
(57)【要約】
　本発明は、第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を認識する結合対の特異的
な結合反応の媒体として使用するための水溶液であって、 a)pHを制御するためのバッファ
ーと ;b)-一般式 I:R1 -[[CR2 R3 ]p -O]q -R

4 (式中、 R1は水素またはヒドロキシ基であり、 R2は
それぞれのユニットで独立して水素またはヒドロキシ基であり、 R3は水素、メチル基、エ
チル基であり、 R4は水素またはアルキル基であり、 pは 2から 10の整数であり、 qは 1から 10
0の整数であり、但し、この化合物は少なくとも 2つのヒドロキシ基を有する )で規定され
る化合物 ;ポリオール ;糖からなる群から選択される化合物 Aと ;c)非イオン性界面活性剤と
を含む溶液に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 認 識 す る 結 合 対 の 特 異 的 な 結 合 反 応 の
媒 体 と し て 使 用 す る た め の 水 溶 液 で あ っ て 、
　 a)pHを 制 御 す る た め の バ ッ フ ァ ー ;
　 b)一 般 式 I:R 1 -[[CR 2 R 3 ] p -O] q -R

4 (式 中 、 R 1 は 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ 基 で あ り 、 R 2 は そ れ
ぞ れ の ユ ニ ッ ト で 独 立 し て 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ 基 で あ り 、 R 3 は 水 素 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル
基 で あ り 、 R 4 は 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、 pは 2か ら 10の 整 数 で あ り 、 qは 1か ら 100の
整 数 で あ り 、 但 し 、 こ の 化 合 物 は 少 な く と も 2つ の ヒ ド ロ キ シ 基 を 有 す る )で 規 定 さ れ る 化
合 物 ;
　 ポ リ オ ー ル ;
　 糖 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 Ａ ;及 び
　 c)非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 ：
を 含 む 溶 液 。
【 請 求 項 ２ 】
非 特 異 的 な 抗 体 結 合 を 免 疫 学 的 に ブ ロ ッ ク す る の に 有 効 な 量 の タ ン パ ク 質 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 １ に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ３ 】
タ ン パ ク 質 が 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 カ ゼ イ ン 、 ウ シ 胎 仔 血 清 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ４ 】
タ ン パ ク 質 の 濃 度 が 、 0.1か ら 2％ (w/v)の 範 囲 、 好 ま し く は 0.5か ら 1.5％ (w/v)の 範 囲 で あ
る 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ５ 】
溶 液 が NaCl、 KCl、 NH 4 Clか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 塩 を 含 む 、 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い
ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ６ 】
溶 液 が 100mMか ら 1.5M、 好 ま し く は 200mMか ら 1M、 よ り 好 ま し く は 200mMか ら 800mM、 さ ら に
好 ま し く は 200mMか ら 600mM、 最 も 好 ま し く は 250mMか ら 500mMの イ オ ン 強 度 を 有 す る 、 請 求
項 １ か ら ５ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ７ 】
バ ッ フ ァ ー が 、 Tris(ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )-ア ミ ノ メ タ ン 、 Pipes(ピ ペ ラ ジ ン -1,4-
ビ ス -2-エ タ ン ス ル ホ ン 酸 )、 Mes(4-モ ル ホ リ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 )、 Hepes(4-(2-ヒ ド ロ キ
シ エ チ ル )-1-ピ ペ ラ ジ ン -エ タ ン ス ル ホ ン 酸 )、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ８ 】
化 合 物 Ａ が 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 単 糖 類 、 二 糖 類 、 三 糖 類 、 サ ッ カ
ロ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ポ リ オ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び こ れ ら の 混 合 物
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ９ 】
化 合 物 Ａ の 濃 度 が 、 0.5か ら 25％ (v/v)の 範 囲 、 好 ま し く は 2.0か ら 20％ (v/v)の 範 囲 、 よ り
好 ま し く は 2か ら 15％ (v/v)の 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は 2.0か ら 10％ (v/v)の 範 囲 、 さ ら に よ
り 好 ま し く は 2.0か ら 7.0％ (v/v)の 範 囲 、 最 も 好 ま し く は 5％ (v/v)前 後 で あ る 、 請 求 項 １
か ら ８ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ０ 】
非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 、
　 a)置 換 基 R 1 お よ び R 2 を 有 す る 置 換 フ ェ ニ ル 残 基 (R 1 -Ph-R 2 )(式 中 、 R 1 は C 1 ～ C 9 の ア ル キ
ル 基 で あ り 、 R 2 は -O-[CH 2 -CH 2 -O] a -H基 で あ り 、 式 中 、 「 a」 は 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 式
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中 、 R 2 は 、 R 1 に 対 し て パ ラ 、 メ タ 、 ま た は オ ル ト 位 に 位 置 す る )、
　 b)
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 (式 中 、 n、 x、 yお よ び zは 共 に 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 Rは 脂 肪 酸 残 基 で あ る )
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 一 般 式 の 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か に 記 載 の 水
溶 液 。
【 請 求 項 １ １ 】
非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 、 ド デ シ ル ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ) m (式 中 、 mは 5か ら
40の 整 数 で あ る );1-O-n-オ ク チ ル -β -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド (n-オ ク チ ル グ ル コ シ ド );ア ル
キ ル フ ェ ノ ー ル ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ) m (式 中 、 mは 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 m=
11(Nonidet P40(登 録 商 標 ))で あ る こ と が 好 ま し い );1-O-n-ド デ シ ル -β -D-グ ル コ ピ ラ ノ
シ ル (1-4)ア ル フ ァ -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド ;ド デ シ ル ポ リ -(エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ) m (
式 中 、 mは 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 m=23(Brij35(登 録 商 標 ))で あ る こ と が 好 ま し い );好 ま し
く は ポ リ (オ キ シ エ チ レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト (Tween(登 録 商 標 )80)、 ポ リ (
オ キ シ エ チ レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト (Tween(登 録 商 標 )20)、 ポ リ (オ キ シ エ チ
レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ パ ル ミ テ ー ト (Tween(登 録 商 標 )40)、 ポ リ (オ キ シ エ チ レ ン )(20
)-ソ ル ビ タ ン モ ノ ス テ ア レ ー ト か ら 選 択 さ れ る ポ リ (オ キ シ エ チ レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ
ノ 脂 肪 酸 エ ス テ ル ;オ ク チ ル フ ェ ノ ー ル ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ) m （ 式 中 、 mは 5
か ら 40の 整 数 で あ り 、 好 ま し く は m=10(Triton(登 録 商 標 ) X-100)で あ る ） か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ２ 】
非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 濃 度 が 、 0.1か ら 1.0％ (v/v)の 範 囲 、 好 ま し く は 0.15か ら 1.0％ (v
/v)の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 0.2か ら 1.0％ (v/v)の 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は 0.2か ら 0.8％ (v
/v)の 範 囲 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 0.25か ら 0.6％ (v/v)の 範 囲 、 最 も 好 ま し く は 約 0.25％ (
v/v)で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ３ 】
非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 化 合 物 Ａ に 対 す る 比 率 が 、 1:15か ら 1:25、 好 ま し く は 1:20前 後 で
あ る 、 請 求 項 １ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ４ 】
溶 液 が ジ チ オ ス レ イ ト ー ル を 含 ま な い 、 請 求 項 １ か ら １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ５ 】
pHが 5.6か ら 9.6の 範 囲 、 好 ま し く は 6.0か ら 9.0の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 6.5か ら 8.0の 範 囲
、 最 も 好 ま し く は 6.8か ら 7.4の 範 囲 に 調 整 さ れ て い る 、 請 求 項 １ か ら １ ４ の い ず れ か に 記
載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ６ 】
非 特 異 結 合 、 交 差 反 応 性 、 お よ び マ ト リ ッ ク ス の か く 乱 効 果 を 低 減 す る 能 力 を 有 す る 、 請
求 項 １ か ら １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ７ 】
K D 値 が 10 - 7 Mを 超 え な い 低 親 和 性 結 合 を 防 止 す る 能 力 を 有 す る 、 請 求 項 １ か ら １ ６ の い ず
れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
K D 値 が 10 - 7 Mを 超 え な い 低 親 和 性 結 合 を 防 止 し 、 K D 値 が 10 - 7 Mと 10 - 8 Mの 間 の 範 囲 の 中 程 度
の 親 和 性 結 合 を 少 な く と も 90％ 減 少 さ せ る 能 力 を 有 す る 、 請 求 項 １ か ら １ ７ の い ず れ か に
記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 １ ９ 】
K D 値 が 10 - 7 Mを 超 え な い 低 親 和 性 結 合 を 防 止 し 、 K D 値 が 10 - 7 と 10 - 9 の 間 の 範 囲 の 中 程 度 の
親 和 性 結 合 を 少 な く と も 90％ 減 少 さ せ る 能 力 を 有 す る 、 請 求 項 １ か ら １ ８ の い ず れ か に 記
載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
抗 体 の 結 合 活 性 (親 和 性 )、 好 ま し く は 固 定 化 抗 体 の 結 合 活 性 (親 和 性 )を 増 大 さ せ る 能 力 を
有 す る 、 請 求 項 １ か ら １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 水 溶 液 。
【 請 求 項 ２ １ 】
好 ま し く は 2か ら 10倍 の 濃 縮 物 、 よ り 好 ま し く は 3か ら 5倍 の 濃 縮 物 で あ る 、 請 求 項 １ か ら
２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 水 溶 液 の 濃 縮 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
第 １ の 結 合 要 素 が 、 こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 結 合 対 の
結 合 反 応 の た め の 媒 体 と し て の 、 請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 水 溶 液 の 使 用
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
抗 体 -抗 原 結 合 反 応 の た め の 媒 体 と し て の 、 請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 水
溶 液 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 結 合 反 応 の 媒 体 と し て の 、 請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ か 一 項 の 水 溶
液 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
試 料 お よ び 試 薬 、 好 ま し く は リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 抗 原 、 抗 体 の 希 釈 バ ッ フ ァ ー と し て
の 、 ま た は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と し て の 、 請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 水 溶 液 の
使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 認 識 す る 結 合 対 の 特 異 的 な 結 合 反 応 の
間 に お け る 、 非 特 異 的 結 合 お よ び /ま た は 交 差 反 応 性 お よ び /ま た は マ ト リ ッ ク ス の か く 乱
効 果 を 低 減 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 特 異 的 な 結 合 反 応 の 媒 体 と し て 請 求 項 １ か ら ２ ０ の
水 溶 液 の 使 用 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
少 な く と も １ 種 の 被 験 検 体 の イ ム ノ ア ッ セ イ に よ る 検 出 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 被 験 検
体 が 、 第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 結 合 要 素 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 対 の 第 １ の 結 合
要 素 で あ り 、
　 a)請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の バ ッ フ ァ ー を 含 有 す る 容 器 ;
　 b)そ の 上 に 固 定 化 し た 、 検 体 を 捕 捉 す る た め の 相 補 的 な 結 合 要 素 を 含 む キ ャ リ ヤ ;
　 c)所 望 に よ り 、 相 補 的 な 結 合 要 素 と 結 合 し た 検 体 を 免 疫 学 的 に 認 識 す る 試 薬 で あ っ て 、
検 出 手 段 と 共 役 し て い る 試 薬 ;及 び
　 d)所 望 に よ り 、 前 記 検 出 手 段 と 反 応 し て 検 出 可 能 な 反 応 生 成 物 を 生 成 す る 試 薬 ：
を 含 む キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 結 合 対 の 特 異 的 な 結 合 反 応 の 媒 体 と し て 使 用 す る た め の 水 溶 液 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 試 験 試 料 中 の 試 験 物 質 (検 体 )を 検 出 す る た め に １ 種 以 上 の 抗 体 を 用 い る イ ム ノ ア ッ セ イ
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は 、 広 く 知 ら れ て い る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 方 法 の 進 化 に よ り 、 こ の 試 験 の 検 出 感 度 は 増 大 し
て い る 。 こ の 数 十 年 の 進 歩 に も か か わ ら ず 、 非 特 異 的 な 結 合 反 応 、 交 差 反 応 性 、 お よ び マ
ト リ ッ ク ス 中 に 存 在 す る 化 合 物 の 影 響 を 排 除 し た い と い う 要 求 は 依 然 と し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 結 合 要 素 対 の 、 例 え ば 抗 原 ま た は リ ガ ン ド な ど の 第 １ の 結 合 要 素 が
、 結 合 要 素 対 の 、 例 え ば 抗 体 ま た は レ セ プ タ ー な ど の 第 ２ の 結 合 要 素 に 特 異 的 に 結 合 す る
能 力 に 依 存 す る 。 こ の よ う な 結 合 の 広 が り （ extend） を 決 定 す る た め に は 、 こ れ ら の 結 合
要 素 の １ つ を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 検 出 可 能 成 分 で 標 識 す る 。 こ の よ う な 結 合 要 素 対 は
、 抗 原 と 、 該 抗 原 に 対 す る 抗 体 で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 方 式 か 、 ま た は サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 方
式 で 行 う こ と が で き る 。 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 方 式 に お い て は 、 抗 原 を 固 相 物 質 に 固 定 化 し
て 、 固 相 物 質 に 結 合 し た 検 出 可 能 成 分 の 量 を 検 出 、 測 定 し 、 試 験 試 料 中 に 存 在 す る 抗 体 の
量 と 関 連 付 け る こ と が で き る 。 固 相 物 質 の 例 と し て は 、 ビ ー ズ 、 粒 子 、 マ イ ク ロ 粒 子 な ど
を 挙 げ る こ と が で き る 。 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 方 式 に お い て は 、 例 え ば 抗 体 を 含 有
す る 試 験 試 料 を 、 抗 原 な ど の タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ る 。 抗 原 は 、 固 相 物 質 上 に 固 定 化 さ れ
て い る 。 固 相 物 質 の 例 と し て は 、 ビ ー ズ 、 粒 子 、 マ イ ク ロ 粒 子 な ど を 挙 げ る こ と が で き る
。 固 相 物 質 は 、 典 型 的 に は 、 検 出 可 能 成 分 で 標 識 し た 、 第 二 の 抗 原 ま た は 抗 体 を 用 い て 作
製 さ れ る 。 次 い で 、 第 二 の 抗 原 ま た は 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ 、 固 相 物 質 上 の 対 応 す る 抗 体 ま た
は 抗 原 と そ れ ぞ れ 結 合 さ せ 、 １ 回 ま た は そ れ 以 上 の 洗 浄 ス テ ッ プ を 経 て 、 未 結 合 の 物 質 を
除 去 し た 後 に 、 色 素 物 質 な ど の 指 示 薬 物 質 を 導 入 し て 検 出 可 能 成 分 と 反 応 さ せ 、 例 え ば 色
の 変 化 な ど の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る 。 次 い で 、 色 の 変 化 を 検 出 、 測 定 し て 、 試
験 試 料 中 に 存 在 す る 抗 体 の 量 と 関 連 付 け る 。 化 学 反 応 に 関 与 す る 、 マ イ ク ロ 粒 子 、 抗 原 、
コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び そ の 他 の ア ッ セ イ の 成 分 の 操 作 を 最 適 化 す る た め に は 、 様 々 な 希
釈 剤 や バ ッ フ ァ ー も ま た 必 要 と さ れ る こ と に も 注 目 す る べ き で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 最 適 の 結 果 を 得 る た め に は 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 の 結 合 反 応 (
例 え ば 、 抗 体 抗 原 反 応 や 、 リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー と の 複 合 体 形 成 )に 用 い ら れ る 溶 液 が 、
抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 能 力 を 最 適 化 す る 媒 体 を 与 え る か 、 ま た は レ セ プ タ ー に 結 合 す る リ
ガ ン ド の 能 力 を 最 適 化 す る よ う な 媒 体 を 与 え る 一 方 で 、 誤 っ た シ グ ナ ル の 発 生 を 避 け る た
め に 、 非 特 異 的 な 相 互 反 応 、 低 親 和 性 結 合 、 お よ び マ ト リ ッ ク ス 効 果 は 強 く 低 減 さ れ る か
、 ま た は 防 止 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 非 特 異 的 な 相 互 反 応 と 交 差 反 応 性 を 排 除 す る た め に は 、 非 特 異 的 な 結 合 を 除 去 す る た め
の 結 合 反 応 後 の 洗 浄 ス テ ッ プ で 用 い ら れ る バ ッ フ ァ ー に 、 界 面 活 性 剤 が 添 加 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 酵 素 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)、 お よ び そ の 他 な ど の イ ム ノ ア
ッ セ イ に お い て は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と 0.01か ら 0.05(v/v)の Tween(登 録 商 標 )20を 添 加
し た リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)を 含 有 す る 溶 液 が 、 結 合 パ ー ト ナ ー (例 え ば 抗 体 と 抗 原 )
の 間 の 結 合 反 応 の た め の 媒 体 と し て 使 用 さ れ る 。 し か し な が ら 、 現 状 技 術 の バ ッ フ ァ ー を
用 い る と 、 非 特 異 的 も し く は 低 親 和 性 結 合 、 交 差 反 応 性 、 お よ び マ ト リ ッ ク ス 効 果 を 避 け
る こ と が で き な い こ と が 、 非 常 に し ば し ば 経 験 さ れ て い る 。 例 え ば 、 複 数 の 検 体 の 検 出 を
含 む CRP検 定 の 開 発 に 際 し て は 、 複 数 の 抗 体 を 使 用 す る こ と に 起 因 す る 交 差 反 応 性 が マ ト
リ ッ ク ス 効 果 と な ら ん で 問 題 と な る が 、 従 来 の イ ム ノ ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー の 使 用 に よ っ て
は こ れ を 解 決 す る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 非 特 異 的 な 結 合 、 低 親 和 性 結 合 、 交 差 反 応 性 、 お よ び マ ト リ
ッ ク ス 効 果 を 強 く 低 減 、 ひ い て は 防 止 す る よ う な 、 結 合 要 素 対 の 特 異 的 な 結 合 反 応 の 媒 体
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と し て 使 用 す る た め の 溶 液 を 提 供 す る こ と で あ る 。 さ ら に ま た 、 非 特 異 的 な 低 親 和 性 結 合
、 交 差 反 応 性 、 お よ び マ ト リ ッ ク ス 効 果 が 低 減 ま た は 防 止 さ れ て い る イ ム ノ ア ッ セ イ 方 法
を 提 供 す る こ と も 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 認 識 す る 結 合 要 素
対 の 特 異 的 な 結 合 反 応 の 媒 体 と し て 使 用 す る た め の 水 溶 液 で あ っ て 、
　 a)pHを 制 御 す る た め の バ ッ フ ァ ー ;
　 b)一 般 式 I:R 1 -[[CR 2 R 3 ] p -O] q -R

4 (式 中 、 R 1 は 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ 基 で あ り 、 R 2 は そ れ
ぞ れ の ユ ニ ッ ト で 独 立 し て 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ 基 で あ り 、 R 3 は 水 素 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル
基 で あ り 、 R 4 は 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、 pは 2か ら 10の 整 数 で あ り 、 qは 1か ら 100の
整 数 で あ り 、 但 し 、 こ の 化 合 物 は 少 な く と も 2つ の ヒ ド ロ キ シ 基 を 有 す る )で 規 定 さ れ る 化
合 物 ;
　 ポ リ オ ー ル ;
　 糖 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 Ａ ;及 び
　 c)非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 ：
を 含 む 溶 液 に よ り 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 化 合 物 Ａ の 一 般 式 Iに お け る R 4 が 水 素 で あ る 場 合 に は 、 隣 接 す る R 2 残 基 も ま た 水 素 で あ
る 。 R 1 が ヒ ド ロ キ シ 基 で あ る 場 合 に は 、 隣 接 す る R 2 残 基 は 水 素 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態
に お い て は 、 化 合 物 Ａ の 式 に お け る qは 1か ら 50の 整 数 で あ り 、 1か ら 30で あ る こ と が よ り
好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ る 水 溶 液 が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け
る 交 差 反 応 性 、 マ ト リ ッ ク ス 効 果 、 非 特 異 的 結 合 、 お よ び 低 親 和 性 結 合 を 低 減 す る こ と を
見 出 し た 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 に よ る 水 溶 液 を 用 い た 場 合 に は 、 異 好 性 抗 体 (ヒ ト 抗 マ ウ
ス 抗 体 )に 起 因 す る 影 響 さ え も 防 止 さ れ る こ と を 見 出 し た 。 加 え て 、 こ の バ ッ フ ァ ー を 用
い る と 、 プ ラ ズ マ 応 用 の 場 合 で さ え 、 リ ウ マ 因 子 (rheuma factor)、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 ビ リ
ル ビ ン 、 お よ び ト リ グ リ セ リ ド に 起 因 す る 悪 影 響 を 避 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 結 合 要 素 対 」 と は 、 「 第 １ の 結 合 要 素 」 と 「 第 ２ の 結 合 要 素
」 と を 含 む 。 結 合 要 素 は い ず れ も 互 い に 特 異 的 な 結 合 の 作 用 を 受 け る 。 結 合 要 素 対 の 第 １
の 結 合 要 素 は 、 そ れ ぞ れ 抗 原 ま た は リ ガ ン ド で あ っ て も よ い 。 第 ２ の 結 合 要 素 (例 え ば 、
そ れ ぞ れ 抗 体 ま た は レ セ プ タ ー )は 、 第 １ の 結 合 要 素 (例 え ば 、 そ れ ぞ れ 抗 原 ま た は リ ガ ン
ド )を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 。 第 ２ の 結 合 要 素 は 、 対 応 す る 結 合 要 素 で あ り 、 し た が
っ て 「 対 応 結 合 要 素 」 と も 称 さ れ る 。 技 術 者 に は 、 「 第 １ の 」 結 合 要 素 と 「 第 ２ の 」 結 合
要 素 の 語 が 、 そ れ ぞ れ 例 え ば 抗 原 と 対 応 す る 抗 体 、 ま た は そ れ ぞ れ 逆 で あ っ て も よ い こ と
が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 水 溶 液 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び 、 例 え ば 血 漿 、 血 清 、 お よ び そ の 他 の
様 々 な マ ト リ ッ ク ス 中 で の 結 合 反 応 に お け る 媒 体 と し て 普 遍 的 な バ ッ フ ァ ー を 表 わ す 。 タ
ン パ ク 質 チ ッ プ を 用 い る と 、 例 え ば 数 種 (ま た は 複 数 )の 検 体 、 お よ び 数 種 の 抗 体 を 同 時 に
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 複 数 検 体 用 途 の 場 合 に は 、 非 特 異 的 な 結 合 や 交 差 反 応 性 が 非 常 に
し ば し ば 起 こ る 。 こ の よ う な 望 ま し く な い 結 合 反 応 は 、 多 く の 場 合 に 観 察 さ れ て い る 。 現
状 技 術 に お い て 知 ら れ て い る 標 準 的 な ELISAバ ッ フ ァ ー の 使 用 で は 、 こ の よ う な 交 差 反 応
性 の 影 響 を 防 止 す る こ と は で き な か っ た 。 現 状 技 術 に 加 え て 、 天 然 試 料 の 使 用 は マ ト リ ッ
ク ス 効 果 を 招 き 、 他 の 参 考 方 法 と 比 べ て 誤 っ た 測 定 結 果 を 与 え る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い
る 用 語 「 マ ト リ ッ ク ス 」 は 、 血 清 の よ う な 天 然 試 料 中 に 存 在 す る 全 て の 化 合 物 を 表 し ;特
に 用 語 「 マ ト リ ッ ク ス 」 は 有 機 物 、 特 に タ ン パ ク 質 の よ う な 生 物 学 的 化 合 物 を 表 す 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 水 溶 液 は 、 結 合 対 の 結 合 反 応 の た め の 媒 体 と し て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び
結 合 反 応 の 試 料 希 釈 バ ッ フ ァ ー と し て 、 ま た 、 そ れ ぞ れ 抗 体 お よ び 抗 原 の 希 釈 バ ッ フ ァ ー
と し て 用 い て も よ い 。 さ ら な る 用 途 は 、 複 数 検 体 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス で
あ り 、 フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し た 抗 体 の 望 ま し く な い 交 差 反 応 性 を 防 止 す る こ と が で き る
。 フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し た 抗 体 は 、 非 特 異 的 な 様 式 で 他 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 傾 向 が
あ る 。 本 発 明 に よ る 水 溶 液 を 用 い る こ と に よ り 、 こ の よ う な 影 響 を 避 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ELISAや タ ン パ ク 質 チ ッ プ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 本 発 明 に よ る バ ッ フ ァ ー を
用 い る こ と に よ り 、 さ ら に 良 好 な 効 果 が 示 さ れ て い る 。 本 発 明 に よ る バ ッ フ ァ ー で 固 定 化
抗 体 を 有 す る 表 面 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 固 定 化 抗 体 の 活 性 が 増 大 し た の で あ る 。 こ の
こ と は 、 検 体 の 固 定 化 抗 体 と の 結 合 を 増 進 さ せ る こ と に つ な が る 。 結 論 と し て 、 本 発 明 に
よ る バ ッ フ ァ ー は 、 非 特 異 的 な シ グ ナ ル や 非 特 異 的 な 効 果 を 低 減 す る こ と に 加 え て 、 検 体
と 抗 体 と の 間 の 特 異 的 な 結 合 反 応 に 良 い 影 響 を 与 え る こ と に よ り 、 特 異 的 な シ グ ナ ル を 増
大 さ せ る の で あ る 。 そ の 結 果 得 ら れ る 固 定 化 抗 体 の 活 性 の 増 大 は 、 よ り 高 い 感 度 を 個 々 の
検 定 に 与 え る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ る バ ッ フ ァ ー は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ELISA、 EIA、 FIA、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 、
タ ン パ ク 質 チ ッ プ 、 複 数 検 体 検 定 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 免 疫 組 織 化 学
、 レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 検 定 、 お よ び イ ム ノ PCRに 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 に は さ ら に 、 非 特 異 的 な 抗 体 結 合 を 免 疫
学 的 に ブ ロ ッ ク す る の に 有 効 な 量 の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く
は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 カ ゼ イ ン 、 ウ シ 胎 仔 血 清 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 は 、 0.1か ら 2％ (w/v)の 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は 0
.5か ら 1.5％ (w/v)の 範 囲 の 濃 度 で 水 溶 液 中 に 存 在 し て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 イ ム
ノ ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 抗 体 の 何 れ に も 認 識 さ れ な い も の と す る 。 こ の 認 識 さ れ な い タ ン
パ ク 質 は 、 試 料 中 に 存 在 し う る よ う な 分 子 ま た は 化 合 物 に よ る 非 特 異 的 な 抗 体 結 合 の 免 疫
学 的 な ブ ロ ッ ク を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 は 、 NaCl、 KCl、 NH 4 Clか ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 塩 を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 水 溶 液 は 、 100mMか ら 1.5mM、 よ り 好 ま し く は 200mM
か ら 1M、 さ ら に 好 ま し く は 200mMか ら 800mM、 特 に 好 ま し く は 200mMか ら 600mM、 最 も 好 ま し
く は 250mMか ら 500mMの イ オ ン 強 度 を 有 し て い る 。 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 結 合 反
応 の 媒 体 と し て 用 い る バ ッ フ ァ ー の 、 例 え ば 200mMか ら 600mMの 範 囲 と い う 高 い イ オ ン 強 度
が 、 特 異 的 な 結 合 反 応 に は 悪 影 響 を 与 え る こ と な く 、 非 特 異 結 合 や 交 差 反 応 性 を さ ら に 低
減 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 の バ ッ フ ァ ー は 、 Tris(ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ
チ ル )-ア ミ ノ メ タ ン 、 Pipes(ピ ペ ラ ジ ン -1,4-ビ ス -2-エ タ ン ス ル ホ ン 酸 )、 Mes(4-モ ル ホ
リ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 )、 Hepes(4-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-1-ピ ペ ラ ジ ン -エ タ ン ス ル ホ ン
酸 )、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 化 合 物 Ａ は 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ
ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 、 単 糖 類 、 二 糖 類 、 三 糖 類 、 サ ッ カ ロ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ポ リ オ ー ル
、 グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に
お い て は 、 化 合 物 Ａ の 濃 度 は 、 0.5か ら 25％ (v/v)の 範 囲 、 好 ま し く は 2.0か ら 20％ (v/v)の
範 囲 、 よ り 好 ま し く は 2.0か ら 15％ (v/v)の 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は 2.0か ら 10％ (v/v)、 さ
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ら に よ り 好 ま し く は 2.0か ら 7％ (v/v)の 範 囲 、 最 も 好 ま し く は 5％ (v/v)前 後 で あ る 。 化 合
物 Ａ が 液 体 の 場 合 に は 、 濃 度 は ％ (v/v)で 表 す 。 化 合 物 Ａ が 固 体 (例 え ば 、 糖 類 )の 場 合 に
は 、 濃 度 は ％ (w/v)と 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 は 、 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 と し て 、
a)置 換 基 R 1 お よ び R 2 を 有 す る 置 換 フ ェ ニ ル 残 基 (R 1 -Ph-R 2 )(式 中 、 R 1 は C 1 ～ C 9 の ア ル キ ル
基 で あ り 、 R 2 は -O-[CH 2 -CH 2 -O] a -H基 で あ る 。 式 中 、 「 a」 は 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 式 中
、 R 2 は 、 R 1 に 対 し て パ ラ 、 メ タ 、 ま た は オ ル ト 位 に 位 置 す る )、
b)
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 n、 x、 yお よ び zは 共 に 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 Rは 脂 肪 酸 残 基 で あ る )
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 一 般 式 の 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 好 ま し く は 、 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 は 、 ド デ シ ル ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ
ル ) m (式 中 、 mは 5か ら 40の 整 数 で あ る );1-O-n-オ ク チ ル -β -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド (n-オ ク チ
ル グ ル コ シ ド );ア ル キ ル フ ェ ノ ー ル ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ) m (式 中 、 mは 5か ら
40の 整 数 で あ り 、 m=11(Nonidet P40(登 録 商 標 ))で あ る こ と が 好 ま し い );1-O-n-ド デ シ ル -
β -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ル (1-4)ア ル フ ァ -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド ;ド デ シ ル ポ リ -(エ チ レ ン グ リ
コ ー ル エ ー テ ル ) m (式 中 、 mは 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 m=23(Brij35(登 録 商 標 ))で あ る こ と
が 好 ま し い );好 ま し く は ポ リ (オ キ シ エ チ レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト (Tween(登
録 商 標 )80)、 ポ リ (オ キ シ エ チ レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト (Tween(登 録 商 標 )20)
、 ポ リ (オ キ シ エ チ レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ パ ル ミ テ ー ト (Tween(登 録 商 標 )40)、 ポ リ (
オ キ シ エ チ レ ン )(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ ス テ ア レ ー ト か ら 選 択 さ れ る ポ リ (オ キ シ エ チ レ ン )
(20)-ソ ル ビ タ ン モ ノ 脂 肪 酸 エ ス テ ル ;オ ク チ ル フ ェ ノ ー ル ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー
テ ル ) m （ 但 し 、 式 中 、 mは 5か ら 40の 整 数 で あ り 、 好 ま し く は m=10(Triton(登 録 商 標 )X-100
)で あ る )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 0.1か ら 1.0％ (v/v)の
範 囲 で あ る 。 好 ま し く は 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 0.15か ら 1.0％ (v/v)の 範 囲 、
よ り 好 ま し く は 0.2か ら 1.0％ (v/v)の 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は 0.2か ら 0.8％ (v/v)の 範 囲 、
さ ら に よ り 好 ま し く は 0.25か ら 0.6％ (v/v)の 範 囲 、 最 も 好 ま し く は 約 0.25％ (v/v)で あ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 特 徴 は 、 請 求 項 １ で 与 え ら れ る 化 合 物 Ａ が 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と の
組 み 合 わ せ に お い て 存 在 し て い る こ と で あ る 。 前 記 成 分 は い ず れ も (化 合 物 Ａ と 非 イ オ ン
性 界 面 活 性 剤 )そ れ ぞ れ 、 本 発 明 の 水 溶 液 中 に 、 現 状 技 術 の イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い ら れ る
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 溶 液 に つ い て 知 ら れ て い る よ り も 高 い 濃 度 で 存 在 す る 。 さ ら に 好 ま し
い 実 施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 は 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の 化 合 物 Ａ に 対 す る 比 率 が 、 1:
15か ら 1:25、 好 ま し く は 1:20前 後 の も の と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 水 溶 液 は 、 2か ら 7％ (v/v)の 範 囲 の 濃 度 の 化 合 物 Ａ と 、 0.2
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か ら 0.8％ (v/v)の 間 の 範 囲 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と を 含 む 。 水 溶 液 は 、 好 ま し く は 200m
Mか ら 1M、 よ り 好 ま し く は 200mMか ら 800mM、 特 に よ り 好 ま し く は 200mMか ら 600mM、 最 も 好
ま し く は 250mMか ら 500mMの イ オ ン 強 度 を 有 す る 。 水 溶 液 は 、 化 合 物 Ａ と し て 、 ポ リ ア ル キ
レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 化 合 物 を 含 む こ と が 好 ま し く 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 を 含 む こ と が よ り
好 ま し く 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 水 溶 液 は 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル を 含 ま な い こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に よ る
水 溶 液 は 、 β -メ ル カ プ ト -エ タ ノ ー ル を 含 ま な い こ と が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 の pHは 、 5.6か ら 9.6の 範 囲 、 好 ま し く は 6.
0か ら 9.0の 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は 6.5か ら 8.0の 範 囲 、 最 も 好 ま し く は 6.8か ら 7.4の 範 囲
に 調 整 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 の 水 溶 液 は 、 非 特 異 的 な 結 合 、 交 差 反 応 性 、 お よ び マ ト リ ッ ク ス
の か く 乱 効 果 を 低 減 す る 能 力 を 有 す る 。 本 発 明 に よ る 水 溶 液 は 、 標 準 条 件 の も の に 比 べ て
、 特 に 、 10 - 7 Mを 超 え な い K D 値 の 低 親 和 性 結 合 を 防 止 す る 能 力 を 有 す る 。 さ ら に 好 ま し い
水 溶 液 は 、 標 準 条 件 の も の に 比 べ て 、 K D 値 が 10 - 7 Mを 超 え な い 低 親 和 性 結 合 を 防 止 し 、 K D
値 が 10 - 7 Mと 10 - 8 Mの 間 の 範 囲 の 中 程 度 の 親 和 性 結 合 を 少 な く と も 90％ 減 少 さ せ る 能 力 を 有
す る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 水 溶 液 は 、 標 準 条 件 の も の に 比 べ て 、 K D 値 が 10 - 7 を 超 え な
い 低 親 和 性 結 合 を 防 止 し 、 K D 値 が 10 - 7 と 10 - 9 の 間 の 範 囲 の 中 程 度 の 親 和 性 結 合 を 少 な く と
も 90％ 減 少 さ せ る 能 力 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 標 準 条 件 の も の 」 と は 、 50mMの PBS(
リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 pH7.4)、 150mMの NaCl、 1％ (w/v)の BSA(表 1:参 考 例 も 参 照 の こ と )
か ら 構 成 さ れ る 水 溶 液 を 表 す 。 こ の 他 の 標 準 溶 液 、 す な わ ち 50mMの PBS(pH7.4)、 100mMの N
aCl、 0.05％ (v/v)の Tween(登 録 商 標 )20か ら な る 水 溶 液 を 用 い た 測 定 を 比 較 し た 時 も 、 同
じ 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 非 特 異 的 、 低 親 和 性 結 合 と な ら ん で マ ト リ ッ ク ス 効 果 を 低 減 す る 効 果 の 他 に 、 特 に 好 ま
し く は 、 水 溶 液 は 、 抗 体 の 結 合 活 性 、 好 ま し く は 固 定 化 抗 体 の 結 合 活 性 、 並 び に リ ガ ン ド
と レ セ プ タ ー と の 間 の 結 合 活 性 を 増 大 さ せ る 能 力 を 有 す る 。 本 発 明 に よ る 溶 液 を 用 い る こ
と に よ る 固 定 化 抗 体 の 結 合 活 性 の 増 大 は 、 約 10％ 以 上 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 は ま た 、 前 述 の 本 発 明 の 水 溶 液 の 濃 縮 物 、 好 ま し く は 2か ら 10倍 の 濃 縮 物
、 よ り 好 ま し く は 3か ら 5倍 の 濃 縮 物 に よ っ て も 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 目 的 は 、 第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 特 異 的 に
認 識 し て 結 合 す る 結 合 対 の 結 合 反 応 の 媒 体 と し て 本 発 明 に よ る 水 溶 液 を 使 用 す る こ と に よ
り 達 成 さ れ る 。 好 ま し く は 、 水 溶 液 は 、 抗 体 抗 原 結 合 反 応 の 媒 体 と し て 用 い ら れ 、 代 替 実
施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 は レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 結 合 反 応 の 媒 体 と し て 用 い ら れ る 。 他
の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 水 溶 液 は 、 例 え ば 試 料 、 試 薬 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、
抗 原 、 抗 体 の 希 釈 バ ッ フ ァ ー と し て 用 い ら れ る 。 水 溶 液 は ま た 、 結 合 反 応 が 実 施 さ れ た 後
の イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 認 識 す る 結 合 対 の
特 異 的 な 結 合 反 応 の 間 に お け る 、 非 特 異 的 な 結 合 お よ び /ま た は 交 差 反 応 性 お よ び /ま た は
マ ト リ ッ ク ス の か く 乱 効 果 を 低 減 す る た め の 方 法 に お い て 、 特 異 的 な 結 合 反 応 の 媒 体 と し
て の 本 発 明 の 水 溶 液 の 使 用 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 本 発 明 の 他 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 に よ る 水 溶 液 は 、 キ ッ ト の 構 成 要 素 と し て 提 供 す
る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 キ ッ ト 」 と は 、 試 薬 お よ び 関 連 材 料 、 例 え ば 、
バ ッ フ ァ ー 、 固 定 化 結 合 要 素 を 含 む キ ャ リ ヤ 、 お よ び ア ッ セ イ を 実 行 す る た め に 必 要 な 試
薬 を 集 め た も の を 意 味 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ 種 の 被 験 検 体 の イ ム ノ ア ッ
セ イ に よ る 検 出 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 被 験 検 体 が 、 第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な
結 合 要 素 と 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 要 素 対 の 第 １ の 結 合 要 素 で あ り 、
　 a)本 発 明 の 水 溶 液 を 含 有 す る 容 器 ;
　 b)そ の 上 に 固 定 化 し た 、 検 体 を 捕 捉 す る た め の 相 補 的 な 結 合 要 素 を 含 む キ ャ リ ヤ ;及 び
　 c)所 望 に よ り 、 相 補 的 な 結 合 要 素 と 結 合 し た 検 体 を 免 疫 学 的 に 認 識 す る 試 薬 （ こ こ で 、
該 試 薬 （ 抗 体 ） は 検 出 手 段 と 共 役 し て い る ） ;及 び
　 d)所 望 に よ り 、 前 記 検 出 手 段 と 反 応 し て 検 出 可 能 な 反 応 生 成 物 を 生 成 す る 試 薬 ：
を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 典 型 的 な キ ッ ト の 例 は 、 例 え ば 血 清 中 の 抗 体 の 検 出 の た め の ELISAキ ッ ト と し て 用 い ら
れ る 。 こ の 場 合 、 b)に よ る キ ャ リ ヤ は 、 こ の 上 に 固 定 化 さ れ た 相 補 的 な 結 合 要 素 、 例 え ば
検 体 を 捕 捉 す る ウ ィ ル ス 抗 原 を 含 む 。 検 体 は 、 血 清 中 の 抗 体 で あ る 。 そ し て 、 c)に よ る 試
薬 は 、 免 疫 学 的 に 検 体 を 認 識 す る も の で あ り 、 捕 捉 さ れ た 抗 体 を 認 識 す る 抗 － 抗 体 で あ る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 認 識 す る 結 合 要 素 対 の 特
異 的 な 結 合 反 応 の 媒 体 と し て 使 用 す る た め の 水 溶 液 が 、
　 a)pHを 制 御 す る た め の バ ッ フ ァ ー ;
　 b)一 般 式 I:R 1 -[[CR 2 R 3 ] p -O] q -R

4 (式 中 、 R 1 は 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ 基 で あ り 、 R 2 は そ れ
ぞ れ の ユ ニ ッ ト で 独 立 し て 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ 基 で あ り 、 R 3 は 水 素 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル
基 で あ り 、 R 4 は 水 素 ま た は ア ル キ ル 基 で あ り 、 pは 2か ら 10の 整 数 で あ り 、 qは 1か ら 100の
整 数 で あ り 、 但 し 、 こ の 化 合 物 は 少 な く と も 2つ の ヒ ド ロ キ シ 基 を 有 す る )で 規 定 さ れ る 化
合 物 ;
　 ポ リ オ ー ル ;
　 糖 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 Ａ ;及 び
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 c)非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 ：
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 第 １ の 結 合 要 素 が こ れ と 相 補 的 な 第 ２ の 結 合 要 素 を 認 識 す る 結 合 対 の 特 異 的 な 結 合 反 応
の 間 に お け る 、 非 特 異 的 な 結 合 お よ び /ま た は 交 差 反 応 性 お よ び /ま た は マ ト リ ッ ク ス の か
く 乱 効 果 を 低 減 す る た め の 、 す な わ ち 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 上 記 の
水 溶 液 の 使 用 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 水 溶 液 は 、 好 ま し く は 、 2か ら 7％ (v/v)の 範 囲 の 濃 度 の 化 合 物 Ａ と 、 0.2か ら 0.8％ (v/v)
の 範 囲 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と を 含 む も の が 有 用 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 水 溶 液
は 、 好 ま し く は 200mMか ら 1M、 よ り 好 ま し く は 200mMか ら 800mM、 特 に よ り 好 ま し く は 200mM
か ら 600mM、 最 も 好 ま し く は 250mMか ら 500mMの イ オ ン 強 度 を 有 す る 。 水 溶 液 は 、 ポ リ ア ル
キ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び こ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 化 合 物 、 よ り 好 ま し く は ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 、 最 も 好 ま し く は エ チ
レ ン グ リ コ ー ル を 、 化 合 物 Ａ と し て 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る 。 し か し な が ら 、 実 施 例 は 例 示 の
た め の も の に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 範 囲 を な ん ら 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
実 施 例 １ ： マ ト リ ッ ク ス 効 果 の 低 減
　 100μ lの 希 釈 し た 捕 捉 抗 体 C2(PBSバ ッ フ ァ ー に お け る 最 終 濃 度 1μ g/ml)を 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト (C8 StarWellモ ジ ュ ー ル 、 NUNC)の 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト を プ レ ー
ト シ ー ラ ー で カ バ ー し た 。 捕 捉 抗 体 は 、 CRP(Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク 質 )に 対 す る も の で あ る 。
次 い で 、 プ レ ー ト を 室 温 で 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト シ ー ラ ー を 取 り 除 き 、 各
ウ ェ ル あ た り 300μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (10mMリ ン 酸 、 350mM NaCl、 0.05％  Tween、 pH7.4)
で プ レ ー ト を 4回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル に 200μ lの ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 (PBSバ ッ フ ァ
ー  pH7.4、 1％  BSA)を 添 加 し た 。 プ レ ー ト シ ー ラ ー で カ バ ー し た 後 、 プ レ ー ト を 4℃ で 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 検 体 CRP(Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク 質 )を ウ サ ギ 血 清 中 で 希 釈 (0～ 5ng/ml)
し 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ オ チ ン 標 識 検 出 抗 体 C6(CRPに 対 す る も の )を 異
な る 試 料 バ ッ フ ァ ー 、 お よ び 参 考 例 バ ッ フ ァ ー 中 で 希 釈 し た (表 １ を 参 照 )。 各 調 合 液 の 最
終 的 な 濃 度 は 、 4μ g/mlで あ っ た 。 CRP含 有 ウ サ ギ 血 清 標 準 を 、 検 出 抗 体 を 含 有 す る 試 料 バ
ッ フ ァ ー を 用 い て 1:2に 希 釈 し た 。 調 合 液 を 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー
ト シ ー ラ ー を 取 り 除 き 、 300μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で プ レ ー ト を 4回 洗 浄 し た 。 洗 浄 バ ッ フ
ァ ー の 残 存 物 は 、 テ ー ピ ン グ し て プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 完 全 に 取 り 除 い た 。 ウ
ェ ル に 、 100μ lの CRP調 合 液 を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を プ レ ー ト シ ー ラ ー で カ バ ー し 、 穏 や
か に 振 盪 し な が ら 室 温 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 プ レ ー ト を 再 度 洗 浄 し た 。
各 ウ ェ ル に 、 100μ lの 希 釈 NeutrAvidin(商 標 )-ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト (PBSバ ッ フ ァ ー に お け る 最 終 濃 度 0.05μ g/ml)を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 、 穏 や
か に 振 盪 し な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 再 度 洗 浄 し た 。
等 体 積 の ImmunoPure(登 録 商 標 )TMB Substratの 2種 の 溶 液 を 混 合 し 、 た だ ち に 100μ lを 各
ウ ェ ル に 添 加 し た 。 所 望 の 色 が 呈 さ れ る ま で 、 プ レ ー ト を 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 色
は 、 透 明 か ら 明 る い 青 色 に 変 化 し た 。 最 終 ス テ ッ プ で は 、 各 ウ ェ ル に 150μ lの 2 M H 2 SO 4
を 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ 、 450nmに お い て ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular
 devices)で 吸 光 度 を 読 み 取 っ た 。 マ ト リ ッ ク ス 効 果 に 対 す る 異 な る バ ッ フ ァ ー の 影 響 を
、 図 １ に プ ロ ッ ト し た 。 表 １ は 、 試 験 の 結 果 を 示 す 。 表 １ で は 、 非 特 異 的 結 合 、 低 親 和 性
結 合 、 お よ び マ ト リ ッ ク ス 効 果 の 低 減 を 、 「 結 果 」 欄 に 「 +」 と し て 示 し て い る 。 「 +」 の
数 は 、 参 考 例 バ ッ フ ァ ー (「 -」 )と の 比 較 に お い て 、 非 特 異 的 結 合 、 低 親 和 性 結 合 、 お よ
び マ ト リ ッ ク ス 効 果 が 低 減 さ れ た 量 を 示 し て い る 。 図 １ は 、 CRP濃 度 (ng/ml)に 対 し て プ ロ
ッ ト し た 、 450nmに お け る 吸 光 度 と し て の CRPに 結 合 し た 検 出 抗 体 C6の 量 を 示 し て い る 。 試
料 バ ッ フ ァ ー Iが 、 最 も 良 好 な 感 度 を 示 し て い る 。 参 考 バ ッ フ ァ ー の 低 い 感 度 は 、 強 い マ
ト リ ッ ク ス 効 果 に 起 因 し て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 ２ ： ポ リ ク ロ ー ナ ル 検 出 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 の 低 減
　 次 の ア ッ セ イ に お い て は 、 250μ lの 希 釈 し た 捕 捉 抗 体 P3(ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 プ ロ
テ ア ー ゼ 、 自 己 調 製 物 、 PBSバ ッ フ ァ ー に お け る 最 終 濃 度 1g/ml)を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト (C8 StarWellモ ジ ュ ー ル 、 NUNC)の 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト を プ レ ー ト シ ー ラ
ー で カ バ ー し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 プ レ ー ト シ ー ラ
ー を 取 り 除 き 、 各 ウ ェ ル あ た り 300μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (10mMリ ン 酸 、 350mM NaCl、 0.05
％  Tween(登 録 商 標 )、 pH7.4)で プ レ ー ト を 4回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル に 200μ lの ブ
ロ ッ キ ン グ 溶 液 (PBSバ ッ フ ァ ー pH7.4、 1％  BSA)を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を プ レ ー ト シ ー ラ
ー で 再 度 カ バ ー し 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ オ チ ン 標 識 ポ リ ク ロ ー ナ ル 検 出 抗
体 P2(ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 プ ロ テ ア ー ゼ 、 自 己 調 製 物 )を 、 参 考 例 バ ッ フ ァ ー II、 ま た
は 試 料 バ ッ フ ァ ー I(表 １ を 参 照 )中 で そ れ ぞ れ 希 釈 し (各 調 合 液 の 最 終 濃 度 は 10μ g/ml)、
ウ ェ ル に 添 加 し た (各 ウ ェ ル あ た り 250μ l； ５ 倍 の 複 製 )。 プ レ ー ト を 室 温 で 2時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト シ ー ラ ー を 取 り 除 き 、 300μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で プ レ ー ト を 4回
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洗 浄 し た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー の 残 存 物 は 、 テ ー ピ ン グ し て プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ る こ と に よ り
完 全 に 取 り 除 い た 。 各 ウ ェ ル に 、 250μ lの 希 釈 NeutrAvidin(商 標 )-ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト (PBSバ ッ フ ァ ー に お け る 最 終 濃 度 0.5μ g/ml)を 添 加 し た 。
プ レ ー ト を 、 穏 や か に 振 盪 し な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト
を 再 度 洗 浄 し た 。 等 体 積 の ImmunoPure(登 録 商 標 )TMB Substratの 2種 の 溶 液 を 混 合 し 、 た
だ ち に 100μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 所 望 の 色 が 呈 さ れ る ま で 、 プ レ ー ト を 室 温 で イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 色 は 、 透 明 か ら 明 る い 青 色 に 変 化 し た 。 最 終 ス テ ッ プ で は 、 各 ウ ェ ル に 15
0μ lの 2 M H 2 SO 4 を 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ 、 450nmに お い て ELISAプ レ ー ト リ
ー ダ ー (Molecular devices)で 吸 光 度 を 読 み 取 っ た 。 捕 捉 抗 体 P3に 非 特 異 的 に 結 合 す る ポ
リ ク ロ ー ナ ル 検 出 抗 体 P2の 非 特 異 的 な 結 合 に よ り 生 じ る 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル に
対 す る 2種 の 異 な る バ ッ フ ァ ー の 影 響 を 、 図 ２ に プ ロ ッ ト す る 。 図 ２ は 、 本 発 明 に よ る 試
料 バ ッ フ ァ ー Iを 用 い た こ と に よ る 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル の 減 少 を 示 し て い る 。 こ
の 実 験 に お い て は 、 検 体 は 用 い て い な い 。 さ ら に 、 抗 体 と し て は ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 用
い た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 多 く の 異 な る 抗 体 を 含 む
。 多 く の 抗 体 が 、 低 い 、 ま た は よ り 低 い 親 和 性 で 結 合 す る 一 方 、 い く つ か の 抗 体 は 中 程 度
の 親 和 性 で 結 合 し 、 １ 種 ま た は ご く 少 な い 抗 体 だ け が 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 。 図 ２ に 示 す
よ う に 、 本 発 明 に よ る バ ッ フ ァ ー の 使 用 は 、 個 々 の 抗 体 の 低 親 和 性 結 合 を 防 止 し 、 中 程 度
の 親 和 性 結 合 を 少 な く と も 低 減 す る 。 結 果 と し て 、 こ の よ う な ア ッ セ イ に お い て 検 体 が 一
度 添 加 さ れ る と 、 本 発 明 に よ る 水 溶 液 の 性 質 に よ っ て 、 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 率 が 改 善 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ４ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お け る CRPに 結 合 し た 検 出 抗 体 C6の 量 を 、 450nm
に お け る 吸 光 度 と し て CRP濃 度 (ng/ml)に 対 し て プ ロ ッ ト し て 示 し た 図 で あ る 。 検 出 抗 体 C6
の タ ン パ ク 質 CRPに 対 す る 結 合 反 応 は 、 実 施 例 1の 概 要 に 従 い 、 本 発 明 に よ る 試 料 バ ッ フ ァ
ー を そ れ ぞ れ 用 い て 、 標 準 的 な 条 件 で 行 っ た (表 １ を 参 照 )。 本 発 明 の 溶 液 に よ る 試 料 バ ッ
フ ァ ー Iか ら IIIは 、 マ ト リ ッ ク ス 効 果 の 影 響 を 非 常 に 良 く 低 減 す る 。 試 料 バ ッ フ ァ ー Iが
最 も 良 好 な 感 度 を 示 す 。 参 考 バ ッ フ ァ ー の 低 い 感 度 は 、 強 い マ ト リ ッ ク ス 効 果 に 起 因 し て
い る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 捕 捉 抗 体 P3に 非 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 検 出 抗 体 P2の 非 特 異 的
な 結 合 に よ っ て 生 じ る 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル に 対 す る 、 ２ 種 の 異 な る バ ッ フ ァ ー
の 影 響 を 示 し た 図 で あ る （ 実 施 例 ２ に よ る ） 。 こ の 実 験 に お い て は 、 検 体 は 存 在 し て い な
い 。 参 考 例 バ ッ フ ァ ー IIの 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 試 料 バ ッ フ ァ ー I
は 非 特 異 的 結 合 を 著 し く 減 少 さ せ る 。
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【 図 ２ 】
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【 図 １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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