
JP 2016-511417 A 2016.4.14

(57)【要約】
　本発明は、固相結合アッセイを行う方法に関する。１つの例は、非特異的な結合相互作
用の存在によって特異性が制限される場合に改良された分析対象物質特異性を有するアッ
セイ方法である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の複数の分析対象物質の多重化結合アッセイを行う方法であって、
　（ａ）１つまたは複数の工程で、以下の成分を混ぜ合わせる工程：
　（ｉ）対象の第１の分析対象物質および対象の第２の分析対象物質を含む試料、
　（ｉｉ）第１の結合ドメイン上に固定化された第１の標的物質、
　（ｉｉｉ）連結剤に接続され、第１の標的物質の結合相手である、第１の標的物質相補
体、
　（ｉｖ）補助連結剤に接続され、第１の分析対象物質の結合相手である、第１の結合試
薬、
　（ｖ）第２の結合ドメイン上に固定化された第２の標的物質、
　（ｖｉ）連結剤に接続され、第２の標的物質の結合相手である、第２の標的物質相補体
、
　（ｖｉｉ）補助連結剤に接続され、第２の分析対象物質の結合相手である、第２の結合
試薬、および
　（ｖｉｉｉ）場合により、架橋剤の少なくとも２つのコピー、
ここで、架橋剤が除外される場合には、各連結剤は、補助連結剤の結合相手であり、また
は
架橋剤が含められる場合には、架橋剤は、連結剤の１つに対する第１の結合部位および補
助連結剤の１つに対するさらなる結合部位を有する；
　（ｂ）以下のものを形成する工程
　（ｉ）第１の標的物質、第１の標的物質相補体、第１の結合試薬および第１の分析対象
物質を含む第１の結合ドメイン上の第１の結合複合体、ならびに
　（ｉｉ）第２の標的物質、第２の標的物質相補体、第２の結合試薬および第２の分析対
象物質を含む第２の結合ドメイン上の第２の結合複合体、
　ならびに
　（ｃ）それぞれ第１および第２の結合ドメイン上の第１および第２の分析対象物質の量
を測定する工程
を含む前記方法。
【請求項２】
　試料が対象の１つまたは複数のさらなる分析対象物質を含み、対象のそれぞれのさらな
る分析対象物質について、混ぜ合わせ工程（ａ）が
　１つまたは複数の工程で、（ｉｘ）さらなる結合ドメイン上に固定化されたさらなる標
的物質、連結剤に接続されたさらなる標的物質相補体、および補助連結剤に接続されたさ
らなる結合試薬、ならびに（ｘ）さらなる標的物質、さらなる標的物質相補体、さらなる
結合試薬およびさらなる分析対象物質を含むさらなる結合ドメイン上のさらなる結合複合
体を混ぜ合わせる工程をさらに含み、
　形成工程（ｂ）が（ｉｉｉ）さらなる標的物質、さらなる標的物質相補体、さらなる結
合試薬およびさらなる分析対象物質を含むさらなる結合ドメイン上のさらなる結合複合体
を形成する工程をさらに含み、
　工程（ｃ）における測定がさらなる結合ドメイン上のさらなる分析対象物質の量を測定
する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　第１の標的物質相補体および第１の結合試薬を、連結剤と補助連結剤との間の結合相互
作用により連結された第１の標的物質相補体および第１の結合試薬を含む事前に結合させ
た第１の標的複合体として準備し、
　第２の標的物質相補体および第２の結合試薬を、連結剤と補助連結剤との間の結合相互
作用により連結された第２の標的物質相補体および第２の結合試薬を含む事前に結合させ
た第２の標的複合体として準備する、
　請求項１に記載の方法。
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【請求項４】
　第１の標的複合体を第１の結合ドメイン上に固定化させた第１の標的物質に事前に結合
させて準備し、
　第２の標的複合体を第２の結合ドメイン上に固定化させた第２の標的物質に事前に結合
させて準備する、
　請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　工程（ａ）が
　第１の容積の液体中で、前記第１の標的物質相補体、前記第１の結合試薬および、用い
る場合、前記架橋試薬を混ぜ合わせ、前記第１の標的物質相補体と前記第１の結合試薬を
それらの結合した連結剤を介して連結して、第１の標的複合体を形成し、
　第２の容積の液体中で、前記第２の標的物質相補体、前記第２の結合試薬および、用い
る場合、前記架橋試薬を混ぜ合わせ、前記第２の標的物質相補体と前記第２の結合試薬を
それらの結合した連結剤を介して連結して、第２の標的複合体を形成する
工程を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　工程（ａ）が
　前記第１および第２の標的複合体を混ぜ合わせ、
　前記第１および第２の標的複合体の配合物を前記第１および第２の結合ドメインと接触
させ、
　前記第１の標的複合体を前記第１の結合ドメイン上の前記第１の標的物質に結合させ、
前記第２の標的複合体を前記第２の結合ドメイン上の前記第２の標的物質に結合させる
工程をさらに含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　混ぜ合わせ工程（ａ）が
　第１および第２の標的複合体を試料と混ぜ合わせて、その混合物を形成し、
　第１の分析対象物質を第１の標的複合体における第１の結合試薬と結合させ、第２の分
析対象物質を第２の標的複合体における第２の結合試薬と結合させ、
　第１および第２の分析対象物質に結合した第１および第２の標的複合体をそれぞれ第１
および第２の結合ドメインと接触させ、
　第１の標的複合体を第１の結合ドメイン上の第１の標的物質に結合させ、第２の標的複
合体を第２の結合ドメイン上の第２の標的物質に結合させる
ことをさらに含む、請求項３または５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　第１および第２の標的複合体を第１および第２の結合ドメインと接触させる前に第１お
よび第２の標的複合体を試料と混ぜ合わせる、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　第１および第２の標的複合体を第１および第２の結合ドメインと接触させた後に第１お
よび第２の標的複合体を試料と混ぜ合わせる、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　第１および第２の標的複合体を試料と混ぜ合わせ、同時に第１および第２の結合ドメイ
ンと接触させる、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ａ）が
　前記第１および第２の結合ドメイン上の前記第１および第２の標的複合体を前記試料と
接触させ、
　前記第１の分析対象物質を前記第１の標的複合体における第１の結合試薬に結合させ、
前記第２の分析対象物質を前記第２の標的複合体における前記第２の結合試薬に結合させ
る
工程をさらに含む、請求項４に記載の方法。
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【請求項１２】
　架橋剤を除外し、（ａ）チオール基とマレイミドもしくはヨードアセトアミド基との間
；（ｂ）アルデヒドとヒドラジドとの間；または（ｃ）アルキンとアジドとの間の結合相
互作用により連結剤を補助連結剤に結合させる、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　架橋剤を除外し、（ａ）連結剤がビオチンであり、補助連結剤がストレプトアビジンも
しくはアビジンである；（ｂ）連結剤がストレプトアビジンもしくはアビジンであり、補
助連結剤がビオチンである；（ｃ）連結剤がペプチドであり、補助連結剤が抗ペプチド抗
体である；または（ｄ）連結剤が抗ペプチド抗体であり、補助連結剤がペプチドである、
請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　架橋剤を含め、架橋剤がストレプトアビジンまたはアビジンであり、連結剤および補助
連結剤がそれぞれビオチンである、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　第１および第２の結合試薬がそれぞれ前記第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結
合することができる受容体、リガンド、抗体、ハプテン、抗原、エピトープ、ミミトープ
、アプタマーまたはインターカレーターを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　第１および第２の結合試薬が抗原である、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　第１および第２の結合試薬が抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　サンドイッチ結合アッセイを行うことを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　工程（ａ）において混ぜ合わされた成分が第１の分析対象物質に結合する第１の検出試
薬および第２の分析対象物質に結合する第２の検出試薬をさらに含み、工程（ｂ）におい
て形成された第１および第２の複合体がそれぞれ第１および第２の検出試薬をさらに含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　第１および第２の検出試薬がそれぞれ検出可能な標識を含む、請求項１９に記載の方法
。
【請求項２１】
　第１および第２の結合試薬ならびに第１および第２の検出試薬が抗体である、請求項１
９に記載の方法。
【請求項２２】
　第１および第２の検出試薬が第１または第２の分析対象物質に結合することができる、
請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　第１および第２の検出試薬がそれぞれ検出可能な標識を含む、請求項２２に記載の方法
。
【請求項２４】
　第１および第２の結合試薬が抗原であり、分析対象物質が抗原に対する抗体であり、検
出試薬が抗免疫グロブリン抗体、プロテインＡ、プロテインＧまたはプロテインＬを含む
、請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
　競合的結合アッセイを行なうことを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　工程（ａ）において混ぜ合わされた成分が（ｘｖｉ）第１の結合試薬への結合について
第１の分析対象物質と競合する第１の検出試薬および（ｘｖｉｉ）第２の結合試薬への結
合について第２の分析対象物質と競合する第２の検出試薬をさらに含む、請求項１に記載
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【請求項２７】
　第１および第２の検出試薬が検出可能な標識を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　第１および第２の結合試薬が抗体であり、第１および第２の検出試薬が分析対象物質の
構造類似体である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　測定工程（ｃ）が吸光度、蛍光、リン光、化学発光、電気化学発光、光散乱または磁気
により第１および第２の検出可能な標識の存在を測定することをさらに含む、請求項１９
または２５に記載の方法。
【請求項３０】
　第１および第２の検出可能な標識が電気化学発光標識であり、測定工程（ｃ）が電気化
学発光シグナルを測定し、シグナルを試料中の第１および第２の分析対象物質の量と相関
させることをさらに含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項３１】
　第１および第２の結合ドメインが電極上に配置され、測定工程が電極に電圧波形を印加
して、電気化学発光を発生させることをさらに含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項３２】
　第１および第２の結合ドメインのそれぞれが結合ドメインのアレイの要素である、請求
項１に記載の方法。
【請求項３３】
　アレイが多ウエルプレートのウエル内に配置されている、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　第１および第２の結合ドメインのそれぞれが１つまたは複数のミクロ粒子の表面上にそ
れぞれ配置されている、請求項１に記載の方法。
【請求項３５】
　粒子が個別の粒子の特定ならびに第１および第２の結合ドメイン間の識別を可能にする
ようにコード化されている、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　（ｉ）第１の標的物質および第１の標的物質相補体ならびに（ｉｉ）第２の標的物質お
よび第２の標的物質相補体がそれぞれ相補的オリゴヌクレオチド対を含む、請求項１また
は２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
　第１および第２の結合試薬がそれぞれ抗体である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　第１および第２の結合ドメインのそれぞれに配置されている相補的オリゴヌクレオチド
対が異なっており、以下から選択される、請求項３６に記載の方法。
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【表１】

【請求項３９】
　少なくとも７個の結合ドメインが存在する、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　少なくとも１０個の結合ドメインが存在する、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　少なくとも１６個の結合ドメインが存在する、請求項３８に記載の方法。
【請求項４２】
　少なくとも２５個の結合ドメインが存在する、請求項３８に記載の方法。
【請求項４３】
　第１および第２の相補的標的物質のそれぞれがそれぞれ第１および第２の結合ドメイン
の１つに選択的に結合する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４４】
　相補的標的物質の他の結合ドメインへの結合の交差反応性が該結合ドメインの１つへの
結合の５％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　第１および第２の相補的標的物質のそれぞれの第３の結合ドメインへの結合の交差反応
性は、該結合ドメインの１つへの結合の１％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
　第１および第２の相補的標的物質のそれぞれの第３の結合ドメインへの結合の交差反応
性は、該結合ドメインの１つへの結合の０．５％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４７】
　第１および第２の相補的標的物質のそれぞれの第３の結合ドメインへの結合の交差反応
性は、該結合ドメインの１つへの結合の０．１％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４８】
　第１および第２の結合試薬が対象の異なる分析対象物質にそれぞれ結合する、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項４９】
　第１および第２の結合試薬が対象の異なる分析対象物質に対してそれぞれ優先的に選択
的である、請求項１または２に記載の方法。
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【請求項５０】
　第１および第２の結合試薬が対象の異なる分析対象物質に対する親和性および／または
選択性が異なる、請求項１～４９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５１】
　第２の結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応性が第１の結合試薬への結合の
５％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項５２】
　第２の結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応性が第１の結合試薬への結合の
１％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項５３】
　第２の結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応性が第１の結合試薬への結合の
０．５％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項５４】
　第２の結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応性が第１の結合試薬への結合の
０．１％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項５５】
　非特異的結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性が当分析対象物
質への結合について選択される結合試薬への結合の５％未満である、請求項４３に記載の
方法。
【請求項５６】
　非特異的結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性が当分析対象物
質への結合について選択される結合試薬への結合の１％未満である、請求項４３に記載の
方法。
【請求項５７】
　非特異的結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性が当分析対象物
質への結合について選択される結合試薬への結合の０．５％未満である、請求項４３に記
載の方法。
【請求項５８】
　非特異的結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性が当分析対象物
質への結合について選択される結合試薬への結合の０．１％未満である、請求項４３に記
載の方法。
【請求項５９】
　第１および第２の標的物質ならびに第１および第２の標的物質相補体を、それぞれ一組
の結合試薬を一組の結合ドメインに位置づけるために用い、該組における結合試薬のそれ
ぞれが対象の異なる分析対象物質に結合する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項６０】
　該組における結合試薬のそれぞれが対象の異なる分析対象物質に対して優先的に選択的
である、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　該組における結合試薬のそれぞれが対象の異なる分析対象物質に対する親和性および／
または選択性が異なる、請求項５９に記載の方法。
【請求項６２】
　第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応
性が第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の５％未満である、請求項４
３に記載の方法。
【請求項６３】
　第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応
性が第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の１％未満である、請求項４
３に記載の方法。
【請求項６４】
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　第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応
性が第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の０．５％未満である、請求
項４３に記載の方法。
【請求項６５】
　第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応
性が第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の０．１％未満である、請求
項４３に記載の方法。
【請求項６６】
　非特異的結合ドメインに配置されている結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測さ
れる交差反応性が当分析対象物質に割り当てられた結合ドメインにおける結合試薬への結
合の５％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項６７】
　非特異的結合ドメインに配置されている結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測さ
れる交差反応性が当分析対象物質に割り当てられた結合ドメインにおける結合試薬への結
合の１％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項６８】
　非特異的結合ドメインに配置されている結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測さ
れる交差反応性が当分析対象物質に割り当てられた結合ドメインにおける結合試薬への結
合の０．５％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項６９】
　非特異的結合ドメインに配置されている結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測さ
れる交差反応性が当分析対象物質に割り当てられた結合ドメインにおける結合試薬への結
合の０．１％未満である、請求項４３に記載の方法。
【請求項７０】
　以下から選択されるオリゴヌクレオチド。
【表２】

【請求項７１】
　それぞれが以下から選択される異なる配列を含む、別個のバイアル入りの、少なくとも
４種のオリゴヌクレオチドを含むキット。
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【表３】

【請求項７２】
　少なくとも７種のオリゴヌクレオチドを含む、請求項７１に記載のキット。
【請求項７３】
　少なくとも１０種のオリゴヌクレオチドを含む、請求項７１に記載のキット。
【請求項７４】
　少なくとも１６種のオリゴヌクレオチドを含む、請求項７１に記載のキット。
【請求項７５】
　少なくとも２５種のオリゴヌクレオチドを含む、請求項７１に記載のキット。
【請求項７６】
　オリゴヌクレオチドのそれぞれが、ビオチン、ストレプトアビジン、アビジン、アミノ
基、チオール基、アルデヒド基、ヒドラジド基、アジド基、アルキン基、マレイミド基ま
たはヨードアセトアミド基を含む連結剤で修飾されている、請求項７１に記載のキット。
【請求項７７】
　少なくとも４種のオリゴヌクレオチドが異なる抗体に結合されている、請求項７１に記
載のキット。
【請求項７８】
　それぞれの異なる配列が少なくとも４種のオリゴヌクレオチドのさらなる異なる配列の
相補体でない、請求項７１に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　それぞれの開示を参照によってその全体として本明細書に組み入れる、それぞれ２０１
３年３月１１日に出願した米国特許仮出願第６１／７７５８６０号、２０１３年３月１３
日に出願した第６１／７７８７２７号を参照する。
【０００２】
　連邦政府資金による研究の記載
　本発明は、アメリカ国立癌研究所により授与された５ＲＣＡ１３０３９１－０４のもと
に連邦政府の支援により行われた。米国政府は、本発明における特定の権利を有する。
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【０００３】
　結合アッセイを実施するための改良された方法および生成物を提供する。これらの方法
は、使用者が標準的な一連のアッセイ材料からその必要を満たすアッセイを構成すること
を可能にする連結剤複合体の使用を含む。本発明の生成物および方法は、アッセイの開発
における生産性および柔軟性を著しく増大させる。
【背景技術】
【０００４】
　試料中の対象の分析対象物質の高感度の測定のための結合反応、例えば、抗原抗体反応
、核酸ハイブリダイゼーションおよび受容体リガンド反応を用いる技術に関する実質的な
文献の集合が構築された。多くの生化学的結合システムの高度の特異性は、基礎研究、ヒ
トおよび獣医学診断、環境モニタリングならびに工業試験を含む様々な需要における有用
な多くのアッセイ方法およびシステムにつながった。対象の分析対象物質の存在は、結合
反応における分析対象物質の関与を直接的に測定することにより測定することができる。
いくつかのアプローチにおいて、この関与は、１つまたは複数の結合物質に結合した観測
可能な標識の測定により示すことができる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　市販のアッセイは、使用者にとって唯一の関心事であり得る標的（単数または複数）を
評価する柔軟性を使用者にほとんどまたは全く与えない事前にセットされた構成で一般的
に供給される。そのような市販のパネルは、ほとんどもしくは全く関心のない標的分析対
象物質を含む可能性があり、かつ／または所望の標的分析対象物質を含まない可能性があ
る。したがって、標準セットのアッセイ材料および方法を用いて使用者により規定される
多重化アッセイを構成する柔軟な方法を使用者に提供する必要がある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、以下の特定の実施形態を企図する。本発明の精神および範囲から逸脱するこ
となく、本明細書で述べる実施形態に対する様々な修正、追加および変更を当業者が行う
ことができる。そのような修正、追加および変更は、特許請求の範囲内に入るものとする
。
【０００７】
　実施形態（１）：以下の工程を含む対象の複数の分析対象物質の多重化結合アッセイを
行う方法：
　１つまたは複数の工程で、以下の成分：対象の第１の分析対象物質および対象の第２の
分析対象物質を含む試料、第１の結合ドメイン上に固定化された第１の標的物質、連結剤
に接続された、第１の標的物質の結合相手である第１の標的物質相補体、補助連結剤に接
続された、第１の分析対象物質の結合相手である第１の結合試薬、第２の結合ドメイン上
に固定化された第２の標的物質、連結剤に接続された、第２の標的物質の結合相手である
第２の標的物質相補体、補助連結剤に接続された、第２の分析対象物質の結合相手である
第２の結合試薬ならびに場合により架橋剤の少なくとも２つのコピーを混ぜ合わせる工程
であって、架橋剤が除外される場合には、各連結剤が補助連結剤の結合相手であり、架橋
剤が含められる場合には、架橋剤が連結剤の１つに対する第１の結合部位および補助連結
剤の１つに対するさらなる結合部位を有する、工程と、
　第１の標的物質、第１の標的物質相補体、第１の結合試薬および第１の分析対象物質を
含む第１の結合ドメイン上の第１の結合複合体ならびに第２の標的物質、第２の標的物質
相補体、第２の結合試薬および第２の分析対象物質を含む第２の結合ドメイン上の第２の
結合複合体を形成する工程と、
　第１および第２の結合ドメイン上の第１および第２の分析対象物質の量をそれぞれ測定
する工程。
【０００８】



(11) JP 2016-511417 A 2016.4.14

10

20

30

40

50

　実施形態（１）（ａ）と呼ぶ、実施形態（１）の１つの例において、試料は、対象の１
つまたは複数のさらなる分析対象物質を含み、対象のそれぞれのさらなる分析対象物質に
ついて、混ぜ合わせ工程は、１つまたは複数の工程で、さらなる結合ドメイン上に固定化
されたさらなる標的物質、連結剤に接続されたさらなる標的物質相補体、および補助連結
剤に接続されたさらなる結合試薬、ならびにさらなる標的物質、さらなる標的物質相補体
、さらなる結合試薬およびさらなる分析対象物質を含むさらなる結合ドメイン上のさらな
る結合複合体を混ぜ合わせることをさらに含み；形成工程は、さらなる標的物質、さらな
る標的物質相補体、さらなる結合試薬およびさらなる分析対象物質を含むさらなる結合ド
メイン上のさらなる結合複合体を形成することをさらに含み；測定は、さらなる結合ドメ
イン上のさらなる分析対象物質の量を測定することをさらに含む。
【０００９】
　実施形態（１）（ｂ）と呼ぶ、実施形態（１）のさらなる例において、第１の標的物質
相補体および第１の結合試薬は、連結剤と補助連結剤との間の結合相互作用により連結さ
れた第１の標的物質相補体および第１の結合試薬を含む事前に結合させた第１の標的複合
体として準備し；第２の標的物質相補体および第２の結合試薬は、連結剤と補助連結剤と
の間の結合相互作用により連結された第２の標的物質相補体および第２の結合試薬を含む
事前に結合させた第２の標的複合体として準備する。
【００１０】
　さらに、実施形態（１）（ｃ）と呼ぶ、実施形態（１）の他の例において、第１の標的
複合体は、第１の結合ドメイン上に固定化させた第１の標的物質に事前に結合させて準備
し；第２の標的複合体は、第２の結合ドメイン上に固定化させた第２の標的物質に事前に
結合させて準備する。この例において、混ぜ合わせ工程は、第１および第２の標的複合体
を試料と混ぜ合わせて、その混合物を形成し、第１の分析対象物質を第１の標的複合体に
おける第１の結合試薬と結合させ、第２の分析対象物質を第２の標的複合体における第２
の結合試薬と結合させ、第１および第２の分析対象物質に結合した第１および第２の標的
複合体の混合物をそれぞれ第１および第２の結合ドメインと接触させ；第１の標的複合体
を第１の結合ドメイン上の第１の標的物質に結合させ、第２の標的複合体を第２の結合ド
メイン上の第２の標的物質に結合させることをさらに含む。
【００１１】
　実施形態（１）（ｄ）と呼ぶ、実施形態（１）の特定の例において、混ぜ合わせ工程は
、第１の容積の液体中で、前記第１の標的物質相補体、前記第１の結合試薬および、用い
る場合、前記架橋試薬を混ぜ合わせ、前記第１の標的物質相補体と前記第１の結合試薬を
それらの結合した連結剤を介して連結し、第１の標的複合体を形成すること；第２の容積
の液体中で、前記第２の標的物質相補体、前記第２の結合試薬および、用いる場合、前記
架橋試薬を混ぜ合わせ、前記第２の標的物質相補体と前記第２の結合試薬をそれらの結合
した連結剤を介して連結し、第２の標的複合体を形成することをさらに含む。
【００１２】
　実施形態（１）（ｅ）と呼ぶ、実施形態（１）の特定の例において、混ぜ合わせ工程は
、前記第１および第２の標的複合体を混ぜ合わせ、前記第１および第２の標的複合体の配
合物を前記第１および第２の結合ドメインと接触させ、前記第１の標的複合体を前記第１
の結合ドメイン上の前記第１の標的物質に結合させ、前記第２の標的複合体を前記第２の
結合ドメイン上の前記第２の標的物質に結合させることをさらに含む。この例において、
混ぜ合わせ工程は、第１および第２の標的複合体を試料と混ぜ合わせて、その混合物を形
成し、第１の分析対象物質を第１の標的複合体における第１の結合試薬と結合させ、第２
の分析対象物質を第２の標的複合体における第２の結合試薬と結合させ、第１および第２
の分析対象物質に結合した第１および第２の標的複合体の混合物をそれぞれ第１および第
２の結合ドメインと接触させ；第１の標的複合体を第１の結合ドメイン上の第１の標的物
質に結合させ、第２の標的複合体を第２の結合ドメイン上の第２の標的物質に結合させる
ことをさらに含む。
【００１３】
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　実施形態（１）（ｃ）および（１）（ｅ）において、第１および第２の標的複合体を第
１および第２の結合ドメインと接触させる前に第１および第２の標的複合体を試料と混ぜ
合わせることができる。さらに、これらの特定の実施形態において、第１および第２の標
的複合体を第１および第２の結合ドメインと接触させた後に第１および第２の標的複合体
を試料と混ぜ合わせることができ；または第１および第２の標的複合体を試料と混ぜ合わ
せ、同時に第１および第２の結合ドメインと接触させることができる。
【００１４】
　実施形態（１）（ｄ）において、混ぜ合わせ工程は、前記第１および第２の結合ドメイ
ン上の前記第１および第２の標的複合体を前記試料と接触させ、前記第１の分析対象物質
を前記第１の標的複合体における第１の結合試薬に結合させ、前記第２の分析対象物質を
前記第２の標的複合体における前記第２の結合試薬に結合させる工程をさらに含み得る。
【００１５】
　実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）において、架橋剤を除外することができ、
（ａ）チオール基とマレイミドもしくはヨードアセトアミド基との間；（ｂ）アルデヒド
とヒドラジドとの間；または（ｃ）アルキンとアジドとの間の結合相互作用により連結剤
を補助連結剤に結合させることができる。
【００１６】
　実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）において、架橋剤を除外することができ、
（ａ）連結剤は、ビオチンであり、補助連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジン
である；（ｂ）連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンであり、補助連結剤は、
ビオチンである；（ｃ）連結剤は、ペプチドであり、補助連結剤は、抗ペプチド抗体であ
る；または（ｄ）連結剤は、抗ペプチド抗体であり、補助連結剤は、ペプチドである。
【００１７】
　あるいはまたはさらに、実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）において、架橋剤
を含めることができ、架橋剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンであり得、連結剤
および補助連結剤は、それぞれビオチンを含み得る。
【００１８】
　実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）において述べた第１および第２の結合試薬
はそれぞれ、前記第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結合することができる受容体
、リガンド、抗体、ハプテン、抗原、エピトープ、ミミトープ、アプタマーまたはインタ
ーカレーターを含み得る。例えば、第１および第２の結合試薬は、抗原である。あるいは
またはさらに、第１および第２の結合試薬は、抗体である。
【００１９】
　実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）において、方法はサンドイッチ結合アッセ
イを行うことを含む。
【００２０】
　実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）の１つの特定の例において、混ぜ合わせ工
程において混ぜ合わされた成分は、第１の分析対象物質に結合する第１の検出試薬および
第２の分析対象物質に結合する第２の検出試薬をさらに含み、第２の工程において形成さ
れた第１および第２の複合体は、それぞれ第１および第２の検出試薬をさらに含む。例え
ば、第１および第２の検出試薬は、それぞれ検出可能な標識を含む。この実施形態の他の
例において、第１および第２の結合試薬ならびに第１および第２の検出試薬は、抗体であ
る。さらに、第１および第２の検出試薬は、第１または第２の分析対象物質に結合するこ
とができ、場合により、第１および第２の検出試薬は、それぞれ検出可能な標識を含む。
特定の例において、第１および第２の結合試薬は、抗原であり、分析対象物質は、抗原に
対する抗体であり、検出試薬は、抗免疫グロブリン抗体、プロテインＡ、プロテインＧま
たはプロテインＬを含む。
【００２１】
　実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）の方法は、競合的結合アッセイを行うこと
を含み得る。
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　さらに、実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）において混ぜ合わされた成分は、
第１の結合試薬への結合について第１の分析対象物質と競合する第１の検出試薬および第
２の結合試薬への結合について第２の分析対象物質と競合する第２の検出試薬をさらに含
み得る。
【００２３】
　実施形態（１）および（１）（ａ）～（ｅ）において、方法の１つまたは複数の次のさ
らなる要素が含まれる：第１および第２の検出試薬は、検出可能な標識を含み得る；第１
および第２の結合試薬は抗体であり、第１および第２の検出試薬は、分析対象物質の構造
類似体である；測定工程は、吸光度、蛍光、リン光、化学発光、電気化学発光、光散乱ま
たは磁気により第１および第２の検出可能な標識の存在を測定することを含み得る；第１
および第２の検出可能な標識は、電気化学発光標識であり、測定工程は、電気化学発光シ
グナルを測定し、シグナルを試料中の第１および第２の分析対象物質の量と相関させるこ
とをさらに含む；第１および第２の結合ドメインは、電極上に配置され、測定工程は、電
極に電圧波形を印加して、電気化学発光を発生させることをさらに含む；第１および第２
の結合ドメインのそれぞれは、結合ドメインのアレイの要素であり、場合により、アレイ
は、多ウエルプレートのウエル内に配置されている；第１および第２の結合ドメインのそ
れぞれは、１つまたは複数のミクロ粒子の表面上にそれぞれ配置され、場合により、粒子
は、個別の粒子の特定ならびに第１および第２の結合ドメイン間の識別を可能にするよう
にコード化されている。
【００２４】
　実施形態（１）（ｆ）：実施形態（１）の要素および実施形態（１）（ａ）～（ｅ）の
１つまたは複数のさらなる特徴を含み、ここで、第１の標的物質および第１の標的物質相
補体ならびに第２の標的物質および第２の標的物質相補体がそれぞれ相補的オリゴヌクレ
オチド対を含む。この特定の例において、第１および第２の結合試薬は、それぞれ抗体で
あり得る。さらに、この特定の例において、第１および第２の結合ドメインのそれぞれに
配置されている相補的オリゴヌクレオチド対は、異なっており、以下から選択される：
【００２５】
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【表１】

【００２６】
　実施形態（１）（ｇ）：実施形態（１）の要素および実施形態（１）（ａ）～（ｅ）の
１つまたは複数のさらなる特徴を含み、ここで、第１の標的物質および第１の標的物質相
補体ならびに第２の標的物質および第２の標的物質相補体がそれぞれ相補的オリゴヌクレ
オチド対を含む。この特定の例において、第１および第２の結合試薬は、それぞれ抗体で
あり得る。さらに、この特定の例において、第１および第２の結合ドメインのそれぞれに
配置されている相補的オリゴヌクレオチド対は、異なっており、以下から選択される：
【００２７】



(15) JP 2016-511417 A 2016.4.14

10

20

30

40

50

【表２】

【００２８】
　実施形態（１）（ｆ）および／または（１）（ｇ）において、少なくとも７個の結合ド
メイン、または少なくとも１０個の結合ドメイン；または少なくとも１６個の結合ドメイ
ン；または少なくとも２５個の結合ドメインが存在する。
【００２９】
　実施形態（１）（ａ）において、第１および第２の相補的標的物質のそれぞれは、それ
ぞれ第１および第２の結合ドメインの１つに選択的に結合することができる。例えば、相
補的標的物質の他の結合ドメインへの結合の交差反応性は、結合ドメインの１つへの結合
の５％未満である；または第１および第２の相補的標的物質のそれぞれの第３の結合ドメ
インへの結合の交差反応性は、結合ドメインの１つへの結合の１％未満である；または第
１および第２の相補的標的物質のそれぞれの第３の結合ドメインへの結合の交差反応性は
、結合ドメインの１つへの結合の０．５％未満である；または第１および第２の相補的標
的物質のそれぞれの第３の結合ドメインへの結合の交差反応性は、結合ドメインの１つへ
の結合の０．１％未満である。
【００３０】
　実施形態（１）および（１）（ａ）において、第１および第２の結合試薬は、対象の異
なる分析対象物質にそれぞれ結合することができる；または第１および第２の結合試薬は
、対象の異なる分析対象物質に対してそれぞれ優先的に選択的である。
【００３１】
　前述の実施形態のいずれか１つの第１および第２の結合試薬は、対象の異なる分析対象
物質に対する親和性および／または選択性が異なり得るものであり、例えば、第２の結合
試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応性は、第１の結合試薬への結合の５％未満で
ある、または第２の結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応性は、第１の結合試
薬への結合の１％未満である、または第２の結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差
反応性は、第１の結合試薬への結合の０．５％未満である、または第２の結合試薬に対す
る第１の分析対象物質の交差反応性は、第１の結合試薬への結合の０．１％未満である、
または非特異的結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性は、当分析
対象物質への結合について選択される結合試薬への結合の５％未満である、または非特異
的結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性は、当分析対象物質への
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対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性は、当分析対象物質への結合について
選択される結合試薬への結合の０．５％未満である、または非特異的結合試薬に対する対
象の分析対象物質の観測される交差反応性は、当分析対象物質への結合について選択され
る結合試薬への結合の０．１％未満である。さらに前述の実施形態のこの特定の例におい
て、第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反
応性は、第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の５％未満である、また
は第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応
性は、第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の１％未満である、または
第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応性
は、第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の０．５％未満である、また
は第２の結合ドメインに配置されている結合試薬に対する第１の分析対象物質の交差反応
性は、第１の結合ドメインに配置されている結合試薬への結合の０．１％未満である、ま
たは非特異的結合ドメインに配置されている結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測
される交差反応性は、当分析対象物質に割り当てられた結合ドメインにおける結合試薬へ
の結合の５％未満である、または非特異的結合ドメインに配置されている結合試薬に対す
る対象の分析対象物質の観測される交差反応性は、当分析対象物質に割り当てられた結合
ドメインにおける結合試薬への結合の１％未満である、または非特異的結合ドメインに配
置されている結合試薬に対する対象の分析対象物質の観測される交差反応性は、当分析対
象物質に割り当てられた結合ドメインにおける結合試薬への結合の０．５％未満である、
または非特異的結合ドメインに配置されている結合試薬に対する対象の分析対象物質の観
測される交差反応性は、当分析対象物質に割り当てられた結合ドメインにおける結合試薬
への結合の０．１％未満である。
【００３２】
　実施形態（１）および（１）（ａ）において、第１および第２の標的物質ならびに第１
および第２の標的物質相補体は、それぞれ一組の結合試薬を一組の結合ドメインに位置づ
けるために用いることができ、該組における結合試薬のそれぞれは、対象の異なる分析対
象物質に結合する。例えば、該組における結合試薬のそれぞれは、対象の異なる分析対象
物質に対して優先的に選択的であるか、あるいは該組における結合試薬のそれぞれは、対
象の異なる分析対象物質に対する親和性および／または選択性が異なる。
【００３３】
　実施形態（２）：以下から選択されるオリゴヌクレオチド：
【００３４】
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【表３】

【００３５】
　実施形態（３）：以下から選択されるオリゴヌクレオチド：
【００３６】
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【００３７】
　実施形態（４）：それぞれが以下から選択される異なる配列を含む、別個のバイアル入
りの、少なくとも４種のオリゴヌクレオチドを含むキット：
【００３８】
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【表５】

【００３９】
　実施形態（５）：それぞれが以下から選択される異なる配列を含む、別個のバイアル入
りの、少なくとも４種のオリゴヌクレオチドを含むキット：
【００４０】
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【表６】

【００４１】
　実施形態（４）および（５）のキットにおいて、キットは、少なくとも７種のオリゴヌ
クレオチド、または少なくとも１０種のオリゴヌクレオチド、または少なくとも１６種の
オリゴヌクレオチド、または少なくとも２５種のオリゴヌクレオチドを含み得る。さらに
、これらの特定の実施形態のオリゴヌクレオチドのそれぞれは、ビオチン、ストレプトア
ビジン、アビジン、アミノ基、チオール基、アルデヒド基、ヒドラジド基、アジド基、ア
ルキン基、マレイミド基またはヨードアセトアミド基を含む連結剤で修飾することができ
る。実施形態（４）および（５）の他の特定の例において、少なくとも４種のオリゴヌク
レオチドのそれぞれを異なる抗体に結合させることができ、場合により、それぞれの異な
る配列は、少なくとも４種のオリゴヌクレオチドのさらなる異なる配列の相補体でない。
【００４２】
　実施形態（６）：それぞれが以下から選択される異なる配列を含む、少なくとも４種の
オリゴヌクレオチドを含む混合物：
【００４３】
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【表７】

　ここで、異なる配列のそれぞれが異なる抗体に結合される。
【００４４】
　実施形態（７）：それぞれが以下から選択される異なる配列を含む、少なくとも４種の
オリゴヌクレオチドを含む混合物：
【００４５】
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【表８】

　ここで、異なる配列のそれぞれが異なる抗体に結合される。
【００４６】
　実施形態（６）および（７）において、混合物は、少なくとも７種のオリゴヌクレオチ
ド、または少なくとも１０種のオリゴヌクレオチド、または少なくとも１６種のオリゴヌ
クレオチド、または少なくとも２５種のオリゴヌクレオチドを含み得る。さらに、実施形
態（６）および（７）の特定の例において、それぞれの異なる配列は、少なくとも４種の
オリゴヌクレオチドのさらなる異なる配列の相補体でない。
【００４７】
　実施形態（８）：複数の少なくとも４個の結合ドメインを含むアレイであって、１つま
たは複数の、また場合により、それぞれの結合ドメインがその上に固定化された以下から
選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有する：
【００４８】
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【表９】

【００４９】
　実施形態（９）：複数の少なくとも４個の結合ドメインを含むアレイであって、１つま
たは複数の、また場合により、それぞれの結合ドメインがその上に固定化された以下から
選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有する：
【００５０】
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【表１０】

【００５１】
　実施形態（８）および（９）において、アレイは、少なくとも７個の結合ドメイン、ま
たは少なくとも１０個の結合ドメイン、または少なくとも１６個の結合ドメイン、または
少なくとも２５個の結合ドメインを含み得、場合により、それぞれの異なる配列は、少な
くとも４種のオリゴヌクレオチドのさらなる異なる配列の相補体でない。
【００５２】
　実施形態（１０）：プレートの少なくとも１つのウエル内にオリゴヌクレオチドアレイ
の１つまたは複数のコピーを有し、アレイが複数の結合ドメイン上に配置されている多ウ
エルプレートであって、１つまたは複数の、また場合により、少なくとも４個の結合ドメ
インがその上に固定化された以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有する
：
【００５３】
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【表１１】

【００５４】
　実施形態（１１）：プレートの少なくとも１つのウエル内にオリゴヌクレオチドアレイ
の１つまたは複数のコピーを有し、アレイが複数の結合ドメイン上に配置されている多ウ
エルプレートであって、１つまたは複数の、また場合により、少なくとも４個の結合ドメ
インがその上に固定化された以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有する
：
【００５５】
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【表１２】

【００５６】
　実施形態（１０）および（１１）のプレートは、少なくとも２４ウエル、または少なく
とも９６ウエル、または少なくとも３８４ウエルを含み得、かつ／または場合により、ア
レイは、少なくとも７種のオリゴヌクレオチド、または少なくとも１０種のオリゴヌクレ
オチド、または少なくとも１６種のオリゴヌクレオチド、または少なくとも２５種のオリ
ゴヌクレオチドを含み、ここで、場合により、それぞれの異なる配列は、少なくとも４種
のオリゴヌクレオチドのさらなる異なる配列の相補体でない。
【００５７】
　実施形態（１２）：１つまたは複数のバイアル入りの一組の少なくとも４つのミクロ粒
子試薬を含むキットであって、当該組のそれぞれのミクロ粒子試薬がその上に固定化され
た以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有するミクロ粒子を含む：
【００５８】
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【表１３】

【００５９】
　実施形態（１３）：１つまたは複数のバイアル入りの一組の少なくとも４つのミクロ粒
子試薬を含むキットであって、当該組のそれぞれのミクロ粒子試薬がその上に固定化され
た以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有するミクロ粒子を含む：
【００６０】
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【表１４】

【００６１】
　実施形態（１２）および（１３）のキットは、一組の少なくとも７個のミクロ粒子、ま
たは一組の少なくとも少なくとも１０個のミクロ粒子、または一組の少なくとも少なくと
も１６個のミクロ粒子、または一組の少なくとも少なくとも２５個のミクロ粒子を含み得
、かつ／または場合により、それぞれの異なる配列は、少なくとも４種のオリゴヌクレオ
チドのさらなる異なる配列の相補体でない。
【００６２】
　実施形態（１２）および（１３）のミクロ粒子は、コード化することができ、異なるミ
クロ粒子試薬は、異なる識別コードを有し得る。
【００６３】
　実施形態（１４）：プレートの少なくとも１つのウエル内にオリゴヌクレオチドアレイ
の１つまたは複数のコピーを有し、アレイが複数の結合ドメイン上に配置されている多ウ
エルプレートを含むキットであって、１つまたは複数の、また場合により、少なくとも４
個の結合ドメインがその上に固定化された以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド
配列：
【００６４】
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【表１５】

および
　（ｉ）以下から選択される２つ以上のオリゴヌクレオチドからなる一組のオリゴヌクレ
オチドを有し：
【００６５】
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【表１６】

　ここで、成分（ｉｉ）におけるオリゴヌクレオチドが成分（ｉ）におけるオリゴヌクレ
オチドと相補的である。
【００６６】
　実施形態（１５）：プレートの少なくとも１つのウエル内にオリゴヌクレオチドアレイ
の１つまたは複数のコピーを有し、アレイが複数の結合ドメイン上に配置されている多ウ
エルプレートを含むキットであって、１つまたは複数の、また場合により、少なくとも４
個の結合ドメインがその上に固定化された以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド
配列：
【００６７】
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【表１７】

および
　（ｉ）以下から選択される２つ以上のオリゴヌクレオチドからなる一組のオリゴヌクレ
オチドを有し：
【００６８】

【表１８】

　ここで、成分（ｉｉ）におけるオリゴヌクレオチドが成分（ｉ）におけるオリゴヌクレ
オチドと相補的である。
【００６９】
　実施形態（１６）：以下の工程を含む複数の分析対象物質の結合アッセイを行う方法：
（ａ）試料を、それぞれが複数の分析対象物質のうちのそれぞれ第１および第２の分析対
象物質に結合する少なくとも第１および第２の結合試薬に連結された２つ以上の結合ドメ
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インと接触させて、第１の結合試薬に結合した第１の分析対象物質および第２の結合試薬
に結合した第２の分析対象物質を含む複合体を形成する工程であって、（ｘ）第１の結合
ドメインが、（ｉ）第１の結合ドメインおよび第１の標的物質相補体に結合した第１の標
的物質ならびに（ｉｉ）連結複合体を介して第１の標的物質相補体に結合した第１の結合
試薬を含む第１の結合試薬複合体を含み、（ｙ）第２の結合ドメインが、（ｉ）第２の結
合ドメインおよび第２の標的物質相補体に結合した第２の標的物質ならびに（ｉｉ）連結
複合体を介して第２の標的物質相補体に結合した第２の結合試薬を含む第２の結合試薬複
合体を含む、工程と、
　（ｂ）第１および第２の結合試薬複合体を、第１の分析対象物質または第１の分析対象
物質を含む複合体に結合する第１の検出試薬および第２の分析対象物質または第２の分析
対象物質を含む複合体に結合する第２の検出試薬を含む複数の検出試薬と接触させる工程
と、（ｃ）２つ以上の結合ドメインに結合した第１および第２の分析対象物質の量を測定
する工程。
【００７０】
　実施形態（１６）において、１つまたは複数の以下の特徴を採用することができる：第
１および第２の結合試薬はそれぞれ、第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結合する
ことができる受容体、リガンド、抗体、ハプテン、抗原、エピトープ、ミミトープ、アプ
タマーまたはインターカレーターを含む、例えば、第１および第２の結合試薬はそれぞれ
、第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結合することができる抗体を含む；第１の標
的物質および第１の標的物質相補体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオ
チド、受容体－リガンド対、抗原－抗体対、ハプテン－抗体対、エピトープ－抗体対、ミ
ミトープ－抗体対、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼーションパートナーまたは
インターカレーター－標的分子対を含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補体は
、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチド、受容体－リガンド対、抗原－抗
体対、ハプテン－抗体対、エピトープ－抗体対、ミミトープ－抗体対、アプタマー－標的
分子対、ハイブリダイゼーションパートナーまたはインターカレーター－標的分子対を含
む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、それぞれオリゴヌクレオチドおよび
相補的オリゴヌクレオチドを含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補体は、それ
ぞれオリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチドを含む；連結複合体は、連結剤
およびそれに接続された補助連結剤を含み、例えば、連結複合体は、（ａ）チオール基と
マレイミドもしくはヨードアセトアミドとの間；（ｂ）アルデヒドとヒドラジドとの間；
または（ｃ）アルキンとアジドとの間の結合相互作用により形成される；あるいは（ａ）
連結剤は、ビオチンであり、補助連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンである
；（ｂ）連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンであり、補助連結剤は、ビオチ
ンである；（ｃ）連結剤は、ペプチドであり、補助連結剤は、抗ペプチド抗体である；ま
たは（ｄ）連結剤は、抗ペプチド抗体であり、補助連結剤は、ペプチドである。
【００７１】
　さらに、実施形態（１６）は、１つまたは複数の以下の特徴を場合により含み得る：複
数の検出試薬のそれぞれは、検出可能な標識を含む；複数の検出試薬のサブセットは、検
出可能な標識を含む；測定工程は、吸光度、蛍光、リン光、化学発光、電気化学発光、光
散乱または磁気により試料中の検出可能な標識の存在を測定することを含む；検出可能な
標識は、電気化学発光標識であり、測定工程は、電気化学発光シグナルを測定し、シグナ
ルを試料中の分析対象物質の量と相関させることを含み、例えば、２つ以上の結合ドメイ
ンが電極上に配置され、測定工程は、電極に電圧波形を印加して、電気化学発光を発生さ
せることをさらに含み、場合により、２つ以上の結合ドメインが多ウエルプレートの１つ
または複数のウエル内に配置されている。
【００７２】
　実施形態（１６）は、サンドイッチ免疫測定法または競合的免疫測定法を実施すること
を含み得る。
【００７３】



(33) JP 2016-511417 A 2016.4.14

10

20

30

　実施形態（１６）において、第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、オリゴヌ
クレオチドの対を含み得、該対は、以下から選択される：
【００７４】
【表１９】

【００７５】
　さらに、実施形態（１６）において、第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、
オリゴヌクレオチドの対を含み得、該対は、以下から選択される：
【００７６】
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【００７７】
　実施形態（１６）の１つの例において、第２の標的物質および第２の標的物質相補体は
、オリゴヌクレオチドの対を含み得、該対は、以下から選択される：
【００７８】
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【表２１】

【００７９】
　実施形態（１６）の１つの例において、第２の標的物質および第２の標的物質相補体は
、オリゴヌクレオチドの対を含み得、該対は、以下から選択される：
【００８０】
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【表２２】

【００８１】
　実施形態（１６）は、１つまたは複数の以下の要素を含み得る：第１の標的物質および
第１の標的物質相補体は、それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴ
ヌクレオチドを含み、第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチド
はそれぞれ、約１０～５０塩基を含む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、
それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドを含み、第１
のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドはそれぞれ、約１０～２５
塩基を含む；第１の結合試薬は、ビオチン分子を含む抗体であり、第１の標的物質は、ス
トレプトアビジン分子を含む第１のオリゴヌクレオチドであり、連結複合体は、ビオチン
分子とストレプトアビジン分子との間の反応により形成され；かつ／または第２の結合試
薬は、さらなるビオチン分子を含む抗体であり、第２の標的物質は、さらなるストレプト
アビジン分子を含む第２のオリゴヌクレオチドであり、連結複合体は、さらなるビオチン
分子とさらなるストレプトアビジン分子との間の反応により形成される。
【００８２】
　実施形態（１７）：以下の工程を含む複数の分析対象物質の結合アッセイを行う方法：
（ａ）複数の分析対象物質における第１の分析対象物質に対して特異的な第１の結合試薬
および第１の標的物質を含む第１の結合試薬複合体を形成する工程であって、第１の結合
試薬が連結剤に結合し、第１の標的物質が補助連結剤に結合しており、第１の結合試薬複
合体が連結剤と補助連結剤との間の反応により形成される、工程と、（ｂ）複数の分析対
象物質における第２の分析対象物質に対して特異的な第２の結合試薬および第２の標的物
質を含む第２の結合試薬複合体を形成する工程であって、第２の結合試薬が第２の連結剤
に結合し、第２の標的物質が第２の連結剤相補体に結合しており、第２の結合試薬複合体
が第２の連結剤と第２の連結剤相補体との間の反応により形成される、工程と、（ｃ）第
１の標的物質を第１の標的物質相補体に、第２の標的物質を第２の標的物質相補体に結合
させるのに十分な条件下で、第１および第２の結合試薬複合体を、それぞれがそれぞれ第
１の標的物質相補体および第２の標的物質相補体に連結された２つ以上の結合ドメインと
混合する工程と、（ｄ）複数の分析対象物質を含む試料を工程（ｃ）で形成された混合物
と混合する工程と、（ｅ）複数のさらなる結合試薬を工程（ｄ）で形成された混合物に加
える工程であって、複数のさらなる結合試薬が（ｉ）第１の分析対象物質および／または
第１の結合試薬－第１の分析対象物質複合体に対して特異的な第１の検出試薬ならびに（
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対して特異的な第２の検出試薬を含む、工程と、（ｆ）結合ドメインに結合した第１およ
び第２の分析対象物質の量を測定する工程。
【００８３】
　実施形態（１７）は、１つまたは複数の以下の特徴を含むことができる：第１および第
２の結合試薬はそれぞれ、第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結合することができ
る受容体、リガンド、抗体、ハプテン、抗原、エピトープ、ミミトープ、アプタマーまた
はインターカレーターを含む、例えば、第１および第２の結合試薬はそれぞれ、第１およ
び第２の分析対象物質にそれぞれ結合することができる抗体を含む；第１の標的物質およ
び第１の標的物質相補体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチド、受容
体－リガンド対、抗原－抗体対、ハプテン－抗体対、抗原－抗体対、エピトープ－抗体対
、ミミトープ－抗体対、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼーションパートナーま
たはインターカレーター－標的分子対を含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補
体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチド、受容体－リガンド対、抗原
－抗体対、ハプテン－抗体対、抗原－抗体対、エピトープ－抗体対、ミミトープ－抗体対
、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼーションパートナーまたはインターカレータ
ー－標的分子対を含む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、オリゴヌクレオ
チドおよび相補的オリゴヌクレオチドを含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補
体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチドを含む；連結複合体は、連結
剤およびそれに接続された補助連結剤を含み、例えば、連結複合体は、（ａ）チオール基
とマレイミドもしくはヨードアセトアミド基との間；（ｂ）アルデヒドとヒドラジドとの
間；または（ｃ）アルキンとアジドとの間の結合相互作用により形成される；（ａ）連結
剤は、ビオチンであり、補助連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンである；（
ｂ）連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンであり、補助連結剤は、ビオチンで
ある；（ｃ）連結剤は、ペプチドであり、補助連結剤は、抗ペプチド抗体である；または
（ｄ）連結剤は、抗ペプチド抗体であり、補助連結剤は、ペプチドである。
【００８４】
　さらに、実施形態（１７）は、１つまたは複数の以下の特徴をさらに含み得る：複数の
検出試薬のそれぞれは、検出可能な標識を含み、例えば、複数の検出試薬のサブセットは
、検出可能な標識を含む；測定工程は、吸光度、蛍光、リン光、化学発光、電気化学発光
、光散乱または磁気により試料中の検出可能な標識の存在を測定することを含む；検出可
能な標識は、電気化学発光標識であり、測定工程は、電気化学発光シグナルを測定し、シ
グナルを試料中の分析対象物質の量と相関させることを含む；２つ以上の結合ドメインが
電極上に配置され、測定工程は、電極に電圧波形を印加して、電気化学発光を発生させる
ことをさらに含み、例えば、２つ以上の結合ドメインが多ウエルプレートの１つまたは複
数のウエル内に配置されている。
【００８５】
　実施形態（１７）は、サンドイッチ免疫測定法または競合的免疫測定法を実施すること
を含み得る。
【００８６】
　実施形態（１７）において、第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、オリゴヌ
クレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【００８７】
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【表２３】

【００８８】
　実施形態（１７）の特定の例において、第１の標的物質および第１の標的物質相補体は
、オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【００８９】
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【表２４】

【００９０】
　実施形態（１７）のさらなる例において、第２の標的物質および第２の標的物質相補体
は、オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【００９１】
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【表２５】

【００９２】
　実施形態（１７）のさらなる例において、第２の標的物質および第２の標的物質相補体
は、オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【００９３】
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【表２６】

【００９４】
　実施形態（１７）は、１つまたは複数の以下の要素を含み得る：第１の標的物質および
第１の標的物質相補体は、それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴ
ヌクレオチドを含み、第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチド
はそれぞれ、約１０～５０塩基を含む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、
それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドを含み、第１
のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドはそれぞれ、約１０～２５
塩基を含む；第１の結合試薬は、ビオチン分子を含む抗体であり、第１の標的物質は、ス
トレプトアビジン分子を含む第１のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、ビオチン
分子とストレプトアビジン分子との間の反応により形成される；第２の結合試薬は、さら
なるビオチン分子を含む抗体であり、第２の標的物質は、さらなるストレプトアビジン分
子を含む第２のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、さらなるビオチン分子とさら
なるストレプトアビジン分子との間の反応により形成される；第２の標的物質および第２
の標的物質相補体は、それぞれ第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌク
レオチドを含み、第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドはそ
れぞれ、約１０～５０塩基を含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補体は、それ
ぞれ第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドを含み、第２のオ
リゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドはそれぞれ、約１０～２５塩基
を含む；第２の結合試薬は、ビオチン分子を含む抗体であり、第２の標的物質は、ストレ
プトアビジン分子を含む第２のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、ビオチン分子
とストレプトアビジン分子との間の反応により形成される；かつ／または方法は、混合工
程（ｄ）の前に工程（ｃ）で形成された混合物を洗浄する工程をさらに含む。
【００９５】
　実施形態（１８）：以下の工程を含む試料中で複数の分析対象物質の結合アッセイを行
う方法：（ａ）複数の分析対象物質における第１の分析対象物質に対して特異的な第１の
結合試薬および第１の標的物質を含む第１の結合試薬複合体を形成する工程であって、第
１の結合試薬が連結剤に結合し、第１の標的物質が補助連結剤に結合しており、第１の結
合試薬複合体が連結剤と補助連結剤との間の反応により形成される、工程と、（ｂ）複数
の分析対象物質における第２の分析対象物質に対して特異的な第２の結合試薬および第２
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の標的物質を含む第２の結合試薬複合体を形成する工程であって、第２の結合試薬が第２
の連結剤に結合し、第２の標的物質が第２の連結剤相補体に結合しており、第２の結合試
薬複合体が第２の連結剤と第２の連結剤相補体との間の反応により形成される、工程と、
（ｃ）第１の標的物質を第１の標的物質相補体に、第２の標的物質を第２の標的物質相補
体に結合させるのに十分な条件下で、第１および第２の結合試薬複合体と試料を、それぞ
れがそれぞれ第１の標的物質相補体および第２の標的物質相補体に連結された２つ以上の
結合ドメインと混合する工程と、（ｄ）複数のさらなる結合試薬を工程（ｃ）で形成され
た混合物に加える工程であって、複数のさらなる結合試薬が（ｉ）第１の分析対象物質お
よび／または第１の結合試薬－第１の分析対象物質複合体に対して特異的な第１の検出試
薬ならびに（ｉｉ）第２の分析対象物質および／または第２の結合試薬－第２の分析対象
物質複合体に対して特異的な第２の検出試薬を含む、工程と、（ｅ）結合ドメインに結合
した第１および第２の分析対象物質の量を測定する工程。
【００９６】
　さらに、実施形態（１８）は、１つまたは複数の以下の特徴を含むことができる：第１
および第２の結合試薬はそれぞれ、第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結合するこ
とができる受容体、リガンド、抗体、ハプテン、抗原、エピトープ、ミミトープ、アプタ
マーまたはインターカレーターを含む；第１および第２の結合試薬はそれぞれ、第１およ
び第２の分析対象物質にそれぞれ結合することができる抗体を含む；第１の標的物質およ
び第１の標的物質相補体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチド、受容
体－リガンド対、抗原－抗体対、ハプテン－抗体対、抗原－抗体対、エピトープ－抗体対
、ミミトープ－抗体対、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼーションパートナーま
たはインターカレーター－標的分子対を含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補
体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチド、受容体－リガンド対、抗原
－抗体対、ハプテン－抗体対、抗原－抗体対、エピトープ－抗体対、ミミトープ－抗体対
、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼーションパートナーまたはインターカレータ
ー－標的分子対を含む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、オリゴヌクレオ
チドおよび相補的オリゴヌクレオチドを含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補
体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチドを含む；連結複合体は、連結
剤およびそれに接続された補助連結剤を含み、例えば、連結複合体は、（ａ）チオール基
とマレイミドもしくはヨードアセトアミドとの間；（ｂ）アルデヒドとヒドラジドとの間
；または（ｃ）アルキンとアジドとの間の結合相互作用により形成される；例えば（ａ）
連結剤は、ビオチンであり、補助連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンである
；（ｂ）連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンであり、補助連結剤は、ビオチ
ンである；（ｃ）連結剤は、ペプチドであり、補助連結剤は、抗ペプチド抗体である；ま
たは（ｄ）連結剤は、抗ペプチド抗体であり、補助連結剤は、ペプチドである。
【００９７】
　さらに、実施形態（１８）は、１つまたは複数の以下の要素を含み得る：複数の検出試
薬のそれぞれは、検出可能な標識を含む；複数の検出試薬は、検出可能な標識を含む；測
定工程は、吸光度、蛍光、リン光、化学発光、電気化学発光、光散乱または磁気により試
料中の検出可能な標識の存在を測定することを含む；検出可能な標識は、電気化学発光標
識であり、測定工程は、電気化学発光シグナルを測定し、シグナルを試料中の分析対象物
質の量と相関させることを含む；２つ以上の結合ドメインが電極上に配置され、測定工程
は、電極に電圧波形を印加して、電気化学発光を発生させることをさらに含む；および／
または２つ以上の結合ドメインが多ウエルプレートの１つまたは複数のウエル内に配置さ
れている。
【００９８】
　実施形態（１８）は、サンドイッチ免疫測定法または競合的免疫測定法を実施すること
を含み得る。
【００９９】
　実施形態（１８）の特定の例において、第１の標的物質および第１の標的物質相補体は
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【０１００】
【表２７】

【０１０１】
　実施形態（１８）の他の例において、第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、
オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【０１０２】
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【表２８】

【０１０３】
　実施形態（１８）の他の例において、第２の標的物質および第２の標的物質相補体は、
オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【０１０４】



(45) JP 2016-511417 A 2016.4.14

10

20

30

【表２９】

【０１０５】
　実施形態（１８）のさらなる例において、第２の標的物質および第２の標的物質相補体
は、オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【０１０６】
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【表３０】

【０１０７】
　実施形態（１８）は、１つまたは複数の以下の特徴を含み得る：第１の標的物質および
第１の標的物質相補体は、それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴ
ヌクレオチドを含み、第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチド
はそれぞれ、約１０～５０塩基を含む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、
それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドを含み、第１
のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドはそれぞれ、約１０～２５
塩基を含む；第１の結合試薬は、ビオチン分子を含む抗体であり、第１の標的物質は、ス
トレプトアビジン分子を含む第１のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、ビオチン
分子とストレプトアビジン分子との間の反応により形成される；第２の結合試薬は、さら
なるビオチン分子を含む抗体であり、第２の標的物質は、さらなるストレプトアビジン分
子を含む第２のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、さらなるビオチン分子とさら
なるストレプトアビジン分子との間の反応により形成される；第２の標的物質および第２
の標的物質相補体は、それぞれ第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌク
レオチドを含み、第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドはそ
れぞれ、約１０～５０塩基を含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補体は、それ
ぞれ第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドを含み、第２のオ
リゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドはそれぞれ、約１０～２５塩基
を含む；第２の結合試薬は、ビオチン分子を含む抗体であり、第２の標的物質は、ストレ
プトアビジン分子を含む第２のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、ビオチン分子
とストレプトアビジン分子との間の反応により形成される；かつ／または方法は、混合工
程（ｄ）の前に工程（ｃ）で形成された混合物を洗浄する工程をさらに含む。
【０１０８】
　実施形態（１９）：以下を含むキット：（ａ）それぞれがそれぞれ第１および第２のオ
リゴヌクレオチドを含む複数の別個の結合ドメインを含む多ウエルプレート；（ｂ）別個
のバイアル、容器またはコンパートメント入りの、連結剤に結合した第１のオリゴヌクレ
オチド相補体および第２の連結剤に結合した第２のオリゴヌクレオチド相補体を含む一組
の標的試薬、ここで、（ｉ）第１のオリゴヌクレオチドおよび第１のオリゴヌクレオチド
相補体は、オリゴヌクレオチドの第１の対を含み、（ｉｉ）第２のオリゴヌクレオチドお
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ヌクレオチドの第１および第２の対は、それぞれ以下から選択される：
【０１０９】
【表３１】

【０１１０】
　実施形態（２０）：以下を含むキット：（ａ）それぞれがそれぞれ第１および第２のオ
リゴヌクレオチドを含む複数の別個の結合ドメインを含む多ウエルプレート；（ｂ）別個
のバイアル、容器またはコンパートメント入りの、連結剤に結合した第１のオリゴヌクレ
オチド相補体および第２の連結剤に結合した第２のオリゴヌクレオチド相補体を含む一組
の標的試薬、ここで、（ｉ）第１のオリゴヌクレオチドおよび第１のオリゴヌクレオチド
相補体は、オリゴヌクレオチドの第１の対を含み、（ｉｉ）第２のオリゴヌクレオチドお
よび第２のオリゴヌクレオチド相補体は、オリゴヌクレオチドの第２の対を含み、オリゴ
ヌクレオチドの第１および第２の対は、それぞれ以下から選択される：
【０１１１】
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【表３２】

【０１１２】
　実施形態（１９）および（２０）は、（ｂ）以下のものを含む１つまたは複数のさらな
る容器、器またはコンパートメントをさらに含み得る：（ｉ）第１の結合試薬が試料中の
第１の分析対象物質に対して特異的である、連結剤を含む第１の結合試薬、（ｉｉ）別個
の容器、器もしくはコンパートメント入りでまたは（ｂ）（ｉ）の成分として提供される
、補助連結剤を含む第１の標的物質相補体、（ｉｉｉ）第２の結合試薬が試料中の第２の
分析対象物質に対して特異的である、第２の連結剤を含む第２の結合試薬、および（ｉｖ
）別個の容器、器もしくはコンパートメント入りでまたは（ｂ）（ｉｉｉ）の成分として
提供される、第２の補助連結剤を含む第２の標的物質相補体。
【０１１３】
　実施形態（２１）：試料中の複数の異なる分析対象物質を測定するためのキットであっ
て、キットは以下のものを含む：（ａ）固体担体の第１の領域に固定化された第１の標的
物質および固体担体の第２の領域に固定化された第２の標的物質を固体担体上に含む容器
、器またはコンパートメント；ならびに（ｂ）以下のものを含む１つまたは複数のさらな
る容器、器またはコンパートメント：（ｉ）第１の結合試薬が試料中の第１の分析対象物
質に対して特異的である、連結剤を含む第１の結合試薬、（ｉｉ）別個の容器、器もしく
はコンパートメント入りでまたは（ｂ）（ｉ）の成分として提供される、補助連結剤を含
む第１の標的物質相補体、（ｉｉｉ）第２の結合試薬が試料中の第２の分析対象物質に対
して特異的である、第２の連結剤を含む第２の結合試薬、および（ｉｖ）別個の容器、器
もしくはコンパートメント入りでまたは（ｂ）（ｉｉｉ）の成分として提供される、第２
の連結剤相補体を含む第２の標的物質相補体。
【０１１４】
　実施形態（２２）：試料中の複数の異なる分析対象物質を測定するためのキットであっ
て、キットは以下のものを含む：（ａ）固体担体の第１の領域に固定化された第１の標的
物質および固体担体の第２の領域に固定化された第２の標的物質を固体担体上に含む容器
、器またはコンパートメント；ならびに（ｂ）以下のものを含む４つ以上のさらなる容器
、器またはコンパートメント：（ｉ）第１の結合試薬が試料中の第１の分析対象物質に対
して特異的である、第１の連結剤を含む第１の結合試薬を含む第１の容器、（ｉｉ）別個
の容器、器もしくはコンパートメント入りで提供される、補助連結剤を含む第１の標的物
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対して特異的である、第２の連結剤を含む第２の結合試薬を含む第３の容器、および（ｉ
ｖ）別個の容器、器もしくはコンパートメント入りで提供される、第２の連結剤相補体を
含む第２の標的物質相補体を含む第４の容器。
【０１１５】
　実施形態（２３）：試料中の複数の異なる分析対象物質を測定するためのキットであっ
て、キットは以下のものを含む：固体担体の第１の領域に固定化された第１の標的物質お
よび固体担体の第２の領域に固定化された第２の標的物質を固体担体上に含む容器、器ま
たはコンパートメント；ならびに（ｂ）以下のものを含む２つ以上のさらなる容器、器ま
たはコンパートメント：（ｉ）第１の結合試薬が試料中の第１の分析対象物質に対して特
異的である、第１の連結剤を含む第１の結合試薬、および第１の連結剤相補体を含む第１
の標的物質相補体を含む第１の容器、ならびに（ｉｉ）第２の結合試薬が試料中の第２の
分析対象物質に対して特異的である、第２の連結剤を含む第２の結合試薬、および第２の
連結剤相補体を含む第２の標的物質相補体を含む第２の容器。
【０１１６】
　実施形態（２４）：（ａ）それぞれがそれぞれ第１および第２のオリゴヌクレオチドを
含む複数の別個の結合ドメインを含む多ウエルプレートを含み、第１および第２のオリゴ
ヌクレオチドのそれぞれが以下から選択される、キット：
【０１１７】
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【表３３】

【０１１８】
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【表３４】

【０１１９】
　実施形態（２４）のキットは、１つまたは複数の以下の配列を含み得る：
【０１２０】
【表３５】

【０１２１】
　実施形態（２４）は、複数の分析対象物質の結合アッセイを行う方法における多ウエル
プレートの使用説明書をさらに含み得、該方法は、以下の工程を含む：（ａ）複数の分析
対象物質における第１の分析対象物質に対して特異的な第１の結合試薬および第１のオリ
ゴヌクレオチドを含む第１の結合試薬複合体を形成する工程であって、第１の結合試薬が
連結剤に結合し、第１のオリゴヌクレオチドが補助連結剤に結合し、第１の結合試薬複合
体が連結剤と補助連結剤との間の反応により形成される、工程と、（ｂ）複数の分析対象
物質における第２の分析対象物質に対して特異的な第２の結合試薬および第２のオリゴヌ
クレオチドを含む第２の結合試薬複合体を形成する工程であって、第２の結合試薬が第２
の連結剤に結合し、第２のオリゴヌクレオチドが第２の連結剤相補体に結合し、第２の結
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と、（ｃ）第１および第２の結合試薬複合体を、それぞれがそれぞれ第１のオリゴヌクレ
オチド相補体および第２のオリゴヌクレオチド相補体に連結された２つ以上の結合ドメイ
ンと、第１のオリゴヌクレオチドを第１のオリゴヌクレオチド相補体に、第２のオリゴヌ
クレオチドを第２のオリゴヌクレオチド相補体に結合させるのに十分な条件下で、混合す
る工程と、（ｄ）複数の分析対象物質を含む試料を工程（ｃ）で形成された混合物と混合
する工程と、（ｅ）複数のさらなる結合試薬を工程（ｄ）で形成された混合物に加える工
程であって、複数のさらなる結合試薬が（ｉ）第１の分析対象物質および／または第１の
結合試薬－第１の分析対象物質複合体に対して特異的な第１の検出試薬ならびに（ｉｉ）
第２の分析対象物質および／または第２の結合試薬－第２の分析対象物質複合体に対して
特異的な第２の検出試薬を含む、工程と、（ｆ）結合ドメインに結合した第１および第２
の分析対象物質の量を測定する工程。
【０１２２】
　さらに、実施形態（２４）は、１つまたは複数の以下の要素を含むことができる：第１
および第２の結合試薬はそれぞれ、第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結合するこ
とができる受容体、リガンド、抗体、ハプテン、抗原、エピトープ、ミミトープ、アプタ
マーまたはインターカレーターを含み、例えば、第１および第２の結合試薬はそれぞれ、
第１および第２の分析対象物質にそれぞれ結合することができる抗体を含む；第１の標的
物質および第１の標的物質相補体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチ
ド、受容体－リガンド対、抗原－抗体対、ハプテン－抗体対、抗原－抗体対、エピトープ
－抗体対、ミミトープ－抗体対、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼーションパー
トナーまたはインターカレーター－標的分子対を含む；第２の標的物質および第２の標的
物質相補体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチド、受容体－リガンド
対、抗原－抗体対、ハプテン－抗体対、抗原－抗体対、エピトープ－抗体対、ミミトープ
－抗体対、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼーションパートナーまたはインター
カレーター－標的分子対を含む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、オリゴ
ヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチドを含む；第２の標的物質および第２の標的
物質相補体は、オリゴヌクレオチドおよび相補的オリゴヌクレオチドを含む；連結複合体
は、連結剤およびそれに接続された補助連結剤を含み、例えば、連結複合体は、（ａ）チ
オール基とマレイミドもしくはヨードアセトアミドとの間；（ｂ）アルデヒドとヒドラジ
ドとの間；または（ｃ）アルキンとアジドとの間の結合相互作用により形成される；ある
いは（ａ）連結剤は、ビオチンであり、補助連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビ
ジンである；（ｂ）連結剤は、ストレプトアビジンもしくはアビジンであり、補助連結剤
は、ビオチンである；（ｃ）連結剤は、ペプチドであり、補助連結剤は、抗ペプチド抗体
である；または（ｄ）連結剤は、抗ペプチド抗体であり、補助連結剤は、ペプチドである
。
【０１２３】
　さらに、実施形態（２４）は、別個のバイアル、容器またはコンパートメント入りの、
複数の検出試薬をさらに含み得る。例えば、複数の検出試薬は、検出可能な標識を含み得
る。例えば、複数の検出試薬のサブセットが検出可能な標識を含む。１つの例において、
検出可能な標識は、電気化学発光標識である。２つ以上の結合ドメインを電極上に配置す
ることができる。場合により、２つ以上の結合ドメインが多ウエルプレートの１つまたは
複数のウエル内に配置されている。
【０１２４】
　実施形態（２４）の特定の例において、第１の標的物質および第１の標的物質相補体は
、オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【０１２５】
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【０１２６】
　実施形態（２４）において、第２の標的物質および第２の標的物質相補体は、オリゴヌ
クレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【０１２７】
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【表３７】

【０１２８】
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【表３８】

【０１２９】
　実施形態（２４）の他の特定の例において、第１の標的物質および第１の標的物質相補
体は、オリゴヌクレオチドの対を含み、該対は、以下から選択される：
【０１３０】
【表３９】

【０１３１】
　実施形態（２４）はまた、１つまたは複数の以下の要素を含み得る：第１の標的物質お
よび第１の標的物質相補体は、それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オ
リゴヌクレオチドを含み、第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオ
チドはそれぞれ、約１０～５０塩基を含む；第１の標的物質および第１の標的物質相補体
は、それぞれ第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドを含み、
第１のオリゴヌクレオチドおよび第１の相補的オリゴヌクレオチドはそれぞれ、約１０～
２５塩基を含む；第１の結合試薬は、ビオチン分子を含む抗体であり、第１の標的物質は
、ストレプトアビジン分子を含む第１のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、ビオ
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さらなるビオチン分子を含む抗体であり、第２の標的物質は、さらなるストレプトアビジ
ン分子を含む第２のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合体は、さらなるビオチン分子と
さらなるストレプトアビジン分子との間の反応により形成される；第２の標的物質および
第２の標的物質相補体は、それぞれ第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴ
ヌクレオチドを含み、第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチド
はそれぞれ、約１０～５０塩基を含む；第２の標的物質および第２の標的物質相補体は、
それぞれ第２のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドを含み、第２
のオリゴヌクレオチドおよび第２の相補的オリゴヌクレオチドはそれぞれ、約１０～２５
塩基を含む；および／または第２の結合試薬は、ビオチン分子を含む抗体であり、第２の
標的物質は、ストレプトアビジン分子を含む第２のオリゴヌクレオチドを含み、連結複合
体は、ビオチン分子とストレプトアビジン分子との間の反応により形成される。
【０１３２】
　いずれか１つまたは複数の先行する実施形態において、第２の結合ドメイン上の第１の
結合試薬の量は、第１の結合ドメイン上の第１の結合試薬の量の１％未満であり得る。
【０１３３】
　実施形態（２５）：以下のものを含むキット：プレートの少なくとも１つのウエル内に
オリゴヌクレオチドアレイの１つまたは複数のコピーを有し、アレイが複数の結合ドメイ
ン上に配置されている多ウエルプレートであって、少なくとも４つの結合ドメインが、そ
の上に固定化された以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有する：
【０１３４】
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　ここで、異なるオリゴヌクレオチド配列のそれぞれが連結剤により修飾される。
【０１３５】
　実施形態（２６）：以下のものを含むキット：プレートの少なくとも１つのウエル内に
オリゴヌクレオチドアレイの１つまたは複数のコピーを有し、アレイが複数の結合ドメイ
ン上に配置されている多ウエルプレートであって、少なくとも４つの結合ドメインが、そ
の上に固定化された以下から選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有する：
【０１３６】
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【表４１】

【０１３７】
　実施形態（２５）および（２６）は、１つまたは複数の以下の要素を含み得る：連結剤
は、ビオチン、ストレプトアビジン、アビジン、アミノ基、チオール基、アルデヒド基、
ヒドラジド基、アジド基、アルキン基、マレイミド基またはヨードアセトアミド基を含む
；連結剤は、ストレプトアビジンである；キットは、１つまたは複数の別個のバイアル、
容器またはコンパートメント入りの、（ａ）一組の結合試薬対を含み、該組の各結合試薬
は、複数の分析対象物質を含む試料中の分析対象物質に対して特異的であり、場合により
、組内の結合試薬対は、補助連結剤を含む第１の結合試薬を含み、さらに場合により、キ
ットは、１つまたは複数の別個のバイアル、容器またはコンパートメント入りの、補助連
結剤をさらに含む。１つの例において、結合試薬は、抗体である。
【０１３８】
　先行する実施形態、例えば、実施形態（２５）および（２６）のキットは、１つまたは
複数の別個のバイアル、容器またはコンパートメント入りの、ラベリングキットならびに
アッセイ緩衝液、希釈剤、読み取り緩衝液またはそれらの組合せを含む１つまたは複数の
さらなる試薬をさらに含み得る。ラベリングキットは、１つまたは複数の別個のバイアル
、容器またはコンパートメント入りの、ＳＵＬＦＯ－ＴＡＧ（商標）ＮＨＳエステル、Ｌ
Ｃ－ビオチンＮＨＳエステル、スピンカラム、ラベリング緩衝液、ＥＣＬ読み取り緩衝液
、アッセイおよび抗体緩衝液、アッセイおよび抗体希釈剤またはそれらの組合せを含み得
る。
【０１３９】
　実施形態（２５）および（２６）において、アレイは、少なくとも７個の結合ドメイン
、または少なくとも１０個の結合ドメイン、または少なくとも１６個の結合ドメイン、ま
たは少なくとも２５個の結合ドメインを含む。さらに、プレートは、少なくとも２４個の
ウエル、または９６個のウエル、または３８４個のウエルを含み得る。アレイは、少なく
とも１０種のオリゴヌクレオチド、または少なくとも１６種のオリゴヌクレオチド、また
は少なくとも２５種のオリゴヌクレオチドも含み得る。
【０１４０】
　いずれか１つの先行する実施形態の特定の例において、当該組における結合試薬対の数
は、アレイにおける結合ドメインの数と同等であるか、または当該組における結合試薬対
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の数は、アレイにおける結合ドメインの数よりも少ない。
【０１４１】
　添付図面は、本発明の範囲を限定するのではなく、例示するために収載する。
【図面の簡単な説明】
【０１４２】
【図１－１】（ａ）～（ｄ）それぞれ標的物質Ａ’’、Ｂ’’およびＣ’’と標的物質相
補体Ａ’’’、Ｂ’’’およびＣ’’’との間の反応によるそれぞれ複数の結合ドメイン
Ｘ、ＹおよびＺへの結合試薬Ａ’、Ｂ’およびＣ’の直接的コンジュゲーションを含むア
ッセイ方式を示す図である。標的物質が一連の結合ドメインＸ、ＹおよびＺ上で結合試薬
Ａ’、Ｂ’およびＣ’に結合して、それぞれ結合試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣ

を形成し（パネル（ｂ））、これがそれぞれ分析対象物質Ａ、ＢおよびＣと反応する。固
体担体上の分析対象物質Ａ、ＢおよびＣの存在は、それぞれ分析対象物質Ａ、ＢおよびＣ
と反応する、標識検出試薬Ａ＊、Ｂ＊およびＣ＊の添加により検出される（パネル（ｃ）
）。図１（ｄ）は、それぞれ結合ドメインＸ、ＹおよびＺ上に形成された結合試薬複合体
、結合試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣの拡大図である。
【図１－２】図１－１の続き。
【図２－１】（ａ）～（ｄ）それぞれオリゴヌクレオチド標的物質Ａ’’、Ｂ’’および
Ｃ’’とオリゴヌクレオチド標的物質相補体Ａ’’’、Ｂ’’’およびＣ’’’との間の
反応によるそれぞれ複数の結合ドメインＸ、ＹおよびＺへの結合試薬、例えば、抗体Ａ’
、Ｂ’およびＣ’の直接的コンジュゲーションを含むアッセイ方式を示す図である。オリ
ゴヌクレオチド標的物質が一連の結合ドメインＸ、ＹおよびＺ上で結合試薬Ａ’、Ｂ’お
よびＣ’に結合して、それぞれ結合試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣを形成し（パ
ネル（ｂ））、これがそれぞれ分析対象物質Ａ、ＢおよびＣと反応する。固体担体上の分
析対象物質Ａ、ＢおよびＣの存在は、それぞれ分析対象物質Ａ、ＢおよびＣと反応する、
標識検出試薬Ａ＊、Ｂ＊およびＣ＊の添加により検出される（パネル（ｃ））。図２（ｄ
）は、それぞれ結合ドメインＸ、ＹおよびＺ上に形成された結合試薬複合体、結合試薬複
合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣの拡大図である。
【図２－２】図２－１の続き。
【図３－１】（ａ）～（ｅ）一連の連結複合体を介するそれぞれ複数の結合ドメインＸ、
ＹおよびＺへの複数の結合試薬Ａ’、Ｂ’およびＣ’のコンジュゲーションを含むアッセ
イ方式を示す図である。パネル（ａ）に示すように、結合試薬Ａ’、Ｂ’およびＣ’は、
連結剤ＬＡ、ＬＢおよびＬＣに結合しているが、標的物質Ａ’’、Ｂ’’およびＣ’’は
、それぞれ補助連結剤ＬＡ’、ＬＢ’およびＬＣ’に結合している。結合試薬Ａ’、Ｂ’
およびＣ’を標的物質と混合して、それぞれ結合試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣ

を形成する。パネル（ａ）で形成された結合試薬複合体を、標的物質相補体Ａ’’’、Ｂ
’’’およびＣ’’’が結合している複数の結合ドメインＸ、ＹおよびＺと混合して（パ
ネル（ｂ））、結合試薬複合体を結合ドメインに接着させる（パネル（ｃ）参照）。分析
対象物質Ａ、ＢおよびＣを含む試料を混合物に加え、同時または連続的に、一組の検出試
薬Ａ＊、Ｂ＊およびＣ＊も加えて、結合ドメインに結合した分析対象物質を検出する。図
３（ｅ）は、それぞれ結合ドメインＸ、ＹおよびＺ上に形成された結合試薬複合体、結合
試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣの拡大図である。
【図３－２】図３－１の続き。
【図４－１】（ａ）～（ｅ）一連の連結複合体を介するそれぞれ複数の結合ドメインＸ、
ＹおよびＺへの複数の結合試薬Ａ’、Ｂ’およびＣ’のコンジュゲーションを含むアッセ
イ方式を示す図である。パネル（ａ）に示すように、結合試薬Ａ’、Ｂ’およびＣ’は、
連結剤ＬＡ、ＬＢおよびＬＣに結合しているが、オリゴヌクレオチド標的物質Ａ’’、Ｂ
’’およびＣ’’は、それぞれ補助連結剤ＬＡ’、ＬＢ’およびＬＣ’ に結合している
。結合試薬Ａ’、Ｂ’およびＣ’をオリゴヌクレオチド標的物質と混合して、それぞれ結
合試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣを形成する。パネル（ａ）で形成された結合試
薬複合体を、オリゴヌクレオチド標的物質相補体Ａ’’’、Ｂ’’’およびＣ’’’が結
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合している複数の結合ドメインＸ、ＹおよびＺと混合して（パネル（ｂ））、結合試薬複
合体を結合ドメインに接着させる（パネル（ｃ）参照）。分析対象物質Ａ、ＢおよびＣを
含む試料を混合物に加え、同時または連続的に、一組の検出試薬Ａ＊、Ｂ＊およびＣ＊も
加えて、結合ドメインに結合した分析対象物質を検出する。図４（ｅ）は、それぞれ結合
ドメインＸ、ＹおよびＺ上に形成された結合試薬複合体、結合試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣ

およびＣＲＣの拡大図である。
【図４－２】図４－１の続き。
【図５－１】（ａ）～（ｄ）本発明のアッセイ方式に用いることができる試薬の様々な組
合せを示す図である。図５（ａ）では、すべての試薬を単一段階で試料と混合するのに対
して、図５（ｂ）では、すべての試薬を混合し、次に表面に加え、５（ｃ）では、修飾結
合試薬および修飾標的物質相補体を混合し、それぞれが標的物質を含む複数の結合ドメイ
ンを有する表面に加え、表面－混合物を試料および検出試薬と１段階または２段階で混合
する（試料および検出試薬の１段階添加を図５（ｃ）に示し、試料および検出試薬の連続
的添加を図５（ｄ）に示す）。
【図５－２】図５－１の続き。
【図５－３】図５－２の続き。
【図５－４】図５－３の続き。
【図６－１】（ａ）～（ｆ）本発明のアッセイ方式に用いることができる複数の結合ドメ
インを有する様々な修飾表面、例えば、粒子および基材を示す図である。
【図６－２】図６－１の続き。
【図７】オリゴヌクレオチド上のチオール基を介してオリゴヌクレオチドにコンジュゲー
トすることができるマレイミド活性化抗体を得るためにスルホ－ＳＭＣＣで抗体を化学修
飾する手順を示す図である。
【図８】（ａ）～（ｇ）７プレックスケモカインパネルおよび１０プレックＴＨ１／ＴＨ
２パネルに関する直接アッセイ方式の結果を示す図である。
【図９】（ａ）～（ｃ）ストレプトアビジン分子で修飾したオリゴヌクレオチドを有する
ビオチニル化捕捉抗体を用いた間接アッセイ方式における多ウエルアッセイプレートの製
造および使用の手順を示す図である。
【図１０】（ａ）～（ｃ）ビオチニル化捕捉抗体、ニート（neat）ストレプトアビジンお
よびビオチニル化オリゴヌクレオチドを用いた間接アッセイ方式における多ウエルアッセ
イプレートの製造および使用の手順を示す図である。
【図１１】（ａ）～（ｇ）サイトカインＢパネルの３種のオリゴヌクレオチド媒介アッセ
イ方式におけるＬＯＤ値の比較を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【０１４３】
　本明細書で別途定義しない限り、本発明に関連して用いた科学技術用語は、当業者によ
り一般的に理解されている意味を有するものとする。さらに、文脈上他の意味に解釈すべ
き場合を除いて、単数形の用語は、複数を含むものとし、複数形の用語は、単数を含むも
のとする。冠詞「ａ」および「ａｎ」は、１つまたは複数（すなわち、少なくとも１つ）
の冠詞の文法上の目的語を意味するように本明細書で用いる。例として、「ａｎ　ｅｌｅ
ｍｅｎｔ」は、１つの要素または複数の要素を意味する。
【０１４４】
　本発明は、使用者または製造業者が特定の使用者の要求に基づいてアッセイを構成する
ことを可能にする柔軟な固相結合アッセイ方式を提供する。本明細書で述べる方法および
キットは、複数の標的分析対象物質の多重化結合アッセイを構築するための柔軟なプラッ
トフォームを提供する。一連の一般的な標的物質相補体を有する複数の結合ドメインを含
む担体により、あらゆる組の分析対象物質の多重化アッセイを構成することが可能である
。１つの唯一の必要なことは、どの結合ドメインにおけるどの分析対象物質を評価するか
を選択し、適切な結合試薬および標的物質を選択した結合ドメインとひと組にすることで
ある。このプラットフォームを用いて、使用者は、個別のアッセイパネルを構築すること
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ができる。
【０１４５】
　そのような柔軟な多重化アッセイ方式は、本明細書で開示する方法および生成物を用い
て実現することができる。例えば、対象の複数の分析対象物質の多重化結合アッセイを行
う方法は、以下の工程を用いて実施することができる：
　（ａ）１つまたは複数の工程で、以下の成分を混ぜ合わせる工程：
　（ｉ）対象の第１の分析対象物質および対象の第２の分析対象物質を含む試料、
　（ｉｉ）第１の結合ドメイン上に固定化された第１の標的物質、
　（ｉｉｉ）連結剤に接続され、第１の標的物質の結合相手である、第１の標的物質相補
体、
　（ｉｖ）補助連結剤に接続され、第１の分析対象物質の結合相手である、第１の結合試
薬、
　（ｖ）第２の結合ドメイン上に固定化された第２の標的物質、
　（ｖｉ）連結剤に接続され、第２の標的物質の結合相手である、第２の標的物質相補体
、
　（ｖｉｉ）補助連結剤に接続され、第２の分析対象物質の結合相手である、第２の結合
試薬、および
　（ｖｉｉｉ）場合により、架橋剤の少なくとも２つのコピー、ここで、架橋剤が除外さ
れる場合には、各連結剤は、補助連結剤の結合相手であり、または架橋剤が含められる場
合には、架橋剤は、連結剤の１つに対する第１の結合部位および補助連結剤の１つに対す
るさらなる結合部位を有する；
　（ｂ）以下のものを形成する工程
　（ｉ）第１の標的物質、第１の標的物質相補体、第１の結合試薬および第１の分析対象
物質を含む第１の結合ドメイン上の第１の結合複合体、ならびに
　（ｉｉ）第２の標的物質、第２の標的物質相補体、第２の結合試薬および第２の分析対
象物質を含む第２の結合ドメイン上の第２の結合複合体、
　ならびに
　（ｃ）それぞれ第１および第２の結合ドメイン上の第１および第２の分析対象物質の量
を測定する工程。
【０１４６】
　１つの実施形態において、架橋剤を用いない場合、該方法は、（ａ）１つまたは複数の
工程で成分（ｉ）～（ｖｉｉ）を混ぜ合わせる工程、（ｂ）それぞれ第１および第２の結
合ドメイン上に第１および第２の結合複合体を形成する工程、ならびに（ｃ）それぞれ第
１および第２の結合ドメイン上の第１および第２の分析対象物質の量を測定する工程を含
む。例えば、第１の標的物質相補体および第１の結合試薬は、連結剤と補助連結剤との間
の結合相互作用により連結された第１の標的物質相補体および第１の結合試薬を含む事前
に結合させた第１の標的複合体として準備することができ、同様に、第２の標的物質相補
体および第２の結合試薬は、連結剤と補助連結剤との間の結合相互作用により連結された
第２の標的物質相補体および第２の結合試薬を含む事前に結合させた第２の標的複合体と
して準備することができる。この実施形態において、第１の標的複合体は、第１の結合ド
メイン上に固定化された第１の標的物質に事前に結合させて準備することができ、同様に
、第２の標的複合体は、第２の結合ドメイン上に固定化された第２の標的物質に事前に結
合させて準備することができる。第１および第２の結合試薬を事前に結合させた標的複合
体として準備する場合、混ぜ合わせ工程は、第１および第２の標的複合体を試料と混ぜ合
わせて、その混合物を形成し、第１の分析対象物質を第１の標的複合体における第１の結
合試薬に結合させ、第２の分析対象物質を第２の標的複合体における第２の結合試薬に結
合させ、それぞれ第１および第２の分析対象物質に結合した第１および第２の標的複合体
の混合物を第１および第２の結合ドメインと接触させることをさらに含み得る。第１およ
び第２の結合ドメイン上の結合複合体は、それにより、第１の標的複合体を第１の結合ド
メイン上の第１の標的物質に結合させ、第２の標的複合体を第２の結合ドメイン上の第２
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の標的物質に結合させることにより形成される。さらに、混ぜ合わせ工程は、第１および
第２の標的複合体を試料と混ぜ合わせ、第１の分析対象物質を第１の標的複合体における
第１の結合試薬に結合させ、第２の分析対象物質を第２の標的複合体における第２の結合
試薬に結合させることをさらに含み得る。
【０１４７】
　他の代替実施形態において、混ぜ合わせ工程（ａ）は、第１の容積の液体中で、前記第
１の標的物質相補体、前記第１の結合試薬および、用いる場合には、前記架橋剤を混ぜ合
わせ、前記第１の標的物質相補体と前記第１の結合試薬を、それらの結合した連結剤を介
して連結して、第１の標的複合体を形成し；第２の容積の液体中で、前記第２の標的物質
相補体、前記第２の結合試薬および、用いる場合には、前記架橋剤を混ぜ合わせ、前記第
２の標的物質相補体と前記第２の結合試薬を、それらの結合した連結剤を介して連結して
、第２の標的複合体を形成する工程を含む。この実施形態において、混ぜ合わせ工程（ａ
）はまた、前記第１および第２の標的複合体を混ぜ合わせ、前記第１および第２の標的複
合体の配合物を前記第１および第２の結合ドメインと接触させ、前記第１の標的複合体を
前記第１の結合ドメイン上の前記第１の標的物質に結合させ、前記第２の標的複合体を前
記第２の結合ドメイン上の前記第２の標的物質に結合させる工程を含み得る。この実施形
態において、混ぜ合わせ工程は、第１および第２の標的複合体の組合せを試料と混ぜ合わ
せ、第１の分析対象物質を第１の標的複合体における第１の結合試薬に結合させ、第２の
分析対象物質を第２の標的複合体における第２の結合試薬に結合させることをさらに含む
。第１および第２の標的複合体は、第１および第２の標的複合体を第１および第２の結合
ドメインと接触させる前に、試料と混ぜ合わせることができ；第１および第２の標的複合
体は、第１および第２の標的複合体を第１および第２の結合ドメインと接触させた後に、
試料と混ぜ合わせることができ；または第１および第２の標的複合体は、試料と混ぜ合わ
せ、同時に第１および第２の結合ドメインと接触させることができる。
【０１４８】
　架橋剤を該方法に含める場合、連結剤および補助連結剤は、それぞれ架橋剤に結合し、
したがって、混ぜ合わせ工程は、それらの要素が連結剤および補助連結剤に一緒に結合し
た状態にする。例えば、混ぜ合わせ工程（ａ）は、第１の容積の液体中で、（ｘｉ）第１
の標的物質相補体、第１の結合試薬および架橋剤を混ぜ合わせる工程を含み、補助連結剤
が結合している架橋剤に結合した連結剤を含む架橋複合体を介して第１の標的物質相補体
と第１の結合試薬を連結することによって第１の標的複合体を形成する工程をさらに含む
。混ぜ合わせ工程（ａ）はまた、第２の容積の液体中で、（ｘｉｉ）第２の標的物質相補
体、第２の結合試薬および架橋剤を混ぜ合わせる工程を含み、補助連結剤が結合している
架橋剤に結合した連結剤を含む架橋複合体を介して第２の標的物質相補体と第２の結合試
薬を連結することによって第２の標的複合体を形成する工程をさらに含む。この実施形態
において、混ぜ合わせ工程（ａ）はまた、（ｘｉｉｉ）第１および第２の標的複合体を混
ぜ合わせ、第１および第２の標的複合体の配合物を第１および第２の結合ドメインと混ぜ
合わせ、第１の標的複合体を第１の結合ドメイン上に結合させ、第２の標的複合体を第２
の結合ドメイン上に結合させることも含み得る。この実施形態において、混ぜ合わせ工程
は、（ｘｉｖ）第１および第２の標的複合体を試料と混ぜ合わせ、第１の分析対象物質を
第１の標的複合体における第１の結合試薬に結合させ、第２の分析対象物質を第２の標的
複合体における第２の結合試薬に結合させることをさらに含む。第１および第２の標的複
合体は、第１および第２の標的複合体を第１および第２の結合ドメインと接触させる前に
、試料と混ぜ合わせることができ；第１および第２の標的複合体は、第１および第２の標
的複合体を第１および第２の結合ドメインと接触させた後に、試料と混ぜ合わせることが
でき；または第１および第２の標的複合体は、試料と混ぜ合わせ、同時に第１および第２
の結合ドメインと接触させることができる。
【０１４９】
　本明細書で述べた方法は、試料中の対象の複数の分析対象物質を多重化するために用い
ることができる。この点については、試料は、対象の１つまたは複数のさらなる分析対象
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物質を含み、対象のそれぞれのさらなる分析対象物質について、混ぜ合わせ工程（ａ）は
、１つまたは複数の工程で、（ｉｘ）さらなる結合ドメイン上に固定化されたさらなる標
的物質、連結剤に接続されたさらなる標的物質相補体、および補助連結剤に接続されたさ
らなる結合試薬、ならびに（ｘ）さらなる標的物質、さらなる標的物質相補体、さらなる
結合試薬およびさらなる分析対象物質を含むさらなる結合ドメイン上のさらなる結合複合
体を混ぜ合わせる工程をさらに含み；形成工程（ｂ）は、（ｉｉｉ）さらなる標的物質、
さらなる標的物質相補体、さらなる結合試薬およびさらなる分析対象物質を含むさらなる
結合ドメイン上のさらなる結合複合体を形成する工程をさらに含み；工程（ｃ）における
測定は、さらなる結合ドメイン上のさらなる分析対象物質の量を測定する工程をさらに含
む。
【０１５０】
　特定の実施形態において、本発明は、（ａ）試料をそれぞれが複数の分析対象物質のう
ちのそれぞれ第１および第２の分析対象物質に結合する少なくとも第１および第２の結合
試薬に連結された２つ以上の結合ドメインと接触させて、第１の結合試薬に結合した第１
の分析対象物質および第２の結合試薬に結合した第２の分析対象物質を含む複合体を形成
する工程であって、（ｘ）第１の結合ドメインが、（ｉ）第１の結合ドメインおよび第１
の標的物質相補体に結合した第１の標的物質ならびに（ｉｉ）連結複合体を介して第１の
標的物質相補体に結合した第１の結合試薬を含む第１の結合試薬複合体を含み、（ｙ）第
２の結合ドメインが、（ｉ）第２の結合ドメインおよび第２の標的物質相補体に結合した
第２の標的物質ならびに（ｉｉ）連結複合体を介して第２の標的物質相補体に結合した第
２の結合試薬を含む第２の結合試薬複合体を含む、工程と、（ｂ）第１および第２の結合
試薬複合体を、第１の分析対象物質または第１の分析対象物質を含む複合体に結合する第
１の検出試薬および第２の分析対象物質または第２の分析対象物質を含む複合体に結合す
る第２の検出試薬を含む複数の検出試薬と接触させる工程と、（ｃ）２つ以上の結合ドメ
インに結合した第１および第２の分析対象物質の量を測定する工程とを含む複数の分析対
象物質の結合アッセイを行う方法を含む。
【０１５１】
　他の特定の実施形態において、以下の工程を含む方法：（ａ）複数の分析対象物質にお
ける第１の分析対象物質に対して特異的な第１の結合試薬および第１の標的物質を含む第
１の結合試薬複合体を形成する工程であって、第１の結合試薬が連結剤に結合し、第１の
標的物質が補助連結剤に結合しており、第１の結合試薬複合体が連結剤と補助連結剤との
間の反応により形成される、工程と、（ｂ）複数の分析対象物質における第２の分析対象
物質に対して特異的な第２の結合試薬および第２の標的物質を含む第２の結合試薬複合体
を形成する工程であって、第２の結合試薬が第２の連結剤に結合し、第２の標的物質が第
２の連結剤相補体に結合しており、第２の結合試薬複合体が第２の連結剤と第２の連結剤
相補体との間の反応により形成される、工程と、（ｃ）第１の標的物質を第１の標的物質
相補体に、第２の標的物質を第２の標的物質相補体に結合させるのに十分な条件下で、第
１および第２の結合試薬複合体を、それぞれがそれぞれ第１の標的物質相補体および第２
の標的物質相補体に連結された２つ以上の結合ドメインと混合する工程と、（ｄ）複数の
分析対象物質を含む試料を工程（ｃ）で形成された混合物と混合する工程と、（ｅ）複数
のさらなる結合試薬を工程（ｄ）で形成された混合物に加える工程であって、複数のさら
なる結合試薬が（ｉ）第１の分析対象物質および／または第１の結合試薬－第１の分析対
象物質複合体に対して特異的な第１の検出試薬ならびに（ｉｉ）第２の分析対象物質およ
び／または第２の結合試薬－第２の分析対象物質複合体に対して特異的な第２の検出試薬
を含む、工程と、（ｆ）結合ドメインに結合した第１および第２の分析対象物質の量を測
定する工程。
【０１５２】
　さらなる特定の実施形態は以下の工程を含む：（ａ）複数の分析対象物質における第１
の分析対象物質に対して特異的な第１の結合試薬および第１の標的物質を含む第１の結合
試薬複合体を形成する工程であって、第１の結合試薬が連結剤に結合し、第１の標的物質
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が補助連結剤に結合しており、第１の結合試薬複合体が連結剤と補助連結剤との間の反応
により形成される、工程と、（ｂ）複数の分析対象物質における第２の分析対象物質に対
して特異的な第２の結合試薬および第２の標的物質を含む第２の結合試薬複合体を形成す
る工程であって、第２の結合試薬が第２の連結剤に結合し、第２の標的物質が第２の連結
剤相補体に結合しており、第２の結合試薬複合体が第２の連結剤と第２の連結剤相補体と
の間の反応により形成される、工程と、（ｃ）第１の標的物質を第１の標的物質相補体に
、第２の標的物質を第２の標的物質相補体に結合させるのに十分な条件下で、第１および
第２の結合試薬複合体と試料を、それぞれがそれぞれ第１の標的物質相補体および第２の
標的物質相補体に連結された２つ以上の結合ドメインと混合する工程と、（ｄ）複数のさ
らなる結合試薬を工程（ｃ）で形成された混合物に加える工程であって、複数のさらなる
結合試薬が（ｉ）第１の分析対象物質および／または第１の結合試薬－第１の分析対象物
質複合体に対して特異的な第１の検出試薬ならびに（ｉｉ）第２の分析対象物質および／
または第２の結合試薬－第２の分析対象物質複合体に対して特異的な第２の検出試薬を含
む、工程と、（ｅ）結合ドメインに結合した第１および第２の分析対象物質の量を測定す
る工程。
【０１５３】
　本発明の方法の特定の実施形態を図３～６に例示する。図１および２に連結複合体を含
まない直接アッセイ方法を例示する。これらの図は、比較の目的のために収載する。図１
に分析対象物質Ａ、ＢおよびＣの直接多重化アッセイを例示する。これらの分析対象物質
に対して特異的な結合試薬であるそれぞれＡ’、Ｂ’およびＣ’を標的物質Ａ’’、Ｂ’
’およびＣ’’に結合させる。それらの対応する標的物質に結合したこれらの結合試薬を
含む溶液を、標的物質相補体Ａ’’’、Ｂ’’’およびＣ’’’がそれぞれ一連の別個の
結合ドメインに結合している固相と混合する。結合試薬は、表面に吸着されて、それぞれ
の結合試薬が標的物質相補体を介して表面上の別個の結合ドメインに結合した結合試薬複
合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣを形成する。表面を分析対象物質Ａ、ＢおよびＣを含む
試料ならびにそれぞれ分析対象物質Ａ、ＢおよびＣおよび／またはそれらの分析対象物質
を含む複合体に結合することができる検出結合試薬Ａ＊、Ｂ＊およびＣ＊と接触させる。
検出結合試薬は、検出可能な標識を含む。あるいは、表面を複数の分析対象物質を含む試
料と接触させ、その後、検出結合試薬の混合物と接触させる。検出結合試薬を表面に結合
させ、場合により、表面を洗浄して、非結合試薬を除去したならば、各分析対象物質の存
在をそれぞれの別個の結合ドメインに結合した検出試薬により検出する。図２に結合試薬
としての抗体および標的物質／標的物質相補体対としてのオリゴヌクレオチド／相補的オ
リゴヌクレオチド対の使用を含む図１の特定の実施形態を例示する。図１および２に示す
直接法が使用者によって構成することができないことは、当業者には明らかであろう。そ
れぞれの個別の結合ドメインは、単一の結合試薬－標的物質のみがアレイにおける単一の
結合ドメインに結合することができるように、既定の標的物質相補体を含む。
【０１５４】
　図３～４に使用者により規定されるアッセイ構成における最適な柔軟性を使用者にもた
らす本発明の特定の実施形態を例示する。図３に使用者がアッセイを使用者の必要に適応
させることを可能にする一連の連結複合体を組み込んだ、分析対象物質Ａ、ＢおよびＣに
対する間接的結合方式を例示する。図３（ａ）～（ｂ）に本発明の標的複合体を調製する
ための一般的なアプローチを示し、連結剤（それぞれＬＡ、ＬＢおよびＬＣ）に結合した
結合試薬（Ａ’、Ｂ’およびＣ’）の１つを含む一連の溶液を調製する。溶液は、補助連
結剤（それぞれＬＡ’、ＬＢ’およびＬＣ’）に結合した対応する標的物質（Ａ’に対す
るＡ’’、Ｂ’に対するＢ’’およびＣ’に対するＣ’’）も含む。溶液を混合して、パ
ネル（ｂ）に示す結合試薬－連結複合体－標的物質複合体の混合物を形成する。このアプ
ローチの利点は、それが、各標的複合体が非交差反応性であるための連結試薬を必要とし
ないことであり、実際、連結剤を各標的複合体に用いることを可能にすることである（す
なわち、ＬＡ＝ＬＢ＝ＬＣおよびＬＡ’＝ＬＢ’＝ＬＣ’）。図３（ｃ）～（ｅ）に示す
実施形態において、結合試薬－連結複合体－標的物質複合体の混合物を標的物質相補体Ａ
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’’’、Ｂ’’’およびＣ’’’が結合している複数の別個の結合ドメインを含む表面と
混合する。結合試薬－連結複合体－標的物質複合体を、パネル（ｃ）に示すように吸着さ
せて、結合試薬複合体ＡＲＣ、ＢＲＣおよびＣＲＣを形成する。結合試薬複合体の拡大図
を図３（ｅ）に示す。表面を、分析対象物質Ａ、ＢおよびＣを含む試料、ならびにそれぞ
れ分析対象物質Ａ、ＢおよびＣ、および／またはそれらの分析対象物質を含む複合体に結
合することができる検出結合試薬Ａ＊、Ｂ＊およびＣ＊と接触させる。検出結合試薬は、
検出可能な標識を含む。あるいは、表面を複数の分析対象物質を含む試料と接触させ、そ
の後、検出結合試薬の混合物と接触させる。検出結合試薬を表面に結合させ、場合により
、表面を洗浄して、非結合試薬を除去したならば、各分析対象物質の存在をそれぞれの別
個のドメインに結合した検出試薬により検出する（パネル３（ｄ））。図４に結合試薬と
しての抗体および標的物質／標的物質相補体対としてのオリゴヌクレオチド－相補的オリ
ゴヌクレオチド対の使用を含む図３の特定の実施形態を例示する。図３について述べたよ
うに、各結合試薬に対する連結剤は、同じであってもよく、各標的物質に対する連結剤相
補体は、同じであってもよい。
【０１５５】
　当業者は、図３～４に示したアッセイ方式の様々な並べ替えが可能であることを容易に
理解するであろう。特定の好ましい実施形態を図５（ａ）～（ｃ）に示す。例えば、すべ
ての試薬、すなわち、補助連結剤により修飾された結合試薬、連結剤により修飾された標
的物質相補体、検出試薬および試料を標的物質修飾結合ドメインを有する表面と一緒に単
一工程で混合して、図３（ｄ）および４（ｄ）に示す複合体を形成し、場合により洗浄し
、表面に結合した分析対象物質Ａ、ＢおよびＣの存在について分析する（図５（ａ））。
あるいは、補助連結剤により修飾された結合試薬および連結剤により修飾された標的物質
相補体を単一工程で混合し、標的物質修飾結合ドメインを有する表面にその後の工程で加
え、試料および検出試薬を加え、最終工程で分析することができる（図５（ｂ））。他の
実施形態において、補助連結剤により修飾された結合試薬および連結剤により修飾された
標的物質相補体を混合し、別個の結合ドメインにおいて標的物質を有する表面に加え、試
料と混合し、次いで検出試薬を加える（図５（ｃ））。個々の分析対象物質溶液は、単一
混合物中の各結合ドメインに連続的または同時に加えることができ、同様に、個々の検出
試薬は、単一混合物中の各結合ドメインに連続的または同時に加えることができる。表面
結合工程には、次の工程に進む前にアッセイの非結合成分を除去するための洗浄工程を場
合により後続させることができる。
【０１５６】
　本発明はまた、本明細書で述べた方法を実施するために用いることができるキット、成
分および消耗品を提供する。以下の材料／方法を本発明で用いる。
【０１５７】
　（ｉ）試料／分析対象物質
　本発明の方法により分析することができる試料の例は、食物試料（食物抽出物、食物ホ
モジネート、飲料等を含む）、環境試料（例えば、土壌試料、環境汚泥、収集環境エアゾ
ール、環境ワイプ、ろ過水等）、工業試料（例えば、出発物質、工業生産工程からの製品
または中間体）、ヒト臨床試料、獣医学試料および生体起源の他の試料を含むが、これら
に限定されない。分析することができる生体試料は、糞便、粘膜スワブ、生理液および／
または細胞の懸濁液を含む試料を含むが、これらに限定されない。生体試料の特定の例は
、血液、血清、血漿、糞便、粘膜スワブ、組織吸引物、組織ホモジネート、細胞培養およ
び細胞培養上清（真核および原核細胞の培養を含む）、尿、唾液、痰ならびに脳脊髄液を
含む。
【０１５８】
　本発明の方法を用いて測定することができる分析対象物質は、タンパク質、毒素、核酸
、微生物、ウイルス、細胞、真菌、胞子、炭水化物、脂質、糖タンパク質、リポタンパク
質、多糖、薬物、ホルモン、ステロイド、栄養素、代謝物および上記の分子の修飾誘導体
、または１つもしくは複数の上記の分子を含む複合体またはそれらの組合せを含むが、こ
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れらに限定されない。試料中の対象の分析対象物質のレベルは、疾患もしくは疾患状態を
示すものである可能性があるか、または患者が当分析対象物質に曝露したかどうかを単に
示すものである可能性がある。
【０１５９】
　本発明のアッセイは、試料中の１つまたは複数、例えば、２つ以上の分析対象物質の濃
度を決定するために用いることができる。したがって、２つ以上の分析対象物質を同じ試
料で測定することができる。同じ試料で測定することができる分析対象物質のパネルは、
例えば、疾患状態または生理状態に関連する分析対象物質または活性のアッセイのパネル
を含む。特定のそのようなパネルは、サイトカインおよび／またはそれらの受容体（例え
ば、ＴＮＦ－アルファ、ＴＮＦ－ベータ、ＩＬ１－アルファ、ＩＬ１－ベータ、ＩＬ２、
ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＦＮ－ｙ等のうちの１つまたは複数のもの
）、成長因子および／またはそれらの受容体（例えば、ＥＧＦ、ＶＧＦ、ＴＧＦ、ＶＥＧ
Ｆ等のうちの１つまたは複数のもの）、乱用の薬物、治療薬、ビタミン、病原体特異抗体
、自己抗体（例えば、Ｓｍ、ＲＮＰ、ＳＳ－Ａ、ＳＳ－アルファ、Ｊ０－１およびＳｃ１
－７０抗原に対する１つまたは複数の抗体）、アレルゲン特異抗体、腫瘍マーカー（例え
ば、ＣＥＡ、ＰＳＡ、ＣＡ－１２５ＩＩ、ＣＡ１５－３、ＣＡ１９－９、ＣＡ７２－４、
ＣＹＦＲＡ２１－１、ＮＳＥ、ＡＦＰ等のうちの１つまたは複数のもの）、うっ血性心疾
患および／または急性心筋梗塞を含む心疾患のマーカー（トロポニンＴ、トロポニンＩ、
ミオグロビン、ＣＫＭＢ、ミエロペルオキシダーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、β
－ナトリウム利尿タンパク質（ＢＮＰ）、α－ナトリウム利尿タンパク質（ＡＮＰ）、エ
ンドセリン、アルドステロン、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）等）、止血に関連するマー
カー（例えば、フィブリンモノマー、Ｄダイマー、トロンビン抗トロンビン複合体、プロ
トロンビン画分１および２、抗Ｘａ因子等のうちの１つまたは複数のもの）、急性ウイル
ス性肝炎感染のマーカー（例えば、Ａ型肝炎ウイルスに対するＩｇＭ抗体、Ｂ型肝炎コア
抗原に対するＩｇＭ抗体、Ｂ型肝炎表面抗原、Ｃ型肝炎ウイルスに対する抗体等のうちの
１つまたは複数のもの）、アルツハイマー病のマーカー（例えば、アルファ－アミロイド
、ベータ－アミロイド、Ａβ４２、Ａβ４０、Ａβ３８、Ａβ３９、Ａβ３７、Ａβ３４
、タウタンパク質等）、骨粗鬆症のマーカー（例えば、架橋ノルＣテレペプチド、総デオ
キシピリジノリン、遊離デオキシピリジノリン、オステオカルシン、アルカリホスファタ
ーゼ、Ｉ型コラーゲンのＣ末端プロペプチド、骨特異アルカリホスファターゼ等のうちの
１つまたは複数のもの）、受胎能状態または受胎能関連障害のマーカー（例えば、エスト
ラジオール、プロゲステロン、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、黄体化ホルモン（ＬＨ）、
プロラクチン、ｈＣＧ、テストステロン等のうちの１つまたは複数のもの）、甲状腺障害
のマーカー（例えば、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、総Ｔ３、遊離型Ｔ３、総Ｔ４、遊
離型Ｔ４および逆Ｔ３のうちの１つまたは複数のもの）ならびに前立腺癌のマーカー（例
えば、総ＰＳＡ、遊離型ＰＳＡ、結合型ＰＳＡ、前立腺酸性ホスファターゼ、クレアチン
キナーゼ等のうちの１つまたは複数のもの）を含む。本発明の特定の実施形態は、特定の
疾患状態または生理状態に関連する例えば、１つもしくは複数、２つ以上、４つ以上また
は１０以上の分析対象物質を測定することを含む（例えば、上に列挙したようなパネルに
グループ分けした分析対象物質；例えば、甲状腺障害の診断に有用なパネルは、例えば、
甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、総Ｔ３、遊離型Ｔ３、総Ｔ４、遊離型Ｔ４および逆Ｔ３
のうちの１つまたは複数のものを含み得る）。
【０１６０】
　本発明の方法は、上述のような、多種多様な生物学的および生化学的物質の検出を可能
にするように計画されている。１つの実施形態において、該方法は、血液、痰、糞便、フ
ィルター、スワブ等を含み、制限のない、様々な関連する臨床および環境マトリックスに
おける生物兵器剤（「ＢＷＡｓ」）を含む病原性および／または潜在的に病原性のウイル
ス、細菌および毒素を検出するために用いることができる。本発明の方法を用いて分析す
ることができる（単独または組み合わせて）病原体および毒素の非限定的なリストは、炭
疽菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）（炭疽）、ペスト菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ
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　ｐｅｓｔｉｓ）（ペスト）、コレラ菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ）、野兎病菌
（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ）（野兎病）、ブルセラ属種（ブルセ
ラ症）、コクシエラ・ブルネッティ（Ｃｏｘｉｅｌｌａ　ｂｕｒｕｎｅｔｉｉ）（Ｑ熱）
、リステリア菌、サルモネラ菌、赤痢菌、コレラ菌、トラコーマクラミジア（Ｃｈｌａｍ
ｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、類鼻疽菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｐｓｅｕ
ｄｏｍａｌｌｅｉ）、痘瘡ウイルス（痘瘡）を含むオルトポックスウイルス、ウイルス性
脳炎、ベネズエラウマ脳炎ウイルス（ＶＥＥ）、ウエスタンウマ脳炎ウイルス（ＷＥＥ）
、イースタンウマ脳炎ウイルス（ＥＥＥ）、アルファウイルス属（Ａｌｐｈａｖｉｒｕｓ
）、ウイルス性出血熱、アレナウイルス属（Ａｒｅｎａｖｉｒｉｄａｅ）、ブンヤウイル
ス属（Ｂｕｎｙａｖｉｒｉｄａｅ）、フィロウイルス属（Ｆｉｌｏｖｉｒｉｄａｅ）、フ
ラビウイルス属（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）、エボラウイルス、ブドウ球菌腸内毒素、
リシン、ボツリヌス毒素（Ａ、Ｂ、Ｃ）、ボツリヌス菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏ
ｔｕｌｉｎｕｍ）、マイコトキシン、フザリウム属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、ミロテシウム
属（Ｍｙｒｏｔｅｃｉｕｍ）、セファロスポリウム属（Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍ）
、トリコデルマ属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、ベルチシモノスポリウム属（Ｖｅｒｔｉ
ｃｉｍｏｎｏｓｐｏｒｉｕｍ）、スタキボトリス属（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓ）、鼻疽
、コムギカビ、バシラス・グロビギイ（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｇｌｏｂｉｇｉｉ）、霊菌（
Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、黄色い雨、トリコテシンマイコトキシン、
ネズミチフス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、アフラトキシン、
インドネズミノミ（Ｘｅｎｏｐｓｙｌｌａ　ｃｈｅｏｐｉｓ）、ディアマヌス・モンタヌ
ス（Ｄｉａｍａｎｕｓ　ｍｏｎｔａｎｕｓ）、小痘瘡、サル痘、アレナウイルス、ハンタ
ウイルス、ラッサ熱、アルゼンチン出血熱、ボリビア出血熱、リフトバレー熱ウイルス、
クリミア－コンゴウイルス、ハンタウイルス、マールブルグ出血熱、黄熱ウイルス、デン
グ熱ウイルス、インフルエンザ（Ｈ５Ｎ１鳥インフルエンザを含むヒトおよび動物株、Ａ
型インフルエンザ、Ｈ１特異的Ａ型インフルエンザ、Ｈ３特異的Ａ型インフルエンザ、Ｈ
５特異的Ａ型インフルエンザ、２００９－Ｈ１Ｎ１特異的Ａ型インフルエンザ、Ｂ型イン
フルエンザを含む）、ＲＳＶ、ヒト免疫不全ウイルスＩおよびＩＩ（ＨＩＶ　ＩおよびＩ
Ｉ）、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、肝炎（非Ａ、ＢまたはＣ）、エンテロウイルス、
エプスタイン－バーウイルス、サイトメガロウイルス、単純疱疹ウイルス、トラコーマク
ラミジア、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａｅ）、膣トリコモナス（Ｔｒ
ｉｃｈｏｍｏｎａｓ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、ヒト乳頭ウイルス、梅毒トレポネーマ（Ｔ
ｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）、肺炎連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、ボレリア・ブルグドルフェリ（Ｂｏｒｅｌｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏ
ｒｆｅｒｉ）、インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、
肺炎マイコプラスマ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、肺炎クラミジア
（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、レジオネラ・ニューモフィラ
（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、ブドウ球菌エンテロトキシンＢ（ＳＥＢ）、アブリン
、志賀毒素１、志賀毒素２、モクセラ・カタラーリス、化膿連鎖球菌（Ｓｒｅｐｔｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、クロストリジウム・ディフィシレ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ
ｕｍ　ｄｉｆｉｃｉｌｅ）、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ
）、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、結核菌（Ｍｙｃｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、Ａ群連鎖球菌（Ｇｒｏｕｐ　Ａ　ｓｔｒ
ｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、大腸菌（Ｅ．Ｃｏｌｉ）Ｏ１５７、コロナウイルス、コクサッ
キーＡ群ウイルス、ライノウルス、パラインフルエンザウイルス、呼吸系発疹ウイルス（
ＲＳＶ）、メタニューモウイルス、ワクシニアおよびアデノウイルスである。
【０１６１】
　（ｉｉ）結合試薬
　結合アッセイの分野の技術者は、本発明の方法に用いることができる結合剤および随伴
（companion）結合相手の範囲を容易に理解するであろう。そのような対の非限定的なリ
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ストは、（いずれかの順序で）オリゴヌクレオチドおよび相補体、受容体／リガンド対、
抗体／抗原、天然または合成受容体／リガンド対、アミンおよびカルボニル化合物（すな
わち、シッフ塩基の形成による結合）、ハプテン／抗体対、抗原／抗体対、エピトープ／
抗体対、ミニトープ／抗体対、アプタマー／標的分子対、ハイブリダイゼーションパート
ナーおよびインターカレーター／標的分子対を含む。
【０１６２】
　好ましい実施形態において、本発明の方法の結合アッセイは、抗体または他の受容体タ
ンパク質を結合試薬として用いる。「抗体」という用語は、完全な抗体分子（抗体サブユ
ニットのｉｎ　ｖｉｔｒｏでの再結合により組み立てられたハイブリッド抗体を含む）、
抗体断片および抗体の抗原結合ドメインを含む組換えタンパク質構築物（例えば、Ｐｏｒ
ｔｅｒ　Ｒ．Ｒ．およびＷｅｉｒ　Ｒ．Ｃ．　Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．、６７（
Ｓｕｐｐｌ）；５１～６４頁（１９６６）ならびにＨｏｃｈｍａｎ　１．Ｉｎｂａｒ　Ｄ
．およびＧｉｖｏｌ　Ｄ．　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１２：１１３０頁（１９７３）
に記載されているような）ならびに例えば、検出可能な標識の導入により化学的に修飾さ
れた抗体構築物を含む。
【０１６３】
　（ｉｉｉ）標的物質、連結剤および架橋剤
　結合試薬は、直接的または間接的に、互いおよび／または固相へのそれらの結合を可能
にする成分に連結される。これらの成分は、本明細書では標的物質および連結剤と呼ぶ。
本明細書で用いているように、標的物質およびそれらの相補体は、結合試薬を表面または
担体に接着するために用いられるが、連結剤および補助連結剤は、もし架橋剤を用いる場
合には架橋剤を介して直接的または間接的に、結合試薬を標的物質に結合させるために用
いられる。
【０１６４】
　１つの実施形態において、標的物質およびその相補体は、第１のオリゴヌクレオチドお
よび相補的オリゴヌクレオチド、受容体－リガンド対、抗原－抗体対、ハプテン－抗体対
、エピトープ－抗体対、ミミトープ－抗体対、アプタマー－標的分子対、ハイブリダイゼ
ーションパートナーまたはインターカレーター－標的分子対を含む。アッセイに用いる標
的物質および相補体は、アッセイにより測定される分析対象物質（例えば、第１の分析対
象物質）に対する結合試薬と関連する標的物質および相補体がアッセイにより測定される
他の分析対象物質（例えば、第２の分析対象物質）に対する結合試薬と関連する標的物質
および相補体と実質的に非交差反応性であるように選択する。したがって、本発明のアッ
セイにおいて、結合試薬のその関連結合ドメインへの結合（その関連する標的物質および
標的物質相補体を介する）は、他の分析対象物質と関連する結合ドメイン（および存在す
る異なる標的物質相補体）へのその結合よりも実質的に大きいものであるべきである。好
ましくは、適正な結合ドメインへの結合と比較した他の分析対象物質と関連する結合ドメ
インへの分析対象物質に対する結合試薬の結合の交差反応性は、１％未満、より好ましく
は０．１％未満、より好ましくは０．０１％未満である。好ましい実施形態において、標
的物質／標的物質相補体は、相補的配列を含むオリゴヌクレオチドの対を含み、標的物質
とその相補体を、標的物質をその相補体にハイブリダイズするのに十分な条件下で接触さ
せる。
【０１６５】
　好ましい長さは、約５～１００塩基、好ましくは約１０～５０塩基、より好ましくは約
１０～２５塩基である。さらに、標的オリゴヌクレオチド配列は、長さが同じである必要
がなく、特定の実施形態において、その結合相手より例えば、最大２５塩基、または最大
１５塩基、または最大１０塩基長い１つの標的オリゴヌクレオチド配列を準備することが
有益であり得る。オリゴヌクレオチド配列およびそれらの相補体は、同様の結合エネルギ
ー（または溶融温度）および低い対間交差反応性を有する相補的オリゴヌクレオチドの対
を作製するための当技術分野で公知の技術（例えば、多重化核酸アッセイ用のプローブま
たはプライマーを選択するための商業または公共ソフトウエア）により作製することがで



(69) JP 2016-511417 A 2016.4.14

10

20

30

きる。オリゴヌクレオチド配列は、天然に存在する核酸塩基ならびに天然に存在しない塩
基および／または修飾塩基を含み得る。例えば、オリゴヌクレオチド配列は、ＥｒａＧｅ
ｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ（ｗｗｗ．ｅｒａｇｅｎ．ｃｏｍ）から入手できる
それぞれシトシンおよびグアニンの化学的変異体である、Ｉｓｏ－ｄＣおよび／またはＩ
ｓｏ－ｄＧを含み得る。そのような修飾塩基のオリゴヌクレオチド配列への組み込みは、
遺伝情報を拡大し、高い特異性と低いミスマッチハイブリダイゼーションの可能性を有す
るオリゴヌクレオチドの合成を可能にするものである。例えば、Ｉｓｏ－ｄＣを含むオリ
ゴヌクレオチドは、Ｉｓｏ－ｄＣを含む相補的オリゴヌクレオチドにハイブリダイズする
が、天然に存在する核酸配列にはハイブリダイズしないように設計することができる。
【０１６６】
　１つのアプローチにおいて、コンピュータアルゴリズムを用いて、以下の規則の１つま
たは複数、好ましくはすべてに基づくオリゴヌクレオチド配列対を作製することができる
：（ｉ）約４０～６０％、例えば、４０～５０％のＧＣ含量；（ｉｉ）３つ以下の配列に
おける塩基反復配列の最大ストリング（maximum string of base repeats）；（ｉｉｉ）
異なる対における配列間の塩基対マッチの最大数が６で、列におけるマッチが４以下；（
ｉｖ）ステム領域に４以上の塩基対マッチを有する場合、２～５オリゴヌクレオチドの予
測ヘアピンループサイズを有する配列の棄却（６以上のループサイズが保持されている）
；および（ｖ）４０～６０％または４０～５０％のＧＣ含量に起因する特異的相互作用の
より高い自由エネルギー（ΔＧｏ）（ΔＧｏは、温度および塩濃度に依存し、２３℃およ
び２００ｍＭの一価カチオン、ｐＨ７．０において、ΔＧｏは、好ましくは－１５ｋｃａ
ｌ／ｍｏｌを超える）。特定の実施形態において、オリゴヌクレオチドの選択に際して、
上で特定した１つまたは複数の規則とともに、少なくとも関連するＧＣ含量およびΔＧｏ

を考慮する。１つの実施形態において、非特異的結合を最小限にするオリゴヌクレオチド
配列を設計することが有利である可能性があり、これは、様々な方法により達成すること
ができる。例えば、アッセイに用いる他のオリゴヌクレオチドとの３以下の連続Ｇ／Ｃ対
を形成するオリゴヌクレオチド／オリゴヌクレオチド対を設計することができる。あるい
はまたはさらに、１つまたは複数の以下の構造を避けることができる：アッセイに用いる
他のオリゴヌクレオチドと対合させる場合、Ｇ／Ｃに富む配列間に位置する単一ヌクレオ
チドループまたは単一ヌクレオチドミスマッチの形成。
【０１６７】
　１つの実施形態において、標的物質および標的物質相補体は、オリゴヌクレオチドの対
を含み、該対は、表１（ａ）における以下の配列対の１つから選択される：
【０１６８】
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【表４２】

【０１６９】
　特定の実施形態において、標的物質および標的物質相補体は、オリゴヌクレオチドの対
を含み、該対は、表１（ｂ）における以下の配列対の１つから選択される：
【０１７０】
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【表４３】

【０１７１】
　標的物質および標的物質相補体は、１：１の比で存在し得る。あるいは、標的物質がそ
の相補体に結合する可能性を増大させるために、標的物質は、過剰に、例えば、標的物質
の標的物質相補体に対する２：１の比で存在し得る。
【０１７２】
　１つの実施形態において、適切な連結剤および補助連結剤は、反応して連結複合体を形
成する化学的構成部分を含む。例えば、連結複合体は、連結剤および補助連結剤に存在す
る化学的構成部分の間、例えば、チオール基とマレイミドもしくはヨードアセトアミド基
の間；アルデヒドとヒドラジドとの間；またはアルキンとアジドとの間の結合相互作用に
より形成される。
【０１７３】
　あるいは、連結複合体は、連結剤と補助連結剤との間のタンパク質－タンパク質結合反
応に形成され得る。例えば、タンパク質－タンパク質結合反応は、受容体／リガンド対、
ハプテン／抗体対、抗原／抗体対、エピトープ／抗体対、ミミトープ／抗体対、アプタマ
ー／標的分子対、ハイブリダイゼーションパートナーおよびインターカレーター／標的分
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子対の間の結合により構成され得る。１つの実施形態において、連結剤がビオチンであり
、補助連結剤がストレプトアビジンもしくはアビジンである（または逆）；または連結剤
がペプチドであり、補助連結剤が抗ペプチド抗体である（または逆）。
【０１７４】
　本明細書で述べた特定の実施形態は、補助連結剤に直接結合する連結剤を用いる。これ
らおよび他のそのような実施形態において、互いに結合する連結および補助連結剤は、架
橋剤に同時に結合し得る連結および補助連結剤により置換することができる。これらの代
替実施形態において、標的複合体を形成する場合、架橋剤を連結剤および補助連結剤の混
合物に含める。架橋剤は、用いられる場合、連結剤および補助連結剤に結合する。例えば
、架橋剤は、連結剤に対する結合部位および補助連結剤に対する結合部位を含み、３つの
成分、すなわち、架橋剤、連結剤および補助連結剤の組合せは、架橋複合体を含む。１つ
の実施形態において、架橋剤は、ストレプトアビジンまたはアビジン（それらのそれぞれ
がビオチンに対する４つの独立した結合部位を有するテトラマーである）であり、連結剤
および補助連結剤は、架橋複合体が（ビオチン－（ストレプトアビジン（またはアビジン
））－ビオチン）を含むように、それぞれビオチンである。
【０１７５】
　好ましい実施形態において、連結複合体は、連結剤ＬＡと補助連結剤ＬＡ’との間の結
合反応により形成される。多重アッセイ方式は、分析対象物質Ａ、ＢおよびＣを検出する
ように構成することができ、したがって、それらの個々の分析対象物質と相互作用するよ
うに設計された試薬複合体は、ＬＡおよびＬＡ’、ＬＢおよびＬＢ’ならびにＬＣおよび
ＬＣ’から選択される連結剤および補助連結剤を含み得る。結合複合体を構築するために
用いる連結剤／補助連結剤対のそれぞれは、同じまたは異なっていてもよい。好ましい実
施形態において、連結剤／補助連結剤対のそれぞれは、同じ一組の試薬を含む。特に好ま
しい実施形態において、連結剤／補助連結剤対のそれぞれは、例えば、結合試薬上の連結
剤としてのビオチン分子および補助連結剤としての標的物質上のストレプトアビジンもし
くはアビジン分子を含む（または逆もまた同様に）。さらに、連結複合体は、結合試薬上
のビオチン分子と標的物質上のストレプトアビジンもしくはアビジンとの間の結合反応に
よっても形成させることができ、ストレプトアビジンもしくはアビジン分子が、標的物質
上のビオチン分子（架橋剤として作用する）との反応により標的物質に結合する。好まし
い実施形態において、連結複合体がそれぞれ結合試薬および標的物質上のビオチン分子と
ストレプトアビジン分子との間（または逆もまた同様に）に形成されたならば、溶液中で
化合し得るさらなる結合試薬と標的物質との間の交差反応性を防ぐために、過剰な遊離ビ
オチン分子を加えることができる。
【０１７６】
　（ｉｖ）固相
　多種多様な固相が、結合アッセイの分野の通常の固相を含む本発明の方法に用いるのに
適している。固相は、ポリマー（例えば、ポリスチレンおよびポリプロピレン）、セラミ
ック、ガラス、複合材料（例えば、炭素ベースのインクのような炭素－ポリマー複合材料
）を含む多種の材料により製造することができる。適切な固相は、アッセイ容器（例えば
、試験管、キュベット、フローセル、カートリッジ、多ウエルプレートにおけるウエル等
）の内面、スライド、アッセイチップ（遺伝子またはタンパク質チップ測定に用いられる
ものなど）などの巨視的物体の表面、ピンまたはプローブ、ビーズ、ろ過媒体、側方流動
媒体（例えば、側方流動試験ストリップに用いられるろ過膜）等を含む。
【０１７７】
　適切な固相は、他の種類の粒子ベースのアッセイに一般的に用いられる粒子（コロイド
またはビーズを含むが、これらに限定されない）、例えば、磁気、ポリプロピレンおよび
ラテックス粒子、固相合成に一般的に用いられる材料、例えば、ポリスチレンおよびポリ
アクリルアミド粒子、ならびにクロマトグラフ応用分野で一般的に用いられる材料、例え
ば、シリカ、アルミナ、ポリアクリルアミド、ポリスチレンも含む。材料は、炭素小繊維
であってもよい。ミクロ粒子は、無生物であってもよく、あるいは、細胞、ウイルス、細
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菌などのような有生の生物学的存在を含み得る。本発明の方法に用いる粒子は、１つまた
は複数の結合試薬への結合に適し、例えば、遠心分離、重力、ろ過または磁気収集により
収集することができる材料からなり得る。結合試薬に接着させることができる様々な異な
る種類の粒子が結合アッセイ用に市販されている。これらは、非磁性粒子ならびに粒子を
磁場により収集することを可能にする磁化できる材料を含む粒子を含む。１つの実施形態
において、粒子は、導電性および／または半導電性物質、例えば、コロイド金粒子からな
る。ミクロ粒子は、様々なサイズおよび形状を有し得る。例として、また制限なしに、ミ
クロ粒子は、５ｎｍから１００μｍまでのサイズであり得る。好ましくはミクロ粒子は、
２０ｎｍから１０μｍまでのサイズを有する。粒子は、球形、楕円形、棒状等であっても
よく、または形状が不規則であってもよい。
【０１７８】
　図６（ａ）～（ｃ）に本発明に用いることができる様々な組の粒子を示す。図６（ａ）
にそれぞれが異なる標的物質により修飾されている、１つまたは複数のバイアル、容器ま
たはコンパートメント入りで提供される、一組の粒子を示す。あるいは、図６（ｂ）に示
すように、結合試薬が、粒子の表面上の標的物質に結合している標的物質相補体との結合
試薬を含む標的複合体（補助連結剤を連結することによる）で粒子に接着している、それ
ぞれが異なる結合試薬により修飾されている、一組の粒子を１つまたは複数のバイアル、
容器またはコンパートメント入りで提供することができる。さらに、図６（ｃ）に、サブ
セットがそれぞれが異なる結合試薬により修飾されている（図６（ｂ）に示すように）粒
子を含み、サブセットがそれぞれが異なる標的物質により修飾されている（図６（ａ）に
示すように）粒子を含む、一組の混合粒子を提供する他の実施形態を示す。図６（ｃ）に
示す粒子は、事前に定められた一組の分析対象物質に対する結合試薬によりあらかじめ構
成された粒子のサブセットおよびさらなる一組の分析対象物質に対するさらなる一組の結
合試薬を接着させるように使用者により、すなわち、さらなる結合試薬を含むさらなる一
組の標的複合体に粒子を結合させることにより修飾することができる構成されていない粒
子のサブセットを含む。これらのさらなる試薬は、使用者により準備することができ、そ
れにより、使用者が使用者により規定される一組のアッセイを事前に規定された一組のア
ッセイを加えることを可能にする。
【０１７９】
　本発明の方法に用いる粒子は、粒子の混合物中の特定の粒子または粒子の副次集団の識
別を可能にするためにコード化することができる。そのようなコード化粒子の使用は、結
合アッセイ用の固相担体として粒子を用いるアッセイの多重化を可能にするために用いら
れている。１つのアプローチにおいて、粒子を１つまたは複数の蛍光染料を含むように製
造し、粒子の特定の集団を１つまたは複数の波長の蛍光発光の強度および／または相対強
度に基づいて識別する。このアプローチは、Ｌｕｍｉｎｅｘ　ｘＭＡＰシステム（例えば
、米国特許第６，９３９，７２０号参照）およびＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｃ
ｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｂｅａｄ　Ａｒｒａｙシステムに用いられている。あるいは、粒子
は、サイズ、形状、組み込まれた光学的パターンなどのような他の物理的特性の差により
コード化することができる。図６（ａ）～（ｃ）における粒子の平行線模様により示され
ているように、粒子の混合物または組で準備される１つまたは複数の粒子は、粒子の光学
的特性、サイズ、形状、組み込まれた光学的パターンなどにより混合物中の他の粒子と識
別されるようにコード化することができる。
【０１８０】
　あるいはまたはさらに、別個のアッセイシグナルが各結合ドメイン上で発生し、したが
って、それらのドメインに結合した異なる分析対象物質を独立に測定することができるよ
うに、結合試薬は、結合アッセイにおけるように、結合試薬複合体を介して１つまたは複
数の固相上の異なる別個の結合ドメインに結合させることができる。そのような実施形態
の１つの例において、結合ドメインは、個々のドメイン上に構築された結合試薬複合体を
介して、対象の分析対象物質に結合するように構成されている標的物質の別個のドメイン
を、１つまたは複数の表面上に固定化することによって準備する。場合により、表面（単



(74) JP 2016-511417 A 2016.4.14

10

20

30

40

50

数または複数）は、試料を保持しているまたは試料が通過する容器（例えば、フローセル
、ウエル、キュベット等）の１つまたは複数の境界を一部定義し得る。好ましい実施形態
において、個々の結合ドメインは、電気化学または電気化学発光アッセイに用いる電極上
に形成させる。電気化学発光を用いた複数の結合ドメインを含む表面上の分析対象物質の
多重化測定は、Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、ＬＬＣ、ＭＵＬＴ－Ａ
ＲＲＡＹ（登録商標）およびＳＥＣＴＯＲ（登録商標）イメージャーラインおよび製品に
おいて用いられている（その開示を参照によってその全体として本明細書に組み入れる、
例えば、米国特許第７，８４２，２４６号および第６，９７７，７２２号参照）。
【０１８１】
　図６（ｄ）～（ｆ）に本発明に用いることができる異なる結合ドメインを含む様々な代
替プレート方式を例示する。図６（ｄ）にそれぞれが異なる標的物質で修飾されている複
数の結合ドメインを有する表面を示す。あるいは、図６（ｅ）に示すように、結合試薬が
、結合ドメイン上の標的物質に結合している標的物質相補体に対する結合試薬（補助連結
剤を連結することによる）を含む標的複合体における結合ドメインに結合している、それ
ぞれが異なる結合試薬で修飾されている複数の結合ドメインを有する表面を準備すること
ができる。さらに、図６（ｆ）に、サブセットが、それぞれが異なる結合試薬で修飾され
ている（図６（ｅ）におけるように）結合ドメインを含み、サブセットが、それぞれが異
なる標的物質で修飾されている（図６（ｄ）におけるように）結合ドメインを含む、表面
上の混合された一組の結合ドメインを準備する他の実施形態を示す。図６（ｆ）に示す結
合ドメインは、事前に定められた一組の分析対象物質に対する結合試薬を用いて事前に構
成された結合ドメインのサブセットと、さらなる一組の分析対象物質に対するさらなる一
組の結合試薬を結合するように、すなわち、これらの構成されていない結合ドメインをさ
らなる結合試薬を含むさらなる一組の標的複合体に結合させることによって、使用者によ
り修飾することができる構成されていない結合ドメインのサブセットとを含む。これらの
さらなる試薬は、使用者により準備され、それにより、使用者が事前に規定されたアッセ
イに一組の使用者により規定されるアッセイを加えることを可能にし得る。
【０１８２】
　試薬、すなわち、標的物質は、公知の方法、例えば、粒子を修飾するためのまたはアッ
セイを構成するための確立された方法により表面に結合させることができる。表面にタン
パク質またはオリゴヌクレオチドを接着させる方法の１つの非限定的な例を図７に示す。
この方法は、十分に確立されたヘテロ二官能性架橋剤である、スルホスクシンイミジル－
４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（Ｓｕｌｆｏ－Ｓ
ＭＣＣ）を使用する。ＳＭＣＣのＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）基の牛血清ア
ルブミン（ＢＳＡ）との反応は、ＢＳＡをチオール反応性マレイミド基で標識する。マレ
イミド基は、次に、チオール修飾オリゴヌクレオチドと反応して、安定なチオエーテル基
を介して連結しているＢＳＡ－オリゴヌクレオチドコンジュゲートを形成する。これらの
試薬のアレイは、タンパク質（ＢＳＡなどの）を吸着するまたはそれと反応し、それによ
り関連オリゴヌクレオチドのパターン化されたアレイを発生させる、表面上の試薬の印刷
パターンにより形成することができる。１つの特定の例において、アレイは、黒鉛状炭素
表面、好ましくはスクリーン印刷カーボンインク電極上にＢＳＡ－オリゴヌクレオチドコ
ンジュゲートのアレイを印刷することにより形成する。驚くべきことに、我々は、チオー
ル修飾オリゴヌクレオチドを含むチオール修飾試薬がスクリーン印刷カーボンインク電極
を含む黒鉛状炭素表面と不可逆的に反応すること（ＢＳＡなどのタンパク質にコンジュケ
ートされていない場合でさえ）を見いだした。したがって、チオール修飾試薬（チオール
修飾オリゴヌクレオチドおよびペプチドを含む）は、炭素表面を試薬を含む溶液とともに
インキュベートし、試薬を表面と不可逆的に反応させることによって炭素表面上に固定化
することができる。さらに、そのようなチオール修飾試薬のアレイ（チオール修飾オリゴ
ヌクレオチドおよび／またはペプチドを含むアレイを含む）は、これらの試薬を含む溶液
を炭素表面上に印刷し、表面上のパターン化溶液をインキュベートし、試薬を表面と不可
逆的に反応させることによって形成することができる。
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【０１８３】
　（ｖ）アッセイ装置および補助試薬
　本発明の方法は、様々なアッセイ装置および／または方式に用いることができる。アッ
セイ装置は、例えば、アッセイが進行するときに加えられるまたはアッセイモジュールの
ウエル、チャンバーもしくはアッセイ領域に事前に装入されるアッセイ試薬（標的物質ま
たは他の結合試薬を含み得る）を有するアッセイプレート、カートリッジ、多ウエルプレ
ート、反応容器、試験管、キュベット、フローセル、アッセイチップ、側方流動装置等の
ようなアッセイモジュールを含み得る。これらの装置は、特異的結合アッセイ、例えば、
免疫測定法または免疫クロマトグラフ測定法の様々なアッセイ方式を用い得る。例示のア
ッセイ装置および方式が、本明細書において以下で述べられる。特定の実施形態において
、本発明の方法は、乾燥状態で保存されているアッセイ試薬を用い得るものであり、アッ
セイ装置／キットは、アッセイ試薬を乾燥状態に維持するための乾燥材料をさらに含みま
たは乾燥材料とともに供給され得る。アッセイ試薬を事前に装入したアッセイ装置は、保
存中の優れた安定性を維持すると同時にアッセイ測定の迅速性を著しく改良し、その複雑
さを低減し得る。乾燥アッセイ試薬は、乾燥し、アッセイに使用する前に再構成すること
ができる。これらは、結合アッセイに有用な結合試薬、酵素、酵素基質、指示染料および
対象の分析対象物質を検出するために用いることができる他の反応性化合物を含むが、こ
れらに限定されていない。アッセイ試薬はまた、ブロッキング剤、安定化剤、洗剤、塩、
ｐＨ緩衝剤、保存剤等を含むが、これらに限定されない、検出の機構に直接関与しないが
、アッセイにおいて補助的役割を果たす物質を含み得る。試薬は、遊離形で、あるいはア
ッセイモジュールにおけるコンパートメント（例えば、チャンバー、チェンネル、フロー
セル、ウエル等）の表面またはコロイド、ビーズもしくは他の粒子状担体の表面を含む固
相上に担持されて存在し得る。
【０１８４】
　（ｖｉ）測定方法
　本発明の方法は、分析対象物質の量を測定する、特に、固相に結合した分析対象物質の
量を測定する様々な方法とともに用いることができる。用いることができる技術は、培養
ベースのアッセイ、結合アッセイ（凝集試験、免疫測定法、核酸ハイブリダイゼーション
アッセイ等を含む）、酵素アッセイ、比色分析等のような当技術分野で公知の技術を含む
が、これらに限定されない。他の適切な技術は、当技術分野の平均的技術者には直ちに明
らかであろう。一部の測定技術は、測定を目視検査により行うことを可能にし、他の測定
技術は、測定を行うための機器を必要としまたはその使用が有効であり得る。
【０１８５】
　分析対象物質の量を測定する方法は、ｉ）表面への分析対象物質の結合の後の表面にお
ける質量または屈折率の変化を測定する技術（例えば、弾性表面波技術、表面プラズモン
共鳴センサー、偏光技術等）、ｉｉ）質量分析技術（表面上の分析対象物質を測定するこ
とができるＭＡＬＤＩ、ＳＥＬＤＩ等のような技術を含む）、ｉｉｉ）クロマトグラフま
たは電気泳動技術、ｉｖ）蛍光技術（分析対象物質の固有蛍光に基づき得る）等を含むが
、これらに限定されない、標識を用いない技術を含む。
【０１８６】
　分析対象物質の量を測定する方法は、分析対象物質に直接または間接的に付着させるこ
とができる（例えば、分析対象物質の標識付き結合相手の使用により）標識の検出により
分析対象物質を測定する技術も含む。適切な標識は、直接的に視覚化することができる標
識（例えば、視覚的に見ることができる粒子ならびに光散乱、吸光度、蛍光、化学発光、
電気化学発光、放射能、磁場等のような測定可能なシグナルを発生する標識）を含む。用
いることができる標識は、光散乱、吸光度、蛍光等のような測定可能なシグナルをもたら
す化学活性を有する酵素または他の化学的に反応性の種も含む。標識としての酵素の使用
は、ＥＬＩＳＡｓ、酵素免疫測定法またはＥＩＡｓとも呼ばれている、酵素結合免疫吸着
測定法において十分に確立されている。ＥＬＩＳＡ方式において、未知量の抗原を表面に
付着させ、次いで、特異抗体が抗原に結合し得るように特異抗体を表面上に流す。この抗
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体を酵素に結合させ、最終工程において、酵素が、検出可能なシグナルの変化をもたらす
生成物に変換する物質を加える。生成物の形成は、例えば、吸光度、蛍光、化学発光、光
散乱等のような測定可能な特性の基質と比較した差により検出することができる。本発明
による固相結合法とともに用いることができる特定の（ただし、すべてではない）測定方
法は、固相から非結合成分（例えば、標識）を除去するための洗浄工程が有効または必要
である。したがって、本発明の方法は、そのような洗浄工程を含み得る。
【０１８７】
　１つの実施形態において、試料中の対象の分析対象物質（単数または複数）は、電気化
学発光ベースのアッセイ方式、例えば、電気化学発光（ＥＣＬ）ベースの免疫測定法を用
いて測定することができる。ＥＣＬの高い感度、広いダイナミックレンジおよび選択性は
、医学診断の重要な因子である。市販のＥＣＬ機器は、例外的な性能を示し、それらの優
れた感度、ダイナミックレンジ、精度および複雑試料マトリクスの耐性を含む理由のため
に広く用いられるようになった。ＥＣＬを放射するように誘導することができる種（ＥＣ
Ｌ活性種）は、ＥＣＬ標識として用いられており、例えば、ｉ）金属が例えば、トリスビ
ピリジルルテニウム（ＲｕＢｐｙ）部分のようなＲｕ含有およびＯｓ含有有貴金属化合物
を含むＶＩＩＩ族の金属に属する有機金属化合物ならびにｉｉ）ルミノールおよび関連化
合物などである。ＥＣＬ標識とともにＥＣＬ過程に関与する種は、本明細書でＥＣＬ共反
応物と呼ぶ。一般的に用いられる共反応物は、ＲｕＢｐｙからのＥＣＬ用の第三級アミン
（例えば、米国特許第５，８４６，４８５号参照）、シュウ酸塩および過硫酸塩ならびに
ルミノールからのＥＣＬ用の過酸化水素（例えば、米国特許第５，２４０，８６３号参照
）を含む。ＥＣＬ標識により発生する光は、診断処置におけるリポーターシグナルとして
用いることができる（例えば、参照によって本明細書に組み入れる、Ｂａｒｄら、米国特
許第５，２３８，８０８号）。例えば、ＥＣＬ標識は、抗体、核酸プローブ、受容体また
はリガンドのような結合試薬に共有結合させることができ、結合相互作用における結合試
薬の関与は、ＥＣＬ標識から放射されるＥＣＬを測定することによりモニターすることが
できる。あるいは、ＥＣＬ活性化合物からのＥＣＬシグナルは、化学的環境を示すもので
あり得る（例えば、ＥＣＬ共反応物の形成または破壊をモニターするＥＣＬアッセイを記
載している、米国特許第５，６４１，６２３号参照）。ＥＣＬ、ＥＣＬ標識、ＥＣＬアッ
セイに関するさらなる背景およびＥＣＬアッセイを行うための器具類については、すべて
を参照によって本明細書に組み入れる、米国特許第５，０９３，２６８号、第５，１４７
，８０６号、第５，３２４，４５７号、第５，５９１，５８１号、第５，５９７，９１０
号、第５，６４１，６２３号、第５，６４３，７１３号、第５，６７９，５１９号、第５
，７０５，４０２号、第５，８４６，４８５号、第５，８６６，４３４号、第５，７８６
，１４１号、第５，７３１，１４７号、第６，０６６，４４８号、第６，１３６，２６８
号、第５，７７６，６７２号、第５，３０８，７５４号、第５，２４０，８６３号、第６
，２０７，３６９号、第６，２１４，５５２号および第５，５８９，１３６号ならびにＰ
ＣＴ国際公開特許番号ＷＯ９９／６３３４７、ＷＯ００／０３２３３、ＷＯ９９／９８９
６２、ＷＯ９９／３２６６２、ＷＯ９９／１４５９９、ＷＯ９８／１２５３９、ＷＯ９７
／３６９３１およびＷＯ９８／５７１５４を参照のこと。
【０１８８】
　本発明の方法は、シングルプレックス方式または複数のアッセイ測定が単一試料におい
て実施されるマルチプレックス方式に適用することができる。本発明により用いることが
できるマルチプレックス測定は、ｉ）複数のセンサーの使用を必要とする；ｉｉ）表面上
の位置に基づいて識別することができる表面上の個別のアッセイドメイン（例えば、アレ
イ）を用いる；ｉｉｉ）サイズ、形状、色等のような粒子特性に基づいて識別することが
できる粒子上に被覆された試薬の使用を必要とする；ｉｖ）光学的特性に基づいて識別す
ることができるアッセイシグナル（例えば、吸光度または発光スペクトル）をもたらすま
たはｖ）アッセイシグナルの時間的特性（例えば、シグナルの時間、周波数または位相）
に基づくマルチプレックス測定を含むが、これらに限定されない。
【０１８９】
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　（ｖｉｉ）キット
　１つの実施形態において、本発明は、それぞれが第１および第２の標的物質、例えば、
第１および第２のオリゴヌクレオチドを含む複数の別個の結合ドメインを含む、表面、例
えば、多ウエルプレートまたは複数の粒子ならびに別個のバイアル、容器またはコンパー
トメント入りの、連結剤に結合した第１のオリゴヌクレオチド相補体および第２の連結剤
に結合した第２のオリゴヌクレオチド相補体を含むキットを提供する。好ましい実施形態
において、（ｉ）第１の標的物質および第１の標的物質相補体は、標的物質の第１の対を
構成し、（ｉｉ）第２の標的物質および第２の標的物質相補体は、標的物質の第２の対を
構成する。好ましくは、標的物質の第１および第２の対は、表１に示す配列の対から選択
される、それぞれオリゴヌクレオチドの第１および第２の対を含む。
【０１９０】
　キットは、表１（ａ）および／または表１（ｂ）に示す配列から選択される異なる配列
を含む少なくとも４種のオリゴヌクレオチドを、別個のバイアル、容器またはコンパート
メント入りで、さらに含む。これらの配列は、異なる対から選択される４種の配列を含み
得るまたは対の複数のメンバーを含み得る。
【０１９１】
　キットは、少なくとも７、１０、１６または２５種の表面結合オリゴヌクレオチドおよ
び対応するオリゴヌクレオチド相補体を含み得る。標的物質相補体として使用するために
構成されたオリゴヌクレオチドは、抗体などの結合試薬に事前に結合された状態で準備す
ることができまたは使用者による結合試薬への結合のために連結剤で修飾された状態で準
備することができる。場合により、キットにおけるそれぞれのオリゴヌクレオチド相補体
を異なる結合試薬、例えば、抗体に結合させる。表面結合オリゴヌクレオチドは、異なる
オリゴヌクレオチド配列が別個の結合ドメインに固定化されるように各結合ドメインに固
定化された複数の少なくとも５種（７、１０、１６または２５種）のオリゴヌクレオチド
を含むアレイに組み込むことができる。特定の実施形態において、多ウエルプレートは、
プレートの少なくとも１つのウエル内に本明細書で述べたオリゴヌクレオチドアレイの１
つまたは複数のコピーを含み得る。ここで、該アレイは、複数の結合ドメインに配置され
ている。プレートは、少なくとも２４、９６または３８４ウエルを含み得、アレイは、少
なくとも７種のオリゴヌクレオチド、または少なくとも１０、１６もしくは２５種のオリ
ゴヌクレオチドを含み得る。
【０１９２】
　特定の実施形態において、キットは、プレートの少なくとも１つのウエル内にオリゴヌ
クレオチドアレイの１つまたは複数のコピーを有する多ウエルプレートを含み、アレイは
、複数の結合ドメイン上に配置され、ここで、１つまたは複数、場合により、少なくとも
４つの結合ドメインがその上に固定化された表１（ａ）に示す一連の配列対からの異なる
配列対から選択される異なるオリゴヌクレオチド配列を有する。特定の実施形態において
、キットは、プレートの少なくとも１つのウエル内にオリゴヌクレオチドアレイの１つま
たは複数のコピーを有する多ウエルプレートを含み、アレイは、複数の結合ドメイン上に
配置され、ここで、１つまたは複数、場合により、少なくとも４つの結合ドメインは、そ
の上に固定化された表１（ａ）に示す配列対の組からの異なる配列対から選択される異な
るオリゴヌクレオチド配列を有する。キットは、表１（ａ）、特定の実施形態において表
１（ｂ）における配列対の組から選択される２つ以上のオリゴヌクレオチドからなるさら
なる組のオリゴヌクレオチドをさらに含み得る。ここで、さらなるオリゴヌクレオチドは
、固定化されたオリゴヌクレオチドに対して相補的である。
【０１９３】
　キットは、以下のものを含む１つまたは複数のさらなる容器、器またはコンパートメン
トをさらに含む：（ｉ）第１の結合試薬が試料中の第１の分析対象物質に対して特異的で
ある、第１の連結剤を含む第１の結合試薬、（ｉｉ）別個の容器、器もしくはコンパート
メント入りでまたは（ｉ）の成分として提供される、補助連結剤を含む第１の標的物質相
補体、（ｉｉｉ）第２の結合試薬が試料中の第２の分析対象物質に対して特異的である、
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第２の連結剤を含む第２の結合試薬、および（ｉｖ）別個の容器、器もしくはコンパート
メント入りでまたは（ｉｉｉ）の成分として提供される、第２の補助連結剤を含む第２の
標的物質相補体。
【０１９４】
　あるいは、本発明は、試料中の複数の異なる分析対象物質を測定するためのキットを提
供するものであって、キットは以下のものを含む：（ａ）固体担体の第１の領域に固定化
された第１の標的物質および前記固体担体の第２の領域に固定化された第２の標的物質を
含む固体担体を含む容器、器またはコンパートメント；ならびに（ｂ）以下のものを含む
１つまたは複数のさらなる容器、器またはコンパートメント：（ｉ）第１の連結剤を含む
第１の結合試薬で、前記第１の結合試薬が前記試料中の第１の分析対象物質に対して特異
的である、（ｉｉ）別個の容器、器もしくはコンパートメント入りでまたは（ｂ）（ｉ）
の成分として提供される、補助連結剤を含む第１の標的物質相補体、（ｉｉｉ）第２の連
結剤を含む第２の結合試薬であって、前記第２の結合試薬が前記試料中の第２の分析対象
物質に対して特異的である、および（ｉｖ）別個の容器、器もしくはコンパートメント入
りでまたは（ｂ）（ｉｉｉ）の成分として提供される、第２の連結剤相補体を含む第２の
標的物質相補体。
【０１９５】
　本発明はまた、試料中の複数の異なる分析対象物質を測定するためのキットを企図する
ものであって、キットは以下のものを含む：（ａ）前記固体担体の第１の領域に固定化さ
れた第１の標的物質および前記固体担体の第２の領域に固定化された第２の標的物質を固
体担体上に含む容器、器またはコンパートメント；ならびに（ｂ）以下のものを含む４つ
以上のさらなる容器、器またはコンパートメント：（ｉ）第１の連結剤を含む第１の結合
試薬を含む第１の容器で、前記第１の結合試薬が前記試料中の第１の分析対象物質に対し
て特異的である、（ｉｉ）別個の容器、器もしくはコンパートメント入りで提供される、
補助連結剤を含む第１の標的物質相補体を含む第２の容器、（ｉｉｉ）第２の連結剤を含
む第２の結合試薬を含む第３の容器で、前記第２の結合試薬が前記試料中の第２の分析対
象物質に対して特異的である、および（ｉｖ）別個の容器、器もしくはコンパートメント
入りで提供される、第２の補助連結剤を含む第２の標的物質相補体を含む第４の容器。
【０１９６】
　さらに、本発明は、試料中の複数の異なる分析対象物質を測定するためのキットを提供
するものであって、キットは以下のものを含む：（ａ）固体担体の第１の領域に固定化さ
れた第１の標的物質および固体担体の第２の領域に固定化された第２の標的物質を固体担
体上に含む容器、器またはコンパートメント；ならびに（ｂ）以下のものを含む２つ以上
のさらなる容器、器またはコンパートメント：（ｉ）第１の結合試薬が試料中の第１の分
析対象物質に対して特異的である、第１の連結剤を含む第１の結合試薬、および補助連結
剤を含む第１の標的物質相補体を含む第１の容器、ならびに（ｉｉ）第２の結合試薬が前
記試料中の第２の分析対象物質に対して特異的である、第２の連結剤を含む第２の結合試
薬、および第２の補助連結剤を含む第２の標的物質相補体を含む第２の容器。
【０１９７】
　特定の実施形態において、本発明は、以下のものを含むキットを提供する：それぞれが
第１および第２のオリゴヌクレオチドをそれぞれ含む複数の別個の結合ドメインを含む多
ウエルプレートで、前記第１および第２のオリゴヌクレオチドが表１（ａ）および／また
は（ｂ）に示す配列からなる群から選択される。
【０１９８】
　キットは、複数の分析対象物質の結合アッセイを行う方法における多ウエルプレートの
使用説明書も含み得るものであって、前記方法は、以下の工程を含む：
　（ａ）前記複数の分析対象物質における第１の分析対象物質に対して特異的な第１の結
合試薬および前記第１のオリゴヌクレオチドを含む第１の結合試薬複合体を形成する工程
であって、前記第１の結合試薬が連結剤に結合し、前記第１のオリゴヌクレオチドが補助
連結剤に結合し、前記第１の結合試薬複合体が前記連結剤と前記補助連結剤との間の反応
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により形成される、工程と、
　（ｂ）前記複数の分析対象物質における第１の分析対象物質に対して特異的な第２の結
合試薬および前記第２のオリゴヌクレオチドを含む第２の結合試薬複合体を形成する工程
であって、前記第２の結合試薬が第２の連結剤に結合し、前記第２のオリゴヌクレオチド
が第２の補助連結剤に結合し、前記第２の結合試薬複合体が前記第２の連結剤と前記第２
の補助連結剤との間の反応により形成される、工程と、
　（ｃ）第１および第２の結合試薬複合体を、それぞれがそれぞれ第１のオリゴヌクレオ
チド相補体および第２のオリゴヌクレオチド相補体に連結された２つ以上の結合ドメイン
と、前記第１のオリゴヌクレオチドを前記第１のオリゴヌクレオチド相補体に、前記第２
のオリゴヌクレオチドを前記第２のオリゴヌクレオチド相補体に結合させるのに十分な条
件下で、混合する工程と、
　（ｄ）前記複数の分析対象物質を含む試料を工程（ｃ）で形成された混合物と混合する
工程と、
　（ｅ）複数のさらなる結合試薬を工程（ｄ）で形成された混合物に加える工程であって
、前記複数のさらなる結合試薬が（ｉ）第１の分析対象物質および／または第１の結合試
薬－第１の分析対象物質複合体に対して特異的な第１の検出試薬ならびに（ｉｉ）第２の
分析対象物質および／または第２の結合試薬－第２の分析対象物質複合体に対して特異的
な第２の検出試薬を含む、工程と、
　（ｆ）前記結合ドメインに結合した第１および第２の分析対象物質の量を測定する工程
。
【０１９９】
　１つの特定の実施形態において、多ウエルアッセイプレートは、最終使用者開発アッセ
イパネル、すなわち、プレートを用いるアッセイを行うために最終使用者の結合試薬を用
いて最終使用者により構築されるアッセイパネルを構成するために用いることができる。
この実施形態において、最終使用者は、どの結合試薬を各結合ドメインに結合させるかを
指定する。第１の標的物質を含む第１の結合ドメインおよび第２の標的物質を含む第２の
結合ドメインならびに、場合により、さらなる標的物質を含むさらなる結合ドメインを含
む複数の別個の結合ドメインを含む多ウエルアッセイプレートを提供する。結合ドメイン
のそれぞれは、本明細書で述べたように、結合試薬複合体により複数の結合ドメインのそ
れぞれに結合する個々の結合試薬を選択することにより使用者により機能的にされる。別
個のバイアル、容器またはコンパートメント入りで、第１の標的物質相補体、第２の標的
物質相補体および場合によりさらなる標的物質相補体を含む一組の標的試薬（それぞれが
連結剤に結合した）を提供する。第１の標的物質および第１の標的物質相補体ならびに第
２の標的物質および第２の標的物質相補体は、それぞれ標的物質の第１および第２の対を
構成する。同様に、あらゆるさらなる標的物質相補体は、結合ドメイン上の種々の標的物
質と対を構成する。１つの好ましい実施形態において、標的物質および標的物質相補体は
、オリゴヌクレオチド（すなわち、オリゴヌクレオチドおよびその相補体）である。この
実施形態において、標的物質の第１および第２の対ならびに標的物質のさらなる対は、表
１（ａ）および／または表１（ｂ）に収載した配列のリストから選択される。
【０２００】
　したがって、使用者は、どの標的物質／標的物質相補体がそれぞれの特定の結合ドメイ
ンに結合するかを選択する。使用者はまた、どの結合試薬がそれぞれの特定の結合ドメイ
ンに結合し、指定の結合ドメインに結合した標的物質の標的物質相補体を含む結合試薬複
合体を形成するかを選択する。
【０２０１】
　キットは、使用者が補助連結剤を使用者の結合試薬に結合させるための試薬を備え得る
。ビオチンが補助連結剤である場合、キットは、ＮＨＳエステルまたはヒドラジドまたは
マレイミドのような反応性官能基で修飾されたビオチンを含み得る。プレートおよび／ま
たは標的試薬の組は、検出可能な標識を検出試薬のようなアッセイ成分に結合させるため
のラベリングキットをさらに含み得る。例えば、多ウエルアッセイプレートが電気化学発
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光反応を行うように構成されている場合、ラベリングキットは、ＳＵＬＦＯ－ＴＡＧ（商
標）ＮＨＳエステル、ＬＣ－ビオチンＮＨＳエステル、場合よるスピンカラムおよび場合
よるラベリング緩衝液を含み得る。さらにＥＣＬ読み取り緩衝液ならびに場合よるアッセ
イおよび抗体希釈剤を提供することができる。
【０２０２】
　標的試薬の組は、好ましくは多ウエルプレートに存在する結合ドメインの数に見合う量
の標的試薬を含む。例えば、多ウエルプレートが１０個の別個の結合ドメインを含む場合
、１０種の標的試薬の一組を当該多ウエルプレートについて使用する。
【０２０３】
　標的物質は、補助連結剤に直接結合する連結剤、例えば、補助連結剤がビオチンである
場合には、ストレプトアビジンまたはアビジンとともに提供することができる。連結剤お
よび補助連結剤が架橋剤を介して連結されるように構成されている場合（例えば、連結お
よび補助連結剤の両方がビオチンである場合）、キットは、結合試薬を標的物質相補体に
結合させるために用いることができる架橋試薬溶液（例えば、ストレプトアビジンまたは
アビジンの溶液）も備え得る。キットは、連結／架橋反応の適切な条件をもたらす反応緩
衝液および反応停止溶液も備え得る。１つまたは複数の連結試薬がビオチンである場合、
停止溶液は、連結剤、補助連結剤または架橋剤として存在するストレプトアビジンまたは
アビジンにおける未使用のビオチン結合部位をブロックするための遊離のビオチンを含み
得る。
【０２０４】
　この実施形態において、使用者は、結合試薬、例えば、捕捉および検出抗体を供給し、
どの結合試薬が結合ドメインのそれぞれに結合するかを指定する。結合試薬、例えば、捕
捉抗体を、選択された連結剤、例えば、ビオチンにより標識し、補助連結剤、例えば、ス
トレプトアビジンを介して標的物質対のメンバーに結合させる。その間に、標的物質を選
択された結合ドメインに結合させることによってプレートを準備する。修飾結合試薬は、
表面に接触して、結合試薬により認識される分析対象物質のその後の結合アッセイに用い
ることができる表面に結合した結合試薬複合体を形成する。対象の分析対象物質は、結合
ドメインを標識結合試薬と接触させ、当該結合ドメインに存在する標識の存在を測定する
ことによって検出される。
【０２０５】
　あるいは、多ウエルアッセイプレートを、例えば、入手可能な多重化アッセイパネルの
カタログからの使用者の仕様に基づいて構成することができ、かつ／または使用者が一組
の分析対象物質を選択して、当該一組の分析対象物質の使用者向けにカスタマイズされた
多重化アッセイを構成することができる。多重化アッセイパネルは、個々のアッセイがと
もに十分に機能するように、選択し、最適化すべきである。例えば、試料は、アッセイす
る前に希釈を必要とし得る。試料マトリックス効果を最小限にし、パネルにおけるすべて
の分析対象物質がアッセイのダイナミックレンジ内にある可能性を最大限にするために、
対象の特定の試料マトリックスの試料希釈度を所定のパネルについて最適化する。好まし
い実施形態において、パネルにおけるすべての分析対象物質を少なくとも１つの試料型に
ついて同じ試料希釈度を用いて分析する。他の好ましい実施形態において、パネルにおけ
るすべての分析対象物質をほとんどの試料型について同じ希釈度を用いて測定する。
【０２０６】
　所定の免疫測定法について、検出抗体の濃度および検出抗体のタンパク質当たりの検出
可能な標識の数（Ｌ／Ｐ比）は、すべての分析対象物質の予想されるレベルを同じ試料希
釈度での定量可能な範囲に入れるように調整する。所定の分析対象物質の定量可能な範囲
の上限を増加させることを望む場合、Ｌ／Ｐ比を低下させ、かつ／または検出抗体濃度を
低下させることができる。他方で、定量可能な範囲の下限を増加させることを望む場合、
Ｌ／Ｐを増加させることができ、検出抗体濃度は、飽和レベルでなく、かつ／またはバッ
クグラウンドシグナルを低下させることができる場合、増加させることができる。
【０２０７】
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　アッセイパネルとともに用いる校正標準は、パネルの推奨試料希釈度に対する適切な定
量可能範囲を得るように選択する。校正標準は、パネルにおける既知濃度の１つまたは複
数の分析対象物質を有する。未知試料中の分析対象物質の濃度は、これらの標準との比較
により決定される。１つの実施形態において、校正標準は、アッセイパネルにより測定さ
れる異なる分析対象物質の混合物を含む。好ましくは、合成キャリブレータ（combined c
alibrator）中の分析対象物質レベルは、各分析対象物質のアッセイシグナルが同等、例
えば、２倍、５倍または１０倍以内であるように選択する。他の実施形態において、校正
標準は、複数の異なるアッセイパネルからの分析対象物質の混合物を含む。
【０２０８】
　校正曲線は、例えば、直線当てはめ、４パラメーターロジスティック（４－ＰＬ）およ
び５パラメーター（５－ＰＬ）当てはめのような当技術分野で公知の曲線当てはめを用い
て校正標準とともに測定したアッセイシグナルに当てはめることができる。そのような当
てはめを用いて、測定アッセイシグナルを計算当てはめにバックフィトすることにより未
知試料中の分析対象物質の濃度を決定することができる。校正標準を用いた測定は、検出
限界（ＬＯＤ）、定量限界（ＬＯＱ）、ダイナミックレンジおよび直線性限界（ＬＯＬ）
のようなアッセイ特性を決定するためにも用いることができる。
【０２０９】
　多重化パネルの開発の一部として、キャリブレータおよび検出抗体の非特異的結合を低
減するためにアッセイを最適化する。サンドイッチ免疫測定法において、特異性は、主と
して捕捉抗体結合によってもたらされる。多重化パネルを評価するためのいくつかの考慮
すべき事項は、以下の事項を含む：（ａ）捕捉抗体への検出抗体の非特異的結合をパネル
におけるアッセイのより低いバックグラウンドまで減少させる、これは、検出抗体の濃度
およびＬ／Ｐを調整することによって達成することができる；（ｂ）パネルにおける他の
キャリブレータへの検出抗体の非特異的結合も望ましくなく、最小限にすべきである；（
ｃ）パネルにおける他のキャリブレータおよび他の関連分析対象物質の非特異的結合を最
小限にすべきである；キャリブレータの非特異的結合が存在する場合、それは、パネルに
おけるアッセイの全般的特異性を低下させることがあり得、また捕捉抗体に結合するキャ
リブレータの競合があるので、信頼できない結果ももたらし得る。
【０２１０】
　１つの特定の実施形態において、キットは、アッセイプロトコールの適正な工程が順守
されることを保証するための１つまたは複数の試薬をさらに含む。さらに、アッセイ工程
の変動は、アッセイに無関係に測定することができる。この実施形態において、アッセイ
を行うために用いられる希釈剤で希釈された一連の相補的オリゴヌクレオチドがキットに
備えられている。適正な工程が実施されているとき、種々の希釈剤中のオリゴヌクレオチ
ドは、結合して、鎖を伸長させる。最終希釈剤は、アッセイの成功した処理の検出可能な
指標となるリポーターまたは標識付きの最終の相補的オリゴヌクレオチドを含み得る。例
えば、多ウエルプレートの第１の結合ドメインが配列Ａを有するＢＳＡ－オリゴヌクレオ
チドで被覆されている。アッセイ希釈剤は、配列Ａに相補的なオリゴヌクレオチド配列Ａ
’およびさらなる配列Ｂを含む。ＡとＢは、互いに相互作用せず、それらの相補体とのみ
特異的に相互作用する。最終希釈剤は、オリゴヌクレオチドＢの相補体Ｂ’を含む補助オ
リゴヌクレオチドおよび検出可能な標識を含む。したがって、第１の結合ドメインからの
検出可能なシグナルは、試料が加えられたことまたは検出部分が加えられたことを確認す
るために用いることができる。発生したシグナルは、適正な容積および濃度の試薬が加え
られたかどうか、ならびに試料の取り扱い手順および／または装置の変動が存在したかど
うかを検出するためにも用いることができる。方法に用いられるオリゴヌクレオチド鎖は
、複数の重複配列を含み得る。
【０２１１】
　パネルにおける異なるアッセイが異なるインキュベーション時間および最適な機能達成
能力のための試料取扱い要件を必要とし得る。したがって、目標は、パネルにおける大部
分のアッセイについて最適化されているプロトコールを選択することである。アッセイプ
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ロトコールの最適化は、１つまたは複数の以下のプロトコールパラメーターを調節するこ
とを含むが、これに限定されない：タイミング（各工程のインキュベーション時間）、調
製手順（キャリブレータ、試料、対照等）および洗浄工程の数。
【実施例】
【０２１２】
　本発明のこれらおよび他の実施形態は、以下の非限定的な実施例で例示する。
【実施例１】
【０２１３】
　直接アッセイ方式
　直接アッセイ用の多ウエルプレートの調製および使用の手順を図２に例示する。実験レ
イアウト、すなわち、どのオリゴヌクレオチド配列を多ウエルアッセイプレートのどの結
合ドメインに配置したかを示した。多ウエルアッセイプレートは、Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ
　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，ＬＬＣ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）の一部門であるＭｅｓ
ｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙから入手した。それぞれの個別のオリゴヌクレオチ
ド配列相補体の希釈標準溶液（５５０μＬ）は、配列相補体の保存溶液をＤｉｌｕｅｎｔ
　１００で約５０倍希釈することによって調製した（オリゴヌクレオチド配列相補体の保
存溶液およびＤｉｌｕｅｎｔ　１００は、Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙか
ら入手できる）。
【０２１４】
　各捕捉抗体は、図５（ｄ）に示すように二官能性カップリング試薬（スルホスクシンイ
ミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）－１－シクロヘキサンカルボキシレート（「ＳＭＣ
Ｃ」）および通常のカップリングプロトコールを用いて末端チオール基を有するオリゴヌ
クレオチドにより標識した。例えば、タンパク質をＳＭＣＣにおけるＮＨＳ－エステルと
反応させて、タンパク質を標識し、得られた複合体をＳＭＣＣにおけるマレイミド基と反
応するチオール化オリゴヌクレオチドと反応させる。次いで、一組の抗体－オリゴヌクレ
オチドコンジュゲートのプールした溶液（５０μＬ）を多ウエルプレートの各ウエルのハ
イブリダイゼーション緩衝液に室温で１時間加えて、相補的オリゴヌクレオチド配列をハ
イブリダイズし、それにより、捕捉抗体を多ウエルプレートに固定化して、複数の結合試
薬複合体を形成した。
【０２１５】
　複数の分析対象物質を含む溶液（２５μＬのＭＳＤ　Ｄｉｌｕｅｎｔ　２とＭＳＤ　Ｄ
ｉｌｕｅｎｔ　２の２５μＬキャリブレータ溶液）を調製済みプレートの各ウエルに加え
、室温で１時間インキュベートし、ＰＢＳで３回洗浄し、一組の標識検出抗体（５０μＬ
のＭＳＤ　Ｄｉｌｕｅｎｔ　３）を多ウエルプレートの各ウエルに加えた。プレートを振
とうしながらインキュベートし、ウエルをＰＢＳで３回洗浄し、１５０μＬのＲｅａｄ　
Ｂｕｆｆｅｒ　Ｔ（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）を満たし、ＳＥＣＴＯ
Ｒ（登録商標）Ｉｍａｇｅｒ装置で分析した。
【０２１６】
　このプロトコールを用いて、７プレックスケモカインパネルについてアッセイを行い、
結果を図８（ａ）～（ｇ）に示す。この実験でアッセイした分析対象物質は、エオタキシ
ン、ＭＩＰ－１ｂ、ＴＡＲＣ、ＩＬ－８、ＭＣＰ－４、ＩＰ－１０およびＭＣＰ－１（す
べてがヒト分析対象物質）であった。さらに、このプロトコールを用いて、ＩＦＮｇ、Ｉ
Ｌ－１ｂ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ７０、
ＩＬ－１３およびＩＮＦａ（すべてがヒト分析対象物質）を含む１０プレックスＴＨ１／
ＴＨ２パネルについてアッセイを行った。両アッセイの結果をオリゴヌクレオチドリンカ
ーが存在しない標準直接免疫測定法と比較した。
【実施例２】
【０２１７】
　オリゴヌクレオチド－ＳＡコンジュゲートを用いた間接アッセイ方式
　オリゴヌクレオチド－ＳＡコンジュゲートを用いた間接アッセイ用の多ウエルプレート
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の調製および使用の手順を図９（ａ）～（ｃ）に例示する。多ウエルアッセイプレートの
実験レイアウトを実施例１と同様に示した。ストレプトアビジン（ＳＡ）に結合したそれ
ぞれの個別のオリゴヌクレオチド配列相補体の希釈標準溶液（５５０μＬ）は、配列相補
体の保存溶液をＤｉｌｕｅｎｔ　１００で約５０倍希釈することによって調製した（オリ
ゴヌクレオチド配列相補体の保存溶液およびＤｉｌｕｅｎｔ　１００は、Ｍｅｓｏ　Ｓｃ
ａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙから入手できる）。ビオチニル化抗体の溶液をオリゴヌクレ
オチド配列相補体の所望の希釈標準溶液に加えて、一組の個別のビオチニル化捕捉抗体／
オリゴヌクレオチド－ＳＡ混合物を調製した。混合物中のビオチニル化抗体の濃度は、約
５～３０μｇ／ｍＬの範囲にあった。混合物を室温で３０～４５分間緩やかに混合した。
５０μＬのビオチン溶液（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）（約３倍過剰の
ビオチン）をそれぞれの個別のビオチニル化抗体／オリゴヌクレオチド相補体混合物に加
え、この混合物を室温で１０～１５分間緩やかに混合した。等量（５５０μＬ）の個別の
ビオチニル化抗体／オリゴヌクレオチド相補体を混ぜ合わせ、溶液の総容積を、コンジュ
ゲーション緩衝液（ｐＨ７．４の０．１Ｍ　ＥＤＴＡを含むＰＢＳ）の添加により５５０
０μＬに調整した。
【０２１８】
　多ウエルプレートを室温まで加温した（約１０分）。５０μＬのビオチニル化抗体／オ
リゴヌクレオチド相補体をプレートの各ウエルに加えた。プレートを接着シールで覆い、
プレート振とう機上で室温で１時間インキュベートした。各ウエルをリン酸緩衝生理食塩
水（ＰＢＳ、３Ｘ）で洗浄した。
【０２１９】
　複数の分析対象物質を含む溶液（２５μＬのＭＳＤ　Ｄｉｌｕｅｎｔ　２とＭＳＤ　Ｄ
ｉｌｕｅｎｔ　２の２５μＬキャリブレータ溶液）を調製済みプレートの各ウエルに加え
、室温で１時間インキュベートし、ＰＢＳで３回洗浄し、一組の標識検出抗体（５０μＬ
のＭＳＤ　Ｄｉｌｕｅｎｔ　３）を多ウエルプレートの各ウエルに加えた。プレートを振
とうしながらインキュベートし、ウエルをＰＢＳで３回洗浄し、１５０μＬのＲｅａｄ　
Ｂｕｆｆｅｒ　Ｔ（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）を満たし、ＳＥＣＴＯ
Ｒ（登録商標）Ｉｍａｇｅｒ装置で分析した。
【実施例３】
【０２２０】
　ニートＳＡ／ビオチニル化オリゴヌクレオチドを用いた間接アッセイ方式
　ビオチニル化捕捉抗体、ニートストレプトアビジンおよびビオチニル化オリゴヌクレオ
チドを用いた間接アッセイ用の多ウエルプレートの調製および使用の手順を図１０（ａ）
～（ｃ）に例示する。多ウエルアッセイプレートの実験レイアウトを実施例１と同様に示
した。ストレプトアビジン（ＳＡ）に結合したそれぞれの個別のオリゴヌクレオチド配列
相補体の過剰の希釈標準溶液（５５０μＬ）は、配列相補体の保存溶液をＤｉｌｕｅｎｔ
　１００で約５０倍希釈することによって調製した（オリゴヌクレオチド配列相補体の保
存溶液およびＤｉｌｕｅｎｔ　１００は、Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙか
ら入手できる）。ビオチニル化抗体の溶液をオリゴヌクレオチド配列相補体の所望の希釈
標準溶液に加えて、一組の個別のビオチニル化捕捉抗体／オリゴヌクレオチド－ＳＡ混合
物を調製した。混合物中のビオチニル化抗体の濃度は、約５～３０μｇ／ｍＬの範囲にあ
った。混合物を室温で３０～４５分間緩やかに混合した。５０μＬのビオチン溶液（Ｍｅ
ｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）（約３倍過剰のビオチン）をそれぞれの個別の
ビオチニル化抗体／オリゴヌクレオチド相補体混合物に加え、この混合物を室温で１０～
１５分間緩やかに混合した。等量（５５０μＬ）の個別のビオチニル化抗体／オリゴヌク
レオチド相補体を混ぜ合わせ、溶液の総容積を、コンジュゲーション緩衝液（Ｍｅｓｏ　
Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙから入手できる）の添加により５５００μＬに調整した
。
【０２２１】
　多ウエルプレートを室温まで加温した（約１０分）。５０μＬのビオチニル化抗体／オ
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リゴヌクレオチド相補体をプレートの各ウエルに加えた。プレートを接着シールで覆い、
プレート振とう機上で室温で１時間インキュベートした。各ウエルをリン酸緩衝生理食塩
水（ＰＢＳ、３Ｘ）で洗浄した。
【０２２２】
　複数の分析対象物質を含む溶液（２５μＬのＭＳＤ　Ｄｉｌｕｅｎｔ　２とＭＳＤ　Ｄ
ｉｌｕｅｎｔ　２の２５μＬキャリブレータ溶液）を調製済みプレートの各ウエルに加え
、室温で１時間インキュベートし、ＰＢＳで３回洗浄し、一組の標識検出抗体（５０μＬ
のＭＳＤ　Ｄｉｌｕｅｎｔ　３）を多ウエルプレートの各ウエルに加えた。プレートを振
とうしながらインキュベートし、ウエルをＰＢＳで３回洗浄し、１５０μＬのＲｅａｄ　
Ｂｕｆｆｅｒ　Ｔ（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）を満たし、ＳＥＣＴＯ
Ｒ（登録商標）Ｉｍａｇｅｒ装置で分析した。
【実施例４】
【０２２３】
　７プレックスサイトカインＢパネルを用いた３種のアッセイ方式の比較結果
　７プレックスサイトカインＢパネル（ＩＬ－８、ｈＴＮＦ－ａ、ｈＥｏｔａｘｉｎ－３
、ｈ－Ｅｏｔａｘｉｎ、ｈＭＣＰ－１、ＨＩＰ－１０およびｈＭＩＰ－１ａ）を実施例１
、２および３で述べたアッセイ方式、すなわち、直接、オリゴヌクレオチド－ＳＡコンジ
ュゲートを用いた間接およびニートＳＡ／ビオチニル化オリゴヌクレオチドを用いた間接
アッセイ方式で試験した。アッセイのＬＯＤ値は、２５標準偏差を仮定する８ポイント校
正曲線から推定した。結果を図１１（ａ）～（ｇ）に示す。直接および間接アッセイ方式
のＬＯＤ値を、すべての試験したアッセイについて標準受動吸着および免疫測定法で観測
されたＬＯＤ値と比較している。ニートＳＡを用いた間接アプローチは、ＬＯＤ値のかな
りの広がりを示し、一部のアッセイＩＬ－８およびｈＩＰ－１０は、残りのアッセイ方式
と比較してより高いＬＯＤ値を示したが、エオタキシンＭＩＰ－１０は、より低いＬＯＤ
値を示した。
【０２２４】
　本発明は、本明細書で述べた特定の実施形態による範囲に限定されるものではない。実
際、前述の説明および添付図面から、本明細書で述べたものに加えて、方法の様々な修正
が当業者には明らかになるであろう。そのような修正は、特許請求の範囲内に入るものと
する。様々な刊行物が本明細書において引用されており、その開示は、参照によってその
全体として組み入れる。
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