
JP 4554356 B2 2010.9.29

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　異種親和性の抗動物Ｉｇ抗体を含む複雑な生物学的液体を含むヒトサンプル中の標的分
子の存在を検出するためのサンドイッチアッセイ法であって、
　－　標的分子への親和性を有し、固体支持体に固定化できる第一アフィニティガンドを
用意すること；
　－　そのサンプル中に標的分子が存在する場合に、第一アフィニティリガンドへの結合
を可能にするように、サンプルを加えること；
　－　標的分子への親和性を有し、その第二アフィニティリガンドの標的分子への結合を
可能にするように、第二アフィニティリガンドを加えること；
　－　標的分子に未結合の第二アフィニティリガンドを除くこと；および、
　－　その存在がサンプル中の標的分子の存在の指標であるような、第二アフィニティリ
ガンドの存在を検出すること；
を含み、
　第一アフィニティリガンドは、該検出前のどの段階でも固体支持体に固定化され、
　第一および第二アフィニティリガンドの少なくとも１つは、抗体以外のアフィニティリ
ガンドであり、かつ、天然に存在するタンパク質またはそのドメインからなる足場タンパ
ク質における所与の数のアミノ酸のランダム化を通じたコンビナトリアル手段により構築
されたライブラリーから選ばれた、工学的に作成されたタンパク質であり、
　第一および第二アフィニティリガンドは、構造または起源の点で互いに異なる、
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上記のサンドイッチアッセイ法。
【請求項２】
　第一アフィニティリガンドが固体支持体に固定化されて用意される、請求項１のサンド
イッチアッセイ法。
【請求項３】
　第一アフィニティリガンドが、サンドイッチアッセイ法の実施の間、固体支持体に固定
化されている、請求項１のサンドイッチアッセイ法。
【請求項４】
　固体支持体が、マイクロタイタープレート；ミクロ流体チャネルを含むコンパクトディ
スク；タンパク質アレイチップ；膜；マイクロパーティクル；ピン構造体；スティック構
造体；センサー表面；および、細胞表面から選ばれる、請求項２または３のサンドイッチ
アッセイ法。
【請求項５】
　固体支持体がマイクロタイタープレートである、請求項４のサンドイッチアッセイ法。
【請求項６】
　さらに第一アフィニティリガンドに結合していない標的分子を除くことを含む、請求項
１～５のいずれか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項７】
　第二アフィニティリガンドが抗体以外のアフィニティリガンドである、請求項１～６の
いずれか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項８】
　第一アフィニティリガンドが抗体以外のアフィニティリガンドである、請求項１～７の
いずれか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項９】
　第一および第二のいずれのアフィニティリガンドも、抗体以外のアフィニティリガンド
である、請求項１～８のいずれか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項１０】
　第一および第二のアフィニティリガンドの少なくとも１つが、細菌性レセプチン；フィ
ブロネクチン；プロテアーゼ・インヒビター；レチノール結合タンパク質；ビリン結合タ
ンパク質；アミラーゼ・インヒビター；ＣＴＬＡ－４；チトクローム；および、セルロー
ス結合タンパク質のドメインから選ばれたタンパク質ドメインを足場として用いて構築さ
れた、工学的に作成されたタンパク質である、請求項１～９のいずれか１項のサンドイッ
チアッセイ法。
【請求項１１】
　足場が、細菌性レセプチンドメインから選ばれる、請求項１０のサンドイッチアッセイ
法。
【請求項１２】
　足場が、ブドウ球菌プロテインＡの免疫グロブリン結合ドメインから選ばれる、請求項
１１のサンドイッチアッセイ法。
【請求項１３】
　足場が、ブドウ球菌プロテインＡのＢドメインである、請求項１２のサンドイッチアッ
セイ法。
【請求項１４】
　足場が、ブドウ球菌プロテインＡのＢドメインに由来するＺドメインである、請求項１
３のサンドイッチアッセイ法。
【請求項１５】
　足場が、ペプトストレプトコッカス・マグヌスのプロテインＬの免疫グロブリン結合ド
メインから選ばれる、請求項１１のサンドイッチアッセイ法。
【請求項１６】
　足場が、連鎖球菌のプロテインＧの免疫グロブリン結合ドメインから選ばれる、請求項
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１１のサンドイッチアッセイ法。
【請求項１７】
　足場が、連鎖球菌のプロテインＧのアルブミン結合ドメインから選ばれる、請求項１１
のサンドイッチアッセイ法。
【請求項１８】
　ライブラリーがファージ・ディスプレイ技術により構築された、請求項１～１７のいず
れか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項１９】
　第一および第二のアフィニティリガンドの少なくとも１つが、リニアペプチドのライブ
ラリーから由来する、請求項１～１８のいずれか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項２０】
　第一および第二のアフィニティリガンドの少なくとも１つが、サイクリックペプチドの
ライブラリーから由来する、請求項１～１９のいずれか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項２１】
　複雑な生物学的液体が、血清、血漿、唾液、全血、血漿交換由来の血漿、脳脊髄液、羊
膜液、尿、精液、臍帯血、細胞培養上清、細胞培養液、滲出液、および、吸引液から選ば
れる、請求項１～２０のいずれか１項のサンドイッチアッセイ法。
【請求項２２】
　サンプルが、ヒトの血清サンプルである、請求項１～２１のいずれか１項のサンドイッ
チアッセイ法。
【請求項２３】
　キットが、
　－　標的分子への親和性を有し、固体支持体に固定化できる第一アフィニティリガンド
；
　－　標的分子への親和性を有し、そのリガンドの存在が検出可能な第二アフィニティリ
ガンド；および、
　－　第一アフィニティリガンドを固定化できる固体支持体；
を含み、
　該キットにおいて、第一および第二アフィニティリガンドの少なくとも１つは、抗体以
外のアフィニティリガンドであり、かつ、天然に存在するタンパク質またはそのドメイン
からなる足場タンパク質における所与の数のアミノ酸のランダム化を通じたコンビナトリ
アル手段により構築されたライブラリーから選ばれた、工学的に作成されたタンパク質で
あり、
　第一および第二アフィニティリガンドは、構造または起源の点で互いに異なる、
請求項１～２２のいずれか１項の方法において使用するためのキット。
【請求項２４】
　固体支持体が、マイクロタイタープレート；ミクロ流体チャネルを含むコンパクトディ
スク；タンパク質アレイチップ；膜；マイクロパーティクル；ピン構造体；スティック構
造体；センサー表面；および、細胞表面から選ばれる、請求項２３のキット。
【請求項２５】
　固体支持体がマイクロタイタープレートである、請求項２４のキット。
【請求項２６】
　第二アフィニティリガンドが抗体以外のアフィニティリガンドである、請求項２３～２
５のいずれか１項のキット。
【請求項２７】
　第一アフィニティリガンドが抗体以外のアフィニティリガンドである、請求項２３～２
６のいずれか１項のキット。
【請求項２８】
　第一および第二のいずれのアフィニティリガンドも、抗体以外のアフィニティリガンド
である、請求項２３～２７のいずれか１項のキット。
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【請求項２９】
　第一および第二のアフィニティリガンドの少なくとも１つが、細菌性レセプチン；フィ
ブロネクチン；プロテアーゼ・インヒビター；レチノール結合タンパク質；ビリン結合タ
ンパク質；アミラーゼ・インヒビター；ＣＴＬＡ－４；チトクローム；および、セルロー
ス結合タンパク質のドメインから選ばれたタンパク質ドメインを足場として用いて構築さ
れた、工学的に作成されたタンパク質である、請求項２３～２８のいずれか１項のキット
。
【請求項３０】
　足場が、細菌性レセプチンドメインから選ばれる、請求項２９のキット。
【請求項３１】
　足場が、ブドウ球菌プロテインＡの免疫グロブリン結合ドメインから選ばれる、請求項
３０のキット。
【請求項３２】
　足場が、ブドウ球菌プロテインＡのＢドメインである、請求項３１のキット。
【請求項３３】
　足場が、ブドウ球菌プロテインＡのＢドメインに由来するＺドメインである、請求項３
２のキット。
【請求項３４】
　足場が、ペプトストレプトコッカス・マグヌスのプロテインＬの免疫グロブリン結合ド
メインから選ばれる、請求項３０のキット。
【請求項３５】
　足場が、連鎖球菌のプロテインＧの免疫グロブリン結合ドメインから選ばれる、請求項
３０のキット。
【請求項３６】
　足場が、連鎖球菌のプロテインＧのアルブミン結合ドメインから選ばれる、請求項３０
のキット。
【請求項３７】
　ライブラリーがファージ・ディスプレイ技術により構築された、請求項２３～３６のい
ずれか１項のキット。
【請求項３８】
　第一および第二のアフィニティリガンドの少なくとも１つが、リニアペプチドのライブ
ラリーから由来する、請求項２３～３７のいずれか１項のキット。
【請求項３９】
　第一および第二のアフィニティリガンドの少なくとも１つが、サイクリックペプチドの
ライブラリーから由来する、請求項２３～３８のいずれか１項のキット。
【請求項４０】
　キットが、血清、血漿、唾液、全血、血漿交換由来の血漿、脳脊髄液、羊膜液、尿、精
液、臍帯血、細胞培養上清、細胞培養液、滲出液、および、吸引液から選ばれる複雑な生
物学的液体を含むサンプルを用いて実施される、請求項２３～３９のいずれか１項のキッ
ト。
【請求項４１】
　サンプルが、ヒトの血清サンプルである、請求項４０のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、サンプル、特に複雑な生物学的液体を含むサンプル中の標的分子の検出をす
るためのサンドイッチアッセイ法に関する。本発明は、また、該アッセイを実施するため
のキットにも関する。
【背景技術】
【０００２】
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　抗体をベースにした捕捉型（capture）免疫アッセイ法（例えば、サンドイッチ免疫ア
ッセイ法）は、免疫グロブリン（Ig）、ホルモン、サイトカイン、補体因子、および、ヒ
ト血清または血漿のような生物学的サンプル中にみられるその他の分子を含む、種々の分
子の検出および定量のために用いられている。簡略して言えば、サンドイッチ免疫アッセ
イ法において、目的とする標的に親和性を有する最初の「捕捉」抗体を固体支持体の固定
化し、続いて、サンプルと接触させる。サンプル中の標的分子は捕捉抗体に結合し、つぎ
に、過剰のサンプルを取除く。結合した標的分子は、標的分子に親和性を有する第二の「
検出（detector）」抗体と接触させる。全ての過剰の検出抗体を除去した後、標的と捕捉
抗体の複合体に結合している検出抗体の存在を、１つまたはそれ以上の公知の検出原理に
より測定する。ポジティブなシグナルは、検出抗体が捕捉抗体に結合している標的分子と
結合する場合に得られる。
【０００３】
　特に、この目的では捕捉型ＥＬＩＳＡ（酵素免疫吸着アッセイ法）の使用が広く普及し
ており、それは該アッセイの一般的な高い特異性と感度によるためと説明できる。捕捉型
免疫アッセイ法は、捕捉抗体と検出抗体の結合を同時に保持するために十分な大きさを有
する、事実上あらゆる可溶性の抗原性を有する分子の定量のために使用することができる
。増幅系、例えば、ビオチン化検出抗体とアビジン酵素接合体と組合せて使用するときは
、そうしたアッセイの感度は、例えばタンパク質抗原の場合は、検出限界の下限がピコグ
ラム／ｍＬのレベルまで達する。
【０００４】
　しかし、その一般的な有用性にもかかわらず、現在の捕捉型免疫アッセイ法をヒト血清
や他の抗体を含有している生物学的液体のような、複雑な生物学的液体中の分子の検出お
よび定量に用いることには問題点もある。すなわち、そうした複雑な生物学的液体が、免
疫アッセイ法で使用した抗体に対する反応性抗体を含み、もし標的分子が存在していない
場合でも、捕捉および検出抗体との交差結合により偽りのポジティブシグナルを生じさせ
る可能性のあることが当業者には良く知られている。ヒトのサンプルには、そうした交差
結合によりそのサンプル中の標的分子の分析に干渉する異種親和性（heterophilic）の抗
動物Ｉｇ抗体（ＨＡＩＡ）が含まれている可能性がある（Reinsberg、Clin Biochem 29巻
: 145頁 (1996年)； Kricka、Clin Chem 45巻: 942頁(1999年) ； Klee、Arch Pathol La
b Med 124巻: 921頁 (2000年)； Kellar等、Cytometry 45巻: 27頁 (2001年)）。ＨＡＩ
Ａは、健常人由来の血清の２７～４０％で検出されており（Boscato およびStuart、Clin
 Chem 34巻: 27頁 (1988年)； Hennig等、J Immunol Methods 235巻: 71頁 (2000年)）、
それよりさらに高い検出率も報告されている（Kricka、上述）。多くの研究で、診断目的
に利用される市販のアッセイ法も含め（Hennig等、上述； Ingels等、 Clin Toxicol 38
巻: 343頁 (2000年)； Kellar等、上述）、免疫アッセイ法における異種親和性抗体によ
って生じる偽りのポジティブシグナルが記載されている。
【０００５】
　抗体を含有する複雑な生物学的液体サンプルの分析において免疫アッセイ法を使用する
ことから生じる上記の問題のために、そうした抗体による干渉を低減するいくつもの方策
が検討されてきた。かくして、関連のない動物の免疫グロブリンの過剰添加、ヒト血清か
らのヒト抗体の除去、例えばマウス抗ヒトＩｇＭ抗体の添加によるＨＡＩＡ反応性の中和
、断片化した抗体（ＦａｂまたはＦ(ａｂ’)2）の使用、および進化的に離れた種由来の
抗体との組合せの利用、が検討されてきている（Reinsberg、上述； Kricka、上述； Spa
n等、Int J Biol Markers 15巻: 184頁 (2000年)； Butler およびCole、Clin Chem 47巻
: 1332頁 (2001年)）。こうした方法は干渉を防止するために効果的かもしれないが、干
渉が本当に意図したように回避されたのか保証するための追加の管理が必要になる欠点を
有する（Reinsberg、上述； Kricka、上述）。例えば、Ｆａｂ断片の使用は、ヒト血清サ
ンプル中のＦｃ反応性ＨＡＩＡの干渉のリスクを回避できるかもしれない。しかし、Ｆａ
ｂ領域と反応するＨＡＩＡ反応性も同定されているために、この方法も十分だとは思えな
い（Hennig等、上述）。捕捉および検出用の抗体の他に、追加の抗体試薬を含めることは
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、現実にはアッセイコストに大きな影響を与える可能性があり、経済的な面もまた考慮に
入れなければならない。鳥と哺乳類の抗体を組み合わせることにより、ＨＡＩＡ干渉のリ
スクは著しく減少するが（Span等、上述）、この方策はモノ特異的試薬によるアッセイ法
の開発を許すものではない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　こうして、複雑な生物学的液体を含有するサンプルの分析のための、公知の免疫アッセ
イ法の利用に関連して、上記の問題を避ける、新規なアッセイ法のニーズが存在している
。
【０００７】
　本発明の目的は、アフィニティリガンドを利用して標的分子のサンドイッチ型検出の改
良された方法を提供し、こうしたニーズに応えることである。
【０００８】
　本発明の他の目的は、交差結合する抗体の干渉に対しては、先行方法より感受性が低い
サンドイッチアッセイ法を提供することである。
【０００９】
　またさらに本発明の他の目的は、感受性、干渉の低減化、堅牢性またはその他の関心あ
るパラメーターの点で、アッセイの遂行を最適化するために、新規なサンドイッチアッセ
イ法において、異なった特性を有するアフィニティリガンドの組合せの利用を可能にする
ことである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　前述およびその他の目的は、本開示から当業者には明らかなように、特許請求された本
発明により満たされる。こうして、複雑な生物学的液体を含むサンプル中の標的分子の存
在を検出するためのサンドイッチアッセイ法が提供される。このアッセイ法は、
　－　標的分子への親和性を有し、固体支持体に結合できる第一アフィニティリガンドを
用意すること；
　－　そのサンプル中に標的分子が存在する場合に、第一アフィニティリガンドへの結合
を可能にするように、サンプルを加えること；
　－　標的分子への親和性を有し、その第二アフィニティリガンドの標的分子への結合を
可能にするように、第二アフィニティリガンドを加えること；
　－　標的分子に未結合の第二アフィニティリガンドを除くこと；および、
　－　その存在がサンプル中の標的分子の存在の指標であるような、第二アフィニティリ
ガンドの存在を検出すること；
を含んでおり、
　第一アフィニティリガンドは、該検出前のどの段階でも固体支持体に固定化され、
　第一および第二アフィニティリガンドの少なくとも１つは、抗体以外のアフィニティリ
ガンドである、
ことを含むものである。
【００１１】
　こうして、本発明は、サンドイッチアッセイにおける、１またはそれ以上の抗体を非抗
体性アフィニティリガンドと置き換えることが、複雑な生物学的液体を含有するサンプル
の分析での偽りのポジティブシグナルによる問題を緩和または解決するという知見を基に
している。
【００１２】
　本発明の方法の第一の作用は、サンプル中に存在する抗体と第一および第二アフィニテ
ィリガンドとの交差結合を低減することである。これは、例えば、構造および起源の点で
互いに異なっている第一および第二アフィニティリガンドの提供により、達成される。し
かし、本発明はまた、両方が同じタイプの第一および第二の非抗体性アフィニティリガン
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ドの使用も可能にする。ついで、交差結合の問題は、本方法に使用しているアフィニティ
リガンドのタイプが、先行技術のサンドイッチアッセイ法の「捕捉」および「検出」抗体
のような抗体による交差結合が容易には起こらないという事実、または、サンプル中に存
在するこれらのリガンドと交差結合できる抗体はずっと少ないという事実により、軽減さ
れる。こうして、本発明の方法において、第一および第二のアフィニティリガンドの１つ
は、抗体であっても良いが、「捕捉」および「検出」リガンドの両方が抗体以外のアフィ
ニティリガンドの利用もまた考えられている。
【００１３】
　本発明の方法は、標的分子のいかなる濃度のサンプルの分析にも適している。しかし、
本発明の有利性は、とりわけ、サンプル中の非常に低い濃度の標的分子を検出する場合、
すなわち、アッセイを実施するときにサンプルを少ない程度にしか希釈できない場合に、
明らかである。これは、複雑な生物学的液体を含有するサンプルでの交差結合の問題、特
に、例えば希釈されていない高い濃度の複雑な生物学的液体の分析の場合の問題に起因す
るものである。先行技術の方法が希釈されていない、またはわずかしか希釈されていない
複雑な生物学的液体サンプルの分析で干渉の問題を示すのに対して、本発明の方法は、そ
うしたサンプルであっても標的分子の正確な測定を可能にし、より低濃度の標的分子の検
出を可能にする。こうして、例えば、高い血清濃度のサンプル中の希少標的分子の分析が
、本発明により可能になる。
【００１４】
　本発明はまた、上述の方法を実施するためのキットを提供する。このキットは、
　－　標的分子への親和性を有し、固体支持体に結合できる第一アフィニティリガンド；
　－　標的分子への親和性を有し、そのリガンドの存在が検出可能な、第二アフィニティ
リガンド；
　－　第一アフィニティリガンドを固定化できる固体支持体；
を含んでおり、
　該キットにおいて、第一および第二アフィニティリガンドの少なくとも１つは、抗体以
外のアフィニティリガンドである。
【００１５】
　本発明のキットは、本発明の方法の実施を可能にするように提供される。当業者はこの
キットの種々の実施態様を、本発明の方法と以下に記載したものとを合わせた観点から理
解できるであろう。こうして、例えば、第一および第二アフィニティリガンドならびに固
体支持体の可能な選択は、以下にリストされたものの中で見出される。
【００１６】
　次に図面を簡単に説明する。
図１：本発明と比較した先行技術、および本発明の異なった実施態様の図示的な説明。
　Ａ：先行技術である、２個の抗体による標的分子の検出；Ｂ：先行技術である、捕捉お
よび検出抗体間のＨＡＩＡによる交差結合；Ｃ：本発明による、第二アフィニティリガン
ドとしての非抗体性アフィニティリガンド；Ｄ：本発明による、第一アフィニティリガン
ドとしての非抗体性アフィニティリガンド；Ｅ：本発明による、第一および第二アフィニ
ティリガンドが同じタイプである２つの非抗体性アフィニティリガンド；および、Ｆ：本
発明による、第一および第二アフィニティリガンドが異なったタイプである２つの非抗体
性アフィニティリガンド。
【００１７】
図２：Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)（ＺIgA）および／またはポリクローナル抗体（ｐＡｂIgA）
を用いたＩｇＡのサンドイッチアッセイ分析
　ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、およびＩｇＡ１／ＩｇＡ２標準液を二倍ずつ連続希釈し、ＺIgA

および／またはｐＡｂIgAを指示に従って組み合わせて用いて分析した。記号は、ＩｇＡ
１／ＩｇＡ２（円）、ＩｇＡ１（四角）およびＩｇＡ２（三角）の標準を表す。グラフに
表されたＩｇＡの濃度範囲が異なっていることに注目されたい。
【００１８】
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図３：抗体および／または合致しない特異性を表すＡｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子ベースにし
たサンドイッチアッセイ系でのヒト血清抗体の干渉
　捕捉試薬は、５から１５,６２５までの範囲で連続する５倍希釈の血清と反応させ、検
出試薬との結合を測定した。このグラフは、抗体との組み合わせ（Ａ）（公知技術による
）、または、Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子と抗体もしくはＡｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子との組み
合わせ（Ｂ）（本発明による）を示している。符号は、表１に記載されたような、試薬の
組み合わせを示す。
【００１９】
図４：ＺApoおよび／または特異的ｍＡｂを用いた、アポリポプロテインＡ－１のサンド
イッチアッセイ系の比較
　全ての可能な縦横交差した、ＺApo、ｍＡｂ１１０ApoおよびｍＡｂ４４Apo１０Apoの組
み合わせを、アポリポプロテインＡ－１標準を測定するために用いた。４ｐｇ／ｍＬから
２５０ｐｇ／ｍＬの範囲の濃度で、アポリポプロテインＡ－１を検出した全ての組み合わ
せを示した。
【００２０】
本発明の詳細な説明
　本発明は、複雑な生物学的液体を含有するサンプル中の標的分子を検出するサンドイッ
チアッセイ法に関する。この標的分子は、そのためのアフィニティリガンドを得ることが
できるいかなる可溶性物質または粒子（例えば、ウイルス粒子）であってもいい。例えば
、標的分子に対する抗体応答の誘導により得られた抗体標的分子の場合は、標的分子が抗
原性を有さなければならない。他の例では、例えばファージ・ディスプレイ選択技術もし
くはその他のインビトロ選択システムにより、タンパク質ライブラリーからの選択で得ら
れた免疫グロブリンおよび非免疫グロブリンのタンパク質クラスの両方のアフィニティリ
ガンドの場合は、標的分子はそうした選択システムに適合していなければならない。限定
するものではない可能な標的分子の例としては、免疫グロブリン、ホルモン、サイトカイ
ン、補体因子、他の血清タンパク質、酵素、小分子、医薬、感染体由来分子（例えば、細
菌、ウイルスおよびその他の寄生生物抗原）、腫瘍抗原、ペプチドおよび核酸があげられ
る。一般に、従来のＥＬＩＳＡまたは他の公知のサンドイッチアッセイ法を用いた検出が
可能などのような標的分子も、本発明の文脈の中で考慮される。
【００２１】
　標的分子の存在を試験するためのサンプルは、複雑な生物学的液体を含有する。本発明
の文脈の中で、複雑な生物学的液体とは、従来の免疫アッセイにおける偽陽性の上記の問
題に通常関連しているものとして、そしてそのために、種々の特異性の抗体を含有してい
る可能性のあるものとして、定義される。通常は、本発明で用いられるサンプルは、ヒト
または動物の被験体から得られたものであり、例えば、血清、血漿、唾液、全血、血漿交
換由来の血漿、脳脊髄液、羊膜液、尿、精液、臍帯血、細胞培養上清、細胞培養液、滲出
液、および、吸引液（aspirate）のような複雑な生物学的液体を含有できる。
【００２２】
　本発明のサンドイッチアッセイ法は、いくつかの工程を含み、実施に適した好ましい順
番で、以下のように設定される。その工程のあるものは、明確に記載された順序で実施さ
れる必要があるが、この実施の順序は、限定的なものとして意図するものではない。例え
ば、過剰の試薬の除去は、この方法の遂行の間に様々な工程で実施することができる。第
一アフィニティリガンドの固体支持体への固定化に関する他の例では、例えば、本発明の
方法の実施前に行ってもいいし、そのアフィニティリガンドと標的分子との間の複合体形
成に引き続いて行っても良い。従来のサンドイッチアッセイ法に熟達した当業者は、不必
要な実験をすることなしに、それぞれのケースで好ましいプロトコールを確立することが
できる。
【００２３】
　本発明の方法は、第一アフィニティリガンドを固定化することのできる固体支持体に関
連して実施される。固体支持体は解析フォーマットを決定し、そうした支持体に適したも
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ののなかから自由に選ぶことができる。例えば、公知の免疫アッセイで標準的に用いられ
るマイクロタイタープレートは、本発明の方法においても有利に利用することができる。
支持体として利用できるマイクロタイタープレートは、商業的入手可能性という理由から
、４８、９６または３８４ウエルを有している。本発明のサンドイッチアッセイ法を行う
ことができる他の適した固体支持体の例は、ミクロ流体チャネルを含むコンパクトディス
ク；タンパク質アレイチップ；ニトロセルロースまたはＰＶＤＦ膜のような膜；常磁性ま
たは非常磁性ビーズのようなマイクロパーティクル；ピン構造体；ディップスティックの
ようなスティック構造体；表面プラズモン共鳴機器に用いられるセンサーチップ表面のよ
うなバイオセンサーのセンサー表面；および細胞表面があげられる。第一アフィニティリ
ガンドのそうした支持体または基質への固定化は、選択された基質に利用可能な共有また
は非共有連結反応を用いて行われ、これは当業者が良く知っている範囲内のものである。
【００２４】
　本発明の方法は、標的分子への親和性を有し、固体支持体に固定化できる第一アフィニ
ティリガンドを用意する工程を含む。本発明の実施態様は、アッセイ法を実施する前に、
第一アフィニティリガンドを固体支持体に固定化する。例えば、第一アフィニティリガン
ドは、マイクロタイタープレートの少なくとも１つのウエルの内側、または上述の他の固
体支持体構造のいずれかに固定化されうる。しかし、第一アフィニティリガンドが溶液と
して提供されることも考えられる。そうした場合は、本発明の方法は、第一アフィニティ
リガンドを、該方法の進行間、例えば、第一アフィニティリガンド、標的分子および第二
アフィニティリガンド間の三次複合体形成に続いて、固体支持体に固定化する工程も含む
。そうした実施態様では、特異的な結合ペアの１つのメンバーを含む、第一アフィニティ
リガンドを利用することができる。次いで、固体支持体は、その表面にそのペアの他のメ
ンバーを連結させて、適切に提供される。この様式で使用できる特異的な結合ペアの、限
定されない例としては、共有的に導入されたグループ、例えば、第一アフィニティリガン
ドに共有的に連結させたビオチンおよび固体支持体に連結されたアビジンまたはストレプ
トアビジン；ならびに、遺伝子組換え法により導入された配列、例えば、固定化金属イオ
ンクロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）吸着の原理（例えば、Nilsson等、 Prot Exp Purif 1
1巻: 1-16頁 (1997年)）を介して固体支持体と相互作用をするヘキサヒスチジル（Ｈｉｓ
６）配列、があげられる。そして例えば、固体支持体は、形成された三次複合体が、第一
アフィニティリガンドと固体支持体の表面との相互作用を介して固定化できる、ディップ
スティックから構成されてもいい。こうして、第一アフィニティリガンドに結合したどの
ような分子種も、溶液から「釣り上げ」て、検出することができる。
【００２５】
　本発明の方法の他の工程は、そのサンプル中に標的分子が存在する場合に、第一アフィ
ニティリガンドへの結合を可能にするように、サンプルを加えることである。こうして、
サンプルは固定化された第一アフィニティリガンドに加えられ、そして、アフィニティリ
ガンドと標的分子の間の結合に必要な時間、温度および他の条件の下でインキュベートす
る。そうしたインキュベートの後、過剰のサンプルは好ましくは、例えば緩衝液による洗
浄により、除去される。そうした除去工程により、第一アフィニティリガンドに結合しな
い標的分子が除去される。
【００２６】
　第一アフィニティリガンドへの標的分子の結合が上記の様式で可能になった後、標的分
子への親和性を有する第二アフィニティリガンドが、その第二アフィニティリガンドの標
的分子への結合を可能にする条件の下に適用される。この結合は、好ましくは、第一アフ
ィニティリガンドに関して非競合的であるように起こる。第二アフィニティリガンドの添
加は、第一アフィニティリガンド、標的分子および第二アフィニティリガンド間の三次複
合体形成を可能にする。これは標的分子がサンプル中に存在するときのみ生じる。さらに
、サンプル中の全ての標的分子が結合するのではなく、未結合標的分子に対する結合標的
分子の割合は、標的分子の二つのアフィニティリガンドへの結合の反応平衡に依存する。
【００２７】
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　標的分子がサンプル中に存在するか否かの測定は、上記のように形成された三次複合体
の検出に依存している。この検出が正確な値を出せるように、固定化第一アフィニティリ
ガンドに結合しなかったアッセイのどのような分子種も、検出前には除去されなければな
らない。この意味で、分子種は第一リガンドに結合して、標的分子のようにそれが直接結
合しているのか、または第二アフィニティリガンドのように間接的に結合しているのかが
、検討される。特に、本発明の方法は、そうした標的分子に結合しなかった第二アフィニ
ティリガンドを、もしも除かなければ、そうした未結合の第二アフィニティリガンドの存
在が、続く検出の間に偽りのポジティブシグナルを生じるために、除去することを含んで
いる。
【００２８】
　本発明のサンドイッチアッセイ法は、さらに、どのような、残っている（または、上述
の除去の時点で残っていた）第二アフィニティリガンドも標的分子に結合しているために
、その存在がサンプル中の標的分子の存在の指標であるような、第二アフィニティリガン
ドの存在の検出を含む。第二アフィニティリガンドの検出は、当該分野で知られているど
のような方法を用いて実施してもよい。例えば、第二アフィニティリガンドは蛍光マーカ
ー分子、放射性標識体、または基質の添加によりその存在が確認できる活性型酵素に共有
的に連結されていてもよい。そうした連結反応は適切には本発明の方法において、第二ア
フィニティリガンドの使用の前に行われる。本発明の方法のこの工程で有用な他の検出手
段には、センサー、例えば、そのセンサーが光学的もしくは圧電性の検出原理に基づくこ
とができる質量検出用のもの；免疫電子顕微鏡；または、可視化用のコロイド状金粒子が
あげられる。代わりに、第二アフィニティリガンドは、この第二アフィニティリガンドに
親和性を有する第三アフィニティリガンドで検出されてもよい。この第三アフィニティリ
ガンドは、つぎに例えば公知のマーカーまたは標識に連結させてもよい。本発明の方法へ
の応用に適した、様々な他の検出手段および技術が、公知の免疫アッセイ法の分野で知ら
れており、当業者にとってそうした応用は過度の実験を必要とはしないものである。標準
的なマイクロタイタープレートを用いて行われる、本発明のアッセイ方法の場合、ストレ
プトアビジン－酵素抱合体として検出可能な、ビオチン標識第二アフィニティリガンドを
用いることが好ましい。
【００２９】
　本発明の方法の特徴の一つは、第一および第二アフィニティリガンドの少なくとも１つ
は、抗体以外のアフィニティリガンドであることである。これにより、標的分子が存在し
ないとき、第一および第二アフィニティリガンドの間の交差結合の問題が改善される。こ
のようにして、例えば、ヒトサンプル中のＨＡＩＡの干渉作用が低減する。本発明の方法
の実施態様において、標的分子に対する抗体は、第一または第二アフィニティリガンドの
いずれかとして使用される。代わりに、第一および第二アフィニティリガンドの両方が抗
体以外のリガンドであって良い。
【００３０】
　本発明の文脈の中で、抗体以外のアフィニティリガンドは、少なくとも１０-3ＭのＫD

値で標的分子に結合できるあらゆる非抗体性リガンドであり、固体支持体に固定化される
（もし第一アフィニティリガンドとして用いられる場合）か、または検出される（もし第
二アフィニティリガンドとして用いられる場合）。本発明の方法の好ましい実施態様のあ
るものでは、抗体以外のアフィニティリガンドはポリペプチド、すなわちタンパク質また
はペプチドである。他の実施態様では、抗体以外のアフィニティリガンドは非ペプチド性
であり、例えば、オリゴヌクレオチドのようなポリヌクレオチドである。
【００３１】
　こうして、そうしたアフィニティリガンドは例えば、天然に存在するタンパク質または
そのドメインのようなタンパク質であっていい。代わりに、本発明の方法で使用されるア
フィニティリガンドは、足場（scaffold；すなわち出発の時点での構造）としての天然に
存在するタンパク質またはそのドメインを用いて、工学的に作成してもいい。タンパク質
工学は、例えば、そこから適切なアフィニティリガンドが選択できるような、タンパク質
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変異体のライブラリーを得るために使用される。そうしたライブラリーは、コンビナトリ
アル手段により構築することができ、足場タンパク質のアミノ酸残基の所与の数のランダ
ム化により、高い特異性のアフィニティリガンドの進化を可能にする。コンビナトリアル
・ライブラリーからのアフィニティリガンドの単離のための適切な手順は、例えば、ファ
ージ・ディスプレイ技術および他のインビボ、またはインビトロ選択である。これらは、
当業者に知られており、例はFitzgerald、Drug Discovery Today 5巻: 253-258頁 (2000
年)に記載されている。
【００３２】
　本発明のアフィニティリガンドとして使用される、天然に存在するタンパク質またはそ
のドメインは、例えば、細菌性のレセプチンまたはそのドメインであっていい。特に好ま
しい細菌性レセプチンは、ブドウ球菌プロテインＡ、連鎖球菌プロテインＧおよびペプト
ストレプトコッカス・マグヌスのプロテインＬ、またはそのドメインである。
【００３３】
　本発明のアフィニティリガンドとして使用するための、工学的に作成されたタンパク質
は、細菌性レセプチン；フィブロネクチン；プロテアーゼ・インヒビター；レチノール結
合タンパク質；ビリン結合タンパク質；アミラーゼ・インヒビター；ＣＴＬＡ－４；チト
クローム；および、セルロース結合タンパク質からなるグループから選ばれるタンパク質
ドメインを、足場として用いて構築できる。好ましい足場の例としては、細菌性レセプチ
ンからのものが挙げられる。そうしたドメインのなかで、細菌性レセプチンは、ブドウ球
菌プロテインＡ、連鎖球菌プロテインＧおよびペプトストレプトコッカス・マグヌスのプ
ロテインＬ、からなるグループに由来するドメインが、特に好ましい。
【００３４】
　こうして、実施態様において、本発明の方法で使用されるアフィニティリガンドは、ブ
ドウ球菌プロテインＡのいずれかの免疫グロブリン結合ドメインを足場として用いて構築
される。好ましくは、このドメインは、ブドウ球菌プロテインＡのＢドメイン、またはそ
れに由来するＺドメインである（Ｚドメインに由来するアフィニティリガンドは、時には
、本明細書および文献中でＡｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子とも呼ばれている）。他の実施例で
は、ペプトストレプトコッカス・マグヌスのプロテインＬのいずれかの免疫グロブリン結
合ドメインが足場として用いられる。さらに、他の実施態様において、連鎖球菌のプロテ
インＧのいずれかの免疫グロブリン結合ドメインが、足場として用いられる。また他の実
施態様では、連鎖球菌のプロテインＧのアルブミン結合ドメインが、足場として用いられ
る。
【００３５】
　上記のタンパク質およびタンパク質ドメインの代わりとして、アフィニティリガンドは
、直鎖状ペプチド変異体のライブラリーから、または環状ペプチド変異体のライブラリー
から選択されても良い。
【００３６】
　本発明の範囲の中での使用が考えられる、他のアフィニティリガンドは、オリゴヌクレ
オチドであり、例えば、ＲＮＡ、ＤＮＡまたは混合されたＲＮＡ／ＤＮＡオリゴヌクレオ
チドである。特定の標的分子に親和性のあるオリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチド
変異体のライブラリーから、タンパク質またはペプチド変異体の選択と同様な方法で、選
択することができる。
【００３７】
　さらに、本発明の方法は、その最も直接的な実施態様で、一つの分子種だけを第一アフ
ィニティリガンドとして、および、一つの分子種を第二アフィニティリガンドとして利用
することで、設計することができる。しかし、この方法は、異なった分子種のいかなる数
であっても、捕捉または検出リガンドとして用いて行うことができる。例として、異なっ
た相補的な決定領域を有する、２つの異なった検出抗体を、結合した標的分子の検出のた
めの「第二アフィニティリガンド」として組み合わせて、例えばアッセイの感度を高める
目的で、用いることができる。他の例は、２つの、異なった結合特異性を有する、同じま
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たは異なったクラスの非抗体リガンドと、類似の様式で使用することである。
【００３８】
　本発明をさらに説明し図示するために、図１を参照する。図１－Ａおよび１－Ｂは、ヒ
トサンプルの分析において、ＨＡＩＡによる交差結合の問題を図示しており；シグナルは
、標的分子が存在している（図１－Ａ）または存在していない（図１－Ｂ）かどうかにか
かわらず、検出抗体の検出により得られる。図１－Ｃは非抗体性リガンドを第二「検出」
アフィニティリガンドとして使用する場合を図示している。もし利用できる標的分子がな
ければ、非抗体性アフィニティリガンドは、ＨＡＩＡ抗体（点線）とは交差結合しない。
図１－Ｄは、本発明の他の実施態様の図示であり、非抗体性アフィニティリガンドを第一
アフィニティリガンドとして、そして抗体を第二アフィニティリガンドとして使用してい
る。図１－Ｅは、本発明の他の実施態様を図示しており、一つのタイプの非抗体性アフィ
ニティリガンドが、本発明の方法における第一および第二アフィニティリガンドの両方で
使用される。図１－Ｆは、さらに他の実施態様を図示しており、二つの異なったタイプの
非抗体性アフィニティリガンドが、第一および第二アフィニティリガンドとして使用され
る。
【００３９】
　本発明は、ここで、これに準じて実施された実験の詳説により、例示され、さらに説明
される。これらの実施例は、特許請求された本発明の範囲を限定するものとは解釈される
べきではない。
【実施例】
【００４０】
材料および方法
Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子：
　本研究で用いられた、ファージ・ディスプレイによる選択およびＡｆｆｉｂｏｄｙ(R)

分子の特性は以前に記載されている。簡単にいえば、ヒトミエローマＩｇＡ、組換えヒト
アポリポプロテインＡ－１Milano、または、組換え呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）表面
プロテインＧの標的、ＺIgA1（Ronnmark等、投稿中論文(2002年)）、ＺApolipo24:4（Nor
d等、Nat Biotechnol 15巻: 772頁 (1997年)）、およびＺRSV1（Hansson等、Immunotechn
ology 4巻: 237頁(1999年)）、Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子が、ファージ・ディスプレイ技
術により、ブドウ球菌プロテインＡ（Nord等、Protein Eng 8巻: 601頁 (1995年)、Nord
等、上述 (1997年)）に由来する、６ｋＤａドメイン（ドメインＺ）の１３個の表面位置
でのランダム化により構築したタンパク質ライブラリーから選択された。３個の全てのＡ
ｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子は、それぞれの標的に対して、ほぼマイクロモルの解離定数（ＫD

）を示している。ＺIgA1は、ヒトＩｇＡ1およびＩｇＡ2の両方に結合する（Ronnmark等、
上述）。この研究において、大腸菌により産生された、ＺRSV1－ＡＢＤ、(ＺIgA1)2－Ｈ
ｉｓ6、または、(ＺApolipo24:4)2－ｃｙｓ構築体が用いられ、血清アルブミン結合ドメ
イン（ＡＢＤ）、ヘキサヒスチジル・タグまたはＣ－末端位置のシステイン残基のいずれ
かに遺伝子操作で融合した一価または二価の構築物に対応している。タンパク質は、振動
フラスコ培地から、ＨＳＡ－アフィニティクロマトグラフィー（ＡＢＤ融合体）、固定化
金属イオンアフィニティクロマトグラフィー（Ｈｉｓ6－融合体）またはイオン交換／逆
相クロマトグラフィー（Ｃｙｓ融合体）により精製された。検出試薬、すなわち第二アフ
ィニティリガンドとして用いたとき、Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子はモル比で２５倍過剰の
ＥＺ－ＬｉｎｋTMスルホーＮＨＳ－ＬＣ－ビオチン・ＮＨＳ－ビオチン（Pierce社, Rock
ford, アイルランド）でビオチン化された。過剰のビオチン化試薬はＰＤ１０カラム（Am
ersham Biosciences社, Uppsala, スウェーデン）を用いたゲル濾過により除去した。本
研究で用いたＺ構築体は、精製を進めるために加えたタグを含んでおり、本明細書では、
ＺRSV、ＺIgAおよびＺApoと呼称する（表１）。
【００４１】
抗体試薬：
　ヒトＩｇＡに特異的な、非ビオチン化およびビオチン化、アフィニティ精製ヤギｐＡｂ
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を、ＩｇＡの測定に用いた（Sigma社, St Louis, MO）。ヒトアポリポプロテインＡ－１
の検出のためには、非ビオチン化およびビオチン化マウスｍＡｂ４４（ＩｇＧ２ｂ）およ
びｍＡＢ１１０（ＩｇＧ１）を用いた（Mabtech社, Nacka, スウェーデン）。ヒト血清抗
体に起因する偽りのポジティブシグナルを評価するために用いた他の抗体は：ヤギｐＡｂ
抗マウスＩｇＧ＋ＩｇＭ（Jackson Immuno Research Laboratories Inc, West Grove, PA
）；ビオチン化ヤギｐＡｂ抗ウサギＩｇＧ（Vector社, Burlingame, CA）；ヒトインター
フェロン－ガンマに特異的なマウスｍＡｂ１－Ｄ１Ｋ（ＩｇＧ１）；ヒトインターロイキ
ン－４に特異的なビオチン化マウスｍＡｂ１２．１（ＩｇＧ１）；ヒトインターロイキン
－５に特異的なラットｍＡｂＴＲＦＫ５（ＩｇＧ１）、および、ヒトインターロイキン－
１０に特異的なビオチン化ラットｍＡｂ１２Ｇ８（Mabtech社）であった。全ての抗体は
表１にリストされている。
【００４２】
標準液およびヒト血清サンプル：
　３つの異なったＩｇＡ標準液、ヒトポリクローナルＩｇＡ１、ヒトミエローマＩｇＡ２
（Calbiochem社, San Diego, CA）ならびに、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２の両方を含むヒト
ポリクローナルＩｇＡ１／ＩｇＡ２（Sigma社）、を用いた。用いたアポリポプロテイン
Ａ－１の標準液はSigma社から入手した。ヒト血清中のＩｇＡおよびアポリポプロテイン
Ａ－１レベルを評価するために、オーストリアの健常人献血者から得られた５０以上の血
清のプールを用いた（PAA Laboratories GmbH, Linz, オーストリア）。
【００４３】
ヒトＩｇＡを検出するためのサンドイッチアッセイ：
　ＥＬＩＳＡプレート（Ｃｏｓｔａｒ３５９０； Costar社, Cambridge, MA）を、捕捉試
薬、すなわち第一アフィニティリガンドを含有するリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で、
４℃で終夜インキュベートした。高い特異的なシグナルおよび低いバックグラウンドを生
じるタイトレーションに従って、Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子を、８μｇ／ｍＬの濃度で、
およびｐＡｂまたはｍＡｂを２μｇ／ｍＬの濃度で用いた。全てのインキュベーションに
ついて、１ウエル当たり液体１００μＬを用いた。ウエルは、ＰＢＳ中１％ウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）２００μＬで、２０℃、１時間ブロックし、ついで、２本ずつ連続的に
希釈した標準液または血清サンプルの希釈液を加え、２０℃で２時間インキュベートした
。全てのサンプルおよび続く検出試薬は０.１％ＢＳＡおよび０.０５％ツゥイーンを含有
するＰＢＳで希釈された。ウエルは空にされ、０.０５％ツゥイーンを含むＰＢＳで５回
洗浄し、ついで、高いシグナル対ノイズ比を生じるタイトレーションにより決められた濃
度のビオチン化検出試薬とインキュベートした；Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)およびｍＡｂ試薬
は１μｇ／ｍＬの濃度で、ならびにｐＡｂ試薬は０．５μｇ／ｍＬの濃度で使用した。２
０℃で１時間のインキュベーションに続いて、ウエルを洗浄し、５０ｎｇ／ｍＬのストレ
プトアビジン－アルカリホスファターゼ抱合体（Mabtech社）を加えた。最後に、ｐ－ニ
トロフェニルリン酸（Sigma社）緩衝液１００μＬを、それぞれのウエルに加え、つぎに
、約１時間後に、プレートを４５０ｎｍで読み取った（Molecular Device社, Menlo Park
, CA）。それぞれの捕捉および検出試薬の組み合わせのバックグラウンドレベルは、緩衝
液のみを用いて評価した。それぞれの系の検出レベルの下限は、その系のバックグラウン
ドレベルの２倍の吸光度を与える、最も低い標準液濃度として決定した。ヒト血清プール
中の被分析物質（ａｎａｌｙｔｅ）の濃度は、希釈血清サンプルの分析、および、４つの
パラメーターでのロッドバード（Ｒｏｄｂａｒｄ）関数（ＳｏｆｔＭａｘＰｒｏ；Molecu
lar Device社）で作成されたタンパク質の標準曲線との比較により定量した。
【００４４】
サンドイッチアッセイにおけるヒト血清抗体により生じる偽りのポジティブシグナルの解
析：
　原則的に、上記と同じプロトコールを用いた。ＡｆｆｉｂｏｄｙR分子、ｍＡｂまたは
ｐＡｂは上記のように、ＥＬＩＳＡプレートに吸着され、ついでブロッキングおよび洗浄
の後、ヒト血清プールの連続する５倍希釈液を加え、インキュベートした。非合致特異性
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を表す、ビオチン化ＡｆｆｉｂｏｄｙR分子、ｍＡｂまたはｐＡｂは、続いて偽りのポジ
ティブシグナルのレベルを評価するために、用いられた。ヒト血清抗体に起因する吸収シ
グナルは血清サンプルで得られた吸光度から、その系のバックグラウンド吸光度（緩衝液
のみ）を差し引くことにより算出した。異なった実験の結果を比較するために、内部標準
をそれぞれの実験に含めた。
【００４５】
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【表１】

【００４６】
結果
ポリクローナル抗体および／またはＡｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子を基にしたサンドイッチア
ッセイを用いたＩｇＡ標準液およびヒト血清ＩｇＡ濃度の解析：
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　ヒトＩｇＡを選択的に認識することができるＡｆｆｉｂｏｄｙ(R)を、本発明による抗
体試薬の代わりに用いた。このＡｆｆｉｂｏｄｙ(R)ＺIgAは、先に、単一のブドウ球菌プ
ロテインＡドメインのコンビナトリアル・エンジニアリングにより構築されたタンパク質
ライブラリーから選択されており、ヒトのＩｇＡ１およびＩｇＡ２に同等の親和性で結合
することが示されている（Ronnmark等、上述）。ＺIgAとＩｇＡ特異的ヤギｐＡｂ（ｐＡ
ｂIgA）の、縦横交差する捕捉および検出の組み合わせについて、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２お
よびＩｇＡ１／ＩｇＡ２標準液に対する反応性を解析した。公知の方法による比較実験と
して、捕捉および検出にｐＡｂ（ｐＡｂIgA／ｐＡｂIgA－ｂ）を使用したＥＬＩＳＡフォ
ーマットでは、異なった標準液に対するほぼ匹敵する反応性（図２Ａ）、ならびに、６２
から１２５ｐｇ／ｍＬの間のＩｇＡ標準液についてのより低い検出限界の下限（表２）を
示した。興味深いことに、本発明による、ＺIgAとｐＡｂIgA－ｂの組み合わせは、異なっ
た標準液に対する反応性（図２Ｂ）、および、検出限界の下限（表２）の意味でも、いず
れも完全に匹敵していた。逆の組み合わせ（ｐＡｂIgA／ＺIgA－ｂ）は、３つの全ての標
準液でより低い反応性を示し、および、ＺIgA／ＺIgA－ｂ（図２ＣおよびＤ）を基礎とし
た検出ではさらに低い感度であった。これらの後者のフォーマットに関して、ＩｇＡ標準
液の検出できる最低濃度は、それぞれ４および２００～８００ｎｇ／ｍＬであった（表２
）。
【００４７】
　異なった系を、続いて、ヒト血清プールのＩｇＡを、それぞれの系の検出範囲に従って
設定した血清希釈率で、定量するために用いた。ｐＡｂIgA／ｐＡｂIgA－ｂ（比較例）、
および、ＺIgA／ｐＡｂIgA－ｂ（本発明による）を用いて、３×１０6倍希釈した血清の
分析は、それぞれ、２.７および３.０ｍｇ／ｍＬのＩｇＡ濃度を示した（表２）。ｐＡｂ

IgA／ＺIgA－ｂ（本発明による）のよる測定結果は、分析のために１×１０4倍または１
×１０5倍希釈した血清サンプルを用いて、ＩｇＡ濃度が２．２ｍｇ／ｍＬであった。よ
り低い感度のフォーマットＺIgA／ＺIgA－ｂ（本発明による）では、５００倍に希釈した
血清で、ＩｇＡ濃度が４．８ｍｇ／ｍＬであった。
【００４８】
　合わせて、これらの解析結果は非免疫グロブリンのアフィニティリガンドＺIgAが、特
異的な標的定量用サンドイッチアッセイ法において、ｐＡｂと組み合わせて用いることが
できること、および、Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子を捕捉試薬、すなわち第一アフィニティ
リガンドとして使用することが好ましいフォーマットであること、を示していた。
【００４９】
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【表２】

【００５０】
サンドイッチアッセイ法でのヒト血清抗体に起因する偽りのポジティブシグナル：
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　本発明による、ＺIgAアフィニティ試薬の細菌性起源は、サンドイッチアッセイ法での
Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)／抗体試薬の組み合わせの使用により、捕捉的免疫アッセイでのヒ
ト血清抗体に関連する偽りのポジティブシグナルの問題に注意を向ける。非特異性（non-
matched specification）を示す試薬との組み合わせにより、血清とのインキュベーショ
ンの後でそれぞれの系で観察されるシグナルは交差結合性を有する抗体の存在に関連づけ
られるかもしれない。二つの抗体（ヤギｐＡｂ、マウスｍＡｂおよび／またはラットｍＡ
ｂ）の全ての組み合わせは、異なったレベルの交差結合をもたらし、いくつかの場合は血
清プールを３,１２５倍希釈した後もみられた（図３Ａ）。反対に、捕捉用抗体と検出用
Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子の組み合わせ、またはその逆の組み合わせ、は全く交差結合を
示さなかった（図３Ｂ）。注目すべきは、黄色ブドウ球菌プロテインＡ由来のＡｆｆｉｂ
ｏｄｙ(R)分子の非修飾のフレームワーク領域と抗体との反応性は、自然での細菌への接
触の結果と同じであることが予期されていたが、異なった特異性を示す２つのＡｆｆｉｂ
ｏｄｙ(R)分子の組み合わせ（ＺRSVおよびＺApo－ｂ）は、ヒト血清とは交差結合しなか
った（図３Ｂ）。
【００５１】
Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)およびモノクローナル抗体を基にしたサンドイッチアッセイ法を用
いたヒトアポリポプロテインＡ－１の測定：
　Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)およびｍＡｂを基にした第二のアッセイ系を評価した（図４）。
この場合、被分析物質である非Ｉｇ分子（アポリポプロテインＡ－１）は、Ａｆｆｉｂｏ
ｄｙ(R)ＺAPOと特異的ｍＡｂとを組み合わせて用い、測定した。アポリポプロテインＡ－
１標準液を検出するために、ＺAPO、ｍＡｂ１１０APO、およびｍＡｂ４４APOとの組み合
わせの能力を比較したとき、ｍＡｂ１１０APOおよびｍＡｂ４４APO－ｂが最も高い感度を
示した。捕捉用ＺAPOおよびいずれかの検出用ｍＡｂの組み合わせもまた、低い感度では
あったが、アポリポプロテインＡ－１を検出した。全ての有効な試薬の組み合わせは、そ
れぞれの系の感度に従って希釈したヒト血清プールの中のアポリポプロテインＡ－１を定
量するために使用することができる（表３）。それぞれの系での適切な吸収シグナルは、
ｍＡｂ１１０APO／ｍＡｂ４４APO－ｂでは１－３ｘ１０6倍希釈、他の系では、１－３×
１０5倍希釈により得られた。ＺAPO、および／またはｍＡｂの異なった組み合わせを用い
て、測定されたアポリポプロテインＡ－１の血清濃度は０.８～１.７ｍｇ／ｍＬであった
。
【００５２】
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【表３】

【図面の簡単な説明】
【００５３】
【図１】本発明と比較した先行技術、および本発明の異なった実施態様の図示的な説明。
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【図２Ａ】ｐＡｂIgAおよびｐＡｂIgA－ｂの組み合わせ(公知方法による比較実験）。
【図２Ｂ】ＺIgAおよびｐＡｂIgA－ｂの組み合わせ(本発明）。
【図２Ｃ】ｐＡｂIgAおよびＺIgA－ｂの組み合わせ(逆の組み合わせ）。
【図２Ｄ】ＺIgAおよびＺIgA－ｂの組み合わせ。
【図３Ａ】二つの抗体（ヤギｐＡｂ、マウスｍＡｂおよび／またはラットｍＡｂ）の全て
の組み合わせ（公知技術による）。
【図３Ｂ】捕捉用抗体と検出用Ａｆｆｉｂｏｄｙ(R)分子の組み合わせ、またはその逆の
組み合わせ（本発明による）。
【図４】ＺApoおよび／または特異的ｍＡｂを用いた、アポリポプロテインＡ－１のサン
ドイッチアッセイ系の比較。

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｄ】 【図３Ａ】



(22) JP 4554356 B2 2010.9.29

【図３Ｂ】 【図４】



(23) JP 4554356 B2 2010.9.29

10

フロントページの続き

(72)発明者  ペル－オーケ・ニューグレン
            スウェーデン国Ｓ－１７８　４０エーケレー．シンゲルグレンド３６

    審査官  白形　由美子

(56)参考文献  国際公開第０２／０４８６８５（ＷＯ，Ａ１）
              国際公開第０１／０８１９２４（ＷＯ，Ａ１）
              Hansson, M., et al.，An in vitro selected binding protein (affibody) shows conformatio
              n-dependent recognition of the respiratory syncytial virus (RSV) G protein，Immunotech
              nology ，１９９９年，Vol.4，p.237-252

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              G01N  33/48 - G01N  33/98
              JSTPlus/JMEDPlus/JST7580(JDreamII)
              PubMed



专利名称(译) 夹心测定和试剂盒

公开(公告)号 JP4554356B2 公开(公告)日 2010-09-29

申请号 JP2004501937 申请日 2003-04-29

[标]申请(专利权)人(译) 阿菲博迪公司

申请(专利权)人(译) 亲和体 - 安倍晋三

当前申请(专利权)人(译) 亲和体 - 安倍晋三

[标]发明人 ニクラースアールボルイ
ペルオーケニューグレン

发明人 ニクラース·アールボルイ
ペル-オーケ·ニューグレン

IPC分类号 G01N33/566 G01N33/531 G01N33/53 G01N33/537 G01N33/543 G01N33/569

CPC分类号 G01N33/543 G01N33/54306 G01N33/56938 G01N33/56944

FI分类号 G01N33/566 G01N33/531.Z G01N33/53.N

审查员(译) 白形 由美子

优先权 0201306 2002-04-29 SE
60/375823 2002-04-29 US

其他公开文献 JP2005524087A

外部链接 Espacenet

摘要(译)

提供夹心测定以检测含有复杂生物溶液的样品中靶分子的存在。该测定
提供了第一亲和配体，其对靶分子具有亲和力并且能够结合固体支持物;
当靶分子存在于样品中时能够结合第一亲和配体将样品添加到目标分子
中;添加第二亲和配体以对靶分子具有亲和力并允许第二亲和配体与靶分
子结合;除去结合的第二亲和配体;和检测第二亲和配体的存在，使得其存
在指示样品中靶分子的存在。在所述检测之前的任何阶段，将第一亲和
配体固定在固体支持物上，并且第一和第二亲和配体中的至少一种是除
抗体之外的亲和配体。本发明还提供了用于该方法的试剂盒。该试剂盒
包含：第一亲和配体，其对靶分子具有亲和力并能够与固体支持物结合;
第二亲和配体，其对靶分子具有亲和力并且其在配体上的存在是可检测
的;并且固体支持物能够固定第一亲和配体。在该试剂盒中，第一和第二
亲和配体中的至少一种是除抗体之外的亲和配体。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/6f5d02d0-5fc1-4ef2-8246-49fd5ff5feb0
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/029405458/publication/JP4554356B2?q=JP4554356B2

