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(57)【要約】
　本発明は、微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおいて分析物を測定する
ための方法であって、前記微粒子が結合対の第１のパートナーによりコーティングされて
おり、コーティングされた微粒子と、それぞれが結合対の第２のパートナーにコンジュゲ
ートした少なくとも２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われるまたは含
む試料とを混合するステップであって、結合対の前記第２のパートナーが１２～３０個の
エチレングリコール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的
結合剤の各々に結合されており、それにより分析物を、コンジュゲートした分析物特異的
結合剤を介してコーティングされた微粒子に結合させる、ステップ、結合対を介して結合
した分析物および分析物特異的結合剤を含む微粒子を、混合物から分離するステップ、お
よび微粒子に結合した分析物を測定するステップを含む方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおける分析物の測定のための方法で
あって、前記微粒子が、結合対の第１のパートナーによりコーティングされており、
ａ）コーティングされた微粒子と、各々が結合対の第２のパートナーに結合している少な
くとも２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われるまたは含む試料とを混
合するステップであって、
結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコール単位（ＰＥＧ１２
～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤の各々に結合されており、それ
により分析物を、前記分析物特異的結合剤を介してコーティングされた微粒子に結合させ
る、ステップ、
ｂ）結合対を介して結合した分析物を含む微粒子および分析物特異的結合剤を、混合物か
ら分離するステップ、および
ｃ）微粒子に結合した分析物を測定するステップ
を含む方法。
【請求項２】
　前記微粒子に結合した分析物を測定するステップが、電気化学発光性標識の使用に基づ
く、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記分析物がいくつかの変異体を含む、請求項１から２のいずれかに記載の方法。
【請求項４】
　前記いくつかの変異体が、様々な遺伝子型、アイソザイム、アイソフォーム、血清型、
または前記分析物の変異体である、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記分析物が感染性因子の抗原である、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記分析物がウイルス抗原である、請求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記分析物が、肝炎ウイルス抗原またはヒトレトロウイルス抗原である、請求項１から
６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記分析物が、Ｃ型肝炎ウイルスまたはＢ型肝炎ウイルスまたはＨＩＶ抗原である、請
求項１から７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記分析物がＣ型肝炎ウイルスコア抗原である、請求項１から８のいずれかに記載の方
法。
【請求項１０】
　前記少なくとも２種のウイルス抗原特異的結合剤の１つが、配列番号１のアミノ酸の位
置１４０～１７２内、一実施形態では、アミノ酸の位置１５７～１６９内のエピトープに
結合する抗体であり、前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤の１つが、配列番号１の
アミノ酸の位置２０～８０内、一実施形態では、アミノ酸の位置６５～７１内、一実施形
態では、アミノ酸の位置３２～３６内、一実施形態では、アミノ酸の位置３７～４６内の
エピトープに結合する抗体である、請求項１から９に記載のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　個別の容器中、または単一容器ユニットの個別のコンパートメント中に、少なくとも、
結合対の第１のパートナーによりコーティングされた微粒子、およびそれぞれが前記結合
対の第２のパートナーに結合している少なくとも２種の分析物特異的結合剤を含むキット
であって、結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコール単位（
ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤の各々に結合されて
いる、キット。
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【請求項１２】
　結合対の前記第１のパートナーが、アジビンまたはストレプトアビジンであり、前記結
合対の前記第２のパートナーが、ビオチンまたはビオチンアナログ（アミノビオチン、イ
ミノビオチンまたはデスチオビオチン等）から選択される、請求項１１に記載のキット。
【請求項１３】
　前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤が、ウイルス抗原特異的結合剤であり、一実
施形態では、ウイルス抗原－特異的抗体である、請求項１１または１２に記載のキット。
【請求項１４】
　前記少なくとも２種のウイルス抗原特異的結合剤の１つが、配列番号１のアミノ酸の位
置１４０～１７２内、一実施形態では、アミノ酸の位置１５７～１６９内のエピトープに
結合する抗体であり、前記少なくとも２種のウイルス抗原特異的結合剤の１つが、配列番
号１のアミノ酸の位置２０～８０内、一実施形態では、アミノ酸の位置６５～７１内、一
実施形態では、アミノ酸の位置３２～３６内、一実施形態では、アミノ酸の位置３７～４
６内のエピトープに結合する抗体である、請求項１３に記載のキット。
【請求項１５】
　個別の容器中、または単一の容器ユニットの個別のコンパートメント中に、検出可能に
標識されたさらなる分析物特異的結合剤をさらに含み、検出可能に標識された前記さらな
る分析物特異的結合剤が、配列番号１のアミノ酸の位置１００～１２０内のエピトープに
結合する抗体である、請求項１１から１４のいずれかに記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおいて分析物を測定する
ための方法であって、前記微粒子が結合対の第１のパートナーによりコーティングされて
おり、コーティングされた微粒子と、結合対の第２のパートナーに結合している少なくと
も２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われるまたは含む試料とを混合す
るステップであって、結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコ
ール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤に結合さ
れており、それにより分析物を、分析物特異的結合剤を介してコーティングされた微粒子
に結合させる、ステップ、結合対を介して結合した分析物をおよび分析物特異的結合剤含
む微粒子を、混合物から分離するステップ、および微粒子に結合した分析物を測定するス
テップを含む方法に関する。さらに、本発明は、上記の概念を応用する分析物のいくつか
の変異体の検出、特にウイルス抗原の検出に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多数の方法およびシステムが、生化学試料および生物試料中の目的の分析物を検出およ
び定量するために開発されてきた。微量の微生物、医薬品、ホルモン、ウイルス、抗体、
核酸および他のタンパク質を測定できる方法およびシステムは、研究者および臨床医にと
って大きな価値がある。
【０００３】
　多くのアッセイ方法は、試料から目的の特定の標的分子を捕捉し、標的分子を決定でき
る分析物特異的結合剤を使用する。
　当分野のかなり多数のものが、結合反応、例えば、抗原－抗体反応、核酸ハイブリッド
化技法およびタンパク質－リガンド系に基づいて開発されている。多数の生化学的および
生物的結合システムにおける高度な特異性により、研究および診断において、多数の価値
あるアッセイ方法およびシステムがもたらされてきた。通常、目的の分析物の存在は、１
つまたは複数の分析物特異的結合剤に結合した観察可能な「標識」の存在または不在によ
り示される。
【０００４】
　アッセイ感度は、非特異的結合現象によって制限を受けるのが大部分である。したがっ
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て、主な難題は、非常に高感度であり、同時に、例えば調査される試料流体により引き起
こされる高いバックグラウンドシグナルを潜在的に被っていない、アッセイ技術を着想す
ることである。非特異的な結合は、通常、精度の悪い検出およびより高い（より低い）検
出限界に対するバックグラウンドシグナルの向上をもたらす。特に、非特異的結合は、ヒ
ト血漿試料または血清試料等の複合体の生物学的マトリックスが試料流体として使用され
る場合、さらに一層難題となる。
【０００５】
　近年、一層正確で高感度のアッセイが開発されており、このアッセイは、（例えば、超
常磁性）微粒子の使用に基づく。とりわけ、このような粒子に基づくアッセイでは、非特
異的シグナルへの重要な寄与は、粒子－粒子相互作用および／または粒子－表面相互作用
に起因する。
【０００６】
　ＵＳ５，２１２，０６３は、ビオチンコンジュゲートを使用する、免疫アッセイによる
遊離ビオチンを含有する体液中の分析物を検出する方法を開示している。この文書は、コ
アからなるポリマー微粒子であって、ビオチンのための複数の結合部位を有するポリマー
および被覆剤としてタンパク質の少なくとも１つの層を含有するポリマー微粒子を明記し
ている。
【０００７】
　ＷＯ２０１３／００１４４７は、シェル構造を含むコーティングを有するプレコート微
粒子を記載しており、ここでは、前記シェル構造は、１つまたは複数の親和性分子（すな
わち、分析物特異的結合剤）を含む第１の層、および第１の層に結合したさらなる第２の
層を含み、前記第１および第２の層は、メッシュを形成する非アフィンスペーサー分子を
含み、前記１つまたは複数の親和性分子が、コーティング構造内に埋め込まれており、前
記メッシュが、非特異的分子に対する立体障害を生じる。このようなとりわけ処理／コー
ティングされた微粒子を使用すると、非特異的結合によって発生するバックグラウンドが
低減され得る。しかし、最も先進的なアッセイでさえも、検出の下限値（ＬＯＤ）もしく
は測定範囲の一方、または両方に悪影響を及ぼす、有意なレベルの非特異的結合を依然と
して示す。試験開発者は、アッセイ感度、測定範囲およびアッセイ特異性を妥協しなけれ
ばならないことがしばしばある。同時に、これらの試験は、迅速で、高感度であり、定量
が正確で、さらにコスト効果が高いことが必要である。さらに、試験を行うプラットフォ
ームは、使用の容易さおよび信頼性が必要である。
【０００８】
　インビトロ診断法に対する別の難題は、分析物は、２種以上の形態または変形体で存在
するということである。ある特定の分析物は、異なる変異体、アイソフォーム、様々な遺
伝子型および／または異なる血清型のような異なる変異体として現れるので、インビトロ
診断アッセイの設計は、十分なアッセイ感度を保証するため、１種超の分析物特異的結合
剤を必要とすることが多い。通常、１種の捕捉構成成分は、他の１種または複数の捕捉構
成成分よりも、分析物のある変異体に対して高い親和性を有する。特に、感染症の診断的
環境では、通常、分析物のすべての変異体が検出されて、必要な感度を満たさなければな
らない。
【０００９】
　さらに、バックグラウンドノイズに対するシグナルの比、したがってアッセイの感度を
向上させることによるアッセイの改善が常に望ましい。アッセイのシグナルの向上はまた
、ｉ）感度がそれほど高くない（およびそれほど高価ではない）検出システムが必要とな
ること、ｉｉ）貴重な試料を少量しか必要としない、ｉｉｉ）一層小型となる機器および
／または小面積で同時に多数のアッセイを行うデバイスを可能にするよう機器が小型化さ
れ得ることを含めた、いくつかの機器上の利点を有する。
【００１０】
　しかし、とりわけ、粒子に基づくアッセイでは、非特異的シグナルへの重要な寄与は、
粒子－粒子相互作用および粒子－表面相互作用に起因する。
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　したがって、粒子をベースとするアッセイ法、特に様々な変形体で現れる分析物を検出
するアッセイ方法の改善ための新規な構造および方法を設計することが必要とされている
。多数の検出アッセイにおける限定因子となる、微粒子への非特異的結合および微粒子の
クラスター形成を回避することが強く必要とされている。
【００１１】
　ここで驚くべきことに、一方では結合対の１つのメンバーに結合し、もう一方では分析
物特異的結合剤に結合した、１２～３０個の間のポリエチレングリコール単位を含むリン
カー分子が、微粒子をベースとする結合アッセイにおいて大きな利点を伴って使用できる
ということが見いだされ、この場合、微粒子は、結合対の他のメンバーによりコーティン
グされている。さらに、これらの化合物は、従来技術に記載された短鎖リンカー構造と比
べると、上記のリンカー分子に結合した少なくとも２種の分析物特異的結合剤が使用され
る場合、優れたアッセイ感度を実現し、これにより、特に感染症領域において、分析物の
信頼性のある高感度検出を実現することが、予期せぬことに見いだされた。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本特許出願に関してその優先権を主張した、出願番号ＥＰ１７１５４２９４．７の出願
後に公開されたＷＯ２０１７／０２９３４６は、分析物特異的結合剤を結合対のパートナ
ー（例えば、ビオチン等）に連結させる１２～３０個の間のポリエチレングリコール単位
を含むリンカー分子を使用する、微粒子をベースとするアッセイにおける分析物を検出す
る方法を開示する。微粒子は、例えばストレプトアビジン等の結合対の他のパートナーで
コーティングされている。ＷＯ２０１７／０２９３４６は、これらのＰＥＧリンカーを適
用する一般的な概念を記載しているが、１種超の形態または変形体で存在する分析物を高
い感度で検出することが必要な特異的結合剤の数には取り組んでいない。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおいて分析物を測定するための方法
であって、前記微粒子が結合対の第１のパートナーによりコーティングされており、ａ）
コーティングされた微粒子と、各々が結合対の第２のパートナーに結合している少なくと
も２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われるまたは含む試料とを混合す
るステップであって、結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコ
ール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤に結合さ
れており、それにより分析物を、分析物特異的結合剤を介してコーティングされた微粒子
に結合させる、ステップ、ｂ）結合対を介して結合した分析物および分析物特異的結合剤
を含む微粒子を、混合物から分離するステップ、およびｃ）微粒子に結合した分析物を測
定するステップを含む方法が開示される。いくつかの変異体に現れる分析物を測定するた
めの前記方法も開示される。
【００１４】
　同様に、個別の容器中、または単一容器ユニットの個別のコンパートメント中に、少な
くとも、結合対の第１のメンバーによりコーティングされた微粒子、およびこの結合対の
第２のメンバーに結合している少なくとも２種の分析物特異的結合剤を含むキットであっ
て、前記結合対の前記第２のメンバーが、１２～３０個のエチレングリコール単位（ＰＥ
Ｇ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤に結合されている、キッ
トも開示されている。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　一実施形態では、本開示は、微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおいて
分析物を測定するための方法であって、前記微粒子が結合対の第１のパートナーによりコ
ーティングされており、ａ）コーティングされた微粒子と、結合対の第２のパートナーに
結合している少なくとも２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われるまた
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は含む試料とを混合するステップであって、結合対の前記第２のパートナーが、１２～３
０個のエチレングリコール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物
特異的結合剤に結合されており、それにより分析物を、分析物特異的結合剤を介してコー
ティングされた微粒子に結合させる、ステップ、ｂ）結合対を介して結合した分析物およ
び分析物特異的結合剤を含む微粒子を、混合物から分離するステップ、およびｃ）微粒子
に結合した分析物を測定するステップを含む方法に関する。
【００１６】
　粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイは、例えば、ある特定の比濁アッセイ、
ある種のラテックス凝集アッセイ、および幅広い標識技法または検出技法を使用する多数
の高感度のサンドイッチタイプのアッセイに幅広く使用される。
【００１７】
　「粒子」は、本明細書で使用する場合、体積、質量または平均サイズ等の物理的特性に
起因し得る小さな局所的物体を意味する。したがって、微粒子は、対称な、球状、実質的
に球状または球体形状であってもよく、または不規則な、非対称形状または形態であって
もよい。本発明によって想定される粒子のサイズは、様々なとなり得る。一実施形態では
、ナノメートルおよびマイクロメートルの範囲の直径を有する、球形状、例えば微粒子が
使用される。一実施形態では、本開示による方法において使用される微粒子は、５０ナノ
メートル～２０マイクロメートルの直径を有する。さらなる実施形態では、微粒子は、１
００ｎｍ～１０μｍの間の直径を有する。一実施形態では、本開示による方法において使
用される微粒子は、２００ｎｍ～５μｍ、または７５０ｎｍ～５μｍの直径を有する。
【００１８】
　本明細書の上で定義された微粒子は、当業者の公知の任意の好適な材料を含む、または
これからなっていてもよく、例えば、それらは、無機材料または有機材料を含む、または
これらからなる、またはこれらから実質的になっていてもよい。通常、それらは、金属も
しくは金属合金または有機材料を含む、またはこれらからなる、またはこれらから実質的
になっていてもよいか、あるいは、炭水化物要素を含む、またはこれらからなる、または
これらから実質的になる。微粒子向けの想定される材料の例には、アガロース、ポリスチ
レン、ラテックス、ポリビニルアルコール、シリカおよび強磁性金属、合金または組成材
料が含まれる。一実施形態では、微粒子は、磁性もしくは強磁性金属、合金または組成物
である。さらなる実施形態では、材料は、特異的特性を有することがあり、例えば、疎水
性または親水性であってもよい。このような微粒子は、通常、水溶液中に分散しており、
微粒子の分離を維持して、非特異的なクラスター形成を回避する小さな陰性表面電荷を保
持する。
【００１９】
　本発明の一実施形態では、微粒子は、強磁性微粒子であり、本開示による測定方法にお
けるこのような微粒子の分離は、磁力により促進される。磁力は、溶液／懸濁液から強磁
性粒子または磁性粒子を引っ張るため、および所望に応じてそれらの粒子を保持するため
に適用される一方、溶液／懸濁液の液体は除去され得、粒子は、例えば、洗浄され得る。
【００２０】
　本発明による方法において使用される微粒子は、特異的結合の第１のメンバーによりコ
ーティングされている。
　「結合対」は、本明細書で使用する場合、高い親和性で、すなわち１ナノモル親和性ま
たはそれより良好な親和性で、互いに結合する２つのパートナーからなる。結合対に関す
る実施形態は、例えば、受容体およびリガンド、ハプテンおよび抗ハプテン抗体、ならび
に天然の高い親和性結合対に基づく結合対からなる結合対である。
【００２１】
　受容体－配位子の結合対の一例は、ステロイドホルモン受容体および対応するステロイ
ドホルモンからなる対である。
　本発明による方法に好適な１つのタイプの結合対は、ハプテンおよび抗ハプテン抗体の
結合対である。ハプテンは、１００～２０００ダルトン、好ましくは１５０～１０００ダ
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ルトンの分子量を有する有機分子である。このような低分子は、これを担体分子にカップ
リングさせることにより免疫原性が付与され得、抗ハプテン抗体は、標準的手順に従い、
生成され得る。ハプテンは、ステロール、胆汁酸、性ホルモン、コルチコイド、カルデノ
リド、カルデノリド－グリコシド、ブファジエノリド、ステロイド－サポゲニンおよびス
テロイドアルカロイド、カルデノリドおよびカルデノリド－グリコシドを含む群から選択
され得る。これらの物質の代表例は、ジゴキシゲニン、ジギトキシゲニン、ギトキシゲニ
ン、ストロファンチジン、ジゴキシン、ジギトキシン、ジトキシンおよびストロファンチ
ンである。別の好適なハプテンは、例えばフルオレセインである。
【００２２】
　天然の高い親和性結合対に基づく結合対の例は、アミノビオチン、イミノビオチンもし
くはデスチオビオチン等のビオチンまたはビオチンアナログと、アジビンもしくはストレ
プトアビジン、ならびにＦｉｍＧとＤｓＦの結合対である。ビオチン－（ストレプト）ア
ジビン結合対は、当分野において周知である。ＦｉｍＧ－ＤｓＦ結合対の基本原理は、例
えば、ＷＯ２０１２／０２８６９７に記載されている。
【００２３】
　一実施形態では、結合対は、ハプテンと抗ハプテン抗体、ビオチンまたはビオチンアナ
ログ（アミノビオチン、イミノビオチンまたはデスチオビオチン等）とアジビンまたはス
トレプトアビジン、ＦｉｍＧとＤｓＦ、ならびに受容体とリガンドから選択される。
【００２４】
　一実施形態では、結合対は、ハプテンと抗ハプテン抗体、およびビオチンまたはビオチ
ンアナログ（アミノビオチン、イミノビオチンまたはデスチオビオチン等）／アジビンま
たはストレプトアビジン、ＦｉｍＧとＤｓＦから選択される。
【００２５】
　一実施形態では、結合対は、ビオチン（またはアミノビオチン、イミノビオチンまたは
デスチオビオチン等のビオチンアナログ）とアジビンまたはストレプトアビジンである。
　一実施形態では、結合対は、ビオチンとストレプトアビジンからなる。
【００２６】
　一実施形態では、本発明による結合対は、１０ｋＤ以上の分子量を有するこのような結
合対の第１のパートナー、および１ｋＤ以下の分子量を有するこのような結合対の第２の
対からなる。上で示した通り、一実施形態では、１０ｋＤ以上の分子量を有する結合対の
第１のパートナーは、本開示による方法において使用される微粒子に結合している（コー
ティングされている）。
【００２７】
　一実施形態では、本開示による微粒子をベースとする方法では、結合対の前記第１のパ
ートナーは、それぞれ、アジビンおよび／またはストレプトアビジンおよびＦｉｍＧから
選択され、結合対の前記第２のパートナーは、それぞれ、ビオチンまたはビオチンアナロ
グ（アミノビオチン、イミノビオチンまたはデスチオビオチン等）、およびＤｓＦから選
択される。
【００２８】
　一実施形態では、本開示による微粒子をベースとする方法では、結合対の前記第１のパ
ートナーは、アジビンおよび／またはストレプトアビジンであり、結合対の前記第２のパ
ートナーは、ビオチンである。
【００２９】
　本発明による方法において使用される微粒子は、結合対の第１のパートナーにより「コ
ーティングされている」。このようなコーティングは、最新技術の手順に従って行われる
。結合対の第１のパートナーは、吸着により、共有結合により、またはその両方の方法の
組合せにより、粒子の表面に結合することができる。微粒子は、場合により、例えば、ウ
シ血清アルブミンのようなタンパク質とともにさらにインキュベートされて、他のアッセ
イ構成成分の非特異的結合を低下させることができる。当業者は、非特異的結合のこのよ
うな任意選択的遮断に使用される方法を十分に認識している。当分野において使用される
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専門用語に沿うと、このようなコーティングおよび遮断された微粒子はまた、コーティン
グされた微粒子と単に称される。
【００３０】
　結合対の第１のパートナーの分子は、この結合対の第２のパートナーにとっての多数の
近傍の結合部位をもたらす、近接した微粒子上に存在する。実践的な／決まった手順の応
用の大部分に関すると、結合対の第１のパートナーは、飽和濃度にある微粒子にコーティ
ングされ、最適なコーティング密度がもたらされる。当業者が認識する通り、コーティン
グ密度は、所望の場合、結合対の第１のパートナーの準最適濃度を使用することにより低
下させることができる。結合対の第１のパートナーの準最適濃度がコーティングのために
使用される場合、当業者は、結合対の第２のパートナーに分析物特異的結合剤を結合させ
るために使用されるリンカー長さに適合するよう、平均コーティング密度を選択すると思
われる。一般用語：コーティングされた微粒子上の結合対の第１のパートナーの分子間の
平均距離は、分析物特異的結合剤を結合対の第２のパートナーに結合させるために使用さ
れるリンカーの長さの最大でも２倍となろう。こうして、この距離は、１つの分子の中心
から別の分子の中心までとなる。例として：ポリエチレングリコール単位の平均長さは、
約０．３８ｎｍである。したがって、１２ＰＥＧ単位を有するリンカーは、長さが約４．
５ｎｍを有する。結合対の第２のパートナーの分子を同一微粒子上の前記結合対の第１の
パートナーに結合させるために、この粒子上の結合対の第１のパートナーの分子間の平均
距離は、９ｎｍ以下になると思われる。一実施形態では、結合対の第１のパートナーの分
子の平均距離は、９ｎｍ以下である。一実施形態では、結合対の第１のパートナーの分子
の平均距離は、それぞれ、９ｎｍまたは８ｎｍである。一実施形態では、結合対の第１の
パートナーの飽和濃度において／これを用いてコーティングされた微粒子を使用する。
【００３１】
　「分析物」または「目的の分析物」または「標的分子」は、分析物特異的結合剤によっ
て結合され得る任意の分子とすることができる。一実施形態では、本発明の文脈内の分析
物は、核酸（ＤＮＡまたはＲＮＡ）分子、ペプチド、タンパク質、薬物分子、ホルモンま
たはビタミンである。一実施形態では、本発明の文脈内の分析物は、ペプチド、タンパク
質、薬物分子、ホルモンまたはビタミンである。
【００３２】
　別の実施形態では、分析物は、いくつかの変異体を含み、一実施形態では、様々な遺伝
子型、アイソザイム、アイソフォーム、血清型、または分析物の変異体を含む。一実施形
態では、分析物は、感染性因子の抗原である。感染性因子の例は、ヒトに感染する、ウイ
ルス、細菌および原生動物の病原体である。一実施形態では、分析物は、ウイルス抗原、
一実施形態では、肝炎ウイルス抗原またはヒトレトロウイルス抗原である。一実施形態で
は、分析物は、Ｃ型肝炎ウイルスまたは肝炎ＢウイルスまたはＨＩＶ抗原である。
【００３３】
　さらに別の実施形態では、分析物は、Ｃ型肝炎ウイルスコア、ＮＳ３またはＮＳ４抗原
である。一実施形態では、分析物は、Ｃ型肝炎ウイルスコア抗原、遺伝子型１ａ（分離株
１）の全アミノ酸配列を示す、配列番号１内に存在する抗原である。一実施形態では、分
析物は、ＵｎｉＰｒｏｔデータベースによりやはり入手可能な受託番号Ｐ２６６６４であ
る、Ｃ型肝炎ウイルス遺伝子型１ａのアミノ酸配列を示す、配列番号１の全アミノ酸配列
を有する。一実施形態では、分析物は、配列番号１の部分配列、一実施形態では、配列番
号１の、少なくとも１０個の連続したアミノ酸である部分配列、一実施形態では、少なく
とも連続した２０個のアミノ酸である部分配列である。さらに別の実施形態では、分析物
は、配列番号１の変異体において示された抗原の変異体であり、ＨＣＶコアの遺伝子型は
、文献中に記載されており、例えば、Ｃｈｏｏら、ＰＮＡＳ　８８巻（１９９１年）、２
４５１～２４５５頁を参照されたい。別の実施形態では、分析物は、ＨＣＶ遺伝子型１－
７コアタンパク質の１つの全アミノ酸配列、または少なくとも２０個のアミノ酸残基から
なるその部分配列を有する。ＨＣＶ遺伝子型、それらの発生率および世界的分布は、当分
野において十分に記載されており、例えば、Ｍｅｓｓｉｎａら、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　
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２０１５年　６１巻（１号）、７７～８７頁により要約されている。
配列番号１
ＭＳＴＮＰＫＰＱＫＫ　ＮＫＲＮＴＮＲＲＰＱ　ＤＶＫＦＰＧＧＧＱＩ　ＶＧＧＶＹＬＬ
ＰＲＲ　ＧＰＲＬＧＶＲＡＴＲ　ＫＴＳＥＲＳＱＰＲＧ　ＲＲＱＰＩＰＫＡＲＲ　ＰＥＧ
ＲＴＷＡＱＰＧ　ＹＰＷＰＬＹＧＮＥＧ　ＣＧＷＡＧＷＬＬＳＰ　ＲＧＳＲＰＳＷＧＰＴ
　ＤＰＲＲＲＳＲＮＬＧ　ＫＶＩＤＴＬＴＣＧＦ　ＡＤＬＭＧＹＩＰＬＶ　ＧＡＰＬＧＧ
ＡＡＲＡ　ＬＡＨＧＶＲＶＬＥＤ　ＧＶＮＹＡＴＧＮＬＰ　ＧＣＳＦＳＩＦＬＬＡ　ＬＬ
ＳＣＬＴＶＰＡＳ　Ａ
　一実施形態では、分析物は、配列番号１の変異体であり、前記変異体は、配列番号１の
少なくとも１０個、一実施形態では、少なくとも２０個の連続アミノ酸の部分配列を含み
、前記部分配列にわたり９０％の配列同一性を有する。例えば、５０個のアミノ酸を含む
部分配列では、４５個のアミノ酸が、配列番号１と同一であり、５個が他のアミノ酸によ
り置き換えられている。一実施形態では、置換アミノ酸残基は、例示すると、バリンをイ
ソロイシンにより置き換えた、または酸性アミノ酸を別の酸性アミノ酸（グルタミン酸／
アスパラギン酸）により置き換えた、保存的交換により置き換えられている。
【００３４】
　液体試料は、本開示による方法において、分析物の特異的なインビトロ検出のための方
法に使用され得る。試料は、分析物を含むことが既知である場合があり、または分析物を
含むことが疑われていることがある。一実施形態では、本開示による方法に使用されるイ
ンビトロ診断用の試料は、全血液、血清、血漿、髄液、尿または唾液から選択される体液
である。一実施形態では、分析物を含むことが疑われるまたは含む試料は、血清、血漿ま
たは髄液である。一実施形態では、分析物を含むことが疑われるまたは含む試料は、血清
または血漿である。
【００３５】
　本開示による分析物の測定方法は、少なくとも２種の分析物特異的結合剤を使用する。
用語「分析物特異的結合剤」とは、目的の分析物に特異的に結合する分子を指す。
　用語「少なくとも２種の分析物特異的結合剤」は、少なくとも２種の分子であって、そ
れぞれが、目的の分析物に特異的に結合するが、分析物に対して異なる親和性を有する、
少なくとも２種の分子を指す。一実施形態では、前記少なくとも２種の分析物特異的結合
剤は、２種の異なる抗体とすることができ、その各々は、分析物上の異なるエピトープを
認識する。一実施形態では、前記エピトープは、個別のエピトープであり、すなわち、そ
れらのアミノ酸配列またはそれらの認識される結合部位は重ならず、したがって、少なく
とも２種の抗体は、その個々のエピトープへの結合に競合せず、したがって、それらは、
並行して同時に、分析物に結合（ａｔｔａｃｈｅｄ）され得るか、またはこれに結合（ｂ
ｏｕｎｄ）され得る。抗体が目的の分析物である場合、少なくとも２種の分析物特異的結
合剤は、それぞれが、ポリペプチドに基づく抗原である。そのような場合、抗原は、分析
物抗体が、少なくとも２種の抗原の両方に結合するが（分析物特異的結合剤として働く）
、異なる親和性で結合する程度に、それらのポリペプチド配列が異なる。以下でさらに提
示される「分析物特異的結合剤」に関する定義は、変更すべきところは変更して、「少な
くとも２種の分析物特異的結合剤」の各々に当てはまる。
【００３６】
　本開示の意味における分析物特異的結合剤は、典型的には、分析物との結合または結合
することができる捕捉分子（他の用語　目的の分析物；標的分子）を含む。一実施形態に
おいて、分析物特異的結合剤は、その対応する標的分子、すなわち分析物に対して少なく
とも１０７ｌ／ｍｏｌの親和性を有する。分析物特異的結合剤は、他の実施形態において
、その標的分子に対して１０８ｌ／ｍｏｌのまたはさらには１０９ｌ／ｍｏｌの親和性を
有する。一実施形態では、その標的分子への分析物特異的結合剤の親和性は、少なくとも
１０１０ｌ／ｍｏｌである。当業者には分かるであろう通り、特異的という用語は、試料
中に存在する他の生体分子が、分析物に対して特異的な結合剤と有意に結合しないことを
指示するために使用される。一部の実施形態において、標的分子以外の生体分子との結合
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のレベルは、標的分子の親和性の１０％のみ、より好ましくは５％のみまたはそれ以下で
ある結合親和性をもたらす。一実施形態において、分析物以外の分子との結合親和性は、
測定不可能である。一実施形態において、分析物特異的結合剤は、親和性についておよび
特異性についての上記の最低基準を両方満たすことになる。
【００３７】
　一実施形態では、分析物特異的結合剤は、アプタマー、ペプチドアプタマー、タンパク
質、オリゴヌクレオチドおよび分子インプリントポリマーからなる群から選択される。
　「アプタマー」は、分析物特異的結合剤の文脈で使用される場合、当業者に公知の、分
析物に結合可能な、短鎖核酸分子、例えばＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、ＣＮＡ、ＨＮＡ、Ｌ
ＮＡもしくはＡＮＡ分子、または任意の他の好適な核酸フォーマットとすることができる
。
【００３８】
　ペプチドアプタマーは、特定のアミノ酸配列を含む、タンパク質、ポリペプチドまたは
ペプチドに特異的に結合することができるアプタマーである。通常、ペプチドアプタマー
は、例えば１０～２０個のアミノ酸を含む、ペプチドループを有する。本開示の文脈にお
いて、ペプチドアプタマーは、具体的な実施形態では、一方または両方の末端において、
足場構造に結合されていてもよい。足場構造は、任意の分子、好ましくはタンパク質、例
えば、良好な溶解度特性を有するタンパク質とすることができる。好適な足場分子は、当
業者に公知であると思われる。好適な足場分子の例は、それぞれ、細菌タンパク質チオレ
ドキシン－ＡおよびＦｋｐＡ－シャペロンまたはＳｌｙＤ－シャペロンに基づく。アプタ
マーペプチドループは、好ましくは、足場分子の還元性活性部位に挿入され得る。代替的
に、黄色ブドウ球菌プロテインＡおよびそのドメイン、ならびにこれらのドメインの誘導
体（プロテインＺまたはリポカリン等）は、ペプチドアプタマーとして使用することがで
きる。
【００３９】
　核酸またはペプチドアプタマーは、当業者に公知の任意の好適な方法に従い、例えばＰ
ＣＲ、または分子合成手法もしくは酵母ツーハイブリッド手法により生成され得る。
　「ペプチド」は、分析物特異的結合剤の文脈で使用される場合、２～４９個のアミノ酸
、アミノ酸誘導体またはそれらの混合物のストレッチを含む、または代替としてこれらか
らなっていてもよい。ペプチドは、線状、分岐状、環状、またはそれらの混合物とするこ
とができる。ペプチド分析物特異的結合剤はまた、本明細書の上で定義された足場構造に
結合していてもよい。
【００４０】
　「ポリペプチド」または「タンパク質」は、分析物特異的結合剤の文脈で使用される場
合、約５０個超のアミノ酸、アミノ酸誘導体またはそれらの混合物のストレッチを含む、
または代替としてこれらからなっていてもよい。タンパク質は、線状、分岐状および環状
形態を有してもよく、またはこれらの形態の混合物を含む。
【００４１】
　一実施形態では、分析物特異的結合剤は、少なくとも５０個のアミノ酸のポリペプチド
である。理論では、分析物特異的結合剤のポリペプチド長さに上限値はないが、一実施形
態では、最大でも１０，０００個のアミノ酸を有すると予想される。
【００４２】
　「オリゴヌクレオチド」は、分析物特異的結合剤の文脈で使用される場合、１０～１２
０のヌクレオチド、または１２～６０、または１５～４０のヌクレオチドのストレッチを
含むことができるか、または代替としてこれらからなっていてもよい。
【００４３】
　オリゴヌクレオチド分析物特異的結合剤は、ＲＮＡ分子もしくはＤＮＡ分子、またはそ
れらの両方の混合物とすることができる。
　用語「分子インプリントポリマー」とは、本明細書で使用する場合、抽出されて、その
後に、相補性空隙（インプリント）を後に残す分子の存在下で形成されたポリマーを指す
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。通常、分子インプリントポリマーは、元の分子に対してある特定の化学的親和性を示す
。分子インプリントポリマーは、当業者に公知の任意の好適なポリマー単位を含んでもよ
い。それらの生成のための技法には、バルク、沈殿、エマルション、懸濁、分散、ゲル化
、多段階膨潤重合および階層インプリンティング法（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ　ｉｍｐ
ｒｉｎｔｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ）等の重合技法が含まれる。
【００４４】
　分析物特異的結合剤の文脈において使用する「抗体」は、免疫グロブリン分子、および
免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分（断片）、すなわち、分析物に免疫特異的に
結合する抗原結合部位を含有する抗体または抗体断片を指す。本発明による方法において
使用される免疫グロブリン分子は、任意のタイプ（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、Ｉ
ｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ｌｇＧ
４、ｌｇＡ１およびＩｇＡ２）、または免疫グロブリン分子の部分クラスとすることがで
きる。抗体は、これが認識するまたは特異的に結合するポリペプチドのエピトープまたは
一部に関して記載することができるか、または指定することができる。具体的なエピトー
プおよびその抗体との相互作用は、当業者に公知と思われる。
【００４５】
　用語「分析物特異的結合」は、抗体の文脈において使用される場合、分析物上のエピト
ープへの抗体の免疫特異的結合を指す。分析物上のそのエピトープを介する抗体の分析物
特異的結合の概念は、当業者に十分に明白である。
【００４６】
　本明細書における用語「抗体」は、最も広範な意味で使用され、詳細には、所望の生物
活性を示す限り、少なくとも２種の異なる抗体および抗体断片から形成される、モノクロ
ーナル抗体、ポリクローナル抗体、単鎖抗体、多重特異的抗体（例えば、二重特異的抗体
）を包含する。本開示の意味における抗体はまた、１種または複数の他のタンパク質また
はペプチドとの抗体の共有結合性または非共有結合性会合により形成される、より大きな
融合分子の一部とすることもできる。
【００４７】
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され、分離および／または回収さ
れたものである。その自然環境の汚染成分は、抗体の研究、免疫または治療的使用に干渉
するであろう材料であり、酵素、ホルモン、および他のタンパク質性または非タンパク質
性溶質を含んでよい。一部の実施形態において、抗体は、還元または非還元条件下、例え
ば、クマシーブルーまたは銀染色を使用して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって決定された際に
、抗体の９５重量％より大きくなるまで、および一部の実施形態において、９９％より大
きくなるまで、精製される。
【００４８】
　免疫グロブリンＧクラスの抗体は、通常、２つの同一の軽（Ｌ）鎖および２つの同一の
重（Ｈ）鎖で構成される、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である
。各軽鎖は、１つの共有ジスルフィド結合によって重鎖に連結されているのに対し、ジス
ルフィド連結の数は、異なる免疫グロブリンアイソタイプの重鎖間で変動する。各重およ
び軽鎖は、規則的間隔の鎖間ジスルフィド架橋も有する。各重鎖は、一端に、可変ドメイ
ン（ＶＨ）、続いて、若干数の定常ドメインを有する。各軽鎖は、一端に可変ドメイン（
ＶＬ）を、およびその他端に定常ドメインを有し、軽鎖の定常ドメインは、重鎖の第一の
定常ドメインと整列され、軽鎖可変ドメインは、重鎖の可変ドメインと整列される。特定
のアミノ酸残基は、軽鎖および重鎖可変ドメインの間にインターフェースを形成すると考
えられる。
【００４９】
　抗体の「可変領域」または「可変ドメイン」は、抗体の重または軽鎖のアミノ末端ドメ
インを指す。重鎖の可変ドメインは、「ＶＨ」と称されてよい。軽鎖の可変ドメインは、
「ＶＬ」と称されてよい。これらのドメインは、概して、抗体の最可変部であり、抗原結
合部位を含有する。
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【００５０】
　用語「可変」は、可変ドメインのある特定の部分は抗体間で配列が大幅に異なり、その
特定の抗原のための各特定の抗体の結合および特異性において使用されるという事実を指
す。しかしながら、可変性は、抗体の可変ドメイン全体に均等に分布しているわけではな
い。これは、軽鎖および重鎖可変ドメインの両方において高度可変領域（ＨＶＲ）と呼ば
れる３つのセグメントに集中している。可変ドメインのより高度に保存された部分は、フ
レームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる。天然重および軽鎖の可変ドメインは、それぞれ、
ベータシート配置を主に採用し、ループ接続を形成する３つのＨＶＲによって接続され、
一部の事例において、ベータシート構造の一部を形成する、４つのＦＲ領域を含む。各鎖
中のＨＶＲは、ＦＲ領域により近接して一緒に結びついており、他の鎖由来のＨＶＲは、
抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｎａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ（１９
９１）を参照）。定常ドメインは、抗体と抗原との結合に直接関与しないが、抗体依存性
細胞毒性への抗体の関わり等、種々のエフェクター機能を呈する。
【００５１】
　任意の脊椎動物種由来の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づき、カッパ（κ）およびラムダ（λ）と呼ばれる２つの明らかに区
別できる型の１つに割り当てられることができる。
【００５２】
　本発明に従う方法において使用される抗体は、任意の動物起源由来のものであってよい
。一実施形態において、抗体は、ヒト、ネズミ（例えば、マウスおよびラット）、ロバ、
サル、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマまたはニワトリ抗体である。
【００５３】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、抗体（免疫グロブリン）は、異
なるクラスに割り当てられることができる。ヒト免疫グロブリンの５つの主要なクラス：
ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、これらのうちのいくつかは、サブ
クラス（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１

およびＩｇＡ２にさらに分割されてよい。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する重鎖
定常ドメインは、それぞれ、α、δ、ε、γおよびμと呼ばれる。異なるクラスの免疫グ
ロブリンのサブユニット構造および三次元配置は、周知であり、概して、例えば、Ａｂｂ
ａｓら、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第４版（Ｗ．Ｂ．
Ｓａｕｎｄｅｒｓ，Ｃｏ．、２０００）において記述されている。抗体は、抗体と１つま
たは複数の他のタンパク質またはペプチドとの共有または非共有会合によって形成された
、より大きい融合分子の一部であってよい。
【００５４】
　用語「完全長抗体」、「無傷の抗体」および「全抗体」は、以下で定義される通りの抗
体フラグメントではなくその実質的に無傷の形態の抗体を指すために、本明細書において
交換可能に使用される。該用語は、特に、Ｆｃ領域を含有する重鎖を持つ抗体を指す。
【００５５】
　「抗体フラグメント」は、好ましくはその抗原結合領域を含む、無傷の抗体の一部を含
む。抗体フラグメントの例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖフラグメン
ト；一本鎖抗体分子；ｓｃＦｖ、ｓｃ（Ｆｖ）２；二重特異性抗体；ならびに抗体フラグ
メントから形成された多重特異性抗体を含む。
【００５６】
　抗体のパパイン消化は、それぞれが単一抗原結合部位を持つ「Ｆａｂ」フラグメント、
およびその名称が容易に結晶化するその能力を反映している残留「Ｆｃ」フラグメントと
呼ばれる、２つの同一の抗原結合フラグメントを産生する。ペプシン処理は、２つの抗原
組合せ部位を有し、依然として抗原を架橋することができる、Ｆ（ａｂ’）２フラグメン
トを産出する。
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【００５７】
　Ｆａｂフラグメントは、重および軽鎖可変ドメインを含有し、かつ軽鎖の定常ドメイン
および重鎖の第一の定常ドメイン（ＣＨ１）も含有する。Ｆａｂ’フラグメントは、抗体
ヒンジ領域由来の１つまたは複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末
端における少数の残基の付加により、Ｆａｂフラグメントとは異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは
、定常ドメインのシステイン残基が遊離チオール基を付帯するＦａｂ’についての本明細
書における指定である。Ｆ（ａｂ’）２抗体フラグメントは、当初、それらの間にヒンジ
システインを有するＦａｂ’フラグメントの対として産生された。抗体フラグメントの他
の化学カップリングも公知である。
【００５８】
　「Ｆｖ」は、完全抗原結合部位を含有する最小抗体フラグメントである。一実施形態に
おいて、二本鎖Ｆｖ種は、緊密に非共有会合した１つの重および１つの軽鎖可変ドメイン
の二量体からなる。一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）種において、１つの重および１つの軽鎖可変
ドメインは、フレキシブルペプチドリンカーによって共有結合的に連結されることができ
、そのため、軽および重鎖は、二本鎖Ｆｖ種（ｓｃ（Ｆｖ）２）におけるものと同様の「
二量体の」構造で会合することができる。各可変ドメインの３つのＨＶＲがＶＨ－ＶＬ二
量体の表面上の抗原結合部位を定義するように相互作用するのは、この配置においてであ
る。集合的に、６つのＨＶＲは、抗体に抗原結合特異性を付与する。しかしながら、単一
可変ドメイン（または抗原に対して特異的な３つのＨＶＲのみを含むＦｖの半分）であっ
ても、抗原を認識し結合する能力を有するが、結合部位全体よりも低い親和性である。
【００５９】
　用語「二重特異性抗体」は、２つの抗原結合部位を持つ抗体フラグメントを指し、この
フラグメントは、同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）中の軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）と接
続されている重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖上の２つのドメイン間での対合を
可能にするには短すぎるリンカーを使用することにより、ドメインは、別の鎖の相補的ド
メインと対合するように強いられ、２つの抗原結合部位を作成する。二重特異性抗体は、
二価または二重特異性であってよい。二重特異性抗体は、例えば、ＥＰ４０４０９７；Ｗ
Ｏ１９９３／０１１６１；Ｈｕｄｓｏｎら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．９：１２９～１３４（２０
０３）；およびＨｏｌｌｉｇｅｒら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９０：６４４４～６４４８（１
９９３）において、より完全に記述されている。三重特異性抗体および四重特異性抗体も
、Ｈｕｄｓｏｎら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．９：１２９～１３４（２００３）において記述され
ている。
【００６０】
　用語「モノクローナル抗体」は、本明細書で使用される場合、実質的に均質な抗体の集
団から取得された抗体を指し、すなわち、その集団を構成する個々の抗体は、少量で存在
し得る可能な突然変異、例えば自然発生突然変異を除き、同一である。故に、修飾語句「
モノクローナル」は、抗体の特徴を、離散的な抗体の混合物ではないとして指示する。あ
る特定の実施形態において、そのようなモノクローナル抗体は、典型的には、標的と結合
するポリペプチド配列を含む抗体を含み、ここで、標的結合ポリペプチド配列は、複数の
ポリペプチド配列からの単一標的結合ポリペプチド配列の選択を含むプロセスによって取
得されたものである。例えば、選択プロセスは、ハイブリドーマクローン、ファージクロ
ーンまたは組み換えＤＮＡクローンのプール等、複数のクローン由来の独自のクローンの
選択であることができる。選択された標的結合配列は、例えば、標的に対する親和性を改
善するように、標的結合配列をヒト化するように、細胞培養中におけるその産生を改善す
るように、インビボでのその免疫原性を低減させるように、多重特異性抗体を作成するよ
うに等、さらに変更され得ること、ならびに、変更された標的結合配列を含む抗体も、本
発明のモノクローナル抗体であることが理解されるべきである。典型的には異なる決定基
（エピトープ）に向けられた異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、
モノクローナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一決定基に向けられる
。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、典型的には他の免疫グロブリ
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ンによって汚染されていないという点で、有利である。
【００６１】
　修飾語句「モノクローナル」は、抗体の特徴を、抗体の実質的に均質な集団から取得さ
れるとして指示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするとして解釈されるべ
きではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は、例えば、ハイブ
リドーマ法（例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ．、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：
４９５～９７（１９７５）；Ｈｏｎｇｏら、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ、１４（３）：２５３～
２６０（１９９５）、Ｈａｒｌｏｗら、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ、第２版、１９８８）；Ｈａｅｍｍｅｒｌｉｎｇら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　５６３～６８１（
Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ｎ．Ｙ．、１９８１））、組み換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４
，８１６，５６７号を参照）、ファージディスプレイ技術（例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎら
、Ｎａｔｕｒｅ、３５２：６２４～６２８（１９９１）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．２２２：５８１～５９７（１９９２）；Ｓｉｄｈｕら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
３３８（２）：２９９～３１０（２００４）；Ｌｅｅら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３４０
（５）：１０７３～１０９３（２００４）；Ｆｅｌｌｏｕｓｅ、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　１０
１（３４）：１２４６７～１２４７２（２００４）；ならびにＬｅｅら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２８４（１－２）：１１９～１３２（２００４）を参照）、およ
びヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリン遺伝子座または遺伝子の一部
またはすべてを有する動物においてヒトまたはヒト様抗体を産生するための技術（例えば
、ＷＯ１９９８／２４８９３；ＷＯ１９９６／３４０９６；ＷＯ１９９６／３３７３５；
ＷＯ１９９１／１０７４１；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９０：２５５
１（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ　３６２：２５５～２５８（１
９９３）；Ｂｒｕｇｇｅｍａｎｎら、Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．７：３３（１９
９３）；米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；同第５，５６９
，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；および同第５，６
６１，０１６号；Ｍａｒｋｓら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９～７８３
（１９９２）；Ｌｏｎｂｅｒｇら、Ｎａｔｕｒｅ　３６８：８５６～８５９（１９９４）
；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ、Ｎａｔｕｒｅ　３６８：８１２～８１３（１９９４）；Ｆｉｓｈｗ
ｉｌｄら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１４：８４５～８５１（１９９６）；
Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１４：８２６（１９９６）
；ならびにＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ、Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．１３：６５～９３（１９９５）を参照）を含む、様々な技法によって作製されてよい。
【００６２】
　本明細書におけるモノクローナル抗体は、重および／または軽鎖の一部が、特定の種に
由来するまたは特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列
と一致するかまたは相同であるのに対し、鎖の残りは、別の種に由来するまたは別の抗体
クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列と一致するかまたは相同で
ある、「キメラ」抗体、および、そのような抗体のフラグメントを、それらが所望の生物
活性を呈する限り、具体的に含む（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号およびＭｏ
ｒｒｉｓｏｎら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８１：６８５１～６８５５（１９８４））。キメラ
抗体は、抗体の抗原結合領域が、例えば、マカクザルを目的の抗原で免疫化することによ
って産生される抗体に由来する、ＰＲＩＭＡＴＩＺＥＤ（登録商標）抗体を含む。
【００６３】
　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリンに由来する
最小限の配列を含有するキメラ抗体である。一実施形態では、ヒト化抗体は、ヒト免疫グ
ロブリン（レシピエント抗体）であり、この場合、レシピエントのＨＶＲに由来する残基
は、マウス、ラット、ウサギ、または所望の特異性、親和性および／または能力を有する
非ヒト霊長類等の、非ヒト種のＨＶＲ（ドナー抗体）に由来する残基によって置き換えら
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れている。一部の例では、ヒト免疫グロブリンのＦＲ残基は、対応する非ヒト残基により
置き換えられている。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体中またはドナー抗体中に
見いだされない残基を含むことができる。これらの修飾は、抗体性能をさらに精密化する
ためになされ得る。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１つ、通常、２つの可変ドメイン
のすべてを実質的に含み、この場合、非ヒト免疫グロブリンの可変ドメインに相当する超
可変ループのすべてまたは実質的にすべて、およびＦＲのすべてまたは実質的にすべてが
、ヒト免疫グロブリン配列の可変ドメインである。ヒト化抗体はまた、場合により、免疫
グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部、通常、ヒト免疫グロブリンの一部を含む
であろう。さらなる詳細に関すると、Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　３２１巻：５２２～
５２５頁（１９８６年）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３３２巻：３２３～３
２９頁（１９８８年）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ
．２巻：５９３～５９６頁（１９９２年）を参照されたい。やはり、例えば、Ｖａｓｗａ
ｎｉ　ａｎｄ　Ｈａｍｉｌｔｏｎ、Ａｎｎ．Ａｌｌｅｒｇｙ，Ａｓｔｈｍａ＆Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．１巻：１０５～１１５頁（１９９８年）；Ｈａｒｒｉｓ、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ
．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　２３巻：１０３５～１０３８頁（１９９５年）；Ｈｕｒｌ
ｅ　ａｎｄ　Ｇｒｏｓｓ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．５巻：４２８～４３３頁（
１９９４年）；および米国特許第６，９８２，３２１号および同第７，０８７，４０９号
を参照されたい。
【００６４】
　「ヒト抗体」は、ヒトにより生成する抗体のアミノ酸配列に相当する、および／または
本明細書において開示されたヒト抗体を作製するための技法のいずれかを使用して作製さ
れたアミノ酸配列を有するものである。ヒト抗体のこの定義は、非ヒト抗原結合性残基を
含む、ヒト化抗体を具体的に排除する。ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリを
含む、当業者に公知の様々な技法を使用して生成することができる。Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏ
ｍ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２２７巻：３８１号（１９９１年
）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２２２巻：５８１号（１９９１年）。同様
に、Ｃｏｌｅら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ
　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ、７７頁（１９８５年）；Ｂｏｅｒｎｅｒら
、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１４７巻（１号）：８６～９５頁（１９９１年）に記載された
方法が、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用可能である。ｖａｎ　Ｄｉｊｋおよびｖａ
ｎ　ｄｅ　Ｗｉｎｋｅｌ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．、５巻：３６８～
７４頁（２００１年）も参照されたい。ヒト抗体は、抗原チャレンジに応答してこのよう
な抗体を産生するように改変されるが、その内因性遺伝子座が不能化されたトランスジェ
ニック動物、例えば免疫付与ゼノマウス（ｘｅｎｏｍｉｃｅ）に、抗原を投与することに
よって調製することができる（例えば、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）技術に関しては米国
特許第６，０７５，１８１号および同第６，１５０，５８４号を参照されたい）。同様に
、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術により生成されるヒト抗体に関しては、例えば、Ｌｉら
，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ、１０３巻：３５５７～３５６２頁（２００６年）も参照されたい。
【００６５】
　用語「高度可変領域」、「ＨＶＲ」または「ＨＶ」は、本明細書で使用される場合、配
列中で高度可変であるおよび／または構造的に定義されたループを形成する、抗体可変ド
メインの領域を指す。概して、抗体は、６つのＨＶＲ：ＶＨに３つ（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）
およびＶＬに３つ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）を含む。天然抗体において、Ｈ３およびＬ３は、
６つのＨＶＲのうちで最も多様性を見せ、特にＨ３は、抗体に優れた特異性を付与する上
で独自の役割を果たすと考えられる。例えば、Ｘｕら、Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　１３：３７～
４５（２０００）；ＪｏｈｎｓｏｎおよびＷｕ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２４８：１～２５（Ｌｏ編、Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏ
ｗａ、ＮＪ、２００３）を参照されたい。実際に、重鎖のみからなる自然発生ラクダ科抗
体は、軽鎖の非存在下で機能的かつ安定である。例えば、Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒｍ
ａｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３６３：４４６～４４８（１９９３）およびＳｈｅｒｉｆｆら、
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Ｎａｔｕｒｅ　Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．３：７３３～７３６（１９９６）を参照された
い。
【００６６】
　様々なＨＶＲの描写が利用されており、それらは本明細書に包含される。Ｋａｂａｔ相
補性決定領域（ＣＤＲ）であるＨＶＲは、配列可変性に基づき、最も一般的に使用される
（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃ
ｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ
、ＭＤ（１９９１））。Ｃｈｏｔｈｉａは、代わりに構造ループの位置を参照する（Ｃｈ
ｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１～９１７（１９８７
））。ＡｂＭ　ＨＶＲは、Ｋａｂａｔ　ＣＤＲとＣｈｏｔｈｉａ構造ループとの間の妥協
を表し、オックスフォード分子ＡｂＭ抗体モデリングソフトウェアによって使用される。
「接触」ＨＶＲは、利用可能な複合体結晶構造の分析に基づく。これらのＨＶＲのそれぞ
れからの残基が、以下で注記される。
【００６７】
【化１】

 
【００６８】
　ＨＶＲは、次の通りの「伸長ＨＶＲ」を含んでよい：ＶＬに、２４～３６または２４～
３４（Ｌ１）、４６～５６または５０～５６（Ｌ２）、および８９～９７または８９～９
６（Ｌ３）、ならびにＶＨに、２６～３５（Ｈ１）、５０～６５または４９～６５（Ｈ２
）、および９３～１０２、９４～１０２または９５～１０２（Ｈ３）。可変ドメイン残基
は、これらの伸長ＨＶＲ定義のそれぞれについて、Ｋａｂａｔら、上記に従って番号付け
される。
【００６９】
　表現「Ｋａｂａｔのような可変ドメイン残基番号付け」または「Ｋａｂａｔのようなア
ミノ酸位置番号付け」およびそれらの変化形は、Ｋａｂａｔら、上記における抗体のコン
ピレーションの重鎖可変ドメインまたは軽鎖可変ドメインに使用された番号付けシステム
を指す。この番号付けシステムを使用して、実際の線形アミノ酸配列は、可変ドメインの
ＦＲまたはＨＶＲの短縮またはそれへの挿入に対応する、より少ないまたは追加のアミノ
酸を含有してよい。例えば、重鎖可変ドメインは、Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸挿
入部（Ｋａｂａｔによれば残基５２ａ）、および重鎖ＦＲ残基８２の後に挿入された残基
（例えば、Ｋａｂａｔによれば残基８２ａ、８２ｂおよび８２ｃ等）を含んでよい。残基
のＫａｂａｔ番号付けは、所与の抗体について、抗体の配列の相同性の領域における「標
準」Ｋａｂａｔ番号付き配列とのアライメントによって決定されてよい。
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　一実施形態では、少なくとも２種の抗原特異的結合剤は、分析物のエピトープに結合す
る抗体である。エピトープは、抗体によって特異的に結合した抗原の部分である。エピト
ープは、線状（１つのポリペプチド鎖上に連続または隣接するアミノ酸）または立体構造
（抗体のパラトープ／抗原結合部位と相互作用する三次元ポリペプチド構造）のどちらか
とすることができる。一実施形態では、前記エピトープは、個別のエピトープであり、す
なわち、それらのアミノ酸配列またはそれらの認識される結合部位は重ならず、したがっ
て、少なくとも２種の抗体は、その個々のエピトープへの結合と競合せず、したがって、
それらは、並行して同時に、分析物に結合（ａｔｔａｃｈｅｄ）され得るか、またはこれ
に結合（ｂｏｕｎｄ）され得る。本発明の実施形態では、少なくとも２種のウイルス抗原
特異的結合剤は抗体であり、その１つは、配列番号１のアミノ酸の位置１４０～１７２内
、一実施形態では、アミノ酸の位置１５７～１６９内のエピトープに結合し、その１つは
、配列番号１のアミノ酸の位置２０～８０内、一実施形態では、アミノ酸の位置６５～７
１内、一実施形態では、アミノ酸の位置３２～３６内、一実施形態では、アミノ酸の位置
３７～４６内のエピトープに結合する。
【００７１】
　本明細書において開示された通り、結合対の第２のパートナーは、１２～３０個のエチ
レングリコール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して分析物特異的結合剤に
結合されている。
【００７２】
　用語「リンカー」は、第１の部分を第２の部分またはそれより多い部分にコンジュゲー
ト（連結）するために使用され得る、二官能性部分または多官能性部分を意味する。互い
に結合した第一および第二の部分を含むコンジュゲートは、２つの反応性官能基を有する
リンカーを使用して、好都合に調製され得る。そのようなコンジュゲートにおいて、２つ
の部分は、このリンカー「を介して」結合される。当業者には明白なように、そのような
コンジュゲートにおいて、リンカーの官能性部分は、結合の一部として存在し、未反応の
官能性部分としてではない。
【００７３】
　本発明者らは、１２～３０個のエチレングリコール単位を含むリンカーは、本明細書に
おいて開示された驚くべき知見に重要であると考えている。分析物の測定のための微粒子
をベースとするアッセイに関する従来技術では、短鎖ＰＧＥ含有リンカー分子しか、深く
考えられていない。ＵＳ５，５２１，３１９は、バイオ分子のビオチン化に非常に有用で
あることが証明された新規試薬を開示している。リンカーの長さは、短鎖、すなわち最大
で５単位のエチレンオキシド、好ましくはたった１～３単位のエチレンオキシドとなるこ
とが教示されており、２つのこのような単位が最も好ましい。この教示とは反対に、ここ
で驚くべきことに、微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおいて、長鎖リン
カー分子（１２～３０個の間のエチレンオキシド単位（＝ＰＥＧ１２～３０）を含む）は
、結合対の第２のメンバー、例えばビオチンを分析物特異的薬剤に結合させるために使用
する場合、有利であるということが見いだされている。
【００７４】
　ＰＥＧ－リンカーを介して、標的分子にビオチンを連結するまたはカップリングするた
めの適切な試薬は、例えば、式Ｉによる試薬である。
【００７５】
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【化２】

【００７６】
　認識される通り、式Ｉ中の（ｎ）は、エチレングリコール単位の数に関する。ｎは、好
ましくは１２～３０である。
　本発明の方法は、幅広いフォーマットにおいて構築され得る。このようなフォーマット
には、例えばサンドイッチアッセイ等の当分野で公知のフォーマットが含まれる。（例え
ば、以下の参照文献：Ｎｏｎｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　ａｎｄ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、Ｋｅｓｓｌｅｒ，Ｃ．（編）、Ｓｐｒｉｎ
ｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ：Ｂｅｒｌｉｎ　１９９２年；Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　
Ｈａｎｄｂｏｏｋ、Ｗｉｌｄ，Ｄ．（編）、Ｓｔａｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ　１９９４年；Ｋｅｌｌｅｒ，Ｇ．Ｈ．ａｎｄ　Ｍａｎａｋ，Ｍ．Ｍ．ＤＮＡ　Ｐ
ｒｏｂｅｓ、第２版．、ＭａｃＭｉｌｌａｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　Ｌｔｄ．：Ｌｏｎ
ｄｏｎ、１９９３年；Ｔｉｅｔｚ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　第２版、Ｂｕｒｔｉｓら（編）、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　ａｎｄ　Ｃ
ｏ．：Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、１９９４年を参照されたい）。
【００７７】
　本開示による方法では、分析物が測定される。当業者が容易に認識する通り、微粒子に
結合した分析物の測定は、通常、適切なアッセイ構成成分上の標識により運搬または生成
されるシグナルを測定し、分析物用の標準曲線から分析物の濃度を算出することにより、
すなわちこうして、分析物を測定することにより通常、行われる。標識が通常、結合する
アッセイ構成成分は、さらなる分析物特異的結合剤である（サンドイッチタイプのアッセ
イ）。標識が測定される前に、標識化アッセイ構成成分の部分を含む微粒子は、微粒子に
結合していない、標識化アッセイ構成成分の部分から分離される。
【００７８】
　一実施形態では、本開示の方法は、サンドイッチアッセイフォーマットで実施される。
　典型的なサンドイッチアッセイフォーマットには、結合対の第１のパートナーによりコ
ーティングされた微粒子と、各々が結合対の第２のパートナーに結合している少なくとも
２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われるまたは含む試料であって、結
合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコール単位（ＰＥＧ１２～
３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤の各々に結合されている、試料と
、検出可能に標識化されたさらなる分析物特異的結合剤とを混合するステップを含む。当
業者に明白な通り、これらの構成成分が混合されて、分析物により検出可能に標識化され
た分析物特異的結合剤、（結合対の第２のパートナーおよび結合対の第１のパートナーに
結合した）分析物特異的結合剤を微粒子に結合させるのに十分なある期間、インキュベー
トされる。一実施形態では、洗浄工程、このような混合／インキュベートを含まないサン
ドイッチアッセイが、単一反応容器中で行われる。４つの成分（それぞれ、コーティング
された微粒子、試料、各々が結合対の第２のパートナーに結合した分析物特異的結合剤、
および検出可能に標識化した分析物特異的結合剤）を添加および混合する順序は、重要で
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はない。一実施形態では、洗浄工程、結合対の第１のメンバーによりコーティングされた
微粒子、試料、および結合対の第２のパートナーに結合した分析物特異的結合剤の添加お
よび混合を含むサンドイッチアッセイは、単一反応容器で行われる。この第１の（分析物
捕捉）工程の後、分析物が、ここで結合した微粒子が洗浄された後に、検出可能に標識化
した分析物特異的結合剤を加える。第１の３つの成分（それぞれ、コーティングされた微
粒子、試料および結合対の第２のパートナーに結合した分析物特異的結合剤）を添加およ
び混合する順序は、重要ではない。
【００７９】
　サンドイッチ型アッセイフォーマットでは、一実施形態では、それぞれ、各々が結合対
の第２のパートナーに結合している少なくとも２種の分析物特異的結合剤、ならびに各々
が異なるエピトープおよび非重なりエピトープにおいて分析物に結合する、検出可能に標
識化した分析物特異的結合剤。
【００８０】
　分析物特異的結合剤または分析物を標識するための方法は、当業者に周知であり、例え
ば、Ｈａｕｇｌａｎｄ（２００３年）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｈａｎｄｂｏ
ｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌｓ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．；Ｂｒｉｎｋｌｅｙ（１
９９２年）Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．３巻：２号；Ｇａｒｍａｎ、（１９９
７年）Ｎｏｎ－Ｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｌｏｎｄｏｎ；Ｍｅａｎｓ（１９９
０年）Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１巻：２号；Ｇｌａｚｅｒら、Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｔ．Ｓ．Ｗｏｒｋ　ａｎｄ　Ｅ．Ｗｏｒｋ（編））Ａｍｅｒｉｃａｎ
　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｌｕｎｄｂｌ
ａｄ，Ｒ．Ｌ．　ａｎｄ　Ｎｏｙｅｓ，Ｃ．Ｍ．（１９８４年）Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅ
ａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ、第Ｉ巻およびＩＩ
巻、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｐｆｌｅｉｄｅｒｅｒ，Ｇ．（１９８５年
）「Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ」、Ｍｏｄ
ｅｒｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、Ｈ．Ｔｓｃｈｅ
ｓｃｈｅ（編）、Ｗａｌｔｅｒ　ＤｅＧｒｕｙｔｅｒ、Ｂｅｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ；ａｎｄ　Ｗｏｎｇ（１９９１年）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ
（Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ、Ｆｌａ．）；ＤｅＬｅｏｎ－Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚら、Ｃｈｅｍ
．Ｅｕｒ．Ｊ．１０巻（２００４年）１１４９～１１５５頁；Ｌｅｗｉｓら、Ｂｉｏｃｏ
ｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１２巻（２００１年）３２０～３２４頁；Ｌｉら、Ｂｉｏｃ
ｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１３巻（２００２年）１１０～１１５頁；Ｍｉｅｒら．Ｂ
ｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１６巻（２００５年）２４０～２３７頁に豊富に記
載されている。
【００８１】
　検出可能に標識化されるという用語は、直接的にまたは間接的に検出され得る標識を包
含する。
　間接的に検出可能に標識化されるとは、例えば、ハプテンによる標的化、および直接的
に検出可能な標識を担持する抗ハプテン抗体によってこのようなハプテン化された化合物
の検出を指すか、または酵素を用いる標識化、および適切な色素基質の転化をもたらす、
その対応する酵素活性によるこのような酵素の検出を指す。様々な酵素－基質標識が入手
可能であり、開示されている（例えば、ＵＳ４，２７５，１４９を参照されたい）。酵素
は、一般に、様々な技法を使用して測定され得る、発色性基質の化学的変化を触媒する。
例えば、酵素は、基質の色調変化を触媒することがあり、これは、分光測光法により測定
され得る。代替的に、酵素は、基質の蛍光または化学発光法を改変することがある。化学
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発光性基質は、化学反応により電子的に励起された状態になり、次に、測定可能な（例え
ば、化学蛍光光度計を使用）光を発光することができるか、またはエネルギーを蛍光受容
体に与える。酵素による標識の例には、ルシフェラーゼ（例えば、ホタルルシフェラーゼ
および細菌ルシフェラーゼ；ＵＳ４，７３７，４５６）、ルシフェリン、２，３－ジヒド
ロフタラジンジオン、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ウレアーゼ、ペルオキシダーゼ（ホー
スラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）等）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、（
３－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、サッカライドオキシダーゼ（例
えば、グルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼおよびグルコース－６－リン
酸デヒドロゲナーゼ）、複素環式オキシダーゼ（ウリカーゼおよびキサンチンオキシダー
ゼ等）、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼ等が含まれる。ポリペプチド
に酵素をコンジュゲートする技法は、Ｏ’ＳｕｌｌｉｖａｎらのＭｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍにおける、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｅｎｚｙｍｅ－Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｆｏｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ」（Ｊ．Ｌａｎｇｏｎｅ＆ＩＴ　Ｖａｎ　Ｖｕｎ
ａｋｉｓによる編集）、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、７３巻（１
９８１年）１４７～１６６頁に記載されている。
【００８２】
　酵素－基質組合せの例（ＵＳ４，２７５，１４９；ＵＳ４，３１８，９８０）には、例
えば：基質として水素ペルオキシダーゼとのホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲ
Ｐ）（水素ペルオキシダーゼは、色素前駆体（例えば、オルトフェニレンジアミン（ＯＰ
Ｄ）または３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン塩酸塩（ＴＭＢ））を酸化する
）；発色性基質としてパラ－ニトロフェニルホスフェートとのアルカリホスファターゼ（
ＡＰ）；および発色性基質（例えば、ｐ－ニトロフェニル－（３－Ｄ－ガラクトシダーゼ
）または蛍光性基質である４－メチルウンベリフェリル－（３－Ｄ－ガラクトシダーゼ）
との（３－Ｄ－ガラクトシダーゼ（３－Ｄ－Ｇａｌ）が含まれる。
【００８３】
　直接的に検出可能な標識は、検出可能なシグナルをもたらすか、またはそれらは、第２
の標識と相互作用して、第１または第２の標識によりもたらされる検出可能なシグナルを
改変して、例えば、ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移動）をもたらすかのどちらかである
。蛍光色素および発光性（化学発光性および電気化学発光性色素を含む）色素等の標識（
Ｂｒｉｇｇｓら、「Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｓｅｄ　Ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｄｙｅｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｉｒ　Ｃｏｕｐｌｉｎｇ　ｔｏ　Ａｍｉｎ
ｅｓ　ａｎｄ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ」、Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｔ
ｒａｎｓ．１（１９９７年）１０５１～１０５８頁）は、検出可能なシグナルを与え、一
般に、標識化に適用可能である。一実施形態では、検出可能に標識化されたとは、検出可
能なシグナルをもたらす、またはそれをもたらすことが誘発可能な標識、すなわちそれぞ
れ、蛍光標識、化学発光性標識または電気化学発光性標識を指す。
【００８４】
　本開示による一実施形態では、微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイは、化
学発光性標識または電気化学発光性標識、および対応する光検出システムを利用する。標
識により生じる光が測定され、分析物の存在または量を直接的または間接的に示す。
【００８５】
　電気化学発光性（ＥＣＬ）アッセイは、目的の分析物の存在および濃度の、高感度で正
確な測定を実現する。このような技法は、適切な化学的環境において、電気化学的に酸化
または還元される場合、発光に誘発され得る標識または他の反応剤を使用する。このよう
な電気化学化学ルミネッセンスは、特定の時間に、および特定の方法で、作用電極に印加
される電圧により引き起こされる。標識により生じる光が測定され、分析物の存在または
量を示す。このようなＥＣＬ技法の一層十分な説明の場合、米国特許第５，２２１，６０
５号、米国特許第５，５９１，５８１号、米国特許第５，５９７，９１０号、ＰＣＴ公開
出願ＷＯ９０／０５２９６、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９２／１４１３９、ＰＣＴ公開出願ＷＯ
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９０／０５３０１、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９６／２４６９０、ＰＣＴ公開出願ＵＳ９５／０
３１９０、ＰＣＴ公開出願ＵＳ９７／１６９４２、ＰＣＴ公開出願ＵＳ９６／０６７６３
、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９５／０８６４４、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９６／０６９４６、ＰＣＴ
公開出願ＷＯ９６／３３４１１、ＰＣＴ公開出願ＷＯ８７／０６７０６、ＰＣＴ公開出願
ＷＯ９６／３９５３４、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９６／４１１７５、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９６
／４０９７８、ＰＣＴ／ＵＳ９７／０３６５３および米国特許出願第０８／４３７，３４
８号（米国特許第５，６７９，５１９号）が参照される。Ｋｎｉｇｈｔら（Ａｎａｌｙｓ
ｔ、１９９４年、１１９巻：８７９～８９０頁）およびそれらに引用された参照文献によ
り、ＥＣＬの分析的応用の１９９４年の総説も参照される。一実施形態では、本説明によ
る方法は、電気化学発光性標識を使用して実施される。
【００８６】
　上記の通り、電気化学化学ルミネッセンスは、特定の時間に、および特定の方法で、作
用電極に印加される電圧により引き起こされる。従来技術において詳細に記載されていな
いことは、作用電極上の微粒子の分布が、アッセイの質に大きな影響を及ぼすということ
である。経験則では、粒子間により多くの凝集物が存在するほど、１つまたは複数のアッ
セイ特徴の質は低下する。粒子の凝集により、測定間に一層高い変形係数のばらつき、よ
り高いバックグラウンドシグナルおよび／またはアッセイ感度の低下がもたらされる。
【００８７】
　容易に想像され得る通り、少なくとも２種の分析物特異的結合剤であって、その各々が
結合対の第２のパートナーに結合しており、分析物特異的結合剤の１分子あたり、第２の
結合パートナーの２つ以上の分子を含む、上記の少なくとも２種の分析物特異的結合剤の
使用は、結合対の第１のパートナー（その多数の分子）によりコーティングされた微粒子
の凝集を容易にもたらすことができる。したがって、従来技術では、多くの試みが行われ
、分析物特異的結合剤の１つの分子、および結合対の第２のパートナーの１つの分子から
なるコンジュゲートが生成される。このような１：１のコンジュゲートを得るのに好適な
方法は、例えば、ＵＳ６，３９１，５７１に記載されている。
【００８８】
　部位特異的タンパク質標識化、とりわけタンパク質の部位特異的一標識化のための最も
重要な最近の手法の１つは、酵素反応により、特定部位において、これらのタンパク質へ
のバイオ直交官能基を取り込ませることである。「ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｌａｂｅｌｉｎ
ｇ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ」に関する最近の総説に関すると、Ｍ．Ｒａｓｈｉｄｉａｎ
ら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２４巻（２０１３年）１２７７～
１２９４頁を参照されたい。この総説に包含される部位特異的コンジュゲートに使用する
ための酵素には、ホルミルグリシン生成酵素、シアリルトランスフェラーゼ、ホスホパン
テテイニルトランスフェラーゼ、Ｏ－ＧｌｃＮＡｃ翻訳後修飾、ソルタギング、トランス
グルタミナーゼ、ファルネシルトランスフェラーゼ、ビオチンリガーゼ、リポ酸リガーゼ
およびＮ－ミリストイルトランスフェラーゼが含まれる。
【００８９】
　驚くべきことに、実施例の項目全体に示す通り、それぞれが、１２～３０個のエチレン
グリコール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介してその各々が結合対の第２の
パートナーの単一分子に結合されている、少なくとも２種の分析物特異的結合剤、例えば
一ビオチン化抗体は、特に、アッセイ感度に関して、非常に良好なアッセイ性能をもたら
す。これは、感染が、感染後の早期および後期段階において確実に検出されなければなら
ない、感染疾患領域における等の、様々な診断分野において非常に重要である。
【００９０】
　さらに、その各々が、結合対の第２のパートナーに結合した、少なくとも２種の分析物
特異的結合剤であって、結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリ
コール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤の各々
に結合されている、上記の少なくとも２種の分析物特異的結合剤の使用は、標準カップリ
ング化学の使用により得られる１：１の化学両論ほど高いコンジュゲートの一ビオチン化



(22) JP 2020-506386 A 2020.2.27

10

20

30

40

50

または除去を必要としないように思われる。予測される通り、１：１の化学両論より高い
コンジュゲートを含むコンジュゲート調製物は、ビーズ凝集をもたらす傾向がある。しか
し、この影響は、結合対の第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコール単位
（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤に結合されている
場合、１：１の化学両論より大きい場合でさえも、ほとんど目視可能ではなく、顕著では
ない。
【００９１】
　可能な説明は、これらの比較的長鎖で可撓性のあるＰＥＧリンカーにより、存在してお
り、コーティングされた微粒子の近傍内のこのような結合対の第１のパートナーの結合部
位に結合対の第２のパートナーの多数を迅速に結合することを可能にする。それとは反対
に、分析物特異的結合剤上の結合対のいくつかの第２のパートナーは、非常に短いリンカ
ーを有するので、同一微粒子上の別の第１の結合パートナーに結合することはできず、む
しろ、第２の微粒子上の適切な第１の結合パートナーを探そうとする傾向があり、こうし
て、ビーズが凝集する傾向を明らかに促進する。
【００９２】
　結合対の第２のパートナーによる「過剰標識化」を回避するため、これまで、標準的化
学は、比較的低い、分析物特異的結合剤と結合対の第２のメンバーとの比を使用しなけれ
ばならない。平均で、コンジュゲート調製の１：１の化学両論を実現するため、通常、結
合対（例えば、ビオチン化試薬中のビオチン）の第２のパートナーは、分析物特異的結合
剤（例えば、抗体）よりも１．３倍過剰に使用される。このような１．３～１のカップリ
ング条件では、得られるコンジュゲート調製物は、非コンジュゲート抗体を約３７％、一
ビオチン化抗体を約３７％を含むが、さらには、それぞれ、二重、三重または三重超のビ
オチン化抗体を１８％、６％および２％を含む。通常、１：１コンジュゲートとなるフラ
クションは、市販の免疫アッセイにおいて最適結果を実現するために精製されなければな
らない。
【００９３】
　それとは反対に、結合対の第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコール単
位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤に結合されてい
る場合、一層高いモル比で結合対の第２のメンバーをカップリング／結合させる場合でさ
えも、標準カップリング化学が使用され得、１：１のコンジュゲートを含むフラクション
の単離を必要としない。これに明白な通り、本方法におけるこのようなコンジュゲートの
性能に加え、このようなコンジュゲートの生成における大きな利点が本明細書において開
示されている。
【００９４】
　一実施形態では、本開示は、組成物中に含まれている結合対の第２のパートナーに結合
した、コンジュゲートされた特異的結合剤であって、前記組成物において、分析物特異的
結合剤に結合した結合対の第２のパートナー間の平均モル比が、１：１またはそれより高
い、コンジュゲートされた特異的結合剤に関する。
【００９５】
　一実施形態では、本開示は、組成物中に含まれている結合対の第２のパートナーに結合
した、コンジュゲートされた特異的結合剤であって、前記組成物において、分析物特異的
結合剤に結合した結合対の第２のパートナー間の平均モル比は、１．１～１０の間である
、コンジュゲートされた特異的結合剤に関する。
【００９６】
　一実施形態では、本開示は、組成物中に含まれている結合対の第２のパートナーに結合
した、コンジュゲートされた特異的結合剤であって、前記組成物において、分析物特異的
結合剤に結合した結合対の第２のパートナー間の平均モル比が、１．２～６の間である、
コンジュゲートされた特異的結合剤に関する。
【００９７】
　一実施形態では、本開示は、微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおいて
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分析物を測定するための方法であって、前記微粒子が結合対の第１のパートナーによりコ
ーティングされており、ａ）コーティングされた微粒子と、各々が結合対の第２のパート
ナーに結合している少なくとも２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われ
るまたは含む試料とを混合するステップであって、結合対の前記第２のパートナーが、１
２～３０個のエチレングリコール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記
分析物特異的結合剤の各々に結合されており、それにより分析物を、少なくとも２種の分
析物特異的結合剤を介してコーティングされた微粒子に結合させ、その各々が結合対の第
２のパートナーに結合した、前記コンジュゲートされた特異的結合剤が組成物中に含まれ
、前記組成物中、分析物特異的結合剤に結合した結合対の第２のパートナー間の平均モル
比が１．１またはそれより高いステップ、ｂ）結合対を介して結合した分析物および分析
物特異的結合剤を含む微粒子を、混合物から分離するステップ、およびｃ）微粒子に結合
した分析物を測定するステップを含む方法に関する。
【００９８】
　一実施形態では、本発明は、個別の容器中、または単一容器ユニットの個別のコンパー
トメント中に、少なくとも、結合対の第１のパートナーによりコーティングされた微粒子
、および各々が前記結合対の第２のパートナーに結合している少なくとも２種の分析物特
異的結合剤を含むキットであって、結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエ
チレングリコール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結
合剤の各々に結合されている、キットに関する。
【００９９】
　単一の容器ユニットという用語は、Ｒｏｃｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ製のＥｌｅｃ
ｓｙｓ（登録商標）分析器シリーズのような多くの自動分析器について、ある特定の分析
物を測定するために必要とされる試薬が、「試薬パック」の形態で、すなわち、分析器に
適合させ、異なるコンパートメント内に、目的の分析物の測定に必要とされるすべての主
な試薬を含有する、１つの容器ユニットとして提供されるという事実に関する。
【０１００】
　一実施形態において、本発明は、結合対の前記第一のパートナーが、アビジンまたはス
トレプトアビジンであり、前記結合対の前記第二のパートナーが、ビオチン、またはアミ
ノビオチン、イミノビオチンもしくはデスチオビオチン等のビオチンアナログから選択さ
れる、キットに関する。
【０１０１】
　一実施形態では、本開示は、個別の容器中、または単一容器ユニットの個別のコンパー
トメント中に、少なくとも、アジビンまたはストレプトアビジンによりコーティングされ
た微粒子、および少なくとも２種のビオチン化分析物特異的結合剤を含むキットであって
、前記ビオチンが、１２～３０個のエチレングリコール単位（ＰＥＧ１２～３０）を含む
リンカーを介して前記分析物特異的結合剤の各々に結合されている、キットに関する。
【０１０２】
　一実施形態では、本発明は、上で指定したキットに関し、前記少なくとも２種の分析物
特異的結合剤は、ウイルス抗原特異的結合剤であり、一実施形態では、ウイルス抗原－特
異的抗体である。本発明のさらに別の実施形態では、前記少なくとも２種のウイルス抗原
特異的結合剤の１つは、配列番号１のアミノ酸の位置１４０～１７２内、一実施形態では
配列番号１のアミノ酸の位置１５７～１６９内のエピトープに結合する抗体であり、前記
少なくとも２種のウイルス抗原特異的結合剤の１つは、配列番号１のアミノ酸の位置２０
～８０内、一実施形態ではアミノ酸の位置６５～７１内、一実施形態では、アミノ酸の位
置３２～３６内、一実施形態では、アミノ酸の位置３７～４６内のエピトープに結合する
抗体である。
【０１０３】
　本発明のさらなる実施形態では、キットのすべての実施形態は、検出可能に標識化され
たさらなる分析物特異的結合剤をさらに含む。別の実施形態では、前記標識化抗体は、配
列番号１のアミノ酸の位置１００～１２０内のエピトープに結合する。
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【０１０４】
　さらに上でなされた定義および説明は、変更すべきことは変更して、本明細書に記載さ
れたすべての実施形態に適用される。
　本発明の知見を要約すれば、以下の実施形態が特に想定される。
１．微粒子をベースとする分析物特異的結合アッセイにおいて、分析物を測定する方法で
あって、前記微粒子が、結合対の第１のパートナーによりコーティングされており、
ａ）コーティングされた微粒子と、各々が結合対の第２のパートナーに結合している少な
くとも２種の分析物特異的結合剤と、分析物を含むことが疑われるまたは含む試料とを混
合するステップであって、
結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコール単位（ＰＥＧ１２
～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤の各々に結合されており、それ
により分析物を、前記分析物特異的結合剤を介してコーティングされた微粒子に結合させ
る、ステップ、
ｂ）結合対を介して結合した分析物を含む微粒子および分析物特異的結合剤を、混合物か
ら分離するステップ、および
ｃ）微粒子に結合した分析物を測定するステップ
を含む方法。
２．前記微粒子が、５０ｎｍ～２０μｍの直径である、実施形態１による方法。
３．前記微粒子が強磁性であり、ステップ１（ｂ）における分離が、磁力によるものであ
る、実施形態１または２による方法。
４．前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤が、少なくとも５０個のアミノ酸のポリペ
プチドである、実施形態１から３のいずれかによる方法。
５．前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤が、最大でも１０，０００個のアミノ酸の
ポリペプチドである、実施形態１から４のいずれかによる方法。
６．前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤が、抗体またはその抗原結合性断片である
、実施形態１から５のいずれかによる方法。
７．前記分析物が、サンドイッチアッセイフォーマットで測定される、実施形態１から６
のいずれかによる方法。
８．微粒子に結合した分析物の前記測定するステップが、電気化学発光性標識の使用に基
づく、実施形態１から７のいずれかによる方法。
９．結合対の前記第１のパートナーが、それぞれ、アジビンおよび／またはストレプトア
ビジン、ならびにＦｉｍＧから選択され、結合対の前記第２のパートナーが、それぞれ、
ビオチンまたはビオチンアナログ（アミノビオチン、イミノビオチンまたはデスチオビオ
チン等）、およびＤｓＦから選択される、実施形態１から８のいずれかによる方法。
１０．結合対の前記第１のパートナーが、アジビンおよび／またはストレプトアビジンで
あり、結合対の前記第２のパートナーがビオチンである、実施形態１から９のいずれかに
よる方法。
１１．その各々が結合対の第２のパートナーに結合した前記分析物特異的結合剤の各々が
組成物中に含まれており、前記組成物において、分析物特異的結合剤に結合した結合対の
第２のパートナー間の平均モル比が、１．１またはそれより高い、実施形態１から１０の
いずれかによる方法。
１２．前記分析物が、いくつかの変異体を含む、実施形態１から１１のいずれかによる方
法。
１３．前記いくつかの変異体が、様々な遺伝子型、アイソザイム、アイソフォーム、血清
型、または前記分析物の変異体である、実施形態１から１２のいずれかによる方法。
１４．前記分析物が、ペプチド、タンパク質、薬物分子、ホルモンまたはビタミンである
、実施形態１から１３のいずれかによる方法。
１５．前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤の各々が、前記分析物のエピトープに結
合する、実施形態１から１４のいずれかによる方法。
１６．前記エピトープが個別のエピトープである、実施形態１から１５のいずれかによる
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方法。
１７．前記分析物が感染因子の抗原である、実施形態１から１６のいずれかによる方法。
１８．前記分析物がウイルス抗原である、実施形態１から１７のいずれかによる方法。
１９．前記分析物が、肝炎ウイルス抗原またはヒトレトロウイルス抗原である、実施形態
１８による方法。
２０．前記分析物が、Ｃ型肝炎ウイルスまたはＢ型肝炎ウイルスまたはＨＩＶ抗原である
、実施形態１８から１９のいずれかによる方法。
２１．前記分析物がＣ型肝炎ウイルスコア抗原である、実施形態１９から２０のいずれか
による方法。
２２．前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤の１つが、配列番号１のアミノ酸の位置
１４０～１７２内、一実施形態ではアミノ酸の位置１５７～１６９内のエピトープに結合
する抗体であり、前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤の１つが、配列番号１のアミ
ノ酸の位置２０～８０内、一実施形態では、アミノ酸の位置６５～７１内、一実施形態で
は、アミノ酸の位置３２～３６内、一実施形態では、アミノ酸の位置３７～４６内のエピ
トープに結合する抗体である、実施形態２１による方法。
２３．前記分析物が感染因子に対する抗体である、実施形態１から１４のいずれかによる
方法。
２４．個別の容器中、または単一容器ユニットの個別のコンパートメント中に、少なくと
も、結合対の第１のパートナーによりコーティングされた微粒子、および前記結合対の第
２のパートナーに結合している少なくとも２種の分析物特異的結合剤を含むキットであっ
て、結合対の前記第２のパートナーが、１２～３０個のエチレングリコール単位（ＰＥＧ
１２～３０）を含むリンカーを介して前記分析物特異的結合剤の各々に結合されている、
キット。
２５．結合対の前記第１のパートナーが、アジビンまたはストレプトアビジンであり、前
記結合対の前記第２のパートナーが、ビオチンまたはビオチンアナログ（アミノビオチン
、イミノビオチンまたはデスチオビオチン等）から選択される、実施形態２４のキット。
２６．個別の容器、または単一の容器ユニットの個別のコンパートメント中に、検出可能
に標識化されたさらなる分析物特異的結合剤をさらに含む、実施形態２４から２５のいず
れかによるキット。
２７．前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤が、ウイルス抗原特異的結合剤であり、
一実施形態ではウイルス抗原－特異的抗体である、実施形態２４～２６のうちのいずれか
によるキット。
２８．前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤の１つが、配列番号１のアミノ酸の位置
１４０～１７２内、一実施形態ではアミノ酸の位置１５７～１６９内のエピトープに結合
する抗体であり、前記少なくとも２種の分析物特異的結合剤の１つが、配列番号１のアミ
ノ酸の位置２０～８０内、一実施形態では、アミノ酸の位置６５～７１内、一実施形態で
は、アミノ酸の位置３２～３６内、一実施形態では、アミノ酸の位置３７～４６内のエピ
トープに結合する抗体である、実施形態２４から２７のいずれかによるキット。
２９．検出可能に標識化された前記さらなる分析物特異的結合剤が、配列番号１のアミノ
酸の位置１００～１２０内のエピトープに結合する抗体である、実施形態２６～２８のい
ずれかによるキット。
【０１０５】
　下記の実施例、図および配列は、本発明の理解を補助するために提供され、その真の範
囲は添付の特許請求の範囲において説明されている。修正は、本発明の趣旨から逸脱する
ことなく、説明された手順でなされ得ることが理解される。
【０１０６】
　上述の発明は、明確な理解を目的とするため、例示および実施例によって、ある程度詳
細に記載されるが、本記載および実施例は、本発明の範囲を限定するものとして解釈すべ
きではない。
【実施例】
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【０１０７】
　実施例１
方法
モノクローナル抗体
　適切な動物の免疫付与に必要な組換えＨＣＶコア抗原は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）発現
プラスミドに所望の抗原アミノ酸配列をコードするＤＮＡ断片を挿入し、次いでタンパク
質を過剰発現して精製することによる、当分野で公知の標準的技法を使用して得た。これ
らの標準分子生物学的方法は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｊ．ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ；Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９８９年に記載されている。
【０１０８】
　ＨＣＶコアに対するマウスまたはウサギモノクローナル抗体は、それぞれ、標準ハイブ
リドーマ技術により、または当業者に公知の組換え核酸技法により、および例えばＷＯ２
０１６／０９１７５５に記載された同様の方法で調製した。
【０１０９】
　以下の実施例における、捕捉化合物として使用したＨＣＶコアタンパク質に対するモノ
クローナル抗体は、ＨＣＶコアタンパク質（配列番号１）のエピトープａａ１５７～１６
９、またはａａ３２～３６、またはａａ３７～４６、またはａａ６５～７１に結合する。
非常に類似したエピトープおよびそれらの決定は、ＥＰ１３０８５０７に既に記載されて
いる。検出化合物として、ＥＰ０９６７４８４およびＥＰ１３０８５０７にやはり記載さ
れたエピトープに関連するエピトープである、コアエピトープａａ１０２～１１２に結合
することが可能なモノクローナル抗体を選択した。マウスおよびウサギの免疫付与に関す
ると、ＨＣＶ遺伝子型１によりコードされる全ポリタンパク質を開示する、ジーンバンク
受託番号Ｐ２６６６４．３　ＧＩ：１３０４５５（配列番号１）による、遺伝子型１ａの
ＨＣＶコア抗原配列を使用した。
【０１１０】
　特に、ＷＯ０３／０００８７８（Ａ２）、ＵＳ２００９／０２９１８９２（Ａ１）、Ｗ
Ｏ２０１３／１０７６３３（Ａ１）に開示された手順後の大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ
ａ　ｃｏｌｉ）ＳｌｙＤによる組換え融合タンパク質としてアミノ酸１１０～１７１に由
来するペプチド、またはＢｏｕｌａｎｔ，Ｓ．ら、２００５年、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７９巻
：１１３５３～１１３６５頁により記載された手順後に、組換えタンパク質としてアミノ
酸２～１６９に由来するペプチドのどちらかを免疫付与に使用した。追加的手法では、公
知の方法によって免疫付与するために、ＫＬＨ（キーホールリンペットヘモシアニン）に
結合したアミノ酸８２～１１７または９～４８のどちらかに由来する多重ペプチドを使用
した。
タンパク質決定
　精製ポリペプチドのタンパク質濃度は、ポリペプチドのアミノ酸配列に基づいて算出し
たモル吸光度を使用して、または比色定量ＢＣＡ法を使用して、２８０ｎｍにおける光学
密度（ＯＤ）を決定することにより決定した。
【０１１１】
　実施例２
活性化ビオチン化試薬の合成
　幅広く使用されるリンカービオチン－ＤＤＳのような最先端の活性化ビオチンを含むリ
ンカー（ビオチン化試薬）の合成は、ＥＰ６３２８１０に開示されている。
【０１１２】
　ビオチン－ＰＥＧｎ－ＮＨＳ－ビオチン化試薬（ＣＡＳ番号３６５４４１－７１－０；
ｎ＝エチレンオキシド単位数）は、ＩＲＩＳ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＧｍｂＨから得るか、ま
たは自家で合成するかのどちらか一方であった。
【０１１３】
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　ｄｅ　ｎｏｖｏ合成では、エチレンオキシド単位の個々の数の制御は、Ｃｈｅｎ　ａｎ
ｄ　Ｂａｋｅｒ、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．１９９９年、６４巻、６８４０～６８７３頁に
記載された方法に従い、テトラエチレングリコール等のより短いＰＥＧの段階的伸長によ
り確実にした。
【０１１４】
　第１の工程では、ビスートリチルーＰＥＧｎ１を得た（明白な通り、ｎは、エチレング
リコール単位の数を表す）。
　１の脱保護は、室温で１時間、ジオキサン中の１Ｍ　ＨＣｌ中で攪拌することにより行
った。溶媒蒸発後、残留物を濁りのない溶液が得られるまで、メタノール中で還流し、フ
ラスコを４℃で一晩、維持した。濾過後、この溶液をヘキサンにより抽出し、メタノール
層を蒸発させて乾燥すると、油状物またはワックスとして、対応するＰＥＧｎ－ジオール
２を得た（粘度は、ＰＥＧ単位（ｎ）の長さ／数に依存する）。
【０１１５】
　次に、酸官能基の導入は、Ｓｅｉｔｚ　ａｎｄ　Ｋｕｎｚ、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．１
９９７年、６２巻、８１３～８２６頁に従い、ナトリウムを触媒とするＰＥＧｎ－ジオー
ルのアクリル酸ｔｅｒｔ－ブチルへの付加により行った。この方法で化合物３を得た。
【０１１６】
　ＨＯ－ＰＥＧｎ－ＣＯＯｔＢｕ３（１当量）およびトリエチルアミン（２．５当量）の
塩化メチレン溶液に、塩化メチルスルホニル（２当量）を０℃で滴下して加えた。１時間
、攪拌した後、水溶液を後処理し、後に、溶媒蒸発を続けた。
【０１１７】
　メシレート４（１当量）を、ジメチルホルムアミド中、室温で２日間、攪拌することに
より、ＮａＮ３（２当量）と直接反応させた。固体およびジメチルホルムアミドを除去し
た後、ジエチルエーテルにより、次いでＮａ２ＣＯ３により水溶液を後処理した。
【０１１８】
　粗生成物５は、酢酸エチル／メタノール１５／１でシリカゲル上のカラムクロマトグラ
フィーによって精製した。アジド５（１当量）の還元は、室温で４／１のテトラヒドロフ
ラン／水中で、トリフェニルホスフィン（１．１当量）と２４時間、攪拌することにより
行った。溶媒蒸発の後、残留物を水に懸濁させて、酢酸エチルにより数回、洗浄した。水
層を溶媒蒸発させて、乾燥すると、アミン６が無色油状物として得られた。
【０１１９】
　ｔｅｒｔ－ブチルエステルの開裂は、水中の５％トリフルオロ酢酸により行った。アミ
ノ－ＰＥＧｎ－酸７を、数回、水とともに溶媒蒸発させることにより得た。
　ビオチンは、ジメチルホルムアミド中、室温で一晩、対応するＮ－ヒドロキシスクシン
イミドエステル８（１．０５当量）とトリエチルアミン（４当量）とをカップリングする
ことにより導入した。
【０１２０】
　溶媒蒸発後、粗生成物９を、アセトニトリル／水中、ＲＰ－ＨＰＬＣによって精製した
。
　最後に、塩化メチレン中、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（１．１当量）およびエチル
ジメチルアミノプロピルカルボジイミド（１．１当量）と反応させることにより、Ｎ－ヒ
ドロキシスクシンイミドエステル１０が形成した。反応の完了後、反応混合物を塩化メチ
レンにより希釈し、水により洗浄した。溶媒蒸発および乾燥により、それぞれ、エチレン
オキシド単位の数に応じて、油状物、ワックスまたは固体として、純粋なビオチン－ＰＥ
Ｇｎ－ＮＨＳ１０となった。
【０１２１】
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【化３】

【０１２２】
　実施例３
抗体の標識化
　それぞれ、ビオチンおよびルテニウム部分の抗体へのカップリング：
　当業者が十分に精通している最新技術に従って、抗体を得て精製した。
【０１２３】
　標識化前に、ペプシンにより検出用抗体を開裂させて、Ｆ（ａｂ’）２断片を得て、妨
害になり易いＦｃ断片を除去した（この方法は、Ａ．　Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ　ａｎｄ　Ｒ
．Ｔｈｏｒｐｅ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｉｎ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、Ｂ
ｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　１９８７年により記載されている）。精製し
たＦ（ａｂ’）２断片は、ホモ二官能性架橋剤であるスベリン酸二スクシンイミジル基質
（ＤＳＳ）によりさらに重合し、Ｓ４００ゲル濾過クロマトグラフィーを適用して、最適
サイズ範囲のＦ（ａｂ’）２ポリマーを集めた（この原理は、ＤＥ３６４０４１２に記載
されている）。
【０１２４】
　個々の標識を結合するため、一般に、抗体のリシンε－アミノ基を、Ｎ－ヒドロキシス
クシンイミド活性化化合物により標的化した。１０ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度において
、抗体をそれぞれ、Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド活性化ビオチン化試薬（ビオチン－
ＤＤＳまたはビオチン－ＰＥＧ２４－ＮＨＳ）およびＮ－ヒドロキシ－スクシンイミド活
性化ルテニウム標識化試薬と反応させた。ビオチン化またはルテニウム標識化試薬の標識
／タンパク質比を、それぞれ、５～６：１または１５：１とした。この反応緩衝液を５０
ｍＭリン酸カリウム（ｐＨ８．５）、１５０ｍＭ　ＫＣｌとした。この反応物を室温で１
５分間、行い、Ｌ－リシンを添加することにより停止し、１０ｍＭの最終濃度とした。標



(29) JP 2020-506386 A 2020.2.27

10

20

30

40

50

識の加水分解不活性化を回避するために、個々の保存溶液を乾燥ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ、ドイツ）中で調製した。粗製抗体コンジュゲートをゲル濾過カラム（Ｓ
ｕｐｅｒｄｅｘ　２００ＨＩ　Ｌｏａｄ）に通すことにより、または透析により、カップ
リング反応後、未反応遊離ビオチンまたはルテニウム標識を除去した。
【０１２５】
　実施例４
プロトタイプＥｌｅｃｓｙｓ　ＨＣＶコア抗原アッセイ
　Ｅｌｅｃｓｙｓ　ＨＣＶコア抗原プロトタイプアッセイの測定は、自動化ｃｏｂａｓ（
登録商標）ｅ６０１分析器（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ）で、サン
ドイッチアッセイフォーマットで行った。この分析器でのシグナル検出は、電気化学化学
ルミネッセンスに基づく。このサンドイッチアッセイにおいて、１つまたは複数の捕捉抗
体－ビオチン－コンジュゲート（すなわち分析物特異的結合剤）を、ストレプトアビジン
をコーティングした磁気ビーズの表面に固定化する。検出－抗体（さらなる分析物特異的
結合剤）は、シグナル伝達部分として、錯体形成したルテニウムカチオンを有する。分析
物の存在下で、ルテニウム錯体を固相に架橋して、分析器の測定細胞に含まれる白金電極
において励起後、６２０ｎｍの光を発光させる。シグナル出力は、任意の光単位である。
測定は、いくつかの供給元から購入した、ＨＣＶコア抗原陽性および陰性ヒト血清ならび
に血漿の試料で行った。
【０１２６】
　実験ＨＣＶコア抗原アッセイを、以下の通り実施した。ＨＣＶ抗原陽性試料の正常ヒト
血清５０μｌ、および事前処理試薬（ＰＴ：０．２５Ｍ　ＫＯＨ、１．１２５Ｍ　ＫＣｌ
、１．５％　塩化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム（ＨＴＡＣ）、０．７５％オクチ
ルグリコシド）を含有する界面活性剤２５μｌを、９分間、一緒にインキュベートして抗
原を放出させて、次に、２μｇ／ｍｌの個々の捕捉抗体－ビオチンコンジュゲートまたは
２種の異なる抗体－ビオチンコンジュゲート（それぞれ、１μｇ／ｍｌ）の混合物を３５
μｌ、ならびに同一アッセイ用緩衝液Ｒ１およびＲ２（２００ｍＭのリン酸カリウム（ｐ
Ｈ６．５）、２２５ｍＭのＫＣｌ、０．５％タウロデオキシコール酸ナトリウム、０．３
％ｚｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ３－１４、０．１％オキシピリオン（ｏｘｙｐｙｒｉｏｎ）、
０．０１％メチルイソチアゾリノン、０．２％ウシ血清アルブミン、０．２％ウシＩｇＧ
、５０μｇ／ｍｌのＭＡＫ３３－ＩｇＧ１、５０μｇ／ｍｌのＭＡＫ３３－Ｆ（ａｂ’）

２－ポリ、５０μｇ／ｍｌのＭＡＫ　ＩｇＧ２ｂ／Ｆａｂ２ａ－ポリ）中の１μｇ／ｍｌ
の検出抗体ルテニウム標識コンジュゲート４０μｌを加えた。さらに９分間のインキュベ
ート時間後、５０μｌのストレプトアビジンをコーティングした常磁性微粒子を加え、さ
らに９分間、インキュベートした。この後、ＨＣＶコア抗原を検知した（これらの実験で
発生した電気化学発光性シグナルによる）。
【０１２７】
　表１および２中のデータは、ＨＣＶ抗原陽性試料および正常な（陰性）試料で測定され
た実際のカウント、およびそれぞれ、短鎖ビオチン標識ビオチン－ＤＤＳ（表１、最新技
術）および長鎖ビオチン標識ビオチン－ＰＥＧ２４－ＮＨＳ（表２、本発明）でコンジュ
ゲートした捕捉抗体に関する参照値に対する回収率を示す。
【０１２８】
　この設定では、すべての測定値に対するカットオフ（試料に反応性があるまたは陽性と
みなされる点よりも上、および試料に反応性がないまたは陰性であると分類される点より
も下の決定点）を、同一実験設定で、陰性（正常）試料のシグナルの３倍として測定した
。例えば、正常な（陰性）試料のバックグラウンドシグナルが約７００カウントを示す場
合、カットオフは、約２１００カウントで設定する。結果として、２１００を超えるカウ
ントを示す試料はすべて、反応性があるとして分類する。
【０１２９】
　ＨＣＶコア抗原エピトープａａ１５７～１６９を認識する捕捉抗体は、最高の特異的シ
グナルを生成し、参照として選択した。表２から分かる通り、本発明による長鎖ビオチン



(30) JP 2020-506386 A 2020.2.27

10

20

標識ビオチン－ＰＥＧ２４－ＮＨＳを使用する限り、任意の他の捕捉抗体と参照抗体とを
２μｇ／ｍｌ（Ｒ１中）の合計濃度まで混合することにより、シグナルレベルは、２μｇ
／ｍｌの参照抗体単独によって生成するシグナルレベルに非常に近い。
【０１３０】
　これとは対照的に、および表１から分かる通り、最新技術において公知の短鎖ビオチン
標識ビオチン－ＤＤＳをコンジュゲートした捕捉抗体の類似混合物は、単独で使用した参
照抗体に比べて、強力なシグナル後退を示す。個々の抗体組合せに依存する、参照値に対
するシグナルの回収率は、約４０％に過ぎないか、または極大７５％となる一方、本発明
による長鎖リンカービオチン標識を使用する回収率は、少なくとも９２％であり、それぞ
れ、９１％、９５％および９６％の平均値となる（表２）。これは、より長鎖のものに対
してよりも、短鎖のビオチン標識でコンジュゲートしたストレプトアビジン（ｓｔｒｅｐ
ｔａｖｉｎ）コーティング固相を有するビオチン化捕捉抗体の競合の方が強力であること
を示す。
【０１３１】
　ＨＣＶコア抗原の様々な遺伝子型の信頼性の高い認識を評価するために、長鎖ビオチン
標識ビオチン－ＰＥＧ２４－ＮＨＳでコンジュゲートした１つまたは２つの捕捉抗体を使
用して、プロトタイプＥｌｅｃｓｙｓ　ＨＣＶコア抗原アッセイを行った。Ｒ１中の各抗
体の抗体濃度を、混合物変異体向けにさらに最適化した。ＨＣＶ遺伝子型１および３のセ
ロコンバージョンパネルは、ＺｅｐｔｏＭｅｔｒｉｘ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから購入
した。表３のデータは、単一抗体変異体よりも捕捉抗体の混合物の方が有利であることを
明確に示す。１種の抗体の代わりに、長鎖ビオチン標識ビオチン－ＰＥＧ２４－ＮＨＳに
連結したＨＣＶコア抗原（本発明）に結合する２種の抗体を使用すると、大部分のセロコ
ンバージョン試料の場合にシグナルが増大し、その結果、アッセイは、ＨＣＶ遺伝子型１
および３を確実に検出する。長鎖ビオチン標識にコンジュゲートした少なくとも２種の分
析物特異的結合剤を使用する、本発明による手法により、一層高いシグナルがもたらされ
、したがって、感度の改善、特にＨＣＶコア抗原検出に対するアッセイ感度の改善がもた
らされる。
【０１３２】
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【表１】

【０１３３】
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