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(57)【要約】
【課題】多発性硬化症、視神経脊髄炎スペクトラム疾患
、および抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患を含む
、疾患の診断に有用な情報を提供する抗体のハイスルー
プットな検出方法を提供すること。
【解決手段】ＣＢＡ法において複数の蛍光標識とフロー
サイトメトリーを用いることで、抗ＡＱＰ４抗体と抗Ｍ
ＯＧ抗体などの複数の抗体を同時に検出することができ
る。ＣＢＡ法に基づいたフローサイトメトリーを用いる
ことで簡便、効率的、高感度に、かつ低コストで、試料
中に含まれる抗体をハイスループットに検出する。また
、生細胞を使用し精確な抗原タンパク質三次元立体構造
を維持することにより検出感度が大幅に向上した。さら
に、一度の測定において複数種類の抗体を同時に検出す
ることができ、一度の測定において定量性のある膨大な
データを取得することができる。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検者に由来する試料中における２ｍｎ種の抗体を同時に検出または測定する方法であ
って、
　ｍは１以上の整数であり、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　該第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程
、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
【請求項２】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合しているか又は
ＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される、請求項
１記載の方法。
【請求項３】
　第１から第ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又
はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、
第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合してい
るか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳
され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質である、
請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、第１から第
２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グル
ープがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループ
が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識さ
れており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能である、請求項１
～３のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識
された細胞グループがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２
ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により
ｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれ
ぞれ区別可能である、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グループから
第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の
蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞がそれぞれ区別可能である、請求項４または５記載の方法。
【請求項７】
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　前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該細胞懸濁液
に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、請求項１～６のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　前記第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～２ｍｎ－１
種の細胞のみを使用することを特徴とする、請求項１～７のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　前記ｍ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、請求項４～８のいず
れか一項記載の方法。
【請求項１０】
　前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、請求項６～９のいず
れか一項記載の方法。
【請求項１１】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質であり、第１か
ら第２ｍｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つがＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体
、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコ
チン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タ
ンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４から成る群
より選択される、請求項１～１０のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　被検者に由来する試料中における複数の抗体を同時に検出または測定する方法であって
、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞であって、ｍは１以上の整数であり
、ｎは１以上の整数であり、第１から第ｍｎの抗原タンパク質はそれぞれ第１の蛍光タン
パク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一
のｍＲＮＡから翻訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質はそれぞれ第２の蛍
光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質
と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異な
る蛍光タンパク質であり、
　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、第１から第
２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されているか又は第１の蛍光色素もしくは第３の
蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の
強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グルー
プから第２ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段
階の強度でそれぞれ標識されているか又は第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質
の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞グループがそれぞれ区別可能であり、
　第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グループから
第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の
蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞がそれぞれ区別可能である細胞のうち、２以上を調製する工程、
　該２以上の細胞を含む２以上の細胞懸濁液を調製する工程、
　該２以上の細胞懸濁液の各々に対して被検者に由来する１種類の試料が加えられるよう
に、該２以上の細胞懸濁液に２以上の試料を加える工程、
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　該２以上の細胞懸濁液を１つの容器中で混合し、蛍光標識した二次抗体を加える工程、
ならびに
　該混合した細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含む、方法。
【請求項１３】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質である、請求項
１２記載の方法。
【請求項１４】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質が同一のタンパク質を含む、請求項１２記載の方法
。
【請求項１５】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つが、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭ
ＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受
容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受
容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４
から成る群より選択される、請求項１２～１４のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　前記第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～２ｍｎ－１
種の細胞のみを使用することを特徴とする、請求項１２～１５のいずれか一項記載の方法
。
【請求項１７】
　前記ｍ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、請求項１２～１６の
いずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、請求項１２～１７の
いずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　１以上の被検者に由来する２ｍｎ個の試料中における抗体を同時に検出または測定する
方法であって、
　ｍは１以上の整数であり、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞をそれぞれ別個の容器中に調製する
工程、
　１以上の被検者に由来する第１から第２ｍｎの試料を、第１から第２ｍｎの抗原タンパ
ク質を発現する細胞にそれぞれ加えてインキュベートする工程、
　被検者に由来する試料を加えた第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を１
つの容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
【請求項２０】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合しているか又は
ＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される、請求項
１９記載の方法。
【請求項２１】
　第１から第ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又
はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、
第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合してい
るか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳
され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質である、
請求項１９または２０記載の方法。
【請求項２２】
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　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、第１から第
２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グル
ープがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループ
が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識さ
れており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能である、請求項１
９～２１のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識
された細胞グループがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２
ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により
ｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれ
ぞれ区別可能である、請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グループから
第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の
蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞がそれぞれ区別可能である、請求項２２または２３記載の方法。
【請求項２５】
　前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該細胞懸濁液
に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、請求項１９～２４のいずれか一項記載の方
法。
【請求項２６】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質が同じタンパク質である、請求項１９～２５のいず
れか一項記載の方法。
【請求項２７】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質が異なるタンパク質を含む、請求項１９～２５のい
ずれか一項記載の方法。
【請求項２８】
　前記第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～２ｍｎ－１
種の細胞のみを使用し、２～２ｍｎ－１種類の試料中における抗体を同時に検出または測
定することを特徴とする、請求項１９～２７のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
　前記ｍ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、請求項２２～２８の
いずれか一項記載の方法。
【請求項３０】
　前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、請求項２４～２９の
いずれか一項記載の方法。
【請求項３１】
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つが、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭ
ＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受
容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受
容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４
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から成る群より選択される、請求項１９～３０のいずれか一項記載の方法。
【請求項３２】
　第１から第２ｍｎの試料が全て異なる試料である、請求項１９～３１のいずれか一項記
載の方法。
【請求項３３】
　第１から第２ｍｎの試料が同一の試料を含む、請求項１９～３１のいずれか一項記載の
方法。
【請求項３４】
　被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および尿から成る群
より選択される、請求項１～３３のいずれか一項記載の方法。
【請求項３５】
　前記蛍光タンパク質が、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCyan、mTFP1、M
idoriishiCyan、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、EmGFP、EGFP、
GFP2、HyPer、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、ZsYellow、mBa
nana、KusabiraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagRFP、DsRed-Mo
nomer、AsRed2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mCherry、HcRed、
KeimaRed、mRasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、およびKikumeGRから成
る群より選択される、請求項２～１８、２０～３４のいずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　前記蛍光色素もしくは蛍光タンパク質がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、A
lexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 5
55、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fl
uor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmC
yan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Gr
een、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480
、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein 
AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660
、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、
Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、Dye
Cycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLig
ht 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 4
05、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 6
50NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green
 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS5
10、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、H
oechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、
KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、
MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、Mi
toTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOra
nge、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Gr
een、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5
、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、
PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot
 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodam
ine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blu
e、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas R
ed、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、T
urboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PR
O-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択される、請
求項４～１８、２２～３５のいずれか一項記載の方法。
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【請求項３７】
　前記二次抗体がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa 
Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、A
lexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 6
80、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy
7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV
395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV570、BV605、
BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein Violet AM、
Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF750、CF770、
CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、
DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green、DyeCycle O
range、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyLight 549、Dy
Light 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 
565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGF
P、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash Phalloidin 
Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS
575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 3
3342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer
 Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy
 Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker Green、MitoTr
acker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum、mRaspberry
、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile Red、Oregon
　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、P
E-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin
、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 
625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、Riboflavin、
Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX
 Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、
TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、
Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、
ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択されるいずれかで標識されている、
請求項７～１８、２５～３６のいずれか一項記載の方法。

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中に含まれる抗体をcell-based assay法に基づきハイスループットに検
出する方法に関する。より詳細には、自己免疫疾患に関連する自己抗体、例えば視神経脊
髄炎スペクトラム疾患（ＮＭＯＳＤ）および抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患に関
連する自己抗体を含む、複数の抗体を同時に、または個々の抗体を複数の試料について同
時に検出する方法に関し、特に、アクアポリン－４（ＡＱＰ４）およびミエリンオリゴデ
ンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）に対する抗体を検出する方法に関する。また、本発
明は、これらの抗体の検出に基づく、疾患の診断方法にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　多発性硬化症（multiple sclerosis：ＭＳ）は、オリゴデンドロサイトによって髄鞘が
形成される脳・脊髄・視神経などの中枢神経系に生じる慢性炎症性脱髄疾患であり、時間
的・空間的に病変が多発することを特徴とする。ここで、脱髄とは髄鞘が後天的に破壊さ
れる形態変化を指す。通常、詳細な病歴聴取や経時的な神経学的診察により時間的・空間
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的な病変の多発性が証明され、他の疾患を十分に除外することで診断が確定される。
【０００３】
　一方、主として視神経と脊髄に由来する症候を呈する患者の中には、視神経脊髄炎スペ
クトラム疾患（neuromyelitis optica spectrum disorders：ＮＭＯＳＤ）の病態を有す
る患者が含まれている。典型的な視神経脊髄炎（ＮＭＯ）は、重度の視神経炎と横断性脊
髄炎を特徴とする炎症性中枢神経疾患である。２００４年にＮＭＯに特異なＩｇＧ（ＮＭ
Ｏ－ＩｇＧ）が発見され、さらにアストロサイトの足突起に高密度に発現する水チャネル
タンパク質であるアクアポリン－４（aquaporin-4：ＡＱＰ４）がその標的抗原であるこ
とが報告された（特許文献１、非特許文献１）。典型的なＮＭＯに加えて、視神経炎（再
発性あるいは両眼性）や３椎体以上の長い脊髄炎のみの症例も、視神経脊髄炎関連疾患（
NMO spectrum disorders：ＮＭＯＳＤ）として同じ範疇の疾患として捉えられている。抗
ＡＱＰ４抗体はＮＭＯ／ＮＭＯＳＤにおける血液中バイオマーカーとして確立しており、
特異的診断価値が認められている。このため、抗ＡＱＰ４抗体検査は、ＮＭＯ／ＮＭＯＳ
Ｄの診断と治療方針の決定にとって極めて重要な検査となる。
【０００４】
　抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患は、近年新しい疾患概念として認識されつつあ
る中枢神経系の炎症性脱髄疾患である。ＭＯＧ（ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパ
ク質；myelin oligodendrocyte glycoprotein）はミエリン鞘を構成する成分の一つであ
り、抗ＭＯＧ抗体はこのＭＯＧを認識する自己抗体である。抗ＭＯＧ抗体が認められる患
者の中には、抗ＡＱＰ４抗体陰性ＮＭＯ／ＮＭＯＳＤや再発性視神経炎、急性散在性脳脊
髄炎の病態を有する患者が含まれている。本願では、抗ＭＯＧ抗体陽性の脱髄疾患を広く
捉えて抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患と記載する。抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯ
Ｇ抗体疾患は、ＭＳならびに抗ＡＱＰ４抗体陽性ＮＭＯ／ＮＭＯＳＤと異なる疾患群であ
ることが報告されている（非特許文献２）。
【０００５】
　これらの状況をふまえ、脱髄性疾患患者に対する多発性硬化症の診断においては、視神
経脊髄炎関連疾患などを鑑別する必要があるため、抗体検査を実施することが推奨されて
いる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開パンフレットＷＯ２００５／０５１１７８
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Lennon et al., JEM, Vol.202, No.4, August 15, 2005, 473-477.
【非特許文献２】Kaneko et al., J Neurol Neurosurg Psychiatry, Vol.87, No.11, Nov
ember, 2016, 1257-1259
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、多発性硬化症、視神経脊髄炎スペクトラム疾患、および抗ＭＯＧ抗体関連疾
患／ＭＯＧ抗体疾患を含む、疾患の診断に有用な情報を提供する抗体のハイスループット
な検出方法を提供することを目的の一つとする。また、本発明の目的には、抗体の検出を
より簡便かつ高感度に行う手法を提供することも含まれる。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、Cell-based assay法（ＣＢＡ法）に基づいたフローサイトメトリーを用
いることで簡便、効率的、高感度に、かつ低コストで、試料中に含まれる抗体をハイスル
ープットに検出することを可能とする手法を開発した。本発明により、検体処理の簡便化
を実現すると共に、検体処理からデータ取得までにかかる時間を大幅に削減することに成
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功した。また、生細胞を使用し精確な抗原タンパク質三次元立体構造を維持することによ
る検出感度の大幅な向上に成功した。また、一度の測定において複数種類の抗体を同時に
検出することに成功し、一度の測定において定量性のある膨大なデータを取得することに
成功した。本発明者らが開発した手法により、例えば抗ＡＱＰ４抗体、抗ＭＯＧ抗体、抗
ＮＭＤＡ抗体、抗ＬＧＩ１抗体、抗ＣＡＳＰＲ２抗体、抗ＡＭＰＡ受容体抗体、抗グリシ
ン受容体抗体、抗ＧＡＢＡＢ受容体抗体、抗ニコチン性アセチルコリン受容体抗体、抗筋
特異的受容体型チロシンキナーゼ抗体、抗ＬＤＬ受容体関連タンパク質４抗体、抗リアノ
ジン受容体抗体、抗ジヒドロピリジン受容体抗体および抗ｋｖ１．４抗体などの複数の抗
体を単一の試料から同時に高感度に検出することができる。また、本発明者らが開発した
手法により、複数の試料に含まれる抗体の検出を同時に行うことが可能となる。本発明の
手法の態様には、以下が包含される：
【００１０】
Ａ：１２種類の抗体の同時検出方法
［態様Ａ１］被検者に由来する試料中における第１から第１２の抗体を同時に検出または
測定する方法であって、
　第１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第３の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第４の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第５の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第６の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第７の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第８の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第９の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第１０の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第１１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第１２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　該第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
［態様Ａ２］第１から第１２の抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合してい
るか又はバイシストロニック（ＩＲＥＳ）発現ベクター（ＩＲＥＳ：Internal Ribosome 
Entry Site）を用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される、態様Ａ１記載の
方法。
［態様Ａ３］第１から第６の抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合して
いるか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻
訳され、第７から第１２の抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合してい
るか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳
され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質である、
態様Ａ１またはＡ２記載の方法。
［態様Ａ４］第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の抗
原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識さ
れている、態様Ａ１～Ａ３のいずれか記載の方法。 
［態様Ａ５］第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の抗
原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合し
た抗体により標識されている、態様Ａ１～Ａ４のいずれか記載の方法。 
［態様Ａ６］第２、第５、第８および第１１の抗原タンパク質を発現する細胞が第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で弱く標識されており、第３、第６、第９および第
１２の抗原タンパク質を発現する細胞が第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で



(10) JP 2019-152604 A 2019.9.12

10

20

30

40

50

強く標識されており、弱く標識された細胞と強く標識された細胞とが区別可能である、態
様Ａ１～Ａ５のいずれか記載の方法。
［態様Ａ７］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ａ１～Ａ６のいずれか記載
の方法。
［態様Ａ８］被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および尿
から成る群より選択される、態様Ａ１～Ａ７のいずれか記載の方法。
［態様Ａ９］第１から第１２の抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質であり
、それぞれＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容
体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受
容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロ
ピリジン受容体、およびｋｖ１．４から成る群より選択される、態様Ａ１～Ａ８のいずれ
か記載の方法。
［態様Ａ１０］前記蛍光タンパク質が、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCy
an、mTFP1、MidoriishiCyan、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、E
mGFP、EGFP、GFP2、HyPer、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、Z
sYellow、mBanana、KusabiraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagR
FP、DsRed-Monomer、AsRed2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mChe
rry、HcRed、KeimaRed、mRasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、およびKik
umeGRから成る群より選択される、態様Ａ２～Ａ９のいずれか記載の方法。
［態様Ａ１１］前記蛍光色素もしくは蛍光タンパク質がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa 
Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、A
lexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 6
47、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fl
uor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRe
d2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、B
V421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 
9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、C
F647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Vio
let、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、d
Tomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight
 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECF
P、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625N
C、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phall
oidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、F
VS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP
2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、
KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu
oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択
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される、態様Ａ４～Ａ１０のいずれか記載の方法。
［態様Ａ１２］前記二次抗体がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor
 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa 
Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、A
lexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-C
y5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515
、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV
570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein
 Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF
750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DR
AQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green
、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyL
ight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 
450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluo
r 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash
 Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520
、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 332
58、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOr
ange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、Midoriishi
Cyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker 
Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum
、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile 
Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5
、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、
Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot
 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、R
iboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX G
reen、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho
、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、
V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO
-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択されるいずれかで標識
されている、態様Ａ７～Ａ１１のいずれか記載の方法。
［態様Ａ１３］前記第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～
１１種の細胞のみを使用することを特徴とする、態様Ａ１～Ａ１２のいずれか記載の方法
。
［態様Ａ１４］被検者に由来する試料中における複数の抗体を同時に検出または測定する
方法であって、第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞であって、第１から第１
２の抗原タンパク質のそれぞれは蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベク
ターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１から第６の抗原タンパ
ク質はそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用い
て第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第７から第１２の抗原タンパク
質はそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて
第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍
光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質であり、第４から第６の抗原タンパク質を発現す
る細胞および第１０から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もし
くは第３の蛍光タンパク質で標識されているか又は第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タ
ンパク質の接合した抗体により標識されており、そして、第２、第５、第８および第１１
の抗原タンパク質を発現する細胞は第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で弱く
標識されており、第３、第６、第９および第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は第２
の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で強く標識されており、弱く標識された細胞と
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強く標識された細胞とが区別可能である細胞のうち、２以上を調製する工程、該２以上の
細胞を含む２以上の細胞懸濁液を調製する工程、該２以上の細胞懸濁液の各々に対して被
検者に由来する１種類の試料が加えられるように、該２以上の細胞懸濁液に２以上の試料
を加える工程、該２以上の細胞懸濁液を１つの容器中で混合し、蛍光標識した二次抗体を
加える工程、ならびに該混合した細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する
工程を含む、方法。
［態様Ａ１５］第１から第１２の抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質であ
る、態様Ａ１４記載の方法。
［態様Ａ１６］第１から第１２の抗原タンパク質が同一のタンパク質を含む、態様Ａ１４
記載の方法。
［態様Ａ１７］第１から第１２の抗原タンパク質が、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体
、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコ
チン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タ
ンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４から成る群
より選択される、態様Ａ１４～Ａ１６のいずれか記載の方法。
［態様Ａ１８］前記第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～
１１種の細胞のみを使用することを特徴とする、態様Ａ１４～Ａ１７のいずれか記載の方
法。
【００１１】
Ｂ：４種類の抗体の同時検出方法
［態様Ｂ１］被検者に由来する試料中における第１の抗体、第２の抗体、第３の抗体、お
よび第４の抗体を同時に検出または測定する方法であって、
　第１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第３の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第４の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　該第１から第４の抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
［態様Ｂ２］第１から第４の抗原タンパク質のぞれそれが蛍光タンパク質と融合している
か又は第１から第４の抗原タンパク質のぞれそれがＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タ
ンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される、態様Ｂ１記載の方法。
［態様Ｂ３］第１および第２の抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合し
ているか又は第１および第２の抗原タンパク質がそれぞれＩＲＥＳ発現ベクターを用いて
第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第３および第４の抗原タンパク質
がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又は第３および第４の抗原タンパク質
がそれぞれＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻
訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質である
、態様Ｂ１またはＢ２記載の方法。
［態様Ｂ４］第２の抗原タンパク質を発現する細胞および第４の抗原タンパク質を発現す
る細胞が第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されている、態様Ｂ１～Ｂ
３のいずれか記載の方法。
［態様Ｂ５］第２の抗原タンパク質を発現する細胞および第４の抗原タンパク質を発現す
る細胞が第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により標識されて
いる、態様Ｂ１～Ｂ４のいずれか記載の方法。
［態様Ｂ６］第１から第４の抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合して
いるか又は第１から第４の抗原タンパク質がそれぞれＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１
の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第２の抗原タンパク質を発現する細胞
が第１の蛍光色素もしくは第２の蛍光タンパク質で弱く標識されており、第３の抗原タン
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パク質を発現する細胞が第１の蛍光色素もしくは第２の蛍光タンパク質で強く標識されて
おり、弱く標識された細胞と強く標識された細胞とが区別可能であり、第４の抗原タンパ
ク質を発現する細胞が第２の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体によ
り標識されている、態様Ｂ１またはＢ２記載の方法。
［態様Ｂ７］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｂ１～Ｂ６のいずれか記載
の方法。
［態様Ｂ８］被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および尿
から成る群より選択される、態様Ｂ１～Ｂ７のいずれか記載の方法。
［態様Ｂ９］第１から第４の抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質であり、
それぞれＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体
、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容
体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピ
リジン受容体、およびｋｖ１．４から成る群より選択される、態様Ｂ１～Ｂ８のいずれか
記載の方法。
［態様Ｂ１０］前記蛍光タンパク質が、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCy
an、mTFP1、MidoriishiCyan、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、E
mGFP、EGFP、GFP2、HyPer、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、Z
sYellow、mBanana、KusabiraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagR
FP、DsRed-Monomer、AsRed2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mChe
rry、HcRed、KeimaRed、mRasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、およびKik
umeGRから成る群より選択される、態様Ｂ２～Ｂ９のいずれか記載の方法。
［態様Ｂ１１］前記蛍光色素もしくは蛍光タンパク質がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa 
Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、A
lexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 6
47、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fl
uor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRe
d2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、B
V421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 
9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、C
F647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Vio
let、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、d
Tomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight
 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECF
P、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625N
C、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phall
oidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、F
VS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP
2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、
KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu
oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
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TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択
される、態様Ｂ４～Ｂ１０のいずれか記載の方法。
［態様Ｂ１２］前記二次抗体がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor
 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa 
Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、A
lexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-C
y5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515
、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV
570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein
 Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF
750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DR
AQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green
、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyL
ight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 
450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluo
r 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash
 Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520
、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 332
58、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOr
ange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、Midoriishi
Cyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker 
Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum
、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile 
Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5
、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、
Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot
 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、R
iboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX G
reen、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho
、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、
V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO
-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択されるいずれかで標識
されている、態様Ｂ７～Ｂ１１のいずれか記載の方法。
［態様Ｂ１３］前記第１から第４の抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～３
種の細胞のみを使用することを特徴とする、態様Ｂ１～Ｂ１２のいずれか記載の方法。
【００１２】
Ｃ：２種類の抗体の同時検出方法
［態様Ｃ１］被検者に由来する試料中における第１の抗体および第２の抗体を同時に検出
または測定する方法であって、
　第１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　第２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　該第１および第２の抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
［態様Ｃ２］第１および第２の抗原タンパク質のぞれそれが蛍光タンパク質と融合してい
るか又は第１および第２の抗原タンパク質のぞれそれがＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍
光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される、態様Ｃ１記載の方法。
［態様Ｃ３］第１の抗原タンパク質が第１の蛍光タンパク質と融合しているか又は第１の
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抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡ
から翻訳され、第２の抗原タンパク質が第２の蛍光タンパク質と融合しているか又は第２
の抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮ
Ａから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とが同一の蛍光タンパク
質である、態様Ｃ１またはＣ２記載の方法。
［態様Ｃ４］第１の抗原タンパク質が第１の蛍光タンパク質と融合しているか又は第１の
抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡ
から翻訳され、第２の抗原タンパク質が第２の蛍光タンパク質と融合しているか又は第２
の抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮ
Ａから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク
質である、態様Ｃ１またはＣ２記載の方法。
［態様Ｃ５］第２の抗原タンパク質を発現する細胞が第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光
タンパク質で標識されている、態様Ｃ１～Ｃ４のいずれか記載の方法。
［態様Ｃ６］第２の抗原タンパク質を発現する細胞が第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光
タンパク質の接合した抗体で標識されている、態様Ｃ１～Ｃ５のいずれか記載の方法。
［態様Ｃ７］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｃ１～Ｃ６のいずれか記載
の方法。
［態様Ｃ８］被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および尿
から成る群より選択される、態様Ｃ１～Ｃ７のいずれか記載の方法。
［態様Ｃ９］第１および第２の抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質であり
、それぞれＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容
体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受
容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロ
ピリジン受容体、およびｋｖ１．４から成る群より選択される、態様Ｃ１～Ｃ８のいずれ
か記載の方法。
［態様Ｃ１０］前記蛍光タンパク質が、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCy
an、mTFP1、MidoriishiCyan、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、E
mGFP、EGFP、GFP2、HyPer、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、Z
sYellow、mBanana、KusabiraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagR
FP、DsRed-Monomer、AsRed2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mChe
rry、HcRed、KeimaRed、mRasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、およびKik
umeGRから成る群より選択される、態様Ｃ２～Ｃ９のいずれか記載の方法。
［態様Ｃ１１］前記蛍光色素もしくは蛍光タンパク質がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa 
Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、A
lexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 6
47、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fl
uor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRe
d2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、B
V421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 
9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、C
F647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Vio
let、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、d
Tomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight
 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECF
P、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625N
C、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phall
oidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、F
VS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP
2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、
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KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu
oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択
される、態様Ｃ５～Ｃ１０のいずれか記載の方法。
［態様Ｃ１２］前記二次抗体がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor
 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa 
Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、A
lexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-C
y5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515
、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV
570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein
 Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF
750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DR
AQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green
、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyL
ight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 
450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluo
r 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash
 Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520
、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 332
58、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOr
ange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、Midoriishi
Cyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker 
Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum
、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile 
Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5
、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、
Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot
 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、R
iboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX G
reen、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho
、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、
V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO
-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択されるいずれかで標識
されている、態様Ｃ７～Ｃ１１のいずれか記載の方法。
【００１３】
Ｄ：抗ＡＱＰ４抗体および抗ＭＯＧ抗体の同時検出方法
［態様Ｄ１］被検者に由来する試料中における抗ＡＱＰ４抗体および抗ＭＯＧ抗体を同時
に検出または測定する方法であって、
　ＡＱＰ４タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
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　ＭＯＧタンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　該ＡＱＰ４タンパク質を発現する細胞と該ＭＯＧタンパク質を発現する細胞とを含む細
胞懸濁液を調製する工程、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
［態様Ｄ２］ＡＱＰ４タンパク質が蛍光タンパク質と融合している、態様Ｄ１記載の方法
。
［態様Ｄ３］ＭＯＧタンパク質が蛍光タンパク質と融合している、態様Ｄ１またはＤ２記
載の方法。
［態様Ｄ４］ＡＱＰ４タンパク質が融合している蛍光タンパク質とＭＯＧタンパク質が融
合している蛍光タンパク質とが同一である、態様Ｄ３記載の方法。
［態様Ｄ５］ＡＱＰ４タンパク質を発現する細胞およびＭＯＧタンパク質を発現する細胞
のいずれか一方または両方が蛍光色素もしくは蛍光タンパク質で標識されている、態様Ｄ
４記載の方法。
［態様Ｄ６］ＡＱＰ４タンパク質を発現する細胞およびＭＯＧタンパク質を発現する細胞
のいずれか一方または両方が蛍光色素もしくは蛍光タンパク質の接合した抗体で標識され
ている、態様Ｄ４またはＤ５記載の方法。
［態様Ｄ７］ＡＱＰ４タンパク質が融合している蛍光タンパク質とＭＯＧタンパク質が融
合している蛍光タンパク質とが異なるものである、態様Ｄ３記載の方法。
［態様Ｄ８］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｄ１～Ｄ７のいずれか記載
の方法。
［態様Ｄ９］被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、および脳脊髄液から成る群より
選択される、態様Ｄ１～Ｄ８のいずれか記載の方法。
［態様Ｄ１０］ＡＱＰ４タンパク質が融合している蛍光タンパク質がＥＧＦＰである、態
様Ｄ２～Ｄ９のいずれか記載の方法。
［態様Ｄ１１］ＭＯＧタンパク質が融合している蛍光タンパク質がＥＧＦＰである、態様
Ｄ３～Ｄ９のいずれか記載の方法。
［態様Ｄ１２］ＡＱＰ４タンパク質を発現する細胞およびＭＯＧタンパク質を発現する細
胞のいずれか一方がHoechst 33342で標識されている、態様Ｄ５～Ｄ１１のいずれか記載
の方法。
［態様Ｄ１３］前記二次抗体がAlexa Fluor 647で標識されている、態様Ｄ８～Ｄ１２の
いずれか記載の方法。
【００１４】
Ｅ：４ｎ種類の抗体の同時検出方法
［態様Ｅ１］被検者に由来する試料中における４ｎ種の抗体を同時に検出または測定する
方法であって、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　該第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含み、
　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光
タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された第
１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能であり、
　同様に、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第２ｎ＋１から第３ｎ
の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細
胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識
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されており、各段階の強度で標識された第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する
細胞、第２ｎ＋１から第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの
抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能である、
方法。
［態様Ｅ２］第１から第４ｎの抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合してい
るか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される
、態様Ｅ１記載の方法。
［態様Ｅ３］第１から第２ｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合し
ているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから
翻訳され、第２ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融
合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡ
から翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質
である、態様Ｅ１またはＥ２記載の方法。
［態様Ｅ４］第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞および第３ｎ＋１から
第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク
質で標識されている、態様Ｅ１～Ｅ３のいずれか記載の方法。 
［態様Ｅ５］第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞および第３ｎ＋１から
第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク
質の接合した抗体により標識されている、態様Ｅ１～Ｅ４のいずれか記載の方法。 
［態様Ｅ６］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｅ１～Ｅ５のいずれか記載
の方法。
［態様Ｅ７］前記第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～４
ｎ－１種の細胞のみを使用することを特徴とする、態様Ｅ１～Ｅ６のいずれか記載の方法
。
［態様Ｅ８］前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｅ１
～Ｅ７のいずれか記載の方法。
［態様Ｅ９］被検者に由来する試料中における複数の抗体を同時に検出または測定する方
法であって、第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞であって、ｎは１以上の整
数であり、第１から第４ｎの抗原タンパク質のそれぞれは蛍光タンパク質と融合している
か又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第
１から第２ｎの抗原タンパク質はそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩ
ＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第２
ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質はそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又
はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、
第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質であり、第ｎ＋
１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞および第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパ
ク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されている
か又は第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により標識されてお
り、そして、第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞は第２の蛍光色素もしくは第
４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識
された第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に
、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第２ｎ＋１から第３ｎの抗原タ
ンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第
２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されてお
り、各段階の強度で標識された第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第
２ｎ＋１から第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タン
パク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能である細胞のうち、２以上を調製する工程、該
２以上の細胞を含む２以上の細胞懸濁液を調製する工程、該２以上の細胞懸濁液の各々に
対して被検者に由来する１種類の試料が加えられるように、該２以上の細胞懸濁液に２以
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上の試料を加える工程、該２以上の細胞懸濁液を１つの容器中で混合し、蛍光標識した二
次抗体を加える工程、ならびに該混合した細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで
分析する工程を含む、方法。
［態様Ｅ１０］第１から第４ｎの抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質であ
る、態様Ｅ９記載の方法。
［態様Ｅ１１］第１から第４ｎの抗原タンパク質が同一のタンパク質を含む、態様Ｅ９記
載の方法。
［態様Ｅ１２］前記第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～
４ｎ－１種の細胞のみを使用することを特徴とする、態様Ｅ９～Ｅ１１のいずれか記載の
方法。
［態様Ｅ１３］前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｅ
９～Ｅ１２のいずれか記載の方法。
【００１５】
Ｆ：１２種類の試料中の抗体の同時検出方法
［態様Ｆ１］１以上の被検者に由来する１２種類の試料中における抗体を同時に検出また
は測定する方法であって、
　第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞をそれぞれ別個の容器中に調製する工
程、
　１以上の被検者に由来する第１から第１２の試料を、第１から第１２の抗原タンパク質
を発現する細胞にそれぞれ加えてインキュベートする工程、
　被検者に由来する試料を加えた第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞を１つ
の容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
［態様Ｆ２］第１から第１２の抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合してい
るか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される
、態様Ｆ１記載の方法。
［態様Ｆ３］第１から第６の抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合して
いるか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻
訳され、第７から第１２の抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合してい
るか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳
され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質である、
態様Ｆ１またはＦ２記載の方法。
［態様Ｆ４］第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の抗
原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識さ
れている、態様Ｆ１～Ｆ３のいずれか記載の方法。 
［態様Ｆ５］第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の抗
原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合し
た抗体により標識されている、態様Ｆ１～Ｆ４のいずれか記載の方法。 
［態様Ｆ６］第２、第５、第８および第１１の抗原タンパク質を発現する細胞が第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で弱く標識されており、第３、第６、第９および第
１２の抗原タンパク質を発現する細胞が第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で
強く標識されており、弱く標識された細胞と強く標識された細胞とが区別可能である、態
様Ｆ１～Ｆ５のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ７］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｆ１～Ｆ６のいずれか記載
の方法。
［態様Ｆ８］被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および尿
から成る群より選択される、態様Ｆ１～Ｆ７のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ９］第１から第１２の抗原タンパク質が同じタンパク質である、態様Ｆ１～Ｆ８
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のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ１０］第１から第１２の抗原タンパク質が異なるタンパク質を含む、態様Ｆ１～
Ｆ８のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ１１］前記蛍光タンパク質が、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCy
an、mTFP1、MidoriishiCyan、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、E
mGFP、EGFP、GFP2、HyPer、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、Z
sYellow、mBanana、KusabiraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagR
FP、DsRed-Monomer、AsRed2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mChe
rry、HcRed、KeimaRed、mRasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、およびKik
umeGRから成る群より選択される、態様Ｆ２～Ｆ１０のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ１２］前記蛍光色素もしくは蛍光タンパク質がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa 
Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、A
lexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 6
47、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fl
uor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRe
d2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、B
V421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 
9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、C
F647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Vio
let、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、d
Tomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight
 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECF
P、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625N
C、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phall
oidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、F
VS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP
2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、
KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu
oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択
される、態様Ｆ４～Ｆ１１のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ１３］前記二次抗体がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor
 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa 
Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、A
lexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-C
y5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515
、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV
570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein
 Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF
750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DR
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AQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green
、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyL
ight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 
450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluo
r 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash
 Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520
、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 332
58、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOr
ange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、Midoriishi
Cyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker 
Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum
、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile 
Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5
、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、
Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot
 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、R
iboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX G
reen、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho
、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、
V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO
-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択されるいずれかで標識
されている、態様Ｆ７～Ｆ１２のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ１４］前記第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～
１１種の細胞のみを使用し、２～１１種類の試料中における抗体を同時に検出または測定
することを特徴とする、態様Ｆ１～Ｆ１３のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ１５］第１から第１２の抗原タンパク質が、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体
、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコ
チン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タ
ンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４から成る群
より選択される、態様Ｆ１～Ｆ１４のいずれか記載の方法。
［態様Ｆ１６］第１から第１２の試料が全て異なる試料である、態様Ｆ１～Ｆ１５のいず
れか記載の方法。
［態様Ｆ１７］第１から第１２の試料が同一の試料を含む、態様Ｆ１～Ｆ１５のいずれか
記載の方法。
【００１６】
Ｇ：４ｎ種類の試料中の抗体の同時検出方法
［態様Ｇ１］１以上の被検者に由来する４ｎ個の試料中における抗体を同時に検出または
測定する方法であって、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞をそれぞれ別個の容器中に調製する工
程、
　１以上の被検者に由来する第１から第４ｎの試料を、第１から第４ｎの抗原タンパク質
を発現する細胞にそれぞれ加えてインキュベートする工程、
　被検者に由来する試料を加えた第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を１つ
の容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含み、
　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光
タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された第
１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能であり、
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　同様に、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第２ｎ＋１から第３ｎ
の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細
胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識
されており、各段階の強度で標識された第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する
細胞、第２ｎ＋１から第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの
抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能である、
方法。
［態様Ｇ２］第１から第４ｎの抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合してい
るか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される
、態様Ｇ１記載の方法。
［態様Ｇ３］第１から第２ｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合し
ているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから
翻訳され、第２ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融
合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡ
から翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質
である、態様Ｇ１またはＧ２記載の方法。
［態様Ｇ４］第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞および第３ｎ＋１から
第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク
質で標識されている、態様Ｇ１～Ｇ３のいずれか記載の方法。
［態様Ｇ５］第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞および第３ｎ＋１から
第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク
質の接合した抗体により標識されている、態様Ｇ１～Ｇ４のいずれか記載の方法。
［態様Ｇ６］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｇ１～Ｇ５のいずれか記載
の方法。
［態様Ｇ７］第１から第４ｎの抗原タンパク質が同じタンパク質である、態様Ｇ１～Ｇ６
のいずれか記載の方法。
［態様Ｇ８］第１から第４ｎの抗原タンパク質が異なるタンパク質を含む、態様Ｇ１～Ｇ
６のいずれか記載の方法。
［態様Ｇ９］前記第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～４
ｎ－１種の細胞のみを使用し、２～４ｎ－１種類の試料中における抗体を同時に検出また
は測定することを特徴とする、態様Ｇ１～Ｇ８のいずれか記載の方法。
［態様Ｇ１０］前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｇ
１～Ｇ９のいずれか記載の方法。
［態様Ｇ１１］第１から第４ｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つが、ＡＱＰ４、Ｍ
ＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、Ｇ
ＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ
、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、および
ｋｖ１．４から成る群より選択される、態様Ｇ１～Ｇ１０のいずれか記載の方法。
［態様Ｇ１２］第１から第４ｎの試料が全て異なる試料である、態様Ｇ１～Ｇ１１のいず
れか記載の方法。
［態様Ｇ１３］第１から第４ｎの試料が同一の試料を含む、態様Ｇ１～Ｇ１１のいずれか
記載の方法。
【００１７】
Ｈ：２ｍｎ種類の抗体の同時検出方法
［態様Ｈ１］被検者に由来する試料中における２ｍｎ種の抗体を同時に検出または測定す
る方法であって、
　ｍは１以上の整数であり、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、



(23) JP 2019-152604 A 2019.9.12

10

20

30

40

50

　該第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程
、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
［態様Ｈ２］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合して
いるか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され
る、態様Ｈ１記載の方法。
［態様Ｈ３］第１から第ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合し
ているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから
翻訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と
融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮ
Ａから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク
質である、態様Ｈ１またはＨ２記載の方法。
［態様Ｈ４］第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同
様に、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ
－１）ｎ＋１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ
－１）ｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、
第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けら
れており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グル
ープがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループ
が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識さ
れており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能である、態様Ｈ１
～Ｈ３のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ５］第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の
蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の
強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グルー
プから第２ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した
抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グル
ープがそれぞれ区別可能である、態様Ｈ４記載の方法。
［態様Ｈ６］第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が
、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識され
ており、各段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グ
ループから第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もし
くは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度
で標識された細胞がそれぞれ区別可能である、態様Ｈ４またはＨ５記載の方法。
［態様Ｈ７］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｈ１～Ｈ６のいずれか記載
の方法。
［態様Ｈ８］前記第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２～
２ｍｎ－１種の細胞のみを使用することを特徴とする、態様Ｈ１～Ｈ７のいずれか記載の
方法。
［態様Ｈ９］前記ｍ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｈ４
～Ｈ８のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ１０］前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｈ
６～Ｈ９のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ１１］被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および
尿から成る群より選択される、態様Ｈ１～Ｈ１０のいずれか記載の方法。
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［態様Ｈ１２］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質で
あり、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つがＡＱＰ４、ＭＯＧ、Ｎ
ＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ

受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ
受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．
４から成る群より選択される、態様Ｈ１～Ｈ１１のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ１３］前記蛍光タンパク質が、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCy
an、mTFP1、MidoriishiCyan、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、E
mGFP、EGFP、GFP2、HyPer、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、Z
sYellow、mBanana、KusabiraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagR
FP、DsRed-Monomer、AsRed2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mChe
rry、HcRed、KeimaRed、mRasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、およびKik
umeGRから成る群より選択される、態様Ｈ２～Ｈ１２のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ１４］前記蛍光色素もしくは蛍光タンパク質がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa 
Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、A
lexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 6
47、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fl
uor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRe
d2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、B
V421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 
9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、C
F647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Vio
let、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、d
Tomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight
 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECF
P、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625N
C、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phall
oidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、F
VS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP
2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、
KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu
oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択
される、態様Ｈ４～Ｈ１３のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ１５］前記二次抗体がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor
 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa 
Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、A
lexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-C
y5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515
、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV
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570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein
 Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF
750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DR
AQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green
、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyL
ight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 
450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluo
r 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash
 Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520
、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 332
58、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOr
ange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、Midoriishi
Cyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker 
Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum
、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile 
Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5
、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、
Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot
 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、R
iboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX G
reen、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho
、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、
V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO
-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択されるいずれかで標識
されている、態様Ｈ７～Ｈ１４のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ１６］被検者に由来する試料中における複数の抗体を同時に検出または測定する
方法であって、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞であって、ｍは１以上
の整数であり、ｎは１以上の整数であり、第１から第ｍｎの抗原タンパク質はそれぞれ第
１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タン
パク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質はそれ
ぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍
光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパ
ク質とは異なる蛍光タンパク質であり、第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を
第１細胞グループとし、同様に、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を
第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第
ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を
第２ｍ細胞グループとし、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ず
つ２ｍのグループに分けられており、第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の
蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されているか
又は第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度で
それぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能で
あり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしく
は第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されているか又は第１の蛍光
色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識さ
れており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能であり、第１細胞
グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍光色素もし
くは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度
で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グループから第２ｍ細胞
グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパ
ク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞がそ
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れぞれ区別可能である細胞のうち、２以上を調製する工程、該２以上の細胞を含む２以上
の細胞懸濁液を調製する工程、該２以上の細胞懸濁液の各々に対して被検者に由来する１
種類の試料が加えられるように、該２以上の細胞懸濁液に２以上の試料を加える工程、該
２以上の細胞懸濁液を１つの容器中で混合し、蛍光標識した二次抗体を加える工程、なら
びに該混合した細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含む、方法
。
［態様Ｈ１７］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ互いに異なるタンパク質で
ある、態様Ｈ１６記載の方法。
［態様Ｈ１８］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質が同一のタンパク質を含む、態様Ｈ１
６記載の方法。
［態様Ｈ１９］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つが、ＡＱＰ４、
ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、
ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナー
ゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およ
びｋｖ１．４から成る群より選択される、態様Ｈ１６～Ｈ１８のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ２０］前記第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２
～２ｍｎ－１種の細胞のみを使用することを特徴とする、態様Ｈ１６～Ｈ１９のいずれか
記載の方法。
［態様Ｈ２１］前記ｍ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｈ
１６～Ｈ２０のいずれか記載の方法。
［態様Ｈ２２］前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｈ
１６～Ｈ２１のいずれか記載の方法。
【００１８】
Ｉ：２ｍｎ種類の試料中の抗体の同時検出方法
［態様Ｉ１］１以上の被検者に由来する２ｍｎ個の試料中における抗体を同時に検出また
は測定する方法であって、
　ｍは１以上の整数であり、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞をそれぞれ別個の容器中に調製する
工程、
　１以上の被検者に由来する第１から第２ｍｎの試料を、第１から第２ｍｎの抗原タンパ
ク質を発現する細胞にそれぞれ加えてインキュベートする工程、
　被検者に由来する試料を加えた第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を１
つの容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法。
［態様Ｉ２］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合して
いるか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され
る、態様Ｉ１記載の方法。
［態様Ｉ３］第１から第ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合し
ているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから
翻訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と
融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮ
Ａから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク
質である、態様Ｉ１またはＩ２記載の方法。
［態様Ｉ４］第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同
様に、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ
－１）ｎ＋１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ
－１）ｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、
第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けら
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れており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グル
ープがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループ
が、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識さ
れており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能である、態様Ｉ１
～Ｉ３のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ５］第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の
蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の
強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グルー
プから第２ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した
抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グル
ープがそれぞれ区別可能である、態様Ｉ４記載の方法。
［態様Ｉ６］第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が
、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識され
ており、各段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グ
ループから第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もし
くは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度
で標識された細胞がそれぞれ区別可能である、態様Ｉ４またはＩ５記載の方法。
［態様Ｉ７］前記細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、該
細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を含む、態様Ｉ１～Ｉ６のいずれか記載
の方法。
［態様Ｉ８］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質が同じタンパク質である、態様Ｉ１～Ｉ
７のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ９］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質が異なるタンパク質を含む、態様Ｉ１～
Ｉ７のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１０］前記第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞より選択される２
～２ｍｎ－１種の細胞のみを使用し、２～２ｍｎ－１種類の試料中における抗体を同時に
検出または測定することを特徴とする、態様Ｉ１～Ｉ９のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１１］前記ｍ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｉ
４～Ｉ１０のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１２］前記ｎ段階の強度で標識された細胞に、非標識の細胞が含まれる、態様Ｉ
６～Ｉ１１のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１３］被検者に由来する試料が血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および
尿から成る群より選択される、態様Ｉ１～Ｉ１２のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１４］前記蛍光タンパク質が、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCy
an、mTFP1、MidoriishiCyan、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、E
mGFP、EGFP、GFP2、HyPer、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、Z
sYellow、mBanana、KusabiraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagR
FP、DsRed-Monomer、AsRed2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mChe
rry、HcRed、KeimaRed、mRasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、およびKik
umeGRから成る群より選択される、態様Ｉ２～Ｉ１３のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１５］前記蛍光色素もしくは蛍光タンパク質がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa 
Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、A
lexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 6
47、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fl
uor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRe
d2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、B
V421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 
9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、C
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F647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Vio
let、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、d
Tomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight
 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECF
P、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625N
C、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phall
oidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、F
VS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP
2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、
KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu
oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択
される、態様Ｉ４～Ｉ１４のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１６］前記二次抗体がAcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor
 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa 
Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、A
lexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-C
y5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515
、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV
570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein
 Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF
750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DR
AQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green
、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyL
ight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 
450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluo
r 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash
 Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520
、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 332
58、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOr
ange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、Midoriishi
Cyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker 
Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum
、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile 
Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5
、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、
Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot
 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、R
iboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX G
reen、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho
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、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、
V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO
-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択されるいずれかで標識
されている、態様Ｉ７～Ｉ１５のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１７］第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つが、ＡＱＰ４、
ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、
ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナー
ゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およ
びｋｖ１．４から成る群より選択される、態様Ｉ１～Ｉ１６のいずれか記載の方法。
［態様Ｉ１８］第１から第２ｍｎの試料が全て異なる試料である、態様Ｉ１～Ｉ１７のい
ずれか記載の方法。
［態様Ｉ１９］第１から第２ｍｎの試料が同一の試料を含む、態様Ｉ１～Ｉ１７のいずれ
か記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】被検者に由来する試料中における抗ＡＱＰ４抗体および抗ＭＯＧ抗体の同時検出
の際に使用する細胞サンプルの作製手順を例示した図である。
【図２】図１で作製した細胞サンプルを用いて行う、フローサイトメトリー解析の方法を
示した図である。
【図３－１】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter：
ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成した
図である。５００００細胞の測定を行った。
【図３－２】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図３－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細
胞に対するＰ２ゲートを作成した図である。
【図３－３】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図３－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したド
ットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図３－４】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図３－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したド
ットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図３－
３と図３－４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図３－５】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図３－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロッ
トを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群
に対してＰ６ゲートを作成した図である。
【図３－６】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図３－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光強
度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。
【図３－７】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図３－５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高
線プロットである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団
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が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存
在する（本データでは、図３－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうちの３０．
４％の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陽性であると判断した。
【図３－８】視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図３－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高
線プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が
存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在
しない（本データでは、図３－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうち僅かに０
．３５％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陰性であると判断した
。
【図４－１】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter：
ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成した
図である。５００００細胞の測定を行った。
【図４－２】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図４－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細
胞に対するＰ２ゲートを作成した図である。
【図４－３】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図４－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したド
ットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図４－４】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図４－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したド
ットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図４－
３と図４－４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図４－５】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図４－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロッ
トを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群
に対してＰ６ゲートを作成した図である。
【図４－６】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図４－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光強
度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。
【図４－７】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図４－５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高
線プロットである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団
が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存
在する（本データでは、図４－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうちの２８．
３％の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陽性であると判断した。
【図４－８】視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である
。図４－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高
線プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が
存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在
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する（本データでは、図４－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの１４．０
％の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【図５－１】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter
：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成し
た図である。５００００細胞の測定を行った。
【図５－２】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。図５－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生
細胞に対するＰ２ゲートを作成した図である。
【図５－３】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。図５－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開した
ドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図５－４】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。図５－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開した
ドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図５
－３と図５－４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図５－５】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。図５－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロ
ットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞
群に対してＰ６ゲートを作成した図である。
【図５－６】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。図５－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光
強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。
【図５－７】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。図５－５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等
高線プロットである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集
団が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が
存在しない（本データでは、図５－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅か
に０．１２％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判
断した。
【図５－８】視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗
ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図であ
る。図５－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等
高線プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団
が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存
在する（本データでは、図５－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの３．５
０％の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体弱陽性であると判断した。
【図６－１】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。横軸を
前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）
としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成した図である
。５００００細胞の測定を行った。
【図６－２】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
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抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図６－
１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対す
るＰ２ゲートを作成した図である。
【図６－３】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図６－
２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロ
ットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図６－４】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図６－
３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロ
ットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図６－３と図６
－４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図６－５】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図６－
４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成
し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対して
Ｐ６ゲートを作成した図である。
【図６－６】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図６－
５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光強度を横軸
とした１次元ヒストグラムで示した図である。
【図６－７】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図６－
５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロッ
トである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在す
るプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない
（本データでは、図６－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．２６
％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。
【図６－８】多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図６－
５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロッ
トである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在する
プロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在する（本
データでは、図６－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの２０．１％の細胞
が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【図７－１】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。横軸を
前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）
としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成した図である
。５００００細胞の測定を行った。
【図７－２】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図７－
１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対す
るＰ２ゲートを作成した図である。
【図７－３】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図７－
２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロ
ットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図７－４】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図７－
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３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロ
ットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図７－３と図７
－４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図７－５】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図７－
４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成
し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対して
Ｐ６ゲートを作成した図である。
【図７－６】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図７－
５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光強度を横軸
とした１次元ヒストグラムで示した図である。
【図７－７】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図７－
５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロッ
トである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在す
るプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない
（本データでは、図７－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．４４
％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。
【図７－８】多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４
抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図７－
５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロッ
トである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在する
プロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない（
本データでは、図７－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうち僅かに０．２４％
の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陰性であると判断した。
【図８－１】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。横軸を前方
散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）とし
たドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成した図である。５
００００細胞の測定を行った。
【図８－２】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図８－１の
Ｐ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対するＰ
２ゲートを作成した図である。
【図８－３】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図８－２の
Ｐ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロット
を作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図８－４】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図８－３の
Ｐ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロット
を作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図８－３と図８－４
によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図８－５】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図８－４の
Ｐ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、H
oechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６
ゲートを作成した図である。
【図８－６】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
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陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図８－５の
Hoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光強度を横軸とし
た１次元ヒストグラムで示した図である。
【図８－７】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図８－５の
Ｐ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットで
ある。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプ
ロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない（本
データでは、図８－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．２６％の
細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。
【図８－８】視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体
陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図８－５の
Ｐ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットで
ある。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプロ
ットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在する（本デー
タでは、図８－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの２１．４％の細胞が存
在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【図９－１】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatte
r：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成
した図である。５００００細胞の測定を行った。
【図９－２】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。図９－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、
生細胞に対するＰ２ゲートを作成した図である。
【図９－３】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。図９－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開し
たドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図９－４】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。図９－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開し
たドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図
９－３と図９－４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図９－５】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。図９－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプ
ロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細
胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である。
【図９－６】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。図９－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍
光強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。
【図９－７】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。図９－５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した
等高線プロットである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞
集団が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団
が存在しない（本データでは、図９－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅
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かに０．４０％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると
判断した。
【図９－８】再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果
（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図で
ある。図９－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した
等高線プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集
団が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が
存在する（本データでは、図９－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの６．
４０％の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【図１０－１】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。横軸を前方散乱
光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）としたド
ットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成した図である。５００
００細胞の測定を行った。
【図１０－２】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図１０－１のＰ
１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対するＰ２
ゲートを作成した図である。
【図１０－３】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図１０－２のＰ
２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを
作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図１０－４】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図１０－３のＰ
３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを
作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図１０－３と図１０－
４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図１０－５】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図１０－４のＰ
４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoe
chst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲ
ートを作成した図である。
【図１０－６】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図１０－５のHo
echst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光強度を横軸とした
１次元ヒストグラムで示した図である。
【図１０－７】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図１０－５のＰ
５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットであ
る。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプロ
ットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない（本デ
ータでは、図１０－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．０７６％
の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。
【図１０－８】健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性
かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図である。図１０－５のＰ
６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットであ
る。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプロッ
トとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない（本デー
タでは、図１０－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうち僅かに０．０６１％の
細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陰性であると判断した。
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【図１１－１】第１の抗原タンパク質を発現する細胞、第２の抗原タンパク質を発現する
細胞、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱
陽性群、強陽性群の３群に分けたフローサイトメトリー解析の図である。本データでは第
１の蛍光色素としてHoechst 33342を使用した。同様の手法を用いることで、３種類の細
胞、具体的には第３ｎ－２の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ－１の抗原タンパク
質を発現する細胞、第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞（ｎは２以上の整数）に対し
て、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱陽性群、強陽性群の３群に分けることができ
る。横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Side Scatter
：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲートを作成し
た図である。５００００細胞の測定を行った。
【図１１－２】第１の抗原タンパク質を発現する細胞、第２の抗原タンパク質を発現する
細胞、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱
陽性群、強陽性群の３群に分けたフローサイトメトリー解析の図である。本データでは第
１の蛍光色素としてHoechst 33342を使用した。同様の手法を用いることで、３種類の細
胞、具体的には第３ｎ－２の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ－１の抗原タンパク
質を発現する細胞、第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞（ｎは２以上の整数）に対し
て、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱陽性群、強陽性群の３群に分けることができ
る。図１１－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、
生細胞に対するＰ２ゲートを作成した図である。
【図１１－３】第１の抗原タンパク質を発現する細胞、第２の抗原タンパク質を発現する
細胞、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱
陽性群、強陽性群の３群に分けたフローサイトメトリー解析の図である。本データでは第
１の蛍光色素としてHoechst 33342を使用した。同様の手法を用いることで、３種類の細
胞、具体的には第３ｎ－２の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ－１の抗原タンパク
質を発現する細胞、第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞（ｎは２以上の整数）に対し
て、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱陽性群、強陽性群の３群に分けることができ
る。図１１－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開し
たドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。
【図１１－４】第１の抗原タンパク質を発現する細胞、第２の抗原タンパク質を発現する
細胞、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱
陽性群、強陽性群の３群に分けたフローサイトメトリー解析の図である。本データでは第
１の蛍光色素としてHoechst 33342を使用した。同様の手法を用いることで、３種類の細
胞、具体的には第３ｎ－２の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ－１の抗原タンパク
質を発現する細胞、第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞（ｎは２以上の整数）に対し
て、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱陽性群、強陽性群の３群に分けることができ
る。図１１－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開し
たドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図
１１－３と図１１－４によって、細胞集団に含まれるダブレットを除去した。
【図１１－５】第１の抗原タンパク質を発現する細胞、第２の抗原タンパク質を発現する
細胞、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱
陽性群、強陽性群の３群に分けたフローサイトメトリー解析の図である。本データでは第
１の蛍光色素としてHoechst 33342を使用した。同様の手法を用いることで、３種類の細
胞、具体的には第３ｎ－２の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ－１の抗原タンパク
質を発現する細胞、第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞（ｎは２以上の整数）に対し
て、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱陽性群、強陽性群の３群に分けることができ
る。図１１－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプ
ロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342弱陽性
細胞群に対してＰ６ゲートを、Hoechst 33342強陽性細胞群に対してＰ７ゲートを作成し
た図である。
【図１１－６】第１の抗原タンパク質を発現する細胞、第２の抗原タンパク質を発現する
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細胞、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱
陽性群、強陽性群の３群に分けたフローサイトメトリー解析の図である。本データでは第
１の蛍光色素としてHoechst 33342を使用した。同様の手法を用いることで、３種類の細
胞、具体的には第３ｎ－２の抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ－１の抗原タンパク
質を発現する細胞、第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞（ｎは２以上の整数）に対し
て、第１の蛍光色素染色により、陰性群、弱陽性群、強陽性群の３群に分けることができ
る。図１１－５のHoechst 33342陰性細胞群、弱陽性細胞群ならびに強陽性細胞群を、Hoe
chst 33342青色蛍光強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。
【図１２】ヒトＡＱＰ４Ｍ２３　ｃＤＮＡ配列を示す図である。図中に示される配列は、
ストップコドン（下線）を含んでいるが、使用する発現ベクターの種類によっては、スト
ップコドン（ＴＧＡ）を削った配列を用いてもよい。
【図１３】ヒトＭＯＧアイソフォームα１前駆体のｃＤＮＡ配列を示す図である。図中に
示される配列は、ストップコドン（下線）を含んでいるが、使用する発現ベクターの種類
によっては、ストップコドン（ＴＧＡ）を削った配列を用いてもよい。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　上述のとおり、本発明者らは、Cell-based assay法（ＣＢＡ法）に基づいたフローサイ
トメトリーを用いることで簡便、効率的、高感度に、かつ低コストで、試料中に含まれる
抗体をハイスループットに検出することを可能とする手法を開発した。本発明により、検
体処理の簡便化を実現すると共に、検体処理からデータ取得までにかかる時間を大幅に削
減することに成功した。また、生細胞を使用し精確な抗原タンパク質三次元立体構造を維
持することによる検出感度の大幅な向上に成功した。また、一度の測定において複数種類
の抗体を同時に検出することに成功し、一度の測定において定量性のある膨大なデータを
取得することに成功した。本発明者らが開発した手法により、抗ＡＱＰ４抗体、抗ＭＯＧ
抗体、抗ＮＭＤＡ抗体、抗ＬＧＩ１抗体、抗ＣＡＳＰＲ２抗体、抗ＡＭＰＡ受容体抗体、
抗グリシン受容体抗体、抗ＧＡＢＡＢ受容体抗体、抗ニコチン性アセチルコリン受容体抗
体、抗筋特異的受容体型チロシンキナーゼ抗体、抗ＬＤＬ受容体関連タンパク質４抗体、
抗リアノジン受容体抗体、抗ジヒドロピリジン受容体抗体および抗ｋｖ１．４抗体などの
複数の抗体を単一の試料から同時に高感度に検出することができる。また、本発明者らが
開発した手法により、複数の試料に含まれる抗体の検出を同時に行うことが可能となる。
以下に、本発明を詳細に説明する。
【００２１】
多発性硬化症（ＭＳ）
　多発性硬化症（multiple sclerosis：ＭＳ）は、上述のとおり、オリゴデンドロサイト
によって髄鞘が形成される脳・脊髄・視神経などの中枢神経系に生じる慢性炎症性脱髄疾
患であり、時間的・空間的に病変が多発するのが特徴である。ここで、脱髄とは髄鞘が後
天的に破壊される形態変化を指す。通常、詳細な病歴聴取や経時的な神経学的診察により
時間的・空間的な病変の多発性を証明し、他の疾患を十分に除外することで診断を確定さ
せる必要がある。このため、厚生労働省によるＭＳの指定難病診断基準と、その基盤とな
るMcDonald診断基準（２０１０年版）では、鑑別診断を行うことの重要性が説かれている
。ＭＳとの鑑別診断が必要な疾患は、視神経脊髄炎（neuromyelitis optica：ＮＭＯ）、
急性散在性脳脊髄炎、頸椎症性脊髄症、脊髄空洞症、脊髄小脳変性症、神経ベーチェット
病、神経サルコイドーシス、ミトコンドリア脳筋症、進行性多巣性白質脳症などが挙げら
れる。視神経脊髄炎を鑑別するためには、視神経脊髄炎に特異的なＩｇＧ（抗ＡＱＰ４抗
体［ＮＭＯ－ＩｇＧとしても知られる］）を測定する血液検査が必須である。
【００２２】
視神経脊髄炎スペクトラム疾患（ＮＭＯＳＤ）
　視神経脊髄炎（neuromyelitis optica：ＮＭＯ）は、重度の視神経炎と横断性脊髄炎を
特徴とする炎症性中枢神経疾患である。最近までＮＭＯは多発性硬化症（ＭＳ）との関連
が議論されてきたが、２００４年にＮＭＯに特異なＩｇＧ（ＮＭＯ－ＩｇＧ）が発見され
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、さらにアストロサイトの足突起に高密度に発現する水チャネルタンパク質であるアクア
ポリン－４（ＡＱＰ４）がその標的抗原であることが報告された。
【００２３】
　アクアポリン（ＡＱＰ）は細胞膜に存在する水チャネルであり、ＭＩＰ（major intrin
sic proteins）ファミリーに属する膜内在タンパク質の一種である。アクアポリンはファ
ミリーを形成しており、そのファミリーは２つのサブファミリー、アクアポリンとアクア
グリセロポリンに大別される。アクアポリンサブファミリーは水分子のみを選択的に透過
する水チャネルから構成される。これに対し、アクアグリセロポリンサブファミリーに属
する水チャネルは、水分子の他にグリセロールや尿素等の水溶性小分子を通す性質を持っ
ている。現在、哺乳類ではＡＱＰ０からＡＱＰ１２までの１３種類のアイソフォームが同
定されている。
【００２４】
　ＡＱＰ４はアクアポリンサブファミリーに属する水チャネルである。ホモ四量体を形成
して機能しており、脳に優勢的に発現している。脳の中でも特に、血管を取り巻くアスト
ロサイトの足突起や、視床下部のラメラ構造状のグリア細胞、上衣細胞などに顕著に発現
していることが明らかとなっている。また、ＡＱＰ４はアストロサイトのマーカータンパ
ク質の一つである。ヒトと齧歯類ではＡＱＰ４のアミノ酸配列はほんの僅かに異なってい
る。ＡＱＰ４には２種類のアイソフォーム、ＡＱＰ４Ｍ１とＡＱＰ４Ｍ２３が存在する。
ＡＱＰ４Ｍ２３は結晶性アレイと呼ばれる格子状のアレイ構造を形成することができるが
、ＡＱＰ４Ｍ１は結晶性アレイを形成することができず、脳内の結晶性アレイのサイズは
この２種類のアイソフォームの発現比率によって制御されている。
【００２５】
　ＮＭＯはアストロサイトが主に破壊される疾患である点が、ＭＳとの大きな相違点であ
る。血液脳関門のアストロサイトの足突起に豊富に存在しているＡＱＰ４に対する循環自
己抗体が、補体や細胞を介してアストロサイトの傷害とそれに引き続く神経の炎症や脱髄
を引き起こす。ＮＭＯは、ＭＳのようなオリゴデンドロサイトを中心とした中枢神経の炎
症性脱髄疾患とは異なり、ＡＱＰ４を標的抗原とした自己免疫性アストロサイトパチーと
いうべきものと考えられる。
【００２６】
　典型的なＮＭＯの診断基準としては、２００６年に発表されたWingerchukらの基準が広
く用いられてきた。
（１）視神経炎
（２）急性脊髄炎、および
（３）以下の３項目のうち２項目以上を満たすこと
　－　３椎体以上の連続性の脊髄病変
　－　Ｐａｔｙの脳ＭＲＩ基準を満たさない
　－　ＮＭＯ－ＩｇＧ（抗ＡＱＰ４抗体）陽性
【００２７】
　その後、典型的なＮＭＯに加えて、視神経炎（再発性あるいは両眼性）や３椎体以上の
長い脊髄炎のみの症例も、視神経脊髄炎スペクトラム疾患（NMO spectrum disorders：Ｎ
ＭＯＳＤ）として、同じ範疇の疾患として捉えられるようになったが、ＮＭＯおよびＮＭ
ＯＳＤの基準のいずれも満たさないものの、血清抗ＡＱＰ４抗体が陽性である病態も存在
し、その治療反応性はＮＭＯ／ＮＭＯＳＤと同等であることが指摘され、近年では抗ＡＱ
Ｐ４抗体が陽性である病態を広義のＮＭＯＳＤと捉えることが一般的となっている。
【００２８】
　いずれにせよ、抗ＡＱＰ４抗体検査が、典型的なＮＭＯを含むＮＭＯＳＤの診断と治療
方針の決定において極めて重要な検査であることに変わりはない。血清中の抗ＡＱＰ４抗
体の有無を調べることによりＭＳとの鑑別診断を行うことができる。ＭＳとＮＭＯ／ＮＭ
ＯＳＤの鑑別診断が重要であるのは、その治療方法が異なるためである。ＭＳの病態修飾
薬のいくつかはＮＭＯ／ＮＭＯＳＤを増悪させる可能性が指摘されており、他方、一般に
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ＭＳでは効果に乏しい免疫抑制剤がＮＭＯ／ＮＭＯＳＤでは有効となることが多い。
【００２９】
抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患
　上述のとおり、抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患は、ＭＳならびに抗ＡＱＰ４抗
体陽性ＮＭＯ／ＮＭＯＳＤと異なる疾患群であることが報告されている。ＭＯＧ（ミエリ
ンオリゴデンドロサイト糖タンパク質）はミエリン鞘を構成する成分の一つであり、抗Ｍ
ＯＧ抗体はこのＭＯＧを認識する自己抗体である。
【００３０】
　ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）は、中枢神経系の神経の髄鞘形
成において重要であると考えられる糖タンパク質であり、ヒトでは、このタンパク質はＭ
ＯＧ遺伝子によってコードされている。ＭＯＧの主要な分子機能はまだ分かっていないが
、ミエリン鞘の構造形成に必要な「接着分子」として働いていると推測されている。ヒト
のＭＯＧのｃＤＮＡコード領域は、ラット、マウスおよびウシに対する相同性が高く、高
度に保存されていることが示されている。ヒトＭＯＧ遺伝子のｍＲＮＡには、選択的スプ
ライシングにより、少なくとも９個のアイソフォームが存在している。
【００３１】
　抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患の臨床所見は、ＭＳおよび抗ＡＱＰ４抗体陽性
ＮＭＯ／ＮＭＯＳＤのいずれとも異なる場合と酷似している場合があるため、臨床所見だ
けでの判断が難しいことも多い。しかし、抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患は、抗
ＡＱＰ４抗体陽性ＮＭＯ／ＮＭＯＳＤと比較すると、視神経炎が多い、両眼同時の視神経
炎が多い、若い患者が多い、男性が多い、下部脊髄炎が多い、単相性で再発が無い例が多
い、軽症例が多くステロイドで改善が良好であることが多いなどの傾向があることが分か
ってきている。またＭＳと比較しても臨床所見が酷似している場合もあるため、抗ＭＯＧ
抗体検査も、ＭＳとの鑑別診断を行う上で極めて重要な検査となりうる。脱髄性疾患患者
の臨床所見から疾患がＭＳであると考え、ＭＳに対して効果のあるフィンゴリモドを投与
したが効果が無く、血清中の抗ＭＯＧ抗体を調べることで抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ
抗体疾患である（フィンゴリモドは抗ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患には効果がな
く、神経症状を憎悪させる可能性がある）と判明した臨床例もあることから、脱髄性疾患
患者診断における抗ＭＯＧ抗体検査は、極めて重要な検査となりうる。脱髄性疾患患者に
対する多発性硬化症の診断においては、視神経脊髄炎関連疾患や抗ＭＯＧ抗体関連疾患／
ＭＯＧ抗体疾患などを鑑別する必要があるため、抗体検査を実施することが推奨されてい
る。
【００３２】
その他の抗体
　ＭＳの鑑別診断を行う上では、上記の抗ＡＱＰ４抗体と抗ＭＯＧ抗体に加えて、抗核抗
体、リウマチ因子、甲状腺関連自己抗体（抗ＴＳＨ受容体抗体、抗サイログロブリン抗体
、抗ぺルオキシダーゼ抗体）、抗ＳＳ－Ａ抗体、抗ＳＳ－Ｂ抗体、抗アセチルコリン受容
体抗体などを検出することも有用となりうる。また、自己免疫性脳炎の診断を行う上で、
抗ＮＭＤＡ抗体、抗ＬＧＩ１抗体、抗ＣＡＳＰＲ２抗体、抗ＡＭＰＡ受容体抗体、抗グリ
シン受容体抗体、抗ＧＡＢＡＢ受容体抗体などを検出することも有用となりうる。また、
重症筋無力症の診断を行う上で、抗ニコチン性アセチルコリン受容体抗体、抗筋特異的受
容体型チロシンキナーゼ抗体、抗ＬＤＬ受容体関連タンパク質４抗体、抗リアノジン受容
体抗体、抗ジヒドロピリジン受容体抗体、抗ｋｖ１．４抗体などを検出することも有用と
なりうる。
【００３３】
抗体検出方法
　生物学的試料中における抗体の検出には、様々な免疫学的検査法が用いられうる。代表
的な例としては、免疫組織化学、抗原タンパク質を発現させたヒト胎児腎（ＨＥＫ）２９
３細胞あるいはその他の細胞を基質とした免疫細胞化学あるいはフローサイトメトリー、
単離した抗原タンパク質あるいは細胞・組織抽出液を基質とした放射性免疫沈降法あるい
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は蛍光免疫沈降法、ウエスタンブロッティング、酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）など
が挙げられる。
【００３４】
　抗ＡＱＰ４抗体を検出するにあたって最も感度の高い測定方法は、ＡＱＰ４を細胞に発
現させ被検者血清と反応させるＣＢＡ（cell-based assay）法であり、この細胞をスライ
ドガラス上に固定して行う間接免疫蛍光法（非特異的結合が問題になる）、組換えＡＱＰ
４を用いたＥＬＩＳＡ法、マウス脳組織切片を用いた間接免疫蛍光法などはＣＢＡ法に比
べると感度が低い。また、ＣＢＡ法以外のこれらの測定方法では偽陰性例や偽陽性例が生
じることがあるため、ＣＢＡ法での測定が推奨されている。
【００３５】
　感度の高い抗ＡＱＰ４抗体検査法としては、例えば、ヒトＡＱＰ４Ｍ２３を細胞に発現
させて被検者血清と反応させ、被検者ＩｇＧがＡＱＰ４の細胞外領域に結合していること
を間接蛍光抗体法やフローサイトメトリーによって確認するＣＢＡ（cell-based assay）
法が挙げられる。本発明者らは、本願において詳細に述べているように、フローサイトメ
トリーを用いたＣＢＡ法により非常に高感度かつ定量性のあるデータを得ることができる
検査方法を実現することに成功した。
【００３６】
ＣＢＡ（cell-based assay）法
　ＣＢＡ法による試料に含まれる抗体の検出方法とは、任意の細胞に目的の抗原タンパク
質の遺伝子を導入後、試料と反応させ、目的の抗体を認識する標識二次抗体を用いて標識
シグナルを検出する方法を指す。
【００３７】
　ＣＢＡ法に使用する細胞には、例えば、チャイニーズハムスター卵巣由来のＣＨＯ－Ｋ
１細胞を用いることができるが、これに限定はされない。例えば、ＨＥＫ２９３細胞、Ｈ
ＥＫ２９３Ｔ細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ１細胞、ＣＯＳ７細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｊｕｒｋ
ａｔ細胞、Ｌ細胞、ＭＤＣＫ細胞、ＰＣ１２細胞、Ｓｆ９細胞などを利用してもよい。ま
た、これらの細胞に任意のタンパク質を安定発現させた細胞株（例えばＣＨＯ－ＩＣＡＭ
－１細胞）を利用してもよい。また、株化された培養細胞で、目的の抗原タンパク質を内
在的に発現している細胞を使用することもできる。例えば、目的の抗原タンパク質がＡＱ
Ｐ４の場合、Ｈ４細胞やＵ－８７ＭＧ細胞などを利用してもよい。また、組織から採取し
た細胞で、目的の抗原タンパク質（例えばＡＱＰ４やＭＯＧ）を発現している細胞を使用
することもできる。例えば、脳のグリア細胞の一種であるアストロサイトにはＡＱＰ４が
高発現していることが知られている。ヒトＡＱＰ４とラットＡＱＰ４、あるいはヒトＡＱ
Ｐ４とマウスＡＱＰ４の配列は殆どが同じであるため、脳から単離したヒトアストロサイ
トやラットアストロサイト、マウスアストロサイトを用いて測定することも可能である。
ＡＱＰ４を発現している器官として、脳の他に胃、腎臓、筋肉なども挙げられる。また、
脳のグリア細胞の一種であるオリゴデンドロサイトにＭＯＧが発現していることがわかっ
ている。ヒトＭＯＧ、ラットＭＯＧ、マウスＭＯＧは配列が殆ど同じであるため、これら
の脳組織由来のオリゴデンドロサイトも測定に用いることができる。ＣＢＡ法に使用する
細胞は、Hoechst 33342などを用いて蛍光標識しておいてもよい。Hoechst 33342などを用
いて蛍光標識する際には、染色の度合いを調整することで、区別可能な複数種の細胞を調
製することができる。例えば、Hoechst 33342で処理をしていない細胞、Hoechst 33342を
最終濃度０．１μｇ／ｍＬとなるように加えて３７℃で２０分間インキュベートした細胞
、そして最終濃度５μｇ／ｍＬとなるように加えて３７℃で２０分間インキュベートした
細胞を用意することにより、Hoechst 33342の蛍光強度で区別可能な３種類の細胞を用意
することができる。インキュベートの際に加える最終濃度や反応時間などを調整すること
により、条件を細分化し、区別可能な細胞の種類を増やすことも可能である。このような
細胞の染色に使用される蛍光色素はHoechst 33342に限定はされない。また、複数の蛍光
色素を併用してもよく、染色の対象は、核、細胞膜、細胞質、細胞小器官、脂質、および
糖鎖などを含む、細胞を構成する任意の構造単位であってもよい。また、使用する細胞の
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細胞膜に恒常的に発現しているタンパク質に対する抗体を使用して蛍光標識してもよい。
ＣＢＡ法に使用する細胞には、目的の抗原タンパク質、例えば、ＡＱＰ４とＭＯＧのうち
、いずれか一つを導入することができる。場合によっては、ＣＢＡ法に使用する細胞には
、ＡＱＰ４とＭＯＧの両方を導入してもよい。抗原タンパク質を導入していない細胞は、
ネガティブコントロールとして使用することができる。ＣＢＡ法に使用する細胞には、Ａ
ＱＰ４とＭＯＧ以外の他の抗原タンパク質が導入されていてもよく、また複数種類の細胞
（例えばＣＨＯ－Ｋ１細胞とＨＥＫ２９３細胞）を併用してもよい。
【００３８】
　ＣＢＡ法に使用する細胞には、１回膜貫通型タンパク質、２回膜貫通型タンパク質、３
回膜貫通型タンパク質、４回膜貫通型タンパク質、５回膜貫通型タンパク質、６回膜貫通
型タンパク質、７回膜貫通型タンパク質、８回膜貫通型タンパク質、９回膜貫通型タンパ
ク質、１０回膜貫通型タンパク質、１１回膜貫通型タンパク質、１２回膜貫通型タンパク
質、１３回膜貫通型タンパク質、１４回膜貫通型タンパク質、１５回膜貫通型タンパク質
、１６回膜貫通型タンパク質、１７回膜貫通型タンパク質、１８回膜貫通型タンパク質、
１９回膜貫通型タンパク質、２０回膜貫通型タンパク質、２１回膜貫通型タンパク質、２
２回膜貫通型タンパク質、２３回膜貫通型タンパク質、２４回膜貫通型タンパク質、２５
回膜貫通型タンパク質、２６回膜貫通型タンパク質、２７回膜貫通型タンパク質、２８回
膜貫通型タンパク質、２９回膜貫通型タンパク質、または３０回膜貫通型タンパク質など
を含む、細胞膜に存在するタンパク質を抗原タンパク質として導入することができる。よ
って、本発明に係る方法の実施態様には、試料中に含まれる、１回膜貫通型タンパク質、
２回膜貫通型タンパク質、３回膜貫通型タンパク質、４回膜貫通型タンパク質、５回膜貫
通型タンパク質、６回膜貫通型タンパク質、７回膜貫通型タンパク質、８回膜貫通型タン
パク質、９回膜貫通型タンパク質、１０回膜貫通型タンパク質、１１回膜貫通型タンパク
質、１２回膜貫通型タンパク質、１３回膜貫通型タンパク質、１４回膜貫通型タンパク質
、１５回膜貫通型タンパク質、１６回膜貫通型タンパク質、１７回膜貫通型タンパク質、
１８回膜貫通型タンパク質、１９回膜貫通型タンパク質、２０回膜貫通型タンパク質、２
１回膜貫通型タンパク質、２２回膜貫通型タンパク質、２３回膜貫通型タンパク質、２４
回膜貫通型タンパク質、２５回膜貫通型タンパク質、２６回膜貫通型タンパク質、２７回
膜貫通型タンパク質、２８回膜貫通型タンパク質、２９回膜貫通型タンパク質、３０回膜
貫通型タンパク質などを含む、細胞膜に存在するタンパク質を認識する個々の抗体（例え
ば自己抗体）を独立に検出する方法であって、単一試料におけるこれらの任意の複数の抗
体（例えば１２種類の抗体）の有無を同時測定によって解析を行うことができる方法が包
含される。
【００３９】
　上記の細胞膜に存在するタンパク質には、Ｇタンパク質共役型受容体、イオンチャネル
型受容体、電位依存性イオンチャネル、機械刺激感受性チャネル、一過性受容器電位チャ
ネル、陽イオンチャネル、陰イオンチャネル、サイトカイン受容体、増殖因子受容体、酵
素共役型受容体、ＡＰＣスーパーファミリー、ＡＢＣ輸送体スーパーファミリー、単純拡
散型輸送体、受動輸送型輸送体、能動輸送型輸送体、リン脂質輸送体、ＡＴＰ駆動型ポン
プ、ＡＴＰ合成酵素、免疫グロブリンスーパーファミリー、細胞接着分子、ＣＤ抗原、脂
質アンカー型タンパク質、グリコシルホスファチジルイノシトールアンカー型タンパク質
、水チャネル、糖タンパク質、低密度リポタンパク質受容体、スカベンジャー受容体、ギ
ャップ結合チャネル、Ｆｃ受容体、Toll様受容体、細胞死受容体、トランスフェリン受容
体、トランスロカーゼ、電位依存性ホスファターゼ、小胞輸送タンパク質、核膜孔複合体
、内在性膜タンパク質、表在性膜タンパク質などが含まれる。測定に使用する任意の細胞
に対して発現させるタンパク質は上記のいずれかのファミリーに属する任意のタイプであ
ってよく（例えば水チャネルの場合はＡＱＰ１でもよいし、ＡＱＰ４でもよいし、ＡＱＰ
１０でもよい）、目的の膜タンパク質に２種類以上のアイソフォームが存在する場合、任
意のタイプを選択することができ（例えばＡＱＰ４の場合、ＡＱＰ４Ｍ１でもＡＱＰ４Ｍ
２３でもよい）、目的の膜タンパク質が多量体で構成される際は任意のサブユニットをホ
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モならびにヘテロで選択することができる（例えばグリシン受容体の場合、α１サブユニ
ットのホモ５量体でもよく、α３サブユニットのホモ５量体でもよく、α１サブユニット
とβサブユニットのヘテロ５量体でもよい）。
【００４０】
　具体的な同時測定の一例として、単一試料中に、抗ＮＭＤＡ受容体抗体、抗ＬＧＩ１抗
体、抗ＣＡＳＰＲ２抗体、抗ＡＭＰＡ受容体抗体、抗グリシン受容体抗体、抗ＧＡＢＡＢ

受容体抗体が含まれているかどうかを同時測定によって解析することができる。この測定
は被検者が、自己免疫性脳炎、モルヴァン症候群、アイザックス症候群、小脳失調、錐体
外路症状、ミオクローヌス、神経性筋強直、末梢神経障害、自律神経障害、てんかん、認
知症などの臨床型・神経症候を呈する際に適用することができる。
【００４１】
　抗ＮＭＤＡ受容体抗体が認識するＮＭＤＡ受容体、抗ＡＭＰＡ受容体抗体が認識するＡ
ＭＰＡ受容体、抗グリシン受容体抗体が認識するグリシン受容体は上記のイオンチャネル
型受容体に分類される。抗ＬＧＩ１抗体が認識するＬＧＩ１（leucine-rich glioma-inac
tivated protein-1 ）、抗ＣＡＳＰＲ２抗体が認識するＣＡＳＰＲ２（contactin-associ
ated protein-2 ）は電位依存性カリウムチャネル（voltage-gated potassium channel：
ＶＧＫＣ）と細胞膜上で複合体を形成している。抗ＧＡＢＡＢ受容体抗体が認識するＧＡ
ＢＡＢ受容体 は上記のＧタンパク質共役型受容体に分類される。
【００４２】
　また別の一例として、単一試料中に、抗ニコチン性アセチルコリン受容体抗体、抗筋特
異的受容体型チロシンキナーゼ抗体、抗ＬＤＬ受容体関連タンパク質４抗体、抗リアノジ
ン受容体抗体、抗ジヒドロピリジン受容体抗体、抗ｋｖ１．４抗体が含まれているかどう
かを同時測定によって解析することができる。この測定は被検者が、重症筋無力症の症候
を呈する際に適応することができる。
【００４３】
　抗ニコチン性アセチルコリン受容体抗体が認識するニコチン性アセチルコリン受容体、
抗リアノジン受容体抗体が認識するリアノジン受容体は、上記のイオンチャネル型受容体
に分類される。抗筋特異的受容体型チロシンキナーゼ抗体が認識する筋特異的受容体型チ
ロシンキナーゼは、上記のサイトカイン受容体に分類される。抗ＬＤＬ受容体関連タンパ
ク質４抗体が認識するＬＤＬ受容体関連タンパク質４は、上記の低比重リポタンパク質受
容体に分類される。抗ジヒドロピリジン受容体抗体が認識するジヒドロピリジン受容体は
、Ｌ型Ｃａ２＋チャネルであり、上記の電位依存性イオンチャネルに分類される。抗ｋｖ
１．４抗体が認識するｋｖ１．４は、上記の電位依存性イオンチャネルに分類される。
【００４４】
　さらにまた別の一例として、単一検体に、抗ＡＱＰ４抗体ならびに抗ＭＯＧ抗体が含ま
れているかどうかを同時測定によって解析することができる。この測定は被検者が、視神
経炎、視覚障害、脊髄炎、脳脊髄炎、脳幹脳炎などの臨床型・神経症候を呈する際に適応
することができる。抗ＡＱＰ４抗体が認識するＡＱＰ４は上記の水チャネルに分類される
。抗ＭＯＧ抗体が認識するＭＯＧは上記の糖タンパク質に分類される。
【００４５】
　したがって、本発明に係るいくつかの態様は、上記のタンパク質に対する抗体の検出ま
たは測定の結果を指標とする、上記の疾患の診断方法に関する。また、本発明に係るいく
つかの態様は、そのような診断結果に基づき、治療様式を決定することを含む、疾患の治
療方法にも関する。
【００４６】
　抗原タンパク質の遺伝子導入には、例えば、pEGFP-N3などの発現ベクターを用いること
ができるが、これに限定はされない。細胞へのトランスフェクションに利用可能なベクタ
ーは、当業者には様々なものが知られている。また、ベクターをトランスフェクトする際
には、Lipofectamine 3000などのトランスフェクション試薬を用いることができる。様々
なトランスフェクション試薬（例えば、FuGENE HDなど）が当業者には公知である。ベク
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ターに組み込むＡＱＰ４遺伝子（例えば、ＡＱＰ４Ｍ２３遺伝子）やＭＯＧ遺伝子などの
配列は、当業者であればGenBankなどのデータベースから容易に入手できる。抗原タンパ
ク質の細胞への遺伝子導入の際には、例えば、ウイルスベクター、プラスミド、リポソー
ム、ゲノム編集などの技術を利用してもよい。導入する抗原タンパク質は、必ずしも全長
を含むものでなくともよく、断片であってもよい。また、導入する抗原タンパク質は、欠
失、挿入、置換などの変異を含むものであってもよく、また、複数の任意の抗原タンパク
質を組み合わせたキメラタンパク質であってもよい。さらに、導入する抗原タンパク質に
は、ＥＧＦＰなどの蛍光タンパク質を融合させておくことができる。種々の蛍光タンパク
質（例えば、Sirius、EBFP、ECFP、mTurquoise、TagCFP、AmCyan、mTFP1、MidoriishiCya
n、CFP、TurboGFP、AcGFP、TagGFP、Azami-Green、ZsGreen、EmGFP、EGFP、GFP2、HyPer
、TagYFP、EYFP、Venus、YFP、PhiYFP、PhiYFP-m、TurboYFP、ZsYellow、mBanana、Kusab
iraOrange、mOrange、TurboRFP、DsRed-Express、DsRed2、TagRFP、DsRed-Monomer、AsRe
d2、mStrawberry、TurboFP602、mRFP1、JRed、KillerRed、mCherry、HcRed、KeimaRed、m
Rasberry、mPlum、PS-CFP、Dendra2、Kaede、EosFP、KikumeGRなど）が当業者には公知で
あり、利用可能である。蛍光タンパク質は、好ましくは、抗原タンパク質（例えば、ＡＱ
Ｐ４、ＭＯＧ）のＣ末端領域に融合させることができるが、これに限定はされない。pEGF
P-N3を用いた場合には、抗原タンパク質のＣ末端にＥＧＦＰが融合される。蛍光タンパク
質は、抗原タンパク質のＮ末端領域やループ部分などに融合するように設計してもよい。
【００４７】
　抗原タンパク質の遺伝子導入には、ＩＲＥＳ発現ベクターを用いてもよい。ＩＲＥＳ（
Internal Ribosome Entry Site：配列内リボソーム進入部位）は、タンパク質合成のプロ
セスの一部として、キャップ非依存的な翻訳の開始を可能とするＲＮＡ配列要素である。
ＩＲＥＳ含有バイシストロン性ベクターは、２つのタンパク質を同じＲＮＡ転写物から個
別に同時発現させることを可能とする。ＩＲＥＳ発現ベクターを用いて抗原タンパク質と
蛍光タンパク質とを発現させた場合、蛍光タンパク質の検出される細胞では、ほぼ１００
％目的の抗原タンパク質も発現している。市販のＩＲＥＳ発現ベクターとしては、例えば
、クロンテック社のLiving Colors pIRES2 Vectorなどがある。本発明の方法においては
、pEGFP-N3等の蛍光タンパク質融合発現ベクターとＩＲＥＳ発現ベクターとを組み合わせ
て用いることもできる。
【００４８】
　抗原タンパク質の発現は、一過性発現であってもよく、また安定発現であってもよい。
抗原タンパク質を発現するように改変した細胞と、被検者由来の試料とを反応させる際に
は、例えば、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬの細胞懸濁液に対して１０μＬの被検者血清
を加え、４℃で１５分間のインキュベートを行う。細胞の量、試料の量、温度、時間は、
当業者であれば必要に応じて適宜調整することができる。本発明の方法によれば、複数ア
ッセイの同時処理が可能であるため、サンプルの作製や測定に必要とされる時間や試料の
量は従来のＣＢＡ法に比べて大幅に削減される。被検者由来の試料としては、血清のほか
に、全血、血漿、脳脊髄液、涙、唾液、尿なども利用されうる。被検者は、哺乳動物、特
にヒト、例えば、脱髄性疾患の症状を呈しているヒトである。
【００４９】
　二次抗体は、被検者由来の試料中に含まれる自己抗体を認識する。二次抗体の標識とし
ては、例えば、蛍光標識を用いることができる。二次抗体は、典型的には抗ヒトＩｇＧ抗
体であるが、抗ヒトＩｇＭ抗体、抗ヒトＩｇＡ抗体、抗ヒトＩｇＥ抗体、抗ヒトＩｇＤ抗
体なども使用されうる。二次抗体として有用な蛍光色素で標識された抗ヒトＩｇＧ抗体は
、多くの製品が市販されており、容易に入手できる。蛍光標識された細胞試料は、フロー
サイトメーターを用いて検出することができる。蛍光標識は例えば、Alexa Fluor 647で
ありうるが、これに限定はされない。
【００５０】
　本発明の方法において、蛍光標識は例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 40
5、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Flu
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or 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alex
a Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790
、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Aza
mi-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、B
V480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calc
ein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、C
F660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DA
PI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato
、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、
DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFl
uor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFl
uor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin 
Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450
、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、Hc
Red、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、Kille
rRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCh
erry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXR
os、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red
、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise
、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594
、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、
PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 5
65、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123
、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、S
YTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP
、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、Tu
rboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO
-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、および7-AADから成る群より選択さ
れるものが使用されうる。本発明においては、単一のレーザーにより励起される複数の蛍
光標識（例えば、ＥＧＦＰとPE-Cy7）を組み合わせて使用してもよい。
【００５１】
フローサイトメトリー
　フローサイトメトリー解析は、ＣＢＡ法によって被検者由来試料および二次抗体と反応
させた細胞に対して、例えば、ベクトン・ディッキンソン社製FACSAriaIIを用いて行うこ
とができる。本発明の方法によれば、例えば３種類の波長のレーザー（例えば、４８８ｎ
ｍ青レーザー、６４０ｎｍ赤レーザー、３５５ｎｍＵＶレーザー）を用いて２種類以上の
抗体を分析することができ、また、４種類の波長のレーザー（例えば、青、赤、黄、およ
びＵＶ）を用いて４種類以上（例えば、１２種類、１８種類、２４種類）の抗体を分析す
ることができる。例えば、ＥＧＦＰとPE-Cy7は青レーザーにより、Alexa Fluor 647は赤
レーザーにより、mCherryは黄レーザーにより、Hoechest 33342はＵＶレーザーにより、
それぞれ励起される。使用するレーザーは、例えば、ＵＶレーザーの代わりに紫レーザー
を、黄レーザーの代わりに黄緑レーザーを選択してもよい。また、使用するレーザーの組
み合わせは任意でよい。測定したフローサイトメトリーデータの解析には、例えば、Ｆｌ
ｏｗＪｏを使用することができる。フローサイトメトリーデータの解析により、被検者由
来試料中の抗体を検出および／または測定することができる。
【００５２】
検出および測定
　本発明の方法によれば、被検者に由来する試料中における複数の抗体、例えば、２種類
、４種類、６種類、８種類、１２種類、１６種類、１８種類、２４種類、またはそれ以上
の種類の抗体を同時に検出または測定する方法が提供される。また、本発明の方法によれ
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ば、１以上の被検者に由来する複数の試料中、例えば、２種類、４種類、６種類、８種類
、１２種類、１６種類、１８種類、２４種類、またはそれ以上の試料中における抗体を同
時に検出または測定する方法が提供される。フローサイトメーターを用いることで、複数
種の抗体の検出および／または測定、あるいは複数の試料中における抗体の検出および／
または測定を簡便かつ精確に同時に行うことができる。
【００５３】
（１２種類の抗体の同時検出）
　本発明の一つの態様としては、被検者に由来する試料中における１２種類の抗体を同時
に検出または測定する方法が提供される。フローサイトメーターを用いることで、１２種
類の抗体の検出および／または測定を簡便かつ精確に同時に行うことができる。一つの態
様において、本方法は、第１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第２の抗
原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を調
製する工程、第４の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第５の抗原タンパク
質を発現する細胞を調製する工程、第６の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程
、第７の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第８の抗原タンパク質を発現す
る細胞を調製する工程、第９の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第１０の
抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第１１の抗原タンパク質を発現する細胞
を調製する工程、第１２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、該第１から第
１２の抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、該細胞懸濁液に
被検者に由来する試料を加える工程、ならびに該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメー
ターで分析する工程を含む。さらに、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析
する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うことができる。
【００５４】
　いくつかの態様において、本発明の方法では、第１から第１２の抗原タンパク質は蛍光
タンパク質と融合していてもよい。抗原タンパク質と融合した蛍光タンパク質はそれぞれ
同一または異なるものでありうる。例えば、第１から第６の抗原タンパク質が第１の蛍光
タンパク質と融合しており、第７から第１２の抗原タンパク質が第２の蛍光タンパク質と
融合している場合、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパ
ク質であってもよい。
【００５５】
　いくつかの態様において、本発明の方法では、第１から第１２の抗原タンパク質はＩＲ
ＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳されてもよい。抗原
タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される蛍光タンパク質はそれぞれ同一または異なる
ものでありうる。例えば、第１から第６の抗原タンパク質がそれぞれＩＲＥＳ発現ベクタ
ーを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第７から第１２の抗原
タンパク質がそれぞれＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲ
ＮＡから翻訳される場合、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光
タンパク質であってもよい。いくつかの態様において、本発明の方法では、例えば、第４
から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の抗原タンパク質を発
現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されていてもよい。
また、例えば、第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の
抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合
した抗体により標識されていてもよい。蛍光色素／蛍光タンパク質としては、例えば、Ac
GFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa F
luor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Al
exa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 70
0、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780
、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV5
63、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV7
50、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cas
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cade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP
、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、D
sRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle 
Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLig
ht 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 58
5NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、
EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash P
halloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FV
S660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRe
d、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesi
um Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoS
py Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、Mi
toTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawbe
rry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific B
lue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP
、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、P
S-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdo
t 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (p
H6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red
、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、
TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe G
reen、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow
、7-AADなどを使用することができる。
【００５６】
　いくつかの態様において、本発明の方法では、例えば、第２、第５、第８および第１１
の抗原タンパク質を発現する細胞は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で弱
く標識されており、第３、第６、第９および第１２の抗原タンパク質を発現する細胞が第
２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で強く標識されていてもよい。ここで、弱く
標識された細胞と強く標識された細胞とは、例えばフローサイトメーター上で区別可能で
ある。蛍光色素／蛍光タンパク質としては、例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fl
uor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Ale
xa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647
、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluo
r 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2
、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV4
21、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9
、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF
647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Viol
et、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dT
omato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 
405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP
、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC
、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phallo
idin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FV
S450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2
、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、K
illerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu



(47) JP 2019-152604 A 2019.9.12

10

20

30

40

50

oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、7-AADなどを使用することができ
る。
【００５７】
　なお、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質と同様に、第１の蛍光色素もしく
は第３の蛍光タンパク質によって細胞を３段階（陰性、弱陽性、強陽性）に標識すること
により、１８種類の細胞を調製し、１８種類の抗体について同時に評価することも可能で
ある。また、４段階の標識と組み合わせることにより、１６種類、２４種類、３２種類の
抗体の同時評価も可能となる。
【００５８】
　さらに、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁
液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うことができる。よって、本発明の態様の一
つには、被検者に由来する試料中における第１から第１２の抗体を同時に検出または測定
する方法であって、第１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第２の抗原タ
ンパク質を発現する細胞を調製する工程、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を調製す
る工程、第４の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第５の抗原タンパク質を
発現する細胞を調製する工程、第６の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第
７の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第８の抗原タンパク質を発現する細
胞を調製する工程、第９の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第１０の抗原
タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第１１の抗原タンパク質を発現する細胞を調
製する工程、第１２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、該第１から第１２
の抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、該細胞懸濁液に被検
者に由来する試料を加える工程、該細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程、な
らびに該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含み、ここで、第
１から第１２の抗原タンパク質のそれぞれは蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥ
Ｓ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１から第６の
抗原タンパク質はそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベク
ターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第７から第１２の抗
原タンパク質はそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクタ
ーを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質
と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質であり、第４から第６の抗原タンパク
質を発現する細胞および第１０から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍
光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されているか又は第１の蛍光色素もしくは第
３の蛍光タンパク質の接合した抗体により標識されており、そして第２、第５、第８およ
び第１１の抗原タンパク質を発現する細胞は第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク
質で弱く標識されており、第３、第６、第９および第１２の抗原タンパク質を発現する細
胞は第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で強く標識されており、弱く標識され
た細胞と強く標識された細胞とが区別可能である、方法が含まれる。なお、上記二次抗体
は、例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluo
r 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa
 Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、
Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、A
PC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395
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、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV6
50、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cas
cade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP
、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsR
ed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green、DyeCycle Oran
ge、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLig
ht 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565
NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、
Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash Phalloidin Red
 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575
V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 3334
2、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Ye
llow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Gr
een FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker Green、MitoTrack
er Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mR
FP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Gre
en、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Tex
as Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、Pic
oGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、
Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、Riboflavin、Siriu
s、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Oran
ge、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PR
O-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus
、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGre
en、ZsYellow、7-AADなどで標識されていてもよい。
【００５９】
　いくつかの態様において、被検者に由来する試料は血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、
唾液、および尿から選択されてもよい。上記第１から第１２の抗原タンパク質は、それぞ
れ異なるタンパク質であってよく、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡ
ＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコ
リン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リア
ノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４から選択されるタンパク質が
含まれていてもよい。
【００６０】
　上記第１の蛍光タンパク質はＥＧＦＰであってもよい。上記第２の蛍光タンパク質はmC
herryであってもよい。上記第１の蛍光色素は、ＥＧＦＰと同じ波長のレーザーで励起す
ることが可能なPE-Cy7であってもよい。上記第２の蛍光色素はHoechst 33342であっても
よい。上記二次抗体はAlexa Fluor 647で標識されていてもよい。
【００６１】
　第１の蛍光タンパク質と第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質は、同じ波長の
レーザーで励起されるものを使用することができる。同様に、第２の蛍光タンパク質と第
１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質は、同じ波長のレーザーで励起されるものを
使用することもできる。本発明において使用される他の蛍光標識についても同様に、単一
のレーザーにより複数の標識が励起されるものを組み合わせて使用することができる。
【００６２】
　いくつかの態様においては、１２未満の種類の抗体の同時検出を行ってもよい。前記第
１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞のうち、例えば、２～１１種の細胞のみを
調製して使用することもできる。
【００６３】
　また、いくつかの態様において、本発明の方法は、被検者に由来する試料中における複
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数の抗体を同時に検出または測定する方法であって、
　第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞であって、第１から第１２の抗原タン
パク質のそれぞれは蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて
蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１から第６の抗原タンパク質はそれぞ
れ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光
タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第７から第１２の抗原タンパク質はそれぞれ
第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タ
ンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質
とは異なる蛍光タンパク質であり、第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および
第１０から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍
光タンパク質で標識されているか又は第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接
合した抗体により標識されており、そして、第２、第５、第８および第１１の抗原タンパ
ク質を発現する細胞は第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で弱く標識されてお
り、第３、第６、第９および第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は第２の蛍光色素も
しくは第４の蛍光タンパク質で強く標識されており、弱く標識された細胞と強く標識され
た細胞とが区別可能である細胞のうち、２以上を調製する工程、
　該２以上の細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、
　該細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法に関する。これにより、例えば２～１１種の抗体の検査を同時に行うことが
できる。
【００６４】
　また、このような２以上の細胞を含む細胞懸濁液を複数調製し、各々の細胞懸濁液に対
して被検者に由来する試料が１種類加えられるように、複数の細胞懸濁液に複数の被検者
に由来する試料を加えることにより、複数の試料中の複数の抗体を分析することができる
。例えば、３例の被検者に由来する試料を４種類の抗体について、あるいは４例の被検者
に由来する試料を３種類の抗体について、同時に検査することができる。
【００６５】
（４種類の抗体の同時検出）
　本発明の別の態様としては、被検者に由来する試料中における第１の抗体、第２の抗体
、第３の抗体、および第４の抗体を同時に検出または測定する方法が提供される。フロー
サイトメーターを用いることで、４種類の抗体の検出および／または測定を簡便かつ精確
に同時に行うことができる。一つの態様において、本方法は、第１の抗原タンパク質を発
現する細胞を調製する工程、第２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第３
の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第４の抗原タンパク質を発現する細胞
を調製する工程、該第１から第４の抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調
製する工程、該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに該細胞懸濁液
中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含む。さらに、細胞懸濁液中の細胞を
フローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加え
る工程を行うことができる。なお、二次抗体は、例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alex
a Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532
、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluo
r 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa
 Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、A
sRed2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805
、BV421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein 
pH 9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555
、CF647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase 
Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer
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、dTomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLi
ght 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、
ECFP、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 6
25NC、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Ph
alloidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV
、FVS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、
GFP2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeG
R、KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBan
ana、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy 
Red CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker 
Deep Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTu
rquoise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE
-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor
 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、
Qdot 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、R
ho 123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Gr
een、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、T
agYFP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGF
P、TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、Y
O-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、7-AADなどで標識されていて
もよい。
【００６６】
　いくつかの態様において、本発明の方法では、第１から第４の抗原タンパク質はぞれそ
れ蛍光タンパク質と融合していてもよい。抗原タンパク質と融合した蛍光タンパク質はそ
れぞれ同一または異なるものでありうる。例えば、第１および第２の抗原タンパク質が第
１の蛍光タンパク質と融合しており、第３および第４の抗原タンパク質が第２の蛍光タン
パク質と融合している場合、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍
光タンパク質であってもよい。いくつかの態様において、本発明の方法では、第１から第
４の抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡか
ら翻訳されてもよい。抗原タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される蛍光タンパク質は
それぞれ同一または異なるものでありうる。例えば、第１および第２の抗原タンパク質が
それぞれＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳
され、第３および第４の抗原タンパク質がそれぞれＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の
蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される場合、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍
光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質であってもよい。第２の抗原タンパク質を発現す
る細胞および第４の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍
光タンパク質で標識されていてもよい。また、第２の抗原タンパク質を発現する細胞およ
び第４の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク
質の接合した抗体により標識されていてもよい。蛍光色素／蛍光タンパク質としては、例
えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488
、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluo
r 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa
 Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eF
luor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV4
96、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV
711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade B
lue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE
、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、Ds
Red2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、Dy
eCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633
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、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eF
luor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emeral
d 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、
Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS
620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyP
er、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、
Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM
、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Ore
nge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、m
Strawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pa
cific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red
、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen
、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 6
55、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNA
RF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SY
TOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、T
OTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-
Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、Zs
Yellow、7-AADなどを使用することができる。
【００６７】
　いくつかの態様においては、第１から第４の抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タン
パク質と融合しているか又は第１から第４の抗原タンパク質がそれぞれＩＲＥＳ発現ベク
ターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第２の抗原タンパク
質を発現する細胞が第１の蛍光色素もしくは第２の蛍光タンパク質で弱く標識されており
、第３の抗原タンパク質を発現する細胞が第１の蛍光色素もしくは第２の蛍光タンパク質
で強く標識されており、弱く標識された細胞と強く標識された細胞とが（例えばフローサ
イトメーターにより）区別可能であり、第４の抗原タンパク質を発現する細胞が第２の蛍
光色素もしくは第３の蛍光タンパク質により（例えば、第２の蛍光色素もしくは第３の蛍
光タンパク質の接合した抗体により）標識されていてもよい。このように標識した細胞を
用いることで、４種類の抗体を検出することも可能である。
【００６８】
　いくつかの態様において、被検者に由来する試料は血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、
唾液、および尿から選択されてもよい。上記第１から第４の抗原タンパク質は、それぞれ
例えばＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、
グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体
型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリ
ジン受容体、およびｋｖ１．４から選択されうる。
【００６９】
　上記第１の蛍光タンパク質はＥＧＦＰであってもよい。上記第２の蛍光タンパク質はmC
herryであってもよい。上記第１の蛍光色素はHoechst 33342であってもよい。上記二次抗
体はAlexa Fluor 647で標識されていてもよい。
【００７０】
　いくつかの態様においては、４未満の種類の抗体の同時検出を行ってもよい。前記第１
から第４の抗原タンパク質を発現する細胞のうち、例えば、３種の細胞のみを調製して使
用することもできる。
【００７１】
（２種類の抗体の同時検出）
　本発明の別の態様としては、被検者に由来する試料中における第１の抗体および第２の
抗体を同時に検出または測定する方法が含まれる。フローサイトメーターを用いることで
、２種類の抗体の検出および／または測定を簡便かつ精確に同時に行うことができる。一
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つの態様において、本方法は、第１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第
２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、該第１および第２の抗原タンパク質
を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、該細胞懸濁液に被検者に由来する試料
を加える工程、ならびに該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を
含む。さらに、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞
懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うことができる。なお、二次抗体は、例
えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488
、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluo
r 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa
 Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eF
luor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV4
96、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV
711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade B
lue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE
、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、Ds
Red2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、Dy
eCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633
、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eF
luor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emeral
d 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、
Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS
620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyP
er、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、
Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM
、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Ore
nge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、m
Strawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pa
cific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red
、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen
、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 6
55、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNA
RF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SY
TOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、T
OTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-
Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、Zs
Yellow、7-AADなどで標識されていてもよい。
【００７２】
　いくつかの態様において、第１および第２の抗原タンパク質は、ぞれそれ蛍光タンパク
質と融合していてもよい。抗原タンパク質と融合した蛍光タンパク質はそれぞれ同一また
は異なるものでありうる。例えば、第１の抗原タンパク質が第１の蛍光タンパク質と融合
しており、第２の抗原タンパク質が第２の蛍光タンパク質と融合している場合、第１の蛍
光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは同一の蛍光タンパク質であってもよい。いくつ
かの態様において、本発明の方法では、第１および第２の抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現
ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳されてもよい。抗原タンパク
質と同一のｍＲＮＡから翻訳される蛍光タンパク質はそれぞれ同一または異なるものであ
りうる。例えば、第１の抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タン
パク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第２の抗原タンパク質がＩＲＥＳ発現ベクターを
用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される場合、第１の蛍光タンパク
質と第２の蛍光タンパク質とは同一の蛍光タンパク質であってもよい。また、第２の抗原
タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識され
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ていてもよい。また、第２の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは
第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により標識されていてもよい。蛍光色素／蛍光タン
パク質としては、例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430
、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa Fluo
r 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa
 Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5
、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515、BB
700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV570
、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein Vi
olet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF750
、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5
、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green、D
yeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyLigh
t 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 450
、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluor 7
00NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash Ph
alloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520、FV
S570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 33258、
Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOrange
、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、MidoriishiCyan
、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker Gree
n、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum、mR
aspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile Red
、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、P
E-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phy
cocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot 60
5、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、Ribo
flavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX Gree
n、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho、TO
-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、V450
、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、
YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、7-AADなどを使用することができる。
【００７３】
　第１の抗原タンパク質が第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベク
ターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第２の抗原タンパク
質が第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍
光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される場合、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光
タンパク質とは異なる蛍光タンパク質であってもよい。
【００７４】
　いくつかの態様において、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うことができる。被検者に
由来する試料は、血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、および尿から選択されてもよ
い。第１および第２の抗原タンパク質は、それぞれ例えばＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受
容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、
ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関
連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４から選
択されうる。
【００７５】
　上記第１の蛍光タンパク質はＥＧＦＰであってもよい。上記第２の蛍光タンパク質はmC
herryであってもよい。上記第１の蛍光色素がHoechst 33342であってもよい。上記二次抗
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体はAlexa Fluor 647で標識されていてもよい。
【００７６】
（４ｎ種類の抗体の同時検出）
　本発明の別の態様としては、被検者に由来する試料中における第１から第４ｎの抗体を
同時に検出または測定する方法が含まれる。ここでｎは１以上の整数であり、好ましくは
１、２、３、４、５を含む１０以下の整数である。フローサイトメーターを用いることで
、４ｎ種類の抗体の検出および／または測定を簡便かつ精確に同時に行うことができる。
【００７７】
　一つの態様において、本方法は、第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を調
製する工程、該第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製
する工程、該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに該細胞懸濁液中
の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含む。さらに、細胞懸濁液中の細胞をフ
ローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える
工程を行うことができる。なお、二次抗体を標識する蛍光タンパク質および蛍光色素の性
質は、本発明に係る他の態様に関して記載したものと同様である。
【００７８】
　いくつかの態様において、第１から第４ｎの抗原タンパク質のそれぞれは、蛍光タンパ
ク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮ
Ａから翻訳されてもよい。例えば、第１から第２ｎの抗原タンパク質は、それぞれ第１の
蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク
質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第２ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質は、それぞれ
第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タ
ンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質
とは異なる蛍光タンパク質であってもよい。第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現
する細胞および第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色
素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されていてもよい。第ｎ＋１から第２ｎの抗原タ
ンパク質を発現する細胞および第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞は
、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により標識されていても
よい。第１から第４の蛍光タンパク質および第１から第２の蛍光色素の性質は、本発明に
係る他の態様に関して記載したものと同様である。
【００７９】
　いくつかの態様において、第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞は、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可
能であり、同様に、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第２ｎ＋１か
ら第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発
現する細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれ
ぞれ標識されており、各段階の強度で標識された第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を
発現する細胞、第２ｎ＋１から第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から
第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能である。例えば、蛍光色素で
標識していない細胞、蛍光色素で弱く標識した細胞、蛍光色素で強く標識した細胞といっ
た３段階の強度で標識した細胞を調製することができる。本発明の文脈において、ｎ段階
の強度で細胞を標識することには、細胞を標識しないことも含まれる。
【００８０】
　いくつかの態様においては、４ｎ未満の種類の抗体の同時検出を行ってもよい。前記第
１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞のうち、例えば、２～４ｎ－１種の細胞の
みを調製して使用することもできる。
【００８１】
　また、いくつかの態様において、本発明の方法は、被検者に由来する試料中における複
数の抗体を同時に検出または測定する方法であって、
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　第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞であって、第１から第ｎの抗原タンパ
ク質を発現する細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質により非標識を含
んでいてもよいｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された第１
から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｎ＋１
から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第２ｎ＋１から第３ｎの抗原タンパク質を
発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍光色
素もしくは第４の蛍光タンパク質により非標識を含んでいてもよいｎ段階の強度でそれぞ
れ標識されており、各段階の強度で標識された第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発
現する細胞、第２ｎ＋１から第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第
４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能であり、第１から第４ｎの抗原
タンパク質のそれぞれが蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用
いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク
質を発現する細胞および第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第１
の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されているか又は第１の蛍光色素もしく
は第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により標識されている細胞のうち、２以上を調製
する工程、
　該２以上の細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、
　該細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含む、方法に関する。これにより、例えば、２～４ｎ－１種の抗体の検査を同時に行う
ことができる。
【００８２】
　また、このような２以上の細胞を含む細胞懸濁液を複数調製し、各々の細胞懸濁液に対
して被検者に由来する試料が１種類加えられるように、複数の細胞懸濁液に複数の被検者
に由来する試料を加えることにより、複数の試料中の複数の抗体を分析することができる
。例えば、３例の被検者に由来する試料を４種類の抗体について、あるいは４例の被検者
に由来する試料を３種類の抗体について、同時に検査することができる。
【００８３】
（２ｍｎ種類の抗体の同時検出）
　上述した４ｎ種類の抗体の同時検出において、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タン
パク質による標識をｍ段階に分けることにより、２ｍｎ種類の抗体の同時検出を行うこと
ができる。よって、本発明の別の態様としては、被検者に由来する試料中における２ｍｎ
種類の抗体を同時に検出または測定する方法が含まれる。ここでｍおよびｎは１以上の整
数であり、好ましくは１、２、３、４、５を含む１０以下の整数である。フローサイトメ
ーターを用いることで、２ｍｎ種類の抗体の検出および／または測定を簡便かつ精確に同
時に行うことができる。２ｍｎは例えば、２、４、６、８、１２、１６、１８、２４、３
２などの値を取り得る。被検者に由来する試料としては、例えば、血清、血漿、全血、脳
脊髄液、涙、唾液、尿などを使用することができる。検出対象の抗体が結合する抗原タン
パク質としては、例えば、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２
、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容
体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受
容体、ジヒドロピリジン受容体、ｋｖ１．４などを使用することができる。
【００８４】
　一つの態様において、本方法は、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を
調製する工程、該第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を
調製する工程、該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに該細胞懸濁
液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含む。さらに、細胞懸濁液中の細胞
をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加
える工程を行うことができる。なお、二次抗体を標識する蛍光タンパク質および蛍光色素
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の性質は、本発明に係る他の態様に関して記載したものと同様である。第１から第２ｍｎ
の抗原タンパク質は、それぞれ互いに異なるタンパク質でありうる。
【００８５】
　いくつかの態様において、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のそれぞれは、蛍光タン
パク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲ
ＮＡから翻訳される。また、いくつかの態様において、第１から第ｍｎの抗原タンパク質
はそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第
１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タン
パク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用
いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２
の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質である。
【００８６】
　いくつかの態様においては、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞のうち
、第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとして、第１から
第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられ、第１
細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質に
よりｍ段階の強度でそれぞれ標識され、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞ
れ区別可能とされており、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループは、第
１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識され、各
段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能とされうる。第１細胞グループ
から第ｍ細胞グループは、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体
によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されて、各段階の強度で標識された細胞グループがそ
れぞれ区別可能とされ、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループが、第１
の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ
標識されて、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能とされてもよい
。
【００８７】
　いくつかの態様においては、上記の第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タン
パク質を発現する細胞は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の
強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能とさ
れ、同様に、第２細胞グループから第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞
は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識さ
れて、各段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能とされうる。
【００８８】
　別の言い方をすれば、いくつかの態様において、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を
発現する細胞は、まず、第１から第ｍｎの細胞からなるグループと、第ｍｎ＋１から第２
ｍｎの細胞からなるグループとに分けられる。この２群の区別は、第１の蛍光タンパク質
と第２の蛍光タンパク質の判別によりなされうる。次に、第１から第ｍｎの細胞からなる
グループは、ｎ個の細胞からなるｍ個の群に分けられる。これらｍ個の群は、第１の蛍光
色素もしくは第３の蛍光タンパク質により各群ごとにｍ段階の異なる強度でそれぞれ標識
されることにより、それぞれ区別されうる。また、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タ
ンパク質の蛍光強度によりそれぞれ区別されるｍ個の群にそれぞれ含まれるｎ個の細胞は
、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の異なる強度でそれぞれ標
識されることにより、それぞれ区別されうる。同様に、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの細胞か
らなるグループについても、ｎ個の細胞からなるｍ個の群に分けられる。これらｍ個の群
は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質により各群ごとにｍ段階の異なる強度
でそれぞれ標識されることにより、それぞれ区別されうる。また、第１の蛍光色素もしく
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は第３の蛍光タンパク質の蛍光強度によりそれぞれ区別されるｍ個の群にそれぞれ含まれ
るｎ個の細胞は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の異なる強
度でそれぞれ標識されることにより、それぞれ区別されうる。このようにして、蛍光標識
に基づきそれぞれ区別可能な２ｍｎ種類の細胞が調製されうる。よって、本発明の一つの
態様は、蛍光標識に基づきそれぞれ区別可能な２ｍｎ種類の細胞の調製方法にも関する。
【００８９】
　上記のように、細胞の標識には抗体を用いてもよい。第１から第４の蛍光タンパク質お
よび第１から第２の蛍光色素の性質は、本発明に係る他の態様に関して記載したものと同
様である。なお、例えば、蛍光色素で標識していない細胞、蛍光色素で弱く標識した細胞
、蛍光色素で強く標識した細胞といった３段階の強度で標識した細胞を調製することがで
きる。本発明の文脈において、ｍ段階あるいはｎ段階の強度で細胞を標識することには、
細胞を標識しないことも含まれる。
【００９０】
　例えば、ｍ＝３、ｎ＝３の場合、１８種類の細胞を調製し、１８種類の抗体を同時に評
価することができる。ｍ＝４、ｎ＝３の場合、２４種類の細胞を調製し、２４種類の抗体
を同時に評価することができる。
【００９１】
　本発明の一つの態様は、よって、被検者に由来する試料中における２ｍｎ種の抗体を同
時に検出または測定する方法であって、
　ｍは１以上の整数であり、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、
　該第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程
、
　該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、
　該細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含み、
　ここで、第１から第ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合して
いるか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻
訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融
合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡ
から翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質
であり、
　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、第１から第
２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質または第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の
強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別
可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素
もしくは第３の蛍光タンパク質または第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接
合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細
胞グループがそれぞれ区別可能であり、
　第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グループから
第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の
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蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞がそれぞれ区別可能である、方法に関する。
【００９２】
　いくつかの態様においては、２ｍｎ未満の種類の抗体の同時検出を行ってもよい。前記
第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞のうち、例えば、２～２ｍｎ－１種の
細胞のみを調製して使用することもできる。よって、本発明のいくつかの態様は、被検者
に由来する試料中における２ｍｎ以下の抗体を同時に検出または測定する方法に関する。
【００９３】
　また、いくつかの態様において、本発明の方法は、被検者に由来する試料中における複
数の抗体を同時に検出または測定する方法であって、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞であって、第１から第ｍｎの抗原タ
ンパク質はそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを
用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの
抗原タンパク質はそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベク
ターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク
質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質であり、
　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、第１から第
２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されているか又は第１の蛍光色素もしくは第３の
蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の
強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グルー
プから第２ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段
階の強度でそれぞれ標識されているか又は第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質
の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞グループがそれぞれ区別可能であり、
　第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グループから
第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の
蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞がそれぞれ区別可能である細胞のうち、２以上を調製する工程、
を含む、方法に関する。なお、ｍおよびｎは１以上の整数であり、好ましくは１、２、３
、４、５を含む１０以下の整数である。また、本方法は、２以上の細胞を含む細胞懸濁液
を調製する工程、細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、細胞懸濁液に蛍光標
識した二次抗体を加える工程、および細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析
する工程を含むものでありうる。
【００９４】
　これにより、例えば、２～２ｍｎ－１種の抗体の検査を同時に行うことができる。また
、２～ｍｎ例の被検者に由来する試料中における２～ｍｎ種類の抗体を同時に検出または
測定することもできる。第１から第２ｍｎの抗原タンパク質はそれぞれ互いに異なるタン
パク質であってもよい。第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のうち少なくとも一つは、Ａ
ＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン
受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシ
ンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容
体、およびｋｖ１．４から選択されうる。
【００９５】
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　上記のように、細胞の標識には抗体を用いてもよい。第１から第４の蛍光タンパク質お
よび第１から第２の蛍光色素の性質は、本発明に係る他の態様に関して記載したものと同
様である。なお、例えば、蛍光色素で標識していない細胞、蛍光色素で弱く標識した細胞
、蛍光色素で強く標識した細胞といった３段階の強度で標識した細胞を調製することがで
きる。本発明の文脈において、ｍ段階あるいはｎ段階の強度で細胞を標識することには、
細胞を標識しないことも含まれる。
【００９６】
　このような２以上の細胞を含む細胞懸濁液を複数調製し、各々の細胞懸濁液に対して被
検者に由来する試料が１種類加えられるように、複数の細胞懸濁液に複数の被検者に由来
する試料を加えることにより、複数の試料中の複数の抗体を分析することができる。例え
ば、３例の被検者に由来する試料を４種類の抗体について、あるいは４例の被検者に由来
する試料を３種類の抗体について、同時に検査することができる。
【００９７】
（１２種類の試料中の抗体の同時検出）
　本発明の一つの態様としては、１以上の被検者に由来する１２種類の試料中における抗
体を同時に検出または測定する方法が提供される。フローサイトメーターを用いることで
、１２種類の試料中における目的の抗体の検出および／または測定を簡便かつ精確に同時
に行うことができる。一つの態様において、本方法は、第１から第１２の抗原タンパク質
を発現する細胞を個別の容器中において調製する工程、１以上の被検者に由来する第１か
ら第１２の試料を、第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞にそれぞれ加えてイ
ンキュベートする工程、被検者に由来する試料を加えた第１から第１２の抗原タンパク質
を発現する細胞を１つの容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、ならびに該細胞懸濁液
中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含む。ここで、試料を細胞に加えてイ
ンキュベートする際には、あらかじめ複数の細胞（例えば第１の抗原タンパク質を発現す
る細胞と第２の抗原タンパク質を発現する細胞）を混合しておき、それに複数の試料（例
えば第１の試料と第２の試料。ここで、第１の試料と第２の試料は同じものであってもよ
い）を加えてインキュベートしてもよい。さらに、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメ
ーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うこ
とができる。なお、二次抗体は、例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、A
lexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 5
55、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fl
uor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmC
yan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Gr
een、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480
、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein 
AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660
、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、
Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、Dye
Cycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLig
ht 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 4
05、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 6
50NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green
 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS5
10、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、H
oechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、
KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、
MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、Mi
toTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOra
nge、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Gr
een、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5
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、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、
PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot
 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodam
ine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blu
e、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas R
ed、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、T
urboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PR
O-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、7-AADなどで標識されていてもよい。
【００９８】
　いくつかの態様において、本発明の方法では、第１から第１２の抗原タンパク質は蛍光
タンパク質と融合していてもよい。抗原タンパク質と融合した蛍光タンパク質はそれぞれ
同一または異なるものでありうる。例えば、第１から第６の抗原タンパク質が第１の蛍光
タンパク質と融合しており、第７から第１２の抗原タンパク質が第２の蛍光タンパク質と
融合している場合、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパ
ク質であってもよい。いくつかの態様において、本発明の方法では、第１から第１２の抗
原タンパク質はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳
されてもよい。抗原タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される蛍光タンパク質はそれぞ
れ同一または異なるものでありうる。例えば、第１から第６の抗原タンパク質がそれぞれ
ＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第
７から第１２の抗原タンパク質がそれぞれＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タン
パク質と同一のｍＲＮＡから翻訳される場合、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパ
ク質とは異なる蛍光タンパク質であってもよい。いくつかの態様において、本発明の方法
では、例えば、第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の
抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識
されていてもよい。また、例えば、第４から第６の抗原タンパク質を発現する細胞および
第１０から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍
光タンパク質の接合した抗体により標識されていてもよい。蛍光色素／蛍光タンパク質と
しては、例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa 
Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、A
lexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 6
80、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluor 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy
7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2、Azami-Green、BB515、BB700、BUV
395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV421、BV480、BV510、BV570、BV605、
BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9、Calcein AM、Calcein Violet AM、
Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF647、CF660、CF680、CF750、CF770、
CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Violet、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、
DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dTomato、DyeCycle Green、DyeCycle O
range、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 405、DyLight 488、DyLight 549、Dy
Light 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 
565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGF
P、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phalloidin Green 488、Flash Phalloidin 
Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FVS450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS
575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 3
3342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、KillerRed、KusabiraOrange、Lucifer
 Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy
 Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red CMXRos、MitoTracker Green、MitoTr
acker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Deep Red、mOrange、mPlum、mRaspberry
、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurquoise、Na-Green、Nile Red、Oregon
　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、P
E-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 710、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin
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、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdot 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 
625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 123、Rhodamine Red、Riboflavin、
Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX
 Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagYFP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、
TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、
Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-PRO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、
ZsGreen、ZsYellow、7-AADなどを使用することができる。
【００９９】
　いくつかの態様において、本発明の方法では、例えば、第２、第５、第８および第１１
の抗原タンパク質を発現する細胞は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で弱
く標識されており、第３、第６、第９および第１２の抗原タンパク質を発現する細胞が第
２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で強く標識されていてもよい。ここで、弱く
標識された細胞と強く標識された細胞とは、例えばフローサイトメーター上で区別可能で
ある。蛍光色素／蛍光タンパク質としては、例えば、AcGFP、Alexa Fluor 350、Alexa Fl
uor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa Fluor 532、Ale
xa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 647
、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、Alexa Fluo
r 790、AmCyan、APC-Cy5.5、APC-Cy7、APC-eFluor 780、APC-H7、APC-R700、APC、AsRed2
、Azami-Green、BB515、BB700、BUV395、BUV496、BUV563、BUV661、BUV737、BUV805、BV4
21、BV480、BV510、BV570、BV605、BV650、BV711、BV750、BV785、BV786、Calcein pH 9
、Calcein AM、Calcein Violet AM、Cascade Blue、Cascade Yellow、CF488A、CF555、CF
647、CF660、CF680、CF750、CF770、CFP、CFSE、EosFP、Cy3、Cy5、Cy7、Cytophase Viol
et、DAPI、Dendra2、DRAQ5、DRAQ7、DsRed、DsRed2、DsRed-Express、DsRed-Monomer、dT
omato、DyeCycle Green、DyeCycle Orange、DyeCycle Ruby、DyeCycle Violet、DyLight 
405、DyLight 488、DyLight 549、DyLight 633、DyLight 649、DyLight 680、EBFP、ECFP
、eFluor 405、eFluor 450、eFluor 565NC、eFluor 585NC、eFluor 605NC、eFluor 625NC
、eFluor 650NC、eFluor 700NC、EGFP、Emerald 300、EmGFP、EYFP、FITC、Flash Phallo
idin Green 488、Flash Phalloidin Red 594、Flash Phalloidin NIR 647、FVS440UV、FV
S450、FVS510、FVS520、FVS570、FVS575V、FVS620、FVS660、FVS700、FVS780、GFP、GFP2
、HcRed、Hoechst 33258、Hoechst 33342、HyPer、JRed、Kaede、KeimaRed、KikumeGR、K
illerRed、KusabiraOrange、Lucifer Yellow、Magnesium Green、Marina Blue、mBanana
、mCherry、MidoriishiCyan、MitoSpy Green FM、MitoSpy Orange CMTMRos、MitoSpy Red
 CMXRos、MitoTracker Green、MitoTracker Orenge、MitoTracker Red、MitoTracker Dee
p Red、mOrange、mPlum、mRaspberry、mRFP1、mStrawberry、mTangerine、mTFP1、mTurqu
oise、Na-Green、Nile Red、Oregon　Green、Pacific Blue、Pacific Orange、PE、PE-CF
594、PE-Cy5、PE-Cy5.5、PE-Cy7、PE-Texas Red、PerCP、PerCP-Cy5.5、PerCP-eFluor 71
0、PhiYFP、PhiYFP-m、Phycocyanin、PicoGreen、PI、PS-CFP、Qdot 525、Qdot 545、Qdo
t 565、Qdot 585、Qdot 605、Qdot 625、Qdot 655、Qdot 705、Qdot 800、Rho 110、Rho 
123、Rhodamine Red、Riboflavin、Sirius、SNARF-1 (pH6)、SNARF-1 (pH9)、SYBR Green
、SYTOX Blue、SYTOX Green、SYTOX Orange、SYTOX Red、TagCFP、TagGFP、TagRFP、TagY
FP、Texas Red、TMRho、TO-PRO-1、TO-PRO-3、TOTO-1、TOTO-3、TurboFP602、TurboGFP、
TurboRFP、TurboYFP、V450、V500、Venus、Via-Probe Green、Via-Probe Red、YFP、YO-P
RO-1、YO-PRO-3、YOYO-1、YOYO-3、ZsGreen、ZsYellow、7-AADなどを使用することができ
る。
【０１００】
　さらに、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁
液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うことができる。よって、本発明の態様の一
つには、被検者に由来する試料中における第１から第１２の抗体を同時に検出または測定
する方法であって、第１の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第２の抗原タ
ンパク質を発現する細胞を調製する工程、第３の抗原タンパク質を発現する細胞を調製す
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る工程、第４の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第５の抗原タンパク質を
発現する細胞を調製する工程、第６の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第
７の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第８の抗原タンパク質を発現する細
胞を調製する工程、第９の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第１０の抗原
タンパク質を発現する細胞を調製する工程、第１１の抗原タンパク質を発現する細胞を調
製する工程、第１２の抗原タンパク質を発現する細胞を調製する工程、該第１から第１２
の抗原タンパク質を発現する細胞を含む細胞懸濁液を調製する工程、該細胞懸濁液に被検
者に由来する試料を加える工程、該細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程、な
らびに該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程を含み、ここで、第
１から第１２の抗原タンパク質のそれぞれは蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥ
Ｓ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１から第６の
抗原タンパク質はそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベク
ターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第７から第１２の抗
原タンパク質はそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクタ
ーを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質
と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質であり、第４から第６の抗原タンパク
質を発現する細胞および第１０から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍
光色素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されており、そして第２、第５、第８および
第１１の抗原タンパク質を発現する細胞は第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質
で弱く標識されており、第３、第６、第９および第１２の抗原タンパク質を発現する細胞
は第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質で強く標識されており、弱く標識された
細胞と強く標識された細胞とが区別可能である、方法が含まれる。第４から第６の抗原タ
ンパク質を発現する細胞および第１０から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞は、第
１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体で標識されていてもよい。
【０１０１】
　いくつかの態様において、被検者に由来する試料は血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、
唾液、および尿から選択されてもよい。上記第１から第１２の抗原タンパク質は、すべて
同じタンパク質であってよく、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、ＬＧＩ１、ＣＡＳＰ
Ｒ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン性アセチルコリン
受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパク質４、リアノジ
ン受容体、ジヒドロピリジン受容体、およびｋｖ１．４から選択されるタンパク質であり
うる。上記第１から第１２の抗原タンパク質は、必ずしもすべて同じタンパク質である必
要はなく、異なる抗原タンパク質を含んでいてもよい。例えば４例の被検者に由来する試
料中に含まれる３種の自己抗体の有無を検出できるように、第１から第１２の抗原タンパ
ク質を選択することもできる。このような場合は、各自己抗体に対応する３種の細胞を混
合した後に各被検者に由来する試料を加えてインキュベートし、それらをさらに１つの容
器中に加えて細胞懸濁液を得ることもできる。
【０１０２】
　上記第１の蛍光タンパク質はＥＧＦＰであってもよい。上記第２の蛍光タンパク質はmC
herryであってもよい。上記第１の蛍光色素は、ＥＧＦＰと同じ波長のレーザーで励起す
ることが可能なPE-Cy7であってもよい。上記第２の蛍光色素はHoechst 33342であっても
よい。上記二次抗体はAlexa Fluor 647で標識されていてもよい。
【０１０３】
　第１の蛍光タンパク質と第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質は、同じ波長の
レーザーで励起されるものを使用することができる。同様に、第２の蛍光タンパク質と第
１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質は、同じ波長のレーザーで励起されるものを
使用することもできる。本発明において使用される他の蛍光標識についても同様に、単一
のレーザーにより複数の標識が励起されるものを組み合わせて使用することができる。
【０１０４】
　なお、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質と同様に、第１の蛍光色素もしく
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は第３の蛍光タンパク質によって細胞を３段階（陰性、弱陽性、強陽性）に標識すること
により、１８種類の細胞を調製し、１８種類の試料について同時に評価することも可能で
ある。また、４段階の標識と組み合わせることにより、１６種類、２４種類、３２種類の
試料の同時評価も可能となる。
【０１０５】
　いくつかの態様においては、１２未満の種類の試料中における抗体の同時検出または同
時測定を行ってもよい。前記第１から第１２の抗原タンパク質を発現する細胞のうち、例
えば、２～１１種の細胞のみを調製して使用し、２～１１種類の試料中における抗体を同
時に検出または測定することもできる。また、このような２以上の細胞を含む細胞懸濁液
を複数調製し、複数の被検者に由来する試料と反応させることにより、複数の試料中の複
数の抗体を分析することができる。例えば、３例の被検者に由来する試料を４種類の抗体
について、あるいは４例の被検者に由来する試料を３種類の抗体について、同時に検査す
ることができる。
【０１０６】
（４ｎ種類の試料中の抗体の同時検出）
　本発明の別の態様としては、１以上の被検者に由来する４ｎ個の試料中における抗体を
同時に検出または測定する方法が含まれる。ここでｎは１以上の整数であり、好ましくは
１、２、３、４、５を含む１０以下の整数である。フローサイトメーターを用いることで
、４ｎ個の試料中における抗体の検出および／または測定を簡便かつ精確に同時に行うこ
とができる。
【０１０７】
　一つの態様において、本方法は、第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞をそ
れぞれ別個の容器中に調製する工程、１以上の被検者に由来する第１から第４ｎの試料を
、第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞にそれぞれ加えてインキュベートする
工程、被検者に由来する試料を加えた第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を
１つの容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、ならびに該細胞懸濁液中の細胞をフロー
サイトメーターで分析する工程を含む。一つの態様において、第１から第４ｎの抗原タン
パク質は同じタンパク質でありうる。また、一つの態様において、第１から第４ｎの抗原
タンパク質は、必ずしもすべて同じタンパク質である必要はなく、異なる抗原タンパク質
を含んでいてもよい。試料を細胞に加えてインキュベートする際には、あらかじめ複数の
細胞（例えば第１の抗原タンパク質を発現する細胞と第２の抗原タンパク質を発現する細
胞）を混合しておき、それに複数の試料（例えば第１の試料と第２の試料。ここで、第１
の試料と第２の試料は同じものであってもよい）を加えてインキュベートしてもよい。さ
らに、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に
蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うことができる。なお、二次抗体を標識する蛍光
タンパク質および蛍光色素の性質は、本発明に係る他の態様に関して記載したものと同様
である。
【０１０８】
　いくつかの態様において、第１から第４ｎの抗原タンパク質のそれぞれは、蛍光タンパ
ク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲＮ
Ａから翻訳されてもよい。例えば、第１から第２ｎの抗原タンパク質は、それぞれ第１の
蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク
質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第２ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質は、それぞれ
第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タ
ンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質
とは異なる蛍光タンパク質であってもよい。第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現
する細胞および第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞は、第１の蛍光色
素もしくは第３の蛍光タンパク質で標識されていてもよい。第ｎ＋１から第２ｎの抗原タ
ンパク質を発現する細胞および第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞は
、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体により標識されていても
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よい。第１から第４の蛍光タンパク質および第１から第２の蛍光色素の性質は、本発明に
係る他の態様に関して記載したものと同様である。
【０１０９】
　いくつかの態様において、第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞は、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可
能であり、同様に、第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第２ｎ＋１か
ら第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から第４ｎの抗原タンパク質を発
現する細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれ
ぞれ標識されており、各段階の強度で標識された第ｎ＋１から第２ｎの抗原タンパク質を
発現する細胞、第２ｎ＋１から第３ｎの抗原タンパク質を発現する細胞、第３ｎ＋１から
第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞がそれぞれ区別可能である。例えば、蛍光色素で
標識していない細胞、蛍光色素で弱く標識した細胞、蛍光色素で強く標識した細胞といっ
た３段階の強度で標識した細胞を調製することができる。本発明の文脈において、ｎ段階
の強度で細胞を標識することには、細胞を標識しないことも含まれる。
【０１１０】
　いくつかの態様においては、４ｎ未満の種類の試料中における抗体の同時検出または同
時測定を行ってもよい。前記第１から第４ｎの抗原タンパク質を発現する細胞のうち、例
えば、２～４ｎ－１種の細胞のみを調製して使用し、２～４ｎ－１種類の試料中における
抗体を同時に検出または測定することもできる。また、このような２以上の細胞を含む細
胞懸濁液を複数調製し、複数の被検者に由来する試料と反応させることにより、複数の試
料中の複数の抗体を分析することができる。例えば、８例の被検者に由来する試料を２種
類の抗体について、あるいは４例の被検者に由来する試料を４種類の抗体について、同時
に検査することができる。
【０１１１】
（２ｍｎ種類の試料中の抗体の同時検出）
　上述した４ｎ種類の試料の同時分析において、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タン
パク質による標識をｍ段階に分けることにより、２ｍｎ種類の試料の同時分析を行うこと
ができる。よって、本発明の別の態様としては、１以上の被検者に由来する２ｍｎ個の試
料中における抗体を同時に検出または測定する方法が含まれる。ここでｍおよびｎは１以
上の整数であり、好ましくは１、２、３、４、５を含む１０以下の整数である。フローサ
イトメーターを用いることで、２ｍｎ個の試料中に含まれる抗体の検出および／または測
定を簡便かつ精確に同時に行うことができる。２ｍｎは例えば、２、４、６、８、１２、
１６、１８、２４、３２などの値を取り得る。被検者に由来する試料としては、例えば、
血清、血漿、全血、脳脊髄液、涙、唾液、尿などを使用することができる。検出対象の抗
体が結合する抗原タンパク質としては、例えば、ＡＱＰ４、ＭＯＧ、ＮＭＤＡ受容体、Ｌ
ＧＩ１、ＣＡＳＰＲ２、ＡＭＰＡ受容体、グリシン受容体、ＧＡＢＡＢ受容体、ニコチン
性アセチルコリン受容体、筋特異的受容体型チロシンキナーゼ、ＬＤＬ受容体関連タンパ
ク質４、リアノジン受容体、ジヒドロピリジン受容体、ｋｖ１．４などを使用することが
できる。
【０１１２】
　一つの態様において、本方法は、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を
それぞれ別個の容器中に調製する工程、１以上の被検者に由来する第１から第２ｍｎの試
料を、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞にそれぞれ加えてインキュベー
トする工程、被検者に由来する試料を加えた第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現す
る細胞を１つの容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、ならびに該細胞懸濁液中の細胞
をフローサイトメーターで分析する工程を含む。ここで、試料を細胞に加えてインキュベ
ートする際には、あらかじめ複数の細胞（例えば第１の抗原タンパク質を発現する細胞と
第２の抗原タンパク質を発現する細胞）を混合しておき、それに複数の試料（例えば第１
の試料と第２の試料。ここで、第１の試料と第２の試料は同じものであってもよい）を加
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えてインキュベートしてもよい。さらに、細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで
分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程を行うことができ
る。なお、二次抗体を標識する蛍光タンパク質および蛍光色素の性質は、本発明に係る他
の態様に関して記載したものと同様である。第１から第２ｍｎの抗原タンパク質は、同じ
タンパク質であっても、異なるタンパク質を含んでいてもよい。
【０１１３】
　いくつかの態様において、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質のそれぞれは、蛍光タン
パク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて蛍光タンパク質と同一のｍＲ
ＮＡから翻訳される。また、いくつかの態様において、第１から第ｍｎの抗原タンパク質
はそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第
１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タン
パク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用
いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２
の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質である。
【０１１４】
　いくつかの態様においては、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞のうち
、第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとして、第１から
第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられ、第１
細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質に
よりｍ段階の強度でそれぞれ標識され、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞ
れ区別可能とされており、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループは、第
１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質によりｍ段階の強度でそれぞれ標識され、各
段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能とされうる。第１細胞グループ
から第ｍ細胞グループは、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体
によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されて、各段階の強度で標識された細胞グループがそ
れぞれ区別可能とされ、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループが、第１
の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ
標識されて、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別可能とされてもよい
。
【０１１５】
　いくつかの態様においては、上記の第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タン
パク質を発現する細胞は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の
強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能とさ
れ、同様に、第２細胞グループから第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞
は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識さ
れて、各段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能とされうる。
【０１１６】
　別の言い方をすれば、いくつかの態様において、第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を
発現する細胞は、まず、第１から第ｍｎの細胞からなるグループと、第ｍｎ＋１から第２
ｍｎの細胞からなるグループとに分けられる。この２群の区別は、第１の蛍光タンパク質
と第２の蛍光タンパク質の判別によりなされうる。次に、第１から第ｍｎの細胞からなる
グループは、ｎ個の細胞からなるｍ個の群に分けられる。これらｍ個の群は、第１の蛍光
色素もしくは第３の蛍光タンパク質により各群ごとにｍ段階の異なる強度でそれぞれ標識
されることにより、それぞれ区別されうる。また、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タ
ンパク質の蛍光強度によりそれぞれ区別されるｍ個の群にそれぞれ含まれるｎ個の細胞は
、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の異なる強度でそれぞれ標
識されることにより、それぞれ区別されうる。同様に、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの細胞か
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らなるグループについても、ｎ個の細胞からなるｍ個の群に分けられる。これらｍ個の群
は、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質により各群ごとにｍ段階の異なる強度
でそれぞれ標識されることにより、それぞれ区別されうる。また、第１の蛍光色素もしく
は第３の蛍光タンパク質の蛍光強度によりそれぞれ区別されるｍ個の群にそれぞれ含まれ
るｎ個の細胞は、第２の蛍光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の異なる強
度でそれぞれ標識されることにより、それぞれ区別されうる。このようにして、蛍光標識
に基づきそれぞれ区別可能な２ｍｎ種類の細胞が調製されうる。よって、本発明の一つの
態様は、蛍光標識に基づきそれぞれ区別可能な２ｍｎ種類の細胞の調製方法にも関する。
【０１１７】
　上記のように、細胞の標識には抗体を用いてもよい。第１から第４の蛍光タンパク質お
よび第１から第２の蛍光色素の性質は、本発明に係る他の態様に関して記載したものと同
様である。なお、例えば、蛍光色素で標識していない細胞、蛍光色素で弱く標識した細胞
、蛍光色素で強く標識した細胞といった３段階の強度で標識した細胞を調製することがで
きる。本発明の文脈において、ｍ段階あるいはｎ段階の強度で細胞を標識することには、
細胞を標識しないことも含まれる。
【０１１８】
　例えば、ｍ＝３、ｎ＝３の場合、１８種類の細胞を調製し、１８個の試料を同時に評価
することができる。ｍ＝４、ｎ＝３の場合、２４種類の細胞を調製し、２４個の試料を同
時に評価することができる。
【０１１９】
　本発明の態様の一つは、よって、１以上の被検者に由来する２ｍｎ個の試料中における
抗体を同時に検出または測定する方法であって、
　ｍは１以上の整数であり、
　ｎは１以上の整数であり、
　第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞をそれぞれ別個の容器中に調製する
工程、
　１以上の被検者に由来する第１から第２ｍｎの試料を、第１から第２ｍｎの抗原タンパ
ク質を発現する細胞にそれぞれ加えてインキュベートする工程、
　被検者に由来する試料を加えた第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を１
つの容器中で混合して細胞懸濁液を得る工程、
　該細胞懸濁液に蛍光標識した二次抗体を加える工程、ならびに
　該細胞懸濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程
を含み、
　ここで、第１から第ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第１の蛍光タンパク質と融合して
いるか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第１の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡから翻
訳され、第ｍｎ＋１から第２ｍｎの抗原タンパク質がそれぞれ第２の蛍光タンパク質と融
合しているか又はＩＲＥＳ発現ベクターを用いて第２の蛍光タンパク質と同一のｍＲＮＡ
から翻訳され、第１の蛍光タンパク質と第２の蛍光タンパク質とは異なる蛍光タンパク質
であり、
　第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第１細胞グループとし、同様に、第ｎ
＋１から第２ｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２細胞グループ、第（ｍ－１）ｎ＋
１から第ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第ｍ細胞グループ、第（２ｍ－１）ｎ＋
１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞を第２ｍ細胞グループとし、第１から第
２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞がｎ種類ずつ２ｍのグループに分けられており、
　第１細胞グループから第ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパ
ク質または第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接合した抗体によりｍ段階の
強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細胞グループがそれぞれ区別
可能であり、同様に、第ｍ＋１細胞グループから第２ｍ細胞グループが、第１の蛍光色素
もしくは第３の蛍光タンパク質または第１の蛍光色素もしくは第３の蛍光タンパク質の接
合した抗体によりｍ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識された細
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胞グループがそれぞれ区別可能であり、
　第１細胞グループに属する第１から第ｎの抗原タンパク質を発現する細胞が、第２の蛍
光色素もしくは第４の蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各
段階の強度で標識された細胞がそれぞれ区別可能であり、同様に、第２細胞グループから
第２ｍ細胞グループのそれぞれに属するｎ種類の細胞が、第２の蛍光色素もしくは第４の
蛍光タンパク質によりｎ段階の強度でそれぞれ標識されており、各段階の強度で標識され
た細胞がそれぞれ区別可能である、方法に関する。
【０１２０】
　いくつかの態様においては、２ｍｎ未満の種類の試料中における抗体の同時検出または
同時測定を行ってもよい。前記第１から第２ｍｎの抗原タンパク質を発現する細胞のうち
、例えば、２～２ｍｎ－１種の細胞のみを調製して使用し、２～２ｍｎ－１種類の試料中
における抗体を同時に検出または測定することもできる。また、このような２以上の細胞
を含む細胞懸濁液を複数調製し、複数の被検者に由来する試料と反応させることにより、
複数の試料中の複数の抗体を分析することができる。例えば、８例の被検者に由来する試
料を２種類の抗体について、あるいは４例の被検者に由来する試料を４種類の抗体につい
て、同時に検査することができる。よって、本発明のいくつかの態様は、１以上の被検者
に由来する２ｍｎ以下の試料中における抗体を同時に検出または測定する方法に関する。
【０１２１】
診断
　本発明の方法によれば、被検者に由来する試料中における複数の抗体を同時に検出また
は測定することにより、疾患の診断に有用な指標を得ることができる。
【０１２２】
　例えば、被検者の血清中における抗ＡＱＰ４抗体の存在は、被検者におけるＮＭＯ／Ｎ
ＭＯＳＤの存在を指し示しうる。したがって、本発明の方法の態様の一つは、被検者に由
来する試料中における抗ＡＱＰ４抗体および抗ＭＯＧ抗体を同時に検出または測定する方
法であって、ＡＱＰ４タンパク質（例えばＡＱＰ４Ｍ２３タンパク質）を発現する細胞を
調製する工程、ＭＯＧタンパク質を発現する細胞を調製する工程、該ＡＱＰ４タンパク質
を発現する細胞と該ＭＯＧタンパク質を発現する細胞とを含む細胞懸濁液を調製する工程
、該細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに該細胞懸濁液中の細胞を
フローサイトメーターで分析する工程を含み、試料中における抗ＡＱＰ４抗体の存在が被
検者におけるＮＭＯ／ＮＭＯＳＤの存在を指し示す、方法に関する。さらに、細胞懸濁液
中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次
抗体を加える工程を行うことができる。
【０１２３】
　また、例えば、被検者の血清中における抗ＭＯＧ抗体の存在は、被検者における抗ＭＯ
Ｇ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患の存在を指し示しうる。したがって、本発明の方法の態
様の一つは、被検者に由来する試料中における抗ＡＱＰ４抗体および抗ＭＯＧ抗体を同時
に検出または測定する方法であって、ＡＱＰ４タンパク質を発現する細胞を調製する工程
、ＭＯＧタンパク質を発現する細胞を調製する工程、該ＡＱＰ４タンパク質を発現する細
胞と該ＭＯＧタンパク質を発現する細胞とを含む細胞懸濁液を調製する工程、該細胞懸濁
液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに該細胞懸濁液中の細胞をフローサイト
メーターで分析する工程を含み、試料中における抗ＭＯＧ抗体の存在が被検者における抗
ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患の存在を指し示す、方法に関する。さらに、細胞懸
濁液中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した
二次抗体を加える工程を行うことができる。
【０１２４】
　また、例えば、被検者、特に脱髄性疾患患者の血清中における抗ＡＱＰ４抗体および抗
ＭＯＧ抗体の不在は、被検者におけるＭＳの存在を指し示しうる。したがって、本発明の
方法の態様の一つは、被検者に由来する試料中における抗ＡＱＰ４抗体および抗ＭＯＧ抗
体を同時に検出または測定する方法であって、ＡＱＰ４タンパク質を発現する細胞を調製
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する工程、ＭＯＧタンパク質を発現する細胞を調製する工程、該ＡＱＰ４タンパク質を発
現する細胞と該ＭＯＧタンパク質を発現する細胞とを含む細胞懸濁液を調製する工程、該
細胞懸濁液に被検者に由来する試料を加える工程、ならびに該細胞懸濁液中の細胞をフロ
ーサイトメーターで分析する工程を含み、試料中における抗ＡＱＰ４抗体および抗ＭＯＧ
抗体の不在が被検者におけるＭＳの存在を指し示す、方法に関する。さらに、細胞懸濁液
中の細胞をフローサイトメーターで分析する工程の前に、細胞懸濁液に蛍光標識した二次
抗体を加える工程を行うことができる。
【０１２５】
　同様にして、例えば本願に記載のＡＱＰ４、ＭＯＧ以外のタンパク質を利用して、本願
に記載の他の疾患の診断に有用な指標を得ることもできる。
【０１２６】
　以下に、実施例を示して本発明を具体的に説明するが、これらにより本発明は何ら制限
を受けるものではない。
【実施例】
【０１２７】
＜例１：細胞培養と一過性発現の方法＞
　ＣＨＯ－Ｋ１細胞の培養は、１０％ウシ胎児血清、１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬペニシリン
、１００μｇ／ｍＬストレプトマイシンを含むＨａｍ’ｓ　Ｆ－１２Ｋ培地を用いて、３
７℃、５％ＣＯ２濃度の環境下で行った。hAQP4M23 cDNA（配列番号：１）ならびにhMOG 
isoform alpha1 precursor cDNA（配列番号：２）を、発現ベクターｐＥＧＦＰ－Ｎ３の
マルチクローニングサイトに挿入したプラスミドを作製した。細胞を播種した翌日、Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００を用いてトランスフェクションを行い、４８時間後に
フローサイトメトリー測定を行った（図１参照）。
【０１２８】
＜例２：フローサイトメトリー解析＞
　ヒトＭＯＧを発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞に最終濃度５μｇ／ｍＬとなるようにHoechs
t 33342を加え、３７℃で２０分間のインキュベートを行った。ヒトＡＱＰ４Ｍ２３を発
現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞ならびにHoechst 33342染色を行ったヒトＭＯＧを発現させた
ＣＨＯ－Ｋ１細胞を回収し、それぞれの細胞懸濁液が１．０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬと
なるように調整した。その後、２種類の細胞懸濁液を等量混ぜ、４℃で２時間のインキュ
ベートを行った。細胞懸濁液として、３％ウシ胎児血清、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含むダルベ
ッコリン酸緩衝生理食塩水を用いた。
【０１２９】
　１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬの細胞懸濁液に対して１０μＬの患者血清を加え、４℃
で１５分間のインキュベートを行った。その後、細胞懸濁液を用いて遠心洗浄を２回行い
、二次抗体を加えた。二次抗体はAlexa Fluor 647標識抗ヒトＩｇＧ抗体を用い、抗体反
応濃度は１：５００を採用した。４℃で３０分間のインキュベートを行った後、２回の遠
心洗浄を行い、４８８ｎｍ青レーザー、６４０ｎｍ赤レーザー、３５５ｎｍＵＶレーザー
を搭載したベクトン・ディッキンソン社製FACSAriaIIを用いて測定した。
【０１３０】
　死細胞ならびにダブレットを除いたＣＨＯ－Ｋ１細胞画分をHoechst 33342青色蛍光強
度と側方散乱光で展開し、Hoechst 33342陽性細胞群とHoechst 33342陰性細胞群に対する
ゲートを設定した。死細胞の染色には７－ＡＡＤを用いた。Hoechst 33342陽性細胞群とH
oechst 33342陰性細胞群をそれぞれＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開
し、測定サンプルに含まれるＥＧＦＰ陽性かつAlexa Fluor 647陽性細胞の割合を算出し
た。測定したフローサイトメトリーデータの解析にはＦｌｏｗＪｏを使用した（図２参照
）。
【０１３１】
＜例３：患者試料の分析＞
　視神経脊髄炎関連疾患患者（５８歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗
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体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図３－１から３
－８に示す。図３－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方
散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対す
るＰ１ゲートを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図３－２は、図３－
１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対す
るＰ２ゲートを作成した図である。図３－３は、図３－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉ
ｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に
対するＰ３ゲートを作成した図である。図３－４は、図３－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨ
ｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集
団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図３－３と図３－４によって、細胞集団に含
まれるダブレットを除去した。図３－５は、図３－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色
蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対し
てＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である。図
３－６は、図３－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青
色蛍光強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図３－７は、図３－５の
Ｐ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットで
ある。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプ
ロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在する（本デ
ータでは、図３－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうちの３０．４％の細胞が
存在する）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陽性であると判断した。図３－８は、図３
－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロ
ットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在す
るプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない
（本データでは、図３－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうち僅かに０．３５
％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陰性であると判断した。
【０１３２】
＜例４：患者試料の分析＞
　視神経脊髄炎関連疾患患者（４４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗
体陽性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図４－１から図
４－８に示す。図４－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側
方散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対
するＰ１ゲートを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図４－２は、図４
－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対
するＰ２ゲートを作成した図である。図４－３は、図４－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅ
ｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団
に対するＰ３ゲートを作成した図である。図４－４は、図４－３のＰ３ゲートをＦＳＣの
ＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞
集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図４－３と図４－４によって、細胞集団に
含まれるダブレットを除去した。図４－５は、図４－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青
色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対
してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である。
図４－６は、図４－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342
青色蛍光強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図４－７は、図４－５
のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロット
である。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在する
プロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在する（本
データでは、図４－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうちの２８．３％の細胞
が存在する）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陽性であると判断した。図４－８は、図
４－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プ
ロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在
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するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在する
（本データでは、図４－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの１４．０％の
細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【０１３３】
＜例５：患者試料の分析＞
　視神経脊髄炎関連疾患患者（５７歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗
体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体弱陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図５－１から
図５－８に示す。図５－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を
側方散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に
対するＰ１ゲートを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図５－２は、図
５－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に
対するＰ２ゲートを作成した図である。図５－３は、図５－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨ
ｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集
団に対するＰ３ゲートを作成した図である。図５－４は、図５－３のＰ３ゲートをＦＳＣ
のＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細
胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図５－３と図５－４によって、細胞集団
に含まれるダブレットを除去した。図５－５は、図５－４のＰ４ゲートをHoechst 33342
青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に
対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である
。図５－６は、図５－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 333
42青色蛍光強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図５－７は、図５－
５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロッ
トである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在す
るプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない
（本データでは、図５－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．１２
％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。図
５－８は、図５－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開
した等高線プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細
胞集団が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集
団が存在する（本データでは、図５－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの
３．５０％の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体弱陽性であると判断した
。
【０１３４】
＜例６：患者試料の分析＞
　多発性硬化症患者（２３歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性か
つ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図６－１から図６－８に
示す。図６－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光
（Side Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１
ゲートを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図６－２は、図６－１のＰ
１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対するＰ２
ゲートを作成した図である。図６－３は、図６－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔ
とＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対する
Ｐ３ゲートを作成した図である。図６－４は、図６－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇ
ｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対
するＰ４ゲートを作成した図である。図６－３と図６－４によって、細胞集団に含まれる
ダブレットを除去した。図６－５は、図６－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強
度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５
ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である。図６－６
は、図６－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光
強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図６－７は、図６－５のＰ５ゲ
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ートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットである。
検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプロット
となる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない（本データ
では、図６－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．２６％の細胞し
か存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。図６－８は、
図６－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線
プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存
在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在す
る（本データでは、図６－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの２０．１％
の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【０１３５】
＜例７：患者試料の分析＞
　多発性硬化症患者（５０歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性か
つ抗ＭＯＧ抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図７－１から図７－８に
示す。図７－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光
（Side Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１
ゲートを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図７－２は、図７－１のＰ
１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対するＰ２
ゲートを作成した図である。図７－３は、図７－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔ
とＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対する
Ｐ３ゲートを作成した図である。図７－４は、図７－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇ
ｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対
するＰ４ゲートを作成した図である。図７－３と図７－４によって、細胞集団に含まれる
ダブレットを除去した。図７－５は、図７－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強
度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５
ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である。図７－６
は、図７－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光
強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図７－７は、図７－５のＰ５ゲ
ートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットである。
検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプロット
となる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない（本データ
では、図７－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．４４％の細胞し
か存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。図７－８は、
図７－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線
プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存
在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在し
ない（本データでは、図７－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうち僅かに０．
２４％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陰性であると判断した。
【０１３６】
＜例８：患者試料の分析＞
　視神経炎患者（７８歳男性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗
ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図８－１から図８－８に示す
。図８－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Sid
e Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲー
トを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図８－２は、図８－１のＰ１ゲ
ート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対するＰ２ゲー
トを作成した図である。図８－３は、図８－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔとＷ
ｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ３
ゲートを作成した図である。図８－４は、図８－３のＰ３ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇｈｔ
とＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対する
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Ｐ４ゲートを作成した図である。図８－３と図８－４によって、細胞集団に含まれるダブ
レットを除去した。図８－５は、図８－４のＰ４ゲートをHoechst 33342青色蛍光強度と
ＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に対してＰ５ゲー
トを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である。図８－６は、
図８－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 33342青色蛍光強度
を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図８－７は、図８－５のＰ５ゲート
をＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロットである。検査
血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプロットとな
る。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない（本データでは
、図８－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．２６％の細胞しか存
在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。図８－８は、図８
－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロ
ットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在す
るプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在する（
本データでは、図８－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの２１．４％の細
胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【０１３７】
＜例９：患者試料の分析＞
　再発性急性散在性脳脊髄炎患者（１５歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ
４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ抗体陽性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図９－１か
ら図９－８に示す。図９－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸
を側方散乱光（Side Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団
に対するＰ１ゲートを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図９－２は、
図９－１のＰ１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞
に対するＰ２ゲートを作成した図である。図９－３は、図９－２のＰ２ゲートをＦＳＣの
ＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞
集団に対するＰ３ゲートを作成した図である。図９－４は、図９－３のＰ３ゲートをＦＳ
ＣのＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の
細胞集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図９－３と図９－４によって、細胞集
団に含まれるダブレットを除去した。図９－５は、図９－４のＰ４ゲートをHoechst 3334
2青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞群に
対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図である
。図９－６は、図９－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoechst 333
42青色蛍光強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図９－７は、図９－
５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した等高線プロッ
トである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在す
るプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団が存在しない
（本データでは、図９－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち僅かに０．４０
％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であると判断した。図
９－８は、図９－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開
した等高線プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細
胞集団が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集
団が存在する（本データでは、図９－５のＰ６ゲートHoechst 33342陽性細胞群のうちの
６．４０％の細胞が存在する）ことから、本血清は抗ＭＯＧ抗体陽性であると判断した。
【０１３８】
＜例１０：患者試料の分析＞
　健常者（２４歳女性）から採取した血清の検査結果（抗ＡＱＰ４抗体陰性かつ抗ＭＯＧ
抗体陰性）を示したフローサイトメトリー解析の図を図１０－１から図１０－８に示す。
図１０－１は、横軸を前方散乱光（Forward Scatter：ＦＳＣ）、縦軸を側方散乱光（Sid
e Scatter：ＳＳＣ）としたドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対するＰ１ゲー
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トを作成した図である。５００００細胞の測定を行った。図１０－２は、図１０－１のＰ
１ゲート内に含まれる死細胞を７－ＡＡＤ染色試薬を用いて除去し、生細胞に対するＰ２
ゲートを作成した図である。図１０－３は、図１０－２のＰ２ゲートをＦＳＣのＨｅｉｇ
ｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞集団に対
するＰ３ゲートを作成した図である。図１０－４は、図１０－３のＰ３ゲートをＦＳＣの
ＨｅｉｇｈｔとＷｉｄｔｈパラメーターで展開したドットプロットを作成し、目的の細胞
集団に対するＰ４ゲートを作成した図である。図１０－３と図１０－４によって、細胞集
団に含まれるダブレットを除去した。図１０－５は、図１０－４のＰ４ゲートをHoechst 
33342青色蛍光強度とＳＳＣで展開したドットプロットを作成し、Hoechst 33342陰性細胞
群に対してＰ５ゲートを、Hoechst 33342陽性細胞群に対してＰ６ゲートを作成した図で
ある。図１０－６は、図１０－５のHoechst 33342陰性細胞群ならびに陽性細胞群を、Hoe
chst 33342青色蛍光強度を横軸とした１次元ヒストグラムで示した図である。図１０－７
は、図１０－５のＰ５ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開した
等高線プロットである。検査血清に抗ＡＱＰ４抗体が含まれている場合、Ｑ２領域に細胞
集団が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、ならびにＱ２領域に細胞集団
が存在しない（本データでは、図１０－５のＰ５ゲートHoechst 33342陰性細胞群のうち
僅かに０．０７６％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は抗ＡＱＰ４抗体陰性であ
ると判断した。図１０－８は、図１０－５のＰ６ゲートをＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluo
r 647蛍光強度で展開した等高線プロットである。検査血清に抗ＭＯＧ抗体が含まれてい
る場合、Ｑ２領域に細胞集団が存在するプロットとなる。本等高線プロットの形状、なら
びにＱ２領域に細胞集団が存在しない（本データでは、図１０－５のＰ６ゲートHoechst 
33342陽性細胞群のうち僅かに０．０６１％の細胞しか存在しない）ことから、本血清は
抗ＭＯＧ抗体陰性であると判断した。
【０１３９】
＜例１１：複数試料の分析に利用可能な細胞の調製＞
　複数個の試料（例えば、６種類、１２種類、２４種類）を同時にアッセイするのに使用
可能な細胞の調製を行った。例えば、６種類の試料を同時に分析するためには、以下の６
種類の細胞を調製することができる：
１．第１の抗原タンパク質と第１の蛍光タンパク質（例えばＥＧＦＰ）の融合タンパク質
を発現し、第１の蛍光色素（例えばHoechst 33342）陰性である第１の細胞；
２．第１の抗原タンパク質と第１の蛍光タンパク質（例えばＥＧＦＰ）の融合タンパク質
を発現し、第１の蛍光色素（例えばHoechst 33342）弱陽性である第２の細胞；
３．第１の抗原タンパク質と第１の蛍光タンパク質（例えばＥＧＦＰ）の融合タンパク質
を発現し、第１の蛍光色素（例えばHoechst 33342）強陽性である第３の細胞；
４．第１の抗原タンパク質と第２の蛍光タンパク質（例えばmCherry）の融合タンパク質
を発現し、第１の蛍光色素（例えばHoechst 33342）陰性である第４の細胞；
５．第１の抗原タンパク質と第２の蛍光タンパク質（例えばmCherry）の融合タンパク質
を発現し、第１の蛍光色素（例えばHoechst 33342）弱陽性である第５の細胞；
６．第１の抗原タンパク質と第２の蛍光タンパク質（例えばmCherry）の融合タンパク質
を発現し、第１の蛍光色素（例えばHoechst 33342）強陽性である第６の細胞。
【０１４０】
　ここで、第１、第２、第３の細胞はそれぞれ、第１の蛍光色素による染色が３段階（陰
性、弱陽性、強陽性）に調節されている。第４、第５、第６の細胞もそれぞれ、第１の蛍
光色素による染色が３段階（陰性、弱陽性、強陽性）に調節されている。第４～第６の細
胞は、第２の蛍光タンパク質の代わりに第１の蛍光タンパク質を使用し、細胞に恒常的に
発現している膜タンパク質に対する第２の蛍光色素で標識された抗体を使用して標識を行
ってもよい。また、第２の蛍光タンパク質と第２の蛍光色素の両方を用いて標識を行うこ
とにより、区別可能な細胞の数を１２種類に増やすこともできる。さらに、第１の蛍光色
素による染色のレベルをさらに細分化することにより、細胞の種類を例えば２４種類に増
やすこともできる。なお、本明細書の記載から明らかなように、融合タンパク質の代わり



(74) JP 2019-152604 A 2019.9.12

10

20

30

40

50

にＩＲＥＳ系を用いて蛍光タンパク質を発現させてもよい。また、蛍光タンパク質融合発
現ベクターとＩＲＥＳ発現ベクターを併用してもよい。その他、核を染色する色素とそれ
と同系色の細胞膜、細胞質、細胞小器官、脂質、および糖鎖などを含む、細胞を構成する
任意の構造単位を染色する色素を併用することにより細胞を区別することもできる。また
、複数種の細胞を併用することもできる。
【０１４１】
　Hoechst 33342陰性の細胞、Hoechst 33342で弱く染色した細胞、およびHoechst 33342
で強く染色した細胞を混合し、フローサイトメトリーで分析した結果を図１１－１～１１
－６に示す。ＣＨＯ－Ｋ１細胞を１０％ウシ胎児血清、１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬペニシリ
ン、１００μｇ／ｍＬストレプトマイシンを含むＨａｍ’ｓ　Ｆ－１２Ｋ培地を用いて、
３７℃、５％ＣＯ２濃度の環境下で、３枚の培養ディッシュ（培養ディッシュＡ、培養デ
ィッシュＢ、培養ディッシュＣとする）を用いて培養した。各ディッシュに対する処理は
以下の通りであった：
　培養ディッシュＡ：Hoechst 33342による染色を行わない；
　培養ディッシュＢ：Hoechst 33342によって弱く染色を行う；
　培養ディッシュＣ：Hoechst 33342によって強く染色を行う。
【０１４２】
　細胞を播種した７２時間後に、培養ディッシュＢには最終濃度０．１μｇ／ｍＬとなる
ように、培養ディッシュＣには最終濃度５μｇ／ｍＬとなるように、Hoechst 33342を加
え、３７℃で２０分間のインキュベートを行った。その後、３枚の培養ディッシュから細
胞をそれぞれ回収し、各細胞懸濁液が１．０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬとなるように調整
した。細胞懸濁液として、３％ウシ胎児血清、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含むダルベッコリン酸
緩衝生理食塩水を用いた。３種類の細胞懸濁液を等量混ぜ、４８８ｎｍ青レーザー、６４
０ｎｍ赤レーザー、３５５ｎｍＵＶレーザーを搭載したベクトン・ディッキンソン社製FA
CSAriaIIを用いて測定した。
【０１４３】
　死細胞ならびにダブレットを除いたＣＨＯ－Ｋ１細胞画分をHoechst 33342青色蛍光強
度と側方散乱光で展開し、Hoechst 33342陰性細胞群、Hoechst 33342弱陽性細胞群、Hoec
hst 33342強陽性細胞群に対するゲートを設定した。死細胞の染色には７－ＡＡＤを用い
た。測定したフローサイトメトリーデータの解析にはＦｌｏｗＪｏを使用した。図１１－
５のドットプロットおよび図１１－６のヒストグラムから明らかなようにHoechst 33342
による染色の度合いを調整することにより、アッセイに用いる細胞の種類を増やすことが
できる。
【０１４４】
＜例１２：１２疾患自己抗体の同時測定＞
１．細胞培養と一過性発現の方法
　ＣＨＯ－Ｋ１細胞を１０％ウシ胎児血清、１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬペニシリン、１００
μｇ／ｍＬストレプトマイシンを含むＨａｍ’ｓ　Ｆ－１２Ｋ培地を用いて、３７℃、５
％ＣＯ２濃度の環境下で、１２枚の培養ディッシュを用いて培養する。第１の抗原タンパ
ク質をコードする遺伝子１、第２の抗原タンパク質をコードする遺伝子２、第３の抗原タ
ンパク質をコードする遺伝子３、第４の抗原タンパク質をコードする遺伝子４、第５の抗
原タンパク質をコードする遺伝子５、第６の抗原タンパク質をコードする遺伝子６をそれ
ぞれ発現ベクターｐＥＧＦＰ－Ｎ３のマルチクローニングサイトに挿入した６種類のプラ
スミドを作製する。第７の抗原タンパク質をコードする遺伝子７、第８の抗原タンパク質
をコードする遺伝子８、第９の抗原タンパク質をコードする遺伝子９、第１０の抗原タン
パク質をコードする遺伝子１０、第１１の抗原タンパク質をコードする遺伝子１１、第１
２の抗原タンパク質をコードする遺伝子１２をそれぞれ発現ベクターpMSCV-IRES-mCherry
 FPのマルチクローニングサイトに挿入した６種類のプラスミドを作製する。細胞を播種
した翌日、１２枚の培養ディッシュに対して１２種類のプラスミドを１種類ずつ、Ｌｉｐ
ｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００を用いてトランスフェクションを行い、４８時間後にフ
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ローサイトメトリー測定を行う。 
【０１４５】
２．フローサイトメトリー解析
　第２の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第５の抗原タンパク質を発現さ
せたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第８の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第１１の
抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞にそれぞれ最終濃度０．１μｇ／ｍＬとな
るようにHoechst 33342を加える。第３の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞
、第６の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第９の抗原タンパク質を発現さ
せたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第１２の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞に最終濃
度５μｇ／ｍＬとなるようにHoechst 33342を加える。３７℃で２０分間のインキュベー
トを行う。第１の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第２の抗原タンパク質
を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第３の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、
第４の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第５の抗原タンパク質を発現させ
たＣＨＯ－Ｋ１細胞、第６の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第７の抗原
タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第８の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－
Ｋ１細胞、第９の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第１０の抗原タンパク
質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞、第１１の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細
胞、第１２の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞を回収し、それぞれの細胞懸
濁液が１．０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬとなるように調整後、４℃で１時間３０分のイン
キュベートを行う。
【０１４６】
　その後、第４の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第５の抗原タン
パク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第６の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ
－Ｋ１細胞懸濁液、第１０の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第１
１の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第１２の抗原タンパク質を発
現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液に、ＣＨＯ－Ｋ１細胞に恒常的に発現している膜タンパ
ク質に対する抗体を加え、４℃で３０分間のインキュベートを行う。ここで、抗体はＰＥ
－Ｃｙ７によって標識されているものを使用する。第１の抗原タンパク質を発現させたＣ
ＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第２の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第
３の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第７の抗原タンパク質を発現
させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液、第８の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸
濁液、第９の抗原タンパク質を発現させたＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液には何も加えず、引き
続き４℃で３０分間のインキュベートを行う。細胞懸濁液として、３％ウシ胎児血清、２
ｍＭ　ＥＤＴＡを含むダルベッコリン酸緩衝生理食塩水を用いる。
【０１４７】
　１２種類全ての細胞懸濁液からそれぞれ５０μＬずつ取り、６００μＬの細胞懸濁液を
作製した後、６０μＬの患者血清を加え、４℃で１５分間のインキュベートを行う。その
後、細胞懸濁液を用いて遠心洗浄を２回行い、二次抗体を加える。二次抗体はAlexa Fluo
r 647標識抗ヒトＩｇＧ抗体を用い、抗体反応濃度は１：５００を採用する。４℃で３０
分間のインキュベートを行った後、２回の遠心洗浄を行い、４８８ｎｍ青レーザー、６４
０ｎｍ赤レーザー、５６１ｎｍ黄緑レーザー、３５５ｎｍＵＶレーザーを搭載したベクト
ン・ディッキンソン社製FACSAriaIIを用いて測定する。
【０１４８】
　死細胞ならびにダブレットを除いたＣＨＯ－Ｋ１細胞画分をＰＥ－Ｃｙ７蛍光強度と側
方散乱光で展開し、ＰＥ－Ｃｙ７陰性細胞群とＰＥ－Ｃｙ７陽性細胞群に対するゲートを
設定する。死細胞の染色には７－ＡＡＤを用いる。ＰＥ－Ｃｙ７陰性細胞群をHoechst 33
342青色蛍光強度と側方散乱光で展開し、Hoechst 33342陰性細胞群、Hoechst 33342弱陽
性細胞群、Hoechst 33342強陽性細胞群に対するゲートを設定する。Hoechst 33342陰性細
胞群、Hoechst 33342弱陽性細胞群、Hoechst 33342強陽性細胞群をそれぞれＥＧＦＰ蛍光
強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開し、測定サンプルに含まれるＥＧＦＰ陽性かつAle
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xa Fluor 647陽性細胞の割合を算出する。
【０１４９】
　ＰＥ－Ｃｙ７陽性細胞群をHoechst 33342青色蛍光強度と側方散乱光で展開し、Hoechst
 33342陰性細胞群、Hoechst 33342弱陽性細胞群、Hoechst 33342強陽性細胞群に対するゲ
ートを設定する。Hoechst 33342陰性細胞群、Hoechst 33342弱陽性細胞群、Hoechst 3334
2強陽性細胞群をそれぞれＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開し、測定サ
ンプルに含まれるＥＧＦＰ陽性かつAlexa Fluor 647陽性細胞の割合を算出する。測定し
たフローサイトメトリーデータの解析にはＦｌｏｗＪｏを使用する。
【０１５０】
＜例１３：１２検体の同時測定＞
１．細胞培養と一過性発現の方法
　ＣＨＯ－Ｋ１細胞を１０％ウシ胎児血清、１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬペニシリン、１００
μｇ／ｍＬストレプトマイシンを含むＨａｍ’ｓ　Ｆ－１２Ｋ培地を用いて、３７℃、５
％ＣＯ２濃度の環境下で、１２枚の培養ディッシュ（培養ディッシュ１、培養ディッシュ
２、培養ディッシュ３、培養ディッシュ４、培養ディッシュ５、培養ディッシュ６、培養
ディッシュ７、培養ディッシュ８、培養ディッシュ９、培養ディッシュ１０、培養ディッ
シュ１１、培養ディッシュ１２とする）を用いて培養する。hAQP4M23 cDNA（配列番号：
１）を、発現ベクターｐＥＧＦＰ－Ｎ３のマルチクローニングサイトに挿入したプラスミ
ドを作製する。細胞を播種した翌日、培養ディッシュ１、培養ディッシュ２、培養ディッ
シュ３、培養ディッシュ４、培養ディッシュ５、培養ディッシュ６に対してLipofectamin
e 3000を用いてトランスフェクションを行う。また、hAQP4M23 cDNA（配列番号：１）を
、発現ベクターpMSCV-IRES-mCherry FPのマルチクローニングサイトに挿入したプラスミ
ドを作製する。細胞を播種した翌日、培養ディッシュ７、培養ディッシュ８、培養ディッ
シュ９、培養ディッシュ１０、培養ディッシュ１１、培養ディッシュ１２に対してLipofe
ctamine 3000を用いてトランスフェクションを行う。トランスフェクションから４８時間
後にフローサイトメトリー測定を行う。
【０１５１】
２．フローサイトメトリー解析
　培養ディッシュ２、培養ディッシュ５、培養ディッシュ８、培養ディッシュ１１に最終
濃度０．１μｇ／ｍＬとなるようにHoechst 33342を加え、培養ディッシュ３、培養ディ
ッシュ６、培養ディッシュ９、培養ディッシュ１２に最終濃度５μｇ／ｍＬとなるように
Hoechst 33342を加え、３７℃で２０分間のインキュベートを行う。培養ディッシュ１の
ＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ２のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ３のＣＨＯ－
Ｋ１細胞、培養ディッシュ４のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ５のＣＨＯ－Ｋ１細胞
、培養ディッシュ６のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ７のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養デ
ィッシュ８のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ９のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ
１０のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ１１のＣＨＯ－Ｋ１細胞、培養ディッシュ１２
のＣＨＯ－Ｋ１細胞を回収し、それぞれの細胞懸濁液が１．０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
となるように調整後、４℃で１時間３０分のインキュベートを行う。
【０１５２】
　その後、培養ディッシュ４のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液４とす
る）、培養ディッシュ５のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液５とする）
、培養ディッシュ６のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液６とする）、培
養ディッシュ１０のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１０とする）、培
養ディッシュ１１のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１１とする）、培
養ディッシュ１２のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１２とする）に、
ＣＨＯ－Ｋ１細胞に恒常的に発現している膜タンパク質に対する抗体を加え、４℃で３０
分間のインキュベートを行う。抗体はＰＥ－Ｃｙ７によって標識されているものを使用す
る。培養ディッシュ１のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１とする）、
培養ディッシュ２のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液２とする）、培養
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ディッシュ３のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液３とする）、培養ディ
ッシュ７のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液７とする）、培養ディッシ
ュ８のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液８とする）、培養ディッシュ９
のＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液（ＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液９とする）には何も加えず、引き続
き４℃で３０分間のインキュベートを行う。細胞懸濁液として、３％ウシ胎児血清、２ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡを含むダルベッコリン酸緩衝生理食塩水を用いる。
【０１５３】
　１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１に対して１０μＬの検体者
１の血清を加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液２に対して１
０μＬの検体者２の血清を加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁
液３に対して１０μＬの検体者３の血清を加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ
－Ｋ１細胞懸濁液４に対して１０μＬの検体者４の血清を加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１０
０μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液５に対して１０μＬの検体者５の血清を加え、１０５ｃ
ｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液６に対して１０μＬの検体者６の血清を
加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液７に対して１０μＬの検
体者７の血清を加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液８に対し
て１０μＬの検体者８の血清を加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞
懸濁液９に対して１０μＬの検体者９の血清を加え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣ
ＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１０に対して１０μＬの検体者１０の血清を加え、１０５ｃｅｌｌ
ｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１１に対して１０μＬの検体者１１の血清を加
え、１０５ｃｅｌｌｓ／１００μＬのＣＨＯ－Ｋ１細胞懸濁液１２に対して１０μＬの検
体者１２の血清を加え、４℃で１５分間のインキュベートを行う。その後、１２種類全て
の細胞懸濁液からそれぞれ５０μＬずつ取り、６００μＬの細胞懸濁液を作製する。細胞
懸濁液を用いて遠心洗浄を２回行い、二次抗体を加える。二次抗体はAlexa Fluor 647標
識抗ヒトＩｇＧ抗体を用い、抗体反応濃度は１：５００を採用する。４℃で３０分間のイ
ンキュベートを行った後、２回の遠心洗浄を行い、４８８ｎｍ青レーザー、６４０ｎｍ赤
レーザー、５６１ｎｍ黄緑レーザー、３５５ｎｍＵＶレーザーを搭載したベクトン・ディ
ッキンソン社製FACSAriaIIを用いて測定する。
【０１５４】
　死細胞ならびにダブレットを除いたＣＨＯ－Ｋ１細胞画分をＰＥ－Ｃｙ７蛍光強度と側
方散乱光で展開し、ＰＥ－Ｃｙ７陰性細胞群とＰＥ－Ｃｙ７陽性細胞群に対するゲートを
設定する。死細胞の染色には７－ＡＡＤを用いる。ＰＥ－Ｃｙ７陰性細胞群をHoechst 33
342青色蛍光強度と側方散乱光で展開し、Hoechst 33342陰性細胞群、Hoechst 33342弱陽
性細胞群、Hoechst 33342強陽性細胞群に対するゲートを設定する。Hoechst 33342陰性細
胞群、Hoechst 33342弱陽性細胞群、Hoechst 33342強陽性細胞群をそれぞれＥＧＦＰ蛍光
強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開し、測定サンプルに含まれるＥＧＦＰ陽性かつAle
xa Fluor 647陽性細胞の割合を算出する。
【０１５５】
　ＰＥ－Ｃｙ７陽性細胞群をHoechst 33342青色蛍光強度と側方散乱光で展開し、Hoechst
 33342陰性細胞群、Hoechst 33342弱陽性細胞群、Hoechst 33342強陽性細胞群に対するゲ
ートを設定する。Hoechst 33342陰性細胞群、Hoechst 33342弱陽性細胞群、Hoechst 3334
2強陽性細胞群をそれぞれＥＧＦＰ蛍光強度とAlexa Fluor 647蛍光強度で展開し、測定サ
ンプルに含まれるＥＧＦＰ陽性かつAlexa Fluor 647陽性細胞の割合を算出する。測定し
たフローサイトメトリーデータの解析にはＦｌｏｗＪｏを使用する。
【０１５６】
　本明細書には、本発明の好ましい実施態様を示してあるが、そのような実施態様が単に
例示の目的で提供されていることは、当業者には明らかであり、当業者であれば、本発明
から逸脱することなく、様々な変形、変更、置換を加えることが可能であろう。本明細書
に記載されている発明の様々な代替的実施形態が、本発明を実施する際に使用されうるこ
とが理解されるべきである。また、本明細書中において参照している特許および特許出願
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書類を含む、全ての刊行物に記載の内容は、その引用によって、本明細書中に明記された
内容と同様に取り込まれていると解釈すべきである。
【産業上の利用可能性】
【０１５７】
　本発明者らは、フローサイトメトリーを用いて簡便かつ高感度に抗体を検出することを
可能とする手法を開発した。本発明者らが開発した手法により、抗ＡＱＰ４抗体および抗
ＭＯＧ抗体などの複数の抗体を同時に高感度に検出することができる。例えば抗ＡＱＰ４
抗体と抗ＭＯＧ抗体の検出は、多発性硬化症、視神経脊髄炎スペクトラム疾患、および抗
ＭＯＧ抗体関連疾患／ＭＯＧ抗体疾患の診断に有用な情報を提供しうる。また、本発明者
らが開発した手法により、複数の試料中に含まれる抗体の分析を同時に行うことが可能と
なる。

【図１】 【図２】
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