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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　種の親和性単離または親和性アッセイのための方法であって、
（ａ）溶液中に、種を特異的に結合する親和性分子でコーティングされたタンパク質微粒
気泡を提供する工程、
（ｂ）溶液中で、該微粒気泡上にコーティングされた該親和性分子と相互作用する該種と
該微粒気泡とを接触させ、それにより、該種でコーティングされた微粒気泡を生成する工
程、および、
（ｃ）該溶液の表面に該種でコーティングされた微粒気泡を浮かせるか遠心分離によって
分離し、該種でコーティングされた微粒気泡を洗浄剤または界面活性剤で処理することに
よって該微粒気泡を破壊する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
　前記タンパク質がアルブミンである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記親和性分子が、レセプター、リガンドおよび抗体からなる群より選択される、請求
項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記親和性分子がビオチンである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
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　前記親和性分子がアビジンまたはストレプトアビジンである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記種が、レセプター、リガンドまたは抗原である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記種が分析物である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記種が、ウイルスまたは細胞またはその小成分である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記種が、ビオチン、アビジンまたはストレプトアビジンで改変される、請求項１に記
載の方法。
【請求項１０】
　前記微粒気泡および溶液を遠心分離し、前記種が重力下でペレット化し、それによって
、遊離の種および該溶液からの、該種でコーティングされた微粒気泡の分離を増進する工
程をさらに包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記微粒気泡を破壊することにより捕捉された微粒気泡を有さない標的種が単離される
、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記タンパク質が動物アルブミンである、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記タンパク質がヒトアルブミンである、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記タンパク質がウシ血清アルブミンである、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　種の溶液を激減させる方法であって、
（ａ）溶液中に、種を特異的に結合する親和性分子でコーティングされたタンパク質微粒
気泡を提供する工程、
（ｂ）溶液中で、該微粒気泡上にコーティングされた該親和性分子と相互作用する該種と
該微粒気泡とを接触させ、それにより、該種でコーティングされた微粒気泡を生成する工
程、
（ｃ）該種でコーティングされた微粒気泡を該溶液から分離し、それにより該種の溶液を
激減させる工程、
（ｄ）該種でコーティングされた微粒気泡を洗浄剤または界面活性剤で処理することによ
り該微粒気泡を破壊する工程、および
（ｅ）該種が溶液に残っているか否かを検出する工程
を包含する、方法。
【請求項１６】
　前記親和性分子が、レセプター、リガンド、抗体、ホルモン、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ
またはヌクレオチド誘導体または類似物からなる群から選択されるか、または該親和性分
子がビオチンであるか、または該親和性分子がアビジンまたはストレプトアビジンである
、請求項１または１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記種が、レセプター、リガンドまたは抗原である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記種が、ビオチン、アビジンまたはストレプトアビジンによって改変される、請求項
１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記微粒気泡および溶液を遠心分離し、前記溶液中に残っている種が重力下でペレット
化し、それによって、分析物および該溶液からの、該種でコーティングされた微粒気泡の
分離を増進する工程をさらに包含する、請求項１５に記載の方法。
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【請求項２０】
　前記種が血液、血清、血漿、脊髄液、関節液、唾液、尿、精液、人工関節の流体、細胞
または組織中に存在する、請求項１または１５に記載の方法。
【請求項２１】
　該微粒気泡がアルブミン微粒気泡である、請求項１５に記載の方法。
【請求項２２】
　種の親和性濃縮のための方法であって、
（ａ）溶液中に、種を特異的に結合する親和性分子でコーティングされたタンパク質微粒
気泡を提供する工程、
（ｂ）溶液中で、該微粒気泡上にコーティングされた該親和性分子と相互作用する該種と
該微粒気泡とを接触させ、それにより、該種でコーティングされた微粒気泡を生成する工
程、
（ｃ）該種でコーティングされた微粒気泡を該溶液から分離し、それにより該種を濃縮す
る工程、および
（ｄ）該種でコーティングされた微粒気泡を洗浄剤または界面活性剤で処理することによ
り該微粒気泡を破壊する工程
を包含する、方法。
【請求項２３】
　前記親和性分子が、レセプター、リガンド、抗体、ホルモン、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ
またはヌクレオチド誘導体または類似物からなる群から選択されるか、または該親和性分
子がビオチンであるか、または該親和性分子がアビジンまたはストレプトアビジンである
、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記種がレセプター、リガンドまたは抗原である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
前記種がビオチン、アビジンまたはストレプトアビジンによって改変される、請求項２２
に記載の方法。
【請求項２６】
　前記分析物がウイルスまたは細胞の成分であるか、または分析物が細菌細胞である、請
求項２２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、親和性分子でコーティングされた微粒気泡に基づく、親和性単離、親和性精
製および親和性アッセイのための方法、組成物およびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　細胞、ウイルス、細菌および可溶性分子を単離する分野では、目的の標的を吸収または
結合する固相として種々の型の粒子が使用されている。例えば、リガンド（例えば、抗体
）でコーティングされた磁性粒子は、標的の細胞または可溶性タンパク質に結合し得る。
この磁性粒子上に結合した標的は、他の細胞型またはタンパク質からの標的の分離をもた
らす。この元の作業には種々の改良が存在しており、商業上の実施例が数年にわたって利
用可能である。
【０００３】
　他の例としては、ラテックス粒子、リポソーム、乳脂肪顆粒、プラスチック粒子（例え
ば、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロピレンおよびナイロンなど）が使用されてい
る。捕捉支持体の場合、これらの各々は、それら自身の特定の性質および課題を有する。
標的ではない細胞およびタンパク質の非特異的結合は、これらの方法が遭遇する最も一般
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的な課題であり、これは、不完全な分離をもたらす。さらに、大半の方法は、例えば、結
合した粒子から未結合の種を分離することを達成するために、結合の後に、少なくとも１
つのさらなる工程（例えば、磁性粒子に対しては、磁界が印加されなければならない）を
必要とし、時折、遠心分離を使用して、溶液から粒子が分離または濾過される。
【０００４】
　一般的に、標的細胞またはタンパク質が結合するのに必要とされる時間は、溶液の単位
体積あたりの粒子の表面積および粒子の量に関係する。粒子が小さければ小さいほど、表
面積の増大により、結合はより迅速になる。不幸なことに、より大きな表面積は、一般的
に非特異的結合を増大させる。
【０００５】
　分離方法は、その分離の性質または原理に依存して、種々の粒子を同時に単離し得る。
このことは、粒子と細胞または他の種とが同時ペレット化（ｃｏ－ｐｅｌｌｅｔ）し得る
重力遠心分離に基づく分離において明らかである。さらに、数種の細胞型（例えば、マク
ロファージおよび単球）は、それら自身が非特異的に粒子を飲み込み得、標的細胞ととも
に単離され得る。先の技術の個々の制限が特定の工程または予防策を採ることによって最
小限にされ得るか、回避され得る一方で、特定の制限が固有であり、完全には克服し得な
い。種々の程度の成功とともに多くの異なるアプローチが存在するという事実は、この課
題に対するよりよい解決策が必要とされていることを示唆する。
【０００６】
　最適な分離因子は、非特異的な相互作用が無く、無限の表面積を有し、結合が即座に生
じ、かつ標的ではない細胞または可溶性分子への結合を最小限にする。理想的には、この
因子は、標的ではない細胞も分子もそれぞれ捕捉することなく、細胞懸濁物または可溶性
分子の溶液から、因子自身を分離すべきである。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　本発明は、親和性単離（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ）または親和性アッセ
イ（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ａｓｓａｙ）に使用するための組成物を提供し、この組成物は、
親和性分子により共有結合的にコーティングされている微粒気泡を含む。本発明の一実施
形態において、この微粒気泡はアルブミン微粒気泡のようなタンパク質微粒気泡である。
このタンパク質微粒気泡は、例えば、超音波処理により、タンパク質の溶液へガスを導入
することにより形成され得る。本発明の一局面において、ガスは、タンパク質の溶液を加
熱する工程を包含するプロセスを介して、タンパク質に導入され得る。別の実施形態にお
いて、このタンパク質微粒気泡は、例えば、タンパク質を変性する工程またはＣｒ＋＋＋

による処理によって安定化され得る。
【０００８】
　本発明の別の実施形態において、微粒気泡はガラス微粒気泡である。本発明の一局面に
おいて、このガラス微粒気泡は、約０．６ｇ／ｃｃの密度および約３０μｍの平均直径を
有する。
【０００９】
　本発明にしたがって、親和性分子は、レセプター、リガンドまたは抗体であり得る。あ
るいは、この親和性分子は、ビオチン、アビジンまたはストレプトアビジンであり得る。
【００１０】
　親和性分子は、例えば、スルホスクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロ
ヘキサン－１－カルボキシレートのようなヘテロ二官能性（ｈｅｔｅｒｏｂｉｆｕｎｃｔ
ｉｏｎａｌ）試薬を使用することによって、この微粒気泡に直接結合され得る。本発明の
別の実施形態において、この親和性分子は、例えば、少なくとも１つの他の分子の相互作
用を介して、この微粒気泡に間接的に結合される。本発明の一局面において、微粒気泡は
、ストレプトアビジンに直接結合され、そして親和性分子がビオチン化され、その結果、
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ストレプトアビジンとビオチンとが相互作用して、親和性分子を微粒気泡に結合させる。
【００１１】
　本発明の一実施形態にしたがって、親和性分子は、微粒気泡上のエポキシコーティング
を介して、この微粒気泡に直接結合され得る。別の実施形態において、親和性分子は、微
粒気泡上のアミン官能基を介して結合される。
【００１２】
　本発明の一局面において、ガラス微粒気泡を処理して、反応性の表面残基を生じさせ、
この反応性の表面残基は、今度は３－アミノプロピルトリエトキシシランと反応させてア
ミンを生じる。別の局面において、ガラス微粒気泡は、シス－ジオールコーティングされ
、親和性分子は、シス－ジオールコーティングを介してガラスに直接結合される。このシ
ス－ジオールコーティングは、例えば、ガラス微粒気泡を処理して、反応性の表面ヒドロ
キシル残基を生じ、このヒドロキシル残基を３－グリシドオキシプロピルトリメトキシシ
ランと反応させて、エポキシ官能性残基を生じ、そしてこのエポキシ官能性残基を酸によ
り処理し、このエポキシ官能基をシス－ジオール官能基へ変換することによって、生成さ
れ得る。
【００１３】
　本発明はまた、親和性単離または親和性アッセイに使用するためのタンパク質微粒気泡
を生成するための方法も提供する。一局面において、この方法は、タンパク質の溶液を加
熱する工程を包含する。この方法の別の局面において、タンパク質の溶液を、超音波処理
して、この溶液にガスを導入し、それによりタンパク質微粒気泡を生じる。この方法のな
お別の局面において、タンパク質の溶液を、ガスまたはガス混合物の存在下で機械的に処
理する。
【００１４】
　本発明の代替的な局面において、ガスは空気であり、タンパク質はアルブミンである。
このタンパク質微粒気泡は、例えば、Ｃｒ＋＋＋による処理によって安定化され得る。
【００１５】
　本発明はまた、親和性単離または親和性アッセイに使用するための微粒気泡を生成する
ための方法を提供し、この方法は、微粒気泡を提供する工程、およびこの微粒気泡を親和
性分子でコーティングする工程を包含する。
【００１６】
　本発明の別の実施形態において、種の親和性単離または親和性アッセイのための方法が
提供される。これらの実施形態にしたがって、この方法は、溶液中の親和性分子でコーテ
ィングされた微粒気泡を提供する工程、溶液中でこの親和性分子と相互作用する種とこの
微粒気泡とを接触させ、それにより、この種でコーティングされた微粒気泡を生成する工
程、および、溶液の表面にこの種でコーティングされた微粒気泡を浮かせ、それにより、
この溶液からこの種を分離する工程を包含する。
【００１７】
　この実施形態の一局面において、この種はレセプター、リガンドまたは抗原である。一
実施形態において、この種は分析物である。代替の実施形態において、この種はウイルス
または細胞である。
【００１８】
　本発明の別の局面において、タンパク質微粒気泡（特に、アルブミン微粒気泡）を、界
面活性剤、圧力または減圧により処理し、この種を放出することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　（発明の詳細な説明）
　上記の要約および下記の詳細な説明の両方が単に例示的かつ説明的であり、特許請求さ
れる発明を制限しないことが理解されるべきである。本明細書で使用される場合、単数形
の使用は、具体的にそうではないと示されない限り、複数形を包含する。本明細書で使用
される場合、「または（ｏｒ）」とは、そうではないと示されない限り、「および／また
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は（ａｎｄ／ｏｒ）」を意味する。さらに、用語「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」および
他の形態（例えば、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」および「含まれる（ｉｎｃｌｕｄｅｄ
）」）の使用は限定ではない。本明細書で使用される場合、「できる（ｃａｎ）」とは、
そうではないと示されない限り、「し得る（ｍａｙ）」を意味する。
【００２０】
　本明細書で使用される節の見出しは、単に構成目的のためであり、記載される対象を制
限しないとみなされるべきである。本出願に引用された全ての書類または書類の一部（特
許、特許出願、論文、書物、マニュアル、および専門書が挙げられるが、これらに限定さ
れない）は、あらゆる目的のために、それらの全体において、参考として本明細書に明示
的に援用される。
【００２１】
　（定義）
　本発明の特定の実施形態の説明をさらに進める前に、多くの用語が定義され詳細に記載
される。
【００２２】
　特別な定義が提供されない限り、本明細書に関連して使用される用語、ならびに本明細
書に記載の実験室手順、技術および方法は、それらが属する分野の当業者に公知である。
標準的な化学記号および略語は、このような記号により表される正式名と交換可能に使用
される。したがって、例えば、用語「炭素」および「Ｃ」は、同一の意味を有することが
理解される。標準的な技術が、化学合成、化学改変、化学分析、薬学的調製、処方、送達
、および患者の処置のために使用され得る。標準的な技術が、組換えＤＮＡ方法論、オリ
ゴヌクレオチド合成、および組織培養などのために使用され得る。当該分野において一般
的に達成されるか、または本明細書に記載されるように、反応および精製技術が、例えば
、製造者の明細書にしたがってキットを使用して、実行され得る。上記の技術および手順
は、当該分野において周知の従来の方法にしたがって、ならびに本明細書の全体に亘って
引用および議論される種々の一般的な参考文献およびより特別な参考文献に記載されるよ
うに、一般的に実行され得る。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９））、Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（
１９８８））（これらは、あらゆる目的のために参考としてこれらの全体において本明細
書に援用される）を参照のこと。
【００２３】
　本明細書で使用される「気泡」とは、小さな中空かつ軽量の小球、代表的には、薄膜内
に閉じ込められた、小体積の球状のガスをいう。気泡は、あらゆるガス（酸素、窒素、二
酸化炭素、ヘリウム、フッ化炭素のガスおよびこれらの種々の組み合わせ（例えば、空気
）が挙げられるが、これらに限定されない）により充填され得る。この薄膜は、小体積の
ガスを閉じ込めることのできる任意の材料（例えば、不溶性タンパク質または脂質、ポリ
マー性材料または非ポリマー性材料、金属のような固体、固体ガラス、セラミック材料ま
たは類似材料、あるいはプラスチック（例えば、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロ
ピレン、ナイロンなど））であってもよい。好ましい実施形態において、この薄膜は、ア
ルブミンである。別の好ましい実施形態において、この薄膜は、ホウケイ酸ガラスである
。一実施形態において、この薄膜は、それが曝される条件および溶液下で安定である。別
の実施形態において、気泡は、選択的に破裂、粉砕または可溶化され得る。「微粒気泡」
は、一般的に、直径０．１～１００ミクロンの範囲、代表的に直径１～５０ミクロン、そ
してしばしば直径２～２０ミクロンまたは２～３０ミクロンの小さな気泡である。
【００２４】
　本明細書で使用される場合、用語「分析物」とは、アッセイにおいて検出することが望
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ましく、かつサンプル中に存在し得るあらゆる物質をいう。分析物は、限定せずに任意の
物質であってもよい。本発明の好ましい実施形態において、分析物は、天然に存在する抗
体のための物質または抗体を調製し得るための物質を含む。この分析物は、例えば、タン
パク質、ポリペプチド、ハプテン、炭水化物、脂質、薬物、細胞、細胞小成分（ｓｕｂｃ
ｏｍｐｏｎｅｎｔ）もしくは小器官（例えば、リソソーム（ｌｙｓｏｚｏｍｅ）、ミトコ
ンドリア）または任意の他の種々の生物学的分子もしくは非生物学的分子、それらの複合
体もしくは組み合わせであり得る。別の実施形態において、この分析物は抗体である。な
お別の実施形態において、この分析物は核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、およびこれらの
混合物である核酸またはヌクレオチド誘導体もしくはアナログを含む核酸）である。
【００２５】
　本発明の組成物、方法およびキットを使用して検出され得る多価リガンド分析物は、通
常、ポリ（アミノ酸）（すなわち、ポリペプチドおよびタンパク質）、多糖類、核酸、お
よびそれらの組み合わせである。このような組み合わせとしては、細胞成分、組織、細菌
、ウイルス、細胞壁、細胞膜、細胞小器官、染色体、遺伝子、ミトコンドリア、および核
などが挙げられる。本発明の一局面にしたがって、特定の分析物は、核酸を含まない。
【００２６】
　広範な種類のタンパク質分析物は、本発明の方法を使用して有利に検出され得る。この
ようなタンパク質分析物は、ファミリー（ｆａｍｉｌｙ）（各々のファミリーは、類似の
構造的特徴、生物学的機能、および特定の微生物（特に、疾患原因微生物）への関連性な
どを有する）にしたがって分類され得る。本発明に関して特に関心のあるタンパク質ファ
ミリーとしては、例えば、免疫グロブリン、サイトカイン、酵素、ホルモン、癌抗原、栄
養マーカー、組織特異的抗原、および生物兵器（ｂｉｏｗａｒｆａｒｅ　ａｇｅｎｔ）が
挙げられる。これらのタンパク質分析物は、血液、血清、血漿、脊髄液、関節液、唾液、
尿、精液、人工関節の流体（ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ）、細胞または組織中に
存在し得る。
【００２７】
　以下は、構造で関連するタンパク質分析物のクラスの例であり、これらは、本発明の組
成物、方法およびキットを使用して検出され得る：
プロタミン
ヒストン
アルブミン
グロブリン
硬タンパク質
リン酸化タンパク質
ムコタンパク質。
【００２８】
　以下の例は、ヒト血漿で見出される、臨床的に重要なタンパク質であり、これらは、本
発明の組成物、方法およびキットを使用して検出され得る：
α１－リポタンパク質
α１－アンチトリプシン
トランスコルチン（ｔｒａｎｓｃｏｒｔｉｎ）
４．６Ｓ－ポストアルブミン（ｐｏｓｔａｌｂｕｍｉｎ）
貧トリプトファン（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ－ｐｏｏｒ）
α１－糖タンパク質
α１χ－糖タンパク質
チロキシン結合グロブリン
インターαトリプシンインヒビター（Ｉｎｔｅｒ－α－ｔｒｙｐｓｉｎ－ｉｎｈｉｂｉｔ
ｏｒ）
Ｇｃ－グロブリン
　（Ｇｃ１－１）
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　（Ｇｃ２－１）
　（Ｇｃ２－２）
ハプトグロビン
　（Ｈｐ１－１）
　（Ｈｐ２－１）
　（Ｈｐ２－２）
セルロプラスミン
コリンエステラーゼ
α２－リポタンパク質
ミオグロビン
Ｃ反応性タンパク質
α２－マクログロブリン
α２－ＨＳ－糖タンパク質
Ｚｎ－α２－糖タンパク質
α２－ニューラミノ（Ｎｅｕｒａｍｉｎｏ）－糖タンパク質
エリスロポエチン
β－リポタンパク質
トランスフェリン
ヘモペキシン
フィブリノーゲン
プラスミノーゲン
β２－糖タンパク質Ｉ
β２－糖タンパク質ＩＩ
免疫グロブリンＧ
（ＩｇＧ）またはγＧ－グロブリン
　分子式：γ２ｋ２またはγ２λ２
免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）またはγＡ－グロブリン
　分子式：（α２　κ２）ｎまたは（α２　κ２）ｎ

免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）またはγＭ－グロブリン
　分子式：（μ２κ２）５または（μ２　λ２）５

免疫グロブリンＤ（ＩｇＤ）またはγＤ－グロブリン（γＤ）
　分子式：（．ｄｅｌｔａ．２κ２）または，ｄｅｌｔａ．２λ２）
免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）またはγＥ－グロブリン（γＥ）
　分子式：（ε２κ２）または（ε２　λ２）
遊離のκ軽鎖およびλ軽鎖
補体因子：
　Ｃ’１
　Ｃ’１ｑ
　Ｃ’１ｒ
　Ｃ’１ｓ
　Ｃ’２
　Ｃ’３
　β１Ａ
　α２Ｄ
　Ｃ’４
　Ｃ’５
　Ｃ’６
　Ｃ’７
　Ｃ’８
　Ｃ’９。
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【００２９】
　本発明の組成物、方法およびキットを使用して検出され得る重要な血液凝固因子として
は、以下の表に列挙される例が挙げられる。
【００３０】
【表１】

　本発明の組成物、方法およびキットを使用して検出され得る重要なタンパク質ホルモン
としては、以下が挙げられる：
　ペプチドホルモンおよびタンパク質ホルモン
　副甲状腺ホルモン（ｐａｒａｔｈｒｏｍｏｎｅ）
　チロカルシトニン（ｔｈｙｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ）
　インスリン
　グルカゴン
　リラキシン
　エリスロポエチン
　メラノトロピン（ｍｅｌａｎｏｔｒｏｐｉｎ）（メラニン細胞刺激ホルモン；インター
メジン）
　ソマトトロピン（成長ホルモン）
　コルチコトロピン（副腎皮質刺激ホルモン）
　チロトロピン
　濾胞刺激ホルモン
　黄体形成ホルモン（間質細胞刺激ホルモン）
　黄体乳腺栄養ホルモン（ｌｕｔｅｏｍａｍｍｏｔｒｏｐｉｃ　ｈｏｒｍｏｎｅ）（ルテ
オトロピン（ｌｕｔｅｏｔｒｏｐｉｎ）、プロラクチン）
　ゴナドトロピン（絨毛性ゴナドトロピン）
　組織ホルモン
　セクレチン
　ガストリン
　アンギオテンシンＩおよびＩＩ
　ブラジキニン
　ヒト胎盤ラクトゲン
　サイトカイン
　ＩＬ　１
　ＩＬ　２
　ＩＬ　４
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　ＩＬ　６
　ＩＬ　８
　ＩＬ１０
　ＥＧＦ
　ＴＮＦ
　ＮＧＦ
　癌抗原
　ＰＳＡ
　ＣＥＡ
　αフェトプロテイン
　酸性ホスファターゼ
　ＣＡ１９．９
　ＣＡ１２５
　組織特異的抗原
　アルカリホスファターゼ
　ミオグロビン
　ＣＰＫ－ＭＢ
　トロポニン
　ＢＮＰ
　Ｐｒｏ－ＢＮＰ
　カルシトニン
　ミエリン塩基性タンパク質
　神経下垂体由来のペプチドホルモン
　オキシトニン
　バソプレッシン
　放出因子（ＲＦ）ＣＲＦ、ＬＲＦ、ＴＲＦ、ソマトトロピン－ＲＦ、ＧＲＦ、ＦＳＨ－
ＲＦ、ＰＩＦ、ＭＩＦ
　リシン
　ジフテリア毒素
　ボツリヌス毒素（ｂｏｔｕｌｉｓｍ　ｔｏｘｉｎ）
　ブドウ球菌エンテロトキシンＢ。
【００３１】
　細菌およびウイルスもまた、本発明の組成物、方法およびキットを使用して検出され得
る分析物である。これらの生物学的分析物に含まれるものは、特に以下のものである：
　コリネバクテリウム
　　Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ
　肺炎球菌
　　Ｄｉｐｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
　レンサ球菌
　　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｒｏｇｅｎｅｓ
　　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｌｉｖａｒｕｓ
　ブドウ球菌
　　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
　　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｌｂｕｓ
　ナイセリア
　　Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ
　　Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａ
　腸内細菌科
　　大腸菌型
　　　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
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　　　Ａｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ
　　　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
　　サルモネラ
　　　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｏｓａ
　　　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ
　　　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ
　　赤痢菌
　　　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａ
　　　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｓｃｈｍｉｔｚｉｉ
　　　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ａｒａｂｉｎｏｔａｒｄ
　　　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｆｌｅｘｎｅｒｉ
　　　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｂｏｙｄｉｉ
　　　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｓｏｎｎｅｉ
　　他の腸内桿菌
　　　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ
　　　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ
　　　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｓｐｅｃｉｅｓ
　　　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｏｒｇａｎｉ
　　　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
　　　Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ
　　　Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ
　　Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ－Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ）群
　　　Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
　　　Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｄｕｃｒｙｉ
　　　Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ
　　　Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ａｅｇｙｐｔｉｃｕｓ　
　　　Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ
　　　Ｂｏｒｄｅｔａｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ
　　Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｅ
　　　Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｐｅｓｔｉｓ　　　
　　　Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｕｓｉｓ
　　Ｂｒｕｃｅｌｌａｅ
　　　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ　
　　　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ
　　　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ
　　好気性胞子形成桿菌
　　　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ　　
　　　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ
　　　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ　
　　　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ
　　嫌気性胞子形成桿菌
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ　
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔａｎｉ　　
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｎｏｖｙｉ　
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｓｅｐｔｉｃｕｍ　
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃｕｍ　
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｒｔｉｕｍ　
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ　
　　　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ
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　　マイコバクテリア
　　　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ　ｈｏｍｉｎｉｓ
　　　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ　
　　　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　
　　　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ　
　　　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
　　放線菌類（真菌様細菌）
　　　Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　Ｉｓａｅｌｉ　　
　　　Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｂｏｖｉｓ　
　　　Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｎａｅｓｌｕｎｄｉｉ　
　　　Ｎｏｃａｒｄｉａ　ａｓｔｅｒｏｉｄｅｓ　
　　　Ｎｏｃａｒｄｉａ　ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ
　　スピロヘータ
　　　Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ
　　　Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐｅｒｔｅｎｕｅ
　　　　Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｃａｒａｔｅｕｍ
　　　Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｉｓ　　　
　　　Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｃｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉａｅ
　　　Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｃａｎｉｃｏｌａ
　　　Ｔｒｙｐａｎａｓｏｍｅｓ
　　マイコプラズマ
　　　Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
　他の病原体
　　リケッチア（細菌様寄生生物）
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｐｒｏｗａｚｅｋｉｉ　
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｍｏｏｓｅｒｉ　
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｒｉｃｋｅｔｔｓｉｉ
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｃｏｎｏｒｉ
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ａｕｓｔｒａｌｉｓ　
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ　
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ａｋａｒｉ　
　　　Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ　ｔｓｕｔｓｕｇａｍｕｓｈｉ
　　クラミジア（分類不能寄生細菌／ウイルス）
　　クラミジア因子（命名未定）
　　真菌
　　　Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ　
　　　Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ　ｄｅｒｍａｔｉｄｉｓ　
　　　Ｈｉｓｏｐｌａｓｍａ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｍ
　　　Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉｓ
　　　Ｐａｒａｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ　
　　　Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ
　　　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａｔｕｓ
　　　Ｍｕｃｏｒ　ｃｏｒｙｍｂｉｆｅｒ　（Ａｂｓｉｄｉａ　ｃｏｒｙｍｂｉｆｅｒａ
　）　
　　　Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｏｒｙｚａｅ
　　　Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ａｒｒｈｉｚｕａ
　　　Ｐｈｙｃｏｍｙｃｅｔｅｓ
　　　Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｎｉｇｒｉｃａｎｓ
　　　Ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｓｃｈｅｎｋｉｉ
　　　Ｆｌｏｎｓｅｃａｅａ　ｐｅｄｒｏｓｏｉ
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　　　Ｆｏｎｓｅｃａｃｅａ　ｃｏｍｐａｃｔ
　　　Ｆｏｎｓｅｃａｃｅａ　ｄｅｒｍａｔｉｄｉｓ
　　　Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｃａｒｒｉｏｎｉｉ
　　　Ｐｈｉａｌｏｐｈｏｒａ　ｖｅｒｒｕｃｏｓａ
　　　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ　
　　　Ｍａｄｕｒｅｌｌａ　ｍｙｃｅｔｏｍｉ
　　　Ｍａｄｕｒｅｌｌａ　ｇｒｉｓｅａ
　　　Ａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａ　ｂｏｙｄｉｉ
　　　Ｐｈｉａｌｏｐｈｏｒａ　ｊｅａｎｓｅｌｍｅｉ　
　　　Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｍ　ｇｙｐｓｅｕｍ
　　　Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ　ｍｅｎｔａｇｒｏｐｈｙｔｅｓ
　　　Ｋｅｒａｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ａｊｅｌｌｏｉ
　　　Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｍ　ｃａｎｉｓ
　　　Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｍ　ａｄｏｕｉｎｉ
　　　Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ　ｒｕｂｒｕｍ
　ウイルス
　　アデノウイルス
　　ヘルペスウイルス
　　　Ｈｅｒｐｅｓ　ｓｉｍｐｌｅｘ
　　　Ｖａｒｉｃｅｌｌａ（水疱）
　　　Ｈｅｒｐｅｓ　Ｚｏｓｔｅｒ（帯状疱疹）
　　　Ｖｉｒｕｓ　Ｂ
　　　サイトメガロウイルス
　　ポックスウイルス
　　　Ｖａｒｉｏｌａ（天然痘）
　　　ワクシニア
　　　ウシポックスウイルス（Ｐｏｘｖｉｒｕｓ　ｂｏｖｉｓ）
　　　パラワクシニア
　　　伝染性軟属腫
　　ピコルナウイルス
　　　ポリオウイルス
　　　コクサッキーウイルス
　　　ＥＣＨＯウイルス（Ｅｃｈｏｖｉｒｕｓ）
　　　ライノウイルス
　　ミクソウイルス
　　　パラインフルエンザ（１－４）
　　　流行性耳下腺炎ウイルス
　　　ニューカッスル病ウイルス
　　　麻疹ウイルス
　　　リンダーペストウイルス（Ｒｉｎｄｅｒｐｅｓｔ　Ｖｉｒｕｓ）
　　　イヌジステンパーウイルス
　　　ＲＳウイルス
　　　風疹ウイルス
　　アルボウイルス
　　　東部ウマ脳炎ウイルス（Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｅｑｕｉｎｅ　Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉ
ｓ　Ｖｉｒｕｓ）
　　　西部ウマ脳炎ウイルス（Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｅｑｕｉｎｅ　Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉ
ｓ　Ｖｉｒｕｓ）
　　　シンドビスウイルス
　　　チクングニヤウイルス
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　　　セムリキ森林ウイルス（Ｓｅｍｌｉｋｉ　Ｆｏｒｅｓｔ　Ｖｉｒｕｓ）
　　　マヨラウイルス（Ｍａｙｏｒａ　Ｖｉｒｕｓ）
　　　セントルイス脳炎ウイルス
　　　発疹チフスリケッチア
　　　カリフォルニア脳炎ウイルス
　　　コロラドダニ熱ウイルス
　　　黄熱病ウイルス
　　　デング熱ウイルス
　　レオウイルス
　　　レオウイルス１～３型
　　レトロウイルス
　　　ヒト免疫不全ウイルスＩおよびＩＩ（ＨＩＶ）
　　　ヒトＴリンパ球向性ウイルスＩおよびＩＩ（ＨＴＬＶ）
　　肝炎
　　　Ａ型肝炎ウイルス
　　　Ｂ型肝炎ウイルス
　　　Ｃ型肝炎ウイルス
　　腫瘍ウイルス
　　　ラッシャー白血病ウイルス
　　　グロスウイルス
　　　マロネー白血病ウイルス（Ｍａｌｏｎｅｙ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ　Ｖｉｒｕｓ）
　　　ヒトパピローマウイルス。
【００３２】
　さらに、患者の正常な組織もしくは細胞または罹患した組織もしくは細胞を検出するこ
とが望ましくあり得る。特定の循環する癌または他の細胞の存在または不在は、例えば、
疾患のための診断になり得る。したがって、ヒト患者の内因性細胞は、本発明の組成物、
方法およびキットを使用して有利に検出され得る分析物である。
【００３３】
　本明細書で使用される用語「親和性分子」とは、別の分子に特異的に結合することので
きる、あらゆる分子をいう。一実施形態において、この親和性分子は抗体である。別の実
施形態において、この親和性分子は抗原である。本発明の他の実施形態において、親和性
分子としては、以下が挙げられ得るが、これらに限定されない：核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ、
ＰＮＡおよびそれらの混合物である核酸またはヌクレオチド誘導体もしくはアナログを含
む核酸）；生物学的レセプター分子（例えば、インスリンレセプター）；レセプターのた
めのリガンド（例えば、インスリンレセプターのためのインスリン）；および別の分子に
対する親和性を有する生物学的分子、化学分子、または他の分子（例えば、ビオチンおよ
びアビジン）。本発明の親和性分子は、必ずしも天然に存在する完全な分子を含む必要は
ないが、天然に存在する分子または天然に存在しない分子の一部、フラグメントまたはサ
ブユニットのみから構成され得る（例えば、抗体のＦａｂフラグメント）。この親和性分
子は、検出され得るマーカーをさらに含み得る。
【００３４】
　親和性分子は、当該分野で公知の任意の方法によって生成され得る。例えば、抗体は、
当該分野で周知であるように、抗血清中に見出され得るか、ハイブリドーマ組織培養物の
上清もしくは腹水液から調整され得るか、または組換え発現系から取得され得る。例えば
、抗体、レセプターまたは他の種のフラグメント、一部またはサブユニットは、化学的手
段、酵素的手段または他の手段により生成され得、例えば、周知の分子（例えば、Ｆａｂ
、Ｆａｂ’）もしくは新規の分子を取得し得る。本発明はまた、親和性分子が、組換え分
子、キメラ分子およびハイブリッド分子（例えば、ヒト化抗体および霊長類化（ｐｒｉｍ
ａｔｉｚｅｄ）抗体、および他の天然に存在しない抗体の形態）を含み得ることを意図す
る。当業者は、抗体の種々の形態を記載する、先に示される非限定的な例もまた、他の親
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和性分子に拡張され得、組換え、キメラ、ハイブリッド、切断型などの形態の非抗体分子
が本発明の方法に使用され得ることを認識する。
【００３５】
　本明細書で使用される用語「特異的に結合する」および「特異的な結合」により、抗体
または他の分子（特に、本発明の親和性分子）が、本発明の特定の条件下で、他の分子に
結合する親和性よりも大きな親和性で、標的（例えば、抗原、リガンドまたは他の分析物
）に結合することが意味される。当該分野で公知であるように、抗体または抗体フラグメ
ントは、他の分子（例えば、抗原）に結合することができる領域を含むポリペプチド分子
である。本発明の種々の実施形態において、「特異的に結合する」とは、抗体または他の
親和性分子が、標的分子に無関係な分子に結合する親和性よりも、少なくとも約１０６倍
大きな親和性、好ましくは少なくとも約１０７倍大きな親和性、より好ましくは少なくと
も約１０８倍大きな親和性、および最も好ましくは少なくとも約１０９倍大きな親和性で
、標的分析物分子に結合することを意味し得る。代表的に、特異的な結合とは、非特異的
結合よりも、約１０６倍～約１０９倍高い範囲の親和性をいう。いくつかの実施形態にお
いて、特異的な結合は、非特異的結合よりも１０９倍高い親和性により特徴付けられ得る
。「１～１０」のように、本明細書に範囲が現れる場合にはいつでも、この範囲は、限定
することなく、所定の範囲での各々の整数または尺度の単位をいう。したがって、１～１
０により、各々の１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０およびこの間の任意の下位
単位（ｓｕｂｕｎｉｔ）が意味される。
【００３６】
　「ポリクローナル抗体」または「ＰＡｂ」は、抗原またはその抗原性の機能性誘導体で
免疫化した動物の血清に由来する抗体分子の不均一な集団である。ポリクローナル抗体の
生成のために、宿主動物（例えば、ウサギ、マウスおよびヤギ）は、必要に応じてアジュ
バントを補充した、抗原またはハプテン－キャリア結合体での注射により、免疫化され得
る。ポリクローナル抗体は、抗血清中の他の種から精製されていなくても、精製されても
、部分的に精製されてもよい。ポリクローナル抗体　の調製および精製のための技術は、
当該分野において周知であり、種々の一般的な参考文献およびより特別な参考文献（Ｋａ
ｂａｔ＆Ｍａｙｅｒ、Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，第
２版（Ｔｈｏｍａｓ，Ｓｐｒｉｎｇｆｉｅｌｄ，ＩＬ（１９６１））；Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌ
ａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８８））；およびＷｅｉｒ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏ
ｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，第５版（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ（１９９６））が挙げられるが、これらに限
定されない）に記載される。
【００３７】
　「モノクローナル抗体」または「Ｍａｂ」（これらは、特定の抗原に対する抗体の均質
な集団である）は、抗体分子の生成を提供する任意の技術（例えば、細胞株の連続培養）
により取得され得る。これらの技術としては、ＫｏｅｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，
Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５－７（１９７５）ならびに米国特許第４，３７６，１１０
号のハイブリドーマ技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｓｂｏｒら、Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ，４：７２（１９８３）；Ｃｏｔｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８０：２０２６－３０（１９８３））；ＥＢＶハイブリドーマ
技術（Ｃｏｌｅら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．７
７－９６（１９８５））が挙げられるが、これらに限定されない。このような抗体は、任
意の免疫グロブリンクラス（ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびこれらの任
意のサブクラスを含む）であり得る。本発明のＭＡｂを産生するハイブリドーマは、イン
ビトロまたはインビボで培養され得る。インビボでの高力価のＭＡｂの生成は、現在好ま
しい生成方法である。



(16) JP 5037350 B2 2012.9.26

10

20

30

40

50

【００３８】
　さらに、適切な生物学的活性のヒト抗体分子由来の遺伝子とともに適切な抗原特異性の
マウス抗体分子由来の遺伝子をスプラシングすることによる「キメラ抗体」の生成のため
に開発された技術（Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８
１：６８５１－６８５５（１９８４）；Ｔａｋｅｄａら、Ｎａｔｕｒｅ，３１４：４５２
－５４（１９８５））が使用され得る。キメラ抗体は、異なる部分が異なる動物種に由来
する分子（例えば、マウスＭＡｂに由来する可変領域とヒト免疫グロブリン定常領域とを
有するもの）であり得る。
【００３９】
　あるいは、一本鎖抗体の生成に関して記載された技術（米国特許第４，９４６，７７８
号；Ｂｉｒｄ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－２６（１９８８）；Ｈｕｓｔｏｎら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５：５８７９－８３（１９８８）；
および、Ｗａｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ、３３４：５４４－４６（１９８９））は、本発明で
の使用に適する遺伝子－一本鎖抗体を生成するために適合され得る。一本鎖抗体は、代表
的に、アミノ酸架橋を介してＦｖ領域の重鎖フラグメントおよび軽鎖フラグメントを連結
し、一本鎖ポリペプチドを生じることによって形成される。
【００４０】
　特異的なエピトープを認識する抗体は、公知の技術により生成され得る。例えば、この
ようなフラグメントとしては、抗体分子のペプシン消化によって生成され得るＦ（ａｂ’
）２フラグメント、およびＦ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋を還元するこ
とによって生成され得るＦａｂフラグメントが挙げられるが、これらに限定されない。あ
るいは、Ｆａｂ発現ライブラリが構築され得（Ｈｕｓｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４６：１
２７５－８１（１９８９））、所望の特異性を有するモノクローナルＦａｂフラグメント
の迅速かつ容易な同定が可能になる。
【００４１】
　本明細書で使用される場合、用語「ハプテン」とは、抗体により認識され得る、小さな
タンパク質様抗原決定基または非タンパク質性抗原決定基をいう。代表的に、ハプテンは
、より大きな種の一部を除いて、動物において抗体形成を誘発しない。例えば、小さなペ
プチドハプテンは、抗ハプテン抗体応答を生成するために、しばしばキャリアタンパク質
（例えば、キーホールリンペット（ｋｅｙｈｏｌｅ　ｌｉｍｐｅｔ）ヘモシアニン）に連
結される。「抗原」は、動物において抗体応答を生成し得、生じる抗体によって認識され
得る高分子である。抗原およびハプテンの両方が、少なくとも１つの抗原決定基または「
エピトープ」を含み、これは、抗体に結合する抗原またはハプテンの領域である。代表的
に、ハプテン上のエピトープは、その分子全体である。
【００４２】
　「レセプター」または「生物学的レセプター」とは、代表的に、細胞内または細胞表面
上の分子構造をいい、これは、特異的な物質（例えば、「リガンド」）に選択的に結合し
、その結合に付随する特異的な生理的効果を生じることにより特徴付けられる。レセプタ
ーの例としては、ペプチドホルモン、神経伝達物質、抗原、補体フラグメントおよび免疫
グロブリンに対する細胞表面レセプター、ならびにステロイドホルモンに対する細胞質レ
セプターが挙げられる。しかしながら、本明細書で使用される場合、レセプターは、代表
的に単離および精製され得、そして生理的効果も他の生物学的効果も必ずしも生じないか
、または生じ得ない。本発明の方法は、特異的な物質へのレセプターの選択的な結合を利
用する。
【００４３】
　用語「リガンド」とは、一般的にレセプターに結合する分子をいう。代表的に、リガン
ドは、ホルモンまたは神経伝達物質のような小さな可溶性分子である。
【００４４】
　用語「固体支持体」とは、例えば、分析物、抗体または複合体を固定化するために使用
され得る任意の固相をいう。適切な固体支持体は当該分野において周知であり、これらと
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しては以下が挙げられる：反応トレイ（例えば、マイクロタイタープレート）のウェルの
壁、試験管の壁、ポリスチレンビーズ、常磁性ビーズもしくは非磁性ビーズ、ニトロセル
ロースメンブレン、ナイロンメンブレン、ラテックス粒子のような微粒子、およびヒツジ
（または他の動物）赤血球。固体支持体のための代表的な材料としては、ポリ塩化ビニル
（ＰＶＣ）、ポリスチレン、セルロース、ナイロン、ラテックスおよびそれらの誘導体が
挙げられるが、これらに限定されない。さらに、固体支持体は、所望の分子（例えば、分
析物）の付着を促進するか、および／または、非特異的結合もしくは他の望ましくない相
互作用を阻止するために、コーティング、誘導体化またはその他の方法で改変され得る。
特定の「固相」を選択することは常に重要であるとは限らず、これは、使用されるアッセ
イに依存して、当業者により選択され得る。したがって、ラテックス粒子、微粒子、常磁
性ビーズもしくは非磁性ビーズ、メンブレン、プラスチックチューブ、マイクロタイター
ウェルの壁、ガラスチップまたはシリコンチップ、および赤血球は全て適切な固体支持体
である。便利なように、固体支持体は、種々の検出方法に適合するように選択され得る。
例えば、９６ウェルプレートまたは３８４ウェルプレートが、例えば、ロボットワークス
テーション（ｒｏｂｏｔｉｃ　ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ）により自動化されるか、および
／または、例えば、プレートレーダーを使用して検出されるアッセイに使用され得る。フ
ィルムベースの可視化を利用するオートラジオグラフィー検出工程または化学発光検出工
程を含み得る本発明の方法に関して、この固体支持体は、ニトロセルロースメンブレンま
たはナイロンメンブレンのような薄いメンブレンであり得る。サンドウィッチ免疫アッセ
イ（ｓａｎｄｗｉｃｈ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）が実行される本発明の一実施形態にし
たがって、代表的に、反応トレイのウェルの壁が使用される。本発明の代替の実施形態に
おいて、常磁性ビーズが固体支持体として使用され得る。固相上に分子を固定化するため
に適切な方法としては、イオン性相互作用、疎水性相互作用および共有結合性相互作用な
ど、ならびにこれらの組み合わせが挙げられる。しかしながら、固定化法は、概して重要
ではなく、特徴付けられていない吸着機構を含み得る。したがって、本明細書で使用され
る「固体支持体」とは、不溶性であるか、続く反応により不溶性にされ得る任意の材料を
言及し得る。固体支持体は、捕捉試薬を誘引および固定化するその固有の能力に関して、
選択され得る。あるいは、この固相は、捕捉試薬を誘引および固定化する能力を有するさ
らなるレセプターを保持し得る。このさらなるレセプターは、捕捉試薬それ自体またはこ
の捕捉試薬に結合体化された荷電物質のいずれかに対して、反対に荷電されている物質を
含み得る。本発明のなお別の実施形態において、さらなるレセプター分子は、固相に固定
化（結合）され、特異的な結合反応を介して捕捉試薬を固定化する能力を有する、任意の
特異的な結合メンバーであり得る。このさらなるレセプター分子は、このアッセイの実行
前または実行中に、固相への捕捉試薬の間接的な固定化を可能にする。したがって、この
固相は、プラスチック、誘導体化プラスチック（ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ　ｐｌａｓｔｉ
ｃ）、常磁性金属もしくは非磁性金属、試験管のガラス表面もしくはシリコン表面、マイ
クロタイターウェル、シート、ビーズ、微粒子、チップ、または当業者に公知な他の形態
であり得る。
【００４５】
　「ペプチド」とは、一般的に、ペプチド結合によって連結されたアミノ酸の短い鎖をい
う。代表的に、ペプチドは、約２～１００アミノ酸、より代表的には約４～５０アミノ酸
、最も一般的には約６～２０アミノ酸のアミノ酸鎖を含む。一般的に、「ポリペプチド」
とは、代表的にペプチドよりも長い個々の直鎖配列または分枝鎖配列のアミノ酸をいう。
「ポリペプチド」は、通常、少なくとも約１００～１０００アミノ酸長、より代表的には
少なくとも約１５０～６００アミノ酸、そしてしばしば少なくとも約２００～約５００ア
ミノ酸を含む。「タンパク質」としては、単一のポリペプチド、および複数のポリペプチ
ド鎖の複合体が挙げられ、これらのポリペプチド鎖は同一であり得るか、または異なり得
る。タンパク質内の複数の鎖は、二次構造、三次構造および四次構造ならびに一次アミノ
酸配列構造によって特徴付けられ得、例えば、ジスルフィド結合によってともに保持され
得、そして合成後改変（例えば、限定せずに、グリコシル化、リン酸化、切断または他の
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プロセシング）を含み得る。ＩｇＧタンパク質のような抗体は、例えば、ジスルフィド結
合によってともに保持される４本のポリペプチド鎖（すなわち、２本の重鎖および２本の
軽鎖）から構成される。さらに、タンパク質は、さらなる成分（例えば、付随する金属（
例えば、鉄、銅、および硫黄）、または他の部分）を含み得る。ペプチド、ポリペプチド
およびタンパク質の定義としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：生物学
的に活性な形態および不活な形態；変性形態およびネイティブな形態；ならびに、これら
の変異体形態、改変された形態、切断形態、ハイブリッド形態およびキメラ形態。本発明
のペプチド、ポリペプチドおよびタンパク質は、任意の供給源に由来し得るか、または任
意の方法（天然に存在する組織または他の材料からの抽出；宿主生物（例えば、細菌細胞
、真菌細胞、植物細胞、昆虫細胞または動物細胞）での組換え生成；および、当業者に周
知の方法を使用する化学合成が挙げられるが、これらに限定されない）によって取得され
得る。
【００４６】
　本明細書で使用される用語「結合体」とは、ともに共有結合されているか、またはその
他の方法でともに連結されている２つの分子をいう。一実施形態において、核酸結合体は
、核酸をタンパク質、ポリペプチドまたは他の親和性分子に共有結合させることにより生
成される。本発明の好ましい実施形態において、タンパク質、ポリペプチドまたは他の親
和性分子は、連結基（ｌｉｎｋｉｎｇ　ｇｒｏｕｐ）を介して核酸に共有結合され、結合
体を形成する。
【００４７】
　本発明の方法によって、サンプル中の分析物の存在を検出するための「キット」は、例
として、その中に配置される、選択された分析物に特異的な結合対（ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐ
ａｉｒ）を有する少なくとも１つの収容手段を含み得る。キットは、少なくとも１つの以
下のものを含む他の容器をさらに含み得る：分析物の検出を実行するために必要な緩衝液
、溶液または他の試薬および材料；結合対の核酸プローブ成分を増幅させることができる
試薬；ならびに、増幅後に核酸の存在を検出することができる試薬。好ましくは、このキ
ットは、使用説明書をさらに含む。診断上の使用が意図される場合、キットはまた、ＦＤ
Ａに認可された使用の通知およびそのための説明書も含み得る。
【００４８】
　詳細には、区分化されたキットは、試薬が別個の容器に含まれる任意のキットを含む。
このような容器としては、小さなガラス容器、プラスチック容器またはプラスチック細片
もしくは紙の細片が挙げられる。このような容器は、一方の区画から他方の区画への試薬
の効率的な移行を可能にし、サンプルと試薬とが相互に混入せず、そして各々の容器の因
子または溶液を、定量的な様式で一方の区画から他方の区画に添加することができる。こ
のような容器は、以下を含み得る：試験サンプルを受容する容器、アッセイで使用される
プローブまたはプライマ－を含む容器、緩衝液および試薬（例えば、リン酸緩衝化生理食
塩水、およびＴｒｉｓ緩衝液など）を含む容器、ならびに、マーカー核酸、および増幅さ
れた産物などを検出するために使用される試薬を含む容器。当業者は、事前に形成された
結合対および／または材料、結合対を調製するために必要とされる供給品および試薬が、
当該分野で周知の確立されたキット様式に容易に取り込まれ得ることを容易に認識する。
【００４９】
　本発明の方法によって抗体または他の親和性分子へＤＮＡをカップリングさせるための
キットは、その中に配置される、凍結乾燥され活性化されたＤＮＡを有する少なくとも１
つの収容手段を含み得る。このキットは、１つ以上の以下のものを含む他の容器をさらに
含み得る：反応後に核酸の存在を検出することができる試薬、緩衝液および因子。好まし
くは、このキットは使用説明書をさらに含む。本明細書に記載の分析物を単離およびアッ
セイするための新規な組成物および方法を作製または使用するためのキットは、既成の微
粒気泡または微粒気泡を生成するために使用される薄膜を含み得る。同様に、キットの微
粒気泡は、既に付着した親和性分子を含んでも含まなくてもよい。キットは、１つ以上の
以下のものを含む他の容器をさらに含み得る：微粒気泡を作製することができるか、また
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は、親和性単離、精製、濃縮などの方法に微粒気泡を活用するのに有用な試薬、緩衝液お
よび因子。好ましくは、このキットは、使用説明書をさらに含む。当業者は、本発明に記
載される組成物および方法が、当該分野で周知の確立されたキット様式に容易に取り込ま
れ得ることを容易に認識する。
【００５０】
　本発明は、溶液から分析物（細胞、ウイルス、細胞小成分（ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｕｂ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）および可溶性分子もまた含む）を単離し、分析するための新規な組
成物および方法を提供する。これは、標的分析物（細胞、ウイルス、細胞小成分または可
溶性分子）に特異的に結合するコーティングされた微粒気泡に依存する。本発明にしたが
って、微粒気泡は、親和性分子によりコーティングされるか、そうでなければ、親和性分
子が微粒気泡の外面に提示される。本発明の新規な組成物および方法はまた、分析物（抗
体、抗原、タンパク質および核酸が挙げられるが、これらに限定されない）を濃縮するた
めに使用され得る。
【００５１】
　一実施形態において、親和性分子でコーティングされた微粒気泡は、検出可能なマーカ
ーをさらに含む。なお別の実施形態において、親和性分子それ自体が検出可能なマーカー
である。これらの実施形態において、分析物、種または微粒気泡の量、または存在もしく
は不在は、このマーカーによって定量または検出され得る。一実施形態において、微粒気
泡上のマーカーは、増幅および検出され得る核酸である。検出を達成するために使用され
る技術としては、以下が挙げられ得るが、これらに限定されない：ＰＣＲ、ヌクレオチド
配列決定、ＰＣＲ配列決定、分子ビーコン技術、ハイブリダイゼーション、ＰＣＲに続い
てのハイブリダイゼーション、蛍光、放射標識（ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｌｉｎｇ）、リン
光および吸光度。検出に使用され得る試薬の例としては、放射標識、酵素標識（例えば、
西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ）、蛍光、リン光、生物発光、化
学発光、親和性標識（例えば、ビオチン、アビジンまたはストレプトアビジン）および当
業者に周知の他の試薬が挙げられるが、これらに限定されない。これらの実施形態は限定
的ではなく、本発明により使用される他の実施形態が想定され得る。
【００５２】
　本発明の一実施形態において、微粒気泡は、任意のペプチド、ポリペプチド、タンパク
質またはこれらの組み合わせからなり得るタンパク質微粒気泡である。合成ペプチドおよ
び天然に存在するペプチドの両方、合成ポリペプチドおよび天然に存在するポリペプチド
の両方、合成タンパク質および天然に存在するタンパク質の両方ならびに組み合わせが本
発明によって企画される。一実施形態において、タンパク質微粒気泡は、ガスの導入を介
して、微粒気泡へ容易に形成され得る。一実施形態において、このタンパク質はアルブミ
ンである。
【００５３】
　本発明のタンパク質微粒気泡は、代表的にタンパク質の溶液へのガスの導入（例えば、
超音波処理による）により形成される。この気泡は、任意のガス（酸素、窒素、二酸化炭
素、ヘリウム、フッ化炭素のガスおよびこれらの種々の組み合わせ（例えば、空気）が挙
げられるが、これらに限定されない）により充填され得る。本発明の一局面において、ガ
スは、タンパク質の溶液を加熱する工程を含むプロセスにより、タンパク質に導入され得
る。特定の理論に限定することなく、加熱は、タンパク質を変性することにより、タンパ
ク質微粒気泡を安定化させるために役立ち得る。別の実施形態において、タンパク質微粒
気泡は、例えば、タンパク質を変性すること、タンパク質を固定すること、タンパク質を
架橋すること、またはＣｒ＋＋＋による処理によって安定化され得る。一局面において、
微粒気泡は、アルデヒド（例えば、グルタルアルデヒドまたはホルムアルデヒド）で架橋
することによって安定化される。
【００５４】
　タンパク質微粒気泡は、一般的に、直径０．１～１００ミクロン、代表的に直径１～５
０ミクロン、そしてしばしば直径２～２０ミクロンまたは２～３０ミクロンの範囲である
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。
【００５５】
　本発明にしたがって、親和性分子は、レセプター、リガンドまたは抗体であり得る。あ
るいは、親和性分子は、ビオチン、アビジンまたはストレプトアビジンであり得る。本発
明の一実施形態において、微粒気泡はビオチン化され、次にストレプトアビジンでコーテ
ィングされる。このことにより、ビオチン化リガンド（例えば、抗体）により容易にコー
ティングされ得る微粒気泡を生成する。別の実施形態において、微粒気泡は、リガンドで
コーティングされた微粒気泡である。
【００５６】
　親和性分子での微粒気泡のコーティングは、当該分野で公知の任意の方法によって達成
され得る。有利には、タンパク質は、多くの改変およびカップリング反応（例えば、アル
デヒドによる反応）のための基礎として役立ち得るアミン官能基を含む。さらに、当業者
は、微粒気泡を構成する材料（例えば、タンパク質、およびガラスなど）が化学的に誘導
体化または官能化され得、種々の型の親和性分子と共有結合的に相互作用し得ることを認
識する。当業者は、本発明の微粒気泡へタンパク質および他の分子をカップリングさせる
ための、種々の市販の試薬、製品およびキットに精通する。親和性分子は、例えば、ヘテ
ロ二官能性試薬（例えば、スルホスクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロ
ヘキサン－１－カルボキシレート）を使用することによって、タンパク質へ直接カップリ
ングされ得る。
【００５７】
　本発明の別の実施形態において、親和性分子は、例えば、少なくとも１つの他の分子の
相互作用によってタンパク質へ間接的にカップリングされる。本発明の一局面において、
微粒気泡はストレプトアビジンに直接カップリングされ、親和性分子はビオチン化され、
そして、ストレプトアビジンとビオチンとが相互作用して、親和性分子をタンパク質へカ
ップリングさせる。ビオチンとアビジン／ストレプトアビジンとの相互作用は、当該分野
において周知であり、他の種へこれらの分子をカップリングさせる方法も同様である。ビ
オチン、アビジンおよびストレプトアビジンの化学、生物学および相互作用、ならびに／
または、他の分子へビオチンおよびアビジン／ストレプトアビジンをカップリングさせる
方法を記載する、一般的またはより詳細な教科書または実験室マニュアルへの参照もまた
なされ得る。例えば、Ａｖｉｄｉｎ－Ｂｉｏｔｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ａ　Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ（Ｓａｖａｇｅら編、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏ
ｒｄ，ＩＬ，１９９２）を参照のこと。
【００５８】
　本発明の別の局面において、コーティングされた微粒気泡は、ガラス微粒気泡（例えば
、３ＭＴＭにより供給されるもの）を使用して作製される。ホウケイ酸ガラス気泡は、水
酸化ナトリウムで処理され得、シリカ表面に曝し、次に、シラン化剤（ｓｉｌａｎａｔｉ
ｎｇ　ａｇｅｎｔ）（例えば、３－アミノ－プロピル－トリエトキシシラン）で処理し、
一級アミンでコーティングされた表面を生成する。微粒気泡は、ＮＨＳ－ビオチンと反応
し得、ビオチン化ガラス微粒気泡を形成し得、所望される場合、これを次にストレプトア
ビジンでコーティングすることができる。次に、このストレプトアビジン微粒気泡は、ビ
オチン化リガンド（例えば、ビオチン化抗体）で容易にコーティングされ得る。代替的に
、エポキシコーティングされたガラス微小気泡は、リガンドと直接反応し得るか、または
当業者に公知の方法によって直接的もしくは間接的にコーティングされ得る。
【００５９】
　本発明の別の実施形態において、種の親和性単離または親和性アッセイのための方法が
提供される。これらの実施形態にしたがって、この方法は、溶液中の親和性分子でコーテ
ィングされた微粒気泡を提供する工程、溶液中でこの親和性分子と相互作用する種とこの
微粒気泡とを接触させ、それにより、この種でコーティングされた微粒気泡を生成する工
程、および、この溶液からこの種でコーティングされた微粒気泡を分離する工程を包含す
る（好ましい実施形態において、この種でコーティングされた微粒気泡をこの溶液の表面
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に浮かせ、それにより、この溶液からこの種を分離する工程を包含する）。この様式にお
いて、種の全様式（タンパク質（抗原、抗体、リガンド、レセプター、ホルモン）、核酸
、リポタンパク質、脂肪、トリグリセリド、糖、炭水化物、ウイルス、細胞、細胞成分、
細胞内小器官、および細胞内小器官の成分、ならびにそれらの複合体が挙げられる）が親
和性単離または親和性アッセイされ得る。
【００６０】
　本発明のなお別の実施形態において、種の親和性濃縮のための方法が提供される。これ
らの実施形態にしたがって、この方法は、溶液中の親和性分子でコーティングされた微粒
気泡を提供する工程、溶液中でこの親和性分子と相互作用する種とこの微粒気泡とを接触
させ、それにより、この種でコーティングされた微粒気泡を生成する工程、およびこの溶
液からこの種でコーティングされた微粒気泡を分離する工程を包含する（好ましい実施形
態において、この種でコーティングされた微粒気泡をこの溶液の表面に浮かせ、それによ
り、この溶液からこの種を分離する工程を包含する）。この様式において、種の全様式（
例えば、タンパク質（抗原、抗体、リガンド、レセプター、ホルモン）、核酸、リポタン
パク質、脂肪、トリグリセリド、糖、炭水化物、ウイルス、細胞、細胞成分、細胞内小器
官、および細胞内小器官の成分、ならびにこれらの複合体が挙げられる）が濃縮され得る
。
【００６１】
　単離、アッセイ、精製または濃縮され得る種は、任意の様式の材料（タンパク質（抗原
、抗体、リガンド、レセプター、ホルモン）、核酸（ＲＮＡ、ＤＮＡヌクレオチドアナロ
グ、これらの混合物など）、リポタンパク質、脂肪、トリグリセリド、糖、炭水化物、ウ
イルス、細胞、細胞成分（リポソーム、小胞体など）、細胞内小器官（ミトコンドリアな
ど）、および細胞内小器官の成分、ならびにこれらの複合体が挙げられる）であり得る。
この実施形態の一局面において、この種はレセプター、リガンドまたは抗原である。一実
施形態において、この種は分析物である。代替の実施形態において、この種はウイルスま
たは細胞である。
【００６２】
　本発明のコーティングされた微粒気泡は、標的の種（細胞、ウイルス、分析物または他
の分子が挙げられる）に結合し、その後、溶液の表面に上昇し、それによって、それら自
体を接触している溶液および標的ではない種から分離する。特定の実施形態において、分
離時間が重要である場合、微粒気泡を含む溶液は、遠心分離され得るか、または気泡トラ
ップ（ｔｒａｐ）に供され得、さらにより迅速な分離を達成し得る。
【００６３】
本発明のアルブミン微粒気泡は、圧力もしくは減圧を溶液に加えることによってか、また
は少量の洗浄剤もしくは界面活性剤を添加することによって、容易に破壊され視覚的に消
失させることができる、有用な特性を有する。本発明のこの局面は、捕捉微粒気泡を欠く
標的の種を単離することが望まれる場合、特に有用である。例えば、このことは、親和性
単離された細胞の表現型を特徴付けるため、またはさらなる分析もしくは増殖のために単
離細胞を解放するために望ましくあり得る。本発明の方法は、いくつかの実施形態におい
て、捕捉微粒気泡から種を放出させ、潜在的な損傷性試薬（例えば、酵素、刺激性の（ｈ
ａｒｓｈ）化学薬品および極端なｐＨ）を回避する単純な手段を提供する。他の実施形態
において、分析物または種は、酵素的手段または化学的手段によって、微粒気泡から放出
され得る。
【００６４】
　有利には、ガラス微粒気泡は、混入材料をほぼ含まないホウケイ酸ガラスから構築され
得る。この材料はまた、通常の取り扱い中の破損または破壊に耐性である。
【００６５】
　本発明の微粒気泡は、微粒気泡の垂直の重力（ｎｏｒｍａｌ　ｆｏｒｃｅ　ｏｆ　ｇｒ
ａｖｉｔｙ）および浮力が異なる方向であり、それによって、非特異的な結合の顕著な低
下、および、分離中の反応容器の底に向かって代表的に沈む種の捕捉をもたらす点におい
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て、親和性の適用のための固体粒子よりも優れたさらなる利点を有する。分離は、未結合
の細胞が、微粒気泡に有害な影響を及ぼさない条件下で、低い遠心力場（ｃｅｎｔｒｉｆ
ｕｇａｌ　ｆｉｅｌｄ）（穏やかな遠心分離速度による）によって微粒気泡から除外（ｆ
ｏｒｃｅ　ａｗａｙ）されることにより増進され得る。
【００６６】
　以下の実施例にさらに記載されるように、細菌の懸濁物と混合され、抗細菌抗体でコー
ティングされたアルブミン微粒気泡を使用した実験は、全ての細菌が微粒気泡とともに同
時に単離されたことによって、この懸濁物の滅菌をもたらした。同様に、コントロール実
験において、特異的な抗体を含まない微粒気泡は、わずかな非特異的結合しか示さず、分
離後に、微粒気泡とともに同時に精製された検出可能な細菌はなかった。
【００６７】
　また、本発明は、親和性単離または親和性アッセイに使用するための微粒気泡を生成す
る方法を提供し、この方法は、微粒気泡を提供する工程、および、親和性分子でこの微粒
気泡をコーティングする工程を包含する。
【００６８】
　特定の課題または状況への本発明による教示の適用が、本明細書に含まれる教示を鑑み
て、当業者の能力内であることが理解される。本発明は、以下の非限定的な実施例への参
照によってさらに示される。以下の実施例（実験および達成された結果を含む）は、例示
目的のみで提供され、本発明を限定するとみなされるべきではない。
【実施例】
【００６９】
　（アルブミン微粒気泡）
　（実施例１：アルブミン微粒気泡の調製）
　室温で、アルブミン溶液（ヒト）５％、ＵＳＰ（Ｂａｙｅｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
，Ｅｌｋｈａｒｔ，ＩＮ）を、空気飽和させた通常の生理食塩水を使用して１％まで希釈
した。２０ミリリットルの希釈溶液を、５０ｍｌガラスビーカーに置き、ビーカーの２５
ｍｌのレベル未満で８５℃の水浴に浸漬した。アルブミン溶液を穏やかに攪拌しながら、
この溶液の温度を、デジタル温度計を使用してモニタリングした。７３℃のプロセス温度
において、Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ（登録商標）、Ｍｏｄｅ
ｌ　４５０（Ｂｒａｎｓｏｎ　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｓ　Ｃｏｒｐ．，Ｄａｎｂｕｒｙ，
ＣＴ）のプローブを、アルブミン溶液の表面と接触させて配置し、直ちに８０％の振幅で
１０秒間超音波処理した。ビーカーを水浴から取り外し、砕いた氷中に置き、温度が４０
℃まで下がるまで穏やかに攪拌した。室温で、アルブミン微粒気泡懸濁物を、１５０ｍｌ
の柔軟なカーボイ（ｃａｒｂｏｙ）（Ｆｌｅｘｂｏｙ（登録商標）Ｂａｇ、Ｓｔｅｄｉｍ
，Ｃｏｎｃｏｒｄ　ＣＡ）に移した。新しい溶液を使用して、このプロセスを、この袋（
ｂａｇ）が満たされるまで数回繰り返した。微粒気泡懸濁物を０．０５％アジ化ナトリウ
ムへ調整し、袋を、少なくとも２４時間、冷凍下で垂直に保存した。超音波処理プロセス
により、約５％の可溶性アルブミンが、不溶性かつ空気で満たされたアルブミン微粒気泡
に変換された。
【００７０】
　（実施例２：　クロム安定化アルブミン微粒気泡の調製）
　いくつかの実験において、アルブミン微粒気泡を、Ｃｒ＋＋＋で処理することにより安
定化させた。アルブミン微粒気泡を浮かせ、液相を除去して、５ｍＭ硫酸クロムカリウム
で置換した。微粒気泡を、穏やかな攪拌による懸濁物中に維持し、６０℃での水浴中で３
０分間インキュベートした。インキュベーション後、このクロム溶液を、以下に記載され
るように洗浄することにより除去し、通常の生理食塩水中の１％ヒト血清アルブミンで置
換した。クロム処理されたアルブミン微粒気泡を、未処理の微粒気泡に関して記載される
ように処理した。
【００７１】
　（実施例３：ビオチンコーティングされたアルブミン微粒気泡の調製）
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　未変換のアルブミン溶液を、微粒気泡の浮遊層（ｆｌｏａｔｉｎｇ　ｌａｙｅｒ）の下
から除き（ｄｒａｉｎ　ａｗａｙ）、空気飽和させた冷リン酸緩衝化生理食塩水、ｐＨ７
．４（ＰＢＳ）（０．２％ポリビニルアルコール（ＭＷ３０，０００～７０，０００）含
有）（ＰＶＡ／ＰＢＳ）に置き換えた。微粒気泡を、穏やかに攪拌することによって再懸
濁し、底部に取り付けられた栓（ｓｔｏｐｃｏｃｋ）を装備した使い捨てのプラスチック
シリンジに移した。４℃で５分間、２００×ｇでの遠心分離、排出、および新しい空気飽
和させたＰＶＡ／ＰＢＳでの溶液の置換を繰り返すことにより、微粒気泡を洗浄し、残余
の可溶性アルブミンを除いた。洗浄したアルブミン微粒気泡を、ＰＶＡ／ＰＢＳにより約
２５％ｖ／ｖで懸濁し、室温で少なくとも１時間、穏やかに攪拌しながら、０．０１～１
．０ｍｇ／ｍｌの濃度のスルホスクシンイミジル－６－（ビオチンアミド）ヘキサノエー
ト（スルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビオチン；ＥＺ－ＬｉｎｋＴＭ　スルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビ
オチン、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉ
Ｌ）との反応によりビオチン化させた。未反応のビオチンを、４℃で空気飽和させた冷Ｐ
ＶＡ／ＰＢＳを使用して数回の遠心分離による洗浄（ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ　ｗａｓｈ
ｉｎｇ）によって洗浄した。懸濁した微粒気泡のアリコートを、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ
－１００含有ＰＶＡ／ＰＢＳ中に溶解させ、タンパク質濃度（ＢＣＡ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ａｓｓａｙ，Ｐｉｅｒｃｅ）およびビオチン濃度（２－（４’－ヒドロキシアゾベンゼン
）－安息香酸アッセイ）を決定することにより、ビオチン標識の程度を評価した。代表的
なアルブミン微粒気泡のビオチン化反応は、アルブミンに対して、４０％～５００％のビ
オチンのモル比を得る。アルブミン微粒気泡の表面上のビオチンの利用可能性を、懸濁物
中のＢｉｏＭａｇ　Ｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｆｒｅｅ　ストレプトアビジン常磁性粒子（Ｐｏ
ｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ，ＰＡ）を使用して、ビオチン
－微粒気泡の自発的な会合を観察することにより確認した。ビオチンコーティングされた
アルブミン微粒気泡を、０．０５％アジ化ナトリウム含有ＰＶＡ／ＰＢＳ中で冷凍して保
存した。　
【００７２】
　（実施例４：ストレプトアビジンコーティングされたアルブミン微粒気泡の調製）
　空気で満たされたアルブミン微粒気泡を、ビオチン－微粒気泡を、過剰なストレプトア
ビジン（Ｐｒｏｚｙｍｅ，Ｓａｎ　Ｌｅａｎｄｒｏ，ＣＡ）に曝露することにより、スト
レプトアビジンで間接的にコーティングした。これらの条件下で、微粒気泡の架橋が回避
される。ストレプトアビジンをまた、二官能性タンパク質架橋試薬により、アルブミン微
粒気泡上に直接コーティングした。
【００７３】
　間接的なコーティングのために、ＰＶＡ／ＰＢＳ中のビオチンコーティングされたアル
ブミン微粒気泡の懸濁物を、連続的にボルテックス混合（ｖｏｒｔｅｘ　ｍｉｘｉｎｇ）
をしながら、１０ｍｇ／ｍｌのストレプトアビジン溶液を添加して、終濃度１ｍｇ／ｍｌ
にすることにより完全かつ迅速に処理した。先に記載される遠心分離による洗浄を繰り返
すことによって、未反応のストレプトアビジンを除去した。ストレプトアビジンの四価の
性質は、ビオチン結合部位が依然として利用可能であることを確証した。
【００７４】
　あるいは、スルホスクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１
－カルボキシレート（ｓ－ＳＭＣＣ）を使用して、アルブミン微粒気泡をストレプトアビ
ジンで直接コーティングした。ＰＢＳ、ｐＨ７．４中、１０ｍｇ／ｍｌのストレプトアビ
ジンを、室温で少なくとも１時間、５倍～１０倍過剰なモル濃度のｎ－スクシンイミジル
Ｓ－アセチルチオアセテート（ＳＡＴＡ）で処理した。未反応のＳＡＴＡを、ＰＢＳで平
衡化したＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５樹脂を使用するＦＰＬＣによってストレプトアビジ
ンから除去し、精製したタンパク質を凍結して保存した。使用の直前に、保護アセチル基
を、室温で２時間、５０ｍＭヒドロキシアミンおよび２．５ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ７．５
を含むＰＢＳで処理することにより改変ストレプトアビジンから除去した。同時に、ＰＶ
Ａ／ＰＢＳ中のアルブミン微粒気泡懸濁物を、室温で３０分間、穏やかに攪拌しながら、
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０．０１～１ｍｇ／ｍｌ　ｓ－ＳＭＣＣで処理した。過剰なｓ－ＳＭＣＣ試薬を、遠心分
離による洗浄（４回繰り返した）によって直ちに除去し、ｓ－ＳＭＣＣ微粒気泡とスルフ
ヒドリル改変ストレプトアビジンとを合わせた。マレイミド官能基と新規に曝露したスト
レプトアビジンのスルフヒドリル基との反応によって、ストレプトアビジンは、アルブミ
ン微粒気泡の表面へ共有結合的にカップリングした。遠心分離による洗浄を繰り返すこと
によって、微粒気泡を洗浄して過剰なストレプトアビジンをなくし、空気飽和させた冷Ｐ
ＢＳ（０．０５％アジ化ナトリウム含有）で懸濁し、凍結して保存した。　
【００７５】
　（実施例５：抗体でのアルブミン微粒気泡のコーティング）
　Ｅ．ｃｏｌｉ　０１５７：Ｈ７に対する、親和性単離された抗体を、ＫＰＬ（Ｇａｉｔ
ｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）から取得し、以下に記載されるようにビオチン化した。抗体を
、ＰＢＳ、ｐＨ７．４中に溶解し、３０分間３７℃へ温めた。温めた溶液を、室温で２時
間、８～１２倍過剰なモル濃度のスルホスクシンイミジル－６－（ビオチンアミド）ヘキ
サノエート（ＥＺ－ＬｉｎｋＴＭ　スルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビオチン）で処理した。過剰
なビオチン試薬を、Ｇ－２５　Ｓｅｐｈａｄｅｘゲル濾過クロマトグラフィによって除去
し、ＰＢＳで溶出した。ビオチン化抗体を、Ｍｉｃｒｏｃｏｎ（登録商標）ＹＭ－３０　
Ｆｉｌｔｅｒ　Ｄｅｖｉｃｅ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）を使用する
限外濾過によって濃縮し、保存剤としてアジ化ナトリウムの存在下で、冷凍して保存した
。アビジンコーティングされたアルブミン微粒気泡を、穏やかに攪拌することによって再
懸濁し、ＰＢＳ中で、過剰なモル濃度のビオチン標識された抗体と合わせた。過剰な材料
を、上記のように遠心分離と再懸濁とを繰り返すことによって、不溶性微粒気泡から除い
た。抗体でコーティングされたアルブミン微粒気泡を、４℃でＰＶＡ／ＰＢＳ（アジ化ナ
トリウム含有）中で保存した。
【００７６】
　（実施例６；抗体でコーティングされた微粒気泡上での細菌細胞の捕捉）
　Ｅ．ｃｏｌｉ　０１５７：Ｈ７をＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏ
ｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）から取得し、３７℃においてＬｕｒｉａ　
Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）液体培地および寒天培地上で増殖させた。液体培地中で増殖させ
た細菌を、滅菌の冷ＰＶＡ／ＰＢＳまたは０．２％ＢＳＡを含むＰＢＳ（ＢＳＡ／ＰＢＳ
）により連続希釈して、約５，０００細胞／ｍｌの密度にした。１０分の１の容積の微粒
気泡懸濁物を、この細胞懸濁物に加え、室温で数分間穏やかに攪拌した。微粒気泡を、自
然の浮力（ｎａｔｕｒａｌ　ｂｕｏｙａｎｃｙ）により、１０分間かけてこの混合物の表
面に浮かせた。（浮遊する微粒気泡が除去された）下にある１０マイクロリットルの液相
をマイクロピペットによって取り出し、ＬＢ寒天プレート上にストリークして、一晩３７
℃でインキュベートした。ポジティブコントロールサンプルの細菌懸濁物は、プレート１
枚あたり約５０個のコロニーをもたらした。抗体でコーティングされた微粒気泡により処
理した細菌懸濁物は、コロニーを形成する細胞を激減させた。細菌細胞を、微粒気泡懸濁
物を穏やかに攪拌し、１０μｌの懸濁物をプレートすることにより、一晩インキュベーシ
ョンした後、結果的にＬＢプレート上に形成されるコロニーにより示されるように、微粒
気泡から回収することができた。この結果は、細菌細胞が、抗体でコーティングされたア
ルブミン微粒気泡により捕捉されることを示す。コーティングされていないアルブミン微
粒気泡で処理した細菌懸濁物も、ストレプトアビジンコーティングされたアルブミン微粒
気泡で処理した細菌懸濁物も、細胞を懸濁物から除去できなかった。
【００７７】
　（実施例７：まずアルブミンを改変し、次に超音波処理することによる微粒気泡の調製
）
　微粒気泡の形成の前にビオチンで血清アルブミンを標識することにより、ビオチン化血
清アルブミンから調製したアルブミン微粒気泡は、アビジンおよび／またはストレプトア
ビジンを結合することが見出された。ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ；Ｂｏｖｕｍｉｎａｒ
　Ｃｏｈｎ　Ｆｒａｃｔｉｏｎ　Ｖ，Ｉｎｔｅｒｇｅｎ，Ｐｕｒｃｈａｓｅ，ＮＹ）を、
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通常の生理食塩水（４ｍＭカプリル酸ナトリウムおよび４ｍＭナトリウムトリプトファネ
ート（ｓｏｄｉｕｍ　ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｔｅ）含有）中に溶解させて、５０ｍｇ／
ｍｌにし、滅菌濾過して、室温で２週間、蛍光照明下で透明なガラス容器内に保存した。
この処理は、微粒気泡形成を妨害し得る、遊離のスルフヒドリル基を光酸化（ｐｈｏｔｏ
－ｏｘｉｄｉｚｅ）した。２０ミリリットルのＢＳＡ溶液を除去し、１Ｍ　ＮａＯＨを使
用してｐＨ８．５に調整した。２５マイクログラムのｓ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビオチンを混合
しながら添加し、室温で１時間、ｐＨを８．５に維持した。反応物を、通常の生理食塩水
を加えることによって１％アルブミンまで希釈し、未改変のヒトアルブミンに関して先に
記載されるように、超音波処理プロセスに供した。生じたアルブミン微粒気泡を、通常の
生理食塩水中の１％ＢＳＡで数回洗浄し、取り込まれなかったビオチンを除去した。ビオ
チン化アルブミンから調製した微粒気泡は、アビジンまたはストレプトアビジンと反応性
であり、上記のように、アビジンまたはストレプトアビジンでコーティングすることがで
きた。
【００７８】
　（ガラス微粒気泡）
　（実施例８；アミンコーティングされたガラス微粒気泡の調製）
　３ＭＴＭ　ＳｃｏｔｃｈＬｉｔｅＴＭ　Ｇｌａｓｓ　Ｂｕｂｂｌｅｓ　Ｓ６０ＨＳ（Ｓ
ｔ　Ｐａｕｌ，ＭＮ）（約０．６ｇ／ｃｃの密度および約３０μｍの平均直径を有する）
を水中に懸濁し、懸濁物の表面に浮かせた。液層を、底部から排出し、微粉および破片を
除去した。このことは、チップに取り付けた栓を装着した６０ｃｃ使い捨てシリンジによ
り簡便に行った。洗浄を数回繰り返した。反応性の表面ヒドロキシル残基を、６０℃で２
４時間、０．２５Ｍ　ＮａＯＨ中で、洗浄した微粒気泡を懸濁し、次に水で洗浄してアル
カリを除去することによって提供した。続いて、微粒気泡を、室温で１時間、０．０５Ｍ
　ＨＣｌで処理した。酸を、水、次に乾燥アセトンで洗浄することによって除去し、最後
に、産物を６０℃のオーブンで乾燥させた。室温で３０分間、乾燥アセトンまたはトルエ
ン中の３－アミノプロピルトリエトキシシラン（３－ＡＰＳ，Ｓｉｇｍａ）３％溶液で、
処理かつ乾燥させたガラス微粒気泡を懸濁することにより、ヒドロキシル官能基をアミノ
基に変換させた。過剰なシランを、アセトンで数回洗浄することにより除去し、誘導体化
した微粒気泡を６０℃のオーブンで乾燥させた。
【００７９】
　いくつかの実験において、ガラス微粒気泡を、室温で１６時間、７０％硫酸および９％
過酸化水素中で懸濁し、次に水で徹底的に洗浄した。酸処理した微粒気泡を、使用直前に
調製した３－ＡＰＳ：水：エタノール（容積で３：４：９２）の溶液中で再懸濁した。反
応を、室温で３０分間進行させた。過剰な試薬を、エタノールで洗浄することによって除
去し、１１５℃で１時間、ガラス微粒気泡を焼いた。微粒気泡を、エタノールで再度洗浄
し、６０℃のオーブンで乾燥させた。
【００８０】
　アミンコーティングされたガラス微粒気泡を室温で乾燥させて保存した。ｓ－スクシン
イミジル－４－Ｏ－（４，４’ジメトキシトリチル）ブチレート（Ｐｉｅｒｃｅ）を使用
して分析することにより、官能性の表面アミン基が２．５－３．０／ｎｍ２で存在するこ
とを確認した。
【００８１】
　（実施例９；抗体でのアミン－ガラス微粒気泡のコーティング）
　アミンコーティングされたガラス微粒気泡を、５０ｍＭ炭酸水素ナトリウム、０．１％
ＴｗｅｅｎＴＭ２０、ｐＨ８．５中で懸濁し、室温で２時間、スルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビ
オチンと反応させた。ビオチン試薬は、利用可能な表面アミンよりも０．１倍から７倍過
剰に存在した。ガラス微粒気泡を洗浄して、ＰＢＳ（０．１％ＴｗｅｅｎＴＭ２０含有）
（ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ）ＴＭ中で保存した。水に５ｍｇ／ｍｌで溶解させたアビジンを、
モル濃度過剰（ｍｏｌａｒ　ｅｘｃｅｓｓ）に添加して、利用可能なビオチン部位を飽和
させた。過剰なアビジンを、ＰＢＳ／ＴｗｅｅｎＴＭで洗浄することにより除去し、微粒
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気泡を、０．２％ＢＳＡ（ＢＳＡ／ＰＢＳ）および０．０５％アジ化ナトリウムを含むＰ
ＢＳ中で冷凍保存した。
【００８２】
　アミンガラス微粒気泡もまた、ｓ－ＳＭＣＣ架橋試薬によりスルフヒドリル－改変アビ
ジンでコーティングした。アミンガラス微粒気泡を、室温で１時間、５０ｍＭリン酸ナト
リウム、ｐＨ７．５（１０％ジメチルホルムアミドおよび２ｍｇ／ｍｌ　ｓ－ＳＭＣＣを
含む）中で１：１０（ｗ／ｖ）で懸濁した。マレイミドコーティングされたガラス気泡を
、１００％乾燥エタノールで洗浄して、排液し、ガラスバイアル内で減圧下で乾燥させ、
－２０℃、窒素下で保存した。ＳＡＴＡで改変され遊離のスルフヒドリル基を含む過剰量
のアビジン（先の実施例４を参照のこと）を、ヒドロキシアミンで脱アセチル化（ｄｅａ
ｃｅｔｙｌａｔｅ）し、乾燥させたマレイミドガラス微粒気泡に直接加え、アビジンコー
ティングされた微粒気泡を得た。一晩のインキュベーション後、過剰なアビジンを、ＰＢ
Ｓ／ＴｗｅｅｎＴＭで洗浄することによって除去した。
【００８３】
　アビジンでコーティングされたガラス微粒気泡（２０ｍｇ）を、１．０ｍｌ　ＰＢＳ／
ＢＳＡ中で懸濁し、１０μｇのＥ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７：Ｈ７に対する抗体と合わせ、２
－６個のビオチン基を含むように改変した（上記の実施例５を参照のこと）。抗体は、氷
浴中で２時間以内に、容易にアビジン表面コーティングに付着し、抗体でコーティングさ
れたガラス微粒気泡を生じた。これらの微粒気泡を洗浄して、抗体の安定性を維持するた
めに適切な水性緩衝液中の懸濁物として４℃で保存した。ＢＳＡおよびアジ化ナトリウム
を安定化剤として添加した。
【００８４】
　（実施例１０：抗体でコーティングされたガラス微粒気泡へのＥ．ｃｏｌｉ　０１５７
の捕捉）
　培養により増殖させたＥ．ｃｏｌｉを、滅菌冷ＰＢＳ（ＢＳＡおよびアジ化ナトリウム
含有）により連続希釈し、５，０００細胞／ｍｌにした。細菌懸濁物を、室温で数分間、
攪拌しながら、１％（ｖ／ｗ）の抗体でコーティングされた微粒気泡で処理した。微粒気
泡を表面に浮かせ、下にある１０μｌの液層（微粒気泡の浮揚（ｆｌｏａｔａｔｉｏｎ）
によって清澄化した）を取り出し、細菌懸濁物についての未処理のコントロールサンプル
と並行して寒天培地にプレートした。コーティングされていない微粒気泡により処理した
細菌懸濁物は、３７℃、一晩で形成したコロニーに何の減少も示さなかった。抗体でコー
ティングされたガラス微粒気泡で処理した細菌懸濁物は、コロニー形成単位（ｃｏｌｏｎ
ｙ　ｆｏｒｍｉｎｇ　ｕｎｉｔ）（これは、再懸濁およびプレートによって回収される）
に５０～１００％の低下を示した。この結果により、特異的な抗体でコーティングされた
ガラス微粒気泡上へ細菌細胞が捕捉されることが確認された。
【００８５】
　（実施例１１：抗体によるエポキシ－ガラス微粒気泡のコーティング）
３ＭＴＭ　ＳｃｏｔｃｈＬｉｔｅＴＭ　Ｇｌａｓｓ　Ｂｕｂｂｌｅｓ　Ｈ２Ｏ／１０００
を、０．１Ｍホウ酸ナトリウム、０．１５Ｍ塩化ナトリウム、ｐＨ９．０により洗浄およ
び懸濁した。アビジンを５ｍｇ／ｍｌで添加し、懸濁物を、４℃で４８時間インキュベー
トした。アビジンコーティングされたガラス微粒気泡を、ＢＳＡ／ＰＢＳ（０．０５％ア
ジ化ナトリウム含有）で洗浄して、未結合のアビジンを除去し、同一の溶液中で保存した
。アビジン微粒気泡を、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７：Ｈ７に対するビオチン標識された抗体
でコーティングし、上記のように、懸濁物から細菌細胞を除去するために使用した。
【００８６】
　（実施例１２：シス－ジオールコーティングされたガラス微粒気泡の調製）
　活性なヒドロキシル残基を有するガラス微粒気泡を、上記のように調製した（上記の実
施例６を参照のこと）。乾燥させたガラス微粒気泡を、室温で３時間、乾燥アセトン（６
％　３－グリシドオキシプロピルトリメトキシシラン（ｖ／ｖ）含有）による処理によっ
てシラン化（ｓｉｌａｎｉｚｅ）した。過剰なシラン試薬を、アセトンで洗浄することに
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をシス－ジオール官能基に変換した。酸を、アセトンで洗浄することによって除去し、微
粒気泡を、３７℃で一晩乾燥させた。シス－ジオールガラス微粒気泡を、室温で乾燥させ
て保存した。
【００８７】
　シス－ジオールコーティングされたガラス微粒気泡の２５％懸濁物を、１０分間毎に換
気しながら、封をした容器内で、室温で１時間、乾燥アセトン中の０．３Ｍカルボニルジ
イミジゾール（ｃａｒｂｏｎｙｌ　ｄｉｉｍｉｄｉｚｏｌｅ）（ＣＤＩ）で活性化させた
。過剰な試薬を、乾燥アセトンで洗浄することにより除去し、ガラス微粒気泡を、室温、
減圧下で乾燥させた。活性化された微粒気泡を、４℃、窒素下で乾燥させて保存した。
【００８８】
　ＣＤＩで活性化させたガラス微粒気泡を、室温で、０．１Ｍ炭酸ナトリウム、ｐＨ９．
５中に溶解させた４ｍｇ／ｍｌアビジンとともに一晩インキュベートすることによりコー
ティングした。０．２Ｍリン酸ナトリウム、一塩基を添加することによって、ｐＨを６．
５まで下げた。アビジンコーティングされたガラス微粒気泡を、ＢＳＡ／ＰＢＳ（アジ化
ナトリウム含有）により洗浄および保存した。
【００８９】
　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１５７：Ｈ７に対するビオチン標識された抗体を添加し、先に記載さ
れるように、細菌を懸濁物から除去した。この実験により、コントロールサンプルと比較
してコロニー数の減少として示される、細菌の５０～１００％の低下を与えた。
【００９０】
　いくつかの実験において、シス－ジオールコーティングされたガラス微粒気泡を、室温
で９０分間、０．２Ｍ過ヨウ素酸ナトリウムを使用して活性化させた。産物を、水、続い
てエタノールで洗浄し、室温で空気乾燥させた。この化学的性質は、アミン反応性アルデ
ヒド官能基でガラス微粒気泡表面をコーティングした。次に、アビジン、そしてビオチン
化抗体でのコーティング（その後、試験が続く）を、上記のように実行し、同様な結果を
得た。
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