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(57)【要約】
サンプル（より具体的には生体サンプル）中のアナライ
トの検出のための方法およびシステムが開示される。方
法およびシステムは特に、所定のＣＤ抗原に対して特異
的な抗体を添加することによって血液サンプルなどの生
体サンプル中の細胞型を識別および／または同定するこ
とに関する。他の方法およびシステムは、アナライトの
検出のためにアッセイのダイナミックレンジを制御する
ことに関する。
【選択図】図６Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体サンプル中の細胞を識別するための方法であって、
　前記生体サンプルを前記細胞の少なくとも１つの表面マーカーに対するマーカー特異的
分子と接触させることであって、前記マーカー特異的分子が第１の計数パラメータに関連
している、接触させることと、
　前記生体サンプル中の前記細胞を前記マーカー特異的分子に結合させて、結合したマー
カー特異的分子を生成することと、
　前記生体サンプルから前記細胞および前記結合したマーカー特異的分子を除去すること
により前記生体サンプルを濾過して濾液を生じさせることと、
　前記濾液中の前記マーカー特異的分子の第２の計数パラメータをセンサーまたは分析装
置によって決定することと、
　前記第１の計数パラメータと前記第２の計数パラメータとの間の差に基づいて前記生体
サンプル中の前記細胞の数を計算装置または前記分析装置によって算出することと、
を含む方法。
【請求項２】
　前記第１の計数パラメータには前記マーカー特異的分子の第１の濃度が包含され、前記
第２の計数パラメータには前記マーカー特異的分子の第２の濃度が包含される、請求項１
の方法。
【請求項３】
　前記第１の計数パラメータには前記マーカー特異的分子の第１のカウント数が包含され
、前記第２の計数パラメータには前記マーカー特異的分子の第２のカウント数が包含され
る、請求項１の方法。
【請求項４】
　前記マーカー特異的分子には、少なくとも１つのタイプの１つ以上の抗体が包含される
、請求項１～３のいずれか１項の方法。
【請求項５】
　前記マーカー特異的分子には、少なくとも１つのタイプの１つ以上のアプタマーが包含
される、請求項１～３のいずれか１項の方法。
【請求項６】
　前記表面マーカーのそれぞれが、異なる分化抗原群と関連している、請求項１～５のい
ずれか１項の方法。
【請求項７】
　前記第１の計数パラメータと前記第２の計数パラメータとの間の差に基づいて前記細胞
の１つ以上の型を同定することをさらに含む、請求項１～６のいずれか１項の方法。
【請求項８】
　前記表面マーカーが結合している個別の領域を含む分析装置構造の上に前記濾液を通す
ことをさらに含む、請求項１～７のいずれか１項の方法。
【請求項９】
　前記分析装置構造中で前記濾液をインキュベートすることをさらに含む、請求項８の方
法。
【請求項１０】
　前記細胞の前記少なくとも１つの表面マーカーには、前記生体サンプル中の病原体の同
定を促進する１つ以上の病原体表面マーカーが包含される、請求項１～９のいずれか１項
の方法。
【請求項１１】
　前記細胞の前記少なくとも１つの表面マーカーには、細胞株におけるマイコプラズマの
増殖の検出を促進する１つ以上のマイコプラズマ表面マーカーが包含される、請求項１～
１０のいずれか１項の方法。
【請求項１２】
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　前記マーカー特異的分子の前記第１の計数パラメータが予め決定されている、請求項１
～１１のいずれか１項の方法。
【請求項１３】
　前記濾液を生じさせるよりも前に前記マーカー特異的分子の前記第１の計数パラメータ
を前記センサーまたは前記分析装置によって決定することをさらに含む、請求項１～１２
のいずれか１項の方法。
【請求項１４】
　前記第１の計数パラメータと前記第２の計数パラメータとの間の差に基づいて個体の疾
患を前記計算装置または前記分析装置によって決定することをさらに含む、請求項１～１
３のいずれか１項の方法。
【請求項１５】
　複数の治療推奨を前記計算装置または前記分析装置によって維持することと、
　前記個体の疾患の決定に基づいて前記治療推奨のうちの１つを前記計算装置または前記
分析装置によって提供することと、
をさらに含む、請求項１～１４のいずれか１項の方法。
【請求項１６】
　生体サンプル中の細胞を識別するための方法であって、
　前記生体サンプルを前記細胞の少なくとも１つの表面マーカーに対するマーカー特異的
分子と接触させることであって、前記マーカー特異的分子が計数パラメータに関連してい
る、接触させることと、
　前記生体サンプル中の前記細胞を前記マーカー特異的分子に結合させて、結合したマー
カー特異的分子を生成することと、
　前記生体サンプルを処理または濾過して前記生体サンプルから前記細胞および前記結合
したマーカー特異的分子を除去し、濾液を生じさせることと、
　前記結合したマーカー特異的分子の計数パラメータをセンサーまたは分析装置によって
決定することと、
　前記マーカー特異的分子の前記計数パラメータおよび前記結合したマーカー特異的分子
の前記計数パラメータに基づいて１つ以上の型の細胞の数を前記分析装置によって算出す
ることと、
を含む方法。
【請求項１７】
　生体サンプル中の細胞を識別するためのシステムであって、
　前記生体サンプルを前記細胞の少なくとも１つの表面マーカーに対するマーカー特異的
分子と接触させ、前記生体サンプル中の前記細胞を前記マーカー特異的分子に結合させて
、結合したマーカー特異的分子を生成するように構成されたサンプリングモジュールであ
って、前記マーカー特異的分子が第１の計数パラメータに関連している、サンプリングモ
ジュールと、
　前記生体サンプルから前記細胞および前記結合したマーカー特異的分子を除去すること
により前記生体サンプルを濾過して濾液を生じさせるように構成されたフィルターと、
　前記濾液中の前記マーカー特異的分子の第２の計数パラメータを決定し、前記第１の計
数パラメータと前記第２の計数パラメータとの間の差に基づいて前記生体サンプル中の前
記細胞の数を算出するように構成された分析装置と、
を含むシステム。
【請求項１８】
　前記分析装置が、少なくとも１つのプロセッサと、前記少なくとも１つのプロセッサに
よって実行されると前記少なくとも１つのプロセッサに、前記濾液中の前記少なくとも１
つのマーカー特異的分子の前記第２の計数パラメータを決定させ、前記第１の計数パラメ
ータと前記第２の計数パラメータとの間の差に基づいて前記生体サンプル中の前記細胞の
数を算出させる、プロセッサによって実行可能な命令を記憶するメモリと、を有する計算
装置を含む、請求項１６の方法または請求項１７のシステム。
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【請求項１９】
　前記分析装置が、少なくとも１つのプロセッサと、前記少なくとも１つのプロセッサに
よって実行されると前記少なくとも１つのプロセッサに、前記濾液中の前記少なくとも１
つのマーカー特異的分子の前記第２の濃度を決定させ、前記第１の濃度と前記第２の濃度
との間の差に基づいて前記生体サンプル中の前記細胞の数を算出させる、プロセッサによ
って実行可能な命令を記憶するメモリと、を有する計算装置を含む、請求項１６の方法ま
たは請求項１７のシステム。
【請求項２０】
　生体サンプル中の細胞を識別するためのシステムであって、
　前記生体サンプルを前記細胞の少なくとも１つの表面マーカーに対するマーカー特異的
分子と接触させ、前記生体サンプル中の前記細胞を前記マーカー特異的分子に結合させて
、結合したマーカー特異的分子を生成するように構成されたサンプリングモジュールであ
って、前記マーカー特異的分子が第１の計数パラメータに関連している、サンプリングモ
ジュールと、
　前記生体サンプルから前記細胞および前記結合したマーカー特異的分子を除去すること
により前記生体サンプルを濾過するように構成されたフィルターと、
　前記細胞に結合した前記マーカー特異的分子の第２の計数パラメータを決定し、前記第
１の計数パラメータと前記第２の計数パラメータとの間の差に基づいて前記生体サンプル
中の前記細胞の数を算出するように構成された分析装置と、
を含むシステム。
【請求項２１】
　アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するための方法であって、
　サンプル中の１つ以上の標的アナライトを提供することと、
　前記１つ以上の標的アナライトをコンジュゲート化結合試薬および非コンジュゲート化
結合試薬の混合物と接触させることであって、前記コンジュゲート化結合試薬および前記
非コンジュゲート化結合試薬が前記１つ以上の標的アナライトに対して特異的である、接
触させることと、
　前記１つ以上の標的アナライトと前記コンジュゲート化結合試薬および前記非コンジュ
ゲート化結合試薬の前記混合物との間の相互作用を測定することと、
　前記混合物中の前記コンジュゲート化結合試薬と前記非コンジュゲート化結合試薬の比
率を調整することによってアッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御することと、
を含む方法。
【請求項２２】
　前記標的アナライトのそれぞれの濃度を決定することをさらに含む、請求項２１の方法
。
【請求項２３】
　１つ以上のコンジュゲート化アナライトを前記サンプルに添加することと、前記１つ以
上の標的アナライトの希釈を生じさせることと、をさらに含む、請求項２１または請求項
２２の方法。
【請求項２４】
　１つ以上の非コンジュゲート化アナライトを前記サンプルに添加することと、前記１つ
以上の標的アナライトの希釈を生じさせることと、をさらに含む、請求項２１～２３のい
ずれか１項の方法。
【請求項２５】
　前記コンジュゲート化結合試薬または前記非コンジュゲート化結合試薬には以下のうち
の１つ以上が包含される、請求項２１～２４のいずれか１項の方法：抗体、抗原、アプタ
マー、ペプチド、タンパク質、およびオリゴヌクレオチド。
【請求項２６】
　前記コンジュゲート化結合試薬には、酵素、タンパク質、フルオロフォア、ストレプト
アビジン、アビジン、抗体、抗原、アプタマーおよびオリゴヌクレオチドからなる群より
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選択されるコンジュゲートと連結された結合試薬が包含される、請求項２１～２５のいず
れか１項の方法。
【請求項２７】
　前記１つ以上の標的アナライトには以下のうちの１つ以上が包含される、請求項２１～
２６のいずれか１項の方法：抗原、抗体、核酸、炭水化物、脂質、ペプチド、タンパク質
、ポリマー、およびそれらの任意の組み合わせ。
【請求項２８】
　前記サンプルには生体液サンプルが包含される、請求項２１～２７のいずれか１項の方
法。
【請求項２９】
　前記１つ以上の標的アナライトと前記混合物との間の相互作用の測定の結果に基づいて
、およびアッセイのシグナルのダイナミックレンジの制御に基づいて、前記サンプル中の
前記１つ以上の標的アナライトを定量的に決定することをさらに含む、請求項２１～２８
のいずれか１項の方法。
【請求項３０】
　前記混合物中の前記１つ以上のコンジュゲート化アナライトの比率の調整が計算装置に
よって実行される、請求項２１～２９のいずれか１項の方法。
【請求項３１】
　アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するための方法であって、
　サンプル中の１つ以上の標的アナライトを提供することと、
　前記１つ以上の標的アナライトを少なくとも１つの結合試薬を含む混合物と接触させる
ことであって、前記結合試薬が前記１つ以上の標的アナライトに対して特異的である、接
触させることと、
　前記１つ以上の標的アナライトと前記混合物との間の相互作用を測定することと、
　１つ以上のコンジュゲート化アナライトを前記サンプルに添加して前記１つ以上の標的
アナライトの希釈を生じさせることと、
　前記混合物中の前記１つ以上のコンジュゲート化アナライトの比率を調整することによ
ってアッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御することと、
を含む方法。
【請求項３２】
　前記少なくとも１つの結合試薬には非コンジュゲート化結合試薬が包含される、請求項
３１の方法。
【請求項３３】
　前記少なくとも１つの結合試薬にはコンジュゲート化結合試薬が包含される、請求項３
１または請求項３２の方法。
【請求項３４】
　前記１つ以上の標的アナライトと前記混合物との間の相互作用の測定の結果に基づいて
、およびアッセイのシグナルのダイナミックレンジの制御に基づいて、前記サンプル中の
前記１つ以上の標的アナライトを定量的に決定することをさらに含む、請求項３１～３３
のいずれか１項の方法。
【請求項３５】
　１つ以上の非コンジュゲート化アナライトを前記サンプルに添加することと、前記１つ
以上の標的アナライトの希釈を生じさせることと、をさらに含む、請求項３１～３４のい
ずれか１項の方法。
【請求項３６】
　前記コンジュゲート化結合試薬または前記非コンジュゲート化結合試薬には以下のうち
の１つ以上が包含される、請求項３１～３５のいずれか１項の方法：抗体、抗原、アプタ
マー、ペプチド、タンパク質、およびオリゴヌクレオチド。
【請求項３７】
　前記コンジュゲート化結合試薬には、酵素、タンパク質、フルオロフォア、ストレプト
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アビジン、アビジン、抗体、抗原、アプタマーおよびオリゴヌクレオチドからなる群より
選択されるコンジュゲートと連結された結合試薬が包含される、請求項３１～３６のいず
れか１項の方法。
【請求項３８】
　前記１つ以上の標的アナライトには以下のうちの１つ以上が包含される、請求項３１～
３７のいずれか１項の方法：抗原、抗体、核酸、炭水化物、脂質、ペプチド、タンパク質
、ポリマー、およびそれらの任意の組み合わせ。
【請求項３９】
　前記サンプルには生体液サンプルが包含される、請求項３１～３８のいずれか１項の方
法。
【請求項４０】
　前記混合物中の前記１つ以上のコンジュゲート化アナライトの比率の調整が計算装置に
よって実行される、請求項３１～３９のいずれか１項の方法。
【請求項４１】
　アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するための方法であって、
　サンプル中の１つ以上の標的アナライトを提供することと、
　前記１つ以上の標的アナライトを少なくとも１つの結合試薬を含む混合物と接触させる
ことであって、前記結合試薬が前記１つ以上の標的アナライトに対して特異的である、接
触させることと、
　前記１つ以上の標的アナライトと前記混合物との間の相互作用を測定することと、
　１つ以上の改変アナライトを前記サンプルに添加することと、
　前記混合物中の前記１つ以上の改変アナライトの比率を調整することによってアッセイ
のシグナルのダイナミックレンジを制御することと、
を含む方法。
【請求項４２】
　前記１つ以上の改変アナライトには、前記１つ以上の標的アナライト内の構造と同じ構
造を有する分子が包含される、請求項４１の方法。
【請求項４３】
　前記１つ以上の改変アナライトには、前記標的アナライトのうちの少なくとも１つのサ
ブユニットが包含される、請求項４２の方法。
【請求項４４】
　１つ以上のコンジュゲート化アナライトを前記サンプルに添加して前記１つ以上の標的
アナライトの希釈を生じさせることをさらに含む、請求項４１～４３のいずれか１項の方
法。
【請求項４５】
　前記少なくとも１つの結合試薬には非コンジュゲート化結合試薬が包含される、請求項
４１～４４のいずれか１項の方法。
【請求項４６】
　前記少なくとも１つの結合試薬にはコンジュゲート化結合試薬が包含される、請求項４
１～４５のいずれか１項の方法。
【請求項４７】
　前記１つ以上の標的アナライトと前記混合物との間の相互作用の測定の結果に基づいて
、およびアッセイのシグナルのダイナミックレンジの制御に基づいて、前記サンプル中の
１つ以上の標的アナライトを定量的に決定することをさらに含む、請求項４１～４６のい
ずれか１項の方法。
【請求項４８】
　１つ以上の非コンジュゲート化アナライトを前記サンプルに添加することと、前記１つ
以上の標的アナライトの希釈を生じさせることと、をさらに含む、請求項４１～４７のい
ずれか１項の方法。
【請求項４９】
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　前記コンジュゲート化結合試薬または前記非コンジュゲート化結合試薬には以下のうち
の１つ以上が包含される、請求項４１～４８のいずれか１項の方法：抗体、抗原、アプタ
マー、ペプチド、タンパク質、およびオリゴヌクレオチド。
【請求項５０】
　前記コンジュゲート化結合試薬には、酵素、タンパク質、フルオロフォア、ストレプト
アビジン、アビジン、抗体、抗原、アプタマーおよびオリゴヌクレオチドからなる群より
選択されるコンジュゲートと連結された結合試薬が包含される、請求項４１～４９のいず
れか１項の方法。
【請求項５１】
　前記１つ以上の標的アナライトには以下のうちの１つ以上が包含される、請求項４１～
５０のいずれか１項の方法：抗原、抗体、核酸、炭水化物、脂質、ペプチド、タンパク質
、ポリマー、およびそれらの任意の組み合わせ。
【請求項５２】
　前記サンプルには生体液サンプルが包含される、請求項４１～５１のいずれか１項の方
法。
【請求項５３】
　前記混合物中の前記１つ以上のコンジュゲート化アナライトの比率の調整が計算装置に
よって実行される、請求項４１～５２のいずれか１項の方法。
【請求項５４】
　アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するためのシステムであって、
　サンプル中の１つ以上の標的アナライトを提供して前記１つ以上の標的アナライトをコ
ンジュゲート化結合試薬および非コンジュゲート化結合試薬の混合物と接触させるための
容器であって、前記コンジュゲート化結合試薬および前記非コンジュゲート化結合試薬が
前記１つ以上の標的アナライトに対して特異的である、容器と、
　前記１つ以上の標的アナライトと前記コンジュゲート化結合試薬および前記非コンジュ
ゲート化結合試薬の前記混合物との間の相互作用を測定するように構成されたセンサーと
、
　前記混合物中の前記コンジュゲート化結合試薬と前記非コンジュゲート化結合試薬の比
率を調整することによってアッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するように構
成された制御器と、
を含むシステム。
【請求項５５】
　前記標的アナライトのそれぞれの濃度を決定するように構成された分析装置をさらに含
む、請求項５４のシステム。
【請求項５６】
　前記分析装置が、前記センサーに動作可能に接続された計算装置を含む、請求項５５の
システム。
【請求項５７】
　前記センサーには以下のうちの１つ以上が包含される、請求項５４～５６のいずれか１
項のシステム：比色センサー、蛍光センサー、測光センサー、および分光測定装置。
【請求項５８】
　前記制御器が、少なくとも１つのプロセッサと、前記少なくとも１つのプロセッサによ
って実行されると前記システムに、前記センサーによる測定を行わせ、前記混合物の比率
を変更させ、前記１つ以上の標的アナライトを定量的に決定させる、プロセッサによって
実行可能な命令を記憶するメモリと、を含む計算装置を含む、請求項５４～５７のいずれ
か１項のシステム。
【請求項５９】
　１つ以上の非コンジュゲート化アナライトを前記サンプルに添加することと、前記１つ
以上の標的アナライトの希釈を生じさせることと、をさらに含む、請求項５４～５８のい
ずれか１項のシステム。



(8) JP 2018-521302 A 2018.8.2

10

20

30

40

50

【請求項６０】
　前記コンジュゲート化結合試薬または前記非コンジュゲート化結合試薬には以下のうち
の１つ以上が包含される、請求項５４～５９のいずれか１項のシステム：抗体、抗原、ア
プタマー、ペプチド、タンパク質、およびオリゴヌクレオチド。
【請求項６１】
　前記コンジュゲート化結合試薬には、酵素、タンパク質、フルオロフォア、ストレプト
アビジン、アビジン、抗体、抗原、アプタマーおよびオリゴヌクレオチドからなる群より
選択されるコンジュゲートと連結された結合試薬が包含される、請求項５４～６０のいず
れか１項のシステム。
【請求項６２】
　前記１つ以上の標的アナライトには以下のうちの１つ以上が包含される、請求項５４～
６１のいずれか１項のシステム：抗原、抗体、核酸、炭水化物、脂質、ペプチド、タンパ
ク質、ポリマー、およびそれらの任意の組み合わせ。
【請求項６３】
　前記サンプルには生体液サンプルが包含される、請求項５４～６２のいずれか１項のシ
ステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本技術は、アナライトの検出に関する。より具体的には、本技術は、サンプル中の細胞
型を同定するための方法およびシステムに関する。本技術はまた、アナライトの検出のた
めにアッセイの定量化のダイナミックレンジを制御するための方法およびシステムにも関
する。
【０００２】
　関連出願
　本出願は、２０１５年４月２８日に出願された「Ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
　ｆｏｒ　Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　Ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　Ｂｌｏｏｄ　Ｓａｍｐｌｅｓ　
ｂｙ　Ａｄｄｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｔｏ　Ｃｌｕｓｔｅｒ
ｓ　ｏｆ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ」というタイトルの米国仮出願第６２／１５
３，５２３号の恩典を主張し、この仮出願の内容は、その全体が参照により本明細書に組
み込まれる。
【０００３】
　本出願は、２０１５年５月１日に出願された「Ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍ　
ｆｏｒ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　Ｄｙｎａｍｉｃ　Ｒａｎｇｅ　ｏｆ　Ａｓｓａｙ　Ｑ
ｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ａｎａｌｙｔｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ」というタ
イトルの米国仮出願第６２／１５５，４８６号の恩典を主張し、この仮出願の内容は、そ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００４】
　アナライトの検出は依然として、医療用途だけでなく、広く農業および獣医学の用途に
も重要なツールである。血球数は、重要な診断ツールであり、これは、患者の健康に関す
る有益な情報を提供する。全血球計算は、患者の血液の単位体積あたりの様々なタイプの
血液細胞の数を決定する。計数される血液細胞のタイプの１つが白血球（ＷＢＣ）である
。循環中の白血球が高レベルであることは、細菌感染症および／または炎症の発症を示し
、血液サンプル中の白血球の分化に関する情報は、アレルギー反応、白血病、ヒト免疫不
全ウイルス（ＨＩＶ）、および免疫系の全体的な状態など、ある特定の状態に関する詳細
な情報を提供し得る。赤血球の数の増加は、貧血および骨髄障害など、いくつかの状態の
発症を示し得る。循環中の血小板の数の変化は、患者における出血または血栓のリスクを
警告し得るし、それはまた、ウイルス感染症の発症も示し得る。
【０００５】
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　Ｃｌｕｓｔｅｒｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ（ＣＤ）抗原は、種々のタ
イプの白血球ならびに赤血球および血小板の同定のために広く用いられる、血液細胞の表
面上に発現される膜タンパク質である。分化抗原群（ｃｌｕｓｔｅｒｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆ
ｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ）の命名法は、ｔｈｅ　Ｆｉｒｓｔ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ　ａｎｄ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｈｕｍａｎ　Ｌｅｕｋｏ
ｃｙｔｅ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ（ＨＬＤＡ）において提
案および確立された。世界中で免疫学者が、白血球の細胞表面分子と反応するモノクロー
ナル抗体を多数作製したが、これらの抗体はそれぞれ、異なる命名法と関連していた。比
較研究がない場合、同じ分子が複数の抗体によって認識されるのかどうかを知ることが不
可能であることが多かった。このワークショップの取り組みは、抗体をコード化および分
類すること、ならびに、それらを複数の参加研究室に送って、複数の細胞型を比較させる
ブラインド分析を行うことであった。得られたデータは照合され、「クラスター分析」の
統計学的手順によって分析された。この分析法により、分化の様々な段階にある白血球へ
の結合のパターンが非常に類似している抗体のクラスターが同定された。このように、「
分化抗原群（ｃｌｕｓｔｅｒｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ）」（ＣＤ）の
命名法が作り出された。分化抗原群の命名法により、科学界は、共通する言葉で結果を伝
えることが可能となった。
【０００６】
　分化抗原群の命名法は、同一の抗原を認識する、種々の供給源に由来する種々のモノク
ローナル抗体を定義する。提案された表面分子は、２種の特異的モノクローナル抗体がそ
の分子に結合することが示されると、ＣＤ番号を割り当てられる。２種の一般に使用され
るＣＤ分子はＣＤ４およびＣＤ８であり、これらは一般に、Ｔリンパ球の２種の異なる亜
型であるヘルパーＴ細胞および細胞傷害性Ｔ細胞のマーカーとしてそれぞれ使用される。
ＣＤ４はＨＩＶによって特異的に認識および結合され、これは、ウイルス感染およびＣＤ
４＋Ｔ細胞の破壊をもたらす。同時に、多くの場合、ＨＩＶに感染した人においてＣＤ８
＋細胞の割合の増加が観察される。従って、ＨＩＶ感染症を診断するための従来の手法は
、ＣＤ４＋の数、ＣＤ４＋の割合およびＣＤ４＋／ＣＤ８＋の比率のモニタリングを含ん
でいる。
【０００７】
　細胞の計数および識別の方法の開発は、１世紀以上前に始まった。血球計数のための最
も古い方法の１つは、血球計算盤を使用する。これらは、チャンバーを成す四角のくぼみ
を有する厚いガラスの顕微鏡用スライドからなる手動の細胞計数装置である。このチャン
バーには、レーザーでエッチングされた垂直な線の格子が刻まれている。この装置は、線
によって区切られた面積が既知であるように、およびチャンバーの深さも既知であるよう
に慎重に作られる。従って、特定の体積の流体（例えば、血液）中の細胞または粒子の数
を計数し、それにより流体全体における細胞の濃度を算出することが可能である。
【０００８】
　細胞計数の別の方法は、フローサイトメトリーと呼称される。これは、流体の流れの中
に細胞を浮遊させ、それらを電子的検出装置に通すことによる、細胞計数だけでなく細胞
選別、バイオマーカーの検出およびタンパク質工学においても使用される、現代のレーザ
ーを利用した生物物理学的技術である。これは、１秒あたり最大数千個の粒子の物理的特
性および化学的特性の複数のパラメータの同時分析を可能にする。
【０００９】
　フローサイトメトリーは、健康障害（特に血液癌）の診断に日常的に使用されているが
、基礎研究、診療、および臨床試験における他の用途を数多く有する。一般的な変形は、
目的の集団を精製するために粒子を、それらの特性に基づいて物理的に分類することであ
る。
【００１０】
　病原体の検出および同定の方法も数多く知られている。その最も古い方法の１つがグラ
ム染色である。グラム法とも呼称されるグラム染色は、細菌種を２つの大きな群（グラム
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陽性とグラム陰性）に区別する方法である。グラム染色は、グラム陽性細菌の厚い層に存
在するペプチドグリカンを検出することにより、細菌の細胞壁の化学的特性および物理的
特性によって細菌を区別する。グラム染色試験において、グラム陽性細菌はクリスタルバ
イオレット色素を保持するが、クリスタルバイオレットの後に添加される対比染色剤（通
常はサフラニンまたはフクシン）は、全てのグラム陰性細菌に赤色またはピンク色の着色
をもたらす。グラム染色は、ほぼ常に、細菌性生物の同定における最初のステップである
。グラム染色は、臨床の場および研究の場の両方において有用な診断ツールであるが、こ
の技術によって全ての細菌を決定的に分類できるわけではない。
【００１１】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）の鎖の特定の領域を
数桁にわたって増幅するために使用される分子生物学における別の技術であり、特定のＤ
ＮＡ配列を数千～数百万コピー生成する。ＰＣＲは、白血病およびリンパ腫などの悪性疾
患の早期診断を可能にし、これは、現在、癌の研究において最も発展しており、既に日常
的に使用されている。生物の培養も、腸内の細菌性病原体の臨床診断試験において使用さ
れている。培養においてサンプルは、通常は非標的種に対する阻害剤を含む、調査される
病原体に対して選択的な培地においてインキュベートされることが多い。その後、病原体
の増殖を光学的に決定できる。これらの培養法には、顕微鏡観察薬物感受性アッセイ（Mi
croscopic Observation Drug Susceptibility assay）（ＭＯＤＳ）が包含される。これ
は、現在の培養を利用した結核検査と比べて、より感度が高く、より迅速で、より安価な
検査であることが示されている培養法である。顕微鏡観察薬物感受性アッセイは、結核菌
（Mycobacterium tuberculosis）の直接的な観察を伴い、同時に薬物耐性をもたらす。
【００１２】
　免疫磁気分離（ＩＭＳ）は、体液または培養細胞から効率的に細胞を単離できる別の方
法である。これはまた、食物、血液または糞便の病原性を定量化する方法として使用する
こともできる。ＤＮＡ分析は、この技術とＰＣＲの両方の併用を支持している。免疫磁気
分離法は、抗体またはレクチンを介して細胞に小さな磁化可能な粒子を付着させることに
基づく。混合された細胞集団が磁場中に置かれると、ビーズが付着した細胞は磁石に引き
寄せられることになり、従って、標識されていない細胞から分離され得る。いくつかの型
のビーズが利用可能であり、その一部は細胞選別用に特別に設計されており、他のものは
分子（特に核酸）の精製用に設計されているが必要に応じて細胞選別に適合させることが
できる。種々のタイプのビーズが同じ原理で機能するが、細胞を分離するのに必要な磁場
の強さはビーズのサイズによって異なる。
【００１３】
　抗体で被覆された常磁性ビーズは、細胞の表面上に存在する抗原に結合することになり
、従って、細胞を捕捉し、これらのビーズが付着した細胞の濃縮を促進する。濃縮プロセ
スは、自身にビーズを引き付ける、試験管の側面に配置された磁石によってなされる。標
的病原体に特異的な抗原を標的化するために、およびサンプルから病原体を分離するため
に、抗体で被覆された磁気ビーズを用いることができる。
【００１４】
　酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）は、抗体および色の変化を利用して物質を同定
する、さらに別の試験である。ＥＬＩＳＡは、固相酵素免疫測定法（ＥＩＡ）を用いて液
体サンプルまたは湿潤サンプルの中の物質（通常は抗原）の存在を検出する、「ウェット
ラボ」型の分析的生化学アッセイの一般的な形式である。ＥＬＩＳＡは、医学および植物
病理学における診断ツールとして、ならびに様々な産業における品質管理チェックとして
、使用されている。ＥＬＩＳＡの実施は、特定の抗原に対する特異性を有する少なくとも
１種の抗体を伴う。未知の量の抗原を有するサンプルが固体支持体（通常はポリスチレン
のマイクロタイタープレート）上に、（その表面への吸着によって）非特異的に、あるい
は（「サンドイッチ」ＥＬＩＳＡでは、同じ抗原に対して特異的な別の抗体による捕捉に
よって）特異的に、固定される。抗原が固定された後、検出抗体が添加され、抗原と複合
体を形成する。検出抗体は、酵素に共有結合で連結されていてよく、または、バイオコン
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ジュゲーションにより酵素に連結された二次抗体によってそれ自身が検出されてよい。
【００１５】
　このように、血液サンプル中の細胞型を識別する、当技術分野で公知の方法がいくつか
存在する。しかし、これらの方法は、満足のいく結果を常にもたらすわけではなく、複雑
で時間のかかる、かさばる装備を必要とする。従って、当技術分野では、血液サンプル中
の細胞型を識別するための方法を改善することが依然として必要とされている。
【００１６】
　免疫測定法は、抗原－抗体相互作用によって形成される免疫複合体の原理に基づいて生
体サンプル中の１つ以上の標的アナライトの存在または量を検出するために使用される生
物学的分析法である。これらのアッセイは一般に、抗原－抗体複合体を利用して、サンプ
ル中に存在する１つ以上のアナライトの量を示す測定可能なシグナルを生じさせる。免疫
測定法は、疾患の診断、創薬、および医薬の分析において広く使用されている。
【００１７】
　アナライトの検出および定量化のために、種々のタイプの免疫測定法が用いられ、これ
らはそれぞれ、特定の用途に適している。酵素免疫測定法は、標的アナライト（抗原また
は抗体）への特異的結合のための、酵素で標識された試薬を利用する。結合した試薬は、
「現像液」などの適切な基質を添加すると有色の、蛍光性の、発光性の、またはその他の
方法で改変された、生成物をもたらす酵素活性を尺度として定量化される。競合的免疫測
定法では、酵素がコンジュゲートされたアナライトが、支持体表面上にコーティングされ
た捕捉抗体上の結合部位に関して、サンプル中に存在するアナライトと競合する。サンプ
ル中のアナライトの濃度が高くなるにつれて、抗体へのコンジュゲート化アナライトの結
合は少なくなる。
【００１８】
　アッセイのダイナミックレンジは、その範囲にわたって正確な測定がなされ得る、標的
アナライトの濃度の範囲である。サンプル中の標的分子の濃度がアッセイのダイナミック
レンジの範囲内にあることが重要である。アッセイのダイナミックレンジは、読み取り装
置の検出限界、現像液または他の基質の現像速度、インキュベーション時間等などの要因
によって影響され得る。例えば、高濃度のアナライトに結合したレポーターからの蛍光シ
グナルが高すぎる場合には、光学センサー（例えば、フォトダイオード）が飽和している
可能性があり、その結果、実際の光のレベルを正確に読み取ることができず、従って、ア
ナライト濃度を決定できない。同様に、現像液の現像速度が速すぎる場合には、測定が行
われる前に現像液が完全に現像された状態になる可能性があり、その結果、現像液がどの
程度速く現像されたかを正確に決定できず、従って、正確なアナライト濃度を決定できな
い。既存のマルチプレックスアッセイ法では、アッセイ性能のダイナミックレンジを向上
させるために、段階希釈法の使用、フローサイトメトリービーズを利用したプラットフォ
ームならびに適切な条件下での基質に対する試薬と中性試薬の同時カップリングを含め、
様々な戦略が採用された。他の方法は、シグナルを調べるために使用される計器のダイナ
ミックレンジを増大することに集中している。例えば、化学発光を利用したマルチプレッ
クスアッセイは、異なる標的を含む各領域に結合した抗体から放出される光を個別に分析
することによって、異なる標的アナライトの濃度を決定することを促進する。しかし、上
記の方法は、特にサンプル中に複数種のアナライトが存在する状況では、正確で迅速なア
ナライトの検出を常にもたらすわけではない。従って、当技術分野では、アナライトの検
出のための方法を改善することが依然として必要とされている。
【００１９】
　本明細書における「好ましい」または「好ましくは」との言及は、単に例示を意図して
いるに過ぎないということが理解されるであろう。
【発明の概要】
【００２０】
　１つの広範な形態において、本技術は一般に、所定のＣＤ抗原に対して特異的な抗体を
添加することによって血液サンプルなどの生体サンプル中の細胞型を識別および／または
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同定するための方法およびシステムに関する。一実施形態において、抗体をＣＤ抗原に結
合させる、抗体のインキュベーションの後に、供された抗体の量およびサンプルの体積に
基づいて初期抗体濃度を算出できる。あるいは、血液サンプルをアッセイして各抗体の初
期濃度を決定する可能性がある。続いて、血液サンプルを濾過して細胞および結合した抗
体を分離する。その後、濾液またはその画分を再度アッセイして、細胞の表面に結合しな
かった各抗体の最終濃度を決定する。この技術では、特定のＣＤ抗原を細胞表面上に発現
する細胞の数が多いほど、濾液中に残ることになる抗体の濃度は低くなる。次いで、各Ｃ
Ｄ抗原を発現する細胞の数および／または型を、濾過前と濾過後の抗体濃度の変化を算出
することに基づいて決定する。
【００２１】
　他の実施形態では、細胞に結合した抗体の数は、細胞に付着している間にそのままアッ
セイされる。別の実施形態では、細胞に結合した抗体の数は、抗体を細胞から脱離、分離
または脱結合させるように作用させた直後にアッセイされる。これらの実施形態では、特
定のＣＤ抗原を細胞表面上に発現する細胞の数が多いほど、アッセイによって決定される
抗体の濃度は高くなる。
【００２２】
　様々な実施形態において、ＣＤ抗原は、任意の他の好適な細胞表面タンパク質、または
特定の細胞型もしくは細胞型の群の細胞表面に特異的な他の分子、で置き換えることがで
きる。さらに他の実施形態では、ＣＤ抗原は、本明細書で説明されるように抗体濃度を測
定するのに適している任意の天然タンパク質または合成タンパク質を含んでよいか、また
はそれで置換されてよい。さらに、抗体は、１つの特定のタンパク質（例えば、アプタマ
ー）または他の細胞表面分子に対してのみ高い親和性を有する任意の他のタイプの化学分
子で置き換えられる可能性がある。
【００２３】
　本開示の一態様によれば、生体サンプル中の細胞を識別するための方法が提供される。
この方法は、（ｉ）生体サンプルを細胞の少なくとも１つの表面マーカーに対するマーカ
ー特異的分子と接触させるステップであって、マーカー特異的分子が第１の計数パラメー
タに関連しているステップと、（ｉｉ）生体サンプル中の細胞をマーカー特異的分子に結
合させて、結合したマーカー特異的分子を生成するステップと、（ｉｉｉ）生体サンプル
から細胞および結合したマーカー特異的分子を除去することにより生体サンプルを濾過し
て濾液を生じさせるステップと、（ｉｖ）濾液中のマーカー特異的分子の第２の計数パラ
メータをセンサーまたは分析装置によって決定するステップと、（ｖ）第１の計数パラメ
ータと第２の計数パラメータとの間の差に基づいて生体サンプル中の細胞の数を計算装置
または分析装置によって算出するステップと、を含む。
【００２４】
　一部の実施形態において、第１の計数パラメータにはマーカー特異的分子の第１の濃度
が包含されるが、第２の計数パラメータにはマーカー特異的分子の第２の濃度が包含され
る。他の実施形態では、第１の計数パラメータおよび第２の計数パラメータは、カウント
数に関連してよい。
【００２５】
　一部の実施形態において、マーカー特異的分子には、少なくとも１つのタイプおよび／
または特異性の１つ以上の抗体が包含される。他の実施形態では、マーカー特異的分子に
は、少なくとも１つのタイプおよび／または特異性の１つ以上のアプタマーが包含される
。
【００２６】
　一部の実施形態において、表面マーカーのそれぞれは、異なる分化抗原群と関連してい
る。
【００２７】
　一部の実施形態において、方法は、第１の計数パラメータと第２の計数パラメータとの
間の差に基づいて細胞の１つ以上の型を同定するステップをさらに含んでよい。さらに他
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の実施形態では、方法は、表面マーカーが結合している個別の領域を含む分析装置構造の
上に濾液を通すステップをさらに含んでよい。一部の実施形態において、方法は、分析装
置構造中で濾液をインキュベートすることを含むステップをさらに含んでよい。
【００２８】
　一部の実施形態において、細胞の少なくとも１つの表面マーカーには、生体サンプル中
の病原体の同定を促進する１つ以上の病原体表面マーカーが包含される。一部の実施形態
において、細胞の少なくとも１つの表面マーカーには、細胞株におけるマイコプラズマの
増殖の検出を促進する１つ以上のマイコプラズマ表面マーカーが包含される。
【００２９】
　一部の実施形態において、マーカー特異的分子の第１の計数パラメータは、予め決定さ
れている。他の実施形態では、方法は、濾液を生じさせるよりも前にマーカー特異的分子
の第１の計数パラメータをセンサーまたは分析装置によって決定するステップをさらに含
んでよい。さらに他の実施形態では、方法は、第１の計数パラメータと第２の計数パラメ
ータとの間の差に基づいて個体の疾患を計算装置または分析装置によって決定するステッ
プをさらに含んでよい。
【００３０】
　特定の実施形態において、方法は、複数の治療推奨を計算装置または分析装置によって
維持するステップと、個体の疾患の決定に基づいて治療推奨のうちの１つを計算装置また
は分析装置によって提供するステップと、をさらに含んでよい。
【００３１】
　本開示の別の態様によれば、生体サンプル中の細胞を識別するための方法が提供される
。この方法は、（ｉ）生体サンプルを細胞の少なくとも１つの表面マーカーに対するマー
カー特異的分子と接触させるステップであって、マーカー特異的分子が計数パラメータに
関連しているステップと、（ｉｉ）生体サンプル中の細胞をマーカー特異的分子に結合さ
せて、結合したマーカー特異的分子を生成するステップと、（ｉｉｉ）生体サンプルを処
理または濾過して生体サンプルから細胞および結合したマーカー特異的分子を除去し、濾
液を生じさせるステップと、（ｉｖ）結合したマーカー特異的分子の計数パラメータをセ
ンサーまたは分析装置によって決定するステップと、（ｖ）マーカー特異的分子の計数パ
ラメータおよび結合したマーカー特異的分子の計数パラメータに基づいて１つ以上の型の
細胞の数を分析装置によって算出するステップと、を含む。
【００３２】
　本開示のさらに別の態様によれば、生体サンプル中の細胞を識別するためのシステムが
提供される。このシステムは、（ｉ）生体サンプルを細胞の少なくとも１つの表面マーカ
ーに対するマーカー特異的分子と接触させ、生体サンプル中の細胞をマーカー特異的分子
に結合させて、結合したマーカー特異的分子を生成するように構成されたサンプリングモ
ジュールであって、マーカー特異的分子が第１の計数パラメータに関連している、サンプ
リングモジュールと、（ｉｉ）生体サンプルから細胞および結合したマーカー特異的分子
を除去することにより生体サンプルを濾過して濾液を生じさせるように構成されたフィル
ターと、（ｉｉｉ）濾液中のマーカー特異的分子の第２の計数パラメータを決定し、第１
の計数パラメータと第２の計数パラメータとの間の差に基づいて生体サンプル中の細胞の
数を算出するように構成された分析装置と、を含む。
【００３３】
　本開示のさらに別の態様によれば、生体サンプル中の細胞を識別するためのシステムが
提供される。このシステムは、（ｉ）生体サンプルを細胞の少なくとも１つの表面マーカ
ーに対するマーカー特異的分子と接触させ、生体サンプル中の細胞をマーカー特異的分子
に結合させて、結合したマーカー特異的分子を生成するように構成されたサンプリングモ
ジュールであって、マーカー特異的分子が第１の計数パラメータに関連している、サンプ
リングモジュールと、（ｉｉ）生体サンプルから細胞および結合したマーカー特異的分子
を除去することにより生体サンプルを濾過するように構成されたフィルターと、（ｉｉｉ
）細胞に結合したマーカー特異的分子の第２の計数パラメータを（結合している間に、あ
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るいはそれらを細胞から脱結合させるように作用させてから）決定し、第１の計数パラメ
ータと第２の計数パラメータとの間の差に基づいて生体サンプル中の細胞の数を算出する
ように構成された分析装置と、を含む。
【００３４】
　一部の実施形態において、分析装置には、少なくとも１つのプロセッサと、少なくとも
１つのプロセッサによって実行されると少なくとも１つのプロセッサに、濾液中の少なく
とも１つのマーカー特異的分子の第２の濃度を決定させ、第１の濃度と第２の濃度との間
の差に基づいて生体サンプル中の細胞の数を算出させる、プロセッサによって実行可能な
命令を記憶するメモリと、を有する計算装置が包含される。
【００３５】
　一部の実施形態において、システムは、限定されるものではないが診断、健康のモニタ
リング、血液型の決定およびＨＩＶの進行のモニタリング、ウイルスもしくは細菌が原因
の感染症の識別、病原体の検出および同定、生体液および組織サンプルに基づく診断、食
品産業における利用、農業用途、水質試験、ならびに／または培養細胞株におけるマイコ
プラズマ汚染の検出を含め、様々な目的のための細胞の計数および識別に適用可能である
迅速なフィールド／ポイントオブケアベースの方法を提供するために携帯型および／また
は使い捨てのシステムとして実施できる。この技術の利点は、フォームファクターが小さ
いマイクロ流体システムにおいて、フローサイトメトリーなどの従来の細胞計数技術より
も容易に実施できるということである。従って、この技術は、多くの有益な用途を有する
携帯型システムにおける細胞計数を可能にする。
【００３６】
　一般に、本開示の方法は、有機成分または無機成分を含む可能性がある、商業的用途お
よび非商業的用途に使用される任意の溶液または懸濁液における細胞計数のために実施で
きる。例えば、本開示の方法は、ヒト、動物に由来するか任意の生物（植物、真菌、細菌
、または古細菌を含む）に関連する、任意の生体液に対して実施できる。一部の実施形態
において、本開示の方法は、血球計数のために実施できる。
【００３７】
　さらに他の実施形態によれば、本開示の方法およびシステムは、患者が特定の疾患を有
するかどうか、および／または対応する治療を前記患者が必要とするかどうか、を決定す
るために実施できる。この決定は、本明細書で説明されるような生体サンプル中の細胞の
識別／同定の結果に基づいてよい。例えば、本開示の方法を用いた白血球数の決定は、抗
生物質による治療に至る感染症を個体が有するかどうかを決定するために使用される可能
性がある。別の実施形態では、本開示の方法を用いた赤血球数の決定は、個体が貧血であ
り、例えば鉄補給剤で、治療される必要があるかどうかを決定するために使用され得る。
さらに別の実施形態では、白血球数または赤血球数の減少の決定は、特定の薬物（例えば
、クロザピン）による治療の結果である可能性がある。従って、治療の選択も、細胞数に
依存し得る。従って、血球数および他の生体サンプル中の細胞数の決定は、医療分野にお
ける治療法の決定にとって非常に重要であると見なすことができる。
【００３８】
　また、本発明は一般に、アッセイのシグナル、従って未加工の結果、のダイナミックレ
ンジを制御することによる生体サンプル中の１つ以上の標的アナライトの定量的検出のた
めの方法およびシステムにも関する。この技術は、従来技術の１つ以上の欠点を克服する
ことを可能にし、正確で迅速なアナライトの検出をもたらす。
【００３９】
　この技術の一態様によれば、アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するため
の方法が提供される。この方法は、（ｉ）サンプル中の１つ以上の標的アナライトを提供
するステップと、（ｉｉ）１つ以上の標的アナライトをコンジュゲート化結合試薬および
非コンジュゲート化結合試薬の混合物と接触させるステップであって、コンジュゲート化
結合試薬および非コンジュゲート化結合試薬が１つ以上の標的アナライトに対して特異的
であるステップと、（ｉｉｉ）１つ以上の標的アナライトとコンジュゲート化結合試薬お
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よび非コンジュゲート化結合試薬の混合物との間の相互作用を測定するステップと、（ｉ
ｖ）混合物中のコンジュゲート化結合試薬と非コンジュゲート化結合試薬の比率を調整す
ることによってアッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するステップと、を含む
。
【００４０】
　一部の実施形態において、方法は、標的アナライトのそれぞれの濃度を決定するステッ
プをさらに含んでよい。さらに他の実施形態では、方法は、１つ以上のコンジュゲート化
アナライトをサンプルに添加するステップと、１つ以上の標的アナライトの希釈を生じさ
せるステップと、をさらに含んでよい。さらに他の実施形態では、方法は、１つ以上の非
コンジュゲート化アナライトをサンプルに添加するステップと、１つ以上の標的アナライ
トの希釈を生じさせるステップと、をさらに含んでよい。
【００４１】
　一部の実施形態において、コンジュゲート化結合試薬または非コンジュゲート化結合試
薬には、以下のうちの１つ以上が包含される：抗体、抗原、アプタマー、ペプチド、タン
パク質およびオリゴヌクレオチドならびにそれらの任意の組み合わせ。コンジュゲート化
結合試薬には、酵素、タンパク質、ペプチド、フルオロフォア、ストレプトアビジン、ア
ビジン、抗体、抗原、アプタマーおよびオリゴヌクレオチドならびにそれらの任意の組み
合わせからなる群より選択されるコンジュゲートと連結された結合試薬が包含され得る。
【００４２】
　一部の実施形態において、標的アナライトには、以下のうちの１つ以上が包含され得る
：抗原、抗体、核酸、炭水化物、脂質、ペプチド、タンパク質、ポリマーおよびそれらの
任意の組み合わせ。一部の実施形態において、サンプルには、生体液が包含され得る。他
の実施形態では、サンプルには、非生体液が包含され得る。さらなる実施形態において、
方法は、１つ以上の標的アナライトと混合物との間の相互作用の測定の結果に基づいて、
およびアッセイのシグナルのダイナミックレンジの制御に基づいて、サンプル中の１つ以
上の標的アナライトを定量的に決定するステップをさらに含んでよい。
【００４３】
　本開示の別の態様によれば、アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するため
の別の方法が提供される。この方法は、（ｉ）サンプル中の１つ以上の標的アナライトを
提供するステップと、（ｉｉ）１つ以上の標的アナライトを少なくとも１つの結合試薬を
含む混合物と接触させるステップであって、結合試薬が１つ以上の標的アナライトに対し
て特異的であるステップと、（ｉｉｉ）１つ以上の標的アナライトと混合物との間の相互
作用を測定するステップと、（ｉｖ）１つ以上のコンジュゲート化アナライトをサンプル
に添加して１つ以上の標的アナライトの希釈を生じさせるステップと、（ｖ）混合物中の
１つ以上のコンジュゲート化アナライトの比率を調整することによってアッセイのシグナ
ルのダイナミックレンジを制御するステップと、を含む。
【００４４】
　一部の実施形態において、少なくとも１つの結合試薬には、非コンジュゲート化結合試
薬が包含される。特定の実施形態において、少なくとも１つの結合試薬には、コンジュゲ
ート化結合試薬が包含される。さらなる実施形態において、方法は、１つ以上の標的アナ
ライトと混合物との間の相互作用の測定の結果に基づいて、およびアッセイのシグナルの
ダイナミックレンジの制御に基づいて、サンプル中の１つ以上の標的アナライトを定量的
に決定するステップをさらに含んでよい。
【００４５】
　本開示の別の態様によれば、アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するため
の別の方法が提供される。この方法は、（ｉ）サンプル中の１つ以上の標的アナライトを
提供するステップと、（ｉｉ）１つ以上の標的アナライトを少なくとも１つの結合試薬を
含む混合物と接触させるステップであって、結合試薬が１つ以上の標的アナライトに対し
て特異的であるステップと、（ｉｉｉ）１つ以上の標的アナライトと混合物との間の相互
作用を測定するステップと、（ｉｖ）１つ以上の改変アナライトをサンプルに添加するス
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テップと、（ｖ）混合物中の１つ以上の改変アナライトの比率を調整することによってア
ッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するステップと、を含む。
【００４６】
　一部の実施形態において、１つ以上の改変アナライトには、１つ以上の標的アナライト
内の構造と同じ構造を有する分子が包含される。例えば、１つ以上の改変アナライトには
、標的アナライトのうちの少なくとも１つのサブユニットが包含される。他の実施形態で
は、方法は、１つ以上のコンジュゲート化アナライトをサンプルに添加して１つ以上の標
的アナライトの希釈を生じさせるステップをさらに含んでよい。特定の実施形態において
、少なくとも１つの結合試薬には、非コンジュゲート化結合試薬が包含される。一部の実
施形態において、少なくとも１つの結合試薬には、コンジュゲート化結合試薬が包含され
る。さらに他の実施形態では、方法は、１つ以上の標的アナライトと混合物との間の相互
作用の測定の結果に基づいて、およびアッセイのシグナルのダイナミックレンジの制御に
基づいて、サンプル中の１つ以上の標的アナライトを定量的に決定するステップをさらに
含んでよい。
【００４７】
　本開示のさらに別の態様によれば、アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御す
るためのシステムが提供される。このシステムは、サンプル中の１つ以上の標的アナライ
トを提供して１つ以上の標的アナライトをコンジュゲート化結合試薬および非コンジュゲ
ート化結合試薬の混合物と接触させるための容器であって、コンジュゲート化結合試薬お
よび非コンジュゲート化結合試薬が１つ以上の標的アナライトに対して特異的である、容
器を含む。システムは、１つ以上の標的アナライトとコンジュゲート化結合試薬および非
コンジュゲート化結合試薬の混合物との間の相互作用を測定するように構成されたセンサ
ーをさらに含む。システムは、サンプル中のコンジュゲート化結合試薬と非コンジュゲー
ト化結合試薬の比率を調整することによってアッセイのシグナルのダイナミックレンジを
制御するように構成された制御器をさらに含む。
【００４８】
　一部の実施形態において、システムは、標的アナライトのそれぞれの濃度を決定するよ
うに構成された分析装置を含んでよい。特定の実施形態において、センサーには、以下の
うちの１つ以上が包含され得る：比色センサー、蛍光センサー、測光センサーおよび分光
測定装置。一部の実施形態において、分析装置は、センサーに動作可能に接続された計算
装置を含んでよい。一部の実施形態において、制御器は、少なくとも１つのプロセッサと
、少なくとも１つのプロセッサによって実行されるとシステムに、センサーによる測定を
行わせ、混合物の比率を変更させ、１つ以上の標的アナライトを定量的に決定させる、プ
ロセッサによって実行可能な命令を記憶するメモリと、を含む計算装置を含んでよい。
【００４９】
　上述の態様のうちのいずれか１つの好ましい実施形態において、比率は、モル比、重量
比および体積比ならびにそれらの任意の組み合わせからなる群より選択される。
【００５０】
　好ましくは、比率はモル比である。
【００５１】
　好ましくは、比率は重量比である。
【００５２】
　好ましくは、比率は体積比である。
【００５３】
　上述の態様のうちのいずれか１つの好ましい実施形態によれば、生体サンプルは血液サ
ンプルである。
【００５４】
　冠詞「ａ」および「ａｎ」は、本明細書では、その冠詞の文法上の目的語の１つまたは
２つ以上（すなわち、少なくとも１つ）を指すために使用される。例として、「要素（ａ
ｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ）」は、１つの要素または２つ以上の要素を意味する。本明細書で使
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用される場合、単数形の使用は、特に断りのない限り、複数形を包含する（逆もまた同様
である）。
【００５５】
　本明細書全体にわたって、文脈が他の意味を要求しない限り、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓ
ｅ）」、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」および「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」なる
語は、記載されたステップもしくは要素またはステップの群もしくは要素の群を包含する
ことを意味するが、任意の他のステップもしくは要素またはステップの群もしくは要素の
群を除外することは意味しないと理解されるであろう。従って、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓ
ｉｎｇ）」なる用語および同様の用語の使用は、列挙された要素が必要または必須である
ことを示すが、他の要素は任意選択であり、存在しても存在しなくてもよいということを
示す。「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」とは、「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔ
ｉｎｇ　ｏｆ）」という語句に続くものを全て含み、且つそれらに限定されることを意味
する。従って、「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」という語句は、列挙された
要素が必要または必須であることを示すとともに、他の要素が存在し得ないということを
示す。「本質的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）
」とは、その語句の後に列挙された如何なる要素も包含し、列挙された要素の本開示にお
いて特定された活性または作用に干渉または寄与しない他の要素に限定されることを意味
する。従って、「本質的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ
　ｏｆ）」という語句は、列挙された要素が必要または必須であることを示すが、列挙さ
れた要素の活性または作用に影響を及ぼすかどうかに応じて、他の要素は任意選択であり
、存在しても存在しなくてもよいということを示す。
【００５６】
　さらなる目的、利点および新規の特徴は、以下の詳細な説明にある程度記載されており
、以下の詳細な説明および添付の図面を検討すれば、ある程度は当業者に明らかになるで
あろうし、あるいは例示的な実施形態の製造または実施によって理解され得る。これらの
概念の目的および利点は、添付の特許請求の範囲において具体的に示される方法論、手段
および組み合わせによって実現および達成され得る。
【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】図１は、一実施形態に従った、生体サンプル中の細胞または他の成分を識別およ
び／または同定するための方法の図による表示である。
【図２Ａ】図２Ａは、ＣＤ４およびＣＤ８に対する抗体を使用して、ＨＩＶの進行を評価
するためにサンプル中のＣＤ４＋：ＣＤ８＋の比率を決定する、生体サンプル中の細胞ま
たは他の成分を識別および／または同定するための方法のさらなる実施形態の図による表
示である。
【図２Ｂ】図２Ｂは、図２Ａの色による表現を白黒で再現したものである。
【図３Ａ】図３Ａは、グラム陽性細菌の表面マーカーに対する抗体を使用して、ある種の
細菌感染症を決定する、生体サンプル中の細胞または他の成分を識別および／または同定
するための方法の別の実施形態の図による表示である。
【図３Ｂ】図３Ｂは、図３Ａの色による表現を白黒で再現したものである。
【図４Ａ】図４Ａは、サンプル中の細胞の数が最終的なシグナル強度にどのように影響す
るかについての図による表示である。
【図４Ｂ】図４Ｂは、図４Ａの色による表現を白黒で再現したものである。
【図５Ａ】図５Ａは、サンプル中の細胞の数を決定するためのＣＤ分子に対する抗体の使
用方法の図による表示である。図５Ａは、抗ＣＤ４抗体を使用してサンプル中の細胞の数
を決定した結果を示す。この実施例では、ＣＤ表面マーカーを安定に発現するＶＬ３細胞
株を試験サンプルとして使用した。Ｙ軸は蛍光である。Ｘ軸は、細胞数（逆数）＝１／（
細胞数×１０ｅ６）である。ＭＦＩは平均蛍光強度である。
【図５Ｂ】図５Ｂは、ＶＬ３細胞株によって発現されない表面マーカーであるＣＤ１９に
対する抗体を使用して、図５Ａで実証された効果が細胞への抗体の非特異的結合または抗
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体の凝集に起因する可能性があるかどうかを決定した結果を示す。Ｙ軸は蛍光である。Ｘ
軸は、細胞数（逆数）＝１／（細胞数×１０ｅ６）である。
【図６Ａ】図６Ａは、一実施形態に従った、アッセイのダイナミックレンジを制御するこ
とによる１つ以上の標的アナライトの定量的検出のための方法の図による表示である。
【図６Ｂ】図６Ｂは、図６Ａの色による表現を白黒で再現したものである。
【図７Ａ】図７Ａは、１００％ビオチン化された検出抗体を、制御された比率の標識化ス
トレプトアビジンと非標識化ストレプトアビジンと共に使用する、アッセイのダイナミッ
クレンジを制御することによる１つ以上の標的アナライトの定量的検出のための方法の図
による表示である。
【図７Ｂ】図７Ｂは、ビオチン化検出抗体を、制御された比率の標識化ストレプトアビジ
ンと非標識化ストレプトアビジンと共に使用することによってアッセイのダイナミックレ
ンジを制御することによる定量的検出のための方法を示し、ここで、西洋ワサビペルオキ
シダーゼ（ＨＲＰ）－コンジュゲート化ストレプトアビジンと混合したある範囲の非コン
ジュゲート化ストレプトアビジンを使用するプロラクチンサンドイッチＥＬＩＳＡが行わ
れた。図７Ｂでは、プロラクチン濃度（Ｘ軸）が、４５０ｎｍにおける吸光度（Ｙ軸）に
対してプロットされている。
【図７Ｃ】図７Ｃは、図７Ｂの西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）－コンジュゲート
化ストレプトアビジンと混合したある範囲の非コンジュゲート化ストレプトアビジンを使
用したプロラクチンサンドイッチＥＬＩＳＡの結果を示し、ここで、非コンジュゲート化
ストレプトアビジンの濃度（Ｘ軸）が、４５０ｎｍにおける吸光度（Ｙ軸）に対してプロ
ットされている。
【図８】図８は、標識化二次検出抗体と非標識化二次検出抗体の混合物と共に非標識化一
次検出抗体を使用する、アッセイのダイナミックレンジを制御することによる１つ以上の
標的アナライトの定量的検出のための例示的方法である。
【図９】図９は、それによって標識化結合試薬：非標識化結合試薬の比率の調整がシグナ
ル強度を調整する本技術の方法の図による表示である。記載されている値は、標識化検出
抗体対非標識化検出抗体の比率である。
【図１０】図１０は、図９のプロセスに関する実験結果、具体的にはコンジュゲート化検
出抗体：非コンジュゲート化検出抗体の比率を調整した場合のＨＲＰ－ＴＭＢを使用した
ヒトプロラクチンの標準曲線、を図示する。Ｘ軸は、ヒトプロラクチンの濃度（ｐｇ／ｍ
Ｌ）である。Ｙ軸は、４５０ｎｍにおける吸光度である。曲線Ａ～Ｆは、以下のような抗
体混合物中の標識化検出抗体の量である：Ａ＝１；Ｂ＝０．８；Ｃ＝０．６；Ｄ＝０．４
；Ｅ＝０．２；Ｆ＝０。
【図１１Ａ】図１１は、免疫測定法において検出シグナルのレベルを制御する方法の図に
よる表示である。
【図１１Ｂ】図１１Ｂは、図１１Ａの色による表現を白黒で再現したものである。
【００５８】
　一部の図は、色による表現または実体を含む。カラーの図は、要請すれば出願人から、
または適切な特許庁から、入手可能である。特許庁から取得する場合、手数料が課せられ
ることがある。
【発明を実施するための形態】
【００５９】
　詳細な説明
　別段の定義がない限り、本明細書で使用される全ての技術用語および科学用語は、本発
明の属する技術分野における通常の知識を有する者によって一般的に理解されるのと同じ
意味を有する。本明細書で説明されるものと類似または同等の任意の方法および材料を本
発明の実施または試験において用いることができるが、好ましい方法および材料が説明さ
れる。本発明の目的のために、以下の用語が以下で定義される。
【００６０】
　本明細書で説明される各実施形態は、特に断りの無い限り、各実施形態および全ての実
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施形態に準用されるべきである。
【００６１】
　実施形態を組み合わせることができ、他の実施形態を利用することができ、または特許
請求の範囲から逸脱することなく構造の変更、論理の変更および動作の変更を行うことが
できる。従って、以下の詳細な説明は、限定的な意味で解釈されるべきではなく、その範
囲は、添付の特許請求の範囲およびそれらの均等物によって定義される。
【００６２】
　本発明を容易に理解し、実用上の効果を発揮させることができるように、特定の好まし
い実施形態が非限定的な例として説明され得る。
【００６３】
　以下の詳細な説明は、詳細な説明の一部を形成する添付の図面の参照を含む。図面は、
例示的な実施形態と合致した図を示す。本明細書では「実施例」とも呼称される、これら
の例示的な実施形態は、当業者が本発明の内容を実施できる程度に十分詳細に説明されて
いる。
【００６４】
　分化抗原群に対して特異的な抗体を添加することによって生体サンプル中の細胞を同定
するための方法およびシステム
　本技術は、血液サンプルなどの生体サンプル中の細胞または他の成分（簡略化のため、
まとめて「細胞」と呼称する）を識別および／または同定するための方法およびシステム
を提供する。具体的には、方法は、細胞の特定の表面マーカーに特異的に結合する複数の
抗体またはアプタマーなどの他の分子（簡略化のため、まとめて「抗体」と呼称する）と
共にサンプルをインキュベートするステップを含む。本明細書で説明される方法は、１つ
以上の特異性を有する１つ以上の抗体の使用を企図する。特定の表面マーカーの数および
タイプは、表面マーカーのそれぞれが特定のＣＤに関連するように予め選択できるか予め
決定できる。さらに、サンプル（特に血液サンプル）中の抗体濃度は、計算または測定の
いずれかによって決定される。一部の実施形態において、抗体濃度は、予め決定されてい
てよいか、既知であってよい。その後、結合した抗体から細胞を分離することによりサン
プルを濾過し、濾液を生じさせる。さらに、濾液中に残っている抗体の濃度を測定する。
最後に、濾過の前と後の抗体濃度を比較して、サンプル中の細胞の数および／または型を
決定する。濾液には、その画分が包含されるということが理解されるであろう。
【００６５】
　図１は、このプロセスをさらに説明する。具体的には、図１は、サンプル中の異なる細
胞型のための表面マーカーに蛍光標識抗体が接触する方法を示す。既知の濃度の、目的の
細胞上の表面マーカーに対して特異的な標識化抗体をサンプルに添加する（ステップＡ）
。サンプルを抗体とインキュベートして結合させる（ステップＢ）。ステップＣでは、（
ｉ）サンプルをフィルターに通して細胞および結合した抗体を除去し、それにより、結合
していない抗体を含む濾液を生じさせるか、あるいは（ｉｉ）沈降または遠心分離により
サンプルから細胞および結合した抗体を除去して、結合していない抗体を含む吸引液（as
pirate）を生じさせる。ステップＣの後、固定された表面タンパク質を含む領域を有する
表面に濾液を供する（ステップＤ）。濾液をインキュベートして、固定された抗原に抗体
を結合させる（ステップＥ）。洗浄の後、固定された標識化抗体からの発光強度を測定し
、濾液中の抗体濃度を算出する（ステップＦ）。最後に、濾過前と濾過後の抗体濃度の差
から各細胞型の数を算出する。
【００６６】
　図２（ＡおよびＢ）は、ＣＤ４およびＣＤ８に対する抗体を使用して、ＨＩＶの進行を
評価するためにサンプル中のＣＤ４＋：ＣＤ８＋の比率を決定する、より具体的な例を示
す。図３（ＡおよびＢ）は、グラム陽性細菌の表面マーカーに対する抗体を使用して、あ
る種の細菌感染症を決定する、別の例を示す。図４（ＡおよびＢ）は、サンプル中の細胞
の数が最終的なシグナル強度にどのように影響するかについて示す。図４Ａおよび図４Ｂ
のそれぞれのパネルＡは、サンプル中に少数の標的細胞が存在する場合には、これにより
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もたらされる濾液中の抗体の減少は小さく、従ってシグナルが高くなるということを示す
。パネルＢは、サンプル中に多数の標的細胞が存在する場合には、これによりもたらされ
る濾液中の抗体の減少が大きく、従ってシグナルが低くなるということを示す。図４Ａお
よび図４Ｂから総合的に見て取れるように、サンプル中の標的細胞の数が多いほど、濾過
段階で除去される抗体の数が多くなり、従って、より低いシグナルが生成されることにな
る。
【００６７】
　細胞を識別および／または同定するためのシステムは、抗体と共にサンプルを収容して
インキュベートするためのサンプリングモジュール、サンプルを濾過するためのフィルタ
ーおよび濾液の分析のための分析装置という３つの主要構成要素を含む。分析装置は、パ
ーソナルコンピューター、ラップトップコンピューター、サーバーまたは同様のものなど
の計算装置に動作可能に連結された１つ以上のセンサーを含んでよい。計算装置は、少な
くとも１つのプロセッサと、プロセッサによって実行可能な命令を記憶する少なくとも１
つのメモリと、を含む。これらの命令がプロセッサによって実行されると、それは、本明
細書で説明されるような方法の１つ以上のステップを実行する。
【００６８】
　本開示の一部の実施形態によれば、フィルターは、全ての細胞または実質的に全ての細
胞をサンプル、より好ましくは血液サンプル、から除去するために、２マイクロメートル
未満の孔径を有する膜を含んでよい。他の実施形態では、フィルター、またはマーカーに
結合した抗体と共に細胞を血液サンプルから除去する任意の他の器具、の代わりに磁気分
離システムが使用されてよい。他の実施形態では、沈降、遠心分離によって、または標的
細胞を固定もしくは除去するための抗体の使用によって、細胞が除去されてよい。
【００６９】
　本開示の一部の実施形態によれば、濾液中に残っている結合していない抗体または細胞
に結合した抗体（結合している時のもの、あるいはそれらを細胞表面から脱結合させるた
めの処理の後のもの）のいずれかが、さらなる分析を促進するであろう１つ以上の分子（
レポーターなど）にコンジュゲートされてよい。コンジュゲートされる分子には、現像液
（developer fluid）中で測定可能な変化を触媒できる酵素（西洋ワサビペルオキシダー
ゼなど）が包含され得る。他の実施形態では、コンジュゲートされる分子には、発光を介
して測定できる蛍光プローブが包含され得る。さらに他の実施形態では、コンジュゲート
される分子には、ビオチン－ストレプトアビジン／ビオチン／アビジンのシステムを用い
た高親和性結合プロセスによってさらなるレポーター分子を付着させることができるビオ
チンが包含され得る。一部の実施形態において、非コンジュゲート化抗体が使用されてよ
い。さらに他の実施形態では、二次レポーターが適用されてよい。例えば、非コンジュゲ
ート化抗体を使用する場合には、酵素またはレポーター分子で標識された二次抗体が利用
される。
【００７０】
　「レポーター」なる用語は、所定の抗原の検出を可能にする分析的に同定可能なシグナ
ルをその化学的性質によって提供する分子を意味する。検出は、定性的または定量的のい
ずれかであってよい。レポーターのいくつかの例としては、酵素、フルオロフォア、金ま
たは放射性核種含有分子（すなわち、放射性同位体）が挙げられる。免疫測定法の場合、
酵素は、一般的にはグルタルアルデヒドまたは過ヨウ素酸を用いて、第２または第３の免
疫グロブリンにコンジュゲートされる。使用できる他のタイプの酵素には、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼおよび／またはアルカ
リホスファターゼが包含される。
【００７１】
　本開示の一部の実施形態において、例えば赤血球、血小板を同定するために、および／
または白血球を識別するために、全血サンプルが、様々な表面マーカーに対する所定量の
標識化抗体の混合物とインキュベートされる。血液サンプルは、表面抗原に抗体を結合さ
せるためにさらにインキュベートされてよい。他の実施形態では、分離された白血球など
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、全血の特定の画分が、分析されてよい。
【００７２】
　本開示の一部の実施形態において、システムは、それに対して抗体が産生された表面マ
ーカーが結合している個別の領域を含む構造を含んでよい。このような構造の非限定的な
例は、マイクロタイタープレートまたはキュベットなど、好適なプラスチック材料から作
製された構造である。この場合、この構造内で濾液をインキュベートして、残っている抗
体（濾過の前に細胞に結合していないもの）を、固定された表面マーカーに結合させるこ
とができる。インキュベーションの後、この構造を洗浄して、結合していない濾液成分を
全て除去できる。非コンジュゲート化抗体を利用するのであれば、二次レポーター分子（
例えば、標識化二次抗体、ストレプトアビジンをコンジュゲートされた酵素、またはプロ
ーブ）を含む溶液とのさらなるインキュベーションが必要となる可能性がある。西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などの酵素を標識化二次抗体として用いるのであれば、構
造内に現像剤溶液を注ぐ必要がある可能性がある。現像剤溶液は、その速度が酵素の量に
依存する測定可能な色の変化を起こすことができる３，３’，５，５’－テトラメチルベ
ンジジン（ＴＭＢ）に関連してよい。従って、結合した抗体の量は、測定された色の変化
の程度に基づいて決定できる。他の実施形態では、現像剤溶液には、比色溶液、蛍光溶液
および／または化学発光溶液が包含され得る。
【００７３】
　上記で説明されるように、濾過前と濾過後の抗体濃度の差を用いて、元の血液サンプル
中の表面マーカーの濃度および／または比率を算出できる。表面マーカーの濃度および／
または比率は次に、分化した白血球を含む、各型の細胞の数の算出の基礎にできる。
【００７４】
　本技術のさらに別の実施形態では、サンプル中の病原体を同定および定量化するために
、病原体の表面マーカーに対する抗体が使用される。本開示のさらに別の実施形態では、
細胞株におけるマイコプラズマの増殖を検出するために、マイコプラズマ細胞に対する表
面マーカーが使用され得る。
【００７５】
　本開示の一部の実施形態において、血液サンプル中の細胞を同定するためのシステムは
、バイオセンサーを含んでよい。バイオセンサーは、アナライトの分析のために使用でき
る分析装置である。バイオセンサーは、高感度の生物学的要素（例えば、組織、微生物、
オルガネラ、細胞受容体、酵素、抗体、核酸、全血またはその画分等）、調査中のアナラ
イトと相互作用する生物由来の材料またはバイオミメティック成分を含んでよい。生物学
的に高感度の要素はまた、生物工学によって作製されてもよい。バイオセンサーは、アナ
ライトと生物学的要素との相互作用から生じるシグナルを、より容易に測定および定量化
できる別のシグナルに変換する、変換器または検出器（例えば、物理化学的装置、光学装
置、圧電装置、または電気化学的装置）をさらに含む。バイオセンサーは、利用しやすい
様式での結果の表示を主に担当する関連電子機器（例えば、計算装置）を備えたバイオセ
ンサー読み取り装置をさらに含む。
【００７６】
　一部の実施形態において、本技術は、コロイド金などの呈色法（colour reporting met
hod）を用いてサンプル中の１つ以上の成分（例えば、病原体）の有無、またはサンプル
中の１つ以上の要素（例えば、ＣＤ４＋細胞およびＣＤ８＋細胞）のレベル（図２を参照
のこと）、の迅速な測定を提供する、膜を利用した装置に組み込まれてよい。
【００７７】
　様々な実施形態によれば、本技術はまた、それらのサンプル（好ましくは流体サンプル
）が試験および分析された対象、個体または動物の疾患を決定するように構成されてもよ
い。さらに、本技術は、同定された疾患を治療するための自動的な推奨、提案または計画
を提供してよい。治療様式の非限定的な例としては、放射線療法、手術、化学療法、ホル
モン除去療法、アポトーシス促進療法、免疫療法、光線療法、凍結療法、毒素療法、抗感
染症薬による治療、またはアポトーシス促進療法が挙げられる。当業者であれば、この列
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挙が治療様式のタイプを網羅しているわけではないということが分かるであろう。疾患は
、本明細書で説明されるようなサンプル中の細胞の識別／同定の結果に基づいて決定でき
る。例えば、本開示の方法を用いた白血球数の決定は、抗生物質による治療に至る感染症
を個体が有するかどうかを決定するために使用される可能性がある。別の実施形態では、
本開示の方法を用いた赤血球数の決定は、個体が貧血であり、例えば鉄補給剤で、治療さ
れる必要があるかどうかを決定するために使用され得る。さらに別の実施形態では、白血
球数または赤血球数の減少の決定は、特定の薬物（例えば、クロザピン）による治療の結
果である可能性がある。従って、治療の選択も、細胞数に依存し得る。従って、血球数お
よび他の生体サンプル中の細胞数の決定は、医療分野における治療法の決定にとって非常
に重要であると見なすことができる。好ましい実施形態において、本明細書で説明される
方法は、対象を治療するステップをさらに含む。
【００７８】
　本明細書で互換的に使用される「患者」、「対象」、「宿主」または「個体」なる用語
は、治療または予防が望まれる任意の対象、具体的には脊椎動物対象、さらにより具体的
には哺乳動物対象、を指す。「対象」なる用語は、ヒト哺乳動物対象およびヒト以外の哺
乳動物対象を包含する。
【００７９】
　本明細書で使用される場合、「治療」、「治療する」なる用語および同様の用語は、所
望の薬理学的および/または生理学的な効果を得ることを指す。この効果は、疾患もしく
は状態および／または疾患もしくは状態に起因する有害作用の部分的または完全な治癒の
観点から治療的であってよい。これらの用語はまた、哺乳動物（特にヒト）における状態
または疾患の任意の治療も包含し、（ａ）疾患または状態を阻害すること、すなわち、そ
の発達を停止させること；あるいは（ｂ）疾患または状態を緩和すること、すなわち、疾
患または状態の退行を生じさせること；を包含する。
【００８０】
　サンプル中の細胞の数を決定するためのＣＤ分子に対する抗体の使用を図５Ａおよび図
５Ｂに示す。ＣＤ表面マーカーを安定に発現するＶＬ３細胞株を実験に使用した。０．０
００８ｍｇ／ｍｌという濃度の蛍光標識した抗ＣＤ４抗体を、１ｍｌあたり４．６×１０
ｅ６～０．００９×１０ｅ６個の細胞という範囲の細胞濃度の細胞のサンプルとインキュ
ベートした。細胞の表面上のＣＤ４分子に抗体を結合させるためのインキュベーションの
後、サンプルを遠心分離して細胞を除去した。上清を取り出し、上清中に残っている抗体
の量をアッセイした。これは、抗体と結合するビーズを上清に添加し、インキュベートし
て、残っている抗体をビーズに結合させることにより行った。次いで、ビーズをＢＤ　Ｆ
ＡＣＳＤｉｖａフローサイトメーターに通して蛍光を測定した。図５Ａに示されるように
、上清中に存在する抗体の数とサンプル中の細胞の個数濃度との間には明確な逆の相関関
係があった。１ｍｌあたり１．４×１０ｅ５個の細胞という下限（矢印で示す）を超える
と、この実験では細胞の数を決定できなかった。
【００８１】
　このプロセスを、ＶＬ３細胞株によって発現されない表面マーカーであるＣＤ１９に対
する抗体を用いて繰り返し、この効果が細胞への抗体の非特異的結合または抗体の凝集に
起因する可能性があるかどうかを決定した。図５Ｂを参照すると、非常に高い細胞濃度に
おいてシグナルが少し減少するが、これは、発現されたＣＤ分子への抗体の特異的結合に
よって得られる結果に干渉するには十分でない。このデータは、この方法が、サンプル中
に存在する特定のマーカーを発現する細胞の数を決定するのに有効であること、およびサ
ンプル中に存在する細胞型の識別および定量化におけるこの方法の適合性を裏付ける。
【００８２】
　当業者であれば、本技術は、血液サンプルにおける細胞の同定だけでなく、任意の他の
生体液、組織サンプル、食物、水および培養細胞における細胞の同定も可能にするという
ことを理解するであろう。開示される技術は、診断、健康のモニタリング、血液型の決定
およびＨＩＶの進行のモニタリング、ウイルスもしくは細菌が原因の感染症の識別、病原
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体の検出および同定、生体液および組織サンプルに基づく診断、食品産業における利用、
農業用途、獣医用途、水質試験、ならびに／または培養細胞株におけるマイコプラズマ汚
染の検出のための血液細胞の計数および識別に適用可能である迅速なフィールド／ポイン
トオブケアベースの方法を提供するための携帯型および／または使い捨てのユニットに組
み込むことができる迅速で正確な低コストの方法およびシステムを提供する。
【００８３】
　生体材料は、精製されていてもいなくてもよい単離された生体材料であってよいという
ことが理解されるであろう。「単離された」とは、そのままの状態では通常それに付随す
る成分を、あるいは合成手段によって精製または生成された場合にはその生成の間に存在
する成分を、実質的または本質的に含まない材料を意味する。従って、「単離された」な
る用語はまた、その範囲内に、精製された材料または合成の材料も包含する。本明細書で
使用される場合、「精製された」なる用語は、細胞成分、または材料が由来する供給源か
らの他の混入物質、を実質的に含まない材料（例えば、血液サンプル、流体サンプル）を
指す。「実質的に含まない」は、材料の調製物の純度が少なくとも１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％であることを意味する。
【００８４】
　アナライトの検出のためにアッセイの定量化のダイナミックレンジを制御するための方
法およびシステム
　本技術はまた、検出シグナルの強度に依存してサンプル中のアナライトの濃度が決定さ
れる、免疫測定法に基づくアッセイの分析も提供する。これらの方法は一般に、生体液（
例えば、血液）または非生体液などのサンプル中の抗原、抗体、タンパク質および核酸な
どのアナライトの検出および／または定量化に適用可能である。サンプルは単離されてい
てよく、精製されていてもいなくてもよい。
【００８５】
　「アッセイ」なる用語は、本明細書で使用される場合、限定されるものではないが酵素
結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、化学発光法、生物発光
法、蛍光免疫測定法、タンパク質マイクロアレイ、ＤＮＡマイクロアレイ、ＲＮＡマイク
ロアレイおよび／またはタンパク質バイオチップアッセイを含む、分析的検出法を指す。
【００８６】
　「標的アナライト」なる用語は、本明細書で使用される場合、生体サンプル中で検出ま
たは定量化される生化学物質を指し、以下のうちの１つ以上を含んでよい：抗原、抗体、
タンパク質、脂質、炭水化物、および核酸、ならびにそれらの任意の組み合わせ。
【００８７】
　「固相」なる用語は、本明細書で使用される場合、免疫検出法において使用される平面
または非平面の固体支持体表面を指し、以下のうちの１つ以上を含んでよい：ポリスチレ
ンのマイクロタイタープレート、マイクロスフェア、ビーズ、膜、ポリマー、コポリマー
、架橋型ポリマー、および同様のもの。
【００８８】
　「結合試薬」なる用語は、本明細書で使用される場合、標的アナライトと反応できるか
、またはサンプル中の標的アナライトの存在を検出するために使用される、生化学物質を
指す。結合試薬は、抗原、抗体、タンパク質および／またはオリゴヌクレオチドを指して
よい。
【００８９】
　用語「検出シグナル」または単に「シグナル」は、本明細書で使用される場合、標識化
アナライトまたはコンジュゲート化アナライトまたは標識化結合試薬またはコンジュゲー
ト化結合試薬によって生成される測定可能なシグナルを指す。検出シグナルは、例えば以
下の方法のうちの１つ以上を用いて測定されてよい：測光法、分光光度法、放射測定法、
および蛍光測定法。当業者であれば、検出シグナルを測定するために質量分析などの他の
方法も使用できるということを理解するであろう。
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【００９０】
　アッセイの結果（シグナル）のダイナミックレンジ（または「検出範囲」）は、そのア
ッセイによって正確に検出され得るアナライト（本明細書では「標的アナライト」とも呼
称される）の最低濃度から最高濃度と定義できる。測定のためには、アナライトの濃度は
一般に、そのアッセイのダイナミックレンジまたは検出範囲の内に存在する必要がある。
アッセイの結果のダイナミックレンジは、予め決定されてよいか、または動的に変更され
てよい。
【００９１】
　一般に、本技術は、アッセイのダイナミックレンジを制御することによる１つ以上の標
的アナライトの定量的検出のための方法に関する。この方法は、以下のステップを含む：
（ｉ）生体サンプル中の１つ以上の標的アナライトを提供するステップ；（ｉｉ）１つ以
上の標的アナライトを少なくとも１つのコンジュゲート化結合試薬および少なくとも１つ
の非コンジュゲート化結合試薬の混合物と接触させるステップであって、少なくとも１つ
のコンジュゲート化結合試薬および少なくとも１つの非コンジュゲート化結合試薬が１つ
以上の標的アナライトに対して特異的であるステップ；（ｉｉｉ）１つ以上の標的アナラ
イトと少なくとも１つのコンジュゲート化結合試薬および少なくとも１つの非コンジュゲ
ート化結合試薬の混合物との間の相互作用を測定するステップ；および（ｉｖ）混合物中
の少なくとも１つのコンジュゲート化結合試薬と少なくとも１つの非コンジュゲート化結
合試薬の比率を調整することによってアッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御す
るステップ。
【００９２】
　「比率」なる用語は、標準的な意味での比率（別の要素の量と比較した、ある要素の量
）を指す。これは、モル濃度、重量または体積で表される可能性がある。好ましくは、比
率は、モル比、重量比および体積比ならびにそれらの任意の組み合わせからなる群より選
択される。好ましい実施形態において、比率はモル比である。他の好ましい実施形態では
、比率は体積比である。さらに他の好ましい実施形態では、比率は重量比である。
【００９３】
　上記の方法は、以下で説明されるような、より限定的な例示的実施態様を有し得ること
が明らかであろう。一部の実施形態において、方法は、標的アナライトを有するサンプル
中にコンジュゲート化作用物質および非コンジュゲート化作用物質を提供し、その結果、
これらの作用物質が互いに競合しながらアナライトに結合するようにすることに焦点を置
いている。従って、コンジュゲート化作用物質および非コンジュゲート化作用物質を提供
することで、アッセイのシグナルを減少させ、それによりダイナミックレンジを変更する
ことができる。
【００９４】
　他の実施形態では、方法は、コンジュゲート化アナライトまたは非コンジュゲート化ア
ナライトを使用することに焦点を置いており、これらは標的アナライトを希釈するために
サンプルに添加され、最終的にアッセイのシグナルの変化をもたらす。例えば、コンジュ
ゲート化アナライトは、固相に結合された抗体に結合する可能性があり、この抗体はコン
ジュゲート化アナライトへの結合によって消光されるフルオロフォアを有する。コンジュ
ゲート化アナライトおよび非コンジュゲート化アナライトを伴うことで、所与の濃度また
は量のアナライトについての消光の量を減少させ、それによりダイナミックレンジを変更
することができる。
【００９５】
　あるいは、他の実施形態では、１つ以上のコンジュゲート化アナライトと当該１つ以上
の標的アナライトに対して特異的な結合試薬とだけが必要とされる。コンジュゲート化ア
ナライトは、結合が生じると改変あるいは活性化または不活性化されてコンジュゲート化
アナライトからのシグナル（蛍光など）を増加または減少させるマーカーと結合されてい
る。コンジュゲート化アナライトが試薬に結合すると、コンジュゲート化アナライトから
のシグナルは増加または減少する。（サンプル中の、ならびに場合によっては追加的な非
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コンジュゲート化アナライトの添加も伴うサンプル中の）コンジュゲート化アナライトと
非コンジュゲート化アナライトとの比率は、シグナルの増加または減少の規模を決定する
。
【００９６】
　他の実施形態では、コンジュゲート化アナライトではなく、（単に、標的アナライトと
同じ構造をいくらか含む分子である可能性がある）１つ以上の改変アナライトが使用され
る可能性がある。改変アナライトおよび標的アナライト（通常のアナライトの添加を伴う
か伴わないサンプルに由来する）は両方とも、１つ以上の第１の試薬に結合する。次いで
、１つ以上の第２のコンジュゲートされた試薬が添加されてよく、これらはそれぞれ、標
的アナライトのうちの１つ以上または改変アナライトのうちの１つ以上のいずれかだけに
結合する。改変アナライトと標的アナライトとの比率は、シグナルの増加または減少の規
模を決定する。一部の実施形態において、１つ以上の改変アナライトは、標的アナライト
内の構造と同じ構造を含む分子であり、例えば、改変アナライトの少なくともいくつかは
、標的アナライトのうちの少なくとも１つのサブユニットであってよいか、そのサブユニ
ットを含んでよい。一部の実施形態において、標的アナライトはタンパク質である可能性
がある。一部の実施形態において、第１の試薬は、標的アナライトおよび改変アナライト
をコンジュゲートされた試薬の両方に結合する抗体である可能性があるが、第２のコンジ
ュゲートされた試薬は、標的アナライトだけに結合して改変アナライトには結合しない抗
体である。一部の実施形態において、コンジュゲートされた試薬は、蛍光検出のためのフ
ルオロフォアをコンジュゲートされている。
【００９７】
　他の実施形態では、１つ以上の標的アナライトおよび１つ以上の改変アナライトが存在
し、これらは競合しながら、コンジュゲートされた試薬に結合する。標的アナライトまた
は改変アナライトのいずれかの結合だけが、コンジュゲートされたマーカーの活性化また
は不活性化（例えば、フルオロフォアの消光）を生じさせる。従って、改変アナライトと
標的アナライトとの比率は、シグナルの増加または減少の規模を決定する。
【００９８】
　「コンジュゲート化」なる用語は、本明細書で使用される場合、直接的シグナル生成マ
ーカー（フルオロフォアなど）であろうとシグナル生成基を付着させるために用いること
ができる化学基（ビオチン基またはストレプトアビジン基など）であろうと、センサーで
測定可能なシグナルをもたらすマーカーと連結されていることを意味する。
【００９９】
　試薬へのアナライトの結合は、その試薬に結合できるアナライトの数を抑えるか減少さ
せるため、アナライトは競合しながら特定の試薬に結合するということに留意すべきであ
る。
【０１００】
　一実施形態において、本技術には、アッセイのダイナミックレンジを制御することによ
る１つ以上の標的アナライトの定量的検出のための、以下の例示的方法が包含され得る。
この方法は、（ｉ）標的アナライトに特異的に結合する１つ以上の分子が固定された固相
を提供するステップと；（ｉｉ）固相をサンプルと接触させるステップであって、１つ以
上の標的アナライトの濃度または存在が測定されることになるステップと；（ｉｉｉ）レ
ポーター分子（フルオロフォアなど）にコンジュゲートされているかコンジュゲートされ
ていないであろう結合試薬（これは試薬の混合物を含むであろう）を供するステップと；
（ｉｖ）コンジュゲート化結合試薬および非コンジュゲート化結合試薬を、固定された標
的アナライトへの結合のために競合させるステップと；を含む。フルオロフォアの量は、
発光を検出することによって測定できる。さらに、これらの測定値に基づいて標的アナラ
イトの濃度を算出することができる。方法は、（ｖ）コンジュゲート化結合試薬と非コン
ジュゲート化結合試薬の比率の調整によってシグナルのレベル（従って、ダイナミックレ
ンジ）を制御するステップをさらに含んでよい。このプロセスは、図６でさらに説明され
ている。具体的には、図６は、４：６という（フルオロフォアをコンジュゲートされた検
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出抗体）：（コンジュゲートされていない検出抗体）の比率を用いて、生成されるシグナ
ルを低下させる、サンドイッチＥＬＩＳＡを示す。
【０１０１】
　１つ以上の実施形態において、コンジュゲート化結合試薬または非コンジュゲート化結
合試薬には、抗体、抗原、アプタマー、タンパク質および／またはオリゴヌクレオチドが
包含される。特定の実施形態において、コンジュゲート化結合試薬には、酵素、タンパク
質、フルオロフォア、ストレプトアビジン、アビジン、抗体、抗原、アプタマーおよびオ
リゴヌクレオチドからなる群より選択されるコンジュゲートと連結された結合試薬が包含
される。特定の実施形態において、コンジュゲート化結合試薬は、標的アナライトに結合
したコンジュゲート化結合試薬を検出することを可能にする標識にコンジュゲートされて
いる。標識には、対応する基質の存在下において測定可能な応答（例えば、可視的な色の
変化）をもたらすことが可能な酵素が包含され得る。酵素には、限定されるものではない
が、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、ルシフ
ェラーゼ、β－ガラクトシダーゼおよびグルコースオキシダーゼが包含され得る。結合試
薬の検出のために使用される標識またはコンジュゲートはまた、フルオロフォア、ストレ
プトアビジンおよびアビジンなどのキャリア分子を含んでもよい。電子的シグナルまたは
放射線シグナルの検出を可能にするために、他の例示的な標識が使用される可能性もある
。様々な実施形態において、標的アナライトには、以下のうちの１つ以上が包含される：
抗原、抗体、核酸、炭水化物、脂質、タンパク質、ポリマー、およびそれらの任意の組み
合わせ。
【０１０２】
　一実施形態において、結合試薬は、一次抗体など、アナライトに直接結合する一次結合
分子を含んでよい。別の実施形態では、結合試薬は、二次抗体など、一次結合分子に結合
する二次結合分子を含んでよい。この実施形態は、標識化二次検出抗体と非標識化二次検
出抗体の混合物と共に非標識化一次検出抗体を用いる例示的な方法を示す図８によってさ
らに説明されている。
【０１０３】
　さらに別の実施形態では、結合試薬は、アッセイにおいて測定を可能にする別の要素と
反応することが可能である。例えば、ある要素にコンジュゲートされたストレプトアビジ
ンに結合するビオチン化抗体の使用は、測定を可能にする。この実施形態はさらに、図７
によって大まかに説明されている。図７Ａは、１００％ビオチン化された検出抗体を、制
御された比率の標識化ストレプトアビジンおよび非標識化ストレプトアビジンと共に用い
る、例示的な方法を示す。アッセイのレンジを制御するためのＨＲＰ－コンジュゲート化
ストレプトアビジンと非コンジュゲート化ストレプトアビジンとの混合物は以下で説明さ
れており、図７Ｂおよび図７Ｃに示されている。この実験の目的は、ＨＲＰ－コンジュゲ
ート化ストレプトアビジンを、ビオチン化検出抗体への結合に関してＨＲＰ－コンジュゲ
ート化ストレプトアビジンと競合することになる非コンジュゲート化ストレプトアビジン
と混合することによってシグナル、従ってアッセイのレンジ、を改変できるということを
実証することであった。および、標準曲線を維持しながら、生成されるシグナルを低下さ
せること。標的濃度の範囲で、様々なストレプトアビジン：ＨＲＰ－ストレプトアビジン
の比率を用いて行った。
【０１０４】
　４９ｐｇ／ｍｌ～５μｇ／ｍｌという広範な濃度レベルにわたってヒトプロラクチンを
用いて標準的なＥＬＩＳＡを実施した。捕捉抗体で被覆されたプレート、標的としての組
換えプロラクチン、ビオチン化検出抗体、ＨＲＰ－コンジュゲート化ストレプトアビジン
、および現像液としてのＴＭＢを用いてアッセイを実施し、２ＭのＨ２ＳＯ４で停止させ
た。以下のように、標準的なプロトコルを用いた：プレートを捕捉抗体で被覆した後、リ
ン酸緩衝食塩水－Ｔｗｅｅｎ２０溶液（ＰＢＳＴ）で洗浄した。プレートを１％ＢＳＡ中
の標的と共に２時間インキュベートし、ＰＢＳＴで洗浄した。プレートをビオチン化検出
抗体と共に１時間インキュベートし、ＰＢＳＴで洗浄した。（ある範囲の非コンジュゲー
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ト化ストレプトアビジンを添加して）プレートをＨＲＰ－コンジュゲート化ストレプトア
ビジンと共にインキュベートした後、（上記のような）ＰＢＳＴによる洗浄工程を行った
。発色基質である３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）を添加し、１
０分後に２ＭのＨ２ＳＯ４で反応を停止させ、４５０ｎｍにて吸光度を読み取った。
【０１０５】
　データは、非コンジュゲート化ストレプトアビジンの量を増加させるとシグナルのレベ
ルが低下するということを示す。図７Ｂに示されるように、非コンジュゲート化ストレプ
トアビジンが０の場合、１．５６ｎｇというプロラクチン濃度で曲線が横ばいになり、こ
れより下の濃度しか識別できない。７３ｎｇ／ｍｌの非コンジュゲート化ストレプトアビ
ジンを添加した場合、シグナルは低下し、プロラクチン濃度が１．２５μｇに達するまで
曲線の平坦化は起こらず、これで、それより下の濃度は全て識別できる。非コンジュゲー
ト化ストレプトアビジンの量を増加させると、シグナルのレベルはさらに低下し、プラト
ーが遅れ、従って、アッセイによって決定できる標的の濃度が増加する。非コンジュゲー
ト化ストレプトアビジンの濃度を２２５ｎｇ／ｍｌまで増加させると、現像が完全に妨げ
られたようであり、これは、十分な量のＨＲＰ－コンジュゲート化ストレプトアビジンが
ビオチン化検出抗体に結合できていないということを示す。用いた非コンジュゲート化ス
トレプトアビジンの濃度に対して各標的濃度をプロットすることによって、特定の標的に
ついてのアッセイのレンジを調整するのに必要とされる非コンジュゲート化ストレプトア
ビジンの量を決定できる（図７Ｃ）。
【０１０６】
　上記で既に説明されているように、混合物は、１つ以上の所定の標的アナライトに対し
て特異的な、コンジュゲート化結合試薬と非コンジュゲート化結合試薬を含む。固相上に
固定された標的アナライトの検出範囲を正確に制御するために、混合物中のコンジュゲー
ト化結合試薬と非コンジュゲート化結合試薬の種々の比率を用いることができる。例えば
、図９は、標識化結合試薬：非標識化結合試薬の比率の調整がシグナル強度を調整するプ
ロセスを示す。図１０は、コンジュゲート化検出抗体：非コンジュゲート化検出抗体の比
率を変更することによってシグナル強度を調整できるということを示す、図９のプロセス
に関しての実験結果を図示する。
【０１０７】
　コンジュゲートまたは標識は、基質の存在下において測定可能な応答または検出シグナ
ルをもたらし、それにより、結合試薬と標的アナライトとの間の正の相互作用を表す。検
出シグナルは、色の変化、蛍光シグナル、および／または化学発光シグナルを含んでよく
、これらは、測光法、分光光度法または比色法によって測定できる。標的アナライトの濃
度は、検出シグナルのレベルに基づいて正確に決定できる（例えば、酵素コンジュゲート
による色の変化のレベルは、対応する標的アナライトの濃度を反映する）。
【０１０８】
　一実施形態において、方法は、免疫測定法におけるＨＲＰ－コンジュゲート化抗体と非
コンジュゲート化抗体とを含む結合試薬の混合物の使用を含む。ＨＲＰ－コンジュゲート
化抗体は、固体支持体上に固定された標的アナライト上の結合部位に関して非コンジュゲ
ート化抗体と競合する。ＨＲＰ－コンジュゲート化抗体対非コンジュゲート化抗体の比率
の制御は、検出シグナルの減衰の正確な制御を可能にし、これが次に、サンプル中に存在
しているか固体支持体に固定されている可能性がある標的アナライトの濃度範囲をカバー
するためにアッセイのダイナミックレンジを向上させることを可能にする（図１０も参照
のこと）。
【０１０９】
　試薬の混合物と標的アナライトとの間の相互作用には、固相上に固定された標的アナラ
イト上の結合部位に対するコンジュゲート化結合試薬と非コンジュゲート化結合試薬との
間の競合的結合が包含される（図６も参照のこと）。
【０１１０】
　さらに別の例示的な実施形態では、標的アナライトは、固相支持体上に固定された抗原



(28) JP 2018-521302 A 2018.8.2

10

20

30

40

50

を含む。混合物は、固定された抗原に特異的に結合することができる非コンジュゲート化
結合試薬と、固定された抗原に結合することができる酵素標識抗体を有するコンジュゲー
ト化結合試薬と、を含んでよい。標的抗原を含む固相に混合物を添加すると、酵素標識抗
体は、標的抗原の表面上の結合部位に関して非標識化抗体と競合する。
【０１１１】
　複数種のアナライトの濃度が生体サンプル内で異なる可能性がある。例えば、生体サン
プルにおいて、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）は通常、ｐｇ／ｍｌの範囲で存在するが、
黄体形成ホルモン（ＬＨ）および卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）はｎｇ／ｍｌの範囲で存在
する。別の例では、２３トリソミー、ダウン症候群を試験するために、ヒト絨毛性ゴナド
トロピン（ｈＣＧ）、エストリオール（Ｅ３）およびα－フェトプロテイン（ＡＦＰ）の
濃度が測定される。試験サンプルにおいて、ｈＣＧは通常、ｍｇ／ｍＬの範囲で存在し、
Ｅ３はｎｇ／ｍＬの範囲で存在し、ＡＦＰはｐｇ／ｍＬの範囲で存在する。サンプル内で
種々のアナライトの濃度範囲が異なると、結果的にアッセイのダイナミックレンジが異な
ってしまうため、マルチプレックスアッセイがより困難になる。従って、定量的なアッセ
イ法は、より高濃度のアナライトを有するサンプルを分析するために、および複数種のア
ナライトを著しく異なる検出範囲で含むサンプルを分析するために、バランスのとれた測
定および結合試薬の反応性の制御の必要性を必要とする。
【０１１２】
　さらに他の実施形態によれば、本開示の技術は、免疫測定法において検出シグナルのレ
ベルを制御する方法を提供する。各アナライトからの検出シグナルのレベルは、既知の濃
度のコンジュゲート化結合試薬および非コンジュゲート化結合試薬を種々の比率で用いる
ことによって正確に制御できる（図１１を考慮のこと）。この方法は、サンプル中の広範
な濃度の複数種の標的アナライトの正確な定量化を可能にし、シングルプレックスアッセ
イならびにマルチプレックスアッセイまたは多重シングルプレックスアッセイにおいて使
用できる。方法はさらに、サンプル内の各アナライトの標準的な濃度または予想される濃
度に従ってコンジュゲート化結合試薬対非コンジュゲート化結合試薬の比率のバランスを
保つこと、および／またはその比率を最適化すること、を可能にする（図１１も参照のこ
と）。サンプルは、異なる濃度の２種類の標的アナライトに対する抗体を有する固相に供
される（ステップ１）。第１の標的アナライトが高濃度であるのに対し、第２の標的アナ
ライトは低濃度である。標的アナライトが抗体に結合する（ステップ２）。検出抗体が固
相に供され、ここで、アナライト１用のものは２５％がコンジュゲートされており、アナ
ライト２用のものは１００％がコンジュゲートされている（ステップ３）。検出抗体が、
固定された標的アナライトに結合する（ステップ４）。その後、同時分析を可能にするた
めに、アナライト１からのシグナルが、アナライト２からのシグナルと同等化される（ス
テップ５）。
【０１１３】
　アッセイのシグナルを変化させることで、シングルプレックス試験またはマルチプレッ
クス試験の読み取りの、より大規模な制御を行うことができる。従って、本技術の原理を
マルチプレックス試験に適用すれば、一度に複数の結果を得ることおよび現像時間を長く
することが、より容易になる。最終的には、これは、より正確な濃度の測定をもたらす。
一実施形態において、これは、様々な甲状腺バイオマーカー（ＴＳＨ、Ｔ３およびＴ４）
のアッセイのシグナルを、たとえ濃度が異なっていても、同じである（または非常に類似
したレンジを有する）ように変化させることを可能にするであろう。抗体のコンジュゲー
ト化レベル対非コンジュゲート化レベルが分かっていることで、混合物において各抗体の
濃度を個別に決定することが可能である。
【０１１４】
　代替的な実施形態において、本技術は、検出シグナルのレベルを制御することによって
アッセイのダイナミックレンジを制御するための方法に関する。この方法は、（ｉ）標的
アナライトに対して特異的な結合試薬が固定された固相を提供するステップと、（ｉｉ）
固相を、標的アナライトおよびコンジュゲート化アナライトを含むサンプルの混合物と接



(29) JP 2018-521302 A 2018.8.2

10

20

30

40

50

触させるステップと、（ｉｉｉ）相互作用のための最適条件下で混合物と接触した状態で
固相をインキュベートするステップと、（ｉｖ）固定された結合試薬と混合物との間の相
互作用を測定するステップと、を含み、ここで、アッセイのダイナミックレンジは、混合
物中のサンプルアナライト対コンジュゲート化アナライトの比率を調整することによって
制御される。サンプル中に存在する標的アナライトは、アッセイのダイナミックレンジを
制御することによって定量的に決定できる。
【０１１５】
　例えば、試験される標的アナライトはタンパク質を含んでよい。さらに、混合物は、Ｈ
ＲＰなどの酵素をコンジュゲートされた既知の濃度の同一タンパク質と混合された標的タ
ンパク質を含むサンプルを含んでよい。混合物はさらに、タンパク質と抗体との結合のた
めの最適条件下で、タンパク質に対して特異的な抗体が固定された固相と反応する。酵素
で標識されたタンパク質は、固定された抗体上の標的部位への結合に関して、サンプル中
の標的タンパク質と競合し、混合物中のタンパク質の結合の差は、適切な基質を添加する
と酵素によって生成される検出シグナルによって測定される。
【０１１６】
　検出シグナルのレベルは、サンプル中のコンジュゲート化アナライト対標的アナライト
の比率を最適化することによって制御できる。例えば、サンプル中でコンジュゲート化ア
ナライトの濃度が標的アナライトよりも高ければ、固定された結合試薬へのコンジュゲー
ト化アナライトの結合が増加することになり、従って、検出シグナルが増加する。同様に
、より高濃度の標的アナライトとより低濃度のコンジュゲート化アナライトとを含む混合
物の比率は、固定された結合試薬への標的アナライトの結合の増加をもたらし、従って、
検出シグナルの低下をもたらす。例えば、検出シグナルは、コンジュゲートの酵素活性に
よる、添加された基質の色の変化を含んでよい。色の強度の変化は、標的アナライトとコ
ンジュゲート化アナライトとの間での、固定化された結合試薬または検出試薬に対する結
合の差を示す。
【０１１７】
　さらに別の実施形態では、本技術は、免疫測定法のダイナミックレンジを制御すること
による１つ以上のアナライトの定量的検出のためのシステムを提供する。このシステムは
、標的アナライトを生体サンプルに提供して標的アナライトをコンジュゲート化結合試薬
と非コンジュゲート化結合試薬との混合物と接触させるための、容器または混合器を含む
。一部の実施形態において、容器または混合器は、種々の所定の比率でコンジュゲート化
結合試薬および非コンジュゲート化結合試薬を有する混合物を、固相上に固定された１つ
以上のアナライトと反応させることを可能にしてよい。しかし、固相は、本明細書で説明
される実施形態の全てに必要とされるわけではなく、従って、本開示は、固相の使用に限
定されない。
【０１１８】
　システムは、１つ以上の標的アナライトとコンジュゲート化結合試薬および非コンジュ
ゲート化結合試薬の混合物との間の相互作用を測定するように構成されたセンサーをさら
に含む。例えば、センサーは、固相上のアナライトと反応するコンジュゲート化結合試薬
の第１の濃度および固相上のアナライトと反応する非コンジュゲート化結合試薬の第２の
濃度を決定できる。
【０１１９】
　システムは、混合物中のコンジュゲート化結合試薬と非コンジュゲート化結合試薬の比
率を調整することによってアッセイのシグナルのダイナミックレンジを制御するように構
成された制御器をさらに含む。システムは、標的アナライトのそれぞれの濃度を決定する
ように構成された分析装置をさらに含んでよい。例えば、分析装置は、混合物の各比率に
ついて結合試薬の第１の濃度および第２の濃度を分析することによって１つ以上の標的ア
ナライトを定量的に決定できる。
【０１２０】
　センサーは、標的アナライトと相互作用する結合試薬によって生成された検出シグナル
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の測定または定量化に適合させた比色測定装置、蛍光測定装置、測光装置および／または
分光測定装置を含んでよい。制御器はまた、システムのセンサーに動作可能に接続された
計算装置を含んでもよい。一部の実施形態において、計算装置は、少なくとも１つのプロ
セッサと、少なくとも１つのプロセッサによって実行されるとシステムに、センサーによ
る測定を行わせ、混合物の比率を変更させ、１つ以上の標的アナライトを定量的に決定さ
せる、プロセッサによって実行可能な命令を記憶するメモリと、を含む。一部の実施形態
において、分析装置はまた、パーソナルコンピューターまたはラップトップなどの計算装
置も含む。さらに他の実施形態では、制御器および分析装置が、単一の装置にまとめられ
てよい。例えば、１つの計算装置が、制御器および分析装置として使用されてよい。
【０１２１】
　容器は、マイクロタイタープレート、マイクロストリップ、ガラス管、および／または
、アナライトもしくは１つ以上のアナライトを含むサンプルと共に試薬を収容または混合
するように適合させた同様の装置、を含んでよい。
【０１２２】
　一実施形態において、分析装置は、混合物中のコンジュゲート化結合試薬と非コンジュ
ゲート化結合試薬の種々の所定の比率についての、固相と相互作用する結合試薬の複数の
濃度値の間の差に基づいて、サンプル中の標的アナライトの濃度を決定する。アッセイの
ダイナミックレンジは、結合試薬を含む混合物の比率を調整することによって制御または
改変される。従って、サンプル中の１つ以上のアナライトの濃度を決定するためにアッセ
イの感度が制御される。
【０１２３】
　検出シグナルのレベルの制御またはアッセイのダイナミックレンジの制御によるアナラ
イトの定量的決定に関連する本開示の方法およびシステムは、様々な免疫測定法（例えば
、ビーズを利用したアッセイ、マイクロタイタープレートを利用したアッセイ、またはマ
イクロストリップを利用したアッセイ）、マイクロアレイ（例えば、タンパク質マイクロ
アレイ、ＤＮＡマイクロアレイ、ＲＮＡマイクロアレイ）、タンパク質バイオチップアッ
セイ、抗体アレイにおいて、およびマイクロ流体デバイスを用いて実施されるアッセイに
おいて、使用できる。これらのアッセイは、典型的には生物学的アッセイであってよいが
、本開示の原則的方法は任意の分子または他の化学的検出に適用され得るため、必ずしも
生物学的アッセイでなくてもよい。
【０１２４】
　特定の実施形態によれば、本技術はまた、本明細書で説明される方法を用いてその流体
サンプルが試験および分析された対象の疾患を決定するように構成されてもよい。例えば
、本明細書で開示される方法を用いたトロポニンおよびＢ型ナトリウム利尿ペプチド（Ｂ
ＮＰ）というバイオマーカーの測定は、うっ血性心不全の決定およびその後のワルファリ
ンによる治療につながる可能性がある。さらに、本技術は、同定された疾患を治療するた
めの自動的な推奨、提案または計画を提供してよい。特に、本明細書で説明されるような
生体サンプル中の１つ以上の標的アナライトの定量的検出の結果に基づいて、様々な疾患
を決定できる。
【０１２５】
　このように、生体サンプル中の細胞または他の成分を識別および／または同定するため
の方法およびシステムが説明されており、アッセイのシグナルのダイナミックレンジを制
御することによる生体サンプル中の１つ以上の標的アナライトの定量的検出のための方法
およびシステムが説明されている。特定の例示的な実施形態を参照しながら実施形態を説
明してきたが、より広範な本出願の趣旨および範囲から逸脱することなく、これらの例示
的な実施形態に対して様々な改変および変更を行うことができるということは明らかであ
ろう。従って、明細書および図面は、限定的な意味ではなく例示的な意味で考慮されるべ
きである。
【０１２６】
　本明細書で使用される場合、「合成」とは、天然には存在しないが人間の技術的介入に
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よって作製されたことを意味する。合成のタンパク質、ペプチドおよび核酸の文脈におい
て、これは、当技術分野で十分に理解されているような組換え技術、化学合成技術または
コンビナトリアル技術によって作製された分子を包含する。
【０１２７】
　本明細書で引用された全ての特許、特許出願および刊行物の開示は、その全体が参照に
より本明細書に組み込まれる。
【０１２８】
　本明細書における参考文献の引用はいずれも、そのような参考文献が本出願に対する「
先行技術」として利用可能であることを認めるものとして解釈されるべきではない。
【０１２９】
　本明細書全体にわたって、その目的は、本発明を任意の一実施形態または特定の特徴の
集合に限定することなく、本発明の好ましい実施形態を説明することである。従って、当
業者であれば、本開示を考慮して、本発明の範囲から逸脱することなく、例示された特定
の実施形態において様々な改変および変更を行うことができるということを理解するであ
ろう。そのような改変および変更は全て、添付の特許請求の範囲の内に含まれることが意
図される。
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