
(57)【要約】
免疫測定法等のアッセイ法および関連物品を開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
第 一 粒 子 ；
分 析 物 に 結 合 可 能 な 第 一 リ ガ ン ド ； お よ び
第 一 粒 子 お よ び 第 一 リ ガ ン ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 種 に 結 合 し て お り 、 第 二 リ ガ ン ド
の 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 第 三 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 す る 第 二 リ ガ
ン ド
を 含 む 、 分 析 物 を 結 合 す る た め の 物 品 。
【 請 求 項 ２ 】
第 二 リ ガ ン ド が 第 一 粒 子 お よ び 第 一 リ ガ ン ド の 両 方 に は 結 合 し て い な い 、 請 求 項 1記 載 の
物 品 。
【 請 求 項 ３ 】
第 二 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 第 三 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 第 三 リ ガ ン ド は 第 二 リ ガ ン ド に
対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド が モ ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数 を
有 す る 、 請 求 項 3記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド が 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び 分 析 物 の 結 合 定 数 よ り も 大 き い
結 合 定 数 を 有 す る 、 請 求 項 3記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ６ 】
第 三 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 第 二 粒 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ７ 】
第 二 粒 子 に 結 合 し て い る 第 四 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 第 四 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で
あ る 、 請 求 項 6記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ８ 】
第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 分 析 物 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 物
品 。
【 請 求 項 ９ 】
第 二 粒 子 に 結 合 し て い る 第 四 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 分 析 物 が 第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ
ガ ン ド に 結 合 し て い る 、 請 求 項 3記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ 】
分 析 物 が 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド 、 ペ プ チ
ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 お よ び 毒 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 8記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ １ 】
第 一 粒 子 が 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ
ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の
物 品 。
【 請 求 項 １ ２ 】
第 一 粒 子 が コ ロ イ ド 金 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ３ 】
第 一 粒 子 が 重 合 体 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ４ 】
第 一 リ ガ ン ド が 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、
ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ５ 】
第 二 リ ガ ン ド が 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 レ ク チ ン 、 お よ び 金 属 キ レ
ー ト 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 物 品 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
第 二 リ ガ ン ド が ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ７ 】
第 三 リ ガ ン ド が 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 お よ び
糖 類 か ら か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ８ 】
第 三 リ ガ ン ド が ビ オ チ ン を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 １ ９ 】
第 二 粒 子 が 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ
ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の
物 品 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
第 二 粒 子 が 重 合 体 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ２ １ 】
第 二 粒 子 が コ ロ イ ド 金 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
第 四 リ ガ ン ド が 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、
ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 7記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
第 一 粒 子 に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か に 複 数
個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ が 結 合 し て い る 、 請 求 項 23記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド お よ び 複 数 個 の 第 一 粒 子 を さ ら に 含 み 、 複 数 個 の 第 一 粒 子 の 少 な く
と も い く つ か に 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ が 結 合 し 、 複 数 個 の 粒 子 が 凝 塊 を 形 成
し て い る 、 請 求 項 23記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
複 数 個 の 粒 子 ；
分 析 物 に 結 合 可 能 で あ り 、 そ れ ぞ れ が 粒 子 に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド ；
そ れ ぞ れ が 複 数 個 の 粒 子 の 1つ お よ び 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 1つ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 種 に 結 合 し て い る 、 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド ； な ら び に
そ れ ぞ れ が 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ に 結 合 し て い る 、 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド を
含 み 、
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ が 第 三 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 し
、 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ が 第 二 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 す る 、
凝 塊 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
そ れ ぞ れ の 第 二 リ ガ ン ド が 、 複 数 個 の 粒 子 の 1つ お よ び 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 1つ の 両 方
に は 結 合 し て い な い 、 請 求 項 26記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド が 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数
を 有 す る 、 請 求 項 26記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド の 結 合 定 数 が 、 第 一 リ ガ ン ド と 分 析 物 の 結 合 定 数 よ り も
大 き い 、 請 求 項 26記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス
粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら な る 群 よ り 選
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択 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ １ 】
複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か が 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ
ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類
、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か が 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 、 レ ク チ ン 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か が 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ イ ン A、
プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 お よ び 糖 類 か ら か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 凝
塊 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
複 数 個 の 分 析 物 を さ ら に 含 み 、 そ れ ぞ れ の 分 析 物 が 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の う ち の 2つ に
結 合 し て い る 、 請 求 項 26記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
分 析 物 が 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド 、 ペ プ チ
ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 お よ び 毒 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 34記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か に 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の う ち の 2個 以 上 が 結 合 し
て い る 、 請 求 項 27記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
複 数 個 の 第 二 粒 子 に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 四 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 分 析 物 が 第 一 リ ガ
ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド の 両 方 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 27記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
分 析 物 に 結 合 可 能 な 第 一 リ ガ ン ド ；
第 一 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 第 二 リ ガ ン ド ； お よ び
第 二 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 第 三 リ ガ ン ド を 含 み 、
第 二 リ ガ ン ド が 第 三 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 し 、 第 三 リ ガ ン ド が 第
二 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 す る 、
分 析 物 を 結 合 す る た め の 物 品 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド が 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数
を 有 す る 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド が 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び 分 析 物 の 結 合 定 数 よ り も 大 き い
結 合 定 数 を 有 す る 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ １ 】
第 三 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 粒 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
粒 子 に 結 合 し て い る 第 四 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 第 四 リ ガ ン ド が 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る
、 請 求 項 41記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 分 析 物 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 42記 載 の 物
品 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
粒 子 に 結 合 し て い る 第 四 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 分 析 物 が 第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン
ド に 結 合 し て い る 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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分 析 物 が 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド 、 ペ プ チ
ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 お よ び 毒 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 43記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
第 一 リ ガ ン ド が 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、
ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
第 二 リ ガ ン ド が 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 レ ク チ ン 、 お よ び 金 属 キ レ
ー ト 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
第 二 リ ガ ン ド が ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
第 三 リ ガ ン ド が 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 お よ び
糖 類 か ら か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
第 三 リ ガ ン ド が ビ オ チ ン を 含 む 、 請 求 項 49記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ １ 】
粒 子 が 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 粒
子 、 赤 血 球 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 39記 載 の 物 品
。
【 請 求 項 ５ ２ 】
粒 子 が 重 合 体 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 51記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
粒 子 が コ ロ イ ド 金 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 51記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
第 四 リ ガ ン ド が 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、
ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
第 一 粒 子 に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド を さ ら に 含 み 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か に 複 数
個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ が 結 合 し て い る 、 請 求 項 55記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
複 数 個 の 粒 子 ；
分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド ；
そ れ ぞ れ が 第 一 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド ； お よ び
そ れ ぞ れ が 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ に 結 合 し 、 そ れ ぞ れ が 粒 子 に 結 合 し て い る
、 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド を 含 み 、
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ が 、 第 三 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有
し 、 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ が 、 第 二 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 す
る 、
凝 塊 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド が 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数
を 有 す る 、 請 求 項 57記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド の 結 合 定 数 が 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び 分 析 物 の 結 合 定 数 よ
り も 大 き い 、 請 求 項 57記 載 の 凝 塊 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-508001 A 2005.3.24



【 請 求 項 ６ ０ 】
複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か が 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス
粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 、 請 求 項 57記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ６ １ 】
複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か が 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ
ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類
、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 57記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か が 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 、 レ ク チ ン 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 57記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か が 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ イ ン A、
プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 お よ び 糖 類 か ら か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 57記 載 の 凝
塊 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
複 数 個 の 分 析 物 を さ ら に 含 み 、 そ れ ぞ れ の 分 析 物 が 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の う ち の 2つ に
結 合 し て い る 、 請 求 項 57記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
分 析 物 が 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド 、 ペ プ チ
ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 お よ び 毒 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 64記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か に 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の う ち の 2個 以 上 が 結 合 し
て い る 、 請 求 項 57記 載 の 凝 塊 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
第 一 リ ガ ン ド と 第 二 リ ガ ン ド 間 の 非 共 有 結 合 を 介 し て 第 一 粒 子 と 第 二 粒 子 を 結 合 さ せ る 段
階 を 含 み 、
第 一 リ ガ ン ド は 第 二 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 し 、 第 二 リ ガ ン ド は 第 一 リ ガ
ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 し 、 第 一 リ ガ ン ド は 第 一 粒 子 に 結 合 し て お り 、
第 二 リ ガ ン ド は 第 二 粒 子 お よ び 第 三 リ ガ ン ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 種 に 結 合 し て お り
、 第 二 リ ガ ン ド は 第 二 粒 子 お よ び 第 三 リ ガ ン ド の 両 方 に は 結 合 し て お ら ず 、 第 三 リ ガ ン ド
は 第 二 粒 子 に 結 合 し て お り 、 第 三 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る 、
分 析 物 の ア ッ セ イ を 行 う 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
第 三 リ ガ ン ド を 分 析 物 に 結 合 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
第 二 粒 子 に 第 四 リ ガ ン ド が 結 合 し て お り 、 第 四 リ ガ ン ド が 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求
項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
分 析 物 を 第 三 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 69記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
分 析 物 を 、 第 三 リ ガ ン ド お よ び 第 三 粒 子 に 付 着 し て い る 第 四 リ ガ ン ド の 両 方 に 結 合 さ せ る
段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
凝 塊 が 形 成 さ れ る 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
第 二 リ ガ ン ド と 第 三 リ ガ ン ド 間 の 非 共 有 結 合 を 介 し て 、 粒 子 と 第 一 リ ガ ン ド を 結 合 さ せ る
段 階 を 含 み 、
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第 二 リ ガ ン ド は 第 三 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 し 、 第 三 リ ガ ン ド は 第 二 リ ガ
ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 し 、 第 二 リ ガ ン ド は 粒 子 に 結 合 し て お り 、 第 三
リ ガ ン ド は 第 一 リ ガ ン ド に 結 合 し て お り 、 第 一 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る 、
分 析 物 の ア ッ セ イ を 行 う 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
第 一 リ ガ ン ド を 分 析 物 に 結 合 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
第 一 リ ガ ン ド が 第 二 粒 子 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
第 一 粒 子 に 第 四 リ ガ ン ド が 結 合 し て お り 、 第 四 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求
項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
分 析 物 を 第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 76記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
凝 塊 が 形 成 さ れ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 出 願 は 、 米 国 特 許 法 第 119条 の も と 、 2001年 11月 1日 に 出 願 さ れ た 「 Assay」 と い う 表 題
で あ る 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/334,748号 の 優 先 権 を 主 張 し 、 そ の 全 体 の 内 容 は 本 明 細 書 に よ
っ て 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

本 発 明 は 、 免 疫 測 定 法 等 の ア ッ セ イ 法 お よ び 関 連 物 品 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

免 疫 測 定 法 を 用 い て 、 血 清 等 の 溶 液 中 の 抗 原 の 濃 度 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ
う な ア ッ セ イ 法 は 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ 例 え ば 、 濁 度 、 吸 光 度 、 蛍 光 、 ま た は 放 射 能 ） を
測 定 す る 以 前 に 、 混 合 物 か ら あ る 種 の 化 学 種 を 除 去 す る た め に 混 合 物 を 洗 浄 す る 、 1つ ま
た は 複 数 の 段 階 を 含 む こ と が 多 い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】

一 般 に 、 本 発 明 は 、 免 疫 測 定 法 等 の ア ッ セ イ 法 お よ び 関 連 物 品 に 関 す る 。 典 型 的 に 、 本 ア
ッ セ イ 法 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー に よ り 相 互 接 続 す る 粒 子 の ネ ッ ト ワ ー ク （ 凝 塊 ） を 形 成 す る
段 階 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 1つ ま た は 複 数 の 凝 塊 の 形 成 に よ り 、 ア ッ セ イ で
関 心 対 象 の 1つ ま た は 複 数 の 分 析 物 を 検 出 す る ス ピ ー ド が 上 昇 し 得 る 、 お よ び /ま た は 1つ
ま た は 複 数 の 分 析 物 に 対 す る ア ッ セ イ の 感 度 が 上 昇 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 分 析 物 （ 例 え ば 抗 原 ） を 結 合 す る た め の 物 品 を 特 徴 と す る
。 物 品 に は 、 粒 子 、 な ら び に 第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 二 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 抗 体 お
よ び ア ビ ジ ン ） が 含 ま れ る 。 第 一 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ り 、 第 二 リ ガ ン ド は 粒
子 ま た は 第 一 リ ガ ン ド の ど ち ら か に 結 合 し て い る 。 第 二 リ ガ ン ド は 、 第 二 リ ガ ン ド の 結 合
パ ー ト ナ ー で あ る 第 三 リ ガ ン ド （ 例 え ば ビ オ チ ン ） に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有
す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
典 型 的 に 、 第 一 リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 体 ） は 、 直 接 ま た は 第 二 リ ガ ン ド （ 例 え ば ア ビ ジ ン ）
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を 介 し て 粒 子 に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド は 第 一 粒 子 お よ び 第 一 リ ガ ン ド の 両 方 に は 結 合 し
て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
物 品 に は 、 第 二 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 第 三 リ ガ ン ド も さ ら に 含 ま れ 得 る 。 第 三 リ ガ ン ド
は 、 第 二 リ ガ ン ド に 対 す る 1つ の 結 合 部 位 の み を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド は 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数
を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド は 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び 分 析 物 の 結 合 定 数 よ り も 大 き い
結 合 定 数 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
物 品 に は 、 第 三 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る さ ら な る 粒 子 も さ ら に 含 ま れ 得 る 。 物 品 に は 、 さ
ら な る 粒 子 に 結 合 し て い る 第 四 リ ガ ン ド も さ ら に 含 ま れ 得 る 。 第 四 リ ガ ン ド は 、 分 析 物 に
結 合 可 能 で あ る 。 物 品 に は 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び /ま た は 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 分
析 物 が さ ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
物 品 に は 、 第 二 粒 子 に 結 合 し て い る 第 四 リ ガ ン ド が さ ら に 含 ま れ 得 る （ 例 え ば 、 第 三 リ ガ
ン ド が 第 二 粒 子 に 結 合 す る こ と な く ） 。 分 析 物 は 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び /ま た は 第 四 リ ガ
ン ド に 結 合 し て い て よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
分 析 物 は 、 例 え ば 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド
、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 ま た は 毒 素 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
粒 子 は 、 例 え ば 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ
リ マ ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 ま た は リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 実 施 例 の よ う に 、 粒
子 は コ ロ イ ド 金 粒 子 ま た は 重 合 体 粒 子 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
第 一 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ
タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 ま た は そ れ ら の 誘 導
体 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
第 二 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 レ ク チ ン 、 ま た は
金 属 キ レ ー ト 剤 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 第 二 リ ガ ン ド は ア ビ ジ ン 等 の ビ オ チ ン 結 合 タ
ン パ ク 質 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
第 三 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン
、 お よ び 糖 類 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 第 三 リ ガ ン ド は ビ オ チ ン で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
第 四 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ
タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 ま た は そ れ ら の 誘 導
体 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
物 品 に は 、 第 一 粒 子 に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド が さ ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
物 品 に は 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド を さ ら に 含 ん で も よ く 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と
も い く つ か に 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ が 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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物 品 に は 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド お よ び 複 数 個 の 第 一 粒 子 を さ ら に 含 ん で も よ く 、 複 数 個 の
第 一 粒 子 の 少 な く と も い く つ か に 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ が 結 合 し 、 複 数 個 の
粒 子 が 凝 塊 を 形 成 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 複 数 個 の 粒 子 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 複 数 個 の
1つ ま た は 複 数 の 抗 体 ） 、 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 複 数 個 の ア ビ ジ ン 分 子 ） 、 お
よ び 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 複 数 個 の ビ オ チ ン 分 子 ） を 含 む 凝 塊 を 特 徴 と す る 。
第 一 リ ガ ン ド は 分 析 物 （ 例 え ば 抗 原 ） に 結 合 可 能 で あ り 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の そ れ ぞ
れ は 粒 子 に 結 合 し て い る 。 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ は 、 複 数 個 の 粒 子 の 1つ ま た
は 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 1つ に 結 合 し て い る 。 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ は 、 複
数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ に 結 合 し て い る 。 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ は 第
三 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 し 、 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ は
第 二 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ は 、 複 数 個 の 粒 子 の 1つ お よ び 複 数 個
の 第 一 リ ガ ン ド の 1つ の 両 方 に は 結 合 し て い な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
あ る 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド は 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 1
0 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド の 結 合 定 数 は 、 第 一 リ ガ ン ド
お よ び 分 析 物 の 結 合 定 数 よ り も 大 き い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
あ る 態 様 に お い て 、 複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク
ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 お よ び リ ポ
ソ ー ム 粒 子 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体
、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤
、 多 糖 類 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 、 レ ク チ ン 、 ま た は 金 属 キ レ ー ト 剤 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ
イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 ま た は 糖 類 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
凝 塊 に は 複 数 個 の 分 析 物 を さ ら に 含 ん で も よ く 、 そ れ ぞ れ の 分 析 物 は 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン
ド の う ち の 2つ に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
分 析 物 は 、 例 え ば 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド
、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 ま た は 毒 素 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か に は 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の う ち の 2個 以 上 が 結 合
し て い て よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
凝 塊 に は 複 数 個 の 第 二 粒 子 に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 四 リ ガ ン ド を さ ら に 含 ん で も よ く 、
分 析 物 は 第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド の 両 方 に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 分 析 物 に 結 合 可 能 な 第 一 リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 体 ） 、 第
一 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 第 二 リ ガ ン ド （ 例 え ば ア ビ ジ ン ） 、 お よ び 第 二 リ ガ ン ド に 結 合
し て い る 第 三 リ ガ ン ド （ 例 え ば ビ オ チ ン ） を 含 む 、 分 析 物 （ 例 え ば 抗 原 ） を 結 合 す る た め
物 品 を 特 徴 と す る 。 第 二 リ ガ ン ド は 第 三 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 し
、 第 三 リ ガ ン ド は 第 二 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド は 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約
1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
あ る 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド は 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び 分 析 物 の 結
合 定 数 よ り も 大 き い 結 合 定 数 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
物 品 に は 、 第 三 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 粒 子 を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
物 品 に は 粒 子 に 結 合 し て い る 第 四 リ ガ ン ド を さ ら に 含 ん で も よ く 、 第 四 リ ガ ン ド は 分 析 物
に 結 合 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
物 品 に は 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 分 析 物 が さ ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
分 析 物 は 、 例 え ば 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド
、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 ま た は 毒 素 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
第 一 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ
タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 ま た は そ れ ら の 誘 導
体 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
第 二 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 レ ク チ ン 、 ま た は
金 属 キ レ ー ト 剤 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
第 三 リ ガ ン ド は 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 ま た は
糖 類 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。 第 三 リ ガ ン ド は 、 例 え ば ビ オ チ ン で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
粒 子 は 、 例 え ば 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ
リ マ ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 ま た は リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 実 施 例 の よ う に 、 粒
子 は 重 合 体 粒 子 ま た は コ ロ イ ド 金 粒 子 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
第 四 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ
タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 ま た は そ れ ら の 誘 導
体 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
物 品 に は 、 第 一 粒 子 に 結 合 し て い る 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド が さ ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
物 品 に は 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド を さ ら に 含 ん で も よ く 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と
も い く つ か に 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ が 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 複 数 個 の 粒 子 、 分 析 物 （ 例 え ば 抗 原 ） に 結 合 可 能 な 複 数
個 の 第 一 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 複 数 個 の 抗 体 ） 、 そ れ ぞ れ が 第 一 リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 複
数 個 の 第 二 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 複 数 個 の ア ビ ジ ン 分 子 ） 、 お よ び 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド （
例 え ば 、 複 数 個 の ビ オ チ ン 分 子 ） を 含 む 凝 塊 を 特 徴 と す る 。 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の そ れ
ぞ れ は 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の う ち の 1つ に 結 合 し て お り 、 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の そ れ
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ぞ れ は 粒 子 に 結 合 し て い る 。 複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ は 第 三 リ ガ ン ド に 対 す る 結
合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 し 、 複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ は 第 二 リ ガ ン ド に 対 す る
結 合 部 位 を 1つ の み 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド は 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約
1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
あ る 態 様 に お い て 、 第 二 リ ガ ン ド お よ び 第 三 リ ガ ン ド の 結 合 定 数 は 、 第 一 リ ガ ン ド お よ び
分 析 物 の 結 合 定 数 よ り も 大 き い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子
、 ガ ラ ス 粒 子 、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 ま た は リ ポ ソ ー ム 粒 子 か ら 選 択
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 抗 体 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体
、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤
、 多 糖 類 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
複 数 個 の 第 二 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 、 レ ク チ ン 、 ま た は 金 属 キ レ ー ト 剤 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
複 数 個 の 第 三 リ ガ ン ド の 少 な く と も い く つ か は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 、 金 属 イ オ ン 、 プ ロ テ
イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 ま た は 糖 類 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
凝 塊 に は 複 数 の 分 析 物 を さ ら に 含 ん で も よ く 、 そ れ ぞ れ の 分 析 物 は 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド
の う ち の 2つ に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
分 析 物 は 、 例 え ば 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 抗 原 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド
、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 ま た は 毒 素 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
複 数 個 の 粒 子 の 少 な く と も い く つ か に は 、 複 数 個 の 第 一 リ ガ ン ド の う ち の 2個 以 上 が 結 合
し て い て よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 第 一 リ ガ ン ド と 第 二 リ ガ ン ド 間 の 非 共 有 結 合 を 介 し て （ 例
え ば 、 そ れ ぞ れ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ） 第 一 粒 子 と 第 二 粒 子 と を 結 合 さ せ る 段 階 を 含 む
、 分 析 物 （ 例 え ば 抗 原 ） の ア ッ セ イ を 行 う 方 法 を 特 徴 と す る 。 第 一 リ ガ ン ド は 第 二 リ ガ ン
ド に 対 し て 結 合 部 位 を 1つ の み 有 し 、 第 二 リ ガ ン ド は 第 一 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 少
な く と も 2つ 有 す る 。 第 一 リ ガ ン ド は 第 一 粒 子 に 結 合 し て お り 、 第 二 リ ガ ン ド は 第 二 粒 子
ま た は 第 三 リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 体 ） の ど ち ら か に 結 合 し て い る 。 第 二 リ ガ ン ド は 、 第 二 粒
子 お よ び 第 三 リ ガ ン ド の 両 方 に は 結 合 し て お ら ず 、 第 三 リ ガ ン ド は 第 二 粒 子 に 結 合 し て お
り 、 第 三 粒 子 は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
方 法 に は 、 第 三 リ ガ ン ド を 分 析 物 に 結 合 さ せ る 段 階 が さ ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
第 二 粒 子 に は 第 四 リ ガ ン ド が 結 合 し て い て よ く 、 第 四 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
方 法 に は 、 分 析 物 を 第 三 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る 段 階 が さ ら に 含 ま れ 得
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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方 法 に は 、 分 析 物 を 、 第 三 粒 子 に 付 着 さ せ て あ る 第 三 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド の 両 方
に 結 合 さ せ る 段 階 が さ ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 方 法 に よ り 凝 塊 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 第 二 リ ガ ン ド （ 例 え ば ビ オ チ ン ） と 第 三 リ ガ ン ド （ 例 え ば
ア ビ ジ ン ） 間 の 非 共 有 結 合 を 介 し て 粒 子 と 第 一 リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 体 ） を 結 合 さ せ る 段 階
を 含 む 、 分 析 物 （ 例 え ば 抗 原 ） の ア ッ セ イ を 行 う 方 法 を 特 徴 と す る 。 第 二 リ ガ ン ド は 第 三
リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 を 1つ の み 有 し 、 第 三 リ ガ ン ド は 第 二 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部
位 を 少 な く と も 2つ 有 す る 。 第 二 リ ガ ン ド は 粒 子 に 結 合 し て お り 、 第 三 リ ガ ン ド は 第 一 リ
ガ ン ド に 結 合 し て お り 、 第 一 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
方 法 に は 、 第 一 リ ガ ン ド を 分 析 物 に 結 合 さ せ る 段 階 が さ ら に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
第 一 リ ガ ン ド は 第 二 粒 子 に 結 合 し て い て よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
第 一 粒 子 に は 第 四 リ ガ ン ド が 結 合 し て い て よ く 、 第 四 リ ガ ン ド は 分 析 物 に 結 合 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
方 法 に は 、 分 析 物 を 第 一 リ ガ ン ド お よ び 第 四 リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る 段 階 が さ ら に 含 ま れ 得
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 方 法 に よ り 凝 塊 が 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

図 1は 、 ア ッ セ イ を 行 う 方 法 の 略 図 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
関 心 対 象 の 分 析 物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 抗 原 等 の 抗 原 ） 1070を 伴 う 試 料 （ 例 え ば 体 液 ） 10
60を 含 む 容 器 1050に 、 第 一 物 品 1000お よ び 第 二 物 品 2000を 導 入 す る 。 物 品 1000は 粒 子 1100
を 含 み 、 そ こ に 抗 体 1200お よ び ア ビ ジ ン 分 子 1300（ 例 え ば 、 Sigma Chemical社 、 ミ ズ ー リ
州 セ ン ト ル イ ス か ら 入 手 可 能 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） が 結 合 し て い る 。 物 品 2000は 粒 子 21
00を 含 み 、 そ こ に 抗 体 2200お よ び ビ オ チ ン 分 子 2300が 結 合 し て い る 。 物 品 1100お よ び 2100
は ア ビ ジ ン 分 子 1300と ビ オ チ ン 分 子 2300間 の 相 互 作 用 （ 例 え ば 非 共 有 結 合 ） を 介 し て 連 結
さ れ 、 抗 体 1200お よ び 2200は 分 析 物 1070に 結 合 し て 分 析 物 -抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 。 分 析
物 -抗 体 複 合 体 の 形 成 は 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 相 互 作 用 の 形 成 以 前 、 以 後 、 ま た は そ れ と 同
時 に 起 こ り う る 。 次 に 、 分 析 物 -抗 体 複 合 体 の 存 在 を 、 光 源 1080お よ び 検 出 器 1090を 用 い
て 、 例 え ば 光 散 乱 お よ び /ま た は 光 吸 光 度 等 の 技 法 に よ り 測 定 す る 。 他 の 技 法 が 関 連 す る
場 合 に は 、 例 え ば 蛍 光 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
図 2は 、 ア ッ セ イ を 行 う 方 法 の 略 図 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
第 一 段 階 で は 、 分 析 物 1070を 伴 う 試 料 1060を 含 む 容 器 1050に 、 複 数 個 の 第 一 物 品 1000お よ
び 複 数 個 の 第 二 物 品 2000を 導 入 す る 。 物 品 1000お よ び 2000は 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 相 互 作
用 （ 例 え ば 非 共 有 結 合 ） と 少 な く と も 1つ の 分 析 物 -抗 体 相 互 作 用 の 組 み 合 わ せ を 介 し て 凝
塊 3000を 形 成 す る 。 分 析 物 -抗 体 複 合 体 の 形 成 は 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 相 互 作 用 の 形 成 以 前
、 以 後 、 ま た は そ れ と 同 時 に 起 こ り う る 。 次 に 、 分 析 物 -抗 体 複 合 体 の 存 在 を 、 例 え ば 光
散 乱 お よ び /ま た は 光 吸 光 度 等 の 技 法 に よ り 測 定 す る 。 他 の 技 法 が 関 連 す る 場 合 に は 、 例
え ば 蛍 光 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
理 論 に 縛 ら れ る こ と は 望 ま な い が 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に よ る 凝 塊 の 形 成 に よ り 、 試
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料 の ア ッ セ イ に お い て 感 度 が 上 昇 す る （ 例 え ば 、 時 間 、 存 在 、 お よ び /ま た は 量 に 関 し て
） と 考 え ら れ る 。 具 体 的 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に よ っ て 凝 塊 を 形 成 す る こ と に よ
り 、 一 定 濃 度 の 分 析 物 に 相 当 す る シ グ ナ ル が 、 あ る 他 の ア ッ セ イ 技 法 と 比 較 し て 増 加 す る
と 考 え ら れ る 。 こ れ に よ り 、 あ る 他 の ア ッ セ イ 技 法 と 比 較 し て よ り 少 量 の 分 析 物 を 検 出 す
る こ と が 可 能 と な り 、 か つ /ま た は あ る 他 の ア ッ セ イ 技 法 と 比 較 し て よ り 迅 速 に 一 定 量 の
分 析 物 を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
前 述 の 考 察 は 、 そ こ に 単 一 の ビ オ チ ン ま た は 単 一 の ア ビ ジ ン 分 子 が 結 合 し て い る 粒 子 に 関
す る も の で あ っ た が 、 本 発 明 は そ の よ う に 限 ら れ て い る わ け で は な い 。 例 え ば 図 3に 示 す
よ う に 、 1つ ま た は 複 数 の 粒 子 5000に は 、 複 数 個 の ビ オ チ ン 分 子 2300が 結 合 し て い て よ い
。 他 の 例 と し て は 図 4に 示 す よ う に 、 1つ ま た は 複 数 の 粒 子 6000に は 、 複 数 個 の ア ビ ジ ン 分
子 1300が 結 合 し て い て よ い 。 理 論 に 縛 ら れ る こ と は 望 ま な い が 、 多 数 の ア ビ ジ ン 分 子 が 1
つ ま た は 複 数 の 粒 子 に 結 合 し て い る た め に 、 お よ び /ま た は 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 が 1つ ま た
は 複 数 の 粒 子 に 結 合 し て い る た め に 、 凝 塊 の 大 き さ お よ び /ま た は 凝 塊 が 形 成 さ れ る 速 度
が 増 加 し 、 ア ッ セ イ の 感 度 が 上 昇 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
さ ら に 、 前 述 の 考 察 は 粒 子 に 結 合 し て い る ビ オ チ ン 分 子 に 関 す る も の で あ っ た が 、 本 発 明
は そ の よ う に 限 ら れ て い る わ け で は な い 。 例 え ば 、 い く つ か ま た は す べ て の ビ オ チ ン は 最
初 は 非 結 合 の 状 態 で あ っ て よ い （ 例 え ば 、 粒 子 に 結 合 さ れ ず に 試 料 に 導 入 さ れ る ） 。 同 様
に 、 ア ビ ジ ン 分 子 も 粒 子 に 結 合 さ せ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 抗 体 も ア ビ ジ ン も 粒 子 に 結 合
さ せ ず に 、 ア ビ ジ ン 分 子 を 抗 体 に 結 合 さ せ て よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ア ビ ジ ン は
粒 子 お よ び 抗 体 の 両 方 に 結 合 し て い る （ 例 え ば 、 ア ビ ジ ン は 上 記 の よ う に 粒 子 に 結 合 し て
お り 、 抗 体 は 粒 子 に 直 接 結 合 せ ず に ア ビ ジ ン に 結 合 し て い る ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
さ ら に 、 前 述 の 考 察 は 粒 子 に 抗 体 お よ び ビ オ チ ン 分 子 の 両 方 が 結 合 し て い る 方 法 お よ び 凝
塊 に 関 す る も の で あ っ た が 、 本 発 明 は そ の よ う に 限 ら れ て い る わ け で は な い 。 例 え ば 、 図
5は 複 数 個 の 第 一 物 品 1000お よ び 複 数 個 の 第 二 物 品 5500を 用 い た ア ッ セ イ を 行 う 方 法 の 略
図 を 示 す が 、 そ れ ぞ れ の 物 品 5500は 、 2つ の ビ オ チ ン 分 子 2300が 結 合 し て い る が 抗 体 は 結
合 し て い な い 粒 子 5600を 含 む 。 あ る 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ を 行 う 方 法 は 、 ア ビ ジ ン -ビ
オ チ ン 相 互 作 用 （ 例 え ば 非 共 有 結 合 ） と 少 な く と も 1つ の 分 析 物 -抗 体 相 互 作 用 の 組 み 合 わ
せ を 介 し た 物 品 1000お よ び 5500を 含 む 凝 塊 5700を 形 成 す る 段 階 を 含 む 。 分 析 物 -抗 体 複 合
体 の 形 成 は 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 相 互 作 用 の 形 成 以 前 、 以 後 、 ま た は そ れ と 同 時 に 起 こ り
う る 。 次 に 、 分 析 物 -抗 体 複 合 体 の 存 在 を 、 例 え ば 光 散 乱 お よ び /ま た は 光 吸 光 度 等 の 技 法
に よ り 測 定 す る 。 他 の 技 法 が 関 連 す る 場 合 に は 、 例 え ば 蛍 光 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
前 述 の 考 察 は ア ビ ジ ン お よ び ビ オ チ ン に 関 す る も の で あ っ た が 、 他 の 結 合 対 を 使 用 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 よ り 一 般 的 に は 、 例 え ば 、 他 の リ ガ ン ド （ 結 合 パ ー ト ナ ー ） に 対 す る 結
合 部 位 を 少 な く と も 2つ 有 す る 任 意 の リ ガ ン ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 ア ビ ジ ン の 代 わ
り に 使 用 可 能 な リ ガ ン ド の 例 に は 、 他 の ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 レ ク
チ ン 、 お よ び 金 属 キ レ ー ト 剤 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の リ ガ ン ド を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と
が で き る 。 同 様 に 、 ビ オ チ ン の 代 わ り に 、 ア ビ ジ ン （ ま た は ア ビ ジ ン 代 替 物 ） に 結 合 す る
任 意 の リ ガ ン ド を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な リ ガ ン ド の 例 に は 、 プ ロ テ イ ン
A、 プ ロ テ イ ン G、 ハ プ テ ン 、 糖 類 、 お よ び 金 属 イ オ ン が 含 ま れ る 。 こ れ ら の リ ガ ン ド を 組
み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 結 合 対 （ 例 え ば ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン ） を 形 成 す る リ ガ ン ド は モ
ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 10 4 リ ッ ト ル の 結 合 定 数 を 有 す る （ 例 え ば 、 モ ル 当 た り 少 な く と
も 約 1× 10 5 リ ッ ト ル 、 モ ル 当 た り 少 な く と も 約 1× 10 6 リ ッ ト ル ） 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 結
合 定 数 」 と い う 用 語 は 、 結 合 速 度 の 解 離 速 度 に 対 す る 比 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ア ビ ジ ン -
ビ オ チ ン 結 合 の 結 合 定 数 は 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 複 合 体 の 結 合 速 度 の ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 複
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合 体 の 解 離 速 度 に 対 す る 比 で あ る 。 結 合 定 数 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 測 定 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 結 合 定 数 は 以 下 の よ う に 測 定 す る こ と が で き る 。 リ ガ ン ド を 混
合 し 、 結 合 し た 成 分 と 遊 離 の 成 分 を 2つ の 区 画 に 分 離 す る 透 析 を 行 う 。 平 衡 状 態 に 達 し た
時 点 で 、 1つ ま た は 複 数 の 標 準 的 な 技 法 に よ り （ 例 え ば 、 成 分 の 1つ を 標 識 す る こ と に よ り
） 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
あ る 態 様 に お い て 、 結 合 対 （ 例 え ば ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン ） を 形 成 す る リ ガ ン ド は 、 抗 体 -分
析 物 複 合 体 の 結 合 定 数 よ り も 大 き い 結 合 定 数 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
態 様 に お い て 、 用 い ら れ る 抗 体 は 同 じ も の で あ っ て も 別 の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
前 述 の 考 察 は 抗 体 に 関 す る も の で あ っ た が 、 他 の リ ガ ン ド を 使 用 す る こ と も で き る 。 そ の
よ う な リ ガ ン ド に は 、 例 え ば 、 抗 原 、 レ ク チ ン 、 受 容 体 、 結 合 タ ン パ ク 質 、 補 因 子 、 ビ タ
ミ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 多 糖 類 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体
が 含 ま れ る 。 こ れ ら の リ ガ ン ド を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 分 析 物 と し て 抗 原 に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 よ り 一 般 的 に は 、 例 え ば
、 分 析 物 は 、 抗 体 、 ビ タ ミ ン 、 殺 虫 剤 、 薬 剤 、 ス テ ロ イ ド 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 オ リ ゴ 糖 、 ホ ル モ ン 、 お よ び 毒 素 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 分 析 物 の 組 み 合 わ せ を ア ッ セ イ
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
試 料 を 形 成 し 得 る 体 液 の 例 に は 、 血 清 、 尿 、 血 液 、 糞 便 、 汗 、 唾 液 、 お よ び /ま た は 組 織
ホ モ ジ ネ ー ト が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
粒 子 （ 例 え ば 固 相 粒 子 ） の 例 に は 、 金 属 粒 子 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 シ リ カ 粒 子 、 ガ ラ ス 粒 子
、 常 磁 性 粒 子 、 ポ リ マ ー 粒 子 、 赤 血 球 粒 子 、 お よ び リ ポ ソ ー ム 粒 子 が 含 ま れ る 。 い く つ か
の 態 様 に お い て は 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 が 用 い ら れ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 コ ロ イ ド 金 属 粒
子 （ 例 え ば コ ロ イ ド 金 粒 子 ） が 用 い ら れ る 。 粒 子 を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 方 法 は 、 約 4℃ ～ 約 50℃ の 温 度 （ 例 え ば 、 約 25℃ ～ 約 50℃ 、 約 35℃ ～ 約 38℃ 、 約 37℃ ）
で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
試 料 は 1つ ま た は 複 数 の 緩 衝 液 を 含 み 得 る 。 緩 衝 液 の 例 に は 、 MOPS、 MES、 HEPES、 HEPPS、
TES、 ADA、 ト リ シ ン 、 ビ ス -ト リ シ ン 、 グ リ シ ン 、 グ リ シ ル グ リ シ ン 、 ト リ ス 、 リ ン 酸 塩
、 炭 酸 塩 、 フ タ ル 酸 塩 、 バ ル ビ タ ー ル 、 ホ ウ 酸 塩 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ８ 】
試 料 は 1つ ま た は 複 数 の 界 面 活 性 剤 を 含 み 得 る 。 緩 衝 液 の 例 に は 、 ア ル キ ル ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン （ 例 え ば 、 ツ ィ ー ン 、 brij） 、 ア ル キ ル フ ェ ニ ル ポ リ オ キ シ エ チ レ ン （ 例 え ば 、 ト
リ ト ン 、 NP-40） 、 サ ー フ ィ ノ ー ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン -ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン の ブ ロ ッ
ク 共 重 合 体 （ 例 え ば 、 プ ル ロ ニ ッ ク 、 テ ト ロ ニ ッ ク ） 、 ア ル キ ル グ ル コ シ ド 、 胆 汁 酸 誘 導
体 、 ス ル ホ ベ タ イ ン 、 zwittergent、 ス ル ホ サ ク シ ネ ー ト 、 glucamide、 お よ び そ れ ら の 組
み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
試 料 は 1つ ま た は 複 数 の 促 進 剤 を 含 み 得 る 。 促 進 剤 の 例 に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、
多 糖 類 、 糖 、 PVP、 無 機 塩 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
以 下 の 実 施 例 は 一 例 に 過 ぎ ず 、 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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本 実 施 例 で は 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） 、 ヤ ギ 抗 hCRP抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 お よ び ビ オ
チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 を 用 い た 、 ヒ ト C反 応 性 タ ン パ ク 質 （ hCRP） の ア ッ セ イ 法 に つ い て
説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
直 径 140 nmの カ ル ボ キ シ ル 化 修 飾 ラ テ ッ ク ス （ CML） 粒 子 （ Interfacial Dynamics社 ） を
、 50ミ リ モ ル 濃 度 MES緩 衝 液 、 pH 5.5中 の 1-エ チ ル -3-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル
ボ ジ イ ミ ド （ Sigma Chemical社 ） お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド （ Pierce Endogen社 ）
を 用 い て 室 温 で 15分 間 活 性 化 し た 後 、 5倍 量 の 50ミ リ モ ル 濃 度 MES緩 衝 液 、 pH 5.5を 用 い て
、 ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流 ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に よ り 室 温 で 洗 浄 し た 。 次 に 、 活
性 化 し た CML粒 子 に Neutravidinを 添 加 し た 。 200ミ リ モ ル 濃 度 HEPES緩 衝 液 、 pH 8.2を 添 加
し て pHを pH 7.0に 調 整 し 、 続 い て 室 温 で 3時 間 反 応 さ せ た 。 5倍 量 の 50ミ リ モ ル 濃 度 MES緩
衝 液 、 pH 5.5を 用 い て 、 ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流 ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に よ り 粒 子
を 洗 浄 し た 。 次 に こ れ ら の 粒 子 を 1-エ チ ル -3（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ
ド （ Sigma Chemical社 ） で 活 性 化 し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 hCRP抗 体 （ Good Biotech社 ）
を 粒 子 に 添 加 し て 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ 、 そ の 後 50ミ リ モ ル 濃 度 ト リ ス 、 150ミ リ モ ル 濃 度 塩
化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5を 用 い て 13,000 Gで 遠 心 分 離 す る こ
と に よ り 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
第 二 群 の 粒 子 は 、 50ミ リ モ ル 濃 度 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9％  w/v塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0
.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5中 で 、 ス ル ホ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド LCビ オ チ ン
（ Pierce-Endogen社 ） を 220 nm脂 肪 族 ア ミ ン 誘 導 体 化 ラ テ ッ ク ス 粒 子 （ Interfacial Dyna
mics社 ） と 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ る こ と に よ り 作 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流 ろ 過 カ ー ト リ ッ ジ （ A/G Tecnologies社 ） を 用 い て 、 5倍 量 の 50ミ
リ モ ル 濃 度 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9％  w/v塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム
、 pH 7.5に よ り 、 粒 子 を 室 温 で 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
様 々 な 量 の hCRP（ Cortex Biochem） を 、 50ミ リ モ ル 濃 度 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9％  w/v塩
化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5中 の 5％  w/vウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の
一 定 分 量 に 添 加 し 、 hCRPの 標 準 物 質 溶 液 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
ア ッ セ イ は 、 以 下 の よ う に Roche Cobas MIRA（ 登 録 商 標 ） 自 動 化 臨 床 化 学 分 析 装 置 で 行 っ
た 。 hCRPの 標 準 物 質 溶 液 5μ Lな ら び に NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び ヤ ギ 抗 CRPコ ー テ ィ
ン グ 粒 子 溶 液 50μ Lを ピ ペ ッ ト で 移 し 、 そ の 後 ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 50μ Lを 添 加
す る よ う に 、 分 析 装 置 を プ ロ グ ラ ム し た 。 次 に 、 37℃ で 500秒 間 、 自 動 化 様 式 で 25秒 ご と
に 600 nmの 吸 光 度 測 定 値 を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
結 果 を 図 6に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

本 実 施 例 で は 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） 、 ヤ ギ 抗 hCRP抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 お よ び ビ オ
チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 を 用 い た 、 hCRPの ア ッ セ イ 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び ヤ ギ 抗 hCRP抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 は 、 実 施 例 Iに 記 載 し た
よ う に 作 製 し た 。 ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 は 、 以 下 の よ う に 合 成 し た 。 2,000,000 M
Wデ キ ス ト ラ ン （ Sigma Chemical社 ） を 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム と 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ る こ と
に よ り 酸 化 し て ポ リ ア ル デ ヒ ド 化 し た 後 、 水 に 対 し て 4℃ で 3回 透 析 し た 。 次 に 、 ビ オ チ ン
ヒ ド ラ ジ ン （ Pierce Chemical社 ） を 60 mmリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 7.5に 添 加 し 、 室 温 で 2時 間
反 応 さ せ た 。 次 に 、 10,000 MWカ ッ ト オ フ 透 析 チ ュ ー ブ （ Pierce Endogen社 ） 中 で 、 50ミ
リ モ ル 濃 度 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9％  w/v塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム
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、 pH 7.5に 対 し て 4℃ で 3回 透 析 す る こ と に よ り 、 接 合 体 を 精 製 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
様 々 な 量 の hCRP（ Cortex Biochem） を 、 50ミ リ モ ル 濃 度 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9％  w/v塩
化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5中 の 5％  w/vウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の
一 定 分 量 に 添 加 し 、 hCRPの 標 準 物 質 溶 液 を 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
ア ッ セ イ は 、 以 下 の よ う に Roche Cobas MIRA（ 登 録 商 標 ） 自 動 化 臨 床 化 学 分 析 装 置 で 行 っ
た 。 hCRPの 標 準 物 質 溶 液 5μ Lな ら び に NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び ヤ ギ 抗 CRPコ ー テ ィ
ン グ 粒 子 溶 液 50μ Lを ピ ペ ッ ト で 移 し 、 そ の 後 ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 溶 液 50μ Lを
添 加 す る よ う に 、 分 析 装 置 を プ ロ グ ラ ム し た 。 次 に 、 37℃ で 500秒 間 、 自 動 化 様 式 で 25秒
ご と に 600 nmの 吸 光 度 測 定 値 を 取 得 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
結 果 を 図 7に 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】

本 実 施 例 で は 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 フ ェ リ チ ン 抗 体 コ ー テ ィ ン
グ 粒 子 お よ び ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 ま た は ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 を 用 い た 、
ヒ ト フ ェ リ チ ン （ hフ ェ リ チ ン ） の ア ッ セ イ 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
そ れ ぞ れ の 溶 液 に お い て 粒 子 上 に 異 な る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 hフ ェ リ チ ン 抗 体 （ OEM C
oncepts, Inc.） を 固 定 化 し て あ る 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び マ ウ ス 抗 hフ ェ リ チ
ン 抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 の 2つ の 個 々 の 溶 液 は 実 施 例 Iに 記 載 し た よ う に 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
第 三 の 粒 子 溶 液 で あ る ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 は 、 実 施 例 Iに 記 載 し た よ う に 作 製 し た
。 ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 は 、 実 施 例 IIに 記 載 し た よ う に 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
第 一 と 第 二 の NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 hフ ェ リ チ ン 抗 体 コ
ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 を 、 と も に 1:1比 に 希 釈 し た 。 次 に こ の 試 薬 を 免 疫 測 定 法 に 用 い た が
、 ま ず 最 初 に 第 一 と 第 二 の NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 hフ ェ
リ チ ン 抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 の 混 合 物 を 添 加 し 、 二 番 目 に ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子
を 添 加 し た 。 別 の 実 験 で は 、 ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 の 代 わ り に ビ オ チ ン -デ キ ス
ト ラ ン 接 合 体 を 使 用 し た 。 様 々 な 量 の ヒ ト フ ェ リ チ ン （ Cortex Biochem） を 、 50ミ リ モ ル
濃 度 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9％  w/v塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.
5中 の 5％  w/vウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の 一 定 分 量 に 添 加 し 、 ヒ ト フ ェ リ チ ン の 標 準 物 質 溶 液 を
作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
ア ッ セ イ は 、 以 下 の よ う に Roche Cobas MIRA（ 登 録 商 標 ） 自 動 化 臨 床 化 学 分 析 装 置 で 行 っ
た 。 hフ ェ リ チ ン の 標 準 物 質 溶 液 5μ Lな ら び に Neutravidinお よ び マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
hフ ェ リ チ ン 抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 50μ Lを ピ ペ ッ ト で 移 し 、 そ の 後 ビ オ チ ン コ ー テ ィ
ン グ 粒 子 、 ま た は 別 の 実 験 に お い て は ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 溶 液 50μ Lを 添 加 す る
よ う に 、 分 析 装 置 を プ ロ グ ラ ム し た 。 次 に 、 37℃ で 500秒 間 、 自 動 化 様 式 で 25秒 ご と に 600
 nmの 吸 光 度 測 定 値 を 取 得 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
結 果 を 図 8に 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】

本 実 施 例 で は 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） 、 ヤ ギ 抗 hCRP抗 体 コ ー テ ィ ン グ 金 コ ロ イ ド 粒 子
お よ び ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 を 用 い た 、 hCRPの ア ッ セ イ 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） （ Pierce Chemical社 ） お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 hCRP抗 体 （
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Good Biotech社 ） は 、 pH 8.6の 10 mMホ ウ 酸 緩 衝 液 中 で 30分 間 混 合 す る こ と に よ り 、 40 nm
金 コ ロ イ ド 上 に 受 動 的 に 吸 収 さ せ た 。 次 に コ ロ イ ド 表 面 を 2％  w/vウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で
ブ ロ ッ キ ン グ し 、 室 温 で 25分 間 2000 Gで 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 は 、 実 施 例 IIに 記 載 し た よ う に 合 成 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
ア ッ セ イ は 、 以 下 の 方 法 を プ ロ グ ラ ム す る こ と に よ り 、 Roche Cobas MIRA（ 登 録 商 標 ） 自
動 化 臨 床 化 学 分 析 装 置 で 行 っ た ： hCRPの 標 準 物 質 溶 液 7.5μ Lを 金 コ ロ イ ド 溶 液 75μ Lに 添
加 し 、 そ の 後 デ キ ス ト ラ ン -ビ オ チ ン 接 合 体 溶 液 75μ Lを 添 加 す る 。 次 に 、 自 動 化 様 式 で 25
秒 ご と に 600 nmの 吸 光 度 測 定 値 を 300秒 間 取 得 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
結 果 を 図 9に 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】

本 実 施 例 で は 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 hLH抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒
子 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 hLH抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 、 な ら び に ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 を
用 い た 、 ヒ ト 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ hLH） の ア ッ セ イ 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
直 径 340 nmの カ ル ボ キ シ ル 化 修 飾 ラ テ ッ ク ス （ CML） 粒 子 （ Interfacial Dynamics社 ） を
、 1-エ チ ル -3-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Sigma Chemical社 ） お よ
び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド （ Pierce Endogen） を 用 い て 活 性 化 し 、 2倍 量 の 50ミ リ モ ル
濃 度 MES緩 衝 液 、 pH 5.5を 用 い て 、 ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流 ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に
よ り 室 温 で 洗 浄 し た 。 次 に 、 活 性 化 し た CML粒 子 に NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） を 添 加 し た 。
続 い て 200ミ リ モ ル 濃 度 HEPES緩 衝 液 、 pH 8.2を 添 加 し て pHを pH 7.0に 調 整 し 、 室 温 で 3時
間 反 応 さ せ た 。 別 に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 hLH抗 体 （ Cortex Biochem） を ス ル ホ -N-ヒ ド ロ キ
シ ス ク シ ニ ミ ド LCビ オ チ ン （ Pierce-Endogen社 ） と 反 応 さ せ 、 そ の 後 透 析 し て 遊 離 の ビ オ
チ ン を 除 去 し た 。 次 に 、 粒 子 上 の neutravidinへ の ビ オ チ ン の 結 合 を 介 し て 、 neutravidin
コ ー テ ィ ン グ ラ テ ッ ク ス 粒 子 に ビ オ チ ン 化 抗 体 を 付 着 さ せ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
第 二 粒 子 溶 液 は 、 1-エ チ ル -3-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Sigma Che
mical社 ） お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド （ Pierce Endogen） を 用 い て 340 nmカ ル ボ キ
シ ル 化 修 飾 ラ テ ッ ク ス 粒 子 （ Interfacial Dynamics社 ） を 活 性 化 し 、 2倍 量 の 50ミ リ モ ル
濃 度 MES緩 衝 液 、 pH 5.5を 用 い て 、 ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流 ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に
よ り 室 温 で 洗 浄 す る こ と に よ り 、 作 製 し た 。 次 に 、 活 性 化 し た CML粒 子 に ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン （ Sigma Chemical社 ） を 添 加 し た 。 続 い て 200ミ リ モ ル 濃 度 HEPES緩 衝 液 、 pH 8.2を 添
加 し て pHを pH 7.0に 調 整 し 、 室 温 で 3時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、 5倍 量 の 50ミ リ モ ル 濃 度 リ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9％  w/v塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5
を 用 い て 、 ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流 ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に よ り 粒 子 を 室 温 で 洗 浄
し た 。 最 終 濃 度 10ミ リ モ ル 濃 度 に な る よ う に 、 BSA粒 子 懸 濁 液 に EDTAを 添 加 し た 。 こ の BSA
粒 子 懸 濁 液 に 、 DMSO中 の m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル （ P
ierce Endogen） を 添 加 し た 。 反 応 は 4℃ で 一 晩 行 っ た 。 次 に 、 5倍 量 の 50ミ リ モ ル 濃 度 MES
緩 衝 液 、 pH 5.5を 用 い て 、 ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流 ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に よ り 粒
子 を 洗 浄 し た 。 こ れ を 1-エ チ ル -3-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Sigma
 Chemical社 ） お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド （ Pierce Endogen） と 室 温 で 15分 間 反 応
さ せ た 後 、 2倍 量 の 50ミ リ モ ル 濃 度 MES緩 衝 液 、 pH 5.5を 用 い て 、 ホ ロ ー フ ァ イ バ ー 交 差 流
ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に よ り 室 温 で 洗 浄 し た 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 hLH抗 体 （ OE
M Conceots） を 添 加 し た 後 、 200ミ リ モ ル 濃 度 HEPES緩 衝 液 、 pH 8.2を 添 加 し て pHを pH 7.0
に 調 整 し 、 室 温 で 3時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、 5倍 量 の 50ミ リ モ ル 濃 度 ト リ ス 緩 衝 液 、 150 ミ
リ モ ル 濃 度 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5を 用 い て 、 ホ ロ ー フ ァ イ バ
ー 交 差 流 ろ 過 （ A/G Tecnologies社 ） に よ り 粒 子 を 室 温 で 洗 浄 し た 。
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【 ０ １ １ ７ 】
ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 は 、 実 施 例 Iに 記 載 し た 方 法 に よ り 作 製 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 hLH抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 と マ ウ ス
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 hLH抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 を 、 と も に 1:1比 に 希 釈 し た 。 次 に こ の 試
薬 を 免 疫 測 定 法 に 用 い た が 、 ま ず 最 初 に NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 hLH抗 体 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 溶 液 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 hLHコ ー テ ィ ン グ 粒 子 の 混 合 物 を 添 加
し 、 二 番 目 に ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 を 添 加 し た 。 様 々 な 量 の ヒ ト 黄 体 ホ ル モ ン （ Cort
ex Biochem） を 、 50ミ リ モ ル 濃 度 ト リ ス 緩 衝 液 、 150ミ リ モ ル 濃 度 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液
、 お よ び 0.05％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 中 の 1％  w/vウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の 一 定 分 量 に 添 加 し 、 h
LHの 標 準 物 質 溶 液 を 作 製 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
ア ッ セ イ は 、 以 下 の よ う に Roche Cobas MIRA（ 登 録 商 標 ） 自 動 化 臨 床 化 学 分 析 装 置 で 行 っ
た 。 hLHの 標 準 物 質 溶 液 10μ Lな ら び に ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） コ
ー テ ィ ン グ 粒 子 と モ ノ ク ロ ー ナ ル コ ー テ ィ ン グ 粒 子 の 混 合 物 75μ Lを ピ ペ ッ ト で 移 し 、 そ
の 後 ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 懸 濁 液 75μ Lを 添 加 す る よ う に 、 分 析 装 置 を プ ロ グ ラ ム し
た 。 次 に 、 自 動 化 様 式 で 25秒 ご と に 340nmの 吸 光 度 測 定 値 を 1250秒 間 取 得 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
結 果 を 図 10に 示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】

本 実 施 例 で は 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） 、 ヤ ギ 抗 hCRPデ キ ス ト ラ ン 接 合 体 お よ び ビ オ チ
ン 粒 子 を 用 い た 、 hCRPの ア ッ セ イ 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） （ Pierce Endogen社 ） お よ び ヤ ギ 抗 hCRPデ キ ス ト ラ ン 接 合 体 は
、 以 下 の よ う に 合 成 し た 。 2,000,000 MWデ キ ス ト ラ ン （ Sigma Chemical社 ） を 過 ヨ ウ 素 酸
ナ ト リ ウ ム と 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ る こ と に よ り 酸 化 し て ポ リ ア ル デ ヒ ド 化 し た 後 、 水 に 対
し て 4℃ で 3回 透 析 し た 。 次 に 、 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） 、 市 販 の ヤ ギ 抗 hCRP（ Good Biot
ech社 ） 、 お よ び デ キ ス ト ラ ン ポ リ ア ル デ ヒ ド を 質 量 で 0.5:1:1の 比 で 混 合 し 、 4℃ で 一 晩
反 応 さ せ た 。 次 に 産 物 を 、 300,000 MWカ ッ ト オ フ 酢 酸 セ ル ロ ー ス 透 析 チ ュ ー ブ （ Spectrum
 Medical Industries, Inc.） 中 で 、 50ミ リ モ ル 濃 度 ト リ ス 緩 衝 液 、 150ミ リ モ ル 濃 度 塩 化
ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0.05％  w/vア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5に 対 し て 4℃ で 3回 透 析 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 は 、 実 施 例 Iに 記 載 し た 方 法 に よ り 作 製 し た 。 ア ッ セ イ は 、 以
下 の よ う に Roche Cobas MIRA（ 登 録 商 標 ） 自 動 化 臨 床 化 学 分 析 装 置 で 行 っ た 。 hCRPの 標 準
物 質 溶 液 5μ Lな ら び に Neutravidinお よ び 抗 CRP抗 体 -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 の 混 合 物 50μ Lを
ピ ペ ッ ト で 移 し 、 そ の 後 ビ オ チ ン コ ー テ ィ ン グ 粒 子 50μ Lを 添 加 す る よ う に 、 分 析 装 置 を
プ ロ グ ラ ム し た 。 次 に 、 37℃ で 500秒 間 、 自 動 化 様 式 で 25秒 ご と に 600 nmの 吸 光 度 測 定 値
を 取 得 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
結 果 を 図 11に 示 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
他 の 態 様 は 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ６ 】
【 図 １ 】 方 法 の 態 様 の 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 方 法 の 態 様 の 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 粒 子 の 態 様 の 略 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 粒 子 の 態 様 の 略 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 方 法 の 態 様 の 略 図 で あ る 。
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【 図 ６ 】 ビ オ チ ン 誘 導 体 化 粒 子 の 添 加 の 有 無 に お け る 、 ヒ ト C反 応 性 タ ン パ ク 質 （ hCRP）
濃 度 対 600 nmで の 吸 光 度 変 化 を 示 す プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ７ 】 ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 の 添 加 の 有 無 に お け る 、 hCRP濃 度 対 600 nmで の 吸
光 度 変 化 の 比 較 を 示 す プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ８ 】 ビ オ チ ン 誘 導 体 化 粒 子 ま た は ビ オ チ ン デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 の 添 加 有 無 に お け る 、
フ ェ リ チ ン 濃 度 対 600 nmで の 吸 光 度 変 化 の 比 較 を 示 す プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ９ 】 ビ オ チ ン -デ キ ス ト ラ ン 接 合 体 の 添 加 の 有 無 に お け る 、 hCRP濃 度 対 600 nmで の 吸
光 度 変 化 の 比 較 を 示 す プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 １ ０ 】 ビ オ チ ン 誘 導 体 化 粒 子 の 添 加 の 有 無 に お け る 、 ヒ ト 黄 体 ホ ル モ ン （ hLH） 濃 度
対 340 nmで の 吸 光 度 変 化 の 比 較 を 示 す プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 １ １ 】 NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） お よ び ヤ ギ 抗 hCRPデ キ ス ト ラ ン 接 合 体 な ら び に ビ オ
チ ン 粒 子 を 用 い て ア ッ セ イ し た 場 合 の 、 hCRP濃 度 対 600 nmで の 吸 光 度 変 化 の 比 較 を 示 す プ
ロ ッ ト で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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