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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
悪性プラズマ細胞疾患の検出又はモニタリングのために、個々の患者由来の試料中の、
（ｉ）λ軽鎖と結合した重鎖クラスを有する免疫グロブリン、及び、
（ｉｉ）κ軽鎖と結合した同一重鎖クラスを有する免疫グロブリン
の相対量の比を検出する方法であって、該比が、
（ａ）第１の軽鎖に対する特異性を有すると同時に重鎖クラスに対する特異性を有する抗
体又はその断片を、
（ｂ）第２の軽鎖に対する特異性を有すると同時に重鎖クラスに対する特異性を有する抗
体又はその断片
と組合せて用いることにより決定される、方法。
【請求項２】
前記抗体が重鎖サブクラス特異的である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
試料中における免疫グロブリンと抗体の結合が比濁計、濁度計、フローサイトメトリー又
は蛍光標識ビーズを用いることにより決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
試料中の遊離λ軽鎖及び／又は遊離κ軽鎖の存在、及び／又は量を検出するステップを更
に含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
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遊離λ軽鎖及び／又は遊離κ軽鎖が、該遊離λ軽鎖又は遊離κ軽鎖に特異的な抗体により
検出される、請求項４記載の方法。
【請求項６】
請求項１～５のいずれか一項に記載の方法を使用して、個々の患者由来の血液、尿又は血
清の試料をアッセイすることを含む、悪性プラズマ細胞疾患の分析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、悪性プラズマ細胞疾患を検出又はモニタリングするためのアッセイ及び方法
、並びに免疫グロブリンに特異的である抗体又は抗体の断片に関し、当該免疫グロブリン
は重鎖に結合した軽鎖を含み、単離抗体又は断片は重鎖クラス（重鎖クラスとしても知ら
れている）に対する特異性を有し、同時に軽鎖に対する特異性を有することを更に特徴と
する。例えば骨髄腫のような悪性プラズマ細胞疾患の検出における組成物、及び抗体を用
いる方法も提供される。
【背景技術】
【０００２】
　抗体分子（免疫グロブリンとしても知られている）は線対称であり、各々が可変ドメイ
ン及び定常ドメインを含有する２つの同一重鎖及び２つの同一軽鎖から成る。重鎖及び軽
鎖の可変ドメインは、両鎖が抗体分子の抗原結合特異性に寄与するように、組み合わさっ
て抗原結合部位を形成する。抗体の基本四量体構造は、ジスルフィド結合により共有結合
した２つの重鎖を含む。各重鎖は順次、再びジスルフィド結合により軽鎖に結合する。こ
れにより、実質的に「Ｙ」字形の分子を生じる。これは、図１に模式的に示されている。
【０００３】
　重鎖は、抗体中に見出される２タイプの鎖のうち、小さい軽鎖（２５０００Ｄａ）と比
較したときにより大きい鎖であって、通常、分子量５００００～７７０００Ｄａである。
【０００４】
　それぞれＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤ及びＩｇＥの成分重鎖であるγ、α、μ、δ
及びεといった重鎖の５つの主要クラスがある。ＩｇＧは、正常ヒト血清の主要免疫グロ
ブリンであり、総免疫グロブリンの７０～７５％を占める。これは、二次免疫応答の主要
抗体である。また、２つの重鎖＋２つの軽鎖の単一四量体を形成する。
【０００５】
　ＩｇＭは、総免疫グロブリンの約１０％を占める。これらの分子は、Ｊ鎖と共に、５つ
の基本的な四本鎖構造から五量体を形成する。個々の重鎖は約６５０００の分子量を有し
、分子全体では約９７００００の分子量を有する。ＩｇＭは大部分が血管内に限定され、
そして初期主要抗体である。
【０００６】
　ＩｇＡは、ヒト血清中の総免疫グロブリンの１５～２０％を示す。ＩｇＡの８０％より
も多くは単量体として生ずる。しかし、ＩｇＡ（分泌ＩｇＡ）のうちのいくらかは二量体
として存在する。
【０００７】
　ＩｇＤは、総血漿免疫グロブリンの１％未満を占める。
【０００８】
　ＩｇＥは正常血清中にはほとんど存在しないが、好塩基球及びマスト細胞の表面膜上に
見出される。ＩｇＥは、喘息及び花粉症といったアレルギー性疾患と関連する。
【０００９】
　５つの主要クラスに加えて、ＩｇＧに関して４つのサブクラスが存在する（ＩｇＧ１、
ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４）。更に、ＩｇＡに関して２つのサブクラスが存在する
（ＩｇＡ１及びＩｇＡ２）。
【００１０】
　２つのタイプの軽鎖：ラムダ（λ）及びカッパー（κ）が存在する。ヒトにおいてはκ
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分子はλ分子の約２倍産生されるが、これはいくつかの哺乳類では全く異なる。各鎖は、
１つの定常ドメイン及び１つの可変ドメインに折りたたまれる単一ポリペプチド鎖中に約
２２０のアミノ酸を含有する。プラズマ細胞は、κ分子又はλ分子と共に５つのタイプの
重鎖のうちの１つを生じる。通常、重鎖合成を約４０％を上回る遊離軽鎖の産生が認めら
れる。重鎖分子と結合しない軽鎖分子は、「遊離軽鎖分子」として知られている。κ軽鎖
は、通常は単量体として見出される。λ軽鎖は、二量体を形成する傾向がある。
【００１１】
　抗体産生細胞と関連する多数の増殖性疾患が存在する。図２は、Ｂ細胞系疾患及びその
関連疾患の発症を示す。これらの疾患は、悪性プラズマ細胞疾患として知られている。こ
れらは、英国、バーミンガムのザ・バイディングサイト・リミテッドから入手可能な文献
「無血清軽鎖分析」A.R. Bradwell著（ISBN: 07044 24541）に詳細にまとめられている。
【００１２】
　多数のこのような増殖性疾患において、プラズマ細胞は増殖して、同一プラズマ細胞の
モノクローナル腫瘍を形成する。これは同一免疫グロブリンの大量産生をもたらし、モノ
クローナルガンマグロブリン異常症として知られている。
【００１３】
　骨髄腫及び原発性全身性アミロイドーシス（ＡＬアミロイドーシス）のような疾患は、
英国における癌死亡のそれぞれ約１．５％及び０．３％を占める。多発性骨髄腫は、非ホ
ジキンリンパ腫に次いで２番目に一般的な形態の血液学的悪性疾患である。白人種集団で
は、その発生率は約４０人／１００万人／年である。従来、多発性骨髄腫の診断は、骨髄
中の過剰なモノクローナルプラズマ細胞、血清又は尿中のモノクローナル免疫グロブリン
、並びに高カルシウム血症、腎不全、貧血又は骨病変といった関連器官又は組織の機能不
全の存在に基づいている。骨髄の正常プラズマ細胞含量は約１％であるが、多発性骨髄腫
では、その含量は通常３０％より多く、９０％を上回ることもある。
【００１４】
　ＡＬアミロイドーシスは、アミロイド沈着のようなモノクローナル遊離軽鎖断片の蓄積
を特徴とするタンパク質コンフォメーション障害である。典型的には、これらの患者は心
不全又は腎不全を示すが、末梢神経及びその他の器官も関与し得る。
【００１５】
　患者の血流内、又は尿内のモノクローナル免疫グロブリンの存在により同定され得る多
数のその他の疾患が存在する。これらは、プラズマ細胞腫、及び骨髄の外側に生じて任意
の器官で起こり得るプラズマ細胞腫瘍である骨髄外プラズマ細胞腫を含む。モノクローナ
ル免疫グロブリンが存在する場合、モノクローナルタンパク質は典型的にはＩｇＡである
。多発性孤立性プラズマ細胞腫は、多発性骨髄腫の兆候を伴って又は伴わずに起こる。ワ
ルデンシュトレームマクログロブリン血症は、モノクローナルＩｇＭの産生に関連する低
級リンパ球増殖性障害である。米国では年間約１５００のそして英国では年間約３００の
新規症例が存在する。血清ＩｇＭ定量は、診断及びモニタリングの両方のために重要であ
る。Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫は英国における全ての癌死亡の約２．６％原因となり、標
準電気泳動法を用いて、患者の約１０～１５％の血清中でモノクローナル免疫グロブリン
が同定されている。初期の報告は、モノクローナル遊離軽鎖が６０～７０％の患者の尿中
で検出されることを示した。Ｂ細胞慢性リンパ球性白血病モノクローナルタンパク質は、
遊離軽鎖イムノアッセイにより同定されている。
【００１６】
　更に、いわゆるＭＧＵＳ状態が存在する。これらは、重大性が分かっていないモノクロ
ーナル高ガンマグロブリン血症である。この用語は、多発性骨髄腫、ＡＬアミロイドーシ
ス、ワルデンシュトレームマクログロブリン血症等の兆候を有さない個体中において、in
tact型のモノクローナル免疫グロブリンが予期せず存在することを意味する。ＭＧＵＳは
、５０代以上の集団の１％、７０代以上の３％並びに８０代以上の最高１０％に見出され
る。ＩｇＡ関連又は二クローン性であることも稀にあるが、これらのほとんどがＩｇＧ又
はＩｇＭ関連である。ＭＧＵＳを有するほとんどの人々が関連のない疾患により死亡する
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が、ＭＧＵＳは悪性モノクローナルガンマグロブリン異常症に転換することがある。
【００１７】
　上記で強調した疾患に関して少なくともいくつかの場合、疾患は、モノクローナル免疫
グロブリン又は遊離軽鎖の濃度の異常を示す。疾患がプラズマ細胞の異常複製をもたらす
場合、これはしばしば、「モノクローン」が血中で増殖、出現するようなタイプの細胞に
よる更なる免疫グロブリンの産生をもたらす。
【００１８】
　モノクローナル免疫グロブリン、並びにそれらの免疫グロブリンを構成する重鎖及び軽
鎖の同定は、多数の方法で実行される。血清タンパク質電気泳動（ＳＰＥ）及び免疫固定
電気泳動（ＩＦＥ）は、長年にわたって血清中のモノクローナルタンパク質の存在を同定
するために用いられてきた。血清タンパク質電気泳動は、intact型免疫グロブリン多発性
骨髄腫に関するスクリーニングのための標準的な方法であり、血清タンパク質が分離、固
定、染色されたゲルのスキャニングに基づいている。骨髄腫を有する患者由来の試料のう
ちのいくつかは電気泳動では正常であるように見えるということを含めて、この方法に関
連しての限界が存在する。これは、患者を見逃す可能性及び疾患の誤診をもたらす。更に
この手法は、特に低濃度において、同定される種々のタンパク質の正確な定量が困難であ
る。血清電気泳動は遊離軽鎖の存在を同定するために用いられるが、しかし検出限界は、
モノクローナルタンパク質がβタンパク質に並んで移動するか否かに応じて、５００ｍｇ
／Ｌ～２０００ｍｇ／Ｌである。血清タンパク質電気泳動は、非分泌性骨髄腫を有する全
ての患者において遊離軽鎖に関して陰性である。
【００１９】
　免疫固定電気泳動は、免疫グロブリン分子に対する沈降抗体を使用する。これは試験の
感度を改善するが、沈降抗体が存在するために、モノクローナル免疫グロブリンを定量す
るために用いることができない。免疫固定電気泳動はまた、実施がむしろ困難であり、解
析が困難であることがある。キャピラリーゾーン電気泳動は血清タンパク質分離のために
多数の臨床実験室で用いられ、そしてほとんどのモノクローナル免疫グロブリンを検出し
得る。しかしながら免疫固定法と比較すると、キャピラリーゾーン電気泳動は試料中の５
％のモノクローナルタンパク質は検出できない。これらのいわゆる「擬陰性」結果は、低
濃度モノクローナルタンパク質を含む。
【００２０】
　総κアッセイ及び総λアッセイはが開発されている。しかしながら総κアッセイ及び総
λアッセイは、モノクローナル免疫グロブリン又は遊離軽鎖を検出するには感度が低過ぎ
る。これは、このようなアッセイを妨害するポリクローナル結合軽鎖によるバックグラウ
ンド濃度の高さのためである。
【００２１】
　更に近年、本出願人は、遊離κ軽鎖と遊離λ軽鎖を別個に検出し得る高感度アッセイを
開発した。この方法は、遊離κ軽鎖又は遊離λ軽鎖に対するポリクローナル抗体を使用す
る。これは、A.R. Bradwellによる文献において詳細に考察されている。このような抗体
を生じる可能性に関しても、多数の異なる潜在的特異性のうちの１つとして、国際公開公
報ＷＯ９７／１７３７２号において考察された。この文書は、従来技術がもたらすよりも
特異的である目的の抗体を産生させるために、動物を寛容化する方法を開示している。遊
離軽鎖アッセイは、遊離λ軽鎖又は遊離κ軽鎖と結合するために抗体を使用する。遊離軽
鎖の濃度は、比濁分析又は濁度測定により決定される。これは、反応容器又はキュベット
中の適切な抗体を含有する溶液への試験試料の添加を含む。光線は、キュベット中を通過
し、抗原－抗体反応が進行すると、不溶性免疫複合体が形成されるにつれてキュベットを
通過する光線は漸増的に散乱される。比濁分析では、光散乱は入射光から離れた角度で光
強度を測定することによりモニタリングされるが、濁度測定では、光散乱は入射光線の強
度の減衰を測定することによりモニタリングされる。既知の抗原（即ち遊離κ又は遊離λ
）の濃度の一連のキャリブレーターは、測定光散乱対抗原濃度の検量線を作成するために
最初にアッセイされる。
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【００２２】
　この形態のアッセイは、遊離軽鎖濃度を効率的に検出するために見出された。更に当該
手法の感度は非常に高い。
【００２３】
　例えば多発性骨髄腫を引き起こすタイプのモノクローナルプラズマ細胞はλ又はκ軽鎖
を有する１つのタイプの抗体のみを生じるため、λ又はκの相対比は変化する。遊離λ軽
鎖の量及び遊離κ軽鎖の量が既知である場合、遊離λ軽鎖と遊離κ軽鎖との比を算定する
ことが可能である。種々の疾患を有する患者に関する血清中のλ軽鎖の濃度対血清中のκ
軽鎖の濃度をプロットした結果の一例が、図３に示されている。これらの疾患の多くのモ
ノクローナル特性のため、遊離λ軽鎖及び遊離κ軽鎖の量は正常濃度から外れている。
【００２４】
　遊離軽鎖に関するκ：λ比の測定は、疾患の診断に役立つ。更に、例えば化学療法又は
放射線療法により疾患が治療される場合、当該手法は疾患をモニタリングすることを可能
にする。疾患が効果的に治療されている場合には、寿命が比較的短い血中の遊離軽鎖の濃
度は変化し、正常血清において観察される正常濃度により近付く。更に、悪性プラズマ細
胞疾患では、反対軽鎖の産生の抑制がしばしば認められ、κ：λ比は個々のＦＬＣ測定よ
りも感度が高いことがある。
【００２５】
　Haraldsson A.他,（Ann. Clin. Biochem (1991), 28 (5): 461-466）は、総ＩｇＧ、Ｉ
ｇＡ及びＩｇＭにおけるκとλの比の決定のためのＥＬＩＳＡアッセイを開示している。
【００２６】
　Chui S.A.他,（J. Clin. Immunol. (1991), 11 (4): 219-223）は、ＥＬＩＳＡキット
を用いて原発性ＩｇＡ腎症を有する患者を試験することを開示する。ＥＬＩＳＡは、固相
捕捉体としてモノクローナルマウス抗ヒトＩｇＡ１、並びにペルオキシダーゼ標識抗κ抗
体及び抗λ抗体を用いる。ＩｇＡ腎症は、ＩｇＡが腎臓中の沈着物として蓄積する場合に
引き起こされる腎臓疾患であり、家族に遺伝すると考えられている。
【００２７】
　図４は、このような疾患全てが遊離軽鎖を生じるわけではない、ということを示す。疾
患のマーカーとして遊離軽鎖を使用することは、１００％成功するわけではない。
【００２８】
　例えばＩｇＧλとＩｇＧκとを区別し得る抗体及びアッセイを開発することが可能であ
ることを本発明者は見出した。従って本発明者は、免疫グロブリンに特異的であり、そし
て重鎖及び軽鎖の両方に対する特異性を有する抗体を産生しようとした。本発明者は、こ
れを首尾よく成し遂げることができた。本発明者は、結合λ鎖又はκ鎖と接合した共特異
的重鎖の産生、又は重鎖サブクラスの産生にさえ関連するモノクローナル疾患の進行を迅
速に同定及び／又は追跡を可能にするために、例えばＩｇＧλとＩｇＧκとの比の迅速な
定量測定を可能にするアッセイも開発した。
【００２９】
　軽鎖タイプと同時に重鎖クラスに特異的な抗体を用いて、或いは重鎖クラスに対する第
１の抗体並びに重鎖に結合された軽鎖タイプを決定するための第２の抗体を用いることに
より免疫グロブリンの組成を決定することによって、本発明者は悪性プラズマ細胞疾患に
関する感度の高いアッセイを開発した。開発されたアッセイは、例えばＳＰＥによるより
も感度の高い疾患モニタリングを可能にする。そのより高い感度は、例えばモノクローナ
ルタンパク質の濃度がＳＰＥ検出限界より下がった場合、クローンの検出を可能にする。
更に、これらは正常な軽鎖比を有するいくつかの二クローン性疾患を同定する能力を有す
る。
【００３０】
　また、更なる利点は、このアッセイが腎機能により影響されないという点である。遊離
λ及び遊離κは腎臓を通して濾過されることにより浄化され、それらの濃度は濾過速度に
より影響される。そのサイズのため、intact型の免疫グロブリンは他のメカニズムにより
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浄化される。従って遊離軽鎖のレベルが上昇しても、本発明により検出される免疫グロブ
リンの量は変化しないことを用いて、特にκ：λ比が変化を示さなかった場合、腎クリア
ランスの変化のみを示し得る。
【００３１】
　用いられるアッセイとしては、ＥＬＩＳＡ、比濁分析、濁度測定及びフローサイトメト
リーが挙げられる。しかしながら本発明は、このようなアッセイに限定されない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００３２】
　本発明の第１の態様は、悪性プラズマ細胞疾患の検出又はモニタリング方法であって、
　（ｉ）λ軽鎖と結合した重鎖クラスを有する免疫グロブリン、及び
　（ｉｉ）同一重鎖クラスを有するがκ軽鎖と結合した重鎖クラスを有する免疫グロブリ
ン
の相対量の比を試料中で検出することを包含する方法を提供する。
【００３３】
　本方法は好ましくは、試料中の２つの免疫グロブリンの量を定量的に測定する。
【００３４】
　好ましくは試料は、哺乳類、好ましくはヒトなどの動物の血液又は血液由来の血清とい
った組織又は流体から得られる。
【００３５】
　更に、尿中のこのようなタンパク質を同定することが可能である。好ましくは試料はｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏでアッセイされる。
【００３６】
　検出されるクラスは、ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＤ及びＩｇＥから選択される。抗
体は、サブクラス特異性でもある。
【００３７】
　種々の重鎖クラス／軽鎖タイプ免疫グロブリンを識別するために単一抗体を用いること
が可能である、ということを本発明者は見出した。それゆえ、本発明の方法は、
　（ｉ）第１の軽鎖タイプに対する特異性を有すると同時に重鎖に対する特異性を有する
抗体又はその断片を、以下の：
　　（ｉｉ）第２の軽鎖タイプに対する特異性を有すると同時に重鎖に対する特異性を有
する抗体又はその断片、或いは
　　（ｉｉｉ）重鎖に対する特異性を有する抗体又はその断片、並びに第２の軽鎖タイプ
に対する特異性を有する更なる抗体又はその断片
と組合せて用いて決定される。
【００３８】
　本発明の代替的な態様では、検出されるべき免疫グロブリンの２つの異なる部分がアッ
セイに用いられる抗体により結合される。１つの抗体は、重鎖クラスの決定に関わる重鎖
の一部と結合する。第２の抗体は、軽鎖がκ鎖なのかλ鎖なのかを同定するのに関わる軽
鎖の一部と結合する。
【００３９】
　従って、好ましくは、比は
　（ｉ）重鎖クラスに対して特異的な少なくとも1つの抗体又はその断片、
　（ｉｉ）λ軽鎖に特異的な抗体又はその断片、及び
　（ｉｉｉ）κ軽鎖に特異的な抗体又はその断片
を用いて決定される。
【００４０】
　これらの免疫グロブリンに結合する特異的抗体の存在は、標識された第２の抗体を用い
て決定される。例えば結合抗体は、ヒツジ抗体である。検出される免疫グロブリンは、ヒ
ト免疫グロブリンである。それゆえ、ヒト免疫グロブリンに結合するヒツジ抗体の存在は
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、例えばウサギ又はウマ由来の抗ヒツジ抗体を用いて決定される。
【００４１】
　このような抗体の使用は、それらが異なる比率の遊離軽鎖をもたらさない場合であって
も、悪性プラズマ細胞疾患により産生されるクローンを特性化することを可能にする。更
に、重鎖クラスを同様に同定するので、遊離λ又は遊離κの正確な測定の代わりとして、
この試験はより明確である。これは、モノクローナルプラズマ細胞の特性化を改善する。
【００４２】
　本発明者により生み出された結果は、例えば観察されるＩｇＧκ及びＩｇＧλ又はＩｇ
Ａκ及びＩｇＡλの比の違いのために異常な遊離κ対遊離λの比をもたらさないいくつか
の腫瘍を同定することができることを示す。
【００４３】
　重鎖－軽鎖特異的対の測定は、自動化することができる。更に当該手法はより感度が高
く、種々の免疫グロブリンの量を定量的に決定することができる。これは、疾患の診断を
手助けするために、そして治療に対する疾患の応答をモニタリングするためにも用いられ
る。
【００４４】
　アッセイに用いられる抗体は、重鎖サブクラス特異的である。例えば抗ＩｇＡ（ＩｇＡ
１及びＩｇＡ２）及び抗ＩｇＧ（例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４）抗
体は、英国、バーミンガムのThe Binding Siteにより製造される。これは、検出されつつ
ある疾患のより詳細な知識を提供する。
【００４５】
　ポリクローナル抗体が好ましく用いられる。これは、例えば同一クラスの種々の免疫グ
ロブリンをモニタリングするための改良型アッセイを開発することを可能にする。ポリク
ローナル抗体は、重鎖の多数の部分に対して産生されるため、同一クラスの異なる重鎖の
いくつかの変動を検出することを可能にする。
【００４６】
　本発明の方法は、1つ又は複数の以下の方法を用いても使用されるが、この場合、試料
中における免疫グロブリンに対する抗体の結合は、比濁計、濁度計、フローサイトメトリ
ー、ＥＬＩＳＡ又はＬｕｍｉｎｅｘ（商標）ビーズなどの蛍光標識ビーズを用いることに
より決定される。或いはマイクロアレイアッセイは、抗体を用いて成される。
【００４７】
　好ましくは比は、イムノアッセイ、最も好ましくはＥＬＩＳＡ（酵素免疫測定法）とい
った免疫吸着アッセイにより決定される。ＥＬＩＳＡ型アッセイは、それ自体、当該技術
分野において既知である。これらは抗体又は抗体の断片を用いて、血液群、細胞表面マー
カー、薬剤及び毒素を検出する。本発明の場合、このタイプのアッセイが本発明の方法の
ために用いられる。
【００４８】
　少なくとも血清タンパク質電気泳動と同じくらい感度が高く、少なくともいくつかの場
合には、免疫固定電気泳動（ＩＦＥ）、ＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）（The Binding Site, 
英国、バーミンガム）を用いるか又は比濁分析として全重鎖クラス濃度を得るよりも感度
の高いＥＬＩＳＡアッセイを行うことが可能であることを本発明者は見出した。
【００４９】
　ＥＬＩＳＡは、特異的抗原を検出するために抗体を用いる。アッセイに用いられる１つ
又は複数の抗体は、基質を検出可能分析物に変換し得る酵素で標識される。このような酵
素としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ及び当該技術分野に
おいて既知のその他の酵素が挙げられる。或いはその他の検出可能なタグ又は標識が、酵
素の代わりに、又は酵素と共に用いられる。これらの例としては、放射性同位体、フルオ
レセイン、アレクサフルオール、オレゴングリーン、ＢＯＤＩＰＹ、ローダミンレッド、
カスケードブルー、マリナブルー、パシフィックブルー、カスケードイエロー、金といっ
た当該技術分野において既知の広範囲の着色標識又は蛍光標識、並びにビオチン（例えば
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Invitrogen Ltd, 英国から入手可能）のような接合体が挙げられる。染料ゾル、金属ゾル
又は着色ラテックスも用いられる。１つ又は複数のこれらの標識は、本明細書中に記載さ
れる種々の発明に従ってＥＬＩＳＡアッセイに、或いは本明細書中に記載される他のアッ
セイ、標識抗体又はキットに用いられる。
【００５０】
　ＥＬＩＳＡ型アッセイの構成物は、当該技術分野において既知である。例えば免疫グロ
ブリンに特異的な「結合抗体」は支持体上に固定される。この場合、免疫グロブリンは、
λ軽鎖又はκ軽鎖に付着する特定クラス又はサブクラスの重鎖を含む。「結合抗体」は、
当該技術分野において既知の方法により支持体上に固定される。試料中の免疫グロブリン
は、「結合抗体」を介して支持体に免疫グロブリンを結合する「結合抗体」により結合さ
れる。
【００５１】
　非結合免疫グロブリンは、洗い落とされる。
【００５２】
　ＥＬＩＳＡアッセイでは、結合免疫グロブリンの存在は、結合抗体以外の当該免疫グロ
ブリンの異なる部分に特異的な標識「検出抗体」を用いることにより決定される。
【００５３】
　好ましくはフローサイトメトリーは、対象となる免疫グロブリンの結合を検出し、その
比を測定するために用いられる。この手法は、例えば細胞分類に用いられるなど、当該技
術分野において既知である。しかしながらそれは、ビーズのような標識粒子を検出するた
めに、そしてそれらのサイズを測定するためにも用いられる。「Practical Flow Cytomet
ry, 3rd Ed. (1994)」（H. Shapiro, Alan R. Liss著, New York）及び「Flow Cytometry
, First Principles (2nd Ed.)」（2001, A．L.Given, Wiley Liss著）などの多数の教科
書がフローサイトメトリーを記載している。
【００５４】
　重鎖クラスに特異的な抗体のような結合抗体のうちの１つは、ポリスチレン又はラテッ
クスビーズなどのビーズに結合される。ビーズは試料、及びλ軽鎖に特異的な抗体などの
二次検出抗体と混合される。検出抗体は、好ましくは、試料中で検出されるべき免疫グロ
ブリンを結合する検出可能なラベルで標識される。これは、アッセイされるべき免疫グロ
ブリンが存在する場合、標識ビーズを生じる。
【００５５】
　次に標識ビーズは、フローサイトメトリーにより検出される。種々の蛍光標識のような
標識が、例えば抗λ抗体及び抗κ抗体に用いられる。これは、結合された免疫グロブリン
の各タイプの量を同時に決定することを可能にし、目的の重鎖クラスに関するκ：λ比を
迅速に同定することを可能にする。
【００５６】
　代替的に又は付加的に、種々のサイズのビーズが種々の抗体のために、例えば種々のク
ラス特異的抗体のために用いられる。フローサイトメトリーは、異なるサイズのビーズを
区別することができ、それゆえ試料中の各重鎖クラスの量を迅速に決定することができる
。
【００５７】
　フローサイトメトリーは、目的の重鎖クラス又はサブクラスに関するκ／λ比の迅速な
同定を可能にする。これは、免疫固定試験の必要性も低減する。
【００５８】
　代替的な方法は、市販のＬｕｍｉｎｅｘ（商標）ビーズのような蛍光標識ビーズと結合
した抗体を用いる。種々のビーズが、種々の抗体と共に用いられる。種々のビーズが、種
々の蛍光体混合物で標識され、特定の重鎖クラス又はサブクラスに関するλ／κ比を蛍光
波長により検出することを可能にする。Ｌｕｍｉｎｅｘビーズは、米国、テキサス州オー
スティンのLuminex Corporationから入手可能である。
【００５９】
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　試料中のモノクローナルタンパク質は、試料中の遊離λ軽鎖又は遊離κ軽鎖の量に注目
することにより更に特性化される。これは、好ましくは、英国、バーミンガムのThe Bind
ing Site LtdによりＦＲＥＥＬＩＴＥの商標で販売されている、遊離λ軽鎖又はκ軽鎖に
特異的な抗体を用いて実行される。
【００６０】
　本発明の更なる態様は、
　（ｉ）重鎖クラスに対して特異的な少なくとも１つの抗体又はその断片、
　（ｉｉ）λ軽鎖に特異的な抗体又はその断片、及び
　（ｉｉｉ）κ軽鎖に特異的な抗体又はその断片
を含む、前記いずれかの請求項に記載の方法において用いる、ＥＬＩＳＡアッセイキット
のような免疫吸着アッセイキットを提供する。
【００６１】
　抗体、ラベル等は好ましくは上記と同様である。
【００６２】
　好ましくは重鎖クラスに特異的な抗体は、支持体に固定される。支持体はビーズであっ
てもよいが、好ましくはマイクロタイタープレートウエルである。
【００６３】
　１つ又は複数の抗体は、好ましくは検出可能な標識を含む。
【００６４】
　ＩｇＡλ又はＩｇＡκ或いはその断片といった、既知の量の所定モノクローナルタンパ
ク質などの１つ又は複数の対照は、上記又はその他のＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリー
、Ｌｕｍｉｎｅｘ、マイクロアレイ又は本明細書中に記載されるその他のアッセイに提供
される。断片は、用いられる場合、例えばクラス又は軽鎖タイプを検出するための抗原決
定基を有する。
【００６５】
　（ｉ）重鎖クラスに対して特異的な少なくとも１つの抗体又はその断片、
　（ｉｉ）λ軽鎖に特異的な抗体又はその断片、及び
　（ｉｉｉ）κ軽鎖に特異的な抗体又はその断片
を含むフローサイトメトリーキット又はＬｕｍｉｎｅｘビーズも提供される。
【００６６】
　抗体、ラベル等の配置は、好ましくは上記と同様である。
【００６７】
　好ましくは重鎖クラスに特異的な抗体は、ビーズなどの支持体上に固定され、各タイプ
の軽鎖特異的抗体（ｉｉ及びｉｉｉ）は異なる検出可能なラベルで標識される。
【００６８】
　好ましくはキットは、種々の重鎖クラスに特異的な複数の異なる抗体又はその断片を含
み、種々の重鎖クラス抗体のタイプの各々は異なるサイズのビーズに付着される。
【００６９】
　従って本発明の更なる態様は、免疫グロブリン重鎖－軽鎖対に特異的である単離抗体又
はその断片であって、軽鎖タイプに対する特異性を有すると同時に重鎖クラスに対する特
異性を有することを更なる特徴とする単離抗体又はその断片を提供する。
【００７０】
　好ましくは抗体は、軽鎖に結合した重鎖と結合し得るポリクローナル抗体、例えば２つ
の重鎖及び２つの軽鎖を含有する四量体である。重鎖クラスに対する特異性及び軽鎖クラ
スに対する特異性を有することは、抗体が種々の重鎖クラスを区別することができるとい
うこと、そして同一クラスであるがしかしκ軽鎖又はλ軽鎖に結合した重鎖も区別するこ
とができるということを意味することを意図する。例えば抗体は、ＩｇＧλとＩｇＧκと
を区別することができ、そしてＩｇＧλとＩｇＡλとを区別することができる。好ましく
は抗体は、ＩｇＧλ、ＩｇＧκ、ＩｇＡλ、ＩｇＡκ、ＩｇＭλ、ＩｇＭκ、ＩｇＤλ、
ＩｇＤκ、ＩｇＥλ又はＩｇＥκに特異的である。
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【００７１】
　抗体は、重鎖サブクラスと軽鎖の組合せのクラスに特異的でもある。例えば、ＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１又はＩｇＡ２に特異的である。即ち、ＩｇＧ
１κとＩｇＧ２κとを区別することができる。
【００７２】
　抗体の断片は、重鎖クラス及び／又は軽鎖タイプを特異的に結合すると共に検出するこ
とができ、Ｆａｂ又はＦ（ａｂ’）2断片である。
【００７３】
　実際、本発明の他の態様に用いられる抗体の断片も、Ｆａｂ又はＦ（ａｂ’）2断片で
ある。
【００７４】
　好ましくは抗体又は断片は、ポリクローナル抗体である。ポリクローナル抗体は、特異
的重鎖－軽鎖の組合せに対する種々のエピトープに対して複数の異なる抗体を産生するこ
とを可能にする。これは、種々の免疫グロブリン間のわずかな変動を可能にするが、それ
にもかかわらず同一の重鎖－軽鎖の組合せを含む。
【００７５】
　本発明の種々の態様に用いられるポリクローナル抗体は、国際公開公報ＷＯ９７／１７
３７２号に示される方法により産生される。これは、高度に特異的なポリクローナル抗体
の産生を可能にする。
【００７６】
　抗体又は断片は、当該技術分野において既知の手法により支持体上に固定される。支持
体は、例えばマイクロアレイ又はマイクロタイタープレートである。或いは支持体は、ポ
リスチレン及び／又はラテックスビーズである。これは、例えば欧州特許第０２９１１９
４号に示されるような、当該技術分野において既知である多数の異なるアッセイ又はＥＬ
ＩＳＡアッセイにおいて抗体を用いることを可能にする。抗体はまた、例えばＥＬＩＳＡ
に関して上記されたラベルで標識される。これは任意の要素であり、その存在は容易に検
出される。ラベルは、可視ラベル、即ちその天然状態で、裸眼で又は光学的フィルター及
び／又は蛍光を生じるためのＵＶ光のような刺激の助けを借りて容易に見ることができる
要素である。例えば染料ゾル、金属ゾル（例えば金）又は着色ラテックス粒子などの微小
着色粒子が用いられる。
【００７７】
　酵素（例えばアルカリ性ホスファターゼ及び西洋ワサビペルオキシダーゼ）のような間
接的ラベルは、35Ｓのような放射性標識と同様に用いられる。
【００７８】
　抗体を用いるアッセイは、当該技術分野において既知である。
【００７９】
　抗体は、フローサイトメトリーキット又はＬｕｍｉｎｅｘ（商標）キットを開発するた
めに用いられる。これらの手法は、本明細書中に記載されている。好ましくはこのような
キットは、ポリスチレンなどのビーズに結合された抗体を含む。好ましくはキットは更に
、本発明の抗体によりビーズに結合された試料から免疫グロブリンの存在を検出するため
に標識抗体を含む。
【００８０】
　好ましくはキットは、異なる重鎖クラス及び／又は異なる軽鎖タイプに特異的な２つの
異なるタイプの抗体を含み、異なるタイプの抗体は、種々のサイズのビーズ上に支持され
るか、又は種々の検出可能なラベルで標識される。
【００８１】
　本発明による抗体又は断片を含む特異的免疫グロブリン分子の検出キットも提供される
。
【００８２】
　本発明のキットは更に、遊離λ軽鎖又は遊離κ軽鎖に特異的な抗体を含んでもよい。
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【００８３】
　キットは更に、以下の：キットを使用するための使用説明書、支持体、バッファー、ラ
ベル、防腐剤又はコントロールのうちの１つ又は複数を含んでもよい。
【００８４】
　好ましくは、本発明の種々の態様によるＥＬＩＳＡアッセイのような免疫吸着アッセイ
は、λ軽鎖に特異的な抗体、及びκ軽鎖に特異的な第２の抗体、及び重鎖クラスに特異的
な抗体を含む。或いはＥＬＩＳＡは、同一重鎖クラスに特異的であるが、異なる軽鎖タイ
プに特異的な抗体を含む。このようなアッセイは、ＩｇＧ又はＩｇＡのような重鎖クラス
に特異的な捕捉層及び検出抗体（抗λ及び抗κ）を用いる。或いは抗軽鎖（例えば抗κ）
は、捕捉層として、クラス特異的抗体（例えば抗ＩｇＡ）と共に用いられる。
【００８５】
　本発明は、好ましくはｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける特異的結合アッセイを実行する方法で
あって、
　（ｉ）免疫グロブリン分子を含有する試料を提供し、
　（ｉｉ）試料を本発明の抗体又はその断片と接触させ、
　（ｉｉｉ）抗体と免疫グロブリン分子の特異的結合を検出すること
を含む方法を更に提供する。
【００８６】
　好ましくは特異的結合ステップ（ｉｉｉ）は、比濁計又は濁度計を用いて検出される。
すでに示されているように、このような手法は当該技術分野において既知である。
【００８７】
　或いは特異的結合アッセイは、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）を用いて、ステップ（ｉ
ｉｉ）を検出できる。特異的抗体に対する分析物の検出の比色法は、当該技術分野で既知
である。例えば欧州特許第０２９１１９４号は、種々の分析物を検出するための試験スト
リップを用いるイムノアッセイを開示する。当該文書は、このようなアッセイの開発、並
びに特異的抗体に結合された場合の分析物の検出方法を示している。アッセイ装置を開発
するためのその他の手法は、当該技術分野において既知である。
【００８８】
　好ましくは抗体又はその断片は、当該技術分野において既知の手法により固体支持体上
に固定される。当該方法は更に、アッセイされるべき免疫グロブリン分子と非特異的に結
合することができる標識試薬を提供し、抗体又は断片に結合した標識免疫グロブリンの存
在を検出するステップを提供する。標識試薬は、それ自体、免疫グロブリン分子の異なる
部分を対象とする別の抗体であってもよく、個々の抗体は、例えば上記の種類のラベルで
標識される。ラベルの存在は、例えばサンドイッチアッセイの開発を、並びに標識免疫グ
ロブリンとアッセイされるべき分子の結合及び本発明の特異的抗体との結合の同定を可能
にする。
【００８９】
　本発明の方法は、特異的クラスを有し、特異的軽鎖タイプを有する第１の免疫グロブリ
ン分子の存在を検出する方法を更に含み、本発明の抗体又はその断片の使用、或いは本発
明の方法の使用を含む。
【００９０】
　免疫グロブリン分子の量は、定量的に測定することができる。
【００９１】
　当該方法は更に、第１の免疫グロブリン分子と同一の特異的重鎖クラスを有する第２の
免疫グロブリン分子の存在も検出すると共に定量できるが、種々のタイプの軽鎖が、例え
ば本発明の種々の抗体を用いて測定される。これは、例えばＩｇＧλとＩｇＧκの比を同
定するために、第１の免疫グロブリン分子と第２の免疫グロブリン分子の量の比を決定す
ることを可能にする。これは、疾患の進行を追跡することを可能にし、或いは疾患の治療
を追跡することを可能にする。
【００９２】
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　本発明は更に、本発明の抗体又はその断片の使用、或いは本発明の方法の使用を含む、
患者における悪性プラズマ細胞疾患の診断方法を含む。好ましくは血液、尿又は血清がア
ッセイされる。
【００９３】
　好ましくは悪性プラズマ細胞疾患は：多発性骨髄腫、ＡＬアミロイドーシス、孤立性プ
ラズマ細胞腫、骨髄外プラズマ細胞腫、多発性孤立性プラズマ細胞腫、プラズマ細胞白血
病、ワルデンシュトレームマクログロブリン血症、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫、Ｂ細胞慢
性リンパ球性白血病又はＭＧＵＳから選択される。
【００９４】
　ここでは、以下の図面を参照しながら、本発明を単なる例示として説明する。
【実施例】
【００９５】
多発性骨髄腫のモニタリングのためのＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイ系の開発及び
分析
序論
　多発性骨髄腫（ＭＭ）は、血液学的悪性疾患の約１０％を占める悪性プラズマ細胞障害
である。この疾患は、intact型モノクローナル免疫グロブリン及び／又は遊離軽鎖（ＦＬ
Ｃ）を産生するプラズマ細胞のクローン性増殖を特徴とする。モノクローナル免疫グロブ
リンは、１～２％の非分泌性骨髄腫を除く全患者の血清及び／又は尿中で観察される。何
人かの患者は、モノクローナル遊離軽鎖の頻度増大を示す。ＭＭのようなモノクローナル
高ガンマグロブリン血症の同定を助けるために用いられるのに加え、モノクローナル免疫
グロブリンは疾患をモニタリングするために検出、使用される。様々な方法は一般に、モ
ノクローナル免疫グロブリンを同定及び特性化するために用いられる。血清タンパク質電
気泳動（ＳＰＥ）及び免疫固定電気泳動（ＩＦＥ）は、利用される２つの方法である。Ｓ
ＰＥはモノクローナル免疫グロブリンの定量的分析を可能にするが、ＩＦＥは定性的方法
である。更に近年、遊離軽鎖の比濁分析を可能にするＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）が開発さ
れた。このアッセイ系は、ＳＰＥ及びＩＦＥと比較して試料の迅速な試験を可能にし、更
に定量的であり、ＦＬＣ比を算定できる。現在、ＭＭにおいて重鎖に付着するモノクロー
ナル軽鎖を調べるための同程度のアッセイ系は存在しない。この報告は、重鎖に付着する
モノクローナル軽鎖の異常な比を検出する能力を評価するために開発された予備アッセイ
を記載する。記載されるアッセイは、ＩｇＡκ及びＩｇＡλの検出のためのＥＬＩＳＡア
ッセイ系であり、ＩｇＡκ／λ比の定量を可能にする。
【００９６】
　ＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）は、英国のThe Binding Site（TBS）Ltdの商標である。
【００９７】
方法
捕捉抗体による９６ウエルプレートのコーティング
　ヒツジ抗ヒトＩｇＡ（ＴＢＳ製品コードＡＵ０１０、アフィニティー精製）を、１×Ｐ
ＢＳ（ｐＨ７．２）中で５μｇ／ｍｌに希釈した。１００μｌの希釈抗血清を各ウエルに
添加することにより、マイクロタイタープレート（Ｈｉｇｈ　ｂｉｎｄ, Greiner Bio-on
e）をコーティングした。プレートを、４℃で保湿雰囲気中に１８時間放置した。ウエル
の内容物を取り除き、１１０μｌ／ウエルの５０％［ｖ／ｖ］Ｓｔａｂｉｌｃｏａｔ（生
体分子安定剤／遮断剤）を３０分間添加して、ウエルのコーティングされていない領域を
ブロッキングした。ブロッキング溶液の除去後、プレートを真空乾燥機中に１時間放置し
た。乾燥剤を含有するホイルバッグ中にプレートを密封し、４℃で保存した。
【００９８】
接合体希釈の決定
　アフィニティー精製されたヒツジ抗ヒトκ－西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）又
はアフィニティー精製されたヒツジ抗ヒトλ－ＨＲＰを接合希釈剤（１３０ｎＭのＮａＣ
ｌ、１０％［ｖ／ｖ］ＨＲＰ接合安定剤、０．０４５％［ｖ／ｖ］Ｐｒｏｃｌｉｎ３００
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（防腐剤））中に様々な希釈濃度に希釈した。２つのヒツジ抗ヒトＩｇＡコーティングプ
レートを、試料希釈剤（１×ＰＢＳ＋２％［ｖ／ｖ］Ｓｔａｂｉｌｇｕａｒｄ（生体分子
安定剤／遮断剤）、１％［ｗ／ｖ］ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、０．０５％［ｖ／ｖ
］Ｔｗｅｅｎ－２０、０．０２％［ｖ／ｖ］Ｋａｔｈｏｎ（殺生物剤）、ｐＨ７．２）中
に１／５０に希釈した既知の濃度のＩｇＡコントロール（ＲＩＤ　ＩｇＡ　ＮＬコントロ
ール　３．９６３ｍｇ／ｍｌ、ＲＩＤ　ＩｇＡ　ＭＬコントロール　０．０５ｍｇ／ｍｌ
及びＲＩＤ　ＩｇＡ　ＵＬコントロール　０．１８ｍｇ／ｍｌ）と共に３０分間インキュ
ベートした。プレートを洗浄バッファー（１６×ＰＢＳ＋１％［ｖ／ｖ］Ｔｗｅｅｎ－２
０、０．０２％［ｖ／ｖ］Ｋａｔｈｏｎ、ｐＨ７．２）で３回洗浄した。１つのプレート
に抗ヒトκ－ＨＲＰの様々な希釈液を１００μｌ／ウエル加えてインキュベートし、そし
て第２のプレートに様々な希釈液を１００μｌ／ウエルを加えて抗ヒトλ－ＨＲＰ接合体
と共に３０分間インキュベートした。プレートを再び洗浄バッファーで３回洗浄し、１０
０μ／ウエルの３，３’，５，５’テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）基質と共に３０分
間インキュベートした。１００μｌ／ウエルの３Ｍリン酸の添加して、反応を終結させた
。Ｂｉｏｔｅｋ　ＥＬＩＳＡプレートリーダーを用いて４５０ｎｍの吸光度を測定した。
３つのＩｇＡアッセイコントロールに関して最大の吸光度範囲を示したので、１／８００
０の接合体希釈液を今後のアッセイのために選択した。
【００９９】
ＩｇＡκ及びＩｇＡλの標準曲線
　ＩｇＡκ及びＩｇＡλ血清を用いて、ＩｇＡκ及びＩｇＡλ濃度を決定する場合のＩｇ
Ａ　ＥＬＩＳＡアッセイの感度を評価した。精製ヒトＩｇＡκ（５．１４ｍｇ／ｍｌ）及
びヒトＩｇＡλ（１．８５ｍｇ／ｍｌ）血清を、３回希釈により段階希釈して、検出可能
な濃度範囲の決定を可能にした。用いたＥＬＩＳＡアッセイ法は、上記と同様であった。
要するに、様々な希釈のＩｇＡκ又はＩｇＡλ血清、或いはＩｇＡコントロール（上記と
同様）を、二重反復実験で１００μｌ／ウエルでウエルに添加した。洗浄後、抗ヒトκ－
ＨＲＰ（ＩｇＡκ血清プレート用）又は抗ヒトλ－ＨＲＰ（ＩｇＡλ血清プレート用）接
合体を添加し、プレートをインキュベート及び洗浄し、ＴＭＢ基質及び３Ｍリン酸を添加
した。
【０１００】
ＩｇＡκ及びＩｇＡλの標準曲線に及ぼす競合の影響
　ＩｇＡκアッセイに及ぼすＩｇＡλの存在の影響及びその逆の影響を評価するために、
ＩｇＡλ又はＩｇＡκ血清の段階希釈を抗ＩｇＡコーティングプレート全体で実行し、一
方、ＩｇＡκ又はＩｇＡ1λ血清をプレート上でそれぞれ段階希釈した。ＥＬＩＳＡ法を
上記と同様に実行した。
【０１０１】
健常な成人由来の血清試料のκ／λ比の決定
　ＩｇＡκ及びＩｇＡλ値を別々に決定し、これからκ／λ比を算出した。２つのヒツジ
抗ヒトＩｇＡコーティングプレートを上記の１００μｌ／ウエルのＩｇＡコントロール（
試料希釈剤中１／８００希釈）、様々な希釈のＩｇＡκ又はＩｇＡλ血清、並びに試料希
釈剤中で１／４０００希釈された健常な成人由来の血清試料と共に３０分間インキュベー
トした。プレートを洗浄バッファーで３回洗浄し、１／８０００希釈した１００μｌ／ウ
エルの抗ヒトκ－ＨＲＰ又は抗ヒトλ－ＨＲＰ接合体と共に３０分間インキュベートした
。プレートを洗浄バッファーで３回洗浄し、１００μｌ／ウエルのＴＭＢ基質と共に３０
分間インキュベートした。１００μｌ／ウエルの３Ｍリン酸の添加により、反応を終結さ
せた。Ｂｉｏｔｅｋ　ＥＬＩＳＡプレートリーダーを用いて４５０ｎｍの吸光度を測定し
た。ＫＣ４ソフトウエアを用いて結果を分析した。
【０１０２】
慢性的骨髄腫患者血清試料のκ／λ比の決定
　試料希釈剤中で１／４０００希釈した骨髄腫患者血清試料を添加して、ＩｇＡκアッセ
イ及びＩｇＡλアッセイを上記と同様に実行した。



(14) JP 5431674 B2 2014.3.5

10

20

30

40

50

【０１０３】
結果及び考察
ＩｇＡκ及びＩｇＡλの標準曲線
　ＩｇＡκに関しては０．２２～２．２μｇ／ｍｌ（図５ａ）、ＩｇＡλに関しては０．
２２～３．２μｇ／ｍｌ（図５ｂ）として、アッセイの線状検出範囲を決定した。標準曲
線の濃度範囲を決定するために、ＲＩＤ　ＩｇＡ　ＮＬコントロールの段階希釈も実行し
アッセイを行った。検出可能なアッセイ濃度範囲は、ＩｇＡκ及びＩｇＡλに関して得ら
れたものと一致した（データは示されていない）。試験されるべき血清試料は、標準化Ｉ
ｇＡκ及びＩｇＡλ曲線の線状範囲内に入るためには１／４０００希釈を要すると結論づ
けられた。
【０１０４】
ＩｇＡκ及びＩｇＡλの標準曲線に及ぼす競合の影響
　ＩｇＡκアッセイに及ぼすＩｇＡλの競合の影響及びその逆の影響の試験は、１．６μ
ｇ／ｍｌ以上のＩｇＡλ濃度において、ＩｇＡλに起因するＩｇＡκ標準曲線に対する干
渉が見られた（吸光度の減衰をもたらす）。ＩｇＡκは、５．３５μｇ／ｍｌ以上でＩｇ
Ａλ標準曲線に対して干渉を示した。これらの知見は、系が更なる最適化を要することを
示すが、ここで報告される全ての患者の試験を適切な希釈で実施することにより、競合に
よる干渉が起きないことを確実にした。
【０１０５】
健常な成人由来の血清試料のκ／λ比の決定
　Blood Transfusion Servicesから入手した健常な成人由来の１８の血清試料を二重反復
実験でアッセイして、ＥＬＩＳＡアッセイのための正常ＩｇＡ　κ／λ比を決定した。結
果は、０．６～１．２の正常範囲を示した。これらの値は、ＥＬＩＳＡによる０．８～１
．５のＩｇＡ　κ／λ比（Haraldsson他, 1991）、並びに比濁分析による１．１～１．８
のＩｇＡ　κ／λ比（Chui他, 1991）を記述する文献中の値と類似した。
【０１０６】
慢性的骨髄腫患者血清試料のκ／λ比の決定
　バーミンガム大学の臨床免疫学部門から、９９の骨髄腫患者血清試料を得た。これらの
血清試料は、発症から治療、そしていくつかの場合には再発した疾患状態の１０の患者試
料セットで構成されていた。大半の試料に関して、ＳＰＥの結果、ＦＲＥＥＬＩＴＥ（商
標）によるＦＬＣ　κ／λ比（正常範囲０．２６～１．６５）及び比濁分析による全Ｉｇ
Ａ値（正常範囲０．７～３．６ｇ／ｌ）を予め得ておいた。方法の項に記載したように、
ＩｇＡκ及びＩｇＡλ　ＥＬＩＳＡアッセイによりＩｇＡ　κ／λ比を本試験で得た。得
られた結果、並びに疾患をモニタリングするために用いられる他の方法との比較を、各患
者に関して以下で考察する。いくつかの症例において、方法間の結果が一致しなかった場
合、ＩＦＥ（Sebia）ゲルも、疾患状態解明のために作製した。
【０１０７】
患者番号７１４８
　得られたＩｇＡ　κ／λ比は、ＦＬＣ　κ／λ比で見られる傾向線と一致する（図６）
。総ＩｇＡ値のほとんども、発症後３６日目に得られた試料以外は相関し、総ＩｇＡ値は
正常範囲内であったが、しかしＩｇＡ　κ／λ比及びＦＬＣ　κ／λ比は増大し、ＳＰＥ
スコアは＋／－であった。この試料のＩＦＥは、ＩｇＡκバンドの存在を示した。この患
者に関する結果は、ＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイが、比濁分析により得られるＳ
ＰＥ及び総ＩｇＡ値よりも感度が高く、ＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）及びＩＦＥと同様の感
度を有することを示す。
【０１０８】
患者番号７２７３
　算出されたＩｇＡ　κ／λ比は、ＦＬＣ　κ／λ比及び総ＩｇＡ値で見られる傾向線と
一致する（図７）。ＳＰＥスコアは、発症後５０１日目に得られる試料以外は、他の方法
で得られるほとんどの値に対応する。この試料に関しては、ＳＰＥスコアは＋／－であっ
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たが、値は全ての他の方法における正常範囲内である。この試料のＩＦＥは、モノクロー
ナルバンドを示さない。これらの結果は、ＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイがボーダ
ーラインＳＰＥスコアを得る場合に有用であることを示す。
【０１０９】
患者番号７２８３
　この患者の試料で得られたＩｇＡ　κ／λ傾向線は、ＦＬＣ　κ／λ比で見られる傾向
線と一致し、ＳＰＥスコアのほとんどと一致する（図８）。総ＩｇＡ値は発症後２３日目
に得られた試料では抑制されるが、他の結果は全て増大する。発症後４９日目に得られた
試料に関しては、総ＩｇＡは抑制され、ＳＰＥスコアは負であり、更にＩｇＡ　κ／λ比
は異常である（ＦＬＣ　κ／λ比はこの試料に関しては既知でない）。この試料のＩＦＥ
はＩｇＡκバンドの存在を示したが、これはＩｇＡ　κ／λ比がＩＦＥと同様の感度を有
することを示す。
【０１１０】
患者番号７２５５
　ＩｇＡ　κ／λ比は、他の検出方法を用いて得られるデータの、全てではないほとんど
と一致する（図９）。ＳＰＥスコアは、これらの試料に関しては報告されていない。Ｉｇ
Ａ　κ／λ比は、発症後１４９３、１５７６及び２２５５日目に得られた試料に関して正
常範囲を上回る。しかしながら総ＩｇＡ値はこれらの試料のうちの最初の２つに関しては
正常範囲内であり、ＦＬＣ　κ／λ比は３つの試料全てに関して正常範囲内である。ＩＦ
Ｅは、３つの試料全てにおいてモノクローナルＩｇＡκバンドの存在を裏付けた。従って
ＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイは、多数の試料に対してＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）
より高い感度を有する。
【０１１１】
患者番号７４０１
　ＩｇＡ　κ／λ比で見られる傾向線は、すでに得られたＦＬＣ　κ／λ比及び総ＩｇＡ
値の結果と一致する（図１０）。しかしながらＳＰＥスコアは全ての試料に関して負であ
った。ＩＦＥは、初期発症時のＩｇＡλバンドの存在を裏付けた。
【０１１２】
患者番号７０２３６
　ＩｇＡ　κ／λ比及びＦＬＣ　κ／λ比の傾向線は類似している（図１１）。しかしな
がら、ＦＬＣ　κ／λ比及びＩｇＡ値が正常範囲内であり、ＳＰＥスコアが負であるが、
ＩｇＡ　κ／λ比が異常である２つの試料（発症後１６５日目及び２６３日目）が存在す
る。ＩＦＥは、ＩｇＡλバンドの存在を裏付ける。これらの結果は、いくつかの場合、Ｉ
ｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイがＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）、比濁分析により得られ
る総ＩｇＡ値及びＳＰＥより感度が高く、ＩＦＥと等しい感度を有することを示唆する。
【０１１３】
患者番号７０３３８
　試料中に存在するモノクローナル免疫グロブリンの量を調べるために用いられた全ての
方法が同様の結果を示した。本発明の試験で得られたＩｇＡ　κ／λ比は、これらの結果
と一致する（図１２）。
【０１１４】
患者番号７０３８２
　全結果が互いに相関する。留意すべきは、発症時のＦＬＣ比である。これは、０．２４
の正常範囲のほんの少しだけ外側であるに過ぎないが、ＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッ
セイを含む他の方法は全て、非常に大きな異常レベルを示す（図１３）。
【０１１５】
患者番号７０３９２
　ＩｇＡ　κ／λ比及びＦＬＣ　κ／λ比の傾向線は類似する（図１４）。しかしながら
、ＦＬＣ　κ／λ比は発症時に正常レベルをほんの少し上回っているに過ぎないが、Ｉｇ
Ａ　κ／λ比は非常に増大しており、他の全ての結果と一致する。
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【０１１６】
患者番号７００５２
　ＩｇＡ　κ／λ比は異常であり、総ＩｇＡ値と一致する。しかしながらＳＰＥスコアは
不明であり、全ての試料に関して負の結果を示唆する。更にＦＬＣ　κ／λ比は全て、正
常範囲内である（図１５）。最初の４つの試料のＩＦＥは、これらの試料中のＩｇＡλバ
ンドの存在を裏付ける。これらの結果は、この患者が遊離軽鎖を分泌しないことを示唆し
、従って全結果がＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）アッセイで負である。これらの結果は、この
ような場合、ＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイが代替的に有用であることも示唆する
。
【０１１７】
　結論として、試験した骨髄腫患者試料に関して、ＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイ
は、ＩＦＥと同じくらい感度が高く、場合によってはＳＰＥ、ＦＲＥＥＬＩＴＥ（商標）
を用いること、及び比濁分析により総ＩｇＡ値を得ることよりも感度が高いことを示した
。ＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイが他の方法より低感度であることを示す証拠は認
められない。ＥＬＩＳＡベースの本アッセイ系を用いて得られる結果の大多数はＦＲＥＥ
ＬＩＴＥ（商標）アッセイ系の結果と一致し、両方法がκ／λ比を正確に測定して、多発
性骨髄腫に特徴的なモノクローナル免疫グロブリンの検査を可能にすることを示唆する。
【０１１８】
　免疫診断の分野は発達し続けているので、多数の分析物を同時に特性化することを可能
にする多重アッセイ系を開発する可能性が検討されている。将来、多重系の使用が臨床環
境内でますます実現可能になれば、一試験試料中のＩｇＡκ及びＩｇＡλの同時検出を可
能にするために本明細書中に記載されたＩｇＡ　κ／λ　ＥＬＩＳＡアッセイを適応する
ことが可能になり。これは、実用的な多重アッセイ系を開発する上での究極的な課題を手
助けし、多発性骨髄腫のような疾患の診断及びモニタリングに用いるために、種々のモノ
クローナル免疫グロブリンの同時測定を可能にする。
【０１１９】
参考文献
Haraldsson A, Kock-Jansen MJ, Jaminon M, van Eck-Arts PB, de Boo T, Weemaes CM, 
Bakkeren JA. 「血清中の免疫グロブリンＧ、Ａ及びＭにおけるκ及びλ軽鎖の測定」, A
nn Clin Biochem 1991; 28: 461-466
Chui SH, Lam CW, Lewis WH, Lai KN. 「ＩｇＡ腎症における血清ＩｇＡ１の軽鎖比」, J
 Clin Immunol 1991; 11 (4): 219-23
【０１２０】
抗クラス－軽鎖タイプ抗体
　大まかにはＰＣＴ国際公開公報ＷＯ９７／１７３７２号に示唆された方法を用いて、Ｉ
ｇＧκに対するポリクローナル抗体を産生した。即ち、ヒツジを用いてポリクローナル抗
体を産生した。
【０１２１】
　１０ｍｇのＩｇＧλ及びＩｇＡκを用いて、－３日目（即ち主免疫感作の３日前）にヒ
ツジを寛容化した。
【０１２２】
　３日後の０日目に、ヒツジは、５０μｇのＩｇＧκで一次免疫感作された。ＩｇＧλ、
ＩｇＡκ及びＩｇＧκは、ヒト免疫グロブリンであった。
【０１２３】
　更に０日目に、完全な抗ヒトλ（１００μｇ）及びヒツジ抗ヒトＩｇＡ（１００μｇ）
をヒツジに投与した。完全な抗λは、結合λ鎖及び遊離λ鎖の両方と結合する。
【０１２４】
　４２日目に、ヒツジは１０μｇのＩｇＧκで追加免疫により免疫感作された。更にそれ
は、完全なヒツジ抗ヒト（１００μｇ）及びヒツジ抗ヒトＩｇＡ（１００μｇ）の静脈内
投与を受けた。
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【０１２５】
　最後に、４９日目に、血しょう交換により抗体を回収した。
【０１２６】
　ＩｇＭκ及びＩｇＧλで吸着することにより、抗ＩｇＧκを精製した。３％ｗ／ｖのポ
リエチレングリコール（６０００）を添加することにより過剰な免疫複合体を除去し、沈
殿物を遠心分離により除去した。
【０１２７】
　次に、セファロース４Ｂと共有結合したＩｇＧκを含むＩｇＧκカラムを通すことによ
り、陽性アフィニティークロマトグラフィーを行った。次に結合した抗ＩｇＧκ抗体を高
塩バッファーを用いてカラムから溶離した。
【０１２８】
　これらの抗体を生理学的バッファー（防腐剤を含むリン酸塩緩衝生理食塩水、ｐＨ７．
４）に対して透析し、１ｇ／リットルに濃縮した。次に、免疫電気泳動（ＩＥＰ）により
この濃縮溶液の特異性を試験した。結果は次の通り血清中のＩｇＧκ及び純ＩｇＧκと良
好に反応する。また、ＩｇＧλ及びＩｇＭκ及びＩｇＡκに対して陰性である。コントロ
ール抗血清は全て、標的タンパク質と陽性に反応した。
【０１２９】
　ＩｇＧ、次にＩｇＡ及びＩｇＤの重鎖と軽鎖の連結に対する抗体が得られるように、抗
体の産生を反復した。これらは、intact型の骨髄腫免疫グロブリンを同定及び定量するた
めに用いられた。
【０１３０】
抗ＩｇＧκ重鎖抗体：
　ＩｇＧκ重鎖に対する抗体に関して、抗血清を比濁分析的に用いて検量線を得た。
【０１３１】
【表１】

【０１３２】
　検量線の形状は、ＦｒｅｅＬｉｔｅを用いた同様の実験から予測されるものに一致した
。
【０１３３】
　次に、濃度が既知の試料を、比濁アッセイを用いて得られた試料の濃度と比較すること
により抗体の効果を試験するために、濃度が既知の種々の骨髄腫試料を検量線に対して試
験した。
【０１３４】
　ＩｇＧκ濃度の決定のために得られた結果は、他の方法により決定されたものと一致し
た。
【０１３５】
抗ＩｇＧλ重鎖抗体：
　ＩｇＧλ重鎖に対する抗体に関して、抗血清を比濁分析的に用いて検量線を得た。
【０１３６】

【表２】

【０１３７】
　上記と同様に、検量線の形状は、比濁アッセイを含む実験から予測されるものと一致し
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た。
【０１３８】
　抗体の量は、その時点で更なる試験を続行するために十分ではなかった。しかしながら
検量線は抗ＩｇＧκ抗体を包含するものと同様であり、既知の濃度の試料に対して試験し
た場合と同様の結果が予測された。
【図面の簡単な説明】
【０１３９】
【図１】抗体の模式図を示す。
【図２】Ｂ細胞系列の発生及びその関連疾患を示す。ＭＧＵＳは、重大性が分かっていな
いモノクローナル高ガンマグロブリン血症を意味する。
【図３】血清タンパク質電気泳動（ＳＰＥ）及び免疫固定電気泳動（ＩＦＥ）を用いて陰
性と誤認され得る試料を示す血清遊離軽鎖のκ及びλのグラフを示す；ＬＣＭＭは軽鎖多
発性骨髄腫を意味する；ＮＳＭＭは非分泌性多発性骨髄腫を意味する；ＩＩＭＭはintact
型の免疫グロブリン多発性骨髄腫を意味する（Drayson M, Tang LX, Drew R, Mead GP, C
arr-Smith H, Bradwell AR.著「非分泌型多発性骨髄腫患者を同定及びモニタリングする
ための無血清軽鎖測定」, Blood 2001; 97: 2900-2902、Bradwell AR, Carr-Smith HD, M
ead GP, Harvey TC, Drayson MT.著「Ｂｅｎｃｅ－Ｊｏｎｅｓ骨髄腫患者の血清試験評価
」, Lancet 2003; 361: 489-491、Mead GP. Carr-Smith HD, Drayson MT, Morgan GJ, Ch
ild JA, Bradwell AR.著「多発性骨髄腫をモニタリングするための無血清軽鎖」, Brit. 
J. Haematol. 2004; 126: 348-354、Lachmann HJ, Gallimore R, Gillmore JD, Carr-Smi
th HD, Bradwell AR, Pepys MB, Hawkins PN.著「全身性ＡＬアミロイドーシスにおける
、化学療法による循環遊離免疫グロブリンの軽鎖の濃度の変化の結果」, Brit. J. Haema
tol. 2003; 1223: 78-84）。
【図４】種々の型の多発性骨髄腫及びワルデンシュトレームのマクログロブリン血症（Ｗ
Ｍ）を有する患者における血清遊離軽鎖濃度異常の頻度を示す。ＬＣＭＭは軽鎖多発性骨
髄腫を意味する；ＮＳＭＭは非分泌性多発性骨髄腫を意味する（Drayson M, Tang LX, Dr
ew R, Mead GP, Carr-Smith H, Bradwell AR.著「非分泌型多発性骨髄腫患者を同定及び
モニタリングするための無血清軽鎖測定」, Blood 2001; 97: 2900-2902、Bradwell AR, 
Carr-Smith HD, Mead GP, Harvey TC, Drayson MT.著「Ｂｅｎｃｅ－Ｊｏｎｅｓ骨髄腫患
者の血清試験評価」, Lancet 2003; 361: 489-491、Mead GP. Carr-Smith HD, Drayson M
T, Morgan GJ, Child JA, Bradwell AR.著「多発性骨髄腫をモニタリングするための無血
清軽鎖」, Brit. J. Haematol. 2004; 126: 348-354）。
【図５】下記の方法によりなされるＥＬＩＳＡアッセイの（ａ）ＩｇＡ1κ及び（ｂ）Ｉ
ｇＡ1λに関する標準曲線を示す：
【図６】患者番号７１４８について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇＡ 
κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場合の
κ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された各日
の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図７】患者番号７２７３について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇＡ 
κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場合の
κ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された各日
の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図８】患者番号７２８３について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇＡ 
κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場合の
κ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された各日
の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図９】患者番号７２５５について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇＡ 
κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場合の
κ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された各日
の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
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【図１０】患者番号７４０１について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇＡ
 κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場合
のκ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された各
日の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図１１】患者番号７０２３６について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇ
Ａ κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場
合のκ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された
各日の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図１２】患者番号７０３３８について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇ
Ａ κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場
合のκ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された
各日の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図１３】患者番号７０３８２について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇ
Ａ κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場
合のκ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された
各日の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図１４】患者番号７０３９２について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇ
Ａ κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場
合のκ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された
各日の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も示される。
【図１５】患者番号７００５２について、下記のようにＥＬＩＳＡにより測定されるＩｇ
Ａ κ／λ比（－▲―）；重鎖に結合しない試料中の遊離軽鎖に注目しながら決定した場
合のκ／λ比（－◆―）、並びに試料中の総ＩｇＡ（―●―）を示す。試料が採取された
各日の各患者のＳＰＥスコア（血清タンパク質電気泳動）も提示される。

【図１】 【図２】
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