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(57)【要約】
　本発明は、エバネッセント場法を用いて水性の生理的液体又は化学的液体中の物質を検
出する方法、及び該方法を行う診断デバイスに関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水性の生理的液体又は化学的液体中の物質を検出する方法であって、
　（ｉ）少なくともリガンドＬ１が結合した表面を準備する工程と、
　（ｉｉ）前記表面と、少なくとも検出対象の物質及び少なくとも蛍光標識リガンドＬ２
を含有する溶液とを接触させる工程であって、前記検出対象の物質及び前記蛍光標識リガ
ンドＬ２が同じであってもよく、該検出対象の物質、該蛍光標識リガンドＬ２又はその両
方が前記表面に結合したリガンドＬ１と相互作用して、少なくともリガンドＬ１、該検出
対象の物質及び該蛍光標識リガンドＬ２を含む複合体を形成する、工程と、
　（ｉｉｉ）前記表面に結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励起する工程
と、
　（ｉｖ）放出された蛍光を測定する工程と、
　（ｖ）前記放出された蛍光に基づいて定性的又は定量的な結果を決定する工程と、
を含み、前記結果を得るのに３つ以上の液体操作工程が必要とされない、方法。
【請求項２】
　工程（ｉｉ）の前記溶液が、蛍光体の吸収域及び／又は発光域で吸収する少なくとも１
つの色素を更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　任意の洗浄工程を含まない、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　一段階方法である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　液体撹拌を含まない、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　工程（ｖ）で決定される結果が工程（ｉｉ）の開始から１０分以内に得られる、請求項
１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　リガンドＬ１及びＬ２の一方又は両方が、抗原及び抗体又はそのフラグメントから独立
して選択される、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記検出対象の物質がペプチド、タンパク質、脂質、糖脂質、核酸、毒素、ホルモン、
ケモカイン、サイトカイン（ｃｙｔｏｋｉｎｓ）、免疫グロブリン、抗原又は自己抗原、
並びにウイルス、マイコプラズマ（ｍｙｃｏｐｌａｓｍｓ）、細菌、真菌、酵母及びそれ
らのフラグメントを含む感染因子からなる群から選択される化学物質又は生体分子物質で
ある、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記検出対象の物質がＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ及びＩｇＤからなる群から選択
される免疫グロブリンである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　単純結合アッセイ、サンドイッチアッセイ、競合アッセイ又は二重抗原アッセイのフォ
ーマットを有する、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　患者において特定のアレルゲンに対するアレルギー又は自己免疫疾患を検出する方法で
あって、
　（ｉ）前記特定のアレルゲンが結合した表面を準備する工程と、
　（ｉｉ）前記患者に由来する生理的液体のサンプルと、少なくとも抗ヒトＩｇＥモノク
ローナル抗体を含有する反応混合物とを混合する工程であって、前記抗体が蛍光体で共有
結合標識されている、工程と、
　（ｉｉｉ）前記表面と、工程（ｉｉ）で得られる溶液とを接触させる工程であって、少
なくとも前記アレルゲン、該アレルゲンに特異的なＩｇＥ及び蛍光標識された抗ヒトＩｇ



(3) JP 2015-511706 A 2015.4.20

10

20

30

40

50

Ｅモノクローナル抗体を含む複合体を形成する、工程と、
　（ｉｖ）前記表面に結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励起する工程と
、
　（ｖ）放出された蛍光を測定する工程と、
　（ｖｉ）前記放出された蛍光に基づいて工程（ｉｉ）の開始から１０分以内に前記サン
プル中のＩｇＥの量を結果として決定する工程と、
を含み、前記結果を得るのに工程（ｉｉ）及び工程（ｉｉｉ）のみを２つの液体操作工程
として必要とする、方法。
【請求項１２】
　患者において特定の病原体による感染を検出する方法であって、
　（ｉ）前記病原体の抗原が結合した表面を準備する工程と、
　（ｉｉ）前記患者に由来する生理的液体のサンプルと、前記病原体の少なくとも１つの
抗原を含有する反応混合物とを混合する工程であって、前記抗原が蛍光標識されている、
工程と、
　（ｉｉｉ）前記表面と、工程（ｉｉ）で得られる溶液とを接触させる工程であって、少
なくとも前記固定化された抗原、該抗原に特異的な少なくとも１つの抗体及び蛍光標識さ
れた抗原を含む複合体を形成する、工程と、
　（ｉｖ）前記表面に結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励起する工程と
、
　（ｖ）放出された蛍光を測定する工程と、
　（ｖｉ）前記放出された蛍光に基づいて工程（ｉｉ）の開始から１０分以内に前記サン
プル中の病原体に特異的な免疫グロブリンの量を結果として決定する工程と、
を含み、前記結果を得るのに工程（ｉｉ）及び工程（ｉｉｉ）のみを２つの液体操作工程
として必要とする、方法。
【請求項１３】
　溶液中の核酸を検出する方法であって、
　（ｉ）対象の核酸に相補的な核酸が結合した表面を準備する工程と、
　（ｉｉ）前記表面と、蛍光標識された前記対象の核酸を含有する可能性がある溶液のサ
ンプルとを接触させる工程であって、少なくとも前記相補的な核酸及び前記蛍光標識され
た核酸を含む複合体を形成する、工程と、
　（ｉｉｉ）前記表面に結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励起する工程
と、
　（ｉｖ）放出された蛍光を測定する工程と、
　（ｖ）前記放出された蛍光に基づいて工程（ｉｉ）の開始から１０分以内に前記サンプ
ル中の対象の核酸の量を結果として決定する工程と、
を含み、前記結果を得るのに工程（ｉｉ）を唯一の液体操作工程として必要とする、方法
。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法を行う診断試験デバイス。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の診断試験デバイスと、リガンドＬ１が結合した表面を提供する少な
くとも１つの試験カートリッジと、任意に１つ又は複数の反応組成物、希釈剤及び／又は
助剤とを含む診断試験キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、エバネッセント場法を用いて水性の生理的液体又は化学的液体中の物質を検
出する方法、及び該方法を行う診断デバイスに関する。
【背景技術】
【０００２】
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　特定のバイオマーカーについての血液又は血清の検査は、よく用いられているｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ診断（ＩＶＤ）方法である。血液サンプルを患者から採取し、遠心分離して血漿
から細胞を分離する。血漿又は血清を用いて、バイオマーカーのｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断ア
ッセイを行う。血漿がよく使用されるが、例えば尿、唾液、脳脊髄液等の他の体液をｉｎ
　ｖｉｔｒｏ診断によって試験することができる。診断の別の区分では、体液又は他の生
物試料、例えば生検材料から得られた血液又は他の細胞に由来する赤血球、白血球及び血
小板等の細胞が検査される。
【０００３】
　感染性疾患、抗体応答、ホルモン状態、代謝異常、腫瘍症候群の指標となるか、又は概
して疾患状態をモニタリングするための多数のバイオマーカーが血漿中に見られる。バイ
オマーカーの性質に応じて、診断アッセイでは生体分子の有無を定性的に測定するか、又
は生体分子を定量的に測定する。生体分子は、例えばタンパク質、糖タンパク質、ＤＮＡ
若しくはＲＮＡ、脂質、糖類、又は代謝産物として生じる低分子量化学物質等の多くの化
学的又は生化学的なサブグループに属し得る。さらに、細胞、寄生生物、ウイルス、細菌
、酵母、真菌又はこれらの生物のフラグメントの検出も診断対象である。
【０００４】
　マーカーはタンパク質、翻訳後に修飾された遺伝子産物、ホルモン、脂質、血液若しく
は血漿中で機能を有する小分子、又はミエリン若しくはフェニルケトン等の疾患の指標と
なる分解産物等の分子であり得る。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断を用いて測定されるホルモンの
例は甲状腺ホルモン又は妊娠試験で検出されるヒト絨毛性ゴナドトロピンである。マーカ
ーの存在及び／又はホルモンの濃度は、医師の診断を支持し、その指針となる有益な情報
を提供する。
【０００５】
　マーカーは、通常は血液中に存在しないが、臨床疾患状態において新たに現れる既知の
特定の機能を有する分子であってもよい。特定の組織は損傷すると、細胞タンパク質を組
織から血流へと放出する場合があり、通常は検出されないタンパク質が患者の血漿中に見
られる場合がある。ここでの例は、心臓発作により心筋細胞の損傷が起こった後に血液中
に見られる心臓トロポニンであり、同時にミオグロビンレベルが正常範囲を越えて上昇す
る。脳卒中患者については、血流中に現れる神経細胞に特異的なタンパク質、例えばＳ１
００又はＧＦＡＰがこの事象の後に血流中で観察される。
【０００６】
　バイオマーカーの別の群は、特定のアッセイによって抽出及び測定される感染因子であ
る。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断試験によって、感染因子自体又はこれらの感染因子に由来する
フラグメント及び構成要素が検出及び測定される。感染因子は例えば細菌、ウイルス、寄
生生物、真菌、マイコプラズマ（ｍｙｃｏｐｌａｓｍｓ）又は酵母であり得る。場合によ
っては、試験は培養又は標的細胞との共培養によって生物学的に行われるが、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ診断試験ではタンパク質、ＤＮＡ、ＲＮＡ、オリゴ糖、脂質又は糖脂質等の病原体
に特異的な生化学的分子が測定されることが多い。
【０００７】
　免疫グロブリンは、診断を支持するために検査されることが多い更なる分子群である。
免疫グロブリンは感染性疾患のマーカーである場合があり、その存在は概して感染又は免
疫原との接触の結果としての免疫応答の指標となる。アレルギー、喘息又は自己免疫疾患
の場合のように免疫グロブリン自体が悪影響をもたらす可能性もある。
【０００８】
　感染マーカーとしての免疫グロブリン試験の典型例はＨＩＶ抗体試験である。ＨＩＶウ
イルスタンパク質と結合する患者の血液中の抗体の存在は、その患者に見られるＨＩＶ感
染の指標となる。ウイルス自体が患者において検出可能でなくとも、ＨＩＶに対する抗体
の存在によって患者がＨＩＶに感染していると結論付けることが可能である。主に病原体
の抗原に対するＩｇＧ又はＩｇＭクラスの免疫グロブリンを検出する多くの異なる試験が
存在し、この場合、試験に使用する抗原はタンパク質、オリゴ糖、脂質又は核酸等の病原
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体に由来する全抗原又は分子的に定義された抗原としての病原体であり得る。抗原は糖脂
質、グリコシル化タンパク質又は脂質タンパク質複合体等のこれらの化学物質の組合せで
あってもよい。
【０００９】
　アレルギーの場合、アレルゲン特異的な免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）の検出は、アレル
ギーの臨床診断の感度の高い指標である。ここで、ＩｇＥ自体が疾患の病態生理の中心的
存在の１つである。アレルゲン試験では、患者の血液を有害なアレルゲンを特異的に認識
するＩｇＥ分子について検査する。この場合、試験の目的は患者のサンプルのＩｇＥレベ
ルが概して上昇しているか否か、及び／又はサンプルが特定のアレルゲンと反応するＩｇ
Ｅを含有するか否かを決定することである。アレルゲンの典型例は落花生、セロリ、イエ
ダニ又はカバノキ花粉に由来するタンパク質である。自己免疫疾患の場合、患者の血液は
患者自体に由来する（ｆｏｒｍ）抗原と反応する免疫グロブリンを含有する。自己免疫疾
患の典型例は、血小板糖タンパク質に対する自己抗体による輸血後紫斑病、関節リウマチ
又は紅斑性狼瘡である。上記の例により、疾患の場合の抗体の存在が実証されるが、免疫
グロブリンの欠如は、例えば非常に有用な診断試験として血漿ＩｇＡの欠乏等の疾患状態
も示し得る。
【００１０】
　全血、血清、血漿、血液細胞又はその一部が診断試験の試験材料の供給源である。さら
に、尿、精液、塗抹、脳脊髄液又は唾液等の他の体液が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断試験（Ｉ
ＶＤ）に使用される好適な材料の供給源となり得る。
【００１１】
　がんバイオマーカーは、遺伝的修飾によって得られる過剰発現又は修飾される自己抗原
の群に属する。その典型例は、多くのタイプのがんで増加するがん胎児性抗原（ｃａｎｃ
ｅｒｏｅｍｂｒｙｏｔｉｃ　ａｎｔｉｇｅｎ）（ＣＥＡ）、及び前立腺関連抗原（ＰＳＡ
）である。
【００１２】
　サイトカイン及びケモカインは低分子タンパク質群に属し、基本的に全ての炎症性疾患
において又は特定の免疫療法後に過剰発現される。典型例は、有害微生物が増殖し得るよ
りはるか以前に炎症誘発性サイトカインが過剰発現される敗血症、又は侵襲性真菌症にお
けるガラクトマンナン（ｇａｌａｃｔｏｍｍａｎｎａｎｓ）及び真菌代謝の他の産物の検
出である。これらの致命的な疾患においては、救命のために迅速かつ信頼性のある診断が
必要とされる。これらの疾患の現行の診断方法には時間がかかり過ぎ、患者の診断が遅過
ぎる場合が多い。
【００１３】
　バイオマーカーアッセイを行う多くの異なる市販のアッセイが存在する。これらのアッ
セイ技術は各々、特定の用途及び分析物で選ばれる。したがって、特定のバイオマーカー
を検出及び定量化するのに生化学用試薬が適している。バイオマーカーを測定する多くの
方法の中でも、ＩＶＤ検査を行うのに一般に用いられる技術は酵素結合免疫吸着法（ＥＬ
ＩＳＡ）である。ＥＬＩＳＡは、固相に結合したリガンド及びそれと相互作用する液相を
用いる不均一アッセイフォーマットである。全てのＥＬＩＳＡの別の一般的な態様は、患
者のサンプルの診断バイオマーカーアッセイが行われる１ｍｌ未満の容量、典型的には３
００μｌの容量のウェルと呼ばれる窪み（ｐｏｔ）の形態の固体基板の使用である。ＥＬ
ＩＳＡウェルは、典型的には１２ウェルで８列の配置を有し、９６個の個別ウェルを有す
るＥＬＩＳＡプレート又はマイクロタイタープレートとして知られる。ＥＬＩＳＡプレー
トは射出成形によって有機ポリマーで作製され、典型的な材料はポリスチレンであるが、
ＰＶＣのような他の有機ポリマーも使用される。
【００１４】
　全てのＥＬＩＳＡは、液相中に存在する少なくとも１つのリガンド及び固体表面に結合
した少なくとも１つの分析物による共通の測定原理を有する。溶液中のリガンドは酵素と
連結する。溶液中の酵素で標識されたリガンドはウェルの表面に拡散し、表面に結合した
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分析物に非共有結合的に結合する。典型的には、この結合反応には約３０分～１２０分か
かる。続いて、過剰な結合していない液体リガンドを、洗浄溶液をウェルに添加し、除去
することによる複数回の洗浄工程で除去する。一段階ＥＬＩＳＡでは、結合したリガンド
－酵素複合体の発見は着色基質を添加し、発色を測定することによって行われる。二段階
ＥＬＩＳＡでは二次検出試薬を添加し、１回目のインキュベーション及び基質の添加後に
３０分～１２０分の更なるインキュベーション、続いて記載のような２回目の洗浄サイク
ルが必要とされる。一部のＥＬＩＳＡは３回目のリガンド結合工程、例えば増幅又は増強
工程を更に含むように設計されており、一例は基質反応を行う前のビオチン－アビジン系
によるシグナル増幅である。次いで、好適な酵素基質を添加することによって結合したリ
ガンドを検出する。これらの酵素基質は化学物質の無色の溶液であり、固定化された酵素
の結合により無色の基質が着色生成物へと変換される。発色量は酵素濃度に依存し、固定
化された分析物に結合する酵素の量に正比例する。ここで、着色生成物の量及び濃度は好
適な光学機器によって定量的に読み取ることができ、結合した酵素検出リガンドコンジュ
ゲートの量及び分析物濃度の定量的測定値自体に比例する。測定可能な発光シグナル又は
リン光シグナルを生成する他の酵素基質も、アウトプットの定量化に必要とされる特定の
設備と組み合わせて使用される。
【００１５】
　ＩＶＤに使用される他の試験システムは、原則としてビーズに固定化した分析物による
ＥＬＩＳＡ試験フォーマットであるビーズベースのシステムである。この場合、検出方法
は酵素によるか、又は蛍光検出若しくは代替的には電気化学発光によるものである。これ
らのアッセイの多くは、アッセイを行うための手動操作工程を減らした、完全に自動化さ
れた設備を用いて行われる。
【００１６】
　凝集を用いた均一アッセイフォーマット又は蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）に基
づく均一アッセイが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断のための他の既知のアッセイ技術である。
【００１７】
　使用されている試験システムの大半が、過剰な試薬保有酵素又は蛍光標識を除去するの
に複数のピペット操作工程及び洗浄工程を必要とするＥＬＩＳＡ構成の基本原理を利用す
るものである。大抵の方法は長いインキュベーション時間を必要とし、時間のかかる多数
の液体移動操作及び洗浄工程を含み、診断研究所における自動解法を要求する。
【００１８】
　生化学分析物及び臨床分析物を測定するＥＬＩＳＡ及び他の免疫アッセイ技術と比べて
より最近のシステムでは、バイオセンサーが使用される。市販のバイオセンサーについて
幾つかの技術的解決策が存在する。
【００１９】
　生体分子を分析する新たな技術は、結合した蛍光体のエバネッセント場励起であり、特
許文献１、特許文献２、特許文献３に記載のように結合事象をリアルタイムに直接測定す
るものである。このエバネッセント場バイオセンサーの機能原理は、非共有結合性相互作
用による表面に結合した分析物と溶液中のリガンドとの相互作用である。溶液中のリガン
ドは蛍光性分子に共有結合的に付着する。蛍光体分子の好ましい励起は、例えばレーザー
ダイオードによって生じるようなコヒーレント光によるものであり、次いで放出された光
子を検出する。これに好適な蛍光体（ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｓ）は例えばＣｙ５、Ａｌｅ
ｘａ色素又は集光性タンパク質アロフィコシアニン（Ａｌｌｏ－ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ
ｅ）（ＡＰＣ）である。
【００２０】
　この生化学反応は、付加的な光学的物質を底部に有するＥＬＩＳＡウェルと同様の形態
及び寸法の小さなウェルにおいて行われる。ＥＬＩＳＡと同様、バイオセンサーウェル及
びその光学底部は、例えばポリスチレンのような熱可塑性材料の射出成形によって作製さ
れる。ＥＬＩＳＡ法とエバネッセントバイオセンサー法との間の大きな違いは、溶液中の
リガンドの標識である。ＥＬＩＳＡでは標識は酵素であり、エバネッセント技術ではリガ
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ンドは蛍光性分子で標識される。結合した蛍光体、すなわちエバネッセント表面に固定化
された分析物に結合する溶液中の蛍光リガンドの測定は、エバネッセント場励起原理を用
いた結合した蛍光標識リガンドの特異的な励起によって達成される。結合した蛍光体の選
択的な励起は、ウェルの底部に位置するおよそ２００ｎｍ厚の液体層の特異的な励起をも
たらし、結合表面の上方の溶液中に過剰に存在する蛍光標識リガンドを励起しない光学的
構造を用いたエバネッセント場の光によって起こる。エバネッセント場に存在する蛍光標
識リガンドのみが励起し、光子を放出する。この方法により、可溶性リガンドと固定化リ
ガンドとの結合反応のリアルタイムでの観察が可能になる。
【００２１】
　ＩＶＤ試験に用いられる大抵の免疫アッセイは、バイオマーカーの結果を得るためにイ
ンキュベーション時間、洗浄、二次試薬若しくは三次試薬又は溶液の添加を含む長時間の
単調な手順を有するが、エバネッセントバイオセンサーはｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断アッセイ
を短時間で行うことを可能にする。ＥＬＩＳＡ自動化又はビーズベースの免疫アッセイの
複雑かつ高コストの設備は、エバネッセントバイオセンサーを診断用途に使用する場合、
必要でも必須でもない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２２】
【特許文献１】欧州特許第１０７９２２６号明細書
【特許文献２】欧州特許第１２０４８５６号明細書
【特許文献３】欧州特許第１３７１９６７号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
　しかしながら、試験時間及び取扱いの容易さの点でＥＬＩＳＡよりも優れていると同時
に、ＥＬＩＳＡベースの方法で知られるのと同等の柔軟性及び特異性をもたらす免疫ベー
スのアッセイは現在知られていない。
【００２４】
　したがって、高度に特異的で高感度であり、迅速に定性的結果及び定量的結果をもたら
し、使用が容易な、患者から得られる生理的液体等の様々な液体中の物質を検出する方法
を確立することが非常に望ましい。
【００２５】
　したがって、本発明の根底にある問題は、例えばＥＬＩＳＡシステムに利用され、同時
に長い試験時間及び複数回の及び／又は複雑な操作工程をオペレーターが行う必要性等の
上述の欠点を回避する、正確かつ非常に万能な免疫反応を用いる新規の方法を提供するこ
とである。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　したがって、本発明の一態様として、水性の生理的液体又は化学的液体中の物質を検出
する方法であって、（ｉ）少なくともリガンドＬ１が結合した表面を準備する工程と、（
ｉｉ）前記表面と、少なくとも検出対象の物質及び少なくとも蛍光標識リガンドＬ２を含
有する溶液とを接触させる工程であって、前記検出対象の物質及び前記蛍光標識リガンド
Ｌ２が同じであってもよく、該検出対象の物質、該蛍光標識リガンドＬ２又はその両方が
表面に結合したリガンドＬ１と相互作用して、少なくともリガンドＬ１、該検出対象の物
質及び該蛍光標識リガンドＬ２を含む複合体を形成する、工程と、（ｉｉｉ）前記表面に
結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励起する工程と、（ｉｖ）放出された
蛍光を測定する工程と、（ｖ）前記放出された蛍光に基づいて定性的又は定量的な結果を
決定する工程と、を含み、前記結果を得るのに３つ以上の液体操作工程が必要とされない
、方法が提供される。
【００２７】
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　本発明によると、検出対象の物質及びリガンドＬ２は概して互いに異なるが、例外的に
同じであってもよい。そのような場合、溶液は少なくとも検出対象の蛍光標識物質を検出
対象の物質及び蛍光標識リガンドＬ２の両方として含有する。
【００２８】
　本明細書で「検出」という用語は具体的に限定されず、対象の物質の定性的測定を含む
だけでなく、その定量的決定も明示的に含む。これに関連して、本明細書で使用される「
定性的」は特定のサンプルにおける物質の有無の決定を意味し、本明細書で使用される「
定量的」という用語は特定のサンプルにおける検出対象の物質の含量又は量の測定を意味
する。
【００２９】
　加えて、「物質」という用語は本明細書で具体的に限定されず、対象とされ得る任意の
化学物質又は生化学物質を含む。該物質の例としては、ペプチド、タンパク質、糖タンパ
ク質、ＤＮＡ及びＲＮＡ等の核酸、脂質、糖類、ホルモン、遺伝子産物及び組織の分解産
物等の生体分子、並びに細胞、細菌、真菌、マイコプラズマ、ウイルス、酵母及び寄生生
物等の感染因子／生物が挙げられる。
【００３０】
　さらに、本明細書で使用される「水性の生理的液体又は化学的液体」という表現は具体
的に限定されず、本発明の方法において使用可能である限り、開示されないあらゆる種類
の液体を含む。例えば、液体は対象の物質の水溶液であってもよく、又は全血、血漿、血
清、滑液、尿、唾液若しくは脳脊髄液等の患者から得られる又はそれに由来する生理的液
体であってもよい。上記の「生理的液体」という表現は、例えば生検によって得られる１
つ又は複数の患者の組織に由来する液体を更に含み、様々なタイプの全細胞又は細胞溶解
物を更に含む。本発明による「化学的液体」はアルコール、エステル、芳香族溶媒、アミ
ン等の水とは異なる少なくとも１つの溶媒を含む液体である。
【００３１】
　本発明によると、上記で規定した方法の工程（ｉ）において、少なくとも１つのリガン
ドＬ１が結合した、すなわち固定化された表面を準備する。本明細書で「結合した」とい
う用語は、好ましくはリガンドＬ１が吸収（直接吸収）によって表面に付着していること
を意味する。しかしながら、リガンドＬ１は架橋要素、例えば抗体又は抗原等のタンパク
質を介して表面に結合していてもよい。リガンドＬ１は共有結合によって表面に結合して
いてもよい。これは例えば、アクリレート表面を用いて、例えばカルボジイミドによる変
換によってもたらすことができる。本発明における「結合した」という用語は表面又は別
のリガンドへの付着を含み、共有結合性及び非共有結合性の両方の相互作用、例えばイオ
ン性、極性又は非極性の相互作用に基づく相互作用を含む。
【００３２】
　本明細書で、リガンドＬ１は一般的な方法によって表面上に配置することができる。例
えば、リガンドＬ１として働くタンパク質を表面上にコーティングしてもよい。リガンド
Ｌ１は、好ましくは吸収又は共有結合によって表面に結合することができる。この工程の
後、表面を好ましくは別の溶液で処理し、リガンドＬ１に付着していない表面上の部位を
、例えば基本的に溶液に含まれる構成要素と反応しない別のタンパク質と接触させること
によってブロッキングする。上記の表面は例えば、凹形の容器、例えばキュベット、又は
マイクロタイタープレート若しくは試験カートリッジのウェルの内側である。
【００３３】
　本発明によると、表面に結合したリガンドＬ１は、該リガンドＬ１に加えて、少なくと
も蛍光標識リガンドＬ２及び検出対象の物質を含む複合体を形成し得る。表面に結合した
リガンドＬ１により、検出対象の物質との複合体が表面に「定着し」、すなわち固定され
、同時に蛍光体を含有する化合物で標識することによって検出することができる。
【００３４】
　本発明によると、「複合体」は、２つ以上の好ましくは化学物質又は生化学物質間の分
子カップリング又は分子結合と理解される。複合体は好ましくは選択的及び／又は特異的
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な変換を用いて、とりわけ好ましくは抗原－抗体反応によって形成される。本発明による
と、「変換」という用語は、２つ以上の反応相手の共有結合性及び非共有結合性の両方の
相互作用を含み、両タイプの相互作用が上記複合体内で続いて生じ得る。非共有結合性の
相互作用は、例えば反応相手のファンデルワールス（Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｗａｌｌｓ）相互
作用、極性及び／又はイオン性の相互作用を意味し得る。「反応相手」という用語は、本
発明において別の物質に対する親和性を有する化合物を意味する。
【００３５】
　本発明によると、複合体形成の一般的な様式は具体的に限定されず、とりわけ以下の例
が含まれる：
（１）検出対象の物質は蛍光標識リガンドＬ２に対する親和性又は結合部位を有する。し
たがって、蛍光標識リガンドＬ２は検出対象の物質がリガンドＬ１に結合する前、後又は
それと同時に検出対象の物質に共有結合的又は非共有結合的に結合して、複合体を形成す
ることができる。
（２）検出対象の物質はリガンドＬ２である。このような場合には、検出対象の物質自体
が蛍光標識され、表面に結合したリガンドＬ１と複合体を形成することが可能である。蛍
光標識された検出対象の物質がリガンドＬ２の機能を担う場合には、検出対象の物質自体
が蛍光体を保有することから、該リガンドＬ２は必要とされない。
（３）検出対象の物質が蛍光標識リガンドＬ２を含有する、すなわちリガンドＬ２が検出
対象の物質の構造の一部である。
（４）別の化合物が蛍光標識リガンドＬ２を含有するか、又は該蛍光標識リガンドＬ２に
対して親和性を有し、他の化合物が検出対象の物質に対する少なくとも１つの結合部位を
更に含有する。この場合、他の化合物、検出対象の物質及びリガンドＬ２が（全体として
又は個別に）コンジュゲート又は複合体として溶液中に存在し得るか、又はコンジュゲー
トが溶液中に形成される。
【００３６】
　さらに、本明細書で使用される「液体操作工程」という表現は概して、液体を作用部位
から及び／又は作用部位へと移動、除去又は添加する任意の工程を含む。例えば、本発明
による液体操作工程は、液体をキュベット、マイクロタイタープレート又は試験カートリ
ッジのウェルへと例えばピペット操作によって添加すること、又は液体をかかるウェルか
ら除去することを含む。
【００３７】
　本明細書で、「光源」という用語は具体的に限定されず、エバネッセント場を生じ、リ
ガンドＬ２又は検出対象の物質に結合した蛍光体を励起するのに適した任意の光源を含む
。例えば、単色光を光源として使用することができる。好ましくは蛍光体の発光を妨げず
、好ましくは色素の吸収バンドと交わる波長を有する光を使用するものとする。光が少な
くとも６３５ｎｍの波長を放出するレーザーが光源としてとりわけ好ましい。特に、上清
溶液が血清である場合、血清の固有の蛍光がおよそ５８０ｎｍであることから、６００ｎ
ｍ～７００ｎｍの波長を放出するレーザーが好ましい。
【００３８】
　本発明の更なる実施の形態によると、上記で規定した方法において、工程（ｉｉ）の溶
液は、蛍光体の吸収域及び／又は発光域で吸収する少なくとも１つの色素を更に含む。
【００３９】
　本発明によると、容量中の蛍光体、すなわち表面に結合した複合体の一部でない蛍光体
の励起は、表面と接触して配置された溶液に蛍光体の吸収域及び／又は発光域で吸収する
少なくとも１つの色素が添加されている場合に抑制することができる。
【００４０】
　容量に添加された色素の吸収は、本発明における蛍光体の吸収域及び／又は発光域と整
合する。単一の色素又は色素混合物を使用することができる。蛍光体の吸収域は概して、
使用する光源の波長と一致する。色素がこの特別な範囲内に吸収極大を有する必要はなく
、吸収スペクトルのショルダーで十分であり得る。例えば、ＡＰＣ又はＣｙ５のような蛍
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光体を使用する場合、使用する色素は例えばブリリアントブルーＦＣＦのように６００ｎ
ｍ～７００ｎｍに吸収を有し得る。添加する色素の濃度は、溶液中の各色素の吸収係数及
び放射される光の周波数の両方に応じて異なる。色素の濃度は、透過する光が基本的に表
面上１ｍｍ以内で吸収され得るように色素に応じて調整することができる。
【００４１】
　好ましい実施の形態によると、上記で規定した方法は任意の洗浄工程を含まない。
【００４２】
　特に、本発明の方法は、好ましくは蛍光標識リガンドＬ２等の過剰な反応物を含有する
容量を除去し、及び／又はリガンドＬ１及び／又は測定対象の複合体が結合している表面
を洗浄する任意の工程を必要としない。これにより、本発明の方法が有利に加速し、所望
の測定結果が迅速に得られ、方法を行う際の廃液の蓄積及び誤操作が回避される。
【００４３】
　本発明の更なる実施の形態では、上記で規定した方法は一段階方法である。本発明によ
ると、「一段階」方法は１回の複合体形成反応しか行わないことを意味し、概してオペレ
ーターは所望の測定結果を得るのに１回のみ又は多くとも２回の液体操作工程しか行う必
要がない。このため、初回の複合体形成後のより多くの試薬の添加等の更なる反応工程が
有利に回避される。
【００４４】
　さらに、本発明の更なる実施の形態は、液体撹拌を含まない上記で規定した方法に関す
る。
【００４５】
　本発明において、「液体撹拌」という表現は具体的に限定されず、自然拡散を除く液体
中で行われる任意のタイプの撹拌を含む。例えば、本発明における液体撹拌は振盪、かき
混ぜ、超音波撹拌等を含む。自然に起こる拡散を除く任意の液体撹拌を回避することによ
って、方法を単純かつ効果的な形で行うことができ、それによりそれぞれの撹拌デバイス
を含む複雑な技術的設定が回避される。
【００４６】
　上記で規定した方法の更なる実施の形態によると、工程（ｖ）で決定される結果が工程
（ｉｉ）の開始から１０分以内に得られる。
【００４７】
　本発明によると、定性的又は定量的な結果は、少なくとも検出対象の物質及び蛍光標識
リガンドＬ２を含有する溶液を、リガンドＬ１が結合した表面と接触させてから１０分以
内に得られる。結果は９分以内、８分以内又は７分以内に得られるのが好ましい。更なる
例としては、６分以内、５分以内又は４分以内の期間が挙げられる。
【００４８】
　更なる実施の形態によると、本発明はリガンドＬ１及びＬ２の一方又は両方が抗原、抗
体又はそのフラグメントから独立して選択される上記で規定した方法に関する。
【００４９】
　本発明の更なる実施の形態は、前記検出対象の物質がペプチド、タンパク質、脂質、糖
脂質、核酸、毒素、ホルモン、ケモカイン、サイトカイン（ｃｙｔｏｋｉｎｓ）、免疫グ
ロブリン、抗原又は自己抗原、並びにウイルス、マイコプラズマ（ｍｙｃｏｐｌａｓｍｓ
）、細菌、真菌及び酵母、及びそれらのフラグメントを含む感染因子からなる群から選択
される化学物質又は生体分子物質である上記で規定した方法に関する。
【００５０】
　更なる実施の形態では、前記検出対象の物質がＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ及びＩ
ｇＤからなる群から選択される免疫グロブリンである。
【００５１】
　本明細書で、「免疫グロブリン」並びにサブタイプ「ＩｇＧ」、「ＩｇＭ」、「ＩｇＥ
」、「ＩｇＡ」及び「ＩｇＤ」という用語は、それぞれの免疫グロブリン又はサブタイプ
自体を指すだけでなく、それぞれの免疫グロブリン又はサブタイプと比較して同じ化合物
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／構造と少なくとも部分的に相互作用する限り、そのフラグメント及び誘導体も含む。
【００５２】
　更なる実施の形態は、単純結合アッセイ、サンドイッチアッセイ、競合アッセイ又は二
重抗原アッセイのフォーマットを有する上記で規定した方法に関する。これらのフォーマ
ットは図１及び実施例に更に説明される。
【００５３】
　本発明の方法に関して上に提示される全ての定義は、特に指定のない限り以下の本発明
の態様にも適用される。
【００５４】
　本発明の更なる態様は、患者において特定のアレルゲンに対するアレルギー又は自己免
疫疾患を検出する方法であって、（ｉ）前記特定のアレルゲンが結合した表面を準備する
工程と、（ｉｉ）前記患者に由来する生理的液体のサンプルと、少なくとも抗ヒトＩｇＥ
モノクローナル抗体を含有する反応混合物とを混合する工程であって、前記抗体が蛍光体
で共有結合標識されている、工程と、（ｉｉｉ）前記表面と、工程（ｉｉ）で得られる溶
液とを接触させる工程であって、少なくとも前記アレルゲン、該アレルゲンに特異的なＩ
ｇＥ及び蛍光標識された抗ヒトＩｇＥモノクローナル抗体を含む複合体を形成する、工程
と、（ｉｖ）表面に結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励起する工程と、
（ｖ）放出された蛍光を測定する工程と、（ｖｉ）前記放出された蛍光に基づいて工程（
ｉｉ）の開始から１０分以内に前記サンプル中のＩｇＥの量を結果として決定する工程と
、を含み、前記結果を得るのに工程（ｉｉ）及び工程（ｉｉｉ）のみを２つの液体操作工
程として必要とする、方法に関する。
【００５５】
　本発明の別の態様は、患者において特定の病原体による感染を検出する方法であって、
（ｉ）前記病原体の抗原が結合した表面を準備する工程と、（ｉｉ）前記患者に由来する
生理的液体のサンプルと、前記病原体の少なくとも１つの抗原を含有する反応混合物とを
混合する工程であって、前記抗原が蛍光標識されている、工程と、（ｉｉｉ）前記表面と
、工程（ｉｉ）で得られる溶液とを接触させる工程であって、少なくとも固定化された抗
原、該抗原に特異的な少なくとも１つの抗体及び蛍光標識された抗原を含む複合体を形成
する、工程と、（ｉｖ）前記表面に結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励
起する工程と、（ｖ）放出された蛍光を測定する工程と、（ｖｉ）前記放出された蛍光に
基づいて工程（ｉｉ）の開始から１０分以内に前記サンプル中の病原体に特異的な免疫グ
ロブリンの量を結果として決定する工程と、を含み、前記結果を得るのに工程（ｉｉ）及
び工程（ｉｉｉ）のみを２つの液体操作工程として必要とする、方法に関する。
【００５６】
　本発明によると、上記で規定した方法の工程（ｉｉ）で得られる溶液中に存在する蛍光
標識された抗原は、表面に結合したものと同じ抗原であってもよく、又は検出対象の免疫
グロブリンと結合することが可能である限り異なる抗原であってもよい。
【００５７】
　本発明の更なる態様は、溶液中の核酸を検出する方法であって、（ｉ）前記対象の核酸
に相補的な核酸が結合した表面を準備する工程と、（ｉｉ）前記表面と、蛍光標識された
前記対象の核酸を含有する可能性がある溶液のサンプルとを接触させる工程であって、少
なくとも相補的な核酸及び前記蛍光標識された核酸を含む複合体を形成する、工程と、（
ｉｉｉ）前記表面に結合した複合体を光源のエバネッセント場によって励起する工程と、
（ｉｖ）放出された蛍光を測定する工程と、（ｖ）前記放出された蛍光に基づいて工程（
ｉｉ）の開始から１０分以内に前記サンプル中の対象の核酸の量を結果として決定する工
程と、を含み、前記結果を得るのに工程（ｉｉ）を唯一の液体操作工程として必要とする
、方法に関する。
【００５８】
　本発明の更なる態様は、上記で規定した方法を行う診断試験デバイスに関する。
【００５９】
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　本発明によると、診断試験デバイスは特に限定されず、例えばサンプルを励起する照射
手段と、該励起によって得られる蛍光を検出することが可能な検出手段と、結果をオペレ
ーターに対して表示する表示手段とを備える任意の試験デバイスを含む。診断試験デバイ
スはキュベット、マイクロタイタープレート又は試験カートリッジ等のサンプル担体が挿
入されたレセプタクルを有するのが好ましい。
【００６０】
　キュベット、マイクロタイタープレート又は試験カートリッジは、ガラス又はプラスチ
ック、とりわけ好ましくはポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリエチレン
テレフタレート、ポリシクロオレフィン、ポリアクリロニトリル（ｐｏｌｙａｃｒｙｌｎ
ｉｔｒｉｌｌｅ）、ポリメチルメタクリレート等のプラスチック及び／又はこれらのプラ
スチックの混合物及びブレンドを含有するのが好ましい。原則として、基本的に可視範囲
の光を吸収しない任意のプラスチックが好適である。一実施の形態では、プラスチックは
例えば、散乱光に起因する発光を除去するために薄青色に染色されていてもよい。プラス
チックのキュベット、マイクロタイタープレート及び試験カートリッジは射出成形によっ
て安価に得ることができ、好ましくは１μｌ～４００μｌ、とりわけ好ましくは５μｌ～
２００μｌの反応容量を有する。本発明のキュベット、マイクロタイタープレート又は試
験カートリッジは一体形で作製されるのが好ましい。
【００６１】
　本発明の更なる態様は、上記で規定した診断試験デバイスと、リガンドＬ１が結合した
表面を提供する少なくとも１つの試験カートリッジと、任意に１つ又は複数の反応組成物
、希釈剤及び／又は助剤とを含む診断試験キットに関する。
【００６２】
　本明細書で「試験カートリッジ」という表現は具体的に限定されず、リガンドＬ１が結
合し、それぞれの溶液又は反応物と接触し得る表面を提供するために用いることができる
任意の物体を含む。例えば、試験カートリッジは、特定の測定要件に対して事前調整され
る、複数の完全に分離した測定ウェルを有する使い捨ての測定カートリッジであってもよ
い。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
【図１】本発明の方法を用いて行うことができるアッセイフォーマットの例を示す図であ
る。図１．１は単純結合アッセイを示す。１つのリガンド（ａ）をセンサー表面にコーテ
ィングし、蛍光リガンド（ｂ）が時間に依存して固定化リガンド（ａ）に結合する。これ
は、コーティングしたアビジン及び検出試薬としてビオチン化ＡＰＣを用いた実施例１で
更に実証される。図１．２は、抗体（ａ）をセンサー表面にコーティングし、溶液中の蛍
光標識された第２の抗体（ｃ）を溶液中に入れることによって達成されるサンドイッチア
ッセイを示し、リガンド（ａ）及び（ｃ）の両方が独立して同時に分析物（ｂ）と反応す
る。これは、分析物タンパク質ＩｇＥを２つのモノクローナル抗体で検出する実施例５、
又は２つのモノクローナル抗体を用いた分析物βＨＣＧについてのサンドイッチアッセイ
である実施例１１で更に実証される。図１．３は、固定化リガンド（ａ）及び溶液中の蛍
光標識リガンド（ｃ）を用いた単純結合アッセイに関連した競合アッセイを示す。競合相
手（ｂ）が溶液中のリガンド（ｃ）に結合する。実施例２において、ビタミンＨとしても
知られるビオチンの競合アッセイを説明する。図１．４は免疫グロブリンの検出のための
サンドイッチアッセイスキームを示す。固定化リガンド（ａ）が免疫グロブリン（ｂ）と
反応し、第２のリガンド（ｃ）が免疫グロブリン（ｂ）と反応する。この場合、リガンド
（ｃ）は溶液中の蛍光標識リガンドＬ２である。実施例３において、ヒト血清中のｒＡｓ
ｐｆ１特異的ＩｇＥを検出するサンドイッチ試験を説明する。図１．５は、固定化抗原リ
ガンド（ａ）及び蛍光標識抗原リガンド（ｃ）を含む二重抗原サンドイッチ抗体アッセイ
スキームを示す。免疫グロブリン（ｂ）がサンプル中の分析物である。ＩｇＧ等の免疫グ
ロブリンは二官能性分子であり、抗原に対する少なくとも２つの結合部位を有する。Ｉｇ
Ｍ等の免疫グロブリンは１０種の抗原分子と反応することができる。これにより、全クラ
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スの二官能性免疫グロブリンを検出する、二重抗原架橋アッセイとも呼ばれる二重抗原サ
ンドイッチアッセイの確立が可能となる。実施例６及び実施例７では、ヒト抗トキソプラ
ズマ抗体及びマウス抗オボアルブミンＩｇＧ抗体の試験を説明する。図１．６は、アビジ
ン等の固定化リガンド（ａ）、固定化リガンドのアビジン（ａ）に結合するビオチン化オ
リゴヌクレオチド（ｂ）、及び蛍光標識オリゴヌクレオチド（ｃ）によるＤＮＡを検出す
るアッセイを単純なスキームで示し、標識はＣｙ５分子である。ＤＮＡ検出試験は実施例
１０及び実施例１１に詳細に説明する。
【図２】アビジン／ビオチン化ＡＰＣ結合アッセイを示す図である。
【図３】ビオチンの競合アッセイを示す図である。
【図４】ｒＡｓｐ　ｆ１に結合するヒトＩｇＥについてのアッセイを示す図である。
【図５】全ヒトＩｇＥを検出するサンドイッチアッセイを示す図である。
【図６】トキソプラズマ抗体の一段階二重抗原抗体サンドイッチアッセイを示す図である
。
【図７】ネズミオボアルブミン特異的ＩｇＧの一段階二重抗原抗体サンドイッチアッセイ
を示す図である。
【図８】核酸オリゴヌクレオチド検出アッセイを示す図である。
【図９】結合ＤＮＡフラグメントによる核酸ＤＮＡ検出アッセイを示す図である。
【図１０】βＨＣＧのサンドイッチアッセイを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００６４】
　本発明の水性の生理的液体又は化学的液体中の物質を検出する方法は、免疫ベースのＥ
ＬＩＳＡ技術又は他の免疫ベースの技術と簡便な迅速かつ信頼性のあるエバネッセント場
検出システムとを有利に組み合わせたものである。結果として、非常に万能であり、様々
な液体中の対象の物質の分析について特異的かつ正確であり、同時に例えばＥＬＩＳＡに
必要とされる多数の操作工程（例えば洗浄、ブロッキング等）が回避されるアッセイ方法
が得られる。さらに、有利には、本発明の方法では長いインキュベーション時間は必要と
されず、そのため定性的結果及び定量的結果が１０分以内に迅速に得られる。
【００６５】
　本発明を下記の実施例を参照して更に説明するが、本発明はこれらに限定されない。
【実施例】
【００６６】
　以下で、ＥＬＩＳＡシステムにおいて通常行われる免疫アッセイ及び生化学的結合アッ
セイをどのようにエバネッセントバイオセンサーアッセイへと転換するかを実証する。Ｅ
ＬＩＳＡ又はビーズベースの免疫測定法の生物学的要素及び反応物の適合は、種々のアッ
セイ及びアッセイフォーマットで達成され、正確、急速かつ定量的に分子を高感度で検出
及び測定することができる。
【００６７】
　免疫グロブリン等のタンパク質又はタンパク質の検出については、単純な一段階サンド
イッチアッセイフォーマットが可能である。最大で２回のピペット操作工程を含む非常に
単純な一段階アッセイ手順が、エンドユーザーにとって本質的に新しい。さらに、アッセ
イをポイントオブケア（ＰＯＣ）検査又はベッドサイド検査での使用に適合させるために
、主な態様は希釈物等の生体サンプルの任意の前処理工程を省き、血漿、血清、尿又は唾
液のサンプルを不希釈状態で使用することであった。現在、患者の血漿及び血清中のタン
パク質抗原及び免疫グロブリンを検出するために用いられるサンドイッチアッセイの大半
は二段階アッセイである。
【００６８】
　例として、タンパク質等の中間分子量から高分子量の分析物を分析及び定量化する抗体
サンドイッチアッセイへのエバネッセントバイオセンサー技術の使用を示す。他の例では
、二重抗原サンドイッチアッセイによる抗体の検出を実証する。抗体は、疾患を引き起こ
す抗原、アレルゲン、又は微生物等の感染因子に対するものである。驚くべきことに、ア
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ッセイは、３桁の濃度以上の広い抗体の濃度範囲にわたって高い感度及び有用性を示す一
段階アッセイとして働く。これにより、抗原特異的ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ及び
ＩｇＤ等の他の免疫グロブリンを単純な高速一段階アッセイにおいて高い感度、特異性で
、１ｍｌ当たり数十ナノグラムのＩｇＧから（ｆｏｒｍ）１ｍｌ当たり数百マイクログラ
ムのＩｇＧという広範囲の濃度にわたって検出する方法の性能が実証される。重要なこと
には、アッセイを任意の洗浄工程なしに行うことにより、試験を行うための仕事量が減少
する。付加的な利点は、高親和性抗体及び低親和性抗体を検出することができることであ
る。低親和性抗体の検出は、これらの抗体がＥＬＩＳＡ等の大抵の免疫アッセイ及び結合
アッセイの二次インキュベーション工程及び洗浄手順中に固定化抗原から洗い流される場
合があることから非常に重要である。これは例えば脂質、糖又は糖脂質の抗原、及び場合
によっては結合親和性が低い小ペプチドに対する免疫応答を測定する場合に診断的に非常
に適切である。依然として、これらの低親和性免疫応答は宿主防御において、又は初期免
疫応答に医学的興味が持たれる場合に重要である。糖及び糖誘導体に対する低親和性抗体
による非常に顕著な免疫応答は血液型Ａ抗原及びＢ抗原である。ＩｇＧ及びＩｇＭサブク
ラスの天然の抗体は糖類に対するものであり、洗浄工程によってこれらの低親和性抗体が
除去され、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにおいて偽陰性結果をもたらす場合がある。
【００６９】
　抗原及び抗体のサンドイッチアッセイは現在、心臓発作及び脳卒中の事象を診断するた
めの心臓タンパク質（トロポニン、ミオグロビン）及び脳タンパク質（Ｓ１００）等のタ
ンパク質の検出に用いられることが多い。更なる有用な診断用途は、生殖ホルモン検査（
βＨＣＧ、ＬＨ、ＦＳＨ等）、並びに一般的なタンパク質及びペプチドホルモン検査（Ｔ
ＳＨ、インスリン、サイトカイン、インターフェロン、ＰＣＴ、ＢＮＰ、ＡＮＰ等）であ
る。感染性疾患を診断する抗体試験は、ウイルス、細菌又は他の起源の実質的に全ての関
連感染性病原体（ＨＩＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、インフルエンザ、トキソプラズマ、アスペル
ギルス、プラスモジウム、ストレプトコッカス、大腸菌（E. coli）等）について市販さ
れている。診断において日常的に行われる他の既知の抗体試験は、全ＩｇＥ及び特異的な
ＩｇＥを定量的に検出するアレルギー関連診断アッセイ、並びに自己抗原に結合する自己
抗体を検出する自己免疫関連アッセイである。
【００７０】
　サンドイッチフォーマットが技術的に実現可能でない場合に低分子量化合物のｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ診断試験に一般に用いられ、小ペプチド及び場合によっては血漿中に高濃度で生
じるタンパク質についても用いられる第２のアッセイフォーマットは、競合的免疫アッセ
イフォーマットである。競合アッセイは低分子代謝産物及び薬物の検査、すなわち依存性
薬物（とりわけテトラヒドロカンナビノール、コカイン、アヘン剤、エクスタシー等のア
ンフェタミン、メタドン、ＬＳＤ及びベンゾジアゼピン）、ステロイドホルモン、ヒスタ
ミン又はトリプトファン等の代謝産物、及びビタミンの検査に適用される。このフォーマ
ットの更なる試験は抗生物質及び農薬の試験であり、これらの分析物についての食品及び
食品成分の検査が関連アッセイである。例えばバソプレッシン又はサブスタンスＰ等のペ
プチドホルモンも競合アッセイフォーマットで試験される。Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ
）のような一部の豊富な分析物については、正常ヒト血漿での高い濃度（ｍｇ／ｍｌ）が
サンドイッチフォーマットで確実に測定するには問題である。サンドイッチアッセイにお
ける分析物の高い濃度の問題及び高用量フック問題、すなわちプロゾーン効果を克服する
解決策は患者のサンプルの事前希釈である場合があり、又は別の解決策は分析物を競合ア
ッセイで測定することである。
【００７１】
　診断に関連する第３の大きな分析物の群は、核酸ＤＮＡ及びＲＮＡの検査である。これ
は、分子生物学的増幅技術（ＰＣＲ）を用いてＤＮＡ又はＲＮＡを増幅することによって
日常的に行われる。増幅工程なしに得られる天然の供給源に由来する増幅したＤＮＡ又は
ＲＮＡの検出は、エバネッセントバイオセンサーによって実証される。ここで、エバネッ
セントベースのバイオセンサーは、検出工程の前に導入される好適な核酸修飾によって標



(15) JP 2015-511706 A 2015.4.20

10

20

30

40

50

識された核酸の迅速かつ単純な検出を可能にする。基本原理は、分析対象の核酸を蛍光部
分で特異的に標識することである。これはその後エバネッセントバイオセンサーを用いて
検出及び定量化することができる。高感度かつ高度に特異的な核酸の検出は、ＥＬＩＳＡ
フォーマットと同様の単純な手法を用いて達成され、典型的には１０分又は更にそれ未満
で定量的結果をもたらす。ＤＮＡ及びＲＮＡの分子生物学的操作については、強力な変性
界面活性剤、カオトロピック剤又は熱等の変性条件が技術に使用されることが多く、核酸
の検出への酵素／基質の組合せの使用は問題がある。ここで、エバネッセントバイオセン
サーは不安定な酵素を検出標識として使用せず、代わりに熱及び他の変性条件に安定な化
学的蛍光体に頼るため、大抵の分子生物学的方法と適合する技術である。これにより、熱
及び化学的に不安定な酵素を用いたＥＬＩＳＡフォーマットでは不可能であった、ＤＮＡ
の高感度検出を低ピコモル濃度で５分～１０分以内に可能にする新たなアッセイフォーマ
ット及び分子生物学への適用が可能となる。この高感度かつ高速の核酸検出は酵素増幅に
基づく増幅がなくとも行うことができ、病原体の同定及び定量化の有用な診断ツールをも
たらす。アッセイの更に別の可能性は、固定化ＤＮＡを蛍光体で標識されたＤＮＡ結合タ
ンパク質で精査するＤＮＡタンパク質結合アッセイ、例えばプロモーター免疫アッセイで
ある。要約すると、全てのＥＬＩＳＡアッセイをエバネッセントバイオセンサーアッセイ
へと転換することができる。
【００７２】
実施例１：アビジン／ビオチン－ＡＰＣアッセイ
　エバネッセントバイオセンサーシステムを用いる単純結合アッセイを、アビジンでコー
ティングした表面と様々な量のビオチン化アロフィコシアニン（ｂｉｏ－ＡＰＣ）とを反
応させることによって行う。エバネッセントバイオセンサーチップを、ニュートラアビジ
ンのＰＢＳ溶液でコーティングした。コーティングは、ニュートラアビジン原液をＰＢＳ
で１０μｇ／ｍｌ溶液へと希釈し、この溶液３０μｌを各ウェルに添加し、室温で２時間
インキュベートすることによって行う。コーティング溶液を除去し、ウェルをＰＢＳで３
回洗浄し、最後に５０μｌのブロッキング溶液でウェルを満たす。ブロッキング溶液は１
％ＢＳＡのＰＢＳ溶液であり、０．２５％Ｔｗｅｅｎ２０を含有する。ブロッキングは室
温でおよそ１時間行い、ブロッキング溶液を除去し、測定対象のサンプル溶液を添加する
ことによって終了する。試験対象のサンプルは１％ＢＳＡ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０及
び０．０４％Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｂｌａｃｋ　ＢＮを添加したＰＢＳバッファー中で様
々な濃度のｂｉｏ－ＡＰＣとした。各々のウェルを或る特定の濃度のｂｉｏ－ＡＰＣと反
応させる。
【００７３】
　エバネッセントバイオセンサー機器及び特許文献１、特許文献２、特許文献３に記載の
デバイスを用いて、蛍光を１０分間にわたってリアルタイムで測定する。測定される光子
の増加は整数で与えられ、或る特定のウェルについて反応の最初の１０分以内にカウント
される光子の増加である。１つのウェルで測定される光子の増加は、測定単位カウント毎
秒（又は「ｃｐｓ」と省略される）による「デルタカウント」（ｄｃ）としての０秒時点
から６００秒時点までの光子の変化として与えられる。或る特定のウェルから（ｆｏｒｍ
）放出される光子は、生化学反応中に各測定が１秒間という時間間隔で測定されるが、測
定点当たり１０ミリ秒～（ｏｒ）２０秒の任意の値を使用してもよい。測定された光子を
グラフのＹ軸にＸ軸の時間に対してプロットし、この手順を各ウェルについて個別に行う
。次いで、線形回帰曲線をリーダー機器のソフトウェアによって生成し、１０分間の観察
時間当たりの光子の平均増加を自動的に算出する。１５３２カウント毎秒（ｃｐｓ、１秒
間に測定される光子）のｄｃは、この特定のウェルについて測定される光子数が１０分間
の測定で１５３２ｃｐｓ増加することを意味する。
【００７４】
　ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃｐｓ）はサンプル中の分析物の量の尺度である。
図２に示す結果は、Ｘ軸に試験に使用するビオチンＡＰＣの濃度（μｇ／ｍｌ）、Ｙ軸に
測定の最初の１０分での光子の増加である対応するｄｃをプロットすることによって得ら
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れる。試験に使用するｂｉｏ－ＡＰＣの量と、エバネッセントバイオセンサーを用いて観
察されるシグナルとの間に線形に近い関係が観察される。ｂｉｏ－ＡＰＣの検出限界は１
０ｎｇ／ｍｌ未満である。
【００７５】
実施例２：アビジン／ビオチン－ＡＰＣ競合アッセイ
　エバネッセントバイオセンサーシステムを用いてビオチンを決定する単純アッセイを、
初めに実施例１に記載のように準備したアビジンでコーティングしたバイオセンサー表面
と、１％ＢＳＡ、ＰＢＳ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０のバッファー中の様々な量でビオチ
ンを含有する溶液との室温で１時間の反応によって行う。その後、ウェルをＰＢＳで３回
洗浄することによってビオチン溶液を除去する。続いて、遊離ビオチン結合部位をｂｉｏ
－ＡＰＣによって検出する。
【００７６】
　ここで、経時的な光子カウントの増加ｄｃ（ｃｐｓ）はサンプル中の遊離ビオチンの量
の尺度である。図３に示す結果は、Ｘ軸に試験に使用する遊離ビオチンの濃度（ｎｍｏｌ
／ｍｌ）、Ｙ軸に測定の最初の１０分での対応する累積光子カウントの増加をプロットす
ることによって得られる。
【００７７】
　遊離ビオチン量の増加が用量依存的にシグナルの低下をもたらす典型的な競合曲線が観
察される。このアッセイを用いて、検出可能な最低濃度である１ｍｌ当たり５０ｐｍｏｌ
のビオチンから始めて遊離ビオチンを検出することができる。アッセイは、ビオチン溶液
とｂｉｏ－ＡＰＣとをウェルの外で混合し、得られる混合物をアビジンバイオセンサーチ
ップを用いて分析することによって一段階アッセイとして行うこともできる。競合アッセ
イはステロイド、抗生物質、依存性薬物、医薬品、代謝産物又はビタミン等の化学的及び
生化学的な小分子の測定に有用である。ビタミンＨとしても知られるビオチンの測定は多
くの様々な可能性の一例である。
【００７８】
実施例３：ｒＡＳＰ　ｆ１特異的ＩｇＥアッセイ
　ｒＡｓｐ　ｆ１に特異的なヒトＩｇＥを測定する課題は、以下の実験的設計によって解
決される。ｒＡｓｐ　ｆ１はアスペルギルス・フミガーツス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　
ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）の関連主要アレルゲンの１つであり、記載される何千ものアレルゲ
ンの１つである。バイオセンサーチップを、実施例１に記載の方法に従ってＰＢＳ中１０
μｇ／ｍｌの組み換えｒＡｓｐｆ１でコーティングする。ｒＡｓｐ　ｆ１を大腸菌で発現
させ、標準クロマトグラフ法を用いて精製する。ｒＡｓｐｆ１に対する血清中のヒトＩｇ
Ｅ抗体の測定については、４容量部のヒト血清を１部の５倍濃縮反応混合物と混合する。
５倍濃縮混合物は５ｍｇ／ｍｌのウシＩｇＧ、５％ＢＳＡ、０．２％Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ
　Ｂｌａｃｋ　ＢＮ、０．５％ポリビニルピロリドン（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ－ｐｙｒｒｏ
ｌｉｄｏｎ）Ｋ７０、１％スクロース、０．２５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１２５％アスコ
ルビン酸、ＰＢＳ中の１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、及びＡＰＣ蛍光体で共有結
合標識された５０μｇ／ｍｌのマウス抗ヒトＩｇＥモノクローナル抗体を含有する。２０
μｌの混合物をｒＡｓｐ　ｆ１でコーティングしたバイオセンサーウェルにピペットで移
し、即座にエバネッセントバイオセンサー機器で測定する。
【００７９】
　ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃｐｓ）はヒト血清サンプル中に存在する抗ｒＡｓ
ｐ　ｆ１特異的ＩｇＥの量の尺度である。図４に示す結果は、Ｘ軸にＣＡＰ単位ｋＵ／Ｌ
で与えられる種々の血清サンプル中に存在する異なる既知の濃度の抗ｒＡｓｐｆ１特異的
ヒトＩｇＥ、Ｙ軸に測定の最初の１０分での対応する光子の増加をプロットすることによ
って得られる。血清サンプル中のｒＡｓｐ　ｆ１特異的ＩｇＥの量と、バイオセンサーシ
ステムを用いたシグナルｄｃ（ｃｐｓ）との間に線形関係が観察される。Ｐｈａｄｉａの
ｒＡｓｐ　ｆ１試験及びエバネッセントバイオセンサーシステムによって求めたＣＡＰ単
位間の相関は０．９８であり、ｄｃは１ＫＵ／ＬのＩｇＥ当たり１７３８ｃｐｓである。
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エバネッセントバイオセンサー試験の検出限界は１ｋＵ／Ｌ未満である。エバネッセント
バイオセンサーは、洗浄を行わない僅か２回のピペット操作工程での全ヒト血清中のアレ
ルゲン特異的ＩｇＥの１０分間の単純な一段階測定を可能にする。
【００８０】
　示した例は、何千もの異なる抗原又はアレルゲンから選ぶことができる、コーティング
する抗原を変化させることによって行うことができる多くの試験のうちの１つである。さ
らに、このフォーマットを用いて、他のサブクラスの他の免疫グロブリン、例えばアイソ
タイプＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ又はＩｇＭの免疫グロブリン及びその対応するサブタイプ
を検出することもできる。
【００８１】
実施例４：全ＩｇＥアッセイ
　血清中の全ＩｇＥの濃度の測定は、日常的な臨床診断でよく必要とされる別の試験であ
る。ＩｇＥをエバネッセントバイオセンサーシステムで測定するには、試験設計は一段階
サンドイッチアッセイとする。バイオセンサーチップを１０μｇ／ｍｌの抗ヒトＩｇＥモ
ノクローナル抗体クローン７．３でコーティングし、ヒトＩｇＥ検出ミックスを上記のよ
うに調製する。この実験では、ミックスは１．５ｍｇ／ｍｌのウシＩｇＧ、３％ＢＳＡ、
０．１２％Ｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌａｃｋ　ＢＮ、０．１５％ポリビニルピロリドン（ｐ
ｏｌｙｖｉｎｙｌ－ｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎ）Ｋ７０、０．３％スクロース、０．１５％Ｔ
ｗｅｅｎ２０、０．１２５％アスコルビン酸、ＰＢＳ中の１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７
．４）、及びＡＰＣで共有結合標識された３０μｇ／ｍｌのマウス抗ヒトＩｇＥモノクロ
ーナル抗体を含む３倍濃縮ミックスとして調製する。種々の量のＩｇＥを含有するヒト血
清を、１部のヒト血清と１９部のＰＢＳとを混合することによってＰＢＳで希釈する。こ
の混合物２０μｌと３倍濃縮検出ミックス１０μｌとを混合し、得られる溶液２０μｌを
コーティングバイオセンサーウェルにピペットで移し、バイオセンサーをエバネッセント
バイオセンサー機器で直接測定する。結果を図５に示す。
【００８２】
　ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃｐｓ）はヒト血清サンプル中に存在する全ＩｇＥ
の量の尺度である。図５に示す結果は、Ｘ軸にＣＡＰ単位ｋＵ／Ｌで与えられる種々の血
清サンプル中に存在する異なる濃度の全ヒトＩｇＥ、Ｙ軸に測定の最初の１０分での対応
する光子の増加をプロットすることによって得られる。血清サンプル中のＩｇＥと、バイ
オセンサーシステムを用いたシグナルｄｃ（ｃｐｓ）との間に線形関係が観察される。Ｐ
ｈａｄｉａの全ＩｇＥ測定及びエバネッセントバイオセンサーシステムによって求めたＣ
ＡＰ単位間の相関は０．８９である。エバネッセントバイオセンサーは、僅か２回のピペ
ット操作工程で洗浄工程なしに全ヒト血清中の全ＩｇＥの１０分間の単純な一段階測定を
可能にする。この方法により、他のサブタイプの免疫グロブリンの検出も同様に可能であ
る。
【００８３】
実施例５：トキソプラズマ抗体アッセイ
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断で行われる一般的な試験は、患者が病原体に感染しているか否か
を、患者の血清又は血漿を病原体と反応する抗体について試験することによって検出する
ことである。病原体は細菌、ウイルス、酵母、寄生生物又は任意の他の微生物病原体であ
り得る。陽性抗微生物抗体試験は多くの場合、既存の感染又は以前の感染の指標となる。
これは、全てのドナーをＨＩＶ、ＨＢＶ及びＨＣＶについての抗体試験によって血清学的
にスクリーニングする血液バンクにおいて日常的に行われる。更なる日常的なスクリーニ
ング試験は、血清試験によって検出される４つの個別の病原体による病原体のＴｏＲＣＨ
パネルである。これらの病原体はトキソプラズマ、風疹、ＣＭＶ及びＨＳＶである。
【００８４】
　トキソプラズマ抗体試験は、二重抗原抗体アッセイのような非常に単純かつ迅速な一段
階アッセイにおいてエバネッセントバイオセンサーによって行うことができる。二重抗原
抗体アッセイでは、病原体と反応する免疫グロブリンを検出する。アッセイはサブクラス
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に特異的でないが、代わりに全ての二官能性免疫グロブリンが陽性反応を生じる。このア
ッセイフォーマットの利点は、免疫サブクラスに関わらず病原体に対する全ての免疫グロ
ブリンを検出することができることであり、これによりこの設定がスクリーニング試験と
して適するものとなる。感染の初期では主要な免疫応答はＩｇＭサブタイプの抗体であり
、感染の後期にのみＩｇＧ応答が生じ、免疫グロブリンアイソタイプスペクトルの中心と
なる。二重抗原アッセイはＩｇＧ応答及びＩｇＭ応答の同時検出を可能にし、高い診断感
度を有する。さらに、エバネッセントバイオセンサーアッセイはアッセイ手順に洗浄工程
を含まず、不希釈血清を使用するため、ＥＬＩＳＡでの検出が困難な低い親和性しか有し
ない抗体を含む抗体を検出することができる。低親和性抗体は、ＥＬＩＳＡ手順では洗浄
工程及び通常のインキュベーション期間、例えば二次抗体酵素コンジュゲートとのインキ
ュベーション期間の間に洗い流される。低親和性抗体の例は感染の極めて初期の抗体、又
は糖類等の低分子量の小抗原、並びに細菌及び他の病原体の脂質抗原に対する抗体であり
、抗体はその低親和性のために、従来のＥＬＩＳＡ法を用いる場合に感染した動物及びヒ
トの血清における検出が困難な場合がある。バイオセンサー技術を有利に用いることがで
きる他の糖抗原は、血液型Ａ抗原及びＢ抗原並びにこれらの血液型抗原に対する低親和性
抗体である。
【００８５】
　トキソプラズマ抗原を組織培養上清から粒状物質として調製し、標準手順に従って精製
する。この抗原の１アリコートを、基本的にアビジンについて記載されるように吸収によ
ってバイオセンサーチップにコーティングする。別のアリコートをＡＰＣで蛍光標識する
。一段階二重抗原試験を２０μｌの抗トキソプラズマＩｇＧ標準と、Ｔｒｉｓ緩衝１％カ
ゼイン、２％ＢＳＡ、本質的に中性ｐＨの０．３％Ｔｗｅｅｎ２０からなり、６０μｇ／
ｍｌのトキソプラズマ抗原ＡＰＣコンジュゲートを含有する３倍濃縮反応ミックス１０μ
ｌとを混合することによって行う。混合の直後に、得られる溶液２０μｌをトキソプラズ
マ抗原でコーティングしたバイオセンサーウェルに移し、バイオセンサーデバイスを即座
にエバネッセントバイオセンサー機器で測定する。ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃ
ｐｓ）は抗トキソプラズマ特異的な免疫グロブリンの量の尺度である。
【００８６】
　Ｘ軸にＩＵ／ｍＬで与えられる種々の異なる濃度の抗トキソプラズマ（ａｎｔｉ－Ｔｏ
ｘｐｌａｓｍｏｓｅ）標準、Ｙ軸に測定の最初の１０分での対応する光子の増加をプロッ
トすることによる結果を図６に示す。試験したサンプル中の抗トキソプラズマ（ａｎｔｉ
－Ｔｏｘｐｌａｓｍｏｓｅ）標準の量と、エバネッセントバイオセンサーシグナルとの関
係が観察される。曲線適合後の標準中の所与の単位に対するシグナルの相関は０．９８で
あり、検出限界は標準調製物１０ＩＵ／ｍＬ未満であり、アッセイはＥＬＩＳＡと同等又
はより良好な性能を有する。
【００８７】
実施例６：オボアルブミン抗体アッセイ
　アレルギー研究では、マウスを微量のオボアルブミンで免疫化し、抗オボアルブミンＩ
ｇＥ応答をｉｎ　ｖｉｖｏで生成する。オボアルブミン免疫化は実験動物でも強い抗オボ
アルブミンＩｇＧ応答をもたらし、これを測定することができる。免疫化マウスのＩｇＧ
画分は精製プロテインＧであり、抗オボアルブミンＩｇＧ濃度をＥＬＩＳＡによって決定
した。このマウスＩｇＧ抗オボアルブミン調製物を、続いて一段階エバネッセントバイオ
センサーアッセイで試験した。
【００８８】
　アッセイフォーマットは二重抗原サンドイッチ抗体アッセイであり、１０μｇ／ｍｌの
オボアルブミンのＰＢＳ溶液をウェル内で一晩インキュベートすることによってオボアル
ブミンをセンサー表面に固定化し、続いて実施例１に記載のように洗浄工程及びブロッキ
ング工程を行うことで行った。検出のために、規定量の抗オボアルブミンマウスＩｇＧを
含有する溶液２０μｌを、３％ＢＳＡ、０．１２％Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｂｌａｃｋ　Ｂ
Ｎ、０．３％ポリビニルピロリドン（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ－ｐｙｒｏｌｉｄｏｎ）Ｋ９０
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、０．１５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．０７５％アスコルビン酸、６ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ
７．４）、２ｍＭ　ＰＯ４（ｐＨ７．４）及び３０ｍＭ　ＮａＣｌのバッファー中６０μ
ｇ／ｍｌのＡＰＣで標識したオボアルブミンを含有する溶液１０μｌと混合した。この混
合物２０μｌを、オボアルブミンでコーティングしたバイオセンサーチップ及びバイオセ
ンサーリーダーで余計に遅らせることなく即座に分析した。
【００８９】
　ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃｐｓ）は元のサンプル中のマウス抗オボアルブミ
ンＩｇＧの量の尺度である。図７に示す結果は、Ｘ軸に単位μｇ／ｍｌで与えられる異な
る濃度の抗オボアルブミンＩｇＧ、Ｙ軸に測定の最初の１０分での対応する光子の増加を
プロットすることによって得られる。１ｍｌ当たり３０ｎｇから１ｍｌ当たり１０μｇの
ＩｇＧという範囲での試験における抗オボアルブミンＩｇＧ量の関係が観察される。３０
μｇ／ｍｌを超える抗原特異的ＩｇＧという生理学的に不適切な濃度でのＩｇＧ量の増加
は、測定シグナルの低下をもたらす。期待される形である線形性を下回る。これは、測定
シグナルを低下させる高用量フック（プロゾーン）効果に起因する。それにもかかわらず
、１ｍｌ（ｍｉｌｌｉｔｅｒ）当たり３０ｎｇから１ｍｌ当たり１００μｇのＩｇＧまで
の全てのサンプルが陽性シグナルを生じる。これにより、一段階二重抗原サンドイッチ抗
体アッセイの病原体検出におけるＩｇＧ及び他の免疫グロブリンを検出する診断ツールと
しての使用が実証される。サンドイッチ抗原アッセイを用いて病原体抗原、例えばＨＩＶ
　ｐ２４又はＨＢＶ　Ｓ抗原又はＨＢＳ　ｃ抗原又はマラリア抗原の検出を行うことが可
能であることも明らかである。
【００９０】
実施例７：核酸オリゴヌクレオチド検出アッセイ
　ＤＮＡ又はＲＮＡ等の核酸の検出は診断及びＲ＆Ｄの別の共通の課題である。ＤＮＡの
単純アッセイを、実施例１に記載のようにエバネッセントバイオセンサーチップをアビジ
ンでコーティングすることによって行う。コーティング及びブロッキングの後、チップを
ＰＢＳで３回、１％スクロース溶液で３回洗浄した後、バイオセンサーデバイスを乾いた
ペーパータオル上でタッピングして全ての液体を除去した。得られるチップを常温で２時
間放置して乾燥させた。この洗浄手順によって準備したバイオセンサーは、非乾燥フォー
マットのバイオセンサーチップと同一の性能を有する。試験のために、４倍濃縮ＳＳＣ、
０．１％ＳＤＳ及び０．０４％Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｂｌａｃｋ　ＢＮからなるバッファ
ー中の４０ｐｍｏｌ／ｍｌの３’ビオチン化オリゴヌクレオチド５’－ＡＣＴ　ＧＧＣ　
ＧＡＡ　ＣＴＡ　ＣＴＴ　ＡＣＴ　ＣＴ－３’－ＢＩＯを含有する溶液と、様々な量の相
補的な５’Ｃｙ５標識相補的分析物オリゴヌクレオチドＣｙ５－５’－ＡＧＡ　ＧＴＡ　
ＡＧＴ　ＡＧＴ　ＴＣＧ　ＣＣＡ　ＧＴ－３’とを室温で混合し、混合後即座に２０μｌ
の混合物をアビジンコーティングウェルに添加することによって分析し、エバネッセント
リーダー機器で５分間読み取った。Ｃｙ５標識オリゴヌクレオチド濃度は０ｐｍｏｌ／ｍ
ｌ～１０００ｐｍｏｌ／ｍｌの範囲にわたって変化させた。
【００９１】
　ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃｐｓ）はＣｙ５標識オリゴヌクレオチドの量の尺
度である。図８に示す結果は、Ｘ軸に異なる濃度（ｐｍｏｌ／ｍｌ）のＣｙ５オリゴヌク
レオチド、Ｙ軸に試験におけるＣｙ５オリゴ濃度に対する分析物Ｃｙ５オリゴヌクレオチ
ドの量を１ｍｌ当たり０ｐｍｏｌから１００ｐｍｏｌまで増加させることによる測定の最
初の５分での光子の用量依存的な増加をプロットすることによって得られる。分析感度は
、５分間のアッセイにおけるＤＮＡの定量的検出について０．１ｐｍｏｌ／ｍｌ未満であ
る。
【００９２】
実施例８：結合ＤＮＡフラグメントによる核酸ＤＮＡ検出アッセイ
　ＤＮＡ又はＲＮＡ等の核酸を検出する別のアッセイフォーマットは、オリゴヌクレオチ
ドをセンサー表面に固定化し、可溶性の相補的Ｃｙ５標識ＤＮＡフラグメントをハイブリ
ダイズさせ、反応をエバネッセントバイオセンサーで時間分解的に観察することによるも
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のである。ＤＮＡの単純アッセイを、実施例１又は実施例７に記載のようにエバネッセン
トバイオセンサーチップをアビジンでコーティングすることによって行う。ブロッキング
工程の後、バイオセンサーを４倍濃縮ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ及び０．０４％Ｂｒｉｌｌ
ｉａｎｔ　Ｂｌａｃｋ　ＢＮからなるバッファー中の４０ｐｍｏｌ／ｍｌの３’ビオチン
化オリゴヌクレオチド５’－ＡＣＴ　ＧＧＣ　ＧＡＡ　ＣＴＡ　ＣＴＴ　ＡＣＴ　ＣＴ－
３’－ＢＩＯを含有する溶液と室温で２時間インキュベートする。過剰な非反応ビオチン
化オリゴヌクレオチドを、試験前に複数回の洗浄によって洗い流す。
【００９３】
　試験のために、様々な量の５’Ｃｙ５標識分析物オリゴヌクレオチドＣｙ５－５’－Ａ
ＧＡ　ＧＴＡ　ＡＧＴ　ＡＧＴ　ＴＣＧ　ＣＣＡ　ＧＴ－３’を、４倍濃縮ＳＳＣ、０．
１％ＳＤＳ及び０．０４％Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｂｌａｃｋ　ＢＮからなるバッファー中
で調製した。この溶液２０μｌをエバネッセントバイオセンサーウェルに添加し、即座に
エバネッセントリーダー機器で５分間読み取った。Ｃｙ５標識オリゴヌクレオチド濃度は
０ｐｍｏｌ／ｍｌ～１００ｐｍｏｌ／ｍｌの範囲にわたって変化させた。
【００９４】
　ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃｐｓ）はＣｙ５標識オリゴヌクレオチドの量の尺
度である。図９に示す結果は、Ｘ軸に異なる濃度（ｐｍｏｌ／ｍｌ）のＣｙ５オリゴヌク
レオチド、Ｙ軸に測定の最初の５分での対応する光子の増加をプロットすることによって
得られる。１ｍｌ当たり０．２ｐｍｏｌから（ｆｏｒｍ）１００ｐｍｏｌまでの試験にお
けるＣｙ５オリゴの関係が観察される。分析感度は、定量的に５分間のアッセイにおける
ＤＮＡの検出について０．３ｐｍｏｌ／ｍｌ以下である。
【００９５】
実施例９：βＨＣＧを検出するサンドイッチアッセイ
　別の一般的なアッセイフォーマットは、タンパク質分子の検出のためのサンドイッチア
ッセイである。サンドイッチアッセイの典型例は、妊娠ホルモンであるヒトβ絨毛性ゴナ
ドトロピンの試験である。試験は、１０μｇ／ｍｌの抗βＨＣＧモノクローナル抗体Ｍｅ
ｄｉｘ　５０１６のＰＢＳ溶液を一晩インキュベートし、続いて実施例１に概説するよう
に洗浄工程及びブロッキング工程を行うことによって、βＨＣＧに対する抗体をエバネッ
セントバイオセンサー表面に固定化することで行う。検出のために、規定量のβＨＣＧ、
Ｓｉｇｍａ　Ｃ０４３４を含有する溶液２０μｌを、３ｍｇ／ｍｌのウシＩｇＧ、３％Ｂ
ＳＡ、０．１２％Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｂｌａｃｋ　ＢＮ、０．３％ポリビニルピロリド
ン（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ－ｐｙｒｏｌｉｄｏｎ）Ｋ９０、０．６％スクロース、０．１５
％Ｔｗｅｅｎ２０、０．０７５％アスコルビン酸、６ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、
２ｍＭ　ＰＯ４（ｐＨ７．４）及び３０ｍＭ　ＮａＣｌのバッファー中３０μｇ／ｍｌの
ＡＰＣで共有結合標識したβＨＣＧに対する別のモノクローナル抗体Ｍｅｄｉｘ　５５０
１を含有する溶液１０μｌと混合した。この混合物２０μｌを、バイオセンサーリーダー
を用いてコーティングした乾燥バイオセンサーチップで余計に遅らせることなく即座に分
析した。
【００９６】
　ここで、経時的な光子の増加ｄｃ（ｃｐｓ）はサンプル中のβＨＣＧの量の尺度である
。図１０に示す結果は、Ｘ軸に１ｌ当たりの国際単位で与えられる異なる濃度のβＨＣＧ
、Ｙ軸に測定の最初の１０分での対応する光子の増加をプロットすることによって得られ
る。１０Ｕ／Ｌ～３００００Ｕ／Ｌの範囲の試験におけるＨＣＧの希釈量の線形関係が観
察される。分析物量の増加は、期待される形である線形性を下回る測定シグナルの低下を
もたらす。これは、測定シグナルを低下させる高用量フック効果、すなわちプロゾーン効
果に起因する。それにもかかわらず、５Ｕ／Ｌ～３００００Ｕ／ＬのβＨＣＧの全てのサ
ンプルが定量的に測定され、観察される曲線は免疫アッセイの理論に応じてＳ字形である
。これにより、サンドイッチアッセイにおいて生化学的分析物を高感度かつ高特異性でＥ
ＬＩＳＡ、ビーズ技術、又は他の免疫アッセイフォーマット若しくは結合アッセイフォー
マット等の他の一般に用いられる免疫測定法と同等の品質で測定するエバネッセントバイ
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