
JP 2016-517529 A 2016.6.16

(57)【要約】
　固相複合体を形成するためにストレプトアビジンで被
覆された媒質と共に捕捉試薬を培養すること、余分な捕
捉試薬を除去するために固相複合体を洗浄すること、免
疫複合体を形成するために血清サンプルと共に固相複合
体を培養すること、いかなる結合していないサンプルを
除去するために免疫複合体を洗浄すること、免疫共役複
合体を生成するために共役体と共に免疫複合体を培養す
ること、いかなる結合していないサンプルを除去するた
めに免疫共役複合体を洗浄すること、定量化可能な反応
を生成することができる基質を導入すること、及び基質
の導入により生成された反応を較正すること、を含む、
自動化された診断分析を行うための定量的方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　固相複合体を形成するためにストレプトアビジンで被覆された媒質と共に捕捉試薬を培
養すること、
　余分な捕捉試薬を除去するために前記固相複合体を洗浄すること、
　免疫複合体を形成するために血清サンプルと共に前記固相複合体を培養すること、
　いかなる結合していないサンプルを除去するために前記免疫複合体を洗浄すること、
　免疫共役複合体を生成するために共役体と共に前記免疫複合体を培養すること、
　いかなる結合していない共役体を除去するために前記免疫共役複合体を洗浄すること、
　定量化可能な反応を生成することができる基質を導入すること、及び、
　前記基質の導入により生成された前記反応を較正すること、
　を含む、自動化された診断分析を行うための定量的方法。
【請求項２】
　前記ストレプトアビジンで被覆された媒質と共に前記捕捉試薬を培養するステップは、
ビオチン化捕捉試薬と共に前記ストレプトアビジンで被覆された媒質を培養することを含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記血清サンプルと共に前記固相複合体を培養するステップは、前記血清サンプルに存
在するアレルゲン特異的ヒト免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）をビオチン化捕捉試薬に結合す
ることを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記血清サンプルと共に前記固相複合体を培養するステップは、前記血清サンプルに存
在する自己免疫特異的ヒト免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、自己免疫特異的ヒト免疫グロブ
リンＭ（ＩｇＭ）、又は自己免疫特異的ヒト免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）をビオチン化捕
捉試薬に結合することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記捕捉試薬は、精製されたアレルゲン、プロテイン、酵素、又は抗体のビオチン化に
由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記捕捉試薬は、多数のアレルゲンを含むアレルゲン抽出物のビオチン化に由来する、
請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記捕捉試薬は、精製されたアレルゲン、プロテイン、酵素、抗体、及びアレルゲン抽
出物から選択される多数のビオチン化捕捉試薬の混合物として存在する、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】
　前記ストレプトアビジンで被覆された媒質と共に前記捕捉試薬を培養するステップは、
万能な（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ）蛍光標識磁気微粒子を含む請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　１又は複数の洗浄するステップは、反応キュベットの制限された領域内で洗浄されてい
る前記複合体を磁気的に隔離することにより前記複合体を洗浄することを含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ストレプトアビジンで被覆された媒質と共に前記捕捉試薬を培養するステップは、
高濃度のヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）を含む反応希釈剤により懸濁状態に保たれた前記
捕捉試薬を培養することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記共役体と共に前記免疫複合体を培養するステップは、わずかな濃度のポリエチレン
グリコールを含む共役希釈剤により懸濁状態に保たれた免疫複合体を培養することを含む
、請求項１に記載の方法。
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【請求項１２】
　結合していないサンプルを除去するために前記免疫複合体を洗浄するときに、間接標識
としてホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を用いるステップをさらに含む、
請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　蛍光信号及び化学発光信号の両方が定量化される光学箱に前記基質と前記免疫共役複合
体を移すこと、及び、
　伝達値を計算するために、最後の蛍光に対する最初の蛍光の比率を採用して、前記定量
化された化学発光信号を調整すること、により、
　ビード保持のための前記定量化可能な反応を調整するステップをさらに含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項１４】
　前記光学箱に前記基質と前記免疫共役複合体を移すステップは、前記サンプルを吸引す
るための再利用可能なピペットチップを有する自動化されたピペットアームを用いること
を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　ビード保持を決定するために前記光学箱内で蛍光を測定すること、及び、
　生成された相対光ユニット信号を検出するために前記光学箱内で発光を測定すること、
　をさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　ビード保持が調整された相対光ユニット信号を生成するためのアルゴリズムに前記蛍光
及び発光測定結果を入力すること、をさらに含む請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記生成されたビード保持が調整された相対光ユニット信号を較正曲線の相対光ユニッ
ト信号と比較すること、をさらに含む請求項１６に記載の方法。
 

 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は、米国仮特許出願番号６１／７９１、２９５及び６１／７９１、８７９に関
連しており、優先権を主張する。それぞれの出願は、２０１３年３月１５日に出願され、
これらの出願の完全かつ全ての開示は、ここに参照することにより明示的に援用される。
【０００２】
　本教示は、診断分析を行うためのシステム及びプロセス、より具体的には、アレルギー
及び自己免疫疾患に関する診断分析を行うための自動化された免疫分析計システム及びプ
ロセスに関する。
【背景技術】
【０００３】
　このセクションでの陳述は、単に本開示に関連する背景情報を提供するにすぎず、先行
技術を構成するものとして解釈されるべきでない。
【０００４】
　自動化された免疫化学分析の間において、患者の生物学的サンプル（例えば、血清又は
血漿）における検体分子は常磁性粒子に付着する。その上、サンプルに存在し得る電位化
学源に関連する背景信号を除去するために、多数の洗浄ステップが典型的にプロセスの間
に実行される。しかしながら、これらの洗浄ステップの結果、その後の化学プロセスのた
めの元の粒子のいくらかの割合が失われる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００５】
　そのように、患者のサンプルからの発光信号を標準化するために、洗浄ステップの後に
残っている粒子を定量化するプロセスが必要である。本願は、技術分野において知られた
これらの欠点のいくつかを改良し、解決することを目的としている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本願の１つの特徴に従って、自動化された診断分析を行う定量的方法が提供され、そし
て、固相複合体（ｃｏｍｐｌｅｘ）を形成するためにストレプトアビジンで被覆された媒
質と共に捕捉試薬を培養（定温放置）するステップ、余分な捕捉試薬を除去するために固
相複合体を洗浄するステップ、免疫複合体を形成するために血清サンプルと共に固相複合
体を培養するステップ、いかなる結合していないサンプルを除去するために免疫複合体を
洗浄するステップ、免疫共役複合体を生成するために共役体と共に免疫複合体を培養する
ステップ、いかなる結合していない共役体を除去するために免疫共役複合体を洗浄するス
テップ、定量化可能な反応を生成することができる基質を導入するステップ、及び基質の
導入により生成された反応を較正するステップ、を含む。
【０００７】
　本願のさらなる別の形態に従って、患者サンプル内の蛍光標識を粒子に結合するための
制御されたプロセスが提供される。本開示のこの特徴に従って、プロセスは、発光標識を
粒子に結合すること、及び、患者サンプルからの発光信号を標準化するために一連の洗浄
ステップの後に残っている粒子を定量化することを含む。この具体的なプロセスにより、
発光標識が結合した検体分子の数に比例して粒子に結合される。
【０００８】
　本開示のさらなる別の形態に従って、自動化されたプラットフォームの使用のために設
計された血清サンプルにおけるアレルゲン特異的免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）を評価する
ための定量的方法が提供される。この方法に従って、ビオチン化捕捉試薬は、ビオチン－
ストレプトアビジンの相互作用の利用によって、捕捉試薬の固相への不正な付着をなくす
ために、ストレプトアビジンで被覆された固相と共に培養される。それから、捕捉試薬固
相複合体は、余分なビオチン化捕捉試薬を除去するために洗浄される。それから血清サン
プルは、血清に存在するアレルゲン特異的ＩｇＥの提供された捕捉試薬への不正な結合を
なくし、免疫複合体を生成するために、捕捉試薬固相複合体と共に培養される。それから
免疫複合体は、結合していないＩｇＥを除去するために洗浄され、それから免疫複合体の
アレルゲン特異的ＩｇＥコンポーネントへの共役体の不正な結合にて免疫共役複合体を生
成するために、標識化された抗ＩｇＥ共役体と共に培養される。免疫共役複合体は、結合
していない標識化された抗ＩｇＥを除去するために洗浄され、それから定量化可能な反応
を生成することができる基質が導入される。基質を加えることで生成された定量化可能な
反応は較正され、伝達値はビード保持のために調整される。
【０００９】
　ここである特徴に従って、ストレプトアビジンで被覆された固相と共にビオチン化捕捉
試薬を培養するステップは、精製されたアレルゲン、タンパク質、酵素、又は抗体のビオ
チン化に由来する。
【００１０】
　ここで別の特徴に従って、ストレプトアビジンで被覆された固相と共にビオチン化捕捉
試薬を培養するステップは、多数のアレルゲンを含むアレルゲン抽出物のビオチン化に由
来する。
【００１１】
　ここでさらなる別の特徴に従って、ストレプトアビジンで被覆された固相と共にビオチ
ン化捕捉試薬を培養するステップは、インビボ（in vivo）でヒトの診断又は治療のため
に用いられるアレルゲン抽出物のビオチン化に由来する。
【００１２】
　本開示の特定の具体的な特徴に従って、ビオチン化捕捉試薬は、精製されたアレルゲン
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、タンパク質、酵素、抗体及びアレルゲン抽出物を含む異なる由来の多数のビオチン化捕
捉試薬の混合物として存在する。
【００１３】
　本開示のさらなる別の特定の具体的な特徴に従って、ストレプトアビジンで被覆された
固相は、万能な（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ）蛍光標識磁気微粒子である。
【００１４】
　本開示のある特徴に従って、洗浄ステップの１つ又は複数は、反応キュベットの制限さ
れた領域内で複合体を磁気的に隔離することにより固相複合体を洗浄することを含む。
【００１５】
　本開示のさらなる別の具体的な特徴に従って、捕捉試薬－固相複合体を血清サンプルと
共に培養するステップは、高濃度のヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）を含む反応希釈剤によ
り懸濁状態に保たれた捕捉試薬－固相複合体を培養することを含む。
【００１６】
　本開示のさらなる他の具体的な特徴に従って、免疫複合体を標識化された抗ＩｇＥ共役
体と共に培養するステップは、わずかな濃度のポリエチレングリコールを含む共役希釈剤
により懸濁状態に保たれた免疫複合体を培養することを含む。本教示の特定の特徴に従っ
て、共役希釈剤は100 ng/mL 抗IgE-HRP、100μg/mL apo-HRP、50 mMリン酸ナトリウム、p
H 6.7、150 mM NaCl、0.05% Tween-20、1% BSA、4% (w/v) PEG 6,000、1%(v/v) ProClin 
950、0.015% (v/v) Antifoam Bを含む。本教示のさらなる他の特定の特徴に従って、共役
希釈剤は、10 ng/mL 抗IgG-HRP、10μg/mL apo-HRP、50 mM リン酸ナトリウム、pH 6.7、
150 mM NaCl、0.05% Tween-20、1% BSA、4% (w/v) PEG 6,000、1%(v/v) ProClin 950、0.
015% (v/v) Antifoam Bを含む。
【００１７】
　本開示のある特定の特徴に従って、抗ＩｇＥ抗体に共役されたホースラディッシュペル
オキシダーゼ（ＨＲＰ）は、結合していないＩｇＥを除去するために免疫複合体を洗浄す
るとき、特に、ＰＳ－ＡｔｔｏのＨＲＰで標識された共役体との反応が、溶液分析におけ
る最大検出感度のための持続した高強度発光を生成するので、間接標識として用いられ得
る。
【００１８】
　本開示のさらなる他の特定の特徴に従って、免疫共役複合体への基質の追加は、Ｌｕｍ
ｉｇｅｎ　ＰＳ－Ａｔｔｏを定量化可能な反応、すなわちＨＲＰ－ＰＳ－Ａｔｔｏ伝達シ
ステムにより生成され、光学箱内の照度計により検出される化学発光信号として存在する
定量化可能な反応を生成することができる基質として追加することを含む。
【００１９】
　本教示のある特徴に従って、ビード保持のための定量化可能な反応を調整するステップ
は、蛍光及び化学発光信号の両方が定量化される光学箱に基質と免疫共役複合体を移すス
テップ、ビード保持のために定量化された化学発光信号を調整するために最後の蛍光に対
する最初の蛍光の比率を採用するステップ、及び、伝達値を計算するために調整された化
学発光信号を較正するステップを含む。基質及び免疫共役複合体を光学箱に移すために、
サンプルを吸引するための再利用可能なピペットチップを有する自動化されたピペットア
ームを利用することができる。光学箱の中において、蛍光はビード保持を決定するために
測定され、発光は化学的性質により生成されるＲＬＵ信号を検知するために測定される。
測定結果は、較正曲線ＲＬＵと比較される“ビード保持調整ＲＬＵ”を生成するためにア
ルゴリズムに入力され、その後ＩｇＥ濃度が割り当てられる。
【００２０】
　本開示のさらなる別の特徴に従って、蛍光標識がAlexa Fluor 594 Biocytinとして存在
し、万能な磁気微粒子がThermo Scientific SA-Speed Bead又はBangs Lab BioMag Plus S
treptavidinとして存在する。
【００２１】
　本発明の他の目的及び利益は、添付している図面と併せて以下に記された記述から明ら
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かになるであろう。
【００２２】
　添付している図面と共に用いられる発明の形態に関する以下の記述を参照することによ
り、上記の本発明の特徴及びそれから得られる様式はより明らかになり、発明それ自体が
さらに理解できるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】本願に従って自動化された診断分析を行うための方法の概略図を示す。
【図２】本願の教示に従って自動化された免疫化学分析計及び試薬システムの上面概略図
を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　共通の参照符号は、いくつかの図を通して共通の部分を示す。いくつかの形式において
ここで提示された例示は本発明の形態を説明するけれども、以下に開示される形態は、包
括的であったり、本発明の範囲を開示された詳細な形式に限定するように解釈したりする
ことを意図しない。
【００２５】
　以下に記述される本願の形態は、包括的であったり、以下に詳細な記述において開示さ
れた詳細な形式に本願を限定したりすることを意図しない。むしろ、形態は、他の当業者
が本願の原理及び実践を評価し、理解し得るように選択され、記述される。
【００２６】
　他に定義されない限り、ここで用いられる全ての技術及び科学用語はこの出願が属する
当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本願の実践及びテストにおいて
、ここで記述されるのと類似又は同等のいかなる方法及び材料も用いることができるが、
これから特定の方法及び材料が記述される。その上、ここで採用され、又は予期される技
術は当業者によく知られた標準的な方法であり、材料、方法、及び実施例は、単なる実例
であり、限定することを意図していない。
【００２７】
　本開示の具体的な自動化された免疫分析計システム及び方法について詳細に記述する前
に、余分な又は結合しない材料からの背景信号を最小化する１つの手段として、免疫測定
法は一般に反応キュベットにおいて実行される１又は複数の分離段階を要求することが、
理解され、評価されるべきである。分離又は洗浄プロセスを容易にするために、これに限
定されないが、ウェル被覆手法、ビード被覆手法、又は常磁性体粒子の使用を含む、様々
な手法を用いることができる。これらの分離媒体のそれぞれは、患者の血液サンプル中の
関心ある検体分子を結合する捕捉試薬で被覆される。本教示のある特徴に従って、ビオチ
ン化捕捉試薬は混合物又は混在物（例えば、類似のカテゴリーであるが異なる属種からの
捕捉試薬）として存在する。ここで当業者が理解し、評価するように、多くの捕捉試薬は
、入手可能であり、本教示に従って使用することができ、混合されたスズメバチの毒のタ
ンパク質（黄色の表皮、黄色スズメバチ、及び白スズメバチの混合物）のようなＦＤＡか
ら認可された入手可能なものを含む。本教示に従って用いられる個々の捕捉試薬のそれぞ
れの量及び体積は、それらの効能（すなわち、検知可能な反応を生成するそれらの能力）
に依存することは理解されるべきである。
【００２８】
　常磁性体粒子が分離媒質として用いられるとき、常磁性体粒子は、洗浄プロセスの間に
磁石によりキュベットの壁に向かって引っ張られ、液体のすべてが吸引される。ここで当
業者が理解し、評価するように、従来の洗浄プロセスの間に、常磁性体粒子のいくらかが
液体と共に吸引され、そのためさらなる化学プロセスの前に喪失する。もし免疫測定法の
手順がいくつかの洗浄ステップを含むならば、磁気粒子の喪失はより重大にさえなる。
【００２９】
　本教示の目的の１つは、これらの洗浄プロセスの間に免疫化学分析計において生じる常
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磁性体粒子の損失を考慮することである。これを達成するために、本教示のある特徴に従
って、患者の血液サンプル中の関心ある検体は、常磁性体粒子の表面に次々に結合した捕
捉試薬に結合する。それから発光標識はこれらの検体分子に結合する。発光試薬又は基質
がキュベットに加えられるとき、分析計の光学検出器により検出可能である光が生成され
るため、発光標識と反応する。加えて、もし常磁性体粒子が取り付けられた蛍光標識を有
しているならば、キュベット内の内容物を読み取る蛍光は、洗浄ステップの間に喪失した
粒子の割合を決定するための手段を提供する。
【００３０】
　本開示のある特徴に従って、自動化された分析計は、これに限定されないが、磁気ビー
ド又は微粒子を含む、分析のための一般的な常磁性体粒子を利用する。分析計で行われる
個々の分析のために、捕捉試薬は培養され、ときおり捕捉試薬固相複合体としてここで言
及される分析固有の粒子ベースの試薬を生成するために、反応キュベットにおいて万能粒
子に結合する。本開示のある特徴に従って、診断免疫測定法を行うために用いることがで
きる捕捉試薬は、Biotin-pAb 又はビオチン－アレルゲン、10 mMリン酸ナトリウム、pH 7
.4、0.9% NaCl、0.05% Tween-20、1% (w/v) ヒト血清アルブミン、1%(v/v) ProClin 950
、最大で 5% (v/v) グリセロールを含む。本開示の別の特徴に従って、診断免疫測定法を
行うために用いることができる他の捕捉試薬は、Biotin-Ags、10 mM リン酸ナトリウム、
pH 7.4、0.9% (w/v) NaCl、0.05% Tween-20、1% (w/v) ウシ血清アルブミン、1%(v/v) Pr
oClin 950、1% プロテアーゼ阻害剤混合物、0.1 mM DTT、25% (最大で30%) (v/v) グリセ
ロールを含む。
【００３１】
　洗浄プロセスを受けた後、患者のサンプル、もし必要であれば任意に希釈剤がキュベッ
トにおいて粒子に加えられ、培養される。これは患者の血液サンプルにおいて固有の検体
分子を捕捉する結果となる。本開示のある特定の具体的な特徴に従って、反応希釈剤（サ
ンプル希釈剤）は、10 mMリン酸ナトリウム、pH 7.4、500 mM NaCl、0.02% Tween-20、1%
 (w/v) ヒト血清アルブミン、1% (v/v) ヒトＩｇＧ、1%(v/v) ProClin 950、0.005% Anti
foam-B v/v、2% (w/v) PEG 6,000を含む。本開示のさらなる別の特定の具体的な特徴に従
って、反応希釈剤（サンプル希釈剤）は、10 mMリン酸ナトリウム、pH 7.4、500 mM NaCl
、0.02% Tween-20、25% (w/v) ヒト血清アルブミン、1%(v/v) ProClin 950を含む。
【００３２】
　これらの具体的な形態に従って、高いパーセンテージのＨＳＡ（２５％）は、
培養ステップの間にビードを懸濁状態に保持するために、反応媒質の粘度を増加するため
に部分的に機能することが理解されるべきである。加えて、高いＨＳＡはまた、この培養
の間に非特異的な結合を低減し、患者サンプルの希釈に対して相対光ユニット（ＲＬＵ）
の線形性を改善する。
【００３３】
　他の洗浄プロセスは、余分な又は結合しないサンプルを除去するために行われ、発光標
識と共役体がキュベットに加えられる。キュベットに加えられたとき、培養期間の後、共
役体のある部分は捕捉試薬／サンプル複合体に常磁性体粒子を結合するであろうことが期
待される。粒子はいかなる結合しない共役体をも除去するために他の洗浄プロセスを受け
、それから基質はキュベットに加えられ、化学発光法による成長反応が平衡に達せしめる
短い期間、培養される。
【００３４】
　平衡に達した後、サンプルの発光及び蛍光の読み取りが行われる。常磁性体粒子は、一
般的な試薬ビンにおいて分析計に収容され、ピペットで取られて反応キュベットに入れら
れる前に均一な混濁状態に保たれるため、それぞれの試験の最後の蛍光測定と組み合わさ
れたときに、ピペットで取られてキュベットに入れられた後の粒子の最初の蛍光測定は、
免疫分析法プロセスの後にキュベットに残された最初の粒子の割合を決定するために用い
ることができる。残された割合は以下の式により与えられる。
【００３５】
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【数１】

　ここで、Ｆは訂正された蛍光信号（すなわち、光学検出器のカウント効率により訂正さ
れる測定信号）を表している。光学検出器はある時間分解能を有しているため、単位時間
あたりに検出される光子の数が増加するにつれて、その時間分解能の範囲内で検出器に到
達する２つの光子の尤度もまた増加する。これらの２つの光子は検出器によって分解する
ことができないから、それらはただ１つの光子としてカウントされるであろう。このよう
に、入射する光子束が増加するにつれて、光学検出器の検出能力は低下する。
【００３６】
　常磁性体粒子のために容器壁に作用し、散乱する蛍光励磁光子の非常に高い束のゆえに
、蛍光材料が存在しないときでさえ、光学検出器でカウントされるいくらかの光子がある
。この訂正された背景信号はFbackgroundで表される。
【００３７】
　プロセスはシステムの処理能力を制限しないため、特に、プロセスが、達成され得るタ
イミング又は並行処理を制限しないため、免疫測定法プロセスを通して反応キュベットに
残された最初の常磁性体粒子の割合を決めるために、蛍光測定の使用は有益である。一方
で、ほとんどの従来の免疫測定法分析計は、常磁性体粒子及びサンプルの非常に再現性の
ある処理に依存しており、それらは、達成され得るタイミング及び並行処理を実際に制限
し、結果としてシステムの処理能力を制限する。これらの従来の免疫測定法分析計におけ
る長い時間をかけた処理効率では変化は検知することができないかもしれないが、これら
の変化は蛍光検出で検出することができる。本開示の教示は、並行処理（例えば、多重洗
浄アーム）の使用を許容し、それらは小さな機械的な調整又は流体の違いのために洗浄能
力を変化させる。免疫測定法プロセスのそれぞれのステップの後に行われる蛍光の読み取
りは、並行処理と同等の機能性を検証するのに有益である。
【００３８】
　上記の方法や手法に従ってアレルギー及び自己免疫疾患のための診断分析を行う自動化
された免疫分析計装置及び試薬のシステムは、これからより詳細に記述される。このプロ
セスが記述されるにつれて、さまざまな異なるテストがシステムにより実施されるように
、分析を行うために使用される開示された装置は標準的又は万能な収集チューブを受け入
れるように構成し得ることがここで理解され、評価されるべきである。原材料からアレル
ゲン及び自己免疫抗原を含む抗原を分離するための多くの公知の方法があることを、当業
者は理解し評価するであろう。これらの分離方法は広く知られており、技術分野において
受け入れられているため、特に、いずれの受け入れ可能な抗原分離方法が、その精神又は
スコープから外れることなく本発明のシステムに組み込み得ることを当業者は認識するも
のとして、ここで詳細については説明しない。アレルゲン又は自己免疫抗原が分離された
後に、それらは、ビオチン化抗原又は捕捉試薬を生成するためにビオチンに接合され得る
。ビオチン化抗原はストレプトアビジンと結合した固体支持物又は膜と接触する。本開示
のある特徴に従って、ビオチン化捕捉試薬は、精製されたアレルゲン、タンパク質、酵素
、抗体、ＤＮＡ、核抽出物、細胞抽出物、及び非タンパク質抗原（例えば、タンパク質に
架橋された薬物又は材料）を含み、これに限られない成分に由来し得る。
【００３９】
　当業者が理解し、評価するにつれて、診断アレルギー免疫測定法のために一般的に使用
される標準的なビオチン化プロセスおよび手法は、本教示に従って利用され得る。しかし
ながら、化学的性質に用いられる多数のビオチン化試薬の最適な性能を確保するために必
要とされるように、反応に関するビオチン／タンパク質の比は最適化され得る。本教示の
ある特徴に従って、ビオチン試薬の固有サイズのリンカーアーム（linker arm）はNHS-PE
G12-Biotinである。その上、非タンパク質抗原のために、材料はストレプトアビジンビー
ド固相に被覆するためにビオチン化タンパク質に架橋され得るが、一方でＤＮＡのような
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自己免疫抗原のために、ビオチン化ジデオキシヌクレオチドがＤＮＡに組み込まれ得る。
【００４０】
　本開示のある特徴に従って自動化された診断分析プロセスの概略的な具体例は、図１に
示される。この具体的な形態に従って、ストレプトアビジンの被覆で製造された磁気ビー
ド又は微粒子は、公知のビオチン化アレルゲン又は自己免疫抗原と混合される（培養され
る）（ステップ１０）。ここで当業者が理解し、評価するように、ストレプトアビジンと
ビオチンを結合するよく知られた親和性は、抗原がビードの表面に被覆するのを促進する
ことにより、被覆された試薬の製品と共に万能ビードの使用を許容する。本教示に従って
、ストレプトアビジンで被覆された固相と共にビオチン化捕捉試薬を培養するために要求
される時間及び関連する研究室の状態は、実施される固有の実験を考慮して変化され得る
ことは理解され、評価されるべきである。しかしながら、本開示のある特徴に従って、特
に有益な培養時間の範囲は、約２℃から約４０℃の温度、さらに特に、約３６．８℃から
約３７．２℃において、約１分から約１５分であり、さらに特に、約５分から約１０分で
ある。
【００４１】
　表１に示されるように、本開示のこの特徴に従って、以下のビードがここで開示される
磁気支持体のために用いられ得る。
【表１】

【００４２】
　多数のプロセスがビオチン化アレルゲン又は自己免疫抗原をストレプトアビジンで被覆
されたビードと混合又は培養するために利用され得る一方で、ある特定の態様に従って、
ビオチン／ストレプトアビジンの相互作用のために、アレルゲン又は抗原がビードを被覆
するように、製品は反応キュベット内で混合される。１つの具体的な態様によると、１０
μＬのストレプトアビジン（ＳＡ）に被覆されたビードが反応キュベットに分配され、続
いて、４０μＬのビオチン化アレルゲン又は自己免疫抗原が追加され、それらは分配の間
に混合される。混合物は１～１５分の間、培養される。反応キュベットの１つの側面に磁
気ビードを引き寄せ、バッファーが反応キュベットを通して洗浄される間にそれらを固定
化することにより、余分なビオチン化アレルゲン又は自己免疫抗原は洗い落とされる（ス
テップ２０）。１つの具体的な態様に従って、バッファーは10 mMリン酸ナトリウム、pH 
7.4、0.9% (w/v) NaCl、0.05% (v/v) Tween-20、10 mg/mL HSA and 1% (v/v) ProClin 95
0を含む。磁気ビードを反応キュベットの１つの側面に留まらせる技術分野において、公
知のいずれの直ちに入手可能な固定化手法を当業者が利用し得る一方で、ある特定の具体
的態様に従って、洗浄ステップが行われている間に、外部の磁石が磁気ビードを固定する
ために用いられる。
【００４３】
　それからストレプトアビジンで被覆された磁気ビードは磁場から解放され、反応キュベ
ットの中を自由に動くことができる。生物学的サンプル（血清又は血漿）は反応キュベッ
トに加えられ、続いて、４０μＬ反応バッファーが追加され、磁気ビードを再混濁する（
ステップ３０）。生物学的サンプルに加えて、本開示のある特徴に従って、高分子結合を
促進するためだけではなく、磁気ビードを溶液の中に保持するために、高濃度のヒト血清
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アルブミン（ＨＳＡ）が懸濁液に用いられる。反応を線形に保つために、ヒトＩｇＧがバ
ッファーに加えられる。
【００４４】
　もしサンプルがいずれのアレルゲン又は抗原ビード被覆に反応するいずれかの抗体（例
えば、ＩｇＥ、ＩｇＧ）を含んでいるならば、そのような抗体はこのサンプルの培養ステ
ップの間に結合される。サンプルの培養は３７℃で４０分間、保たれる。患者サンプルの
中のいずれの抗体がビードと結合した後、それから第２の洗浄ステップはいかなる結合し
ない患者サンプルを除去するために行われる（ステップ４０）。１５０μＬの洗浄バッフ
ァー濃縮物（50 mMリン酸ナトリウム、pH 7.4、4.5% (w/v) NaCl、0.05% Tween-20、0.05
%(v/v) ProClin 950、0.02% (v/v) Antifoam-C v/v）は、ビードを再懸濁するために加え
られ、それからビードが１．５分の間、磁石に引きつけられる。溶液が除去された後に、
磁石は引き離され、そして２００μＬの洗浄バッファーがビードを再懸濁させるために加
えられる。洗浄はもう一度繰り返される。
【００４５】
　第２の洗浄ステップが行われた後、アレルギー分析の場合にヒト免疫グロブリンＥ（Ｉ
ｇＥ）に特異的であるか、自己免疫分析の場合にヒト免疫グロブリンＧ、Ｍ、Ａ（ＩｇＧ
／Ｍ／Ａ）に特異的である抗体において、ビードは再懸濁される。本開示のある特徴に従
って、ビードによって捕捉されたいずれの固有の患者抗体と結合するため、抗体は酵素（
ホースラディッシュペルオキシダーゼのような）と接合される（ステップ５０）。それか
らビードは、いかなる余分な抗体を除去するためにもう一度洗浄され（ステップ６０）、
そして、高感度光生成試薬（例えば、化学発光基質）は検出精度を最大化するため加えら
れる（ステップ７０）。本開示の教示に従って、化学発光基質として用いることのできる
具体的な試薬は、これに限られないが、Lumigen（登録商標） PS-atto、SuperSignal（登
録商標） ELISA Pico Chemiluminescent Substrate 又はSuperSignal（登録商標） ELISA
 Femto Maximum Sensitivity Substrateを含む。キサンテン染料、芳香族アミン、複素環
アミンを含む、様々な構造クラスの多数の化合物が、これらの条件の下で化学発光を生成
するために用いられることを、当業者は理解し、評価するであろう。これらの化合物は、
特許文献でよく知られており、多くの販売業者を通して直ぐに入手可能である。いくつか
の限定されない化学発光化合物は、これに限定されないが、dioxetane type molecules、
luciferin、Lumigen（登録商標） PS-2、Lumigen（登録商標） PS-3、Lumigen（登録商標
） TMA-6、Lumigen（登録商標） TMA-3を含む。
【００４６】
　いったん高感度光生成試薬が反応キュベットに加えられると、光が生成される（ステッ
プ８０）。ある形態に従って、発光信号及び蛍光信号の両方を読み出すためにピペットチ
ップ内の溶液を読み取り部（reading station）に移すことにより、光は測定される。し
かしながら、本開示に従って放出される光は、これに限定されないが、照度計、Ｘ線フィ
ルム、高速写真フィルム、ＣＣＤカメラ、シンチレーションカウンター、化学光量計、又
は視覚的なもの（visually）を含む、当該分野で収取可能な、いかなる公知の適切な検出
手段により検知され得ることが理解されるべきである。当業者が直ちに理解し、評価する
ように、選ばれた検出装置が、適用、使用、コスト及び利便性といったいくつかの要因に
より支配されるように、それぞれの検出手段は異なるスペクトル感度を有する。その上、
ここで用いられるように、本開示に従って測定し得る定量化可能又は検出可能な反応は、
アレルゲン特異的ＩｇＥを有する陽性サンプルが、基質の追加で光度（すなわち、ＲＬＵ
＝相対照明ユニット）を生成する抗ＩｇＥ－ＨＲＰの結合を引き起こしたことを暗示する
。加えて、定量化可能又は検出可能な反応は、陰性サンプルにより生成される定量化可能
な反応に適用することもできることが理解されるべきである。
【００４７】
　本教示のある特徴に従って、アレルゲン特異的ＩｇＥ（ｓＩｇＥ）に関する陽性／陰性
サンプルにより生成されるＲＬＵは、全ＩｇＥ（ｔＩｇＥ）較正曲線により生成されるＲ
ＵＬと比較される。較正曲線は、ビオチン化されたアンチ抗ＩｇＥ捕捉試薬を使用して評
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価される、様々な予め希釈された全ＩｇＥ（ｔＩｇＥ）較正器（ＷＨＯ標準により生成さ
れる）にかけることにより、生成される。
【００４８】
　この開示の機械的な特徴についてさらに理解するために、図２は、本開示の教示に従っ
て、検体サンプルの発光信号を定量化し、標準化するために用いることができる自動化さ
れた免疫化学分析計及び試薬システム１００を説明する。この具体的な特徴に従って、自
動化された免疫化学分析計１００は、反応ロータ１０６の内部に設置されたキュベットに
蛍光標識化常磁性体粒子又は流体ビードを最初に分配することにより開始する。１つの形
態に従って、典型的な流体ビードは、流体ビード（SA-Speed Bead、Atto 590 labeled）
、1 mg/mLを含む。
【００４９】
　流体ビードは、始めに渦生成器（vortexer）１０２に配置され、Ｒ１ピペット１０４に
より反応ロータ１０６に移され得る。Ｒ１ピペット１０４は、流体ビード混合物の所望量
を吸引し、当該混合物が反応ロータ１０６のキュベットに注入される場所である、反応ロ
ータ１０６に吸引量を移すことができる。キュベットへの注入に引き続いて、光学ピペッ
ト１０８は反応ロータ１０６のキュベットからテストサンプルを吸引し、光学箱１１０に
テストサンプルを移し得る。いったんサンプルが光学箱１１０の内部に配置されると、蛍
光及び発光測定が記録され得る。蛍光及び発光信号の最初の記録は、サンプルにおける流
体ビードの初期濃度と対応し得る蛍光信号のための基準値測定として用いられ得る。測定
を読み取った後、多数すすぎピペット１１２が洗浄バッファーを用いてキュベットをすす
ぐ。
【００５０】
　次に、流体ビードは、渦生成器１０２からＲ１ピペット１０４を経由して反応ロータ１
０６にあるキュベットに移され得る。それから、Ｒ１ピペット１０４は、試薬ロータ１１
４から捕捉試薬を吸引し、反応ロータ１０６に配置されたキュベットに捕捉試薬を注入し
得る。培養期間の後に、単一すすぎピペット１１６は、流体ビードを再懸濁するためにす
すぎバッファーが注入され得る。かなりの量の再懸濁された流体ビードは、しばらくの間
、反応ロータ１０６の内部にある磁石により局在する。磁石がキュベットの内部の流体ビ
ードを実質的に局在させた後に、多数すすぎピペット１１２は、キュベットの内部の局在
した流体ビードの一部を残しながら、すすぎバッファーの一部を吸引し、廃棄する。流体
ビードを再懸濁しながら、多数すすぎピペット１１２が、洗浄バッファーを反応ロータ１
０６のキュベットに注入することを促進し得る。多数すすぎピペット１１２が、反応ロー
タ１０６のキュベットから局在されないサンプルの一部を吸引し、廃棄する前に、流体ビ
ードは反応ロータ１０６の内部の磁石により再び局在され得る。
【００５１】
　患者サンプルはサンプルロータ１１８のサンプルチューブに収容され得る。患者サンプ
ルはサンプル希釈剤で部分的に希釈され得る。この時点では、サンプルピペット１２０は
患者サンプルの一部を吸引し、流体ビードを再懸濁するために患者サンプルを反応ロータ
１０６のキュベットに注入する。反応ロータ１０６の内部の患者サンプルを収容するキュ
ベットは、特定の温度で、特定の期間、培養され得る。培養の後、単一すすぎピペット１
１６は、流体ビードを再懸濁するために、すすぎバッファーを注入し得る。他の局在化プ
ロセスは、流体ビードが反応ロータ１０６にある磁石の近くのキュベット内部で実質的に
集められることにより、反応ロータ１０６によって行われる。流体ビードの局在化の後に
、多数すすぎピペット１１２は、局在化プロセスの間に局在されない反応ロータ１０６の
キュベットの内部の流体の一部を吸引し、廃棄し得る。
【００５２】
　数度のすすぎサイクルは、反応ロータ１０６のキュベット内部のサンプルについて行わ
れ得る。すすぎサイクルは、流体ビードを再び再懸濁するためにキュベットに洗浄バッフ
ァーを注入するために多数すすぎピペット１１２を用いることを含み得る。他の局在化ス
テップでは、流体ビードを反応ロータ１０６内部の磁石によりキュベットの内部に集めら
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れる。流体ビードの十分な局在化を許可する期間の後、反応ロータ１０６のキュベットの
内部にある流体ビードの一部をそのままにしておくようにして、多数すすぎピペット１１
２はサンプルの一部を吸引し、何気なく廃棄される。他のすすぎサイクルは、再びキュベ
ットに洗浄バッファーを注入し、流体ビードを再懸濁させるために、多数すすぎピペット
１１２を用いることにより引き起こされる。他の流体ビード局在化プロセスは、サンプル
の残りから流体ビードを局在化するために反応ロータ１０６内部の磁石を利用し得る。最
後に、多数すすぎピペット１１２は局在化プロセスにより局在化されなかったサンプルの
一部を吸引し得る。
【００５３】
　この時点では、Ｒ２ピペット１２２は、試薬ロータ１１４の内部の共役体キュベットに
収容される共役体を吸引し得る。Ｒ２ピペット１２２は、反応ロータ１０６のキュベット
に以前に吸引された共役体を注入する。反応ロータ１０６において制御された時間及び温
度の下でキュベットを培養した後、単一のすすぎピペット１１６は、反応ロータ１０６に
あるキュベットにすすぎバッファーを注入し得る。他の流体ビード局在化サイクルは、反
応ロータ１０６の内部の磁石がキュベット内部の流体ビードを実質的に局在化させること
により行われ得る。多数すすぎピペット１１２は、局在化サイクルの間、局在されなかっ
たキュベット内部のサンプルの一部を吸引し、廃棄し得る。
【００５４】
　２回以上のすすぎサイクルは、反応ロータ１０６のキュベット内部のサンプルについて
行われる。多数すすぎピペット１１２は、キュベット内部の流体ビードを再懸濁するため
に、洗浄バッファーを注入し得る。他の流体ビード局在化サイクルは、十分な時間をかけ
てキュベットを反応ロータ１０６にある磁石に近接して配置することにより、流体ビード
を局在化し得る。局在化サイクルの後に、多数すすぎピペット１１２は、局在化サイクル
の間に局在化されなかったサンプルの一部を吸引し、廃棄し得る。それから第２の洗浄サ
イクルは、洗浄バッファーを注入して、流体ビードを再懸濁するために、多数すすぎピペ
ット１１２を用いることにより生じる。他の局在化サイクルは、キュベット内部の流体ビ
ードを局在化するために、反応ロータ１０６内部の磁石を利用し得る。局在化プロセスの
後に、多数すすぎピペット１１２は、局在化サイクルの間に局在化されなかったサンプル
の一部を再び吸引し、廃棄し得る。
【００５５】
　この時点において、Ｒ２ピペット１２２は試薬ロータ１１４から共役体の一部を吸引し
、混合基質サンプルを生成する混合基質容器１２４に共役体を注入し得る。混合基質サン
プルで流体ビードを再懸濁しながら、Ｒ２ピペットは、混合基質容器１２４から混合基質
サンプルを吸引し、反応ロータ１０６のキュベットに混合基質サンプルを注入する。反応
ロータ１０６のキュベットにおけるサンプルは、光学ピペット１０８により吸引され、光
学箱１１０に配置され得る。光学箱が蛍光及び発光を光学的に観察した後、次のテストに
備えて、サンプルは廃棄され、多数すすぎピペットは反応ロータ１０６のキュベットをす
すぐ。
【００５６】
　本開示のプロセス及び方法の利点及び改善点は、以下の実施例により実証される。これ
らの実施例は、単なる実例であり、限定したり、本開示の他の形態を除外したりすること
を意図していない。
【００５７】
（実施例１）
抗ヒトＩｇＥ又はアレルゲン抽出物のビオチン化
　DMSO中の250 mMの濃度のNHS-PEG12-Biotin (Pierce) ２μＬが、リン酸緩衝食塩水（Ｐ
ＢＳ）中の5.0 mg/mLの濃度の精製された親和性抗ヒトＩｇＥ（免疫試薬）１ｍＬに加え
られる。又は、DMSO中の250 mMの濃度のNHS-PEG12-Biotin (Pierce) １．６μＬが、リン
酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中の1.0 mg/mLの濃度のアレルゲン抽出物１ｍＬに加えられる。
【００５８】
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　試薬溶液は混合され、２時間、氷の上に配置される。２～８℃で４時間と一晩の間に、
ＰＢＳ（バッファーに対する抗体（抗体：バッファー）の体積比率－１：１００）の２つ
の変化に対する透析により、ビオチンを含まない試薬はビオチン化抗体から分離される。
【００５９】
（実施例２）
流体ビードの準備
　ddH2O中の1 mMの濃度のBiotin-Fluo (Alexa Fluor 594 Biocytin、Sodium Salt、Life 
Technologies) 5μLが、PBSTHP Buffer (10 mM リン酸ナトリウム、pH 7.4、0.9% (w/v) 
NaCl、0.05% (v/v) Tween-20、10 mg/mL HSA、1% (v/v) ProClin 950) 45 mLに加えられ
る。よく混合する。
【００６０】
　10 mg/mLの濃度のSA-Speed Bead (Sera-mag Speedbeads Streptavidin-Coated Magneti
c Particles、Thermo)5 mLがビオチン流体溶液（Biotin-Fluo solution）に加えられ、よ
く混合される。
【００６１】
（実施例３）
アレルゲン特異的ＩｇＥレベルのための分析
　ビード濃度１ｍｇ／ｍＬにおける１０μＬ流体ビード（蛍光標識化された常磁性体微粒
子）は、反応キュベットに分配される。４０μＬのビオチン－アレルゲン（例えば、卵白
、ミルク、ピーナッツ等）又はビオチン－抗ＩｇＥ抗体は、流体ビードに分配され、混合
される、３７℃で１～１０分、培養される。洗浄後、アレルゲン又は抗ＩｇＥで被覆され
たビードは４０μＬの反応バッファーで再懸濁される。アトピー及びアトピーでない個人
から得られた血清サンプルがアレルゲンに対して分析される。１０μＬのサンプルが反応
キュベットにおいて４０μＬの懸濁されたアレルゲンで被覆されたビードに加えられた。
６点標準曲線（six point standard curve）に関して、１０μＬの血清標準（ＷＨＯＩｇ
Ｅ標準７５／５０２に対して較正された第２標準）がそれぞれ反応キュベットにおける４
０μＬの抗ＩｇＥで被覆されたビードに加えられる。様々な異なる標識化された抗ＩｇＥ
共役体が本教示に従って利用され得るが、ある教示に従って、以下の抗ＩｇＥ共役体が利
用される。アレルギーの分析のために－抗IgE-HRP、自己免疫分析のために－抗IgA-HRP、
抗IgG-HRP及び 抗IgM-HRP、ＥＣＰのために－抗ECP-HRP、及びトリプターゼのために－ 
抗Tryptase-HRP。その上、ここで用いられるように、それぞれの共役体は化学的性質にお
いて使用のための最適化ＨＲＰ取り込み比率を有する。本教示のある特徴に従って、リス
トアップされた共役体のために使用されるＨＲＰの取り込み比率の範囲は、約１．２～約
５．４の間である。加えて、本教示はまた、アルカリ性ホスファターゼ共役体及びｂ－ガ
ラクトシダーゼ共役体を含み、これらに限られない共役伝達システムの他のタイプの組み
込みを予期する。
【００６２】
　溶液は混合され、４０分間、３７℃で培養される。洗浄の後、ビードは、５０μＬの抗
ヒトＩｇＥ－ＨＰＲ共役体において再混濁され、３７℃で３０分、培養される。５０μＬ
のＰＳ－ａｔｔｏ（lumigen）がそれぞれのキュベットに加えられ、ビードが再混濁され
る。ビードの懸濁液はピペットチップに移され、蛍光及び発光信号の両方について光学箱
で読み取られる。標準曲線は、４パラメータ論理関数式と、標準曲線から補間されるアレ
ルゲン特異的ＩｇＥのレベルを用いて決定される。
【００６３】
　本教示に従って用いられ得る具体的な試薬及び成分のリストには、これに限られないが
、以下のものが含まれる。
ビード：流体ビード(SA-Speed Bead、Atto 590 labeled)、1 mg/mL、
捕捉試薬希釈剤：IgE:10 mMリン酸ナトリウム、pH 7.4、0.9% (w/v) NaCl、0.05% Tween-
20、1% (w/v) ヒト血清アルブミン、1%(v/v) ProClin 950、最大で5% (v/v) グリセロー
ル、
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ANA：10 mM リン酸ナトリウム、pH 7.4、0.9% (w/v) NaCl、0.05% Tween-20、1% (w/v) 
ウシ血清アルブミン、1% プロテアーゼ阻害剤混合物、0.1 mM DTT、1%(v/v) ProClin 950
、25% (最大で30%) (v/v) グリセロール、
洗浄バッファー濃縮物（５×）：50 mM リン酸ナトリウム、pH 7.4、4.5% (w/v) NaCl、0
.05% Tween-20、0.05%(v/v) ProClin 950、0.02% (v/v) Antifoam-C v/v、
試薬希釈剤（反応希釈剤及びサンプル希釈剤）IgE －10 mM リン酸ナトリウム、pH 7.4、
500 mM NaCl、0.02% Tween-20、1% (w/v) ヒト血清アルブミン、1% (v/v)ヒトＩｇＧ、1%
(v/v) ProClin 950、0.005% Antifoam-B v/v、2% (w/v) PEG 6,000、
ANA－10 mM リン酸ナトリウム、pH 7.4、500 mM NaCl、0.02% Tween-20、25% (w/v) ヒト
血清アルブミン、1%(v/v) ProClin 950、
較正器及び制御器：較正器：サンプル希釈剤に希釈された患者サンプル、制御器：患者サ
ンプルプール、
共役体：共役希釈剤：50 mMリン酸ナトリウム、pH 6.7、150 mM NaCl、0.05% Tween-20、
1% BSA、5% (w/v) PEG 6,000、1%(v/v) ProClin 950、
IgE：100 ng/mL 抗IgE-HRP、100μg/mL apo-HRP、希釈剤中、0.015% Antifoam-B v/v、及
び
基質：PS-atto A & B、0.01% Antifoam-B v/v。
【００６４】
　本願の原理を具体化する典型的な形態が上記で開示されてきたが、本願は開示された形
態に限定されない。代わりに、この出願は、一般的な原理を用いた出願のいずれの変化、
用途、又は適応を包含することを意図する。さらに、この出願は、直ぐに把握し得る本開
示からの発展、及びこの本願に付随して付加的なクレームの限定に含まれる技術分野にお
ける慣習的実践を包含することを意図する。
【００６５】
　ここで用いられる専門用語は特定の具体的な形態のみを記述する目的のためであり、限
定することを意図していない。ここで用いられるように、文脈がはっきりと他の意味を示
さない限り、単数形“ａ”、“ａｎ”及び“ｔｈｅ”は、同様に複数形を含むことを意図
される。用語“ｃｏｍｐｒｉｓｅ”、“ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ”、“ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
”及び“ｈａｖｉｎｇ”は、包括的であり、そのため言及された特徴、整数、ステップ、
操作、要素、及び／又は部品の存在を明確に記述し、１つ又は複数の他の特徴、整数、ス
テップ、操作、要素、部品、及び／又はそのためのグループの存在又は追加を除外するも
のでない。特に動作の順番として特定されない限り、ここで記述される方法のステップ、
プロセス、及び操作は、特に議論され又は説明された順位で必ず動作を要求されるものと
して解釈されない。追加の又は代替的なステップが採用され得ることもまた理解される。
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【手続補正書】
【提出日】平成26年9月29日(2014.9.29)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　万能な（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ）蛍光標識磁気微粒子を含むストレプトアビジンで被覆さ
れた媒質を、アレルゲン抽出物、単一アレルギー誘発タンパク質、及び自己免疫疾患に関
与しているヒトタンパク質の少なくとも１つに由来するビオチン化捕捉試薬と共に培養す
ることにより固相複合体を形成すること、
　余分な捕捉試薬を除去するために前記固相複合体を洗浄すること、
　免疫複合体を形成するために血清サンプルと共に前記固相複合体を培養すること、
　いかなる結合していないサンプルを除去するために前記免疫複合体を洗浄すること、
　免疫共役複合体を生成するために共役体と共に前記免疫複合体を培養すること、
　いかなる結合していない共役体を除去するために前記免疫共役複合体を洗浄すること、
　定量化可能な反応を生成することができる基質を導入すること、及び、
　前記基質の導入により生成された前記反応を較正すること、
　を含む、自動化された診断分析を行うための定量的方法。
【請求項２】
　前記血清サンプルと共に前記固相複合体を培養するステップは、前記血清サンプルに存
在するアレルゲン特異的ヒト免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）を前記ビオチン化捕捉試薬に結
合することを含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項３】
　前記血清サンプルと共に前記固相複合体を培養するステップは、前記血清サンプルに存
在する自己免疫特異的ヒト免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、自己免疫特異的ヒト免疫グロブ
リンＭ（ＩｇＭ）、又は自己免疫特異的ヒト免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）を前記ビオチン
化捕捉試薬に結合することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ビオチン化捕捉試薬は、精製されたアレルゲン、プロテイン、酵素、又は抗体のビ
オチン化に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記アレルゲン抽出物は、多数のアレルゲンを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ビオチン化捕捉試薬は、精製されたアレルゲン、プロテイン、酵素、抗体、及びア
レルゲン抽出物から選択される多数のビオチン化捕捉試薬の混合物として存在する、請求
項１に記載の方法。
【請求項７】
　１又は複数の洗浄するステップは、反応キュベットの制限された領域内で洗浄されてい
る前記複合体を磁気的に隔離することにより前記複合体を洗浄することを含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項８】
　前記ストレプトアビジンで被覆された媒質を培養することにより前記固相複合体を形成
するステップは、高濃度のヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）を含む反応希釈剤により懸濁状
態に保たれた前記ビオチン化捕捉試薬を培養することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記共役体と共に前記免疫複合体を培養するステップは、わずかな濃度のポリエチレン
グリコールを含む共役希釈剤により懸濁状態に保たれた免疫複合体を培養することを含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　結合していないサンプルを除去するために前記免疫複合体を洗浄するときに、間接標識
としてホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を用いるステップをさらに含む、
請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　蛍光信号及び化学発光信号の両方が定量化される光学箱に前記基質と前記免疫共役複合
体を移すこと、及び、
　伝達値を計算するために、最後の蛍光に対する最初の蛍光の比率を採用して、前記定量
化された化学発光信号を調整すること、により、
　ビード保持のための前記定量化可能な反応を調整するステップをさらに含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項１２】
　前記光学箱に前記基質と前記免疫共役複合体を移すステップは、前記サンプルを吸引す
るための再利用可能なピペットチップを有する自動化されたピペットアームを用いること
を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　ビード保持を決定するために前記光学箱内で蛍光を測定すること、及び、
　生成された相対光ユニット信号を検出するために前記光学箱内で発光を測定すること、
　をさらに含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　ビード保持が調整された相対光ユニット信号を生成するためのアルゴリズムに前記蛍光
及び発光測定結果を入力すること、をさらに含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記生成されたビード保持が調整された相対光ユニット信号を較正曲線の相対光ユニッ
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ト信号と比較すること、をさらに含む請求項１４に記載の方法。
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摘要(译)

将捕获试剂与涂有链霉亲和素的培养基一起孵育以形成固相复合物，洗
涤固相复合物以去除过量的捕获试剂，形成免疫复合物 将固相复合物与
血清样品一起孵育，洗涤免疫复合物以除去任何未结合的样品，将免疫
复合物与缀合物一起孵育以产生免疫缀合物 洗涤免疫偶联物复合物以去
除任何未结合的样品，引入能够产生可定量反应的底物，并校准通过引
入底物而产生的反应 以及用于执行自动诊断分析的定量方法。 [选型图]
图1
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