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(57)【要約】
　試料および試薬に固有のバックグラウンドシグナルの
補正を可能にするホモジニアスなイムノアッセイ。生物
試料中の対称性ジメチルアルギニン（ＳＤＭＡ）の存在
または量を検出するためのホモジニアスなイムノアッセ
イの使用。アッセイを行うための試薬およびキット。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）にコンジュゲートされた対称
性ジメチルアルギニン（ＳＤＭＡ）を含むコンジュゲート。
【請求項２】
　ＳＤＭＡが、５～１５原子のリンカーを介してＧ６ＰＤＨにコンジュゲートされている
、請求項１に記載のコンジュゲート。
【請求項３】
　ＳＤＭＡが、約５～１５オングストロームの長さを有するリンカーを介してＧ６ＰＤＨ
にコンジュゲートされている、請求項１に記載のコンジュゲート。
【請求項４】
【化１】

からなる群より選択される、請求項１に記載のコンジュゲート。
【請求項５】
　請求項１に記載のコンジュゲートと、遊離のＳＤＭＡに特異的な抗体とを含む組成物。
【請求項６】
　遊離のＳＤＭＡに特異的な抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）に対して
、遊離のＳＤＭＡに対するその反応性の２５％未満の反応性を有する、請求項５に記載の
組成物。
【請求項７】
　抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）、Ｌ－アルギニン、およびＮ－メチ
ルアルギニンからなる群より選択される１つまたは複数の化合物との交叉反応性を有さな
いかまたは実質的に有さない、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
　以下の成分：請求項１に記載のコンジュゲートとＳＤＭＡに特異的な抗体とを含むキッ
ト。
【請求項９】
　以下の成分：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（ＮＡＤ）をさらに含む、請求項
８に記載のキット。
【請求項１０】
　請求項８に記載のキットの成分と、ＳＤＭＡを含む疑いがある試料とを含む反応混合物
。
【請求項１１】
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　５～１５原子のリンカーを介して酵素にコンジュゲートされた対称性ジメチルアルギニ
ン（ＳＤＭＡ）を含むコンジュゲート。
【請求項１２】
　リンカーが、約５～１５オングストロームの長さを有する、請求項１１に記載のコンジ
ュゲート。
【請求項１３】
　請求項１１に記載のコンジュゲートと、遊離のＳＤＭＡに特異的な抗体とを含む組成物
。
【請求項１４】
　遊離のＳＤＭＡに特異的な抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）に対して
、遊離のＳＤＭＡに対するその反応性の２５％未満の反応性を有する、請求項１３に記載
の組成物。
【請求項１５】
　抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）、Ｌ－アルギニン、およびＮ－メチ
ルアルギニンからなる群より選択される１つまたは複数の化合物との交叉反応性を有さな
いかまたは実質的に有さない、請求項１４に記載の組成物。
【請求項１６】
　以下の成分：請求項１１に記載のコンジュゲートと、遊離のＳＤＭＡに特異的な抗体と
を含むキット。
【請求項１７】
　以下の成分：酵素の基質をさらに含む、請求項１７に記載のキット。
【請求項１８】
　請求項１６に記載のキットの成分と、遊離のＳＤＭＡを含む疑いがある試料または較正
物質とを含む反応混合物。
【請求項１９】
　分析物を含有する試料に関してアッセイを行うための試薬を含むキットであって、
　（ａ）第１のアッセイを行うための第１の試薬セットであって、
　　ｉ．抗分析物抗体と酵素のシグナル産生基質とを含む第１の試薬と、
　　ｉｉ．分析物と酵素とのコンジュゲートを含む第２の試薬と
を含む、第１の試薬セットと、
　（ｂ）第２のアッセイを行うための第２の試薬セットであって、
　　ｉ．基質を含む第３の試薬
を含む、第２の試薬セットと
を含むキット。
【請求項２０】
　第２の試薬セットが、希釈液および緩衝剤の少なくとも１つを含む第４の試薬をさらに
含む、請求項１９に記載のキット。
【請求項２１】
　第４の試薬が、コンジュゲートまたは酵素をさらに含む、請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　試薬の少なくとも１つが、コンジュゲートの酵素以外の酵素の阻害剤を含む、請求項２
０に記載のキット。
【請求項２３】
　第１の試薬におけるコンジュゲートの濃度が、第４の試薬におけるコンジュゲートの濃
度より約５～約１５０倍高い、請求項２０に記載のキット。
【請求項２４】
　分析物が除去された試料溶液で希釈された既知量の分析物を含む標準物質をさらに含む
、請求項１９に記載のキット。
【請求項２５】
　分析物が除去された試料溶液が、除去血清、除去血漿、または前処理試料である、請求
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項２４に記載のキット。
【請求項２６】
　第１の試薬と第２の試薬の少なくとも１つが、電子伝達体と色素とをさらに含み、第３
の試薬が、該伝達体と色素とをさらに含み、該伝達体が、基質から電子を受け取って電子
を色素に移動させる、請求項１９に記載のキット。
【請求項２７】
　第１の試薬と第２の試薬の少なくとも１つが、電子伝達体と色素とを含み、第３の試薬
の少なくとも１つと第４の試薬の１つが、該伝達体と色素とを含み、該伝達体が、基質か
ら電子を受け取って電子を色素に移動させる、請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
　分析物が、遊離の対称性ジメチルアルギニン（ＳＤＭＡ）である、請求項１９に記載の
キット。
【請求項２９】
　抗分析物抗体が、遊離のＳＤＭＡに特異的な抗体である、請求項２８に記載のキット。
【請求項３０】
　抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）に対して、遊離のＳＤＭＡに対する
その反応性の２５％未満の反応性を有する、請求項２９に記載のキット。
【請求項３１】
　抗分析物抗体が、ＡＤＭＡ、Ｌ－アルギニン、およびＮ－メチルアルギニンに対して反
応性を有さないかまたは実質的に有さない、請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　酵素が、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）である、請求項２９
に記載のキット。
【請求項３３】
　コンジュゲートが、５～１５原子のリンカーを介してＧ６ＰＤＨにコンジュゲートされ
たＳＤＭＡを含む、請求項３２に記載のキット。
【請求項３４】
　コンジュゲートが、約２～約１０オングストロームの長さを有するリンカーによってＧ
６ＰＤＨにコンジュゲートされたＳＤＭＡを含む、請求項３２に記載のキット。
【請求項３５】
　基質がＮＡＤを含む、請求項３２に記載のキット。
【請求項３６】
　第２の試薬が、グルコース－６－リン酸（Ｇ６Ｐ）をさらに含む、請求項３２に記載の
キット。
【請求項３７】
　試料中の遊離のＳＤＭＡの存在または量を決定する方法であって：
　（ａ）試料を、遊離のＳＤＭＡに特異的な抗ＳＤＭＡ抗体、請求項１に記載のコンジュ
ゲート、およびＮＡＤを含む基質と接触させることと、
　（ｂ）ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換を測定することと、
　（ｃ）ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換に基づいて試料中のＳＤＭＡの存在または量を決定す
ることと
を含む方法。
【請求項３８】
　ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換を測定することが、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換速度を測定す
ることを含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換に基づいて試料中のＳＤＭＡの存在または量を決定すること
が、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換速度を標準曲線と比較することを含む、請求項３８に記載
の方法。
【請求項４０】
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　ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換を測定することが、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換の量を測定す
ることを含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項４１】
　ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換に基づいて試料中のＳＤＭＡの存在または量を決定すること
が、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換の量を標準曲線と比較することを含む、請求項４０に記載
の方法。
【請求項４２】
　試料が血清、血漿、尿、または脳脊髄液である、請求項３７のいずれかに記載の方法。
【請求項４３】
　コンジュゲートが、
【化２】

からなる群より選択される、請求項３７のいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　遊離のＳＤＭＡに特異的な抗ＳＤＭＡ抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ
）に対して、遊離のＳＤＭＡに対するその反応性の２５％未満の反応性を有する、請求項
３７に記載の方法。
【請求項４５】
　抗ＳＤＭＡ抗体が、ＡＤＭＡ、Ｌ－アルギニン、およびＮ－メチルアルギニンに対して
反応性を有さないかまたは実質的に有さない、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　ＳＤＭＡが、５～１５原子のリンカーによってＧ６ＰＤＨにコンジュゲートされる、請
求項３７に記載の方法。
【請求項４７】
　ＳＤＭＡが、約２～約１０オングストロームの長さを有するリンカーを介してＧ６ＰＤ
Ｈにコンジュゲートされる、請求項３７に記載の方法。
【請求項４８】
　分析物のアッセイを行う方法であって、
　（ａ）
　　ｉ．試料を、抗分析物抗体、分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接
触するとシグナルを産生する基質と接触させることによって、試料の第１の反応混合物を
形成することと、
　　ｉｉ．試料の第１の反応混合物からのシグナルを測定することと
を含む、試料の第１の反応シーケンスを行うことと、
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　（ｂ）
　　ｉ．試料を基質と接触させることによって、試料の第２の反応混合物を形成すること
と、
　　ｉｉ．試料の第２の反応混合物からのシグナルを測定することと
を含む、試料の第２の反応シーケンスを行うことと、
　（ｃ）ステップ（ａ）のシグナルの量からステップ（ｂ）のシグナルの量を引いて、真
のシグナルを提供することと、
　（ｄ）真のシグナルを使用して試料中の分析物の量を決定することと
を含む方法。
【請求項４９】
　試料の第２の反応混合物が、希釈液、緩衝剤、および抗分析物抗体の少なくとも１つを
含む、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　（ａ）
　　ｉ．既知量の分析物を含む較正物質セットのそれぞれの較正物質を、抗分析物抗体、
分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接触するとシグナルを産生する基質
と個々に接触させることによって、較正物質の第１の反応混合物を形成することと、
　　ｉｉ．較正物質の第１の反応混合物のそれぞれからのシグナルを測定することと
を含む、較正物質の第１の反応シーケンスを行うことと、
　（ｂ）
　　ｉ．較正物質セットのそれぞれの較正物質を基質と接触させることによって、較正物
質の第２の反応混合物を形成することと、
　　ｉｉ．較正物質の第２の反応混合物からのシグナルを測定することと
を含む、較正物質の第２の反応シーケンスを行うことと、
　（ｃ）ステップ（ｂ）のシグナルの量からステップ（ａ）のシグナルの量を引いて、較
正物質のそれぞれに関して真のシグナルを提供することと、
　（ｄ）較正物質の２つ以上からの真のシグナルを使用して、標準曲線を作成することと
、
　（ｅ）試料からの真のシグナルを標準曲線と比較することによって、試料中の分析物の
量を決定すること
をさらに含む、請求項４８に記載の方法。
【請求項５１】
　較正物質の第２の反応混合物が、希釈液、緩衝剤、および抗分析物抗体の少なくとも１
つを含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　分析物のアッセイを行う方法であって、
　（ａ）
　　ｉ．試料を、抗分析物抗体、分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接
触するとシグナルを産生する基質と接触させることによって、試料の第１の反応混合物を
形成することと、
　　ｉｉ．試料の第１の反応混合物からのシグナルを測定することと、
　　ｉｉｉ．試料の第１の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することによっ
て、試料の第１の反応混合物の反応速度を標準化することと
を含む、試料の第１の反応シーケンスを行うことと、
　（ｂ）
　　ｉ．試料を基質と接触させることによって、試料の第２の反応混合物を形成すること
と、
　　ｉｉ．試料の第２の反応混合物からのシグナルを測定することと、
　　ｉｉｉ．試料の第２の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することによっ
て、試料の第２の反応混合物の反応速度を標準化することと
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を含む、試料の第２の反応シーケンスを行うことと、
　（ｃ）ステップ（ａ）（ｉｉｉ）の標準化速度からステップ（ｂ）（ｉｉｉ）の標準化
速度を引いて、分析物を含有する試料の最終反応速度を提供することと、
　（ｄ）最終反応速度を使用して、試料中の分析物の量を決定することと
を含む、方法。
【請求項５３】
　較正物質の第２の反応混合物が、希釈液、緩衝剤、および抗分析物抗体の少なくとも１
つを含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　試料の第１の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することが、試料の第１の
反応混合物の反応速度の決定に関連する複数のシグナル測定のそれぞれからバックグラウ
ンドを引くことを含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５５】
　試料の第２の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することが、試料の第２の
反応混合物の反応速度の決定に関連する複数のシグナル測定のそれぞれからバックグラウ
ンドを引くことを含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５６】
　（ａ）
　　ｉ．既知量の分析物を含む較正物質セットのそれぞれの較正物質を、抗分析物抗体、
分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接触するとシグナルを産生する基質
と個々に接触させることによって、較正物質の第１の反応混合物を形成することと、
　　ｉｉ．較正物質の第１の反応混合物のそれぞれからのシグナルを測定することと、
　　ｉｉｉ．較正物質の第１の反応混合物のそれぞれに関連するバックグラウンドを考慮
することによって、較正物質の第１の反応混合物のそれぞれの反応速度を標準化すること
と
を含む、較正物質の第１の反応シーケンスを行うことと、
　（ｂ）
　　ｉ．較正物質セットのそれぞれの較正物質を基質と接触させることによって、較正物
質の第２の反応混合物を形成することと、
　　ｉｉ．較正物質の第２の反応混合物からのシグナルを測定することと、
　　ｉｉｉ．較正物質の第２の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することに
よって、較正物質の第２の反応混合物におけるそれぞれの較正物質に関する反応速度を標
準化することと
を含む、較正物質の第２の反応シーケンスを行うことと、
　（ｃ）ステップ（ａ）（ｉｉｉ）の標準化速度からステップ（ｂ）（ｉｉｉ）の標準化
速度を引いて、較正物質のそれぞれの最終反応速度を提供することと、
　（ｄ）較正物質のそれぞれの最終反応速度に基づいて、標準化標準曲線を作成すること
と、
　（ｅ）試料の標準化反応速度を標準化標準曲線と比較することによって、試料中の分析
物の量を決定することと
をさらに含む、請求項６２に記載の方法。
【請求項５７】
　較正物質の第２の反応混合物が、希釈液、緩衝剤、および抗分析物抗体の少なくとも１
つを含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　較正物質の第１の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することが、それぞれ
の較正物質の第１の反応混合物の反応速度の決定に関連する複数のシグナル測定のそれぞ
れからバックグラウンドを引くことを含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項５９】
　較正物質の第２の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することが、それぞれ



(8) JP 2018-507408 A 2018.3.15

10

20

30

の較正物質の第２の反応混合物の反応速度の決定に関連する複数のシグナル測定のそれぞ
れからバックグラウンドを引くことを含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項６０】
　試料が生物試料である、請求項４８～５９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６１】
　試料が、血清、血漿、尿、または脳脊髄液である、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　較正物質が、血清または血漿で希釈した分析物を含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項６３】
　血清が除去血清または血漿である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　較正物質が前処理試料を含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項６５】
　試料の第２の反応混合物が、コンジュゲートをさらに含む、請求項４８～５９のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項６６】
　試料の第１の反応混合物におけるコンジュゲートの濃度が、試料の第２の反応混合物に
おけるコンジュゲートの濃度より約５～約１５０倍高い、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　較正物質の第２の反応混合物が、コンジュゲートをさらに含む、請求項６５に記載の方
法。
【請求項６８】
　較正物質の第１の反応混合物におけるコンジュゲートの濃度が、較正物質の第２の反応
混合物におけるコンジュゲートの濃度より約５～約１５０倍高い、請求項６７に記載の方
法。
【請求項６９】
　分析物が、遊離の対称性ジメチルアルギニン（ＳＤＭＡ）である、請求項４８～５９の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項７０】
　酵素がＧ６ＰＤＨである、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　ＳＤＭＡが５～１５原子のリンカーを介してＧ６ＰＤＨにコンジュゲートされる、請求
項７０に記載の方法。
【請求項７２】
　ＳＤＭＡが約５～１５オングストロームの長さを有するリンカーを介してＧ６ＰＤＨに
コンジュゲートされる、請求項７０に記載の方法。
【請求項７３】
　コンジュゲートが、
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【化３】

からなる群より選択される、請求項４８～５９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７４】
　抗分析物抗体が、遊離のＳＤＭＡに特異的である、請求項６９に記載の方法。
【請求項７５】
　抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）に対して、遊離のＳＤＭＡに対する
その反応性の２５％未満の反応性を有する、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
　抗体が、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）、Ｌ－アルギニン、およびＮ－メチ
ルアルギニンからなる群より選択される１つまたは複数の化合物との交叉反応性を有さな
いかまたは実質的に有さない、請求項７４に記載の方法。
【請求項７７】
　反応混合物のいずれかが、コンジュゲートの酵素以外の酵素に対する阻害剤を含む、請
求項４８～５９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７８】
　試料の第１の反応混合物および試料の第２の反応混合物が、電子伝達体と色素とをさら
に含み、該伝達体が、基質から電子を受け取って電子を色素に移動させる、請求項４８～
５５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７９】
　較正物質の第１の反応混合物および較正物質の第２の反応混合物が、電子伝達体と色素
とをさらに含み、該伝達体が、基質から電子を受け取って電子を色素に移動させる、請求
項５６～５９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８０】
　請求項４８～７９のいずれか１項に記載の方法に従って動物の生物試料中のＳＤＭＡの
存在または量を決定することと、試料中のＳＤＭＡの存在または量に基づいて動物におけ
る慢性腎疾患を決定することとを含む、動物における慢性腎疾患を決定する方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、全体が参照により本明細書に組み込まれる２０１５年２月２０日に出願され
た米国特許仮出願第６２／１１８，８３２号の利益を主張する。
【０００２】
　本開示は、全般的に、試料および試薬に固有のバックグラウンドシグナルの補正を可能
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にするホモジニアスなイムノアッセイに関する。特定の実施形態において、本開示は、生
物試料中の対称性ジメチルアルギニン（ＳＤＭＡ）の存在または量を検出するためのホモ
ジニアスなイムノアッセイの使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ホモジニアスなイムノアッセイは、多様な分析物、特に乱用薬物に関する分析物を決定
するための道具である。ＳＤＭＡは、例えば腎機能、心血管機能、およびＳＬＥを評価す
るためのマーカーとして生物試料において同定されている。ＳＤＭＡは、典型的に生物試
料中に、乱用薬物に関する分析物と比較して比較的低濃度で存在する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　したがって、本発明者らは、特に生物試料中での濃度が低いＳＤＭＡなどの分析物に関
するより正確で感度のよいホモジニアスなイムノアッセイが当技術分野において必要であ
ることを確認している。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　１つの態様において、本開示は、対称性ジメチルアルギニン（ＳＤＭＡ）のコンジュゲ
ート、例えばＳＤＭＡと酵素のコンジュゲートに関する。本開示の一例において、コンジ
ュゲートは、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）にコンジュゲート
されたＳＤＭＡである。様々な実施形態において、ＳＤＭＡおよび酵素は、５～１５原子
のリンカーを介してコンジュゲートされる。同様に、ＳＤＭＡは、約５～１５オングスト
ロームの長さを有するリンカーを介して酵素にコンジュゲートされ得る。本開示の例とし
てのコンジュゲートとしては、以下が挙げられる：
【０００６】
【化１】

【０００７】
　もう一つの態様において、本開示は、本開示のコンジュゲートと、遊離のＳＤＭＡに特
異的な抗体とを含む組成物に関する。様々な実施形態において、遊離のＳＤＭＡに特異的
な抗体は、非対称性ジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）に対して、遊離のＳＤＭＡに関する
その反応性の２５％未満の反応性を有し得る。同様に、抗体は、非対称性ジメチルアルギ
ニン（ＡＤＭＡ）、Ｌ－アルギニン、およびＮ－メチルアルギニンからなる群より選択さ
れる１つまたは複数の化合物との交叉反応を有してはならず、または実質的に有してはな
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らない。
【０００８】
　さらなる態様において、本開示は、本開示のコンジュゲートとＳＤＭＡに特異的な抗体
とを含むキットに関する。
【０００９】
　様々な態様において、本開示のキットは、分析物を含有する試料についてアッセイを行
うための試薬を含む。キットは、以下の成分：
　（ａ）第１のアッセイを行うための第１の試薬セットであって：
　　ｉ．抗分析物抗体と酵素のシグナル産生基質とを含む第１の試薬と、
　　ｉｉ．分析物と酵素とのコンジュゲートを含む第２の試薬と
を含む、第１の試薬セットと、
　（ｂ）第２のアッセイを行うための第２の試薬セットであって：
　　ｉ．基質を含む第３の試薬
を含む、第２の試薬セットと
を含み得る。
キットにおいて、第２の試薬セットは、希釈液および緩衝剤の少なくとも１つを含む第４
の試薬をさらに含み得る。第４の試薬はまたさらに、コンジュゲートまたは酵素を含み得
る。加えて、キットにおける試薬の少なくとも１つは、コンジュゲートの酵素以外の酵素
の阻害剤を含む。１つの実施形態において、第１の試薬におけるコンジュゲートの濃度は
、第４の試薬におけるコンジュゲートの濃度より約５～約１５０倍高い。キットはまた、
分析物が除去された試料溶液で希釈された既知量の分析物を含む標準物質を含み得る。例
えば、分析物が除去された試料溶液は、除去血清、除去血漿、または前処理試料であり得
る。第１の試薬および／または第２の試薬はさらに、電子伝達体および色素を含んでもよ
く、第３の試薬および／または第４の試薬はさらに、伝達体と色素とを含んでもよく、伝
達体は、基質から電子を受け取って電子を色素に移動させる。
【００１０】
　なおさらに、本開示は、本開示のキットの成分と、ＳＤＭＡを含む疑いがある試料とを
含む反応混合物に関する。
【００１１】
　なおもう１つの実施形態において、本開示は、試料中の遊離のＳＤＭＡの存在または量
を決定する方法に関する。本方法は、試料を、遊離のＳＤＭＡに特異的な抗ＳＤＭＡ抗体
、請求項１に記載のコンジュゲート、およびニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（Ｎ
ＡＤ）を含む基質と接触させること、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換を測定すること、ならび
にＮＡＤのＮＡＤＨへの変換に基づいて試料中のＳＤＭＡの存在または量を決定すること
を含む。
【００１２】
　本開示の方法の様々な実施形態において、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換を測定することは
、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換速度を測定することを含み得る。例えば、ＮＡＤのＮＡＤＨ
への変換に基づいて試料中のＳＤＭＡの存在または量を決定することは、ＮＡＤのＮＡＤ
Ｈへの変換速度を標準曲線と比較することを含んでもよく、またはＮＡＤのＮＡＤＨへの
変換を測定することは、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換量を測定することを含み得る。ＮＡＤ
のＮＡＤＨへの変換に基づく試料中のＳＤＭＡの存在または量の決定はまた、ＮＡＤのＮ
ＡＤＨへの変換の量を標準曲線と比較することを含み得る。
【００１３】
　本開示の方法のもう１つの態様において、方法は以下のステップ：
　（ａ）
　　ｉ．試料を、抗分析物抗体、分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接
触するとシグナルを産生する基質と接触させることによって、試料の第１の反応混合物を
形成するステップと、
　　ｉｉ．試料の第１の反応混合物からのシグナルを測定するステップと
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を含む、試料の第１の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｂ）
　　ｉ．試料を基質と接触させることによって、試料の第２の反応混合物を形成するステ
ップと、
　　ｉｉ．試料の第２の反応混合物からのシグナルを測定するステップと
を含む、試料の第２の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｃ）ステップ（ａ）のシグナルの量からステップ（ｂ）のシグナルの量を引いて、真
のシグナルを提供するステップと、
　（ｄ）試料中の分析物の量を決定するために真のシグナルを使用するステップと
を含む。
【００１４】
　本開示の方法はさらに、以下のステップ：
　（ａ）
　　ｉ．既知量の分析物を含む較正物質セットのそれぞれの較正物質を、抗分析物抗体、
分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接触するとシグナルを産生する基質
と個々に接触させることによって、較正物質の第１の反応混合物を形成するステップと、
　　ｉｉ．較正物質の第１の反応混合物のそれぞれからのシグナルを測定するステップと
を含む、較正物質の第１の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｂ）
　　ｉ．較正物質セットのそれぞれの較正物質を、基質と接触させることによって、較正
物質の第２の反応混合物を形成するステップと、
　　ｉｉ．較正物質の第２の反応混合物からのシグナルを測定するステップと
を含む、較正物質の第２の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｃ）ステップ（ｂ）のシグナルの量からステップ（ａ）のシグナルの量を引いて、較
正物質のそれぞれに関して真のシグナルを提供するステップと、
　（ｄ）較正物質の２つ以上からの真のシグナルを使用して、標準曲線を作成するステッ
プと、
　（ｅ）試料からの真のシグナルを標準曲線と比較することによって、試料中の分析物の
量を決定するステップと
を含み得る。
【００１５】
　本開示の方法の他の実施形態において、方法は以下のステップ：
　（ａ）
　　ｉ．試料を、抗分析物抗体、分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接
触するとシグナルを産生する基質と接触させることによって、試料の第１の反応混合物を
形成するステップと、
　　ｉｉ．試料の第１の反応混合物からのシグナルを測定するステップと、
　　ｉｉｉ．試料の第１の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することによっ
て、試料の第１の反応混合物の反応速度を標準化するステップと
を含む、試料の第１の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｂ）
　　ｉ．試料を基質と接触させることによって、試料の第２の反応混合物を形成するステ
ップと、
　　ｉｉ．試料の第２の反応混合物からのシグナルを測定するステップと、
　　ｉｉｉ．試料の第２の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することによっ
て、試料の第２の反応混合物の反応速度を標準化するステップと
を含む、試料の第２の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｃ）ステップ（ａ）（ｉｉｉ）の標準化速度からステップ（ｂ）（ｉｉｉ）の標準化
速度を引いて、分析物を含有する試料の最終反応速度を提供するステップと、
　（ｄ）試料中の分析物の量を決定するために最終反応速度を使用するステップと
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を含み得る。
【００１６】
　本開示の方法はまた、以下のステップ：
　（ａ）
　　ｉ．既知量の分析物を含む較正物質セットのそれぞれの較正物質を、抗分析物抗体、
分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接触するとシグナルを産生する基質
と個々に接触させることによって、較正物質の第１の反応混合物を形成するステップと、
　　ｉｉ．較正物質の第１の反応混合物のそれぞれからのシグナルを測定するステップと
、
　　ｉｉｉ．較正物質の第１の反応混合物のそれぞれに関連するバックグラウンドを考慮
することによって、較正物質の第１の反応混合物のそれぞれの反応速度を標準化するステ
ップと
を含む、較正物質の第１の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｂ）
　　ｉ．較正物質セットのそれぞれの較正物質を基質と接触させることによって、較正物
質の第２の反応混合物を形成するステップと、
　　ｉｉ．較正物質の第２の反応混合物からのシグナルを測定するステップと、
　　ｉｉｉ．較正物質の第２の反応混合物に関連するバックグラウンドを考慮することに
よって、較正物質の第２の反応混合物におけるそれぞれの較正物質の反応速度を標準化す
るステップと
を含む、較正物質の第２の反応シーケンスを行うステップと、
　（ｃ）ステップ（ａ）（ｉｉｉ）の標準化速度からステップ（ｂ）（ｉｉｉ）の標準化
速度を引いて、較正物質のそれぞれの最終反応速度を提供するステップと、
　（ｄ）較正物質のそれぞれの最終反応速度に基づいて、標準化標準曲線を作成するステ
ップと、
　（ｅ）試料の標準化反応速度を標準化標準曲線と比較することによって、試料中の分析
物の量を決定するステップと
を含み得る。
【００１７】
　本開示の方法の様々な態様において、試料および較正物質の第２の反応混合物は、希釈
液、緩衝剤、および抗分析物抗体の任意の１つまたは複数を含み得る。同様に、試料の第
１の反応混合物および／または較正物質の第１の反応混合物質に関連するバックグラウン
ドを考慮することは、それぞれの試料および／または較正物質の第１の反応混合物の反応
速度の決定に関連する複数のシグナル測定のそれぞれからのバックグラウンドを引くこと
を含み得る。同様に、試料および／または較正物質の第２の反応混合物に関連するバック
グラウンドを考慮することは、試料の第２の反応混合物および／またはそれぞれの較正物
質の第２の反応混合物の反応速度の決定に関連する複数のシグナル測定のそれぞれからの
バックグラウンドを引くことを含み得る。
【００１８】
　本開示の方法において、試料は、血清、血漿、尿、または脳脊髄液などの生物試料であ
り得る。
【００１９】
　較正物質が、例えば除去血清または血漿を含む血漿または血清中で希釈された分析物を
含む、請求項５６に記載の方法。もう１つの実施形態において、較正物質は、前処理試料
であり得る。
【００２０】
　本開示の方法のさらなる態様において、試料および／または較正物質の第２の反応混合
物はさらに、コンジュゲートを含み得る。例えば、試料または較正物質の第１の反応混合
物におけるコンジュゲートは、試料または較正物質の第２の反応混合物におけるコンジュ
ゲートの濃度より約５～約１５０倍高い濃度で存在し得る。
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【００２１】
　なおさらに、本開示の方法の他の態様において、反応混合物のいずれもコンジュゲート
の酵素以外の酵素の阻害剤を含み得る。加えて、反応混合物のいずれも、電子伝達体およ
び色素をさらに含んでもよく、伝達体は、基質から電子を受け取って電子を色素に転移さ
せる。
【００２２】
　なおもう１つの態様において、本開示は、動物における慢性腎疾患を決定する方法に関
する。方法は、本開示の方法に従う動物の生物試料中のＳＤＭＡの存在または量を決定す
ること、および試料中のＳＤＭＡの存在または量に基づいて動物における慢性腎疾患を決
定することを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】正常集団および慢性腎疾患（ＣＫＤ）を有する患者からのヒト血清試料に関する
本開示のアッセイの結果を示す。
【図２】Ｇ６ＰＤＨを活性化するためにＳＩＡを使用してＳＤＭＡをＧ６ＰＤＨにコンジ
ュゲートするための技法の概略図を示す。
【図３】Ｇ６ＰＤＨを活性化するためにＳＢＡＰを使用してＳＤＭＡをＧ６ＰＤＨにコン
ジュゲートするための技法の概略図を示す。
【図４】Ｇ６ＰＤＨを活性化するためにＳＭＣＣを使用してＳＤＭＡをＧ６ＰＤＨにコン
ジュゲートするための技法の概略図を示す。
【図５】色素を還元させて色素の吸光度をシフトさせるために伝達体が色素に電子を渡す
、伝達体－色素反応機構の概略図である。
【図６】ヒト血清中に添加され、本開示の方法に従って分析されるＳＤＭＡの検量線を示
す。
【図７】ヒト血清中に添加され、本開示の固定計算法と速度計算法に従って分析したＳＤ
ＭＡの検量線を示す。
【図８】バックグラウンドシグナルを引くことなく、本開示に従って行われる公知の濃度
のＳＤＭＡに関するアッセイの結果を示す。
【図９】イヌ（図９）の除去血清較正物質を使用した本開示に従うＳＤＭＡアッセイの結
果を示す。
【図１０】ネコ（図１０）の除去血清較正物質を使用した本開示に従うＳＤＭＡアッセイ
の結果を示す。
【図１１】ウマ（図１１）の除去血清較正物質を使用した本開示に従うＳＤＭＡアッセイ
の結果を示す。
【図１２】緩衝剤に基づく較正物質を使用した、本開示に従うＳＤＭＡアッセイの結果を
示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明を詳細に記述する前に、多数の用語を定義する。本明細書において使用される、
単数形「１つの」、「１つの（an）」、および「その」は、本文が明らかにそれ以外であ
ることを示している場合を除き、複数形を含む。
【００２５】
　ＳＤＭＡは、対称性ジメチルアルギニンである。ＳＤＭＡの構造は、
【００２６】
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【化２】

である。ＳＤＭＡの１つまたは複数のアミノ酸残基はポリペプチドに存在し得るが、「遊
離のＳＤＭＡ」は、ＳＤＭＡの塩を含む、ポリペプチド鎖の一部ではないＳＤＭＡを指す
。
【００２７】
　本明細書において使用される用語「アナログ」は、一般的に、受容体に関して分析物と
競合することができる分析物の改変型を指し、改変は、標識または固相支持体などのもう
１つの部分に分析物を結合させる手段を提供する。分析物のアナログは、分析物と類似の
方法で抗体に結合することができる。
【００２８】
　本明細書において使用される用語「抗体」は、一般的に、抗原に対する曝露に反応して
Ｂリンパ球によって産生され、その抗原に特異的に結合する糖タンパク質を指す。用語「
抗体」は、その最も広い意味で使用され、具体的には、モノクローナル抗体（完全長のモ
ノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば、二重特異性
抗体）、およびそれらが所望の生物活性を示す限り、抗体断片をその範囲に含む。
【００２９】
　本明細書において使用される「抗ＳＤＭＡ抗体」、「抗ＳＤＭＡ抗体部分」、または「
抗ＳＤＭＡ抗体断片」、および／または「抗ＳＤＭＡ抗体変種」などは、重鎖または軽鎖
定常領域の１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）、フレームワーク領域、またはその任意の部
分などの、しかしこれらに限定されない免疫グロブリン分子の少なくとも一部を含む分子
を含有する任意のタンパク質またはペプチドを含む。
【００３０】
　本明細書において使用される用語「抗体断片」は、完全長の抗体、一般的に抗原結合ま
たはその可変ドメインの一部を指す。具体的には、例えば抗体断片は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’
、Ｆ（ａｂ’）2、およびＦｖ断片、ダイアボディ、リニア抗体、一本鎖抗体分子、およ
び抗体断片からの多重特異性抗体を含み得る。
【００３１】
　本明細書において使用される用語「抗原」は、適切な条件下で抗原に特異的な抗体と反
応することができる物質を指す。
【００３２】
　本明細書において使用される用語「分析物」は、検出および／または測定される、試料
中の物質または物質セットを指す。
【００３３】
　本明細書において使用される用語「生物試料」は、一般的に全血、血漿、血清、脳脊髄
液などの脊髄液、リンパ液、腹腔液（腹水）、外部皮膚片、呼吸器、腸管、および泌尿器
管、涙液、唾液、尿、血球、腫瘍、臓器、組織、およびｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養構成成
分の試料が挙げられるがこれらに限定されない、ヒトまたは動物の組織または体液の試料
を指す。
【００３４】
　本明細書において使用される用語「交叉反応性」は、一般的には、抗体の個々の抗原結
合部位が１超の抗原性決定基と反応する能力、または抗体分子の集団が１超の抗原と反応
する能力を指す。一般的に、交叉反応は、（ｉ）交叉反応性の抗原が、免疫抗原と共通の
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エピトープを共有する、または（ｉｉ）免疫抗原上のエピトープと構造的に類似のエピト
ープを有する（多重特異性）ことにより生じる。
【００３５】
　本明細書において使用される用語「標識」は、分析物のアナログ、例えばＳＤＭＡアナ
ログに直接または間接的に（例えば、共有結合または非共有結合手段を介して、単独また
は被包化されて）コンジュゲートすることができる検出可能な化合物または組成物を指す
。例として、酵素標識は、検出可能である基質化合物または組成物の化学変化を触媒して
もよい。本開示において使用される酵素は、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）；グルコー
ス－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（「Ｇ６ＰＤＨ」）；β－ガラクトシダーゼ（ＢＧＡＬ
）；および西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ（ＭＤＨ
）であり得るが、これらに限定されない。本明細書における「Ｇ６ＰＤＨ」または「グル
コース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ」などの酵素に関するいかなる引用も、酵素の変種
、アイソフォーム、および変異体、例えば全体が参照により本明細書に組み込まれている
、米国特許第６，４５５，２８８号に記述されるアミノ酸置換を有するＧ６ＰＤＨを含む
。標識の利用は、電磁放射線の検出または直接可視化などの手段によって検出され得る、
および任意選択で測定することができるシグナルを産生する。
【００３６】
　本明細書において使用される用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均一な抗体集団
から得られた抗体、すなわち、集団を含む個々の抗体が同一である抗体を指す。モノクロ
ーナル抗体は、非常に特異的であり、１つの抗原性部位を対象とする。典型的に異なるエ
ピトープに対する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、それぞれの
モノクローナル抗体は、抗原上の１つのエピトープを対象とする。修飾語「モノクローナ
ル」は、単に、抗体の性質を指し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とすると解
釈すべきではない。具体的に、例えばモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ方法論によ
って作製してもよく、または組み換えＤＮＡ法によって作製してもよく、または公知の技
術を使用してファージ抗体ライブラリから単離してもよい。
【００３７】
　本明細書において使用される用語「ポリペプチド」は、一般的に、ペプチド結合によっ
て連結したアミノ酸の配列を有する分子を指す。この用語は、タンパク質、融合タンパク
質、オリゴペプチド、環状ペプチド、およびポリペプチド誘導体を含む。抗体および抗体
誘導体は、上記の異なる章で考察されるが、抗体および抗体誘導体は、本開示の目的に関
して、ポリペプチドおよびポリペプチド誘導体のサブクラスとして扱われる。
【００３８】
　「受容体」は、分子の特定の空間的および極性構築、例えばエピトープまたは決定部位
を認識することができる任意の化合物または組成物を指す。例示的な受容体は、抗体、Ｆ
ａｂ断片などを含む。
【００３９】
　「結合特異性」または「特異的結合」は、第２の分子、例えばＳＤＭＡなどの分析物、
および分析物に特異的なポリクローナル抗体もしくはモノクローナル抗体、または抗体断
片（例えば、Ｆｖ、一本鎖Ｆｖ、Ｆａｂ’、またはＦ（ａｂ’）2断片）に関する第１の
分子の実質的な認識を指す。例えば、本明細書において使用される「特異性」は、一般的
に、個々の抗体結合部位が唯一の抗原性決定基と反応する能力、または抗体分子の集団が
唯一の抗原と反応する能力を指す。一般的に、分析物－抗体の反応には高度の特異性が存
在する。抗体は、（ｉ）分析物の一次構造、（ｉｉ）分析物の異性体構造、および（ｉｉ
ｉ）応用可能である場合、分析物の二次および三次構造における差を区別することができ
る。高い特異性を示す抗体－分析物反応は、低い交叉反応性を示す。
【００４０】
　「実質的な結合」または「実質的に結合する」は、特定のアッセイ条件下でアッセイ混
合物中の分子に特異的に結合するまたは分子を認識する量を指す。その最も広い態様にお
いて、実質的な結合は、第１の分子が第２の分子に結合できないまたは認識できないこと
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と、第１の分子が第３の分子に結合できるまたは認識できることとの差に関連し、その差
は、分子の相対的濃度ならびにインキュベーションの時間および温度を含む特定のアッセ
イ条件セットの下で、行われる意味のあるアッセイが特異的結合を区別するために十分で
ある。もう１つの態様において、第１の分子が、第２の分子に対して、特定のアッセイ条
件セットにおいて第３の分子に対して示す反応性の２５％未満、例えば２０％未満、１５
％未満、１０％未満、５％未満、または１％未満の反応性を示す場合、１つの分子は、交
叉反応性という意味においてもう１つの分子に実質的に結合または認識することができな
い。特異的結合は、広く公知の多数の方法、例えば免疫組織化学アッセイ、酵素結合免疫
吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、またはウェスタンブロ
ットアッセイを使用して試験することができる。
【００４１】
　本明細書において使用される用語「塩」は、化合物の酸および塩基官能基の間で形成さ
れる塩を意味する。例示的な塩には、硫酸塩、クエン酸塩、酢酸塩、シュウ酸塩、塩化物
、臭化物、ヨウ化物、硝酸塩、硫酸水素塩、リン酸塩、酸性リン酸塩、イソニコチン酸塩
、乳酸塩、サリチル酸塩、酸性クエン酸塩、酒石酸塩、オレイン酸塩、タンニン酸塩、パ
ントテン酸塩、酒石酸水素塩、アスコルビン酸塩、コハク酸塩、マレイン酸塩、ゲンチジ
ン酸塩、フマル酸塩、グルコン酸塩、グルクロン酸塩（glucaronate）、サッカラート、
ギ酸塩、安息香酸塩、グルタミン酸塩、メタンスルホン酸塩、エタンスルホン酸塩、ベン
ゼンスルホン酸塩、ｐ－トルエンスルホン酸塩、およびパモ酸塩（すなわち、１，１’－
メチレン－ビス－（２－ヒドロキシ－３－ナフトエート））塩が挙げられるがこれらに限
定されない。用語「塩」はまた、カルボン酸官能基などの酸性官能基を有する化合物と、
無機または有機塩基の間に形成される塩も指す。適した塩基には、アルカリ金属、例えば
ナトリウム、カリウム、およびリチウムなどの水酸化物；アルカリ土類金属、例えばカル
シウムおよびマグネシウムなどの水酸化物；他の金属、例えばアルミニウムおよび亜鉛な
どの水酸化物；アンモニアおよび有機アミン、例えば非置換またはヒドロキシ置換モノ、
ジ、またはトリアルキルアミン；ジシクロヘキシルアミン；トリブチルアミン；ピリジン
；Ｎ－メチル、Ｎ－エチルアミン；ジエチルアミン；トリエチルアミン；モノ－、ビス－
、またはトリス－（２－ヒドロキシ－低級アルキルアミン）、例えばモノ－、ビス－、ま
たはトリス－（２－ヒドロキシエチル）アミン、２－ヒドロキシ－ｔｅｒｔ－ブチルアミ
ン、またはトリス－（ヒドロキシメチル）メチルアミン、Ｎ，Ｎ，－ジ－低級アルキル－
Ｎ－（ヒドロキシ低級アルキル）－アミン、例えばＮ，Ｎ－ジメチル－Ｎ－（２－ヒドロ
キシエチル）アミン、またはトリ－（２－ヒドロキシエチル）アミン；Ｎ－メチル－Ｄ－
グルカミン；およびアルギニン、リジンなどのアミノ酸等が挙げられるがこれらに限定さ
れない。
【００４２】
　次に、本開示に関して、一般的に、本開示は、試料および分析物以外の試薬成分に関連
するバックグラウンドシグナルに対処する方法での試料中の分析物の免疫学的検出に関す
る。例として、分析物以外の試料成分は、互いにまたはアッセイのための試薬の成分と反
応し得る。そのような反応は、検出方法の精度を妨害し得る。生物試料は、アッセイにお
けるバックグラウンドノイズを生じ得る多くの成分を含むことで有名である。
【００４３】
　試料は、ＥＭＩＴ（登録商標）（酵素多重イムノアッセイ技術）ホモジニアスなイムノ
アッセイ系に基づく改変アッセイを使用して分析してもよい。従来のＥＭＩＴ（登録商標
）アッセイでは、分析物を含有する試料を、抗分析物抗体、分析物と酵素とのコンジュゲ
ート、および酵素に接触させるとシグナルを産生する基質と接触させる。抗体がコンジュ
ゲートに結合すると、酵素活性を阻害するかまたは低減させる。分析物が試料中に存在す
る場合、試料の分析物が抗体との結合に関してコンジュゲート分析物と競合して、それに
よって酵素／基質からより多くのシグナルが生成される。分析物が存在しない場合、抗体
とコンジュゲートの間により多くの結合が起こって、シグナル生成を制限または妨害し得
る。したがって、より多くの分析物が存在する場合には、より多くのシグナルが生成され
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る。動力学アッセイは、試料中の分析物の存在または量の指標としてシグナル生成速度を
使用することができる。
【００４４】
　本開示の１つの態様において、従来のＥＭＩＴ（登録商標）アッセイフォーマットは、
分析物と較正物質の両方に関して第１の反応シーケンスで行われる。便宜上、この第１の
反応シーケンスは本明細書において「カラーアッセイ」として同定され得る。次に、本開
示の改変アッセイにおいて、第２および個別のアッセイを、試料および較正物質に関する
第２の反応シーケンスで行う。便宜上、第２の反応シーケンスは、本明細書において「ブ
ランクアッセイ」として同定され得る。ブランクアッセイの試薬は、抗分析物抗体を含有
せず、典型的にコンジュゲートを含有しない。したがって、ブランクアッセイは、試料依
存的バックグラウンドシグナルを提供する。
【００４５】
　様々な態様において、本開示は、分析物の濃度を決定するための２つの例示的な方法で
シグナルを使用することに関する。便宜上、例示的な方法を、本明細書において「速度」
法と「固定」法と呼ぶ。いずれの方法も、カラーおよびブランクアッセイにおけるシグナ
ルまたは複数のシグナルの量の差を使用する。１つの態様において、シグナルは、当技術
分野で周知であるように、酵素／基質系に特異的な波長での吸光度として測定される。例
として、Ｇ６ＰＤＨ／ＮＡＤ酵素／基質系に関する３４０ｎｍでの吸光度の測定は、Ｇ６
ＰＤＨの存在下でＮＡＤのＮＡＤＨへの変換の相対量に関する値を提供するであろう。値
を使用して、真のシグナル（固定法に関して）、または酵素による基質の変換を反映する
反応速度（速度法に関して）を提供することができる。代替として、酵素基質反応を、基
質と様々な電子受容体（例えば、色素）との間の電子移動を媒介する電子担体と共に使用
することができ、これによって基質の波長とは異なる波長で反応速度を測定することがで
きる。
【００４６】
　固定法において、真のシグナルを計算する。１つの実施形態において、真のシグナルは
、全ての基質の消費による反応の完了であってもなくてもよい既定のエンドポイントでの
カラーアッセイとブランクアッセイの間のシグナル（例えば、吸光度）の差に基づく。ブ
ランクアッセイおよびカラーアッセイのエンドポイントで測定されるシグナルの差の量を
使用して、真のシグナルを提供してもよい（例えば、真のシグナル＝［カラーシグナルの
量］－［ブランクシグナルの量］）。あるいは、カラーアッセイおよびブランクアッセイ
の両方に関して決定することができる、既定の開始点Ｔ１（全ての試薬の混合の終了時ま
たはその後のもう１つの既定の時間であってもよい）と既定のエンドポイント（Ｔ２）の
間のシグナルの量の差を決定することができる。次に、これらの決定からのシグナルの量
の差を使用して、真のシグナルを決定することができる（例えば、真のシグナル＝（［Ｔ
２カラー］－［Ｔ１カラー］）－（［Ｔ２ブランク］－［Ｔ１ブランク］））。真のシグ
ナルを検量線と比較して、試料中の分析物の量を決定することができる。
【００４７】
　カラーおよびブランクアッセイのそれぞれからの１回測定に基づいて真のシグナルを計
算する場合、試薬が反応するために十分な時間の後に測定を行ってもよい。例えば、それ
ぞれのアッセイにおける１回の測定は、試薬の全ての混合後約３０秒から約１０分で行っ
てもよい。より詳しくは、１回の測定は、試薬の全ての混合後、３０、６０、９０、１２
０、１５０、１８０、２１０、２４０、２７０、３００、３３０、３６０、３９０、４２
０、４５０、４８０、５１０、５４０、５７０、および６００秒の１つで行ってもよい。
ブランクおよびカラーアッセイのそれぞれにおいて２つのシグナルを測定する場合、初回
測定（Ｔ１）を、アッセイの開始（試料と全ての試薬の混合）から約１５秒～２分後に行
う。この時間は、試薬の濃度および試料の予想される濃度に基づいて調節することができ
る。特に、Ｔ１は、全ての試薬の混合後１５、３０、４５、６０、７５、９０、１０５、
または１２０秒であってもよい。第２の測定（Ｔ２）は、Ｔ１後１５秒～数分で行うこと
ができる。例えば、Ｔ２は、例えば初回測定（Ｔ１）後１５秒、１８秒、３０秒、４５秒
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、または１、２、３、４、もしくは５分であってもよい。
【００４８】
　速度法では、ブランクアッセイのシグナルを定義された間隔でカラーアッセイのシグナ
ルから引いて反応速度を提供する。較正物質の反応速度を使用して検量線を提供し、これ
を使用して、試料に関するアッセイの反応速度の曲線を、検量線と比較することによって
、試料中の分析物の量を決定することができる。
【００４９】
　速度法では、酵素媒介反応の際の複数の時点でシグナル（例えば、吸光度）を測定する
ことによって、反応速度を決定することができる。シグナル測定の時間および間隔の決定
は、アッセイの試薬濃度および温度を考慮に入れて、当業者の範囲内である。例として、
速度は、室温で試料（または較正物質）と全ての試薬の混合後約２～１０分を開始点とし
て吸光度を測定し、さらに５～６０秒毎に１～１５分間測定することによって決定するこ
とができる。反応速度は、経時的な吸光度の変化として表記することができる。例えば、
吸光度は、試料（または較正物質）と全ての試薬の混合後約１、２、３、４、５、６、７
、８、９、または１０分を開始点として測定することができる。吸光度は典型的に、５、
１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、または６０秒の間隔で
、約２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、または１５分間
測定される。これらの時間のそれぞれは、反応条件、分析物、および試薬に応じて延長ま
たは短縮することができる。
【００５０】
　固定法または速度法のいずれかにおいて、試料の第１の反応混合物のバックグラウンド
を、真のシグナルまたは反応速度の計算において考慮して、標準化シグナルを提供するこ
とができる。１つの実施形態において、バックグラウンド吸光度は、試料の代わりに使用
される較正物質マトリックスから測定される。較正物質マトリックスの吸光度は、試薬の
全てをマトリックスと混合して最初に測定するか、またはその後限定される時間で測定さ
れる。較正物質マトリックスは、いかなる分析物も欠如する較正物質または対照混合物で
あってもよい。例えば、分析物を欠如する較正物質マトリックスは、透析によってまたは
本明細書においてさらに記述されるもう１つの前処理プロセスによって分析物が除去され
ている試料であり得る。１つの実施形態において、除去されたまたは内因性の種特異的ま
たは非特異的血清、血漿、または他の生物学的液体を、較正物質マトリックスとして使用
してもよい。本明細書においてさらに記述される他の実施形態において、較正物質マトリ
ックスは、タンパク質および／または他の組成物を含有する水または希釈液（例えば、Ｐ
ＢＳ中のＢＳＡ）であり得る。較正物質マトリックスは、カラーアッセイおよびブランク
アッセイの両方において試料の代わりに使用され、両方のアッセイのバックグラウンドシ
グナルを提供する。
【００５１】
　バックグラウンドを決定した後、バックグラウンドを、固定法において真のシグナル（
またはＴ１およびＴ２での測定）から引くか、または速度法において試料の反応速度を決
定するために使用されるそれぞれの測定から引く。一例として、速度法において、較正物
質マトリックス（試薬を含む）の吸光度を、試料の反応速度（すなわち、経時的な吸光度
の変化）を決定するために使用されるそれぞれの吸光度測定から引く。もう１つの態様に
おいて、試料の反応速度と類似の方法でバックグラウンドの速度を決定する。次に、バッ
クグラウンドの速度を試料の反応速度から引いて、試料の第１の反応混合物に関する標準
化反応速度を提供する。
【００５２】
　したがって、本開示は、分析物のアッセイを行うための方法に関する。方法は、試料、
抗分析物抗体、分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接触するとシグナル
を産生する基質を含む試料の第１の反応混合物を形成することによって、試料に関してカ
ラーアッセイを行うこと（試料の第１の反応シーケンス）を含む。典型的に、試料の第１
の反応混合物は、試料を、抗体および基質と最初に接触させること、次に第２のステップ



(20) JP 2018-507408 A 2018.3.15

10

20

30

40

50

においてコンジュゲートを添加することによって形成される。しかし、試料を最初に抗体
およびコンジュゲートと混合して、第２のステップで基質を添加してもよい。１つの態様
において、酵素およびコンジュゲートは、反応シーケンスを開始する準備ができるまでは
離れた状態で維持される。本明細書において使用される「接触させる」は、その最も広い
態様で使用され、本明細書においてそれ以外であると明記している場合を除き、任意の順
序で試薬を混合することを指す。試料の第１の反応混合物が形成された後、本開示の固定
または速度法において使用するために、シグナルの量を直ちに、またはその後１もしくは
複数の既定の時間で混合物から測定してもよい。
【００５３】
　本開示の改変された固定および速度法において、個別のアッセイシーケンス（試料の第
２の反応シーケンスまたは「ブランクアッセイ」）を、試料の第１の反応シーケンスと類
似の方法で行う。しかし、試料の第２の反応シーケンスの試薬は、抗分析物抗体を含有し
ない。典型的に、ブランクアッセイの試薬は、コンジュゲートを含有しないが、本明細書
において記述されるのは、少量のコンジュゲートまたは酵素が添加される実施形態である
。特に、試料の第２の反応混合物は、試料を、基質と、いくつかの実施形態においてコン
ジュゲートと接触させることによって形成されるが、抗分析物抗体は含まない。試料の第
２の反応混合物のシグナルを測定する。真のシグナルまたは反応速度を、較正物質マトリ
ックスのバックグラウンドを使用して、試料の第１の反応シーケンスと同一に決定して、
第２の反応シーケンスの標準化された真のシグナルまたは試料の標準化反応速度を提供す
る。
【００５４】
　速度法において、試料の最終反応速度を提供するために、試料の第２の反応シーケンス
の標準化速度を、試料の第１の反応シーケンスの標準化反応速度から引く。最終反応速度
を使用して、試料中の分析物の存在または量を決定することができる。典型的に、これは
、試料の最終反応速度を、当技術分野で公知の方法に従って調製することができる標準曲
線と比較することによって行われる。
【００５５】
　較正物質に関するカラーおよびブランクアッセイは、試料に関するカラーおよびブラン
クアッセイと類似の方法で行うことができる。したがって、較正物質の一連の第１の反応
シーケンス（カラーアッセイ）は、既知量の分析物を含む較正物質セットのそれぞれの較
正物質を、抗分析物抗体、分析物と酵素とを含むコンジュゲート、および酵素に接触する
とシグナルを産生する基質と個々に接触させることによって、較正物質の第１の反応混合
物を形成することによって行われる。較正物質の第１の反応混合物のそれぞれのシグナル
を測定して、試料の第１の反応混合物に関して先に記述したように、較正物質の第１の反
応混合物のそれぞれに関連するバックグラウンドを考慮することによって、較正物質の第
１の反応混合物のそれぞれに関する標準化された真のシグナル（固定法）または標準化さ
れた反応速度（速度法）が生成される。較正物質の１つは、バックグラウンドを決定する
ために使用される較正物質マトリックス（分析物を含有しない）であってもよい。
【００５６】
　異なる反応シリーズ（ブランクアッセイ）において、較正物質の第２の反応シーケンス
は、較正物質セットのそれぞれの較正物質を、抗分析物抗体の非存在下で基質、および典
型的にコンジュゲートと接触させることによって、較正物質の第２の反応混合物を形成す
ることによって行われる。いくつかの例において、コンジュゲートはまた、本明細書にお
いてさらに記述するように通常少量で存在してもよい。較正物質の第２の反応混合物のそ
れぞれのシグナルを測定して、上記のように、較正物質の第２の反応混合物に関連するバ
ックグラウンドを考慮することによって、それぞれの混合物に関する真のシグナルまたは
反応速度を標準化する。
【００５７】
　したがって、固定法においてバックグラウンドシグナルを考慮するために、ブランクア
ッセイの標準化された真のシグナルを、カラーアッセイの標準化された真のシグナルから
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を、較正物質の第１の反応シーケンスにおける較正物質のそれぞれの標準化速度から引く
ことによって、較正物質のそれぞれの最終反応速度を決定する。較正物質のそれぞれの最
終反応速度に基づいて標準化標準曲線を作成することができ、これを使用して、試料の標
準化反応速度を標準化標準曲線と比較することによって、試料中の分析物の量を決定する
ことができる。
【００５８】
　１つの実施形態において、カラーアッセイおよびブランクアッセイに関連する試薬を表
１に示す。試薬は、適当な希釈液および／または緩衝剤中で混合される。表１に示すよう
に、ブランクアッセイ試薬２（Ｒ２）は、コンジュゲートを含有しないが、これは、反応
が適切な量の緩衝液を確実に有するように、本明細書においてさらに記述されるように存
在してもよい。いくつかの態様において、ブランクアッセイＲ１は、ブランクアッセイＲ
２を使用しない場合には、追加の容量を有してもよい。１つの実施形態において、カラー
アッセイの試薬は、抗体およびコンジュゲートの存在または非存在を除き、ブランクアッ
セイの試薬と同一である。Ｒ２はブランクアッセイにおいていかなるコンジュゲートも含
有しないが、これはなおも、カラーアッセイの希釈液、緩衝剤、およびＲ２の他の成分を
含有する。
【００５９】
【表１】

【００６０】
　いくつかの実施形態において、ブランクアッセイＲ１はまた、抗分析物抗体を含有して
もよい。
【００６１】
　カラーアッセイにおける較正物質および試験試料は、一般的に反応混合物に添加される
分析物－酵素コンジュゲートにより吸光度の増加を生じると予想することができる。コン
ジュゲートが存在しない場合であっても、内因性の基質またはＲ１の基質に反応性の内因
性の酵素が吸光度の増加を生じることから、多くの試料が、ブランクアッセイにおいて試
験した場合でも正の反応を生じる。しかし、しばしば試料および較正物質は、ブランクア
ッセイにおいて試験した場合に反応混合物が吸光度の変化をほとんどまたは全く生じない
ように、通常小さいバックグラウンドシグナルがさらに弱められる程度に希釈される。吸
光度の変化は、検出器の感度の範囲より下に低下し得ることから、自動分析装置では検量
線の作成不能が起こり得る。
【００６２】
　この問題を回避するために、生じる吸光度の正の変化が確実に小さくなるように（較正
物質または試料の挙動によらず）、酵素または分析物－酵素コンジュゲートを、ブランク
アッセイに添加することができる。したがって、表２は、本実施形態に存在する試薬を示
す。
【００６３】
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【表２】

【００６４】
　Ｒ２における酵素またはコンジュゲートの濃度は、較正物質マトリックスのアッセイに
おいて不要なノイズを防止するために典型的に低く維持される。例えば、酵素がＧ６ＰＤ
Ｈである場合、約１～１５ｎｇ／ｍｌの酵素（コンジュゲートまたは非コンジュゲート）
をブランクアッセイに添加することができる。特に、約１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、または１５ｎｇ／ｍｌを添加してもよい。より大
きい分析物は同じ量の酵素を提供するためにより多くの量のコンジュゲートを必要とする
ことから、Ｒ２におけるコンジュゲートの量は分析物のサイズに依存する。１つの実施形
態において、カラーアッセイのＲ２における酵素（単独またはコンジュゲート）の濃度は
、ブランクアッセイのＲ２における酵素の濃度より約１０～約１５０倍高い。様々な実施
形態において、カラーアッセイにおけるコンジュゲートの濃度は、ブランクアッセイの試
薬における酵素濃度より１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１０
０、１１０、１２０、１３０、１４０、および１５０倍高い。コンジュゲートされると、
酵素の活性は典型的に、非コンジュゲート酵素の活性より低い。例として、コンジュゲー
ト酵素の活性は、非コンジュゲート酵素の活性とは大きく異なり、例えば、コンジュゲー
ト酵素の活性は、非コンジュゲート酵素の１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６
０％、７０％、８０％、または９０％である。したがって、非コンジュゲート酵素をブラ
ンクアッセイのＲ２において使用する場合、コンジュゲートであった場合より少量で使用
することができ、それでもなおコンジュゲート酵素と同じ活性を提供することができる。
【００６５】
　基質または酵素が１超の基質を有する場合には複数の基質は、試薬中に過剰に存在して
もよい。
【００６６】
　いくつかの態様において、アッセイ試薬は、アッセイ試薬の安定化剤を含み得る。例え
ば、シグナル産生酵素がグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）である
場合、グルコース－６－リン酸（Ｇ６Ｐ）またはＮＡＤをコンジュゲート含有試薬に添加
して酵素－分析物コンジュゲートを安定化させることができる。
【００６７】
　血清は、バックグラウンドに寄与し得るいくつかの酵素を含有する。したがって、特異
的酵素阻害剤を試薬希釈液に添加すると、アッセイ精度をさらに改善することができる。
阻害剤は、カラーおよびブランクアッセイにおいて干渉性のノイズの一部を消去するため
に役立つ。したがって、様々な態様において、反応成分は、内因性の試料酵素の阻害剤を
含み得る。例えば、オキサミド酸ナトリウムは、ＮＡＤおよび／またはＮＡＤＰの酵素で
ある乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）の公知の阻害剤である。オキサミド酸ナトリウムは
、試料中の、またはアッセイに関連する酵素－基質系（例えば、Ｇ６ＰＤＨ／ＮＡＤ）の
一部であり得るＮＡＤをＬＤＨが代謝回転するのを防止することによって、内因性の試料
ＬＤＨに関連するバックグラウンドシグナルを防止する。３０超の血清酵素および酵素阻
害剤の組み合わせが公知であり、それらの多くの阻害剤が入手可能である。
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【００６８】
　１つの態様において、較正物質は、試料の代わりに使用される較正マトリックスを提供
するために、脱イオン水または食塩水中で既知量の分析物（または較正物質マトリックス
の場合にはなし）を含む。他の態様において、除去血清が水または食塩水の代わりに使用
される。透析される血清は、天然の種特異的血清もしくは血漿であるか、または例えば透
析プロセスにおいて分析物が除去されている非特異的血清もしくは血漿である。分析物を
除去または不活化するために、多数の他の試料前処理プロセスが公知である。これらの実
施形態のそれぞれにおいて、試料中の分析物の予想濃度範囲に及ぶ一連の較正物質を提供
するために、溶液に、既知量の分析物を添加する。なおもう１つの実施形態において、較
正物質溶液は、ＰＢＳ中の１～７％ＢＳＡなどのタンパク質ベースの溶液である。この実
施形態において、除去して添加された血清較正物質に対してＢＳＡ較正物質を較正するこ
とが必要であり得る。
【００６９】
　典型的に、ブランクアッセイは、バックグラウンドシグナルに寄与する内因性のタンパ
ク質、酵素、または他の大きい分子成分を補正するために企図されることから、水または
食塩水は、非生物試料に関してより適しているが、多くの場合、生物試料に関して較正物
質溶液として水または食塩水を使用しても十分な特異性が得られ得る。同様に、自動分析
装置における較正物質マトリックスに水または食塩水緩衝液を使用することは、緩衝液の
使用に関連する反応速度によって、血清と比較して反応速度の有意な増加が起こり得るこ
とから、較正物質マトリックスに関してエラーメッセージを生じる傾向があり得る。この
状況では、較正マトリックスの吸光度値を引くことによって、負の速度が得られる。これ
らの速度を血清ベースの較正物質マトリックスに対して標準化することができるが、自動
分析装置は典型的に、この状況でエラーメッセージを生じる。
【００７０】
　本開示の１つの実施形態に従って、分析物はＳＤＭＡであり、酵素コンジュゲート系は
Ｇ６ＰＤＨ／ＮＡＤである。この実施形態において、ＳＤＭＡのアナログを、Ｇ６ＰＤＨ
にコンジュゲートして、ヒト、ネコおよびイヌなどの動物の血清または血漿試料中のＳＤ
ＭＡの存在または量を決定するために、カラーおよびブランクアッセイにおいてコンジュ
ゲートとして使用する。この実施形態の１つの態様において、較正物質は、較正物質マト
リックス（除去血清または血漿）中で既知量のＳＤＭＡを混合することによって調製され
る。表３に記述されるように以下の試薬を例示的な量で使用して、カラーおよびブランク
アッセイを上記のように行う。
【００７１】
【表３】

【００７２】
　特に、抗ＳＤＭＡ抗体は、カラーアッセイのＲ１において約４～約１０μｇ／ｍＬの濃
度、例えば約４、５、６、７、８、９、または１０μｇ／ｍＬを有し得る。カラーアッセ
イまたはブランクアッセイのＲ１において、Ｇ６ＰおよびＮＡＤは、約８～７５ｍＭ、よ
り詳しくは約１０～６５ｍＭ、または約２０～５５ｍＭ、より詳しくは約８、１０、１５
、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０ｍＭの濃度を有



(24) JP 2018-507408 A 2018.3.15

10

20

30

40

50

し得る。カラーアッセイのＲ２において、ＳＤＭＡ－Ｇ６ＰＤＨコンジュゲートは、約０
．２５～０．７５μｇ／ｍＬ、より詳しくは約０．２５、０．３０、０．３５、０．４０
、０．４５、０．５０、０．５５、０．６５、０．７０、または０．７５μｇ／ｍＬの濃
度を有し得る。ブランクアッセイのＲ２において、コンジュゲートの濃度は、約５～３０
ｎｇ／ｍＬであってもよく、より詳しくは約５、１０、１５、２０、２５、または３０ｎ
ｇ／ｍＬであってもよい。
【００７３】
　Ｇ６Ｐは、酵素を安定化するためにＲ２試薬に存在する。あるいは、ＮＡＤを使用する
ことができる。安定化基質は任意選択である。
【００７４】
　試薬は、カラーおよびブランクアッセイに関して以下の量で試料および較正物質と混合
してもよいが、量は、異なる分析物および反応条件に適合するように調節してもよい。
　試料：５～２０μＬ
　Ｒ１：２０～６０μＬ
　Ｒ２：２０～１５０μＬ
１つの特定の実施形態において、反応混合物は、試料１０μＬ、Ｒ１　４０μＬ、および
Ｒ２　１２５μＬを含有する。
【００７５】
　カラーおよびブランクアッセイにおいて上記の試薬を使用して、検量線を作成して、血
清または血漿試料中のＳＤＭＡの存在または量を決定することができる。図１は、Ｂｅｃ
ｋｍａｎＡＵ６８０（登録商標）臨床化学分析装置によって、正常および慢性腎疾患のヒ
ト血漿試料中のＳＤＭＡを決定するために速度法を使用した結果を示す。結果は、基準と
なるＬＣ－ＭＳ値と比較してＳＤＭＡ濃度が正確に決定されたことを示す。ヒト血清（非
除去）を較正物質マトリックスとして使用した。したがって、本開示は、ヒト、ならびに
例えば家畜、農場、および動物園の動物を含む動物における慢性腎疾患を決定する方法に
関する。本方法は、本開示の方法に従って動物対象の生物試料中のＳＤＭＡ濃度を決定す
ること、ならびに健康な対象および慢性腎疾患に罹患している対象と同じ種の試料中のＳ
ＤＭＡの量の標準曲線または他のモデルと濃度を比較することを含む。
【００７６】
　１つの実施形態において、本開示は、試料中の分析物の存在または量を決定するための
試薬を含有するキットに関する。例えば、キットは、カラーアッセイを行うための第１の
試薬セット、例えば抗分析物抗体と酵素のシグナル産生基質とを含む第１の試薬、および
分析物と酵素とのコンジュゲートを含む第２の試薬を含み得る。キットはまた、基質を含
有する第３の試薬を含む第２の試薬セットを含み得る。第２の試薬セットはまた、緩衝剤
／希釈液を含有する第４の試薬と、任意選択でコンジュゲートを含み得る。緩衝剤／希釈
液のみを含有する第４の試薬の目的は、第２の試薬セットに関連する反応が適切な容量で
確実に行われるようにすることである。第２の試薬セットが、第４の試薬を含有しない場
合、第３の試薬の容量をそれに従って調節すべきである。加えて、第３または第４の試薬
のいずれかは抗分析物抗体を含有してもよい。
【００７７】
　それぞれの試薬における成分の濃度および量は、カラーおよびブランクアッセイのそれ
ぞれにおいてＲ１およびＲ２に関して上記の通りであり得る。例として、第１の試薬中の
コンジュゲートの濃度は、第４の試薬中のコンジュゲート濃度より約５～約１５０倍高い
。１つの態様において、キットにおける試薬の少なくとも１つは、コンジュゲートの酵素
以外の酵素の阻害剤を含む。キットはまた、水、食塩水、または除去もしくは処理された
血清もしくは血漿（例えば、前処理試料）などの適切な希釈液で希釈された既知量の分析
物を含む標準物質または標準物質セット（較正物質）を含み得る。
【００７８】
　分析物がＳＤＭＡである場合、例示的なキットは、第１の試薬において、抗ＳＤＭＡ抗
体（ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体）、ならびにＮＡＤおよびＧ６Ｐなど
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の基質を含む。第２の試薬は、酵素の安定化剤としてＳＤＭＡアナログとＧ６ＰＤＨのコ
ンジュゲートを含む。第３の試薬は、ＳＤＭＡ－Ｇ６ＰＤＨコンジュゲート、および任意
選択で第４の試薬を含む。第４の試薬は、希釈液もしくは緩衝剤のみを含んでもよく、ま
たはコンジュゲートを含んでもよい。
【００７９】
　キットに加えて、本開示は、キットの試薬およびＳＤＭＡを含む疑いがある試料の反応
混合物に関する。例として、反応混合物は、試料または較正物質、抗ＳＤＭＡ抗体、ＳＤ
ＭＡ－Ｇ６ＰＤＨコンジュゲート、ＮＡＤ、およびＧ６Ｐを含み得る。
【００８０】
　キットのそれぞれにおいて、本開示の方法および反応混合物、多数の酵素／基質系を、
Ｇ６ＰＤＨ／ＮＡＤの代わりに使用することができる。もう１つの例として、リンゴ酸デ
ヒドロゲナーゼは、Ｇ６ＰＤＨと同様にＮＡＤ+のＮＡＤＨへの還元を使用して、リンゴ
酸のオキサロ酢酸への酸化を触媒する酵素である。加えて、酵素のシグナルまたは安定性
を増強する多くの酵素変異体が公知である。例えば、米国特許第６，４５５，２８８号を
参照されたい。
【００８１】
　分析物－酵素コンジュゲートは、多様な公知の方法によって調製することができる。使
用される方法および試薬の選択により、分析物と酵素との間に様々な長さのリンカーを提
供することができる。リンカーの長さは、酵素活性を抗体が阻害する能力、したがってア
ッセイの感度に抗体が影響を及ぼす能力に影響を及ぼし得る。典型的に、約５～１５原子
のリンカー、または２～２０オングストロームのリンカーが使用され得る。酵素の分析物
へのコンジュゲーションは、本開示に従って検出することができる多くの分析物に関して
当業者の範囲内である。
【００８２】
　例として、図２は、式１（以下）のＳＤＭＡアナログのグルコース－６－リン酸デヒド
ロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）へのコンジュゲーションを示す。Ｇ６ＰＤＨを、コンジュゲー
ション前にスクシンイミジルヨード酢酸（ＳＩＡ）によって活性化する。ＳＩＡによる活
性化によって、ＳＤＭＡと酵素の間に５原子のリンカー（－Ｃ－Ｃ－Ｓ－Ｃ－Ｃ（Ｏ）－
）が得られ、これはＳＤＭＡの誘導体化の際に酸素の窒素への交換に起因するＳＤＭＡ上
の非ネイティブ窒素を含まない。
【００８３】
　図３は、スクシンイミジル３－（ブロモアセトアミド）プロピオネート（ＳＢＰＡ）を
使用する式１のＳＤＭＡアナログのＧ６ＰＤＨへのコンジュゲーションを示し、これによ
って９原子のリンカー（非ネイティブ窒素を計数しない）（－Ｃ－Ｃ－Ｓ－Ｃ－Ｃ（Ｏ）
－Ｃ－Ｎ－Ｃ－Ｃ（Ｏ）－）が得られる。
【００８４】
　図４は、スルホスクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１
－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）を使用する式１のＳＤＭＡアナログのＧ６ＰＤＨへのコ
ンジュゲーションを示し、これによって１２原子のリンカーが得られる。
【００８５】
　リンカーの長さは、他の試薬によって、またはコンジュゲーション反応において他のＳ
ＤＭＡアナログを使用してＧ６ＰＤＨを改変することによって調節することができ、例え
ば約５～約１５原子、特に約５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、また
は１５原子のリンカー長を提供することができる。したがって、本開示は、ＳＤＭＡと酵
素の間の最短経路の一部ではない、リンカー分子における側鎖、置換基、または環のいか
なる原子も除外する最短経路を通してリンカーの鎖にそれらの原子を直接含む５～１５原
子のリンカーを介してのＳＤＭＡおよび酵素のコンジュゲートに関する。
【００８６】
　リンカー長は、約２オングストローム～約２０オングストローム、特に約５～約１５オ
ングストローム、より特に約６～１０オングストロームの範囲であり得る。
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【００８７】
　１つの実施形態において、ＳＤＭＡは、Ｇ６ＰＤＨ基質グルコース－６－リン酸（Ｇ６
Ｐ）および／またはニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（ＮＡＤＨ）の存在下でＧ６
ＰＤＨにコンジュゲートされる。最適なコンジュゲート－酵素活性および抗体による活性
の阻害は酵素、基質、およびＳＤＭＡの比率を調節することによって得ることができる。
【００８８】
　Ｇ６ＰＤＨとのコンジュゲーションにとって適切なＳＤＭＡのいくつかのアナログが、
全体が参照により本明細書に組み込まれている、米国特許第８，４８１，６９０号に記述
されている。ＳＤＭＡとＧ６ＰＤＨの間のリンカーの所望の長さに応じて、以下のアナロ
グの１つを使用することができる。
【００８９】
【化３】

式中、ｘおよびｙは、１～５の範囲の整数である。
【００９０】
　式Ａ、Ｂ、およびＣは、適当な「チオール反応性部位」、すなわちチオール基と反応す
る部位を含むコンジュゲーション標的と反応することができる利用可能なチオールを提供
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する。例えば、マレイミド、アルキルおよびアリールハロゲン化物、ならびにα－ハロア
シルは、チオールと反応してチオールエーテルを形成することができる例示的なチオール
反応性部位である。同様に、ピリジルジスルフィドは、チオールと反応して混合ジスルフ
ィドを形成することができる。ＳＩＡ、ＳＢＡＰ、またはＳＭＣＣによって活性化された
Ｇ６ＰＤＨは、適切なチオール反応性部位を提供する。Ｘ＝１の場合、式ＡとＳＩＡ活性
化Ｇ６ＰＤＨとのコンジュゲーションは、ＳＤＭＡとＧ６ＰＤＨの間に５原子のリンカー
を提供する。式Ａ（Ｘ＝１）とＳＭＣＣとのコンジュゲーションによって、１２原子のリ
ンカーが得られる。他のリンカー長は、Ｘを変化させることによって得ることができる。
【００９１】
　特定の実施形態において、Ｘ＝１の場合、ＳＤＭＡアナログは以下の式（式Ｉ）を有す
る：
【００９２】
【化４】

【００９３】
　式１は、以下の例示的な合成スキーム（１）によってＳＤＭＡ（ＥＭＤ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌｓ　Ｉｎｃ．　ｏｆ　Ｇｉｂｂｓｔｏｗｎ，ＮＪから市販されている）から調製され
得る。
【００９４】
【化５】
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【００９５】
　ＳＤＭＡの一級および二級アミノ基は、ＳＤＭＡをジ－ｔｅｒｔ－ブチルジカーボネー
ト（Ｂｏｃ2Ｏ）と反応させることによって保護される。得られたｔｅｒｔ－ブトキシカ
ルボニル（ＢＯＣ）保護ＳＤＭＡ（（Ｂｏｃ3）－ＳＤＭＡ、１）を、次に樹脂に結合さ
せる。例えば、（Ｂｏｃ3）－ＳＤＭＡ（１）に、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）中で
、２－（１Ｈ－７－アザベンゾトリアゾール－１－イル）－１，１，３，３－テトラメチ
ルウラニウムヘキサフルオロホスフェートメタンアミニウム（methanamininium）（ＨＡ
ＴＵ）およびＮ，Ｎ－ジイソプロピルエチルアミン（ＤＩＰＥＡ）の存在下で樹脂を接触
させることによって、（Ｂｏｃ3）－ＳＤＭＡ（１）を、システアミン－４－メトキシト
リチル樹脂（ＥＭＤ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．Ｇｉｂｂｓｔｏｗｎ，ＮＪ）に連結
させて、樹脂結合（Ｂｏｃ3）－ＳＤＭＡシスタミド（cystamide）（２）を提供すること
ができる。樹脂結合（Ｂｏｃ3）－ＳＤＭＡシスタミド（２）上のＢＯＣ保護基を除去し
て、得られた樹脂結合ＳＤＭＡシスタミドを、例えばジクロロメタン中のトリフルオロ酢
酸を使用して樹脂から切断して、ＳＤＭＡシスタミド（３）を提供し、これを塩酸との反
応によって塩酸塩（４）に変換した。
【００９６】
　従来のＥＭＩＴ（登録商標）アッセイは、３４０ｎｍでの吸光度をモニターすることに
よってＮＡＤＨ（またはＮＡＤＰＨ）の蓄積を測定している。本開示のもう１つの実施形
態において、色が変化する色素および電子伝達体を試薬に添加すると、吸光度を、３４０
ｎｍ以外の吸光度で測定することができる。１つの特定の実施例において、色素は、３－
（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロミ
ド（ＭＴＴ）であり、伝達体は、１－メトキシフェナジンメトスルフェート（ＰＭＳ）で
ある。図５に表すように、ＰＭＳは、ＮＡＤＰから電子を受け取って電子をＭＴＴに移動
させ、電子はＭＴＴを還元しておよそ６５０ｎｍでの吸光度を提供する。
【００９７】
　抗ＳＤＭＡ抗体は、米国特許第８，４８１，６９０号に記述されるようにポリクローナ
ル抗体またはモノクローナル抗体であり得る。ポリクローナル抗体およびモノクローナル
抗体を産生する方法は当業者の範囲内である。１つの実施形態において、抗体は、以下の
構造を有するＳＤＭＡ－ＫＬＨコンジュゲートに対するモノクローナル抗体である：
【００９８】
【化６】

【００９９】
　様々な態様において、本開示の改変アッセイにおいて使用される抗ＳＤＭＡ抗体は、Ｓ
ＤＭＡに対して高い親和性を有し得て、非対称性のジメチルアルギニン（ＡＤＭＡ）、Ｌ
－アルギニン、およびＮ－メチルアルギニンからなる群より選択される１つまたは複数の
化合物との交叉反応を示さないかまたは実質的に示さない。例えば、抗ＳＤＭＡ抗体は、
ＡＤＭＡ、Ｌ－アルギニン、およびＮ－メチルアルギニンに対して、特定のアッセイ条件
セットにおいてＳＤＭＡに対して示される反応性の２５％未満、２０％未満、１５％未満
、１０％未満、５％未満、または１％未満である反応性を示す。
【０１００】
　上記の成分の全てを、試料中の遊離のＳＤＭＡの存在または量を決定する方法において
使用してもよい。例えば、方法は、試料を、抗ＳＤＭＡ抗体、ＳＤＭＡとＧ６ＰＤＨとを
含むコンジュゲート、ならびにＮＡＤおよびＧ６Ｐを含む基質と接触させることを含む。
本明細書において記述されるように、ＮＡＤのＮＡＤＨへの変換速度を測定して、標準曲
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いて記述されるように５～１５原子のリンカー（２～１０オングストローム）によってＧ
６ＰＤＨにコンジュゲートされる。抗ＳＤＭＡ抗体は、ＡＤＭＡ、Ｌ－アルギニン、およ
びＮ－メチルアルギニンとの反応性を有さないかまたは実質的に有さないモノクローナル
抗体であってもよい。
【０１０１】
　なおもう１つの実施形態において、本開示は、遊離のＳＤＭＡを誘導体化すること、お
よび誘導体に対する抗体を使用することを含む試料中のＳＤＭＡを決定する方法に関する
。例えば、全体が参照により本明細書に組み込まれている、米国特許出願第２００４／０
２１４２５２号は、ＳＤＭＡのグアニジノ窒素の改変方法および改変ＳＤＭＡに対する抗
体について記述している。したがって、１つの実施形態において、試料中のＳＤＭＡは、
本開示の方法に従う方法において決定される前に改変される。本実施形態において、抗Ｓ
ＤＭＡ抗体は、改変ＳＤＭＡと、同様に改変され得るコンジュゲートのＳＤＭＡの両方に
、適したアッセイを提供するために十分な親和性で結合すべきである。
【実施例１】
【０１０２】
除去血清の調製
【０１０３】
　無処置の市販のイヌ血清（５００ｍＬ）を２フィートのＳＮＡＫＥＳＫＩＮ（商標）透
析チューブ（３．５Ｋ　ＭＷＣＯ、３５　ｍｍ乾燥時内径）（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ）に充填して、炭素粉末２０ｇを用いて、４℃で少なくとも６時間、ＰＢＳ緩
衝液（２０Ｌ）に対して透析した。このプロセスを、緩衝液および炭素を交換することに
よって３回繰り返した。
【０１０４】
　血清中のＳＤＭＡ濃度を、透析の前後でＬＣ／ＭＳによって測定した。透析前の血清に
おいて、ＳＤＭＡは９．８９μｇ／ｄＬであった。透析後、ＳＤＭＡは０．０２μｇ／ｄ
Ｌであった。
【０１０５】
　炭素除去イヌ血清を、使用するまで－８０℃で保存した。
【実施例２】
【０１０６】
ＳＤＭＡ標準物質の調製：
【０１０７】
　ＳＤＭＡ塩酸塩（ＣｈｅｍＢｉｏ）を脱イオン水に溶解して、ＳＤＭＡの最終濃度を１
０００μｇ／ｍｌとした。ＳＤＭＡ水溶液２００μｌを、最終保存液が２０μｇ／ｍＬの
ＳＤＭＡ濃度を有するように除去血清１０ｍｌに添加した。溶液を－８０℃で保存した。
ＳＤＭＡ保存液２８０μｌを、除去血清１０ｍｌに移して５６μｇ／ｄＬの標準ＳＤＭＡ
を調製した。他のＳＤＭＡ標準物質は、除去血清中で保存溶液を連続希釈することによっ
て調製し、２８．０、１４．０、７．０、および３．７５μｌ／ｄＬの溶液を提供した。
標準物質をＬＣ／ＭＳによってバリデートしてもよい。
【実施例３】
【０１０８】
希釈液の調製
【０１０９】
　希釈液処方Ｒ１およびＲ２は、表４に同定される成分を含有した。オキサミド酸ナトリ
ウムは、本明細書において他所で記述されるように任意選択の成分である。
【０１１０】
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【表４】

【０１１１】
希釈液の調製プロトコル
【０１１２】
　Ｒ１希釈液（１Ｌ規模）。以下の成分を脱イオン水５００ｍｌに添加した：
　　ＢＳＡ　１０ｇ
　　１Ｍ　ＴＲＩＳ，ｐＨ８．０　５０ｍｌ
　　ＥＤＴＡナトリウム０．３７２ｇ
　　Ｂｒｉｊ－３５（３０％）４ｍｌ
　　プロクリン１５０　４ｍｌ
　　ＰＥＧ６０００　０．９６ｇ
　　ＮａＣｌ　１７．６ｇ
　　マウス血清１０ｍｌ
　　オキサミド酸ナトリウム（任意選択）１．６６５ｇ
【０１１３】
　攪拌子を使用して溶液を低速で十分に混合した。粉末が完全に溶解した後、ｐＨを必要
に応じて１０Ｎ　ＮａＯＨまたは３Ｎ　ＨＣｌによって７．０に調節した。溶液を目盛り
付きシリンダーに添加して、脱イオン水を使用して最終容量を１Ｌにした。十分に混合後
、溶液を静かに十分攪拌して、０．２μｍのセルロース窒化物フィルターユニットで濾過
し、使用するまで４℃で保存した。
【０１１４】
　Ｒ２希釈液（１Ｌ規模）。以下の成分を脱イオン水５００ｍｌに添加した：
　　ＢＳＡ　１０ｇ
　　１Ｍ　ＴＲＩＳ，ｐＨ８．０　１００ｍｌ
　　０．５Ｍ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）２ｍｌ
　　Ｂｒｉｊ－３５（３０％）４ｍｌ
　　プロクリン１５０　４ｍｌ
　　ＰＥＧ６０００　０．９６ｇ
　　ＮａＣｌ　１７．６ｇ
　　マウス血清１０ｍｌ
　　Ｇ６Ｐ　０．５６ｇ
　　オキサミド酸ナトリウム（任意選択）１．６６５ｇ
【０１１５】
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　溶液を、攪拌子を使用して低速で十分に混合した。粉末が完全に溶解した後、ｐＨを必
要に応じて１０Ｎ　ＮａＯＨまたは３Ｎ　ＨＣｌによって８．０に調節した。溶液を目盛
り付きシリンダーに添加して、脱イオン水を使用して最終容量１Ｌにした。十分に混合後
、溶液を静かに十分攪拌して、０．２μｍのセルロース窒化物フィルターユニットで濾過
し、使用するまで４℃で保存した。
【実施例４】
【０１１６】
アッセイ試薬の調製
【０１１７】
Ｒ１試薬およびＲ１ブランクの調製
【０１１８】
　Ｒ１試薬およびＲ１ブランクは、Ｒ１希釈液中にＮＡＤ（３５ｍＭ）、Ｇ６Ｐ（５６ｍ
Ｍ）を含有した。Ｒ１希釈液はまた、抗体（１０．５μｇ／ｍＬ）も含んでいた。Ｇ６Ｐ
は、コンジュゲートの安定化剤であり、任意選択である。
【０１１９】
　試薬を調製する前に、希釈液および他の材料を室温にした。ＮＡＤ　４．６４４ｇ、グ
ルコース－６－リン酸ナトリウム（Ｇ６Ｐ）３．１６０ｇをＲ１希釈液に添加することに
よって、２×基質標準溶液（１００ｍｌ）を調製した。静かに混合することによって粉末
を完全に溶解した後、ｐＨを必要に応じて１０Ｎ　ＮａＯＨまたは３Ｎ　ＨＣｌによって
７．０に調節した。溶液を目盛り付きシリンダーに添加して、追加のＲ１希釈液を添加し
て最終容量１００ｍＬにした。溶液をローラー上で静かに回転させながら十分攪拌して、
０．２μｍのセルロース窒化物フィルターユニットで濾過した。
【０１２０】
　抗体保存液（６．６ｍｇ／ｍｌ）をＲ１希釈液に１：１０倍で予め希釈して６６０μｇ
／ｍｌの抗体溶液を得ることによって、４×抗体標準溶液（２５ｍｌ）を調製した。予め
希釈した抗体溶液（６６０μｇ／ｍｌ）１．５９ｍｌをＲ１希釈液２３．４１ｍｌに添加
して、濃度４２μｇ／ｍｌの抗体標準溶液（４×）を調製した。
【０１２１】
　基質標準溶液（２×）４０ｍｌ、抗体標準溶液（４×）２０ｍｌ、およびＲ１希釈液２
０ｍｌを混合することによって、Ｒ１試薬を調製した。溶液を静かに混合して、アルミニ
ウムホイルで覆い、使用するまで４℃で保存した。
【０１２２】
　基質標準溶液（２×）４０ｍｌおよびＲ１希釈液４０ｍｌを混合して、Ｒ１ブランクを
調製した。溶液を静かに混合して、アルミニウムホイルで覆い、使用するまで４℃で保存
した。
【０１２３】
Ｒ２試薬およびＲ２ブランクの調製
【０１２４】
　Ｒ２試薬は、Ｒ２希釈液中にＳＤＭＡ－Ｇ６ＰＤＨコンジュゲート（０．４２μｇ／ｍ
ｌ）を含有した。Ｒ２ブランクは、Ｒ２希釈液中にＳＤＭＡ－Ｇ６ＰＤＨコンジュゲート
（０．０１４μｇ／ｍｌ）を含有した。
【０１２５】
　コンジュゲート保存液（ロット番号５６１６－８０－２、７７０μｇ／ｍｌ）０．３ｍ
ｌをＲ２希釈液２９．７ｍｌに添加して、コンジュゲートを１：１００倍に予め希釈して
、最終濃度７．７μｇ／ｍｌを得た。
【０１２６】
　予め希釈したコンジュゲート溶液２１．８ｍｌをＲ２希釈液３７８．２ｍｌに添加して
、Ｒ２試薬を調製した。
【０１２７】
　予め希釈したコンジュゲート溶液０．７３ｍｌをＲ２希釈液３９９．２７ｍｌに添加し
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て、Ｒ２ブランクを調製した。
【０１２８】
　溶液を十分に混合して、使用するまで４℃で保存した。
【実施例５】
【０１２９】
ＳＤＭＡアナログＮ，Ｎ’－ジメチルアルギニンチオール（ＳＤＭＡ－ＳＨ）の調製
【０１３０】
　材料：
　－　システアミン４－メトキシトリチル樹脂：ローディング０．７ｍｍｏｌ／ｇ樹脂お
よび２００～４００メッシュのコポリマーマトリックス（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ）
　－　Ｆｍｏｃ－ＳＤＭＡ（Ｂｏｃ）２ＯＮａ：分子量６２４．７、純度≧９５％（Ｎｏ
ｖａｂｉｏｃｈｅｍ）
　－　ＨＡＴＵ：分子量３８０．３（Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ）
　－　Ｎ，Ｎ－ジイソプロピルエチルアミン：再蒸留によって精製、９９．５％Ｓｉｇｍ
ａより
　－　ＤＭＦ（無水物）：純度≧９９．８％Ｓｉｇｍａより
　－　ピペリジン：無水ＤＭＦ中で２０％
【０１３１】
　技法
【０１３２】
　２０ｍＬバイアルにシステアミン４－メトキシトリチル樹脂（１．２ｇ、０．４６ｍｍ
ｏｌ）、Ｆｍｏｃ－ＳＤＭＡ（Ｂｏｃ）２ＯＮａ（０．９ｇ、１．４ｍｍｏｌ、３．０当
量）、ＨＡＴＵ（０．５４ｇ、１．４ｍｍｏｌ、３．０当量）、ジイソプロピルエチルア
ミン（０．４ｍＬ、２．３ｍｍｏｌ、５．０当量）、および無水ＤＭＦ（１８ｍＬ）を添
加した。混合物にキャップをして室温で１６時間反転させた。ガラスピペットを使用して
、液体をバイアルから除去した。樹脂をＤＭＦ（１８ｍＬ、４回）によって洗浄した後、
メタノール（１８ｍＬ、４回）によって洗浄した。樹脂をＤＭＦ中の２０％ピペリジン中
、室温で１５分間（１８ｍＬ、３回）反転させた。樹脂をＤＭＦ（１８ｍＬ、４回）によ
って洗浄した後、メタノール（１８ｍＬ、４回）によって洗浄して、凍結乾燥器の中で１
時間乾燥させた。黄色／淡いピンク色の樹脂を４℃で保存するか、または切断してＳＤＭ
Ａ－ＳＨを得ることができる。
【０１３３】
　ＳＤＭＡ－ＳＨを樹脂（５０ｍｇ）から切断するために、トリフルオロ酢酸（３ｍＬ）
中、室温で１時間反転させた。暗赤色のスラリーを濾過してアセトニトリル（１ｍＬ）で
すすいで透明な黄色の溶液を得る。溶液を凍結乾燥してＳＤＭＡ－ＳＨ（７ｍｇ）を濃い
黄色の油として得る。チオールの酸化により、化合物は、直ちに使用するか、または－８
０℃で保存すべきである（－８０℃での保存によって２ヶ月後の酸化は１０％未満である
）。ＳＤＭＡ－ＳＨ（式１）をＬＣ／ＭＳおよびＮＭＲによって確認した。
【０１３４】
【化７】

【実施例６】
【０１３５】
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ＳＤＭＡおよびＧ６ＰＤＨのコンジュゲーション
【０１３６】
　ＳＤＭＡおよびＧ６ＰＤＨのコンジュゲートを、ＳＤＭＡアナログＳＤＭＡ－ＳＨと、
ＳＩＡ、ＳＢＰＡ、またはＳＭＣＣのいずれかによって活性化したＧ６ＰＤＨとを、ＮＡ
ＤおよびＧ６Ｐの存在下でコンジュゲートすることによって調製した。ＳＤＭＡとＧ６Ｐ
ＤＨの間のリンカーの長さは、図２、３、および４に示されるように活性化のために使用
される試薬を選択することによって変化させることができた。
【０１３７】
　ＳＩＡによる酵素の予備活性化：グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤ
Ｈ）（１２ｍｇ）１バイアルをＭＥＳ緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ８．０）３ｍｌに溶解して
、１時間回転させて、酵素を完全に溶解させた。酵素溶液を必要となるまで氷中で維持し
た。追加のＭＥＳ緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ８．０）４．５ｍｌを酵素溶液に添加して、ボ
ルテックスミキサーにより十分に混合（５秒間）し、氷中で１０分間維持した。Ｇ６Ｐ　
１００ｍｇを脱イオン水１ｍｌに溶解して氷中で１０分間維持した。ＮＡＤＨ　２００ｍ
ｇを脱イオン水１ｍｌに溶解して、氷中で１０分間維持した。Ｇ６Ｐ溶液０．６８ｍｌお
よびＮＡＤＨ溶液０．３４ｍｌを酵素溶液に添加して、ボルテックスミキサーにより十分
に混合（５秒間）し、氷中で１０分間維持した。ＳＩＡ（５０ｍｇ）１バイアルをＤＭＳ
Ｏ（１００ｍｇ／ｍｌ）０．５ｍｌに溶解した。ＳＩＡ溶液０．１４ｍｌを酵素溶液に添
加して、ボルテックスミキサーにより十分に混合（５秒間）し、アルミニウムホイルで覆
って、室温で２時間回転させた。溶液をＧ２　Ｓｌｉｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ透析カセット
に移して、ＰＢＳ緩衝液（４Ｌ）に対して４℃の暗所で５時間透析した。緩衝液を新しい
ＰＢＳ（４Ｌ）に交換して、溶液を４℃の暗所で終夜透析した。透析緩衝液をＭＥＳ（４
Ｌ、２５ｍＭ、ｐＨ８．０）に変更して、溶液を４℃で３時間透析した。酵素溶液１２．
５ｍｌを透析カセットから採取して、ＭＥＳ緩衝液（１Ｍ、ｐＨ８．０）０．３２ｍｌお
よびＥＤＴＡ（０．２Ｍ、ｐＨ８．０）０．３２ｍｌを添加して、溶液の最終濃度を５０
ｍＭ　ＭＥＳおよび５ｍＭ　ＥＤＴＡにした。必要であれば、酵素溶液が１２．５ｍｌ未
満である場合、ＭＥＳおよびＥＤＴＡの量をそれに従って調節してもよい。溶液をアルゴ
ンによって５分間脱気した。
【０１３８】
　ＳＢＰＡによる酵素の予備活性化：ＭＥＳ緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ８．０）１ｍｌ中の
Ｇ６ＰＤＨ　２ｍｇに、Ｇ６Ｐ　１１．３ｍｇおよびＮＡＤＨ　１６．８ｍｇを添加して
、十分に混合して、氷中で１０分間維持した。ＳＢＰＡ（５０ｍｇ）をＤＭＳＯ（１００
ｍｇ／ｍｌ）０．５ｍｌに溶解した。ＳＢＡＰ　０．０２５ｍｌを酵素溶液に添加して、
ボルテックスミキサーにより十分に混合（５秒間）し、アルミニウムホイルで蓋をして、
室温で２時間回転させた。溶液をＧ２　Ｓｌｉｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ透析カセットに移し
て、ＰＢＳ緩衝液（２Ｌ）に対して４℃の暗所で５時間透析した。緩衝液を新しいＰＢＳ
（２Ｌ）に交換して、溶液を４℃の暗所で終夜透析した。透析緩衝液をＭＥＳ（２Ｌ、２
５ｍＭ、ｐＨ８．０）に交換して、溶液を４℃で３時間透析した。酵素溶液２．５ｍｌを
透析カセットから採取して、ＭＥＳ緩衝液（１Ｍ、ｐＨ８．０）０．０６０ｍｌおよびＥ
ＤＴＡ（０．５Ｍ、ｐＨ８．０）０．０２５ｍｌを添加して、溶液の最終濃度を５０ｍＭ
　ＭＥＳおよび５ｍＭ　ＥＤＴＡにした。
【０１３９】
　ＳＭＣＣによる酵素の予備活性化：ＭＥＳ緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ８．０）１ｍｌ中の
Ｇ６ＰＤＨ　２ｍｇにＧ６Ｐ　１１．３ｍｇおよびＮＡＤＨ　１６．８ｍｇを添加して、
十分に混合し、氷中で１０分間維持した。スルホスクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミ
ドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）５０ｍｇをＤＭＳＯ（１
００ｍｇ／ｍｌ）０．５ｍｌに溶解した。ＳＭＣＣ溶液０．０３５ｍｌを酵素溶液に添加
して、ボルテックスミキサーにより十分に混合（５秒間）し、アルミニウムホイルで蓋を
して室温で２時間回転させた。溶液をＧ２　Ｓｌｉｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ透析カセットに
移して、ＰＢＳ緩衝液（２Ｌ）に対して４℃の暗所で５時間透析した。緩衝液を新しいＰ
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ＢＳ（２Ｌ）に交換して、溶液を４℃の暗所で終夜透析した。透析緩衝液をＭＥＳ（２Ｌ
、２５ｍＭ、ｐＨ８．０）に４℃で３時間交換する。酵素溶液２．５ｍｌを透析カセット
から採取して、ＭＥＳ緩衝液（１Ｍ、ｐＨ８．０）０．０６０ｍｌおよびＥＤＴＡ（０．
５Ｍ、ｐＨ８．０）０．０２５ｍｌを添加して、溶液の最終濃度を５０ｍＭ　ＭＥＳおよ
び５ｍＭ　ＥＤＴＡにした。
【０１４０】
　ＳＤＭＡと予備活性化したＧ６ＰＤＨのコンジュゲーション：新しく調製したＳＤＭＡ
－ＳＨ（処方１）を、予備活性化した酵素溶液に以下の量で添加した：ＳＩＡ活性化Ｇ６
ＰＤＨに関して０．３５ｍｌ（１００ｍｇ／ｍｌ）、およびＳＢＡＰまたはＳＭＣＣ活性
化Ｇ６ＰＤＨに関して０．０６５ｍｌ（１００ｍｇ／ｍｌ）。溶液を十分に混合して、混
合物を４℃で３６時間回転させた。反応混合物をＧ２　Ｓｌｉｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ透析
カセット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して、ＰＢＳ緩衝液（２または
４Ｌ）に対して４℃で透析（３または４サイクル）した。ＳＤＭＡ－酵素コンジュゲート
溶液をＴｒｉｓＨＣｌ緩衝液（２５ｍＭ、ｐＨ８．０）に対して４℃で４時間透析するこ
とによって平衡にした。溶液を０．４５μｍの遠心フィルターを使用して濾過した（１５
００*ｇで１０分間）。
【０１４１】
　表５は、コンジュゲートのそれぞれのリンカーの長さおよび活性、ならびに抗体がコン
ジュゲートのＧ６ＰＤＨを阻害する能力を示す。リンカーの長さは、処方１のＳＤＭＡ誘
導体における非ネイティブ窒素を含まない。ＳＩＡの存在下でＧ６ＰＤＨの予備活性化に
よって、ＳＢＰＡまたはＳＭＣＣによって調製したコンジュゲートより良好な酵素活性が
得られた。
【０１４２】
【表５－１】

【実施例７】
【０１４３】
抗ＳＤＭＡモノクローナル抗体の調製
【０１４４】
　モノクローナル抗体を産生する方法は当業者の範囲内である。１つの実施形態において
、抗体は、以下の構造を有するＳＤＭＡ－ＫＬＨコンジュゲートに対するモノクローナル
抗体である：
【０１４５】
【化８】

【０１４６】



(35) JP 2018-507408 A 2018.3.15

10

20

30

　抗ＳＤＭＡ抗体の精製は以下のように行った：
【０１４７】
　材料
　・　抗ＳＤＭＡ　２×２Ｌ
　・　抗ＳＤＭＡ　ＩｇＧ精製専用の逆相（ｒＰＡ）カラム（５ｍｌ）（ＧＥ　Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ）
　・　Ｐｉｅｒｃｅ　ＩｇＧ精製緩衝液
　　・　ＩｇＧ結合緩衝液
　　・　ＩｇＧ低ｐＨ溶出緩衝液
　・　透析用ＰＢＳ、ｐＨ７．４
　　・　４℃で２×４Ｌ
【０１４８】
　プロトコル
　・　ｒＰＡカラム（５ｍｌ）を結合緩衝液中、３ｍｌ／分で平衡にした
　　１．フローをＰＤ２８０ｎｍでモニターした
　・　抗ＳＤＭＡ　１０００ｍｌをＰｉｅｒｃｅ　ＩｇＧ結合緩衝液の等量で希釈した
　　１．プロセスをさらに１０００ｍｌで繰り返した
　・　希釈した抗ＳＤＭＡを６ｍｌ／分でｒＰＡカラムに充填した
　　１．ＯＤを２８０ｎｍでモニターした
　・　ｒＰＡカラムをＰＢＳ／ＩｇＧ結合緩衝液の１：１によって３ｍｌ／分で
　　１．ＯＤ２８０ｎｍがベースラインに達するまで
洗浄した
　・　抗ＳＤＭＡ　ＩｇＧを、ＩｇＧ低ｐＨ溶出緩衝液を３分／ｍｌで使用して溶出した
　　１．ピークを手動で収集した
　・　抗ＳＤＭＡ　ＩｇＧをＰＢＳ　４Ｌの２回交換に対して直ちに透析した
　　１．１０ｋ　ＭＷＣＯカセット３０ｍｌ
　　２．容量をプールしてＯＤ２８０ｎｍを使用してＩｇＧ濃度を決定した
【０１４９】
　抗体を、米国特許第８，４８１，６９０号に記述されるように、ＳＤＳ　Ｐａｇｅ、Ｓ
ＥＣ、およびプレートベースのイムノアッセイによって分析した。
【実施例８】
【０１５０】
アッセイ技法
【０１５１】
　本開示の改変アッセイを、イヌ、ネコ、およびヒト試料においてＳＤＭＡに関して行っ
た。
【０１５２】
　試薬の成分を表５に示す。
【０１５３】
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【０１５４】
　上記のように調製した試薬のピペッティング容積は、カラーアッセイとブランクアッセ
イに関して同一であった。
【０１５５】
　　　　　　　　　　　容積（μｌ）
試料または較正物質　　１０
　　　　　　　Ｒ１　　４０
　　　　　　　Ｒ２　　１２５
【０１５６】
　試料および較正物質のカラーおよびブランクアッセイ、ならびに関連する計算は、Ｂｅ
ｃｋｍａｎ　ＡＵ６８０（登録商標）自動分析装置で行った。較正物質マトリックス中に
５６．０、２８．０、１４．０、７．０、および３．７５および０μｇ／ｄＬのＳＤＭＡ
を含有する較正標準物質をネコおよびイヌの両方について使用した。分析装置は、以下の
ようにカラーおよびブランクアッセイを行うようにプログラムした：試料および較正物質
を試薬Ｒ１に添加して、３～４分インキュベートした後にＲ２を添加した。Ｒ２の添加の
約３６秒後を開始点として３４０ｎｍでＯＤを測定した。吸光度を１８秒毎にさらに１８
秒間のサイクル４回で測定した。較正物質マトリックス（０μｇ／ｄＬ　ＳＤＭＡ）の吸
光度を、カラーおよびブランクアッセイの反応速度（吸光度の変化／分）を計算するため
に使用した測定のそれぞれから引いて、標準化されたカラーおよびブランク反応速度を提
供した。
【０１５７】
　標準曲線の速度を決定するために、ブランクアッセイのそれぞれの較正物質の標準化速
度を、カラーアッセイにおけるそれぞれの較正物質の標準化速度から引いた。ブランクア
ッセイにおける試料の標準化速度をカラーアッセイにおける試料の標準化速度から引いて
最終の試料反応速度を提供し、これを最終の標準曲線と比較することによって、試料のＳ
ＤＭＡ濃度を決定した。
【０１５８】
　表６は、カラーアッセイ単独（「引き算なし」）およびブランクアッセイをカラーアッ
セイの速度から引いた場合（「引き算あり」）を使用する、ネコおよびイヌ血清に関する
ＳＤＭＡアッセイの結果を示す。試料のバイアスは、ＬＣ／ＭＳ結果と上記の技法を使用
した結果との差を反映する。
【０１５９】
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【表６】

【０１６０】
　表７は、イヌの除去血清における既知量のＳＤＭＡを使用して引き算ありおよび引き算
なしで作成した検量線を示す。類似の曲線を他の種についても作成した。
【０１６１】
【表７】

【０１６２】
　表８は、上記の速度アッセイ技法（すなわち、引き算ありのカラーおよびブランクアッ
セイ）を使用した、ＳＤＭＡを添加した非除去ヒト血清を使用する図６に示す検量線の値
を示す。
【０１６３】
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【表８】

【０１６４】
　曲線を使用して、図１に示すように正常および慢性腎疾患ヒト血清試料における濃度を
決定した。
【実施例９】
【０１６５】
酵素阻害剤の使用
【０１６６】
　乳酸デヒドロゲナーゼ阻害剤であるオキサミド酸ナトリウムを、実施例３において記述
したブランク試薬希釈液および試薬に添加した。阻害剤の使用は、表９に示されるように
アッセイの精度を改善することができる。
【０１６７】

【表９】

【０１６８】
　本実施例において、イヌ血清の標準曲線を、表１０に示すようにオキサミド酸ナトリウ
ムの存在下および非存在下で作成した。類似の曲線を他の種についても作成することがで



(39) JP 2018-507408 A 2018.3.15

10

20

30

40

50

きる。
【０１６９】
【表１０】

【実施例１０】
【０１７０】
除去および非除去ヒト血清較正物質によるヒト血清試料の試験
【０１７１】
　較正物質マトリックスとして内因性および炭素除去ヒト血清を使用したヒト血清試料に
おけるＳＤＭＡの回収を決定した。本実験で収集したデータを使用して、速度および固定
較正法によって検量線を作成することができる。
【０１７２】
　アッセイ試薬は表１１に示すように調製した。
【０１７３】
【表１１】

【０１７４】
　抗ＳＤＭＡ　ｍＡｂは実施例７と同様に調製して、アッセイ濃度１．５μｇ／ｍＬで使
用した。
【０１７５】
　ＳＤＭＡ－Ｇ６ＰＤＨは、実施例６と同様に調製して、アッセイ濃度０．３μｇ／ｍＬ
で使用した。
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【０１７６】
　較正物質を、以下のＳＤＭＡ濃度（μｇ／ｄＬ）で炭素除去ヒト血清によって調製した
：ＬＣ／ＭＳによって決定した０．０、４．７、１５．０、２９．０、５９．０、および
１１１．０。
【０１７７】
　速度法は、実施例８に従って行った。
【０１７８】
　固定法において、反応開始後１分から３分の間の３４０ｎｍでの吸光度の変化を測定す
るように、Ｂｅｃｋｍａｎ機器を設定した。
【０１７９】
　ＳＤＭＡ濃度を決定するための固定および速度計算法の結果を図７に示す。
【実施例１１】
【０１８０】
緩衝剤較正物質による非除去ヒト較正物質の用量
【０１８１】
　ＳＤＭＡアッセイを、緩衝剤ベースの較正物質（１％ＢＳＡを含むＰＢＳ緩衝液中で０
、６、１１、２４、４６、および９５μｇ／ｄＬ　ＳＤＭＡ）を使用して較正し、これを
使用して非除去ヒト血清標準物質を試験して回収を決定した。この実験は固定法を使用し
て、各サイクルが１８秒（Ｔ１＝２１６秒、Ｔ２＝２８８秒）である機器のサイクル１２
および１６で、３４０ｎｍでの吸光度の変化を計算した。試薬ブランク（脱イオン水）の
吸光度は、真の吸光度から引かなかった。
【０１８２】
　アッセイは実施例９に示すように行った。結果を図８に示す。
【実施例１２】
【０１８３】
手動および自動でのバックグラウンドの引き算の比較
【０１８４】
　Ｂｅｃｋｍａｎ　ＡＵ６８０（登録商標）分析装置に搭載された自動のバックグラウン
ド引き算法を試験して、搭載された解決策の有効性を決定した。ＳＤＭＡアッセイを、搭
載された指示どおりに行い、アッセイを個別に行い、結果を、対照としてオフライン法を
使用して計算した。
【０１８５】
　炭素除去イヌ血清較正物質を実施例１と同様に調製した。試薬成分を表１２に示す。
【０１８６】
【表１２】

【０１８７】
　試薬の体積は以下の通りであった：
　試料容積：１７μＬ
　試薬１容積：２５μＬ
　試薬２容積：１２５μＬ
【０１８８】
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　カラーおよびブランクアッセイは、分析装置に装置内で接続していない。データは、そ
れぞれのアッセイに関して個別に生成され、機器から離れて処理された。較正物質および
試料に関して、ブランクアッセイの反応ＯＤをカラーアッセイの反応ＯＤから引く。曲線
を較正物質データにフィットさせて、最適線の式を使用して、引き算した反応ＯＤから試
料濃度を決定する。
【０１８９】
　表１３は、固定反応法における較正物質の吸光度の真の変化を示す。
【０１９０】
【表１３】

【０１９１】
　表１４は、表１３に示す較正物質から作成された標準曲線を使用する、試料中のＳＤＭ
Ａの測定を示す。
【０１９２】
【表１４】

【実施例１３】
【０１９３】
異なる種からの較正物質マトリックスの分析
【０１９４】
　多様な動物種のプールした血清から作製した較正物質セットを分析して、異なる種の血
清と共に較正物質を使用した場合のＳＤＭＡアッセイのロバストネスを決定した。
【０１９５】
　ヒトＳＤＭＡのアッセイを、実施例１０と同様に固定法を使用して、イヌ、ネコ、およ
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びウマの除去または内因性（非除去）血清について作成した較正物質について行った。ア
ッセイの結果を図８、９、および１０に示す。
【実施例１４】
【０１９６】
緩衝剤に基づく較正
【０１９７】
　表１３の較正物質濃度に関して較正マトリックスとしてＰＢＳ中の１％ＢＳＡを使用し
て検量線を作成した。結果を図１２に示す。
【実施例１５】
【０１９８】
ブランク試薬にコンジュゲートを添加しないＳＤＭＡアッセイ
【０１９９】
　ＳＤＭＡアッセイを、コンジュゲートをＲ２に添加しなかったことを除き、表５の試薬
濃度によって実施例８の速度技法を使用して行った。アッセイはＢｅｃｋｍａｎ分析装置
で行った。結果を表１５に示す。
【０２００】
【表１５】

【０２０１】
　本開示の様々な特定の実施形態を本明細書において記述してきたが、本開示はそれらの
正確な実施形態に限定されない、および当業者は、本開示の範囲および精神から逸脱する
ことなく様々な変化または改変をその中に行うことができると理解すべきである。
【０２０２】
　上記の実施例は単なる実例であり、本開示の全ての可能な実施形態、応用、または改変
の網羅的な一覧を意味するものではない。このため、記述の方法および本開示のシステム
の様々な改変および変更が、本開示の範囲および精神から逸脱することなく当業者には明
らかであろう。本開示は特定の実施形態に関連して記述しているが、特許請求される本開
示は、そのような特異的実施形態に不当に限定されてはならないと理解すべきである。実
際に、本開示を行うための記載された様式の様々な改変が分子生物学、免疫学、化学、生
化学、または関連する分野の当業者に明白であり、それらは添付の特許請求の範囲の範囲
内であると意図される。
【０２０３】
　本明細書において引用したいかなる数値も、任意のより低い値と任意のより高い値の間
の少なくとも２つの単位が離れていることを条件として１つの単位の増加の下限から上限
までの全ての値を含む。一例として、成分濃度、または例えばサイズ、角度、サイズ、圧
、時間等などのプロセスの変数の値が、１～９０、具体的には２０～８０、より具体的に
は３０～７０であると述べられている場合、１５～８５、２２～６８、４３～５１、３０
～３２等などの値は、本明細書において明白に列挙されると意図される。１未満である値
に関して、１単位は、適当であれば、０．０００１、０．００１、０．０１、または０．
１であると考えられる。これらは、具体的に意図される唯一の例であり、列挙された最低
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値と最高値の間の数値の全ての起こり得る組み合わせも、同様に本件において明白に述べ
られていると考えられる。

【図１】 【図２】
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