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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の標的を検出する方法において、
（ｉ）標的又はそれを含む試料を、ペルオキシダーゼ活性を有する一又は複数の結合剤と
共にインキュベートし、ここで、該一又は複数の結合剤は標的に直接的に又は間接的に結
合し、標的と一又は複数の結合剤を含む複合体を形成可能であり、少なくとも一の結合剤
がペルオキシダーゼ活性を有し；
（ｉｉ）（ｉ）の複合体を、
　１）３，３’ジアミノベンジジン、
　２）過酸化物化合物、及び
　３）ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる二以上の部分、一又は複数の検出可
能な標識及び水溶性ポリマーを含む化合物であって、ここで上記ペルオキシダーゼ酵素に
対する基質となりうる二以上の部分と上記一又は複数の検出可能な標識は上記水溶性ポリ
マーに連結され、連結された部分の何れかを連結された標識の何れかから分離する距離が
少なくとも３０の連続的に相互連結された原子となり、ペルオキシダーゼ酵素に対する基
質となりうる二以上の連結部分の何れか二つを分離する距離が３０未満の連続的に相互連
結された原子であるもの
を含有する水溶液中でインキュベートし、それによって上記コンジュゲートを沈着させ；
（ｉｉｉ）沈着したコンジュゲートを検出し、それによって標的を検出する
ことを含む方法。
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【請求項２】
　標的が、ポリペプチド、核酸、炭水化物、脂質又はその誘導体、分子複合体、粒子、真
核生物又は原核生物細胞又は微生物である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　試料が、生物学的試料、環境試料、化学的試料である請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　標的又はそれを含む試料が、固体支持体に固定される請求項１、２又は３に記載の方法
。
【請求項５】
　結合剤の少なくとも一が特異的結合対のメンバーである請求項１、２、３又は４に記載
の方法。
【請求項６】
　ペルオキシダーゼ活性が、一又は複数の結合剤に結合したペルオキシダーゼ酵素の一又
は複数の部分に関連している請求項１、２、３、４又は５に記載の方法。
【請求項７】
　ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる少なくとも二つの部分が次の式：

［上式中、
　Ｒ１は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、Ｎ（Ｘ）２又は－Ｓ－Ｘであり；
　Ｒ２は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、－Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ３は－Ｈ、－ＯＨ、－ＮＨ２又は－ＳＨであり；　
　Ｒ４は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、－Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ５は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ６は－ＣＯＮ（Ｘ）２、又はＣＯ－Ｘであり、
ここで、
　Ｈは水素であり；
　Ｏが酸素であり、
　Ｓが硫黄であり、
　Ｎが窒素であり、
　ＸがＨ、アルキル又はアリールである］
によって定義される請求項１、２、３、４、５又は６に記載の方法。
【請求項８】
　部分はフェルラ酸の残基、ケイ皮酸、アミノケイ皮酸残基、コーヒー酸残基、又はシナ
ピン酸である請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　部分の少なくとも二つがペルオキシダーゼ酵素の基質となり得るチロシン残基である請
求項１、２、３、４、５又は６に記載の方法。
【請求項１０】
　化合物が、少なくとも３０の連続して連結された原子の少なくとも一つの線状ポリマー
で、二個の連続した炭素毎に酸素又は窒素から選択されるヘテロ原子が続く請求項７、８
、又は９に記載の方法。
【請求項１１】
　線状ポリマーが、次の式
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（上式中、Ｒ１及びＲ２はＮＨ及びＯから選択され、Ｒ３はメチル、エチル、プロピル、
ＣＨ２ＯＣＨ２、及び（ＣＨ２ＯＣＨ２）２から選択される）の２から１０の反復を含み
、３以下の連続的に反復するエチルオキシ基を有する請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　化合物が、ペルオキシダーゼ酵素の基質となりうる２から４の部分と１つの検出可能な
標識を含む請求項１から１０の何れかに記載の方法。
【請求項１３】
　化合物がデキストランポリマーを含む請求項１から１１の何れかに記載の方法。
【請求項１４】
　水溶液（ｉｉ）が、５ｍＭを越える過酸化水素と０．２５ｍＭから６ｍＭの３，３’ジ
アミノベンジジンを含む請求項１から１２の何れかに記載の方法。
【請求項１５】
　３，３’ジアミノベンジジンの量が１．５ｍＭを越える請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　ペルオキシダーゼ酵素が西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である請求項１から１
５の何れかに記載の方法。
【請求項１７】
　検出可能な標識が特異的結合対のメンバー又は蛍光物質である請求項１から１６の何れ
かに記載の方法。
【請求項１８】
　沈着化合物の検出可能な標識は、免疫化学的に検出される請求項１から１７の何れかに
記載の方法。
【請求項１９】
　検出が酵素結合免疫検出の工程を含む請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　工程（ｉ）、（ｉｉ）及び／又は（ｉｉｉ）の前又は後に一又は複数の工程を含む請求
項１から１９の何れかに記載の方法。
【請求項２１】
　該工程の少なくとも一が洗浄工程である請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　方法が、標的の免疫組織化学的検出である請求項１から２１の何れかに記載の方法。
【請求項２３】
　方法が、手作業、自動化又は半自動化検出に対するものである請求項１から２２の何れ
かに記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えば免疫組織化学的検査（ＩＨＣ）、インサイツハイブリダイゼーション
（ＩＳＨ）、ＥＬＩＳＡ、サザン、ノーザン、及びウェスタンブロット法等の、標的を検
出し可視化する多くの実験スキームを使用して、試料中の生物学的又は化学的分子のよう
な分子標的、又は分子構造を検出するための方法及び化合物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　検出可能な標識を使用した試料中の生物学的又は化学的標的の検出は、医療診断方法を
含む多くの生物学的検出方法の中心となる手順である。ある場合では、標的は、インサイ
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ツか又は抽出もしくは単離後の何れかで、ＤＮＡ又はＲＮＡレベルで検出される特定のポ
リヌクレオチド配列又は遺伝子、遺伝子変異、遺伝的発現パターンでありうる。他の場合
では、標的は、インサイツ又は単離もしくは実験操作後に再度検出されるペプチド、タン
パク質、抗原、又は他の物質でありうる。標的はまた有機由来の粒子又はデブリでありう
る。
【０００３】
　多くの標準的な検出方法、例えばＩＨＣ、ＩＳＨ、ＥＬＩＳＡ、ブロット法は、所望の
標的を検出するために標識化スキームを用いる。典型的には、そのスキームは、検出可能
な標的を潜在的に含む実験試料をプローブと共にインキュベートし、ついで結合剤と標的
の間の結合を、例えば色、蛍光シグナル、又は放射活性を生じうる検出可能な標識を用い
て検出することを含む。一つ又は多くの結合剤が、使用されるスキームの特異性に応じて
それぞれの標的に結合しうる。ある場合には、特に標的が低濃度で存在している場合、系
に一又は複数の増幅層を加えて、標的－結合剤複合体からのシグナルを増幅することが必
要である。例えば、結合剤が標的を認識する一次抗体であるならば、一次抗体を認識する
二次抗体を加えて、多くの二次抗体が各一次抗体に結合するようにする。二次抗体が検出
可能な標識、例えばフルオロフォア又は発色団に結合するならば、増幅を介して、試料中
の各標的は、唯一の又は数個のフルオロフォア又は発色団の代わりに、複数のフルオロフ
ォア又は発色団に効果的に結合しうる。よって、標的が、増幅後により強い検出シグナル
を生じる。
【０００４】
　しかしながら、ある検出実験では、特に試料が分析前に所定時間放置される場合、比較
的拡散したように見えるシグナルを生じせしめる傾向がある。例えば、標的に結合した一
又は複数の結合剤及び／又は検出可能な標識は、標的からゆっくりと拡散するか、又は経
時的に互いに離れる場合がある。ある場合には、標的、結合剤の結合親和性、及び増幅層
に影響を及ぼすバッファー交換もまたシグナル拡散を引き起こしうる。多くの検出可能な
標識は、タンパク質リガンド結合又はポリヌクレオチドハイブリダイゼーションのような
非共有的相互作用により標的に結合する。標識化後のバッファー交換は、標的、結合剤、
及び検出可能な標識の間の親和性を低下させ、様々な成分を解離させうる。例えば数日の
所定期間にわたる単純な拡散もまた標的、結合剤，及び検出可能な標識の間の解離を引き
起こし、シグナルを拡散させうる。
【０００５】
　現在利用できる検出手順、特に免疫検出に伴う他の問題は、時間消費である。標識の検
出のために標的を標識化する工程から試料を処理するのに、通常、最小でも１から３時間
かかる。
【０００６】
　従来技術では、上述の課題を解決しうる技術はほんの少ししか記載されておらず、しか
も部分的に解決するのみである。このような技術の一例は、米国特許第５８６３７４８号
；第５６８８９６６号；第５７６７２８７号；第５７３１１５８号；第５５８３００１号
、第５１９６３０６号、第６３７２９３７号又は第６５９３１００号に記載された触媒レ
ポーター沈着（ＣＡＲＤ）法である。この方法は、アッセイプラットホームの固相上への
検出可能な標識の沈着を触媒するために、いわゆる「分析物依存酵素活性化系」（ＡＤＥ
ＡＳ）を利用する。該アッセイ形式では、ＡＤＥＡＳに含まれる酵素が、該酵素に特異的
な検出可能に標識された基質からなるコンジュゲートと反応する。酵素とコンジュゲート
が反応すると、活性化コンジュゲートに特異的なレセプターが固定される部位に共有的に
沈着する活性化コンジュゲートが形成される。よって、コンジュゲートは標識を含んでい
るので、部位での標的の存在を示すレポーターの役割を果たす。酵素により沈着された標
識は、直接的又は間接的に検出されうる。該方法はシグナル増幅を生じ、検出限界を改善
した。
【０００７】
　ＣＡＲＤ法は、検出される標的が固体支持体、例えば膜に固定されたレセプターである
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アッセイ形式で使用されうる。このようなアッセイ形式は、サンドイッチ免疫アッセイ及
び膜ベース核酸ハイブリダイゼーションアッセイを含む。ＣＡＲＤ法はまた例えば米国特
許第６５９３１００号に記載される免疫組織化学的検査（ＩＨＣ）による生物学的標的の
検出に応用可能である。米国特許第６５９３１００号に記載された方法は、エンハンサー
の存在下で、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）と、ＨＲＰ基質を含む標識されたコ
ンジュゲートとの反応を利用する。ＨＲＰ基質及びエンハンサーは双方ともフェノール誘
導体である。ＨＲＰとの反応の際、ＨＲＰ基質は活性化され、典型的にはタンパク質の低
含量の芳香族アミノ酸残基によって表される試料のレセプター部位に結合する。
【０００８】
　多くの他の現在利用可能な方法、特に標的の免疫組織化学的検出方法と比較して試料中
の標的分子の検出は相対的に良好な感度を有しているにもかかわらず、ＣＡＲＤ法は、染
色前に不適切に進められた組織試料又は低レベルの標的発現を有するものの場合に該方法
を負担にする、他の方法の問題、例えば強いバックグラウンド染色、尚も不十分な感度及
び時間消費を十分には解決していない。
【０００９】
　最近、ＩＨＣ試料中の低含量の標的分子の検出を可能にする他のＨＲＰベース増幅法が
記載されている（国際公開第２００９０３６７６０号）。該方法は、ＤＡＢをＨＲＰの発
色基質としてではなく他のＨＲＰ基質の架橋剤として利用している。国際公開第２００９
０３６７６０号によれば、ＤＡＢは他のＨＲＰ基質のＨＲＰ媒介沈着を媒介し、それ自体
は沈着ＤＡＢではなく、つまり、記載された沈着条件下で形成される可視できる茶色がか
った沈着物が存在しない。他のＨＲＰ基質の沈着物は検出可能であるが、これは、それら
がＨＲＰ基質分子に付随する検出可能な標識を含むためであり、例えばそれらは沈着工程
の後の工程で検出されうる。該方法は沈着したＨＲＰ基質のシグナルの強い増幅をもたら
し、これがその方法の感度をＣＳＡ法に匹敵するものとするが、後者の方法と比較して、
新規の方法は有利にはバックグラウンド標識化をもたらさない。この新規方法の他の利点
のなかで、検出法の速度が伝統的なＤＡＢ又はビオチニル－チラミド検出法の何れよりも
更に速いことは述べる価値がある。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、分子標的の検出を改善する方法及び組成物に関し、特に本発明の方法は、国
際公開第２００９０３６７６０号に記載されているよりもより速く、より感度があり、正
確な分子標的の検出を可能にする。
【００１１】
　一態様では、本発明は、標的、例えば分子標的を、それを含んでいると思われる様々な
試料において検出する方法に関する。特に、本発明は、試料中の標的を検出する方法にお
いて、
　（ｉ）標的又はそれを含む試料を、ペルオキシダーゼ活性を有する一又は複数の結合剤
と共にインキュベートし、ここで、該一又は複数の結合剤は標的に直接的に又は間接的に
結合し、標的と一又は複数の結合剤を含む複合体を形成可能であり、少なくとも一の結合
剤がペルオキシダーゼ活性を有し；
　（ｉｉ）（ｉ）の複合体を、
　　　１）３，３’ジアミンベンジジン、
　　　２）過酸化物化合物、及び
　　　３）ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる二以上の部分、一又は複数の検
出可能な標識及び水溶性ポリマーを含む化合物であって、ペルオキシダーゼ酵素に対する
基質となりうる上記二以上の部分と上記一又は複数の検出可能な標識が上記ポリマーに連
結され、連結部分の何れかを連結標識の何れかから分離する距離が少なくとも３０の連続
的に相互連結された原子となり、ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる二以上の
連結部分の何れか二つを分離する距離が３０未満の連続的に相互連結された原子である化
合物
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を含有する水溶液中でインキュベートし、それによって上記コンジュゲートを沈着させ；
　（ｉｉｉ）沈着した化合物を検出し、それによって標的を検出する
ことを含む方法に関する。
　一実施態様では、該方法によって検出されうる標的は、ポリペプチド、核酸、炭水化物
、脂質又はその誘導体、分子複合体、粒子、真核生物又は原核生物細胞又は微生物である
。一実施態様では、試料は、生物学的試料、環境試料又は化学的試料である。一実施態様
では、標的又はそれを含む試料は、固体支持体に固定されうる。
【００１２】
　一実施態様では、結合剤の少なくとも一つは特異的結合対のメンバーでありうる。一実
施態様では、ペルオキシダーゼ活性は、一又は複数の結合剤に結合したペルオキシダーゼ
酵素の一又は複数の部分に関連しうる。
【００１３】
　一実施態様では、ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる化合物の少なくとも二
つの部分は、次の式：

［上式中、
　Ｒ１は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、Ｎ（Ｘ）２又は－Ｓ－Ｘであり；
　Ｒ２は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、－Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ３は－Ｈ、－ＯＨ、－ＮＨ２又は－ＳＨであり；
　Ｒ４は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、－Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ５は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ６は－ＣＯＮ（Ｘ）２、又はＣＯ－Ｘであり、
ここで、
　Ｈは水素であり；
　Ｏが酸素であり、
　Ｓが硫黄であり、
　Ｎが窒素であり、
　ＸがＨ、アルキル又はアリールである］
によって定義されうる。
　ある好ましい実施態様では、上記部分はフェルラ酸の残基、ケイ皮酸、アミノケイ皮酸
残基、コーヒー酸残基、又はシナピン酸である。あるいは、該部分はチロシンの残基であ
りうる。
【００１４】
　一実施態様では、化合物（３）（上記参照）は、少なくとも３０の連続して連結された
原子の少なくとも一つの線状ポリマーで、二個の連続した炭素毎に酸素又は窒素から選択
されるヘテロ原子が続くものを含みうる。一実施態様では、線状ポリマーは、次の式

［上式中、Ｒ１及びＲ２はＮＨ及びＯから選択され、Ｒ３はメチル、エチル、プロピル、
ＣＨ２ＯＣＨ２、及び（ＣＨ２ＯＣＨ２）２から選択される］の２から１０の反復を含み
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、３以下の連続的に反復するエチルオキシ基を有する。
【００１５】
　ある実施態様では、化合物は、ペルオキシダーゼ酵素の基質となりうる２から４の部分
と１つの検出可能な標識を含みうる。ある実施態様では、化合物はデキストランポリマー
を含みうる。一実施態様では、化合物の検出可能な標識は特異的結合対のメンバー又は蛍
光物質である。
【００１６】
　好ましくは、水溶液（ｉｉ）は５ｍＭを越える過酸化水素と０．２５ｍＭから６ｍＭの
３，３’ジアミノベンジジンを含む。ある実施態様では、３，３’ジアミノベンジジンの
量は１．５ｍＭを越え、つまり１．５ｍＭから６ｍＭである。
　本発明の好ましいペルオキシダーゼ酵素は、西洋わさびペルオキシダーゼＨＲＰである
。
【００１７】
　一実施態様では、沈着化合物の検出は、酵素結合免疫検出の工程を含みうる。一実施態
様の方法は、標的の免疫組織化学的検出のものである。該方法は、手作業で、自動化手段
を使用して又は半自動的に実施されうる。
【００１８】
　本発明の方法は、ここに記載の多くの異なったレポーター分子を用いて柔軟に対応でき
、検出速度、感度及び特異性のようなその有利な特徴を維持できる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１－１】発明の例示的なレポーター分子の合成の概略図である（詳細は実施例参照）
。
【図１－２】発明の例示的なレポーター分子の合成の概略図である（詳細は実施例参照）
。
【図１－３】発明の例示的なレポーター分子の合成の概略図である（詳細は実施例参照）
。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
標的の検出方法
　一態様では、例えば生物学的マーカーのような試料中の標的の検出方法に関し、ここで
、上記標的は固体支持体上に固定されるか、又は上記標的を含む試料が固体支持体上に固
定され、該方法は本発明のレポーター分子のペルオキシダーゼに向けた沈着工程を含む。
【００２１】
　特に、本発明は、試料中の標的を検出する方法において、
　（ｉ）標的又はそれを含む試料を、ペルオキシダーゼ活性を有する一又は複数の結合剤
と共にインキュベートし、ここで、該一又は複数の結合剤は標的に直接的に又は間接的に
結合し、標的と一又は複数の結合剤を含む複合体を形成可能であり、少なくとも一の結合
剤がペルオキシダーゼ活性を有し；
　（ｉｉ）（ｉ）の複合体を、
　　１）３，３’ジアミンベンジジン、
　　２）過酸化物化合物、及び
　　３）ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる二以上の部分、一又は複数の検出
可能な標識及び水溶性ポリマーを含む化合物であって、ここで上記ペルオキシダーゼ酵素
に対する基質となりうる二以上の部分と上記一又は複数の検出可能な標識は上記水溶性ポ
リマーに連結され、連結された部分の何れかを連結された標識の何れかから分離する距離
が少なくとも３０の連続的に相互連結された原子となり、ペルオキシダーゼ酵素に対する
基質となりうる二以上の連結部分の何れか二つを分離する距離が３０未満の連続的に相互
連結された原子であるもの
を含有する水溶液中でインキュベートし、それによって上記コンジュゲートを沈着させ；
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　（ｉｉｉ）沈着したコンジュゲートを検出し、それによって標的を検出する
ことを含む方法に関する。
【００２２】
　該方法の特定の実施態様を以下に検討する。
試料
　「試料」なる用語は、残りの材料がどのようであるか又はどのようにあるべきかを示す
ある量の材料を意味し、例えば生物学的、化学的、環境的材料の試料、例えば体組織の試
料、食物の試料、土壌の試料である。一実施態様では、試料は生物学的試料である。
【００２３】
　生物学的試料は次のように例示されうる：
　１．懸濁細胞及び／又は細胞片を含む試料、例えば血液試料、クローン化細胞懸濁物、
体組織ホモジネート等；
　２．動物の身体の無傷の又は損傷した細胞、体組織、スメア又は液又は腫瘍の試料、例
えば生検試料；これは新鮮な組織試料か、又は保存された組織試料、例えばホルマリンで
固定されパラフィン包埋された組織試料でありうる；
　３．生きた生物体の試料、例えば動物、植物、細菌、真菌等を含む媒体の試料；
　４．ウイルス粒子、その細片、又はウイルス産物、例えばウイルス核酸、タンパク質、
ペプチド等を含む体スメア；
　５．細胞小器官を含む試料；
　６．天然又は組換え生物学的分子を含む試料、例えば血漿試料、条件細胞培養培地等。
【００２４】
　化学試料の例は、限定されないが、化学的化合物のライブラリー、例えばペプチドライ
ブラリーの試料を含む。環境試料の例は、限定されないが、土壌、水又は空気試料及び食
物試料を含む。
【００２５】
　試料は一実施態様では固体支持体上に固定され得、例えば体組織資料はガラス又はプラ
スチックスライドに固定され；生物学的分子を含む無細胞試料はニトロセルロース膜に固
定される等である。「固体支持体」なる用語は、ニトロセルロース膜、ガラススライド等
の任意の固形の水不溶性材料片を意味する。支持体は一実施態様では一分子層厚の膜又は
複数の分子層の材料片、例えばプラスチック又はガラスでありうる。この実施態様におけ
る標的は支持体の表面に固定される。他の実施態様では、固体支持体は三次元構造、例え
ばゲルブロック又は繊維のメッシュでありうる。この実施態様では、標的は構造内で固定
される。一実施態様では、固体支持体は細胞膜、例えば細胞膜である。「固定される」な
る用語は、試料又は標的が支持体上又は支持体内において移動可能ではなく、又は非常に
限られた度合いまで移動可能である。
【００２６】
　試料を固定するのに適切な支持体の例は、限定しないが、合成ポリマー支持体、例えば
ポリスチレン、ポリプロピレン、置換ポリスチレン、例えばアミノ化又はカルボキシル化
ポリスチレン；ポリアクリルアミド；ポリアミド；ポリ塩化ビニル；ガラス；アガロース
；ニトロセルロース；ナイロン；ポリフッ化ビニリデン；表面改質ナイロン等々を含む。
本発明は、ここに記載された条件下で化学的に不活性である固体支持体に関し、つまり、
選択された支持体は該方法による検出の結果に如何なる主要な影響も有さないであろう。
従って、例えばＩＨＣ、ＥＬＩＳＡ、ブロット法等の選択されたアッセイ形式に適合する
試料又は標的の固定化に適切な任意のそのような不活性な支持体を選択することができる
。
【００２７】
　一実施態様では、試料はそれ自体固体であり得、例えばホルマリン固定固体組織（つま
り、血液試料ではない）及び／又はパラフィン包埋組織試料、例えば固形腫瘍のホルマリ
ン固定パラフィン包埋試料、皮膚、肝臓、乳房、肺等の試料でありうる。この実施態様で
は、試料自体は固定化された標的を含む固体支持体として説明されうる。
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【００２８】
標的
　「標的」なる用語は、特定の物理的及び機能的特徴によって特徴付けることができる（
試料中に存在すると思われる）興味ある物を意味する。本発明の文脈において、「標的」
なる用語は、その物の個々の単一の各単位ではなく、試料中に存在するその物の実質的に
類似の実体の全プールに関する。本文脈において、「実質的に類似」なる用語は、プール
の全ての実体が標的としてそれらを認識可能にする特徴を有していることを意味する。例
えば、一実施態様では、標的は、試料中に存在するタンパク質で試料中のそのタンパク質
の全ての分子を含むものであり得；他の実施態様では、標的は分子複合体又は構造で試料
中のその種の全ての分子複合体又は分子構造を含むものであり得；他の実施態様では、標
的はウイルス粒子又は細菌で試料のウイルス粒子又は細菌の全集団を含むものでありうる
。よって、標的なる用語は試料中の特定の一種の複数の単位に関する。よって、ここに記
載された方法は、標的の個々の単一単位、例えば単一分子を可視化するのではなく、分子
標的の複数の単一単位、つまり試料中の標的分子の全プールを可視化することに関するこ
とが理解される。
【００２９】
　医療診断分野において、生物学的な物、例えば分子、分子複合体、構造、粒子又は生物
は、しばしば細胞型、組織、細胞構造、生理的条件等々の特徴に関連し、治療標的又は特
定の疾患の特徴的な分子的特徴を指摘するために「生物学的マーカー」と称される。本発
明のある実施態様では、「標的」なる用語は「生物学的マーカー」なる用語と交換可能に
使用され、特定の細胞型、組織、生理的条件等に特徴的な分子、分子複合体、構造又は粒
子に関する。そのような生物学的マーカーの非限定的な例には、限定しないが、特定のヌ
クレオチド配列、タンパク質又は他の生物学的分子、例えば炭水化物又は脂質、染色体又
は膜構造、ウイルス、細菌、微生物等を含む。
【００３０】
　一実施態様では、標的はポリペプチド、核酸、炭水化物、脂質又はその誘導体、分子複
合体、粒子、真核生物又は原核生物細胞又は微生物である。
　化学的及び環境試料の標的は異なった汚染物質、毒素、戦争物質、分子ライブラリーの
メンバー、有毒な産業廃棄物等でありうる。
【００３１】
　標的は細胞の構造の一部、例えば細胞膜のタンパク質でありうる。この実施態様では、
標的が固定される細胞構造は、本発明の文脈内において固体支持体の一種と考えうる。
　好ましい一実施態様では、標的は癌に関連する生物学的マーカー、例えば遺伝子又はそ
の癌関連産物、例えばホルモン及び増殖因子及びそのレセプター、細胞接着分子シグナル
伝達分子、細胞周期調節分子等の核酸及びポリペプチド、例えば群：ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ
、ＴＧＦ、ＨＧＦ、ＦＧＦ又はＥＧＦ、そのレセプター及びシグナル伝達分子、遺伝子及
びその産物で、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ経路又はＡｋｔ１／ＰＫＢ細胞生存経路、又は５－ＦＵ
経路に関連したもの、エストロゲンレセプターＥＲとその遺伝子（ＥＲＳ１）等である。
【００３２】
標的部位
　本発明の文脈における「標的部位」なる用語は、標的及びペルオキシダーゼ活性を含む
固体支持体の部位又は固体試料、例えば固形組織試料の部位を意味する。一実施態様では
、標的部位は、ペルオキシダーゼ活性で標識された例えば分子、ウイルス、微生物等の標
的を含む試料の部位又は固体支持体の部位であり得、つまり標的はそれ自体はペルオキシ
ダーゼ活性を有していないが、上記活性は標的に直接的に又は間接的に関連していた。ペ
ルオキシダーゼ活性は、上記標的に対するペルオキシダーゼ酵素の部分の直接的なコンジ
ュゲーションを介して標的に関連されうる（本発明の文脈における「部分」は、分子の機
能的部分、例えば上記ペルオキシダーゼの酵素活性を可能にするペルオキシダーゼ酵素の
一部を意味する）。あるいは、ペルオキシダーゼ活性は標的に間接的に、例えばペルオキ
シダーゼ活性含有結合剤の標的への結合を介して、関連させられうる。
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【００３３】
　一実施態様では、標的はペルオキシダーゼ酵素自体であり得；従ってこの酵素を含む固
体試料の部位又は固体支持体の部位が本発明の標的部位である。このような標的は、ペル
オキシダーゼ活性を持つ標的を標識化する工程が省略されうる本発明の方法によって検出
されうる。 従って、一実施態様では、本発明は、試料中に固定された又は固体支持体に
固定された標的を検出する方法において、
　（ｉ）標的又はそれを含む試料を、ペルオキシダーゼ活性を有する一又は複数の結合剤
と共にインキュベートし、ここで、該一又は複数の結合剤は標的に直接的に又は間接的に
結合し、標的と一又は複数の結合剤を含む複合体を形成可能であり、少なくとも一の結合
剤がペルオキシダーゼ活性を有し；
　（ｉｉ）（ｉ）の複合体を、
　　４）３，３’ジアミンベンジジン、
　　５）過酸化物化合物、及び
　　６）ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる二以上の部分、一又は複数の検出
可能な標識及び水溶性ポリマーを含む化合物であって、ここで上記ペルオキシダーゼ酵素
に対する基質となりうる二以上の部分と上記一又は複数の検出可能な標識は上記水溶性ポ
リマーに連結され、連結された部分の何れかを連結された標識の何れかから分離する距離
が少なくとも３０の連続的に相互連結された原子となり、ペルオキシダーゼ酵素に対する
基質となりうる二以上の連結部分の何れか二つを分離する距離が３０未満の連続的に相互
連結された原子であるもの
を含有する水溶液中でインキュベートし、それによって上記コンジュゲートを沈着させ；
　（ｉｉｉ）沈着したコンジュゲートを検出し、それによって標的を検出する
ことを含む方法に関する。
【００３４】
インキュベーション
　「インキュベートする」なる用語は、試料又は標的又は結合剤との標的の複合体が、
所定の期間、媒体中に、例えば標的と特異的に相互作用する特定の試薬、例えば標的に直
接的に又は間接的に結合可能な結合剤等を含有する媒体中に維持されることを意味する。
該期間は１０秒から３分まで変動し得、又はより長い期間、例えば５－１０分、１０－２
０分、４０－６０分、１－２時間又はそれ以上、例えば一晩続く。インキュベーションは
、異なった実施態様、例えば検出される標的分子のタイプ及び／又は検出に使用される結
合剤及び／又はレポーターのタイプ等に応じて、異なった温度で実施されうる。ある実施
態様では、「インキュベートする」なる用語は、試料が特異的結合剤を欠く媒体中でイン
キュベートされる条件で通常使用され、試料から特定の薬剤を除去するのに役立つ「洗浄
」なる用語と交換可能に使用されうる。
【００３５】
　殆どの実施態様における本発明は、１０秒から２０分の範囲内のインキュベーション時
間に関する。
【００３６】
結合剤
　「結合剤」なる用語は、標的に直接的又は間接的に結合しうる分子を示し、ここで、「
直接的」なる用語は、結合剤が標的に対して親和性を有しており、標的を特異的に認識し
、それと相互作用し、それに結合しうることを意味し、「間接的」なる用語は、結合剤は
標的に対して特異的な親和性を有していないが、標的に関連する物質とそのような親和性
を有しており、該物質に特異的に結合可能であることを意味する。標的に直接結合可能で
ある結合剤はここでは「第一結合剤」と言う。標的に間接的に結合可能な結合剤はここで
は「第二結合剤」と言う。第一結合剤は典型的には試料に接触させるために使用される。
試料中に存在すると思われる標的に特異的に結合する分子から構成されうる。第二結合剤
は、第一結合剤に結合する分子でありうる。
【００３７】



(11) JP 5721639 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

　本発明に係る検出システムは他の結合剤、例えば第三、第四等の結合剤を含みうる。こ
れらの結合剤は、沈着されたレポーター分子によって構成される標識の認識のために使用
されうる。このような結合剤の使用は、標的に関連するシグナルを亢進することが望まれ
る場合、例えば試料中の標的が相対的に低い量の場合に、特に有利である。
　本発明に係る第一、第二及び更なる結合剤は特異的結合対のメンバーでありうる。
【００３８】
　多くの異なった特異的結合対が当該分野で知られており、これらは互いに対して相互の
親和性を有し、互いに特異的に結合可能である２つの異なった分子の対である。本発明の
実施に使用するのに適した特異的結合対のメンバーは免疫又は非免疫タイプのものであり
うる。
【００３９】
　非免疫特異的結合対は、互いに特異的に結合する成分が互いに相互の親和性を共有する
が、それらは抗体ではない系を含む。例示的な非免疫性結合対は、ビオチン-アビジン又
はビオチン-ストレプトアビジン、葉酸－葉酸結合タンパク質、相補的核酸、レセプター
－リガンド等である。本発明はまた互いに共有結合を形成する非免疫性結合対を含む。例
示的な共有結合対としては、マレイミド及びハロアセチル誘導体などのスルフヒドリル反
応性基、及びイソチオシアネート、スクシンイミジルエステル、スルホニルハロゲン化物
などのアミン反応性基、及び３－メチル－２－ベンゾチアゾリノンヒドラゾン（ＭＢＴＨ
）及び３－（ジメチル－アミノ）安息香酸（ＤＭＡＢ）などのカプラー色素等を含む。
【００４０】
　免疫特異的結合対は、抗体／抗体系又はハプテン／抗ハプテン系又は抗原／抗体系が例
示されうる。一実施態様では、免疫特異的結合対は互いに親和性を有する二以上の抗体分
子を含む抗体／抗体結合対、例えば一次抗体が第一結合剤を表し二次抗体が第二結合剤を
表す一次抗体及び二次抗体対、又は３又は４又はそれ以上の抗体メンバーを含む抗体系で
ありうる。他の実施態様では、免疫特異的結合対はハプテン／抗ハプテン系でありうる。
例えば、第一結合剤はハプテンを含む分子、例えばハプテン標識一次抗体によって表され
得、第二結合剤は抗ハプテン抗体によって表されうる。
【００４１】
　「ハプテン」なる用語は、抗体が作製されうる単離エピトープと考えることができる小
分子を意味し、ハプテン単独では動物に注射された場合、免疫応答を誘導しないが、担体
（通常、タンパク質）にコンジュゲートされなければならない。ハプテンは小分子である
ので、ハプテンの複数コピーが大きな分子、例えばタンパク質、ヌクレオチド配列、デキ
ストラン等に結合されうる。ハプテンは、シグナルを増幅することが必要であるか又は有
利であるアッセイ形式に対して便利な標識分子となりうる。よって、ハプテンの複数の結
合コピーは、感度の向上、例えばシグナル強度の増加をもたらす。適切なハプテンの非限
定的な例は、ＦＩＴＣ、ＤＮＰ、ｍｙｃジゴキシゲニン、ニトロチロシンビオチン、アビ
ジン、ストレプトアビジン及び例えばテトラメチルローダミン、テキサスレッド、ダンシ
ル、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８、ＢＯＤＩＰＹ ＦＬ、ルシファーイエロー及びＡｌｅ
ｘａ Ｆｌｕｏｒ４０５／カスケードブルーフルオロフォアに対する抗色素抗体、又は米
国特許出願公開第２００８０３０５４９７号に記載されたものを含む。
【００４２】
　「抗体」なる用語は、ここで使用される場合、免疫グロブリン又はその部分を意味し、
供給源、製造方法、及び他の特徴とは無関係に、抗原結合部位を含む任意のポリペプチド
を含む。該用語は、例えば、ポリクローナル、モノクローナル、単一特異的、多重特異的
、ヒト化、単鎖、キメラ、合成、組換え、ハイブリッド、変異、及びＣＤＲ移植抗体を含
む。抗体の一部としては、尚も抗原に結合することができる任意の断片、例えば、Ｆａｂ
、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ｓｃＦｖを含みうる。抗体の由来は、製造方法とは無関係にゲ
ノム配列によって定まる。
【００４３】
　一次抗体は、ここで使用される場合、試料の標的分子に特異的に結合する抗体を意味す
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る。ある実施態様では、一次抗体は重合されうる。一次抗体は、任意の温血種、例えば哺
乳動物、鳥類に由来しうる。
　二次抗体は、ここで使用される場合、一次抗体又は標的部位に沈着したハプテン、又は
一次抗体又は他の結合剤に直接的もしくは間接的に結合されたハプテンに特異的に結合す
る抗原結合ドメインを有する抗体を意味する。
　三次抗体は、ここで使用される場合、二次抗体又は二次抗体に結合されたハプテン又は
二次抗体にコンジュゲートされたポリマーに結合されたハプテン、又は標的部位に沈着し
たハプテンに特異的に結合する抗原結合ドメインを有する抗体を意味する。
　場合によっては、抗体は、二次抗体及び三次抗体の両方として機能しうる。
【００４４】
　一次抗体、二次抗体及び三次抗体を含む本発明で使用される抗体は、任意の哺乳動物種
、例えば、ラット、マウス、ヤギ、モルモット、ロバ、ウサギ、ウマ、ラマ、ラクダ、又
は任意の鳥類種、例えば、ニワトリ、アヒルから誘導されうる。任意の哺乳動物又は鳥類
種から誘導されるとは、ここで使用される場合、特定の抗体をコードする核酸配列の少な
くとも一部が、特定の哺乳動物、例えば、ラット、マウス、ヤギ、もしくはウサギ又は特
定の鳥、例えば、ニワトリ、アヒルのゲノム配列に由来することを意味する。抗体は、任
意のアイソタイプ、例えば、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ又は任意のサブク
ラス、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４でありうる。
【００４５】
　ある実施態様では、一次抗体は、生物学的試料を構成する細胞によって発現される生物
学的マーカーに特異的に結合しうる抗原結合領域を含む。該マーカーは、細胞表面上又は
細胞膜内、すなわち、細胞内部、例えば、細胞質内、核内、小胞体内に発現されうる。あ
る実施態様では、生物学的マーカーは細胞から分泌され、よって液中、例えば、細胞培養
培地中、血中又は血漿中に存在する。
【００４６】
　ある実施態様では、二次抗体は、一次抗体、例えば、一次抗体の定常領域に特異的に結
合する抗原結合領域を含む。ある実施態様では、二次抗体はポリマーにコンジュゲートさ
れる。所定の実施態様では、ポリマーは2－20の二次抗体、例えば５－１５の二次抗体と
コンジュゲートされる。他の実施態様では、ポリマーは１－１０の二次抗体、例えば２、
３、４、５、６、７、８、又は９の二次抗体とコンジュゲートされる。
【００４７】
　ある実施態様では、三次抗体は、二次抗体、例えば、二次抗体の定常領域に特異的に結
合する抗原結合領域、又は二次抗体に結合されたハプテン又は二次抗体にコンジュゲート
されたポリマーを含む。ある実施態様では、三次抗体はポリマーにコンジュゲートされる
。幾つかの実施態様では、ポリマーは１－２０の三次抗体にコンジュゲートされる。他の
実施態様では、ポリマーは１－５の三次抗体、例えば２、３、又は４の三次抗体にコンジ
ュゲートされる。
【００４８】
　本発明の方法及び組成物に使用されうる抗体は、モノクローナル抗体及びポリクローナ
ル抗体、遺伝子操作抗体、例えば、キメラ、ＣＤＲ移植及びファージディスプレイ又は代
替技術を用いて作製された人工的に選択された抗体を含む。
【００４９】
　抗体を製造するための様々な技術が記載されており、例えば、出典明示によりここに援
用されるKohler及びMilstein, (1975) Nature 256:495；Harlow及びLane, Antibodies: a
 Laboratory Manual、(1988)（Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY）を
参照のこと。組換え抗体分子の調製のための技術は、上記文献に記載され、また例えば欧
州特許出願公開第０６２３６７９号；同第０３６８６８４号；及び同第０４３６５９７号
にも記載されている。抗体を組換え的に又は合成的に製造することができる。抗体をコー
ドする核酸をｃＤＮＡライブラリーから単離することができる。抗体をコードする核酸は
ファージライブラリーから単離することができる（例えばMcCafferty等 1990, Nature 34
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8:552, Kang等 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4363; 欧州特許第０５８９８７７
Ｂ１号を参照）。抗体をコードする核酸は、既知の配列の遺伝子シャフッリングによって
得ることができる（Mark等 1992, Bio/Technol. 10:779）。抗体をコードする核酸は、イ
ンビボ組換えによって単離することができる（Waterhouse等 1993, Nucl. Acid Res. 21:
2265）。本発明の方法及び組成物に使用される抗体はヒト化免疫グロブリンを含む（米国
特許第５５８５０８９号, Jones等 1986, Nature 332:323）。
【００５０】
　抗体は、毒素または標識、例えば検出可能な物質などのエフェクタータンパク質を含む
改変された抗体であり得る。
【００５１】
　本発明の一実施態様では、抗体は抗体のＦａｂ領域によって表される。
　他の実施態様では、結合剤は、非免疫特異的結合対、例えば相補的ヌクレオチド配列対
、又は相互親和性を有する二つの核酸アナログ分子の対のメンバーでありうる。
【００５２】
　核酸核酸又は核酸アナログ分子、例えばＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子、ＰＮＡ分子を含む結
合剤は、例えば核酸標的の検出に有用でありうる。
　核酸配列は化学的に又は細胞中で組換え的に生産されうる（例えばSambrook等 (1989) 
Molecular Cloning:　A Laboratory Manual, 2版 Cold Spring Harbor Pressを参照）。
ある実施態様では、結合剤はペプチド核酸（ＰＮＡ）からなる。ペプチド核酸は、通常Ｄ
ＮＡ及びＲＮＡ内に存在するデオキシリボース又はリボース糖骨格がペプチド骨格で置き
換えられた核酸分子である。ＰＮＡの作製方法は、当該分野で知られている（例えば、Ni
elson、2001、Current Opinion in Biotechnology 12:16を参照）（出典明示によりここ
に援用される）。他の実施態様では、結合剤はロックド核酸（ＬＮＡ）からなる（Sorens
on 等 2003、Chem. Commun. 7(17):2130）。
【００５３】
　結合剤は、ある実施態様では、特定のストリンジェンシー条件下で、生物学的試料中の
標的配列、例えば、ゲノムＤＮＡ配列又はｍＲＮＡ配列などの核酸配列に特異的にハイブ
リダイズする少なくとも一つの配列を含みうる。ここで使用される場合、「ストリンジェ
ント条件下でのハイブリダイゼーション」なる用語は、互いに有意に相補的なヌクレオチ
ド配列が互いに結合されたままであるハイブリダイゼーション及び洗浄のための条件を記
述することを意図する。該条件は、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも８
５－９０％相補的な配列が互いに結合されたままであるようなものである。相補的である
割合は、Altschul等 (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402（出典明示によりここに
援用される）に記載されているようにして決定される。
【００５４】
　ストリンジェンシーの特定の条件は、当該分野で知られており、Current Protocols in
 Molecular Biology、John Wiley & Sons，Inc. (Ausubel等 1995編)、セクション2、4及
び6 (出典明示によりここに援用する)に見出すことができる。また、具体的なストリンジ
ェント条件は、Sambrook等 (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual、第2版 Co
ld Spring Harbor Press、第７、９及び１１章（出典明示によりここに援用する）に記載
されている。ある実施態様では、ハイブリダイゼーション条件は、高ストリンジェンシー
条件である。高ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件の一例は、６５～７０
℃で４×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのハイブリダイゼーション
、又は４２～５０℃で４×ＳＳＣ＋５０％ホルムアミド中でのハイブリダイゼーション後
、６５～７０℃で１×ＳＳＣ中での一又は複数回の洗浄である。ハイブリダイゼーション
及び／又は洗浄バッファーに、更なる試薬、例えば、ブロッキング剤（ＢＳＡ又はサケ精
子ＤＮＡ）、界面活性剤（ＳＤＳ）、キレート化剤（ＥＤＴＡ）、Ｆｉｃｏｌｌ、ＰＶＰ
等を添加してもよいことは理解されるであろう。
【００５５】
　ある実施態様では、結合剤は中ストリンジェント条件下で試料中の標的配列にハイブリ
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ダイズしうる。ここで使用される中ストリンジェンシーは、例えばＤＮＡの長さに基づい
て当業者によって容易に決定され得る条件を含む。例示的な条件は、Sambrook等. Molecu
lar Cloning: A Laboratory Manual、第２版　第１巻、第１．１０１－１０４、Cold Spr
ing Harbor Laboratory Press (1989)（出典明示によりここに援用する）に記載されてお
り、５×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、１．０ｍＭのＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）の予備洗浄液、
４２℃で５０％ホルムアミド、６×ＳＳＣのハイブリダイゼーション条件（又は４２℃で
５０％ホルムアミド中シュタルク溶液等の他の同様のハイブリダイゼーション溶液）、６
０℃、０．５×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの洗浄条件の使用を含む。
【００５６】
　ある態様では、結合剤は、低ストリンジェント条件下で試料中の標的配列にハイブリダ
イズする。低ストリンジェンシー条件は、ここで使用される場合、例えばＤＮＡの長さに
基づいて当業者によって容易に決定されうる条件を含みうる。低ストリンジェンシーは、
例えば、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）
、５ｍＭのＥＤＴＡ、０．１％のＰＶＰ、０．１％のＦｉｃｏｌｌ、１％のＢＳＡ、及び
５００μｇ／ｍｌの変性サケ精子ＤＮＡを含む溶液中で、４０℃で６時間のＤＮＡの前処
理を含みうる。ハイブリダイゼーションは、以下の改変を有する同じ溶液中で実施される
：０．０２％ＰＶＰ、０．０２％Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％ＢＳＡ、１００μｇ／ｍｌのサ
ケ精子ＤＮＡ、１０％（ｗｔ／ｖｏｌ）硫酸デキストラン、及び５－２０×１０６ＣＰＭ
の結合剤が使用される。試料は、ハイブリダイゼーション混合物中で１８－２０時間４０
℃でインキュベートされ、ついで、２×ＳＳＣ、２５ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．
４）、５ｍＭのＥＤＴＡ、及び０．１％ＳＤＳを含む溶液中で１．５時間５５℃で洗浄さ
れる。洗浄溶液を新鮮な溶液で交換し、６０℃で更に１．５時間インキュベートされる。
【００５７】
　本発明の他の実施態様は、ペプチド配列、例えば異なったタンパク質由来のペプチド配
列、例えば異なったタンパク質の核酸結合ドメイン、異なった細胞及び核内レセプター及
びその誘導体のリガンドの断片であるか又はこれを含みうる結合剤に関しうる。そのよう
な結合剤の幾つかの例は、抗体定常領域に結合可能な補体カスケードの古典経路のｃ１ｑ
タンパク質、ＭＨＣ分子、例えばＭＨＣクラスＩ及びＭＨＣクラスＩＩ及び一般的でない
ＭＨＣ、特異的結合対を有する分子、例えば細胞シグナル伝達経路に関与する分子、例え
ばロイシンジッパードメインを有する分子、例えばｆｏｓ／ｊｕｎ、ｍｙｃ、ＧＣＮ４、
ＳＨ１又はＳＨ２ドメインを有する分子、例えばＳｒｃ又はＧｒｂ－２；免疫グロブリン
レセプター、例えばＦｃレセプター；キメラタンパク質、つまり、二以上の特異的結合対
の特徴を組み合わせるように操作されたタンパク質、例えばロイシンジッパーは抗体のＦ
ｃ領域に操作され得、ＳＨ２ドメインは抗体のＦｃ領域において発現されるように操作さ
れうる。他の実施態様では、置換可変ドメインを有する抗体のＦｃ部分を含む融合タンパ
ク質が操作されうる。しかしながら、これは、本発明の目的に対する結合剤として使用す
ることができる物質の非限定的な例のほんのリストに過ぎない。結合剤はまた大きな生物
学的分子のある種の構造単位に特異的に結合しうる小分子でもありうる。
【００５８】
　一実施態様では、結合剤は抗体誘導体、好ましくは抗原結合ドメインＦａｂによって表
される。ある実施態様においてＨＲＰの少なくとも一部とコンジュゲートされる一次及び
／又は二次抗体のＦａｂ領域によって表される結合剤が、対応する全抗体結合剤よりも好
ましい場合がある。そのような結合剤は全抗体結合剤よりもよりコンパクトな分子であり
、これは、標的部位に近接したレポーターのより濃縮された沈着を得るのには有利である
。これは標的の検出の精度に有益でありうる。これは、本発明の方法が細胞を含む生物学
的試料中の標的分子、構造又は粒子の免疫組織化学的検出に使用される場合に特に有利な
場合がある。そのような試料中の標的分祀の免疫染色は、使用される結合剤がＨＲＰの部
分にコンジュゲートしたＦａｂ分祀であるか又はそれらがＦａｂ領域とＨＲＰを含む場合
に特に鮮明である。ＨＲＰコンジュゲートＦａｂ結合剤を使用する他の利点は、これらの
結合剤が相対的に小さいサイズであり、よってより大きな抗体ベースの結合剤が使用され
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る場合には典型的には接近することが困難な生物学的試料中の隠れた又は遮蔽された標的
への接近がより良好になるという点である。
【００５９】
　本発明は標的に関連した検出シグナルの強い増幅をもたらすので、本発明の方法を使用
するアッセイにおいて標的の検出に使用される結合剤の量は、従来技術の方法において常
套的に使用される量と比較して有意に減少し得、例えば１００－１０００倍減少する。
　試料中の標的の検出に使用される抗体の量は、抗体、標的、又は試料に非常に依存する
。従って、この量は、各特定の場合に個々に定められなければならず、これは当業者に知
られた常套手順である。しかしながら、本発明による標的の検出に使用される抗体の量を
定めるならば、殆どの現在の免疫検出法によって必要とされる量と比較して１０００倍ま
ででありうる。標的に関連するシグナルの多重増幅の可能性、つまり最初に本発明のレポ
ーターの沈着の工程において、ついで沈着したレポーターの標識工程においての増幅によ
り、本発明の検出方法は、一次結合剤の親和性、つまり標的への親和性にあまり依存しな
いものになるが、これは標的への結合剤の弱い結合が検出されうるためである。
【００６０】
　特定のシグナル、つまり関連した標的の増幅は、沈着工程を繰り返し、標的部位におけ
る沈着レポーターの量を増加させることにより更に増加させうる。例えば、本発明の方法
の工程（ｉｉ）において沈着したレポーターは、ペルオキシダーゼ活性を有する結合剤に
よって特異的に認識されうる検出可能な標識を含み得；この試料は、同じ又は他のレポー
ター分祀を含む沈着媒体中で再びインキュベートされ得、よって部位関連沈着物が増加す
る。顕著なことに、このようにして、顕著な非特異的沈着なしに、例えば非標的部位なし
に同じ又は固形支持体の領域において同じ標的部位に対してのレポーター沈着が５０試行
まで実施されうる。述べたように、沈着の第二及び更なる試行で沈着されるレポーター分
子は同じレポーターであり得、つまり最初の試行のものと同じであり、又はそれは異なっ
たレポーター分子でありうる。この第二又は更なるレポーター分子は、より強いシグナル
を生じうるか又は増加した量の検出可能な標識を含みうる分子であり得；このようにして
、標的部位に関連したシグナルは代わりに又は／及び更に亢進されうる。
【００６１】
　従って、該方法は検出手順の柔軟性と固体支持体に固定された非常に広範な試料におけ
る標的の再現性のある検出をまたもたらす。該方法は、分子標的の非常に鮮明で特異的な
免疫化学的標識化をもたらし、よって試料内容物の解釈及び定量を容易にするので、組織
学的試料のような試料に挑む場合における標的の免疫化学的検出に非常に有利である。
【００６２】
ペルオキシダーゼ活性
　「ペルオキシダーゼ活性」なる用語は、次式の反応を触媒する酵素活性に関する：
　ＲＯＯＲ’＋電子供与体（２ｅ－）＋２Ｈ＋→ＲＯＨ＋Ｒ’ＯＨ
　ペルオキシダーゼ活性を有する酵素はここでは「ペルオキシダーゼ」と呼ばれる。多く
のペルオキシダーゼに対して、最適な基質は過酸化水素であるが、他のものは有機過酸化
物のような有機ヒドロペルオキシドでより活性である。電子供与体の性質は酵素の構造に
非常に依存し、例えば西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）／ＥＣ１．１１．１．７）
は電子供与体及び受容体の双方として広範な有機化合物を使用することができる。ＨＲＰ
は接近可能な活性部位を有しており、多くの化合物が反応部位に達しうる。
【００６３】
　ペルオキシダーゼ活性は、結合剤の分子に直接的に又は間接的に結合しているペルオキ
シダーゼ酵素の分子、又は酵素活性と関連した酵素の断片、例えばペルオキシダーゼ分子
の全サイズの５１％から９９．９％、又は５１％未満によって表されうる。
【００６４】
　本発明の結合剤は一又は複数のペルオキシダーゼ部分に直接的又は間接的にコンジュゲ
ートされうる（本文脈における「部分」なる用語は、ペルオキシダーゼの全分子又はペル
オキシダーゼ酵素活性を可能とする上記分子の部分を意味する）。第一及び／又は第二結
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合剤の双方又は何れかの分子は、ペルオキシダーゼの一又は数個の機能的に活性な部分と
コンジュゲートされうる。一実施態様では、第一結合剤の少なくとも一つの分子は一又は
複数のペルオキシダーゼ部分とコンジュゲートされうる；他の実施態様では、第二結合剤
の少なくとも一つの分子は一又は複数のペルオキシダーゼ部分とコンジュゲートされうる
第三及び更なる結合剤の分子もまたペルオキシダーゼとコンジュゲートされうる。「直接
的にコンジュゲートされる」なる用語は、酵素部分が化学結合を介して結合剤の分子に結
合されることを意味する。「間接的にコンジュゲートされる」なる用語は、結合剤と一つ
の化学結合を、ペルオキシダーゼと他の化学結合を有するリンカー分子を介して結合剤の
分子に結合されることを意味する。リンカー分子の実施態様を以下に検討する。
【００６５】
　一実施態様では、ペルオキシダーゼの部分は、ＨＲＰの部分、例えば全ＨＲＰ分子又は
ＨＲＰ酵素活性を可能にするその断片であり、また酵素活性を有するＨＲＰの一部を含む
組換えタンパク質等でありうる。他の実施態様では、ペルオキシダーゼは大豆ペルオキシ
ダーゼ（ＳＰ）でありうる。
【００６６】
　ペルオキシダーゼ活性を有する酵素を含む結合剤の非限定的な例は、一次又は二次抗体
分子又はその誘導体、例えば完全長ＨＲＰの一又は複数の部分とコンジュゲートされたＦ
ａｂ、及びＨＲＰとコンジュゲートされた核酸結合剤でありうる。このような結合剤は標
的分子に直接的に又は間接的に結合し得、それによってペルオキシダーゼ活性を有する酵
素を含む結合剤の一又は複数の分子をそれぞれが含む複合体を形成する。
【００６７】
　一実施態様では、結合剤は、結合剤に直接的に結合している一、又は二又はそれ以上の
ペルオキシダーゼ部分を含むコンジュゲート、例えば一又は複数のＨＲＰ部分に結合した
抗体分子である。他の実施態様では、結合剤は、間接的に結合剤に結合しているペルオキ
シダーゼの二以上の機能的部分を含むコンジュゲート、例えば抗体の一又は複数の分子と
一又は複数のＨＲＰ部分が独立して骨格ポリマーに連結しているコンジュゲート、つまり
、ペルオキシダーゼ活性を持つ酵素が結合剤、つまり抗体に間接的に結合している結合剤
である。結合剤の分子当たりのＨＲＰの数は１から１０又は更に高くと変動し得、例えば
２０－５－又は更に高い。
【００６８】
　ある実施態様では、結合剤の小コンジュゲート分子、例えば単一の抗体分子又は例えば
ＨＲＰのようなペルオキシダーゼの一、二、又はそれ以上の部分とコンジュゲートしたそ
のＦａｂ領域が好ましい場合がある。そのような結合剤は相対的にコンパクトな分子であ
り、この特徴は、細胞を含む複雑な生物学的試料中において隠れた標的、例えば標的分子
、構造又は粒子を検出するのに有利な場合がある。他の実施態様では、結合剤及び何十か
ら何百の酵素部分を含む大きなコンジュゲートが好ましい場合がある。そのような結合剤
は、例えば、非常に速い標的の検出が関連しているか又は個々の標的部位について大きな
沈着物を得ることが望ましい場合に有利な場合がある。
【００６９】
　ペルオキシダーゼ活性を含む固体支持体の部位はここでは「標的部位」と称される。一
実施態様では、標的部位は、ペルオキシダーゼ活性、例えばペルオキシダーゼ酵素の部分
を含み、これは固体支持体上又はその内部に直接的に固定されている。他の実施態様では
、標的部位は、固体支持体上又はその内部に間接的に固定されるペルオキシダーゼ活性を
含み、つまり、ペルオキシダーゼ酵素の部分が、固体支持体上又はその内部に固定されて
いる標的に直接的に又は間接的に結合可能な結合剤に連結している。後者は本発明の標的
部位の非限定的な例である。
【００７０】
レポーター
　本発明は、本発明のレポーター分子となりうるコンジュゲート分子である大きな群の化
合物に関する。「レポーター」なる用語は次の特徴を共有する化合物に関する：
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　１．　レポーターは、ペルオキシダーゼ酵素の基質、好ましくはＨＲＰ基質となりうる
二以上の物質及び水溶性ポリマーに結合している一又は複数の標識を含む水溶性コンジュ
ゲート分子である；
　２．　ペルオキシダーゼ基質部分は、上記分子の一部分のレポーター分子中において、
それらが２，５ｎｍを越えない距離だけ互いに分離している、例えば３０未満の相互連結
された炭素原子の鎖又は炭素、窒素、硫黄及び／又は酸素のようなヘテロ原子の鎖だけ、
好ましくは５－２０原子を越える鎖だけコンジュゲートの分子内で分離しているという点
で「濃縮」されている；
　３．　検出可能な標識はペルオキシダーゼ基質部分から少なくとも３０の連続敵に相互
連結された原子だけ離れた距離にある、つまり２．５ｎｍを越えて、好ましくは３ｎｍを
越えた距離にある；
　４．　リンカーポリマーは、水溶性分子、好ましくは少なくとも３０の連続的に相互連
結された原子に少なくとも一つの鎖を含むポリマーであり、ここで二つの連続する炭素に
酸素又は窒素原子が続く；
　５．　レポーターは環境中にペルオキシダーゼ活性を有している酵素の不在下で過酸化
物化合物及び３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を含む水溶液から沈殿しない。
　６．　レポーターは環境中にペルオキシダーゼ活性を有している酵素の存在下で過酸化
物化合物を含むが３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を含まない水溶液から沈殿し
ない。
　７．　レポーターは環境中にペルオキシダーゼ活性を有している酵素の存在下で過酸化
物化合物と３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を含む水溶液から沈殿する。
　これらの要件の全てを満たす幾つかのレポーター分子を以下に詳細に記載し、実施例に
おいて例証する。
【００７１】
　一態様では、本発明は、
　（ｉ）検出可能な発色性、蛍光性、発光性又は放射性シグナルを生じうるか、又は（ｉ
ｉ）例えば抗体、核酸配列、核酸配列アナログ配列、ハプテン、抗原、レセプター、レセ
プターリガンド、酵素等の特異的結合対のメンバーである一又は複数の検出可能な物質（
「標識」と交換可能に称される）、
　（ｉｉ）少なくとも二つの物質で、その各々がフリーラジカルをクエンチ可能、つまり
フリーラジカル中間体を除去し、それ自体が酸化されることによって他の酸化反応を阻害
することによりフリーラジカル鎖反応を終結させ、ここで上記物質はペルオキシダーゼ活
性を持つ酵素の基質となり得（そのような物質は以下「ペルオキシダーゼ基質」又は「ペ
ルオキシダーゼ基質の部分」と称される）、
　ここで、標識（ｉ）とペルオキシダーゼ基質部分（ｉｉ）は同じ化学物質ではないもの
、
　（ｉｉｉ）標識（ｉ）とペルオキシダーゼ基質部分（ｉｉ）の間のリンカーであって、
上記リンカーは少なくとも３０の連続敵に連結される原子の少なくとも一つの線状ポリマ
ーを含み、二つの連続炭素原子毎に酸素又は窒素の原子が続くもの
を含む水溶性コンジュゲート分子に関し、
　ここで、コンジュゲート分子中の標識（ｉ）及びペルオキシダーゼ基質部分（ｉｉ）間
の距離は少なくとも３０の連続的に相互連結された原子であり、
　二つのペルオキシダーゼ基質部分毎の間の距離が３０未満の連続的に相互連結された原
子である。
【００７２】
　ある実施態様では、本発明の水溶性コンジュゲート分子は、その機能を亢進しうる部分
を、つまり標識分子及び／又はペルオキシダーゼ基質分子として更に含み得、又は分子の
水溶性を増加／減少させる。
【００７３】
　本発明のレポーター分子は次の式（Ｉ）：
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　(Ｙ)ｎ-Ｌ-(Ｚ)ｍ
［上式中、
　Ｙはペルオキシダーゼ活性を持つ酵素の基質となりうる部分であり；
　Ｚは検出可能な標識であり；
　Ｌはリンカーであり；
　ここで、
　ｎは２から１５０の整数であり、
　ｍは１から１５０の整数であり、
　ここで、ＹとＺは同じ物質ではない］
によって定義されうる。
【００７４】
　好ましい一実施態様では、Ｙは次の式（ＩＩ）：

［上式中、
　Ｒ１は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、Ｎ（Ｘ）２又は－Ｓ－Ｘであり；
　Ｒ２は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、－Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ３は－Ｈ、－ＯＨ、－ＮＨ２又は－ＳＨであり；
　Ｒ４は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、－Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ５は－Ｈ、－Ｏ－Ｘ、Ｎ（Ｘ）２、又は－Ｓ－Ｘであり、
　Ｒ６は－ＣＯＮ（Ｘ）２、又はＣＯ－Ｘであり、
ここで、
　Ｈは水素であり、
　Ｏは酸素であり、
　Ｓは硫黄であり、
　Ｎは窒素であり、
　ＸはＨ、アルキル又はアリールである］
を有している。
【００７５】
　好ましい一実施態様では、Ｙはケイ皮酸の残基であり；他の好ましい実施態様では、Ｙ
はフェルラ酸の残基であり；他の好ましい実施態様では、Ｙはコーヒー酸の残基であり；
他の好ましい実施態様では、Ｙはアミノケイ皮酸の残基であり；他の好ましい実施態様で
は、Ｙはシナピン酸の残基である。他の好ましい実施態様では、Ｙはフェルラ酸、ケイ皮
酸、コーヒー酸、アミノケイ皮酸又はシナピン酸の誘導体である。
【００７６】
　好ましくは、残基ＹはＲ６基を介してＬに連結される。
　好ましい一実施態様では、レポーターは２から４の残基Ｙを含む。
【００７７】
　好ましい一実施態様では、レポーター分子は、式（ＩＩ）の二つのＹ分子、例えば二つ
のフェルラ酸残基、又は二つのケイ皮酸残基、又は二つのアミノケイ皮酸残基、又は二つ
のコーヒー酸残基、又は二つのシナピン三残基、及び一又は複数の検出可能な標識；一又
は複数の検出可能な標識；他の実施態様では、レポーターは、式（ＩＩ）の３分子、例え
ば３つのフェルラ酸、ケイ皮酸、コーヒー酸、アミノケイ皮酸又はシナピン酸残基、及び
一又は複数の検出可能な標識を含み得；他の実施態様では、レポーターは、式（ＩＩ）の
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三つ又は四つの分子、例えば４つのフェルラ酸、ケイ皮酸、コーヒー酸、アミノケイ皮酸
又はシナピン酸残基、及び一又は複数の検出可能な標識を含みうる。
【００７８】
　ある実施態様では、Ｙ残基の数は、４より多く、例えば５－１０、１０－１５、１５－
２０、２０－５０、５０－１００、又は１００－１５０分子でありうる。そのようなレポ
ーター分子の非限定的な作用例は実施例に記載する。好ましくは、そのようなレポーター
２－４において、Ｙ残基は３０－１５０原子を含む一つの線状ポリマーに結合し（ここで
、Ｙ残基は好ましくは以下に記載された態様で連結される）、そのような線状ポリマー（
それぞれが２－４のＹ残基を含む）の幾つかは他の水溶性ポリマー、他のデキストランに
結合する。
【００７９】
　好ましい一実施態様では、レポーター分子は式（ＩＩ）の二以上の異なった分子を含み
うる。
　好ましい一実施態様では、Ｙはアミノ酸チロシンの残基又はその誘導体、例えば２から
４のチロシン残基でありうる。
【００８０】
　本発明によれば、２から４のＹ残基が好ましくは群としてレポーター分子中に位置する
（つまり、４を越えるＹ残基を含むレポーターがある距離、例えば３０の連結された原子
又はそれ以上、レポーター分子において分離した２から４のＹ残基の幾つかの群を含む）
。好ましくは、２から４のＹ残基は、例えば５－１０、６－１２、７－１３、８－１４、
９－１５、１０－１６、１１－１７、１２－１８、１３－１９、２０、２１、２２、２３
等の５－３０以下の長さの相互に連結された原子である２つの隣接Ｙ残基間の距離をもた
らす化合物（スペーサー）を介して互いに結合している。例えば、２－４のＹ残基は、例
えばリジン残基のような２から４のアミノ酸を含むペプチド鎖に結合され得、ここで、Ｙ
残基はペプチドのアミノ酸残基の側鎖反応性基、例えばリジン残基のイプシロンアミノ酸
残基に結合される。２から４は、３－５原子、好ましくは３原子を越えないこれらの分岐
点間の距離を持つ多くの分岐点を含む他の短いポリマーを介して連結され得、ここで、Ｙ
残基はこれらのポリマーの原子又は化学基の側鎖に結合されうる。そのようなグループ化
されたＹ残基の位置はここではレポーター分子の「Ｙヘッド」と称される。
【００８１】
　好ましい一実施態様では、Ｙヘッドは、短いポリマー、例えばＰＮＡ又はペプチドを介
して結合した２から４のＹ残基を含み、ここで、ペプチドは好ましくはリジン、セリン、
グルタメート又はシステイン残基を含む。しかしながら、少なくとも２つのＹ残基及びリ
ンカーＬを有するレポーターでありうる任意の他の短いポリマーが適切である場合がある
。
【００８２】
　一実施態様では、２から４の残基Ｙを含むＹヘッドは、次の式（ＩＩＩ）の分子の二又
はそれ以上の残基を含むポリマーに結合され、

ここで、Ｒ１及びＲ２はＮＨ及びＯから選択され、Ｒ３がメチル、エチル、プロピル、Ｃ
Ｈ２ＯＣＨ２、及び（ＣＨ２ＯＣＨ２）２から選択され、連続反復エチルオキシ基が３以
下である。得られたレポーターは一つの検出可能な標識（又は以下に記載されるような一
を越える検出可能な標識）で更にコンジュゲートされ得、又はそれは（一又は数個のその
ようなレポーターが結合されうる）水溶性ポリマー、例えばデキストランでコンジュゲー
トされうる。
【００８３】
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　本発明のレポーター分子中におけるＹ残基の近接する間隔は、（Ｙ残基のみを含むか又
はＹヘッドの形態のレポーター分子中に「濃縮」していない、つまり隣接する２つのＹ残
基間の分子間隔が上で検討した距離よりも大きい、幾つかのＹ残基を含むレポーターと比
較して）レポーターが、環境中でペルオキシダーゼ活性を有する酵素の不在下で過酸化物
化合物及び３，３’－ジアミノベンゼジン（ＤＡＢ）を含む水溶液に可溶性であるが、環
境中でペルオキシダーゼ活性を有する酵素の存在下でそのような溶液から素早くかつ豊富
に沈殿する点でレポーターの特徴に影響を及ぼす。
【００８４】
　検出可能な標識Ｚは、視覚的に検出できる任意の物質、例えば蛍光又は発光物質、又は
ある検出手段を使用することによって検出することができる任意の物質、例えば放射性標
識、特異的結合対のメンバー、例えば核酸配列、ハプテン等でありうる。
【００８５】
　任意の蛍光、発光、生物発光又は放射性分子を標識として使用することができる。これ
らの多くは市販されており、例えば蛍光染料Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒｓ（Molecular Probe
s）及びＤｙＬｉｇｈｔ Ｆｌｕｏｒｓ（Thermo Fisher Scientific）である。蛍光標識の
他の非限定的な例は次の分子でありうる：５－（及び６）－カルボキシフルオレセイン、
５－又は６－カルボキシフルオレセイン、６－（フルオレセイン）－５－（及び６）－カ
ルボキサミドヘキサン酸、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、テトラメチ
ルローダミン、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５、ＡＭＣＡ、ＰｅｒＣＰ、Ｒ－フィコエリトリン
（ＲＰＥ）アロフィコエリトリン（ＡＰＣ）、テキサスレッド、プリンストンレッド、緑
色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）コートＣｄＳｅナノクリスタライト、ルテニウム誘導体、ル
ミノール、イソルミノール、アクリジニウムエステル、１，２－ジオキセタン及びピリド
ピリダジン、水素、炭素、硫黄、ヨウ素、コバルト、セレン、トリチウム、又はリンの放
射性同位体。
【００８６】
　ある実施態様では、検出可能な標識は、酵素でありうる。適切な酵素標識の非限定的な
例は、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、β－ガラクトシダーゼ（ＧＡＬ）、グルコース
－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼ、β－グルクロニ
ダーゼ、インベルターゼ、キサンチンオキシダーゼ、ホタルルシフェラーゼ、グルコース
オキシダーゼ（ＧＯ）でありうる。
【００８７】
　他の実施態様では、検出可能な標識は、特異的な結合対のメンバー、例えばハプテンで
ありうる。適切なハプテンの非限定的な例として、２，４－ジニトロフェノール（ＤＮＰ
）、ジゴキシギニン、フルオレセイン、テキサスレッド、テトラメチルローダミン、ニト
ロチロシン、アセチルアミノフルレン、水銀トリニトロフェノール(mercury trintrophon
ol)、エストラジオール、ブロモデオキシウリジン、ジメチルアミノナフタレンスルホネ
ート（ダンシル）を挙げることができ；適切な特異的結合剤の例として、ビオチン、スト
レプトアビジン、相補的天然及び非天然オリゴヌクレオチド配列、ジンクフィンガー結合
ドメイン対等を挙げることができる。特異的結合対のメンバーの他の例は上記セクション
において検討されている。
【００８８】
　好ましい一実施態様では、標識はハプテンである。他の好ましい実施態様では、標識は
蛍光物質である。他の好ましい実施態様では、標識は特異的結合対のメンバーである。
　レポーター分子当たりの検出可能な標識の数は変動しうる。ある実施態様では、レポー
ター分子当たり１から３、例えば１、２又は３の標識が好ましい場合がある。好ましい実
施態様では、そのようなレポーターは一つの検出可能な標識を含む。一実施態様では、式
（ＩＩ）の２から４の残基Ｙ又は２から４のチロシンと一つのシグナル標識を含むレポー
ター分子が好ましい場合がある。ある実施態様では、レポーターは３を越える標識、例え
ば４～１５０の標識をレポーター分子当たりに含みうる。
【００８９】
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　本発明によれば、レポーター分子において、標識がペルオキシダーゼ基質部分から、例
えばＹヘッドから、２．５ｎｍを越える距離だけ、分離され、例えば少なくとも３０の連
続的原子、例えば６０、９０又は１５０の連続的原子の鎖によって分離される。レポータ
ーがＹヘッドと１（又はそれ以上）の標識を結合する原子の一つの線状鎖を含む実施態様
では、Ｙヘッド及び標識は、鎖の反対端部に位置する分岐点で上記鎖に結合される。
【００９０】
　ある実施態様では、レポーターが１を越える標識を含む場合、標識がリンカー（つまり
、一分子において標識とペルオキシダーゼ部分を連結させる物質）にコンジュゲートされ
、標識の結合部位間の距離があるのが好ましく、この距離は、少なくとも３０の連続的に
連結された原子（「スペーサー部分」又は「スペーサー」と称される）、好ましくは６０
の連続的な原子又はそれ以上、例えば９０の連続的に相互連結された原子の鎖に対応する
。結合された標識間のスペーサー部分は親水性であることが好ましい。レポーター分子に
おける複数の標識のそのような配置はここでは「Ｚテール」と称される。Ｙヘッドに最も
近く位置させられるＺテール含有複数標識の標識は、Ｙヘッドのペルオキシダーゼ部分の
何れかから少なくとも３０の相互連結原子だけ、つまり少なくとも２．５ｎｍの距離だけ
離間していることが理解される。
【００９１】
　好ましくは、少なくとも３０の連続的原子のスペーサーは次の式（ＩＩ）

の分子の二以上の残基を含む化合物であり、ここで、Ｒ１及びＲ２はＮＨ及びＯから選択
され、Ｒ３はメチル、エチル、プロピル、ＣＨ２ＯＣＨ２、及び（ＣＨ２ＯＣＨ２）２か
ら選択され、連続的に反復するエチルオキシ基は３を越えない。
　上記スペーサーに結合されそれによって分離される複数の標識は一つのＹヘッド又は幾
つかのＹヘッドに適切なリンカー、例えばデキストランのような複数の結合を可能にする
水溶性ポリマーでコンジュゲートされうる。ある実施態様では、幾つかのＹヘッドはその
ようなポリマーを介して幾つかのＺテールにコンジュゲートされうる。
【００９２】
　一実施態様では、一つの同じレポーター分子に結合される複数の検出可能な標識は、同
じ検出可能な物質であり得、他の実施態様では、標識は異なった検出可能な物質であり得
る。
　標識のＺテール配置は、（１）標識間を親水性スペーサー分子によって分離されている
複数の疎水性標識を含むレポーターは水溶液への良好な溶解度のままであり、（２）標識
は結合剤がレポーターを検出するために使用される場合に結合剤により接近可能であると
いう利点を有している。
【００９３】
　リンカーＬは、本発明によれば、少なくとも３０の連続的原子、例えば３０－１５０原
子又はそれ以上、例えば３０、４５、６０、９０、１５０、３００、５００原子又はそれ
以上の鎖を含む分子である。好ましい一実施態様では、好ましくは、Ｌは１５０の連続し
た原子を含む。ある実施態様では、リンカー分子は、２つの連結された炭素原子毎に酸素
又は窒素の原子が続く原子の線状鎖を含む。
【００９４】
　好ましい一実施態様では、Ｌは単一の線状ポリマー分子であり；好ましい一実施態様で
は、Ｌは互いにコンジュゲートされた幾つかの異なったポリマーを含むレポーター分子で
ある。
　好ましい一実施態様では、線状ポリマーは、二つの連続した炭素原子に、酸素又は窒素
から選択されるヘテロ原子が続く原子鎖、例えば以下に記載のリンカー、又はポリエチレ
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【００９５】
　リンカーＬとして使用することができる非常に様々なポリマー分子が存在する。例とし
ては、デキストラン、カルボキシメチルデキストラン、デキストランポリアルデヒド、カ
ルボキシメチルデキストランラクトン、及びシクロデキストリンなどの多糖類；プルラン
、シゾフィラン、スクレログルカン、キサンタン、ジェラン、Ｏ－エチルアミノグアラン
（ethylamino guaran）、６－Ｏ－カルボキシメチルキチン及びＮ－カルボキシメチルキ
トサンなどのキチン及びキトサン；カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルヒド
ロキシエチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、６－アミノ－６－デオキシセル
ロース及びＯ－エチルアミンセルロースなどの誘導体化セルロース；ヒドロキシル化デン
プン、ヒドロキシプロピルデンプン、ヒドロキシエチルデンプン、カラゲナン、アルギニ
ン酸、及びアガロース；フィコール及びカルボキシメチル化フィコールなどの合成多糖類
；ポリ（アクリル酸）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（アクリル酸エステル）、ポリ（
２－ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ（マレイ
ン酸）、ポリ（マレイン酸無水物）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（エチル－コ－酢酸
ビニル）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（ビニルアルコール
－コ－ビニルクロロ酢酸)、アミノ化ポリ（ビニルアルコール）、及びそれらのブロック
コポリマーなどのビニルポリマー；直鎖、櫛形又は高分岐ポリマー及びデンドリマー、例
えば分岐ＰＡＭＡＭ－デンドリマーなどのポリマー主鎖を含むポリエチレングリコール（
ＰＥＧ）又はポリプロピレングリコール又はポリ（エチレンオキシド－コ－プロピレンオ
キシド）；ポリリジン、ポリグルタミン酸、ポリウレタン、ポリ（エチレンイミン）、プ
ルリオール（pluriol）などのポリアミノ酸；アルブミン、免疫グロブリン、及びウイル
ス様タンパク質（ＶＬＰ）などのタンパク質、及びポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＰＮＡ、
ＬＮＡ、オリゴヌクレオチド及びオリゴヌクレオチドデンドリマーコンストラクト；混合
ポリマー、すなわちポリマー、ブロックコポリマー及びランダムコポリマーの先の例の一
又は複数からなるポリマーが挙げられる。
【００９６】
　選択されるポリマーの性質は、性能を最適化するために改変でき、例えば長さ及び分岐
度を最適化できる。更に、該ポリマーは化学的に修飾して様々な置換基を有しうる。該置
換基は、更に化学的に保護され、及び／又は活性化され、ポリマーを更に誘導体化しうる
。
　好ましい一実施態様では、リンカーはデキストラン又はデキストランを含む混合ポリマ
ーである。
【００９７】
　他の好ましい実施態様では、リンカーは次の式（ＩＩ）

の分子の二以上の残基を含む化合物であり、
　ここで、Ｒ１及びＲ２はＮＨ及びＯから選択され、Ｒ３はメチル、エチル、プロピル、
ＣＨ２ＯＣＨ２、及び（ＣＨ２ＯＣＨ２）２から選択され、連続的に反復するエチルオキ
シ基は３を越えない。
【００９８】
　好ましくは、リンカーＬは、上記式の少なくとも二つの残基を含み、ここでＲ１及びＲ

２は双方ともＮＨであり、Ｒ３はＣＨ２ＯＣＨ２である。好ましくは、Ｌは、次の式（Ｉ
ＩＩ）
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の一又は複数の単位を含み、ここで、ｎは１から１０の整数であり、（Ｂ）は分岐点であ
る。この式のＬ分子及びその合成は、出典明示によりここに援用される国際公開第２００
７／０１５１６８号に詳細に記載されている。
【００９９】
　「分岐点」なる用語は、分岐、例えば同じポリマーの側鎖、又は他の分子が結合されう
るポリマー分子中の点（ポイント）を意味する。一実施態様では、分岐点(B)は原子であ
り得、他の実施態様では、分子Ｙ及びＺがＬに直接的に又は間接的に、例えばＹ又はＺの
官能基を介して（つまり直接的に）、又は例えばアミノ酸、例えばシステイン、リジン等
の小二官能性分子を介して（つまり間接的に）コンジュゲートされうる。
【０１００】
　例えば標識のような異なった化学物質とポリマーをコンジュゲートさせる方法は当該分
野でよく知られており、本発明のレポーターを作製するために使用することができる。例
えば、ポリマーはビニルスルホンで活性化され、検出可能な標識及び式（ＩＩ）の分子と
混合されてポリマーコンジュゲートが形成されうる。他の実施態様では、アルデヒドをポ
リマー、例えばデキストランを活性化させるために使用することができ、これをついで検
出可能な標識及び式（ＩＩ）の分子と混合する。ポリマーコンジュゲートを調製する更に
他の方法は、成分を一緒にカップリングさせるためにいわゆる官能基選択的カップリング
スキームを使用することによるもので、例えば分子はチオール改変ポリマー骨格に共有的
にカップリングさせる前にチオール反応性マレイミド基で誘導体化されうる。幾つかの他
の実施態様では、式（Ｉ）の分子及び検出可能な標識は、リンカーグルーピングを介して
ポリマーに結合されうる。この方法の例は、グルタルジアルデヒド、ヘキサンジイソシア
ネート、ジメチルアピミデート、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼンなどの
ホモ二官能性リンカーグルーピング、例えばＮ－γ－マレイミドビチロロキシ（maleimid
obytyroloxy）スクシンイミドエステルのようなヘテロ二官能性架橋バインダー、及び１
－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドなどのゼロレングス架橋
バインダーの使用を含む。
【０１０１】
　Ｌ３０の一又は複数の単位を含む分子の誘導体化法は、出典明示によりここに援用され
る国際公開第２００７／０１５１６８号に詳細に記載されている。
　Ｌ３０反復、例えばＬ６０（２×Ｌ３０反復）、Ｌ９０（３×Ｌ３０反復）、Ｌ１５０
（５×Ｌ３０反復）を含む例示的なレポーターは実施例に記載し、図１（３）に示す。
【０１０２】
インキュベーション媒体
　「インキュベーション媒体」なる用語は、本文脈においては、溶液の特定の化合物と試
料間で所望の反応が起こることを可能にするために所定の時間（ここでは「インキュベー
ション時間」と称される）試料が維持される特定の化合物を含む溶液を意味する。
　インキュベーション媒体中において試料を維持する／インキュベートする時間、つまり
インキュベート時間は、およそ３秒からおよそ３分、例えば約１０秒、２０秒、３０秒、
１分、２分等、例えば３－１０分、１０－２０分、２０－４０分、４０－６０分、１－２
時間又はそれ以上、例えば一晩と実施態様に応じて変動しうる。一実施態様では、検出手
順の全工程におけるインキュベート時間は同じ期間を持ち得、つまり、インキュベーショ
ン毎に１分、２分、３分、５分、１０分等々が続きうる。他の実施態様では、インキュベ
ート時間は一工程と他の工程とで変動し得、例えば結合剤を含む媒体中での試料のインキ
ュベートは１分続き得、３’，３－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、レポーター、及び過
酸化物化合物を含有する媒体中での試料のインキュベートは２分続き得、レポーター沈着
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物の検出のための媒体中での試料のインキュベートは５分続きうる等である。
【０１０３】
　インキュベートは、標的、結合剤、レポーター等のタイプに応じて、様々な温度条件で
実施されうる。検出法は主として温度非依存性であるが、しかしながら、所望されるなら
ば、温度をインキュベート時間を調節するために使用することができ、例えばより低い温
度を使用してインキュベート時間を延長することができ、逆に、より高い温度を使用して
インキュベート時間を短くすることができる。
【０１０４】
　該方法によれば、標的を含む試料は異なった薬剤と共に連続的にインキュベートされ、
ここで、薬剤は水性媒体に溶解される。インキュベーション媒体の組成物は各インキュベ
ーションの目的に応じて調節される。
【０１０５】
　本発明の方法の工程（ｉ）では、試料は一又は複数の結合剤とインキュベートされる。
従って、一態様では、本発明は標的の単一の単位に直接的に又は間接的に結合可能なペル
オキシダーゼ活性を有する酵素を含む結合剤を含む媒体に関し、それによって標的部位を
形成する。この媒体はここで「第一インキュベーション媒体」又は「標的インキュベーシ
ョン媒体」と称される。
【０１０６】
　第一のインキュベーション媒体は、選択された結合剤が可溶性であり、標的単位に結合
可能である任意の液体媒体、好ましくは水性媒体でありうる。基本的には、第一インキュ
ベーション媒体は、４から９の範囲のｐＨを有する一又は複数の結合剤の緩衝水溶液であ
る。ある実施態様では、第一インキュベーション媒体は有機又は無機塩を含みうる。無機
塩は、例えば塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、リン
酸ナトリウム、又は硫酸アンモニウムから選択されうる。有機塩は、例えば酢酸ナトリウ
ム、酢酸アンモニウム又はイミダゾール塩、例えばイミダゾール塩酸塩などから選択され
うる。
【０１０７】
　第一インキュベーション媒体中の塩の量は、およそ１０－３Ｍから飽和まで、例えばお
よそ２０ｍＭから約２００ｍＭ、又はおよそ５０ｍＭからおよそ５００ｍＭの範囲であり
うる。好ましい一実施態様では、媒体は、およそ１０ｍＭから５００ｍＭの量の塩を含み
うる。他の好ましい実施態様では、媒体は塩を含まない場合がある。
【０１０８】
　述べたように、典型的には、第一インキュベーション媒体のｐＨ値は約４から約９まで
変動し得、例えばｐＨ３．５及びｐＨ９．５の間、例えばｐＨ５とｐＨ７の間、ｐＨ５．
５とｐＨ６．５の間又はｐＨ６．５と７．５の間、又はｐＨ７とｐＨ８の間、又はｐＨ７
．５とｐＨ８．５の間、又はｐＨ８とｐＨ９の間でありうる。適切なバッファー能の任意
のバッファーを使用することができ、例えばリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）及びイミダ
ゾールバッファーである。他の適切なバッファーはGood, NE.等(1966) Hydrogen ion buf
fers for biological research. Biochem. 5(2), 467-477に見出すことができる。媒体の
ｐＨ値は標的への結合剤の結合のために重要な場合がある；それは結合剤及び標的の性質
に応じて最適化されうる。
【０１０９】
　ある実施態様では、第一インキュベーション媒体は、有機調整剤（「有機調整剤」なる
用語は任意の非水溶媒を意味する）、例えばＮ－メチルピロリドン（ＮＭＰ）、ジメチル
スルホキシド（ＤＭＳＯ）、モノ－及びジエチレングリコール、スルホラン、Ｎ，Ｎ－ジ
メチルホルムアミド（ＤＭＦ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、プロピレングリコ
ール等を含みうる。有機調整剤の量はおよそ１％からおよそ２０％（ｖ／ｖ又はｗ／ｖ）
まで変動し得、又は幾つかの実施態様では、２０％よりも高い場合がある。
【０１１０】
　ある実施態様では、第一インキュベーション媒体は、洗浄剤、例えばポリエチレングリ
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コール－ｐ－イソオクチルフェニルエーテル（ＮＰ－４０）又は界面活性剤（例えばポリ
オキシエチレンソルビタンモノラウレートに基づく界面活性剤（Ｔｗｅｅｎ）、ブロック
コポリマーに基づく界面活性剤（プルロニック等）から選択される。洗浄剤の量は、約０
．００１％から約５％ｖ／ｖ又はｗ／ｖと変動しうる）等を含みうる。
【０１１１】
　ある実施態様では、第一インキュベーション媒体は、結合剤安定化剤、例えばウシ血清
アルブミン又はデキストランを含みうる。安定化剤の量は０．０１％から２０％（ｗ／ｖ
）まで変動しうる。
　ある実施態様では、第一インキュベーション媒体は、イオンキレート剤（例えばエチレ
ンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）又はエチレンジアミンヒドロキシフェニル酢酸型キレート
剤（ＥＤＨＰＡ）等）を含みうる。キレート剤の量は、約１０－６から約１０－２Ｍまで
変化しうる。
【０１１２】
　ある実施態様では、第一インキュベーション媒体は、非特異的結合部位、つまり標的を
含まない固体支持体の部位を飽和させるための一又は複数の遮断剤を含みうる。異なった
実施態様に対して適切な遮断剤の幾つかの非限定的な例は、デンハート液、ウシ血清アル
ブミン、脱脂粉乳等でありうる。
【０１１３】
　発明は標的、結合剤及びアッセイ形式の非常に多様な種を考慮するので、第一インキュ
ベーション媒体の組成は変動し得、当該分野の知識を使用してそれぞれの特定の実施態様
に対して調整されなければならない。第一インキュベーション媒体の幾つかの非限定的な
例は実施例に記載する。
【０１１４】
　他の態様では、本発明は、ここでは「沈着媒体」又は「第二インキュベーション媒体」
と交換可能に称される、本発明の標的部位にレポーター分子を沈着させるための媒体に関
する。
　本発明の沈着媒体は液体媒体、好ましくは水性媒体である。
　一実施態様では、沈着媒体は、
　（ｉ）レポーター；
　（ｉｉ）過酸化物化合物、及び
　（ｉｉｉ）３，３’-ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）
を含む、約４から約９の範囲のｐＨを有する緩衝水性媒体である。
【０１１５】
　他の実施態様では、沈着媒体は、
　（ｉ）レポーター及び
　（ｉｉ）過酸化物化合物
を含む、約４から約９の範囲のｐＨを有する緩衝水性媒体である。
【０１１６】
　適切な緩衝能を有する任意のバッファー、例えばリン酸緩衝生理食塩水（PBS）及びイ
ミダゾールバッファーが使用されうる。他の適切なバッファーは、Good, NE.等 (1966) H
ydrogen ion buffers for biological research. Biochem. 5(2), 467-477に見い出すこ
とができる。媒体のｐＨ値は、レポーターを沈着させるのに必須であり得、レポーターの
性質に応じて最適化されうる。
　媒体は、有機又は無機塩を更に含みうる。
【０１１７】
　無機塩は、例えば塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カリウム、塩化カルシウム
、リン酸ナトリウム、又は硫酸アンモニウム等から選択されうる。
　有機塩は、例えば酢酸ナトリウム、酢酸アンモニウム又はイミダゾール塩、例えばイミ
ダゾール塩酸塩等から選択されうる。
【０１１８】
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　沈着媒体中の塩の量は、およそ１０－３Ｍから飽和まで、例えばおよそ２０ｍＭからお
よそ２００ｍＭ、又はおよそ５０ｍＭからおよそ５００ｍＭの範囲でありうる。好ましい
一実施態様では、媒体は、およそ１０ｍＭから５００ｍＭの量で塩を含みうる。別の好ま
しい実施態様では、媒体は塩を含まない場合がある。
【０１１９】
　沈着媒体は異なった実施態様では、
　（ｉ）有機調整剤（有機モディファイアー）、及び／又は
　（ｉｉ）酵素増強剤（酵素エンハンサー）、及び／又は
　（ｉｉｉ）鉄キレート剤、及び／又は
　（ｉｖ）洗浄剤、及び／又は
　（ｖ）抗菌剤
を更に含みうる。
【０１２０】
　有機調整剤は、媒体中に約１％から約２０％（ｖ／ｖ又はｗ／ｖ）の量で存在しうるが
、幾つかの実施態様では、より高濃度の有機調整剤が必要とされうる。有機調整剤は、例
えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）でありうる。他の例としては、限定されないが、
本質的にＣ１－Ｃ４、つまり低級のアルコール、Ｎ－メチルピロリドン（ＮＭＰ）、ジメ
チルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、モノ－及びジエチレングリコール、スルホラン、Ｎ，Ｎ
－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）からなる群から選択される有機調整剤が含まれる。幾
つかの実施態様では、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、例えばＰＥＧ２０００を使用
することが有利でありうる。これらの場合、媒体中のポリエチレングリコールの量は、約
０．１％（ｖ／ｖ）から約２０％（ｖ／ｖ）、例えば約１％（ｖ／ｖ）から約１５％、例
えば５－１０％（ｖ／ｖ）で変動しうる。
【０１２１】
　「酵素増強剤」なる用語は、ペルオキシダーゼの触媒活性を亢進させる任意の化合物を
意味する。このような酵素増強剤は、本質的にフェニルホウ酸誘導体及びニッケル又はカ
ルシウムなどの二価金属イオンからなる群から選択されうる。酵素増強剤の量は、約１０
－７から約１０－３Ｍで変化しうる。
【０１２２】
　鉄キレート剤は、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）又はエチレンジアミンヒドロキ
シフェニル酢酸型キレート剤（ＥＤＨＰＡ）でありうる。鉄キレート剤の濃度は、約１０
－６から約１０－２Ｍで変化しうる。
【０１２３】
　洗浄剤は、ポリエチレングリコール－ｐ－イソオクチルフェニルエーテル（ＮＰ－４０
）、ポリオキシエチルソルビタンモノラウレート（Ｔｗｅｅｎ）を基にした界面活性剤か
ら選択される界面活性剤、又はブロックコポリマーを基にした界面活性剤（プルロニック
等）から選択されうる。洗浄剤の濃度は、約０．００１％から約５％で変化しうる。
【０１２４】
　本発明によれば、沈着媒体は安定な溶液である。本文脈における「安定」なる用語は、
ペルオキシダーゼ媒介性レポーター沈着のための反応媒体となる媒体の能力が、実質的な
時間、本質的に変化しないままであることを意味し；例えば媒体は調製され、使用前に室
温で少なくとも４時間維持されうる。沈着媒体はまた調製され、長時間保存されうる。媒
体の貯蔵寿命を延ばすために、媒体を２０℃以下、例えば４－１０℃で保存し、及び／又
は媒体に抗微生物化合物を添加することが有用でありうる。抗微生物化合物は、このよう
な目的で一般的に使用される任意の抗微生物化合物、例えばアジ化ナトリウム、Ｐｒｏｃ
ｌｉｎＴＭ又はＢｒｏｎｉｄｏｘ（登録商標）でありうる。
【０１２５】
　媒体中のレポーターの濃度は、レポーターの性質に応じて、約１０－１０Ｍから約１０
－２Ｍと変動しうる。例えばレポーターが放射性で、酵素又は特異的結合対のメンバーで
ある場合は、約１０－１０Ｍから約１０－６Ｍであり；例えばレポーターが蛍光又は特異
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的結合対のメンバーである場合は、約１０－９Ｍから約１０－５Ｍであり；例えばレポー
ターが色素原である場合は、約１０－５Ｍから約１０－２Ｍである。
【０１２６】
　本発明の媒体は過酸化物化合物を含む。過酸化物化合物は、ｔｅｒｔ－ブチルペルオキ
シド、ジｔｅｒｔ－ブチルペルオキシド、過酢酸などの有機過酸化物から選択されうるか
、又は過酸化水素尿素付加物などの過酸化水素の付加物でありうる。幾つかの実施態様で
は、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）が好ましい過酸化物化合物でありうる。媒体中のＨ２Ｏ２の
量は、異なる実施態様では約１．５ｍＭから１５０ｍＭと変動し得、例えば約６ｍＭから
約１００ｍＭ、約５ｍＭから約５０ｍＭ、約１０ｍＭから約１５ｍＭ等である。
【０１２７】
　好ましい一実施態様では、沈着媒体中のＨ２Ｏ２の量は５ｍＭより多く、例えば５．１
ｍＭから６５ｍＭ、例えば５．２ｍＭと５５ｍＭの間、例えば５．３ｍＭから４５ｍＭ、
例えば５．４ｍＭと３５ｍＭの間、例えば５．５ｍＭから２５ｍＭ、例えば５．６ｍＭか
ら１５ｍＭである。
【０１２８】
　沈着媒体中のＤＡＢの量は、沈着媒体中のＨ２Ｏ２の量に応じて変動しうる。ある実施
態様では、ＤＡＢは沈着媒体中に１ｍＭ未満であり、例えば０．２５ｍＭと０．８５ｍＭ
の間の量で存在し得、但しこの沈着媒体中のＨ２Ｏ２の量は、５．５ｍＭより高く、例え
ば５．６ｍＭから５６ｍＭである。
【０１２９】
　好ましくは、沈着媒体中のＤＡＢの量は１．５ｍＭより多く、例えば１．５ｍＭと６ｍ
Ｍの間である。ＤＡＢのこの量は、１．６ｍＭから１５９ｍＭの濃度範囲でＨ２Ｏ２を含
む沈着媒体からレポーター分子の非常に特異的で豊富な沈着をもたらす。３ｍＭから６ｍ
ＭのＤＡＢの量はレポーター分子の最も特異的で豊富な沈着をもたらし、これが、例えば
免疫組織化学検出におけるレポーター沈着物の最終染色の鮮明度と強度の双方を担保する
。しかしながら、１．５ｍＭから３ｍＭの範囲のＤＡＢの量もまた使用することができる
が、但し、この量は（３ｍＭから６ｍＭの量のＤＡＢと比較して）僅かにより曖昧である
が尚も強いシグナルをもたらし、これはある実施態様では低存在量の標的の検出に有利に
使用されうる。そのような実施態様では、沈着したレポーターで標的部位の飽和度を向上
させるために、沈着媒体中における試料のインキュベーション期間を、多い量のＤＡＢで
１分のインキュベーションと比較して、例えば３－５分まで、延長させることができる。
しかしながら、述べたように、標的の最終染色の鮮明さは有意に低減するであろう。
【０１３０】
　一実施態様では、本発明は、レポーター分子を含まない（上で検討した何れかの実施態
様による）沈着媒体に関する。この実施態様は、試料中の標的を検出する方法であって、
該標的又はそれを含む試料が固体支持体に固定される方法において、
　（ｉ）標的を、ペルオキシダーゼ活性を有する一又は複数の結合剤と共にインキュベー
トし、ここで、該一又は複数の結合剤は標的に直接的に又は間接的に結合し、標的と一又
は複数の結合剤を含む複合体を形成可能であり、少なくとも一の結合剤がペルオキシダー
ゼ活性を有し；
　（ｉｉ）（ｉ）の複合体を、
　　ａ）３，３’ジアミンベンジジン、
　　ｂ）過酸化物化合物
を含む水溶液中でインキュベートし；
　（ｉｉｉ）（ｉｉ）の試料を、
　　ａ）過酸化物化合物、及び
　　ｂ）ペルオキシダーゼ酵素に対する基質となりうる二以上の部分、一又は複数の検出
可能な標識及び水溶性ポリマーを含む化合物であって、ここで上記ペルオキシダーゼ酵素
基質の二以上と一又は複数の標識がポリマーに連結され、化合物中の上記コンジュゲート
ペルオキシダーゼ基質と標識を分離する距離が少なくとも３０の相互連結された原子とな
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り、ペルオキシダーゼ基質部分の何れか二つを分離する距離が３０未満の相互連結された
原子であるもの；及び
　　ｃ）ＤＡＢ
を含有する水溶液中でインキュベートし、それによって上記コンジュゲート化合物を沈着
させ；
　（ｉｖ）沈着したコンジュゲートを検出し、それによって標的を検出する
ことを含む方法に関する。
【０１３１】
　上記検出方法は、ある実施態様では沈着を高めるために使用することができ、よって、
標的に関連しているシグナルの更なる増幅が所望される場合に使用することができる。
　沈着したレポーターは、例えば標的部位から発せられる色又は蛍光を観察することによ
って直接的に検出することができ、又は沈着物は検出媒体を使用して間接的に検出するこ
とができる。従って、一態様では、本発明は、沈着したレポーターを含む試料が沈着した
レポーターの検出可能な標識を検出するためにインキュベートされる媒体である検出媒体
に関する。
【０１３２】
　検出媒体は、試料中のレポーターの沈着物の標識、特に例えば顕微鏡観察を介して直接
的には可視できない標識、例えば特異的結合対のメンバーである標識を検出し、及び／又
は可視化することを可能にする任意の媒体でありうる。このようなレポーター沈着物の可
視化は沈着後の一又は複数の工程を使用して行うことができ、ここで、最初の工程は、例
えば第三又は更なる結合剤（上述）のような、沈着物の検出可能な標識に特異的に結合可
能な薬剤と共に（沈着レポーターを含む）試料のインキュベーションを含みうる。
【０１３３】
　レポーター検出媒体の組成物についての要件は標的検出媒体のものと同じである：選ば
れる結合剤が媒体中で可溶性で、沈着したレポーター／標的に結合可能でなければならな
い。従って、レポーターの検出のためのインキュベーション媒体は、その実施態様を上述
している標的インキュベーション媒体と同じか又は同様の組成物を有しうる。典型的には
、それは、沈着レポーターの検出可能な標識に結合可能な結合剤と上で検討した一又は複
数の成分を含有する緩衝水溶液である。
【０１３４】
　一実施態様では、検出媒体は、例えば酵素基質溶液又はカラー発現溶液のようなレポー
ター沈着物の可視化のための媒体である。この種の検出媒体は、当該分野のインストラク
ションに従ってそれぞれ特定の実施態様（つまり、沈着物に関連した検出可能な標識の性
質）に対して選択される従来から知られている任意の適切な媒体でありうる。一実施態様
では、検出媒体は、酵素結合免疫検出法の基質溶液染料、例えばＨＲＰ結合免疫検出法の
ための色素原溶液である。
【０１３５】
　本発明はまた洗浄媒体、例えば該方法の工程（ｉ）と（ｉｉ）の間、工程（ｉｉ）と工
程（ｉｉｉ）の間の洗浄媒体にも関する。典型的には、洗浄媒体は、洗浄工程に先立つ工
程において試料のインキュベートに使用されたものと同じか又は類似の組成物の媒体であ
り、該洗浄媒体は活性成分、つまりインキュベーション工程の特定の薬剤、例えば結合剤
、レポーター分子等を欠く。
　一実施態様では、本発明は内因性ペルオキシダーゼ活性をクエンチさせるための媒体に
関する。この種の媒体は当該分野で常套的に使用されているこの目的に適した任意の媒体
でありうる。
【０１３６】
組成物
　一実施態様では、本発明は本発明のレポーター分子を含む組成物に関する。「本発明の
レポーター分子を含む組成物」なる用語は、例えば実施例の表１に述べられているような
、本発明のレポーター分子の合成の中間体を含む組成物をまた含む。
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　一実施態様では、組成物は本発明のレポーター分子を含む水溶液である。本発明のレポ
ーター分子を含む水溶液の非限定的な例は実施例において上述した媒体でありうる。
　一実施態様では、本発明のレポーターを含む組成物は本発明のキットオブパーツの一部
である。
【０１３７】
キットオブパーツ
　本発明のキットオブパーツは試料中の標的を検出するためのキットオブパーツである。
　本発明の方法は多様なアッセイ形式で多様な試料中の非常に多様な標的を検出するのに
適しているので、本発明のキットオブパーツは多くの異なったアイテムを含みうるが、本
発明の全てのキットオブパーツは本発明のレポーター分子を含む組成物を含む。次は本発
明のキットオブパーツの幾つかの非限定的な例示的実施態様である。
【０１３８】
　一実施態様では、キットオブパーツは、
　（ｉ）上述のものの何れかのようなレポーターを含む組成物；及び
　（ｉｉ）標的に直接的又は間接的に結合可能な一又は複数の結合剤で、結合剤はここに
記載された任意の結合剤でありうるもの
を含みうる。
【０１３９】
　他の実施態様では、キットオブパーツは、
　（ｉ）上述のものの何れかのようなレポーター；及び
　（ｉｉ）ＤＡＢを含む水組成物
を含みうる。
【０１４０】
　他の実施態様では、キットオブパーツは、
　（ｉ）レポーター、又はレポーターを含む組成物；場合によっては
　（ｉｉ）ＤＡＢを含む水組成物；
　（ｉｉｉ）レポーターの検出可能な標識に特異的に結合可能な結合剤
を含みうる。
　他の実施態様では、キットオブパーツは、
　（ｉ）上記実施態様のアイテム又は全てのアイテムのいずれか
　（ｉｉ）レポーター沈着物の可視化手段
を含みうる。
【０１４１】
　適切な結合剤は上に詳細に記載されている。特に、一実施態様では、結合剤はアミノ酸
配列、核酸配列又は核酸アナログ配列であるか又はこれらを含む。
　特に一実施態様では、本発明のキットオブパーツの結合剤は、抗体又はその誘導体であ
りうるか又はこれらを含みうる。一実施態様では、抗体結合剤は抗体のＦ（ａｂ）’１断
片でありうるか又はそれを含みうる。Ｆ（ａｂ）’１は一実施態様ではマウス抗体のもの
であり得、他の実施態様では、ウサギ抗体のものであり得、他の実施態様では、ブタ抗体
又はヤギ抗体でありうる。述べた抗体種は本発明の結合剤として使用するのに適した抗体
の単なる非限定的な例である。一実施態様では、抗体は酵素の部分、又は上述の検出可能
な標識の何れか、例えばハプテンで標識される。結合剤は西洋わさびペルオキシダーゼＨ
ＲＰ又は大豆ペルオキシダーゼ（ＳＰ）の少なくとも一部分を含みうる。一実施態様では
、結合剤はＨＲＰ又はＳＰの二つの部分を含む。
【０１４２】
　他の実施態様では、結合剤は標識された又は未標識の核酸配列又は核酸アナログ配列で
ありうるか又はこれらを含みうる。
　レポーター沈着物の可視化のための手段は、沈着レポーターに関連する特定の検出可能
な標識の可視化に適している任意の手段である。レポーター沈着物の可視化手段の実施態
様は、標的の酵素標識化のための試薬、例えばＨＲＰ又はアルカリホスファターゼのよう
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な酵素、それらの基質及び基質溶液、レポーターの標識に関連するシグナルの増強のため
の手段、例えばここに記載されたもの以外の増幅溶液を含む。
【０１４３】
アッセイ形式
　本発明の方法は非常に多様なアッセイ形式で実施されうる。そのようなアッセイ形式の
幾つかの非限定的実施態様を以下に記載する。
　細胞懸濁液の細胞に含まれる標的分子は、任意の適当なアッセイ形式、例えば、フロー
サイトメトリー（ＦＣ）、又はＥＬＩＳＡ、又は免疫組織化学（ＩＨＣ）、又はインサイ
ツハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）において上述の方法を用いて検出されうる。
【０１４４】
　一実施態様では、生物学的試料は、細胞の懸濁液でありうる。懸濁液中の細胞の標的分
子又は構造は、ＦＣ、ＥＬＩＳＡ、ＩＨＣ又はＩＳＨを用いて検出されうる。ＥＬＩＳＡ
、ＩＨＣ又はＩＳＨが検出に使用される場合、懸濁液の細胞が固体支持体、例えば、ＥＬ
ＩＳＡプレート又はＩＣＨスライドに結合させられる。
　別の実施態様では、生物学的試料は、体組織の切片でありうる。このような試料の細胞
の標的分子又は構造は、典型的にはＩＨＣ又はＩＳＨを使用して検出される。
【０１４５】
　ＩＨＣ及びＩＳＨアッセイ形式は、通常、疾患状態の所定の形態学的インジケータの選
択的染色又は生物学的マーカーの検出によって強調されるための、顕微鏡検査又は顕微鏡
写真の作製のための適当な固体支持体、例えば、ガラススライド又は他の平坦な支持体に
取付けた組織切片で行なわれる一連の処理工程を必要とする。よって、例えば、ＩＨＣで
は、試料が個体から採取され、固定され、対象の生物学的マーカーに特異的に結合する抗
体に曝露される。試料処理工程は、例えば、抗原回復、一次抗体への曝露、洗浄、（場合
によってはＨＲＰ部分にカップリングされた）二次抗体への曝露、洗浄、及び一又は複数
のＨＲＰ部分に連結された三次抗体への曝露を含みうる。洗浄工程は、任意の適当なバッ
ファー又は溶媒、例えば、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、トリス緩衝生理食塩水（Ｔ
ＢＳ）、蒸留水を用いて実施されうる。洗浄バッファーは場合によっては洗浄剤、例えば
、Ｔｗｅｅｎ２０を含みうる。
【０１４６】
　上記のように、組織学的試料には一般に２つのカテゴリーがある：（１）一般的にはア
ルデヒド系固定剤で固定されない新鮮組織及び／又は細胞を含む調製物、及び（２）固定
され包埋された組織被検物、しばしば保管物質。
　ＩＨＣアッセイ形式で標的の検出を実施する前に、予備検出手順が実施されることにな
る。これは、組織の切断及びトリミング、固定、脱水、パラフィン浸潤、薄片への切断、
ガラススライド上へのマウント、ベーキング、脱パラフィン化、再水和、抗原回復、ブロ
ック工程、一次抗体の適用、洗浄、二次抗体－酵素コンジュゲートの適用、及び洗浄の工
程を含みうる。
【０１４７】
　ＩＳＨでは、試料を個体から採取し、固定し、相補的塩基対形成によって対象の核酸に
ハイブリダイズする核酸結合剤に曝露する。生物学的試料は、典型的には、ＤＮＡ及びＲ
ＮＡ、例えば、メッセンジャーＲＮＡなどの検出可能な核酸を含む。ＤＮＡ／ＲＮＡレベ
ルの検出は、特定の遺伝子の発現のレベルを示し得、よって、細胞、組織、器官又は生物
の状態（例えば疾患状態）を検出するために使用されうる。試料中の核酸は、典型的には
変性されて結合部位を露出する。結合剤は、典型的には、ＤＮＡもしくはＲＮＡなどの二
本鎖もしくは単鎖の核酸、又はＰＮＡなどの核酸アナログである。このような技術によっ
て検出された関連する標的タンパク質又は核酸の量が、ついで、所定の予め決められた最
低閾値より上かどうかを決定するために評価されるか、又は既知の標準と比較され、従っ
て診断上関連するかどうかが評価される。ついで、必要に応じて、個体に適当な治療が計
画されうる。
【０１４８】
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　組織被検物を固定し包埋する多くの方法、例えば、アルコール固定及びホルマリン固定
と続いてのパラフィン包埋（ＦＦＰＥ）が知られている。
　固定剤は、細胞及び組織を再生可能な状態及び生存しているような様式で保存するため
に必要とされる。これを達成するため、組織塊、切片又はスメアを、固定剤液中に浸漬す
るか、又はスメアの場合は、乾燥させる。固定剤が細胞及び組織を安定化させ、それによ
りそれらを処理及び染色技術の苛酷さから保護する。
【０１４９】
　任意の適切な固定剤、例えば、エタノール、酢酸、ピクリン酸、２－プロパノール、３
，３’－ジアミノベンジジン四塩酸二水和物、アセトイン（単量体の混合物）及び二量体
、アクロレイン、クロトンアルデヒド（シス＋トランス）、ホルムアルデヒド、グルタル
アルデヒド、グリオキサール、重クロム酸カリウム、過マンガン酸カリウム、四酸化オス
ミウム、パラホルムアルデヒド、塩化第２水銀、トリレン－２，４－ジイソシアネート、
トリクロロ酢酸、タングステン酸が使用されうる。他の例は、ホルマリン（水性ホルムア
ルデヒド）及び中性緩衝ホルマリン（ＮＢＦ）、グルタルアルデヒド、アクロレイン、カ
ルボジイミド、イミデート、ベンゾエキノン、オスミウム酸及び四酸化オスミウムを含む
。
【０１５０】
　免疫組織化学的分析用の新鮮生検被検物、細胞学的調製物(接触調製物及び血液スメア
を含む)、凍結切片及び組織は、一般に、エタノール、酢酸、メタノール及び／又はアセ
トンを含む有機溶媒中に固定される。
　固定組織中での特異的認識を容易にするため、しばしば、被検物の前処理によって標的
、すなわち、対象の生物学的マーカーを回復又はマスク除去し、大部分の標的の反応性を
増大させることが必要である。この手順は、「抗原回復」、「標的回復」又は「エピトー
プ回復」、「標的アンマスキング」又は「抗原アンマスキング」と称される。抗原回復(
抗原アンマスキング)の広範な概説は、Shi等 1997, J Histochem Cytochem, 45(3):327に
見出すことができる。
【０１５１】
　抗原回復は、特異的検出試薬との相互作用への標的の利用可能性が最大化される様々な
方法を含む。最も一般的な技術は、適切なバッファー中でのタンパク質分解酵素（例えば
、プロテイナーゼ、プロナーゼ、ペプシン、パパイン、トリプシンもしくはノイラミニダ
ーゼ）での酵素的消化、又はマイクロ波照射、水浴、スチーマー、通常のオーブン、オー
トクレーブ又は加圧調理器内での通常、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、クエン
酸、尿素、グリシン－ＨＣｌもしくはホウ酸を含有し、適切にｐＨを安定化させたバッフ
ァー中の加熱を使用する加熱誘導性エピトープ回復（ＨＩＥＲ）である。洗浄剤は、エピ
トープ回復を増大させるためにＨＩＥＲバッファーに添加されうるか、又は非特異的結合
を低下させるために希釈培地及び／又はリンスバッファーに添加されうる。
【０１５２】
　抗原回復バッファーは、たいていは水性であるが、他の溶媒、例えば、水よりも高い沸
点を有する溶媒を含んでいてもよい。これにより、常圧で１００℃より上での組織の処理
が可能になる。
　加えて、信号雑音比は、異なった物理的方法、例えば、真空及び超音波の適用、又は試
薬のインキュベーション前もしくはインキュベーション中での切片の凍結及び解凍によっ
て増大されうる。
【０１５３】
　内因性ビオチン結合部位又は内因性酵素活性（例えば、ホスファターゼ、カタラーゼ又
はペルオキシダーゼ）は、検出手順内の一工程として除去され得、例えば、内因性ビオチ
ン及びペルオキシダーゼ活性は、ペルオキシドでの処理によって除去されうる。内因性ホ
スファターゼ活性は、レバミゾールでの処理によって除去されうる。内因性ホスファター
ゼ及びエステラーゼは加熱によって破壊されうる。
【０１５４】
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　不活性タンパク質、例えばウマ血清アルブミン（ＨＳＡ）、カゼイン、ウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）、及びオボアルブミン、ウシ胎児血清もしくは他の血清、又はＴｗｅｅｎ
２０、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００、Ｓａｐｏｎｉｎ、ＢｒｉｊもしくはＰｌｕｒｏｎｉｃ
ｓなどの洗浄剤による非特異的結合部位のブロッキングが使用されうる。非標識型及び標
的非特異的型の特異的試薬での組織又は細胞内の非特異的結合部位のブロッキングもまた
使用されうる。
【０１５５】
　また、試料を調製し、浮遊技術を用いて標的分子を検出してもよい。この方法では、適
切な容器、例えば、マイクロ遠心チューブ内で懸濁又は浮遊状態で組織切片を異なる試薬
及び洗浄バッファーと接触させる。
【０１５６】
　組織切片を、例えば、「釣りフック様」装置、スパチュラ又はガラス環を用いて染色手
順中、チューブから、異なる試薬及びバッファーを有するチューブに移してもよい。また
、穏やかなデカンテーション又は真空吸引によって異なる試薬及びバッファーを交換する
こともできる。別法では、組織切片の入った容器をＣｏｒｎｉｎｇ「Ｎｅｔｗｅｌｌｓ」
(Corning)などの特殊な染色ネットに移し、組織切片を洗浄した後、次の染色工程のため
にチューブに戻してもよい。
【０１５７】
　例えば、固定、抗原回復、洗浄、ブロック試薬とのインキュベーション、免疫特異的試
薬及びペルオキシダーゼ媒介性レポーター沈着などの全ての工程は、組織切片を浮遊させ
たまま、又はネットに保持したまま行なわれる。レポーターの沈着後、組織切片をスライ
ドに載せ、レポーターを検出し、スライドをカバースリップで覆った後、例えば、光学又
は蛍光顕微鏡検査によって解析する。
【０１５８】
　ある実施態様では、組織切片は、該方法の手順（ａ）に従って免疫特異的試薬との重要
なインキュベーション後にスライドにマウントされうる。ついで、検出方法の残りをスラ
イドにマウントした組織切片について実施する。
【０１５９】
　該方法により検出可能であれば、生物学的マーカーは、試料、好ましくは生物学的試料
中に存在する任意の分子又は構造、例えば、タンパク質、糖タンパク質、リポタンパク質
、リンタンパク質、メチル化タンパク質もしくはタンパク質断片、例えばペプチド又は核
酸、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、脂質、糖脂質、又は糖、多糖又はデンプンでありうる。生
物学的マーカーは、生物学的試料の表面上で発現され得、例えば、膜結合でありうる。マ
ーカーは、生物学的試料の内部、すなわち、細胞膜内、例えば、細胞質内、核内、細胞内
区画又は細胞小器官内に含有されうる。生物学的マーカーは、膜微小ドメイン、イオンチ
ャネル、染色体構造などの細胞構造であってもよく、あるいは、分子複合体、例えば、Ｒ
ＮＡ－タンパク質複合体などであってもよい。生物学的マーカーは、好ましくは特異的生
物学的マーカーであり、例えば、正常状態もしくは病理状態のマーカー、又は特定の細胞
もしくは組織に特異的、又は特定の生物学的種に特異的である。そのような生物学的マー
カーの検出は病理症状の診断及び治療において有用でありうる。
【０１６０】
　本発明の方法は、試料中の一又は複数の標的、例えば生物学的試料中の一又は複数の生
物学的マーカーの検出に使用されうる。従って、本発明は、また、診断及び治療に関連し
たデータ、例えば診断に関連するタンパク質及び遺伝子マーカーの存在に関する情報を得
ることをもたらす。一例として、限定されないが、ＨＥＲ２タンパク質とＨＥＲ２遺伝子
が、癌診断アッセイ、例えば乳癌のアッセイにおいて同時にスクリーニングされうる。別
の非限定的な例は、例えば頚部癌を検出するための３つのマーカーのスクリーニングを含
みうる。マーカーは、Ｋｉ６７／ｍｉｂ－１、並びに細胞増殖マーカー、ｐ１６（ＩＮＫ
４ａ）を、ヒトパピローマウイルスのマーカー、例えばタンパク質又は核酸と共に含みう
る。また別の非限定的な例は、前立腺癌と関連する複数のマーカーのスクリーニングを含
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む。これらのマーカーは、ＡＭＡＣＲ Ｐ５０４Ｓ、高分子量サイトケラチン（ＨＭＷ－
ＣＫ）、及びｐ６３を含みうる。このマーカーの組合せのスクリーニングは、良性前立腺
腫瘍を悪性のものと識別する方法を提供する。
【０１６１】
　例えば、複数のマーカーを検出する場合、結合剤間の交差反応性を最小限にすることが
望ましい。これは、検出手順において異なる結合剤及び異なるレポーター分子を使用する
ことによって達成することができる。２つの異なった生物学的マーカーが検出されるシス
テムは、次の工程: 
　ａ）　第一生物学的マーカーに特異的な第一結合剤と、第一の検出可能な標識を含む第
一レポーターを使用して工程（ｉ）及び（ｉｉ）を実施する工程；
　ｂ）　第二生物学的マーカーに特異的な第二結合剤と、第二の検出可能な標識を含む第
二レポーターを使用して工程（ｉ）及び（ｉｉ）を実施する工程；
　ｃ）　沈着した第一レポーターを検出し、それによって第一生物学的マーカーを検出す
る工程；
　ｄ）　沈着した第二レポーターを検出し、それによって第二生物学的マーカーを検出す
る工程
を含みうる。
【０１６２】
　一実施態様では、（各洗浄工程を含む）本発明の方法の各工程は、同じインキュベーシ
ョン時間、例えば各工程３０秒、各工程１分、各工程２分、各工程３分、各工程４分等で
実施されうる。他の実施態様では、各工程の実施に使用される時間間隔は変動しうる。（
洗浄工程を含む（ｉ）から（ｉｉｉ）の）該方法の全ての工程は２－２０分内に完了され
うる。そのような迅速な検出は標的生物学的マーカーの自動化又は半自動化検出に有利に
使用されうる。一実施態様では、該方法はマニュアル、自動化又は半自動化検出のための
ものである。
【０１６３】
　自動化染色装置は、本発明の様々な実施態様、例えば、複数の生物学的マーカーの検出
に使用されうる。複数のマーカーの検出は、しばしば、異なる検出可能な標識から得られ
るシグナルの均衡を必要とする。自動化手順は、標的生物学的マーカーから発生するシグ
ナルの増幅の複数工程を含みうる。複数のマーカーが検出されることになる場合、特に有
利である。自動化染色装置は当該分野で知られており、該方法はこれらの装置に適合化さ
れうる。
　該方法は広範囲の温度内で、例えば＋４℃から＋６０℃の間隔、例えば＋１０℃から＋
４０℃、例えば室温で、実施されうる。
【実施例】
【０１６４】
１．　レポーター
略号
ＭＢＨＡ　　４－メチルベンズヒドリルアミン
ＮＭＰ　　　Ｎ－メチルピロリドン
ＨＡＴＵ　　２－（１ｈ－７－アザベンゾトリアゾール－１－イル）－１，１，３，３テ
トラメチルウロニウムヘキサフルオロホスフェート；メテンアンミニウム
ＤＩＰＥＡ　ジイソプロピルエチルアミン
ＤＣＭ　　　ジクロロメタン
ＴＦＡ　　　トリフルオロ酢酸
ＴＦＭＳＡ　トリフルオロメチルスルホン酸
Ｆｅｒ　　　フェルラ酸
Ｆｌｕ　　　フルオレセイン
Ｔｙｒ　　　チロシン
Ｌｙｓ　　　リシン
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Ｄｅｘ　　　デキストラン
ＨＰＬＣ　　高速液体クロマトグラフィー
ｅｑｕｉ．　当量
Ｌ３０　　　１，１０，１６，２５－テトラアザ－４，７，１３，１９，２２，２８－ヘ
キサオキサ－１１，１５，２６，３０－テトラオキソ－トリアコンタン
Ｌ６０，Ｌ９０，Ｌ１２０，Ｌ１５０－ｑが２、３、４又は５の式（Ｌ３０）ｑのポリマ
ー
ＣＩＺ　　　２－クロロＺ＝２クロロベンジルオキシカルボニル
ＦＩＴＣ　　フルオレセインイソチオシアネート
ＨＲＰ　　　西洋わさびペルオキシダーゼ
ＰＮＡ－Ｘ　異なった置換基がＰＮＡ骨格（Ｎ－（２－アミノエチル）－グリシン）の中
央の窒素にカップリングしたもの
Ａ　　　　　アデニン－９－酢酸，
Ｃ　　　　　シトシン－１－酢酸，
Ｄ　　　　　２，６－ジアミノプリン－９－酢酸，
Ｇ　　　　　グアニン－９－酢酸，
Ｇｓ　　　　６－チオグアニン－９－酢酸，
Ｐ　　　　　２－ピリミジノン－１　酢酸，
Ｔ　　　　　チミン－１－酢酸，
Ｕｓ　　　　２－チオウラシル－１－酢酸．
Ｄｐｒ　　　２，３　ジアミノ－プロピオン酸，
Ｃａｆ　　　コーヒー酸，
Ｓｉｎ　　　シナピン酸，
ＤＮＰ　　　ジニトロフェニル，
Ａｃｉｎ　　４－アミノ－ケイ皮酸，
Ｐｈｅ　　　フェニルアラニン，
Ｔｙｒ　　　チロシン，
Ｔｒｐ　　　トリプトファン，
Ｌｙｓ　　　リジン，
Ｃｙｓ　　　システイン，
βアラ　　　βアラニン、Ｎ，Ｎ二酢酸　
【０１６５】
レポーター



(35) JP 5721639 B2 2015.5.20

10

20

30

40



(36) JP 5721639 B2 2015.5.20

10

20

30

40



(37) JP 5721639 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

【０１６６】
　表の異なったレポーター及び中間体は、その合成方法に従って、大まかに複雑さが増加
する順でカラム３に分類されている：
１．固相化学のみ。
２．固相と、ついで一つの溶液相工程。
３．固相と、ついで二つの溶液相工程。
４．固相と、ついで二つの溶液相工程。
５．固相と、ついで４つの溶液相工程。
６．アミノ及びβアラ無水物中間体間の溶液相カップリング。
７．一つの置換基とのデキストランコンジュゲート。
８．二つの置換基とのデキストランコンジュゲート。
【０１６７】
１．　このグループは、４つの天然及び更に４つの非天然塩基のトリフルオレセイン標識
ＰＮＡペンタマーから調製される８つのレポーター（Ｄ１８００７－Ｄ１８０１４）を含
む。５－６のチロシンと３つのフルオレセインを持つ４つのチロシンレポーターのＤ１８
０４４、Ｄ１８０４９、Ｄ１８１３７及びＤ１８１３８があり、３つのＤＮＰがフルオレ
セイン標識に代わっている。Ｄ１８１２８及びＤ１８１３２はそれぞれ５つのチロシンと
３つのフルオレセインを有しており、よってそれらは潜在的なレポーターであるが、それ
らはまた更なるデキストランカップリングのためのＮ末端システイン残基を含み、それら
を「中間体」のグループに分類する。中間体は更に重要なシステイン（Ｄ１７１２７）及
びβアラニン（Ｄ１７１２６）トリ－フルオレセインリンカー、並びにジアミノ－プロピ
オン酸リンカーで７つのチロシン（Ｄ１８０８４）又は３つのフルオレセイン（Ｄ１８０
８５）を持つものを含む。最後に、コントロールとして使用した小ジフルオレセインリン
カー（Ｄ１７１６１）をまた固相合成法だけで調製した。全てのこれら化合物の背後の合
成方策は単純である：Ｂｏｃ保護モノマーは市販されており、又は会社内で調製し、レポ
ーター及び中間体は直鎖固相合成によって調製し、ついで６：２：１：１のＴＦＭＳＡ：
ＴＦＡ：ｍ－クレゾール：チオアニソールのカクテルによって樹脂から切断する。最良の
結果に対しては全てのモノマーの結果的な二重カップリングが使用される。固相でのＦｍ
ｏｃ脱保護後に、フルオレセインがリジン側鎖（及びＮ末端，Ｄ１７１６１）に導入され
る。ＨＡＴＵ活性化カルボキシ－フルオレセイン（混合異性体）をフルオレセイン標識に
使用した（ＮＭＰ中０．２Ｍで３×２０分）。ＤＮＰ標識化を２，４－ジニトロ－フルオ
ロベンゼン（ＤＩＰＥＡと共にＮＭＰ中０．５Ｍで、２×１０分）を用いて達成した。
【０１６８】
２．　このグループは、Ｎ末端アミノ基及び遊離リジン側鎖アミノ基を担持する中間体の
固相合成の後に溶液相にケイ皮酸誘導体で標識された多数のレポーターを含む。α－Ｎ－
Ｂｏｃ－（ε－Ｎ－２－Ｃｌ－Ｚ）－リジンを使用してリジン残基を導入し、樹脂からの
切断後に遊離のε－Ｎ－アミノ基を生じせしめた。溶液相標識化は基本的には固相技術の
拡張であり、相対的に高分子量の中間体をＴＦＡ又はＮＭＰ溶液からジエチルエーテルで
ほぼ定量的に沈殿させることができることを利用している。
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【０１６９】
３．　合成の観点からは、このグループの中間体は更に高度の複雑さを表す。１及び２に
おけるように、固相合成及び溶液相標識化に溶液相Ｆｍｏｃ脱保護の更なる工程が続く。
Ｂｏｃ－Ｌ３０リンカーをＢｏｃ－２ＣｌＺ及びＢｏｃ－Ｆｍｏｃ－リジンと組み合わせ
ることによって、保護（Ｆｍｏｃ）リジン側鎖及び遊離Ｎ末端及び他のリジン側鎖遊離ア
ミノ基（樹脂切断中にＮ末端Ｂｏｃ及び２－ＣｌＺリジン残基から）の組み合わせの中間
体となる。これらの中間体は２におけるように溶液中のフェルラ酸で標識されうる。しか
しながら、エチレンジアミンでのスクラブ工程に先立ち、５％エタノールアミンを用いた
余分の５分の工程が使用される。この余分のスクラブ工程は、エチレンジアミンによるＦ
ｍｏｃ脱保護の前にアミノ反応性種を非活性化する。この余分の工程がない場合、エチレ
ンジアミンは、ＨＡＴＵ活性化フェルラ酸を非活性化するよりもＦｍｏｃ基をより速やか
に脱保護し、Ｆｍｏｃ「保護」アミノ基はフェルラ酸で標識されるようになる。遊離アミ
ノ基を持つこのグループは、Ｄ１７１２０（６つのフェルラ酸）、Ｄ１７０９３（ＰＮＡ
骨格に結合した５つのフェルラ酸）、Ｄ１７１３８（フェルラ酸間にＬ９０－リンカー）
、Ｄ１７１３９（３つの近接対の６つのフェルラ酸）、Ｄ１７１０４（フェルラ酸間にグ
リシンスペーサー）、Ｄ１７１９２（フェルラ酸の代わりに６つの７－ヒドロキシクマリ
ンを持つ）、Ｄ１８０１９（最も近いフェルラ酸と遊離アミノ基間に延長されたＬ２７０
リンカー）、Ｄ１８０８０（Ｌ９０のスペーサーで３つの遊離アミノ基）を含む。
【０１７０】
４．　６つのフェルラ酸と３つの遊離アミノ基を持つ中間体Ｄ１８０８０から、更なる溶
液相標識化によって２つのレポーターを調製した。３つのテキサスレッド－Ｘ’を持つＤ
１８０８１と３つの７－ヒドロキシクマリンを持つＤ１８０９６。これは、レポーターが
二つの異なった置換基で溶液中で如何に標識できるかを例証する。利点は、中間体Ｄ１８
０８０　を最終の標識化の前に精製することができることであり、不安定な又は高価な標
識、例えばテキサスレッドを使用する場合、有利である。
【０１７１】
５．　Ｄ１７１５２の合成は、溶液中のリンカーに適用できる固相合成化学の範囲を例証
し、その後に低分子量反応体及び溶媒を除去するためのジエチルエーテルによる反復沈殿
が続く。固相でＮＨ２－Ｌｙｓ（ＮＨ２）－（Ｌ３０－Ｌｙｓ（ＮＨ２））４－Ｌ３０－
Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を調製し、樹脂から切断した。ついで、Ｂｏｃ－Ｌ３０リンカーを溶
液中の６つの遊離アミノ基にカップリングさせた。中間体を沈殿させ、ＴＦＡ中の５％の
ｍ－クレゾールに２回溶解させた。ついで、このようにしてＫ３０延長されたアミノ基に
対してフェルラ酸標識化を２におけるようにして実施した後、３におけるようにしてエタ
ノールアミン及びエチレンジアミンでスクラブし、最後に１におけるように３ＴＦＡ沈殿
をさせた。
【０１７２】
６．　フラグメントカップリングをアミノ置換中間体と「βアラ無水物」活性化中間体と
の間で実施した。３つのフルオレセインを持つＤ１７１２６は更にＮ末端βアラニン－Ｎ
，Ｎ－二酢酸を担持する。１０分間の活性化（ＮＭＰ：ジイソプロピルカルボジイミド：
ピリジン；８８：１０：２）によって、アミノ基へのカップリングに使用できる環状「β
アラ無水物」が形成される。これにより、Ｄ１７１２０からＤ１７１３４（Ｌ３０スペー
サーで６つのフェルラ酸）、Ｄ１７１３９からＤ１７１４８（Ｌ３０スペーサーで３対で
の６つのフェルラ酸）、Ｄ１７１５２から　Ｄ１７１５６（６つのＬ３０延長フェルラ酸
）及びＤ１７１９２からＤ１８００３（６つの７－ヒドロキシクマリンを含む）が得られ
た。このようなフラグメントカップリングの利点は、中間体がカップリング前にＨＰＬＣ
精製でき、大きく複雑で尚かなり純粋なレポーターを得ることを可能にすることである。
他の利点は、Ｄ１７１２６のような単一の中間体を使用して一連の関連しているが異なっ
ているレポーターを調製することができることである。
【０１７３】
７．　単一の置換基を持つデキストランコンジュゲートは、コントロールのフルオレセイ



(39) JP 5721639 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

ンのみのコンジュゲートＤ１７１３２、Ｄ１８１３０及びＤ１８０８８（全てシステイン
カップリングを介してのＤ１７１２７からのＤｅｘ７０コンジュゲート）、Ｄ１７１６２
（Ｄ１７１２７からのｄｅｘ２７０コンジュゲート）及びＤ１８０８６（ジアミノプロピ
オン酸を介したあまり効果的ではないカップリングでのＤ１８０８５から）を含む。これ
らは、フルオレセインのみのレポーターが作用しなかったことを証明するためにコントロ
ールとして使用された。レポーターは、また、デキストランに複数の中間体レポーターを
カップリングさせることにより、このようにして調製された。これらはＤ１８１３３（Ｌ
３０離間チロシン－フルオレセインレポーターＤ１８１３２を含むｄｅｘ７０）及びＤ１
８１３０（チロシン－フルオレセインレポーターＤ１８１２８を有するｄｅｘ７０）を含
む。単一のレポーターをＨＲＰ基質と標識の双方にカップリングさせる利点は、二つの置
換基間に固定された比率が担保されることである。
【０１７４】
８．　二つの異なった置換基を持つデキストランレポーターは、６つのフェルラ酸リンカ
ーＤ１８０７４とトリ－フルオレセインリンカーＤ１７１２７（又はリンカーの再生）を
持つ全てがｄｅｘ７０であるＤ１７１３０、Ｄ１８０７７、Ｄ１８０７９、Ｄ１８０９０
、Ｄ１８１２２及びＤ２１００８を含む。約１００のフェルラ酸と７０のフルオレセイン
を持つＤ１７１３０、Ｄ１８０７７、Ｄ１８０７９及びＤ２１００８間に良好な再現性が
存在している一方、Ｄ１８１２２は更なる過剰のフルオレセインリンカーとカップリング
されて、およそ１００のフェルラ酸及びフルオレセインをそれぞれ含むコンジュゲートを
生じる。Ｄ１７１２８はＤ１７１３０に似ているが、使用されるフェルラ酸リンカー（Ｄ
１７０９３）は、リジン側鎖よりもＰＮＡ骨格に結合したフェルラ酸を有している。コン
ジュゲートＤ１８０３１はまたＤ１７１２７を有しているが、Ｌ２７０延長フェルラ酸リ
ンカーＤ１８０１９を有している。このコンジュゲートはフェルラ酸をＨＲＰ酵素により
容易に接近できるようにする試みであった。
【０１７５】
選択化合物の合成手順の例
Ｄ１９１８５：　Ｂｏｃ－（Ｌｙｓ（２－Ｃｌ－Ｚ））３－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ
）は固相で調製される。Ｆｍｏｃ基を除去した後、上述のようにして蛍光標識する。中間
体ＮＨ２－（（Ｌｙｓ（ＮＨ２））３－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）は樹脂からの切断に
より生じる。それをジエチルエーテルで沈殿させ、ＴＦＡに溶解させ、沈殿後にＮＭＰに
溶解させ、ＤＩＰＥＡで塩基性にする。この溶液を、ＨＡＴＵ及びＤＩＰＥＡによって活
性化されるＮＭＰ中の等容量の０．２Ｍのフェルラ酸と混合する。１０分後、標識化が完
了し、１０％の濃度になるまで５分間、エチレンジアミンを添加して粗生成物を更に「ス
クラブ」する。ジエチルエーテルでの沈殿化後、生成物を更にＴＦＡに溶解させ、ジエチ
ルエーテルで３回沈殿させて、低分子量の細片を除去する。エチレンジアミンでの「スク
ラブ」の前において、質量分析は、二種の付加物（及びその組み合わせ）を示す：＋（１
７６）ｎは余分なフェルラ酸（他のフェルラ酸とフルオレセインへのフェノールエステル
）及び＋９８（同様に未保護のフェノール基へのＮ，Ｎ’－テトラメチルウロニウム付加
物）を示す。これらはエチレンジアミン処理によって完全に除去され、活性エステル及び
フェルラ酸オリゴマーは同様に分解される。
　Ｄ１９１８５の合成法は図１に示す。
【０１７６】
　次のフルオレセイン－フェルラ酸レポーターはこのスキームに従って作製した：Ｄ１７
１５７、Ｄ１７１５８、Ｄ１９１１２、Ｄ１９１８５、Ｄ１８０１５、Ｄ２００８６、Ｄ
２０１１８、Ｄ２０１２０、Ｄ１９０３７及びＤ１８１５７（これらのレポーターの幾つ
かの合成の詳細を以下に記載する）。他の標識を有するフェルラ酸レポーターは次のもの
を含む：Ｄ１９０４８（標識されたリサミン）；Ｄ１９０５９、Ｄ１８１４１及びＤ１９
０４０（標識されたＤＮＰ）。フェルラ酸の代わりにシナピン酸を持つレポーターは同じ
方法によって調製し、０３２８－０１８及びＤ２１０２８でフルオレセイン標識を持つも
の及びＤＮＰ標識Ｄ２１０４８を含む。Ｄ２１０２０は３つのコーヒー酸とフルオレセイ
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ンを持ち、Ｄ１８１４６は６つの４－アミノ－ケイ皮酸と３つのフルオレセインを持ち、
共に同じ方策によって調製される。
【０１７７】
Ｄ１７１５８　ＭＢＨＡ樹脂にＦｍｏｃ－Ｌｙｓ（ｉｖＤＤＥ）を１５０μｍｏｌ／ｇの
負荷量まで負荷した。ＮＭＰ中２０％ピペリジンを用いて２００ｍｇの樹脂を脱Ｆｍｏｃ
し、１回のＢｏｃ－Ｌ３０－ＯＨ（１．５ｍＬ、ＮＭＰ中０．２６Ｍ、０．９ｅｑｕｉ．
のＨＡＴＵ、２当量のＤＩＰＥＡで２分間予備活性化）とのカップリングに２０分間供し
た。ＮＭＰ中５％ヒドラジンを用いてｉｖＤＤＥ基を除去し、リジン側鎖をカルボキシフ
ルオレセイン（Ｆｌｕ）（１．５ｍＬ、ＮＭＰ中０．２Ｍ、０．９ｅｑｕｉ．のＨＡＴＵ
、２ｅｑｕｉのＤＩＰＥＡで２分間予備活性化）で２×２０分間標識した。樹脂をＮＭＰ
中２０％ピペリジン、ＮＭＰ、ＤＣＭ、ついでＤＣＭで処理した。ＴＦＡ：ＴＦＭＳＡ：
ｍクレゾール（７：２：１、１．５ｍｌで１時間）を用いて中間生成物Ｈ－Ｌ３０－Ｌｙ
ｓ（Ｆｌｕ）－ＮＨ２を樹脂から切断し、ジエチルエーテルにより沈殿させ、ＴＦＡ中に
再懸濁し、ジエチルエーテルにより沈殿させ、ＮＭＰ中に再懸濁し、再度ジエチルエーテ
ルにより沈殿させた。これを、１００μＬのＤＩＰＥＡを用いて塩基性にし、０．９ｅｑ
ｕｉ．のＨＡＴＵおよび２ｅｑｕｉ．のＤＩＰＥＡで予備活性化した０．５ｍＬの０．３
Ｍフェルラ酸に直接溶解した。２５分後、粗生成物をジエチルエーテルにより沈殿させ、
４５０μＬのＮＭＰ及び５０μＬのエチレンジアミン中に溶解した。５分後、生成物をジ
エチルエーテルにより沈殿させ、水（８ｍＬ）中１５％アセトニトリル中に溶解し、１０
０μＬのＴＦＡで酸性化し、ＲＰ－ＨＰＬＣ精製に供した。
【０１７８】
Ｄ１７１５７　ＭＢＨＡ樹脂にＢｏｃ－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を１００μｍｏｌ／ｇの負荷
量まで負荷した。１００ｍｇの樹脂をＢｏｃ－Ｌ３０－ＯＨ（ａ．　１の場合のようにＢ
ｏｃ－Ｌ３０－ＯＨとのカップリング。ｂ．　ＮＭＰ：ピリジン１：１中２％無水酢酸で
の２分間のキャッピング。ｃ．　ＴＦＡ中５％ｍクレゾールでの２×５分間の脱Ｂｃ）を
用いた５回のカップリングサイクルに供した。１の場合のようにリジン側鎖を脱Ｆｍｏｃ
し、カルボキシフルオレセインで標識した。１．１の場合のように、中間生成物Ｈ－Ｌ１
５０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－ＮＨ２を樹脂から切断し、フェルラ酸でＮ末端を標識し、精製
した。
【０１７９】
Ｄ１６１２７　Ｂｏｃ－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－Ｌ
９０Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を、標準的な固相化学（１．１．及び１．２の場合のように）を
用いて０．５ｇのＭＢＨＡ樹脂上で調製した。ＮＭＰ中２０％ピペリジンを用いてＦｍｏ
ｃ基をリシン側鎖から除去し、化合物を反復カルボキシフルオレセイン標識（３×３０分
間）に供した。ＴＦＡでのＢｏｃ基の除去後、Ｎ末端を固相で、βアラニン－Ｎ，Ｎ－二
酢酸（βアラ）ｔｅｒｔ－ブチルエステルにより標識した。樹脂からの切断およびＨＰＬ
Ｃ精製後、βアラ－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－Ｌ９０Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－Ｌ９０－Ｌｙ
ｓ（Ｆｌｕ）－ＮＨ２を単離した。
【０１８０】
Ｄ１７１２７　Ｂｏｃ－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－Ｌ
９０Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）樹脂を調製し、１．３に記載の手順を用いてフルオレセインで標
識した。Ｂｏｃ基の除去後、Ｎ末端をＮ－Ｂｏｃ－Ｓ（４－メトキシベンジル）－Ｃｙｓ
－ＯＨで標識した。化合物をカラムから切断し、ＨＰＬＣによって精製した。
【０１８１】
Ｄ１８０７４／Ｄ１７１２８　ＭＢＨＡ樹脂に、Ｂｏｃ－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）（２サイク
ル）、Ｂｏｃ－Ｌ３０－ＯＨ（５サイクル）及びＢｏｃ－Ｌｙｓ（２ＣＩＺ）－ＯＨを逐
次カップリングした。２ＣＩＺ基を除去するための１０％チオアニソールスカベンジャー
の存在下で中間生成物を樹脂から切断した。１．１の場合ようにＮ末端および５脱保護リ
シン側鎖をフェルラ酸で標識した（２×３０分）。ついで、Ｃ末端リシン残基のＮ上のＦ
ｍｏｃ基をＮＭＰ中１０％エチレンジアミンで除去した後、精製した。
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【０１８２】
Ｄ１７１３４　βアラ－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－Ｌ９０Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－Ｌ９０－
Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－ＮＨ２（Ｄ１６１２６）（上の１．４参照）５００ｎｍｏｌを８８μ
ＬのＮＭＰ及び２μＬのピリジンに溶解し、１０μＬのジイソプロピルカルボジイミドと
の１０分間の反応によって環状無水物に変換させた。無水物をジエチルエーテルにより沈
殿させ、ペレットを、２５０ｎｍｏｌのＦｅｒ－（Ｆｅｒ－Ｌ３０）５－Ｌｙｓ（ＮＨ２

）－ＮＨ２を含む１００μＬのＮＭＰに溶解した。２０分後、５μＬのエチレンジアミン
を添加し、５分後、生成物をジエチルエーテルにより沈殿させ、酸性化し、ＨＰＬＣで精
製した。
【０１８３】
Ｄ１８０４４　Ａｃ－（Ｔｙｒ（２ＢｒＺ）－Ｌ３０）６－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）
－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）をＭＢＨＡ樹脂上で調製した。固相
上で、Ｆｍｏｃ基を除去し、リシン側鎖をカルボキシフルオレセインで標識した。樹脂か
ら切断後、生成物をＨＰＬＣで精製した。
【０１８４】
Ｄ１７１４０　　Ｂｏｃ－Ｌｙｓ（２ＣＩＺ）－Ｌ６０－Ｌｙｓ（２ＣＩＺ）－Ｌｙｓ（
２ＣＩＺ）－Ｌ６０－Ｌｙｓ（２ＣＩＺ）－Ｌｙｓ（２ＣＩＺ）－Ｌ３０－Ｌｙｓ（Ｆｍ
ｏｃ）をＭＢＨＡ樹脂上で調製した。樹脂から切断後、中間生成物Ｈ－Ｌｙｓ（ＮＨ２）
－Ｌ６０－Ｌｙｓ（ＮＨ２）－Ｌｙｓ（ＮＨ２）－Ｌ６０－Ｌｙｓ（ＮＨ２）－Ｌｙｓ（
ＮＨ２）－Ｌ３０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を、沈殿によって単離し、１．１の場合のように
フェルラ酸で標識した。最終生成物をＨＰＬＣによって単離した。
【０１８５】
Ｄ１８０９０　ジビニルスルホンで活性化させたデキストランＭＷ　７０ｋＤａ　１０ｎ
ｍｏｌを、総容量３００μＬの０．１６Ｍ　ＮａＨＣＯ３ｐＨ９．５中でＦｅｒ－（Ｆｅ
ｒ－Ｌ３０）５－Ｌｙｓ（ＮＨ２）－ＮＨ２（Ｄ１８０７４）（上記の１．４参照）５０
０ｎｍｏｌと４０Ｃで３０分間反応させた。僅かな沈殿が観察された後、更に１００μＬ
の水を添加し、更に３０分間、反応を進行させた。更に、２００μＬの０．１５Ｍ　Ｎａ
ＨＣＯ３を５００ｎｍｏｌのＨ－Ｃｙｓ－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－Ｌ９０Ｌｙｓ（Ｆ
ｌｕ）－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－ＮＨ２（Ｄ１７１２７）（上記の１．５を参照）と
一緒に添加した。４０℃で１時間後、３０分間の５０μＬの０．１６５Ｍシステインの添
加によって反応混合物をクエンチし、溶液を濾過し、１０ｍＭのＣＨＥＳ，ｐＨ９．０、
及び０．１Ｍ　ＮａＣｌを含有する水性溶液中２０％ＥｔＯＨを用いたスーパーデックス
２００上でのＦＰＬＣによって生成物を精製した。溶出された生成物は、ほぼ５６個のフ
ルオレセイン残基及び１１３個のフェルラ酸残基を含むデキストランコンジュゲートであ
った。
【０１８６】
Ｄ１９１１２　固相でＭＢＨＡ樹脂Ｂｏｃ－Ｌｙｓ（２Ｃｌｚ）－Ｌｙｓ（２ＣｌＺ）－
Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を、標準的な固相Ｂｏｃ化学を使用して調製した。Ｆｍｏ
ｃ基をＮＭＰ（２×５分）中の２０％ピペリジンを使用して除去し、遊離アミノ基をカル
ボキシフルオレセイン（ＮＭＰ中０．９ｅｑｕｉ．のＨＡＴＵ及び１ｅｑｕｉ．のＤＩＰ
ＥＡで３×２０分、活性化させた０．２　Ｍのカルボキシフルオレセイン）で標識した。
ついで、樹脂をＮＭＰ中２０％のピペリジンでの処理に２×５分間供した。ＴＦＡ：ＴＦ
ＭＳＡ：ｍ－クレゾール：チオアニソール（６：２：１：１）混合物中で１時間、樹脂か
らの切断を実施し、中間生成物Ｈ２Ｎ－Ｌｙｓ（ＮＨ２）－Ｌｙｓ（ＮＨ２）－Ｌ１５０
－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）を得た。この生成物をＴＦＡに溶解させ、ジエチルエーテルで沈殿さ
せた後、ＮＭＰに溶解させ、再びジエチルエーテルで沈殿させた。ついで、沈殿物を、０
．９当量のＨＡＴＵ及び２当量のジイソプロピル－エチル－アミンで活性化させた０．３
　Ｍのフェルラ酸に溶解させた。１０分の反応後、生成物をジエチルエーテルで沈殿させ
た後、ＮＭＰ中の１０％エチレンジアミンに２分間溶解させた。ついで、最終生成物をジ
エチルエーテルで沈殿させ、水中の３０％アセトニトリルに溶解させ、Ｃ１８カラムでＨ
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ＰＬＣ精製した。
【０１８７】
Ｄ１９１８５、Ｄ２００６８及びＤ２０１７１：　更なるＬｙｓ（Ｆｅｒ）基を導入して
、Ｄ１９１１２と同じようにして調製した。
【０１８８】
Ｄ２１０２０：　Ｃａｆ－Ｌｙｓ（Ｃａｆ）－Ｌｙｓ（Ｃａｆ）－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆ
ｌｕ）をＤ１９１８５として調製した。固相合成に従って、コーヒー酸標識化を溶液中で
実施した。
０３２８－０１８：　Ｓｉｎ－Ｌｙｓ（Ｓｉｎ）－Ｌｙｓ（Ｓｉｎ）－Ｌ１５０－Ｌｙｓ
（Ｆｌｕ）をＤ１９１８５として調製した。固相合成にに従って、シナピン酸標識化を溶
液中で実施した。
【０１８９】
Ｄ２０１１８：　Ｌ６０リンカーを使用して、Ｄ１９１１２と同じようにして調製した。
Ｄ２００８６：　Ｌ３０リンカーを使用して、Ｄ１９１１２と同じようにして調製した。
Ｄ２０１２０：　Ｌ３０リンカーと追加的にグルタミン酸残基を使用して、Ｄ１９１１２
と同じようにして調製した。Ｂｏｃ－Ｇｌｕ（Ｏ－ベンジル）を固相合成に使用してグル
タミン酸残基を構築した。
【０１９０】
Ｄ１９０４８：　０．５ｇのＭＢＨＡ樹脂でＢｏｃ－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を調
製した。Ｆｍｏｃ基を除去し、リジン側鎖アミノ基を、２ｍＬのＮＭＰを使用し、８０μ
ＬのＤＩＰＥＡを３×１０分間添加してリサミン（Molecular Probes 製品番号Ｌ２０、
ローダミンＢスルホニルクロライド）で標識した。ついで、Ｂｏｃ基をＴＦＡで除去し、
Ｂｏｃ－Ｌｙｓ（２ＣｌＺ）をＮ末端にカップリングさせた。中間生成物Ｈ２Ｎ－Ｌｙｓ
（ＮＨ２）－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（リサミン）を、ＴＦＡ：ＴＦＭＳＡ：ｍ－クレゾール：
チオアニソール（６：２：１：１）を用いて樹脂から切断し、Ｄ１９１１２に対して記載
されたようにフェルラ酸で標識して、Ｆｅｒ－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（リ
サミン）を得た。生成物をＲＰ－ＨＰＬＣによって精製したが、リサミンの異なった異性
体を表す別個のピークに分かれた。最初の異性体は塩基性水溶液中で殆ど無色に変わり、
廃棄した。第二の異性体は塩基性水溶液中で色と蛍光を保持しており、収集した。
【０１９１】
Ｄ１９０５９：　Ｄ１９１１２と同じようにして調製したが、１．５ｍＬのＮＭＰ中の１
００ｍｇの２，４－ジニトロフルオロベンゼンを使用し、５０μＬのＤＩＰＥＡを２×２
０分間加えて、ジニトロフェニルで固相上のＣ末端リジン側鎖アミノ基に標識した。
【０１９２】
Ｄ１８１２６：　Ｆｅｒ－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ３０－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ３０－Ｌｙ
ｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ３０－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ３０－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ１２０－Ｌｙ
ｓ（Ｆｌｕ）－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）－Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）＝Ｆｅｒ－（Ｌｙ
ｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ３０）５－（Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ））３。この延長されたレポータ
ーはＤ１９１１２と同じ経路によって調製した：Ｂｏｃ－（Ｌｙｓ（２ＣｌＺ）－Ｌ３０
）５－（Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ））３を固相上に調製した。３つのＦｍｏｃ基をＮＭ
Ｐ中のピペリジンを用いて除去し、３つのカルボキシフルオレセインをＤ１９１１２にお
けるようにして導入した。中間生成物ＮＨ２－（Ｌｙｓ（ＮＨ２）－Ｌ３０）５－（Ｌ９
０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ））３を樹脂から切断し、Ｎ末端及び５つの遊離リジン側鎖をフェル
ラ酸で標識し、ＮＭＰ中の１０％エチレンジアミンで洗浄し、ＴＦＡから沈殿させ、ＨＰ
ＬＣで精製した。
【０１９３】
Ｄ１８１４６：　ＡＣｉｍ－（Ｌｙｓ（ＡＣｉｍ）Ｌ３０）５－（Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌ
ｕ））３を、Ｄ１８１２６と同じリジン－リンカー骨格上に調製した。固相からの切断後
、中間フルオレセイン標識リンカーをＮＭＰに溶解させ、ＤＩＰＥＡで塩基性にした。Ｎ
ＭＰ中０．１Ｍの４－アミノ－ケイ皮酸を０．９ｅｑｕｉ．のＨＡＴＵ及び３ｅｑｕｉの
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ＤＩＰＥＡで３０秒間活性化させ、リンカーに加えた。１０％の最終濃度までエチレンジ
アミンを添加して２分後に反応をクエンチした。沈殿後、生成物をＲＰ－ＨＰＬＣによっ
て精製した。
【０１９４】
Ｄ１８０７４：　Ｆｅｒ（Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌ３０）５－Ｌｙｓ（ＮＨ２）。６つのフ
ェルラ酸と遊離リジン側鎖アミノ基を有するこの中間体リンカーは、Ｃ末端Ｂｏｃ－Ｌｙ
ｓ（Ｆｍｏｃ）を使用し、ついでＢｏｃ－Ｌ３０リンカー及びＢｏｃ－Ｌｙｓ（２ＣｌＺ
）で交互にカップリングすることによって固相化学法によって調製した。樹脂からの切断
後、中間生成物ＮＨ２（Ｌｙｓ（ＮＨ２）－Ｌ３０）５－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を、Ｄ１９
１１２に対して記載されているようにしてフェルラ酸溶液で標識化した。１０％のエチレ
ンジアミンでの最終処理で、Ｆｍｏｃ基をまた除去した。このホモフェルラ酸オリゴマー
をデキストランコンジュゲートＤ２１００８の調製に使用した。
【０１９５】
Ｄ１８１１８：　ＮＨ２－Ｃｙｓ－（Ｌ９０Ｌｙｓ（Ｆｌｕ））。この中間体トリフルオ
ロセインリンカーは、リジンを導入するためにＢｏｃ－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を使用して、
固相で直接調製し、Ｆｍｏｃの除去後にカルボキシフルオレセインで標識した。Ｎ末端シ
ステインを、Ｂｏｃ（Ｓ－ｐ－メトキシベンジル）システインを使用して導入した。
【０１９６】
Ｄ１８０４４：　固相でＦｅｒ－（Ｔｙｒ－Ｌ３０）５－（Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ））
３をＤ１８１２６として調製した。Ｎ－Ｂｏｃ－Ｏ－２ＢｒＺ　チロシンを使用してチロ
シンを導入した。樹脂からの切断後に、生成物をＨＰＬＣで精製した。
【０１９７】
Ｄ２１００８：　Ｄ１８０７４及びＤ１８１１８とのＤｅｘ７０コンジュゲート。１４０
μＬの水中の１０ｎｍｏｌのビニルスルホン活性化された７０ｋＤａのデキストランを更
なる２００μＬの水と６０μＬの０．８Ｍの炭酸水素ナトリウム，ｐＨ９．５と混合した
。この混合物を使用して、５００ｎｍｏｌの凍結乾燥したＤ１８０７４を溶解させた。反
応混合物を４０℃に６０分間維持し、ついで更に２５０μＬの水に溶解させた５００ｎｍ
ｍｏｌのＤ１８１１８を、更なる５０μＬの０．８Ｍ炭酸水素ナトリウム，ｐＨ９．５と
共に反応混合物に加えた。４０℃での更なる６０分の反応後、０．８Ｍの炭酸水素ナトリ
ウム，ｐＨ９．５中の０．１６５ｍＭシステインを７０μＬ添加して反応を停止させた。
コンジュゲートをスーパーデックス２００で、溶出剤として水中の２０％エタノール中、
１０　ｍＭのＣＨＥＳ，ｐＨ９．０、１００ｍＭのＮａＣｌを使用して精製した。これに
よりコンジュゲートを含む最初のピークが生じ、未コンジュゲートリンカーが続いた。８
１％のフルオレセイン及びフェルラ酸の全回収率に基づき、デキストランコンジュゲート
に対して同じ回収率（８１％）を仮定して、デキストラン当たり１１１のフェルラ酸及び
８３のフルオレセインの比が計算され、（Ｄ１８０７４）１８．５－Ｄｅｘ７０－（Ｄ１
８１１８）２７．７．
に相当していた。
【０１９８】
Ｄ１９０５９：　０．１ｇのＭＢＨＡ樹脂で、標準的な固相化学を用いて　Ｂｏｃ－Ｌｙ
ｓ（２ＣｌＺ）－Ｌｙｓ（２ＣｌＺ）－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を調製した。Ｆｍ
ｏｃ保護リジン側鎖をＮＭＰ中の２０％ピペリジンを用いて脱保護（２×５分）し、２×
２０分間、１．５ｍｌのＮＭＰ、１．５ｍＬ及び５０μＬのＤＩＰＥＡに溶解させた１５
０ｍｇの２－４－ジニトロ－フルオロベンゼンでの標識化に供した。その樹脂をＮＭＰ中
の２０％ピペリジン、ＮＭＰ及びＤＣＭで処理した。
　その中間生成物を、ＴＦＡ：ＴＦＭＳＡ：チオアニソール：ｍ－クレゾール（６：２：
１：１、１．５ｍＬで１時間）を用いて樹脂から切断し、ジエチルエーテルで沈殿させ、
ＴＦＡに再懸濁させ、ジエチルエーテルで沈殿させ、ＮＭＰに再懸濁させ、再びジエチル
エーテルで沈殿させた。それを１００μＬのＤＩＰＥＡで塩基性にし、０．９ｅｑｕｉの
ＨＡＴＵ及び２ｅｑｕｉのＤＩＰＥＡで前もって活性化させた０．５ｍＬの０．３Ｍフェ
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ルラ酸に直接溶解させた。１０分後、粗生成物をジエチルエーテルで沈殿させ、９００μ
ＬのＮＭＰ及び１００μＬのエチレンジアミンに再溶解させた。２分後、生成物をジエチ
ルエーテルで沈殿させた。ＴＦＡに再懸濁させ、ジエチルエーテルで沈殿させ、水中の２
２％アセトニトリル（８．２ｍＬ）に溶解させ、ＲＰ－ＨＰＬＣ精製に供した。
収量８μｍｏｌ、ＭＳ実験値３５８２（Ｍ＋Ｎａ）、Ｆｅｒ－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌｙｓ
（Ｆｅｒ）－Ｌ１５０－Ｌｙｓに対する理論値３５５８．７８４（ＤＮＰ）
【０１９９】
Ｄ１９１１２：　　１ｇのＭＢＨＡ樹脂で標準的な固相化学を用いてＢｏｃ－Ｌｙｓ（２
ＣｌＺ）－Ｌｙｓ（２ＣｌＺ）－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）を調製した。Ｆｍｏｃ保
護リジン側鎖を、ＮＭＰ中の２０％ピペリジンで脱保護（２×５分）し、３×２０分、反
復カルボキシフルオレセイン標識化（０．９ｅｑｕｉのＨＡＴＵ、１ｅｑｕｉのＤＩＰＥ
Ａで２分間前もって活性化された、３ｍＬのＮＭＰ中０．２Ｍ）に供した。樹脂をＮＭＰ
中の２０％ピペリジンで処理し、ついでＮＭＰ、ＤＣＭ及びＴＦＡで洗浄した。中間生成
物を、ＴＦＡ：ＴＦＭＳＡ：チオアニソール：ｍ－クレゾール（６：２：１：１、３ｍＬ
、１時間）を用いて樹脂から切断し、ジエチルエーテルで沈殿させ、ＴＦＡに再懸濁させ
、ジエチルエーテルで沈殿させ、ＮＭＰに再懸濁させ、再びジエチルエーテルで沈殿させ
た。それを２００μＬのＤＩＰＥＡで塩基性にし、０．９ｅｑｕｉのＨＡＴＵ及び２ｅｑ
ｕｉのＤＩＰＥＡで前もって活性化させた２ｍＬの０．３Ｍフェルラ酸に直接溶解させた
。１０分後、粗生成物をジエチルエーテルで沈殿させ、１３５０μＬのＮＭＰに再溶解さ
せ、１５０μＬのエチレンジアミンを加えた。２分後、生成物をジエチルエーテルで沈殿
させた。ＴＦＡに再懸濁させ、ジエチルエーテルで沈殿させ、水中の２５％アセトニトリ
ル（２４ｍＬ）に溶解させ、ＲＰ－ＨＰＬＣ精製に供した。
収量１９μｍｏｌ、ＭＳ実験値３７４９、Ｆｅｒ－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）－Ｌｙｓ（Ｆｅｒ）
－Ｌ１５０－Ｌｙｓ（Ｆｌｕ）に対する理論値３７５０．９９８
【０２００】
Ｄ１９１８５：　Ｄ１９１８５を固相合成法によりＤ１９１１２と同様にして調製した後
、フェルラ酸溶液で標識した。ＭＳ実験値４０５４
Ｄ１９０３７：　Ｄ１９０３７を固相合成法によりＤ１９１１２と同様にして調製した後
、フェルラ酸溶液で標識した。ＭＳ実験値３４４７
【０２０１】
Ｄ１８１２６：　ＭＢＨＡ樹脂で標準的な固相化学を用いてＢｏｃ－（Ｌｙｓ（２ＣｌＺ
）－Ｌ３０）５Ｌ９０－Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－Ｌ９０Ｌｙｓ（Ｆｍｏｃ）－Ｌ９０Ｌｙｓ
（Ｆｍｏｃ））を調製した。Ｆｍｏｃ保護リジン側鎖を、ＮＭＰ中の２０％ピペリジンで
脱保護（２×５分）し、３×２０分、反復カルボキシフルオレセイン標識化（０．９ｅｑ
ｕｉのＨＡＴＵ、１ｅｑｕｉのＤＩＰＥＡで２分間前もって活性化された、３ｍＬのＮＭ
Ｐ中０．２Ｍ）に供した。樹脂をＮＭＰ中の２０％ピペリジンで処理し、ついでＮＭＰ、
ＤＣＭ及びＴＦＡで洗浄した。中間生成物を、ＴＦＡ：ＴＦＭＳＡ：チオアニソール：ｍ
－クレゾール（６：２：１：１、３ｍＬ、１時間）を用いて樹脂から切断し、ジエチルエ
ーテルで沈殿させ、ＴＦＡに再懸濁させ、ジエチルエーテルで沈殿させ、ＮＭＰに再懸濁
させ、再びジエチルエーテルで沈殿させた。それを２００μＬのＤＩＰＥＡで塩基性にし
、０．９ｅｑｕｉのＨＡＴＵ及び２ｅｑｕｉのＤＩＰＥＡで前もって活性化させた２ｍＬ
の０．３Ｍフェルラ酸に直接溶解させた。１０分後、粗生成物をジエチルエーテルで沈殿
させ、１３５０μＬのＮＭＰに再溶解させ、１５０μＬのエチレンジアミンを加えた。２
分後、生成物をジエチルエーテルで沈殿させた。ＴＦＡに再懸濁させ、ジエチルエーテル
で沈殿させ、水中の２５％アセトニトリル（２４ｍＬ）に溶解させ、ＲＰ－ＨＰＬＣ精製
に供した。
収量２μｍｏｌ、ＭＳ実験値１０６６６。
【０２０２】
１．結合剤
ヤギ抗マウス－Ｄｅｘ７０－ＨＲＰ（Ｄ１８０３３／Ｄ１８１７５）
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　１３．７ｎｍｏｌのジビニルスルホンで活性化させた７０ｋＤＡのＭＷのデキストラン
を、６００μＬのバッファー（１００ｍＭのＮａＣｌ、２５ｍＭのＮａＨＣＯ３，ｐＨ９
．５）中で、６０２ｎｍｏｌのＨＲＰと３時間３０℃で反応させた。ついで、１０５μＬ
の水中４１．１ｎｍｏｌのヤギ抗マウスＦ（ａｂ）２抗体を添加し、反応を更に１６時間
継続した。３０分間の７０μＬの０．１６５Ｍシステインの添加によって反応混合物をク
エンチし、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．２中スーパーデック
ス２００上で生成物を精製した。溶出した生成物は、ヤギ抗マウス（ＧａＭ）及びＨＲＰ
（ｄｅｘ：ＧａＭ：ＨＲＰ比＝１：１：１）を含むデキストランコンジュゲートであった
。
【０２０３】
抗ＦＩＴＣ－Ｄｅｘ７０－ＨＲＰ（Ｄ１８０５８／Ｄ１８１４４）
　１０ｎｍｏｌのジビニルスルホンで活性化させた７０ｋＤＡのＭＷのデキストラン及び
４４０ｎｍｏｌのＨＲＰを、４００μＬのバッファー（１００ｍＭのＮａＣｌ、２５ｍＭ
のＮａＨＣＯ３，ｐＨ９．５）中で３時間、３０℃で反応させた。ついで、８０μＬの水
中３０ｎｍｏｌの抗マウスＦ（ａｂ）２抗体を添加し、反応を更に４０℃で９０分間継続
した。３０分間の５０μＬの０．１６５Ｍシステインの添加によって反応混合物をクエン
チし、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．２中スーパーデックス２
００上で生成物を精製した。溶出した生成物は、デキストランと抗ＦＩＴＣ及びＨＲＰ（
Ｄｅｘ／抗ＦＩＴＣ／ＨＲＰ比＝１／２／９）のコンジュゲートであった。
【０２０４】
抗ＦＩＴＣ－Ｄｅｘ７０－ＨＲＰ（Ｄ１７０３０）
　１０ｎｍｏｌのジビニルスルホンで活性化させた７０ｋＤＡのＭＷのデキストラン；４
４０ｎｍｏｌのＨＲＰ及び２５ｎｍｏｌのＦ（ａｂ）２抗ＦＩＴＣを、３７４μＬのバッ
ファー（１００ｍＭのＮａＣｌ、２５ｍＭのＮａＨＣＯ３，ｐＨ９．５）中で１６、３０
℃で反応させた。３０分間の５０μＬの０．１６５Ｍシステインの添加によって反応混合
物をクエンチし、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．２中スーパー
デックス２００上で生成物を精製した。溶出した生成物は、抗ＦＩＴＣ及びＨＲＰを含む
デキストランコンジュゲートであった（比１：１：１）。
【０２０５】
ウサギ抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）１－ＨＲＰコンジュゲート（Ｄ１９１４２）
　ポリクローナルウサギ抗ＦＩＴＣ ＩｇＧ抗体を３７℃で４時間、ペプシンで消化させ
、スーパーデックス２００での精製を施してペプシン及びＦｃ断片を除去した。
　Ｆ（ａｂ’）２断片を０．２Ｍのリン酸ナトリウム，ｐＨ６．０中の５　ｍＭのＥＤＴ
Ａに対して更に透析した。その溶液をアミコン・ウルトラスピンカラムで２５ｇ／Ｌのタ
ンパク質濃度まで濃縮した。６．０ｍＬの上記溶液（１５０ｍｇのＦ（ａｂ’）２）に、
共に水中の４８７μＬの５０ｍｇ／ｍＬ ＤＴＴ及び４２３μＬの５６ｍＭ ２－メルカプ
トエタノールを加えた。反応混合物を室温で穏やかに４０分間攪拌し、直後に０．２Ｍの
リン酸ナトリウム，ｐＨ６．０中の５ｍＭのＥＤＴＡを用いてＰＤ－１０カラムで精製し
、１１８ｍｇのＦ（ａｂ’）１を８．０ｍＬのバッファー中に回収した。
　２５０ｍｇのＨＲＰ（Ｓｅｒｖａｃ）を２．５ｍＬの０．１５ｍ ＮａＣＬ、０．０５
Ｍのリン酸カリウムｐＨ８に溶解させ、同バッファーに対して透析した。透析後、酵素溶
液を濃縮し、４０ｍｇ／ｍＬの濃度に調節した。３．２１ｍＬの１２８．６ｍｇ ＨＲＰ
溶液に８６０μＬの１５ｍｇ／ｍＬ ＳＭＣＣを加え、室温で暗所で反応を３０分進行さ
せた。ＳＭＣＣ活性化ＨＲＰ酵素を、０．１５ｍのＮａＣＬ、０．０５Ｍのリン酸カリウ
ムｐＨ８を用いてＰＤ－１０カラムで精製した。１２６．９ｍｇを７．９ｍＬ中に回収し
た。
　８．０ｍＬのＦ（ａｂ’）１に６．２５ｍＬのＳＭＣＣ活性化ＨＲＰ溶液を加え、全体
積を、０．１５ｍのＮａＣＬ、０．０５Ｍのリン酸カリウム，ｐＨ８を用いて４３．８ｍ
Ｌに調節した。酵素と抗体断片間の反応を室温で暗所にて２１０分間実施した。ついで、
室温で１５分間、３４３μＬの水中の２５ｍｇ／ｍＬのシステアミンを添加して反応をク
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、４分割してスーパーデックス２００カラムに適用し、１５０ｍＭのＮａＣＬ、５０ｍＭ
のＴｒｉｓ，ｐＨ７．６で溶出させた。生成物は最初のピークで流れ、未反応の抗体及び
酵素のピークが続いた。１００ｍｇのコンジュゲートを数画分で単離した。２８０ｎｍ／
４０３ｎｍでのＵＶ測定は０．８から１．２の抗体酵素比を示した。
【０２０６】
ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）１－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）
　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）１－ＨＲＰを、ＤＴＴ及びメルカプトエタノールでのＦ（ａ
ｂ’）２の還元とＳＭＣＣ活性化ＨＲＰへのカップリングによってウサギ抗ＦＩＴＣ Ｆ
（ａｂ’）１－ＨＲＰとして調製した。ウサギ抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）１－ＨＲＰの場
合のように、１２　当量のＳＭＣＣをＨＲＰ活性化に使用し、１：１モル比のＦ（ａｂ’
）１及びＨＲＰを使用した。
【０２０７】
ヤギ抗ウサギＦ（ａｂ’）１－ＨＲＰ（ＡＭＭ２７９．１６８）
　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）１－ＨＲＰを、ＤＴＴ及びメルカプトエタノールでのＦ（ａ
ｂ’）２の還元とＳＭＣＣ　活性化ＨＲＰへのカップリングによってウサギ抗ＦＩＴＣ 
Ｆ（ａｂ’）１－ＨＲＰとして調製した。ウサギ抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）１－ＨＲＰの
場合のように、１２当量のＳＭＣＣをＨＲＰ活性化に使用し、１：１モル比のＦ（ａｂ’
）１及びＨＲＰを使用した。
【０２０８】
２．本発明の方法によるＩＨＣ染色
　ＩＨＣを、ガラススライドに負荷したホルマリン固定パラフィン包埋組織の試料で実施
した。３－５ミクロンの組織切片を切り取り、べークし、使用まで４℃で保存した。つい
で、キシレン（２×５分）；９９％エタノール（２×２分）；７０％エタノール（２×２
分）及び最後に水によってパラフィンを除去した。スライドを標的回収溶液，ｐＨ９、（
ＤＡＫＯ Ｓ２３６７）中に入れ、ついで電子レンジ（１０分間煮沸）で加熱した。その
後、スライドを冷却し、ついで洗浄バッファー（ＤＡＫＯ Ｓ３００６）に移した。該手
順の後に５分間の３％過酸化水素での内因性ペルオキシダーゼ活性のブロック工程を続け
、ついで、再びスライドを洗浄バッファー中に移し、ついで、様々な条件下で染色した。
染色手順とその結果は以下に詳細に記載する（実験１－１０）。スライド間の変動を最小
限にするため、各比較実験を、同日中に連続して切り取った切片を用いて実施した。特異
的シグナル並びにバックグラウンドシグナルを０～４のスコア段階を使用してスコア化し
たが、そこでは、０は全く染色なし、１－弱い染色、２－中程度の染色、３－強い染色、
４－非常に強い染色を表す。本発明の染色手順の結果を評価するための比較「標準」染色
として参照Ｅｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ（ＤＡＫＯ Ｋ８０１０）染色を製造者の推奨に従
って実施し、簡潔には、スライドを、
　２．Ｓ０８０９（ＤＡＫＯ）に希釈した一次抗体（以下の抗体表を参照）と共に、２０
分；
　３．Ｅｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ ＨＲＰ（ＤＡＫＯ ＤＭ８０７）と共に２０分、又は
Ｅｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘマウスリンカー（ＤＡＫＯ ＤＭ８０４）と共に１５分（表１
中「リンク」を付した抗体のみ）
　４．ＤＭ８０３（ＤＡＫＯ）で１：５０で希釈したＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ ＤＡＢ
色素原（ＤＡＫＯ ＤＭ８０７）と共に２×５分
連続してインキュベートした。
【０２０９】
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　表１の全てのレポーター及びコントロール化合物を、実験１の手順を使用して少なくと
も一つを試験し、他の以下に記載の実験の手順を使用してレポーターの幾つかを試験した
。「コントロール」として特定される化合物で処理したスライドでは染色は観察されなか
った。全ての他の化合物（大きなレポーターの合成における中間コンストラクトである「
中間体」と印されたものを除外）は＋１から＋４までの強度等級での標的の標識を示した
。以下の実験は表１の選択されたレポーターで実施されたＩＨＣ手順の異なった実施態様
を記述する。
【０２１０】
実験１
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　一次抗体８０秒（「Ｌｉｎｋ」抗体では３００秒）
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ、２０ｎＭ、８０秒
３．　レポーターＤ１９１８５ １２００ｎＭ＋５．６ｍＭ ＤＡＢ、２００秒
４．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＨＲＰ、１００ｎＭ、１４０秒
５．　５．６ｍＭ ＤＡＢ、２００秒。
　一次抗体を抗体表（上記）に示したように抗体希釈剤Ｓ０８０９（ＤＡＫＯ）で希釈し
た。
　ヤギ抗マウスＨＲＰ及び抗ＦＩＴＣ－ＨＲＰを、０．４％のカゼイン、２％のＢＳＡ、
２％のＰＥＧ３０００、０．１％のプロクリン、０．０５％の４－アミノアンチピリン、
０．１％のＴｗｅｅｎ－２０、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＴｒｉｓ，ｐＨ８．０
を含むバッファー（ＡＢＣＰＴバッファー）で希釈した。
　工程３のレポーターＤ１９１８５（Ｆｅｒ４－Ｌ３０５－Ｆｌｕ１）及びＤＡＢと工程
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５のＤＡＢを、５０ｍＭのイミダゾール－ＨＣｌ，ｐＨ７．４、５．６ｍＭの過酸化水素
、０．１％のＴｗｅｅｎ－２０の水溶液で希釈した。
　工程間の洗浄は、室温でそれぞれ２分、Ｓ０８０９（工程３の後は、Ｓ０８０９又は１
０ｍＭのＣＨＥＳ，ｐＨ９、０．１％のＴｗｅｅｎ－２０で）で実施した。
　該方法を、１２の異なったヒト組織：扁桃腺、肝臓、乳房癌、カルチノイド、結腸癌、
メラノーマ、前立腺、小脳、腎臓、膵臓に対して表の１５の異なった抗体を使用して試験
した。対応する組織について実施された本発明の方法及びＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ法
による組織染色の全体強度は同じであった；色相並びに高及び低発現標的の染色強度（高
／低バランス）はまた同一であったが、本方法による染色はより鮮明（つまり、よりシャ
ープで明瞭）であるように見えた。例えば結腸癌のような小さい細胞構造を含む幾つかの
組織では、細胞質染色は本方法を使用した場合に僅かに鮮明さが少なかった。抗体希釈剤
単独で、つまり抗体なしに処理したスライドは、染色がないことが証明され、つまり双方
の方法による染色は特異的であった。
　実験は、同じ希釈で、しかし有意に短いインキュベーション時間（つまり、１５倍短い
）同じ抗体を使用すると、本発明の染色方法では、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ染色と同
じパターンと品質の染色を生じることを示している。
【０２１１】
実験２
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　一次抗体、１４０秒（「Ｌｉｎｋ」抗体では３００秒）
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、３０ｎＭ、２００秒
３．　レポーターＤ１９０５９ １２００ｎＭ＋２．８ｍＭ ＤＡＢ、２００秒
４．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１４２）、１５０ｎＭ、１４０秒
５．　２．８ｍＭ ＤＡＢ、２００秒。
　一次抗体を上の抗体表に示したよりも１０倍多い抗体希釈剤Ｓ０８０９（ＤＡＫＯ）（
「Ｌｉｎｋ」抗体に対しては５倍多い）で希釈した。
　二次抗体、レポーター及びＤＡＢのための溶媒、及び洗浄バッファーは、実験１におけ
るものとした。
　該方法を、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘのインキュベーション時間よりも約９倍短いイ
ンキュベーション時間を使用して、同じ１２の異なったヒト組織（上記）に対して同じ１
５の異なった抗体で試験した。染色パターンと品質の双方とも、実験１の染色と本質的に
同一であった。工程１で抗体希釈剤単独で処理されたコントロールスライドにはバックグ
ラウンドはなかった。
　実験は、本発明に係る方法による特定の標的の検出感度は、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅ
ｘ法によるよりも少なくとも１０倍高いことを示している（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ
法は実験１におけるように、つまり如何なる変更もなしに実施した）。この実験は、工程
２の沈着溶液及び工程５の染色溶液（５．６ｍＭの代わりに２．８ｍＭ）中のＤＡＢの減
少した濃度は染色結果に影響を及ぼさないことをまた示している。
【０２１２】
実験３
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　抗体表に示したよりも４５倍に希釈した抗サイトケラチン（クローンＡＥ１／Ａ３
、Ｄａｋｏカタログ番号Ｍ３５１５）、２０分
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、３０ｎＭ、５分
３．　レポーターＤ１９１８５ １２００ｎＭ＋２．８ｍＭ ＤＡＢ、２００秒
４．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１４２）、１５０ｎＭ、１４０秒
５．　２．８ｍＭ ＤＡＢ、２００秒。
　一次抗体を表（上記）に示したよりも４５倍多い抗体希釈剤Ｓ０８０９（ＤＡＫＯ）（
「Ｌｉｎｋ」抗体に対しては５倍多い）で希釈した。二次抗体、レポーター及びＤＡＢの
ための溶媒、及び洗浄バッファーは、実験１におけるものとした。
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　得られた染色は、（同じインキュベーション時間を使用し）４５×高い濃度の抗サイト
ケラチンを用いたＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ染色と本質的に同一であった。工程１で（
抗体なしで）Ｓ０８０９で処理されたコントロールスライドにはバックグラウンドはなか
った。
　実験は、（上記の表において推奨されているものと比較して）抗体の４５倍の余分の希
釈が染色強度に関して最適であり、つまり本方法の感度がＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ法
の感度よりも少なくとも４５倍高いことを示している。この実験は工程２の沈着溶液及び
工程５の染色溶液（５．６ｍＭの代わりに２．８ｍＭ）中のＤＡＢの減少した濃度は染色
結果に影響を及ぼさないことをことをまた確認している。
【０２１３】
実験４
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　推奨された（上記表参照）よりも１０００倍多く希釈された抗サイトケラチン（ク
ローンＡＥ１／Ａ３、Ｄａｋｏカタログ番号Ｍ３５１５）、２０分
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、３０ｎＭ、５分
３．　レポーターＤ１９１８５ １２００ｎＭ＋（１．４から２．８ｍＭのＤＡＢ）、２
００秒
４．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１４２）、１５０ｎＭ、１４０秒
５．　２．８ｍＭ ＤＡＢ、５分。
６．　２．８ｍＭ ＤＡＢ、５分。
　二次抗体、レポーター及びＤＡＢのための溶媒、及び洗浄バッファーは、実験１におけ
るものとした。
　工程３の沈着バッファー中の２．８ｍＭのＤＡＢでの染色強度はＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆ
ｌｅｘ染色よりも更に弱かった。しかしながら、扁桃腺及び結腸上皮、乳癌細胞質、肝内
胆汁管及び腎細胞において高度に発現された標的はこのプロトコルでは尚も中程度に（＋
２）染色された。２．８ｍＭから１．４ｍＭへの工程３の沈着溶液中のＤＡＢ濃度の減少
は、染色強度を有意に増加させたが減少した鮮明さが犠牲になっている。高度の発現試料
は強く染色され（＋３）、殆どの中程度の発現試料は中程度に染色された（＋２）。しか
しながら、低発現組織は、弱く染色されるか全く染色されなかった（０から＋１）。
　工程３において２．８ｍＭのＤＡＢでは、工程１における抗体なしでバッファーで処理
されたコントロールスライドではバックグラウンドはなかったが、工程４における１．４
ｍＭのＤＡＢを伴う増加したレベルの増幅では、工程１においてＳ０８０９で処理された
コントロールスライドには幾らかのバックグラウンド染色が出現した。工程２における処
理溶液からヤギ抗マウスＨＲＰが省かれている更なるコントロール実験は、バックグラウ
ンドが主としてこのコンジュゲートから付随したが、次の工程ではない、つまりＤＡＤの
存在下でのレポーターの沈着及び最終ＤＡＢ染色ではないことを示している。
　該実験は、本方法のシグナル増幅系が強いので、推奨されたよりも１０００倍大熊で抗
体試薬を希釈することが可能になるのに、染色の品質は尚も変わらないことを示している
。
【０２１４】
実験５
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　一次抗体（表に従って希釈）、８０秒（「Ｌｉｎｋ」抗体では３００秒）
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、５０ｎＭ、１４０秒
３．　レポーター　Ｄ１９０５９ １０００ｎＭ＋５．８ｍＭ ＤＡＢ、８０秒
４．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１４２）、１５０ｎＭ、１４０秒
５．　５．６ｍＭ ＤＡＢ、８０秒。
　工程３のレポーターＤ１９１８５＋ＤＡＢ及び工程５のＤＡＢの双方を、５０ｍＭのイ
ミダゾール－ＨＣｌ，ｐＨ７．４、５６ｍＭのＨ２Ｏ２、０．１％のＴｗｅｅｎ（つまり
、Ｈ２Ｏ２　の濃度が実験１－４と比較して１０倍高かった）の水溶液に希釈した。
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　該方法を１２の異なったヒト組織に対して１５の異なった抗体で実施した（実験１のよ
うに）。
　染色の結果は、強度に関してはＥｎｖｉｓｉｏｎ　Ｆｌｅｘ染色と同様であったが、低
発現標的は強さが僅かに少なかった。工程１における抗体なしで処理されたコントロール
スライドにはバックグラウンドはなかった。色相は僅かに異なっていた：Ｅｎｖｉｓｉｏ
ｎ ＦＬＥＸの淡い褐色かた暗褐色ではなく、一般に灰色から黒であった。工程５におけ
る増加した時間（２００秒）、減少したＤＡＢ（２．８ｍＭ）及び減少した過酸化水素（
５．８ｍＭ）でのコントロール実験は典型的な褐色の色相が生じており、色相は主に最終
（染色）工程によって決定されることを示している。
　このプロトコルは非常に鮮明な染色を生じた：結腸及び結腸癌試料の小細胞構造は非常
に区別でき明瞭に見られた；膜染色はシャープであった；強く染色された細胞質の領域は
非常に明瞭な青色の核と対比してシャープに限られていた；中程度に染色された核は、Ｅ
ｎｖｉｓｉｏｎ ＦＬＥＸによって生成された均一な染色を含む見えない微細な核内詳細
を示した。
　工程３及び５における減少したインキュベーション時間での手作業のコントロール実験
は、染色強度が、過酸化水素濃度が高い（５６ｍＭ）場合にこれらの工程においてインキ
ュベーション時間を３０秒を越えて延長することにより増加しないことを示した。
【０２１５】
実験６
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　一次抗体８０秒（「Ｌｉｎｋ」抗体では３００秒）
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、５０ｎＭ、１４０秒
３．　レポーターＤ１９０５９ １０００ｎＭ＋５．８ｍＭ ＤＡＢ、８０秒
４．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１４２）、１５０ｎＭ、１４０秒
５．　２．８ｍＭ ＤＡＢ、３００秒。
　レポーター及びＤＡＢ（工程３）を、５０ｍＭのイミダゾール－ＨＣｌ，ｐＨ７．４、
５６ｍＭの過酸化水素、０．１％のＴｗｅｅｎの水溶液に希釈した。工程５において、Ｄ
ＡＢは５０ｍＭのイミダゾール－ＨＣｌ，ｐＨ７．４、５．６ｍＭの過酸化水素、０．１
％のＴｗｅｅｎに希釈した。
　該方法を１２の異なったヒト組織に対して１５の異なった抗体で実施した（実験１のよ
うに）。
　高発現標的の染色の結果はＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ染色（強度に関して）と同様で
あったが、低発現標的は有意により強く染色され、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ ＦＬＥＸで染色さ
れなかった（＋０）細胞構造は中程度に染色された：抗ＢＣＬ－６は乳癌中の核の大きな
割合を中程度に染色し、これに対してＥｎｖｉｓｉｏｎ ＦＬＥＸでのこれらの領域の染
色は弱く；抗エストロゲンレセプターでの染色レベルは　Ｅｎｖｉｓｉｏｎ ＦＬＥＸと
比較して乳癌において有意に増加し；結腸上皮細胞の抗癌胎児抗原染色はＥｎｖｉｓｉｏ
ｎ ＦＬＥＸ法の場合よりも強く堅牢であり；抗シナプトフィジンの弱い染色から中程度
の染色が１２全ての組織において観察される一方、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ ＦＬＥＸでは非常
に弱い染色が観察されるか染色は観察されなかった。高発現構造は一般に強く染色された
が、過剰染色ではなく、シャープであった。一次抗体なしのコントロールスライドには染
色が全くなかった。
　該実験は、沈着溶液中の過酸化水素の高（５６ｍＭ）濃度と染色溶液中の「通常」（５
．６ｍＭ）の組合せが強力なシグナル増幅系をもたらし、広いダイナミックレンジで発現
される抗原の非常に速い感度があり特異的な検出を可能にする。
【０２１６】
実験７
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　一次抗体８０秒（「Ｌｉｎｋ」抗体では３００秒）
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、２０ｎＭ、８０秒
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４．　抗ＤＮＰ Ｆ（ａｂ’）－ＡＰ、１００ｎＭ、５３００秒
５．　ＬＰＲリキッドパーマネントレッド（ＤＡＫＯ Ｋ３４６８）、３００秒。
　全ての工程の溶媒と洗浄バッファーは実験１におけるものとした。
　該方法を１２の異なったヒト組織に対して１５の異なった抗体で実施した（実験１のよ
うに）。
　染色の外観は、赤い色相であるが、ＤＡＢでのＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘ染色と同様
であった。色相は強いピンク（低発現標的）から深紅（中発現標的）を経てワインレッド
の赤（高発現標的）及び黒に近い赤（非常に高発現の標的）までの範囲であり、良好なダ
イナミックレンジを与えた。工程１における抗体なしのコントロールスライドではバック
グラウンドはなかった。
　該実験は、本発明の増幅系が広いダイナミックレンジで発現される抗原の検出ではＬＰ
Ｒのような「感度の少ない」色素原の有益な使用をもたらすことを示している。
【０２１７】
実験８
　スライドを連続してインキュベートした：
１．　抗体Ｓ０８０９（ＤＡＫＯ）で１：１に希釈された一次抗体及びヤギ抗マウスＦ（
ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）のプレミックス、３０秒。
２．　レポーターＤ１９１８５ １０μＭ＋ＤＡＢ ２８０μＭ＋５６ｍＭ Ｈ２Ｏ２、３
０秒。
　工程２の溶媒は、５０ｍＭのイミダゾール－ＨＣｌ，ｐＨ７．４、５．６ｍＭの過酸化
水素、０．１％のＴｗｅｅｎの水溶液であった。
　該方法を１２の異なったヒト組織に対して１５の異なった抗体で実施した（実験１のよ
うに）。
　このプロトコルは、抗原の特異的な明るい緑色の蛍光染色を生じ、本発明に係るレポー
ターの沈着の機序自体が標的に関連するシグナルの強力で特異的な増幅をもたらす。
【０２１８】
実験９
　実験９は本発明の異なったレポーター分子及び結合剤を評価する。
プロトコル：
　全てのスライドに同じプロトコルを施した：
１．　Ｓ０８０９で１：５０に希釈された抗サイトケラチン（クローンＡＥ１／Ａ３、Ｄ
ａｋｏカタログ番号Ｍ３５１５）、１分；
２．　ＡＢＣＰＴバッファー＊）中のヤギ抗マウス結合剤（表３）、２分；　
３．　５０　ｍＭのイミダゾール－ＨＣＬ，ｐＨ７．４、５８ｍＭの過酸化水素、５．８
ｍＭのＤＡＢ中のレポーター（表３）、１分
４．　ＡＢＣＰＴバッファー＊）中の抗ＦＩＴＣ－ＨＲＰ結合剤（表３），２分
５．　５０ｍＭのイミダゾール－ＨＣＬ，ｐＨ７．４、５８ｍＭの過酸化水素中の５．８
ｍＭのＤＡＢ、１分
６．　ヘマトキシリンでの対比染色、５分
＊）　ＡＢＣＰＴバッファー：０．１％の４－アミノアンチプリン、０．２％のプロクリ
ン２％のＢＳＡ、０．２％のカゼイン、２％のＰＥＧ、０．１％のＴｗｅｅｎ２０、０．
１ＭのＮａＣＬ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．２
【０２１９】
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　サイトケラチン陰性組織、並びにサイトケラチン低及び高発現組織の双方を含む６つの
異なった組織（肝臓、膵臓、乳房、扁桃腺、虫垂及び結腸癌）について該プロトコルを試
験した。
【０２２０】
結果：
ヤギ抗マウスＨＲＰコンジュゲート：　Ｆ（ａｂ）１－ＨＲＰ１コンジュゲートＤ１９１
５０（スライド１及び２９）を、平均でコンジュゲート当たり１．４抗体及び１０　ＨＲ
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Ｐ酵素（スライド２－６）を有する抗体－デキストラン－ＨＲＰコンジュゲートＤ１８１
７５と比較した。コンジュゲートＤ１８１７５におけるＨＲＰ酵素の更に多くの数にかか
わらず、スライド２の染色強度はスライド１及び２９よりもほんの僅かにより強かった。
スライド３はスライド１及び２７と同じほど強く染色され、Ｄ１８１７５の濃度が減少す
るスライド４－６は漸次的に強さが少なくなる染色になった。非特異的なバックグラウン
ド染色は虫垂平滑筋組織の試料のスライド２－５に存在していたが、スライド１及び２９
には観察されなかった。同様に、スライド１及び２９に存在していない折り畳み組織の非
特異的染色はスライド２－６に観察された。
　これは、標的に結合する結合剤当たりのＨＲＰの存在量は特異的シグナルの増幅を増加
させず、むしろノイズシグナルを生じることを示している。
【０２２１】
抗ＦＩＴＣ－ＨＲＰコンジュゲート：　Ｆ（ａｂ）１－ＨＲＰ１コンジュゲートＤ１９１
４２（スライド１及び２９）を、平均で１．４の抗体及び１０のＨＲＰ酵素／コンジュゲ
ートを有する抗体－デキストラン－ＨＲＰコンジュゲートＤ１８１４４（スライド７－１
１）と比較した。コンジュゲートＤ１８１４４におけるＨＲＰ酵素のより多い数にもかか
わらず、スライド７の染色強度は、スライド１及び２９よりもほんの僅かだけ強かった。
スライド８はスライド１及び２９と同じ強さに染色され、Ｄ１８１７５（スライド９－１
１）の濃度の低下は漸次強さが弱くなる染色になる。スライド７－１１では、スライド１
及び２９には観察されない深刻な非特異的バックグラウンド染色が虫垂平滑筋組織に存在
し、スライド７－９には扁桃腺胚中心にまたバックグラウンドがあった。同様に、スライ
ド１及び２９には存在しない折り畳み組織の非特異的染色がスライド７－１１に観察され
た。
　これは、沈着レポーターに結合しない結合剤当たりのＨＲＰの存在量は特異的シグナル
の増幅を増加させず、むしろノイズシグナルを生じることを示している。
【０２２２】
レポーター：　６つの異なったレポーターを比較した：
Ｄ１７１５７（一つのフェルラ酸、一つのフルオレセイン、スライド１２－１４）；
Ｄ１９０３７（二つのフェルラ酸、一つのフルオレセイン、スライド１５－１７）；
Ｄ１９１１２（３つのフェルラ酸、一つのフルオレセイン、スライド１８－２０）；
Ｄ１９１８５（４つのフェルラ酸、一つのフルオレセイン、スライド１、２９及び２１－
２３）；　
Ｄ１８１２６（６つのフェルラ酸、３つのフルオレセイン、スライド２４－２６）；及び
Ｄ１８０９０（１０１のフェルラ酸と７２のフルオレセインを持つデキストランンジュゲ
ート）。
【０２２３】
　染色の強度はレポーター当たりのフェルラ酸残基（Ｆｅｒ）の数と共に漸次増加してお
り、次の蛍光を明らかに証明した：１つのＦｅｒ（Ｄ１７１５７）＜＜２つのＦｅｒ（Ｄ
１９０３７）＜＜３つのＦｅｒ（Ｄ１９１１２）＜４つのＦｅｒ（Ｄ１９１８５）。Ｄ１
９１８５は、濃度が（Ｄ１９１８５と比較して）倍のＤ１９１１２とほぼ同じ強さの染色
をもたらした、つまりスライド１９及び２１及びスライド２０及び２２は同様の強度であ
った。
【０２２４】
　６つのフェルラ酸と３つのフルオレセインを持つＤ１８１２６は、Ｄ１９１８５と同様
の強さの染色を生じた；しかしながら、Ｄ１８１２６での染色は鮮明さが少なく、これは
結腸癌のような小細胞組織において特に顕著であった。Ｄ１８１２６の他の欠点は、強く
染色された領域、つまり扁桃腺が隣接する細胞において非特異的な染色のハローを示した
ことであった。
【０２２５】
　非常に大きなデキストランコンジュゲートのＤ１８０９０は、上記のより小さいレポー
ターとは異なった染色パターンを示した。標的の高発現の試料は非常に強い染色（＋３　
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－＋４）を示したが（例えばスライド２８はこの点でスライド１及び２９と類似していた
）、標的の低発現の試料（例えば膵臓、特に肝臓）は殆ど全く染色されなかった（＋０－
＋０，５）。
【０２２６】
実験１０
　実験１０はレポーター沈着媒体におけるＤＡＢ及びＨ２Ｏ２の濃度の影響を実証してい
る。
プロトコル：
　全てのスライドに同じプロトコルを施した：
１．　Ｓ０８０９で１：２００に希釈した抗サイトケラチン（クローンＡＥ１／Ａ３、Ｄ
ａｋｏカタログ番号Ｍ３５１５）、１分又は３分
２．　ＡＢＣＰＴバッファー中のヤギ抗マウス（Ｄ１９１５０）、２分
３．　５０ｍＭのイミダゾール－ＨＣＬ，ｐＨ７．４中の１μＭのレポーターＤ１９１８
５で、変動するＤＡＢ及びＨ２Ｏ２（表４）、１分又は３分。
４．　ＡＢＣＰＴバッファー中の１５０ｎＭの抗ＦＩＴＣ－ＨＲＰ（Ｄ１９１４２）、２
分。
５．　５０ｍＭのイミダゾール－ＨＣＬ，ｐＨ７．４、５８ｍＭの過酸化水素中、５．５
　ｍＭのＤＡＢ、１分。
６．　ヘマトキシリンでの対比染色、５分。
【０２２７】
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　該プロトコルは、サイトケラチン陰性組織、並びに低及び高発現標的の双方を含む６つ
の異なった組織（肝臓、膵臓、乳房、扁桃腺、虫垂及び結腸癌）で試験した。
【０２２８】
結果：
　染色の強度：染色の強度に関しては、レポーター沈着溶液中の高いＤＡＢ濃度程、強さ
が少ない染色を生じるという明瞭な傾向が観察された、つまり５．５ｍＭのＤＡＢ＜２．
８ｍＭのＤＡＢ＜１．４ｍＭのＤＡＢ。しかしながら、増加した強度はまた染色の鮮明度
の減少と相関していた。これは、結腸癌の小細胞構造において特に見られた。全ての組織
にわたって対比染色された青い核は、低濃度でよりも高ＤＡＢ濃度で処理されたスライド
においてより区別でき明瞭であった。
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【０２２９】
　レポーター沈着溶液中の１５ｍＭの過酸化水素は最も強い染色を生じるのに最適であっ
たが、５．８、１５及び５８ｍＭ間の小さな差ではブロードな最適であった。全ての場合
において溶液中のＨ２Ｏ２を１４７ｍＭまで増加させると、有意に強さが少ない染色を生
じた。１．５ｍＭの過酸化水素では、インキュベーション時間が１分であった場合、染色
はまた少ない強さであったが、この場合、インキュベーション時間を３分まで増加させる
ことによって強度は僅かに増加させることができた。
【０２３０】
　染色の強度は、ＤＡＢの濃度及び過酸化水素濃度が低下された場合インキュベーション
の時間に依存し、濃度が高い場合、インキュベーション時間に非依存性であった。
　高ＤＡＢ及び高Ｈ２Ｏ２の存在下でインキュベートされたスライド（スライド１－３（
１分）及びスライド６－８（３分））は同一に見え、またスライド１１及び１２は対応し
てスライド１６及び１７と同一に見えた。他方、スライド２８－３０（低ＤＡＢ、低Ｈ２

Ｏ２、３分）は、スライド２３－２５（低ＤＡＢ、低Ｈ２Ｏ２、１分）よりも有意に強い
染色であった。時間の増加によるこの亢進は肝臓及び膵臓中の低発現標的の場合に最も明
白であった。
【０２３１】
結論：
　実験１０及び１１は、広い範囲の結合剤、レポーター及び反応条件を使用することがで
きることを証明している。「最適」であるものは意図された用途に依存するが、典型的な
パターンを有する速く鮮明なＩＨＣ染色、つまりＥｎｖｉｓｉｏｎ Ｆｌｅｘシステムに
よって生じる典型的な染色（ＤＡＫＯ、Ｋ８０１０）に似た染色を得るためには、次の組
み合わせが推奨されうる：
　（１） より小さいＦ（ａｂ）１－ＨＲＰ１コンジュゲートは、工程２における一次抗
体の認識（Ｄ１９１５０）、並びに工程４におけるレポーターの認識（Ｄ１９１４２）の
双方となると、より大きなデキストランコンジュゲートよりも良好な信号雑音比をもたら
す。
　（２） 領域内で近接して離間している２から４のペルオキシダーゼ基質を含む、つま
り２つの隣接するペルオキシダーゼ基質間の距離が２．５ｎｍ未満で、例えば２つ並べた
リジンのサイズに等しい第一領域と、単一の検出可能な部分を含む第二の領域をその分子
内に有し、これら二つの領域が２．５ｎｍを越える距離、例えば３－２０ｎｍだけ該レポ
ーター分子内で分離しているレポーターが本発明の最も効率的なレポーターであり、つま
り、それらは標的部位の周りに正確に沈着され、つまり、結果的にバックグラウンド染色
及び／又は鮮明度の減少を生じる非特異的な沈着が避けられる。そのようなレポーターの
例は、４つのフェルラ酸残基、Ｌ１５０リンカーによって分離した１つのフルオレセイン
を含むＤ１９１８５（Ｄ１９１８５の構造は図１を参照）でありうる。
　（３） 効率的なレポーターＤ１９１１２及びＤ１９１８５と組み合わせて低バックグ
ラウンド結合剤Ｄ１９１５０及びＤ１９１４２を使用すると、広い範囲の条件にわたって
非常に強く速いバックグラウンドのない特異的なシグナル増幅をもたらしうる。
　（４） 任意の伝統的なＩＨＣ染色に（どの点でも）取って代わるＩＨＣ染色は、工程
３において高過酸化水素と高ＤＡＢを使用することにより鮮明度の増加を容認してシグナ
ル強度の強さをわざと犠牲にして調製され得、つまり該方法は、より短いプロトコル時間
、より少ない結合剤の量、標的検出のより広いダイナミックレンジ、より良好な信号雑音
比、高発現及び非常に低発現の双方の標的に対するより高いシグナル強度、及び染色の鮮
明度の増加をもたらす。
　（５）幾つかの特殊な用途に対しては、他のコンジュゲート又はインキュベーション条
件（上記の（１）から（３）ではなく）を使用することができる。これは、大きなデキス
トランコンジュゲートＤ１８０９０を使用して染色された実験１０、スライド２７及び２
８によって例証されうる：これらのスライドは高発現標的を含む組織であり、それらは過
剰染色されている（＋４）。これは、イエス／ノーの結果が所望される場合又はつまり一
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次抗体からの弱いバックグラウンドを抑制することが望ましい場合に使用できる。逆に、
実験１１のスライド２８－３０によって例証されるように、低ＤＡＢ（１．４ｍＭ）、低
過酸化水素（５．８ｍＭ及び１５ｍＭ）（１．５ｍＭの過酸化水素，スライド３０の場合
には延長された反応時間と組み合わせて）を有利に使用して、高発現標的を過剰染色する
ことなく低発現標的の染色を向上させることができる。
【０２３２】
実験１２
　インキュベーション後の加熱が（米国特許第５８６３７４８号；同第５６８８９６６号
；同第５７６７２８７号；同第５７３１１５８号；同第５５８３００１号、同第５１９６
３０６、同第６３７２９３７号又は同第６５９３１００号（上で検討した）及びBobrow M
N等(1989) J Immunol Methods 125:279-285；及びBobrow MN等(1992) J Immunol Methods
 150:45-49）に記載された）チラミドシグナル増幅を有意に改善することが報告されてい
る（Volante M.等(2000) J Histochem Cytochem 48:1583-1585）。実験１２は、本発明の
方法に従ってのリキッドパーマネントレッドでの染色の結果についての沈着後加熱の条件
を評価する。
【０２３３】
　１２のスライドを表（実験１を参照）の３つの異なった抗体を用いて、以下のプロトコ
ルＡ又はＢに従って処理した：
　１．マウス抗サイトケラチン（希釈１：５０）
　２．マウス抗ＣＤ２０（希釈１：２００）
　３．マウス抗ＢＣＬ６（希釈１：７５）
【０２３４】
プロトコルＡ
１．　一次抗体、１分（１、２）又は５分（３）、
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、ＡＢＣＰＴバッファー中４
０ｎＭ、１分；
３．　室温でＳ３００６（ＤＡＫＯ）で洗浄、２分
４．　沈着媒体：レポーターＤ２１０３０ １００ｎＭ＋０．８ｍＭ ＤＡＢ＋５．８ｍＭ
 Ｈ２Ｏ２、１分
５．　室温でＳ３００６で２分洗浄、又はマイクロ波オーブンで５分煮沸
６．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＡＰ、ＡＢＣＰＴバッファー中１００ｎＭ、３分
７．　室温でＳ３００６で洗浄、２分
８．　ＬＰＲ、５分。
【０２３５】
プロトコルＢ：
１．　一次抗体、１分（１、２）又は５分（３）、
２．　ヤギ抗マウスＦ（ａｂ’）－ＨＲＰ（Ｄ１９１５０）、ＡＢＣＰＴバッファー中４
０ｎＭ、１分；
３．　室温でＳ３００６（ＤＡＫＯ）で洗浄，５分
４．　レポーターＤ２１０３０ １μＭ＋２．８ｍＭ ＤＡＢ＋５．８ｍＭ Ｈ２Ｏ２、１
分
５．　室温でＳ３００６で５分洗浄、又はマイクロ波オーブンで５分煮沸
６．　抗ＦＩＴＣ Ｆ（ａｂ’）－ＡＰ、ＡＢＣＰＴバッファー中１００ｎＭ、３分
７．　室温でＳ３００６で洗浄、５分
８．　ＬＰＲ、５分。
【０２３６】
結果
　３つの異なった抗体で試行された１２全てのスライドは＋０．５から＋３の範囲で染色
された。「高」対「低」ＤＡＢプロトコルの結果、及び「高温」対「低温」プロトコルの
結果の評価は、ＣＤ２０の高発現マーカーに対して、顕著であるが、高ＤＡＢ（＋２．５
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ＤＡＢ及び高温（＋１．５）下で染色強度に少しの差が明らかになった。同じであるが更
により有意な差（高ＤＡＢ＋２、低ＤＡＢ＋３；室温洗浄）が、標的が低く発現されてい
る試料中（特に肝臓及び腎臓試料中）のサイトケラチンに対して観察された。煮沸洗浄の
効果はＤＡＢ濃度の効果よりも更により明らかに見えたが、それはサイトケラチンの低発
現のこれらの組織の染色強度に特徴的な低下（＋１．５（低ＤＡＢ）から＋０．５（高Ｄ
ＡＢ））を生じさせているためである。
　ＢＣＬ６では高プロトコル及び低プロトコル間に殆ど差がないが、再び、煮沸洗浄を受
けるスライドは室温で洗浄されたものよりも強度が顕著に少なかった。
【０２３７】
　該実験は、沈殿工程後の煮沸洗浄が、感受性の低発現標的の場合には明らかに可視でき
る染色強度の低下を引き起こすことを示している。これらの知見は、染色強度の劇的な増
加がレポーター、つまりビオチニル－チラミド沈着工程後の煮沸洗浄の結果として報告さ
れているVolante M.等(2000)(上を参照)による知見と対照をなす。
【０２３８】
　理論に拘束されるものではないが、我々は、ここに記載のレポーター沈着が、（互いに
共有的に結合した）本発明のレポーター分子を含む水不溶性の沈殿物及び／又はＤＡＢ及
びレポーター分子を含む沈殿物の形成に主に関連していると推測する。そのような沈殿物
は、該沈殿物が試料の標的タンパク質と堅牢な共有結合を形成しないので、試料に沈殿手
順後に煮沸を施すと部分的に洗浄されて流されうる。これに対して、ビオチニル－チラミ
ドレポーター分子は芳香族アミノ酸上に沈着し、そこで共有結合を形成する。芳香族アミ
ノ酸は典型的にはタンパク質構造内に隠されている。タンパク質変性を引き起こすインキ
ュベーション後の加熱は、日特異的ビオチニル－チラミド沈殿物を除去しながら、チラミ
ドに結合した芳香族残基の曝露を容易にし、それによって特異的シグナルを増加させうる
。
【図１－１】 【図１－２】
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