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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物学的サンプル中に存在する微生物に対する免疫グロブリンＧ又は全免疫グロブリン
及び免疫グロブリンＭの同時検出のための方法であって、以下の工程：
ａ）単一のアッセイレセプタクル中で、各々が少なくとも１つの特異的で検出可能な物理
的パラメーターを有し、そして少なくとも２つの異なる群に属し、群の１つが抗ＩｇＭ捕
捉抗体を有し、他の群が微生物に由来する捕捉抗原を有する粒子の存在下に生物学的サン
プルを置くこと、
ｂ）各群の粒子上で免疫複合体の形成を可能にする条件下で混合物をインキュベートする
こと、
ｃ）粒子に結合しなかった免疫グロブリンを除去すること、
ｄ）少なくとも１つの抱合体が微生物に由来する検出抗原を含む、少なくとも１つの標識
抱合体と工程ｂ）の混合物をインキュベートすること、
ｅ）工程ｂ）の免疫複合体に結合しなかった検出抗原を除去すること、
ｆ）微生物に対する免疫グロブリンＧ又は全免疫グロブリン及び／又は免疫グロブリンＭ
の有無を明らかにする、上記の２つの群の粒子を区別できる検出器を用いて、各粒子上の
工程ｄ）の免疫複合体を同時に検出すること
を含む方法。
【請求項２】
　微生物に由来する抗原は、微生物のライセート、半精製又は精製したその天然抗原の１
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つ、組換えタンパク質、その断片、及び合成ペプチドからなる群より選択されることを特
徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　粒子の群が、適切な検出器により検出可能な蛍光色素により互いに異なることを特徴と
する、請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　適切な検出器が、フローサイトメーターである、請求項１～３のいずれか一項記載の方
法。
【請求項５】
　検出抗原が、標識アビジン又は標識ストレプトアビジンを加えることにより明らかにさ
れるビオチンを有する、請求項１～４のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　生物学的サンプルが、血漿又は血清である、請求項１～５のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　生物学的サンプルが、ヒト由来である、請求項１～６のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　微生物が、ウイルス、細菌及び単細胞性寄生虫からなる群より選択されることを特徴と
する、請求項１～７のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　微生物が、ヒト肝炎ウイルスからなる群より選択されることを特徴とする、請求項８記
載の方法。
【請求項１０】
　微生物が、ヒトＡ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）及びヒトＢ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）から
なる群より選択されることを特徴とする、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　微生物が、ヒトＡ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）であること、及び、約２０mIU/mlの全抗Ｈ
ＡＶ免疫グロブリンについての検出下限が得られることを特徴とする、請求項１０記載の
方法。
【請求項１２】
　微生物が、梅毒トレポネーマであることを特徴とする、請求項８記載の方法。
【請求項１３】
　粒子が、超常磁性粒子である、請求項１～１２のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　各々が少なくとも１つの特異的で検出可能な物理的パラメーターを有し、そして少なく
とも２つの異なる群に属し、群の１つが抗ＩｇＭ捕捉抗体を有し、他の群が検出しようと
する微生物に由来する捕捉抗原を有する粒子を含む、請求項１～１３のいずれか一項記載
の検出方法の実行用の試薬セット。
【請求項１５】
　微生物が、ウイルス、細菌及び単細胞性寄生虫からなる群より選択されることを特徴と
する、請求項１４記載のセット。
【請求項１６】
　微生物が、ヒト肝炎ウイルスからなる群より選択されることを特徴とする、請求項１５
記載のセット。
【請求項１７】
　微生物が、ヒトＡ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）及びヒトＢ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）から
なる群より選択されることを特徴とする、請求項１６記載のセット。
【請求項１８】
　微生物が、梅毒トレポネーマであることを特徴とする、請求項１５記載のセット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、感染性、特にウイルス、微生物での感染のインビトロでの検出に関する。本
発明は、この同じ感染性微生物に対する全免疫グロブリン及び免疫グロブリンＭを同時に
検出するための方法に関する。本発明は、さらに特には、ヒト肝炎ウイルスに対する全免
疫グロブリン及び免疫グロブリンＭを同時に検出することに関する。
【０００２】
　微生物、特に、例えばヒトにおける肝炎ウイルスなどのウイルスを原因とする感染は、
一般に、特に輸血及び診断において長い間認識されてきた周知の健康問題を構成する。
【０００３】
　一般に、感染病原体、特に肝炎ウイルスの無制御な増殖を防ぐために、患者又は輸血の
ための血液バッグからのサンプルがそのような病原体やウイルスに汚染されているか否か
を可能な限り早期に判断することが不可欠である。さらに、患者が回復期に入ったか否か
を判断するために、感染の間中、患者の免疫状態を経過観察し、それにより適切な治療工
程及び／又は、存在する場合、免疫化を適用できることが同時に重要である。
【０００４】
　この型の感染のインビトロでの検出方法は、最も一般的には、感染病原体に対する抗体
のイムノアッセイ（又は定量的な免疫学的測定）による検出に基づく。免疫グロブリンＭ
（“ＩｇＭ”）は、早期に一過性で現われ、最近の急性感染又は一次感染の顕著な特徴で
ある。全免疫グロブリンは、様々な免疫グロブリンアイソタイプ（ＩｇＭ、ＩｇＧ、及び
ＩｇＡ）をグループ化し、長期間にわたる慢性もしくは持続性感染、あるいは患者の回復
期の特徴である。急性感染後の相当な時間、全免疫グロブリンは、長期間の免疫を支持す
るための主にＩｇＧからなる（Hollinger et al., Fields Virology, p. 735-785, 1996
）。このため、感染の間中、患者においてＩｇＭと全免疫グロブリンを区別できることが
重要である。これは、インビトロ血清学における非常に一般的な状況である。
【０００５】
　この型の問題は、特に、ヒトにおける肝炎ウイルスを原因とする感染、ＨＡＶと呼ばれ
るＡ型肝炎ウイルスでの感染、ＨＢＶと呼ばれるＢ型肝炎ウイルスなどによる感染の場合
において見出される。同等の状況は、ヒトにおける他の血液ウイルス：ＨＳＶ（単純ヘル
ペスウイルス）、ＣＭＶ（サイトメガロウイルス）、デングウイルス、他のフラビ・ウイ
ルス（西ナイルウイルスなど）、風疹ウイルス、インフルエンザウイルス、ＶＺＶ（水痘
帯状疱疹ウイルス）など、様々な細菌（梅毒トレポネーマ、ボレリア・ブルグドルフェリ
など）、及び様々な単細胞寄生虫（例えば、トキソプラズマ・ゴンディ）で見いだされる
。
【０００６】
　間接的フォーマットによる全グロブリンの検出（標的抗原を有する固相でのサンプルの
反応、次に標識した抗ヒト免疫グロブリン抗体での可視化）が長年知られており、とりわ
け、１９７０年代における先駆的なＥＬＩＳＡ特許である。しかし、このフォーマットは
好まれない。なぜなら、とりわけ、試験するサンプル中に潜在的に存在するリウマチ因子
との非特異的な干渉を受けるためである。
【０００７】
　さらに、FX Heinz et al."Comparison of two different enzyme immunoassays for de
tection of tick-borne encephalitis virus in serum and cerebrospinal fluid" (Jour
nal of Clinical Microbiology, 14: p. 141-146, (1981 )）は、ＩｇＭを検出するため
の間接的ＥＩＡアッセイ（免疫酵素アッセイ）における、ＩｇＭとＩｇＧの間の競合の存
在を指摘しており、それは最終的な検出の感度及び特異性に影響を及ぼす。
【０００８】
　“二重抗原サンドウイッチ”フォーマット（検出しようとする免疫グロブリンを有する
サンプルと抗原を有する固相との反応、次に検出可能に標識した二次抗原での可視化）に
よる全免疫グロブリンの検出が、１９７８年以来、公知である（Maiolini, R. et al.; J
ournal of Immunological Methods, 20 (1978) p. 25-34；及び、また、ＦＲ　２　３８
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３　４４６で発表された仏国特許出願）。
【０００９】
　“免疫グロブリン捕捉”フォーマットによるクラス特異的免疫グロブリンの検出も、そ
れ自体が長年にわたり公知である。それは、１９７９年に、ＥＬＩＳＡによる抗ＨＡＶ　
ＩｇＭの特異的検出のためにDuermeyer W. et al.（Journal of Medical Virology 4 (19
79): p. 25-32）により記載された（米国特許第４，２９２，４０３号も参照）。アッセ
イの原理は、抗ヒトＩｇＭ抗体でコーティングしたマイクロプレートウェルの使用に基づ
き、それに、検出しようとするＩｇＭを含む血液サンプルを加える。インキュベーション
期間後、マイクロプレートのウェルを洗浄し、既知量のＨＡＶ抗原を加えて、次にインキ
ュベートする。最後に、さらなる洗浄後、ウェルに結合した任意の抗原を、次に、ＨＡＶ
抗原に対する、酵素で標識した抗体（Ｆ（ａｂ’）２）の存在下で行う最終インキュベー
ションを用いて検出する。米国特許第４，２７３，７５６号には、同じ方法で、様々な肝
炎ウイルス（ＨＡＶ、ＨＢＶ）に対するＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭを
検出するためのクラス特異的“免疫グロブリン捕捉”フォーマットが記載されている。
【００１０】
　一般に、及びＨＡＶにのみ関連する診断を超えて、コストと単純化という明らかな理由
のために、無論、早期ＩｇＭ及び後期ＩｇＧ（一般に全免疫グロブリンの大部分を構成す
る）を同時に検出するための方法を開発するための試みがなされてきた。
【００１１】
　Olli Meurman（"Detection of antiviral IgM antibodies and its problems - A revi
ew", in New Developments in Diagnostic Virology, Peter A. Bachmann editor, Sprin
ger-Verlag, Berlin Heidelberg New York 1983)及びW. Duermeyer(<< A new principle 
for the detection of specific IgM antibodies applied in an ELISA for hepatitis A
 >>)、(Journal of Medical Virology 4 (1979): p.25-32 - 上記）により報告された通
り、なされた試みは多くの時間と労力を要することが判明している。これは、それらに、
ゾーンもしくはショ糖密度勾配超遠心分離のいずれかによる、又はゲルろ過による、又は
ブドウ球菌プロテインＡもしくは抗Ｆｃガンマ抗体でのＩｇＧの吸着による、あるいはβ
－メルカプトエタノールでのＩｇＭの切断による、様々な免疫グロブリン型を分離する予
備工程が含まれるためである。
【００１２】
　別の選択肢は、２つの異なる可視化を組み合わせることである。Angarano et al.（Jou
rnal of Clinical Microbiology, June 1984, p. 905-910）は、抗ＨＢｃ　ＩｇＭ及び全
Ｉｇ（本質的にＩｇＧ）の同時検出のためのシステムを提案しており、ＲＩＥＬＩＳＡ（
Ｒａｄｉｏ－Ｉｍｍｕｎｅ　Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ－ＩｍｍｕｎｏＳｏｒｂｅｎｔ
　Ａｓｓａｙ）と呼ばれ、全抗ＨＢｃ免疫グロブリン（Abbott LaboratoriesからのＣＯ
ＲＡＢアッセイ）を検出するための競合ラジオイムノアッセイと抗ＨＢｃ　ＩｇＭを検出
するための間接的ＥＬＩＳＡイムノアッセイとを組み合わせる。２つのアッセイにおいて
、同じ抗原（組換えＨＢｃ抗原）をただ１つの固相（ウェル中に置いたポリスチレンビー
ズ）上に吸着させ、しかし、他方では、ＨＢｃ抗原に対する放射能（ヨウ素１２５）標識
した抗体を、全抗ＨＢｃ免疫グロブリンを検出するために使用し、他方で、（ペルオキシ
ダーゼで）酵素標識した抗ＩｇＭ抗体を抗ＨＢｃ　ＩｇＭを検出するために使用した。An
garano et al.（上記）は、唯一の不可欠な点が、抗原特異的抗体の標識が異なり、免疫
グロブリンクラス特異的抗体のそれに干渉しないことであることを明記している。
【００１３】
　その２つの必須の異なるシグナルシステムを伴う（即ち、２つの検出可能な標識を伴う
）Angarano et al.のシステムが全く単純ではないことが明らかである：２つのアッセイ
について同時に行う第１の免疫学的工程後、シグナルを別々に、連続的に、複雑な方法で
測定する必要がある。実際に、プロセスは、固相に結合した放射活性のある第１シグナル
の測定で開始し、これにより、全抗ＨＢｃ免疫グロブリンの力価を反映し、次に、第２工
程において、ペルオキシダーゼ標識抗ＩｇＭ抗体をビーズに加えて、インキュベーション
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後、基質（Ｈ２Ｏ２）＋クロモゲン（ＯＰＤ）の混合物の添加が続く。インキュベーショ
ン及び発色後、この最終反応を塩酸で停止させ、抗ＨＢｃ　ＩｇＭ力価を反映する、得ら
れた最終的な光学密度を測定する。
【００１４】
　加えて、指摘できる通り、Angarano et al.の複雑なシステムは、それ自体で、全抗Ｈ
Ｂｃ免疫グロブリン力価と抗ＨＢｃ　ＩｇＭ力価の間で明確に区別し、しかしながら、放
射性化合物（即ち、ヨウ素１２５）の取り扱いに関連するリスクのために、特別な注意を
払うべきであるだろう。最後に、Angarano et al.の方法論は、依然として、希釈緩衝液
中に熱凝集免疫グロブリンＧを加えることにより、（ＩｇＭを検出するために使用する間
接的イムノアッセイシステムに固有の）リウマチ因子による干渉の事前の除去を講じる必
要がある。これら全てによってAngarano et al.の方法論は比較的不利になる。
【００１５】
　従来、同じウイルスに対するＩｇＭ及びＩｇＧの検出は、主に、別々の側面相で２つの
イムノアッセイを実施することにより行い、２つのアッセイ間で起こりうる干渉を回避し
、明確に区別されるＩｇＭ及びＩｇＧシグナルを得る。
【００１６】
　このように、２つの異なる固相の従来の“免疫グロブリン捕捉”フォーマット、例えば
、Duermeyer W.et al.（上記）の２つのマイクロプレートウェル又はVenture Technologi
es Malaisie（Medecines et maladies infectieuses [Medicines and infectious diseas
es], 33, 2003, p. 396-412）の技術の２つのニトロセルロースストリップにおいて使用
されてきた。１つは抗ＩｇＭ抗体で、他方を抗ＩｇＧ抗体でコーティングし、サンプルを
アッセイの各々に加えた。これらの技術は、従って、２つの異なる試験を行うことを必要
とし、従って、比較的不利である。
【００１７】
　さらに、イムノアッセイにより免疫グロブリンを検出するために複数の型の技術を使用
することが可能である：上記のＥＬＩＳＡ及びラジオイムノアッセイに加えて、不均一相
又は均一相などにおける免疫蛍光、免疫発光などによる技術が存在する。粒子免疫凝集に
基づく技術も存在し、その最終工程は、目視で検出でき、又は、検出機器を使用して、と
りわけ、フローサイトメトリーによる検出のための機器を使用して定量できる。フローサ
イトメトリーによる測定の周知の利点の１つは、それが分析物を検出するための迅速かつ
高感度な手段を構成することである。
【００１８】
　フローサイトメトリーは、流動形態での、光線前での微粒子の懸濁液の通過に基づく。
電子光学センサーによって、１回に１個の粒子が光線前を通過することが確実となる。粒
子が通過する際に光線の撹乱により起こるシグナルを次に検出し、記録する。
【００１９】
　米国特許第６，８７２，５７８　Ｂ２号には、特に、マルチプレックス・イムノアッセ
イ・システム（即ち、１サンプル中でのいくつかの分析物の同時検出を伴うイムノアッセ
イシステム）について記載されている。このシステムによって、異種イムノアッセイにお
いて、フローサイトメトリーといくつかの群の固形粒子の使用を組み合わせる。これらの
粒子は磁性があり、各々が特定の検出可能なパラメーター（即ち、例えば、サイズ、独自
色、あるいは特定の蛍光などの物理的特徴）を有する。各群の微粒子が、問題のパラメー
ターに適した自動検出方法により区別可能ないくつかの非重複群に粒子を区別するための
広範な値を含む。
【００２０】
　これらの粒子は、各々が、表面に結合し、互いに異なるアッセイ試薬を有する。同じ群
の全ての粒子が同じ試薬を有する。これらの粒子の磁気特性によって、固相と液相の分離
を洗浄中に自動化できる。
【００２１】
　米国特許第６，８７２，５７８　Ｂ２号には、とりわけ、風疹ウイルス抗原に対する様
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々な免疫グロブリンクラス（ＩｇＧ及びＩｇＭ）の抗体の同時検出の実施例が記載されて
いる。この実施例において、ＩｇＧ及びＩｇＭは、検出しようとするＩｇＧ及びＩｇＭに
特異的な抗原で感作した第１磁性粒子を使用して免疫精製する。この第１インキュベーシ
ョン後、非特異的免疫グロブリンを洗浄中に除去する。特異的免疫グロブリンを、粒子上
に吸着した抗原により捕捉し、次に酢酸を加えることにより上清中に放出する。この上清
を次に別のチューブに移し、ＩｇＧ及びＩｇＭを、固相及び抗ヒトＩｇＭ及び抗ヒトＩｇ
Ｇ抗体からなる抱合体を使用したサンドウイッチフォーマットを用いてアッセイする。こ
の技術には多くの労力を要する。なぜなら、抗原特異的Ｉｇのみを保存するためにサンプ
ルの前処置が必要になるからである。
【００２２】
　Multimetrix GmbH社（Heidelberg, Germany）からの"Multimetrix Borrelia IgG又はIg
Mアッセイ"システムの場合と同様に、各々を異なる組換えボレリア抗原でコーティングし
た粒子の混合物、ならびに、蛍光標識（フィコエリトリン）で標識した抗ＩｇＧ抗体及び
抗ＩｇＭ抗体を使用した間接的フォーマットによるＩｇＭ及びＩｇＧの分別検出を使用す
ることも可能である。各ビーズの最終的な複合体の蛍光は、Luminex Corporation社から
の分析器を使用してフローサイトメトリーにより測定する。洗浄工程は必要なく、それに
より単純化したイムノアッセイとする。しかし、プロトコールには、様々なキットレファ
レンス下で販売されるいくつかの反応チューブといくつかの試薬が必要になる。このシス
テムは、得られる市販パンフレットによると、高感度で信頼できるものとして示される。
Bioplex 2200（登録商標）での抗ＥＢＶ　ＩｇＧ及びＩｇＭ抗体の検出のための原理は、
Klutts et al.（Journal of Clinical Microbiology, November 2004, p. 4996-5000）に
よる論文において記載され、同じである。上の通り、それには２つの異なる試薬が必要と
なり、免疫反応は２つの異なる反応チューブ中で実施される。これらの２つのＥＢＶアッ
セイでは、各々を異なるＥＢＶ抗原でコーティングした粒子の混合物、ならびに、２つの
異なるキットを使用して蛍光標識（フィコエリトリン）で標識した抗ＩｇＧ抗体及び抗Ｉ
ｇＭ抗体を使用した間接的フォーマットによるＩｇＭ及びＩｇＧの分別検出を使用する。
各粒子の最終混合物の蛍光を、Luminex Corporation社からの検出器を使用したフローサ
イトメトリーにより測定する。
【００２３】
　従って、完全に同時に、即ち、ただ１つの、非前処置サンプルを使用して、ただ１つの
アッセイレセプタクル中で、同じインキュベーション回数で、単一のシグナルシステムを
使用して、そしてただ１つのシグナル読取時間で、ＩｇＭ及び全免疫グロブリン（全Ｉｇ
）を検出し、区別するために、感染の全持続時間にわたり、及び、免疫化前後の追跡調査
においてもスクリーニングする目的で、簡単に行え、迅速で、高感度で、特異的で、定量
的又は半定量的で、及び再現性があり、自動化できる方法を有する真の必要性が存在する
。
【００２４】
発明の概要：
　本発明の著者らは、従って、上記の問題を解決し、ただ１つのレセプタクル中で、好ま
しくは未処置の、ただ１つの生物学的サンプルを使用して、１及び同じ抗原に対するＩｇ
Ｍ及び全免疫グロブリンを同時に検出するための代替法を開発しようと努めてきた。
【００２５】
　本発明の課題は、このように、微生物での感染のインビトロでの診断的検出のための方
法であって、生物学的サンプル中に存在する微生物に対する免疫グロブリンＧ又は全免疫
グロブリン及び免疫グロブリンＭの同時検出を含み、方法には以下の工程が含まれる：
ａ）単一のアッセイレセプタクル中で、各々が少なくとも１つの特異的で検出可能な物理
的パラメーターを有し、及び、少なくとも２つの異なる群に属し、群の１つが抗ＩｇＭ捕
捉抗体を有し、他の群が微生物に由来する捕捉抗原を有する、粒子の存在下に生物学的サ
ンプルを置くこと、
ｂ）各群の粒子上で免疫複合体の形成を可能にする条件下で混合物をインキュベートする
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こと、
ｃ）粒子に結合しなかった免疫グロブリンを除去すること、
ｄ）少なくとも１つの抱合体が専ら微生物に由来する検出抗原からなる、少なくとも１つ
の標識抱合体を工程ｂ）の混合物とインキュベートすること、
ｅ）工程ｂ）の免疫複合体に結合しなかった検出抗原を除去すること、
ｆ）微生物に対する免疫グロブリンＧ又は全免疫グロブリン及び／又は免疫グロブリンＭ
の有無を明らかにする、上記の２つの群の粒子を区別できる検出器を用いて、各粒子上の
工程ｄ）の免疫複合体を同時に検出すること。
【００２６】
　特定の実施態様によると、粒子の群は、適した検出器により検出可能な蛍光色素により
互いに異なる。
【００２７】
　有利なことは、適した検出器はフローサイトメーターに結合させる。
【００２８】
　検出抗原の標識は直接的又は間接的でありうる。例えば、検出抗原はビオチンを有する
ことができ、標識アビジン又はストレプトアビジンの添加により明らかにされる。
【００２９】
　好ましくは、微生物は、ヒトウイルス、特にヒト肝炎ウイルスである。
【００３０】
　本発明の課題は、また、特に各々が少なくとも１つの特異的で検出可能な物理的パラメ
ーターを有し、少なくとも２つの異なる群に属し、群の１つが抗ＩｇＭ捕捉抗体を有し、
他の群が検出しようとする微生物に由来する捕捉抗原を有する粒子を含む、検出方法を行
うための診断キット又は試薬セットである。
【００３１】
発明の詳細な説明：
　記載した問題を解決するために、本発明者らは、第一に、単一のレセプタクル中で、サ
ンプル（血清又は血漿）中の抗ＨＡＶ　ＩｇＧ及びＩｇＭの同時検出のためのマルチプレ
ックスアッセイを行い、免疫捕捉（実験のセクション、比較実施例１、及び図１のアッセ
イフォーマットのプロトコール及び結果の詳細を参照）により２つのフォーマットを組み
合わせた：
－　第１に、抗ヒトＩｇＧ抗体を有する超常磁性粒子、
－　第２に、抗ヒトＩｇＭ抗体を有する超常磁性粒子。
【００３２】
　インキュベーション（サンプルのＩｇＧ及びＩｇＭの捕捉ならびに第１の免疫複合体の
形成）及び第１の洗浄後、ＨＡＶ抗原を加えた。第２のインキュベーション後、ＨＡＶ抗
原（Ａｇ　ＨＡＶ）を、形成した２つの型の複合体に結合させた。
【００３３】
　第２の洗浄後、２つの反応物は、蛍光色素（フィコエリトリン、ＰＥの記号で表す）に
共役させた抗ＨＡＶモノクローナル抗体（Ｍａｂ）を加えることにより明らかにした。こ
の抱合体のインキュベーション及び第３の洗浄後、各々の粒子についてシグナルをフロー
サイトメトリーにより読み出した。ＩｇＭ及びＩｇＧの結果が、フローサイトメトリーの
２つの適切なレーザービームによるシグナルの読み出しを通じて別々に得られた。
【００３４】
　ＩｇＭ検出は、低濃度でさえ、許容可能な感度に達し、それはＨＡＶ感染後の一般的な
状況を表す。
【００３５】
　ＩｇＧ検出の感度は、他方で、この設定において、サンプル中での多量の天然ＩｇＧ（
全ての抗原特異性を含む）のために明らかに不十分であった。実際に、抗ＩｇＧ超常磁性
粒子は、サンプル中に存在する、ＨＡＶに特異的ではないＩｇＧで非常に迅速に飽和され
、特に低濃度の抗ＨＡＶ　ＩｇＧで十分な抗ＨＡＶ　ＩｇＧをもはや捕捉しなかった。こ
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れは、不十分な分析感度をもたらした。
【００３６】
　これは、免疫化後保護の追跡調査に関連する抗ＨＡＶ抗体の検出のために必須の臨床的
感度の閾値が存在する全抗ＨＡＶ免疫グロブリンの検出の場合に正確に当てはまる。この
保護閾値は、ＷＨＯ抗ＨＡＶ基準（９７／６４６）に関連して、合意により２０mUl/mlで
確定されている。この値未満では、個人は保護されず；この値以上では、ＩｇＧ力価は、
個人がウイルスに対して保護されることを保証するのに十分である。
【００３７】
　本発明者らは、従って、上のアッセイにおいて記載する“ＩｇＧ感度”の欠如の問題を
解決するために、他のアッセイフォーマットを設計した。
【００３８】
　全く驚くべきことに、本発明者らは、後に実施例２で記載する２つのフォーマットを組
み合わせたマルチプレックス（プロトコールの詳細及び実施例のセクション、実施例２に
おける結果、及び図２におけるアッセイフォーマットを参照）によって、単一のレセプタ
クル中で、ＩｇＭ検出を減感することなく低ＩｇＧ濃度を同時に検出でき、さらに、完全
に高感度で特異的な方法で、抗ＨＡＶ　ＩｇＭ抗体と全抗ＨＡＶ免疫グロブリンの間を区
別できることを示した。
【００３９】
　このように、単一のレセプタクル中で、サンプル（血清又は血漿）中の抗ＨＡＶ　Ｉｇ
Ｇ及びＩｇＭを同時に検出するためのこの方法［この方法は、従って、本発明の方法であ
る］では、２つのアッセイフォーマット（Duermeyer W.et al.のＩｇＭのための“免疫グ
ロブリン捕捉”アッセイフォーマット及びMaiolini R.et al.のＩｇＧのための“二重抗
原サンドウイッチ”アッセイフォーマット）を組み合わせる：
－　第１に、抗ヒトＩｇＭ抗体を有する超常磁性粒子、
－　第２に、ＨＡＶ捕捉抗原を有する超常磁性粒子。
【００４０】
　インキュベーション（サンプルのＩｇＧ及びＩｇＭの捕捉ならびに第１の免疫複合体の
形成）及び第１の洗浄後、ビオチン化ＨＡＶ抗原を加える。第２のインキュベーション後
、ＨＡＶ抗原を、形成した２つの型の複合体に結合させる。
【００４１】
　第２の洗浄後、２つの反応を、蛍光色素（フィコエリトリン）に共役させたストレプト
アビジンを加えることにより明らかにする。インキュベーション及び洗浄後、シグナルを
各々の粒子上でフローサイトメトリーにより読み出す。ＩｇＭ及びＩｇＧの結果は、フロ
ーサイトメトリーの２つの適切なレーザービームによるシグナルの読み出しを通じて別々
に得られる。
【００４２】
　本発明は、抗ＨＡＶ　ＩｇＭ及び全Ｉｇの高感度な分別検出をもたらし、全く驚くべき
ことである：これは、単一のレセプタクル中での、本発明の方法の２つのフォーマットの
組み合わせには高リスクが存在し、固定化ＨＡＶ抗原と固定化抗ＩｇＭ抗体の間でのサン
プルの抗ＨＡＶ　ＩｇＭについての競合が存在しうるからである。換言すると、上に記載
する２つのフォーマットの同時実施のため、１つの同じレセプタクル中では、サンプルの
抗ＨＡＶ　ＩｇＭの一部が、ＩｇＧを捕捉するために正確に使用されるＨＡＶ抗原を有す
る超常磁性粒子により捕捉され（図２において破線矢印により示す）、ＩｇＭとしてもは
や検出されないリスクが存在した。そのような競合は、必然的にＩｇＭ反応の完全に不十
分な検出（感度不足）をもたらし、従って、それにおいて、早期にＩｇＭを検出すること
が不可能になる。当業者は、このリスクの大きさを完全に理解していたであろう。従って
、本発明のこの組み合わせ（マルチプレックス）の採用を明らかに断念していた。
【００４３】
　本発明者は、Ｂ型肝炎ウイルスのカプシドに対するＩｇＧ及びＩｇＭ抗体を同時に検出
するための本発明のマルチプレックス方法を同様に使用した（ＨＢコアＩｇＧ及びＩｇＭ
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抗体の検出）。この効果については、実施例のセクション、実施例３、及び図３中のアッ
セイフォーマットを参照のこと。
【００４４】
　これに基づき、本発明者らは、マルチプレックスフォーマットにおける、ＩｇＧ及びＩ
ｇＭの一般的検出のための方法を提案し、それは、ＩｇＧ及びＩｇＭを検出するために、
診断の観点から重要である多くの微生物に適用できる。
【００４５】
　以下のセクションにおいて、本発明を理解するために有用な一定数の定義を提供する。
【００４６】
定義
　本発明に関連して、“生物学的サンプル”は、好ましくは、血液、血漿、血清、尿、脳
脊髄液、唾液などの生体液からなる。好ましくは、サンプルは血漿又は血清である。試験
サンプルは好ましくはヒト由来であるが、しかし、微生物感染の検出を必要とする動物に
も由来しうる。
【００４７】
　“マルチプレックス検出”という用語は、本発明と関連して、同じ又はいくつかの感染
性微生物に対する、血液中の免疫グロブリンＭ、Ｇ、Ａ、Ｄ、及びＥならびに全免疫グロ
ブリンからなる群より選択される、少なくとも２つの型の抗体の同時検出を指す。
【００４８】
　“抗体”という用語は、任意の全抗体、又は、少なくとも１つの抗原組み合わせ部位を
含む、もしくは、それから成り、抗体が抗原化合物の少なくとも１つの抗原決定基に結合
できるようにする抗体の機能的断片を指す。抗体断片の例として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、及
びＦ（ａｂ’）２断片、ならびに、また、ｓｃＦｖ鎖（一本鎖可変断片）、ｄｓＦｖ鎖（
二本鎖可変断片）などに言及できる。これらの機能的断片は、特に、遺伝子操作により得
ることができる。
【００４９】
　“抗原断片”又は“抗原”という用語は、感染患者又は免疫化動物において抗体合成を
誘発できる、Ａ型肝炎ウイルスなどの感染性微生物の天然又は組換えタンパク質の全て又
は一部を意味することを意図する。
【００５０】
　特に、“微生物に由来する抗原”という表現は、それが捕捉のためであるか、又は検出
のためであるかを問わず、微生物のライセート、半精製又は精製したその天然抗原の１つ
、組換えタンパク質、その断片、及び合成ペプチドからなる群より選択される任意の抗原
を意味することを意図する。
【００５１】
　“捕捉抗原”という用語は、固相に付着した抗原断片を意味し、それは抗ＨＡＶ抗体な
ど、微生物に対する抗体により認識でき、後者との親和性結合を可能にする。
【００５２】
　“捕捉抗体”という用語は、固相に付着した抗体又は抗体の一部を意味し、それは生物
学的サンプル中に存在する抗原化合物の少なくとも１つの抗原決定基に、親和性結合によ
り保持できる。
【００５３】
　抗ＩｇＭ捕捉抗体及び捕捉抗原は、任意の適した技術により粒子に付着できる。それら
は、直接の共有原子価により、又は、非共有結合的に、特には親和性により付着できる。
直接的な共有結合は、粒子上に存在するカルボン酸基の活性化を用いて行うことができ、
例えば、ヒドロキシコハク酸イミド又はカルボジイミドを介した結合を含む。
【００５４】
　“検出抗原”という用語は、免疫捕捉方法によりＩｇＭ抗体を検出する、又は、従来の
抗原－抗体－抗原サンドウイッチ方法、別名“二重抗原サンドウイッチ”方法（Maiolini
 et al.(1978)）によりＩｇＧ抗体を検出することを可能にする標識抗原を意味する。検
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出抗原は、捕捉抗原と同じでありうる、又は、異なりうる。
【００５５】
　“標識”という用語は、直接的な標識（蛍光色素、発光化合物などを用いて）及び間接
的な標識（例えば、それ自体を直接的に標識した抗体又は抗原を用いて、又は、限定はさ
れないが、標識アビジン－ビオチン対などの標識“親和性対”の試薬を使用する）のいず
れも指す。
【００５６】
　本発明に関連して使用できるモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体の産生は、従
来の技術の結果である。
【００５７】
　モノクローナル抗体は、Kohler及びMilstein（Nature, 256, p. 495-497(1975)）によ
り記載されるリンパ球融合及びハイブリドーマ培養の従来の方法により得ることができる
。モノクローナル抗体を調製するための他の方法も公知である（Harlow et al. editors,
 Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)）。モノク
ローナル抗体は、哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、さらにヒトなど）を免疫
化し、ハイブリドーマを産生するリンパ球融合技術を使用することにより調製できる（Ko
hler and Milstein, 1975、上記）。
【００５８】
　この通常の技術への代替技術が存在する。例えば、モノクローナル抗体は、ハイブリド
ーマからクローン化した核酸の発現により産生できる。抗体は、また、ファージディスプ
レイ技術により、典型的には線状ファージであるベクター中に抗体ｃＤＮＡを導入するこ
とにより産生できる（例えば、大腸菌のためのＦｕｓｅ５、Scott et al.（Science, 249
, pp.386-390 (1990)）。後者はライブラリーを構成し、それらの表面にｓｃＦｖ断片を
提示する。これらの抗体ライブラリーを構築するためのプロトコールは、Marks et al.（
１９９１） （J. Mol.Biol., 222, pp.581-597, (1991)）において記載される。
【００５９】
　ポリクローナル抗体は、通常のプロトコールに従い、ペプチド性の抗原に対して免疫化
した動物の血清から得ることができる。
【００６０】
　一般的に、ポリペプチド、特に組換えポリペプチド、又はオリゴペプチドは、例えば免
疫原として使用できる。従来のプロトコールに従って、ウサギを、Benoit et al.［PNAS 
USA, 79, pp.917-921 (1982)］により記載される手順に従って、１mg等量のペプチド免疫
原で免疫化する。
【００６１】
　動物に、４週間間隔で２００μgの抗原注射を与え、１０～１４日後に放血させる。３
回目の注射後、クロラミンＴ法により調製した、ヨウ素放射性標識した抗原性ペプチドへ
の抗血清の結合能を評価する。それを、次に、カルボキシメチルセルロース（ＣＭＣ）か
らなるイオン交換カラム上でのクロマトグラフィーにより精製する。溶出により回収した
抗体分子は、次に、当業者に周知の方法により、例えば、ＩｇＧ分画を得るためのDEAE S
ephadexを使用して、所望の濃度に調整する。
【００６２】
　“粒子”という用語は、好ましくは、直径０．３μmと１００μmの間、好ましくは０．
５μmと４０μmの間でありうるサイズを有する、ほぼ球形状の任意の粒子（それらは次に
、一般的にビーズと呼ばれる）を意味することを意図する。そのような粒子は、例えば、
Luminex社、Merck社、又はDynal社により製造される。
【００６３】
　粒子は、好ましくは、生物学的サンプルの成分に関して不活性である重合体からなる；
それらはサンプル中で、固形で、不溶性である。使用する重合体は、ポリエステル、ポリ
エーテル、ポリオレフィン、ポリアミド、ポリサッカライド、ポリウレタン、又はセルロ
ースでありうる。結合剤を使用して、粒子に完全性及び構造を与えることもできる。
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【００６４】
　官能基をこれらの重合体と共に取り込ませて、生物学的対象の高分子（タンパク質、脂
質、炭水化物、核酸）の付着又は共役を可能にできる。これらの官能基は、当業者に公知
であり、アミン基（－ＮＨ２）又はアンモニウム基（－ＮＨ３＋又は－ＮＲ３＋）、アル
コール基（－ＯＨ）、カルボン酸基（－ＣＯＯＨ）又はイソシアネート基（－ＮＣＯ）で
ありうる。ポリオレフィン中にＣＯＯＨ基を導入するために最も一般的に使用するモノマ
ーは、アクリル酸又はメタクリル酸である。
【００６５】
　粒子表面への試薬の付着は、静電気引力、親和性相互作用、疎水性相互作用、又は共有
結合により行うことができる。共有結合が好まれる。
【００６６】
　本明細書で使用する粒子は、それらが特異的で検出可能な物理的パラメーター、即ち、
フローサイトメトリーにより互いに区別するための分別マーカーを有する点で区別できる
。好ましくは、少なくとも２つの型の異なる標識又はパラメーターを使用する。例えば、
粒子は、適宜、様々な濃度で、１つ又は複数の染料（例えば、蛍光、発光など）を、又は
、ラジオアイソトープ、酵素などの型の標識を含浸できる（Venkatasubbarao S. "Microa
rrays-Status and prospects" Trends in Biotechnology Dec 2004, 22(12): 630-637; M
organ et al., "Cytometric bead array: a multiplexed assay platform with applicat
ions in various areas of biology", Clin. Immunol. (2004) 100: 252-266）。あるい
は、様々なサイズの粒子を使用できる。
【００６７】
　好ましい実施態様において、区別可能な粒子は、発光又は蛍光シグナルを放出する。Lu
minexからの超常磁性蛍光ビーズを、例えば、使用できる。
【００６８】
　これらの物理化学的特性によって、また、生物学的サンプルとの反応中、これらの微粒
子により捕捉される分画を、結合しない分画から分離することが可能になりうる。この分
離は、とりわけ、遠心分離、ろ過、又は磁化により行ってよい。磁化による分離が好まし
く、このために、常磁性体、強磁性体、フェリ磁性体、及びメタ磁性体成分を含むビーズ
を使用できる。常磁性体成分、例えば、鉄、コバルト、ニッケル、又はＭｎ２Ｏ３、Ｃｒ

２Ｏ、又はＦｅ３Ｏ４などの金属酸化物が好ましい。磁性体成分の量は、２％と５０％（
重量パーセント）の間、好ましくは３％と２５％の間でよい。
【００６９】
　好ましい実施態様において、本発明は、フローサイトメトリーと、固相として、粒子の
、好ましくは超常磁性の支持の使用を組み合わせたイムノアッセイ方法を使用する（１つ
の同じレセプタクル中で、いくつかのカテゴリー又は群の異なる粒子を使用する）。
【００７０】
　各群の粒子は免疫反応に特異的であり、物理化学的特性（サイズ、粒径分布、蛍光、及
び／又は光学密度）により他の粒子から区別できる。超常磁性粒子の特性によって、洗浄
工程における固相と液相の間の分離が促進され、アッセイを自動化できる。しかし、使用
するビーズが超常磁性であることは必須ではない。使用できる超常磁性ビーズとして、特
に、米国特許第６，８７２，５７８号に記載のビーズに言及できる。本発明の方法の最終
検出相は、一般的に、以下を含む：
ｉ）上記の２群の粒子のシグナルを区別できる検出器を用いて、各粒子上の工程ｃ）の標
識免疫複合体を同時に読み出すこと、
ｉｉ）各群の粒子について別々に結果を得ること、及び
ｉｉｉ）微生物に対する全免疫グロブリン（全Ｉｇ）及び／又は免疫グロブリンＭの有無
の指標として結果を解釈すること。
【００７１】
　粒子は、好ましくは、例えば、Luminexの特許出願国際公開第９７／１４０２８号にお
いて記載するフローサイトメトリーによる測定にかける。このように、試薬（抗体又は抗
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原）を有する粒子のサブグループを生物学的サンプルに暴露させ、各サブグループが１つ
又は複数の分類パラメーターを有し、それによって１サブグループの粒子を別のサブグル
ープに関して区別することが可能になる。サンプルにこのように暴露させた粒子を、次に
、試験ゾーン（即ち、サイトメーター）中に通過させ、ここで分類パラメーター（例えば
、蛍光発光強度）に関するデータ、及び、好ましくは、試薬と目的の分析物の間に形成さ
れる複合体の有無に関するデータも収集される。
【００７２】
　このように、例えば、粒子が蛍光シグナルを放出する場合、アッセイしようとするサン
プル及び（例えば、蛍光標識で標識した）特異的な抱合体の添加後、各粒子上で形成した
免疫複合体により放出される蛍光シグナルを（例えば、Luminex（商標）機器型の）レー
ザーリーダーを伴う粒子フローサイトメーターを使用して測定する。
【００７３】
　各粒子に特異的な蛍光を別々に、しかし、全ての粒子について同時に記録する。各群の
粒子について、全く別々の異なるシグナルを最終的に得る。
【００７４】
　本発明によって、このように、簡単で自動化可能なプロトコールを用いて、２つの別々
の高感度な測定値、同じ感染性微生物に対する、１つはＩｇＭ、他方は全免疫グロブリン
を得ることが可能になる。
【００７５】
　本発明を、さらに特には、Ａ型肝炎ウイルス及びＢ型肝炎ウイルスについてＩｇＭ及び
ＩｇＧ（又は全Ｉｇ）の同時検出を目的として、ならびに、梅毒に関与する感染性細菌物
質である梅毒トレポネーマについてのＩｇＭ及びＩｇＧ（又は全Ｉｇ）の同時検出のため
に、以下に記載する。
【００７６】
　しかしながら、本発明は、同じアッセイレセプタクル中で、感度を喪失することなく、
ＩｇＭ及びＩｇＧ（又は全免疫グロブリン）を同時に検出する必要が同様に存在する、全
てのウイルス（ＨＳＶ、デングウイルス、ウエスト・ナイル・ウイルスなどの他のフラビ
・ウイルス：風疹ウイルス及びインフルエンザウイルス、ＶＺＶ、ＣＭＶなど）、全ての
細菌（梅毒トレポネーマ、ボレリア・ブルグドルフェリなど）及び／又は全ての寄生虫（
トキソプラズマ・ゴンディなど）に広く適用することは言うまでもない。
【００７７】
　本発明の方法において、サンプルは、酵素反応、消化、もしくは修飾など、又は、化学
反応もしくは修飾などの（例えば、ゾーナル又はショ糖密度勾配超遠心分離法、ゲルろ過
、ブドウ球菌プロテインＡ又は抗ガンマＦｃ抗体を介したＩｇＧ吸着、あるいはβ－メル
カプトエタノールでのＩｇＭの切断による）前処置を受ける必要はない。しかし、そのよ
うな前処置を受けたサンプルで本発明の方法を行うことは可能である。
【００７８】
　レセプタクルは任意の固形容器、例えば、ポリプロピレンでできた試験管、マイクロプ
レートウェル、又は反応キュベットでよい。
【００７９】
　未結合の試薬の除去は、繰り返し遠心分離工程を用いた洗浄又は磁気を使用することに
よるビーズの超常磁性の利用など、当業者に公知の任意の技術により行うことができる。
【００８０】
　本発明の方法の特定の実施態様において、微生物は、ヒトのウイルス、細菌及び寄生虫
、好ましくは単細胞の寄生虫からなる群より選択される。本発明の方法の好ましい実施態
様において、微生物は、ヒトのウイルスからなる群より選択される。本発明の方法の特に
好ましい実施態様において、微生物は、ＨＡＶ及びＨＢＶウイルスなどのヒト肝炎ウイル
スからなる群より選択される。
【００８１】
　好ましい実施態様において、微生物はヒトＡ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）であり、これに
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ついて、次に、約２０mIU/mlの全抗ＨＡＶ免疫グロブリンについての検出下限を得ること
が可能である。
【００８２】
　本発明の課題は、また、本発明の方法を行うための試薬セットである。
【００８３】
　本発明の課題は、また、本発明の方法を行うための試薬のキットである。
【００８４】
　感染性微生物に対するＩｇＭ、及び、この同じ感染性微生物に対するＩｇＧ抗体又は全
Ｉｇの同時及び組み合わせ検出の型は、本発明に関連して、“シンプレックス検出”（こ
こで、ＩｇＭ及びＩｇＧ又は全Ｉｇの検出は独立して行う、即ち、組み合わせない）の対
語として“マルチプレックス検出”と呼ぶ。
【００８５】
　本発明は、また、同時検出方法の全ての変形を目的とし、そしてこれを包含し、その変
形はそれ自体公知である方法により得ることができるか、又は本発明の精神から逸脱する
ことなく当業者が推測できる。
【００８６】
　本発明を、ここで、以下の実施例と共により詳細に説明する。
【００８７】
　以下の図及び実施例は本発明を説明し、その範囲を限定しない。
【図面の簡単な説明】
【００８８】
【図１】図１は、二重免疫捕捉フォーマット（先行技術）による抗ＨＡＶ　ＩｇＧ及びＩ
ｇＭの検出を示す模式図である。
【図２】図２は、サンドイッチフォーマットにおいて全抗ＨＡＶ　Ｉｇを、及び、免疫捕
捉により抗ＨＡＶ　ＩｇＭを検出するための本発明の方法を示す模式図である。
【図３】図３は、サンドイッチフォーマットにおいて全抗ＨＢｃ　Ｉｇを、及び、免疫捕
捉により抗ＨＢｃ　ＩｇＭを検出するための本発明の方法を示す模式図である。
【図４】図４は、ＩｇＧユニットフォーマット（免疫捕捉）により、及び、全Ｉｇユニッ
トサンドイッチフォーマットによりアッセイした全抗ＨＡＶ　Ｉｇについての基準範囲の
比較を示すグラフである。
【図５】図５は、ユニットサンドイッチフォーマットにより、及び、マルチプレックスに
よりアッセイした全抗ＨＡＶ　Ｉｇについての基準範囲の比較を示すグラフである。
【図６】図６は、サンドイッチフォーマットにおいて全抗梅毒トレポネーマＩｇを、及び
、免疫捕捉により抗梅毒トレポネーマＩｇＭを検出するための本発明の方法を示す模式図
である。
【００８９】
実施例のセクション
実施例１：先行技術による方法
　先行技術によるこのアッセイの原理を図１において説明する。
【００９０】
材料及び方法：
材料：
１．分析システム：
　使用説明書に従ってBioPlex 2200（登録商標）分析器（Bio-Rad, Marnes la Coquette,
 France）を使用した。この自動免疫分析デバイスには、フローサイトメーター及びLumin
ex 100（商標）検出器（Luminex Corp., Austin, Texas, United States）が含まれ、異
種セットの超常磁性粒子が使用される。各群の粒子は、ポリスチレンとメタクリル酸（Ｃ
ＯＯＨ基）で構成され、直径８μmのサイズを有し、様々なパーセンテージの蛍光色素（
ＣＬ１及びＣＬ２）で製造され、各群の粒子に割り当てられ、Luminex 100（商標）検出
器（Luminex Corp., Austin, Texas, United States）のレーザーにより検出可能な固有
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の識別コードを産生する。免疫反応後、ビーズは、液体マトリクスの中央で、１個ずつフ
ローセルを通過し、同時に励起され、２つの別々のレーザーにより読み出される。各ビー
ズが通過する際に測定を行う。
【００９１】
　６３８nmの赤色レーザーは、各粒子の表面に埋め込まれた識別蛍光色素（ＣＬ１及びＣ
Ｌ２）を励起し、複合シグナルを解釈して、粒子の分析物を同定する。粒子のカテゴリー
を同定することにより、このレーザーは、従って、進行中のアッセイを同定するために有
用である。５３２nmの緑色レーザーは、蛍光プローブ（フィコエリトリン（ＰＥ）で標識
した抱合体）を励起し、放出される蛍光は粒子に付着した抱合体と比例する。このレーザ
ーは、従って、粒子上に固定した分析物の反応を測定するために有用である。
【００９２】
　システムソフトウェアにより、抱合体のシグナルが、相対蛍光強度（ＲＦＩ）値に変換
される。シグナルを次にアッセイに特異的な標準曲線と比較し、分析物の濃度を決定する
。比率も算出し、結果を陽性又は陰性として定性的に分類する。
【００９３】
２．固相：
　２つの異なる群のLuminex（商標）超常磁性粒子（Luminex Corp., Austin, Texas, Uni
ted States）を使用した。各群の粒子を、特定のアッセイに特異的なリガンドでコーティ
ングする。各リガンドを、ヘテロ二官能性試薬を使用して共役する。
－　群１：１０μg/mgの粒子で固定化した抗ヒトＩｇＭマウスモノクローナル抗体（Hyte
st, Finland）
－　群２：２０μg/mgの粒子で固定化した抗ヒトＩｇＧマウスモノクローナル抗体（Ｆｃ
ガンマ；Jackson Immuno Research, United States）
【００９４】
３．ＨＡＶ抗原：
　Viral Antigen, Memphis, Tennessee, United StatesからのＨＡＶ抗原。
【００９５】
４．蛍光色素：
　Cyanotech, Hawaii, United Statesからのフィコエリトリン。
【００９６】
５．抱合体：
　それ自体当業者に公知のヘテロ二官能性試薬を使用したフィコエリトリン（ＰＥ）に共
役した抗ＨＡＶマウスモノクローナル抗体（Bio-Rad, Marnes la Coquette, France）。
【００９７】
６．希釈剤：
６．１．超常磁性粒子希釈剤：
　１１６mM　ＮａＣｌ、５．６mM　ＥＤＴＡ、２％　Triton、１０％ヒツジ血清、０．５
g/lマウスＩｇＧ、０．５％　Proclin 300（商標）（Supelco社の商標）、２５％牛乳（
１００％脱脂）、０．１３％　ＩｇＧ　ＢＳ３を含む２０mMクエン酸緩衝液（ｐＨ　５．
６）溶液。
【００９８】
６．２．ＨＡＶ抗原及び抱合体のための希釈剤：
　１５０mM　ＮａＣｌ、０．１％　ＮａＮ３、１％　ＢＳＡ、２．７５％　ＰＥＧ　６０
００、０．１％　Tween 20（商標）（Sigma社の商標）、１％ヒツジ血清、１g/lマウスＩ
ｇＧを含む５０mMリン酸緩衝液（ｐＨ　７．１）溶液。
【００９９】
６．３．工程１又は洗浄溶液のための希釈剤：
　１５０mM　ＮａＣｌ、０．１％　Tween 20（商標）（Sigma社の商標）、０．０３４％
　Proclin 30０（商標）（Supelco社の商標）、０．０９５％　ＮａＮ3を含むリン酸緩衝
液（ｐＨ　７．４）。
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【０１００】
７．反応キュベット：
　免疫反応は、容積１mlのポリプロピレン反応キュベット中で行った。
【０１０１】
８．基準：
　ＷＨＯ全抗ＨＡＶ免疫グロブリン基準（コード９７／６４６）を推奨事項に従って再構
成し、以下の基準点：０、２０、８０、１６０、３２０、及び６４０mIU/mlを与えるよう
に希釈した。
【０１０２】
方法：
アッセイプロトコール：
工程１：
１．以下を各反応キュベットへ連続的に分配する：５μlのサンプル又はスタンダード＋
２５０μlの工程１用希釈剤、１０μlの免疫反応粒子（群１及び２の粒子の５０：５０混
合物）＋２５０μlの工程１用希釈剤。
２．均質化後、混合物を３７℃で４０分間インキュベートする。
３．洗浄工程を次に行う：磁化による固相と液相の分離及び少なくとも３００μl洗浄溶
液での３回の連続洗浄。最終洗浄後、粒子を再懸濁する。
工程２：
４．５０μlのＨＡＶ抗原（Ａｇ　ＨＡＶ）溶液を各反応キュベット中へ分配する。
５．均質化後、混合物を３７℃で１５分間インキュベートする。
６．洗浄工程を次に行う（同上ポイント３）。
工程３：
７．５０μlの抱合体（抗ＨＡＶ抗体－フィコエリトリン、即ち、Ｍａｂ－ＰＥ）を各反
応キュベット中へ分配する。
８．均質化後、混合物を３７℃で１５分間インキュベートする。
９．洗浄工程を次に行う（同上ポイント３）。
１０．各ウェルの粒子を、撹拌しながら３５μlの洗浄溶液をそれらに加えることにより
再懸濁する。
１１．各ウェルの粒子懸濁液をフローサイトメーターにより出した。
１２．各キュベットの粒子懸濁液を２つのレーザー光線を使用して読み出す。
１３．読み出しの結果をフローサイトメーターにより直接処理し、相対蛍光強度ユニット
（ＲＦＩユニット）として記録する。
１４．結果を解釈するために、各基準点（又はサンプル）について、比率をカットオフ値
と比べて算出する。全抗ＨＡＶ　Ｉｇの観点から、カットオフ値は、保護カットオフと見
なされる２０mIU/mlでの基準点のＲＦＩ値に一致する。
【０１０３】
　サンプルの比率は、このように、以下の方法で算出する：
サンプル比率＝サンプルのＲＦＩシグナルの平均値＊／カットオフ値
【０１０４】
　比率が１より大きいサンプルは陽性と判定し、比率が１未満であるサンプルは陰性と判
定する。
【０１０５】
　＊ヒトのサンプルでの全てのアッセイを２回（２回繰り返し）行い、使用するＲＦＩの
結果は２回繰り返しでの平均値から出す。
【０１０６】
基準範囲で行ったアッセイの結果
　免疫捕捉によるＩｇＭの検出は何ら問題を起こさなかった。
　分析感度２０mIU/mlを達成するために、特に、抗ＨＡＶ　ＩｇＧ免疫捕捉フォーマット
に注意が払われていた。
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　しかし、行ったアッセイにおいて、抗ＨＡＶ　ＩｇＧを検出するための免疫捕捉フォー
マットは明らかな感度の欠如を示す（表１及びグラフ１を参照）。これは、０と８０mIU/
mlの間での基準について算出した比率が、互いに有意に異ならず、それらが、信頼して選
択すべき２０mIU/ml基準の比率（比率＝１．０）に近すぎるためである。比率が増加し始
めるだけで、従って、１６０と６４０mIU/mlの間の基準についての全Ｉｇ検出の反映とな
る。
【０１０７】
【表１】

【０１０８】
　感度のこの欠如は、使用する固相（抗ヒトＩｇＧ粒子）によって分析物に対するＩｇＧ
を特異的に捕捉することが可能にならないとの事実による。固相は、従って、血清中の全
ての他のＩｇＧにより飽和される。
【０１０９】
　この現象は、ＩｇＭのための免疫捕捉フォーマットにおいては見られない。なぜなら、
同時にいくつかの感染を有し、血清中において、急性感染中に様々な感染病原体に対する
ＩｇＭを有することは稀だからである。
【０１１０】
　この免疫捕捉フォーマットは、従って、ＩｇＭ検出のために保存されたが、しかし、Ｉ
ｇＧ検出のために放棄され、サンドイッチフォーマットと置換された。後者のフォーマッ
トについて得られた結果を以下に記載する。
【０１１１】
実施例２：抗ＨＡＶ全Ｉｇ及びＩｇＭの検出に適用する、本発明の検出方法
　本発明のマルチプレックス検出方法を以下及び図２において記載する。
【０１１２】
材料及び方法：
材料：
　材料は、以下に示す例外以外は、実施例１において使用するものと本質的に同じである
。
【０１１３】
１．分析システム：実施例１の説明を参照のこと。
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【０１１４】
２．固相：
　２つの異なる群のLuminex（商標）超常磁性粒子（Luminex Corp., Austin, Texas, Uni
ted States）を使用する：
－　群１：１０μg/mgの粒子で固定化した抗ヒトＩｇＭマウスモノクローナル抗体（Hyte
st, Finland）
－　群２：２．５μg/mgの粒子で固定化したＨＡＶ抗原（Viral Ag, Memphis, Tennessee
, United States）
【０１１５】
３．抱合体１：
　ビオチン（Pierce, Rockford, IL, United States）で標識したＨＡＶ抗原（Viral Ag,
 Memphis, Tennessee, USA）。
【０１１６】
４．抱合体２：
　Cyanotech（Hawaii, United States）からのフィコエリトリン（略称“ＰＥ”）に共役
したストレプトアビジン（略称“Strepta”、Roche Mannheim, Germany）。
【０１１７】
５．希釈剤：
　ビーズならびに抱合体１及び２のための希釈剤、工程１のための希釈剤、洗浄溶液は、
実施例１のものと同じである。
【０１１８】
６．基準：
　ＷＨＯ全抗ＨＡＶ免疫グロブリン基準（コード９７／６４６）は、実施例１において使
用するものと同じである。
【０１１９】
７．サンプル：
　アッセイするヒトサンプルは、抗ＨＡＶ全免疫グロブリン及び／又はＩｇＭについて陽
性又は陰性である血漿又は血清サンプルである。これらのサンプルは、試料バッグからで
きている内部サンプルライブラリー、及び、以下の企業により販売されるサンプルに由来
する：
ABO Pharmaceuticals - 7930 Arjons Drive, Suite A, San Diego, CA 92126, United St
ates, 
Teragenix - 5440 NW 33rd Avenue, Suite 108, Ft. Lauderdale, FL 33309, United Sta
tes, 
PromedDx - 10 Commerce Way, Norton, MA 02766, United States, 
Zeptometrix Corporation - 872 Main St., Buffalo, NY 14202, United States, 
BBI Diagnostoc - 375 West Street, West Bridgewater, MA 02379, United States, 
Life Sera - 780 Park North Blvd, Suite 100, Clarkston, GA 30021, United States
【０１２０】
　アッセイするヒトサンプルは以下に分けることができる：
－　抗ＨＡＶ全免疫グロブリン及びＩｇＭについて陰性（二重陰性）の３０サンプル
－　全抗ＨＡＶ免疫グロブリンについて陽性、及び、抗ＨＡＶ　ＩｇＭについて陰性の２
６サンプル
－　抗ＨＡＶ　ＩｇＭについて陽性、及び、全抗ＨＡＶ免疫グロブリンについて陰性の１
５サンプル。
【０１２１】
方法：
アッセイプロトコール：
　以下に記載するアッセイにおいて、３つのアッセイプロトコールを実施する：本発明の
マルチプレックスプロトコール（即ち、全Ｉｇプロトコール＋ＩｇＭプロトコール）及び
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２ユニットのプロトコール（全Ｉｇプロトコール及びＩｇＭプロトコール）。これらの３
つのプロトコールは、使用する免疫反応性の超常磁性粒子を加える工程を除いて、同じで
ある。マルチプレックスプロトコールでは２群のビーズを使用し、各ユニットプロトコー
ルでは単一群のビーズを使用する。ＩｇＭユニットプロトコール及びマルチプレックスプ
ロトコールにおいて使用する群１の粒子（抗ＩｇＭ抗体を有する）の量は依然として同じ
である。同様に、全Ｉｇユニットプロトコール及びマルチプレックスプロトコールにおい
て使用する群２の粒子（ＨＡＶ抗原を有する）の量は依然として同じである。
【０１２２】
Ａ．全抗ＨＡＶ　Ｉｇを検出するためのユニットプロトコール
工程１：
１．以下を各反応キュベットへ連続的に分配する：２５μlのサンプル又はスタンダード
＋２２５μlの工程１用希釈剤、１０μlの群２の免疫反応粒子（ＨＡＶ抗原）＋２５０μ
lの工程１用希釈剤。
２．均質化後、混合物を３７℃で４０分間インキュベートする。
３．洗浄工程を次に行う：実施例１の同上ポイント３
工程２：
４．５０μlの抱合体１溶液（ビオチン化ＨＡＶ抗原、即ち、“Ａｇ　ＨＡＶビオチン”
）を各反応キュベット中へ分配する。
５．均質化後、混合物を３７℃で１５分間インキュベートする。
６．洗浄工程を次に行う：同上ポイント３。
工程３：
７．５０μlの抱合体２（ストレプトアビジン－フィコエリトリン、即ち、“Ｓｔｒｅｐ
ｔａ－ＰＥ”）を各反応キュベット中へ分配する。
８．均質化後、混合物を３７℃で１５分間インキュベートする。
９．洗浄工程を次に行う：同上ポイント３。
１０．各反応キュベットの粒子を、撹拌しながら３５μlの洗浄溶液をそれに加えること
により再懸濁する。
１１．各反応キュベットの粒子懸濁液をフローサイトメーターにより出す。
１２．各キュベットの粒子懸濁液を２つのレーザー光線を使用して読み出す。
１３．読み出しの結果をフローサイトメーターにより直接処理し、相対蛍光強度ユニット
（ＲＦＩユニット）として記録する。
１４．結果を解釈するために、各基準点又はサンプルについて、比率をカットオフ値と比
べて算出する。全抗ＨＡＶ　Ｉｇの観点から、カットオフ値は、保護カットオフと見なさ
れる２０mIU/mlでの基準点のＲＦＩ値に一致する。
【０１２３】
　サンプルの比率は、このように、以下の方法で算出する：
サンプル比率＝サンプルのＲＦＩシグナルの平均値＊／カットオフ値
【０１２４】
　比率が１より大きいサンプルは陽性と判定し、比率が１未満であるサンプルは陰性と判
定する。
【０１２５】
　＊ヒトのサンプルでの全てのアッセイを２回（２回繰り返し）行い、使用するＲＦＩの
結果は２回繰り返しでの平均値から出す。
【０１２６】
Ｂ．抗ＨＡＶ　ＩｇＭを検出するためのユニットプロトコール
工程１：
１．以下を各反応キュベットへ連続的に分配する：
２５μlのサンプル又はスタンダード＋２２５μlの工程１用希釈剤、
１０μlの群１の免疫反応粒子（抗ＩｇＭ抗体）＋２５０μlの工程１用希釈剤。
　ＩｇＭユニットプロトコールの全ての他の工程（２－１３）は、全Ｉｇユニットプロト
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１４．サンプル比率の算出のために、ＨＡＶ　ＩｇＭの観点から、カットオフ値は陰性サ
ンプル＋１２標準偏差のＲＦＩの平均値である。
【０１２７】
　算出したサンプル比率は、このように、以下である：
サンプル比率＝サンプルのＲＦＩシグナルの平均値＊／カットオフ値
【０１２８】
　比率が１より大きいサンプルは陽性と判定し、比率が１未満であるサンプルは陰性と判
定する。
【０１２９】
　＊ヒトのサンプルでの全てのアッセイを２回（２回繰り返し）行い、使用するＲＦＩの
結果は２回繰り返しでの平均値から出す。
【０１３０】
Ｃ．本発明のマルチプレックスプロトコール（抗ＨＡＶ全Ｉｇ及びＩｇＭの同時検出）：
工程１：
１．以下を各反応キュベット中へ分配することに成功する：２５μlのサンプル又はスタ
ンダード＋２２５μlの工程１用希釈剤、
１０μlの免疫反応粒子（群１及び２の粒子の５０：５０混合物）＋２５０μlの工程１用
希釈剤。
　マルチプレックスプロトコールの全ての他の工程（２－１４）は、全Ｉｇ及びＩｇＭユ
ニットプロトコールの工程２－１４と厳密に同じである。
【０１３１】
得られた結果：
１．較正範囲：
１．１．ユニットサンドイッチによりアッセイした全抗ＨＡＶ　Ｉｇ基準範囲：
　ユニットサンドイッチにより行った基準範囲（０～６４０mIU/ml）で得られた結果は、
全Ｉｇサンドイッチフォーマットが、実施例１についてのＩｇＧ免疫捕捉フォーマットよ
りもずっと高感度であることを示す（表２及び図４を参照）。
【０１３２】
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【表２】

【０１３３】
１．２．マルチプレックスによりアッセイした全抗ＨＡＶ　Ｉｇ基準範囲
　本発明のマルチプレックスプロトコールに従ったサンドイッチにより行った基準範囲で
得られた結果を表３及び図５において報告する。
【０１３４】

【表３】

【０１３５】
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　マルチプレックス全Ｉｇサンドイッチフォーマットの感度は、ユニットサンドイッチフ
ォーマットにより得られる感度と比べ、依然として不変であることを指摘する。
【０１３６】
２．サンプル：
２．１．ユニットサンドイッチによる、及び、マルチプレックスサンドイッチによる全抗
ＨＡＶ　Ｉｇについてのサンプルのアッセイ：
　全抗ＨＡＶ　Ｉｇについてヒトサンプルで得られた結果を表４において報告する。
【０１３７】
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【表４】
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【０１３８】
　ユニットフォーマットにより行うか、又は、本発明のマルチプレックスにより行うかに
かかわらず、全抗ＨＡＶ　Ｉｇサンドイッチアッセイにおける陰性サンプル（ｎ＝３０）
と陽性サンプル（ｎ＝２６）の間での非常に良好な識別が指摘される。
【０１３９】
　これらの結果は、従って、全抗ＨＡＶ　Ｉｇの検出が本発明のマルチプレックス法にお
いて減感されないことを示す。全ての陽性サンプルは、実際に、本発明の方法により陽性
であることが見出され、このように良好な臨床感度を得ることも可能になる。
【０１４０】
２．２．ユニット及びマルチプレックス免疫捕捉フォーマットによる抗ＨＡＶ　ＩｇＭに
ついてのサンプルのアッセイ：
　抗ＨＡＶ　ＩｇＭについてヒトのサンプルで得られた結果を表５において報告する。
【０１４１】
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【表５】

【０１４２】
　ユニットフォーマットにより行うか、又は、本発明のマルチプレックスにより行うかに
かかわらず、免疫捕捉による抗ＨＡＶ　ＩｇＭアッセイにおける、抗ＨＡＶ　ＩｇＭにつ
いて陰性のサンプル（ｎ＝３０＋２６）と抗ＨＡＶ　ＩｇＭについて陽性のサンプル（ｎ
＝１５）の間での非常に良好な識別が指摘される。
【０１４３】
　これらの結果は、このように、免疫捕捉によるＩｇＭの検出が本発明のマルチプレック
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ス法におけるサンドイッチアッセイとの組み合わせにより減感されないことを示す。
　全ての陽性サンプルが、実際に、本発明の方法により陽性であることが見出され、この
ように良好な臨床感度も得ることが可能になる。
【０１４４】
実施例３：抗ＨＢｃ全Ｉｇ及びＩｇＭの検出に適用する、本発明の検出方法
　本発明のマルチプレックス検出方法は、抗ＨＢｃ全Ｉｇ及びＩｇＭをアッセイするため
にも使用した。この方法を図３において説明し、以下に記載する。
【０１４５】
材料及び方法：
材料：
　使用する材料は、ビオチン化抱合体１及び試験するサンプルの粒子を例外とし、実施例
２の材料と同等である。
【０１４６】
１．固相：
　２つの異なる群のLuminex（商標）超常磁性粒子（Luminex Corp., Austin, Texas, Uni
ted States）を使用する。
－　群１：１０μg/mgの粒子で固定化した抗ヒトＩｇＭヤギポリクローナル抗体（Bio-Ra
d, Marnes la Coquette）
－　群２：１０μg/mgの粒子で固定化した組換えＨＢ抗原（Virogen, Watertown, MA, Un
ited States）
【０１４７】
２．抱合体１：
　ビオチン（Pierce, Rockford, IL, United States）で標識した組換えＨＢｃ抗原（Bio
kit, Barcelona, Spain）。
【０１４８】
３．サンプル：
　アッセイしたヒトのサンプルは、全ＨＢｃ免疫グロブリン及び／又は抗ＨＢｃ　ＩｇＭ
について陽性又は陰性である血漿又は血清である。これらのサンプルは、国内のサンプル
ライブラリー、即ち、企業により販売されるサンプルからである：
ABO Pharmaceuticals - 7930 Arjons Drive, Suite A, San Diego, CA 92126, United St
ates, 
PromedDx -10 Commerce Way, Norton, MA 02766, United States, 
Zeptometrix Corporation - 872 Main St., Buffalo, NY 14202, United States
【０１４９】
　アッセイするヒトのサンプルは以下に分けることができる：
－　全抗ＨＢｃ免疫グロブリン及び抗ＨＢｃ　ＩｇＭについて陰性の１０サンプル（二重
陰性）
－　全抗ＨＢｃ免疫グロブリンについて陽性、及び、抗ＨＢｃ　ＩｇＭについて陰性の１
０サンプル
－　抗ＨＢｃ　ＩｇＭについて陽性、及び、全抗ＨＢｃ免疫グロブリンについて陰性の１
０サンプル
【０１５０】
方法：
アッセイプロトコール：
　使用したプロトコールは、工程１において５μl＋２５０μlの希釈剤である、工程１に
おいて使用したサンプル容積を例外とし、上の実施例２に記載のプロトコールＡ、Ｂ、及
びＣと同じである。
　他の工程は、解釈の工程を含め、同じである。全抗ＨＢｃ　Ｉｇ及び抗ＨＢｃ　ＩｇＭ
のアッセイについて、カットオフ値は、陰性サンプル＋１２標準偏差のＲＦＩの平均値で
ある。
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【０１５１】
　カットオフ値と比べて算出したサンプル比率は、このように、以下である：
サンプル比率＝サンプルのＲＦＩシグナルの平均値＊／カットオフ値
【０１５２】
　比率が１より大きいサンプルは陽性と判定し、比率が１未満であるサンプルは陰性と判
定する。
【０１５３】
　＊ヒトのサンプルでの全てのアッセイを２回（２回繰り返し）行い、使用するＲＦＩの
結果は２回繰り返しでの平均値から出す。
【０１５４】
得られた結果：
【０１５５】
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【表６】

【０１５６】
　ユニットフォーマットにより行うか、又は、本発明のマルチプレックスにより行うかに
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かかわらず、全抗ＨＢｃ　Ｉｇサンドイッチアッセイにおける、陰性サンプル（ｎ＝１０
）と陽性サンプル（ｎ＝２０）の間での非常に良好な識別が指摘される。
【０１５７】
　これらの結果は、このように、全抗ＨＢｃ　Ｉｇの検出が本発明のマルチプレックス法
において減感されないことを示す。
　全ての陽性サンプルが、実際に、本発明の方法により陽性であることが見出され、この
ように良好な臨床感度も得ることが可能になる。
【０１５８】
【表７】

【０１５９】
　ユニットフォーマットにより行うか、又は、本発明のマルチプレックスにより行うかに
かかわらず、抗ＨＢｃ　ＩｇＭ免疫捕捉アッセイにおける、抗ＨＢｃ　ＩｇＭについて陰
性のサンプル（ｎ＝１０＋１０）と抗ＨＢｃ　ＩｇＭについて陽性のサンプル（ｎ＝１０
）の間での非常に良好な識別が指摘される。
【０１６０】
　これらの結果は、このように、免疫捕捉によるＩｇＭの検出が本発明のマルチプレック
ス法におけるサンドイッチアッセイとの組み合わせにより減感されないことを示す。
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　全ての陽性サンプルが、実際に、本発明の方法により陽性であることが見出され、この
ように良好な臨床感度も得ることが可能になる。
【０１６１】
実施例４：抗梅毒全Ｉｇ及びＩｇＭの検出に適用する本発明の検出方法
　本発明のマルチプレックス検出方法は、全抗梅毒トレポネーマＩｇ及び抗梅毒トレポネ
ーマＩｇＭをアッセイするためにも使用でき、梅毒トレポネーマは梅毒に関与する感染性
の細菌因子である。この方法を図６において説明し、以下に記載する。
【０１６２】
材料及び方法：
材料：
　使用する材料は、ビオチン化抱合体１及び試験するサンプルの粒子を例外とし、実施例
２及び３のものと同等である。
【０１６３】
１．固相：
　２つの異なる群のLuminex（商標）超常磁性粒子（Luminex Corp., Austin, Texas, Uni
ted States）を使用する。
－　群１：２．５μg/mgの粒子で固定化した抗ヒトＩｇＭマウスモノクローナル抗体（Hy
test, Finland）；
－　群２：５μg/mg及び１．２５μg/mgの粒子でそれぞれ固定化した梅毒トレポネーマの
組換え抗原ＴｐＮ１７及びＴｐＮ４７（New Market Laboratories Ltd, Kentford, Engla
nd）
【０１６４】
２．抱合体１：
　ビオチン（Pierce, Rockford, IL, United States）で標識した組換え抗原ＴｐＮ１７
及びＴｐＮ４７（New Market Laboratories Ltd, Kentford, England）
【０１６５】
３．サンプル：
　アッセイするヒトのサンプルは、全抗梅毒トレポネーマ免疫グロブリン及び／又は抗梅
毒トレポネーマＩｇＭについて陽性又は陰性である血漿又は血清である。これらのサンプ
ルは国内のサンプルライブラリーからである：
Etablissement Francais du Sang (EFS) [French blood bank] - 83 rue des Alpes, 941
50 Rungis, France, 
又は、企業により販売されるサンプルからである：
PromedDx - 10 Commerce Way, Norton, MA 02766, United States,
SeraCare Life Science - 375 West Street, West Bridgewater, MA 02379, United Stat
es
【０１６６】
　アッセイするヒトのサンプルは以下に分けることができる：
－　全抗梅毒トレポネーマ免疫グロブリン及び抗梅毒トレポネーマＩｇＭについて陰性（
二重陰性）の３５サンプル
－　全抗梅毒トレポネーマ免疫グロブリンについて陽性、及び、抗梅毒トレポネーマＩｇ
Ｍについて陰性の３サンプル（サンプル１、２、３）
－　抗梅毒トレポネーマＩｇＭについて陽性、及び、全抗梅毒トレポネーマ免疫グロブリ
ンについて陰性の４サンプル（サンプル４、５、６、７）
【０１６７】
方法：
アッセイプロトコール：
　使用するプロトコールは、サンプルについて１００μlであり、ビーズについて１００
μlである工程１、及び、抱合体１（ビオチン化梅毒トレポネーマ抗原）溶液の１００μl
である工程２における容積を例外とし、実施例２において上で記載するプロトコールＡ、
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Ｂ、及びＣと同じである。解釈の工程を含む他の工程は同じである。
【０１６８】
結果の解釈：
　全抗梅毒トレポネーマＩｇ及び抗梅毒トレポネーマＩｇＭのアッセイにおいて、カット
オフ値は、０．３で割った陰性サンプルのＲＦＩの平均値である。
【０１６９】
　カットオフ値と比べて算出したサンプル比率は、このように、以下である：
サンプル比率＝サンプルのＲＦＩシグナルの平均値＊／カットオフ値
【０１７０】
　比率が１より大きい、又は、等しいサンプルは陽性と判定し、比率が１未満であるサン
プルは陰性と判定する。
【０１７１】
　＊ヒトのサンプルでの全てのアッセイを３回行い、使用するＲＦＩの結果は３回繰り返
しでの平均値から出す。
【０１７２】
得られた結果：
【０１７３】
【表８】

【０１７４】
　ユニットフォーマットにより行うか、又は、本発明のマルチプレックスにより行うかに
かかわらず、全抗梅毒トレポネーマＩｇサンドイッチアッセイにおける、陰性サンプル（
ｎ＝３５）と陽性サンプル（ｎ＝３）の間での非常に良好な識別が指摘される。
【０１７５】
　これらの結果は、このように、全抗梅毒トレポネーマＩｇの検出が本発明のマルチプレ
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ックス法において減感されないことを示す。全ての陽性サンプルが、実際に、本発明の方
法により陽性であることが見出され、このように良好な臨床感度も得ることが可能になる
。
【０１７６】
【表９】

【０１７７】
　ユニットフォーマットにより行うか、又は、本発明のマルチプレックスにより行うかに
かかわらず、免疫捕捉による抗梅毒トレポネーマＩｇＭアッセイにおける、抗梅毒トレポ
ネーマＩｇＭについて陰性のサンプル（ｎ＝３５＋３）と抗梅毒トレポネーマＩｇＭにつ
いて陽性のサンプル（ｎ＝３）の間での非常に良好な識別が指摘される。
【０１７８】
　これらの結果は、このように、免疫捕捉によるＩｇＭの検出が本発明のマルチプレック
ス法におけるサンドイッチアッセイとの組み合わせにより減感されないことを示す。
　全ての陽性サンプルが、実際に、本発明の方法により陽性であることが見出され、この
ように良好な臨床感度を得ることが可能になる。
【０１７９】
　結論として、本発明のマルチプレックス方法を使用した実施例２、３及び４において得
られる結果は、免疫捕捉によるＩｇＭ検出及びサンドイッチによる全Ｉｇ検出を組み合わ
せ、本発明の方法が、同じ微生物に対する全Ｉｇクラス抗体又はＩｇＧ又はＩｇＭの高感
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度な検出及び区別を可能にすることを明確に示す。当業者は、そこから容易に、本発明の
ＩｇＧ及びＩｇＭのマルチプレックス検出のための方法が、実際に、診断の観点から、全
Ｉｇ及びＩｇＭを検出するために重要である多くの微生物に適用できる一般的範囲の方法
であるとの結論を下すであろう。
【０１８０】
　さらに、本発明の方法は、例えば、Bio-Rad社からのBioPlex 2200などの自動デバイス
の使用を通じて容易に自動化でき、これらによって、アッセイプロトコールを同時に迅速
に、単一のレセプタクル中で行い、単一工程においてシグナルを読み出すことが可能にな
る。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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