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(57)【要約】
【課題】この分野のさらなる発展を提供する。
【解決手段】
　分子の高感度検出のための方法、キット、および組成
物を開示する。これらの方法、キ
ット、および組成物は、試料中の分子の濃度を１フェム
トモル、１アトモル、またはそれ
以下のレベルまで決定する際に有用である。これらの方
法、キット、および組成物は、試
料の希釈を必要としないで、広範囲、例えば７ｌｏｇの
範囲にわたる濃度の決定も可能に
する。
【選択図】図１Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の単一タンパク質分子を検出するためのアナライザーシステムキットであって、
前記キットは、アナライザーと、蛍光部分および前記タンパク質分子の結合相手を含む少
なくとも１つの標識とを含み、前記アナライザーは、
　ａ）前記蛍光部分を刺激するための電磁放射線源、
　ｂ）前記標識を通過させるためのキャピラリーフローセル、
　ｃ）前記キャピラリーフローセル内で前記標識を移動するための原動力源、
　ｄ）前記電磁放射線源から放出される電磁放射線を受け取るための、前記キャピラリー
フローセル内に画定されるインタロゲーション空間、および
　ｅ）前記刺激された蛍光部分の電磁気特性を測定するための、前記インタロゲーション
空間に作動可能に接続された電磁放射線検出器
　を含み、前記蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたとき
に少なくとも約２００個の光子を放出することができ、前記レーザーは前記蛍光部分を含
む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、前記レーザーによって前記スポットに向
けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下であるキット。
【請求項２】
　前記電磁放射線源がレーザーであり、前記レーザーは少なくとも約３、５、１０または
２０ｍＷの出力を有する、請求項１に記載のアナライザーシステム。
【請求項３】
　前記蛍光部分が蛍光分子を含む、請求項１に記載のアナライザーシステム。
【請求項４】
　前記蛍光分子が色素分子である、請求項３に記載のアナライザーシステム。
【請求項５】
　前記色素分子が少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、前記インドリウム環の
３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む、請求項４に記載のアナライザ
ーシステム。
【請求項６】
　前記インタロゲーション空間を１つだけ含む、請求項１に記載のアナライザーシステム
キット。
【請求項７】
　前記電磁放射線源が連続波電磁放射線源である、請求項１に記載のアナライザーシステ
ム。
【請求項８】
　前記連続波電磁放射線源が発光ダイオードまたは連続波レーザーである、請求項７に記
載のアナライザーシステム。
【請求項９】
　前記原動力が圧力である、請求項１に記載のアナライザーシステム。
【請求項１０】
　前記検出器がアバランシェフォトダイオード検出器である、請求項１に記載のアナライ
ザーシステム。
【請求項１１】
　前記インタロゲーション空間にレーザー光を屈折させ、前記刺激された色素分子を画像
化するための共焦点光学配置をさらに含み、前記共焦点光学配置は少なくとも約０．８の
開口数を有する対物レンズを含む、請求項１に記載のシステム。
【請求項１２】
　複数の試料を自動的に採取し、試料容器と前記インタロゲーション空間の間の流体連通
(fluid communication)を提供することが可能な試料採取システムをさらに含む、請求項
１に記載のアナライザーシステム。
【請求項１３】
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　前記インタロゲーション空間と流体連通した試料回収システムをさらに含み、前記回収
システムは前記試料の実質的にすべてを回収することが可能である、請求項１に記載のア
ナライザーシステム。
【請求項１４】
　生体試料中のタンパク質の単一分子の有無を判定する方法であって、前記分子を標識で
標識する工程と、単一分子検出器で前記標識の有無を検出する工程とを含み、前記標識は
、その蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに少なくとも約２
００個の光子を放出することができる蛍光部分を含み、該レーザーは該蛍光部分を含む直
径約５ミクロン以上のスポットに集束され、該レーザーによって該スポットに向けられる
全エネルギーは約３マイクロジュール以下である方法。
【請求項１５】
　前記試料中の前記単一分子の検出限界は、約１０、１、０．１、０．０１または０．０
０１フェムトモル未満である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記検出限界が約１フェムトモル未満である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記検出工程が前記蛍光部分によって放出される電磁放射線を検出することを含む、請
求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　前記単一分子検出器がインタロゲーション空間を１つだけ含む、請求項１４に記載の方
法。
【請求項１９】
　前記蛍光部分を電磁放射線に曝露することをさらに含み、前記電磁放射線はレーザーに
よって提供される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記レーザーが約２０ｍＷ未満の出力で前記部分を刺激する、請求項１９に記載の方法
。
【請求項２１】
　前記レーザーが約１０００、２５０、１００、５０、２５または１０マイクロ秒未満の
間、前記部分を刺激する、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記標識が前記分子との結合に特異的な結合相手をさらに含む、請求項１４に記載の方
法。
【請求項２３】
　前記結合相手が抗体である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記蛍光部分が蛍光色素分子を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項２５】
　前記色素分子が少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、該インドリウム環の３
位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記色素分子がＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００
からなる群から選択されるＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２７】
　前記色素分子がＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素分子である、請求項２４に記載の方法
。
【請求項２８】
　前記蛍光部分が複数のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む、請求項２４に記載の方
法。
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【請求項２９】
　前記複数のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子が約２～４個のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４
７分子を含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記蛍光部分が量子ドットである、請求項１４に記載の方法。
【請求項３１】
　前記試料中のタンパク質の濃度を測定することをさらに含む、請求項１４に記載の方法
。
【請求項３２】
　前記標識の有無の前記検出が、
　（ｉ）前記試料の一部をインタロゲーション空間に通過させる工程と、
　（ｉｉ）前記標識が存在する場合、前記蛍光部分を刺激して光子を放出するのに十分な
電磁放射線への曝露を前記インタロゲーション空間に享受させる工程と、
　（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）の前記曝露の間に放出される光子を検出する工程と
　を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項３３】
　前記インタロゲーション空間のバックグラウンド光子レベルを決定することをさらに含
み、前記バックグラウンドレベルは、工程（ｉｉ）の場合と同様であるが前記インタロゲ
ーション空間における標識なしで電磁放射線を該インタロゲーション空間に享受させた場
合の該インタロゲーション空間の平均光子放出を表す、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　工程（ｉｉｉ）で検出される光子の量を閾値光子レベルと比較することをさらに含み、
ここで、前記閾値光子レベルは前記バックグラウンド光子レベルの関数であり、工程（ｉ
ｉｉ）で検出される光子の量が閾値レベルよりも多い場合は前記標識が存在することを示
し、工程（ｉｉｉ）で検出される光子の量が閾値レベル以下である場合は前記標識が無い
ことを示す、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　対象における生物学的状態の有無を判断するための方法であって、
　ａ）前記対象から得られる試料のイムノアッセイを実施する工程であって、前記イムノ
アッセイはマーカーの複数の標識を前記試料中の複数の前記マーカー分子に結合すること
を含み、前記標識は前記マーカーに特異的であり、１つの標識はマーカー１分子と結合し
、前記標識は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに少なく
とも約２００個の光子を放出することができる蛍光部分と結合した抗体を含み、前記レー
ザーは前記蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、前記レーザーに
よってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である工程と、
　ｂ）単一分子検出器で単一の標識を検出することを含む、前記標識を検出する工程と、
　ｃ）工程ｂ）で検出される標識数に基づいて前記試料中の前記マーカーの濃度を決定す
る工程と
　を含む方法。
【請求項３６】
　工程ｂ）で得られる前記濃度を、前記生物学的状態の有無を示すことが既知である前記
マーカーの濃度または濃度範囲と比較することをさらに含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　蛍光部分に結合する生体分子の結合相手を含む、前記生体分子を検出するための標識で
あって、前記蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに
少なくとも約２００個の光子を放出することができ、前記レーザーは前記蛍光部分を含む
直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、前記レーザーによってスポットに向けられ
る全エネルギーは約３マイクロジュール以下であり、前記蛍光部分は約２～４個の蛍光実
体を含む標識。
【請求項３８】
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　前記生体分子がタンパク質または小分子である、請求項３７に記載の標識。
【請求項３９】
　前記生体分子がタンパク質である、請求項３８に記載の標識。
【請求項４０】
　前記蛍光実体が蛍光色素分子を含む、請求項３７に記載の標識。
【請求項４１】
　前記蛍光色素分子が少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、該インドリウム環
の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む、請求項３７に記載の標識。
【請求項４２】
　前記色素分子がＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００か
らなる群から選択されるＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子である、請求項４０に記載の標識。
【請求項４３】
　前記色素分子がＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素分子である、請求項４２に記載の標識
。
【請求項４４】
　前記結合相手が抗体である、請求項３７に記載の標識。
【請求項４５】
　前記色素分子が第１の型および第２の型の色素分子を含む、請求項３７に記載の標識タ
ンパク質。
【請求項４６】
　前記第１の型および第２の型の色素分子が異なる発光スペクトルを有する、請求項４５
に記載の標識タンパク質。
【請求項４７】
　色素分子の第１の型の数と第２の型の数との比が、約３：１、２：１、１：１、１：２
または１：３である、請求項４６に記載の標識タンパク質。
【請求項４８】
　試料中の種の濃度を決定するアナライザーであって、少なくとも約１０５の濃度のダイ
ナミックレンジにわたって前記濃度を決定することができるアナライザー。
【請求項４９】
　前記ダイナミックレンジが約１フェムトモルから約１００ピコモルである、請求項４８
に記載のアナライザー。
【請求項５０】
　生物学的状態のマーカーを確立する方法であって、
　ｉ）第１の集団から得られる生体試料中の前記マーカーの濃度範囲を確立する工程を含
み、該確立工程は前記マーカーの単一分子を検出することによって前記生体試料中の前記
マーカーの濃度を測定することを含む、方法。
【請求項５１】
　前記第１の集団が前記生物学的状態を示さない集団である、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　第２の集団から得られる生体試料中の前記マーカーのレベル範囲の範囲を確立する工程
をさらに含み、前記第２の集団のメンバーが前記生物学的状態を示し、前記確立工程が、
前記マーカーの単一分子を検出することによって前記生体試料中の前記マーカーのレベル
を測定することを含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５３】
　前記第１および第２の集団が異なる、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記第２の集団の少なくとも１つのメンバーは前記第１の集団のメンバーであるか、ま
たは前記第１の集団の少なくとも１つのメンバーは前記第２の集団のメンバーである、請
求項５２に記載の方法。
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【請求項５５】
　第２の集団の実質的にすべてのメンバーが前記生物学的状態を発現した第１の集団のメ
ンバーである、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記マーカーの単一分子の前記検出が、前記マーカーの検出限界が約１０００、１００
、５０、２０、１０、５、１、または０．５フェムトモル未満の前記試料中の前記マーカ
ーである方法を用いて実施される、請求項５０に記載の方法。
【請求項５７】
　前記生物学的状態が表現型の状態、生物に影響を及ぼす状態、発現状態、年齢、健康、
病状、疾患、疾患過程、病状期、感染、毒性、または化学因子、環境因子、もしくは薬物
因子に対する応答（例えば薬物応答フェノタイピング、薬物毒性フェノタイピング、また
は薬剤効果フェノタイピング）である、請求項５０に記載の方法。
【請求項５８】
　前記生物学的状態が病状である、請求項５７に記載の方法。
【請求項５９】
　前記マーカーがポリペプチドまたは小分子である、請求項５０に記載の方法。
【請求項６０】
　前記状態が疾患状態である、請求項５７に記載の方法。
【請求項６１】
　前記疾患状態が、癌、心血管疾患、炎症性疾患、自己免疫疾患、神経疾患、感染症、お
よび妊娠関連障害からなる群から選択される、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記状態が病状期の状態である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　前記病状期の状態が癌病状期の状態である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　前記状態が治療応答の状態である、請求項５７に記載の方法。
【請求項６５】
　前記治療が薬物治療である、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記応答が治療効果および副作用からなる群から選択される、請求項６５に記載の方法
。
【請求項６７】
　前記応答が治療効果である、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　前記応答が副作用である、請求項６６に記載の方法。
【請求項６９】
　前記副作用が有害作用である、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　前記検出が、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに少なく
とも約２００個の光子を放出することができる蛍光部分を含む標識で前記マーカーを標識
することを含み、前記レーザーは前記蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに
集束され、前記レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュ
ール以下である、請求項５０に記載の方法。
【請求項７１】
　前記蛍光部分が、少なくとも１つの置換インドリウム環系を含む分子を含み、該インド
リウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質基を含む、請求項７０に記
載の方法。
【請求項７２】
　前記蛍光部分が、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅ
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ｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００
からなる群から選択される色素を含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７３】
　前記蛍光部分がＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７を含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７４】
　前記標識が前記マーカーの結合相手をさらに含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７５】
　前記結合相手が前記マーカーに特異的な抗体を含む、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
　前記抗体がポリクローナル抗体を含む、請求項７５に記載の方法。
【請求項７７】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項７５に記載の方法。
【請求項７８】
　前記第１および第２の範囲に基づいて前記マーカーの閾値レベルを確立することをさら
に含み、個体から得られる生体試料中の前記閾値レベルを上回るレベルの前記マーカーの
存在は、前記個体における前記生物学的状態の存在の実質的により高い可能性を示す、請
求項５０に記載の方法。
【請求項７９】
　生物の生物学的状態の有無を検出するための方法であって、
　ｉ）前記生物から得られる生体試料中のマーカーの濃度を測定する工程、この場合、前
記マーカーは請求項５０に記載の方法によって確立されるマーカーである、および
　ｉｉ）前記生物の前記マーカーの濃度に基づいて前記生物学的状態の有無を判定する工
程
　を含む方法。
【請求項８０】
　生物の生物学的状態の有無を検出するための方法であって、
　ｉ）前記生物から得られる複数の生体試料中のマーカーの濃度を測定する工程、この場
合、前記マーカーは請求項５０に記載の方法によって確立されるマーカーである、および
　ｉｉ）前記複数の試料中の前記マーカーの前記濃度に基づいて前記生物学的状態の有無
を判定する工程
　を含む方法。
【請求項８１】
　前記試料は異なる種類のものである、請求項８０に記載の方法。
【請求項８２】
　前記判定工程が、前記異なる種類の試料中の前記マーカーの濃度の比較に基づく、請求
項８１に記載の方法。
【請求項８３】
　前記試料が同じ種類であり、間隔をあけて採取される、請求項８０に記載の方法。
【請求項８４】
　前記生体試料が血液、血漿または血清である、請求項５０に記載の方法。
【請求項８５】
　生物の生物学的状態と関連する１つ以上のマーカーを請求項１に記載のシステムを用い
て特定する工程と、前記１つ以上のマーカーを、前記生物の前記生物学的状態の有無を検
出するための診断薬として商品化する工程とを含むビジネス方法。
【請求項８６】
　前記１つ以上のマーカーがポリペプチドまたは小分子である、請求項８５に記載のビジ
ネス方法。
【請求項８７】
　前記１つ以上のマーカーが新規の化学実体である、請求項８５に記載のビジネス方法。
【請求項８８】
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　報酬に対して診断サービスを実施する工程をさらに含む、請求項８５に記載のビジネス
方法。
【請求項８９】
　前記１つ以上のバイオマーカーに基づく診断製品を販売する工程をさらに含む、請求項
８５に記載のビジネス方法。
【請求項９０】
　生物の生物学的状態と関連する１つ以上のマーカーを請求項５０１に記載のシステムを
用いて特定する工程と、前記生物が前記生物学的状態を有するか否かを判定する診断サー
ビスを提供する工程とを含むビジネス方法。
【請求項９１】
　前記診断サービスがＣＬＩＡ認定の研究所によって提供される、請求項９０に記載のビ
ジネス方法。
【請求項９２】
　前記診断サービスが医療サービス提供者、保険業者、または患者に提供される、請求項
９１に記載のビジネス方法。
【請求項９３】
　マーカーを検出するための標識であって、前記標識は前記マーカーの結合相手および蛍
光部分を含み、前記蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激された
ときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ、前記レーザーは前記蛍光部分
を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、前記レーザーによってスポットに向
けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である標識。
【請求項９４】
　前記蛍光部分が蛍光分子を含む、請求項９３に記載の標識。
【請求項９５】
　前記蛍光部分が複数の蛍光分子を含む、請求項９４に記載の標識。
【請求項９６】
　前記標識が約２～１０、２～８、２～６、２～４、３～１０、３～８、３～６個の蛍光
分子を含む、請求項９５に記載の標識。
【請求項９７】
　前記標識が約２～４個の蛍光分子を含む、請求項９６に記載の標識。
【請求項９８】
　前記蛍光色素分子が少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、該インドリウム環
の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む、請求項９７に記載の標識。
【請求項９９】
　前記蛍光分子が、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅ
ｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００
からなる群から選択される、請求項９７に記載の標識。
【請求項１００】
　前記蛍光分子が、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅ
ｘａＦｌｕｏｒ６８０またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択される、請
求項９に記載の標識。
【請求項１０１】
　前記結合相手が抗体を含む、請求項９３に記載の標識。
【請求項１０２】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１０１に記載の標識。
【請求項１０３】
　前記抗体がポリクローナル抗体である、請求項１０２に記載の標識。
【請求項１０４】
　前記抗体が炎症マーカーに特異的である、請求項１０１に記載の標識。
【請求項１０５】
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　前記抗体が、ケモカイン、成長因子、プロテアーゼおよび阻害剤、細胞接着分子、幹細
胞因子、シグナル伝達およびアポトーシスの分子、神経栄養因子、ならびに発現タンパク
質からなる群から選択されるマーカーに特異的である、請求項１０４に記載の標識。
【請求項１０６】
　前記抗体が成長因子に特異的である、請求項１０５に記載の標識。
【請求項１０７】
　前記抗体がサイトカインに特異的である、請求項１０１に記載の標識。
【請求項１０８】
　前記サイトカインが、請求項１０８に記載の標識。
【請求項１０９】
　前記蛍光部分が蛍光分子を含む、請求項１０１に記載の標識。
【請求項１１０】
　前記蛍光部分が複数の蛍光分子を含む、請求項１１０に記載の標識。
【請求項１１１】
　前記標識が約２～１０、２～８、２～６、２～４、３～１０、３～８、３～６個の蛍光
分子を含む、請求項１１１に記載の標識。
【請求項１１２】
　前記標識が約２～４個の蛍光分子を含む、請求項１１２に記載の標識。
【請求項１１３】
　前記蛍光色素分子が少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、該インドリウム環
の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む、請求項１１２に記載の標識
。
【請求項１１４】
　前記蛍光分子が、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅ
ｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７０
０からなる群から選択される、請求項１１２に記載の標識。
【請求項１１５】
　前記蛍光分子が、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌｅ
ｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択される、
請求項１０１に記載の標識。
【請求項１１６】
　前記蛍光分子がＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子である、請求項１０１に記載の標識。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、本明細書中にその全体について参照により取り入れ、かつ、米国特許法第１
２０条の優先権を主張する、２００５年１月２８日に出願の米国特許出願１１／０４８６
６０の一部継続出願である。米国特許出願１１／０４８６６０は、２００４年９月２８日
に出願の米国特許仮出願６０／６１３８８１、２００４年１０月２７日に出願の米国特許
仮出願６０／６２４７８５、および２００４年１２月１３日に出願の米国特許仮出願６０
／６３６１５８の利益を主張する。
【０００２】
　本出願は、本明細書中にその全体について参照により取り入れる２００６年４月４日に
出願の米国特許仮出願６０／７８９３０４、２００６年４月１９日に出願の米国特許仮出
願６０／７９３６６４、２００６年５月２６日に出願の米国特許仮出願６０／８０８６６
２、２００６年１１月２８日に出願の米国特許仮出願６０／８６１４９８、および２００
６年１２月４日に出願の米国特許仮出願６０／８７２９８６に対する米国特許法第１１９
条の優先権を主張する。
【０００３】
背景技術
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　生物医学研究、医学診断、予後診断、モニタリングおよび治療法選択、生物テロ探知、
ならびに少体積および低濃度の分析物の複数試料の分析を含む他の分野の進歩は、ますま
す低い濃度の試料中の粒子を感度よく検出することを可能とする試料分析システムの開発
をもたらした。米国特許第４７９３７０５号および第５２０９８３４号は、極めて感度の
高い検出が達成された従前のシステムを記載する。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、この分野のさらなる発展を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　一態様では、本発明は装置を含む。
【０００６】
　装置の一部の実施形態では、本発明は、試料中の単一タンパク質分子を検出するための
アナライザーシステムキットを含み、該キットは、アナライザーと、蛍光部分およびタン
パク質分子の結合相手を含む少なくとも１つの標識とを含み、アナライザーは、ａ）蛍光
部分を刺激するための電磁放射線源、ｂ）標識を通過させるためのキャピラリーフローセ
ル、ｃ）キャピラリーフローセル内で標識を移動するための原動力源、ｄ）電磁放射線源
から放出される電磁放射線を受け取るための、キャピラリーフローセル内に画定されるイ
ンタロゲーション空間（interrogation space）、およびｅ）刺激された蛍光部分の電磁
気特性を測定するための、インタロゲーション空間に作動可能に接続された電磁放射線検
出器を含み、蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに
少なくとも約２００個の光子を放出することができ、レーザーは蛍光部分を含む直径約５
ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギ
ーは約３マイクロジュール以下である。本発明の装置の一部の実施形態では、アナライザ
ーシステムは、インタロゲーション空間を１つだけ含む。本発明の装置の一部の実施形態
では、電磁放射線源はレーザーであり、レーザーは少なくとも約３、５、１０または２０
ｍＷの出力を有する。本発明の装置の一部の実施形態では、蛍光部分は蛍光分子を含む。
一部の実施形態では、蛍光分子は色素分子である。一部の実施形態では、色素分子は少な
くとも１つの置換インドリウム環系を含み、インドリウム環の３位炭素上の置換基は化学
反応性基または共役物質を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は、量子ドットである。
本発明の装置の一部の実施形態では、電磁放射線源は連続波電磁放射線源である。一部の
実施形態では、連続波電磁放射線源は、発光ダイオードまたは連続波レーザーである。本
発明の装置の一部の実施形態では、原動力は圧力である。本発明の装置の一部の実施形態
では、検出器はアバランシェフォトダイオード検出器である。
【０００７】
　本発明の装置の一部の実施形態では、アナライザーシステムはインタロゲーション空間
にレーザー光を屈折させ、刺激された色素分子を画像化するための共焦点光学配置をさら
に含み、共焦点光学配置は少なくとも約０．８の開口数を有する対物レンズを含む。本発
明の装置の一部の実施形態では、アナライザーシステムは、複数の試料を自動的に採取し
、試料容器とインタロゲーション空間の間の流体連通を提供することが可能な試料採取シ
ステムをさらに含む。本発明の装置の一部の実施形態では、アナライザーシステムは、イ
ンタロゲーション空間と流体連通した試料回収システムをさらに含み、回収システムは実
質的に試料のすべてを回収することが可能である。
【０００８】
　一部の実施形態では、本発明は試料中の種の濃度を決定するアナライザーを含み、アナ
ライザーは少なくとも約１０５のダイナミックレンジ（dynamic range）の濃度にわたっ
て濃度を決定することができる。一部の実施形態では、ダイナミックレンジは約１フェム
トモルから約１００ピコモルである。
【０００９】
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　他の態様では、本発明は方法を含む。
【００１０】
　一部の実施形態では、本発明は、生体試料中のタンパク質の単一分子の有無を判定する
方法を含み、該方法は、分子を標識で標識する工程と、単一分子検出器で標識の有無を検
出する工程とを含み、標識は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激され
たときに少なくとも約２００個の光子を放出することができる蛍光部分を含み、レーザー
は蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポッ
トに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、
単一分子検出器は、インタロゲーション空間を１つだけ含む。本発明の方法の一部の実施
形態では、試料中の単一分子の検出限界は、約１０、１、０．１、０．０１または０．０
０１フェムトモル未満である。一部の実施形態では、検出限界は約１フェムトモル未満で
ある。本発明の方法の一部の実施形態では、単一分子検出器で標識の有無を検出する工程
は、蛍光部分によって放出される電磁放射線を検出することを含む。本発明の方法の一部
の実施形態では、該方法は、電磁放射線に蛍光部分を曝露することをさらに含む。一部の
実施形態では、電磁放射線はレーザーによって提供される。一部の実施形態では、レーザ
ーは約２０ｍＷ未満の出力で前記部分を刺激する。一部の実施形態では、レーザーは約１
０００、２５０、１００、５０、２５または１０マイクロ秒未満の間、前記部分を刺激す
る。本発明の方法の一部の実施形態では、標識は分子との結合に特異的な結合相手をさら
に含む。一部の実施形態では、結合相手は抗体である。本発明の方法の一部の実施形態で
は、蛍光部分は蛍光色素分子を含む。一部の実施形態では、色素分子は少なくとも１つの
置換インドリウム環系を含み、インドリウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基また
は共役物質を含む。一部の実施形態では、色素分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、Ａｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、
またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択されるＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子で
ある。一部の実施形態では、色素分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素分子である。一
部の実施形態では、蛍光部分は複数のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む。一部の実
施形態では、複数のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子は、約２～４個のＡｌｅｘａＦｌｕ
ｏｒ６４７分子を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は量子ドットである。本発明の方
法の一部の実施形態では、本方法は試料中のタンパク質の濃度を測定することをさらに含
む。本発明の方法の一部の実施形態では、標識の有無を検出する工程は、（ｉ）試料の一
部をインタロゲーション空間に通過させる工程と、（ｉｉ）標識が存在する場合、蛍光部
分が光子を放出するように刺激するのに十分な電磁放射線への曝露をインタロゲーション
空間に享受させる工程と、（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）の曝露の間に放出される光子を検出す
る工程とを含む。本発明の方法の一部の実施形態では、本方法はインタロゲーション空間
のバックグラウンド光子レベルを決定することをさらに含み、バックグラウンドレベルは
、工程（ｉｉ）の場合と同様であるが、インタロゲーション空間における標識なしで電磁
放射線をインタロゲーション空間に享受させた場合のインタロゲーション空間の平均的光
子放出を表す。本発明の方法の一部の実施形態では、本方法は、工程（ｉｉｉ）で検出さ
れる光子の量を閾値光子レベルと比較することをさらに含み、ここで、閾値光子レベルは
バックグラウンド光子レベルの関数であり、工程（ｉｉｉ）で検出される光子の量が閾値
レベルよりも多い場合は標識が存在することを示し、工程（ｉｉｉ）で検出される光子の
量が閾値レベル以下である場合は標識が無いことを示す。
【００１１】
　一部の実施形態では、本発明は、対象における生物学的状態の有無を判断するための方
法であって、ａ）対象から得られる試料のイムノアッセイを実施する工程であって、イム
ノアッセイはマーカーのための複数の標識を試料中のマーカーの複数の分子に結合するこ
とを含み、標識はマーカーに特異的であり、１つの標識がマーカーの１つの分子と結合し
、標識は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに少なくとも
約２００個の光子を放出することができる蛍光部分と結合した抗体を含み、レーザーは蛍
光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに
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向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である工程と、ｂ）単一分子検出器
で単一の標識を検出することを含む、標識を検出する工程と、ｃ）工程ｂ）で検出される
標識数に基づいて試料中のマーカーの濃度を決定する工程とを含む方法を伴う。本発明の
方法の一部の実施形態では、本方法は、工程ｂ）で得られる濃度を、生物学的状態の有無
を示すことが知られているマーカーの濃度または濃度範囲と比較することをさらに含む。
本発明の方法の一部の実施形態では、対象はヒトである。一部の実施形態では、試料は血
液、血清、血漿、尿、または吐き出された呼吸凝縮物である。
【００１２】
　他の態様では、本発明は組成物を提供する。
【００１３】
　一部の実施形態では、本発明は、蛍光部分に結合する生体分子の結合相手を含む、生体
分子を検出するための標識を提供し、蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレーザーに
よって刺激されたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ、レーザーは
蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポット
に向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下であり、蛍光部分は約２～４個の
蛍光実体を含む。本発明の組成物の一部の実施形態では、生体分子はタンパク質または小
分子である。一部の実施形態では、生体分子はタンパク質である。一部の実施形態では、
蛍光実体は蛍光色素分子を含む。一部の実施形態では、蛍光色素分子は少なくとも１つの
置換インドリウム環系を含み、該インドリウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基ま
たは共役物質を含む。一部の実施形態では、色素分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、Ａ
ｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０
またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００であることができるＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子である。
一部の実施形態では、色素分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素分子である。本発明の
方法の一部の実施形態では、色素分子は第１の型および第２の型の色素分子を含む。一部
の実施形態では、第１の型および第２の型の色素分子は、異なる発光スペクトルを有する
。一部の実施形態では、色素分子の第１の型の数と第２の型の数との比は、４：１、３：
１、２：１、１：１、１：２、１：３または１：４である。本発明の方法の一部の実施形
態では、結合相手は抗体である。
【００１４】
　一態様では、本発明は方法を提供する。
【００１５】
　一部の実施形態では、本発明は、ｉ）第１の集団から得られる生体試料中のマーカーの
濃度範囲を確立する工程により、生物学的状態のマーカーを確立する方法を提供し、前記
確立工程は、前記マーカーの単一分子を検出することによって前記生体試料中の前記マー
カーの濃度を測定することを含む。一部の実施形態では、前記第１の集団は、前記生物学
的状態を示さない集団である。一部の実施形態では、該方法は、第２の集団から得られる
生体試料中の前記マーカーのレベル範囲の範囲を確立する工程をさらに含み、前記第２の
集団のメンバーは生物学的状態を示し、前記確立工程は、前記マーカーの単一分子を検出
することによって前記生体試料中の前記マーカーレベルを測定することを含む。一部の実
施形態では、第１および第２の集団は異なる。一部の実施形態では、前記第２の集団の少
なくとも１つのメンバーは前記第１の集団のメンバーであるか、前記第１の集団の少なく
とも１つのメンバーは前記第２の集団のメンバーである。一部の実施形態では、第２の集
団の実質的にすべてのメンバーは、生物学的状態を有する第１の集団のメンバーである。
一部の実施形態では、前記マーカーの単一分子を検出することは、前記マーカーの検出限
界が約１０００、１００、５０、２０、１０、５、１または０．５フェムトモル未満の前
記試料中の前記マーカーである方法を用いて実施される。一部の実施形態では、生物学的
状態は、表現型状態、生物に影響を及ぼす状態、発現状態（a state of develpment）、
年齢、健康、病状、疾患、疾患過程、病状期(disease staging)、感染、毒性、または化
学因子、環境因子、もしくは薬物因子に対する応答（例えば、薬物応答フェノタイピング
（drug response phenotyping）、薬物毒性フェノタイピング、または薬剤効果フェノタ
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イピング）である。一部の実施形態では、生物学的状態は病状である。一部の実施形態で
は、マーカーはポリペプチドまたは小分子である。一部の実施形態では、該状態は、疾患
状態、例えば癌、心血管疾患、炎症性疾患、自己免疫疾患、神経疾患、感染症、または妊
娠関連障害である。一部の実施形態では、状態は病状期の状態である。一部の実施形態で
は、該病状期の状態は癌病状期の状態である。一部の実施形態では、状態は治療応答状態
である。一部の実施形態では、該治療は薬物治療である。一部の実施形態では、該応答は
、治療効果および副作用からなる群から選択される。一部の実施形態では、該効果は治療
効果である。一部の実施形態では、該応答は副作用、例えば有害作用である。一部の実施
形態では、検出工程は、その蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激された
ときに少なくとも約２００個の光子を放出することができる蛍光部分を含む標識で前記マ
ーカーを標識することを含み、レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポッ
トに集束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュ
ール以下である。一部の実施形態では、前記蛍光部分は、少なくとも１つの置換インドリ
ウム環系を含む分子を含み、該インドリウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基また
は共役物質基を含む。一部の実施形態では、前記蛍光部分は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８
８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
６８０またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択される色素を含む。一部の
実施形態では、前記蛍光部分はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７を含む。一部の実施形態では
、前記標識は、前記マーカーの結合相手をさらに含む。一部の実施形態では、前記結合相
手は前記マーカーに特異的な抗体を含む。一部の実施形態では、前記抗体はポリクローナ
ル抗体を含む。一部の実施形態では、前記抗体はモノクローナル抗体である。一部の実施
形態では、本方法は前記第１および第２の範囲に基づいて前記マーカーの閾値レベルを確
立することをさらに含み、個体からの生体試料中の、前記閾値レベルを上回るレベルの前
記マーカーの存在は、前記個体における生物学的状態の存在の実質的により高い可能性を
示す。
【００１６】
　一部の実施形態では、本発明は、生物の生物学的状態の有無を検出するための方法を提
供し、該方法は、ｉ）前記生物から得られる生体試料中のマーカーの濃度を測定する工程
、この場合、前記マーカーは、第１の集団から得られる生体試料中の前記マーカーの濃度
範囲を確立することを含む方法によって確立されるマーカーであり、前記確立は、前記マ
ーカーの単一分子を検出することによって前記生体試料中の前記マーカーの濃度を測定す
ることを含む、およびｉｉ）前記生物の前記マーカーの前記濃度に基づいて前記生物学的
状態の有無を判定する工程を含む。
【００１７】
　さらなる実施形態では、本発明は、生物における生物学的状態の有無を検出するための
方法を提供し、該方法は、ｉ）前記生物から得られる複数の生体試料中のマーカーの濃度
を測定する工程であって、前記マーカーは、第１の集団から得られる生体試料中の前記マ
ーカーの濃度範囲を確立することを含む方法によって確立されるマーカーであり、前記確
立は、前記マーカーの単一分子を検出することによって前記生体試料中の前記マーカーの
濃度を測定することを含む工程と、ｉｉ）前記複数の試料中の前記マーカーの前記濃度に
基づいて前記生物学的状態の有無を判定する工程とを含む。一部の実施形態では、前記試
料は異なる種類のものである。一部の実施形態では、前記判定工程は、前記異なる種類の
試料中の前記マーカーの濃度の比較に基づく。一部の実施形態では、試料は同じ種類であ
り、間隔をあけて採取される。一部の実施形態では、生体試料は血液、血漿、または血清
である。
【００１８】
　一部の実施形態では、本発明は、生物の生物学的状態と関連する１つ以上のマーカーを
請求項１に記載のシステムを用いて特定する工程と、前記１つ以上のマーカーを前記生物
の前記生物学的状態の有無を検出するための診断薬として商品化する工程とを含むビジネ
ス方法を提供する。一部の実施形態では、前記１つ以上のマーカーがポリペプチドまたは
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小分子である請求項３６に記載のビジネス方法が提供される。一部の実施形態では、１つ
以上のマーカーは新規な化学実体である。一部の実施形態では、前記ビジネス方法は、報
酬に対して診断サービスを実施する工程をさらに含む。一部の実施形態では、前記ビジネ
ス方法は、前記１つ以上のバイオマーカーに基づく診断製品を販売する工程をさらに含む
。
【００１９】
　一部の実施形態では、本発明は、第１の集団から得られる生体試料中のそのマーカーの
濃度範囲を確立することを含む方法を用いて１つ以上のマーカーを特定する工程であって
、前記確立は、生物の生物学的状態と関連する前記マーカーの単一分子を検出することに
よって前記生体試料中の前記マーカーの濃度を測定することを含む工程と、前記生物が前
記生物学的状態を有するか否かを判定する診断サービスを提供する工程とを含むビジネス
方法を提供する。一部の実施形態では、前記診断サービスは、ＣＬＩＡ認定の研究所によ
って提供される。一部の実施形態では、前記診断サービスは、医療サービス提供者（heal
thcare provider）、保険業者または患者に提供される。
【００２０】
　一態様では、本発明は組成物を提供する。
【００２１】
　一部の実施形態では、本発明は、マーカーを検出するための標識を提供し、該標識はマ
ーカーの結合相手および蛍光部分を含み、蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレーザ
ーによって刺激されたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ、レーザ
ーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポ
ットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では
、蛍光部分は蛍光分子を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は複数の蛍光分子を含む。
一部の実施形態では、標識は約２～１０、２～８、２～６、２～４、３～１０、３～８、
３～６個の蛍光分子を含む。一部の実施形態では、標識は約２～４個の蛍光分子を含む。
一部の実施形態では、蛍光色素分子は少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、イ
ンドリウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む。一部の実施形
態では、蛍光分子は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、Ａｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７０
０からなる群から選択される。一部の実施形態では、蛍光分子は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０またはＡｌｅｘａＦ
ｌｕｏｒ７００からなる群から選択される。一部の実施形態では、結合相手は抗体を含む
。一部の実施形態では、前記抗体はモノクローナル抗体である。一部の実施形態では、前
記抗体はポリクローナル抗体である。一部の実施形態では、前記抗体は炎症マーカーに特
異的である。一部の実施形態では、前記抗体は、ケモカイン、成長因子、プロテアーゼお
よび阻害剤、細胞接着分子、幹細胞因子、シグナル伝達およびアポトーシスの分子、神経
栄養因子、ならびに発現タンパク質（developmental protein）からなる群から選択され
るマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は成長因子に特異的である。一部
の実施形態では、抗体はサイトカインに特異的である。一部の実施形態では、サイトカイ
ンはＩＬ－１２ｐ７０、ＩＬ－１０、ＩＬ－１α、ＩＬ－３、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－
１ｒａ、ＩＬ－１２、ＩＬ－６、ＩＬ－４、ＩＬ－１８、ＩＬ－１０、ＩＬ－５、エオタ
キシン、ＩＬ－１６、ＭＩＧ、ＩＬ－８、ＩＬ－１７、ＩＬ－７、ＩＬ－１５、ＩＬ－１
３、ＩＬ－２Ｒ（可溶性）、ＩＬ－２、ＬＩＦ／ＨＩＬＤＡ、ＩＬ－１β、Ｆａｓ／ＣＤ
９５／Ａｐｏ－１またはＭＣＰ－１からなる群から選択される。一部の実施形態では、蛍
光部分は蛍光分子を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は複数の蛍光分子を含む。一部
の実施形態では、標識は約２～１０、２～８、２～６、２～４、３～１０、３～８、また
は３～６個の蛍光分子を含む。一部の実施形態では、標識は約２～４個の蛍光分子を含む
。一部の実施形態では、蛍光色素分子は少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、
該インドリウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む。一部の実
施形態では、蛍光分子は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、
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ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏ
ｒ７００からなる群から選択される。一部の実施形態では、蛍光分子は、ＡｌｅｘａＦｌ
ｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択される。一部の実施形態では、蛍光分子はＡ
ｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子である。
【００２２】
　参照による取り入れ
　本明細書で指摘するすべての刊行物および特許出願は、個々の刊行物または特許出願が
各々具体的かつ個別に参照により取り入れるために示されているかのごとく参照により本
明細書に取り入れられる。
【００２３】
　本発明の新規な特徴は、添付の請求項に具体的に記載されている。本発明の原理を利用
する例示的な実施形態を記載している以下の詳細な説明および以下の添付の図面を参照と
して、本発明の特徴および利点のより十分な理解が得られるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１Ａ】単一粒子アナライザーの構成要素の配置の略図を示す図であり、１つの電磁放
射線源および１つの電磁気検出器を含むアナライザーを示す図である。
【図１Ｂ】単一粒子アナライザーの構成要素の配置の略図を示す図であり、２つの電磁放
射線源および１つの電磁気検出器を含むアナライザーを示す図である。
【図２Ａ】単一粒子アナライザーのキャピラリーフローセルの略図を示す図であり、１つ
の電磁放射線源を含むアナライザーのフローセルを示す図である。
【図２Ｂ】単一粒子アナライザーのキャピラリーフローセルの略図を示す図であり、２つ
の電磁放射線源を含むアナライザーのフローセルを示す図である。
【図３Ａ】単一粒子アナライザーのレーザーおよび検出器オプティックスの従来配置を示
す略図を示す図であり、１つの電磁放射線源および１つの電磁気検出器を有するアナライ
ザーの配置を示す図である。
【図３Ｂ】単一粒子アナライザーのレーザーおよび検出器オプティックスの共焦点配置を
示す略図を示す図であり、２つの電磁放射線源および２つの電磁気検出器を有するアナラ
イザーの配置を示す図である。
【図４】ｃＴｎＩの濃度範囲の線形化標準曲線を示す図である。
【図５】ｃＴｎＩの生物学的閾値（カットオフ濃度）が、１０％の対応するＣＶで９９パ
ーセンタイルにおいて確立したときに、７ｐｇ／ｍｌのｃＴｎＩ濃度にあることを示す図
である。
【図６】本発明のアナライザーシステムを用いて判定されたｃＴｎＩのアッセイ結果と、
米国国立標準技術研究所によって提供された標準品測定値との相関（Ｒ２＝０．９９９９
）を示す図である。
【図７】救急室において胸部痛を示した患者から得られた連続血清試料中のｃＴｎＩの検
出を示す図である。本発明のアナライザーシステムで行われた測定と、市販のアッセイで
行われた測定とを比較した。
【図８】ｃＴｎＩの正常な生物学的濃度および胸部痛を示す患者から得られた血清試料中
のｃＴｎＩ濃度の分布を示す図である。
【図９】ＬＴＥ４の競合曲線を示す図である。ＬＯＤは、１．５ｐｇ／ｍｌのＬＴＥ４で
あると判定された。
【図１０】Ａｋｔ１の濃度に関する標準曲線を示すグラフの図である。ＬＯＤは、２５ｐ
ｇ／ｍｌのＡｋｔ１と算出された。
【図１１】ＴＧＦβの濃度に関する標準曲線を示すグラフの図である。ＬＯＤは、３５０
ｐｇ／ｍｌのＡｋｔ１と算出された。
【図１２】試料中の単一タンパク質分子を検出するためのアナライザーシステムと、蛍光
部分およびタンパク質分子の結合相手を含む少なくとも１種の標識とを含むキットの概略
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を示す図であり、アナライザーは、蛍光部分を刺激するための電磁放射線源；標識を通過
させるためのキャピラリーフローセル；キャピラリーフローセル内で標識を移動するため
の原動力源；電磁放射線源から放出される電磁放射線を受け取るための、キャピラリーフ
ローセル内に画定されたインタロゲーション空間；および刺激された蛍光部分の電磁気特
性を測定するための、インタロゲーション空間に作動可能に接続された電磁放射線検出器
を含み、蛍光部分は該部分の励起波長の光を放出するレーザーによって刺激されたときに
少なくとも約２００個の光子を放出することができ、レーザーは蛍光部分を含む直径約５
ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギ
ーは約３マイクロジュール以下である。
【図１３】単一粒子アナライザーシステムのために開発されたサンドイッチ分子イムノア
ッセイにおいて測定されたＴＲＥＭ－１の標準曲線を示す図である。アッセイの線形範囲
が１００～１５００ｆＭである。
【図１４Ａ】ＩＬ－６標準曲線を示す図であり、市販のキット（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
、ミネソタ州ミネアポリス）によって希釈されたＩＬ－６標準品が、０．１ｐｇ／ｍｌと
１０ｐｇ／ｍｌとの間で線形応答を表すことを示す。
【図１４Ｂ】ＩＬ－６標準曲線を示す図であり、１ｐｇ／ｍｌ以下のＩＬ－６標準曲線を
示す図である。
【図１４Ｃ】血液バンクドナーのＥＤＴＡ検体において同定されたＩＬ－６およびＩＬ－
８の分布を示す図である。
【図１４Ｄ】アナライザーの検出を、分子（デジタルシグナル）の計数から高濃度の分析
物で生成する光子（アナログシグナル）の合計の検出へと切り替えることによって、低濃
度の任意の分析物の検出範囲をより高濃度へ拡張できることを示す図である。単一粒子ア
ナライザーは、６ｌｏｇの拡張された線形ダイナミックレンジを有する。
【図１４Ｅ】デジタル検出からアナログ検出への切り替えに基づいた６ｌｏｇの検出範囲
を示す図である。
【図１４Ｆ】個々の粒子によって放出された光子（デジタルシグナル）を計数することに
よって決定されたＩＬ－６の低濃度範囲（０．１ｆｇ／ｍｌ～１０ｆｇ／ｍｌ）、および
ＩＬ－６のより高濃度範囲（１０ｆｇ／ｍｌ～１ｐｇ／ｍｌ）を示す、非線形化標準曲線
を示す図である。
【図１５】本発明のアッセイと従来のアッセイとの比較を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　概要
　Ｉ．緒言
　ＩＩ．本発明の方法および組成物による高感度検出のための分子
　　Ａ．一般
　　Ｂ．マーカー
　ＩＩＩ．標識
　　Ａ．結合相手
　　　１．抗体
　　Ｂ．蛍光部分
　　　１．色素
　　　２．量子ドット
　　Ｃ．結合相手蛍光部分組成物
　ＩＶ．分子の高感度分析
　　Ａ．試料
　　Ｂ．試料調製
　　Ｃ．対象の分子の検出および濃度の決定
　Ｖ．分子の高感度分析に好適な機器およびシステム
　　Ａ．装置／システム
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　　Ｂ．単一粒子アナライザー
　　　１．電磁放射線源
　　　２．キャピラリーフローセル
　　　３．原動力
　　　４．検出器
　　Ｃ．試料採取システム
　　Ｄ．試料調製システム
　　Ｅ．試料回収
　ＶＩ．分子の高感度分析を用いる方法
　　Ａ．方法
　　Ｂ．マーカーの例
　　　１．心臓損傷
　　　２．感染症
　　　３．サイトカイン
　　　４．炎症性マーカー
　　　５．疾患状態についてのマーカー（関節炎）
　　　６．ＴＧＦβ
　　　７．Ａｋｔ１
　　　８．Ｆａｓリガンド
　　Ｃ．ビジネス方法
　ＶＩＩ．キット
【００２６】
　Ｉ．緒言
　本発明は、単一分子の高感度検出および試料中の分子濃度の決定のための機器、キット
、組成物、および方法を提供する。本発明の機器、組成物、方法、およびキットの感度お
よび精度は、一部の実施形態では、限定するものではないが、好適な波長および出力の電
磁放射線源、好適なインタロゲーション空間サイズ、高開口数レンズ、単一光子の検出が
可能な検出器、ならびに単一分子を計数するためのデータ分析システムから選択される因
子の組合せによって達成することができる。本発明の機器は、「単一分子検出器」または
「単一粒子検出器」と称され、用語「単一分子アナライザー」および「単一粒子アナライ
ザー」にも包含される。本発明のキットおよび方法の感度および精度は、一部の実施形態
では、本発明の機器を、限定するものではないが、単一分子のレベルでその分子の検出を
可能にする特性を示す分子の標識および本明細書で記載される機器で標識を分析する方法
から選択される因子の組合せとともに用いることによって達成される。
【００２７】
　本発明の機器、キット、および方法は、単一タンパク質分子または小分子の高感度およ
び正確な検出および試料中の前記分子の濃度の決定のために特に役立つ。
【００２８】
　したがって、本発明は、一部の実施形態で、単一分子の検出による分子の高感度検出お
よび濃度決定のための機器およびキット、そのような検出および決定のための標識、なら
びに試料の分析においてそのような機器および標識を用いる方法を提供する。具体的には
、本発明の機器、キット、および方法の感度および精度は、極めて低い濃度、例えば約１
００、１０、１、０．１、０．０１、または０．００１フェムトモル未満の濃度の分子、
例えば生物学的状態のマーカーの検出および濃度決定を可能にする。さらなる実施形態で
は、本発明の機器およびキットは、試料の希釈および他の処理の必要なしに濃度の広いダ
イナミックレンジにわたって、例えば、１０５倍、１０６倍、または１０７倍を超える濃
度範囲にわたって、試料中の例えば分子などの種の濃度を決定することが可能である。
【００２９】
　本発明の機器、キット、および方法の高感度は、検出感度の欠如のために従来可能でな
かった生物学的マーカーなどのマーカーの使用の確立、ならびに新しいマーカーの確立を
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可能にする。生物学的状態の決定に利用される可能性はあるが、低い範囲が知られていな
いゆえに現在実際に利用されていない多数のマーカーが現在入手可能である。場合によっ
ては、マーカーの異常に高いレベルは現在の方法によって検出可能であるが、正常範囲は
確立されていない。いくつかの場合では、マーカーの上の正常範囲は検出可能であるが、
下の正常範囲および正常未満のレベルは検出可能でない。いくつかの場合では、例えば腫
瘍に特異的なマーカーまたは感染のマーカーの場合、マーカーの任意のレベルは生物学的
状態の存在可能性を示し、検出感度を向上させることは早期診断のために有利である。場
合により、複数の時点にわたるマーカー濃度の変化率または変化の欠如は最も有益な情報
を提供するが、本分析方法では、一般に最も治療可能である初期状態における時点別の試
料採取が不可能である。いくつかの場合では、複雑な試料処理および時間のかかる分析を
必要とする方法などの臨床場面で実用的でも有用でもない面倒な方法を用いることのみに
よって、マーカーを臨床上有用なレベルで検出することができる。さらに、十分に低い濃
度で存在するために存在が現行の方法によって検出するのが極めて困難または不可能であ
る、生物学的状態の潜在的なマーカーがある。
【００３０】
　本発明の分析法および組成物は、マーカーが従来検知されなかった濃度での生物学的状
態のマーカーの検出を可能にする感度、精度、および信頼性のレベルを提供し、したがっ
て、確認マーカーまたは限られた研究場面だけで有用なマーカーから、診断型、予後診断
型、治療指向型、または臨床場面および／または治験などの大規模な臨床場面で役立つそ
の他の型のマーカーへの、そのようなマーカーの「再目的化」を可能にする。このような
方法では、そのようなマーカーの正常および異常な範囲の決定が可能となる。
【００３１】
　このように再目的化されたマーカーは、例えば正常状態（正常範囲）の検出、応答体（
responder）／不応答体(non-responder)（例えば薬剤投与などの治療に対する応答）の検
出；初期の疾患または病理の発生の検出（例えば、最も早期の癌の検出、心臓虚血の早期
検出）；病状期（例えば、癌）；疾患モニタリング（例えば、糖尿病モニタリング、治療
後の癌再発のモニタリング）；疾患メカニズムの研究；および薬物治療の毒性などの治療
毒性の研究のために用いることができる。
【００３２】
　したがって、本発明は、マーカーの高感度検出のための方法および組成物、ならびに正
常および異常なレベルの値のマーカーを確立するさらなる方法を提供する。さらなる実施
形態では、本発明は、マーカーについて確立された値に基づく診断、予後診断、および／
または治療選択の方法を提供する。本発明は、そのような方法で用いる組成物、例えばマ
ーカーの超高感度検出のための検出試薬も提供する。
【００３３】
　ＩＩ．本発明の方法および組成物による高感度検出のための分子
　本発明の機器、キット、および方法は、多くの異なる種類の単一分子の高感度検出およ
び濃度決定のために用いることができる。具体的には、機器、キット、および方法は、生
物学的状態のマーカーの高感度検出および濃度決定に役立つ。本明細書で用いる用語「単
一分子の検出」は、直接的および間接的な検出を指す。例えば、単一分子は蛍光標識で標
識することができ、分子－標識複合体は本明細書で記載の機器で検出することができる。
あるいは、単一分子を蛍光標識で標識し、次いで蛍光標識を単一分子から分離し、標識を
本明細書で記載の機器で検出することができる。単一分子の検出との用語は、両方の形の
検出を包含する。
【００３４】
　Ａ．一般
　本発明のアナライザーおよび関連した方法を用いて検出することができる分子の例には
、バイオポリマー、例えば、タンパク質、核酸、炭水化物、および有機および無機の小分
子が含まれる。具体的には、本明細書で記載される機器、キット、および方法は、生体試
料中の単一分子のタンパク質および小分子の検出、ならびに試料中のそのような分子の濃
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度決定に役立つ。
【００３５】
　用語「タンパク質」、「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「オリゴペプチド」は
本明細書で互換的に用いられ、ペプチド結合で連結される２個以上のアミノ酸を含む任意
の組成物を含む。ポリペプチドは、２０個の天然アミノ酸と通常称される２０個のアミノ
酸以外のアミノ酸を含むことができることは理解されよう。また、ポリペプチドは、末端
アミノ酸を含め、当技術分野で既知である任意の手段によって修飾される（天然または非
天然の）１つ以上のアミノ酸を含むことができる。ポリペプチドの修飾の例には、グリコ
シル化によるものまたは他の翻訳後修飾が含まれる。本発明のポリペプチドに存在するこ
とができる修飾には、限定するものではないが、アセチル化、アシル化、ＡＤＰリボシル
化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ポリヌクレオチドもしくはポ
リヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質もしくは脂質誘導体の共有結合、ホスファチジル
イノシトールの共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル、共有結合架橋
の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸の形成、ホルミル化、γカルボキシル化、糖
化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化、ヨウ素化、メチル化、ミリス
トイル化、酸化、タンパク分解処理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、
硫酸化、アルギニル化（arginylation）などのタンパク質への転移ＲＮＡ媒介性のアミノ
酸付加、およびユビキチン化が含まれる。
【００３６】
　本機器、キット、および方法によって検出される分子は、遊離であっても、あるいは複
合体（例えば抗体－抗原複合体）またはより一般にはタンパク質－タンパク質複合体（例
えばトロポニン複合体）の一部であってもよい。
【００３７】
　Ｂ．生物学的状態のマーカー
　一部の実施形態では、本発明は、生物学的マーカーの高感度検出のためならびに診断、
予後診断、および／または治療方法の決定におけるそのようなマーカーの使用のための組
成物および方法を提供する。
【００３８】
　本発明のマーカーは、例えば、生物の生物学的状態（例えば、疾患状態または非疾患状
態などの状態）と関連する任意の組成物および／もしくは分子または組成物および／もし
くは分子の複合体であることができる。マーカーは、例えば、小分子、ポリペプチド、Ｄ
ＮＡ、およびＲＮＡなどの核酸、リン脂質もしくはミセルなどの脂質、ミトコンドリアも
しくはクロロプラストなどの細胞成分などであることができる。本発明によって企図され
るマーカーは、既知であってもなくてもよい。例えば、一部の実施形態では、本明細書の
方法は、対象となる生物学的状態または対象となる状態のマーカーとして用いることがで
きる新規ポリペプチドを特定することができ、他の実施形態では、既知のポリペプチドが
対象となる生物学的状態または状態のマーカーとして特定される。本発明のシステムを用
いることで、罹患組織から「漏れた」ものなど、生物の生物学的状態の判定において潜在
的に高い有用性を有するが低濃度でしか存在しない、ポリペプチドなどのマーカーを観察
することが可能である。潜在的に高い有用性を有する他のマーカーまたはポリペプチドは
、疾患に関連があるもの、例えば腫瘍－宿主環境で生成されるものであることができる。
生物学的状態に関する情報を提供する任意の好適なマーカーを本発明の方法および組成物
において用いることができる。本明細書で用いる用語「マーカー」は、生物から得られる
試料中で検出することができ、その検出または定量化がその生物の生物学的状態に関する
情報を提供する、任意の分子を包含する。
【００３９】
　生物学的状態には、限定するものではないが、表現型状態、生物に影響を及ぼす状態、
発現状態、年齢、健康、病状、疾患の検出、過程,または病状期、感染、毒性、または化
学因子、環境因子、もしくは薬物因子に対する応答（例えば薬物応答フェノタイピング、
薬物毒性フェノタイピング、または薬剤効果フェノタイピング）が含まれる。



(20) JP 2015-4691 A 2015.1.8

10

20

【００４０】
　本明細書で用いる用語「生物」は、少なくとも１つの細胞を含む任意の生物を指す。生
物は単細胞生物と同じくらい単純であってもよいし、哺乳動物と同じくらい複雑であって
もよい。本発明の生物は、好ましくは哺乳動物である。そのような哺乳動物は、例えば、
ヒトまたは霊長類などの動物（例えば、サル、チンパンジーなど）、飼いならされた動物
（例えば、イヌ、ネコ、ウマなど）、飼育動物（例えば、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウシなど
）、または実験動物（例えば、マウス、ラットなど）でよい。好ましくは、生物はヒトで
ある。
【００４１】
　一部の実施形態では、本発明の方法および組成物は、マーカーのクラス、例えばサイト
カイン、成長因子、腫瘍マーカー、炎症マーカー、内分泌マーカー、自己免疫マーカー、
甲状腺マーカー、心血管マーカー、糖尿病マーカー、感染症マーカー、神経マーカー、呼
吸器マーカー、胃腸マーカー、筋骨格マーカー、皮膚科学障害および代謝マーカーを指向
する。
【００４２】
　下の表１は、本発明の方法および組成物で測定されたこれらの種類のマーカーの例を提
供し、本発明の方法および組成物によって検出されたマーカーの濃度および特定のマーカ
ーについて本発明の単一粒子アナライザーシステムで計数した粒子数を提供する。
【００４３】
【表１】
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【表２】
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【表３】

【００４４】
　サイトカイン
　研究および診断のために、サイトカインは多数の状態、疾患、病状などのマーカーとし
て有用であり、本発明の組成物および方法はサイトカインの検出および定量のための標識
、そのような標識を用いてサイトカインの正常および異常なレベルを決定する方法、なら
びにそのようなレベルに基づく診断、予後診断、および／または治療法決定の方法を含む
。
【００４５】
　現在、協調または不調和の調節が臨床上の関心である１００個以上のサイトカイン／ケ
モカインがある。特定の疾患の経過をサイトカインレベルの変化と関連させるため、理想
的な手法では、所与のサイトカインまたは複数のサイトカインについて試料を高感度で分
析することが必要とされる。マーカーパネルにおいて現在用いられ、本発明の方法および
組成物で用いることができる例示的なサイトカインには、限定するものではないが、ＢＤ



(23) JP 2015-4691 A 2015.1.8

10

20

30

40

50

ＮＦ、ＣＲＥＢ　ｐＳ　１３３、ＣＲＥＢ全体、ＤＲ－５、ＥＧＦ、ＥＮＡ－７８、エオ
タキシン、脂肪酸結合タンパク質、ＦＧＦ塩基性、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ
）、ＧＣＰ－２、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子ＧＭ－ＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）
、成長関連オンコジーン－ケラチノサイト（ＧＲＯ－ＫＣ）、ＨＧＦ、ＩＣＡＭ－１、Ｉ
ＦＮ－α、ＩＦＮ－γ、インターロイキンＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－
１２ｐ４０、ＩＬ－１２ｐ４０／ｐ７０、ＩＬ－１２ｐ７０、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、
ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－
１ｒａ／ＩＬ－１Ｆ３、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７
、ＩＬ－８、ＩＬ－９、インターフェロン誘導性タンパク質（１０　ＩＰ－１０）、ＪＥ
／ＭＣＰ－１、ケラチノサイト（ＫＣ）、ＫＣ／ＧＲＯａ、ＬＩＦ、リンホタシン（Lymp
hotacin）、Ｍ－ＣＳＦ、単球化学誘引タンパク質－１（monocyte chemoattractant prot
ein-1）（ＭＣＰ－１）、ＭＣＰ－１（ＭＣＡＦ）、ＭＣＰ－３、ＭＣＰ－５、ＭＤＣ、
ＭＩＧ、マクロファージ炎症性（ＭＩＰ－１α）、ＭＩＰ－１β、ＭＩＰ－１γ、ＭＩＰ
－２、ＭＩＰ－３β、ＯＳＭ、ＰＤＧＦ－ＢＢ、活性化で調節される発現および分泌され
た正常Ｔ細胞（regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted）
（ＲＡＮＴＥＳ）、Ｒｂ（ｐＴ８２１）、Ｒｂ（全体）、Ｒｂ　ｐＳｐＴ２４９／２５２
、Ｔａｕ（ｐＳ２１４）、Ｔａｕ（ｐＳ３９６）、Ｔａｕ（全体）、組織因子、腫瘍壊死
因子α（ＴＮＦ－α）、ＴＮＦ－β、ＴＮＦ－ＲＩ、ＴＮＦ－ＲＩＩ、ＶＣＡＭ－１、お
よびＶＥＧＦが含まれる。一部の実施形態では、サイトカインはＩＬ－１２ｐ７０、ＩＬ
－１０、ＩＬ－１α、ＩＬ－３、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－１２、ＩＬ－
６、ＩＬ－４、ＩＬ－１８、ＩＬ－１０、ＩＬ－５、エオタキシン、ＩＬ－１６、ＭＩＧ
、ＩＬ－８、ＩＬ－１７、ＩＬ－７、ＩＬ－１５、ＩＬ－１３、ＩＬ－２Ｒ（可溶性）、
ＩＬ－２、ＬＩＦ／ＨＩＬＤＡ、ＩＬ－１β、Ｆａｓ／ＣＤ９５／Ａｐｏ－１、またはＭ
ＣＰ－１である。
【００４６】
　成長因子
　成長因子には、ＥＧＦリガンド、例えばアンフィレグリン、ＬＲＩＧ３、ベータセルリ
ン、ニューレグリン－１／ＮＲＧ１、ＥＧＦ、ニューレグリン－３／ＮＲＧ３、エピゲン
、ＴＧＦα、エピレグリン、ＴＭＥＦＦ１／トモレグリン－１、ＨＢ－ＥＧＦ、ＴＭＥＦ
Ｆ２、ＬＲＩＧ１；ＥＧＦ　Ｒ／ＥｒｂＢ受容体ファミリー、例えばＥＧＦ　Ｒ、Ｅｒｂ
Ｂ３、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ４；ＦＧＦファミリー、例えばＦＧＦリガンドＦＧＦ酸性、
ＦＧＦ－１２、ＦＧＦ塩基性、ＦＧＦ－１３、ＦＧＦ－３、ＦＧＦ－１６、ＦＧＦ－４、
ＦＧＦ－１７、ＦＧＦ－５、ＦＧＦ－１９、ＦＧＦ－６、ＦＧＦ－２０、ＦＧＦ－８、Ｆ
ＧＦ－２１、ＦＧＦ－９、ＦＧＦ－２２、ＦＧＦ－１０、ＦＧＦ－２３、ＦＧＦ－１１、
ＫＧＦ／ＦＧＦ－７、ＦＧＦ受容体ＦＧＦ　Ｒ１～４、ＦＧＦ　Ｒ３、ＦＧＦ　Ｒ１、Ｆ
ＧＦ　Ｒ４、ＦＧＦ　Ｒ２、ＦＧＦ　Ｒ５、ＦＧＦ調節因子ＦＧＦ－ＢＰ；ヘッジホッグ
ファミリー　デザートヘッジホッグ、ソニックヘッジホッグ、インディアンヘッジホッグ
；ヘッジホッグ関連分子および調節因子　ＢＯＣ、ＧＬＩ－３、ＣＤＯ、ＧＳＫ－３α／
β、ＤＩＳＰ１、ＧＳＫ－３α、Ｇａｓ１、ＧＳＫ－３β、ＧＬＩ－１、Ｈｉｐ、ＧＬＩ
－２；ＩＧＦファミリーＩＧＦリガンドＩＧＦ－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、ＩＧＦ－Ｉ受容体（
ＣＤ２２１）ＩＧＦ－ＩＲ、およびＩＧＦ結合タンパク質（ＩＧＦＢＰ）ファミリーＡＬ
Ｓ、ＩＧＦＢＰ－５、ＣＴＧＦ／ＣＣＮ２、ＩＧＦＢＰ－６、Ｃｙｒ６１／ＣＣＮ１、Ｉ
ＧＦＢＰ－Ｌ１、エンドカン、ＩＧＦＢＰ－ｒｐ１／ＩＧＦＢＰ－７、ＩＧＦＢＰ－１、
ＩＧＦＢＰ－ｒＰ１０、ＩＧＦＢＰ－２、ＮＯＶ／ＣＣＮ３、ＩＧＦＢＰ－３、ＷＩＳＰ
－１／ＣＣＮ４、ＩＧＦＢＰ－４；受容体チロシンキナーゼＡｘ１、ＦＧＦ　Ｒ４、Ｃ１
ｑ　Ｒ１／ＣＤ９３、ＦＧＦ　Ｒ５、ＤＤＲ１、Ｆｌｔ－３、ＤＤＲ２、ＨＧＦ　Ｒ、Ｄ
ｔｋ、ＩＧＦ－Ｉ　Ｒ、ＥＧＦ、Ｒ　ＩＧＦ－ＩＩ　Ｒ、Ｅｐｈ、ＩＮＳＲＲ、ＥｐｈＡ
１、インスリンＲ／ＣＤ２２０、ＥｐｈＡ２、Ｍ－ＣＳＦ　Ｒ、ＥｐｈＡ３、Ｍｅｒ、Ｅ
ｐｈＡ４、ＭＳＰ　Ｒ／Ｒｏｎ、ＥｐｈＡ５、ＭｕＳＫ、ＥｐｈＡ６、ＰＤＧＦ　Ｒα、
ＥｐｈＡ７、ＰＤＧＦ　Ｒβ、ＥｐｈＡ８、Ｒｅｔ、ＥｐｈＢ１、ＲＴＫ様オーファン受
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容体１／ＲＯＲ１、ＥｐｈＢ２、ＲＴＫ様オーファン受容体２／ＲＯＲ２、ＥｐｈＢ３、
ＳＣＦ　Ｒ／ｃ－ｋｉｔ、ＥｐｈＢ４、Ｔｉｅ－１、ＥｐｈＢ６、Ｔｉｅ－２、ＥｒｂＢ
２、ＴｒｋＡ、ＥｒｂＢ３、ＴｒｋＢ、ＥｒｂＢ４、ＴｒｋＣ、ＦＧＦ、Ｒ１～４　ＶＥ
ＧＦ　Ｒ、ＦＧＦ　Ｒ１、ＶＥＧＦ　Ｒ１／Ｆｌｔ－１、ＦＧＦ　Ｒ２、ＶＥＧＦ　Ｒ２
／ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１、ＦＧＦ　Ｒ３、ＶＥＧＦ　Ｒ３／Ｆｌｔ－４；プロテオグリカン
および調節因子　プロテオグリカンアグレカン、ミメカン、アグリン、ＮＧ２／ＭＣＳＰ
、ビグリカン、オステオアドヘリン、デコリン、ポドカン、ＤＳＰＧ３、δ－サルコグリ
カン、エンドカン、シンデカン－１／ＣＤ１３８、エンドグリカン、シンデカン－２、エ
ンドリペリン／ペルレカン、シンデカン－３、グリピカン２、シンデカン－４、グリピカ
ン３、テスチカン１／ＳＰＯＣＫ１、グリピカン５、テスチカン２／ＳＰＯＣＫ２、グリ
ピカン６、テスチカン３／ＳＰＯＣＫ３、ルミカン、ベルシカン、プロテオグリカン調節
因子アリルスルファターゼＡ／ＡＲＳＡ、グルコサミン（Ｎ－アセチル）－６－スルファ
ターゼ／ＧＮＳ、エキソストシン様２／ＥＸＴＬ２、ＨＳ６ＳＴ２、エキソストシン様３
／ＥＸＴＬ３、イズロネート２－スルファターゼ／ＩＤＳ、ＧａｌＮＡｃ４Ｓ－６ＳＴ；
ＳＣＦ、Ｆｌｔ－３リガンドおよびＭ－ＣＳＦ　Ｆｌｔ－３、Ｍ－ＣＳＦ　Ｒ、Ｆｌｔ－
３リガンド、ＳＣＦ、Ｍ－ＣＳＦ、ＳＣＦ　Ｒ／ｃ－ｋｉｔ；ＴＧＦβスーパーファミリ
ー（炎症性マーカーで記載のものと同じ）；ＶＥＧＦ／ＰＤＧＦファミリーニューロピリ
ン－１、Ｐ１ＧＦ、ニューロピリン－２、Ｐ１ＧＦ－２、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ
　Ｒα、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＰＤＧＦ　Ｒβ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＰＤＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｄ、
ＰＤＧＦ－ＡＢ、ＶＥＧＦ　Ｒ、ＰＤＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ　Ｒ１／Ｆｌｔ－１、ＰＤＧＦ
－Ｃ、ＶＥＧＦ　Ｒ２／ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１、ＰＤＧＦ－Ｄ、ＶＥＧＦ　Ｒ３／Ｆｌｔ－
４；Ｗｎｔ関連分子　Ｄｉｃｋｋｏｐｆタンパク質およびＷｎｔ阻害剤　Ｄｋｋ－１、Ｄ
ｋｋ－４、Ｄｋｋ－２、Ｓｏｇｇｙ－１、Ｄｋｋ－３、ＷＩＦ－１フリズルド（Frizzled
）および関連タンパク質　フリズルド－１、フリズルド－８、フリズルド－２、フリズル
ド－９、フリズルド－３、ｓＦＲＰ－１、フリズルド－４、ｓＦＲＰ－２、フリズルド－
５、ｓＦＲＰ－３、フリズルド－６、ｓＦＲＰ－４、フリズルド－７、ＭＦＲＰ　Ｗｎｔ
リガンド　Ｗｎｔ－１、Ｗｎｔ－８ａ、Ｗｎｔ－２ｂ、Ｗｎｔ－８ｂ、Ｗｎｔ－３ａ、Ｗ
ｎｔ－９ａ、Ｗｎｔ－４、Ｗｎｔ－９ｂ、Ｗｎｔ－５ａ、Ｗｎｔ－１０ａ、Ｗｎｔ－５ｂ
、Ｗｎｔ－１０ｂ、Ｗｎｔ－７ａ、Ｗｎｔ－１１、Ｗｎｔ－７ｂ；他のＷｎｔ関連分子　
ＡＰＣ、クレメン－２、Ａｘｉｎ－１、ＬＲＰ－１、β－カテニン、ＬＲＰ－６、Ｄｉｓ
ｈｅｖｅｌｌｅｄ－１、ノリン（Norrin）、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄ－３、ＰＫＣβ１、
グリピカン３、ピゴパス－１（Pygopus-1）、グリピカン５、ピゴパス－２、ＧＳＫ－３
α／β、Ｒ－スポンジン１、ＧＳＫ－３α、Ｒ－スポンジン２、ＧＳＫ－３β、Ｒ－スポ
ンジン３、ＩＣＡＴ、ＲＴＫ様オーファン受容体１／ＲＯＲ１、クレメン－１、ＲＴＫ様
オーファン受容体２／ＲＯＲ、および他の成長因子ＣＴＧＦ／ＣＣＮ２、β－ＮＧＦ、Ｃ
ｙｒ６１／ＣＣＮ１、ノリン、ＤＡＮＣＥ、ＮＯＶ／ＣＣＮ３、ＥＧ－ＶＥＧＦ／ＰＫ１
、オステオクリン、ヘパソシン、ＰＤ－ＥＣＧＦ、ＨＧＦ、プログラヌリン、ＬＥＣＴ２
、トロンボポエチン、ＬＥＤＧＦ、ＷＩＳＰ－１／ＣＣＮ４が含まれる。
【００４７】
　炎症マーカー
　炎症マーカーには、ＩＣＡＭ－１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＩＰ－２、ＭＩＰ－１β、ＭＩＰ
－１αおよびＭＭＰ－３が含まれる。さらなる炎症マーカーには、接着分子、例えばイン
テグリンα１β１、α２β１、α３β１、α４β１、α５β１、α６β１、α７β１、α
８β１、α９β１、αＶβ１、α４β７、α６β４、αＤβ２、αＬβ２、αＭβ２、α
Ｖβ３、αＶβ５、αＶβ６、αＶβ８、αＸβ２、αＩＩｂβ３、αＩＥＬｂβ７、β
－２インテグリン、β－３インテグリン、β－２インテグリン、β－４インテグリン、β
－５インテグリン、β－６インテグリン、β－７インテグリン、β－８インテグリン、α
－１インテグリン、α－２インテグリン、α－３インテグリン、α－４インテグリン、α
－５インテグリン、α－６インテグリン、α－７インテグリン、α－８インテグリン、α
－９インテグリン、α－Ｄインテグリン、α－Ｌインテグリン、α－Ｍインテグリン、α
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－Ｖインテグリン、α－Ｘインテグリン、α－ＩＩｂインテグリン、αＩＬＥｂインテグ
リン；インテグリン関連分子、例えばβＩＧ－Ｈ３、メルシン、ＣＤ４７、ＭＥＰＥ、Ｃ
Ｄ１５１、オステオポンチン、ＩＢＳＰ／シアロタンパク質ＩＩ、ＲＡＧＥ、ＩＧＳＦ８
；セレクチン、例えばＥ－セレクチン、Ｐ－セレクチン、Ｌ－セレクチン；リガンド、例
えばＣＤ３４、ＧｌｙＣＡＭ－１、ＭａｄＣＡＭ－１、ＰＳＧＬ－１、ビトロネクチック
、ビトロネクチン受容体、フィブロネクチン、ビトロネクチン、コラーゲン、ラミニン、
ＩＣＡＭ－１、ＩＣＡＭ－３、ＢＬ－ＣＡＭ、ＬＦＡ－２、ＶＣＡＭ－１、ＮＣＡＭ、Ｐ
ＥＣＡＭが含まれる。さらなる炎症マーカーには、サイトカイン、例えばＩＦＮ－α、Ｉ
ＦＮ－β、ＩＦＮ－ε、ＩＦＮ－κ、ＩＦＮ－τ、ＩＦＮ－ζ、ＩＦＮ－ω、ＩＦＮ－γ
、ＩＬ２９、ＩＬ２８Ａ、およびＩＬ２８Ｂ、ＩＬ－１、ＩＬ－１α、およびβ、ＩＬ－
２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－
１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、Ｉ
Ｌ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９、ＩＬ－２０、ＩＬ－２１、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３
、ＩＬ－２４、ＩＬ－２５、ＩＬ－２６、ＩＬ－２７、ＩＬ－２８、ＩＬ－２９、ＩＬ－
３０、ＴＣＣＲ／ＷＳＫ－１が含まれる。さらなる炎症マーカーには、サイトカイン受容
体、例えば一般的なβ鎖、ＩＬ－３　Ｒα、ＩＬ－３　Ｒβ、ＧＭ－ＣＳＦ　Ｒ、ＩＬ－
５　Ｒα、一般的なγ鎖／ＩＬ－２　Ｒγ、ＩＬ－２　Ｒα、ＩＬ－９　Ｒ、ＩＬ－２　
Ｒβ、ＩＬ－４　Ｒ、ＩＬ－２１　Ｒ、ＩＬ－１５　Ｒα、ＩＬ－７　Ｒα／ＣＤ１２７
、ＩＬ－１ｒａ／ＩＬ－１Ｆ３、ＩＬ－１　Ｒ８、ＩＬ－１　ＲＩ、ＩＬ－１　Ｒ９、Ｉ
Ｌ－１　ＲＩＩ、ＩＬ－１８　Ｒα／ＩＬ－１　Ｒ５、ＩＬ－１　Ｒ３／ＩＬ－１　Ｒ　
ＡｃＰ、ＩＬ－１８　Ｒβ／ＩＬ－１　Ｒ７、ＩＬ－１　Ｒ４／ＳＴ２　ＳＩＧＩＲＲ、
ＩＬ－１　Ｒ６／ＩＬ－１　Ｒ　ｒｐ２、ＩＬ－１１　Ｒα、ＩＬ－３１　ＲＡ、ＣＮＴ
Ｆ　Ｒα、レプチンＲ、Ｇ－ＣＳＦ　Ｒ、ＬＩＦ　Ｒα、ＩＬ－６　Ｒ、Ｏｓｍ　Ｒβ、
ＩＦＮ－α／βＲ１、ＩＦＮ－α／βＲ２、ＩＦＮ－γＲ１、ＩＦＮ－γＲ２、ＩＬ－１
０　Ｒα、ＩＬ－１０　Ｒβ、ＩＬ－２０　Ｒα、ＩＬ－２０　Ｒβ、ＩＬ－２２　Ｒ、
ＩＬ－１７　Ｒ、ＩＬ－１７　ＲＤ、ＩＬ－１７　ＲＣ、ＩＬ－１７Ｂ　Ｒ、ＩＬ－１３
　Ｒα２、ＩＬ－２３　Ｒ、ＩＬ－１２　Ｒβ１、ＩＬ－１２　Ｒβ２、ＴＣＣＲ／ＷＳ
Ｘ－１、ＩＬ－１３　Ｒα１が含まれる。さらなる炎症マーカーには、ケモカイン、例え
ばＣＣＬ－１、ＣＣＬ－２、ＣＣＬ－３、ＣＣＬ－４、ＣＣＬ－５、ＣＣＬ－６、ＣＣＬ
－７、ＣＣＬ－８、ＣＣＬ－９、ＣＣＬ－１０、ＣＣＬ－１１、ＣＣＬ－１２、ＣＣＬ－
１３、ＣＣＬ－１４、ＣＣＬ－１５、ＣＣＬ－１６、ＣＣＬ－１７、ＣＣＬ－１８、ＣＣ
Ｌ－１９、ＣＣＬ－２０、ＣＣＬ－２１、ＣＣＬ－２２、ＣＣＬ－２３、ＣＣＬ－２４、
ＣＣＬ－２５、ＣＣＬ－２６、ＣＣＬ－２７、ＣＣＬ－２８、ＭＣＫ－２、ＭＩＰ－２、
ＣＩＮＣ－１、ＣＩＮＣ－２、ＫＣ、ＣＩＮＣ－３、ＬＩＸ、ＧＲＯ、胸腺ケモカイン－
１、ＣＸＣＬ－１、ＣＸＣＬ－２、ＣＸＣＬ－３、ＣＸＣＬ－４、ＣＸＣＬ－５、ＣＸＣ
Ｌ－６、ＣＸＣＬ－７、ＣＸＣＬ－８、ＣＸＣＬ－９、ＣＸＣＬ－１０、ＣＸＣＬ－１１
、ＣＸＣＬ－１２、ＣＸＣＬ－１３、ＣＸＣＬ－１４、ＣＸＣＬ－１５、ＣＸＣＬ－１６
、ＣＸＣＬ－１７、ＸＣＬ１、ＸＣＬ２、ケメリンが含まれる。さらなる炎症マーカーに
は、ケモカイン受容体、例えばＣＣＲ－１、ＣＣＲ－２、ＣＣＲ－３、ＣＣＲ－４、ＣＣ
Ｒ－５、ＣＣＲ－６、ＣＣＲ－７、ＣＣＲ－８、ＣＣＲ－９、ＣＣＲ－１０、ＣＸＣＲ３
、ＣＸＣＲ６、ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＲ１、ＣＸＣＲ５、ＣＸＣＲ２、Ｃｈｅｍ　Ｒ２３が
含まれる。さらなる炎症マーカーには、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、例えばＴＮＦ－α、４
－１ＢＢリガンド／ＴＮＦＳＦ９、ＬＩＧＨＴ／ＴＮＦＳＦ１４、ＡＰＲＩＬ／ＴＮＦＳ
Ｆ１３、リンフォトキシン、ＢＡＦＦ／ＴＮＦＳＦ１３Ｂ、リンフォトキシンβ／ＴＮＦ
ＳＦ３、ＣＤ２７リガンド／ＴＮＦＳＦ７、ＯＸ４０リガンド／ＴＮＦＳＦ４、ＣＤ３０
リガンド／ＴＮＦＳＦ８、ＴＬ１Ａ／ＴＮＦＳＦ１５、ＣＤ４０リガンド／ＴＮＦＳＦ５
、ＴＮＦ－α／ＴＮＦＳＦ１Ａ、ＥＤＡ、ＴＮＦ－β／ＴＮＦＳＦ１Ｂ、ＥＤＡ－Ａ２、
ＴＲＡＩＬ／ＴＮＦＳＦ１０、Ｆａｓリガンド／ＴＮＦＳＦ６、ＴＲＡＮＣＥ／ＴＮＦＳ
Ｆ１１、ＧＩＴＲリガンド／ＴＮＦＳＦ１８、ＴＷＥＡＫ／ＴＮＦＳＦ１２が含まれる。
さらなる炎症マーカーには、ＴＮＦスーパーファミリー受容体、例えば４－１ＢＢ／ＴＮ
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ＦＲＳＦ９、ＮＧＦ　Ｒ／ＴＮＦＲＳＦ１６、ＢＡＦＦ　Ｒ／ＴＮＦＲＳＦ１３Ｃ、オス
テオプロテゲリン／ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、ＢＣＭＡ／ＴＮＦＲＳＦ１７、ＯＸ４０／ＴＮ
ＦＲＳＦ４、ＣＤ２７／ＴＮＦＲＳＦ７、ＲＡＮＫ／ＴＮＦＲＳＦ１１Ａ、ＣＤ３０／Ｔ
ＮＦＲＳＦ８、ＲＥＬＴ／ＴＮＦＲＳＦ１９Ｌ、ＣＤ４０／ＴＮＦＲＳＦ５、ＴＡＣＩ／
ＴＮＦＲＳＦ１３Ｂ、ＤｃＲ３／ＴＮＦＲＳＦ６Ｂ、ＴＮＦ　ＲＩ／ＴＮＦＲＳＦ１Ａ、
ＤｃＴＲＡＩＬ　Ｒ１／ＴＮＦＲＳＦ２３、ＴＮＦ　ＲＩＩ／ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ、ＤｃＴ
ＲＡＩＬ　Ｒ２／ＴＮＦＲＳＦ２２、ＴＲＡＩＬ　Ｒ１／ＴＮＦＲＳＦ１０Ａ、ＤＲ３／
ＴＮＦＲＳＦ２５、ＴＲＡＩＬ　Ｒ２／ＴＮＦＲＳＦ１０Ｂ、ＤＲ６／ＴＮＦＲＳＦ２１
、ＴＲＡＩＬ　Ｒ３／ＴＮＦＲＳＦ１０Ｃ、ＥＤＡＲ、ＴＲＡＩＬ　Ｒ４／ＴＮＦＲＳＦ
１０Ｄ、Ｆａｓ／ＴＮＦＲＳＦ６、ＴＲＯＹ／ＴＮＦＲＳＦ１９、ＧＩＴＲ／ＴＮＦＲＳ
Ｆ１８、ＴＷＥＡＫ　Ｒ／ＴＮＦＲＳＦ１２、ＨＶＥＭ／ＴＮＦＲＳＦ１４、ＸＥＤＡＲ
が含まれる。さらなる炎症マーカーには、ＴＮＦスーパーファミリー調節因子、例えばＦ
ＡＤＤ、ＴＲＡＦ－２、ＲＩＰ１、ＴＲＡＦ－３、ＴＲＡＤＤ、ＴＲＡＦ－４、ＴＲＡＦ
－１、ＴＲＡＦ－６が含まれる。さらなる炎症マーカーには、急性期反応物質および急性
期タンパク質が含まれる。さらなる炎症マーカーには、ＴＧＦβスーパーファミリーリガ
ンド、例えばアクチビン、アクチビンＡ、アクチビンＢ、アクチビンＡＢ、アクチビンＣ
、ＢＭＰ（骨形成タンパク質）、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－７、ＢＭＰ－３、ＢＭＰ－８、Ｂ
ＭＰ－３ｂ／ＧＤＦ－１０、ＢＭＰ－９、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－１０、ＢＭＰ－５、ＢＭ
Ｐ－１５／ＧＤＦ－９Ｂ、ＢＭＰ－６、デカペンタプレジック、増殖／分化因子（ＧＤＦ
）、ＧＤＦ－１、ＧＤＦ－８、ＧＤＦ－３、ＧＤＦ－９　ＧＤＦ－５、ＧＤＦ－１１、Ｇ
ＤＦ－６、ＧＤＦ－１５、ＧＤＦ－７、ＧＤＮＦファミリーリガンド、アルテミン（Arte
min）、ニュールチュリン（Neurturin）、ＧＤＮＦ、ペルセフィン、ＴＧＦβ、ＴＧＦβ
、ＴＧＦβ３、ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ５、ＬＡＰ（ＴＧＦβ１）、潜在型ＴＧＦβｂｐ１
、潜在型ＴＧＦβ１、潜在型ＴＧＦβｂｐ２、ＴＧＦβ１．２、潜在型ＴＧＦβｂｐ４、
ＴＧＦβ２、Ｌｅｆｔｙ、ＭＩＳ／ＡＭＨ、Ｌｅｆｔｙ－１、Ｎｏｄａｌ、Ｌｅｆｔｙ－
Ａ、アクチビンＲＩＡ／ＡＬＫ－２、ＧＦＲα－１／ＧＤＮＦ　Ｒα－１、アクチビンＲ
ＩＢ／ＡＬＫ－４、ＧＦＲα－２／ＧＤＮＦ　Ｒα－２、アクチビンＲＩＩＡ、ＧＦＲα
－３／ＧＤＮＦ　Ｒα－３、アクチビンＲＩＩＢ、ＧＦＲα－４／ＧＤＮＦ　Ｒα－４、
ＡＬＫ－１、ＭＩＳ　ＲＩＩ、ＡＬＫ－７、Ｒｅｔ、ＢＭＰＲ－ＩＡ／ＡＬＫ－３、ＴＧ
ＦβＲＩ／ＡＬＫ－５、ＢＭＰＲ－ＩＢ／ＡＬＫ－６、ＴＧＦβＲＩＩ、ＢＭＰＲ－ＩＩ
、ＴＧＦβＲＩＩｂ、エンドグリン（Endoglin）／ＣＤ１０５、ＴＧＦβＲＩＩＩが含ま
れる。さらなる炎症マーカーには、ＴＧＦβスーパーファミリーモジュレーター、例えば
Ａｍｎｉｏｎｌｅｓｓ、ＮＣＡＭ－１／ＣＤ５６、ＢＡＭＢＩ／ＮＭＡ、Ｎｏｇｇｉｎ、
ＢＭＰ－１／ＰＣＰ、ＮＯＭＯ、Ｃａｒｏｎｔｅ、ＰＲＤＣ、Ｃｅｒｂｅｒｕｓ１、ＳＫ
Ｉ、Ｃｈｏｒｄｉｎ、Ｓｍａｄ１、Ｃｈｏｒｄｉｎ様１、Ｓｍａｄ２、Ｃｈｏｒｄｉｎ様
２、Ｓｍａｄ３、ＣＯＣＯ、Ｓｍａｄ４、ＣＲＩＭ１、Ｓｍａｄ５、Ｃｒｉｐｔｏ、Ｓｍ
ａｄ７、Ｃｒｏｓｓｖｅｉｎｌｅｓｓ２、Ｓｍａｄ８、Ｃｒｙｐｔｉｃ、ＳＯＳＴ、ＤＡ
Ｎ、潜在型ＴＧＦβｂｐ１、デコリン、潜在型ＴＧＦβｂｐ２、ＦＬＲＧ、潜在型ＴＧＦ
βｂｐ４、フォリスタチン（Follistatin）、ＴＭＥＦＦ１／トモレグリン－１、フォリ
スタチン様１、ＴＭＥＦＦ２、ＧＡＳＰ－１／ＷＦＩＫＫＮＲＰ、ＴＳＧ、ＧＡＳＰ－２
／ＷＦＩＫＫＮ、ＴＳＫ、グレムリン、バソリン（Vasorin）が含まれる。さらなる炎症
マーカーには、ＥＧＦリガンド、例えばアンフィレグリン、ＬＲＩＧ３、ベータセルリン
、ニューレグリン－１／ＮＲＧ１、ＥＧＦ、ニューレグリン－３／ＮＲＧ３、エピゲン、
ＴＧＦα、エピレグリン、ＴＭＥＦＦ１／トモレグリン－１、ＨＢ－ＥＧＦ、ＴＭＥＦＦ
２、ＬＲＩＧ１が含まれる。さらなる炎症マーカーには、ＥＧＦ　Ｒ／ＥｒｂＢ受容体フ
ァミリー、例えばＥＧＦ　Ｒ、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ４が含まれる。さらな
る炎症マーカーには、フィブリノーゲンが含まれる。さらなる炎症マーカーには、ＳＡＡ
が含まれる。さらなる炎症マーカーには、グリアマーカー、例えばα１－抗トリプシン、
Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）、α２－マクログロブリン、グリア原線維酸性タンパク質
（ＧＦＡＰ）、Ｍａｃ－１、Ｆ４／８０が含まれる。さらなる炎症マーカーには、ミエロ
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ペルオキシダーゼが含まれる。さらなる炎症マーカーには、補体マーカー、例えばＣ３ｄ
、Ｃ１ｑ、Ｃ５、Ｃ４ｄ、Ｃ４ｂｐ、およびＣ５ａ～Ｃ９が含まれる。さらなる炎症マー
カーには、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）糖タンパク質、例えばＨＬＡ－ＤＲおよびＨＬ
Ａ－Ａ、Ｄ、Ｃが含まれる。さらなる炎症マーカーには、小グリアマーカー、例えばＣＲ
３受容体、ＭＨＣ　Ｉ、ＭＨＣ　ＩＩ、ＣＤ３１、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ
、ＣＤ６８、ＣＤ４５　ＲＯ、ＣＤ４５　ＲＤ、ＣＤ１８、ＣＤ５９、ＣＲ４、ＣＤ４５
、ＣＤ６４、およびＣＤ４４が含まれる。さらなる炎症マーカーには、α２マクログロブ
リン受容体、線維芽細胞成長因子、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、ＣＤ８、ＬＣＡ（ＣＤ４
５）、ＣＤ１８（）、ＣＤ５９、Ａｐｏ　Ｊ、クラステリン（clusterin）、２型プラス
ミノーゲン活性化因子阻害剤、ＣＤ４４、マクロファージコロニー刺激因子受容体、ＭＲ
Ｐ１４、２７Ｅ１０、４－ヒドロキシノネナール－タンパク質複合体、Ｉ．κ．Ｂ、ＮＦ
．κ．Ｂ、ｃＰＬＡ．ｓｕｂ．２、ＣＯＸ－２、マトリクスメタロプロテイナーゼ、膜脂
質過酸化、およびＡＴＰアーゼ活性が含まれる。ＨＳＰＣ２２８、ＥＭＰ１、ＣＤＣ４２
、ＴＬＥ３、ＳＰＲＹ２、ｐ４０ＢＢＰ、ＨＳＰＣ０６０、もしくはＮＡＢ２、またはＨ
ＳＰＡ１Ａ、ＨＳＰＡ１Ｂ、ＭＡＰＲＥ２、およびＯＡＳ１発現のダウンレギュレーショ
ン、ＴＡＣＥ／ＡＤＡＭ１７、α１－酸性糖タンパク、血管新生因子－１、ＭＩＦ、血管
新生因子－２、ＣＤ１４、β－デフェンシン２、ＭＭＰ－２、ＥＣＦ－Ｌ／ＣＨＩ３Ｌ３
、ＭＭＰ－７、ＥＧＦ、ＭＭＰ－９、ＥＭＡＰ－ＩＩ、ＭＳＰ、ＥＮ－ＲＡＧＥ、一酸化
窒素
、エンドセリン－１、オステオアクチビン／ＧＰＮＭＢ、ＦＰＲ１、ＰＤＧＦ、ＦＰＲＬ
１、ペントラキシン３／ＴＳＧ－１４、ＦＰＲＬ２、Ｇａｓ６、ＰＬＵＮＣ、ＧＭ－ＣＳ
Ｆ、ＲＡＧＥ、Ｓ１００Ａ１０、Ｓ１００Ａ８、Ｓ１００Ａ９、ＨＩＦ－１α、サブスタ
ンスＰ、ＴＦＰＩ、ＴＧＦβ１、ＴＩＭＰ－１、ＴＩＭＰ－２、ＴＩＭＰ－３、ＴＩＭＰ
－４、ＴＬＲ４、ＬＢＰ、ＴＲＥＭ－１、ロイコトリエンＡ４、ヒドロラーゼＴＳＧ－６
、リポカリン－１、ｕＰＡ、Ｍ－ＣＳＦおよびＶＥＧＦ。
【００４８】
　腫瘍マーカーには、ＥＧＦ、ＴＮＦ－α、ＰＳＡ、ＶＥＧＦ、ＴＧＦ－β１、ＦＧＦｂ
、ＴＲＡＩＬ、およびＴＮＦ－ＲＩ（ｐ５５）が含まれる。
【００４９】
　内分泌機能のマーカーには、１７β－エストラジオール（Ｅ２）、ＤＨＥＡ、ＡＣＴＨ
、ガストリン、および成長ホルモン（ｈＧＨ）が含まれる。
【００５０】
　自己免疫マーカーには、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｃ反応性タンパク質、およびＧ－ＣＳＦが含ま
れる。
【００５１】
　甲状腺機能のマーカーには、サイクリックＡＭＰ、カルシトニン、および副甲状腺ホル
モンが含まれる。
【００５２】
　心血管マーカーには、心筋トロポニンＩ、心筋トロポニンＴ、脳性ナトリウム利尿ペプ
チド、ＮＴ－ｐｒｏＢＮＰ、Ｃ反応性タンパク質ＨＳ、およびβトロンボグロブリンが含
まれる。
【００５３】
　糖尿病マーカーには、Ｃペプチドおよびレプチンが含まれる。
【００５４】
　感染症のマーカーには、ＩＦＮ－γおよびＩＦＮ－αが含まれる。
【００５５】
　代謝マーカーには、バイオインタクト（Bio-intact）ＰＴＨ（１－８４）およびＰＴＨ
が含まれる。
【００５６】
　生物学的状態のマーカー
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　マーカーは、対象となる特定の表現型状態の存在を示すことができる。表現型状態の例
には、環境の変化、薬物療法、遺伝子操作もしくは突然変異、傷害、食事の変更、加齢、
あるいは単一の生物またはあるクラスもしくはサブクラスの生物の他の任意の特性から生
じる表現型が含まれる。
【００５７】
　一部の実施形態では、対象となる表現型状態は、臨床診断された疾患状態である。その
ような疾患状態には、例えば癌、心血管疾患、炎症性疾患、自己免疫疾患、神経疾患、感
染症、および妊娠関連障害が含まれる。あるいは、マーカーを用いて健康の状態を検出す
ることができる。
【００５８】
　癌表現型は、本発明の一部の態様に含まれる。本明細書での癌の例としては、限定する
ものではないが、乳癌、皮膚癌、骨癌、前立腺癌、肝癌、肺癌、脳腫瘍、喉頭、胆嚢、膵
臓、直腸、副甲状腺、甲状腺、副腎、神経組織、頭頸部、結腸、胃、気管支、腎臓の各癌
、基底細胞癌、潰瘍型および乳頭型の扁平上皮癌、転移性皮膚癌、骨肉腫、ユーイング肉
腫、veticulum細胞肉腫、骨髄腫、巨細胞腫、小細胞肺腫瘍、非小細胞肺癌胆石、ランゲ
ルハウス島細胞腫、一次脳腫瘍、急性および慢性のリンパおよび顆粒球腫瘍、毛様細胞腫
瘍、アデノーマ、過形成、髄様癌、褐色細胞腫、粘膜神経腫、腸の神経節細胞腫、過形成
角膜神経腫瘍、マルファン症候群様体質腫瘍（marfanoid habitus tumor）、ウィルム腫
瘍、精上皮腫、卵巣腫瘍、平滑筋腫瘍、子宮頸部異形成、およびin situ癌、神経芽細胞
腫、網膜芽細胞腫、軟部組織肉腫、悪性カルチノイド、局所皮膚病変、菌状息肉腫、横紋
筋肉腫、カポジ肉腫、骨肉腫および他の肉腫、悪性高カルシウム血症、腎臓細胞腫瘍、真
性赤血球増加症、腺癌、多形神経グリア芽細胞腫、白血病、リンパ腫、悪性黒色腫、類表
皮癌、ならびに他の癌腫および肉腫がある。
【００５９】
　心血管疾患は、本発明の他の用途に含めることができる。心血管疾患の例には、限定す
るものではないが、うっ血性心不全、高血圧症、不整脈、アテローム性動脈硬化症、コレ
ステロール、ウルフ－パーキンソン－ホワイト症候、ＱＴ延長症候群、狭心症、頻脈、徐
脈、心房性細動、心室性細動、うっ血性心不全、心筋虚血症、心筋梗塞、心臓タンポナー
デ、心筋炎、心膜炎、催不整脈性右室異形成、肥大型心筋症、ウィリアムス症候群、心臓
弁膜症、心内膜炎、細菌性、肺閉塞症、大動脈弁狭窄症、レイノー病、レイノー病、コレ
ステロール塞栓症、ワレンベルグ症候群、ヒッペル－リンダウ病、および末梢血管拡張症
が含まれる。
【００６０】
　炎症性疾患および自己免疫疾患は、本発明の他の実施形態に含めることができる。炎症
性疾患および自己免疫疾患の例には、限定するものではないが、慢性関節リウマチ、非特
異的関節炎、喉頭の炎症性疾患、炎症性腸障害、乾癬、甲状腺機能低下症（例えば、橋本
病）、大腸炎、Ｉ型糖尿病、骨盤内炎症性疾患、中枢神経系の炎症性疾患、側頭動脈炎、
リウマチ性多発性筋痛、強直性脊椎炎、結節性多発動脈炎、ライター症候群、強皮症、全
身性エリテマトーデスが含まれる。
【００６１】
　本発明の方法および組成物は、アデノウイルス、百日咳菌（Bordella pertussis）、ク
ラジミア・ニューモニエ（Chlamydia pneumoiea）、トラコーマクラミジア（Chlamydia t
rachomais）、コレラトキシン、コレラトキシンβ、カンピロバクター・ジェジュニ（Cam
pylobacter jejuni）、サイトメガロウイルス、ジフテリア毒素、エプスタイン－バーＮ
Ａ、エプスタイン－バーＥＡ、エプスタイン－バーＶＣＡ、ヘリコバクターピロリ、Ｂ型
肝炎ウイルス（ＨＢＶ）コア、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）エンベロープ、Ｂ型肝炎ウイ
ルス（ＨＢＶ）Ｓｕｒｖａｃｅ（Ａｙ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）コア、Ｃ型肝炎ウ
イルス（ＨＣＶ）ＮＳ３、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）ＮＳ４、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣ
Ｖ）ＮＳ５、Ａ型肝炎、Ｄ型肝炎、Ｅ型肝炎ウイルス（ＨＥＶ）ｏｒｆ２　３ＫＤ、Ｅ型
肝炎ウイルス（ＨＥＶ）ｏｒｆ２　６ＫＤ、Ｅ型肝炎ウイルス（ＨＥＶ）ｏｒｆ３　３Ｋ
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Ｄ、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）－１　ｐ２４、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）－
１　ｇｐ４１、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）－１　ｇｐ１２０、ヒト乳頭腫ウイルス
（ＨＰＶ）、単純疱疹ウイルスＨＳＶ－１／２、単純疱疹ウイルスＨＳＶ－１　ｇＤ、単
純疱疹ウイルスＨＳＶ－２　ｇＧ、ヒトＴ細胞白血病ウイルス（ＨＴＬＶ）－１／２、イ
ンフルエンザＡ型、インフルエンザＡ型Ｈ３Ｎ２、インフルエンザＢ型、リーシュマニア
・ドノバニ（Leishmanina　donovani）、ライム病、耳下腺炎、Ｍ．ニューモニエ（M．pn
eumoniae）、結核菌（M．teberculosis）、１型パラインフルエンザウイルス、２型パラ
インフルエンザウイルス、３型パラインフルエンザウイルス、ポリオウイルス、ＲＳウイ
ルス（ＲＳＶ）、風疹、麻疹、ストレプトリシンＯ、テタヌストキシン、Ｔ．パリダム（
T.pallidum）１５ｋｄ、Ｔ．パリダム（T．pallidum）ｐ４７、Ｔ．クルジ（T．cruzi）
、トキソプラズマ、およびバリセラ・ゾーター（Varicella　Zoater）のマーカーを含む
、感染症のマーカーに関する研究情報も提供することができる。
【００６２】
　ＩＩＩ．標識
　一部の実施形態では、本発明は、マーカーなどの分子の高感度検出および定量のための
標識を含む方法および組成物を提供する。
【００６３】
　当業者は、標的分子を標識して粒子混合物中におけるそれらの検出または識別を可能に
するために、多くの手法を用いることができることを認めている。標識は、標識および標
的の非特異的または特異的相互作用を利用する方法を含む任意の既知手段によって結合す
ることができる。標識は、検出可能なシグナルを提供するか、電界における粒子の運動性
に影響を及ぼすことができる。さらに、標識化は、直接にまたは結合相手を通して達成す
ることができる。
【００６４】
　一部の実施形態では、標識は対象となる分子に対する結合相手を含み、結合相手は蛍光
部分に結合される。本発明の組成物および方法は、強い蛍光部分、例えば該蛍光部分の励
起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに少なくとも約２００個の光子を放出
することができる蛍光部分を利用することができ、該レーザーは蛍光部分を含む直径約５
ミクロン以上のスポットに集束され、該レーザーによって該スポットに向けられる全エネ
ルギーは約３マイクロジュール以下である。本発明の組成物および方法に好適な該部分は
、以下に詳述する。
【００６５】
　一部の実施形態では、本発明は、蛍光部分に結合する生体分子の結合相手を含む、生体
分子を検出するための標識を提供し、前記蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレーザ
ーによって刺激されたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ、該レー
ザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、該レーザーによって
スポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態
では、前記部分は複数の蛍光実体、例えば約２～４、２～５、２～６、２～７、２～８、
２～９、２～１０個、または３～５、３～６、３～７、３～８、３～９もしくは３～１０
個の蛍光実体を含む。一部の実施形態では、前記部分は約２～４個の蛍光実体を含む。一
部の実施形態では、生体分子はタンパク質または小分子である。一部の実施形態では、生
体分子はタンパク質である。蛍光実体は、蛍光色素分子でもよい。一部の実施形態では、
蛍光色素分子は少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、該インドリウム環の３位
炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む。一部の実施形態では、色素分子は
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４
７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選
択されるＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子である。一部の実施形態では、色素分子はＡｌｅｘａＦ
ｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡ
ｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択されるＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子である。一
部の実施形態では、色素分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素分子である。一部の実施
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形態では、色素分子は第１の型および第２の型の色素分子、例えば２つの異なるＡｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ分子を含み、第１の型および第２の型の色素分子は異なる発光スペクトルを
有する。色素分子の第１の型の数と第２の型の数との比は、例えば４：１、３：１、２：
１、１：１、１：２、１：３、または１：４でよい。結合相手は、例えば、抗体であるこ
とができる。
【００６６】
　一部の実施形態では、本発明はマーカーを検出するための標識を提供し、該標識はその
マーカーの結合相手および蛍光部分を含み、該蛍光部分は該部分の励起波長で発光するレ
ーザーによって刺激されたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ、該
レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、該レーザーによ
ってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施
形態では、蛍光部分は蛍光分子を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は複数の蛍光分子
、例えば約２～１０、２～８、２～６、２～４、３～１０、３～８、３～６個の蛍光分子
を含む。一部の実施形態では、標識は約２～４個の蛍光分子を含む。一部の実施形態では
、蛍光色素分子は少なくとも１つの置換インドリウム環系を含み、該インドリウム環の３
位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質を含む。一部の実施形態では、蛍光分子
は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群か
ら選択される。一部の実施形態では、蛍光分子は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、Ａｌｅ
ｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７０
０からなる群から選択される。一部の実施形態では、結合相手は抗体を含む。一部の実施
形態では、抗体はモノクローナル抗体である。一部の実施形態では、抗体はポリクローナ
ル抗体である。
【００６７】
　抗体は、任意の好適なマーカーに特異的であることができる。一部の実施形態では、抗
体は、サイトカイン、成長因子、腫瘍マーカー、炎症マーカー、内分泌マーカー、自己免
疫マーカー、甲状腺マーカー、心血管マーカー、糖尿病マーカー、感染症マーカー、神経
病マーカー、呼吸器マーカー、胃腸マーカー、筋骨格マーカー、皮膚科学障害および代謝
マーカーからなる群から選択されるマーカーに特異的である。
【００６８】
　一部の実施形態では、抗体は、サイトカインであるマーカーに特異的である。一部の実
施形態では、サイトカインは、ＢＤＮＦ、ＣＲＥＢ　ｐＳ１３３、ＣＲＥＢ全体、ＤＲ－
５、ＥＧＦ、ＥＮＡ－７８、エオタキシン、脂肪酸結合タンパク質、ＦＧＦ塩基性、顆粒
球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、ＧＣＰ－２、顆粒球マクロファージコロニー刺激因
子ＧＭ－ＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）、成長関連オンコジーン－ケラチノサイト（ＧＲＯ－Ｋ
Ｃ）、ＨＧＦ、ＩＣＡＭ－１、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－γ、インターロイキンＩＬ－１０、
ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－１２ｐ４０／ｐ７０、ＩＬ－１２ｐ
７０、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１α、Ｉ
Ｌ－１β、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－１ｒａ／ＩＬ－１Ｆ３、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４
、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、インターフェロン誘導性タンパ
ク質（１０　ＩＰ－１０）、ＪＥ／ＭＣＰ－１、ケラチノサイト（ＫＣ）、ＫＣ／ＧＲＯ
ａ、ＬＩＦ、リンホタシン、Ｍ－ＣＳＦ、単球化学誘引タンパク質－１（ＭＣＰ－１）、
ＭＣＰ－１（ＭＣＡＦ）、ＭＣＰ－３、ＭＣＰ－５、ＭＤＣ、ＭＩＧ、マクロファージ炎
症性（ＭＩＰ－１α）、ＭＩＰ－１β、ＭＩＰ－１γ、ＭＩＰ－２、ＭＩＰ－３β、ＯＳ
Ｍ、ＰＤＧＦ－ＢＢ、活性化で調節される発現および分泌された正常Ｔ細胞（regulated 
upon activation, normal T cell expressed and secreted）（ＲＡＮＴＥＳ）、Ｒｂ（
ｐＴ８２１）、Ｒｂ（全体）、Ｒｂ　ｐＳｐＴ２４９／２５２、Ｔａｕ（ｐＳ２１４）、
Ｔａｕ（ｐＳ３９６）、Ｔａｕ（全体）、組織因子、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）、Ｔ
ＮＦ－β、ＴＮＦ－ＲＩ、ＴＮＦ－ＲＩＩ、ＶＣＡＭ－１およびＶＥＧＦからなる群から
選択される。
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【００６９】
　一部の実施形態では、サイトカインは、ＩＬ－１２ｐ７０、ＩＬ－１０、ＩＬ－１α、
ＩＬ－３、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－１２、ＩＬ－６、ＩＬ－４、ＩＬ－
１８、ＩＬ－１０、ＩＬ－５、エオタキシン、ＩＬ－１６、ＭＩＧ、ＩＬ－８、ＩＬ－１
７、ＩＬ－７、ＩＬ－１５、ＩＬ－１３、ＩＬ－２Ｒ（可溶性）、ＩＬ－２、ＬＩＦ／Ｈ
ＩＬＤＡ、ＩＬ－１β、Ｆａｓ／ＣＤ９５／Ａｐｏ－１、およびＭＣＰ－１からなる群か
ら選択される。
【００７０】
　一部の実施形態では、抗体は、成長因子であるマーカーに特異的である。一部の実施形
態では、抗体は、ＴＧＦβである成長因子であるマーカーに特異的である。一部の実施形
態では、成長因子は、ＧＦリガンド、例えばアンフィレグリン、ＬＲＩＧ３、ベータセル
リン、ニューレグリン－１／ＮＲＧ１、ＥＧＦ、ニューレグリン－３／ＮＲＧ３、エピゲ
ン、ＴＧＦα、エピレグリン、ＴＭＥＦＦ１／トモレグリン－１、ＨＢ－ＥＧＦ、ＴＭＥ
ＦＦ２、ＬＲＩＧ１；ＥＧＦ　Ｒ／ＥｒｂＢ受容体ファミリー、例えばＥＧＦ　Ｒ、Ｅｒ
ｂＢ３、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ４；ＦＧＦファミリー、例えばＦＧＦリガンドＦＧＦ酸性
、ＦＧＦ－１２、ＦＧＦ塩基性、ＦＧＦ－１３、ＦＧＦ－３、ＦＧＦ－１６、ＦＧＦ－４
、ＦＧＦ－１７、ＦＧＦ－５、ＦＧＦ－１９、ＦＧＦ－６、ＦＧＦ－２０、ＦＧＦ－８、
ＦＧＦ－２１、ＦＧＦ－９、ＦＧＦ－２２、ＦＧＦ－１０、ＦＧＦ－２３、ＦＧＦ－１１
、ＫＧＦ／ＦＧＦ－７、ＦＧＦ受容体ＦＧＦ　Ｒ１～４、ＦＧＦ　Ｒ３、ＦＧＦ　Ｒ１、
ＦＧＦ　Ｒ４、ＦＧＦ　Ｒ２、ＦＧＦ　Ｒ５、ＦＧＦ調節因子ＦＧＦ－ＢＰ；ヘッジホッ
グファミリー　デザートヘッジホッグ、ソニックヘッジホッグ、インディアンヘッジホッ
グ；ヘッジホッグ関連分子および調節因子　ＢＯＣ、ＧＬＩ－３、ＣＤＯ、ＧＳＫ－３α
／β、ＤＩＳＰ１、ＧＳＫ－３α、Ｇａｓ１、ＧＳＫ－３β、ＧＬＩ－１、Ｈｉｐ、ＧＬ
Ｉ－２；ＩＧＦファミリーＩＧＦリガンドＩＧＦ－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、ＩＧＦ－Ｉ受容体
（ＣＤ２２１）ＩＧＦ－ＩＲ、およびＩＧＦ結合タンパク質（ＩＧＦＢＰ）ファミリーＡ
ＬＳ、ＩＧＦＢＰ－５、ＣＴＧＦ／ＣＣＮ２、ＩＧＦＢＰ－６、Ｃｙｒ６１／ＣＣＮ１、
ＩＧＦＢＰ－Ｌ１、エンドカン、ＩＧＦＢＰ－ｒｐ１／ＩＧＦＢＰ－７、ＩＧＦＢＰ－１
、ＩＧＦＢＰ－ｒＰ１０、ＩＧＦＢＰ－２、ＮＯＶ／ＣＣＮ３、ＩＧＦＢＰ－３、ＷＩＳ
Ｐ－１／ＣＣＮ４、ＩＧＦＢＰ－４；受容体チロシンキナーゼＡｘ１、ＦＧＦ　Ｒ４、Ｃ
１ｑ　Ｒ１／ＣＤ９３、ＦＧＦ　Ｒ５、ＤＤＲ１、Ｆｌｔ－３、ＤＤＲ２、ＨＧＦ　Ｒ、
Ｄｔｋ、ＩＧＦ－Ｉ　Ｒ、ＥＧＦ、Ｒ　ＩＧＦ－ＩＩ　Ｒ、Ｅｐｈ、ＩＮＳＲＲ、Ｅｐｈ
Ａ１、インスリンＲ／ＣＤ２２０、ＥｐｈＡ２、Ｍ－ＣＳＦ　Ｒ、ＥｐｈＡ３、Ｍｅｒ、
ＥｐｈＡ４、ＭＳＰ　Ｒ／Ｒｏｎ、ＥｐｈＡ５、ＭｕＳＫ、ＥｐｈＡ６、ＰＤＧＦ　Ｒα
、ＥｐｈＡ７、ＰＤＧＦ　Ｒβ、ＥｐｈＡ８、Ｒｅｔ、ＥｐｈＢ１、ＲＴＫ様オーファン
受容体１／ＲＯＲ１、ＥｐｈＢ２、ＲＴＫ様オーファン受容体２／ＲＯＲ２、ＥｐｈＢ３
、ＳＣＦ　Ｒ／ｃ－ｋｉｔ、ＥｐｈＢ４、Ｔｉｅ－１、ＥｐｈＢ６、Ｔｉｅ－２、Ｅｒｂ
Ｂ２、ＴｒｋＡ、ＥｒｂＢ３、ＴｒｋＢ、ＥｒｂＢ４、ＴｒｋＣ、ＦＧＦ、Ｒ１～４　Ｖ
ＥＧＦ　Ｒ、ＦＧＦ　Ｒ１、ＶＥＧＦ　Ｒ１／Ｆｌｔ－１、ＦＧＦ　Ｒ２、ＶＥＧＦ　Ｒ
２／ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１、ＦＧＦ　Ｒ３、ＶＥＧＦ　Ｒ３／Ｆｌｔ－４；プロテオグリカ
ンおよび調節因子　プロテオグリカンアグレカン、ミメカン、アグリン、ＮＧ２／ＭＣＳ
Ｐ、ビグリカン、オステオアドヘリン、デコリン、ポドカン、ＤＳＰＧ３、δ－サルコグ
リカン、エンドカン、シンデカン－１／ＣＤ１３８、エンドグリカン、シンデカン－２、
エンドリペリン／ペルレカン、シンデカン－３、グリピカン２、シンデカン－４、グリピ
カン３、テスチカン１／ＳＰＯＣＫ１、グリピカン５、テスチカン２／ＳＰＯＣＫ２、グ
リピカン６、テスチカン３／ＳＰＯＣＫ３、ルミカン、ベルシカン、プロテオグリカン調
節因子
【００７１】
　アリルスルファターゼＡ／ＡＲＳＡ、グルコサミン（Ｎ－アセチル）－６－スルファタ
ーゼ／ＧＮＳ、エキソストシン様２／ＥＸＴＬ２、ＨＳ６ＳＴ２、エキソストシン様３／
ＥＸＴＬ３、イズロネート２－スルファターゼ／ＩＤＳ、ＧａｌＮＡｃ４Ｓ－６ＳＴ；Ｓ
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ＣＦ、Ｆｌｔ－３リガンドおよびＭ－ＣＳＦ　Ｆｌｔ－３、Ｍ－ＣＳＦ　Ｒ、Ｆｌｔ－３
リガンド、ＳＣＦ、Ｍ－ＣＳＦ、ＳＣＦ　Ｒ／ｃ－ｋｉｔ；ＴＧＦβスーパーファミリー
（炎症性マーカーで記載のものと同じ）；ＶＥＧＦ／ＰＤＧＦファミリーニューロピリン
－１、Ｐ１ＧＦ、ニューロピリン－２、Ｐ１ＧＦ－２、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ　
Ｒα、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＰＤＧＦ　Ｒβ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＰＤＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｄ、Ｐ
ＤＧＦ－ＡＢ、ＶＥＧＦ　Ｒ、ＰＤＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ　Ｒ１／Ｆｌｔ－１、ＰＤＧＦ－
Ｃ、ＶＥＧＦ　Ｒ２／ＫＤＲ／Ｆｌｋ－１、ＰＤＧＦ－Ｄ、ＶＥＧＦ　Ｒ３／Ｆｌｔ－４
；Ｗｎｔ関連分子　Ｄｉｃｋｋｏｐｆタンパク質およびＷｎｔ阻害剤　Ｄｋｋ－１、Ｄｋ
ｋ－４、Ｄｋｋ－２、Ｓｏｇｇｙ－１、Ｄｋｋ－３、ＷＩＦ－１　フリズルドおよび関連
タンパク質　フリズルド－１、フリズルド－８、フリズルド－２、フリズルド－９、フリ
ズルド－３、ｓＦＲＰ－１、フリズルド－４、ｓＦＲＰ－２、フリズルド－５、ｓＦＲＰ
－３、フリズルド－６、ｓＦＲＰ－４、フリズルド－７、ＭＦＲＰ　Ｗｎｔリガンド　Ｗ
ｎｔ－１、Ｗｎｔ－８ａ、Ｗｎｔ－２ｂ、Ｗｎｔ－８ｂ、Ｗｎｔ－３ａ、Ｗｎｔ－９ａ、
Ｗｎｔ－４、Ｗｎｔ－９ｂ、Ｗｎｔ－５ａ、Ｗｎｔ－１０ａ、Ｗｎｔ－５ｂ、Ｗｎｔ－１
０ｂ、Ｗｎｔ－７ａ、Ｗｎｔ－１１、Ｗｎｔ－７ｂ；他のＷｎｔ関連分子　ＡＰＣ、クレ
メン－２、Ａｘｉｎ－１、ＬＲＰ－１、β－カテニン、ＬＲＰ－６、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌ
ｅｄ－１、ノリン、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄ－３、ＰＫＣβ１、グリピカン３、ピゴパス
－１、グリピカン５、ピゴパス－２、ＧＳＫ－３α／β、Ｒ－スポンジン１、ＧＳＫ－３
α、Ｒ－スポンジン２、ＧＳＫ－３β、Ｒ－スポンジン３、ＩＣＡＴ、ＲＴＫ様オーファ
ン受容体１／ＲＯＲ１、クレメン－１、ＲＴＫ様オーファン受容体２／ＲＯＲ、および他
の成長因子ＣＴＧＦ／ＣＣＮ２、β－ＮＧＦ、Ｃｙｒ６１／ＣＣＮ１、ノリン、ＤＡＮＣ
Ｅ、ＮＯＶ／ＣＣＮ３、ＥＧ－ＶＥＧＦ／ＰＫ１、オステオクリン、ヘパソシン、ＰＤ－
ＥＣＧＦ、ＨＧＦ、プログラヌリン、ＬＥＣＴ２、トロンボポエチン、ＬＥＤＧＦ、また
はＷＩＳＰ－１／ＣＣＮ４である。
【００７２】
　一部の実施形態では、抗体は、癌のマーカー（腫瘍マーカー）であるマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、ＥＧＦである癌のマーカーであるマーカーに特異
的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＮＦ－αである癌のマーカーであるマーカー
に特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＰＳＡである癌のマーカーであるマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＶＥＧＦである癌のマーカーであるマ
ーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＧＦβである癌のマーカーであ
るマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＦＧＦｂである癌のマーカー
であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＲＡＩＬである癌のマ
ーカーであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＮＦ－ＲＩ（ｐ
５５）である癌のマーカーであるマーカーに特異的である。
【００７３】
　さらなる実施形態では、抗体は、αフェトプロテインである癌のマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、ＥＲβ／ＮＲ３Ａ２である癌のマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、ＥｒｂＢ２である癌のマーカーに特異的である。一部
の実施形態では、抗体は、カリクレイン３／ＰＳＡである癌のマーカーに特異的である。
一部の実施形態では、抗体は、ＥＲα／ＮＲ３Ａ１である癌のマーカーに特異的である。
一部の実施形態では、抗体は、プロゲステロンＲ／ＮＲ３Ｃ３である癌のマーカーに特異
的である。一部の実施形態では、抗体は、Ａ３３である癌のマーカーに特異的である。一
部の実施形態では、抗体は、ＭＩＡである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態
では、抗体は、オーロラＡである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ＭＭＰ－２である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、Ｂ
ｃｌ－２である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＭＰ－３
である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、カドヘリン１３であ
る癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＭＰ－９である癌のマ
ーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、Ｅ－カドヘリンである癌のマーカ
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ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＮＥＫ２である癌のマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、炭酸脱水酵素ＩＸである癌のマーカーに特異的で
ある。一部の実施形態では、抗体は、ネスチンである癌のマーカーに特異的である。一部
の実施形態では、抗体は、βカテニンである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形
態では、抗体は、ＮＧ２／ＭＣＳＰである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態
では、抗体は、カテプシンＤである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、オステオポンチンである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ＣＤ４４である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ｐ２
１／ＣＩＰ１／ＣＤＫＮ１Ａである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、ＣＥＡＣＡＭ－６である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ｐ２７／Ｋｉｐ１である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体
は、コルヌリン（Cornulin）である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、ｐ５３である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＤＰ
ＰＡ４である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、プロラクチン
である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＥＣＭ－１である癌
のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＰＳＰ９４である癌のマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＥＧＦである癌のマーカーに特異的で
ある。一部の実施形態では、抗体は、Ｓ１００Ｂである癌のマーカーに特異的である。一
部の実施形態では、抗体は、ＥＧＦ　Ｒである癌のマーカーに特異的である。一部の実施
形態では、抗体は、Ｓ１００Ｐである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では
、抗体は、ＥＭＭＰＲＩＮ／ＣＤ１４７である癌のマーカーに特異的である。一部の実施
形態では、抗体は、ＳＣＦ　Ｒ／ｃ－ｋｉｔである癌のマーカーに特異的である。一部の
実施形態では、抗体は、線維芽細胞活性化タンパク質α／ＦＡＰである癌のマーカーに特
異的である。一部の実施形態では、抗体は、セルピンＥ１／ＰＡＩ－１である癌のマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＦＧＦ酸性である癌のマーカーに特異
的である。一部の実施形態では、抗体は、血清アミロイドＡ４である癌のマーカーに特異
的である。一部の実施形態では、抗体は、ＦＧＦ塩基性である癌のマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、サバイビン（Survivin）である癌のマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、ガレクチン－３である癌のマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、ＴＥＭ８である癌のマーカーに特異的である。一部の
実施形態では、抗体は、グリピカン３である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形
態では、抗体は、ＴＩＭＰ－１である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では
、抗体は、ＨＩＮ－１／セクレトグロブリン（Secretoglobulin）３Ａ１である癌のマー
カーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＩＭＰ－２である癌のマーカーに
特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＧＦ－Ｉである癌のマーカーに特異的で
ある。一部の実施形態では、抗体は、ＴＩＭＰ－３である癌のマーカーに特異的である。
一部の実施形態では、抗体は、ＩＧＦＢＰ－３である癌のマーカーに特異的である。一部
の実施形態では、抗体は、ＴＩＭＰ－４である癌のマーカーに特異的である。一部の実施
形態では、抗体は、ＩＬ－６である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、ＴＮＦ－α／ＴＮＦＳＦ１Ａである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形
態では、抗体は、カリクレイン６／ニューロシンである癌のマーカーに特異的である。一
部の実施形態では、抗体は、ＴＲＡＦ－４である癌のマーカーに特異的である。一部の実
施形態では、抗体は、Ｍ－ＣＳＦである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態で
は、抗体は、ｕＰＡである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、
マトリプターゼ／ＳＴ１４である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ｕＰＡＲである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、メソ
テリン（Mesothelin）である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は
、ＶＣＡＭ－１である癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、メチ
オニンアミノペプチダーゼである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ＶＥＧＦである癌のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、メチ
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オニンアミノペプチダーゼ２である癌のマーカーに特異的である。
【００７４】
　一部の実施形態では、抗体は、炎症マーカーであるマーカーに特異的である。一部の実
施形態では、抗体は、ＩＣＡＭ－１である炎症マーカーであるマーカーに特異的である。
一部の実施形態では、抗体は、ＲＡＮＴＥＳである炎症マーカーであるマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＩＰ－２である炎症マーカーであるマーカーに
特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＩＰ－１βである炎症マーカーであるマ
ーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＩＰ－１αである炎症マーカー
であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＭＰ－３である炎症マ
ーカーであるマーカーに特異的である。
【００７５】
　一部の実施形態では、抗体は、内分泌機能のマーカーであるマーカーに特異的である。
一部の実施形態では、抗体は、１７β－エストラジオール（Ｅ２）である内分泌機能のマ
ーカーであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＤＨＥＡである内
分泌機能のマーカーであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＡＣ
ＴＨである内分泌機能のマーカーであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、ガストリンである内分泌機能のマーカーであるマーカーに特異的である。一部の
実施形態では、抗体は、成長ホルモンである内分泌機能のマーカーであるマーカーに特異
的である。
【００７６】
　一部の実施形態では、抗体は、自己免疫疾患のマーカーであるマーカーに特異的である
。一部の実施形態では、抗体は、ＧＭ－ＣＳＦである自己免疫疾患のマーカーであるマー
カーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）であ
る自己免疫疾患のマーカーであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は
、Ｇ－ＣＳＦである自己免疫疾患のマーカーであるマーカーに特異的である。
【００７７】
　一部の実施形態では、抗体は、甲状腺機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態
では、抗体は、環状ＡＭＰである甲状腺機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態
では、抗体は、甲状腺機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、カ
ルシトニンである甲状腺機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、
甲状腺機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、副甲状腺ホルモン
である甲状腺機能のマーカーに特異的である。
【００７８】
　一部の実施形態では、抗体は、心血管機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態
では、抗体は、脳性ナトリウム利尿ペプチド（B-natriuretic peptide）である心血管機
能のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＮＴ－ｐｒｏＢＮＰである
心血管機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、Ｃ反応性タンパク
質　ＨＳである心血管機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、β
トロンボグロブリンである心血管機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、心筋トロポニンである心血管機能のマーカーに特異的である。一部の実施形態で
は、抗体は、心筋トロポニンＩである心血管機能のマーカーに特異的である。一部の実施
形態では、抗体は、心筋トロポニンＴである心血管機能のマーカーに特異的である。
【００７９】
　一部の実施形態では、抗体は、糖尿病のマーカーに特異的である。一部の実施形態では
、抗体は、Ｃペプチドである糖尿病のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、レプチンである糖尿病のマーカーに特異的である。
【００８０】
　一部の実施形態では、抗体は、感染症のマーカーに特異的である。一部の実施形態では
、抗体は、ＩＦＮ－γである感染症のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ＩＦＮ－αである感染症のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は
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、ＴＲＥＭ－１である感染症のマーカーに特異的である。
【００８１】
　一部の実施形態では、抗体は、代謝のマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、バイオインタクトＰＴＨ（１－８４）である代謝のマーカーに特異的である。一
部の実施形態では、抗体は、ＰＴＨである代謝のマーカーに特異的である。
【００８２】
　一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－１βであるマーカーに特異的である。一部の実施
形態では、抗体は、ＴＮＦ－αであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ＩＬ－６であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴｎＩ（
心筋トロポニンＩ）であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ
－８であるマーカーに特異的である。
【００８３】
　一部の実施形態では、抗体は、Ａｂｅｔａ　４０であるマーカーに特異的である。一部
の実施形態では、抗体は、Ａｂｅｔａ　４２であるマーカーに特異的である。一部の実施
形態では、抗体は、ｃＡＭＰであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体
は、ＦＡＳリガンドであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＦＧ
Ｆ塩基性であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＧＭ－ＣＳＦで
あるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＦＮ－αであるマーカー
に特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＦＮ－γであるマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－１ａであるマーカーに特異的である。一部の実
施形態では、抗体は、ＩＬ－２であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、ＩＬ－４であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－５
であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－７であるマーカー
に特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－１２であるマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－１３であるマーカーに特異的である。一部の実
施形態では、抗体は、ＩＬ－１７であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、ＭＣＰ－１であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＩ
Ｐ－１ａであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＲＡＮＴＥＳで
あるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＶＥＧＦであるマーカーに
特異的である。
【００８４】
　一部の実施形態では、抗体は、ＡＣＥであるマーカーに特異的である。一部の実施形態
では、抗体は、アクチビンＡであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体
は、アジポネクチンであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、アジ
プシンであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＡｇＲＰであるマ
ーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＡＫＴＩであるマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、アルブミンであるマーカーに特異的である。一部
の実施形態では、抗体は、ベータセルリンであるマーカーに特異的である。一部の実施形
態では、抗体は、ボンベシンであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体
は、ＣＤ１４であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＣＤ－２６
であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＣＤ－３８であるマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＣＤ－４０Ｌであるマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、ＣＤ－４０ｓであるマーカーに特異的である。一
部の実施形態では、抗体は、ＣＤＫ５であるマーカーに特異的である。一部の実施形態で
は、抗体は、補体Ｃ３であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、補
体Ｃ４であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、Ｃペプチドである
マーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＣＲＰであるマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、ＥＧＦであるマーカーに特異的である。一部の実
施形態では、抗体は、Ｅセレクチンであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では
、抗体は、ＦＡＳであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＦＡＳ
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ＬＧであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、フェツインＡ（fetu
in A）であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、フィブリノーゲン
であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、グレリンであるマーカー
に特異的である。一部の実施形態では、抗体は、グルカゴンであるマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、成長ホルモンであるマーカーに特異的である。一部の
実施形態では、抗体は、ハプトグロブリンであるマーカーに特異的である。一部の実施形
態では、抗体は、肝細胞成長因子であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、
抗体は、ＨＧＦであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＣＡＭ
１であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＦＮＧであるマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＧＦ１であるマーカーに特異的であ
る。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－１ＲＡであるマーカーに特異的である。一部の
実施形態では、抗体は、Ｉｌ－６ｓｒであるマーカーに特異的である。一部の実施形態で
は、抗体は、ＩＬ－８であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、Ｉ
Ｌ－１０であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬ－１８であ
るマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬＧＦＢＰ１であるマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＩＬＧＦＢＰ３であるマーカーに特異
的である。一部の実施形態では、抗体は、インスリン様成長因子１であるマーカーに特異
的である。一部の実施形態では、抗体は、ＬＥＰであるマーカーに特異的である。一部の
実施形態では、抗体は、Ｍ－ＣＳＦであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では
、抗体は、ＭＭＰ２であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＭＭ
Ｐ９であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＮＧＦであるマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＰＡＩ－１であるマーカーに特異的で
ある。一部の実施形態では、抗体は、ＲＡＧＥであるマーカーに特異的である。一部の実
施形態では、抗体は、ＲＳＰ４であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗
体は、レジスチンであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、性ホル
モン結合グロブリンであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＳＯ
ＣＸ３であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＧＦβであるマ
ーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、トロンボプラスチンであるマーカ
ーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＮＦ　Ｒ１であるマーカーに特異的
である。一部の実施形態では、抗体は、ＶＣＡＭ－１であるマーカーに特異的である。一
部の実施形態では、抗体は、ＶＷＦであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では
、抗体は、ＴＳＨであるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＥＰＩ
ＴＯＭＥであるマーカーに特異的である。
【００８５】
　一部の実施形態では、抗体は、心筋トロポニンＩであるマーカーに特異的である。一部
の実施形態では、抗体は、ＴＲＥＭ－１であるマーカーに特異的である。一部の実施形態
では、抗体は、ＩＬ－６であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、
ＩＬ－８であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ロイコトリエン
Ｔ４であるマーカーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、Ａｋｔ１であるマー
カーに特異的である。一部の実施形態では、抗体は、ＴＧＦβであるマーカーに特異的で
ある。一部の実施形態では、抗体は、Ｆａｓリガンドであるマーカーに特異的である。
【００８６】
　一部の実施形態では、蛍光部分は蛍光分子を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は、
複数の蛍光分子、例えば約２～１０、２～８、２～６、２～４、３～１０、３～８または
３～６個の蛍光分子を含む。一部の実施形態では、標識は、約２～４個の蛍光分子を含む
。一部の実施形態では、蛍光分子は少なくとも１つの置換インドリウム環系を含む分子を
含み、該インドリウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質基を含む。
一部の実施形態では、蛍光分子は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ７００からなる群から選択される。一部の実施形態では、蛍光分子は、Ａｌｅ
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ｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、ま
たはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択される。一部の実施形態では、蛍光
分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子である。
【００８７】
　Ａ．結合相手
　検出するマーカーなどの分子の形態に対する必要な特異性を有する任意の好適な結合相
手を用いることができる。マーカーなどの分子がいくつかの異なる形態を有する場合は、
結合相手の様々な特異性が可能である。好適な結合相手は当技術分野で既知であり、抗体
、アプタマー、レクチン、および受容体を含む。結合相手の有用で多用途の種類は、抗体
である。
【００８８】
　１．抗体
　したがって、一部の実施形態では、結合相手は検出される分子に特異的な抗体である。
本明細書で用いる用語「抗体」は幅広い用語であり、限定するものではないが、天然の抗
体、ならびに例えば単鎖抗体、キメラ抗体、二官能基抗体、およびヒト化抗体を含む非天
然の抗体、ならびにそれらの抗原結合性フラグメントを指すのに、その通常の意味で用い
られる。エピトープの選択または分子に対して抗体が作製される該分子の領域の選択が、
例えば存在する場合は分子の様々な形態に対するあるいは全体（例えば、分子のすべてま
たは実質的にすべて）に対する特異性を決定することは理解されよう。
【００８９】
　抗体作製法は十分確立されている。当業者は、例えばＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ編、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８８）、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．に記載のように、抗体作製に多くの手法を利用で
きることを認識するであろう。抗体を模倣する結合断片またはＦａｂフラグメントを、様
々な手法によって遺伝情報から調製することもできることも（Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇ
ｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ
，Ｃ．編）、１９９５、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒ
ｄ；Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４９、３９１４～３９２０（１９９２））、当業者は理解し
よう。分子、例えばタンパク質およびマーカーに対するモノクローナル抗体およびポリク
ローナル抗体も市販されている（Ｒ　ａｎｄ　Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌ
ｉｓ、Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ；ＨｙＴｅｓｔ、ＨｙＴｅｓｔ　Ｌｔｄ．、Ｔｕｒｋｕ　Ｆｉ
ｎｌａｎｄ；Ａｂｃａｍ　Ｉｎｃ．、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ、ＵＳＡ、Ｌｉｆｅ　Ｄ
ｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．、Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ、ＰＡ、ＵＳＡ；Ｆｉｔｚ
ｇｅｒａｌｄ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．、Ｃｏｎ
ｃｏｒｄ、ＭＡ　０１７４２－３０４９　ＵＳＡ；ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ、Ｅｍｅｒｙ
ｖｉｌｌｅ、ＣＡ）。
【００９０】
　一部の実施形態では、抗体はポリクローナル抗体である。他の実施形態では、抗体はモ
ノクローナル抗体である。
【００９１】
　捕捉結合相手および検出結合相手の対、例えば、捕捉および検出抗体の対を本発明の実
施形態で用いることができる。したがって、一部の実施形態では、一般的に２つの結合相
手、例えば２つの抗体が用いられる不均一（heterogeneous）アッセイプロトコルを用い
る。一方の結合相手は、通常固体支持体上に固定化される捕捉相手であり、他方の結合相
手は、典型的には検出可能な標識が結合する検出結合相手である。そのような抗体の対は
、ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ、Ｅｍｅｒｙｖｉｌｌｅ、ＣＡなどの上記の供給元から入手可
能である。抗体の対は、当技術分野で周知の方法によって設計および調製することもでき
る。本発明の組成物は抗体の対を含み、抗体の対の一方のメンバーは本明細書で記載の標
識であり、他方のメンバーは捕捉抗体である。
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【００９２】
　一部の実施形態では、様々な種と交差反応する抗体を捕捉抗体、検出抗体、またはその
両方として用いることが有益である。そのような実施形態は、例えば心臓損傷のマーカー
としての血液中への心筋トロポニンの放出を決定することによる、薬物毒性の測定を含む
。交差反応抗体により、ある種、例えばヒト以外の種での毒性の研究が行うこと可能とな
り、アッセイの試薬中に同じ抗体または抗体の対を使用した他の種、例えばヒトの研究ま
たは臨床観察へとその結果を直接移動することが可能となり、したがってアッセイ間の変
動が減少する。したがって、一部の実施形態では、マーカー、例えば心筋トロポニン、例
えば心筋トロポニンＩに対する結合相手として用いられる１つ以上の抗体は、交差反応性
抗体であってもよい。一部の実施形態では、抗体は、ヒト、サル、イヌ、およびマウスか
らなる群から選択される少なくとも２種からのマーカー、例えば心筋トロポニンと交差反
応する。一部の実施形態では、抗体は、ヒト、サル、イヌ、およびマウスからなる群のす
べてからのマーカー、例えば心筋トロポニンと交差反応する。
【００９３】
　Ｂ．蛍光部分
　本発明で用いる標識の一部の実施形態では、結合相手、例えば抗体は蛍光部分に結合さ
れる。該蛍光部分の蛍光は、本明細書で記載の単一分子検出器などの単一分子検出器での
検出を可能にするのに十分である。
【００９４】
　本明細書で用いる用語「蛍光部分」は、その全体の蛍光が、その部分が本明細書で記載
される単一分子検出器で検出することができるようなものである１つ以上の蛍光実体を含
む。したがって、蛍光部分は、単一の実体（例えば、量子ドットまたは蛍光分子）または
複数の実体（例えば、複数の蛍光分子）を含むことができる。本明細書で用いる用語「部
分」が蛍光実体の群、例えば複数の蛍光色素分子を指す場合、検出する十分な蛍光を群と
しての該実体が提供する限り、個々の実体は別々に結合相手に結合するか、あるいは実体
は一緒に結合することができることは理解されよう。
【００９５】
　一般的に、蛍光部分の蛍光は、蛍光部分がバックグラウンドレベルを超えて単一分子検
出器で検出可能であるのに十分な量子効率および光退色の欠如の組合せを含み、アッセイ
の所望の検出限界、正確度および精度に必要な一致性を有する。例えば、一部の実施形態
では、蛍光部分の蛍光は、本明細書で記載される機器において、約１０、５、４、３、２
、１、０．１、０．０１、０．００１、０．００００１または０．０００００１ｐｇ／ｍ
ｌ未満の検出限界、および約２０、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７、
６、５、４、３、２、１％以下未満、例えば約１０％以下の変動係数で、分子、例えばマ
ーカーの検出および／または定量を可能にするものである。一部の実施形態では、蛍光部
分の蛍光は、本明細書で記載される機器において、約５、１、０．５、０．１、０．０５
、０．０１、０．００５、０．００１ｐｇ／ｍｌ未満の検出限界、および約１０％未満の
変動係数で、分子、例えばマーカーの検出および／または定量を可能にするものである。
【００９６】
　本明細書で用いる用語「検出限界」は、対象となる物質の分子を含有しているとして試
料を特定することができる最低濃度、例えばゼロでない最初の値を含む。これは、ゼロの
変動性および標準曲線の勾配によって定義することができる。例えば、アッセイの検出限
界は、標準曲線を描き、標準曲線のゼロ値を決定し、その値に２つの標準偏差を加えるこ
とで決定することができる。この値と等しいシグナルを発生する対象となる物質の濃度は
、「検出下限」濃度である。
【００９７】
　さらに、蛍光部分は選択されるアッセイにおける使用と一致する特性を有する。一部の
実施形態では、アッセイはイムノアッセイであり、蛍光部分が抗体に結合される。蛍光部
分は、それが他の抗体もしくはタンパク質と凝集しないような特性、またはそれがアッセ
イの必要な正確度および精度と一致する凝集を起さないような特性を有しなければならな



(39) JP 2015-4691 A 2015.1.8

10

20

30

40

50

い。一部の実施形態では、好ましい蛍光部分は、例えば、１）高い吸収係数と、２）高い
量子収率と、３）高い光安定性（低い光退色）と、および４）本発明のアナライザーおよ
びシステムを用いて分析することができるように（例えば、対象となるタンパク質の沈殿
および蛍光部分を結合したタンパク質の沈殿を引き起こさないように）、対象となる分子
（例えば、タンパク質）を標識することとの適合性との組合せを有する色素分子などの蛍
光部分である。
【００９８】
　本発明の一部の実施形態で有用な蛍光部分、例えば単一の蛍光色素分子または複数の蛍
光色素分子は、ＥＭ放射によって刺激したときのそれらの光子放射特性によって定義する
ことができる。例えば、一部の実施形態では、本発明は、蛍光部分の励起波長で発光する
レーザーによって刺激されたときに平均で少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、
７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、３
５０、４００、５００、６００、７００、８００　９００または１０００個の光子を放出
することが可能である蛍光部分、例えば単一の蛍光色素分子または複数の蛍光色素分子を
含む蛍光部分を利用し、レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集
束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以
下である。全エネルギーは、レーザーの出力と色素部分の曝露時間との多くの異なる組合
せによって達成することができることは理解されよう。例えば、１ｍＷの出力のレーザー
は３ミリ秒、３ｍＷは１ミリ秒、６ｍＷは０．５ミリ秒、１２ｍＷは０．２５ミリ秒など
のように用いることができる。
【００９９】
　一部の実施形態では、本発明は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激
されたときに平均で少なくとも約５０個の光子を放出することが可能である蛍光色素部分
、例えば単一の蛍光色素分子または複数の蛍光色素分子を利用し、レーザーは蛍光部分を
含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けられ
る全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、本発明は、蛍
光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに平均で少なくとも約１０
０個の光子を放出することが可能である蛍光色素部分、例えば単一の蛍光色素分子または
複数の蛍光色素分子を利用し、レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポッ
トに集束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュ
ール以下である。一部の実施形態では、本発明は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザ
ーによって刺激されたときに平均で少なくとも約１５０個の光子を放出することが可能で
ある蛍光色素部分、例えば単一の蛍光色素分子または複数の蛍光色素分子を利用し、レー
ザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってス
ポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態で
は、本発明は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに平均で
少なくとも約２００個の光子を放出することが可能である蛍光色素部分、例えば単一の蛍
光色素分子または複数の蛍光色素分子を利用し、レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミク
ロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは
約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、本発明は、蛍光部分の励起波長
で発光するレーザーによって刺激されたときに平均で少なくとも約３００個の光子を放出
することが可能である蛍光色素部分、例えば単一の蛍光色素分子または複数の蛍光色素分
子を利用し、レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レ
ーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。
一部の実施形態では、本発明は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激さ
れたときに平均で少なくとも約５００個の光子を放出することが可能である蛍光色素部分
、例えば単一の蛍光色素分子または複数の蛍光色素分子を利用し、レーザーは蛍光部分を
含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けられ
る全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。
【０１００】
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　一部の実施形態では、蛍光部分は、平均で少なくとも約１、２、３、４、５、６、７、
８、９または１０個の蛍光実体、例えば蛍光分子を含む。一部の実施形態では、蛍光部分
は、平均でたった約２、３、４、５、６、７、８、９、１０または１１個の蛍光実体、例
えば蛍光分子しか含まない。一部の実施形態では、蛍光部分は、平均約１～１１、または
約２～１０、または約２～８、または約２～６、または約２～５、または約２～４、また
は約３～１０、または約３～８、または約３～６、または約３～５、または約４～１０、
または約４～８、または約４～６、または約２、３、４、５、６以上の個数の蛍光実体を
含む。一部の実施形態では、蛍光部分は、平均約２～８個の蛍光部分を含む。一部の実施
形態では、平均約２～６個の蛍光実体。一部の実施形態では、蛍光部分は平均約２～４個
の蛍光実体を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は平均約３～１０個の蛍光実体を含む
。一部の実施形態では、蛍光部分は平均約３～８個の蛍光実体を含む。一部の実施形態で
は、蛍光部分は平均約３～６個の蛍光実体を含む。「平均」とは、試料が複数の結合相手
蛍光部分ユニットを含む、本発明の標識の群の代表的試料である所与の試料において、標
準の分析法で決定される、蛍光部分を構成する特定の蛍光実体と結合相手とのモル比が、
特定される数または数の範囲に対応することを意味する。例えば、標識が、抗体である結
合相手および特定の吸光度の複数の蛍光色素分子を含む蛍光部分を含む実施形態では、標
識の溶液を適切なレベルに希釈し、タンパク質（抗体）のモル濃度を決定するために２８
０ｎｍの吸光度を取得し、蛍光色素分子のモル濃度を決定するために例えば６５０ｎｍ（
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７の場合）の吸光度を取得する、分光光度アッセイを用いるこ
とができる。前者に対する後者のモル濃度の比は、各抗体に結合する蛍光部分における蛍
光実体（色素分子）の平均数を表す。
【０１０１】
　１．色素
　一部の実施形態では、本発明は、蛍光色素分子を含む蛍光実体を利用する。一部の実施
形態では、本発明は、蛍光色素分子の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたと
きに平均で少なくとも約５０個の光子を放出することができる蛍光色素分子を利用し、レ
ーザーは該分子を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってス
ポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態で
は、本発明は、蛍光色素分子の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに平
均で少なくとも約７５個の光子を放出することができる蛍光色素分子を利用し、レーザー
は該分子を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポット
に向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、本
発明は、蛍光色素分子の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに平均で少
なくとも約１００個の光子を放出することができる蛍光色素分子を利用し、レーザーは該
分子を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向
けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、本発明
は、蛍光色素分子の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに平均で少なく
とも約１５０個の光子を放出することができる蛍光色素分子を利用し、レーザーは該分子
を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けら
れる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、本発明は、
蛍光色素分子の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたときに平均で少なくとも
約２００個の光子を放出することができる蛍光色素分子を利用し、レーザーは該分子を含
む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けられる
全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。
【０１０２】
　本発明の蛍光部分に用いるための有用な蛍光実体の非包括的なリストを、下の表２に示
す。一部の実施形態では、蛍光色素は、ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８、５３２、６４７、
７００、７５０、フルオレセイン、Ｂ－フィコエリトリン、アロフィコシアニン、ＰＢＸ
Ｌ－３およびＱｄｏｔ　６０５からなる群から選択される。一部の実施形態では、蛍光色
素は、ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８、５３２、７００、７５０、フルオレセイン、Ｂ－フ
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ィコエリトリン、アロフィコシアニン、ＰＢＸＬ－３、およびＱｄｏｔ　６０５からなる
群から選択される。
【０１０３】
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【表７】

【０１０４】
　本発明で用いるのに好適な色素には、修飾されたカルボシアニン色素が含まれる。カル
ボシアニン色素の修飾には、３位に反応基または共役物質を受容するためのカルボシアニ
ン色素のインドリウム環の修飾が含まれる。インドリウム環の修飾は、１位の窒素原子を
介して結合した構造的に類似するカルボシアニン色素で標識した共役体よりも、タンパク
質、核酸、および他の生体高分子上で一様に、かつ、実質的により強い蛍光性の色素共役
体を提供する。実質的に同一の波長において構造的に類似する色素よりも強い蛍光発光を
有することおよび生体高分子へ共役すると吸収スペクトルの影響が減少することに加え、
修飾されたカルボシアニン色素は、ピーク吸光度の波長で、構造的に類似する色素よりも
高い光安定性および高い吸光度（吸光係数）を有する。したがって、修飾されたカルボシ
アニン色素により、修飾された色素およびそれらの共役体を用いるアッセイの感度の向上
がもたらされる。好ましい修飾された色素には、少なくとも１つの置換インドリウム環系
を有し、該インドリウム環の３位炭素上の置換基が化学反応性基または共役物質を含む、
化合物が含まれる。他の色素化合物には、アザベンズアゾリウム環部分および少なくとも
１つのスルホン酸部分が導入された化合物が含まれる。本発明の様々な実施形態で個々の
分子を検出するために用いることができる修飾されたカルボシアニン色素は、米国特許第
６９７７３０５号（これを本明細書中にその全体について参照により取り入れる）に記載
されている。したがって、一部の実施形態では、本発明の標識は、置換インドリウム環系
を含み、該インドリウム環の３位炭素上の置換基が化学反応性基または共役物質基を含む
、蛍光色素を利用する。
【０１０５】
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　一部の実施形態では、標識は、１つ以上のＡｌｅｘａ色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）を含む蛍光部分を含む。Ａｌｅｘａ色素は、米国特許第
６９７７３０５号、第６９７４８７４号、第６１３０１０１号、および第６９７４３０５
号（これらを本明細書中にその全体について参照により取り入れる）に開示されている。
本発明の一部の実施形態は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８
、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６
１０、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００、およびＡｌｅｘａＦ
ｌｕｏｒ７５０からなる群から選択される色素を利用する。本発明の一部の実施形態は、
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４
７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００、およびＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７５０からなる群から選
択される色素を利用する。本発明の一部の実施形態は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、Ａ
ｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６１０
、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００、およびＡｌｅｘａＦｌｕ
ｏｒ７５０からなる群から選択される色素を利用する。本発明の一部の実施形態は、約６
５０～６６０ｎｍの吸収極大および約６６０～６７０ｎｍの放出極大を有するＡｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ６４７分子を利用する。ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素は、単独でまたは他
のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ色素と一緒に用いられる。
【０１０６】
　さらに、現在利用できる有機蛍光体は、ポリエチレンなどの親水基を加えることによっ
てその疎水性を弱めることにより、改善することができる。あるいは、現在、Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ６４７色素などのスルホン化有機蛍光体は、それらを両性イオン性にすること
によって酸性を弱めることができる。修飾された蛍光体で標識した抗体などの粒子は、イ
ムノアッセイで表面およびタンパク質と非特異的に結合する可能性は低く、したがって、
感度がより高く、かつ、バックグラウンドがより低いアッセイを可能にする。単一粒子を
検出するシステムの感度を高める目的で蛍光色素の特性を修飾および改善するための方法
は、当技術分野で既知である。好ましくは、修飾により、高量子収率を維持しつつ、スト
ークスシフトが改善される。
【０１０７】
　２．量子ドット
　一部の実施形態では、本発明のアナライザーシステムを用いて試料中の分子を検出する
ために用いる蛍光標識部分は、量子ドットである。半導体ナノクリスタルまたは人工原子
としても知られる量子ドット（ＱＤ）は、１００～１，０００個の電子を含む２～１０ｎ
ｍの範囲の半導体結晶である。一部のＱＤは、直径１０～２０ｎｍであることができる。
ＱＤは高い量子収率を有し、これによってそれらは光学用途に特に有益となる。ＱＤは、
伝統的な蛍光団の励起状態と考えられるが最高２００ナノ秒の非常により長い寿命を有す
ることができる励起子の形成によって蛍光を発する、蛍光団である。この特性は、ＱＤに
低い光退色を提供する。ＱＤのエネルギーレベルは、ＱＤの大きさおよび形状ならびにＱ
Ｄ電位の深さを変えることによって制御することができる。小さな励起性ＱＤの光学特性
の１つは呈色であり、それはドットの大きさで判定される。ドットが大きいほど、蛍光は
より赤いかまたはスペクトルの赤端（red end）により近い。ドットが小さいほど、それ
はより青いかまたは青端（blue end）により近い。エネルギーを決定し、したがって蛍光
発光の色を決定するバンドギャップエネルギーは、ＱＤの大きさの２乗に反比例する。よ
り大きなＱＤは、間隔のより狭いより多くのエネルギー準位を有し、したがって、より少
ないエネルギーを含む光子、すなわちスペクトルの赤端により近いものをＱＤが吸収する
ことが可能となる。ドットの放出周波数はバンドギャップによって決まることから、最高
の精度でドットの出力波長を制御することが可能である。一部の実施形態では、単一粒子
アナライザーシステムで検出されるタンパク質は、ＱＤで標識する。一部の実施形態では
、１つのＱＤで標識されたタンパク質を検出するために、異なる波長で異なるタンパク質
の検出を可能にするフィルターを用いて単一粒子アナライザーを用いる。
【０１０８】
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　ＱＤは広い励起特性および狭い放出特性を有し、それは、カラーフィルタリングと用い
た場合、個々のシグナルを分解するのに、単一試料中の複数の標的の多重分析のための単
一の電磁放射線源のみを必要とする。したがって、一部の実施形態では、アナライザーシ
ステムは、１つの連続波レーザーおよび各々が１つのＱＤで標識された粒子を含む。コロ
イド状に調製されたＱＤは自由に浮遊し、金属配位結合官能基を介して様々な分子に結合
することができる。これらの基には、限定するものではないが、チオール、アミン、ニト
リル、ホスフィン、ホスフィンオキシド、ホスホン酸、カルボン酸、または他のリガンド
が含まれる。表面に好適な分子を結合することによって、量子ドットは、ほとんどあらゆ
る溶媒に分散または溶解させることができ、あるいは様々な無機および有機のフィルムに
導入することができる。量子ドット（ＱＤ）は、マレイミドエステル結合反応を介して直
接ストレプトアビジンに、あるいはマレイミド－チオール結合反応を介して抗体に結合す
ることができる。これにより、表面に共有結合で結合した生体分子を有する材料となり、
高い特異活性を有する共役体が生成される。一部の実施形態では、単一粒子アナライザー
で検出されるタンパク質を１つの量子ドットで標識する。一部の実施形態では、量子ドッ
トは直径１０～２０ｎｍである。他の実施形態では、量子ドットは直径２～１０ｎｍであ
る。有用な量子ドットには、ＱＤ　６０５、ＱＤ　６１０、ＱＤ　６５５およびＱＤ　７
０５が含まれる。特に好ましい量子ドットは、ＱＤ　６０５である。
【０１０９】
　Ｃ．結合相手蛍光部分組成物
　本発明の標識は、本明細書で記載される機器での検出および定量のために要求される蛍
光を提供するために、蛍光部分に結合した結合相手（例えば、抗体）を一般に含む。本明
細書で記載される単一分子検出器での検出の結合相手および蛍光部分の任意の好適な組合
せを、本発明で標識として用いることができる。一部の実施形態では、本発明は生物学的
状態のマーカーのための標識を提供し、該標識はそのマーカーに対する抗体および蛍光部
分を含む。マーカーは、上述のマーカーのいずれかであることができる。抗体は、上述の
任意の抗体であることができる。蛍光部分は、標識が、蛍光部分の励起波長で発光するレ
ーザーによって刺激されたときに平均で少なくとも約５０、７５、１００、１２５、１５
０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、３５０、４００、５００、６０
０、７００、８００　９００、または１０００個の光子を放出することが可能であるよう
に結合することができ、レーザーはその標識を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集
束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以
下である。一部の実施形態では、蛍光部分は、その蛍光部分の励起波長で発光するレーザ
ーによって刺激されたときに平均で少なくとも約５０、１００、１５０、または２００個
の光子を放出することができる蛍光部分でよく、レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミク
ロン以上のスポットに集束され、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは
約３マイクロジュール以下である。蛍光部分は、置換インドリウム環系を含み、該インド
リウム環の３位炭素上の置換基は化学反応性基または共役物質基を含む構造を有する色素
分子を１つ以上含む蛍光部分でよい。標識組成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、５３
２、６４７、７００、または７５０からなる群から選択される色素分子を１つ以上含む蛍
光部分を含むことができる。標識組成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、５３２、７０
０、または７５０からなる群から選択される色素分子を１つ以上含む蛍光部分を含むこと
ができる。標識組成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８である色素分子を１つ以上含む蛍
光部分を含むことができる。標識組成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５である色素分子
を１つ以上含む蛍光部分を含むことができる。標識組成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６１
０である色素分子を１つ以上含む蛍光部分を含むことができる。標識組成物は、Ａｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ６４７である色素分子を１つ以上含む蛍光部分を含むことができる。標識組
成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０である色素分子を１つ以上含む蛍光部分を含むこと
ができる。標識組成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００である色素分子を１つ以上含む蛍
光部分を含むことができる。標識組成物は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７５０である色素分子
を１つ以上含む蛍光部分を含むことができる。
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【０１１０】
　一部の実施形態では、本発明は、ＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子、例えばマーカーに特異的な
抗体に結合されたＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子などの記載群から選択されるＡｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ分子を含む、生物学的状態のマーカーの検出のための組成物を提供する。一
部の実施形態では、組成物は、マーカーに対する抗体に結合した、平均１～１１、または
約２～１０、または約２～８、または約２～６、または約２～５、または約２～４、また
は約３～１０、または約３～８、または約３～６、または約３～５、または約４～１０、
または約４～８、または約４～６、または約２、３、４、５、６、または約６を超える個
数のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む。一部の実施形態では、本発明は、マーカー
に特異的な抗体に結合した、平均１～１１、または約２～１０、または約２～８、または
約２～６、または約２～５、または約２～４、または約３～１０、または約３～８、また
は約３～６、または約３～５、または約４～１０、または約４～８、または約４～６、ま
たは約２、３、４、５、６、または約６を超える個数のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子
を含む、生物学的状態のマーカーの検出のための組成物を提供する。一部の実施形態では
、本発明は、マーカーに特異的な抗体に結合した平均約２～１０個のＡｌｅｘａＦｌｕｏ
ｒ６４７分子を含む、生物学的状態のマーカーの検出のための組成物を提供する。一部の
実施形態では、本発明は、マーカーに特異的な抗体に結合した平均約２～８個のＡｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む、生物学的状態のマーカーの検出のための組成物を提供す
る。一部の実施形態では、本発明は、マーカーに特異的な抗体に結合した平均約２～６個
のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む、生物学的状態のマーカーの検出のための組成
物を提供する。一部の実施形態では、本発明は、マーカーに特異的な抗体に結合した平均
約２～４個のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む、生物学的状態のマーカーの検出の
ための組成物を提供する。一部の実施形態では、本発明は、マーカーに特異的な抗体に結
合した平均約３～８個のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む、生物学的状態のマーカ
ーの検出のための組成物を提供する。一部の実施形態では、本発明は、マーカーに特異的
な抗体に結合した平均約３～６個のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む、生物学的状
態のマーカーの検出のための組成物を提供する。一部の実施形態では、本発明は、マーカ
ーに特異的な抗体に結合した平均約４～８個のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む、
生物学的状態のマーカーの検出のための組成物を提供する。
【０１１１】
　結合相手、例えば抗体への蛍光部分または蛍光部分を作る蛍光実体の結合は、任意の好
適な手段によることができる。そのような方法は当技術分野で既知であり、例示的な方法
は実施例で示す。一部の実施形態では、本発明の方法で用いる標識を形成するための結合
相手への蛍光部分の結合の後であって、対象となるタンパク質を標識するために標識を利
用する前に、濾過工程を実施することが有用である。例えば、抗体－色素標識は、使用の
前に、例えば０．２ミクロンフィルターまたは凝集体の除去に好適な任意のフィルターを
介して濾過することができる。本発明のアッセイで使用する他の試薬も、例えば０．２ミ
クロンフィルターまたは好適な任意のフィルターを介して濾過することができる。理論に
束縛されるものではないが、そのような濾過により、例えば抗体－色素標識の凝集体（ag
gregates）の一部が除去されると考えられる。そのような凝集体は対象となるタンパク質
へユニットとして結合するが、溶離緩衝剤中で放出した際に分解しやすいので、偽陽性が
生じることがある。すなわち、いくつかの標識が、対象となる単一タンパク質分子だけに
結合した凝集体から検出される。理論に関係なく、濾過は以降のアッセイでの偽陽性を低
減し、正確度および精度を改善することが分かった。
【０１１２】
　イムノアッセイは、同じ分子（例えばマーカー）に対する結合相手の対（例えば抗体）
を用いるサンドイッチ形式をしばしば使用することは理解されよう。本発明は結合相手の
対（例えば抗体）も包含し、ここで、両抗体は同じ分子（例えば同じマーカー）に特異的
であり、対の少なくとも１つのメンバーは本明細書で記載の標識である。したがって、結
合相手および蛍光部分を含む任意の標識に関して、本発明は、第１の結合相手（例えば抗
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体）が標識の一部であり、かつ、第２の結合相手（例えば抗体）が一般的に非標識であっ
て捕捉結合相手の役目を果たす、結合相手の対も包含する。さらに、結合相手の対は、Ｆ
ＲＥＴアッセイで多用される。本発明で有用なＦＲＥＴアッセイは、米国特許出願１１／
０４８６６０（これを本明細書中にその全体について参照により取り入れる）で開示され
、本発明は、各々がＦＲＥＴ標識を含む結合相手の対も包含する。
【０１１３】
　ＩＶ．分子の高感度分析
　一態様では、本発明は、ｉ）分子が存在する場合には分子を標識で標識し、ｉｉ）標識
の有無を検出する（ここで、標識の存在の検出は試料中の単一分子の存在を示している）
ことによって、試料中の単一分子、例えば生物学的状態のマーカー分子の有無を判定する
ための方法を提供する。一部の実施形態では、この方法は、約１００、８０、６０、５０
、４０、３０、２０、１５、１２、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、１、０．９
、０．８、０．７、０．６、０．５、０．４、０．３、０．２．０．１、０．０５、０．
０１、０．００５、または０．００１フェムトモル未満の検出限界で分子を検出すること
ができる。一部の実施形態では、この方法は、約１００フェムトモル未満の検出限界で分
子を検出することができる。一部の実施形態では、この方法は、約１０フェムトモル未満
の検出限界の分子を検出することができる。一部の実施形態では、この方法は、約１フェ
ムトモル未満の検出限界で分子を検出することができる。一部の実施形態では、この方法
は、約０．１フェムトモル未満の検出限界で分子を検出することができる。一部の実施形
態では、この方法は、約０．０１フェムトモル未満の検出限界で分子を検出することがで
きる。一部の実施形態では、この方法は、約０．００１フェムトモル未満の検出限界で分
子を検出することができる。検出限界は、米国国立標準技術研究所標準品などの好適な標
準を用いることによって決定することができる。
【０１１４】
　この方法は、試料中の分子の単一分子を検出することによって、試料中の分子、例えば
生物学的状態のマーカーの濃度を決定する方法も提供する。単一分子の「検出」には、分
子を直接または間接的に検出することが含まれる。間接的な検出の場合には、単一分子に
対応する標識、例えば単一分子に結合した標識を検出することができる。
【０１１５】
　一部の実施形態では、本発明は、生物学的試料中のタンパク質の単一分子の有無を判定
するための方法を提供し、この方法は、前記分子を標識で標識する工程と、単一分子検出
器で前記標識の有無を検出する工程とを含み、前記標識は、蛍光部分の励起波長で発光す
るレーザーによって刺激されたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ
る蛍光部分を含み、レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束さ
れ、レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約３マイクロジュール以下で
ある。一部の実施形態では、単一分子検出器はインタロゲーション空間を１つだけ含むこ
とができる。試料中の単一分子の検出限界は、約１０、１、０．１、０．０１、または０
．００１フェムトモル未満であることができる。一部の実施形態では、検出限界は約１フ
ェムトモル未満である。検出は、前記蛍光部分によって放出される電磁放射線を検出する
ことを含むことができる。この方法は、前記蛍光部分を、約２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０ｍＷの出力
を有するレーザーなどのレーザーによって提供される電磁放射線などの電磁放射線に曝露
することをさらに含むことができる。一部の実施形態では、レーザーの刺激は、約１０～
１０００マイクロ秒、または約１０００、２５０、１００、５０、２５、または１０マイ
クロ秒の期間、インタロゲーション空間に光を提供する。一部の実施形態では、標識は、
抗体など、前記分子との結合に特異的な結合相手をさらに含む。一部の実施形態では、蛍
光部分は、インドリウム環の３位炭素上の置換基が化学反応性基または共役物質を含む少
なくとも１つの置換インドリウム環系を含む色素分子などの蛍光色素分子を含む。一部の
実施形態では、色素分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏ
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ｒ７００からなる群から選択されるＡｌｅｘＦｌｕｏｒ分子である。一部の実施形態では
、色素分子はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素分子である。一部の実施形態では、蛍光部
分は複数のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む。一部の実施形態では、複数のＡｌｅ
ｘａＦｌｕｏｒ６４７分子は約２～４個のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子、または約３
～６個のＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７分子を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は量子
ドットである。この方法は、試料中の前記タンパク質の濃度を測定することをさらに含む
ことができる。
【０１１６】
　一部の実施形態では、前記標識の有無の検出は、（ｉ）前記試料の一部をインタロゲー
ション空間に通過させる工程と、（ｉｉ）前記標識が存在する場合、前記蛍光部分を刺激
して光子を放出するのに十分な電磁放射線への曝露を前記インタロゲーション空間に享受
させる工程と、（ｉｉｉ）工程（ｉｉ）の前記曝露の間に放出された光子を検出する工程
とを含む。この方法は、前記インタロゲーション空間におけるバックグラウンドの光子レ
ベルを決定することをさらに含むことができ、ここで、前記バックグラウンドのレベルは
、工程（ｉｉ）の場合と同様であるがインタロゲーション空間における標識なしで電磁放
射線をインタロゲーション空間に享受させた場合のインタロゲーション空間の平均光子放
出を表す。この方法は、工程（ｉｉｉ）で検出される光子の量を閾値光子レベルと比較す
ることをさらに含むことができ、ここで、前記閾値光子レベルは前記バックグラウンドの
光子レベルの関数であり、工程（ｉｉｉ）で検出される光子の量が閾値レベルよりも多い
場合は前記標識の存在を示し、工程（ｉｉｉ）で検出される光子の量が閾値レベル以下で
ある場合は前記標識が無いことを示す。
【０１１７】
　Ａ．試料
　試料はあらゆる好適な試料であってよい。典型的には、試料は、生物学的液体などの生
物学的試料である。このような液体には、制限するものではないが、気管支肺胞洗浄液（
ＢＡＬ）、血液、血清、血漿、尿、鼻腔ぬぐい液（nasal swab）、脳脊髄液、胸膜液、滑
液、腹腔液、羊水、胃液、リンパ液、間質液、組織ホモジネート、細胞抽出液、唾液、痰
、便、生理学的分泌物、涙、粘液、汗、乳汁、精液、精漿、膣分泌液、潰瘍および他の表
面発疹、水疱、および膿瘍から得られる液、ならびに正常、悪性、および疑わしい組織の
生検を含む組織の抽出物、または対象となる標的粒子を含み得る身体のあらゆる他の成分
が含まれる。細胞もしくは組織の培養物、または培養液などの他の類似の検体も対象であ
る。
【０１１８】
　一部の実施形態では、試料は血液試料である。一部の実施形態では、試料は血漿の試料
である。一部の実施形態では、試料は血清の試料である。一部の実施形態では、試料は尿
の試料である。一部の実施形態では、試料は鼻腔ぬぐい液である。
【０１１９】
　Ｂ．試料の調製
　一般に、測定が望まれる対象の分子（例えば生物学的状態のマーカー）に対応する標識
を生成するあらゆる試料調製方法を用いることができ、ここで、該標識は本明細書に記載
される機器において検出可能である。当技術分野で既知であるように、１つ以上の分子に
標識を加える試料の調製は、均一または不均一の形式で行うことができる。一部の実施形
態では、試料調製を均一の形式で形成する。均一の形式を使用するアナライザーシステム
では、未結合の標識は試料から除去されない。例えば、米国特許出願１１／０４８６６０
を参照されたい。一部の実施形態では、対象の粒子または複数の粒子は、対象の粒子また
は複数の粒子に結合する標識した抗体または複数の抗体に加えることによって標識される
。
【０１２０】
　一部の実施形態では、不均一のアッセイ形式が用いられ、この場合、典型的には未結合
の標識を除去するための工程が用いられる。このようなアッセイ形式は当技術分野では周
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知である。１つの特に有用なアッセイ形式は、サンドイッチイムノアッセイなどのサンド
イッチアッセイである。この形式では、生物学的状態のマーカーなどの対象の分子を、捕
捉結合相手を用いて固体支持体上などに捕捉する。次いで、不必要な分子および他の物質
を場合により洗い流し、続いて検出結合相手および検出可能な標識（例えば蛍光部分）を
含む標識を結合させることができる。さらなる洗浄により未結合の標識を除去し、次いで
、必ずではないが、通常、未だ検出結合相手に結合している検出可能な標識を放出させる
。代替の実施形態では、試料および標識を、間に（in between）（例えば同時に）、洗浄
せずに捕捉結合相手に加える。他の変形形態は当業者であれば明らかであろう。
【０１２１】
　一部の実施形態では、生物学的状態のマーカーなどの対象の分子を検出するための方法
は、捕捉結合相手としてのモノクローナル抗体などの抗体とのサンドイッチアッセイを用
いる。この方法は、結合表面上に固定化されている捕捉抗体に試料中の分子を結合させる
こと、および検出抗体を含む標識を分子に結合させて「サンドイッチ」複合体を形成する
ことを含む。標識は、例えば本発明の単一分子アナライザーを用いて検出される、本明細
書に記載するような検出抗体および蛍光部分を含む。捕捉抗体および検出抗体の双方が分
子に特異的に結合する。サンドイッチイムノアッセイの多くの例は知られており、いくつ
かのものはＧｒｕｂｂらの米国特許第４１６８１４６号およびＴｏｍらの米国特許第４３
６６２４１号（（両方とも参照によって本明細書に組み入れられる）に記載されている。
特異的なマーカーに特異的なさらなる例を実施例に記載する。
【０１２２】
　捕捉結合相手は、マイクロタイタープレートまたは常磁性ビーズなどの固体支持体に結
合していてもよい。一部の実施形態では、本発明は、常磁性ビーズに結合している、生物
学的状態のマーカーなどの対象の分子の結合相手を提供する。捕捉が望まれる分子に特異
的な任意の好適な結合相手を用いることができる。結合相手は、モノクローナル抗体など
の抗体であってもよい。抗体の製造および供給源を、本明細書の他の箇所に記載する。捕
捉抗体として有用であるとして本明細書で同定される抗体は、検出抗体としても有用であ
ることができ、その逆も同様であることが理解されよう。
【０１２３】
　抗体などの結合相手の固体支持体への結合は、共有結合であってもよいし、非共有結合
であってもよい。一部の実施形態では、結合は非共有結合である。当技術分野では周知で
ある非共有結合の一例は、ビオチン－アビジン／ストレプトアビジン相互作用である。し
たがって、一部の実施形態では、マイクロタイタープレートまたは常磁性ビーズなどの固
体支持体が、ビオチン－アビジン／ストレプトアビジン相互作用などの非共有結合の結合
によって、抗体などの捕捉結合相手に結合している。一部の実施形態では、結合は共有結
合である。したがって、一部の実施形態では、マイクロタイタープレートまたは常磁性ビ
ーズなどの固体支持体が、共有結合によって抗体などの捕捉結合相手に結合している。
【０１２４】
　捕捉抗体の配向（orientation）が対象の分子の捕捉が最適化されるような共有結合が
特に有用である。例えば、一部の実施形態では、マイクロタイタープレートまたは常磁性
微小粒子などの固体支持体を、抗体などの結合相手の結合が共有結合による配向結合など
の配向結合である場合に用いることができる。
【０１２５】
　抗体の固体支持体への配向結合の例示的なプロトコルは以下の通りである：ＩｇＧを最
終濃度が１ｍｇ／ｍｌになるように０．１Ｍ酢酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ５．５に溶解す
る。等体積の０．１Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．５）溶液中の氷冷した２０ｍＭ過ヨウ素
酸ナトリウムを加える。ＩｇＧを氷上で１／２時間酸化させる。０．１５体積の１Ｍグリ
セロールを加えることによって過剰の過ヨウ素酸試薬をクエンチする。低分子量の酸化反
応副生成物を限外濾過によって除去する。酸化したＩｇＧ分画を好適な濃度（典型的には
ＩｇＧ１ｍｌ当たり０．５マイクログラム）に希釈し、室温で少なくとも２時間、ヒドラ
ジドで活性化したマルチウェルプレートと反応させる。マルチウェルプレートをホウ酸塩
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緩衝食塩水または別の好適な緩衝液で洗浄することによって未結合のＩｇＧを除去する。
所望する場合、プレートを保存用に乾燥してもよい。マイクロビーズの材料がこのような
結合に適している場合は、マイクロビーズに対して同様のプロトコルを採ることができる
。
【０１２６】
　一部の実施形態では、固体支持体はマイクロタイタープレートである。一部の実施形態
では、固体支持体は常磁性ビーズである。例示の常磁性ビーズは、Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎＣｌ（Ｄｙｎａｌ、６５０．０１－０３）である。他の好適なビーズは、当業者には
明らかである。抗体を常磁性ビーズに結合するための方法は、当技術分野では周知である
。一例を実施例２に示す。
【０１２７】
　対象の分子を、固体支持体上に固定化した捕捉抗体などの捕捉結合相手と接触させる。
血液試料からの血清の調製または試料を捕捉抗体と接触させる前の濃縮手順など、いくつ
かの試料調製を用いてもよい。イムノアッセイにおいてタンパク質を結合するためのプロ
トコルは、当技術分野では周知であり、実施例に含まれている。
【０１２８】
　結合に見込まれる時間は、条件に応じて変化する。いくつかの環境、特に臨床環境にお
いては、結合時間が短い方が望ましいことは明らかであろう。常磁性ビーズなどの使用は
、結合に必要とされる時間を短縮することができる。一部の実施形態では、対象の分子の
、抗体などの捕捉結合相手への結合に見込まれる時間は、約１２、１０、８、６、４、３
、２、もしくは１時間より短く、または約６０、５０、４０、３０、２５、２０、１５、
１０、もしくは５分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合
相手への結合に見込まれる時間は約６０分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の
、抗体などの捕捉結合相手への結合に見込まれる時間は約４０分より短い。一部の実施形
態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合に見込まれる時間は約３０分よ
り短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合に見込ま
れる時間は約２０分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合
相手への結合に見込まれる時間は約１５分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の
、抗体などの捕捉結合相手への結合に見込まれる時間は約１０分より短い。一部の実施形
態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合に見込まれる時間は約５分より
短い。
【０１２９】
　一部の実施形態では、トロポニン粒子が捕捉抗体などの捕捉結合相手に結合した後、非
特異的に結合し得る粒子、および試料中の他の不必要な物質を洗い流し、特異的に結合し
ているトロポニン粒子だけを実質的に残す。他の実施形態では、試料の添加と標識との添
加の間に洗浄を用いず、これにより試料の調製時間がさらにより短縮することが理解され
よう。したがって一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合
、および標識の、対象の分子への結合の両方に見込まれる時間は、約１２、１０、８、６
、４、３、２、もしくは１時間より短く、または約６０、５０、４０、３０、２５、２０
、１５、１０、もしくは５分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの
捕捉結合相手への結合、および標識の、対象の分子への結合の両方に見込まれる時間は約
６０分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合
、および標識の、対象の分子への結合の両方に見込まれる時間は約４０分より短い。一部
の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合、および標識の、対象
の分子への結合の両方に見込まれる時間は約３０分より短い。一部の実施形態では、対象
の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合、および標識の、対象の分子への結合の両方
に見込まれる時間は約２０分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの
捕捉結合相手への結合に、および標識の、対象の分子への結合の両方に見込まれる時間は
約１５分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結
合、および標識の、対象の分子への結合の両方に見込まれる時間は約１０分より短い。一
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部の実施形態では、対象の分子の、抗体などの捕捉結合相手への結合、および標識の、対
象の分子への結合の両方に見込まれる時間は約５分より短い。
【０１３０】
　対象の分子を測定するのに用いられる捕捉抗体およびシグナルの抗体を含む、いくつか
のイムノアッセイ診断試薬は、動物の血清由来であることができる。内因性のヒト異好性
抗体、または他種の免疫グロブリンに結合する能力を有するヒト抗動物抗体は、１０％を
超える患者の血清または血漿に存在する。これら循環している異好性抗体は、イムノアッ
セイ測定を妨害し得る。サンドイッチイムノアッセイでは、これらの異好性抗体は、捕捉
抗体および検出（診断）抗体を架橋し、それによって偽陽性シグナルを生成することがで
き、あるいは診断抗体の結合を阻止し、それによって偽陰性シグナルを生成することがで
きる。競合的イムノアッセイでは、異好性抗体は分析用抗体に結合し、トロポニンへのそ
の結合を阻害し得る。これらは、特に分離システムにおいて抗種抗体を用いる場合に、遊
離のトロポニンから抗体－トロポニン複合体を分離することを阻止または増大することも
できる。したがって、これら異好性抗体の妨害の影響を予測するのは困難である。したが
って、任意の異好性抗体の結合を阻止するのに有利である。本発明の一部の実施形態では
、イムノアッセイは、１つ以上の異好性抗体遮断薬を用いて試料から異好性抗体を枯渇す
る工程を含む。イムノアッセイにおいて試験される試料から異好性抗体を除去する方法は
既知であり、検体を酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．０）中で９０℃で１５分間加熱し、
１２００ｇで１０分間遠心する工程を含み、あるいは異好性抗体はポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）を用いて沈殿することができ；タンパク質Ａもしくはタンパク質Ｇを用いて
、妨害性（interfering）異好性免疫グロブリンを検体から免疫抽出する工程を含み；ま
たは非免疫性のマウスＩｇＧを加える工程を含む。本発明の方法の実施形態は、単一分子
検出器で分析する前に試料を調製することを企図している。前処理の方法の適切さを決定
することができる。異好性抗体によって引き起こされるイムノアッセイの妨害を最小にす
るための生化学物質は市販されている。例えば、ｈ－ＣＫ－ＭＭに対するＩｇＧ１モノク
ローナル抗体であるＭＡＫ３３と呼ばれる製品は、Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅ
ｉｍから入手することができる。ＭＡＫ３３プラス製品は、ＩｇＧ１およびＩｇＧ１－Ｆ
ａｂの組合せを含む。ｐｏｌｙＭＡＫ３３はＩｇＧ１と重合したＩｇＧ１－Ｆａｂを含み
、ｐｏｌｙＭＡＣ２ｂ／２ａはＩｇＧ２ｂで重合したＩｇＧ２ａ－Ｆａｂを含むｐｏｌｙ
ＭＡＣ２ｂ／２ａを含む。異好性抗体を中和するための生化学物質の第２の市販の供給源
は、Ｂｉｏｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎ　Ｉｎｃ、Ｅａｓｔ　Ｍｅａｄｏｗ、ＮＹにより販売
されているＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔであ
る。この製品は、多数の種から得られる免疫グロブリン（ＩｇＧおよびＩｇＭ）の調製物
であり、主にＢａｌｂ／ｃマウスから得られるマウスＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、およびＩ
ｇＧ３である。一部の実施形態では、タンパク質ＡまたはＧに対する妨害性の抗体を結合
することによって異好性抗体を試料から枯渇するなどの当技術分野で既知である方法を用
いて、異好性抗体を試料から免疫抽出することができる。一部の実施形態では、異好性抗
体は、１つ以上の異好性抗体阻害薬を用いて中和する。異好性阻害薬は、抗アイソフォー
ム異好性抗体阻害薬、抗イディオタイプ異好性抗体阻害薬、および抗－抗イディオタイプ
異好性抗体阻害薬からなる群から選択することができる。一部の実施形態では、異好性抗
体阻害薬の組合せを用いることができる。
【０１３１】
　試料の添加および洗浄と一緒にあるいはその後に、標識を添加する。タンパク質および
他の分子に抗体および他の免疫標識を結合するためのプロトコルは当技術分野では周知で
ある。標識結合工程が捕捉結合から離れている場合は、例えば臨床の環境においては、標
識の結合に見込まれる時間が重要であり得る。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体
－色素など、標識への結合に見込まれる時間は、約１２、１０、８、６、４、３、２、も
しくは１時間より短く、または約６０、５０、４０、３０、２５、２０、１５、１０、も
しくは５分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体－色素など、標識への結
合に見込まれる時間は約６０分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体－色
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素など、標識への結合に見込まれる時間は約４０分より短い。一部の実施形態では、対象
の分子の、抗体－色素など、標識への結合に見込まれる時間は約３０分より短い。一部の
実施形態では、対象の分子の、抗体－色素など、標識への結合に見込まれる時間は約２０
分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体－色素など、標識への結合に見込
まれる時間は約１５分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の、抗体－色素など、
標識への結合に見込まれる時間は約１０分より短い。一部の実施形態では、対象の分子の
、抗体－色素など、標識への結合に見込まれる時間は約５分より短い。過剰の標識は洗浄
によって除去される。
【０１３２】
　次いで、標識を対象のタンパク質から溶出する。好ましい溶出緩衝液は、顕著なバック
グラウンドを作らずに標識を放出するのに有効である。溶出緩衝液が静菌性である場合も
有用である。本発明で使用する溶出緩衝液には、カオトロープ（例えば、尿素またはグア
ニジウム化合物）、緩衝液（例えば、ホウ酸緩衝食塩水）、タンパク質担体（例えば、検
出機器のキャピラリーチューブの壁をコーティングするためのヒトアルブミン、ウシアル
ブミン、もしくは魚類のアルブミンなどのアルブミン、またはＩｇＧ）、および界面活性
剤（例えば、比較的低いバックグラウンドを生成するように選択されたイオン性または非
イオン性の界面活性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ２０、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、またはＳＤ
Ｓ））が含まれる。
【０１３３】
　単一分子検出器中に採取される溶出緩衝液／標識のアリコートは、これと個体から得た
オリジナルの試料とを区別するために「プロセシング試料」と呼ぶ。
【０１３４】
　別の一実施形態では、固相結合アッセイは、競合結合性のアッセイ形式を使用すること
ができる。そのような一方法は、ａ）結合表面上に固定化されている捕捉抗体にｉ）試料
中の生物学的状態のマーカーなどの対象の分子、およびｉｉ）検出可能な標識を含む分子
の標識された類似体（検出試薬）を競合的に結合すること、ならびにｂ）単一粒子アナラ
イザーを用いて標識の量を測定することを含む。別のそのような方法は、ａ）検出可能な
標識を有する抗体（検出試薬）にｉ）試料中の生物学的状態のマーカーなどの対象の分子
、およびｉｉ）結合表面上に固定化されている分子の類似体（捕捉試薬）を競合的に結合
すること、ならびにｂ）単一粒子アナライザーを用いて標識の量を測定することを含む。
本明細書における「分子の類似体」は、捕捉抗体への結合について分子と競合する種を意
味する。競合的イムノアッセイの例は、Ｄｅｕｔｓｃｈらの米国特許第４２３５６０１号
、Ｌｉｏｔｔａの米国特許第４４４２２０４号、およびＢｕｅｃｈｌｅｒらの米国特許第
５２０８５３５号（これらはすべて本明細書に参照によって組み入れられる）に開示され
ている。
【０１３５】
　Ｃ．対象の分子の検出および濃度の決定
　溶出の後、標識を、例えば溶出緩衝液中で単一分子検出器を通過させる。プロセシング
試料は標識を含んでいなくてもよく、単一の標識を含んでいてもよく、または複数の標識
を含んでいてもよい。標識の数は、（試料の希釈または分画を用いる場合に）捕捉工程の
間に捕捉される生物学的状態のマーカーなどの対象の分子の分子数に対応し、あるいは比
例する。
【０１３６】
　対象の分子とともに用いられる標識を検出することが可能な任意の好適な単一分子検出
器を用いることができる。好適な単一分子検出器を本明細書に記載する。典型的には、検
出器は、調製された試料を採取するための自動試料採取装置および任意選択により試料を
回収するための回収システムを含む、システムの部分である。
【０１３７】
　一部の実施形態では、キャピラリーフローシステムを利用し、かつ、キャピラリーフロ
ーセル、プロセシング試料が通過するキャピラリー中のインタロゲーション空間を照射す
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るためのレーザー、インタロゲーション空間から放出される放射線を検出するための検出
器、およびプロセシング試料をインタロゲーション空間を介して移動させるための原動力
源を含む、単一分子アナライザーで、プロセシング試料を分析する。一部の実施形態では
、単一分子アナライザーは、インタロゲーション空間をプロセシング試料が通過するとき
に該プロセシング試料から放出される光を集める顕微鏡対物レンズ、例えば高開口数顕微
鏡対物レンズをさらに含む。一部の実施形態では、レーザーおよび検出器は、共焦点配置
である。一部の実施形態では、レーザーは、連続波レーザーである。一部の実施形態では
、検出器は、アバランシェフォトダイオード検出器である。一部の実施形態では、原動力
源は、圧力を供給するためのポンプである。一部の実施形態では、本発明は、試料容器と
インタロゲーション空間との間に流体連通（flow communication）を提供する複数の試料
を自動的に採取することが可能な試料採取システムを含むアナライザーシステムを提供す
る。一部の実施形態では、インタロゲーション空間は、約０．００１と５００ｐＬとの間
の、または約０．０１ｐＬと１００ｐＬとの間の、または約０．０１ｐＬと１０ｐＬとの
間の、または約０．０１ｐＬと５ｐＬとの間の、または約０．０１ｐＬと０．５ｐＬとの
間の、または約０．０２ｐＬと約３００ｐＬとの間の、または約０．０２ｐＬと約５０ｐ
Ｌとの間の、または約０．０２ｐＬと約５ｐＬとの間の、または約０．０２ｐＬと約０．
５ｐＬとの間の、または約０．０２ｐＬと約２ｐＬとの間の、または約０．０５ｐＬと約
５０ｐＬとの間の、または約０．０５ｐＬと約５ｐＬとの間の、または約０．０５ｐＬと
約０．５ｐＬとの間の、または約０．０５ｐＬと約０．２ｐＬとの間の、または約０．１
ｐＬと約２５ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空間
は、約０．００４ｐＬと１００ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタ
ロゲーション空間は、約０．０２ｐＬと５０ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態
では、インタロゲーション空間は約０．００１ｐＬと１０ｐＬとの間の体積を有する。一
部の実施形態では、インタロゲーション空間は約０．００１ｐＬと１０ｐＬとの間の体積
を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空間は約０．０１ｐＬと５ｐＬとの
間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空間は約０．０２ｐＬと約
５ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空間は約０．０
５ｐＬと５ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空間は
約０．０５ｐＬと１０ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーシ
ョン空間は約０．５ｐＬと約５ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタ
ロゲーション空間は約０．０２ｐＬと約０．５ｐＬとの間の体積を有する。
【０１３８】
　一部の実施形態では、本発明の方法で用いられる単一分子検出器は、キャピラリーフロ
ーシステムを利用し、キャピラリーフローセル、プロセシング試料が通過するキャピラリ
ー中のインタロゲーション空間を照射するための連続波レーザー、インタロゲーション空
間をプロセシング試料が通過するときにインタロゲーション空間から放出される光を収集
する高開口数顕微鏡対物レンズ、インタロゲーション空間から放出される放射線を検出す
るためのアバランシェフォトダイオード検出器、およびインタロゲーション空間を介して
プロセシング試料を移動するための圧力を提供するためのポンプを含み、この場合、イン
タロゲーション空間は約０．０２ｐＬと約５０ｐＬとの間である。一部の実施形態では、
本発明の方法で用いられる単一分子検出器は、キャピラリーフローシステムを利用し、キ
ャピラリーフローセル、プロセシング試料が通過するキャピラリー中のンタロゲーション
空間を照射するための連続波レーザー、インタロゲーション空間をプロセシング試料が通
過するときにインタロゲーション空間から放出される光を収集する高開口数顕微鏡対物レ
ンズ（この場合、レンズは少なくとも約０．８の開口数を有する）、インタロゲーション
空間から放出される放射線を検出するためのアバランシェフォトダイオード検出器、およ
びインタロゲーション空間を介してプロセシング試料を移動するための圧力を提供するた
めのポンプを含み、この場合、インタロゲーション空間は約０．００４ｐＬと約１００ｐ
Ｌとの間である。一部の実施形態では、本発明の方法で用いられる単一分子検出器は、キ
ャピラリーフローシステムを利用し、キャピラリーフローセル、プロセシング試料が通過
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するキャピラリー中のインタロゲーション空間を照射するための連続波レーザー、インタ
ロゲーション空間をプロセシング試料が通過するときにインタロゲーション空間から放出
される光を収集する高開口数顕微鏡対物レンズ（この場合、レンズは少なくとも約０．８
の開口数を有する）、インタロゲーション空間から放出される放射線を検出するためのア
バランシェフォトダイオード検出器、およびインタロゲーション空間を介してプロセシン
グ試料を移動するための圧力を提供するためのポンプを含み、この場合、インタロゲーシ
ョン空間は約０．０５ｐＬと約１０ｐＬとの間である。一部の実施形態では、本発明の方
法で用いられる単一分子検出器はキャピラリーフローシステムを利用し、キャピラリーフ
ローセル、プロセシング試料が通過するキャピラリー中のインタロゲーション空間を照射
するための連続波レーザー、インタロゲーション空間をプロセシング試料が通過するとき
にインタロゲーション空間から放出される光を収集する高開口数顕微鏡対物レンズ（この
場合、レンズは少なくとも約０．８の開口数を有する）、インタロゲーション空間から放
出される放射線を検出するためのアバランシェフォトダイオード検出器、およびインタロ
ゲーション空間を介してプロセシング試料を移動するための圧力を提供するためのポンプ
を含み、この場合インタロゲーション空間は約０．０５ｐＬと約５ｐＬとの間である。一
部の実施形態では、本発明の方法で用いられる単一分子検出器はキャピラリーフローシス
テムを利用し、キャピラリーフローセル、プロセシング試料が通過するキャピラリー中の
インタロゲーション空間を照射するための連続波レーザー、インタロゲーション空間をプ
ロセシング試料が通過するときにインタロゲーション空間から放出される光を収集する高
開口数顕微鏡対物レンズ（この場合、レンズは少なくとも約０．８の開口数を有する）、
インタロゲーション空間から放出される放射線を検出するためのアバランシェフォトダイ
オード検出器、およびインタロゲーション空間を介してプロセシング試料を移動するため
の圧力を提供するためのポンプを含み、この場合インタロゲーション空間は約０．５ｐＬ
と約５ｐＬとの間である。これらの実施形態のいずれかにおいて、アナライザーはインタ
ロゲーション空間を１つだけ含むことができる。
【０１３９】
　一部の実施形態では、単一分子検出器は、試料中の対象の分子に対する濃度を決定する
ことが可能であり、この場合、試料の濃度における範囲は、少なくとも約１００倍、また
は１０００倍、または１００００倍、または１０００００倍、または３００００倍、また
は１００００００倍、または１０００００００倍、または３０００００００倍の範囲を超
えていてもよい。
【０１４０】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、検出器に導入される第１の試料と第２の試料と
の間の分析物(analyte)の濃度における約５０％、４０％、３０％、２０％、１５％、ま
たは１０％未満の差を検出することが可能である単一分子検出器を利用し、アナライザー
に導入される第１の試料および前記第２の試料の体積は、約１００、９０、８０、７０、
６０、５０、４０、３０、２０、１５、１０、５、４、３、２、または１μｌ未満であり
、分析物は約１００、９０、８０、７０、６０、５０、４０、３０、２０、１５、１０、
５、４、３、２、または１フェムトモル未満の濃度で存在する。一部の実施形態では、本
発明の方法は、検出器に導入される第１の試料と第２の試料との間の分析物の濃度におけ
る約５０％未満の差を検出することが可能である単一分子検出器を利用し、アナライザー
に導入される第１の試料および前記第２の試料の体積は約１００μｌ未満であり、分析物
は約１００フェムトモル未満の濃度で存在する。一部の実施形態では、本発明の方法は検
出器に導入される第１の試料と第２の試料との間の分析物の濃度における約４０％未満の
差を検出することが可能である単一分子検出器を利用し、アナライザーに導入される第１
の試料および前記第２の試料の体積は約５０μｌ未満であり、分析物は約５０フェムトモ
ル未満の濃度で存在する。一部の実施形態では、本発明の方法は検出器に導入される第１
の試料と第２の試料との間の分析物の濃度における約２０％未満の差を検出することが可
能である単一分子検出器を利用し、アナライザーに導入される第１の試料および前記第２
の試料の体積は約２０μｌ未満であり、分析物は約２０フェムトモル未満の濃度で存在す
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る。一部の実施形態では、本発明の方法は検出器に導入される第１の試料と第２の試料と
の間の分析物の濃度における約２０％未満の差を検出することが可能である単一分子検出
器を利用し、アナライザーに導入される第１の試料および前記第２の試料の体積は約１０
μｌ未満であり、分析物は約１０フェムトモル未満の濃度で存在する。一部の実施形態で
は、本発明の方法は検出器に導入される第１の試料と第２の試料との間の分析物の濃度に
おける約２０％未満の差を検出することが可能である単一分子検出器を利用し、アナライ
ザーに導入される第１の試料および前記第２の試料の体積は約５μｌ未満であり、分析物
は約５フェムトモル未満の濃度で存在する。
【０１４１】
　単一分子検出器およびシステムを、以下により詳しく記載する。１より大きい（more t
han one）インタロゲーションウインドウを有する検出器、電動学的または電気泳動の流
れなどを利用する検出器など、本発明の方法で有用な単一分子アナライザーのさらなる実
施形態は、米国特許出願１１／０４８６６０(その全文が本明細書に参照によって組み入
れられる)に見出すことができる。
【０１４２】
　運転の間に機器を洗浄してもよい。キャピラリーのコンディショニングを維持するため
に、すなわちキャピラリーの表面を試料間で比較的一定に保って変動性を低減するために
、試料の塩および界面活性剤の濃度を維持する洗浄緩衝液を一部の実施形態で用いること
ができる。
【０１４３】
　本発明の機器および方法の非常に高い感度に寄与する特徴は、標識を検出および計数す
る方法であり、該方法は、一部の実施形態では、検出する単一分子に結合するか、あるい
はより典型的には検出すべき単一分子に対応する。簡潔に述べると、キャピラリーの所与
のインタロゲーション空間に対し、標識に用いられる蛍光部分に好適な励起波長の光を放
出するレーザーからのＥＭ放射線を所定の時間享受させ、その時間の間に放出された光子
を検出することにより、キャピラリーを通って流れるプロセシング試料を効果的に分けて
一連の検出事象とする。各々の所定時間は「ビン(bin)」である。所定のビンにおいて検
出された光子の総数が所定の閾値レベルを超える場合、検出事象がそのビンに対して登録
される；すなわち標識が検出されている。光子の総数が所定の閾値レベルでない場合は、
検出事象は登録されない。一部の実施形態では、プロセシング試料の濃度は十分に希薄で
あるので、パーセント値の大きい検出事象では、該検出事象はウインドウを通過した標識
がたった１個であることを表しているが、このことはオリジナルの試料中の単一の対象の
分子に相当し、すなわちいつくかの数の検出事象は単一のビンにおいて標識が２つ以上（
more than one）であることを表す。一部の実施形態では、プロセシング試料中のより高
い濃度の標識、すなわち２つ以上の標識が単一の検出事象として検出される確率がもはや
重要ではないとはいえない濃度の標識を正確に検出できるようにするために、さらなる精
製が適用される。
【０１４４】
　本発明の範囲から逸脱することなしに他のビン時間を用いることができるが、一部の実
施形態では、ビン時間は約１マイクロ秒から約５ｍｓの範囲で選択される。一部の実施形
態では、ビン時間は、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、３０
、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、２５０、３００、４００、５
００、６００、７００、７５０、８００、９００、１０００、２０００、３０００、４０
００、または５０００マイクロ秒を超える。一部の実施形態では、ビン時間は約２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９
０、１００、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、７５０、８０
０、９００、１０００、２０００、３０００、４０００、または５０００マイクロ秒未満
である。一部の実施形態では、ビン時間は約１から１０００マイクロ秒である。一部の実
施形態では、ビン時間は約１から７５０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時
間は約１から５００マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１から２５０
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マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１から１００マイクロ秒である。
一部の実施形態では、ビン時間は約１から５０マイクロ秒である。一部の実施形態では、
ビン時間は約１から４０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１から３
０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１から５００マイクロ秒である
。一部の実施形態では、ビン時間は約１から２０マイクロ秒である。一部の実施形態では
、ビン時間は約１から１０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１から
５００マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１から５マイクロ秒である
。一部の実施形態では、ビン時間は約５から５００マイクロ秒である。一部の実施形態で
は、ビン時間は約５から２５０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約５
から１００マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約５から５０マイクロ秒
である。一部の実施形態では、ビン時間は約５から２０マイクロ秒である。一部の実施形
態では、ビン時間は約５から１０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約
１０から５００マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１０から２５０マ
イクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１０から１００マイクロ秒である。
一部の実施形態では、ビン時間は約１０から５０マイクロ秒である。一部の実施形態では
、ビン時間は約１０から３０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１０
から２０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約５マイクロ秒である。一
部の実施形態では、ビン時間は約５マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は
約６マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約７マイクロ秒である。一部の
実施形態では、ビン時間は約８マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約９
マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１０マイクロ秒である。一部の実
施形態では、ビン時間は約１１マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１
２マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１３マイクロ秒である。一部の
実施形態では、ビン時間は約１４マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約
５マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１５マイクロ秒である。一部の
実施形態では、ビン時間は約１６マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約
１７マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約１８マイクロ秒である。一部
の実施形態では、ビン時間は約１９マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は
約２０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約２５マイクロ秒である。一
部の実施形態では、ビン時間は約３０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間
は約４０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約５０マイクロ秒である。
一部の実施形態では、ビン時間は約１００マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン
時間は約２５０マイクロ秒である。一部の実施形態では、ビン時間は約５００マイクロ秒
である。一部の実施形態では、ビン時間は約７５０マイクロ秒である。一部の実施形態で
は、ビン時間は約１０００マイクロ秒である。
【０１４５】
　一部の実施形態では、バックグラウンドノイズレベルを、平均のノイズレベルからある
いはノイズの二乗平均平方根から決定する。他の場合には、典型的なノイズ値または統計
学的な値を選択する。ほとんどの場合、ノイズはポアソン分布に従うことが予想される。
したがって、一部の実施形態では、試料中の粒子－標識複合体の濃度の決定は、バックグ
ラウンドノイズレベルを決定することを含む。
【０１４６】
　したがって、キャピラリーフローセルを通って標識が流れるとき、標識はレーザー光線
によって照射されて光子のバースト（burst）を生成する。標識によって放出される光子
は、試料に存在するバックグラウンドノイズ量の原因となる所定の閾値エネルギーレベル
を上回るエネルギーを有する光子のバーストだけを考慮に入れることにより、バックグラ
ウンドの光またはバックグラウンドノイズ放射から識別される。バックグラウンドノイズ
は、典型的には、例えば試料、分析用の試料を調製するのに用いられる緩衝液または希釈
液に存在する非標識の粒子に固有の蛍光によって生成される低周波の発光、ラマン散乱、
および電気ノイズを含む。一部の実施形態では、バックグラウンドノイズに割り当てられ
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た値を、複数のビンにおいて検出されるバックグラウンドシグナルノイズの平均として計
算するが、これは所定の長さの時間の間にインタロゲーション空間において検出された光
子シグナルの測定値である。したがって一部の実施形態では、バックグラウンドノイズを
、その試料に特異的な数として、各試料について計算する。
【０１４７】
　バックグラウンドノイズの値が与えられれば、閾値のエネルギーレベルを割り当てるこ
とができる。上記で論じたように、バックグラウンドノイズから真のシグナル（標識の蛍
光に起因する）を識別するために閾値を決定する。ランダムノイズからの偽陽性シグナル
の数が最小になる一方で拒絶される真のシグナル数も最小になるように、閾値を選択する
上で注意を払わなければならない。閾値を選択するための方法には、ノイズレベルを上回
る固定値を決定すること、およびノイズシグナルの分布に基づいて閾値を計算することが
含まれる。一実施形態では、閾値をバックグラウンドレベルを上回る固定数の標準偏差に
設定する。ノイズのポアソン分布を想定すると、この方法を用いて実験の時間経過にわた
る偽陽性シグナルの数を評価することができる。一部の実施形態では、閾値レベルは、バ
ックグラウンドノイズを上回る４シグマの値として計算される。例えば、２００個の光子
という平均バックグラウンドノイズレベルが与えられれば、アナライザーシステムは、２
５６個の光子であるように、２００個の光子の平均バックグラウンド／ノイズレベルを上
回る４√２００の閾値レベルを確立する。したがって、一部の実施形態では、試料中の標
識の濃度を決定することは、閾値レベル（該閾値レベルを上回ると光子シグナルは標識が
存在していることを表す）を確立することを含む。逆に、閾値レベルのエネルギーレベル
を上回らないエネルギーレベルを有する光子シグナルは、標識が無いことを示している。
【０１４８】
　試料の濃度を決定するために多くのビン測定を行い、各ビン測定について標識の有無を
確認する。典型的には、１分間に６００００以上の測定を行うことができる（例えば、ビ
ンサイズが１ｍｓである実施形態では、ビンサイズが小さいほど測定の数は対応して大き
くなる、例えば、１０マイクロ秒のビンサイズに対して１分間当たり６００００００測定
）。したがって、決定的な単一回の測定はなく、方法により高い誤差限界がもたらされる
。標識を含まないと決定されたビン（「ノー」ビン）は考慮に入れず、標識を含むと決定
されたビン（「イエス」ビン）でなされた測定だけがプロセシング試料中の標識の濃度を
決定する上で考慮に入れる。「ノー」ビンまたは標識なしのビンにおいてなされた測定を
考慮に入れないことで、シグナルノイズ比および測定の正確さは増大する。したがって、
一部の実施形態では、試料中の標識の濃度の決定は、標識の存在を反映するビン測定を検
出することを含む。
【０１４９】
　シグナルノイズ比またはアナライザーシステムの感度は、粒子－標識複合体が検出され
るビン測定中にバックグラウンドノイズを検出する時間を最小にすることによって増大す
ることができる。例えば、インタロゲーション空間を２５０マイクロ秒内に通過するとき
に１個の粒子－標識複合体が検出される１ミリ秒間続くビン測定では、１ミリ秒のうちの
７５０マイクロ秒がバックグラウンドノイズ放射を検出するのに費やされる。シグナルノ
イズ比は、ビン時間を短縮することによって改善することができる。一部の実施形態では
、ビン時間は１ミリ秒である。他の実施形態では、ビン時間は７５０、５００、２５０マ
イクロ秒、１００マイクロ秒、５０マイクロ秒、２５マイクロ秒、または１０マイクロ秒
である。他のビン時間は本明細書に記載する通りである。
【０１５０】
　測定に影響を及ぼす他の要因は、蛍光部分の明るさまたは薄暗さ、流速、およびレーザ
ーのパワーである。標識の検出を可能にする関連する要因の様々な組合せは、当業者であ
れば明らかであろう。一部の実施形態では、流速を変更せずにビン時間を調節する。ビン
時間が低減すれば、ビン時間の間にインタロゲーション空間に適用される全エネルギーを
一定に維持するためにインタロゲーション空間に向けられるレーザー出力を増大しなけれ
ばならないことは当業者であれば理解されよう。例えば、ビン時間を１０００マイクロ秒
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から２５０マイクロ秒に低減した場合、第１近似として、レーザー出力を約４倍に増大し
なければならない。これらの設定により、先の設定で与えられた１０００μｓの間に計数
された光子の数と同数の光子を２５０μｓで検出することができ、より低いバックグラウ
ンド、したがってより大きな感度で、試料をより早く分析できるようになる。さらに、試
料の処理加工を早めるために、流速を調節してもよい。これらの数字は例示にすぎず、当
業者であれば、望ましい結果を達成するために適宜パラメータを調節することができる。
【０１５１】
　一部の実施形態では、インタロゲーション空間は、試料のストリームの横断面(cross-s
ection)全体を包含する。インタロゲーション空間が試料のストリームの横断面全体を包
含する場合、設定された長さの時間に計数された標識の数および試料のストリームの横断
面を横切る体積だけが、プロセシング試料中の標識の濃度を計算するのに必要とされる。
一部の実施形態では、例えばインタロゲーション空間をレーザー光線によって照射された
スポットのサイズにより画定することによって、インタロゲーション空間が試料のストリ
ームの横断面面積よりも小さいと画定することができる。一部の実施形態では、アナライ
ザーの開口部３０６（図１Ａ）または３５８および３５９（図１Ｂ）を調節し、検出器に
対する対物レンズによって画像化される照射体積を低減することにより、インタロゲーシ
ョン空間を画定することができる。インタロゲーション空間が試料のストリームの横断面
積よりも小さいと画定される実施形態では、標識の濃度は、標準濃度が既知の１つ以上の
試料を用いて生成された標準曲線から複合体によって放出されたシグナルを補間すること
によって決定することができる。さらに他の実施形態では、測定された粒子を標識の内部
標準と比べることによって標識の濃度を決定することができる。希釈試料を分析する実施
形態では、出発試料中の対象の分子の濃度を計算する上で希釈要因を考慮に入れる。
【０１５２】
　上記で論じたように、インタロゲーション空間が試料のストリームの横断面すべてを包
含する場合、設定された時間の長さ（ビン）において試料のストリームの横断面を通過し
て計数された標識の数およびビンにおいてインタロゲートされる（interrogated）試料の
体積だけが、試料の濃度を計算するのに必要とされる。「イエス」ビンに含まれる標識の
総数が決定され、プロセシング試料中の標識の濃度を決定するための分析で用いられるビ
ンの総数によって表される試料の体積に関連付けられる。したがって、一実施形態では、
プロセシング試料中の標識の濃度を決定することは、「イエス」ビンを検出した標識の総
数を決定すること、および検出された標識の総数を分析された試料の総体積に関連付ける
ことを含む。分析される試料の総体積は、特定の時間間隔でキャピラリーフローセルを通
過してインタロゲーション空間を横切る試料の体積である。あるいは、多数のビンにおい
て標識によって放出されたシグナルを、既知濃度の標識を含む標準試料により同数のビン
において標識により放出されたシグナルを決定することにより作成した標準曲線から補間
することにより、試料中の標識複合体の濃度を決定する。
【０１５３】
　一部の実施形態では、ビンにおいて検出される個々の標識の数は、プロセシング試料中
の粒子の相対的な濃度に関連している。約１０－１６Ｍ未満の濃度などの比較的低い濃度
では、標識の数はビンにおいて検出される光子シグナルに比例する。したがって、低濃度
の標識では、光子シグナルはデジタルシグナルとして与えられる。約１０－１６Ｍを超え
る濃度などの比較的高い濃度では、２個以上の標識が約同時にインタロゲーション空間を
横切って計数される公算（likelihood）が重大になるにつれ、標識と光子シグナルとの比
例関係は失われる。したがって、一部の実施形態では、約１０－１６Ｍを超える濃度の試
料中の個々の粒子は、ビン測定の時間の長さを短縮することによって分解される。
【０１５４】
　あるいは、他の実施形態では、任意の１つのビンに存在する複数の粒子によって放出さ
れる総光子シグナルを検出する。これらの実施形態によって、ダイナミックレンジは少な
くとも３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、または８ｌ
ｏｇを超える本発明の単一分子検出器が許容される。
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【０１５５】
　本明細書で用いる「ダイナミックレンジ」との用語は、異なる濃度の一連の試料の濃度
を変更するための希釈または他の処理を必要とせずに機器によって定量化することができ
る試料濃度の範囲を指し、この場合、該濃度は意図された使用に適切な正確さで決定され
る。例えば、マイクロタイタープレートが１つ目のウェル中に対象の分析物に対して１フ
ェムトモル濃度の試料を含み、別のウェル中に対象の分析物に対して１００００フェムト
モル濃度の試料を含み、第３のウェル中に対象の分析物に対して１００フェムトモル濃度
の試料を含む場合、少なくとも４ｌｏｇのダイナミックレンジおよび１フェムトモルの定
量の下限を有する機器により、希釈など、濃度を調節するためのさらなる処理を必要とし
ないで全試料の濃度を正確に定量することができる。正確さは、ダイナミックレンジをま
たがる一続きの標準の濃度を用い、かつ、標準曲線を構築するなどの標準の方法で決定す
ることができる。得られる標準曲線に適合する標準品測定を、例えばｒ２が約０．７、０
．７５、０．８、０．８５、０．９、０．９１、０．９２、０．９３、０．９４、０．９
５、０．９６、０．９７、０．９８、または０．９９を超える正確さの測度として用いる
ことができる。
【０１５６】
　ダイナミックレンジの増大は、検出器からのデータを分析する様式を変更することによ
り、および／または検出器とインタロゲーション空間との間に減衰器を用いることにより
達成される。プロセシング試料が十分に希釈されているために各検出事象すなわちビンに
おける閾値レベルを上回る各々の光子のバースト（「事象光子（event photons）」）が
たった１個の標識をおそらく表している低い側の端の範囲において、データを分析して単
一分子として検出事象を計数する。すなわち、上記に記載したように、各ビンは、標識の
存在に対して単に「イエス」または「ノー」として分析される。より濃縮されているプロ
セシング試料では、２つ以上の標識が単一のビンを占有する可能性が重大になり、かなり
の（significant）数のビンにおける事象光子の数が単一の標識について予想される数を
実質的に上回ることが見出され、例えば、かなりの数のビンにおける事象光子の数は単一
の標識について予想される事象光子の数の２倍、３倍、または３倍超に相当する。これら
の試料に対して、機器はそのデータ分析の方法を、プロセシング試料のビンに対する事象
光子の総数を積分する方法に変更する。この総数は、すべてのビンにおける標識の総数に
比例するであろう。多くの標識がほとんどのビンにおいて存在するさらにより濃縮したプ
ロセシング試料では、バックグラウンドノイズは各ビンから得られる全シグナルの重要で
ない（insignificant）部分となり、機器は、データ分析方法をビン１つ当たりのすべて
の光子を計数する方法（バックグラウンドを含む）に変更する。ダイナミックレンジにお
けるよりさらなる増大は、検出器に到達する光の強度が別に正確に光子を計数する検出器
の能力を超えるような、すなわち検出器を飽和にするような濃度である場合に、フローセ
ルと検出器との間に減衰器を使用することによって達成することができる。
【０１５７】
　機器は、検出器から入力を受け取り、実施中の試料に適切な分析方法を決定し、このよ
うな分析に基づいた値を出力するデータ分析システムを含むことができる。データ分析シ
ステムは、減衰器が機器に含まれている場合、減衰器を用いるまたは用いないとの指示を
さらに出力することができる。
【０１５８】
　このような方法を利用することによって、機器のダイナミックレンジを劇的に増大する
ことができる。したがって、一部の実施形態では、機器は、約１０００（３ｌｏｇ）、１
００００（４ｌｏｇ）、１０００００（５ｌｏｇ）、３５００００（５．５ｌｏｇ）、１
００００００（６ｌｏｇ）、３５０００００（６．５ｌｏｇ）、１０００００００（７ｌ
ｏｇ）、３５００００００（７．５ｌｏｇ）、または１００００００００（８ｌｏｇ）を
超えるダイナミックレンジにわたって試料の濃度を測定することができる。一部の実施形
態では、機器は、約１０００００（５ｌｏｇ）を超えるダイナミックレンジにわたって試
料の濃度を測定することが可能である。一部の実施形態では、機器は、約１００００００
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（６ｌｏｇ）を超えるダイナミックレンジにわたって試料の濃度を測定することが可能で
ある。一部の実施形態では、機器は、約１０００００００（７ｌｏｇ）を超えるダイナミ
ックレンジにわたって試料の濃度を測定することが可能である。一部の実施形態では、機
器は、約１～１０フェムトモルから少なくとも約１０００、１００００、１０００００、
３５００００、１００００００、３５０００００、１０００００００、または３５０００
０００フェムトモルまでのダイナミックレンジにわたって試料の濃度を測定することが可
能である。一部の実施形態では、機器は、約１～１０フェムトモルから少なくとも約１０
０００フェムトモルまでのダイナミックレンジにわたって試料の濃度を測定することが可
能である。一部の実施形態では、機器は、約１～１０フェムトモルから少なくとも約１０
００００フェムトモルまでのダイナミックレンジにわたって試料の濃度を測定することが
可能である。一部の実施形態では、機器は、約１～１０フェムトモルから少なくとも約１
００００００フェムトモルまでのダイナミックレンジにわたって試料の濃度を測定するこ
とが可能である。一部の実施形態では、機器は、約１～１０フェムトモルから少なくとも
約１０００００００フェムトモルまでのダイナミックレンジにわたって試料の濃度を測定
することが可能である。
【０１５９】
　一部の実施形態では、本発明のアナライザーまたはアナライザーシステムは、１ナノモ
ル、または１ピコモル、または１フェムトモル、または１アトモル、または１ゼプトモル
未満の検出限界において生物マーカーなどの分析物を検出することが可能である。一部の
実施形態では、アナライザーまたはアナライザーシステムは、生物マーカーが試料中に１
ナノモル、または１ピコモル、または１フェムトモル、または１アトモル、または１ゼプ
トモル未満の濃度で存在する場合、および各試料のサイズが約１００、５０、４０、３０
、２０、１０、５、２、１、０．１、０．０１、０．００１、または０．０００１μｌ未
満である場合に、約０．１、１、２、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、または
８０％未満の分析物または多数の分析物（例えば生物マーカーまたは複数の生物マーカー
）の濃度における一試料から別の試料への変化を検出することが可能である。一部の実施
形態では、アナライザーまたはアナライザーシステムは、分析物が約１ピコモル未満の濃
度で存在する場合、および各試料のサイズが約５０μｌ未満である場合に、約２０％未満
の第１の試料から第２の試料への分析物の濃度の変化を検出することが可能である。一部
の実施形態では、アナライザーまたはアナライザーシステムは、分析物が約１００フェム
トモル未満の濃度で存在する場合、および各試料のサイズが約５０μｌ未満である場合に
、約２０％未満の第１の試料から第２の試料への分析物の濃度の変化を検出することが可
能である。一部の実施形態では、アナライザーまたはアナライザーシステムは、分析物が
約５０フェムトモル未満の濃度で存在する場合、および各試料のサイズが約５０μｌ未満
である場合に、約２０％未満の第１の試料から第２の試料への分析物の濃度の変化を検出
することが可能である。一部の実施形態では、アナライザーまたはアナライザーシステム
は、分析物が約５フェムトモル未満の濃度で存在する場合、および各試料のサイズが約５
０μｌ未満である場合に、約２０％未満の第１の試料から第２の試料への分析物の濃度の
変化を検出することが可能である。一部の実施形態では、アナライザーまたはアナライザ
ーシステムは、分析物が約５フェムトモル未満の濃度で存在する場合、および各試料のサ
イズが約５μｌ未満である場合に、約２０％未満の第１の試料から第２の試料への分析物
の濃度の変化を検出することが可能である。一部の実施形態では、アナライザーまたはア
ナライザーシステムは、分析物が約１フェムトモル未満の濃度で存在する場合、および各
試料のサイズが約５μｌ未満である場合に、約２０％未満の第１の試料から第２の試料へ
の分析物の濃度の変化を検出することが可能である。
【０１６０】
　Ｖ．分子の高感度分析に好適な機器およびシステム
　本発明の方法は、単一分子検出器などの高感度の分析機器を利用する。このような単一
分子検出器は、以下に記載する実施形態を含む。
【０１６１】
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　一部の実施形態では、本発明は、試料中の単一タンパク質分子を検出するためのアナラ
イザーシステムキットを提供し、前記システムは、試料中の単一タンパク質分子を検出す
るためのアナライザーシステムと、蛍光部分およびタンパク質分子の結合相手を含む少な
くとも１つの標識とを含み、該アナライザーは、蛍光部分を刺激するための電磁放射線源
；標識を通過させるためのキャピラリーフローセル；キャピラリーフローセル内で標識を
移動するための原動力源；電磁放射線源から放出される電磁放射線を受け取るための、キ
ャピラリーフローセル内に画定されるインタロゲーション空間；および刺激された蛍光部
分の電磁気特性を測定するための、インタロゲーション空間に作動可能に接続された電磁
放射線検出器を含み、該蛍光部分は蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激
されたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ、該レーザーは蛍光部分
を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、該レーザーによってスポットに向け
られる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。
【０１６２】
　本発明のアナライザーキットの一実施形態を図１２に示す。キットは、タンパク質分子
の結合相手および蛍光部分を含む、タンパク質分子についての標識を含む。キットは、蛍
光部分を刺激するための電磁放射線源３０１、標識を通過させるためのキャピラリーフロ
ーセル３１３；キャピラリーフローセル内で標識を移動するための原動力源（図示せず）
；電磁放射線源から放出される電磁放射線を受け取るための、キャピラリーフローセル内
に画定されるインタロゲーション空間３１４（図２Ａ）；および刺激された蛍光部分の電
磁気特性を測定するための、インタロゲーション空間に作動可能に接続された電磁放射線
検出器３０９を含む、単一タンパク質分子を検出するためのアナライザーシステム（３０
０）をさらに含み、該蛍光部分は蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激さ
れたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができ、該レーザーは蛍光部分を
含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、該レーザーによってスポットに向けら
れる全エネルギーは約３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、電磁放射線
源３０１からの光線３１１は、顕微鏡対物レンズ３１５によって集束されてキャピラリー
フローセル３１３内に１つのインタロゲーション空間３１４（図２Ａ）を形成する。顕微
鏡対物レンズは、一部の実施形態では、０．７、０．８、０．９、または１．０以上の開
口数を有することができる。
【０１６３】
　アナライザーシステムキットの一部の実施形態では、アナライザーはインタロゲーショ
ン空間を１つだけ含む。一部の実施形態では、電磁放射線源は、少なくとも約３、５、１
０、または２０ｍＷの出力を有するレーザーである。一部の実施形態では、蛍光部分は、
蛍光分子を含む。一部の実施形態では、蛍光分子は、インドリウム環の３位炭素上の置換
基が化学反応性基または共役物質を含む置換インドリウム環系を少なくとも１個含む色素
分子などの色素分子である。一部の実施形態では、蛍光部分は、量子ドットである。一部
の実施形態では、電磁放射線源は、発光ダイオードまたは連続波レーザーなどの連続波電
磁放射線源である。一部の実施形態では、原動力は、圧力である。一部の実施形態では、
検出器は、アバランシェフォトダイオード検出器である。一部の実施形態では、アナライ
ザーは、前記インタロゲーション空間へとレーザー光線を屈折させ、前記刺激された色素
分子を画像化するための共焦点光学配置を利用し（図１２に示してある）、前記共焦点光
学配置は、少なくとも約０．８の開口数を有する対物レンズを含む。一部の実施形態では
、アナライザーは、複数の試料を自動的に採取して、試料容器と前記インタロゲーション
空間との間の流体連通を提供することが可能な試料採取システムをさらに含む。一部の実
施形態では、アナライザーシステムは、前記インタロゲーション空間と流体連通した試料
回収システムをさらに含み、前記回収システムは、前記試料の実質的にすべてを回収する
ことが可能である。一部の実施形態では、キットはシステムの使用説明書をさらに含む。
【０１６４】
　Ａ．装置／システム
　一態様では、本明細書に記載する方法は、試料中の単一分子を検出することが可能なア
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ナライザーシステムを利用する。一実施形態では、アナライザーシステムは、蛍光標識さ
れた粒子の単一分子の検出が可能であり、該アナライザーシステムは、単一粒子がアナラ
イザーシステムの試料採取システムに流体接続されているキャピラリーフローセル内に画
定されるインタロゲーション空間内に存在する場合に、電磁放射線源による曝露に反応し
て励起された蛍光標識によって放出されるエネルギーを検出する。アナライザーシステム
のさらなる実施形態では、単一粒子が、原動力によってキャピラリーフローセルのインタ
ロゲーション空間を介して移動する。アナライザーシステムの別の一実施形態では、自動
試料採取システムが、アナライザーシステム中に試料を導入するためにアナライザーシス
テムに含まれていてもよい。アナライザーシステムの別の一実施形態では、試料調製シス
テムが、試料を調製するためにアナライザーシステムに含まれていてもよい。さらなる一
実施形態では、アナライザーシステムは、分析が完了した後に少なくとも一部分の試料を
回収するための試料回収システムを含んでいてもよい。
【０１６５】
　一態様では、アナライザーシステムは、蛍光標識で標識された単一粒子を励起するため
の電磁放射線源からなる。一実施形態では、アナライザーシステムの電磁放射線源は、レ
ーザーである。さらなる一実施形態では、電磁放射線源は、連続波レーザーである。
【０１６６】
　典型的な一実施形態では、電磁放射線源は、標識がキャピラリーフローセルのインタロ
ゲーション空間を通過するときに標識に結合している蛍光部分を励起する。一部の実施形
態では、蛍光標識部分は１つ以上の蛍光色素分子を含む。一部の実施形態では、蛍光標識
部分は量子ドットである。本明細書に記載するあらゆる蛍光部分を標識において用いるこ
とができる。
【０１６７】
　標識がキャピラリーフローセル内に位置するインタロゲーション空間を通過するときに
、標識は電磁放射線に曝露される。インタロゲーション空間は、典型的には、試料採取シ
ステムに流体接続されている。一部の実施形態では、アナライザーシステムを通過させて
標識を前進させる原動力によって、標識がキャピラリーフローセルのインタロゲーション
空間を通過する。インタロゲーション空間は、該インタロゲーション空間が電磁放射線源
から放出される電磁放射線を受け取るように位置付けられている。一部の実施形態では、
試料採取システムは、人間のオペレーターからの介入なしに複数の試料を採取することが
可能な自動化試料採取システムである。
【０１６８】
　標識は、インタロゲーション空間を通過し、電磁放射線源によって励起された場合に検
出可能な量のエネルギーを放出する。一実施形態では、電磁放射線検出器は、インタロゲ
ーション空間に作動可能に接続されている。電磁放射線検出器は、標識によって（標識の
蛍光部分などによって）放出されるエネルギーを検出することが可能である。
【０１６９】
　アナライザーシステムのさらなる一実施形態では、システムは、試料がアナライザーシ
ステムによる分析のために部分的または完全に調製され得る試料調製機構をさらに含む。
アナライザーシステムの一部の実施形態では、試料は、システムによって分析された後に
廃棄される。他の実施形態では、アナライザーシステムは、試料回収機構により試料の少
なくとも一部分、あるいはすべて、または実質的にすべてが分析後に回収され得る、試料
回収機構をさらに含む。このような一実施形態では、試料を元の試料に戻すことができる
。一部の実施形態では、試料マイクロタイタープレート上のマイクロタイターウェルに試
料を戻すことができる。アナライザーシステムは、典型的には、さらに、検出されたシグ
ナルの収集および報告をするためのデータ獲得システムからなる。
【０１７０】
　Ｂ．単一粒子アナライザー
　図１Ａに示すように、本明細書にアナライザーシステム３００の一実施形態を記載する
。アナライザーシステム３００は、電磁放射線源３０１、ミラー３０２、レンズ３０３、
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キャピラリーフローセル３１３、顕微鏡対物レンズ３０５、開口部３０６、検出器レンズ
３０７、検出器フィルター３０８、単一光子検出器３０９、および検出器に作動可能に接
続されたプロセッサ３１０を含む。
【０１７１】
　動作中、電磁放射線源３０１は、その出力３１１がミラー３０２の前部表面３１２を反
射するように整列されている。レンズ３０３は、キャピラリーフローセル３１３における
単一のインタロゲーション空間（インタロゲーション空間３１４の例示的な例は図２Ａに
示してある）上に光線３１１を集束させる。顕微鏡対物レンズ３０５は、試料の粒子から
光を収集し、開口部３０６上に光線の画像を形成する。開口部３０６は、収集することが
できるキャピラリーフローセル３１３のインタロゲーション空間において検体(specimen)
によって放出される光の分画に影響を及ぼす。検出器レンズ３０７は、開口部３０６を通
過する光を収集し、光が検出器フィルター３０８を通過した後に検出器３０９の有効領域
上に光を集束させる。検出器フィルター３０８は、光散乱または周辺光による異常なノイ
ズシグナルを最小にする一方、粒子に結合している励起された蛍光部分によって放出され
るシグナルを最大にする。プロセッサ３１０は、本明細書に記載する方法に従って、粒子
からの光シグナルを処理加工する。
【０１７２】
　一実施形態では、顕微鏡対物レンズ３０５は、高開口数顕微鏡対物レンズである。本明
細書で用いられる「高開口数レンズ」は、０．６以上の開口数を有するレンズを含む。開
口数は、対物レンズによって捕捉される高度に回折した画像形成光線の数の尺度である。
より大きい開口数により、ますます多くの斜光が対物レンズに入り、それによってより高
度に分解された画像を生成するのが可能になる。さらに、より大きい開口数では画像の輝
度が増大する。高開口数レンズは様々な業者から市販されており、約０．６以上の開口数
を有するいずれのレンズもアナライザーシステムにおいて用いることができる。一部の実
施形態では、レンズは、約０．６から約１．３の開口数を有する。一部の実施形態では、
レンズは、約０．６から約１．０の開口数を有する。一部の実施形態では、レンズは、約
０．７から約１．２の開口数を有する。一部の実施形態では、レンズは、約０．７から約
１．０の開口数を有する。一部の実施形態では、レンズは、約０．７から約０．９の開口
数を有する。一部の実施形態では、レンズは、約０．８から約１．３の開口数を有する。
一部の実施形態では、レンズは、約０．８から約１．２の開口数を有する。一部の実施形
態では、レンズは、約０．８から約１．０の開口数を有する。一部の実施形態では、レン
ズは、少なくとも約０．６の開口数を有する。一部の実施形態では、レンズは、少なくと
も約０．７の開口数を有する。一部の実施形態では、レンズは、少なくとも約０．８の開
口数を有する。一部の実施形態では、レンズは、少なくとも約０．９の開口数を有する。
一部の実施形態では、レンズは、少なくとも約１．０の開口数を有する。一部の実施形態
では、顕微鏡対物レンズ３０５の開口部は、約１．２５である。０．８の顕微鏡対物レン
ズ３０５を用いる一実施形態では、Ｎｉｋｏｎ６０Ｘ／０．８ＮＡ　Ａｃｈｒｏｍａｔ　
ｌｅｎｓ（Ｎｉｋｏｎ，Ｉｎｃ．、ＵＳＡ）を用いることができる。
【０１７３】
　一部の実施形態では、電磁放射線源３０１は、可視スペクトルで発光するレーザーであ
る。すべての実施形態では、レーザー波長が粒子に結合している蛍光標識を励起するのに
十分な波長であるように設定するよう、電磁放射線源が設定される。一部の実施形態では
、レーザーは、波長６３９ｎｍの連続波レーザーである。他の実施形態では、レーザーは
、波長５３２ｎｍの連続波レーザーである。他の実施形態では、レーザーは、波長４２２
ｎｍの連続波レーザーである。他の実施形態では、レーザーは、波長４０５ｎｍの連続波
レーザーである。本発明の方法および組成物において用いるように蛍光部分を励起するの
に好適な波長を有する任意の連続波レーザーを本発明の範囲から逸脱することなしに用い
ることができる。
【０１７４】
　単一粒子アナライザーシステム３００において、各粒子が電磁放射線源の光線３１１を
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通過する際に粒子は励起状態に入る。粒子がその励起状態から緩和するときに、検出可能
な光のバーストが放出される。励起－発光のサイクルは、各粒子が光線を通過するのに要
する長さの時間に各粒子によって多数回繰り返され、アナライザーシステム３００は、各
粒子がインタロゲーション空間３１４を通過する際に各粒子について何万もの光子を検出
することが可能になる。蛍光粒子によって放出される光子は、粒子標識複合体がインタロ
ゲーション空間を通過する時間を示している時間遅延をもって検出器３０９（図１Ａ）に
よって記録される。光子の強度は検出器３０９によって記録され、試料採取時間は自由に
選択可能な時間チャンネル幅を有する均一かつ任意の時間セグメントであるビンに分けら
れる。各ビンに含まれるシグナル数を評価する。粒子がいつ存在するかを決定するために
、統計学的分析方法を１つまたはいくつか組み合わせて使用する。このような方法は、ア
ナライザーシステムのベースラインノイズを決定すること、および検出器からの偽陽性シ
グナルを取り除くために蛍光標識のシグナル強度をベースラインノイズを上回る統計学的
レベルに設定することを含む。
【０１７５】
　電磁放射線源３０１は、アナライザーシステム３００のキャピラリーフローセル３１３
に集束され、該キャピラリーフローセル３１３は試料システムに流体接続されている。イ
ンタロゲーション空間３１４を図２Ａに示す。図１Ａの連続波電磁放射線源３０１からの
光線３１１は、キャピラリーフローセル３１３内の特定の深さに光学的に集束される。光
線３１１は、キャピラリーフローセル３１３に対して垂直な角度で、試料が満たされるて
いるキャピラリーフローセル３１３に向けられている。光線３１１は、対象の粒子を標識
するのに用いられる特定の蛍光標識を励起するように選択される所定の波長で操作される
。インタロゲーション空間３１４のサイズまたは体積は、光線３１１の直径と光線３１１
が集束される深さとによって決定される。あるいは、インタロゲーション空間は、既知濃
度のキャリブレーション試料をアナライザーシステムを通して実施することによって決定
することができる。
【０１７６】
　単一分子を試料濃度において検出する場合、単一分子の検出に必要とされる光線サイズ
および焦点の深さを設定し、それによってインタロゲーション空間３１４のサイズを画定
する。インタロゲーション空間３１４は、好適な試料濃度で、観察がなされる各時間間隔
の間にたった１個の粒子がインタロゲーション空間３１４に存在するように設定される。
【０１７７】
　光線によって画定される検出インタロゲーション体積は、完全な球面形状ではなく、典
型的には「ボータイ（bow-tie）」型であることが理解されよう。しかし、定義の目的で
は、インタロゲーション空間の「体積」は、本明細書では光線の集束スポットの直径に等
しい直径の球によって包囲される体積と定義される。光線３１１の集束スポットは、本発
明の範囲から逸脱せずに様々な直径を有することができる。一部の実施形態では、光線の
集束スポットの直径は、約１から約５、１０、１５、もしくは２０ミクロン、または約５
から約１０、１５、もしくは２０ミクロン、または約１０から約２０ミクロン、または約
１０から約１５ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束スポットの直径は、約
１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９、または２０ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束スポット
の直径は、約５ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束スポットの直径は、約
１０ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束スポットの直径は、約１２ミクロ
ンである。一部の実施形態では、光線の集束スポットの直径は、約１３ミクロンである。
一部の実施形態では、光線の集束スポットの直径は、約１４ミクロンである。一部の実施
形態では、光線の集束スポットの直径は、約１５ミクロンである。一部の実施形態では、
光線の集束スポットの直径は、約１６ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束
スポットの直径は、約１７ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束スポットの
直径は、約１８ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束スポットの直径は、約
１９ミクロンである。一部の実施形態では、光線の集束スポットの直径は、約２０ミクロ
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ンである。
【０１７８】
　単一粒子アナライザーシステムの代替の一実施形態では、２つ以上の電磁放射線源を用
いて、異なる波長の蛍光標識で標識された粒子を励起することができる。別の代替の一実
施形態では、キャピラリーフローセル内にインタロゲーション空間を１つだけ用いること
ができる。別の代替の一実施形態では、多数の検出器を用いて、蛍光標識からの異なる放
射波長を検出することができる。アナライザーシステムのこれらの代替の各実施形態に組
み入れる説明図を図１Ｂに示す。これらの実施形態は、先行米国特許出願１１／０４８６
６０から参照によって組み入れられる。
【０１７９】
　アナライザーシステム３００の一部の実施形態では、アナライザーシステム３００のキ
ャピラリーフローセル３１３を通って粒子を移動させるのに原動力が必要である。一実施
形態では、原動力は、圧力の形態であることができる。キャピラリーフローセルを通って
粒子を移動させるのに用いられる圧力は、ポンプによって作り出すことができる。一部の
実施形態では、Ｓｃｉｖｅｘ，Ｉｎｃ．ＨＰＬＣポンプを用いることができる。原動力と
してポンプが用いられる一部の実施形態では、試料は、キャピラリーフローセルを１μＬ
／分から約２０μＬ／分、または約５μＬ／分から約２０μＬ／分の速度で通過すること
ができる。一部の実施形態では、試料は、キャピラリーフローセルを約５μＬ／分の速度
で通過することができる。一部の実施形態では、試料は、キャピラリーフローセルを約１
０μＬ／分の速度で通過することができる。一部の実施形態では、試料は、キャピラリー
フローセルを約１５μＬ／分の速度で通過することができる。一部の実施形態では、試料
は、キャピラリーフローセルを約２０μＬ／分の速度で通過することができる。一部の実
施形態では、アナライザーシステムを通って粒子を移動させるのに動電学的な力を用いる
ことができる。このような方法は以前に開示されており、先行米国特許出願１１／０４８
６６０から参照によって組み入れられる。
【０１８０】
　アナライザーシステム３００の一態様では、アナライザーシステムの検出器３０９は、
蛍光標識によって放出される光子を検出する。一実施形態では、光子の検出器は、フォト
ダイオードである。さらなる一実施形態では、検出器は、アバランシェフォトダイオード
検出器である。一部の実施形態では、フォトダイオードは、１９０ｎｍおよび１１００ｎ
ｍの波長検出を有するシリコンフォトダイオードであることができる。ゲルマニウムフォ
トダイオードを用いる場合、検出される光の波長は４００ｎｍから１７００ｎｍの間であ
る。他の実施形態では、インジウムガリウムヒ素フォトダイオードを用いる場合、フォト
ダイオードによって検出される光の波長は８００ｎｍと２６００ｎｍとの間である。硫化
鉛フォトダイオードを検出器として用いる場合、検出される光の波長は１０００ｎｍと３
５００ｎｍとの間である。
【０１８１】
　一部の実施形態では、電磁放射線源３０１のオプティックス（optics）および検出器３
０９のオプティックスは、従来の光学配置で配置される。このような配列では、電磁放射
線源および検出器は異なる焦点面上に整列されている。図１Ａおよび１Ｂに示すアナライ
ザーシステムのレーザーおよび検出器のオプティックスの配置は、従来の光学的な配置で
ある。
【０１８２】
　一部の実施形態では、電磁放射線源のオプティックスおよび検出器のオプティックスは
、共焦点光学配置で配置される。このような配置では、電磁放射線源３０１および検出器
３０９は、同一の焦点面上に整列されている。共焦点配置ではアナライザーはより頑丈に
なるが、それは電磁放射線源３０１および検出器オプティックス３０９はアナライザーシ
ステムを移動した場合に再配列する必要がないからである。この配置によってアナライザ
ーの使用もより簡単になるが、それはこれによりアナライザーシステムの構成成分を再配
列する必要がなくなるからである。アナライザー３００（図１Ａ）およびアナライザー３
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５５（図１Ｂ）の共焦点配置をそれぞれ図３Ａおよび３Ｂに示す。図３Ａは、電磁放射線
源３０１からの光線３１１が顕微鏡対物レンズ３１５によって集束され、キャピラリーフ
ローセル３１３内に１つのインタロゲーション空間３１４（図２Ａ）を形成することを示
している。レーザー光を反射するが蛍光光を通過させるダイクロイックミラー３１６を用
いて、レーザー光から蛍光光を分離する。検出器の前面に位置するフィルター３１７は、
検出器における任意の非蛍光性の光を除去する。一部の実施形態では、共焦点配置で構成
されたアナライザーシステムは、２つ以上のインタロゲーション空間を含むことができる
。このような方法は以前に開示されており、先行米国特許出願１１／０４８６６０から参
照によって組み入れられる。
【０１８３】
　レーザーは、ヘリウム－ネオンレーザーなどのチューナブル色素レーザーであることが
できる。レーザーは、６３２．８ｎｍの波長を放出するように設定することができる。あ
るいは、レーザーの波長は、５４３．５ｎｍまたは１５２３ｎｍの波長を放出するように
設定することができる。あるいは、電磁レーザーは、アルゴンイオンレーザーであること
ができる。このような実施形態では、アルゴンイオンレーザーは、可視スペクトルの約２
５の異なる波長での連続ガスレーザーとして操作することができ、該波長は４０８．９と
６８６．１ｎｍとの間に設定されるが、その最適性能は４８８と５１４．５ｎｍとの間に
設定される。
【０１８４】
　１．電磁放射線源
　アナライザーシステムの一部の実施形態では、化学発光標識を用いることができる。こ
のような実施形態では、粒子を検出するためのＥＭ放射線源を必ずしも利用しなくてもよ
い。別の一実施形態では、粒子の外因性の標識または内因性の特性は、蛍光標識または光
散乱標識など、光相互作用標識または特性である。このような一実施形態では、ＥＭ放射
線源を用いて標識および／または粒子を照射する。蛍光標識を励起するためのＥＭ放射線
源が好ましい。
【０１８５】
　一部の実施形態では、アナライザーシステムは、電磁放射線源３０１からなる。本発明
の範囲を逸脱せずに、任意の数の放射線源を任意の１つのアナライザーシステム３００に
おいて用いることができる。多数の電磁放射線源が以前に開示されており、先行米国特許
出願１１／０４８６６０から参照によって組み入れられる。一部の実施形態では、すべて
の連続波電磁（ＥＭ）放射線源が、同じ波長の電磁放射線を放出する。他の実施形態では
、異なる供給源が異なる波長のＥＭ放射線を放出する。
【０１８６】
　一実施形態では、ＥＭ放射線源３０１、３５１、３５２は、２００ｎｍと１０００ｎｍ
との間の波長を生成する連続波レーザーである。このようなＥＭ放射線源は、小型で耐久
性があり、かつ比較的安価であるという利点を有する。さらに、一般的に、それらは他の
光源よりも大きな蛍光シグナルを生成する能力がある。好適な連続波ＥＭ放射線源の特定
の例には、限定するものではないが、アルゴン、クリプトン、ヘリウム－ネオン、ヘリウ
ム－カドミウム型のレーザー、ならびにチューナブルダイオードレーザー（赤色から赤外
領域）が含まれ、各々は周波数を２倍にする実行可能性がある。レーザーは、シャッター
などの照射を妨害するための付属の電子装置または機械的装置なしに連続のイルミネーシ
ョンを提供する。連続波レーザーを用いる一実施形態では、３ｍＷの電磁放射線源は、蛍
光標識を励起するのに十分なエネルギーであることができる。このようなエネルギー出力
の連続波レーザーからの光線の直径は、２から５μｍの間であることができる。３ｍＷに
曝露するための粒子のレーザー光線への曝露時間は、約１ｍ秒の時間であることができる
。代替の実施形態では、レーザー光線への曝露時間は、約５００μ秒以下であることがで
きる。代替の一実施形態では、曝露時間は、約１００μ秒以下であることができる。代替
の一実施形態では、曝露時間は、約５０μ秒以下であることができる。代替の一実施形態
では、曝露時間は、約１０μ秒以下であることができる。
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【０１８７】
　ＬＥＤは、費用が低く信頼性の高い別の照射源である。高輝度ＬＥＤならびに高吸収性
断面および高量子収量を有する色素における最近の進歩によって、ＬＥＤの単一粒子検出
への適用可能性が支持されている。このようなレーザーは、単独で、あるいは水銀灯、基
本的なアーク灯、ハロゲンランプ、アーク放電、プラズマ放電、発光ダイオード、または
これらの組合せなどの他の光源と組み合わせて使用することができる。
【０１８８】
　他の実施形態では、ＥＭ放射線源は、パルス波レーザーの形態であることができる。こ
のような実施形態では、レーザーのパルスサイズは重要なファクターである。このような
実施形態では、サイズ、集光スポット、およびレーザーによって放出される全エネルギー
は重要であり、蛍光標識を励起することができるほど十分なエネルギーでなければならな
い。パルスレーザーを用いる場合は、より長い持続時間のパルスが必要とされ得る。一部
の実施形態では、２ナノ秒のレーザーパルスを用いることができる。一部の実施形態では
、５ナノ秒のレーザーパルスを用いることができる。一部の実施形態では、２ナノ秒から
５ナノ秒の間のパルスを用いることができる。
【０１８９】
　最適のレーザー強度は、単一色素の光退色の特徴およびインタロゲーション空間を横切
るのに必要とされる時間の長さ（粒子の速度、複数用いられる場合のインタロゲーション
空間間の距離、およびインタロゲーション空間のサイズを含む）に依存する。最大のシグ
ナルを得るためには、高パーセント値の色素の光退色をもたらさない最高強度で試料を照
射するのが望ましい。好ましい強度は、粒子がインタロゲーション空間を横切った時間ま
でに退色する色素が５％以下となる強度である。
【０１９０】
　レーザーのパワーは、刺激される必要がある色素分子の種類、および色素分子が刺激さ
れる時間の長さ、および／または色素分子がキャピラリーフローセルを通過する速度に応
じて設定される。レーザーのパワーは、エネルギーが光線によって送達される速度と定義
し、ジュール／秒またはワットの単位で測定する。レーザーの出力が大きいほど、レーザ
ーが粒子を照射する時間が短くてもよい一方、粒子が空間を通過する間にインタロゲーシ
ョン空間に一定量のエネルギーが提供されることが理解されよう。したがって一部の実施
形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空
間が受け取る全エネルギーが約０．１、０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１２、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９
０、または１００マイクロジュールより大きくなるものである。一部の実施形態では、レ
ーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る
全エネルギーが約０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、または１
１０マイクロジュール未満となるものである。一部の実施形態では、レーザー出力と照射
時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約
０．１と１００マイクロジュールとの間となるものである。一部の実施形態では、レーザ
ー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エ
ネルギーが約１と１００マイクロジュールとの間となるものである。一部の実施形態では
、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け
取る全エネルギーが約１と５０マイクロジュールとの間となるものである。一部の実施形
態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間
が受け取る全エネルギーが約２と５０マイクロジュールとの間となるものである。一部の
実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーショ
ン空間が受け取る全エネルギーが約３と６０マイクロジュールとの間となるものである。
一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲ
ーション空間が受け取る全エネルギーが約３と５０マイクロジュールとの間となるもので
ある。一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にイン
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タロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約３と４０マイクロジュールとの間となる
ものである。一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間
にインタロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約３と３０マイクロジュールとの間
となるものである。一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時
間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約１マイクロジュールとなる
ものである。一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間
にインタロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約３マイクロジュールとなるもので
ある。一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にイン
タロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約５マイクロジュールとなるものである。
一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲ
ーション空間が受け取る全エネルギーが約１０マイクロジュールとなるものである。一部
の実施形態では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーシ
ョン空間が受け取る全エネルギーが約１５マイクロジュールとなるものである。一部の実
施形態ではレーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空
間が受け取る全エネルギーが約２０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態
では、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が
受け取る全エネルギーが約３０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態では
、レーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け
取る全エネルギーが約４０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態では、レ
ーザー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る
全エネルギーが約５０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態では、レーザ
ー出力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エ
ネルギーが約６０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態では、レーザー出
力と照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エネル
ギーが約７０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態では、レーザー出力と
照射時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エネルギー
が約８０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態では、レーザー出力と照射
時間との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約
９０マイクロジュールとなるものである。一部の実施形態では、レーザー出力と照射時間
との組合せは、照射時間の間にインタロゲーション空間が受け取る全エネルギーが約１０
０マイクロジュールとなるものである。
【０１９１】
　一部の実施形態では、レーザー出力は、少なくとも約１ｍＷ、２ｍＷ、３ｍＷ、４ｍＷ
、５ｍＷ、６ｍＷ、７ｍＷ、８ｍＷ、９ｍＷ、１０ｍＷ、１３ｍＷ、１５ｍＷ、２０ｍＷ
、２５ｍＷ、３０ｍＷ、４０ｍＷ、５０ｍＷ、６０ｍＷ、７０ｍＷ、８０ｍＷ、９０ｍＷ
、１００ｍＷ、または１００ｍＷ超に設定される。一部の実施形態では、レーザー出力は
、少なくとも約１ｍＷに設定される。一部の実施形態では、レーザー出力は、少なくとも
約３ｍＷに設定される。一部の実施形態では、レーザー出力は、少なくとも約５ｍＷに設
定される。一部の実施形態では、レーザー出力は、少なくとも約１０ｍＷに設定される。
一部の実施形態では、レーザー出力は、少なくとも約１５ｍＷに設定される。一部の実施
形態では、レーザー出力は、少なくとも約２０ｍＷに設定される。一部の実施形態では、
レーザー出力は、少なくとも約３０ｍＷに設定される。一部の実施形態では、レーザー出
力は、少なくとも約４０ｍＷに設定される。一部の実施形態では、レーザー出力は、少な
くとも約５０ｍＷに設定される。一部の実施形態では、レーザー出力は、少なくとも約６
０ｍＷに設定される。一部の実施形態では、レーザー出力は、少なくとも約９０ｍＷに設
定される。
【０１９２】
　レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約１、２、３、４、５、１０、
１５、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、１
５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、６００、７００、８００、９００、ま
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たは１０００マイクロ秒以上に設定することができる。レーザーがインタロゲーション空
間を照射する時間は、約２、３、４、５、１０、１５、２０、３０、４０、５０、６０、
７０、８０、９０、１００、１５０、２００、１５０、３００、３５０、４００、４５０
、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１５００、または２０００マイ
クロ秒以下に設定することができる。レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間
は、約１と１０００マイクロ秒の間に設定することができる。レーザーがインタロゲーシ
ョン空間を照射する時間は、約５と５００マイクロ秒の間に設定することができる。レー
ザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約５と１００マイクロ秒の間に設定す
ることができる。レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約１０と１００
マイクロ秒の間に設定することができる。レーザーがインタロゲーション空間を照射する
時間は、約１０と５０マイクロ秒の間に設定することができる。レーザーがインタロゲー
ション空間を照射する時間は、約１０と２０マイクロ秒の間に設定することができる。レ
ーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約５と５０マイクロ秒の間に設定す
ることができる。レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約１マイクロ秒
と１００マイクロ秒の間に設定することができる。一部の実施形態では、レーザーがイン
タロゲーション空間を照射する時間は、約１マイクロ秒である。一部の実施形態では、レ
ーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約５マイクロ秒である。一部の実施
形態では、レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約１０マイクロ秒であ
る。一部の実施形態では、レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約２５
マイクロ秒である。一部の実施形態では、レーザーがインタロゲーション空間を照射する
時間は、約５０マイクロ秒である。一部の実施形態では、レーザーがインタロゲーション
空間を照射する時間は、約１００マイクロ秒である。一部の実施形態では、レーザーがイ
ンタロゲーション空間を照射する時間は、約２５０マイクロ秒である。一部の実施形態で
は、レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約５００マイクロ秒である。
一部の実施形態では、レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、約１０００
マイクロ秒である。
【０１９３】
　例えば、レーザーがインタロゲーション空間を照射する時間は、３ｍＷ、４ｍＷ、５ｍ
Ｗ、または５ｍＷ超の出力を提供するレーザーで、１ミリ秒、２５０マイクロ秒、１００
マイクロ秒、５０マイクロ秒、２５マイクロ秒、または１０マイクロ秒に設定することが
できる。一部の実施形態では、３ｍＷの出力を提供するレーザーで標識を照射し、約１０
００マイクロ秒の間標識を照射する。他の実施形態では、約２０ｍＷ以下の出力を提供す
るレーザーで、１０００ミリ秒未満の間標識を照射する。他の実施形態では、２０ｍＷの
レーザー出力で、約２５０マイクロ秒以下の間標識を照射する。一部の実施形態では、約
５ｍＷのレーザー出力で、約１０００マイクロ秒以下の間標識を照射する。
【０１９４】
　２．キャピラリーフローセル
　キャピラリーフローセルは、試料システムに流体接続される。一実施形態では、アナラ
イザーシステムのインタロゲーション空間３１４は、対応する光線３１１の横断面面積お
よび検出器３０９の視野内の光線のセグメントによって決定される。アナライザーシステ
ムの一実施形態では、インタロゲーション空間３１４は、約０．０１と５００ｐＬとの間
、または約０．０１ｐＬと１００ｐＬとの間、または約０．０１ｐＬと１０ｐＬとの間、
または約０．０１ｐＬと１ｐＬとの間、または約０．０１ｐＬと０．５ｐＬとの間、また
は約０．０２ｐＬと約３００ｐＬとの間、または約０．０２ｐＬと約５０ｐＬとの間、ま
たは約０．０２ｐＬと約５ｐＬとの間、または約０．０２ｐＬと約０．５ｐＬとの間、ま
たは約０．０２ｐＬと約２ｐＬとの間、または約０．０５ｐＬと約５０ｐＬとの間、また
は約０．０５ｐＬと約５ｐＬとの間、または約０．０５ｐＬと約０．５ｐＬとの間、また
は約０．０５ｐＬと約０．２ｐＬとの間、または約０．１ｐＬと約２５ｐＬとの間の本明
細書で定義された体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空間は、約０
．０１ｐＬと１０ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション
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空間３１４は、約０．０１ｐＬと１ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、イ
ンタロゲーション空間３１４は、約０．０２ｐＬと約５ｐＬとの間の体積を有する。一部
の実施形態では、インタロゲーション空間３１４は、約０．０２ｐＬと約０．５ｐＬとの
間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空間３１４は、約０．０５
ｐＬと約０．２ｐＬとの間の体積を有する。一部の実施形態では、インタロゲーション空
間３１４は、約０．１ｐＬの体積を有する。他の有用なインタロゲーション空間の体積は
、本明細書に記載する通りである。当業者であれば、インタロゲーション空間３１４はア
ナライザーの最大性能のために選択することができることを理解すべきである。非常に小
さいインタロゲーション空間はバックグラウンドノイズを最小にすることが示されている
が、大きなインタロゲーション空間は低濃度の試料を妥当な時間で分析することができる
という利点を有する。２つのインタロゲーション空間３７０および３７１を用いる実施形
態では、単一のインタロゲーション空間３１４について本明細書で記載するものなどの体
積を用いることができる。
【０１９５】
　本発明の一実施形態では、インタロゲーション空間は、約１０００フェムトモル（ｆＭ
）から約１ゼプトモル（ｚＭ）までの範囲の濃度の粒子が検出できるほど十分に大きい。
本発明の一実施形態では、インタロゲーション空間は、約１０００ｆＭから約１アトモル
（ａＭ）までの範囲の濃度の粒子の検出ができるほど十分に大きい。本発明の一実施形態
では、インタロゲーション空間は、約１０ｆＭから約１アトモル（ａＭ）までの範囲の濃
度の粒子の検出ができるほど十分に大きい。多くの場合において、大きなインタロゲーシ
ョン空間は、さらなる前濃縮装置または技術なしに、約１ｆＭ未満の濃度の粒子の検出を
可能にする。当業者であれば、最も適切なインタロゲーション空間のサイズは、検出すべ
き粒子の輝度、バックグラウンドシグナルのレベル、および分析すべき試料の濃度に依存
することを理解するであろう。
【０１９６】
　インタロゲーション空間３１４のサイズは、アナライザーのオプティックスを調節する
ことによって制限することができる。一実施形態では、光線３１１の直径を調節して、イ
ンタロゲーション空間３１４の体積を変化させることができる。別の一実施形態では、検
出器３０９の視野を変化させることができる。したがって、インタロゲーション空間３１
４内で単一粒子が照射および検出されるように放射線源３０１および検出器３０９を調節
することができる。別の一実施形態では、検出器３０９の視野を決定する開口部３０６（
図１Ａ）の幅は変えることができる。この構成により、ほぼリアルタイムでインタロゲー
ション空間を変更して多かれ少なかれ濃縮された試料の穴埋めをすることができ、これに
よりインタロゲーション空間内に同時に２つ以上の粒子が存在する確率を確実に低くする
。２つ以上のインタロゲーション空間である３７０および３７１に対して同様の変更を行
ってもよい。
【０１９７】
　別の一実施形態では、インタロゲーション空間は、実際の試料を試験する前にキャピラ
リーフローセルを通過する既知濃度のキャリブレーション試料を使用することによって画
定することができる。試料がキャピラリーフローセルを通過するときにたった１個の単一
粒子がキャリブレーション試料において１回で検出される場合、焦点の深さと電磁放射線
源の光線の直径とによりキャピラリーフローセルにおけるインタロゲーション空間のサイ
ズが決定される。
【０１９８】
　インタロゲーション空間に対する物理的制約は、固体の壁によっても提供することがで
きる。一実施形態では、壁は、試料液体がキャピラリー内に含まれる場合には、フローセ
ル３１３（図２Ａ）の１つ以上の壁である。一実施形態では、セルはガラスでできている
が、約２００から約１０００ｎｍ以上の範囲の光に対して透明である他の物質、例えば、
石英、融解石英（fused silica）、およびテフロン（登録商標）、ナイロン、プラスチッ
ク（例えば、ポリ塩化ビニル、ポリスチレン、およびポリエチレン）などの有機材料また
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はこれらの任意の組合せを、本発明の範囲から逸脱することなしに用いてもよい。他の横
断面形状（例えば、四角形、円柱状）を、本発明の範囲から逸脱することに用いることが
できるが、一実施形態では、キャピラリーフローセル３１３は正方形の横断面を有する。
別の一実施形態では、インタロゲーション空間は、チップ（図示せず）中にエッチングさ
れているチャンネル（図示せず）によって少なくとも部分的に画定してもよい。同様の検
討事項が、２つのインタロゲーション空間が用いられる実施形態に適用される（図２Ｂに
おける３７０および３７１）。
【０１９９】
　インタロゲーション空間は液体に浸されている。一実施形態では、液体は水性である。
他の実施形態では、液体は、非水性であるか、水性および非水性液体の組合せである。さ
らに、液体が、ｐＨ調節剤、イオン性組成物、または可溶性マクロ粒子もしくはポリマー
もしくはゲルなどのふるい分け剤（sieving agent）を含んでいてもよい。液体の接続を
一時的に中断するために、バルブまたは他の装置がインタロゲーション空間間に存在して
もよいことが企図される。一時的に中断されたインタロゲーション空間は、液体によって
接続されるとみなす。
【０２００】
　本発明の別の一実施形態では、インタロゲーション空間は、シースフロー（sheath flo
w）とも呼ばれる、希釈液体積内の試料材料の層流（laminar flow）のサイズによって制
約されるフローセル３１３内に存在する単一のインタロゲーション空間である。これらお
よび他の実施形態では、インタロゲーション空間は、シースフロー単独によりあるいは照
射源の寸法または検出器の視野と組み合わせることで画定されることができる。シースフ
ローは多くの方法で形作ることができ、これには以下が含まれる：試料材料が同心性の層
流の内側材料であり、外部は希釈液体積である；希釈液体積が試料体積の片側にある；希
釈液体積が試料材料の２つの側にある；希釈液体積は試料材料の複数の側にあるが、試料
材料を完全に取り囲まない；希釈液体積が試料材料を完全に取り囲む；希釈液体積が試料
材料を同心円状に完全に取り囲む；試料材料が非連続的な一連の液滴の内部材料であり、
希釈液体積は試料材料の各液滴を完全に取り囲む。
【０２０１】
　一部の実施形態では、本発明の単一分子検出器は、インタロゲーション空間を１つだけ
含む。一部の実施形態では、多数のインタロゲーション空間が用いられる。多数のインタ
ロゲーション空間は以前に開示されており、米国特許出願１１／０４８６６０から参照に
よって組み入れられる。当業者であれば、いくつかの場合において、アナライザーは２つ
、３つ、４つ、５つ、６つ、または６つ超の区別されるインタロゲーション空間を含むこ
とを理解されよう。
【０２０２】
　３．原動力
　アナライザーシステムの一実施形態では、粒子は、原動力によりインタロゲーション空
間を通って移動する。一部の実施形態では、粒子を移動させるための原動力は、圧力であ
る。一部の実施形態では、圧力は、ポンプ、空気圧源、真空源、遠心機、またはこれらの
組合せによって供給される。一部の実施形態では、粒子を移動させるための原動力は、動
電学的な力である。原動力としての動電学的力の使用は、先行出願において以前に開示さ
れており、米国特許出願１１／０４８６６０から参照によって組み入れられる。
【０２０３】
　一実施形態では、キャピラリーフローセルのインタロゲーション空間を通って粒子を移
動させるための原動力として圧力を用いることができる。さらなる一実施形態では、ポン
プにより、圧力が供給して試料を移動させる。好適なポンプは当技術分野で既知である。
一実施形態では、Ｓｃｉｖａｘ，Ｉｎｃ．によって製造されたものなど、ＨＰＬＣアプリ
ケーション用に製造されたポンプを原動力として用いることができる。他の実施形態では
、より小さい体積の試料にポンプを用いる場合に、微小流体（microfluidics）の適用の
ために製造されたポンプを用いることができる。これらのポンプは米国特許第５０９４５
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９４号、第５７３０１８７号、第６０３３６２８号、および第６５３３５５３号に記載さ
れており、これらはナノリットルまたはピコリットル範囲の液体体積にポンプを用いるこ
とができる装置を開示している。試料と接触することになるポンプ内の材料すべてが、ポ
リエーテルエーテルケトン（ＰＥＥＫ）、融解石英、またはサファイアなどの高不活性材
料で作られていることが好ましい。
【０２０４】
　キャピラリーフローセルを通って試料を移動させ、分析のために試料をインタロゲーシ
ョン空間を通って押し進めるため、原動力が必要である。試料が通過した後にキャピラリ
ーフローセルを通ってフラッシング試料（flushing sample）を押し進めるため、原動力
がやはり必要とされる。試料の回収をする場合、試料回収容器中に試料を押し戻すのに、
原動力がやはり必要とされる。標準のポンプは、様々なサイズがあり、予測される試料サ
イズおよび流れの要件に適合させるために好適なサイズを選択することができる。一部の
実施形態では、試料の分析用およびシステムのフラッシング用に別々のポンプが用いられ
る。分析用ポンプの容量は、約０．０００００１ｍＬから約１０ｍＬ、または約０．００
１ｍＬから約１ｍＬ、または約０．０１ｍＬから約０．２ｍＬ、または約０．００５、０
．０１、０．０５、０．１、または０．５ｍＬであってよい。フラッシュポンプは、分析
用ポンプより容量が大きくてもよい。フラッシュポンプの体積は、約０．０１ｍＬから約
２０ｍＬ、または約０．１ｍＬから約１０ｍＬ、または約０．１ｍＬから約２ｍＬ、また
は約０．０５、０．１、０．５、１、５、または１０ｍＬであってよい。これらのポンプ
のサイズは例示にすぎず、当業者であれば、ポンプのサイズは、用途、試料のサイズ、ポ
ンプの使用を施す液体の粘度、菅(tubing)寸法、流速、温度、および当技術分野で周知で
ある他の要因ーに従って選択することができることを理解するであろう。一部の実施形態
では、システムのポンプは、マイクロプロセッサで非常に正確に制御するのが容易である
ステッパーモータによって駆動される。
【０２０５】
　好ましい実施形態では、特殊なチェックバルブで流れの方向を制御しながらフラッシュ
ポンプおよび分析用ポンプを連続して用いる。配管は、分析用ポンプが最大量の試料を吸
い上げるときに試料がポンプ自体に到達しないように設計されている。これは、菅の体積
が分析用ポンプのストローク体積（stroke volume）を超えるように分析用ポンプと分析
用キャピラリーとの間の菅のＩＤおよび長さを選択することによって達成される。
【０２０６】
　４．検出器
　一実施形態では、電磁放射線に曝露した後に蛍光標識によって放出される光（例えば、
紫外、可視、または赤外範囲の光）を検出する。検出器３０９（図１Ａ）または複数の検
出器（３６４、３６５、図１Ｂ）は、蛍光部分からの光子のバーストの振幅および持続時
間を捕捉し、さらに光子のバーストの振幅および持続時間を電気シグナルに変換すること
が可能である。ＣＣＤカメラ、ビデオ入力モジュールカメラ、およびストリークカメラな
どの検出装置を用いて、連続シグナルで画像を生成することができる。別の一実施形態で
は、ボロメーター、フォトダイオード、フォトダイオードアレイ、アバランシェフォトダ
イオード、および連続のシグナルを生成する光電子増倍管などの装置を用いることができ
る。前述の検出器の任意の組合せも用いることができる。一実施形態では、光子を検出す
るためにアバランシェフォトダイオードを用いる。
【０２０７】
　インタロゲーション空間３１４（図２Ａ）とその対応する検出器３０９（図１Ａ）との
間に特定の光学オプティックスを用いて、放射波長、放射強度、バーストサイズ、バース
ト継続時間、および蛍光偏光を含む放出された電磁放射線のいくつかの別個の特徴を検出
することができる。一部の実施形態では、検出器３０９は、逆バイアスで用いられるフォ
トダイオードである。逆バイアスにおいて設定されたフォトダイオードは、通常、非常に
高い抵抗を有する。適切な周波数の光がＰ／Ｎ接合を照らしたときに、この抵抗は低下す
る。それゆえ、逆バイアスのダイオードは、通って流れる電流をモニタリングすることに
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よって検出器として用いることができる。この効果に基づく回路は、ゼロバイアスに基づ
く回路よりも光に対して感度が高い。
【０２０８】
　アナライザーシステムの一実施形態では、フォトダイオードはアバランシェフォトダイ
オードであることができ、該アバランシェフォトダイオードは従来のフォトダイオードよ
りもずっと高い逆バイアスで操作することができ、したがって各々の光生成キャリアをア
バランシェブレークダウンによって増大させて、フォトダイオード内に内部利得をもたら
すことで、装置の有効な応答性（感度）を増大させる。フォトダイオードの選択は、蛍光
標識した粒子によって放出されるエネルギーまたは放射波長によって決定される。一部の
実施形態では、フォトダイオードは、１９０～１１００ｎｍの範囲のエネルギーを検出す
るシリコンフォトダイオードであり、別の一実施形態では、フォトダイオードは、８００
～１７００ｎｍの範囲のエネルギーを検出するゲルマニウムフォトダイオードであり、別
の一実施形態では、フォトダイオードは、８００～２６００ｎｍの範囲のエネルギーを検
出するインジウムガリウムヒ素フォトダイオードであり、さらに別の実施形態では、フォ
トダイオードは、１０００ｎｍ未満から３５００ｎｍの間の範囲のエネルギーを検出する
硫化鉛フォトダイオードである。一部の実施形態では、アバランシェフォトダイオードは
、４００ｎｍから１１００ｎｍの波長範囲のエネルギーを検出するように設計された単一
光子の検出器である。単一光子検出器は市販されている（例えば、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍ
ｅｒ、Ｗｅｌｌｅｓｌｅｙ、ＭＡ）。
【０２０９】
　一部の実施形態では、検出器は、３００ｎｍと１７００ｎｍとの間のエネルギーを検出
するアバランシェフォトダイオード検出器である。一実施形態では、シリコンアバランシ
ェフォトダイオードを用いて３００ｎｍと１１００ｎｍとの間の波長を検出することがで
きる。インジウムガリウムヒ素フォトダイオードを用いて９００ｎｍと１７００ｎｍとの
間の波長を検出することができる。一部の実施形態では、アナライザーシステムは、少な
くとも１つの検出器を含むことができ；他の実施形態では、アナライザーシステムは、少
なくとも２つの検出器を含むことができ、各検出器は特定の波長範囲の光エネルギーを検
出するように選択し構成することができる。例えば、２つの別々の検出器を用いて、ＥＭ
放射線源で励起した際に異なるスペクトルのエネルギーで光子を放出する異なる標識で標
識付けされている粒子を検出することができる。一実施形態では、アナライザーシステム
は、緑色色素（例えばＡｌｅｘａ５４６）によって放出されるものなどの４５０～７００
ｎｍの範囲の蛍光エネルギーを検出することができる第１の検出器、および近赤外色素（
例えばＡｌｅｘａ６４７）によって放出されるものなどの６２０～７８０ｎｍの範囲の蛍
光エネルギーを検出することができる第２の検出器を含むことができる。青色色素（例え
ばＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２）によって放出されるものなどの４００～６００ｎｍの範囲
の蛍光エネルギーを検出するための検出器、および赤色色素（Ａｌｅｘａ５４６およびＣ
ｙ３）によって放出されるものなどの５６０～７００ｎｍの範囲のエネルギーを検出する
ための検出器も用いることができる。
【０２１０】
　２つ以上の検出器を含むシステムを用いて、異なるスペクトルで光を放出する２つ以上
の標識で各々を標識付けした個々の粒子を検出することができる。例えば、２つの異なる
検出器は、２つの異なる色素標識で標識付けされた抗体を検出することができる。あるい
は、２つの検出器を含むアナライザーシステムを用いて異なるタイプの粒子を検出するこ
とができ、その各々のタイプを異なる色素分子であるいは２つ以上の色素分子の混合物で
標識付けする。例えば、２つの異なる検出器を用いて、２つの異なるタンパク質を認識す
る２つの異なるタイプの抗体を検出することができ、その各々のタイプを異なる色素標識
あるいは２つ以上の色素標識分子の混合物で標識付けする。２つ以上の色素標識分子の比
率を変化させることにより、２つ以上の異なる粒子タイプを２つの検出器を用いて個々に
検出することができる。３つ以上の検出器を本発明の範囲から逸脱せずに用いることがで
きることが理解される。
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【０２１１】
　当業者であれば、フローセル内に１つ以上のインタロゲーション空間が画定されている
各々のインタロゲーション空間に１つ以上の検出器を配置構成することができること、お
よび各検出器が上記に列挙した放出された電磁放射線の特徴のいずれも検出するように配
置構成することができることを理解すべきである。例えば多数のインタロゲーション空間
に対する多数の検出器の使用は、先行の出願において以前に開示されており、米国特許出
願１１／０４８６６０から本明細書に参照によって組み入れられる。粒子を検出可能にす
るために該粒子を標識したら（あるいは粒子が該粒子を検出可能にする固有の特徴を有す
る場合は）、当技術分野で既知である任意の好適な検出の機構（例えば、ＣＣＤカメラ、
ビデオ入力モジュールカメラ、ストリークカメラ、ボロメーター、フォトダイオード、フ
ォトダイオードアレイ、アバランシェフォトダイオード、および連続のシグナルを生成す
る光増倍管、ならびにこれらの組合せ）を本発明の範囲から逸脱することなしに用いるこ
とができる。放射波長、放射強度、バーストサイズ、バースト持続時間、蛍光偏光、およ
びこれらの任意の組合せを含む電磁放射線の異なる特徴を検出することができる。
【０２１２】
　Ｃ．試料採取システム
　さらなる実施形態では、アナライザーシステムは、アナライザーシステムに導入するた
めの試料を調製するための試料採取システムを含むことができる。含まれる試料採取シス
テムは、複数の試料を自動的に採取すること、および試料容器と第１のインタロゲーショ
ン空間との間の流体連通を提供することが可能である。
【０２１３】
　一部の実施形態では、本発明のアナライザーシステムは、試料のアリコートを分析のた
めに単一粒子アナライザーに導入するための試料採取システムを含む。試料を導入するこ
とができる任意の機構を用いることができる。ポンプ、または液体を管へ押し入れる試料
にかけられる圧力、または試料を試料採取管に導入するように働く任意の他の機構によっ
て作り出されるいずれかの真空吸引を用いて、試料を吸い上げることができる。必ずしも
ではないが、一般的には、試料採取システムは既知の試料体積の試料を単一粒子アナライ
ザーに導入するものであり、一粒子または複数の粒子の有無が検出される一部の実施形態
では試料サイズを正確に知ることは重要ではない。好ましい実施形態では、試料採取シス
テムは、単一の試料用または複数の試料用の自動化試料採取を提供する。既知体積の試料
をシステムに導入する実施形態では、試料採取システムは、約０．０００１、０．００１
、０．０１、０．１、１、２、５、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、
９０、１００、１５０、２００、５００、１０００、１５００、または２０００μｌを超
える分析用試料を提供する。一部の実施形態では、試料採取システムは、約２０００、１
０００、５００、２００、１００、９０、８０、７０、６０、５０、４０、３０、２０、
１０、５、２、１、０．１、０．０１、または０．００１μｌ未満の分析用の試料を提供
する。一部の実施形態では、試料採取システムは、約０．０１と１５００μｌとの間、ま
たは約０．１と１０００μｌとの間、または約１と５００μｌとの間、または約１と１０
０μｌとの間、または約１と５０μｌとの間、または約１と２０μｌとの間の分析用の試
料を提供する。一部の実施形態では、試料採取システムは、約５μｌと２００μｌとの間
、または約５μｌと約１００μｌとの間、または約５μｌと５０μｌとの間の分析用試料
を提供する。一部の実施形態では、試料採取システムは、約１０μｌと２００μｌとの間
、または約１０μｌと１００μｌとの間、または約１０μｌと５０μｌとの間の分析用試
料を提供する。一部の実施形態では、試料採取システムは、約０．５μｌと約５０μｌと
の間の分析用試料を提供する。
【０２１４】
　一部の実施形態では、試料採取システムは、試料間で違っていてもよい試料サイズを提
供する。これらの実施形態では、試料サイズは、本明細書に記載する試料サイズのいずれ
の１つであってもよく、所望する場合には試料毎または試料のセットで変化してもよい。
【０２１５】
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　試料採取システムの試料体積の正確さおよび試料間体積の精密度は、当面、分析に必要
とされる。一部の実施形態では、採取体積の精密度は用いるポンプによって決定され、典
型的には、試料体積の約５０、４０、３０、２０、１０、５、４、３、２、１、０．５、
０．１、０．０５、または０．０１％未満のＣＶによって表される。一部の実施形態では
、試料採取システムの試料間の精密度は約５０、４０、３０、２０、１０、５、４、３、
２、１、０．５、０．１、０．０５、または０．０１％未満のＣＶによって表される。一
部の実施形態では、試料採取システムのアッセイ内の精密度は、約１０、５、１、０．５
、または０．１％未満のＣＶによって表される。一部の実施形態では、試料採取システム
のアッセイ内の精密度は、約５％未満のＣＶを示す。一部の実施形態では、試料採取シス
テムのアッセイ間の精密度は、約１０、５、または１％未満のＣＶによって表される。一
部の実施形態では、試料採取システムのアッセイ間の精密度は、約５％未満のＣＶを示す
。
【０２１６】
　一部の実施形態では、試料採取システムは、試料のキャリーオーバーを低いものとし、
試料間においてさらなる洗浄工程が必要とされないという点で有利である。したがって一
部の実施形態では、試料のキャリーオーバーは、約１、０．５、０．１、０．０５、０．
０４、０．０３、０．０２、０．０１、０．００５、または０．００１％未満である。一
部の実施形態では、試料のキャリーオーバーは、約０．０２％未満である。一部の実施形
態では、試料のキャリーオーバーは、約０．０１％未満である。
【０２１７】
　一部の実施形態では、試料採取装置は試料ループ（sample loop）を提供する。これら
の実施形態では、多数の試料が連続的に菅に引き入れられ、各々は緩衝液「プラグ(plug)
」によって他のものから分離される。試料は、典型的には、間に（in between)フラッシ
ングなく次々と読まれる。フラッシングは、ループの終わりに１回なされる。緩衝液「プ
ラグ」が用いられる実施形態では、プラグは、緩衝液プラグをマイクロタイタープレート
の別々のウェル中に排出して回収することができる。
【０２１８】
　試料採取システムは、９６ウェルマイクロタイタープレート、好ましくは３８４ウェル
プレートなどの標準のアッセイ設備との使用に適合させてもよい。一部の実施形態では、
該システムは、９６ウェルプレートポジショナー、および試料管をウェル中におよびウェ
ル外で浸すための機構、例えばＸ、Ｙ、およびＺ軸に沿った動きを与えるための機構を含
む。一部の実施形態では、試料採取システムは、試験を開始した際に試料を貯蔵し取り出
すことができる多数の試料採取管を提供する。一部の実施形態では、多数の管からのすべ
ての試料を１つの検出器で分析する。他の実施形態では、多数の単一分子検出器が試料管
に接続されていてもよい。試料採取システムによる試料採取前にプレートのウェル中の試
料に対して行う操作を含む工程によって試料を調製することができ、あるいはアナライザ
ーシステム内で試料を調製することができ、あるいは両方のある組合せで調製することが
できる。
【０２１９】
　Ｄ．試料調製システム
　試料調製には、分析用の粗製試料の調製を必要とする工程が含まれる。これらの工程は
、例示として、遠心分離、濾過、蒸留、クロマトグラフィーなどの分離工程；濃縮、細胞
溶解、ｐＨの変更、緩衝液の添加、希釈液の添加、試薬の添加、加熱もしくは冷却、標識
の添加、標識の結合、照射による架橋、未結合標識の分離、妨害化合物の不活性化および
／または除去、ならびに単一粒子アナライザーによる分析のために試料を調製するのに必
要な任意の他の工程の１つ以上の工程を伴うことができる。一部の実施形態では、血液を
処理して血漿または血清を分離する。さらなる標識化、未結合の標識の除去、および／ま
たは希釈工程を、血清または血漿の試料に対して行うこともできる。
【０２２０】
　一部の実施形態では、アナライザーシステムは、単一粒子アナライザーによる分析の準
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備が整った試料を提供するのに必要なプロセスのいくつかまたはすべてを行う試料調製シ
ステムを含む。このシステムは、試料を調製するために上記に列挙した工程の任意のもの
またはすべてを行うことができる。一部の実施形態では、アナライザーシステムの試料調
製システムにより、試料を部分的に処理加工する。したがって、一部の実施形態では、最
初に、アナライザーシステム外で試料を部分的に処理加工してもよい。例えば、最初に試
料を遠心分離してもよい。次いで、試料調製システムにより、アナライザー内で試料を部
分的に処理加工してもよい。アナライザー内での処理加工には、試料の標識化、試料と緩
衝液との混合、および当業者に既知であろう他の処理加工工程が含まれる。一部の実施形
態では、血液試料をアナライザーシステム外で処理加工して血清または血漿の試料を提供
し、これをアナライザーシステムに導入し、試料調製システムによってさらに処理加工し
て対象の粒子または複数の粒子を標識化し、任意選択により未結合の標識を除去する。他
の実施形態では、試料の調製には、対象ではない粒子を除去するためあるいは試料の分析
を妨害することができる粒子を除去するための試料の免疫除去（immunodepletion）を含
むことができる。さらに他の実施形態では、試料から、試料の分析を妨害することができ
る粒子を枯渇することができる。例えば、試料の調製は、対象の粒子を直接的または間接
的に検出するための非ヒト抗体を用いるイムノアッセイを妨害することが知られている異
好性抗体の枯渇（depletion)を含むことができる。同様に、対象の粒子の測定を妨害する
他のタンパク質を、妨害タンパク質を認識する抗体を用いて試料から除去することができ
る。
【０２２１】
　一部の実施形態では、アッセイおよび分析の前に試料を固相抽出にかけることができる
。例えば、ｃＡＭＰについてアッセイする血清試料を、それが結合するｃ１８カラムを用
いて、まず固相抽出にかけることができる。プロテアーゼ、リパーゼ、およびホスファタ
ーゼなどの他のタンパク質をカラムから洗い流し、ｃＡＭＰを溶出して、ｃＡＭＰを分解
することができるあるいはｃＡＭＰの測定を妨害することができるタンパク質を本質的に
なくす。固相抽出を用いて、アッセイの感度を低減することができる試料の塩基性マトリ
クスを除去することができる。さらに他の実施形態では、試料を乾燥または凍結乾燥し、
粒子をオリジナルの試料の体積よりも小さい体積に可溶化することによって、試料に存在
する対象の粒子を濃縮することができる。
【０２２２】
　一部の実施形態では、アナライザーシステムは、血液試料、唾液試料、尿試料、脳脊髄
液試料、リンパ試料、ＢＡＬ試料、生検試料、法医学的試料、生物テロ試料などの完全な
調製物など、システムで分析される試料の完全な調製を提供する試料調製システムを提供
する。一部の実施形態では、アナライザーシステムは、試料調製のいくつかまたはすべて
を提供する試料調製システムを提供する。一部の実施形態では、最初の試料は、アナライ
ザーシステムによってさらに処理加工される血液試料である。一部の実施形態では、試料
は、アナライザーシステムによってさらに処理加工される血清または血漿試料である。血
清または血漿試料は、例えば対象の粒子または複数の粒子に結合する標識と接触させるこ
とによってさらに処理加工することができ、次いで、未結合の標識を除去してあるいは除
去せずに試料を用いることができる。
【０２２３】
　一部の実施形態では、試料調製は、分析システム外または分析システムの試料調製構成
要素のいずれかにおいて９６ウェルプレートなどの１つ以上のマイクロタイタープレート
上で行う。当技術分野で周知であるように、試薬や緩衝液などのレザーバは、菅または他
の好適な構造によりプレートのウェルと断続的な流体連通にすることができる。９６ウェ
ルプレートまたは管中に試料を別々に調製することができる。試料の単離、標識の結合、
および必要な場合には標識の分離の工程を１つのプレート上で行うことができる。一部の
実施形態では、次いで調製粒子をプレートから放出し、試料分析システムに入れて試料採
取するために試料を管に移動する。一部の実施形態では、試料調製のすべて工程を１つの
プレート上で行い、分析システムはプレートから直接試料を得る。この実施形態は９６ウ
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ェルプレートに関して記載してあるが、１つ以上の試料を入れるための試料の調製に好適
な任意のベッセルを用いることができることが理解されよう。例えば、３８４ウェルまた
は１５３６ウェルの標準のマイクロタイタープレートを用いることができる。より一般的
には、一部の実施形態では、試料調製システムは、約５、１０、２０、３０、４０、５０
、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、５００、１０００、５０００、ま
たは１００００を超える試料を保持し調製することが可能である。一部の実施形態では、
多数のアナライザーシステムで分析するために多数の試料を採取することができる。した
がって、一部の実施形態では、２つの試料、または約２、３、４、５、７、１０、１５、
２０、５０、または１００を超える試料を試料調製システムから採取し、多数の試料アナ
ライザーシステム上で平行して実施する。
【０２２４】
　微小流体システムは、試料調製のために、アナライザーシステムの一部である試料調製
システムとして、特に、検出により少量の試料が必要であるほど十分に高濃度の粒子を含
むことが疑われる試料に対して、用いてもよい。微小流体操作の原理および技術は当技術
分野で既知である。米国特許第４９７９８２４号、第５７７００２９号、第５７５５９４
２号、第５７４６９０１号、第５６８１７５１号、第５６５８４１３号、第５６５３９３
９号、第５６５３８５９号、第５６４５７０２号、第５６０５６６２号、第５５７１４１
０号、第５５４３８３８号、第５４８０６１４号、第５７１６８２５号、第５６０３３５
１号、第５８５８１９５号、第５８６３８０１号、第５９５５０２８号、第５９８９４０
２号、第６０４１５１５号、第６０７１４７８号、第６３５５４２０号、第６４９５１０
４号、第６３８６２１９号、第６６０６６０９号、第６８０２３４２号、第６７４９７３
４号、第６６２３６１３号、第６５５４７４４号、第６３６１６７１号、第６１４３１５
２号、第６１３２５８０号、第５２７４２４０号、第６６８９３２３号、第６７８３９９
２号、第６５３７４３７号、第６５９９４３６号、第６８１１６６８号、および公開され
ているＰＣＴ特許出願ＷＯ９９５５４６１（Ａ１）を参照されたい。試料は、単一または
多数のアナライザーシステムでの使用のために連続してまたは平行して調製することがで
きる。
【０２２５】
　試料は緩衝液を含むことが好ましい。緩衝液は、アナライザーシステム外で試料と混合
してもよく、あるいは試料調製機構によって提供してもよい。任意の好適な緩衝液を用い
ることができるが、好ましい緩衝液は、蛍光のバックグラウンドが低く、検出可能に標識
された粒子に対して不活性であり、使用ｐＨを維持することができ、原動力が動電学的で
ある実施形態では電気泳動に好適なイオン強度を有するものである。緩衝液濃度は、約１
から約２００ｍＭの範囲などの任意の好適な濃度であることができる。対象の分子の可溶
性、機能、および検出可能性を付与する限り、任意の緩衝液系を用いることができる。ポ
ンプ吸引（pumping）を用いる用途では、リン酸塩、グリシン、酢酸塩、クエン酸塩、ア
シデュレート（acidulate）、炭酸塩／炭酸水素塩、イミダゾール、トリエタノールアミ
ン、グリシン、アミド、ホウ酸塩、ＭＥＳ、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ、ＡＤＡ、ａｃｅｓ、ＰＩ
ＰＥＳ、ＭＯＰＳＯ、Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ　Ｐｒｏｐａｎｅ、ＢＥＳ、ＭＯＰＳ、ＴＥＳ、
ＨＥＰＥＳ、ＤＩＰＳＯ、ＭＯＢＳ、ＴＡＰＳＯ、Ｔｒｉｚｍａ、ＨＥＰＰＳＯ、ＰＯＰ
ＳＯ、ＴＥＡ、ＥＰＰＳ、Ｔｒｉｃｉｎｅ、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、Ｂｉｃｉｎｅ、ＨＥＰＢＳ
、ＴＡＰＳ、ＡＭＰＤ、ＴＡＢＳ、ＡＭＰＳＯ、ＣＨＥＳ、ＣＡＰＳＯ、ＡＭＰ、ＣＡＰ
Ｓ、およびＣＡＢＳからなる群から緩衝液を選択するのが好ましい。緩衝液は、Ｇｌｙ－
Ｇｌｙ、ビシン（bicine）、トリシン（tricine）、２－モルホリンエタンスルホン酸（
ＭＥＳ）、４－モルホリンプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、および２－アミノ－２－メ
チル－１－プロパノール塩酸塩（ＡＭＰ）からなる群から選択することもできる。有用な
緩衝液は、ｐＨ８．１の２ｍＭ　Ｔｒｉｓ／ホウ酸であるが、Ｔｒｉｓ／グリシンおよび
Ｔｒｉｓ／ＨＣｌも許容できる。他の緩衝液は本明細書に記載する通りである。
【０２２６】
　電気泳動に有用な緩衝液は先行の出願に開示されており、米国特許出願１１／０４８６
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６０から本明細書に参照によって組み入れられる。
【０２２７】
　Ｅ．試料回収
　本発明のアナライザーおよび分析システムの実施形態の高度に有用な１つの特徴は、試
料を消費せずに分析することができることである。このことは、試料材料が限られている
場合に特に重要であり得る。試料を回収することにより、他の分析を行うことまたはそれ
を再分析をすることも可能になる。法廷使用、薬物スクリーニング、および臨床診断の用
途など、試料サイズが限られている場合および／または試料を再分析することができるこ
とが望ましい場合での用途に対するこの特徴の利点は、当業者であれば明らかである。
【０２２８】
　したがって、一部の実施形態では、本発明のアナライザーシステムは、分析後に試料を
回収するための試料回収システムをさらに提供する。これらの施形態では、該システムは
、試料をアナライザーに引き入れ、分析し、次いで例えば同じ経路によって試料管などの
試料ホルダーに戻す機構および方法を含む。試料は壊されることはなく、バルブまたは他
の菅のいずれにも入らないので、試料は汚染されないままである。さらに、試料経路にお
ける材料はすべて、ＰＥＥＫ、融解石英、またはサファイアなど、高度に不活性なので、
試料経路からの汚染はほとんどない。ステッパーモータ制御ポンプ（特に、分析用ポンプ
）を使用することにより、引き上げる（drawn up)体積および戻し出される体積を正確に
制御できる。これにより、フラッシュ緩衝液による希釈があったとしても少々の希釈で、
試料を完全にまたはほとんど完全に回収できる。したがって、一部の実施形態では、約５
０％、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、９９．５％、または９９．９％を超える試料が、分析後に回収される。一部の実施
形態では、回収試料が希釈されていない。一部の実施形態では、回収された試料は、約１
．５倍、１．４倍、１．３倍、１．２倍、１．１倍、１．０５倍、１．０１倍、１．００
５倍、または１．００１倍未満希釈されている。
【０２２９】
　試料を採取および／または回収するために、試料ベッセルからアナライザーへ液体試料
を輸送するための任意の機構を用いることができる。一部の実施形態では、分析キャピラ
リーの入口端部は、試料容器（例えば試験管または試料ウェル）中に浸すことができある
いは廃棄容器の上に保持されることができる短い長さの菅（例えばＰＥＥＫ菅）に結合し
ている。前の試料を装置からきれいに取り除くためのフラッシュするのときは、フラッシ
ュされた廃棄物を受け止めるための廃棄容器の上にこの管を配置する。試料を引き入れる
場合は、管を試料ウェルまたは試験管に入れる。典型的には、試料を速やかに引き入れ、
次いで試料内の粒子を観察しながらゆっくりと押し出す。あるいは、一部の実施形態では
、引き入れサイクルの少なくとも一部の間に試料をゆっくりと引き入れ、ゆっくりと引き
入れている間に試料を分析してもよい。この後に、試料を速やかに戻し、速やかにフラッ
シュすることができる。一部の実施形態では、内向き（引き入れ）および外向き（引き出
し）サイクルの両方で試料を分析することができ、これにより少量の希釈試料などの統計
値の計数および結果の確認などが改善される。試料を保存するのが望ましい場合は、元の
同じ試料ウェルまたは別のものに試料を押し戻すことができる。試料の保存を望まない場
合は、菅を廃棄容器上に配置する。
【０２３０】
　ＶＩ．分子の高感度分析を用いる方法
　本発明のシステム、システムキット、および方法により、従前に測定された濃度よりも
はるかに低い濃度での試料中の分子の測定が可能になる。本発明の高感度の機器、キット
、および方法により、従前は検出感度の不足のために不可能であったマーカー（例えば生
物学的マーカー）の確立が可能になる。
【０２３１】
　生物学的状態の判定に使用される可能性はあっても、マーカーのより低い範囲が不明で
あるために現在実用されていない現在利用可能なマーカーが多数存在する。いくつかの場
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合では、異常に高いマーカーレベルは現行の方法論によって検出可能であるが、通常の範
囲は確立されていない。いくつかの場合では、正常範囲の上方部分のマーカーは検出可能
であるが、正常範囲の下方部分または正常より下のレベルは検出可能ではない。いくつか
の場合では、腫瘍に特異的なマーカーまたは感染マーカーなど、マーカーのいずれのレベ
ルも生物学的状態の存在可能性を示し、検出感度の向上は早期診断にとって有利である。
いくつかの場合では、多時点にわたるマーカー濃度の変化率または変化の欠如は最も有用
な情報が提供するが、この分析方法は、典型的に最も治療可能な場合である病態の早期で
の試料採取時点におけるマーカーレベルを決定できない。多くの場合、複雑な試料処理お
よび時間のかかる分析を必要とする方法など、臨床環境において実用的または有用でない
厄介な方法の使用によってのみ、マーカーを臨床的に有用なレベルで検出することができ
る。
【０２３２】
　さらに、現行の方法によって存在を検出するには依然として極めて困難または不可能な
ほど十分に低い濃度で存在する、生物学的状態の潜在的なマーカーがある。
【０２３３】
　本発明の分析方法および組成物により、マーカーを以前は検出することが不可能であっ
た濃度で生物学的状態についてのマーカーの検出を可能にする感度および精度レベルが提
供され、したがって、このようなマーカーを確認マーカーまたは限定的なリサーチ環境に
のみ有用なマーカーから診断、予診、治療指向、または臨床環境および／または臨床試験
などの大規模な臨床環境に有用なその他のタイプのマーカーへと「再目的化」させること
が可能になる。そのような方法は、例えば、そのようなマーカーの正常および異常な範囲
の決定を可能にする。
【０２３４】
　このように再目的化されたマーカーは、例えば、正常状態（正常範囲）の検出、応答者
／非応答者（例えば、薬剤投与などの治療に対して）の検出；疾患または病気発生の早期
検出（例えば、早期の状態における癌の検出、心虚血の早期検出）；病状期（例えば癌）
；疾患モニタリング（例えば、糖尿病モニタリング、治療後の癌の再発に関するモニタリ
ング）；疾患メカニズムの研究；および薬剤治療の毒性（例えば、心臓毒性（cardiotoxi
city））などの治療毒性の研究のために使用することができる。
【０２３５】
　Ａ．方法
　したがって、本発明は、マーカーの高感度の検出のための方法および組成物、さらにマ
ーカーの正常レベルおよび異常レベルに関する値を確立する方法を提供する。さらなる実
施形態では、本発明は、マーカーに関して確立された値に基づく診断、予後診断、および
／または治療選択の方法を提供する。本発明は、このような方法において使用される組成
物、例えば超高感度のマーカー検出用の検出試薬も提供する。
【０２３６】
　一部の実施形態では、本発明は、マーカーの単一分子の検出により（例えば、マーカー
の単一分子に結合した標識を検出することにより）生物学的試料のマーカーの濃度を測定
することによって第１の集団から得られる生物学的試料中のマーカーの濃度範囲を確立す
ることにより、生物学的状態についてのマーカーを確立する方法を提供する。一部の実施
形態では、マーカーは、ポリペプチドまたは小分子である。試料は、本明細書に記載され
た任意の試料タイプ、例えば血液、血漿、もしくは血清、または尿であってよい。
【０２３７】
　この方法は、生物学的状態を示さない集団である第１の集団からの試料を利用すること
ができる。生物学的状態が疾患状態の場合、第１の集団は、疾患を示さない集団、例えば
「正常な」集団であってもよい。一部の実施形態では、該方法は、マーカーの単一分子の
検出により生物学的試料のマーカーの濃度を測定することよって、第２の集団のメンバー
が生物学的状態を示す第２の集団から得られた生物学的試料中のマーカーのレベル範囲の
範囲を確立することをさらに含むことができる。一部の実施形態、例えば、クロスセクシ
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ョン試験において、第１の集団および第２の集団は異なる。一部の実施形態では、第２の
集団の少なくとも１つのメンバーは第１の集団のメンバーであるか、前記第１の集団の少
なくとも１つのメンバーは第２の集団のメンバーである。一部の実施形態、例えば、長期
試験において、第２の集団の実質的にすべてのメンバーは、生物学的状態（例えば、疾患
または病状）を患った第１の集団のメンバーである。
【０２３８】
　マーカーの単一分子の検出は、本明細書に記載された方法、例えば前記マーカーの検出
限界が試料中の約１０００、１００、５０、２０、１０、５、１、０．５、０．１、０．
０５、０．０１、０．００５、または０．００１フェムトモル未満のマーカーであるマー
カーの単一分子の検出による方法を用いて実施される。
【０２３９】
　生物学的状態は、表現型の状態；生物に影響を及ぼす病態；発現状態；年齢；健康；病
状；疾患；疾患過程；病状期；感染；毒性；または化学因子、環境因子、もしくは薬物因
子に対する応答（例えば薬物応答フェノタイピング、薬物毒性フェノタイピング、または
薬物効果フェノタイピングなど）であってもよい。
【０２４０】
　一部の実施形態では、生物学的状態は、限定するものではないが、炎症、異常細胞増殖
、および異常代謝状態などの病理状態である。一部の実施形態では、状態は疾患状態であ
る。疾患状態には、限定するものではないが、癌、心血管疾患、炎症性疾患、自己免疫疾
患、神経疾患、感染症、および妊娠関連障害が含まれる。一部の実施形態では、状態は病
状期状態、例えば、癌の病状期状態である。
【０２４１】
　この方法は、治療応答状態の判定にも使用できる。一部の実施形態では、治療は薬物治
療である。応答は、治療効果または副作用（例えば有害作用）であり得る。治療効果のマ
ーカーは、薬物によって治療された疾患または病態に基づく。有害作用のマーカーは、典
型的には、薬物クラス、特定の構造、および作用および代謝の機序に基づく。一般的な有
害作用は、薬物毒性である。一例は、マーカーである心筋トロポニンによりモニタリング
できる心臓毒性である。一部の実施形態では、疾患状態の１つ以上のマーカーおよび薬物
の１つ以上の有害作用の１つ以上のマーカーが、典型的には薬物を摂っている集団でモニ
タリングされる。間隔を置いて試料を採取し、試料中のマーカーのそれぞれの値を長期に
わたり評価することができる。
【０２４２】
　マーカーの単一分子の検出は、蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激さ
れたときに少なくとも約２００個の光子を放出することができる蛍光部分を含む標識でマ
ーカーを標識することを含むことができ、該レーザーは蛍光部分を含む直径約５ミクロン
以上のスポットに集束され、該レーザーによってスポットに向けられる全エネルギーは約
３マイクロジュール以下である。一部の実施形態では、蛍光部分は、少なくとも１つの置
換インドリウム環系を含む分子を含み、該インドリウム環の３位炭素上の置換基は化学反
応性基または共役物質を含む。一部の実施形態では、蛍光部分は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５３２、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、ＡｌｅｘａＦｌｕ
ｏｒ６８０、またはＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７００からなる群から選択される色素を含むこ
とができる。一部の実施形態では、該部分は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７を含む。一部
の実施形態では、標識は、マーカーの結合相手、例えばポリクローナル抗体またはモノク
ローナル抗体などの前記マーカーに特異的な抗体をさらに含む。種々のマーカーの結合相
手が本明細書に記載されている。
【０２４３】
　この方法は、第１の範囲または第１および第２の範囲に基づくマーカーの閾値レベルの
確立をさらに含み、この場合、閾値レベルを上回るまたは下回るのレベルでの個体から得
られる生物学的試料中のマーカーの存在は、個体における生物学的状態の存在可能性の増
大を示す。正常集団について決定された閾値の例は、正常集団で９９パーセンタイル値超
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の心筋トロポニンについての示唆された閾値である。実施例３を参照されたい。他の閾値
レベルは、経験的に、すなわち、マーカーレベルならびにモニタリングされる生物学的状
態の有無、重症度、進行の速度、後退の速度などに関する第１および第２の集団から得ら
れるデータに基づいて決定することができる。最小値を下回ると試料中のマーカー濃度が
生物学的状態の可能性の増大を示す該最小値および／または最大値を上回ると試料中のマ
ーカーの濃度が生物学的状態の可能性増大を示す該最大値など、範囲のいずれかの端にお
いて閾値レベルを確立できることは理解されよう。一部の実施形態では、２つ以上のマー
カー濃度範囲が２つ以上の危険度レベルに対応する危険度階層化を作成することができる
。２つの集団から得られるデータおよびマーカーについて分析して、医師および他の医療
専門家などによって使用されるための臨床的に関連する値を作成する方法は、当業界に周
知である。
【０２４４】
　いくつかの生物学的マーカーでは、いずれかのマーカーが多少なりとも存在すれば疾患
または病態の指標となり、閾値は基本的にゼロである。一例は、前立腺除去後の癌再発を
モニタリングするための前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）の使用である。ＰＳＡは前立腺のみ
によって産生され、前立腺およびすべての癌が除去されたと考えられる場合には除去後の
ＰＳＡはゼロである。ＰＳＡの出現は、いずれのレベルであっても、転移部位などにおけ
る癌の再発の可能性を示すものである。したがって、そのような再発が生じた場合、検出
方法の感度が高いほどより早く介入を行うことができる。
【０２４５】
　値の変化、変化率、スパイク（spikes）、減少などがすべて生物学的状態の判定に有用
な情報を提供できる一連の試料などでマーカー濃度の他の評価も行うことができる。さら
に、２つ以上のマーカーが生物学的状態に関する情報を提供することが見出される場合に
、一群のマーカーを使用することができる。一群のマーカーを使用する場合、別個の試料
（例えば共通の試料のアリコート）で別個にあるいは多重式（multiplexing）により同時
にマーカーを測定することができる。一群のマーカーならびに多重式の例は、米国特許出
願第１１／０４８６６０号に提供されている。
【０２４６】
　このようなマーカーおよび例えば正常状態および／または異常状態についての参照範囲
を確立することにより、生物の生物学的状態の高感度で正確な判定が可能になる。したが
って、一部の実施形態では、本発明は、生物の生物学的状態の有無を検出するための方法
を提供し、この方法は、ｉ）生物から得られる生物学的試料中のマーカー濃度を測定する
工程、この場合、前記マーカーは、マーカーの単一分子の検出により生物学的試料のマー
カー濃度を測定することによって、第１の集団から得られた生物学的試料中のマーカーの
濃度範囲を確立することにより確立されるマーカーである；およびｉｉ）前記生物中の前
記マーカーの濃度に基づいて前記生物学的状態の有無を判定する工程を含む。
【０２４７】
　一部の実施形態では、本発明は、生物の生物学的状態の有無を検出するための方法を提
供し、この方法は、ｉ）前記生物から得られる複数の生物学的試料中のマーカー濃度を測
定する工程、この場合、前記マーカーは、マーカーの単一分子の検出により生物学的試料
のマーカー濃度を測定することによって、第１の集団から得られた生物学的試料中の前記
マーカーの濃度範囲を確立することにより確立されるマーカーである；およびｉｉ）前記
複数の試料における前記マーカーの前記濃度に基づいて前記生物学的状態の有無を判定す
る工程を含む。一部の実施形態では、試料は、異なるタイプ、例えば、異なる組織タイプ
の試料である。この場合、判定は、前記異なるタイプの試料中の前記マーカーの濃度の比
較に基づく。より一般的には、試料は同じタイプのものであり、試料は間隔をあけて採取
される。試料は本明細書に記載された任意の試料タイプ、例えば、血液、血漿、または血
清；または尿であり得る。試料間の間隔は、複数分、複数時間、複数日、複数週、複数月
、または複数年であり得る。急性臨床環境においては、間隔は、複数分または複数時間で
あり得る。個体のモニタリングを含む環境において、間隔は、複数日、複数週、複数月、
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また複数年であり得る。
【０２４８】
　多くの場合、有無が検出される生物学的状態は、疾患表現型である。したがって、一実
施形態では、対象の表現型状態は、臨床診断される疾患状態である。このような疾患状態
には、例えば、癌、心血管疾患、炎症性疾患、自己免疫疾患、神経疾患、呼吸器疾患、感
染症、および妊娠関連障害が含まれる。
【０２４９】
　癌表現型は、本発明の一部の態様に含まれる。本明細書で癌の例には、限定するもので
はないが、乳癌、皮膚癌、骨癌、前立腺癌、肝癌、肺癌、脳腫瘍、喉頭、胆嚢、膵臓、直
腸、副甲状腺、甲状腺、副腎、神経組織、頭頸部、結腸、胃、気管支、腎臓の各癌、基底
細胞癌、潰瘍型および乳頭型の扁平上皮癌、転移性皮膚癌、骨肉腫、ユーイング肉腫、ve
ticulum細胞肉腫、骨髄腫、巨細胞腫、小細胞肺腫瘍、非小細胞肺癌胆石、ランゲルハウ
ス島細胞腫、一次脳腫瘍、急性および慢性のリンパおよび顆粒球の腫瘍、毛様細胞腫瘍、
アデノーマ、過形成、髄様癌、褐色細胞腫、粘膜神経腫、腸の神経節細胞腫、過形成角膜
神経腫瘍、マルファン症候群様体質腫瘍、ウィルム腫瘍、精上皮腫、卵巣腫瘍、平滑筋腫
瘍、子宮頸部異形成およびin situ癌、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、軟部組織肉腫、悪
性カルチノイド、局所皮膚病変、菌状息肉腫、横紋筋肉腫、カポジ肉腫、骨肉腫および他
の肉腫、悪性高カルシウム血症、腎臓細胞腫瘍、真性赤血球増加症、腺癌、多形神経グリ
ア芽細胞腫、白血病、リンパ腫、悪性黒色腫、類表皮癌ならびに他の癌腫および肉腫が含
まれる。
【０２５０】
　心血管疾患は、本発明の他の応用に含めることができる。心血管疾患の例には、限定す
るものではないが、うっ血性心不全、高血圧症、不整脈、アテローム性動脈硬化症、コレ
ステロール、ウルフ－パーキンソン－ホワイト症候、ＱＴ延長症候群、狭心症、頻脈、徐
脈、心房性細動、心室性細動、うっ血性心不全、心筋虚血症、心筋梗塞、心臓タンポナー
デ、心筋炎、心膜炎、催不整脈性右室異形成、肥大型心筋症、ウィリアムス症候群、心臓
弁膜症、心内膜炎、細菌性、肺閉塞症、大動脈弁狭窄症、レイノー病、レイノー病、コレ
ステロール塞栓症、ワレンベルグ症候群、ヒッペル－リンダウ病、および末梢血管拡張症
が含まれる。
【０２５１】
　炎症性疾患および自己免疫疾患は、本発明の他の実施形態に含めることができる。炎症
性疾患および自己免疫疾患の例には、限定するものではないが、慢性関節リウマチ、非特
異的関節炎、喉頭の炎症性疾患、炎症性腸障害、乾癬、甲状腺機能低下症（例えば、橋本
病）、大腸炎、Ｉ型糖尿病、骨盤内炎症性疾患、中枢神経系の炎症性疾患、側頭動脈炎、
リウマチ性多発性筋痛、強直性脊椎炎、結節性多発動脈炎、ライター症候群、強皮症、全
身性エリテマトーデスが含まれる。
【０２５２】
　本発明の方法および組成物は、アデノウイルス、百日咳菌、クラジミア・ニューモニエ
、トラコーマクラミジア、コレラトキシン、コレラトキシンβ、カンピロバクター・ジェ
ジュニ、サイトメガロウイルス、ジフテリア毒素、エプスタイン－バーＮＡ、エプスタイ
ン－バーＥＡ、エプスタイン－バーＶＣＡ、ヘリコバクターピロリ、Ｂ型肝炎ウイルス（
ＨＢＶ）コア、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）エンベロープ、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）
Ｓｕｒｖａｃｅ（Ａｙ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）コア、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ
）ＮＳ３、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）ＮＳ４、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）ＮＳ５、Ａ
型肝炎、Ｄ型肝炎、Ｅ型肝炎ウイルス（ＨＥＶ）ｏｒｆ２　３ＫＤ、Ｅ型肝炎ウイルス（
ＨＥＶ）ｏｒｆ２　６ＫＤ、Ｅ型肝炎ウイルス（ＨＥＶ）ｏｒｆ３　３ＫＤ、ヒト免疫不
全ウイルス（ＨＩＶ）－１　ｐ２４、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）－１　ｇｐ４１、
ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）－１　ｇｐ１２０、ヒト乳頭腫ウイルス（ＨＰＶ）、単
純疱疹ウイルスＨＳＶ－１／２、単純疱疹ウイルスＨＳＶ－１　ｇＤ、単純疱疹ウイルス
ＨＳＶ－２　ｇＧ、ヒトＴ細胞白血病ウイルス（ＨＴＬＶ）－１／２、インフルエンザＡ
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型、インフルエンザＡ型Ｈ３Ｎ２、インフルエンザＢ型、リーシュマニア・ドノバニ、ラ
イム病、耳下腺炎、M．ニューモニエ（M．pneumoniae）、結核菌（M．teberculosis）、
１型パラインフルエンザウイルス、２型パラインフルエンザウイルス、３型パラインフル
エンザウイルス、ポリオウイルス、ＲＳウイルス（ＲＳＶ）、風疹、麻疹、ストレプトリ
シンＯ、テタヌストキシン、Ｔ．パリダム（T.pallidum）１５ｋｄ、Ｔ．パリダム（T．p
allidum）ｐ４７、Ｔ．クルジ（T．cruzi）、トキソプラズマ、およびバリセラ・ゾータ
ー（Varicella　Zoater）のマーカーを含む、感染症のマーカーに関する研究情報も提供
することができる。
【０２５３】
　Ｂ．マーカーの例
　本発明の機器、標識、および方法は、従前のレベルより１０倍から１００倍低いかある
いはより低いレベルでの例えば血清および尿中のマーカーについての範囲を確立するため
に用いられている。マーカーは、広範囲の生物学的状態、例えば、心疾患および心臓毒性
（トロポニン）、感染（ＴＲＥＭ－１）、炎症および他の病態（ＬＴＥ４、ＩＬ－６およ
びＩＬ－８）、喘息（ＬＴＥ４）、癌（Ａｋｔ１、ＴＧＦ－β、Ｆａｓリガンド）、なら
びに同種移植拒絶および変性疾患（Ｆａｓリガンド）を示す。
【０２５４】
　マーカーには、タンパク質マーカーおよび非タンパク質マーカーが含まれる。該マーカ
ーは本明細書に簡単に記載されており、手順および結果は実施例に提供されている。
【０２５５】
　１．心臓損傷
　心筋トロポニンは、現在、異常に高い量でのみ検出可能なマーカーの例である。心筋ト
ロポニンは、多数の疾患および病態（例えば急性心筋梗塞）における診断、予後診断、お
よび治療方法の決定に有用な心臓損傷のマーカーである。さらに、心筋トロポニンは、治
療（例えば薬物治療）に起因する心臓毒性の有用なマーカーである。
【０２５６】
　筋内のトロポニン複合体は、トロポニンＩ、Ｃ、およびＴからなる。トロポニンＣは、
１つは心筋および遅筋（slow-twich muscle）から、１つは速筋（first-twich muscle）
からの２つのアイソフォームとして存在し、事実上すべての横紋筋に見られるゆえに特定
マーカーとしての使用は限られる。対照的に、トロポニンＩおよびＴは、遅筋、速筋、お
よび心筋で異なるアイソフォームとして発現する。トロポニンＩおよびＴの特有の心筋の
アイソフォームにより、骨格筋の他のトロポニンからそれらを免疫学的に識別することが
可能である。したがって、心筋トロポニンＩおよびＴの血中への放出は、心筋に対する損
傷を示しており、診断および予後診断のマーカーとしてのそれらの使用のためまたは治療
の決定を助けるための基礎を提供する。
【０２５７】
　心臓損傷について現在用いられているマーカーは、その臨床的な有用性が限定されてい
るとの欠点を有している。心臓酵素アッセイは、心筋の損傷の有無を判定するための基礎
を形成している。残念なことに、標準的なクレアチンキナーゼ－ＭＢ（ＣＫ－ＭＢ）アッ
セイは、胸部痛開始後１０時間から１２時間までに梗塞を取り除くことに信頼性がない。
より早期の診断は、線維素溶解療法およびトリアージに関して非常に特別な利点を有する
であろう。
【０２５８】
　健康な個体の血液循環（circulation）で見られるトロポニンのレベルは極めて低く、
心臓特異的なトロポニンは心臓供給源以外からは生じないゆえに、トロポニンは心臓損傷
の極めて高感度で特異的なマーカーである。心臓梗塞に加えて、他の多数の病態が心筋に
損傷を引き起こす可能性があり、このような損傷の早期診断は臨床医にとって有用である
ことが示されるであろう。しかしながら、検出および定量化の現行の方法は、異常に高い
濃度、例えば０．１ｎｇ／ｍｌ以上のレベルに到達するまで、血中への心筋トロポニンの
放出を検出するための十分な感度を有していない。
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【０２５９】
　したがって、本発明の方法および組成物は、心筋トロポニンの高感度の検出および定量
化のための方法および組成物、ならびにこのような高感度の検出および定量化に基づく診
断、予後診断、および／または治療決定のための組成物および方法を含む。心筋トロポニ
ンＩに関する標準曲線は、約１ｐｇ／ｌ未満の検出限界で確立した（実施例１）。心筋ト
ロポニンＩのレベルを正常個体で確立し、正常の９９パーセンタイルでの閾値を確立した
（実施例３）。急性心筋梗塞を患った個体から得られた一連の試料を分析し、ベースライ
ンからの偏差を含む心筋トロポニンＩの濃度の時間経過を判定した（実施例４）。したが
って、心筋トロポニンＩは、臨床環境およびリサーチ環境で使用される診断および予後診
断の情報を提供するためのレベルで本発明のシステムおよび方法によって検出することの
できるマーカーの一例として役立つ。また、「Ｈｉｇｈｌｙ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　Ｓｙ
ｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｒｏｐｏｎｉ
ｎ」の標題で本明細書の日付で出願された米国特許出願＿＿＿＿＿も参照されたい。これ
は参照として、本明細書にその全体が取り入れられる。
【０２６０】
　２．感染
　ＴＲＥＭ－１は、細菌または真菌感染のマーカーである。本発明のアッセイは、ＴＲＥ
Ｍ－１が１００ｆＭの濃度でルーチンで測定できることを示唆している。
【０２６１】
　３．サイトカイン
　多くのサイトカイン、ケモカイン、および成長因子の正常レベルは、主に、患者から得
られる試料中に見られるレベルを下回るレベルを検出することが既存技術では不可能であ
るために、不明である。例えば、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＩＬ－４、ＩＬ－１β、ＩＬ
－２、ＩＬ－１２、およびＩＦＮ－γは、臨床環境において実施されるルーチンアッセイ
によっては検出することができないが、一方、本発明のアナライザーシステムでは、これ
らおよび他のサイトカインのレベルを容易に決定することができる。サイトカインおよび
成長因子のレベルを知ることは、癌、ならびに呼吸器疾患、感染症、および心血管疾患を
含む種々の疾患の診断、予後、および治療で臨床医を助ける。臨床検体での正常状態およ
び疾患状態をモニタリングする早期のサイトカイン検出は、血漿、血清、および尿などの
試料ならびに他の体液試料を分析してより良好な展開医療（translational medicine）を
提供する本発明のアナライザーシステムを用いて達成することができる。例えば、正常な
濃度範囲が不明であるサイトカインのレベルを決定することにより、その後の病態および
疾患の診断および治療で臨床医を助けることになろう。骨形成タンパク質は、骨折、脊椎
固定術、整形外科手術、および口腔手術について治療をモニタリングするのに有用である
と考えられ；インターロイキン－１０（ＩＬ－１０）は、非ホジキンリンパ腫、多発性骨
髄腫、黒色腫、および卵巣癌を含む癌の存在の検出およびモニタリング、ならびに抗炎症
療法、臓器移植、免疫不全症、および寄生虫感染症の効果の検出およびモニタリングに有
用であると考えられ；インターロイキン－１１（ＩＬ－１１）は、乳癌などの癌の存在に
関する検出およびモニタリングに有用であり；インターロイキン－ＩＩ（ＩＬ－１１）は
、癌およびＨＩＶ感染に有用であり；炎症性サイトカインのＴＮＦαは、単独で、あるい
はＩＬ－６と組み合わせて、敗血症、急性膵臓炎、結核、ならびにリウマチ様関節炎およ
び狼瘡などの自己免疫疾患の良好な予測物質として使用することができる。
【０２６２】
　あるいは、正常値および異常値のデータベースはすでに存在しているが、マーカーに関
する個体の値が正常範囲内にあるかどうかを十分な感度で判定するための、ルーチンベー
スでの個体スクリーニングには現在の方法は実用的でない。例えば、試料中のＩＬ－６濃
度決定のための現在の多くの方法は約５ｐｇ／ｍｌの濃度までのＩＬ－６のみを検出する
ことができ、ＩＬ－６値の正常範囲は約１ｐｇ／ｍｌから約１０ｐｇ／ｍｌであり、した
がって、現在の方法で検出できるのは、正常範囲の上方部分におけるＩＬ－６のみである
。対照的に、本発明のアナライザーおよびアナライザーシステムは、約０．１ｐｇ／ｍｌ
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未満または正常範囲値の１０分の１未満の濃度までのＩＬ－６の検出を可能にする。定量
化の下限（ＬＬＯＱ）は約０．０１ｐｇ／ｍｌである。したがって、本発明のアナライザ
ーおよびアナライザーシステムにより、ＩＬ－６などのバイオマーカーに関して、はるか
により広範でかつより微妙な違いのデータベースの作成が可能になり、正常範囲の内外両
方のバイオマーカーのスクリーニングも可能になり、これにより早期検出が可能になる。
【０２６３】
　したがって、本発明のアナライザーおよびアナライザーシステムにより、ＩＬ－６など
のバイオマーカーに関して、はるかにより広範でかつより微妙な違いのデータベースの作
成が可能になり、正常範囲の内外両方のバイオマーカーのスクリーニングも可能になり、
これによりＩＬ－６が関係している病態の早期検出が可能になる。ＩＬ－６関連障害には
、限定するものではないが、敗血症、末梢動脈疾患、および慢性閉塞性肺疾患が含まれる
。インターロイキン－６仲介炎症は、アテローム硬化性血管疾患ならびに骨粗しょう症お
よびＩＩ型糖尿病などの年齢関連障害の共通の原因因子および治療標的でもある。さらに
、ＩＬ－６は、敗血症性ショックなどのさらなる疾患を診断するためにＴＮＦαなどの他
のサイトカインと組み合わせて測定することができる。
【０２６４】
　４．炎症マーカー
　炎症性疾患の早期発症の検出に有用であり得る他のサイトカインには、本明細書に記載
された炎症のマーカーおよびマーカー群が含まれる。炎症性疾患の検出に使用できるサイ
トカインの例は、ロイコトリエン４（ＬＴＥ４）であり、これは、線維症や硬化症を含む
炎症性疾患の状態を検出およびモニタリングするために使用できる喘息およびＴＧＦβの
早期マーカーであり得る。いくつかのマーカーは２つ以上の疾患を検出するために使用で
き、例えばＴＧＦβは癌の存在の検出にも使用できる。
【０２６５】
　ロイコトリエンＥ４
　システイニルロイコトリエン類（ＬＴＣ４、ＬＴＤ４、ＬＴＥ４）は、喘息の病因に重
要な役割を果たしている。ロイコトリエン類は、肥満細胞、好酸球、および他の気道炎症
細胞により産生され、血管透過性を増大させ、気管支平滑筋を収縮させ、気管支反応亢進
を仲介する。ＬＴＣ４およびＬＴＤ４の安定な代謝物である尿ＬＴＥ４のレベルは、健康
な対照に比較して喘息を罹っている小児および成人で増加し、抗原による気管支攻撃後、
アスピリン感受性喘息対象におけるアスピリンによる経口攻撃後、および運動誘発気管支
痙攣中の喘息患者で増加する。喘息の病理におけるロイコトリエンの重要性は、ロイコト
リエンの作用を遮断する薬剤による大規模な臨床試験においてさらに実証されている。例
えば、１日１回経口摂取される強力なロイコトリエン受容体アンタゴニストであるモンテ
ルカスト（montelukast）は、小児（２～１４歳）および成人双方における喘息のコント
ロールを有意に改善し、運動誘発気管支狭窄を減弱させる。
【０２６６】
　ロイコトリエン経路の活性化はＬＴＥ４の尿レベルの増加を伴い、喘息の急性悪化は尿
中のＬＴＥ４レベル増加とその後の回復時における有意な減少とを伴う。空気流（airflo
w）の制限の程度は悪化期間および追跡（follow up）期間中の尿のＬＴＥ４レベルと相関
し、したがって、このことはロイコトリエン経路が急性喘息時に活性化されることを示し
ている。さらに、ＬＴＣ４またはＬＴＥ４の気管支狭窄用量の吸引によって用量に依存し
た形式で尿のＬＴＥ４排泄がが変化し、したがって、このことは尿のＬＴＥ４が喘息患者
の肺におけるスルフィドペプチドロイコトリエン合成のマーカーとして使用できることを
示している。
【０２６７】
　本発明の方法は、尿試料などの生物学的試料中のＬＴＥ４の変化を検出するために使用
することができる（実施例）。ＬＴＥ４のナノグラム下レベルの測定は、慢性または急性
喘息患者の肺におけるスルフィドペプチドロイコトリエン合成の検出およびモニタリング
のための参照として有用であり得る。
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【０２６８】
　６．ＴＧＦβ
　本発明の方法は、ＴＧＦβがマーカーである疾患の早期発症を検出するためにも実施す
ることができる。ＴＧＦβ関連疾患の例には、線維性疾患が含まれる。線維症は、肺、腎
臓、眼、心臓、肝臓、および皮膚に影響を及ぼす種々の慢性疾患における臓器不全に関連
する罹患率および死亡率の原因である、瘢痕組織の過剰かつ永続的な形成に関する。ＴＧ
Ｆβは、慢性線維性作用の媒介物質としての役割について周知となっている。例えば、Ｔ
ＧＦβは、線維性肺疾患における線維芽細胞増殖および細胞間質蓄積の促進に関係してい
る。ＴＧＦβの阻害は、肺の線維症を扱うための可能性のある治療法として提案されてい
る。ＴＧＦβは、フィブロネクチンおよびＩ型コラーゲンならびにそれらの受容体を含む
多くの細胞外マトリクス分子の合成を刺激するだけでなく、プロテアーゼおよびその阻害
物質の発現に対する差動効果（differential effects）によりマトリクスの分解を減少さ
せて、細胞外基質の生成を強力に促進する。したがって、本発明のアナライザーシステム
は、特発性肺血管線維症、糖尿病性腎症、糸球体硬化症およびＩｇＡ腎症（原因が腎不全
で透析および再移植が必要）を含む進行性腎症；糖尿病性網膜症および進行型黄斑変性症
（眼の線維性疾患であって失明の原因となる）；肝硬変および胆道閉鎖（肝線維症および
肝不全の原因となる）；シャガス病における進行性線維症に関連する心筋症；肺線維症；
および強皮症を含むがこれらに限定するものではない線維性疾患などに関連したＴＧＦβ
の異常レベルを検出することができる。
【０２６９】
　ＴＧＦβは、前立腺癌、頸部癌、肺癌、およびホジキン疾患などの癌のマーカーでもあ
る。肺癌に罹っている患者のＴＧＦβ血漿レベルは、しばしば増加する。診断で血漿ＴＧ
Ｆβ１レベルの増加している患者では、放射線療法後の疾患の持続および疾患の再発の双
方の検出においてこのレベルのモニタリングが有用であり得ることが示されている。
【０２７０】
　形質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）は、発達、ホメオスターシス、および組織修復に
影響を及ぼす多能性成長因子である。さらに、ＴＧＦ－βの発現増強が種々の悪性疾患で
報告されており、腫瘍形成におけるこの成長因子の役割を示唆している。特に、骨肉腫の
腫瘍間質における小血管の内皮層および血管周囲層におけるＴＧＦ－βの存在はこの成長
因子の血管形成活性を示唆することが実証され、ＴＧＦ－βアイソフォームの発現増強は
骨肉腫の進行においてある役割を果していることが実証されている（Ｋｌｏｅｎら、Ｃａ
ｎｃｅｒ、８０：２２３０～９頁（１９９７））。ＴＧＦβは、細胞増殖を阻害すること
ができる数少ない既知タンパク質の１つである。しかしながら、見解には異論があるが、
一部の研究者は、乳癌などのいくつかのヒト悪性疾患はそれら自身の目的のためにＴＧＦ
βを破壊すると信じている。理解されていない逆説では、これらの癌は、ＴＧＦβを作り
、ＴＧＦβが進行転移および生存率低下のマーカーになるまでその発現を着実に増加させ
る。例えば、局所リンパ節および骨への前立腺癌の転移を有する男性では、血漿ＴＧＦβ
のレベルは著しく上昇する。転移の臨床的および病理的な証拠のない男性では、手術前の
血漿ＴＧＦβレベルは、恐らく、前立腺全摘出術の時点で存在する潜在型転移性疾患（oc
cult metastatic disease）との関連性により、手術後の生化学的進行を強く予知するも
のである。
【０２７１】
　本発明の方法により検出される異常細胞増殖の他のマーカーとしては、Ａｋｔ１、Ｆａ
ｓリガンド、およびＩＬ－６が含まれる。
【０２７２】
　癌の診断は、例えば現行の方法による実際の臨床環境では、不正確であるかあるいは検
出可能になる前に高レベルに到達する必要がある腫瘍自体を可視化するなど、洗練されて
いない腫瘍増殖測定の使用に依存することが多い。検出時点で、腫瘍は、転移前に介入を
見い出せないほど十分なサイズに増殖していることが多い。例えば、Ｘ線による肺癌の検
出には直径＞１ｃｍの腫瘍が必要であり、ＣＴスキャンでは＞２～３ｃｍの腫瘍を必要と
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する。あるいは、腫瘍増殖のバイオマーカーが使用できるが、ここでも、現行の臨床技術
にアクセス可能なレベルでバイオマーカーが検出できる時間までに腫瘍が十分進行してい
ることが多い。さらに、介入（例えば、腫瘍を収縮または除去するための手術、化学療法
、または放射線）の後、さらなる介入が首尾よくいきそうにない時点まで残存している疾
患が進行してしまうまでには、癌が再発したかどうかを判定するための十分な感度で腫瘍
マーカーを測定することが不可能であることが多い。本発明のアナライザー、システム、
および方法を用いて、例えば転移の可能性がより低いゆえに介入がより首尾よくいきそう
な時点において腫瘍増殖の開始および腫瘍増殖の再起の双方を検出することが可能である
。従前には示されなかったレベルで検出できる癌のマーカーには、上で開示されたマーカ
ーが含まれる。診断用マーカーへと再目的化できるマーカー検出用のアッセイの例には上
で検討したＴＧＦβ、Ａｋｔ１、Ｆａｓリガンド、およびＩＬ－６が挙げられ、これらは
実施例に示されている。
【０２７３】
　７．Ａｋｔ１
　Ａｋｔ１は、ｖ－ａｋｔマウス胸腺腫ウイルス発癌遺伝子ホモログ１であり、ＡＫＴ１
遺伝子によってコードされるセリントレオニンタンパク質キナーゼである。Ａｋｔキナー
ゼは、アポトーシスの阻害および細胞増殖の促進を含む異なる細胞応答、血管形成、およ
び腫瘍細胞の侵襲性に関係している。
【０２７４】
　アポトーシス細胞死および非アポトーシス細胞死を阻害する能力について最も知られて
いるＡｋｔをモニタリングして、抗癌治療に対する腫瘍の応答を予測することができる。
アポトーシス細胞死および非アポトーシス細胞死への影響を評価することにより腫瘍応答
を予測することによって、抗癌治療の治療効果を増強させるためのより有効な方法を開発
することが可能になるであろう。抗癌治療で誘導されるアポトーシスはミトコンドリアを
介したアポトーシス誘導タンパク質と抗アポトーシスタンパク質との均衡によって調節さ
れ、アポトーシスに対する抵抗性はＡｋｔ依存およびＢｃｌ－２依存の経路によって媒介
される。Ｂｃｌ－２は非アポトーシスの細胞死ならびにアポトーシスを部分的に阻害する
一方、Ａｋｔは、いくつかの標的タンパク質を介してアポトーシス細胞死および非アポト
ーシス細胞死の双方を阻害する。薬物感受性は、抗癌治療における腫瘍応答全体に影響を
及ぼし得るアポトーシス細胞死および非アポトーシス細胞死の蓄積に相関していると思わ
れる。いくつかの重要な細胞死関連タンパク質の変調から腫瘍応答全体を予測することが
できることで、治療効果を改善するためのより有効な方法がもたらされ得る。
【０２７５】
　Ａｋｔ１は、上皮細胞が線維芽細胞様タンパク質特性を獲得して細胞間接着の減少およ
び運動性の増加を示す発達および発癌中の重要な過程である上皮間充織転移（ＥＭＴ）に
も関与している。ＡＫＴは多くのヒト癌腫で活性化され、ＡＫＴによって駆動されたＥＭ
Ｔは組織侵襲および転移に必要な運動性を与えることができる。したがって、ＡＫＴ阻害
に基づいた将来的な療法は、腫瘍細胞の侵襲および転移を制御することによって従来の治
療を補うことができる。Ａｋｔはほとんどの黒色腫細胞系および異なる進行段階の腫瘍試
料で構成的に（constitutively）活性化され、ＡＫＴの活性化は侵襲／転移に関連する黒
色腫細胞接着分子（ＭｅｌＣＡＭ）の発現に繋がっており、今度はそれがヒト黒色腫によ
る悪性疾患の獲得に強く関連している。Ａｋｔ１は膵臓癌でも活性化され、ＡＫＴ活性化
はより高い組織学的腫瘍の進行度（grade）に関連することが示されている。したがって
、ＡＫＴ活性化は、重要な予後因子である腫瘍の進行度に関係している。Ａｋｔ１は前立
腺癌でアップレギュレートされ、その発現は腫瘍の進行に相関している。したがって、Ａ
ｋｔ１は、早期に癌の治療介入の標的になり得る。一部の実施形態では、本発明のアナラ
イザーシステムは、Ａｋｔ１のレベルが約１００、５０、または２５ｐｇ／ｍｌ未満のと
きに患者から得られた試料中Ａｋｔ１の存在または濃度を判定することにより、癌の早期
診断を提供するための方法を提供する。実施例６を参照されたい。
【０２７６】
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　８．Ｆａｓリガンド
　ＣＤ９５Ｌとしても知られるＦａｓリガンド（ＦａｓＬ）は、ＴＮＦファミリーのメン
バーであり、Ｆａｓ（ＣＤ９５）への結合を介してアポトーシスを誘導する。タンパク質
は、２つの形態である膜ＦａｓＬまたは可溶性ＦａｓＬのいずれかで存在し、それぞれ４
５ｋＤａと２６ｋＤａの分子量で移動する。ＦａｓＬは、活性化されたリンパ球、ナチュ
ラルキラー細胞および単球などの種々の細胞上に発現する。ＦａｓＬとＦａｓとの相互作
用は、生理学的アポトーシス過程で重要な役割を果たしている。Ｆａｓ－ＦａｓＬ系の機
能不全は、末梢リンパ腫臓器における過形成を引き起こし、自己免疫疾患の進行および腫
瘍形成を促進する。一般論としての可溶性アポトーシス因子のレベル、より具体的には治
療計画によるそれらの変調についての限定的なデータがある。
【０２７７】
　本発明のシステムおよび方法により、２．４ｐｇ／ｍｌの低さのＦａｓリガンド濃度を
検出することができる。したがって、一部の実施形態では、本発明のアナライザーシステ
ムおよび方法は、異常レベルのアポトーシスなどの病態を同定するためにＦａｓリガンド
の検出を提供する。患者試料中のＦａｓの測定を用いて、多嚢胞性卵巣症候群などの病態
、精巣生殖細胞腫などの腫瘍、膀胱癌、肺癌、および小胞樹状突起細胞腫などの稀少な腫
瘍を診断することができる。さらに、ＦａｓリガンドのＦａｓ測定は、同種移植拒絶およ
び変形性関節炎などの変性疾患を診断するのに用いることができる。したがって、一部の
実施形態では、本発明のアナライザーシステムおよび方法は、Ｆａｓリガンド関連障害を
罹っていることが疑われる患者から得られる試料中のＦａｓリガンドの濃度を決定して疾
患を診断するために用いることができ、あるいはＦａｓリガンドの濃度を用いて、障害の
治療を受けている患者でのＦａｓリガンド関連障害の進行または状態をモニタリングする
ことができる。一部の実施形態では、アッセイは、約１００、５０、２５、１０、または
５ｐｇ／ｍｌ未満の濃度の試料中のＦａｓリガンドレベルを決定することができる。実施
例８を参照されたい。
【０２７８】
　Ｃ．ビジネス方法
　本発明は、生物における生物学的状態または病態の診断に使用できるマーカーを確立し
、このようなマーカーに基づいた診断法を提供し、このような診断法を利用して診断法お
よびサービスを商品化／マーケティングするためのシステムおよび方法（ビジネス方法を
含む）に関する。
【０２７９】
　一実施形態では、本明細書におけるビジネス方法は、１つ以上のマーカーの単一分子の
検出により生物学的試料中の前記１つ以上のマーカーの濃度を測定することによって第１
の集団から得られた生物学的試料中の１つ以上のマーカーの濃度範囲を確立することを含
む方法を用いて、１つ以上のマーカーを確立する工程と；上記の工程で同定された１つ以
上のマーカーを例えば診断用製品で商品化する工程とを含む。同定されるバイオマーカー
は、ポリペプチドまたは小分子であることが好ましい。このようなポリペプチドは従前に
既知であっても、既知でなくてもよい。本明細書における診断用製品は、マーカー（例え
ばポリペプチド）に特異的に結合する１つ以上の抗体であってもよい。
【０２８０】
　一実施形態では、本明細書におけるビジネス方法は、前記マーカーの単一分子の検出に
より生物学的試料のマーカーの濃度を測定することによって第１の集団から得られた生物
学的試料中のマーカーの濃度範囲を確立することを含むシステムを用いて、１つ以上のマ
ーカーを確立する工程と；生物が対象の生物学的状態または病態を有しているか否かを判
定するための診断サービスを提供する工程とを含む。本明細書における診断サービスは、
事業下でライセンス認可されているかまたは事業自体であるＣＬＩＡ承認試験室により提
供することができる。本明細書における診断サービスは、医療提供者、医療保険業者、ま
たは患者に直接提供することができる。したがって、本明細書におけるビジネス方法によ
り、診断サービスまたは診断用製品の販売などから収益を得ることができる。
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【０２８１】
　本明細書におけるビジネス方法は、例えば、医療提供者、保険業者、または患者に対す
る診断サービスの提供も企図している。本明細書におけるビジネスは、サービス用の試験
室に外注に出すことによるか、あるいはサービス用の試験室を設置すること（臨床実験改
善修正法（ＣＬＩＡ）または他の監督承認の下で）により、診断サービスを提供すること
ができる。次いで、このようなサービス用の試験室は、特定のマーカーまたはマーカーパ
ターンが試料中にあるかを確認するために本明細書に開示された方法を実施することがで
きる。
【０２８２】
　１つ以上のマーカーは、ポリペプチドもしくは小分子または新規の化学物質である。
【０２８３】
　キット
　本発明はさらにキットを提供する。一部の実施形態では、キットは、前述のようなアナ
ライザーシステムおよび標識を含む。本発明のキットは、適切なパッケージングで本明細
書に記載にしたマーカーなどの分子の高感度検出に有用な１つ以上の組成物を含む。一部
の実施形態では、本発明のキットは、本明細書に記載された標識を使用説明書、試薬、ま
たは他の構成要素などの他の構成要素とともに提供する。一部の実施形態では、キットは
、消費者による使用前のアタッチメントため、別個の容器に抗体または蛍光部分などの標
識を別個の構成要素として提供する。一部の実施形態では、本発明のキットは、マーカー
などの分子に特異的な結合相手の対（例えば抗体の対）を提供し、結合相手の少なくとも
１つは本明細書に記載されたマーカーのための標識である。一部の実施形態では、抗体な
どの結合相手は別個の容器で提供される。一部の実施形態では、抗体などの結合相手は同
一の容器で提供される。一部の実施形態では、抗体などの結合相手の１つは、マイクロタ
イタープレートまたは磁気ビーズなどの固体支持体上に固定される。これらの一部の実施
形態では、抗体などの他の結合相手は本明細書に記載された蛍光部分によって標識される
。
【０２８４】
　キットの構成要素としての抗体などの結合相手、固体支持体、および蛍光標識は、本明
細書に記載されたような任意の好適な構成要素であり得る。
【０２８５】
　キットは、本発明の方法に有用な試薬、例えば、緩衝液および結合反応に用いられる他
の試薬、洗浄液、アッセイが行われる機器を予め整調しておくための緩衝液または他の試
薬、濾過剤用フィルター、および機器に試料を流すための溶出用緩衝液または他の試薬を
さらに含む。
【０２８６】
　キットは、本発明のアッセイに使用するための標準品などの１つ以上の標準品（例えば
、高精製の組換えタンパク質のマーカーまたは種々の断片や複合体などの標準品など）を
含むことができる。キットは、使用説明書をさらに含むことができる。
【０２８７】
　以下の実施例は例示としてのみ提供し、残りの開示を限定する意図はない。
【０２８８】
　別に明記しない限り、実施例における試料処理は、以下のパラメータを有する本明細書
に記載された単一分子検出器（ＳＭＤ）で分析した：レーザー：およそ２ミクロンのスポ
ットサイズ（本明細書で画定した０．００４ｐＬのインターロゲーション空間）に集束さ
せる波長６３９ｎｍの連続波亜ヒ酸ガリウムダイオードレーザー（Ｂｌｕｅ　Ｓｋｙ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ、カリフォルニア州ミルピタス）；流速＝５マイクロリットル／分で１０
０ミクロン平方ＩＤおよび３００ミクロン平方ＯＤの溶融石英キャピラリーを通過させる
；非共焦点配置のレンズ（例えば、図１Ａを参照）；０．８開口数の集束レンズ（Ｏｌｙ
ｍｐｕｓ）；シリコンＡＰＤ検出器（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、マサチューセッツ州ウ
ォルサム）。
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【実施例１】
【０２８９】
　バイオマーカーのサンドイッチアッセイ：心筋トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）
　アッセイ：このアッセイの目的は、ヒト血清中の心筋トロポニンＩ（ｃＴＮＩ）の存在
を検出することであった。アッセイ様式は、マウスモノクローナル捕捉抗体およびヤギポ
リクローナル検出抗体に基づいた二工程（two-step）サンドイッチイムノアッセイであっ
た。１０マイクロリットルの試料を要した。アッセイの作用範囲は０～９００ｐｇ／ｍｌ
であり、１～３ｐｇ／ｍｌの検出が典型的な分析限界である。アッセイの完了には約４時
間のベンチ時間（bench time）を要した。
【０２９０】
　材料：下記の手順において、以下の材料を用いた：アッセイプレート：Ｎｕｎｃ　Ｍａ
ｘｉｓｏｒｐ、製品４６４７１８、３８４ウェル、透明、モノクローナル抗体ＢｉｏｓＰ
ａｃｉｆｉｃ　Ａ３４４４０２２８Ｐ、ロット番号Ａ０３１６で受動コーティング（０．
０５Ｍの炭酸ナトリウム中５μｇ／ｍｌ、ｐＨ９．６、室温で一晩）；ＰＢＳ中の５％ス
クロース、１％ＢＳＡによりブロック、４℃で保存。標準曲線には、ヒト心筋トロポニン
（ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ　カタログ番号Ｊ３４０００３５２）を用いた。標準濃度用の
希釈液は、内在性ｃＴＮＩを免疫除去したヒト血清であり、アリコートし、－２０℃で保
存した。標準品の希釈は、９６ウェル、円錐形、ポリプロピレン（Ｎｕｎｃ製品番号２４
９９４４）内で行った。以下の緩衝液および溶液を用いた：（ａ）アッセイ用緩衝液：１
％のＢＳＡおよび０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含むＢＢＳ；（ｂ）２ｍｇ／ｍ
ｌのマウスＩｇＧ（Ｅｑｕｉｔｅｃｈ　Ｂｉｏ）；２ｍｇ／ｍｌのヤギＩｇＧ（Ｅｑｕｉ
ｔｅｃｈ　Ｂｉｏ）；および２ｍｇ／ｍｌのＭＡＫ３３ｐｏｌｙ、Ｒｏｃｈｅ＃１１９３
９６６１を含有するアッセイ用緩衝液中の受動ブロッキング溶液（passive blocking sol
ution）；（ｃ）検出用抗体（Ａｂ）；ヤギポリクローナル抗体をペプチド３に対してア
フィニティー精製し（ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ　Ｇ１２９Ｃ）、これを蛍光色素Ａｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ６４７で標識し、４℃で保存；検出用抗体希釈液：５０％のアッセイ用緩衝
液、５０％の受動ブロッキング溶液；洗浄用緩衝液：ホウ酸緩衝生理食塩水Ｔｒｉｔｏｎ
緩衝液（ＢＢＳＴ）（１．０Ｍのホウ酸塩、１５．０Ｍの塩化ナトリウム、１０％のＴｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．３）；溶出用緩衝液：４Ｍの尿素、０．０２％のＴｒｉ
ｔｏｎ　Ｘ－１００、および０．００１％のＢＳＡを含むＢＢＳ。
【０２９１】
　ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７標識抗体の調製：まず、４００μＬのカップリング用緩衝
液（０．１ＭのＮａＨＣＯ３）中に１００μｇの検出用抗体のＧ－１２９－Ｃを溶解する
ことによって、検出用抗体のＧ－１２９－ＣをＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７に共役させた
。次いで、抗体溶液をＹＭ－３０フィルター内に移し、溶液およびフィルターを遠心分離
に供することによって抗体溶液を５０μｌに濃縮した。次いで、４００μｌのカップリン
グ用緩衝液を加えることにより、ＹＭ－３０フィルターおよび抗体を３回洗浄した。５０
　ｌをフィルターに加え、フィルターを逆位にし、５，０００×ｇで１分間遠心分離する
ことにより、抗体を回収した。得られた抗体溶液は、１～２μｇ／μｌであった。２０μ
ｌのＤＭＳＯをＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７の１つのバイアルに加えることにより、Ａｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ６４７ＮＨＳエステルを再構成し、この溶液を最大１ヶ月間－２０℃で
保存した。３μｌのＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７ストック溶液を抗体溶液に加え、次いで
これを混合し、暗所で１時間インキュベートした。１時間後、抗体ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
６４７溶液に１ＭのＴｒｉｓ　７．５μｌを加え、混合した。溶液をＹＭ－３０により限
外濾過して低分子量成分を除去した。ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７に共役した抗体を含有
する濃縮水の容量をＰＢＳを加えることによって２００～４００　ｌに調整した。３μｌ
の１０％ＮａＮ３を溶液に加え、得られた溶液をＵｌｔｒａｆｒｅｅ　０．２２遠心分離
ユニットに移し、１２，０００×ｇで２分間回転させた。共役した抗体を含有するろ液を
回収し、アッセイに用いた。
【０２９２】
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　手順：ｃＴｎＩ標準品および試料の調製および分析：
　標準曲線は以下の通りに作成した：ｃＴｎＩのストックを標準希釈液へと連続希釈する
ことにより、あるいは１．２ｐｇ／ｍｌ～４．３μｇ／ｍｌのｃＴｎＩ濃度の範囲に達す
るように、作用標準品を調製した（０～９００ｐｇ／ｍｌ）。
【０２９３】
　１０μｌの受動ブロッキング溶液および１０μｌの標準品または試料を各ウェルに加え
た。標準品は四つずつ（in quadruplicate）実施した。プレートをＡｘｙｓｅａｌ密封フ
ィルムで密封し、３０００ＲＰＭで１分間遠心分離し、振とうさせながら２５℃で２時間
インキュベートした。プレートを５回洗浄し、ローターが３０００ＲＰＭに達するまで逆
にした位置でペーパータオル上で遠心分離した。検出抗体の１ｎＭ作用希釈液を調製し、
２０μｌの検出抗体を各ウェルに加えた。プレートを密封し、遠心分離し、振とうさせな
がらアッセイを２５℃で１時間インキュベートした。１ウェル当たり３０μｌの溶出用緩
衝液を加え、プレートを密封し、アッセイを２５℃で１／２時間インキュベートした。プ
レートを分析前に４℃で最大４８時間保存するか、試料を直ちに分析した。
【０２９４】
　分析では、１ウェル当たり２０μｌを４０μｌ／分で捕捉し、５μｌを５μｌ／分で分
析した。データは４シグマの閾値に基づいて分析した。手を加えていないシグナルと標準
品濃度とをプロットした。低濃度範囲に対して線形適合を行い、完全標準曲線に対して非
線形適合を行った。検出限界（ＬｏＤ）は、ＬＯＤ＝（３×ゼロ標準偏差）／線形適合勾
配として算出した。試料の濃度を試料シグナルに適した等式（線形または非線形）から決
定した。
【０２９５】
　アリコートをアナライザーにポンプ注入した。レーザー励起後に画定された空間におい
てたった１つの蛍光標識の発光が検出されるようにインタロゲーション体積を設定するこ
とによって、キャピラリーフローの間に個々に標識した抗体を測定した。各シグナルはデ
ジタル事象を表しているが、この構成によって極めて高い分析感度が可能になる。蛍光シ
グナルの合計は、個々のデジタル事象の合計として判定される。計数された各分子は、数
百から数千のＤＭＣ事象／試料を有する陽性データポイントである。本発明のｃＴｎＩア
ッセイの検出限界は平均＋３ＳＤ法によって決定した。
【０２９６】
　結果：アッセイプロトコルを用いて四つずつ測定された典型的なｃＴｎＩ標準曲線に関
するデータを表３に示す。
【０２９７】
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【表８】

【０２９８】
　アナライザーシステムの感度は１５回の実施で試験され、表４に示されるように、サブ
（sub)フェムトモル／ｌ（ｆＭ）のレベルのキャリブレーターを検出することが決まって
見出された。精度は、４ｐｇ／ｍｌおよび１２ｐｇ／ｍｌのｃＴｎＩで１０％であった。
【０２９９】

【表９】

【０３００】
　ｃＴｎＩの濃度範囲に関する線形化標準曲線は、図５に示されている。
【０３０１】
　検出の分析限界（ＬｏＤ）は、１５の連続アッセイにより決定された。ＬｏＤは、０標
準品＋３ＳＤ（ｎ＝４）アッセイ内測定値の平均である。平均ＬｏＤは、１．７ｐｇ／ｍ
ｌ（範囲０．４～２．８ｐｇ／ｍｌ）であった。
【０３０２】
　試料の回収は、ｃＴｎＩを免疫除去し、かつ、既知量のｃＴｎＩでスパイクした血清の
試料を分析することによって判定した。表５は、３日間にわたって分析したシステムによ
る試料回収に関するデータを示す。
【０３０３】
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【表１０】

【０３０４】
　アッセイの線形性は、ｃＴｎＩでスパイクし、かつ、標準品希釈液で希釈したヒトプー
ル血清において判定した。表６の結果は、希釈および対応する希釈液について予想される
シグナルの％を示している。
【０３０５】

【表１１】

【０３０６】
　これらのデータは、本発明のアナライザーシステムが、サブ(sub)-フェムトモルの濃度
のｃＴｎＩについて高感度のレーザー誘導イムノアッセイの実施を可能にすることを示し
ている。
【実施例２】
【０３０７】
　ＴｎＩのサンドイッチビーズベースアッセイ
　上記のアッセイでは、同じマイクロタイタープレート形式が用いられ、標的分子を固定
するのにプラスチック表面が用いられている。単一粒子アナライザーシステムは、未結合
物質からの結合物質の分離を達成するためにマイクロ粒子またはビーズを用いた溶液中で
実施されるアッセイにも適合する。
【０３０８】
　材料：ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１マイクロ粒子（ＭＰｓ）は、Ｄｙ
ｎａｌ（６５０．０１～０３、１０ｍｇ／ｍｌのストック）から得る。アッセイに使用さ
れる緩衝液には、１０×ホウ酸緩衝生理食塩水Ｔｒｉｔｏｎ緩衝液（ＢＢＳＴ）（１．０
Ｍのホウ酸、１５．０Ｍの塩化ナトリウム、１０％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８
．３）；アッセイ用緩衝液（０．１ＭのＴｒｉｓ（ｐＨ８．１）中の２ｍｇ／ｍｌの正常
ヤギＩｇＧ、２ｍｇ／ｍｌの正常マウスＩｇＧ、および０．２ｍｇ／ｍｌのＭＡＢ－３３
－ＩｇＧ－ポリマー、０．０２５ＭのＥＤＴＡ、０．１５ＭのＮａＣｌ、０．１％のＢＳ
Ａ、０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、および０．１％のＮａＮ３、４℃で保存）；
および溶出用緩衝液（４Ｍの尿素、０．０２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、および０．
００１％のＢＳＡを含むＢＢＳ、２～８℃で保存）が含まれる。サンドイッチビーズベー
スのアッセイに使用される抗体には、Ｂｉｏ－Ａｂ（ＩｇＧ１個当たり１～２個のビオチ
ンを含むＡ３４６５０２２８Ｐ（ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ））およびＤｅｔ－Ａｂ（Ａ６
４７に共役したＧ－１２９－Ｃ（ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ）、ＩｇＧ１個当たり、２～４
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個の蛍光体）。標準品は組換えヒト心筋トロポニンＩ（ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ、カタロ
グ番号Ｊ３４１２０３５２）である。キャリブレーター希釈液は、３０ｍｇ／ｍｌのＴＢ
Ｓ　ｗＥＤＴＡ中のＢＳＡである。
【０３０９】
　マイクロ粒子コーティング：エッペンドルフ管内に１００μｌのＭＰｓストックを入れ
る。磁石を適用することで１００μｌのＢＢＳＴ洗浄用緩衝液でＭＰｓを３回洗浄し、上
澄み液を除去し、磁石を除去し、洗浄用緩衝液中に再懸濁する。洗浄後、ＭＰｓを１００
μｌのアッセイ用緩衝液中に再懸濁し、１５μｇのＢｉｏ－Ａｂを加える。次いで、混合
物を継続的に混合しながら、室温で１時間インキュベートする。上記の通り１ｍｌの洗浄
用緩衝液でＭＰｓを５回洗浄する。洗浄後、ＭＰｓを１５ｍｌのアッセイ用緩衝液中に再
懸濁する（または４℃の保存には１００μｌ）。
【０３１０】
　標準品および試料の調製：標準品をキャリブレーター希釈液で希釈し、適切な標準曲線
を作成する（通常、２００ｐｇ／ｍｌから０．１ｐｇ／ｍｌ）。凍結した血清および血漿
の試料を１３Ｋｒｐｍにおいて室温で１０分間遠心分離する必要がある。清澄な血清／血
漿をなり得るぺレットまたは浮遊物とならないように慎重に取り出し、新鮮な管に入れる
。各標準品または試料５０μｌを適当なウェル内にピペットで入れる。
【０３１１】
　捕捉標的：１５０μｌのＭＰｓ（アッセイ用緩衝液＋４００ｍＭのＮａＣｌの１５ｍｌ
中に再懸濁後）を各ウェルに加える。混合物を、ＪｉｔｔｅｒＢｕｇ，５上において室温
で１時間インキュベートする。
【０３１２】
　洗浄および検出：プレートを磁石上に置き、すべてのＭＰｓが磁石により捕捉されてい
ることを確認後、上澄み液を除去する。プレートを磁石から取り外した後、２５０μｌの
洗浄用緩衝液を加える。次いでプレートを磁石上に置き、すべてのＭＰｓが磁石により捕
捉されていることを確認後、上澄み液を除去する。１ウェル当たり２０μｌのＤｅｔ－Ａ
ｂを加える（５００ｎｇ／ｍｌへＤｅｔ－Ａｂをアッセイ用緩衝液＋４００ｍＭのＮａＣ
ｌ中で希釈））。混合物を、ＪｉｔｔｅｒＢｕｇ，５上において室温で３０分間インキュ
ベートする。
【０３１３】
　洗浄および溶出：プレートを磁石上に置き、洗浄用緩衝液で３回洗浄する。すべてのＭ
Ｐｓが磁石により捕捉されていることを確認後、上澄み液を除去し、２５０μｌの洗浄用
緩衝液を加える。洗浄後、試料を新しい９６ウェルプレート内に移す。次いで新しいプレ
ートを磁石上に置き、すべてのＭＰｓが磁石により捕捉されていることを確認後、上澄み
液を除去する。磁石からプレートを取り外した後、２５０μｌの洗浄用緩衝液を加える。
次いでプレートを磁石上に置き、すべてのＭＰｓが磁石により捕捉されていることを確認
後、上澄み液を除去する。次いで、２０μｌの溶出用緩衝液を加え、混合物を、Ｊｉｔｔ
ｅｒＢｕｇ、５上において室温で３０分間インキュベートする。
【０３１４】
　ＭＰｓをろ過で取り除き、３８４ウェルプレートに移す：標準品および試料を、３８４
ウェルアッセイプレートの上部に置いた３８４ウェルフィルタープレート内に移す。次い
で、プレートをプレートローターを用いて３０００ｒｐｍで室温で遠心分離する。フィル
タープレートを取り外し、好適なキャリブレーターを加える。プレートを被覆して、ＳＭ
Ｄで実施する準備をする。
【０３１５】
　ＳＭＤ：アリコートをアナライザー内にポンプ注入する。レーザー励起後、画定された
空間にたった１つの蛍光分子の発光が検出されるようにインターロゲーション体積を設定
することによって、キャピラリーフローの間に個々に標識した抗体を測定する。各シグナ
ルはデジタル事象を表しているが、この構成によって極めて高い分析感度が可能になる。
蛍光シグナルの合計は、個々のデジタル事象の合計として判定される。計数された各分子
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は、数百から数千のＤＭＣ事象／試料を有する陽性データポイントである。本発明のｃＴ
ｎＩアッセイの検出限界は、平均＋３ＳＤ法によって決定した。
【実施例３】
【０３１６】
　正常非疾患対象集団におけるｃＴｎＩの濃度範囲
　明らかに健康な対象（非疾患）８８人から得た血清試料を用いて、ヒト血清中のｃＴｎ
Ｉ濃度の参照範囲または正常範囲を確立した。実施例１に記載されたサンドイッチアッセ
イを行い、本発明の単一粒子アナライザーシステムを用いて上記のシグナルまたは事象の
数を計数した。血清トロポニンＩの濃度は、アナライザーによって検出されたシグナルを
上記の標準曲線と相関させることによって決定した。アッセイはすべて四つずつ実施した
。
【０３１７】
　現在の欧州米国心臓病学学会（ＥＳＣ／ＡＣＣ）による推奨に従い、トロポニンアッセ
イは、ＡＣＳ患者と虚血性心疾患に罹っていない患者との間を高い信頼性で識別するため
に１０％未満のアッセイ不正確度（assay imprecision）（ＣＶ）により、かつ、心臓有
害事象の危険度を層別化して、正常範囲の９９パーセンタイルを正確に定量化しなければ
ならない。ＴｎＩの生物学的閾値（カットオフ濃度）は７ｐｇ／ｍｌのＴｎＩ濃度である
ことがアッセイによって示され、これは対応する１０％のＣＶで９９パーセンタイルにお
いて確立される（図５）。１０％ＣＶレベルにおいて、精度プロファイルは４ｐｇ／ｍｌ
および１２ｐｇ／ｍｌのＴｎＩ濃度を指している。
【０３１８】
　さらに、アッセイは、米国国立標準技術研究所により提供されたトロポニンＩ標準品測
定値と十分に相関している（図６）。
【０３１９】
　本発明のアッセイは、ＥＳＣ／ＡＣＣの要件を満たすのに十分に高感度かつ正確であり
、Ｋｏｅｒｂｉｎら（Ａｎｎ　Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ、４２：１９～２３頁（２００
５））により記載されたアッセイと比較したときに心筋トロポニンＩの最も感度が高いア
ッセイである。本発明のアッセイは、生物学的閾値範囲が１１１ｐｇ／ｍｌ～３３３ｐｇ
／ｍｌのｃＴｎＩであると決定されている現在利用できるアッセイよりも１０～２０倍高
い感度を有する。
【実施例４】
【０３２０】
　急性心筋梗塞（ＡＭＩ）を患っている患者の血液循環内へのＴｎＩの早期放出の検出　
試験１：救急部（ＥＤ）において胸部痛を示した１８人の患者から４７個の試料を連続的
に得た。これらの患者はすべて非ＳＴ上昇ＥＣＧを有し、ＡＭＩと診断された。１８人の
患者すべてから得た当初試料中のｃＴｎＩの濃度は、救急室への入る時に市販のアッセイ
によって＜３５０ｐｇ／ｍｌ（１０％のカットポイント）と決定され、１２人は＜１００
ｐｇ／ｍｌ（９９％）パーセンタイルであった。これらの試料は後に同じ市販アッセイを
用いて試験され、ｃＴｎＩについて試験陽性と判定された。実施例１および実施例３に記
載される本発明のアッセイに従ってＴｎＩについて同じ血清試料をアッセイし、その結果
を市販アッセイを用いて得られた結果と比較した。
【０３２１】
　患者が胸部痛を示した時点で血液を初めて採取し（試料１）、引き続き４～８時間の間
隔で（１２時間目で試料２；１６時間目で試料３；２４時間目で試料４；３０時間目で試
料５；３６時間目で試料６；４２時間目で試料７；および４８時間目で試料８）採取した
。本発明の方法および現行の市販の方法によって血清を分析し、得られた結果を図７に示
す。本発明のアナライザーは患者が胸部痛を示した時点（試料１）でＴｎＩを検出したが
、市販のアッセイはずっと後の時点（３６時間目での試料６）で初めてｃＴｎＩを検出し
た。試料３におけるＴｎＩの濃度は、本発明のアナライザーを用いて確立した生物学的閾
値レベル（７ｐｇ／ｍｌ、図５を参照）を超えており、試料３がＴｎＩについて陽性であ
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り、心臓事象の発生を示唆していることを示した。市販アッセイの生物学的閾値は、１１
１ｐｇ／ｍｌと３３３ｐｇ／ｍｌとの間にある。したがって試料３は、陽性心臓事象を示
すとは考えられないことになろう。
【０３２２】
　本発明の方法および組成物は、患者から採取された最初の試料についての結果によって
証明されるように、心筋トロポニンレベルに基づいた非常により早い診断および可能な介
入を可能にする。最初の市販アッセイのｃＴｎＩ値が１００ｎｇ／ｍｌと３５０ｎｇ／ｍ
ｌの間であった３つのケースでは、本発明の分析方法によってはすべてがｃＴｎＩ値につ
いて陽性であった（すなわち、７ｐｇ／ｍｌ以上のｃＴｎＩ）。最初の市販アッセイのｃ
ＴｎＩ値が１００ｐｇ／ｍｌ未満であった１２のケースでは、５つのケースが本発明のア
ッセイによって心臓事象について陽性と判定された（すなわち、７ｐｇ／ｍｌ以上のｃＴ
ｎＩ）。本発明のアッセイの使用を予測すると、入院試料が試験された際に現行の市販ア
ッセイよりＡＭＩケースが５３％多く検出されたであろう。
【０３２３】
　試験２：市販アッセイによる試験で陰性であった５０の追加血清試料を本発明のアナラ
イザーおよびアッセイを用いて試験した。その結果が図８に示されている。５０の試料の
うち、３６は９９％以内にあり、本発明のアッセイによって確立された正常範囲内である
と決定された。しかし、市販の「正常」内または非疾患範囲にあると決定された残りの１
４の試料を試験すると、本発明により確立された生物学的閾値以上であった。
【０３２４】
　したがって、本発明の高感度ｃＴｎＩアッセイは、市販の技術によればｃＴｎＩの血清
レベルが閾値を下回るの場合に患者における心筋損傷の検出を可能にする。本発明の高感
度で正確なｃＴｎＩアッセイの使用により、ＡＭＩの検出を既存のｃＴｎＩアッセイによ
るよりも早く行うことが可能になり、それによって結果を改善するための適切な診断およ
び早期の医療介入の機会が提供される。
【実施例５】
【０３２５】
　ロイコトリエンＴ４（ＬＴＥ４）の検出
　尿素検体などを用いるアッセイの予備アッセイとして、緩衝液中のロイコトリエンＥ４

（ＬＴＥ４）を定量化するためのアッセイが開発されている。アッセイ形式は、一工程（
one-step）単一抗体競合イムノアッセイとした。５０マイクロリットルの試料を要した。
このアッセイの典型的な作用範囲は０～３００ｐｇ／ｍｌであり、典型的な検出限界は２
～３ｐｇ／ｍｌ（０．１～０．１５ｐｇ／試料）であった。アッセイの完了には約４時間
のベンチ時間を要した。
【０３２６】
　下記の手順において、以下の材料を調製し使用した：Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅ　Ｅ４（ＥＩＡ　Ｋｉｔ、カタログ番号５２０４１１）で提供
されるマウス抗ウサギＩｇＧをコーティングしたプレート；ＬＴＥ４標準品ストック（エ
タノール中１００ｎｇ／ｍｌでの精製ＬＴＥ４（Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌｅ
ｕｋｏｔｒｉｅｎｅ　Ｅ４　ＥＩＡ　Ｋｉｔ、カタログ番号５２０４１１））；９０ｍｌ
のナノ純水により１：１０に希釈したアッセイ用緩衝液（１０×ＥＩＡ緩衝液濃縮体（Ｃ
ａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅ　Ｅ４　ＥＩＡ　Ｋｉｔ、カタ
ログ番号５２０４１１））；標準品の希釈用緩衝液（３％のエタノール）；３０ｍｌのＥ
ＩＡ緩衝液で希釈した抗ＬＴＥ４抗体（ロイコトリエンＥ４　ＥＩＡ抗血清（Ｃａｙｍａ
ｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅ　Ｅ４　ＥＩＡ　Ｋｉｔ、カタログ番号
５２０４１１）；３１μＭのストレプトアビジン－Ａｌｅｘａ検出試薬ストック溶液（Ａ
ｌｅｘａＦｌｕｏｒ（商標）６４７で標識したストレプトアビジン）；トレーサー（ＬＴ
Ｅ４－ビオチン結合体）はアナライザーによる検出のために適合化した；１：４０に希釈
した洗浄用緩衝液（４００×濃縮物（Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌｅｕｋｏｔｒ
ｉｅｎｅ　Ｅ４　ＥＩＡ　Ｋｉｔ、カタログ番号５２０４１１））；溶出用緩衝液（４Ｍ
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の尿素、０．０２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、および０．００１％のＢＳＡを含むホ
ウ酸緩衝生理食塩水、ｐＨ８．３）。最も高感度のアッセイ条件を確認するために、トレ
ーサー（tracer）のマトリクスおよび抗血清の濃度を試験した。
【０３２７】
　標準曲線は以下の通り作成した：１００ｎｇ／ｍｌのストックをアッセイ用緩衝液に連
続希釈し、０．００５ｐｇ／ｍｌと３０００ｐｇ／ｍｌとの間の濃度範囲を達成すること
によって、作用標準品を調製した。アッセイプレートの１ウェル当たり５０μｌの標準品
（または試料）を加えた。標準品はすべて二つずつ実施した。トレーサーストックをアッ
セイ用緩衝液により１ｐｇ／ｍｌに希釈することにより、作用トレーサーを調製した。ア
ッセイプレートの１ウェル当たり５０μｌのトレーサー（または緩衝液）を加えた。１０
０％のストック（キットの使用説明書に従って作製）をアッセイ用緩衝液に希釈すること
により、１０％の抗血清作用溶液を調製した。アッセイプレートの１ウェル当たり５０μ
ｌの抗血清（または緩衝液）を加えた；プレートを密封し、振とうさせながら２５℃で一
晩インキュベートした。作用ストレプトアビジン－Ａｌｅｘａ検出試薬は、ストックをア
ッセイ用緩衝液で１４０ｐＭに希釈することによって調製した。各ウェルに、１５μｌの
検出用試薬を加え、プレートを振とうさせながら２５℃で３０分間インキュベートした。
プレートを５回洗浄した。各ウェルに５０μｌの溶出用緩衝液を加え、プレートを振とう
させながら２５℃で１／２時間インキュベートした。プレートを直ちに使用するか、ある
いは分析前に４℃で最大４８時間保存した。
【０３２８】
　２０μｌをアナライザーに４０μｌ／分でポンプ注入し、５μｌの試料を５μｌ／分で
分析した。閾値＝４シグマおよび０～８ミリ秒の間の相互相関を用いて、データファイル
を分析した。標準品について、手を加えていないシグナルと濃度とををプロットし、低範
囲の標準品には線形適合を用いた。一方、完全標準曲線については、非線形適合を用いた
。検出限界は、ＬＯＤ＝最大シグナルの８０％として算出した（非標的対照）（Ｂ／Ｂ０

＝８０％における濃度）。試料の濃度は、試料のシグナルに適した等式（線形または非線
形）から算出した。
【０３２９】
　ＬＴＥ４の競合曲線を図９に示す。ＬＯＤは、８０％Ｂ／Ｂ０＝１．５ｐｇ／ｍｌ（お
よそ５ｐＭ）と算出された。市販のキットを用いて実施されるＬＴＥ４アッセイは、少な
くとも３０ｐｇ／ｍｌの濃度で存在する場合にのみＬＴＥ４を検出することができる。
【０３３０】
　したがって、アナライザーシステムは、ＬＴＥ４のレベルを検出して喘息などのＬＴＥ
４関連障害の存在を疾患発症時に示すためおよび疾患早期の治療介入の必要性について臨
床医を注意喚起して臨床結果を改善するために使用することができる。
【実施例６】
【０３３１】
　ヒトＡｋｔ１の検出
　血清試料中の低レベルのＡｋｔ１を定量化するために、サンドイッチイムノアッセイが
開発されている。標準曲線は、緩衝タンパク質溶液中に濃縮標準品を希釈することによっ
て作成した。１０マイクロリットル（μｌ）のアッセイ用緩衝液および１０μｌの試料ま
たは標準品をＡｋｔ１に特異的な抗体でコーティングされた３８４ウェルプレートの各ウ
ェルに加え、２時間インキュベートした。より具体的には、抗体８４１６６０（Ｒ＆Ｄ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ）をＮｕｎｃ　Ｍａｘｉｓｏｒｐプレートおよそ２．５マイクログラム／
ｍｌにコーティングした。プレートを洗浄し、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７、２～４蛍光
体／ＩｇＧで標識された、Ａｋｔ１に特異的な抗体であるＡＦ１７７５（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ）を各ウェルに加えた。１時間のインキュベーション後、プレートを洗浄して未
結合の検出抗体を除去した。結合した検出抗体を溶出し、アナライザー機器において測定
した。
【０３３２】
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　下記のアッセイ手順において、以下の材料を用いた。コーティングされた３８４ウェル
プレート；アッセイ用緩衝液；再懸濁用緩衝液；希釈用緩衝液；標準品希釈液；Ａｋｔ１
標準品；Ａｋｔ１についての検出用抗体試薬；洗浄用緩衝液（１０ｍＭのホウ酸塩、１５
０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．３）；溶出用緩衝液
（０．０２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、および０．００１％のＢＳＡを含む４Ｍの尿
素）、「７」に設定したマイクロプレートシェーカー、マイクロプレート洗浄機、プレー
ト遠心分離機、Ａｘｙｓｅａｌ密封用フィルム、Ａｘｙｇｅｎ製品３２１－３１－０５１
、Ｎｕｎｃ穴付き密封テープ、Ｎｕｎｃ製品２３５３０６。
　材料
　提供試薬
　捕捉抗体：８４１６６０（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、２．５マイクログラム／ｍｌで
Ｎｕｎｃ　Ｍａｘｉｓｏｒｐプレート（３８４ウェルプレート）上にコーティング
　アッセイ用緩衝液
　再懸濁用緩衝液
　希釈用緩衝液
　標準品希釈液
　Ａｋｔ１標準品
　Ａｋｔ１に対する検出用抗体試薬であるＡＦ１７７５（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、Ａ
ｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７（２～４の蛍光体／ＩｇＧ）で標識
　他の必要試薬
　　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００洗浄用緩衝液（１０ｍＭのホウ酸塩、１５０ｍＭのＮａＣ
ｌ、０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．３）
　　溶出用緩衝液（０．０２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００および０．００１％のＢＳＡ
を含む４Ｍの尿素）
　　「７」に設定したマイクロプレートシェーカー
　　マイクロプレート洗浄機
　　プレート遠心分離機
　　Ａｘｙｓｅａｌ密封用フィルム
　　Ａｘｙｇｅｎ製品３２１－３１－０５１
　　Ｎｕｎｃ穴付き密封テープ、Ｎｕｎｃ製品２３５３０６
　手順
　Ａｋｔ１標準品の調製
　　０．５ｍｌの再懸濁用緩衝液に標準品を再懸濁、最終濃度＝１７０ｎｇ／ｍｌ
　　希釈用緩衝液中、標準品を１：３に希釈＝５７ｎｇ／ｍｌ
　　標準品希釈液中、標準品を１：１９に希釈＝３ｎｇ／ｍｌ
　標準品希釈液中、連続３倍希釈し、４．１ｐｇ／ｍｌとする
　１ウェル当たり１０μｌのアッセイ用緩衝液を加える
　１ウェル当たり１０μｌの標準品または試料を加える
　Ａｘｙｓｅａｌ密封用フィルムでプレートを密封する
　３０００ＲＰＭで１分間回転させる
　振とうさせながら、２５℃で２時間インキュベートする
　プレートを５回洗浄する
　ペーパータオル上、逆位にしたプレートを３０００ＲＰＭで１分間回転させる
　１ウェル当たり２０μｌの検出用抗体試薬を加える
　Ａｘｙｓｅａｌ密封用フィルムでプレートを密封する
　ペーパータオル上、逆位にしたプレートを３０００ＲＰＭで１分間回転させる
　振とうさせながら２５℃で２時間インキュベートする
　プレートを５回洗浄する
　ペーパータオル上、逆位にしたプレートを３０００ＲＰＭで１分間回転させる
　１ウェル当たり３０μｌの溶出用緩衝液を加える
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　３０００ＲＰＭで１分間回転させる
　Ｎｕｎｃ穴付き密封テープで密封し、ローラーで密封を確実にする
　振とうさせながら、２５℃で１／２時間インキュベートする
　プレートは、分析前、４℃で最大４８時間保存できる
　Ｚｅｐｔｘ機器で分析する
【０３３３】
　Ａｋｔ１標準品曲線を以下の通り作成した。４．１ｐｇ／ｍｌから１７０ｎｇ／ｍｌ　
Ａｋｔ１の間の範囲に達するようにＡｋｔ１標準品を調製した。各標準品希釈液（または
試料）の１０μｌをアッセイプレートのウェルに加えた。プレートを密封し、振とうさせ
ながら２５℃で２時間インキュベートした。プレートを洗浄し、遠心分離乾燥させた。１
ウェル当たり２０μｌの検出用抗体試薬を加え、振とうさせながら２５℃で１時間インキ
ュベートした。１ウェル当たり３０μｌの溶出用緩衝液を加え、振とうさせながら２５℃
で１／２時間インキュベートすることによって、抗体－Ａｋｔ１複合体を破壊した。プレ
ートを直ちに用いるか、または分析前に４℃で最大４８時間保存した。溶出液をアナライ
ザーにポンプ注入した。
【０３３４】
　アッセイプロトコルを用いて四つずつ測定した典型的なＡｋｔ１標準曲線に関するデー
タは表１４に示され、グラフ化したデータは図１０に示されている。
【０３３５】
【表１２】

【０３３６】
　１０００ｐｇ／ｍｌの標準品の３６の反復試験試料を用いて単一プレート上で試料をア
ッセイすることにより、アッセイ内精度を試験した。平均シグナルは、％ＣＶ＝１３で１
８２２±２４３であった。３６のゼロ標準品反復試験の平均シグナルに２つの標準偏差を
加え、標準曲線から対応するＡｋｔ１濃度を算出することにより、アッセイの検出限界（
ＬｏＤ）を決定した。ＬｏＤは、２５ｐｇ／ｍｌと算出された。
【０３３７】
　したがって、アナライザーシステムを用いて、Ａｋｔ１のレベルを検出し、癌などのＡ
ｋｔ１関連疾患の有無を判定することができる。
【実施例７】
【０３３８】
　ＴＧＦ－βの検出
　血清中低レベルのＴＧＦβを定量化するために、サンドイッチイムノアッセイが開発さ
れている。標準曲線は、濃縮された標準品を緩衝タンパク質溶液中に希釈することによっ
て作成した。１０マイクロリットル（μｌ）のアッセイ用緩衝液および１０μｌの試料ま
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たは標準品をＴＧＦβに特異的な抗体でコーティングされた３８４ウェルプレートの各ウ
ェルに加え、２時間インキュベートした。プレートを洗浄し、ＴＧＦβに特異的な標識さ
れた検出用抗体を各ウェルに加えた。１時間のインキュベーション後、プレートを洗浄し
て、未結合の検出用抗体を除去した。結合した検出用抗体を溶出させ、アナライザー機器
で測定した。
【０３３９】
　下記のアッセイ手順において、以下の材料を用いた。コーティングされた３８４ウェル
プレート；アッセイ用緩衝液；標準品希釈液；ＴＧＦβ標準品の１０μｇ／ｍｌのストッ
ク溶液；ＴＧＦβに対する検出用抗体試薬；Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００洗浄用緩衝液（１
０ｍＭのホウ酸、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８
．３）；溶出用緩衝液（０．０２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、および０．００１％の
ＢＳＡを含む４Ｍの尿素）。
【０３４０】
　ＴＧＦ－β標準曲線を以下の通り作成した。１００ｎｇ／ｍｌから４．１ｐｇ／ｍｌの
間の範囲のＴＧＦβに達するようにＴＧＦ－β標準品を調製した。１０μｌのアッセイ用
緩衝液および１０μｌの標準品または試料を各ウェルに加えた。プレートを密封し、振と
うさせながら２５℃で２時間インキュベートした。プレートを密封し、振とうさせながら
、２５℃で２時間インキュベートした。プレートを洗浄し、遠心分離乾燥させた。１ウェ
ル当たり２０μｌの検出用抗体試薬を加え、振とうさせながら２５℃で１時間インキュベ
ートした。１ウェル当たり３０μｌの溶出用緩衝液を加え、振とうさせながら２５℃で１
／２時間インキュベートすることによって、抗体－ＴＧＦ－β複合体を破壊した。プレー
トを直ちに用いるか、または分析前に４℃で最大４８時間保存した。溶出液をアナライザ
ーにポンプ注入した。
【０３４１】
　アッセイプロトコルを用いて四つずつ測定した典型的なＴＧＦ－β標準曲線に関するデ
ータは表１５に示され、グラフ化したデータは、図１１に示されている。
【０３４２】
【表１３】

【０３４３】
　２０のゼロ標準品反復試験の平均シグナルに２つの標準偏差を加え、標準曲線から対応
するＴＧＦβ濃度を算出することにより、アッセイの検出限界（ＬｏＤ）を決定した。Ｌ
ｏＤ＝３５０ｐｇ／ｍｌ。
【０３４４】
　したがって、アナライザーシステムを用いて、ＴＧＦβのレベルを検出し、癌のなどの
ＴＧＦβ関連疾患の有無を判定することができる。
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【実施例８】
【０３４５】
　Ｆａｓリガンドの検出
　血清中低レベルのＦａｓリガンドを定量化するためのサンドイッチイムノアッセイ。標
準曲線は、緩衝タンパク質溶液中に濃縮標準品を希釈することによって作成した。１０マ
イクロリットル（μｌ）のアッセイ用緩衝液および１０μｌの試料または標準品をＦａｓ
リガンドに特異的な抗体でコーティングされた３８４ウェルプレートの各ウェルに加え、
２時間インキュベートした。プレートを洗浄し、Ｆａｓリガンドに特異的な標識された検
出用抗体２０μｌを各ウェルに加えた。１時間のインキュベーション後、プレートを洗浄
して、未結合の検出用抗体を除去した。結合した検出用抗体を溶出させて、Ｚｅｐｔｘ機
器において測定した。
【０３４６】
　Ｆａｓリガンド標準曲線を以下の通り作成した。１００ｎｇ／ｍｌから４．１ｐｇ／ｍ
ｌの間の範囲のＦａｓリガンドに達するようにＦａｓリガンド標準品を調製した。１０μ
ｌのアッセイ用緩衝液および１０μｌの標準品または試料を各ウェルに加えた。プレート
を密封し、振とうさせながら２５℃で２時間インキュベートした。プレートを密封し、振
とうさせながら２５℃で２時間インキュベートした。プレートを洗浄し、遠心分離乾燥さ
せた。１ウェル当たり２０μｌの検出用抗体試薬を加え、振とうさせながら２５℃で１時
間インキュベートした。１ウェル当たり３０μｌの溶出用緩衝液を加え、振とうさせなが
ら２５℃で１／２時間インキュベートすることによって、抗体－Ｆａｓリガンド複合体を
破壊した。プレートを直ちに用いるか、または分析前に４℃で最大４８時間保存した。
【０３４７】
　アッセイプロトコルを用いて四つずつ測定した典型的なＦａｓリガンド標準曲線に関す
るデータは表１６に示されている。
【０３４８】
【表１４】

　３つの標準品の１２の複製試料を用いて単一プレート上で試料をアッセイすることによ
り、アッセイ内精度を試験した。３つのポイントの各々に対する１２の値の平均、標準曲
線、およびＣＶを表１７に示す。
【０３４９】
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【表１５】

【０３５０】
　２０のゼロ標準品反復試験の平均シグナルに２つの標準偏差を加え、標準曲線から対応
するＦａｓリガンド濃度を算出することにより、アッセイの検出限界（ＬｏＤ）を決定し
た。ＬｏＤは、２．４ｐｇ／ｍｌと算出された。
【０３５１】
　したがって、本発明のアナライザーシステムにより、Ｆａｓリガンドのレベルを検出し
て、癌などのＦａｓリガンド関連疾患、同種移植拒絶、および骨関節炎などの変性疾患の
存在を示すことができる。
【実施例９】
【０３５２】
　バイオマーカーＴＲＥＭ－１のサンドイッチアッセイ
　最近の報告により、細菌または真菌感染のバイオマーカーとしてのＴＲＥＭ－１が確立
されている（例えば、Ｂｏｕｃｈｏｎら（２０００）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６４：４９
９１～５頁；Ｃｏｌｏｎｎａ（２００３）Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３：４４５
～５３頁；Ｇｉｂｏｔら（２００４）Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３５０：４５１～８頁
；Ｇｉｂｏｔら（２００４）Ａｎｎ．Ｉｎｔｅｒｎ．Ｍｅｄ．１４１：９～１５頁を参照
）。ＴＲＥＭ－１のアッセイは、サンドイッチアッセイ形式を用いて開発されている（Ｓ
ａｎｄｗｉｃｈ　Ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｎｄｉｖｉｄｕａ
ｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、米国特許仮出願６０／６２４７８５）。ＴＲＥＭ－１検出のた
めのアッセイ試薬は、市販されている（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネソタ州ミネアポリ
ス）。アッセイは９６ウェルプレートで行われる。捕捉抗体としてモノクローナル抗体を
用い、検出用に他のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体のいずれかを用いた。
検出用抗体は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＡ６４７（登録商標）で標識した。
【０３５３】
　アッセイプロトコルは以下の通りであった：
　１．プレートを捕捉抗体でコーティングし、５回洗浄する。
　２．ＰＢＳ中１％ＢＳＡ、５％のスクロースにおいて、ブロックする。
　３．血清中で希釈した標的を加え、インキュベートし、５回洗浄する。
　４．検出用抗体を加え、インキュベートし、５回洗浄する。
　５．０．１Ｍのグリシン、ｐＨ２．８を加え、結合したアッセイ成分をプレートから放
出させる。
　６．処理用プレートから検出用プレートへ試料を移し、試料のｐＨを中性にし、単一粒
子アナライザーシステム上で実施する。
【０３５４】
　図１３は、アッセイを用いて作成されたＴＲＥＭ－１の標準曲線を示す。アッセイは、
１００～１５００フェムトモルの測定範囲で線形であった。最近、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓからＥＬＩＳＡアッセイが導入された。それらのＥＩＳＡアッセイについて報告された
標準曲線は、６０～４０００ｐｇ／ｍｌの間である。この実施例は、標準曲線において１
００ｆＭ（４．７ｐｇ／ｍｌ）をルーチンで測定することができ、感度が１０倍高い測定
が可能になることが示唆している。さらに、ケモカイン、Ｔ細胞活性化因子、細胞接着分
子、およびシグナル伝達分子に関する標準曲線を作成した（図１５）。それらの結果は、
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よりも、一致して１０倍から１００倍より高感度であることを示している。
【実施例１０】
【０３５５】
　バイオマーカーに関するサンドイッチアッセイ：血清中ＩＬ－６およびＩＬ－８のレベ
ル
　アッセイ：本プロトコルでは、本発明の単一粒子アナライザーシステムを用いる、血清
中の低レベルのＩＬ－６を定量化するためのサンドイッチイムノアッセイが記載される。
濃縮された標準品を緩衝化タンパク質溶液に希釈することによって標準曲線を作成した。
１０マイクロリットル（μｌ）のアッセイ用緩衝液および１０μｌの試料または標準品を
ＩＬ－６に特異的な抗体でコーティングされた３８４ウェルプレートの各ウェルに加え、
２時間インキュベートした。プレートを洗浄し、ＩＬ－６に特異的な標識された検出用抗
体２０μｌを各ウェルに加えた。１時間のインキュベーション後、プレートを洗浄して、
未結合の検出用抗体を除去した。結合した検出用抗体を溶出させて、単一粒子アナライザ
ー機器で測定した。
【０３５６】
　材料：下記の手順において、以下の材料を用いた。コーティングされた３８４ウェルプ
レート；アッセイ用緩衝液；標準品希釈液；ＩＬ－６標準品の１００ｎｇ／ｍｌのストッ
ク溶液；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７色素で標識された、ＩＬ－６についての検出用抗体
（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）；Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００洗浄用緩衝液（１０ｍＭのホウ
酸、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ｐＨ８．３）；溶出
用緩衝液（０．０２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、および０．００１％のＢＳＡを含む
４Ｍの尿素）；「７」に設定したマイクロプレートシェーカー；マイクロプレート洗浄液
；プレート遠心分離機；Ａｘｙｓｅａｌ密封用フィルム、Ａｘｙｇｅｎ製品３２１－３１
－０５１；およびＮｕｎｃ穴付き密封テープ、Ｎｕｎｃ製品２３５３０６。
【０３５７】
　手順：ＩＬ－６標準品および試料の調製および分析
　ＩＬ－６に関する標準曲線を以下の通り調製した：１００ｎｇ／ｍｌのストック溶液を
解凍し、０．１４ｐｇ／ｍｌの最低標準品濃度を有する濃度範囲を得るために、ストック
溶液を連続６回の３倍希釈を行うことによって１：１０００に希釈して標準品希釈液中１
００ｐｇ／ｍｌとした。１０μｌのアッセイ用緩衝液および１０μｌの標準品または試料
を、コーティングされた３８４ウェルプレートの各ウェルに加えた。プレートをＡｘｙＳ
ｅａｌ密封用フィルムで密封し、３０００ＲＰＭで１分間遠心分離した。プレートを振と
うさせながら、２５℃で２時間インキュベートし；５回洗浄し；ペーパータオル上で逆位
にしたまま３０００ＲＰＭで１分間遠心分離した。２０μｌの検出用抗体試薬を各ウェル
に加え；プレートをＡｘｙＳｅａｌ密封用フィルムで密封し、３０００ＲＰＭで１分間遠
心分離した。アッセイプレートを振とうさせながら２５℃で１時間インキュベートし、５
回洗浄し、ペーパータオル上で逆位にしたまま３０００ＲＰＭで１分間遠心分離した。３
０μｌの溶出用緩衝液を各ウェルに加え；プレートをＮｕｎ穴付き密封テープで密封し、
ローラーで密封を確実にした。アッセイプレートを３０００ＲＰＭで１分間遠心分離し、
振とうさせながら２５℃で１／２時間インキュベートした。アッセイの分析を直ちに行っ
た。あるいは、分析前にプレートを４℃で最大４８時間保存した。
【０３５８】
　３２人の血液バンクドナーのＥＤＴＡ処理全血から得た血清試料をＩＬ－６について分
析した。
【０３５９】
　結果：アッセイプロトコルを用いて四つずつ測定した典型的なＩＬ－６標準曲線に関す
るデータを表１８に示す。
【０３６０】
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【表１６】

【０３６１】
　ＩＬ－６の高範囲濃度および低範囲濃度の線形化標準曲線をそれぞれ図１５Ａ～Ｂに示
す。アッセイにより、０．５ｐｇ／ｍｌ未満でのＩＬ－６の検出が可能になる（図１４Ａ
～Ｂ）。検出限界（ＬｏＤ）は、０．０６ｐｇ／ｍｌと算出された。ゼロ標準品反復試験
の平均シグナルに２つの標準偏差を加え、標準曲線から対応するＩＬ－６濃度を算出する
ことにより、アッセイの検出限界（ＬｏＤ）が決定された。この感度レベルは、０．５ｐ
ｇ／ｍｌと１０ｐｇ／ｍｌとの間の範囲にある正常レベルのＩＬ－６の検出にも優れてい
る。
【０３６２】
　血液バンクドナーから得た血液試料の血清中のＩＬ－６およびＩＬ－８を検出するため
のアッセイを実施した。この分析の結果を図１４ＣおよびＤに示す。ＩＬ－６を１００％
（３２／３２）の試料で定量化した。ＩＬ－６の平均濃度は２．３ｐｇ／ｍｌであり、濃
度範囲は０．２ｐｇ／ｍｌから＞２６ｐｇ／ｍｌであった（図１４Ｃ）。基本的にはＩＬ
－６について記載された手順を用いて、ＩＬ－８についても同じ試料をアッセイした。Ｉ
Ｌ－８標準品およびＩＬ－８に特異的な抗体を用いた。ＩＬ－８に関する標準曲線を確立
し（図示せず）、試料中のＩＬ－８濃度を決定するために使用した（図１４Ｄ）。ＩＬ－
８を１００％の試料（３２／３２）で定量化した。ＩＬ－８の平均濃度は７．３ｐｇ／ｍ
ｌであり、濃度範囲は１．２ｐｇ／ｍｌから＞２６ｐｇ／ｍｌであった。
【０３６３】
　分子（デジタルシグナル）の計数から高濃度の分析物で生成する光子（アナログシグナ
ル）の合計の検出へアナライザーの検出を切り替えることによって、低濃度および高濃度
でＩＬ－６または任意の対象の粒子の測定を行うことができる（図１４ＡおよびＢ）。こ
れは、図１４Ｅに一般的方法で示されている。単一粒子アナライザーは、６ｌｏｇの拡張
線形ダイナミックレンジを有する。試料中の粒子濃度を検出するためにダイナミックレン
ジを増大させることができることによって、正常レベル（低濃度範囲）および疾患レベル
（高濃度範囲）の粒子濃度を決定することが可能になる。ＩＬ－６の正常レベルおよび疾
患レベルの検出範囲を図１５Ｆに示す。
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【図１Ａ】 【図１Ｂ】

【図２Ａ】 【図２Ｂ】

【図３Ａ】
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【図３Ｂ】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】

【図１４Ａ】

【図１４Ｂ】

【図１４Ｃ】
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【図１４Ｄ】 【図１４Ｅ】

【図１４Ｆ】 【図１５】



(111) JP 2015-4691 A 2015.1.8

【手続補正書】
【提出日】平成26年10月28日(2014.10.28)
【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】
　試料中の分析物の存在又は量を決定するアナライザーであって、
　（ａ）電磁放射線源であって、当該電磁放射線源からの光線の集束スポットを備えるイ
ンタロゲーション空間を確定する電磁放射線を放出する電磁放射線と、
　（ｂ）前記インタロゲーション空間に試料を通過させるためのキャピラリーフローセル
と、
　（ｃ）前記インタロゲーション空間に作動可能に接続された電磁放射線検出器であって
、複数のビンの間、前記インタロゲーション空間から放出された光子を検出する電磁放射
線検出器と、
　（ｄ）前記電磁放射線検出器に作動可能に接続されたプロセッサであって、前記インタ
ロゲーション空間におけるバックグラウンドシグナルに対応する光子閾値を決定し、当該
閾値より大きい光子値を有するビンを特定することにより、前記複数のビンのうちの各ビ
ンにおける、前記インタロゲーション空間中の分析物を備えるか、該分析物に対応する、
光子を放出する種の存在を決定することにより、前記試料中の分析物の存在又は量を決定
するプロセッサと、
を備えるアナライザー。
【請求項２】
　前記光子閾値が前記バックグラウンド光子レベルの関数である、請求項１に記載のアナ
ライザー。
【請求項３】
　前記光子閾値が、前記バックグラウンド光子レベルを上回る固定数の標準偏差である、
請求項２に記載のアナライザー。
【請求項４】
　分子の存在について「イエス」又は「ノー」であるか各ビンが分析されるよう、前記プ
ロセッサが、光子閾値より大きい光子ビン計数を表す検出事象を単一分子と決定する、請
求項１に記載のアナライザー。
【請求項５】
　前記電磁放射線源が１から２０ｍＷの出力を有するレーザーである、請求項１に記載の
アナライザー。
【請求項６】
　前記インタロゲーション空間が、０．１ｐＬと２５ｐＬとの間の体積を有する、請求項
１に記載のアナライザー。
【請求項７】
　前記光子を放出する種が、電磁エネルギーで刺激されたときに光子を放出する標識を備
え、当該標識は前記分析物に特異的な結合相手を備える、請求項１に記載のアナライザー
。
【請求項８】
　前記標識が蛍光部分を更に備える、請求項７に記載のアナライザー。
【請求項９】
　ビンが１０から２０００マイクロ秒の間を有する、請求項１に記載のアナライザー。
【請求項１０】
　前記電磁放射線源が連続波電磁放射線源である、請求項１に記載のアナライザー。
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【請求項１１】
　前記連続波電磁放射線源が発光ダイオード又は連続波レーザーである、請求項１０に記
載のアナライザー。
【請求項１２】
　前記インタロゲーション空間と前記電磁放射線検出器との間に作動可能に接続された減
衰器であって、前記インタロゲーション空間から放出された電磁放射線を受け取る減衰器
を更に備え、
　１又は複数のビンで検出された光子の数が飽和閾値を超えたときに、前記プロセッサが
、前記インタロゲーション空間からの電磁放射線を減衰させるよう、前記減衰器に指示を
出力する、請求項１に記載のアナライザー。
【請求項１３】
　前記プロセッサが、ビンあたりの光子の総数を測定することによって、前記試料におけ
る前記分析物の存在又は量を決定する、請求項１に記載のアナライザー。
【請求項１４】
　前記インタロゲーション空間の横断面面積が、前記キャピラリーフローセルの横断面面
積より小さい、請求項１に記載のアナライザー。
【請求項１５】
　前記インタロゲーション空間を１つだけ含む、請求項１に記載のアナライザー。
【請求項１６】
　前記インタロゲーション空間にレーザー光を屈折させ、刺激された色素分子を画像化す
るための共焦点光学配置を更に備え、当該共焦点光学配置は少なくとも０．８の開口数を
有する対物レンズを備える、請求項１に記載のアナライザー。
【請求項１７】
　各ビンの間に前記インタロゲーション空間が受け取る前記電磁放射線源からの全エネル
ギーが１から１０マイクロジュールである、請求項１に記載のアナライザー。
【請求項１８】
　前記キャピラリーフローセルに前記試料を通過させるための圧力源を更に備える、請求
項１に記載のアナライザー。
【請求項１９】
　前記圧力源が、毎分１から２０マイクロリットルの速度で前記キャピラリーフローセル
に前記試料を通過させる、請求項１８に記載のアナライザー。
【請求項２０】
　１０から５００マイクロ秒の間、前記標識が前記電磁放射線に曝されるよう、前記圧力
源が、前記インタロゲーション空間に前記種を通過させる、請求項１９に記載のアナライ
ザー。
【請求項２１】
　前記電磁放射線源が、１０００マイクロ秒より短い間、蛍光部分を刺激する、請求項１
に記載のアナライザー。
【請求項２２】
　ビンの時間が、蛍光部分が前記インタロゲーション空間を通過する時間より長い、請求
項１に記載のアナライザー。
【請求項２３】
　複数の試料を自動的に採取し、試料容器と前記インタロゲーション空間の間の流体連通
を提供することが可能な試料採取システムを更に備える、請求項１に記載のアナライザー
。
【請求項２４】
　アナライザーシステムであって、
　請求項１ないし２１のいずれか１項に記載のアナライザーと、
　蛍光部分であって、当該蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺激されたと
きに少なくとも２００個の光子を放出することができる蛍光部分と、
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　を備え、
　前記レーザー光が、前記蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、
　前記レーザーによって前記スポットに向けられる全エネルギーが３マイクロジュール以
下である、
　アナライザーシステム。
【請求項２５】
　前記蛍光部分の光退色が低い、請求項２４に記載のシステム。
【請求項２６】
　試料中の特異的な結合物質を含む分析物の存在、不在、又は量を決定する方法であって
、
　前記試料を、前記分析物に特異的な捕捉物質と、蛍光標識された前記分析物に特異的な
結合相手と、に接触させ、前記捕捉物質、前記分析物、及び前記標識された蛍光相手を備
える複合体を形成させるステップであって、前記捕捉物質が固定化されているか、表面上
に固定化されるものである、ステップと、
　前記分析物と結合しなかった標識された結合相手を除去するステップと、
　前記複合体から前記分析物又は前記標識された結合相手を放出して、分離した標識され
た結合相手を液中に移動させるステップと、
　前記標識された結合相手をアナライザーの検出チャネルに通すステップであって、前記
検出チャンネルは光の少なくともいくつかの波長に対して実質的に透明な部分を備え、前
記標識された結合相手がそこを流れ得るチャンネルを提供し、前記光は前記検出チャンネ
ルの前記部分が実質的に透明となる範囲内の波長を有する、ステップと、
　インタロゲーション空間を含む前記検出チャンネルの部分内に励起光としての前記光を
集束させるステップであって、前記標識された結合相手が前記インタロゲーション空間に
存在する場合は、前記光で前記標識された結合相手を励起させ、前記標識された結合相手
から放出光を生成させる、ステップと、
　区別された複数のビンにおいて、検出器で開口を通過した前記放出光を検出するステッ
プであって、前記検出器が前記光を電気信号に変換する、ステップと、
　前記検出器に作動可能に接続されたデータ分析システムによって、前記複数のビンから
の前記電気信号を分析することにより、前記試料中の前記分析物の存在、不在、又は量を
決定するステップであって、前記データ分析システムが、前記インタロゲーション空間の
バックグラウンドシグナルに対応する光子閾値を決定し、前記閾値より大きい光子値を有
するビンを特定することにより、前記複数のビンのうちの各ビンにおける、インタロゲー
ション空間中の前記分析物を備えるか、該分析物に対応する、光子を放出する種の存在を
決定することにより、試料中の分析物の存在又は量を決定する、ステップと、
　を含む方法。
【請求項２７】
　前記光子閾値が前記バックグラウンド光子レベルの関数である、請求項２６に記載の方
法。
【請求項２８】
　前記光子閾値が、前記バックグラウンド光子レベルを上回る固定数の標準偏差である、
請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　分子の存在について「イエス」又は「ノー」であるか各ビンが分析されるよう、光子閾
値より大きい光子ビン計数を表す検出事象を単一分子と決定する、請求項２６に記載の方
法。
【請求項３０】
　前記光の電磁放射線源が１から２０ｍＷの出力を有するレーザーである、請求項２６に
記載の方法。
【請求項３１】
　前記インタロゲーション空間が、０．１ｐＬと２５ｐＬとの間の体積を有する、請求項
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２６に記載の方法。
【請求項３２】
　前記光子を放出する種が、電磁エネルギーで刺激されたときに光子を放出する標識を備
え、当該標識は前記分析物に特異的な結合相手を備える、請求項２６に記載の方法。
【請求項３３】
　前記標識が蛍光部分を更に備える、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　ビンが１０から２０００マイクロ秒の間を有する、請求項２６に記載の方法。
【請求項３５】
　前記光の電磁放射線源が連続波電磁放射線源である、請求項２６に記載の方法。
【請求項３６】
　前記連続波電磁放射線源が発光ダイオード又は連続波レーザーである、請求項３５に記
載の方法。
【請求項３７】
　前記アナライザーが、前記インタロゲーション空間と前記検出器との間に作動可能に接
続された減衰器であって、前記インタロゲーション空間から放出された電磁放射線を受け
取る減衰器を更に備え、
　１又は複数のビンで検出された光子の数が飽和閾値を超えたときに、前記データ分析シ
ステムが、前記インタロゲーション空間からの電磁放射線を減衰させるよう、前記減衰器
に指示を出力する、請求項２６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記データ分析システムが、ビンあたりの光子の総数を測定することによって、前記試
料における前記分析物の存在又は量を決定する、請求項２６に記載の方法。
【請求項３９】
　前記インタロゲーション空間の横断面面積が、前記キャピラリーフローセルの横断面面
積より小さい、請求項２６に記載の方法。
【請求項４０】
　前記アナライザーが前記インタロゲーション空間を１つだけ含む、請求項２６に記載の
方法。
【請求項４１】
　前記アナライザーが、前記インタロゲーション空間にレーザー光を屈折させ、刺激され
た色素分子を画像化するための共焦点光学配置を更に備え、当該共焦点光学配置は少なく
とも０．８の開口数を有する対物レンズを備える、請求項２６に記載の方法。
【請求項４２】
　各ビンの間に前記インタロゲーション空間が受け取る前記電磁放射線源からの全エネル
ギーが１から１０マイクロジュールである、請求項２６に記載の方法。
【請求項４３】
　前記アナライザーが、前記検出チャネルに前記試料を通過させるための圧力源を更に備
える、請求項２６に記載の方法。
【請求項４４】
　前記圧力源が、毎分１から２０マイクロリットルの速度で前記検出チャネルに前記試料
を通過させる、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　１０から５００マイクロ秒の間、前記標識が前記電磁放射線に曝されるよう、前記圧力
源が、前記インタロゲーション空間に前記種を通過させる、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記電磁放射線源が、１０００マイクロ秒より短い間、蛍光部分を刺激する、請求項４
５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記標識が蛍光部分であって、当該蛍光部分の励起波長で発光するレーザーによって刺
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激されたときに少なくとも２００個の光子を放出することができる蛍光部分であり、
　前記レーザー光が、前記蛍光部分を含む直径約５ミクロン以上のスポットに集束され、
　前記レーザーによって前記スポットに向けられる全エネルギーが３マイクロジュール以
下である、
　請求項２６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記蛍光部分の光退色が低い、請求項４７に記載の方法。



(116) JP 2015-4691 A 2015.1.8

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｇ０１Ｎ  15/14     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  15/14    　　　Ｄ          　　　　　
   Ｃ０９Ｋ  11/06     (2006.01)           Ｃ０９Ｋ  11/06    　　　　          　　　　　

(31)優先権主張番号  60/861,498
(32)優先日　　　　  平成18年11月28日(2006.11.28)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/872,986
(32)優先日　　　　  平成18年12月4日(2006.12.4)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(72)発明者  プスカシュ，ロバート
            アメリカ合衆国，ミズーリ州　６３０２１，マンチェスター，シャーウィック　テラス　７５２
(72)発明者  トッド，ジョン
            アメリカ合衆国，カリフォルニア州　９４５４９，ラファイエット，オーチャード　ロード　１０
            ９６
(72)発明者  リビングストン，リチャード
            アメリカ合衆国，ミズーリ州　６３１１９，ウェブスター　グローブス，フローレンス　アベニュ
            ー　４６８
(72)発明者  ヘルド，ダグラス
            アメリカ合衆国、ミズーリ州　６３０２１，ボールウィン，ウェーザートン　プレイス　１２１９
Ｆターム(参考) 2G043 AA01  AA03  BA14  BA16  CA04  DA01  DA05  DA06  EA01  FA02 
　　　　 　　        FA07  GA02  GB02  HA01  KA01  KA02  KA03  KA09  LA01  NA11 
　　　　 　　  2G054 AA07  AB04  AB05  CA21  CB01  CE02  EA03  EB04  EB05  GA01 
　　　　 　　        GA02  GA03  GA04  GA05  GB02  GE03  GE10  JA06 



(117) JP 2015-4691 A 2015.1.8

【外国語明細書】
2015004691000001.pdf



专利名称(译) 用于敏感标记物分析和分子检测的方法和组合物

公开(公告)号 JP2015004691A 公开(公告)日 2015-01-08

申请号 JP2014200798 申请日 2014-09-30

[标]申请(专利权)人(译) 事情雷克斯公司

申请(专利权)人(译) 事情雷克斯公司

[标]发明人 ゴイックスフィリッペ
プスカシュロバート
トッドジョン
リビングストンリチャード
ヘルドダグラス

发明人 ゴイックス,フィリッペ
プスカシュ,ロバート
トッド,ジョン
リビングストン,リチャード
ヘルド,ダグラス

IPC分类号 G01N21/64 G01N33/53 G01N33/536 G01N33/543 G01N21/78 G01N15/14 C09K11/06

CPC分类号 G01N33/6887 G01N15/06 G01N15/1459 G01N21/6428 G01N33/577 G01N33/582 G01N2015/0693 
G01N2015/1006 G01N2015/1486 G01N2201/1247 G01N2201/12761 G01N2800/32 G01N2800/324 
G01N2800/52 Y10T436/105831

FI分类号 G01N21/64.F G01N33/53.D G01N33/536.D G01N33/543.597 G01N21/78.C G01N15/14.D C09K11/06

F-TERM分类号 2G043/AA01 2G043/AA03 2G043/BA14 2G043/BA16 2G043/CA04 2G043/DA01 2G043/DA05 2G043
/DA06 2G043/EA01 2G043/FA02 2G043/FA07 2G043/GA02 2G043/GB02 2G043/HA01 2G043/KA01 
2G043/KA02 2G043/KA03 2G043/KA09 2G043/LA01 2G043/NA11 2G054/AA07 2G054/AB04 2G054
/AB05 2G054/CA21 2G054/CB01 2G054/CE02 2G054/EA03 2G054/EB04 2G054/EB05 2G054/GA01 
2G054/GA02 2G054/GA03 2G054/GA04 2G054/GA05 2G054/GB02 2G054/GE03 2G054/GE10 2G054
/JA06

优先权 60/789304 2006-04-04 US
60/793664 2006-04-19 US
60/808662 2006-05-26 US
60/861498 2006-11-28 US
60/872986 2006-12-04 US

其他公开文献 JP6001028B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供该领域的进一步发展。 [解决方案] 公开了用于灵敏检测分子的方法，试剂盒和组合物。 这些方法 并且该成分
在样品中的分子浓度为1飞摩尔，1原子或 这在确定以下级别时很有用。 这些方法，试剂盒和组合物 无需稀释即可进行宽范围的浓
度测定，例如7 log 要做。 [选型图]图1A

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/cb6d0efe-51b4-447e-9e3c-572c7ac82ba9
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/047046961/publication/JP2015004691A?q=JP2015004691A



