
(57)【要約】

本発明は、タンパク質を負荷された微粒子の製造方法に

関する。前記方法は、微粒子が強アルカリ条件の懸濁液

中で負荷されることを特徴とする。本発明はまた、前記

方法により製造されうる微粒子、ならびに結合試験、例

えば免疫アッセイにおける該物質の使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 が pH10.0～ pH12.5の 範 囲 の pHに て バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 の パ ー ト ナ ー
で 被 覆 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 の パ ー ト ナ ー が 重 合 形 態 で 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 重 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は
２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 使 用 さ れ る ポ リ ス チ レ ン 粒 子 が 疎 水 性 表 面 ま た は エ ポ キ シ ド 基 で 官 能 基 化 さ れ た 表 面 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 が 磁 化 コ ア を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 請 求 項 い ず れ か １ つ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 請 求 項 ６ 記 載 の 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ６ 記 載 の 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 の 懸 濁 液 を 含 ん で な る 試 験 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 微 粒 子 が 強 ア ル カ リ 条 件 下 の 懸 濁 液 中 で 負 荷 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 タ ン
パ ク 質 で 負 荷 さ れ た 微 粒 子 の 製 造 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 こ の 方 法 に よ り 製 造 さ れ
う る 微 粒 子 、 お よ び 結 合 試 験 、 例 え ば イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る そ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 で 負 荷 さ れ た 微 粒 子 は 公 知 で あ り 、 医 学 、 免 疫 学 お よ び 診 断 試 験 手 順 に お い
て 固 相 と し て し ば し ば 使 用 さ れ る 。 負 荷 さ れ て い な い 初 期 の 粒 子 （ ビ ー ズ と も 呼 ば れ る ）
は 、 主 に ラ テ ッ ク ス 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス か ら 構 成 さ れ 、 磁 鉄 鉱 内 容 物 ま た は
磁 鉄 鉱 か ら 作 製 さ れ た コ ア に よ り し ば し ば 磁 化 さ れ う る 。 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 化 学 リ ン
カ ー （ 共 有 結 合 ） ま た は 吸 着 （ 非 共 有 結 合 ） に よ り 周 知 の 様 式 で ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 結 合 さ
れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 来 技 術 に 記 載 さ れ る 共 有 結 合 法 は 、 開 始 物 質 と し て 種 々 の 官 能 基 （ － COOH、 － ト シ ル
、 － エ ポ キ シ な ど ） を 有 す る 微 粒 子 （ 官 能 基 化 粒 子 ） を 使 用 す る 。 こ れ ら の 官 能 基 は 、 例
え ば 被 覆 対 象 の タ ン パ ク 質 上 の ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ 基 を 介 し て タ ン パ ク 質 と 共 有 結
合 を 形 成 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 共 有 結 合 法 は 吸 着 結 合 法 と は 異 な り 、 前 者 の 場 合 に 使 用 さ れ る 官 能 基 化 粒 子 は 、 非 官 能
基 化 粒 子 よ り も か な り 親 水 性 の 高 い 表 面 を 有 す る 。 こ れ は 、 吸 着 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質
の 量 を 減 少 す る 。 吸 着 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 、 結 合 強 度 に 依 存 す る 滲 み 出 し を 生 じ う
る 。 「 滲 み 出 し (blutung) 」 は 、 結 合 し て い な い か ま た は 弱 く 結 合 し て い る の み で あ る タ
ン パ ク 質 が 脱 離 す る よ う に な る こ と を 意 味 す る 。 粒 子 表 面 上 の 官 能 基 と 共 有 結 合 に よ り 反
応 し た タ ン パ ク 質 の み が 永 続 的 に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 共 有 結 合 被 覆 法 に 使 用 さ れ る 開 始 粒 子 は 、 官 能 基 の 密 度 に 関 し て ロ ッ ト
か ら ロ ッ ト へ の 高 度 な 変 動 性 を 示 し 、 表 面 上 の 官 能 基 は 低 い 保 存 安 定 性 を 有 し 、 低 い 負 荷
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密 度 お よ び ／ ま た は 負 荷 後 の 非 常 に 変 動 す る 結 果 を 生 じ る 。 共 有 結 合 被 覆 法 の 別 の 不 都 合
は 、 官 能 基 の 空 間 的 利 用 可 能 性 が し ば し ば 乏 し い こ と で あ る 。 こ の 理 由 の た め に 、 例 え ば
感 度 の 高 い イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 適 用 に 必 要 な 負 荷 密 度 が 、 こ の 方 法 で 被 覆 さ れ た 粒 子
に つ い て 達 成 さ れ な い 。 共 有 化 学 結 合 は ま た 、 被 覆 さ れ た タ ン パ ク 質 の 不 活 化 を 生 じ う る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Giese は 、 US4,478,914 お よ び US4,656,252 に お い て 、 官 能 基 化 タ ン パ ク 質 で の 表 面 の
多 層 負 荷 を 可 能 に す る 結 合 方 法 を 開 示 し て い る 。 こ れ ら の 方 法 で は 、 ビ オ チ ン が 表 面 に 共
有 結 合 さ れ 、 続 い て ア ビ ジ ン が 共 有 結 合 さ れ 、 ビ オ チ ン 結 合 エ キ ス テ ン ダ ー が 負 荷 材 料 に
繰 り 返 し 結 合 さ れ 、 非 結 合 物 質 が 洗 浄 に よ り 除 去 さ れ た 。 か か る 多 層 法 に お い て 、 遅 延 さ
れ た 滲 み 出 し が 、 遅 延 さ れ た 脱 着 に よ り 生 じ う る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 疎 水 性 表 面 を 有 す る 粒 子 は 、 吸 着 的 被 覆 方 法 の た め に 通 常 使 用 さ れ る 。 か か る 粒 子 の 公
知 の 例 は 、 上 記 の 官 能 基 が 無 い ポ リ ス チ レ ン 粒 子 ま た は ポ リ ウ レ タ ン に 由 来 す る ポ リ ス チ
レ ン 粒 子 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 吸 着 被 覆 に よ り 製 造 さ れ た 粒 子 は 共 有 結 合 で 被 覆 さ れ た 粒 子 よ り も 高 い 滲 み 出 し 傾 向 を
有 す る 傾 向 が あ る こ と が 経 験 に よ り 示 さ れ て い る 。 こ の 増 加 し た 滲 み 出 し は 、 吸 着 被 覆 が
比 較 的 弱 い イ オ ン 相 互 作 用 お よ び フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 に よ り 生 じ る と い う 事 実 に
よ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 表 面 へ の タ ン パ ク 質 の 吸 着 結 合 を 改 善 し 、 滲 み 出 し 傾 向 を 減 少 す る た め の 多 く の 策 略 が
、 従 来 技 術 か ら 公 知 で あ る 。 DE 19924643 は 、 高 い 温 度 お よ び 続 く UV光 に よ る 照 射 で の 粒
子 の 被 覆 を 記 載 す る 。 こ れ ら の 測 定 は 、 滲 み 出 し 傾 向 を 減 少 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
  Conradie,J.D. ら 、 J.Immunol Methods 59 (1983)289-99 は 、 高 い 温 度 、 高 い 塩 濃 度 、
ま た は 酸 性 pH条 件 下 を 用 い る こ と に よ る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の よ り 効 率 の よ い 被 覆
を 報 告 し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
  Ishikawa, E ら 、 J.Immunoassay 1(1980) 385-98は ま た 、 強 酸 性 pH条 件 の 有 利 な 使 用 を
記 載 し て い る 。 彼 ら は ま た 、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ の 被 覆 に 対 し て pH2.5 で の 抗 体 の 前 処 理
を 推 奨 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 来 技 術 か ら 公 知 の 方 法 の さ ら な る 不 都 合 は 、 疎 水 性 粒 子 が 凝 集 す る 強 い 傾 向 で あ る 。
粒 子 の 基 礎 の 疎 水 的 構 造 は 、 こ れ ら の 粒 子 が 互 い に 凝 集 体 を 形 成 す る 増 大 し た 傾 向 を 生 じ
、 こ れ は 、 続 く こ れ ら の 粒 子 を 用 い る 測 定 方 法 に お い て 、 測 定 精 度 に 不 都 合 な 影 響 を 有 す
る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 粒 子 は ま た 、 免 疫 学 的 試 験 に 使 用 し た 場 合 、 そ の 疎 水 性 特 性 に よ り
試 料 成 分 に 非 特 異 的 に 結 合 す る 増 大 し た 傾 向 を 有 す る 。 か か る 試 験 系 に お け る 非 特 異 的 結
合 は 、 信 号 対 雑 音 比 な ど の 試 験 特 性 に お い て 負 の 効 果 を 有 す る こ と が 周 知 で あ る か 、 ま た
は そ れ は 偽 陽 性 お よ び ま た 偽 陰 性 結 果 も 導 き う る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
  通 常 の 洗 浄 工 程 に お い て 、 負 荷 粒 子 は 、 遠 心 分 離 ま た は 磁 気 分 離 に よ り 沈 降 さ れ 、 続 い
て 再 懸 濁 さ れ る 。 遠 心 分 離 ま た は 沈 降 は 、 負 荷 さ れ た 粒 子 が 互 い に 非 常 に 近 接 す る よ う に
な り 、 好 ま し く な い 場 合 凝 集 体 を 形 成 す る と い う 影 響 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 工 業 ス ケ ー ル で 吸 着 的 に 負 荷 さ れ た 微 粒 子 の 製 造 を 可 能
に す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ っ た 。 さ ら に 、 本 発 明 は ま た 、 強 ア ル カ リ 条 件 下 で 負 荷 す
る こ と に よ り 得 る こ と が で き 、 高 い 結 合 能 力 を 有 す る 一 方 、 同 時 に 低 度 の 滲 み 出 し お よ び
良 好 な 保 存 安 定 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 負 荷 微 粒 子 を 提 供 す る こ と を 意 図 す る 。 本 発 明 は ま
た 、 免 疫 検 出 系 に お い て ア ル カ リ 条 件 下 で 被 覆 さ れ た 微 粒 子 の 有 利 な 適 用 を 包 含 す る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 態 様 に よ り 、 こ の 目 的 は 、 負 荷 が 強 ア ル カ リ pH条 件 下 で 行 わ れ る こ と を 特 徴 と
す る 、 タ ン パ ク 質 で 負 荷 さ れ た 微 粒 子 を 作 製 す る た め の 方 法 に よ り 達 成 さ れ る 。 被 覆 は 、
好 ま し く は 、 pH10.0～ pH12.5の 間 で 選 択 さ れ る pHで 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ う る 負 荷 対 象 の 微 粒 子 （ ま た は ビ ー ズ ） は 、 微 分 散 (microdisp
ersed)さ れ 、 20％ 重 量 ／ 容 量 未 満 、 特 に 好 ま し く は 10％ 重 量 ／ 容 量 未 満 、 0.1 ～ 10％ 重 量
／ 容 量 、 特 に 好 ま し く は 0.2 ～ 2 ％ 重 量 ／ 容 量 の 範 囲 の 濃 度 の 懸 濁 液 中 で 使 用 さ れ る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
  従 来 技 術 と は 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、 吸 着 的 被 覆 の た め の プ ロ セ ス に お け る 疎 水 性 粒 子 な
ら び に エ ポ キ シ 基 で 官 能 基 化 さ れ た 粒 子 の 有 利 な 使 用 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 粒 子 は 、 ラ テ ッ ク ス お よ び 同 様 の 材 料 、 好 ま し く は ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス か ら な り 得
、 任 意 に 磁 鉄 鉱 な ど の 磁 化 材 料 を 含 み う る 。 被 覆 さ れ て い な い 粒 子 の 粒 径 は 、 好 ま し く は
50nm～ 25μ m の 範 囲 で あ る 。 磁 性 粒 子 の 場 合 好 ま し い サ イ ズ は 0.5 μ m ～ 25μ m の 範 囲 で
あ り 、 な ぜ な ら こ の 範 囲 で 磁 気 分 離 が 特 に 良 好 に 作 用 す る か ら で あ る 。 疎 水 性 ビ ー ズ M-28
0 ま た は エ ポ キ シ ビ ー ズ M-270 な ど の 約  2.8μ m の サ イ ズ を 有 し 、 か つ 88％ の ポ リ ス チ レ
ン お よ び 12％ の 磁 鉄 鉱 か ら な る Dynal Company 由 来 の Dynabeads が 、 例 え ば 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 被 覆 方 法 は 、 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 が 疎 水 性 表 面 ま た は エ
ポ キ シ 基 で 官 能 基 化 表 面 を 有 す る こ と を さ ら に 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
  磁 化 コ ア を 有 す る ポ リ ス チ レ ン 粒 子 の 使 用 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 好 ま し く は 、 重 合 さ れ て い る 粒 子 に 結 合 さ れ る タ ン パ ク 質 材 料 は 、 少 な く と も 10nmで 最
大 300nm ま で の サ イ ズ （ 光 子 相 関 分 光 分 析 (PCS) (Lagaly,G.ら 、 photon correlation spe
ctoroscopy、 「 Dispersionen und Emulsionen 」 (1997) 289-294, Darmstadt, Steinkopf
) に よ り 決 定 さ れ る ） 、 好 ま し く は 20nm～ 250nm ま で の サ イ ズ 範 囲 を 有 す る 。 原 則 と し て
、 10kDよ り も 大 き い 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 微 粒 子 を 負 荷 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 被 覆 対 象 の タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は バ イ オ ア フ ィ ン (bioaffinen)結 合 対 の パ ー ト
ナ ー で あ る 。 バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 は 、 例 え ば 、 抗 原 ／ 抗 体 、 ハ プ テ ン ／ 抗 体 、 お よ び リ
ガ ン ド ／ レ セ プ タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し く は 抗 体 ま た は レ セ プ タ ー で あ る か か る 結 合 対 の １ つ の パ ー ト ナ ー は 、 被 覆 に 使
用 さ れ る 。 ア ビ ジ ン お よ び 特 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の ビ オ チ ン に 対 す る レ セ プ タ ー が
、 と り わ け 好 ま し い 。 本 発 明 の 特 に 好 適 な 材 料 は 、 高 分 子 タ ン パ ク 質 ま た は 重 合 タ ン パ ク
質 （ 重 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA-ポ リ ) な ど ） で あ る 。 重 合 タ ン パ ク 質 が 、 吸 着 様 式 で 表
面 に よ り 強 く 結 合 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 お そ ら く こ の 理 由 は 、 重 合 タ ン パ ク 質 が よ り 多
く の 接 触 部 位 を 有 す る か ら で あ る 。 し た が っ て 、 個 々 の 接 触 部 位 が 離 れ た 場 合 で さ え 、 こ
れ ら の ポ リ マ ー は ま だ 、 表 面 へ の 適 切 な 結 合 を 確 保 す る こ と が 可 能 で あ る 。 単 一 の 接 触 部
位 を 少 し 有 す る モ ノ マ ー の 場 合 、 接 触 部 位 が 離 れ る と す ぐ に 全 体 の モ ノ マ ー が 放 出 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 重 合 は 、 化 学 処 理 に よ る 公 知 の 様 式 で 達 成 さ れ う る 。 重 合 ア ビ ジ
ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 特 に 好 ま し く は 重 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 、 本 発 明 の 被 覆
方 法 に 好 ま し く 使 用 さ れ る 。 重 合 さ れ た 抗 体 も ま た 、 特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 の よ う に 、 滲 み 出 し は 、 と り わ け 長 期 貯 蔵 間 お よ び 粒 子 輸 送 間 の 主 要 な 問 題 で あ る
。 滲 み 出 し は 、 粒 子 を 取 り 込 ま れ た 懸 濁 液 か ら 分 離 し 、 上 清 に 浸 出 し た 結 合 パ ー ト ナ ー の
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含 量 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ た 粒 子 に つ い て 、 滲 み 出 し 傾 向 は 、 ミ リ グ ラ ム 微 粒 子 当
た り の ナ ノ グ ラ ム ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン [ng/mg] で 記 載 さ れ る 。 こ れ は 、 浸 出 し た ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン の 結 合 能 力 が 、 モ ノ マ ー の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 用 い て 決 定 さ れ た 検 量 線 に よ
り 決 定 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 本 発 明 に よ り 作 製 さ れ る SAビ ー ズ の 滲 み 出 し は 、 好 ま し く
は ＜ 150ng/mlで あ り 、 特 に 好 ま し く は ＜ 80ng/ml で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
  す で に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 の 軸 と な る 要 素 は 、 強 ア ル カ リ pH条 件 下 で 被 覆 が 行 な わ れ
る と い う 事 実 で あ る 。 pH10.0～ pH12.5の pH範 囲 は 、 特 に 適 切 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る
。 被 覆 手 順 の 期 間 に 依 存 し て 、 こ の pHス ペ ク ト ル の 種 々 の サ ブ レ ン ジ が 最 適 で あ る こ と を
証 明 し う る 。 工 業 ス ケ ー ル に お い て 、 被 覆 は 、 好 ま し く は 1 ～ 10日 間 行 な わ れ る 。 4 ～ 7 
日 間 被 覆 を 行 う こ と が 特 に 好 ま し い 。 こ れ ら の 比 較 的 長 時 間 の 間 隔 を 用 い る 場 合 、 10.5～
12.5、 特 に 11.0～ 12.0の pH範 囲 が 特 に 好 ま し い 。 よ り 短 い 被 覆 時 間 が 使 用 さ れ る 場 合 、 よ
り 高 い pH最 適 条 件 が 生 じ う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
  被 覆 に 使 用 さ れ る ア ル カ リ バ ッ フ ァ ー の 塩 濃 度 を 、 生 理 的 塩 範 囲 ま た は そ れ よ り 高 い 範
囲 に 調 整 す る の が 有 利 で あ る こ と も ま た 証 明 さ れ た 。 好 ま し く は 、 被 覆 は 、 0.1 ～ 2M、 特
に 好 ま し く は 0.3 ～ 1.5M、 と り わ け 好 ま し く は 0.8 ～ 1.2Mの 塩 含 量 を 有 す る バ ッ フ ァ ー を
用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
  本 発 明 の 方 法 に お い て 、 微 粒 子 懸 濁 液 は 、 好 ま し く は 、 高 分 子 タ ン パ ク 質 材 料 と 15～ 30
℃ 、 特 に 好 ま し く は 室 温 、 す な わ ち 約 18～ 25℃ で 接 触 さ れ 、 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 材 料
は 、 予 熱 さ れ な い 。 強 ア ル カ リ バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で 負 荷 し た 後 、 弱 く 吸 着 し て い る か ま た
は 非 吸 着 タ ン パ ク 質 を 除 去 す る の に 使 用 さ れ る １ 回 目 ま た は 数 回 の 分 離 工 程 を す で に 行 な
う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
  磁 鉄 鉱 を 含 む 微 粒 子 の 場 合 、 磁 気 分 離 な ど の 通 常 の 方 法 に よ り 分 離 が 行 な わ れ う る 。 ふ
る い 、 フ ィ ル タ ー ま た は 膜 に よ る マ イ ク ロ 濾 過 ユ ニ ッ ト に お け る 分 離 は 、 本 発 明 の 方 法 に
好 ま し い 。 こ れ ら は 親 水 性 ま た は 疎 水 性 で あ り う る が 、 後 者 の 場 合 、 使 用 前 に そ れ を 親 水
性 状 態 に 転 換 す る こ と が 好 ま し く 、 そ れ は 通 常 の 様 式 で 達 成 さ れ う る 。 そ れ ら は 、 好 ま し
く は 、 微 粒 子 の サ イ ズ と 高 分 子 タ ン パ ク 質 材 料 の サ イ ズ の 間 に あ る 孔 径 を 有 す る 。 特 に 好
適 な 孔 径 は 、 分 離 対 象 の タ ン パ ク 質 の サ イ ズ の 約 50％ を 超 え る 、 す な わ ち 約 50nm～ 2.5 μ
m の 範 囲 に あ る 。 0.4 μ m の 孔 径 、 好 ま し く は 0.45μ m ～ 2.5 μ m 、 好 ま し く は 2 μ m ま
で の 孔 径 を 有 す る 膜 が 特 に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 分 離 は 、 １ 回 ま た は 数 回 で 行 な わ れ 得 、 そ こ で は バ ッ フ ァ ー ま た は 異 な る バ ッ フ ァ ー か
ら な る バ ッ フ ァ ー 系 が 使 用 さ れ う る 。 バ ッ フ ァ ー は 、 好 ま し く は 、 非 結 合 タ ン パ ク 質 ま た
は 弱 く 結 合 す る の み で あ る タ ン パ ク 質 を 置 換 ／ 可 溶 化 す る た め に 塩 お よ び 界 面 活 性 剤 を 含
み 、 な ら び に ま だ フ リ ー で あ る 粒 子 表 面 の エ リ ア を 充 填 す る た め に い わ ゆ る ブ ロ ッ キ ン グ
剤 （ 例 え ば 、 血 清 ア ル ブ ミ ン ） を 含 む 。 分 離 工 程 は 、 好 ま し く は 、 塩 お よ び 界 面 活 性 剤 含
量 に お い て 互 い に 異 な る 種 々 の バ ッ フ ァ ー を 使 用 し て 数 回 、 特 に ３ 回 行 な わ れ る 。 5 ～ 15
回 、 分 離 の 間 に バ ッ チ 容 量 が 置 換 さ れ る 。 分 離 の 有 効 性 は 、 と り わ け 、 分 離 系 に お け る 分
離 時 間 （ 一 定 の バ ッ フ ァ ー 溶 液 中 で 粒 子 が 懸 濁 さ れ る 時 間 ） お よ び フ ロ ー お よ び 圧 力 な ら
び に そ の 組 み 合 わ せ に 依 存 す る 。 フ ロ ー お よ び 圧 力 は 、 使 用 さ れ る 系 に 依 存 し 、 当 業 者 に
よ り 決 定 さ れ う る 。 分 離 バ ッ フ ァ ー は 、 充 填 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ 得 、 そ
れ に 応 じ て 新 し い バ ッ フ ァ ー に よ り 置 換 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 全 手 順 の 間 、 微 粒 子 が 沈 降 し な い よ う に 気 を つ け る こ と が 好 ま し い 。 分 離 の 間 に 沈 降 を
避 け る こ と が ま た 、 と り わ け 有 利 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 懸 濁 液 は 適 切 な 様 式 で か き
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ま ぜ ら れ る 必 要 が あ り 、 こ れ は 、 例 え ば 、 攪 拌 、 ポ ン プ 再 循 環 、 分 散 エ ネ ル ギ ー の 導 入 、
ま た は か か る 測 定 の 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ り 、 あ る い は 他 の 適 切 な 物 理 的 方 法 に よ り 決 定
さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
  負 荷 さ れ た 粒 子 は ま た 、 適 切 な 充 填 モ ジ ュ ー ル で 、 好 ま し く は 滅 菌 様 式 で 充 填 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ う る 被 覆 さ れ た 微 粒 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 １ つ 以 上 の 分 析 物 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 試 料 と を 接 触 さ せ る こ と に よ
り 、 試 料 中 の 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 の パ ー ト ナ ー
を 有 す る 本 発 明 の 被 覆 さ れ た 微 粒 子 が 使 用 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方
法 は 、 好 ま し く は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ と し て 行 な わ れ る 。 こ れ は 、 少 な く と も １ つ の 分 析 物
特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー が 免 疫 学 的 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る こ と を 意 味 す る 。 こ の 方 法 で は 、
分 析 物 が 存 在 す る と 想 定 さ れ る 試 料 が 、 免 疫 学 的 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と と も に イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ る 。 PSA の よ う な 腫 瘍 マ ー カ ー に 関 す る よ う な 抗 原 試 験 の 場 合 、 こ の 免 疫 学 的
特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 、 す な わ ち 腫 瘍
抗 原 PSA で あ る 。 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 － HCV 抗 体 ） を 検 出 す る た め の 方
法 で は 、 対 応 す る 抗 原 は 、 例 え ば 、 免 疫 学 的 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と し て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 免 疫 学 的 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 好 ま し く は 、 被 覆 に 使 用 さ れ た バ イ オ ア フ ィ ン タ ン パ ク 質
の 第 ２ の パ ー ト ナ ー と 結 合 さ れ る 。 被 覆 の た め に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 使 用 さ れ る 場 合 、
免 疫 学 的 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ る 。 当 業 者 が 熟 知 し て い る 通 常 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 工 程 を 行 な っ た 後 、 粒 子 は 、 試 料 か ら 分 離 さ れ 得 、 見 出 さ れ る 分 析 物 の 量 は 、
公 知 の 様 式 で 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
  し た が っ て 、 本 発 明 の 他 の 主 題 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 本 発 明 の 被 覆 さ れ た 微 粒 子
の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 通 常 の 診 断 に お い て 、 試 験 手 順 の 単 純 化 （ 非 常 に 少 な い 誤 差 の 危 険 性 を と も な う 可 能 な
限 り 少 な い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 ） 、 お よ び 必 要 と さ れ る 全 て の 準 備 （ １ つ の 供 給 源 、
好 ま し く は １ つ の パ ッ ケ ー ジ に 由 来 す る 全 て の 本 質 的 な 試 験 成 分 ） は 、 非 常 に 進 歩 し て い
る 。 通 常 、 全 て の 試 験 関 連 成 分 を 含 む 試 薬 の セ ッ ト （ キ ッ ト ） が 、 顧 客 に 渡 さ れ る 。 し た
が っ て 、 本 発 明 の 別 の 主 題 は 、 本 発 明 の 被 覆 さ れ た 微 粒 子 の 懸 濁 液 を 含 ん で な る 試 験 キ ッ
ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 、 刊 行 物 お よ び 図 面 に よ り 、 さ ら に 説 明 さ れ 、 そ の 保 護 範 囲 は
、 特 許 請 求 の 範 囲 に 由 来 す る 。 記 載 さ れ た 方 法 は 、 例 と し て 理 解 さ れ 、 改 変 後 で さ え も 本
発 明 の 主 題 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 １ ： ビ ー ズ 被 覆
1.1 参 照 ビ ー ズ
　 Dynal M-280 ビ ー ズ を DE19924643に 記 載 の よ う に 被 覆 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
1.2.ア ル カ リ 被 覆 （ pH最 適 化 ）
　 50mgの 磁 性 ビ ー ズ （ Dynal M-270 ま た は Dynal M-280 ） を 最 初 に イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 次
い で 5ml 部 の 50mMリ ン 酸 Na緩 衝 液 （ pH9.0 ） で 数 回 連 続 的 に 洗 浄 し た 。 続 い て 、 ビ ー ズ を
4ml の 50mMリ ン 酸 Na緩 衝 液 （ pH9.0 ） に 再 懸 濁 し た 。 そ の 後 、 1ml の 50mMリ ン 酸 Na緩 衝 液
pH6.3 に 溶 解 し た 10mg重 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ポ リ -SA ） を 添 加 し た 。 次 い で 、 pHを Na
OHで pH10.0～ pH12.5の 所 望 の 値 に 調 整 し た 。 調 製 物 を ロ ー ラ ー ミ キ サ ー 上 で 72時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 、 ビ ー ズ を 40mMリ ン 酸 Na緩 衝 液 （ pH7.4 ） お よ び １ ％ Tween20 （ 登
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録 商 標 ） 溶 液 （ 同 じ 塩 基 性 緩 衝 液 ） で 交 互 に 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 続 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 10mMリ ン 酸 Na 0.15M NaCl, pH7.4） お よ び BSA [0.5%w/v] か
ら な る 溶 液 で 数 回 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 ビ ー ズ を 50mM HEPES緩 衝 液 （ pH 7.4） で 洗 浄 し 、 こ
の HEPES 緩 衝 液 （ pH7.4 ） 中 に 0.7mg/mlの 最 終 濃 度 に 調 整 し た 。 免 疫 ア ッ セ イ で の 使 用 に
関 す る 被 覆 粒 子 の 適 合 性 を TSH 試 験 （ 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン ＝ TSH ） に お い て 測 定 し 、 M-27
0 粒 子 に つ い て 図 １ に グ ラ フ で 示 す 。 選 択 さ れ た ア ル カ リ 条 件 が 計 数 を か な り 改 善 し 、 従
っ て 、 試 験 に お け る 粒 子 の 適 合 性 を か な り 改 善 す る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
1.3 　 ア ル カ リ 被 覆 （ ル ー チ ン 法 ）
　 50mg磁 性 ビ ー ズ （ Dynal M-270 ま た は Dynal M-280 ） を 最 初 に イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 次 い
で 5ml 部 の 50mMリ ン 酸 Na緩 衝 液  (pH9.0)で 数 回 連 続 的 に 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ビ ー ズ を 4ml 
の 50mMリ ン 酸 Na緩 衝 液 （ pH9.0 ） に 再 懸 濁 し た 。 そ の 後 、 1ml の 50mMリ ン 酸 Na緩 衝 液 pH6.
3 に 溶 解 さ せ た 10mgの 重 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ポ リ -SA ） を 添 加 し た 。 次 い で pHを NaOH
で pH10.0～ pH12.5の 所 望 の 値 に 調 整 し た 。 調 製 物 を ４ 日 ～ ７ 日 間 ロ ー ラ ー ミ キ サ ー 上 で イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 、 ビ ー ズ を 40mMリ ン 酸 Na緩 衝 液 （ pH7.4 ） お よ び 1 ％ Tween20 
（ 登 録 商 標 ） 溶 液 で 交 互 に 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ビ ー ズ を リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 10mMリ
ン 酸 Na 0.15M NaCl, pH7.4） お よ び BSA[0.5 ％ w/v]か ら な る 溶 液 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 数
回 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 ビ ー ズ を 50mM HEPES緩 衝 液 （ pH7.4 ） で 洗 浄 し 、 こ の HEPES 緩 衝 液
中 で 0.7mg/mlの 最 終 濃 度 に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 ２ ： 粒 子 分 布
　 上 記 の 方 法 で 被 覆 し た Dynal M-280 お よ び M-270 ビ ー ズ を 粒 子 カ ウ ン タ ー （ Coulter Mu
ltisizer II ） を 用 い て 従 来 の 方 法 に よ り 被 覆 し た M-280 ビ ー ズ と 比 較 し た （ 図 ２ ～ ４ ）
。 ア ル カ リ 被 覆 の 場 合 に は 、 結 果 は 、 ダ イ マ ー 、 ト リ マ ー お よ び よ り 高 い 凝 集 体 に 関 し て
実 質 的 に よ り 低 い 集 団 で 被 覆 し た ビ ー ズ の か な り よ り 均 一 な 分 布 で あ っ た 。 こ れ は 、 図 ３
お よ び ４ を 図 ２ と 比 較 す る こ と に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
実 施 例 ３ ： 滲 み だ し 特 性 （ Blutungsverhalten ）
　 被 覆 タ ン パ ク 質 の 滲 み だ し （ Abbluten） は 、 標 準 の 貯 蔵 条 件 （ ４ ～ ８ ℃ ） 下 で 何 カ 月 も
か け て 非 常 に ゆ っ く り 起 こ る 。 貯 蔵 条 件 下 で 滲 み だ し を 刺 激 す る た め に 、 短 期 モ デ ル を 使
用 し た 。 こ の た め に 、 被 覆 粒 子 を ロ ー ラ ー ミ キ サ ー 上 で 35℃ で 21日 間 貯 蔵 し た 。 滲 み だ し
さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ る 上 清 の ビ オ チ ン 結 合 能 力 を 例 え ば 、 放 射 能 標 識 ビ オ チ ン
を 用 い て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 滲 み だ し 傾 向 （ Blutungsneigung ） は 、 SA/mg 粒 子 と し て ngで 表 さ れ る 。 滲 み だ し を 測
定 す る た め に 、 モ ノ マ ー ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 用 い て 標 準 曲 線 を 確 立 し 、 ス ト レ ス を 与 え
た 微 粒 子 懸 濁 物 の 上 清 の ビ オ チ ン 結 合 力 を こ の 曲 線 か ら 読 み 取 る 。 実 施 例 １ の 被 覆 さ れ た
微 粒 子 の 場 合 、 滲 み だ し 傾 向 は 、 驚 く ほ ど 低 く 、 規 則 的 に 150ng/mg未 満 、 お よ び た い て い
の 場 合 、 ス ト レ ス 後 に 100ng/mg未 満 で さ え あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 ４ ： HIV 作 用 試 験 に お け る 結 果
　 二 重 抗 原 架 橋 試 験 を HIV に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る た め に 行 っ た 。 サ ン プ ル 液 体 を
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 固 相 （ 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 ま た は 本 出 願 で 請 求 さ れ る 方 法 の
１ つ に よ り 調 製 さ れ た 磁 性 SAビ ー ズ ） の 存 在 下 で ビ オ チ ン 化 抗 原 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 洗 浄 工 程 後 、 同 一 の 抗 原 を 、 ル テ ニ ウ ム 標 識 形 態 で 再 び 添 加 し た 。 サ ン プ ル 液 体 中
の 抗 HIV 抗 体 の 存 在 を 、 Elecsys （ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム に お け る 電 気 化 学 ル ミ ネ セ ン ス に
基 づ い て 固 相 上 の ル テ ニ ウ ム 標 識 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 HIV2の gp36領 域 （ よ り 詳 細 な 記 載 は WO96/03652に 示 さ れ て い る ） 由 来 の HIV ペ プ チ ド を
N 末 端 で 標 識 さ れ る 抗 原 と し て 使 用 し た 。 試 験 に お け る 抗 原 の 濃 度 は ：
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6ng/mlビ オ チ ン 化 Ag、 200ng/mlル テ ニ ル 化 （ ruthenyliertes） Agで あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 シ ス テ ム の ブ ラ ン ク 値 を ル テ ニ ル 化 抗 原 の 非 存 在 下 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 従 来 技 術 に よ り 被 覆 さ れ た 粒 子 と 比 較 し た Dynal M-280 出 発 粒 子 に 基 づ く 本 発 明 に よ り
被 覆 さ れ た SAビ ー ズ を 用 い た 実 験 の 結 果 を 以 下 の 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 シ グ ナ ル 動 態 を 以 下 の 式 に よ り 計 算 し た ：
（ シ グ ナ ル － シ ス テ ム ブ ラ ン ク 値 ） ／ （ 陰 性 サ ン プ ル － シ ス テ ム ブ ラ ン ク 値 ）
【 ０ ０ ５ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 か な り 低 い ブ ラ ン ク 値 が 本 発 明 の SAビ ー ズ を 使 用 す る こ と に よ り 得 ら れ 、 こ れ は 陰 性 シ
グ ナ ル に 対 す る 陽 性 シ グ ナ ル の 改 善 さ れ た 差 と 関 連 す る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 次 の 表 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 固 相 へ の 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 非 特 異 的 結 合 を 示 す 。 こ
の 試 験 手 順 に お い て 、 緩 衝 液 の み が ビ オ チ ン 化 抗 原 の 代 わ り に 使 用 さ れ る 。 ル テ ニ ウ ム コ
ン ジ ュ ゲ ー ト の 濃 度 は 600ng/mlで あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 場 合 に も 、 本 発 明 の ビ ー ズ は 、 よ り 良 い ブ ラ ン ク 値 （ よ り 低 い 非 特 異 的 結 合 ） お よ
び か な り 減 少 し た マ ト リ ッ ク ス 依 存 度 （ 分 析 物 非 含 有 サ ン プ ル の 場 合 に お け る シ ス テ ム ブ
ラ ン ク 値 に 対 す る よ り 小 さ い シ グ ナ ル 差 ） を 示 し 、 よ り 正 確 な 試 験 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
実 施 例 ５ ： CA15-3試 験 の 結 果
　 CA15-3試 験 は 、 ２ 工 程 試 験 様 式 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で あ る 。 第 １ 工 程 に お い て 、 ビ
ー ズ 、 サ ン プ ル お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体 が イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 続 い て ビ ー ズ を 磁 気 に よ っ
て 分 離 し 、 上 清 を 吸 引 す る 。 数 回 の 洗 浄 工 程 （ 洗 浄 緩 衝 液 を 添 加 、 再 び 吸 引 、 洗 浄 緩 衝 液
中 で ボ ル テ ッ ク ス す る こ と に よ る 再 懸 濁 、 再 び 分 離 、 吸 引 ） 後 、 ビ ー ズ を ル テ ニ ル 化 抗 体
を 含 む 試 薬 ２ に 再 懸 濁 し た 。 さ ら な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 そ れ ら を 再 び 洗 浄 し 、 続
い て 洗 浄 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た ビ ー ズ を Elecsys （ 登 録 商 標 ） E1010 装 置 の 細 胞 の 測 定 に 移
し 、 分 析 物 に 結 合 し た ル テ ニ ウ ム 標 識 の 量 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 CA15-3試 験 に お い て 、 ビ ー ズ 凝 集 は 特 に 問 題 で あ る ； 分 析 物 は 、 い く つ か の 抗 体 － ビ ー
ズ 複 合 体 の 結 合 を 可 能 に す る 複 数 の 反 復 性 エ レ メ ン ト を 有 す る 抗 原 で あ る 。 洗 浄 工 程 の 間
、 ビ ー ズ は 、 比 較 的 小 さ い 領 域 に 沈 着 し 、 従 っ て 非 常 に 近 接 す る 。 こ れ は 、 三 次 元 複 合 体
の 形 成 を 生 じ う る 。 よ り 大 き い 凝 集 体 の こ れ ら の 塊 は 、 細 胞 の 測 定 に お い て 可 視 で あ り 、
乏 し い 正 確 性 （ よ り 高 い 変 動 係 数 ） お よ び 低 い シ グ ナ ル 収 量 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 凝 集 体 は 、 カ ラ ー 写 真 中 で 容 易 に 見 ら れ る が 、 種 々 の グ レ イ ト ー ン の 白 黒 写 真 で は 見 分
け る こ と が 困 難 で あ り う る （ そ れ ゆ え か か る 写 真 を 省 略 し た ） 。 被 覆 ビ ー ズ は 、 測 定 電 極
に お け る 凝 集 体 形 成 の 程 度 に 対 し て 主 要 な 効 果 を 有 す る 。 標 準 的 な SAビ ー ズ と は 対 照 的 に
、 あ る 場 合 に お い て 本 発 明 の 被 覆 さ れ た ビ ー ズ は 、 か な り 低 い 凝 集 の た め に 細 胞 の 測 定 に
お い て か な り 改 善 さ れ た 分 布 を 示 す 。 こ れ は 、 M-270 エ ポ キ シ ビ ー ズ ま た は 疎 水 性 M-280 
ビ ー ズ の ど ち ら を 被 覆 の た め に 使 用 し た か に 無 関 係 で あ る 。 両 方 の 場 合 、 参 照 と 比 べ て 電
極 に お け る か な り よ り 均 一 な 分 布 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 改 善 さ れ た ビ ー ズ 分 布 は ま た 、 改 善 さ れ た シ グ ナ ル 回 収 を 導 く 。 そ れ ぞ れ の CA15-3試 験
の 対 応 す る 結 果 は 表 ４ に 要 約 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 表 は 、 同 一 の 未 加 工 材 料 を 用 い る 場 合 、 種 々 の ビ ー ズ ロ ッ ト の 使 用 に よ り CA15-3試
験 に お け る 種 々 の シ グ ナ ル レ ベ ル が 導 か れ る こ と を 示 す 。 シ グ ナ ル レ ベ ル は 、 ア ル カ リ 被
覆 粒 子 の 場 合 に か な り 改 善 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 変 動 係 数 を 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て Roche Diagnostics GmbHの CA15-3試 験 （ 注 文 番
号 1776169 ） を 使 用 し て 測 定 し た 。 表 ５ に 列 挙 さ れ る ビ ー ズ 調 製 物 を 、 試 験 キ ッ ト の 被 覆
ビ ー ズ の 代 わ り に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 変 動 係 数 を 、 21回 の サ ン プ ル 測 定 か ら の 従 来 の 統 計 学 的 な 方 法 に よ り 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 に 示 さ れ る 表 ５ は 、 本 発 明 の ア ル カ リ 被 覆 条 件 下 で 負 荷 さ れ た 粒 子 が 、 CA15-3試 験
に お い て か な り よ り 低 い 変 動 係 数 （ CV -測 定 さ れ た 計 数 の パ ー セ ン ト と し て 表 さ れ る ） を
有 す る こ と を 例 と し て 示 す 。 CVが 低 い ほ ど 、 分 析 物 分 子 の 測 定 は 正 確 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
参 考 文 献 の リ ス ト
DE 19924643 
US 4,478,914
US 4,656,252
WO 96/03652 
Lagaly, G.ら 、 Photonenkorrelationsspektroskopie in "Dispersionen und Emulsionen"
 (1997) 289-294, Darmstadt, Steinkopf 
Conradie, J.D.ら 、 J.Immunol.Methods 59 (1983)289-299
Ishikawa, E.ら 、 J.Immunoassay 1 (1980) 385-398
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 被 覆 の pH依 存 性 を 示 す 。 Dynal M-270 ビ ー ズ に 関 す る 被 覆 の pH依 存 性 が
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示 さ れ る 。 種 々 の pH条 件 、 そ れ 以 外 は TSH 試 験 に お け る 試 験 条 件 と 同 じ 条 件 下 で 負 荷 さ れ
た ビ ー ズ を 用 い た 場 合 、 pH9.0 ～ pH12.5の pH範 囲 で 測 定 し た シ グ ナ ル に 明 白 な 増 大 が あ る
。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 M-280 ビ ー ズ が 標 準 的 な 方 法 に よ り 被 覆 さ れ た 場 合 の 粒 子 分 布 を 示 す 。
Dynal M-280 ビ ー ズ を DE19924643に 記 載 さ れ る よ う に 被 覆 し た 。 粒 子 分 布 を 、 粒 子 計 数 装
置 で 調 べ た （ Coulter Multisizer II ） 。 約 2.8 μ m で の 主 ピ ー ク は 単 分 散 粒 子 に 対 応 し
、 一 方 、 第 ２ の ピ ー ク は 二 量 体 凝 集 体 お よ び ３ つ 以 上 の 粒 子 の 凝 集 体 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 M-280 ビ ー ズ が 本 発 明 の 方 法 で 被 覆 さ れ た 場 合 の 粒 子 分 布 を 示 す 。 Dyna
l M280ビ ー ズ を 実 施 例 １ に 記 載 さ れ る よ う に 被 覆 し た 。 粒 子 分 布 を 粒 子 計 数 装 置 （ Coulte
r Multisizer II ） で 調 べ た 。 分 析 は 、 非 常 に 少 量 の 二 量 体 凝 集 体 の み が 存 在 す る こ と を
示 し た 。 よ り 大 き な 凝 集 体 は 明 白 で は な い 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 M-270 エ ポ キ シ ビ ー ズ が 本 発 明 の 方 法 で 被 覆 さ れ た 場 合 の 粒 子 分 布 を 示
す 。 Dynal M-280 ビ ー ズ を 実 施 例 １ に 記 載 さ れ る よ う に 被 覆 し た 。 粒 子 分 布 を 粒 子 計 数 装
置 （ Coulter Multisizer II ） で 調 べ た 。 分 析 は 、 非 常 に 少 量 の 二 量 体 凝 集 体 の み が 存 在
す る こ と を 示 す 。 よ り 大 き な 凝 集 体 は 明 白 で は な い 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 1月 29日 (2004.1.29)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 が pH10.0～ pH12.5の 範 囲 の pHに て バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 の パ ー ト ナ ー
で 被 覆 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 の パ ー ト ナ ー が 重 合 形 態 で 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 結 合 パ ー ト ナ ー が 重 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は
２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 使 用 さ れ る ポ リ ス チ レ ン 粒 子 が 疎 水 性 表 面 ま た は エ ポ キ シ ド 基 で 官 能 基 化 さ れ た 表 面 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 請 求 項 記 載 の 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 記 載 の 被 覆 さ れ た ポ リ ス チ レ ン 粒 子 の 懸 濁 液 を 含 ん で な る 試 験 キ ッ ト 。
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