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(54)【発明の名称】 固相アッセイ

(57)【要約】
本発明は、抗リン脂質抗体を検出するための固相アッセ
イに関し、ここでのアッセイは、患者の血漿を、固相支
持物質に固着した非二重層相のホスファチジルエタノー
ルアミン（ＰＥ）を含むアッセイストリップに接触させ
るステップと、アッセイストリップを展開して、展開し
たアッセイストリップを抗体とリン脂質との反応につい
て読み取りができるようにするステップとを含む。本発
明はまた、抗リン脂質抗体の検出に使用できるアッセイ
ストリップに関し、ここでのアッセイストリップは非二
重層相のＰＥを含む。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  層感受性抗リン脂質抗体を検出するための固相アッセイであ

って、

  ａ）血漿を、固相支持物質に固着した非二重層相のホスファチジルエタノール

アミンを含むアッセイストリップに接触させるステップと、

  ｂ）該アッセイストリップを、抗体とリン脂質との反応について読み取りがで

きるように展開するステップと

を含む固相アッセイ。

    【請求項２】  前記ホスファチジルエタノールアミンが、ジオレオイルホス

ファチジルエタノールアミンまたは卵ホスファチジルエタノールアミンからなる

群から選択される請求項１に記載の固相アッセイ。

    【請求項３】  前記固相支持物質がニトロセルロース紙である請求項２に記

載の固相アッセイ。

    【請求項４】  前記展開するステップが、イムノドットブロット法により実

施される請求項３に記載の固相アッセイ。

    【請求項５】  前記ホスファチジルエタノールアミンが、ジオレオイルホス

ファチジルエタノールアミンである請求項４に記載の固相アッセイ。

    【請求項６】  自己免疫疾患抗凝血性抗体を検出するための固相アッセイで

あって、

  ａ）血漿を、固相支持物質に固着した非二重層相のホスファチジルエタノール

アミンを含むアッセイストリップに接触させるステップと、

  ｂ）該アッセイストリップを抗体とリン脂質との反応について読み取りができ

るように展開するステップと

を含む固相アッセイ。

    【請求項７】  前記ホスファチジルエタノールアミンが、ジオレオイルホス

ファチジルエタノールアミンまたは卵ホスファチジルエタノールアミンからなる

群から選択される請求項６に記載の固相アッセイ。

    【請求項８】  前記固相支持物質がニトロセルロース紙である請求項７に記

載の固相アッセイ。



(3) 特表２００３－５０９７０４

    【請求項９】  前記展開するステップが、イムノドットブロット法により実

施される請求項８に記載の固相アッセイ。

    【請求項１０】  前記ホスファチジルエタノールアミンがジオレオイルホス

ファチジルエタノールアミンである請求項９に記載の固相アッセイ。

    【請求項１１】  抗リン脂質抗体の検出に使用可能なアッセイストリップで

あって、固相支持物質に固着した非二重層相のホスファチジルエタノールアミン

を含むアッセイストリップ。

    【請求項１２】  前記ホスファチジルエタノールアミンが、ジオレオイルホ

スファチジルエタノールアミンまたは卵ホスファチジルエタノールアミンからな

る群から選択される請求項１１のアッセイストリップ。

    【請求項１３】  前記固相支持体物質がニトロセルロース紙である請求項１

２のアッセイストリップ。

    【請求項１４】  前記ホスファチジルエタノールアミンが、ジオレオイルホ

スファチジルエタノールアミンである請求項１３のアッセイストリップ。

    【請求項１５】  前記抗リン脂質抗体が、自己免疫疾患抗凝血性抗体である

、請求項１４のアッセイストリップ。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

［発明の分野］

  本発明は、抗リン脂質抗体を検出するための固相アッセイに関する。

      【０００２】

［発明の背景］

  脂質超分子構造は、自己免疫の病因において考慮すべき重要な事項である。自

己免疫疾患抗凝血性（lupus anticoagulant）活性は、マウスにおいて、固有の

リン脂質巨大分子構築物により特異的に誘導できる。Ｒａｕｃｈら、Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８７：４１１２～４１１４（１９９０）

。さらに、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）患者から得られるヒトハイブリド

ーマおよび血漿に由来する自己免疫疾患抗凝血性抗体は、二重層相ではなく、六

方晶層（ＨII）のホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）を特異的に認識する

。Ｒａｕｃｈら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１：９６７２～９６７７（１９

８６）；Ｒａｕｃｈら、Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍｏｓｔ．６２：８９２～８９６

（１９８９）。この特異性は、活性化された部分トロンボプラスチンタイム（Ａ

ＰＴＴ）アッセイにおいて、二重層相ではなく非二重層相のＰＥがこれらの抗体

の自己免疫疾患抗凝血性活性を阻害しうることにより、間接的に示された。前記

の層特異的なリン脂質の阻害は、自己免疫疾患抗体の臨床的検出のための間接的

アッセイとして推奨され、感度が高くかつ特異的であることが判明した。Ｂｒａ

ｎｄｔら、Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍｏｓｔ．７４：１１８５～１１９０（１９９

５）。しかし、自己免疫疾患抗凝血性抗体および他の層感受性抗リン脂質抗体を

臨床的に検出するための簡単かつ直接的な方法は今まで発見されていない。

      【０００３】

［発明の要約］

  簡潔には、本発明は、抗リン脂質抗体を検出するための固相アッセイに関し、

ここでのアッセイは、患者の血漿を、固相支持物質に固着した非二重層相のＰＥ

を含むアッセイストリップに接触させ、次いで、アッセイストリップを抗体とリ

ン脂質との反応について読み取りができるように展開することを含む。好ましく
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は、ＰＥは、ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）または

卵ホスファチジルエタノールアミン（卵ＰＥ）であり、固相支持物質はニトロセ

ルロース紙である。好ましくは、アッセイストリップはイムノドットブロット分

析法により展開する。好ましくは、固相アッセイは、自己免疫疾患抗凝血性抗体

の検出に使用する。

      【０００４】

  本発明はまた、抗リン脂質抗体の検出に使用できるアッセイストリップに関し

、ここでのアッセイストリップは、固相支持物質、好ましくはニトロセルロース

紙に固着した非二重層相のＰＥ、好ましくはＤＯＰＥまたは卵ＰＥを含む。

      【０００５】

［発明の詳細な説明］

  本発明は、層に対して感受性を有する血漿中の抗リン脂質抗体の存在を検出す

るための方法および装置である。本発明は、簡単であるにもかかわらず効率的で

感度の高いアッセイを提供する、直接的な層感受性抗体とリン脂質との結合の発

見を活用する。

      【０００６】

  特に、本発明は、固相アッセイおよびこれに関連するアッセイストリップであ

る。固相アッセイは、任意の動物由来の血漿を、固相支持物質に固着した非二重

層相ＰＥを含むアッセイストリップに接触させ、次いでアッセイストリップを展

開して、展開したストリップを抗体とリン脂質との相互作用について読み取りが

できるようにすることを含む。ＰＥは、層感受性抗リン脂質抗体が優先的に結合

する、任意の六方晶層に好適なＰＥであってよく、好ましくはＤＯＰＥまたは卵

ＰＥ、さらにより好ましくはＤＯＰＥである。

      【０００７】

  固相支持物質のサイズ、形状、立体配置および組成は、非二重層相のＰＥが支

持体に固着できる限り、特に限定されず、得られたアッセイストリップを血漿と

接触させ、展開して、抗体とリン脂質との相互作用を示すことができる。好まし

くは、固相支持物質はニトロセルロース紙である。

      【０００８】
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  層感受性抗リン脂質抗体の非二重層相ＰＥへの結合を示す任意の展開技法を本

発明に使用することができる。好ましくは、イムノドットブロット分析法を使用

して、アッセイストリップを展開する。

      【０００９】

  本発明はここで、具体的な実施例により記載する。実施例は、本発明の特定の

実施形態を含み、例示のためのものである。実施例は、特許請求の範囲に定義し

た本発明の範囲を限定するものではない。

      【００１０】

［実施例に使用される物質および方法］

［リン脂質］

  ウシ心臓カルジオリピン（ＣＬ）、ジオレオイルホスファチジルコリン（ＤＯ

ＰＣ）、ＤＯＰＥ、ジオレオイルホスファチジルセリン（ＤＯＰＳ）、卵ＰＥお

よびパルミトイルオレオイルホスファチジルエタノールアミン（ＰＯＰＥ）は、

Ａｖａｎｔｉ  Ｐｏｌａｒ  Ｌｉｐｉｄｓ社（アラバマ州バーミンガム）から購

入し、凍結乾燥して、またはクロロホルム（ＣＨＣｌ3）中に、－７０℃で保存

した。これらのリン脂質はさらに精製することなく使用した。

      【００１１】

［ヒトヒトハイブリドーマ抗体の作製］

  ヒトヒトハイブリドーマ自己免疫疾患抗凝血性抗体（正常個体から得られた４

００３を除く）を、その多くが循環している自己免疫疾患抗凝血性抗体を有する

ＳＬＥ患者の末梢血リンパ球から、適切な個所を引用することにより本明細書の

一部をなすものとするＲａｕｃｈら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１：９６７

２～９６７７（１９８６）およびＭａｓｓｉｃｏｔｔｅら、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ

、３：２１５～２２２（１９８４）に記載のように作製した。自己免疫疾患抗凝

血性活性を有さないハイブリドーマ抗体は、正常患者個体由来のリンパ球と、Ｓ

ＬＥまたは関節リウマチ患者由来のリンパ球との融合により得られた。全てのハ

イブリドーマ抗体はＩｇＭ免疫グロブリンであり、これは市販の試薬を使用して

、固相酵素結合イムノアッセイ（ELISA法）により決定した。

      【００１２】
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［ハイブリドーマ自己免疫疾患抗凝血性活性の検出］

  ヒトハイブリドーマ上清（１５％のウシ胎児血清を含むＲＰＭＩを主成分とし

た培養培地中）を試験し、適切な個所を引用することにより本明細書の一部をな

すものとするＲａｕｃｈら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６１：９６７２～９６

７７（１９８６）およびＲａｕｃｈら、Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍｏｓｔ．６２：

８９２～８９６（１９８９）に記載の希釈活性化部分トロンボプラスチンタイム

（ＡＰＴＴ）アッセイを使用して、自己免疫疾患抗凝血性活性を有するかについ

て明確にした。大半の自己免疫疾患抗凝血性陰性抗体は、試験した全自己抗原に

ついてELISA法により陰性であったが、他の自己抗体活性については陽性のもの

もあった（例えば、Ｂ１２２は非常に多反応性であり、ELISA法により、変性Ｄ

ＮＡ、ＣＬ、ＰＥおよび血小板と反応した）。適切な個所を引用することにより

本明細書の一部をなすものとするＲｉｏｕｘら、Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．

３２：６８３～６９６（１９９５）参照。

      【００１３】

［ハイブリドーマ抗体のイムノドットブロット解析］

  １μｌの２０ｍｇ／ｍｌのリン脂質のクロロホルム溶液を、４ｍｍ×１００ｍ

ｍのストリップの０．１μｍニトロセルロース紙（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒおよび

Ｓｃｈｕｅｌｌ社製、ニューハンプシャー州キーン）にスポットし、乾燥させて

、ストリップを、０．５％のカゼインを含む０．０１Ｍの、ｐＨ７．４のトリス

緩衝食塩水（ＴＢＳ）で、３７℃において１時間ブロッキングした。ＴＢＳで５

回洗浄した後、ハイブリドーマの上清（０．５ｍｌ）をストリップに適用し、１

２０分間にわたって３７℃でインキュベートした。ＴＢＳで５回洗浄した後、Ｐ

ＢＳ－０．５％カゼインで１／５００に希釈した１．０ｍｌのセイヨウワサビペ

ルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に接合されたヤギ抗ヒト免疫グロブリン（Ｔａｇｏ社

製、カリフォルニア州バーリンゲーム）を添加し、３７℃において７５分間イン

キュベートした。次いで、ストリップをＴＢＳで２回洗浄し、３，３’－ジアミ

ノベンジジンで展開し、蒸留水で２回洗浄し、直ちに解読するか（湿潤）または

後に写真撮影した（乾燥）。反応は、ストリップを展開した直後に依然として湿

っている間に解読した場合に最も強力で最も特異的であることが判明した。スト
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リップを乾燥すると、陽性反応は僅かに減退し、陰性反応は僅かに陽性となった

。

      【００１４】

［リン脂質構造の31Ｐ核磁気共鳴（31Ｐ  ＮＭＲ）解析］

  31Ｐ  ＮＭＲ解析を、２０ｍＭのＨｅｐｅｓ緩衝液（１５０ｍＭのＮａＣｌ、

ｐＨ７．５）中の分散液としてのリン脂質、および、ニトロセルロース紙に結合

したリン脂質に実施した。31Ｐ  ＮＭＲスペクトルを、１０ｍｍの２重共鳴プロ

ーブを用いて、非回転試料上で１４５．８ＭＨｚ（８．５テスラ）で操作するＢ

ｒｕｋｅｒＡＭ－３６０分光計で測定した。ブロッホ（Bloch）崩壊は、データ

測定中の９０°パルスのスカラー多重パルスプロトンデカップリング、および、

６秒間のパルス間隔を用いて得られた。約３０，０００個の中間体（transient

）を、２５ｋＨｚのスペクトルウィンドウおよび４Ｋデータ点を使用して平均化

した。転換前に、１００Ｈｚの指数関数フィルターを崩壊に適用した。温度コン

トローラーは、エチレングリコールを用いて較正した。試料を、測定前に２０分

間所望の温度で平衡化した。卵レシチンの小単ラメラ小胞の共鳴を、ケミカルシ

フトの外部標準（０ｐｐｍ）として使用した。

      【００１５】

  リン脂質懸濁液は、Ｒｏｔｏｖａｐｏｒ装置（スイスのフラウィル所在のＢｕ

ｃｈｉ製）を使用して、減圧下で丸底ガラス管中の、クロロホルムから５０ｍｇ

のリン脂質を蒸発することにより調製した。乾燥させた脂質に、乾燥窒素を用い

てガスを供給し、その遷移温度より高い温度で１時間水和した。ホスフェート濃

度を、Ｂａｒｔｌｅｔｔ法により決定した。引用することにより本明細書の一部

をなすものとするＢａｒｔｌｅｔｔ，Ｇ．Ｒ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３

４：４６６～４６８（１９５９）参照。。

      【００１６】

  クロロホルム中の２０ｍｇのリン脂質を、８０ｍｍ×１２０ｍｍの大きさのシ

ートの０．１μｍのニトロセルロース紙（ＳｃｈｌｅｉｃｈｅｒおよびＳｃｈｕ

ｅｌｌ、ニューハンプシャー州キーン）上に、反復ディスペンサー（Ｈａｍｉｌ

ｔｏｎ  Ｃｏ．製、ネバダ州リーノ）とＨａｍｉｌｔｏｎシリンジを使用してス
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ポットした。各２０ｍｇ／ｍｌのリン脂質のクロロホルム溶液２μｌの５００個

のスポットを使用して、各ニトロセルロース紙シートを覆った。シートを風乾し

、０．５％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含む２０ｍｌのＴＢＳと共に１時

間３７℃でインキュベートした。カゼインはリン酸化タンパク質であり、31Ｐ  

ＮＭＲ実験でのブロッキングには使用できないため、ＢＳＡで置き換えた。しか

し、カゼインは、ニトロセルロース紙への免疫グロブリンの非特異的結合をブロ

ッキングする点でＢＳＡより優れているので、イムノドットブロット実験には使

用し続けた。１時間インキュベートした後、シートをＴＢＳで洗浄し、くしゃく

しゃにし、無秩序な向きのニトロセルロース紙をＮＭＲ管に挿入することによっ

て、プローブコイル内に完全に含まれるようにし、31Ｐ  ＮＭＲ分光法により測

定した。ＮＭＲ管のニトロセルロース紙を１．２ｍｌの緩衝液と水和させた。

      【００１７】

  リン脂質が、確実に、ブロッキングおよび洗浄段階中にニトロセルロース紙か

ら洗い流されないようにするために、クロロホルム中で、各２μｌのリン脂質で

スポットした小さいストリップのニトロセルロース紙を、ブロッキングおよび洗

浄段階の前、およびその後の両方に、脂質ホスフェート含量についてアッセイし

た。ニトロセルロース紙のストリップを、０．４ｍｌの過塩素酸に溶かし、これ

を直接Ｂａｒｔｌｅｔｔ法によりホスフェート含量についてアッセイした。引用

することにより本明細書の一部をなすものとするＢａｒｔｌｅｔｔ，Ｇ．Ｒ．、

Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３４：４６６～４６８（１９５９）参照。

      【００１８】

［実施例１  リン脂質構造の31Ｐ  ＮＭＲ解析］

  適用したリン脂質が、緩衝液の存在下で、ニトロセルロース紙に結合したまま

であることを確認するために、紙に結合したホスフェートの量を、緩衝液と共に

インキュベートする前および後に定量した。ニトロセルロース紙は過塩素酸に可

溶性であるので、それを溶かし、直接Ｂａｒｔｌｅｔｔアッセイでアッセイした

。表１は、ブロッキング緩衝液と共に１時間インキュベートする前、インキュベ

ート後、および緩衝液と共に５回洗浄した後に、ニトロセルロースに結合したホ

スフェートのμモルを示す。スポットに使用したリン脂質のホスフェート値は、
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実質的に、インキュベートおよび洗浄の前および後で同一であった。事実、大半

の試料は、ブロッキング後に僅かに高い値を示したが、この値は、アッセイ手順

の重複間の変動（＋０．００５μモル）より低いか、またはその変動と等しかっ

たので、有意ではなかった。リン脂質を全く含まないニトロセルロース紙はホス

フェートについて陰性であり、これにより、ホスフェート値は紙に結合したリン

脂質を真に示すものであり、紙またはブロッキングタンパク質を示すものではな

いことが示される。

      【００１９】

【表１】

      【００２０】

  31Ｐ  ＮＭＲを使用して、懸濁液中またはニトロセルロース紙に結合した種々

のリン脂質の構造組織を決定した。水和時に、二重層相を形成しているリン脂質

により、低磁場ショルダーを特徴とするスペクトルが得られ、高次に形成してい

るリン脂質からは、低磁場ショルダーおよび高磁場ピークを特徴とするスペクト

ルが得られ、一方、非二重層相のＨII相に配置したリン脂質は、１／２の幅で、

逆向きの非対称なスペクトルが得られる。引用することにより本明細書の一部を
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なすものとするＣｕｌｌｉｓら、Ｂｉｏｃｈｉｍ  Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ａｃｔａ、

５５９：３９９～４２０（１９７９）参照。図１～６から、懸濁液中では、ＤＯ

ＰＥおよび卵ＰＥは、３７℃においてＨII層中に構成され、一方ＰＯＰＥ、ＣＬ

、ＤＯＰＳおよびＤＯＰＣは、液晶性の二重層相に配置された。これらの結果は

、これらのリン脂質に関する以前のＮＭＲ特徴づけと素晴らしく一致した。引用

することにより本明細書の一部をなすものとするＣｕｌｌｉｓら、Ｂｉｏｃｈｉ

ｍ  Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ａｃｔａ、５５９：３９９～４２０（１９７９）；Ｃｕｌ

ｌｉｓら、Ｂｉｏｃｈｉｍ  Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ａｃｔａ、５１３：３１～４２（

１９７８）；およびＤｅｋｋｅｒら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．Ｌｉｐｉｄｓ、３３

：９３～１０６（１９８３）参照。

      【００２１】

  二重層相の好適なリン脂質（ＰＯＰＥ、ＤＯＰＳ、ＣＬおよびＤＯＰＣ）は、

ニトロセルロース紙上で水和した場合に、二重層相構造を形成した。全ての場合

において、スペクトルライン幅はより狭く、高磁場ピークはダウンフィールドに

シフトし、低磁場ショルダーはアップフィールドにシフトした。二重層相に配置

したリン脂質のライン幅または化学シフト異方性（ＣＳＡ）は、小胞サイズ（Ｃ

ＳＡは、小胞サイズの減少と共に減少する）、および、相関時間τc（ＣＳＡは

τcが短くなるにつれて減少する）により記述される小胞中のリン脂質の再配向

率の関数である。引用することにより本明細書の一部をなすものとするＢｕｒｎ

ｅｌｌら、Ｂｉｏｃｈｉｍ  Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ａｃｔａ、６０３：６３～６９（

１９８０）参照。小胞は溶液中を自由にタンブリングしていないが、脂質はニト

ロセルロース紙に堅く結合しているので、観察されたスペクトルの狭まりはτc

の減少による可能性が高いようである。

      【００２２】

  ＨIIを形成するリン脂質、ＤＯＰＥおよび卵ＰＥの場合、ニトロセルロース紙

との結合により、少量のＨIIスペクトル成分を含むが、大半は広い等方性シグナ

ルを含むスペクトルが生じた。固相支持体上で、これらの脂質がタンブリングす

る運動により平均化される非常に短い六方晶管を形成することは可能であるが、

可能性は低い。より可能性あるデータの説明は、脂質単層間にサンドイッチされ
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た、広がった非二重層相の立方相または転倒した円筒が、ニトロセルロース支持

体上に形成されたというものである。立方相は、多くのリン脂質について、ＨII

遷移への二重層相の中間体であると記載され、事実、いくつかの脂質は、二重層

相からＨII立方相への遷移を受ける。引用することにより本明細書の一部をなす

ものとするＴｉｌｃｏｃｋら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、２１：４５９６～４

６０１（１９８２）参照。立方相の脂質は、高度に湾曲した構造で配置され、Ｈ

II相を含む転倒した円筒をとり囲む高度に湾曲した単層に存在する脂質に類似し

ている。同様に、広がった転倒した円筒を覆うリン脂質の単層も高度に湾曲し、

等方性運動平均化を生じ、スペクトル幅を狭める。ニトロセルロース紙上の正確

なＤＯＰＥおよび卵ＰＥの構成は不明であるが、これらの脂質は明らかに、液晶

二重層相に配置されていなかった。

      【００２３】

［実施例２  ハイブリドーマ抗体のイムノドットブロット解析］

  表２は、３３個のヒトハイブリドーマ抗体のイムノドットブロット解析の結果

を示し、この中で１６個が、自己免疫疾患抗凝血性活性を示し、１７個は示さな

かった。ＤＯＰＥ、卵ＰＥ、ＤＯＰＳ、ＣＬ、ＤＯＰＣおよびＰＯＰＥを含む７

個のリン脂質、およびクロロホルム（ＣＨＣｌ3）のみのパネル上での反応を、

各抗体について示す。結果を表３に要約する。これは、各リン脂質と反応性であ

る、自己免疫疾患抗凝血性陽性抗体および自己免疫疾患抗凝血性陰性抗体の数を

示す。１６個の自己免疫疾患抗凝血性陽性抗体の中で、１２個（７５％）がＤＯ

ＰＥと反応し、１０個（６２％）が卵ＰＥと反応し、７個（４４％）がＤＯＰＳ

と反応し、１０個（６２％）がＣＬと反応し、２個（１２％）がＤＯＰＣと反応

し、２個（１２％）がＰＯＰＥと反応した。僅か３個の自己免疫疾患抗凝血性抗

体が、試験したどのリン脂質とも反応しなかった。これに対し、試験した１７個

の自己免疫疾患抗凝血性陰性ハイブリドーマ抗体の中で、どれも、ＤＯＰＥ、卵

ＰＥ、ＤＯＰＳ、ＤＯＰＣ、またはＤＯＰＥと反応しなかった。１つの自己免疫

疾患抗凝血性陰性抗体（ハイブリドーマ抗体１２２）がＣＬと反応した。試験し

たどの抗体もクロロホルムのみとは反応しなかった。

      【００２４】
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【表２】

      【００２５】

【表３】
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      【００２６】

  卵ＰＥと反応した全１０個の自己免疫疾患抗凝血性抗体はまた、合成ＤＯＰＥ

とも反応した（表２）。２つの追加の自己免疫疾患抗凝血性抗体（９２００およ

び１４１０）を、ＤＯＰＥを用いて検出した。ＤＯＰＥとの反応性を有する抗体

の大半（１０／１２）は、ＰＯＰＥと反応しなかった。ＰＯＰＥと反応した２つ

の中で、１つの抗体（９７０３）は、非常に強くＤＯＰＣとも反応し、これは、

この抗体が、ＤＯＰＣおよびＰＯＰＥ上の両方のエピトープ、並びに、ＨII層Ｄ

ＯＰＥおよびＰＥ上に存在するエピトープも認識することが示唆される。他方の

ＰＯＰＥ反応性抗体（４００３）は、ＤＯＰＣとは反応しなかったが、ＨIIおよ

びラメラ形のＰＥの両方と強く反応した。

      【００２７】

  興味深いことに、ＣＬと反応した１０個の自己免疫疾患抗凝血性抗体がＤＯＰ

Ｅとも反応した。同様に、ＤＯＰＳと反応する７個の自己免疫疾患抗凝血性抗体

のうち、１つを除いた全部がＤＯＰＥ上で陽性であった。この抗体（１４０１）

はＤＯＰＳのみと反応した。自己免疫疾患抗凝血性活性を有さない１つの抗体（

３１３２）、および、自己免疫疾患抗凝血性活性を有する抗体（１４２０、９７

０３、１４０７および１３０５）の代表的なドットブロットを図７に示す。自己

免疫疾患抗凝血性陰性抗体は、いずれのリン脂質ともほとんど、または全く反応

性を示さなかった。これに対し、４つ全ての自己免疫疾患抗凝血性陽性抗体が、

ＤＯＰＥおよび卵ＰＥと明確な反応性を示し、大半が、他のリン脂質と目に見え

る反応性を示した。４つ中３つの自己免疫疾患抗凝血性抗体がＰＯＰＥと反応せ
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ず、これは表２および３に示した大半の自己免疫疾患抗凝血性抗体の代表種であ

る。一方、自己免疫疾患抗凝血性抗体９７０３は、ＰＯＰＥに対する有意な結合

、および、通常、ＤＯＰＥ、卵ＰＥおよびＤＯＰＣとの強い反応性を示した。各

抗体は、個々の結合プロファイルを示した。これは、抗体１４２０および１４０

７により特によく例示され、これは、ＤＯＰＥおよび卵ＰＥには類似の結合を示

したが、ＤＯＰＳおよびＣＬに対するその反応性は異なっていた。

      【００２８】

［結論］

  本発明は、抗リン脂質抗体を検出するための新規な層特異的アッセイに関する

。我々の発明は、ハイブリドーマ自己免疫疾患抗凝血性抗体は、直接結合固相ア

ッセイにおいて異なる構造形のＰＥ間を識別できるという我々の発見に基づく。

本発明を使用して、リン脂質および結合抗体の両方を正確に定量でき、特異的に

標識したマーカーを使用することにより、化学量論的関係を決定できる。結合し

た抗体は単離および解析もできるが、等しく重要なことには、抗体特異性の問題

を決定的に解決できる。我々が発見した構造感受性固相アッセイは、自己免疫疾

患抗凝血性抗体および他の抗リン脂質抗体により示される構造特異性を利用する

。我々は、この層感受性固相アッセイは、異なる抗ＣＬ抗体のクラスを検出する

手段を提供し得ると考える。

      【００２９】

  本発明は本明細書に詳述した具体的な実施形態を参照して記載したが、これら

は、本発明を説明するものであり、本発明は必ずしもこれに限定されないことが

理解されるであろう。修飾および変形は、開示から明らかとなり、当分野の通常

の技術的理解力を有する者により理解される本発明の精神から逸脱することなく

行ない得る。従って、前記変形および修飾は、本発明および以下の特許請求の範

囲内にあると考える。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ニトロセルロース紙に結合した（上）および緩衝懸濁液中の（下）Ｄ

ＯＰＥの31Ｐ  ＮＭＲスペクトル（３７℃で実施）を示す。
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    【図２】

  図２は、ニトロセルロース紙に結合した（上）および緩衝懸濁液中の（下）卵

ＰＥの31Ｐ  ＮＭＲスペクトル（３７℃で実施）を示す。

    【図３】

  図３は、ニトロセルロース紙に結合した（上）および緩衝懸濁液中の（下）パ

ルミトイルオレオイルホスファチジルエタノールアミン（ＰＯＰＥ）の31Ｐ  Ｎ

ＭＲスペクトル（３７℃で実施）を示す。

    【図４】

  図４は、ニトロセルロース紙に結合した（上）および緩衝懸濁液中の（下）ジ

オレオイルホスファチジルセリン（ＤＯＰＳ）の31Ｐ  ＮＭＲスペクトル（３７

℃で実施）を示す。

    【図５】

  図５は、ニトロセルロース紙に結合した（上）および緩衝懸濁液中の（下）ウ

シ心臓カルジオリピン（ＣＬ）の31Ｐ  ＮＭＲスペクトル（３７℃で実施）を示

す。

    【図６】

  図６は、ニトロセルロース紙に結合した（上）および緩衝懸濁液中の（下）ジ

オレオイルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ）の31Ｐ  ＮＭＲスペクトル（３７

℃で実施）を示す。

    【図７】

  図７は、代表的なヒトハイブリドーマ抗体と、非二重層相および二重層相リン

脂質の反応性のイムノドットブロット解析を示す。ＣＨＣｌ3中のリン脂質（Ｄ

ＯＰＥ、卵ＰＥ、ＤＯＰＳ、ＣＬ、ＤＯＰＣおよびＰＯＰＥ）でスポットしたニ

トロセルロース紙のストリップを、ヒトハイブリドーマ抗体培養上清Ｂ３１２３

（ストリップ１）、１４２０（ストリップ２）、９７０３（ストリップ３）、１

４０７（ストリップ４）および１３０５（ストリップ５）と共にインキュベート

し、ここで、Ｂ３１２３は、自己免疫疾患抗凝血性活性について陰性であったが

、他の４つの抗体は、自己免疫疾患抗凝血性活性について陽性であった。各リン

脂質スポットの中心を、脂質をスポットする前に鉛筆で書いたドットにより示す
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。抗体結合は、ＨＲＰに接合したヤギ抗ヒト免疫グロブリンおよび３，３’－ジ

アミノベンジジンを用いて検出した。ブロットを表２でスコアリング（陽性また

は陰性）するために湿ったままで解読し、しかし写真撮影は乾燥して行なうと、

弱い陽性スポットが、図７では陰性のようにみえる。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図６】
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【図７】
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【国際調査報告】
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