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(57)【要約】
　本発明は、抗原アレイおよび生体サンプル中にある、アレイの抗原のいずれか１つに特
異的な免疫グロブリンを検出する方法に関する。特に、本発明は、固体支持体に固着させ
た抗原コーティングビーズの群を含む抗原アレイに関する。抗原アレイを含むカートリッ
ジ、キットおよび装置ならびにそれを使用する方法が、本明細書にさらに包含される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　固形担体に固着させた抗原コーティングビーズの群を含む抗原アレイであって、各群が
、
　（ｉ）１つの検出抗原でコーティングされたビーズ、または
　（ｉｉ）一組の検出抗原でコーティングされたビーズ、を含み、
　前記固形担体がシートまたはプレートであり、前記検出抗原がアレルゲン、感染症マー
カーまたは自己抗原である、前記抗原アレイ。
【請求項２】
　前記検出抗原が、核酸および／またはアミノ酸、好ましくはタンパク質、ペプチド、抗
体またはＤＮＡ分子で製造された、生体分子または有機もしくは無機化合物である、請求
項１に記載の抗原アレイ。
【請求項３】
　前記検出抗原が、組換えＤＮＡ技術によって作製された抗原、または生物材料から単離
され精製された抗原である、請求項１または２に記載の抗原アレイ。
【請求項４】
　検出抗原の前記組が、２つ以上の抗原を含有する生物学的供給源材料からの抽出物また
は溶解物から得られる、請求項１または２に記載の抗原アレイ。
【請求項５】
　前記ビーズが、マイクロまたはナノビーズであり、好ましくは前記ビーズが、直径５～
５００ｎｍ、好ましくは直径２００～５００ｎｍのサイズを有する、請求項１～４のいず
れか一項に記載の抗原アレイ。
【請求項６】
　前記ビーズが、ラテックスビーズ、ポリマープラスチックビーズ、好ましくはポリスチ
レンビーズ、生体適合性ポリマーで製造されたビーズまたはガラスビーズ、好ましくは二
酸化ケイ素ビーズである、請求項１～５のいずれか一項に記載の抗原アレイ。
【請求項７】
　前記検出抗原が、共有結合的または非共有結合的に、好ましくは受動的吸着により結合
される、請求項１～６のいずれか一項に記載の抗原アレイ。
【請求項８】
　前記固形担体が、多孔性または無孔性材料のシートまたはプレート、好ましくはニトロ
セルロースシート、より好ましくは積層ニトロセルロースシートである、請求項１～７の
いずれか一項に記載の抗原アレイ。
【請求項９】
　前記アレイが、少なくとも２５個の異なる群を含み、好ましくは各群が、四角形のアレ
イまたはオレンジパックトアレイのアドレス可能なエレメントとして、任意選択で１ｍｍ
２当たり１個のアドレス可能なエレメントの密度で固着されている、請求項１～８のいず
れか一項に記載の抗原アレイ。
【請求項１０】
　前記ビーズが、同一または異なる型を有する、請求項１～９のいずれか一項に記載の抗
原アレイ。
【請求項１１】
　前記抗原コーティングビーズが、アレルゲンコーティングビーズであって、アレルゲン
コーティングビーズの各群が、
　（ｉ）１つのアレルゲンでコーティングされたビーズ、または
　（ｉｉ）一組のアレルゲン、好ましくはアレルゲン抽出物でコーティングされたビーズ
、を含む、請求項１～１０のいずれか一項に記載の抗原アレイ。
【請求項１２】
　検出抗原または一組の検出抗原に特異的な免疫グロブリンを検出する方法であって、
　（ｉ）請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗原アレイを準備する工程、
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　（ｉｉ）前記アレイをサンプルとインキュベートする工程、
　（ｉｉｉ）前記アレイを検出試薬とインキュベートする工程、
　（ｉｖ）任意選択で前記アレイをシグナル生成試薬とインキュベートする工程、および
、
　（ｖ）検出可能なシグナルを測定する工程、
を含む、前記方法。
【請求項１３】
　前記免疫グロブリンが、アレルギーと関連するＩｇＥ抗体または感染症もしくは自己免
疫性疾患と関連するＩｇＧ抗体である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記サンプルが、対象または対象のプール由来の生体液、好ましくは血清、全血もしく
は処理血、鼻汁もしくは尿、細胞溶解物または組織ホモジネートである、請求項１２また
は１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記検出試薬が、前記免疫グロブリンに特異的な親和性結合剤であり、好ましくは抗体
、アプタマーまたはアフィボディであり、任意選択で、前記検出試薬が、（ｉ）好ましく
は着色もしくは蛍光化合物で、または金ナノ粒子もしくは着色したラテックスナノ粒子で
直接標識されているか；または（ｉｉ）酵素にコンジュゲートされている、請求項１２～
１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記抗原アレイを請求項１２の工程（ｉｖ）に記載のシグナル生成試薬とインキュベー
トする工程をさらに含み、前記検出試薬が、酵素にコンジュゲートされており、前記シグ
ナル生成試薬が、前記酵素用の基質を含む、請求項１２～１５のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１７】
　請求項１２の工程（ｉｖ）の後に前記抗原アレイを停止溶液とインキュベートする工程
をさらに含む、請求項１２～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記免疫グロブリンが、アレルギーと関連するＩｇＥ抗体であって、前記方法が、
　（ｉ）請求項１１に記載の抗原アレイを準備する工程と、
　（ｉｉ）前記アレイをサンプルとインキュベートする工程と、
　（ｉｉｉ）前記アレイを検出試薬、好ましくはＩｇＥ特異的抗体またはＩｇＥ特異的ア
プタマーとインキュベートする工程と、
　（ｉｖ）任意選択で前記アレイをシグナル生成試薬とインキュベートする工程と、
　（ｖ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む、請求項１２～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗原アレイのための試験容器、廃水のための貯
蔵槽、および任意選択でバーコードを含むカートリッジ。
【請求項２０】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗原アレイ、検出試薬、１つまたは複数の緩衝
液、１つまたは複数の対照サンプルおよび請求項１０～１３のいずれか一項に記載の方法
において前記キットを使用するための説明書、任意選択でシグナル生成試薬を含むキット
。
【請求項２１】
　請求項１９に記載の１つまたは複数のカートリッジのための容器、ピペッターおよびシ
グナル検出のためのデバイスを含む装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、抗原アレイ、および生体サンプル中の、アレイの抗原のいずれか１つに特異
的な免疫グロブリンを検出する方法に関する。特に、本発明は、固体支持体に固着させた
抗原コーティングビーズの群を含む抗原アレイに関する。抗原アレイを含むカートリッジ
、キットおよび装置ならびにそれを使用する方法が、本明細書にさらに包含される。
【背景技術】
【０００２】
　アレルギー、および気管支喘息などの密接に関連する疾患は、工業国人口の１／４に影
響を及ぼしている。ＷＨＯは、アレルギーを２１世紀の主要な健康問題と指定している。
現在のところ、１型アレルギーは、工業国人口のほぼ１／３に影響を及ぼしている。しば
しば無害であるが、アレルギーの発生率および重症度は、社会に対する直接および間接的
コストとして増加している。理論的には、アレルギー診断は、単純な作業であり、そのこ
とが診断産業および保健医療提供者への挑戦をなお示している。著しいパーセンテージの
患者が、適切な診断および処置を受けていない。その結果が、生活の質の低下、回避可能
な死、および一般により高い疾患管理コストである。個々の患者に対する処置を最適化す
るには、診断は、アレルゲン供給源（例えば花粉、動物、食物）の同定で留まることはで
きず、分子感作プロファイルへとより深く進歩しなければならない。疾患を惹起する単一
のアレルゲン分子は、アレルゲン供給源間の交差反応性、リスク分類（重篤な反応または
軽度の形態）、症状の型（くしゃみ、喘息など）、治療の選択；および疾患の進行に対す
る予後に関与するので、正しく同定されなければならない。診断分解能の増大に対するこ
の必要性は、日常的に試験すべき数多くのパラメータの乗数を生じさせ、すなわち、償還
制度、または日常的なアレルギー診断器械の現在の技術的能力のいずれとも適合しない。
【０００３】
　特定の生物学的または非生物学的抗原標的に対する特異的抗体産生の形態での特異的免
疫反応の検出はしたがって、１型アレルギーだけでなく自己免疫性疾患および感染性疾患
など他の免疫学的状態の診断に対しても鍵となる。
【０００４】
　これらのエリア全てにおいて、根本的な状態は、疾患マーカーとして作用し得る抗原、
または自己免疫性疾患の場合のように状態もしくは予後予測の代替マーカーとしての役割
を果たす抗原を惹起する種々の疾患に起因し得る。
【０００５】
　一般に用語抗原は、免疫系にそれに対する抗体応答を産生させ得、抗体が、適当なｉｎ
　ｖｉｖｏ条件下でその抗原に結合した際に生物学的反応を場合によっては誘発し得る物
質のことを指す。
【０００６】
　理論的には、第１の工程において綿密な既往歴を行うことにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ試
験の第２の工程の試験パラメータの数を、相当に少ない数に狭めることが可能になる。数
多くの実用的制限のため、しかしながら、これは必ずしも容易に実現できるとは限らず、
いくつかの疾患について多パラメータ診断試験の適用を魅力的なものにする。特に同一の
抗体クラス（例えばＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＡ）が多数の抗原に対する免疫反応に関与する
場合にこれは有効であり、そのため複数抗原に基づく抗体応答モニタリングは、個々の患
者に対するより良い健康管理を容易にすることができる。抗原プロファイルもしくはパタ
ーンを同定するためのバイオインフォマティクスまたは予測アルゴリズムを使用すること
により、診断および処置選択を非常に容易にすることができ、内科医は、処置および処置
のモニタリングにおいて患者により合わせた手法を提供することが可能になる。
【０００７】
　抗原特異的免疫グロブリン検出のｉｎ　ｖｉｔｒｏ試験は、主にＥＬＩＳＡ原理に基づ
き、ＥＬＩＳＡでは、抗原が、固相上に固定化され、サンプルとともに次いでインキュベ
ートされ、非結合サンプルおよび非特異的抗体を洗い流した後に、特異的に結合している
抗体が、二次抗体または当業技術者に公知の検出可能なシグナル（色、光子等）を生成す
るある種の親和性結合剤によって検出される。
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【０００８】
　この文脈において固定化するとは、固相、例えばプラスチック表面もしくは抗原を保持
するのに適切な物理化学的特質を持つ他の任意の固形担体に化学的結合または他の非共有
結合性結合方法のいずれかによって抗原を結合することを指す。
【０００９】
　試験形式は、固定化およびアッセイ手順両方の間で各抗原と同一のまたは少なくとも類
似の条件を適用することしか通常できないが、多パラメータ免疫学的ｉｎ　ｖｉｔｒｏ試
験を開発した場合、一般的な複雑さは、抗原の不均一な性質である。結果的に、これは、
試験に含める抗原の数と熟練した専門家に公知の規模による試験の技術的成績との妥協を
もたらす。
【００１０】
　該当する抗原の圧倒的多数は、食物、植物、細菌もしくはウイルスなどの生物学的供給
源由来のタンパク質、または自己免疫の場合、ヒト生物自体によって産生されるタンパク
質のいずれかである。例えば遺伝的試験におけるＤＮＡと比較して、タンパク質は、非常
に用途が広いが、極度に不均一でもあり（荷電、構造、安定性、表面特質等）、取扱いお
よび試験製造の間に各タンパク質の物理化学的特質を提供することが必要なだけではない
。さらに重要なことに、例えば、実際のエピトープならびに抗体結合部位を生じさせる生
体分子の２次および３次構造を無傷に保つことにより生物活性を保存することが、必要で
ある。さもなければ、臨床的に関連する感受性および特異性による機能的アッセイを、達
成することができない。
【００１１】
　アレルギー、感染または自己免疫性疾患に関連するいくつかの抗原は、遊離または可溶
性タンパク質ではなく、溶液中に留まらせるには比較的厳しい化学溶媒を必要とし、この
ことが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ試験の製造過程における従来通りのタンパク質結合または取扱
いを手間のかかるものにしている。これらの例は、ナッツもしくは種の貯蔵タンパク質、
または細胞膜内もしくはそれらを局所的に産生する組織中に存在する細胞性抗原である。
【００１２】
　アレルギーのｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断分野における、さらなる複雑さは、疾患惹起抗原を
含有する生物学的供給源が、供給源間だけでなく内でも非常に不均一であるということで
ある。一般に、いわゆるアレルゲン抽出物は、ｉｎ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏ診
断の両方に使用される。アレルゲン抽出物は、食物、動物、植物、植物花粉等のような、
それぞれの供給源由来のタンパク質内容物の水性の抜粋である。アレルゲン抽出物におい
て、アレルギー性ならびに非アレルギー性構成要素の混合物を標準化することの複雑さお
よび困難さが、患者表皮に示され、または特異的ＩｇＥ抗体を含有し得る患者血液サンプ
ルに対して試験される。
【００１３】
　タンパク質、脂質、炭水化物および他の化合物のこの複雑な混合物の中から、各アレル
ゲン供給源中の比較的少数のタンパク質またはタンパク質ファミリーだけが、免疫系に抗
体応答を産生させ得るように実際にアレルギー性であることは公知である。
【００１４】
　無関係な材料で圧倒的多数において実際に関連する抗原のこの画分は、固体支持体材料
の結合能力に対して高い要求を出し、一般に、アレルギー性画分をさらに濃縮し、非アレ
ルギー性材料を除去せずに、ＥＬＩＳＡプレートなど単純な無地の表面上でアレルギー診
断の高感度かつ特異的なＩｇＥアッセイを作ることはできない。
【００１５】
　過去３０年にわたって、アレルギー診断に関連するいわゆる分子抗原が多数同定され、
天然の供給源から精製されるかまたは組換えＤＮＡ技術によって作製されてきた。分子抗
原の使用は、分子交差反応性のより良い理解および予測に対する標準化から、患者および
適応可能な処置のリスク分類まで多くの利点を有する。しかしながら、あらゆる日常的試
験に対する大きな短所は、第１に、試験のためのパラメータ選択において内科医にいっそ
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う多くの専門知識を要求することである。第２に、商業的市場の９９％より多くを今なお
占める単一パラメータ試験の従来通りの手段で試験する場合、患者当たり著しくより高い
コストを生じさせる。さらに、患者から採取すべき血液の量は、実行される従来通りの各
単一パラメータ試験とともに、一般に１パラメータ当たり５０～１００マイクロリットル
の範囲で直線的に上昇する。
【００１６】
　結果的に、多パラメータ（多重化とも呼ばれる）アッセイシステムは、いくつかのグル
ープによって開発され、公開されてきており、従来通りの小型化されたマイクロタイター
プレート（ＭＴＰ）に基づくＥＬＩＳＡシステムから様々な実装形態の懸濁ビーズアレイ
またはマイクロアレイまで様々な基礎技術を利用している。
【００１７】
　例えば、ＷＯ２００４／１０４５８６Ａ１は、反応性表面を持つバイオチップに結合さ
れている捕捉試薬（例えば、プロテインＡ、プロテインＧまたは免疫グロブリンに特異的
に結合する抗体）に対するそのような抗体の結合に基づいてアレルゲン特異的抗体を検出
する方法およびデバイスについて記述している。結合しているアレルゲン特異的抗体は、
そのそれぞれのアレルゲンと次いで接触され、そのアレルゲンは、標識されたアレルゲン
特異的抗体によって検出される。
【００１８】
　米国特許出願公開第２００５／０７９５９２Ａ１号は、その表面に固着させた、タンパ
ク質などの生体物質を含むビーズが、固相基部の特定の位置に射出される多重化ビーズア
ッセイを製造するデバイスについて開示する。
【００１９】
　サンプル中の複数の分析物の分析のアッセイについて、米国特許第６２６８２２２Ｂ１
号にさらに記述されている。アッセイは、表面により小さい蛍光標識ポリマー粒子または
ナノ粒子を複数有する中核もしくは担体粒子に基づく。
【００２０】
　米国特許出願公開第２００２／００１５６６６Ａ１号は、大量貯蔵配列から選択した多
数の試薬を保存し、分注するシステムおよび過程を提供し、Ｔａｉら（Ａｎａｌｙｔｉｃ
ａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第３９１巻、２号、２００９年８月、９８～１０５頁
）は、多重化免疫アッセイ用の微小流体カートリッジおよびシステムについて記述してい
る。
【００２１】
　懸濁ビーズアレイは、少ない容積に高度な多重化を理論的に有し得るが、実用的な適用
は、一般に２０個未満のパラメータに限定される。血清または血漿などの生物学的マトリ
ックスの内因的変動性は、試験のために溶血性、脂肪血症または黄疸性サンプル（sampes
）がしばしば届く場合、日常的な研究室全てにおいて使用を困難にする。なおさらに、Ｉ
ｇＥ検出のような感度を要求する適用において、結合能力は、高純度抗原とだけ働き、例
えば、アレルゲン粗抽出物とは働かないことも可能にする。さらに、器械は、ＦＡＣＳ（
蛍光活性化細胞選別）またはいくつかのレーザー流路および共焦点レーザー走査精度を必
要とする他の高価な技術に基づく。
【００２２】
　スライドガラス上またはマイクロタイタープレート内における従来通りのマイクロアレ
イは、各患者サンプルの必要に応じてオンデマンドで試薬を混合する柔軟性および各パラ
メータを抜本的に最適化する可能性を犠牲にすることによって、懸濁ビーズの制限のいく
つかを克服することができる。現実に、タンパク質抗原の結合に平らで均一な活性表面を
使用しなければならないことは、最高の成績を達成するには著しい阻害要因である。さら
に、製造が高価であるだけでなく、再現可能な方法で分注または沈着させる必要があるピ
コリットル量のため、非常に複雑である。現在市場にある技術提供者を含め、１年に数百
万個の高品質診断マイクロアレイを作製する真の高スループット可能な器械は存在しない
。バッチサイズは一般に小さく（数百個またはより少ない）、変動係数（ＣＶ）は、最先
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端の自動化された免疫分析器と比較して高い。懸濁ビーズ技術と類似して、マイクロアレ
イは、主に蛍光または発光読み出しにより作動し、この点でも高価な器械を必要とする。
小型化されたアッセイ形式のため、自動化は容易ではなく、精巧な機器および／または微
小流体設計を必要とし、このことは、日常的な研究室サンプルで再び問題になり得る。
【００２３】
　ラテラルフロー型試験など他の多パラメータ試験には、パラメータ当たり比較的低コス
トであるという利点があるが、感度、再現性を欠くことに悩まされ、ほとんど自動化され
ておらず、試験ストリップ当たり５～２０個より多いパラメータを有することができない
。
【００２４】
　したがって臨床化学市場のこの部門において、全ての必要性、特に：試験当たりの低コ
スト、高度の多重化（＞２００個）、再現性および優れた技術的成績特性（ＣＶ、感度、
特異性、測定範囲、定量化等）に役立ち得る利用可能な技術は、現在のところ存在しない
。
【００２５】
　したがって、再現性が著しく改善され、多くのパラメータを含む可能性をなお持続する
優れた技術的成績特性を持つ抗原アレイを提供し、コスト効率が非常に高い試験を作製す
ることが、本発明の目的である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２６】
　目的は、請求された主題によって特に解決される。
【課題を解決するための手段】
【００２７】
　分子研究と多重免疫アッセイ技術における進歩を本明細書において組み合わせて、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏ試験のためのワンストップショップ産物、すなわち、固体支持体に固定され
た、抗原コーティングビーズの群を含む抗原アレイを形成する。この新規のアレイ形式お
よびそれを作製し、使用する方法が、単一パラメータアッセイの最先端の方法の利点に基
づいて、主に、各個々の抗原の結合を最適化するが、代替方法と比較して、特に試験当た
りのコスト、製造の拡張性、またはパラメータ当たりの血清必要量に関する著しい妥協を
導入しないという著しい多重化の可能性を含む技術的アッセイ成績に基づいて開発された
。マイクロアレイ試験などの小型化された形式は、費用効率が高く、さらに高成績の試験
形式に不適であり、したがって、以下で詳細に記述される抗原アレイは、各抗原結合ビー
ズ集団の別々の実体を形成する固定化されたナノまたはマイクロ粒子であるが、従来通り
のマイクロアレイより著しく大きな規模からなるｉｎ　ｖｉｔｒｏマクロアレイ試験と見
なされ得る。
【００２８】
　この新規の技術は、固相へのアレルゲンなど任意の抗原（例えば検出抗原）の個別に最
適化された結合を可能にし、それによって高感度で、さらに強力なアッセイ設計を可能に
し、コスト効果と個々の試験パラメータ成績との妥協を排除する。本明細書に提供される
抗原アレイおよび方法は、全般的な感度を改善するが、特に、第１に粒子へ、第２に固相
または多孔性３次元構造の固相へという２段階結合手法が、アッセイインキュベーション
工程の間に抗体が結合し得る表面を提示する抗原の多重増幅を生じさせる限りにおいて、
不均一な供給源材料とともに働く際の感度を改善する。最新技術の自動化およびソフトウ
ェアソリューションが、試薬を補う。
【００２９】
　アッセイの堅牢性、感度および特異性ならびにその簡単な使用と組み合わせた知的に設
計された抗原パネルの使用は、より良い、結果の臨床解釈および交差反応性の予測、した
がって有効な処置方法の選択を提供する。
【００３０】



(8) JP 2019-515254 A 2019.6.6

10

20

30

40

50

　したがって、本明細書に開示されるアレイおよび方法は、アレルギー診断および感染性
または自己免疫性疾患など特異的かつ信頼性が高い抗体検出に基づく他の免疫学的状態の
日常業務を変化させる潜在性を有する初めての試験を提供する。特にアレルギー診断に関
して、現在のｉｎ　ｖｉｔｒｏ試験は、診断過程の第２または第３工程として行われてい
るが、本明細書に記載の包括的、高解像度さらに高感度のスクリーニング試験は、既往歴
確認、皮膚試験または誘因試験によって追跡調査されるだけの第１レベルのツールになり
得る。利益は、全価値連鎖に適用することになるが、最も重要なことには免疫学的状態に
悩まされる患者に適用することになる。
【００３１】
　一態様において、固形担体に固着させた抗原コーティングビーズの群を含む抗原アレイ
であって、各群は、
　（ｉ）１つの検出抗原でコーティングされたビーズ、または
　（ｉｉ）一組の検出抗原でコーティングされたビーズ
を含み、好ましくは、固形担体がシートまたはプレートであり、検出抗原が、アレルゲン
、感染症マーカーまたは自己抗原である、抗原アレイが本明細書に提供される。
【００３２】
　一部の実施形態において、検出抗原は、核酸および／またはアミノ酸、好ましくはタン
パク質、ペプチド、抗体またはＤＮＡ分子で製造された、生体分子または有機もしくは無
機化合物である。
【００３３】
　一部の実施形態において、検出抗原は、アレルゲンである。
　一部の実施形態において、検出抗原は、感染症マーカーである。
　一部の実施形態において、検出抗原は、自己抗原である。
【００３４】
　一部の実施形態において、検出抗原は、組換えＤＮＡ技術によって作製された抗原、ま
たは生物材料から単離され精製された抗原である。
　一部の実施形態において、ビーズが、一組の検出抗原でコーティングされている場合に
、検出抗原の前記組は、２つ以上の抗原を含有する生物学的供給源材料からの抽出物もし
くは溶解物から得られ、またはそのような抽出物もしくは溶解物の精製画分または細胞培
養由来材料の精製画分から得られる。
【００３５】
　一部の実施形態において、検出抗原は、単一エピトープ、抗体結合エピトープをいくつ
か含む単一高分子または種々のエピトープを含有する異なる抗原を含む様々なタンパク質
の混合物を含む。
【００３６】
　一部の実施形態において、ビーズはマイクロまたはナノビーズである。特に、ビーズは
、直径５～５００ｎｍ、好ましくは直径２００～５００ｎｍのサイズを有する。
　一部の実施形態において、ビーズは、ラテックスビーズ、ポリマープラスチックビーズ
、好ましくはポリスチレンビーズ、生体適合性ポリマーで製造されたビーズまたはガラス
ビーズ、好ましくは二酸化ケイ素ビーズである。特に、ビーズの表面は、多孔性または無
孔性である。
【００３７】
　一部の実施形態において、検出抗原は、ビーズに共有結合的または非共有結合的に結合
される。特に、検出抗原は、ビーズに受動的吸着によって、好ましくは疎水性および／ま
たは静電性結合によって非共有結合的に結合される。
【００３８】
　一部の実施形態において、検出抗原は、抗原スペーサーによって結合される。特に、検
出抗原は、結合される抗原に存在するエピトープを提示するのに好ましい方向を生じさせ
るように結合される。
【００３９】
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　一部の実施形態において、固形担体は、多孔性または無孔性材料のシートまたはプレー
ト、好ましくはニトロセルロースシート、より好ましくは積層ニトロセルロースシートで
ある。
【００４０】
　一部の実施形態において、アレイは、少なくとも２５個の異なる群を含む。特に、アレ
イ内または１群内のビーズは、同一または異なる型を有する。一部の実施形態において、
抗原コーティングビーズの群は、接触法または非接触法を使用して、好ましくはソレノイ
ド分注システムを使用して固形担体上に固着される。特に、各群は、四角形のアレイまた
はオレンジパックトアレイ（orange-packed array）のアドレス可能なエレメントとして
、好ましくは１ｍｍ２当たり１個のアドレス可能なエレメントの密度で固着されている。
【００４１】
　一部の実施形態において、本明細書に記述される抗原アレイのビーズは、同一または異
なる型である。特に、ビーズの異なる群のビーズは、同一の型であり得（例えば、抗原ア
レイのビーズの全群は、直径２００～５００ｎｍのポリスチレンビーズを含む）、または
ビーズの異なる群のビーズは、異なる型であり得る（例えば、群１はポリスチレンビーズ
を含み、群２はガラスビーズを含む）。また、１群内のビーズは、同一または異なる型を
有し得る。
【００４２】
　一態様において、固形担体に固着させたアレルゲンコーティングビーズの群を含むアレ
ルゲンアレイが、本明細書に提供され、各群は、
　（ｉ）１つのアレルゲンでコーティングされたビーズ、または
　（ｉｉ）一組のアレルゲン、好ましくはアレルゲン抽出物でコーティングされたビーズ
を含み、好ましくは、固形担体は、シートまたはプレートである。
【００４３】
　さらなる態様において、検出抗原または一組の検出抗原に特異的な免疫グロブリンを検
出する方法が本明細書に提供され、好ましくは検出抗原または検出抗原の組が、アレルゲ
ン、感染症マーカーまたは自己抗原であり、本方法は、
　（ｉ）本明細書に記述される抗原アレイのいずれか１つによる抗原アレイを準備する工
程と、
　（ｉｉ）アレイをサンプルとインキュベートする工程と、
　（ｉｉｉ）アレイを検出試薬とインキュベートする工程と、
　（ｉｖ）任意選択でアレイをシグナル生成試薬とインキュベートする工程と、
　（ｖ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む。
【００４４】
　一部の実施形態において、免疫グロブリンは、アレルギーと関連するＩｇＥ抗体である
。
　一部の実施形態において、免疫グロブリンは、感染症または自己免疫性疾患と関連する
ＩｇＧ抗体である。
【００４５】
　アレルギーと関連するＩｇＥ抗体を検出する方法であって、
　（ｉ）本明細書に記載のアレルゲンアレイを準備する工程と、
　（ｉｉ）アレイをサンプルとインキュベートする工程と、
　（ｉｉｉ）アレイを検出試薬、好ましくはＩｇＥ特異的抗体またはＩｇＥ特異的アプタ
マーとインキュベートする工程と、
　（ｉｖ）任意選択でアレイをシグナル生成試薬とインキュベートする工程と、
　（ｖ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む方法が、本明細書にさらに提供される。
【００４６】
　一部の実施形態において、サンプルは、対象または対象のプール由来の生体液、好まし
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くは血清、全血もしくは処理血、鼻汁もしくは尿、細胞溶解物または組織ホモジネートで
ある。
【００４７】
　一部の実施形態において、検出試薬は、免疫グロブリンに特異的な親和性結合剤であり
、好ましくは抗体（例えば抗ＩｇＥもしくは抗ＩｇＧ抗体）、アプタマー（例えばＩｇＥ
特異的アプタマーもしくはＩｇＧ特異的アプタマー）またはアフィボディである。特に、
検出試薬は、（ｉ）好ましくは着色もしくは蛍光化合物で、または金ナノ粒子もしくは着
色したラテックスナノ粒子で直接標識されているか；または（ｉｉ）酵素にコンジュゲー
トされている（例えば、直接検出可能な標識を持つまたは酵素にコンジュゲートされた抗
ＩｇＥもしくは抗ＩｇＧ抗体）。
【００４８】
　一部の実施形態において、本方法は、アレイを本明細書に記述される方法の工程（ｉｖ
）によるシグナル生成試薬とインキュベートする工程をさらに含み、検出試薬は、酵素に
コンジュゲートされており、シグナル生成試薬は、前記酵素用の基質を含む。
【００４９】
　一部の実施形態において、本方法は、本明細書に記述される方法の工程（ｉｖ）の後に
本明細書に記述される抗原アレイを停止溶液とインキュベートする工程をさらに含み、す
なわちシグナル生成試薬と抗原アレイをインキュベートした後に停止溶液を添加してシグ
ナル生成を終了させる。
【００５０】
　本明細書に提供される別の態様は、本明細書に記述される抗原アレイのいずれかのため
の試験容器、廃水のための貯蔵槽、任意選択でバーコードを含むカートリッジである。カ
ートリッジは、任意の検出試薬のいずれか１つまたは複数、シグナル生成試薬、停止溶液
、１つまたは複数の緩衝液および１つまたは複数の対照サンプルのための貯蔵槽または組
み込まれたバイアルをさらに含むことができる。
【００５１】
　さらに、本明細書に記載のいずれかの抗原アレイ、検出試薬、１つまたは複数の緩衝液
、１つまたは複数の対照サンプル、本明細書に記述される方法のいずれかにおいてキット
を使用するための説明書、および任意選択でシグナル生成試薬を含むキットが、本明細書
に提供される。キットは、停止溶液をさらに含むことができる。
【００５２】
　別の態様において、本明細書に記載の１つまたは複数のカートリッジのための容器、ピ
ペッターおよびシグナル検出のためのデバイスを含む装置が、本明細書に提供される。
【図面の簡単な説明】
【００５３】
【図１Ａ】アレルギー個体由来ヒト血清プールによって標準アッセイを実行し、フラット
ベッドスキャナーで画像をスキャンした後の２４５個のアレルゲン特異的ＩｇＥ測定およ
び濃度を増大させた５個のＩｇＥ標準（右上隅）のＢ／Ｗ表示を示す図である。元の画像
は、１６ビットグレイスケールＴＩＦＦ形式であった。
【図１Ｂ】陰性対照由来ヒト血清プールによって標準アッセイを実行し、フラットベッド
スキャナーで画像をスキャンした後の２４５個のアレルゲン特異的ＩｇＥ測定および濃度
を増加させた５個のＩｇＥ標準（右上隅）のＢ／Ｗ表示を示す図である。元の画像は、１
６ビットグレイスケールＴＩＦＦ形式であった。
【図１Ｃ】図１ＡおよびＢに対応するアレルゲン位置の配置図である。各アレルゲンの外
観は、直径およそ６００ミクロンであり、外観間の距離は、各方向とも１ｍｍであった。
【図２】参照方法との比較による試験評価を示す図である。
【図３】固体支持体に直接固定化された分子アレルゲンを含むアレイと同じ分子アレルゲ
ンと結合され、同じ型の固体支持体に固定化されたナノ粒子を含むアレイとの比較を示す
図である。表４の結果の図式表示である。
【図４】８つの異なる陽性サンプルおよびＰｒｕ　ｐ　３、桃由来主要アレルゲンに対す
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る１つの陰性サンプルによる特異的ＩｇＥ測定を示す図である。
【図５】特異的ＩｇＥ測定に利用可能な多パラメータアッセイの技術的仕様および比較を
示す図である。（＊）個々のアレルゲンに対する国際的な参照標準標本が利用できないの
で、定義による特異的ＩｇＥ測定は、半定量的である。（＊＊）＞１００個の試験サンプ
ルの平均線形相関ならびにＩｍｍｕｎｏＣＡＰおよびＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣを用
いたアレルゲン成分とアレルゲン抽出物の比較。
【図６】アレルゲンコーティングしたビーズの同じ標本を使用して０日目および３３０日
目に試験したサンプルのＩｇＥ測定の比較を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００５４】
　明細書の全体を通じて使用される特定の用語は、以下の意味を有するものとする。
　本明細書では用語「抗原」とは、免疫系にそれに対する抗体応答を産生させ得、抗体が
、適当なｉｎ　ｖｉｖｏ条件下でその抗原に結合した際に生物学的反応を場合によっては
誘発し得る物質のことを指す。本明細書では用語抗原は、全標的分子または抗原結合部位
によって認識されるそのような分子の断片を指すものとする。特に、免疫学的に関連する
「エピトープ」と一般に呼ばれる抗原の下部構造、例えばポリペプチドまたは炭水化物構
造は、そのような抗原結合部位によって認識され得る。
【００５５】
　用語「検出抗原」、「検出される抗原」または「検出可能な抗原」とは、抗体－抗原反
応などの抗原特異的反応を決定する抗原のことを指す。用語「抗原」、「検出抗原」、「
検出される抗原」および「検出可能な抗原」は、本明細書において互換的に使用される。
【００５６】
　用語「検出抗原の組」は、状態に特異的な反応を決定する１つまたは複数の抗原のこと
を指す。したがって、状態は、アレルギーまたは自己免疫性疾患などの疾患もしくは障害
もしくは素因であることができ；本用語は、いかなる身体および／または臨床症状も示さ
ない状態を含む。状態に特異的な反応は、前記状態に特徴的であり／それと関連する少な
くとも１つの抗体との抗体－抗原反応であってもよく、その状態は、そのような反応によ
って決定され得；例えば、状態がアレルギーである場合、アレルゲンに特異的なＩｇＥ抗
体である。本明細書では用語「抗原の組」とは、同じ生物学的供給源材料から得られる、
例えば細胞溶解物、細胞もしくは組織ホモジネートまたはその精製画分から得られる１つ
または複数の抗原のことを指す。
【００５７】
　用語「エピトープ」とは、免疫学的特異性を決定する抗原の部分のことを指す。本明細
書では用語エピトープとは、抗体の結合部位に対する特異的結合パートナーを完全に占め
得るまたは特異的結合パートナーの部分であり得る分子構造のことを特に指すものとする
。エピトープは、炭水化物、ペプチド性構造、脂肪酸、有機、生化学的もしくは無機物質
またはその誘導体およびその任意の組合せで構成され得る。
【００５８】
　エピトープは、直鎖状または立体配座エピトープのいずれであることができる。直鎖状
エピトープは、ポリペプチドまたは糖鎖の一次配列の単一区分から構成される。直鎖状エ
ピトープは、隣接または重複することができる。立体配座エピトープは、ポリペプチドを
フォールディングして三次構造を形成することにより集合したアミノ酸または炭水化物か
ら構成され、アミノ酸は、直鎖配列内で必ずしも互いに近接していない。特に、ポリペプ
チド抗原に関しては、立体配座または不連続エピトープは、一次配列中で分離されている
が、ポリペプチドが天然タンパク質／抗原にフォールドする際に分子の表面上で一貫した
構造を組み立てる２つ以上の別々のアミノ酸残基の存在によって特徴付けられる。
【００５９】
　一般に、エピトープは、天然に存在する抗原中のポリペプチドまたは多糖である。通常
、Ｂ細胞エピトープは、少なくとも約５アミノ酸を含むことになるが、３～４アミノ酸程
に小さくなり得る。エピトープは、免疫ＢおよびＴ細胞によって認識される形状を示し、
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非抗原由来ペプチドおよび自然抗原中に存在する同じエピトープ形状を保有する他の分子
によって示されることもあり得る。エピトープ形状によるエレメントの例は、アプタマー
である。アプタマーは、免疫学的エピトープを模倣できる形状を提供する分子である。ペ
プチドのような分子の部分または翻訳後修飾を示す分子、炭水化物、脂質および他の分子
を使用して、個々のエピトープを示すことができる。
【００６０】
　用語「アレイ」とは、抗原コーティングビーズの群の集まりのことを指し、各群は、空
間的に分離されたアドレス可能なエレメントを示す。そのようなエレメントまたは分子的
実体は、マイクロタイタープレートに含有された、または平面上に固定化されたアレイな
ど空間的にアドレス可能であることができ、各エレメントは、固有のＸおよびＹ座標に存
在する。そのような空間的アドレス指定能力、別名コーディングのために、分子の位置が
確定され、その位置は、同一性と関連付けられ、それによって、アレイにおいて試験しよ
うとするサンプルに含有される抗体の特異性を同定することが可能になる。この型の空間
アレイは、平面基材上へ一般に合成またはスポットされ、小さい領域に高密度に配置され
た多数の異なるエレメントを作製する。
【００６１】
　特に明記しない限り、本明細書では用語「粒子」、「ナノ粒子」、「球体」、「微小球
体」および「ビーズ」は、交換可能であり、抗原（検出抗原）または一組の抗原（検出抗
原の組）によってコーティングしやすい球形、卵形または球状の小さい不活性支持体のこ
とを指す。
【００６２】
　本明細書では用語「ビーズの群」とは、抗体－抗原反応において前記抗原に特異的な抗
体で同定され得る特異的な検出抗原で結合もしくはコーティングされた（本明細書におい
て互換的に使用される）ビーズの集団、またはその組の検出抗原のうち１つに特異的な少
なくとも１つの抗体で同定され得る一組の検出抗原でコーティングされたビーズの集団の
ことを指す。
【００６３】
　用語「ビーズの型」とは、サイズ、材料、表面コーティングの分子特質、疎水性、電荷
、表面特質（多孔性または無孔性表面）、結合化学または化学リンカー／スペーサー化学
によって定義されるビーズの特性のことを指す。同じ型のビーズは、同じサイズ、材料、
表面特質を有し、同じ化学が、抗原を結合するために使用される。異なる型のビーズは、
これら特性のうち少なくとも１つにおいて異なるビーズを意図する。
【００６４】
　本明細書では、「支持体」、「固体支持体」、「担体」、「固形担体」または「固相」
とは、アドレス可能なエレメント／分子的実体（抗原コーティングビーズ）を沈着、固定
化してアッセイおよび反応を行うことができる任意の固体表面のことを指す。
【００６５】
　用語「固定化される」または「固着される」は、本明細書において互換的に使用され、
材料または粒子、特に抗原コーティングビーズが、共有結合的または非共有結合的に固体
支持体に結合されることを意味する。本用語は、固体支持体とともに実行されるインキュ
ベーションおよび、または洗浄工程の間に比較的変化せず、遊離されない材料もしくは粒
子のことを指す。
【００６６】
　用語「免疫グロブリン（Ｉｇ）」とは、血清のグロブリンタンパク質の免疫付与部分、
および同じ機能的特性を有する他の糖タンパク質のことを指す。それらは、ジスルフィド
結合によってともに連結されている４つのポリペプチド鎖、２つの同一の軽鎖および２つ
の同一の重鎖を一般に含む。
【００６７】
　用語「ＩｇＧ」とは、血清中に見られるＩｇアイソタイプのうちの１つのことを指し、
抗原に反応して上昇する主な抗体であり、４つの主要なサブタイプ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２
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、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４がある。
【００６８】
　用語「ＩｇＥ」とは、血清中に見られるＩｇアイソタイプのうちの１つのことを指し、
肥満細胞および好塩基球に強固に結合し、さらに抗原に結合すると、ヒスタミンおよび即
時型過敏の他の媒介物質を放出させる。このアイソタイプのＩｇは、花粉症、喘息および
アナフィラキシーなどＩ型アレルギーの主反応において、中心的な役割を果たす。
【００６９】
　本明細書では用語「抗体」とは、リンカー配列の有無にかかわらず免疫グロブリンの重
鎖ならびに／または軽鎖の定常および／もしくは可変ドメインと理解される抗体ドメイン
からなるもしくはそれを含むポリペプチドもしくはタンパク質のことを指す。ポリペプチ
ドは、ループ配列によって接続された抗体ドメイン構造の少なくとも２つのβ鎖からなる
βバレル構造を含む場合、抗体ドメインと理解される。抗体ドメインは、天然の構造のも
のであることができ、または突然変異誘発もしくは誘導体化によって修飾して、例えば、
抗原結合特質、または安定性など他の任意の特質、またはＦｃ受容体ＦｃＲｎおよび／も
しくはＦｃγ受容体に対する結合などの機能特質を修飾することができる。用語「抗体」
は、ヒト、マウス、ウサギ、ラット、ヤギ、ラマ、ウシおよびウマまたは雌鶏などの鳥を
含めた哺乳動物など、ヒト種を含めた動物起源の抗体に適用され、その用語は、動物起源
の配列に基づく組換え抗体を特に含むものとする。
【００７０】
　抗体は、無傷の免疫グロブリンとして、または例えば、軽および重鎖可変領域だけを含
有するＦｖ断片、可変領域および定常領域の部分を含有するＦａｂまたは（Ｆａｂ）’２
断片、一本鎖抗体ならびに同類のものを含めた様々な形態の修飾物として存在することが
できる。抗体は、動物（特にマウス、ヤギ、ウサギまたはラット）またはヒト起源である
ことができ、またはキメラであることができる。本明細書では用語「抗体」は、全抗体の
修飾によって作製されるおよび／または組換えＤＮＡ方法論を使用してｄｅ　ｎｏｖｏ合
成され得るこれらの様々な形態を含む。「モノクローナル」抗体とは、少量存在する可能
性がある起こり得る天然に存在する突然変異を除いて、抗体が特異性および親和性におい
て同一である個々の抗体または個々の抗体の集団のことを指す。
【００７１】
　本明細書では用語「標識」とは、抗体もしくは抗体断片に直接または間接的にコンジュ
ゲートされて、「標識」抗体／抗体断片または「検出抗体」を生成する検出可能な化合物
もしくは組成物のことを指す。標識は、それ自体によって検出可能であってもよく、例え
ば放射性同位元素標識、色もしくは蛍光標識、金ナノ粒子もしくは着色したラテックスナ
ノ粒子、または酵素標識の場合、検出可能な基質化合物もしくは組成物の化学的変質を触
媒してもよい。
【００７２】
　本明細書では用語「抽出物」とは、一般に濃縮された形態であり、抽出物が単離される
生物材料などの材料を溶媒で処理し、単離後に溶媒が除去されることによって得られる１
つまたは複数の物質のことを指す。用語「抽出物」は、当業技術者に公知のそれに続く精
製過程に一次抽出物を供することによって得られる１つまたは複数の物質を包含すると理
解されることになる。一般に、抽出物は、タンパク質と他の分子の混合物を含む。
【００７３】
　アレルゲン抽出物は、生物学的供給源材料からのアレルゲンの抽出によって一般に調製
される。生物学的供給源材料は、一般に真菌、植物界もしくは動物界の多細胞生物由来の
多細胞または非細胞性材料であり、ときには細菌起源である。そのようなアレルゲン抽出
物は、機械的均質化手順（例えば、激しい混合および攪拌）を使用する水溶性材料の水抽
出、続いて溶液、すなわち抽出物を得るための濾過または分画のような精製工程によって
得ることができる。次いで抽出物は、実質的に全ての水を除去する凍結乾燥のようなさら
なる精製および／または処理に供することができる。一般に、アレルゲン抽出物は、タン
パク質と他の分子の混合物を含む。
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【００７４】
　本文脈において、用語「アレルゲン」とは、任意の天然に存在するタンパク質、そのア
イソフォーム、修飾タンパク質、組換えタンパク質、組換え変異体タンパク質もしくは任
意のそのタンパク質断片、または個体への反復曝露によりアレルギー性、すなわちＩｇＥ
媒介反応を誘導する能力があるタンパク質の混合物のことを指す。本明細書では用語「ア
レルゲンの組」とは、同じ生物学的アレルゲン供給源材料から得られる、例えば生物学的
アレルゲン供給源材料のアレルゲン抽出物から得られる１つまたは複数のアレルゲンのこ
とを指す。
【００７５】
　用語「生物学的供給源材料」または「生物学的材料」とは、任意の生体に由来する任意
の材料のことを指す。それは、分離された細胞、組織片、細菌、ウイルス、酵母、および
これまでの供給源（１つまたは複数の抗原を含む）の多くの細画分（分離された核または
細胞質など）を特に意図する。
【００７６】
　本明細書では表現「生物学的アレルゲン供給源材料」とは、１つまたは複数のアレルゲ
ンを含む任意の生物材料のことを指す。そのような材料の例は、コナダニＰＭＢ（純粋な
ダニ虫体）またはＷＭＣ（全ダニ培養物）、脱脂したもしくは脱脂していない、例えば牧
草、ハーブ、雑草および樹木由来の花粉、動物の毛およびふけ、毛皮、真菌菌糸体および
胞子、昆虫体、毒液または唾液ならびに食物である。
【００７７】
　用語「自己免疫性疾患」には、病原性自己抗体と関連付けられる任意の疾患、最も可能
性が高いことにＴ細胞媒介性である疾患および病原性過程の証拠が直接的なだけの疾患が
ある。前記障害は、それだけには限らないが、急性特発性血小板減少症、自己免疫性溶血
性貧血、自己免疫性白血球減少症、自己免疫性赤芽球減少症、重症筋無力症、ギランバレ
ー症候群、慢性炎症性脱髄性多発ニューロパチー、多発性硬化症、抗ｍａｇ活性を伴う単
クローン性免疫グロブリン血症、副腎白質ジストロフィー、グレーブス病、全身性エリテ
マトーデス、抗カルジオリピン抗体および再発流産、不応性多発性筋炎、若年性関節炎、
関節リウマチ、フェルティー症候群、潰瘍性大腸炎、クローン病、特定の糸球体腎炎、Ａ
ＮＣＡ陽性全身性血管炎、川崎病、抗第ＶＩＩＩ因子自己免疫性疾患およびバードショッ
ト網膜症であり得る。
【００７８】
　用語「共有結合」または「共有結合性相互作用」とは、原子間で一対の電子を共有する
ことによって生じる結合または相互作用のことを指す。共有結合性結合／相互作用には、
原子結合、等極結合、σ－σ－相互作用、σ－π－相互作用、２電子中心結合、単結合、
二重結合、三重結合およびこれら相互作用／結合の組合せがあるが、これに限定されない
。前述の相互作用／結合は、極性もしくは分極化され得、または無極性もしくは非分極化
され得る。
【００７９】
　「非共有結合性」とは、イオン相互作用（例えば、双極子－双極子相互作用、イオン対
合および塩形成）、水素結合、無極性相互作用、包接錯体、包接化、ファンデルワールス
相互作用（例えば、π－πスタッキング）およびその組合せなど原子間および分子間の会
合のことを指す。
【００８０】
　用語「受動的吸着」、「吸着」または「吸収」とは、表面へのガス、液体もしくは溶解
性物質由来の原子、イオンまたは分子の接着のことを指す。吸着の機序は、吸着される分
子の疎水性部分と表面との間の疎水性（ファンデルワールス、ロンドン型）誘因力に主に
基づく。大部分の疎水性分子は、受動的吸着によって表面に接着する。疎水性が小さい分
子（または－ＣＯＯＨまたはＮＨ２修飾表面などのより親水性の表面）の場合、イオン相
互作用および疎水的相互作用の両方による結合が起こり得る。
【００８１】
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　本明細書では用語「静電相互作用」または「静電結合」とは、逆電荷の成分が、互いに
引きつけられる際の引力による、荷電成分、分子またはイオン間で起こる任意の相互作用
のことを指す。例には：イオン相互作用、共有結合性相互作用、イオンと双極子との相互
作用（イオンと極性分子）、２つの双極子（極性分子の部分的荷電）間相互作用、水素結
合およびロンドン分散結合（分極可能な分子の誘起双極子）があるが、これに限定されな
い。
【００８２】
　「検出可能なシグナル」とは、視覚もしくは機器的方法によって測定することができる
物理または化学シグナルのことを指し、比色、蛍光、電気、化学発光シグナルを含む。
　「対照値」または「対照シグナル」とは、対象のサンプルまたは対象のプールで得られ
るシグナルを、比較することができる参照値のことを指す。陰性対照シグナルは、例えば
、（ｉ）いかなる免疫グロブリンも含有しないサンプル、（ｉｉ）いかなる抗原によって
もコーティングされていないビーズ、すなわち固体支持体上に固定化されたコーティング
してないビーズ、（ｉｉｉ）その上にいかなるビーズも固着されていない固体支持体材料
それ自体または、（ｉｖ）健康な個体または健康な個体のプールもしくは群由来のサンプ
ルで得ることができる。「陽性対照シグナル」は、例えば、指定量の分析物（すなわち全
免疫グロブリンまたは特定の抗原／アレルゲンに特異性がある定義済みの免疫グロブリン
）を含む市販の参照サンプル、標準アッセイにおいて陽性と検証もしくは試験されたサン
プル、または検出される免疫グロブリンの指定量と結合され、固体支持体に固着されるビ
ーズで得ることができる。
【００８３】
　用語「サンプル」は、事実上任意の液体サンプルのことを指す。サンプルは、生理液、
例えば、血液、唾液、眼レンズ液、脳脊髄液、汗、尿、乳汁、腹水、粘液性、滑膜性液、
腹水、羊水その他同種のものなど、所望の任意の供給源から得ることができる。液体試験
サンプルは、血液から血清または血漿を調製する、粘稠液を希釈するその他同種のものな
ど、使用前に前処理することができ；処置の方法は、分離、濾過、蒸留、濃縮、干渉成分
の不活化および試薬の添加を含むこともできる。加えて、固体は、修飾して液体媒体を一
旦形成させてから使用することができる。本用語は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイに使用で
きる任意の体液に適用される。
【００８４】
　本明細書では用語「対象」または「患者」とは、温血哺乳類、特に人間またはヒト以外
の動物を指すものとする。
　用語「生体分子」とは、生体の部分である任意の有機分子のことを指す。とりわけ、生
体分子には、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ペプチド、タンパ
ク質、炭水化物、グリコシル化分子、脂質がある。本明細書では用語は、生体分子の構造
および結合特異性を模倣する、したがって生体分子と同じ抗体によって認識される有機分
子、例えばアプタマーにも適用される。
【００８５】
　「組換えＤＮＡ技術」とは、例えば、ＷｅｉｇｅｌおよびＧｌａｚｅｂｒｏｏｋによっ
て編集された、Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、２００２年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ　Ｐｒｅｓｓ；およびＳａｍｂｒｏｏｋら、１９８９年、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓに記述される組換え核酸配列を調製するための分
子生物学手順のことを指す。
【００８６】
　用語「抗原スペーサー」とは、固体表面と結合される抗原との間に定義済みの距離を生
じさせる中間層を導入するために使用され、前記中間層の化学的特質を定義することがで
きる化学リンカーのことを指す、例えば：Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅｓ、Ｇｒｅｇ　Ｔ．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、２５．０７
．２０１３年。
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【００８７】
　固形担体に固着させた抗原コーティングビーズの群を含む抗原アレイを提供することが
、本発明の目的である。一部の実施形態において、抗原コーティングビーズは、１つの検
出抗原（例えば、組換えＤＮＡ技術によって作製される抗原または生物学的供給源から単
離、精製される抗原）でコーティングされたビーズである。一部の実施形態において、抗
原コーティングビーズは、一組の検出抗原（例えば、アレルゲン抽出物などの抽出物から
得られる抗原、細菌細胞溶解物などの溶解物から得られる抗原、細胞もしく組織ホモジネ
ートまたはその精製画分から得られる抗原）でコーティングされたビーズである。
【００８８】
　例えば、ビーズの第１の群は、組換えＤＮＡ技術によって作製される特定の（第１）検
出抗原と結合され、ビーズの第２群は、生物材料から精製される、異なる（第２）検出抗
原と結合され、第３群は、一組の検出抗原と結合され、その組は、第１および第２検出抗
原とさらに異なり、検出抗原のその組は、細胞溶解物から得られ、ビーズの第４の群は、
さらに別の組の検出抗原と結合され、その組は、抽出物から得られ、以下同様である。し
たがって、抗原アレイの抗原コーティングビーズ（ビーズの集団）の異なる群は、それに
結合される抗原（例えば検出抗原または検出抗原の組）が異なる。
【００８９】
　異なる検出抗原または検出抗原の組を担持するビーズのそのような群は、異なる供給源
（例えば溶解物、抽出物、組換え作製）の検出抗原、異なる型のビーズ（異なるサイズお
よび／または材料のビーズ）および／または異なる結合化学（非共有結合性または共有結
合性結合抗原）を使用して作製することができる。
【００９０】
　本明細書に記述される抗原アレイは、少なくとも２５個の異なるビーズの群を含む。一
部の実施形態において、本明細書に記述される抗原アレイは、２５、５０、７５、１００
、１２５、１５０、１７５、２００または２５０個のビーズの群の少なくともいずれかを
含む。一部の実施形態において、抗原アレイは、３００、４００、５００または１０００
個までのビーズの群のいずれか１つを含む。一部の実施形態において、抗原アレイは、２
００～５００個のビーズの群、好ましくは２５０～３５０個のビーズの群を含む。
【００９１】
　一部の実施形態において、抗原アレイ中のビーズの群は、１つの型のビーズだけを含む
（例えばポリスチレンビーズだけ、直径２００～５００ｎｍのビーズだけ、など）。一部
の実施形態において、抗原アレイ中のビーズの群は、異なる型のビーズ（例えば直径３５
０ｎｍのポリスチレンビーズ、直径３００～５００ｎｍのラテックスビーズおよび直径５
～５００ｎｍのガラスビーズ）を含む群を含む。一部の実施形態において、抗原アレイ中
のビーズの群は、同じ結合化学を使用して作製される（例えば、異なる検出抗原／検出抗
原の組は、受動的吸着によってビーズの異なる群に結合される）。一部の実施形態におい
て、結合化学は、ビーズの異なる群間で異なる（例えば第１検出抗原／検出抗原の組は、
受動的吸着を使用してビーズの第１の群と結合され、第２検出抗原／検出抗原の組は、共
有結合性リンカーを使用してビーズの第２の群と結合される）。特に、抗原アレイは、直
径約２００ｎｍのポリスチレンマイクロビーズを含むビーズの第１の群であり、第１検出
抗原が、受動的吸着によって表面に結合されている群、直径約５００ｎｍでありＮＨ２表
面コーティングのポリスチレンマイクロビーズを含むビーズの第２の群であり、第２検出
抗原が、原子１２個のスペーサーを導入するＥＧＳ（エチレングリコールビス［スクシン
イミジルコハク酸］）架橋剤によって表面に結合されている群、直径約２００ｎｍであり
ＣＯＯＨ表面コーティングのポリスチレンマイクロビーズを含むビーズの第３の群であり
、第３検出抗原が、長さゼロのＥＤＣカルボジイミド結合化学によって表面に結合されて
いる群を含むことができる。
【００９２】
　一部の実施形態において、ビーズの１つの群内のビーズ（すなわち同じ検出抗原でコー
ティングされているビーズの集団または同じ組の検出抗原でコーティングされているビー
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ズの集団）は、同じ型のビーズを含む。一部の実施形態において、ビーズの１つの群内の
ビーズ（すなわち、同じ検出抗原でコーティングされているビーズの集団または同じ組の
検出抗原でコーティングされているビーズの集団）は異なる型のビーズを含む。例えば、
ビーズの１つ群内において、一部のビーズ（ビーズの第１の下位集団／型）は、直径約２
００ｎｍを有するビーズであり、一方で他の一部のビーズ（ビーズの第２の下位集団／型
）は、直径約３５０ｎｍを有する。一部の実施形態において、直径約２００ｎｍのビーズ
は、抽出物または溶解物（すなわちタンパク質と他の分子の混合物）を２００ｎｍの前記
ビーズと混合することによって第１検出抗原と優先的に結合され、直径３５０ｎｍのビー
ズは、同じ抽出物と混合することによって第２検出抗原に優先的に結合され、同じ抽出物
または溶解物から得られた異なる２つの検出抗原と結合された２つの型のビーズを次いで
プールし、それによって、一組の検出抗原でコーティングされた異なる型のビーズの一群
を生じさせる。
【００９３】
　一部の実施形態において、本明細書に記述される抗原アレイは、検出アレルゲン（例え
ば、組換えＤＮＡ技術によって作製されたアレルゲンまたは精製された天然のアレルゲン
）または一組の検出アレルゲン（例えば、アレルゲン抽出物と結合されたビーズ）と結合
された２５、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００または２５０個のビ
ーズの群の少なくともいずれか１つを含むアレルゲンアレイである。一部の実施形態にお
いて、アレルゲンアレイは、３００、４００、５００または１０００個までのビーズの群
のいずれか１つを含む。一部の実施形態において、アレルゲンアレイは、２００～５００
個のビーズの群、好ましくは２５０～３５０個のビーズの群を含む。
【００９４】
　一部の実施形態において、アレルゲンアレイは、分子／組換え作製アレルゲンでコーテ
ィングされたビーズの１つまたは複数の群を、アレルゲン抽出物でコーティングされたビ
ーズの１つまたは複数の群をおよび／または生物学的供給源から単離され精製された１つ
または複数のアレルゲンでコーティングされたビーズの１つまたは複数の群を含む。
【００９５】
　一部の実施形態において、本明細書に記述される抗原またはアレルゲンアレイは、固形
プレートまたはシート（例えばニトロセルロース膜）上に固着させた少なくとも２００個
のビーズの群（例えば２００～３００個のビーズの群）を含み、アレイは、（ｉ）ビーズ
の群（群Ａビーズ）、異なる検出抗原／アレルゲンでコーティングされた（群Ａビーズの
）各群（例えば、組換え作製された第１の抗原／アレルゲンでコーティングされた群１、
抽出物または溶解物から精製された第２の抗原／アレルゲンでコーティングされた群２、
組換え作製された第３の抗原／アレルゲンでコーティングされた群３等）および（ｉｉ）
ビーズの群（群Ｂビーズ）、異なる一組の検出抗原／一組のアレルゲンでコーティングさ
れた（群Ｂビーズの）各群（例えば第１の生物材料から得られた第１の抗原／アレルゲン
抽出物でコーティングされた群Ｉ、第２の生物材料から得られた第２の抗原／アレルゲン
抽出物でコーティングされた群ＩＩ）を含み、ビーズの群（群Ａおよび群Ｂ両方のビーズ
）は、直径約２００～５００ｎｍ（例えば直径約３５０ｎｍ）を有する（例えばポリスチ
レンビーズ）から作られるビーズであり、検出抗原／アレルゲンまたは検出抗原の組／ア
レルゲンの組は、同じまたは異なる結合化学によって共有結合的もしくは非共有結合的に
ビーズに結合される。一部の実施形態において、異なる検出抗原／アレルゲンまたはその
組は、受動的吸着によってビーズに結合される。一部の実施形態において、検出抗原／ア
レルゲンの部分またはその組は、受動的吸着によって結合され、一方で他の検出抗原／ア
レルゲンは、例えばＥＧＳリンカーまたはＥＤＣ化学によって共有結合的に結合される。
【００９６】
　一部の実施形態において、ビーズの群は、行および列の四角形のパターンまたはオレン
ジパックトパターンで本明細書に記述される抗原もしくはアレルゲンアレイ上に配列され
る。一部の実施形態において、本明細書に記述される抗原またはアレルゲンアレイは、ア
レイ内の定義済みの位置（例えばマーカースポット）に陽性および／または陰性対照スポ
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することができる。
【００９７】
　抗原
　抗原とは、免疫系にそれに対する抗体応答を産生させ得る物質である。抗原は、一般に
巨大分子またはタンパク質、ペプチド、抗体、多糖、ポリヌクレオチド、ＲＮＡ、ＤＮＡ
、脂質などの分子、グリコシル化分子、炭水化物、有機もしくは無機化合物、そのような
分子の天然に存在する修飾物、宿主と無関係のアプタマーである。抗原は、１つまたは複
数の免疫学的エピトープを含む。
【００９８】
　本明細書に記述される抗原は、検出抗原、すなわち抗原特異的反応を決定する抗原であ
る。一部の実施形態において、検出抗原は、アレルゲン、感染症マーカーおよび／または
自己抗原である。
【００９９】
　アレルゲンは、免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）反応によってアトピー性個体においてＩ型
過敏性反応を刺激することができる抗原である。アレルゲンは、例えば、乳製品（例えば
、牛乳）、卵、セロリ、ゴマ、小麦、大豆、魚、甲殻類、糖（例えば、α－ガラクトース
など肉に存在する糖）、ピーナッツ、他のマメ類（例えば、インゲン豆、エンドウ、ダイ
ズ、など）、および木の実などの食料品に含有されるまたはそれに由来し得る。あるいは
、アレルゲンは、動物産物、例えば、イエダニ排泄物、毛皮およびふけ、ウール；花粉、
例えば、樹木花粉（カバ花粉、スギ花粉、オーク花粉、ハンノキ花粉、シデ花粉、トチノ
キ花粉、ヤナギ花粉、ポプラ花粉、プラタナス花粉、ボダイジュ花粉、オレウム花粉、マ
ウンテンシダー花粉およびジタノキ花粉など）、雑草（ブタクサ、シャゼンソウ、イラク
サ、オウシュウヨモギ、シロザ、スイバ）、牧草（ライ麦草、チモシー草）；昆虫毒液（
例えば、ミツバチ、スズメバチ、蚊、ヒアリ等の毒液）、カビ、ラテックス、金属（例え
ば、ニッケル）、家庭用クリーナー、界面活性剤、医薬品、化粧品（例えば、香水等）、
薬物（例えば、ペニシリン、スルホンアミド、サリチル酸等）、治療用モノクローナル抗
体（例えば、セツキシマブ）などの非食料品に含有されるまたはそれに由来し得る。
【０１００】
　一部の実施形態において、アレルゲンは交差反応性アレルゲンである。交差反応性アレ
ルゲンは、異なる供給源（例えばリンゴ）のアレルゲンと構造類似性を共有する１つ供給
源（例えばカバ）のアレルゲンである。患者が、第１の供給源に対するアレルギーになる
と、彼／彼女は、第２の供給源に対するアレルギーも発症する可能性が高い。一部の実施
形態において、アレルゲンは、マーカーアレルゲンである。マーカーアレルゲンは、１つ
の特定の供給源に主に見られる。一部の実施形態において、アレルゲンは、汎アレルゲン
である。汎アレルゲン（例えばプロフィリン）は、様々な異なる供給源に存在する。一部
の実施形態において、アレルゲンは、主要アレルゲンであり、主要アレルゲンは、アレル
ギー集団において支配的なＩｇ反応を誘導し、一方別の実施形態において、アレルゲンは
、少数のアレルギー患者だけが反応する軽度のアレルゲンであることができる。一部の実
施形態において、アレルゲンは、他の任意のアレルゲンと交差反応しないアレルゲンであ
る。
【０１０１】
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【０１０３】



(21) JP 2019-515254 A 2019.6.6

10

20

30

40

【表１－３】

【０１０４】
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【０１０７】
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【表１－１２】

【０１１３】
　感染症マーカーは、ウイルス、寄生虫、細菌、プリオンおよび真菌などの感染性因子の
存在の指標となる物質、組成物または粒子である。
　感染症マーカーには、タンパク質、糖タンパク質（例えば細菌またはウイルスの表面も
しくはコートタンパク質）、タンパク質の混合物（例えば細菌細胞溶解物）、感染性因子
または粒子と関連する他の検出可能な化合物（例えば、ウイルス様粒子またはウイルスコ
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ートタンパク質、細菌表面抗原等）があるが、これに限定されない。
【０１１４】
　自己抗原は、ヒトなどの生物によって生じる分子であり、その場合自己抗原に対する抗
体の生成、すなわち自己抗体の生成などその生物による免疫反応が存在する。自己抗体の
産生は、一般に自己免疫性疾患と関連する。自己抗原の例には、サイログロブリンなどの
器官特異的抗原ならびにＤＮＡ、ヒストンおよびリボ核タンパク質粒子などの遍在する細
胞性抗原の両方がある。本明細書に記述される抗原アレイに含まれ得る典型的な自己抗原
を、表２に挙げる。
【０１１５】
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【表２】

【０１１６】
　本明細書に記述される抗原アレイの抗原、すなわち検出抗原は、組換えＤＮＡ技術によ
って作製される抗原または生物学的供給源材料から精製、単離される抗原（例えば、他の
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任意の抗原を実質的に含まない生物材料由来抗原であり、当業で公知の方法によって同じ
生物材料から単離され得る）であり得る（Ｉａｎ　Ｒ．　ＭａｃｋａｙおよびＮｏｅｌ　
Ｒ．　Ｒｏｓｅ、Ｔｈｅ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ、第５編、Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　２０１４年を比較）。一部の実施形態において、ビーズは、組換
えにより作製された抗原と結合される。一部の実施形態において、ビーズは、生物学的供
給源から単離、精製された検出抗原と結合される。
【０１１７】
　一部の実施形態において、抗原アレイは、一組の検出抗原（例えば、少なくとも１つ、
２つまたはより多くの検出抗原）を含むビーズの群を含む。例えば、検出抗原の組は、生
物学的供給源の抽出物（例えばアレルゲン抽出物）または溶解物（例えば細菌溶解物もし
くは他の細胞溶解物）から得ることができる。一部の実施形態において、ビーズは、生物
学的供給源の抽出物または溶解物と結合され、それによって一組の検出抗原を含む抗原コ
ーティングビーズが作製される。
【０１１８】
　一部の実施形態において、ビーズは、組換えＤＮＡ技術によって作製される分子アレル
ゲンでコーティングされる。一部の実施形態において、ビーズは、生物学的供給源から単
離または精製されるアレルゲンでコーティングされる。一部の実施形態において、ビーズ
は、アレルゲン抽出物（例えば生物材料由来の少なくとも１つ、２つまたはより多くのア
レルゲンなど一組のアレルゲン）でコーティングされる。アレルゲン抽出物は、生アレル
ゲン抽出物；濃縮したアレルゲン抽出物；またはアレルゲン抽出物から精製された数種の
アレルゲンを含むことができる。アレルゲンは、天然に存在するアレルゲンである。アレ
ルギー性抽出物は、同じアレルゲンの１つまたは複数のアイソフォームを天然に含有する
ことができる。アレルゲン抽出物は、異なる生物学的供給源の少なくとも２つのアレルゲ
ン抽出物の混合物からなっていてもよく、例えば、通常属種と呼ばれる、類似の基本的起
源に由来する２つの異なる、ただし密接に関連する種からなっていてもよい。
【０１１９】
　マイクロまたはナノ粒子を使用する抗原結合
　本明細書に記述される抗原アレイは、不均一で複雑な生物学的抗原（すなわち、検出抗
原）の個別的に最適化した結合戦略の原理を利用する。多重化免疫学的抗体検出アッセイ
において、これは、各単一パラメータについて最適な試験成績を達成するための必要条件
である。
【０１２０】
　抗原結合は、２つの固有の工程で進める。第１の工程において、各抗原は、マイクロメ
ーターまたはナノメートルスケールの懸濁粒子、例えば、マイクロビーズまたはナノビー
ズと結合される。
【０１２１】
　特定の実施形態において、それらの粒子は、タンパク質またはより一般には生体分子貯
蔵に通常使用されるものなど水性緩衝液の溶液中に保つことができる球状粒子である。粒
子は、ラテックスもしくはポリスチレン粒子、プラスチックポリマー粒子もしくはガラス
（二酸化ケイ素）から製作される粒子、多孔性もしくは無孔性表面粒子、または他の生体
適合性ポリマーから製作される粒子であることもできる。粒子のサイズは、数ナノメート
ル～１ミクロンまでであることができ、そのため、粒子の好ましいサイズは、直径５～５
００ｎｍ、より好ましくは２００～５００ｎｍ、さらにより好ましくは直径２００～３５
０ｎｍ（例えば約３５０ｎｍ）である。一部の実施形態において、ビーズは、ポリスチレ
ンナノ粒子である。
【０１２２】
　抗原（タンパク質、ペプチド、抗体、ＤＮＡならびに抗原としての役割を果たし得る核
酸、アミノ酸または有機もしくは無機化合物で製造された他の生体分子）の結合は、様々
な結合戦略によって進めることができる。
【０１２３】
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　最も単純な実施形態において、抗原性分子または巨大分子は、受動的吸着、例えば疎水
性および／または静電結合によって粒子（ビーズ）に結合することになる。結合は、適当
な緩衝液系を選択することによって促進することができ、その緩衝液系は、例えば抗原の
等電点近くのｐＨ値を有し、それにより平均して表面荷電を中和する緩衝液系を選択する
ことによって最大結合のための環境を生じさせる。
【０１２４】
　より複雑な準備において、結合すべき抗原は、様々な、単一抗原を担持する分子または
いくつかの抗体結合エピトープを含む単一巨大分子またはさらに様々なエピトープを含有
する個別に異なる抗原を含む様々なタンパク質の複雑な混合物（例えば一組の検出抗原を
含む生物学的供給源材料の抽出物または溶解物）のいずれかからなり、その抗原は、最適
な生物学的結合能力（結合力）を達成するために異なる吸着条件を必要とする可能性があ
る。そのような場合において、抗原または抗原混合物を、いくつかのアリコートに分割す
ることができ、各アリコートは、異なる状態下、例えば異なるｐＨ値もしくは異なるイオ
ン性緩衝液強度、または塩、界面活性剤、緩衝物質等などの異なる緩衝液添加物で結合さ
れ得る。各条件下で、各抗原は、生物活性に好ましい可能性がある特定の構成で結合し、
または一部の特定の抗原は、選択した条件下で別の部分母集団より容易に結合するかまた
は全く結合しない可能性がある。以下の工程において、異なるアリコートを再統合して、
初期の複雑な混合物由来の異なる抗原、または様々な構造的構成の単一抗原を保有するマ
イクロもしくはナノ粒子の集団を生じさせることができる。これを達成することにより、
選択したエピトープだけが保存される、または複雑な混合物から選択した抗原担体だけが
実際に結合されるようなバイアスを生じることなく、生体サンプルの元のエピトープレパ
ートリーを粒子に結合することができる。
【０１２５】
　充分な数の異なる結合条件を選択し、差異的に結合している粒子－抗原組合せの混合物
を最適化することにより、抗原で飽和された最終的な粒子溶液は、元の混合物のエピトー
プレパートリーを密に組み立てることになり、または全体として完全なエピトープ複雑性
を維持したまま粒子溶液中で好ましい抗原担体を富化することが可能になる。
【０１２６】
　さらに洗練された準備において、抗原は、当業技術者に公知の非常に多くの組合せの有
機結合化学を利用することによって結合され得る。この戦略により、抗原は、共有結合的
に粒子に結合され得、抗原の表面上に存在する特定の化学基、例えばアミノまたはカルボ
キシ基、スルフヒドリル基、芳香族残基等に選択的に結合することが可能である。
【０１２７】
　ペプチドまたは化合物などの小さい抗原とともに働かせる場合、適切な抗原スペーサー
を使用して抗原提示を最適化することがさらに可能である。
　粒子表面の化学表面操作によって、固形担体表面へのビーズの結合を最適化する、非特
異的結合を抑制するまたは抗体結合を増強することがさらに可能になる。
【０１２８】
　一部の実施形態において、検出抗原または検出抗原の組は、（例えば、ＮＨ２表面ビー
ズに対してはＥＧＳリンカーによって、ＣＯＯＨ表面ビーズに対してはＥＤＣリンカーに
よって）ビーズに共有結合される。一部の実施形態において、検出抗原または検出抗原の
組は、ビーズに非共有結合的に結合される。例えば、ビーズは、受動的吸着によって抗原
または検出抗原の組でコーティングされ得る。
【０１２９】
　粒子サイズを最適化して、製造過程の要求に適合させることがさらに可能である。粒子
は、取り扱いおよび溶液中に保つことが容易であるものとし、同時にそれらは、最終的な
固体支持体に一旦沈着されたら特異的または非特異的に結合するものとする。抗原で粒子
を飽和させた後、飽和された粒子は、例えば、特に遠心分離、磁気分離、電荷またはサイ
ズ排除により残りの抗原溶液から分離され得る。この分離により、好ましく結合している
抗原の画分だけを維持し、元の抗原混合物の残りの、おそらく非抗原性の画分を取り除く
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ことが可能になる。
【０１３０】
　抗原結合粒子の機能試験を実行することができ、その結果を、参照ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診
断方法で実行された利用可能な参照試験に対して、臨床参照データに対して、または利用
可能な標準的な標本に対して比較した。極めて少ない抗原特異的ＩｇＥ抗体に対する国際
的に認識された実験室基準がないので、利用可能な参照システムの１つは、最も広く使用
されている３つの自動免疫アッセイ機器で主要アレルゲンに対するＩｇＥについて試験さ
れたＢｉｏｒａｄ　Ｌｙｐｈｏｃｈｅｃｋ（登録商標）品質管理サンプルである（ｗｗｗ
．ｂｉｏ－ｒａｄ．ｃｏｍ）。
【０１３１】
　抗原結合の程度は、当業で公知の様々な方法によって確認され得る。例えば、結合反応
からの上清を使用して、ＥＬＩＳＡアッセイすることができ、タンパク質含有量について
測定することができ、または１次元もしくは２次元タンパク質ゲルで試験することができ
、それにより結合していない抗原の全量を推定できるだけでなく、結合していないおよび
結合している抗原担体（ゲル上にもはや存在しない）の性質を、タンパク質ピークまたは
点のサイズ／位置を見ることによって記録することもできる。必要であれば、上清を、質
量分析によってさらに分析することができる。
【０１３２】
　類似の手法を、結合の安定性を試験するために適用することができる。例えば、粒子を
結合し、次いで定義済みの時間間隔後に上清（粒子を含有しない溶液）を試験することに
より、抗原性タンパク質が粒子に永久に結合され続けるのか、あるいはそれらが特定の時
間後または特定の貯蔵緩衝液もしくは界面活性剤を含む特定の貯蔵条件下で溶液中へと拡
散するのかを決定することができる。
【０１３３】
　抗原結合ビーズの貯蔵および製造の間のその取扱い
　結合したビーズの貯蔵は、第１に、タンパク質を粒子に結合させ続け、第２に、より重
要なことに、タンパク質を生物学的に活性に保ち、分解、例えばタンパク質消化からそれ
らを保護することを主要な２つの目的にして、最初の結合後少なくとも数ヵ月間、好まし
くは数年間、粒子に結合しているタンパク質を安定化する条件で進めることができる。ま
た、ビーズは、溶液中に保たれなければならず、いかなる沈殿も避けなければならない、
なぜならこの沈殿は、より厳しく、潜在的に抗原を損傷する方法（熱、剪断、超音波処理
、ボルテックス等）を使用せずには以後溶解することができない凝集体の形成を導き、そ
れにより元の抗原溶液に存在するエピトープレパートリーの部分をブロックまたは破壊す
る可能性があるためである。
【０１３４】
　例えば－８０℃で保存した場合に試薬をより長期間またはさらには無期限に十分に安定
化することができるとすると、上記の手法はあらゆる免疫アッセイ製造過程に著しい改善
を提示する。その後の製造過程のために安定な一次試薬セットを有する利点は主に、良い
試薬が一度作製されたら、それが長期間安定であると仮定して、品質管理手順に比較的少
ない労力しか費やす必要がないということである。一方、結合を、より短い間隔で新しく
行わなければならない場合、結合が完了する度に、完全な組の品質管理計測および記録を
提出しなければならない。変動が、結合過程か抗原溶液の前の劣化が原因かに関わらず不
確実性がなお残ることになり、このことは、粒子の表面上に抗原を実際に吸着するよりも
、より長期間保存することが困難である可能性がある。主に、冷凍および解凍の反復は品
質を低下させる場合があり、タンパク質は、沈殿または互いに結合する傾向を有するので
、低温であっても単純溶液中でタンパク質を永久保存できないことは当業技術者に公知で
ある。しかしながら表面結合タンパク質の安定性は、好ましくない貯蔵条件下でも著しく
より長くなり得る。
【０１３５】
　より長期間の貯蔵が可能になる条件は、最良の温度範囲、通常－２０℃または２～８℃
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好ましくは２～４℃の範囲のいずれかを選択することも含む。
　本明細書に記載の抗原コーティングビーズの貯蔵に適用できる緩衝液には、それだけに
は限らないが：単純なＮａＣｌ溶液、リン酸緩衝液、トリス緩衝液、ＭＥＳ緩衝液、クエ
ン酸緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝液等がある。
【０１３６】
　貯蔵のためのｐＨ条件は、生理的範囲、ｐＨ７～８であることが好ましいが、ｐＨ６～
９またはさらにｐＨ２～１４の範囲であることもできる。
　より長い貯蔵を可能にする添加物には、それだけには限らないが：Ｔｗｅｅｎ－２０、
ＳＤＳ、Ｔｒｉｔｏｎなどの非イオン性界面活性剤、その他がある。
【０１３７】
　アジ化ナトリウム、ｋａｔｈｏｎまたは他の防腐剤を使用して、貯蔵の間の標本におけ
る細菌または真菌の増殖を避けることができる。
　グリセロール、ポリビニルアルコール等などの多価アルコールを使用して、溶液中の粒
子および粒子上のタンパク質の両方を安定化することができる。
【０１３８】
　トレハロース、スクロース等などの多糖は、特に構造的分解からタンパク質をさらに安
定化することができる。
　粒子が最終的なアッセイの固相に結合された後でも、さらに、糖を使用してタンパク質
を安定化することができる。
【０１３９】
　アレイ形式における抗原を飽和したビーズの表面沈着
　溶液から固相へのビーズの移動は、当業技術者に公知のいくつかの方法によって達成す
ることができる。目的は、一連の個々の抗原含有粒子溶液（ビーズの群）をアドレス可能
なエレメント（アレイ上で定義された場所がある別個の分子的実体）の秩序あるアレイに
移動することであり、その結果抗原含有生体サンプル、例えば患者血清とインキュベーシ
ョンし、結合事象を適当に検出した後に、検出されたシグナルをそれぞれの抗原性供給源
材料に関連付けることができる。
【０１４０】
　溶液から固体支持体への液体の沈着の原理方法は、接触または非接触方式である。接触
方法の場合、一般に、ある種のスタンプまたはピンを供給源液体へ繰り返し浸漬し、供給
源液体に浸漬する間に、スタンプまたはピンに吸収する集められた材料が、固体支持体上
に沈着される。しかしながら、過程成績の多くが、スタンプおよび供給源液体の性質、な
らびに固相の湿潤性、粘性、液体の組成等によって決まることになるので、より簡単な代
替物であるこの方法は、拡張性および再現性に関して著しい欠点を有する。
【０１４１】
　したがって、ごく最近の適用において非接触方法が好ましい。本明細書に記述されるア
レイの場合、ソレノイド分注システムを使用することができ、それによって、シリンジが
、抗原性供給源溶液を含有する液体流路に圧力を生じさせ、ソレノイド弁の正確な時限開
口により、セラミックチップからの正確に均一な小滴の形成が可能になる。次いで液滴は
、セラミックチップから放出され、短い飛行相の後着地し、固相に結合する。セラミック
チップの下での固相の動作（または、逆に電動軸によるチップの動作）により、異なる供
給源液体を整然とした方法で次々と沈着する際に固有のアレイを作製することが可能にな
る。別法として、液滴の沈着は、圧電駆動滴形成によって進めることができ、そのため以
前に記載されている方法との主要な差異は、圧力が、シリンジによってではなく、圧電性
クリスタルへの電気インパルスによって高められることであり、分注容積は、一般にピコ
リットル範囲でずっと少ないが、分注ソレノイドは、ナノリットル範囲の液滴で最も良く
作動する。
【０１４２】
　形成される小滴の好ましいサイズは、直径１ｍｍであり、固相上に直径ほぼ１ｍｍの円
形の外観（アドレス可能なエレメントとしての分離した分子的実体）を得られる。そのよ



(37) JP 2019-515254 A 2019.6.6

10

20

30

40

50

うな大きさを使用して、１平方センチメートル当たりおおよそ１０×１０個（合計１００
個）の異なる抗原を結合した領域のアレイを生じさせることができる。そのような方法で
固相に分注される液体の量は、液滴当たりおよそ３０ｎＬであるが、１ナノリットル～２
００ナノリットル、またはさらにより大きいことができる。抗原コーティングビーズの特
定の群を含む円形の外観または単位は、その場所／位置（空間的にアドレス可能である）
によって同定することができ、規則的な四角形のアレイまたはオレンジパックトアレイに
配列することができる。本明細書に記述されるアレイは、１ｍｍ２当たり１～９個、例え
ば、１ｍｍ２当たり１、２、３、４、５、６、７、８または９個のアドレス可能なエレメ
ントのうちいずれか１つのアドレス可能なエレメントを有する。
【０１４３】
　最終的な測定の変動係数の観点で沈着されたスポットの品質（均一性、形状、位置公差
等）および定量的再現性に関する重要な変数は：標的からの距離、流路内圧力；弁の開放
時間；液滴容積；軸の動作速度；分注間の時間；進行中のおよび過程間の清掃および調整
におけるセラミックチップ；実際のスポット沈着過程の前の前スポッティングルーチン；
吸引容積および吸引速度；およびマイクロタイタープレートの幾何学的形状である。沈着
過程を通じて、リキッドハンドリング機器内にあるときに溶液中に抗原結合粒子を保ち、
吸引および分注サイクルの間に液体流路を充分に清掃することによって異なる抗原コーテ
ィングビーズを沈着する間あらゆる相互汚染を避けることが義務付けられる。
【０１４４】
　無欠陥沈着過程を達成するには、あらゆる単一分注欠損事象を検出することが重要であ
り、例えば、粒子溶液に、固相への液体の沈着の成功を検出することを可能にするが、実
際の試験手順の間に洗い流されることになる恒久的でない着色剤を添加することによる。
そのようにして、欠落した液滴を検出することができ、最初の分注の一巡後に遡及的に追
加することができ、それにより１００％の回数１００％完全なバッチになる。
【０１４５】
　固体支持体
　沈着過程は、より大きなシートまたはプレートの固体支持体材料上で通常行われ、それ
により各バッチは、数百から数千個の同一のアレイから一般になる。連続的な過程は、必
要な数の分注流路を整列させる工程と、基質をプレート上へまたはさらにリールを分注チ
ップ下のリールシステムへ動かす工程と、位置取りおよび分注事象を時間調節する工程に
よって実現され得、その結果、粒子スポットの規則正しいアレイが、固体支持体上に生じ
る。
【０１４６】
　分注工程後、固体支持体を、さらなる組み立てまたは貯蔵のために適切なサイズの一片
に切断する。別法として、一片のサイズが沈着される粒子の群の数および個々の群の密度
に対応する場合、固体支持体は、抗原コーティングビーズの沈着前でも適切なサイズに切
断され得る。好ましい実施形態において、固体支持体の個々の一片は、四角形であり、５
×５ｍｍ～２００×２００ｍｍまたはより大きく、さらに好ましくは１０×１０～２０×
３０ｍｍである。
【０１４７】
　固体支持体は、ニトロセルロース、積層ニトロセルロースもしくはジアゾ紙またはポリ
スチレン、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリフルオロエチレン、ポリエチレンオキシ
、ポリビニリデンジフルオリド（ＰＶＤＦ）、ポリアクリルアミド、ポリカーボネート、
ポリアロマー、ポリビニル、ナイロンなどの有機ポリマー、ならびにそのコポリマーおよ
びグラフトまたは他の官能性プラスチックで構成され得る。固体支持体は、ガラス、二酸
化ケイ素、制御された多孔性ガラス（ＣＰＧ）または逆相二酸化ケイ素などの無機である
こともできる。固体支持体の構成は、膜または表面の形態であることができ、平面、実質
的な平面、または非平面であり得る。固体支持体は、多孔性または無孔性であることがで
き、膨潤または非膨潤特性を有することができる。
【０１４８】
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　固体支持体の性質は、タンパク質抗原で飽和された粒子を保持することができる多孔性
または無孔性材料であることができる。例えば、ニトロセルロースシートまたは積層ニト
ロセルロースシートを固相として使用することができ、それによってニトロセルロースの
細孔径および正確な組成は、試験の成績に著しい効果を有し得る。生体分子を共有結合す
ることができるためのニトロセルロースの化学的活性化でさえ、試験結果に有益な効果を
有する可能性がある。異なる型のニトロセルロース膜が、固体支持体として利用可能であ
り、そのようなニトロセルロース膜は、細孔径、流速または基部材料の点で異なる。好ま
しくは、細孔径は、粒子サイズの範囲にあるものとし、その結果粒子は、細孔によって表
面上に保持され得るが、同時に固体支持体の構造内に消失しない、その消失は、抗体が粒
子の表面に結合することをより困難にすることになる。
【０１４９】
　固相は、耐久性があり、数時間のインキュベーションおよび水溶液中での洗浄を必要と
する典型的なＥＬＩＳＡ手順に適合性があるものとする。表面への非特異的結合は、内因
的に低いかまたは固相へのあらゆる非特異的結合をブロッキングして必要な信号対雑音比
（ノイズ標準偏差で割ったシグナル）を達成することが可能でなければならないかいずれ
かであるとする。
【０１５０】
　試験の貯蔵およびカートリッジへの組み立て
　固体支持体に沈着させた後に粒子を安定化させるために、固体支持体を、適当な温度、
好ましくは２～８℃で保存することができる。加えて、糖または他の安定化物質を、粒子
沈着後にスプレーコーティングによって添加することができる。安定性の要件は、製造後
少なくとも１年間、好ましくは製造後少なくとも３０ヵ月間であり、３０か月間は、製造
後の最終使用者への出荷に６ヵ月間が残り、最終使用者において２４ヵ月間の貯蔵寿命が
残ることになる。
【０１５１】
　実用的な取扱い、貯蔵および出荷ならびにキット梱包目的の場合、固体支持体の切断し
たストリップは、以下でより詳細に記述されるカートリッジへと組み立てられることにな
る。カートリッジは、固体支持体マクロアレイの物理的保護を提供するだけでなく、試験
の自動処理、リキッドハンドリングおよび潜在的に汚染されている材料の廃棄を大いに促
進する非常に精巧で、機能的な容器も提供する。
【０１５２】
　アッセイ手順
　本明細書に記述される抗原アレイを使用して検出抗原または一組の検出抗原に特異的な
免疫グロブリンを検出するｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法が、本明細書にさらに記述される。特に
、本方法は、
　（ｉ）本明細書に記載の抗原アレイを準備する工程と、
　（ｉｉ）アレイをサンプルとインキュベートする工程と、
　（ｉｉｉ）アレイを検出試薬とインキュベートする工程と、
　（ｉｖ）任意選択でアレイをシグナル生成試薬とインキュベートする工程と、
　（ｖ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む。
【０１５３】
　陰性対照シグナルと比較して増大した検出可能なシグナルは、サンプル中に免疫グロブ
リンがあることを示し、シグナル増加がないことは、サンプル中に免疫グロブリンがない
ことを示す。
【０１５４】
　一部の実施形態において、検出可能なシグナルは、比色、蛍光、電気または化学発光シ
グナルである。
　本明細書に記載の生物学的アッセイは、単一の解析手順で複数の抗原に対する特異的免
疫グロブリンを検出する目的を有し、その方法は、ＥＬＩＳＡ原理に基づき、通常以下の
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基本的な工程：
　１）前洗浄
　２）ブロッキング
　３）サンプルとのインキュベーション
　４）洗浄
　５）検出試薬とのインキュベーション
　６）洗浄
　７）任意選択で：シグナル生成を伴うインキュベーション
　８）任意選択で：シグナル生成を停止する
　９）結果の検出および測定
からなる。
【０１５５】
　一部の実施形態において、本明細書に記述される抗原アレイを使用して検出抗原または
一組の検出抗原に特異的な免疫グロブリン（例えば、アレルゲンまたはアレルゲンの組）
を検出する方法は、
　（ｉ）本明細書に記載の抗原アレイ（例えばアレルゲンアレイ）を準備する工程と、
　（ｉｉ）アレイをサンプル（例えば血清または全血または処理血）とインキュベートす
る工程と、
　（ｉｉｉ）アレイを検出試薬（例えば、検出可能なシグナルで直接標識された抗ＩｇＥ
もしくは抗ＩｇＧ抗体またはＩｇＥ特異的もしくはＩｇＧ特異的アプタマー、酵素にコン
ジュゲートされた抗ＩｇＥもしくはＩｇＧ抗体またはＩｇＥ特異的もしくはＩｇＧ特異的
アプタマー）とインキュベートする工程と、
　（ｉｖ）任意選択でアレイをシグナル生成試薬（例えば、酵素反応用基質）とインキュ
ベートする工程と、
　（ｖ）任意選択で停止溶液を添加して、シグナル生成を終わらせる工程と、
　（ｖｉ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む。
【０１５６】
　その点でサンプルは、患者血清、全血もしくは処理血液、鼻汁、尿、他の体液または組
織からの細胞溶解物もしくはホモジネート等であることができる。サンプルは、単一の対
象からまたは対象のプール（例えば、対象の大規模集団をスクリーニングする場合、１０
、２０、３０名の対象の血清のプール）からあることができる。一部の実施形態において
、サンプルは血液サンプル（例えば血清サンプル）である。一部の実施形態において、サ
ンプルサイズは、１μＬ～２０００μＬのうちのいずれか１つ、例えば１μ～１０μＬ、
１０μＬ～５０μＬ、５０μＬ～１００μＬ、１００μＬ～５００μＬ、５００μＬ～２
０００μＬのうちのいずれか１つである。一部の実施形態において、サンプルサイズは、
１μＬ、２μＬ、３μＬ、４μＬ、５μＬ、１０μＬ、２０μＬ、５０μＬ、１００μＬ
、２５０μＬ、５００μＬ、または１０００μＬ、または２０００μＬのうちのいずれか
１つである。一部の実施形態において、サンプルは原液である。一部の実施形態において
、サンプルは希釈される。一部の実施形態において、サンプル希釈は、１：１～１：１０
、１：１０～１：１００、１：１００～１：１０００または１：１０００～１：１０００
０である。一部の実施形態において、サンプル希釈は、１：１０、１：１００、１：１０
００または１：１００００のうちのいずれか１つである。必要なサンプルの実際の量は、
インキュベーション反応に使用されるサンプル希釈に依存し得る。
【０１５７】
　たとえサンプルが完全な状態でないとしても、試験の成績は、生体サンプルによって著
しく影響されないものとし、これは日常的な採血中にしばしば起こる。典型的な問題は、
脂肪血症、溶血性もしくは黄疸性サンプル液体、高タンパク質含有量または高抗体含有量
（ＩｇＧ、ＩｇＥ等）サンプルであり得る。
【０１５８】
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　検出試薬は、生物起源の親和性結合剤であり、好ましくは免疫化またはランダムライブ
ラリを介した人為選択いずれかによる抗体（例えば検出抗体）である。他の親和性結合剤
は、タンパク質または核酸、アプタマーもしくはアフィボディなど人工的に選択された結
合剤であることができる。
【０１５９】
　最初の洗浄工程は、そうしないとサンプルインキュベーション工程において固相結合抗
原および遊離可溶性抗原の結合と競合することになる非永久的に結合しているあらゆる粒
子を固相から除去することを目的とする。
【０１６０】
　一般論として、洗浄工程は、１回の工程ではなく、通常繰り返し実施して、検出限界未
満のあらゆる不要な試薬の最終的な除外を達成する。特に、洗浄工程の使用は、３～５回
繰り返すことができ、それによって容積の希釈が、カートリッジを傾けることによって推
測され、新たな洗浄溶液の添加は、少なくとも３０倍であり、それにより３巡の洗浄後に
希釈は、およそ２７０００分の１になり、どんな追加の洗浄工程も、３０倍の倍率で希釈
をなおさらに増大させることになる。
【０１６１】
　ブロッキング工程は、検出されるが、固定化した抗原に特異的でない抗体などサンプル
の構成要素の非特異的結合、および検出試薬の非特異的結合のあらゆる可能性をブロッキ
ングすることを意図する。
【０１６２】
　ブロッキングは、サンプルとのインキュベーションの前に一度行うことができ、もしく
はアッセイのあらゆる工程の前に繰り返し行うことができ、またはブロッキング試薬を添
加して、測定しようとするサンプルを希釈することができ、もしくはさらに検出試薬（例
えば検出抗体、アプタマーまたはアフィボディ）をブロッキング試薬に含有させることも
できる。
【０１６３】
　その点でブロッキング試薬とは、生物学的または他の起源の任意の物質のことを指し、
血液もしくは血清などの複雑な生体サンプルと固相上の多数の抗原との間で通常起こる意
図しないまたは非特異的な結合反応を軽減することができる。ブロッキングは、しなけれ
ばさらなる非特異的結合、および信号対雑音の生成の減少を引き起こす可能性がある潜在
的抗原性タンパク質を好ましくは含まない。
【０１６４】
　例えば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）は、潜在的食物アレルゲンであり、かつウシの
乳または肉製品をよく消費するヒトにおいて非関連ＩｇＧのよくある誘導物質なので、ヒ
トＩｇＥまたはＩｇＧの検出を含む場合、安定化またはブロッキング剤として単純なＥＬ
ＩＳＡ手順に多用されるＢＳＡは、一般に不適である。したがってＢＳＡによってブロッ
キングされるどの結合部位も、サンプルが検出されるサブクラスのそれぞれの抗ＢＳＡ抗
体を含有する場合よりも、非特異的バックグラウンドに関する問題をより多く与える可能
性がある。類似の環境は、他の領域において頻繁な使用が見られる多くの安価で容易に利
用可能なブロッキング試薬を使用することを実行できなくする。
【０１６５】
　したがって、タンパク質ブロッカーを使用する場合、それらは、どんなヒト抗体も通常
結合しないヒト血清アルブミンなどヒトに対して免疫原性であるべきでない。
　ブロッキングの代替方法は、抗原－抗体結合複合体（一般に１０－９Ｍまたはより低い
親和定数）ほど強くなく、特異的でない相互作用パートナー間の弱い結合を不安定化する
ことができる界面活性剤、糖、多価アルコールまたは他の化合物を含む。
【０１６６】
　サンプルまたは検出試薬（例えば検出抗体）とのインキュベーション工程は、通常全体
手順で比例的に最も長時間かかり、数分から数時間の範囲のインキュベーション時間であ
る。好ましくは、サンプルのインキュベーションは、２時間未満かかり、検出試薬とのイ
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ンキュベーションは、３０分間未満かかる。検出試薬が、検出可能な標識をすでに有して
いる場合、シグナル生成インキュベーション工程を、省略することができる。一方、特に
酵素的シグナル生成を使用する場合、シグナル生成試薬との典型的なインキュベーション
時間は、好ましくは５分間未満である。
【０１６７】
　インキュベーションの間、カートリッジの本設計により、液体を撹拌し、それによりサ
ンプルを混合し、それぞれの抗原への親和性結合剤の物質移行を増大させることが可能に
なる。好ましくは、撹拌は、入れ物のふちから液体をあふれさせないために十分柔らかい
が、混合しないインキュベーションと比較して動力学的反応を十分に増大させるために十
分堅いカートリッジの長辺に沿った動作にしたがう。
【０１６８】
　別で、アッセイ動態は、温度もしくは液体をより効率的に混合することを意図する電磁
波によって増大させるまたは制御することができる。
　検出および測定
　検出可能なシグナルを生成する場合、当業技術者に公知のいくつかの可能性がある。最
も単純な形態において、特定の免疫グロブリンが付いた抗原部位に結合する検出試薬は、
色もしくは蛍光染など励起可能な化合物または金ナノ粒子または着色したラテックスナノ
粒子または同様のもののいずれかで直接標識される。そのような場合、検出は、シグナル
生成のためのいかなる追加工程も必要とせず、シグナルは、結合していない検出試薬を洗
い流した直後に読み取ることができる。
【０１６９】
　好ましい実施形態において、酵素的シグナル生成は、酵素にコンジュゲートされた検出
試薬を使用することによって利用され、その酵素は、シグナル生成試薬に含有される基質
を検出可能なシグナルに転換する。
【０１７０】
　検出試薬にコンジュゲートされる酵素には、それだけには限らないが、アルカリホスフ
ァターゼ（ＡＰ）、ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）またはβ－ガラクトシダーゼ（Ｇ
ＡＬ）がある。これらの酵素は、それぞれ、基質（ＮＣＩＢ／ＮＢＴなど）から着色した
沈殿物を生じさせることができ、または発光団転換（例えばＬｕｍｉｎｇｅｎ　ＡＰＳ－
５）から光子を生じさせることができ、または基質を転換して特定の波長、例えばｏ－ニ
トロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシダーゼで吸光係数を変化させることができる。
【０１７１】
　必要に応じて、酵素反応は、酵素による基質の転換に強く干渉する物質、いわゆる停止
溶液（例えば蒸留水、ＥＤＴＡ、ＮａＯＨ、ＨＣｌ等）を添加することによって直ちに停
止され得る。
【０１７２】
　一部の実施形態において、検出試薬は、色化合物、金ナノ粒子もしくは着色したラテッ
クスナノ粒子、または励起可能な化合物で直接標識された抗ヒトＩｇＥ抗体である。一部
の実施形態において、検出試薬は、色、金ナノ粒子、着色したラテックスナノ粒子、また
は励起可能な化合物で直接標識された抗ヒトＩｇＧ抗体である。一部の実施形態において
、検出試薬は、ヒトＩｇＥまたはＩｇＧ抗体を特異的に認識するアプタマーもしくはアフ
ィボディであり、アプタマーまたはアフィボディは、色、金ナノ粒子、着色したラテック
スナノ粒子または励起可能な化合物で直接標識される。一部の実施形態において、検出試
薬は、酵素（例えば、ＡＰ、ＨＲＰまたはＧＡＬ）とコンジュゲートされた抗ヒトＩｇＥ
またはＩｇＧ抗体であり、方法は、アレイを本明細書に記述される方法の工程（ｉｖ）に
よるシグナル生成試薬（例えば、酵素反応の基質）とインキュベートする工程と、任意選
択で、工程（ｉｖ）の後に停止溶液（例えばｄｄＨ２Ｏ、ＥＤＴＡ、ＮａＯＨ、塩酸、硫
酸、または触媒反応のためのｐＨ値要件のため反応を不可能にする、化学的に基質を破壊
もしくは改変する、酵素の活性中心をブロッキングする、もしくは反応をわずかなレベル
に遅らせる等のいずれかによって酵素反応に干渉し得る任意の試薬）をさらに添加する工
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程とを含む。
【０１７３】
　一部の実施形態において、検出試薬は、２つの成分：（ｉ）抗ＩｇＥまたは抗ＩｇＧ抗
体を含む第１成分；および（ｉｉ）抗ＩｇＥまたは抗ＩｇＧ抗体を認識する試薬を含む第
２成分を含み、第２試薬は、色もしくは励起可能な化合物で直接標識されるまたは酵素と
コンジュゲートされるかいずれかであり、抗原アレイは、本明細書に記述される方法の工
程（ｉｉｉ）により（ｉ）次いで（ｉｉ）とインキュベートされる（間に洗浄工程を含む
）。例えば、第１成分は、ラット、マウス、ウサギ等などの生物から得られる抗体など特
定の型の抗ＩｇＥまたは抗ＩｇＧ抗体であることができ、第２成分は、前記型の抗体、例
えば抗ラット、抗マウス、抗ウサギ抗体等に結合する抗体であることができる。
【０１７４】
　特に、アレルギーと関連するＩｇＥ抗体を検出するｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法であって、
　（ｉ）本明細書に記載のアレルゲンアレイを準備する工程と、
　（ｉｉ）アレイをサンプル（例えば血清または全血または処理血）とインキュベートす
る工程と、
　（ｉｉｉ）アレイを検出可能なシグナルで直接標識された抗ＩｇＥ抗体もしくは抗Ｉｇ
Ｅアプタマー、または酵素にコンジュゲートされた（例えばＡＰ、ＨＲＰまたはＧＡＬに
コンジュゲートされた）抗ＩｇＥもしくは抗ＩｇＥアプタマーとインキュベートする工程
と、
　（ｉｖ）任意選択で、アレイをシグナル生成試薬（例えば、酵素反応の基質）とインキ
ュベートする工程と、
　（ｖ）任意選択で停止溶液（例えばｄｄＨ２Ｏ、ＥＤＴＡ、ＮａＯＨ、塩酸、硫酸また
は酵素反応に干渉し得る任意の試薬）を添加して、シグナル生成を終わらせる工程と、
　（ｖｉ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む、方法が本明細書に提供される。着色したシグナルの検出は、単純なＣＣＤカメラ
、ＣＭＯＳカメラ、従来通りのフラットベッドスキャナーなどのレーザースキャナ、また
は固体支持体の通常白色もしくは透明なバックグラウンドと結合反応が検出された着色さ
れた反応部位との強度差異を測定することができる他の任意のデバイスによって進めるこ
とができる。光子測定の場合、充分な感度を持つカメラまたは光電子増倍管デバイスを使
用して、シグナルを個別に測定することが必要である。
【０１７５】
　定量化の場合、個々の抗原が固定化されている領域を同定することが第１に必要である
。これは、検出可能で強いシグナルを常に与える陽性対照スポット、いわゆるマーカース
ポットのパターンによって促進され得る。例えば、陽性対照スポットは、精製したヒトＩ
ｇＥ抗体と結合された一群のビーズであることができる。マーカースポットの位置および
方向から、他の全ての部位の相対的な位置およびそのサイズは公知であり、取得した画像
またはデータポイントのアレイ内に位置決めすることができる。
【０１７６】
　固定化された抗原飽和粒子の一般に丸い各領域に対して、シグナル統合は、合計シグナ
ルに予想されるシグナル内にある各ピクセルを加えることによって算出することができ、
外側にある各ピクセルは、バックグラウンドに加えることができる。加えて、平均、中央
値および標準偏差を、シグナルおよびバックグラウンドについて算出することができる。
全ての算出は、当業者に公知の、例えばＮＩＨのＩｍａｇｅＪのような画像分析ソフトウ
ェアツールによって取り扱うことになる。
【０１７７】
　本明細書に記述される方法において、ローカルバックグラウンド算出が好ましく、それ
は、スポット領域の直径の３倍の中にあるが、同時にいかなる抗原部位の中にもない全ピ
クセルを合計することによって行われる。
【０１７８】
　加えて、統計的管理手段を使用して、中央値変動、シグナル変動、ノイズ変動に対する
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平均および外れ値検出などシグナルの品質または信頼性に基づいて判断することができる
。
【０１７９】
　測定可能な全シグナル－バックグラウンド、または信号対雑音比のいずれかに関して閾
値を適用して、生の測定データをフィルターにかける。好ましくは、バックグラウンドノ
イズ変動より少なくとも２倍高いシグナルだけを、陽性シグナル（例えば、検出可能なシ
グナル）と見なす。
【０１８０】
　結果の標準化および較正
　生測定データの取得後、生分析データから臨床的に関連する反応単位にするために必要
とされる工程が２つある。
【０１８１】
　本明細書に記述される方法において、結果の第１の標準化および第２の較正を達成する
ために異なる２つの方法が利用される。
　標準化は、その点に関して測定、日、ロットまたは操作者間の全体のシグナルレベルの
変動を平均して同一レベルに標準化する過程である。そのようにして、インキュベーショ
ンの正確な時間調節の変動、周囲温度変動による差異、サンプルマトリックスに起因する
変動等は、ある程度補償され得る。
【０１８２】
　本適用の場合、アッセイにおいて測定される特定の抗体サブクラスの標準曲線を使用し
て、この標準化を達成する。精製抗体、例えば、ヒトＩｇＥが、マクロアレイ形式の異な
る部位に濃度を増大させて固定化される。この手法によると、標準曲線上で最も高い濃度
は、１００％シグナルと見なされ得るが、標準曲線の各公知の希釈は、濃度値において対
応する減少を割り当てる。曲線の全ての点から、曲線フィッティングを算出し、それを使
用して、各生測定値に曲線方程式を適用することによって任意の強度単位を相対的シグナ
ル単位に変換する。
【０１８３】
　この方法により、測定間の平均シグナル強度の標準化が可能になるが、それぞれのバッ
チにおける各個々のパラメータに対する個々の揺らぎを補償することはできない。一般に
、各作製ロットにおいてある程度の製造変動が存在し、これらの変動は、例えば、パラメ
ータ１が、次いで長時間平均より１０％高い可能性があり、パラメータ２が、長時間平均
より５％低い可能性があり、パラメータ３が、仕様内である可能性があるようにしばしば
系統的である。そのような差異を必要最低限になくすために、製造業者の品質管理現場で
すでに明確に定義された対照サンプルを使用して長時間平均から任意の系統的変動を検出
することが、適している。この系統的変動が同定されたら、最終使用者にこれらの差異を
データシートの形態、または好ましくは、各バッチ上に印刷された２次元バーコードなど
の自動コーディング形式で伝達することが適している。このバーコードを読み込み、解釈
することによって、ソフトウェアツールによって促進される最終使用者は、製造業者の現
場におけるＱＣ手順の間に同定された変動にしたがって測定値を自動的に調整でき、上記
の例において次いでパラメータ１測定を１０％だけ減少させることにより調整し、パラメ
ータ２を５％だけ増大させることによって調整し、パラメータ３を変えないままにする。
結果的に、設定可能で、統計学的に正当化されたこのデータ調整がないよりも低いレベル
に免疫アッセイの合計変動を減少させることが可能になるものとする。
【０１８４】
　最終的な工程において、結果の実際の較正は、達成されなければならない。この点で較
正は、調整された相対的な反応単位を何らかの形で絶対単位に転換する過程である。絶対
単位は、研究室間または時点間で、さらにシステムに対する著しい変更が行われた場合で
も、結果を他の製造業者のシステムと比較することを可能にする値としての役割を果たす
ものとする。
【０１８５】
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　較正は、利用可能であれば、国際的に認められた参照標本に対して製作することができ
る。多くの疾患領域について、定量的参照標準を、購入し、較正に使用することができる
。較正の通常の過程は、しかしながら、単にそれが実際の測定を行うよりシステムを較正
するために著しく多くの労力およびコストを必要とするので、多パラメータアッセイ形式
における使用に実用的でない。
【０１８６】
　単一パラメータアッセイにおける較正の標準的な手法は、相応する較正であり、そのた
め特定の抗原の測定結果、後者の濃度未知のサンプルから測定されるものとする抗体相互
作用が測定され、生測定結果を絶対定量化測定結果に変換するための参照曲線を使用して
、それぞれの抗原に対する免疫グロブリンの定義済みの濃度を持つ定義済みのサンプルの
測定結果に対して比較される。
【０１８７】
　これは、較正目的で比較的少数の標準的な標本を測定する場合、比較的大きな数の未知
のサンプルと比較して容易に達成される。
　しかしながら各反応において測定される数百個の個々のパラメータ、および同一抗体サ
ブクラスの結合を示すが異なる抗原に対しては示さない各パラメータを用いる適用におい
て、各個々のパラメータに相同な較正曲線は適しておらず、著しい追加の変動をおそらく
導入することになる。したがって、いわゆる非相同な較正手法が、利用される。較正曲線
は、違ったサンプルにおいて測定されるそれぞれの抗体の異なる濃度の単一抗原抗体測定
のためには作製されないが、一連の異なる固定化抗原に対する一連の特定の抗体濃度を示
す単一サンプルのためには作製される。本方法は、同じ免疫グロブリンが異なる抗原に対
する結合について検出される場合に、各標的抗原に対する抗体応答を個別に較正すること
は絶対要件でないが、検出される免疫グロブリンの各クラスに対してだけ同じ較正曲線を
保つことは絶対要件であるという事実に依存する。
【０１８８】
　ソフトウェアツールによって支持される結果の解釈
　多パラメータ免疫学的測定の記述される適用は、患者の感作プロファイルの通常の単一
パラメータに基づく臨床検査より有意に多くの試験結果を作製することになる。
【０１８９】
　結果的に、バイオインフォマティクスツールの適用は、内科医がより簡単にデータを検
討し、可能な最善の診断結論をいつでも得ることができるようになる形式への結果の解釈
および視覚化を促進するものとする。以下の因子は、ソフトウェアで促進される提示また
は指針に関連すると見なされなければならない：
　１）病状の全般的な分類、例えば、プロファイルに基づいて、患者が、試験が命じられ
た推定される疾患を患う可能性が高い。
【０１９０】
　２）疾患の詳細な分類、例えば、疾患の状態または疾患の原因を示す関連するパラメー
タもしくはパラメータのパターン。
　３）患者のリスク分類、例えば患者を、特定の標的に対する抗体応答のレベル、または
標的の組合せに対する抗体応答のパターン、または特定の標的に対する防御抗体の非存在
、または異なる抗原標的に対する異なる抗体サブクラスの比率で区別することによる。
【０１９１】
　４）患者の処置に対する転帰、例えば適当な医薬品を選択すること、回避について正し
い勧告を与えることまたはさらにおそらく無効な医薬品を投与することを回避することに
よる。
【０１９２】
　臨床解釈に対する完全なパネル
　高度に多重化された免疫アッセイの主要な利点は、１つの試験の中に関連する全ての臨
床的指標を含む可能性であり、これは、各一人の患者に対して試験をあらかじめ選択し、
１回の分析工程で常に完全な臨床検査を得るための内科医に対する負担を減少させる。
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【０１９３】
　カートリッジ設計および自動化に関連する利点
　本明細書に記述される抗原アレイのいずれかのための試験容器、廃水のための貯蔵槽、
任意選択で同定および較正のためのバーコードを含むカートリッジが、本明細書にさらに
提供される。カートリッジは、任意の検出試薬（例えば、標識抗体、標識アプタマーまた
は標識アフィボディ）、シグナル生成試薬（例えば酵素基質）、および停止溶液（例えば
蒸留水、ＥＤＴＡ、ＮａＯＨ、ＨＣｌ等）のための貯蔵槽または組み込まれたバイアルの
うち１つまたは複数をさらに含むことができる。一部の実施形態において、カートリッジ
は、１つまたは複数の対照サンプル（例えば陽性および／または陰性対照）および／また
はアッセイ手順の間に使用される１つまたは複数の緩衝液（例えば洗浄緩衝液、ブロッキ
ング緩衝液、希釈緩衝液）用の貯蔵槽または組み込まれたバイアルをさらに含む。一部の
実施形態において、陽性対照サンプルは、定義された量の免疫グロブリン（例えば、全Ｉ
ｇＧもしくはＩｇＥおよび／または特定の抗原／アレルゲンに特異的な定義済みのＩｇＧ
もしくはＩｇＥ）を含む市販されている標準化されたサンプルである。一部の実施形態に
おいて、陽性対照サンプルは、それぞれの免疫グロブリンについて標準アッセイにおいて
陽性と検証または試験されたサンプルである。一部の実施形態において、陰性対照サンプ
ルは、いかなる免疫グロブリンも含有しない市販されているサンプルまたはそれぞれの免
疫グロブリンについて標準アッセイにおいて陰性と検証または試験されたサンプルである
。カートリッジは、試験容器中の抗原アレイまたは中に置かれた抗原アレイとともに試験
容器全体を穏やかに動かして、アレイのインキュベーション期間ならびに完全な洗浄の間
アレイ上でのサンプルおよび緩衝液の均等な分布を確実にする手段をさらに提供すること
ができる。カートリッジの寸法は、アレイのサイズ、使用する試薬の型および数に依存す
ることになる。好ましくは、サイズは、１ｃｍ×１ｃｍ×５ｃｍ～２ｃｍｘ５ｃｍ×１５
ｃｍの範囲になる。
【０１９４】
　カートリッジへの抗原アレイの固着は、周囲の正確な寸法に切断することによる機械的
固着を含む、ストリップの端における機械的固着を使用する、またはＥＬＩＳＡ手順の間
に洗浄およびインキュベーション工程にも耐える生体適合性接着剤を使用するいくつかの
方法のうち１つによって行うことができる。固着の重要な態様は、インキュベーション工
程の間に非特異的結合が起こり得るカートリッジ内またはカートリッジと固相試験ストリ
ップの間のギャップ、領域もしくは穴を生じさせないことであり、これは検出工程におい
て全体の非特異的シグナル生成を大いに増大させ、したがってアッセイのピーク信号対雑
音およびアッセイ全体の成績を減少させるので、効率的な洗浄に適さない場合がある。
【０１９５】
　当業技術者に周知の、インキュベーションおよびシグナル検出の位置効果がない因子が
、同様に重要である。典型的なバイアスは、いわゆる端効果であり、アレイの辺縁近くお
よび壁またはバイアルを囲むカートリッジに隣接した反応部位（スポット）によって生じ
、アレイ中央にあるスポットよりも有意かつ再現性よくより大きいかまたはより低いかい
ずれかである。差異は、撹拌もしくは混合中の液体の挙動、選択された場所での結合剤の
蓄積、もしくは表面張力、またはより固着された辺縁に囲まれており、したがってより中
央にあり、端もしくは壁による阻害が少ない部位より自由拡散が限定される反応部位の動
力学的差異に起因し得る。空間的温度差異さえ、観察される差異、および器の幾何学的形
状に起因する検出事象におけるバイアスに影響を及ぼす可能性がある。例は、円形のマイ
クロウエルプレート内に沈着されたマイクロアレイを有するものであり、中心にあるスポ
ットは、一般に、プレートの辺縁により近いスポットと大きく異なった挙動を示す。一部
の製造業者が「円形アレイ」またはパターンを印刷することによってこの制限を克服して
いるが、これは当然ながら、使用可能な領域および領域当たりの外観の数を大幅に減少さ
せ、反応に数百個の固有のアッセイを含む真の多パラメータアッセイに適さない。
【０１９６】
　示された発明におけるカートリッジ設計は、さらなる利点を提供する。カートリッジは
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、キットそのものとほぼ見なすことができ、したがって設計された入れ物内に試験手順に
必要な全ての液体および試薬を含有することができる。カートリッジは、ロット同定のた
めのバーコードを含むことができ、較正等に関する補正係数をそのようなバーコードに保
存することもできる。
【０１９７】
　同様に、一組の使い捨てプラスチックチップをカートリッジに搭載することができ、ピ
ペッターは、過程のためにそこからチップをつかみ、使用後にカートリッジに再投入する
ことができる。そのようにして、全ての液体が、設計された廃棄物投入器によりカートリ
ッジ自体の中に集められるので、周囲のシステム部分（例えばリキッドハンドリング）が
、潜在的な感染性の生物学的危険物質である液体と接触することは起こらない。したがっ
て、機器のためにどんな特別な清掃または消毒手順も必要ない。
【０１９８】
　カートリッジは、そのような設計に基づいて試験手順に必要な全ての液体を捕捉または
さらに含有することのいずれもできるので、それは、リキッドハンドリング部分だけを、
維持する必要がなくまたは機器の通常予想される寿命の間にどんな弁もしくは配管も置き
換える必要がない使い捨てチップを使用する空気置換ピペッターにできるようにアッセイ
自動化を設計することが適している。全体の開発コストおよびそのようなほぼ保守不要の
機器を所有するコストは、繰り返し置き換える必要がある多くの可動部分、弁および管を
含有する典型的な自動免疫分析器より非常に低い。
【０１９９】
　洗浄工程の間、カートリッジは、単純に一方の側に傾けられ、それにより、含有されて
いる液体は、それが捕捉され、最終的に処分されるカートリッジ内の貯蔵槽に流れ込む。
　本明細書に記載の抗原アレイまたはカートリッジ、検出試薬、対照サンプル（例えば陽
性または陰性対照）、アッセイ中に使用される緩衝液および使用のための説明書を含むキ
ットが、本明細書にさらに提供される。キットは、シグナル生成試薬（例えば酵素の基質
）および任意選択で停止溶液（例えば蒸留水、ＥＤＴＡ、ＮａＯＨ、ＨＣｌ等）をさらに
含むことができる。一部の実施形態において、キットは、抗原アレイ（例えばアレルゲン
アレイ）、ＩｇＥまたはＩｇＧに特異的な検出試薬（例えば、直接標識または酵素とコン
ジュゲートされている抗ＩｇＥもしくは抗ＩｇＧ抗体、ＩｇＥもしくはＩｇＧに特異的な
アプタマーもしくはアフィボディ）、緩衝液（例えば洗浄緩衝液、ブロッキング緩衝液、
希釈緩衝液）、および任意選択でシグナル生成試薬（例えば酵素基質）を含む。一部の実
施形態において、キットは停止溶液（例えば蒸留水、ＥＤＴＡ、ＮａＯＨ、ＨＣｌ等）を
さらに含む。
【０２００】
　さらに、本明細書に記載の１つまたは複数のカートリッジのための容器、ピペッターお
よびシグナル検出のためのデバイス（例えばＣＣＤカメラ、ＣＭＯＳカメラ、レーザース
キャナ）を含む装置が、本明細書に提供される。
【０２０１】
　本発明は、以下の項目をさらに含む：
　１．固形担体に固着させた抗原コーティングビーズの群を含む抗原アレイであって、各
群が、
　（ｉ）１つの検出抗原でコーティングされたビーズ、または
　（ｉｉ）一組の検出抗原でコーティングされたビーズ
を含み、好ましくは、固形担体がシートまたはプレートであり、検出抗原が、アレルゲン
、感染症マーカーまたは自己抗原である、抗原アレイ。
【０２０２】
　２．検出抗原が、核酸および／またはアミノ酸、好ましくはタンパク質、ペプチド、抗
体またはＤＮＡ分子で製造された、生体分子または有機もしくは無機化合物である、項目
１の抗原アレイ。
【０２０３】
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　３．検出抗原が、アレルゲンである、項目１または２のうちいずれか１つの抗原アレイ
。
　４．検出抗原が、感染症マーカーである、項目１から３のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２０４】
　５．検出抗原が、自己抗原である、項目１から４のうちいずれか１つの抗原アレイ。
　６．検出抗原が、組換えＤＮＡ技術によって作製された抗原、または生物材料から単離
され精製された抗原である、項目１から５のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２０５】
　７．検出抗原の組が、２つ以上の抗原を含有する生物学的供給源材料からの抽出物また
は溶解物から得られる、項目１から６のいずれか１つの抗原アレイ。
　８．検出抗原が、単一エピトープ、抗体結合エピトープをいくつか含む単一高分子また
は種々のエピトープを含有する異なる抗原を含む様々なタンパク質の混合物を含む、項目
１から７のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２０６】
　９．ビーズが、マイクロまたはナノビーズである、項目１から８のいずれか１つの抗原
アレイ。
　１０．ビーズが、直径５～５００ｎｍ、好ましくは直径２００～５００ｎｍのサイズを
有する、項目１から９のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２０７】
　１１．ビーズが、ラテックスビーズ、ポリマープラスチックビーズ、好ましくはポリス
チレンビーズ、生体適合性ポリマーで製造されたビーズまたはガラスビーズ、好ましくは
二酸化ケイ素ビーズである、項目１から１０のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２０８】
　１２．ビーズの表面が、多孔性または無孔性である、項目１から１１のいずれか１つの
抗原アレイ。
　１３．検出抗原が、共有結合的または非共有結合的に結合される、項目１から１２のい
ずれか１つの抗原アレイ。
【０２０９】
　１４．検出抗原が、ビーズに受動的吸着によって、好ましくは疎水性および／または静
電性結合によって非共有結合的に結合される、項目１または１３のいずれか１つの抗原ア
レイ。
【０２１０】
　１５．検出抗原が、抗原スペーサーによって結合される、項目１から１４のいずれか１
つの抗原アレイ。
　１６．検出抗原が、結合される抗原に存在するエピトープを提示するのに好ましい方向
を生じさせるように結合される、項目１から１５のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２１１】
　１７．固形担体が、多孔性または無孔性材料のシートまたはプレート、好ましくはニト
ロセルロースシート、より好ましくは積層ニトロセルロースシートである、項目１から１
６のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２１２】
　１８．同じまたは異なる型のビーズを含む、項目１から１７のいずれか１つの抗原アレ
イ。
　１９．アレイが、少なくとも２５個の異なる群を含む、項目１から１８のいずれか１つ
の抗原アレイ。
【０２１３】
　２０．抗原コーティングビーズの群が、接触法または非接触法を使用して、好ましくは
ソレノイド分注システムを使用して固形担体上に固着される、項目１から１９のいずれか
１つの抗原アレイ。
【０２１４】
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　２１．各群が、四角形のアレイまたはオレンジパックトアレイのアドレス可能なエレメ
ントとして、好ましくは１ｍｍ２当たり１個のアドレス可能なエレメントの密度で固着さ
れている、項目１から２０のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２１５】
　２２．抗原コーティングビーズが、固形担体に固着させたアレルゲンコーティングビー
ズであり、好ましくは固形担体が、シートまたはプレートであり、各群が、
　（ｉ）１つのアレルゲンでコーティングされたビーズ、または
　（ｉｉ）一組のアレルゲン、好ましくはアレルゲン抽出物でコーティングされたビーズ
を含む、項目１から３および６から２１のいずれか１つの抗原アレイ。
【０２１６】
　２３．検出抗原または一組の検出抗原に特異的な免疫グロブリンを検出する方法であっ
て、
　（ｉ）項目１から２２のいずれか１つによる抗原アレイを準備する工程と、
　（ｉｉ）アレイをサンプルとインキュベートする工程と、
　（ｉｉｉ）アレイを検出試薬とインキュベートする工程と、
　（ｉｖ）任意選択でアレイをシグナル生成試薬とインキュベートする工程と、
　（ｖ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む、方法。
【０２１７】
　２４．免疫グロブリンが、アレルギーと関連するＩｇＥ抗体である、項目２３の方法。
　２５．免疫グロブリンが、感染症または自己免疫反応と関連するＩｇＧ抗体である、項
目２３の方法。
【０２１８】
　２６．サンプルが、対象または対象のプール由来の生体液、好ましくは血清、全血もし
くは処理血、鼻汁もしくは尿、細胞溶解物または組織ホモジネートである、項目２３から
２５のいずれか１つの方法。
【０２１９】
　２７．検出試薬が、免疫グロブリンに特異的な親和性結合剤であり、好ましくは抗体、
アプタマーまたはアフィボディである、項目２３から２６のいずれか１つの方法。
　２８．検出試薬が、抗ＩｇＥ抗体、ＩｇＥ特異的アプタマー、ＩｇＥ特異的アフィボデ
ィ、抗ＩｇＧ抗体、ＩｇＧ特異的アプタマーまたはＩｇＧ特異的アフィボディである、項
目２３から２７のいずれか１つの方法。検出試薬が、（ｉ）好ましくは着色もしくは蛍光
化合物または金ナノ粒子もしくは着色したラテックスナノ粒子で直接標識されており；ま
たは（ｉｉ）酵素にコンジュゲートされている、項目２３から２７のいずれか１つの方法
。
【０２２０】
　２９．アレイを項目２３の工程（ｉｖ）によるシグナル生成試薬とインキュベートする
工程をさらに含み、検出試薬が、酵素にコンジュゲートされ、シグナル生成試薬が、前記
酵素用の基質を含む、項目２３から２８のいずれか１つの方法。
【０２２１】
　３０．工程（ｉｖ）の後に停止溶液を含むアレイをさらに含む項目３０の方法。
　３１．アレルギーと関連するＩｇＥ抗体を検出する方法であって、
　（ｉ）項目２２による抗原アレイを準備する工程と、
　（ｉｉ）アレイをサンプルとインキュベートする工程と、
　（ｉｉｉ）アレイを検出試薬（例えば、抗ＩｇＥ抗体またはＩｇＥ特異的アプタマーま
たはＩｇＥ特異的アフィボディ）とインキュベートする工程と、
　（ｉｖ）任意選択でアレイをシグナル生成試薬とインキュベートする工程と、
　（ｖ）検出可能なシグナルを測定する工程と
を含む、項目２３から３０のいずれか１つの方法。
【０２２２】
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　３２．項目１から２２のいずれか１つの抗原アレイのための試験容器、廃水のための貯
蔵槽、任意選択でバーコードを含むカートリッジ。
　３３．項目１から２２のいずれか１つによる抗原アレイ、検出試薬、１つまたは複数の
緩衝液、１つまたは複数の対照サンプルおよび項目２３から３１のいずれか１つによる方
法においてキットを使用するための説明書、任意選択でシグナル生成試薬を含むキット。
【０２２３】
　３４．項目３２による１つまたは複数のカートリッジのための容器、ピペッターおよび
シグナル検出のためのデバイスを含む装置。
【実施例】
【０２２４】
　本明細書に記述される例は、本発明の例示であり、それを制限することを意図するもの
ではない。本発明の異なる実施形態が、本発明により記述されている。本発明の精神およ
び範囲から逸脱することなく多くの修正および変更を、本明細書に記述され、例示される
技術に行うことができる。
【０２２５】
　実施例１
　材料および方法
　アレルギー性供給源材料
　アレルゲンは、様々な外部の提供者から購入するかまたは研究室内で作製した。アレル
ゲンは、アレルギー性抽出物、精製した天然のアレルゲンまたは組換えアレルゲンのいず
れかであった。緩衝液および貯蔵条件については、アレルゲンを、供給元の推奨にしたが
ってまたは社内の経験にしたがって処置した。繰り返しの凍結／解凍は避けた。凍結乾燥
形態で届けられたアレルゲンの場合、再構成を製造業者の説明書にしたがって行った。
【０２２６】
　ナノ粒子へのアレルゲン結合
　ポリスチレンナノ粒子を、Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｅｕｒｏｐｅ　ＧｍｂＨから購
入した。粒子へのアレルゲン材料の結合は、製造業者によって提供される推奨に沿って行
ったが、各アレルゲン標本に対して最終的には最適化しなければならなかった。様々な異
なる手法を適用して、最適な結合効率および生物活性を得た。一部のアレルゲンは、満足
な結果で受動的吸着によって結合できたが、多くのアレルゲンは、特別な結合条件または
共有結合性結合戦略を必要とした。この目的のために、ＮＨ２またはＣＯＯＨ表面修飾を
持つポリスチレン粒子、およびホモまたはヘテロ二機能性架橋剤を使用した。いくつかの
アレルゲン標本は、それらを、第１にいくつかのアリコートに分割し、次いで異なる条件
で結合させ、最後に再びプールして機能試験の間に完全なアレルゲンエピトープレパート
リーを示すように処置しなければならなかった。
【０２２７】
　受動的吸着結合（標準的な手順）
　ナノ粒子は、製造業者の説明書にしたがって調製した。アレルゲンまたはアレルゲン抽
出物を、アレルゲンの等電点に一致する緩衝液に、適用可能な結合濃度、一般に０．５ｍ
ｇ／ｍＬ未満に希釈した。粒子（１％固体）およびアレルゲンを、最初から最後まで一定
の混合下で、室温で３時間インキュベートした。インキュベーションを、混合せずに２～
８℃で終夜続けた。最後に、粒子を、１００００ｒｐｍ、４℃で１５分間の遠心分離によ
ってペレット化し、上清を採集し、ビーズを、長期貯蔵のために適当な緩衝液および防腐
剤中に懸濁した。
【０２２８】
　受動的吸着結合（高度なプロトコール）
　上記の標準的なプロトコールと類似するが、少なくとも３つの異なるｐＨ範囲、一般に
中性、酸性、および塩基性範囲を個々に使用した。結合プロトコールの実施後、粒子を中
性ｐＨで一緒にプールした。
【０２２９】
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　ＣＯＯＨ表面粒子による化学結合
　ナノ粒子を、適当な濃度、一般に固体１％に希釈し、次いで活性化緩衝液（例えば、Ｍ
ＥＳ緩衝液ｐＨ５～７．５）で３回洗浄し、洗浄工程の間にペレット化および懸濁した。
活性化のために、表面ＣＯＯＨ基を含有する粒子を、水溶性カルボジイミド、例えば１－
エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドで１５～３０分間活性化し
た。活性化後、粒子を活性化緩衝液でさらに２回洗浄した。タンパク質を、滴定実験によ
って一般に最適化した濃度に、いかなる遊離ＮＨ２基も含有しない結合緩衝液で希釈した
。活性化粒子およびタンパク質溶液を、室温で少なくとも３時間または２～８℃で終夜イ
ンキュベートした。最後に、粒子を、上記の通り遠心分離によってペレット化し、さらな
る使用まで防腐剤を含有する貯蔵緩衝液中に懸濁した。
【０２３０】
　ＮＨ２表面粒子による化学結合
　アミノ反応性試薬、例えばグルタルアルデヒドまたはＥＧＳ架橋剤などのスクシンイミ
ド化学を使用するという相違を含む、上述と非常によく似たプロトコールを使用して、ナ
ノ粒子上のＮＨ２基を活性化した。したがって、緩衝液およびｐＨ値を調整して、適用す
る各化学について結合効率を最適化しなければならなかった。全ての場合において、理論
的に最適なｐＨ値が所望の最適な結合効率を与えるというわけではなく、むしろある程度
タンパク質の理論的特質を考えることによって選択されなかったｐＨ値であった。
【０２３１】
　結合効率の評価
　結合効率を、直接および間接方法の両方を使用して測定した。結合の前後に、溶液中の
タンパク質濃度を、測定した。結合の後の溶液からのタンパク質除去の程度は、タンパク
質結合の優れた指標であるが、生物活性ではそうでなかった。加えて、結合しているビー
ズを、提供者によって記述されている方法を使用してタンパク質からはぎとって、ビーズ
からタンパク質を取り去った。それらのはぎとられたタンパク質標本も、濃度測定、なら
びに変性ＳＤＳゲル電気泳動およびクマシーブルーによる染色を使用して特徴付けた。
【０２３２】
　結合したアレルゲンの生物活性の最終評価のために、標準的なアッセイおよび分析手順
（下記参照）を使用して機能的測定を行ない、各アレルゲン標本に特異的な陽性血清を試
験した。試験で使用されるパラメータは：ブロッキング１５分間、１：５希釈した血清サ
ンプルとの血清インキュベーション２時間、検出抗体インキュベーション３０分間であっ
た。
【０２３３】
　固相へのアレルゲン粒子の分注
　ニトロセルロース膜を、ＧＥ　ＨｅａｌｔｈｃａｒｅおよびＰａｌｌ　Ｅｕｒｏｐｅか
ら購入した。様々な異なる膜型を、細孔径、流速または基部材料の点で異なる特質で評価
した。
【０２３４】
　分注を、動作、吸引、分注および洗浄サイクルの最適化した設定を使用してＢｉｏｄｏ
ｔ　ＡＤ１５２０機器で行った。各アレルゲン標本を、少なくとも２０ｎＬの容積で、中
心と中心の間隔１ｍｍで、固相上に沈着させた。最終的なアレイは、一般に１０行および
２５列の幾何学的形状を有した。
【０２３５】
　分注後、ＮＣシートを密閉し、さらなる処理まで２～８℃で保存した。アッセイ前に、
ＮＣシートを、適当なサイズに切断し、試験アレイを含有する小さいビネット（vignette
s）を、アッセイカセット内に置いた。
【０２３６】
　標準的なアッセイ手順
　アレイ容器カセットを穏やかに振とうしながら、高濃度の非アレルギー性タンパク質を
含有する緩衝液中での非特異的結合から初めにブロッキングした２５０個の異なる外観を



(51) JP 2019-515254 A 2019.6.6

10

20

30

40

50

含有する試験アレイを、生成した。
【０２３７】
　過程工程間の洗浄は、ｐＨ７．４および界面活性剤として０．２％Ｔｗｅｅｎ－２０の
Ｔｒｉｓ緩衝食塩水を使用して行った（ＴＢＳ－Ｔ）。
　ブロッキング後、アレイを、一定の穏やかな振とう下で、患者血清または血漿と少なく
とも１５分間インキュベートした。血清を捨て、アレイを、穏やかな撹拌下でＴＢＳ－Ｔ
で数回洗浄した。
【０２３８】
　洗浄サイクル後、アレイを、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）で標識した、希釈した抗
ヒトＩｇＥ抗体とインキュベートした。次いで抗体を捨て、残りの結合していない抗体を
ＴＢＳ－Ｔで数回洗い流した。
【０２３９】
　最後に、アレイを、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ発色基質（５－ブロモ－４－クロロ－３－インド
リル－リン酸／ニトロブルーテトラゾリウム）と充分な感度に達するまで数分間インキュ
ベートし、次いで反応を停止させ、残りの基質を洗い流した。
【０２４０】
　アレイを、スキャンまたは画像化する前に乾燥させた。画像を、２４ビットカラー画像
として撮像し、１６ビットグレイスケールデータに転換した。
分析
　円形の各外観を、強度の中央値を算出し、外観値から局所バックグラウンドを減算する
ことによって定量化した。信号対雑音比＞２を、陽性シグナルと見なした。
【０２４１】
　アレイを、アレルゲン標本と一緒にスポットした、固定化した精製ヒトＩｇＥの標準曲
線によって標準化した。加えて、標準化した値を、複数の陽性試験結果を含む参照サンプ
ルに対する非相同な較正を使用することによって較正した。
【０２４２】
　実施例２
　抗原コーティングビーズ２４５群を含む抗原アレイを、実施例１に記述される材料およ
び方法を使用して生成した。ここで示すデータの場合、受動的吸着されたアレルゲンだけ
を、スポットした。数人のアレルギー患者からプールしたヒトサンプルを使用した２４５
個のアレルゲンおよび５個のＩｇＥ標準に対する特異的ＩｇＥ測定を、図１Ａに示す。有
意でないレベルの特異的ＩｇＥを含むそれぞれの陰性サンプルを、図１Ｂに示す。抗原群
のレイアウトを、図１Ｃに示す。抗原群間の間隔は、ｘおよびｙ方向に１ｍｍであった。
【０２４３】
　実施例３ａ
　参照方法と比較することによる試験評価
　合計１３７個以下の患者サンプル（患者数は、表３にｎとして挙げた）を、実施例１に
記載の開示された方法で試験した。患者サンプルを、１：５希釈して試験し、標準的なア
ッセイ手順を適用した。データ比較のために、得られた結果を、異なるバージョンのＩｍ
ｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ試験（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅ
ｄｅｎ）を使用して作製された利用可能な参照データと比較した。参照アッセイにおいて
陽性または陰性試験された患者サンプルを、それぞれ「ｐｏｓ」または「ｎｅｇ」として
、表３に示す。データ比較のために、Ｍｅｄｃａｌ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　１６．１を使用し
て、ＲＯＣ統計（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　Ｏｐｅｒａｔｏｒ　Ｃｕｒｖｅ）を生じさせた。こ
の目的のために、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ試験における製造業者カットオフより高
い任意の抗原特異的結果を、真の陽性（＝１）、さもなければ真の陰性（＝０）と見なし
た。統計評価の出力は：曲線下面積ＡＵＣ（完全相関＝１、相関なし＝０）、分析感度、
分析特異性であった。合計３６１９個の測定結果、６９２個の陽性結果および２９２７個
の陰性結果を考慮した。結果を、下の表３に要約する。それぞれ９９％および９５％であ
った平均感度および特異性も示し、それにより特異性の減少を、参照より多くの陽性測定
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結果を生成することになる新たな方法のより高い感度によって説明することができる。
【０２４４】
【表３】
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　実施例３ｂ
　参照方法と比較することによる試験評価
　２２０個の患者サンプルを、実施例１に記載の開示される方法で試験した。アレルゲン
を、受動的に吸着させたかまたは例えば異なる化学リンカーを使用して化学的結合させた
。患者サンプルを、１：５希釈して試験し、標準的なアッセイ手順を適用した。データ比
較のために、得られた結果を、異なるバージョンのＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ試験（
Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）を使用して作製された利
用可能な参照データと比較した。選択したアレルゲンに対する感度、特異性およびｒ２相
関を、図２に示す。感度および特異性を、ＭｅｄＣａｌｃを使用して、試験のための製造
業者プロトコールおよびカットオフ０．３ＩＳＵを使用して参照データに対して評価した
。測定結果の線形回帰分析を、マイクロソフトエクセルで実行した。合計、７７９個の陽
性結果および２７７２個の陰性結果を、考慮した。
【０２４６】
　実施例４
　シグナル増幅
　ミルクおよび卵由来の１２個のアレルゲン抽出物または分子アレルゲンを、固相担体材
料（ニトロセルロースＰｒｏｔｒａｎ、０．２μｍ、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に異
なる２つの条件下で固定化した。第１の条件は、ウェスタンブロッティング手順のために
製造業者によって記述されている通りに固相にアレルギー性タンパク質を直接結合させた
。第２に、１２個のアレルゲンを、実施例１の材料および方法に記載の結合条件をさらに
最適化することなく、中性ｐＨ条件下で受動的吸着によって３５０ｎｍサイズのポリスチ
ロールナノ粒子に先ず結合させた。
【０２４７】
　次いで、２０個のミルクおよび卵アレルギー患者血清を、１２個のタンパク質に対する
特異的ＩｇＥについて試験した。直接固定化した各タンパク質標本または固定化した各粒
子結合抗原（表５に示される全２０個の血清に関する生データ）から得られたアレルゲン
特異的シグナルを、全２０個の血清全体で平均し、アレルゲンごとに２つの集計値を比較
し、これらの値間で係数を算出した。結果を、表４および図３に示す。
【０２４８】
　表４：直接固定されたまたは粒子結合標本として固定されたいずれかの１２個のアレル
ゲンに関する要約結果。生の強度測定データを示す、較正していない。アレルゲンを粒子
と結合させた場合、粒子と結合していないアレルゲンと比較して平均シグナル増幅は、ほ
ぼ８倍であり、係数ほぼ２～１７の範囲であった。結果を、図３にグラフで示す。
【０２４９】



(54) JP 2019-515254 A 2019.6.6

10

【表４】
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【０２５１】



(56) JP 2019-515254 A 2019.6.6

10

20

30

40

50

【表５－２】

【０２５２】
　実施例５
　機能的アッセイにおける特異的ＩｇＥ反応に対する異なる結合条件の効果
　桃由来主要アレルゲンであるＰｒｕ　ｐ３に対して陽性の異なる８つのサンプルによる
特異的ＩｇＥ測定を、実行した（図４）。陰性サンプル１つを、対照として試験した。Ｐ
ｒｕ　ｐ３を、３つの異なる共有結合性結合方法（条件１～３）を含めたいくつかの異な
る方法を使用して結合させた。受動的タンパク質吸着は、全く働かず、ほとんど全てのタ
ンパク質が、受動的吸着だけではナノ粒子に結合できなかった（結果不掲載）。結合効率
の分析によると、異なる共有結合性結合手法の間で大きな差異は、観察できなかった。し
かしながら、一連の血清を試験し、結果をＴｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ、Ｕｐｐｓａｌａ、
Ｓｗｅｄｅｎの参照方法ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　１００と比較した場合、機能的アッセイは
、結合しているアレルゲンの生物活性における大きな差異を表した。
【０２５３】
　試験した血清に応じて、著しい差異が、様々な方法と結合手法による結果の間で観察で
きた。根本的な説明は、血清がどのエピトープに対する特異的ＩｇＥを有するかに応じて
、特定の結合方法またはアッセイ方法が、活性立体配座をとるそれぞれのエピトープの多
少を示すということである。
【０２５４】
　各方法は、異なる単位の結果を作製するので、値を直接比較することはできないが、そ
の値は、同程度になるように内部的に較正される。
　実施例６
　さらなる感作を表す患者の事例研究
　ネコがいる友人宅で一泊した際に夜間の２回の喘息発作後に患者は、地元のアレルギー
クリニックを訪問した。牧草およびカバアレルギーは前から知っていたが、これまでに呼
吸障害が起こったことはなかった。Ｉｍｍｕｎｏ　ＣＡＰ方法を使用してアレルギークリ
ニックにおいて得られた結果を、下の表６（参照ＩＣ）に示し、本明細書に記述される方
法（表６における「ＦＡＢＥＲ」と呼ばれる）と比較する。表６は、皮膚プリック試験（
ＳＰＴ）の結果をさらに示し、選択したアレルゲンに対する患者の症状を観察した。
【０２５５】
　本明細書に記述される方法と参照方法ＩｍｍｕｎｏＣＡＰの間のｉｎ　ｖｉｔｒｏ結果
の定性的相関（陽性または陰性）は、一般に高い。得られた値が、参照方法より初めに低
かったので、商業的に入手したアレルギー性抽出物（例えばＢｅｔ　ｖ、Ａｍｂ　ａ）の
いくつかが、充分な量のアレルゲンを含有していないと仮定することができる。しかしな
がら、分子試験結果を要約した場合、非常によく似た結果を、本方法（Ｂｅｔ　ｖ　１．
０１０１＋Ｂｅｔ　ｖ　２．０１０１）とＩｍｍｕｎｏＣＡＰの間で得られる可能性があ
る。
【０２５６】
　患者における皮膚プリック試験（ＳＰＴ）は、ネコに対して陰性であった。皮膚試験お
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よびＩｍｍｕｎｏＣＡＰシステムによるＩＶＤ試験を、ネコアレルゲン抽出物で実行した
。実行した試験の両方が不十分であり、ＳＰＴにおいて陰性試験およびＩｍｍｕｎｏＣＡ
Ｐ試験において中等度の陽性を与えた。アレルギー性抽出物に伴う全般的な問題は、混合
物中に存在するアレルゲンの正確な性質が不明であるということ、および抽出または貯蔵
の間に起こり得るアレルゲンの分解である。本試験形式は、商業的に得られたネコ抽出物
に対して同等に低い結果を示したが、組換え高純度ネコアレルゲンＦｅｌ　ｄ　１に対し
て非常に高い陽性結果を示した。そのような高い陽性のｉｎ　ｖｉｔｒｏ結果が、陰性の
ＳＰＴ試験結果に基づいて臨床医により容易に却下されることになった可能性は極めて低
い。
【０２５７】
　さらなる感作が見つかったが、その一部は、アレルゲン交差反応性によって説明するこ
とができず、したがって、例えばエビおよびゴキブリに対して潜在的に関連すると見なす
ことができた。例えば、陽性と判明した高く関連するＰＲ１０型のアレルゲン（Ｂｅｔ　
ｖ１相同性）は：Ｂｅｔ　ｖ　１．０１０１、Ｍａｌ　ｄ　１．０１０８、Ｃｏｒ　ａ　
１．０１０３を含み；また、陽性と判明した種間で高く保存されているプロフィリンは、
：Ａｒａ　ｈ　８．０１０１、Ｂｅｔ　ｖ　２．０１０１、Ｈｅｖ　ｂ　８、Ｍｅｒ　ａ
　１であり；また、多くの動物上皮または動物由来ミルクもしくは食肉タンパク質は、動
物種間の交差反応性によって説明することができる。
【０２５８】
　他方、ゴキブリ由来のＢｌａ　ｇ　１またはエビ由来のＰｅｎ　ｍ　１などのアレルゲ
ンは、いかなる参照試験によっても見出されず、他の陽性試験結果に対する交差反応性に
よって説明できない真性の感作と見なすことができた。したがって、これらのタンパク質
を、臨床的関連についてさらに調査することができた。
【０２５９】
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【表６】

【０２６０】
　実施例７
　参照方法との試験比較
　８３個のサンプルを、本明細書に記述される（実施例１および２を参照のこと）抗原ア
レイを使用しておよび参照方法としてＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ試験（Ｔｈｅｒｍｏ
　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）を使用して試験した。２つの試験の技
術的仕様を、図５において比較する。
【０２６１】
　合計２４５個のアレルゲンを、実施例１および２に記述される抗原アレイにおいて試験
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し、１１２個のアレルゲンを、参照方法において試験し、７０個のアレルゲンが、２つの
試験間で重複した。２つの試験間で直接比較できた（同一の）これらアレルゲンに対する
結果はよく相関し、７６％ピアソンの相関を示した。これら重複するアレルゲンに対して
１０５７個の陽性結果が、参照方法において得られ、一方で１１５９個の陽性結果が、本
明細書に記述される方法で得られ、このことは約１０％（９．６５％）の増加に相当し、
本方法の感度の増大を示した。
【０２６２】
　さらに、合計で２５０８個の陽性試験結果を、参照方法で得、一方で合計４７４０個の
陽性結果を、本発明の方法で得た。したがって、本明細書に記述される抗原アレイは、よ
り多くの感作、すなわち、８９％の増加を同定し、参照アレイ／方法と比較してインスタ
ント抗原アレイ／方法のより高い感度をさらに示した。結果を、表７に要約する。
【０２６３】
【表７】

【０２６４】
　実施例８
　抗原結合ビーズの安定性
　アレルゲン結合ビーズを、実施例１に記載の通り調製し、アレルゲンアレイを、０日目
に作製した。いくつかのさらなる抗原アレイ（約４０個）を、同じ標本のアレルゲン結合
ビーズを使用して３３０日間にわたって作製した。抗原結合ビーズは、それを使用してア
レルゲンアレイを作製するために室温で約３０分間保つときを除き、２～８℃でこの期間
保存された。
【０２６５】



(60) JP 2019-515254 A 2019.6.6

　同じサンプルを、０日目に作製したアレルゲンアレイにおいて０日目に、次いで３３０
日目に作製したアレルゲンアレイにおいて３３０日目に再び試験した。２つの試験の結果
および変異係数（ＣＶ）を、表８に示す。図６は、０日目および３３０日目に対する結果
の図面を示す。
【０２６６】
　これらのデータは、アレルゲンコーティングしたビーズの極めて高い安定性および方法
の再現性を示す。
【０２６７】
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【０２６８】
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【表８－２】

【０２６９】
　実施例９
　アレルゲンコーティングしたビーズを調製するための抽出物最適化
　カバ花粉を、商業的な提供者から購入し、アレルゲン抽出物を、当業技術者に公知の方
法によって調製し、基本的には定義済み条件下での攪拌および生理的緩衝液の時間調節に
よる。カバ花粉抽出物を、４つの異なるｐＨおよび塩条件を使用して受動的結合によって
ナノ粒子に結合させた。データが示す通り（表９）、患者の分子プロファイルに基づいて
（例えば、患者が血清中に特異的抗体を有する分子アレルゲン）、異なるｐＨ値は、ｓＩ
ｇＥの異なる定量化を与える。これは、異なるｐＨ条件を組み合わせることにより、抽出
物の分子エピトープレパートリーが保存され、より正確で、より高感度な測定を得られる
ことを示す。
【０２７０】
　加えて、カバ抽出物を、サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）によってさらに処理
した。元の抽出物の定義した分子量範囲を示す個々の画分を、採集し、単一条件を使用し
てナノ粒子に結合させた。予想通りに、分子認識パターンに応じて、さらに顕著な測定結
果が、患者の分子感作パターンにしたがって得られる。例えば、サンプル１は、全ての画
分において比較可能なレベルの特異的ＩｇＥを示したのに対して、サンプル２は、画分１
に対して低レベルだが画分３に対して高いｓＩｇＥを示し、一方サンプル３は、画分１に
対して最も高いｓＩｇＥレベルを有した。個々の画分を組み合わせ、さらに各画分につい
て結合条件ｐＨを最適化することにより、参照方法より高い分析感度が得られることにな
る。
【０２７１】
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