
JP 6114750 B2 2017.4.12

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の捕獲剤がその上に固定化されている固相に、較正用試薬を加え、
　前記較正用試薬に結合する能力を有する検出分子を加え、
　結合した検出分子を検出し、
　これによって、多くの較正点／区間を含んでなる較正曲線を作成すること
を含んでなり、
　前記較正用試薬が、少なくとも二つの異なった結合分子を含んでなり、ここにおいて、
それぞれの結合分子が、前記固相上に固定化された捕獲剤に特異的に結合する能力及び検
出分子に結合する能力を有し、そしてここにおいて、少なくとも二つの前記結合分子が、
異なった特異性を有し、そして前記較正用試薬中に異なった濃度で存在し、これによって
、前記較正曲線中に異なった較正点／区間を表すことを特徴とする、
マルチプレックスアッセイを較正するための方法。
【請求項２】
　前記結合分子が、組換え抗体、自己抗体のような天然の抗体、又は抗原性バイオマーカ
ーのようなペプチド／タンパク質バイオマーカーである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記結合分子が、アレルゲン特異的モノクローナルマウスＩｇＧの重鎖の可変領域及び
ヒトＩｇＥ重鎖を含んでなるマウス－ヒトキメラ抗体のようなキメラ抗体である、請求項
１又は２のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項４】
　前記複数の捕獲剤が、少なくとも１０種、少なくとも５０種、又は少なくとも１００種
の異なった捕獲剤のように、少なくとも５種の異なった捕獲剤である、請求項１ないし３
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記捕獲剤が、天然若しくは組換えアレルゲン成分のようなアレルゲン成分、又は感染
性疾病若しくは自己免疫性疾病に関連する抗原性成分のような疾病関連抗原、或いはペプ
チド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的である抗体である、請求項１ないし４の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記検出分子が、抗ヒトＩｇＥ複合体又は抗ヒトＩｇＧ複合体のような抗免疫グロブリ
ン複合体であるか、或いはペプチド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的な抗体で
ある、請求項１ないし５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記較正用試薬が、少なくとも１０種のように、少なくとも１５種のように、少なくと
も５種の異なった結合分子を含んでなる、請求項１ないし６のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項８】
　前記較正用試薬が、少なくとも１０種のように、少なくとも１５種のように、少なくと
も５種の異なったキメラＩｇＥ抗体を含んでなり、ここにおいて、それぞれのキメラ抗体
が、Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２、Ｏｌｅ　ｅ　１、Ｇａｌ　ｄ　１、Ａｒｔ　ｖ　
１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１、Ａｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　
１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ　ｐ　５及びＰｒｕ　ｐ
　３からなる群から選択されるアレルゲン成分に特異的に結合する能力を有する、請求項
７に記載の方法。
【請求項９】
　前記マルチプレックスアッセイが、マイクロアレイチップ上で行われる、請求項１ない
し８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　－反応容器、
　－固相上に固定化された複数の捕獲剤、
　－（ａ）抗免疫グロブリン検出分子又は（ｂ）ペプチド／タンパク質バイオマーカーに
結合する検出分子のような検出分子、
　－較正用試薬、
　－反応緩衝媒体
を含んでなり、
　前記較正用試薬が、少なくとも二つの異なった結合分子を含んでなり、ここにおいて、
それぞれの結合分子が固相上に固定化された捕獲剤に対して特異的に結合する能力及び検
出分子に結合する能力を有し、そしてここにおいて、少なくとも二つの結合分子が、異な
った特異性を有し、そして較正用試薬中に異なった濃度で存在することを特徴とする、
生物学的試料中に存在する（ａ）免疫グロブリン又は（ｂ）ペプチド／タンパク質バイオ
マーカーのような興味ある分子の検出のための、マルチプレックスアッセイ系。
【請求項１１】
　前記興味ある分子が、（ｉ）ＩｇＥ抗体又は（ｉｉ）ＩｇＧ抗体、或いは（ｉｉｉ）疾
病に対するペプチド／タンパク質バイオマーカーである、請求項１０に記載の系。
【請求項１２】
　前記検出分子が、（ｉ）抗ヒトＩｇＥ複合体、（ｉｉ）抗ヒトＩｇＧ複合体、又は（ｉ
ｉｉ）ペプチド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的な抗体である、請求項１０又
は１１のいずれか１項に記載の系。
【請求項１３】
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　前記結合分子が、キメラ抗体のような組換え抗体、自己抗体のような天然の抗体、又は
ペプチド／タンパク質バイオマーカーである、請求項１０－１２のいずれか１項に記載の
系。
【請求項１４】
　前記捕獲剤が、天然若しくは組換えアレルゲン成分のようなアレルゲン成分、又は感染
性疾病に関連する抗原性成分、若しくは自己免疫性疾病に関連する抗原性成分のような疾
病関連抗原、或いはペプチド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的である抗体であ
る、請求項１０－１３のいずれか１項に記載の系。
【請求項１５】
　前記較正用試薬が、１５種の異なったマウス－ヒトキメラＩｇＥ抗体を含んでなり、こ
こにおいて、それぞれのキメラ抗体が、Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２、Ｏｌｅ　ｅ　
１、Ｇａｌ　ｄ　１、Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１、Ａｍｂ　ａ　
１、Ｃａｎ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　
５、Ｐｈｌ　ｐ　５及びＰｒｕ　ｐ　３からなる群から選択されるアレルゲン成分に特異
的に結合する能力を有する、請求項１０－１４のいずれか１項に記載の系。
【請求項１６】
　それぞれのキメラ抗体が、表１に記載されたアレルゲン成分の少なくとも一つに特異的
に結合する能力を有し、そしてここにおいて、少なくとも二つのキメラ抗体が、異なった
特異性を有し、そして較正用試薬中に異なった濃度で存在する、少なくとも二つの異なっ
たキメラ抗体を含んでなる較正用試薬。
【請求項１７】
　少なくとも１０種のように、少なくとも１５種のように、少なくとも５種の異なったマ
ウス－ヒトキメラＩｇＥ抗体を含んでなる、請求項１６に記載の較正用試薬。
【請求項１８】
　それぞれのキメラ抗体が、Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２、Ｏｌｅ　ｅ　１、Ｇａｌ
　ｄ　１、Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１、Ａｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ
　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ
　ｐ　５及びＰｒｕ　ｐ　３からなる群から選択されるアレルゲン成分に特異的に結合す
る能力を有する、請求項１７に記載の較正用試薬。
【請求項１９】
　１５種の異なったマウス－ヒトキメラＩｇＥ抗体溶液からなり、ここにおいて、それぞ
れのキメラ抗体が、Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２、Ｏｌｅ　ｅ　１、Ｇａｌ　ｄ　１
、Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１、Ａｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ　ｆ　１
、Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ　ｐ　５
及びＰｒｕ　ｐ　３からなる群から選択されるアレルゲン成分に特異的に結合する能力を
有する、請求項１８に記載の較正用試薬。
【請求項２０】
　請求項１－９のいずれか１項に記載の較正法における使用のために適合された請求項１
６－１９のいずれか１項に記載の較正用試薬を含んでなるキットであって、ここにおいて
、それぞれのキメラ抗体は、検出分子に結合する能力を有し、そしてここにおいて、少な
くとも二つのキメラ抗体は、較正用試薬中に異なった濃度で存在する、前記キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マルチプレックスアッセイの分野に、そして更に具体的にはマルチプレック
スアッセイ系、マルチプレックスアッセイを較正するための方法及び較正試薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　シングルプレックスアッセイにおいて、分析物は、分析的方法において測定される化学
成分である。イムノアッセイにおいて、分析物は、抗体又は抗原のいずれかである。抗体
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は、異物に対する保護のための免疫系によって産生される血液中のタンパク質であり、一
方、異物は抗原である。抗体は、抗原に結合する。
【０００３】
　抗原又は抗体は、測定可能なシグナルを得るために分析の前に標識される。この標識は
、酵素、放射性同位体、又はフルオレセインであることができる。イムノアッセイから得
られるシグナルは、放射能又は光の放出であることができる。これらのシグナルは、通常
反応と呼ばれる。イムノアッセイは、患者から得られた臨床的試料及び試薬（即ち、化学
的溶液）間の、標準化された条件下で行われる化学反応を含む。結果は、試料中の分析物
の濃度に関連する反応である。競合的イムノアッセイにおいて、分析物は標識されず、そ
して標識された分子と競合する。従って、反応は、分析物の濃度の減少する関数である。
非競合的イムノアッセイにおいて、標識された分子は分析物に結合し、そして反応は、増
加する関数である。いずれの場合も、反応及び濃度間の正確な関係は、評価する必要があ
る。この評価は、較正と呼ばれる。較正のために、既知の濃度を持つ試料が必要である。
これらの特定的な試料は、較正用物質又は標準物質と呼ばれ、そして通常、あらかじめ調
製される。例えば、既知の高濃度を持つ単一の試料を、測定の範囲を包含する幾つかの規
定された低い濃度を持つ較正用物質を産生するために水又は動物の血清中に溶解すること
ができる。較正のための統計的設計を考察する場合、規定された較正用物質濃度は、設計
点と呼ばれる。較正用物質は特定的に調製されるが、しかし試料はそうではないために、
較正用物質及び臨床試料は、僅かに異なった方法で反応することができる。
【０００４】
　通常、未知の濃度を持つ一組の臨床試料が、一つの分析の実行において較正用物質と一
緒に分析される。較正曲線は、抗生物質の反応に適合される。この曲線は、直線又は幾つ
かの他の単調関数であることができる。臨床試料の反応は、適合された較正曲線による濃
度の評価に転換される。試料の濃度の評価のためのこの方法は、逆方向予測と呼ばれる。
反応及び濃度間の関係がアッセイの実行間で変化することができるため、較正用物質は、
しばしば、それぞれを別個に較正することができるように、それぞれのアッセイの実行に
含まれる。然しながら、幾つかの系において、較正を少ない頻度で、例えば月１回、又は
新しいバッチの試薬が使用される場合にのみ行う必要であるように、この関係が安定であ
ると仮定されている（Ｆｏｒｋｍａｎ　Ｊ．，Ｄｏｃｔｏｒａｌ　Ｔｈｅｓｉｓ，Ｓｗｅ
ｄｉｓｈ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
，Ｕｐｐｓａｌａ，２００８，ＩＳＳＮ　１６５２－６８８０，ＩＳＢＮ　９７８－９１
－８６１９５－１３－７）。
【０００５】
　マルチプレックスアッセイという、複数の特異性の分析物が、単一の試薬の反応混合物
を使用する単一の試料検体中で検出されるアッセイが、当技術において既知である。これ
らのアッセイの重要な要素は、このアッセイによって測定される試薬、即ち抗体又はバイ
オマーカーのレベルを定義するために使用される較正系である。古典的には、これらのレ
ベルは、アッセイ系によって得られる定量化の程度によって、多くの任意の単位を使用し
て報告されていた。定量的アッセイにおいて、血清検体中の標的物質は、所定の陽性の閾
値レベルと比較した測定された反応シグナルのレベルに基づき陽性又は陰性として報告さ
れる。多くの半定量的アッセイにおいて、陽性／陰性の結果の両方、測定されたシグナル
の大きさ（例えば、発光単位［ＬＵ］、ミリボルト［ｍボルト］）、クラスの得点、調節
された又は正規化された得点（改良された得点法から）、又は最低の対照のパーセント（
別の得点法）が報告されている。シグナルの大きさは、試験血清中に存在する分子の量に
対する順番に関して関連する（しかし、一貫した直接比例ではない）。
【０００６】
　本出願人等は、ここに、当技術において既知の３種の異なった型の試験のマルチプレッ
クスアッセイを例示する：
　１）特異的ＩｇＥの分析；
　２）特異的ＩｇＧの分析；及び
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　３）非免疫グロブリンバイオマーカー（抗原）の分析。
【０００７】
　特異的免疫グロブリンに対する普通の分析法は、１）アレルギー／過敏性を検出する目
的のための特異的ＩｇＥ分析、及び２）例えば自己免疫性疾病又は感染性疾病を検出する
目的のための特異的ＩｇＧ分析である。疾病関連抗原は、規定された位置のマイクロアレ
イに沈着される。これらの抗原は、選択された抗原に結合することができる免疫グロブリ
ンを含む患者の試料に暴露される。特異的免疫グロブリンは、特異的免疫グロブリンと相
互作用する免疫グロブリン特異的試薬（レポーター分子）により検出され、そしてこの相
互作用は、検出系により分析することができる。これによって、一定の抗原に対して特異
的な全ての異なった免疫グロブリンを検出することが可能である。血清中の前立腺癌バイ
オマーカーのような非免疫グロブリンバイオマーカー（抗原）の分析の、３）型の試験の
ために、興味あるバイオマーカーに結合する能力を有する分子が、規定された位置のマイ
クロアレイ上に沈着される。沈着された分子は、例えば、バイオマーカー特異的抗体、酵
素又は興味あるバイオマーカーに相補的である他の分子であることができる。沈着された
分子は、選択された沈着分子に結合することができるバイオマーカーを含む患者の試料に
暴露される。特異的バイオマーカーは、特異的バイオマーカーと相互作用するバイオマー
カー特異的試薬（レポーター分子）により検出され、そしてこの相互作用は、検出系によ
り分析することができる。
【０００８】
　例えば、特異的ＩｇＥ検出の分野において、ＷＯ２００２０２９４１５Ａ１は、試料中
のアレルゲン特異的免疫グロブリンの検出のための方法、及び個体中のアレルギーのｉｎ
　ｖｉｔｒｏの診断のための方法を記載している。喘息、枯草病、アトピー性湿疹及び消
化器症状のような臨床的症状は、特異的アレルゲンへの暴露後に発症する。特異的及び／
又は交差反応性アレルゲン成分に対する感作パターンの決定は、アレルギー患者の更に詳
細な評価を援助する。
【０００９】
　商業的に入手可能なＩｇＥ抗体のイムノアッセイは、試験検体中のＩｇＥ抗体の量を正
確に反映するアッセイの結果の程度及びアッセイの要求精度によって、定性的、半定量的
、又は定量的アッセイに分類することができる。このようなイムノアッセイは、伝統的に
、全血清ＩｇＥレベル又はアレルゲン特異的ＩｇＥレベルのいずれかを測定する。
【００１０】
　然しながら、異なったテクノロジープラットフォームは、そのＩｇＥ結果を外見上同一
のクラス又は単位で報告しているが、研究は、全ＩｇＥ及び特異的ＩｇＥ活性を検出する
能力におけるテクノロジープラットフォーム間の差を示している（Ｗｏｏｄ　Ｒ　Ａ　ｅ
ｔ　ａｌ，Ａｎｎ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ａｓｔｈｍａ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００７，９９：
３４－４１）。
【００１１】
　定量的ＩｇＥ抗体アッセイは、最も先端的なアッセイ較正の方法を使用する。定量的ア
ッセイの較正部分の目的は、アッセイの用量反応関係を定義することであり、従って、患
者の血清を試験することによって得られた反応の結果を、血清中のＩｇＥ抗体の相対的な
量に関連する投与量単位に内挿することができる。相同性（homologous）及び異種性（he
terologous）の両方の内挿法が好結果で使用されている。相同性の内挿法は、全体のアッ
セイの平行性を促進し、そしてアッセイをとおして同じ固相アレルゲンを使用し、そして
試験血清中に検出されるものと同じアレルゲン特異性のヒトＩｇＥ抗体により較正曲線を
構築することによって、アッセイの作業範囲を最大化する。一般的に、ＩｇＥ抗体を含有
する参照血清のプールを、試験血清のＩｇＥと同様な方法で希釈し、従ってアッセイの平
行性を確保する。この方法の主要な制約は、試験されるそれぞれのアレルゲン特異性に特
異的なＩｇＥ抗体を含有する、リットル単位のヒト血清プールの必要性である。これらの
大量のヒトの血清を、特に、一般的でないアレルゲン特異性に対してロット間を再現可能
な様式で供給することができる血清バンクを維持することは困難である。制約されたＩｇ
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Ｅ抗体を含有するヒト血清プールの結果として相同性内挿の較正を使用するアッセイに与
えられた制約のために、全ＩｇＥ較正曲線からの相同性内挿が、数百の異なったアレルゲ
ン特異性に関係する今日の定量的ＩｇＥ抗体アッセイに対する較正戦略として適合されて
いる。異種性内挿系は、工業的標準になっている。異種性内挿系において、全血清ＩｇＥ
較正曲線は、ＷＨＯ７５／５０２基準（Ｉ／ＬＡ２０－Ａ２　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｐ
ｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　
ｕｔｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｓｓａｙｓ　ｆｏｒ　ｈｕｍａ
ｎ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｅ（ＩｇＥ）ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　ｄｅ
ｆｉｎｅｄ　ａｌｌｅｒｇｅｎ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ；Ａｐｐｒｏｖｅｄ　Ｇｕ
ｉｄｅｌｉｎｅ，ＩＳＢＮ　ｎｏ．１－５６２３８－６９５－６）まで遡ることができる
ＩｇＥ較正物質を使用して、アッセイのアレルゲン特異的ＩｇＥ部分と共に同時に実験さ
れる。
【００１２】
　ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）は、マイクロアレイチップ技術を使用する
ｉｎ　ｖｉｔｒｏの診断試験である。これは、僅か数μｌの流体、例えば、血清又は血漿
試料を使用する単一の試験で特異的分子類の同時測定を可能にする。これは、ＩｇＥ、Ｉ
ｇＧ及び非免疫グロブリンバイオマーカー（抗原）を含むいずれものバイオマーカーの分
析のために使用することができる。
【００１３】
　例えば、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）の使用による特異的ＩｇＥ抗体を
分析する場合、特異的ＩｇＥ（ｓＩｇＥ）チップは、５０種より多いアレルゲン源からの
１００種を超える成分に対する結果を供給する。マイクロアレイフォーマット中の固体の
基質上に固定化されたアレルゲン成分は、患者の試料中の特異的ＩｇＥと反応する。非特
異的ＩｇＥを洗浄した後、蛍光標識抗ヒトＩｇＥ抗体を加えて、複合体を形成する。イン
キュベーション後、非結合の蛍光標識抗ヒトＩｇＥ抗体を、洗浄によって除去する。この
方法に続いて、適当なマイクロアレイスキャナーを使用する蛍光測定を行う。反応の値が
高いほど、より多い特異的ＩｇＥが検体中に存在する。
【００１４】
　試験の結果は、Ｐｈａｄｉａ（登録商標）Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｉｍａｇｅ　Ａｎａ
ｌｙｓｉｓ（ＭＩＡ）ソフトウェアで解析され、そして特異的ＩｇＥに対するＩＳＡＣ標
準化単位（ＩＳＵ－Ｅ）が計算される（Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　ｆｏ
ｒ　ｔｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅｓ：ｓｔａ
ｔｅ－ｏｆ－ｔｈｅ－ａｒｔ　ａｎｄ　ｆｕｔｕｒｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｃｌｉ
ｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｖｏｌｕｍ
ｅ ４３，Ｉｓｓｕｅ １２，Ｐａｇｅｓ １３２１－１３２６）。
【００１５】
　結果は、四つのクラス（０＝検出不能又は非常に低い、１＝低い、２＝中から高、３＝
非常に高い）で半定量的に与えられる。Ｐｈａｄｉａ　ＭＩＡソフトウェアは、この計算
を自動的に行う。
【００１６】
　ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）マイクロアレイチップの較正は、インハウ
スの参照標品、又は較正試薬に対して行われ、そして測定された抗体濃度は、適当な単位
；ＩｇＥに対するＩＳＡＣ標準化単位（ＩＳＵ－Ｅ）として表示される。ＩｍｍｕｎｏＣ
ＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）のインハウス参照標品は、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ特異的ＩｇＥ
（リットル当たりのキロ単位；ｋＵＡ／ｌのＩｇＥとして表示される抗体濃度を持つ）に
対して較正され、これは、ＩｇＥに対するＷＨＯ参照標品７５／５０２に対して標準化さ
れる（Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｒ　Ｇ，Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ａｌｌｅ
ｒｇｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅｓ．Ｉｎ：Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｐｒｉ
ｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，ｅｄ．Ｒｉｃｈ　Ｒ　Ｒ，３ｒｄ　ｅｄ，
２００８，ｐ．１４７１－８４；１４７６頁を参照されたい）。
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【００１７】
　ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）は、更に、特異的ＩｇＧ及び／又は他のバ
イオマーカー（抗原及び抗体）を分析するために類似の方法で使用することもできる。
【００１８】
　現在の較正系は、通常、対応する特異的抗体に対するそれぞれの抗原の独立の較正を含
む。これは、Ｂｉｏｒａｄ’ｓ　Ｂｉｏｐｌｅｘ　ＡＮＡスクリーニングによって例示す
ることができ、これは、マルチプレックスイムノアッセイフローを使用し、そしてこれは
、血清又は血漿中の臨床的に関連する循環自己抗体の存在を検出する。同時に、これは、
先に記述したようなマルチプレックスアッセイの第２の型、即ち特異的ＩｇＧの分析の例
である。Ｂｉｏｐｌｅｘ系は、ビーズベースのマルチプレックスアッセイフォーマットを
使用し、そして較正方法は、次のように記載されている：“染色されたビーズの正体は染
料の蛍光によって決定されるが、抗原によって捕獲された抗体の量は、接続されたＰＥ（
即ち、フィコエリトリン；蛍光検出分子）の蛍光によって決定される。”“生のデータは
、相対的蛍光強度（ＲＦＩ）及び蛍光比（ＦＲ）で計算される。３種の更なる染色された
ビーズ、内部標準ビーズ（ＩＳＢ）、血清検証ビーズ（ＳＶＢ）及びブランクビーズ（Ｂ
Ｂ）が、検出反応、反応容器への血清又は血漿の添加、及び血清又は血漿中の有意な非特
異的結合の非存在を検証するために、それぞれの反応混合物中に存在する。更なる情報は
ＢｉｏＰｌｅｘ　２２００系の操作説明書を参照されたい。計器は、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓによって別に供給される六（６）種の別個の較正物質のバイアル
の組を使用して較正される。ｄｓＤＮＡに対して、六（６）種の異なったレベルの抗体濃
度である六（６）個のバイアルが、定量的較正のために使用され、そして患者の試料に対
する結果はＩＵ／ｍＬで表示される。ｓＡＩＵ／ｍＬの結果は陰性であり、５－９ＩＵ／
ｍＬは不確定であり、そして１０ＩＵ／ｍＬ又はそれより高い結果はｄｓＤＮＡ抗体に対
して陽性である。他の十二（１２）種のビーズに対して、四（４）種の異なった抗体濃度
である四（４）個のバイアルは、半定量的較正のために使用される。これらの抗体のそれ
ぞれの結果は、抗体指数（ＡＩ）として表示される。１．０のＡＩは、非疾病集団から得
られた値の概略９９パーセンタイルに対応する抗体のカットオフ濃度を示す；１．０又は
それより高い結果は、陽性として報告される。＜０．１の結果は、陰性として報告される
”（Ｂｉｏｒａｄ，Ｂｉｏｐｌｅｘ　２２００　Ａｎａ　Ｓｃｒｅｅｎ　ＳＩＯ（ｋ）Ｓ
ｕｍｍａｒｙ，ＦＤＡ　５１０（ｋ），ＳＩＯ（ｋ）Ｎｕｍｂｅｒ　ｋ０４１６５８）。
【００１９】
　マルチプレックスアッセイの第３の型は、非免疫グロブリンバイオマーカー（抗原）、
例えば前立腺癌バイオマーカーの分析を含む。これは、伝統的なシンプレックスイムノア
ッセイが、マルチプレックスフォーマットに転換された例である。これは、幾つかのビー
ズベースアッセイ、並びに各種の固体アレイを使用する制約された多重化により例示され
る。全てのこれらのアッセイにおいて、それぞれの個々の試験が別個に較正されることが
核心であり、これは、マルチプレックスフォーマットを行う場合、退屈でそして厄介なこ
とになる傾向がある。
【００２０】
　Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒは、そのＡｃｃｅｓｓ　ＨｙｂｒｉｔｅｃｈフリーＰ
ＳＡアッセイの較正を記載し、これは、５種の異なった基準点及び一つの陰性の試料の組
の合計の６種の異なった較正区間としての前立腺癌バイオマーカーＰＳＡの遊離型の分析
である。遊離ＰＳＡ濃度が、アッセイを較正するために使用される基準に依存することも
更に明白である（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｉｎｃ．，２０１０，Ａ８５０８７
Ｃ，Ａｃｃｅｓｓ　Ｈｙｂｒｉｔｅｃｈ　ｆｒｅｅ　ＰＳＡ）。
【００２１】
　現時点において、先に記載したように、異なった型の分子の検出のためのイムノアッセ
イの較正は、通常、異なった濃度の較正試料、及び異なった較正物質分子を含有する較正
試料を含むそれぞれの試験のための幾つかの較正試料を実験することが必要である。従っ
て、このような較正技術は、時間がかかり、そして継時的な系統的アッセイ系の可変性の
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ために不正確になり得る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２２】
【特許文献１】国際特許出願公開ＷＯ２００２０２９４１５Ａ１。
【非特許文献】
【００２３】
【非特許文献１】Ｆｏｒｋｍａｎ　Ｊ．，Ｄｏｃｔｏｒａｌ　Ｔｈｅｓｉｓ，Ｓｗｅｄｉ
ｓｈ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｕ
ｐｐｓａｌａ，２００８，ＩＳＳＮ　１６５２－６８８０，ＩＳＢＮ　９７８－９１－８
６１９５－１３－７；
【非特許文献２】Ｗｏｏｄ　Ｒ　Ａ　ｅｔ　ａｌ，Ａｎｎ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ａｓｔｈｍ
ａ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００７，９９：３４－４１；
【非特許文献３】Ｉ／ＬＡ２０－Ａ２　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｕｔｉｌｉｔｙ　ｏｆ
　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｓｓａｙｓ　ｆｏｒ　ｈｕｍａｎ　ｉｍｍｕｎｏｇｌ
ｏｂｕｌｉｎ　Ｅ（ＩｇＥ）ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ａｌｌｅ
ｒｇｅｎ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ；Ａｐｐｒｏｖｅｄ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ，ＩＳ
ＢＮ　ｎｏ．１－５６２３８－６９５－６；
【非特許文献４】Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｉａｇ
ｎｏｓｉｓ　ｏｆ　ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅｓ：ｓｔａｔｅ－ｏｆ－ｔｈｅ－
ａｒｔ　ａｎｄ　ｆｕｔｕｒｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｖｏｌｕｍｅ ４３，Ｉｓｓｕｅ 
１２，Ｐａｇｅｓ １３２１－１３２６；
【非特許文献５】Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｒ　Ｇ，Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ
　ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅｓ．Ｉｎ：Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，ｅｄ．Ｒｉｃｈ　Ｒ　Ｒ，３ｒ
ｄ　ｅｄ，２００８，ｐ．１４７１－８４；ｒｅｆｅｒ　ｐａｇｅ　１４７６。
【非特許文献６】Ｂｉｏｒａｄ，Ｂｉｏｐｌｅｘ　２２００　Ａｎａ　Ｓｃｒｅｅｎ　Ｓ
ＩＯ（ｋ）Ｓｕｍｍａｒｙ，ＦＤＡ　５１０（ｋ），ＳＩＯ（ｋ）Ｎｕｍｂｅｒ　ｋ０４
１６５８；
【非特許文献７】Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｉｎｃ．，２０１０，Ａ８５０８７
Ｃ，Ａｃｃｅｓｓ　Ｈｙｂｒｉｔｅｃｈ　ｆｒｅｅ　ＰＳＡ。
【発明の概要】
【００２４】
　本発明の目的は、現時点で既知の技術に関連する上述の問題を排除する、又は少なくと
も軽減する参照標品或いは較正試薬を提供することである。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１Ａ】図１Ａ及びＢは、実施例１（以下）による１５種の異なったキメラ抗体を含ん
でなる較正試薬に対するＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）ｓＩｇＥアッセイを
行うことによって得られた較正曲線を示す。四つの較正点は、１．０、４．０、１５．０
及び５０ＩＳＵ－Ｅに位置する。較正曲線は、観察された蛍光強度（ｙ軸）及び任意の単
位の特異的ＩｇＥ（ＩＳＵ－Ｅ）に対するＩＳＡＣ標準化単位（ｘ軸）間の相関性を与え
る。図中に示された点（dots）が、較正点である。図１Ａにおいて、使用された式は、ｙ
＝ｘ＋６．２２、Ｒ２＝１．００である。図１Ｂにおいて、使用された式は、ｌｎ（ＦＩ
）＝５．８７＋１＊ｌｎ（ＩＳＵ－Ｅ）、Ｒ２＝０．９９である。
【図１Ｂ】同上。
【図２Ａ】図２Ａ及び２Ｂは、異なったアレルゲン成分に対する相関性プロットを示し、
ここで、実施例１（以下）による較正試薬がＩＳＵ－Ｅ値を計算するために使用されてい
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る。直線は、対数対対数に転換された適合を象徴する。図中の黒い点は、それぞれＩｍｍ
ｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）ｓＩｇＥアッセイで実験された患者の試料中で検出
され、そして参照法のＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ｓＩｇＥアッセイと比較された、Ｐｈｌ　ｐ
　５（図２Ａ）及びＢｅｔ　ｖ　１（図２Ｂ）に対して特異的なＩｇＥ抗体である。図２
Ａは、アレルゲン成分Ｐｈｌ　ｐ　５に対する相関性プロットを示す。ｋＵＡ／ｌのＰｈ
ｌ　ｐ　５によるＩＳＵ／カイプロットの二変数適合。Ｌｏｇ（ＩＳＵ／カイプロット）
＝０．１７３５３４４＋０．８７３２０２８＊Ｌｏｇ（ｋＵＡ／ｌ）。図２Ｂは、アレル
ゲン成分Ｂｅｔ　ｖ　１に対する相関性プロットを示す。ｋＵＡ／ｌのＢｅｔ　ｖ　１に
よるＩＳＵ／カイプロットの二変数適合。Ｌｏｇ（ＩＳＵ／カイプロット）＝０．４８５
１３６２＋０．８９６７００３＊Ｌｏｇ（ｋＵＡ／ｌ）。
【図２Ｂ】同上。
【図３】図３は、実施例２（以下）による、リウマチ様関節炎を持つ患者からの五つのプ
ールされたヒトの血清を含んでなる較正試薬に対するＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登
録商標）ｓＩｇＧアッセイを５回行うことによって得られた五つの較正曲線を示す。較正
曲線は、観察された蛍光強度（ｙ軸）及び特異的ＩｇＧに対する任意の単位のＩＳＡＣ標
準化単位（ｘ軸）間の対数／対数のプロットの相関性を与える。図中の矢印は、選択され
た標的較正区間／点（points）である。
【図４】図４は、図３に示した結果に基づく、観察された蛍光強度（ｙ軸）及び特異的Ｉ
ｇＧに対する任意の単位のＩＳＡＣ標準化単位（ｘ軸）間の自然対数／自然対数のプロッ
ト中の中央値を示す。
【図５】図５は、実施例３（以下）による前立腺癌に対する五つの異なった抗原性バイオ
マーカーを含んでなる較正試薬に対するＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）抗原
バイオマーカーアッセイを行うことによって得られた五つの較正曲線を示す。較正曲線は
、観察された蛍光強度（ｙ軸）及び抗原性バイオマーカーに対する任意の単位のＩＳＡＣ
標準化単位（ｘ軸）間の相関性を与える。細い点線で分割された四つの異なった較正区間
は、図中に示されている。斜めの太い点線の矢印は、全ての２０個の基準点間の相互関係
に基づき計算された平均である。較正曲線及び太い点線の矢印間に伸びる細い矢印は、ダ
イナミックレンジ及び濃度区間に関係なく、それぞれの較正曲線が、この場合、全ての２
０個の異なった基準点の関数として説明することができることを例示する。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　用語
本出願中で使用される全ての用語は、当技術においてこれらに通常与えられる意味を有す
ることが意図されている。明確化のために、幾つかの用語が更に以下に記載される。
【００２７】
　“マルチプレックスアッセイ”は、これによって検出される複数の特異性の分析物が検
出され、そしてある場合には、単一の試薬の反応混合物を使用して単一の血清検体中にお
いて定量化する方法を意味すると解釈される。例えば、マルチプレックスアッセイは、単
一の反応工程を使用して複数のアレルゲン特異性に対するＩｇＥ抗体を測定するものであ
るものである。マルチプレックスＩｇＥアッセイの一つの例示は、個々の精製されたアレ
ルゲン（しばしば実質的に組換え）が、ケイ素マイクロチップ上に三重のスポット上に吸
着されたチップベースマイクロアレイ化試験である。少量の血清のマイクロアレイチップ
とのインキュベーションは、患者の血清を、多くの異なったアレルゲン特異性に一度に暴
露する。未結合の血清蛋白質を除去するための緩衝液洗浄後、結合されたＩｇＥは、次い
で抗ヒトＩｇＥ複合体及びその後の基質の添加により検出される。
【００２８】
　用語“捕獲剤”（capturing agent）は、興味ある分析物を直接又は間接的に結合する
ことが可能な分子と解釈される。捕獲剤は、分析物がＩｇＥ抗体である場合、アレルゲン
のような抗原であることができる。
【００２９】
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　“検出分子”（detection molecule）は、二つの、即ち１）捕獲剤に特異的に結合する
能力を有する、及び２）共通の検出可能な特徴を有する本質的特徴を伴う構造として定義
される。検出分子の例は：可変及び固定領域を持つ抗体、ＤＮＡからなるが、しかし規定
された結合構造を持つアプタマー、ＤＮＡに結合し、そしてそれを含有する表面抗原を持
つ細菌であり、これらは、標識し、そして検出することができる。ヒトＩｇＥに対して特
異的な抗体は、全及びアレルゲン特異的ＩｇＥ抗体アッセイにおける検出分子として使用
されることが知られている。これらの重要な試薬は、アッセイに対して特異性を与え、そ
して従って、これらは、イプシロン－重鎖に対する独特の決定因子に対して高度に特異的
でなければならない。精製された場合、ポリクローナル又はモノクローナルな抗ヒトＩｇ
Ｅ試薬抗体は、溶液相抗体として直接的に使用されるか、或いは放射性標識、酵素標識又
は固相基質上の化学的及び物理的固定化の形態中の化学的修飾にかけられるかのいずれか
である。
【００３０】
　本発明によれば、“結合分子”（binding molecule）は、二つの本質的な特徴、即ち、
１）捕獲剤に特異的に結合する能力、及び２）検出分子に結合する能力を有する分子を意
味すると解釈される。免疫グロブリン及びその断片は、このような結合分子の例である。
他の例は、細胞受容体、可溶性受容体及びそのリガンド、並びに抗原性バイオマーカーの
ような更なるペプチドバイオマーカー及びタンパク質バイオマーカーを含む。
【００３１】
　発明の概要
本発明は、単独の及び／又は他の結合分子との組合せの中の免疫グロブリンのような結合
分子の検出のためのマルチプレックスアッセイの較正に関する上述の問題を解決する。
【００３２】
　本発明はマルチプレックスアッセイを較正するための方法を提供し、該方法は以下の工
程：
　複数の捕獲剤がその上に固定化された固相に較正試薬を加え、
　所望により非結合の較正試薬を除去するためにこの相を洗浄し、
　較正試薬に結合する能力を有する検出分子を添加し、
　所望により非結合の検出分子を除去するために固相を洗浄し、
　結合した検出分子を検出し、
　これによって、多くの較正点／区間を含んでなる較正曲線を作成すること、
　を含み、較正試薬が少なくとも二つの異なった結合分子を含んでなることを特徴とし、
ここで、それぞれの結合分子は、固相上に固定化された捕獲剤に特異的に結合する能力及
び検出分子に結合する能力を有し、そしてここで、少なくとも二つの結合分子は、較正試
薬中に異なった濃度で存在し、これによって、較正曲線の異なった較正点／区間を表現す
る。
【００３３】
　一つの態様において、捕獲剤は、固相上に多くのスポット中に固定化される。
【００３４】
　もう一つの態様において、固相は、捕獲剤がその上に固定化されたビーズの形態である
。このようなビーズは、液相中に存在することができる。
【００３５】
　この方法の一つの態様において、結合分子は、組換え抗体、自己抗体のような天然の抗
体、又は抗原性バイオマーカーのようなペプチド／タンパク質バイオマーカーである。
【００３６】
　この方法の更に具体的な態様において、結合分子は、アレルゲン特異的モノクローナル
マウスＩｇＧの重鎖の可変領域及びヒトＩｇＥ重鎖を含んでなるマウス－ヒトキメラ抗体
のようなキメラ抗体である。
【００３７】
　この方法の一つの態様において、複数の捕獲剤は、少なくとも１０種、少なくとも５０



(11) JP 6114750 B2 2017.4.12

10

20

30

40

50

種、又は少なくとも１００種の異なった捕獲剤のように少なくとも５種の異なった捕獲剤
である。
【００３８】
　この方法の一つの態様において、捕獲剤は、天然の若しくは組換えアレルゲン成分のよ
うなアレルゲン成分、又は感染性疾病若しくはリウマチ様関節炎のような自己免疫性疾病
に関連する抗原性成分のような疾病関連抗原、或いはペプチド／タンパク質バイオマーカ
ーに対して特異的な抗体である。
【００３９】
　この方法の一つの態様において、検出分子は、抗ヒトＩｇＥ複合体又は抗ヒトＩｇＧ複
合体のような抗免疫グロブリン複合体であるか、或いはペプチド／タンパク質バイオマー
カーに対して特異的な抗体である。
【００４０】
　この方法の一つの態様において、結合分子は、組換え抗体、好ましくはキメラＩｇＥ抗
体であり、捕獲剤は、天然の又は組換えアレルゲン成分のようなアレルゲン成分であり、
そして検出分子は、抗ヒトＩｇＥ複合体である。
【００４１】
　この方法のもう一つの態様において、結合分子は、天然の抗体、好ましくはＩｇＧ自己
抗体であり、捕獲剤は、感染性又は自己免疫性疾病、好ましくは自己免疫性疾病に関連す
る抗原性成分のような疾病関連抗原であり、そして検出分子は、抗ヒトＩｇＧ複合体であ
る。
【００４２】
　この方法のなおもう一つの態様において、結合分子は、ペプチド／タンパク質バイオマ
ーカー、好ましくは前立腺癌に対するバイオマーカーであり、捕獲剤は、前記ペプチド／
タンパク質バイオマーカーに対して特異的な抗体であり、そして検出分子は、前記ペプチ
ド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的な抗体である。
【００４３】
　この方法の一つの態様において、較正試薬は、少なくとも１０種のように、少なくとも
１５種のように、少なくとも５種の、組換え抗体、自己抗体のような天然の抗体、或いは
ペプチド／タンパク質バイオマーカーのような異なった結合分子を含んでなる。
【００４４】
　この方法の更なる具体的な態様において、較正試薬は、少なくとも５種の、好ましくは
少なくとも１０種、更に好ましくは少なくとも１５種の異なったキメラＩｇＧ抗体を含ん
でなり、ここにおいて、それぞれのキメラ抗体は、Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２、Ｏ
ｌｅ　ｅ　１、Ｇａｌ　ｄ　１、Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１、Ａ
ｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃ
ａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ　ｐ　５及びＰｒｕ　ｐ　３からなる群から選択されるアレルゲン
成分に特異的に結合する能力を有する。
【００４５】
　この方法の一つの態様において、マルチプレックスアッセイは、マイクロアレイチップ
上で行われる。
【００４６】
　本発明の第２の側面によれば、生物学的試料中に存在する（ａ）免疫グロブリン又は（
ｂ）ペプチド／タンパク質バイオマーカーのような興味ある分子の検出のためのマルチプ
レックスアッセイ系が提供され、該アッセイ系は：
　反応容器、
　固相上に固定化された複数の捕獲剤、
　（ａ）抗免疫グロブリン検出分子又は（ｂ）ペプチド／タンパク質バイオマーカーに結
合する検出分子のような検出分子、
　較正試薬、
　反応緩衝媒体
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を含んでなり、較正試薬が、少なくとも二つの異なった結合分子を含んでなることを特徴
とし、ここにおいて、それぞれの結合分子は、固相上に固定化された捕獲剤に特異的に結
合する能力及び検出分子に結合する能力を有し、そしてここにおいて、少なくとも二つの
結合分子は、較正試薬中に異なった濃度で存在する。
【００４７】
　反応容器は、プラスチック（ポリエチレン）又はガラスの試験管、プラスチックのマイ
クロタイタープレートウェル、プラスチックの棒、内部のスポンジ基質を持つポリエチレ
ンキャップ、及び炭水化物線維で被覆されたシリコーンチップの形態であることができる
。
【００４８】
　一つの態様において、捕獲剤は、固相上の多くのスポット中に固定化される。別の方法
として、固相は、捕獲剤がその上に固定化されたビーズの形態である。このようなビーズ
は、液相中に存在することができる。
【００４９】
　この系の一つの態様において、興味ある分子は、（ｉ）ＩｇＥ抗体又は（ｉｉ）ＩｇＧ
抗体、或いは（ｉｉｉ）癌のような疾病に対するペプチド／タンパク質バイオマーカーで
ある。
【００５０】
　この系の一つの態様において、検出分子は、（ｉ）抗ヒトＩｇＥ複合体、（ｉｉ）抗ヒ
トＩｇＧ複合体、又は（ｉｉｉ）ペプチド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的な
抗体である。
【００５１】
　この系の一つの態様において、生物学的試料は、ヒト血清又は血漿試料である。
【００５２】
　この系の一つの態様において、較正試薬は、少なくとも１０種のような、少なくとも１
５種のような、少なくとも５種の異なった結合分子を含んでなる。
【００５３】
　この系の一つの態様において、結合分子は、キメラ抗体のような組換え抗体、自己抗体
のような天然の抗体、又はペプチド／タンパク質バイオマーカーである。
【００５４】
　この系の一つの態様において、捕獲剤は、天然の若しくは組換えアレルゲン成分、又は
感染性疾病に関連する抗原性成分のような疾病関連アレルゲン成分、又は自己免疫性疾病
に関連する抗原性成分、或いはペプチド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的な抗
体である。
【００５５】
　この系の一つの態様において、結合分子は、組換え抗体、好ましくはキメラＩｇＥ抗体
であり、捕獲剤は、天然の又は組換えアレルゲン成分のようなアレルゲン成分であり、そ
して検出分子は、抗ヒトＩｇＥ複合体である。
【００５６】
　この系のもう一つの態様において、結合分子は、天然の抗体、好ましくはＩｇＧ自己抗
体であり、捕獲剤は、感染性又は自己免疫性疾病、好ましくは自己免疫性疾病に関連する
抗原性成分のような疾病に関連する抗原であり、そして検出分子は、抗ヒトＩｇＧ複合体
である。
【００５７】
　この系のなおもう一つの態様において、結合分子は、ペプチド／タンパク質バイオマー
カー、好ましくは前立腺癌に対するバイオマーカーであり、捕獲剤は、前記ペプチド／タ
ンパク質バイオマーカーに対して特異的な抗体であり、そして検出分子は、前記ペプチド
／タンパク質バイオマーカーに対して特異的な抗体である。
【００５８】
　この系の一つの態様において、較正試薬は、１５種の異なったマウス－ヒトキメラＩｇ
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Ｅ抗体を含んでなり、ここにおいて、それぞれのキメラ抗体は、Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ
　ｐ　２、Ｏｌｅ　ｅ　１、Ｇａｌ　ｄ　１、Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ
　ｐ　１、Ａｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ
　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ　ｐ　５及びＰｒｕ　ｐ　３からなる群から選択され
るアレルゲン成分に特異的に結合する能力を有する。
【００５９】
　本発明は、更に少なくとも二つの異なったキメラ抗体を含んでなる較正試薬を提供し、
ここにおいて、それぞれの結合分子は、付属する表１に記載されたアレルゲン成分の少な
くとも一つに特異的に結合する能力を有する。
【００６０】
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【００６１】
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【表１－２】

【００６２】
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【表１－３】

【００６３】
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【表１－４】

【００６４】
　一つの態様において、較正試薬は、少なくとも１０種のように、少なくとも１５種のよ
うに、少なくとも５種の異なったマウス－ヒトキメラＩｇＥ抗体を含んでなる。
【００６５】
　もう一つの態様において、較正試薬のそれぞれのマウス－ヒトキメラＩｇＥ抗体は、Ｂ
ｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２、Ｏｌｅ　ｅ　１、Ｇａｌ　ｄ　１、Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆ
ｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１、Ａｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｇ
ａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ　ｐ　５及びＰｒｕ　ｐ　３か
らなる群から選択されるアレルゲン成分に特異的に結合する能力を有する。
【００６６】
　一つの態様において、較正試薬は、１５種の異なったマウス－ヒトキメラＩｇＥ抗体溶
液からなり、ここにおいて、それぞれのキメラ抗体は、Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２
、Ｏｌｅ　ｅ　１、Ｇａｌ　ｄ　１、Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１
、Ａｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　１、Ｇａｌ　ｄ　２、Ｃａｎ　ｆ　２
、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ　ｐ　５及びＰｒｕ　ｐ　３からなる群から選択されるアレル
ゲン成分に特異的に結合する能力を有する。
【００６７】
　本発明による較正試薬は、所望によりＫａｔｈｏｎ　ＣＧ又はアジ化ナトリウムのよう
な保存剤、又は当業者にとって既知の他の保存剤を含んでなることができる。
【００６８】
　本発明は、更に先に記載したような較正試薬を含んでなるキットを提供し、これは、先
に記載したような較正法に使用するために適合される。
【００６９】
　更に、本発明はマルチプレックスアッセイに対する較正試薬を産生するための方法を提
供し、該方法は：
－それぞれの結合分子が、アッセイの固相上に固定化された捕獲剤に特異的に結合する能
力及び検出分子に結合する能力を有する少なくとも二つの結合分子を用意し、
－前記結合分子の濃度をアッセイの関連する測定範囲に調節し、
－前記結合分子の混合物を調製し、
これによって、較正試薬を得ることを含んでなる。
【００７０】
　発明の詳細な説明
本発明は、時間効率の良い、そして正確な較正法及びマルチプレックス設定における多数
の抗原及び／又はバイオマーカー結合部位を含む較正分子の混合物を含んでなる較正試薬
を提供する。本発明によれば、全ての較正分子は、一つの単一の較正試料に混合され、そ
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して異なった濃度並びに異なった特異性の結合分子を含む同一溶液中に存在する幾つかの
結合分子を使用することができることを示している。
【００７１】
　現時点で、それぞれが５種の較正濃度を要する６種の異なったイムノアッセイ（標的較
正分子）を伴う普通の状況において、これは、実験されるべき６×５＝３０種の異なった
アッセイの分析を必要とする。本発明の使用によって、これは、最低まで減少される。加
えて、異なった濃度で存在する組合された較正分子の一組の分析は、異なった結合分子間
の相対的相互関係を、分析される必要がある３０種の異なった個々のアッセイの結果であ
ることができる潜在的な系統的アッセイ系の可変性を伴わずに確立する可能性を可能にす
る。本発明は、これによって較正の要求を満たすために必要な濃度区間の数、及び必要な
量を、伝統的なシンプレックスアッセイと比較して減少することができる。
【００７２】
　本発明は、ここに、本発明の三つの具体的な態様を参照することによって更に詳細に記
載されるものである：
　１）較正試薬が、少なくとも二つの異なったキメラＩｇＥ抗体を含んでなり、これらの
それぞれが、較正されるマイクロアレイチップ上に固定化されたアレルゲン性成分に特異
的に結合する能力を有する、特異的ＩｇＥ抗体の分析。
【００７３】
　２）較正試薬が、少なくとも二つの異なったＩｇＧ抗体を含んでなり、これらのそれぞ
れが、較正されるマイクロアレイチップ上に固定化された抗原性成分（ペプチド又はタン
パク質のような）に特異的に結合する能力を有する、特異的ＩｇＧ自己抗体の検出。
【００７４】
　３）較正試薬が、少なくとも二つの異なったペプチド／タンパク質バイオマーカーを含
んでなる、ペプチド／タンパク質バイオマーカーの検出。較正されるマイクロアレイチッ
プ上に、抗体が固定化される。前記抗体のそれぞれは、ペプチド／タンパク質バイオマー
カーの一つの型に特異的に結合することが可能である。
【００７５】
　実施例１
この方法は、アレルギー性の個体中に存在する特異的ＩｇＥ抗体の定量化のための較正曲
線を作成するために使用される。較正物質は、結合分子を、緩衝液中のキメラＩｇＥ抗体
の形態で含有する試料からなる。キメラＩｇＥ抗体のそれぞれは、異なった特異性を有し
、そしてキメラＩｇＥ抗体は、試料中に異なった濃度で存在する。
【００７６】
　キメラ抗体の調製のために、マウス細胞株を、モノクローナルなＩｇＧ抗体を産生する
ために使用する。アレルゲン特異的モノクローナルＩｇＧ抗体の重鎖の可変領域のための
エクソン及びイントロンを、クローン化し、そして発現ベクター中にシグナル配列及びヒ
トＩｇＥ重鎖のためのコード配列と一緒に挿入する。発現ベクターを、Ｓｐ　２／０骨髄
腫細胞株に形質転換し、アレルゲン特異的ヒトＩｇＥ重鎖の発現をもたらす。ＩｇＥ重鎖
を産生するＳｐ　２／０細胞を、ＩｇＧ重鎖及び軽鎖を発現するハイブリドーマ細胞株と
融合し、そしてこれから可変領域を最初にクローン化した。ヒトＩｇＥ重鎖及びマウスＩ
ｇＧ軽鎖を含んでなるキメラＩｇＥ抗体を正しく発現する融合細胞は、関連するアレルゲ
ン及び抗ＩｇＥ複合体を含んでなるＥＬＩＳＡの使用によって確認される。好ましくは、
ＩｇＥ抗体を排他的に産生し、そしてＩｇＧ重鎖を産生する能力を喪失した細胞のクロー
ンのみが、キメラ抗体の産生のために選択される。
【００７７】
　キメラ抗体を調製するための別の方法は、発現ベクターを、上記の記載によって、可変
領域がそれから最初にクローン化されるハイブリドーマ細胞株に直接形質転換することを
含んでなる。このように作成されたＩｇＥ陽性のハイブリドーマクローンは、ＩｇＥに加
えてＩｇＧ抗体を産生するものである。ＩｇＥ抗体は、抗ＩｇＥカラムのアフィニティー
クロマトグラフィーによって精製することができる（Ｂｏｈｍａｎ　ｅｔ　ａｌ　２００
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７，Ａｌｌｅｒｇｙ，Ｖｏｌ　６２，ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　８３，ｐ．４９）。
【００７８】
　このように産生され、そして精製されたキメラ抗体の溶液の濃度は、先に記述したよう
に、ＩｇＥのためのＷＨＯ参照標品７５／５０２に対して標準化されたＩｍｍｕｎｏＣＡ
Ｐ　ｓＩｇＥアッセイの使用によって決定することができる（Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｒ　Ｇ
、上記を参照されたい）。
【００７９】
　定量的ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ｓＩｇＥアッセイの使用によって、ｋＵＡ／ｌとして表示
される濃度が決定された場合、このようなキメラ抗体の溶液は、次いで前記アッセイ中の
キメラ抗体の任意の単位ＩＳＵ－Ｅとして表示される濃度を決定するために、半定量的Ｉ
ｍｍｕｎｏＩＳＡＣ（登録商標）ｓＩｇＥアッセイで実験される。
【００８０】
　本発明によれば、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）ｓＩｇＥアッセイは、そ
の規定された濃度が、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ系で決定される幾つかのキメラ抗体の溶液を含
んでなる較正試薬の使用によって較正される。
【００８１】
　較正試薬中で使用されるそれぞれのキメラ抗体は、特異的ＩｇＥ抗体が枯渇した血清（
いわゆる陰性血清）中に、０．３－１００ＩＳＵ－Ｅの臨床的に関連する測定範囲に個々
に希釈される。１ｋＵＡ／ｌは、２．４２ｎｇのｓＩｇＥ／ｍｌに対応し、これは、それ
ぞれのキメラ抗体に対する希釈係数を計算するために使用される。
【００８２】
　陰性の血清に対する別の方法として、キメラ抗体の希釈のために緩衝液を使用すること
ができる。例えば、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰアッセイ中で使用される緩衝液を希釈のために使
用することができ、そして従って、本発明による較正試薬の一部であることができる。
【００８３】
　患者の試料から検出されるような特異的ＩｇＥ抗体に対するＩｍｍｕｎｏＣＡＰ値（ｋ
ＵＡ／ｌ）及びＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）値（ＩＳＵ－Ｅ）を、グラフ
上中に互いに対してプロットすることができ、本発明によるキメラ較正の概念が妥当であ
る証拠を与える。このような相関性プロットは、それぞれ図２Ａ及び図２Ｂ中の直線によ
って例示される（ｘ軸上のｋＵＡ／ｌ及びｙ軸上のＩＳＵ－Ｅ）。
【００８４】
　本発明による較正試薬は：
　－臨床的に関連する測定範囲内に少なくとも二つの較正点、好ましくは少なくとも三つ
、更に好ましくは少なくとも四つの較正点を決定し；
　－較正点当たり少なくとも一つのキメラ抗体、好ましくは少なくとも二つ、更に好まし
くは少なくとも三つ又は四つのキメラ抗体を使用し；
　－全ての較正点が、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）アッセイの蛍光強度（
ＦＩ）として測定されるおおよそ同じ反応を与えるように、即ち、使用されるキメラ抗体
の全ての溶液が、殆ど等しい濃度を有するように較正点を選択すること；
によって得られる。
【００８５】
　先に記述したように、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）アッセイは、半定量
的であり、四つのクラスの結果（０＝検出不能又は非常に低い、１＝低い、２＝中から高
、３＝非常に高い）を与える。
【００８６】
　それぞれの較正点は、原則として測定範囲のどこかに位置することができる。然しなが
ら、試験が半定量的であるために、較正点を、少なくとも幾つかのクラスの終点に選択す
ることが好都合である。０．３より小さいＩＳＵ－Ｅ値はクラス０に；０．３から１．０
までのＩＳＵ－Ｅ値はクラス１に属し；クラス２は１．０から１５．０までのＩＳＵ－Ｅ
値を示し；そして１５より上のＩＳＵ－Ｅ値はクラス３に属する。好ましくは、一つの較
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正点は１ＩＳＵ－Ｅに位置し、そしてもう一つの較正点は１５ＩＳＵ－Ｅに位置する。
【００８７】
　更に、較正点は、好ましくは全測定範囲にわたってかなり均等に広がる。従って、更に
二つの較正点が、測定範囲の残りの部分を包含するように選択される。最も好ましくは、
前記の更なる二つの較正点は、それぞれ、４ＩＳＵ－Ｅ及び５０ＩＳＵ－Ｅに位置する。
【００８８】
　本発明による較正試薬は、次のように調製された。それぞれが、以下のアレルゲンの一
つに対して特異的な１５種の異なったキメラ抗体溶液が使用された：
【００８９】
【表２】

【００９０】
　表２のアレルゲン特異的キメラ抗体は、マウス－ヒトキメラ抗体であり、それぞれは、
アレルゲン特異的モノクローナルマウスＩｇＧの重鎖の可変領域及びヒトＩｇＥ重鎖から
構成されていた。
【００９１】
　前記抗体溶液の濃度は、最初、ＩｍｍｕｎｏＣＡＰアッセイ（ｋＵＡ／ｌの値を与える
）の使用によって決定され、そして対応するＩＳＵ－Ｅ値は、溶液をＩｍｍｕｎｏＣＡＰ
　ＩＳＡＣ（登録商標）アッセイで実験することによって確立された。
【００９２】
　それぞれの較正点（calibration point）に対して、以下のように三つ又は四つのキメ
ラ抗体を使用して、四つの較正点が決定された：
ポイントａ、１．０ＩＳＵ－Ｅ：Ｂｅｔ　ｖ　１、Ｄｅｒ　ｐ　２、Ｏｌｅ　ｅ　１、Ｇ
ａｌ　ｄ　１。
ポイントｂ、４．０ＩＳＵ－Ｅ：Ａｒｔ　ｖ　１、Ｆｅｌ　ｄ　１、Ｐｈｌ　ｐ　１。
ポイントｃ、１５．０ＩＳＵ－Ｅ：Ａｍｂ　ａ　１、Ｃａｎ　ｆ　１、Ｄｅｒ　ｐ　１、
Ｇａｌ　ｄ　２。
ポイントｄ、５０ＩＳＵ－Ｅ：Ｃａｎ　ｆ　２、Ｃａｎ　ｆ　５、Ｐｈｌ　ｐ　５、Ｐｒ
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ｕ　ｐ　３。
【００９３】
　それぞれのキメラ抗体の溶液を、これが上述の所望のＩＳＵ－Ｅ値（表３）を与えるも
のであるように希釈した。使用された希釈媒体は、特異的ＩｇＥが枯渇したヒト血清であ
った。
【００９４】
【表３】

【００９５】
　それぞれのキメラ抗体の個々の希釈後、全ての１５種のキメラ抗体溶液を一緒に混合し
、このようにして本発明による較正試薬を得た。
【００９６】
　較正試薬を、それぞれ観察された蛍光強度（ｙ軸）及び特異的ＩｇＥに対する任意の単
位のＩＳＡＣ標準化単位（ＩＳＵ－Ｅ）（ｘ軸）間の相関性を示す図１Ａ及び図１Ｂによ
る較正曲線を作成するために使用した。
【００９７】
　較正試薬がＩｍｍｕｎｏＣＡＰ　ＩＳＡＣ（登録商標）ｓＩｇＥマイクロアレイチップ
に加えられた場合、先に記載した１５種のキメラ抗体は、前記キメラ抗体がそれに対して
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メラ抗体は、１５種のアレルゲン成分のいずれか一つと類似の構造を有するマイクロチッ
プ上に固定化された更なるアレルゲン成分とも更に交差反応する。
【００９８】
　従って、所望により、このような更なるアレルゲン成分は、較正試薬のための対照とし
て使用することができ、そして別個の対照試料に対する必要性は存在しないものである。
この実施例において、三つの更なるアレルゲン：
低レベルの蛍光強度（１．０より下のＩＳＵ－Ｅ値）において：Ｍａｌ　ｄ　１又はＡｃ
ｄ　８、
中レベル（１－１５　ＩＳＵ－Ｅ）：Ｄｅｒ　ｆ　１、Ｐｌａ　ａ　２又はＰｌａ　ａ　
３、
高レベル（＞　１５　ＩＳＵ－Ｅ）：Ａｒｔ　ｖ　３
が対照として使用された。
【００９９】
　アッセイ中で使用された検出分子は、抗ヒトＩｇＥ複合体であった。
【０１００】
　実施例２
この方法は、リウマチ様関節炎（ＲＡ）を有する患者中に存在する特異的ＩｇＧ抗体の定
量化のための較正曲線を作成するために使用された。較正物質は、異なった特異性及び異
なった濃度のＩｇＧ自己抗体の形態の結合分子を含有する試料から構成された。これは、
試料が、ＲＡ患者からの異なったヒト血清のプールから構成されたことを除き、上記実施
例１に記載されたＩｇＥ較正物質と類似である。ここで、５人の異なった患者からの血清
がプールされた。然しながら、得られる試料が、要求される数の較正点／区間を包含する
各種の濃度であるＩｇＧ抗体の各種の異なった特異性を含有する限りは、より少ない又は
より多い数の血清をプールすることができる。
【０１０１】
　ＲＡ較正物質は、以下の体積の五つの異なった血清から構成された：
血清１＝５μＬ
血清２＝５μＬ
血清３＝５μＬ
血清４＝１０μＬ     
血清５＝５μＬ
合計体積＝３０μＬ。
【０１０２】
　血清のプールは、ＩＳＡＣアッセイのために希釈剤中で１：５０に希釈された。
【０１０３】
　ＲＡに関連する抗原性成分の形態（ペプチド又はタンパク質のような）の捕獲剤は、マ
イクロアレイチップ上に固定化される。ここで、３２種の異なった抗原が固定化された（
表４の抗原番号１－３２）。
【０１０４】
　アッセイで使用された検出分子は、抗ヒトＩｇＧ複合体であった。
【０１０５】
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【表４】

【０１０６】
　較正試薬は、観察された蛍光強度（ｙ軸）及び任意の単位の特異的ＩｇＧに対するＩＳ
ＡＣ標準化単位（ｘ軸）間の相関性を示す対数／対数プロットの図３による較正曲線を作
成するために使用された。この実施例において、本出願人等は、較正試料を５回分析し、
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そして図３は、試料が分析された異なった５回の間の緊密な相関性を示す。完全な曲線の
範囲が包含されるような方法で選択され、そして希釈された３２種の異なった抗体を、患
者の血清免疫グロブリンと結合させた。図中の矢印は、選択された標的較正区間／点であ
る。図４は、図３に示した結果に基づき、そしてアレイ中のそれぞれの変数の整合性がイ
ンタクトであることを確実にする全ての３２個の値を使用した非常に安定した較正曲線を
発生する、観察された蛍光強度（ｙ軸）及び任意の単位の特異的ＩｇＧに対するＩＳＡＣ
標準化単位の中央値の自然対数／自然対数プロットを示す。
【０１０７】
　実施例３
この方法は、男性の前立腺癌の診断のためのバイオマーカーとして使用されるペプチド／
タンパク質の定量化のための較正曲線を作成するために使用された。較正物質は、異なっ
た濃度の異なったペプチド／タンパク質バイオマーカーの形態の結合分子を含有する試料
から構成された。
【０１０８】
　前立腺癌に関連する異なったペプチド／タンパク質成分に対して特異的な抗体の形態の
捕獲剤は、マイクロアレイチップ上に固定化された。
【０１０９】
　アッセイで使用された検出分子は、固定化された抗体（即ち、捕獲剤）が、それに対し
て特異的であるエピトープより、抗原性成分（即ち、結合分子）上の異なったエピトープ
に対して特異的な二次抗体であった。
【０１１０】
　較正試薬は、観察された蛍光強度（ｙ軸）及び任意の単位の抗原性バイオマーカーに対
するＩＳＡＣ標準化単位（ｘ軸）間の相関性を示す図５による較正曲線を作成するために
使用された。
【０１１１】
　図５は、如何に異なった濃度範囲を持つバイオマーカー間の相互関係を、バイオマーカ
ーとして連結することができるかを、単一のアレイで分析し、そしてこれによって多数の
異なった濃度の使用を最小化するかを説明する例である。全ての検出された濃度は、共通
の平均を形成し、これは、実際の濃度を再計算するために使用される。これらの計算は、
単一アレイにおいて同時に分析されたバイオマーカーの独特のグループのそれぞれの組に
対して最適化されなければならない。ここで、五つの異なったペプチド／タンパク質成分
が使用され、そして通常六つの異なった基準点を要するシングルプレックスＰＳＡアッセ
イのための現時点の方法と比較して、四つの異なった濃度で分析された。実際に、本出願
人等は、これによって、単一の分析の数を有意に減少し、そして五つの異なったアッセイ
に対する較正曲線を定義するために、全ての２０個の基準点を使用することによって精度
を増加している。細い点線で分割された四つの異なった較正区間が図に示されている。斜
めの太い点線の矢印は、全ての２０個の基準点間の相互関係に基づき計算された平均であ
る。較正曲線及び太い点線の矢印間に伸びる細い矢印は、ダイナミックレンジ及び濃度区
間に関係なく、それぞれの較正曲線が、この場合、全ての２０個の異なった基準点の関数
として記載することができることを例示する。これは、単一アッセイのために通常存在す
る６個の個々の較正点と比較して、改良された精度を、より少ない較正試料濃度を使用し
て可能にする。
【０１１２】
　それぞれの較正点のために、幾つかの結合分子（例えば、キメラ抗体のような組換え抗
体（実施例１）、ヒトＩｇＧ自己抗体（実施例２）、又はペプチド／タンパク質バイオマ
ーカー（実施例３））を使用するための理由は、マイクロアレイチップの製造中に起こる
ことができる捕獲剤（例えば、アレルゲン成分（実施例１）、ヒトＩｇＧ自己抗体がそれ
に結合する抗原（実施例２）、又は興味あるペプチド／タンパク質バイオマーカーに対し
て特異的な抗体（実施例３）の固定化の変動による較正における可能な変動を減少するた
めである。従って、一つ又は二つの成分が予期された値から逸脱するものであっても、こ
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れは、較正曲線に顕著に影響しないものである。
【０１１３】
　較正曲線は、直線近似（実施例に対して図１に示すように）又はＳ字型曲線の形態であ
ることができる。より大きい数の結合分子（例えば、キメラ抗体のような組換え抗体（実
施例１）、ヒトＩｇＧ自己抗体（実施例２）、又はペプチド／タンパク質バイオマーカー
（実施例３））を使用し、そして幾つかの異なった較正曲線を決定し、これによって、更
に捕獲剤（例えば、アレルゲン成分（実施例１）、ヒトＩｇＧ自己抗体がそれに結合する
抗原（実施例２）、又は興味あるペプチド／タンパク質バイオマーカーに対して特異的な
抗体（実施例３）の変化する特性による曲線型の差を補償することも、更に本発明の範囲
内である。
【０１１４】
　上記の実施例は、較正試薬、その製造の方法及びその使用に関する本発明を例示する。
実施例は、例示であり、そして付属する特許請求の範囲によって定義される本発明を制約
すると考えられるべきではない。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図３】 【図４】

【図５】



(27) JP 6114750 B2 2017.4.12

10

フロントページの続き

(72)発明者  エルフバーソン，ヨーラン
            スウェーデン国　７４３　８６　ベーリンゲ，イスグレナ　４７
(72)発明者  マットソン，ペル
            スウェーデン国　７４１　４３　クニヴスタ，タルコッツヴェーイェン　４デー
(72)発明者  ニストランド，マッツ
            スウェーデン国　７５６　５３　ウプサラ，エクヴェーイェン　３

    審査官  赤坂　祐樹

(56)参考文献  特表２０００－５０５５４３（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２０１１／０５０４６３（ＷＯ，Ａ１）　　
              BOHMAN S，ORAL ABSTRACT SESSION 21 THE BASIS OF ALLERGY DIAGNOSTICS: ENHANCING THE TOO
              LS，ALLERGY，２００７年　１月　１日，V62 N83，P49

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８－３３／９８
              Ｇ０１Ｎ　　３７／００　　　　



专利名称(译) 校准试剂和方法

公开(公告)号 JP6114750B2 公开(公告)日 2017-04-12

申请号 JP2014530631 申请日 2012-09-14

申请(专利权)人(译) Phadia - Akuchiboragu

当前申请(专利权)人(译) Phadia - Akuchiboragu

[标]发明人 エルフバーソンヨーラン
マットソンペル
ニストランドマッツ

发明人 エルフバーソン,ヨーラン
マットソン,ペル
ニストランド,マッツ

IPC分类号 G01N33/543 G01N33/53 G01N37/00

FI分类号 G01N33/543.501.L G01N33/53.D G01N33/53.Q G01N37/00.102

代理人(译) 小林 泰
竹内茂雄
山本修
中滨 明子

优先权 1150834 2011-09-14 SE
61/534578 2011-09-14 US

其他公开文献 JP2014527181A

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及一种用于检测校准曲线的方法，包括以下步骤：将校准试剂
添加到其上固定有多种捕获剂的固相，添加能够结合校准试剂的检测分
子，以及检测结合的检测分子，其中校准试剂包含至少两种不同的结合
分子，其中每种结合分子在固相上与固相结合具有与固定化捕获剂特异
性结合并与检测分子结合的能力。还提供了包含这种校准试剂的多重测
定系统。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/a90a1d60-cb5a-4bdf-9dad-77e14023b0ba
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/047883541/publication/JP6114750B2?q=JP6114750B2

