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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫生物学的アッセイにおけるメラトニンの誘導体の使用であって、前記誘導体は、メ
ラトニンのインドール環の位置３での複合体であり、前記複合体はポリペプチド又はタン
パク質の抗原を含まないという条件付きで、前記複合体は少なくとも２つの炭素原子のリ
ンカーを含み、
　前記誘導体は、キャリアに結合し、前記キャリアは、粒子にさらに結合する、又は、表
面を覆っている、使用。
【請求項２】
　前記誘導体は、３－（２－グルタル酸エチルアミド）－５－メトキシインドールである
、又は、３－（２－グルタル酸エチルアミド）－５－メトキシインドールを含む、請求項
１に記載の使用。
【請求項３】
　前記キャリアはデキストランである、請求項１に記載の使用。
【請求項４】
　前記メラトニンの誘導体及びキャリアを含む化合物は標識されている、請求項１乃至３
のいずれか一項に記載の使用。
【請求項５】
　前記アッセイは、１０ｐｇメラトニン／ｍｌ未満の感度を有した免疫生物学的メラトニ
ンアッセイである、請求項１に記載の使用。
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【請求項６】
　前記アッセイは、２０℃以上の温度にて行われ、且つ／又は、前記アッセイは、１６時
間未満行われる、請求項１に記載の使用。
【請求項７】
　試料内のメラトニンを検出及び／又は定量化するための方法又は免疫生物学的アッセイ
であって、
（ａ）請求項１乃至６のいずれか一項に記載のメラトニンの誘導体を含む所定の量の化合
物と共に試料をインキュベートするステップ、
（ｂ）メラトニン及び／又は前記メラトニンの誘導体を含む化合物を、メラトニン結合分
子と結合させるステップであり、前記メラトニン結合分子は表面上に固定化される、ステ
ップ、
（ｃ）前記メラトニン結合分子に結合した前記メラトニンの誘導体を含む化合物の量を測
定するステップ、並びに、
（ｄ）前記試料内のメラトニンの存在を検出する、及び／又は、測定された前記メラトニ
ンの誘導体を含む化合物の量の反比例に基づき、前記試料内のメラトニンの量を推定する
ステップ、
を含む方法又は免疫生物学的アッセイ。
【請求項８】
　試料内のメラトニンを検出及び／又は定量化するための方法又は免疫生物学的アッセイ
であって、
（ａ）表面上に固定化された形、又は、固定化可能な形で、請求項１乃至６のいずれか一
項に記載のメラトニンの誘導体を含む化合物を提供するステップ、
（ｂ）所定の量のメラトニン結合分子と共に前記表面上で試料をインキュベートし、その
結果、メラトニン及び／又は固定化された若しくは固定化可能な前記メラトニンの誘導体
を含む化合物に対する前記メラトニン結合分子の結合を可能にするステップ、
（ｃ）前記固定化されたメラトニンの誘導体を含む化合物に結合した前記メラトニン結合
分子の量を測定するステップ、並びに、
（ｄ）測定された前記メラトニン結合分子の量の反比例に基づき、前記試料内のメラトニ
ンの量を推定するステップ、
を含む方法又は免疫生物学的アッセイ。
【請求項９】
　前記結合分子は、メラトニン特異的抗体である、請求項７又は８に記載の方法又はアッ
セイ。
【請求項１０】
　１０ｐｇメラトニン／ｍｌ未満の感度を有し、さらに、２０℃以上の温度にて行われ、
且つ／又は、１６時間未満行われる、請求項７又は８に記載の方法又はアッセイ。
【請求項１１】
　粒子の磁気作動を可能にする装置内で行われる、請求項７又は８に記載の方法又はアッ
セイ。
【請求項１２】
　前記試料は、唾液、血液、血清、血漿、尿又は汗の試料である、請求項７又は８に記載
の方法又はアッセイ。
【請求項１３】
　請求項１乃至６のいずれか一項に記載のメラトニンの誘導体、及び、メラトニン特異的
抗体を含む、メラトニンを検出及び／又は定量化するためのキット。
【請求項１４】
　前記免疫生物学的メラトニンアッセイは、免疫生物学的メラトニン定量化アッセイであ
る、請求項５に記載の使用。
【請求項１５】
　前記アッセイは、０．５時間行われる、請求項６に記載の使用。
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【請求項１６】
　前記アッセイは、２０℃から２５℃の温度にて行われる、請求項６又は１５に記載の使
用。
【請求項１７】
　０．５時間行われる、請求項１０に記載の方法又はアッセイ。
【請求項１８】
　２０℃から２５℃の温度にて行われる、請求項１０又は１７に記載の方法又はアッセイ
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アッセイにおけるメラトニンの誘導体の使用に関し、上記の誘導体は、メラ
トニンのインドール環の位置３での複合体であり、上記の複合体はポリペプチド又はタン
パク質の抗原を含まないという条件付きで、上記の複合体は少なくとも２つの炭素原子の
リンカーを含む。誘導体は、好ましくは、３－（２－グルタル酸エチルアミド）－５－メ
トキシインドール（ＧＵＳ）を含み、さらに、デキストラン等のキャリアに結合する。本
発明は、さらに、上記のメラトニンの誘導体を含む化合物を使用して試料内のメラトニン
を検出及び／又は定量化するための方法、対応する免疫生物学的アッセイ、及び、メラト
ニンの誘導体に基づきメラトニンを検出及び／又は定量化するためのキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　メラトニン（Ｎ－アセチル－５－メトキシトリプタミン）は、松果体のホルモンであり
、例えば概日リズム及び季節的繁殖の調節等、多くの生理学的機能に関与する。メラトニ
ンは、うつ、睡眠障害、片頭痛発作、免疫系又はヒトの繁殖の調節を含むいくつかの障害
又は生理学的問題に関連してきた。特に、ヒトの概日リズム（すなわち２４時間の体内時
計）は高度に調節され且つ日々の明暗サイクルに依存している。概日リズムの夜の期間に
産生されるメラトニンを使用して、患者の概日リズムにおける疑わしい問題を確立するこ
とができる。
【０００３】
　ヒトにおけるメラトニンの検出は、免疫学的又はＨＬＰＣ検出技術を使用して、唾液又
は抽出された血漿の試料等、特定の試料タイプに対して主に行われる（非特許文献１；非
特許文献２）。メラトニンの免疫学的検出は、典型的には、メラトニンに反応性の特異的
抗体に頼っており、上記の抗体は、試料から捕獲されたメラトニンの量を決定するために
、メラトニン複合体又はメラトニン放射性ラベルと共にインキュベートされる。メラトニ
ンは小さ過ぎて、自身において抗血清を産生することができないため、典型的には、ＢＳ
Ａ等の抗原タンパク質に結合させられる。従って、メラトニンは、ハプテンとして機能し
、結果として生じる抗血清はハプテン及び隣接するタンパク質構造体に結合している（非
特許文献３）。
【０００４】
　最初の免疫学的アッセイは、後に酵素又は蛍光プローブと交換される放射性ラベルを使
用した（非特許文献１）。免疫学的アッセイにおける最も広く使用される複合体は、メラ
トニン分子の窒素にて修飾され且つ使用される抗体と組み合わせてアッセイの特異性を確
実にするメラトニン－１－プロピオン酸等、修飾されたメラトニン誘導体である。通常、
メラトニンの感受性がある（＜１０ｐｇ／ｍｌ）免疫学的検出は、約４から２０℃の低い
アッセイ温度と組み合わされた長いインキュベーションの時間（３～１６時間）に頼って
いる（非特許文献４；又は非特許文献５）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｖｏｕｌｔｓｉｏｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
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　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｈｙｔｈｍｓ，１２：４５７－４６６
【非特許文献２】Ｒｏｍｓｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００６，Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｃｌｉｎ
．Ｌａｂ．Ｉｎｖｅｓｔ，６６：１８１－１９０
【非特許文献３】Ｇｒｏｔａ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ｃａｎ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　
Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ，６１：１０９６－１１０１
【非特許文献４】Ｃｈｅｇｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ，４１
：３８１－３８６
【非特許文献５】Ｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ，４４：３０４－
３１０
【非特許文献６】Ｒａｔｎｅｒ，Ｂ．Ｄ．；Ｈｏｆｆｍａｎ，Ａ．Ｓ．；Ｓｃｈｏｅｎ，
Ｆ．Ｊ．；Ｌｅｍｏｎｓ，Ｊ．Ｅ．，Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２ｎ
ｄ　Ｅｄ．；Ｅｄｓ．；Ｅｌｓｅｖｉｅｒ：Ｌｏｎｄｏｎ，２００４
【非特許文献７】ｔｈｅ　ｅｂｏｏｋ　Ａｓｓａｙ　Ｇｕｉｄａｎｃｅ　Ｍａｎｕａｌ，
ｅｄｉｔｅｄ　ｂｙ　Ｇ．　Ｓｉｔｔａ　Ｓｉｔｔａｍｐａｌａｍ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ（
ＭＤ）：Ｅｌｉ　Ｌｉｌｌｙ＆Ｃｏｍｐａｎｙ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃ
ｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ａｄｖａｎｃｉｎｇ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ；２００４　ａｔ　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂ
ｏｏｋｓ／ＮＢＫ５３１９６／，ｉｎ　ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ　ｓｅｃｔｉｏｎ　Ｉｍｍ
ｕｎｏａｓｓａｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｋａｒｅｎ　Ｌ．　Ｃｏｘ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｌｉ　
Ｌｉｌｌｙ＆Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ，ｏｆ　２０１２
【非特許文献８】Ｓｋｅｒｒａ　ａｎｄ　Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，１９８８，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ，２４０：１０３８－１０４１
【非特許文献９】Ｂｉｒｄ　ａｎｄ　Ｗａｌｋｅｒ，１９９１，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．，９：１３２－１３７
【非特許文献１０】Ｈｕｄｓｏｎ　ａｎｄ　Ｋｏｒｔｔ，１９９９，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２３１（１－２）：１７７－８９
【非特許文献１１】Ｑｕｉｏｃｈｏ，１９９３，Ｎａｔｕｒｅ，３６２（６４１８）：２
９３－２９４
【非特許文献１２】Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，１９７６，Ｅｕｒ．Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．，６：５１１－５１９
【非特許文献１３】Ｈｕｉｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００９，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１０．１１１１／ｊ．１４７１－４１５９．２００９．
０６４９２．ｘ
【非特許文献１４】Ｂｒｉｎｋｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　１８２：４１－５０
【非特許文献１５】Ｂｉｎｚ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．；３３
２（２）：４８９－５０３
【非特許文献１６】Ｎｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．；１５（８）：７７２－７７７
【非特許文献１７】Ｋｏｉｄｅ　ａｎｄ　Ｋｏｉｄｅ，２００７，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．；３５２：９５－１０９
【非特許文献１８】Ｓｋｅｒｒａ，２００８，ＦＥＢＳ　Ｊ．，２７５（１１）：２６７
７－８３
【非特許文献１９】Ｅｂｅｒｓｂａｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，２００７　Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏ
ｌ．；３７２（１）：１７２－１８５
【非特許文献２０】Ｈｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．；２３（１０）：５１４－５２２
【非特許文献２１】Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．；２３（１２）：１５５６－６１
【非特許文献２２】Ｋｉｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２００９，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，
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６９；２４３５
【非特許文献２３】Ｇｒａｂｕｌｏｖｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２８２（５）：３１９６－３２０
４
【非特許文献２４】Ｎｉｘｏｎ　ａｎｄ　Ｗｏｏｄ，２００６，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｄ
ｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ．Ｄｅｖｅｌ．，９（２），２６１－２６８
【非特許文献２５】Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４，Ａｎａｌｙｔｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃ
ａ　Ａｃｔ，８１２，２３６－２４２
【非特許文献２６】Ｂｒｕｌｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ，２００９，９．２５
０４－３５１０
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　従って、約２０℃以上の温度での、且つ、より短いインキュベーション時間のメラトニ
ンの高感度検出を可能にする効果的な技術が必要とされる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、これらの必要性に取り組み、さらに、約２０℃以上の温度での、且つ、１６
時間未満の、特に約０．５時間のみのインキュベーション時間のメラトニンの高感度検出
のための手段及び方法を提供している。上記の目的は、特に、アッセイにおけるメラトニ
ンの誘導体の使用によって達成され、上記の誘導体は、メラトニンのインドール環の位置
３での複合体であり、上記の複合体はポリペプチド又はタンパク質の抗原を含まないとい
う条件付きで、上記の複合体は少なくとも２つの炭素原子のリンカーを含む。本発明者等
は、少なくとも２つのＣ原子の長さのリンカーとのメラトニンの、その３位置での（すな
わち、メラトニンのインドール環の位置３での）結合の後でメラトニンの誘導体が得られ
、そのメラトニンの誘導体は、免疫生物学的アッセイ又は方法において使用される場合に
、例えば３０分間のみ等、１６時間未満という徹底的に短くされたインキュベーション時
間の２０℃以上でのメラトニンの検出又は定量化のアッセイの実行を可能にするという驚
くべき解決策を提供している。この原理は、特に、デキストランにさらに結合したメラト
ニン類似体３－（２－グルタル酸エチルアミド）－５－メトキシインドール（ＧＵＳ）に
対して証明されてきた。
【０００８】
　従って、本発明の好ましい実施形態において、上記のメラトニンの誘導体は、３－（２
－グルタル酸エチルアミド）－５－メトキシインドール（ＧＵＳ）である、又は、３－（
２－グルタル酸エチルアミド）－５－メトキシインドール（ＧＵＳ）を含む。
【０００９】
　さらなる好ましい実施形態において、上記の誘導体は、キャリアに結合する。
【００１０】
　特に好ましいのは、キャリアとしてのデキストランであり、他のキャリアも使用するこ
とができる。
【００１１】
　さらに別の好ましい実施形態において、上記のキャリアは、粒子にさらに結合してもよ
い。さらに別の好ましい実施形態において、上記のようにメラトニンの誘導体に結合した
キャリアは、ある表面に結合させてもよい。特定の実施形態において、上記のキャリアは
、表面を覆っていてもよい。
【００１２】
　別の好ましい実施形態において、メラトニンの誘導体及びキャリアを含む上記の化合物
は標識される。
【００１３】
　さらなる好ましい実施形態において、上記のアッセイは、１０ｐｇメラトニン／ｍｌ未
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満の感度を有した免疫生物学的メラトニンアッセイである。特に好ましい実施形態におい
て、上記のアッセイは、１０ｐｇメラトニン／ｍｌ未満の感度を有した免疫生物学的メラ
トニン定量化アッセイである。
【００１４】
　さらに別の好ましい実施形態において、上記のアッセイは、約２０℃を超える温度にて
行われる。特に好ましい実施形態において、上記のアッセイは、約２０℃から２５℃の温
度にて行われる。別の好ましい実施形態において、上記のアッセイは、１６時間未満行わ
れる。特に好ましい実施形態において、上記のアッセイは、約０．５時間行われる。
【００１５】
　別の態様において、本発明は、試料内のメラトニンを検出及び／又は定量化するための
方法又は免疫生物学的アッセイに関し、
（ａ）本明細書において先に記載したメラトニンの誘導体を含む所定の量の化合物と共に
試料をインキュベートするステップ、
（ｂ）メラトニン及び／又は上記のメラトニンの誘導体を含む化合物を、メラトニン結合
分子と結合させるステップであり、上記のメラトニン結合分子は表面上に固定化される、
ステップ、
（ｃ）上記のメラトニン結合分子に結合した上記のメラトニンの誘導体を含む化合物の量
を測定するステップ、並びに、
（ｄ）試料内のメラトニンの存在を検出する、及び／又は、測定された上記のメラトニン
の誘導体を含む化合物の量の反比例に基づき、試料内のメラトニンの量を推定するステッ
プ、
を含む。
【００１６】
　別の態様において、本発明は、試料内のメラトニンを検出及び／又は定量化するための
方法又は免疫生物学的アッセイに関し、
（ａ）表面上に固体化された形、又は、固定化可能な形で、本明細書において先に記載し
たメラトニンの誘導体を含む化合物を提供するステップ、
（ｂ）所定の量のメラトニン結合分子と共に上記の表面上で試料をインキュベートし、そ
の結果、メラトニン及び／又は固定化された若しくは固定化可能な上記のメラトニンの誘
導体を含む化合物に対するメラトニン結合分子の結合を可能にするステップ、
（ｃ）上記の固定化されたメラトニンの誘導体を含む化合物に結合した上記のメラトニン
結合分子の量を測定するステップ、並びに、
（ｄ）測定されたメラトニン結合分子の量の反比例に基づき、試料内のメラトニンの量を
推定するステップ、
を含む。
【００１７】
　当該方法又はアッセイの好ましい実施形態において、上記の結合分子はメラトニン特異
的抗体である。
【００１８】
　当該方法又はアッセイの別の好ましい実施形態において、当該方法又はアッセイは、１
０ｐｇメラトニン／ｍｌ未満の感度を有し、約２０℃を超える温度にて行われ、且つ／又
は、１６時間未満行われる。特に好ましい実施形態において、当該方法又はアッセイは、
約２０℃から２５℃の温度にて行われる。さらなる特に好ましい実施形態において、当該
方法又はアッセイは、約０．５時間行われる。
【００１９】
　さらなる好ましい実施形態において、当該方法又はアッセイは、粒子の磁気作動を可能
にする装置内で行われる。
【００２０】
　上記の試料は、唾液、血液、血清、血漿、尿又は汗の試料であるということがさらに好
ましい。
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【００２１】
　最後の態様において、本発明は、本明細書において先に記載したメラトニンの誘導体、
及び、メラトニン特異的抗体を含む、メラトニンを検出及び／又は定量化するためのキッ
トに関する。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】関連する位置が示されたインドール環を含むメラトニンの化学構造を示した図で
ある。
【図２】位置３でのメラトニンの誘導体であるメラトニンの誘導体ＧＵＳ３－（２－グル
タル酸エチルアミド）－メトキシインドールを描写した図である。
【図３】左側のパネルにおいて、メラトニンが存在しない場合に、表面上で被覆／プリン
トされた結合分子（抗体）によって検出されるビーズ（粒子）に結合したキャリアを含む
メラトニンの誘導体を用いたアッセイフォーマットを例証した図である。試料内のメラト
ニンの存在は、複合物の形成を防ぐことになり、さらに、信号を減らす。右側のパネルに
おいて、本発明によるアッセイフォーマットのさらなる例証的な実施形態が例示されてお
り、ここで、キャリアを含むメラトニンの誘導体は、表面上に固定化され、ビーズ（粒子
）に結合した抗体は、メラトニンが存在しない場合に、上記のメラトニンの誘導体に結合
することができる。試料内のメラトニンの存在は、複合物の形成を防ぐことになり、さら
に、信号を減らす。
【図４】２０℃及び３０℃（ＧＵＳ複合体に対して）のアッセイ温度にて参照複合体及び
ＧＵＳ複合体、並びに、血漿におけるメラトニン希釈系列を用いたアッセイフォーマット
の比較の結果を示した図である。×は、３０℃での値を示しており、完全な円は２０℃で
の値を示している。
【図５】検査した複合体の温度依存を示した図である。黒で示されているのは、測定した
参照であり、白で示されているのは、測定したＧＵＳを含む化合物である。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本発明は、アッセイにおけるメラトニンの誘導体の使用に関する。
【００２４】
　本発明は特定の実施形態に関して記載されることになるけれども、この記載は、限定的
な意味で解釈されることはない。
【００２５】
　本発明の例証的な実施形態を詳細に記載する前に、本発明を理解するのに重要な定義が
与えられる。
【００２６】
　本明細書及び付随の特許請求の範囲において使用される場合、不定冠詞を有する単数形
は、その内容が何か他に明確に指示していない限り、その複数形も含む。
【００２７】
　本発明と関連して、「約」及び「ほぼ」という用語は、くだんの特徴の技術的効果を依
然として保証すると当業者が理解するであろう正確さの差を示している。この用語は、典
型的に、±２０％、好ましくは±１５％、より好ましくは±１０％、及び、さらにより好
ましくは±５％の示された数値からの偏差を示している。
【００２８】
　「含む」という用語は限定的ではないということが理解されたい。本発明の解釈上、「
から成る（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」という用語は、「から構成される（ｃｏｍｐ
ｒｉｓｉｎｇ　ｏｆ）」という用語の好ましい具体化であると考慮される。以後、群が少
なくとも特定数の具体化を含むよう規定される場合、これは、好ましくはこれらの具体化
から成る群のみを包含するとも意味する。
【００２９】
　さらに、本明細書及び特許請求の範囲において「第１」、「第２」、「第３」、又は、
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「（a）」、「（ｂ）」、「（ｃ）」、「（ｄ）」等の用語は、類似の要素を区別するた
めに使用され、必ずしも順番又は時系列順を記述するために使用されているのではない。
そのように使用されている用語は、適切な状況下で交換可能であるということ、及び、本
明細書において記述されている本発明の実施形態は、本明細書に記述又は例示された順序
以外の順序で操作できるということが理解されたい。
【００３０】
　「第１」、「第２」、「第３」、又は、「（a）」、「（ｂ）」、「（ｃ）」、「（ｄ
）」、「ｉ」、「ｉｉ」等の用語が方法、使用又はアッセイのステップに関する場合、ス
テップ間の時間又は時間間隔の一貫性はなく、すなわち、ステップは、同時に実行するこ
とができるか、又は、本明細書において上記又は下記に定められたように本願において示
されていない限り、そのようなステップ間には秒、分、時、日、週、月、若しくは年さえ
の時間間隔があってもよい。
【００３１】
　本発明は、本明細書において記載される特定の方法論、プロトコル、試薬等は変わり得
るためこれらに限定されないということが理解されたい。本明細書において使用される用
語法は特定の実施形態を記載する目的のみにあり、付随の特許請求の範囲によってのみ限
定されることになる本発明の範囲を限定すると意図されないということも理解されたい。
他に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術的及び科学的用語は、当
業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。
【００３２】
　本発明は、一態様において、メラトニンに対する検出手順、特にアッセイにおけるメラ
トニンの誘導体の使用に関係し、上記の誘導体は、メラトニンのインドール環の位置３で
の複合体であり、上記の複合体はポリペプチド又はタンパク質の抗原を含まないという条
件付きで、上記の複合体は少なくとも２つの炭素原子のリンカーを含む。
【００３３】
　本明細書において使用される場合、「メラトニンの誘導体」という用語は、化学的に修
飾されたバージョンのメラトニン分子を意味し、当該誘導体は、免疫学的ハプテンとして
そのコア構造及び機能を維持する。好ましい実施形態において、本発明によるメラトニン
の誘導体は、例えばメラトニン－ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）複合体、メラトニン－サ
イログロブリン（ＴＧ）複合体又はメラトニン－オバルブミン（ＯＶＡ）複合体等、メラ
トニンに対して産生された抗体との高い親和性を用いて検出可能である。
【００３４】
　本明細書において使用される場合「メラトニンのインドール環の位置３での複合体」と
いう用語は、メラトニンの構造が、メラトニンのコアのインドール環の位置３にて化学的
に修飾されるということを意味する。結合（ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ）プロセスは、特定
の実施形態において、その末端のメチル基にてメラトニンの側鎖－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ
－ＣＯ－ＣＨ３を伸長させることができ、又は、他の実施形態において、上記の側鎖の１
つ又は複数の他の非末端基を置換若しくは修飾することができる。結合に対して、１つ又
は複数の適した結合試薬を使用することができる。結合試薬は、例えば第二級化合物上の
部分への結合に適した化学的部分等、例えば、１つ又は複数の結合部分を含み得る。ある
場合には、結合試薬は、一価のアルデヒド（例えばホルムアルデヒド等）、二価のアルデ
ヒド（例えばグルタルアルデヒド等）、ヒドラジン、カルボジイミド、イソシアネート又
はジイソシアネートであり得る。典型的に、結合試薬は、一級アミン（－ＮＨ２）、カル
ボキシル（－ＣＯＯＨ）、スルフヒドリル若しくはカルボニル（－ＣＨＯ）等、メラトニ
ン又は他の分子の上の特異的な官能基に結合する能力を持つか又は化学的に結合する２つ
以上の反応性末端、或いは、カルボジイミド（例えばＥＤＣ等）、ＮＨＳエステル、イミ
ドエステル、ＰＦＰエステル、ヒドロキシメチルホスフィン、マレイミド、ハロアセチル
（ブロモ－若しくはヨード－）、ピリジルジスルフィド、ビニルスルホン、ヒドラジド、
ジアジリン又はアリルアジド等の反応基を含有する分子である。
【００３５】
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　好ましい実施形態において、メラトニンのインドール環の位置３での複合体は、少なく
とも２つの炭素原子のリンカー分子を含む。メラトニンの側鎖－ＣＨ２－ＣＨ２－ＮＨ－
ＣＯ－ＣＨ３のその末端のメチル基での伸長の場合、上記のリンカーは、上記の側鎖に対
する伸長において提供される。上記の側鎖の１つ又は複数の他の非末端基の置換又は修飾
の場合、上記のリンカーは、修飾の部位にて提供される。リンカーは、分枝状の分子又は
非分枝状の分子であってもよい。リンカーは、例えば、異なる組成及び／又は長さの炭化
水素分子であってもよい。分子の長さは、約２つのＣ原子から約５０のＣ原子又はそれ以
上のＣ原子の間で異なり得る。示された範囲内での他の長さ又はいかなる長さの値も構想
される。炭化水素分子は、例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０
、２５、３０、３５、４０、４５若しくは５０のＣ原子、又は、示された値の間のいかな
る他の数のＣ原子の長さを有してもよい。Ｃ原子に加えて、リンカーは、側鎖等を含む、
例えばＮ、Ｓ、Ｏ若しくはＰ原子又は対応する基等、他の原子又は官能性をさらに含んで
もよい。
【００３６】
　リンカーは、代わりとなる実施形態において、糖、すなわちオリゴ糖若しくは多糖の分
子であってもよく、又は、該分子を含むか若しくは該分子から成ってもよい。糖分子は、
例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０
、４５若しくは５０のＣ原子、又は、示された値の間のいかなる他の数のＣ原子の長さを
有してもよい。糖は、グルコース、グルコピラノース、ガラクトース、マンノース、リボ
ース等の単量体の糖、又は、マルトース、スクロース若しくはラクトース等のオリゴ糖単
位或いはその誘導体に基づいてもよい。糖は、グルカン、マンナン、ガラクタン、セルロ
ース、キチン、ペクチン又はデキストラン等の重合体の糖をさらに含んでもよい。
【００３７】
　リンカーは、代わりとなる実施形態において、脂質であってもよく、又は、脂質を含む
か若しくは脂質から成ってもよい。脂質は、自然発生の分子の広範な群を成し、脂肪、ワ
ックス、スチロール、脂溶性ビタミン（ビタミンＡ、Ｄ、Ｅ及びＫ等）、モノグリセリド
、ジグリセリド、リン脂質を含むがそれらに限定されない。そのような脂質は、典型的に
は、脂質の尾部及び頭部で構築される。適した脂質の例として、例えばホスファチジルエ
タノールアミン、ホスファチジルコリン、エッグホスファチジル－エタノールアミン、ジ
オレオイルホスファチジルエタノールアミン等のリン脂質が挙げられる。特に好ましいの
は、リン脂質ＭＰＰＣ及びＤＰＰＣである。脂質は、異なる組成及び／又は長さのもので
あってもよい。分子の長さは、２つのＣ原子から約１００のＣ原子又はそれ以上のＣ原子
の間で異なり得る。示された範囲内での他の長さ又はいかなる長さの値も構想される。脂
質分子は、例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５若しくは５０のＣ原子、又は、示された値の間のいかなる他の数のＣ原
子の長さを有してもよい。
【００３８】
　リンカーは、さらなる代わりとなる実施形態において、非生物学的なポリマーであって
もよく、又は、該ポリマーを含むか若しくは該ポリマーから成ってもよい。本明細書にお
いて使用される場合「非生物学的ポリマー」という用語は、生物源由来（バイオポリマー
）ではない化学的に合成されたポリマーを意味する。これらのポリマーは、好ましくは、
約５０までの数の原子を含んでもよい。この目的に対する適したポリマーは、（例えば非
特許文献６によって等）当技術分野において記載されてきた。適した非生物学的ポリマー
の例は、ポリ（グリコール酸）（ＰＧＡ）若しくはポリ（乳酸）（ＰＬＡ）、ポリ（カプ
ロラクトン）（ＰＣＬ）、ポリ（Ｎ－ビニル－２－ピロリドン）（ＰＶＰ）、ポリジオキ
サノン（ＰＤＳ）若しくはポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）、又は、そのコポリマ
ーであって、２つ（以上）のモノマー種由来のヘテロポリマーとも呼ばれるコポリマー等
のポリマーである。ジブロックコポリマー及びトリブロックコポリマーとそれぞれ呼ばれ
る２つ又は３つの異なるブロックを有するブロックコポリマーがさらに構想される。好ま
しいブロックコポリマーは、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）コポリマー（ＰＬＧＡ）
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、ポリ（エチレンオキシド）－ポリ（プロピレンオキシド）（ＰＥＰ－ＰＰＯ）、ポリ（
エチレンオキシド）－ポリ（プロピレンオキシド）ポリ（エチレンオキシド）（ＰＥＰ－
ＰＰＯ－ＰＥＯ）、ポリ（エチレンオキシド）－ブロック－ポリ（Ｌ－ラクチド）（ＰＥ
Ｇ－ＰＬＬＡ）、ポリ（エチレンオキシド）－ブロック－ポリ（カプロラクトン）（ＰＥ
Ｇ－ＰＣＬ）、ポリ（エチレングリコール）－ブロック－ポリ（α－ヒドロキシ酸）（Ｐ
ＥＧ－ＰＨＡ）、ＰＡＭＡＭ（Ｇｅｎ４－７）又はプルロニックＰ－１０５を含むが、そ
れらに限定されない。ポリマーは、非タンパク様若しくは非ポリペプチド様の構造及び／
又は形を有するということが好ましい。
【００３９】
　特定の実施形態の別の群において、リンカーは、ポリエチレングリコール分子であって
もよく、又は、該分子を含むか若しくは該分子から成ってもよい。本発明によって構想さ
れるポリエチレングリコールは、異なる組成及び／又は長さのものであってもよい。好ま
しいポリエチレングリコール（ＰＥＧ）の変異体は、多分散又は単分散のＰＥＧ分子を含
む。特に好ましいのは、単分散のＰＥＧである。ＰＥＧは、さらに、分枝状であってもよ
い。誘導体において存在するＰＥＧは、好ましくは、約５０までの数の原子を含んでもよ
い。
【００４０】
　さらなる実施形態において、上記のリンカーのうち１つ又は複数のリンカーを組み合わ
せてもよく、例えば、ＰＥＧは、１つ又は複数の脂質リンカーと組み合わせてもよく、又
は、糖のリンカーは、１つ又は複数のＰＥＧリンカー等と組み合わせてもよい。
【００４１】
　本発明は、上記の複合体がポリペプチド又はタンパク質の抗原であるか若しくは該抗原
を含むということを除外する。従って、本発明は、上記の誘導体はポリペプチド抗原又は
タンパク質抗原を含まない、又は、ポリペプチド抗原又はタンパク質抗原に連結されると
いう条件付きで、メラトニンの誘導体を構想する。特に、本発明は、従って、上記の誘導
体は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カチオン化ＢＳＡ、ブタ由来のサイログロブリン
（ＴＧ）、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、オバルブミン（ＯＶＡ）、破
傷風トキソイド又はゼラチン等のポリペプチド抗原又はタンパク質抗原を含まない、又は
、そのようなポリペプチド抗原又はタンパク質抗原に連結されるという条件付きで、メラ
トニンの誘導体を構想する。そのような抗原タンパク質は、典型的に、小さいハプテンへ
の結合に対する分野において使用されて、ハプテン及び抗原に一部分に対して適した抗体
を産生させる。本発明者等が驚いたことにわかったように、そのようなポリペプチド／タ
ンパク質の結合は、本明細書において記載されるメラトニンに対するそのインドール環の
位置３での結合を考慮して、免疫学的メラトニンアッセイを行うために必然ではない。従
って、免疫学的メラトニンアッセイの遂行は、そのようなアッセイにおいて利用される抗
体又は結合分子は、古典的なメラトニン－ポリペプチド／タンパク質の結合を用いて得ら
れてきたかもしれないけれども、本明細書において記載されるメラトニンに対するそのイ
ンドール環の位置３での結合を使用することによって改善することができる。
【００４２】
　特定の実施形態において、本発明によるメラトニンの誘導体は、ウシ血清アルブミン（
ＢＳＡ）、カチオン化ＢＳＡ、サイログロブリン（ＴＧ）、キーホールリンペットヘモシ
アニン（ＫＬＨ）、オバルブミン（ＯＶＡ）、破傷風トキソイド又はゼラチン等のポリペ
プチド抗原又はタンパク質抗原を含まないか、又は、ポリペプチド又はタンパク質の抗原
が、ハプテンとしてのメラトニンの誘導体と共に、免疫学的活性な、又は、例えばモノク
ローナル抗体若しくはポリクローナル抗体によって認識可能である免疫学的に認識可能な
実体を提供するように、例えばそのインドール環等のメラトニンのコア構造の近くで、そ
のようなポリペプチド抗原又はタンパク質抗原に連結される。
【００４３】
　特に好ましい実施形態において、メラトニンの誘導体は、３－（２－グルタル酸エチル
アミド）－５－メトキシインドール（ＧＵＳ）であるか、又は、３－（２－グルタル酸エ
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チルアミド）－５－メトキシインドール（ＧＵＳ）を含む。さらに構想される実施形態に
おいて、メラトニンの誘導体は、３－（２－ヘキサン二酸エチルアミド）－５－メトキシ
インドール、３－（２－ブタン酸エチルアミド）－５－メトキシインドール、３－（２－
ペンタン酸エチルアミド）－５－メトキシインドール、３－（２－ペンタン二酸エチルア
ミド）－５－メトキシインドール又は３－（２－オクタン二酸エチルアミド）－５－メト
キシインドールである。
【００４４】
　例えばＧＵＳ等の本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導体は、キャリア実
体にさらに結合されてもよい。本明細書において使用される場合「キャリア実体」という
用語は、安定してメラトニンの誘導体に結合する及び／又はメラトニンの誘導体を示すこ
とを可能にする非タンパク質性の実体に関する。そのようなキャリア実体は、約４０から
５０を超える原子を含む重合体又は単量体の分子であってもよい。例えば、キャリアは、
約４０から５００又はそれ以上のＣ原子の長さを有する炭化水素であってもよい。示され
た範囲内での他の長さ又はいかなる長さの値も構想される。炭化水素分子は、例えば、４
０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、２
００、３００、４００若しくは５００のＣ原子、又は、示された値の間のいかなる他の数
のＣ原子の長さを有してもよい。Ｃ原子に加えて、リンカーは、側鎖等を含む、例えばＮ
、Ｓ、Ｏ若しくはＰ原子又は対応する基等、他の原子又は官能性をさらに含んでもよい。
本発明は、例えば１つのＧＵＳの分子等、本明細書において記載される１つのメラトニン
の誘導体が１つのキャリア実体に連結されるということ、又は、例えばいくつかのＧＵＳ
の分子等、本明細書において記載される２つ以上のメラトニンの誘導体が１つのキャリア
実体に連結されるということを構想する。例えば、１つのキャリア実体に結合した１、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、２０、２５、３
０、３５若しくは４０の分子、又は、これらの値の間のいかなる数の分子、又は、４０を
超える分子の、例えばＧＵＳ等のメラトニン誘導体があってもよい。１つのキャリア実体
あたりのメラトニンの誘導体の数は、２から１０又は３から８であるということが好まし
い。特に好ましいのは、５という１つのキャリア実体あたりのメラトニンの誘導体の数で
ある。
【００４５】
　キャリアは、代わりとなる実施形態において、糖、すなわち多糖の分子であってもよく
、又は、該分子を含むか若しくは該分子から成ってもよい。糖分子は、例えば、４０、４
５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、２００、
３００、４００若しくは５００のＣ原子、又は、示された値の間のいかなる他の数のＣ原
子の長さを有してもよい。代わりとなる実施形態において、糖分子は、例えば１０、２０
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００等、１０から１００の糖環構造、
若しくは、１００を超える糖環構造を有してもよく、又は、これらの値の間のいかなる値
であってもよい。糖は、グルカン、マンナン、ガラクタン、セルロース、キチン、ペクチ
ン又はデキストラン等の重合体の糖であってもよく、又は、そのような糖を含んでもよい
。特に好ましいのはデキストランである。
【００４６】
　本明細書において使用される場合「デキストラン」という用語は、３から２０００キロ
ダルトンに及ぶ重量を有し得る、異なる長さの鎖で構成される複雑な分枝状のグルカンを
意味する。直鎖は、典型的には、グルコース分子間にアルファ－１，６グリコシド結合を
含み、分枝は、アルファ－１，３結合から始まっている。デキストランは、例えば乳酸菌
によって、スクロースから合成されてもよい。本発明に関連して、キャリアとして使用さ
れることになるデキストランは、好ましくは、約１５から１５００キロダルトンの分子量
を有してもよい。デキストランは、例えば４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００
、１２０、１４０、１５０、１６０、１８０、２００、２２０、２４０、２５０、２６０
、２８０、３００、３２０、３４０、３５０、３６０、３８０、４００、４２０、４４０
、４５０、４６０、４８０若しくは５００キロダルトン等、約４０から５００キロダルト
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ンの分子量、又は、これらの値の間のいかなる値も有するということが特に好ましい。
【００４７】
　適したキャリアの別の例は、約４０のＣ原子から約５００又はそれ以上のＣ原子の長さ
を有した、例えばホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルコリン、エッグホス
ファチジル－エタノールアミン、ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン等、リン
脂質等の脂質である。示された範囲内での他の長さ又はいかなる長さの値も構想される。
脂質分子は、例えば、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、
９０、９５、１００、２００、３００、４００若しくは５００のＣ原子、又は、示された
値の間のいかなる他の数のＣ原子の長さを有してもよい。
【００４８】
　キャリア分子のさらなる例として、上記のポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）分子
が挙げられる。キャリアＰＥＧは、約４０のＣ原子から５００又はそれ以上のＣ原子を有
してもよい。ＰＥＧは、例えば、中央のコアの基から発する３～１０のＰＥＧ鎖を有する
多分散若しくは単分散のＰＥＧ分子又は分枝状であってもよく、中央のコアの基から発す
る１０から１００のＰＥＧ鎖を有する星型ＰＥＧであってもよく、又は、異なるポリマー
又は線状ＰＥＧの主鎖に合体した多数のＰＥＧ鎖を有する櫛型ＰＥＧであってもよい。Ｐ
ＥＧの平均分子量によると、構想されるＰＥＧは、ＰＥＧ１０，０００、ＰＥＧ１２，０
００、ＰＥＧ１５，０００、ＰＥＧ２０，０００、又は、さらなる重い分子量を有するＰ
ＥＧであってもよい。特に好ましいのは、ＰＥＧ１０，０００よりも大きいＰＥＧである
。例えばＰＥＧ４００、ＰＥＧ６００、ＰＥＧ８００、ＰＥＧ１０００、ＰＥＧ１５００
、ＰＥＧ２０００、ＰＥＧ３３５０、ＰＥＧ４０００、ＰＥＧ６０００又はＰＥＧ８００
０等のより小さいＰＥＧ分子も構想される。
【００４９】
　キャリアは、さらなる代わりとなる実施形態において、ポリ（グリコール酸）（ＰＧＡ
）若しくはポリ（乳酸）（ＰＬＡ）、ポリ（カプロラクトン）（ＰＣＬ）、ポリ（Ｎ－ビ
ニル－２－ピロリドン）（ＰＶＰ）、ポリジオキサノン（ＰＤＳ）若しくはポリ（エチレ
ングリコール）（ＰＥＧ）、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）コポリマー（ＰＬＧＡ）
、ポリ（エチレンオキシド）－ポリ（プロピレンオキシド）（ＰＥＰ－ＰＰＯ）、ポリ（
エチレンオキシド）－ポリ（プロピレンオキシド）ポリ（エチレンオキシド）（ＰＥＰ－
ＰＰＯ－ＰＥＯ）、ポリ（エチレンオキシド）－ブロック－ポリ（Ｌ－ラクチド）（ＰＥ
Ｇ－ＰＬＬＡ）、ポリ（エチレンオキシド）－ブロック－ポリ（カプロラクトン）（ＰＥ
Ｇ－ＰＣＬ）、ポリ（エチレングリコール）－ブロック－ポリ（α－ヒドロキシ酸）（Ｐ
ＥＧ－ＰＨＡ）、ＰＡＭＡＭ（Ｇｅｎ４－７）又はプルロニックＰ－１０５等の非生物学
的なポリマーであってもよく、又は、該ポリマーを含むか若しくは該ポリマーから成って
もよい。
【００５０】
　本発明によるメラトニンの誘導体に結合した本明細書において先に記載されたキャリア
は、粒子にさらに結合されてもよい。或いは、そのようなキャリアは、ある表面に結合さ
れてもよい。表面に結合される場合、例えば、被覆された表面を提供することができる。
【００５１】
　粒子又は表面への結合は、本明細書において記載される単一のメラトニンの誘導体又は
１つのメラトニンの誘導体及び１つのキャリアを含む単一の化合物が、１つの粒子若しく
は表面に結合されるように単一の結合であってもよく、或いは、結合は、１つの粒子あた
り又は表面あたりに、いくつかの若しくは多くのメラトニンの誘導体、又は、１つのメラ
トニンの誘導体及び１つのキャリアを含むいくつかの若しくは多くの化合物を含んでもよ
い。例えば、１つの粒子又は表面あたりに、約１０、１５、２０、２５、３０、４０、５
０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５００若しくは５００
を超える、又は、これらの値の間のいかなる数のメラトニンの誘導体、又は、１つのメラ
トニンの誘導体及び１つのキャリアを含む上記の数の化合物があってもよい。表面の被覆
に対しては、１つの粒子あたり又は１つの画定された領域あたりに約２０００から１０，
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０００の要素のメラトニンの誘導体、又は、１つのメラトニンの誘導体を含む上記の数の
化合物の適切に密な配置を有することが好ましい。例えば１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、
２２、２３、２４、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７
５、８０、８５、９０、９５又は１００μｇ／ｍｇ等、約１から１００μｇ／ｍｇのデキ
ストランが、特定の又は表面の領域に結合されるということが特に好ましい。約１０μｇ
／ｍｇのデキストランの結合がさらにより好ましい。さらなる好ましい実施形態において
、この量のデキストラン分子は、本明細書において先に記載されたように、１つのキャリ
ア実体あたり多くのメラトニンの誘導体に、好ましくは、例えばＧＵＳ等、例えば２、３
、４、５、６、７、８、９又は１０のメラトニンの誘導体等の約１から１０のそのような
メラトニンの誘導体に結合されてもよい。
【００５２】
　本明細書において使用される場合「粒子」という用語は、体積又は質量等の物理的特性
が基づき得る小さい局在した物体を意味する。本発明に関連して、粒子は、当業者には既
知のいかなる適した材料も含むか又は該材料から成り、例えば粒子は、無機若しくは有機
材料を含むか、又は、該材料から成る若しくは該材料から本質的に成ってもよい。典型的
に、粒子は、金属若しくは金属の合金又は有機材料を含むか、又は、それから成る若しく
はそれから本質的に成ってもよく、或いは、糖要素を含むか、又は、該要素から成る若し
くは該要素から本質的に成ってもよい。構想される材料の例として、アガロース、ポリス
チレン、ラテックス、ポリビニルアルコール、シリカ、及び、強磁性金属、合金、又は、
組成材料が挙げられる。特に好ましいのは、磁性若しくは強磁性の金属、合金又は組成物
である。本発明に有用な特に好ましい粒子は、超常磁性の粒子である。本明細書において
使用される場合「超常磁性」という用語は、小さい強磁性又は強磁性のナノ粒子に現れる
磁性の形を記載している。十分に小さいナノ粒子において、温度の影響下で磁化が無作為
に向きを反転することは当技術分野において既知である。２つの反転間の時間は、ネール
緩和時間と呼ばれる。外部磁場の非存在下で、ナノ粒子の磁化を測定するために使用され
る時間がネール緩和時間よりもはるかに長い場合、磁化は、平均ゼロである、すなわち、
常磁性状態にあるようにみえる。そのような状態において、外部磁場は、常磁性体と同様
にナノ粒子を磁化することができる。しかし、磁化率は、常磁性体の磁化率よりもはるか
に大きい。さらに好ましい実施形態において、材料は、特定の特性を有してもよい。材料
は、例えば、磁性又は非磁性であってもよい。材料は、他の実施形態において、疎水性又
は親水性であってもよい。さらなる特定の実施形態において、粒子は、プラスチック粒子
である。プラスチック粒子の例として、例えば精製に一般的に使用されるラテックス又は
ポリスチレンビーズが挙げられる。さらに別の実施形態において、粒子は、細胞様粒子で
あってもよい。本明細書において使用される場合「細胞様粒子」という用語は、生物学的
システムに存在するか、又は、生物学的システム若しくは生物学的システムの一部の形及
び／又は機能を有する生物学的若しくは半生物学的構造体を意味する。さらなる特定の実
施形態において、粒子は、セファロース又はアガロースを含む、セファロース又はアガロ
ースから本質的に成る、若しくは、セファロース又はアガロースから成ってもよい。粒子
は、さらなる実施形態において、丸い形状の支持体又は基板構造体であってもよく、若し
くは、それらを含んでもよい。粒子は、別の実施形態の群において、例えば所定の点若し
くはスポットにて置かれる等、アレイ又は幾何学的な形に組織化することができるか、又
は、不規則な様式で提供することができる。粒子は、さらに、基板基底を覆うことができ
るか、又は、ロッド等のコネクタ要素によって基板基底上に固定することができる。粒子
は、さらに、例えばＰＥＧ分子等の保護コーティングを用いて、及び／又は、例えば生化
学的に活性な化合物を含む官能性を持ったコーティングを用いて被覆されてもよい。構想
される粒子は、エポキシ基等の適した官能基を有した磁性粒子を含む。さらに構想される
例として、カルボキシル（ＣＯＯＨ）微小粒子が挙げられる。そのような微笑粒子は、水
溶性カルボジイミドを用いてカルボキシル基を活性化することによって分子の共有結合に
使用されてもよい。カルボジイミド、さらに、カルボキシル基と反応して、一級アミンに
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対して反応性があり得る活性エステルの作製を可能にしてもよい。
【００５３】
　さらに、粒子は、本質的に、その移送及び性質という点で単元全体として行動する。粒
子は、従って、対称、球状、本質的に球状若しくは球形の形状のものであってもよく、又
は、ふぞろいで非対称の形状若しくは形のものであってもよい。
【００５４】
　本発明によって構想される粒子のサイズは、典型的には、５０ｎｍから５０μｍに及ぶ
。好ましいのは、ナノメートルから数マイクロメートルまでに及ぶマイクロメートルの範
囲にある粒子である。さらなる好ましい実施形態において、粒子の直径は、１００ｎｍよ
りも大きい。本明細書において使用される場合「直径」という用語は、粒子の中心を通過
し且つその端点が粒子の表面上にあるいかなる直線部分も意味する。非球状又は半球状の
粒子の場合、直径は、粒子の中心を通過し且つその端点が粒子の表面上にある最長及び最
短の直線部分の平均の直径として理解される。本明細書において定められる粒子の半径は
、本明細書において先に記載されたその直径の半分であるということがさらに理解される
。特に好ましいのは、例えば約１００ｎｍから１０マイクロメートル、より好ましくは、
１００ｎｍから３μｍ、さらにより好ましくは、例えば３００ｎｍ、３１０ｎｍ、３２０
ｎｍ、３３０ｎｍ、３４０ｎｍ、３５０ｎｍ、３６０ｎｍ、３７０ｎｍ、３８０ｎｍ、３
９０ｎｍ、４００ｎｍ、４１０ｎｍ、４２０ｎｍ、４３０ｎｍ、４４０ｎｍ、４５０ｎｍ
、４６０ｎｍ、４７０ｎｍ、４８０ｎｍ、４９０ｎｍ、５００ｎｍ、５１０ｎｍ、５２０
ｎｍ、５３０ｎｍ、５４０ｎｍ、５５０ｎｍ、５６０ｎｍ、５７０ｎｍ、５８０ｎｍ、５
９０ｎｍ、６００ｎｍ、６２０ｎｍ、６５０ｎｍ、６７０ｎｍ、７００ｎｍ、７２０ｎｍ
、７５０ｎｍ、７７０ｎｍ、８００ｎｍ、８２０ｎｍ、８５０ｎｍ、８７０ｎｍ、９００
ｎｍ、９２０ｎｍ、９５０ｎｍ、９７０ｎｍ、１０００ｎｍ、又は、その間のいかなる値
等、３００ｎｍから１０００ｎｍの直径の粒子等のナノ粒子である。さらにより好ましい
のは、約５００ｎｍの直径を有するナノ粒子である。
【００５５】
　本発明による「表面」は、いかなる構造も有してよく、さらに、表面を覆うのに適した
分子又は分子のネットワークを含んでもよい。表面は、例えば、フラットセンサ表面の表
面であってもよく、又は、特定の実施形態において、装置、カートリッジ、マイクロ流体
チャンバ、反応チャンバ若しくは粒子の表面であってもよい。構想される表面は、例えば
抗体又はいかなる他の適した結合分子等、関心のある標的分子の認識、結合及び／又は後
の検出の部位であってもよい。
【００５６】
　メラトニンの誘導体及びキャリアを含む化合物を標識することができる。そのようなラ
ベリング活性は、例えばアルデヒド、カルボン酸又はアミンの反応等、種々の化学的作用
を使用した結合反応に基づき得る。ラベルは、例えば放射性ラベル、酵素ラベル、蛍光ラ
ベル、化学発光ラベル又は生物発光ラベル等、当業者には既知のいかなる適したラベルで
あってもよい。本発明によるメラトニンの誘導体に結合させることができるラベルの例と
して、（例えばフルオレセイン、ローダミン、フィコエリトリン、フルオレサミン等の）
蛍光色素又は金属、（例えばロドプシン等の）発色団の色素、（例えばルミノール、イミ
ダゾール等の）化学発光の化合物、（例えば緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）等の）蛍光ポ
リペプチド、及び、（例えばルシフェリン、ルシフェラーゼ等の）生物発光のタンパク質
、（例えばビオチン等の）ハプテン、並びに、ＵＳＰＩＯＳ又は１９Ｆｌｕｏｒ等の造影
剤が挙げられる。本発明に関連して使用することができるさらなるラベルは、６－ＦＡＭ
、ＨＥＸ、ＴＥＴ、ＲＯＸ、Ｃｙ３、Ｃｙ５、テキサスレッド若しくはローダミン、ＴＡ
ＭＲＡ、Ｄａｂｃｙｌ、Ｂｌａｃｋ　Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ、ＢＨＱ－１、又は、
ＢＨＱ－２を含む。標的分子は、例えば３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐ、３５Ｓ、１２５

Ｉ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、１８Ｆ、６４Ｃｕ、６２Ｃｕ、１２４Ｉ、７６Ｂｒ、８２

Ｒｂ、６８Ｇａ又は１８Ｆ等の放射性同位体で標識することもできる。好ましいのは、ビ
オチンラベル、又は、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又
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はベータラクタマーゼ等の酵素のもの等、酵素ラベルの存在若しくは使用である。特に好
ましいのは、西洋ワサビペルオキシダーゼの使用又は存在である。特に好ましい実施形態
のセットにおいて、ビオチンが、メラトニンの誘導体及びキャリアを含む化合物に対する
ラベルとして利用される。このラベルは、後に、ストレプトアビジン若しくはアビジン等
の類似の分子、ストレプトアビジン誘導体、アビジン関連タンパク質、タマビジン１及び
２、ブラダビジン又はニュートラアビジン等のアビジン様実体等の適した相互作用物質と
相互作用するように結合するか、又は、それらと相互作用することが可能にされてもよい
。ストレプトアビジン（又は類似）の官能性には、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又はベータラクタマーゼ等の酵素のもの等、酵素ラベルが提供
されてもよい。特に好ましいのは、ストレプトアビジン－ＨＲＰの使用である。
【００５７】
　ラベルは、本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導体及びキャリアを含む化
合物に、いかなる適した位置にて結合されてもよい。ラベルは、化合物のキャリア部分に
限局するということが好ましい。特定の実施形態において、ラベルは、メラトニンの誘導
体及びキャリアを含む化合物に結合する粒子にて提供されてもよい。ラベルは、１つの化
合物あたり単一のラベルとして、又は、１つの化合物あたり例えば２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０又は５０を超えるラベル分子等、多数
のラベルとして提供されてもよい。１つのラベルが、本明細書において先に記載された化
合物のキャリア部分に連結されるということが好ましい。上記のキャリア、化合物及びラ
ベルの比は、いかなる適した比であってもよい。非限定的な例において、この比は、１～
５：５～１００：１～１０又は１：５：１若しくは１：６０：２であってもよい。さらな
る比が、本発明によって明示的に構想される。好ましい例において、１つのビオチン実体
で標識される、約５のメラトニンの誘導体（ＧＵＳ等）に結合される１つのデキストラン
分子の組み合わせがあってもよい。さらなる例において、２つのビオチン実体で標識され
る、約６０のメラトニンの誘導体（ＧＵＳ等）に結合される１つのデキストラン分子の組
み合わせがあってもよい。
【００５８】
　特定の実施形態において、キャリア、メラトニンの誘導体の化合物及びラベルの比は、
キャリアの性質及び／又は分子量及び／又はサイズ及び／又は長さに応じて決定されても
よい。より大きなキャリアに対しては、より多くのメラトニンの誘導体の化合物及びより
多くのラベルが必要である。例えば、４０キロダルトンの分子量のデキストランを使用す
る場合、例えば１つのビオチン実体で標識される、約５のメラトニンの誘導体（ＧＵＳ等
）に結合される１つのデキストラン分子等、１：５：１の比を使用することができる。こ
の比は、より重い分子量のキャリアの場合には変更されてもよい。例えば、４００キロダ
ルトンの分子量のデキストランの場合、例えば２つのビオチン実体で標識される、約６０
のメラトニンの誘導体（ＧＵＳ等）に結合される１つのデキストラン分子等、１：６０：
２の比を使用することができる。これらの比は、キャリア、メラトニンの誘導体の化合物
及び／又はラベルの性質、分子量、長さ若しくはサイズに従ってさらに適応し且つ変更さ
れ得る。本発明は、このように、上記の非限定的な比の例の全ての適した修正を構想する
。
【００５９】
　本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導体、特に、本明細書において先に記
載されたキャリアに結合した、キャリア及び粒子に結合した、又は、キャリア及び表面に
結合したメラトニンの誘導体は、いかなる適したタイプの検出手順にも使用することがで
きる。特定の実施形態において、そのようなメラトニンの誘導体は、メラトニン、又は、
構造的に類似の分子の検出手順に対して使用することができる。本明細書において先に記
載されたキャリアに結合した、キャリア及び粒子に結合した、又は、キャリア及び表面に
結合したメラトニンの誘導体は、アッセイにおいて、より好ましくは免疫生物学的アッセ
イにおいて使用することができるということが好ましい。本発明によるメラトニンの誘導
体を使用することができる免疫生物学的アッセイの例として、ウエスタンブロット、ＲＩ
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Ａ（放射結合免疫アッセイ）のような放射免疫アッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着
アッセイ）、「サンドイッチ」免疫アッセイ、免疫放射線測定法、例えばＦＩＡ（蛍光結
合免疫アッセイ）等の蛍光免疫アッセイ、化学発光免疫アッセイ及び電気化学発光免疫ア
ッセイ（ＥＣＬＩＡ）等の技術を使用した競合及び非競合アッセイシステムが挙げられる
。そのようなアッセイの詳細及びさらなる特徴は、当業者には既知であるか、又は、非特
許文献７又はその後の更新されたバージョン等の適した文献から得ることができる。
【００６０】
　好ましいのは、競合免疫生物学的メラトニンアッセイにおける本発明によるメラトニン
の誘導体の使用である。そのような競合アッセイは、原則として、増加する量のラベルさ
れていない抗原（メラトニン）の存在下で、適した抗体と共に、標識された抗原（例えば
本発明によるメラトニンの誘導体は蛍光ラベル又は放射活性ラベルを含む）をインキュベ
ートすること、及び、標識された抗原に結合した抗体を検出することに基づいている。競
合アッセイは、一実施形態において、粒子に結合し且つ例えば装置の反応チャンバ内で試
料又は検出液において自由に浮遊している本発明によるメラトニンの誘導体に基づいても
よく、適した抗体が、そのようなチャンバ又は装置の表面にて固定化されてもよい。代わ
りとなる実施形態において、競合アッセイは、装置の反応チャンバの表面上に固定化され
る本発明によるメラトニンの誘導体に基づいてもよく、例えば標識された抗体等の適した
抗体が、試料又は検出液において自由に浮遊している。表面上の結合した粒子の数は、従
って、結合していないメラトニンの数に関する。
【００６１】
　結合したメラトニンの量は、典型的に、結合した複合体の量に逆に関連しているが、所
与のアッセイ条件での抗体に対する相対的なメラトニン及びメラトニンの複合体の親和性
次第である。この比に影響を与え得るアッセイ条件は、アッセイ時間、温度、反応の順序
（メラトニン対複合体）、及び、複合体の量対抗体の量であり得る。感度は、一般的に検
出の限界として定められる、メラトニンなしでの測定から区別される用量を測定すること
によって決定することができる。本発明は、将来開発されることになる方法論の改善を含
む、このアプローチに対する適した代わりとなるものも構想する。
【００６２】
　特に好ましい実施形態において、アッセイは、メラトニンに対する高い感度又は検出の
限界を有した免疫生物学的メラトニンアッセイである。感度又は検出の限界は、約０．５
から約１０ｐｇメラトニン／ｍｌの範囲内にあってもよい。例えば、感度は、０．５、１
、２、３、４、５、６、７、８、９若しくは１０ｐｇメラトニン／ｍｌ、又は、これらの
値の中間のいかなる値若しくはそれ以下であってもよい。例えば、感度は、＜１０ｐｇメ
ラトニン／ｍｌ、好ましくは＜５ｐｇメラトニン／ｍｌ、より好ましくは＜３ｐｇメラト
ニン／ｍｌ、さらにより好ましくは＜１ｐｇメラトニン／ｍｌであってもよい。
【００６３】
　アッセイは、さらなる好ましい実施形態において、メラトニンに対する高い感度を有し
た免疫生物学的メラトニン定量化アッセイである。定量化アッセイの限界は、約０．５か
ら約２０ｐｇメラトニン／ｍｌ内にあってもよい。例えば、定量化アッセイの感度は、０
．５、０．１、０．５、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５若しくは２０
ｐｇメラトニン／ｍｌ、又は、これらの値の中間のいかなる値若しくはそれ以下であって
もよい。例えば、定量化アッセイの感度は、＜１０ｐｇメラトニン／ｍｌ、好ましくは＜
５ｐｇメラトニン／ｍｌ、より好ましくは＜３ｐｇメラトニン／ｍｌ、さらにより好まし
くは＜１ｐｇメラトニン／ｍｌであってもよい。
【００６４】
　本発明によるメラトニンの誘導体は、いかなる適した温度条件下でも、本明細書におい
て先に記載されたアッセイにおいて使用することができる。そのような適した温度条件は
、例えば、メラトニンの定量的検出を行うことができる、又は、試料内のメラトニンの量
に対する正確な陳述をすることができる等、アッセイを行って妥当な又は適した結果を提
供することができる全ての温度を含む。そのような温度は、約４℃の低い温度から、約３
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７℃の高い温度まで含んでもよい。本発明によるメラトニンの誘導体は、約１８℃を超え
る、又は、約２０℃を超える温度にて、本明細書において先に記載されたアッセイにおい
て使用されるということが好ましい。例えば、本発明によるメラトニンの誘導体は、１８
℃、１９℃、２０℃、２１℃、２２℃、２３℃、２４℃、２５℃、２６℃、２７℃、２８
℃、２９℃、３０℃、３１℃、３２℃、３３℃、３４℃若しくは３５℃、又は、上記の値
の中間のいかなる値の温度にて使用することもできる。好ましくは、本発明によるメラト
ニンの誘導体は、１８℃から約２５℃の温度にて、本明細書において先に記載されたアッ
セイにおいて使用される。最も好ましい実施形態において、本発明によるメラトニンの誘
導体は、約２０℃の温度にて、本明細書において先に記載されたアッセイにおいて使用さ
れる。
【００６５】
　本発明によるメラトニンの誘導体は、適した期間の間、本明細書において先に記載され
たアッセイにおいてさらに使用されてもよい。そのような適した期間は、例えば、メラト
ニンの定量的検出を行うことができる、又は、試料内のメラトニンの量に対する正確な陳
述をすることができる等、アッセイを行って妥当な又は適した結果を提供することができ
る全ての期間を含む。そのような期間は、１６時間を超える長いアッセイ時間、又は、１
６時間未満の短いアッセイ時間であってもよい。アッセイ時間は、例えば１５ｈ、１４ｈ
、１３ｈ、１２ｈ、１１ｈ、１０ｈ、９ｈ、８ｈ、７ｈ、６ｈ、５ｈ、４ｈ、３ｈ、２ｈ
、１ｈ若しくは１ｈ未満等の１６時間未満、又は、上記の期間の中間のいかなる期間でも
あるということが好ましい。特に好ましい実施形態において、アッセイ時間は、例えば５
０ｍｉｎ、４５ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、３５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、２５ｍｉｎ、２０ｍｉｎ
、１５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ若しくは５ｍｉｎ等の約１ｈ未満、又は、これらの値の中間の
いかなる期間でもある。さらにより好ましくは、アッセイ時間は約３０ｍｉｎである。
【００６６】
　別の態様において、本発明は、試料内のメラトニンを検出及び／又は定量化するための
方法又は免疫生物学的アッセイに関し：本明細書において先に記載したメラトニンの誘導
体を含む所定の量の化合物と共に試料をインキュベートするステップ；メラトニン及び／
又は上記のメラトニンの誘導体を含む化合物を、メラトニン結合分子と結合させるステッ
プであり、上記のメラトニン結合分子は表面上に固定化される、ステップ；上記のメラト
ニン結合分子に結合した上記のメラトニンの誘導体を含む化合物の量を測定するステップ
；並びに、測定された上記のメラトニンの誘導体を含む化合物の量の反比例に基づき、試
料内のメラトニンの存在を検出する、及び／又は、試料内のメラトニンの量を推定するス
テップ；を含む。当該方法又は免疫生物学的アッセイは、従って、少なくとも、試料内の
メラトニンを検出することができてもよい。代わりとなる態様において、当該方法又は免
疫生物学的アッセイは、さらに、試料内のメラトニンの量を定量化することができてもよ
い。上記の当該方法又は免疫生物学的アッセイは、原則として、競合結合検出に基づき、
追加の修正ステップをさらに含んでもよい。
【００６７】
　当該方法又はアッセイの検出限界は、約０．０５から約２００ｐｇメラトニン／ｍｌの
範囲内にあってもよい。例えば、当該方法又はアッセイの検出限界は、０．５、１、２、
３、４、５、６、７、８、９若しくは１０ｐｇメラトニン／ｍｌ、又は、これらの値の中
間のいかなる値若しくはそれ以下であってもよい。好ましくは、当該方法又はアッセイの
感度は＜１０ｐｇメラトニン／ｍｌである。同様に、定量化方法又はアッセイの場合、定
量化方法又はアッセイの限界は、約０．５から約２０ｐｇメラトニン／ｍｌの範囲内にあ
ってもよい。例えば、定量化アッセイの感度は、０．５、０．１、０．５、１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１５若しくは２０ｐｇメラトニン／ｍｌ、又は、これら
の値の中間のいかなる値若しくはそれ以下であってもよい。
【００６８】
　本明細書において使用される場合「試料」という用語は、個々から当業者には既知の適
した方法を介して得られたいかなる生物学的材料も意味する。本発明に関連して使用され
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る試料は、好ましくは、臨床的に受け入れ可能な様式で、より好ましくは、分析物、すな
わちメラトニンが保存される方法で収集されるべきである。
【００６９】
　特定の実施形態において、試料材料は体液である。本明細書において使用される場合「
体液」という用語は、全血、血清、血漿、涙、唾液、鼻からの液体、痰、耳からの液体、
生殖器液、乳房からの液体、母乳、初乳、胎盤からの液体、羊水、汗（ｐｅｒｓｐｉｒａ
ｔｅ）、滑液、腹水、脳脊髄液、胆汁、胃液、房水、硝子体液、胃腸液、滲出液、漏出液
、胸水、心膜液、精液、上気道液、腹水、液状便、免疫応答の部位から収集した液体、プ
ールされた収集部位から収集した液体、気管支肺胞洗浄液及び尿を意味する。
【００７０】
　さらなる実施形態において、例えば肺、筋肉、脳、肝臓、皮膚、膵臓、胃等、例えば全
ての適した臓器からの生検材料、有核細胞の試料、粘膜表面又は皮膚に関連している液体
等の材料も使用することができる。そのような試験に対して、材料は、典型的に、適した
緩衝液において均質化及び／又は再懸濁される。
【００７１】
　加えて、細胞は、必要に応じて、得られた体組織及び液体から精製されてもよく、次に
、生物学的試料として使用されてもよい。試料は、特に最初の処理の後で、プールされて
もよい。しかし、プールされていない試料も使用されてよい。
【００７２】
　さらなる実施形態において、本明細書において先に記載された体液又は試料材料は、化
学的又は生物学的反応物を添加することによって処理されてもよい。これを行って、試料
材料を安定化する、試料成分を除去する、又は、試料内の相互作用を回避することができ
る。例えば、ＥＤＴＡ又はヘパリンを使用して、血液試料を安定化する、又は、凝固を防
ぐことができる。
【００７３】
　本発明の特定の実施形態において、試料の内容物に濃縮ステップを受けさせることがで
きる。例えば、試料は、例えば磁性粒子を用いて官能性を持たされた特定の細胞タイプの
細胞膜又は小器官に特異的なリガンドと接触させられてもよい。磁性粒子によって濃縮さ
れた材料は、後に、本明細書において先に又は以下に記載される検出及び分析ステップに
使用されてもよい。
【００７４】
　唾液、血液、すなわち全血、血清、血漿、尿又は汗を使用することが特に好ましい。よ
り好ましい実施形態において、試料は、全血又は血漿試料であってもよい。
【００７５】
　「本明細書において先に記載したメラトニンの誘導体を含む所定の量の化合物」は、免
疫学的に活性の、従って、認識可能な抗原構造の濃度及び特に量が既知であるか又は決定
することができる適した量の誘導体であってもよい。この濃度又は量は、好ましくは、特
定の試料体積内の予想されるメラトニンの量に適応する。特定の実施形態において、本明
細書において先に記載したメラトニンの誘導体を含む所定の量の化合物は、表面上に固定
化されたメラトニン結合分子の数又は量に適応し得る。そのような適応は、例えば、メラ
トニン結合分子の数又は量と同じ又は本質的に同じ数の本明細書において先に記載したメ
ラトニンの誘導体を含む化合物の使用を含んでもよい。さらなる特定の実施形態において
、所定の量は、メラトニンを有さない信号と低いスパイクレベルとのバランスである官能
基の比の確立に従って定めることができる。例えば抗体等の結合分子、又は、メラトニン
の誘導体を含む化合物の濃度は、適応を最適化するために、変えることができ且つ使用す
ることができる。
【００７６】
　メラトニン結合分子とのメラトニン及び／又は本発明によるメラトニンの誘導体を含む
化合物の「インキュベーション」及び後の「結合」は、いかなる適した温度にて及び／又
はいかなる適した期間の間に行ってもよい。好ましくは、インキュベーション及び結合は
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、約４℃から約３７℃の温度にて実行される。インキュベーションは、約１８℃を超える
又は約２０℃を超える温度にて行われるということが好ましい。例えば、インキュベーシ
ョンは、１８℃、１９℃、２０℃、２１℃、２２℃、２３℃、２４℃、２５℃、２６℃、
２７℃、２８℃、２９℃、３０℃、３１℃、３２℃、３３℃、３４℃若しくは３５℃、又
は、上記の値の中間のいかなる値の温度にて実行されてもよい。好ましくは、インキュベ
ーション及び結合は、約１８℃から約２５℃の温度にて、より好ましくは２０℃にて行わ
れる。インキュベーション及び結合は、さらに、おおよそ１６時間の時間間隔の間、好ま
しくは、１６時間未満の間に行われてもよい。インキュベーション及び結合は、例えば１
５ｈ、１４ｈ、１３ｈ、１２ｈ、１１ｈ、１０ｈ、９ｈ、８ｈ、７ｈ、６ｈ、５ｈ、４ｈ
、３ｈ、２ｈ、１ｈ若しくは１ｈ未満、又は、上記の期間の中間のいかなる期間に行われ
るということが特に好ましい。さらにより好ましい実施形態において、インキュベーショ
ン及び結合に対する期間は、例えば５０ｍｉｎ、４５ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、３５ｍｉｎ、
３０ｍｉｎ、２５ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ若しくは５ｍｉｎ等の約
１ｈ未満、又は、これらの値の中間のいかなる期間でもある。特に好ましいのは、約１０
ｍｉｎというインキュベーション及び結合に対する期間である。
【００７７】
　上記の方法及びアッセイに関連して記載される「メラトニン結合分子」は、メラトニン
及び本発明によるメラトニンの誘導体にも特異的に結合することができるいかなる分子で
あってもよい。そのような結合分子は、免疫グロブリンベースのタンパク質、又は、非免
疫グロブリンベースの分子であってもよい。
【００７８】
　免疫グロブリンベースのタンパク質の典型的且つ好ましい例は抗体である。本明細書に
おいて使用される場合「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子、及び、免疫グロブリ
ン分子の免疫学的に活性な部分又はフラグメントを意味し、すなわち、抗原に免疫特異的
に結合する、特に、メラトニン又は本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導体
に特異的に結合する抗原結合部位を含有する分子を意味する。本発明の免疫グロブリン分
子は、（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＹ等）いかなるタイ
プ、（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２等）ク
ラス、又は、サブクラスの免疫グロブリン分子でもあり得る。特定の実施形態において、
上記の抗体又はそのフラグメントは、ヒトＩｇＭ重鎖定常ドメイン、ヒトＩｇＧ１重鎖定
常ドメイン、ヒトＩｇＧ２重鎖定常ドメイン、ヒトＩｇＧ３重鎖定常ドメイン、ヒトＩｇ
Ｇ４重鎖定常ドメイン又はヒトＩｇＡ重鎖定常ドメインを含む。本発明のさらなる実施形
態において、ヒトＩｇＭ重鎖定常ドメイン、ヒトＩｇＧ１重鎖定常ドメイン、ヒトＩｇＧ
２重鎖定常ドメイン、ヒトＩｇＧ３重鎖定常ドメイン、ヒトＩｇＧ４重鎖定常ドメイン又
はヒトＩｇＡ重鎖定常ドメインを含む抗体又はフラグメント、特に、抗体又はそのフラグ
メントは、ヒトＩｇκ軽鎖定常ドメイン又はヒトＩｇλ軽鎖定常ドメインを含む。免疫特
異的な結合は、メラトニン及び／又は本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導
体の抗原決定基に対する免疫特異的な検出及び抗体の結合を意味する。
【００７９】
　さらなる実施形態において、本発明の抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗
体、多選択性抗体、ヒト抗体、ヒト化若しくはキメラ抗体、全免疫グロブリン分子、（例
えば、本発明の抗体に対する抗Ｉｄ抗体を含む）抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体、抗体
部分構造又は修飾された抗体を含む。
【００８０】
　本明細書において使用される場合「抗体部分構造」という用語は、単鎖抗体、Ｆａｂフ
ラグメント、Ｆａｂ′フラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーによって生成されるフラグ
メント、Ｆ（ａｂ′）２、Ｆｖ、ジスルフィド結合Ｆｖ、ミニボディ（ｍｉｎｉｂｏｄｙ
）、二重特異性抗体、ｓｃＦｖ、ｓｃ（Ｆｖ）２、及び、上記のいずれかの抗原決定基結
合フラグメントを意味する。好ましいのは、Ｆａｂ、Ｆａｂ′及びＦ（ａｂ′）２、Ｆｖ
、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、ｓｃ（Ｆｖ）２、単鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦｖ
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）、並びに、ＶＬ又はＶＨドメインを含むフラグメントである。ＶＨＨ（ラクダ）構造も
構想される。
【００８１】
　本明細書において使用される場合「Ｆａｂフラグメント」という用語は、未変化の免疫
グロブリンタンパク質の重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）、軽鎖の定常ドメイン（Ｃ
Ｌ）、重鎖の可変ドメイン（ＶＨ）及び軽鎖の可変ドメイン（ＶＬ）を含む抗体フラグメ
ントを意味する。典型的には、Ｆａｂフラグメントが、パパインによるタンパク質切断に
よって得られる。
【００８２】
　本明細書において使用される場合「Ｆ（ａｂ′）２」又は「Ｆ（ａｂ′）２フラグメン
ト」という用語は、未変化の免疫グロブリンタンパク質の重鎖の２つの第１の定常ドメイ
ン（ＣＨ１）、軽鎖の２つの定常ドメイン（ＣＬ）、重鎖の２つの可変ドメイン（ＶＨ）
及び軽鎖の２つの可変ドメイン（ＶＬ）を含む、すなわち２つのＦａｂフラグメントを含
む抗体フラグメントを意味する。加えて、Ｆ（ａｂ′）２分子は、Ｆａｂフラグメントを
組み合わせる抗体ヒンジ領域においてＳ－Ｓ結合を含む。典型的には、Ｆ（ａｂ′）２フ
ラグメントは、ペプシンによるタンパク質切断によって得られる。
【００８３】
　本明細書において使用される場合「Ｆａｂ′フラグメント」という用語は、「Ｆ（ａｂ
′）２」分子から得られるフラグメント、好ましくは、抗体ヒンジ領域においてＳ－Ｓ結
合を含むフラグメントを意味する。
【００８４】
　本明細書において使用される場合「Ｆｖフラグメント」という用語は、２つの可変の抗
体ドメインＶＨ及びＶＬを含む抗体フラグメントを意味する（詳細は、非特許文献８から
得ることができる）。
【００８５】
　本明細書において使用される場合「単鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）」という用語は
、フレキシブルなペプチドリンカーによって共に連結された２つのＶＨ及びＶＬドメイン
を含む抗体フラグメントに関する（詳細は、非特許文献９から得ることができる）。
【００８６】
　本明細書において使用される場合「二重特異性抗体」という用語は、分離されたＶＨ－
ＶＬ及びＶＬ－ＶＨ融合を含む抗体バリアントを意味し、融合されたドメインは、フレキ
シブルなペプチドリンカーによって共に連結される。リンカーは、約１から２０のアミノ
酸、好ましくは約２から７のアミノ酸の長さを有してもよい。典型的には、グリシンのよ
うな小さいアミノ酸を、リンカーに対して使用することができ、他のアミノ酸と組み合わ
せることもできる（詳細は、非特許文献１０から得ることができる）。
【００８７】
　本明細書において使用される場合「ミニボディ」という用語は、サイズが減らされた抗
体を意味し、例えば、単に可変ドメインを含む若しくは定常ドメインを欠く、又は、可変
の重鎖ドメインを含む抗体等を意味する（詳細は、非特許文献１１から得ることができる
）。
【００８８】
　単鎖抗体を含む抗原結合抗体フラグメントは、１つ又は複数の可変の領域をそれだけで
、又は、ヒンジ領域、ＣＨ１、ＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインの全体又は一部分と組み
合わせて含んでもよい。ヒンジ領域、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインとの１つ又は複
数の可変の領域のいかなる組み合わせも含む抗原結合フラグメントも構想される。抗体は
、鳥類及び哺乳類を含むいかなる動物起源のものであってもよい。好ましくは、抗体は、
ネズミ（例えばマウス及びラット）、ロバ、サル、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、
ウマ、ニワトリ又はヒトである。
【００８９】
　本発明による抗体は、典型的には、単一特異性である。ある特定の実施形態において、
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抗体は、二特異性、又は、さらなる多選択性のものであってもよい。多選択性抗体は、メ
ラトニン及び／又は本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導体の異なる抗原決
定基に対して特異的であってもよく、又は、メラトニン及び／又は本明細書において先に
記載されたメラトニンの誘導体に対しても、並びに、異種ポリペプチド又は固体支持材料
等の異種抗原決定基に対しても特異的であってもよい。
【００９０】
　本明細書において使用される場合「修飾された抗体」という用語は、例えば、抗体に対
するいかなるタイプの分子の共有結合によって、上記の共有結合が、抗体が抗原決定基に
特異的に結合するのを、又は、抗イディオタイプの応答を生成するのを妨げないように修
飾された誘導体を意味する。そのような修飾の典型的な例は、グリコシル化、アセチル化
、ビオチン化、ＰＥＧ化、リン酸化、アミド化、既知の保護／ブロッキング基による誘導
体化、タンパク質切断、細胞リガンド又は他のタンパク質への結合等である。化学修飾は
、特異的化学的切断、アセチル化、ホルミル化等を含む既知の技術によって実行されても
よい。加えて、誘導体は、１つ又は複数の非古典的なアミノ酸を含有してもよい。
【００９１】
　抗体は、当業者には既知のいかなる適した方法に従って産生されてもよい。ポリクロー
ナル抗体は、一般的に好まれる抗原を用いた動物の免疫化によって産生されてもよい。例
えば、メラトニン又は本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導体を、いかなる
真核生物、原核生物又はファージクローンを含む種々の宿主動物に投与することができる
。定められた特異性のモノクローナル抗体が、例えば、Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉ
ｎによって開発されたハイブリドーマ技術を使用して産生されてもよい（非特許文献１２
）。典型的には、マウスが、メラトニン及び／又は本明細書において先に記載されたメラ
トニンの誘導体を用いて免疫化される。適したアプローチ及び技術に対するさらなる詳細
を、非特許文献１３から得ることができる。例えば抗原に特異的な抗体がマウスの血清に
おいて検出される等、免疫応答が検出されると、マウスの脾臓が収集され、さらに、脾細
胞が単離される。脾細胞は、次に、周知の技術によって、例えば細胞株ＳＰ２０由来の細
胞等、いかなる適した骨髄腫細胞にも融合される。ハイブリドーマが選択され、且つ、限
定された希釈法によってクローン化される。ハイブリドーマクローンが、次に、本発明の
ポリペプチドに結合する能力を持つ抗体を分泌する細胞に対して、当技術分野において既
知の方法によってアッセイにかけられる。高いレベルの抗体を一般的に含有する腹水を、
陽性のハイブリドーマクローンを用いてマウスを免疫化することによって生成することが
できる。
【００９２】
　或いは、本発明の抗体は、当技術分野において既知の種々のファージディスプレイ方法
を使用して生成することもできる。ファージディスプレイ方法において、官能性を持った
抗体ドメインがファージ粒子の表面上に表示され、ファージ粒子は、上記の抗体ドメイン
をコード化するポリヌクレオチド配列を担持する。特定の実施形態において、そのような
ファージを利用して、（例えばヒト又はネズミ等の）レパートリー又はコンビナトリアル
抗体ライブラリーから発現された抗原結合ドメインを表示することができる。関心のある
抗原に結合する抗原結合ドメインを発現するファージは、例えば標識された抗原又は固体
の表面若しくはビーズに結合したか若しくは捕獲された抗原を使用して等、抗原を用いて
選択又は同定することができる。これらの方法において使用されるファージは、典型的に
は、Ｆａｂ、Ｆｖ又はジスルフィド安定化Ｆｖ抗体ドメインがファージ遺伝子ＩＩＩ又は
遺伝子ＶＩＩＩタンパク質に組換えで融合されたファージから発現されるＭ１３結合ドメ
インを含む繊維状ファージである。本発明による抗体を産生するために使用することがで
きるファージディスプレイ方法の例として、非特許文献１４において開示されたものが挙
げられる。
【００９３】
　さらなる実施形態において、特異的に結合する分子は非免疫グロブリン分子である。「
非免疫グロブリン分子」という用語は、メラトニン及び／又は本明細書において先に記載
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されたメラトニンの誘導体等の標的分子に特異的に結合する能力を持つが、免疫グロブリ
ンドメイン又は要素を含まない非常に擬似の（ｈｉｇｈｌｙ　ａｆｆｉｎｅ）分子の群を
意味する。非免疫グロブリン分子は、結合のいくつか異なる機構を提供することができ、
好ましくは、抗体として、メラトニン及び／又は本明細書において先に記載されたメラト
ニンの誘導体等の標的構造体に対する類似の親和性を有する。
【００９４】
　本発明に関連して使用することができる非免疫グロブリン分子の例として、アンキリン
リピートを含むタンパク質構造体が挙げられる。典型的には、設計されたアンキリンリピ
ートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）において、３、４、又は好ましくは、５のリピートアン
キリンモチーフが存在する。これらは、大きな可能性のある標的相互作用表面を有した安
定したタンパク質ドメインを形成することができる。さらなる詳細は、例えば、非特許文
献１５から得ることができる。
【００９５】
　非常に擬似の非免疫グロブリン分子のさらなる例は、アフィボディ分子、すなわち、タ
ンパク質ＡのＺドメイン（免疫グロブリンＧ結合ドメイン）に基づくタンパク質である。
抗体とは対照的に、アフィボディ分子は、典型的には、アルファへリックスで構成され、
さらに、ジスルフィド架橋を欠いている。アフィボディ分子は、種々の宿主細胞において
、可溶性且つタンパク質分解性に安定した形で発現させられてもよい。アフィボディ分子
は、さらに、他のタンパク質と融合させられてもよい。さらなる詳細は、例えば、非特許
文献１６から得ることができる。
【００９６】
　本発明による非常に擬似の非免疫グロブリン分子の群は、アドネクチンも含む。アドネ
クチンは、抗体可変ドメインと類似の構造を有するヒトフィブロネクチンの構造、特に、
その細胞外タイプＩＩＩドメインに基づいており、バレルを形成する７つのベータシート
、及び、３つの相補性決定領域に相当する３つの曝露したループをそれぞれの側に含む。
アドネクチンは、典型的には、金属イオンに対する結合部位及び中央のジスルフィド結合
を欠いている。アドネクチンは、ＩｇＧタイプの抗体の約１５分の１の小ささであり、さ
らに、抗体の単一の可変ドメインのサイズに匹敵する。アドネクチンをカスタマイズして
、第２のベータシートと第３のベータシートとの間、及び、第６のシートと第７のシート
との間のループを改変することによって、標的分子に対する特異性をもたらす及び／又は
増やしてもよい。さらなる詳細は、例えば、非特許文献１７から得ることができる。
【００９７】
　さらなる好ましい例は、ヒトリポカリンから得られる抗体模倣アンチカリンである。ア
ンチカリンは、典型的には、タンパク質抗原並びに小分子抗原に結合する性質を有し、ル
ープにより接続された８の逆平行ベータシートによって形成されたバレル構造体及び結合
したアルファへリックスで構成される。結合部位でのアミノ酸の変異誘発が、分子の親和
性及び選択性の変更を可能にし得る。さらなる詳細は、例えば、非特許文献１８から得る
ことができる。
【００９８】
　別の好ましい例はアフィリンであり、すなわち、抗原に選択的に結合する能力を有した
遺伝子改変のタンパク質であり、ガンマ－Ｂクリスタリンから、又は、ユビキチンから構
造的に得られる。アフィリンは、典型的には、ガンマ－Ｂクリスタリン又はユビキチンの
表面近くのアミノ酸の修飾によって構築され、さらに、ファージディスプレイ等のディス
プレイ技術によって単離される。クリスタリン及びユビキチンベースのアフィリンの分子
量は、典型的には、それぞれＩｇＧ抗体の約８分の１又は１６分の１である。これは、９
０℃までの熱安定性、及び、酸及び塩基対する改善された安定性をもたらし得る。さらな
る詳細は、例えば、非特許文献１９から又は非特許文献２０から得ることができる。
【００９９】
　非常に擬似の非免疫グロブリン分子の群はアビマーも含み、すなわち、多数の結合部位
を介して特定の抗原に特異的に結合することができる人工タンパク質も含む。典型的には
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、個々のアビマー配列は、種々の膜受容体のＡドメインから得られ、さらに、ジスルフィ
ド結合及びカルシウムによって安定化された強固な構造を有する。各Ａドメインは、標的
分子の特定の抗原決定基に結合することができる。同じ標的分子の異なる抗原決定基に結
合するドメインの組み合わせによって、この標的に対する親和性が増し得る。さらなる詳
細は、例えば、非特許文献２１から得ることができる。
【０１００】
　さらなる例はノッチンを含み、すなわち、ジスルフィドノットを介した特別なジスルフ
ィドによって特徴づけられるジスルフィドが豊富な小さいタンパク質を含む。このノット
は、典型的には、１つのジスルフィド架橋が、２つの他のジスルフィド及び相互接続する
主鎖によって形成された大環状分子に渡る場合に得られる（ジスルフィドＩＩＩ－ＶＩは
、ジスルフィドＩ－ＩＶ及びＩＩ－Ｖを経る）。ノッチンペプチドは、高い親和性（約１
０から３０ｎｍｏｌ／Ｌ）を有して、インテグリン受容体に結合するとして示され得る。
ノッチン足場は、従って、本発明に従い検出部分に結合することができる非常に擬似の分
子の設計に使用することができる。さらなる詳細は、例えば、非特許文献２２から得るこ
とができる。
【０１０１】
　非常に擬似の非免疫グロブリン分子の群は、加えて、フィノマー、すなわちＦｙｎ　Ｓ
Ｈ３から得られるタンパク質を含む。Ｆｙｎは、チロシンキナーゼのＳｒｃファミリーの
５９ｋＤａメンバーである。Ｆｙｎ　ＳＨ３ドメインは６３残基を含み、さらに、そのア
ミノ酸配列は、人間、マウス、ラット及びサルの間で完全に保存されている。フィノマー
は、典型的には、２つの逆平行のベータシートで構成され、さらに、２つのフレキシブル
なループ（ＲＴ及びｎ－Ｓｒｃループ）を含有して、他のタンパク質又は標的と相互作用
している。さらなる詳細は、例えば、非特許文献２３から得ることができる。
【０１０２】
　好ましい非常に擬似の非免疫グロブリン分子の群は、クニッツドメインペプチドも含む
。クニッツドメインは、クニッツタイプのプロテアーゼインヒビターの活性ドメインであ
り、典型的には、約５０から６０のアミノ酸の長さ、及び、６ｋＤａの分子量を有する。
クニッツタイプのプロテアーゼインヒビターの例は、アプロチニン、アルツハイマー病の
アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）及び組織因子経路インヒビター（ＴＦＰＩ）であ
る。クニッツドメインは、独立したペプチドとして安定しており、さらに、タンパク質構
造体等の特異的な標的を認識することができ、従って、本発明に従い検出部分に結合する
ことができる非常に擬似の分子の設計に使用することができる。さらなる詳細は、例えば
、非特許文献２４から得ることができる。
【０１０３】
　本明細書において先に記載されたメラトニン結合分子は、固定化された形で上記の方法
及びアッセイに関連して提供される。従って、例えば抗体等の結合分子は、結合及び測定
反応が行われる装置、チャンバ又は他の適した実体の表面若しくは支持材料上に固定化さ
れる。本明細書において使用される場合「固定化」又は「固定化される」という用語は、
表面又は支持材料の特定の領域にてメラトニン結合分子を置く、且つ、例えば洗浄又はす
すぎステップ等の処理ステップの間に付随して結合分子の引き離しを妨げる分子相互作用
を介した表面又は支持材料に対するメラトニン結合分子の結合を意味する。典型的には、
そのような分子相互作用は、当業者には既知のように、表面又は支持材料の構造的要素若
しくは官能基と、固定化されることになる分子、例えばその分子の対応する官能基等との
共有化学結合又は共有化学相互作用に基づく。非共有相互作用による支持材料に対するメ
ラトニン結合分子の固定化又は付着も構想される。固定化は、例えば、熱又は光により結
合分子を架橋することによって、すなわち、分子相互作用又は結合を形成することによっ
て実行することができ、熱又は光のようなエネルギー源によって提供されるエネルギーの
影響下若しくは駆動下で、又は、化学的固定化を介して構造的要素を共に連結させる。好
ましいのは、表面上での、例えば抗体又は他の結合分子等の固定化されることになる実体
を含む溶液の乾燥である。本明細書において記載される「化学的固定化」は、化学反応に
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基づく支持材料と結合分子との相互作用であってもよい。そのような化学反応は、例えば
、化学反応に対する特定の最適な温度等、熱を加えることによって増強することができる
。例えば、化学的固定化は、支持材料上の官能基と、結合分子上の対応する官能性を持っ
た要素との間で発生し得る。そのような結合分子内の対応する官能性を持った要素は、分
子の化学的目録の一部としてあってもよく、又は、加えて導入されてもよい。
【０１０４】
　そのような官能基の一例はアミン基である。典型的には、例えば核酸又はタンパク質等
の固定化されることになる結合分子は、アミン官能基を含むか、又は、アミン官能基を含
むために化学的に修飾される。例えば、アミノ基は、活性化されたカルボキシ基等の支持
材料上の活性化された基と反応することができる。例として、カルボニル、エポキシ又は
類似の基が挙げられる。そのような化学的修飾に対する手段及び方法は、当業者には既知
である。固定化されることになる結合分子内の上記の官能基の局在化は、結合行動及び／
又は結合分子の向きを制御する並びに形作るために使用されてもよい。固定化されること
になる結合分子に対する典型的な反応パートナーは、アミンで官能性を持った核酸等、そ
のような結合分子に結合することができる部分を含む。
【０１０５】
　「非共有相互作用による支持材料に対する結合分子の固定化又は付着」は、水素結合、
静電相互作用、ファンデルワールス相互作用及び／又は疎水性パッキングによる支持材料
と結合分子との相互作用を含んでもよい。支持材料に対する結合分子の非共有の固定化又
は付着の構想される例として、ビオチン－ストレプトアビジン相互作用の使用が挙げられ
る。例えば、本明細書において記載されるメラトニン結合分子、例えばＤＡＲＰｉｎ又は
抗体等は、ビオチン分子に結合されるか又はビオチン化されてもよい。従って、表面又は
支持材料には、ストレプトアビジン分子が提供されてもよい。或いは、アビジン、ストレ
プトアビジンの誘導体、（ストレプト）アビジン、アビジン関連タンパク質、タマビジン
１及び２、ブラダビジン又はＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ等のアビジン様実体等の類似の分子
を使用することができる。これらの分子は、共有の様式で、上記の支持材料に結合されて
もよい。後に、例えばビオチン化分子とストレプトアビジンを含む材料との非共有相互作
用及び付着を行って、支持材料に対するメラトニン結合分子の固定化をもたらしてもよい
。
【０１０６】
　本明細書において先に記載された例えば抗体等の固定化されたメラトニン結合分子に対
するメラトニン及び／又は本発明によるメラトニンの誘導体を含む化合物の結合の後、洗
浄又はすすぎの活動を行って、表面から非結合のメラトニン及び／又はメラトニンの誘導
体を除去することができる。そのような洗浄又はすすぎのステップは、いかなる適したプ
ロトコルに従っても行われてもよく、１回若しくは数回等、実行されてもよい。
【０１０７】
　表面からの非結合のメラトニン及び／又は本明細書において先に記載されたメラトニン
の誘導体の除去の後で、上記の固定化されたメラトニン結合分子に結合した上記のメラト
ニンの誘導体を含む化合物の測定が行われてもよい。測定は、典型的には、上記のメラト
ニンの誘導体を含む上記の化合物の上又は中の検出可能な部分の存在に基づき得る。例え
ば、上記のメラトニンの誘導体を含む上記の化合物は、蛍光ラベル、放射性ラベル、又は
、検出可能な酵素反応を行うことができる付着された酵素等、本明細書において先に記載
されたラベルを含んでもよい。代わりとなる実施形態において、測定は、特定のラベルを
要求しないが、例えば、粒子又はキャリア構造体の存在を検出する能力を持つ光学検出ス
テップに基づいてもよい。ルミノールで官能性を持った銀ナノプローブ又はその改変され
たバージョンに基づく高感度検出も構想される。さらなる詳細は、例えば、非特許文献２
５から得ることができる。
【０１０８】
　上記の固定化されたメラトニン結合分子に結合した上記のメラトニンの誘導体を含む化
合物の測定の後で、固定化されたメラトニン結合分子の結合部位の全てが、上記のメラト
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ニンの誘導体を含む上記の化合物によって結合されたかどうか、又は、特定の割合の結合
部位が上記の化合物によって結合されていないかどうか推定されてもよい。結合していな
い結合部位の数は、従って、（ｉ）試料内のメラトニンの存在を示す、及び、（ｉｉ）存
在する結合部位の数と、上記の本発明によるメラトニンの誘導体を含む化合物によって結
合された部位の数との比較に基づき、試料内のメラトニンの量の定量化を可能にすること
ができる。従って、定量化は、原則として、測定された上記の本発明によるメラトニンの
誘導体を含む化合物の量の反比例の決定に基づく。
【０１０９】
　代わりとなるアプローチにおいて、本発明は、本明細書において先に記載された試料内
のメラトニンを検出及び／又は定量化するための方法又は免疫生物学的アッセイを提供し
、当該方法又は免疫生物学的アッセイは：表面上に固体化された形又は固定化可能な形で
、本発明によるメラトニンの誘導体を含む化合物を提供するステップ；所定の量の、本明
細書において先に記載されたメラトニン結合分子と共に上記の表面上で、本明細書におい
て先に記載された試料をインキュベートし、その結果、メラトニン及び／又は固定化され
た若しくは固定化可能な上記のメラトニンの誘導体を含む化合物に対するメラトニン結合
分子の結合を可能にするステップ；上記の固定化されたメラトニンの誘導体を含む上記の
化合物に結合した上記のメラトニン結合分子の量を測定するステップ；並びに、測定され
たメラトニン結合分子の量の反比例に基づき、試料内のメラトニンの量を推定するステッ
プ；
を含む。
【０１１０】
　従って、代わりとなるアプローチは、メラトニン結合分子の代わりに、本発明によるメ
ラトニンの誘導体を含む化合物が表面上に固定化されるか又は少なくとも固定化可能であ
る相補性の原理に基づく。上記の固定化は、例えば、先に概要を述べた原理に従って行う
ことができる。特定の実施形態において、固定化された本発明によるメラトニンの誘導体
を含む化合物は、粒子に結合されてもよく、又は、結合されなくてもよい。さらなる対応
する実施形態において、例えば抗体等のメラトニン結合分子は、本明細書において先に記
載された粒子に結合されてもよく、又は、結合されなくてもよい。
【０１１１】
　粒子に対する本発明によるメラトニンの誘導体の結合が構想されない状況の一例が、図
３の右側のパネルにおいて提供されている。この実施形態において、例えば抗体等の本明
細書において記載される結合分子は、例えば磁性粒子等の本明細書において先に記載され
た粒子に結合されてもよい。
【０１１２】
　固定化は、さらに、メラトニンの誘導体に結合されている粒子のキャリアの官能性に基
づき得る。例えば、磁性粒子が使用される場合、固定化は、磁気作動を介して行われても
よい。そのような固定化は、例えば特定のアッセイのステップの間に実行される等、一時
的又は一過性の固定化であり得る。本発明によるメラトニンの誘導体を含む化合物は、従
って、「固定化可能」であってもよいが、必ずしもインキュベーションステップ又は結合
ステップの間に表面上に固定化される必要はない。従って、固定化は、特定の実施形態に
おいて、所定の量のメラトニン結合分子と共に、及び、本発明によるメラトニンの誘導体
を含む化合物と共に試料をインキュベートした後で行うことができる。
【０１１３】
　メラトニン及び／又は固定化されたか若しくは固定化可能な上記のメラトニンの誘導体
を含む化合物に対するメラトニン結合分子の結合を可能にするインキュベーションの後、
洗浄又はすすぎの活動を行って、表面から非結合のメラトニン及び／又はメラトニンの誘
導体を除去することができるということが好ましい。そのような洗浄又はすすぎのステッ
プは、いかなる適したプロトコルにも従って行うことができ、１回又は数回等、実行する
ことができる。試料又は試料を含む混合物内で自由に浮遊している固定化可能な上記のメ
ラトニンの誘導体を含む化合物の場合、表面に対する化合物の固定化のステップが、例え
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ば磁気作動によって等、洗浄が始まる前に要求される。
【０１１４】
　例えばメラトニン及び／又は非結合のメラトニン結合分子等、上記のメラトニンの誘導
体を含む上記の化合物に結合していない要素の表面からの除去の後で、上記のメラトニン
の誘導体を含む上記の化合物に結合したメラトニン結合分子の測定が行われてもよい。測
定は、典型的には、上記のメラトニン結合分子の上又は中の検出可能な部分の存在に基づ
き得る。例えば、上記のメラトニン結合分子は、蛍光ラベル、放射性ラベル、又は、検出
可能な酵素反応を行うことができる付着された酵素等、本明細書において先に記載された
ラベルを含んでもよい。好ましくは、例えば抗体等の上記のメラトニン結合分子は、第二
抗体によって特異的に認識することができる抗原決定基を含んでもよく、又は、抗原構造
を有してもよい。そのような第二抗体は、特定の実施形態において、本明細書において先
に記載されたように標識することができる。特定の代わりとなる実施形態において、測定
は、質量／電荷の差に基づく、例えばバイオコア（ｂｉｏｃｏｒｅ）技術、表面プラズモ
ン共鳴技術又は音波技術等、特定のラベルを要求しないが、例えば、本発明によるメラト
ニンの誘導体を含む化合物に結合したメラトニン結合分子の存在を検出する能力を持つ検
出ステップに基づき得る。
【０１１５】
　本発明によるメラトニンの誘導体を含む化合物に結合したメラトニン結合分子の測定の
後で、最初に提供されたメラトニン結合分子の全てが、上記のメラトニンの誘導体を含む
上記の化合物によって結合されたかどうか、又は、特定の割合のメラトニン結合分子が上
記の化合物に結合していないかどうか推定されてもよい。結合していないメラトニン結合
分子の数は、従って、（ｉ）試料内のメラトニンの存在を示す、及び、（ｉｉ）最初に提
供されたメラトニン結合分子の数と、上記の本発明によるメラトニンの誘導体を含む化合
物に結合したメラトニン結合分子の数との比較に基づき、試料内のメラトニンの量の定量
化を可能にすることができる。従って、定量化は、原則として、上記の本発明によるメラ
トニンの誘導体を含む上記の化合物に対する測定されたメラトニン結合分子の量の反比例
の決定に基づく。定量的量の計算は、典型的には、検出スパイクレベルの反比例である用
量反応曲線の助けを借りて又はそれに基づき行われる。そのような手順は、当業者には既
知であるか、又は、非特許文献７又はその後の更新されたバーション等、適したテキスト
ブックから得ることができる。
【０１１６】
　特定の実施形態において、本明細書において先に記載された方法又はアッセイは、例え
ば、既知の量のメラトニンを有した試料若しくはメラトニンを含まない空試料等、対照又
は参照試料を用いて実行されてもよい。本物の試料を用いた当該方法／アッセイの遂行に
平行して実行することができるそのような参照の遂行は、得られた測定値の比較及び／又
は質管理を可能にし得るか、又は、較正目的で使用することができる。好ましくは、質管
理の試料は、１つ又は複数の既知の量のメラトニンを有した緩衝液を含み得る。
【０１１７】
　本発明によって特に構想されるのは、分析手順を促進することができるように、磁場を
印加することによって作動させることができる本明細書において先に記載された磁性粒子
の特定の使用である。磁場の使用が、非特異的に結合した粒子の除去によりバックグラウ
ンド信号を減らすことができるということも本発明によって構想される。そのようなアプ
ローチは、例えば、光磁気で行うことができる。このように、本発明によるアッセイ又は
方法は、本明細書において先に記載された磁性粒子に結合したメラトニンの誘導体を含む
化合物を磁気的に作動させる１つ又は複数のステップを含んでもよい。従って、本発明は
、本明細書において先に記載された方法又はアッセイが、粒子の磁気作動を可能にする装
置において行われるということを構想する。作動は、典型的には、装置及び／又は該装置
内に存在する粒子に対する磁力の遂行を含む。
【０１１８】
　本発明の一実施形態において、磁力が印加されて、粒子をセンサ表面の近くに導く。
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【０１１９】
　本発明の別の好ましい実施形態において、例えば磁性粒子等の結合した粒子の検出は、
内部全反射（ＦＴＩＲ）を介して、又は、表面付近の前記結合した粒子からの散乱光の測
定を介して、又は、クラスター形成の光学検出を介して発生する。特に好ましいのは、本
明細書において先に記載された粒子、特に磁性粒子の光学検出に基づくセンシング装置で
ある。例証となる装置は、光源及び光検出システムを含んでもよい。検出に使用される光
学方法は、典型的には、光信号における変化、すなわち、磁性粒子から反射され且つ光学
手段によって検出することができる光における差を測定する。
【０１２０】
　例えば、そのような方法は、散乱光の検出、又は、全反射（ＴＩＲ）若しくは内部全反
射（ＦＴＩＲ）に基づく検出等の技術を含んでもよい。好ましくは、光信号における変化
は、センサ表面に対する第３の捕獲実体の結合によって結合されている磁性粒子のみを意
味する。詳細は、当業者には既知であるか、又は、非特許文献２６等の適した参照から得
ることができる。
【０１２１】
　本明細書において使用される場合、「全反射」という用語は、光が、特定の角度よりも
大きい入射の角度にてより高い屈折率を有して１つの材料に別の材料から入る場合に特定
の材料内に存在する状態を表している。これが発生する特定の角度は、その材料両方の屈
折率次第であり、臨界角とも呼ばれ、さらに、数学的に計算することができる（スネルの
法則、屈折の法則）。例えば磁性粒子等の粒子の非存在下で、屈折は発生せず、さらに、
光源からの光ビームは完全に反射される。例えば磁性粒子等の粒子が、表面の近くにある
か又はセンサ表面と接触している場合、光線は、粒子によって阻まれていると言われ、さ
らに、そのポイントでの反射はもはや全反射ではない。全反射信号の減少として定めるこ
とができる信号を計算することができる。
【０１２２】
　信号は、表面上の粒子の濃度（表面密度
（外１）

）におおよそ線形従属である。信号は、
（外２）

として表すことができ、式中、Ｓは、％における測定された信号変化であり、さらに、β
は、表面密度から信号変化への換算係数である。
【０１２３】
　本発明の好ましい実施形態において、例えば磁性粒子等の結合した粒子の検出は、内部
全反射（ＦＴＩＲ）を介して、又は、表面付近の上記の結合した粒子からの散乱光の測定
を介して発生する。
【０１２４】
　検出は、特に好ましい実施形態において、光磁気システム内で実行されてもよく、上記
の粒子は、磁気的に作動され且つ静止した試料流体において光学的に検出される磁性粒子
である。従って、粒子の磁気作動を可能にする装置は、好ましくは、そのような光磁気シ
ステムであってもよい。
【０１２５】
　最後の態様において、本発明は、本明細書において先に記載されたメラトニンの誘導体
、及び、本明細書において先に記載されたメラトニン特異的抗体を含む、メラトニンを検
出及び／又は定量化するためのキットに関する。或いは、本明細書において先に記載され
た異なるメラトニン結合分子、例えば本明細書において先に記載された非免疫グロブリン
分子等がキット内に存在してもよい。キットは、特定の実施形態において、例えば本明細
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書において先に記載された試料内等の試料内、特に、唾液、血液、血清、血漿、尿又は汗
の試料内のメラトニンの増加又は減少したレベルに関連した疾患に対する診断キットとし
て提供されてもよい。
【０１２６】
　キットの成分は、本発明に従って、１つ又は複数の容器又は別の実体に含まれてもよく
、好ましくは、診断又は定量化組成物として調合されてもよく、例えば、適したキャリア
を含んでもよく、又は、適した緩衝液等において提供されてもよい。キット内に提供され
る付属の成分の例は、緩衝液、試料安定化分子、二価カチオン又は一価カチオンのような
イオン、飽和溶液、例えば第二抗体のような第二親和性リガンド、検出色素、酵素基板、
及び、当業者には既知の、本発明の原理に基づく検出の遂行に必要ないかなる他の適した
化合物若しくは液体である。特定の実施形態において、当該キットは、較正又は比較試験
の遂行を可能にする参照試薬若しくは対照試薬をさらに含んでもよい。
【０１２７】
　本発明によるキットは、任意で、キット及びその構成要素の使用又は利用を示す説明書
も含んでよい。好ましくは、本発明のキット内に含まれる指示は、推奨された診断オプシ
ョン、定量化及び対照試験に対する参照値等を含んでもよい。当該キットは、指示リーフ
レットも含んでよく、及び／又は、使用に対する追加の情報等を提供してもよい。
【０１２８】
　以下の実施例及び図は、例示目的で提供されている。従って、実施例及び図は、限定的
であるとして解釈されることはないということが理解されたい。当業者は、本明細書にお
いて提示された原理のさらなる修正を明白に構想することができるようになる。
【実施例１】
【０１２９】
　アッセイフォーマット
　最終的なアッセイフォーマットにおいて、デキストランメラトニンと結合されたビーズ
は、カートリッジの積層上で乾燥させられ、さらに、試料の添加後、磁力を使用して、表
面まで引っ張られる。被覆された磁性粒子が、被覆された抗メラトニン抗体を介して基底
部分の表面上で捕獲される（図３を参照）。試料内のメラトニンの存在が、被覆されたビ
ーズの結合を阻止して、被覆されたスポットの黒さを減らし、従って、より少ない信号の
読取りをもたらす。
【実施例２】
【０１３０】
　アミノデキストランに対するメラトニンの結合
　メラトニンを、ＥＤＣを使用してアミノ－デキストランに結合させた。要するに、１９
μｌのＥＤＣ（水中１０ｍｇ／ｍｌ）を、５μｌのメラトニン－ＣＯＯＨ（ＤＮＳＯ中２
０ｍｇ／ｍｌ）及び１３０μｌのアミノデキストラン４０（５０ｍＭのＭＥＳ　ｐＨ＝６
．２中１０ｍｇ／ｍｌ）と混ぜ合わせ、さらに、１時間インキュベートし、ローラーベン
チに流し続けた。非結合のメラトニンをＰＤ１０によって除去し、ＭＥＳを脱塩した。結
合の効率を、分光光度分析によって、及び、脱塩後のデキストランの１００％回復を仮定
することによって決定した。
【実施例３】
【０１３１】
　流体部分
　デキストラン－メラトニンビーズコーティング
　ビーズを反応小瓶に移し、さらに、磁性粒子濃縮装置を使用して５０ｍＭのＭＥＳ　ｐ
Ｈ＝６．２で３回洗浄した。磁気ビーズを回収し、さらに、２０ｍｇ／ｍｌの最終濃度ま
で懸濁させた。カルボキシル化されたビーズを、５０ｍＭのＭＥＳ　ｐＨ６．２中２１ｍ
ＭのＮＨＳ及び１２．５ｍＭのＥＤＣを用いて３０分間活性化した。活性化の後で、ビー
ズを、５０ｍＭ　ＭＥＳ　ｐＨ６．２で洗浄し、さらに、１又は１０μｇ／ｍｌのデキス
トランの最終濃度まで、等しい量のデキストラン－メラトニン複合体と混ぜ合わせ（５０
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）。ローラーベンチ上での３０分のインキュベーションの後で、反応を、０．４％の最終
濃度までの２％ブロックマスターＣＥ５１０（ＪＳＲ社）の添加によって停止させた。ビ
ーズを、ローラーベンチ上で一晩インキュベートした。そのビーズを、凝集されたビーズ
（のクラスター）の存在に対して検査した。非結合のデキストラン複合体を、１０ｍＭの
ＨＥＰＥＳ　ｐＨ＝７．４／２５０ｍＭのＫＣｌ／２５０ｍＭのＫＢｒ／２０％スクロー
ス／０．０５％プルロニック－Ｆ１２７／０．０９％ＮａＮ３で３回洗浄することによっ
て除去し、さらに、必要となるまで５．３３ｇ／ｌの濃度のこの緩衝液において４℃にて
保管した。
【０１３２】
　積層の調製
　ビーズを反応小瓶に移し、さらに、磁性粒子濃縮装置を使用して回収した。次に、回収
したビーズを、乾燥緩衝液（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ　ｐＨ＝７．４／１０％ＦＣＳ／５０
ｍＭのＫＣｌ／５０ｍＭのＫＢｒ／２０％スクロース／０．０５％プルロニック－Ｆ１２
７／０．０９％ＮａＮ３）において再懸濁させ、さらに、１５０ｎｌを、Ｎａｎｏｄｒｏ
ｐ（商標）（Ｉｎｎｏｖａｄｙｎｅ（商標）－ＩＤＥＸ（登録商標）Ｈｅａｌｔｈ＆Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ）を使用して、各積層上に分けた。分けられたビーズ溶液を、３７℃にて３０
分間乾燥させ、さらに、必要となるまでＴｏｔｅｃｈ　ｃａｂｉｎｅｔ（Ｔｏｔｅｃｈ　
Ｅｕｒｏｐｅ　Ｂ．Ｖ，Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）において保管した。
【実施例４】
【０１３３】
　基底部分及びメラトニン標準系列
　抗体のプリント
　抗体１－７６－４（Ｓａｌｉｍｅｔｒｉｃｓ，ＵＳＡ）を、８０μｇ／ｍｌのＢＳＡを
追加した５０ｍＭのＢＴＰ　ｐＨ＝６．８において０．５又は１μｇ／ｍｌまで希釈した
（メラトニン－１－プロピオン酸又はＧＵＳ）。抗体を、ｓｃｉＦＬＥＸＡＲＲＡＹＥＲ
（ＳＣＩＥＮＩＯＮ　ＡＧ）を使用してプリントし、各チャンバにおいて
（外３）

のスポット２つをプリントした。プリントの後で、部品を、３７℃にて一晩保管し、さら
に、緩衝液（１０ｍＭのホスフェート　ｐＨ＝７．４、２％スクロース、０．１％ヤギＩ
ｇＧ、０．１％サポニン、０．０９％ＮａＮ３）で満たして親水化させた。
【０１３４】
　メラトニン標準系列
　３３％ＥｔＯＨにおいて溶解したメラトニン（Ｓｉｇｍａ社）を使用して、０から１０
００ｐｇ／ｍｌに及ぶ血漿における標準系列を調製した。標準系列を、－２０℃にて１０
０μｌのアリコートで保管した。
【実施例５】
【０１３５】
　アッセイフォーマットの比較
　完全な用量反応曲線を、参照複合体及びＧＵＳ複合体、２０℃及び３０℃（ＧＵＳ複合
体に対して）のアッセイ温度、並びに、血漿におけるメラトニン希釈系列を用いて作成し
た。３０℃にてＧＵＳ複合体を測定した場合も、２０℃にて参照複合体を測定した場合も
構築物に対する類似の阻害を発見し、改善された阻害を、どちらの複合体も２０℃にて試
験した場合に観察した（図４を参照）。
【０１３６】
　どちらの複合体の温度依存も、２０ｐｇ／ｍｌにて調査した。どちらの複合体に対して
も、温度依存を観察しているが、明らかに、ＧＵＳ複合体に対しては比較して少ない（図
５を参照）。
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