
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】　単一の患者試料を分析して甲状腺刺激ホルモ

ンおよび抗チロキシンのレベルを同時に測定する新規な

方法の提供。

【解決手段】　単一の患者試料を第１懸濁駅中で粒子混

合物とインキュベートし、前記粒子混合物は、甲状腺刺

激ホルモンで被覆された粒子、及び抗チロシンで被覆さ

れた粒子より構成されており、これらはフローサイトメ

トリーによりお互いに区別可能である。　前記粒子を前

記第1懸濁液から回収し、そして前記回収された粒子を

第２懸濁液の中で標識化された結合性メンバーの混合物

とインキュベートし、前記標識化された結合性のメンバ

ーの混合物は、標識化された抗甲状腺刺激ホルモン、お

よび標識化されたアナローグ、前記アナローグに対して

抗チロキシンは免疫学的アフィニティーはチロキシンに

対するよりも抗チロキシンに対しても小さい、から構成

されている。

【選択図】　図１ａ
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 単 一 の 患 者 試 料 を 分 析 し て 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン お よ び 抗 チ ロ キ シ ン の レ ベ ル を 同 時 に 測
定 す る 方 法 に お い て 、
　 （ a） 単 一 の 患 者 試 料 を 第 1懸 濁 液 中 で 粒 子 混 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 前 記 粒 子 混 合 物
は グ ル ー プ （ i） お よ び （ ii） ：
　 　 （ i） 抗 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン で 被 覆 さ れ た 粒 子 、
　 　 （ ii） 抗 チ ロ キ シ ン で 被 覆 さ れ た 粒 子 、
　 か ら 構 成 さ れ て お り 、 こ れ ら の グ ル ー プ は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 互 い に 区 別 可 能
で あ り 、
　 （ b） 前 記 粒 子 を 前 記 第 1懸 濁 液 か ら 回 収 し 、 そ し て 前 記 回 収 さ れ た 粒 子 を 第 2懸 濁 液 の
中 で 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー の 混 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 前 記 標 識 化 さ れ た 結 合 性
メ ン バ ー の 混 合 物 は 、
　 　 （ 1） 識 化 さ れ た 抗 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 、 お よ び
　 　 （ 2） 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ 、 前 記 ア ナ ロ ー グ に 対 し て 抗 チ ロ キ シ ン は 免 疫 学 的 結
合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る が 、 前 記 免 疫 学 的 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー は チ ロ キ シ ン に 対 す る よ
り も 抗 チ ロ キ シ ン に 対 し て も 小 さ い 、
　 か ら 構 成 さ れ て お り 、 そ し て
　 （ c） 前 記 粒 子 を 前 記 第 2懸 濁 液 か ら 回 収 し 、 こ う し て 回 収 さ れ た 前 記 粒 子 に 結 合 し た 標
識 の 量 を 検 出 す る と 同 時 に 、 こ う し て 検 出 さ れ た 標 識 の 量 を 前 記 標 識 が 結 合 す る グ ル ー プ
に 対 し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 補 正 し 、 こ れ に よ り 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン お よ び チ ロ
キ シ ン の レ ベ ル を 個 々 に 表 す 値 を 得 る 、
　 こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ b)(2） の 前 記 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ 組 成 物 が 抗 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン お よ び 抗 チ ロ キ
シ ン の 両 方 に 対 し て 免 疫 学 的 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 単 一 の 種 で あ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 単 一 の 種 が 、 標 識 化 さ れ た Ｎ － t－ ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル － 3， 5－ ジ ヨ ー ド － L－
チ ロ ニ ン 、 標 識 化 さ れ た N－ ア セ チ ル － 3－ ヨ ー ド － L－ チ ロ シ ン 、 標 識 化 さ れ た Ｎ － t－ ブ
チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル － 3'， 3， 5－ ト リ ヨ ー ド － L－ チ ロ ニ ン 、 標 識 化 さ れ た Ｎ － t－ ブ チ
ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル － 3， 5－ ジ ヨ ー ド － L－ チ ロ シ ン 、 標 識 化 さ れ た N－ ア セ チ ル フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ル － 3， 5－ ジ ヨ ー ド － L－ チ ロ シ ン 、 標 識 化 さ れ た N－ ア セ チ ル － 3， 5－ ジ ブ ロ モ －
L－ チ ロ シ ン 、 お よ び 標 識 化 さ れ た N－ ア セ チ ル － 3， 5－ ジ ヨ ー ド － L－ チ ロ シ ン か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る メ ン バ ー で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 （ b)(2） の 前 記 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ 組 成 物 が 2つ の 別 個 の 種 の 組 合 わ せ で あ り 、 一
方 は 抗 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン に 対 す る 免 疫 学 的 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 し 、 そ し て 他 方 は 抗
チ ロ キ シ ン に 対 す る 免 疫 学 的 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 一 方 の サ ブ グ ル ー プ が 他 方 の サ ブ グ ル ー プ よ り も 実 質 的 に よ り 大 き い 感 度 を 提 供 し 、 こ
れ に よ り 低 い 濃 度 の TＳ Ｈ を 測 定 す る た め に 有 効 で あ る よ う に 、 グ ル ー プ （ i） が 互 い に 粒
度 に よ り 区 別 さ れ る 2つ の サ ブ グ ル ー プ か ら 構 成 さ れ て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 一 方 の サ ブ グ ル ー プ が 他 方 の サ ブ グ ル ー プ よ り も 実 質 的 に よ り 大 き い 感 度 を 提 供 し 、 こ
れ に よ り 低 い 濃 度 の TＳ Ｈ を 測 定 す る た め に 有 効 で あ る よ う に 、 グ ル ー プ （ i） が 抗 甲 状 腺
刺 激 ホ ル モ ン の コ ー テ ィ ン グ に よ り 互 い に 区 別 さ れ る 2つ の サ ブ グ ル ー プ か ら 構 成 さ れ て
い る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 甲 状 腺 障 害 は 最 も 普 通 の 内 分 泌 学 的 疾 患 で あ る 。 甲 状 腺 産 生 ホ ル モ ン が 少 な す ぎ る 甲 状
腺 機 能 低 下 は 代 謝 速 度 を 正 常 速 度 の 半 分 に 減 少 さ せ る こ と が あ る が 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン が 過
剰 に 産 生 さ れ る 甲 状 腺 機 能 亢 進 は そ れ を 2倍 に す る こ と が あ る 。 8～ 9百 万 人 の ア メ リ カ 人
は 甲 状 腺 機 能 低 下 お よ び そ の 関 連 す る 疾 患 に 悩 ま さ れ て い る 。 こ の よ う な 疾 患 は 、 75歳 を
超 え る 5人 の 女 性 の う ち の 1人 に 影 響 を 与 え る 橋 本 甲 状 腺 炎 （ 慢 性 リ ン パ 性 甲 状 腺 炎 ） 、 非
中 毒 性 甲 状 腺 腫 （ ク レ ン チ 病 ） 、 お よ び リ ー デ ル 甲 状 腺 炎 を 包 含 す る 。 ほ ぼ 350,000人 の
ア メ リ カ 人 は グ レ ー ブ ス 病 （ 中 毒 性 甲 状 腺 腫 ま た は 甲 状 腺 中 毒 症 ） 、 中 毒 性 小 結 節 性 甲 状
腺 腫 、 新 生 児 甲 状 腺 機 能 亢 進 、 お よ び 医 原 性 甲 状 腺 機 能 亢 進 の 形 態 の 甲 状 腺 機 能 亢 進 を 患
う 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 甲 状 腺 障 害 を 検 出 す る 方 法 は 生 物 学 的 マ ー カ ー と し て 血 流 中 の い く つ か の 種 を 利 用 し 、
そ れ ら の レ ベ ル を 障 害 の 存 在 お よ び 種 類 の 指 示 と し て 測 定 す る 。 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン （ T3
） お よ び チ ロ キ シ ン （ T4） は マ ー カ ー の 2つ で あ る 。 甲 状 腺 機 能 低 下 の 症 状 に お い て 、 こ
れ ら の マ ー カ ー の レ ベ ル は 低 く 、 そ れ ぞ れ 、 血 清 中 に お い て 通 常 1.1～ 2.9nmol／ Ｌ お よ び
64～ 142nmol／ Lで あ る が 、 甲 状 腺 機 能 亢 進 の 症 状 に お い て そ れ ら は 増 加 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 他 の マ ー カ ー 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン （ TSH） は 、 0.5～ 5mIU／ Ｌ の 正 常 血 清 レ ベ ル に 関 し
て 、 甲 状 腺 機 能 低 下 の 症 状 に お い て 増 加 し 、 甲 状 腺 機 能 亢 進 の 症 状 に お い て 減 少 す る こ と
に よ っ て 反 対 方 向 に 変 化 す る 。 あ る 種 の 症 状 、 顕 著 に は 橋 本 甲 状 腺 炎 に お い て 、 抗 チ ロ グ
ロ ブ リ ン （ 抗 Tg） 抗 体 お よ び 抗 甲 状 腺 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 抗 TPO） 抗 体 （ 後 者 は ま た 抗 ミ
ク ロ ソ ー ム 抗 体 と 呼 ば れ る ） は 、 追 加 の マ ー カ ー で あ り 、 ま た 増 加 す る が 、 抗 Tg測 定 を 使
用 し な い 抗 TPOの 測 定 は し ば し ば 適 切 で あ る と 考 え ら れ る 。 他 の 試 験 は 基 底 代 謝 速 度 の 測
定 お よ び 甲 状 腺 の 閉 じ た 経 皮 的 生 検 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 血 清 被 検 体 に よ り 甲 状 腺 障 害 を 診 断 す る た め に 、 こ う し て 医 師 は 4つ ま た は 5つ の マ ー カ
ー の レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 必 要 と す る 。 各 マ ー カ ー に つ い て 個 々 の 手 法 を 使 用 す る こ と
は 、 材 料 、 装 置 、 お よ び 労 力 に お い て 費 用 の か か る 仕 事 で あ り 、 そ し て エ ラ ー の リ ス ク は
実 行 す る 手 法 の 数 に 比 例 す る 。 対 照 的 に 、 医 師 が 単 一 の 試 験 に お い て マ ー カ ー の す べ て を
検 出 す る こ と が で き る 場 合 、 コ ス ト は よ り 少 な く 、 エ ラ ー の 確 率 は 有 意 に 減 少 し 、 そ し て
反 復 試 験 の 必 要 性 の リ ス ク （ お よ び 患 者 か ら 追 加 の 血 液 試 料 を 必 要 と す る 厄 介 さ ） は 少 な
く な る で あ ろ う 。 さ ら に 、 診 断 、 処 理 、 お よ び 回 収 に か か る 時 間 を 実 質 的 に 短 縮 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 不 都 合 な こ と に は 、 統 合 さ れ た ま た は 同 時 の 試 験 手 法 の 開 発 は 、 こ う し て 、 多 被 検 体 の
分 析 の 実 行 を 必 要 と す る 技 術 お よ び 特 定 の マ ー カ ー の 性 質 の 差 に よ り さ ら に 不 能 化 さ れ て
き て い る 。 マ ー カ ー の す べ て で は な く 、 い く つ か は 他 の も の よ り も 低 い 濃 度 で 存 在 し 、 し
た が っ て よ り 大 き い 感 度 の ア ッ セ イ を 必 要 と す る 。 各 々 は あ る 種 類 の イ ム ノ ア ッ セ イ に よ
り 検 出 す る こ と が で き る が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の 化 学 は 被 検 体 毎 に 異 な り 、 そ し て 異 な る 試
薬 が 異 な る 時 間 に 添 加 さ れ る 。 事 実 こ れ ら の 差 を 受 け 入 れ 、 か つ マ ー カ ー の 各 々 に つ い て
個 々 の 値 を 提 供 し 、 し か も 単 一 の 反 応 混 合 物 中 で 実 行 で き る ア ッ セ イ を 開 発 す る こ と は 1
つ の 課 題 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 発 明 の 要 約
　 す べ て の 5つ の マ ー カ ー ま た は 抗 Tg含 ま な い す べ て の 5つ の マ ー カ ー の 個 々 の レ ベ ル を 検
出 す る 単 一 反 応 混 合 物 の マ ル チ プ レ ス ア ッ セ イ （ multiplexed　 assay） は 、 複 数 の グ ル ー
プ に 従 い 互 い に 異 な る 粒 子 の 単 一 混 合 物 を 使 用 す る こ と に よ っ て 実 行 す る こ と が で き る こ
と が 今 回 発 見 さ れ 、 各 グ ル ー プ は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 他 の グ ル ー プ と の 区 別 を 可
能 と す る 独 特 な 性 質 を 有 し 、 そ し て 各 グ ル ー プ は 検 出 す べ き 被 検 体 の 1つ に 対 し て 選 択 的
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ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 免 疫 学 的 結 合 性 メ ン バ ー の 表 面 コ ー テ ィ ン グ を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 粒 子 の 1つ の グ ル ー プ （ お よ び い く つ か の 場 合 に お い て 、 広 い 範 囲 の 検 出 を 達 成 す る た
め に 2つ の グ ル ー プ ） は こ う し て 抗 TSHで 被 覆 さ れ 、 第 2グ ル ー プ は T3に 対 す る 抗 体 で 被 覆
さ れ 、 第 3グ ル ー プ は T4に 対 す る 抗 体 で 被 覆 さ れ 、 そ し て 第 4グ ル ー プ は TPOま た は 抗 ヒ ト I
gGで 被 覆 さ れ る 。 試 料 を Tgに つ い て ア ッ セ イ す る 場 合 、 こ う し て 各 グ ル ー プ は 個 々 の 被 検
体 に 対 し て 向 け ら れ る 個 々 の 被 検 体 を 目 的 と す る 独 特 の コ ー テ ィ ン グ と 、 フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー に よ る 区 別 を 可 能 と す る 追 加 の 独 特 の 特 性 と の 両 方 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 粒 子 の 全 体 の 混 合 物 を 試 料 の 中 に 懸 濁 さ せ 、 そ し て 懸 濁 液 を 適 当 な 時 間 の 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し て 免 疫 反 応 を 発 生 さ せ る 。 次 い で 粒 子 を 回 収 し 、 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー の 溶
液 の 中 に 再 懸 濁 さ せ る 。 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー は 、 標 識 化 さ れ た 抗 TSH、 Ｆ T3ま た
は Ｆ T4粒 子 上 の 抗 体 が T3ま た は T4に 対 す る よ り も ア ナ ロ ー グ に 対 し て 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー
を 有 す る よ う に 選 択 さ れ た T3お よ び T4の 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ 、 お よ び 標 識 化 さ れ た 抗
ヒ ト IgGま た は 標 識 化 さ れ た TPOを 包 含 す る 。 最 後 の 結 合 性 メ ン バ ー は 、 粒 子 の 第 4グ ル ー
プ を TPOで 被 覆 す る 場 合 、 お よ び ま た 前 述 の 第 5グ ル ー プ が 存 在 す る 場 合 、 標 識 化 さ れ た 抗
ヒ ト IgGで あ り 、 そ し て 粒 子 の 第 4グ ル ー プ が 抗 ヒ ト IgGで 被 覆 す る 場 合 、 標 識 化 さ れ た TPO
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 再 懸 濁 さ れ た 粒 子 の 表 面 に お い て 免 疫 学 的 反 応 が 起 こ る た め に 十 分 な 時 間 が 経 過 し た 後
、 粒 子 を 第 2懸 濁 液 か ら 回 収 し 、 粒 子 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 検 出 す る と 同 時 に 、 粒 子 を フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 区 別 す る 。 こ う し て 試 料 中 の TSH、 T3、 T4、 お よ び 必 要 に 応 じ
て 、 抗 Tgの 量 に つ い て 個 々 の 値 が 得 ら れ 、 す べ て は 試 薬 の 添 加 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 粒
子 回 収 工 程 、 洗 浄 工 程 、 お よ び 各 被 検 体 に つ い て の 検 出 工 程 を 実 行 す る 共 通 の ア ッ セ イ 混
合 物 か ら 得 ら れ る 。 こ う し て 、 こ の ア ッ セ イ は TSHに つ い て の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を T3
お よ び T4に つ い て の 逐 次 競 合 ア ッ セ イ お よ び TPO（ お よ び Tg、 含 め る 場 合 ） に つ い て の 血
清 学 的 ア ッ セ イ と 組 合 わ せ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ う し て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 TSHに つ い て の サ ン ド イ ッ チ 型 イ ム ノ ア ッ セ イ を 抗 TPO
お よ び 抗 Tgに つ い て の 血 清 学 的 ア ッ セ イ と 組 合 わ せ る 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ と 逐 次 競 合
ア ッ セ イ と の 組 合 わ せ は 、 2つ の 抗 体 （ TSH） に 対 す る 結 合 を 可 能 と す る た め に 十 分 に 大 き
い 分 子 、 お よ び こ の よ う な 抗 体 の 結 合 （ T3お よ び T4） を 可 能 と す る た め に 十 分 に 小 さ い 分
子 を 同 時 に 検 出 す る こ と を 可 能 と す る 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ お よ び 逐 次 競 合 ア ッ セ イ と
血 清 学 的 ア ッ セ イ と の 組 合 わ せ は 、 抗 原 被 検 体 お よ び 抗 体 被 検 体 の 同 時 検 出 を 可 能 と す る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 種 々 の 被 検 体 の レ ベ ル は 他 よ り も 大 き い 感 度 の い く つ か の 必 要 な ア ッ セ イ と と
も に か な り 異 な る の で 、 ア ッ セ イ の い く つ か 、 顕 著 に は 抗 TPOお よ び 抗 Tgの ア ッ セ イ の シ
グ ナ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 調 節 を 行 う 。 そ れ ぞ れ の 粒 子 の グ ル ー プ の 粒 子 上 の 追 加
の 被 覆 メ ン バ ー と し て 希 釈 剤 を 使 用 し 、 こ れ に よ り 免 疫 学 的 反 応 の 反 応 速 度 を 低 下 さ せ る
こ と に よ っ て 、 こ の 調 節 は 達 成 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン
バ ー を 添 加 す る 懸 濁 液 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 添 加 し て 、 反 応 速 度 を 増 加 し 、 こ う し
て ア ッ セ イ の TSH部 分 の 感 度 を 増 加 す る こ と に よ っ て 、 追 加 の 調 節 を 行 う 。 他 の 好 ま し い
態 様 に お い て 、 2つ の 相 互 に 区 別 可 能 な 粒 子 の グ ル ー プ を TSHの 測 定 に 使 用 し 、 各 粒 子 の グ
ル ー プ を 分 析 範 囲 の 異 な る 部 分 に つ い て 最 適 化 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 面 に お い て 、 前 述 の 方 法 に お い て 互 い に 異 な る グ ル ー プ に 分 割 さ れ た 粒 子
の 単 一 混 合 物 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 2つ の マ ー カ ー 、 TSHお よ び T4の 個 々 の レ ベ ル を 単
一 試 料 に お い て 検 出 す る 。 本 発 明 の こ の 面 は 、 TSHに つ い て の サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ を T
4に つ い て の 逐 次 競 合 ア ッ セ イ と 組 合 わ せ る 。
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　 本 発 明 の 追 加 の 目 的 、 特 徴 、 お よ び 利 点 は 、 下 記 の 記 載 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す べ て の 5つ の マ ー カ ー に つ い て の 本 発 明 に よ る ア ッ セ イ は 第 1図 に 絵 画 的 に 表 示 さ れ て
い る 。 被 覆 さ れ た 粒 子 の 混 合 物 11は 、 粒 子 の 6つ の 異 な る グ ル ー プ を 含 有 し 、 そ し て 円 の
内 部 の 文 字 A（ お よ び A’ ） ～ Eを 有 し か つ 抗 体 ま た は 抗 原 が 結 合 し た 円 の 列 に よ り 表 さ れ
て い る 。 各 文 字 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 他 と 区 別 可 能 な 粒 子 の 異 な る グ ル ー プ （ A
お よ び A’ も 互 い に 区 別 可 能 で あ る ） を 表 示 し 、 そ し て 円 に 結 合 し た 構 造 は 粒 子 上 の コ ー
テ ィ ン グ を 表 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 粒 子 A、 A’ 、 B、 お よ び Cは 抗 TSH（ Aお よ び A’ の 両 方 ） 、 抗 T3（ B） 、 お よ び 抗 T4（ C）
抗 体 で 被 覆 さ れ た 表 面 を 有 し 、 各 抗 体 は 横 側 の 「 Ｙ 」 構 造 に よ り 表 さ れ 、 「 Ｙ 」 構 造 は そ
の 1つ の Fab鎖 上 に 示 さ れ た 各 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る 。 粒 子 Dは 、 そ れ ぞ れ 、 TPOお よ び Tgで
被 覆 さ れ て お り 、 各 々 は 特 定 の 抗 原 の 略 号 を 取 り 囲 む ダ イ ヤ モ ン ド 形 に よ り 表 さ れ て い る
。 「 A」 粒 子 は 、 TSHコ ー テ ィ ン グ の 密 度 お よ び 粒 度 が 異 な る た め に 、 「 A’ 」 と 感 度 が 異
な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ア ッ セ イ す べ き 試 料 12は 、 粒 子 の 列 11の 右 の 列 に よ り 表 さ れ て い る 。 試 料 12は 被 検 体 TS
H、 T3、 T4、 抗 TPO、 お よ び 抗 Tgを 含 有 す る 。 TSH、 T3、 お よ び T4は 、 そ れ ぞ れ 、 上 部 に お
け る 3つ の ダ イ ヤ モ ン ド 形 構 造 列 に よ り 表 さ れ 、 そ し て 抗 Tgは 、 そ れ ぞ れ 、 下 部 に お け る 2
つ の 「 Y」 構 造 に よ り 表 さ れ て い る 。
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 粒 子 の 回 収 、 お よ び 洗 浄 後 、 下 記 の 粒 子 混 合 物 13が 生 ず る ：
　 粒 子 上 の 抗 TSHコ ー テ ィ ン グ を 通 し て 粒 子 に 結 合 し た 試 料 か ら の TSHを 有 す る 「 A」 お よ
び 「 A’ 」 粒 子 。 粒 子 に 結 合 し た TSHを も た な い 「 A」 お よ び 「 A’ 」 粒 子 上 の い く つ か の 部
位 が 残 留 す る が 、 こ れ ら 部 位 は 粒 子 上 に 存 在 し て さ え 、 ア ッ セ イ の 残 部 に 参 加 し な い の で
、 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 粒 子 上 の 抗 T3コ ー テ ィ ン グ を 通 し て 粒 子 に 結 合 し た 試 料 か ら の T3を 有 す る 「 B」 粒 子 。
粒 子 に 結 合 し た T3を も た な い 「 B」 粒 子 上 の い く つ か の 部 位 が 残 留 す る 。 こ れ ら の 部 位 は
流 れ 図 に お い て 別 の 粒 子 と し て 示 さ れ て お り 、 後 述 す る よ う に 、 ア ッ セ イ の 連 続 す る 工 程
に お い て 結 合 反 応 を 行 う 。
　 粒 子 上 の 抗 T4コ ー テ ィ ン グ を 通 し て 粒 子 に 結 合 し た 試 料 か ら の T4を 有 す る 「 C」 粒 子 。
粒 子 に 結 合 し た T4を も た な い 「 C」 粒 子 上 の い く つ か の 部 位 が 残 留 す る 。 こ れ ら の 部 位 は
同 様 に 流 れ 図 に お い て 別 の 粒 子 と し て 示 さ れ て お り 、 後 述 す る よ う に 、 ア ッ セ イ の 連 続 す
る 工 程 に お い て 結 合 反 応 を 行 う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 粒 子 上 の 抗 TPO抗 原 コ ー テ ィ ン グ を 通 し て 粒 子 に 結 合 し た 試 料 か ら の 抗 TPOを 有 す る 「 D
」 粒 子 。 こ こ で 再 び 、 粒 子 に 結 合 し た TPO抗 体 を も た な い 「 D」 粒 子 上 の い く つ か の 部 位 が
残 留 す る が 、 ア ッ セ イ の 残 部 に 参 加 せ ず 、 し た が っ て 示 さ れ て い な い 。
　 粒 子 上 の 抗 Tg抗 原 コ ー テ ィ ン グ を 通 し て 粒 子 に 結 合 し た 試 料 か ら の 抗 Tgを 有 す る 「 E」
粒 子 。 こ こ で ま た 、 「 E」 粒 子 上 に 存 在 す る 部 位 の す べ て が Tg抗 体 に 結 合 す る よ う に な る
わ け で は く 、 こ れ ら の 遊 離 部 位 は ア ッ セ イ の 残 部 に お い て 非 結 合 の ま ま で あ り 、 し た が っ
て 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 粒 子 混 合 物 を 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー の 混 合 物 14と と も に 再 懸 濁 さ せ る 。 こ の
混 合 物 は (i)標 識 化 さ れ た 抗 TSH、 （ ii） 抗 T3お よ び 抗 T4の 両 方 に 結 合 す る T3お よ び T4の 標
識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ （ し る し 「 T3／ 4」 を 含 有 す る ダ イ ヤ モ ン ド 形 に よ り 表 さ れ て い る
） ま た は そ れ ぞ れ 抗 T3お よ び 抗 T4に 優 先 的 に 結 合 す る T3お よ び T4の 個 々 の 標 識 化 さ れ た ア
ナ ロ ー グ （ そ れ ぞ れ 、 し る し 「 T3A」 お よ び 「 T4A」 列 に よ り 表 さ れ て い る ） 、 お よ び （ ii
i） 標 識 化 さ れ た 抗 ヒ ト IgGを 包 含 す る 。 こ れ ら の 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー の 各 々 上 の
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標 識 は 星 印 に よ り 表 さ れ て い る 。 「 T3／ 4」 に よ り 表 さ れ る 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ は 、
抗 T3お よ び 抗 T4の 両 方 が T3ま た は T4そ れ 自 体 に 対 し て 有 す る よ り も 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を
有 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 ア ナ ロ ー グ は 、 既 に T3お よ び T4に 結 合 す る よ う に な っ て
い な い 抗 体 に の み 結 合 す る 。 個 々 の 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ T3Aお よ び T4Aに つ い て 同 一 の
こ と が 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 粒 子 の 回 収 、 お よ び 洗 浄 後 、 下 記 の も の を 包 含 す る 粒 子 混 合 物 15
が 生 ず る ：
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の 結 果 を 表 す 「 A」 お よ び 「 A’ 」 粒 子 、 粒 子 表 面 上 の 抗 TSHコ ー
テ ィ ン グ と 標 識 化 さ れ た 抗 TSHと の 間 に 位 置 す る 被 検 体 TSH、 こ う し て 標 識 は 試 料 中 の TSH
の 量 の 直 接 的 指 示 を 与 え る 。
　 逐 次 競 合 ア ッ セ イ の 結 果 で あ る 、 標 識 化 お よ び 非 標 識 化 「 B」 の 混 合 物 、 標 識 化 さ れ た
「 B」 粒 子 （ ど の 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ を 使 用 す る か に 依 存 し て 、 2つ の 代 替 物 が 示 さ れ
て い る ） は 、 被 検 体 T3が 結 合 す る よ う に な ら ず 、 こ れ に よ り 試 料 中 の T3の 量 の 逆 数 の 指 示
を 与 え る 部 位 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 逐 次 競 合 ア ッ セ イ の 結 果 で あ る 、 標 識 化 お よ び 非 標 識 化 「 C」 の 混 合 物 、 標 識 化 さ れ た
「 C」 粒 子 （ ど の 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ を 使 用 す る か に 依 存 し て 、 2つ の 代 替 物 が 示 さ れ
て い る ） は 、 被 検 体 T4が 結 合 す る よ う に な ら ず 、 こ れ に よ り 試 料 中 の T4の 量 の 逆 数 の 指 示
を 与 え る 部 位 を 表 す 。
　 間 接 的 ま た は 「 抗 原 捕 捉 」 血 清 学 的 ア ッ セ イ の 結 果 を 表 す 「 D」 粒 子 、 粒 子 表 面 上 の 抗 T
POコ ー テ ィ ン グ と 標 識 化 さ れ た 抗 ヒ ト IgGと の 間 に 位 置 す る 被 検 体 抗 TPO、 こ う し て 標 識 は
試 料 中 の 抗 TPOの 量 の 直 接 的 指 示 を 与 え る 。
　 間 接 的 ま た は 「 抗 原 捕 捉 」 血 清 学 的 ア ッ セ イ の 結 果 を 表 す 「 E」 粒 子 、 粒 子 表 面 上 の 抗 T
gコ ー テ ィ ン グ と 標 識 化 さ れ た 抗 ヒ ト IgGと の 間 に 位 置 す る 被 検 体 抗 Tg、 こ う し て 標 識 は 試
料 中 の 抗 Tgの 量 の 直 接 的 指 示 を 与 え る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 2図 は 、 抗 TPOに つ い て の 直 接 的 ま た は 「 ク ラ ス 捕 捉 」 血 清 学 的 ア ッ セ イ を 使 用 す る 、
本 発 明 に よ る 他 の ア ッ セ イ 、 わ ず か に 4つ の マ ー カ ー 被 検 体 、 TSH、 T3、 T4、 お よ び 抗 TPO
に つ い て の 1つ の ア ッ セ イ の 絵 画 的 表 示 で あ る 。 こ の ア ッ セ イ に お け る 粒 子 混 合 物 21は 、
粒 子 の 5つ の 異 な る グ ル ー プ の み を 含 有 し 、 そ し て 第 1図 に お い て 使 用 す る 同 一 の 記 号 法 の
タ イ プ を 使 用 し て 、 円 の 内 部 の 文 字 A（ お よ び A’ ） ～ Eを 有 し か つ 抗 体 ま た は 抗 原 が 結 合
し た 円 の 列 に よ り 表 さ れ て い る 。 粒 子 A、 A’ 、 B、 お よ び Cは 第 1図 に 示 す も の と 同 一 で あ
る 。 粒 子 Dは 、 試 料 中 の す べ て の IgG抗 体 に 結 合 す る 、 抗 ヒ ト IgGで 被 覆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 し か し な が ら （ 後 述 す る よ う に ） 、 後 に 添 加 さ れ る 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー の う ち
で 、 IgG抗 体 に 結 合 し 、 こ う し て Ｄ 粒 子 に 結 合 す る た だ 1つ は 標 識 化 さ れ た TPOで あ り 、 こ
う し て 抗 TPOを 有 す る D粒 子 の み が 検 出 さ れ る で あ ろ う 。 他 の IgG抗 体 に 結 合 す る D粒 子 は ア
ッ セ イ の 残 部 に 参 加 せ ず 、 し た が っ て 、 図 示 さ れ て い な い 。 こ の ア ッ セ イ の 好 ま し い 態 様
に お い て 、 D粒 子 の コ ー テ ィ ン グ の 中 に 希 釈 剤 を 使 用 し な い 。 ア ッ セ イ す べ き 試 料 22は 検
出 す べ き 4つ の 被 検 体 を 含 有 す る と し て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 粒 子 お よ び 試 料 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 粒 子 の 回 収 、 お よ び 洗 浄 後 、 下 記 の も の を 含 有
す る 粒 子 混 合 物 23が 生 ず る ：
　 第 1図 に お け る よ う な 「 A」 、 「 A’ 」 、 「 B」 、 お よ び 「 C」 粒 子 、 コ ー テ ィ ン グ を 形 成
す る た め に 使 用 し た 結 合 性 メ ン バ ー を 通 し て そ れ に 結 合 し た 試 料 か ら の 被 検 体 を 有 し 、 結
合 し た 被 検 体 を も た ず 、 ア ッ セ イ の 残 部 に 参 加 す る 、 こ れ ら の 粒 子 上 の 部 位 を 表 す 、 追 加
の 「 B」 お よ び 「 C」 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 粒 子 上 の IgGコ ー テ ィ ン グ を 通 し て 粒 子 に 結 合 し た 試 料 か ら の 抗 TPOを 有 す る 「 D」 粒 子
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。
　 標 識 化 さ れ た 抗 ヒ ト IgGを 標 識 化 さ れ た TPOで 置 換 す る こ と に よ っ て 、 第 1図 の ア ッ セ イ
の 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー と 異 な る 、 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー の 混 合 物 24と 、 粒
子 混 合 物 を 再 懸 濁 さ せ る 。 第 1図 に お け る よ う に 、 こ れ ら の 結 合 性 メ ン バ ー の す べ て は 星
印 に よ り 表 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 粒 子 の 回 収 、 お よ び 洗 浄 後 、 下 記 の も の を 含 有 す る 最 終 粒 子 混 合
物 25が 生 ず る ：
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の 結 果 を 表 す 「 A」 お よ び 「 A’ 」 粒 子 、 粒 子 表 面 上 の 抗 TSHコ ー
テ ィ ン グ と 標 識 化 さ れ た 抗 TSHと の 間 に 位 置 す る 被 検 体 TSH、 こ う し て 標 識 は 試 料 中 の TSH
の 量 の 直 接 的 指 示 を 与 え る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 逐 次 競 合 ア ッ セ イ の 結 果 で あ る 、 標 識 化 お よ び 非 標 識 化 「 B」 の 混 合 物 、 標 識 化 さ れ た
「 B」 粒 子 （ ど の 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ を 使 用 す る か に 依 存 し て 、 2つ の 代 替 物 が 示 さ れ
て い る ） は 、 被 検 体 T3が 結 合 す る よ う に な ら ず 、 こ れ に よ り 試 料 中 の T3の 量 の 逆 数 の 指 示
を 与 え る 部 位 を 表 す 。
　 逐 次 競 合 ア ッ セ イ の 結 果 で あ る 、 標 識 化 お よ び 非 標 識 化 「 C」 の 混 合 物 、 標 識 化 さ れ た
「 C」 粒 子 （ ど の 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ を 使 用 す る か に 依 存 し て 、 2つ の 代 替 物 が 示 さ れ
て い る ） は 、 被 検 体 T3が 結 合 す る よ う に な ら ず 、 こ れ に よ り 試 料 中 の T3の 量 の 逆 数 の 指 示
を 与 え る 部 位 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 逐 次 競 合 ア ッ セ イ の 結 果 で あ る 、 標 識 化 お よ び 非 標 識 化 「 C」 の 混 合 物 、 標 識 化 さ れ た
「 C」 粒 子 （ ど の 標 識 化 さ れ た ア ナ ロ ー グ を 使 用 す る か に 依 存 し て 、 2つ の 代 替 物 が 示 さ れ
て い る ） は 、 被 検 体 T4が 結 合 す る よ う に な ら ず 、 こ れ に よ り 試 料 中 の T4の 量 の 逆 数 の 指 示
を 与 え る 部 位 を 表 す 。
　 直 接 的 ま た は 「 ク ラ ス 捕 捉 」 血 清 学 的 ア ッ セ イ の 結 果 を 表 す 「 D」 粒 子 、 粒 子 表 面 上 の
抗 IgGコ ー テ ィ ン グ と 標 識 化 さ れ た 抗 TPOと の 間 に 位 置 す る 被 検 体 抗 TPO、 こ う し て 標 識 は
試 料 中 の 抗 TPOの 量 の 直 接 的 指 示 を 与 え る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 マ ー カ ー 抗 TPOお よ び 抗 Tgは 典 型 的 な 血 清 試 料 の 中 に 高 い 濃 度 で 存 在 す る が 、 TSHは 低 い
濃 度 で 存 在 す る の で 、 ア ッ セ イ に お い て 、 抗 TPOお よ び 抗 Tgア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 粒
子 の た め の 共 被 覆 材 料 と し て 希 釈 剤 を 使 用 す る こ と に よ っ て 利 益 が 得 ら れ る 。 希 釈 剤 は 結
合 の た め に 有 効 な 部 位 に つ い て 競 合 し 、 し た が っ て 粒 子 上 の TPOお よ び Tgの コ ー テ ィ ン グ
密 度 を 低 下 す る の で 、 そ の よ う に 呼 ば れ る 。 こ れ に よ り 、 ア ッ セ イ の 精 度 を 実 質 的 に 低 下
さ せ な い で 、 こ れ ら の 粒 子 に つ い て 実 行 さ れ る ア ッ セ イ か ら の シ グ ナ ル が 減 少 す る 。 こ う
し て 、 希 釈 剤 は 、 試 料 中 の い ず れ の 被 検 体 ま た は 他 の ア ッ セ イ 試 薬 と の 特 異 的 結 合 に 関 係
し な い 物 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ う し て 、 被 検 体 お よ び ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー に 対 し
て 不 活 性 で あ る コ ー テ ィ ン グ と し て 、 粒 子 に 適 用 で き る 任 意 の 物 質 を 希 釈 剤 と し て 使 用 す
る こ と が で き る 。 例 は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ブ タ ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 物 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ
ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ア ミ ン 誘 導 化 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び ポ リ ア ク リ ル 酸 で あ る 。 ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン は 好 ま し い 例 で あ る 。 希 釈 剤 の 使 用 量 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 粒 子 表 面 上
の 結 合 部 位 に つ い て TPOお よ び Tgと 競 合 し 、 か つ 許 容 可 能 な 正 確 度 で 複 製 で き る ア ッ セ イ
を 生 成 す る 、 任 意 の 量 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 高 い 陽 性 と 低 い 陽 性 と を 区 別 す る と 同 時 に な お 十 分 な ア ッ セ イ 感 度 を 達 成 す る こ と が で
き る （ す な わ ち 、 陰 性 と 低 い 陽 性 と を 区 別 す る こ と が で き る ） レ ベ ル に 抗 TPOシ グ ナ ル を
減 少 す る た め に 、 グ ル ー プ （ iv） 粒 子 上 の TPOコ ー テ ィ ン グ 密 度 は 好 ま し く は 約 0.3ng／ cm
2 約 50 ng／ cm 2 の 範 囲 内 、 最 も 好 ま し く は 約 0.5 ng／ cm 2 ～ 約 50 ng／ cm 2 の 範 囲 内 で あ る 。
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抗 Tgを 包 含 す る ア ッ セ イ に お い て 、 同 一 範 囲 の コ ー テ ィ ン グ 密 度 を 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ア ッ セ イ を 改 良 す る 他 の 手 段 は TSHア ッ セ イ の 感 度 を 増 加 さ せ る こ と で あ る 。 こ れ は 最
終 結 合 反 応 を 実 行 す る 懸 濁 液 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） を 添 加 す る こ と に よ っ て
達 成 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 初 期 ア ッ セ イ 試 薬 を 試 料 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 回 収
し た 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー お よ び 粒 子 を 、 添 加 剤 と し て PEGを 含 有 す る 緩 衝 液 の 中
に 懸 濁 さ せ る 。 こ れ は PEGが 存 在 す る た め に 反 応 速 度 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 TSHア ッ
セ イ か ら の シ グ ナ ル を 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 使 用 す る PEGの 分 子 量 は 、 PEGが 反 応 混 合 物 の 中 に 完 全 に 溶 解 す る か ぎ り 、 本 発 明 に 対 し
て 決 定 的 で は な い 。 最 適 な 分 子 量 お よ び 比 率 は 、 ア ッ セ イ 混 合 物 お よ び 手 法 の 他 の パ ラ メ
ー タ ー に 依 存 し て 変 化 す る こ と が あ る 。 し か し な が ら 、 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 、 PEGの
分 子 量 は 約 2， 000～ 約 20， 000、 好 ま し く は 約 5， 000～ 約 10， 000（ 最 も 好 ま し く は ほ ぼ 8
， 000） の 範 囲 で あ り 、 そ し て 量 は 緩 衝 液 の 約 0.5重 量 ％ ～ 約 4.0重 量 ％ 、 好 ま し く は 約 2.0
重 量 ％ ～ 約 3.0重 量 ％ の 範 囲 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 PEGの 量 も ま た 変 化 す る こ と が で き る が 、 最 も 有 効 な 結 果 に つ い て 、 TSHア ッ セ イ の 感 度
に 対 し て 最 大 の 利 益 を 提 供 す る と 同 時 に 非 特 異 的 結 合 の 増 加 を 最 小 に す る 量 を 選 択 す る 。
複 合 体 希 釈 剤 に お け る 重 量 百 分 率 を 増 分 的 に 0か ら 5％ に 増 加 さ せ 、 各 々 を 使 用 し て TSHア
ッ セ イ を 実 行 し 、 そ し て 非 特 異 的 結 合 レ ベ ル を PEGレ ベ ル の 関 数 と し て 観 測 す る こ と に よ
っ て 、 最 適 な 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 非 特 異 的 結 合 を ほ と ん ど 、 あ る い は ま
っ た く 増 加 さ せ な い こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 、 最 高 の PEGレ ベ ル を 選 択 す べ き で あ る 。
　 PEGの 添 加 は 、 ま た 、 TSHお よ び T4の み を 検 出 す る 本 発 明 の 態 様 に お い て 有 効 で あ る 。 こ
れ ら の ア ッ セ イ に つ い て PEGの 好 ま し い タ イ プ お よ び 量 は 、 前 述 し た も の と 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 大 き い 動 力 学 的 範 囲 を 受 け 入 れ る TSH検 出 に お け る 柔 軟 性
は 、 TSHグ ル ー プ に つ い て 粒 子 の 2つ の 区 別 可 能 な サ ブ グ ル ー プ を 使 用 す る こ と に よ っ て 達
成 さ れ 、 こ こ で 2つ の サ ブ グ ル ー プ の 一 方 は TSHの 高 い 濃 度 を 測 定 し 、 そ し て 他 方 は 低 い 濃
度 を 測 定 す る の た め の も の で あ る 。 大 き い 粒 子 は 比 較 的 小 さ い 粒 子 よ り も 高 い 感 度 を 提 供
し 、 そ し て よ り 高 い コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を 有 す る 粒 子 に つ い て 同 一 の こ と が 当 て は ま る （ 粒
度 の 差 を 無 視 し て ） こ と が 発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ う し て 、 TSHの 低 い 濃 度 お よ び 高 い 濃 度 の 両 方 の 測 定 を 可 能 と す る た め に 、 粒 子 の 2つ
の サ ブ グ ル ー プ は 粒 度 、 コ ー テ ィ ン グ 密 度 ま た は 両 方 が 異 な る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 一 方 サ ブ グ ル ー プ は 他 の サ ブ グ ル ー プ の 粒 子 よ り も 大 き い 粒 度 お よ び 高
い 抗 体 コ ー テ ィ ン グ 濃 度 の 両 方 を 有 す る 粒 子 を 含 有 す る で あ ろ う 。 次 い で 、 前 者 の サ ブ グ
ル ー プ は TSHの 比 較 的 低 い 濃 度 の 測 定 に 特 に 有 効 で あ る が 、 後 者 は 比 較 的 高 い 濃 度 の 測 定
に 特 に 有 効 で あ る 。 こ う し て 、 2つ の サ ブ グ ル ー プ は 組 合 わ せ に お い て ア ッ セ イ の 動 力 学
的 範 囲 を 増 加 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 緩 衝 液 は ア ッ セ イ 試 薬 を 安 定 化 す る タ ン パ ク 質 を 含 有 す る こ と が で き る 。 適 当 な
タ ン パ ク 質 の 例 は 、 ほ ぼ 生 理 学 的 pHに お け る 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 中 の ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン
で あ る 。
　 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー は 、 抗 T3お よ び 抗 T4の 両 方 に 対 し て 免 疫 学 的 結 合 ア フ ィ ニ
テ ィ ー を 有 す る が 、 T3ま た は T4そ れ 自 体 に 対 し て 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 組 成 物 を 包
含 し 、 こ れ に よ り 組 成 物 は 既 に 抗 体 に 結 合 す る よ う に な っ た T3ま た は T4を 置 換 し な い 。 こ
う し て 、 組 成 物 は T3お よ び T4の 両 方 の 構 造 的 ア ナ ロ ー グ ま た は 各 々 の 別 々 の 構 造 的 ア ナ ロ
ー グ で あ ろ う 。 使 用 で き る T3お よ び T4の 構 造 的 ア ナ ロ ー グ の 例 は 次 の 通 り で あ る ：
【 ０ ０ ３ ７ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 す る 粒 子 は 微 視 的 サ イ ズ で あ り 、 ポ リ マ ー 材 料 か ら 形 成 さ れ
て い る こ と が 好 ま し い 。 微 小 粒 子 と し て 有 効 で あ る 粒 子 は 生 物 学 的 試 料 の 成 分 に 対 し て 不
活 性 で あ り 、 か つ 微 小 粒 子 表 面 に 添 付 さ れ る 結 合 性 メ ン バ ー の コ ー テ ィ ン グ 以 外 の ア ッ セ
イ 試 薬 に 対 し て 不 活 性 で あ る 。 適 当 な 微 小 粒 子 材 料 は 、 ま た 、 最 小 の 自 己 蛍 光 を 有 し 、 固
体 で あ り 、 試 料 の 中 に 不 溶 性 で あ り 、 か つ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 緩 衝 液 、 溶 媒 、 担 体
、 希 釈 剤 、 ま た は 懸 濁 剤 の 中 に 不 溶 性 で あ り 、 そ し て 好 ま し く は 共 有 結 合 を 通 し て 、 適 当
な コ ー テ ィ ン グ 材 料 に 添 付 こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 適 当 な ポ リ マ ー の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ エ ー テ ル 、 ポ リ オ レ フ ィ ン 、 ポ リ ア ル キ レ
ン オ キ シ ド 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 多 糖 類 、 セ ル ロ ー ス 、 お よ び ポ リ イ ソ プ レ ン で
あ る 。 多 数 の ポ リ マ ー に お い て 、 架 橋 は 微 小 粒 子 に 構 造 的 完 全 性 お よ び 剛 性 を 付 与 す る た
め に 有 効 で あ る 。 微 小 粒 子 の サ イ ズ 範 囲 は 変 化 こ と が で き 、 そ し て 粒 度 範 囲 は 本 発 明 に 対
し て 決 定 的 で は な い 。 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 、 微 小 粒 子 は 約 0.3マ イ ク ロ メ ー ト ル ～ 約 1
00マ イ ク ロ メ ー ト ル 、 好 ま し く は 約 0.5マ イ ク ロ メ ー ト ル ～ 約 40マ イ ク ロ メ ー ト ル の 範 囲
で あ ろ う 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 ア ッ セ イ の 粒 子 回 収 お よ び 洗 浄 の 工 程 を 促 進 す る た め に 、 粒 子 は 好 ま し く は 磁 気 応 答 性
材 料 、 す な わ ち 、 磁 場 に 対 し て 応 答 す る 任 意 の 材 料 を 含 有 す る 。 次 い で 、 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 後 ま た は 洗 浄 工 程 後 、 懸 濁 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 反 応 器 に 磁 場 を 付 与 し 、 粒 子 を 反
応 器 の 壁 に 付 着 さ せ 、 こ れ に よ り デ カ ン テ ー シ ョ ン ま た は 吸 引 に よ り 液 体 の 除 去 を 可 能 と
す る こ と に よ っ て 、 固 相 お よ び 液 相 を 分 離 す る 。 本 発 明 に お い て 問 題 の 磁 気 応 答 性 材 料 は
、 常 磁 性 材 料 、 強 磁 性 材 料 、 フ ェ リ 磁 性 材 料 、 お よ び メ タ 磁 性 を 包 含 す る 。 常 磁 性 材 料 は
好 ま し い 。 例 は 鉄 、 ニ ッ ケ ル 、 お よ び コ バ ル ト 、 な ら び に 金 属 酸 化 物 、 例 え ば 、 Fe 3 Ｏ 4 、
BaFe 1 2 Ｏ 1 9 、 CoO、 NiO、 Mn 2 Ｏ 3 、 お よ び CoMnPで あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 磁 気 応 答 性 材 料 を ポ リ マ ー 全 体 を 通 し て 分 散 さ せ 、 ポ リ マ ー 表 面 上 の コ ー テ ィ ン グ と し
て ま た は 表 面 上 の 2ま た は そ れ 以 上 の コ ー テ ィ ン グ の 1つ と し て 適 用 す る か 、 あ る い は 材 料
を 粒 子 に 固 定 す る 他 の 方 法 で 組 込 み ま た は 添 付 す る こ と が で き る 。 粒 子 中 の 磁 気 応 答 性 材
料 の 量 は 決 定 的 で は な く 、 広 い 範 囲 に わ た っ て 変 化 で あ る こ と が で き る 。 こ の 量 は 微 小 粒
子 の 密 度 に 影 響 を 与 え る こ と が あ る が 、 液 相 と 固 相 と の 間 の 接 触 を 最 大 と す る 目 的 で か つ
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 促 進 す る た め に 、 量 お よ び 粒 度 の 両 方 は 微 小 粒 子 を 懸 濁 さ せ て 維
持 こ と の 容 易 さ に 影 響 を 与 え る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 微 小 粒 子 中 の 磁 気 応 答 性 材 料 の 過 剰 量 は 、 ア ッ セ イ の 結 果 を 妨 害 す る た め に 十 分 に 高 い
レ ベ ル で 自 己 蛍 光 を 発 生 さ せ る こ と が あ る 。 し た が っ て 、 磁 気 応 答 性 材 料 の 濃 度 は 材 料 か
ら 発 散 す る 自 己 蛍 光 を 最 小 す る た め に 十 分 に 低 い こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 事 実 を 考 慮 し
て 、 本 発 明 に よ る 粒 子 中 の 磁 気 応 答 性 材 料 は 好 ま し く は 全 体 と し て 粒 子 の 約 0.05～ 約 75重
量 ％ の 範 囲 で あ る 。 よ り 好 ま し い 重 量 百 分 率 の 範 囲 は 約 2％ ～ 約 25％ 、 な お よ り 好 ま し い
重 量 百 分 率 の 範 囲 は 約 2％ ～ 約 8％ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 適 当 な ア ッ セ イ 試 薬 を 使 用 す る 粒 子 表 面 の 被 覆 は 、 静 電 的 誘 引 、 特 異 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー
相 互 作 用 、 疎 水 性 相 互 作 用 、 ま た は 共 有 結 合 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 共 有 結 合 は 好
ま し い 。 慣 用 手 段 、 特 に 官 能 基 を 含 有 す る モ ノ マ ー 、 例 え ば 、 唯 一 の モ ノ マ ー と し て ま た
は コ モ ノ マ ー と し て 働 く モ ノ マ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 ア ッ セ イ 試 薬 の 共 有 結 合 の た
め の 官 能 基 で ポ リ マ ー を 誘 導 化 で あ る こ と が で き る 。 適 当 な 官 能 基 の 例 は 、 ア ミ ン 基 （ －
NH 2 ） 、 ア ン モ ニ ウ ム 基 （ － NＨ 3

+ ま た は － Ｎ Ｒ 3
+ ） 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 （ － OH） 、 カ ル ボ ン

酸 基 （ － COOH） 、 お よ び イ ソ シ ア ネ ー ト 基 （ － NCO） で あ る 。 カ ル ボ ン 酸 基 を ポ リ オ レ フ
ィ ン の 中 に 導 入 す る た め に 有 用 な モ ノ マ ー は 、 例 え ば 、 ア ク リ ル 酸 お よ び メ タ ク リ ル 酸 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 粒 子 表 面 上 の 反 応 性 基 の 密 度 を 増 加 さ せ か つ 立 体 障 害 性 を 減 少 さ せ る 手 段 と し て 、 結 合
基 を 使 用 す る す る こ と が で き る 。 こ れ は ア ッ セ イ の 範 囲 お よ び 感 度 を 増 加 さ せ る で あ ろ う
。 ま た 、 必 要 に 応 じ て 本 発 明 の 特 定 の 被 覆 材 料 を 固 定 す る た め に 、 固 相 表 面 に 特 定 の タ イ
プ の 反 応 性 基 を 付 加 す る 手 段 と し て 結 合 基 を 使 用 す る で あ る こ と が で き る 。 適 当 な 有 用 な
結 合 基 の 例 は 、 ポ リ リ シ ン 、 ポ リ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 お よ び ポ リ ア ル ギ ニ
ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 一 般 に 、 高 い 自 己 蛍 光 を 示 す 粒 子 の 使 用 を 回 避 す る よ う に 注 意 す べ き で あ る 。 慣 用 重 合
技 術 に よ り 広 範 な 種 類 の 出 発 モ ノ マ ー か ら 形 成 さ れ た 粒 子 は 、 多 く て 低 レ ベ ル の 自 己 蛍 光
を 示 す の で 、 一 般 に 適 当 で あ る 。 逆 に 、 多 孔 度 を 増 加 す る 、 そ れ ゆ え 表 面 積 を 増 加 す る よ
う に 改 質 さ れ た 粒 子 、 す な わ ち 、 文 献 に お い て 「 巨 大 孔 質 （ macroporous） 」 と し て 言 及
さ れ て い る 粒 子 は 、 高 い 自 己 蛍 光 を 示 す の で 、 望 ま し く な い 。 粒 度 が 増 加 し か つ ジ ビ ニ ル
ベ ン ゼ ン モ ノ マ ー の 百 分 率 が 増 加 す る と と も に 、 自 己 蛍 光 は 増 加 す る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 微 小 粒 子 の マ ル チ プ レ ク シ ン グ は 、 ア ッ セ イ が 4つ の 甲 状 腺 障 害 マ ー カ ー
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、 5つ の 甲 状 腺 障 害 マ ー カ ー 、 ま た は マ ー カ ー ＋ 他 の 化 合 物 、 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
に 対 し て 向 け ら れ る か ど う か に 依 存 し て 、 微 小 粒 子 を 4つ 、 5つ 、 ま た は そ れ 以 上 の グ ル ー
プ に 割 り 当 て る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 粒 子 の 各 グ ル ー プ は 、 そ の グ ル ー プ を フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー に よ り 他 の グ ル ー プ と 区 別 可 能 と す る 、 独 特 の 弁 別 パ ラ メ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 弁 別 パ ラ メ ー タ ー の 1つ の 例 は 粒 子 直 径 で あ り 、 種 々 の グ ル ー プ は 非 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン
グ 直 径 の 部 分 範 囲 に よ り 定 め ら れ る 。 直 径 の 部 分 範 囲 の 幅 お よ び 隣 接 す る 部 分 範 囲 の 平 均
直 径 間 の 間 隔 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 部 分 範 囲 の 弁 別 を 可 能 と す る よ う に 選 択 さ
れ 、 そ し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 使 用 お よ び 計 装 に お け る 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ ろ
う 。 こ の 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 平 均 直 径 」 は 数 平 均 直 径 を 意 味 す る 。 ほ と ん ど の 場 合 に
お い て 、 好 ま し い 部 分 範 囲 幅 は 平 均 直 径 の 約 ± 5％ CVま た は そ れ よ り 小 さ く 、 こ こ で 「 CV
」 は 「 変 動 係 数 」 を 意 味 し 、 粒 子 直 径 ／ 平 均 粒 子 直 径 × 100の 標 準 偏 差 と し て 定 義 さ れ る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 種 々 の 部 分 範 囲 の 中 の 平 均 直 径 間 の 最 小 間 隔 は 微 小 粒 子 の 粒 度 分 布 、 異 な る ア ッ セ イ 試
薬 を 取 り 付 け る 目 的 で 粒 度 に よ り 微 小 粒 子 を 分 離 す る 容 易 さ 、 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 装 置 の 型 お よ び 感 度 に 依 存 し て 変 化 す る こ と が あ る 。 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 、 異 な る
部 分 範 囲 の 平 均 直 径 が 部 分 範 囲 の 1つ の 平 均 直 径 の 少 な く と も 約 6％ 、 好 ま し く は 部 分 範 囲
の 1つ の 平 均 直 径 の 少 な く と も 約 8％ 、 最 も 好 ま し く は 部 分 範 囲 の 1つ の 平 均 直 径 の 少 な く
と も 約 10％ だ け 離 れ て い る と き 、 最 良 の 結 果 が 達 成 さ れ る で あ ろ う 。 他 の 好 ま し い 部 分 範
囲 の 幅 の 関 係 は 、 各 部 分 範 囲 内 の 粒 子 直 径 の 標 準 偏 差 が 隣 接 す る 部 分 範 囲 の 平 均 直 径 の 分
離 の 1／ 3よ り 小 さ い 関 係 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 粒 子 の 種 々 の グ ル ー プ を 区 別 す る た め に 使 用 で き る 弁 別 パ ラ メ ー タ ー の 他 の 例 は 蛍 光 で
あ る 。 粒 子 の 中 に 種 々 の 蛍 光 材 料 を 組 込 む こ と に よ っ て 、 弁 別 は 達 成 さ れ 、 粒 子 の 中 に 種
々 の 蛍 光 材 料 は 異 な る 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 し 、 そ し て こ の 基 準 で 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 蛍 光 は 、 事 実 、 グ ル ー プ を 互 い に 区 別 す る 手 段 お よ び 粒 子 に つ い て 実 行 さ れ る ア ッ セ イ
の た め の 検 出 手 段 の 両 方 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 異 な る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 蛍
光 材 料 の 使 用 は 、 グ ル ー プ を 互 い に 区 別 す る 手 段 と し て 、 そ し て ま た グ ル ー プ の 分 類 を ア
ッ セ イ 検 出 と 区 別 す る 手 段 と し て 働 く こ と が で き る 。 グ ル ー プ を 区 別 す る 手 段 と し て 使 用
で き る 蛍 光 物 質 の 例 は 蛍 光 で あ り 、 そ し て ア ッ セ イ 検 出 に 使 用 で き る 物 質 の 例 は フ ィ コ エ
リ ト リ ン で あ る 。 こ の 例 の 使 用 に お い て 、 異 な る 粒 子 グ ル ー プ を 互 い に 区 別 す る た め に 異
な る 濃 度 の 蛍 光 を 使 用 し て 、 こ れ ら の 粒 子 グ ル ー プ を 染 色 す る こ と が で き る が 、 フ ィ コ エ
リ ト リ ン は ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 種 々 の 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー 上 の 標 識 と し て
使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 粒 子 の 種 々 の グ ル ー プ を 区 別 す る た め に 使 用 で き る 弁 別 パ ラ メ ー タ ー の な お 他 の 例 は 光
散 乱 、 光 放 射 、 ま た は 光 散 乱 と 光 放 射 と の 組 合 わ せ で あ る 。 副 角 光 散 乱 （ side　 angle　 l
ight　 scatter） は 、 粒 度 、 粒 状 性 、 吸 収 お よ び 表 面 粗 さ と と も に 変 化 す る が 、 前 方 角 光
散 乱 は 主 と し て 粒 度 お よ び 屈 折 率 に よ り 影 響 を 受 け る 。 こ う し て 、 こ れ ら の 量 の 変 化 は 種
々 の グ ル ー プ を 区 別 す る 手 段 と し て 働 く 。 微 小 粒 子 の 中 に 蛍 光 物 質 を 組 込 み 、 そ し て 異 な
る 蛍 光 強 度 を 有 す る か 、 あ る い は 異 な る 波 長 の 蛍 光 を 放 射 す る 蛍 光 物 質 を 使 用 す る こ と に
よ っ て 、 あ る い は 組 込 ま れ る 蛍 光 物 質 の 量 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 光 放 射 を 変 化 さ せ
る こ と が で き る 。 種 々 の 異 な る 波 長 の 蛍 光 放 射 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 波 長 の 差 を 使 用
し て 粒 子 グ ル ー プ を 互 い に 区 別 す る こ と が で き る が 、 ま た 1つ の グ ル ー プ を 他 の グ ル ー プ
と 区 別 す る 標 識 と 、 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー 中 の 標 識 を 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 上 記 の 変 法 に お い て 、 ア レ イ 中 の 各 微 小 粒 子 は そ れ と ア ソ シ エ ー ト し た 少 な く と も 3つ
の 弁 別 パ ラ メ ー タ ー を 有 す る 、 す な わ ち 、 2つ の 別 々 の 波 長 の 蛍 光 放 射 と 一 緒 に 副 散 乱 を
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有 す る よ う に 、 微 小 粒 子 は 2ま た は そ れ 以 上 の 蛍 光 色 素 を そ れ ら の 中 に 組 込 ん で 有 す る 。
例 え ば 、 微 小 粒 子 は 蛍 光 色 素 、 例 え ば 、 Cy5を オ レ ン ジ 色 蛍 光 色 素 、 例 え ば 、 Cy5.5と 一 緒
に 含 有 す る よ う に 作 る こ と が で き る 。 追 加 の 蛍 光 色 素 を 使 用 し て 、 こ の 系 を さ ら に 拡 張 す
る こ と が で き る 。 こ う し て 、 各 微 小 粒 子 は 変 化 す る 波 長 に お い て 複 数 の 蛍 光 色 素 を 含 有 す
る す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 粒 子 の 種 々 の グ ル ー プ を 区 別 す る た め に 使 用 で き る 弁 別 パ ラ メ ー タ ー の な お 他 の 例 は 吸
収 で あ る 。 光 を 微 小 粒 子 に 適 用 す る と き 、 粒 子 に よ る 光 の 吸 収 は 側 方 に （ 副 角 ） 散 乱 し た
光 の 強 度 に よ り 大 部 分 示 さ れ る が 、 前 方 散 乱 光 の 強 度 は 比 較 的 影 響 を 受 け な い 。 結 局 、 微
小 粒 子 に 関 連 す る 種 々 の 着 色 色 素 間 の 吸 収 の 差 は 、 側 方 に 散 乱 し た 光 の 強 度 の 差 を 観 測 す
る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。
　 粒 子 の 種 々 の グ ル ー プ を 区 別 す る た め に 使 用 で き る 弁 別 パ ラ メ ー タ ー の な お 他 の 例 は 、
各 グ ル ー プ 中 の 粒 子 の 数 で あ る 。 各 グ ル ー プ の 粒 子 の 数 を 既 知 の 方 法 で 変 化 さ せ 、 そ し て
種 々 の ア ッ セ イ 応 答 を 有 す る 粒 子 の 計 数 を 決 定 す る 。 各 応 答 を 有 す る 粒 子 の 数 に よ り 、 種
々 の 応 答 を 特 定 の ア ッ セ イ に 関 連 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 例 が 例 示 す る よ う に 、 多 数 の パ ラ メ ー タ ー ま た は 特 性 を 弁 別 パ ラ メ ー タ ー と し て 使
用 し て 、 1つ の グ ル ー プ の 微 小 粒 子 を 他 の グ ル ー プ の 微 小 粒 子 と 区 別 す る こ と が で き る 。
弁 別 パ ラ メ ー タ ー は 、 粒 度 、 粒 子 の 組 成 、 光 散 乱 に 影 響 を 与 え る 粒 子 の 物 理 的 特 性 、 異 な
る 発 光 ス ペ ク ト ル お よ び ／ ま た は 散 乱 特 性 を 微 小 粒 子 に 与 え る 励 起 可 能 な 蛍 光 色 素 ま た は
着 色 色 素 、 ま た は 1ま た は 2以 上 の 蛍 光 色 素 の 異 な る 濃 度 か ら 生 ず る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 区 別 可 能 な 微 小 粒 子 の パ ラ メ ー タ ー が 蛍 光 色 素 ま た は 色 で あ る と き 、 そ れ を 微 小 粒 子 の
表 面 上 に 被 覆 し 、 微 小 粒 子 の 中 に 埋 め 込 み か 、 あ る い は 微 小 粒 子 の 材 料 の 分 子 に 結 合 さ せ
る こ と が で き る 。 こ う し て 、 ポ リ マ ー 材 料 を 蛍 光 性 色 素 と 組 合 わ せ る か 、 あ る い は 微 小 粒
子 に 色 素 を 含 浸 さ せ る こ と に よ っ て 、 蛍 光 性 微 小 粒 子 を 製 造 す る こ と が で き る 。 既 に 組 込
ま れ た 色 素 を 有 し 、 こ れ に よ り 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め に 適 当 な 微 小 粒 子 は 、 供 給 会
社 、 例 え ば 、 ス フ ェ ロ テ ク ・ イ ン コ ー ポ レ ー テ ッ ド （ Spherotec， Inc.） （ 米 国 イ リ ノ イ
州 リ バ テ ィ ビ レ ） お よ び モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ・ イ ン コ ー ポ レ ー テ ッ ド （ Molecular　 P
robes、 Inc.） （ 米 国 オ レ ゴ ン 州 オ イ ゲ ン ） か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ ン バ ー に お い て 使 用 す る 標 識 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 放 射 す る
任 意 の 標 識 で あ る こ と が で き る 。 前 述 し た よ う に 、 多 数 の 発 蛍 光 団 は 文 献 に 報 告 さ れ て お
り 、 こ う し て こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 多 数 は バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 産 業 に 対
す る 供 給 会 社 か ら 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。 発 蛍 光 団 に つ い て の 文 献 源 は 、 Cardullo他 、 Pr
oc.　 Natl.　 Acad.　 Sci.　 USA　 85： 8790－ 8794（ 1988） ； Dexter、 Ｄ .Ｌ .、 J. of　 Che
mical　 Physics　 21： 836― 850（ 1953） ； Hochstrasser他 、 Biophysical　 Chemistry　 45
： 133― 141（ 1992） ； Selvin、 Ｐ .、 Methods　 in　 Enzymology　 246： 300― 334（ 1995）
； Steinberg、 Ｉ .、 Ann. 　 Rev. 　 Biochem.　 40： 83― 114（ 1971） ； Stryer、 L.、 Ann. 
　 Rev. 　 Biochem.　 47： 819― 846（ 1978） ； Wang他 、 Tetrahedron　 Letters　 31： 6493
－ 6496（ 1990） ； Wang他 、 Anal.　 Chem.　 67： 1197― 1203（ 1995） を 包 含 す る 。
　 発 蛍 光 団 の 例 の リ ス ト は 次 の 通 り で あ る ：
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 4－ ア セ ト ア ミ ド － 4’ － イ ソ チ オ シ ア ナ ト ス チ ル ベ ン － 2、 2’ ジ ス ル ホ ン 酸 ア ク リ ジ ン
、
　 ア ク リ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、
　 5－ （ 2’ － ア ミ ノ エ チ ル ） ア ミ ノ ナ フ タ レ ン － 1－ ス ル ホ ン 酸 （ EDANS） 、
　 4－ ア ミ ノ － Ｎ － ［ （ 3－ ビ ニ ル ス フ ホ ニ ル ） フ ェ ニ ル ］ ナ フ タ ル イ ミ ド － 3， 5－ ジ ス ル
ホ ネ ー ト 、
　 N－ （ 4－ ア ニ リ ノ － 1－ ナ フ チ ル ） マ レ イ ミ ド 、
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　 ア ン ト ア ニ ル ア ミ ド 、
　 BODIPY、
　 ブ リ リ ア ン ト イ エ ロ ー 、
　 ク マ リ ン 、
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 7－ ア ミ ノ － 4－ メ チ ル ク マ リ ン （ Ａ Ｍ Ｃ 、 ク マ リ ン 120） 、
　 7－ ア ミ ノ － 4－ ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ク マ リ ン （ Ａ Ｍ Ｃ 、 ク マ ラ ン 151） 、
　 シ ア ニ ン 色 素 、
　 シ ア ノ シ ン 、
　 4’ ， 6－ ジ ア ミ ジ ノ － 2－ フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル （ DAPI） 、
　 5， 5” － ジ ブ ロ モ ピ ロ ガ ロ ー ル － ス ル ホ ナ フ タ レ イ ン （ ブ ロ モ ピ ロ ガ ロ ー ル ・ レ ッ ド ）
、
　 7－ ジ エ チ ル ア ミ ノ － 3－ （ 4’ － イ ソ チ オ シ ア ナ ト フ ェ ニ ル ） － 4－ メ チ ル ク マ リ ン 、
　 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン タ ア セ テ ー ト 、
　 4， 4’ － ジ イ ソ チ オ シ ア ナ ト ジ ヒ ド ロ ー ス チ ル ベ ン － 2， 2’ － ジ ス ル ホ ン 酸 、
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 4， 4’ － ジ イ ソ チ オ シ ア ナ ト ス チ ル ベ ン － 2， 2’ － ジ ス ル ホ ン 酸 、
　 5－ ［ ジ メ チ ル ア ミ ノ ］ ナ フ タ レ ン － 1－ ス ル ホ ニ ル ク ロ リ ド （ DNS、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド
） 、
　 4－ （ 4’ － ジ メ チ ル ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ゾ ） 安 息 香 酸 （ DABCYL） 、
　 4－ ジ メ チ ル ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ゾ フ ェ ニ ル － 4’ － イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ DABITC） 、
　 エ オ シ ン 、
　 エ オ シ ン イ ソ シ ア ネ ー ト 、
　 エ リ ス ロ シ ン Ｂ 、
　 エ リ ス ロ シ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、
　 エ チ ジ ウ ム 、
【 ０ ０ ６ １ 】
　 5－ カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ FAM） 、
　 5－ （ 4， 6－ ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン － ２ － イ ル ） ア ミ ノ フ ル オ レ セ イ ン （ DTAF） 、
　 2’ ， 7’ － ジ メ ト キ シ ー 4’ ， 5’ － ジ ク ロ ロ － 6－ カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ JOE） 、
　 フ ル オ レ セ イ ン 、
　 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、
　 フ ル オ レ ス カ ミ ン 、
　 IR144、
　 IR1446、
　 マ ラ カ イ ト ・ グ リ ー ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、
　 4－ メ チ ル ウ ム ベ リ フ ェ ロ ン 、
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 オ ル ソ ク レ ソ ル フ タ レ ン 、
　 ニ ト ロ チ ロ シ ン 、
　 パ ラ ロ サ ニ リ ン 、
　 フ ェ ノ ー ル ・ レ ッ ド 、
　 B－ フ ィ コ エ リ ト リ ン 、
　 ｏ － フ タ ル ジ ア ル デ ヒ ド 、
　 ピ レ ン 、
　 ピ レ ン ブ チ レ ー ト 、
　 ス ク シ ニ ミ ジ ル 1－ ピ レ ン ブ チ レ ー ト 、
　 ク ア ン タ ン ド ッ ト 、
　 リ ア ク テ ィ ブ ・ レ ッ ド （ Cibacron T M 　 ブ リ リ ア ン ト ・ レ ッ ド 3B－ A） 、
　 6－ カ ル ボ キ シ － X－ ロ ー ダ ミ ン （ ROX） 、
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 6－ カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ R6G） 、
　 リ ッ サ ミ ン ロ ー ダ ミ ン Ｂ ス ル ホ ニ ル ク ロ ラ イ ド ロ ー ダ ミ ン （ Rhod） 、
　 ロ ー ダ ミ ン B、
　 ロ ー ダ ミ ン 123、
　 ロ ー ダ ミ ン Xイ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、
　 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン B、
　 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン 101、
　 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン 101の ス ル ホ ニ ル ク ロ ラ イ ド （ Texas　 Red） 、
　 Ｎ ， Ｎ ， Ｎ ’ ， Ｎ ’ － テ ト ラ メ チ ル － 6－ カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ TAMRA） 、
　 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、
　 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ TRITC） 、
　 リ ボ フ ラ ミ ン 、
　 ロ ゾ ー ル 酸 、
　 ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト 誘 導 体 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 発 蛍 光 団 （ ま た は 他 の 標 識 ） は 、 各 被 検 体 に つ い て 異 な る 標 識 と 組 合 わ せ て 使 用 す る こ
と が で き る 。 し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 単 一 標 識 週 齢 の す べ て は 標 識 化 さ れ た 結 合 性 メ
ン バ ー に つ い て 使 用 し 、 も っ ぱ ら 個 々 の 粒 子 グ ル ー プ を 互 い に 区 別 す る 弁 別 パ ラ メ ー タ ー
に よ り 、 ア ッ セ イ を 弁 別 す る 。
　 こ れ ら の 発 蛍 光 団 の 任 意 の も の を 前 述 の 結 合 性 メ ン バ ー に 取 り 付 け て 、 本 発 明 の 実 施 に
お い て 使 用 す る た め の ア ッ セ イ 試 薬 を 形 成 す る こ と は 、 慣 用 の 共 有 結 合 に よ り 、 発 蛍 光 団
上 お よ び 結 合 性 メ ン バ ー 上 に 適 当 な 官 能 基 を 使 用 し て 達 成 さ れ る 。 こ の よ う な グ ル ー プ お
よ び 結 合 を 形 成 す る 反 応 の 認 識 は 、 当 業 者 に と っ て 容 易 に 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 方 法 お よ び 計 装 は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 知 ら
れ て い る も の を 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー は 、 一 度 に た だ 1つ の 粒 子 が セ ン サ ー の 領 域 を 通 過 す る よ う な 方 法 に お い て 、 微 小 粒
子 の 懸 濁 液 を 流 れ と し て 光 線 お よ び 電 気 光 学 的 セ ン サ ー に 通 過 さ せ る こ と に あ る 。 各 粒 子
が こ の 領 域 を 通 過 す る と き 、 光 線 は 粒 子 の 存 在 に よ り 混 乱 さ れ 、 そ し て 生 ず る 散 乱 し た 蛍
光 性 の 光 を 検 出 す る 。 計 装 に よ り 光 学 的 信 号 を 使 用 し て 、 各 粒 子 が 属 す る サ ブ グ ル ー プ を
標 識 の 存 在 お よ び 量 と 一 緒 に 同 定 し 、 こ う し て 個 々 の ア ッ セ イ の 結 果 が 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 例 は 次 の 通 り で あ る ： McHugh、 “ Flow Microsphere Immunoassay for the Quantitativ
e and Simultaneous Detection of Multiple Soluble Analytes， ” Methods in Cell Bio
logy 42、 Part B（ Academic Press、 1994） ； McHugh他 、 “ Microsphere－ Based Fluoresc
ence Immunoassays Using Flow Cytometry Instrumentation， ” Clinical Flow Cytometr
y、 編 者 Bauser、 Ｋ .Ｄ .他 （ 米 国 マ リ イ ラ ン ド 州 バ ル チ モ ア ： Williams and Williams、 19
93） 、 pp. 535－ 544； Lindmo他 、 “ Immunometric Assay Using Mixture of Two Particle
 Types of Different Affinity， ” J. Imm. Meth. 126： 183－ 189（ 1990） ； McHugh、 “ F
low Cytometry and Application of Microsphere－ Based Fluorescence Immunoassays，
” Immunochemica 5： 116（ 1991） ； Horan他 、 “ Fluid Phase Particle Fluorescence Ana
lysis： Rheumatoid Factor Specificity Evaluated by Laser Flow Cytometry， ” Immuno
assay in the Clinical Laboratory、 185－ 189（ Liss 1979） ； Wilson他 、 “ A New Micro
sphere－ Based Immunofluorescence Assay Using Flow Cytometry， ” J. Imm. Meth. 107
： 225― 230（ 1988） ； Fulwyler他 、 “ Flow Microsphere Immunoassay for the Quantitat
ive and Simultaneous Detection of Multiple Soluble Analytes， ” Meth. Cell Biol. 
33： 613― 629（ 1990） ； Coulter Electronics Inc.、 英 国 特 許 第 1,561,042号 （ 1980年 2月
13日 発 行 ） ； お よ び Steinkamp他 、 Review of Scientific Instruments 44（ 9） ； 1301― 1
310（ 1973） 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
　 同 様 に 、 自 動 化 ア ッ セ イ の 一 部 分 と し て 磁 場 を 適 用 し 、 そ れ を 除 去 す る 方 法 お よ び 計 装
は こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ し て 文 献 に お い て 報 告 さ れ て い る 。 文 献 の 報 告 の 例
は 次 の 通 り で あ る ： Forrest他 、 米 国 特 許 第 4,141,687号 （ Technicon Instruments Corpor
ation、 1979年 2月 27日 発 行 ） ； Ithakissios、 米 国 特 許 第 4,115,534号 （ Minesota Mining 
and Manufacturing Company、 1978年 9月 19日 発 行 ） ； Vlieger、 Ａ .Ｍ .他 、 Analytical Bi
ochemistry 205： 1－ 7（ 1992） ； Dudley、 Journal of Clinical Immunoassay 14： 77― 82
（ 1991） ； お よ び Smart、 Journal of Clinical Immunoassay 15： 246― 251（ 1992） 。 こ
の 節 お よ び 前 の 節 に お け る す べ て の 引 用 文 献 は 、 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細 書 の 一 部 と
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 に 従 い 分 析 で き る 試 料 は 、 定 量 し よ う と す る マ ー カ ー を 含 有 す る 任 意 の 生 物 学 的
試 料 を 包 含 す る 。 例 は 血 清 、 血 液 溶 出 液 、 血 漿 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 お よ び 抽 出 液 で あ る 。 試
料 は ヒ ト 試 料 、 例 え ば 、 成 人 の 患 者 な ら び に 子 供 お よ び 乳 児 か ら の 試 料 で あ る こ と が で き
、 そ し て そ れ ら は 一 般 に 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 家 庭 の イ ヌ お よ び 他 の ペ ッ ト な ら び に 家 畜 類
、 お よ び 動 物 園 の 動 物 か ら の 試 料 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　 下 記 の 実 施 例 は 例 示 を 目 的 と し 、 い か な る 方 法 に お い て も 本 発 明 を 限 定 ま た は 規 定 し な
い 。 こ れ ら の 実 施 例 に お い て 使 用 し た 緩 衝 液 は 次 の 通 り で あ っ た ：
　 洗 浄 緩 衝 液 ： 50mMの リ ン 酸 塩 緩 衝 液 pH7.4、 150mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ の ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム お よ び 0.1％ の ツ イ ー ン － 20。
　 FT4粒 子 の 被 覆 緩 衝 液 ： 50mMの リ ン 酸 塩 緩 衝 液 pH7.4、 150mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ の
ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ の ツ イ ー ン － 20お よ び 0.5％ の ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 粒 子 希 釈 剤 ： 50mMの リ ン 酸 塩 緩 衝 液 pH7.4、 150mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ の ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム お よ び 0.25％ の ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 。
　 貯 蔵 緩 衝 液 ： 50mMの リ ン 酸 塩 緩 衝 液 pH7.4、 150mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ の ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム 、 0.1％ の ツ イ ー ン － 20お よ び 1％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 。
　 複 合 体 緩 衝 液 ： 50mMの リ ン 酸 塩 緩 衝 液 pH7.4、 150mMの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ の ア ジ 化
ナ ト リ ウ ム 、 2.75％ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 8000お よ び 0.25％ の ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 実 施 例 に お い て 使 用 し た 粒 子 お よ び 材 料 は 次 の よ う に し て 調 製 し た ：
　
　 マ イ ク ロ フ ー ジ 管 の 中 に 4.23mgの 12μ mの 色 素 添 加 磁 気 粒 子 を 入 れ た 。 次 い で 1mlの 25mM
の 2－ （ N－ モ ル ホ リ ノ ） － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ MES） pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清
を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 3回 洗 浄 し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 388μ lの 脱
イ オ ン 水 、 160μ lの 0.5Mの MES緩 衝 液 、 184μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 94.33mg／ mlの N－ ヒ ド ロ
キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHSS） お よ び 200μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 50mg／ mlの １ － エ チ ル
－ ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ー ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 （ EDC） を 添 加 し た 。 管 を 3
0分 間 攪 拌 し 、 次 い で 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。 次 い で 1mlの 25mMの ME
S　 pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 2回
洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ペ レ ッ ト に 、 129.8μ lの 脱 イ オ ン 水 、 25μ lの 0.5μ lの 0.5Mの MESお よ び 70.2μ lの 抗 TSH
抗 体 （ 3586μ g、 5.5mg／ ml） を 添 加 し た 。 こ の 管 を 4時 間 攪 拌 し 、 次 い で 100μ lの 25Mの ME
S pH6.2中 の 250mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶 液 を 添 加 し た 。 次 い で 管 を 30分 間 攪 拌 し 、 750μ l
の 貯 蔵 緩 衝 液 を 添 加 し 、 次 い で 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。 次 い で 1ml
の 貯 蔵 緩 衝 液 を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を
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5回 洗 浄 し た 。 次 い で 貯 蔵 緩 衝 液 （ 1ml） を 添 加 し 、 緩 衝 液 を 4℃ に 保 持 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 マ イ ク ロ フ ー ジ 管 の 中 に 2.82mgの 8μ mの 色 素 添 加 磁 気 粒 子 を 入 れ た 。 次 い で 1mlの 25mM
の 2－ （ N－ モ ル ホ リ ノ ） － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ MES） pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清
を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 3回 洗 浄 し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 388μ lの 脱
イ オ ン 水 、 160μ lの 0.5Mの MES緩 衝 液 、 184μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 94.33mg／ mlの N－ ヒ ド ロ
キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHSS） お よ び 200μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 50mg／ mlの １ － エ チ ル
－ ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ー ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 （ EDC） を 添 加 し た 。 管 を 3
0分 間 攪 拌 し 、 次 い で 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 次 い で 1mlの 25mMの Ｍ Ｅ Ｓ  pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る
こ と に よ っ て 、 粒 子 を 2回 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト に 、 25μ lの 0.5μ lの MESお よ び 225μ lの 0.2
57mg／ mlの 抗 TSH抗 体 お よ び 1.716mg／ mlの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の 溶 液 を 添 加 し た 。 こ の 管
を 4時 間 攪 拌 し 、 次 い で 100μ lの 25Mの MES pH6.2中 の 250mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶 液 を 添 加
し た 。 次 い で 管 を 30分 間 攪 拌 し 、 750μ lの 貯 蔵 緩 衝 液 を 添 加 し た 。 管 を 遠 心 し 、 上 清 を ピ
ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。 次 い で 1mlの 貯 蔵 緩 衝 液 を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ
ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 5回 洗 浄 し た 。 次 い で 貯 蔵 緩 衝 液 （ 1ml） を 添 加 し
、 緩 衝 液 を 4℃ に 保 持 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　
　 マ イ ク ロ フ ー ジ 管 の 中 に 2.82mgの 8μ mの 色 素 添 加 磁 気 粒 子 を 入 れ た 。 次 い で 1mlの 25mM
の 2－ （ N－ モ ル ホ リ ノ ） － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ MES） pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清
を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 3回 洗 浄 し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 388μ lの 脱
イ オ ン 水 、 160μ lの 0.5Mの MES緩 衝 液 、 184μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 94.33mg／ mlの N－ ヒ ド ロ
キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHSS） お よ び 200μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 50mg／ mlの １ － エ チ ル
－ ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ー ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 （ EDC） を 添 加 し た 。 管 を
光 か ら 保 護 し て 30分 間 攪 拌 し 、 次 い で 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 次 い で 1mlの 25mMの MES pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と
に よ っ て 、 粒 子 を 2回 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト に 、 25μ lの 0.5Mの MESお よ び 225μ lの 1.72μ g／
mlの TPOお よ び 1.716mg／ mlの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の 溶 液 を 添 加 し た 。 次 い で 、 こ の 管 を 光
か ら 保 護 し て 4時 間 攪 拌 し た 。 こ の 時 に お い て 、 25Mの MES pH6.2中 の 250mMの エ タ ノ ー ル ア
ミ ン 溶 液 （ 100μ l） を 添 加 し 、 管 を 光 か ら 保 護 し て 30分 間 攪 拌 し た 。 貯 蔵 緩 衝 液 （ 750μ l
） を 添 加 し 、 上 清 を 遠 心 し 、 ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。 次 い で 1mlの 貯 蔵 緩 衝 液 を 添
加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 5回 洗 浄 し た 。 次
い で 貯 蔵 緩 衝 液 （ 1ml） を 添 加 し 、 緩 衝 液 を 4℃ に 保 持 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 マ イ ク ロ フ ー ジ 管 の 中 に 5.64mgの 8μ mの 色 素 添 加 磁 気 粒 子 を 入 れ た 。 次 い で 1mlの 25mM
の 2－ （ N－ モ ル ホ リ ノ ） － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ MES） pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清
を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 3回 洗 浄 し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 388μ lの 脱
イ オ ン 水 、 160μ lの 0.5Mの MES緩 衝 液 、 184μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 94.33mg／ mlの N－ ヒ ド ロ
キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHSS） お よ び 200μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 50mg／ mlの １ － エ チ ル
－ ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ー ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 （ EDC） を 添 加 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 管 を 光 か ら 保 護 し て 30分 間 攪 拌 し 、 次 い で 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た
。 次 い で 1mlの 25mMの MES pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と
に よ っ て 、 粒 子 を 2回 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト に 、 25μ lの 0.5M、 2.73mg／ mlの 抗 T4抗 体 お よ び
196.7μ lの 脱 イ オ ン 水 を 添 加 し た 。 次 い で 、 こ の 管 を 光 か ら 保 護 し て 4時 間 攪 拌 し 、 25Mの
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MES pH6.2中 の 250mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶 液 （ 100μ l） を 添 加 し た 。 管 を 光 か ら 保 護 し て
30分 間 攪 拌 し 、 750μ lの FT4粒 子 被 覆 緩 衝 液 を 添 加 し た 。 管 を 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で
除 去 し 、 廃 棄 し た 。 次 い で 1mlの FT4粒 子 被 覆 緩 衝 液 を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ
ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 5回 洗 浄 し た 。 次 い で 管 に 1mlの FT4被 覆 緩 衝 液 を 添
加 し 、 管 を 4℃ に 保 持 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 マ イ ク ロ フ ー ジ 管 の 中 に 5.64mgの 8μ mの 色 素 添 加 磁 気 粒 子 を 入 れ た 。 次 い で 1mlの 25mM
の 2－ （ N－ モ ル ホ リ ノ ） － エ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ MES） pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清
を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 3回 洗 浄 し た 。 こ の ペ レ ッ ト に 、 388μ lの 脱
イ オ ン 水 、 160μ lの 0.5Mの MES緩 衝 液 、 184μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 94.33mg／ mlの N－ ヒ ド ロ
キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHSS） お よ び 200μ lの 脱 イ オ ン 水 中 の 50mg／ mlの １ － エ チ ル
－ ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ー ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 （ EDC） を 添 加 し た 。 管 を
光 か ら 保 護 し て 30分 間 攪 拌 し 、 次 い で 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 次 い で 1mlの 25mMの MES pH6.2を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と
に よ っ て 、 粒 子 を 2回 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト に 、 99μ lの 7.8mg／ mlの 抗 T3抗 体 お よ び 151μ l
の 25Mの MES pH6.1を 添 加 し た 。 次 い で 、 こ の 管 を 光 か ら 保 護 し て 4時 間 攪 拌 し 、 100μ lの 2
5Mの MES pH6.2中 の 250mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶 液 を 添 加 し た 。 次 い で 管 を 光 か ら 保 護 し て
30分 間 攪 拌 し 、 750μ lの FT4粒 子 被 覆 緩 衝 液 を 添 加 し た 。 次 い で 管 を 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ
ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し た 。 次 い で 1mlの FT4粒 子 被 覆 緩 衝 液 を 添 加 し 、 遠 心 し 、 そ し て 上 清
を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒 子 を 5回 洗 浄 し た 。 次 い で 管 に FT4被 覆 緩 衝 液 （ 1m
l） を 添 加 し 、 管 を 4℃ に 保 持 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6－ ［ 3’ － （ 2－ ピ リ ジ ル ジ チ オ ） － プ ロ ピ オ ン ア ミ ド ］ ヘ キ
サ ノ エ ー ト （ ス ル ホ － LC－ SPDP） （ 4.4mg） を 2mlの 50mMの PBS（ 2.2mg／ ml） 中 に 溶 解 し た
。 こ の 溶 液 を 250μ lの 50mMの PBS中 の 40mg／ mlの B－ フ ィ コ エ リ ト リ ン 溶 液 に 添 加 し 、 生 ず
る 溶 液 を 周 囲 温 度 に お い て 暗 所 で 2.5時 間 放 置 し た 。 マ イ ク ロ フ ー ジ の 中 に 、 2.58mgの 抗 T
SH抗 体 を 添 加 し た 。 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 （ ス ル ホ － SMCC） （ 4.4mg） を 2mlの 50mMの PBS中 に 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 次 い で こ の 溶 液 （ 49.6μ l） を 直 ち に 抗 TSH抗 体 溶 液 に 添 加 し 、 生 ず る 溶 液 を 周 囲 温 度 に
お い て 暗 所 で 1時 間 放 置 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 が 経 過 し た 後 、 50mMの PBS中 の ジ チ
オ ス レ イ ト ー ル （ DTT） の 770mg／ mlの 溶 液 （ 62.1μ l） を PE＋ ス ル ホ － LC－ SPDP反 応 混 合
物 に 添 加 し 、 生 ず る 溶 液 を 周 囲 温 度 に お い て 暗 所 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PE＋ ス ル
ホ － LC－ SPDP＋ DTT反 応 混 合 物 お よ び 抗 TSH＋ ス ル ホ － SMCC反 応 混 合 物 を 、 4回 交 換 の 1リ ッ
ト ル の 50mMの PBSに 対 し て 別 々 の 透 析 し た （ 透 析 溶 液 の 交 換 の 間 隔 30分 、 周 囲 温 度 、 光 か
ら 保 護 し た ） 。 透 析 し た 溶 液 を 混 合 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 抗 体 － PE混 合 物 を 一 夜 光 か ら 保 護 し て 4℃ に 保 持 し た 。 次 の 日 に 、 N－ メ チ ル マ レ イ ミ ド
の 溶 液 （ 50mMの PBS中 の 2mg／ ml） （ 10μ l） を 抗 体 － PE混 合 物 に 添 加 し 、 生 ず る 混 合 物 を
周 囲 温 度 に お い て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 時 間 後 、 サ イ ズ 排 除 カ ラ ム を 使 用 す る H
PLCに よ り 混 合 物 を 精 製 し た （ ガ ー ド カ ラ ム ： SEC400 80× 7.8mm、 カ ラ ム ： SEC400 80× 7.
8mm、 移 動 相 ： 50mMの PBS、 流 速 ： 1ml／ 分 ） 。 組 合 わ せ た 画 分 に 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （
固 体 ） お よ び 10％ の NaN 3 （ 脱 イ オ ン 水 中 ） を そ れ ぞ れ の 生 ず る 濃 度 が 10mg／ mlお よ び 0.1
％ と な る よ う に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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抗 FT3に よ る 粒 子 の 被 覆

フ ィ コ エ リ ト リ ン （ 抗 TSH－ PE） で 標 識 化 さ れ た 抗 TSHの 調 製

N－ t－ ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル － 3， 5－ ジ ヨ ー ド チ ロ シ ン － フ ィ コ エ リ ト リ ン （ DITboc－ PE
） の 調 製



　 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 溶 液 中 の N－ t－ ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル － 3， 5－ ジ ヨ ー ド チ ロ シ ン N
－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の 369mg／ mlの 溶 液 （ 10μ l） を 、 700μ lの 50mMの リ
ン 酸 塩 緩 衝 液 、 pH7.5中 の 1.43mg／ mlの B－ フ ィ コ エ リ ト リ ン 溶 液 に 添 加 し た 。 こ の 混 合 物
を 周 囲 温 度 に お い て 光 か ら 保 護 し て 4時 間 お だ や か に 攪 拌 し た 。 こ の 時 間 後 、 サ イ ズ 排 除
カ ラ ム を 使 用 す る HPLCに よ り こ の 混 合 物 を 精 製 し た （ ガ ー ド カ ラ ム ： SEC400 80× 7.8mm、
カ ラ ム ： SEC400 80× 7.8mm、 移 動 相 ： 50mMの PBS、 流 速 ： 1ml／ 分 ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　

　 167μ lの ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ DMF） 中 に 10mgの N－ ア セ チ ル － 3－ ヨ ー ド チ ロ シ ン を
溶 液 さ せ る こ と に よ っ て 、 溶 液 を 調 製 し た 。 こ の 溶 液 （ 97μ l） を 6.6mgの １ － エ チ ル － ３
－ （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ー ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 塩 EDCに 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 に
、 64μ lの DMF中 の N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド を 添 加 し た 。 生 ず る 混 合 物 を 周 囲 温 度 に
お い て 渦 形 成 装 置 上 に 75分 間 配 置 し た 。 こ の 時 間 後 、 97μ lの こ の 混 合 物 を 1mlの 50mMの PB
S中 の 12mg／ mlの Ｂ － フ ィ コ エ リ ト リ ン に 移 し た 。 生 成 物 混 合 物 を 箔 中 に 包 み 、 周 囲 温 度
に お い て 渦 形 成 装 置 上 に 一 夜 配 置 し た 。 次 の 日 に 、 移 動 相 と し て 50mMの PBSを 使 用 す る Ｇ 7
5－ 120サ イ ズ 排 除 カ ラ ム （ 1.5× 50cm） に よ り 、 生 成 物 を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　

　 1． 　 抗 TSH被 覆 粒 子 （ 両 方 の 粒 度 ） お よ び TPO被 覆 粒 子 を マ イ ク ロ フ ー ジ の 中 に 入 れ 、
こ こ で 1mlの 粒 子 希 釈 剤 を 添 加 し 、 遠 心 し 、 上 清 を ピ ペ ッ ト で 除 去 す る こ と に よ っ て 、 粒
子 を 3回 洗 浄 し た 。 次 い で 抗 T4被 覆 粒 子 お よ び 抗 T3被 覆 粒 子 を ペ レ ッ ト に 添 加 し 、 次 い で
こ れ を ほ ぼ 2× 10 5 粒 子 ／ ml／ 範 囲 に 希 釈 す る 。
　 2． 　 試 料 （ 100μ l） お よ び 工 程 1の 粒 子 混 合 物 （ 100μ l） を タ イ タ ー チ ュ ー ブ （ Bio-Ra
d Laboratories， Inc.、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ハ ー キ ュ レ ス 、 カ タ ロ グ No. 223－ 9390）
の 中 に 入 れ 、 す べ て の タ イ タ ー チ ュ ー ブ を ラ ッ ク の 中 に 入 れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 3． 　 タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 加 熱 ブ ロ ッ ク 中 で 37℃ に お い て 連 続 的 に 渦 形 成 し な
が ら 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 粒 子 を 懸 濁 さ せ て 保 持 す る 。 こ の 期 間 の 間 、 光 を 排 除 す
る 。
　 4． 　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 磁 気 セ パ レ ー タ ー の 中 に 入
れ 、 こ こ で 粒 子 を 3分 間 放 置 し 、 そ の 時 間 内 に 粒 子 は 磁 気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面
に 引 き 付 け ら れ る 。
　 5． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 6． 　 洗 浄 緩 衝 液 （ 300μ l） を 各 タ イ タ ー チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。
　 7． 　 粒 子 を 3分 間 磁 気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面 に 引 き 付 け さ せ て 置 く 。
　 8． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 9． 　 工 程 6～ 8を さ ら に 3回 反 復 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 10． 　 粒 子 に 50μ lの 抗 TSH－ PEお よ び DITboc－ PE複 合 体 ＋ 抗 ヒ ト IgG－ PE（ こ の 標 識 化
抗 体 は Jackson Immunoresearch Laboratories、 米 国 ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 ウ ェ ス ト グ ロ ー ブ
か ら 入 手 可 能 で あ る ） の 混 合 物 を 添 加 し 、 複 合 体 希 釈 剤 で 希 釈 す る 。
　 11． 　 タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 加 熱 ブ ロ ッ ク 中 で 37℃ に お い て 連 続 的 に 渦 形 成 し な
が ら 光 を 排 除 し て 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 粒 子 を 懸 濁 さ せ て 保 持 す る 。
　 12． 　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 磁 気 セ パ レ ー タ ー の 中 に 入
れ 、 こ こ で 粒 子 を 3分 間 磁 気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面 に 引 き 付 け て 保 持 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 13． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 14． 　 洗 浄 緩 衝 液 （ 300μ l） を 各 タ イ タ ー チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。
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N－ ア セ チ ル 化 オ キ シ カ ル ボ ニ ル － 3， 5－ ジ ヨ ー ド チ ロ シ ン － フ ィ コ エ リ ト リ ン （ MITbo
c－ PE） の 調 製

TSH（ 高 範 囲 お よ び 低 範 囲 の 両 方 の 粒 子 を 使 用 す る ） 、 TPO、 FT4、 お よ び FT3に つ い て の
マ ル チ プ レ ス ア ッ セ イ



　 15． 　 粒 子 を 3分 間 磁 気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面 に 引 き 付 け さ せ て 置 く 。
　 16． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 17． 　 工 程 14～ 16を さ ら に 1回 反 復 す る 。
　 18． 　 粒 子 を 35μ lの 洗 浄 緩 衝 液 の 中 に 懸 濁 さ せ る 。
　 19． 　 マ ル チ プ レ ス モ ー ド で LX計 装 （ Luminex Corporation、 米 国 テ キ サ ス 州 オ ー ス チ
ン ） に よ り 読 取 る ま で 、 タ イ タ ー チ ュ ー ブ を 光 遮 断 ボ ッ ク ス の 中 に 入 れ て 置 く 。
　 こ の ア ッ セ イ 手 法 を 使 用 し て 発 生 し た TSH、 TPO、 FT4、 お よ び FT3に つ い て の 標 準 曲 線 を
、 そ れ ぞ れ 、 第 3図 、 第 4図 、 第 5図 、 お よ び 第 6図 に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　 1． 　 抗 T4被 覆 粒 子 お よ び 抗 T3被 覆 粒 子 を マ イ ク ロ フ ー ジ の 中 に 入 れ 、 ほ ぼ 2× 10 5 粒 子
／ ml／ 範 囲 に 希 釈 す る 。
　 2． 　 試 料 （ 100μ l） お よ び 工 程 1の 100μ lの 粒 子 混 合 物 を タ イ タ ー チ ュ ー ブ （ Bio-Rad 
Laboratories， Inc.、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ハ ー キ ュ レ ス 、 カ タ ロ グ No. 223－ 9390） の
中 に 入 れ る 。 す べ て の タ イ タ ー チ ュ ー ブ を ラ ッ ク の 中 に 入 れ る 。
　 3． 　 タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 加 熱 ブ ロ ッ ク 中 で 37℃ に お い て 連 続 的 に 渦 形 成 し か
つ 光 を 排 除 し な が ら 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 粒 子 を 懸 濁 さ せ て 保 持 す る 。
　 4． 　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 粒 子 希 釈 剤 で 希 釈 し た MITboc－ PE（ 50μ l） を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 5． 　 ラ ッ ク を 加 熱 ブ ロ ッ ク に 戻 し 、 光 を 排 除 し な が ら 連 続 的 に 15分 間 渦 形 成 さ せ る 。
　 6． 　 タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 磁 気 セ パ レ ー タ ー の 中 に 入 れ 、 こ こ で 粒 子 を 3分 間 磁
気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面 に 引 き 付 け さ せ る 。
　 7． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 8． 　 洗 浄 緩 衝 液 （ 300μ l） を 各 タ イ タ ー チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。
　 9． 　 粒 子 を 3分 間 磁 気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面 に 引 き 付 け さ せ て 置 く 。
　 10． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 11． 　 工 程 8～ 10を さ ら に 2回 反 復 す る 。
　 12． 　 次 い で 複 合 体 希 釈 剤 で 希 釈 し た DITboc－ PEを 添 加 す る 。
　 13． 　 タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 加 熱 ブ ロ ッ ク 中 で 37℃ に お い て 連 続 的 に 渦 形 成 し な
が ら 光 を 排 除 し て 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 粒 子 を 懸 濁 さ せ て 保 持 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 14． 　 次 い で タ イ タ ー チ ュ ー ブ の ラ ッ ク を 磁 気 セ パ レ ー タ ー の 中 に 入 れ 、 こ こ で 粒 子 を
3分 間 磁 気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面 に 引 き 付 け て 保 持 す る 。
　 15． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 16． 　 洗 浄 緩 衝 液 （ 300μ l） を 各 タ イ タ ー チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。
　 17． 　 粒 子 を 3分 間 磁 気 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ の 側 面 に 引 き 付 け さ せ て 置 く 。
　 18． 　 上 清 を 吸 引 す る 。
　 19． 　 工 程 16～ 18を さ ら に 2回 反 復 す る 。
　 20． 　 粒 子 を 35μ lの 洗 浄 緩 衝 液 の 中 に 懸 濁 さ せ る 。
　 21． 　 マ ル チ プ レ ス モ ー ド で LX計 装 に よ り タ イ タ ー チ ュ ー ブ を 読 取 る 。
　 こ の ア ッ セ イ 手 法 を 使 用 し て 発 生 し た FT4お よ び FT3に つ い て の 標 準 曲 線 を 、 そ れ ぞ れ 、
第 7図 お よ び 第 8図 に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 以 上 の 説 明 は 例 示 を 目 的 し て 提 供 さ れ た 。 当 業 者 に と っ て 明 ら か な よ う に 、 本 明 細 書 に
記 載 す る 操 作 条 件 、 材 料 、 手 法 の 工 程 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ ー は 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精
神 か ら 逸 脱 し な い で 、 そ れ 以 上 の 変 更 ま た は 置 換 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 特 徴 を 他
の 被 検 体 お よ び 被 検 体 の 組 合 わ せ に 適 用 し て 、 単 一 の 試 料 お よ び 単 一 の 反 応 混 合 物 に つ い
て 異 な る 型 の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ を 同 時 に 実 行 す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
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FT4お よ び FT3に つ い て の マ ル チ プ レ ス ア ッ セ イ 手 法



【 図 １ ａ 】 第 1a図 は 、 種 々 の 粒 子 、 結 合 性 メ ン バ ー 、 お よ び 起 こ る 結 合 反 応 の タ イ プ を 示
す 、 本 発 明 に よ る 1つ の ア ッ セ イ の 流 れ 図 で あ る 。
【 図 １ ｂ 】 第 1bは 、 種 々 の 粒 子 、 結 合 性 メ ン バ ー 、 お よ び 起 こ る 結 合 反 応 の タ イ プ を 示 す
、 本 発 明 に よ る 1つ の ア ッ セ イ の 流 れ 図 で あ る 。
【 図 ２ ａ 】 第 2a図 は 、 種 々 の 粒 子 、 結 合 性 メ ン バ ー 、 お よ び 起 こ る 結 合 反 応 の タ イ プ を 再
び 示 す 、 本 発 明 に よ る 他 の ア ッ セ イ の 流 れ 図 で あ る 。
【 図 ２ ｂ 】 第 2b図 は 、 種 々 の 粒 子 、 結 合 性 メ ン バ ー 、 お よ び 起 こ る 結 合 反 応 の タ イ プ を 再
び 示 す 、 本 発 明 に よ る 他 の ア ッ セ イ の 流 れ 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 第 3図 は 、 本 発 明 に よ る TSH、 TPO、 Ｆ T3お よ び Ｆ T4に つ い て の マ ル チ プ レ ス ア ッ
セ イ か ら 発 生 し た TSHに つ い て の 標 準 曲 線 で あ る 。
【 図 ４ 】 第 4図 は 、 本 発 明 に よ る TSH、 TPO、 Ｆ T3お よ び Ｆ T4に つ い て の マ ル チ プ レ ス ア ッ
セ イ か ら 発 生 し た TPOに つ い て の 標 準 曲 線 で あ る 。
【 図 ５ 】 第 5図 は 、 本 発 明 に よ る TSH、 TPO、 Ｆ T3お よ び Ｆ T4に つ い て の マ ル チ プ レ ス ア ッ
セ イ か ら 発 生 し た FT3に つ い て の 標 準 曲 線 で あ る 。
【 図 ６ 】 第 6図 は 、 本 発 明 に よ る TSH、 TPO、 Ｆ T3お よ び Ｆ T4に つ い て の マ ル チ プ レ ス ア ッ
セ イ か ら 発 生 し た FT4に つ い て の 標 準 曲 線 で あ る 。
【 図 ７ 】 第 7図 は 、 本 発 明 に よ る Ｆ T3お よ び Ｆ T4に つ い て の マ ル チ プ レ ス ア ッ セ イ か ら 発
生 し た FT3に つ い て の 標 準 曲 線 で あ る 。
【 図 ８ 】 第 8図 は 、 本 発 明 に よ る Ｆ T3お よ び Ｆ T4に つ い て の マ ル チ プ レ ス ア ッ セ イ か ら 発
生 し た Ｆ T4に つ い て の 標 準 曲 線 で あ る 。
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【 図 ２ ａ 】 【 図 ２ ｂ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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颗粒，并将回收的颗粒在第二悬浮液中与标记的结合成员，标记的结合
成员的混合物一起孵育 标记的抗甲状腺刺激激素和标记的类似物的混合
物，其中所述类似物的抗甲状腺素对抗甲状腺素的免疫亲和力比对甲状
腺素低。 。 [选择图]图1a
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