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(57)【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1×104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。
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【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１０】
　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１１】
　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１２】
　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１３】
　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１４】
　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１５】
　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。
【請求項１６】
　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１７】
　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１８】
　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１９】
　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２０】
　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２１】
　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２２】
　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２３】
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　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２４】
　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２５】
　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２６】
　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２７】
　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２８】
　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1×104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２９】
　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３０】
　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26記載の凝塊。
【請求項３１】
　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３２】
　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３３】
　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３４】
　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３５】
　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
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、請求項34記載の凝塊。
【請求項３６】
　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３７】
　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３８】
　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３９】
　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1×104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４０】
　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４１】
　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４２】
　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４３】
　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４４】
　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４５】
　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４６】
　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４７】
　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４８】
　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４９】
　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５０】
　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５１】
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　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５２】
　粒子が重合体粒子を含む、請求項51記載の物品。
【請求項５３】
　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５４】
　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５５】
　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５６】
　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５７】
　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５８】
　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1×104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５９】
　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。
【請求項６０】
　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６１】
　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６２】
　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６３】
　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６４】
　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



(6) JP 4140524 B2 2008.8.27

10

20

30

40

50

に結合している、請求項57記載の凝塊。
【請求項６５】
　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６６】
　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６７】
　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６８】
　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６９】
　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７０】
　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７１】
　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７２】
　凝塊が形成される、請求項67記載の方法。
【請求項７３】
　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、
　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７４】
　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７５】
　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７６】
　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７７】
　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７８】
　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】
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【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　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。
【０００２】
技術分野
　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】
【０００３】
背景
　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】
【０００４】
概要
　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。
【０００５】
　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。
【０００６】
　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
）を介して粒子に結合している。
【０００７】
　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。
【０００８】
　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。
【０００９】
　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1×104リットルの結合定
数を有し得る。
【００１０】
　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。
【００１１】
　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
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分析物がさらに含まれ得る。
【００１２】
　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。
【００１３】
　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。
【００１４】
　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。
【００１５】
　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。
【００１６】
　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。
【００１７】
　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。
【００１８】
　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。
【００１９】
　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。
【００２０】
　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。
【００２１】
　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。
【００２２】
　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。
【００２３】
　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。
【００２４】
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　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
04リットルの結合定数を有する。
【００２５】
　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。
【００２６】
　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。
【００２７】
　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。
【００２８】
　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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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。
【００３１】
　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。
【００３２】
　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。
【００３３】
　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。
【００３４】
　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。
【００３５】
　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1×104リットルの結合定数を有する。
【００３６】
　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。
【００３７】
　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。
【００３８】
　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。
【００３９】
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　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
。
【００４０】
　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
。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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。
【００４３】
　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。
【００４４】
　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。
【００４５】
　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。
【００４６】
　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。
【００４７】
　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。
【００４８】
　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。
【００４９】
　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1×104リットルの結合定数を有する。
【００５０】
　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。
【００５１】
　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。
【００５２】
　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
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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。
【００５３】
　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。
【００５４】
　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。
【００５５】
　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。
【００５６】
　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
。
【００５７】
　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。
【００５８】
　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。
【００５９】
　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。
【００６０】
　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。
【００６１】
　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。
【００６２】
　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。
【００６３】
　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。
【００６４】
　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。
【００６５】
　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。
【００６６】
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　第一リガンドは第二粒子に結合していてよい。
【００６７】
　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。
【００６８】
　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。
【００６９】
　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。
【００７０】
詳細な説明
　図1は、アッセイを行う方法の略図である。
【００７１】
　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）
1060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11
00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
2100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21
00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。
【００７２】
　図2は、アッセイを行う方法の略図である。
【００７３】
　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。
【００７４】
　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。
【００７５】
　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
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度が増加し、アッセイの感度が上昇し得ると考えられる。
【００７６】
　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）。
【００７７】
　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。
【００７８】
　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。
【００７９】
　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1×104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1×105リットル、モル当たり少なくとも約1×106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。
【００８０】
　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。
【００８１】
　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。
【００８２】
　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
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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。
【００８３】
　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。
【００８４】
　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。
【００８５】
　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
。
【００８６】
　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。
【００８７】
　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。
【００８８】
　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。
【００８９】
　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。
【００９０】
　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。
【００９１】
実施例I 
　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。
【００９２】
　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
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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。
【００９３】
　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 
Dynamics社）と4℃で一晩反応させることにより作製した。
【００９４】
　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。
【００９５】
　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。
【００９６】
　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5μL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50μL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50μL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。
【００９７】
　結果を図6に示す。
【００９８】
実施例II
　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。
【００９９】
　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
 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、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、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。
【０１００】
　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。
【０１０１】
　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5μL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50μL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50μL
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。
【０１０２】
　結果を図7に示す。
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【０１０３】
実施例III
　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。
【０１０４】
　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
 Concepts, 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。
【０１０５】
　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。
【０１０６】
　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。
【０１０７】
　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5μL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50μL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50μL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6
00 nmの吸光度測定値を取得した。
【０１０８】
　結果を図8に示す。
【０１０９】
実施例IV
　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。
【０１１０】
　NeutrAvidin（登録商標）（Pierce Chemical社）およびポリクローナルヤギ抗hCRP抗体
（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。
【０１１１】
　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。
【０１１２】
　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7.5μLを金コロイド溶液75μLに
添加し、その後デキストラン-ビオチン接合体溶液75μL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。
【０１１３】
　結果を図9に示す。
【０１１４】
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実施例V 
　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。
【０１１５】
　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、neutravid
in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。
【０１１６】
　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 C
hemical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。
【０１１７】
　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。
【０１１８】
　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（Co
rtex 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
、hLHの標準物質溶液を作製した。
【０１１９】
　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
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った。hLHの標準物質溶液10μL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75μL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75μL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。
【０１２０】
　結果を図10に示す。
【０１２１】
実施例VI
　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。
【０１２２】
　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 Bi
otech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（Spectr
um 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。
【０１２３】
　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5μL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50μL
をピペットで移し、その後ビオチンコーティング粒子50μL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。
【０１２４】
　結果を図11に示す。
【０１２５】
　他の態様は特許請求の範囲に示す。
【図面の簡単な説明】
【０１２６】
【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。
【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１０】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１１】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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