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論 文 内 容 の 要 旨 

 本研究では必要な感度と精度を持つ酵素免疫測定法（ELISA）を on-demand で設計する方法を開発するため、

ELISA における抗原抗体反応の動的モデルを構築し、そのモデルを誤差モデルと組み合わせて、抗体の動特性及び反

応条件と ELISA の感度を精度の関係を明らかにしている。そして、感度と精度を実現するために必要な抗体の動特

性を求め、その抗体をファージ抗体ライブラリーから効果的にスクリーニングし、設計通り ELISA 構築が可能な合

理的な方法を開発した。 
 競合 ELISA の精度、検出限界（LOD）、定量範囲（ROQ）が予測できる誤差モデルを実験で検証した。６種類の

第１抗体固相化競合 ELISA キットにおいて、モデルを用いて予測した精度は実験で求めた精度と良く一致した。さ

らに、抗体の注入量のバラツキが主な誤差要因であることが明らかにした。このモデルは競合 ELISA の LOD と ROQ
の予測に有用であることが証明された。 
 第１抗体固相化競合 ELISA の動的モデルに基づいて検量線をシミュレーションした。また、予測した検量線と誤

差要因の parameter を誤差モデルに代入し、精度、LOD と ROQ を求めた。そして、最適な標識抗原濃度の範囲は

非常に狭いという実験則を定量的に表現できた。 
 第２抗体固相化競合 ELISA の検量線を動的モデルに基づいてシミュレーションし、誤差モデルと組み合わせ、競

合 ELISA の精度に及ぼす抗体の動特性の影響について検討した。同じ親和定数（KA）を持つ抗体でも、kon、koff が

共に大きい抗体、大きな分子で標識される抗原を用いた方が LOD の低下が見られた。そして、第１抗体における抗

原の kon が低い場合、反応時間の伴って LOD が低くなるが、定量上限は変わらないこと、などを明らかにした。 
 サンドイッチ ELISA に有効な抗体のスクリーニングするため、固相抗体と標識抗体に必要な動特性をデザインし

た。即ち、ある洗浄時間において、必要な抗体の koff を求め、期待できる kon の範囲と抗体ライブラリーにおける出

現頻度を考慮し、各抗体の望ましい kon、koff を設計した。ファージ抗体ライブラリーのバイオパニングにおける回収
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率は、有効抗原濃度（Agtot）、結合時間（tb）、洗浄時間（tw）によって与えられるので、デザインした動特性を持

つファージ抗体の回収率が他のファージ抗体の回収率を上回るように Agtot、tb 、tw を設定した。実際、109 の多様

性を持つ抗体ライブラリーから、４ラウンドまでバイオパニングを行い、設計通り、1×104～3×104 M－1s－1 の見か

けの k on と 3×10－5～7×10－5s－1 の見かけの koff を持つ４つの scFv が得られた。サンドイッチ ELISA の動的モデ

ルに基づいた検量線のシミュレーションを行い、抗体の組合を予測し、実験によるシミュレーションの検証を行い、

動的モデルに基づいた高感度 ELISA の on demand design が可能であることを明らかにした。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 本研究では必要な感度と精度を持つ酵素免疫測定法（ELISA）を on-demand で設計する方法を開発することであ

り、そのため、ELISA における抗原抗体反応の動的モデルを構築し、そのモデルを誤差モデルと組み合わせて、抗体

の動特性及び反応条件と ELISA の感度を精度の関係を明らかにしている。そして、感度と精度を実現するために必

要な抗体の動特性を求め、その抗体をファージ抗体ライブラリーから効果的にスクリーニングし、設計通り ELISA
構築が可能な合理的な方法を開発した。 
 緒論では、抗体の特性を会合速度定数（kon ）と解離速度定数（koff ）で評価し、ELISA に必要な抗体をデザイン、

動的モデルと誤差モデルの融合させ、感度と精度が高い ELISA が構築できることを述べている。 
 １章では、競合 ELISA の精度、検出限界（LOD）、定量範囲（ROQ）が予測できる誤差モデルを実験で検証した。

６種類の第１抗体固相化競合 ELISA キットにおいて、モデルを用いて予測した精度は実験で求めた精度と良く一致

した。さらに、抗体の注入量のバラツキが主な誤差要因であることが明らかにした。このモデルは競合 ELISA の LOD
と ROQ の予測に有用であることが証明された。 
 ２章では、第１抗体固相化競合 ELISA の動的モデルに基づいて検量線をシミュレーションした。また、予測した

検量線と誤差要因の parameter を誤差モデルに代入し、精度、LOD と ROQ を求めた。そして、最適な標識抗原濃

度の範囲は非常に狭いという実験則を定量的に表現できた。 
 ３章では、第２抗体固相化競合 ELISA の検量線を動的モデルに基づいてシミュレーションし、誤差モデルと組み

合わせ、競合 ELISA の精度に及ぼす抗体の動特性の影響について検討した。同じ親和定数（KA）を持つ抗体でも、

kon 、koff が共に大きい抗体、大きな分子で標識される抗原を用いた方が LOD の低下が見られた。そして、第１抗体

における抗原の kon が低い場合、反応時間の伴って LOD が低くなるが、定量上限は変わらないこと、などを明らか

にした。 
 ４章では、サンドイッチ ELISA に有効な抗体のスクリーニングするため、固相抗体と標識抗体に必要な動特性を

デザインした。即ち、ある洗浄時間において、必要な抗体の koff を求め、期待できる kon の範囲と抗体ライブラリー

における出現頻度を考慮し、各抗体の望ましい kon 、koff を設計した。ファージ抗体ライブラリーのバイオパニング

における回収率は、有効抗原濃度（Agtot）、結合時間（tb）、洗浄時間（tw）によって与えられるので、デザインし

た動特性を持つファージ抗体の回収率が他のファージ抗体の回収率を上回るように Agtot、tb 、tw を設定した。実際、

109 の多様性を持つ抗体ライブラリーから、４ラウンドまでバイオパニングを行い、設計通り、1×104～3×104  
M－1s－1 の見かけの kon と 3×10－5～7×10－5s－1 の見かけの koff を持つ４つの scFvが得られた。サンドイッチELISA
の動的モデルに基づいた検量線のシミュレーションを行い、抗体の組合を予測し、実験によるシミュレーションの検

証を行い、動的モデルに基づいた高感度 ELISA の on demand design が可能であることを明らかにした。 
 以上のように、本論文は抗原抗体反応の動的モデルに基づいた抗体のスクリーニン、ELISA の設計及び評価が迅速

にできることに成功した。よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。 




