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(57)【要約】
本発明は、定在波の波節において保持される粒子上の反応から生成物を検出する方法およ
び装置を提供する。方法および装置は、特に血液型の決定およびクームス法に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　粒子上の反応から生成物を検出する方法であって、
（ｉ）粒子の懸濁液を導管内に導入するステップであって、定在波の波節において前記粒
子が保持されるように前記定在波を提供する手段に関連する、ステップと、
（ｉｉ）１つ以上の反応物を前記導管内に導入するステップと、
（ｉｉｉ）前記定在波における前記反応の生成物から、反応しなかった任意の粒子または
変異しなかった任意の粒子を分離するために、前記導管を通る流動を提供するステップと
、
（ｉｖ）前記反応から生成物を検出および／または回収するステップとを含む、ことを特
徴とする方法。
【請求項２】
　前記反応の生成物が、前記定在波において凝集し、前記導管を通る所定の流量が、前記
定在波における前記凝集粒子を、集合粒子から分離、検出および／または回収することを
可能にする、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　１つ以上の反応物を導入する前に、前記導管を通る洗浄溶液の流れを確立するステップ
を更に備える、ことを特徴とする請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記導管を通る洗浄流体の流れによって前記流動が提供される、ことを特徴とする請求
項１乃至３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記粒子の懸濁液が１つ以上の血液試料を含み、前記粒子が赤血球である、ことを特徴
とする請求項１乃至４のいずれか１項に記載の血液型決定のための方法。
【請求項６】
　前記１つ以上の反応物が、赤血球凝集反応を提供する、ことを特徴とする請求項５に記
載の方法。
【請求項７】
（ｉ）赤血球の懸濁液を導管に導入するステップであって、前記赤血球が定在波の波節に
おいて保持されるように前記定在波を提供する手段に関連づけられる、ステップと、
（ｉｉ）赤血球凝集反応を提供する１つ以上の反応物を前記導管内に導入するステップと
、
（ｉｉｉ）前記導管を通して所定の流量で流動を提供することによって前記赤血球の集合
にわたって赤血球凝集反応を検出するステップであって、それによって前記所定の流量は
、前記定在波における赤血球凝集反応の存在を、前記赤血球の集合から区別することを可
能にする、ステップとを含む、ことを特徴とする、赤血球凝集反応を検出するための請求
項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記赤血球凝集反応を提供する前記反応物が、モノクローナル免疫グロブリンＭ抗体を
含む、ことを特徴とする請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　クームス法を実行する、ことを特徴とする請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記赤血球の懸濁液が、血液試料の混合物である、ことを特徴とする請求項７乃至９の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記粒子および前記反応物が、前記導管に導入される前に混合される、ことを特徴とす
る請求項１乃至１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　導管と、前記導管内に配置されて波節を有する定在波を生成する手段と、流動を提供す
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る手段とを含む、ことを特徴とする請求項１乃至１１のいずれか１項に記載の方法を実行
する装置。
【請求項１３】
　請求項１２の前記装置と１つ以上の反応物とを含む、ことを特徴とする請求項１乃至１
０のいずれか１項に記載の方法を実行するためのキット。
【請求項１４】
　血液型決定のための請求項７または８に記載の方法の使用。
【請求項１５】
　クームス法を実行するための請求項７に記載の方法の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、粒子上の反応から生成物、特に粒子凝集の生成物を検出するために、超音波
定在波を利用する方法および装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　反応とは、例えば、分子の環境、または他の分子および／または粒子の活動によって、
分子または粒子が変化を受けるときに生じるものである。
　反応は、例えば、荷電、化学結合、または相補的分子（抗原に対する抗体、相補配列に
対する核酸など）によって、２つの実体（例えば２つの粒子）の間の結合の形成に関わる
ことがある。
　科学者は、反応条件を最適化する（特に速度、効率および収率を増加させる）ように常
に努めている。
　最適化とは、多くの場合、反応混合物からの干渉物質（例えば反応の阻害剤）の除去、
環境のいくつかの変化（例えば複合反応の異なるステップのための流体（緩衝液）間の運
動）、および反応の生成物の濃縮、精製および検出に関わるものである。
　最初の試料マトリックスにおける干渉物質の存在は、反応の結果に影響を及ぼし、それ
らの効果は「マトリックス効果」と呼ばれることが多い。
　例えば、マトリックス効果とは、試料中の関連する分子または粒子との共反応または非
特異的反応の結果として、所望の反応が影響を受けるかまたは抑制されるものである。
　従って、最適化された作業工程は、達成するのに手間がかかり、数多くのステップ（特
に干渉物質を取り除く反復洗浄ステップ）を含むことがある。
　従って、最適化を保持しつつ、反応を実行する複雑さを低減する、という要求がある。
【０００３】
　生体反応とは、生物学的起源の１つ以上の物質（例えば植物、動物および微生物におい
て生じる物質）に関わる反応である。
　そのような物質は、タンパク質、核酸、脂質、炭水化物、およびそれらの合成変異体お
よび誘導体を含む。
　物質は、反応における原因物質（例えば酵素変異のために酵素を使用するなど）、また
は反応によって変異する実体でもよい。
　また、物質は、タンパク質ベースの認識要素（例えば抗体、バクテリオファージ、レク
チン、リポカリン、およびそれらの断片および誘導体）、および核酸ベースの認識要素（
例えばポリヌクレオチド、アプタマ、およびそれらの断片および誘導体）などの認識要素
であってもよいが、これらに限定されるものではない。
　抗原に対する抗体の結合、および相補的ポリヌクレオチド配列またはオリゴヌクレオチ
ド配列に対するポリヌクレオチドの結合は、極めて特異的であることが多いので、様々な
診断試験（例えば免疫測定法および分子アッセイ）において利用されてきた。
【０００４】
　化学反応は、沈殿または凝集などの形態変化を含む化学変化をもたらす化学経路におけ
るありとあらゆるステップを含む。
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【０００５】
　超音波または音波の定在波場は、場の波節または波腹において、液体内の粒子を局在化
することができる。
　局在化は、粒子および流体の相対密度および圧縮率を含む多数の異なる要因に依存する
。
【０００６】
　音波の定在波場は、反対方向に伝わる同一周波数の２つの波（２つの異なる源から生成
、または固体の境界から反射される１つの源から生成されるもの）を重ね合せることよっ
て発生する。
　そのような波は、半分の波長の空間的周期性を有するゼロ局部圧力の領域（音波の波腹
）と、それらの領域の間に生じる最高圧力の領域（音波の波節）とによって特徴づけられ
る。
【０００７】
　超音波は、２０，０００ヘルツ（Ｈｚ）を超える周波数を有する音である。
　超音波定在波共振器において生成される音響放射力が、局部的な波節または波腹の平面
に対して、水性懸濁液内の均一に分散された粒子／細胞をもたらす、ということが確立さ
れて久しい。
　放射力が生じる理由は、伝播段階における任意の不連続性（例えば粒子、細胞、液滴ま
たは泡）が、音場内にあることによって、位置に依存する音波位置エネルギを獲得するか
らである。
　従って、懸濁粒子は、最小限の音波位置エネルギの位置に向かって移動して集中する傾
向がある。
　放射力の側方成分（軸性成分より約２桁小さい）は、平面内で作用し、単層において細
胞／粒子を濃縮する。
　国際特許出願公開第ＷＯ０２／０７２２３６号明細書に記載されるように、この現象は
、懸濁液から粒子を分離（特に血漿から血液細胞を分離）するために、首尾よく利用され
ている。
【０００８】
　国際特許出願公開第ＷＯ　０４／０３３０８７号明細書（引用によって本願明細書に援
用する）は、流体間で粒子を移動させる装置および方法を開示しており、特に微生物学的
試料の洗浄に向けられるものであるが、それのみに向けられるものではない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は一般に、粒子上の反応から生成物を検出する方法および装置を提供することを
目的としており、当該方法および当該装置は、干渉物質の除去を容易にすること、流体間
での粒子の移動を提供すること、および得られる生成物を検出することが可能であり、さ
らに速度を向上させ、反応の複雑さを低減する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、超音波定在波場内で粒子を捕えることによって、上記を行うことを目的とす
る。それによって、１つの（または場合によっては複数の）位置において反応を行うこと
を可能にするプラットフォームを提供する。
　超音波プラットフォームはまた、反応の前に、任意の干渉物質および／または混在物質
の全てまたは大部分から粒子を分離することを可能にする。
【００１１】
　本明細書で用いられる粒子は、特に、細菌細胞、血液細胞、血小板、細胞断片、胞子、
プラスミドまたはウイルスを意味するが、１つ以上の異なる化学的または生物学的な部分
またはその合成誘導体を有する合成粒子（変異またはコーティングをしてもしなくてもよ
い）をも含む。
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　合成粒子の例は、ポリマー（例えばラテックスおよびポリスチレン）、複合体（例えば
ポリスチレンで被覆した金）、正磁性核を有する粒子およびガラス／二酸化ケイ素ビーズ
（タンパク質で被覆してもしなくてもよい）、捕捉残基、認識要素、リガンド、増幅部分
、または他の化学的または生物学的な作用因子を含むが、これらに限定されるものではな
い。
【００１２】
　血液型決定および血液型判定は、患者に輸血する血液を準備する際に利用される。
　ヒト血液型判定が異なるということは、赤血球表面から延びるグリコホリンとして公知
の膜貫通タンパク質の有無に起因する。例えば、グリコホリンＡは、血液型Ａを決定する
。
　遺伝的に決定される血液型群系は、２０種類を超える。
【００１３】
　血液型決定の従来の方法は、特異的なグリコホリンに対する免疫グロブリンＭ抗体に関
わる。
　免疫グロブリンＭは、複数の血液細胞上の抗原に結合することができ、架橋することに
よって細胞の複合体を形成する。
　複数の架橋は、凝集物形成をもたらし、凝集物は多数の手段によって測定できる。
　ＲｈプラスおよびＲｈマイナスの血液因子は、同様の方法で決定できる。
【００１４】
　ＡＢＯ／Ｒｈ血液型決定のための従来の方法は、長所および短所を有する。
　例えば、試験カードのラテックス粒子凝集（ＬＰＡ）は、質的な指標であって、多くの
場合、非感受性であり、非定量的であり、解釈が困難である（メイン　Ｊ　および　ラム
　Ｇ，１９９９　病理学，３１，６７－６９）。
　固相付着法（ＳＰＡＭ；シノー　ＬＴら，１９８５　トランスフュージョン誌，２５，
２１－２３）は、明確な終留点反応を与えるものであり、陽性および陰性の結果を容易に
区別できる。
　しかしながら、この方法は、高度に精製された抗体でマイクロプレートを被覆するとい
う不利な必要条件を有する。
【００１５】
　血液型決定は、重要である。なぜなら、供血者の血液抗体は、患者の血液試料に適合し
ないことがあり（またはその逆も同じ）、それによって抗体は、免疫系を活性化する外来
性血液細胞表面上の抗原に付着し、その血液細胞を異質粒子として攻撃し、溶血反応を活
性化することがあるからである。このことは、致命的である場合もある。
　最も一般的な抗原は、（Ｒｈの）Ａ、ＢおよびＤである。
　臨床的に重要な更なる抗原は、２６種類ある。
　従って、供血者または患者から血液を入手する際に、血液のＡＢＯＤ分類を決定し、か
つ血液が任意の重要な抗原または抗体を含むかどうかを更に調べるために、血液の特性を
明らかにする。
　患者血液もまた、供血者試料がそれに適合することを保障するために、輸血を実施する
前に検査される。
　最後に、輸血されるすべての供血者試料は、有害反応が生じないことを保証するために
、患者血液によって交差反応させられる。
【００１６】
　凝集とは、粒子が架橋結合作用因子または標的分析物の存在下で架橋結合することを指
す一般用語である。
　凝集は通常、抗体および抗原によって媒介され、粒子は一般的に、ポリスチレン球（一
般に「ラテックス凝集反応」試薬と呼ばれる）である。
　凝集は、粒子の架橋結合を提供する他の作用因子によって媒介されることにより、複合
体（例えばビオチン－アビジン）を形成することもある。
　赤血球凝集反応とは、凝集の一種であり、粒子はそれによって赤血球となっている。
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【００１７】
　血液型判定の決定は、凝集反応に基づくものであり、血液試料はそれによってグリコホ
リンに特異的な架橋剤と混合される。
　モノクローナル免疫グロブリンＭ抗体は、一般的に、主要な血液型（例えばＡ、Ｂおよ
びＤ）のための架橋結合作用因子として用いられる。
　免疫グロブリンＭは、複数の血液細胞上の抗原に結合し、複合体を形成するように架橋
し、赤血球の血球凝集反応をもたらす。
　赤血球凝集反応の生成物は、多数の手段によって測定することができる。
【００１８】
　しかしながら、モノクローナル免疫グロブリンＭ抗体は、患者／供血者交差適合試験法
で不適合性を決定するためには適切でない。
　この場合には、供血者の赤血球上の抗原に結合できるＩｇＧ抗体を患者の血清が含むか
否か（またはその逆も同じ）を決定する試験が用いられる。
　この中間的および一般的な方法は、クームス法またはクームス試験と呼ばれる。これに
よって、患者試料および供血者試料は、試薬（クームス試薬として公知のもの）と混合さ
れて処理される。
　この試薬は、抗ヒト免疫グロブリンＧおよび抗補体Ｃ３（Ｃ３ｂ＋Ｃ３ｄ）抗体、なら
びに抗免疫グロブリンＭおよび抗免疫グロブリンＡ抗体を備える。これらは、血液中の免
疫グロブリンＧ抗体に結合できる。
　クームス試薬が、赤血球上の抗原に付着した免疫グロブリンＧ抗体に結合する場合、凝
集が生じる。
　クームス法はまた、非細胞結合性抗体を除去するために、試薬を追加する前に、洗浄す
るステップを含む。
　このことは、患者血清の非細胞結合性免疫グロブリンＧ抗体が試薬に結合することによ
って誤った結果をもたらすことを防止する。
【００１９】
　クームス法において、非結合性免疫グロブリンＧ抗体は、干渉物質である。これらの干
渉物質を除去する必要性から、血液型判定のための試験装置の設計がもたらされた。この
試験装置は、クームス反応を実行する前に、基本的にゲルを用いることによって、異なる
サイズの母集団を分離するシステムによって達成される。
　この方法の欠点として、遠心分離ステップの必要性が挙げられる。
　そのような方法は、米国特許第５４６０９４０号明細書に記載されている。
【００２０】
　本発明はまた、粒子凝集（特に赤血球凝集反応）の生成物を検出する方法および装置を
提供することを目的とする。
【００２１】
　従って、本発明は、第１の態様において、粒子上の反応から生成物を検出する方法を提
供し、当該方法は、
（ｉ）粒子の懸濁液を導管内に導入するステップであって、定在波の波節において粒子が
保持されるように定在波を提供する手段に関連する、ステップと、
（ｉｉ）１つ以上の反応物を導管内に導入するステップと、
（ｉｉｉ）反応から生成物を検出および／または回収するステップとを含む。
【００２２】
　好ましい実施形態において、ステップ（ｉｉｉ）は、導管を通して所定の流量で流動を
提供することによって反応から生成物を検出することを含む。それによって、所定の流量
は、反応しなかった粒子または変異しなかった粒子にわたって、定在波における生成物の
存在を検出することを可能にする。
【００２３】
　流動は、好ましくは、導管を通る洗浄流体の流れによって提供される。
　所定の流量は、一定の規模でもよく、またはそれに代わって不定の規模でもよい。例え
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ば、所定の流量は、直線的に、あるいは一様なまたは一様でない所要時間の階段状増加で
、流動の規模を増加および／または減少させることを含んでもよい。
【００２４】
　生成物を検出することは、所定の流量で定在波において反応の生成物を保持すること、
または所定の流量で定在波から反応の生成物を事実上除去することを含んでもよい。
　所定の流量は、例えば、反応しなかった粒子または変異しなかった粒子を、定在波から
一掃または除去することを可能にしてもよく、その間、反応の生成物は、定在波において
保持または維持されたままになる。
　それに代わって、所定の流量は、定在波から反応の生成物を一掃または除去することを
可能にする結果として、生成物に特異的な流量または流量の範囲にわたって、生成物を定
在波から一掃または除去してもよい。
【００２５】
　好ましい実施形態において、上記方法は、粒子凝集の生成物を検出するためのものであ
り、ステップ（ｉｉ）は、粒子凝集を提供する１つ以上の反応物を導管内に導入すること
を含み、ステップ（ｉｉｉ）は、導管を通して所定の流量で流動を提供することによって
粒子凝集を検出することを含む。
　より好ましい実施形態において、ステップ（ｉｉｉ）は、導管を通して所定の流量で流
動を提供することによって粒子集合にわたって粒子凝集を検出することを含む。それによ
って、所定の流量は、粒子集合にわたって定在波における粒子凝集の存在を検出すること
を可能にする。
【００２６】
　出願人は、意外にも、流動の適用によって、超音波定在波において保持される粒子凝集
の生成物を、定在波において保持される粒子集合の生成物から区別できる、ということを
見いだした。
【００２７】
　所定の流量の流動は、特に、粒子凝集の生成物すなわち定在波における凝集体を、粒子
集合の生成物すなわち定在波における集合体から区別することができる。
　また、流動は、粒子凝集および粒子集合の両方を含む生成物の存在を区別することがで
きる。
　定在波において保持される凝集体は、定在波において保持される集合体よりも、はるか
に高い流量に耐えることができる。
　粒子凝集の生成物、粒子集合の生成物、および任意の中間生成物は、いずれも所定の流
量の適用によって検出でき、互いに区別することができる。
【００２８】
　本明細書で用いられる集合とは、特に定在波の単数または複数の波節において粒子が保
持されるときに粒子が凝集する現象である。
　集合体は、集合の生成物である。
【００２９】
　本明細書で用いられる凝集とは、架橋結合作用因子または標的分析物（例えば抗体）の
存在下で粒子が互いに架橋結合する現象である。
　従って、粒子は、物理的および／または化学的に互いに付着する。
　凝集体は、凝集の生成物である。
【００３０】
　ステップ（ｉ）の懸濁液および／またはステップ（ｉｉ）の１つ以上の反応物は、ある
流量で導入してもよい。しかしながら、それに代わって、反応物と、定在波の波節におい
て保持される粒子との間に、ほとんどまたはまったく相対運動がないときに（すなわち静
的システムにおいて）、反応が実行されてもよい。
【００３１】
　上記方法のステップｉは、定在波の単数または複数の波節において粒子が保持されるよ
うに定在波を提供することを含んでもよい。
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【００３２】
　上記方法は、好ましくは、導管を通る洗浄溶液の流れを確立する更なるステップを含み
、その後に、１つ以上の反応物を導入し、定在波において保持されない懸濁液の成分の除
去を可能にし、およびそれに加えてまたはそれに代わって定在波において保持される粒子
の洗浄を可能にする。
　このステップは、特に、粒子を保持しながら、懸濁液からマトリックス効果を除去でき
るので、干渉なしに粒子が反応を受けることができる。
【００３３】
　さらに、本出願人は、定在波において波節から波腹へと移動する粒子または集合粒子を
有する流動に対して垂直に音響流が生じることを見いだした。
　このことは、特に、そうした定在波による流体および可溶性材料の移動を補助し、粒子
または集合体に反応物を導入し、共洗混合を促進する粒子または集合体から非結合材料を
除去する際に、有効である。
【００３４】
　反応の生成物の回収は、好ましくは、導管を通して流動を所定の流量で提供することに
よって可能となる。それによって、所定の流量は、定在波から生成物を一掃または除去す
ることを可能にする。
　生成物は、一定の流量における定在波から一掃されてもよく、またはそれに代わって流
量の範囲にわたって一掃されてもよい。流量は、反応の生成物に対して特異的であっても
よい。
　それに代わって、反応の生成物の回収は、上記定在波を除去することによって、または
粒子の除去が可能になる開口部に定在波が至るまで導管を移動させることによって、また
は粒子と生成物との重量、密度またはサイズの差異を手段とした定在波からの生成物の自
動的遊離によって、可能にしてもよい。その結果、生成物は、定在波の単数または複数の
波節において保持されなくなる。
【００３５】
　上記方法は、ステップ（ｉｉｉ）の前に、１つ以上の反応物を導管に導入する複数のス
テップを含んでもよく、各複数のステップの間に、導管を通る洗浄溶液の流れを確立する
ステップを挿入しもよい。
　このことは、複合反応（複数のステップを含む）を単一の導管の中で実行することを可
能にする。
　本明細書で用いられる複数のステップは、２つ、３つ、４つまたは５つのステップを含
むが、これらに限定されるものではない。
【００３６】
　粒子は、好ましくは、細菌細胞、血液細胞、血小板、細胞断片、胞子、プラスミドまた
は他のＤＮＡ、ウイルス、大きなタンパク質分子、またはポリスチレンまたは他の合成物
質であり、１つ以上の異なる化学的または生物学的な部分（例えば抗体またはその合成誘
導体）によって変異または被覆されてもされなくてもよい。
【００３７】
　上記方法は、特に血液型決定の方法、特に赤血球凝集反応（すなわち赤血球の凝集）を
検出する方法に関する。それによって、所定の流量は、定在波における赤血球凝集反応の
存在を、赤血球の単なる集合にわたって検出することを可能にする。
【００３８】
　従って、第２の態様において、本発明は、赤血球凝集反応を検出する方法を提供し、当
該方法は、
（ｉ）赤血球の懸濁液を導管に導入するステップであって、赤血球が定在波の波節におい
て保持されるように定在波を提供する手段に関連づけられる、ステップと、
（ｉｉ）赤血球凝集反応を提供する１つ以上の反応物を導管内に導入するステップと、
（ｉｉｉ）導管を通して所定の流量で流動を提供することによって赤血球の集合にわたっ
て赤血球凝集反応を検出するステップであって、それによって所定の流量は、定在波にお
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ける赤血球凝集反応の存在を、赤血球の集合にわたって検出することを可能にする、ステ
ップとを含む。
【００３９】
　上記方法は、好ましくは血液型決定のためのものであり、従って赤血球の懸濁液は、好
ましくは１つ以上の血液試料である。
　上記方法は、超音波（定在波）および所定の流量を用いることにより、安定した陽性の
（血球凝縮した）試料を、弱い陽性の試料、陰性（集合単細胞または血球凝縮していない
単細胞）の試料から識別する。
　弱い陽性は、部分的な赤血球凝集反応（架橋結合のための抗体または抗原がほとんどな
いもの）、または弱い凝集（抗原に対する結合活性が低い抗体）の結果である。
　例えば、定在波の単数または複数の波節において保持される血球凝縮した赤血球は、３
０ボルト（Ｖ）のトランスデューサに対する印加電圧において３５ミリリットル（ｍｌ）
／時の流量に耐えるが、定在波の単数または複数の波節において保持される集合赤血球は
、耐えられない。
　一般的に、血球凝縮した赤血球は、集合赤血球に比較して、２～３倍の流量に耐えるこ
とができる。
【００４０】
　赤血球凝集反応を提供する反応物は、赤血球を直接的に架橋できるモノクローナル免疫
グロブリンＭ抗体、または表面に付着した免疫グロブリンＧ抗体を有する赤血球を架橋で
きるクームス試薬を含んでもよい。
【００４１】
　上記方法は、より好ましくは、クームス法を実行するため、またはそれに代わってクー
ムス法を改変した血液型決定のために用いられる。それによって、赤血球の懸濁液は、血
液試料の混合物であり、好ましくは、患者血液試料と予測される供血者血液試料との混合
物である。
　上記方法の好ましい実施形態において、導管を通る洗浄溶液の流れを用いることにより
、１つ以上の反応物を導管に導入する前に、不必要な成分（例えば赤血球の表面に結合し
ていない望ましくない免疫グロブリンＧ抗体（「マトリックス効果」））を除去する。
　１つ以上の反応物は、好ましくは、血液免疫グロブリンＧ抗体（例えば抗ヒト免疫グロ
ブリンＧ抗体および／または抗補体Ｃ３抗体）への結合に適した抗体、最も好ましくは、
クームス法における使用に適した反応物を含む。
　抗体は、好ましくは、ヒト免疫グロブリンＧ抗体に対する一般的な特異性を有する。
【００４２】
　上記方法は、１つの連続工程において、超音波装置の導管の中で、赤血球の保持、望ま
しくない非特異的免疫グロブリンＧ抗体の除去、赤血球凝集反応、生成物の検出および回
収を可能にする。
　上記方法は、標準的なクームス法を実行する際の多くの問題を解決する。
【００４３】
　第３の態様において、本発明は、第１の態様の方法を実行する装置を提供し、当該装置
は、導管と、導管内に配置されて単数または複数の波節を有する定在波を生成できる手段
と、流動を提供できる手段とを備える。
【００４４】
　上記装置は、好ましくは、国際特許出願公開第ＷＯ　０４／０３３０８７号明細書に開
示される装置の特徴のうちの１つ、２つ以上、またはすべてを備える。
【００４５】
　第４の態様において、本発明は、第１の態様の方法を実行するキットを提供し、当該キ
ットは、第２の態様の装置および１つ以上の反応物を含む。
【００４６】
　一実施形態において、反応物は、血液型決定のための免疫グロブリンＭ抗体を含む。
　第２の実施形態において、試薬は、クームス法の実行または改変を可能にする抗ヒト免
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疫グロブリンＧ抗体および／または抗補体Ｃ３抗体を含む。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
＜実施例＞
　超音波定在波技術は、免疫測定技術の多くの提示に適用されている。
　ほとんどの免疫測定試験は、抗体（血清学）、あるいはサンドイッチ形式または競合形
式の抗原を検出する。
　血清学試験は、血液試料中の特異抗体の存在を検出するものであり、免疫グロブリンＧ
または免疫グロブリンＭ抗体を測定したり、疾病経過を判定したりするために一般的に用
いられるものであるが、他の種類の抗体（例えば免疫グロブリンＡ、免疫グロブリンＤま
たは免疫グロブリンＥ）を検出することもできる。
【００４８】
　血液型判定実験のために用いた洗浄溶液または洗浄流体は、脱イオン水を用いて調製し
た０．０１Ｍリン酸緩衝食塩水（英国のシグマ社）であった。
　血液型判定のために使用できる他の洗浄溶液は、（ｉ）ダルベッコ燐酸緩衝生理食塩水
（ＰＢＳ）（イスラエルのベイト　ハァメクのバイオロジカル工業社から入手）、（ｉｉ
）４％（ｗ／ｖ）ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）１５０００－２００００ＭＷ（フラ
ッカ社）および０．３％（ｗ／ｖ）硫酸デキストランソーダ塩（アマーシャン生命科学社
）を用いて水中で１：１希釈したＰＢＳから作る溶液、および（ｉｉｉ）０．００１－０
．０１％（ｗ／ｖ）ポリオキシエチレン－１０－トリデシルエーテル（シグマ社）を用い
たＰＢＳ溶液を含む。
【００４９】
　血液型判定実験のために用いる赤血球懸濁液および反応物は、ダイアメッド社およびイ
ムコ・ガンマ社から入手した。
　用いた懸濁液は、以下の通りである。
（１）ダイアメッド社の緩衝懸濁液３におけるＡ1、Ａ2、ＢおよびＯのヒト起源赤血球。
防腐剤：抗生トリメトプリムおよびスルファメトキサゾール。
（２）ダイアメッド社の緩衝懸濁液４におけるＡ1、Ａ2、ＢおよびＯのヒト起源赤血球。
防腐剤：抗生トリメトプリムおよびスルファメトキサゾール。
（３）ダイアメッド社の緩衝懸濁液４における、免疫グロブリンＧによって感度を高めら
れる「クームス制御免疫グロブリンＧ」ヒト起源赤血球。
防腐剤：抗生トリメトプリムおよびスルファメトキサゾール。
（４）ダイアメッド社の緩衝懸濁液３におけるダイアセル・ヒト起源赤血球Ｉ、ＩＩおよ
びＩＩＩ。
（５）３種類の血漿：抗Ｄ／Ｃ　Ｎ0１０、抗Ｄ／Ｃ　Ｎ0１９、および抗Ｃ　Ｎ0２５。
（６）抗ヒトグロブリン、抗免疫グロブリンＧ（マウスモノクローナル）、Ｃ３ｄ（イム
コ・ガンマ社）。
防腐剤：０．１％アジ化ナトリウム。
（７）キャプチャ－Ｒ（登録商標）、陽性および陰性の管理血清（イムコ・ガンマ社）。
防腐剤：０．１％アジ化ナトリウム。
【００５０】
　赤血球の必要な濃度は、最初の懸濁液をＰＢＳまたはＩＤ希釈液２（ダイアメッド社）
で希釈することによって得られた。
　超音波チャンバに導入される最終的な赤血球濃度は、特に明記しない限り０．３％であ
った。
【００５１】
　ダイアクローン抗Ａ、抗Ｂおよび抗Ｄ抗体（ダイアメッド社）は、ＰＢＳまたはＩＤ希
釈液２を用いて、必要な濃度に希釈した（特に明記しない限り、通常は２０倍の希釈）。
【００５２】
　クームス試薬は、（ｉ）ダイヤ・クローン・クームス試薬（ダイアメッド社）および多
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特異性ＡＨＧ（ウサギ抗免疫グロブリンＧ、モノクローナル抗Ｃ３ｄ、細胞系Ｃ１３９－
９（ダイアメッド社））（防腐剤として０．１％未満のアジ化ナトリウムを含む）、およ
び（ｉｉ）抗ヒトグロブリン、抗免疫グロブリンＧ（マウスモノクローナル）（防腐剤と
して－Ｃ３ｄ（イムコ・ガンマ社）０．１％アジ化ナトリウム）を含んだ。
　ダイヤ・クローン抗血清抗体（ダイアメッド社）および抗免疫グロブリンＧ（マウスモ
ノクローナル）、－Ｃ３ｄ（イムコ・ガンマ社）は、ＰＢＳまたはＩＤ希釈液２（ダイア
メッド社）を用いて、必要な濃度に希釈した。
【００５３】
　血液型決定実験のために用いた超音波装置は、ディスク圧電トランスデューサと、石英
ガラス反射器と、試料溶液のためのスペーサ層と、スペーサ層からトランスデューサを分
離する連結ステンレス鋼層とを含んだ。
　上記装置は、Ｌ．Ａ．クズネツォワら（ラングミュア　２００７、２３、３００９－３
０１６）に記載されている。
　注射器によって赤血球懸濁液をスペーサ層に充填した。
　スペーサ層への入口は、ＫＤＳ１００シリンジポンプ（米国マサチューセッツ州ＫＤ　
サイエンティフィック社）に再接続され、このシリンジポンプが、チャンバを通して、Ｐ
ＢＳ、抗体懸濁液またはクームス試薬を注入した。
　細胞運動は、オリンパスＢＸ４１Ｍ落射蛍光顕微鏡、またはＴＶズームレンズを有する
標準ＰＡＬ　ＣＣＤ　ＪＶＣビデオカメラ（日本のビクター社）を用いて観察した。
　カメラは、０．５顕微鏡アダプタを介して接続され、画像は、標準ビデオテープ上に記
録された。
【００５４】
　予備的な電圧／周波数走査は、最適周波数を確立した。
　注射器によってＰＢＳおよびヒト赤血球の懸濁液をスペーサ層に注入した。
　トランスデューサの公称共振周波数（１．５ＭＨｚ）に近い範囲において周波数をわず
かに増加させながら掃引し、最小限の電圧で周波数を識別することによって、走査を実行
した。
　確立された共振周波数は、血液型判定実験を通じて手作業で維持された。
【００５５】
　選択された周波数における音圧振幅は、Ｌ．Ａ．クズネツォワら（ラングミュア誌　２
００７，２３，３００９－３０１６）に記載されるように、軸方向の直接放射力と懸濁液
内の粒子に作用する重力とのバランスから、実験的に推定した。
　１．３ボルト（Ｖ）の閾電圧における音圧振幅Ｐ0は、３．９×１０３Ｎ／ｍ２（３９
キロパスカル（ｋＰａ））であったが、これはＰ0対Ｖ一次従属性から実験条件における
評価を可能にするものである。
【００５６】
　実験ごとに、赤血球懸濁液の新たな部分をチャンバに注入した。
　定在波を加えると、赤血球は、音響放射力によって波節平面に駆動され、そこで波節に
おける集合体を形成した。
　集合体と凝集体との間の差異は、水力学的な流れを加えた際に明瞭に観察された。
　各実験の後、スペーサ層は、洗剤によって洗浄し、脱イオン水ですすいだ。
　チャンバは、アルコールによって殺菌した。
【００５７】
　流れの中で超音波によって形成される集合体の安定性は、音圧振幅に依存する。音圧振
幅は、トランスデューサ全体の電圧と直線的に比例する。
　特に明記しない限り、実験用に３０ボルト（Ｖ）の電圧を選択した。
【００５８】
＜実施例１＞赤血球凝集反応の負の対照実験
　負の対照実験は、抗Ｂ抗体を有するＡグループ細胞、抗Ａ抗体を有するＢグループ細胞
、抗Ｄ抗体を有するＡ1、Ａ2またはＢグループ細胞、および抗Ａ抗体および抗Ｂ抗体の両
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方を有するＯ赤血球の相互作用を含んだ。
【００５９】
　等しい体積のグループＡ1およびＡ2赤血球懸濁液および抗Ｂ抗体を、予備混合し、スペ
ーサ層に注入し、超音波に露出した。
　スペーサ層の中央において大きな集合体が成長するのが観察された。
　その成長の主な誘因は、いくつかの単細胞株および小さな細胞凝集であった。
　チャンバの周辺には、より小さな集合体があり、その一部が最終的に中央集合体と連結
し、主集合体の再編成をもたらした。
　超音波に露出した１分以内に、直径約２ミリメートル（ｍｍ）の集合体が形成された。
　その直後に、８ミリリットル（ｍｌ）／ｈの速度で、洗浄溶液の流れが開始した。
　その結果、主集合体の端から、遅いが連続的な単細胞分離が生じ（２倍～５倍の顕微鏡
拡大で明瞭に観察された）、より小さい集合体の迅速な崩壊がチャンバの周辺に散乱した
。
　流量が増加すると、中央集合体の崩壊も増加した。
　３５ミリリットル（ｍｌ）／ｈ～４０ミリリットル（ｍｌ）／ｈの間において、集合体
が約２分以内に完全に分離する、ということが判明した。
【００６０】
　変更した実験手順は、Ａグループ細胞を含む懸濁液をスペーサ層に注入し、超音波を開
始し、中央細胞集合を形成することに関わった。
　その後、不適合の抗Ｂ抗体を、２分間にわたって８ミリリットル（ｍｌ）／ｈの流量で
チャンバに注入した。
　流量が増加するにつれて、集合体分離のパターンは、上述と同じであった。
　凝集は、観察されなかった。
【００６１】
　等しい体積のＡ1、Ａ2またはＢグループ細胞および抗Ｄ抗体の予備混合された懸濁液を
、超音波に露出すると、波節平面において細胞集合がもたらされた。
　集合体は、３５ミリリットル（ｍｌ）／ｈにおいて崩壊し、流失した。
　前もって作った細胞集合体を、遅い流量で不適合抗体の流れの中で洗浄し、次に３５ミ
リリットル（ｍｌ）／ｈのより高い流量にさらしたときに、同一の結果が得られた。
【００６２】
　予備混合したＯグループ赤血球および抗Ａ抗体および抗Ｂ抗体の懸濁液を、超音波に露
出すると、細胞集合がもたらされた。
　分離は、上記の通りであった。
【００６３】
＜実施例２＞赤血球凝集反応の正の対照実験
　正の対照実験は、抗Ａ抗体を有するＡグループ赤血球、抗Ｂ抗体を有するＢグループ赤
血球、および抗Ｄ抗体を有するＯグループ赤血球の相互作用を含んだ。
【００６４】
　等しい体積のグループＡ1およびＡ2赤血球懸濁液を抗Ａ抗体に予備混合、またはグルー
プＢ赤血球懸濁液を抗Ｂ抗体に予備混合し、超音波に露出した結果、露出の１分以内に定
在波の波節において凝集体が生成された。
　実施例１において説明したように、形成のパターンは、集合のパターンとは非常に異な
る。
　単細胞が放射力によって引き寄せられて中央集合体を形成するのではなく、小さいサイ
ズから中間サイズの凝集体が放射力によって引き寄せられて中央凝集体を形成する。
　超音波に露出した１分以内に、１つの大きな中央凝集体と、いくつかの小さい周辺凝集
体とが形成された。
　その直後に、流れを開始した。
　低い流量および中間の流量において、中央凝集体は、流れの方向に位置が僅かに移動し
たものの、崩壊の徴候を示さず、そのまま残った。一方、より小さい凝集体は、流れによ
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ってその場から一掃された。
　場合によっては、より小さい凝集体は、主凝集体を通り過ぎて一掃されたが、接触が生
じた場合は主凝集体に付着した。
　主凝集体は、流れを８０ミリリットル（ｍｌ）／ｈ～１１０ミリリットル（ｍｌ）／ｈ
に増加させるまでは、そのまま残ったが、その後、凝集体は全体として流失した。すなわ
ち、実施例１に示すような集合体に関する単細胞の分離は、凝集体には生じなかった。
【００６５】
　抗Ｄ抗体を有するＯグループ赤血球の等しい体積の予備混合した懸濁液を超音波に露出
すると、凝集体がチャンバの中央に形成され、その凝集体は、８０ミリリットル（ｍｌ）
／ｈの流速で全体として一掃されるまでは、崩壊の徴候を示さなかった。
　定在波の波節において凝集したＯグループ赤血球に対する抗Ｄ抗体の導入も、同一の効
果を有した。
　この場合、凝集は、Ｒｈプラスの血液型を示す。
【００６６】
　実施例１および実施例２における実験は、３０ボルト（Ｖ）のトランスデューサ電圧で
実行した。
　なお、より低い電圧においては、集合体生成物が定在波から一掃された流量と、凝集体
生成物が定在波から一掃された流量との間の差異がより少なかったので、陰性の結果から
陽性の結果を区別することは、達成がより困難な場合もある。
　５０ボルト（Ｖ）を越える電圧においては、空洞化気泡が作業工程を妨げることが多か
った。
【００６７】
＜実施例３＞クームス法
　クームス法は、実際には、直接クームス試験および間接クームス試験という２つの異な
る試験を含む。
　直接クームス試験は、生体内で赤血球表面抗原に結合した抗体または補体系要因を検出
するために用いられる。それに対して、間接クームス試験は、輸血前に患者または供血者
の血漿中または血清中に存在する低濃度の抗体を検出するために用いられる。
　２つの試験は、抗ヒト抗体（免疫性を与えられたヒト以外の種によって生成されるもの
）が、ヒト抗体（一般に免疫グロブリンＧまたは免疫グロブリンＭ）に結合する、という
コンセプトに基づく。
　また、動物性抗ヒト抗体は、赤血球の表面上に固定するヒト抗体に結合し、そのような
赤血球は、適切な試験管条件において凝集する。
【００６８】
　直接クームス試験－正
　０．４％クームス対照免疫グロブリンＧを予め加えた細胞の懸濁液（すなわち品質管理
試験として使用するためにすでに付着した免疫グロブリンＧ抗体を有する細胞）を、チャ
ンバに流し込み、超音波に露出した。
　細胞は、チャンバの中央の波節において凝集した。
　クームス血清の１０倍希釈溶液を、チャンバを通して８ミリリットル（ｍｌ）／ｈの流
量で流し込むと、細胞凝集がもたらされた。
　凝集体は、８０ミリリットル（ｍｌ）／ｈの流量で、全体として流失した。
【００６９】
　０．８％クームス対照免疫グロブリンＧの予め加えた細胞およびクームス血清の１０倍
希釈溶液の等しい体積の予備混合された懸濁液（最終的な細胞濃度を０．４％とする）を
超音波場に露出したときにも、凝集が生じた。
　凝集体は、この場合も８０ミリリットル（ｍｌ）／ｈにおいてそのまま流失した。
【００７０】
　直接クームス試験－負の対照
　クームス血清の１０倍希釈溶液を有する０．６％のグループＡ1、Ａ2、ＢまたはＯ赤血
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球の１０倍希釈溶液の予備混合された等しい体積の懸濁液（最終的な細胞濃度を０．３％
とする）を超音波に露出すると、波節平面において細胞集合がもたらされた。
　凝集は生ぜず、集合体は、３５ミリリットル（ｍｌ）／ｈの流量で流失した。
【００７１】
　クームス試薬滴定
　細胞凝集をもたらすクームス試薬の最小限の濃度を決定するために、滴定を実行した。
　最初のクームス試薬濃度を１０倍および１００倍に希釈したときに、安定した細胞凝集
が生じる、ということが判明した。
　凝集体は、安定性を示し、８０～１１０ミリリットル（ｍｌ）／ｈの流量においてのみ
、全体として超音波場から一掃された。
　１０００倍希釈溶液において、部分的な細胞凝集が観察され、小さな細胞集合は中間の
流量で中央凝集体／集合体から流失した。
　１０，０００倍および１００，０００倍希釈溶液において、細胞は、遅い流量で中央凝
集体／集合体から流失し始めた。
【００７２】
　間接クームス試験－負の対照
　ダイアセルＩＩＩおよび血漿抗Ｄ／Ｃ　Ｎｒ　１０の等しい体積の予め混合された懸濁
液を、室温で１５分間温置し、超音波に露出した。
　赤血球集合体は、チャンバの中央に形成された。
　集合体を８ミリリットル（ｍｌ）／ｈの流量で２分間にわたりＰＢＳ内で洗浄すること
により、血漿内に存在する非結合性抗体分子を除去した。
　クームス法が直面する問題の一つは、血漿内に存在する抗体分子によるクームス試薬の
「中和」という問題である。
　本方法は、赤血球を洗浄することができるので、この問題を回避する。
　クームス試薬の１０倍希釈溶液を、８ミリリットル（ｍｌ）／ｈでチャンバに注入した
。
　流量が１２ミリリットル（ｍｌ）／ｈに増加すると、集合体は細胞を失い始め、３５ミ
リリットル（ｍｌ）／ｈにおいて、急速な集合体分離が生じた。
　このことは、血漿が、抗体を含まない、または不適合な抗体を含む、ということを示し
た。
　従って、クームス検査は、陰性であった。
【００７３】
　間接クームス試験－正
　ダイアセルＩおよび血漿抗Ｄ／Ｃ　Ｎｒ　１０の等しい体積の予備混合した懸濁液を、
負の対照のために用いられる手順に露出した。
　クームス試薬の１０倍希釈溶液を導入すると、凝集がもたらされた。
　凝集体は、８０ミリリットル（ｍｌ）／ｈにおいて、全体として流失した。
【００７４】
＜実施例４＞免疫測定法
　単純な免疫測定法の一例に応用されるような超音波定在波システムは、関連する抗体（
例えば梅毒またはトキソプラズマ症）に対する抗原によって被覆されたポリスチレンなど
の合成粒子を使用する。
　粒子サイズは、直径約１μｍ～５０μｍであるが、好ましくは約３μｍである。
　定在波場の条件は、粒子の理化特性、流れセル特性の物理的な大きさ、および粒子が保
持される媒体の構成に従って、最適化される。
　粒子は、定在波の範囲内、好ましくは定在波の波節において保持されるが、溶液または
懸濁液は、導管を通過する。
　不純物は、流失する。
　化学的または生物学的な試薬を含む第２溶液は、反応を促進する導管を通して洗浄され
る。



(15) JP 2010-505107 A 2010.2.18

10

20

30

40

50

　反応の生成物は、流量が増加する流動を加えることによって、検出および区別される。
【００７５】
＜実施例５＞抗体サンドイッチアッセイ
　抗体の種類の有無を検出する一般的な方法は、その種類に対して二次抗体を用いるもの
である。
　二次抗体は、標識を含んでもよい。標識は、多くの場合は酵素であるが、可視の標識（
例えばナノ粒子、磁性粒子、蛍光化合物、または量子ドット）であってもよい。
　一実施例において、反応物は、光を反射する金のナノ粒子によって標識付けされる免疫
グロブリンＧまたは免疫グロブリンＭ抗体に対する抗体を含む。
　特異的標識のための適切な検出システムを使用することにより、信号を検出することが
できる。
　例えば、レーザおよび光学素子を使用することにより、散乱する光量を測定することが
でき、従って最初の試料に存在する抗体の量を測定することができる。
【００７６】
　サンドイッチ免疫測定法は、表面に抗体が付着したポリスチレン粒子を用いる。
　粒子は、定在波において保持されるが、懸濁液の他の構成要素は、導管を通して洗浄さ
れるので、すなわち定在波において保持されない。
　定在波は、粒子の特定のサイズまたはサイズ範囲に最適化される。
　抗体に対して特異的な抗原を含む第２溶液は、定在波によって流される。それによって
、抗原は、粒子に結合した抗体によって捕えられる。
　第３溶液は、抗原に対する１つ以上の二次抗体を含む第４溶液（更なる反応物）を導入
する前に、非結合材料を洗浄するために用いてもよい。
　１つ以上の二次抗体は、サンドイッチを形成する抗原に結合する。信号は、標識から検
出されるものであり、最初の試料における抗原の量と相関してもよい。
【００７７】
＜実施例６＞競合免疫測定法
　競合免疫測定法は、抗体に結合できる部位を１つしか有しない小さな抗原に特に適した
ものである。
　分析物は、標識が付着した既知量の抗体を含む。
　この抗体は、定在波において粒子の表面上の結合部分に結合することができ、検出可能
な信号を提供することができる。
　抗体のみを含む分析物によって生成される信号は、１００％結合と呼ばれる値を示す。
　ここで、抗体に特異的な抗原もまた分析物内に存在する場合、その抗原は抗体と反応す
る。
　このことにより、抗体は、定在波における粒子の表面上の結合部分に結合することがで
きない。抗体の抗体結合部位は、ブロックされ、このことにより、導管を通って流れて流
失する。
　従って、システムにおける抗原の存在は、溶液中の抗原の量に比例して、検出可能な信
号の減少をもたらす。
【００７８】
＜実施例８＞ポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドの検出
　ポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドの検出は、ハイブリッド形成法のステップ
を含む。
　この実施例において、定在波によって保持される粒子は、１つ以上のオリゴヌクレオチ
ドにおいて被覆される。
　試料中の標的ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの分析物は、一本鎖形態で生
成でき、定在波を通過できる。このことによって、粒子上の１つ以上のオリゴヌクレオチ
ドとのハイブリッド形成が生じる。
　非結合材料は、流失する。
　第２オリゴヌクレオチドが付着した標識付きの粒子を含む反応物を導入することは、サ
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ンドイッチアッセイフォーマットを可能にする。
　金または銀のナノ粒子は、粒子として用いることができるので、好ましくは回折または
光散乱による光学的検出を可能にする。
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