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(57)【要約】
本発明は試料中の分析物の存在または量を検出する方法を提供し、該方法は以下を含む：
結合物質が付着している粒子、分析物、および結合物質でコーティングされた標識粒子が
加えられる多孔性表面。分析物が試料中に存在する場合、液相で免疫反応または化学反応
が起きる。結合した複合体と非結合材料との分離は、多孔性表面（たとえば格子）の表面
上で分離が主に二次元的に起きるような表面を利用することで達成される。興味深いこと
に、開示される表面は、複合体は多孔性表面（たとえば格子）で二次元的に分布するが、
非結合材料は三次元的に分布する分離を可能にする。従って、該表面は二次元および三次
元的分離の両方を可能にする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)分析物に特異的に結合する結合物質が付着している粒子を含む第一の結合成分を、
多孔性表面に加える工程；
　(b)試料を該多孔性表面に加える工程；
　(c)検出できるように標識された粒子を含む第二の結合成分を、該多孔性表面に加える
工程；ならびに
　(d)該多孔性表面上の検出できるように標識された粒子によって生成される、該試料中
にある分析物の存在および／または量を示す信号を検出する工程
を含む、試料中の分析物の存在または量を検出するための方法であって、
　ここで、該多孔性表面は、該第二の結合成分の該表面の通過を許すが、該第一の結合成
分は通過させず、
　該第一の結合成分と該分析物は互いに結合して第一の結合複合体を形成し、
　該第二の結合成分と該第一の結合複合体が互いに結合して第二の結合複合体を形成する
ように、該検出できるように標識された粒子には、該第一の結合複合体に特異的に結合す
る結合物質が付着しており、かつ
　第一の結合複合体および／または第二の結合複合体は多孔性表面上に保持される、方法
。
【請求項２】
　試料と第一の結合成分を表面に加える前に互いに接触させる、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　工程(a)が工程(b)の前に行われる、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　試料、第一の結合成分、および第二の結合成分を、多孔性表面に加える前に互いに接触
させる、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　多孔性表面を通過することができる洗浄液を、工程（d）の前に該表面に加える工程を
さらに含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　第二の結合成分が、分析物に特異的に結合する結合物質が付着している、検出できるよ
うに標識された粒子を含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　多孔性表面が、金属、プラスチック、セラミック、ガラスまたはシリコンである材料を
含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　多孔性表面が分離装置を含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　多孔性表面が、二次元および三次元形式の両方を含む、前記請求項のいずれか一項記載
の方法。
【請求項１０】
　多孔性表面が格子である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　第一の結合成分または第二の結合成分の粒子が、
　（a）合成ポリマー、プラスチック、ガラス、金属もしくはセルロースを含むか；また
は
　（b）リポゾーム、細胞もしくは微生物である、
前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　第一の結合成分の粒子が第二の結合成分の粒子よりも大きな平均直径をもつ、前記請求
項のいずれか一項記載の方法。
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【請求項１３】
　第一の結合成分の粒子が0.1μmから200μmの平均直径をもつ、前記請求項のいずれか一
項記載の方法。
【請求項１４】
　第二の結合成分の粒子が1nmから1000nmの平均直径をもつ、前記請求項のいずれか一項
記載の方法。
【請求項１５】
　多孔性表面が、二つの平行な側面をもち、平行な側面間の距離が第一の結合成分の粒子
の平均直径よりも小さな、開口／孔を含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　粒子を実質的にコーティングするのに十分な量の結合物質が、吸着または共有結合によ
って該粒子に結合している、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
　結合物質が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、またはそのF(ab')もしくはF(
ab')2フラグメントを含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　粒子が、発光性、放射標識性、発色性、または磁性の材料を用いて検出できるように標
識される、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１９】
　分析物が抗原である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　抗原がC反応性タンパク質（CRP）または性ホルモン結合グロブリン（SHBG）である、請
求項19記載の方法。
【請求項２１】
　（a）多孔性表面；
　（b）分析物に特異的に結合して第一の結合複合体を形成する結合物質が付着している
粒子を含む、第一の結合成分；および
　（c) 第二の結合成分と該第一の結合複合体が互いに結合して第二の結合複合体を形成
するように、該第一の結合複合体に特異的に結合する結合物質が付着している、検出でき
るように標識された粒子を含む、第二の結合成分
を含む、試料中の分析物の存在および／または量を検出するためのキットであって、第一
の結合複合体および／または第二の結合複合体は、多孔性表面上に保持されうる、キット
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、形成された免疫複合体または任意の生体分子複合体を、結合されていない物
質から、使用する粒子と互いに適合性のある孔、開口からなる多孔性の表面（例えば格子
）上で分離することに関する。本発明は、試料中の分析物の検出と定量化のための、粒子
の大きさや異なる性質を利用する二粒子アッセイ形式で実施される不均一系の免疫アッセ
イを開示する。本方法では、試料のなかから分析物を捕らえ、体液からその分析物を分離
し、区別するために大きい粒子を使用する一方、標識手段として小さな粒子を使用する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　標本に含まれる抗原を検出し定量化するために、幾つかの方法が、免疫アッセイ技術を
用いる。現在、二種類の免疫アッセイ系が使われている。均一系では、アッセイは一段階
で行われる。不均一系では、免疫アッセイは二段階で行われる。追加の一段階は、結合さ
れた物質を結合されなかった物質から分離するために必要である。一般に、抗体または抗
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原が吸着または化学結合により結合している固体の支持体表面が、結合相として使われる
。免疫反応の性能と分離段階の効率を向上させるために多くの固体支持体表面が開発され
ている。
【０００３】
　抗原と抗体との免疫反応の効率を向上させるために、凝集アッセイにおいて移動固相と
して粒子が使われている。前記の系では、可溶性の抗原／抗体が粒子に結合された特定の
抗体／抗原と結合し、その結果、粒子の表面に不溶性の抗原抗体免疫複合体が析出する。
固相免疫アッセイでは、固相に結合した免疫複合体を洗浄することにより、結合していな
い物質との分離がより完全に行われ、従って信号対雑音比が向上し、アッセイの感度を向
上させることができる。さらに、固体支持体の表面積を増大させるために、さまざまな組
成の微粒子も使用されている。
【０００４】
　粒子に基づく凝集アッセイは当業者に周知である。もともとの凝集アッセイは単一の大
きさの粒子を、ポリスチレン粒子、すなわちラテックス粒子としてとして利用した。米国
特許第4,279,617号には、特に少量の分析物をアッセイするときの凝集アッセイの低い感
度を克服する方法が開示されており、その方法では二種類の異なるコーティングをした粒
子状試薬が使われる。該粒子は異なる大きさでもよい。この方法は、濾過工程を用いるこ
とにより、凝集体から結合していない物質を分離することは含まない。
【０００５】
　先行技術文献には、膜、フィルターや他の基質のような多孔性の部材の使用に依存する
アッセイ技術を開示する刊行物が幾つか認められる。米国特許第4,632,901号、欧州特許
第180638号、および米国特許第4,727,019号では、目的の分析物の受容体が結合している
部材、およびその第一の部材に加える液体を汲み出すための第二の部材が開示されている
。液体状の試料を加えると、液体は流れて通過し、部材内の受容体が試料中に存在する分
析物と結合する。試料の添加後、前記分析物の、標識された別の受容体が、検出を可能に
するために加えられる。適切な標識は、酵素、放射性核種、蛍光標識である。酵素標識を
使用した場合の欠点は、色を生成する物質を膜に加えなければならないことである。
【０００６】
　欧州特許第253579号は上記部材に基づく技術のさらなる態様を開示する。この態様では
、多孔性の部材に受容体または抗受容体を固定する手段を含めるために、多孔性の膜の隙
間に閉じ込められているマイクロスフェアを利用する。
【０００７】
　米国特許第4,916,056号、欧州特許第389003号、米国特許第5,008,080号、および米国特
許第5,149,622号は、抗原や抗体が保持された粒子を利用する、膜に基づくフロースルー
アッセイを開示する。粒子の大きさは重要ではないが、繊維状基質の平均的な孔の大きさ
よりも小さいことが好ましい。
【０００８】
　結合していない物質と免疫複合体との分離には三次元膜が通常使用される。米国特許第
5,501,949号は、第一の結合成分（物質）のための固相として細かく分割された粒子を使
う免疫アッセイを開示する。可溶性の第二の結合成分は信号を発生する物質で標識されて
いる。この方法で使用される、粒子に結合していない、標識された可溶性の結合成分は、
粒子に結合した標識により標識されている結合成分と比較して、より低い特異的な活性を
もつ。その結果として、アッセイの感度が失われる。本方法は免疫複合体を濾過し、結合
していない物質を分離するために三次元膜を使用する。
【０００９】
　米国特許第4,853,335号は、生物学的標本、金コロイドにより標識されたリガンドまた
は抗リガンドおよびリガンドまたは抗リガンドでコーティングされた固相の捕捉粒子を、
多孔性のフィルムに加える、免疫アッセイを開示する。膜に捕捉された粒子は視覚的に色
を検査される。
【００１０】
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　英国特許出願第2123146号は、二重チャンネル光学-電気セルカウンターまたは蛍光顕微
鏡でなされるアッセイ法を説明している。開示は、該アッセイ法を用いることにより、異
なる検出可能な性質を持つ第一の微小粒子と第二の微小粒子を含む。該出願は、濾過工程
を使用する、結合していない物質と凝集体とのいかなる分離をも開示していない。生体液
が粒子と混ぜられ、その後それらの異なる性質が測定される。
【００１１】
　米国特許第5,565,366号は、リガンドに特異的な受容体を表面に担う色のついた粒子と
試料を接触させることにより試験混合物が形成される方法を含む。試験混合物を、粒子よ
りも大きいが、凝集物よりは小さな開口を持つフィルターに通すと、凝集物は濾液から除
かれ、濾液とフィルターの色が分析される。この文献は、先行技術で用いられていたより
大きい粒子に比べて、ここで使用される小さな粒子の方が凝集物の生成に関してより有利
であることを開示している。しかしながら、粒子が小さくなるほど、粒子上でのリガンド
や抗リガンドの消費が多くなることから、小さな粒子の使用は不利である。
【００１２】
　米国特許第6,268,222号は、蛍光塗料で標識されたナノ粒子に微粒子が付着する、異な
るアプローチを開示する。粒子はその表面の官能基によって互いに付着している。この発
明は、その表面に複数のより小さなポリマー粒子をもったコア粒子または担体粒子を含む
。異なる蛍光塗料を用いると、光源による励起により、複数の蛍光発光が得られる。異な
るナノ粒子分布の量と比率を変えることにより、特有の発光のスペクトルをもった担体粒
子の、数多くの異なる別個の集団を確立し、区別することが可能である。このアプローチ
は試料中の複数の分析物の複合分析に有用である。
【００１３】
　上記の先行技術の概説で明らかなように、粒子は単独で、または三次元膜のさまざま適
用とともに、所望の分析物を試料から分離するために用いられている。しかしながら、膜
の多孔性のために、しばしば標識された結合物質の非特異的な結合が起きる。従って、三
次元膜を使用した場合、高い背景信号のために、信号対雑音比が低くなる。従って、三次
元膜は、非特異的な結合を少なくするために、かなりの洗浄を必要とする。
【００１４】
　上記で開示された方法の他に、例えば磁気ビーズを利用したアッセイ法が当業者には周
知である。
【００１５】
　上記先行技術で開示されている方法は、主に分析物の視覚的検出に依存するものであり
、従って低濃度の分析物を測定するのに十分な感度をもっていない。さらに、標識によっ
て発せられる信号のレベルは、あらゆる場合に十分であるほど強力ではない。
【００１６】
　当技術分野でより精巧な方法は、試料中の分析物の存在を示すために、電流の変化を応
用する。たとえば、米国特許第4,238,757号で、ゲート領域において抗体の層でコーティ
ングされている電界効果トランジスターが、トランジションの電荷密度の変化により抗原
抗体反応を検出するために使用されている。
【００１７】
　分析物-試薬複合体または試薬と反応して表面の電気リアクタンスを変化させる、標識
された試薬が、米国特許第4,219,335号で加えられている。
【００１８】
　米国特許第4,233,144号に開示されているように、免疫反応は、一方の免疫反応物が電
場活性物質によって標識されている、ボルタメリックな免疫アッセイによっても測定され
うる。
【００１９】
　米国特許第4,054,646号では、抗原-抗体層が二つの伝導層の間に挟まれていて、その結
果形成される積層物の静電容量が測定される方法が開示されている。
【００２０】
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　基質でコーティングされ、基質と特異的に結合する物質を含む媒体に浸漬される電極対
を利用する、別の種類の静電容量測定技術が米国特許第4,072,576号に開示されている。
【００２１】
　米国特許第4,287,300号に記載されているように、変化効果の信号検出と酵素免疫アッ
セイ技術を組み合わせることも可能である。
【００２２】
　しかしながら、上記の電気的方法は、免疫診断アッセイを、簡単に、速く、感度よく、
安価で使いやすく行うという要求を満たすものではなかった。
【００２３】
　上記の問題点を解決することを意図した方法が米国特許第5,284,748号に開示されてい
る。そこでは、抗原または抗体で標識された金コロイド粒子が、新たな免疫診断方法にお
いて、任意で銀強化とともに使用される。このようにして生成された複合体は、基本的に
は開いている電気回路の完全な、または部分的な完了 （閉鎖）を引き起こす。更なる態
様は、離れておかれた一対の電気伝導体、特に実質的には電気を伝導しない基盤におかれ
た伝導層を含む。伝導体の間にはパスまたはチャンネルと定義される隙間がある。チャン
ネルが回路内で切断を構成するように、各伝導体には電気回路を形成する手段が接続され
ている。一対の物質の間の結合反応が、回路の切断の完全または部分的な橋絡を担う。そ
のような方法の一つは、物質の一つを電気伝導性の粒子の表面に付着させることを含む。
【発明の開示】
【００２４】
　本発明は試料中の分析物の存在または量を検出する方法に関する。本発明は第一の結合
物質（すなわち、第一の結合成分）でコーティングされた移動性捕捉粒子と第二の結合物
質（すなわち、第二の結合成分）でコーティングされた、検出できるように標識された粒
子を用いる。両結合物質とも、特異的なリガンドまたは抗リガンドであり、分析物（リガ
ンドまたは抗リガンド）分子は、もし試料中に存在するのであれば、それに結合する。
【００２５】
　本発明は前記粒子を利用し、多孔性の表面、すなわち分離手段の使用に依存する。先行
技術とは異なり、本発明は試料中の分析物に特異的な結合物質が結合している捕捉粒子の
使用を利用する。生成される複合体は、多孔性の表面に加えられたとき、そこに保持され
る。よって、第一の結合成分-分析物-第二の結合成分からなる複合体や第一の結合成分-
分析物からなる複合体は、分離手段の表面上で、非結合材料から分離される。従って、こ
の過程は分析物の分離と濃縮にも使用できる。このように濃縮された分析物はそれから、
更なる工程や研究に使用され得る。
【００２６】
　多孔性表面はさらに、フレーム、ホルダー、または他の支持体、例えばアッセイケーシ
ング（カートリッジ）を含み得る装置の基本部分を形成し得る。
【００２７】
　非結合材料を除くための増強された液流を発生させるためには、ウィッキング膜および
／または陰圧もしくは陽圧もしくは外部からの力（例えば超音波）が使用され得る。
【００２８】
　本発明は、免疫反応や化学反応の後に形成された、免疫複合体／生体分子複合体を非結
合材料から分離するために、二次元的または三次元的分離方法を利用するものである。そ
のような分離方法では、免疫複合体／生体分子複合体の分離は分離手段の表面上で起こる
。興味深いことに、開示される多孔性表面は前記複合体の分離を表面上で二次元的に可能
にするのに対して、小さな標識粒子や他の非結合材料は表面を浸透することにより、三次
元的に分布される。従って、二次元および三次元的な分離の両方が、前記多孔性表面を使
用することにより可能となる。従って、もし必要なら、生成された免疫複合体／生体分子
複合体を表面から解離し、更なる必要性に応じて、移すことも可能である。分析物自体や
他の細胞成分は、例えばPCRや他の当業者に周知である生化学的または分子生物学的手法
により、さらに特徴づけられることができる。
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【００２９】
　本発明は、標識されていない、または標識されている、異なる大きさの粒子と多孔性の
表面を利用することにより、先行技術の感度不足を克服している。先行技術で利用されて
いる標識に関する共通の問題点は、不適切な信号強度と信号対雑音比を有することである
。本発明では、捕捉粒子の標識粒子に対する大きさが、小さな粒子と比較して、より少量
の、しかしながらそれでいて最適な量のリガンドまたは抗リガンドを消費するように最適
化されている。本発明によれば、大きな非特異的標識結合による大きなバックグラウンド
標識カウントは、非特異的標識結合性の低い多孔性の表面を、免疫複合体を非結合材料か
ら分離するために使用することにより減少させることができる。その上、標識粒子に付着
した結合物質を使用し、標識された結合物質の特異的な活性を向上させることにより、ア
ッセイの感度を向上させることができる。
【００３０】
　特に本発明は、以下の工程を含む、試料中の分析物の存在または量を検出する方法を提
供する：a）多孔性の表面に、分析物に特異的に結合する結合物質が付着している粒子を
含む、第一の結合成分を加える工程；b）該試料を該多孔性表面に加える工程；c）検出で
きるように標識された粒子を含む第二の結合成分を該多孔性表面に加える工程；および d
）該試料中の該分析物の存在および／または量を示す、該多孔性表面上の検出できるよう
に標識された該粒子より生成される信号を検出する工程であって、ここで該多孔性表面は
、該第二の結合成分は通過させるが、該第一の結合成分は通過させず；該第一の結合成分
および該分析物は互いに結合して第一の結合複合体を形成し；検出できるように標識され
た該粒子には、該第一の結合複合体に特異的に結合する結合物質が付着しており、該第二
の結合成分と該第一の結合複合体は互いに結合して、第二の結合複合体を形成し；第一の
結合複合体および／または第二の結合複合体は、多孔性表面上に保持される。一つの様態
では、試料と第一の結合成分は、表面に加えられる前に、互いに接触させられる。別の様
態では工程a）が工程b）の前に実施される。さらに別の様態では、試料、第一の結合成分
、および第二の結合成分は、表面に加えられる前に、互いに接触させられる。さらに別の
様態では、工程b）が工程a)の前に実施される。
【００３１】
　本発明はまた、
　a）多孔性表面；
　b）該分析物と特異的に結合して第一の結合複合体を形成する結合物質が付着している
粒子を含む、第一の結合成分；および
　c）第二の結合成分と該第一の結合複合体が互いに結合して第二の結合複合体を形成す
るように、該第一の結合複合体に特異的に結合する結合物質が付着している、検出できる
ように標識された粒子を含む第二の結合成分
を含む、試料に含まれる分析物の存在および／または量を検出するためのキットをも提供
し、ここで第一の結合複合体および／または第二の結合複合体は多孔性表面上に保持され
うる。　
【００３２】
図面の詳細な説明
　図1は免疫複合体形成の例示的な方法を開示している。図は第一の結合成分が第二の結
合成分とともに該免疫複合体をいかに形成するかを説明する。まず通常はリガンドまたは
抗リガンドである結合物質（2）でコーティングされた捕捉粒子（1）が第一の結合成分を
形成する。トレーサー粒子（3）と、通常はリガンドまたは抗リガンドである結合物質（2
）が第二の結合成分を形成する。次に、これらの結合成分は、試料中に存在する、通常は
リガンドまたは抗リガンドである分析物（4）と接触すると凝集し、該免疫複合体（5）が
結果として形成される。
【００３３】
　図2は免疫複合体（5）を格子（6）に加えた後、いかに二次元的濾過がおきるかの前面
図を示す。二次の孔パターン（7）が格子の基本構造を形成する。
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【００３４】
　図3は格子（6）上に保持された免疫複合体（5）、濾過されたトレーサー粒子（3）と不
必要な非特異的材料（8）の三次元的な濾過方向の側面図を示す。
【００３５】
　図4はhCRPを分析物とし、免疫複合体の形成して該複合体を格子上で分離するために、
ポリクローナル抗体のF(ab')2フラグメントでコーティングされた捕捉粒子と標識粒子を
用いるアッセイの結果を示すグラフを開示している。hCRPに対する測定の範囲は0.08～10
 mg/lである。
【００３６】
　図5はhSHBGを分析物とし、免疫複合体の形成して該複合体を格子上で分離するために、
二つの異なるモノクローナル抗体でコーティングされた捕捉粒子と標識粒子を用いるアッ
セイの結果を示すグラフを開示している。hSHBGに対する測定の範囲は6～200 nmol/lであ
る。
【００３７】
　図6は、グリル構造を用いる、非結合の第二の結合成分と、第一の結合成分に結合した
第二の結合成分との分離を示している。第二と第一の結合成分を含む複合体（C）はグリ
ル（A）を通過することができない。非結合の第二の結合成分（B）はグリルを通過するこ
とができる。理想的なケースでは、グリルと第一の結合成分（D）の捕捉粒子の正接点は0
に近づく。
【００３８】
使用語句の定義
　本発明で使用され、本明細書において説明される概念は以下のような応用された意味を
持つ：
・結合物質
　特定の分子の独特な部位（例えばエピトープや抗原決定基）を認識し、そこに結合する
ことができる任意の分子、リガンドもしくは抗リガンド、化合物、またはそれらの組み合
わせ；
・リガンドまたは抗リガンド
　免疫アッセイで使用される抗原や抗体のような、他の分子と複合体を形成する分子；
・第一の結合物質
　捕捉粒子にコーティングされている、またはコーティングされる結合物質；
・第二の結合物質
　標識粒子にコーティングされている、またはコーティングされる結合物質；
・捕捉粒子
　高分子、プラスチック、ガラス、金属、セルロースなどからなる、結合物質の担体や固
相として使われる固体粒子であって、不溶性にされているもの；または、リポゾーム、細
胞、ウイルスを含む微生物のような、異なる非固体（弾性の）材料も捕捉粒子として機能
することができる；
・標識
　視覚または機器により検出または測定され得る信号を発生する、または発生するように
させることができる物質；
・標識粒子
　検出できるように標識された、任意の種類の高分子、プラスチック、ガラス、金属、セ
ルロースなどからなる固体の粒子；またはリポゾーム、細胞、ウイルスを含む微生物のよ
うな、異なる非固体（弾性の）材料も標識粒子として機能することができる；
・第一の結合成分
　第一の結合物質でコーティングされた捕捉粒子を含む成分；
・第二の結合成分
　第二の結合物質でコーティングされた標識粒子を含む成分；
・結合成分
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　第一の結合成分および／または第二の結合成分を意味する；
・第一の結合複合体
　分析物と第一の結合成分との複合体を意味する；
・第二の結合複合体
　第一の結合複合体（第一の結合成分と分析物）と第二の結合成分の複合体を意味する；
・第三の結合複合体
　分析物と第二の結合成分との複合体を意味する；
・免疫複合体または他の生体分子複合体
　第一の、第二の、または第三の結合複合体を意味する；
・分析物
　試料溶液中の存在が定量的または定性的に評価される化合物や物質であって、結合物質
によって認識されて結合され得る、特異的な空間的または極性的配置を少なくとも一つは
含むもの；分析物は溶液中で遊離（分離）していてもよく、または例えば細胞膜に結合し
ていてもよい；
・分離装置
　多孔性の表面が装備された、多孔性表面を囲む装置；
・多孔性表面
　第二の結合成分や他の結合していない材料は通過させるが、第一の結合成分は通過させ
ない、非結合材料から免疫複合体または他の生体分子複合体を分離するために使用される
表面；多孔性表面は第一の結合複合体も第二の結合複合体も通過させない；多孔性表面は
孔や開口を含む；
・孔または開口
　これらの用語は本明細書において互換的に使用される；孔/開口は、第二の結成分や他
の非結合材料が多孔性表面を通過する手段である；
・孔／開口の大きさ
　粒子や材料が通過する能力を制限する孔/開口の寸法を意味する；大きさとは、例えば
孔／開口の平均直径を意味することもあれば、孔／開口の平行する側面間の距離を意味す
ることもある；
・粒子の大きさ
　孔／開口を通過する能力を制限する粒子の寸法を意味する；大きさとは、例えば球状の
粒子の平均直径を指し得る；
・分離手段または台
　多孔性表面と同じ意で使用される；
・格子、グリル
　粒子の大きさに比例した寸法の孔や開口のある多孔性表面の具体的な例である；
・二次元形式
　物質は、表面を通過できないために、多孔性表面上を水平に移動する；多孔性表面の孔
／開口よりも大きな粒子は二次元的に分離される；第一の結合成分、第一の結合複合体お
よび第二の結合複合体は二次元分離される；
・三次元形式
　物質は、表面を通過できるので、多孔性表面上を水平に移動し、かつ多孔性表面を通し
て垂直に移動する；多孔性表面の孔/開口よりも小さな粒子は三次元的に分離される；第
二の結合成分は三次元分離される。
【００３９】
発明の詳細な説明
　本発明は免疫複合体、または他の生体分子複合体を、該複合体が生成された後、非結合
材料から分離する手段として、多孔性表面を使用する。複合体の分離は厳密に、多孔性表
面（分離手段）上で起こる。
【００４０】
　捕捉粒子の使用により、第一の結合成分、第一の結合複合体および第二の結合複合体を
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多孔性表面上に保持するが、第二の結合成分と他の不要な材料は表面を通過させる大きさ
の孔/開口をもった多孔性表面を使用できるようになる。第三の結合複合体は多孔性表面
上に保持されるか、または多孔性表面を通過する。どちらの選択が適用されるかは孔／開
口の形と大きさに依存する。
【００４１】
　多孔性表面上での複合体と非結合材料との分離は、第二の結合成分（結合物質でコーテ
ィングされた標識粒子）のみが使用される場合に比べて、より大きな孔を持った多孔性表
面の使用を可能にする、捕捉粒子を使用することで可能になる。多孔性表面の孔／開口の
大きさと形は重要である。これについては、以下でより詳細に論じる。当業者は、粒子に
、偽陽性結果をもたらすような自己凝集の傾向があることを認識している。従って、孔の
大きさは自己凝集した第二の結合成分が多孔性表面を通過でき、試料中の分析物の存在を
示す第二の結合複合体からの特定の信号のみを調べことができるように十分な大きさであ
るべきである。従って、孔の大きさは自己凝集した粒子が孔を詰まらせないようなもので
あるべきである。その上、孔の形は、使用される捕捉粒子が孔をふさがないようなもので
あるべきである。
【００４２】
　多孔性表面および特にその孔／開口は捕捉粒子の大きさおよび形状と適合性があるべき
である。孔と捕捉粒子は一つの機能体を形成しており、これは結合物質でコーティングさ
れた捕捉粒子（第一の結合成分）を、孔を詰まらせることなく、多孔性表面上に保持でき
るように最適化されているべきである。多孔性表面の孔は、あらゆる状況において、結合
していない第二の結合成分や他の不要な材料の、該表面の通過を可能にする能力を維持す
べきである。これは、捕捉粒子と孔の縁の間の正接点が数量的にも接触面積に関してもで
きるだけ小さな、機能性の孔-捕捉粒子対を設計することにより達成される。
【００４３】
　本発明は特に試料中の低い濃度の分析物を測定するのに適している。分析物を低濃度で
含む試料に曝された結合物質に少量の分析物が付着した場合、従来の方法によってこの少
量の凝集を測定することは不可能である。本発明により、標識粒子の強い強度の信号を利
用することで、分析物を測定することが可能である。記述されているように、少量の凝集
は正確で信頼できる結果を得るには不十分であるが、凝集は本発明の方法を適用すること
により測定することができる。本発明は形成される凝集そのものに頼るのではなく、生成
される凝集の量に比例して強さが増す標識信号に依存する。このことは、本発明と従来の
免疫比濁アッセイとを比較すれば明らかになる。
【００４４】
　典型的な凝集試験は、0.1～1.0μmの大きさの粒子と、それにコーティングされた、非
常に正確な量の結合物質を利用する。結合物質がコーティングされた粒子の最適化された
濃度が、目に見える凝集がおきることを可能にする。本発明は、捕捉粒子または標識粒子
をコーティングするために使用される結合物質の濃度を有意に削減できる方法を開示する
。このような削減が可能な理由は、標識粒子に組み込まれた、強い信号を発する標識の使
用に基づく。強い信号が発生することにより、少量の分析物が、捕捉粒子の表面上で削減
された量の結合物質により捕捉された場合でも、信号が得られる。従って、強い信号発生
能力により、結合物質がコーティングされた少量の標識粒子でも、信頼できる測定には十
分である。
【００４５】
　本発明は、高濃度の信号発生標識（従来の低閾値反応装置では信号のオーバーフローの
ために測定不可能）と高閾値反応装置を利用する。使用される標識分子の量があまりに多
く、従来装置では信号のオーバーフローがおこる一方、本発明に従ってアッセイを行った
場合には、その量が測定可能制限内にあることから、その結果は予想されないものであっ
た。
【００４６】
　通常、抗原または抗体に少量の標識分子を結合させることができる。本発明は、標識粒
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子が多数の標識分子の担体として機能し、その結果、非常に強い信号とより高い感度が得
られる方法を開示する。例えば、ポイントオブケア検査に適した装置を使用した場合、感
度の向上が結果として得られた。本出願に開示されている蛍光測定アッセイは、この種の
アッセイを粒子増強なしで行う場合に通常使用される、高価格の実験室クラスの機器と比
較して、中程度の感度を持った低価格の装置を使うことで行うことができる。さらに、こ
のアッセイ形式は、多数の電子-光学設計を低価格の装置に、特にポイントオブケア型の
アッセイのために、組み込むことを可能にする。
【００４７】
　本発明により、a）分析物に特異的に結合する結合物質が付着している粒子を含む、第
一の結合成分を多孔性表面に加える工程；b）該試料を該多孔性表面に加える工程；c）該
多孔性表面に、検出できるように標識された粒子を含む第二の結合成分を加える工程；お
よび　d）該多孔性表面上の、検出できるように標識された該粒子によって生成される、
試料中の分析物の存在および／または量を示す信号を検出する工程、を含む、試料中の分
析物の存在または量を検出する方法が提供され、ここで多孔性表面は、第二の結合成分の
、該表面の通過は許すが、第一の結合成分は通過させず；該第一の結合成分と該分析物は
互いに結合して、第一の結合複合体を形成し；該第二の結合成分と該第一の結合複合体は
互いに結合して第二の結合複合体を形成するように、検出できるように標識された粒子に
、該第一の結合複合体に特異的に結合する結合物質が付着しており；かつ第一の結合複合
体および／または第二の結合複合体は多孔性表面上に保持される。
【００４８】
　アッセイ法は、管またはキュベット内で反応が完了した後、すべての反応成分を一気に
多孔性表面に加えることで行うことができる。または、第一の結合複合体を表面に加えた
後、第二の結合成分を加えることによって行うことができる。好ましくは、すべての反応
成分が一気に加えられる。
【００４９】
　アッセイ法は、最初に試料または第一の結合成分を表面に加え、次に第二の結合成分を
加えることによっても行うことができる。この順序で行うには、多孔性表面の疎水性と孔
の大きさに関して特別な要求が生じる。このように加えた場合、試料と第二の結合成分は
、試料中の分析物の存在下で反応を完了する前に、孔を通過できるべきではない。その後
、非結合材料は表面を任意の手段により、自由に通過すべきである。多孔性表面の孔／開
口を通過するのに十分小さな試料または任意の他の成分が該表面に加えられた場合には、
アッセイの実施に関して更なる要求が生じる。試料や他の小さな成分の、孔/開口を通し
ての漏れは、機械的または物理化学的な遮断により、一時的に防ぐことができる。
【００５０】
　反応物がすべて混合されるアッセイは、分析物と第二の結合成分との反応により第三の
結合複合体が生じるために、より複雑である。そのようなアッセイでは、分析物と第二の
結合成分との反応が、分析物と第一の結合成分との反応と同時に起こる。しかしながら、
第三の結合複合体は分析物を通して、第一の結合成分と結合する能力を保持する。
【００５１】
　本発明の方法の固相免疫アッセイでは、結合のための表面積を増すために、粒子を捕捉
表面として使用している。反応溶液に懸濁されている、検出できるように標識された小さ
な粒子を材料することにより、ブラウン運動の増加によって好適な反応速度が達成される
。従って、結合のための表面積がより少ない系に比べて、より早く平衡が確立される。
【００５２】
　固相過程で免疫アッセイを行う場合、材料は液相から除かれる。続いて洗浄が固相で行
われると、より完全な分離が得られ、全体としてアッセイの感度は向上する。
【００５３】
　本発明は結合物質が付着している微粒子またはナノ粒子を利用する。粒子は、一方では
移動固相として機能し、他方では不均一な免疫アッセイ過程において標識として機能する
。特に、多孔性表面を利用する場合には、粒子は結果として生じる複合体の分離を手助け
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する。
【００５４】
　第一の結合成分の捕捉粒子は、好ましくは大きい（典型的にはマイクロメートルの大き
さ）。第二の結合成分の、検出できるように標識された粒子は、好ましくは小さい（典型
的にはナノメートルの大きさ）。しかしながら、捕捉粒子と標識粒子の大きさの比率が維
持されると想定した場合、粒子と孔／開口の寸法は小さくすることができる。第一の結合
成分の粒子は、好ましくは、第二の結合成分の粒子より大きな平均直径をもつ。該結合成
分と試料中の分析物から形成される複合体と、非結合材料との分離は、多孔性表面を利用
することでなされる。分離されると、粒子表面の大半は分離手段の表面上にある。
【００５５】
　捕捉粒子は、結合物質と一緒にコーティングできる、任意の固体材料（例えばプラスチ
ック、ガラス、金属）または非固体材料（即ち弾性様のリポゾーム、細胞、ウイルスを含
む微生物）から作ることができる。標識粒子は、標識または標識を生成する材料を組み込
ませる、または付着させることができ、標識された、または標識されていない結合物質で
コーティングされうる、任意の固体材料または非固体材料から作ることができる。捕捉粒
子の大きさは分離される材料とその性質により制限される。結合物質でコーティングされ
た捕捉粒子は、多孔性表面上での免疫反応または化学反応によって生じる、第一および／
または第二の結合複合体が形成される前および後のいずれも、多孔性表面上に保持される
のに十分な大きさであるべきである。一方、捕捉粒子も標識粒子も、その大きさは、溶液
中で懸濁されて表面積を増すのに十分小さくなければならない。
【００５６】
　すでに述べられているように、捕捉粒子の大きさを制限する要因は多孔性表面の開口ま
たは孔の大きさである。捕捉粒子は、孔／開口を通過しないように十分大きくなければな
らない一方で、標識粒子は孔／開口を通過するのに十分小さくなければならない。適切な
粒子の大きさとしては平均直径が0.1μmから200μmの範囲である。捕捉粒子のもっとも好
ましい大きさは平均直径が1～10μmである。標識粒子の大きさは、捕捉粒子の大きさより
も明らかに小さく、これらの標識粒子は、捕捉粒子-分析物（第一の結合）複合体に結合
していない場合は、多孔性表面（例えば格子）を通過する。標識粒子の大きさは平均直径
1～1000nmの間で変化することが可能であり、もっとも好ましい平均直径は50～150nmの間
である。捕捉粒子の好ましい平均直径はマイクロメーターの大きさであるが、標識粒子に
より適した平均直径はナノメーターの大きさである。
【００５７】
　例として、本発明で、平均直径が10μmの捕捉微粒子が使用された場合、これら粒子の
好ましい量は、一試験につき4×103～3×106の範囲内であり、もっとも好ましくは2×104

～2×105の間である。このような量の範囲内で捕捉粒子が使用された場合、平均直径100n
mの標識粒子の好ましい量は、一試験あたり1×108～2×109の間である。
【００５８】
　信号または信号を発生する材料と第二の結合物質を含む標識粒子は、標識材料の比活性
を向上させるために使用される。従って、これらの標識粒子の使用はアッセイの感度を向
上させる。発光性、放射標識、磁性または発色性物質を粒子に組み込むまたは付着させる
ことができ、標識または信号を発生する材料として使用することができる。希土類キレー
トを含む安定化された蛍光標識を含む粒子は、米国特許第4,283,382号、米国特許第4,259
,313号、および米国特許第4,735,907号に記されているように、免疫試薬を標識するため
に使用されている。これらの標識は蛍光の効率を向上させ、免疫アッセイで特に有用であ
る。これらの標識はまた、蛍光分光法での使用に伴い、高感度を示す。ユーロピウム、テ
ルビウム、サマリウム、イッテルビウムのようなランタニドに加え、蛍光性（例えば、フ
ルオレセインとローダミン）、リン光性（例えば、ポルフィリン）、化学発光性（例えば
、アクリジニウムエステル、ルミノール）、電気化学発光性、生物発光性のような他の発
光性標識、ならびに放射性標識、不水溶性または水溶性染料のような色素原、または磁気
標識（フェライト、マグネタイト）が、本発明に従い、特定の標識材料の生成に使用され
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得るが、これらに限定されない。
【００５９】
　さらに本発明は、同一の、または異なる捕捉粒子にコーティングされた、異なる特異性
をもった結合物質および異なる性質を持った標識を利用する、多重パラメータアッセイ形
式を含むように広げることができる。
【００６０】
　第二の結合複合体中の標識粒子からの信号の存在は、試料中の分析物の存在と相関する
。得られる信号の大きさは、生成された免疫／生体分子（第二の結合）複合体の量と相関
し、従って試料中に存在する分析物の量に相関する。本発明は、分子または任意の固体形
状での標識の使用をも保持する。信号のレベルは蛍光光度計、ルミノメーター、放射活性
カウンター、磁力計、および分光光度計のような、適切な装置で測定され得る。検出でき
るように標識された粒子には、第一の結合複合体に特異的に結合する結合物質が付着して
いる。結合物質は、他の複合体や物質と比較して、優先的な親和性を有する第一の結合複
合体に結合する場合、第一の結合複合体に「特異的に結合する」。結合物質は、第一の結
合複合体の任意の部位に特異的に結合し得る。結合物質は分析物、第一の結合成分、また
はその両方に特異的に結合し得る。結合物質は好ましくは分析物に特異的に結合する。
【００６１】
　本発明で開示されるような、粒子によって補助される免疫反応では、捕捉粒子の表面に
第一の結合物質が結合し、第二の結合物質が、信号または信号を発する物質が組み込まれ
たまたは付着した粒子に結合している。捕捉粒子も標識粒子も結合物質を不溶性にする。
典型的には、結合物質は抗体またはフラグメントであり、例えばF(ab')とF(ab')2または
その誘導体であり、試料中の分析物を認識して結合する。本発明では、結合物質として、
ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の両方が使用できる。CRPが分析物として決定
された場合、使用した第一および第二の結合物質は、ポリクローナル抗体のF(ab')2フラ
グメントであった。SHBGが分析物として決定された場合、異なる特異性を持った二つのモ
ノクローナル抗体を、それぞれ第一および第二の結合物質として使用した。SHBG抗体は、
異なるクローン由来の全IgG分子を代表例をする。捕捉粒子と標識粒子の両方の表面上に
ある、粒子に結合した結合物質としてのモノクローナル抗体は、そのような抗体に付随す
る高度の特異性と感度を付与する。結合物質は、当業者に周知であるカップリング方法を
用いた、吸着または化学共有結合を通じて、捕捉粒子の表面上および標識粒子上に付着さ
せることができる。
【００６２】
　粒子を実質的にコーティングするのに十分な量の結合物質が、粒子に結合していること
が好ましい。「実質的にコーティングする」とは、粒子の表面積の一部はコーティングさ
れているが、すべてはコーティングされてはいないことを意味する。これにより、結合物
質の空間的な運動が保持される。粒子のコーティングされている表面積の最小パーセンテ
ージは、使用される標識の強さと種類に部分的に依存する。標識が強ければ強いほど、捕
捉粒子に必要とされる結合物質の量は少なくなる。異なる量の結合物質でコーティングさ
れた粒子に関する本出願のアッセイは、低閾値反応装置を使用することで実施された。
【００６３】
　本出願の分離アッセイは時間分解蛍光測定のための高閾値反応装置を使用して実施され
た。より感度の低い簡単な装置を使用した場合、標識粒子は、より高性能の低閾値反応装
置を使用した場合の粒子量に比べて、約100倍高い濃度で使用されなければならなかった
。コーティングされた粒子の挙動は（捕捉粒子、標識粒子の両方に関する）反応中の標識
粒子の量が、例えば100倍の場合、（基本的には）変わらない。
【００６４】
　上で既に述べられているように、本発明は、免疫反応または化学反応がおきた後、免疫
／生体分子複合体を非結合材料から分離する手段としての、多孔性表面の使用に関する。
免疫／生体分子複合体の分離は厳密に多孔性表面（分離手段）上でおきる。
【００６５】
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　本発明で開示されるアッセイの原理は、多孔性表面上での捕捉粒子と標識粒子の分離に
依存する。この分離は一般的には粒子の形および大きさ、ならびに多孔性表面中の孔／開
口の形および大きさに依存する。
【００６６】
　孔／開口は任意の形、例えば正方形、長方形、円形、三角、六角形、または八角形でも
よい。孔／開口は好ましくは二つの平行な側面を持つ。孔／開口は、二つの平行な側面を
、任意の長さのまっすぐな一側面から形成される二つの末端でつなげることにより形成さ
れうる。これらの末端は、平行な側面に対して直角でもよく、例えば孔／開口は正方形ま
たは長方形であったり、または末端は別の角度でもよく、例えば孔／開口は平行四辺形ま
たは菱形である。または、孔／開口は、二つの平行な側面を、それぞれ二つ以上のまっす
ぐな側面を含む末端でつなげることにより形成されうる。これらの末端のまっすぐな側面
は、二つのまっすぐな側面（例えば、孔／開口は六角形である）、三つのまっすぐな側面
（例えば、孔／開口は八角形である）、四つのまっすぐな側面（例えば、孔／開口は十角
形である）、またはそれ以上の側面を含みうる。これらの末端を形成する複数のまっすぐ
な側面は同じまたは異なる長さでありえる。孔／開口は従って、規則的な形または不規則
的な形でありえる。末端は平行な側面に対して直角であってよく、例えば孔／開口は正方
形もしくは長方形であるか、または末端は別の角度であってよく、例えば孔／開口は平行
四辺形または菱形である。二つの平行な側面は、任意の長さの二つまたはそれ以上の側面
でつなげられうる。または、孔／開口は、二つの平行な側面を、円の一部、例えば半円を
形成する側面をそれぞれ含む、二つの末端でつなぐことにより形成されうる。または、孔
／開口は、二つの平行な側面を、任意の形の不規則な側面をそれぞれ含む、2つの平行な
末端でつなげることによって形成されうる。
【００６７】
　一つの態様では、平行な側面を持った孔／開口は多孔性表面のほぼ全体を横切る形で広
がり、例えば多孔性表面はグリルである。別の態様では、孔／開口は表面のほぼ全面を覆
いる、例えば多孔性表面は格子である。このような様態は、材料が通過しうる通路の数が
増すので、非結合材料の表面の通過にもっとも効率がよい。
【００６８】
　捕捉粒子の大きさは多孔性表面の孔／開口よりも、一般的には大きい。さらに、該表面
の孔／開口は、一般的には、アッセイにおいて任意の形状で使用される標識粒子の大きさ
よりも大きい。一つの様態では、多孔性表面は二つの平行な側面を持った孔／開口を含み
、これら側面間の距離は、第一の結合成分の捕捉粒子の大きさよりも小さく、第二の結合
成分の標識粒子の大きさよりも大きい。
【００６９】
　孔の形と適合性のある捕捉粒子の好ましい形は、上で述べたように孔／開口の形が二つ
の平行な側面を持つ場合には、球形である。球状の捕捉粒子の平均直径は好ましくは、二
つの平行する側面間の距離よりも大きい。同様に、孔の形と適合性のある標識粒子の好ま
しい形は、上で述べたように孔／開口の形が二つの平行な側面を持つ場合には、球形であ
る。標識粒子の平均直径は好ましくは、二つの平行する側面間の距離よりも小さい。棒状
の捕捉粒子が使用される場合には、粒子の幅は常に孔／開口の大きさ（例えば平均直径ま
たは二つの平行な側面間の距離）よりも大きくなければならない。棒状の標識粒子が使用
される場合には、粒子の幅は常に孔／開口の大きさ（例えば平均直径または二つの平行な
側面間の距離）よりも小さくなければならない。
【００７０】
　表面の開口または孔／開口に好ましい大きさは、標識粒子の少なくとも2倍の大きさで
ある。捕捉粒子が多孔性表面（例えば格子）を通過するのを防ぐため、表面の孔／開口の
大きさが、捕捉粒子の大きさに関連付けられていることが重要である。典型的な平均の孔
／開口の大きさ（例えば、平均直径または二つの平行な側面間の距離）は0.05～100μmの
間であり、より好ましくは1～20μmの間である。孔／開口の大きさ（例えば平均直径また
は二つの平行な側面間の距離）は捕捉粒子の直径の10～90％、好ましくは50～70％である
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べきである。標識粒子の大きさは、孔の大きさ（例えば、平均直径または二つの平行な側
面間の距離）の最大で50％、好ましくは0.1～10％であるべきである。例えば、捕捉粒子
の大きさが最大で200μmのとき、孔／開口の最大の大きさは180μmである。
【００７１】
　第一の結合成分の大半は多孔性表面の上に突出し、ごく一部のみが多孔性表面の孔で接
線方向に整列する。その結果、第二の結合成分は、受動的または能動的な手段で、自由に
表面を通って動くことができる。
【００７２】
　第二の結合複合体中の捕捉粒子に結合している標識だけが、このアッセイで測定される
。標識粒子と捕捉粒子の結合を補助する免疫反応または化学反応は、管、キュベットなど
の中で、または多孔性表面上で起こりうる。
【００７３】
　表面の構造と使用される材料は、表面の中での結合を可能にしない。すべての第一の結
合成分とそれに結合している第二の結合成分は表面上に保持される一方、すべての非結合
標識材料は表面を貫流する。分離される材料はすべて、標識の定量的な分析のために、表
面上に保持されるか、または表面から放出されうる。通常、表面は複合体すなわち免疫複
合体または生体分子複合体の回収に関しては受動的な性質を持つ。しかしながら、多孔性
表面（例えば格子）は信号の発生および／または伝達ならびに非結合標識の除去において
能動的な役割をもちうる。信号の発生に適して方法とは、例えば蛍光、電磁気学的放射と
磁気測定などである。さらに、多孔性表面材料に、第一の結合成分に結合した第二の結合
成分からの信号を電気的、電磁気的、または磁気的手段により反映または伝えさせること
ができる。選ばれる多孔性表面材料の性質は、低いバックグラウンドと高い信号雑音比を
呈するべきである。上記条件を満たす、好ましい材料としては、金属、シリコン化合物、
および低バックグラウンドポリマーが挙げられるが、これらに限定されない。「低バック
グラウンドポリマー」とは、（特異的な）標識によって発生する信号と比較して、非常に
低い（非特異的）信号比を持った、任意のポリマー材料を意味する。低バックグラウンド
ポリマーは標識（信号）の測定に干渉しないポリマーである。一方、やはり低バックグラ
ウンドであるが、特異的な信号の発生にかかわることで、測定に積極的な役割を果たす材
料も使用することができる。そのような材料は、蛍光測定用膜底マイクロタイタープレー
トで好ましく使用される材料、例えばAcrowell GHP (Pall-Gelman Laboratory)やMultisc
reen-FL、ポリカルボネート(Millipore)を含むが、これらに限定されない。
【００７４】
　適した多孔性の材料は当業者に周知である。例えば、光励起や発光に適用した場合、多
孔性表面は光導体として作用することが好ましい。さらに、電気信号の発生と回収には伝
導性と半導体特性が好まれるのに対して、磁気測定アッセイには磁気測定的な性質が適切
である。
【００７５】
　多孔性表面は好ましくは格子である。適した格子は、例えば試料支持体（ホルダー）と
して電子顕微鏡で用いられるものである。電子顕微鏡格子は例えば、銅、ニッケル、アル
ミニウム、モリブデン、チタン、銀および／または金のような金属から調製できる。これ
らの金属に加えて、セラミック、ガラス、または異なる種類のプラスチックおよび／もし
くはシリコンのようなより可とう性のある材料からも調製できる。
【００７６】
　格子の構造は、簡単な平面、管の壁、または閉鎖空間の壁、例えばゲートの形状で表す
ことができる。従って、異なる格子構造が存在するさまざまな構築物を設計し、作製する
ことが可能である。微量注入成形、熱エンボス加工、またはシリコン微細機械加工のよう
な最新の微細機械加工技術は、非常に複雑な格子の実現を可能にする。これらの最新の手
法により作製され、完成された格子は、本発明の開示に従い、最新の分析診断装置の格子
構造に適用できる。
【００７７】
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　免疫複合体の分離に先行して、第一の結合成分と分析物との最初の免疫反応後の洗浄工
程を行ってもよい。洗浄工程は、例えば複合体を表面に加える前に、管の中で行うことが
できる。洗浄工程は緩衝液の添加を含んでもよい。ペレット状の粒子の遠心分離と再懸濁
は、特に高濃度の分析物を試験する場合、非結合の試料材料と、遊離の非結合の分析物を
除去する。第一の結合成分-分析物複合体と第二の結合成分との第二の免疫反応後、反応
成分は多孔性表面（例えば格子）上へ移してもよい。または、分離手段の構造によっては
、両免疫反応とも、多孔性表面（例えば格子）上で直接行われうる。洗浄はまた、多孔性
表面（例えば格子）上に緩衝液を加えることで行うことができる。洗浄液（または緩衝液
）は、好ましくは、多孔性表面を通過することができる。緩衝液は、複合体、多孔性表面
（例えば格子）、およびその孔を洗い流し、非結合の標識粒子を除去し、それによりバッ
クグラウンド信号を減少させる。アッセイ技術の効率は、部分的に結合材料と非結合材料
との分離の完全性に依存するので、より多くの洗浄液が結合成分と接触するほど、洗浄段
階の効率がよい。洗浄の完全性は、非結合の信号発生材料が測定領域に残る場合、存在す
るバックグラウンド信号を減少させる。多孔性表面として金属性の格子を使用する利点は
、材料が本質的に、非常に低いバックグランドの蛍光性をもっており、標識粒子および試
料の構成要素の格子への非特異的な結合が少ないことである。
【００７８】
　本発明は特有の分離方法を達成するための包括的な方法を含む。この分離方法は、実際
には、二次元および三次元の両方の分離方法からなる。第一の結合成分と第一および第二
の結合複合体のような、その大きさ故に多孔性表面（例えば格子）の開口（孔）を通過し
ない材料は、平らな平面上を移動する、例えば二次元的に分離される。過剰な第二の結合
成分や非特異的な結合を引き起こしうる不要な材料のような、開口を通過するのに十分小
さな他の物質は、三次元的な経路を利用する。これにより、純粋な免疫／生体分子（第一
および第二の結合）複合体の多孔性表面上での生成が可能になる。
【００７９】
　従って、結合した免疫／生体分子複合体と非結合材料との分離は、分離が主に二次元的
に起こる表面を利用することにより達成される。興味深いことに、開示される表面は、該
複合体が表面上に二次元的に分布する一方、非結合材料は三次元的に分布するような分離
を可能にする。従って、該方法は、二次元および三次元的分離の両方を可能にする。この
特徴は、本発明を公知の先行技術から明確に区別する。この特徴は、必要なときには、多
孔性表面（例えば格子）の表面から複合体の放出および移動を可能にする。この分離方法
のもう一つの重要な利点は、例えば磁気ビーズを使用する際に利用される磁石のような、
更なる手段を分離に必要としないことである。本発明によれば、分離は表面上でおこる、
即ちそれ自体はすでにアッセイを行うのに基礎的な道具とみなされる、試験またはアッセ
イの台上で起こる。該表面を免疫／生体分子複合体の分離に使用する利点は、低い非特異
的な標識結合であり、即ち高い信号雑音比である。標識や標識粒子に非特異的に結合しな
い表面材料を選ぶことも有利である。
【００８０】
　さらに、多孔性表面を使用する三次元的分離は、多孔性表面をウィキング基質または任
意の他の膜もしくはフィルターの表面に適用することにより、より速く、より効率的にす
ることができる。その目的は、非結合の材料を含む液体が、多孔性表面（例えば格子）を
通って流れるようにすることでる。非結合材料を回収するために、多孔性表面の下にある
ゲル層を含む材料もまた、多孔性表面の特徴を改善するために使用できる。
【００８１】
　従来の三次元膜を利用するアッセイは、結合材料の一部が膜の内部に結合し、一部が膜
の表面に結合するような、結合材料と非結合材料との分離に依存する。本発明は、結合材
料が多孔性表面に結合するような、結合材料と非結合材料との分離に依存する。実際には
、第一の結合成分の大半は多孔性表面よりも上に伸び、あるとしても、ほんの一部分が多
孔性表面の開口または孔にある。このような分布は孔の直径と粒子の大きさに大きく依存
する。本発明の方法では、粒子は多孔性表面（例えば格子）に単層、二重層、または多層
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として加えることができる。
【００８２】
　典型的には、使用されるアッセイ法は非競合的なアッセイである。使用されるアッセイ
法は、競合的なアッセイ手法にも適用されうる。非競合的なアッセイでは、信号の強度が
、競合的なアッセイでは信号強度の減少が、測定される。
【００８３】
　本発明の方法によれば、免疫反応はすべて、連続的にまたは同時に管の中、キュベット
の中、または直接格子の表面上で行われうる。典型的には、全インキュベーション（アッ
セイ）時間は、すべての免疫反応が同時に行われるときには1分から5分であり、免疫反応
が連続的に行われる時には、それぞれ3分から15分である。しかしながら、アッセイ法は
これより短いまたは長い時間でも行われうる。この方法は、二つ以上の特異的結合部位を
もつ分析物に特に適している。
【００８４】
　本発明の方法は、一般的には試料、典型的には感染症、臨床化学、衛星モニタリングの
分野における生物学的試料に適用される。典型的には、試料はヒトのような個体由来の身
体試料であると知られている、または思われるものである。好ましくは、試料は体液、例
えば血液、血清、血漿、脳脊髄液、尿、唾液、創傷治癒液、腹水、胸膜液、滑液、皮膚の
吸引水泡液、または羊水を含む。さらに、本方法は水溶性の固体、半固体、または糞便、
痰、咽頭、膿などのような糊状の試料の試験にも適している。さらに、本方法は食品産業
および他の産業、ならびに病院、実験室などでの衛生モニタリングにも利用できる。
【００８５】
　記載される方法は、免疫複合体の分離に使用することができ、従って細菌、ウイルス、
菌類、寄生虫（原生動物）のような微生物およびそれらの抗原、ならびに真核細胞および
それらの抗原の検出に使用できる。さらに、次のような種類の分析物も測定できる：ホル
モン、薬物、毒素、ビタミン、環境化学品、酵素、ペプチド、タンパク質、糖タンパク質
、リポタンパク質、脂質、ハプテン、アレルゲン、および核酸。記載される方法はまた、
例えば核酸間の複合体（DNA-DNAおよびDNA-RNA）および核酸とタンパク質との複合体（例
えば遺伝発現を制御する調節複合体）のような、他の種類の生体分子複合体の分離にも使
用できる。生体分子複合体は、リガンドと受容体（全細胞膜に結合した受容体、または分
離された細胞膜に結合した受容体）との複合体、多酵素複合体（異なる酵素サブユニット
を含む）のような、異なるタンパク質間（糖タンパク質およびリポタンパク質を含む）の
複合体、ならびに酵素とその基質との複合体のような、タンパク質と他の種類の生体分子
との複合体を含む。分析物は細胞性抗原を含まないもの（例えば、核酸や細胞質タンパク
質）でも、または原核もしくは真核細胞膜に結合したもの（例えば受容体）でもよい。
【００８６】
　本発明は試料中の分析物の存在および／または量を検出するキットも提供する。多孔性
表面、第一と第二の結合成分に加え、本発明のキットは、適切な緩衝液、適したキャリブ
レーション試薬、ウィキング膜、サンプリング装置、使用説明書、およびその他の一般的
な成分を含む。
【００８７】
実施例
　以下の実施例は本発明を説明する。特に示さない限り、使用される方法は標準的な生化
学的、分子生物学的技術である。実施例は単に例として提示されるものであり、本発明の
範囲を限定するものではない。
【００８８】
　本発明で、免疫複合体の分離とアッセイのマウンティングに使用される金属性格子の材
料は銅であった。使用された格子の厚さは約10μm、棒の厚さは5μm、孔の大きさは7.5μ
m（2000メッシュ）であった。本発明で使用された格子は電子顕微鏡で試料の支持体（ホ
ルダー）として使用されるものに類似している。
【００８９】



(18) JP 2008-522170 A 2008.6.26

10

20

30

40

実施例1
ポリクローナルF(ab')2フラグメントを利用して、免疫複合体の分離に使用される格子上
の該複合体の形成を測定する、第一および第二の粒子に結合した結合物質を用いるhCRPの
連続的アッセイの手順（図4）
　ヒトC反応性タンパク（hCRP）アッセイは炎症の指標として使用される。本実施例ではh
CRPはキャリブレーター試料の中で測定された。まず、hCRPを0～10mg/lの濃度で含む試料
と緩衝液（trisベース）0.1mlを小さな遠心分離管に加える。その後10μlの抗CRP F(ab')

2フラグメントでコーティングされた0.25％ラテックス粒子（直径10μm）を加え、管を5
分間、混ぜながらインキュベートする。インキュベーションの後、管を0.5～3分遠心分離
（約16000×g）し、上清は廃棄する。CRPが結合したラテックス粒子は、次に遠心分離と
吸引により非結合のCRPを除くために洗浄する。粒子は0.1mlの緩衝液に再び懸濁され、標
識を含む結合物質でコーティングされたラテックス粒子（0.125％懸濁液、ラテックス粒
子直径0.1μm）10μlを加える。5分間インキュベートした後、形成された免疫複合体、す
なわち第一の結合物質を有する捕捉ラテックス-CRP-第二の結合物質を有する標識ラテッ
クスが、反応成分を7.5μm（孔の直径）格子に移すことにより分離され、該格子（直径3m
m）に通して濾過される。濾過工程は図2と図3に示されている。洗浄の後、格子に結合し
た免疫複合体の蛍光信号がカウントされる。信号は格子の免疫複合体の量に相関し、従っ
て該複合体中のCRPの量、ゆえに試料中の分析物の量に相関する。
【００９０】
実施例2
モノクローナル抗体を利用して、免疫複合体の分離に使用される格子上の該複合体の形成
を測定する、第一および第二の粒子に結合した結合物質を用いるhSHBGの連続的アッセイ
の手順（図5）
　ヒト性ホルモン結合グロブリン（hSHBG）アッセイは、ホルモン状態の一つの指標とし
て使用される。本実施例では、細胞培養液の試料中の組換えhSHBGを測定した。まず、hSH
BGを0～200nmol/lの濃度で含む試料と緩衝液0.1mlを小さな遠心分離管に加える。その後
モノクローナル抗SHBG抗体でコーティングされた0.25％ラテックス粒子（直径10μm）10
μlを加え、管を5分間、混ぜながらインキュベートする。インキュベーション後、管を0.
5～3分遠心分離（約16000×g）し、上清は廃棄する。SHBGが結合したラテックス粒子は、
次に遠心分離と吸引により非結合のSHBGを除くために洗浄する。粒子を0.1mlの緩衝液に
再び懸濁し、標識を含む結合物質でコーティングされたラテックス粒子（0.125％懸濁液
、ラテックス粒子直径0.1μm）10μlを加える。結合物質はモノクローナル抗体であり、
第一の結合物質とは異なるSHBGへの特異性をもつ。5分間インキュベートした後、形成さ
れた免疫複合体、すなわち第一の結合物質を有する捕捉ラテックス-SHBG-第二の結合物質
を含む標識ラテックスは、反応成分を7.5μm（孔の直径）格子に移すことにより分離され
、該格子（直径3mm）に通して濾過される。濾過工程は図2と図3に示されている。洗浄の
後、格子に結合した免疫複合体の蛍光信号がカウントされる。信号は格子上の免疫複合体
の量に相関し、従って該複合体中のSHBGの量、ゆえに試料中の分析物の量に相関する。
【図面の簡単な説明】
【００９１】
【図１】免疫複合体形成のアッセイの原理を開示する。
【図２】複合体の格子上での二次元的分離を開示する。
【図３】結合していない非特異的材料の、格子を通しての該材料の濾過による三次元的な
分離を開示する。
【図４】試料中のhCRPの濃度を示すグラフを記載する。
【図５】試料中のhSHBGの濃度を示すグラフを記載する。
【図６】グリル構造（A）を用いた、結合していない第二の結合成分（B）と、第一の結合
成分に結合した第二の結合成分（C）との分離を示す。
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