
(57)【要約】
例えば抗体、抗原、受容体及びリガンド等の特異的結合パートナーの利用による試料の定
性的及び定量的決定のためのイムノアッセイキットであって、担体又はマイクロタイター
プレートであって複数のウェルを有し１次結合パートナーでプレコートされたものを含み
、結合パートナーが凍結乾燥物として固定化された形で存在するキット。マイクロタイタ
ープレートのウェルの一部は、増加的な希釈度の、凍結乾燥形の、決定されるべき試料の
参照標準シリーズを追加的に含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 体 、 抗 原 、 受 容 体 及 び リ ガ ン ド 等 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 利 用 に よ る 試 料 の 定 性 及 び
定 量 的 決 定 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 担 体 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
で あ っ て 複 数 の ウ ェ ル を 有 し 1次 結 合 パ ー ト ナ ー で プ レ コ ー ト さ れ た も の を 含 み 、 前 記 結
合 パ ー ト ナ ー は 固 定 化 さ れ た 形 で 凍 結 乾 燥 物 と し て 存 在 す る キ ッ ト に お い て 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル の 一 部 が 、 決 定 さ れ る べ き 試 料 の 参 照 標 準 シ リ ー ズ を 、 増 加 す る
希 釈 度 で 、 凍 結 乾 燥 形 で 、 追 加 的 に 含 む こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ 】
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル が 、 酵 素 -又 は ビ オ チ ン -カ ッ プ リ ン グ さ れ た 2次 結 合
パ ー ト ナ ー の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 特 に 2次 結 合 抗 体 と 、 ビ オ チ ン -カ ッ プ リ ン グ さ れ た コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 場 合 酵 素 と を 、 凍 結 乾 燥 形 で 追 加 的 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の イ ム
ノ ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ 】
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル が 、 試 料 希 釈 溶 媒 を 凍 結 乾 燥 形 で 含 む こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
テ ス ト キ ッ ト が 、 プ レ コ ー ト さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 加 え 、 洗 浄 緩 衝 液 、 基 質
溶 液 及 び 停 止 溶 液 の み を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ 】
ビ オ チ ン -カ ッ プ リ ン グ さ れ た 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 場 合 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 わ さ
び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)が 2次 試 薬 と し て 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い
ず れ か １ 項 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
テ ス ト キ ッ ト が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 安 定 剤 及 び /又 は 一 般 的 な 凍 結 乾 燥 保 護 剤 例 え ば タ ン
パ ク 質 (例 え ば ア ル ブ ミ ン (例 え ば BSA)タ ン パ ク 加 水 分 解 物 (ペ プ ト ン 、 ゼ ラ チ ン ...)カ ゼ
イ ン )及 び /又 は ポ リ マ ー (例 え ば デ キ ス ト ラ ン 、 PVA、 PVP)、 糖 (た と え ば ス ク ロ ー ス 、 ト
レ ハ ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 キ シ リ ッ ト (xylite)、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 マ ル ト ー
ス 、 グ ル コ ー ス 、 イ ノ シ ト ー ル )及 び /又 は 静 菌 剤 (例 え ば チ メ ロ サ ー ル 、 プ ロ ク リ ン )及 び
/又 は フ ェ ノ ー ル 物 質 及 び ア ニ リ ン 、 ま た は 置 換 基 を 有 す る も の (低 分 子 ア ル キ ル 残 基 又 は
Cl、 Br...)(例 え ば o-メ ト キ シ フ ェ ノ ー ル 、 o-メ チ ル フ ェ ノ ー ル 、 p-メ チ ル フ ェ ノ ー ル 、 o
-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル 、 o-ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 、 (o、 m又 は p)-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ ル ア ル コ ー
ル 、 ア ニ リ ン 、 p-ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 p-メ ト キ シ -ア ニ リ ン 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 安 息 香
酸 、 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 、 1-フ ェ ニ ル -1,2-エ タ ン ジ オ ー ル 、 ト ラ ン ス -
1,2-シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ー ル 、 シ ス -1,2-シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ カ ル ボ ン 酸 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル
ア ミ ン )及 び /又 は 疎 水 性 の 化 合 物 及 び /又 は 溶 媒 (例 え ば DMF、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 DMSO)
及 び /又 は 界 面 活 性 剤 (例 え ば Tween-20)及 び /又 は ア リ ー ル ホ ウ 酸 化 合 物 (例 え ば フ ェ ニ ル
ホ ウ 酸 、 4-ブ ロ モ フ ェ ニ ル ホ ウ 酸 、 3-ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ニ ル ホ ウ 酸 、 1-ナ フ チ ル ホ ウ 酸 )
及 び /又 は 基 質 類 似 物 (例 え ば TMB、 ル ミ ノ ー ル )及 び /又 は ポ リ ヒ ド ロ キ シ 化 合 物 (例 え ば ポ
リ オ ー ル 、 ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )、 グ リ セ ロ ー ル )及 び /又 は エ ク ト イ ン (例 え ば (S)-2
-メ チ ル -1,4,5,6-テ ト ラ ヒ ド ロ ピ リ ミ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 [THP(B)]、 (S,S)-β -2-メ チ ル -5
-ヒ ド ロ キ シ -1,2,4,5,6-テ ト ラ -ヒ ド ロ ピ リ ミ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 [THP(A)])及 び /又 は イ
オ ン 及 び /又 は 多 価 イ オ ン (例 え ば 金 属 イ オ ン (Al、 Zn、 Mg、 Fe、 Cu...))及 び /又 は 錯 体 試
薬 (例 え ば EDTA)及 び /又 は ア ミ ノ 酸 (例 え ば グ リ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、
セ リ ン 、 グ ル タ メ ー ト 、 ア ラ ニ ン 、 リ シ ン 、 サ ル コ シ ン 、 γ -ア ミ ノ 酪 酸 、 フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン )及 び /又 は TRIS、 塩 、 ア ミ ン 、 Na-コ ー ル 酸 塩 、 ス ク ロ ー ス  モ ノ ラ ウ レ ー ト 及 び /又
は 2-O-β -マ ン ノ シ ル  グ リ セ レ ー ト の よ う な 物 質 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の
い ず れ か １ 項 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
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研 究 的 診 断 及 び in vitro診 断 に お け る 適 用 の た め の 、 菌 血 清 学 、 例 え ば HIV、 HepV、 EBV、
CMV等 の 感 染 の 検 出 へ の 適 用 の た め の 、 腫 瘍 の 診 断 、 例 え ば 腫 瘍 マ ー カ ー 又 は 腫 瘍 関 連 タ
ン パ ク 質 、 血 管 新 生 マ ー カ ー 、 転 移 マ ー カ ー 等 の 検 出 へ の 適 用 の た め の 、 例 え ば 動 物 ア レ
ル ゲ ン 、 植 物 花 粉 、 食 品 成 分 な ど の ア レ ル ギ ー 学 に お け る 適 用 の た め の 、 例 え ば ANA/ENA
、 真 性 糖 尿 病 /IDDM、 甲 状 腺 抗 原 、 自 己 免 疫 肝 炎 、 APS等 の 分 野 に お け る 自 己 抗 原 の 検 出 等
の 自 己 免 疫 診 断 に お け る 適 用 の た め の 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン 、 接 着 分 子 、 ケ モ カ イ ン 等 の
検 出 等 の 、 炎 症 性 の 工 程 又 は 感 染 に よ り 起 さ れ る 免 疫 疾 患 の 検 出 の た め の 、 例 え ば 排 卵 テ
ス ト 、 妊 娠 テ ス ト 等 の ホ ル モ ン バ ラ ン ス の 変 化 の 検 出 の た め の 、 例 え ば 治 療 的 抗 体 及 び 抗
原 、 有 機 及 び 無 機 化 合 物 の 検 出 等 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ に お け る 適 用 の た め の 、 ア ポ ト ー シ
ス 又 は ネ ク ロ ー シ ス に よ る 細 胞 死 の 検 出 の た め の 、 及 び /又 は 遺 伝 的 な 変 化 、 遺 伝 的 疾 患
の 検 出 の た め の 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 例 え ば 抗 体 、 抗 原 、 受 容 体 及 び リ ガ ン ド 等 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 利 用 に よ
る 、 試 料 の 定 性 的 お よ び 定 量 的 な 決 定 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 担 体 ま た
は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ っ て 複 数 の ウ ェ ル を 有 し 一 次 結 合 パ ー ト ナ ー で プ レ コ ー
ト さ れ た も の を 含 み 、 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 凍 結 乾 燥 物 と し て 固 定 化 さ れ た 形 態 で 存 在 す
る も の に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 カ ッ プ リ ン グ さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 、 蛍 光 ラ ベ ル イ ム ノ ア ッ セ イ 、
発 光 ラ ベ ル イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 他 の い ず れ か の マ ー カ ー で ラ ベ ル さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ
は 、 例 え ば 抗 原 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 抗 体 等 の タ ン パ ク 質 な ら び に 化 学 物 質 を 検 出 及 び 定
量 す る た め の 、 ル ー チ ン 的 な 診 断 及 び 研 究 的 な 診 断 に 用 い ら れ る 。 従 来 技 術 に よ れ ば 、 そ
の よ う な テ ス ト キ ッ ト に お け る 結 合 パ ー ト ナ ー の ひ と つ は ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト 等 の 固 体
担 体 に 結 合 し 、 一 方 テ ス ト を 実 行 す る の に 必 要 な 他 の 試 薬 は 、 テ ス ト キ ッ ト の 別 の コ ン ポ
ネ ン ト と し て 添 加 さ れ る 。 こ れ ら の 試 薬 は 通 常 、 濃 縮 液 又 は 凍 結 乾 燥 物 と し て 定 量 さ れ た
形 の 検 出 対 象 タ ン パ ク 質 (参 照 標 準 )、 標 準 溶 媒 (medium)及 び サ ン プ ル 希 釈 溶 媒 、 カ ッ プ リ
ン グ さ れ た 形 の 第 2の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー (コ ン ジ ュ ゲ ー ト )で あ っ て 濃 縮 又 は 作 業 溶 液
で あ る も の 、 必 要 で あ れ ば 2次 検 出 シ ス テ ム 、 並 び に 酵 素 ラ ベ ル の 場 合 は 検 出 に 必 要 と な
る 基 質 試 薬 を 含 む 。 酵 素 反 応 を 止 め る た め 停 止 溶 液 が 添 加 さ れ 、 通 常 濃 縮 物 と し て 存 在 す
る ア ッ セ イ 緩 衝 液 が 、 第 2の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 及 び 2次 試 薬 の た め の 作 業 溶 液 を 調 製 す
る の に 利 用 可 能 で あ る 。 作 業 工 程 間 に 洗 浄 工 程 が 必 要 な た め 、 慣 用 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ
ト は 洗 浄 緩 衝 液 を 、 通 常 濃 縮 液 の 形 で 含 む 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
商 業 的 に 利 用 可 能 な ELISAキ ッ ト は 、 有 効 な テ ス ト シ ス テ ム を ユ ー ザ ー に 提 供 す る 。 そ の
製 品 は 、 ア ッ セ イ を す る の に 必 要 な 全 て の 試 薬 を 、 最 適 化 さ れ た 濃 度 及 び 量 で 含 み 、 且 つ
ア ッ セ イ を ど の よ う に 実 行 す る か に つ い て の 詳 細 な プ ロ ト コ ル を も 含 む 。 個 々 の 反 応 工 程
は 、 概 し て 連 続 的 に 実 行 さ れ る 。 分 析 物 (標 準 、 試 料 )及 び 固 相 を 伴 な う 2次 抗 体 (カ ク テ ル
)を 用 い た ジ ョ イ ン ト イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 多 く の ア ッ セ イ シ ス テ ム に お い て 有 用 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ の 典 型 的 な 例 は サ ン ド イ ッ チ ELISA(酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ )
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
典 型 的 に は 、 そ の よ う な ELISAキ ッ ト は 下 記 の コ ン ポ ネ ン ト を 含 む ：
・ 96ウ ェ ル を 有 し 、 1次 抗 体 で プ レ コ ー ト さ れ 、 ブ ロ ッ ク さ れ 固 定 化 さ れ た マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト ；
・ 参 照 材 料 ： 規 定 さ れ た 濃 度 の 、 標 準 の シ リ ー ズ を 確 立 す る た め の 分 析 物 (標 準 )；
・ 酵 素 － (西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )又 は ビ オ チ ン － カ ッ プ リ ン グ さ れ た 2次 抗 体 ；
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・ 必 要 で あ れ ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 酵 素 (西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )；
・ 基 質 溶 液 (テ ト ラ メ チ レ ン 　 ベ ン ジ ジ ン )
・ 洗 浄 緩 衝 液 ： 試 料 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 先 立 ち 、 及 び 反 応 工 程 間 に 、 プ レ ー ト を 洗 浄
す る た め の 生 理 食 塩 水 溶 液 ；
・ ア ッ セ イ 緩 衝 液 ： 2次 抗 体 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 酵 素 濃 縮 液 を 希 釈 (作 業 溶 液 を 調 製 )
す る た め の 生 理 食 塩 水 溶 液 ；
・ 試 料 希 釈 溶 媒 ： 参 照 材 料 及 び 未 知 の 試 料 を 希 釈 す る た め の 特 定 の 液 体 溶 媒 ；
・ 酵 素 反 応 を 止 め る た め の 停 止 溶 液
【 ０ ０ ０ ６ 】
ア ッ セ イ を 行 な う た め に は 、 以 下 の 作 業 工 程 を ユ ー ザ ー が 実 行 し な け れ ば な ら な い ：
・ 作 業 溶 液 の 調 製
・ 参 照 材 料 の 希 釈 に よ る 、 標 準 の シ リ ー ズ の 確 立
・ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 洗 浄 ；
・ 試 料 希 釈 溶 媒 の 提 供 ；
・ 個 々 の 参 照 希 釈 液 の 適 用 (標 準 の シ リ ー ズ )；
・ 未 知 の 試 料 の 適 用 ；
・ 酵 素 -又 は ビ オ チ ン -カ ッ プ リ ン グ さ れ た 2次 抗 体 の 添 加 ；
・ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 洗 浄 ；
・ 任 意 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 酵 素 の 添 加 ；
・ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 洗 浄 ；
・ 基 質 の 添 加 ；
・ 停 止 溶 液 の 添 加 ；
・ 光 学 密 度 の 測 定 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 は 、 そ の よ う な ア ッ セ イ キ ッ ト の 操 作 を 簡 便 に し 、 定 性 的 識 別 に 加 え て の 定 量 的 評
価 を の 実 現 を 可 能 と す る こ と を 目 的 と す る 。 ア ッ セ イ の 実 施 に か か る 作 業 及 び 時 間 を 減 少
さ せ る こ と に 加 え 、 本 発 明 は さ ら に 、 必 要 な 操 作 工 程 を 最 小 化 す る こ と に よ り 、 ユ ー ザ ー
の 誤 り の 可 能 性 を 減 少 さ せ る こ と を 目 的 と す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 キ ッ ト の 重 量 及 び 体
積 を 明 ら か に 減 少 さ せ る こ と に よ り パ ッ ケ ー ジ ン グ の 体 積 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ の コ ス ト 、
並 び に 輸 送 料 金 を 低 減 し 、 標 準 化 さ れ た 基 礎 キ ッ ト を 延 長 さ れ た 製 品 保 存 寿 命 で 提 供 す る
こ と に よ り ロ ジ ス テ ィ ッ ク を 簡 便 に す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ の 目 的 を 解 決 す る た め 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト は 本 質 的 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト の ウ ェ ル の 一 部 が 、 決 定 さ れ る べ き 試 料 の 参 照 標 準 の シ リ ー ズ を 、 凍 結 乾 燥 さ れ
た 形 に お い て 増 加 的 な 希 釈 度 を も っ て 追 加 的 に 含 む こ と か ら な る 。 担 体 又 は マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト は 追 加 的 に 、 決 定 さ れ る べ き 試 料 の 参 照 標 準 の シ リ ー ズ を 既 に 含 む と い う 事
実 に よ り 、 実 験 室 で の 分 析 に お け る 参 照 材 料 の 作 業 溶 液 及 び 対 応 す る 希 釈 シ リ ー ズ の 調 製
の 煩 雑 な 工 程 が 除 か れ る 、 純 粋 に 定 性 的 な 分 析 に 加 え て 、 増 加 的 に 連 続 的 な 標 準 の 間 の 領
域 内 の 規 定 さ れ た テ ス ト 結 果 の 間 の 内 挿 に よ る 定 量 的 な 見 積 と 定 量 的 な 決 定 も ま た 、 簡 便
に な っ た 。 参 照 材 料 の 作 業 溶 液 の 調 製 及 び 標 準 希 釈 溶 媒 の マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル へ の 導
入 を 必 要 と し な い 、 標 準 の シ リ ー ズ の た め に 提 供 さ れ た そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト
の 設 計 は 、 実 質 的 に 方 法 を 合 理 化 及 び 単 純 化 す る こ と を 可 能 と す る 。 特 に 精 密 な 再 現 性 の
あ る 標 準 の シ リ ー ズ を 提 供 し 、 そ の た め 誤 り の 可 能 性 を 実 質 的 に 低 減 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
特 に 有 利 な 態 様 に お い て は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト の 予 製 は さ ら に 加 速 さ れ 、 試 料 の 決 定
に 必 要 な 工 程 が さ ら に 低 減 さ れ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 形 態 (configuration)は 、 有 利 に
、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル が 追 加 的 に 2次 結 合 パ ー ト ナ ー の 酵 素 -又 は ビ オ チ ン
-カ ッ プ リ ン グ し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 特 に 2次 結 合 抗 体 を 含 む よ う に 形 作 ら れ 、 前 記 ビ オ チ
ン -カ ッ プ リ ン グ し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 場 合 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 形 の 酵 素 を 含 む 。 従 っ て 、
検 出 さ れ る べ き タ ン パ ク 質 を 定 量 す る た め の 、 規 定 さ れ た タ ン パ ク 濃 度 で 用 い ら れ る 標 準
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の シ リ ー ズ に 加 え 、 上 記 ラ ベ ル の 一 つ 以 上 と カ ッ プ リ ン グ さ れ た 2次 的 な 特 異 的 結 合 パ ー
ト ナ ー (力 価 測 定 さ れ た 濃 度 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 並 び に 任 意 に 2次 試 薬 )が 、 検 出 の た め に 、
既 に 凍 結 乾 燥 し た 固 相 の 形 で 、 相 に 強 固 に 結 合 し た 1次 結 合 パ ー ト ナ ー と 共 に 導 入 さ れ る
。 こ れ ら の コ ン ポ ネ ン ト の 凍 結 乾 燥 形 即 ち 約 -30℃ の 低 温 で の 脱 水 形 で の 提 供 は 、 参 照 材
料 の 前 反 応 を お そ れ る 必 要 が な い 程 度 に 反 応 動 態 を 凍 結 さ せ る 。 高 度 に 希 釈 さ れ た 作 業 溶
液 並 び に 安 定 性 に 乏 し い 溶 液 が ス ト ッ ク の 状 態 で は 保 持 さ れ ず 、 テ ス ト が 始 ま る 直 前 に な
っ て 始 め て 、 担 体 上 で 溶 媒 の 添 加 又 は 再 加 水 に よ っ て 調 製 さ れ る た め 、 誤 り の も と と な り
う る も の が さ ら に 除 か れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
さ ら な る 増 強 、 及 び 決 定 に 必 要 な 作 業 工 程 数 の さ ら な る 減 少 の た め 、 形 態 は 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル が 、 凍 結 乾 燥 形 の 試 料 希 釈 溶 媒 を 含 む よ う に 形 作 ら れ る 。 特 定 の
試 料 希 釈 溶 媒 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 対 応 す る ウ ェ ル に 、 例 え ば 2℃ に お い て 、 必
要 量 導 入 す る こ と が で き 、 一 方 2次 抗 体 -酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 又 は 2次 抗 体 及 び ビ オ チ ン
コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 混 合 物 を 、 同 じ 温 度 に お い て マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 全 て の ウ ェ ル
に に 導 入 す る こ と が で き る 。 そ こ で そ の よ う に 充 填 さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト は 、
例 え ば -30℃ に 予 め 冷 却 さ れ た 凍 結 乾 燥 装 置 に お け る 凍 結 乾 燥 工 程 に よ り 、 凍 結 乾 燥 に 供
さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
し か し 、 テ ス ト キ ッ ト を 完 成 さ せ る た め に 、 そ の よ う な 予 製 さ れ た 担 体 又 は 予 製 さ れ た マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト は 、 少 量 の 追 加 コ ン ポ ネ ン ト を 必 要 と し 、 テ ス ト キ ッ ト は 有 利 に
は 、 プ レ コ ー ト さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 加 え て 、 洗 浄 緩 衝 液 、 基 質 溶 液 、 及 び
停 止 溶 液 だ け を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
し た が っ て 、 試 料 の 決 定 の た め に は 、 そ れ は 、 規 定 さ れ た 体 積 の 蒸 留 水 を 標 準 シ リ ー ズ 及
び 任 意 の ブ ラ ン ク の ウ ェ ル 並 び に 試 料 の ウ ェ ル に 添 加 す る こ と に よ り マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト を 再 水 和 す る た め に 単 に 必 要 と な り 、 そ こ で 未 知 の 試 料 が 充 填 さ れ イ ン キ ュ ベ ー ト
さ れ る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 全 て の マ イ ク ロ タ イ
タ ー ウ ェ ル に 基 質 を 適 用 し た 後 、 停 止 溶 液 を 所 定 期 間 後 に 添 加 し 、 テ ス ト の 評 価 を 直 ち に
始 め る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
こ の よ う な 点 か ら 形 態 は 有 利 に は 、 ビ オ チ ン -カ ッ プ リ ン グ 2次 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 場 合
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)を 2次 試 薬 と し て 用 い る よ う に
形 作 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
主 と し て 、 本 発 明 に よ る 形 態 は 、 ユ ー ザ ー に と っ て の ア ッ セ イ の 実 施 が 、 未 知 の 試 料 の 添
加 及 び 酵 素 反 応 に ま で 減 ら さ れ た も の で あ り 、 全 て の 他 の 工 程 は 予 め ELISAキ ッ ト の 製 造
者 に よ り 実 行 さ れ て い る 。 従 っ て マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト は 製 造 者 に よ り 、 特 異 的 な 1
次 抗 体 で 被 覆 さ れ 、 ブ ロ ッ ク さ れ 固 定 化 さ れ て お り 、 そ こ で プ レ ー ト は 、 例 え ば -20℃ に
冷 却 さ れ 、 上 記 の 試 料 希 釈 試 薬 の 標 準 シ リ ー ズ 、 並 び に 2次 抗 体 -酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は
2次 抗 体 -ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 酵 素 混 合 物 を 導 入 す る 追 加 の 工
程 が 、 製 造 者 に よ り 、 規 定 さ れ た 様 式 で 実 行 さ れ る 。 従 っ て ア ッ セ イ の 実 施 は 、 分 析 さ れ
る べ き 試 料 の 添 加 及 び 基 質 の 着 色 に 基 づ い た ア ッ セ イ の 評 価 に ま で 減 少 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
特 に 有 利 な 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト は 、 テ ス ト キ ッ ト が 、 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 安 定 剤 及 び /又 は 一 般 的 な 凍 結 乾 燥 保 護 剤 (lyoprotectants)例 え ば タ ン パ ク 質 (
例 え ば ア ル ブ ミ ン (例 え ば BSA)タ ン パ ク 加 水 分 解 物 (ペ プ ト ン 、 ゼ ラ チ ン ...)カ ゼ イ ン )、
ポ リ マ ー (例 え ば デ キ ス ト ラ ン 、 PVA、 PVP)、 糖 (た と え ば ス ク ロ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ラ
ク ト ー ス 、 キ シ リ ッ ト (xylite)、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 マ ル ト ー ス 、 グ ル コ ー ス
、 イ ノ シ ト ー ル )、 静 菌 剤 (例 え ば チ メ ロ サ ー ル 、 プ ロ ク リ ン )、 フ ェ ノ ー ル 物 質 及 び ア ニ
リ ン 、 ま た は 置 換 基 を 有 す る も の (低 分 子 ア ル キ ル 残 基 又 は Cl、 Br...)(例 え ば o-メ ト キ シ
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フ ェ ノ ー ル 、 o-メ チ ル フ ェ ノ ー ル 、 p-メ チ ル フ ェ ノ ー ル 、 o-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル 、 o-ヒ ド ロ
キ シ 安 息 香 酸 、 (o、 m又 は p)-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 ア ニ リ ン 、 p-ア ミ ノ 安 息 香
酸 、 p-メ ト キ シ -ア ニ リ ン 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 安 息 香 酸 、 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 ベ ン
ジ ル ア ミ ン 、 1-フ ェ ニ ル -1,2-エ タ ン ジ オ ー ル 、 ト ラ ン ス -1,2-シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ー ル 、
シ ス -1,2-シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ カ ル ボ ン 酸 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン )； 疎 水 性 の 化 合 物 及 び 溶
媒 (例 え ば DMF、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 DMSO)； 界 面 活 性 剤 (例 え ば Tween-20)； ア リ ー ル ホ
ウ 酸 化 合 物 (例 え ば フ ェ ニ ル ホ ウ 酸 、 4-ブ ロ モ フ ェ ニ ル ホ ウ 酸 、 3-ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ニ ル
ホ ウ 酸 、 1-ナ フ チ ル ホ ウ 酸 )； 基 質 類 似 物 (例 え ば TMB、 ル ミ ノ ー ル )； ポ リ ヒ ド ロ キ シ 化 合
物 (例 え ば ポ リ オ ー ル 、 ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )、 グ リ セ ロ ー ル )； エ ク ト イ ン (例 え ば (
S)-2-メ チ ル -1,4,5,6-テ ト ラ ヒ ド ロ ピ リ ミ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 [THP(B)]、 (S,S)-β -2-メ チ
ル -5-ヒ ド ロ キ シ -1,2,4,5,6-テ ト ラ -ヒ ド ロ ピ リ ミ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 [THP(A)])； イ オ
ン 及 び /又 は 多 価 イ オ ン (例 え ば 金 属 イ オ ン (Al、 Zn、 Mg、 Fe、 Cu...))； 錯 体 試 薬 (例 え ば E
DTA)； ア ミ ノ 酸 (例 え ば グ リ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 セ リ ン 、 グ ル タ メ
ー ト 、 ア ラ ニ ン 、 リ シ ン 、 サ ル コ シ ン 、 γ -ア ミ ノ 酪 酸 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン )及 び /又 は TRI
S、 塩 、 ア ミ ン 、 Na-コ ー ル 酸 塩 、 ス ク ロ ー ス  モ ノ ラ ウ レ ー ト 、 2-O-β -マ ン ノ シ ル  グ リ
セ レ ー ト の よ う な 物 質 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
特 に 単 純 な 手 順 モ ー ド を 考 慮 す る と 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト は 複 数 の 適 用 オ プ シ
ョ ン に 適 し て い る 。 特 に 有 利 な 態 様 に お い て は 、 こ の 形 式 の イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト の 使 用
は 、 研 究 的 診 断 及 び in vitro診 断 へ の 適 用 の た め の も の 、 菌 血 清 学 、 例 え ば HIV、 HepV、 E
BV、 CMV等 の 感 染 の 検 出 へ の 適 用 の た め の も の 、 腫 瘍 の 診 断 、 例 え ば 腫 瘍 マ ー カ ー 又 は 腫
瘍 関 連 タ ン パ ク 質 、 血 管 新 生 マ ー カ ー 、 転 移 マ ー カ ー 等 の 検 出 へ の 適 用 の た め の も の 、 例
え ば 動 物 ア レ ル ゲ ン 、 植 物 花 粉 、 食 品 成 分 な ど の ア レ ル ギ ー 学 に お け る 適 用 の た め の も の
、 例 え ば ANA/ENA、 真 性 糖 尿 病 /IDDM、 甲 状 腺 抗 原 、 自 己 免 疫 肝 炎 、 APS等 の 分 野 に お け る
自 己 抗 原 の 検 出 等 の 自 己 免 疫 診 断 に お け る 適 用 の た め の も の 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン 、 接 着
分 子 、 ケ モ カ イ ン 等 の 検 出 等 の 、 炎 症 性 の 工 程 又 は 感 染 に よ り 起 さ れ る 免 疫 疾 患 の 検 出 の
た め の も の 、 例 え ば 排 卵 テ ス ト 、 妊 娠 テ ス ト 等 の ホ ル モ ン バ ラ ン ス の 変 化 の 検 出 の た め の
も の 、 例 え ば 治 療 的 抗 体 及 び 抗 原 、 有 機 及 び 無 機 化 合 物 の 検 出 等 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ に お
け る 適 用 の た め の も の 、 ア ポ ト ー シ ス 又 は ネ ク ロ ー シ ス に よ る 細 胞 死 の 検 出 の た め の も の
、 及 び /又 は 遺 伝 的 な 変 化 、 遺 伝 的 疾 患 の 検 出 の た め の も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
以 下 に お い て 、 従 来 技 術 と の 対 比 に お い て 、 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 し 、 従 来 技 術 は 、 標
準 キ ッ ト と 称 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
1.ELISAキ ッ ト の コ ン ポ ネ ン ト ：
a)直 接 的 に 酵 素 -カ ッ プ リ ン グ し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト
【 ０ ０ １ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ０ 】
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b)ビ オ チ ン に カ ッ プ リ ン グ し た 2次 抗 体 、 2次 試 薬 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 わ さ び ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ (HRP)又 は 類 似 物 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
2.ア ッ セ イ の 実 施 の た め の 操 作 工 程 ：
a)直 接 酵 素 -カ ッ プ リ ン グ し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト
【 ０ ０ ２ ３ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ２ ４ 】
b)ビ オ チ ン に カ ッ プ リ ン グ さ れ た 2次 抗 体 、 2次 試 薬 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 わ さ び ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 又 は 類 似 物
【 ０ ０ ２ ５ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 は 、 抗 体 カ ッ プ ル の 利 用 に よ り 、 抗 原 の 検 出 に 適 用 し う る (サ ン ド イ ッ チ ELISA)。
同 様 に 、 対 応 す る 抗 原 に よ る 抗 体 の 検 出 は 容 易 で あ る 。 対 応 す る 結 合 パ ー ト ナ ー に よ る 受
容 体 又 は リ ガ ン ド の 検 出 は 本 発 明 の 適 用 の 他 の 選 択 肢 で あ り 、 し た が っ て 非 常 に 多 く の テ
ス ト フ ォ ー マ ッ ト が 利 用 可 能 で あ る 。 ア ッ セ イ は 特 に 、 タ ン パ ク 質 、 ス テ ロ イ ド 、 化 学 的
化 合 物 、 薬 物 、 核 酸 及 び 同 様 の 物 質 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
反 応 複 合 体 の 検 出 は 、 直 接 カ ッ プ リ ン グ さ れ た 酵 素 (例 え ば 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 )の 利 用 に よ り 、 2次 工 程 に お い て 生 じ る 酵 素 反 応 (ビ オ チ ン -
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRP、 酵 素 カ ッ プ リ ン グ さ れ た 抗 体 に 対 す る 検 出 抗 体 等 )を 介 し て 行
な い う る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 使 用 に 適 切 な い ず れ の 他 の ラ ベ ル 、 例 え ば 蛍 光 色 素 、
化 学 発 光 ラ ベ ル 、 放 射 活 性 ラ ベ ル 等 も 、 同 様 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
1次 結 合 パ ー ト ナ ー を 不 動 化 す る の に 用 い ら れ る 担 体 は 、 好 ま し く は ポ リ ス チ レ ン 96-ウ ェ
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ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 使 用 に 適 切 な 、 他 の い ず
れ の 担 体 を も 同 様 に 、 本 発 明 の 実 行 に 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
測 定 に 用 い ら れ る 全 て の 試 料 は 、 分 析 物 を 含 有 す る 液 体 の 試 料 か ら 構 成 さ れ る こ と が で き
、 よ り 具 体 的 に は 、 血 清 、 血 漿 調 製 物 、 局 所 体 液 、 全 血 等 の 体 液 、 並 び に 細 胞 培 養 上 清 、
緩 衝 さ れ た 分 析 物 溶 液 等 と す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
以 下 に お い て 、 本 発 明 を 、 具 体 的 な 適 用 例 を 用 い て よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】

A)試 料 希 釈 溶 媒 、 標 準 シ リ ー ズ 、 HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト と 関 連 し た プ レ ー ト の 製 造
工 程 １ ：
被 覆 ：
96-ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 従 来 技 術 に 従 っ て 、 PMS緩 衝 液 中 2.5μ g/ml抗 -IC
AM-1で 被 覆 す る (ウ ェ ル あ た り 100μ l、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 一 晩 4℃ )。
【 ０ ０ ３ ２ 】
工 程 ２ ：
ブ ロ ッ キ ン グ ：
被 覆 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 緩 衝 液 (PBS/Tween)で ２ 回 洗 浄 す る 。 ポ リ ス チ レ ン
表 面 を 飽 和 さ せ る た め (非 特 異 的 結 合 の 防 止 )、 プ レ ー ト を ウ ェ ル あ た り 300μ l PBS/2%BSA
で ブ ロ ッ ク す る (2時 間 、 室 温 )。
【 ０ ０ ３ ３ 】
工 程 ３ ：
固 定 化 ：
ブ ロ ッ ク 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 2回 洗 浄 し 、 ウ ェ ル あ た り 150μ l PBS/15%ス ク ロ ー
ス を 添 加 す る 。 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 固 定 化 溶 液 を デ カ ン ト す る 。 循 環 ド
ラ イ ヤ ー 中 28℃ で 約 20時 間 プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ る 。 プ レ ー ト を -20℃ で 凍 結 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
工 程 ４ ：
試 料 希 釈 溶 媒 の 導 入 ：
被 覆 し た プ レ ー ト を 凍 結 状 態 で 使 用 す る 。 試 料 希 釈 溶 媒 を 2℃ に 冷 却 す る 。 標 準 シ リ ー ズ
を 確 立 す る た め 、 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 最 初 の 2つ の 列
の 各 ウ ェ ル に 導 入 す る 。 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を ブ ラ ン ク 決 定 の た め の 対 応 す る ウ ェ ル に
添 加 す る 。 90μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 未 知 の 試 料 を 決 定 す る た め の そ れ ぞ れ の 対 応 す る ウ
ェ ル に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
工 程 ５ ：
標 準 シ リ ー ズ の 確 立 ：
参 照 材 料 (組 換 え ヒ ト ICAM-1)の 作 業 溶 液 (20ng/ml) (2℃ )を 、 二 重 決 定 に お い て 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 左 側 の 最 上 の 2つ の ウ ェ ル 内 に 導 入 す る (100μ l/ウ ェ ル )。 標 準 シ リ
ー ズ (10ng/ml; 5ng/ml; 2.5ng/ml; 1.25ng/ml; 0.63ng/ml)を 、 プ レ ー ト 中 で の 連 続 1:2希
釈 に よ り 調 製 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
工 程 ６ ：
HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 導 入 ：
HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト (抗 -ICAM-1-HRP)の 作 業 溶 液 を 、 2℃ に 冷 却 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト の 全 て の ウ ェ ル に 迅 速 に 導 入 す る (50μ l/ウ ェ ル )。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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工 程 ７ ：
凍 結 乾 燥 ：
全 て の コ ン ポ ネ ン ト の 充 填 の 直 後 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 予
め -30℃ に 冷 却 し た 凍 結 乾 燥 装 置 内 に 導 入 す る 。 凍 結 乾 燥 を 、 -30℃ で 約 20時 間 行 な う 。 凍
結 乾 燥 装 置 か ら 出 し た 直 後 に 、 乾 燥 し た プ レ ー ト を 、 ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 に 、 乾 燥 剤 と 共 に
溶 封 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
B)ア ッ セ イ の 実 施 ：
プ レ ー ト を ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 か ら 取 り 出 す 。
標 準 シ リ ー ズ 並 び に ブ ラ ン ク を 、 ウ ェ ル あ た り 150μ lの 蒸 留 水 の 添 加 に よ り 再 水 化 し 、 試
料 ウ ェ ル を 140μ lの H 2 Oの 添 加 に よ り 再 水 化 す る 。 10μ lの 未 知 の 試 料 を そ れ ぞ れ 試 料 ウ ェ
ル に 入 れ る 。 プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト
を 3回 洗 浄 し 、 100μ lの 基 質 溶 液 を プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 15分 後 に 、 酵 素 反 応
を 、 停 止 溶 液 (100μ l)の 添 加 に よ り 停 止 し 、 各 ウ ェ ル の 色 の 密 度 を 光 学 測 定 的 に 評 価 す る
。
【 ０ ０ ３ ９ 】

A)試 料 希 釈 溶 媒 、 標 準 シ リ ー ズ 、 ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPと 関
連 し た プ レ ー ト の 製 造
工 程 １ ：
被 覆 ：
96-ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 従 来 技 術 に 従 っ て 、 PBS緩 衝 液 中 5μ g/ml抗 -IL-1
0で 被 覆 す る (ウ ェ ル あ た り 100μ l、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 一 晩 4℃ )。
【 ０ ０ ４ ０ 】
工 程 ２ ：
ブ ロ ッ キ ン グ ：
被 覆 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 緩 衝 液 (PBS/Tween)で 1回 洗 浄 す る 。 ポ リ ス チ レ ン 表
面 を 飽 和 さ せ る た め (非 特 異 的 結 合 の 防 止 )、 プ レ ー ト を ウ ェ ル あ た り 300μ l PBS/2%BSAで
ブ ロ ッ ク す る (2時 間 、 室 温 )。
【 ０ ０ ４ １ 】
工 程 ３ ：
固 定 化 ：
ブ ロ ッ ク 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 2回 洗 浄 し 、 ウ ェ ル あ た り 150μ l PBS/15%ス ク ロ ー
ス を 添 加 す る 。 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 固 定 化 溶 液 を デ カ ン ト す る 。 循 環 ド
ラ イ ヤ ー 中 28℃ で 約 20時 間 プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ る 。 プ レ ー ト を -20℃ で 凍 結 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
工 程 ４ ：
試 料 希 釈 溶 媒 の 導 入 ：
被 覆 し た プ レ ー ト を 凍 結 状 態 で 使 用 す る 。 試 料 希 釈 溶 媒 を 2℃ に 冷 却 す る 。 標 準 シ リ ー ズ
を 確 立 す る た め 、 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 最 初 の 2つ の 列
の 各 ウ ェ ル に 導 入 す る 。 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を ブ ラ ン ク 決 定 の た め の 対 応 す る ウ ェ ル に
添 加 す る 。 50μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 未 知 の 試 料 を 決 定 す る た め の そ れ ぞ れ の 対 応 す る ウ
ェ ル に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
工 程 ５ ：
標 準 シ リ ー ズ の 確 立 ：
参 照 材 料 (組 換 え ヒ ト IL-10)の 作 業 溶 液 (400pg/ml) (2℃ )を 、 二 重 決 定 に お い て 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 左 側 の 最 上 の 2つ の ウ ェ ル 内 に 導 入 す る (100μ l/ウ ェ ル )。 標 準 シ リ
ー ズ を 、 プ レ ー ト 中 で の 連 続 1:2希 釈 に よ り (200-3.1pg/ml)調 製 す る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
工 程 ６ ：
ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 導 入 ：
ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (抗 -IL-10-BT)及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 混 合 物 の 作 業 溶 液
を 、 2℃ に 冷 却 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 全 て の ウ ェ ル に 迅 速 に 導 入 す る (50μ l/ウ
ェ ル )。
【 ０ ０ ４ ５ 】
工 程 ７ ：
凍 結 乾 燥 ：
全 て の コ ン ポ ネ ン ト の 充 填 の 直 後 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 予
め -30℃ に 冷 却 し た 凍 結 乾 燥 装 置 内 に 導 入 す る 。 凍 結 乾 燥 を 、 -30℃ で 約 20時 間 行 な う 。 凍
結 乾 燥 装 置 か ら 出 し た 直 後 に 、 乾 燥 し た プ レ ー ト を 、 ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 に 、 乾 燥 剤 と 共 に
溶 封 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
B)ア ッ セ イ の 実 施 ：
プ レ ー ト を ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 か ら 取 り 出 す 。
標 準 シ リ ー ズ 並 び に ブ ラ ン ク を 、 ウ ェ ル あ た り 150μ lの 蒸 留 水 の 添 加 に よ り 再 水 化 し 、 試
料 ウ ェ ル を 100μ lの H 2 Oの 添 加 に よ り 再 水 化 す る 。 50μ lの 未 知 の 試 料 を そ れ ぞ れ 試 料 ウ ェ
ル に 入 れ る 。 プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 室 温 で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト
を 3回 洗 浄 し 、 100μ lの 基 質 溶 液 を プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 15分 後 に 、 酵 素 反 応
を 、 停 止 溶 液 (100μ l)の 添 加 に よ り 停 止 し 、 各 ウ ェ ル の 色 の 密 度 を 光 学 測 定 的 に 評 価 す る
。
【 ０ ０ ４ ７ 】

A)試 料 希 釈 溶 媒 、 標 準 シ リ ー ズ 、 HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト と 関 連 し た プ レ ー ト の 製 造
工 程 １ ：
被 覆 ：
96-ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 従 来 技 術 に 従 っ て 、 PBS緩 衝 液 中 10μ g/mlス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 す る (ウ ェ ル あ た り 100μ l、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 一 晩 4℃ )。
【 ０ ０ ４ ８ 】
工 程 ２ ：
特 異 的 コ ー テ ィ ン グ /ブ ロ ッ キ ン グ ：
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 緩 衝 液 (PBS/Tween)で 1回 洗 浄 す
る 。 プ レ ー ト を 特 異 的 に 被 覆 し ポ リ ス チ レ ン 表 面 を 飽 和 さ せ る た め (非 特 異 的 結 合 の 防 止 )
、 ウ ェ ル あ た り 300μ lの IFNα -ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 1μ g/ml PBS/2%BSA(2時 間 、 37
℃ )で 、 プ レ ー ト の 被 覆 及 び ブ ロ ッ ク を そ れ ぞ れ 行 な う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
工 程 ３ ：
固 定 化 ：
被 覆 /ブ ロ ッ ク 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 2回 洗 浄 し 、 ウ ェ ル あ た り 150μ l PBS/15%ス ク
ロ ー ス を 添 加 す る 。 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 固 定 化 溶 液 を デ カ ン ト す る 。 循
環 ド ラ イ ヤ ー 中 28℃ で 約 20時 間 プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ る 。 プ レ ー ト を -20℃ で 凍 結 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
工 程 ４ ：
試 料 希 釈 溶 媒 の 導 入 ：
被 覆 し た プ レ ー ト を 凍 結 状 態 で 使 用 す る 。 試 料 希 釈 溶 媒 を 2℃ に 冷 却 す る 。 標 準 シ リ ー ズ
を 確 立 す る た め 、 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 最 初 の 2つ の 列
の 各 ウ ェ ル に 導 入 す る 。 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を ブ ラ ン ク 決 定 の た め の 対 応 す る ウ ェ ル に
添 加 す る 。 75μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 未 知 の 試 料 を 決 定 す る た め の そ れ ぞ れ の 対 応 す る ウ
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適 用 例 ３
イ ン タ ー フ ェ ロ ン α (IFN_)に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 検 出 の た め の 逆 サ ン ド イ ッ チ ELISA



ェ ル に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
工 程 ５ ：
標 準 シ リ ー ズ の 確 立 ：
参 照 材 料 (抗 ヒ ト IFN_抗 体 )の 作 業 溶 液 (200ng/ml) (2℃ )を 、 二 重 決 定 に お い て 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト の 左 側 の 最 上 の 2つ の ウ ェ ル 内 に 導 入 す る (100μ l/ウ ェ ル )。 標 準 シ リ ー
ズ を 、 連 続 1:2希 釈 に よ り 調 製 す る (100-1.6ng/ml)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
工 程 ６ ：
HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 導 入 ：
HRPカ ッ プ リ ン グ し た IFN_タ ン パ ク 質 の 作 業 溶 液 を 、 2℃ に 冷 却 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト の 全 て の ウ ェ ル に 迅 速 に 導 入 す る (50μ l/ウ ェ ル )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
工 程 ７ ：
凍 結 乾 燥 ：
全 て の コ ン ポ ネ ン ト の 充 填 の 直 後 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 予
め -30℃ に 冷 却 し た 凍 結 乾 燥 装 置 内 に 導 入 す る 。 凍 結 乾 燥 を 、 -30℃ で 約 20時 間 行 な う 。 凍
結 乾 燥 装 置 か ら 出 し た 直 後 に 、 乾 燥 し た プ レ ー ト を 、 ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 に 、 乾 燥 剤 と 共 に
溶 封 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
B)ア ッ セ イ の 実 施 ：
プ レ ー ト を ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 か ら 取 り 出 す 。
標 準 シ リ ー ズ 並 び に ブ ラ ン ク を 、 ウ ェ ル あ た り 150μ lの 蒸 留 水 の 添 加 に よ り 再 水 化 し 、 試
料 ウ ェ ル を 125μ lの H 2 Oの 添 加 に よ り 再 水 化 す る 。 25μ lの 未 知 の 試 料 を そ れ ぞ れ 試 料 ウ ェ
ル に 入 れ る 。 プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト
を 3回 洗 浄 し 、 100μ lの 基 質 溶 液 を プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 15分 後 に 、 酵 素 反 応
を 、 停 止 溶 液 (100μ l)の 添 加 に よ り 停 止 し 、 各 ウ ェ ル の 色 の 密 度 を 光 学 測 定 的 に 評 価 す る
。
【 ０ ０ ５ ５ 】

A)試 料 希 釈 溶 媒 、 標 準 シ リ ー ズ 、 ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPと 関
連 し た プ レ ー ト の 製 造
工 程 １ ：
被 覆 ：
96-ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 従 来 技 術 に 従 っ て 、 PBS緩 衝 液 中 1μ g/ml組 換 え T
FN受 容 体 で 被 覆 す る (ウ ェ ル あ た り 100μ l、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 一 晩 4℃ )。
【 ０ ０ ５ ６ 】
工 程 ２ ：
ブ ロ ッ キ ン グ ：
被 覆 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 緩 衝 液 (PBS/Tween)で 1回 洗 浄 す る 。 ポ リ ス チ レ ン 表
面 を 飽 和 さ せ る た め (非 特 異 的 結 合 の 防 止 )、 プ レ ー ト を ウ ェ ル あ た り 300μ lの PBS/2%BSA(
2時 間 、 室 温 )で ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
工 程 ３ ：
固 定 化 ：
ブ ロ ッ ク 溶 液 を 吸 い 出 し 、 プ レ ー ト を 2回 洗 浄 し 、 ウ ェ ル あ た り 150μ l PBS/15%ス ク ロ ー
ス を 添 加 す る 。 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 固 定 化 溶 液 を デ カ ン ト す る 。 循 環 ド
ラ イ ヤ ー 中 28℃ で 約 20時 間 プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ る 。 プ レ ー ト を -20℃ で 凍 結 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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適 用 例 ４
ヒ ト 腫 瘍 壊 死 因 子 α (TNFα )の 検 出 の た め の BioLISA(受 容 体 -リ ガ ン ド 結 合 )



工 程 ４ ：
試 料 希 釈 溶 媒 の 導 入 ：
被 覆 し た プ レ ー ト を 凍 結 状 態 で 使 用 す る 。 試 料 希 釈 溶 媒 を 2℃ に 冷 却 す る 。 標 準 シ リ ー ズ
を 確 立 す る た め 、 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 最 初 の 2つ の 列
の 各 ウ ェ ル に 導 入 す る 。 100μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を ブ ラ ン ク 決 定 の た め の 対 応 す る ウ ェ ル に
添 加 す る 。 50μ lの 試 料 希 釈 溶 媒 を 、 未 知 の 試 料 を 決 定 す る た め の そ れ ぞ れ の 対 応 す る ウ
ェ ル に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
工 程 ５ ：
標 準 シ リ ー ズ の 確 立 ：
参 照 材 料 (組 換 え TFNα )の 作 業 溶 液 (2000pg/ml) (2℃ )を 、 二 重 決 定 に お い て 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト の 左 側 の 最 上 の 2つ の ウ ェ ル 内 に 導 入 す る (100μ l/ウ ェ ル )。 標 準 シ リ ー ズ
を 、 プ レ ー ト 中 で 連 続 1:2希 釈 に よ り (1000-16pg/ml)調 製 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
工 程 ６ ：
ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 導 入 ：
ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (抗 TFNα  BT)及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 混 合 物 の 作 業 溶 液 を
、 2℃ に 冷 却 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 全 て の ウ ェ ル に 迅 速 に 導 入 す る (50μ l/ウ ェ
ル )。
【 ０ ０ ６ １ 】
工 程 ７ ：
凍 結 乾 燥 ：
全 て の コ ン ポ ネ ン ト の 充 填 の 直 後 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 予
め -30℃ に 冷 却 し た 凍 結 乾 燥 装 置 内 に 導 入 す る 。 凍 結 乾 燥 を 、 -30℃ で 約 20時 間 行 な う 。 凍
結 乾 燥 装 置 か ら 出 し た 直 後 に 、 乾 燥 し た プ レ ー ト を 、 ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 に 、 乾 燥 剤 と 共 に
溶 封 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
B)ア ッ セ イ の 実 施 ：
プ レ ー ト を ア ル ミ ニ ウ ム の 袋 か ら 取 り 出 す 。
標 準 シ リ ー ズ 並 び に ブ ラ ン ク を 、 ウ ェ ル あ た り 150μ lの 蒸 留 水 の 添 加 に よ り 再 水 化 し 、 試
料 ウ ェ ル を 100μ lの H 2 Oの 添 加 に よ り 再 水 化 す る 。 50μ lの 未 知 の 試 料 を そ れ ぞ れ 試 料 ウ ェ
ル に 入 れ る 。 プ レ ー ト を ホ イ ル で カ バ ー し 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を 3
回 洗 浄 し 、 100μ lの 基 質 溶 液 を プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 15分 後 に 、 酵 素 反 応 を 、
停 止 溶 液 (100μ l)の 添 加 に よ り 停 止 し 、 各 ウ ェ ル の 色 の 密 度 を 光 学 測 定 的 に 評 価 す る 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

用于通过利用特异性结合配偶体（例如抗体，抗原，受体和配体）定性
和定量测定样品的免疫测定试剂盒，其包含具有多个孔的载体或微量滴
定板1下一个合作伙伴重涂的试剂盒，包括作为冻干物的固定形式的结合
配偶体。微量滴定板的一部分孔另外含有待测定的参考标准系列样品，
其中稀释度增加，为冻干形式。
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