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(57)【要約】
【課題】
　本発明は、試料中のS-アデノシルメチオニン（SAM）
、S-アデノシルホモシステイン（SAH）およびホモシス
テイン（HCy）を検出および定量するためのイムノクロ
マトグラフィー用テストストリップを提供することであ
る。
【解決手段】
　本発明の方法は、（a）フルオロフォア結合抗体を作
製する工程；（b）SAM、SAHおよびHCyを固体支持体上に
固定する工程；（c）サンプルを提供し、ランタニドキ
レートまたは量子ドット（QD）と抗SAM、抗SAHまたは抗
HCyとのコンジュゲートと混合する工程で、 前記混合は
、前記コンジュゲートと、固体支持体上に含む前記SAM
、SAHまたはHCyと、試料中のSAM、SAHまたはHCy（存在
する場合）と、を含む競合性複合体の形成を可能である
条件下で行う工程；（d）複合体中の蛍光コンジュゲー
トによって産生したスペクトル放射をモニタリングする
ことにより、試料中のSAM、SAHまたはHCyの存在を検出
する工程で、前記放射が試料中のSAM、SAHまたはHCyの
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ＳＡＭ、抗ＳＡＨ、抗ＨＣｙおよび抗ＣＲＰ抗体からなる群から選択される抗体と結
合した蛍光材料。
【請求項２】
　前記蛍光材料が蛍光ランタニドキレートである、請求項１に記載の蛍光コンジュゲート
。
【請求項３】
　前記ランタニドがユウロピウム及びテルビウムである、請求項２に記載のコンジュゲー
ト。
【請求項４】
　前記蛍光材料が量子ドットである、請求項１に記載の蛍光材料。
【請求項５】
　前記量子ドットが、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、Ｈｇ
Ｓ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＭｇＳ、ＭｇＳｅ、ＭｇＴｅ、ＣａＳ、ＣａＳｅ、ＣａＴｅ、
ＳｒＳ、ＳｒＳｅ、ＳｒＴｅ、ＢａＳ、ＢａＳｅおよびＢａＴｅからなる群から選択され
る、請求項４に記載の蛍光材料。
【請求項６】
　請求項１に記載の蛍光材料を組み入れた、イムノクロマトグラフィー用テストストリッ
プ。
【請求項７】
　ＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣＲＰの少なくとも２つの存在を同時に測定する、請求
項１に記載の蛍光コンジュゲートの使用。
【請求項８】
　請求項4に記載のコンジュゲートを組み入れた、イムノクロマトグラフィー用テストス
トリップ。
【請求項９】
　試料中のＳＡＭ、ＳＡＨおよびＨＣｙを検出及び定量する方法であって、
　（ａ）フルオロフォアと結合した抗体を作製する工程；
　（ｂ）ＳＡＭ、ＳＡＨおよびＨＣｙを固体支持体上に固定する工程；
　（ｃ）サンプルを提供し、抗ＳＡＭ抗体、抗ＳＡＨ抗体または抗ＨＣｙ抗体のランタニ
ドキレートコンジュゲートおよび量子ドット（ＱＤ）コンジュゲートからなる群から選択
されるコンジュゲートと混合する工程で、前記コンジュゲートと、固体支持体上の前記Ｓ
ＡＭ、ＳＡＨまたはＨＣｙと、試料中のＳＡＭ、ＳＡＨまたはＨＣｙ（もし存在する場合
）と、を含む競合性複合体の形成が可能である条件下で混合する工程；及び
　（ｄ）複合体中の蛍光コンジュゲートに媒介されたスペクトル発光をモニタリングする
ことにより、複合体の存在（もし存在する場合）を検出する工程で、前記発光が試料中の
ＳＡＭ、ＳＡＨまたはＨＣｙの存在および量を反映する工程；
を含む方法。
【請求項１０】
　鬱病、変形性関節症、肝臓および胆嚢疾患からなる群から選択される疾患に罹患した患
者のＳ-アデノシルメチオニンのレベルの測定、モニタリング、およびその後のＳＡＭ投
与に関する治療法の提案における、請求項８に記載のＳＡＭ用イムノクロマトグラフィー
テストストリップの使用。
【請求項１１】
　診断および治療のための請求項９に記載の方法を利用する、臨床現場即時検査（ＰＯＣ
Ｔ）システム。
【請求項１２】
　急性冠動脈症候群の少なくとも１つの症状の出現から１年以内に患者が重大な有害な心
臓血管事象を経験するリスクを判定する方法であって、
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　（ａ）前記患者から検測用サンプルを得るステップ；
　（ｂ）量子ドットまたは蛍光ベースのキレートアッセイを用いた、ＳＡＭ、ＳＡＨ、Ｈ
ＣｙおよびＣＲＰの含量を測定するステップ；
　（ｃ）前記４つのバイオマーカーの量をバイオマーカー参照標準と比較するステップで
、前記リスクが前記比較の結果によって評価されるステップ；
を含む方法。
【請求項１３】
　サンプル中のホモシステインを分析する方法で、
　（ｉ）該サンプルを、ＨＭＴ（ホモシステインメチルトランスフェラーゼ）およびＳ-
アデノシル-メチオニンと接触させて、ＳＡＨを産生するステップ；及び
　（ｉｉ）請求項９に記載のイムノクロマトグラフィー用ストリップを用いてＳＡＨを測
定するステップ；
を含む方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の方法による試料中のホモシステインの測定に使用する分析キットで
、
　（ｉ）前記ホモシステインをＳＡＨに変換するホモシステイン変換酵素；
　（ｉｉ）及びイムノクロマトグラフィー用ストリップ；
を含むキット。
【請求項１５】
　液体試料中のＳＡＭ、ＳＡＨおよびＨＣｙの存在を単独にまたは同時に検出および定量
するための、請求項９に記載の方法を利用した側方流動イムノアッセイ用ストリップで、
ＳＡＭ、ＳＡＨまたはＨＣｙとタンパク質のコンジュゲートを試験バンドにコーティング
された膜ストリップと、それらの抗体と結合した粒子と、を含むストリップ。
【請求項１６】
　臨床現場即時検査のための均質系免疫反応の定量測定する方法で、ユーロピウムで標識
された抗SAM、抗SAH、抗HCyおよびCRP抗体をその対応物と反応させる工程と、光パルスで
キレートの励起によるキレートの蛍光の強度および/または半減期を測定する工程と、前
記の光パルスから所定の時間が経過した後の蛍光の検出する工程とを含む方法。
【請求項１７】
　少なくとも１つの飲食相関病状を有する患者に応用するためのダイエットプログラムの
有効性を評価するための方法であって、
　（ａ）それぞれが少なくとも１つの飲食相関病状を有する複数の患者を選択するステッ
プ；
　（ｂ）前記患者において、その体重指数、およびメチル化指数、ＳＡＭレベル及びＳＡ
Ｈレベルから選択される少なくとも１つの、前記飲食相関病状を定量するためのインジケ
ータを測定し、ベースライン期間中に前記患者の各々について前記の少なくとも１つのイ
ンジケータを測定するステップ；
　（ｃ）前記ベースライン期間中に、前記患者の各々をモニタリングし、ベースラインの
クオリティ・オブ・ライフを判断するステップ；
　（ｄ）前記複数の患者を第１のグループと第２のグループの間にランダムに分割するス
テップ；
　（ｅ）介入期間中に、前記第１グループの前記患者の各々において、前記ダイエットプ
ログラムを実行するステップ；
　（ｆ）前記介入期間中に、前記第２群の前記患者の各々において、前記の少なくとも１
つの飲食相関病状に対して既知の有益な影響を与えるコントロール食事を維持するステッ
プ；
　（ｇ）前記介入期間の後に前記患者のそれぞれについて前記病状の各々の前記少なくと
も１つの指標をモニタリングするステップ；
を含む方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本出願は、合衆国法典第３５編（すなわち米国特許法）の第１１９条に基づいて、「Ｓ
-アデノシルメチオニン（ＳＡＭ）、Ｓ-アデノシルホモシステイン及びホモシステインを
迅速かつ簡単な測定のための免疫学的方法及び化学的方法の使用」という表題の２０１５
年５月２５日に出願された米国仮特許出願第６２／１６６０４４号の優先権を主張する。
この仮出願はその全体が参照することにより本書に援用される。
【０００２】
　本発明は、Ｓ-アデノシルメチオニン（ＳＡＭ）、Ｓ-アデノシルホモシステイン（ＳＡ
Ｈ）、およびＣ反応性タンパク質（ＣＲＰ）の免疫学測定における量子ドット、蛍光性ラ
ンタニド金属キレート錯体、及びコロイド状ミクロスフェアなどの蛍光材料の使用に関す
る。本発明はさらに、乾式ストリップでホモシステイン（ＨＣｙ）を測定するための光化
学的方法、及び二つの方法の組み合わせの使用に関する。本発明はさらに、迅速かつ便利
に報告するために同時に免疫蛍光および光化学色を読み取る蛍光-光学密度デバイスを用
いた、ＳＡＭ、ＳＡＨ及びＨＣｙの同時定量測定に関する。本発明はさらに、臨床試料の
アッセイに関する。
【０００３】
　本発明はまた、媒質、例えば液体、の中の分析物の存在または濃度を検出するためのイ
ンジケータ分子として有用な蛍光化合物、及びそのような検出を達成するための方法に関
する。特に、本発明は、蛍光ランタニド金属キレート錯体、及びそれらの、液体媒体、例
えば生物学的流体、または他の生物学的サンプルを含む媒体中におけるＳＡＭ、ＳＡＨ及
びＣＲＰなどの分析物の存在又は濃度を検出するための、インジケータ分子としての使用
に関する。
【０００４】
　本発明はさらに、冠状動脈性心臓病や脳卒中を予測するための、心血管危険因子分析物
の混合物を識別できるアッセイ系の開発に関する。本発明はまた、心臓ケア及び心臓予後
を判定するための、ＳＡＭおよびＳＡＨ、ＨＣＹ及びＣＲＰの測定に向けられている。本
発明はまた、インビトロ診断（ＩＶＤ）および臨床現場即時検査（ＰＯＣＴ）の分野にお
いて特に有用である。
【背景技術】
【０００５】
　生物学では、正確な同定、容易な検出及び顕微分析のために、蛍光物質で細胞またはウ
イルスなどの構造をマークすることが有意義である。伝統的に、有機色素フルオロフォア
が好まれる材料で、沢山の材料で修飾されることが可能で、既知の親和性および化学的性
質に基づいて広い範囲の生物学的構造に標的に結合することが可能である。標的生物材料
へ色素が結合した際に、所定の波長の活性化光が使用され、色素を励起し、その後、所用
の有機色素の特性により特有の特徴的な蛍光が放射される。しかし、従来の有機色素は、
生物学的材料を標識するために使用される場合、多くの制限がある。
【０００６】
　半導体蛍光ナノ結晶（「量子ドット」）は、ナノメートルサイズの半導体、発光結晶で
、形状が球形で、有機色素より優れた蛍光特性を有する。量子ドットは、通常、周期律表
のＩＩ-ＶＩ（例えば、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＣｄＳおよびＺｎＳｅ）またはＩＩＩ-Ｖ族
（例えば、ＩｎＰおよびＩｎＡｓ）元素で合成され、それらの物理的特性を修正、例えば
、表面官能化するために、複数の殻、層、または分子で被覆することが可能である。量子
ドットの生物学への導入が画期的に達成され、高い発光性の量子ドットは、表面改質技術
、例えば、シリカ／シロキサンコーティング、または二官能性リガンドの直接吸収などを
用いて、水溶化され、生体適合性にすることができることを示し、生物学において有用な
ツールとして現れた。量子ドットは、従来の蛍光タンパク質や有機色素よりも優位な応用
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と特長を備えた、新しい生物学的ラベルとして登場している。
【０００７】
　伝統的な有機色素の主な限界は、吸収および放出機能が極めて限定されている。第一の
欠点は、有機色素の放出ピークを変えることができないことである。異なる分子に対応す
る各色素はプリセットされた異なる発光波長または蛍光色を有し、これは天然で固定され
ている。第２の欠点は、有機色素の狭い吸収パターンであり、色素は、スペクトルの都合
のよい領域に必ずしも存在しない吸収ピークを示す傾向があり、様々な有機色素の励起が
困難で、高価である。第３の欠点は不均衡な吸収および発光ピークで、有機色素はその発
光および吸収ピークの形状において「肩」を生成する傾向があり、これは正確に作動する
ためにガウス型発光パターンを必要とする用途に大きな欠点である。さらなる欠点は安定
性である。有機色素の寿命は様々であるが、一般に他の標識機構と比べて低い。有機色素
の蛍光は個々の色素の分子の結合特性によって完全に制御される。最後に、有機色素分子
によって吸収された入射光は、電子を励起状態にし、そこでそれらは崩壊して光放射を放
出する。この放射は、そのタイプのすべての分子に固有の、色素分子のプリセットされた
励起状態に対応するため、変更することはできない。
【０００８】
　有機色素の発光範囲および可能な形態が非常に限られている一方、量子ドットは、可視
および赤外領域の任意の波長で光を放射するように作製することができ、液体溶液、色素
、塗料、エポキシ、およびゾル-ゲルを含む、ほぼ任意のところに挿入することができる
。さらに、量子ドットは、様々な表面リガンドに付着され、インビボまたはインビトロで
様々な生物体に挿入され得る。
【０００９】
　生物学的分子を量子ドットに共有結合させて、生体分子コンジュゲート（「バイオコン
ジュゲート」）または機能的量子ドットを作製する方法は、多数存在する。機能的量子ド
ットは標識、検出および画像応用において、特定の化学的または生物学的親和性に基づい
て、生物学的材料に量子ドットを結合させるために利用される。これらの方法は、水溶性
量子ドットに対して、様々な化学反応を応用し、いくつかの架橋剤分子を結合させて、一
次機能性生体材料の結合を可能にする。様々な材料の量子ドットへの付着を可能にするバ
イオコンジュゲート技術の他の例は、当業者に知られている。
【００１０】
　通常、バイオコンジュゲート方法は（１）生体機能的連鎖と、（２）静電引力と、（３
）疎水性引力と、（４）シラン処理と、（５）ナノビーズ連鎖とを含むメカニズムに分類
される。バイオコンジュゲート技術を使用する方法の例は、カルボキシル量子ドットの表
面のポリグリコール修飾、および結合効率および特異性を高めるための表面アミノ基負荷
の最適化である。別の例は、ペプチドでの、その末端のアミノまたはカルボキシル基を介
した量子ドットの修飾、または他の残基、小分子、タンパク質、または核酸、および当業
者に公知のその他の方法の利用である。より具体的には、抗体を量子ドットに結合させる
ために使用されるスキームは、よく知られている化学反応に基づいており、チオールとマ
レイミド基との迅速かつ効率的なカップリングを使いや、第一級アミン、アルコール、カ
ルボン酸、およびチオールなどの反応性基を用いて、抗体を量子ドットに連結させる。
【００１１】
　量子ドットは、標準的な有機色素よりも性能が著しく向上し、可視または赤外線の波長
で吸収または放射するように調整することができ、様々な形やメディアに加工され、色素
の欠点を完全に克服した。これらのユニークな能力は、量子ドットの非常に小さいサイズ
（典型的には直径１～１０ｎｍ）に由来する。小さなサイズおよびその蛍光との直接的な
関係によって、多種多様な変化および形状の柔軟性が可能となり、その下層にある発光ダ
イオード（ＬＥＤ）がどのような形状をとっても、蛍光体が適応できる。
【００１２】
　量子ドットに光が当たると、量子ドット特有の離散エネルギーバンドに遭遇する。量子
ドットバンドの離散化された性質は、価電子帯と伝導帯との間のエネルギー分離（バンド
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ギャップ）が、ただ１つの原子を加えるか、または減じることによって変更できることを
意味し、サイズに依存するバンドギャップが取れる。量子ドットのサイズを事前に決定す
ることで、自然に発生していなくても、顧客指定の色に放出された光子の波長が適切に固
定される。これは、量子ドットの特有な能力である。
【００１３】
　さらに、特定の希土類金属キレートは、ＵＶ光および異なる形態の可視光（例えば、紫
色または青色光）の照射により可視光を放出することも知られており、これはキレート化
カチオンによって特徴付けられた発光である。いくつかのランタニドイオン、例えばユー
ロピウム（Ｅｕ3+）、サマリウム（Ｓｍ3+）、テルビウム（Ｔｂ3+）、およびそれよりも
少ない程度のジスプロシウム（Ｄｙ3+）およびネオジム（Ｎｄ3+）は、特に励起エネルギ
ーを媒介する適切な有機リガンドにキレート化された場合、イオンによって特徴付けられ
た典型的な蛍光を示す。これらの化合物の蛍光特性--長いストークスシフト、狭い帯域タ
イプの発光線、および非常に長い蛍光寿命は、それらを蛍光イムノアッセイおよび時間分
解蛍光測定技術における魅力的な候補者にしている。
【００１４】
　これらの蛍光ランタニドキレートの主な輝線は、「過敏遷移」と呼ばれる遷移から形成
され、波長はＥｕ3+で約６１３-６１５ｎｍ、Ｔｂ3+で５４５（および４９０）ｎｍ、Ｓ
ｍ3+で５９０および６４３ｎｍ、Ｄｙ3+で５７３ｎｍである。放射は、典型的には有機配
位子の特徴的な波長でキレートにより吸収され、配位子から中心金属イオンへ分子内エネ
ルギー移動するため、金属イオンの特徴的なスペクトル線として放出される。有機配位子
はエネルギーを吸収し、その一重項基底状態Ｓ0から第１の一重項励起状態Ｓ1の振動多重
層のいずれか１つに上昇または励起され、ここでその余分な振動エネルギーが急速に失う
。この時点では２つの可能性がある。一つは、Ｓ1→Ｓ0遷移による緩和（リガンド蛍光）
で、もう一つは、三重項状態Ｔ1の１つへの項間交差である。
【００１５】
　蛍光ユーロピウムキレートは、大きなストークスシフト（～２９０ｎｍ）を示し、励起
スペクトルと発光スペクトルとの間に重なりがなく、６１５ｎｍで非常に狭い（１０ｎｍ
帯域幅）発光スペクトルを有することが知られている。さらに、キレートの長い蛍光寿命
（従来の蛍光体でナノ秒の測定可能な寿命の代わりにマイクロ秒で測定可能）は、ノイズ
および他の短い蛍光寿命のノイズを除去するために役立つ。従って、長い蛍光寿命は、マ
イクロ秒時間分解蛍光測定へのキレートの使用を可能にし、観察されたバックグラウンド
シグナルをさらに減少させる。ユーロピウムキレートを使用するさらなる利点には、ユー
ロピウムキレートが酸素によってクエンチされないことを含む。
【００１６】
　特異的結合アッセイにおいて、一般的に測定される検体のレベルが低いため、感度が最
も重要である。ラジオイムノアッセイの感度は、アッセイを１０-12Ｍ（以上）の濃度の
測定に限定し、より頻繁には１０-8-１０-10Ｍの範囲のみに限定する。さらに、放射性標
識は、短い半減期および取り扱いハザードの欠点を有する。
【００１７】
　蛍光分光法では、ある蛍光種を含む試料分析対象は、標的蛍光種の励起スペクトル範囲
内の既知のスペクトル分布を有する光で照射する。得られた、蛍光標的分子の特徴的な発
光スペクトルの強度が測定され、それを標的分子の数量と関連する。
【００１８】
　蛍光アッセイの感度は、理論的には非常に高いものの、バックグラウンド蛍光の存在に
よって制限される。バックグラウンド信号レベルは、サンプル中だけでなく、サンプルを
含む物質中の競合性蛍光物質からも増強される。これは、生物学的液体に見られるような
低濃度の目標の標的蛍光分子を含む試料に結合した蛍光種の定量的測定において、特に重
大な問題である。多くの状況において、所望の感度を得るために（適切なろ過および当技
術分野で公知の他の技術により）バックグラウンドを十分に低減することは不可能である
。
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【００１９】
　時間分解法は、非特異的バックグラウンド蛍光から目的の特異的蛍光シグナルを単離す
る独立した手段を提供する。標識がバックグラウンドよりも長寿命の蛍光を有し、且つ断
続的な光源によって照射され、長寿命の標識は短寿命のバックグラウンドが崩壊した後の
暗い期間中に測定できれば、時間分解法は可能になる。
【００２０】
　特定の蛍光分子は、目的な検体を検出するためのタグとして一般に使用されている。有
機蛍光色素は、典型的にこの文脈において使用される。しかし、このような色素の使用に
対する化学的および物理的制限がある。これらの制限の１つは、異なる色の色素の励起波
長のばらつきである。結果として、異なる励起波長を有する２つ以上の蛍光タグの同時使
用は、複数の励起光源を必要とする。
【００２１】
　有機色素の一つの欠点は、励起光への長時間および／または反復曝露時の蛍光強度の低
下である。フォトブリーチング（光退色）と呼ばれるこの退色は、励起光の強度および照
明の持続時間に依存する。さらに、色素から非蛍光物質への変化は不可逆的である。さら
に、色素の分解生成物は、有機化合物で、検討される生物学的プロセスを妨害する可能性
がある。
【００２２】
　さらに、ある色素から別の色素へのスペクトルの重なりが存在する。これは、部分的に
、有機色素の比較的広い発光スペクトル、およびテーリング領域付近のスペクトルの重な
りによるものである。大きなストークスシフト（吸収および発光の最大値の間隔として定
義される）と、高い蛍光出力との組合せを有する低分子量色素は数少ない。さらに、低分
子量色素は十分な明るい蛍光シグナルを提供しないため、いくつかの用途では実用的では
ない可能性がある。
【００２３】
　さらに、標準的な有機蛍光色素の化学的性質の相違は、蛍光標識の様々な用途に使用さ
れる各色素に異なる化学反応が関与し得るために、複数の平行アッセイを非実用的にする
。
【００２４】
　したがって、アッセイ技術において、以下の特徴を有する標識への持続的需要が存在す
る：（ｉ）高い蛍光強度（少量での検出のために）、（ｉｉ）吸収周波数と放出周波数と
の間の十分な分離、（ｉｉｉ）良好な溶解性、（ｉｖ）他の分子と容易に結合する能力、
（ｖ）厳しい条件および高温に対する安定性、（ｖｉ）多色の容易なデコンボリューショ
ンのために、対称でほぼガウス状の放出線形状、および（ｖｉｉ）自動分析との適合性。
現在のところ、従来の蛍光標識のいずれも、これらの要件の全てを満たすものではない。
【００２５】
　機能的な量子ドット生体結合体からの蛍光発光は、試料中の標的基質の存在または非存
在を検出するために使用されてきたが、ＳＡＭおよびＳＡＨを測定するための迅速かつ効
果的な方法および装置は現在のところ存在しない。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１は、本発明の側方流動イムノクロマトグラフィー試験ストリップの２つの実
施態様を示す。
【図２】図２は、本発明の実施例１のＳＡＭ蛍光イムノクロマトグラフィー試験ストリッ
プの標準曲線を示す。
【図３】図３は、実施例２のＳＡＨ蛍光イムノクロマトグラフィー試験ストリップの標準
曲線を示す。
【図４】図４は、実施例４のＣＲＰ蛍光免疫クロマトグラフィーストリップの標準曲線を
示す。
【図５】図５は、４．５μｇ／ｍＬのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７コンジュゲートし
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た抗ＳＡＭ１１８-６抗体（Ｃａｔ＃ＭＡＦ００２０１、Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
ｅｍｓ、ＶＡ）で二重染色した細胞のフローサイトメトリー（ＦＣＭ）の結果を示す。
【図６】図６は、４５μｇ／ｍＬのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８コンジュゲートした
抗ＳＡＨ抗体３０１-３（Ｃａｔ＃ＭＡＦ００３０１、Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ、ＶＡ）で二重染色した細胞のＦＣＭの結果を示す。
【図７】図７は、４０時間培養した後、本発明の同様な蛍光標識した抗ＳＡＭおよび抗Ｓ
ＡＨ抗体で染色したＬ０２およびＨｅｐＧ２細胞のレーザースキャン共焦点顕微鏡（ＬＳ
ＣＭ）の結果を示す。
【図８】図８は、ＴＲ-ＦＲＥＴ技術の２つのフォーマットにおいて、本発明に記載の生
体コンジュゲートを用いてＳＡＭおよびＳＡＨを定量的に測定する方法を示す簡単な図解
である。
【００２７】
［発明の概要］
　本発明は、抗ＳＡＭ、抗ＳＡＨ、抗ＨＣｙおよび抗ＣＲＰ抗体からなる群より選択され
る抗体を付着させた量子ドットを提供する。
【００２８】
　本発明はまた、抗ＳＡＭ、抗ＳＡＨ、抗ＨＣｙおよび抗ＣＲＰ抗体に共有結合された量
子ドットを含むイムノクロマト法ストリップを提供する。
【００２９】
　本発明はまた、ある代謝経路において密接に関連する３つの生体分子を同時に測定する
ための量子ドットに基づくイムノアッセイ法と化学的方法との併用に関する。
【００３０】
　本発明はまた、患者の急性冠動脈症候群の少なくとも１つの症状の発生から１年以内に
重大な有害心臓事象を経験するリスクを判定する方法であって、（ａ）前記患者から試験
試料を得るステップと、（ｂ）量子ドットに基づくアッセイを使用して、ＳＡＭ、ＳＡＨ
、ＨＣｙおよび場合によりＣ反応性タンパク質の量を測定するステップと、（ｃ）前記試
験サンプル中のＭＩを計算するステップと、（ｃ）前記４つのバイオマーカーの量をバイ
オマーカー参照標準と比較し、前記リスクは前記比較の結果によって判定されるステップ
と、を含む方法である。
【００３１】
　本発明はさらに、（ｉ）前記サンプルを、ＳＡＨを産生するホモシステイン変換酵素と
接触させるステップと、（ｉｉ）イムノクロマト法ストリップを用いてＳＡＨを測定する
ステップとを含む、サンプル中のホモシステインを分析する方法を提供する。
【００３２】
　本発明はまた、そのテスト線にＳＡＭまたはＳＡＨ-タンパク質コンジュゲートでコー
ティングされた膜ストリップと、それらの抗体とコンジュゲートされた粒子とを含む、流
体試料中のＳＡＭおよびＳＡＨの存在を単独または同時に検出および定量するための側方
流動イムノアッセイ用試験ストリップを提供する。
【００３３】
　本発明はまた、抗ＳＡＭ、抗ＳＡＨ、および抗ＣＲＰ抗体からなる群から選択される抗
体にコンジュゲートされた蛍光ランタニドキレート、及びイムノクロマトストリップを作
製する際のコンジュゲートの使用に関する。
【００３４】
　本発明はさらに、（ａ）固体支持体上にＳＡＭおよびＳＡＨを含有するかまたは含有す
る疑いのある試料を提供するステップと、（ｂ）該試料を半導体ナノ結晶と抗ＳＡＭ抗体
および抗ＳＡＨ抗体のコンジュゲートとを、前記コンジュゲートと前記ＳＡＭおよびＳＡ
Ｈとの複合体の形成を可能にする条件下で、組み合わせるステップと、（ｃ）全ての非結
合コンジュゲートを除去するステップと、（ｄ）複合体中の半導体ナノ結晶によって媒介
されるスペクトル放射をモニタリングすることにより、複合体の存在を検出する、（発光
はサンプル中のＳＡＭおよびＳＡＨの存在および量を示す）ステップと、を含む、試料中
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のＳＡＭおよびＳＡＨを検出および定量する方法を提供する。
【００３５】
　本発明はさらに、うつ病、変形性関節症、肝臓および胆嚢疾患からなる群から選択され
る疾患に罹患した患者におけるＳＡＭのレベルの測定およびモニタリングのためのＳＡＭ
免疫クロマトグラフィーストリップの使用、およびついでにＳ-アデノシルメチオニンを
投与する治療案の提出に関する。
【００３６】
　本発明はまた、少なくとも１つの食事相関病状を有する患者に投与するダイエットプロ
グラムの有効性を判断するための方法を提供する。前記方法は、（ａ）それぞれが少なく
とも１つの食事相関病状を有する複数の患者を選択するステップと、（ｂ）前記患者にお
いて体重指数、および前記食事相関病状のそれぞれについて、メチル化指数およびＳＡＭ
レベルから選択された少なくとも１つの他の定量可能な指標を同定し、ベースライン期間
中に前記患者のそれぞれについて前記少なくとも１つの指標を測定するステップと、（ｃ
）前記ベースライン期間中に前記患者のそれぞれをモニタリングして、ベースラインのク
オリティ・オブ・ライフを判定するステップと、（ｄ）前記複数の患者を第１グループと
第２グループとの間でランダムに分割するステップと、（ｅ）介入期間中に前記第１グル
ープの前記患者のそれぞれに前記ダイエットプログラムを投与するステップと、（ｆ）前
記介入期間中に前記第２群の前記患者の各々を前記少なくとも１つの食事相関病状に既知
の有益な効果を有する対照食事で維持するステップと、（ｇ）前記介入期間の後に前記患
者のそれぞれについて前記病状の各々の前記少なくとも１つの指標をモニタリングするス
テップと、を含む。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
　本発明において、用語「半導体ナノ結晶」と「量子ドット」は、本明細書では互換的に
使用され、約１ｎｍ～約１０００ｎｍの直径またはその間の任意の整数または分数、好ま
しくは約２ｎｍから約５０ｎｍ、より好ましくは約２ｎｍから約２０ｎｍ（例えば、約２
，３，４，５，６，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１４，１５，１６，１７，１
８，１９、または２０ｎｍ）である。半導体ナノ結晶は、励起時に電磁放射を放出するこ
とができ（すなわち、半導体ナノ結晶は発光性である）、１つ以上の第１の半導体材料の
「コア」を含み、第２の半導体材料の「シェル」によって取り囲まれ得る。半導体シェル
によって囲まれた半導体ナノ結晶コアは、「コア／シェル」半導体ナノ結晶と呼ばれる。
周囲の「シェル」材料は、好ましくは、コア材料のバンドギャップエネルギーよりも大き
なバンドギャップエネルギーを有し、「コア」材料の原子間隔に近い原子間隔を有するよ
うに選択することができる。コア及び／又はシェルは、ＩＩ-ＶＩ族（ＺｎＳ、ＺｎＳｅ
、ＺｎＴｅ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＭｇＳ、Ｍｇ
Ｓｅ、ＭｇＴｅ　ＳｒＳ、ＳｒＳｅ、ＳｒＴｅ、ＢａＳ、ＢａＳｅ、ＢａＴｅなど）、Ｉ
ＩＩ-Ｖ族（ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＩｎＮ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳ
ｂなど）、ＩＶ族（Ｇｅ、Ｓｉなど）、およびこれらの合金または混合物を含み、ただし
前記範囲内に限定しない半導体材料であり得る。
【００３８】
　半導体ナノ結晶は、場合によっては、有機キャッピング剤の「コート」によって取り囲
まれている。有機キャッピング剤は、半導体ナノ結晶表面に対して親和性を有する、任意
の数の材料であり得る。一般に、キャッピング剤は、単離された有機分子、ポリマー（ま
たは重合反応するモノマー）、無機錯体、および拡張結晶構造であり得る。コートは、溶
解性（例えば、被覆された半導体ナノ結晶を選択された溶媒に均一に分散させる能力）、
機能性、結合特性などを付与するために使用される。さらに、このコートは、半導体ナノ
結晶の光学特性を調整するために使用することができる。キャップされた半導体ナノ結晶
の製造方法は、以下でさらに議論される。
【００３９】
　本明細書で使用される用語「抗体」は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、お
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よびハイブリッド（キメラ）抗体、ならびにこのような分子から得られた、親抗体分子の
特異的結合特性を持つ、任意の機能的フラグメントを含む。
【００４０】
　本明細書で使用される用語「モノクローナル抗体」は、均質な抗体集団を有する抗体組
成物を指す。この用語は、抗体の種または供給源に限定されず、抗体の作製方法によって
も制限されない。したがって、この用語は、マウスハイブリドーマから得られた抗体、な
らびにヒトを用いて得られたヒトモノクローナル抗体を包含する。
【００４１】
　半導体ナノ結晶が特異的結合分子に化学的に結合しているか、または連結されている場
合、半導体ナノ結晶が、特異的結合分子または結合対のメンバーに「リンク」または「コ
ンジュゲート」または「連結」していると表す。このように、これらの用語は、半導体ナ
ノ結晶が、特異的結合分子に直接結合するか、またはリンカー基を介して、例えば以下に
記載される化学的リンカーを介して結合され得ることを意図する。これらの用語は、例え
ば、共有結合化学結合、ファンデルワールスまたは疎水性相互作用などの物理的力、封入
、包埋などによって物理的に連結されているアイテムを示す。本発明の範囲を限定しない
が、一つの例として、ナノ結晶は、細胞、タンパク質、核酸、細胞内小器官および他の亜
細胞成分などの生物学的化合物と物理的に相互作用することができる分子に結合され得る
。例えば、ナノ結晶は、タンパク質、アビジンおよびストレプトアビジンに結合できる、
ビオチンと、連結することができる。
【００４２】
　本明細書中で使用される場合、「生物学的試料」は、単離された細胞、組織または液体
の試料を意味し、例えば、血漿、血清、脊髄液、精液、リンパ液；皮膚、呼吸器、腸、お
よび尿生殖路の摘出部分；涙、唾液、乳液、血液細胞、腫瘍、臓器、およびインビトロ細
胞培養物からのサンプル（例えば、細胞培養培地中の細胞の増殖から生じる馴化培地、推
定上ウイルス感染した細胞、組換え細胞および細胞成分）を含むが、これに限定されるも
のではない。
【００４３】
　「小分子」は、実験室で合成されたか、自然界に見出された有機または無機化合物を含
むものと定義される。典型的には、小分子は、いくつかの炭素-炭素結合を含み、１５０
０グラム／モル未満の分子量を有することを特徴とする。
【００４４】
　その最も広い態様において、本発明は、Ｓ-アデノシルメチオニン、Ｓ-アデノシルホモ
システインおよびホモシステインおよびＣ-反応性タンパクに関連する生物学的状態また
は事象に関する情報を提供することができる組成物を提供する。その組成物は、実施例を
通じて、上記分子の存在または量を検出することができる。
【００４５】
　この組成物は、半導体ナノ結晶の粒子サイズ、サイズ分布および組成の選択によって所
望のエネルギーに調整することが可能な特徴的スペクトルの放射を有する、蛍光半導体ナ
ノ結晶（量子ドットとしても知られている）からなる。組成物は、ある化合物、すなわち
、生物学的標的に対する親和性を有する、半導体ナノ結晶に連結した抗ＳＡＭまたは抗Ｓ
ＡＨ抗体をさらに含む。組成物は、その化合物の標的との親和性により、生物学的標的と
相互作用するか、連結する。連結の位置および性質は、半導体ナノ結晶の発光をモニタリ
ングすることによって検出できる。
【００４６】
　操作において、組成物が生物学的標的を含む環境に導入され、組成物が標的と連結する
。組成物：標的複合体は、例えば複合体に励起光源を照射することにより、分光学的に見
ること、または検出することができる。半導体ナノ結晶は、例えば分光学的に観察および
測定することができる特徴的な発光スペクトルを放出する。
【００４７】
　本発明の組成物の利点として、半導体ナノ結晶集団の発光スペクトルは、サンプル集団
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のサイズ分布の異質性に依存する２５～３０ｎｍの狭い線幅、および対称の、ガウスまた
はほぼガウス型の、テーリング領域が存在しない線形を有する。可調性、狭い線幅および
テーリング領域のない、対称な発光スペクトルの組み合わせは、複数サイズが有するナノ
結晶（例えば、あるシステム内の複数の、異なるサイズ分布を有する単分散半導体ナノ結
晶の集団）の高分解能を提供し、研究者が様々な生物学的基（例えばナノ結晶で標識され
た標的分析物）を同時に検測することを可能にする。
【００４８】
　さらに、ナノ結晶の励起波長の範囲は広く、そのエネルギーがすべての利用可能な半導
体ナノ結晶の発光波長より高いことが可能である。結果として、これは、（通常はスペク
トルの紫外または青色領域にある）単一の光源がシステム中にある全ての異なる発光スペ
クトルを有する半導体ナノ結晶の集団を同時に励起することを可能にする。半導体ナノ結
晶はまた、従来の有機蛍光色素よりも堅牢であり、有機色素よりも光退色に対して耐性が
ある。ナノ結晶の堅牢性はまた、検査されるシステムにおける有機色素の分解生成物の汚
染問題を緩和する。したがって、本発明は、生物学的分子並びにそれらの相互作用を検出
するための比類なく有益なタグを提供する。
【００４９】
　ある好ましい実施形態において、組成物は、生物学的化合物と物理的に相互作用できる
分子と連結された半導体ナノ結晶を含む。本発明の範囲を限定しないが、分子には、タン
パク質、核酸、細胞、細胞小器官、および他の生体分子に結合することができるものが含
まれる。本発明の組成物に使用される化合物は、好ましくは生物学的標的に対する親和性
を有する。いくつかの好ましい実施形態では、化合物は生物学的標的に対する特異的親和
性を有する。親和性は、化合物の任意の固有特性（例えば、生物学的標的への化合物のフ
ァンデルワールス引力、親水性引力、イオン性、共有結合性、静電性または磁気性引力）
に基づくことができる。本明細書で使用する「生物学的標的」は、生物学的機能に関連す
る任意の基、化合物、細胞または細胞内成分を意味する。生物学的標的は、タンパク質、
核酸、細胞、細胞小器官、および他の生物学的成分を含むが、これらに限定されない。
【００５０】
　半導体ナノ結晶を使用することで複数のターゲットを検出できる能力は、彼らのユニー
クな特性から生まれたものである。半導体ナノ結晶は、バルク励起子ボーア半径よりも小
さい半径を有し、物質の分子形態とバルク形態の中間的なの物質系を構成する。結晶子サ
イズの減少に伴って、電子および正孔両方の３次元における量子閉じ込めは、材料の実効
バンドギャップを増加させる。その結果、半導体ナノ結晶の光吸収と発射の両方が青色（
より高いエネルギー）へシフトする。
【００５１】
　量子ドットの光学的性質は、主にそれらの物理的サイズおよび化学特性によって決まる
。典型的には、スペクトル上の可視光および赤外線部分以内の波長を有する電磁放射線は
、量子ドットを励起するだろう。量子ドットの吸収スペクトルは、一連の重なり合うピー
クとして現れ、波長が短くればなるほど大きくなる。各ピークは、量子ドット内の離散的
、電子-正孔エネルギー状態（励起子）の間のエネルギー遷移に対応する。量子ドットの
大きさはそのエネルギー状態の差と反比例する。したがって、より大きな量子ドットのエ
ネルギー状態の差は、より小さな量子ドットのエネルギー状態の差より小さい。本発明の
量子ドットのサイズは、２～１０ｎｍである。
【００５２】
　量子ドットのエネルギー状態の差が小さくなればなるほど、「より赤い」（またはより
長い波長）の電磁放射（例えば、光）を放出する。したがって、励起されると、より大き
い量子ドットは、より小さな量子ドットよりも「より赤い」の光を放射し、より小さな量
子ドットはより青い光を放出する。これらの現象の結果として、量子ドットによって放射
される電磁放射の波長は、量子ドットが合成されるべき材料および量子ドットが合成され
るべきサイズを選択することによって調整され得る。励起されると、既知の量子ドットは
、約４９０ｎｍ（青色）～約７０５ｎｍ（赤色）の波長を有する電磁放射（例えば、光）
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を放出することができる。
【００５３】
　量子ドットは高い量子収率を有し、光退色に抵抗する。したがってそれらの使用は、非
常に高感度の蛍光生物学的アッセイを提供する。異なるタイプの量子ドットは、電磁波の
異なる波長範囲で曝されると励起される。現在入手可能な量子ドットは、約３００ｎｍほ
どの短い波長から約２，３００ｎｍほどの長い波長までの電磁波によって励起され得る。
【００５４】
　現在、好ましくは、試薬溶液中のマーカーは、そのストークスシフトが約５０ｎｍ以上
（例えば、マーカーの約６５８ｎｍの励起波長と約７０３ｎｍの発光波長との差）、また
は約１００ｎｍ以上でさえも可（例えば、約４０５ｎｍで励起された量子ドットが、約５
３０ｎｍの波長で光を放出することが可能である）。
【００５５】
　一次光源に曝されると、各半導体ナノ結晶分布は、１２ｎｍから６０ｎｍの狭い線幅の
、且つ対称な、ほぼガウス型の線の形態を有するエネルギーを放出することができるので
、特定の半導体ナノ結晶を容易に識別する方法である。線幅は、各調製物中の半導体ナノ
結晶のサイズ不均一性、すなわち単分散性に依存することに注意すべきである。さらに、
３５ｎｍ～６０ｎｍ範囲の、より大きな線幅を有する半導体ナノ結晶分布は容易に作製す
ることができ、より狭い線幅を有する半導体ナノ結晶と同様な物理的特性を有する。
【００５６】
　本発明は、特異的結合分子または親和性分子と連結した半導体ナノ結晶を含む組成物を
使用して、生物学的および化学的化合物の存在および／または量を検出したり、生体系に
おける相互作用を検出したり、生物学的プロセスを検出したり、生物学的プロセスの変化
を検出したり、または生物学的化合物の構造の変化を検出することができる。限定はしな
いが、半導体ナノ結晶コンジュゲートは、生物学的プロセスまたは反応を検出するために
、並びに生物学的分子またはプロセスを変化させるために、生物学的標的と相互作用する
ことができる、半導体ナノ結晶に連結された、任意の分子または分子複合体を含む。好ま
しくは、分子または分子複合体またはコンジュゲートは、生物学的化合物と物理的に相互
作用する。好ましくは、相互作用は特異的である。相互作用は、共有結合性、非共有結合
性、疎水性、親水性、静電性、ファンデルワールス、または磁性であり得るが、これらに
限定されない。好ましくは、これらの分子は、小分子、タンパク質、または核酸またはそ
れらの組み合わせである。
【００５７】
　半導体ナノ結晶コンジュゲートは、当技術分野で公知の技術を用いて作製することがで
きる。例えば、半導体ナノ結晶の製造に一般的に使用されるモエイティおよび他のモエイ
ティは、容易にカルボン酸、アミン、アルデヒドおよびスチレンなどを含む他の官能基と
置換され得る。当業者は、特定の置換反応の成功に関連する因子には、置換基の濃度、温
度および反応性が含まれることを理解するであろう。したがって、本発明の目的のため、
特定用途のための変わった機能性を有するナノ結晶を提供するため、既存の官能基と置換
することができる任意の官能基成分を利用することができる。
【００５８】
　一般的な置換反応を利用して半導体ナノ結晶の表面の官能を選択的に修飾する能力は、
特定の用途のための官能化を可能にする。例えば、生物学的化合物の検出は水性媒体中で
行うのが最も好ましいため、本発明の一つの好ましい実施形態は、水に可溶化された半導
体ナノ結晶を利用する。水溶性半導体ナノ結晶の場合、外層は、粒子の表面に結合する少
なくとも１つの連結モエイティを有し、少なくとも１つの親水性モエイティで終結する、
化合物を含む。連結モエイティと親水性モエイティの間は、領域を横切り、電荷移動を十
分に防止する疎水性領域がある。疎水性領域はまた、ナノ結晶に「疑似疎水性」環境を提
供し、それを水性環境から保護する。親水性モエイティは、極性基または（正または負の
）荷電基であり得る。基の極性または電荷は、半導体ナノ結晶の安定な溶液または懸濁液
を提供するための、水との必要な親水性相互作用を提供する。例示的な親水基としては、
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水酸化物（--ＯＨ）、アミン、ポリエーテル（例えばポリエチレングリコール）などの極
性基、並びにカルボキシレート（--ＣＯ2-）、スルホネート（ＳＯ3-）、ホスフェート（
--ＰＯ4

2-および--ＰＯ3
2-）、硝酸塩、アンモニウム塩（-ＮＨ4

+）などの荷電基が挙げ
られる。水可溶化層は、オーバーコーティング層の外面にある。
【００５９】
　置換反応を利用して、半導体ナノ結晶を修飾して、特定の有機溶媒への溶解性を改善す
ることができる。例えば、半導体ナノ結晶をピリジンのような特定の溶媒または液体と連
結させることが望ましい場合、溶媒和を保証するためにピリジンまたはピリジン様なモエ
イティで表面を特異的に修飾することができる。
【００６０】
　半導体結晶を特定のカップリング反応に対する活性化するためにも、表面層を置換反応
で修飾できる。例えば、カルボン酸モエイティを含む基で特定のモエイティを置換するこ
とが、修飾された半導体ナノ結晶とアミンを含むモエイティ（通常は固体支持体上にある
）との反応を可能にし、アミド結合が得られる。また、他の修飾を行うこともできる。こ
れで半導体ナノ結晶がほぼすべての固体支持体と連結することができる。本発明の固体支
持体は、合成シーケンス、スクリーニング、イムノアッセイなどの進行中、化合物が付着
された不溶性物質として定義される。固体支持体の使用は、ライブラリーの合成に対して
特に有利である。その理由は、支持体に結合した反応生成物の単離は、試薬を支持体結合
物から洗い流すことで簡単に達成される。したがって、過剰の試薬の使用により反応を徹
底的に完了させることができる。
【００６１】
　固体支持体は、硬質または半硬質表面を有する、不溶性基質である任意の材料であり得
る。典型的な固体支持体には、ペレット、ディスク、キャピラリー、中空繊維、針、ピン
、固体繊維、セルロースビーズ、多孔質ガラスビーズ、シリカゲル、（場合によりジビニ
ルベンゼンで架橋された）ポリスチレンビーズ、グラフト化コポリビーズ、ポリアクリル
アミドビーズ、ラテックスビーズ、（場合によりＮ-Ｎ'-ビス-アクリロイルエチレンジア
ミンで架橋された）ジメチルアクリルアミドビーズ、および疎水性ポリマーで被覆された
ガラス粒子が挙げられるが、それらに限定されない。
【００６２】
　例えば、本発明の半導体ナノ結晶は、容易に官能化され、スチレンまたはアクリレート
基を産生することができる。これで、半導体ナノ結晶をポリスチレン、ポリアクリレート
または他のポリマー、例えばポリイミド、ポリアクリルアミド、ポリエチレン、ポリビニ
ル、ポリジアセチレン、ポリフェニレン-ビニレン、ポリペプチド、多糖、ポリスルホン
、ポリピロール、ポリイミダゾール、ポリチオフェン、ポリエーテル、エポキシ、シリカ
ガラス、シリカゲル、シロキサン、ポリホスフェート、ヒドロゲル、アガロース、セルロ
ース、などへ組み込むことが可能になる。
【００６３】
　本発明のテストストリップは、図１に示すような構成を有する。図１の実施例Ａを参照
すると、エレメント１は、ＰＶＣプレートで、抗体用のサンプルパッド２とコンジュゲー
ト層３を組み込まれている。試験装置はさらに、（典型的には紙である）吸収ゾーン６と
、（コントロールバンド５およびテストバンド７を有する）ニトロセルロース膜４を含む
。
【００６４】
　図１の実施例Ｂでは、その構造は試験装置Ａと類似であるが、ＳＡＭまたはＳ-アデノ
シルホモシステインのためのもう一つのテストバンド８を含む。
【００６５】
　図１の実施例Ａのテストストリップは、１つのテストバンドと１つのコントロールバン
ドとを含む。図１の実施例Ｂのテストストリップは、それぞれＳＡＭ用およびＳＡＨ用の
２つのテストバンドを含む（すなわち、メチル化インデックス（ＭＩ）ストリップ）。図
１の図は、各部品の組み立て方（側面図）を示している。液体サンプルをサンプルパッド
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の左側から塗布し、サンプルはすぐ図１に示すようにサンプルの流れ方向に移動する。そ
の結果はストリップへのサンプル適用後約１５分で読める。
【００６６】
　図１のストリップの多数の変形が可能である。しかし、イムノクロマトストリップの基
本的な構成は以下のようであり、そのストリップの各部品のいくつかが必須ではなく、試
験の必要性に応じて使用される。
【００６７】
　以下に、本発明によるアッセイ装置の一部を形成する特定の部品について説明する。部
品は、意図されるアッセイ形式および実施されるアッセイの種類に応じて、様々な配置に
配置することができるが、一般に、ここで定義された部品の特性は、ある配置と別の配置
との間で変化しない。本明細書で使用される場合、記載される部品は、本発明によるアッ
セイ装置の目的達成のために任意の適切な物理的形態であり得る。例えば、膜、パッド、
ストリップ、またはその他の物理的形態。
【００６８】
Ａ．クロマトグラフィーストリップ
　本発明によるアッセイ装置で使用されるように、クロマトグラフィーストリップは、高
いタンパク質結合能力を有し、側方流動アッセイを支持する任意の適切な材料から構成す
ることができる。典型的には、クロマトグラフィーストリップは親水性部品であり、タン
パク質結合は非共有結合によるものである。出願人はこの理論に拘束されるつもりはない
が、現有のタンパク質のニトロセルロースへの結合理論は、最初の相互作用が静電的であ
るが、その後の疎水性相互作用および水素結合が結合をかなり強化すると述べている。ク
ロマトグラフィー材料の例は、一般に使用されるニトロセルロース部品であり、それはす
でに親水性になるように処理された。クロマトグラフィー部品のもう一つの例は、融合さ
れたポリマー（例えば、ポリエチレン）の粒子から作製したものである。クロマトグラフ
ィーストリップは、結果を読み取るために使用される機器または装置に適した、または肉
眼的に読み取るために適した、任意のサイズである。
【００６９】
　クロマトグラフィーストリップの上に抗原または抗体が塗布された時、その多孔性によ
り、タンパク質溶液はニトロセルロース部品の深さ全体に分布する。タンパク質は細孔の
表面に結合する。適用方法および結合の物理学的性質により、クロマトグラフィーストリ
ップ上に抗原または抗体をコーティングするために使用される溶液によって湿潤された他
の領域と比較して、より多くのタンパク質が線の上部および中心部に結合される。
【００７０】
　本発明によるアッセイ装置で使用されるクロマトグラフィーストリップは、以下にさら
に記載される、捕捉バンドを含む。クロマトグラフィーストリップはまた、典型的には、
以下にさらに記載される、１つ以上のコントロールバンドを含む。
【００７１】
　本発明のクロマトグラフィーストリップは、検体を捕捉するための少なくとも１つの捕
捉バンドと、少なくとも１つのコントロールバンドと、場合により第２のコントロールバ
ンドとを含む。カセットと組み合わせて使用する場合、キャプチャバンド、およびコント
ロールバンドは、テストウィンドウを通して見ることができる。捕捉バンドは、試料に分
析物が存在する場合、その中の分析物を捕捉できる物質を含む。例えば、ラテラルフロー
アッセイが生物学的サンプル中のＳＡＭを測定することを意図する場合、捕捉バンドは、
クロマトグラフィーストリップ上に固定化された抗ＳＡＭ抗体を含む。捕捉された検体を
検出するために、クロマトグラフストリップの第２の端部には、コンジュゲートまたは検
出可能な薬剤をさらに含む。
【００７２】
Ｂ．サンプルフィルター
　本発明によるアッセイ装置は、サンプルフィルター（場合によっては２つのサンプルフ
ィルター）を使用することができる。サンプルフィルターまたはサンプルフィルターらの
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位置は変動可能であるが、サンプルの流体がサンプルフィルターの上に添加されたとき、
それはサンプルフィルターからクロマトグラフィーストリップに直接的または間接的に流
れるように、サンプルフィルターを配置する。サンプルフィルターは、一つの代替案は疎
水性部品で、又は代替的に親水性部品で、または側方流動アッセイにおいてサンプル適用
のために典型的に使用されたような、合成複合体であり得る。そのようなサンプルフィル
ターの例として、疎水性フィルター（例えばガラス繊維フィルター）、および親水性フィ
ルター（例えばセルロース）が含まれるが、これらに限定されない。
【００７３】
Ｃ．サンプルパッド
　いくつかの用途では、特に、サンプルが細胞または他の大きな粒子の除去を必要としな
い場合、サンプルパッドがサンプルフィルターに取って代わることができる。「サンプル
パッド」という用語は、サンプルを受け取るために使用することができる疎水性部品を指
す。
【００７４】
Ｄ．コンジュゲートパッド
　「コンジュゲートパッド」という用語は、本発明によるアッセイ装置の多くの実施形態
で使用される部品を説明するために使用される。コンジュゲートパッドは、ガラス繊維の
ような疎水性材料で構成され、サンプル中の検体またはクロマトグラフィーストリップ上
の捕捉バンドに捕捉された検体と反応できるコンジュゲートまたは検出可能な薬剤を含む
。検出可能な薬剤は、例えば、有色材料、蛍光材料、または化学発光材料、または量子ド
ットのような検出可能な材料にコンジュゲートされた、分析物に特異的な抗体または抗原
を含む。有色材料の一つの例は、金コロイドである。本明細書のコンジュゲートパッドは
、記載されたパラメータのクロマトグラフストリップに適したサイズである。コンジュゲ
ートパッドは、トレハロースおよびカゼインを含有する緩衝液でプレブロックすることが
できるが、他の緩衝液をプレブロッキングのために使用することもできる。コンジュゲー
トパッドの使用は、本発明によるアッセイ装置の全ての実施形態において必ずしも必要で
はない。いくつかの選択肢では、コンジュゲートパッドを省略し、コンジュゲートをクロ
マトグラフィーストリップに添加する。これらの選択肢については、以下でさらに説明す
る。
【００７５】
Ｅ．液体コレクタ
　用語「流体コレクタ」は、本発明によるアッセイ装置のいくつかの構成で使用される部
品を説明するために使用される。流体コレクタは、通常、コンジュゲートパッドの疎水性
部品と同様に、疎水性部品である。コンジュゲートパッドとは異なり、流体コレクタは検
出可能な薬剤を含まず、中間部品として使用され、典型的には流体を直接的または間接的
にクロマトグラフストリップに伝達する。
【００７６】
Ｆ．捕捉バンド（テストバンド）
　上述のように、試験ストリップは常に少なくとも１つの捕捉バンドを含む。本明細書で
使用される用語「捕捉バンド」は、クロマトグラフィーストリップ上の、少なくとも１つ
の分析物の結合剤を含む一つの領域またはゾーンを指す。検体の結合剤は、通常、このバ
ンドまたはゾーンに固定化される。これで、検出可能な薬剤と反応した後、このバンドま
たはゾーンが、試料中に存在する検体の存在または量を反映する観察可能なまたは測定可
能な結果を生じる。「捕捉バンド」は、試料中の複数の分析物を捕捉するための２つ以上
の捕捉ゾーンから構成することができ、その場合、複数の分析物結合剤を使用することが
できる。例えば、実施例に示すような、本発明の範囲内にあると考えられる、２つのアッ
セイの組み合わせ。
【００７７】
Ｇ．コントロールバンド
　典型的には、本発明による装置のクロマトグラフィーストリップはまた１つ以上のコン
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トロールバンドを含む。これは、コントロール結合領域に固定されたコントロール試薬を
含む。
【００７８】
Ｈ．バッファーパッド
　本発明によるアッセイ装置のいくつかの実施形態は、緩衝パッドを使用する。緩衝パッ
ドは、親水性部品または合成複合材である。緩衝パッドは、記載されたパラメータ範囲内
のクロマトグラフストリップに適したサイズである。
【００７９】
Ｉ．吸収パッド
　典型的には、本発明によるアッセイ装置は、１つ以上の吸収パッドを含む。これらの吸
収性パッドは、デバイス内の流体の流れを導く働きをする。これらの吸収パッドのサイズ
および位置は、上述のように、流れパターンを大きく決定する。吸収パッドは、例えば、
セルロースガラス繊維複合体のような液体を吸収することができる親水性部品である。本
明細書の吸収パッドは、記載されたパラメータ範囲内のクロマトグラフストリップに適し
たサイズである。
【００８０】
Ｊ．バッキングパッド
　本発明によるいくつかのアッセイ装置は、クロマトグラフィーストリップのバッキング
として機能するバッキングパッドを含む。バッキングパッドは、クロマトグラフストリッ
プを支持できる任意の不活性材料（例えば、プラスチック材料）で作ることができる。バ
ッキングパッドのサイズは、記載されたパラメータ範囲内のクロマトグラフストリップに
適している。
【００８１】
Ｋ．液体不浸透性バリア
　本発明によるアッセイ装置のいくつかの実施形態は、部品（例えば、クロマトグラフィ
ーストリップの第１の端部またはその近くにあるサンプルフィルター）とクロマトグラフ
ィーストリップ本体の間に介在する、流体不透過性バリアを含む。
【００８２】
　本発明の一つの好ましい実施形態は、定性的および定量的に生物学的サンプル中のＳＡ
ＭおよびＳＡＨの濃度を測定するための、半導体ナノ結晶コンジュゲートが検出試薬とし
て使用されるイムノアッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着測定法））を提供
する。本発明の免疫吸着測定法は、現行法よりいくつかの利点を有する。例えば、多色の
同時検出、したがって酵素反応を必要とせずの複数検体の同時検出と、フルオロフォアに
比べ光安定性の向上で長時間にわたり信号をモニターすることが可能になることによる感
度の向上と、酵素に基づく検出システムより感度の向上と、を含むが、それらに限定され
ない。
【００８３】
　種々のコアサイズ（１０-１５０A）、組成および／またはサイズ分布の半導体ナノ結晶
は、ＳＡＭおよびＳＡＨと特異的に結合する特異的結合分子にコンジュゲートされた。任
意の特異的抗分析物（例えば、抗体、抗体の免疫反応性断片、など）を使用することがで
きる。好ましくは、特異的抗分析物は抗体である。半導体ナノ結晶コンジュゲートが免疫
吸着アッセイに使用され、特異的結合剤が有する任意の分析物を検出する。
【００８４】
　より具体的には、特異的結合分子は、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体調製物
から誘導され得るか、ヒト抗体であり得るか、またはヒト化抗体のようなハイブリッドま
たはキメラ抗体、改変抗体、Ｆ（ａｂ　'）2フラグメント、Ｆ（ａｂ）フラグメント、Ｆ
ｖフラグメント、単一ドメイン抗体、二量体または三量体抗体フラグメント構築物、ミニ
ボディー、または目的の分析物に結合する機能的フラグメントであり得る。
【００８５】
　本発明では、我々はＩＶＤバイオマーカーとしての役割を果たすだけでなく、関連する
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生化学的経路のダイナミクスおよび健康状態の理解においても非常に重要であると報告さ
れているメチオニンサイクルにおける３つの重要な分子、すなわちＳＡＭ、ＳＡＨおよび
ＨＣｙを同時測定するための免疫クロマトグラフィーおよび光化学テストストリップを単
一ユニットに組み合わせた。本発明はまた、ＰＯＣＴ用途のために上記発明を容易にする
新しい装置に関する。本発明に使用される分光計は、蛍光分光計とＵＶ／ＶＩＳ吸光度分
光計との組み合わせである。
【００８６】
　別の実施形態では、本発明は、急性冠動脈症候群の少なくとも１つの症状の出現から１
年以内に、患者における重大な有害心臓事象を経験するリスクを判定する方法であって、
（ａ）前記患者から試験試料を得るステップ；（ｂ）イムノクロマトストリップを用いた
量子ドットに基づくアッセイを用いてＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣ反応性タンパク質
の量を測定するステップ；　（ｃ）前記試験サンプル中のＭＩを計算するステップ；およ
びｄ）前記４つのバイオマーカーの量をバイオマーカー参照標準と比較し、前記リスクは
前記比較の結果によって決定されるステップを含む、方法。
【００８７】
　一例として、イムノアッセイ試験用イムノクロマトストリップの調製および組立ては以
下のように行われる。簡潔に述べると、１０ｍＭリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．４）に溶け
た３．５μｇのヤギ抗マウスＩｇＧおよび牛血清白蛋白（ＢＳＡ）-ＳＡＨを別々にニト
ロセルロース膜（ＮＣＭ）（２．５×２．０ｃｍ）に塗布し、対照ゾーンおよび試験ゾー
ンとして使用した。対照ゾーンと試験ゾーンとの間の距離は０．５ｃｍであった。次いで
、ＮＣＭを３７℃で１．５時間乾燥させ、抗体および抗原を固定した。ＮＣＭをポリ塩化
ビニルストリップ上に貼り付け、吸着パッドをその上端に覆わせ、サンプルパッドに部分
的に覆われた量子ドットコンジュゲートパッドをＮＣＭの下端に接着させた。量子ドット
コンジュゲートパッドは、抗ＳＡＨモノクローナル抗体に被覆された量子ドット（即ち、
ＣｄＳｅＮＰ）をガラス繊維（２．５×１．０ｃｍ）に添加することによって作製された
。得られたコンジュゲートパッドを完全に乾燥するまで、３７℃で１．５時間インキュベ
ートした。ガラス繊維製のサンプルパッド（２．５×２．０ｃｍ）を、０．０５％Ｔｗｅ
ｅｎ２０を含む１０ｍＭリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．４）に浸し、３７℃で１．５時間乾
燥させた。最後に、試験装置を５ｍｍ幅のストリップに切断し、使用前に室温で保存した
。
【００８８】
　ランタニドベースの蛍光分子を使用する場合、ＳＡＭまたはＳＡＨの結合抗体は、希土
類キレート（例えば、ユーロピウムキレート）などの蛍光標識とコンジュゲートされる。
免疫学における従来の技術を用いて蛍光標識を抗体にコンジュゲートすることができる。
蛍光は、蛍光光度計、または蛍光標識の既知の吸光係数を利用して紫外（ＵＶ）／可視（
ｖｉｓ）分光光度計で定量することができる。
【００８９】
　特定のランタニドキレート、特にユウロピウムおよびテルビウムのキレートの蛍光特性
は、蛍光マーカーとして好適である。これらのキレートの吸光度は非常に強くて（１０4

以上）、リガンドに依存する。量子収率はしばしば有機マーカーの収率よりも小さいが、
これらのキレートは他の利点を有する。例えば、その発光は比較的長い波長（テルビウム
５４４ｎｍ、ユーロピウム６１３ｎｍ）であり、この波長範囲での血清蛍光が低い。さら
に、励起ピークはリガンドによらず、短い波長のＵＶ範囲（テルビウム-キレート２７０
～３２０ｎｍ、ユウロピウム（Ｅｕ）-キレート３２０～３６０ｎｍ）内であり、商業的
に入手可能なランプまたはレーザーでそれらを励起することが可能である。さらにそのス
トークシフトが非常に長い（２４０-２７０ｎｍ）であり、発光帯域が急激に制限され、
狭い帯域幅を可能にする。しかし、最も重要な特性は、その蛍光時間が長くて、約５０～
１０００マイクロ秒であり、上記の機器の使用を可能にする。特定の遅延で蛍光が測定さ
れるので、バックグラウンド蛍光が減衰し、非特異的背景発光の影響を排除することがで
きる。
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【００９０】
　ユウロピウム（およびある程度の頻度でテルビウム）と各種のβ-ジケトンとのキレー
トは、異なる溶液中および異なる温度で発光する能力があるため、最も使用されるキレー
トである。最も使用されるβ-ジケトンは、ベンゾイルアセトン（ＢＡ）、ジベンゾイル
メタン（ＤＢＭ）、テノイルトリフルオロアセトン（ＴＴＡ）、ベンゾイルトリフルオロ
アセトン（ＢＴＡ）、１-および２-ナフトイルトリフルオロアセトン（１-／２-ＮＴＡ）
、アセチルアセトン（ＡｃＡ）、トリフルオロアセチルアセトンＴＦＡｃＡ）、およびヘ
キサフルオロアセチルアセトン（ＨＦＡｃＡ）である。
【００９１】
　ランタニドキレートの強い蛍光は、リガンドによる励起光の吸収およびリガンドの三重
項状態からのエネルギー移転により金属の特徴的な長波長の狭帯域放射を発生させること
によって生じる。
【００９２】
　上記のタイプのキレートは、蛍光マーカーとして使用される前に、調べるべき抗体／抗
原と結合させられなければならない。さらに、金属は、結合後および水溶液中でも蛍光を
放射しなければならない。非常に希釈された状態（１０-9Ｍ未満でも）、および他のキレ
ート形成試薬ならびに他の金属イオンが過剰に存在する条件下でも十分に安定なためには
、結合系は非常に強くなければならない。キレートの安定性定数は１０10を十分に上回ら
なければならず、さらに結合リガンドは別の二座リガンドのための配位位置を残さなけれ
ばならない。
【００９３】
　本発明の背景、様々な病理学的プロセスにおける、ＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣ反
応性タンパク質の重要な役割をさらに考慮すると、ＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣ反応
性タンパク質のレベルを普通の研究や臨床ラボでも行うことができる方法で簡便に測定す
ることが望ましい。ＳＡＭ、ＳＡＨおよびＣ反応性タンパク質に対する特異的抗体が存在
し使用が可能なことにより、イムノクロマトグラフィー検査ストリップを使用する様々な
形態のイムノアッセイが臨床環境において極めて有用である。ＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙお
よびＣ反応性タンパク質を測定するテストストリップを持つことは、臨床ラボの理想的な
拡充である。
【００９４】
　本発明のさらなる実施形態では、特異的であることが証明された本発明の蛍光標識抗Ｓ
ＡＭおよび抗ＳＡＨ抗体を用い、フローサイトメトリー、免疫蛍光顕微鏡、または共焦点
レーザー走査型顕微鏡（ＬＳＣＭ）を介して、ＳＡＭおよびＳＡＨの測定を細胞レベルで
迅速かつ容易に行うことができる。免疫蛍光顕微鏡法は、少数の細胞でも、ＳＡＭおよび
ＳＡＨのレベルおよび位置を研究できる（例えば、数百またはそれ以下の細胞で、胚発生
の初期段階の細胞の中のＳＡＭおよびＳＡＨを研究できる）利点を有する。図７のＬＳＣ
Ｍの結果は、ＳＡＭとＳＡＨの細胞内の位置分布が幾分類似していることを示した。ＳＡ
ＭおよびＳＡＨは、主にミトコンドリア、核周囲および核小体に見られた。Ｈ０２と比較
して、４０時間培養したＨｅｐＧ２細胞では明らかに細胞質内にＳＡＭとＳＡＨのレベル
低下が見られ、ＳＡＨとＳＡＭは核内でわずかに多く認められたが（図５のＦＣＭ結果と
一致）、Ｌ０２細胞と違い、核小体領域に集中していなかった。
【００９５】
　本発明はまた、特殊なストリップの製作、および洗浄、分離ステップを要らない、容易
且つ迅速な均質イムノアッセイを提供し、一般的に知られている乾燥試験ストリップと同
様に、ＰＯＣＴ（臨床現場即時検査）環境においても便利に使用することができる。図８
は、本発明に記載のバイオコンジュゲートを用いたＳＡＭおよびＳＡＨの定量的測定にお
いて、２つのフォーマットの時間分解-蛍光共鳴エネルギー転移（ＴＲ-ＦＲＥＴ）技術が
どのように使用され得るかを示す簡単な図である。図８のフォーマットＡでは、ＳＡＭま
たはＳＡＨに対する特異的抗体は、直接、またはアクセプター色素で標識されたウサギま
たはヤギ抗マウスＩｇＧを介して間接的にアクセプター色素と連結する。２つの追跡方法
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、ドナー色素にコンジュゲートされたストレプトアビジン（ＳＡ）-ビオチンおよびＤｉ
ｇ-抗ジゴキシン抗体特異的結合パートナーが示されている。異なるリンカーを有するビ
オチン結合ＳＡＭまたはＳＡＨは、ドナーとアクセプター色素を近接させ、おそらく１０
０オングストローム（A）未満であり、ドナーがアクセプター色素を励起することを可能
にする。ドナーとのエネルギー移転が発生し、アクセプター色素から特定の波長で放出さ
れた顕著な蛍光が測定される。これはドナーとアクセプターを一緒に特異的に結合するこ
とができる、一部の分子のみを反映する。サンプル中の遊離ＳＡＭまたはＳＡＨ分子は、
抗ＳＡＭまたは抗ＳＡＨ抗体を結合するために、バイオコンジュゲートと競合し、したが
って蛍光シグナルが減少する。この競合的結合特性に基づいて競合的測定法を確立するこ
とができる。
【００９６】
　図８のフォーマットＢでは、（リンカーの有／無で）アクセプターとコンジュゲートさ
れたＳＡＭ、ＳＡＭ類似物またはＳＡＨは、試料由来の遊離ＳＡＭまたはＳＡＨと競合し
て、ウサギまたはヤギの抗マウスＩｇＧを介して間接的にドナーに付着された抗ＳＡＭま
たは抗ＳＡＨ抗体と結合する。アクセプター色素から放出される蛍光は、試料中のＳＡＭ
またはＳＡＨに競合されていない、ドナー色素に結合したＳＡＭまたはＳＡＨの量、すな
わちドナー-特異的抗体-抗原-アクセプター複合体の量を反映する。コンジュゲートされ
ていないＳＡＭまたはＳＡＨ分子に結合する特異的抗体は、読み取られる蛍光がなく、競
合アッセイにおいて競合相手の１つを構成する。ドナー色素とコンジュゲートしていない
遊離の抗ＳＡＭまたはＳＡＨ抗体は、もしあれば、標識抗原または非標識抗原のいずれか
を消費するであろう。ドナーとアクセプターの両方の蛍光シグナルをＴＲ-ＦＲＥＴマイ
クロプレートリーダーで読み取って、サンプルからＳＡＭまたはＳＡＨを定量する際に使
用されるアクセプター蛍光／ドナー蛍光を計算することができる。
【００９７】
　ＢＲＥＴ（生物発光共鳴エネルギー移動）技術は、ドナー色素が生物発光酵素、例えば
、ルシフェラーゼ（ＥＣ１．１３．１２．７）またはＬｕｃで置き換えられている点を除
くと、ＴＲ-ＦＲＥＴまたはＦＲＥＴと類似している。アクセプター色素は、Ｌｕｃ生物
発光スペクトルと色素励起スペクトルとの間の最適なスペクトルの重なり、およびより高
い量子収率を有するように選択すべきである。例えば、ＳＡＭまたはＳＡＨ（抗原）はＬ
ｕｃにコンジュゲートされ、上記基準を満たす蛍光色素は抗ＳＡＭまたは抗ＳＡＨ抗体に
コンジュゲートされる。Ｌｕｃ基質であるホタルルシフェリンを添加すると、ルシフェリ
ンが発光し、同時に、Ｌｕｃ-抗原-抗体-アクセプター色素複合体が形成されたときにア
クセプター色素が励起して蛍光を発する。供与体発光およびアクセプター蛍光の両方を記
録し、ＢＲＥＴ指数（アクセプター蛍光／供与体発光）を計算することができる。試料由
来のＳＡＭまたはＳＡＨ抗原がより多く存在するほど、アクセプター蛍光が少なくなり、
ＢＲＥＴ指数が低下する。
【００９８】
　直線性、感度、回復性および再現性が十分であるように、あらゆる条件を最適化した後
、ＳＡＭまたはＳＡＨを定量するための競合的なＢＲＥＴ均質イムノアッセイを確立する
ことができる。図８Ａの一部はまた、このプロセスがどのように機能するかを示している
。ＢＲＥＴに基づく方法は、検出時にドナー色素のレーザー励起を必要としない。その代
わりに、ルシフェラーゼの基質を加えるだけでよい。十分な基質が、測定可能なルミネセ
ンスを生成し始めると、特異的抗原抗体によってそのすぐ近くに持ち込まれたアクセプタ
ー蛍光物質も励起する。ルシフェラーゼ供与体と連結していないアクセプター蛍光色素は
励起されない。したがって、測定された発光信号は、抗体を介してアクセプターのみに連
結する、試料または標準由来のＳＡＭまたはＳＡＨ抗原ではなく、供与体（バイオコンジ
ュゲート）およびアクセプター両方を含む抗原-抗体複合体の部分を反映する。
【実施例】
【００９９】
　以下の実施例は、本発明の方法及び組成の有用性を実証するためのものであり、とにか
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く本発明の範囲を限定するものと解釈すべきではない。本明細書において、用語「生物学
的サンプル」は、唾液、尿、血液、血清、血漿、脳液、脳脊髄液、組織サンプルおよび細
胞、またはヒトを含む哺乳動物の体に由来する任意のものを含むことを意図する。
【０１００】
　平均直径が２～１０ｎｍである量子ドット（ＣｄＴｅ／ＣｄＳｅ、ＣｄＨｇＴｅ／Ｚｎ
Ｓ、など）は、ＮＮ-Ｌａｂｓ、ＬＬＣ（Ｆａｙｅｔｔｅｖｉｌｌｅ、ＡＲ　７２７０１
）から購入した。２００ｎｍ～３００ｎｍの平均直径を有する蛍光性ユーロピウムキレー
トまたは他のランタニド金属、などは、Ｂａｎｇｓｌａｂ（Ｆｉｓｈｅｒｓ、ＩＮ　４６
０３８）から購入した。本明細書の文脈では、ランタニド蛍光色素および量子ドットを蛍
光トレーサー（ＦＴｓ）と呼ぶ。異なるＦＴを抗体に結合させる方法を除いて、テストス
トリップを作製するための標準曲線を含む他の手順では、量子ドットとランタニドキレー
トが同様である。量子ドット標識キット（Ｃａｔ＃Ｑ０１０１，ＮａｊｉｎｇＴｅｃｈ，
Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）を使用して、量子ドットと抗体のコンジュゲーションを
行った。
【０１０１】
［実施例１］ＳＡＭの定量測定
フォーマット１：ＳＡＭの迅速定量のための均質系イムノアッセイ
　均質系イムノアッセイ、例えば、均質系時間分解蛍光技術（ＨＴＲＦ(R)技術、２０１
６年４月５日に出願された、その全内容が参照により本明細書に援用される出願番号１５
／０９１，５４４に例示されている）、及び競合法（２０１６年４月５日に出願された、
その全内容が参照により本明細書に援用される出願番号１５／０９１，５４４に例示され
ている）を使って、抗ＳＡＭモノクローナル抗体とバイオコンジュゲートを用いて、試料
由来のＳＡＭを定量する。
【０１０２】
　（１）異なる長さのリンカーを用いてビオチン、ジゴキシゲニンまたはジゴキシン、な
らびにｄ２にコンジュゲートされたＳＡＭまたはＳＡＭ類似体の、図８に記載したＨＴＲ
Ｆ(R)方法での使用
　ウサギ抗マウスＩｇＧ-ＸＬ６６５およびユーロピウム（Ｅｕ3+）クリプテート標識キ
ットは、Ｃｉｓｂｉｏ　Ｂｉｏａｓｓａｙｓから購入した。マウス抗ジゴキシンまたは抗
ジゴキシゲニン抗体（抗Ｄｉｇ抗体、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）をＥｕ3+クリプテートで
標識する。１００ｍＭのＰＢ（ｐＨ７．０）、プロテアーゼを含まない０．１％のＢＳＡ
、および１００ｍＭのＫＦ、０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含む緩衝液の中で、ジゴキシン
（ジゴキシゲニン）-６Ｃ-ａｚａ-ＳＡＭ、抗ジゴキシン（ジゴキシゲニン）抗体-Ｅｕ3+

クリプテート、マウス抗ＳＡＭ抗体１１８-６およびウサギ抗マウスＩｇＧ-ＸＬ６６５の
各成分の投与量を最適化する。ある競合ＨＴＲＦアッセイでは、ＳＡＭ標準を０～３００
０ｎＭの範囲で使用する。試験は、１～１０ウェルのマイクロタイターストリップを用い
て１００μＬ／ウェルの最終容量で行う。全てのアッセイ成分を合わせ、室温で約３０分
間インキュベートする。アッセイプレートを、ＨＴＲＦアッセイのための小さなポイント
オブケア・マイクロタイターストリップリーダーで読み取る。時間分解蛍光は、各励起パ
ルスの後に５０μｓの遅延で測定される。ＦＲＥＴシグナル（Ａカウント）の発光は６６
５ｎｍで測定され、Ｅｕ（Ｋ）シグナル（Ｂカウント）の発光は６２０ｎｍで測定される
。　Ｂカウントは、バックグラウンドの吸光度の内部コントロールおよびインジケータと
して、すべてのアッセイウェルについて同じでなければならない。蛍光シグナルを同時に
測定し、その比（（Ａカウント-１０，０００）／Ｂカウント）を報告する。この比は、
６６５ｎｍと６２０ｎｍの両方の信号が影響を同様に受けるので、吸光度の影響を最小限
に抑える。ＳＡＭ標準品の比およびその濃度は、標準曲線をプロットするために使用され
る。サンプルからのＳＡＭの量が多いほど、Ａカウントが小さくなり、したがって得られ
た比が低くなる。
【０１０３】
（２）ＢＲＥＴにおけるルシフェラーゼ-６Ｃ-アザ-ＳＡＭの使用
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　蛍光抗体標識キット（Ｔｈｅｒｍｏ-Ｆｉｓｈｅｒ）を用いてマウス抗ＳＡＭ抗体１１
８-６をＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６１０-ｘに結合させた。１００ｍＭのＰＢ（ｐＨ７．
０）、プロテアーゼを含まない０．１％のＢＳＡ、１００ｍＭのＫＦ、０．１％のＴｗｅ
ｅｎ２０を含む緩衝液の中で、バイオコンジュゲートとルシフェラーゼのモル比、マウス
抗ＳＡＭ抗体とＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６１０-ｘのモル比、Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ-６
Ｃ-ａｚａ-ＳＡＭ（ドナーＬｕｃ-ＳＡＭ）、マウス抗ＳＡＭ抗体１１８-６（受容体ＦＬ
-Ａｂ）、およびサンプルまたはスタンダードからの競合するＳＡＭの作用濃度を最適化
する。競合ＢＲＥＴアッセイにおいて、ＳＡＭ標準は、０～３０００ｎＭの範囲で試験さ
れる。試験は、１～１０ウェルのマイクロタイターストリップを用いて１００μＬ／ウェ
ルの最終容量で行う。上記の３つのアッセイ成分と基質ルシフェラーゼを合わせ、室温で
１５～３０分間インキュベートする。ＢＲＥＴアッセイのため、アッセイプレートを小さ
なポイントオブケア・マイクロタイターストリップリーダーで読み取る。時間分解蛍光は
、各励起パルスの後に５０μｓの遅延で測定される。ＢＲＥＴシグナル（Ａカウント）の
発光は６３０ｎｍで測定され、ルシフェリンシグナル（Ｂカウント）の発光は５５０ｎｍ
で測定される。ＢＲＥＴ指数（ＦＬ-Ａｂ／Ｌｕｃ-ＳＡＭ）の適切なモル比を求める。適
当なＬｕｃ-ＳＡＭ（モル比Ｌｕｃ：ＳＡＭが１：２０）およびＦＬ-Ａｂ（モル比ＦＬ：
Ａｂが４-８：１）結合体では、結合した抗体の量はＢＲＥＴ指数と線形関係にあり、標
準曲線をプロットするために、ＳＡＭ標準品のＢＲＥＴ指数および濃度を使用する。サン
プル中のＳＡＭが多いほど、ＢＲＥＴ指数が低くなる。
【０１０４】
フォーマット２：ＳＡＭの迅速定量のための蛍光免疫クロマトグラフィーストリップ
　（１）抗ＳＡＭモノクローナル抗体を蛍光トレーサーと結合させた後、結合物を３３Ｇ
ＬＡＳＳ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐ．　Ｐｉｓ
ｃａｔａｗａｙ，　ＮＪ）に均一に添加した：均一なユーロピウム染色したミクロスフェ
ア（直径０．２０μｍのポリマーＰ（Ｓ／Ｖ-ＣＯＯＨ），　Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．，　Ｆｉｓｈｅｒｓ，　ＩＮ）をＭＥＳ（２-Ｎ-モルホリノエタ
ンスルホン酸）で２回洗浄し、１０分間の１４０００ｒｐｍ遠心分離で分離した。ＥＤＣ
（１-エチル-３-（３-ジメチルアミノプロピル）-カルボジイミド）を１．５ｍｇ／ｍＬ
、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）を２ｍｇ／ｍＬ添加してポリマーを活性化し
た。抗ＳＡＭ抗体８４-３（Ｃａｔ＃ＭＡ００２０２，Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ，　ＶＡ）を４０μｇ／ｍＬの最終濃度で添加し、室温で２．５時間振とうした。結
合物を、０．５％ＢＳＡおよびＥＤＴＡ-Ｎａ２を含む２０ｍＭトリス緩衝液中に保存し
、適切に希釈した後に４ｕｌ／ｃｍの密度でガラス繊維に均一に塗布し、続いて３７℃で
１２時間乾燥させた。
【０１０５】
　（２）試験線（Ｔ）に０．２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ-ＳＡＭを、対照線（Ｃ）に１．２ｍ
ｇ／ｍＬヤギ抗マウス抗体を、ニトロセルロース膜の上に固定した：試薬は５０ｍＭリン
酸緩衝液（ｐＨ　７．４）にて固定した。膜を５６℃で一晩乾燥した後、サンプルパッド
および吸着膜と組み立てた。得られたマルチメンブレン複合体を３．８ｍｍのテストスト
リップに切断し、テストストリップを専用の黒色ＰＶＣカセットに詰めて、シリカゲルを
乾燥剤として含む密閉されたアルミニウムホイルバッグに置かれた。
【０１０６】
　（３）全ての種類の血液試料を使用できるように、サンプルパッドは、５０ｍＭのトリ
ス緩衝液の中に、抗ＲＢＣ（赤血球）抗体、Ｔｗｅｅｎ２０、ＢＳＡ及びＥＤＴＡ-Ｎａ2

で処理した。テストストリップの組成は、図１Ａに示されている。
【０１０７】
　（４）測定：テストストリップカセットのサンプルウェルに約１００μＬの血漿または
血清サンプル、または５０μＬの全血＋５０μＬの希釈緩衝液を添加した。１５分以内に
カセットを（３６５ｎｍの励起光がある）蛍光リーダーのスロットに挿入した。蛍光の強
度を測定した。この蛍光強度は、バッチごとに計算され更新された標準曲線（図２）に基
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づいてＳＡＭの実際のレベルに変換された。この特定のストリップについては、標準曲線
を図２に示し、ｘ軸は０～３０００ｎＭの範囲のＳＡＭ濃度の１０を底とする対数であり
、ｙ軸は、テスト線（Ｔ）とコントロール線（Ｃ）の蛍光シグナル強度の比の１０を底と
する対数である。
【０１０８】
［実施例２］ＳＡＨ定量試験
フォーマット１：ＳＡＨの迅速定量のための均質系イムノアッセイ
　均質系イムノアッセイ、例えば、均質系時間分解蛍光技術（ＨＴＲＦ(R)技術、２０１
６年４月５日に出願された、その全内容が参照により本明細書に援用される出願番号１５
／０９１，５４４に例示されている）、及び競合法（２０１６年４月５日に出願された、
その全内容が参照により本明細書に援用される出願番号１５／０９１，５４４に例示され
ている）を使って、抗ＳＡＭモノクローナル抗体とバイオコンジュゲートを用いて、試料
由来のＳＡＨを定量する。図８に記載の方法で、ＨＴＲＦ(R)においてビオチン、ジゴキ
シゲニンまたはジゴキシンにコンジュゲートされたＳＡＨ、ならびに異なる長さのリンカ
ーを用いて、ｄ２にコンジュゲートされたＳＡＨ、及びＢＲＥＴにおいて異なる長さのリ
ンカーを用いて、ルシフェラーゼにコンジュゲートされたＳＡＨの使用は、抗ＳＡＭ抗体
およびＳＡＭ（またはＳＡＭ類似体）の代わりに、抗ＳＡＨ抗体およびＳＡＨを用いた以
外は、本発明の実施例１のフォーマット１に記載の手順と同様である。
【０１０９】
フォーマット２：ＳＡＨの迅速な定量のための蛍光イムノクロマトストリップ
　上記の実施例１と同様の手順で、マウス抗ＳＡＨ抗体３０１-３（Ｃａｔ＃　ＭＡ００
３０３，　Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　ＶＡ）を８０μｇ／ｍＬの最終濃度
で使用した。この特定のストリップのための標準曲線を図３に示す。ｘ軸は０から３００
０ｎＭの範囲のＳＡＨの濃度の１０を底とする対数である。ｙ軸はテスト線（Ｔ）とコン
トロル線（Ｃ）の蛍光シグナルの比の１０を底とする対数である。
【０１１０】
［実施例３］ＭＩストリップ
メチル化指数（ＭＩ）を測定するための蛍光イムノクロマトグラフィー用テストストリッ
プ
　上記の実施例１の方法を用いて、ただし、ＢＳＡ-ＳＡＭ（またはＳＡＭ類似体）およ
びＢＳＡ-ＳＡＨを、ニトロセルロース（ＮＣ）膜の異なる領域に添加し、乾燥させた。
ＦＴ-抗ＳＡＭおよびＦＴ-抗ＳＡＨの両方をガラス繊維に均一に吸収させ、次いでに図１
Ｂに示すように組み立てた。ＦＴの蛍光強度を別々に測定し、ストリップのバッチのプリ
インストールした標準曲線に基づいて、ＳＡＭおよびＳＡＨの実際のレベルに変換された
。ＳＡＭおよびＳＡＨテスト線は、抗ＳＡＭおよび抗ＳＡＨ抗体を標識するために使用さ
れるＦＴの種類によって、２つの同様な、または異なる色として表示される。本ストリッ
プは、迅速かつ容易にＳＡＭとＳＡＨを同時測定することができる。ＭＩが計算されてド
ライ式イムノ蛍光分析装置上で表示される。
【０１１１】
［実施例４］ＣＲＰ定量ストリップ
全ＣＲＰの迅速的定量のための蛍光イムノクロマト法ストリップ
　（１）抗ＳＡＭモノクローナル抗体を蛍光トレーサーにコンジュゲートさせた後、コン
ジュゲートを３３ＧＬＡＳＳ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
Ｃｏｒｐ．　Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，　ＮＪ）に均一に添加した：均一なユーロピウム染
色ミクロスフェア（直径０．２０μｍのポリマーＰ（Ｓ／Ｖ-ＣＯＯＨ）、Ｂａｎｇｓ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．，　Ｆｉｓｈｅｒｓ，　ＩＮ）をＭＥＳ（２-Ｎ-モ
ルホリノエタンスルホン酸）で二回洗浄し、１０分間１４，０００ｒｐｍの遠心分離で分
離した。ＥＤＣ（１-エチル-３-（３-ジメチルアミノプロピル）-カルボジイミド）を１
．５ｍｇの／ｍＬの最終濃度に、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）を２ｍｇの／
ｍＬに添加して、ポリマーを活性化した。ＭＥＳで洗浄した後、微小球を５００μＬのＭ
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ＥＳ液（ｐＨ６．０）中に再懸濁した。抗ＣＲＰ抗体Ｍ-５１９１（Ｂｉｏｂｒｉｄｇｅ
、北京、中国）を７μＬ（２．８２ｍｇ／ｍＬ）添加して室温で２．５時間振とうした。
コンジュゲートは、０．５％ＢＳＡ及びＥＤＴＡ-Ｎａ2を含む２０ｍＭトリス緩衝液中で
保存し、１：３倍希釈後、密度４μＬ／ｃｍでガラス繊維に均一に塗布し、３７℃で１８
時間乾燥した。
【０１１２】
　（２）ニトロセルロース膜上に、抗ＣＲＰ抗体Ｍ-５１９２（Ｂｉｏｂｒｉｄｇｅ、北
京、中国）を約０．０５ｍｇ／ｍＬで最初のテスト線（Ｔ１）に、０．４ｍｇ／ｍＬで第
二のテスト線（Ｔ２）に固定し、ヤギ抗マウス抗体を１．２ｍｇ／ｍＬでコントロル線（
Ｃ）に固定した。これらの試薬は、５０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．４にて固定した。膜を
一晩５６℃で乾燥した後、サンプルパッドおよび吸収紙と組み立てられた。得られたマル
チ膜複合体は、３．８ｍｍのテストストリップに切断した。テストストリップは、特殊な
黒色ＰＶＣカセットに包装した後、シリカゲルを乾燥剤として含んだ、密封されたアルミ
ニウム箔バッグに入れた。
【０１１３】
（３）テストストリップの組成は図１Ｂに図示されており、血液試料は試験前に約６００
倍に希釈されるので、試料パッドはない。
【０１１４】
（４）測定：希釈した血漿または血清サンプルまたは全血を約１００μＬテストストリッ
プカセットのサンプルウェルに添加し、１５分以内に、カセットを蛍光リーダー（３６５
ｎｍ励起光）のスロットに挿入し、蛍光強度を測定し、ストリップのバッチごとに計算さ
れ、更新された予めインストールされた標準曲線（図４）に基づいてＣＲＰの実際のレベ
ルに変換された。
【０１１５】
　この特定のストリップの標準曲線を図４に示し、ここで、ｘ軸は０～１３０ｍｇ／Ｌの
範囲のＣＲＰ濃度である。ｙ軸は第２のテスト線（Ｔ２）とコントロール線（Ｃ）の蛍光
シグナルの比である。
【０１１６】
［実施例５］ＨＣｙの定量試験
フォーマット１：ＨＣｙの迅速定量のための均質系イムノアッセイ
　均質系イムノアッセイ、例えば、均質系時間分解蛍光技術（ＨＴＲＦ(R)技術、２０１
６年４月５日に出願された、その全内容が参照により本明細書に援用される出願番号１５
／０９１，５４４に例示されている）、及び競合法を使って、抗ＨＣｙモノクローナル抗
体を使うことでまたは実施例６に記述の生化学反応産生のＳＡＨを測定することで、試料
中のＨＣｙを定量する。ＳＡＨを測定する方法は、実施例２フォーマット１の手順と同じ
である。
【０１１７】
　図８に記載の方法でのＨＴＲＦ(R)法における、異なる長さのリンカーを介してビオチ
ン、ジゴキシゲニンまたはジゴキシと結合したＨＣｙ、およびｄ２と結合したＨＣｙの使
用、及びＢＲＥＴ法における、異なる長さのリンカーを介してルシフェラーゼと結合した
ＨＣｙの使用は、抗ＳＡＭ抗体およびＳＡＭ（またはＳＡＭ類似体）の使用の代わりに抗
ＨＣｙ抗体およびＨＣｙを使用したことを除くと、本発明の実施例１のフォーマット１に
記載の手順と類似である。
【０１１８】
フォーマット２：ＨＣｙの迅速定量のための蛍光免疫クロマトグラフィーストリップ
　実施例１のフォーマット２と同様の方法で、抗ＨＣｙモノクローナル抗体を用いて、ま
たは実施例６に記載の生化学反応から生成されるＳＡＨのレベルを測定することによって
、試料中のＨＣｙを定量する。
【０１１９】
［実施例６］ＨＣｙ定性ストリップ
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ＨＣｙの迅速な定性測定のためのイムノクロマトグラフィー用テストストリップ

　他の材料には、ガラス繊維Ｋ８８（Ｔｏｎｇｃｈｅｎｇ　Ｐａｐｅｒ　Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ，　Ｃｏ，　Ｌｔｄ，　Ａｎｈｕｉ，　Ｃｈｉｎａ）、ニトロセルロース膜、Ｔｒ
ｉｏｎＸ-１００、Ｔｗｅｅｎ２０、カゼイン、ウシ胎仔血清およびＰＶＰ（ポリビニル
ピロリドン）が含まれる。マウス抗ＳＡＨ抗体（Ｃａｔ＃ＭＡ００３０７，Ａｒｔｈｕｓ
　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＶＡ）。
【０１２０】
　ＨＣｙの血漿または血清試料は、いくつかの化学反応を経由ですべてのＨＣｙをタンパ
ク質との連結から遊離させ、還元型にした後、以下のようにＳＡＨに変換させる：
ホモシステイン＋Ｓ-アデノシルメチオニン---（ＨＭＴ）---＞　Ｓ-アデノシルホモシス
テイン＋メチオニン、
ここで、ＨＭＴはホモシステインメチルトランスフェラーゼである。試験反応：３μＬの
ＨＣｙ、３μＬのＳＡＭ、３μＬのＨＭＴおよび９１μＬの１００ｍＭのＰＢＳ（ｐＨ７
．４）；コントロール反応：３μＬのＨＣｙ、３μＬのＳＡＭ、３０％のグリセロールお
よび９１μＬの１００ｍＭのＰＢＳ（ｐＨ７．４）。徹底的に混合し、５分間反応させた
後、ＳＡＨテストストリップに８０μＬを加えた。
【０１２１】
　反応生成物ＳＡＨは、定性的ＳＡＨストリップで測定される。その適切なカットオフ値
はヒト血漿または血清中の制限物質ＨＣｙのカットオフ値を反映する。すなわち、正常対
象は１０μＭ以下のＨＣｙを有する。患者は１５μＭより高い、異常なＨＣｙを有する。
したがって、我々は、そのテスト線（Ｔ）およびコントロール線（Ｃ）が以下の読み取り
値を示す、コロイド金ＳＡＨ試験ストリップを作製した：
Ｃ線は金コロイドシグナルを有さない：ストリップは無効である。
ＴおよびＣは類似なコロイド金のシグナを有する：サンプル中のＨＣｙレベル＜１０μＭ
；
ＣはＴ線よりもはるかに強い金コロイドシグナルを有し、Ｔ線はほとんど見えない：試料
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からのＨＣｙレベル＞＝１５μＭ；
ＣはＴ線よりも強い金コロイドシグナルを有し、Ｔ線は可視なレベルである：試料からの
ＨＣｙレベルは１０～１５μＭであり、
【０１２２】
ＳＡＨ試験ストリップは、以下の手順に従って作製した：
（１）１ｍＬの７０ｎｍコロイド金、２７μＬのＫ2ＣＯ3、８μＬのマウス抗ＳＡＨ抗体
、２０分間静置後、１００μＬの１０％ＢＳＡを添加し、１５分間静置し、１２，０００
ｒｐｍで１５分間遠心分離した。上清を捨てた。１％ＢＳＡ、Ｄ-トレハロースおよびス
クロースを含有する２０ｍＭのホウ酸緩衝液で１回洗浄し、１２０μＬのホウ酸緩衝液で
再懸濁した。
（２）コンジュゲートされた抗体をガラス繊維Ｋ８８に４μＬ／ｃｍで均一に塗布した。
（３）サンプルパッドを、０．１～２％ＰＶＰ、Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ-１００、およびカゼ
インを含有する１００ｍＭトリスｐＨ８．２で処理した。３７℃で一晩乾燥させた。
（４）試験ストリップを、図１Ａに示す方法に従ってＰＶＣプレート上に組み立てた。
【０１２３】
［実施例７］ＭＩＨＣストリップ
ＳＡＭ、ＳＡＨ及びＨＣｙの同時測定用イムノクロマトグラフィー用テストストリップ
　ＭＩＨＣ１はメチル化指数およびホモシステインの三重テストストリップフォーマット
１を表す。ユニットは２つのテストストリップからなる。（ａ）一つは実施例３のような
ＭＩストリップである。（ｂ）もう１つは実施例５のようなＨＣｙストリップである。
ＭＩＨＣ２は、メチル化指数およびホモシステインの三重テストストリップフォーマット
２を表す。ユニットは、２つのテストストリップからなる。（ａ）一つは実施例３のよう
なＭＩストリップである。（ｂ）もう１つは実施例６のようなＨＣｙストリップである。
　添付の装置は、試料中のＳＡＭ、ＳＡＨ、ＭＩおよびＨＣｙの値を同時に読み取り、処
理し、結果を定性的および／または定量的に報告することができる。
【０１２４】
［実施例８］ＭＩＨＣＲストリップ
ＳＡＭ、ＳＡＨ、ホモシステイン（ＨＣｙ）およびＣＲＰの同時測定用イムノクロマトグ
ラフストリップ
　ＭＩＨＣＲ１は、メチル化指数、ホモシステインおよびＣ反応性タンパク質の四重テス
トストリップのフォーマット１を表す。ユニットは、３つのテストストリップからなる。
（ａ）一つは実施例３のようなＭＩストリップである。（ｂ）第２のものは実施例５のＨ
Ｃｙストリップである。（ｃ）第３のものは実施例４のＣＲＰストリップである。
【０１２５】
　ＭＩＨＣＲ２は、メチル化指数、ホモシステインおよびＣ反応性タンパク質の四重テス
トストリップのフォーマット２を表す。ユニットは３つのテストストリップからなる。（
ａ）一つは実施例３のようなＭＩストリップである。（ｂ）第２のものは実施例６のＨＣ
ｙストリップである。（ｃ）第３のものは実施例４のＣＲＰストリップである。
【０１２６】
　付随する装置は、試料からのＳＡＭ、ＳＡＨ、ＭＩ、ＣＲＰおよびＨＣｙの値を同時に
読み取り、処理し、出力し、定性的および／または定量的に報告することができる。
【０１２７】
［実施例９］ＳＡＭ半定量ストリップ
コロイド金またはコロイドミクロスフェアのＳＡＭ用半定量テストストリップ
　本テストユニットは、結果を読み取るためのデバイスを必要としない。三重テストスト
リップは、単一のユニットに組み立てられ、各ストリップは、それぞれカットオフ値が５
０ｎＭ、４００ｎＭ、８００ｎＭの検出バンドを有する。カットオフ値は、５０ｎＭ、４
００ｎＭおよび８００ｎＭ以外の他の値に変更することができる。血液サンプルの値は以
下のように読み出すことができる：＜５０ｎＭ；　５０～４００ｎＭ；　４００～８００
ｎＭ；　＞８００ｎＭ。コロイド金またはマイクロスフェアを用いてマウス抗ＳＡＭ抗体
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（Ｃａｔ＃　ＭＡ００２０１，　Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　ＶＡ）を標識
した。抗体のコンジュゲーションは、実施例６と類似であった。テストストリップの組み
立ては、図１Ａおよび実施例１に示したものと同様である。コロイド金またはミクロスフ
ェアの結果は肉眼で見ることができる。したがって、この方法は、追加のデバイスを使用
する必要がなくて、迅速的、簡単で、且つ費用効果が高い。
【０１２８】
［実施例１０］ＳＡＨ半定量ストリップ
ＳＡＨ用コロイド金またはコロイド状ミクロスフェア半定量試験ストリップ
　本テストユニットは、結果を読み取るためにデバイスを必要としない。三重テストスト
リップは、単一のユニットに組み立てられ、各ストリップは、それぞれカットオフ値が２
００ｎＭ、６００ｎＭ、１２００ｎＭの検出バンドを有する。カットオフ値は、５０ｎＭ
、６００ｎＭ、および１２００ｎＭ以外の異なる値に変更することができる。血液サンプ
ル中の値は、以下のように読み取ることができる：＜２００ｎＭ；２００-６００ｎＭ；
６００-１２００ｎＭ；＞１２００ｎＭ。コロイド金またはマイクロスフェアを用いて、
マウス抗ＳＡＨ抗体８３９-６（Ｃａｔ＃ＭＡ００３０７，　Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ，　ＶＡ）を標識した。抗体のコンジュゲーションは、実施例６と類似であっ
た。試験ストリップの組み立ては、図１Ａおよび実施例１に示したものと同様である。コ
ロイド金またはミクロスフェアの結果は肉眼で見ることができる。したがって、この方法
は、追加のデバイスを使用する必要がなく、迅速的、簡単で、且つ費用効果が高い。
【０１２９】
［実施例１１］他のイムノアッセイ系
　上記のような乾式試験ストリップ形式での使用の他、ＦＴは、以下の潜在的な測定リス
ト内のトレーサーのような、他の水系でも使用することができる。
【０１３０】
　ＦＴ-抗ＳＡＭおよびＦＴ-抗ＳＡＨ抗体は、細胞ベースの技術、例えば、フローサイト
メトリーおよび免疫蛍光顕微鏡法などにおいて使用することが可能で、異なるシナリオ下
での細胞、組織および器官内のＳＡＭおよびＳＡＨの代謝、動態、分布およびレベルを調
べることができる。
【０１３１】
Ａ．ＦＣＭ（フローサイトメトリー）
　ＦＣＭで、細胞内において、メチオニン（Ｍｅｔ）によってＳ-アデノシルメチオニン
合成酵素（ＭＡＴ）の活性を刺激する。培養および処理後の細胞中のＳＡＭおよびＳＡＨ
を図５に示されたように二重染色し、分析した。ＦＣＭの結果は、ＥＬＩＳＡ（データは
示さず）およびＬＳＣＭの結果と一致するが、ＦＣＭは、核内および細胞質コンパートメ
ント内のＳＡＭレベルの変化に関する情報をより多く提供する。Ｍｅｔに刺激されたＭＡ
Ｔ活性は、初代肝細胞に対する効果とは異なる、細胞質および核について類似のパターン
を有する。より高い用量のＭｅｔ（１ｍＭ）は、核内のＬ０２細胞におけるＭＡＴの活性
を、（０．５ｍＭのＭｅｔのような）刺激ではなくて、阻害するが、１ｍＭのＭｅｔは、
Ｌ０２細胞の細胞質におけるＭＡＴの活性を持続的に刺激する。Ｍｅｔは、ＨｅｐＧ２の
細胞質および核の両方においてＭＡＴの活性を阻害し、したがってＳＡＭは減少する（図
５Ａ）。両方の細胞株において、核内のＳＡＭは全ＳＡＭの８０～８５％を占め、メチル
化指数も同様である。正常なマウスの肝臓細胞においては、約４．６％のＳＡＭが核内に
位置する。２４時間の１ｍＭのＭｅｔ刺激では、核のＳＡＭレベルが４倍増加し、全ＳＡ
Ｍの約２２．５％を占める。Ｍｅｔで刺激したＭＡＴは核のＳＡＭを増加させるが、細胞
質のＳＡＭは１ｍＭ以内のＭｅｔで減少する。初代肝細胞をＭｅｔフリー培地で２０時間
培養したところ、ＭＡＴ活性が誘導され、ＳＡＭは核内で増加したが、細胞質では減少し
た（図６）。これは、Ｍｅｔの飢餓／欠乏に応答して、ＳＡＭが果たそうとする重要な役
割が核にあることを示している（特定の遺伝子の制御された発現）。現在の試験条件では
、細胞質および細胞全体のメチル化指数（ＭＩ）は１．８５-２．５５であったが、ＭＩ
は正常肝臓の核では０．３であり、１ｍＭのＭｅｔで刺激した後１．２に増加した。核の
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ＭＩは、Ｍｅｔフリー培地で２０時間培養した後は０．９８であり、正常肝細胞より約３
倍高く、ＳＡＭレベルの変化と一致する。
【０１３２】
　二つの異なる種類の固定／透過化処理バッファを全ての細胞型において試験した。即ち
、細胞質と核の両方の標的を染色する、核固定／透過化処理緩衝液（Ｃａｔ＃　００-５
５２３　ＦｏｘＰ３＿ＴＦ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｓｅｔ，　ｅＢｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　ＣＡ）、および細胞質標的のみを測定する、細胞
内固定／透過化処理緩衝液（Ｃａｔ＃　００-８８２４，　ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，　
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　ＣＡ）を使用した。
【０１３３】
（１）トリプシンによる細胞消化のプロトコールに従って細胞懸濁液を調製する；
（２）細胞懸濁液を１５００ｒｐｍで５分間遠心分離し、上清を捨てる；
（３）細胞を少なくとも１ｍＬのＰＢＳで約１０6個細胞／サンプルに再懸濁する；
（４）１５００ｒｐｍで５分間遠心分離し、上清を捨てる；
（５）各サンプルに１００μＬの固定用バッファを加える（固定バッファが４％パラホル
ムアルデヒドの場合、４００μＬ／サンプルを加える）。試料を室温で３０分間暗所に保
ち、次いで懸濁液を１５００ｒｐｍで５分間遠心分離し、上清を捨てる；
（６）１００μＬの透過化処理緩衝液で洗浄し、懸濁液を遠心分離し、上清を捨てる；
（７）１００μＬの透過化処理緩衝液にて、室温２０分間インキュベートした後、懸濁液
を遠心分離し、上清を捨てる；
（８）１００μＬの透過化処理緩衝液で再懸濁する。１０μＬの蛍光標識抗体を添加し、
３０分間インキュベートする。
（９）ＰＢＳで２回洗浄し、０．５ｍＬのＰＢＳで細胞を再懸濁し、ＢＤ社ＦＡＣＳＣａ
ｎｔｏ　ＩＩ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒで測定する。結果は図５および図６に示す
。
【０１３４】
　図５が４．５μｇ／ｍＬのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７コンジュゲートした抗ＳＡ
Ｍ-１１８-６抗体（Ｃａｔ＃　ＭＡＦ００２０１，　Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ
ｓ，　ＶＡ）で二重染色した細胞のフローサイトメトリー（ＦＣＭ）の結果を示し、図６
が４５μｇ／ｍＬのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８コンジュゲートした抗ＳＡＨ抗体３
０１-３（Ｃａｔ＃ＭＡＦ００３０１、Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、ＶＡ）で
染色した細胞のフローサイトメトリー（ＦＣＭ）の結果を示す。細胞質および核区画から
のＳＡＭおよびＳＡＨレベルの両方が示される。正常肝細胞株Ｌ０２および肝細胞癌細胞
株ＨｅｐＧ２を０，０．５ｍＭおよび１ｍＭメチオニン（Ｍｅｔ）で２４時間処理した。
マウス初代肝細胞を単離し、０，０．５ｍＭ、１ｍＭのＭｅｔで２４時間処理し、Ｍｅｔ
フリーＭＥＭ培地で２０時間培養した。図５はＳＡＭのレベルを示し、図６はＳＡＨのレ
ベルを示す。
【０１３５】
Ｂ．免疫蛍光レーザー走査共焦点顕微鏡法（ＬＳＣＭ）
　（１）細胞を容易に増殖させ、顕微鏡下で写真を撮ることができるように設計された、
ＬＳＣＭ専用の特殊なガラス断片をアルコールで洗浄した。フード内にＵＶ光の下に少な
くとも１０分間置いた。
　（２）無菌ピンセットを用いてガラスを２４ウェル細胞培養プレートに入れる。細胞増
殖速度の知識に基づいて適切な量の細胞（正常肝細胞株Ｌ０２および肝細胞癌細胞株Ｈｅ
ｐＧ２）を播種する（例えば、５×１０4／ウェル）。メチオニン刺激など試験設計の有
り／なしで２４時間培養した。
　（３）細胞が染色できるようになった時、ウェルから培地を除去し、１ｍＬの１×ＰＢ
Ｓで３回洗浄した。
　（４）２００μＬの-２０℃で保存した８０％アセトンを加え、-２０℃で３０分間細胞
を固定した。
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　（５）１ｍＬの１×ＰＢＳで３回洗浄する。
　（６）４０μｇ／ｍＬのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ-４８８-抗ＳＡＨ抗体および８μｇ／
ｍＬのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７-抗ＳＡＭ抗体を含む２００μＬの染色緩衝液（
１％ＢＳＡを含むＰＢＳ）を添加した。プレートを４℃下に１時間置く。適切な量のＤＡ
ＰＩを５分間添加して核だけを染色した。
　（７）１ｍＬの１×ＰＢＳで３回洗浄した。
　（８）ＬＳＣＭに使用されるために特別に設計された樹脂でガラスを密封し、蛍光の消
光を防ぐ。
　（９）Ｚｅｉｓｓ　ＬＳＭ　７８０で、６３０倍の倍率で観察し、写真を撮った。結果
を図７に示すが、これは、４０時間培養した後の、本発明の同様な蛍光標識抗ＳＡＭおよ
び抗ＳＡＨ抗体で染色された、Ｌ０２およびＨｅｐＧ２細胞のレーザースキャン共焦点顕
微鏡（ＬＳＣＭ）の結果を示す。図７において、Ａは抗ＳＡＭ抗体で染色されたＬ０２細
胞であり；Ｂは抗ＳＡＭ抗体で染色されたＨｅｐＧ２細胞であり；Ｃは抗ＳＡＨ抗体で染
色されたＬ０２細胞であり；Ｄは抗ＳＡＨ抗体で染色されたＨｅｐＧ２細胞である。写真
はＺｅｉｓｓ　ＬＳＭ　７８０により６３０倍の倍率で撮影された。
【０１３６】
Ｃ．ストレプトアビジン（ＳＡ）およびビオチン系に関連する蛍光免疫学
　ＦＴを直接または間接的に抗ＳＡＭおよび抗ＳＡＨ抗体に標識する代わりに、異なるサ
イズまたは色の量子ドットをＳＡ上に標識することができる。（１）ＳＡＭおよびＳＡＨ
を、様々なリンカーを介して、（我々の２０１６年４月５日出願の、その全てが参照によ
り本出願に援用される、仮出願第１５／０９１，５４４号に例示されているように）ビオ
チンとコンジュゲートする。（２）異なるＦＴをＳＡに標識する。（３）ＳＡとビオチン
との間の特異的かつ強力な結合により、小分子抗原ＳＡＭおよびＳＡＨがそれぞれ異なる
ＦＴに標識することができる。すなわち、ＦＴ-ＳＡＭおよびＦＴ-ＳＡＨが得られる。（
４）ＳＡＭとＳＡＨを同時に測定したい場合は、異なる色のＦＴ-ＳＡＭとＦＴ-ＳＡＨを
混合し、ＳＡＭとＳＡＨに対する特異抗体を用いて、免疫アッセイの競合原理を利用して
ＳＡＭとＳＡＨを定量する。
【０１３７】
Ｄ．ジゴキシゲニン-抗ジゴキシンゲニン抗体系に関連する蛍光免疫学
　ＳＡＭおよびＳＡＨをトレースする他の間接的な方法には、（１）種々のリンカーを介
して、（我々の２０１６年４月５日出願の、その全てが参照により本出願に援用される、
仮出願第１５／０９１，５４４号に例示されているように）、ＳＡＭまたは／およびＳＡ
Ｈをジゴキシンまたはジゴキシゲニンに結合させる。（２）異なるＦＴをマウス抗ジゴキ
シゲニンまたはマウス抗ジゴキシン抗体に標識する。（３）ステップ（１）およびステッ
プ（２）からの生成物を混合することにより、ＳＡＭおよびＳＡＨが異なる色のＦＴに間
接的に標識される。（４）ＦＴ-ＳＡＭおよびＦＴ-ＳＡＨの使用は、実施例１１Ｃの場合
と同様である。
【０１３８】
［実施例１２］試験ストリップを使用して、健康なヒトの血液サンプル中のＳＡＭおよび
ＳＡＨレベルを測定し、体重減少の進行をモニタリングする
　約５ｍＬの血液サンプルを３４人の健康な被験者（我々の研究開発部門からのボランテ
ィアで、被験者は少なくとも５時間絶食した）の静脈から採取し、ヘパリン処理した試験
管に入れた。上記の実施例１および２に記載のように、１００μＬの血漿サンプルをＳＡ
ＭおよびＳＡＨイムノクロマトグラフィー試験ストリップに添加し、値を乾式イムノ蛍光
分析装置モデルＦＩＣ-Ｓ２０１１シリーズ（Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　
ＶＡ）で読み取った。表１から分かるように、１５人の女性のＳＡＭ、ＳＡＨおよびＭＩ
の平均値は、１８人の男性被験者の対応値より高い（ＳＡＭは２５．５１％、ＳＡＨは７
４．２５％、ＭＩは１９．１５％、それぞれ高い）。
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【０１３９】
　我々はさらに、各性別グループ内においてＢＭＩ（体格指数）に基づいて群分けした。
ＢＭＩ情報は、男性被験者の１人が欠けていた。ＳＡＭ、ＳＡＨおよびＭＩの平均値およ
び標準偏差を表２に示す。女性と男性の両方の被験者に対して、高ＢＭＩ（ＢＭＩ＞２４
）群のＳＡＭおよびＭＩの平均は、低ＢＭＩ（ＢＭＩ≦２４）群の対応値より明らかに低
下した。女性において、高ＢＭＩ群の平均ＳＡＭは１４３．５ｎＭであり、低ＢＭＩ群の
ＳＡＭは２８５．０７ｎＭであった。男性において、高ＢＭＩ群の平均ＳＡＭは１８５ｎ
Ｍであり、低ＢＭＩ群のＳＡＭは２１４ｎＭであった。女性においては高ＢＭＩ群の平均
ＭＩが低ＢＭＩ群のＭＩのわずか３０．７６％であったが、男性においては高ＢＭＩ群の
平均ＭＩが低ＢＭＩ群のＭＩの約６３．４９％であった。これは、高いＢＭＩが女性のＭ
Ｉに、男性のそれより大きな影響を与えたことを意味する。２４未満のＢＭＩは、健康上
理想的であると考えられている。したがって、異常なＢＭＩは両方の性別のＳＡＭレベル
に関連する。低いＳＡＭは、心臓血管や腎臓疾患、糖尿病、肥満、およびその他の代謝障
害などを含む一連の健康問題の根底にある、異常な好ましくないＢＭＩの原因である可能
性がある。Ｌｙｄｉ　Ｍ．　Ｊ．　Ｗ．　ｖａｎ　Ｄｒｉｅｌは、若年女性におけるＢＭ
Ｉとメチル化の関係を報告した　（Ｂｏｄｙ　Ｍａｓｓ　Ｉｎｄｅｘ　Ｉｓ　ａｎ　Ｉｍ
ｐｏｒｔａｎｔ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　Ｂｉｏｍａ
ｒｋｅｒｓ　ｉｎ　Ｗｏｍｅｎ　ｏｆ　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　Ａｇｅｓ，　Ｊ．　
Ｎｕｔｒ．　１３９：　２３１５－２３２１，　２００９）。その結果は、ＳＡＭ、ＳＡ
ＨおよびＭＩが、心血管疾患のような異常なＢＭＩに起因する健康問題の良好な指標また
はバイオマーカーであることを示した。

【０１４０】
　ＢＭＩが２４を超えると健康状態が悪化する可能性があるため、我々はＢＭＩが２４を
超える女性３例および男性４例を除外し、表１が以下の表３になる。１２人の正常なＢＭ
Ｉの女性のＳＡＭ、ＳＡＨおよびＭＩの平均値は、１３人の男性被験者の対応値より高い
（ＳＡＭは３３．４１％、ＳＡＨは９７．７３％、ＭＩは２５％、それぞれ高い）。さら
に、異常なＢＭＩ症例を排除することにより、女性と男性のＳＡＭ値、ＳＡＨ値およびＭ
Ｉ値の差異がさらに明らかになった。すなわち、各性別の正常なＢＭＩ被験者だけを見る
と、女性の平均ＳＡＭ値は男性のそれより３３．４１％高い（すべてのＢＭＩ値の被験者
を考慮した場合は２５．５１％）。表４は、異常なＢＭＩが、女性と男性の間のＳＡＭ、
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ＳＡＨおよびＭＩ値の差異をぼかす（減少させる）ことができることを示した。これは、
ＢＭＩがＳＡＭ、ＳＡＨ、ＭＩの値を複雑にする要因であることを示している。これは、
人種、性別、体重、年齢、一般的な健康状態によってＳＡＭとＳＡＨのレベルが異なると
いう事実と一致している。

【０１４１】
　ＢＭＩとＭＩおよびＳＡＭのレベルとの間の相関関係は、これらのバイオマーカーをＢ
ＭＩと共にモニターすることが、既定の患者集団の食事の設計において実用的な情報を提
供することを示唆するようである。
【０１４２】
［実施例１３］健常および心血管疾患血液試料からのＳＡＨ、ＨＣｙ、ＣＲＰおよびｃＴ
ｎＩを測定するための試験ストリップの使用
　この実施例中使用する略語は以下の通りである：ｃＴｎＩ（心筋トロポニン-Ｉ）、Ｃ
ＲＰ、ＣＫ-ＭＢ（クレアチン-キナーゼ-ＭＢ）およびＭｙｏ（ミオグロビン）。
【０１４３】
　９例の健康なヒト血液サンプルと７例の心血管疾患（ＣＶＤ）のヒト血液サンプルは、
湖南省長沙市中南大学湘雅医学校の第２付属病院の臨床研究室にて心臓発作と診断された
患者から得られた。これらの試料で、本発明の実施例１，２，３および４のテストストリ
ップを用いてＳＡＭ、ＳＡＨ、ＭＩおよびＣＲＰを測定した。表５のデータは、臨床研究
室の陰性ｃＴｎＩ、ＣＲＰ、ＣＫ-ＭＢおよびＭｙｏ結果によって急性心筋損傷（ＡＭＩ
）がないと診断された９例では、平均ＳＡＭ値１６４ｎＭ、ＳＡＨ２３２ｎＭ、ＭＩ１．
７５で、４４．４４％の者のＨＣｙが１５μＭより高かった。実施例４に記載されるテス
トストリップを用いて測定されたＣＲＰ値は、平均０．８ｍｇ／ｍＬ（正常）を示した。
一方、ｃＴｎＩ、ＣＲＰ、ＣＫ-ＭＢおよびＭｙｏの有意な増加で心臓発作と診断された
７人の症例では、平均ＳＡＭ値９４ｎＭ、ＳＡＨ５５８ｎＭ、ＭＩ０．２で、８５．７１
％の者のＨＣｙは１５μＭより高かった。心臓発作またはＡＭＩを伴う７例の平均ＣＲＰ
は４．３７ｍｇ／Ｌであり、正常より高かったが、１０ｍｇ／Ｌ未満なため、炎症反応と
は関連していなかった。より高いＭｙｏを有する最後の２つの試料（ＡＭＩの最初の数時
間で増加）では、ＣＲＰレベルは高くなく、ちょうど増加するところであった。通常ＡＭ
Ｉ後約３６時間で起こるｃＴｎＩのピークを有する最初の２例では、ＣＲＰレベルははる
かに上昇した。これは約１日後にＣＲＰの上昇が起こったことを示唆した。本結果は、Ｓ
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ＡＭおよびＭＩの減少、ＳＡＨおよびＨＣｙの増加が心疾患の良好なバイオマーカーであ
ることを示した。７人のＡＭＩ患者のうち１人だけが陰性のＨＣｙを示したが、この患者
のＳＡＨレベルは他の症例より非常に高く、通常の平均ＳＡＨレベルより約５倍高かった
。これは、ＳＡＨ、ＭＩが心疾患の診断においてＨＣｙより優れた指標であることを示し
た。
【０１４４】
　本発明の実施例４に記載のイムノクロマトグラフィー用テストストリップを使用して全
てのサンプルについて測定したＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣＲＰ値は、単に現在よく
チェックされている光化学的方法を用いてｃＴｎＩ、ＣＫ-ＭＢ、Ｍｙｏだけをチェック
することによって見過ごされる可能性のある、特定の群の患者を同定し、分類することが
できる。ＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣＲＰは、ＣＶＤの適時的な診断、鑑別、予後予
測、および治療指導のために、現在の心臓パネルに加える有用なバイオマーカーである。

【０１４５】
　先の実施例のいくつかに記載されたように実施された実験に基づいて、量子ドットプロ
ーブおよび蛍光キレートは、有機蛍光分子で標識された他のプローブによって提供された
蛍光よりも強い蛍光を提供すると考えられている；それらのより長持ちする蛍光は安定し
た信頼性の高いシステムを構築することができる；したがって、ＳＡＭ、ＳＡＨおよびＨ
Ｃｙを測定するために、量子ドットおよび蛍光キレートに基づいたアッセイは、伝統的な
有機蛍光分子を用いたアッセイよりも一連の利点を提供すると考えられている。
【０１４６】
　以下の暫定および非暫定的出願のすべての内容は、参照により本出願に組み込まれる。
　２０１４年８月１１日に出願された米国特許出願第１４／４５７，０９９号、
　２０１４年３月１８日に出願された米国特許出願第１４／２１８，９２８号、
　２０１３年３月１５日に出願された米国仮特許出願第６１／８０１，５４７号、および
　２０１５年４月６日に出願された米国仮特許出願第６２／１４３，７９０号。
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　前述の説明には多くの詳細を含んでいるが、これらは現在の好ましい実施形態のいくつ
かの例証を提供するものに過ぎなく、本発明の範囲を限定するものと解釈されるべきでは
ない。同様に、本発明の精神または範囲から逸脱することなく、他の実施形態を考案する
ことができる。異なる実施形態の特徴を組み合わせて使用することができる。したがって
、本発明の範囲は、前述の説明によってではなく、添付の特許請求の範囲およびその法的
同等物によってのみ示され、制限される。特許請求の意味および範囲内にある、本明細書
に開示された本発明に対するすべての追加、削除および変更は、それに包含されるべきで
ある。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【手続補正書】
【提出日】平成30年4月5日(2018.4.5)
【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】
　抗ＳＡＭ、抗ＳＡＨ、抗ＨＣｙおよび抗ＣＲＰ抗体からなる群から選択される抗体と結
合した蛍光材料。
【請求項２】
　前記蛍光材料が蛍光ランタニドキレートである、請求項１に記載の蛍光コンジュゲート
。
【請求項３】
　前記ランタニドがユウロピウム及びテルビウムである、請求項２に記載のコンジュゲー
ト。
【請求項４】
　前記蛍光材料が量子ドットである、請求項１に記載の蛍光材料。
【請求項５】
　前記量子ドットが、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、Ｈｇ
Ｓ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＭｇＳ、ＭｇＳｅ、ＭｇＴｅ、ＣａＳ、ＣａＳｅ、ＣａＴｅ、
ＳｒＳ、ＳｒＳｅ、ＳｒＴｅ、ＢａＳ、ＢａＳｅおよびＢａＴｅからなる群から選択され
る、請求項４に記載の蛍光材料。
【請求項６】
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　請求項１に記載の蛍光材料を組み入れた、イムノクロマトグラフィー用テストストリッ
プ。
【請求項７】
　ＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣＲＰからなる群から選択される少なくとも２つの成分
の存在を同時に測定する、請求項１に記載の蛍光コンジュゲートの使用。
【請求項８】
　請求項４に記載のコンジュゲートを組み入れた、イムノクロマトグラフィー用テストス
トリップ。
【請求項９】
　試料中のＳＡＭ、ＳＡＨおよびＨＣｙからなる群から選択される一つの分析物を検出及
び定量する方法であって、
　（ａ）抗前記分析物の抗体のランタニドキレートコンジュゲートおよび量子ドット（Ｑ
Ｄ）コンジュゲートからなる群から選択されるコンジュゲートを用意する工程；
　（ｂ）前記分析物を固体支持体上に固定する工程；
　（ｃ）試料を提供し、それをステップ（ａ）で用意されたコンジュゲートと混合し、前
記混合が、前記コンジュゲートと、固体支持体上の前記分析物または試料中の前記分析物
（もし存在する場合）と、を含む競合性複合体の形成が可能な条件下で行い、試料中の前
記分析物が多いほど固体支持体上に存在する前記抗原-抗体複合体が少なくなることを特
徴とする工程；及び
　（ｄ）前記複合体中の蛍光コンジュゲートに媒介されたスペクトル発光をモニタリング
することにより、前記複合体の存在（もし存在する場合）を検出し、前記発光が前記試料
中の前記分析物の存在および量を示すことを特徴とする工程；
を含む方法。
【請求項１０】
　鬱病、変形性関節症、肝臓および胆嚢疾患からなる群から選択される疾患に罹患した患
者のＳ-アデノシルメチオニンのレベルの測定、モニタリング、およびその後のＳＡＭ投
与に関する治療法の提案における、請求項８に記載のＳＡＭ用イムノクロマトグラフィー
ストリップ又は請求項９に記載の方法の使用。
【請求項１１】
　診断および治療支援のための請求項９に記載の方法又は請求項８に記載のストリップを
利用する、臨床現場即時検査（ＰＯＣＴ）システム。
【請求項１２】
　急性冠動脈症候群の少なくとも１つの症状の出現から１年以内に患者が重大な有害な心
臓血管事象を経験するリスクを判定する方法であって、（ａ）前記患者から検測用サンプ
ルを得るステップ；（ｂ）量子ドットまたは蛍光ベースのキレートアッセイを用いた、Ｓ
ＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙおよびＣＲＰの含量を測定するステップ；（ｃ）前記４つのバイオ
マーカーの量をバイオマーカー参照標準と比較するステップで、前記リスクが前記比較の
結果によって評価されるステップ；を含む方法。
【請求項１３】
　サンプル中のホモシステインを分析する方法で、
　（ｉ）該サンプルを、ＨＭＴ（ホモシステインメチルトランスフェラーゼ）およびメチ
ル基ドナーのＳ－アデノシル－メチオニンと接触させて、ＳＡＨを産生するステップ；
（ｉｉ）請求項９に記載のイムノクロマトグラフィー用ストリップ又は請求項９に記載の
方法を用いてＳＡＨを測定するステップ；及び
　（ｉｉｉ）前記ステップ（ｉｉ）で測定したＳＡＨのレベルに基づいて試料中のホモシ
ステインのレベルを計算するステップ；を含む方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の方法による試料中のホモシステインの測定に使用するキットで、
　（ｉ）前記ホモシステインをＳＡＨに変換するホモシステイン変換酵素；
　（ｉｉ）前記ホモシステイン変換酵素のためのメチル基ドナー；
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　（ｉｉｉ）ＳＡＨを測定するためのイムノクロマトグラフィーストリップ；及び
　（ｉｖ）ＳＡＨ結果の読取装置；を含むキット。
【請求項１５】
　液体試料中のＳＡＭ、ＳＡＨおよびＨＣｙの存在を単独にまたは同時に検出および定量
するための、請求項９に記載の方法を利用した側方流動イムノアッセイ用ストリップで、
ＳＡＭ、ＳＡＨまたはＨＣｙとタンパク質のコンジュゲートを試験バンドにコーティング
された膜ストリップと、それらの抗体と結合した粒子と、を含むストリップ。
【請求項１６】
試料中のＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙ、ＣＲＰからなる群から選択される一つの分析物の有無
を検測する均質系イムノアッセイ方法で、
　（Ａ）分析される試料を提供する工程；
　（Ｂ）前記試料を下記成分：
　　（ｉ）ドナー蛍光材料標識したＸ；
　　（ｉｉ）アクセプター蛍光材料標識した抗前記分析物抗体；および
　　（ｉｉｉ）Ｙ標識した前記分析物；
と混合し、前記Ｘがストレプトアビジン、抗ジゴキシンおよび抗ジゴキシゲニン抗体から
なる群から選択され、それに対応して前記Ｙがビオチン、ジゴキシンおよびジゴキシゲニ
ンからなる群から選択されることを特徴とする工程；　
　（Ｃ）前記混合物を適切な条件下で適当な時間インキュベートする工程；
　（Ｄ）前記ドナー蛍光材料をパルス励起し、予め定められた時間後、前記ドナー蛍光物
質および刺激された前記アクセプター蛍光物質から発射の蛍光信号を測定し、前記蛍光信
号の強度を試料中の前記分析物のレベルを計算するために使うことを特徴とする工程；
を含む方法。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の方法において、前記工程（Ｂ）を
　（Ｂ）前記試料を下記成分：
　　（ｉ）ドナー蛍光材料直接又は間接に標識した抗前記分析物抗体；および
　　（ｉｉ）アクセプター蛍光材料標識した前記分析物；
と混合する工程；
に変更した方法。
【請求項１８】
　請求項１６に記載の方法において、前記工程（Ｂ）を
　（Ｂ）前記試料を下記成分：
　　（ｉ）ドナールシフェラーゼ標識したＸ；
　　（ｉｉ）アクセプター蛍光材料標識した抗前記分析物抗体；および
　　（ｉｉｉ）Ｙ標識した前記分析物；
と混合し、前記Ｘがストレプトアビジン、抗ジゴキシンおよび抗ジゴキシゲニン抗体から
なる群から選択され、それに対応して前記Ｙがビオチン、ジゴキシンおよびジゴキシゲニ
ンからなる群から選択されることを特徴とする工程；
に変更し、前記工程（Ｄ）を
　（Ｄ）ルシフェラーゼ基質ルシフェリンおよびアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を添加し
、得られたバイオルミネッセンスおよび刺激された前記アクセプター蛍光物質からの蛍光
を所定時間後に測定することを含み、前記バイオルミネッセンスおよび前記蛍光の強度を
試料中の前記分析物のレベルを計算するために使うことを特徴とする工程；
に変更した方法。
【請求項１９】
　請求項１８に記載の方法において、前記工程（Ｂ）を
　（Ｂ）前記試料を下記成分：
　　（ｉ）ドナールシフェラーゼ直接又は間接に標識した抗前記分析物抗体；および
　　（ｉｉ）アクセプター蛍光材料標識した前記分析物；



(37) JP 2018-522221 A 2018.8.9

と混合する工程；
に変更した方法。
【請求項２０】
　請求項１６に記載の方法を用いて試料中のＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨｃｙおよびＣＲＰからな
る群から選択される分析物の存在または非存在を検出するためのキットであって、前記工
程（Ｂ）に記載の前記成分（ｉ）、前記成分（ｉｉ）及び前記成分（ｉｉｉ）；および（
ｉｖ）前記分析物の標準または対照；を含むキット。
【請求項２１】
　請求項１７に記載の方法を用いて試料中のＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨｃｙおよびＣＲＰからな
る群から選択される分析物の存在または非存在を検出するためのキットであって、前記工
程（Ｂ）に記載の前記成分（ｉ）および前記成分（ｉｉ）；および（ｉｉｉ）前記分析物
の標準または対照；を含むキット。
【請求項２２】
　請求項１８に記載の方法を用いて試料中のＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨｃｙおよびＣＲＰからな
る群から選択される分析物の存在または非存在を検出するためのキットであって、前記工
程（Ｂ）に記載の前記成分（ｉ）、前記成分（ｉｉ）および前記成分（ｉｉｉ）；（ｉｖ
）ルシフェラーゼ基質およびアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）；および（ｖ）前記分析物の
標準または対照；を含むキット。
【請求項２３】
　請求項１９に記載の方法を用いて試料中のＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨｃｙおよびＣＲＰからな
る群から選択される分析物の存在または非存在を検出するためのキットであって、前記工
程（Ｂ）に記載の前記成分（ｉ）および前記成分（ｉｉ）；（ｉｉｉ）ルシフェラーゼ基
質およびアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）；および（ｉｖ）前記分析物の標準または対照；
を含キット。
【請求項２４】
　ＳＡＭ、ＳＡＨ、ＨＣｙ及びＣＲＰからなる群から選択される少なくとも一つの分析物
のインジケータを含む、任意の目的の均質系イムノアッセイシステムおよびキットにおけ
る、請求項１６、１７、１８、１９又は９に記載の方法の使用。
【請求項２５】
　少なくとも１つの飲食相関病状を有する患者に応用するためのダイエットプログラムの
有効性を評価するための方法であって、
　（ａ）それぞれが少なくとも１つの飲食相関病状を有する複数の患者を選択するステッ
プ；
　（ｂ）前記患者において、その体重指数、およびメチル化指数、ＳＡＭレベル及びＳＡ
Ｈレベルから選択される少なくとも１つの、前記飲食相関病状を定量するためのインジケ
ータを測定し、ベースライン期間中に前記患者の各々について前記の少なくとも１つのイ
ンジケータを測定するステップ；
　（ｃ）前記ベースライン期間中に、前記患者の各々をモニタリングし、ベースラインの
クオリティ・オブ・ライフを判断するステップ；
　（ｄ）前記複数の患者を第１のグループと第２のグループの間にランダムに分割するス
テップ；
　（ｅ）介入期間中に、前記第１グループの前記患者の各々において、前記ダイエットプ
ログラムを実行するステップ；
　（ｆ）前記介入期間中に、前記第２群の前記患者の各々において、前記の少なくとも１
つの飲食相関病状に対して既知の有益な影響を与えるコントロール食事を維持するステッ
プ；
　（ｇ）前記介入期間の後に前記患者のそれぞれについて前記病状の各々の前記少なくと
も１つの指標をモニタリングするステップ；
を含む方法。
【請求項２６】
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　フローサイトメトリー、レーザー走査共焦点顕微鏡法、および他の分析技術において、
試料中のＳＡＭ、ＳＡＨまたはＨＣｙの存在または非存在を検出するための、蛍光トレー
サーで標識された抗ＳＡＭ、抗ＳＡＨまたは抗ＨＣｙ抗体の使用。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３０】
　本発明はまた、患者の急性冠動脈症候群の少なくとも１つの症状の発生から１年以内に
重大な有害心臓事象を経験するリスクを判定する方法であって、（ａ）前記患者から試験
試料を得るステップと、（ｂ）量子ドットに基づくアッセイを使用して、ＳＡＭ、ＳＡＨ
、ＨＣｙおよび場合によりＣ反応性タンパク質の量を測定するステップと、（ｃ）前記試
験サンプル中のＭＩを計算するステップと、（ｄ）前記４つのバイオマーカーの量をバイ
オマーカー参照標準と比較し、前記リスクは前記比較の結果によって判定されるステップ
と、を含む方法である。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３６】
　本発明はまた、少なくとも１つの食事相関病状を有する患者に投与するダイエットプロ
グラムの有効性を判断するための方法を提供する。前記方法は、（ａ）それぞれが少なく
とも１つの食事相関病状を有する複数の患者を選択するステップと、（ｂ）前記患者にお
いて体重指数（ＢＭＩ）、および前記食事相関病状のそれぞれについて、メチル化指数お
よびＳＡＭレベルから選択された少なくとも１つの他の定量可能な指標を同定し、ベース
ライン期間中に前記患者のそれぞれについて前記少なくとも１つの指標を測定するステッ
プと、（ｃ）前記ベースライン期間中に前記患者のそれぞれをモニタリングして、ベース
ラインのクオリティ・オブ・ライフを判定するステップと、（ｄ）前記複数の患者を第１
グループと第２グループとの間でランダムに分割するステップと、（ｅ）介入期間中に前
記第１グループの前記患者のそれぞれに前記ダイエットプログラムを投与するステップと
、（ｆ）前記介入期間中に前記第２群の前記患者の各々を前記少なくとも１つの食事相関
病状に既知の有益な効果を有する対照食事で維持するステップと、（ｇ）前記介入期間の
後に前記患者のそれぞれについて前記病状の各々の前記少なくとも１つの指標をモニタリ
ングするステップと、を含む。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８７】
　一例として、イムノアッセイ試験用イムノクロマトストリップの調製および組立ては以
下のように行われる。簡潔に述べると、１０ｍＭリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．４）に溶け
た３．５μｇのヤギ抗マウスＩｇＧおよび牛血清白蛋白（ＢＳＡ）－ＳＡＨまたはＢＳＡ
－ＳＡＭを別々にニトロセルロース膜（ＮＣＭ）（２．５×２．０ｃｍ）に塗布し、対照
ゾーンおよび試験ゾーンとして使用した。対照ゾーンと試験ゾーンとの間の距離は０．５
ｃｍであった。次いで、ＮＣＭを３７℃で１．５時間乾燥させ、抗体および抗原を固定し
た。ＮＣＭをポリ塩化ビニルストリップ上に貼り付け、吸着パッドをその上端に覆わせ、
サンプルパッドに部分的に覆われた量子ドットコンジュゲートパッドをＮＣＭの下端に接
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着させた。量子ドットコンジュゲートパッドは、抗ＳＡＨまたは抗ＳＡＭモノクローナル
抗体に被覆された量子ドット（即ち、ＣｄＳｅＮＰ）をガラス繊維（２．５×１．０ｃｍ
）に添加することによって作製された。得られたコンジュゲートパッドを完全に乾燥する
まで、３７℃で１．５時間インキュベートした。ガラス繊維製のサンプルパッド（２．５
×２．０ｃｍ）を、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含む１０ｍＭリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７
．４）に浸し、３７℃で１．５時間乾燥させた。最後に、試験装置を５ｍｍ幅のストリッ
プに切断し、使用前に室温で保存した。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１１】
［実施例４］ＣＲＰ定量ストリップ
全ＣＲＰの迅速的定量のための蛍光イムノクロマト法ストリップ
　（１）抗ＣＲＰモノクローナル抗体を蛍光トレーサーにコンジュゲートさせた後、コン
ジュゲートを３３ＧＬＡＳＳ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
Ｃｏｒｐ．　Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，　ＮＪ）に均一に添加した：均一なユーロピウム染
色ミクロスフェア（直径０．２０μｍのポリマーＰ（Ｓ／Ｖ－ＣＯＯＨ）、Ｂａｎｇｓ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．，　Ｆｉｓｈｅｒｓ，　ＩＮ）をＭＥＳ（２-Ｎ-モ
ルホリノエタンスルホン酸）で二回洗浄し、１０分間１４，０００ｒｐｍの遠心分離で分
離した。ＥＤＣ（１-エチル-３-（３-ジメチルアミノプロピル）-カルボジイミド）を１
．５ｍｇの／ｍＬの最終濃度に、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）を２ｍｇの／
ｍＬに添加して、ポリマーを活性化した。ＭＥＳで洗浄した後、微小球を５００μＬのＭ
ＥＳ液（ｐＨ６．０）中に再懸濁した。抗ＣＲＰ抗体Ｍ－５１９１（Ｂｉｏｂｒｉｄｇｅ
、北京、中国）を７μＬ（２．８２ｍｇ／ｍＬ）添加して室温で２．５時間振とうした。
コンジュゲートは、０．５％ＢＳＡ及びＥＤＴＡ－Ｎａ２を含む２０ｍＭトリス緩衝液中
で保存し、１：３倍希釈後、密度４μＬ／ｃｍでガラス繊維に均一に塗布し、３７℃で１
８時間乾燥した。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１２８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１２８】
［実施例１０］ＳＡＨ半定量ストリップ
ＳＡＨ用コロイド金またはコロイド状ミクロスフェア半定量試験ストリップ
　本テストユニットは、結果を読み取るためにデバイスを必要としない。三重テストスト
リップは、単一のユニットに組み立てられ、各ストリップは、それぞれカットオフ値が２
００ｎＭ、６００ｎＭ、１２００ｎＭの検出バンドを有する。カットオフ値は、２００ｎ
Ｍ、６００ｎＭ、および１２００ｎＭ以外の異なる値に変更することができる。血液サン
プル中の値は、以下のように読み取ることができる：＜２００ｎＭ；２００-６００ｎＭ
；６００-１２００ｎＭ；＞１２００ｎＭ。コロイド金またはマイクロスフェアを用いて
、マウス抗ＳＡＨ抗体８３９-６（Ｃａｔ＃ＭＡ００３０７，　Ａｒｔｈｕｓ　Ｂｉｏｓ
ｙｓｔｅｍｓ，　ＶＡ）を標識した。抗体のコンジュゲーションは、実施例６と類似であ
った。試験ストリップの組み立ては、図１Ａおよび実施例１に示したものと同様である。
コロイド金またはミクロスフェアの結果は肉眼で見ることができる。したがって、この方
法は、追加のデバイスを使用する必要がなく、迅速的、簡単で、且つ費用効果が高い。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】０１４０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１４０】
　ＢＭＩが２４を超えると健康状態が悪化する可能性があるため、我々はＢＭＩが２４を
超える女性３例および男性４例を除外し、表１が以下の表３になる。１２人の正常なＢＭ
Ｉの女性のＳＡＭ、ＳＡＨおよびＭＩの平均値は、１３人の男性被験者の対応値より高い
（ＳＡＭは３３．４１％、ＳＡＨは９７．７３％、ＭＩは２５％、それぞれ高い）。さら
に、異常なＢＭＩ症例を排除することにより、女性と男性のＳＡＭ値、ＳＡＨ値およびＭ
Ｉ値の差異がさらに明らかになった。すなわち、各性別の正常なＢＭＩ被験者だけを見る
と、女性の平均ＳＡＭ値は男性のそれより３３．４１％高い（すべてのＢＭＩ値の被験者
を考慮した場合は２５．５１％）。表４は、異常なＢＭＩが、女性と男性の間のＳＡＭ、
ＳＡＨおよびＭＩ値の差異をぼかす（減少させる）ことができることを示した。これは、
ＢＭＩがＳＡＭ、ＳＡＨ、ＭＩの値を複雑にする要因であることを示している。これは、
人種、性別、体重、年齢、一般的な健康状態によってＳＡＭとＳＡＨのレベルが異なると
いう事実と一致している。
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摘要(译)

[问题] 本发明提供了一种用于免疫色谱的试纸，用于检测和定量样品中
的S-腺苷甲硫氨酸（SAM），S-腺苷同型半胱氨酸（SAH）和高半胱氨
酸（HCy）。 [解决方案] 本发明的方法包括：（a）制备荧光团偶联的抗
体；（b）将SAM，SAH和HCy固定在固体支持物上；（c）提供样品以
提供镧系元素螯合物或量子点（ QD）与抗SAM，抗SAH或抗HCy的结
合物，其中混合包括结合物，固体支持物上包含的SAM，SAH或HCy以
及样品中的SAM，SAH。 或HCy（如果存在），并且在允许形成竞争性
复合物的条件下，包括：（d）通过监测复合物中荧光偶联物产生的光谱
发射，在样品中进行检测。 检测SAM，SAH或HCy的存在，所述发射指
示样品中SAM，SAH或HCy的存在和量。 [选择图]图2
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