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(57)【要約】
　試料中の抗原量を測定する方法としてつぎの手順を包
含する、それは資料中の抗原を固相に結合し、抗原に対
して特異的な検出抗体を適用することにより固相上にお
ける抗原抗体免疫複合体を形成し、検出抗体と結合する
ため抗原と競合する競合分子を適用することによって免
疫複合体を破壊し、免疫複合体から検出抗体を遊離し、
遊離した検出抗体を回収して、そして試料中の抗原量を
測定するために遊離した検出抗体を定量化する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のステップを有する試料中の抗原の量を測定する測定方法。
ａ．前記抗原を固相に結合すること、
ｂ．前記抗原に特異的な検出抗体を適用することにより、前記固相上に抗原抗体免疫複合
体を形成すること、
ｃ．前記検出抗体と結合することにおいて前記抗原に対して競合することで前記免疫複合
体を崩壊させる競合分子を適用することにより前記免疫複合体から前記検出抗体を遊離さ
せること、
ｄ．前記遊離された検出抗体を回収すること、および、
ｅ．前記試料中の抗原の量を測定するために前記遊離された検出抗体を定量化すること。
【請求項２】
　前記試料の少なくとも一部を前記固相に適用することによって前記抗原が前記固相に結
合される請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記免疫複合体を形成する前に、前記抗原により媒介されていない前記固相に対しての
前記検出抗体の結合を防止するために前記固相がブロックされる請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記免疫複合体の形成後、前記検出抗体の遊離前に、未結合の検出抗体を前記固相から
取り除く請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗原はペプチド、化学薬品、RNA 、DNA、細胞およびウイルス粒子からなる群から
選択される請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記競合分子がポリペプチドである請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ポリペプチドはさらなる抗原を含む請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記ポリペプチドは前記検出抗体に対し特異的な前記抗原のエピトープ(epitope)を含
む請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記ポリペプチドは前記抗原の検出抗体相互作用領域を有する請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドは前記抗原の前記検出抗体相互作用領域の複数のコピーを有する請求
項６に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ポリペプチドは前記抗原より強く前記検出抗体と結合するポリペプチドを有する請
求項６に記載の方法。
【請求項１２】
　前記検出抗体がラベリングされる請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ラベリングの方法は無線(radio) ラベリング、赤外線ラベリング、蛍光ラベリング
およびレポーター酵素ラベリングからなる群から選択される請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記検出抗体が二次抗体を介してラベリングされた請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記競合分子が前記検出抗体とは異なるようにラベリングされたる請求項１２に記載の
方法。
【請求項１６】
　この方法の特異性を改善するために、ラベリングされた競合分子を、異なったラベリン
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グされた検出抗体とペアリングする請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記検出抗体が二次抗体を介してラベリングされた請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　ペアリングの方法はFRETに基づく方法と増幅型ルミネッセンス プロキシミティホモジ
ニアス分析からなる群から選択される請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記固相は多孔性材料である請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記多孔質材料は前記検出抗体による浸透(penetration)を許すのに十分な多孔性を有
する請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記固相は膜およびマルチユニットプレートからなる群のなかから選択される請求項１
に記載の方法。
【請求項２２】
　前記固相の形状はフィルム、シート及びプレートからなる群のなかから選択される請求
項１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記固相は紙、ガラス、プラスチック、ファブリックからなる群のなかから選択された
材料を有する請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記固相はELISAプレートである請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　自動化された試験方法で行われる請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　以下のステップを有する、試料中の多重抗原量を測定するための方法。
ａ．　前記試料からサブ試料を取得すること、
ｂ．　少なくとも以下の手順により各サブ試料を別々に処理すること。
　　（１）前記抗原を固相に結合すること、
　　（２）前記抗原に対し特異的な検出抗体を適用することにより、前記固相上に抗原抗
体免疫複合体を形成すること、
　　（３）前記検出抗体と結合することにおいて前記抗原に対して競合することで前記免
疫複合体を崩壊させる競合分子を適用することにより前記免疫複合体から前記検出抗体を
遊離させること、
　　（４）前記遊離された検出抗体を回収すること、および、
　　（５）前記試料中における抗原の量を測定するために前記遊離された検出抗体を定量
化すること。
【請求項２７】
　以下のステップを有する試料中の複数の抗原の量を測定するための方法。
　ａ．固相に複数の抗原を結合すること、
　ｂ．各々が複数の検出抗体のうちの一つに対して特異的である複数の検出抗体を適用す
ることによって、前記固相上に複数の抗原抗体免疫複合体を形成すること、 
　ｃ．検出抗体及びそれに対応する抗原によって形成された前記免疫複合体を崩壊させる
競合分子であって、前記固相から前記検出抗体の一つを遊離すること、  
　ｄ．前記遊離された検出抗体を回収すること、
　ｅ．少なくとも一つの他の前記検出抗体にステップｃ及びｄを繰り返すこと、および、
　ｆ．試料中の対応する抗原の量を測定するために、各々の前記遊離した検出抗体を定量
化すること。
【請求項２８】
　以下のステップを有する、多重抗原試料中の抗原量を測定するための方法。
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　ａ．試料からサブ試料を取得すること、
　ｂ．各々の前記サブ試料を別個の固相に適用すること、
　ｃ．それぞれの前記サブ試料中の抗原をサブ試料固相に結合すること、
　ｄ．固相上の試験抗原に特異的な試験検出抗体を適用することにより、各サブ試料固相
上に抗原抗体免疫複合体を形成すること、
　ｅ．サブ試料に下記の手順（１），（２）を施すこと、
　　（１）前記サブ試料固相に対して、対応する試験検出抗体と結合することにおいて前
記抗原に対して競合することで前記抗原と共に前記免疫複合体を崩壊させる試験抗原に特
異的な競合分子を適用すること、
　　（２）前記試験抗原によって形成された前記免疫複合体から前記試験検出抗体を遊離
すること、
　ｆ．他の前記サブ試料に対して２つのステップを施し、各ケースにおいて異なる試験抗
原に特異的な競合分子を適用すること、
　ｇ. 前記遊離された試験検出抗体を回収すること、および、
　ｈ. 前記試料中の前記試験抗原量を測定するために、前記遊離された検出抗体を定量化
すること。
【請求項２９】
　以下のステップを有する試料中の抗原の量を測定するための方法。
　ａ．競合分子を固相に結合すること、
　ｂ．前記競合分子に対して特異である検出抗体を適用することによって、前記固相上に
抗原抗体免疫複合体を形成すること、
　ｃ．前記試料を固相に適用することによって前記抗原抗体免疫複合体を崩壊し、前記抗
原が、前記検出抗体を結合するために前記競合分子と競合することで前記検出抗体を遊離
すること、
　ｄ．前記遊離された前記検出抗体を回収すること、および、
　ｅ．前記遊離された検出抗体を定量化して前記試料内の前記抗原の量を計測すること。
【請求項３０】
　前記抗原と前記検出抗体との間の類似性は、前記検出抗体と前記競合分子との間の類似
性より小さい請求項２９に記載の方法。
 
 
【発明の詳細な説明】
【関連する出願】
【０００１】
　本出願は、米国特許出願13/459192（2012.4.29に提出）の継続である米国特許出願13/6
56715（2012.10.21に提出）の一部継続である。その米国特許出願13/459192（2012.4.29
に提出）、今では米国特許第8293487号は米国仮特許出願61/583624（2012.1.6に提出）の
優先権を主張する。これらの各出願は、この出願にその全体が盛り込まれる。
【技術分野】
【０００２】
　本発明は、化学化合物、ペプチド、タンパク質、リボ核酸（RNA）、デオキシリボ核酸
（DNA）、細胞（原の位置にて放出タしたンパク質）、またはウイルス粒子（原の位置に
て放出タしたンパク質）などの抗原に対する免疫検出方法に関するものである。特に、本
発明は、ウエスタンブロット分析、ドット分析、ELISA検定そしてそれらのマルチユニッ
トプレート形式アプリケーションおよびタンパク質分析の自動化だけに限らない。この簡
略化及び改良された免疫検出の方法により、定量化可能な結果を得ることができる。
【背景技術】
【０００３】
　タンパク質分析は現代生物学の研究において基本である。それは様々な医療または実験
条件下で目標の抗原量を、抗原抗体相互作用に従って測定している。定義により抗原とは
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体外物質で、体内に導入すると免疫系により抗体の産生を誘引する。特定の抗原に対して
特異性の高い抗体は、臨床、製薬および生医学研究において強力な集団である。抗原は、
化学化合物に限らず、ペプチド、タンパク質、 RNA、 DNA、細胞（原の位置にて放出した
ンパク質）、またはウイルス粒子（原の位置にて放出タしたンパク質）を含む。抗原の全
体分子またはその一部は、動物宿主のロバ、ヤギ、またはウサギに導入することによって
目標の抗原に対し大量の抗体を生成することができる。さらに、導入された抗原の全体分
子またはその一部は一つ又は複数のエピトープ（epitope）を有するため、目標の抗原の
エピトープの数に応じて、一つ又は複数の抗体を生成することができる。
【０００４】
　代表的な免疫検出応方法は3つの重要な段階に分けることができる。（i）試料の応用；
目標の抗原を含有する試料を初めに、ニトロセルロース、PVDF膜、あるいは他のタンパク
質結合能力を有する固相等のマルチウェルプレートに結合させる。（ii）ブロッキング/
インキュベーション/洗浄；それは（ａ）（ｂ）の順序で行われる。（ａ）膜上の非特異
的タンパク質結合部位をブロッキングバッファでブロックし膜上に非特異的タンパク質の
結合を防ぐ。（ｂ）膜結合抗原と抗体との複合体を形成可能にするため目標の抗原に対す
る抗体とインキュベーションし膜上の非結合抗体を洗い流す。使用される抗体を直接的、
または二次抗体を介して間接的に、レポーター酵素を結合させることができる。その後、
（iii）検出；膜上結合の免疫複合体の量や品質に関連する情報を検出するため膜上結合
抗体レポーター酵素に置いてレポーター酵素反応を行う。ドットブロットおよびウェスタ
ンブロット分析の両方に置ける免疫分析の最終結果は、さらにデンシトメトリー分析によ
って間接的に測定することができる。
【０００５】
　この一般的な順序の個々の段階に置いて複数の修正が行われている。例えば、上記（i
）に、ドットブロット分析では直接適用、ウエスタンブロット分析ではゲル転写およびEL
ISA分析では試料のコーティングといった様々な試料が適用されている。さらに上記（ii
）においても、膜上に形成された免疫複合体を維持しながら膜上に直接結合する抗体を最
大限に除去するための様々な手順、バッファの成分などいくつかの修正が行われている。
ほとんどの場合、膜の表面に付着した目標の抗原と結合した一次抗体にレポーター酵素が
直接結合されていない。そのため、一次抗体を検出にはそのー次抗体に対になるレポータ
ー酵素の結合した二次抗体がおそらく必要となる。上記（iii）において、レポーター酵
素の他に、多数の異なる方法で抗体にラベリングできるようになったために、多数の検出
方法が可能となっている。例えば、検出方法は目視検査のできる色又はルミノメーター又
はX線フィルムのいずれかを介して検出できる化学発光シグナルを用いることができる。
または、抗体を蛍光でラベル付け、最終生成物をマイクロプレートリーダーを用いて異な
る波長に置くことによって測定することも可能である。
【０００６】
　上記の免疫検出方法の説明は従来の免疫分析の原則となっているが一例であり、一般的
な免疫検出方法に関連する他の修正や順序もある。
【０００７】
　ドットブロット分析は上記の免疫検出方法の代表的な応用であり、試料を膜に直接ドッ
ト形に適用できることが特徴である。しかし、この方法は単純で早いにもかかわらず生医
学、臨床、薬学研究への応用は特異性の不足のため制限されている。免疫検出方法に使用
される多くの抗体は、様々な理由のため複数の抗原と反応する。したがって、ドットブロ
ット分析に置ける免疫複合体付着レポーター酵素量は、正確には試料中の目標の抗原量を
反映することになる。そのため、ウェスタンブロット分析およびELISA分析の両分析法の
方が、改良された特異性のためにより一般的に使用されている。
【０００８】
　ウェスタンブロット分析では、まず目標の抗原を含有する試料は初めにゲル電気泳動を
用いて分子量により分離される。その後、分離したタンパク質をニトロセルロース膜また
はPVDF膜のいずれかに電気ブロッティングを経て転写する。続いて代表的な免疫検出方法
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を用いることによって試料中の目標の抗原量はレポーター酵素反応を利用してその場で検
出され、デンシトメトリー分析を介して間接的に抗原量が測定される。この方法における
免疫検出の特異性は、ドットブロット分析で観察される、抗原・抗体相互作用並びに目標
の抗原の予想分子量の仮性なシグナルを消去することである。しかし、ドットブロット分
析およびウェスタンブロット分析の両方における目標の抗原の相対量は、デンシトメトリ
ー分析によって間接的に測定することしかできない。また、ウエスタンブロット分析にお
ける複雑な手順は、臨床、薬学および実験研究における大規模分析の応用を阻んでいる。
【０００９】
　一方、ELISA分析はドットブロット分析及びウェスタンブロット分析の両方に関する問
題を解決し、マルチウェルプレートフォーマットにおいて、速く、簡単に、そして定量化
を可能にした。ELISA分析では目標の抗原と排他的に反応する抗体を選択することが特徴
である。抗体・抗原反応の高い特異性は、マルチウェルプレートフォーマットにおけるシ
グナルの強度を直接に測定することを可能にする。これらの利点は、生医学および臨床研
究の両方においてELISA技術の幅広い利用につながっている。しかし、ELISA分析の成功は
、抗体に高い特異性を要求するため、目標の抗原に排他的に反応したもの以外応用するこ
とができない。この制約が高度なELISA分析の開発コストにつながり、そして生医学研究
分野における有効性を制限している。また、ELISAプレートの低結合能力も生医学研究分
野での利用を難しくしている。
【発明の概要】
【００１０】
　本開示は、試料中の抗原量の測定(quantification)を急速かつ正確にできる方法を提示
する。また、ウェスタンブロット分析におけるゲル電気泳動の手順をなくしながら免疫検
出手順における溶出手順を追加することによってドットブロット分析の特異性を改良する
。追加された手順は、膜に結合した（即ち、膜に固定化された）抗原・抗体免疫複合体を
、過剰な量の競合分子、すなわち一つの分子内の一つ又は複数の複製内の抗原（又は抗原
の一部）にさらす。一態様では、検出抗体をレポーター酵素で直接または間接的にラベリ
ングできる。別の態様では、競合分子は溶出溶液中に存在することもある。競合分子と、
検出抗体に結合する固相化された抗原との間の競合により、免疫複合体から抗体が溶出溶
液中に解放される。膜から解放された検出抗体に付着していたレポート酵素量を測定し、
そしてその結果を試料中の目標の抗原量を計算するために使用することができる。一態様
において、試料中の目標の抗原量は、固相から解放された検出抗体量に比例する。別の態
様では、抗体を前もってラベリングせずに、溶出後、測定の手順の前にラベリングしても
よい。
【００１１】
　一実施形態では、追加された溶出の手順は、競合分子を用いて目標の抗原と結合した抗
体のみを免疫複合体から解放できるため分析の特異性を高めることができる。ドットブロ
ット分析及びウェスタンブロット分析の両方と比較して、開示された方法は溶液中及びマ
ルチユニットプレートフォーマット中における免疫検出の分析の結果を直接的に測定する
ことができる。この事は現在の臨床そして薬学研究及び診断的応用において強く要求され
ている。さらに、この方法は一般的にELISA分析の開発に伴うコストと労力を減少させ、
臨床、薬学、生医学研究および診断的応用での実用化の可能性を高める。また、その分野
におけるタンパク質アレイ分析及びタンパク質分析の自動化のための基礎を提供する。ま
た、自動化されたアッセイ(assay)において使用できる。
【００１２】
一実施形態として、マルチユニットプレートは、マルチウェルプレートがある
【００１３】
　一実施形態として、ドットブロットまたはウェスタンブロット分析に基づいて改良され
た免疫検出方法は、現在使用されている免疫検出方法の様々な制約を飛躍的に減少させた
。本疫検出方法が簡略化、迅速化され、直接測定可能であり、特異的、そして臨床、薬学
研究および診断応用における大規模な応用に最適である。
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【００１４】
　一実施形態として、開示された方法は以下の手順を含む。それらは固相への抗原の結合
、固相上の抗原に対して特異的な検出抗体を使用することによる固相上への抗原・抗体免
疫複合体の形成、検出抗体に結合するために抗原と競合することで免疫複合体を崩壊する
競合分子を適用することによる免疫複合体からの検出抗体の遊離、そして試料中の抗原量
を得るため遊離した検出抗体の測定である。この方法は溶出手順後に遊離された検出抗体
を採取する手順を含む。この方法は"Zestern"分析と名付ける。
【００１５】
　一方では、抗原を含む試料又は試料の一部分を固相に適用することで、抗原を固相に固
定することができる。他方では、検出抗体を遊離する前で免疫複合体の形成後、固定され
た抗原と結合していない抗体を洗浄することにより固相から除去することができる。
【００１６】
　一実施形態として、競合分子は、ポリペプチドであってもよい。別の実施形態では、競
合分子は検出抗体に対する特異的な抗原のエピトープを含有するポリペプチドであっても
よい。また別の実施形態では、競合分子は、抗原が持つ全てのエピトープを含有するポリ
ペプチドであってもよい。ここで、競合分子は、検出抗体への結合のために固定された抗
原に対して効果的に競合できる。別の実施形態では、ポリペプチドは、抗原の抗体相互作
用の領域を有していてもよい。別の実施形態では、ポリペプチドは、競合分子内の複数コ
ピー中に抗原の抗体相互作用の領域を有していてもよい。別の実施形態としては、ポリペ
プチドおよび検出抗体との親和性は、抗原及び検出抗体との間のよりも大きい。従って、
ポリペプチドが、検出抗体と結合するために、固定された抗原に対して効果的に検出抗体
と競合することができる。別の実施形態において、ポリペプチドは、固定された抗原量（
モル単位）の少なくとも２倍、または３倍やそれ以上、または固定された抗原同量（モル
単位）で存在する。一つの実施例として競合分子はポリペプチド混合物中に存在すること
ができる。
【００１７】
別の実施形態では、試料中の多重(multiple)抗原量を測定するための方法が開示されてい
る。それは以下の手順を含む：試料から複数の(multiple)サブ試料を取る:各サブ試料を
それぞれの分離された固相に置き各サブ試料に前述のZestern方法を行う。試料中の複数
の抗原量を測定するために以下の手順を代用することもできる。：固相に複数の抗原を結
合させ、複数の抗原の一つに対して各々特異となる複数の検出抗体を適用することにより
固相に複数の抗原・抗体免疫複合体を形成させる。次に、固相から、検出抗体によって形
成された免疫複合体を崩壊する競合分子を適用することによって検出抗体の一つを遊離し
、検出抗体と結合するために抗原と競合することによってそれに対応する抗原を遊離する
。遊離された検出抗体を採取する。試料中の抗原量を測るためにその抗原に対応する検出
抗体の遊離量を測定をする。このように遊離手順および採取手順は、異なる検出抗体に対
して特異的な異なる複数の競合分子を使用することで、複数繰り返すことができる。
【００１８】
　別の実施形態では、試料中の多重抗原量を測定するための方法が開示されている。それ
は以下の手順を含む：試料から複数のサブ試料を取りそれぞれのサブ試料を各分離された
固相に適用させ、試料中に存在または不存在の複数の試験抗原の中の各サブ試験抗原に対
して特異的な複数の試験抗体を使用することで、固相に複数の試験抗原・抗体免疫複合体
を形成する。試験検出抗体及びそれに対応した試験抗原によって形成された免疫複合体を
崩壊する競合分子を適用することで、固相から検出抗体の一つを遊離する。他の試験検出
抗体及びそれに対応する試験抗原によって形成された免疫複合体を解放する異なる競合分
子を用いて他の固相に対して当該手順（プロセス）を実行する。試料中における試験抗原
量を測るために遊離された検出抗体を回収し、各遊離検出抗体を測定する。
【００１９】
　検出抗体を固相に結合させる前に検出抗体をラベリングできる。あるいは、検出抗体は
、測定前、及び溶出手順の後に、ラベル剥がし及びラベル付けを行ってもよい。検出抗体
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は直接、または二次抗体を介して間接的にラベル付けることもできる。検出用抗体のラベ
ル付けの方法は放射性ラベルに限定されず、赤外線ラベル、蛍光ラベルまたはレポーター
酵素ラベルなどでもよい。
【００２０】
　別の実施形態では、検出抗体を第1の蛍光で、競合分子を第2の蛍光でラベリングするこ
とができる。溶出手順後遊離された検出抗体と競合分子が免疫複合体を形成し、第1の蛍
光ラベリングまたは第2の蛍光ラベリングのいずれかを刺激したとき、蛍光共鳴エネルギ
ー伝達（Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET）が発生するように、第1及び
第2の蛍光ラベリングの発光波長と励起波長を選択することができる。一例として、第１
蛍光ラベリングが励起され、当該第１蛍光ラベリングからの発光が第２信号を励起する場
合、並びに第１及び第２発光ラベリングが接近してＦＲＥＴが生じた場合に、第１蛍光ラ
ベリングの発光波長は第２発光ラベリングの励起波長内に入る。逆に、第２蛍光ラベリン
グの発光波長は、第1蛍光ラベリングの励起波長内に入ることができる。第１及び第２ラ
ベリングの例としてはAlexa　488nm対Alexa　555nm、FITC（520nm）対TRITC(550nm）およ
びCy3（566nm）対Cy5（649nm）等がある。FRETは、第１及び第２ラベリングが接近してい
る場合、例えば両方のラベリングが同じ免疫複合体に存在する時のみに起きる。この特徴
が上記特異性(Specificity)を高める。これは、競合分子と結合した遊離検出抗体からの
シグナルのみを測定し、これに基づいて試料中の目標抗原量を割り出すことを可能にする
。
【００２１】
　別の実施形態では、溶出緩衝液における競合分子と検出抗体の複合体の検出は化学増幅
型ルミネッセンス プロキシミティホモジニアスアッセイ（amplified luminescent proxi
mity homogeneous assay、 ALPHA）によって達成することができる。
　検出抗体と競合分子を異なる蛍光または発光シグナルでラベリングできる。Zestern分
析において競合分子が検出抗体と接近して非特異的なシグナルを除去する場合にのみ強い
シグナルを喚起することができる。
【００２２】
　別の実施形態では、開示されるプルセス葉、以下のステップを含む。
　抗原を固相に結合する。前記競合分子に特異的な検出抗体を適用することにより、前記
固相上に抗原抗体免疫複合体を形成する。前記固相上に目標の抗原を含む又は含まない試
料又は試料の一部を適用することにより前記免疫複合体から前記検出抗体を遊離する。こ
こで、前記試料内の前記抗原は、検出抗体に結合するために競合分子と競合することで免
疫複合体を崩壊する。
また、遊離された前記検出抗体を定量化して前記試料中の抗原の量を得る。
　この代替プロセスは、Reverse Zesternと呼ばれている。Reverse Zesternの一つの面に
おいて、試料内の目標の抗原量が、固相から遊離した検出抗体の量と比例している。
　他の面は、試料内の抗原と検出抗体との親和性は、競合分子と検出抗体との間の親和性
（試料内で抗原が固相から検出抗体検出抗体を溶出することを可能にする）と同じか、よ
り大きい。
　他の面は、試料内の抗原は、固相上に固定化された競合ポリペプチドに対して効果的に
競合して試料内の目標の抗原の存在を示す。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】図1は一般的な免疫検出プロセスの一般図を示す。100：免疫検出プロセス;101：
目標の抗原を含む試料;102：膜　（メンブレン、Membrane）;103：検出抗体、および104
：標識方法。
【００２４】
【図２】図２はZesternの一実施例の一般的な図を示す、それは改善された免疫検出方法
である。201：目標の抗原を含む試料;202：膜（メンブレン、Membrane）;203：検出抗体;
204：標識方法;205：競合分子。
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【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本開示に定義されない限り、使用されているすべての技術用語および科学用語は本発明
が属する技術分野の技術業者に一般的に理解されているものと同じである。本明細書で示
された全ての出版物及び特許は参照により本明細書に組み込まれている。
【００２６】
　本開示は試料中の抗原または抗体を検出し、定量化するための有用な方法を提供するも
のである。従来のウェスタンブロット（Burnette, W.N., 1981） 、ドットブロット（Haw
kes, R., et al,1982）、およびELISA法（Engvall E. et al, 1971a, 1971b, and 1972）
を大幅に改善し、試料中の目標抗原を簡単で迅速に特異的にかつ定量的、免疫学的(immun
ological)に分析することを可能にする。開示される方法はまた臨床、医薬学及び生医学
研究における大規模な目標抗原量の分析を可能にする。
【００２７】
　従来の免疫分析は図1で示した3つの部分に要約することができる。当業者は免疫分析用
の試料100を作製する方法を知っている。試料101は化学分子、ペプチド分子、タンパク質
分子、RNA分子、DNA分子、2つの重鎖及び2つの軽鎖を含んだ伝統的な抗体、組換え(recom
binant)抗体またはその断片を含んだ試料、細菌細胞、ウイルス粒子、細胞、粒子、又は
架橋(crosslinking)によって接続された上記に言及された２以上の試料を有する製品を含
む。
【００２８】
　技術者は当技術を行う際、試料101を膜102に適用する方法を知っている必要がある。そ
の方法というのは直接的にドットブロット分析およびウェスタンブロット分析におけるゲ
ル電気泳動およびブロット転送、そしてELISA分析におけるマルチウェルプレートのコー
ティングなどに限定されるものではない。
【００２９】
　技術者は当技術を行う際、膜102をブロックする方法を知っている。その方法というの
は0.1％TWEEN 20で補足されたPBSまたはTBS緩衝液に5％無脂肪乳または2％ BSAのいずれ
かを含んだブロッキングバッファーを使用することであるが、それに限らず、試薬濃度お
よびこれらの代替のバリエーションが存在することが知られている。
【００３０】
　技術者は当技術を行うために、準備された試料と抗体103をインキュベートする方法を
知っている。従来の方法は、膜についての一次抗体のインキュベーション、洗浄及び二次
抗体のインキュベーションといったステップを含み、本発明の概念から逸脱しない範囲で
これらのステップにはバリエーションがあることは知られている。
【００３１】
　従来者は当技術を行う際、従来の免疫分析100における結果を検出する方法を知ってい
る。検出処理において、膜に結合した免疫複合体の量を読み出すために、一次抗体を直接
ラベリングするか（１０４）、又は間接的に二次抗体を用いてラベリングするか（１０４
）といった複数の方法が存在する。
例えば、抗体の酵素結合、抗体の放射性物質ラベリングまたは蛍光染料(dye)を用いた抗
体のラベリング及び読み出し値は、目視による色反応の検査、又は放射性物質でラベリン
グする場合にはX線フィルムを用いて検出される。これらのバリエーションは、本発明の
広範な発明概念の範疇に含まれる範囲において限定されない。
【００３２】
　図２に証明されたように本発明において、追加の溶出手順は、従来の免疫分析方法内で
、ブロッキング・インキュベーション・洗浄手順と検出手順との間に含まれている。
ブロッキング・インキュベーション・洗浄手順で形成された膜結合抗原抗体免疫複合体20
1・203は、溶出緩衝液中の単数の分子中の複数コピー又は単数コピー内で競合分子205に
さらされる。
レポーター酵素でラベリングされた抗体203・205は、抗原抗体免疫複合体201・203から解
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放されたものであり、膜から溶出緩衝液中に放出される。
検出手順では、レポーター分析は、膜の表面上ではなく溶出緩衝液中で始まり、そのこと
によりレポーター分析の読み出し値は直接的に定量化できる。
【００３３】
　他の従来の免疫検出方法に追加の溶出手順を含むことによって本発明はドットブロット
分析の特異性を向上させ、検出結果を直接的定量化できるようにする。さらに本発明はド
ットブロット分析の利点である単純さ及び迅速さを保持し、大規模なアプリケーションお
よびマルチユニットプレートフォーマットを用いることを可能にする。
【００３４】
　さらにこの発明は従来の免疫検出方法以上に付加的な利点がある。従来の免疫分析にお
けるシグナルの読み出しとは "その場所において"、つまり検出される免疫複合体は膜に
付着した目標の抗原との緊密な関連付けを持って膜に結合されたまま行われる。従来の免
疫分析から本発明の偏差(deviation)は、検出過程において膜が持つ可能性がある全ての
物理的な制限を回避するために、ラベリングされた抗体を膜に結合した免疫複合体から溶
出液中に解放することである。例えば、ドットブロットとウエスタンブロット分析の両方
との免疫分析における一般的な方法(practice)は、抗体を山葵大根ペルオキシダーゼ(hor
seradish peroxidase)でラベリングすることである。これは、その膜の"その場所に"おい
てECL基板を化学発光性シグナルに変換することである。化学発光性シグナルの強度は化
学発光感応膜を用いて明らかにされ、デンシトメトリー(densitometric)分析を介して間
接的に定量化する。全体的にこの過程は事実上複雑で不正確である。一方、本発明はマイ
クロプレートルミノメーターを用いて溶出緩衝液中に解放され、山葵大根ペルオキシダー
ゼでラベリングされた抗体を定量化するため、フィルム及び濃度計(densitometer)を取り
除く。この特定の例は、単に本発明の利点を例示するものであり、本発明はこれに限定さ
れるものではない。
【００３５】
　さらに本発明は結合能力を増加させ、抗体の特異性に関する要求を緩めながらELISA分
析の利点を保持している。溶出手順における競合分子の過剰量の含有によって目標の抗原
に結合した抗体のみを膜から遊離し、一般に現在の生物学的研究で観察される非特異的相
互作用による干渉を防止することができる。したがって、マルチユニットプレートフォー
マットにおける免疫検出に適した抗体の可用性は本発明により明らかに増加する。
【００３６】
　本開示の目的のために、固相とは、膜、スライドプレート、マルチユニットプレート又
は複数のビーズであってもよい。マルチユニットプレートの一実施例としてマルチウェル
プレートがある。その中で使用される場合、 "膜"はそれが用いられる文脈において幅広
くとらえるべきである。膜は、検出抗体によるアクセスを可能にするために十分な表面気
孔率及び抗原に結合するために適した表面親和性を有する任意な材料から構成される。こ
れら全ての材料は、フィルム、シート、またはプレートなどの適切な形状で使用される。
また、これらは紙、ガラス、プラスチックまたはファブリック(fabrics)等の適切な挿入
キャリアにコーティング、ボンド又はラミネートする事ができる。膜は、ニトロセルロー
ス膜、 PVDF膜、ELISA分析におけるマルチウェルプレート等に限られない。
【００３７】
　本明細書で使用した、 "レポーター酵素"は、その文脈において幅広くとらえるべきで
ある。レポーター酵素は、抗体の検出を補助する目標で、免疫アッセイにおける抗体のい
ずれかの変形例であってもよい。例えば、レポート酵素は、放射性同位体のようなヨウ12
5で直接ラベリングされた抗体、又はアルカリホスファターゼ(phosphatase)または山葵大
根ペルオキシダーゼのようなレポート酵素に限定されるものではない。抗体に関連付けら
れたレポーター酵素の量の検出は、検出反応におけるレポート酵素量の読み出しと同様に
、検出可能な生成物(product)の形成により行われる。当該生成物は、放射性、発光性、
蛍光灯性があるもの、または可視または可視範囲外において特徴吸光度または反射スペク
トルを持つものである。抗原抗体複合体を検出するための補足物(complement)が使用され
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る場合、上記のいずれかの方法でラベリング、または特定の抗補足抗体(anti-complement
 antibody)によって順番に検出する事ができる。
【００３８】
　本明細書で使用した"抗原"と "抗体"は、それが用いられる文脈において幅広くとらえ
るべきである。 "抗原"とは、分子、細胞、ウイルス、または粒子である。化学化合物、
ペプチド、タンパク質、 RNA、 DNA、細胞（インサイチュで放出されたタンパク質） 、
またはウイルス粒子（インサイチュで放出されたタンパク質）、または人を含む宿主動物
により一つまたは一つ以上の抗体の産生(production)を誘起するすことのできるその任意
の分子を"抗原"という用語で称する事ができる。抗原はまた、架橋された2つ以上の上記
分子またはその部分のいずれかを含む生成物であってもよい。抗原は、その原型、あるい
は混合された状態で存在する。抗原は修正された形態（例えば、化学物質による修正）ま
たは修正されていない形態であってもよい。
【００３９】
　本明細書において"抗体"と称するものはその文脈において幅広くとらえるべきである。
 "抗体"は "抗原"に結合するポリペプチドである。抗体には、従来の抗体、抗原結合部位
を持った従来の抗体断片、抗原結合部位を持った遺伝子組み換え抗体、抗原に結合するタ
ンパク質、及び上記のいずれかの2つまたは2つ以のものを架橋された生成物を含むが、し
かしこれらだけに限定されるものではない。抗体その原型、あるいは混合された状態で存
在する。抗体は修正された形態（例えば、化学物質による修正）または修正されていない
形態であってもよい。
【００４０】
　本明細書に置ける"溶出手順"と称するものはその文脈において幅広くとらえるべきであ
る。 "溶出"は、目標の抗体と競合分子または抗体と同じ結合部位もしくはその複数部位
を共有する任意の分子を用いて、レポータ酵素と共に二次抗体を通じて直接又は非直接に
ラベリングされた抗体を、膜上の目標の抗原を含む結合した免疫複合体から解放すること
である。それは、免疫検出過程における特異性を維持しつつ、抗体の同じ結合部位を共用
しないが、膜上の結合した免疫複合体を崩壊できる分子を含むものに限定されるものでは
ない。この目的のために競合分子は、一つのコピー内、又は一つの分子内での複数のリピ
ート(repeats)内に存在できる。
【００４１】
　本明細書で用いる"競合分子"と称するものはその文脈において幅広くとらえるべきであ
る。化学化合物、ペプチド、タンパク質、 RNA、 DNA、細胞（本来の場所(in situ)で放
出されたタンパク質）、またはウイルス粒子（本来の場所で放出されたタンパク質）、ま
たは抗原と検出抗体の間に形成された免疫複合体を競合により崩壊させるその任意の分子
を"競合分子"と称する。また、検出分子は上記のいずれか２つ以の分子又はその一部(moi
eties)が架橋された生成物を含む。検出分子は、その抗原の原型まあは混合された状態で
存在できる。また、検出分子は、修正された形態(modified form)（例えば、化学物質に
よる修正）または修正されていない形態であってもよい。競合分子の一部が結合された抗
原 - 抗体免疫複合体における目標の抗原と競合することが分かっている場合、競合分子
は抗原の競合分子、又は目標の抗原分子の一部であってもよい。特異的な抗体に対するエ
ピトープ(epitope)が知られている場合は、競合分子はここで一つ又は複数のコピー内の
エピトープペプチドであってもよい。
【００４２】
　一つの側面では本発明は改善されたドットブロット分析を修正して提供している。この
過程は、好ましくはできればマルチユニットプレートフォーマットにおいて目標の抗原を
含んだ試料を膜に適用することから始まる。膜上の非特異的タンパク質結合部位はブロッ
クし、続いてリポーター酵素で直接ラベリングさられた抗体を加える。又は、一次抗体を
加える、そして、それに続いてレポーター酵素でラベリングされた二次抗体を逐次洗浄後
に加える。確立された抗原抗体相互作用に干渉することなく、未結合抗体は洗浄緩衝液を
用いて洗い流される。膜上に結合した抗体は、抗原抗体相互作用により競合分子を含む溶
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液で溶出する。レポーター酵素でラベリングされた遊離抗体の量は例えば、 X線フィルム
等のような媒体を用いることなく、レポーター酵素媒介性生成物の形成によって溶出溶液
中において直接測定される。
【００４３】
　一つの側面では本発明は、従来のウェスタンブロット解析におけるゲル電気泳動の手順
を排除することにより簡素化し、実験、臨床及び医薬研究場面におけるタンパク質試料の
大規模な分析を可能にする。タンパク質分析の結果は直接測定することができる。従って
、従来の方法に関連付けられた継承不正確さを排除する。
【００４４】
　本発明のもう一つの目標は、ELISA分析に関連付けられている複雑な発達過程を簡素化
することである。本発明は、標準として競合分子の連続投与を含む(inclusion of a seri
e of dosage)ことで、同じ精度を保ちながらかつ結合能力及び適合した抗体の可用性を高
め、容易にELISA分析に変換できる。
【００４５】
　本発明の別の目標は従来のタンパク質分析方法の効率を高めることである。この方法は
目標の多重抗原を含有する用意された試料を膜上に適用することから始まり、続いてブロ
ッキング手順及び個々の目標の抗原に対する抗体を同時に混合したものを用いた膜のイン
キュベーションを行う。本発明における溶出手順の添加は、目標となる他の抗体及びそれ
らの抗原の結合した免疫複合体に干渉することなく、その抗体に対する競合分子を含む溶
出液を用いて、結合した免疫複合体からそれらの抗体（直接または間接的にレポーター酵
素でラベリングされている）の遊離を可能にする。溶出緩衝液中における個々の抗体と結
合したレポーター酵素量の直接測定により、調整された(prepared)試料中の目標の抗原量
を決定する。個々の競合分子を用いた溶出手順を繰り返し行うことで、短期間に段階的に
調製した試料中の目標のすべての抗原の定量化が行われる。
【００４６】
　本発明の別の目標はタンパク質マイクロアレイ解析に用いられることでもある。この方
法はマルチユニットプレート形式において調製した試料の適用から始まる。目標の試験抗
原が付着したマルチユニットプレートがブロックされて、任意の非特異的タンパク質結合
部位が除去され、続いてレポーター酵素で直接または間接的にラベリングされた多重抗体
と共に同時にインキュベート（培養）される。マルチユニットプレートに溶出緩衝液が与
えられ、各ウエルは検査する目標の試験抗原の異なる競合分子を保持する。そして、溶出
緩衝(elution buffer)の培養が、複数ユニットプレートの各ユニット内の結合された免疫
複合体から、それに適合した抗体を遊離する。溶出緩衝液はマルチユニットプレートの固
相から分離され、各ウェルにおける異なる試験抗原の相対量がレポーター酵素媒介反応に
より同時に計量化される(quantified)。
【００４７】
　この方法は、その単純さ故に、自動式過程で使用されることもある。従来の方法と比べ
て、本発明の免疫分析のために必要な手順は、異なる溶液のインキュベーション及び変更
に限定され、これが臨床的、実験的、および薬学研究における大規模な自動式過程および
診断目標のための使用を可能にする。従って、全体的な方法を有意に簡素化している。
【００４８】
　本発明の別の目標は、典型的な免疫ブロット(immunoblot)手順を短縮するということで
ある。従来の免疫ブロット手順は、典型的には、集中洗浄、インキュベーション、緩衝交
換手順を有し、時間がかかる。この手順に要する時間を短縮するためにかなり努力が行わ
れたが、この方法の本来的な性質のため、それは回避できない。Reverse Zesternは、以
下に示すように、競合分子を用いた固相上への免疫複合体の前形成及び検出によって当該
手順の短縮を達成する。そのため、real assay 手順は、溶出手順に限定される。これは
資料を用いたものであり、溶出緩衝としての目標の抗原のあるなしに係らない。試料内の
目標の抗原は検出抗体と比べて同じかより強い親和性で結合し、試料内の目標の抗原の量
は、競合分子のそれに対して低いか、高いか、同じかである。当該競合分子は、assayの
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性質に応じた検出抗体と共に(with)固相に既に結合されている。
【００４９】
　本発明の別の目標はその特異性をFRET（Sekar et al.2003:セカーら、２００３）また
は化学増幅型ルミネッセンス プロキシミティホモジニアスアッセイ（ALPHA　ASSAY: ア
ルファ　アッセイ）を含むFRETの－様な技術（Bosse, et al., PerkinElmer application
 note：ボッセーら、パーキンエルマーのアプリケーションノート）を介して改善するこ
とである。検出抗体の一定割合は、溶出緩衝の競合分子の存在とは無関係に、単独または
免疫複合体と一緒に固相から洗い流されることが避けられない。この現象は、大まかに背
景溶出として定義することができる。背景(background)溶出は従来の免疫ブロット方法に
おいて主要な問題になることはないが、本発明の方法においては特に一定の試料中の目標
の抗原が極端に少ない場合に、アッセイの特異性を損なうことがある。これは溶出緩衝液
中における競合分子の濃度が増加するに従って、このような背景溶出の傾向は様々な要因
によって増加するためであると考えられる。
【００５０】
　FRETに基づくアッセイおよびALPHAアッセイは、2分子が近接している場合のみ発生する
。検出抗体及び競合ポリペプチドを一組にされた(paired)蛍光性又は発光染料でラベリン
グしてFRET効果やALPHAアッセイにおける化学増幅型シグナルを達成することで、アッセ
イの特異性が大幅に改善させる。それは、背景溶出による干渉を大幅に検出過程において
減少させながら、競合により溶出した検出抗体のみを有効なシグナルとして記録するもの
である。
【００５１】
　当業者には、FRET又はALPHA技術のようにその広い発明概念から逸脱することなく同じ
目標を達成するために、他の技術があることが理解される。本発明は本明細書に開示され
たFRET又はFRETの様な技術に限定されるものではなく、従ってFRET技術は、本発明の精神
および発明の範囲内における改変を例示するために開示されている。
【００５２】
　当業者には上述した実施例において、その広い発明概念から逸脱することなく、変更し
得ることが理解されるであろう。本発明は開示された特定の実施例に限定されるものでは
なく、従って本発明はむしろ添付の請求項に規定されているように本発明の精神および範
囲内における改変を例示するものである。
【００５３】
　本発明の方法の実施例はさらに本発明の性質を例示するためのものである。本発明はこ
れらに限定されない。
例１　HEK-293細胞におけるFLAG―タグIRS- 2タンパク質発現(expression)の分析の改良
方法（Zestern）
【００５４】
　HEK -293細胞をFLAG―タグIRS- 2コンストラクトの「2μg/60 mm」培養皿においてFuge
ne 6方法を用いてトランスフェクト(transfect)した。トランスフェクションの48時間後
、全細胞溶解物（Zhang,J、2007）はプロテアーゼ阻害剤(protease inhibitors)を含む溶
解緩衝液中において調製された。全細胞溶解物を4XSDS試料緩衝液（Laemmli緩衝液）に再
遊離し、そしてそれらを標準的なドットブロット手順に続いて、PVDF膜の個々のユニット
に適用する前に75 °Cで5分間加熱した。 これらの個々のユニットPVDF膜を、ブロッキン
グ緩衝液に1:1000希釈されたM2 FLAG抗体（Sigma, St. Louis）に2時間さらす前に、ブロ
ッキング緩衝液（0.1％のTween20（一般的に"TBST"として知られている）で補足されたト
リス緩衝生理食塩溶液(Tris buffered saline)中の5％の無脂肪乳）によって(with)、1時
間ブロックされる。続いて3X5分間TBSTバッファーで洗浄し、そして2時間 1:5000希釈の
ドンキー(Donkey)抗マウス二次抗体において培養した。追加の3X5分間のTBSTバッファー
洗浄後、これらの個々のユニットのPVDF膜は、100μL溶出溶液（3XFLAGペプチド（Sigma,
　St.　Louis、MO）を最終濃度150ng/μLで含む1X　PBS）を用いてさらに１時間インキュ
ベートされ、結合した抗体（リポーター酵素ラベリング二次抗体と結合した一次抗体）を
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PVDＦ膜の個々のユニットから溶出する。溶出液は標準的なルミノメーターによって定量
化される前に、50μLの溶出液を96ウェルブラックフラット底プレート(well block flat 
bottom plate)に移し、そして準備した50μLのECL溶液（GE　Healthcare）と混合される
。
【００５５】
　ルミノメーターの読取値(readings)（任意単位）は下の表1に示される。
 
（表1）　　特異的抗原による抗体の溶液のルミノメーター読取値

結果はデュプリケート(duplicate)を3回繰り返したものの平均値である。
【００５６】
　ステップ１：
【００５７】
　ステップ２：
例３ Zestern分析の特異性を改善する
【００５８】
　HEK-293細胞が例1に記載のようにFLAG- IRS- 2プラスミド(plasmid)でトランスフェク
トされる。全細胞溶解物は膜の個々のユニットに適用される。膜は、3時間FLAGエピトー
プ(epitope)に対するM2一次抗体と共にインキュベートされる前に、1時間ブロッキング緩
衝液（TBST中に5％ミルク）でブロックされる。膜を各5分間TBST緩衝液で3回洗浄する。
次いで、膜は、さらに2時間アレクサ488でラベリングされたドンキー抗マウス抗体と共に
(with)インキュベートされる。膜の個々のユニットを3回、１回5分間づつTBST緩衝液で再
度洗浄する。
【００５９】
　アレクサ555でラベリングした過剰量の3XFLAGペプチドが膜の個々のユニットと共に、3
0分間インキュベートされる。溶出液をマルチウェルプレートに移し、そしてFRET効果の
検出が可能な条件下で分析される。競合分子と検出抗体とが近接していることがFRET効果
およびこのアッセイの特異性を確保する。
【００６０】
参考文献一覧
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性を持っているものである。以下に記載した全ての文献は他の論文、特許および本開示に
おいて引用されている特許出願の公開とともに参照として組み込まれており全内容が本明
細書に再現されているかのように公開されている。
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のステップａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅを有する試料中の抗原の量を測定する測定方法。
ａ．前記抗原を固相に結合すること、
ｂ．前記抗原に特異的な検出抗体を適用することにより、前記固相上に抗原抗体免疫複合
体を形成すること、
ｃ．前記検出抗体と結合することにおいて前記抗原に対して競合することで前記免疫複合
体を崩壊させるポリペプチドを適用することにより前記免疫複合体から前記検出抗体を遊
離させること、
ｄ．前記遊離された検出抗体を回収すること、および、
ｅ．前記試料中の抗原の量を測定するために前記遊離された検出抗体を定量化すること。
【請求項２】
　前記試料の少なくとも一部を前記固相に適用することによって前記抗原が前記固相に結
合される請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記免疫複合体の形成後、前記検出抗体の遊離前に、未結合の検出抗体を前記固相から
除去する請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記免疫複合体を形成する前、前記抗原により媒介されていない抗体結合を防止するた
めに前記固相がブロックされる請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗原はポリペプチド、化学薬品、 RNA 、 DNA、細胞およびウイルス粒子からなる
群から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ポリペプチドはさらなる同じ抗原を含む請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ポリペプチドは前記抗体に対し特異的な前記抗原のエピトープを含む請求項１に記
載の方法。
【請求項８】
　前記ポリペプチドは前記抗原の抗体相互作用領域を有する請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記ポリペプチドは前記抗原の前記抗体相互作用領域の複数のコピーを有する請求項１
に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドは前記抗原より強く前記抗体と結合するポリペプチドを有する請求項
１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記検出抗体がラベルリングされる請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ラベリングの方法は無線ラベリング、赤外線ラベリング、蛍光ラベリングおよびレ
ポーター酵素ラベリングからなる群から選択される請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗体が二次抗体を介しラベリングされる請求項１１に記載の方法。
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【請求項１４】
　前記固相は多孔性材料である請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記固相は前記検出抗体による浸透を許すのに十分な多孔性を有する請求項１４に記載
の方法。
【請求項１６】
　前記固相は膜およびマルチウェルプレートからなる群のなかから選択される請求項１に
記載の方法。
【請求項１７】
　前記固相の形状はフィルム、シート及びプレートからなる群のなかから選択される請求
項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記固相は紙、ガラス、プラスチック、ファブリックからなる群のなかから選択された
材料を有する請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記固相はELISAプレートである請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　自動化された試験方法で行われる請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　以下のステップａ，ｂを有する試料中の多重抗原量を測定するための方法。
ａ．　前記試料から複数のサブ試料を取得すること、
ｂ．　各サブ試料を、固相を持つ容器内に置くこと、および、各サブ試料に対して、
（１）前記抗原を固相に結合すること、
（２）前記抗原に対し特異的な検出抗体を適用することにより、前記固相上に抗原抗体免
疫複合体を形成すること、
（３）前記検出抗体と結合することにおいて前記抗原に対して競合することで前記免疫複
合体を崩壊させるポリペプチドを適用することにより前記免疫複合体から前記検出抗体を
遊離させること、
（４）前記遊離された検出抗体を回収すること、および、
（５）前記それぞれのサブ試料中における抗原の量を測定するために前記遊離された検出
抗体を定量化すること。
【請求項２２】
　以下のステップａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆを有する試料中の複数の抗原の量を測定するた
めの方法。
　ａ．固相に複数の抗原を結合すること、
　ｂ．各々が複数の検出抗体のうちの一つに対して特異的である複数の検出抗体を適用す
ることによって、前記固相上に複数の抗原抗体免疫複合体を形成すること、 
　ｃ．検出抗体及びそれに対応する抗原によって形成された前記免疫複合体を崩壊させる
ポリペプチドであって、前記検出抗体と結合することにおいて前記抗原に対して競合する
ポリペプチドを適用することで、前記固相から前記検出抗体の一つを遊離すること、  
　ｄ．前記遊離された検出抗体を回収すること、
　ｅ．前記ステップｃ及びｄを少なくとも１回繰り返すこと、および、
　ｆ．試料中の対応する抗原の量を測定するために、各々の前記遊離した検出抗体を定量
化すること。
【請求項２３】
　以下のステップａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ，ｇ，ｈを有する、多重抗原試料中の抗原量を
測定するための方法。
ａ．試料から複数のサブ試料を取得すること、
ｂ．各々の前記サブ試料を別個の固相に適用すること、
ｃ．それぞれの前記サブ試料中の抗原をサブ試料固相に結合すること、
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ｄ．固相上の試験抗原に特異的な試験検出抗体を適用することにより、各サブ試料固相上
に抗原抗体免疫複合体を形成すること、
ｅ．サブ試料に下記の手順（１），（２）を施すこと、
        （１）前記サブ試料固相に対して、対応する試験検出抗体と結合することにおい
て前記抗原に対して競合することで前記抗原と共に前記免疫複合体を崩壊させる試験抗原
に特異的なポリペチドを適用すること、
        （２）前記試験抗原によって形成された前記免疫複合体から前記試験検出抗体を
遊離すること、
ｆ．他の前記サブ試料に対して、前記（ｅ）（１），（ｅ）（２）の２つのステップを施
し、各ケースにおいて異なる試験抗原に特異的なポリペチドを適用すること、
ｇ．前記遊離された試験検出抗体を回収すること、および、
ｈ．前記試料中の前記試験抗原量を測定するために、前記遊離された検出抗体を定量化す
ること。
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