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(57)【要約】
　本発明は、免疫アッセイ対照の設計において使用する
組成物および方法に関する。様々な態様において、本発
明は、配列ＣＰＲＲＰＹＩＬまたはそのアナログ；ＥＬ
ＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣまたはそのアナログ；およびＣＤ
ＷＲＫＮＩＤＡＬまたはそのアナログを含む合成ペプチ
ド；ＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ、ま
たはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドに結合する特異的結
合試薬；そのような試薬を製造する方法；ならびに分析
物アッセイで使用される試薬が対照シグナルに寄与しな
いという点で、目的とする単数または複数の分析物の測
定とは無関係なアッセイ対照シグナルを提供するために
、そのような試薬を利用するアッセイを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料適用ゾーンと、
乾燥試薬ゾーンと、
少なくとも１つの対照ゾーンおよび少なくとも１つのアッセイゾーンを含む検出ゾーンと
を含み、
（a）～（d）、すなわち、
（a）少なくとも１つの対照ゾーンが、配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を
有するペプチドを特異的に結合する抗体を含み、および乾燥試薬ゾーンが、配列番号１に
８７．５％相同性を有するペプチドを含む、または
（b）少なくとも１つの対照ゾーンが、配列番号１に８７．５％相同性を有するペプチド
を含み、および乾燥試薬ゾーンが、配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体を含む、または
（c）少なくとも１つの対照ゾーンが、配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を
有するペプチドを特異的に結合する抗体を含み、および乾燥試薬ゾーンが、配列番号４に
８７．５％相同性を有するペプチドを含む、または
（d）少なくとも１つの対照ゾーンが、配列番号４に８７．５％相同性を有するペプチド
を含み、および乾燥試薬ゾーンが、配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体を含む、または
（e）少なくとも１つの対照ゾーンが、配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を
有するペプチドを特異的に結合する抗体を含み、および乾燥試薬ゾーンが、配列番号８に
８７．５％相同性を有するペプチドを含む、または
（f）少なくとも１つの対照ゾーンが、配列番号８に８７．５％相同性を有するペプチド
を含み、および乾燥試薬ゾーンが、配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体を含む
の１つまたは複数が真実である装置。
【請求項２】
　（a）および（b）の少なくとも１つが真実であり、（c）および（d）の少なくとも１つ
が真実であり、ならびに（e）および（f）の少なくとも１つが真実である、請求項１に記
載の装置。
【請求項３】
　配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）を有するペプチドを特異的に結合する抗体で
ある、請求項１または２に記載の装置。
【請求項４】
　配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドが、配列番号１を含む
ペプチドである、請求項１または２に記載の装置。
【請求項５】
　ペプチドが配列番号１から成る、請求項４に記載の装置。
【請求項６】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号４）を有するペプチドを特異的に結合す
る抗体である、請求項１～５のいずれか一項に記載の装置。
【請求項７】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドが、配列番号４を含む
ペプチドである、請求項１～５のいずれか一項に記載の装置。
【請求項８】
　ペプチドが配列番号４から成る、請求項７に記載の装置。
【請求項９】
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　配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を有するペプチドを特異的に結合する抗
体である、請求項１～８のいずれか一項に記載の装置。
【請求項１０】
　配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドが、配列番号８を含む
ペプチドである、請求項１～８のいずれか一項に記載の装置。
【請求項１１】
　ペプチドが配列番号４から成る、請求項１０に記載の装置。
【請求項１２】
　配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片
、ＳｃＦｖ断片、または他のそのペプチド断片から選択される、請求項１～１１のいずれ
か一項に記載の装置。
【請求項１３】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片
、ＳｃＦｖ断片、または他のそのペプチド断片から選択される、請求項１～１２のいずれ
か一項に記載の装置。
【請求項１４】
　配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片
、ＳｃＦｖ断片、または他のそのペプチド断片から選択される、請求項１～１３のいずれ
か一項に記載の装置。
【請求項１５】
　配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドが、検出可能な標識に
コンジュゲートされる、請求項１～１４に記載の装置。
【請求項１６】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドが、検出可能な標識に
コンジュゲートされる、請求項１～１５に記載の装置。
【請求項１７】
　配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドが、検出可能な標識に
コンジュゲートされる、請求項１～１６に記載の装置。
【請求項１８】
　検出可能な標識が、酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子である、請
求項１５～１７のいずれか一項に記載の装置。
【請求項１９】
　検出可能な標識が、蛍光標識ラテックス粒子である、請求項１８に記載の装置。
【請求項２０】
　配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、検出可能な標識にコンジュゲートされる、請求項１～１９に記載の装置。
【請求項２１】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、検出可能な標識にコンジュゲートされる、請求項１～２０に記載の装置。
【請求項２２】
　配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有するペプチドを特異的に結合する抗
体が、検出可能な標識にコンジュゲートされる、請求項１～２１に記載の装置。
【請求項２３】
　検出可能な標識が、酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子である、請
求項２０～２２のいずれか一項に記載の装置。
【請求項２４】
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　検出可能な標識が、蛍光標識ラテックス粒子である、請求項２３に記載の装置。
【請求項２５】
　試料適用ゾーンと、試薬ゾーンと、少なくとも１つの対照結合ゾーンおよび少なくとも
１つのアッセイ結合ゾーンを含む診断レーンとを含み、アッセイ結合ゾーンが、試料中に
存在する目的とする分析物の量を示す検出可能なシグナルを生成する装置の一領域であり
、（a）または（b）、すなわち、
（a）少なくとも１つの対照結合ゾーンが、配列番号１に少なくとも８７．５％相同なペ
プチドを特異的に結合する抗体を含み、および試薬ゾーンが、配列番号１に少なくとも８
７．５％相同なペプチドを含む、
（b）少なくとも１つの対照結合ゾーンが、配列番号１に少なくとも８７．５％相同なペ
プチドを含み、および試薬ゾーンが、配列番号１に少なくとも８７．５％相同なペプチド
を特異的に結合する抗体を含む、
が真実である免疫アッセイ装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
試料と試薬ゾーンに組み込まれた試薬の混合物を試薬ゾーン内で形成する工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
配列番号１に少なくとも８７．５％相同なペプチドを特異的に結合する抗体、および配列
番号１に少なくとも８７．５％相同な前記ペプチドの結合から生じるシグナルを対照ゾー
ンで検出する工程と、
試料中に存在する目的とする分析物の量を示すシグナルをアッセイゾーンで検出する工程
と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、目的とする分析物のアッセイ結果を正規化する方法。
【請求項２６】
　対照ゾーンでの応答が、試薬ゾーンに組み込まれた試薬の結果として独自に生じる、請
求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　対照ゾーンでの応答が、試料の成分に起因して生じない、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　アッセイゾーンでの応答が、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減少されるかのど
ちらかである、請求項２５～２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　配列番号１に少なくとも８７．５％相同なペプチドが、配列番号１を含む、請求項２５
～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　配列番号１に少なくとも８７．５％相同なペプチドが、配列番号１から成る、請求項２
９に記載の方法。
【請求項３１】
　試料適用ゾーンと、試薬ゾーンと、少なくとも１つの対照結合ゾーンおよび少なくとも
１つのアッセイ結合ゾーンを含む診断レーンとを含み、アッセイ結合ゾーンが、試料中に
存在する目的とする分析物の量を示す検出可能なシグナルを生成する装置の一領域であり
、（a）または（b）、すなわち、
（a）少なくとも１つの対照結合ゾーンが、配列番号４に少なくとも８７．５％相同なペ
プチドを特異的に結合する抗体を含み、および試薬ゾーンが、配列番号４に少なくとも８
７．５％相同なペプチドを含む、
（b）少なくとも１つの対照結合ゾーンが、配列番号４に少なくとも８７．５％相同なペ
プチドを含み、および試薬ゾーンが、配列番号４に少なくとも８７．５％相同なペプチド
を特異的に結合する抗体を含む、
が真実である免疫アッセイ装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
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試料と試薬ゾーンに組み込まれた試薬の混合物を試薬ゾーン内で形成する工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
配列番号４に少なくとも８７．５％相同なペプチドを特異的に結合する抗体、および配列
番号４に少なくとも８７．５％相同な前記ペプチドの結合から生じるシグナルを対照ゾー
ンで検出する工程と、
試料中に存在する目的とする分析物の量を示すシグナルをアッセイゾーンで検出する工程
と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、目的とする分析物のアッセイ結果を正規化する方法。
【請求項３２】
　対照ゾーンでの応答が、試薬ゾーンに組み込まれた試薬の結果として独自に生じる、請
求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　対照ゾーンでの応答が、試料の成分に起因して生じない、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　アッセイゾーンでの応答が、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減少されるかのど
ちらかである、請求項３１～３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同なペプチドが、配列番号４を含む、請求項３１
～３４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同なペプチドが、配列番号４から成る、請求項３
５に記載の方法。
【請求項３７】
　試料適用ゾーンと、試薬ゾーンと、少なくとも１つの対照結合ゾーンおよび少なくとも
１つのアッセイ結合ゾーンを含む診断レーンとを含み、アッセイ結合ゾーンが、試料中に
存在する目的とする分析物の量を示す検出可能なシグナルを生成する装置の一領域であり
、（a）または（b）、すなわち、
（c）少なくとも１つの対照結合ゾーンが、配列番号８に少なくとも８７．５％相同なペ
プチドを特異的に結合する抗体を含み、および試薬ゾーンが、配列番号８に少なくとも８
７．５％相同なペプチドを含む、
（d）少なくとも１つの対照結合ゾーンが、配列番号８に少なくとも８７．５％相同なペ
プチドを含み、および試薬ゾーンが、配列番号８に少なくとも８７．５％相同なペプチド
を特異的に結合する抗体を含む、
が真実である免疫アッセイ装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
試料と試薬ゾーンに組み込まれた試薬の混合物を試薬ゾーン内で形成する工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
配列番号８に少なくとも８７．５％相同なペプチドを特異的に結合する抗体、および配列
番号８に少なくとも８７．５％相同な前記ペプチドの結合から生じるシグナルを対照ゾー
ンで検出する工程と、
試料中に存在する目的とする分析物の量を示すシグナルをアッセイゾーンで検出する工程
と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、目的とする分析物のアッセイ結果を正規化する方法。
【請求項３８】
　対照ゾーンでの応答が、試薬ゾーンに組み込まれた試薬の結果として独自に生じる、請
求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　対照ゾーンでの応答が、試料の成分に起因して生じない、請求項３７に記載の方法。
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【請求項４０】
　アッセイゾーンでの応答が、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減少されるかのど
ちらかである、請求項３７～３９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　配列番号８に少なくとも８７．５％相同なペプチドが、配列番号８を含む、請求項３７
～４０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　配列番号４に少なくとも８７．５％相同なペプチドが、配列番号８から成る、請求項４
１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
[0001]　本発明は、２０１６年３月７日に出願された米国仮出願第６２／３０４，７６２
号、および２０１６年６月６日に出願された米国仮出願第６２／３４６，３４７号からの
優先権を主張し、それらの各々は、全ての表、図、および特許請求の範囲を含むその全体
が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
[0002]　本発明は、アッセイ、詳細には免疫アッセイ、および特定の実施形態においては
免疫クロマトグラフィーアッセイを用いて、分析物の量を測定するための方法および組成
物に関する。
【背景技術】
【０００３】
[0003]　本発明の背景の以下の論考は、本発明を理解する上で読者を助けるために提供さ
れているにすぎず、本発明の先行技術を記載または構成することを認めるものではない。
【０００４】
[0004]　その簡単さ、相対精度、迅速な結果報告、および使いやすさにより、特定の結合
アッセイ、特に免疫アッセイは、診断産業において飛躍的な成長を遂げている。そのよう
な技術は、妊娠および女性の健康の判定、心臓および緊急状態のモニタリングおよび検査
、ウイルススクリーニングを含む感染症、癌マーカースクリーニング、ならびに薬物乱用
検査に広く利用されている。しかし、どんな検査手法もそうであるように、そのようなア
ッセイにおける各観察は、目的とする分析物の機能だけでなく、結果を巻き込む複数の変
動源の機能でもある。これらの変動源は、生物学的および技術的要因の両方から生じる。
生物学的要因には、試料マトリックスの特性、個々の患者の特徴、および検査で使用され
る生体分子（例えば、抗体）の特徴が含まれる。装置のばらつき、温度、検査システムの
経時劣化等などの技術的要因は、アッセイの精度、感度、再現性、および特異度に影響を
与えることに関与する生物学的要因と結び付いている。側方流動アッセイの場合、側方流
動膜を通じた流体の流れ、ならびに流体試料の粘度および他の要因は、アッセイの性能の
制約に寄与する可能性がある。
【０００５】
[0005]　これらの絡まった要因の影響を緩和する戦略が存在する。例えば、ブロッキング
戦略は、非特異的結合の交絡作用を防ぐのに使用される。さらに、データの正規化は、技
術的要因により導入された望ましくない系統的差異を除去するために行われる。米国特許
第５，３５６，７８２号、第５，７５３，５１７号、第７，６９１，５９５号、および第
７，７１３，７０３号は、免疫アッセイデータの絡まりを解こうとするアッセイ対照を含
む様々なアッセイプラットフォームを記載する。データから生物学的および技術的影響の
絡まりを解くことにより、より正確な検査結果が得られる可能性がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
[0006]　免疫アッセイ対照の設計において使用する組成物および方法を提供することが、
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本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
[0007]　様々な態様において、本発明は、配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）またはそ
のアナログを含む合成ペプチド（以下に定義される「CPRRPYILペプチド」と呼ばれる）；
ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドに結合する特異的結合試薬；そのような試薬を製造する方法；
および分析物アッセイで使用される試薬が対照シグナルに寄与しないという点で、目的と
する単数または複数の分析物の測定とは無関係なアッセイ対照シグナルを提供するために
、そのような試薬を利用するアッセイを提供する。特定の態様において、ＣＰＲＲＰＹＩ
Ｌペプチドへの特異的結合試薬の結合は、アッセイ結果を正規化またはさもなければ調節
するのに使用される。
【０００８】
[0008]　様々な態様において、本発明はまた、配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号
４）またはそのアナログを含む合成ペプチド（以下に定義される「ELAGLGFAELQCペプチド
」と呼ばれる）；ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドに結合する特異的結合試薬；そのよ
うな試薬を製造する方法；および分析物アッセイで使用される試薬が対照シグナルに寄与
しないという点で、目的とする単数または複数の分析物の測定とは無関係なアッセイ対照
シグナルを提供するために、そのような試薬を利用するアッセイを提供する。特定の態様
において、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドへの特異的結合試薬の結合は、アッセイ結
果を正規化またはさもなければ調節するのに使用される。
【０００９】
[0009]　様々な態様において、本発明はまた、配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）
またはそのアナログを含む合成ペプチド（以下に定義される「CDWRKNIDALペプチド」と呼
ばれる）；ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドに結合する特異的結合試薬；そのような試薬を
製造する方法；および分析物アッセイで使用される試薬が対照シグナルに寄与しないとい
う点で、目的とする単数または複数の分析物の測定とは無関係なアッセイ対照シグナルを
提供するために、そのような試薬を利用するアッセイを提供する。特定の態様において、
ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドへの特異的結合試薬の結合は、アッセイ結果を正規化また
はさもなければ調節するのに使用される。
【００１０】
[0010]　第１の態様において、本発明は、
（a）配列番号１を含む合成ペプチド、
（b）８隣接残基にわたって配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を含む合成ペ
プチド、
（c）（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドを特異的に結合する特異的結合試薬（
例えば、抗体）、
（d）その表面に固定化された（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドを含む固相、
（e）その表面に固定化された（c）の特異的結合試薬を含む固相、
（f）（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドにコンジュゲートされた検出可能な標
識、ならびに／または
（g）（c）の特異的結合試薬にコンジュゲートされた検出可能な標識
を提供する。
【００１１】
[0011]　関連する態様において、本発明は、
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料を受け取るための基質上の試料適用ゾーンと、
試料適用ゾーンに流動的に接続された基質上の乾燥試薬ゾーンと、
少なくとも１つの対照ゾーンおよび少なくとも１つのアッセイゾーンを含む基質上の検出
ゾーンであって、試料適用ゾーンに流動的に接続された検出ゾーンと、試料適用ゾーンに
適用された試料が、検出ゾーンに達する前に乾燥試薬ゾーンを通って流れるような試料適
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用ゾーンと
を含み、
少なくとも１つの対照ゾーンが、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドに対する結合特異性を有する
特異的結合試薬（例えば、抗体）を含み、および乾燥試薬ゾーンが　ＣＰＲＲＰＹＩＬペ
プチドを含み、または
少なくとも１つの対照ゾーンがＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドを含み、および乾燥試薬ゾーン
が、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドに対する結合特異性を有する特異的結合試薬（例えば、抗
体）を含む、試料中の少なくとも１つの分析物の検出のためのアッセイ装置を提供する。
【００１２】
[0012]　様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンもしくは乾燥試薬ゾーンは、配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）（Cys
ProArgArgProTyrIleLeu；配列番号１）を含む合成ペプチドを特異的に結合する抗体を含
み、
（ii）乾燥試薬ゾーンもしくは対照ゾーンは、配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）（Cy
sProArgArgProTyrIleLeu；配列番号１）を含む合成ペプチドを含み、
（iii）合成ペプチドはＣＰＲＲＰＹＩＬであり；
（iv）特異的結合試薬は、配列番号１を特異的に結合するモノクローナル抗体、ポリクロ
ーナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片、ＳｃＦｖ断片、もしくは他のそのペ
プチド断片から成る群から選択され、
（v）ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドは、心臓トロポニンＩのエピトープ、脳性ナトリウム利
尿ペプチドのエピトープ、胎盤増殖因子のエピトープ、可溶性ｆｍｓ様チロシンのエピト
ープ、および／もしくはエンドグリンのエピトープを含むエピトープ配列にコンジュゲー
トされ、もしくはペプチド結合により該エピトープ配列に結合され、
（vi）ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドは、検出可能な標識と結合されており、検出可能な標識
は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子、および最も好ま
しくは蛍光標識ラテックス粒子であり、ならびに／または
（vii）乾燥試薬ゾーンまたは対照ゾーンは、検出可能な標識と結合されている抗体を含
み、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒
子、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子である。
【００１３】
[0013]　別の態様において、本発明は、
段落［００１０］または［００１１］に記載されたアッセイ装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
試料と試薬ゾーンに組み込まれた試薬の混合物を試薬ゾーン内で形成する工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
試料試薬混合物の成分の相互作用による応答を対照ゾーンで検出する工程と、
試料試薬混合物の成分の相互作用による応答をアッセイゾーンで検出する工程と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、特異的結合に関するアッセイ結果（例えば、免疫アッセイ）を正規化する方法を
提供する。
【００１４】
[0014]　方法の様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンでの応答は、試薬ゾーンに組み込まれた試薬の結果として独自に生じ、
（ii）対照ゾーンでの応答は、試料の成分に起因して生じず、および／または
（iii）アッセイゾーンでの応答は、対照ゾーンでの応答に基づき増加もしくは減少され
るかのどちらかである。
【００１５】
[0015]　さらに別の態様において、本発明は、
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料適用ゾーンと、
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乾燥試薬ゾーンと、
結合されたアッセイおよび対照ゾーンを含む検出ゾーンと
を含み、結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンが、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドに対
する結合特異性を有する第１の特異的結合試薬（例えば、抗体）、および目的とする分析
物に特異的な第２の特異的結合試薬を含む装置を提供する。
【００１６】
[0016]　様々な実施形態において、装置は、次のようにさらに定義される：
（i）第１の特異的結合試薬は、配列番号１の配列を含むペプチドを特異的に結合する抗
体であり、ペプチドは好ましくはＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）であり、
（ii）乾燥試薬ゾーンまたは結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンは、配列番号１
の配列を含むペプチドを含み、ペプチドは好ましくはＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）で
あり、
（iii）特異的結合試薬は、配列番号１を特異的に結合するモノクローナル抗体、ポリク
ローナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片、ＳｃＦｖ断片、または他のそのペ
プチド断片から成る群から選択され、
（iv）乾燥試薬ゾーンまたは結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンは、検出可能な
標識と結合されているペプチドを含み、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒
子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子で
あり、
（v）乾燥試薬ゾーンまたは対照ゾーンは、検出可能な標識と結合されている抗体を含み
、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子
、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子である。
【００１７】
[0017]　別の態様において、本発明は、
ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドが、心臓トロポニンＩのエピトープ、脳性ナトリウム利尿ペプ
チドのエピトープ、胎盤増殖因子のエピトープ、可溶性ｆｍｓ様チロシンのエピトープ、
および／もしくはエンドグリンのエピトープを含むエピトープ配列にコンジュゲートされ
、またはペプチド結合により該エピトープ配列に結合される、段落［００１４］または［
００１５］に記載された装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
試料と蛍光標識粒子とＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドの混合物を試薬ゾーン内で形成し、これ
により標的分析物およびＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドの両方が、蛍光標識粒子上で特異的結
合試薬により結合される工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドに存在する配列番号１のエピトープと対照ゾーンに固定化され
た抗体との相互作用による応答を検出する工程と、
標的分析物のエピトープとアッセイゾーンに固定化された抗体との相互作用による応答を
検出する工程と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、特異的結合に関するアッセイ結果（例えば、免疫アッセイ）を正規化する方法を
提供する。
【００１８】
[0018]　方法の様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンでの応答は、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドの結果として独自に生じ、
（ii）対照ゾーンでの応答は、試料の成分に起因して生じず、
（iii）アッセイゾーンで判定された応答は、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減
少されるかのどちらかであり、
（iv）ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドは、ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）および標的分析物
に固有のペプチド配列から成る。
【００１９】
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[0019]　別の態様において、本発明は、
（a）配列番号４を含む合成ペプチド、
（b）８隣接残基にわたって配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を含む合成ペ
プチド、
（c）（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドを特異的に結合する特異的結合試薬（
例えば、抗体）、
（d）その表面に固定化された（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドを含む固相、
（e）その表面に固定化された（c）の特異的結合試薬を含む固相、
（f）（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドにコンジュゲートされた検出可能な標
識、ならびに／または
（g）（c）の特異的結合試薬にコンジュゲートされた検出可能な標識
を提供する。
【００２０】
[0020]　関連する態様において、本発明は、
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料を受け取るための基質上の試料適用ゾーンと、
試料適用ゾーンに流動的に接続された基質上の乾燥試薬ゾーンと、
少なくとも１つの対照ゾーンおよび少なくとも１つのアッセイゾーンを含む基質上の検出
ゾーンであって、試料適用ゾーンに流動的に接続された検出ゾーンと、試料適用ゾーンに
適用された試料が、検出ゾーンに達する前に乾燥試薬ゾーンを通って流れるような試料適
用ゾーンと
を含み、
少なくとも１つの対照ゾーンが、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドに対する結合特異性
を有する特異的結合試薬（例えば、抗体）を含み、および乾燥試薬ゾーンがＥＬＡＧＬＧ
ＦＡＥＬＱＣペプチドを含み、または
少なくとも１つの対照ゾーンがＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドを含み、および乾燥試
薬ゾーンが、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドに対する結合特異性を有する特異的結合
試薬（例えば、抗体）を含む、試料中の少なくとも１つの分析物の検出のためのアッセイ
装置を提供する。
【００２１】
[0021]　様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンもしくは乾燥試薬ゾーンは、配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号
４）を含む合成ペプチドを特異的に結合する抗体を含み、
（ii）乾燥試薬ゾーンもしくは対照ゾーンは、配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号
４）を含む合成ペプチドを含み、
（iii）合成ペプチドはＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣであり、
（iv）特異的結合試薬は、配列番号４を特異的に結合するモノクローナル抗体、ポリクロ
ーナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片、ＳｃＦｖ断片、もしくは他のそのペ
プチド断片から成る群から選択され、
（v）ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドは、心臓トロポニンＩのエピトープ、脳性ナト
リウム利尿ペプチドのエピトープ、胎盤増殖因子のエピトープ、可溶性ｆｍｓ様チロシン
のエピトープ、および／もしくはエンドグリンのエピトープを含むエピトープ配列にコン
ジュゲートされ、もしくはペプチド結合により該エピトープ配列に結合され、
（vi）ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドは、検出可能な標識と結合されており、検出可
能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子、および
最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子であり、ならびに／または
（vii）乾燥試薬ゾーンもしくは対照ゾーンは、検出可能な標識と結合されている抗体を
含み、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性
粒子、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子である。
【００２２】
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[0022]　別の態様において、本発明は、
段落［００１９］または［００２０］に記載されたアッセイ装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
試料と試薬ゾーンに組み込まれた試薬の混合物を試薬ゾーン内で形成する工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
試料試薬混合物の成分の相互作用による応答を対照ゾーンで検出する工程と、
試料試薬混合物の成分の相互作用による応答をアッセイゾーンで検出する工程と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、特異的結合に関するアッセイ結果（例えば、免疫アッセイ）を正規化する方法を
提供する。
【００２３】
[0023]　方法の様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンでの応答は、試薬ゾーンに組み込まれた試薬の結果として独自に生じ、
（ii）対照ゾーンでの応答は、試料の成分に起因して生じず、および／または
（iii）アッセイゾーンでの応答は、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減少される
かのどちらかである。
【００２４】
[0024]　さらに別の態様において、本発明は、
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料適用ゾーンと、
乾燥試薬ゾーンと、
結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンを含む検出ゾーンと
を含み、結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンが、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプ
チドに対する結合特異性を有する第１の特異的結合試薬（例えば、抗体）、および目的と
する分析物に特異的な第２の特異的結合試薬を含む装置を提供する。
【００２５】
[0025]　様々な実施形態において、装置は、次のようにさらに定義される：
（i）第１の特異的結合試薬は、配列番号４の配列を含むペプチドを特異的に結合する抗
体であり、ペプチドは好ましくはＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号４）であり、
（ii）乾燥試薬ゾーンまたは結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンは、配列番号４
の配列を含むペプチドを含み、ペプチドは好ましくはＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番
号４）であり、
（iii）特異的結合試薬は、配列番号４を特異的に結合するモノクローナル抗体、ポリク
ローナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片、ＳｃＦｖ断片、または他のそのペ
プチド断片から成る群から選択され、
（iv）乾燥試薬ゾーンまたは結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンは、検出可能な
標識と結合されているペプチドを含み、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒
子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子で
あり、
（v）乾燥試薬ゾーンまたは対照ゾーンは、検出可能な標識と結合されている抗体を含み
、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子
、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子である。
【００２６】
[0026]　別の態様において、本発明は、
ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドが、心臓トロポニンＩのエピトープ、脳性ナトリウム
利尿ペプチドのエピトープ、胎盤増殖因子のエピトープ、可溶性ｆｍｓ様チロシンのエピ
トープ、および／もしくはエンドグリンのエピトープを含むエピトープ配列にコンジュゲ
ートされ、またはペプチド結合により該エピトープ配列に結合される、段落［００２３］
または［００２４］に記載された装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
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試料と蛍光標識粒子とＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドの混合物を試薬ゾーン内で形成
し、これにより標的分析物およびＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドの両方が、蛍光標識
粒子上で特異的結合試薬により結合される工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドに存在する配列番号４のエピトープと対照ゾーンに固
定化された抗体との相互作用による応答を検出する工程と、
標的分析物のエピトープとアッセイゾーンに固定化された抗体との相互作用による応答を
検出する工程と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、特異的結合に関するアッセイ結果（例えば、免疫アッセイ）を正規化する方法を
提供する。
【００２７】
[0027]　方法の様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンでの応答は、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドの結果として独自に生
じ、
（ii）対照ゾーンでの応答は、試料の成分に起因して生じず、
（iii）アッセイゾーンで判定された応答は、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減
少されるかのどちらかであり、
（iv）ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドは、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号４）
および標的分析物に固有のペプチド配列から成る。
【００２８】
[0028]　別の態様において、本発明は、
（a）配列番号８を含む合成ペプチド、
（b）８隣接残基にわたって配列番号８と少なくとも８７．５％相同な配列を含む合成ペ
プチド、
（c）（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドを特異的に結合する特異的結合試薬（
例えば、抗体）、
（d）その表面に固定化された（a）および／もしくは（b）の合成ペプチドを含む固相、
（e）その表面に固定化された（c）の特異的結合試薬を含む固相、
（f）（a）および／または（b）の合成ペプチドにコンジュゲートされた検出可能な標識
、ならびに／または
（g）（c）の特異的結合試薬にコンジュゲートされた検出可能な標識
を提供する。
【００２９】
[0029]　関連する態様において、本発明は、
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料を受け取るための基質上の試料適用ゾーンと、
試料適用ゾーンに流動的に接続された基質上の乾燥試薬ゾーンと、
少なくとも１つの対照ゾーンおよび少なくとも１つのアッセイゾーンを含む基質上の検出
ゾーンであって、試料適用ゾーンに流動的に接続された検出ゾーンと、試料適用ゾーンに
適用された試料が、検出ゾーンに達する前に乾燥試薬ゾーンを通って流れるような試料適
用ゾーンと
を含み、
少なくとも１つの対照ゾーンが、ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドに対する結合特異性を有
する特異的結合試薬（例えば、抗体）を含み、および乾燥試薬ゾーンがＣＤＷＲＫＮＩＤ
ＡＬペプチドを含み、または
少なくとも１つの対照ゾーンがＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドを含み、および乾燥試薬ゾ
ーンが、ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドに対する結合特異性を有する特異的結合試薬（例
えば、抗体）を含む、試料中の少なくとも１つの分析物の検出のためのアッセイ装置を提
供する。
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【００３０】
[0030]　様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンまたは乾燥試薬ゾーンは、配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を
含む合成ペプチドを特異的に結合する抗体を含み、
（ii）乾燥試薬ゾーンまたは対照ゾーンは、配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を
含む合成ペプチドを含み、
（iii）合成ペプチドはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬであり、
（iv）特異的結合試薬は、配列番号８を特異的に結合するモノクローナル抗体、ポリクロ
ーナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片、ＳｃＦｖ断片、もしくは他のそのペ
プチド断片から成る群から選択され、
（v）ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドは、心臓トロポニンＩのエピトープ、脳性ナトリウ
ム利尿ペプチドのエピトープ、胎盤増殖因子のエピトープ、可溶性ｆｍｓ様チロシンのエ
ピトープ、および／もしくはエンドグリンのエピトープを含むエピトープ配列にコンジュ
ゲートされ、もしくはペプチド結合により該エピトープ配列に結合され、
（vi）ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドは、検出可能な標識と結合されており、検出可能な
標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子、および最も
好ましくは蛍光標識ラテックス粒子であり、ならびに／または
（vii）乾燥試薬ゾーンまたは対照ゾーンは、検出可能な標識と結合されている抗体を含
み、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒
子、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子である。
【００３１】
[0031]　別の態様において、本発明は、
段落［００２８］または［００２９］に記載されたアッセイ装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
試料と試薬ゾーンに組み込まれた試薬の混合物を試薬ゾーン内で形成する工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
試料試薬混合物の成分の相互作用による応答を対照ゾーンで検出する工程と、
試料試薬混合物の成分の相互作用による応答をアッセイゾーンで検出する工程と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、特異的結合に関するアッセイ結果（例えば、免疫アッセイ）を正規化する方法を
提供する。
【００３２】
[0032]　方法の様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンでの応答は、試薬ゾーンに組み込まれた試薬の結果として独自に生じ、
（ii）対照ゾーンでの応答は、試料の成分に起因して生じず、および／または
（iii）アッセイゾーンでの応答は、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減少される
かのどちらかである。
【００３３】
[0033]　さらに別の態様において、本発明は、
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料適用ゾーンと、
乾燥試薬ゾーンと、
結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンを含む検出ゾーンと
を含み、結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンが、ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチド
に対する結合特異性を有する第１の特異的結合試薬（例えば、抗体）、および目的とする
分析物に特異的な第２の特異的結合試薬を含む装置を提供する。
【００３４】
[0034]　様々な実施形態において、装置は、次のようにさらに定義される：
（i）第１の特異的結合試薬は、配列番号８の配列を含むペプチドを特異的に結合する抗
体であり、ペプチドは好ましくはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）であり、
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（ii）乾燥試薬ゾーンまたは結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンは、配列番号８
の配列を含むペプチドを含み、ペプチドは好ましくは　ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号
８）であり、
（iii）特異的結合試薬は、配列番号８を特異的に結合するモノクローナル抗体、ポリク
ローナル抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ２断片、Ｆｖ断片、ＳｃＦｖ断片、または他のそのペ
プチド断片から成る群から選択され、
（iv）乾燥試薬ゾーンまたは結合されたアッセイゾーンおよび対照ゾーンは、検出可能な
標識と結合されているペプチドを含み、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒
子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子で
あり、
（v）乾燥試薬ゾーンまたは対照ゾーンは、検出可能な標識と結合されている抗体を含み
、検出可能な標識は、好ましくは酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒子、磁気感受性粒子
、および最も好ましくは蛍光標識ラテックス粒子である。
【００３５】
[0035]　別の態様において、本発明は、
ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドが、心臓トロポニンＩのエピトープ、脳性ナトリウム利尿
ペプチドのエピトープ、胎盤増殖因子のエピトープ、可溶性ｆｍｓ様チロシンのエピトー
プ、および／もしくはエンドグリンのエピトープを含むエピトープ配列にコンジュゲート
され、またはペプチド結合により該エピトープ配列に結合される、段落［００３２］また
は［００３３］に記載された装置を提供する工程と、
試料を試料適用ゾーンに適用する工程と、
試料と蛍光標識粒子とＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドの混合物を試薬ゾーン内で形成し、
これにより標的分析物およびＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドの両方が、蛍光標識粒子上で
特異的結合試薬により結合される工程と、
試料試薬混合物を診断レーンに沿って流す工程と、
ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドに存在する配列番号８のエピトープと対照ゾーンに固定化
された抗体との相互作用による応答を検出する工程と、
標的分析物のエピトープとアッセイゾーンに固定化された抗体との相互作用による応答を
検出する工程と、
対照ゾーンで得られた応答に基づきアッセイゾーンでの応答を調節する工程と
を含む、特異的結合に関するアッセイ結果（例えば、免疫アッセイ）を正規化する方法を
提供する。
【００３６】
[0036]　方法の様々な実施形態において、
（i）対照ゾーンでの応答は、ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドの結果として独自に生じ、
（ii）対照ゾーンでの応答は、試料の成分に起因して生じず、
（iii）アッセイゾーンで判定された応答は、対照ゾーンでの応答に基づき増加または減
少されるかのどちらかであり、
（iv）ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドは、ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）および標
的分析物に固有のペプチド配列から成る。
【００３７】
[0037]　当業者は、本明細書に記載されたＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドおよびその対応する
抗体、本明細書に記載されたＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドおよびその対応する抗体
、ならびに本明細書に記載されたＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドおよびその対応する抗体
は、同じ装置内で一緒に使用することもできることを理解するであろう。故に、特定の態
様において、本発明は、
少なくとも１つの診断レーンを規定する基質と、
試料適用ゾーンと、
乾燥試薬ゾーンと、
少なくとも１つの対照ゾーンおよび少なくとも１つのアッセイゾーンを含む検出ゾーンと
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を含み、ａ～ｆ、すなわち、
（a）少なくとも１つの対照ゾーンは、配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を
有するペプチドを特異的に結合する抗体を含み、および乾燥試薬ゾーンは、配列番号１に
８７．５％相同性を有するペプチドを含む、または
（b）少なくとも１つの対照ゾーンは、配列番号１に８７．５％相同性を有するペプチド
を含み、および乾燥試薬ゾーンは、配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体を含む、または
（c）少なくとも１つの対照ゾーンは、配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を
有するペプチドを特異的に結合する抗体を含み、および乾燥試薬ゾーンは、配列番号４に
８７．５％相同性を有するペプチドを含む、または
（d）少なくとも１つの対照ゾーンは、配列番号４に８７．５％相同性を有するペプチド
を含み、および乾燥試薬ゾーンは、配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体を含む、または
（e）少なくとも１つの対照ゾーンは、配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を
有するペプチドを特異的に結合する抗体を含み、および乾燥試薬ゾーンは、配列番号８に
８７．５％相同性を有するペプチドを含む、または
（f）少なくとも１つの対照ゾーンは、配列番号８に８７．５％相同性を有するペプチド
を含み、および乾燥試薬ゾーンは、配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体を含む
の１つまたは複数が真実である装置を提供する。
【００３８】
[0038]　特定の実施形態において、（a）および（b）の少なくとも１つは真実であり、（
c）および（d）の少なくとも１つは真実であり、ならびに（e）および（f）の少なくとも
１つは真実である。
【００３９】
[0039]　特定の実施形態において、配列番号１に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体は、配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）を有するペ
プチドを特異的に結合する抗体であり、好ましくは配列番号１に少なくとも８７．５％相
同な配列を有するペプチドは、配列番号１を含むペプチドである。最も好ましくは、ペプ
チドは配列番号１から成る。
【００４０】
[0040]　特定の実施形態において、配列番号４に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体は、配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号４）を
有するペプチドを特異的に結合する抗体であり、好ましくは配列番号４に少なくとも８７
．５％相同な配列を有するペプチドは、配列番号４を含むペプチドである。最も好ましく
は、ペプチドは配列番号４から成る。
【００４１】
[0041]　特定の実施形態において、配列番号８に少なくとも８７．５％相同な配列を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体は、配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を有す
るペプチドを特異的に結合する抗体であり、好ましくは配列番号８に少なくとも８７．５
％相同な配列を有するペプチドは、配列番号８を含むペプチドである。最も好ましくは、
ペプチドは配列番号８から成る。
【００４２】
[0042]　乾燥試薬ゾーンまたは対照ゾーンは、検出可能な標識と結合されているペプチド
または抗体を含むことができる。検出可能な標識は、酵素、金属ゾル粒子、ラテックス粒
子、磁気感受性粒子、または蛍光標識ラテックス粒子であってもよい。本発明の他の実施
形態は、以下の詳細な説明、例示的実施形態、および特許請求の範囲から明らかとなろう
。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
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【図１】[0043]本発明の例示的アッセイ装置を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００４４】
[0044]　本発明は、アッセイ、特に免疫アッセイ、および特定の実施形態においては免疫
クロマトグラフィーアッセイを用いて、分析物の量を測定するための方法および組成物に
関する。特に、本発明は、目的とする単数または複数の分析物の測定とは無関係な特異的
結合試薬を利用する対照が提供されるアッセイに関する。これらの特異的結合試薬は、配
列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）を有するペプチドもしくはそのアナログ（本明細書で
はまとめて「CPRRPYILペプチド」と呼ばれる）、配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番
号４）を有するペプチドもしくはそのアナログ（本明細書ではまとめて「ELAGLGFAELQCペ
プチド」と呼ばれる）、または配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を有するペプチ
ドもしくはそのアナログ（本明細書ではまとめて「CDWRKNIDALペプチド」と呼ばれる）に
結合する。後述の通り、ＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ、またはＣＤＷＲ
ＫＮＩＤＡＬペプチドへの特異的結合試薬の結合は、アッセイ結果を正規化またはさもな
ければ調節するのに使用される。
【００４５】
[0045]　明確にするために、本発明の化合物に関する以下の用語の定義が提供される。
【００４６】
[0046]　「アッセイ」は、本明細書で使用される場合、１つまたは複数の分析物の存在、
非存在、または量を判定する試料の分析のためのインビトロ処置を指す。本発明のアッセ
イは、典型的には、分析物および分析物に特異的に結合する少なくとも１つの分析物結合
剤を利用する。分析物および分析物結合剤は、特異的「結合対」のメンバーであり、結合
対の第１のメンバー（例えば、分析物）は、第２のメンバー（例えば、結合剤）と特異的
に反応する。結合対の一方または両方のメンバーは、抗体であってもよい。例えば、結合
対の第１のメンバー（例えば、目的とする分析物）は抗体であってもよく、結合対の第２
のメンバー（例えば、結合剤）は抗免疫グロブリン抗体であってもよい。あるいは、結合
対の第１のメンバー（例えば、分析物）は抗原であってもよく、結合対の第２のメンバー
（例えば、結合剤）は抗体であってもよい（本明細書では「免疫アッセイ」と呼ばれる）
。
【００４７】
[0047]　好ましい実施形態において、アッセイは「サンドイッチ」アッセイである。これ
は、分析物の有無、または量に関して評価される流体試料が、分析物に結合する抗体など
の第１の分析物結合剤、および同様に分析物に結合する第２の分析物結合試薬と接触され
た分析物の検査である。分析物および２つの結合試薬の「サンドイッチ」複合体が検出さ
れる。典型的にはこのフォーマットにおいて、一方の抗体は検出可能に標識され、他方の
抗体は固相に結合される。
【００４８】
[0048]　用語「側方流動アッセイ」は、試料が側方流動マトリックスに適用されるアッセ
イフォーマットを指す。試料は側方流動マトリックスに沿って流れ、試料中の検出される
１つまたは複数の分析物成分は、側方流動マトリックス中に提供され、または該マトリッ
クスに添加された少なくとも１つの試薬と反応する。少なくとも１つの試薬は、典型的に
は、検出される分析物成分またはその試薬との反応のために装置に固定化され、固定化さ
れた試薬との反応の程度を測定するのに標識が典型的には使用される。例えば、米国特許
および特許出願公開第５，６０２，０４０号、第５，６２２，８７１号、第５，６５６，
５０３号、第６，１８７，５９８号、第６，２２８，６６０号、第６，８１８，４５５号
、第２００１／０００８７７４号、第２００５／０２４４９８６号、第６，３５２，８６
２号、第２００３／０２０７４６５号、第２００３／０１４３７５５号、第２００３／０
２１９９０８号、第５，７１４，３８９号、第５，９８９，９２１号、第６，４８５，９
８２号、第１１／０３５，０４７号、第５，６５６，４４８号、第５，５５９，０４１号
、第５，２５２，４９６号、第５，７２８，５８７号、第６，０２７，９４３号、第６，
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５０６，６１２号、第６，５４１，２７７号、第６，７３７，２７７　Ｂ１号、第５，０
７３，４８４号、第５，６５４，１６２号、第６，０２０，１４７号、第４，９５６，３
０２号、第５，１２０，６４３号、第６，５３４，３２０号、第４，９４２，５２２号、
第４，７０３，０１７号、第４，７４３，５６０号、第５，５９１，６４５号、およびＲ
Ｅ３８，４３０参照。側方流動アッセイ装置は、試料孔および試料孔の下流の結果窓を有
するハウジング、ならびに任意選択により、結果窓の下流の対照窓を含んでもよい。試料
孔は、ハウジング内の側方流動マトリックスを介して側方流動路を横切り、試料孔から下
流の位置まで広がる多量の液体緩衝液またはこれに適用される試料を受け取るように適合
される。ハウジングは、任意の適切な材料で形成することができる。任意の適切な材料の
例は成形プラスチックを含み、好ましくは、中に内蔵される側方流動路（path）または路
（paths）に支持および安定性をもたらすのに十分剛性であり、接着剤は、側方流動マト
リックスをハウジング内の適切な位置に維持するのに役立つように側方流動マトリックス
に面して接着剤でハウジング表面に構築することができる。
【００４９】
[0049]　本発明のアッセイの特定の実施形態において、結合剤の１つまたは複数は抗体で
はない。例えば、結合対の第１のメンバーはリガンドであってもよく、および結合対の第
２のメンバーは受容体であってもよい。あるいは、結合対の第１のメンバーはレクチンで
あってもよく、および結合対の第２のメンバーは糖であってもよい。さらに別の実施形態
において、結合対の第１のメンバーは核酸（例えば、DNA、RNA）であってもよく、および
結合対の第２のメンバーは、結合対の第１のメンバーに特異的にハイブリダイズする核酸
であってもよい。分析物および結合剤の組成にかかわらず、これらの２つの成分はそれで
もなお、第１のメンバーが第２のメンバーと特異的に反応する特異的結合対を形成する。
結合対のメンバー間の特異的相互作用は、結合対の第１のメンバーが、好ましくはアッセ
イにおける別の化合物への任意の結合を除外して、結合対の第２のメンバーと優先的に結
合またはさもなければ相互作用することを示す。
【００５０】
[0050]　用語「分析物」または「目的とする分析物」は、本明細書で使用される場合、量
が測定される分子または化合物を指す。分析物の例には、胞子；ホルモンまたは酵素など
のタンパク質；糖タンパク質；ペプチド；小分子；多糖；抗体；核酸；薬物；毒素（例え
ば、環境毒素）；ウイルスまたはウイルス粒子；細胞壁の部分；および他の化合物が含ま
れる。好ましい実施形態において、分析物は「免疫原性」である。「免疫原性」は、抗体
（以下に記載）が、分析物、または担体に結合される分析物（例えば、抗体がハプテンに
対して産生され得るハプテン－担体コンジュゲート）に対して産生され得ることを示す。
幾つかの代表的な実施形態において、目的とする分析物は、ミオグロビン；ＣＫ－ＭＢ；
トロポニンＩ；ＰＳＡ；ジゴキシン；テオフィリン；ホルモン（例えば、Ｔ－３またはＴ
－４）；乱用薬物（LSD、THC、バルビツール酸等）；または炭疽菌（Bacillus anthracis
）（炭疽（anthrax））の胞子であってもよい。目的とする分析物は、液体試料中にあっ
てもよい。あるいは、目的とする分析物は、乾燥（非流動性）試料（例えば、微粒子試料
、粉末試料、または土壌試料などの固体）中にあってもよい。
【００５１】
[0051]　特定の実施形態において、流体試料は、目的とする分析物の有無、または量に関
して評価される。流体は、膜材料を湿らせる；抗体／抗原反応などの目的とする分析物と
分析物結合剤の間の反応を支持する（すなわち、抗体／抗原相互作用を妨げない）；およ
び毛管作用による流体の移動を可能にする十分に低い粘度を有する流体であってもよい。
好ましい実施形態において、流体は、水溶液（体液などの）である。流体試料は、比較的
成分の少ない流体、例えば、目的とする分析物を含有する水溶液であってもよい。あるい
は、流体試料は、複合環境試料（例えば、汚水、廃水、地下水、または他の水試料）、ま
たは複合生体液（例えば、全血、血漿、血清、尿、脳脊髄液、唾液、精液、硝子体液、滑
液、または他の生体液）などの多くの成分を有する流体であってもよい。流体が生体液で
ある好ましい実施形態において、流体は、全血、血漿、または血清である。必要に応じて
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、流体試料は希釈することができる。例えば、複合生体液が流体試料として使用される場
合、複合生体液は溶液（例えば、水溶液）で希釈することができる。
【００５２】
[0052]　用語「抗体」は、本明細書で使用される場合、抗原またはエピトープを特異的に
結合することができる、免疫グロブリン遺伝子（gene）もしくは免疫グロブリン遺伝子（
genes）、またはその断片に由来する、これをモデルとする、またはこれによって実質的
にコードされるペプチドまたはポリペプチドを指す。例えばＦｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第３版、Ｗ．Ｅ．Ｐａｕｌ編、Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．Ｙ．
（１９９３）；Ｗｉｌｓｏｎ（１９９４）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１７５
：２６７－２７３；Ｙａｒｍｕｓｈ（１９９２）Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　２５：８５－９７参照。抗体という用語は、（i）ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ、
およびＣＨ１ドメインから成る一価断片であるＦａｂ断片；（ii）ヒンジ領域でジスルフ
ィド架橋により連結された２つのＦａｂ断片を含む二価断片であるＦ（ａｂ’）２断片；
（iii）ＶＨおよびＣＨ１ドメインから成るＦｄ断片；（iv）抗体の片腕のＶＬおよびＶ
Ｈドメインから成るＦｖ断片、（v）ＶＨドメインから成るｄＡｂ断片（Wardら、（1989
）Nature 341:544-546）；ならびに（vi）単離された相補性決定領域（CDR）を含む、抗
原を結合する能力を保持する抗原結合部分、すなわち、「抗原結合部位」（例えば、断片
、部分配列、相補性決定領域（CDR））を含む。一本鎖抗体も用語「抗体」に参照により
含まれる。
【００５３】
[0053]　用語「ポリペプチド」は、本明細書で使用される場合、ペプチド結合により連結
されたアミノ酸の配列を有する分子を指す。この用語には、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が含まれる。抗体および抗
体誘導体は、独立したセクションで上記に論じられているが、抗体および抗体誘導体は、
本発明の目的のためにポリペプチドおよび誘導体のサブクラスとして扱われる。タンパク
質という用語は、天然源から単離され、または組み換えＤＮＡ技術を用いて単離ｃＤＮＡ
から製造された、および少なくとも約２００個のアミノ酸の長さを有するアミノ酸の配列
を有するポリペプチドを指す。
【００５４】
[0054]　用語「ペプチド」は、本明細書で使用される場合、７０個以下のアミノ酸、より
好ましくは５０個以下のアミノ酸、およびさらにより好ましくは２５個以下のアミノ酸、
および最も好ましくは１２個以下のアミノ酸のポリペプチドを指す。「合成ペプチド」と
は、生物に内在性の遺伝子の発現およびプロセシングにより得られるペプチドとは対照的
に、インビトロまたは組み換え法により合成されるペプチドを意味する。
【００５５】
[0055]　用語「核酸」は、本明細書で使用される場合、ポリデオキシリボヌクレオチド（
２’－デオキシ－Ｄ－リボースまたはその修飾形態を含有する）、ポリリボヌクレオチド
（Ｄ－リボースまたはその修飾形態を含有する）、およびプリンもしくはピリミジン塩基
、または修飾プリンもしくはピリミジン塩基のＮ－グリコシドである任意の他のポリヌク
レオチド型に対する総称であるものとする。
【００５６】
[0056]　用語「アプタマー」は、本明細書で使用される場合、標的分子を特異的に結合し
、および該標的分子の生物学的機能を変化させる、一本鎖または二本鎖オリゴデオキシリ
ボヌクレオチド、オリゴリボヌクレオチド、または修飾誘導体である。標的分子は、タン
パク質、ペプチド、およびそれらの誘導体として定義される。アプタマーは、生理的条件
下で標的分子を結合することができる。アプタマー効果は、タンパク質、ペプチド、およ
びそれらの誘導体への結合により誘導され、生理的条件下での核酸との相互作用または結
合により誘導されないという点で、アプタマー効果はアンチセンス効果と区別される。
【００５７】
[0057]　用語「多糖」は、本明細書で使用される場合、１０個を超えるグリコシド結合単
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残基を含む分子を指す。
【００５８】
[0058]　用語「小分子」は、分子量約５，０００ダルトン（Da）未満、好ましくは約２，
５００Ｄａ未満、より好ましくは１，０００Ｄａ未満、最も好ましくは約５００Ｄａ未満
を有する任意の分子を含む。
【００５９】
[0059]　ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチド
【００６０】
[0060]　本明細書に記載されているように、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドへの特異的結合試
薬の結合は、アッセイ結果を正規化またはさもなければ調節するのに使用される。用語「
ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチド」は、配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）を含む合成ペプチ
ド、および隣接する８残基ストレッチにわたって配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）に
少なくとも８７．５％相同性を有する１つまたは複数の合成ペプチドを指すのに本明細書
で使用される。ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドの定義の範囲に入るこの配列のアナログの例は
、ヒトニューロテンシン（Swiss-Prot P30990）（配列番号３）の残基１５６～１６３に
相当する配列ＫＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号５）である：
【００６１】
【表１】

【００６２】
[0061]　ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチド
【００６３】
[0062]　本明細書に記載されているように、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドへの特異
的結合試薬の結合は、アッセイ結果を正規化またはさもなければ調節するのに使用される
。用語「ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチド」は、配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列
番号４）を含む合成ペプチド、および隣接する８残基ストレッチにわたって配列ＥＬＡＧ
ＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号４）に少なくとも８７．５％相同性を有する１つまたは複数
の合成ペプチドを指すのに本明細書で使用される。ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチドの
定義の範囲に入るこの配列のアナログの例は、心筋由来のヒトトロポニンＩ（Swiss-Prot
 P19429）（配列番号７）の残基８４～９５に相当する配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＤ（
配列番号６）である：
【００６４】



(20) JP 2019-510219 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

【表２】

【００６５】
[0063]　ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチド
【００６６】
[0064]　本明細書に記載されているように、ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドへの特異的結
合試薬の結合は、アッセイ結果を正規化またはさもなければ調節するのに使用される。用
語「ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチド」は、配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を含
む合成ペプチド、および隣接する８残基ストレッチにわたって配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ
（配列番号８）に少なくとも８７．５％相同性を有する１つまたは複数の合成ペプチドを
指すのに本明細書で使用される。ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドの定義の範囲に入るこの
配列のアナログの例は、心筋由来のヒトトロポニンＩ（Swiss-Prot P19429）（配列番号
７）の残基１８９～１９８に相当する配列ＧＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号９）である：
【００６７】

【表３】

【００６８】
[0065]　本発明のＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ、およびＣＤＷＲＫＮＩ
ＤＡＬペプチドは、抗体を生成するのに使用されてもよい。合成ペプチドによる免疫化の
利点は、無制限の量の純粋、安定な抗原が使用できることである。このアプローチは、短
いペプチド配列を合成すること、これを大きな担体分子にカップリングすること、および
最適な動物をペプチド担体分子で免疫化することを伴う。抗体の特性は、一次配列情報に
依存している。所望のペプチドに対する良好な応答は、通常は配列およびカップリング方
法の慎重な選択により生成することができる。ほとんどのカップリング方法は、－ＮＨ２
、－ＣＯＯＨ、－ＳＨ、およびフェノール性－ＯＨなどのアミノ酸の反応性官能基に依存
する。例示的カップリング方法は、以下に記載される。
【００６９】
[0066]　本発明のＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ、およびＣＤＷＲＫＮＩ
ＤＡＬペプチドなどの小分子は、アジュバントの存在下で投与されるときでさえ、通常は
免疫原性でない。これらの化合物に対する免疫応答を生成するために、これらの化合物を
、担体と呼ばれる、免疫原性であるタンパク質または他の化合物に結合させることがしば
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しば必要である。担体タンパク質に結合される場合、小分子免疫原はハプテンと呼ばれる
。ハプテンも、免疫アッセイで使用するために担体タンパク質にコンジュゲートされる。
担体タンパク質は、マイクロタイタープレートまたはニトロセルロース膜などの固体支持
体にハプテンを結合させる手段を提供する。アガロースに結合される場合、担体タンパク
質は抗ハプテン抗体の精製に使用され得る。担体タンパク質は、大きな抗原抗体複合体を
形成することができる多価抗原を作成するのにも使用され得る。担体タンパク質を選ぶと
き、動物は、担体タンパク質および結合されたハプテンに対する抗体を形成することを思
い出すこと。したがって、アッセイ試料中に見出され得るタンパク質とは無関係な、免疫
化のための担体タンパク質を選択することが重要である。ハプテンが免疫化およびアッセ
イの両方のためにコンジュゲートされる場合、２つの担体タンパク質はできるだけ異なる
べきである。これにより、抗担体抗体から抗ハプテン抗体を単離する必要なしに、抗血清
を使用することが可能になる。
【００７０】
[0067]　キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）は、軟体動物において見出される呼
吸タンパク質である。その大きなサイズにより、ＫＬＨは極めて免疫原性となり、コンジ
ュゲーションに利用可能な多数のリジン残基により、ＫＬＨは本発明のＣＰＲＲＰＹＩＬ
ペプチドなどの小さなペプチドの担体として極めて有用となる。哺乳動物と軟体動物の間
の系統学的分離が免疫原性を高め、哺乳動物試料におけるＫＬＨ担体に対する抗体と天然
に存在するタンパク質の間の交差反応のリスクを減少させる。
【００７１】
[0068]結合試薬
【００７２】
[0069]　好ましくは、目的とするマーカー、この場合ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドを特異的
に結合し、試料中に存在し得る特定の望ましくない非標的分子に結合しない、アッセイで
使用される抗体または他の結合パートナーが選択される。用語「特異的に結合する」は、
抗体／結合パートナーが、意図された標的にだけ結合することを示すことを意図するもの
ではない。むしろ、非標的分子に対するその親和性と比較して、その意図された標的に対
するその親和性が約５倍大きければ、抗体／結合パートナーは「特異的に結合する」。好
ましくは抗体の親和性は、非標的分子に対するその親和性より、標的分子に対して少なく
とも約５倍、好ましくは１０倍、より好ましくは２５倍、さらにより好ましくは５０倍、
および最も好ましくは１００倍以上大きいであろう。好ましい実施形態において、抗体ま
たは他の結合剤と抗原の間の特異的結合は、少なくとも１０６Ｍ－１の結合親和性を意味
する。好ましい抗体は、少なくとも約１０７Ｍ－１、および好ましくは約１０８Ｍ－１～
約１０９Ｍ－１、約１０９Ｍ－１～約１０１０Ｍ－１、または約１０１０Ｍ－１～約１０
１１Ｍ－１の親和性で結合する。
【００７３】
[0070]　親和性は、Ｋｄ＝ｋｏｆｆ／ｋｏｎ（koffは乖離速度定数、konは会合速度定数
、およびKdは平衡定数として計算される。親和性は、様々な濃度（c）の標識リガンドの
結合画分（r）を測定して平衡状態で判定することができる。データは、スキャッチャー
ド式：ｒ／ｃ＝Ｋ（ｎ－ｒ）：
式中、
ｒ＝平衡状態の結合リガンドのモル／受容体のモル；
ｃ＝平衡状態の遊離リガンド濃度；
Ｋ＝平衡状態会合定数；および
ｎ＝受容体分子当たりのリガンド結合部位の数
を用いてグラフに表される。
グラフ分析により、Ｘ軸のｒに対してｒ／ｃはＹ軸にプロットされ、故にスキャッチャー
ドプロットをもたらす。親和性は負勾配の直線である。ｋｏｆｆは、結合標識リガンドを
非標識過剰リガンドと競合させて判定することができる（例えば、米国特許第６，３１６
，４０９号参照）。標的剤のその標的分子に対する親和性は、好ましくは少なくとも約１
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×１０－６モル／リットルであり、より好ましくは少なくとも約１×１０－７モル／リッ
トルであり、さらにより好ましくは少なくとも約１×１０－８モル／リットルであり、さ
らになおより好ましくは少なくとも約１×１０－９モル／リットルであり、および最も好
ましくは少なくとも約１×１０－１０モル／リットルである。スキャッチャード分析によ
る抗体親和性測定は、当技術分野で周知である。例えば、ｖａｎ　Ｅｒｐら、Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏａｓｓａｙ　１２：４２５－４３、１９９１；ＮｅｌｓｏｎおよびＧｒｉｓｗｏｌ
ｄ、Ｃｏｍｐｕｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｐｒｏｇｒａｍｓ　Ｂｉｏｍｅｄ．２７：６５－８
、１９８８参照。
【００７４】
[0071]　抗体の生成および選択は、幾つかの方法により達成することができる。例えば、
１つの方法は目的とするポリペプチドを精製すること、または例えば当技術分野で周知の
固相ペプチド合成方法を用いて、目的とするポリペプチドを合成することである。例えば
、Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ、Ｍｕｒｒａｙ　Ｐ．
Ｄｅｕｔｃｈｅｒ編、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１８２巻（１９９０）；Ｓｏｌｉｄ　
Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｇｒｅｇ　Ｂ．Ｆｉｅｌｄｓ編、Ｍ
ｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２８９巻（１９９７）；Ｋｉｓｏら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．
Ｂｕｌｌ．（Tokyo）３８：１１９２－９９、１９９０；Ｍｏｓｔａｆａｖｉら、Ｂｉｏ
ｍｅｄ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　１：２５５－６０
、１９９５；Ｆｕｊｉｗａｒａら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．（Tokyo）４４：
１３２６－３１、１９９６参照。選択されたポリペプチドは、ポリクローナルまたはモノ
クローナル抗体を生成するために、次いで例えばマウスまたはウサギに注射されてもよい
。当業者は、例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ、ＨａｒｌｏｗおよびＤａｖｉｄ　Ｌａｎｅ編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８８）、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．
Ｙに記載されているように、多くの手順が抗体の製造に利用可能であることを認識するで
あろう。当業者はまた、抗体を模倣する結合断片またはＦａｂ断片も、様々な手順により
遺伝子情報から調製され得ることも理解するであろう（Antibody Engineering: A Practi
cal Approach（Borrebaeck, C.編）, 1995、Oxford University Press, Oxford；J. Immu
nol. 149, 3914-3920（1992））。
【００７５】
[0072]　さらに、数多くの刊行物が、選択された標的への結合についてポリペプチドのラ
イブラリーを製造およびスクリーニングするためのファージディスプレイ技術の使用を報
告している。例えば、Ｃｗｉｒｌａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８７、６３７８－８２、１９９０；Ｄｅｖｌｉｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９、４０４
－６、１９９０、ＳｃｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９、３８６－８８
、１９９０；ならびにＬａｄｎｅｒら、米国特許第５，５７１，６９８号参照。ファージ
ディスプレイ方法の基本概念は、スクリーニングされるポリペプチドをコードするＤＮＡ
とポリペプチドの間の物理的関連の確立である。この物理的関連は、ポリペプチドをコー
ドするファージゲノムを取り囲むカプシドの一部としてポリペプチドを提示するファージ
粒子により提供される。ポリペプチドとその遺伝子材料の間の物理的関連の確立は、異な
るポリペプチドを有する極めて多数のファージの同時マススクリーニングを可能にする。
標的に親和性を有するポリペプチドを提示するファージは標的に結合し、これらのファー
ジは、標的に対する親和性スクリーニングにより濃縮される。これらのファージから提示
されるポリペプチドの同一性は、それらのそれぞれのゲノムから判定することができる。
これらの方法を用いて所望の標的に結合親和性を有すると同定されたポリペプチドは、次
いで従来の手段により大量に合成され得る。例えば、全ての表、図、および特許請求の範
囲を含むその全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第６，０５７，０９８号参照。
【００７６】
[0073]　これらの方法により生成される抗体は、次いで、目的とする精製ポリペプチドと
の親和性および特異性について第１のスクリーニングにより、ならびに必要であれば、結
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合から除外されることが望ましいポリペプチドとの抗体の親和性および特異性と結果を比
較して選択することができる。スクリーニング手順は、マイクロタイタープレートの別の
ウェルでの精製ポリペプチドの固定化を伴う場合がある。潜在的な抗体または抗体群を含
有する溶液は、次いでそれぞれのマイクロタイターウェルに入れられ、約３０分～２時間
インキュベートされる。マイクロタイターウェルは、次いで洗浄され、標識二次抗体（例
えば、産生抗体がマウス抗体ならば、アルカリホスファターゼにコンジュゲートされた抗
マウス抗体）がウェルに添加され、約３０分間インキュベートされ、次いで洗浄される。
基質がウェルに添加され、固定化ポリペプチドに対する抗体が存在する場所に呈色反応が
現れるであろう。
【００７７】
[0074]　あるいは、抗原特異的ファージの捕捉を最適化し、無関係なファージ抗体の結合
を最小化するために、同時の陽性および陰性選択戦略が使用される。この場合、少量の抗
原（例えば、細胞表面、磁性粒子、他の固相等の）と過剰量の望ましくない交差反応物の
間で競合が用意され、無関係なファージ抗体の非特異的付着に対するシンクとして機能す
る。例として、目的とする抗原（CPRRPYILペプチド）を有する細胞は、過剰の望ましくな
い交差反応物フィブリノーゲンに希釈されてもよい。細胞混合物とファージライブラリー
とのインキュベーション後、抗原陽性細胞集団が回収され、抗原特異的抗体をコードする
ファージが溶出され、細菌培養で増殖される。
【００７８】
[0075]　そのように同定された抗体は、次いで、選択されたアッセイ設計で親和性および
特異性についてさらに分析することができる。標的タンパク質に関する免疫アッセイの開
発において、精製標的タンパク質は、選択された抗体を用いて免疫アッセイの感度および
特異度を判断するための基準として作用する。様々な抗体の結合親和性は異なり得る、す
なわち、特定の抗体対（例えば、サンドイッチアッセイの）は互いを立体的に干渉し得る
等のため、抗体のアッセイ性能は、抗体の絶対親和性および特異性より重要な尺度となり
得る。
【００７９】
[0076]　当業者は、抗体または結合断片の製造、ならびに様々なポリペプチドの親和性お
よび特異性についてのスクリーニングおよび選択において多くのアプローチが取られ得る
ことを認識するであろうが、これらのアプローチは本発明の範囲を変えるものではない。
【００８０】
[0077]　抗体に加えて、免疫グロブリンスキャフォールドに依存しない他の特異的結合種
がその代わりに使用されてもよい。例として、核酸アプタマーは、インビトロ選択の複数
回の繰り返しにより、または同等に、ＳＥＬＥＸ（systematic evolution of ligands by
 exponential enrichment（試験管内進化法））により、小分子、タンパク質、核酸、な
らびにさらには細胞、組織、および生物などの様々な分子標的に結合するように改変され
ている核酸種である。ペプチドアプタマーは、細胞内の他のタンパク質相互作用を妨げる
ように設計されたタンパク質である。ペプチドアプタマーは、タンパク質スキャフォール
ドに両端で付着された可変ペプチドループから成る。この二重の構造的制約は、ペプチド
アプタマーの結合親和性を、抗体のそれ（ナノモル範囲）に匹敵するレベルまで大幅に高
める。アプタマーは、一般に使用される生体分子、抗体に匹敵する分子認識特性を提供す
ることから、生物工学的および治療的応用において有用である。その識別認識に加えて、
アプタマーは、試験管内で完全に改変でき、化学合成により容易に製造され、望ましい貯
蔵特性を有し、治療的応用において免疫原性をほとんどまたは全く誘発しないことから、
抗体に勝る利点を提供する。アプタマーの発見以来、多くの研究者が、結合アッセイのた
めの適切な結合パートナーの生成手段としてアプタマー選択を使用している。
【００８１】
[0078]　免疫アッセイ対照におけるＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ、およ
びＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドならびに結合試薬
【００８２】
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[0079]　ＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ、およびＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペ
プチドならびにそれらの対応する結合試薬は、任意の免疫アッセイフォーマットでアッセ
イ対照として使用することができる。基本的に、試薬は、ＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬ
ＧＦＡＥＬＱＣ、またはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドの、その対応する結合パートナー
への結合が、分析物アッセイと同じ試料マトリックス、温度、貯蔵条件等にさらされると
いう点で、試料マトリックスと混合される場合、目的とする分析物アッセイに同じように
反応する結合対として機能する。
【００８３】
[0080]　１つの例において、検査装置は、「分析物Ａ」の存在または量を検出するのに使
用される。配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）および／またはＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱ
Ｃ（配列番号４）および／またはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を含むペプチドは
、検出可能に標識され、配列番号１、配列番号４、または配列番号８にそれぞれ特異的に
結合する抗体または他の結合試薬は、固相上の「対照捕捉ゾーン」で固定化される。対照
捕捉ゾーンおよび分析物捕捉ゾーンの両方でアッセイ条件が類似する（例えば、基本的に
同じとなる）ように、対照捕捉ゾーンは、分析物捕捉ゾーン（例えば、分析物Ａに対する
抗体などの「分析物捕捉試薬」が固定化される固相上の位置）に近接するように置かれる
。
【００８４】
[0081]　代替の実施形態において、検査装置は、「分析物Ｂ」の存在または量を検出する
のに使用される。配列ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）および／またはＥＬＡＧＬＧＦＡ
ＥＬＱＣ（配列番号４）および／またはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ（配列番号８）を含むまた
はから成るペプチドは、固相上の「対照捕捉ゾーン」で固定化され、一方、配列番号１、
配列番号４、または配列番号８にそれぞれ特異的に結合する抗体または他の結合試薬は、
検出可能に標識される。対照捕捉ゾーンおよび分析物捕捉ゾーンの両方でアッセイ条件が
類似する（例えば、基本的に同じとなる）ように、対照捕捉ゾーンは、分析物捕捉ゾーン
（例えば、分析物Ｂに対する抗体などの「分析物捕捉試薬」が固定化される固相上の位置
）に近接するように置かれる。
【００８５】
[0082]　いずれの場合も、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチド／結合試薬対および／またはＥＬＡ
ＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチド／結合試薬対および／またはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチド
／結合試薬対の検出可能に標識されたメンバーが、分析される試料と混合され、次いで、
対照捕捉ゾーンおよび分析物捕捉ゾーンに接触するように検査装置に適用される。アッセ
イシグナルは、分析物の存在または量に関連する分析物捕捉ゾーンから発生され、対照シ
グナルは、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドおよび／またはＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチド
および／またはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドの、その結合試薬への結合に関連する対照
捕捉ゾーンから発生される。シグナルは、使用される標識の種類に適切な手段を用いて検
出される。好ましい実施形態において、量は、分析物結合粒子の標識の蛍光量の測定など
の光学的方法により検出される。あるいは、シグナルは、導電率または誘電率（静電容量
）を用いて検出されてもよい。あるいは、Ｈａｙｅｓら（Analytical Chem. 66:1860-186
5（1994））により記載されているインジウム、ビスマス、ガリウム、もしくはテルルイ
オン、またはＲｏｂｅｒｔｓおよびＤｕｒｓｔ（Analytical Chem. 67:482-491（1995）
）により示唆されているフェロシアン化物などの放出された電気活性剤の電気化学的検出
が使用されてもよい。
【００８６】
[0083]　免疫アッセイ対照における特異的ペプチドおよび結合試薬
【００８７】
[0084]　標的分析物に関する目的とするエピトープを提示する、担体および合成ペプチド
の予め定義されたコンジュゲートが、調製され、アッセイ装置内の検査位置の下流の位置
に固定化される、免疫アッセイが行われ得る。担体コンジュゲートは、１つまたは複数の
合成エピトープが、標識検出抗体と混合された試料が流される診断検査レーンの表面で提
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示されるように構成される。試料中に存在する標的に結合されなかったいずれの標識検出
抗体も、検査レーンに沿って流れることになり、検査レーンで該抗体は、検査ゾーンの下
流の固相位置で固定化される担体コンジュゲート上に提示された１つまたは複数の合成エ
ピトープに結合し得る。
【００８８】
[0085]　検査スポットの下流のそのような合成エピトープの使用は、（i）標識捕捉抗体
がうまく再水和され、試料流体に懸濁されたこと、および（ii）標識捕捉抗体の抗体が生
物活性であり、機能性であることを示すシグナルを生成するであろう。したがって、アッ
セイ装置におけるそのような陽性対照配列の実施は、指定試薬が予想通りに働いていると
いう信頼を与える。
【００８９】
[0086]　ヒト心臓トロポニンＩ（hcTnI）に関するアッセイにおいて、ｈｃＴｎＩのアミ
ノ酸領域８４～９４を代表するアミノ酸配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣを有する合成ペプ
チドが合成され、アッセイに組み込まれてもよい。任意選択によりまたはさらに、ｈｃＴ
ｎＩのアミノ酸領域１９０～１９８を代表するアミノ酸配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬを有す
る合成ペプチドが合成され、アッセイに組み込まれてもよい。合成ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬ
ＱＣおよび／またはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドは、標準的なペプチド固定化化学法を
用いて、例えばヒト血清アルブミンなどの適切な担体タンパク質にコンジュゲートされる
。担体タンパク質は、その後、ｈｃＴｎＩの例えばアミノ酸２７～３９および３４～５５
などの異なるエピトープ領域を認識する抗ｈｃＴｎＩ抗体（捕捉抗体）が固定化されてい
る領域の下流（すなわち、試料が最初に適用される所まで試料流体が移動する、検査レー
ンにさらに沿って少し離れた）で、アッセイ装置の検査レーン内に固定化される。
【００９０】
[0087]　検出可能な標識にコンジュゲートされる、アミノ酸領域８４～９４またはアミノ
酸領域１９０～１９８に対する抗体が、免疫アッセイで使用される。適切な標識の例には
、酵素、蛍光標識、放射性核種、電気化学的活性種、化学発光種、金ゾルまたはラテック
ス粒子などのコロイドゾル粒子が含まれる。幾つかの実施形態において標識は、蛍光エネ
ルギー移動ラテックス（FETL）粒子である。検出抗体は、捕捉抗体により結合されている
ｈｃＴｎＩに同時に結合することができる。そのため、アミノ酸領域２７～３９／３４～
５５および８４～９４または１９０～１９８は、捕捉抗体および検出抗体が両方ともｈｃ
ＴｎＩに結合されるとき、立体障害が起こらないほど十分に空間的に離される。
【００９１】
[0088]　図１は、診断レーンに沿った検査試料の流れに関して、検査スポットの下流の特
異的対照スポット（プレコンジュゲートペプチドスポット）と共にｈｃＴｎＩの存在（Tn
Iスポット）を検出するように構成されたアッセイ検査スポットを含む、例示的実施形態
のアッセイ装置を表す。検査スポットは、ｈｃＴｎＩのアミノ酸領域２７～３９／３４～
５５に対する固定化捕捉抗体を含む。対照スポットは、アミノ酸配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥ
ＬＱＣがヒト血清アルブミン担体（HSA）タンパク質に共有結合された合成ペプチドから
成るコンジュゲートを含む。ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドおよびＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプ
チドは、同じように使用されるであろう。
【００９２】
[0089]　例えば血液、血清、血漿、尿、唾液、精液、脳脊髄液などの、目的とする標的（
hcTnI）を含有している疑いがある試料流体が、上流位置で検査装置に適用される。上流
位置内で過剰量の乾燥検出抗体が提供され、該検出抗体は試料流体により可溶化される。
検出抗体は、その後、試料内に存在する任意の標的と相互作用し、該標的に結合する。標
識試料は、その後、診断レーンに沿って流れる。試料は初めに検査スポットに接触し、そ
こで標的は、固定化捕捉抗体と相互作用し、該抗体上で捕捉され得る。試料流体が診断レ
ーンに沿って進み続けるときに、過剰な検出抗体は、対照スポットに固定化された合成ペ
プチドと相互作用し、該ペプチドを結合する。
【００９３】



(26) JP 2019-510219 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

[0090]　検出可能なシグナルは故に、検査および対照スポットの両方でそれぞれ発生する
。検査スポットにおけるシグナルの強度は、試料流体中に存在する標的の存在または量を
示す。対照におけるシグナルの存在は、（i）乾燥検出抗体を再懸濁させ、検査スポット
を過ぎて対照スポットまでこれを運んでいくのに十分な試料が装置に適用されたこと、お
よび（ii）検出抗体が生物活性であり、標的を結合できることを示している。
【００９４】
[0091]　アッセイシグナルの補正
【００９５】
[0092]　米国特許第５，３５６，７８２号、第５，７５３，５１７号、第７，６９１，５
９５号、および第７，７１３，７０３号に記載されているものなどの方法を用いる対照シ
グナルを用いるアッセイシグナルの補正。１つの例において、補正アッセイシグナルは、
以下の式：
正規化アッセイシグナル＝Ａ＊（シグナルアッセイ）／シグナル対照

に従って決定することができる。
【００９６】
[0093]　別の例において、補正アッセイシグナルは、以下の式：
正規化アッセイシグナル＝Ａ＊（シグナルアッセイ）Ｂ３／（シグナル対照１

Ｂ１＊シグ
ナル対照２

Ｂ２）
に従って決定することができる。
【００９７】
[0094]　上述の通り、免疫アッセイなどのアッセイは、検出のための方法を必要とし、結
果の定量のための最も一般的な方法の１つは、酵素、フルオロフォア、または他の分子を
コンジュゲートして抗体－標識コンジュゲートを形成することである。検出可能な標識に
は、それ自体検出可能な分子（例えば、蛍光部分、電気化学的標識、金属キレート等）、
および検出可能な反応産物（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファタ
ーゼなどの酵素等）の産生により、またはそれ自体検出可能であり得る特異的結合分子（
例えば、ビオチン、ジゴキシゲニン、マルトース、オリゴヒスチジン、２，４－ジントロ
ベンゼン、フェニルアルセネート、ssDNA、dsDNA等）により間接的に検出され得る分子が
含まれ得る。特に好ましい検出可能な標識は、米国特許第５，７６３，１８９号、第６，
２３８，９３１号、および第６，２５１，６８７号；ならびに国際公開ＷＯ９５／０８７
７２に記載されているものなどの蛍光ラテックス粒子であり、それらの各々は、その全体
が参照により本明細書に組み込まれている。そのような粒子への例示的コンジュゲーショ
ンが、以下に記載される。直接標識には、抗体に付着される蛍光または発光タグ、金属、
色素、放射性核種等が含まれる。間接標識には、アルカリホスファターゼ、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ等などの、当技術分野で周知の様々な酵素が含まれる。
【００９８】
[0095]　固相固定化
【００９９】
[0096]　上記にも述べられている通り、免疫アッセイなどのアッセイは、アフィニティー
担体としての使用のためまたは試料分析のために固相マトリックスに固定化される試薬に
しばしば依存する。故に、抗体またはその結合断片、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチド、ＥＬＡ
ＧＬＧＦＡＥＬＱＣペプチド、ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチド等は、固相マトリックスに
固定化されてもよい。用語「固相」は、本明細書で使用される場合、典型的には分子を捕
捉するのに当業者により使用される固体、半固体、ゲル、フィルム、膜、メッシュ、フェ
ルト、複合材料、粒子、紙等を含む多種多様な材料を指す。固相は、非多孔性または多孔
性であってもよい。適切な固相には、固相結合アッセイの固相として開発および／または
使用されるものが含まれる。例えば、参照により本明細書に組み込まれる、Ｉｍｍｕｎｏ
ａｓｓａｙ、Ｅ．Ｐ．ＤｉａｎｉａｎｄｉｓおよびＴ．Ｋ．Ｃｈｒｉｓｔｏｐｏｕｌｏｓ
編、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９６の第９章参照。適切な
固相の例には、膜フィルター、セルロースベースの紙、ビーズ（ポリマー粒子、ラテック
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ス粒子、および常磁性粒子を含む）、ガラス、シリコンウエハー、微粒子、ナノ粒子、Ｔ
ｅｎｔａＧｅｌ、ＡｇｒｏＧｅｌ、ＰＥＧＡゲル、ＳＰＯＣＣ　ゲル、およびマルチプル
ウェルプレートが含まれる。例えば、Ｌｅｏｎら、Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌ
ｅｔｔ．８：２９９７、１９９８；Ｋｅｓｓｌｅｒら、Ａｇｎｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．
第４０版：１６５、２００１；Ｓｍｉｔｈら、Ｊ．Ｃｏｍｂ．Ｍｅｄ．１：３２６、１９
９９；Ｏｒａｉｎら、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．４２：５１５、２００１；Ｐ
ａｐａｎｉｋｏｓら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２３：２１７６、２００１；Ｇｏ
ｔｔｓｃｈｌｉｎｇら、Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．１１：２９９７、
２００１参照。
【０１００】
[0097]　上記に記載されたものなどの表面は、例えばブロモアセチル化、シリル化、硝酸
を用いたアミノ基の付加、ならびに中間タンパク質、デンドリマー、および／または星型
ポリマーの付着により結合部位を提供するために修飾されてもよい。このリストは、限定
を意味するものではなく、当業者に公知の任意の方法が使用され得る。
【０１０１】
[0098]　試薬のカップリング
【０１０２】
[0099]　化学的架橋剤は、抗体－検出可能な標識コンジュゲート、抗原コンストラクト、
免疫毒素、ならびに他の標識タンパク質試薬および核酸試薬を調製するための有益なツー
ルである。これらの試薬は、以下に基づき分類することができる：
１．官能基および化学特異度；
２．架橋の長さおよび組成；
３．架橋基が類似している（ホモ二官能性）または異なる（ヘテロ二官能性）かどうか；
４．基が化学的または光化学的に反応するかどうか；
５．試薬が切断可能かどうか；および
６．試薬が放射標識されまたは別の標識でタグ付けされ得るかどうか。
【０１０３】
[00100]　本発明のＣＰＲＲＰＹＩＬ、ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ、およびＣＤＷＲＫＮ
ＩＤＡＬペプチドのシステイン残基は、付着点として作用する利用可能なチオールを提供
することから、標的は、適切なチオール反応性部位を提供するように調製されてもよい。
スルフヒドリル（チオール）を通じてカップリングする架橋試薬は、多くの商業的供給源
から利用可能である。マレイミド、ハロゲン化アルキルおよびアリール、ならびにアルフ
ァ－ハロアシルは、スルフヒドリルと反応してチオールエーテル結合を形成し、一方、ピ
リジルジスルフィドは、スルフヒドリルと反応して混合ジスルフィドを産生する。ピリジ
ルジスルフィド産物は切断可能である。そのような試薬は、試薬の第２の部位が、チオー
ル反応性部位を組み込むためにコンジュゲーション標的を修飾する上で使用するのに利用
可能であるという点で、二官能性となり得る。チオールに加えて、架橋剤を用いて標的化
することができる反応性基には、第一級アミン、カルボニル、炭水化物、およびカルボン
酸が含まれる。さらに、多くの反応性基が、光反応性フェニルアジドなどの架橋剤を用い
て非選択的にカップリングされてもよい。適切な試薬については、参照により本明細書に
組み込まれるＰｉｅｒｃｅ　２００３～２００４　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ａｎｄ　Ｃａｔａｌｏｇ　＃１６００９２６参照。一端でアミン反応性、およ
び他端でスルフヒドリル反応性である架橋剤は、ごく一般的である。ヘテロ二官能性試薬
を使用する場合、有効な架橋を確保し、不必要な重合を避けるために、最も不安定な基が
典型的には最初に反応される。
【０１０４】
[00101]　最適な架橋剤対標的モル比を決定するために、多くの要因が考慮されなければ
ならない。適用に応じて、コンジュゲーションの程度は重要な要因となる。例えば、免疫
原コンジュゲートを調製する場合、抗原の免疫原性を高めるために、高度のコンジュゲー
ションが通常所望される。しかし、抗体または酵素にコンジュゲートする場合、タンパク
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質の生物学的活性が保持されることを確保するのに、低度から中程度のコンジュゲーショ
ンが最適となり得る。タンパク質表面の反応性基の数を考慮することも重要である。数多
くの標的基がある場合、より低い架橋剤対タンパク質比が使用され得る。限られた数の潜
在的標的には、より高い架橋剤対タンパク質比が求められ得る。これは、低分子量タンパ
ク質については１グラム当たりのより多くの架橋剤に変わる。
【０１０５】
[00102]　相互作用の前後に架橋試験を行うことにより、特定の相互作用に関連するタン
パク質のコンフォメーション変化を分析することもできる。比較は、異なるアーム長の架
橋剤を使用し、コンジュゲーションの成功を分析することにより行われる。立体障害アミ
ノ酸が架橋に利用可能になるように、タンパク質のコンフォメーションが変化する場合、
異なる反応性基および／またはスペーサーアームを有する架橋剤の使用が望ましいことが
ある。
【０１０６】
[00103]　反応性末端をつなぐ様々な長さのスペーサーアームまたは架橋を有する架橋剤
が利用可能である。架橋の最も明白な特質は、連結される部分の立体的考察を処理するそ
の能力である。立体効果は架橋の潜在的反応部位間の距離を決定するため、種々の長さの
架橋が相互作用に関して検討され得る。より短いスペーサーアームは分子内架橋試験にお
いてしばしば使用され、一方、分子間架橋はより長いスペーサーアームを含有する架橋剤
が有利である。
【０１０７】
[00104]　架橋剤へのポリマー部分（例えば、ポリエチレングリコール（「PEG」）ホモポ
リマー、ポリプロピレングリコールホモポリマー、他のアルキルポリエチレンオキシド、
ビスポリエチレンオキシド、およびポリ（アルキレンオキシド）のコポリマーまたはブロ
ックコポリマー）の包含は、特定の環境下で有利となる可能性がある。例えば、米国特許
第５，６４３，５７５号、第５，６７２，６６２号、第５，７０５，１５３号、第５，７
３０，９９０号、第５，９０２，５８８号、および第５，９３２，４６２号；ならびにTo
pchievaら、Bioconjug. Chem. 6: 380-8、1995参照）。例えば、米国特許第５，６７２，
６６２号は、ＰＥＧポリマー部分および単一のエステル結合を含む二官能性架橋剤を開示
している。そのような分子は、水中で約１０～２５分の半減期を示すと言われている。
【０１０８】
[00105]　架橋剤の設計は、使用される官能基の選択を伴う。官能基の選択は、架橋され
る種の利用可能な標的部位に完全に依存している。幾つかの種（例えば、タンパク質）は
、標的化に利用可能な幾つかの部位（例えば、リジンε－アミノ基、システインスルフヒ
ドリル基、グルタミン酸カルボキシル基等）を示し得、特定の官能基の選択は、目的とす
る生物学的特性（例えば、抗体の結合親和性、酵素の触媒活性等）を最もよく保存するた
めに経験的に行われ得る。
【０１０９】
[00106]　１．アミン基を通じたカップリング
【０１１０】
[00107]　イミドエステルおよびＮ－ヒドロキシスクシンイミジル（「NHS」）エステルは
、典型的にはアミン特異的官能基として使用される。ＮＨＳエステルは、第一級または第
二級アミンと反応すると安定な産物をもたらす。カップリングは生理的ｐＨにおいて効率
的であり、ＮＨＳエステル架橋剤は、溶液中でそのイミダート対応物より安定である。ホ
モ二官能性ＮＨＳエステルコンジュゲーションは、アミン含有タンパク質を一段階または
二段階反応のどちらかで架橋するのに一般に使用される。第一級アミンは、ＮＨＳエステ
ルの原理標的である。タンパク質のＮ末端に存在する接触可能なα－アミン基が、ＮＨＳ
エステルと反応してアミドを形成する。しかし、タンパク質上のα－アミンは常に利用可
能とは限らないため、アミノ酸の側鎖との反応が重要になる。５個のアミノ酸はその側鎖
に窒素を有するが、リジンのε－アミノ基のみがＮＨＳエステルと著しく反応する。ＮＨ
Ｓエステル架橋剤が第一級アミンと反応すると、共有アミド結合が形成され、Ｎ－ヒドロ
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キシスクシンイミドを放出する。
【０１１１】
[00108]　２．スルフヒドリル基を通じたカップリング
【０１１２】
[00109]　マレイミド、アルキル、およびハロゲン化アリール、α－ハロアシル、および
ピリジルジスルフィドが、スルフヒドリル特異的官能基として典型的には使用される。反
応混合物のｐＨがｐＨ６．５～７．５の間に保たれるとき、マレイミド基はスルフヒドリ
ル基に特異的となる。ｐＨ７では、マレイミドのスルフヒドリルとの反応は、アミンとの
反応より１０００倍速い。マレイミドは、チロシン、ヒスチジン、またはメチオニンと反
応しない。遊離スルフヒドリルが十分な量で存在しない場合、遊離スルフヒドリルは利用
可能なジスルフィド結合の還元によりしばしば生成することができる。
【０１１３】
[00110]　３．カルボキシル基を通じたカップリング
【０１１４】
[00111]　カルボジイミドは、カルボキシルを第一級アミンまたはヒドラジドにカップリ
ングし、アミドまたはヒドラゾン結合の形成をもたらす。カルボジイミドと、カップリン
グされる分子の間に架橋は形成されず、むしろ、利用可能なカルボキシル基と利用可能な
アミン基の間でペプチド結合が形成されるという点で、カルボジイミドは、他のコンジュ
ゲーション反応とは異なる。グルタミン酸およびアスパラギン酸側鎖だけでなく、タンパ
ク質のカルボキシ末端が標的化され得る。タンパク質はカルボキシルおよびアミンの両方
を含有するため、過剰な架橋剤の存在下で重合が起こり得る。架橋が形成されず、および
アミド結合はペプチド結合と同じであるため、タンパク質を破壊せずに架橋を逆行させる
ことは不可能である。
【０１１５】
[00112]　４．非選択的標識
【０１１６】
[00113]　光親和性試薬は、化学的に不活性であるが、紫外線または可視光にさらされる
と反応性になる化合物である。アリールアジドは、波長２５０～４６０ｎｍで光分解され
、反応性アリールニトレンを形成する光親和性試薬である。アリールニトレンは、非選択
的に反応して共有結合を形成する。還元剤はアジド基を還元する可能性があるため、注意
して使用されなければならない。
【０１１７】
[00114]　５．カルボニル特異的架橋剤
【０１１８】
[00115]　カルボニル（アルデヒドおよびケトン）は、ｐＨ５～７でアミンおよびヒドラ
ジドと反応する。ヒドラジドとの反応はアミンとの反応より速く、カルボニルを部位特異
的架橋に有用なものにしている。カルボニルは、タンパク質中に容易には存在しない。し
かし、メタ過ヨウ素酸ナトリウムを用いた糖部分の温和な酸化は、隣接するヒドロキシル
をアルデヒドまたはケトンに変換するであろう。
【０１１９】
[00116]　アッセイ系
【０１２０】
[00117]　受容体結合アッセイの実践に関して、数多くの方法および装置が当業者に周知
である。例えば、米国特許第６，１４３，５７６号；第６，１１３，８５５号；第６，０
１９，９４４号；第５，９８５，５７９号；第５，９４７，１２４号；第５，９３９，２
７２号；第５，９２２，６１５号；第５，８８５，５２７号；第５，８５１，７７６号；
第５，８２４，７９９号；第５，６７９，５２６号；第５，５２５，５２４号；および第
５，４８０，７９２号参照。これらの各々は、全ての表、図、および特許請求の範囲を含
むその全体が参照により本明細書に組み込まれる。これらの装置および方法は、様々なサ
ンドイッチ、競合、または非競合アッセイフォーマットにおいて検出可能に標識された分
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子および抗体固相を利用して、目的とする分析物の存在または量に関連するシグナルを生
成することができる。当業者は、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ａｃｃｅｓｓ、Ａｂｂｏｔｔ　ＡｘＳ
ｙｍ、Ｒｏｃｈｅ　ＥｌｅｃＳｙｓ、Ｄａｄｅ　Ｂｅｈｒｉｎｇ　Ｓｔｒａｔｕｓシステ
ムを含むがこれらに限定されないロボット計測は、そのような免疫アッセイを行うことが
できる免疫アッセイ分析器の１つであることも認識する。さらに、バイオセンサーおよび
光学的免疫アッセイなどの特定の方法および装置が、標識分子の必要なく分析物の存在ま
たは量を判定するのに使用されてもよい。例えば、米国特許第５，６３１，１７１号；お
よび第５，９５５，３７７号参照。これらの各々は、全ての表、図、および特許請求の範
囲を含むその全体が参照により本明細書に組み込まれる。本明細書に記載されているよう
に、好ましいアッセイは、ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドに対して産生された抗体を利用する
。
【０１２１】
[00118]　その最も簡単な形態において、本発明によるアッセイ装置は、目的とする１つ
または複数の分析物を特異的に結合する受容体を含む固体表面を含んでもよい。例えば、
抗体は、磁性またはクロマトグラフィーマトリックス粒子、アッセイプレート（マイクロ
タイターウェルなどの）の表面、固体基質材料または膜（プラスチック、ナイロン、紙な
どの）の小片等などの様々な固体支持体に、本発明の架橋剤を用いて固定化されてもよい
。複数の分析物の分析は、１つの検査試料で別々にまたは同時に実施されてもよい。マー
カーの独立または逐次アッセイに関して、適切な器具には、ＥｌｅｃＳｙｓ（Roche）、
ＡｘＳｙｍ（Abbott）、Ａｃｃｅｓｓ（Beckman）、ＡＤＶＩＡ（登録商標）ＣＥＮＴＡ
ＵＲ（登録商標）（Bayer）免疫アッセイシステム、ＮＩＣＨＯＬＳ　ＡＤＶＡＮＴＡＧ
Ｅ（登録商標）（Nichols Institute）免疫アッセイシステム等などの臨床検査室分析器
が含まれる。好ましい器具またはタンパク質チップは、複数の分析物の同時アッセイを単
一表面で行う。特に有用な物理的フォーマットは、複数の異なる分析物を検出するための
複数の個別のアドレス指定可能な位置を有する表面を含む。そのようなフォーマットには
、タンパク質マイクロアレイ、または「タンパク質チップ」（例えば、Ng and Ilag、J. 
Cell Mol. Med. 6: 329-340（2002）参照）、および特定のキャピラリー装置（例えば、
米国特許第６，０１９，９４４号参照）が含まれる。これらの実施形態において、各個別
の表面位置は、各位置で検出するための１つまたは複数の分析物（例えば、マーカー）を
固定化する抗体を含んでもよい。表面は、あるいは、表面の個別の位置で固定化された１
つまたは複数の個別の粒子（例えば、微粒子またはナノ粒子）を含んでもよく、表面の個
別の位置で微粒子は、検出のための１つの分析物（例えば、マーカー）を固定化する抗体
を含む。
【実施例】
【０１２２】
[00119]　実施例
【０１２３】
[00120]　以下の例は、本発明を例証するのに役立つ。これらの例は、本発明の範囲を限
定することを決して意図するものではない。
【０１２４】
[00121]　実施例１　ＰＬＹＥＮＫＰＲＲＰＹＩＬＣおよびＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドコ
ンジュゲート
【０１２５】
[00122]　キーホールリンペットヘモシアニン（KLH、Calbiochem ＃３７４８１７、グリ
セロール中５０ｍｇ／ｍＬ）を、０．１Ｍリン酸カリウム、０．１Ｍホウ酸、０．１５Ｍ
塩化ナトリウム緩衝液、ｐＨ７．５で平衡化した４０ｍＬ　ＧＨ２５カラムに通してグリ
セロールを除去した。１．５倍モル過剰のＮ－エチルマレイミドを添加し、混合物を室温
で３０分インキュベートした。蒸留水中５０ｍＭストックからの２００倍モル過剰のスル
ホ－ＳＭＣＣ（Pierce ＃２２３２２）をボルテックスしながら添加した。ボルテックス
をもう３０秒続け、その後、室温で１０分間のインキュベーションを行った。アセトニト
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リル中８０ｍＭストックからの１００倍モル過剰のＳＭＣＣ（Pierce ＃２２３６０）を
ボルテックスしながら添加した。１Ｍ　ＫＯＨを添加して７．２～７．４のｐＨを維持し
た。混合物を室温で９０分間撹拌した。９０分インキュベーション後、ＫＬＨ－ＳＭＣＣ
を、０．１Ｍリン酸カリウム、０．０２Ｍホウ酸、０．１５Ｍ塩化ナトリウム緩衝液、ｐ
Ｈ７．０で平衡化したＧＨ２５カラムを用いてゲル濾過により精製した。
【０１２６】
[00123]　ペプチド－キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）コンジュゲートは基本的
に、以下の変更により米国特許第６，０５７，０９８号の実施例２１に記載されているよ
うに作成した：ＫＬＨ－ＳＭＣＣを、２倍過剰のペプチドおよびＰＡＤＲＥ各５％（Alex
anderら、Immunity 1: 751-761、1994からのペプチド1024.03）と反応させた。
【０１２７】
[00124]　ペプチドとのウシ血清アルブミン（BSA）コンジュゲートは基本的に、米国特許
第６，０５７，０９８号の実施例２１に記載されているように作成した。ＢＳＡビオチン
ペプチドコンジュゲートは、最初にＢＳＡをビオチニル化し（米国特許第６，０５７，０
９８号の実施例９）、次いでＳＭＣＣを用いてペプチドとコンジュゲートして作成した。
以下に記載されるファージディスプレイパニングには、ＢＳＡ－ＳＭＣＣにコンジュゲー
トされたＰＬＹＥＮＫＰＲＲＰＹＩＬＣ（配列番号２）を使用した。
【０１２８】
[00125]　実施例２　磁性ラテックス粒子
【０１２９】
[00126]　磁性ラテックス（Estapor、１０％固体、Bangs Laboratories、フィッシャーズ
、インディアナ州）を完全に再懸濁し、２ｍｌを１５ｍｌコニカルチューブにアリコート
した。磁性ラテックスを１２ｍｌ蒸留水に懸濁し、磁石を用いて１０分間、溶液から分離
した。まだ磁石中にある間に、液体を１０ｍＬ滅菌ピペットで慎重に除去した。この洗浄
プロセスを３回繰り返した。最終洗浄後、ラテックスを２ｍｌの蒸留水に再懸濁した。別
個の５０ｍｌコニカルチューブで、１０ｍｇのアビジン－ＨＳ（Neutr Avidin、Pierce、
ロックフォード、イリノイ州）を４０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、０．１５Ｍ塩化ナトリウム、ｐＨ
７．５（TBS）１８ｍｌに溶解した。ボルテックスしながら、２ｍｌの洗浄磁性ラテック
スを希釈アビジン－ＨＳに添加し、混合物をさらに３０秒ボルテックスした。この混合物
を３０分ごとに振盪しながら、４５℃で２時間インキュベートした。アビジン磁性ラテッ
クスを磁石を用いて溶液から分離し、上記に記載した２０ｍｌ　ＢＢＳで３回洗浄した。
最終洗浄後、ラテックスを１０ｍｌ　ＢＢＳに再懸濁し、４℃で貯蔵した。
　使用の直前に、アビジン磁性ラテックスをパニング緩衝液（４０ｍＭ　TRIS、１５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、２０ｍｇ／ｍＬ　BSA、０．１％Tween 20（Fisher Scientific、ピッツバ
ーグ、ペンシルベニア州）、ｐＨ７．５）に平衡化した。パニング実験に必要なアビジン
磁性ラテックス（２００μｌ／試料）を滅菌１５ｍｌ遠心管に添加し、パニング緩衝液で
１０ｍｌにした。管を磁石上に１０分間置いてラテックスを分離した。溶液を、上記に記
載したように１０ｍＬ滅菌ピペットで慎重に除去した。磁性ラテックスを１０ｍＬのパニ
ング緩衝液に再懸濁して、第２の洗浄を開始した。磁性ラテックスをパニング緩衝液で合
計３回洗浄した。最終洗浄後、ラテックスをパニング緩衝液に最初のアリコート体積まで
再懸濁した。
【０１３０】
[00127]　実施例３　抗ＰＬＹＥＮＫＰＲＲＰＹＩＬＣ抗体を発現するファージの選択お
よびＰＬＹＥＮＫＰＲＲＰＹＩＬＣに対するモノクローナルＦａｂの選択
【０１３１】
[00128]　第１ラウンド抗体ファージは、ＫＬＨおよびＰＡＤＲＥ（パンDRヘルパーTエピ
トープ）にコンジュゲートしたＰＬＹＥＮＫＰＲＲＰＹＩＬＣ（配列番号２）で免疫化し
たマウスから単離したＲＮＡから、米国特許第６，０５７，０９８号の実施例７に記載さ
れているように概ね調製した。抗体ファージ試料を、米国特許第６，０５７，０９８号の
実施例１６に概ね記載されているように、Ｄｙｎａｌ　Ｍ－２８０ストレプトアビジン磁
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性ラテックス（Life Technologies、カールスバッド）でパニングした。第１ラウンド抗
体ファージ試料（５つの異なる脾臓由来の１０試料）を、２×１０－９Ｍ最終ＢＳＡ濃度
のＢＳＡ－ＳＭＣＣ－ビオチンにコンジュゲートしたＰＬＹＥＮＫＰＲＲＰＹＩＬＣ（配
列番号２）を用いて選択し、９×１０－７Ｍ　ＢＳＡ－ＳＭＣＣを添加してＳＭＣＣアー
ムに特異的な抗体を除去した。溶出した第２ラウンドファージを７Ｆ１１磁性ラテックス
（米国特許第６，０５７，０９８号の実施例２２）で濃縮し、次いで濃縮ファージに、２
×１０－９Ｍ最終ＢＳＡ－ペプチドビオチン濃度および９×１０－７Ｍ　ＢＳＡ－ＳＭＣ
Ｃで２回目のパニングを行った。第２ラウンドのパニングから溶出したファージをプール
し、第３ラウンドのパニングを２×１０－９Ｍ最終ＢＳＡペプチドビオチン濃度で行った
。選択したファージを、米国特許第６，０５７，０９８号の実施例１８に概ね記載されて
いるようにプラスミド発現ベクターにサブクローニングした。モノクローナル抗体を、Ｎ
末端でペプチドを結合することが示されたサブクローニングライブラリーから選択した。
そのモノクローナル抗体は、ＳＴ０１１５　ＺＩＺＭ　０１４２１である。その抗体を、
米国特許第６，０５７，０９８号の実施例９に概ね記載されているようにビオチン化した
。
【０１３２】
[00129]　実施例４　抗ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ抗体を発現するファージの選択および
抗体がトロポニンＩ複合体と交差反応するＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣに対するモノクロー
ナル抗体の選択
【０１３３】
[00130]　第１ラウンド抗体ファージは、ＫＬＨにコンジュゲートしたＥＬＡＧＬＧＦＡ
ＥＬＱＣ（配列番号４）で免疫化したマウスから単離したＲＮＡから、米国特許第６，０
５７，０９８号の実施例７に記載されているように概ね調製した。抗体ファージ試料を、
米国特許第６，０５７，０９８号の実施例１６に概ね記載されているように、Ｄｙｎａｌ
　Ｍ－２８０ストレプトアビジン磁性ラテックス（Life Technologies、カールスバッド
）でパニングした。第１ラウンド抗体ファージ試料（２つの異なる脾臓由来の４試料）を
、１×１０－９Ｍ最終ＢＳＡ濃度のＢＳＡ－ＳＭＣＣ－ビオチンにコンジュゲートしたＥ
ＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣ（配列番号４）を用いて選択し、１．４×１０－６Ｍ　ＢＳＡ－
ＳＭＣＣを添加してＳＭＣＣアームに特異的な抗体を除去した。溶出した第２ラウンドフ
ァージに、１×１０－８ＭトロポニンＴＩＣ複合体ビオチンで２回目のパニングを行った
。第２ラウンドのパニングから溶出したファージをプールし、第３ラウンドのパニングを
１×１０－８ＭトロポニンＴＩＣ複合体ビオチンで行った。第３ラウンドのパニングから
溶出したファージに、５×１０－１０ＭトロポニンＴＩＣ複合体ビオチンで４回目のパニ
ングを行った。選択したファージを、米国特許第６，０５７，０９８号の実施例１８に概
ね記載されているようにプラスミド発現ベクターにサブクローニングした。
【０１３４】
[00131]　実施例５　抗ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬ抗体を発現するファージの選択および抗体
がトロポニンＩ複合体と交差反応するＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬに対するモノクローナル抗体
の選択
【０１３５】
[00132]　第１ラウンド抗体ファージは、心臓トロポニンＩ（Dako、フィンランド）で免
疫化したマウスから単離したＲＮＡから、米国特許第６，０５７，０９８号の実施例７に
記載されているように概ね調製した。抗体ファージ試料を、米国特許第６，０５７，０９
８号の実施例１６に概ね記載されているように、Ｄｙｎａｌ　Ｍ－２８０ストレプトアビ
ジン磁性ラテックス（Life Technologies、カールスバッド）でパニングした。第１ラウ
ンド抗体ファージ試料（５つの異なる脾臓由来の１０試料）を、５×１０－９Ｍ最終ＴＩ
Ｃビオチン濃度のトロポニンＣおよびトロポニンＴと複合体化した心臓トロポニンＩ（TI
C複合体）ビオチンを用いて選択した。溶出した第２ラウンドファージに、１×１０－９

Ｍ　ＴＩＣ複合体ビオチンで２回目のパニングを行った。第２ラウンドのパニングから溶
出したファージをプールし、第３ラウンドのパニングを１×１０－９Ｍ心臓トロポニンＩ
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ビオチンで行った。選択したファージを、米国特許第６，０５７，０９８号の実施例１８
に概ね記載されているようにプラスミド発現ベクターにサブクローニングした。
【０１３６】
[00133]　実施例６　抗ＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）抗体を発現するファージの選択
およびＣＰＲＲＰＹＩＬに対するモノクローナル抗体の選択
【０１３７】
[00134]　第１ラウンド抗体ファージは、ＫＬＨおよびＰＡＤＲＥ（パンDRヘルパーTエピ
トープ）にコンジュゲートしたＣＰＲＲＰＹＩＬ（配列番号１）で免疫化したマウスから
単離したＲＮＡから、米国特許第６，０５７，０９８号の実施例７に記載されているよう
に概ね調製した。抗体ファージ試料を、ＢＳＡペプチドビオチン濃度が１×１０－９Ｍで
あったこと以外は上記の実施例２に概ね記載されているように、Ｄｙｎａｌ　Ｍ－２８０
ストレプトアビジン磁性ラテックス（Life Technologies、カールスバッド）でパニング
した。第２ラウンドの選択の後、個々のファージ試料をプールし、プールしたファージを
、米国特許第６，０５７，０９８号の実施例１５に概ね記載されているように、１×１０
－８Ｍのビオチン化ＳＴ０１１５　ＺＩＺＭ　０１４２１抗体および１×１０－９Ｍの非
標識ニューロテンシンペプチド（Bachem、トランス）を用いて選択した。この選択を２回
繰り返し、得られた第４ラウンドファージを、米国特許第６，０５７，０９８号に概ね記
載されているようにプラスミド発現ベクターにサブクローニングした。モノクローナル抗
体ＳＴ０１２８　Ｚ７ＺＭ　０１４２１を、モノクローナルの得られたセットから選択し
た。
【０１３８】
[00135]　実施例７　免疫アッセイフォーマット
【０１３９】
[00136]　サンドイッチ免疫アッセイのために、血漿試料を、ＨＡＭＡ阻害剤を含む全て
の必要なアッセイ試薬を乾燥形態で含有するマイクロ流体装置に添加した。血漿はフィル
ターを通過して微粒子状物質を除去した。血漿は、毛管作用により「反応チャンバ」に入
った。この反応チャンバは、目的とする分析物に適した蛍光ラテックス粒子－抗体コンジ
ュゲート（以下、FETL－抗体コンジュゲートと呼ぶ）を含有した。該反応チャンバは、幾
つかの選択された分析物に対してＦＥＴＬ－抗体コンジュゲートを含有し得る。ＦＥＴＬ
－抗体コンジュゲートは、血漿に溶解して反応混合物を形成した。反応混合物を、インキ
ュベーション期間中（約１分）反応チャンバに維持して血漿中の目的とする分析物を抗体
に結合させた。インキュベーション期間後、反応混合物は毛管作用により検出レーンを下
った。目的とする分析物に対する抗体を、「検出レーン」の表面の個別の捕捉ゾーンに固
定化した。反応チャンバで形成された分析物／抗体－ＦＥＴＬ複合体を、適切な検出ゾー
ンで捕捉してサンドイッチ複合体を形成し、一方、非結合ＦＥＴＬ－抗体コンジュゲート
は、過剰な血漿により検出レーンから廃棄チャンバに洗い流した。捕捉ゾーンに結合され
た分析物／抗体－ＦＥＴＬ複合体の量を、スポット全体にわたるシグナルの統合により蛍
光光度計（Triage（登録商標）MeterPro、Alere）で定量化し、血漿標本中の選択された
分析物の量と関連付けた。この場合、２種類のアッセイを、２つの別々に決定した捕捉ゾ
ーン－Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド（「BNP」）およびガレクチン－３（「Gal-3」）にお
いて装置で同時に行った。
【０１４０】
[00137]　該計測器は、固相スポットに結合されるＦＥＴＬの量に比例するスポットごと
の蛍光強度積分（またはシグナル）を決定する。分析物スポットごとに、シグナルを検量
線により分析物濃度の単位に変換する。これは、数学表記で次のように記される：
Ｘ＝分析物スポットシグナル（積分）
Ｙ＝分析物濃度（検査結果）＝Ｒ（X）
【０１４１】
[00138]　Ｒ（X）は、検査装置の各ロットの較正中に決定された用量／反応曲線の逆数に
等しい、試験中の特定の分析物アッセイの検量線である。典型的には用量／反応曲線はシ
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グモイド曲線であり、分析物の測定可能な（報告される）範囲ではほぼ直線となり得る。
【０１４２】
[00139]　検量線Ｒ（X）は、Ｒが通らなければならない幾つかの数の（X、Y）対（「ノッ
ト」と呼ばれる）を前提とした三次スプラインとして表される。アッセイの測定可能な範
囲は、１１種類のキャリブレーターレベル（A、B、C、...J、およびZ）に分けられ、Ｃａ
ｌ　Ａは測定可能な範囲の上限より上であり、Ｃａｌ　Ｊは測定可能な範囲の下限に近く
（ただし、下限より上）、Ｃａｌ　Ｚはゼロ濃度の分析物を含有する「ブランク」試料で
ある。５～８ノットは、これら１１種類のキャリブレーターレベルにわたる検量線を表す
のに使用される。
【０１４３】
[00140]　各キャリブレーター試料の分析物濃度は、較正の前に指定される。較正中、各
キャリブレーター試料（レベルA～JおよびZ）は、較正される装置ロットで反復して検査
され（典型的には、１レベル当たり２０～３２回検査）、Ｘ０の平均がレベルごとに計算
される。検量線は、Ｘ０の平均を既知のキャリブレーター濃度と並べることにより決定さ
れる。
【０１４４】
[00141]　実施例８　アッセイ正規化
【０１４５】
[00142]　アッセイ正規化システムを、８個のアミノ酸ペプチド配列（CPRRPYIL；配列番
号１）およびこのペプチドに特異的な抗体（本明細書では「ST128」と呼ばれる）に基づ
き装置内に含めた。ＳＴ１２８抗体は、天然のニューロテンシンペプチドに結合すること
も、ヒトおよびＣＨＯ細胞株に由来する細胞培養上清を結合することもないことから選択
された。ＣＰＲＲＰＹＩＬペプチドを検査装置の反応チャンバ中のＦＥＴＬに置き、抗体
は検出レーンの固有のゾーンに置いた。
【０１４６】
[00143]　ＳＴ１２８検出ゾーンからのシグナルは、装置単独の精度に基づき予測され得
るような平均および標準偏差を有する、すなわち、マトリックス効果、または干渉が最小
の集団にしっかり分布させた。
【０１４７】
[00144]　分析物シグナルおよびＳＴ１２８シグナルを、非正規化シグナルと比べて検量
線を保つように設計された４パラメーター回帰モデルに統合した。
【０１４８】
[00145]　アッセイ正規化の目的は、個々の検査装置間で異なる、およびロットベースの
検量線によって説明されないマトリックスおよび装置効果を排除することによる、精度の
向上（変動係数、すなわちCV」の改善）である。単純な、正規化「による割り算」を、以
下の式により適用することができる：
Ｙ＝Ａ＊Ｘ０／（Ｘ１＊Ｘ２）１／２

（式中、Aは、全ての反復にわたって（X1*X2）1/2の平均であり；X0=分析物スポットシグ
ナル（積分）；X1=対照スポット１シグナル（積分）；X2=対照スポット２シグナル（積分
）；Y=正規化分析物シグナル=F（X0,X1,X2）；および分析物濃度（検査結果）=R（Y））
。これの単純な一般化は、
Ｙ＝Ａ＊Ｘ０β０／（Ｘ１β１＊Ｘ２β２）
（式中、（A、β0、β1、β2）は、最小２乗回帰により決定される係数であり、残差は、
残差=log（Yik）-log（平均X0）k

（式中、平均は、全ての反復にわたって、各キャリブレーターレベルkにおけるiである）
として定義される）。回帰は、任意の分析物の全てのキャリブレーターレベルにわたって
行う。各分析物は、個々のロットごとに最適化した独自の係数セット（A、β0、β1、β2
）を有する。
【０１４９】
[00146]　単純な、正規化「による割り算」（固定係数β0=1、β1=0.5、β2=0.5）は、ロ
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ット特異的（および分析物特異的）係数を有する４パラメーター（A、β0、β1、β2）モ
デルとして機能しない。特定の分析物に関して、正規化「による割り算」は、アッセイＣ
Ｖを実際に増やすと考えられた。したがって、正規化係数は分析物ごとに調整することに
より改善される。より複雑なモデルは、追加の自由パラメーターを有する別の関数形態Ｙ
＝Ｆ（X0,X1,X2）を検討することにより構築することができる。例えば、Ｙの対数を、式
【０１５０】
[00147]　ｌｎＹ＝Ａ＋β０＊ｌｎＸ０＋β１＊ｌｎＸ１＋β２＊ｌｎＸ２＋β３＊ｌｎ
Ｘ０＊ｌｎＸ１＋β３＊ｌｎＸ０＊ｌｎＸ２＋β５＊ｌｎＸ１＊ｌｎＸ２＋β６＊ｌｎＸ
０＊ｌｎＸ０＋β７＊ｌｎＸ１＊ｌｎＸ１＋β８＊ｌｎＸ２＊ｌｎＸ２
（式中、（A、β0、β1、β2、...β8）は、以前に定義された残差による最小２乗回帰に
より決定された１０個の係数である）の二次多項式にすることにより。しかし、二次項は
、ＣＶ減少に関して何のメリットもない。これらの考察は、４パラメーター（A、β0、β
1、β2）モデルは、最小限の自由パラメーターで各分析物（および各ロット）の正規化を
調整するのに十分であることを示している。しかし、この４パラメーターモデルの特定の
関数形態が唯一の解ではないことに留意するべきである。測定可能な範囲の特定の部分の
精度を改善するために、残差の別の関数形態および／または別の定義が、例えば、より低
濃度とは対照的に、より高濃度に対して重み付けして、正規化を調整するのに使用されて
もよい。
【０１５１】
[00148]　実施例９　ブランク上限（LOB）の計算
【０１５２】
[00149]　正規化方法と一致するブランク上限（LOB）を計算する方法を有することが重要
である。
【０１５３】
[00150]　Ｙは、測定可能な範囲にわたって定義されているが、本発明者らは、正規化係
数の決定においてＣａｌ　Ｚを除外し、すなわち、回帰を試料Ｃａｌ　Ａ～Ｊに限定し、
Ｃａｌ　ＪはＬＯＢより上である。
【０１５４】
[00151]　Ｃａｌ　Ｚは、計測器によるバックグラウンド減算により約ゼロの平均シグナ
ルを有し、および正規化モデルの関数形態はＸ０＜０について定義されないため、Ｃａｌ
　Ｚの検討にさらなる問題が生じる。ＬＯＢを計算するために、Ｙに関する式を次のよう
に再調整する。
Ｙ＝Ａ＊Ｘ０β０／（Ｘ１β１＊Ｘ２β２）＝（Ｘ０／Ｄ）β０（式中、D=（X1β1*X2β
2/A）1/β0）
【０１５５】
[00152]　ＬＯＢは、「ブランク」試料（Cal Z）の分布の上位９７．５パーセンタイルと
して定義される。本発明者らは、それ故にＸ０／Ｄの分布を抽出し、その上位９７．５パ
ーセンタイルを推定する。これを、（正規分布ノイズの）パラメトリック近似を用いて行
って、正規化シグナルＹのＬＯＢに関する以下の式を導き出すことができる：
ＬＯＢ（Ｙ）＝（１．９６＊ＳＤ）β０（式中、SDはX0/Dの標準偏差である）。
【０１５６】
[00153]　これは、Ｘ０のみの標準偏差の１．９６倍である、非正規化シグナルＸ０のＬ
ＯＢと直接比較することができる。Ｃａｌ　Ｚで分析物シグナルＸ０は、対照（X1,X2）
と無相関の純粋にノイズであり、そのためＸ０はＸ０／Ｄよりノイズが少ないことから、
正規化によりＬＯＢは上がる。ＬＯＢは正規化により上がったが、乗数により非正規化シ
ステムのＬＯＢの１．０５～１．１５倍上がったにすぎない。典型的にはＬＯＢは、アッ
セイの測定可能な（報告可能な）範囲の下限の少なくとも２倍下であり、したがってこの
効果は、アッセイの下限より上の偽上昇の数にほとんど影響を与えないと予想される。特
に、ＴＮＩの正常基準範囲（明らかに正常な健康個体由来の血漿、または全血に基づく）
の上位９９パーセンタイルは、正規化または非正規化方法のどちらかに関して０．０５ｎ
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ｇ／ｍＬより下となるはずである。
【０１５７】
[00154]　実施例１０　プレコンジュゲート固相
【０１５８】
[00155]　さらなる例示的実施形態において、標的分析物に関する目的とするエピトープ
を提示する、担体および合成ペプチドの予め定義されたコンジュゲートを調製し、アッセ
イ装置内の検査位置の下流の位置に固定化するアッセイを行った。担体コンジュゲートは
、１つまたは複数の合成エピトープが、標識検出抗体と混合された試料が流される診断検
査レーンの表面で提示されるように構成した。試料中に存在する標的に結合されなかった
いずれの標識検出抗体も、検査レーンに沿って流れ、検査レーンで該抗体は、検査ゾーン
の下流の固相位置で固定化された担体コンジュゲート上に提示された１つまたは複数の合
成エピトープに結合した。
【０１５９】
[00156]　検査スポットの下流のそのような合成エピトープの使用は、（i）標識捕捉抗体
がうまく再水和され、試料流体に懸濁されたこと、および（ii）標識捕捉抗体の抗体が生
物活性であり、機能性であることを示すシグナルを生成した。したがって、アッセイ装置
におけるそのような陽性対照配列の実施は、指定試薬が予想通りに働いているという信頼
を与えた。
【０１６０】
[00157]　ヒト心臓トロポニンＩ（hcTnI）に関するアッセイにおいて、ｈｃＴｎＩのアミ
ノ酸領域８４～９４を代表するアミノ酸配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣを有する合成ペプ
チドを合成した。任意選択によりまたはさらに、ｈｃＴｎＩのアミノ酸領域１９０～１９
８を代表するアミノ酸配列ＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬを有する合成ペプチドを合成した。合成
ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣおよび／またはＣＤＷＲＫＮＩＤＡＬペプチドは、その後、標
準的なペプチド固定化化学法を用いて、適切な担体タンパク質にコンジュゲートした。担
体タンパク質は、その後、ｈｃＴｎＩの例えばアミノ酸２７～３９および３４～５５など
の、異なるエピトープ領域を認識する抗ｈｃＴｎＩ抗体（捕捉抗体）が固定化されている
領域の下流で、アッセイ装置の検査レーン内に固定化された。
【０１６１】
[00158]　アミノ酸領域８４～９４またはアミノ酸領域１９０～１９８に対する抗体を、
検出可能な標識にコンジュゲートした。適切な標識の例には、酵素、蛍光標識、放射性核
種、電気化学的活性種、化学発光種、金ゾルまたはラテックス粒子などのコロイドゾル粒
子が含まれる。幾つかの実施形態において標識は、蛍光エネルギー移動ラテックス（FETL
）粒子である。検出抗体は、捕捉抗体により結合されているｈｃＴｎＩに同時に結合する
ことができる。そのため、アミノ酸領域２７～３９／３４～５５および８４～９４または
１９０～１９８は、捕捉抗体および検出抗体が両方ともｈｃＴｎＩに結合されるとき、立
体障害が起こらないほど十分に空間的に離される。
【０１６２】
[00159]　対照スポットは、アミノ酸配列ＥＬＡＧＬＧＦＡＥＬＱＣまたはＣＤＷＲＫＮ
ＩＤＡＬがヒト血清アルブミン担体（HSA）タンパク質に共有結合された合成ペプチドか
ら成るコンジュゲートを含む。ＨＳＡは、その後、診断レーンに固定化された。
【０１６３】
[00160]　例えば血液、血清、血漿、尿、唾液、精液、脳脊髄液などの、目的とする標的
（hcTnI）を含有している疑いがある試料流体を、上流位置で検査装置に適用した。上流
位置内で過剰量の乾燥検出抗体を提供し、該検出抗体は試料流体により可溶化される。検
出抗体は、その後、試料内に存在する任意の標的と相互作用し、該標的に結合した。標識
試料は、その後、診断レーンに沿って流れた。試料は初めに検査スポットに接触し、そこ
で標的は、固定化捕捉抗体と相互作用し、該抗体上で捕捉された。試料流体が診断レーン
に沿って進み続けるときに、過剰な検出抗体は、対照スポットに固定化された合成ペプチ
ドと相互作用し、該ペプチドを結合した。
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【０１６４】
[00161]　検出可能なシグナルは、検査および対照スポットの両方でそれぞれ発生した。
検査スポットにおけるシグナルの強度は、試料流体中に存在する標的の存在または量を示
した。対照におけるシグナルの存在は、（i）乾燥検出抗体を再懸濁させ、検査スポット
を過ぎて対照スポットまでこれを運んでいくのに十分な試料が装置に適用されたこと、お
よび（ii）検出抗体が生物活性であり、標的を結合できたことを示した。
【０１６５】
[00162]　本発明は、当業者がこれを作成および使用するのに十分詳細に記載および例示
されているが、様々な代替、変更、および改善は、本発明の趣旨および範囲を逸脱するこ
となく明らかなはずである。
【０１６６】
[00163]　当業者は、本発明が、目的を実施し、述べられた目標および利点ならびにそれ
らに固有のものを得るためによく適合されていることを容易に理解する。本明細書に示さ
れた例は、好ましい実施形態を代表するものであり、例示的であり、本発明の範囲を限定
することを意図するものではない。その変更および他の使用を当業者は思いつくであろう
。これらの変更は、本発明の趣旨の範囲内に包含され、特許請求の範囲の範囲により定義
される。
【０１６７】
[00164]　様々な置き換えおよび変更が、本発明の範囲および趣旨を逸脱することなく本
明細書に開示された本発明に行われ得ることは、当業者には容易に明らかとなろう。
【０１６８】
[00165]　本明細書に述べられた全ての特許および刊行物は、本発明が属する技術分野の
通常の技術を有する者のレベルを示している。全ての特許および刊行物は、個々の刊行物
のそれぞれが、参照により組み込まれると具体的および個別に示されるのと同程度に、参
照により本明細書に組み込まれる。
【０１６９】
[00166]　適切に本明細書に例示的に記載された本発明は、本明細書に具体的に開示され
ていない任意の要素（element）または要素（elements）、限定（limitation）または限
定（limitations）の非存在下で実践され得る。故に、例えば、本明細書の各例において
、用語「含む（comprising）」、「基本的に～から成る（consisting essentially of）
」、および「から成る（consisting of）」のいずれも、他の２つの用語のどちらかと置
き換えることができる。使用されている用語および表現は、説明であって限定ではない用
語として使用され、そのような用語および表現の使用において、示されおよび記載された
特徴またはその部分のいずれの同等物も除外する意図はないが、様々な変更が、特許請求
された本発明の範囲内で可能であることが認識される。故に、本発明は、好ましい実施形
態および任意選択の特徴により具体的に開示されているが、本明細書に開示された概念の
変更および変形形態が当業者により使用されてもよいこと、ならびにそのような変更およ
び変形形態は、添付の特許請求の範囲により定義された本発明の範囲内であると見なされ
ることが、理解されるべきである。
【０１７０】
[00167]　他の実施形態が、以下の特許請求の範囲内に記載される。
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摘要(译)

本发明涉及用于设计免疫测定对照的组合物和方法。 在各种实施方案
中，本发明提供了序列CPRRPYIL或其类似物; ELAGLGFAELQC或其类
似物;以及包含CDWRKNIDAL或其类似物;与CPRRPYIL，
ELAGLGFAELQC或CDWRKNIDAL肽结合的特异性结合试剂的合成肽;
这种试剂。 一种制造方法；以及提供与所关注的分析物的测量无关的分
析控制信号的方法，因为在分析物分析中使用的试剂对控制信号无贡
献。 提供了一种利用试剂的测定法。
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