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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの生物活性因子と会合した、鎖分岐、末端分岐またはその両方を含む少
なくとも１つの改変された不規則な非対称分岐樹状ポリマーを含む、不規則な非対称分岐
樹状ポリマー抱合体であって、該改変は、－ＮＨ２基、－ＮＨＲ基、－ＮＲ２基、－ＮＲ

３
＋基、－ＣＯＯＲ基、－ＣＯＯＨ基、－ＣＯＯ－基、－ＯＨ基、－Ｃ（Ｏ）Ｒ基、－Ｃ

（Ｏ）ＮＨ２基、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ基、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ２基、チオールまたはマレイミド
基、１または複数の二重結合および／もしくは三重結合を含む直鎖または分岐鎖の置換ま
たは非置換の脂肪族基、ならびに芳香族基からなる群より選択され、ここでＲは脂肪族基
もしくは芳香族基、またはそれらの組み合わせであり、該ポリマーはコアを含まず、低分
岐密度であり、ポリマー全体にわたり鎖分岐および末端分岐の両方からなる非対称分岐連
結点を示す、抱合体。
【請求項２】
　前記生物活性因子が、診断剤、治療剤、または診断剤と治療剤との組み合わせである、
請求項１に記載の抱合体。
【請求項３】
　前記不規則な非対称分岐樹状ポリマーが、共有結合または非共有結合のいずれかを介し
て別の生物活性因子と連結している、請求項１に記載の抱合体。
【請求項４】
　前記不規則な非対称分岐樹状ポリマーが、改変ポリエチレンイミンである、請求項１に
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記載の抱合体。
【請求項５】
　前記不規則な非対称分岐樹状ポリマーが、改変ポリオキサゾリンである、請求項１に記
載の抱合体。
【請求項６】
　前記改変ポリオキサゾリンが、改変ポリ（２－メチルオキサゾリン）または改変（２－
エチルオキサゾリン）である、請求項５に記載の抱合体。
【請求項７】
　前記不規則な非対称分岐樹状ポリマーが、改変ポリリジンである、請求項１に記載の抱
合体。
【請求項８】
　前記ポリマーが、改変ポリエチレングリコールを含む、請求項１に記載の抱合体。
【請求項９】
　前記生物活性因子が金属である、請求項１に記載の抱合体。
【請求項１０】
　前記金属が、遷移金属、アルカリ金属、アルカリ土類金属、ランタニド系列の元素、ま
たはアクチニド系列の元素である、請求項９に記載の抱合体。
【請求項１１】
　前記生物活性因子が薬物である、請求項１に記載の抱合体。
【請求項１２】
　前記薬物が、麻酔薬、抗生物質、抗真菌薬、抗ウイルス薬、鎮痛薬、抗高血圧薬、抗炎
症薬、解毒薬、抗ヒスタミン薬、化学療法薬、抗鬱薬、抑制薬、刺激薬、精神安定薬、泌
尿器抗感染薬、血管収縮薬、ビタミン、心臓作用薬、免疫抑制薬、または栄養補給薬であ
る、請求項１１に記載の抱合体。
【請求項１３】
　前記薬物が生体ポリマーである、請求項１１に記載の抱合体。
【請求項１４】
　前記薬物がホルモンである、請求項１１に記載の抱合体。
【請求項１５】
　前記薬物が前記ポリマーによってカプセル化されている、請求項１１に記載の抱合体。
【請求項１６】
　前記生体ポリマーが、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドである、請求項１３に記載
の抱合体。
【請求項１７】
　前記ポリヌクレオチドが、ＤＮＡまたはＲＮＡである、請求項１６に記載の抱合体。
【請求項１８】
　前記ポリペプチドが、リガンドまたは抗原結合性である、請求項１６に記載の抱合体。
【請求項１９】
　前記抗原結合ポリペプチドが免疫グロブリンまたはその抗原結合部分である、請求項１
８に記載の抱合体。
【請求項２０】
　前記ＲＮＡがＲＮＡｉである、請求項１７に記載の抱合体。
【請求項２１】
　請求項１に記載の抱合体およびレポーターを含む、アッセイキット。
【請求項２２】
　生物活性因子が、結合対のメンバーである、請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　前記結合対が、ポリヌクレオチド、抗体、その抗原結合部位、抗原、またはそのエピト
ープ含有部分を含む、請求項２２に記載のキット。
【請求項２４】
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　前記レポーターが、着色、発光、もしくは蛍光の粒子もしくは部分、酵素、またはその
組み合わせを含む、請求項２１に記載のキット。
【請求項２５】
　前記発光または蛍光の粒子または部分が、量子ドット、ナノ結晶、高周波数変換リン光
性粒子、ランタニド金属またはフルオロフォア含有ラテックスビーズを含む、請求項２４
に記載のキット。
【請求項２６】
　前記着色された粒子が、金または銀を含むコロイド金属、着色されたラテックスビーズ
、または有色色素を含む、請求項２４に記載のキット。
【請求項２７】
　前記キットが、前記抱合体および前記レポーターを含有する固相を含む、請求項２１に
記載のキット。
【請求項２８】
　前記固相が、平面または膜を含む、請求項２７に記載のキット。
【請求項２９】
　前記平面が、シリコンウエハー、石英、ガラス、金属、またはプラスチックを含む、請
求項２８に記載のキット。
【請求項３０】
　前記膜が、紙、プラスチック膜、ナイロン膜、またはニトロセルロースを含む、請求項
２８に記載のキット。
【請求項３１】
　前記固相および前記抱合体が、マイクロアレイまたはビーズアレイを構成する、請求項
２７に記載のキット。
【請求項３２】
　前記レポーターにより、色または光により検出可能な生成物が得られる、請求項２１に
記載のキット。
【請求項３３】
　前記生物活性因子が、生体ポリマー、ホルモン、神経伝達物質、病原体、毒素、または
薬物に結合する、請求項２１に記載のキット。
【請求項３４】
　前記病原体が、細菌、胞子、寄生生物、またはウイルスである、請求項３３に記載のキ
ット。
【請求項３５】
　前記生体ポリマーが、ポリペプチド、ポリサッカリド、またはポリヌクレオチドである
、請求項３３に記載のキット。
【請求項３６】
　前記ポリペプチドが酵素である、請求項３５に記載のキット。
【請求項３７】
　前記ポリペプチドが、抗体、その抗原結合部位、抗原、またはそのエピトープ含有部分
である、請求項３５に記載のキット。
【請求項３８】
　前記固相が、ディップスティック（ｄｉｐｓｔｉｃｋ）、側方流動免疫アッセイ、また
はマイクロアレイを構成する、請求項２７に記載のキット。
【請求項３９】
　前記ランタニド金属が、ユーロピウムである、請求項２５に記載のキット。
【請求項４０】
　前記固相が保持手段を備える、請求項２７に記載のキット。
【請求項４１】
　前記保持手段が同定手段を備える、請求項４０に記載のキット。
【請求項４２】
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　前記同定手段がバーコードを備える、請求項４１に記載のキット。
【請求項４３】
　標的分子を含むと疑われるサンプルを請求項１に記載の抱合体に曝露する工程であって
、ここで生物活性因子が、該標的分子またはその競合因子に特異的に結合する、工程、
および該抱合体と該標的分子との複合体が形成されるか否かを分析する工程
を含む、標的分子の検出方法。
【請求項４４】
　前記分析工程がレポーターの測定を含む、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記レポーターの存在が、視覚的に検出される、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記レポーターの存在が、機械的手段によって検出される、請求項４４に記載の方法。
【請求項４７】
　前記機械的手段が、データをデジタル化する検知手段およびデータ保存手段を含む、請
求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記機械的手段が表示手段を含む、請求項４６に記載の方法。
【請求項４９】
　前記機械的手段が手持ち式のデバイスである、請求項４６に記載の方法。
【請求項５０】
　分析情報を遠隔データ記憶手段またはデータ処理手段と通信する工程をさらに含む、請
求項４３に記載の方法。
【請求項５１】
　前記機械的手段が携帯可能である、請求項４６に記載の方法。
【請求項５２】
　前記機械的手段が、検出シグナル定量化手段を含む、請求項４６に記載の方法。
【請求項５３】
　前記通信がワイヤレス手段で行われる、請求項５０に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、農業、環境研究、診断、薬物のモニタリング、薬物標的のスクリーニング、
リード化合物（ｌｅａｄ）の至適化で使用することができる抱合体などの複合材料、なら
びに他の材料、特に生物活性および標的認識能力を有する材料における非対称分岐ポリマ
ーの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　（非対称分岐ポリマー）
　近年、デンドリティックポリマー（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｐｏｌｙｍｅｒ）と呼ばれる
新規のポリマークラス（スターバーストデンドリマー（Ｓｔａｒｂｕｒｓｔ　ｄｅｎｄｒ
ｉｍｅｒ）（またはデンススターポリマー（Ｄｅｎｓｅ　Ｓｔａｒ　ｐｏｌｙｍｅｒ））
およびコームバーストデンドリグラフト（Ｃｏｍｂｂｕｒｓｔ　ｄｅｎｄｒｉｇｒａｆｔ
）（またはハイパーコーム分岐ポリマー（ｈｙｐｅｒ　ｃｏｍｂ－ｂｒａｎｃｈｅｄ　ｐ
ｏｌｙｍｅｒ））の両方が含まれる）が開発され、産業的および学術的に広く研究されて
いる（非特許文献１および非特許文献２）。これらのポリマーは、Ｔｏｍａｌｉａの特許
文献１；特許文献２；特許文献３；特許文献４；特許文献５；特許文献６；特許文献７、
およびこれらの引例に記載のように、しばしば、（ａ）十分に定義されたコア分子、（ｂ
）対称（均衡）分岐結合点を有する少なくとも２つの同心円樹枝状層（世代）、および（
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ｃ）外面の基を示す。
【０００３】
　これらの対称分岐デンドリマーも、以前に調製された非対称分岐デンドリマーと明確に
異なる（Ｄｅｎｋｅｗａｌｔｅｒの特許文献８；特許文献９；および特許文献１０）。後
者は、非対称（不均衡）分岐連結点（ｊｕｎｃｔｕｒｅ）を有する。
【０００４】
　両デンドリマー型は、ダイバージェント法またはコンバージェント法のいずれかによる
保護および脱保護手順の繰り返しによって生成され得る。対称および非対称デンドリマー
の両方がコアおよび分岐のための分子構成単位として小分子を使用するので、これらのデ
ンドリマーの分子量はしばしば正確に定義される。より低い世代の場合、しばしば単一分
子量のデンドリマーが得られる。
【０００５】
　デンドリマーと類似して、コームバーストデンドリグラフトも、段階的合成方法によっ
て対称分岐を有するコア分子および同心円層によって構築される。デンドリマーと対照的
に、コームバーストデンドリグラフトまたはポリマーは、単分散線状重合体構成単位を使
用して生成する（Ｔｏｍａｌｉａの特許文献１１ならびにＹｉｍの特許文献１２および特
許文献１３）。さらに、分岐パターンは、デンドリマーの分岐パターンと非常に異なる。
例えば、コームバーストデンドリグラフトはポリマー骨格に沿って分岐点を形成し（鎖分
岐（ｃｈａｉｎ　ｂｒａｎｃｈ））、スターバーストデンドリマーは、しばしば、末端で
分岐する（末端分岐）。リビング重合技術の利用により、これらのポリマー基礎単位（コ
アおよび分岐）の分子量分布（Ｍｗ／Ｍｎ）はしばしば非常に狭い。結果として、グラフ
ト対グラフト（ｇｒａｆｔ－ｕｐｏｎ－ｇｒａｆｔ）プロセスによって生成されたコーム
バーストデンドリグラフトは、むしろ、しばしば１．２未満の分子量分布（Ｍｗ／Ｍｎ）
で十分に定義される。
【０００６】
　十分に定義されたサイズ、形状、および表面官能基などの十分に制御された分子構造を
有するにもかかわらず、デンドリマーおよびデンドリグラフトは共に多数の反復工程でし
か生成することができないため、デンドリマーおよびデンドリグラフトは大規模な商業的
応用よりもむしろ難解な学問的研究のみに有用である。
【０００７】
　デンススターポリマー（Ｄｅｎｓｅ　Ｓｔａｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒ）については、Ｔｏｍ
ａｌｉａの特許文献１４；特許文献１５；および特許文献１６、ハイパーコーム分岐ポリ
マーについてはＹｉｎの特許文献１７に記載のように、デンドリマーおよびデンドリグラ
フトは、生物活性因子としての固有のキャリア特性を有することが示されている。これら
の固有の特性（すなわち、表面官能基および内部空間）は、主に、予測可能な分岐パター
ン（対称末端またはポリマー鎖分岐のいずれか）および分子量を有する十分に制御された
対称樹状構造によるものである。
【０００８】
　これらの教示によれば、不規則および規則的な非対称分岐ポリマー（ｒａｎ－ＡＢＰお
よびｒｅｇ－ＡＢＰ）は、長い間不十分なキャリア材料と見なされていた。例えば、ｒａ
ｎ－ＡＢＰは、ａ）コアがなく、ｂ）外部および内部の両方に官能基を有し、ｃ）種々の
分岐長および分岐パターン（すなわち、末端分岐および鎖分岐）を有し、ｄ）内部空間が
偏在している。ｒｅｇ－ＡＢＰはコアを有するが、官能基は外部および内部の両方に存在
する。したがって、ｒａｎ－ＡＢＰおよびｒｅｇ－ＡＢＰは共に生物活性因子の保有に不
適切であると一般に見なされている。
【０００９】
　特許文献１８；特許文献１９；および特許文献２０に例示されるように、ポリリジンか
らのｒｅｇ－ＡＢＰの調製が記載されている。
【００１０】
　ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）などから生成されたｒａｎ－ＡＢＰの合成および機構は
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、広く研究されている（非特許文献３，非特許文献４および非特許文献５を参照のこと）
。
【００１１】
　ポリオキサゾリンなどから生成された不規則な非対称分岐ポリマー（すなわち、ポリ（
２－メチルオキサゾリン）および／またはポリ（２－エチルオキサゾリン））の合成およ
び特徴づけは、Ｌｉｔｔ（非特許文献６）およびＷａｒａｋｏｍｓｋｉ（非特許文献７）
によって広く研究されている。
【００１２】
　ほとんどの先行技術は、固体表面の特性を変化させる（すなわち、電荷、電荷密度、お
よび疎水性を変化させる）ためのコーティング材料としてのポリエチレンイミンポリマー
の使用に関していた。ポリエチレンイミンポリマーのコーティングの態様は、Ｊ　Ｎｅｓ
ｓの特許文献２１およびＫ　Ｍｏｙｎｉｈａｎの特許文献２２に記載されている。ポリエ
チレンイミンは、遺伝子トランスフェクション研究のためのＤＮＡ分子の保有に関しても
試験されている。しかし、このポリマーは細胞傷害性を示すことが見出された。
【００１３】
　不規則な分岐ポリ（２－エチルオキサゾリン）はまた、タンパク質分子を物理的にカプ
セル化するために使用されている（特許文献２３）。しかし、このようなアプローチは、
バイオアッセイおよび薬物送達に応用するための生物活性材料とのＡＢＰの直接的共有結
合のためには設計されていなかった。
【００１４】
　これまで、既存の先行技術は、溶液から固体表面上への生物活性物質の輸送、固定、お
よび配向が全て同時に起こるような、薬物送達および標的認識、特に、アッセイおよびマ
イクロアレイに関連する応用のための生物活性材料を保有するために改変ｒａｎ－ＡＢＰ
および改変ｒｅｇ－ＡＢＰを使用していない。
【００１５】
　（アッセイおよびマイクロアレイ）
　ヒトゲノム計画の完了以来、より多くの研究者が、タンパク質レベルでの生物学的経路
および機構の解明が実際には遺伝子レベルよりもはるかに重要であることに気づいた。こ
れは、前者が異なる疾患および病期とより密接に関連するからである。この強い要望の後
押しにより、最近は産業および学術研究者の両方でプロテオミクスと呼ばれる新規のフォ
ーラムが主な研究対象となりつつある。
【００１６】
　現在、新規のタンパク質標的および薬物リード化合物の発見、ハイスループットスクリ
ーニング、および検証のために３つの主な研究ツールがプロテオミクス研究領域で使用さ
れている。これらのツールには、二次元（２－Ｄ）ゲル電気泳動、質量分析、より最近で
は、タンパク質マイクロアレイが含まれる。質量分析に関与する、時間のかかる２－Ｄゲ
ル手順および単調なサンプル調製（主に、分離）と対照的に、タンパク質マイクロアレイ
は、大量のタンパク質およびその機能をスクリーニングするための迅速で容易な低コスト
の方法を提供する。したがって、マイクロアレイは、プロテオミクスの研究者に非常に望
まれている。
【００１７】
　しかし、タンパク質ベースのマイクロアレイ技術は、遺伝子マイクロアレイよりもはる
かに開発が遅れている。タンパク質／抗体チップの構築には、古典的な免疫アッセイまた
はＤＮＡチップの開発において遭遇しない困難な問題が存在する。一般に、タンパク質は
、核酸よりもその環境に影響を受けやすい。多くの膜、ガラス、およびプラスチック表面
の疎水性によってタンパク質が変性し、捕捉分子が不活性になり、それによって感度が低
下し、ノイズ／シグナル比が高くなる。言い換えれば、タンパク質マイクロアレイを構築
するために、少なくとも３つの主な問題（タンパク質の変性、固定、および配向）を克服
することができなければならない。
【００１８】
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　例えば、タンパク質分子は、しばしば、生物活性を維持するために溶液中で三次元構造
に折り畳まれる。様々な固体表面との相互作用の際、例えば、膜、スライドガラス、また
は微粒子／ナノ粒子へのタンパク質の固定時に、タンパク質分子の三次元構造はしばしば
崩壊し、それによって生物活性が喪失する。さらに、タンパク質は、種々の表面への接着
能力がないこともよくある。
【００１９】
　表面上にタンパク質分子を固定するために、しばしば、直接的共有結合反応または静電
相互作用（物理的吸着）を使用しなければならない。しばしば不均一化学反応が不完全に
起こり、望ましくない副生成物（すなわち、表面の不完全な改変）が得られ、いくつかの
場合では、異なる反応段階で部分的に変性したタンパク質が得られる。
【００２０】
　静電相互作用は、タンパク質の等電点および緩衝液のｐＨに強く依存する。
【００２１】
　両アプローチは、これらの手順に関与する複雑さによって再現不可能な結果が得られる
傾向がある。したがって、ロット毎の再現性は非常に低い。結果として、タンパク質分子
自体ではなく固体基板の改変に大きな関心が寄せられている。Ｐ　Ｗａｇｎｅｒらの特許
文献２４に記載されているように、タンパク質アレイの構築のために固体表面の特徴を変
化させるためのコーティング材料として種々のポリマー（ポリエチレンイミンポリマーを
含む）が使用されている。
【００２２】
　これまで、先行技術は、改変された不規則および規則的な非対称分岐ポリマーを、生物
活性材料、特に、アッセイおよびマイクロアレイの構築のためのキャリアとして使用して
いない。
【特許文献１】米国特許第４，４３５，５４８号明細書
【特許文献２】米国特許第４，５０７，４６６号明細書
【特許文献３】米国特許第４，５６８，７３７号明細書
【特許文献４】米国特許第４，５８７，３２９号明細書
【特許文献５】米国特許第５，３３８，５３２号明細書
【特許文献６】米国特許第５，５２７，５２４号明細書
【特許文献７】米国特許第５，７１４，１６６号明細書
【特許文献８】米国特許第４，２８９，８７２号明細書
【特許文献９】米国特許第４，３６０，６４６号明細書
【特許文献１０】米国特許第４，４１０，６８８号明細書
【特許文献１１】米国特許第５，７７３，５２７号明細書
【特許文献１２】米国特許第５，６３１，３２９号明細書
【特許文献１３】米国特許第５，９１９，４４２号明細書
【特許文献１４】米国特許第５，３３８，５３２号明細書
【特許文献１５】米国特許第５，５２７，５２４号明細書
【特許文献１６】米国特許第５，７１４，１６６号明細書
【特許文献１７】米国特許第５，９１９，４４２号明細書
【特許文献１８】米国特許第４，２８９，８７２号明細書
【特許文献１９】米国特許第４，３６０，６４６号明細書
【特許文献２０】米国特許第４，４１０，６８８号明細書
【特許文献２１】米国特許第６，１５０，１０３号明細書
【特許文献２２】米国特許第６，３６５，３４９号明細書
【特許文献２３】米国特許第６，７１６，４５０号明細書
【特許文献２４】米国特許第６，４０６，９２１号明細書
【非特許文献１】ＧＲ　Ｎｅｗｋｏｍｅら編，Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
，ＶＣＨ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ，１９９６年
【非特許文献２】ＪＭＪ　ＦｒｅｃｈｅｔおよびＤＡ　Ｔｏｍａｌｉａ編，Ｄｅｎｄｒｉ
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ｍｅｒｓ　ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｌｔｄ．，２００１年
【非特許文献３】ＧＤ　Ｊｏｎｅｓら，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．９，１２５，１９４４年
【非特許文献４】ＧＤ　Ｊｏｎｅｓら，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．３０，１９６５年，ｐ．
１９９４
【非特許文献５】ＣＲ　Ｄｉｃｋら，Ｊ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｃｈｅｍ．，Ａ４
（６），１９７０年，ｐ．１３０１－１３１４
【非特許文献６】Ｌｉｔｔ，Ｊ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｃｈｅｍ．Ａ９（５），１
９７５年，ｐ．７０３－７２７
【非特許文献７】Ｊ．Ｐｏｌｙｍ．Ｓｃｉ．Ｐｏｌｙｍ．Ｃｈｅｍ．２８，１９９０年，
ｐ．３５５１
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　（発明の要旨）
　１つの局面では、本発明は、所望の材料に会合した非対称分岐ポリマー（ＡＢＰ）を含
むポリマー抱合体材料（以後、ＡＢＰ抱合体と呼ぶ）、これらのポリマーおよび抱合体の
調製プロセス、前記抱合体を含む組成物、前記抱合体および組成物の使用方法に関する。
【００２４】
　それぞれ異なる性質および活性を有する複数の保持材料単位と会合した非対称分岐ポリ
マーも含む。このような抱合体を、例えば、生体検出、診断、農業、および医薬品で使用
するために許容可能なキャリア、希釈剤、および添加物を使用して処方することができる
。
【００２５】
　非対称分岐ポリマー抱合体は、生体活性材料の特異的送達が望まれる種々の適用での使
用に適切である。本発明の好ましい実施形態では、不規則な非対称分岐ポリマー抱合体は
、１つまたは複数の生体活性材料と会合した１つまたは複数の非対称分岐ポリマーから構
成される。
【００２６】
　本発明の別の局面では、非対称分岐ポリマーは、不規則または規則的であり、末端分岐
パターンおよび鎖分岐パターンの混合物を有する非対称分岐連結点を有する。
【００２７】
　本発明の別の局面では、非対称分岐ポリマーは、外部および内部の両方に官能基を有す
る。
【００２８】
　本発明の別の態様では、非対称分岐ポリマーは、偏在空間を有する。
【００２９】
　本発明の別の態様では、非対称分岐ポリマーは、新規の材料の性質を得ることができる
ように一定時間にさらなる分岐を形成することができる少なくとも１つの単量体で修飾さ
れており、この改変ポリマーは、改変非対称分岐ポリマーと定義される。
【００３０】
　改変非対称分岐ポリマーを、規則的な非対称分岐ポリリジンまたは不規則な非対称分岐
ポリエチレンイミン（Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓからか、またはＬｕｐ
ｏｓａｌ（商標）の商標名でＢＡＳＦから市販されている）のいずれかにある化学結合官
能基を介して得ることができる。
【００３１】
　不規則な非対称分岐ポリオキサゾリンポリマーを、Ｍ　Ｌｉｔｔ（Ｊ．Ｍａｃｒｏｍｏ
ｌ．Ｓｃｉ．Ｃｈｅｍ．Ａ９（５），ｐｐ．７０３－７２７（１９７５））に記載の手順
にしたがって調製することができる。
【００３２】
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　本発明の別の局面では、非対称分岐ポリマーは、－ＮＨ２基、－ＮＨＲ基、－ＮＲ２基
、－ＮＲ３

＋基、－ＣＯＯＲ基、－ＣＯＯＨ基、－ＣＯＯ－基、－ＯＨ基、－Ｃ（Ｏ）Ｒ
基、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２基、－Ｃ（Ｏ）ＮＨＲ基、または－Ｃ（Ｏ）ＮＲ２基、分岐するこ
とができ、１つ以上の二重結合および／または三重結合を含み、そして／または置換され
得る脂肪族基、複数の環を含むことができ、融合または分離することができ、その環が種
々のサイズであってよく、そして／または置換基を含み得る芳香族基、ペルフルオロカー
ボン鎖、種々の環サイズであってよく、その環が硫黄原子または窒素原子などのヘテロ原
子を含むことができ、そして／または置換され得るサッカリド、２つまたはそれ以上の単
量体を含み、分岐することができ、そして／または置換され得るポリサッカリド、ならび
にポリエチレングリコールなどの官能基（これらに限定されない）（式中、Ｒは、本明細
書中に定義の任意の脂肪族基、芳香族基、またはこれらの組み合わせであり得る）でさら
に改変されている。
【００３３】
　これらの非改変非対称分岐ポリマーおよび改変非対称分岐ポリマーの分子量は、約５０
０～５，０００，０００超；好ましくは約５００～約１，０００，０００；より好ましく
は約１，０００～約５００，０００；およびより好ましくは約２，０００～約１００，０
００の範囲であり得る。
【００３４】
　本発明の好ましい抱合体には、非対称分岐ポリマー抱合体が少なくとも１つの生物学的
に活性な（生物活性）材料の少なくとも１つの単位と会合した少なくとも１つの非改変非
対称分岐ポリマーおよび／または修飾非対称分岐ポリマーを含む抱合体が含まれる。生物
活性材料のいくつかの例は、インターロイキン、インターフェロン、Ｔヘルパー細胞ＣＤ
４分子、Ｆｃレセプター、アセチルコリンレセプター（ＡＣｈＲ）、抗原に対するＴ細胞
レセプター、インスリンレセプター、腫瘍壊死因子、顆粒球コロニー刺激因子、ホルモン
レセプター、抗体、抗体フラグメント、ＩｇＧ分子、Ｆａｂおよび抗原に結合する他の抗
体誘導体、組換えタンパク質、ポリペプチド、ファージ、ファージフラグメント、ＤＮＡ
フラグメント、ＲＮＡフラグメント、ホルモン（インスリンおよびｈＣＧなど）、酵素、
シアル酸、ポルフィリン、ヌクレオチド、ウイルス、およびウイルスフラグメントなどで
ある。
【００３５】
　本発明はまた、少なくとも１つの生物活性分子をカプセル化する、目的の複数のポリマ
ー含む組成物を意図する。目的の単一または複数の種のポリマーを使用して、封緘層を形
成することができる。
【００３６】
　本発明の１つの局面では、非改変非対称分岐ポリマーおよび／または改変非対称分岐ポ
リマー－生物活性材料抱合体を、例えば、環境汚染物質、化学物質、および細菌兵器など
の目的の標的分子の迅速な検出ならびに薬物標的およびリード化合物のスクリーニング、
ならびに治療剤および治療効果のモニタリングのために使用することができる。
【００３７】
　本発明の別の局面では、非改変非対称分岐ポリマーおよび／または改変非対称分岐ポリ
マー－生体活性材料抱合体を、例えば、様々な癌、腫瘍、病状、および疾患の迅速な診断
、ならびにバイオマーカーの変化のモニタリングならびに臨床試験および治療上の処置に
おけるタンパク質プロファイリングのために使用することができる。
【００３８】
　本発明の別の局面では、非改変非対称分岐ポリマーおよび／または改変非対称分岐ポリ
マー－生物活性材料抱合体を、例えば、直接サンドイッチアッセイ、間接サンドイッチア
ッセイ、連続的アッセイ、および競合生物アッセイのために使用することができる。
【００３９】
　本発明のさらに別の局面では、少なくとも１つの非改変非対称分岐ポリマーおよび／ま
たは改変非対称分岐ポリマーを使用して、少なくとも１つのタンパク質分子を種々の固体
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表面に保持させることができ、それにより、少なくとも１つのタンパク質分子を実質的に
変性させない。これらの表面には、ニトロセルロース、紙、他の膜、ガラス、金属、およ
びプラスチックなどが含まれ、シート、およびストリップなどの平面、粒子およびビーズ
などの球体、ならびに他の形態などの種々の形態で存在することができ、例えば、ビーズ
アレイ、マイクロアレイまたはナノアレイ、およびアッセイのための空間的配置に基づい
たプレートマイクロアレイの作製のために使用することができる。ビーズマイクロ／ナノ
アレイを、同一のマイクロ／ナノ粒子へ複数のタンパク質を付着するかまたはビーズを混
合するだけかのいずれかによって構築することができる。ここで、各ビーズは、１つの特
定の種類のタンパク質分子を保有する。検出に加えて、ビーズマイクロ／ナノアレイを、
タンパク質プレートマイクロアレイ、２Ｄゲル、または質量分析計を使用した分析前の生
物活性材料の迅速なハイスループット分離に使用することもできる。このようなタンパク
質アレイは、タンパク質標的の発見、検証、薬物リード化合物のスクリーニング、ならび
に治療上の処置におけるバイオマーカーおよびタンパク質プロフィールのモニタリングの
ための理想的なツールである。
【００４０】
　非対称分岐ポリマー抱合体を、農業、食品の安全保証、ならびにインビトロおよびイン
ビボでの診断、治療剤送達、およびターゲティングに関連する適用でさらに使用すること
ができる。したがって、ポリマー抱合体を、ボーラス送達、遅延放出、徐放、腸溶コーテ
ィング、および所望の特徴の、他の種々の薬理学的処方物を提供することができる薬物送
達デバイスとして使用することができる。このような抱合体を、種々のセンサープラット
フォーム（光学デバイス、電気デバイス、圧電デバイス、ならびにマイクロ流体光学シス
テム、マイクロ電気機械システム（ＭＥＭＳ）、およびナノ電気機械システム（ＮＥＭＳ
）が含まれるが、これらに限定されない）における重要な検知構成要素としても使用する
ことができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４１】
　（発明の詳細な説明）
　非対称分岐を含む非対称分岐ポリマーを図１に示す。ここで目的のいくつかのポリマー
はコアを含まず、ポリマー全体にわたり鎖分岐および末端分岐の両方からなる非対称分岐
連結点を示す。外部および内部の両方に官能基が存在する。
【００４２】
　このようなポリマーは、多数の固有の利点を示す。第１に、種々の公知の出発材料を使
用することができる。このようなモノマーおよびポリマーは低コストであり、大量に製造
するのが非常に容易である。例えば、目的のポリマーを合成するために使用することがで
きる１つのこのような前駆体ポリマーは、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）である。不規則
な非対称分岐ポリエチレンイミンは６０年以上前に発見されており（ＧＤ　Ｊｏｎｅｓ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．９，１２５（１９４４））、これらの前駆体ポリ
マーの合成手順は十分に確立されている。種々の分子量を有するポリエチレンイミンが、
Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ、およびＢＡＳＦ（商標名ＬｕｐｏｓａｌＴ

Ｍ）などの異なる供給元から市販されている。不規則な非対称分岐ポリエチレンイミンは
、主に、開始剤としてルイス酸またはブレンステッド酸を使用したアジリジン（エチレン
イミン）およびアゼチジン（プロピレンイミン）などの環が歪んだ環式イミンモノマーの
カチオン性開環重合によって生成されている。（ＯＣ　Ｄｅｒｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，“
Ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ　ａｎｄ　Ｏｔｈｅｒ　Ａｚｉｒｉｄｉｎｅｓ”，Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，（１９６９）およびＡＳ　Ｐｅｌｌ，Ｊ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．７１（１９５９））。ワンポットプロセスであるので、大量の不規
則な非対称分岐ポリマーを容易に生成することができる（図２）。
【００４３】
　不規則な分岐ポリ（２－置換オキサゾリン）ポリマーを、Ｍ　Ｌｉｔｔ（Ｊ．Ｍａｃｒ
ｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｃｈｅｍ．Ａ９（５），ｐｐ．７０３－７２７（１９７５））に記載
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の手順にしたがって調製することができる。
【００４４】
　第２に、先行技術の合成プロセスは、しばしば、高分子内に種々の分岐連結点を生成す
る。言い換えれば、末端および鎖の分岐連結点の混合が分子構造全体に分布している。こ
れらの不規則な非対称分岐ポリマーの分岐密度は低く、分子構造は、デンドリマーおよび
デンドリグラフトと比較した場合により開いている。分岐パターンが不規則であるにもか
かわらず、第一級、第二級、および第三級アミン基の平均比は、比較的一定であり、ＣＲ
　Ｄｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｃｈｅｍ．，Ａ４（６），
１３０１－１３１４（１９７０）およびＧＭ　Ｌｕｋｏｖｋｉｎ，Ｅｕｒ．Ｐｏｌｙｍ．
Ｊ．９，５５９（１９７３）に記載のように、約１：２：１である。
【００４５】
　これらの分岐連結点が存在するために、不規則な分岐ポリエチレンイミンは依然として
球状高分子と見なされる。球状構造内に、高分子内部に不完全な分岐連結点から形成され
た種々のサイズのポケットが存在する。内部ポケットが常に分子の中心の周囲に存在する
デンドリマーおよびデンドリグラフトと異なり、不規則な非対称分岐ポリマーのポケット
は、分子全体に偏在している。結果として、不規則な非対称分岐ポリマーは、種々の分子
とさらに反応し、それにより改変された不規則な非対称分岐ポリマーと定義される新規の
高分子構造を形成することができる外部官能基および偏在内部官能基の両方を有する（図
３）。
【００４６】
　コアを有するにもかかわらず、規則的な非対称分岐ポリマーの官能基も外部および内部
の両方に分布しており、これは、不規則なＡＢＰと非常に類似している。さらに、種々の
前駆体ポリマーを使用して、このような目的のポリマーを構築することができる。このよ
うな前駆体ポリマーの１つはポリリジンである。このようなポリマーの生成の最良の例は
、米国特許第４，２８９，８７２号；同第４，３６０，６４６号；および同第４，４１０
，６８８号に記載の規則的な非対称分岐ポリリジンポリマーである。結果として、このよ
うなポリマーを、不規則なＡＢＰと同様の様式で改変することもできる。
【００４７】
　本発明の１つの実施形態では、非対称分岐ポリマー（例えば、不規則な非対称分岐ポリ
エチレンイミン（ＰＥＩ）または規則的な非対称分岐ポリリジンのいずれか）を、例えば
、マイケル付加またはポリマーのアミンへのアクリル酸エステルの付加によって異なる種
の第一級アミン基で改変した。したがって、例えば、マイケル付加反応によって、アクリ
ル酸メチルを、ポリエチレンイミンポリマーおよびポリリジンポリマーの第一級および／
または第二級アミノ基に導入することができる。次いで、エステル基を、例えば、アミド
化反応によってさらに誘導体化することができる。したがって、例えば、エチレンジアミ
ンとのこのようなアミド化反応により、アミノ基を新規に形成された分岐の末端に付加す
ることができる。ポリマーに対する他の改変を、例えば、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｏ
ｌｙｍｅｒ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｐａｒｔ　Ａ）Ｅｄｉｔｅｄ　ｂｙ　ＨＲ　Ｋｒｉｃ
ｈｅｌｄｏｒｆ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，１９９４中の「ポリ
（アミン）およびポリ（アンモニウム塩）」に記載の公知の化学反応を使用して行うこと
ができる。
【００４８】
　このような付加の際、改変ＰＥＩまたはポリリジンポリマーなどの改変された非対称分
岐ポリマーが形成される。ＰＥＩおよびポリリジンなどの非対称分岐ポリマーの伸長とし
て、得られた改変ＡＢＰも非対称に分岐する。溶媒環境（すなわち、ｐＨまたは極性）に
依存して、表面官能基は、異なる電荷および電荷密度を有し得る。次いで、これらの特徴
に基づいて、分子の形状および官能基の位置（すなわち、官能基の逆折りたたみ（ｂａｃ
ｋ　ｆｏｌｄｉｎｇ））をさらに調整することができる。
【００４９】
　本発明の別の実施形態では、改変された非対称分岐ポリマーを、例えば、ポリマーの適
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切な部位と反応しやすいことが公知の任意の種々の合成スキームを使用して生成すること
ができる。さらに、任意の種々の試薬を合成スキームで使用して、任意の種々の改変を行
うかポリマー骨格に付加することができる。したがって、例えば、上記アミンへのマイケ
ル付加反応の場合、任意の種々の単量体の付加を、Ｃ１～Ｃ２２アクリレートとのアルキ
ル化段階で使用することができる。好ましい反応物質としては、アクリル酸メチル、アク
リル酸エチル、アクリル酸プロピル、アクリル酸ブチル、アクリル酸ペンチル、アクリル
酸ヘキシル、アクリル酸ヘプチル、アクリル酸オクチル、アクリル酸ノニル、アクリル酸
デシル、アクリル酸ウンデシル、アクリル酸ドデシル、およびこれらの混合物が挙げられ
る。同様に、上記例示の例中のアミド化段階で、任意の種々のアミンを使用することがで
きる。例えば、エチレンジアミン、モノエタノールアミン、トリス（ヒドロキシメチル）
アミノメタン、アルキルアミン、アリルアミン、または任意のアミノ改変ポリマー（ポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）、ペルフルオロポリマー、ポリスチレン、ポリエチレン、
ポリジメチルシリキサン、ポリアクリレート、ポリメチルメタクリレートなどが含まれる
）、およびこれらの混合物を使用することができる。
【００５０】
　この合成ストラテジーにより、より多数のポケットを容易に誘導することができる分子
を非対称に増加させるだけでなく、構造の内部および外部の両方に複数の官能基を付加す
ることも可能である。明らかに、適切な分子量および官能基を有する所望の非対称分岐ポ
リマーが達成されるまで、同一または異なる合成プロセスを使用して、前駆体ポリマーを
連続的に改変することができる。さらに、このようなポリマーの疎水性および親水性なら
びに電荷密度を、ポリマーの構築に適切な単量体および適切な改変反応を使用して、特定
の適用に対するニーズに適合するように容易に調整することができる。
【００５１】
　本発明の別の実施形態では、不規則な非対称分岐ポリマーの鎖末端を、別の小分子で終
結するか反応させ、それにより、ポリマー鎖末端に種々の官能基（第一級、第二級、もし
くは第三級アミン基、ならびにカルボキシレート基、ヒドロキシル基、アルキル基、フル
オロアルキル基、アリール基、ＰＥＧ基、アセテート基、アミド基、および／またはエス
テル基が含まれる）を生成することができる。あるいは、同一の官能基型を鎖末端に導入
することができるように種々の開始剤を使用することもできる（Ｊ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．
Ｓｃｉ．Ｃｈｅｍ．Ａ９（５），ｐｐ．７０３－７２７（１９７５））。したがって、第
一級アミン鎖末端を有するアルキル修飾された非対称分岐ポリ（２－エチルオキサゾリン
）を、前述のＭ　Ｌｉｔｔの手順を使用して調製することができる。
【００５２】
　本発明の別の実施形態では、非対称分岐ポリマーを使用して、インビトロおよびインビ
ボの両方に関連した適用のための生物活性材料を保有することができる。生物活性材料は
、種々の分子、特に、生体ポリマー（ポリペプチド、ポリヌクレオチド、脂質、ポリサッ
カリド、酵素、レセプター、抗体、ビタミン、およびレクチンなど）などの別の分子に結
合する能力を有する分子を含む。標的は、寄生生物、細菌、ウイルスなどの病原体、また
は毒液などの毒素であり得る。生物活性材料を、種々の用途（診断剤よび治療剤など）の
ために使用することができる。「診断剤」は、特定の疾患、生理学的な状態または段階、
病理学的な状態または段階などのマーカーとして使用することができる分子を意味する。
アルブミン、ミネラルレベル、微生物、特異的抗体、特異的抗原、および毒素などが診断
剤の例である。治療剤は、薬物、栄養物、およびタンパク質などの有益な効果を付与する
ものである。特定の標的が診断剤および治療剤の両方であることは珍しくない。
【００５３】
　内部または外部のいずれかの偏在するポケットおよび種々の官能基を生成する能力のた
めに、適切に改変されたこれらの非対称分岐ポリマーは、金属イオンおよび薬物などの小
分子からタンパク質およびＤＮＡなどの他の巨大生物活性材料の範囲の種々の材料を保有
することができる。
【００５４】
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　目的のポリマーを使用して、生物活性因子、特に医薬品をカプセル化することができる
。
【００５５】
　本明細書中に教示され、且つ当該分野で公知のように、マイクロカプセルを作製するこ
とができる。例えば、Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ
　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｂｅｎｉｔａ，ｅｄ．，Ｄｅｋｋ
ｅｒ，１９９６を参照のこと。マイクロカプセルを乾燥状態の混合または反応で作製する
ことができるか、液体状態の混合または反応で作製することができる。
【００５６】
　マイクロカプセルを、当該分野で公知の種々の方法で（経口、ＩＭ、ＳＣ、ＩＶ、直腸
、局所などが含まれる）宿主に投与することができる。
【００５７】
　本発明のマイクロカプセルを、クリーム、軟膏剤（ｏｉｎｔｍｅｎｔ）、ローション剤
、軟膏（ｕｎｇｕｅｎｔ）、および他の化粧品などの局所的適用で使用することができる
。医薬品および他の生体活性化合物または不活性化合物（緩和薬、漂白剤、制汗剤、医薬
品、保湿剤、芳香剤、着色剤、色素、染料、酸化防止剤、油、脂肪酸、脂質、無機塩、有
機分子、乳白剤、ビタミン類、医薬品、角質溶解薬、ＵＶ遮断剤、日焼け促進剤（ｔａｎ
ｎｉｎｇ　ａｃｃｅｌｅｒａｔｏｒ）、脱色剤、脱臭剤、香料、および防虫剤など）をカ
プセル化することができる。
【００５８】
　目的のポリマーによって保有することができる金属としては、遷移金属および他の金属
（Ｓｃ、Ｙ、Ｔｉ、Ｚｒ、Ｈｆ、Ｖ、Ｎｂ、Ｔａ、Ｃｒ、Ｍｏ、Ｗ、Ｍｎ、Ｔｃ、Ｒｅ、
Ｆｅ、Ｒｕ、Ｏｓ、Ｃｏ、Ｒｈ、Ｉｒ、Ｎｉ、Ｐｄ、Ｐｔ、Ｃｕ、Ａｇ、Ａｕ、Ｚｎ、Ｃ
ｄ、およびＨｇなど）、アルカリ金属、アルカリ土類金属、ランタニド系列の元素（Ｃｅ
、Ｐｒ、Ｎｄ、Ｐｍ、Ｓｍ、Ｅｕ、Ｇｄ、Ｔｂ、Ｄｙ、Ｈｏ、Ｅｒ、Ｔｍ、Ｙｂ、および
Ｌｕなど）、またはアクチニド系列の元素（Ｔｈ、Ｐａ、Ｕ、Ｎｐ、Ｐｕ、Ａｍ、Ｃｍ、
Ｂｋ、Ｃｆ、Ｅｓ、Ｆｍ、Ｍｄ、Ｎｏ、およびＬｒなど）が挙げられ得るが、これらに限
定されない。
【００５９】
　目的のポリマーによって保有することができる薬物としては、麻酔薬、抗生物質、抗真
菌薬、抗ウイルス薬、鎮痛薬、抗高血圧薬、抗炎症薬、解毒薬、抗ヒスタミン薬、化学療
法薬、抗鬱薬、抑制薬、刺激薬、精神安定薬、泌尿器抗感染薬（ｕｒｉｎａｒｙ　ａｎｔ
ｉｉｎｆｅｃｔｉｖｅ）、血管収縮薬、ビタミン、心臓作用薬、免疫抑制薬、または栄養
補給薬が挙げられるが、これらに限定されない。特定の例は、リドカイン、ブピバカイン
、ヒドロコルチゾン、クロルフェニラミン、トリプロリジン、デキストロメトルファン、
コデイン、メチジジン（ｍｅｔｈｉｄｉｚｉｎｅ）、トリメプリジン（ｔｒｉｍｅｐｒｉ
ｚｉｎｅ）、アトロピン、２－ＰＡＭクロリド、ホマトロピン、レボドパ、シクリジン、
メクリジン、スコポラミン、アセトアミノフェン、アムホテリシンＢ、アンフェタミン、
メタンフェタミン、デキストロアンフェタミン、プロパノロール、プロカインアミド、ジ
ソピラミニド（ｄｉｓｏｐｙｒａｍｉｎｉｄｅ）、キニジン、エンカイニド、ミルリノン
、アムリノン、ドブタミン、エナラプリル、コルニジン（ｃｏｌｎｉｄｉｎｅ）、ヒドラ
ラジン、グアナドレル、シプロフロキサシン、ノルフロキサシン、テトラサイクリン、エ
リスロマイシン、およびキノロン薬である。
【００６０】
　目的のポリマーによって保有することができる巨大生体活性材料としては、タンパク質
、組換えタンパク質、抗体、Ｆａｂ抗体フラグメント、抗原に結合する他の抗体フラグメ
ント、酵素、ＤＮＡ、組換えＤＮＡ、ＤＮＡフラグメント、ＲＮＡ、ＲＮＡｉ、組換えＲ
ＮＡ、ＲＮＡフラグメント、ヌクレオチド、ウイルス、およびウイルスフラグメントなど
が挙げられるがこれらに限定されない。
【００６１】
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　本発明のさらに別の実施形態では、これらの非対称分岐ポリマーを使用して、ナノメー
トルスケールで生体検知事象を操作することができる。本発明の好ましい抱合体には、非
対称分岐ポリマーが少なくとも１つの生物活性材料または生物学的反応指標の少なくとも
１単位に会合した少なくとも１つの非対称分岐ポリマーを含む抱合体が含まれる。
【００６２】
　生物活性材料、生物学的応答指標、または治療分子は、しばしば、認識能力または結合
能力を有するものである。本発明の目的のために、認識能力または結合能力を有する目的
の分子を、結合対と見なすか、個別に結合対の１つまたは１つのメンバーと見なす。した
がって、結合対の例としては、抗体と抗原；抗体の抗原結合部分と抗原；抗体のＦｃ部分
とＦｃレセプター；アビジン、ストレプトアビジン、中性アビジン、ＮｅｕｔｒａＬｉｔ
ｅアビジンまたは他のアビジン誘導体およびアビジンアナログとビオチン；ホルモンレセ
プターとホルモン；タンパク質などの核酸結合部分と標的核酸（制限酵素など）；酵素と
基質；酵素と補因子；核酸の一方の鎖と核酸の相補鎖；制限酵素と同様に、酵素と核酸認
識部位；レクチンと同族サッカリドなどが挙げられる。分子間の結合を存在の検出に活用
することができる特異的結合反応を示す任意の分子組またはそのいずれか一方を、本発明
の実施において使用することができる。
【００６３】
　これらの生物活性材料のいくつかの例は、インターロイキン、インターフェロン、Ｔヘ
ルパー細胞ＣＤ４分子、Ｆｃレセプター、アセチルコリンレセプター（ＡＣｈＲ）、抗原
に対するＴ細胞レセプター、インスリンレセプター、腫瘍壊死因子、顆粒球コロニー刺激
因子、ホルモンレセプター、抗体、抗体フラグメント、ＩｇＧ分子、Ｆａｂ抗体フラグメ
ント分子、組換えタンパク質、ポリペプチド、ファージ、ファージフラグメント、ＤＮＡ
フラグメント、ＲＮＡフラグメント、ホルモン（インスリンおよびｈＣＧなど）、酵素、
シアル酸、ポルフィリン、ヌクレオチド、ウイルス、およびウイルスフラグメントなどで
ある。
【００６４】
　一般に、リガンド分子としては、抗原（すなわち、細菌、ウイルス、および毒素）、抗
体（すなわち、ＩｇＧおよびＩｇＥ分子）、抗体フラグメント、Ｆａｂフラグメント、ポ
リペプチド、ホルモン（すなわち、インスリンおよびｈＣＧ）、神経伝達物質（すなわち
、アセチルコリン）、ＤＮＡフラグメント、ＲＮＡフラグメント、酵素（すなわち、有機
リン酸アンヒドロラーゼ（ＯＰＡＡ）および有機リン酸ヒドロラーゼ（ＯＰＨ））、小分
子（シアル酸、ポルフィリン、およびヌクレオチドなど）、または当業者に周知の他のレ
セプター分子が挙げられる。本発明において好ましいリガンドは、ＩｇＧ、Ｆａｂ、およ
び免疫グロブリンの他の抗原結合部分（天然に存在する免疫グロブリンまたは組換えによ
って作製されたタンパク質のいずれかに由来する）である。
【００６５】
　レセプターは、しばしば細胞表面に存在し、しばしば部分的に細胞原形質膜中に包埋さ
れているか貫通している生体分子（すなわち、タンパク質または多糖類）である。レセプ
ターは、ウイルス、抗原、神経伝達物質、およびホルモンなどを認識することができる。
例えば、Ｔヘルパー細胞ＣＤ４分子は、ＨＩＶのウイルス特異的レセプターであり、Ｔ細
胞レセプターは特異的抗原を認識する。アセチルコリンレセプター（ＡＣｈＲ）は、神経
伝達物質であるアセチルコリンに結合するのに対して、アドレナリン作動性レセプターま
たはインスリンレセプターなどのホルモンレセプターはそれぞれアドレナリンおよびイン
スリンを認識する。その他には、免疫グロブリンのレセプターであるマクロファージ上の
Ｆｃレセプターが含まれる。これらのレセプターまたはレセプター部分を、生物系から単
離するか、生物的経路または非生物的経路のいずれかによって合成することができる。し
たがって、これらの新規に開発されたレセプター分子またはレセプター部分を、ナノ操作
への適用のためのリガンドとして使用することもできる。
【００６６】
　抗体およびその抗原結合活性から惹起されたそのフラグメントの使用によって上記アッ
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セイ形式を例示したが、目的のポリマーを、抗原結合能力を有する他の分子と共に使用す
ることができる。このような他の分子の例には、細胞から単離されたか組換えによって産
生された核酸（デオキシリボ核酸およびリボ核酸など）、レセプター（ホルモンレセプタ
ーなど）が含まれる。
【００６７】
　目的のポリマーと生物活性因子（タンパク質（抗原または抗体など）、核酸、ビオチン
、ストレプトアビジン、およびコロイド金など）などの別の目的の分子との連結を、ポリ
マーまたは改変ポリマーおよびポリマーに結合すべき分子の化学的特徴を使用した化学合
成法などの公知の方法を使用して行う。したがって、ポリマーを、例えば、目的の分子が
共有結合を介して結合することができる反応部位として使用することができるアミノ基を
含むように改変することができる。あるいは、非共有結合を介したポリマーと結合すべき
分子との簡潔な混合によって連結することができる。目的のポリマーへの別の物質（ｅｎ
ｔｉｔｙ）の結合を、これらの組み合わせによって行うこともできる。例えば、目的のポ
リマーを、リガンドに共有結合させ、その後、非共有結合を介してレポーター粒子を物理
的に吸着させ、それにより、バイオアッセイに容易に使用することができるリガンド－ポ
リマー－レポーター粒子抱合体を形成することができる。
【００６８】
　これらの免疫アッセイ形式に基づいてタンパク質ベースのアッセイまたは検出系を準備
する場合、しばしば以下の３つの主な困難に遭遇する：変性、接着／固定化、およびタン
パク質の配向。タンパク質または抗体分子は、しばしば、生物活性を保持するように溶液
中で三次元構造に折り畳まれている。様々な固体表面との相互作用の際、例えば、膜、ス
ライドガラス、またはマイクロ／ナノ粒子へのタンパク質の固定時に、タンパク質分子の
三次元構造はしばしば崩壊し、それによって生物活性が喪失する。
【００６９】
　同様に、いくつかのタンパク質は、簡単に固相へ固定できない。固相に一定のタンパク
質を貼り付けるために、しばしば化学反応または静電相互作用の介入が必要である。しか
し、上記で考察するように、このような反応は、目的の生体分子の二次構造および三次構
造に影響を与え得る。さらに、不均一な化学反応は、しばしば、完全に進まないことがあ
るか、本質的に、所望の生成物を高度に優先する反応速度を有さない。これにより、望ま
しくない反応物および副生成物を含む混合物が得られ得る。
【００７０】
　いくつかの場合、反応により、固体表面に結合すべきタンパク質をうかつにも部分的ま
たは完全に変性させ得る。
【００７１】
　静電反応は、目的のタンパク質の等電点および双極子モーメントに依存する。さらに、
これらの特徴は、タンパク質の環境（例えば、緩衝液のｐＨおよび組成）に依存する。
【００７２】
　したがって、これらのアプローチにより、所望の生成物の収率および一般的な再現性の
低さなどの望ましくない結果が得られ得る。商業的見地から、結果はロット毎の一貫性が
低い。
【００７３】
　したがって、物理的析出ストラテジーは、費用が安いが、結合リガンドの配向が完全に
不規則である。他方では、多段階化学結合アプローチによって配向が改善される。しかし
、後者はしばしば非常に高価であり、不完全な化学反応によって不可逆的な結果が得られ
る傾向もある。
【００７４】
　目的のポリマーを使用して、バイオアッセイを有利にすることができる。種々のアッセ
イ形式が存在し、いずれも目的のポリマーを使用して改良することができる。このような
公知のアッセイ形式の例を、以下に提供する。
【００７５】
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　抗体ベースの「サンドイッチ」アッセイは、以下の３つの成分からなる：捕捉抗体、抗
原、およびレセプターと連結した検出抗体（すなわち、視覚的および／または機械的補助
などを使用して検出可能な酵素、フルオロフォア、有色粒子、着色粒子または色素を含む
粒子、染色粒子、放射性標識、量子ドット、ナノ結晶、高周波数変換（ｕｐ－ｃｏｎｖｅ
ｒｔｉｎｇ）リン光性粒子、フルオロフォアもしくは色素含有ポリマーまたはラテックス
ビーズ）。このようなアッセイは、しばしば、３つの個別の実験工程が必要である。第１
の工程は、固体表面上に捕捉抗体を固定し、その後に抗原溶液を添加して抗体－抗原複合
体を形成する工程を含む。最後の工程は、標的検出抗体を含むレポーター基を添加して捕
捉抗体－抗原－検出抗体複合体を生成する工程である。この「サンドイッチ」アッセイの
結果として、未知の抗原を同定することができ、この抗原の量および濃度を、例えば、光
学リーダーで定量することができる。抗原がサンプル溶液中に存在しない場合、「サンド
イッチ」複合体は形成されず、シグナルは認められない。
【００７６】
　「サンドイッチ」複合体の実際の構造は、結合試薬およびレポーター部分に非常に依存
する。種々のアッセイ形式を、レポーター分子として金コロイドを使用して例示すること
ができる。捕捉抗体－抗原－検出抗体－金粒子複合体の形成によって正の試験が得られる
ことが周知である。しかし、実際には、金標識検出抗体の合成時に、例えば、異なるタン
パク質の双極子モーメントおよび等電点のばらつきにより、抗体はしばしば金表面上に不
規則に配向することが見出された。結果として、抗原の非存在下でさえも検出物質（ｄｅ
ｔｅｃｔｏｒ）－金抗体凝集体のみからなる架橋前生成物が形成された。この架橋前生成
物は、非常に高いノイズレベルまたはバックグラウンドレベルを生じ、いくつかの場合、
非常に深刻に偽陽性に読取られる。
【００７７】
　他方では、非対称分岐ポリマーベースのアッセイは、クリーンであるが、非常に異なる
免疫複合体が得られる：捕捉抗体－抗原－検出抗体－ＡＢＰ－粒子。この場合、クリーン
な免疫複合体のみが形成され、架橋前生成物は完全に消失する。結果として、アッセイ感
度は非常に高くなり、偽陽性の読取りは劇的に減少する。さらに、目的のポリマーを使用
しない標準的な抗体ベースのアッセイと比較した場合、はるかに少量試薬の使用でよい。
さらに、捕捉抗体を、類似の固定化ストラテジーを使用して、ＡＢＰを介して異なる固体
表面上に貼り付けることもできる。このアプローチは、タンパク質の双極子モーメントお
よび等電点とは無関係であるので、アッセイ構築過程が非常に簡潔になり、その間中天然
の配置または少なくとも特定の結合部位および目的のエピトープを維持する配置で目的の
タンパク質が維持される。
【００７８】
　第２のアッセイ形態は、未知のサンプル中の抗体の検出のための連続アッセイ形式に基
づく。この場合、抗原またはエピトープを保有するそのフラグメントを、固体表面に適用
する。試験中、抗原は標的化された抗体に結合し、その後、コロイド金で標識された別の
一般的抗種抗体と反応する。したがって、特徴的な赤色は陽性の試験を示し、変色しない
場合は陰性の試験を示す。上記のように、目的のポリマーを使用して、抗原を固相に貼り
付け、これを使用して、目的の抗体を標識することができる。
【００７９】
　第３のアッセイ形態は、間接的サンドイッチ形式である。この場合、捕捉抗体を膜表面
に適用する。試験中、捕捉抗体は、中間体リンカー分子（例えば、ビオチンまたはフルオ
レセイン）と予め結合した標的化された抗原と結合し、その後、コロイド金で標識したス
トレプトアビジンまたは抗フルオレセイン抗体と反応する。したがって、赤色は陽性の試
験を示し、変色しない場合は陰性の試験を示す。さらに、目的のポリマーを使用して、固
相に目的のタンパク質を貼り付け、ビオチンまたはストレプトアビジンなどのさらなる反
応物質などの標識でのタンパク質の標識を媒介する。
【００８０】
　さらに、１つまたは複数のビオチンまたはフルオレセイン結合酵素分子（ＨＲＰなど）
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は、コロイド金粒子で標識された、ストレプトアビジンまたは抗フルオレセイン抗体に付
着され得る。基質分子を加えた時点で、複数のレポーター分子のためにシグナルをさらに
強化することができる。
【００８１】
　あるいは、捕捉抗体は、中間体リンカー分子（例えば、ビオチンまたはフルオレセイン
）と予め結合した抗原－検出抗体からなる複合体と結合し、その後、コロイド金で標識し
たストレプトアビジンまたは抗フルオレセイン抗体と反応することができる。赤色は陽性
の試験を示し、変色しない場合は陰性の試験を示す。
【００８２】
　本発明の別の局面は、ビオチン－ストレプトアビジン－ＡＢＰまたはフルオレセイン－
抗フルオレセイン－ＡＢＰ結合を介して検出抗体をコロイド金粒子に結合することである
。これにより、種々のサンドイッチベースのアッセイおよびマイクロアレイを迅速に構築
することが可能である。
【００８３】
　本発明の別の局面は、抗原または抗原の混合物をビオチンまたはフルオレセインなどの
中間体リンカーで最初に標識することである。捕捉抗体は、抗原または抗原のエピトープ
と抱合するビオチン／フルオレセインなどの抗原上のレポーター分子に結合することがで
き、その後、例えば、ストレプトアビジン標識レポーターまたは抗フルオレセイン標識レ
ポーターで結合抗体を検出することができる。陰性の試験は変色せず、陽性の試験は変色
によって示される。さらに、目的のポリマーを使用して、ストレプトアビジンまたは抗フ
ルオレセイン－抗体をレポーター（すなわち、コロイド金粒子）と結合する。
【００８４】
　第４のアッセイ形態は、競合形式に基づく。捕捉抗体を固相に固定し、抗原を、例えば
、コロイド金粒子で標識する。標的化抗原の非存在下では、金標識抗原は捕捉抗体と直接
反応するので、特徴的な赤色を生じ、陰性の試験と解釈される。対照的に、標的化抗原の
存在下では、立体効果により、標的化抗原は、金標識抗原よりも迅速且つ強力に抗体を捕
捉し、それにより、変色せず、陽性の試験と解釈される。逆に、逆抗原／抗体形態を使用
することもできる。
【００８５】
　第５のアッセイ形態は、任意の上記アッセイ形式、または、例えば、定量のための光学
リーダーを使用した複数の抗原の検出および定量のためのタンパク質マイクロアレイを構
築するために目的の標的を直接的または間接的に検出および／または定量する、任意の他
のアッセイ形式を使用することである（図４）。
【００８６】
　任意の種々のアッセイ形式を、本発明の実施に際して使用することができる。当業者は
、目的の標的化合物を同定することができる試薬を使用してアッセイを十分に設定するこ
とができる。
【００８７】
　本発明のアッセイを、「イエス／ノー」可視反応が得られる市販の妊娠アッセイキット
などの定性的アッセイとして設定することができる。本発明のアッセイにより、基準の役
割を果たすための「検量線」を得るための段階的な量の反応物質、適切なコントロール、
および既知の試薬を使用したコントロール反応セットを得ることによって定性的結果を得
ることもできる。任意の種々のテキストおよび刊行物から得ることができるガイダンスを
使用して定量的結果を得るためのアッセイの設定は、当該分野で公知である。
【００８８】
　本発明の１つの局面では、非対称分岐ポリマーは、生物活性因子（すなわち、ＩｇＧ抗
体、アビジン、またはストレプトアビジン）と共有結合される。得られた抱合体を、コロ
イド金粒子と反応させる。得られた抗体－ＡＢＰ－金抱合体を、図５Ａおよび５Ｂに示す
側方流動免疫アッセイに組み込むことができる。
【００８９】
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　非対称分岐ポリマーは、３つの固有の特徴を提供する。第１に、非対称分岐ポリマーは
、抗体と固体表面または粒子表面との間のスペーサー分子として役立つ。第２に、非対称
分岐ポリマーは、生物活性因子を輸送するためのキャリアとして作用し、表面に接触する
抱合体の非対称分岐ポリマー部分のみを含む溶液から固体表面上にこれらの分子を接着す
るためのアンカーとして作用する。第３に、この固着過程の間に、非対称分岐ポリマー－
生物活性因子抱合体はまた、複合体を固体表面に自己配向する。
【００９０】
　図６は、側方流動アッセイ形式を使用した修飾された不規則な非対称分岐ＰＥＩポリマ
ー－抗体抱合体のアッセイ性能の比較結果を示す。前に説明するように、抗体が固体表面
（すなわち、コロイド金表面）に直接吸着する場合、抗体分子は、変性のせいで非常に急
速に失活する傾向がある。さらに、抗体とコロイド金との間の結合は、一般に、抗体の等
電点に非常に依存する。ほとんどの場合、抗体と金粒子との間の静電相互作用はそれほど
強くないので、解離に起因する種々の望ましくない副生成物が生成され、これは、しばし
ば深刻な偽陽性反応および安定性の問題を引き起こす。したがって、非対称分岐ポリマー
－抗体抱合体により、感度、安定性、および再現性に関して非常に良好なアッセイ結果が
得られる。
【００９１】
　図６に示すように、光学密度の測定（スキャナ単位）によって示された定量的アッセイ
結果は、抗原（リシン類毒素）濃度の増加に伴って増加するシグナルの正の相関関係を示
す。改変ＡＢＰ－抗リシン抱合体ベースのアッセイと抗体ベースのみの試験ストリップと
を比較した場合、非常に劇的な感度の相違が認められた。３０スキャナ単位（訓練されて
いない人が容易に試験ラインを同定することができる）を正の試験の最小として設定した
場合、ＡＢＰベースのアッセイは、対応する抗体ベースのアッセイよりも少なくとも６０
倍の感度である。より高い濃度では、結果はさらにより劇的であり、光学密度はＡＢＰ－
Ａｂベースのアッセイにおける濃度の増加と共に急速に増加する一方で、Ａｂベースのア
ッセイ試験ラインは濃度増加にかかわらず最終的にはプラトーを形成した。
【００９２】
　データは、ＡＢＰを使用しない場合に大部分の抗体分子は変性したか固相表面で不十分
に配向することを再度証明した。ＡＢＰはキャリアとしてだけでなく、より重要には固体
表面上の溶液から固定された場合に抗体分子の固着スペーサーとして役立つので、タンパ
ク質変性問題が完全に排除される。種々の濃度にわたる光学密度応答の劇的な相違により
、未知のサンプル濃度の定量的決定方法も得られた。対照的に、同一の濃度範囲で、抗体
ベースのアッセイは、濃度変化に対してあまり反応しないので、定量的測定に適切ではな
い。
【００９３】
　感度の有意な増加に加えて、ＡＢＰ－Ａｂベースの側方流動アッセイはまた、医学的診
断、標的の発見、ならびに臨床試験および治療上の処置におけるバイオマーカーの変化お
よびタンパク質プロフィールのモニタリングが可能である。
【００９４】
　ボツリヌス類毒素の検出のためのマイクロアレイ形式で「間接的」サンドイッチアッセ
イも構築した。図７に示すように、ＡＢＰを使用してストレプトアビジンをコロイド金に
貼り付けた場合、非ＡＢＰアッセイと比較した場合に反応強度が劇的に改良され、それに
より、アッセイ感度が非常に増加した。結果として、陽性のシグナルが増強される。同一
の原理を使用して、サンドイッチアッセイ形式、競合アッセイ形式、または連続的アッセ
イ形式に基づいたアッセイおよびマイクロアレイを容易に作製することができる。
【００９５】
　結合対、目的の不規則な非対称分岐ポリマーおよびレポーター分子のうちの１つを含む
目的の抱合体を、多数の異なるアッセイ形式に設定し、１つ、２つ、３つ、４つ、または
それ以上の標的を同時にモニタリングすることができる。マイクロタイタープレートなど
のプラスチックまたはニトロセルロースなどの膜などの本明細書中に記載されており、且
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つ当該分野で公知の適切な固相上に抱合体を保有する１つ以上のデバイスを使用して、こ
のような同時アッセイを行うことができる。１つのデバイスは、複数の標的を検出するた
めの複数の抱合体を含むことができる。このような多重デバイスは、２つ、３つ、４つ、
またはそれ以上の標的を検出することができる。
【００９６】
　一旦コロイド金ナノ粒子（５～１００ｎｍ）またはラテックスビーズ（０．２～１μｍ
）上に貼り付けたＡＢＰ－Ａｂ抱合体を使用して、ビーズベースのナノアレイまたはマイ
クロアレイを作製することもできる。いずれかの場合、ビーズあたり１つの抗体またはビ
ーズあたり複数の抗体を合成することができる。ビーズナノ／マイクロアレイは、血清、
血漿、全血、唾液、および尿などの体液からの標的化タンパク質の分離および検出に非常
に有効であることが見出された。
【００９７】
　一旦上記アッセイ形態が組み込まれると、１つのアッセイまたはデバイスで検出された
分子数またはマーカー数は１つまたは複数であり得ることが認められる。したがって、チ
ップマイクロアレイも構築することができる（図４）。同一の原理を使用して、複数の標
的（タンパク質、毒素、ウイルス、細菌、菌の胞子、薬物、化学薬剤、汚染物質および／
または任意の他の目的の標的が含まれる）の同時同定のための高密度マイクロアレイを開
発することもできる。得られたマイクロアレイを、側方流動アッセイ形式を使用して構築
することができる。別のアッセイ形式は、ＢＤ　Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ａｎｄ　Ｌｕｍｉｎ
ｅｘ製のビーズアッセイ、プレートマイクロアレイ、ビーズマイクロアレイまたはこれら
の組み合わせである。
【００９８】
　このようなアッセイを、所望の目的物を診断する複数のバイオマーカーを含むように設
定することができる。したがって、ナノアレイまたはマイクロアレイであり得るこのよう
な多重デバイスは、病状を診断し、刺激（食品または薬物など）に対する反応を明らかに
することができる。使用されるバイオマーカーの数は終点に依存し、一般に、終点が存在
するか否かを証明するために必要とされる最小マーカー数である。したがって、当該分野
で公知なように、病原体への宿主の曝露の決定は、この病原体が結合する１つの診断抗体
に依存し得る。宿主に対する薬物の影響が多数の細胞機能における反応を誘発し得るので
、薬物に対する反応性には多数のバイオマーカーが必要であり得る。さらに、使用される
バイオマーカーは、大部分の無作為に交配した集団の操作を最適にするために必要であり
得るか、各アッセイにおいて異なるバイオマーカーセットを使用した複数のアッセイが必
要であり得る。
【００９９】
　本発明の好ましい抱合体には、非対称分岐ポリマー抱合体が少なくとも１つの生物活性
材料または生物応答指標の少なくとも１単位に会合した少なくとも１つの非対称分岐ポリ
マーを含む抱合体が含まれる。目的のポリマーには、Ｄｅｎｋｅｗａｌｔｅｒらの特許に
開示のポリマーなどのようなコアを含まないポリマーまたはコアを含むポリマーが含まれ
得る。本発明の好ましい非対称分岐ポリマーには、非対称分岐ポリマーがさらなる分岐を
形成することができる少なくとも１つのモノマー型によって構築される少なくとも１つの
不規則または規則的な非対称分岐ポリマーを含むものが含まれる。本明細書中に記載され
るように、いくつかの目的のポリマーは、コアを含まない。不規則および規則的な非対称
分岐ポリマーのいくつかの例は、不規則な分岐ポリエチレンイミン、ポリプロピレンイミ
ン、ポリアミドアミン、および規則的な分岐ポリリジンである。
【０１００】
　非対称分岐ポリマー抱合体が結合することができる表面は様々であり、ガラス、ニトロ
セルロース、紙、石英、プラスチック、金属、コロイド粒子（コロイド金粒子、コロイド
銀、およびコロイド白金が含まれる）、ポリマーまたはラテックスビーズ、無機粒子、シ
リコンウエハー、着色ラテックス粒子、蛍光材料または着色材料を含む粒子、粘土、セラ
ミック、シリコンベースの半導体粒子またはセラミック半導体粒子、シリコンまたはセラ
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ミックの半導体チップ、ナノ結晶、量子ドット、および高周波数変換リン光性粒子が含ま
れ得る。量子ドットは、粒子内に含まれる材料の組成およびサイズの制御によって異なる
色の光を発することができる無機ナノ粒子（しばしば、直径５ｎｍ未満）である。高周波
数変換リン光体は、近赤外線での励起の際に可視光を発するサブミクロンのセラミックマ
イクロ粒子である。このような粒子は、１００ｎｍ～５００ｎｍの範囲のサイズであり、
赤外線の２つの光子を吸収することができる希土類イオン（例えば、イッテルビウム）を
含む。バックグラウンド中に自己蛍光が存在しないので、これらのマイクロ粒子は、しば
しば、生物アッセイのためのタグ化部分として使用される。
【０１０１】
　目的の非対称分岐ポリマーおよび薬物結合能力を有する部分を含むアッセイを使用して
、薬物の存在およびレシピエント中の薬物レベルをモニタリングすることができる。この
ような部分は、例えば、抗体、抗体の抗原結合部分またはリガンドであり得る。モニタリ
ングすべき薬物は、任意の薬物であってよく、本明細書中に記載の薬物が含まれ、ｃｏｘ
－２インヒビター、ＮＳＡＩＤ、抗有糸分裂薬、抗生物質、および抗ウイルス薬（例えば
、ワルファリン、フェニトイン、ジゴキシン、カルバマゼピン、メトトレキサート、フェ
ノバルビタール、プロカインアミド、バルプロエート、テオフィリン、シクロスポリン、
タクロリムス、ゲンタマイシン、トブラマイシン、アミカシン、およびバンコマイシン）
などがさらに含まれる。
【０１０２】
　本発明は、本明細書中の上記のアッセイなどのアッセイを含む保存可能な保管安定性試
薬を含むキットを企図する。保管安定性を、室温および冷蔵庫の温度での保存期間によっ
て評価することができる。このキットは、液体試薬もしくは滅菌水または緩衝液などの適
切な希釈剤で再構成すべき乾燥試薬を含む複数のバイアルを含み得る。このキットは、公
知の妊娠検査キットおよび側方流動免疫アッセイキットなどの種々の試薬を格納したデバ
イスを含み得る。したがって、キットのアッセイ形式は、ディップスティック、棒、およ
びスライドなどの形態または形状であり得る。一般に、このようなデバイスは、プラスチ
ック、膜、および紙などの適切な固相を備えるプラスチックホルダーを含む。
【０１０３】
　本発明のアッセイの結果を、視覚的に読出されるディップスティックアッセイなどにお
いて定性様式で確認することができる。このようなアッセイは公知であり、妊娠検査キッ
トなどの種々の免疫アッセイによって例示される。
【０１０４】
　本発明のアッセイの結果を、機械的手段によって確認することができる。この機械的手
段は、レポーター分子またはレポーター分子の生成物の特定の物理的特徴を検知または検
出する任意の物理的デバイスであり得る。この機械的デバイスは、研究所に備え付けられ
ているか、手持ち式デバイスなどの使用用途のための移動可能な状況に置かれ得るデバイ
スであり得る。このデバイスを、病室、診療所、および野外などのより関連した用途のた
めにより小さな携帯可能な形式にすることができる。分光光学的、発光、化学発光、蛍光
、または比色分析のためのレポーター分子を検出するために使用することができる携帯用
デバイスおよび手持ち式デバイスの例は、例えば、米国特許第５，０８３，８６８号；同
第Ｈ１５６３号；同第６，４８０，１１５号；同第６，３９４，９５２号；同第５，９０
０，３７９号；同第６，６６３，８３３号；同第６，６５６，７４５号；同第６，２６７
，７２２号；同第６，７０６，５３９号；同第５，６４６，７３５号；同第６，３４６，
９８４号；同第６，００２，４８８号；同第５，９６２，８３８号；同第４，９１７，４
９５号；同第６，５７５，３６８号；および同第６，５８３，８８０号に記載されている
。
【０１０５】
　このような機械的デバイスは、特にレポーター分子を確認するための検出または検知手
段を有するものである。検出手段は、特定のレポーター分子の存在の決定に適切なもので
ある。放射性レポーター分子は、例えば、シンチレーションカウンターまたはＧｅｉｇｅ
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ｒ－Ｍｕｌｌｅｒカウンターで検出可能である。光の放射、蛍光、または発光レポーター
分子は、例えば、光電子増倍管、スキャナ、電荷結合素子（ＣＣＤ）画像センサー、およ
び相補型金属酸化膜半導体（ＣＭＯＳ）画像センサーなどを含む、比色計、屈折計、反射
率計、光感知デバイスを使用して検出可能である。
【０１０６】
　このデバイスはまた、検出されたシグナルを処理してデジタル化するデータ処理手段を
備え得る。この処理手段は、しばしば、データの処理および分析を行う中央演算処理装置
（ＣＰＵ）または半導体チップなどのマイクロプロセッサと呼ばれる。デジタル化された
情報を、内臓型データ記憶装置（テープ、ディスケット、およびハードドライブなど）に
保存するか、データ通信手段（有線コンピュータ通信手段など）を介するか、赤外線、電
波、およびマイクロ波などの適切な手段を使用した無線手段によって、情報が分析される
遠隔データ記憶手段またはデータ処理手段と通信する。
【０１０７】
　このデバイスは、データ入力手段を備え得る。例えば、デバイスは、デバイスによる実
行コマンドを得るためか、識別情報をデータと組み合わせるためのキーボードおよびスキ
ャナなどを備え得る。このスキャナは、画像を取得して保存するスキャナであり得るか、
バーコードなどのコードを解釈するスキャナであり得る。例えば、米国特許第５，８８５
，５３０号および同第６，０９９，４６９号を参照のこと。
【０１０８】
　したがって、この遠隔検出デバイスは、デバイスの操作を制御するためのソフトウェア
を備える集積回路を有する回路基板などのデータ処理手段（例えば、米国特許第５，４９
４，７９８号および同第６，４８０，１１５号を参照のこと）を備え得る。この遠隔デバ
イスは、ディスケット、「スティック」、および他のデータ記憶形態などの脱着可能なデ
ータ記憶手段を備え得る。脱着可能でない場合、保存されたデータは、データ通信手段に
よってアクセス可能である。このような通信手段は、データを直接ダウンロードするため
のハードワイヤであり得るか、このような通信は、無線信号（例えば、高周波、マイクロ
波、および赤外線などの短波信号）などの当該分野で公知の別の形態を取ることができる
。このような無線信号を、アンテナまたは衛星を介して送信することができる。
【０１０９】
　例えば、実験およびコントロールを比較するために情報を分析することができる。ある
いは、実験（生データの図またはコントロールによって修正した図のいずれか）を、集団
の平均値と比較する。任意の種々の利用可能なアルゴリズムを使用してデータの整理およ
び分析を行うことができるか、または適切なデータ分析および適切な結果の出力を行うた
めのソフトウェア手段を開発することができる。
【０１１０】
　このデバイスは、ＣＲＴまたは液晶ディスプレイなどの表示手段を備えることができ、
表示手段は、検出および／または分析されたデータを適切に処理し、例えば、事前に得た
集団データに関するコントロールデータと比較し、データをデバイスオペレータに供給す
る。このデータを要望通りに表示し（例えば、本明細書中で上記したように）、生データ
、一旦コントロール値に対して調整した比較データ、またはその両方を、遠隔デバイス上
に表示することができる。例えば、使用結果については、米国特許第５，８８５，５３０
号を参照のこと。
【０１１１】
　あるいは、デジタル化した情報を、データ記憶手段に送信することができ、このデータ
記憶手段は、デバイス内に含まれるか、デバイスと分離されている。デジタル化した情報
を、公知の通信手段を使用して外部記憶手段に送信することができる。次いで、記憶手段
に含まれるデータを、適切なデータ分析のために、ＣＰＵと交信することができる。
【０１１２】
　データ処理のインターフェースおよび手段を備えたこのようなデバイスの例としては、
米国特許第５，５４３，９２０号；同第５，５８９，９３２号；および同第６，３６２，
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８８６号が挙げられる。
【０１１３】
　目的の抱合体は、治療生物活性因子を保有することができ、投与に適切な薬学的組成物
に組み込むことができる。例えば、目的のポリマーを使用して、インスリンなどの薬物な
どの薬理学的に活性な分子などの生物活性因子をコーティングするかカプセル化すること
ができる。このような組成物は、典型的には、有効成分である組成物および薬学的に許容
可能なキャリアを含む。本明細書中で使用される、用語「薬学的に許容可能なキャリア」
は、薬学的投与に適合する任意および全ての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌薬、抗真
菌薬、等張化剤、および吸収遅延剤などを含むことを意図する。薬学的に活性な物質のた
めのこのような媒体および薬剤は、当該分野で周知である。任意の従来の媒体または薬剤
が活性化合物に適合する範囲を除いて、組成物でのその使用が意図される。補助的な活性
化合物も組成物中に組み込むことができる。
【０１１４】
　本明細書中に開示ように使用される本発明の薬学的組成物は、意図する投与経路に適合
するように処方される。投与経路の例としては、非経口（例えば、静脈内、皮内、皮下）
、経口（例えば、吸入）、経皮（局所）、経粘膜、および直腸への投与が挙げられる。非
経口、皮内、または皮下への適用のために使用される溶液または懸濁液には、以下の成分
が含まれ得る：注射用の水、生理食塩水、不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセ
リン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒などの滅菌希釈剤；ベンジルアルコール
またはメチルパラベンなどの抗菌薬；アスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウムなどの
抗酸化剤；ＥＤＴＡなどのキレート剤；酢酸、クエン酸またはリン酸などの緩衝液；なら
びに塩化ナトリウムまたはデキストロースなどの等張化剤。ｐＨを、ＨＣｌまたはＮａＯ
Ｈなどの酸または塩基を使用して調整することができる。非経口調製物を、ガラス製また
はプラスチック製のアンプル、使い捨てシリンジ、または複数回投与用のバイアルに封入
して保存することができる。
【０１１５】
　注射に適切な薬学的組成物には、滅菌水溶液（水溶性の場合）または分散液およびその
後に滅菌した、注射溶液または分散液を調製するための滅菌粉末が含まれる。静脈内投与
のために、適切なキャリアとしては、生理食塩水、静菌水、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ＥＬ（
登録商標）（ＢＡＳＦ；Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ，ＮＪ）またはリン酸緩衝生理食塩水（Ｐ
ＢＳ）が挙げられる。全ての場合で、この組成物は滅菌されていなければならず、かつシ
リンジで利用可能な範囲の流動物であるべきである。この組成物は、製造および保存条件
下で安定でなければならず、かつ細菌および真菌などの微生物の汚染に対抗して保存され
なければならない。キャリアは、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセ
ロール、プロピレングリコールおよび液体のポリエチレングリコールなど）およびこれら
の適切な混合物を含む溶媒または分散媒であり得る。例えば、レシチンなどのコーティン
グの使用、分散液の場合には必要な粒子サイズの維持および増粘剤または界面活性剤の使
用によって適切な流動性を維持することができる。種々の抗菌薬および抗真菌薬（例えば
、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸およびチメロサールなど）
によって、微生物作用を防止することができる。多くの場合、等張化剤（例えば、糖、ポ
リアルコール（マンニトール、ソルビトールなど）または塩化ナトリウムなど）を組成物
中に含めることが好ましい。組成物中に吸収を遅延させる薬剤（例えば、モノステアリン
酸アルミニウムまたはゼラチン）を含めることによって注射用組成物の吸収を遅延させる
ことができる。
【０１１６】
　滅菌注射液を、上に列挙した成分の１つまたは組み合わせと共に適切な溶媒中に必要量
の活性化合物を組み込み、必要に応じて、その後、濾過滅菌することによって調製するこ
とができる。一般に、基剤となる分散媒および上に列挙したものから必要な他の成分を含
む滅菌賦形剤への活性化合物の組み込みによって分散液を調製する。滅菌注射液を調製す
るための滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は、予め濾過滅菌した溶液から有効成分およ
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び任意のさらなる所望の成分の粉末が得られる真空乾燥および凍結乾燥である。
【０１１７】
　経口組成物は、一般に、不活性希釈剤または可食キャリアを含む。経口治療剤の投与の
目的で、活性化合物を、賦形剤に組み込み、錠剤、トローチまたはカプセルの形態で使用
することができる。経口組成物を、シロップもしくは液体処方物を得るために流動物キャ
リアを使用して調製することもできるか、またはうがい薬として使用するために、化合物
を含む流動物キャリアを経口投与して口内をすすぎ、吐き出すか飲み込む。
【０１１８】
　薬学的に適合する結合剤および／またはアジュバント材料を、組成物の一部として含め
ることができる。錠剤、丸薬、カプセルおよびトローチなどは、任意の以下の成分または
類似の性質の化合物を含み得る：微結晶性セルロース、トラガカントガム、またはゼラチ
ンなどの結合剤；デンプンまたはラクトースなどの賦形剤；アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅ
ｌ、またはコーンスターチなどの崩壊剤；ステアリン酸マグネシウムまたはＳｔｅｒｏｔ
ｅｓなどの潤滑剤；コロイド状二酸化ケイ素などの流動促進剤；スクロースまたはサッカ
リンなどの甘味料；またはペパーミント、サリチル酸メチルまたはオレンジフレーバーな
どの香味物質。
【０１１９】
　吸入投与のために、化合物を、例えば、適切な噴射剤（例えば、二酸化炭素などのガス
）を含む加圧容器もしくはディスペンサーまたは噴霧器由来のエアゾールスプレイまたは
ミストの形態で送達させる。
【０１２０】
　経粘膜手段または経皮手段によって全身投与することもできる。経粘膜投与または経皮
投与のために、浸透すべきバリアに適切な浸透剤を処方物で使用する。このような浸透剤
は、当該分野で一般に公知であり、例えば、経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁塩
、およびフシジン酸誘導体が挙げられる。鼻内噴霧または坐剤の使用によって経粘膜投与
を行うことができる。経皮投与のために、当該分野で一般に公知のように、活性化合物を
、軟膏（ｏｉｎｔｍｅｎｔ）、軟膏（ｓａｌｖｅ）、ゲル、またはクリーム中に処方する
ことができる。別の公知の浸透剤は、ジメチルスルホキシドである。
【０１２１】
　化合物を、直腸送達のための坐剤（例えば、ココアバターおよび他のグリセリドなどの
従来の坐剤の基剤を含む）または持続的浣腸剤（ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｅｎｅｍａ）の形
態で調製することができる。
【０１２２】
　１つの実施形態では、活性化合物は、制御された放出処方物などの体内からの急速な排
除から化合物を防御するキャリア（インプラント、デポー、ポンプおよびマイクロカプセ
ル化送達系が含まれる）を使用して調製する。エチレンビニルアセテート、ポリアンヒド
ライド、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸などの生分
解性、生体適合性ポリマーを使用することができる。例えば、処方物は、腸溶コーティン
グすることができる。
【０１２３】
　このような処方物の調製方法は、当業者に明らかである。これらの材料は、Ａｌｚａ　
ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．か
ら購入することができる。
【０１２４】
　リポソーム懸濁液および蝸牛殻状の（ｃｏｃｈｌｅａｔｅ）懸濁液（抗体または他のタ
ーゲティング部分を含む感染細胞にターゲティングしたリポソームが含まれる）も薬学的
に許容可能なキャリアとして使用することができる。これらを、例えば、米国特許第４，
５２２，８１１号に記載のように、当業者に公知の方法にしたがって調製することができ
る。
【０１２５】
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　容易に投与し、且つ均一な用量で投与するために単位投薬形態に経口または非経口組成
物を処方することが特に有利である。本明細書中で使用される、「単位投薬形態」は、治
療すべき被験体のための単回投薬として適切な物理的に個別の単位をいい、各単位は、必
要な薬学的キャリアと組み合わせた所望の治療効果が得られるように計算された一定量の
活性化合物を含む。投薬（例えば、好ましい投与経路および投与量）を、当該分野で公知
の方法を実施した前臨床試験および臨床試験から得た経験的データに基づいて得ることが
できる。数日間またはそれ以上にわたる反復投与のために、条件に依存して、病徴の所望
の抑制が認められるまで治療を維持する。しかし、他の投薬計画が有用であり得る。治療
の進行は、従来の技術およびアッセイによって容易にモニタリングされる。例示的投与計
画は、ＷＯ９４／０４１８８号に開示されている。本発明の単位投薬形態の仕様は決定づ
けられており、活性化合物の固有の特徴、達成されるべき特定の治療効果および個体の治
療のためのこのような活性化合物の混合方法に固有の制約に直接依存する。
【０１２６】
　薬学的組成物を、投与指示書と共にコンテナ、パックまたはディスペンサーに含めるこ
とができる。
【０１２７】
　別の投与方法は、食品もしくは飲料への目的の化合物の添加、栄養補助食品もしくは添
加物、またはビタミンと同様に予防的に摂取される投薬形態としての投与を含む。目的の
抱合体を、胃環境の通過に耐える形態にカプセル化することができる。このような形態は
、腸溶コーティング処方物として一般に公知である。あるいは、目的の抱合体を、当該分
野で公知のように、経口投与の安定性を確実にするために、ペプチド結合の化学修飾など
の半減期を延長するための改変を行うことができる。
【０１２８】
　本発明は、癌のリスクのある（または疑いのある）被験体を処置する予防方法および治
療方法の両方を提供する。公知の薬理学的および薬学的パラダイムにしたがって、活性成
分のみ、前臨床試験、指標、および臨床試験などの使用によって得た経験的知識に基づい
て、特定の投薬（すなわち、投与あたりの量および投与様式）を当該分野で公知のように
決定する。
【０１２９】
　本発明を、以下の非限定的な実施例で例示する。
【実施例】
【０１３０】
　材料：不規則な非対称分岐ポリエチレンイミンを、ＡｌｄｒｉｃｈおよびＰｏｌｙｓｃ
ｉｅｎｃｅｓから購入した。規則的な非対称分岐ポリマーを、米国特許第４，２８９，８
７２号に提供される手順にしたがって調製した。コロイド金粒子を、文献で発表された手
順にしたがって調製した（Ｇ．Ｆｒｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｈｙｓｉｃ
ａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｖｏｌ．２４１，Ｊａｎ．１，１９７３，２０）。全ての抗体は
、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，ＢｉｏｄｅｓｉｇｎまたはＦｉｔｚｇｅｒａｌｄから購
入した。
【０１３１】
　（アミノ官能基で修飾された不規則な非対称分岐ＰＥＩ（ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－
ＮＨ２－１．０）の合成）
　不規則な非対称分岐ポリエチレンイミン（ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ、分子量２，０００、
２５，０００、および７５，０００）、アクリル酸メチル（ＭＡ、ＦＷ＝８６．０９）、
エチレンジアミン（ＥＤＡ、ＦＷ＝６０．１０）、およびメタノールを含む以下の試薬を
、本合成で使用した。
【０１３２】
　丸底フラスコに、１．０ｇのＰＥＩ（分子量２，０００）および２０ｍｌのメタノール
を添加した（溶液Ａ）。別の丸底フラスコに、３．０ｇのメチルアクリレート（ＭＡ）お
よび１０ｍｌのメタノールを添加した（溶液Ｂ）。次いで、室温で撹拌しながら溶液Ａを
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溶液Ｂにゆっくり滴下した。得られた溶液を、４０℃で２時間反応させた。完全な反応後
、溶媒および未反応のＭＡモノマーを、ロータリーエバポレーションによって除去し、生
成物（ＭＡ官能化ＰＥＩ）を２０ｍｌのメタノールに再溶解した。
【０１３３】
　丸底フラスコに、８０ｇのＥＤＡおよび５０ｍｌのメタノールを添加し、その後、０℃
でＭＡ官能化ＰＥＩをゆっくり添加した（２０ｍｌのメタノールに溶解した１ｇのＭＡ）
。次いで、溶液を、４℃で４８時間反応させた。溶媒および過剰なＥＤＡを、ロータリー
エバポレーションによって除去した。次いで、エチルエーテル溶液から粗生成物を沈殿さ
せ、透析によってさらに精製して、分子量が約７３００の約３．０ｇの第一級アミンで官
能化された不規則な非対称分岐ＰＥＩ（ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２－１．０）を
得た。１Ｈおよび１３Ｃ核磁気共鳴（ＮＭＲ）およびサイズ排除クロマトグラフィ（ＳＥ
Ｃ）によってこの生成物を特徴づけた。
【０１３４】
　種々の分子量の他のＭＡまたは第一級アミンで改変された不規則な非対称分岐ＰＥＩお
よび規則的な非対称分岐ポリリジンポリマーを、同様の様式で調製した。
【０１３５】
　（混合された水酸基およびアミノ官能基で改変された不規則な非対称分岐ＰＥＩ（ｍ－
ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２）の合成）
　アミノ官能化された不規則な非対称分岐ポリエチレンイミン（ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥ
Ｉ－ＮＨ２－１．０）、ＭＡ、ＥＤＡ、モノエタノールアミン（ＭＥＡ、ＦＷ＝６１．０
８）、およびメタノールを含む以下の試薬を、本合成で使用した。
【０１３６】
　丸底フラスコに、１．０ｇのアミノ改変ＰＥＩまたは前の手順から生成されたｍ－ｒａ
ｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２－１．０および２０ｍｌのメタノールを添加した（溶液Ａ）。
別の丸底フラスコに、３．０ｇのＭＡおよび１０ｍｌのメタノールを添加した（溶液Ｂ）
。次いで、室温で撹拌しながら溶液Ａを溶液Ｂにゆっくり滴下した。得られた溶液を、４
０℃で２時間反応させた。完全な反応後、溶媒および未反応のＭＡ単量体を、ロータリー
エバポレーションによって除去し、生成物（ＭＡ官能化ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＭＡ
－１．５）を２０ｍｌのメタノールに再溶解した。
【０１３７】
　丸底フラスコに、６０ｇのＥＤＡ、２４０ｇのＭＥＡ、および１００ｍｌのメタノール
（ＥＤＡ：ＭＥＡのモル比は２０：８０）を添加し、その後、ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ
－ＭＡ－１．５を０℃でゆっくり添加した（２０ｍｌのメタノールに溶解した１ｇのＭＡ
）。次いで、この溶液を、４℃で４８時間反応させた。溶媒および過剰なＥＤＡを、ロー
タリーエバポレーションによって除去した。次いで、エチルエーテル溶液から粗生成物を
沈殿させ、透析によってさらに精製して、３．０ｇの混合された水酸基とアミノ基で官能
化した不規則なＡＢＰ（ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２．０、平均して２
０％のＮＨ２基および８０％のＯＨ基を有し、分子量が約１８，０００である）を得た。
【０１３８】
　種々の水酸基とアミノ基との比ならびに異なる分子量を有する他の改変された不規則な
ＡＢ－ＰＥＩおよび規則的なＡＢポリリジンポリマーを、同様の様式で調製した。
【０１３９】
　（第一級アミン鎖末端基でアルキル改変された不規則な非対称分岐ポリ（２－エチルオ
キサゾリン）（ＰＥＯＸ）の合成）
　ＣＨ３－（ＣＨ２）ｌ７８－ＰＥＯＸＡＢＰ１００（ＡＢＰ１００は、最初の反応にお
ける単量体と開始剤との比を示すための任意の名称である）の合成を、コア－シェルナノ
カプセルの調製のための一般的手順として提供する。Ｎ２下で蒸留ヘッドを使用してＣＨ

３（ＣＨ２）ｌ７８ＣＨ２－Ｂｒ（３．３６ｇ）を含む５００ｍｌのトルエンの混合物を
約１５分間共沸して水を除去した。２－エチルオキサゾリン（１００ｇ）を、添加漏斗（
ａｄｄｉｔｉｏｎ　ｆｕｎｎｅｌ）によって滴下し、混合物を２４時間～４８時間還流し



(26) JP 5268255 B2 2013.8.21

10

20

30

40

50

た。重合完了後、１２．１２ｇのＥＤＡを反応ポリマー溶液（Ａ）に添加してアミノ官能
基を導入した。ポリオキサゾリン鎖末端とＥＤＡとのモル比は１：２０であった。
【０１４０】
　反応を停止させるためにモルホリンを添加することもできる。したがって、モルホリン
を反応ポリマー溶液（Ａ）に添加して反応を停止させた。この粗生成物をメタノールに再
溶解し、過剰なジエチルエーテルから沈殿させた。下層をメタノールに再溶解し、ロータ
リーエバポレーションおよび真空によって乾燥させて、白色固体（１０１ｇ）として非対
称の不規則なコア－シェル過分岐ＰＥＯＸポリマーを得た。Ｃｌ２－ＰＥＯＸ　ＡＢＰ２
０、５０、１００、２００、３００、５００、Ｃ１８－ＰＥＯＸ　ＡＢＰ２０、５０、２
００、３００、５００、Ｃ２２－ＰＥＯＸ　ＡＢＰ２０、５０、１００、２００、３００
、５００、およびポリスチレン－ＰＥＯＸなどの他の非対称の過剰に不規則な（ｈｙｐｅ
ｒｒａｎｄｏｍ）分岐ポリマーならびにポリ（２－メチルオキサゾリン）ポリマーなどの
非改変ポリ（２－置換オキサゾリン）および改変ポリ（２－置換オキサゾリン）を、同様
の様式で調製した。全生成物を、ＳＥＣおよびＮＭＲによって分析した。
【０１４１】
　（ＩｇＧ非対称不規則分岐ポリマー抱合体の調製）
　不規則に分岐した混合表面（ＯＨ／ＮＨ２混合物）ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２

／ＯＨ－２－ＩｇＧ抱合体の調製を、ポリマー－抗体およびポリマー－ストレプトアビジ
ンの抱合体の調製についての一般的手順として提供する。ＰＥＩ－ＩｇＧ、ｍ－ｒａｎ－
ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２－１－ＩｇＧ、ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２－２－ＩｇＧ、
ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２－３－ＩｇＧ、ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２－
４－ＩｇＧ、ならびにｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－ｌ（ＯＨ／ＮＨ２混合
物）－ＩｇＧ、ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２（ＯＨ／ＮＨ２混物）－Ｉ
ｇＧ、ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－３（ＯＨ／ＮＨ２混合物）－ＩｇＧ、
規則的なポリリジンポリマー、第一級アミン鎖末端を有するアルキル改変された不規則な
分岐ポリ（２－エチルオキサゾリン）などの他の抱合体をすべて類似の様式で合成した。
非対称不規則分岐ＰＥＯＸポリマーとの種々のタンパク質抱合体の合成も同様の様式で行
う。ビオチン化ＩｇＧ抱合体を、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ｇ
．Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９９６）に記載のように合成
した。
【０１４２】
　ＬＣ－ＳＰＤＰ混合表面ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２：混合表面であ
る不規則に分岐したｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２（４００×１０－９ｍ
ｏｌ）を含む４００ｍｌリン酸緩衝液（２０ｍＭリン酸および０．１Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ
７．５））に、４．０×１０－６ｍｏｌのスルホ－ＬＣ－ＳＰＤＰ（Ｐｉｅｒｃｅ，ＩＬ
）を含む４００ｍｌの水溶液を添加した。これをボルテックスし、３０℃で３０分間イン
キュベートした。ＬＣ－ＳＰＤＰ－ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２をゲル
濾過クロマトグラフィによって精製し、緩衝液Ａ（０．１Ｍ　リン酸、０．１Ｍ　ＮａＣ
ｌ、および５ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ６．８））で平衡化した。これをさらに濃縮し、それ
により、約０．７７ｎｍｏｌ／μｍｏｌの濃度の４６５ｍｌの溶液を得た。
ＬＣ－ＳＰＤＰｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２由来のチオール化ｍ－ｒａ
ｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２
　ＬＣ－ＳＰＤＰｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２（５０ｎｍｏｌを含む６
５ｍｌの緩衝液Ａ）を、１００ｍｌのジチオスレイトール（ＤＴＴ）（緩衝液Ａ中に５０
ｍＭ）と混合し、室温で１５分間インキュベートした。過剰なＤＴＴおよび副生成物を、
緩衝液Ａを使用したゲル濾過によって除去した。これを、１０Ｋ　Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ　
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒで濃縮して３９０ｍｌのチオール化ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ
－ＮＨ２／ＯＨ－２を得て、これを活性化抗体との抱合に使用した。
【０１４３】
　マレイミドＲ（ＭＡＬ－Ｒ）－活性化抗体：この抗体を含むＰＢＳ（３１０μｌ、５．
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１ｍｇまたは３４ｎｍｏｌ）に、２０．４ｍｌのＭＡＬ－Ｒ－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシス
クシンイミド）溶液（１０ｍＭ水溶液）を添加した。混合物をボルテックスし、３０℃で
１５分間インキュベートした。これを、緩衝液Ａを使用したゲル濾過によって精製した。
マレイミド－Ｒ活性化抗体を、チオール化ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２
との抱合に使用した。
【０１４４】
　ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２抗体抱合体：チオール化ｍ－ｒａｎ－Ａ
Ｂ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２（３１０ｍｌまたは３５．７ｎｍｏｌ）に、ＭＡＬ－Ｒ活
性化抗体（４．８ｍＬまたは３４ｎｍｏｌ）を添加した。反応混合物を約８００ｍｌに濃
縮し、４℃で一晩インキュベートし、室温で約１時間インキュベートした。完了後、１０
０μＬのエチルマレイミド（５０ｍＭ溶液）で反応を停止させ、この抱合体を２０ｍＭ　
リン酸緩衝液（ｐＨ６）中の塩化ナトリウムの段階的勾配をつけたカルボキシメチルセル
ロースカラム（５ｍｌ）で分画した。この抱合体を塩化ナトリウム勾配で溶離し、陽イオ
ン交換クロマトグラフィ、ＵＶ分光学、およびポリアクリルアミドゲル電気泳動によって
特徴づけた。
【０１４５】
　（還元カップリングによる抱合）
　抗体の還元：抗体（２．１ｍｇまたは１４ｎｍｏｌ）を含む１６０μＬの緩衝液Ｂ（０
．１Ｍ　リン酸ナトリウム、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、および０．１Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ６．０
）を含む）に、４０μＬのＤＴＴ（緩衝液Ｂ中に５０ｍＭ）を添加した。この溶液を室温
で３０分間静置した。これを、緩衝液Ｂで平衡化したＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム
でのゲル濾過によって精製した。還元抗体を２２０μＬに濃縮し、以下の抱合に使用した
。
【０１４６】
　ＭＡＬ－Ｒ混合表面ＡＢＰ：４００μＬの混合表面ＡＢＰ（４００×１０－９ｍｏｌ）
（ｐＨ７．４）に、４００μＬのＭＡＬ－Ｒ－ＮＨＳ（１０ｍＭの水溶液）を添加した。
これを混合し、３０℃で１５分間インキュベートした。終了後、緩衝液Ｂで平衡化したＳ
ｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラムで精製した。ＭＡＬ－Ｒ混合表面ＡＢＰを回収し、同一
の緩衝液中にて等分して－４０℃で保存した。
【０１４７】
　混合表面ＡＢＰ－抗体抱合体：還元抗体（２２０μＬ中に１４ｎｍｏｌ）に、撹拌しな
がらＭＡＬ－Ｒ混合表面ｍ－ｒａｎ－ＡＢ－ＰＥＩ－ＮＨ２／ＯＨ－２（１５４μＬ、１
６．６ｎｍｏｌ）を添加した。これに、１２．５μＬの炭酸ナトリウム（１．０Ｍ溶液）
を添加して、ｐＨを約６．８にした。室温で１時間反応を継続した。１００μＬのシステ
アミン（０．４ｍＭ溶液）の添加によって反応を停止させた。この抱合体混合物を、塩化
ナトリウム勾配溶離を使用したＣＭセルロースカラムによって精製した。
【０１４８】
　（コロイド金ベースの免疫アッセイ）
　（金－Ａｂ抱合体の調製）
　１２５ｍｌのフラスコに、６０ｍｌのコロイド金溶液（ＴＥＭで測定したところ、直径
２０～８０ｎｍであり、ＵＶ分光法で測定したところ、Ｏ．Ｄ．は１．０７８である）を
添加した（Ｆｒｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，前出）。この溶液のｐＨを、０．２Ｍ　炭酸カリ
ウム溶液の添加によってｐＨ８～１１に調整した。この溶液に、６００ｍｌの抱合体化抗
体溶液（ホウ酸ナトリウム緩衝液でＯ．Ｄ．　０．１～１．５）を撹拌しながら添加し、
その後、６００ｍｌのウシ血清アルブミン（２０％アジ化ナトリウム安定剤）を添加した
。この混合物を２０℃で２０～６０分間またはそれ以上撹拌した。溶液は紫色のままであ
り、いくらか泡が認められた。完了後、撹拌棒を除去し、反応混合物を５０ｍｌのコニカ
ルチューブに移した。上清の色がほとんど認められなくなるまで、この材料を遠心分離し
た。上清を除去し、４００ｍｌの２５ｍＭ　ホウ酸ナトリウム緩衝液を、各チューブに添
加した。内容物を完全に混合し、２つのチューブの材料を合わせ、ＵＶ－Ｖｉｓによって
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特徴づけた。
【０１４９】
　金－ＡＢＰ－ストレプトアビジン抱合体を、同様の様式で調製した。金－ＡＢＰ－スト
レプトアビジン－ビオチン－Ａｂ抱合体を、その後の金－ＡＢＰ－ストレプトアビジン抱
合体へのビオチン化Ａｂの添加によって調製した。西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ
）またはアビジンならびにその誘導体およびアナログなどのレポーターとして使用するこ
とができる他の生物活性分子も同様の様式で金に貼り付けることができる。しかし、試験
中、シグナルを増強させるためにさらなる基質を添加しなければならない。
【０１５０】
　（側方流動またはディップスティック免疫アッセイチケット実験）
　免疫アッセイデバイスまたは「チケット」は、一般に、不活性プラスチック、吸着パッ
ト（ａ）および膜の末端の受け取りパット（ｂ）から構成される膜保持デバイス中のセル
ロースまたは他の膜のストリップ（ｃ）からなり得る（図５Ａ）。２つの異なる抗体（捕
捉抗体（ｄ）およびコントロール抗体（ｅ））を、約４ｍｍ以内の距離で膜に噴霧する。
捕捉抗体を使用して分析分子を捕捉し、一方でコントロール抗体を使用して検出抗体の活
性を検証する。検出抗体（例えば、予めコロイド金粒子上に抱合したレポーターで標識し
た）を、抱合体放出パッド（ｂ）上に保存し、吸着パッドの下部に置く。次いで、主に、
野外または家庭内での取扱いを容易にするために、ストリップ／パッド複合体を、保持デ
バイス（図５Ｂ）に置く。このチケットの総重量は、約４．５ｇ、寸法は約２ｃｍ（幅）
×７ｃｍ（長さ）×０．５ｃｍ（厚さ）であり得る。
【０１５１】
　一旦サンプルウェルを介してサンプル溶液を吸着パッド（ａ）上に適用するか、ディッ
プスティックを使用して適用すると、抗原は検出抗体－ＡＢＰ－金抱合体とインサイチュ
で混合され、得られた抗原－検出抗体－ＡＢＰ－金複合体は、予め膜上に噴霧した捕捉抗
体によって捕捉される。結果として、捕捉抗体－抗原－検出抗体－ＡＢＰ－金複合体が形
成され、赤色が出現する（Ｔ）（図５Ｂ）。
【０１５２】
　この複合体は、捕捉抗体－抗原－検出抗体－金複合体のみからなる異なる複合体または
生成物を含む先行技術（すなわち、「サンドイッチ」ベースの側方流動免疫アッセイ）と
明らかに異なる。これらの複合体内で、検出抗体は、コロイド金粒子と直接相互作用し、
それにより、金表面でこのような抗体が不規則に配向する。この不規則な配向により、望
ましくない架橋前生成物（すなわち、検出抗体－コロイド金粒子クラスター）が生じ、バ
ックグラウンドノイズまたは偽陽性レベルに顕著に上昇する。対照的に、本発明のＡＢＰ
ベースのアッセイにより、架橋前副生成物が完全に排除される。この組成の相違の結果と
して、ＡＢＰベースのアッセイは、１／１０～１／２０の試薬を使用して１００倍の感度
を示す（図６）。
【０１５３】
　図５Ｂに図解するように、サンプルウェル（Ｓ）への未知の溶液の適用の際、捕捉（Ｔ
）およびコントロール（Ｃ）ラインの両方が赤色になる場合、試験結果は陽性である。コ
ントロールラインのみが赤色になる場合、試験は陰性である。
【０１５４】
　定性的、すなわち、アッセイが視覚的に識別できる結果を提供することを意図する、確
実な様式で陽性または陰性のいずれかの結果が得られる形式および様式で結果が示される
ようにアッセイを設定することができる。他方では、アッセイ形式は、定量化が可能な結
果を得ることができる。したがって、チケットを、反応レベルを測定するデバイスによっ
てスキャンすることができる。
【０１５５】
　１～２５０ｎｇ／ｍｌ（総体積は１００ｍｌ）の範囲の抗原（すなわち、類毒素）濃度
の一連のサンプルを、試験のために調製した。一旦サンプル溶液が吸着パッドに５秒間に
わたって滴下されると（時間を示す）、溶液は、流体相の毛細管移動に基づいて側方に流
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過するとすぐに放出される。試験が陽性である場合、コントロールラインおよび試験ライ
ンの両方が免疫複合体の形成のために赤色になり、この赤色はコロイド金粒子に由来する
。試験が陰性の場合、コントロールラインのみが赤色になり、試験ライン／捕捉Ａｂ部位
での「サンドイッチ」免疫複合体が存在しないために試験ライン上は無色である。検出に
必要な時間は、約１５分間である。
【０１５６】
　同一のアッセイデザインによれば、マクロアレイベースのアッセイを同様の様式で構築
することができる。この場合、捕捉抗体を、市販のマイクロアレイロボットによって固体
表面にスポットし、検出抗体－金抱合体を混合する。直接的、間接的、または連続的サン
ドイッチアッセイ形式中の未知のサンプルに加えて、陽性試験は表面上の予め決定した対
応する捕捉抗体の位置での赤色への変化を示す一方で、陰性試験は色の変化を示さない。
あるいは、競合アッセイ形式では、その逆が真である。さらに、目的のポリマーを使用し
て、固体表面に抗体または抗原を貼り付ける。
【０１５７】
　本明細書中で引用した全ての引例（利益が主張された２つの仮出願（２００３年１１月
２１日出願の米国特許出願番号６０／５２３，６９２号および２００４年６月２１日出願
の同第６０／５８０，７２８号）が含まれる）の全体が、本明細書中で参考として援用さ
れる。
【０１５８】
　上記教示を考慮して本発明の種々の変化、変更、改変が可能であることが当業者に明ら
かである。したがって、本発明は本明細書中にいくらか詳細に記載されているが、本発明
は本明細書中に記載の特定の実施形態に制限されることを意図しないと理解すべきである
。対照的に、本発明の精神および範囲内に含まれ得る場合、全ての変更形態、改変形態、
および等価物を対象とすることが意図される。
【図面の簡単な説明】
【０１５９】
以下の図面の説明および各図面は、本発明を例示する種々の実施形態を示す非限定的な例
である。
【図１】図１は、非対称分岐連結点およびパターンを有する（Ａ）不規則な、および（Ｂ
）規則的な非対称分岐ポリマーを示す。
【図２】図２は、不規則な非対称分岐ポリエチレンイミンポリマーの化学構造を示す。
【図３】図３は、不規則な非対称分岐ポリエチレンイミンポリマーの化学修飾反応を示す
。
【図４】図４は、複数の抗原を同時に検出および定量するための非対称分岐ポリマーを使
用して構築したタンパク質マイクロアレイを示す。
【図５】図５は、側方流動ベースの免疫アッセイの構成を示す。図５Ａ。プラスチックカ
バーを用いない免疫アッセイチケットの構成：（ａ）吸収パッド、（ｂ）抱合体放出パッ
ト、（ｃ）膜、（ｄ）捕捉抗体を含む領域、（ｅ）コントロール抗体を含む領域、（ｆ）
受け取りパッド。図５Ｂ。サンプル溶液を添加した側方流動アッセイ形式における陽性お
よび陰性免疫アッセイチケットの例。ディップスティックアッセイを類似の様式で行った
。（Ｓ）サンプルウェル、（Ｔ）試験ライン、および（Ｃ）コントロールライン。
【図６】図６は、リシン類毒素の検出についての改変した不規則な非対称分岐ＰＥＩポリ
マー－抗体ベースのアッセイと抗体ベースの側方流動試験とのアッセイ性能の比較を示す
。
【図７】図７は、不規則な非対称分岐ポリマーを使用するか使用しない、間接的アッセイ
の比較を示す。ＡＢＰベースのアッセイの感度がはるかに高かった。
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