
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　特異的結合反応物を含むナノ粒子であって、該結合反応物にとって特異的な検体または
複合体が含有する該検体を測定するために有用なナノ粒子であって、
ａ）該ナノ粒子の直径が２００ｎｍ未 ある、
ｂ）該ナノ粒子が多数の該特異的結合反応物でつぎの程度にコートされている、
　　ｉ）該検体に対する該ナノ粒子の親和定数が、該検体に対する遊離の該結合反応物の
親和定数を本質的に超え、および／もしくは
　　 ii）該ナノ粒子と該検体とのあいだの会合速度定数が、遊離の該結合反応物と該検体
とのあいだの会合速度定数を本質的に超える；ならびに
ｃ）該ナノ粒子が検出可能な特徴を含む
ことを特徴とするナノ粒子。
【請求項２】
　前記結合反応物が、抗体、抗原、受容体リガンド、特異的結合タンパク質、アビジン、
ストレプトアビジン、ビオチン、核酸、ペプチド、糖、ハプテン、ウイルス、細菌および
細胞からなる群から選択されることを特徴とする請求項１記載のナノ粒子。
【請求項３】
　前記検出可能な特徴が発光性標識であることを特徴とする請求項１または２記載のナノ
粒子。
【請求項４】
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　前記発光性標識が、時間分解蛍光標識、アップコンバーティング蛍光標識、急速崩壊蛍
光標識、化学発光性標識または生物発光性標識からなる群から選択されることを特徴とす
る請求項３記載のナノ粒子
【請求項５】
　前記生物特異的結合反応物が、吸着、共有結合、グラフティング、固相合成または他の
生物特異的結合反応物の手段によって、ナノ粒子に結合していることを特徴とする請求項
１、２、３または４記載のナノ粒子。
【請求項６】
　特異的結合反応物にとって特異的な検体または複合体が含有する該検体を測定するため
のアッセイであって、該特異的結合反応物を含むナノ粒子を用いるアッセイであって、
ａ）該ナノ粒子の直径は２００ｎｍ未 ある、
ｂ）該ナノ粒子が、多数の該特異的結合反応物でつぎの程度にコートされている、
　　ｉ）該検体に対する該ナノ粒子の親和定数が、該検体に対する遊離の該結合反応物の
親和定数を本質的に超え、および／もしくは
　　 ii）該ナノ粒子と該検体とのあいだの会合速度定数が、遊離の該結合反応物と該検体
とのあいだの会合速度定数を本質的に超える；ならびに
ｃ）該ナノ粒子が検出可能な特徴を含む
ことを特徴とするアッセイ。
【請求項７】
　前記アッセイがヘテロジニアスであって、非競合的または競合的であることを特徴とす
る請求項６記載のアッセイ。
【請求項８】
　前記アッセイがホモジニアスであって、非競合的または競合的であることを特徴とする
請求項６記載のアッセイ。
【請求項９】
　前記アッセイがヘテロジニアスなアッセイであって、
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させる工程；
ｂ）任意に該検体を該第１結合反応物と反応させる工程；
ｃ）工程ａ）で得られた組成物に、第２結合反応物（この反応物は該検体の第２結合部位
に対して特異的である）を含むナノ粒子を添加する工程；
ｄ）該ナノ粒子の第２結合反応物を、該固相に結合した第１結合反応物に結合した検体と
反応させる工程；
ｅ）該固相（この固相は、該ナノ粒子の第２結合反応物に結合した検体に結合した第１結
合反応物に結合している）を洗浄して、本質的に該固相に生物特異的に結合していないナ
ノ粒子をなくす工程；および
ｆ）該検体の測定を可能とするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程
からなることを特徴とする請求項７記載のアッセイ。
【請求項１０】
　工程ａ）およびｃ）が本質的に同時に実施され、したがって任意の反応工程ｂ）がない
ことを特徴とする請求項９記載のアッセイ。
【請求項１１】
　任意の反応工程ｂ）を含むことを特徴とする請求項９記載のアッセイ。
【請求項１２】
　前記アッセイがヘテロジニアスなアッセイであって、
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させる工程；
ｂ）工程ａ）で得られた組成物に、第３結合反応物に結合した第２結合反応物（この第２
結合反応物は該検体の第２結合部位に対して特異的である）を添加する工程；
ｃ）工程ｂ）で得られた組成物に、第４結合反応物（この反応物は該第３結合反応物に対
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して特異的である）を含むナノ粒子を添加する工程；
ｄ）該ナノ粒子の第４結合反応物を、該固相に結合した第１結合反応物に結合した検体に
結合した第２結合反応物に結合した第３結合反応物と反応させる工程；
ｅ）該固相（この固相は、該ナノ粒子の第４結合反応物に結合した第３結合反応物に結合
した第２結合反応物に結合した検体に結合した第１結合反応物に結合している）を洗浄し
て、本質的に該固相に生物特異的に結合していないナノ粒子をなくす工程；および
ｆ）該検体の測定を可能とするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程
からなることを特徴とする請求項７記載のアッセイ。
【請求項１３】
　前記第３結合反応物がビオチンであり、前記第４結合反応物がアビジンまたはストレプ
トアビジンであることを特徴とする請求項１２記載のアッセイ。
【請求項１４】
　前記第３結合反応物がアビジンまたはストレプトアビジンであり、前記第４結合反応物
がビオチンであることを特徴とする請求項１２記載のアッセイ。
【請求項１５】
　前記アッセイがヘテロジニアスで競合的なアッセイであって、
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させ、かつ該ナノ粒子に結合した追加の検体と接
触させる工程；
ｂ）該固相（この固相は、該ナノ粒子に結合した検体に結合した第１結合反応物に結合し
ている）を洗浄して、本質的に固相に結合していないナノ粒子をなくす工程；および
ｃ）該検体の測定を可能とするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程
からなることを特徴とする請求項７または８記載のアッセイ。
【請求項１６】
　前記アッセイがヘテロジニアスで競合的なアッセイであって、
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させ、かつ第２結合反応物に結合した追加の検体
と接触させる工程；
ｂ）工程ａ）で得られた組成物に、第３結合反応物（この反応物は該第２結合反応物に対
して特異的である）を含むナノ粒子を添加する工程；
ｃ）該ナノ粒子の第３結合反応物を、該固相に結合した第１結合反応物に結合した追加的
検体に結合した第２結合反応物と反応させる工程；
ｄ）該固相（この固相は、該ナノ粒子の第３結合反応物に結合した第２結合反応物に結合
した検体に結合した第１結合反応物に結合している）を洗浄して、本質的に該固相に結合
していないナノ粒子をなくす工程；および
ｅ）該検体の測定を可能にするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程
からなることを特徴とする請求項７または８記載のアッセイ。
【請求項１７】
　前記の非任意的な反応工程が、本質的に平衡になる前に中止されることを特徴とする請
求項９、１０、１１、１２、１３、１４、１５または１６記載のアッセイ。
【請求項１８】
　前記固相が本質的に平坦な表面であることを特徴とする請求項９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６または１７記載のアッセイ。
【請求項１９】
　前記の本質的に平坦な表面が、マイクロタイターウェルの表面、スライドの表面、粒子
の表面および細片の表面からなる群から選択されることを特徴とする請求項１８記載のア
ッセイ。
【請求項２０】
　２つの異なる第２結合反応物である第２結合反応物Ａおよび第２結合反応物Ｂが、１つ
の第２結合反応物の代わりに添加され、両第２結合反応物ＡおよびＢは前記検体の異なる
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結合部位に対して特異的であると共に、反応物ＡおよびＢの異なる両結合部位が前記第１
反応結合物の検体の結合部位とは異なることを特徴とする請求項９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８または１９記載のアッセイ。
【請求項２１】
　エネルギー供与化合物（ドナー）で標識された第１群およびエネルギー受容化合物（ア
クセプター）で標識された第２群とからなり、
－　ドナーは発光性であり、また長い励起状態寿命を有し、アクセプターは発光性で、短
いまたは長い励起状態寿命を有するか、またはアクセプターは非発光性であり、そして
－　両群のあいだの距離の短縮または延長からそれぞれ生じる、ドナーからアクセプター
へのエネルギー移動の増加または減少それぞれが測定される
近接ベースのホモジニアスアッセイ法であって、該ドナーが請求項１、２、３、４または
５記載のナノ粒子であることを特徴とするアッセイ法。
【請求項２２】
　前記アクセプターが発光性で、短いまたは長い励起状態寿命を有し、アクセプターの発
光が、ドナーが発光を有しないかまたは本質的に発光を有しない波長で、すなわちドナー
の発光がバックグラウンド発光に較べて有意でない波長で測定されることを特徴とする請
求項２１記載のアッセイ法。
【請求項２３】
　前記アッセイが非競合的であることを特徴とする請求項２１または２２記載のアッセイ
法。
【請求項２４】
　前記アッセイが競合的であることを特徴とする請求項２１または２２記載のアッセイ法
。
【請求項２５】
　ドナーがランタニド発光性ナノ粒子であるか、またはエネルギー供給ランタナイド発光
性化合物が埋め込まれたポリマー性ナノ粒子であることを特徴とする請求項２４記載の近
接ベースのホモジニアスアッセイ法。
【請求項２６】
　ドナーがユーロピウムキレートナノ粒子であることを特徴とする請求項２４または２５
記載の近接ベースのホモジニアスアッセイ法。
【請求項２７】
　前記アクセプター発光が６４０ｎｍを超える、好ましくは７００ｎｍを超える波長で測
定されることを特徴とする請求項２６記載の近接ベースのホモジニアスアッセイ法。
【請求項２８】
　前記アクセプターがナノ粒子、好ましくは請求項１、２、３、４または５記載のナノ粒
子であることを特徴とする請求項２１、２２、２３、２４、２５、２６または２７記載の
近接ベースのホモジニアスアッセイ法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［技術分野］
本発明は、生物特異的（ biospecific）結合反応物でコートされたナノ粒子を利用する生
化学的アッセイにおける改善に関する。本発明はまた、発光の時間分解検出を用いる、近
接ベースのホモジニアス（ homogeneous）アッセイにおける改善に関する。具体的な改善
は、高い特異的活性の適用、エネルギードナーと同様に長い長寿命発光性ナノ粒子、生物
特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の強化された動力学的性質の利用、および優れ
たスペクトル特性を有するエネルギーアクセプターに関する。
【０００２】
［発明の背景］
バイオアフィニティー（ bioaffinity）または酵素的触媒反応に基づく多くのアッセイが
、様々な生物学的サンプル（血清、血液、血漿、唾液、尿、糞、精漿、汗、羊水、羊膜液
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、組織ホモジネート、腹水など）、環境研究におけるサンプル（排水、土壌サンプル）、
工業的生産物（工程溶液、生成物）および化合物ライブラリー（有機化合物、無機化合物
、天然産物、生物学的ソースの抽出物、生物学的タンパク質、ペプチドまたはヌクレオチ
ドなどからなるスクリーニングライブラリー）に由来する生物学的に重要な化合物を分析
するために開発されてきた。これらのアッセイのいくつかは、特異的なバイオアフィニテ
ィー認識反応に依存しており、そこでは一般的な天然生物学的結合成分が、特異的結合ア
ッセイ（抗体、天然ホルモン結合タンパク質、レクチン、酵素、受容体、ＤＮＡ、ＲＮＡ
などの生物学的結合成分を用いる）を形成するために用いられており、あるいは遺伝子工
学的にまたは化学工学的に得られる抗体、形成された可塑性刷込み（ molded plastic imp
rint）（分子刷込み）、ＬＮＡ（ロックド核酸 (locked nucleic acid)）およびＰＮＡ（
ペプチド核酸）などが用いられている。このようなアッセイは一般的に、認識、結合反応
および適当な分離（沈殿および遠心分離などの分離、ろ過、コートされたアッセイチュー
ブ、スライドもしくは微粒子などのプラスチック表面へのアフィニティー回収、溶媒抽出
、ゲルろ過、または他のクロマトグラフシステム、など）ののち、形成された複合体を定
量するための標識に依存する。遊離のまたは結合した画分中の標識を定量すれば、一般に
未知のサンプルと比較される一式の標準を使用することによって、サンプル中の検体を直
接的にまたは間接的に計算することが可能となる。
【０００３】
イムノアッセイの原理は、プライス（ Price）およびニューマン（ Newman）により詳しく
概説されている（プライス　シーピーおよびニューマン　ディージェー、 Principles and
 Practice of Immunoassay, 1997, Macmillan Reference Ltd., London, UK）。生化学的
アッセイの感度を改善する戦略としては、強い結合アフィニティー  、標識化した反応物
の低い非特異的結合、および標識の高い特異的活性を含む。抗体工学および組換え抗体が
アフィニティーを改善するために首尾よく採用されているが（ラミンメキ　ユー（ Lammin
maeki U）ら、 J. Mol. Biol. 1999, 291, 589-602; エリクソン　エス（ Eriksson S）ら
、 Clin. Chem. 2000, 46, 658-66）、結合アフィニティーは、たとえば、免疫応答による
抗体の場合に限られている。非特異的結合は、通常、アッセイ緩衝液中で固相をブロッキ
ングする多量タンパク質 (solid-phase blocking and bulk proteins)を用いて最小限にさ
れる。新しい標識分子およびバックグラウンドノイズの減少を使用して標識の特異的活性
を改善するためにも、研究努力がなされてきた（クリッカ　エルジェー（ Kricka LJ.）、
Pure Appl. Chem. 1996, 68, 1825-30; クリッカ　エルジェー、 Clin. Chem. 1999, 45, 
453-8）。しかしながら、標識の増幅（エバンゲリスタ　アールエー（ Evangelista RA）
ら、 Anal. Biochem. 1991,197,214-24）、多価標識化（モートン　アールシー（ Morton R
C）およびダイアマンディス　イーピー（ Diamandis EP）、 Anal. Chem. 1990, 62, 1841-
5）または増大した特異的活性（クウ　ワイワイ (Xu YY)ら、 Analyst 1992, 117, 1061-9
）が適用されているものの、ごく限られた感度改善が従来方法に導入されてきているに過
ぎない。
【０００４】
広範な理論的研究により、非常に高い特異的活性をもつ標識が入手できる場合には、優れ
た感度を有する２段階のヘテロジニアスマイクロスポットイムノアッセイ (heterogeneous
 microspot immunoassay)において、環境検体イムノアッセイの開発が支持されてきた（
エキンス　アールピー（ Ekins RP） , Clin. Biochem. Revs. 1987, 8, 12-23）。明らか
に、超高感度イムノアッセイの開発は、方法論的進展に加えて、強い結合アフィニティー
、低い非特異的結合および高い特異的活性を含む普通の制限的要素の改善を必要とする。
ホモジニアスな発光性酸素チャネリングイムノアッセイ（ウルマン　イーエフ (Ullman EF
)ら , Clin. Chem. 1996, 42, 1518-26） (ＬＯＣＩ T M )、ヘテロジニアスな多重検体マイク
ロスポットイムノアッセイ（エキンス　アールピーおよびチュー　エフダブリュ（ Chu FW
） , Clin. Chem. 1991, 37, 1955-67; エキンス　アールピーおよびチュー　エフダブリ
ュ、１９９３年　国際公開第９３０８４７２号パンフレット）（Ｍｉｃｒｏｓｐｏｔ（登
録商標））および微粒子蛍光標識イムノアッセイは、標識成分として、ナノ粒子－抗体バ
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イオコンジュゲート (bioconjugate)を利用する。微粒子展開コンジュゲート (particulate
 developing conjugate)上の結合部位の表面密度は、マイクロスポットイムノアッセイに
おける感度の重要な決定要素を表わしている可能性があると言われている（エキンス　ア
ールピーおよびチュー　エフダブリュ、１９９３年、国際公開第９３０８４７２号パンフ
レット）。効率的なアフィニティーの能力増大は、それが所与のサンプルに適用できたか
どうかは述べられていないが、単一抗原の異なるエピトープに向けられた２つ以上の別個
の抗体を介した、個々の抗原分子に対する展開結合材料 (developing binding material)
の多価結合に由来すると推測された。他方、ウルマン　イーエフら（ Clin. Chem. 1996, 
42, 1518-26）は、一方がジゴキシンでコートされており、他方が抗ジゴキシン抗体でコ
ートされている２つのナノ粒子のあいだの会合速度が、ＬＯＣＩ（登録商標）システムで
増大することを示した。しかし、ナノ粒子の相互作用は、ジゴキシンと抗ジゴキシン抗体
との多重結合の結果であり、一価結合事象（１つの抗ジゴキシン抗体に対する１つのジゴ
キシンの相互作用）の結果ではなかった。微粒子蛍光標識イムノアッセイにおいては、多
くの表面に結合したマウス抗体検体に対する、抗マウス抗体でコートされたナノ粒子追跡
子の多重結合が、このアッセイ機構の結合活性を高めることを示した（ホール　エム (Hal
l M)ら、 Anal. Biochem 1999, 272, 165-70）。
【０００５】
固相イムノアッセイにおける標識としてのコロイド性ナノ粒子の歴史は、ゾル－粒子イム
ノアッセイ（ロイベリング　ジェイエッチダブリュ（ Leuvering JHW）ら、 J. Immunoassa
y 1980, 1, 77-91）の開発、およびそれにつづく分散色素（グリブナウ　ティシージェー
（ Gribnau TCJ）ら、 J. Chromatography 1986, 376, 175-89）および蛍光ナノ粒子（サウ
ンダース　ジーシー（ Saunders GC）ら、 Clin. Chem. 1985, 31, 2020-3）の適応から始
まる。ナノ粒子ベースの固相アッセイは、従来の酵素標識および放射性同位元素標識に勝
る感度向上を示し、これは現行のアッセイ系におけるナノ粒子－抗体バイオコンジュゲー
トの機能（サウンダース　ジーシーら、 Clin. Chem. 1985, 31, 2020-3; オカノ　ケー（
Okano K）ら、 Anal. Biochem. 1992, 202, 120-5; クビッツシュコ　エス（ Kubitschko S
）ら、 Anal. Biochem. 1997, 253, 112-22; ホール　エムら、 Anal. Biochem. 1999, 272
, 165-70）の詳細な検討、ならびに新規方法論および標識の開発（フランク　ディー（ Fr
ank D）ら、１９８１年、米国特許第４２８３３８２号明細書；チャン　ダブリュシーダ
ブリュ（ Chan WCW）およびニー　エス（ Nie S）、 Science 1998, 281, 2016-8; ベベルロ
ー　エッチビー (Beverloo HB)ら、 Anal. Biochem. 1992, 203, 326-34；ウルマン　イー
エフら、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 5426-30）；シュルツ　エス (Schultz S
)ら、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97, 996-1001；ロバーツ　ディー (Roberts D)
ら、 J. Lumin. 1998, 79, 225-31；ジジュルマンズ　エッチジェーエムエーエー (Zijlman
s HJMAA)ら、 Anal. Biochem. 1999, 267, 30-6）に寄与した。オカノ　ケーら（ Anal. Bi
ochem. 1992, 202, 120-5）により明らかにされているように、ナノ粒子表面に抗体を高
度に搭載することにより、ナノ粒子標識の反応性は強化され得る。しかし、高い抗体密度
の粒子では、非特異的結合は増大した。観察され、向上された結合アフィニティーは、長
いインキュベーション時間により、表面結合検体への大きなバイオコンジュゲートの多価
結合として容易に判断され、この長いインキュベーション時間は、表面から溶液への検体
の解離を導き、したがって表面への再結合ののち、ナノ粒子の多価結合を増大する。また
、ナノ粒子の大きなサイズ、７６０ｎｍ、は明らかに多価結合に導く。
【０００６】
もとの抗体に比べて多価である複合体のアフィニティー向上は、様々なＦｖ断片－ＩｇＧ
（イトー　ダブリュ（ Ito W）ら、 J. Biol. Chem. 1993, 268, 20668-75）および４価の
Ｆｖ断片－コア　ストレプトアビジン複合体（キプリヤノフ　エス (Kipriyanov S)ら、 Pr
ot. Eng. 1996, 9, 203-11）を用いて示された。上昇したアフィニティーの少なくとも一
部は、上昇した会合速度定数によるものであり、４価ｓｃＦｖ：ストレプトアビジン複合
体については１価Ｆｖに比べて３．５倍高かった。同様の現象が、２４個の同じサブユニ
ットを有するフェリチンタンパク質について以前に記載され、そのタンパク質の１価結合
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アフィニティーは１．６・１０ 1 0　Ｍ - 1であり、一方個々のサブユニットの内在的なアフ
ィニティーは６．７・１０ 8　Ｍ - 1であった（ホッグ　ピー (Hogg P)ら、 J. Arch. Bioche
m. Biophys. 1987, 254, 92-101）。
【０００７】
アビジン（ストレプトアビジン）コンジュゲートは、様々なイムノアッセイおよび核酸ア
ッセイに長いあいだ使用されてきた（ウィルチェク　エム (Wilchek M)およびバイエル　
イーエム (Bayer EA)編、 In Methods in Enzymol, 1990, 184）。多くの異なる発蛍光団 (f
luorophores)および酵素が、アビジン（これはついでビオチン化した生物特異的結合反応
物と反応する）とコンジュゲートされた（パパナスタシオウ－ディアマンディ　エー (Pap
anastasiou-Diamandi A)ら、 Clin. Chem. 1992, 38, 545-8)。ビオチンのアビジンに対す
る極めて高いアフィニティー（～１０ 1 5）と特異性のために、このプラットホームの使用
が可能になった（グリーン　エヌエム (Green NM)、ウィルチェク　エムおよびバイエル　
イーエー編、 Methods in Enzymology 1990, 184, 51-67）。多くの分析で、アビジンを酵
素または即時発蛍光団 (prompt fluorophores)で標識することにより、ビオチン－アビジ
ン複合体の使用は、優れたアッセイ能力を発揮するに至った。アッセイ能力をさらに改善
するために、１回の結合事象あたりの酵素または発蛍光団の数を増加させるために、アビ
ジンをより大きな分子に結合させた。ディアマンディス（ Diamandis）らは、ストレプト
アビジンを、時間分解蛍光Ｅｕ－キレートで予め標識したチログロブリンにコンジュゲー
トさせた（ディアマンディス　イーピー、 Clin Chem 1991, 37, 1486-91）。検体を追跡
する形成複合体は、複雑であって、またタンパク質、ランタニドイオンおよびキレートの
多重結合が首尾よい複合体を形成するのに必要であるので制御が難しいと考えられている
。ホールらおよびベナー（ Vener）らは、即時発蛍光団を含む大きな追跡子ナノ粒子にス
トレプトアビジンをコンジュゲートさせた（ホール　エムら、 Anal. Biochem. 1999, 272
, 165-70; ベナー　ティーアイら、 Anal. Biochem. 1991, 198, 308-11）。ベナーらは、
ペトリ皿の膜上でビオチン化した標的ＤＮＡをアッセイするために、直径１．８μｍとい
う大きな粒子を使用し、その結果、アッセイ（１時間インキュベーション）の検出感度を
、追跡子分子が可溶性のピロニンＧ標識化ストレプトアビジンであるアッセイに比べて、
３オーダーより多く改善した。ホールらは、マウス抗体をアッセイするために２つのアプ
ローチを用いた。ビオチン化された抗マウス抗体を、２２０μｍのストレプトアビジンナ
ノ粒子と一緒にプレインキュベーションした。この複合体を、マイクロタイターウェルの
表面に結合した検体と２０時間反応させた。もしストレプトアビジンナノ粒子を、マイク
ロタイタープレートの表面に結合した複合体、すなわち表面捕捉抗体－検体－ビオチン化
抗マウス抗体と反応させることができたのであれば、ホールらはこのようなアッセイの実
用性を立証するのに失敗したであろう。
【０００８】
より慣用的なアッセイ形式においては、検体インキュベーション工程のあと、標識化スト
レプトアビジンなどの標識分子を添加する前に、洗浄工程が導入されている。洗浄工程は
、ビオチン化抗体などのビオチン化生物特異的結合反応物が用いられるこのアッセイ形式
において、きわめて重要である。なぜなら、遊離のビオチン化生物特異的結合反応物が溶
液中で標識化されたストレプトアビジンと結合するからである。これは溶液中の遊離の標
識分子の量を著しく変化させ、アッセイにおける主要な誤差原因となった。マイクロタイ
ターウェル型アッセイシステムにおいて、ベナーらおよびホールらは、ストレプトアビジ
ンナノ粒子を用いる彼らの研究において、ストレプトアビジンでコートされた追跡子粒子
を添加する前に、洗浄工程を用いた（ホール　エムら、 Anal. Biochem. 1999, 272, 165-
70; ベナー　ティーアイら、 Anal. Biochem. 1991, 198, 308-11）。ウルマンらは、スト
レプトアビジンナノ粒子を洗浄することなく、あるアッセイにおいてナノ粒子を用いたが
、これはヘテロジニアスアッセイとは異なって、洗浄工程を必要としないホモジニアスな
ＬＯＣＩ（登録商標）アッセイ方式において実用化された（ウルマン　イーエフら、 Clin
. Chem. 1996, 42, 1518-26）。
【０００９】
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解離が増強されたランタニド蛍光イムノアッセイ（ＤＥＬＦＩＡ（登録商標））において
、ランタニドイオンが、追跡子分子の標識化のために用いられるキレートから解離する。
ランタニドイオンは、溶液中で新たな蛍光複合体を形成する（ヘミレ　アイ (Hemmilae I)
ら、 Anal Biochem. 1984; 137:335-43）。ランタニドイオンがキレートから開放されない
別の方法が、文献に記載されている（ムッカラ　ブイ -エム（ Mukkala V-M）ら、 Helvetic
a Chim. Acta 1993, 76, 1361-78; ヘルメ　エッチ（ Haermae H）ら、 Anal. Chim. Acta 
2000, 410, 85-96）。これらアッセイ方式においては、検体が結合した、固有蛍光性キレ
ート標識化抗体が、洗浄工程後に、その表面で直接検出される。
【００１０】
高感度アッセイがこれらの標識技術を用いて実施され得るが、これらは依然としてシグナ
ルレベルが低いという難点がある。加えて、固有蛍光性キレートおよび一般的な全ての発
蛍光団は、環境変化に対して著しく感受性である。環境の影響を低減する１つの手段は、
測定条件を厳格に制御することである。一体型イムノアッセイの概念では、制御は、検出
前にマイクロタイターウェルを乾燥することにより可能となる（レブグレン　ティー（ Lo
evgren T）ら、 Clin. Chem. 1996, 42, 1196-201）。水が発光を消すことは知られており
、したがって、乾燥はシグナルレベルを増大し、検出変動を減少させる。
【００１１】
ナノサイズの粒子のコロイド安定性は、凝集していない粒子懸濁液を確保するために重要
でない（グリフィン　シー (Griffin C)ら、 Microparticle Reagent Optimization, A lab
oratory reference manual. Seradyn, Particle Technology. インディアナポリス、ＩＮ
）。ラテックス粒子は、粒子間の疎水性相互作用と反発力欠如のために、容易に凝集する
ことが知られている。凝集傾向を減じるために、粒子上に表面基が導入された。反発力を
増すために最も有効な手段の１つは、表面にカルボン酸基を導入することである。これら
の基は、中程度のｐＨ領域で脱プロトン化すると、効果的に互いに反発する。凝集試験で
は、これらの官能基の数は、粒子の所望の凝集が簡単には生じないとの事実により、多く
てもよい。しかしながら、凝集試験が重要でなく、また目的がナノサイズの粒子を固相表
面に結合した検体と反応させることである場合には、より大きな反発力が好ましい。これ
は、たとえばナノ粒子上に多くの官能基を導入し、したがって、明らかな凝集と固相への
非特異的結合を減少させることによって、達成される。
【００１２】
先行技術で知られている発光の時間分解検出を用いる、近接ベースのホモジニアスアッセ
イは、たとえば、低分子化合物に適用される蛍光偏光アッセイ、酵素モニターイムノアッ
セイ（ enzyme-monitored immunoassays） (シバ社 (Syva Co.)）、蛍光を減衰させまたは増
強する様々なアッセイ（概説として、たとえば、ヘミレの Applications of Fluorescence
 in Immunoassays, Wiley, NY, 1991を参照）がある。シグナルを直接発生させる他の手
段としては、アッセイ媒体中への放射粒子の短距離浸透および捕捉試薬でコートされた固
体シンチレーター（ Anal Biochem, (1987) 161, 494）に基づくシンチレーション近接原
理（ sintillation proximity principle） (アムシャム　ファルマシア　バイオテク（ Ame
rsham Pharmacia Biotech））、ならびに１重項酸素（ singlet oxygen）の光増幅形成に
基づくＡＬＰＨＡスクリーン（バイオシグナル　パッカード（ BioSignal Packard））技
術があげられ、該１重項酸素は、光増幅剤を含有するナノ粒子から化学発光剤を含有する
別のナノ粒子に移動して、遅延型発光放射を生じさせる（ Clin. Chem,(1996) 42, 1518）
。簡素化されたアッセイ技術の別のカテゴリーは、ホモジニアスアッセイと同じように、
分離工程と洗浄工程とを避ける非分離アッセイである。この種の技術の典型的な例は、２
光量子励起と微粒子固相に基づく微量アッセイ技術（ microvolume assay technology）で
ある（ Nat. Biotechnol., (2000), 18, 548）。また、他の類似の非分離アッセイ技術が
存在している（概説として、たとえば、メサ（ Mesa）の Drug Discovery Today, 2000, 1:
38-41を参照）。
【００１３】
今日までに公開された数多くのホモジニアスアッセイ設計（概説として、ウルマンの 1999
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, J. Chem. Ed. 76:781-788を参照）にもかかわらず、汎用性と感度が、良好な分離アッ
セイのそれらに匹敵するような方法はない。その理由は多様であり、たとえば、ヘテロジ
ニアスアッセイに対して、ホモジニアスアッセイが最適化されなければならない異なる方
法、低いアフィニティー非特異的結合の制御、および現存するほとんどのホモジニアスア
ッセイ技術の適用限界などに関連する。くわえて、従来のホモジニアスな蛍光光度アッセ
イは、試料中の様々な成分に由来するバックグラウンド干渉を非常に受けやすい。蛍光偏
光アッセイは低いアフィニティー非特異的結合（たとえばアルブミンに結合するプローブ
）および試料の自己蛍光により干渉される。
【００１４】
時間分解（ＴＲ）蛍光光度分析（マイクロ秒またはミリ秒範囲での時間領域における時間
分解）は、ホモジニアスアッセイのための完全な測定方式である。なぜなら、有機化合物
に由来するバックグラウンド蛍光を完全に区別できるからである。充分に長い遅延時間（
パルス化された励起と放射記録の開始のあいだの時間）が用いられる場合には、すべての
バックグラウンド干渉が除かれ得る（概説として、たとえば、ヘミレ  (1991); グジン　
ディキンソン（ Gudgin Dickinson）ら (1995) J Photochem Photobiol 27, 3を参照）。分
離を基礎とするアッセイに加えて、数々のホモジニアスな時間分解蛍光アッセイもまた記
載され、特許を受けているが（マチス (Mathis) (1995) Clin Chem, 41, 1391;セルビン (S
elvin)ら、 (1994) Proc Natl Acad Sci, USA, 91, 10024、へミレら、 (1996, 1999)、  国
際公開第９８／１５８３０号パンフレットおよび欧州特許出願公開第０９７３０３６号明
細書）、それらには限界と欠点がある。
【００１５】
開発された錯体化合物（キレート）は、様々な型の多座配位錯体、すなわちキレートに関
連している。様々の研究によると、これらは様々な名称が与えられているが、それらの全
てが、キレート化されたランタニドイオンおよび多座配位配位子に由来する有機金属錯体
に基づいている。名称としては、超分子化合物（ supramolecular compounds）、錯体、キ
レート、コンプレクソン、クリプテート、クラウンエーテル錯体、カリキサレン (calixar
enes)、混合配位子錯体などがあげられる。
【００１６】
非常に多くの安定した蛍光キレートがあり、それらは特許および文献に記載されており、
また時間分解ＦＲＥＴアッセイで使用され得るものであり、このようなものとして、たと
えば米国特許第４，７６１，４８１；５，０３２，６７７；５，０５５，５７８；５，１
０６，９５７；５，１１６，９８９；４，７６１，４８１；４，８０１，７２２；４，７
９４，１９１；４，６３７，９８８；４，６７０，５７２；４，８３７，１６９および４
，８５９，７７７号明細書で述べられているものがあげられる。好ましいキレートは、テ
ルピリジン (terpyridine)（欧州特許出願公開第４０３５９３号明細書；米国特許第５，
３２４，８２５号明細書；米国特許第５，２０２，４２３号明細書；米国特許第５，３１
６，９０９号明細書）または１もしくは２個の５員環（たとえば、ピラゾール、チアゾー
ル、トリアジン）を有するテルピリジン類似体（欧州特許出願公開第０７７０６１０４１
号明細書および国際公開第９３／１１４３３号パンフレット）などの非多座配位キレーテ
ィング配位子から構成される。非常に適したキレートはまた、つぎの論文に記載されてい
る：タカロ (Takalo)ら、 (1994) Bioconjugate Chem, 5, 278; ムッカラ (Mukkala)ら、 (19
93) Helv Chim Acta, 76, 1361; レムイナン (Remuinnan)ら、 (1993) J Chem Soc Perkin 
Trans, 2, 1099; ムッカラら、 (1996) Helv Chim Acta, 79, 295; タカロら、 (1996) Hel
v Chim Acta, 79)。
【００１７】
くわえて、蛍光キレートを含有する蛍光ラテックス粒子が、標識として記載されている（
フランク (Frank)およびサンドベルグ (Sundberg)、１９７８年、米国特許第４２８３３８
２号明細書、１９７９年、米国特許第４２５３１３号明細書；シェファー (Schaeffer)ら
、１９８５年、米国特許第４７３５９０７号明細書、１９８７年、米国特許第４７８４９
１２号明細書、ブルディック (Burdick)およびダニエルソン (Danielson)、１９８９年、米
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国特許第４８０１５０４号明細書、ならびに調製方法として、スットン (Sutton)ら、１９
９２年、米国特許第５２３４８４１号明細書）。粒子内のポリマーは蛍光キレートを安定
化し、またランタニド蛍光に対する環境的影響を防止する。この方法はまた、コンジュゲ
ートできないか、またはそうでなければ望ましくないキレートを、標識として使用するこ
とを可能とする。蛍光ラテックスは、ランタニドキレートが高濃度では自己消光 (self qu
enching)をもたないので、該キレートを非常に高密度に詰め込むことができる。最も優れ
ていると思われる発光特性を有するキレートを選択することにより、優れた蛍光特性も可
能となる。アクセプターの放射波長での長寿命の蛍光バックグラウンドが相対的に増大し
、利点が明らかに得られないため、ＦＲＥＴアッセイにおいて蛍光ラテックス粒子の適用
は存在しない。同じ問題が蛍光ユーロピウムキレートを含有するリポソーム標識にも当て
はまる（たとえば、ドナーとしてのユーロピウムリポソームおよびアクセプターとしての
アロフィコシアニン、オカバヤヒ (Okabayahi)およびイケウチ (Ikeuchi)、 1998, Analyst 
123:1329-1332を参照）。
【００１８】
大きくて制御可能なストークシフト (Stoke's shift)を有し、共鳴エネルギー移動アクセ
プターに非常に適した、微粒子の蛍光化合物が発表された。ポリマーマトリックスに埋め
込まれた多重蛍光化合物を用いることによる粒子中の分子内エネルギー移動により、所望
のスペクトル特性を有する新規標識の製造が可能になる（ブエックラー (Buechler)ら、１
９９８年、米国特許第５７６３１８９号明細書；シンガー (Singer)およびホウグランド (H
augland)、１９９６年、米国特許第５５７３９０９号明細書；ロバーツ (Roberts)ら、 199
8, J. Luminescence 79:225-231）。通常の赤外線発色団は、通常、低い溶解性を有して
いるが、可溶性の表面を有するポリマーマトリックスへの埋め込みにより、それらの使用
が可能になるであろう。別のクラスの微粒子蛍光化合物、セミコンダクターナノクリスタ
ル (semiconductor nanocrystals)（ブルチェズ (Bruchez)ら、 1998, Science 281:2013-20
15参照）は、放射波長を調整できるサイズを有し、放射ピークよりも短い波長で効率的に
励起される。量子ドット (quantum dots)としても知られているこれらのナノクリスタルは
、励起波長に関係なく、同じ特徴的な狭い、対称性の放射スペクトルを有し、放射波長は
可視光から赤外線まで調整され得る（たとえば、ベイレイ (Bailey)、チャン (Chan)および
ニー (Nie)、 2000, Near-Infrared-Emitting nanocrystals as biological labels, Abstr
act, Pittcon 2000 Symposium: Emerging Nanotechnologies for Chemical Analysis 参
照）。近赤外線放射は、生物学的マトリクスにおける比較的低いバックグラウンドと低い
吸収のため、分析への適用に対してとくに有利である（たとえば、パトネイ (Patonay)ら
、 2000, Near infrared absorption and fluorescence spectroscopy in analytical che
mistry: moving to longer wavelengths, Abstract, Pittcon 2000 参照）。量子ドット
は、それらが高い発光性があり（１量子ドット＝２０有機色素分子）、放射ピークよりも
短い波長で励起され得るので、効率的なドナーとして使用されてきた（ジェイン (Jain)ら
、 2000, Semiconductor Quantum dots for ultrasensitive FRET, Abstract, Pittcon 20
00 参照）。原則として、この現象は、もし量子ドットが時間分解なしに共鳴エネルギー
移動においてアクセプターとして使用されるのであれば、重大な問題を引き起こす。
【００１９】
長寿命ドナーと短寿命放射アクセプター分子のあいだの特定のエネルギー移動に基づく、
時間分解ホモジニアスアッセイの原理は、図１に要約されている。複合体において、ドナ
ーとアクセプター標識が近接している場合、短い光パルス（Ａ）により励起されたドナー
エネルギー（Ｄ）は、共鳴エネルギー移動によりアクセプターへ移動する。エネルギー移
動で励起されたアクセプター放射（ＡＥ）は、光増幅管 (photomultiplier tube)からのカ
ウントが記録されない遅延時間（ｄ）を適用することにより、光パルス（Ａ）により直接
励起されるアクセプター放射（Ｂ）と区別することができる。ドナーからの遅延放射（Ｄ
）は、感作された（エネルギー移動で励起された）アクセプター放射（ＡＥ）とは異なっ
た波長を有しており、そのことがスペクトルとシグナルの時間分離との組み合せを可能に
する。したがって、ホモジニアスバイオアフィニティーアッセイ（受容体－リガンド結合
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、ハイブリダイゼーション反応、免疫結合、酵素－基質結合など）において、ドナー－ア
クセプター対の会合または解離は、エネルギー移動で励起されたアクセプターからのシグ
ナルの増加または減少をそれぞれ測定することにより、追跡することができる。
【００２０】
［発明の目的と要約］
本発明の目的は、検体を測定するアッセイに有用なナノ粒子を提供することである。
【００２１】
本発明の他の目的は、該ナノ粒子を用いて検体を測定するための改善されたアッセイを提
供することである。
【００２２】
本発明のさらに他の目的は、改善された近接ベースのホモジニアスアッセイを提供するこ
とである。
【００２３】
しかして、本発明は、特異的結合反応物（ specific binding reactant）を含むナノ粒子
であって、該結合反応物にとって特異的な検体または複合体が含む該検体を測定するため
に有用であるナノ粒子を提供するものである。ナノ粒子はつぎの特性を有する：
ａ）該ナノ粒子の直径が２００ｎｍ未満、好ましくは１２０ｎｍ未満である、
ｂ）該ナノ粒子が多数の該特異的結合反応物でつぎの程度にコートされている、
ｉ）該検体に対する該ナノ粒子の親和定数が、該検体に対する遊離の該結合反応物の親和
定数を本質的に超え、および／もしくは
ii）該ナノ粒子と該検体とのあいだの会合速度定数が、遊離の該結合反応物と該検体との
あいだの会合速度定数を本質的に超える；ならびに
ｃ）該ナノ粒子が検出可能な特徴を含む。
【００２４】
本発明はさらに、特異的結合反応物を含むナノ粒子を使用するアッセイであって、該結合
反応物にとって特異的な検体または複合体が含有する該検体を測定するためのアッセイを
提供するものである。使用されるナノ粒子は、つぎの特性を有する：
ａ）該ナノ粒子の直径は２００ｎｍ未満、好ましくは１２０ｎｍ未満である、
ｂ）該ナノ粒子が、多数の該特異的結合反応物でつぎの程度にコートされている、
ｉ）該検体に対する該ナノ粒子の親和定数が、該検体に対する遊離の該結合反応物の親和
定数を本質的に超え、および／もしくは
ii）該ナノ粒子と該検体とのあいだの会合速度定数が、遊離の該結合反応物と該検体との
あいだの会合速度定数を本質的に超える；ならびに
ｃ）該ナノ粒子が検出可能な特徴を含む。
【００２５】
本発明はまた、エネルギー供与化合物（ドナー）で標識化された第１群およびエネルギー
受容化合物（アクセプター）で標識された第２群からなる近接ベースのホモジニアスアッ
セイを提供するものであり、ここで
－　ドナーは発光性であり、また長い励起状態寿命を有し、そしてアクセプターは発光性
で、短いまたは長い励起状態寿命を有するか、またはアクセプターは非発光性であり、そ
して
－　両群のあいだの距離の短縮または延長からそれぞれ生じる、ドナーからアクセプター
へのエネルギー移動の増加または減少が測定される。
【００２６】
本アッセイの特徴は、ドナーがナノ粒子であることである。
【００２７】
［詳細な説明および好ましい態様］
本出願に関連して、「ナノ粒子」という用語は、平均直径がナノメーター範囲にある、す
なわち１μｍまでの平均直径を有するあらゆる粒子をさす。
【００２８】
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本出願に関連して、「特異的結合反応物」という用語は、言及される状況下で関連性があ
る化合物に対して特異的であると考えられ得るあらゆる反応物をさす。特異的結合反応物
としては、たとえば、抗体、抗原、受容体リガンド、特異的結合タンパク質、プロテイン
Ａ、プロテインＧ、アビジン、アビジン誘導体、ストレプトアビジン、ビオチン、ＤＮＡ
、ＲＮＡ、ＬＮＡ（ロックド核酸）およびＰＮＡ（ペプチド核酸）などの核酸、ペプチド
、糖、ハプテン、ウイルス、バクテリアならびに細胞があげられる。
【００２９】
本出願に関連して、「検出可能な特徴」という用語は、既知の方法により定性的にまたは
定量的に、直接または間接的に検出できる「検出可能な特徴」からなる単体（ entity）を
なすあらゆる特徴をさす。検出可能な特徴は、したがって、たとえば、発光標識などの標
識である。
【００３０】
「ヘテロジニアスアッセイ」という表現は、分離または洗浄工程を必要とするアッセイに
関する。「ホモジニアスアッセイ」という表現は、分離または洗浄工程を必要としないア
ッセイに関する。
【００３１】
「第１群」および「第２群」という用語は、バイオアフィニティー認識成分（群の間の距
離が減少する反応において、たとえばバイオアフィニティー反応において）または分子も
しくは基質の一部（たとえば、ペプチド分子の開裂により２つの標識された群が互いに分
離される該ペプチド分子の遠心端 (distal ends)）などのあらゆる成分を含むと理解され
るべきである。
【００３２】
「ドナー」という用語は、可視光または赤外線の波長で長い寿命放射をともなう微粒子状
（直径４００ｎｍ以下、好ましくは５０ｎｍ未満）発光化合物として定義される。ドナー
は、長い励起状態寿命を有する、たとえば無機蛍りん光体（ inorganic phosphor）などの
ランタニド発光性ナノ粒子、あるいは、長い励起状態寿命を有する、たとえばランタニド
キレートなどの、エネルギー供与ランタニド発光性化合物が埋め込まれたポリマー性ナノ
粒子であり得る。これはまた、ランタニド蛍りん光体およびアップコンバーティング蛍り
ん光体（ upconverting phosphors）を含む。
【００３３】
「ランタニド」という用語は、可視光または近赤外線または赤外線の波長での発光放射お
よび長い蛍光崩壊を有する発光性ランタニドイオンとして定義され、たとえば、ユーロピ
ウム (III）、テルビウム (III)、サマリウム (III)、ジスプロシウム (III)、イッテルビウ
ム (III)、エルビウム (III)およびネオジニウム (III)である。また、白金 (III)およびパラ
ジウム (III)も、フォルフィリン (phorphyrins)と複合体を形成すると、同様のスペクトル
特性と時間特性 (temporal properties)を有することは注目されるべきである。
【００３４】
「キレート」という用語は、中心のイオンが単一のリガンド (多座配位リガンド）に対し
て少なくとも２つの配位結合で配位されている配位錯体として定義される。これらは異な
る原則で命名されることができ、キレート、超分子化合物、錯体、コンプレクソンなどの
名称が使用される。典型的なキレートのタイプとしては、大環状錯体（ macrocyclic comp
lexes）、クラウンエーテル、クリプテート、カリキサレン、フォルフィリンなどがあげ
られる。
【００３５】
ナノ粒子の好ましい大きさは、直径１～２００ｎｍの範囲である。使用されるナノ粒子は
、ポリマー、金、銀、炭素、シリカ、ＣｄＳｅまたはＣｄＳなどの有機または無機の物質
から製造され得る。
【００３６】
ナノ粒子は、ナノ粒子の励起もしくは散乱により、または電気的パルスもしくは化学反応
により生じる光を放射し得る。たとえば特定の検体の発光（蛍光、時間分解蛍光、りん光
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、化学発光、生物発光）検出を用いる、イムノアッセイ、ハイブリダイゼーションアッセ
イ、受容体－結合アッセイおよび細胞結合アッセイなどの特異的バイオアフィニティーア
ッセイに使用されるナノ粒子上の、生物特異的結合反応物のアフィニティーは、標識化さ
れた可溶性の単一の生物特異的結合反応物のアフィニティーを超える。ナノ粒子は、発光
分子、または以下の発光分子もしくは発光放射に至る分子の１つ以上を用いることにより
ナノ粒子内もしくはナノ粒子の表面上で発光放射に至る分子を、１つ以上担持してもよく
、担持していなくてもよい。
【００３７】
時間分解蛍光標識、たとえば
Ｅｕ (III)、Ｔｂ (III)、Ｓｍ (III)、Ｄｙ (III)キレート、すなわちランタニドキレート、
ＰｔおよびＰｄホルフィリン標識、
ランタニド蛍りん光体；
アップコンバーティング蛍光標識、たとえば
（Ｙ．Ｙｂ．Ｅｒ）Ｏ 2Ｓ
（Ｙ．Ｙｂ．Ｔｍ） 2Ｏ 2Ｓ
急速崩壊蛍光標識、たとえば
フルオレセインおよびフルオレセイン誘導体、ローダミンおよびローダミン誘導体、
ＣｄＳおよびＣｄＳｅナノクリスタル、
緑色蛍光タンパク質および緑色蛍光タンパク質誘導体；
化学発光標識、たとえば
ジオキセタン誘導体、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ；および
生物発光標識
アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ
【００３８】
生物特異的結合反応物は、次の手段の１つ以上によりナノ粒子に結合させる：
吸着、共有結合、グラフティング (grafting)、固相合成、または他の生物特異的反応物。
好ましい方法は吸着および共有結合である。
【００３９】
ナノ粒子は、任意に、その表面に１つ以上の官能基を含有する。そのような官能基として
は、カルボキシル（ＣＯＯＨ）、アミノ（ＮＨ２、ＮＨＲ、ＮＲ１Ｒ２、ＮＲ１Ｒ１）、
アルデヒドまたはケトン（ＣＨＯ、ＣＯ）、ヒドロキシル（ＯＨ）またはチオール（ＳＨ
）があげられる。
【００４０】
本発明は、いくつかの生物特異的結合反応物をナノ粒子上に導入することにより、同じ単
一の可溶性生物特異的結合物のアフィニティーを超えるアフィニティーの生物特異的結合
反応物を用いて、生物特異的アッセイを可能にする。生物特異的結合反応物のアフィニテ
ィーが増大するにつれて、該生物特異的アッセイのキネティクスおよび感度が、可溶性の
標識化した生物特異的結合反応物を用いる同様のアッセイに比べて、顕著に改善される。
生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子は、ヘテロジニアスアッセイ方式において
も、ホモジニアスアッセイ方式においても使用され得る。これらのアッセイは、非競合的
であっても、競合的であってもよい。ナノ粒子を用いるアッセイは、各検体に対して特異
的なナノ粒子により検出される２つ以上の検体を同時に測定するために使用され得る。
【００４１】
本発明にしたがったヘテロジニアスアッセイは、つぎの工程からなっている：
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させる工程；
ｂ）任意に該検体を該第１結合反応物と反応させる工程；
ｃ）工程ａ）で得られた組成物に、第２結合反応物（この反応物は該検体の第２結合部位
に対して特異的である）を含むナノ粒子を添加する工程；
ｄ）該ナノ粒子の第２結合反応物を、該固相に結合した第１結合反応物に結合した検体と
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反応させる工程；
ｅ）該固相（この固相は、該ナノ粒子の第２結合反応物に結合した検体に結合した第１結
合反応物に結合している）を洗浄して、本質的に該固相に生物特異的に結合していないナ
ノ粒子をなくす工程；および
ｆ）該検体の測定を可能とするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程。
【００４２】
任意反応工程ｂ）が実施されなければ、工程ａ）およびｃ）は本質的に同時に実施される
。
【００４３】
本発明にしたがった別のヘテロジニアスアッセイは、つぎの工程からなっている：
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させる工程；
ｂ）工程ａ）で得られた組成物に、第３結合反応物に結合した第２結合反応物（この第２
結合反応物は該検体の第２結合部位に対して特異的である）を添加する工程；
ｃ）工程ｂ）で得られた組成物に、第４結合反応物（この反応物は該第３結合反応物に対
して特異的である）を含むナノ粒子を添加する工程；
ｄ）該ナノ粒子の第４結合反応物を、該固相に結合した第１結合反応物に結合した検体に
結合した第２結合反応物に結合した第３結合反応物と反応させる工程；
ｅ）該固相（この固相は、該ナノ粒子の第４結合反応物に結合した第３結合反応物に結合
した第２結合反応物に結合した検体に結合した第１結合反応物に結合している）を洗浄し
て、本質的に該固相に生物特異的に結合していないナノ粒子をなくす工程；および
ｆ）該検体の測定を可能とするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程。
【００４４】
このアッセイで、第２および第３結合反応物は、１つの結合部位が検体に対して向けられ
ており、他の結合部位がナノ粒子に結合した第４結合反応物に対して向けられている、２
つの結合部位を有する同一の単体、たとえば抗体であり得る。
【００４５】
このアッセイで、第３結合反応物は好ましくはビオチンであり、第４結合反応物は好まし
くはアビジンまたはストレプトアビジンである。あるいは、好ましい第３結合反応物は、
アビジンまたはストレプトアビジンであり、好ましい第４結合反応物はビオチンであり得
る。好ましい選択は、工程ｃ）で言及されている粒子であって、かつ本件出願の特許請求
の範囲により規定されているナノ粒子であるけれども、前記ａ）～ｆ）からなるアッセイ
は、いかなるナノ粒子を用いても適用可能でありまた効率的であることにも留意すべきで
ある。
【００４６】
本発明にしたがった、さらに別のヘテロジニアスで競合的なアッセイは、つぎの工程から
なり得る：
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させ、かつナノ粒子に結合した追加の該検体と接
触させる工程；
ｂ）該固相（この固相は、該ナノ粒子に結合した検体に結合した第１結合反応物に結合し
ている）を洗浄して、本質的に該固相に結合していないナノ粒子をなくす工程；および
ｃ）該検体の測定を可能とするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程。
【００４７】
本発明にしたがった、ヘテロジニアスで競合的な別のアッセイは、つぎの工程からなる：
ａ）固相に結合した第１結合反応物（この反応物は検体の第１結合部位に対して特異的で
ある）を、該検体を含有する試料と接触させ、かつ第２結合反応物に結合した追加の該検
体と接触させる工程；
ｂ）工程ａ）で得られた組成物に、第３結合反応物（この反応物は該第２結合反応物に特
異的である）を含むナノ粒子を添加する工程；
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ｃ）該ナノ粒子の第３結合反応物を、該固相に結合した第１結合反応物に結合した追加的
検体に結合した第２結合反応物と反応させる工程；
ｄ）該固相（この固相は、該ナノ粒子の第３結合反応物に結合した第２結合反応物に結合
した検体に結合した第１結合反応物に結合している）を洗浄して、本質的に該固相に結合
していないナノ粒子をなくす工程；および
ｅ）該検体の測定を可能にするために、該固相に結合したナノ粒子を検出する工程。
【００４８】
第１の非競合的でヘテロジニアスな方式において、検体は固相に添加される。洗浄工程後
、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子は、固相表面に結合した検体と共にイン
キュベーションされる。最後の洗浄工程後、発光シグナルは、乾燥後またはシグナル増強
後またはシグナル増幅後に、固相表面から直接読み取られる。
【００４９】
第２の非競合的でヘテロジニアスな方式において、検体は、固相表面に結合した捕捉分子
上で、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子と共に、一工程でインキュベーショ
ンされる。洗浄後、発光シグナルは、乾燥後、シグナル増強後またはシグナル増幅後に、
固相表面から直接読み取られる。
【００５０】
第３の非競合的でヘテロジニアスな方式において、検体は、固相表面に結合した捕捉分子
上で、第３結合反応物に任意に結合した第２検体特異的結合反応物と一緒にまたは個別に
、一または二工程でインキュベーションされる。
【００５１】
洗浄工程後、生物特異的反応物でコートされたナノ粒子は、固相表面に結合した検体と共
にインキュベーションされる。さらなる洗浄工程後、生物特異的結合反応物でコートされ
たナノ粒子は、固相表面に結合した検体と共にインキュベーションされる。最後の洗浄工
程後、発光シグナルは、乾燥後、シグナル増強後またはシグナル増幅後に、固相表面から
直接読み取られる。
【００５２】
第４の非競合的でヘテロジニアスな方式において、検体は、固相表面に結合した捕捉分子
上で、第３結合反応物に任意に結合した第２検体特異的結合反応物と一緒にまたは個別に
、一または二工程でインキュベーションされる。検体インキュベーション後、洗浄工程は
、第２検体特異的結合分子の数および反応におけるナノ粒子上の利用可能な生物特異的結
合反応物の数のために、省略される。このようなアッセイにおいて、第２検体特異的結合
分子の数は、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の表面上の生物特異的結合反
応物の数を超えない。ナノ粒子に結合した生物特異的結合反応物が過剰の場合には、検体
に結合していない第２検体特異的結合分子は、生物特異的結合反応物でコートされたナノ
粒子の反応前に、溶液中に存在する生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子と反応
するかもしれないが、本アッセイは、溶液中に存在する遊離の第２検体特異的結合分子に
より、干渉されないことがわかった。最終の洗浄工程後、発光シグナルは、乾燥後、シグ
ナル増強後またはシグナル増幅後に、固相表面から直接読み取られる。
【００５３】
第５の非競合的でヘテロジニアスな方式において、検体は、固相表面に結合した捕捉分子
上で、第３結合反応物に任意に結合した第２検体特異的結合反応物の２つ以上と一緒にま
たは個別に、一または二工程でインキュベーションされる。２つ以上の第２検体特異的結
合分子を用いると、該第２検体特異的結合分子または該生物特異的結合反応物でコートさ
れたナノ粒子の解離は減少し、偽似平衡状態が得られる。検体のインキュベーション後、
固相を洗浄することができる。最終洗浄工程後、発光シグナルは、乾燥後、シグナル増強
後またはシグナル増幅後に、固相表面から直接読み取られる。
【００５４】
第３のアッセイ方式を利用する非競合的アッセイにおいては、該アッセイのダイナミック
レンジ (dynamic range)は、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の数を基礎に
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して調整され得る。すなわち、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の数が多け
れば多いほど、ダイナミックレンジは大きくなる。なぜならば、生物特異的結合反応物で
コートされたナノ粒子の数が増加する場合は、アッセイの非特異的結合は増加しないから
である。
【００５５】
第２または第３の方式を用いる、好ましい非競合的なヘテロジニアスアッセイの設計概念
において、第２生物特異的結合反応物分子の数は、第１のアッセイ方式においてナノ粒子
上に生物特異的結合反応物を固定化するために用いられるよりも、少ない。第３、第４お
よび第５のアッセイ設計概念は、アッセイで必要とされる第２生物特異的結合反応物の量
を著しく減少させる。
【００５６】
第２および第３のヘテロジニアスアッセイ方式において、生物特異的結合反応物でコート
されたナノ粒子のインキュベーション工程は、非平衡または平衡のいずれのときでも実施
される。典型的な第２および第３のアッセイ方式においては、生物特異的結合反応物でコ
ートされたナノ粒子のインキュベーション工程は、非平衡のときならいつでも実施され、
より典型的には２時間未満で、好ましくは１時間未満で実施される。
【００５７】
第１の競合的なヘテロジニアスアッセイにおいて、検体は、競合する標識化検体誘導体と
一緒に、または別々に、固相に添加される。標識は、たとえば、つぎのうちの１つである
。
ビオチン、ストレプトアビジン、アビジンまたはアビジン誘導体、
抗体、プロテインＡ、プロテインＧまたは抗原
【００５８】
任意の洗浄工程ののち、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子は、固相表面に結
合した標識化検体と一緒にインキュベーションされる。最後の洗浄工程ののち、発光シグ
ナルは、固相表面から直接、または乾燥後またはシグナル増強後またはシグナル増幅後に
、読み取られる。
【００５９】
第２の競合的なヘテロジニアスアッセイ方式において、検体インキュベーション工程にお
いて競合する要素は、検体または検体誘導体分子 (analyte derivative molecules)でコー
トされたナノ粒子である。このアッセイ方式において、ナノ粒子の表面上の競合する検体
または検体誘導体分子の数は、制御することができ、これによりアッセイに対する制御が
著しく改善される。
【００６０】
前記で例示した本発明にしたがったアッセイにおいて、非任意的な反応工程は、典型的に
は、平衡になる前に本質的に中止される。この非任意的な反応工程の時間は、典型的には
２時間未満、好ましくは１時間未満である。
【００６１】
前記で例示した本発明にしたがったアッセイにおいて、固相は、典型的には本質的に平坦
な表面、たとえばマイクロタイターウェルの表面、スライドの表面、粒子の表面または細
片 (strip)の表面である。
【００６２】
前記で例示した本発明にしたがったアッセイにおいて、アッセイすべき個々の試料あたり
につき添加されるナノ粒子の量は、アッセイ量および粒子のサイズに依存する。
【００６３】
しかして、本発明にしたがったヘテロジニアスアッセイは、検体およびビオチン化抗体も
しくは抗マウス抗体などの第２生物特異的結合反応物をインキュベーションしたのち、該
生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子を添加する前に、固相が洗浄されないアッ
セイを包含する。本発明にしたがったヘテロジニアスアッセイは、検体および固相上の第
２生物特異的結合反応物が、非平衡状態または平衡状態のいずれのときでも、該生物特異
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的結合反応物でコートされたナノ粒子で追跡されるアッセイも包含する。
【００６４】
本発明はまた、ドナー粒子からのエネルギーが、１つ以上のアクセプター分子に、または
１つ以上のアクセプター分子を含有する１つ以上の粒子に移動するホモジニアスアッセイ
も包含する（該アクセプター分子は同一または異なるタイプである）。
【００６５】
好ましいアクセプター分子は：
急速崩壊発蛍光団、たとえばＡＰＣ、Ｃｙ５、Ｃｙ７、ＮＮ－３８２、ＦｌｕｏＳｐｈｅ
ｒｅｓ
半導体材料、たとえばＣｄＳｅナノクリスタルズ（すなわち、量子ドット）
蛍光エネルギー移動錯体、たとえばＴｒａｎｓＦｌｕｏＳｐｈｅｒｅｓ、Ｃｙ７－ＡＰＣ
タンデム色素、および
時間分解発蛍光団、たとえばイッテルビウムキレート、無機蛍りん光体。
【００６６】
１つ以上の同一または異なるタイプのアクセプター分子が生物特異的結合反応物に結合さ
れ得る。
【００６７】
１つ以上のタイプのアクセプター分子および１つ以上のタイプのアクセプター分子が、生
物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の表面に結合されてもよく、または該生物特
異的結合反応物でコートされたナノ粒子の中に埋め込まれてもよい。
【００６８】
アクセプター粒子の好ましいサイズは、直径が１ｎｍ～１ｍｍの範囲である。
【００６９】
好ましいヘテロジニアスアッセイ方式において、アッセイ性能の改善は、生物特異的結合
反応物でコートされたナノ粒子の一価アフィニティー（ mono-valent affinity）を用いて
達成される。本アッセイにおいて、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の一価
アフィニティーは、可溶性の生物特異的結合反応物の一価アフィニティーを超える。これ
は、ナノ粒子の表面上の生物特異的結合反応物の結合部位の数を増加させることにより達
成される。このアフィニティーの改善は、主として会合速度の増加から、また部分的に生
化学的検体の解離速度の減少から生じていることが立証された。会合速度は、ほぼ直線的
に増加することが示された。一価の検体分子に加えて、細胞全体（ whole cells）、細菌
、ウイルスおよび多量体タンパク質などの複数の結合部位を有する検体は、生物特異的結
合反応物でコートされたナノ粒子標識の使用によって利益を得る。なぜなら、該生物特異
的反応物でコートされたナノ粒子のアフィニティーは、複数の結合部位を有する検体の表
面における複数結合部位に対して、より高いからである。アフィニティーの改善は、主に
解離速度の減少から、また部分的には会合速度の向上から生じる。
【００７０】
非競合的なまた競合的なアッセイ形式において、検体に特異的な捕捉分子は、固相の表面
に直接的にまたは間接的に固定化される。
【００７１】
本アッセイシステムは、単一のナノ粒子または凝集したナノ粒子のいずれを用いても、充
分に機能する。凝集していないナノ粒子が好ましい。
【００７２】
ホモジニアスアッセイにおいて、検体は、第１生物特異的結合反応物でコートされたドナ
ーナノ粒子、および第２生物特異的結合反応物に結合したアクセプター分子、もしくは第
２生物特異的結合反応物でコートされ、アクセプター分子を含む粒子と一緒にインキュベ
ーションされる。発光シグナルは溶液から直接読み取られる。
【００７３】
好ましいホモジニアスアッセイ形式において、アッセイ性能の改善は、生物特異的結合反
応物でコートされたナノ粒子の一価アフィニティーを用いて達成される。本アッセイにお
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いて、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の一価アフィニティーは、可溶性の
生物特異的結合反応物の一価アフィニティーを超える。これは、ナノ粒子の表面における
生物特異的結合反応物の結合部位の数を増加させることにより達成される。
【００７４】
本発明はまた、発光の時間分解検出を利用する、近接ベースのホモジニアスアッセイの改
善に関する。具体的な改善は、ナノ粒子ドナーの特異的活性の向上、エネルギー吸収（励
起）と発光放射との大きなスペクトル分離を有するアクセプター化合物を用いることによ
る、アクセプターの放射波長における長寿命の発光バックグラウンドの減少、ならびにナ
ノ粒子でラベル化した生物特異的結合反応物の向上した会合速度定数および親和定数の利
用に関する。会合と解離、すなわち標識間距離の短縮と延長が引き続いて起きるアッセイ
において、長寿命ナノ粒子ドナーの高い特異的活性およびアクセプターの大きなストーク
シフトの組み合せは、発光の時間分解検出を用いる、以前に記載されたホモジニアス方法
で見込まれるよりも、より少ない数の複合体の検出を可能にする。
【００７５】
すべての先行技術の方法においてドナーが選択されていた方法とは反対に、本発明で使用
されるドナーは、共鳴エネルギー移転ドナーである、高い特異的活性を有する粒状化合物
を含有する光放射ランタニドであって、そこではアクセプターは、該アクセプターの放射
波長においてドナーからの長寿命蛍光バックグラウンド全てを実質的に避けるために、エ
ネルギー吸収とエネルギー放射との間に非常に広いストークシフトをもつものが選択され
る。改善された近接ベースのホモジニアスな時間分解発光アッセイは、長い励起状態寿命
を有するエネルギー供与発光性ナノ粒子（ドナー）または長い励起状態寿命を有するエネ
ルギー供与発光性化合物が埋め込まれたナノ粒子（ドナー）で標識化された１つの群、お
よび短いもしくは長い励起状態寿命を有するエネルギー受容発光性化合物（アクセプター
）で標識化されているかまたは非発光性化合物で標識化されたもう１つ別の群とからなる
。
【００７６】
本発明の特徴は、本改善のために、少量のアッセイされる群または活性の存在に応答して
、前記両群間の距離の短縮または延長それぞれから生じる、ドナーからアクセプターへの
エネルギー移動の増加または減少の検出が可能になることである。アクセプターは典型的
には発光性であり、そのアクセプターの発光は、ドナーが発光を有しないかまたは本質的
に発光を有しない波長で、すなわちドナーの発光がバックグラウンド発光に比べて有意で
ない波長で、好適に測定される。
【００７７】
ランタニド類は、放射において様々な遷移を生じる幾つかの基底状態を有する。放射が鋭
くかつ充分特徴づけられているという事実にかかわらず、アクセプターが測定される波長
ではマイナーなバックグラウンドが常に存在する傾向にある。しかしながら、相対的なバ
ックグラウンドは長波長では問題が少なく、たとえばＥｕに関しては、Ｅｕが７００およ
び８００ｎｍの間では非常にマイナーなバックグラウンドを有しているが、８００ｎｍを
超える波長ではいかなる直接的な放射も出さないという領域がある。Ｔｂに関しては、波
長範囲の延長により、７００ｎｍを超える波長で放射するアクセプターを使用し得る可能
性が生じており、そこでは、Ｔｂがいかなるバックグラウンドをも生じない。重複しない
波長領域を選択することにより、長寿命の蛍光バックグラウンドは低いので、感度および
時間分解蛍光エネルギー移動のダイナミックレンジを改善することができる。ドナーは、
エネルギー移動ののちに検出可能なアクセプター放射を生じるだけの高い特異的活性を有
していなければならず、たとえば蛍光キレートなどの従来の時間分解発蛍光団を用いても
、感度の改善は達成されないかもしれない。
【００７８】
会合が測定され、また発光性で短い崩壊時間のアクセプターおよび長い崩壊時間のドナー
が使用されるアッセイにおいて、アクセプターの直接発光の干渉（アクセプターの直接励
起からの放射）を避けるために、アクセプター分子の放射につづき、崩壊時間、すなわち
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時間分解蛍光光度法を用いる。アクセプター分子が過剰にあり（時間分解モードでは、そ
れらの干渉は無視できる）、かつドナーとアクセプターとのあいだのエネルギー移動がシ
グナルの増強を生じ得るような方法で、本アッセイを構築するのが好ましい。
【００７９】
エネルギー移動をベースとするアッセイの感度は、得られるシグナルの強度レベルと全バ
ックグラウンドの両方に依存する。特定のアッセイにおけるシグナルレベルは、錯体にお
いて使用されるキレート、励起状態の全個体数および持続時間に依存する。励起状態の個
体数は、キレートの発光特性，すなわちモル吸収性 (molar absorptivity)（ｅ）、量子収
量（ quantum yield)（ｆ）および崩壊時間（ｔ）の一次関数である。したがって、好まし
いドナーは、非常に高い発光収量（先行文献、国際公開第９８／１５８３０号パンフレッ
トにとくに記載されているよりも著しく高い）および長い励起状態寿命（好ましくは１ｍ
ｓより長い）を有していなければならない。
【００８０】
会合アッセイのための好ましいアクセプター分子は、高い発光性（できる限り１ユニット
に近い量子収量を有する）を有し、ドナー放射波長で高いモル吸収係数（好ましくは、１
０００００より大きい）を有するものである。アクセプターは高い量子収量を有し、使用
されるランタニドが無視し得るバックグラウンドを有する波長で、光を放射することが重
要である。
【００８１】
アッセイ混合物中に希釈された試料の吸収を追跡すると同時に、試料吸収による励起もし
くは放射の消失にしたがって放射の読み取りを補正することによって、試料が引き起こし
得る励起消失を、装置が自動的に補正するのが好ましい。
【００８２】
本発明は、生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子を用いるアッセイ能力の改善に
関する。具体的な改善は、会合速度の増大、したがって生物特異的結合反応物のアフィニ
ティーの増大に関し、このとき、複数の生物特異的結合反応物がナノ粒子上にコートされ
て、結合部位の数が増大する。くわえて、具体的な改善は、生物特異的結合反応物でコー
トされたナノ粒子を用いて生物特異的アッセイを実施する手段に関する。
【００８３】
本発明にしたがったアッセイの利点は、つぎの通りである。
【００８４】
可溶性の特異的結合反応物のアフィニティーが、充分な量の前記特異的結合反応物をナノ
粒子上に導入することにより、著しく改善される。
【００８５】
特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の会合速度が、可溶性の特異的結合反応物の会
合速度に匹敵するかまたはそれを超える。
【００８６】
特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の解離速度が、可溶性の特異的結合反応物の解
離速度より低い。
【００８７】
ナノ粒子が、多量の発光標識を含有し、非常に高い特異的活性を有する。
【００８８】
急速に崩壊する発蛍光団とは反対に、ナノ粒子内の時間分解蛍光標識は、非常に高濃度で
も減衰効果（ quenching effect）を有しない。
【００８９】
ナノ粒子は、水、消光剤または酸素により引き起こされる環境的影響に対して、非常に非
感受性である。
【００９０】
ナノ粒子は、前記環境的影響を取り除かなくても、表面上で直接検出され得る。
【００９１】
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ナノ粒子は、非常に感度のよい生物特異的アッセイを可能にする。
【００９２】
ナノ粒子は、単一分子を検出するのに使用し得る。
【００９３】
検体および第２生物特異的結合反応物が、第３生物特異的結合反応物でコートされたナノ
粒子を添加する前に、第１の固相表面結合キャプチャー生物特異的結合反応物と反応する
アッセイでは、より少ない第２生物特異的結合反応物がアッセイで使用され、ナノ粒子ベ
ースのアッセイで必要とされる第２生物特異的結合反応物の量を著しく減少させる。
【００９４】
検体および第１生物特異的結合反応物が、第２生物特異的結合反応物でコートされたナノ
粒子を添加する前に、固相表面結合キャプチャー生物特異的結合反応物と反応する場合に
は、第２生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の非常に迅速な、すなわち５分未
満のインキュベーション工程が使用され得る。
【００９５】
検体および第１生物特異的結合反応物が、第２生物特異的結合反応物でコートされたナノ
粒子を添加する前に、固相表面結合キャプチャー生物特異的結合反応物と反応するアッセ
イにおいて、該アッセイのダイナミックレンジは、第２生物特異的結合反応物でコートさ
れたナノ粒子の固相表面への非特異的結合に影響することなく、第２生物特異的結合反応
物でコートされたナノ粒子の量に基づいて調整され得る。
【００９６】
ナノ粒子はサイズが小さく、したがって容易に沈降しない。
【００９７】
ナノ粒子はその表面に官能基を含有することができ、該官能基を介して特異的結合反応物
がナノ粒子上で共有結合で結合し得る。
【００９８】
特異的結合反応物でコートされたナノ粒子は、標識のためには潜在的に優れた解決策であ
る。なぜならば、従来の標識化（一般に、分子当たり５個より多い標識）タンパク質は、
タンパク質の結合アフィニティーおよび非特異的結合に著しく干渉するが、大きな表面面
積のために、結合部位の実質的な数が検体の結合に利用されることが保証されているナノ
粒子ベースの標識の場合には、そうではないからである。この影響はとくに、位置特異的
にビオチン化された抗体フラグメントなどの第３特異的結合反応物を用いることにより、
最小限にされる。
【００９９】
固相表面が、コーティング処理前に変性工程または部分的変性工程を用いることなく抗体
でコートされる場合は、該生物特異的結合反応物でコートされたナノ粒子の、コートされ
た固相表面への非特異的結合は、著しく減少される。
【０１００】
抗体のより小さいフラグメントがナノ粒子上にコートされる場合には、結合部位数は増加
し、トレーサー分子のアフィニティーはさらに改善され得る。
【０１０１】
アッセイにおける生物特異的結合反応物の量は、より多くの生物特異的結合反応物をナノ
粒子上にコーティングすることにより増大させ得るが、標識分子の数は、標識された可溶
性の生物特異的結合反応物が用いられる典型的な先行技術の生物特異的アッセイとは反対
に、同じままである。なぜならば、先行技術では、標識された可溶性の生物特異的結合反
応物の数を増加させることにより、標識の数量もそれにしたがって増加するからである。
【０１０２】
ナノ粒子は、ホモジニアスアッセイでドナー分子として使用され得る。
【０１０３】
ドナーたるナノ粒子は、エネルギー移動方法において使用されるとき、通常、高いバック
グラウンドシグナルを生じる。これは、適当なアクセプター分子またはアクセプター分子
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を含む粒子を用いて充分なエネルギーを移動させることにより回避することができる。
【０１０４】
非常に広い吸収スペクトルのために、急速に崩壊する色素が使用されるときには、量子ド
ットはアクセプター分子としては適当でない。その理由は、量子ドットがドナー分子と同
時に励起されて、特異的なエネルギー移動が起きないからであり、これに対して、非常に
長い励起状態寿命を有するドナー色素を用いると、アクセプター量子ドットへの特異的な
エネルギー移動が検出され得る。
【０１０５】
標識としてのナノ粒子は、標識分子のサイズを制御するための利点を与え、したがって、
ストレプトアビジン－チログロブリンをベースとする標識などのコンジュゲートされた分
子とは反対に、使用される標識成分を均質にする。
【０１０６】
ストレプトアビジンでコートされたナノ粒子がアッセイに使用されるとき、標識分子（ナ
ノ粒子）の数が遊離のビオチン化生物特異的結合反応物により影響を受けないので、洗浄
工程を必要としない。遊離のビオチン化生物特異的結合反応物はストレプトアビジンでコ
ートされたナノ粒子に結合するけれども、利用できるストレプトアビジン結合部位の数が
多いので、アッセイ能力の不利益な喪失なしにアッセイを実施することが依然可能である
。
【０１０７】
アミノ基を介したタンパク質の標識化は、一般に、タンパク質当たりの標識の数を制御で
きない状態に導く不規則過程（ random process）である。ディアマンディスらにより立証
されているように、分子あたりの標識の数を増加させる方策においては、不規則性という
同じ問題に遭遇する（ディアマンディス　イーピー、 Clin Chem 1991, 37, 1486-91）。
しかしながら、標識化の程度は、発蛍光団を粒子中に埋め込むときには、より容易に制御
される。
【０１０８】
ナノ粒子上のタンパク質の数は、アッセイでトレーサー分子として最も好ましくふるまう
ナノ粒子を取得するために、制御されるべきである。より大きなタンパク質／標識－複合
体を形成する場合には、タンパク質と標識との同時制御は非常に難しい。しかしながら、
ナノ粒子を用いると、タンパク質の数および標識の量を制御することができる。さらに、
ＣＯＯＨなどの表面－活性基 (surface-active groups)が存在する場合、タンパク質の数
の制御は、ナノ粒子の表面上の活性化された部位を制御することによりなし得る。限られ
た数の表面基のみを活性化することにより、より多くの反発的な基 (repulsive groups)が
表面上に残されて、粒子のゼータ電位が上昇し、したがって、非特異的結合も減少する。
【０１０９】
実験の部

モノクローナル抗体、Ｍａｂ５Ａ１０またはストレプトアビジンを、２段階ＥＤＡＣ（Ｎ
－（３－ジメチルアミノプロピル）－Ｎ′－エチルカルボジイミド、フルカ (Fluka)、ブ
ッチス (Buchs)、スイス）およびスルホ－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミド
、フルカ、ブッチス、スイス）カップリング化学を使用し、主として第１級アミン基によ
り、活性化されたナノ粒子に共有結合させた。ナノ粒子を、５００ｋＤポリエーテルスル
ホン限外ろ過膜（ミリポア (Millipore)、ベドフォード (Bedford)、ＭＡ）を備えたＡｍｉ
ｃｏｎ限外ろ過撹拌セル（ミリポア）を使用して、２５ｍｍｏｌ　ｌ - 1リン酸緩衝液、ｐ
Ｈ７．０であらかじめ洗浄し、Ｌａｂｓｏｎｉｃ　Ｕ（ビー　ブラウン (B. Braun)、メル
スンゲン (Melsungen)、ドイツ）チップ　ソニケーター（１０秒、８０Ｗ電力レベル）を
用いてリン酸緩衝液に再懸濁した。２ｍｍｏｌ　ｌ - 1ＥＤＡＣおよび１００ｍｍｏｌ　ｌ
- 1スルホ－ＮＨＳを含有するリン酸緩衝液中、１５分間、ナノ粒子をインキュベーション
して、カルボキシル基を活性化した。活性化されたナノ粒子を２５ｍｍｏｌ　ｌ - 1炭酸緩
衝液、ｐＨ８．５で洗浄し、Ｍａｂ５Ａ１０またはストレプトアビジンを含有する炭酸緩
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衝液に混合した。カップリング反応におけるナノ粒子の濃度は、０．４ｗ／ｖ％であった
。Ｍａｂ５Ａ１０の濃度は５～０．０７８ｇ　ｌ - 1で変化させ、ストレプトアビジン濃度
は０．９　ｍｇ　ｌ - 1であった。カップリング反応はゆっくりと振とうしながら２時間イ
ンキュベーションし、そののち、１％ウシ血清アルブミンを添加し、１５分間残存する活
性基をブロッキングした。ナノ粒子－抗体バイオコンジュゲートを、０．０１％Ｔｗｅｅ
ｎ４０および５０ｍｍｏｌ　ｌ - 1サリチル酸を含有する２ｍｍｏｌ　ｌ - 1Ｔｒｉｓ－ＨＣ
ｌ、ｐＨ８．０で６回洗浄し、最後に０．１％ゼラチンおよび０．１％Ｔｗｅｅｎ８５を
さらに含有する同緩衝液に再懸濁した。懸濁液を２５００ｇで５分間、２回遠心分離して
非コロイド凝集体を単分散懸濁液から分離し、＋４℃で保存した。
【０１１０】

Ｔｂ (III)－Ｎ１－ＩＴＣで標識化したＰＳＡ（前立腺特異抗原）を用い、粒子と結合し
た標識化ＰＳＡからのテルビウム (III)蛍光とナノ粒子からのユーロピウム (III)蛍光との
間の比率を測定することにより、単一のナノ粒子－抗体バイオコンジュゲート上で共有結
合で結合しているＭａｂ５Ａ１０の活性結合部位の数を決定した。ナノ粒子（６・１０ 1 0

ｐｓｃ　ｍｌ - 1）を、３．３ｍｇｌ - 1　Ｔｂ (III)－Ｎ１－ＩＴＣ標識化ＰＳＡ、０．０
００５ｗ／ｖ％ミルクパウダーおよび０．００５ｗ／ｖ％Ｔｗｅｅｎ８５を含有するアッ
セイ緩衝液（パーキンエルマー　ライフ　サイエンシズ (ParkinElmer Life Sciences)、
ワラック　オイ (Wallac Oy)、ツルク (Turku)、フィンランド）中で、ゆっくり振とうしな
がら、１時間インキュベーションした。セファロース６Ｂ（ファルマシア　アマシャム (P
harmacia Amersham)、ウプサラ (Uppsala)、スウェーデン）マトリックスならびに、０．
９％　ＮａＣｌおよび０．０１％　Ｔｗｅｅｎ２０を含有する１０ｍｍｏｌ　ｌ - 1　Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣｌ緩衝液、ｐＨ７．８を用いて、サイズ排除クロマトグラフィーにより、非結
合標識化ＰＳＡからナノ粒子および粒子結合標識化ＰＳＡを分離した。ナノ粒子－抗体バ
イオコンジュゲート画分をＤＥＬＦＩＡ（登録商標）増強溶液で希釈し、ユーロピウム (I
II)蛍光を、ナノ粒子標準と比較してナノ粒子濃度を計算した。同じ画分からのテルビウ
ム (III)蛍光とテルビウム (III)標準溶液からのそれを、ＤＥＬＦＩＡ（登録商標）増強溶
液と共に追加のインキュベーションをしたのちに測定し、そして活性結合部位の数を、Ｐ
ＳＡの標識化度合いで割ったナノ粒子あたりのテルビウム (III)イオンの数から計算した
。標識化したＰＳＡの非特異的結合は、ウシ血清アルブミンでブロッキングした、コート
されていないナノ粒子を用いて制御した。ユーロピウム (III)蛍光およびテルビウム (III)
蛍光の両者を、時間分解モードのＶｉｃｔｏｒ T M１４２０を用いて、狭い放射開口（ narr
ow emission aperture）をもつ６１３ｎｍ、および５４５ｎｍでそれぞれ測定した。
【０１１１】
単一のナノ粒子上のストレプトアビジン分子の数を、部位特異的にビオチン化したＦａｂ
－５Ａ１０フラグメントおよびＴｂ (III)－Ｎ１－ＩＴＣ標識化ＰＳＡを用いて決定した
。ナノ粒子（３３ｐｍｏｌ　ｌ - 1）を、３３ｎｍｏｌ　ｌ - 1のビオチン化Ｆａｂ－５Ａ１
０および１５０ｎｍｏｌ　ｌ - 1のＴｂ (III)－Ｎ１－ＩＴＣ標識化ＰＳＡと共に、１００
μｌのアッセイ緩衝液中で、１時間室温でインキュベーションした。その後、ナノ粒子を
非結合のＴｂ (III)－Ｎ１－ＩＴＣ標識化ＰＳＡから分離し、前記したようにＭａｂ５Ａ
１０に関して測定した。結局、ストレプトアビジン分子の数は、１つのＴｂ－ＰＳＡが１
つのＦａｂ－５Ａ１０フラグメントと反応し、これがさらに１つのストレプトアビジン分
子に対応したと仮定して計算した。
【０１１２】

Ｍａｂ－５Ａ１０（４００ｍｇ　ｌ - 1）を、５０ｍｍｏｌ　ｌ - 1炭酸緩衝液、ｐＨ９．８
中、３５０ｍｍｏｌ　ｌ - 1のビオチン－ＰＥＧ－ＣＯ２－ＮＨＳ（シェアーウォーター　
ポリマーズ (Shearwater Polymers)、ハンツビレ (Huntsville)、ＡＬ）を用いて、室温、
２時間、ビオチン化した。ビオチン化されたＭａｂを、ＮＡＰ－５およびＮＡＰ－１０カ
ラム（ファルマシア　アマシャム　バイオテク (Pharmacia Amersham Biotech)）を用いて
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、結合していないビオチン試薬から精製した。溶出は、１５０ｍｍｏｌ　ｌ - 1のＮａＣｌ
を含有する５０ｍｍｏｌ　ｌ - 1Ｔｒｉｓ緩衝液、ｐＨ７を用いて、実施した。
【０１１３】
実施例
表１は、Ｅｕ 3 +の発光遷移（ luminescence transitions）を示す。励起状態 5Ｄ 1はリガン
ドからイオンへのエネルギー移動に関与し、 5Ｄ 0は主たる放射レベルである。 5Ｄ 1からの
直接遷移は、短寿命でありかつかなり弱い。ランタニドイオンは、放射に種々の遷移をも
たらすいくつかの基底状態を有する。放射が鋭くかつ充分に特徴づけられているという事
実にもかかわらず、アクセプターが測定される波長でマイナーな相対的バックグラウンド
放射が存在する傾向が常にある。Ｅｕ 3 +イオンは７１０ｎｍを超える波長では非常に弱い
放射を有し、８２０ｎｍを超える波長では、検出可能な発光放射を有さない。Ｔｂ 3 +イオ
ンの場合は、７００ｎｍを超える波長では発光放射は存在しない。
【０１１４】
表２は、ナノ粒子－抗体バイオコンジュゲートの結合部位の数の増大により、会合速度定
数とともに親和定数が増大する例を示している。この実施例では、結合部位の数が１２か
ら１９に増加するとき、その親和定数が標識化された抗体の親和定数を超えるのに対し、
会合速度定数は、結合部位の数が４６から７６へ増加するとき、標識化された抗体の会合
速度定数を超える。
【０１１５】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１１６】
【表２】
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【０１１７】
図２～１４は本発明にしたがったアッセイを例示すると共に、これらアッセイの特徴を明
示する。
【０１１８】
図２は、検体および第２生物特異的結合反応物が第１の固相表面結合キャプチャー生物特
異的結合反応物と反応し、その後第３生物特異的反応物でコートされたナノ粒子が第２生
物特異的結合反応物と反応するアッセイ反応のシミュレーションを示す：見かけ上の曲線
【外１】
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、ナノ粒子と第２生物特異的結合反応物との会合
【外２】
　
　
および表面に結合した検体からの第２生物特異的結合反応物の解離（●）。
【０１１９】
図３は、ＰＳＡ（５μｌ、１μｇ　ｌ - 1）およびビオチン化抗ＰＳＡ抗体５Ａ１０（０．
６ｎｍｏｌ  l- 1）を、全量３０μｌ中、マイクロタイターウェルの表面に結合した抗ＰＳ
Ａ抗体Ｈ１１７と１５分間反応させ、その後、ストレプトアビジンでコートされたナノ粒
子を全量４０μｌ中、ビオチン化抗ＰＳＡ抗体５Ａ１０と反応させたＰＳＡアッセイの反
応速度曲線 (kinetic curve)を示す。曲線は、表面に捕捉された抗ＰＳＡ抗体Ｈ１１７に
結合した検体に結合したビオチン化抗ＰＳＡ　５Ａ１０抗体とストレプトアビジンでコー
トされたナノ粒子との時間依存的反応を表わす。ストレプトアビジンでコートされたナノ
粒子の数は変動した：反応あたり、
【外３】
　
　
ナノ粒子。Ｖｉｃｔｏｒ１４２０（パーキン　エルマー　ライフ　サイエンシズ、ワラッ
ク　オイ）時間分解蛍光光度計を用いて、マイクロタイターウェルの表面上でＰＳＡを直
接検出した。
【０１２０】
図４は、ＰＳＡ（５μｌ）およびビオチン化抗ＰＳＡ抗体（０．６ｎｍｏｌ　ｌ - 1）を、
全量３０μｌ中で、マイクロタイターウェルの表面に結合した抗ＰＳＡ抗体と１５分間反
応させ、その後、洗浄工程ののち、ストレプトアビジンでコートされた３・１０ 9Ｅｕ (II
I)－標識化ナノ粒子
【外４】
　
　
または５・１０ 1 1のＥｕ (III)標識化ストレプトアビジン（Ｅｕ (III)－Ｎ１－ＩＴＣキレ
ート、パーキン　エルマー　ライフ　サイエンシズ、ワラック　オイ）
【外５】
　
　
をビオチン化抗ＰＳＡ抗体と、あるいは洗浄工程なしで、ストレプトアビジンでコートさ
れた３・１０ 9Ｅｕ (III)－標識化ナノ粒子（●）をビオチン化抗体ＰＳＡ抗体と、全量４
０μｌ中、５分間反応させたＰＳＡアッセイの検量線を示す。Ｅｕ (III)標識化ストレプ
トアビジンのインキュベーション後、Ｅｕ (III)イオンをキレートから市販の増強溶液（
パーキン　エルマー　ライフ　サイエンシズ、ワラック　オイ）へと解離させた。Ｖｉｃ
ｔｏｒ１４２０（パーキン　エルマー　ライフ　サイエンシズ、ワラック　オイ）時間分
解蛍光光度計を用いて、マイクロタイターウェルの表面上でＰＳＡ結合ストレプトアビジ
ンナノ粒子を直接検出し、また溶液中ＰＳＡ結合Ｅｕ (III)標識化ストレプトアビジンを
検出した。
【０１２１】
図５は、ＰＳＡ（５μｌ）およびビオチン化抗ＰＳＡ抗体（０．６ｎｍｏｌ　ｌ - 1）を、
マイクロタイターウェルの表面に結合した抗ＰＳＡ抗体と、全量３０μｌ中で１５分間反
応させ、その後、ストレプトアビジンでコートされたＥｕ (III)標識化ナノ粒子をビオチ
ン化抗ＰＳＡ抗体と全量４０μｌ中６分間反応させたＰＳＡアッセイの検量線を示す。ス
トレプトアビジンでコートされたナノ粒子の数は変動した：反応につき、
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【外６】
　
　
ナノ粒子。Ｖｉｃｔｏｒ１４２０（パーキン　エルマー　ライフ　サイエンシズ、ワラッ
ク　オイ）時間分解蛍光光度計を用いて、マイクロタイターウェルの表面上でＰＳＡ結合
ストレプトアビジンナノ粒子を直接検出した。
【０１２２】
図６は、ビオチン化抗ＰＳＡ抗体（０．６ｎｍｏｌ　ｌ - 1）を、マイクロタイターウェル
の表面に結合した抗ＰＳＡ抗体と、全量３０μｌ中、１０分間、非特異的に反応させ、そ
の後、ストレプトアビジンでコートされたＥｕ (III)標識化ナノ粒子をビオチン化抗ＰＳ
Ａ抗体およびマイクロタイターウェルの表面に結合したＰＳＡ抗ＰＳＡ抗体と、全量４０
μｌ中、１０分間非特異的に反応させたアッセイにおいて、ストレプトアビジンナノ粒子
の数に対するＰＳＡ（５μｌ）のゼロ濃度レベルシグナル (zero concentration level si
gnals)を示す。Ｖｉｃｔｏｒ１４２０（パーキン　エルマー　ライフ　サイエンシズ、ワ
ラック　オイ）時間分解蛍光光度計を用いて、マイクロタイターウェルの表面上でストレ
プトアビジンナノ粒子を直接検出した。
【０１２３】
図７は、Ｅｕ (III)標識化抗ＰＳＡ抗体（星印）ならびに１３０個（四角形）、７６個（
丸）、４６個（上向き三角形）、３０個（下向き三角形）、１９個（ひし形）、１２個（
左向き三角形）および８個（右向き三角形）の活性結合部位を有するＥｕ (III)標識化ナ
ノ粒子－抗体バイオコンジュゲートの会合速度定数の測定を示す。実線は、定数ｋ d＝８
・１０ - 5ｓ - 1を用いるバイオコンジュゲートに関するあてはめ曲線 (fitted curve)であり
、一点破線は最初の４つのデータ点とｋ d＝２・１０ - 4ｓ - 1に基づく抗体に関するもので
ある。ナノ粒子－抗体バイオコンジュゲートまたは標識化抗体のほんの数パーセントだけ
が結合するように検体分子の数を調節して、遊離のバイオコンジュゲートおよび抗体の濃
度に対する固定値を与える。最初に、５μｌのブランクまたは遊離ＰＳＡ標準品（バイオ
コンジュゲートに対しては０．５μｇ　ｌ - 1、抗体に対しては２．５μｇ　ｌ - 1）および
２５μｌ／ウェルのアッセイ緩衝液を、抗ＰＳＡ抗体でコートされたマイクロタイターウ
ェルに添加した。ウェルを４５分間インキュベーションし、そして１．５・１０ 9ｐｃｓ
／ウェルのナノ粒子－抗体バイオコンジュゲートまたは２ｎｇ／ウェルの標識化抗体を４
０μｌ／ウェルのアッセイ緩衝液に添加する前に洗浄した。個々のウェルを１０～４８０
分間インキュベーションし、表面結合ナノ粒子または抗体画分の測定前に、洗浄した。ナ
ノ粒子－抗体バイオコンジュゲートからの時間分解ユーロピウム (III)蛍光は、Ｖｉｃｔ
ｏｒ T M１４２０蛍光光度計を用い、狭い放射開口と低い焦点レベルを有する６１３ｎｍで
、ウェルの底から直接検出した。ユーロピウム (III)標識化抗体からの蛍光は、ＤＥＬＦ
ＩＡ（登録商標）増強溶液中、６１３ｎｍで測定した。全結合から非特異的結合を差し引
いたのちに得られる蛍光シグナルは、蛍光対時間でプロットした。ナノ粒子－抗体バイオ
コンジュゲートおよび抗体に対する全検体濃度（Ｒ m a x）と同等の、個々の蛍光シグナル
は、実験データを反応速度式の統合式（ integrated form）に合わせる際に、採用された
（オー　シャネッシー　ディージェー (O'Shannessy DJ)ら、 Anal. Biochem.1993, 212, 4
57-68） :
Ｒ 1＝Ｃｋ aＲ m a x｛１－ｅｘｐ｛－（Ｃｋ a＋ｋ d）ｔ｝｝／（Ｃｋ a＋ｋ d）
等式において、
Ｃ＝バイオコンジュゲートまたは抗体の濃度（Ｍ）
Ｒ 1＝蛍光シグナル（ｃｔｓ）
ｔ＝時間（ｓ）
ｋ a＝会合速度定数（Ｍ - 1ｓ - 1）および
ｋ d＝解離速度定数（ｓ - 1）
【０１２４】
差し込み図は、あてはめた会合速度定数とバイオコンジュゲート上の結合部位数との依存
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性を示す。抗体に関する計算された会合速度定数は、１．３・１０ 6Ｍ - 1ｓ - 1であった。
エラーバーは３つのレプリカの±ＳＤを反映している。
【０１２５】
図８は、Ｅｕ (III)標識化抗ＰＳＡ抗体（星印）ならびに１３０個（四角形）、７６個（
丸）、４６個（上向き三角形）、３０個（下向き三角形）、１９個（ひし形）、１２個（
左向き三角形）および８個（右向き三角形）の活性結合部位を有するＥｕ (III)標識化ナ
ノ粒子－抗体バイオコンジュゲートの解離速度論 (dissociation kinetics)を示す。バッ
クグラウンドを差し引いた相対蛍光は、時間の関数としてプロットされており、線は決定
された速度定数から計算された解離を表わす。最後の時間点は速度定数決定からは除外し
た。抗体に関して計算された解離速度定数は、１．８・１０ - 4ｓ - 1である。最初に、５μ
ｌのブランクまたは遊離のＰＳＡ標準品（バイオコンジュゲートに対しては０．５μｇ　
ｌ - 1、抗体に対しては４８μｇ　ｌ - 1）および２５μｌ／ウェルのアッセイ緩衝液を、抗
ＰＳＡ抗体でコートされたマイクロタイターウェルに添加した。ウェルを４５分間インキ
ュベーションし、そして１．５・１０ 9ｐｃｓ／ウェルのナノ粒子－抗体バイオコンジュ
ゲートまたは７５ｎｇ／ウェルの標識化抗体を４０μｌ／ウェルのアッセイ緩衝液に添加
する前に洗浄した。ウェルを２時間インキュベーションし、洗浄した。解離は、アッセイ
緩衝液（５０μｌ／ウェル）中８００ｎｇ／ウェルの非標識化抗体を添加することにより
、開始させた。ウェルを０～１６０分間インキュベーションし、表面結合ナノ粒子または
抗体の画分を測定する前に、洗浄した。全結合から非特異的結合を差し引いたのちに得ら
れる蛍光シグナルを、ｌｎ（蛍光（時間＝０）／蛍光（時間））対時間でプロットした。
傾斜は、速度等式ｌｎ（Ｒ 0／Ｒ n）＝ｋ d（ｔ n－ｔ 0）（式中、Ｒ 0は時間ｔ 0における応
答でありＲ nはｔ nにおける応答である）の統合式に基づく、純粋な解離相反応 (pure diss
ociation phase reaction)の解離速度定数を表わしている。差し込み図は、あてはめた解
離速度定数とナノ粒子－抗体バイオコンジュゲート上の結合部位数との依存性を示す。エ
ラーバーは３つのレプリカの±ＳＤを反映している。
【０１２６】
図９は、Ｅｕ (III)標識化抗ＰＳＡ抗体（星印）ならびに１３０個（四角形）、７６個（
丸）、４６個（上向き三角形）、３０個（下向き三角形）、１９個（ひし形）、１２個（
左向き三角形）および８個（右向き三角形）の活性結合部位を有するＥｕ (III)標識化ナ
ノ粒子－抗体バイオコンジュゲートのアフィニティー決定を示す。バックグラウンドを差
し引いたデータが、アフィニティーの直接比較を可能にする標準化スキャッチャード表示
でプロットされている。最初に、５μｌのブランクまたは遊離のＰＳＡ標準品（バイオコ
ンジュゲートに対しては１．０μｇ　ｌ - 1、抗体に対しては４８μｇ　ｌ - 1）および２５
μｌ／ウェルのアッセイ緩衝液を、抗ＰＳＡ抗体でコートされたマイクロタイターウェル
に添加した。ウェルを４５分間インキュベーションし、８種の濃度の、４．０・１０ 9～
３．１・１０ 7ｐｃｓ／ウェルのナノ粒子－抗体バイオコンジュゲートまたは５０～０．
３９ｎｇ／ウェルの標識化抗体を４０μｌ／ウェルのアッセイ緩衝液に別々のウェルに添
加する前に、洗浄した。個々のナノ粒子と抗体の濃度に対して、個別のブランクを含めた
。ウェルを、１６時間または４時間、ナノ粒子および抗体細片に関して、それぞれインキ
ュベーションし、表面結合バイオコンジュゲートまたは抗体画分の測定の前に、洗浄した
。バイオコンジュゲートおよび抗体の結合濃度 (bound concentration)を、全結合から非
特異的結合を差し引いたのちに得られる蛍光シグナルから計算した。ナノ粒子－抗体バイ
オコンジュゲートおよび標識化抗体に対する親和定数は、結合／遊離比率対結合濃度によ
りプロットされたデータを用いて計算した。差し込み図は、あてはめた親和定数とナノ粒
子－抗体バイオコンジュゲート上の結合部位数との依存性を示す。最も低い結合／最大結
合比を有する４つのデータポイントは、より良好な一価の結合アフィニティーを表わす値
を得るために、各々の直線回帰分析から省いた。抗体に対して計算された親和定数は、６
．６・１０ 9Ｍ - 1であった。エラーバーは３つのレプリカの±ＳＤを反映している。
【０１２７】
図１０は、５μｌ（実線）および３０μｌ（破線）の試料を用いる、２段階で非競合的な
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遊離ＰＳＡのイムノアッセイに基づいた、バイオコンジュゲート（２１４個の結合部位、
四角）および標識化抗体（抗体あたり８個のユーロピウム (III)イオン、星印）のための
標準曲線を示す。標識化された水平線および垂直線は、ブランク試料の２×ＳＤおよびア
ッセイの分析感度をそれぞれ表わす。実線は、試料３０μｌ、破線は試料５μｌについて
のものであり、上方の線はバイオコンジュゲート、下方の線は標識化抗体についてのもの
である。最初に、５μｌ／ウェルの標準品および２５μｌ／ウェルのアッセイ緩衝液、ま
たは３０ｍｌ／ウェルの標準品のみを、抗ＰＳＡマイクロタイターウェルに添加し、ウェ
ルを洗浄する前に４５分間インキュベーションした。ついで、１・１０ 9ｐｃｓ／ウェル
のＥｕ (III)標識化ナノ粒子－抗体バイオコンジュゲートまたは７５ｎｇ／ウェルの標識
化抗体を、４０μｌ／ウェル量のアッセイ緩衝液に添加した。インキュベーションを２時
間実施し、ウェルを表面結合蛍光の測定前に洗浄した。ナノ粒子－抗体バイオコンジュゲ
ートからのユーロピウム (III)蛍光は、非特異的結合であるが減衰した放射開口を有する
セクションなどで検出した。標識化抗体からのシグナルは、２００μｌ／ウェルのＤＥＬ
ＦＩＡ（登録商標）増強溶液と共にさらにインキュベーションしたのち、標準プロトコル
にしたがって、６１３ｎｍで測定した。ナノ粒子関連蛍光は、減衰した放射開口を有する
表面から測定されるので、絶対的な特異的シグナルはバイオコンジュゲートと標識化抗体
とのあいだでは直接比較できない。エラーバーは３つのレプリカの±ＳＤを反映している
。
【０１２８】
図１１は、ＰＳＡアッセイの反応速度曲線を示し、該アッセイでは、ＰＳＡ（５μｌ、１
μｇ　ｌ - 1）およびビオチン化抗ＰＳＡ抗体５Ａ１０（０．６ｎｍｏｌ　ｌ - 1）（●）、
またはＰＳＡ（５μｌ、１μｇ　ｌ - 1）およびビオチン化抗ＰＳＡ抗体５Ａ１０（０．６
ｎｍｏｌ　ｌ - 1）およびビオチン化抗ＰＳＡ抗体Ｈ５０（０．６ｎｍｏｌ　ｌ - 1）
【外７】
　
　
（これらはＰＳＡ分子の異なる部位で反応する）を、マイクロタイターウェル表面結合抗
ＰＳＡ抗体と、全量３０μｌで１５分間反応させ、その後、ストレプトアビジンでコート
された１・１０ 9個のナノ粒子がビオチン化抗ＰＳＡ抗体と全量４０μｌで反応させた。
本曲線は、ストレプトアビジンでコートされたナノ粒子と、表面捕捉された抗ＰＳＡ抗体
Ｈ１１７に結合した検体に結合したビオチン化抗ＰＳＡ５Ａ１０抗体（ＰＳＡ分子あたり
２個の抗体）との時間依存性反応を示す。Ｖｉｃｔｏｒ１４２０（パーキン　エルマー　
ライフ　サイエンシズ、ワラック　オイ）時間分解蛍光光度計を用いて、マイクロタイタ
ーウェルの表面上でＰＳＡを直接検出した。
【０１２９】
図１２ａ（対数スケール）および図１２ｂ（直線スケール）は、蛍光ラテックス（Ｆｌｕ
ｏｒｏ－Ｍａｘ、直径１０ 7ｎｍ、セラジン (Seradyn)、ＩＮ）を含有するユーロピウムキ
レートの時間分解放射スペクトルを示す。１２ａの差し込み図は、７００ｎｍを超える波
長での正確な放射プロファイルを示す。有意でない（バックグラウンドと区別できない）
、直接的で長寿命のユーロピウム放射が、７１０ｎｍを超える波長で存在する。０．１％
トリトンＸ－１００中の０．１％ナノ粒子溶液のユーロピウム (III)蛍光は、３４０ｎｍ
励起、励起閃光後１５０ｍｓ遅延、および５００ｍｓ測定窓の時間分解蛍光モード（Ｈａ
ｍａｍａｔｓｕ　ＰＭＴ　Ｒ２９４９）で測定した。
【０１３０】
図１３は、多重色素（ multiple dye）含有（エネルギー移動）微粒子（Ｔｒａｎｓｆｌｕ
ｏｒｅｓｐｈｅｒｅｓ　７６０、ＴＦＳ－７６０、直径２ｍｍ、モレキュラー　プローブ
ズ (Molecular Probes)、オランダ）の励起および放射スペクトル、ならびにユーロピウム
キレート含有蛍光ラテックス（Ｆｌｕｏｒｏ－Ｍａｘ、直径１０ 7ｎｍ、セラジン、ＩＮ
）の放射スペクトルを示す。ＴＦＳ－７６０粒子は例外的に大きなストークシフト、すな
わち励起波長と放射波長との差異を有する。バックグラウンドは非常に低く、直線スケー
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ルには示されない。０．１％トリトンＸ－１００中に４０，０００粒子／ｍｌを含有する
溶液からの蛍光は、放射スペクトルのために６１５ｎｍの励起波長を、励起スペクトルの
ために７６０ｎｍの放射波長を用いて、（迅速）蛍光方式で測定した（Ｈａｍａｍａｔｓ
ｕ　ＰＭＴ　Ｒ２９４９）。ＴＦＳ－７６０粒子はユーロピウム (III)発光の放射最大の
波長で効果的に励起され、ユーロピウム (III)が非常に弱いバックグラウンドを有する７
６０ｎｍで強い放射を有する。ＴｒａｎｓＦｌｕｏＳｈｅｒｅｓもユーロピウムナノ粒子
の励起波長（３４０ｎｍ）で励起されるので、時間の分解 (temporal resolution)が、エ
ネルギー移動で励起される放射を分離するために必要である。
【０１３１】
図１４は、遊離の前立腺特異抗原（ＰＳＡ）の真のホモジニアスなイムノアッセイの検量
線を示す。非競合的サンドイッチイムノアッセイは、サンドイッチペアの第１抗体（Ｍａ
ｂ５Ａ１０）でコートされた、ユーロピウムキレート含有蛍光ラテックス（Ｆｌｕｏｒｏ
－Ｍａｘ、直径１０７ｎｍ、セラジン、ＩＮ）をエネルギードナーとして、およびサンド
イッチペアの第２抗体（ＭａｂＨ１１７）でコートされた多重色素含有（エネルギー移動
）微粒子（Ｔｒａｎｓｆｌｕｏｒｅｓｐｈｅｒｅｓ　７６０、直径２ｍｍ、モレキュラー
　プローブス、オランダ）をエネルギーアクセプターとして用いて実施した。溶液中の遊
離ＰＳＡが０．００１ｎＭ未満の検出限界が、非最適化 (non-optimized)測定装置を用い
る実験で達成された。ウェル表面が非特異的結合するのをブロッキングするために、ウシ
血清アルブミンでコートされたマイクロタイターウェル中の、全量１５０ｍＬのアッセイ
緩衝液（０．９ｗ／ｖ％ＮａＣｌ、０．０５ｗ／ｖ％ＮａＮ 3、０．５ｗ／ｖ％ウシ血清
アルブミン、０．０１ｗ／ｖ％Ｔｗｅｅｎ４０、０．０５ｗ／ｖ％ウシグロブリン、２０
ｍＭ　ＤＴＰＡを含有する５０ｍＭトリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．８）に、第１抗体（５・１
０ 9ｐｃｓ）でコートされたユーロピウム (III)ナノ粒子および第２抗体（１．４・１０ 9

ｐｃｓ）でコートされたＴＦＳ－７６０粒子を添加した。ついで、５０ｍＬの様々なＰＳ
Ａ標準品を個別のウェルに添加し、振とうしながら、反応を室温で２時間インキュベーシ
ョンした。赤色感受性 (red-sensitive)のＰＭＴおよびロングパス (longpass)放射フィル
ター（＞７２５ｎｍ、７２５ｎｍでＴ％５０、７１０ｎｍでＴ％５）を備えた、時間分解
モード（３４０ｎｍでの励起、遅延時間８０ｍｓ、測定窓５００ｍｓ、サイクル時間４０
００ｍｓ）のＶｉｃｔｏｒ多重標識カウンターを用いて、エネルギー移動で励起したＴＦ
Ｓ－７６０の蛍光を測定した。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、時間分解ホモジニアスアッセイの原理を示す。
【図２】　図２は、反応時間の関数としてアッセイに関連した会合、解離および複合体濃
度を表わすアッセイのシミュレーションを示す。
【図３】　図３は、様々な数のナノ粒子を用いた前立腺特異抗原（ＰＳＡ）アッセイの反
応速度曲線を表わす。
【図４】　図４は、洗浄工程あり、および洗浄工程なしでのＰＳＡアッセイの検量線を示
す。
【図５】　図５は、様々な数のナノ粒子を用いたＰＳＡアッセイに対する検量線を示す。
【図６】　図６は、様々な数のナノ粒子を用いたＰＳＡアッセイのバックグラウンド蛍光
を示す。
【図７】　図７は、ナノ粒子なしの、およびナノ粒子当たり様々な数の活性結合部位を有
するナノ粒子を有するナノ粒子を用いた、ＰＳＡアッセイの会合速度定数の測定を示す。
【図８】　図８は、ナノ粒子なしの、および様々な結合部位数を有するナノ粒子を用いる
、バイオコンジュゲートの解離キネティクスを示す。
【図９】　図９は、ナノ粒子なしの、および様々な結合部位数を有するナノ粒子を用いる
、バイオコンジュゲートのアフィニティーの測定を示す。
【図１０】　図１０は、バイオコンジュゲートおよび標識化抗体ベースの２段階で非競合
的な遊離ＰＳＡイムノアッセイの標準曲線を示す。
【図１１】　図１１は、ＰＳＡアッセイの反応速度曲線に対する、１種ビオチン化抗体の
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代わりに、２種ビオチン化抗体を用いることによる効果を示す。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

(30) JP 3890019 B2 2007.3.7



【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ ａ 】 【 図 １ ２ ｂ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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