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(54)【発明の名称】 甲状腺障害の多被検体診断試験

(57)【要約】
生物学的試料中の甲状腺障害のいくつかの生物学的マー
カーについての免疫学的アッセイは、単一の試験におい
てサンドイッチ型、逐次競合的、および血清学的アッセ
イの組合わせを使用して実施され、このときフローサイ
トメトリーにより区別可能であるグループに分類される
粒子が使用され、各マーカーのアッセイについて1つの
グループが用いられる。粒子の各グループは異なる免疫
学的結合性メンバーで被覆され、そしてコーティングの
密度、コーティングの材料、および特別の緩衝液を使用
して、典型的な試料におけるマーカーの各々の感度およ
び動力学的範囲を調節する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単一の患者の試料を分析して甲状腺障害を示す4つの生物学

的マーカーのレベルを同時に測定する方法において、

  （a）単一の患者の試料を第1懸濁液中で粒子混合物とインキュベートし、前記

粒子混合物はグループ（i）～（iv）：

      （i）抗甲状腺刺激ホルモンで被覆された粒子、

      （ii）抗トリヨードチロニンで被覆された粒子、

      （iii）抗チロキシンで被覆された粒子、および

      （iv）希釈剤と甲状腺ペルオキシダーゼおよび抗ヒトIgGから成る群から

選択されるメンバーとの混合物で被覆された粒子、

から構成されており、各グループはフローサイトメトリーにより各他のグループ

と区別可能であり；

  （b）前記粒子を前記第1懸濁液から回収し、そして前記回収された粒子を第2

懸濁液の中で標識化された結合性メンバーの混合物とインキュベートし、前記標

識化された結合性メンバーの混合物は、

        （1）  標識化された抗甲状腺刺激ホルモン、

        （2）  標識化されたアナローグ組成物、前記アナローグ組成物に対し

て抗トリヨードチロニンおよび抗チロキシンは免疫学的結合アフィニティーを有

するが、前記免疫学的結合アフィニティーはトリヨードチロニンに対する抗トリ

ヨードチロニンのそれおよびチロキシンに対する抗チロキシンのそれよりも小さ

い、および

        （3）  グループ（iv）の粒子が甲状腺ペルオキシダーゼで被覆されて

いるとき、標識化されたヒトIgG、またはグループ（v）の粒子が抗ヒトIgGで被

覆されているとき、標識化された甲状腺ペルオキシダーゼ、

を含んでなり、前記希釈剤は生物学的マーカーおよび前記標識化された結合性メ

ンバーに対して不活性であり；そして

  （c）前記粒子を前記第2懸濁液から回収し、こうして回収された前記粒子に結

合した標識の量を検出すると同時に、こうして検出された標識の量を前記標識が

結合するグループに対してフローサイトメトリーにより補正し、これにより甲状
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腺刺激ホルモン、トリヨードチロニン、チロキシン、および抗甲状腺ペルオキシ

ダーゼのレベルを個々に表す値を得る；

ことを含んでなる方法。

    【請求項２】  グループ（iv）の前記粒子を前記希釈剤と抗ヒトIgGとの混

合物で被覆し、そして前記標識化された結合性メンバー（3）が標識化された甲

状腺ペルオキシダーゼである、請求項1に記載の方法。

    【請求項３】  グループ（iv）の前記粒子を前記希釈剤と甲状腺ペルオキシ

ダーゼとの混合物で被覆し、前記標識化された結合性メンバー（3）が標識化さ

れた抗ヒトIgGであり、

  前記粒子混合物が、グループ（v）をさらに含んでなり、これは希釈剤とチロ

グロブリンとの混合物で被覆された粒子から成り、そして

  工程（c）が甲状腺刺激ホルモン、トリヨードチロニン、チロキシン、抗甲状

腺ペルオキシダーゼ、および抗チログロブリンのレベルを個々に表す値を同時に

得ることをを含む、請求項1に記載の方法。

    【請求項４】  （b）（2）の前記標識化されたアナローグ組成物が抗トリヨ

ードチロニンおよび抗チロキシンの両方に対して免疫学的結合アフィニティーを

有する単一の種である、請求項1に記載の方法。 

    【請求項５】  前記単一の種が標識化されたＮ－t－ブチルオキシカルボニ

ル－3，5－ジヨード－L－チロニン、標識化されたN－アセチル－3－ヨード－L－

チロシン、標識化されたＮ－t－ブチルオキシカルボニル－3’，3，5－トリヨー

ド－L－チロニン、標識化されたＮ－t－ブチルオキシカルボニル－3，5－ジヨー

ド－L－チロシン、標識化されたN－アセチルフェニルアラニル－3，5－ジヨード

－L－チロシン、標識化されたN－アセチル－3，5－ジブロモ－L－チロシン、お

よび標識化されたN－アセチル－3，5－ジヨード－L－チロシンから成る群から選

択されるメンバーである、請求項4に記載の方法。

    【請求項６】  （b）（2）の前記標識化されたアナローグ組成物が2つの別

個の種の組合わせであり、一方は抗トリヨードチロニンに対する免疫学的結合ア

フィニティーを有し、そして他方は抗チロキシンに対する免疫学的結合アフィニ

ティーを有する、請求項1に記載の方法。
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    【請求項７】  前記希釈剤がウシ血清アルブミン、ブタゼラチン加水分解物

、キーホールリンペットヘモシアニン、アミン誘導化デキストラン、およびポリ

アクリル酸から成る群から選択されるメンバーである、請求項1に記載の方法。

    【請求項８】  一方のサブグループが他方のサブグループよりも実質的によ

り大きい感度を提供し、これにより低い濃度のTＳＨを測定するために有効であ

るように、グループ（i）が互いに粒度により区別される2つのサブグループから

構成されている、請求項1に記載の方法。

    【請求項９】  一方のサブグループが他方のサブグループよりも実質的によ

り大きい感度を提供し、これにより低い濃度のTＳＨを測定するために有効であ

るように、グループ（i）が抗甲状腺刺激ホルモンのコーティングにより互いに

区別される2つのサブグループから構成されている、請求項1に記載の方法。

    【請求項１０】  単一の患者の試料を分析して甲状腺刺激ホルモンおよび抗

チロキシンのレベルを同時に測定する方法において、

  （a）単一の患者の試料を第1懸濁液中で粒子混合物とインキュベートし、前記

粒子混合物はグループ（i）および（ii）：

      （i）抗甲状腺刺激ホルモンで被覆された粒子、

      （ii）抗チロキシンで被覆された粒子、

から構成されており、これらのグループはフローサイトメトリーにより互いに区

別可能であり、

  （b）前記粒子を前記第1懸濁液から回収し、そして前記回収された粒子を第2

懸濁液の中で標識化された結合性メンバーの混合物とインキュベートし、前記標

識化された結合性メンバーの混合物は、

        （1）  識化された抗甲状腺刺激ホルモン、および

        （2）  標識化されたアナローグ、前記アナローグに対して抗チロキシ

ンは免疫学的結合アフィニティーを有するが、前記免疫学的結合アフィニティー

はチロキシンに対するよりも抗チロキシンに対しても小さい、

から構成されており、そして

  （c）前記粒子を前記第2懸濁液から回収し、こうして回収された前記粒子に結

合した標識の量を検出すると同時に、こうして検出された標識の量を前記標識が
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結合するグループに対してフローサイトメトリーにより補正し、これにより甲状

腺刺激ホルモンおよびチロキシンのレベルを個々に表す値を得る、

ことを含んでなる方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  発明の背景

  甲状腺障害は最も普通の内分泌学的疾患である。甲状腺産生ホルモンが少なす

ぎる甲状腺機能低下は代謝速度を正常速度の半分に減少させることがあるが、甲

状腺ホルモンが過剰に産生される甲状腺機能亢進はそれを2倍にすることがある

。8～9百万人のアメリカ人は甲状腺機能低下およびその関連する疾患に悩まされ

ている。このような疾患は、75歳を超える5人の女性のうちの1人に影響を与える

橋本甲状腺炎（慢性リンパ性甲状腺炎）、非中毒性甲状腺腫（クレンチ病）、お

よびリーデル甲状腺炎を包含する。ほぼ350,000人のアメリカ人はグレーブス病

（中毒性甲状腺腫または甲状腺中毒症）、中毒性小結節性甲状腺腫、新生児甲状

腺機能亢進、および医原性甲状腺機能亢進の形態の甲状腺機能亢進を患う。

      【０００２】

  甲状腺障害を検出する方法は生物学的マーカーとして血流中のいくつかの種を

利用し、それらのレベルを障害の存在および種類の指示として測定する。トリヨ

ードチロニン（T3）およびチロキシン（T4）はマーカーの2つである。甲状腺機

能低下の症状において、これらのマーカーのレベルは低く、それぞれ、血清中に

おいて通常1.1～2.9nmol／Ｌおよび64～142nmol／Lであるが、甲状腺機能亢進の

症状においてそれらは増加する。

      【０００３】

  他のマーカー、甲状腺刺激ホルモン（TSH）は、0.5～5mIU／Ｌの正常血清レベ

ルに関して、甲状腺機能低下の症状において増加し、甲状腺機能亢進の症状にお

いて減少することによって反対方向に変化する。ある種の症状、顕著には橋本甲

状腺炎において、抗チログロブリン（抗Tg）抗体および抗甲状腺ペルオキシダー

ゼ（抗TPO）抗体（後者はまた抗ミクロソーム抗体と呼ばれる）は、追加のマー

カーであり、また増加するが、抗Tg測定を使用しない抗TPOの測定はしばしば適

切であると考えられる。他の試験は基底代謝速度の測定および甲状腺の閉じた経

皮的生検を包含する。

      【０００４】
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  血清被検体により甲状腺障害を診断するために、こうして医師は4つまたは5つ

のマーカーのレベルを検出することを必要とする。各マーカーについて個々の手

法を使用することは、材料、装置、および労力において費用のかかる仕事であり

、そしてエラーのリスクは実行する手法の数に比例する。対照的に、医師が単一

の試験においてマーカーのすべてを検出することができる場合、コストはより少

なく、エラーの確率は有意に減少し、そして反復試験の必要性のリスク（および

患者から追加の血液試料を必要とする厄介さ）は少なくなるであろう。さらに、

診断、処理、および回収にかかる時間を実質的に短縮することができる。

      【０００５】

  不都合なことには、統合されたまたは同時の試験手法の開発は、こうして、多

被検体の分析の実行を必要とする技術および特定のマーカーの性質の差によりさ

らに不能化されてきている。マーカーのすべてではなく、いくつかは他のものよ

りも低い濃度で存在し、したがってより大きい感度のアッセイを必要とする。各

々はある種類のイムノアッセイにより検出することができるが、イムノアッセイ

の化学は被検体毎に異なり、そして異なる試薬が異なる時間に添加される。事実

これらの差を受け入れ、かつマーカーの各々について個々の値を提供し、しかも

単一の反応混合物中で実行できるアッセイを開発することは1つの課題である。

      【０００６】

  発明の要約

  すべての5つのマーカーまたは抗Tg含まないすべての5つのマーカーの個々のレ

ベルを検出する単一反応混合物のマルチプレスアッセイ（multiplexed  assay）

は、複数のグループに従い互いに異なる粒子の単一混合物を使用することによっ

て実行することができることが今回発見され、各グループはフローサイトメトリ

ーにより他のグループとの区別を可能とする独特な性質を有し、そして各グルー

プは検出すべき被検体の1つに対して選択的アフィニティーを有する免疫学的結

合性メンバーの表面コーティングを支持する。

      【０００７】

  粒子の1つのグループ（およびいくつかの場合において、広い範囲の検出を達

成するために2つのグループ）はこうして抗TSHで被覆され、第2グループはT3に
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対する抗体で被覆され、第3グループはT4に対する抗体で被覆され、そして第4グ

ループはTPOまたは抗ヒトIgGで被覆される。試料をTgについてアッセイする場合

、こうして各グループは個々の被検体に対して向けられる個々の被検体を目的と

する独特のコーティングと、フローサイトメトリーによる区別を可能とする追加

の独特の特性との両方を有する。

      【０００８】

  粒子の全体の混合物を試料の中に懸濁させ、そして懸濁液を適当な時間の間イ

ンキュベートして免疫反応を発生させる。次いで粒子を回収し、標識化された結

合性メンバーの溶液の中に再懸濁させる。標識化された結合性メンバーは、標識

化された抗TSH、ＦT3またはＦT4粒子上の抗体がT3またはT4に対するよりもアナ

ローグに対して低いアフィニティーを有するように選択されたT3およびT4の標識

化されたアナローグ、および標識化された抗ヒトIgGまたは標識化されたTPOを包

含する。最後の結合性メンバーは、粒子の第4グループをTPOで被覆する場合、お

よびまた前述の第5グループが存在する場合、標識化された抗ヒトIgGであり、そ

して粒子の第4グループが抗ヒトIgGで被覆する場合、標識化されたTPOであろう

。

      【０００９】

  再懸濁された粒子の表面において免疫学的反応が起こるために十分な時間が経

過した後、粒子を第2懸濁液から回収し、粒子に結合した標識の量を検出すると

同時に、粒子をフローサイトメトリーにより区別する。こうして試料中のTSH、T

3、T4、および必要に応じて、抗Tgの量について個々の値が得られ、すべては試

薬の添加、インキュベーション、粒子回収工程、洗浄工程、および各被検体につ

いての検出工程を実行する共通のアッセイ混合物から得られる。こうして、この

アッセイはTSHについてのサンドイッチアッセイをT3およびT4についての逐次競

合アッセイおよびTPO（およびTg、含める場合）についての血清学的アッセイと

組合わせる。

      【００１０】

  こうして、本発明のアッセイは、TSHについてのサンドイッチ型イムノアッセ

イを抗TPOおよび抗Tgについての血清学的アッセイと組合わせる。サンドイッチ
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アッセイと逐次競合アッセイとの組合わせは、2つの抗体（TSH）に対する結合を

可能とするために十分に大きい分子、およびこのような抗体の結合（T3およびT4

）を可能とするために十分に小さい分子を同時に検出することを可能とする。サ

ンドイッチアッセイおよび逐次競合アッセイと血清学的アッセイとの組合わせは

、抗原被検体および抗体被検体の同時検出を可能とする。

      【００１１】

  さらに、種々の被検体のレベルは他よりも大きい感度のいくつかの必要なアッ

セイとともにかなり異なるので、アッセイのいくつか、顕著には抗TPOおよび抗T

gのアッセイのシグナルを低下させることによって調節を行う。それぞれの粒子

のグループの粒子上の追加の被覆メンバーとして希釈剤を使用し、これにより免

疫学的反応の反応速度を低下させることによって、この調節は達成される。好ま

しい態様において、標識化された結合性メンバーを添加する懸濁液にポリエチレ

ングリコールを添加して、反応速度を増加し、こうしてアッセイのTSH部分の感

度を増加することによって、追加の調節を行う。他の好ましい態様において、2

つの相互に区別可能な粒子のグループをTSHの測定に使用し、各粒子のグループ

を分析範囲の異なる部分について最適化する。

      【００１２】

  本発明の他の面において、前述の方法において互いに異なるグループに分割さ

れた粒子の単一混合物を使用することによって、2つのマーカー、TSHおよびT4の

個々のレベルを単一試料において検出する。本発明のこの面は、TSHについての

サンドイッチ型アッセイをT4についての逐次競合アッセイと組合わせる。

  本発明の追加の目的、特徴、および利点は、下記の記載から明らかとなるであ

ろう。

      【００１３】

  本発明および特定の態様の詳細な説明

  すべての5つのマーカーについての本発明によるアッセイは第1図に絵画的に表

示されている。被覆された粒子の混合物11は、粒子の6つの異なるグループを含

有し、そして円の内部の文字A（およびA’）～Eを有しかつ抗体または抗原が結

合した円の列により表されている。各文字はフローサイトメトリーにより他と区
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別可能な粒子の異なるグループ（AおよびA’も互いに区別可能である）を表示し

、そして円に結合した構造は粒子上のコーティングを表す。

      【００１４】

  粒子A、A’、B、およびCは抗TSH（AおよびA’の両方）、抗T3（B）、および抗

T4（C）抗体で被覆された表面を有し、各抗体は横側の「Ｙ」構造により表され

、「Ｙ」構造はその1つのFab鎖上に示された各抗体の特異性を有する。粒子Dは

、それぞれ、TPOおよびTgで被覆されており、各々は特定の抗原の略号を取り囲

むダイヤモンド形により表されている。「A」粒子は、TSHコーティングの密度お

よび粒度が異なるために、「A’」と感度が異なる。

      【００１５】

  アッセイすべき試料12は、粒子の列11の右の列により表されている。試料12は

被検体TSH、T3、T4、抗TPO、および抗Tgを含有する。TSH、T3、およびT4は、そ

れぞれ、上部における3つのダイヤモンド形構造列により表され、そして抗Tgは

、それぞれ、下部における2つの「Y」構造により表されている。

  インキュベーション、粒子の回収、および洗浄後、下記の粒子混合物13が生ず

る：

  粒子上の抗TSHコーティングを通して粒子に結合した試料からのTSHを有する「

A」および「A’」粒子。粒子に結合したTSHをもたない「A」および「A’」粒子

上のいくつかの部位が残留するが、これら部位は粒子上に存在してさえ、アッセ

イの残部に参加しないので、示されていない。

      【００１６】

      粒子上の抗T3コーティングを通して粒子に結合した試料からのT3を有する

「B」粒子。粒子に結合したT3をもたない「B」粒子上のいくつかの部位が残留す

る。これらの部位は流れ図において別の粒子として示されており、後述するよう

に、アッセイの連続する工程において結合反応を行う。

    粒子上の抗T4コーティングを通して粒子に結合した試料からのT4を有する「

C」粒子。粒子に結合したT4をもたない「C」粒子上のいくつかの部位が残留する

。これらの部位は同様に流れ図において別の粒子として示されており、後述する

ように、アッセイの連続する工程において結合反応を行う。
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      【００１７】

    粒子上の抗TPO抗原コーティングを通して粒子に結合した試料からの抗TPOを

有する「D」粒子。ここで再び、粒子に結合したTPO抗体をもたない「D」粒子上

のいくつかの部位が残留するが、アッセイの残部に参加せず、したがって示され

ていない。

      粒子上の抗Tg抗原コーティングを通して粒子に結合した試料からの抗Tgを

有する「E」粒子。ここでまた、「E」粒子上に存在する部位のすべてがTg抗体に

結合するようになるわけではく、これらの遊離部位はアッセイの残部において非

結合のままであり、したがって示されていない。

      【００１８】

  この粒子混合物を標識化された結合性メンバーの混合物14とともに再懸濁させ

る。この混合物は(i)標識化された抗TSH、（ii）抗T3および抗T4の両方に結合す

るT3およびT4の標識化されたアナローグ（しるし「T3／4」を含有するダイヤモ

ンド形により表されている）またはそれぞれ抗T3および抗T4に優先的に結合する

T3およびT4の個々の標識化されたアナローグ（それぞれ、しるし「T3A」および

「T4A」列により表されている）、および（iii）標識化された抗ヒトIgGを包含

する。これらの標識化された結合性メンバーの各々上の標識は星印により表され

ている。「T3／4」により表される標識化されたアナローグは、抗T3および抗T4

の両方がT3またはT4それ自体に対して有するよりも低いアフィニティーを有する

ものである。したがって、アナローグは、既にT3およびT4に結合するようになっ

ていない抗体にのみ結合する。個々の標識化されたアナローグT3AおよびT4Aにつ

いて同一のことが適用される。

      【００１９】

    インキュベーション、粒子の回収、および洗浄後、下記のものを包含する粒

子混合物15が生ずる：

    サンドイッチアッセイの結果を表す「A」および「A’」粒子、粒子表面上の

抗TSHコーティングと標識化された抗TSHとの間に位置する被検体TSH、こうして

標識は試料中のTSHの量の直接的指示を与える。

    逐次競合アッセイの結果である、標識化および非標識化「B」の混合物、標
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識化された「B」粒子（どの標識化されたアナローグを使用するかに依存して、2

つの代替物が示されている）は、被検体T3が結合するようにならず、これにより

試料中のT3の量の逆数の指示を与える部位を表す。

      【００２０】

    逐次競合アッセイの結果である、標識化および非標識化「C」の混合物、標

識化された「C」粒子（どの標識化されたアナローグを使用するかに依存して、2

つの代替物が示されている）は、被検体T4が結合するようにならず、これにより

試料中のT4の量の逆数の指示を与える部位を表す。

    間接的または「抗原捕捉」血清学的アッセイの結果を表す「D」粒子、粒子

表面上の抗TPOコーティングと標識化された抗ヒトIgGとの間に位置する被検体抗

TPO、こうして標識は試料中の抗TPOの量の直接的指示を与える。

    間接的または「抗原捕捉」血清学的アッセイの結果を表す「E」粒子、粒子

表面上の抗Tgコーティングと標識化された抗ヒトIgGとの間に位置する被検体抗T

g、こうして標識は試料中の抗Tgの量の直接的指示を与える。

      【００２１】

  第2図は、抗TPOについての直接的または「クラス捕捉」血清学的アッセイを使

用する、本発明による他のアッセイ、わずかに4つのマーカー被検体、TSH、T3、

T4、および抗TPOについての1つのアッセイの絵画的表示である。このアッセイに

おける粒子混合物21は、粒子の5つの異なるグループのみを含有し、そして第1図

において使用する同一の記号法のタイプを使用して、円の内部の文字A（およびA

’）～Eを有しかつ抗体または抗原が結合した円の列により表されている。粒子A

、A’、B、およびCは第1図に示すものと同一である。粒子Dは、試料中のすべて

のIgG抗体に結合する、抗ヒトIgGで被覆されている。

      【００２２】

  しかしながら（後述するように）、後に添加される標識化された結合性メンバ

ーのうちで、IgG抗体に結合し、こうしてＤ粒子に結合するただ1つは標識化され

たTPOであり、こうして抗TPOを有するD粒子のみが検出されるであろう。他のIgG

抗体に結合するD粒子はアッセイの残部に参加せず、したがって、図示されてい

ない。このアッセイの好ましい態様において、D粒子のコーティングの中に希釈
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剤を使用しない。アッセイすべき試料22は検出すべき4つの被検体を含有すると

して示されている。

      【００２３】

  粒子および試料のインキュベーション、粒子の回収、および洗浄後、下記のも

のを含有する粒子混合物23が生ずる：

    第1図におけるような「A」、「A’」、「B」、および「C」粒子、コーティ

ングを形成するために使用した結合性メンバーを通してそれに結合した試料から

の被検体を有し、結合した被検体をもたず、アッセイの残部に参加する、これら

の粒子上の部位を表す、追加の「B」および「C」。

      【００２４】

    粒子上のIgGコーティングを通して粒子に結合した試料からの抗TPOを有する

「D」粒子。

  標識化された抗ヒトIgGを標識化されたTPOで置換することによって、第1図の

アッセイの標識化された結合性メンバーと異なる、標識化された結合性メンバー

の混合物24と、粒子混合物を再懸濁させる。第1図におけるように、これらの結

合性メンバーのすべては星印により表されている。

      【００２５】

  インキュベーション、粒子の回収、および洗浄後、下記のものを含有する最終

粒子混合物25が生ずる：

    サンドイッチアッセイの結果を表す「A」および「A’」粒子、粒子表面上の

抗TSHコーティングと標識化された抗TSHとの間に位置する被検体TSH、こうして

標識は試料中のTSHの量の直接的指示を与える。

      【００２６】

    逐次競合アッセイの結果である、標識化および非標識化「B」の混合物、標

識化された「B」粒子（どの標識化されたアナローグを使用するかに依存して、2

つの代替物が示されている）は、被検体T3が結合するようにならず、これにより

試料中のT3の量の逆数の指示を与える部位を表す。

  逐次競合アッセイの結果である、標識化および非標識化「C」の混合物、標識

化された「C」粒子（どの標識化されたアナローグを使用するかに依存して、2つ
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の代替物が示されている）は、被検体T3が結合するようにならず、これにより試

料中のT3の量の逆数の指示を与える部位を表す。

      【００２７】

    逐次競合アッセイの結果である、標識化および非標識化「C」の混合物、標

識化された「C」粒子（どの標識化されたアナローグを使用するかに依存して、2

つの代替物が示されている）は、被検体T4が結合するようにならず、これにより

試料中のT4の量の逆数の指示を与える部位を表す。

    直接的または「クラス捕捉」血清学的アッセイの結果を表す「D」粒子、粒

子表面上の抗IgGコーティングと標識化された抗TPOとの間に位置する被検体抗TP

O、こうして標識は試料中の抗TPOの量の直接的指示を与える。

      【００２８】

  マーカー抗TPOおよび抗Tgは典型的な血清試料の中に高い濃度で存在するが、T

SHは低い濃度で存在するので、アッセイにおいて、抗TPOおよび抗Tgアッセイに

おいて使用する粒子のための共被覆材料として希釈剤を使用することによって利

益が得られる。希釈剤は結合のために有効な部位について競合し、したがって粒

子上のTPOおよびTgのコーティング密度を低下するので、そのように呼ばれる。

これにより、アッセイの精度を実質的に低下させないで、これらの粒子について

実行されるアッセイからのシグナルが減少する。こうして、希釈剤は、試料中の

いずれの被検体または他のアッセイ試薬との特異的結合に関係しない物質である

。

      【００２９】

  こうして、被検体およびアッセイにおいて使用する標識化された結合性メンバ

ーに対して不活性であるコーティングとして、粒子に適用できる任意の物質を希

釈剤として使用することができる。例はウシ血清アルブミン、ブタゼラチン加水

分解物、キーホールリンペットヘモシアニン、アミン誘導化デキストラン、およ

びポリアクリル酸である。ウシ血清アルブミンは好ましい例である。希釈剤の使

用量を変化させることができる。粒子表面上の結合部位についてTPOおよびTgと

競合し、かつ許容可能な正確度で複製できるアッセイを生成する、任意の量を使

用することができる。
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      【００３０】

  高い陽性と低い陽性とを区別すると同時になお十分なアッセイ感度を達成する

ことができる（すなわち、陰性と低い陽性とを区別することができる）レベルに

抗TPOシグナルを減少するために、グループ（iv）粒子上のTPOコーティング密度

は好ましくは約0.3ng／cm2約50 ng／cm2の範囲内、最も好ましくは約0.5 ng／cm

2～約50 ng／cm2の範囲内である。抗Tgを包含するアッセイにおいて、同一範囲

のコーティング密度を使用することができる。

      【００３１】

  アッセイを改良する他の手段はTSHアッセイの感度を増加させることである。

これは最終結合反応を実行する懸濁液にポリエチレングリコール（PEG）を添加

することによって達成することができる。こうして、初期アッセイ試薬を試料と

インキュベートした後回収した標識化された結合性メンバーおよび粒子を、添加

剤としてPEGを含有する緩衝液の中に懸濁させる。これはPEGが存在するために反

応速度を増加させることによって、TSHアッセイからのシグナルを増加させる。

      【００３２】

  使用するPEGの分子量は、PEGが反応混合物の中に完全に溶解するかぎり、本発

明に対して決定的ではない。最適な分子量および比率は、アッセイ混合物および

手法の他のパラメーターに依存して変化することがある。しかしながら、ほとん

どの場合において、PEGの分子量は約2，000～約20，000、好ましくは約5，000～

約10，000（最も好ましくはほぼ8，000）の範囲であり、そして量は緩衝液の約0

.5重量％～約4.0重量％、好ましくは約2.0重量％～約3.0重量％の範囲であろう

。

      【００３３】

  PEGの量もまた変化することができるが、最も有効な結果について、TSHアッセ

イの感度に対して最大の利益を提供すると同時に非特異的結合の増加を最小にす

る量を選択する。複合体希釈剤における重量百分率を増分的に0から5％に増加さ

せ、各々を使用してTSHアッセイを実行し、そして非特異的結合レベルをPEGレベ

ルの関数として観測することによって、最適な量を決定することができる。次い

で、非特異的結合をほとんど、あるいはまったく増加させないことによって達成



(16) 特表２００３－５３１３７８

される、最高のPEGレベルを選択すべきである。

  PEGの添加は、また、TSHおよびT4のみを検出する本発明の態様において有効で

ある。これらのアッセイについてPEGの好ましいタイプおよび量は、前述したも

のと同一である。

      【００３４】

  本発明のある態様において、大きい動力学的範囲を受け入れるTSH検出におけ

る柔軟性は、TSHグループについて粒子の2つの区別可能なサブグループを使用す

ることによって達成され、ここで2つのサブグループの一方はTSHの高い濃度を測

定し、そして他方は低い濃度を測定するのためのものである。大きい粒子は比較

的小さい粒子よりも高い感度を提供し、そしてより高いコーティング濃度を有す

る粒子について同一のことが当てはまる（粒度の差を無視して）ことが発見され

た。

      【００３５】

  こうして、TSHの低い濃度および高い濃度の両方の測定を可能とするために、

粒子の2つのサブグループは粒度、コーティング密度または両方が異なることが

できる。特に好ましい態様において、一方サブグループは他のサブグループの粒

子よりも大きい粒度および高い抗体コーティング濃度の両方を有する粒子を含有

するであろう。次いで、前者のサブグループはTSHの比較的低い濃度の測定に特

に有効であるが、後者は比較的高い濃度の測定に特に有効である。こうして、2

つのサブグループは組合わせにおいてアッセイの動力学的範囲を増加させるであ

ろう。

      【００３６】

  また、緩衝液はアッセイ試薬を安定化するタンパク質を含有することができる

。適当なタンパク質の例は、ほぼ生理学的pHにおける緩衝化生理食塩水中のウシ

ガンマグロブリンである。

  標識化された結合性メンバーは、抗T3および抗T4の両方に対して免疫学的結合

アフィニティーを有するが、T3またはT4それ自体に対して低いアフィニティーを

有する組成物を包含し、これにより組成物は既に抗体に結合するようになったT3

またはT4を置換しない。こうして、組成物はT3およびT4の両方の構造的アナロー
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グまたは各々の別々の構造的アナローグであろう。使用できるT3およびT4の構造

的アナローグの例は次の通りである：

      【００３７】

    【化１】

      【００３８】
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    【化２】

      【００３９】

  本発明の実施において使用する粒子は微視的サイズであり、ポリマー材料から

形成されていることが好ましい。微小粒子として有効である粒子は生物学的試料

の成分に対して不活性であり、かつ微小粒子表面に添付される結合性メンバーの

コーティング以外のアッセイ試薬に対して不活性である。適当な微小粒子材料は

、また、最小の自己蛍光を有し、固体であり、試料の中に不溶性であり、かつア

ッセイにおいて使用する緩衝液、溶媒、担体、希釈剤、または懸濁剤の中に不溶

性であり、そして好ましくは共有結合を通して、適当なコーティング材料に添付

ことができるであろう。
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      【００４０】

  適当なポリマーの例は、ポリエステル、ポリエーテル、ポリオレフィン、ポリ

アルキレンオキシド、ポリアミド、ポリウレタン、多糖類、セルロース、および

ポリイソプレンである。多数のポリマーにおいて、架橋は微小粒子に構造的完全

性および剛性を付与するために有効である。微小粒子のサイズ範囲は変化ことが

でき、そして粒度範囲は本発明に対して決定的ではない。ほとんどの場合におい

て、微小粒子は約0.3マイクロメートル～約100マイクロメートル、好ましくは約

0.5マイクロメートル～約40マイクロメートルの範囲であろう。

      【００４１】

  アッセイの粒子回収および洗浄の工程を促進するために、粒子は好ましくは磁

気応答性材料、すなわち、磁場に対して応答する任意の材料を含有する。次いで

、インキュベーション後または洗浄工程後、懸濁液をインキュベートする反応器

に磁場を付与し、粒子を反応器の壁に付着させ、これによりデカンテーションま

たは吸引により液体の除去を可能とすることによって、固相および液相を分離す

る。本発明において問題の磁気応答性材料は、常磁性材料、強磁性材料、フェリ

磁性材料、およびメタ磁性を包含する。常磁性材料は好ましい。例は鉄、ニッケ

ル、およびコバルト、ならびに金属酸化物、例えば、Fe3Ｏ4、BaFe12Ｏ19、CoO

、NiO、Mn2Ｏ3、およびCoMnPである。

      【００４２】

  磁気応答性材料をポリマー全体を通して分散させ、ポリマー表面上のコーティ

ングとしてまたは表面上の2またはそれ以上のコーティングの1つとして適用する

か、あるいは材料を粒子に固定する他の方法で組込みまたは添付することができ

る。粒子中の磁気応答性材料の量は決定的ではなく、広い範囲にわたって変化で

あることができる。この量は微小粒子の密度に影響を与えることがあるが、液相

と固相との間の接触を最大とする目的でかつフローサイトメトリーを促進するた

めに、量および粒度の両方は微小粒子を懸濁させて維持ことの容易さに影響を与

えることがある。

      【００４３】

  微小粒子中の磁気応答性材料の過剰量は、アッセイの結果を妨害するために十
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分に高いレベルで自己蛍光を発生させることがある。したがって、磁気応答性材

料の濃度は材料から発散する自己蛍光を最小するために十分に低いことが好まし

い。これらの事実を考慮して、本発明による粒子中の磁気応答性材料は好ましく

は全体として粒子の約0.05～約75重量％の範囲である。より好ましい重量百分率

の範囲は約2％～約25％、なおより好ましい重量百分率の範囲は約2％～約8％で

ある。

      【００４４】

  適当なアッセイ試薬を使用する粒子表面の被覆は、静電的誘引、特異的アフィ

ニティー相互作用、疎水性相互作用、または共有結合により達成することができ

る。共有結合は好ましい。慣用手段、特に官能基を含有するモノマー、例えば、

唯一のモノマーとしてまたはコモノマーとして働くモノマーを使用することによ

って、アッセイ試薬の共有結合のための官能基でポリマーを誘導化であることが

できる。適当な官能基の例は、アミン基（－NH2）、アンモニウム基（－NＨ3
+ま

たは－ＮＲ3
+）、ヒドロキシル基（－OH）、カルボン酸基（－COOH）、およびイ

ソシアネート基（－NCO）である。カルボン酸基をポリオレフィンの中に導入す

るために有用なモノマーは、例えば、アクリル酸およびメタクリル酸である。

      【００４５】

  粒子表面上の反応性基の密度を増加させかつ立体障害性を減少させる手段とし

て、結合基を使用するすることができる。これはアッセイの範囲および感度を増

加させるであろう。また、必要に応じて本発明の特定の被覆材料を固定するため

に、固相表面に特定のタイプの反応性基を付加する手段として結合基を使用する

であることができる。適当な有用な結合基の例は、ポリリシン、ポリアスパラギ

ン酸、ポリグルタミン酸およびポリアルギニンである。

      【００４６】

  一般に、高い自己蛍光を示す粒子の使用を回避するように注意すべきである。

慣用重合技術により広範な種類の出発モノマーから形成された粒子は、多くて低

レベルの自己蛍光を示すので、一般に適当である。逆に、多孔度を増加する、そ

れゆえ表面積を増加するように改質された粒子、すなわち、文献において「巨大

孔質（macroporous）」として言及されている粒子は、高い自己蛍光を示すので
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、望ましくない。粒度が増加しかつジビニルベンゼンモノマーの百分率が増加す

るとともに、自己蛍光は増加することが考えられる。

      【００４７】

  本発明による微小粒子のマルチプレクシングは、アッセイが4つの甲状腺障害

マーカー、5つの甲状腺障害マーカー、またはマーカー＋他の化合物、例えば、

インターフェロンに対して向けられるかどうかに依存して、微小粒子を4つ、5つ

、またはそれ以上のグループに割り当てることによって達成される。粒子の各グ

ループは、そのグループをフローサイトメトリーにより他のグループと区別可能

とする、独特の弁別パラメーターである。

      【００４８】

  弁別パラメーターの1つの例は粒子直径であり、種々のグループは非オーバー

ラッピング直径の部分範囲により定められる。直径の部分範囲の幅および隣接す

る部分範囲の平均直径間の間隔は、フローサイトメトリーによる部分範囲の弁別

を可能とするように選択され、そしてフローサイトメトリーの使用および計装に

おける当業者にとって明らかであろう。この明細書において、用語「平均直径」

は数平均直径を意味する。ほとんどの場合において、好ましい部分範囲幅は平均

直径の約±5％CVまたはそれより小さく、ここで「CV」は「変動係数」を意味し

、粒子直径／平均粒子直径×100の標準偏差として定義される。

      【００４９】

  種々の部分範囲の中の平均直径間の最小間隔は微小粒子の粒度分布、異なるア

ッセイ試薬を取り付ける目的で粒度により微小粒子を分離する容易さ、およびフ

ローサイトメトリー装置の型および感度に依存して変化することがある。ほとん

どの場合において、異なる部分範囲の平均直径が部分範囲の1つの平均直径の少

なくとも約6％、好ましくは部分範囲の1つの平均直径の少なくとも約8％、最も

好ましくは部分範囲の1つの平均直径の少なくとも約10％だけ離れているとき、

最良の結果が達成されるであろう。他の好ましい部分範囲の幅の関係は、各部分

範囲内の粒子直径の標準偏差が隣接する部分範囲の平均直径の分離の1／3より小

さい関係である。

      【００５０】
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  粒子の種々のグループを区別するために使用できる弁別パラメーターの他の例

は蛍光である。粒子の中に種々の蛍光材料を組込むことによって、弁別は達成さ

れ、粒子の中に種々の蛍光材料は異なる蛍光発光スペクトルを有し、そしてこの

基準で区別される。

      【００５１】

  蛍光は、事実、グループを互いに区別する手段および粒子について実行される

アッセイのための検出手段の両方として使用することができる。異なる発光スペ

クトルを有する蛍光材料の使用は、グループを互いに区別する手段として、そし

てまたグループの分類をアッセイ検出と区別する手段として働くことができる。

グループを区別する手段として使用できる蛍光物質の例は蛍光であり、そしてア

ッセイ検出に使用できる物質の例はフィコエリトリンである。この例の使用にお

いて、異なる粒子グループを互いに区別するために異なる濃度の蛍光を使用して

、これらの粒子グループを染色することができるが、フィコエリトリンはアッセ

イにおいて使用する種々の標識化された結合性メンバー上の標識として使用され

る。

      【００５２】

  粒子の種々のグループを区別するために使用できる弁別パラメーターのなお他

の例は光散乱、光放射、または光散乱と光放射との組合わせである。副角光散乱

（side  angle  light  scatter）は、粒度、粒状性、吸収および表面粗さとと

もに変化するが、前方角光散乱は主として粒度および屈折率により影響を受ける

。こうして、これらの量の変化は種々のグループを区別する手段として働く。微

小粒子の中に蛍光物質を組込み、そして異なる蛍光強度を有するか、あるいは異

なる波長の蛍光を放射する蛍光物質を使用することによって、あるいは組込まれ

る蛍光物質の量を変化させることによって、光放射を変化させることができる。

種々の異なる波長の蛍光放射を使用することによって、波長の差を使用して粒子

グループを互いに区別することができるが、また1つのグループを他のグループ

と区別する標識と、標識化された結合性メンバー中の標識を区別することができ

る。

      【００５３】
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  上記の変法において、アレイ中の各微小粒子はそれとアソシエートした少なく

とも3つの弁別パラメーターを有する、すなわち、2つの別々の波長の蛍光放射と

一緒に副散乱を有するように、微小粒子は2またはそれ以上の蛍光色素をそれら

の中に組込んで有する。例えば、微小粒子は蛍光色素、例えば、Cy5をオレンジ

色蛍光色素、例えば、Cy5.5と一緒に含有するように作ることができる。追加の

蛍光色素を使用して、この系をさらに拡張することができる。こうして、各微小

粒子は変化する波長において複数の蛍光色素を含有するすることができる。

      【００５４】

  粒子の種々のグループを区別するために使用できる弁別パラメーターのなお他

の例は吸収である。光を微小粒子に適用するとき、粒子による光の吸収は側方に

（副角）散乱した光の強度により大部分示されるが、前方散乱光の強度は比較的

影響を受けない。結局、微小粒子に関連する種々の着色色素間の吸収の差は、側

方に散乱した光の強度の差を観測することによって決定される。

  粒子の種々のグループを区別するために使用できる弁別パラメーターのなお他

の例は、各グループ中の粒子の数である。各グループの粒子の数を既知の方法で

変化させ、そして種々のアッセイ応答を有する粒子の計数を決定する。各応答を

有する粒子の数により、種々の応答を特定のアッセイに関連させる。

      【００５５】

  上記例が例示するように、多数のパラメーターまたは特性を弁別パラメーター

として使用して、1つのグループの微小粒子を他のグループの微小粒子と区別す

ることができる。弁別パラメーターは、粒度、粒子の組成、光散乱に影響を与え

る粒子の物理的特性、異なる発光スペクトルおよび／または散乱特性を微小粒子

に与える励起可能な蛍光色素または着色色素、または1または2以上の蛍光色素の

異なる濃度から生ずる。

      【００５６】

  区別可能な微小粒子のパラメーターが蛍光色素または色であるとき、それを微

小粒子の表面上に被覆し、微小粒子の中に埋め込みか、あるいは微小粒子の材料

の分子に結合させることができる。こうして、ポリマー材料を蛍光性色素と組合

わせるか、あるいは微小粒子に色素を含浸させることによって、蛍光性微小粒子
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を製造することができる。既に組込まれた色素を有し、これにより本発明におい

て使用するために適当な微小粒子は、供給会社、例えば、スフェロテク・インコ

ーポレーテッド（Spherotec，Inc.）（米国イリノイ州リバティビレ）およびモ

レキュラー・プローブ・インコーポレーテッド（Molecular  Probes、Inc.）（

米国オレゴン州オイゲン）から商業的に入手可能である。

      【００５７】

  標識化された結合性メンバーにおいて使用する標識は、検出可能なシグナルを

放射する任意の標識であることができる。前述したように、多数の発蛍光団は文

献に報告されており、こうしてこの分野において知られており、そして多数はバ

イオテクノロジー産業に対する供給会社から容易に入手可能である。発蛍光団に

ついての文献源は、Cardullo他、Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  85：8790－

8794（1988）；Dexter、Ｄ.Ｌ.、J. of  Chemical  Physics  21：836―850（19

53）；Hochstrasser他、Biophysical  Chemistry  45：133―141（1992）；Selv

in、Ｐ.、Methods  in  Enzymology  246：300―334（1995）；Steinberg、Ｉ.

、Ann.   Rev.   Biochem.  40：83―114（1971）；Stryer、L.、Ann.   Rev. 

  Biochem.  47：819―846（1978）；Wang他、Tetrahedron  Letters  31：6493

－6496（1990）；Wang他、Anal.  Chem.  67：1197―1203（1995）を包含する。

  発蛍光団の例のリストは次の通りである：

      【００５８】

  4－アセトアミド－4’－イソチオシアナトスチルベン－2、2’ジスルホン酸ア

クリジン、

  アクリジンイソチオシアネート、

  5－（2’－アミノエチル）アミノナフタレン－1－スルホン酸（EDANS）、

  4－アミノ－Ｎ－［（3－ビニルスフホニル）フェニル］ナフタルイミド－3，5

－ジスルホネート、

  N－（4－アニリノ－1－ナフチル）マレイミド、

  アントアニルアミド、

  BODIPY、

  ブリリアントイエロー、
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  クマリン、

      【００５９】

  7－アミノ－4－メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン120）、

  7－アミノ－4－トリフルオロメチルクマリン（ＡＭＣ、クマラン151）、

  シアニン色素、

  シアノシン、

  4’，6－ジアミジノ－2－フェニルインドール（DAPI）、

  5，5”－ジブロモピロガロール－スルホナフタレイン（ブロモピロガロール・

レッド）、

  7－ジエチルアミノ－3－（4’－イソチオシアナトフェニル）－4－メチルクマ

リン、

  ジエチレントリアミンペンタアセテート、

  4，4’－ジイソチオシアナトジヒドロースチルベン－2，2’－ジスルホン酸、

      【００６０】

  4，4’－ジイソチオシアナトスチルベン－2，2’－ジスルホン酸、

  5－［ジメチルアミノ］ナフタレン－1－スルホニルクロリド（DNS、ダンシル

クロリド）、

  4－（4’－ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香酸（DABCYL）、

  4－ジメチルアミノフェニルアゾフェニル－4’－イソチオシアネート（DABITC

）、

  エオシン、

  エオシンイソシアネート、

  エリスロシンＢ、

  エリスロシンイソチオシアネート、

  エチジウム、

      【００６１】

  5－カルボキシフルオレセイン（FAM）、

  5－（4，6－ジクロロトリアジン－２－イル）アミノフルオレセイン（DTAF）

、
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  2’，7’－ジメトキシー4’，5’－ジクロロ－6－カルボキシフルオレセイン

（JOE）、

  フルオレセイン、

  フルオレセインイソチオシアネート、

  フルオレスカミン、

  IR144、

  IR1446、

  マラカイト・グリーン・イソチオシアネート、

  4－メチルウムベリフェロン、

      【００６２】

  オルソクレソルフタレン、

  ニトロチロシン、

  パラロサニリン、

  フェノール・レッド、

  B－フィコエリトリン、

  ｏ－フタルジアルデヒド、

  ピレン、

  ピレンブチレート、

  スクシニミジル1－ピレンブチレート、

  クアンタンドット、

  リアクティブ・レッド（CibacronTM  ブリリアント・レッド3B－A）、

  6－カルボキシ－X－ローダミン（ROX）、

      【００６３】

  6－カルボキシローダミン（R6G）、

  リッサミンローダミンＢスルホニルクロライドローダミン（Rhod）、

  ローダミンB、

  ローダミン123、

  ローダミンXイソチオシアネート、

  スルホローダミンB、
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  スルホローダミン101、

  スルホローダミン101のスルホニルクロライド（Texas  Red）、

  Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－6－カルボキシローダミン（TAMRA）、

  テトラメチルローダミン、

  テトラメチルローダミンイソチオシアネート（TRITC）、

  リボフラミン、

  ロゾール酸、

  ランタニドキレート誘導体。

      【００６４】

  発蛍光団（または他の標識）は、各被検体について異なる標識と組合わせて使

用することができる。しかしながら、好ましくは、単一標識週齢のすべては標識

化された結合性メンバーについて使用し、もっぱら個々の粒子グループを互いに

区別する弁別パラメーターにより、アッセイを弁別する。

  これらの発蛍光団の任意のものを前述の結合性メンバーに取り付けて、本発明

の実施において使用するためのアッセイ試薬を形成することは、慣用の共有結合

により、発蛍光団上および結合性メンバー上に適当な官能基を使用して達成され

る。このようなグループおよび結合を形成する反応の認識は、当業者にとって容

易に明らかである。

      【００６５】

  フローサイトメトリーの方法および計装はこの分野において知られており、そ

して知られているものを本発明の実施において使用することができる。一般に、

フローサイトメトリーは、一度にただ1つの粒子がセンサーの領域を通過するよ

うな方法において、微小粒子の懸濁液を流れとして光線および電気光学的センサ

ーに通過させることにある。各粒子がこの領域を通過するとき、光線は粒子の存

在により混乱され、そして生ずる散乱した蛍光性の光を検出する。計装により光

学的信号を使用して、各粒子が属するサブグループを標識の存在および量と一緒

に同定し、こうして個々のアッセイの結果が達成される。

      【００６６】

  例は次の通りである：McHugh、“Flow Microsphere Immunoassay for the Qua
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ntitative and Simultaneous Detection of Multiple Soluble Analytes，”Met

hods in Cell Biology 42、Part B（Academic Press、1994）；McHugh他、“Mic

rosphere－Based Fluorescence Immunoassays Using Flow Cytometry Instrumen

tation，”Clinical Flow Cytometry、編者Bauser、Ｋ.Ｄ.他（米国マリイラン

ド州バルチモア：Williams and Williams、1993）、pp. 535－544；Lindmo他、

“Immunometric Assay Using Mixture of Two Particle Types of Different Af

finity，”J. Imm. Meth. 126：183－189（1990）；McHugh、“Flow Cytometry 

and Application of Microsphere－Based Fluorescence Immunoassays，”Immun

ochemica 5：116（1991）；Horan他、“Fluid Phase Particle Fluorescence An

alysis：Rheumatoid Factor Specificity Evaluated by Laser Flow Cytometry

，”Immunoassay in the Clinical Laboratory、185－189（Liss 1979）；Wilso

n他、“A New Microsphere－Based Immunofluorescence Assay Using Flow Cyto

metry，”J. Imm. Meth. 107：225―230（1988）；Fulwyler他、“Flow Microsp

here Immunoassay for the Quantitative and Simultaneous Detection of Mult

iple Soluble Analytes，”Meth. Cell Biol. 33：613―629（1990）；Coulter 

Electronics Inc.、英国特許第1,561,042号（1980年2月13日発行）；およびStei

nkamp他、Review of Scientific Instruments 44（9）；1301―1310（1973）。

      【００６７】

  同様に、自動化アッセイの一部分として磁場を適用し、それを除去する方法お

よび計装はこの分野において知られており、そして文献において報告されている

。文献の報告の例は次の通りである：Forrest他、米国特許第4,141,687号（Tech

nicon Instruments Corporation、1979年2月27日発行）；Ithakissios、米国特

許第4,115,534号（Minesota Mining and Manufacturing Company、1978年9月19

日発行）；Vlieger、Ａ.Ｍ.他、Analytical Biochemistry 205：1－7（1992）；

Dudley、Journal of Clinical Immunoassay 14：77―82（1991）；およびSmart

、Journal of Clinical Immunoassay 15：246―251（1992）。この節および前の

節におけるすべての引用文献は、引用することによって本明細書の一部とされる

。

      【００６８】
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  本発明に従い分析できる試料は、定量しようとするマーカーを含有する任意の

生物学的試料を包含する。例は血清、血液溶出液、血漿、脳脊髄液、尿、および

抽出液である。試料はヒト試料、例えば、成人の患者ならびに子供および乳児か

らの試料であることができ、そしてそれらは一般に哺乳動物、例えば、家庭のイ

ヌおよび他のペットならびに家畜類、および動物園の動物からの試料であること

ができる。

      【００６９】

  実施例

  下記の実施例は例示を目的とし、いかなる方法においても本発明を限定または

規定しない。これらの実施例において使用した緩衝液は次の通りであった：

  洗浄緩衝液：50mMのリン酸塩緩衝液pH7.4、150mMの塩化ナトリウム、0.1％の

アジ化ナトリウムおよび0.1％のツイーン－20。

   FT4粒子の被覆緩衝液：50mMのリン酸塩緩衝液pH7.4、150mMの塩化ナトリウム

、0.1％のアジ化ナトリウム、0.1％のツイーン－20および0.5％のウシガンマグ

ロブリン。

      【００７０】

  粒子希釈剤：50mMのリン酸塩緩衝液pH7.4、150mMの塩化ナトリウム、0.1％の

アジ化ナトリウムおよび0.25％のウシガンマグロブリン。

  貯蔵緩衝液：50mMのリン酸塩緩衝液pH7.4、150mMの塩化ナトリウム、0.1％の

アジ化ナトリウム、0.1％のツイーン－20および1％のウシ血清アルブミン。

  複合体緩衝液：50mMのリン酸塩緩衝液pH7.4、150mMの塩化ナトリウム、0.1％

のアジ化ナトリウム、2.75％のポリエチレングリコール8000および0.25％のウシ

ガンマグロブリン。

      【００７１】

  実施例において使用した粒子および材料は次のようにして調製した：

12μmの粒子を使用する抗TSHによる粒子の被覆

  マイクロフージ管の中に4.23mgの12μmの色素添加磁気粒子を入れた。次いで1

mlの25mMの2－（N－モルホリノ）－エタンスルホン酸（MES）pH6.2を添加し、遠

心し、そして上清をピペットで除去することによって、粒子を3回洗浄した。こ
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のペレットに、388μlの脱イオン水、160μlの0.5MのMES緩衝液、184μlの脱イ

オン水中の94.33mg／mlのN－ヒドロキシスルホスクシンイミド（NHSS）および20

0μlの脱イオン水中の50mg／mlの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピ

ル）カーボジイミド塩酸塩（EDC）を添加した。管を30分間攪拌し、次いで遠心

し、上清をピペットで除去し、廃棄した。次いで1mlの25mMのMES  pH6.2を添加

し、遠心し、そして上清をピペットで除去することによって、粒子を2回洗浄し

た。

      【００７２】

  ペレットに、129.8μlの脱イオン水、25μlの0.5μlの0.5MのMESおよび70.2μ

lの抗TSH抗体（3586μg、5.5mg／ml）を添加した。この管を4時間攪拌し、次い

で100μlの25MのMES pH6.2中の250mMのエタノールアミン溶液を添加した。次い

で管を30分間攪拌し、750μlの貯蔵緩衝液を添加し、次いで遠心し、上清をピペ

ットで除去し、廃棄した。次いで1mlの貯蔵緩衝液を添加し、遠心し、そして上

清をピペットで除去することによって、粒子を5回洗浄した。次いで貯蔵緩衝液

（1ml）を添加し、緩衝液を4℃に保持した。

      【００７３】

8μmの粒子を使用する抗TSHによる粒子の被覆

  マイクロフージ管の中に2.82mgの8μmの色素添加磁気粒子を入れた。次いで1m

lの25mMの2－（N－モルホリノ）－エタンスルホン酸（MES）pH6.2を添加し、遠

心し、そして上清をピペットで除去することによって、粒子を3回洗浄した。こ

のペレットに、388μlの脱イオン水、160μlの0.5MのMES緩衝液、184μlの脱イ

オン水中の94.33mg／mlのN－ヒドロキシスルホスクシンイミド（NHSS）および20

0μlの脱イオン水中の50mg／mlの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピ

ル）カーボジイミド塩酸塩（EDC）を添加した。管を30分間攪拌し、次いで遠心

し、上清をピペットで除去し、廃棄した。

      【００７４】

  次いで1mlの25mMのＭＥＳ pH6.2を添加し、遠心し、そして上清をピペットで

除去することによって、粒子を2回洗浄した。ペレットに、25μlの0.5μlのMES

および225μlの0.257mg／mlの抗TSH抗体および1.716mg／mlのウシ血清アルブミ
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ンの溶液を添加した。この管を4時間攪拌し、次いで100μlの25MのMES pH6.2中

の250mMのエタノールアミン溶液を添加した。次いで管を30分間攪拌し、750μl

の貯蔵緩衝液を添加した。管を遠心し、上清をピペットで除去し、廃棄した。次

いで1mlの貯蔵緩衝液を添加し、遠心し、そして上清をピペットで除去すること

によって、粒子を5回洗浄した。次いで貯蔵緩衝液（1ml）を添加し、緩衝液を4

℃に保持した。

      【００７５】

TPOによる粒子の被覆

  マイクロフージ管の中に2.82mgの8μmの色素添加磁気粒子を入れた。次いで1m

lの25mMの2－（N－モルホリノ）－エタンスルホン酸（MES）pH6.2を添加し、遠

心し、そして上清をピペットで除去することによって、粒子を3回洗浄した。こ

のペレットに、388μlの脱イオン水、160μlの0.5MのMES緩衝液、184μlの脱イ

オン水中の94.33mg／mlのN－ヒドロキシスルホスクシンイミド（NHSS）および20

0μlの脱イオン水中の50mg／mlの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピ

ル）カーボジイミド塩酸塩（EDC）を添加した。管を光から保護して30分間攪拌

し、次いで遠心し、上清をピペットで除去し、廃棄した。

      【００７６】

  次いで1mlの25mMのMES pH6.2を添加し、遠心し、そして上清をピペットで除去

することによって、粒子を2回洗浄した。ペレットに、25μlの0.5MのMESおよび2

25μlの1.72μg／mlのTPOおよび1.716mg／mlのウシ血清アルブミンの溶液を添加

した。次いで、この管を光から保護して4時間攪拌した。この時において、25Mの

MES pH6.2中の250mMのエタノールアミン溶液（100μl）を添加し、管を光から保

護して30分間攪拌した。貯蔵緩衝液（750μl）を添加し、上清を遠心し、ピペッ

トで除去し、廃棄した。次いで1mlの貯蔵緩衝液を添加し、遠心し、そして上清

をピペットで除去することによって、粒子を5回洗浄した。次いで貯蔵緩衝液（1

ml）を添加し、緩衝液を4℃に保持した。

      【００７７】

抗FT4による粒子の被覆

  マイクロフージ管の中に5.64mgの8μmの色素添加磁気粒子を入れた。次いで1m
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lの25mMの2－（N－モルホリノ）－エタンスルホン酸（MES）pH6.2を添加し、遠

心し、そして上清をピペットで除去することによって、粒子を3回洗浄した。こ

のペレットに、388μlの脱イオン水、160μlの0.5MのMES緩衝液、184μlの脱イ

オン水中の94.33mg／mlのN－ヒドロキシスルホスクシンイミド（NHSS）および20

0μlの脱イオン水中の50mg／mlの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピ

ル）カーボジイミド塩酸塩（EDC）を添加した。

      【００７８】

  管を光から保護して30分間攪拌し、次いで遠心し、上清をピペットで除去し、

廃棄した。次いで1mlの25mMのMES pH6.2を添加し、遠心し、そして上清をピペッ

トで除去することによって、粒子を2回洗浄した。ペレットに、25μlの0.5M、2.

73mg／mlの抗T4抗体および196.7μlの脱イオン水を添加した。次いで、この管を

光から保護して4時間攪拌し、25MのMES pH6.2中の250mMのエタノールアミン溶液

（100μl）を添加した。管を光から保護して30分間攪拌し、750μlのFT4粒子被

覆緩衝液を添加した。管を遠心し、上清をピペットで除去し、廃棄した。次いで

1mlのFT4粒子被覆緩衝液を添加し、遠心し、そして上清をピペットで除去するこ

とによって、粒子を5回洗浄した。次いで管に1mlのFT4被覆緩衝液を添加し、管

を4℃に保持した。

      【００７９】

抗FT3による粒子の被覆

  マイクロフージ管の中に5.64mgの8μmの色素添加磁気粒子を入れた。次いで1m

lの25mMの2－（N－モルホリノ）－エタンスルホン酸（MES）pH6.2を添加し、遠

心し、そして上清をピペットで除去することによって、粒子を3回洗浄した。こ

のペレットに、388μlの脱イオン水、160μlの0.5MのMES緩衝液、184μlの脱イ

オン水中の94.33mg／mlのN－ヒドロキシスルホスクシンイミド（NHSS）および20

0μlの脱イオン水中の50mg／mlの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピ

ル）カーボジイミド塩酸塩（EDC）を添加した。管を光から保護して30分間攪拌

し、次いで遠心し、上清をピペットで除去し、廃棄した。

      【００８０】

  次いで1mlの25mMのMES pH6.2を添加し、遠心し、そして上清をピペットで除去
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することによって、粒子を2回洗浄した。ペレットに、99μlの7.8mg／mlの抗T3

抗体および151μlの25MのMES pH6.1を添加した。次いで、この管を光から保護し

て4時間攪拌し、100μlの25MのMES pH6.2中の250mMのエタノールアミン溶液を添

加した。次いで管を光から保護して30分間攪拌し、750μlのFT4粒子被覆緩衝液

を添加した。次いで管を遠心し、上清をピペットで除去し、廃棄した。次いで1m

lのFT4粒子被覆緩衝液を添加し、遠心し、そして上清をピペットで除去すること

によって、粒子を5回洗浄した。次いで管にFT4被覆緩衝液（1ml）を添加し、管

を4℃に保持した。

      【００８１】

フィコエリトリン（抗TSH－PE）で標識化された抗TSHの調製

  スルホスクシンイミジル6－［3’－（2－ピリジルジチオ）－プロピオンアミ

ド］ヘキサノエート（スルホ－LC－SPDP）（4.4mg）を2mlの50mMのPBS（2.2mg／

ml）中に溶解した。この溶液を250μlの50mMのPBS中の40mg／mlのB－フィコエリ

トリン溶液に添加し、生ずる溶液を周囲温度において暗所で2.5時間放置した。

マイクロフージの中に、2.58mgの抗TSH抗体を添加した。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（スル

ホ－SMCC）（4.4mg）を2mlの50mMのPBS中に溶解した。

      【００８２】

  次いでこの溶液（49.6μl）を直ちに抗TSH抗体溶液に添加し、生ずる溶液を周

囲温度において暗所で1時間放置した。インキュベーション時間が経過した後、5

0mMのPBS中のジチオスレイトール（DTT）の770mg／mlの溶液（62.1μl）をPE＋

スルホ－LC－SPDP反応混合物に添加し、生ずる溶液を周囲温度において暗所で30

分間インキュベートした。PE＋スルホ－LC－SPDP＋DTT反応混合物および抗TSH＋

スルホ－SMCC反応混合物を、4回交換の1リットルの50mMのPBSに対して別々の透

析した（透析溶液の交換の間隔30分、周囲温度、光から保護した）。透析した溶

液を混合した。

      【００８３】

  抗体－PE混合物を一夜光から保護して4℃に保持した。次の日に、N－メチルマ

レイミドの溶液（50mMのPBS中の2mg／ml）（10μl）を抗体－PE混合物に添加し



(34) 特表２００３－５３１３７８

、生ずる混合物を周囲温度において1時間インキュベートした。この時間後、サ

イズ排除カラムを使用するHPLCにより混合物を精製した（ガードカラム：SEC400

 80×7.8mm、カラム：SEC400 80×7.8mm、移動相：50mMのPBS、流速：1ml／分）

。組合わせた画分に、ウシ血清アルブミン（固体）および10％のNaN3（脱イオン

水中）をそれぞれの生ずる濃度が10mg／mlおよび0.1％となるように添加した。

      【００８４】

N－t－ブトキシカルボニル－3，5－ジヨードチロシン－フィコエリトリン（DITb

oc－PE）の調製

  ジメチルスルホキシド溶液中のN－t－ブトキシカルボニル－3，5－ジヨードチ

ロシンN－ヒドロキシスクシンイミドエステルの369mg／mlの溶液（10μl）を、7

00μlの50mMのリン酸塩緩衝液、pH7.5中の1.43mg／mlのB－フィコエリトリン溶

液に添加した。この混合物を周囲温度において光から保護して4時間おだやかに

攪拌した。この時間後、サイズ排除カラムを使用するHPLCによりこの混合物を精

製した（ガードカラム：SEC400 80×7.8mm、カラム：SEC400 80×7.8mm、移動相

：50mMのPBS、流速：1ml／分）。

      【００８５】

N－アセチル化オキシカルボニル－3，5－ジヨードチロシン－フィコエリトリン

（MITboc－PE）の調製

  167μlのジメチルホルムアミド（DMF）中に10mgのN－アセチル－3－ヨードチ

ロシンを溶液させることによって、溶液を調製した。この溶液（97μl）を6.6mg

の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カーボジイミド塩酸塩EDC

に添加した。この混合物に、64μlのDMF中のN－ヒドロキシスクシンイミドを添

加した。生ずる混合物を周囲温度において渦形成装置上に75分間配置した。この

時間後、97μlのこの混合物を1mlの50mMのPBS中の12mg／mlのＢ－フィコエリト

リンに移した。生成物混合物を箔中に包み、周囲温度において渦形成装置上に一

夜配置した。次の日に、移動相として50mMのPBSを使用するＧ75－120サイズ排除

カラム（1.5×50cm）により、生成物を精製した。

      【００８６】

TSH（高範囲および低範囲の両方の粒子を使用する）、TPO、FT4、およびFT3につ
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いてのマルチプレスアッセイ

  1．  抗TSH被覆粒子（両方の粒度）およびTPO被覆粒子をマイクロフージの中

に入れ、ここで1mlの粒子希釈剤を添加し、遠心し、上清をピペットで除去する

ことによって、粒子を3回洗浄した。次いで抗T4被覆粒子および抗T3被覆粒子を

ペレットに添加し、次いでこれをほぼ2×105粒子／ml／範囲に希釈する。

  2．  試料（100μl）および工程1の粒子混合物（100μl）をタイターチューブ

（Bio-Rad Laboratories，Inc.、米国カリフォルニア州ハーキュレス、カタログ

No. 223－9390）の中に入れ、すべてのタイターチューブをラックの中に入れる

。

      【００８７】

  3．  タイターチューブのラックを加熱ブロック中で37℃において連続的に渦

形成しながら15分間インキュベートして、粒子を懸濁させて保持する。この期間

の間、光を排除する。

  4．  インキュベーション後、タイターチューブのラックを磁気セパレーター

の中に入れ、ここで粒子を3分間放置し、その時間内に粒子は磁気によりタイタ

ーチューブの側面に引き付けられる。

  5．  上清を吸引する。

  6．  洗浄緩衝液（300μl）を各タイターチューブに添加する。

  7．  粒子を3分間磁気によりタイターチューブの側面に引き付けさせて置く。

  8．  上清を吸引する。

  9．  工程6～8をさらに3回反復する。

      【００８８】

  10．  粒子に50μlの抗TSH－PEおよびDITboc－PE複合体＋抗ヒトIgG－PE（こ

の標識化抗体はJackson Immunoresearch Laboratories、米国ペンシルベニア州

ウェストグローブから入手可能である）の混合物を添加し、複合体希釈剤で希釈

する。

  11．  タイターチューブのラックを加熱ブロック中で37℃において連続的に渦

形成しながら光を排除して15分間インキュベートして、粒子を懸濁させて保持す

る。



(36) 特表２００３－５３１３７８

  12．  インキュベーション後、タイターチューブのラックを磁気セパレーター

の中に入れ、ここで粒子を3分間磁気によりタイターチューブの側面に引き付け

て保持する。

      【００８９】

  13．  上清を吸引する。

  14．  洗浄緩衝液（300μl）を各タイターチューブに添加する。

  15．  粒子を3分間磁気によりタイターチューブの側面に引き付けさせて置く

。

  16．  上清を吸引する。

  17．  工程14～16をさらに1回反復する。

  18．  粒子を35μlの洗浄緩衝液の中に懸濁させる。

  19．  マルチプレスモードでLX計装（Luminex Corporation、米国テキサス州

オースチン）により読取るまで、タイターチューブを光遮断ボックスの中に入れ

て置く。

  このアッセイ手法を使用して発生したTSH、TPO、FT4、およびFT3についての標

準曲線を、それぞれ、第3図、第4図、第5図、および第6図に示す。

      【００９０】

FT4およびFT3についてのマルチプレスアッセイ手法

  1．  抗T4被覆粒子および抗T3被覆粒子をマイクロフージの中に入れ、ほぼ2×

105粒子／ml／範囲に希釈する。

  2．  試料（100μl）および工程1の100μlの粒子混合物をタイターチューブ（

Bio-Rad Laboratories，Inc.、米国カリフォルニア州ハーキュレス、カタログNo

. 223－9390）の中に入れる。すべてのタイターチューブをラックの中に入れる

。

  3．  タイターチューブのラックを加熱ブロック中で37℃において連続的に渦

形成しかつ光を排除しながら15分間インキュベートして、粒子を懸濁させて保持

する。

  4．  インキュベーション後、粒子希釈剤で希釈したMITboc－PE（50μl）を添

加する。
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      【００９１】

  5．  ラックを加熱ブロックに戻し、光を排除しながら連続的に15分間渦形成

させる。

  6．  タイターチューブのラックを磁気セパレーターの中に入れ、ここで粒子

を3分間磁気によりタイターチューブの側面に引き付けさせる。

  7．  上清を吸引する。

  8．  洗浄緩衝液（300μl）を各タイターチューブに添加する。

  9．  粒子を3分間磁気によりタイターチューブの側面に引き付けさせて置く。

  10．  上清を吸引する。

  11．  工程8～10をさらに2回反復する。

  12．  次いで複合体希釈剤で希釈したDITboc－PEを添加する。

  13．  タイターチューブのラックを加熱ブロック中で37℃において連続的に渦

形成しながら光を排除して15分間インキュベートして、粒子を懸濁させて保持す

る。

      【００９２】

  14．  次いでタイターチューブのラックを磁気セパレーターの中に入れ、ここ

で粒子を3分間磁気によりタイターチューブの側面に引き付けて保持する。

  15．  上清を吸引する。

  16．  洗浄緩衝液（300μl）を各タイターチューブに添加する。

  17．  粒子を3分間磁気によりタイターチューブの側面に引き付けさせて置く

。

  18．  上清を吸引する。

  19．  工程16～18をさらに2回反復する。

  20．  粒子を35μlの洗浄緩衝液の中に懸濁させる。

  21．  マルチプレスモードでLX計装によりタイターチューブを読取る。

  このアッセイ手法を使用して発生したFT4およびFT3についての標準曲線を、そ

れぞれ、第7図および第8図に示す。

      【００９３】

  以上の説明は例示を目的して提供された。当業者にとって明らかなように、本
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明細書に記載する操作条件、材料、手法の工程および他のパラメーターは、本発

明の範囲および精神から逸脱しないで、それ以上の変更または置換が可能である

。また、本発明の特徴を他の被検体および被検体の組合わせに適用して、単一の

試料および単一の反応混合物について異なる型の免疫学的アッセイを同時に実行

することができる。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  第1図は、種々の粒子、結合性メンバー、および起こる結合反応のタイプを示

す、本発明による1つのアッセイの流れ図である。

    【図２】

  第2図は、種々の粒子、結合性メンバー、および起こる結合反応のタイプを再

び示す、本発明による他のアッセイの流れ図である。

    【図３】

  第3図は、本発明によるTSH、TPO、ＦT3およびＦT4についてのマルチプレスア

ッセイから発生したTSHについての標準曲線である。

    【図４】

  第4図は、本発明によるTSH、TPO、ＦT3およびＦT4についてのマルチプレスア

ッセイから発生したTPOについての標準曲線である。

    【図５】

  第5図は、本発明によるTSH、TPO、ＦT3およびＦT4についてのマルチプレスア

ッセイから発生したFT3についての標準曲線である。

    【図６】

  第6図は、本発明によるTSH、TPO、ＦT3およびＦT4についてのマルチプレスア

ッセイから発生したFT4についての標準曲線である。

    【図７】

  第7図は、本発明によるＦT3およびＦT4についてのマルチプレスアッセイから

発生したFT3についての標準曲線である。

    【図８】

  第8図は、本発明によるＦT3およびＦT4についてのマルチプレスアッセイから



(39) 特表２００３－５３１３７８

発生したＦT4についての標準曲線である。

【図１ａ】
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【図１ｂ】
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【図２ａ】
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【図２ｂ】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【国際調査報告】
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