるか、および／または沈降
されれば、例えば、ピペッティングもしくはデカントによる、液相／上清の除去、または
、例えば、吸引（アスピレーション）による、沈降されるか／ペレットにされた赤血球（
またはそのサンプル）の除去は、本発明の方法が、先行技術のアッセイにおいて観察され
る（またはそれを用いて観察される）偽陽性および／または偽陰性の結果の同様、匹敵す
る（またはおそらくさらに優れた）出現またはレベルを示すことを保証するのに十分であ
る（結合剤の適用のために緩衝液中に細胞が再懸濁される前に追加の洗浄は必要がない）
ということを見出した。したがって、理論によって束縛されることは望まないが、上清も
しくは液相の除去、または沈降／ペレット化された赤血球（またはそのサンプル）の除去
は、感作された赤血球の検出に用いられる結合因子が中和されないような程度まで、アッ
セイから未結合の血漿／血清抗体を除去するのに十分であることが示唆される。
【００２１】
　本発明の方法の残りにおける使用のための赤血球は、抗体に結合することができる因子
と接触させられる前に、適切な緩衝液中で再懸濁されてもよい。適切な赤血球再懸濁緩衝
液は、例えば、ウシ血清アルブミンおよび／またはＬＩＳＳを含んでもよい。
　再懸濁されてもよい赤血球（そのうちある程度は感作されていてもよい）を、抗体と結
合することができる因子と接触する。例えば、本発明のこの方法がヒトのサンプル（ヒト
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の血漿およびヒトのドナー血液）を用いて行われる場合、抗体に結合することができる結
合因子は、ヒト抗体に結合できるはずである。本発明における使用のための結合因子は、
抗体またはその抗原結合フラグメント（１つまたは複数の抗体アイソタイプに特異性を有
する）であってもよい。例えば、単一の抗体アイソタイプ（例えば、免疫グロブリンＧ、
Ｍ、Ａ、ＥまたはＤ）に特異的な単一の抗体種または複数の異なる抗体（各々が異なる抗
体アイソタイプに特異性を有する）。
【００２２】
　感作された赤血球に結合することができる因子はそれ自体が、抗体またはその抗原結合
フラグメントであってもよく、これは赤血球をコーティングする（感作する）１つまたは
複数の他の抗体について特異性および／または親和性を示す。それに加えて、またはその
代わりに、他の特異的に反応性の結合因子、例えば、感作された赤血球に結合することが
できる、低分子抗体模倣物、アプタマー、核酸リガンド、または他の細胞由来の受容体を
用いてもよい。レクチンもまた使用されてもよい。簡単にするために、本明細書において
以降では、結合因子および「抗体」と述べているが、これは、限定と解釈されるべきでは
ない。
【００２３】
　本発明の方法において用いられる結合因子（例えば抗体）の選択は、赤血球をコーティ
ングする（感作する）抗体の性質に依存することが理解される。例えば、結合因子は、血
漿／血清抗体に結合することができる任意の因子であっても、または赤血球を感作（結合
）し得る血漿もしくは血清中に存在する任意の他の成分であってもよい。例えば、本発明
における使用のためのこの結合因子は、免疫グロブリンおよび／または補体因子に結合す
ることができる因子を含んでもよい。一般には、用いられる結合因子は、従来のＤＡＴま
たはＩＡＧＴ試験で用いられる結合因子、すなわち、モノクローナルまたはポリクローナ
ルのいずれかの供給源の少なくとも抗ＩｇＧ1、抗ＩｇＧ3、および抗補体（Ｃ３）または
広いスペクトルの抗ヒトＩｇＧに相当する。有利なことに、抗ＩｇＧ2およびＩｇＧ4抗体
が用いられてもよい。望ましい場合、他の抗体、例えば、抗軽鎖λ抗体、または抗軽鎖κ
抗体などもまた含まれてもよい。
【００２４】
　本発明のこの方法は、ポリクローナル抗体を用いても、および／またはモノクローナル
抗体を用いてもよい。ポリクローナル抗体とは、抗原、またはその抗原性機能の誘導体で
免疫された動物の血清に由来する異種集団の抗体分子である。ポリクローナル抗体の生成
のためには、宿主動物、例えば、ウサギ、ヒツジ、ブタなどを、アジュバントで補充され
てもよい特定の抗原を用いて注射によって免疫してもよい。
　特定の抗原に対する同種集団の抗体であるモノクローナル抗体は、培養物中の連続細胞
株による抗体分子の生成を提供する任意の技術によって得ることができる。これらとして
は、限定するものではないが、Kohler and Milstein (1975), Nature 256:495-497；およ
び米国特許第４，３７６，１１０号）のハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ
技術（Kosbor et al., 1983, Immunology Today 4:72、Cole et al., 1983, Proc. Natl.
 Acad. Sci. U.S.A. 80:2026-2030）、ならびにＥＢＶハイブリドーマ技術（Cole et al.
, 1985, Monoclonal Anti-bodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.77-96
）が挙げられる。
【００２５】
　本発明における使用のためのモノクローナル抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ
、ＩｇＤおよびそれらの任意のサブクラスを含む任意の免疫グロブリンクラスのものであ
ってもよい。本発明のｍＡｂを生成するハイブリドーマは、インビトロで培養されても、
またはインビボで培養されてもよい。インビボでの高力価のｍＡｂの生成によって、これ
は、精製の現在の好ましい方法となる。
　キメラ、一本鎖およびヒト化抗体はまた、本発明において結合因子として用いられても
よい。キメラ抗体の生成のための技術（Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci
., 81:6851-6855、Neuberger et al., 1984, Nature, 312:604-608、Takeda et al., 198
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5, Nature, 314:452-454、米国特許第４，８１６，５６７号）は、適切な抗原特異性のマ
ウス抗体分子由来の遺伝子をスプライシングする工程を含み、それとともに適切な生物学
的活性のヒト抗体分子由来の遺伝子を用いてもよい。キメラ抗体とは、マウスｍＡｂ由来
の可変領域およびヒト免疫グロブリン定常領域を有するものなど、異なる部分が異なる動
物種由来である分子である。
【００２６】
　一本鎖抗体の生成に記載される技術は、米国特許第４，９４６，７７８号: Bird, 1988
, Science 242:423-426、Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:587
9-5883、およびWard et al., 1989, Nature 334:544-546に見出され得る。ヒト化モノク
ローナル抗体を作製する技術は、米国特許第５，２２５，５３９号（参照により本明細書
にその全体が援用される）に記載される。
　本発明における使用のための抗体フラグメント（このフラグメントは、特定のエピトー
プを認識する）は、公知の技術によって生成され得る。例えば、このようなフラグメント
は、限定するものではないが、抗体分子のペプシン消化によって生成され得るＦ（ａｂ’
）２フラグメント、およびＦ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋を還元するこ
とによって生成され得るＦａｂフラグメントを含む。あるいは、Ｆａｂ発現ライブラリー
を構築して（Huse et al., 1989, Science, 246:1275-1281）、所望の特異性を有するモ
ノクローナルＦａｂフラグメントの迅速かつ容易な特定を可能にしてもよい。
【００２７】
　本発明は、モノクローナル抗ＩｇＧ、モノクローナル抗ＩｇＧ1、モノクローナル抗Ｉ
ｇＧ3、およびモノクローナル抗Ｃ３を活用し得る。抗ＩｇＧが含まれる場合、（ポリク
ローナルまたはモノクローナル）抗ＩｇＧが好都合である。これらのプローブのブレンド
をまた用いて、結合した抗体の種類を区別することなく同じ結果を得る場合もある。
　本発明における使用に適切な全ての型の抗体（上記のものを含む）を、総称して、「抗
体」と呼ぶものとする。
【００２８】
　本発明において用いられる任意の抗体を含む結合因子は、基板にまたは基板上に、結合
されてもまたは固定されてもよい。任意の従来の基板は、本発明において用いられてもよ
い。適切な基板としては、天然に剛体または半剛体である基板が挙げられる。例えば、適
切な基板としては、膜、フィルター、チップ、スライド、ウエハー、ファイバー、磁性ビ
ーズまたは非磁性ビーズ、ゲル、配管、プレート、ポリマー、微小粒子および／または毛
細管が挙げられる。この基板は、種々の表面型、例えば、ウェル、トレンチ、ピン、チャ
ネルおよび細孔（ここに結合因子および／または抗体が固定／結合されている）を有して
もよい。この基板は、天然に平坦であってもよく、上部平坦表面を有しており、その上に
本発明の方法の成分が、固定されても、および／または結合されてもよい。下にさらに詳
細に記載されるとおり、そして結合した感作された赤血球（エリスロサイト）の検出に影
響するために用いられる方法次第で、基板の表面構造は、蛍光ベースの検出方法を改善ま
たは容易にするために形成されて、適合されてもよい。この種類の基板は、ＷＯ０２／０
５９５８３およびＷＯ０３／０２３３７７に記載される。したがって、使用のための基板
は、光学的に透明であってもよい。
【００２９】
　適切な基板としては、ガラス、ケイ素、酸化ケイ素、金属および金属酸化物を含む基板
が挙げられ、これは、むき出しであるか、または例えば、グリシドキシプロピルトリエト
キシシラン、ポリ－ｌ－リジン、アミノプロピルシラン、カルボキシシラン、ヒドロゲル
およびポリマー－ブラシ、例えば、官能化されたアルキルチオールの自己組織化単分子層
などの官能的なポリマーで官能化されている。本発明における使用のための適切な基板は
、シラン系のコーティング、例えば、疎水性連結、および目的の生物学的分子に結合する
能力を有する官能基を有するシラン化合物を含んでもよい。
　本発明における使用のための結合因子および／または抗体は、アレイにおける基板に結
合されても、または固定されてもよい。本明細書において用いる場合、「アレイ」という
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用語は、結合したプローブ（例えば、結合因子および／または抗体）の一般的に順序付け
された配置であって、ガラスのような基板上の感作された赤血球（またはそうではなく、
赤血球をコーティング／感作する抗体）に特異的に結合する配置を指す。
　通常は、このアレイは、結合因子および／または抗体が結合される区切られた領域から
規則的に間隔を空けられた一連の形態であってもよい。このような基板結合抗体アレイは
、通常、「抗体チップ」と記載されてもよい。
【００３０】
　この抗体は、本明細書において「チップ」と呼ばれる、例えば、平坦または球状の基板
上に配置されてもよい。本発明のこの方法は、単一型の結合因子もしくは抗体または複数
の異なる抗体を活用し得る。したがって、少なくとも１つだが、おそらく少なくとも２、
３または４つの異なる抗体が、その基板の表面に結合されてもよい。さらに、各々の特定
の抗体は、いくつかの希釈液中に提供されてもよく、および／または、検出の方法を行う
場合、生じ得る、任意の偽陽性または偽陰性の反応をさらに小さくするように、何回も（
例えば、３～１０回）繰り返されてもよい。
　本発明における使用のための「抗体チップ」を調製するために用いられる基板は、小さ
い平面の基板を含んでもよい。適切な平面の基板は任意の適切な大きさであってもよい。
例えば、本発明における使用のための平面の基板は、長さが約５ｍｍ～約１００ｍｍ、お
よび幅が約５ｍｍ～約５０ｍｍのいずれであってもよい。例えば、適切な平面の基板は、
約７６ｍｍ×約２６ｍｍまたは約１２．５ｍｍ×約７．９ｍｍの大きさであってもよい。
【００３１】
　結合因子または抗体は、スポッティングまたはプリンティングによって基板上に適用さ
れてもよい。適切な公知の技術としては、Michael J. Heller, Annual Review of Biomed
ical Engineering, 2002 Vol.4: 129-153. DNA Microarray Technology: Devices, Syste
ms and Applications and Angenendt, P.; Glokler, J.; Murpy, D.; Lehrach, H.; Cahi
ll, D.J. Anal. Biochem., 2002, 309, 252-260 Angendt, P.; Glokler, J.; Sobek, J.;
 Lehrach, H.; Cahill, D.J. Chromatogr.A, 2003 100, 997-104に記載の技術が挙げられ
る。
　結合因子／抗体のスポットまたはプリントされたスポットは、直径が１ｍｍ未満、例え
ば、直径５００μｍもしくは１００μｍ未満、または直径約５０μｍ～約１０００μｍで
あり得る。この方式では、１０秒～１０００秒の個々のおよび別個の結合因子／抗体スポ
ットが、任意の所定の基板の表面上に提供され得る。
【００３２】
　疑いを避けるために、本発明の基板上の任意の１つの位置またはスポット／プリントさ
れたスポットは、単一の結合因子／抗体の種、または２つ以上の結合因子／抗体種を含ん
でもよい。
　基板の表面に、本明細書に記載の種類の結合因子および／または抗体を固定するために
は当該分野では種々の手順が周知である。例えば、静電気結合が、抗体を固定するために
用いられてもよい。表面に結合因子または抗体を固定または結合するために用いられ得る
他の方法としては、疎水性／親水性の相互作用、化学的相互作用、およびアミンカップリ
ングが挙げられる。結合因子および抗体は、硫黄含有アミノ酸（システイン、メチオニン
）を介して、または金含有基板上に以前に結合された結合因子と相互作用する官能基を含
むアルカンチオールを介する結合を通じて、金含有基板上に直接吸着されてもよい。
【００３３】
　結合因子を提供されず、かつ非特異的な結合部位を提供し得る基板表面の領域は、抗体
、補体因子（および他の血漿由来の成分）、赤血球または感作されたＲＢＣのなんらかの
非特異的な結合を防ぐために、ブロッキング剤で処理することが望ましい。適切なブロッ
キング剤は、当該分野で周知であり、これは、アルブミンまたは血清（望ましくない抗体
、例えば、血液型の抗体、抗ＩｇＧ抗体または任意の試験プローブ相互作用を邪魔し得る
抗体を同じマイクロアレイ上に含まない）、脱脂乳タンパク質、カゼイン、ウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）などを含んでもよい。ブロッキング剤は、適切な緩衝液との使用のため
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に処方されても、または調製されもよい。
　例えば、適切なブロッキング剤は、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）（０．１５Ｍの
塩化ナトリウム、２．６３２Ｍのリン酸緩衝液ストック溶液（Ｑｕｏｔｉｅｎｔ，Ｓｃｏ
ｔｌａｎｄ）、ｐＨ７．０）中に、１（ｗ／ｖ）％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Ｉ
Ｄ　Ｂｉｏ，Ｆｒａｎｃｅ）を含んでもよい。
【００３４】
　本発明における使用のために調製されたコーティングされた基板は、乾燥された基板と
して使用のために保管されてもよい。それに加えて、またはその代わりに、その基板は、
環境温度で、または冷蔵／冷凍条件下で保管されてもよい。
　上記の観点で、本発明の交差適合性の方法は、マイクロアレイフォーマットで行っても
よい。マイクロアレイ交差適合性のアッセイは、従来の交差適合性の試験に対する効率的
かつ効果的な代用法である。さらにマイクロアレイ交差適合性アッセイは、血液処理に重
要な他の試験（例えば、他のマイクロアレイ試験）（例えば、赤血球（エリスロサイト）
の表面上の多数の抗原について血液型表現型判定試験を含む）に容易に組み込まれ得る。
【００３５】
　感作された赤血球と固定された結合因子および／または抗体との間の結合を可能にする
条件下でのインキュベーション後、未結合の赤血球を、例えば、洗浄によって除去しても
よい。
　捕捉された（結合している）感作された赤血球（エリスロサイト）の存在は、蛍光、化
学発光複合体化抗体を活用し得る、例えば、二次標識検出のような、当該分野で公知の種
々の技術によって検出され得る。
　蛍光は、当該分野で公知の任意の適切な光検出器、例えば、分光光度計またはデジタル
画像化デバイス、例えば、ＣＣＤ画像センサー（ＣＣＤカメラの形態で）またはＣＭＯＳ
センサーなどによって検出され得る。便宜上、解釈のための視覚的アウトプット、または
解釈およびデータ処理の目的のための数値を考慮すると、スキャナーによって検出される
赤血球（エリスロサイト）結合およびその強度を用いる単純なフラットベッドスキャナー
を用いてもよい。
【００３６】
　好都合なことに、結合した感作された赤血球は、C J Campbell et al., 2006に記載さ
れるようにＲＢＣの自己蛍光によって検出され得る。自己蛍光による検出は、なんらかの
標識の使用の必要性を回避し、特に簡易型の処理を提供するという特別な利点を有する。
より詳細には、ＲＢＣは、約４２０ｎｍ、４８８ｎｍ、５４３ｎｍまたは５８０ｎｍの波
長の光を照射されるか、またはその光で励起されてもよく、蛍光発光は、４８８ｎｍで励
起される場合、５３０ｎｍ、または５４３ｎｍで励起される場合、５７０～５８５ｎｍな
どのより長い波長で検出される。
　したがって、本発明では、結合された感作された赤血球（エリスロサイト）は、蛍光シ
グナルによって検出しても、または例えば、フラットベッドスキャナーを用いて、スキャ
ン後の画像生成によって検出してもよい。
【００３７】
　基板上の各々の特定の抗体の各々の位置を知ることによって、ドナー赤血球エリスロサ
イトが、患者の血漿サンプル中に存在する抗体によって感作されているか否かを決定する
ことが可能であることが理解される。疑いを除くために、適合性のドナーユニットは陰性
の結果（感作なし、したがって細胞結合なし）を生じるが、不適合性のドナーユニットは
、陽性の結果（感作、したがって、結合した感作された赤血球の陽性の検出）を生じる。
当業者は、適切な電子機器およびソフトウェアを用いて、任意のデバイスが、基板の表面
上の特定の抗体の同一性および位置を「知る」または認識する、かつこれを生じたシグナ
ルと相関させるためにプログラムされ、その結果、特定の結合が、試験者に決定されて特
定され得ることを理解する。さらに、基板上に提供された抗体の種々の反復および／また
は希釈からの結果を組み合わせて、編成するように統計学的なソフトウェアが含まれても
よい。この方式では、特定の抗体スポットの多様性から得られるシグナルが、一緒に織り
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込まれて、統計学的に有意な結果が、試験者に示され得る。
　本発明のこの方法は１つまたは複数の対照を含んでもよい。例えば、陽性対照は、赤血
球の添加を確認するために用いられ得る。陽性対照は、抗エリスロサイト抗体を含んでも
よい。抗エリスロサイト抗体は、上記でさらに詳細に記載されるような基板上に固定され
てもよく、および／またはスポット／プリントされてもよい。
【００３８】
　本発明は、交差適合性アッセイを参照して記載してきたが、本明細書に記載される方法
、具体的には、遠心分離および／または洗浄工程の使用なしで（感作された）赤血球およ
び液相への細胞混合物の処理は、いくつかの異なる免疫学的アッセイで活用され得ること
が理解されるべきである。例えば、抗体の供給源、および赤血球（エリスロサイト）のイ
ンキュベーション、ならびにその後の、感作された赤血球（エリスロサイト：抗体の供給
源と赤血球との間でインキュベーションの間に形成される）の検出を必要とする任意のア
ッセイが、本明細書に記載の手順から有益であり得る。したがって、本発明は、赤血球お
よび赤血球を感作することができる組成物（例えば、抗体および／または補体成分、例え
ば、血漿もしくは血清を含む組成物）を、赤血球の感作および赤血球成分の重力下での沈
降を容易にする条件下でインキュベートする工程；ならびに液相（または上清）を除去し
、および／または赤血球の少なくとも１つのサンプルを除去する工程を含む、感作された
赤血球を検出する方法における使用のための赤血球を提供する手段を提供することもでき
る。
　本発明のさらに好ましい特徴および利点は、例示によって示される以下の詳細な例から
わかる。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】単一のアレイ（１２×１２グリッドのスポット）の図表示であって、プリントさ
れた抗体を示す。１６のアレイを、２×８のフォーマットで各々のスライド上にプリント
した。黒いスポットは、（三連で）プリントされた抗体を示し、白いスポットは、陰性ス
ポットとしてプリントされた５０％グリセロール／ＰＢＳを示す。
【図２】単一のアレイ（１２×１２グリッドのスポット）の図表示であって、プリントさ
れた２つの抗体を示す。α－ｈＩｇＭは、５１８μｇ／ｍＬでプリントし、α－ｈＩｇＧ
は、３０１μｇ／ｍＬでプリントした。１６のアレイを、２×８のフォーマットで各々の
スライド上にプリントした。黒いスポットは、陽性細胞結合反応を示し、白いスポットは
、どの細胞にも結合しないはずである、陰性スポットとしてプリントされた５０％グリセ
ロール／ＰＢＳを示す。
【図３】スライドＣＭ５０、ＣＭ５１およびＣＭ５２の画像であって、それぞれ、試験管
、ガラススライドまたはプレート技術を用いて、３０分間、抗Ｄ血漿で感作されたＯｒｒ
、ＯＲ1ｒ、ＯＲ1Ｒ1およびＯＲ2Ｒ2細胞についての結果を示している。陽性対照細胞に
ついての結果もまた示される（Ｚ４４１，ＩｇＧ　Ｓｅｎｓｉｔｉｓｅｄ　Ｃｅｌｌｓ）
。
【図４】スライドＣＭ６０およびＣＭ６１の画像であって、それぞれ、試験管またはガラ
ススライド技術を用いて、３０分間、抗Ｄ血漿で感作されたＯＲ1ｒ、ＯＲ1Ｒ1、ＯＲ2Ｒ

2およびＯｒｒ細胞についての結果を示している。陽性対照細胞についての結果（Ｚ４４
１，ＩｇＧ　Ｓｅｎｓｉｔｉｓｅｄ　Ｃｅｌｌｓ）およびＡＨＧ（ＡＨＧ結果＝基準技術
）を用いる間接的な凝集試験からの凝集の等級付けの結果もまた示される。
【図５】図４に示される画像から生成したデータであって、アレイ中でプリントされたα
ｈＩｇＧに対して試験された細胞についての中央シグナル強度を示している。試験管また
はガラススライド技術の結果を、プロットされた中央シグナル強度の標準偏差とともに示
す。
【図６ａ】スライドＣＭ６２およびＣＭ６３の画像であって、それぞれ、試験管またはガ
ラススライド技術を用いて、Ａ1またはＢ細胞で試験した抗Ａおよび抗Ｂ血漿についての
結果を示している。試験管中でＡＨＧを用いる間接的試験の結果もまた示され、図の左側
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の下には凝集の等級付け結果を伴う。この試験は、手動で行われ、したがって、ある程度
の混乱が生じる場合があり、これは、自動化された方法を使用した場合には、減るか／排
除される。
【図６ｂ】スライドＣＭ６２およびＣＭ６３の画像であって、それぞれ、試験管またはガ
ラススライド技術を用いて、Ａ1またはＢ細胞で試験した抗Ａおよび抗Ｂ血漿についての
結果を示している。試験管中でＡＨＧを用いる間接的試験の結果もまた示され、図の左側
の下には凝集の等級付け結果を伴う。この試験は、手動で行われ、したがって、ある程度
の混乱が生じる場合があり、これは、自動化された方法を使用した場合には、減るか／排
除される。
【図７】単一のアレイの図表示であって、プリントされた抗体を示す。抗ヒトＩｇＭは、
５１８μｇ／ｍＬでプリントし、α－ｈＩｇＧは、３０１μｇ／ｍＬでプリントした。１
６のアレイを、２×８のフォーマットで各々のスライド上にプリントした。黒いスポット
は、陽性細胞結合反応を示し、白いスポットは、どの細胞にも結合しないはずである、陰
性スポットとしてプリントされた５０％グリセロール／ＰＢＳを示す。
【図８】スライド１および２の画像であって、試験管またはガラススライド技術を用いて
、３０分間、モノクローナル抗Ｆｙa血漿で感作されたＦｙ（ａ＋ｂ＋）、Ｆｙ（ａ＋ｂ
－）およびＦｙ（ａ－ｂ＋）細胞の結果を示す。陽性対照細胞についての結果もまた示さ
れる（ＩｇＧ　Ｓｅｎｓｉｔｉｓｅｄ　Ｃｅｌｌｓ，Ｚ４４１）。
【図９】図２に示される画像から作成したデータであって、スライド上で試験した陽性対
照の細胞（Ｚ４４１）について、中央シグナル強度に対して正規化したシグナル応答を示
す。試験管およびスライド技術についての結果は、別のスライド上で行ったので、これに
よって、異なるスライド上でのアレイにわたるシグナルのいずれの相違も説明される。試
験管またはガラススライド技術の結果を示す。ＩｇＧ感作細胞（Ｚ４４１）によって、対
照のシグナルが示される。モノクローナル抗Ｆｙaを用いる場合、良好な結合が両方の技
術によって示される。Ｆｙ（ａ－ｂ＋）細胞によって、予想どおり、低い反応性または陰
性の反応性が示される。この方法で、本発明者らは、抗Ｆｙaを含むサンプルがＦｙ（ａ
＋）細胞と不適合性であり、Ｆｙ（ａ－）陰性であることが判明し、これによって交差適
合の原理が示される。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
［実施例］
（例１）
　タンパク質マイクロアレイの調製
　Ｓｃｈｏｔｔから入手したコーティングされたスライドを基板として用いた。スポット
する結合因子抗体プローブサンプルは、５０％グリセロール／５０％ＰＢＳ中で調製した
。
　このスライドを、１２のサンプルＪｅｔｓｐｙｄｅｒを備えるＡｒｒａｙｊｅｔ　Ｓｐ
ｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙｅｒ（Ａｒｒａｙｊｅｔ）を用いてプリントした。各々のサンプル
の複製を、５０％のグリセロール／ＰＢＳの陰性対照スポットによって隔てられる各々の
スライド上にプリントした（図１を参照のこと）。全てのスライドを、４０～６０％の相
対湿度内で、かつ環境温度（２０～２３℃）でプリントした。プリントしたプローブを、
３０分間湿潤雰囲気で固定させた後に、暗野で少なくとも２４時間２～８℃のボックスの
中に保管した。
　さらなるアレイを、図２に示される、抗Ａおよび抗Ｂ血漿の試験のためにプリントした
。
【００４１】
（例２）
　実験における使用の前の細胞の洗浄
　全ての細胞種をＬＩＳＳに懸濁するか、またはＬＩＳＳ（低イオン強度生理食塩水（ｌ
ｏｗ　ｉｏｎｉｃ　ｓｔｒｅｎｇｔｈ　ｓａｌｉｎｅ））中に洗浄した（他の希釈液を用
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いてもよく、これには、例えば、ＰＢＳ、改変オルシーバー（Ａｌｓｅｖｅｒ）およびそ
れらのバリエーションが挙げられる）。さらに、細胞は、洗浄しなくてもよい（むしろ小
体積の細胞は、直接ＬＩＳＳ緩衝液中にドナーサンプル（おそらく遠心分離されている）
から取り出してもよい）。洗浄を用いる場合、細胞を、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｃｅｎｔｒａ　Ｃ
Ｌ２遠心分離を用いて２分間３０００ｒｐｍで３回遠心分離する（ここでは上清を各回で
取り除いて、約４ｍＬのＰＢＳで置き換える）。最終の遠心分離後、ＬＩＳＳ中で１回洗
浄を行った後、その細胞をＬＩＳＳ中で２％ＨＣＴに再懸濁した。
　異なるヘマトクリットの細胞を検出した実験に関しては、細胞を８％のＨＣＴで調製し
た（１６０μＬの得られた細胞ペレットを、１０００μＬのＬＩＳＳに添加した）。次い
で８％のＨＣＴ細胞をＬＩＳＳ中にさらに希釈して、必要なパーセンテージのヘマトクリ
ットを達成した。
【００４２】
（例３）
　感作された細胞の間接的な凝集試験（従来の方法、基準技術）
　細胞懸濁物の体積（４０μＬまたは８０μＬ）を、試験管中で８０μＬのニートまたは
希釈した血漿とともにインキュベートした。得られた混合物を、３７℃の水浴中でインキ
ュベートした。この例では、この混合物を３０分または４５分間インキュベートしたが、
より短時間または長時間用いてもよい。これらの条件下では、赤血球が感作される。血漿
が希釈された場合、希釈液は、赤血球懸濁液に用いられるものと同じであってもよい（他
の適切な希釈液を用いてもよい）。
　インキュベーション期間の後、細胞を、ＤｉａＣｅｎｔ　２０００　Ｃｅｌｌウォッシ
ャー（ＰＢＳを用いて×４洗浄し、次いで１０００ｇで遠心分離）でｎＷプログラムを用
いて洗浄した。２滴のＡＨＧを添加して、その試験管を最終的に遠心分離し（１０００ｇ
、１０秒）、細胞の凝集をライトボックスの上で読み取った。
【００４３】
（例４）
　細胞を感作する試験管技術
　細胞懸濁液の体積（２４０μＬ　－　または血漿の体積と適合）を、４８０μＬのニー
トまたは希釈した血漿とともにインキュベートした。血漿は、ＰＢＳまたはＬＩＳＳのい
ずれかで希釈した。試験管は、３７℃でインキュベートした（３０分間または４５分間－
より長時間または短時間を用いてもよい）。インキュベーション期間の後、細胞を、Ｄｉ
ａＣｅｎｔ　２０００　Ｃｅｌｌウォッシャー（ＰＢＳを用いて×４洗浄し、最終的に遠
心分離）を用いて洗浄した。次いで、細胞を２４０μＬの２％のＢＳＡ／ＬＩＳＳ中に再
懸濁した後に、例７に記載のアレイに添加した。
【００４４】
（例５）
　細胞を感作するためのガラススライド技術（血漿／上清を除去することおよび再懸濁に
よる未結合の抗体の除去）
　ブランクのスライド（Ｓｃｈｏｔｔ，Ｇｌａｓｓ　Ｂ）を、Ｇｒａｃｅ－Ｂｉｏ　１６
－ｗｅｌｌマニフォールドにはめ込んだ。ブロッキング溶液（２％のＢＳＡ／ＰＢＳ）を
、約３７℃に温め、スライドを、各々のウェルへの１６０μＬのブロッキング溶液の添加
によってブロックして、１５分間Ｇｒａｎｔ　Ｂｉｏ　Ｔｈｅｒｍｏｓｈａｋｅｒ上で振
盪（３５０ｒｐｍ）しながら３７℃でインキュベートした（プラスチックカバーをして）
。ブロッキングの後、溶液を取り出して、８０μＬの（洗浄してもよい）細胞を、１６０
μＬの血漿とともにインキュベートした。スライドを、３７℃で３０分または４５分間静
止してインキュベートした。インキュベーション時間は、行われる実験に依存した。
　インキュベーションの後、液体（または液相）の（実質的に）全体積を、各々のウェル
の上の右側の角から迅速に除去した。
　残りの細胞を、２４０μＬの２％のＢＳＡ／ＬＩＳＳ中に再懸濁した後に、例７に記載
のアレイに添加した。
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【００４５】
（例６）
　細胞を感作するためのプレート技術（血漿／上清からの感作されたエリスロサイトの除
去、次いで再懸濁）
　体積（４０μＬ）の洗浄された細胞を、Ｇｒａｎｔ　Ｂｉｏ　Ｔｈｅｒｍｏｓｈａｋｅ
ｒを用いて３７℃で３０分間または４５分間、Ｕ底の９６ウェルプレート中で、８０μＬ
の血漿と静止してインキュベートした。総体積における変化を検討するために、８０μＬ
の細胞を１６０μＬの血漿とともにインキュベートした。インキュベーション時間は、行
われる実験に依存した。インキュベーション時間の後、ウェルの底から４μＬの細胞ペレ
ットを、１００μＬの２％ＢＳＡ／ＬＩＳＳを含むセパレートのウェルに取り出した。そ
の細胞を再懸濁した後、例７に記載のとおりアレイに添加した。
【００４６】
（例７）
　アレイの処理
　プリントされたアレイスライドを、２～８℃の保管から取り出して、Ｇｒａｃｅ－Ｂｉ
ｏの１６ウェルのマニフォールドにはめ込み、各々のウェル中のアレイの中央および直線
配列の両方を確実にして、金属クリップを用いて固定し、Ｐｒｏｐｌａｔｅトレイ（３ス
ライド型）にはめ込んだ。スライドを、使用の直前まで２～８℃の保管に戻した。ブロッ
キング溶液（２％のＢＳＡ／ＰＢＳ）を、約３７℃まで温めた。スライドを、１６０μＬ
のブロッキング溶液を各々のウェルに添加することによってブロックして、３７℃で、３
５０ｒｐｍで、振盪しながらＧｒａｎｔ　Ｂｉｏ　ＰＨＭＰ　Ｔｈｅｒｍｏｓｈａｋｅｒ
で（プラスチックカバーをして）１５分間インキュベートした。
　ブロッキング後、溶液を取り出して、１２０μＬの感作された細胞（例４～６由来）を
、各々の適切なウェルの左側にゆっくりピペッティングした。
【００４７】
　スライドを、３７℃で１５分間（プラスチックカバーをして）静置してインキュベート
した。インキュベーション後、スライドを含むＰｒｏｐｌａｔｅトレイ全体を、ＰＢＳの
タブに浸漬した。吸引を行って、ウェルのＰＢＳおよび他の液体を除去してもよい。
　スライドを、Ｇｒａｃｅ－Ｂｉｏマニフォールドから注意深く取り出して、スライドホ
ルダーに移し、新鮮なＰＢＳに浸した。スライドは、２～８℃で１０分間０．１％グルタ
ルアルデヒド／ＰＢＳ中への浸漬によって固定してもよく、またはさらに都合よくは、Ｐ
ＢＳは、吸引によって取り出して、分析は、フラットベッドスキャナーを用いて直接行う
。この後に、水中での最終洗浄を続け、その後に、乾燥するまで遠心分離した。スライド
を、スキャンするまでごみのない暗い場所で保管した。
【００４８】
（例８）
　データの抽出および解析
　スライドを、フラットベッドスキャナーを用いてスキャンして、高解像度の画像を捕え
て、１６ビットのＴＩＦＦファイルとして保存した。
　赤血球が抗体に結合したとき、黒いスポットが明らかになる。
　数値データを、シグナル強度を定量し得る社内で作成したアルゴリズムを用いて、マイ
クロアレイから抽出した。
　テキスト入力ファイルを、マイクロアレイカラムおよび列の位置を用いて自己作成して
、各々のプローブの同一性および位置を決定した。これを用いて、マイクロアレイグリッ
ド設定が一旦設定されれば、負荷されたアレイリストを作成した。一旦、グリッドおよび
アレイのリストが作成されれば、データをテキストファイルに抽出した。このプロセスで
、各々のスポットの中心から中央蛍光強度値、およびスライドの全体のバックグラウンド
領域から中央バックグラウンド値を得た。この情報は、エクセルのワークシートに収集し
た。
【００４９】
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　各々のスポットに関して、バックグラウンド値は、スポット強度値から差引きした。各
々のスライドについて、各々の異なるスキャン設定からのシグナル強度値を、１つのワー
クシートに並べた。
　一旦、最高のデータスキャンを、選択した場合、これは以下のとおり処理した。望まし
くないデータをワークシートから取り除いて、マイクロアレイ上でスポットに１つの値の
みを残した（各々のスポットについて、スポット強度値マイナスバックグラウンド値）。
陰性対照の値を用いて、「ノイズ」値、平均に加えて陰性の２標準偏差（平均＋２ｓｄ）
を算出する。この値は、非特異的な結合（ＮＳＢ）に相当する。各々のスポットの値を、
陰性対照の平均＋２ｓｄで割って、シグナル対ノイズ比（Ｓ／Ｎ）を得る。１を超える値
は、有意とみなすことができる。Ｓ／Ｎの中央値を、各々のサンプルの複製のスポットに
ついて算出した。
　マイクロソフトエクセルを用いて、処理したデータを必要に応じて解析した。データを
分析するために、全体にわたって棒グラフを用いた。棒グラフ上のＹ軸は、サンプルにつ
いてのＳ／Ｎ中央値に相当する。
　エラーバーが含まれる場合、各々のサンプルの標準誤差は以下のとおり算出された。各
々のサンプルの複製の標準偏差を算出した（これは、Ｓ／Ｎ比または実際の値で行った）
。標準偏差は、サンプルの複製の数の平方根で割って、標準誤差を得た。
【００５０】
　補充データ
　タンパク質マイクロアレイは、上記の例１のとおり調製した。細胞を上記の例２のとお
り実験前に洗浄した。感作された細胞の間接的な凝集試験（従来の方法：基準の技術）は
、上記の例３のとおり行った。感作された細胞を調製するための「試験管技術」は、上記
の例４のとおり行った。細胞を感作するための「ガラススライド技術」（血漿／上清の除
去および再懸濁による未結合の抗体の除去（遠心分離／洗浄なし））は、上記の例５のと
おり行った。アッセイは、上記の例７のとおり処理した。
　データ抽出および解析
　棒グラフ上のＹ軸が、陽性の対照（Ｚ４４１）の結果に対して正規化され、パーセンテ
ージとして算出されたサンプルについてのＳ／Ｎ中央値に相当することを除いて、もとの
特許の例８のとおり。
【００５１】
　エラーバーが含まれる場合、各々のサンプルについての値と関連する変異係数％は以下
のとおり算出した。各々のサンプルの複製のＣＶ％を算出した（これは、Ｓ／Ｎ比または
実際の値で行った）。平均値は、標準偏差であり、次いで１００を掛けて、ＣＶ％を得た
。
【００５２】
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