
(57)【要約】
平衡に近づかない、動力学に基づいたアッセイである迅速アッセイで使用する、一般式Ｘ
－Ｗ－Ｙ－Ｚを有するハプテン－リンカー－大型グループのコンジュゲートである (式中
、Ｘはハプテンであり、Ｗは任意選択でチオエーテルまたはエーテル基であり、Ｙは１０
個以上の原子長のリンカーであり、Ｚは、Ｙが存在しない場合にＸのリガンドへの結合に
対して立体障害を与えるのに十分なサイズの大型グループである )。また、このコンジュ
ゲート、アッセイ方法およびキットを作成する方法も提供される。本発明のコンジュゲー
ト [(５ )－ＯＶＡ ]を利用した本発明のアッセイは、より短いリンカーを有するコンジュゲ
ート [(２ )－ＯＶＡおよび３－ＯＶＡ ]を用いた同じアッセイより優れた感度を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
迅 速 ア ッ セ イ で 使 用 す る 、 一 般 式 Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ を 有 す る ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル
ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
（ 式 中 、
Ｘ は 、 式 Ｉ の Ａ 環 構 造 を 有 す る 多 環 の 融 合 環 ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン で あ り 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Ｒ は Ｈ 、 Ｃ Ｈ 3 お よ び Ｃ Ｈ 2 Ｏ Ｈ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、 破 線 は 隣 接 す る Ｂ 環 構 造 の
環 員 を 示 し 、 Ｒ 1 は 、 リ ン カ ー Ｙ ま た は Ｗ が 存 在 す る 場 合 、 そ の 付 着 点 で あ り 、
Ｗ は 、 任 意 選 択 で チ オ エ ー テ ル ま た は エ ー テ ル 基 で あ り 、
Ｙ は 、 １ ０ 個 以 上 の 原 子 長 の リ ン カ ー で あ り 、
Ｚ は 、 Ｙ が 存 在 し な い 場 合 に Ｘ の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 し て 立 体 障 害 を 与 え る の に 十 分 な
サ イ ズ の 大 型 グ ル ー プ で あ る ）
【 請 求 項 ２ 】
Ｗ が チ オ エ ー テ ル 架 橋 で あ る 、 請 求 項 １ の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｙ が １ ０ 個 以 上 ５ ０ 個 以 下 の 原 子 長 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｙ が １ １ 個 以 上 ２ ４ 個 以 下 の 原 子 長 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｙ が １ １ 個 以 上 １ ８ 個 以 下 の 原 子 長 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ま た は
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｘ お よ び Ｚ は 請 求 項 １ で 定 義 し た も の で あ る ）
で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ
ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ７ 】
Ｚ が タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ８ 】
Ｚ が 卵 白 ア ル ブ ミ ン で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大
型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ９ 】
Ｚ が 指 示 薬 グ ル ー プ で あ る 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー
－ 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｚ が ビ リ ル ビ ン で あ る 、 請 求 項 １ か ら ６ お よ び ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン
カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｘ が 式 Ｉ Ｉ の ハ プ テ ン で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー －
大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
Ｒ は 、 Ｈ 、 Ｃ Ｈ 3 お よ び Ｃ Ｈ 2 Ｏ Ｈ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、
Ｒ 1 は 、 リ ン カ ー Ｙ の 付 着 点 で あ り 、
Ｒ 2 は 、 Ｈ ま た は Ｏ Ｈ で あ り 、
Ｒ 3 は 、 オ キ シ 、 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 ア ル キ ル ま た は メ チ ル カ ル ボ ニ ル が 任 意 選 択 で ヒ ド ロ キ シ に よ
っ て 置 換 さ れ て い る 、 オ キ シ 、 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 お よ び メ チ ル カ ル ボ ニ ル
を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、
Ｒ 4 は 、 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ で あ る ）
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【 請 求 項 １ ２ 】
Ｘ が 以 下 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ
ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ３ 】
Ｘ が プ ロ ゲ ス テ ロ ン で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大
型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｏ Ｖ Ａ は 卵 白 ア ル ブ ミ ン で あ る ）
で あ る 、 請 求 項 １ か ら ９ お よ び 請 求 項 １ １ か ら １ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ
ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｏ Ｖ Ａ は 卵 白 ア ル ブ ミ ン で あ る ）
で あ る 、 請 求 項 １ か ら ９ お よ び 請 求 項 １ １ か ら １ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ
ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
リ ガ ン ド が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ
ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
リ ガ ン ド が 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ
ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ａ ） ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド を 試 験 試 料 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｂ ） ス テ ッ プ ａ ） の リ ガ ン ド を 一 般 式 Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー
プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
（ 式 中 、
Ｘ は 、 ハ プ テ ン で あ り 、
Ｗ は 、 任 意 選 択 で チ オ エ ー テ ル ま た は エ ー テ ル 基 で あ り 、
Ｙ は 、 １ ０ 個 以 上 の 原 子 長 の リ ン カ ー で あ り 、
Ｚ は 、 Ｙ が 存 在 し な い 場 合 に Ｘ の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 し て 立 体 障 害 を 与 え る の に 十 分 な
サ イ ズ の 大 型 グ ル ー プ で あ る ）
と さ ら に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｃ ） 反 応 が 実 質 的 に 平 衡 に 達 す る 前 に リ ガ ン ド に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な い ハ プ
テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
リ ガ ン ド を 接 触 さ せ る 第 ２ ス テ ッ プ （ ｂ ） に よ り 、 過 剰 の 結 合 し て い な い リ ガ ン ド の ほ と
ん ど が 接 触 さ れ 結 合 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ ま た
は 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
ス テ ッ プ ａ ） の 混 合 物 を ス テ ッ プ ｂ ） の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 上 に 流 す 、 請 求 項 １ ９ か ら ２ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ハ プ テ ン が ス テ ロ イ ド で あ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ハ プ テ ン が プ ロ ゲ ス テ ロ ン で あ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ
セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
ａ ） 試 験 試 料 を 一 般 式 Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
（ 式 中 、
Ｘ は 、 ハ プ テ ン で あ り 、
Ｗ は 、 任 意 選 択 で チ オ エ ー テ ル ま た は エ ー テ ル 基 で あ り 、
Ｙ は 、 １ ０ 個 以 上 の 原 子 長 の リ ン カ ー で あ り 、
Ｚ は 、 Ｙ が 存 在 し な い 場 合 に Ｘ の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 し て 立 体 障 害 を 与 え る の に 十 分 な
サ イ ズ の 大 型 グ ル ー プ で あ る ）
と 混 合 す る ス テ ッ プ と 、
ｂ ） 生 じ た 混 合 物 を 、 こ の ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
と 、
ｃ ） 反 応 混 合 物 が 実 質 的 に 平 衡 に 達 す る 前 に リ ガ ン ド に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な
い ハ プ テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 迅 速 ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
リ ガ ン ド が 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
生 じ た 混 合 物 を 固 定 し た リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ｂ ） が 、 フ ロ ー オ ー バ ー ま た は フ
ロ ー ス ル ー シ ス テ ム に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ ６ ま た は 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ
イ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ハ プ テ ン が ス テ ロ イ ド で あ る 、 請 求 項 ２ ６ か ら ２ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ハ プ テ ン が プ ロ ゲ ス テ ロ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ６ か ら ２ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ
セ イ 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ か ら ３ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
ａ ） ハ プ テ ン に 結 合 す る リ ガ ン ド と 、
ｂ ） 請 求 項 １ か ら １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト と
を 少 な く と も 含 む 、 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
キ ッ ト が さ ら に 指 示 薬 を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
指 示 薬 が ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３
３ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ ５ 】
指 示 薬 が リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
フ ロ ー オ ー バ ー キ ッ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ２ か ら ３ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
試 験 ス ト リ ッ プ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
フ ロ ー ス ル ー キ ッ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ２ か ら ３ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 内 の ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド と 、 反 応
が 実 質 的 に 平 衡 に 達 し な い 所 定 の 時 間 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 一 般 式 Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ
の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー
プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
（ 式 中 、
Ｘ は 、 ハ プ テ ン で あ り 、
Ｗ は 、 任 意 選 択 で チ オ エ ー テ ル ま た は エ ー テ ル 基 で あ り 、
Ｙ は 、 １ ０ 個 以 上 の 原 子 長 の リ ン カ ー で あ り 、
Ｚ は 、 Ｙ が 存 在 し な い 場 合 に Ｘ の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 し て 立 体 障 害 を 与 え る の に 十 分 な
サ イ ズ の 大 型 グ ル ー プ で あ る ）
を 結 合 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
リ ガ ン ド が 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
リ ガ ン ド を ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 さ せ る 前 に ハ プ テ
ン と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ８ ま た は 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
リ ガ ン ド を ハ プ テ ン と 接 触 さ せ る 前 に ま た は 同 時 に ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の
コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ８ ま た は 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
リ ガ ン ド が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ
ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ａ ） 極 性 有 機 溶 媒 に 溶 か し た 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン を 、 １ ～ １ ０ モ ル 等 量 の 異
種 二 官 能 性 水 溶 性 リ ン カ ー を 含 む 水 溶 液 と 混 合 す る ス テ ッ プ と 、
ｂ ） 混 合 物 を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｃ ） ス テ ッ プ ｂ ） の ハ プ テ ン － リ ン カ ー 反 応 生 成 物 の 残 り の 遊 離 官 能 性 リ ン カ ー グ ル ー プ
に 大 型 グ ル ー プ を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ と
を 少 な く と も 含 む 、 請 求 項 １ か ら １ ８ に 記 載 の い ず れ か 一 項 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型
グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
ス テ ッ プ ｂ ） と ｃ ） の 間 に ハ プ テ ン － リ ン カ ー 生 成 物 を 単 離 す る 単 離 ス テ ッ プ を 含 む 、 請
求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
最 終 混 合 物 が ２ ～ ３ ０ ％ の 含 水 率 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ ま た は 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
最 終 混 合 物 が ５ ～ １ ５ ％ の 含 水 率 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
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最 終 混 合 物 が 約 １ ０ ％ の 含 水 率 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
ス テ ッ プ ｂ ） の 反 応 時 間 が ほ ぼ ２ ４ 時 間 程 度 ま で の 時 間 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ８ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
ｂ ） の 反 応 が 室 温 で 起 こ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
ｂ ） の 反 応 が 実 質 的 に 中 性 の ｐ Ｈ で 起 こ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ５ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
ス テ ッ プ ａ ） の 水 溶 液 が 、 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド に 比 べ て ２ ～ ５ モ ル 等 量 の 異 種 二 官 能
性 の 水 溶 性 リ ン カ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ ４ か ら ５ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド が ス テ ロ イ ド の 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ５
２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド が ス テ ロ イ ド の ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら
５ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
異 種 二 官 能 性 リ ン カ ー の 端 の 一 方 が カ ル ボ キ シ ル で あ り 、 他 方 が ア ミ ノ で あ る 、 請 求 項 ４
４ か ら ５ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
極 性 有 機 溶 媒 が 、 Ｄ Ｍ Ｆ 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 ア セ ト ン お よ び Ｔ Ｈ Ｆ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ４ ４ か ら ５ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
本 発 明 は 、 小 さ い サ イ ズ の ハ プ テ ン 、 よ り 詳 細 に は 固 定 し た ま た は 可 動 な 免 疫 反 応 物 質 と
し て の 他 の 大 分 子 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び 迅 速 ア ッ セ イ 、 具 体 的 に は 免 疫 ア ッ セ イ 、
特 に ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 ま た は ス ト リ ッ プ 試 験 、 フ ロ ー ス ル ー 形 式 お よ び フ ロ ー 免 疫 セ ン
サ ー に お け る そ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 背 景 技 術 ）
迅 速 な ラ テ ラ ル フ ロ ー ス ト リ ッ プ 試 験 ま た は フ ロ ー 免 疫 セ ン サ ー は 、 利 用 し や す い 形 式 で
あ る こ と 、 通 常 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に 比 べ て 試 験 結 果 を 得 る ま で の 処 理 時 間 が 比 較 的 短
い こ と 、 お よ び 長 期 安 定 性 を 含 め た 多 く の 利 点 を 有 す る 。 ま た こ れ ら は 比 較 的 安 価 で 作 成
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ス テ ロ イ ド や 薬 物 な ど 小 さ い サ イ ズ の ハ プ テ ン の 免 疫 ア ッ セ イ に は 一 般 的 に い わ ゆ る 競 合
技 術 が 必 要 で あ る 。 コ ー テ ィ ン グ 抗 原 と し て 、 ハ プ テ ン は 通 常 、 捕 獲 ド ッ ト ま た は ラ イ ン
と し て ス ト リ ッ プ 膜 な ど の 固 相 に コ ー テ ィ ン グ し て 、 色 素 、 酵 素 ま た は 粒 子 に コ ン ジ ュ ゲ
ー ト し た 抗 体 と 反 応 さ せ ； あ る い は 、 色 素 も し く は 他 の 発 色 性 粒 子 で 標 識 し 、 可 動 な 免 疫
反 応 物 質 と し て 使 用 し て 、 有 色 ド ッ ト を 形 成 し 、 ま た は 免 疫 複 合 体 を 固 相 上 に 固 定 し た 抗
体 と 結 合 さ せ る 。 ど ち ら の 構 造 で も 、 固 相 に 固 定 し た ま た は 可 動 な 免 疫 反 応 物 質 と し て コ
ー テ ィ ン グ し た 抗 原 は 、 限 ら れ た 数 の 抗 体 結 合 部 位 に お い て 遊 離 の 試 料 抗 原 と 競 合 す る 。
し た が っ て 、 捕 獲 ラ イ ン 中 の ハ プ テ ン ／ 抗 体 結 合 能 力 は 、 検 出 可 能 な ハ プ テ ン の 濃 度 範 囲
を 、 し た が っ て 免 疫 ア ッ セ イ の 感 度 を 決 定 す る 重 要 な 判 断 基 準 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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小 さ な ハ プ テ ン は 、 サ イ ズ が 小 さ い た め 、 ハ プ テ ン 特 異 的 抗 体 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 保 持
さ せ た ま ま で ス ト リ ッ プ 膜 や 粒 子 な ど 固 相 上 に 直 接 吸 着 さ せ る こ と は 不 可 能 で あ る 。 し た
が っ て 、 小 さ な ハ プ テ ン を 固 相 に 固 定 す る た め に は 、 タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ な
け れ ば な ら な い 。 付 着 の 中 間 体 と し て も 使 用 で き る Ｎ － ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン コ ポ リ マ ー (米
国 特 許 第 5,723,344号 )や 核 酸 断 片 (米 国 特 許 第 5,849,480号 )な ど 他 の 物 質 も い く つ か 存 在
す る が 、 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る 固 相 上 の 小 さ い サ イ ズ の ハ プ テ ン の 固 定 化 技 術 は 依 然 と
し て 、 従 来 の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 、 す な わ ち ハ プ テ ン － タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 調 製 で あ る (Clinica Chimica Acta、 162、 1987、 199～ 206)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
反 応 性 、 す な わ ち ハ プ テ ン に 対 す る 抗 体 の 結 合 特 異 性 に 影 響 を 与 え る 最 も 重 要 な 要 素 の １
つ が 立 体 効 果 で あ る こ と が 一 般 的 に 受 け 入 れ ら れ て い る 。 一 部 の 文 献 は 、 伸 長 し た 柔 軟 な
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 「 架 橋 」 に よ っ て (Immunology Letters、 13、 1986、 313～
316お よ び J. Immunological Methods、 111、 1988、 271～ 275)、 あ る い は 長 く 伸 長 し た リ
ン カ ー に よ っ て (Bioconjugate Chem.、  7、 1996、 88～ 95)、 共 有 結 合 で 固 相 に コ ン ジ ュ ゲ
ー ト さ せ た 抗 体 の 結 合 性 が 高 く な る こ と を 報 告 し て い る 。 異 な る リ ン カ ー を 介 し て 大 き な
タ ン パ ク 質 抗 原 を 固 体 の 支 持 体 に 付 着 さ せ た 場 合 に も 抗 体 の 抗 原 捕 獲 能 力 が 向 上 し た (J. 
Immunological Methods、 55、 1982、 1～ 12)。 ハ プ テ ン － ス ペ ー サ ー － タ ン パ ク 質 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト の 概 念 は い く つ か の 特 許 に も 現 れ て い る 。 ス ペ ー サ ー す な わ ち リ ン カ ー ア ー ム を
介 し て ハ プ テ ン を 免 疫 原 性 担 体 タ ン パ ク 質 に 付 着 さ せ る こ と に よ り 、 抗 体 の 調 製 に お い て
免 疫 応 答 が 改 善 さ れ る か も し れ な い (米 国 特 許 第 5,776,713号 お よ び 米 国 特 許 第 5,843,682
号 )。 ハ プ テ ン と 標 識 の 間 に 伸 長 し た リ ン カ ー を 使 用 し て 様 々 な 酵 素 ま た は 他 の ト レ ー サ
ー で 標 識 し た ハ プ テ ン は 、 よ り 容 易 に 認 識 さ れ 、 ハ プ テ ン に 対 す る 抗 体 に よ っ て よ り 密 接
に 結 合 さ れ 、 ま た 、 酵 素 活 性 や 他 の ト レ ー サ ー の 特 性 を よ く 保 持 し て い る (米 国 特 許 第 5,2
98,403号 、 米 国 特 許 第 5,578,457号 お よ び 米 国 特 許 第 5,834,206号 )。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合
成 に お け る こ の よ う な 目 的 の た め に リ ン カ ー グ ル ー プ を 有 す る 二 官 能 性 試 薬 も 使 用 し た (
米 国 特 許 第 5,595,741号 )。 リ ン カ ー グ ル ー プ を 有 す る 薬 物 ハ プ テ ン － 担 体 タ ン パ ク 質 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 構 築 は 、 抗 体 に よ る 認 識 が 最 適 で あ り 、 し た が っ て 、 従 来 の 他 の 薬 物 と の よ
り 優 れ た 同 時 療 法 的 な 用 法 を 有 し て い る (米 国 特 許 第 5,876,727号 )。 米 国 特 許 第 5,876,727
号 は ま た 、 担 体 ま た は タ ン パ ク 質 か ら 十 分 な 距 離 だ け ハ プ テ ン を 移 動 さ せ て 、 抗 体 に よ る
ハ プ テ ン の 最 適 な 認 識 を 可 能 に す る 利 点 を 教 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
従 来 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン お よ び 同 じ 環 構 造 を 有 す る 他 の 類 似 の ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン を 、 そ の
ｂ 環 の ６ 位 お よ び ７ 位 で 他 の 分 子 に 付 着 さ せ て い た (G.Hatzidakis、  A.Stefanakisお よ び
E.Krambovitis、 1993、 「 Comparison of Different Antibody-Conjugate Derivatives fo
r the Development of Sensitivity and Specific Progesteron Assay」 、 Journal of Re
production and Fertility、 97、 ペ ー ジ 557～ 561)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 出 願 者 ら は 今 回 、 驚 く べ き こ と に 、 比 較 的 短 い 時 間 の ア ッ セ イ で 、 小 さ い サ イ ズ の ハ プ
テ ン を 捕 獲 す る リ ガ ン ド の 能 力 が 、 多 く の 迅 速 ア ッ セ イ 、 具 体 的 に は ラ テ ラ ル フ ロ ー ス ト
リ ッ プ 試 験 や フ ロ ー イ ム ノ セ ン サ ー な ど 免 疫 ア ッ セ イ に 対 し て 感 度 を 有 す る よ う に 高 め ら
れ る こ と を 発 見 し た 。 こ れ は 、 ハ プ テ ン と 、 タ ン パ ク 質 な ど ハ プ テ ン が 付 着 し て い る 大 型
グ ル ー プ (large group)と の 間 に リ ン カ ー を 使 用 す る こ と に よ る 従 来 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に は 、
特 に 適 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 利 用 す る 迅 速 ア
ッ セ イ を 提 供 す る こ と 、 あ る い は 少 な く と も 有 用 な 選 択 肢 を 社 会 に 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
第 １ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 平 衡 に 近 づ か な い 動 力 学 に 基 づ い た ア ッ セ イ で あ る 迅 速 ア ッ セ
イ で 使 用 す る 、 一 般 式 Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ で 表 さ れ る ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ

10

20

30

40

50

(9) JP 2004-538447 A 2004.12.24



ン ジ ュ ゲ ー ト を 提 供 す る 。
（ 式 中 、
Ｘ は 、 ハ プ テ ン で あ り 、
Ｗ は 、 任 意 選 択 で チ オ エ ー テ ル ま た は エ ー テ ル 基 で あ り 、
Ｙ は 、 １ ０ 個 以 上 の 原 子 長 の リ ン カ ー で あ り 、
Ｚ は 、 Ｙ が 存 在 し な い 場 合 に Ｘ の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 し て 立 体 障 害 を 与 え る の に 十 分 な
サ イ ズ の 大 型 グ ル ー プ で あ る ）
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Ｘ は 式 Iの Ａ 環 構 造 を 有 す る 多 環 の 融 合 環 ハ プ テ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Ｒ は Ｈ 、 Ｃ Ｈ 3 お よ び Ｃ Ｈ 2 Ｏ Ｈ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、 破 線 は 隣 接 す る Ｂ 環 構 造 の
環 員 を 示 し 、 Ｒ 1 は リ ン カ ー Ｙ の 付 着 点 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Ｘ は 式 IIの ハ プ テ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｒ は 、 Ｈ 、 Ｃ Ｈ 3 お よ び Ｃ Ｈ 2 Ｏ Ｈ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、
Ｒ 1 は 、 リ ン カ ー Ｙ の 付 着 点 で あ り 、
Ｒ 2 は 、 Ｈ ま た は Ｏ Ｈ で あ り 、
Ｒ 3 は 、 オ キ シ 、 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 ア ル キ ル ま た は メ チ ル カ ル ボ ニ ル が 任 意 選 択 で ヒ ド ロ キ シ に よ
っ て 置 換 さ れ て い る 、 オ キ シ 、 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 お よ び メ チ ル カ ル ボ ニ ル
を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、
Ｒ 4 は 、 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
ａ )ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド を 試 験 試 料 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｂ )ス テ ッ プ ａ )の リ ガ ン ド を 、 こ の リ ガ ン ド に 特 異 的 な 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大
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型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と さ ら に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｃ )リ ガ ン ド に 結 合 し た 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な い ハ プ テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 、 平 衡 に 近 づ か な い 、 動 力 学 に 基 づ い た ア ッ
セ イ で あ る 迅 速 ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
好 ま し く は 、 リ ガ ン ド を 接 触 さ せ る 第 ２ ス テ ッ プ (ｂ )に よ り 、 過 剰 の 結 合 し て い な い リ ガ
ン ド の ほ と ん ど が 接 触 さ れ 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
好 ま し く は 、 ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 固 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ ａ )の 混 合 物 を ス テ ッ プ ｂ )の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型
グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 上 に 流 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
ａ )本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 試 験 試 料 と 混 合 す る
ス テ ッ プ と 、
ｂ )生 じ た 混 合 物 を こ の ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と
、
ｃ )リ ガ ン ド に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な い ハ プ テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 、 平 衡 に 近 づ か な い 動 力 学 に 基 づ い た ア ッ セ
イ で あ る 迅 速 ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
好 ま し く は 、 リ ガ ン ド は 固 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 生 じ た 混 合 物 を 固 定 し た リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ｂ )は 、
フ ロ ー オ ー バ ー ま た は フ ロ ー ス ル ー シ ス テ ム に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
さ ら な る 態 様 で は 本 発 明 は 少 な く と も
ハ プ テ ン に 結 合 す る リ ガ ン ド と 、
本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と
を 含 む 、 平 衡 に 近 づ か な い 動 力 学 に 基 づ い た ア ッ セ イ で あ る 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
好 ま し く は 、 こ の キ ッ ト は 指 示 薬 を さ ら に 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 こ の 指 示 薬 は ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 結 合 し て い る 。 代 替 実 施 形 態 で は 、 こ の 指
示 薬 は リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
一 般 的 に キ ッ ト は フ ロ ー オ ー バ ー ま た は フ ロ ー ス ル ー ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て よ い 。 典 型
的 な フ ロ ー ス ル ー キ ッ ト は 試 験 ス ト リ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト 内 の ハ プ テ ン と 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド と 、 反 応 が 平 衡 に 近 づ か な い 所 定 の
時 間 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
リ ガ ン ド は 固 定 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の リ ガ ン ド は タ ン
パ ク 質 － ハ プ テ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 す る 前 に は ハ プ テ ン に 結 合 し て い な い こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
別 の 態 様 で は 本 発 明 は 少 な く と も
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ａ )極 性 有 機 溶 媒 に 溶 か し た 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン を 、 1～ 10モ ル 等 量 の 異 種 二
官 能 性 水 溶 性 リ ン カ ー を 含 む 水 溶 液 と 混 合 す る ス テ ッ プ と 、
ｂ )混 合 物 を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｃ )ス テ ッ プ ｂ )の ハ プ テ ン － リ ン カ ー 反 応 生 成 物 の 残 り の 遊 離 官 能 性 リ ン カ ー グ ル ー プ に
大 型 グ ル ー プ を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 生 成 す る 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ 図 面 の 簡 単 な 説 明 ）
本 発 明 は 広 く は 上 に 定 義 し た と お り で あ る が 、 そ れ だ け に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 以 下
の 説 明 に よ っ て 例 が 提 供 さ れ る 実 施 形 態 も 含 め ら れ る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
さ ら に 、 添 付 の 図 を 参 照 す る こ と に よ っ て 本 発 明 を よ り 良 く 理 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
図 １ は 、 伸 長 し た 長 さ の リ ン カ ー を 有 す る ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン 誘 導 体 の 合 成 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
図 ２ は 、 様 々 な 長 さ の リ ン カ ー (4個 、 11個 、 ま た は 18個 の 原 子 の リ ン カ ー )を 有 す る 、 １
つ の ７ α － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]お よ び ３ つ の ４ － プ ロ
ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ お よ び (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]の
構 造 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
図 ３ は 、 類 似 の 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )結 合 曲 線 を 有 す る 、 ４ － お よ び ７ α － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ
Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 の 曲 線 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 の 曲 線 ]の ど ち ら も を 示
す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
図 ４ は 、 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト (上 の 曲 線 )お よ び (２ )－ Ｏ Ｖ Ａ コ
ン ジ ュ ゲ ー ト (下 の 曲 線 )と の 標 準 曲 線 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
図 ５ は 、 類 似 の 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )結 合 性 能 を 有 す る ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 の 曲 線 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 真 中 の 曲 線 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 の
曲 線 ]を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
図 ６ は 、 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ
Ｖ Ａ 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]と の 、 非 常 に 類 似 し た 標 準 曲 線 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
図 ７ は 、 免 疫 金 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 ス ト リ ッ プ 上
に コ ー テ ィ ン グ し た ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は
上 段 の ス ト リ ッ プ 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 中 段 の ス ト リ ッ プ 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 段 の ス ト リ ッ プ
]と の 、 様 々 な 結 合 性 能 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
図 ８ は 、 図 ７ の 走 査 計 測 分 析 (scannometric analysis)[(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 の 曲 線 、 (５ )－
Ｏ Ｖ Ａ は 真 中 の 曲 線 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 の 曲 線 ]の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
図 ９ は 、 固 定 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ
ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 段 の ス ト リ ッ プ 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 中 段 の ス ト リ ッ プ 、 (７ )－ Ｏ Ｖ
Ａ は 下 段 の ス ト リ ッ プ ]の 免 疫 金 複 合 体 と の 、 様 々 な 結 合 性 能 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
図 １ ０ は 、 小 さ な ハ プ テ ン 用 の バ イ オ ド ッ ト フ ロ ー ス ル ー 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 の ２ ス テ ッ プ
の 設 計 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
図 １ １ は 、 金 表 面 に 固 定 し た 抗 体 ま た は 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー 大 型 グ ル ー プ の コ ン
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ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し た 、 小 さ な ハ プ テ ン 用 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (Ｓ Ｐ Ｒ )フ ロ ー 免 疫 セ ン
サ ー の ２ つ の 設 計 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
図 １ ２ は 、 ４ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ １ ２ Ｒ Ｕ ； (
３ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ ５ ０ Ｒ Ｕ ； (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ １ ５ ０ Ｒ Ｕ ； (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ ２ ２ ５ Ｒ Ｕ ]
と 固 定 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と の 様 々 な 結 合 性 能 を 、 Ｓ Ｐ
Ｒ バ イ オ セ ン サ ー に よ っ て 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
図 １ ３ は 、 ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ
、 お よ び (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]を 固 定 し た バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し た 、 抗 体 結 合 応 答 を 示 す
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
図 １ ４ は 、 ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ
、 お よ び (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し た 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 競 合 免 疫 ア ッ
セ イ の 標 準 曲 線 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
図 １ ５ は 、 競 合 Ｓ Ｐ Ｒ に 基 づ い た 免 疫 ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 検 出 の 直 線
範 囲 0.1～ 10ng.ml - 1 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
図 １ ６ は 、 18個 の 原 子 の リ ン カ ー 有 す る テ ス ト ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 生
成 方 法 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
図 １ ７ は 、 様 々 な 長 さ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 有 す る プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ －
Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 生 成 の 設 計 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
本 発 明 の 開 示 で は 、 「 迅 速 ア ッ セ イ 」 と は 、 ア ッ セ イ 成 分 を 混 合 し た 場 合 に 、 こ の ア ッ セ
イ か ら 有 意 義 な 結 果 が 得 ら れ る 前 に 平 衡 状 態 に 近 づ く 必 要 が な い 反 応 を 有 す る ア ッ セ イ 成
分 に よ っ て 、 特 徴 付 け ら れ て い る 。 本 発 明 は 、 ア ッ セ イ を 実 行 し て い る 期 間 中 に ア ッ セ イ
成 分 の 反 応 が 平 衡 に 近 づ か な い 、 迅 速 ア ッ セ イ に 特 に 適 し て い る 。 こ の よ う な 迅 速 ア ッ セ
イ は 、 非 平 衡 の 、 動 力 学 に 基 づ い た ア ッ セ イ で あ る 。 通 常 、 こ の ア ッ セ イ は 実 施 に 20分 未
満 、 よ り 適 切 に は 10分 未 満 し か か か ら な い は ず で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
「 大 型 グ ル ー プ 」 と は 、 10個 の 原 子 長 未 満 の リ ン カ ー を リ ガ ン ド と ハ プ テ ン の 間 に 挿 入 し
た 場 合 に 、 付 着 し た ハ プ テ ン の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 し て 有 意 な 立 体 障 害 を 引 き 起 こ す の
に 十 分 な サ イ ズ の グ ル ー プ で あ る 。 通 常 、 本 発 明 で は 、 大 型 グ ル ー プ は タ ン パ ク 質 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 あ る い は 、 こ の 大 型 グ ル ー プ は 、 蛍 光 色 素 、 た と え ば ビ リ ル ビ ン な
ど の 指 示 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
一 実 施 形 態 で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 大 型 グ ル ー プ は タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は
、 好 ま し く は 安 価 で あ り 、 ハ プ テ ン と コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る た め の 多 数 の リ ジ ン を 含 む 、 容
易 に 入 手 可 能 な 任 意 の タ ン パ ク 質 で あ る 。 当 分 野 の 適 切 な タ ン パ ク 質 の 例 に は 、 ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン (Ｂ Ｓ Ａ )、 卵 白 ア ル ブ ミ ン (Ｏ Ｖ Ａ )、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (Ｋ
Ｌ Ｈ )が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 に は 、 酵 素 、 分 泌 タ ン パ ク 質 、 球 状 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ 得
る 。 本 発 明 中 で 使 用 す る た め の 好 ま し い タ ン パ ク 質 は 卵 白 ア ル ブ ミ ン (Ｏ Ｖ Ａ )で あ る 。 タ
ン パ ク 質 が 酵 素 で あ る 場 合 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 西 洋 ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ミ ン を 富 化 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む 群 か ら 選 択
さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
「 ハ プ テ ン 」 と は 、 検 出 す る た め に 選 択 さ れ る 分 子 で あ る 。 最 も 一 般 的 に は 、 こ の ハ プ テ
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ン は 、 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 し 、 そ れ 自 体 で は 免 疫 応 答 を 誘 発 さ せ る 能 力 が な い が 抗 原 性 の
担 体 と 複 合 体 を 形 成 す る と 免 疫 原 性 に な る 、 低 分 子 量 有 機 化 合 物 で あ る 。 本 発 明 で 対 象 と
な る ハ プ テ ン は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 炭 化 水 素 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ス テ ロ イ
ド 、 ス テ ロ イ ド 類 似 体 、 ポ リ ペ プ チ ド (ペ プ チ ド ホ ル モ ン な ど )、 薬 物 お よ び 毒 素 を 含 む 群
か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ハ プ テ ン が 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン ま た は プ ロ ゲ ス テ ロ ン に 類 似 の Ａ 環 構 造 を 有 す る 分 子 な ど ス
テ ロ イ ド で あ る 場 合 は 、 ハ プ テ ン の 結 合 が Ａ 環 構 造 の ４ 位 で 起 こ る こ と が 好 ま し い 。 ス テ
ロ イ ド プ ロ ゲ ス テ ロ ン の Ｃ － ４ 位 で の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 部 位 が 良 好 な ア ッ セ イ 感
度 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ れ ま で に 、 文 献 で は 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 分 子 と タ ン パ ク 質
の 一 般 的 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト 部 位 の ほ と ん ど (３ 、 ６ β 、 ７ α お よ び １ １ α 位 )が 調 査 さ れ 、
最 も 感 度 の 高 い Ｅ Ｉ Ａ ア ッ セ イ の 結 果 は 、 ス テ ロ イ ド の ６ β ま た は ７ α 位 の ど ち ら か を 使
用 す る こ と に よ っ て し か 得 ら れ な か っ た (Journal of Reproduction and Fertility、 97、
1993、 557～ 561)。 ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン 誘 導 体 は 、 よ り 簡 単 に 合 成 さ れ 、 ６ β や ７ α 類 似
体 に 比 べ て 立 体 異 性 体 の 問 題 が な い 。 こ れ に よ り 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の ４ 位 、 ま た は プ ロ ゲ
ス テ ロ ン と 同 じ Ａ 環 構 造 を 有 す る 他 の ス テ ロ イ ド の ４ 位 が 、 ６ β や ７ α 位 に 代 わ る 、 優 れ
た 代 替 タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 部 位 と な る 。 し か し 他 の 結 合 部 位 の 使 用 も 除 外 さ れ な い
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の ハ プ テ ン は 以 下 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
最 も 好 ま し く は 、 こ の ハ プ テ ン は プ ロ ゲ ス テ ロ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 リ ガ ン ド 」 は 、 抗 原 を 結 合 す る 能 力 を 有 す る 任 意 の 分 子 で よ い 。
好 ま し く は 、 こ れ は 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 。 こ の
よ う な 抗 原 標 的 に は 上 記 の ハ プ テ ン が 含 ま れ る 。 リ ガ ン ド に は 、 完 全 な 抗 体 だ け で な く 、
そ の 断 片 、 た と え ば Ｆ ａ ｂ 、 (Ｆ ａ ｂ ) 2 、 Ｆ ｖ 、 単 鎖 (Ｓ ｃ Ｆ ｖ )、 そ れ ら の 変 異 体 、 抗 体
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部 分 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び 必 要 な 特 異 性 の 抗 原 認 識 部 位 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分
子 の 他 の 任 意 の 改 変 し た 構 造 が 包 含 さ れ る 。 代 替 実 施 形 態 で は こ の リ ガ ン ド は Ｔ 細 胞 受 容
体 で よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
リ ン カ ー は 、 好 ま し く は 10～ 50個 の 原 子 長 、 よ り 好 ま し く は 11～ 24個 の 原 子 長 、 最 も 好 ま
し く は 11～ 18個 の 原 子 長 の 鎖 を 含 む 。 当 分 野 で 周 知 の 任 意 の 適 切 な リ ン カ ー を 使 用 す る こ
と が で き る 。 リ ン カ ー は 、 ハ プ テ ン の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 す る 立 体 障 害 が 最 小 限 で あ る
こ と を 保 証 す る た め に 、 ハ プ テ ン に 近 位 の か さ 高 く な い 基 で あ る べ き で あ る 。 ま た 、 こ の
鎖 が 炭 素 に 基 づ い た も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の 炭 素 に 基 づ い た 鎖 は 、 Ｎ 、 Ｓ 、 Ｏ か
ら 選 択 さ れ た １ つ ま た は 複 数 の 異 種 原 子 を 含 ん で い て も よ い 。 他 の 側 鎖 置 換 基 を 提 供 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
好 ま し い 鎖 は 、 ア ミ ノ 酸 鎖 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 鎖 、 ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 核 酸 、
お よ び 多 糖 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 。 異 種 原 子 は ア ミ ノ 基 の 一 部 で も よ い 。 こ の 鎖 は 、 １
つ ま た は 複 数 、 好 ま し く は ３ つ 以 下 の 不 飽 和 部 位 を 有 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 断 片 を
鎖 に 取 り 込 ん で も よ い 。 ホ モ ロ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 複 数 の ア ミ ノ 酸 断 片 を 提 供 し て も よ い
。 リ ン カ ー と し て ハ イ ブ リ ッ ド ペ プ チ ド － 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と も 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 者 ら は 、 立 体 障 害 を 減 ら す た め の 最 適 な リ ン カ ー の 長 さ は 約 18個 の 原 子 で あ る こ と
を 見 出 し た 。 そ れ 以 降 は 、 性 能 は 最 小 限 し か 向 上 さ れ な い が 、 よ り 長 い リ ン カ ー を 組 み 込
む こ と に よ っ て 混 乱 が 生 じ る 。 明 ら か に 、 本 発 明 の 実 施 に 18個 の 原 子 よ り 長 い リ ン カ ー を
使 用 し て も よ い が 、 こ れ は 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 式 IIIま た は 式 IVに よ っ て 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｘ お よ び Ｚ は 上 に 定 義 し た と お り で あ る ）
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一 実 施 形 態 で は 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 以 下 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 好 ま し い コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 図 ２ に 示 す (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ お よ び (
７ )－ Ｏ Ｖ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
当 分 野 で 周 知 の 任 意 の 手 段 に よ っ て こ の リ ン カ ー を ハ プ テ ン と タ ン パ ク 質 に 付 着 さ せ る こ
と が で き る 。 好 ま し い 方 法 に は 、 (た と え ば タ ン パ ク 質 上 の ア ミ ン 、 カ ル ボ キ シ ル ま た は
ス ル フ ヒ ド リ ル 基 へ の )共 有 結 合 反 応 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は リ ガ ン ド 相
互 作 用 に よ る 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
ス テ ロ イ ド を リ ン ク グ ル ー プ に 共 有 結 合 さ せ る た め に は 、 多 く の 場 合 、 チ オ エ ー テ ル ま た
は エ ー テ ル の 架 橋 基 、 好 ま し く は チ オ エ ー テ ル 基 を 含 む こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
固 相 が 必 要 な 場 合 は 、 リ ガ ン ド ま た は ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を 固 相 に 固 定 す る こ と が で き る 。 リ ガ ン ド と ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 量 が 事 前 に 決 定 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 リ ガ ン ド に 比 べ て タ ン パ
ク 質 － コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 過 剰 量 あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
リ ガ ン ド お よ び ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ど ち ら も が 、 ハ プ
テ ン を 定 性 分 析 お よ び 定 量 分 析 す る た め の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 迅 速 な 検 出 を 可 能 に す る た め
に 、 検 出 シ ス テ ム で の 使 用 に 適 し た 指 示 薬 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 多 く の 検 出 シ ス テ ム が 当 分 野 に 存 在 す る 。 当 分 野 の 技 術 者 は 、 周
知 の 方 法 を 使 用 し て タ ン パ ク 質 の 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 様 々 な 免 疫 ア ッ セ イ 手 順
は 、 「 Immunoassays for the 80's」 、  A. Voller.他 編 、 University Park, 1981に 記 載
さ れ て い る 。 こ れ に は 、 酵 素 検 出 シ ス テ ム 、 色 素 (蛍 光 マ ー カ ー 、 有 色 イ オ ン や 錯 体 な ど )
、 金 属 ま た は 非 金 属 の 有 色 粒 子 (免 疫 金 や 着 色 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ な ど )、 お よ び 取 り 込 ま れ
た 放 射 性 同 位 元 素 (た と え ば シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ っ て 検 出 さ れ る )が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 安 価 で 比 較 的 安 定 で あ る の で 免 疫 金 粒 子 が 使 用 さ れ る 。 標 識 し た
抗 体 を 検 出 す る の に 使 用 し て も よ い 適 切 な 酵 素 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 ブ ド
ウ 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 δ － ５ － ス テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 、 酵 母 菌 ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 、
α － グ リ セ ロ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸
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脱 水 素 酵 素 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ お よ び ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
抗 体 を 放 射 標 識 す る こ と に よ り 、 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )を 使 用 し て そ れ を 検 出 す る
こ と が 可 能 に な る (た と え ば 、 Work, T.S.他 、 「 Laboratory Techniques and Biochemistr
y in Molecular Biology」 、 North Holland Publishing Company、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1978参
照 )。 こ の 放 射 性 同 位 元 素 は 、 γ 線 計 数 器 や シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 器 の 使 用 、 ま た は オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る 手 段 な ど に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 目 的 に 特 に
有 用 な 同 位 元 素 は 、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 、 3 5 Ｓ 、 1 2 5 Ｉ お よ び 1 3 1 Ｉ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
蛍 光 標 識 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 蛍 光 標 識 し た 抗 体 を 適 切 な 波 長 の 光 に 暴 露 さ せ た 場 合
、 蛍 光 に よ っ て そ の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 蛍 光 標 識 化 合
物 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ
ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ｏ － フ タ ル ア ル デ ヒ ド 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン 、 ビ リ ル ビ ン が
あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ま た 、 こ の 抗 体 を 1 5 2 Ｅ ｕ な ど の 蛍 光 放 射 金 属 ま た は ラ ン タ ニ ド 系 列 の 他 の も の を 使 用 し
て 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と も で き る 。 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (Ｄ Ｔ Ｐ Ａ )や エ チ レ ン
ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (Ｅ Ｄ Ｔ Ａ )な ど 金 属 キ レ ー ト 化 グ ル ー プ を 使 用 し て こ れ ら の 金 属 を 特 定 の
抗 体 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
こ の 抗 体 は ま た 化 学 発 光 化 合 物 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き
る 。 そ の 後 、 化 学 反 応 の 過 程 中 に 生 じ る 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 化 学 発 光 で 標
識 し た 抗 体 の 存 在 を 決 定 す る 。 特 に 有 用 な 化 学 発 光 標 識 化 合 物 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ
ル ミ ノ ー ル 、 セ ロ マ チ ッ ク (theromatic)ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ
ジ ニ ウ ム 塩 お よ び シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
同 様 に 、 生 物 発 光 化 合 物 を 使 用 し て 抗 体 を 標 識 し て も よ い 。 生 物 発 光 と は 、 触 媒 タ ン パ ク
質 が 化 学 発 光 反 応 の 効 率 を 高 め る 、 生 物 系 内 で 見 つ か る 化 学 発 光 の 一 種 で あ る 。 生 物 発 光
タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 標 識 の 目 的 で 重 要
な 生 物 発 光 化 合 物 は 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び エ ク オ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
抗 体 の 検 出 は 、 た と え ば 検 出 可 能 な 標 識 が 放 射 性 γ 線 放 射 源 で あ る 場 合 は シ ン チ レ ー シ ョ
ン 計 数 器 に よ っ て 、 あ る い は 、 た と え ば 標 識 が 蛍 光 物 質 で あ る 場 合 は 蛍 光 光 度 計 に よ っ て
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
酵 素 標 識 の 場 合 、 酵 素 の 基 質 を 使 用 す る 比 色 法 に よ っ て 検 出 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、
基 質 の 酵 素 反 応 の 程 度 を 同 様 に 調 製 し た 標 準 と 比 較 す る 目 視 比 較 に よ っ て 、 検 出 を 行 う こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
抗 体 の 結 合 活 性 は 、 周 知 の 方 法 に 従 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 当 分 野 の 技 術 者 は 、 日 常
的 な 実 験 を 用 い る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 測 定 (determination)に 有 効 で 最 適 な ア ッ セ
イ 条 件 を 決 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 企 図 さ れ る 方 法 は 、 動 力 学 に 基 づ く も の で あ る
。 平 衡 に 基 づ く シ ス テ ム は 、 本 発 明 の 目 的 で は 企 図 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
試 験 化 合 物 を 加 え な い 、 陽 性 対 照 ア ッ セ イ を 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
一 実 施 形 態 で は 、 こ の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 図 ２ に 示
し た と お り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 多 く の 様 々 な 迅 速 免 疫 ア ッ セ イ で の 使 用 に 適 し て い る 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
し た が っ て 、 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
内 の ハ プ テ ン に 特 異 的 な リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 結 合 ス テ ッ プ は 一 般
的 に 、 迅 速 な フ ロ ー オ ー バ ー ま た は フ ロ ー ス ル ー 方 式 で 、 固 相 の 表 面 上 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
固 相 を 使 用 す る 場 合 は 、 リ ガ ン ド ま た は ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の ど ち ら か を 固 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー
プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 固 体 の 支 持 体 に 固 定 す る 。 本 発 明 の 範 囲 内 で 使 用 で き る 固 体 の 支 持
体 は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 主 に 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ ス テ
ル 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン 、 ポ リ ス ル ホ ン 、 ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド 、 セ ル ロ ー ス 、 硝 酸 セ ル ロ ー ス 、 架 橋 デ キ ス ト ラ ン 、 フ ッ 化 樹 脂 、 ア ガ ロ ー ス
、 架 橋 ア ガ ロ ー ス 、 お よ び 多 糖 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 不 溶 性 の 高 分 子 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
し か し 、 さ ら に 、 ガ ラ ス 、 ガ ラ ス 繊 維 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 金 属 、 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ 物 質 、 ナ
イ ロ ン 膜 、 金 属 、 金 属 ス ト リ ッ プ お よ び 金 属 ビ ー ズ な ど 他 の 物 質 を 使 用 す る こ と も 考 え ら
れ る 。 好 ま し い 固 体 の 支 持 体 は 、 膜 、 ビ ー ズ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 固 体 支 持 体 、 試 験 管 、 マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 ラ テ ラ ル フ ロ ー 装 置 、 樹 脂 、 Ｐ Ｖ Ｃ 、 ラ
テ ッ ク ス ビ ー ズ お よ び ニ ト ロ セ ル ロ ー ス か ら 選 択 さ れ る 。 担 体 の 性 質 は 本 発 明 の 目 的 で は
あ る 程 度 可 溶 性 ま た は 不 溶 性 と す る こ と が で き る 。 支 持 体 の 形 状 は 、 ビ ー ズ の よ う に 球 状
、 試 験 管 の 内 部 の よ う に 円 柱 状 、 ま た は 棒 の 外 部 表 面 で あ っ て よ い 。 あ る い は 、 表 面 は 、
シ ー ト 、 試 験 ス ト リ ッ プ な ど の よ う に 平 坦 で も よ い 。 当 分 野 の 技 術 者 は 、 抗 体 や 抗 原 を 結
合 す る 多 く の 他 の 適 切 な 担 体 を 知 っ て お り 、 ま た は 日 常 的 な 実 験 を 用 い る こ と に よ っ て こ
れ を 確 認 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
こ の 固 体 表 面 は 膜 で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
支 持 体 が 金 属 で あ る 場 合 は 、 こ れ が 、 金 や プ ラ チ ナ な ど バ イ オ セ ン サ ー の 表 面 と し て の 使
用 に 適 し た 金 属 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
固 体 の 支 持 体 へ の 固 定 は 、 受 動 吸 着 、 共 有 結 合 、 ま た は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 複 合 体 な ど リ
ガ ン ド の 相 互 作 用 を 介 し た も の に よ る 固 定 で よ い (た と え ば 米 国 特 許 第 4,467,031号 、 Gala
ti他 )。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 出 願 者 ら は 、 予 想 外 な こ と に 、 よ り 長 い リ ン カ ー を 有 す る こ れ ら の ハ プ テ ン － リ ン カ ー
－ 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 、 迅 速 ア ッ セ イ に お い て 、 従 来 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー
－ 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 比 べ て 相 当 の 利 点 を 有 す る こ と を 見 出 し た 。 競 合 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ タ イ プ の ア ッ セ イ で 使 用 し た 場 合 は こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 性 能 は 従 来 の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト と 同 等 で あ る の で 、 こ れ は 特 に 驚 く べ き こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
特 定 の 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い が 、 迅 速 免 疫 ア ッ セ イ に お け る 従 来 の タ ン パ ク 質 － ハ
プ テ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 感 度 の 低 さ は 、 固 定 し た 抗 体 と の 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 際 の 立 体
障 害 が 原 因 で あ る こ と が 提 唱 さ れ た 。 し た が っ て 、 迅 速 ア ッ セ イ の 感 度 を 上 げ る た め に は
、 結 合 率 に 対 す る 立 体 障 害 を 最 小 限 に す る シ ス テ ム が 必 要 で あ る と 思 わ れ る 。 本 発 明 の ハ
プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は こ の 目 的 を 果 た し て い る と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
特 定 の 理 論 に 拘 泥 す る も の で は な い が 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 実 施 例 で 実 証 さ れ た 、 高
め ら れ た ハ プ テ ン 抗 体 結 合 の 動 力 学 は 、 そ こ で 提 示 す る 特 定 の 実 施 形 態 の ２ つ の 主 要 な 要
素 に よ っ て 促 進 さ れ る こ と を 提 唱 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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１ ． リ ン カ ー が ス テ ロ イ ド Ａ 環 の ４ 位 に 結 合 す る こ と ； お よ び
２ ． リ ン カ ー の 長 さ が 、 ハ プ テ ン と タ ン パ ク 質 が 互 い に 、 迅 速 な リ ガ ン ド に よ る ハ プ テ ン
の 認 識 お よ び リ ガ ン ド の ハ プ テ ン へ の 結 合 に 対 し て 立 体 障 害 が な い よ う な 長 さ で あ る こ と
。 こ の ハ プ テ ン と タ ン パ ク 質 は 、 互 い に 対 し て 自 由 な 運 動 が 与 え ら れ て お り 、 し た が っ て
、 リ ガ ン ド の ハ プ テ ン へ の 結 合 の 迅 速 な 認 識 が 可 能 と な っ て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 者 ら は 、 免 疫 ア ッ セ イ の た め に 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の ６ β お よ び ７ α 以 外 の 他 の コ ン
ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 部 位 を 調 査 し た 。 本 発 明 者 ら に よ っ て 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の Ｃ － ４ 位 が プ ロ
ゲ ス テ ロ ン の ６ β 位 に 代 わ る 、 優 れ た 代 替 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 部 位 で あ る こ と が 見 出 さ れ
た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ (１ － Ｏ Ｖ Ａ )お よ び プ ロ ゲ ス テ ロ ン －
７ α － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト (２ － Ｏ Ｖ Ａ )の ど ち ら も 類 似 の 抗 体 結 合 性 能 を 有 す る 。 驚 く
べ き こ と に 、 Ｓ Ｐ Ｒ な ど 動 力 学 に 基 づ い た 免 疫 ア ッ セ イ で は 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ
Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ７ α － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト よ り 優 れ た 抗 体 結 合 を
示 す 。 し か し 、 ６ β － お よ び ７ α － プ ロ ゲ ス テ ロ ン 誘 導 体 に 比 べ て 、 Ｃ － ４ 位 の プ ロ ゲ ス
テ ロ ン 誘 導 体 の 合 成 は よ り 簡 単 で あ り 、 ス テ ロ イ ド の ４ ， ５ － 二 重 結 合 に よ っ て Ｃ － ４ 位
で は プ ロ ゲ ス テ ロ ン 誘 導 体 の 立 体 異 性 体 が １ つ し か 提 供 さ れ な い の で 、 立 体 異 性 体 の 問 題
が な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
最 近 、 伸 長 し た 長 さ の 異 種 二 官 能 性 リ ン カ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 捕 獲 抗 体 と ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ま た は そ の 微 小 粒 子 と の 間 の 距 離 が 長 く な れ ば 抗 体 結 合 シ グ ナ ル が 増
大 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の 増 大 は 一 般 的 な バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ２ 成 分 (entity)間
の 距 離 が 増 加 し た 結 果 と 見 な さ れ て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で コ ー テ ィ ン グ 抗 原
と し て 使 用 し た 場 合 は 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 内 の リ ン カ ー の 長 さ
(4、 11ま た は 18個 の 原 子 長 )は 、 そ の 抗 体 結 合 性 能 に 有 意 な 効 果 を 及 ぼ さ な い こ と を 見 出
し た 。 短 い 時 間 (20分 )の 抗 体 結 合 実 験 で は 、 長 い リ ン カ ー を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト (４ －
お よ び ６ － Ｏ Ｖ Ａ )は 、 短 い リ ン カ ー を 有 す る Ｏ Ｖ Ａ － コ ン ジ ュ ゲ ー ト (１ － Ｏ Ｖ Ａ )に 比
べ て む し ろ 僅 か に 悪 か っ た 。 し た が っ て 、 異 な る 長 さ の リ ン カ ー (4～ 18個 の 原 子 )を 有 す
る ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 同 じ プ ロ ゲ ス テ
ロ ン ア ッ セ イ 感 度 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
以 前 の 研 究 に よ り シ グ ナ ル の 増 大 が 必 ず し も リ ン カ ー の 長 さ に 比 例 す る と は 限 ら な い こ と
が 示 さ れ て い る 。 た と え ば 、 酵 素 － 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中 の リ ン カ ー の 長 さ を 9個 の 原 子
か ら 23個 の 原 子 に 増 加 し た 場 合 は シ グ ナ ル が 64％ 増 加 し 、 30個 の 原 子 長 の リ ン カ ー で は 82
％ 増 加 し た 。 し か し 、 16個 の 原 子 の リ ン カ ー を 有 す る 同 じ 酵 素 － 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、
よ り 長 い リ ン カ ー (23個 の 原 子 )を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト よ り 僅 か に 優 れ た 抗 体 結 合 性 能 を
有 し て い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 シ グ ナ ル を 増 大 さ せ る た め に は 、 抗 体 と 他 の 成 分 と の 間 の
リ ン カ ー の 理 想 的 な 長 さ は 、 関 与 す る ２ つ の 成 分 の サ イ ズ お よ び バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト が
形 成 さ れ る 方 法 に 依 存 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 従 来 技 術 で は 、 ２ つ の 大 き な 成 分 間 で 、
す な わ ち 抗 体 と 酵 素 ま た は 微 小 粒 子 と で バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 構 築 さ れ る 。 リ ン カ ー は
、 抗 体 を 標 識 す る 目 的 の み で 使 用 さ れ 、 抗 体 － 抗 原 の 結 合 部 位 と 同 じ 側 に は 直 接 関 与 し て
い な か っ た 。 し か し 本 発 明 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 全 く 異 な っ て い る
。 こ れ ら は 、 大 き な タ ン パ ク 質 (Ｏ Ｖ Ａ )と 非 常 に 小 さ な 成 分 、 す な わ ち プ ロ ゲ ス テ ロ ン 分
子 (分 子 量 314)を 用 い て 構 築 さ れ る 。 こ の 抗 体 ／ 抗 原 結 合 部 位 に は リ ン カ ー も 直 接 関 与 し
て い る 。 し た が っ て 、 こ の バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ２ つ の 異 な る サ イ ズ の 成 分 に よ っ て 形
成 さ れ 、 異 な る 方 法 で 構 築 さ れ て い る の で 、 抗 体 結 合 性 能 に 対 す る リ ン カ ー の 長 さ の 効 果
は 、 初 期 に 報 告 さ れ た 研 究 と は 異 な る 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 リ ン カ ー の 長 さ も 、
様 々 な ア ッ セ イ 形 式 、 特 に 迅 速 ア ッ セ イ に お け る 抗 体 結 合 に 影 響 を 与 え る こ と を 発 見 し た
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 を 実 施 す る の に 、 い く つ か の 異 な る ア ッ セ イ タ イ プ が 有 用 で あ る こ と が 見 出 さ れ た
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。 こ れ ら に は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 試 験 ス ト リ ッ プ ア ッ セ イ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ (
ド ッ ト 試 験 ま た は ド ッ ト 免 疫 結 合 ア ッ セ イ と し て も 知 ら れ る )、 Ｓ Ｐ Ｒ バ イ オ セ ン サ ー な
ど フ ロ ー イ ム ノ セ ン サ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
ま た 本 発 明 の 免 疫 ア ッ セ イ は 、 20分 未 満 、 よ り 好 ま し く は 10分 未 満 、 最 も 好 ま し く は 5分
未 満 で 完 了 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
好 ま し い 試 験 ス ト リ ッ プ イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 長 い リ ン カ ー を 有 す る 所 定 量 の ハ プ テ ン －
リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 そ れ を 固 定 す る た め の 固 体 支 持 体 の 一 部 に
固 定 さ れ て い る 。 固 体 の 支 持 体 は 通 常 、 セ ル ロ ー ス ベ ー ス の 膜 、 ま た は 少 な く と も 水 ベ ー
ス の 溶 媒 の 毛 管 移 動 が 可 能 な 支 持 体 で あ る 。 試 験 試 料 を 膜 支 持 体 に 施 用 し 、 標 識 し た 抗 体
と 混 合 し 、 ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ っ て 固 定 さ れ た 捕 獲
ラ イ ン に 向 か っ て 迅 速 に 移 動 さ せ た 。 遊 離 試 料 ハ プ テ ン と 結 合 し た 後 、 過 剰 の 抗 体 は 、 捕
獲 ラ イ ン で ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 色 バ ン ド を 形 成 す る 。
リ ガ ン ド と し て の 標 識 し た 抗 体 の 量 は 、 捕 獲 ラ イ ン の 色 強 度 に よ っ て 定 量 的 ま た は 定 性 的
に 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 結 合 す る
標 識 し た 抗 体 リ ガ ン ド が 少 な い ほ ど 、 試 験 試 料 中 に 多 く の ハ プ テ ン が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
他 の 試 験 ス ト リ ッ プ を 形 成 す る こ と も で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 試 験 試 料 を 本 発 明 の 標 識
し た タ ン パ ク 質 － ハ プ テ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 混 合 す る 。 標 識 し た ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大
型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 遊 離 ハ プ テ ン の ど ち ら も 、 固 定 し た 抗 体 リ ガ ン ド 上 の
結 合 部 位 に お い て 競 合 す る た め に 捕 獲 ラ イ ン に 向 か っ て 移 動 す る 。 色 強 度 、 す な わ ち ハ プ
テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 量 は 、 試 験 試 料 中 の ハ プ テ ン の 量 に 反
比 例 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
上 で 論 じ た 任 意 の 標 識 を 使 用 す る こ と が で き る が 、 標 識 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 肉 眼 で 見 え
る こ と が 好 ま し い 。 し た が っ て 好 ま し い 標 識 は 可 視 色 素 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
上 記 の ス ト リ ッ プ ア ッ セ イ の ど ち ら で も 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 短 い リ
ン カ ー を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 比 べ て 、 捕 獲 ラ イ ン 内 で は る か に 優 れ た 抗 体 結 合 性 を 有
す る 。 し た が っ て 、 長 い リ ン カ ー を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 捕 獲 ラ イ ン 内 で 比 較 的 低 い
濃 度 の 抗 体 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 迅 速 な ス ト リ ッ プ ア ッ セ イ の 感 度 を 高 め る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は バ イ オ ド ッ ト の フ ロ ー ス ル ー 免 疫 ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 こ の よ う
な 免 疫 ア ッ セ イ で は ま ず 抗 体 な ど の リ ガ ン ド を 膜 上 に 固 定 す る 。 微 量 濾 過 装 置 に よ っ て 試
料 ハ プ テ ン を 膜 に 貫 流 さ せ た 後 、 本 発 明 の 標 識 し た ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の
コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 残 っ た 抗 体 と 反 応 し て 膜 上 に 有 色 ド ッ ト を 形 成 す る 。 ド ッ ト の 色 強 度 、
す な わ ち ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 量 も 、 試 験 試 料 中 の ハ プ
テ ン の 量 に 反 比 例 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (Ｓ Ｐ Ｒ )バ イ オ セ ン サ ー 技 術 は 、 抗 体 － ハ プ テ ン 相 互 作 用 の 特 徴 付 け
に 非 常 に 有 用 な ツ ー ル で あ る 。 こ れ は 小 さ い サ イ ズ の ハ プ テ ン の 迅 速 免 疫 ア ッ セ イ 用 に 設
計 す る こ と も で き る 。 一 般 的 に 、 ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま
た は Ｓ Ｐ Ｒ で 使 用 す る リ ガ ン ド の い ず れ か を 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 上 に 共 有 結 合 に よ り 固
定 す る 。 最 も 一 般 的 に は 微 量 流 動 フ ロ ー セ ル 中 を 用 い て 、 遊 離 試 料 ハ プ テ ン (分 析 物 )と 抗
体 リ ガ ン ド と の 混 合 物 ま た は ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と の 混
合 物 を バ イ オ セ ン サ ー 表 面 上 に 流 し て 、 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 上 の 限 ら れ た 数 の 抗 体 結 合 部
位 に お い て 競 合 さ せ る 。 Ｓ Ｐ Ｒ 検 出 器 は ハ プ テ ン － 抗 体 複 合 体 形 成 の 会 合 お よ び 解 離 に よ
っ て 誘 発 さ れ た 表 面 近 辺 の 溶 媒 層 の 屈 折 率 の 変 化 を モ ニ タ ー す る 。 Ｓ Ｐ Ｒ 検 出 器 の 感 度 は
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そ の 分 子 量 に 比 例 す る セ ン サ ー 表 面 上 の 抗 体 － ハ プ テ ン 複 合 体 の 屈 折 率 に 依 存 し て い る 。
し た が っ て 、 抗 体 と ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と の 結 合 は 、 こ
の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 が 大 き い た め に 、 抗 体 と 小 さ い サ イ ズ の ハ プ テ ン と の 結 合 に よ る 屈
折 率 よ り も は る か に 高 い 屈 折 率 に よ る Ｓ Ｐ Ｒ 応 答 を 与 え る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 試 験 し た す べ て の ア ッ セ
イ で 利 点 を 示 し た 。 固 体 の 支 持 体 上 に コ ー テ ィ ン グ し た 抗 原 と し て ハ プ テ ン － リ ン カ ー －
大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し た 場 合 、 よ り 長 い リ ン カ ー を 有 す る コ ー テ ィ ン グ
し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト で は 、 免 疫 金 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体 に よ っ て 、 ハ プ テ ン － リ ン カ
ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を よ り 低 濃 度 で 検 出 で き る 。 同 時 に 、 抗 体 を 固 定 し た
場 合 、 よ り 長 い リ ン カ ー を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 抗 体 の 検 出 限 界 が よ り 低 濃 度 で あ る
。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ス ト リ ッ プ ア ッ セ イ で は 、 ど ち ら の ア ッ セ イ 構 造 も 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ 試
験 の 感 度 を 高 め る 。 よ り 長 い リ ン カ ー を 有 す る こ れ ら 新 規 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ
ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 基 づ い て 、 比 較 的 短 い 時 間 内 で 低 濃 度 (＜ 10ng／ ml)の 小 さ な ハ
プ テ ン を 検 出 で き る 高 感 度 の 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ ア ッ セ イ 形 式 が 開 発 さ れ
た 。 本 発 明 の 長 い リ ン カ ー を 有 す る ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
は 、 抗 体 ／ ハ プ テ ン の 結 合 を 強 く 阻 害 す る 、 乳 な ど 脂 質 の 含 有 量 が 高 い 試 験 試 料 の ス ト リ
ッ プ ア ッ セ イ で 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用
す る こ と で 、 乳 中 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 最 低 検 出 限 界 (Ｌ Ｄ Ｌ )は 、 視 覚 検 査 に よ っ て 判 断 さ
れ る よ う に 約 10ng／ mlで あ り 、 こ れ は 文 献 値 30ng／ mlよ り 低 い Ｌ Ｄ Ｌ で あ る (Acta Chemic
a Scandinavica、 50、 1996、 141～ 145)。 こ の 文 献 中 で は 、 ス ト リ ッ プ 試 験 に は 、 ス ト リ
ッ プ 試 験 毎 に 、 正 確 な 、 フ レ ッ シ ュ な 金 標 識 し た プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 使 用 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
迅 速 な Ｓ Ｐ Ｒ (Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ )ア ッ セ イ で は 、 長 い リ ン カ ー (18個 の 原 子 )を 有 す る ハ プ テ
ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト (225応 答 ユ ニ ッ ト )は 、 よ り 短 い リ ン カ ー (
4個 の 原 子 )を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト (50応 答 ユ ニ ッ ト の み )よ り は る か に 高 い 抗 体 結 合 性 能
が 得 ら れ た 。 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 分 子 の ４ － 位 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト (50応 答 ユ ニ ッ ト )も 、 ち ょ う
ど 同 じ 長 さ の リ ン カ ー (4個 の 原 子 )を 有 す る プ ロ ゲ ス テ ロ ン の ７ α － 位 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト (
12応 答 ユ ニ ッ ト の み )よ り 優 れ た 抗 体 結 合 を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 試 験 ス ト リ ッ プ 、 試 験 ス ト リ ッ プ を 有 す る キ ッ ト 、 お よ び ハ プ テ
ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 反 応 物 質 に ま で 及 ぶ 。
【 ０ １ ０ １ 】
本 発 明 の キ ッ ト は 、 上 記 の 固 定 し た リ ガ ン ド を 有 す る 固 体 の 支 持 体 、 お よ び 本 発 明 の 標 識
し た ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む バ イ ア ル ま た は 容 器 を 含
む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
キ ッ ト の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 固 定 し た 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型
グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 有 す る 固 体 の 支 持 体 、 お よ び ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル
ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 対 す る 標 識 し た リ ガ ン ド を 含 む バ イ ア ル ま た は 容 器 を 含 ん で も よ
い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
本 発 明 の キ ッ ト の 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の キ ッ ト は 、 上 記 の 固 定 し た リ ガ ン ド を 有 す る 固
体 の 支 持 体 、 お よ び ハ プ テ ン を 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト に 変 換 す る 変 換 キ ッ ト を 含 む 容 器 の バ イ ア ル を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
最 も 一 般 的 に は 、 こ の キ ッ ト は 、 試 験 試 料 お よ び 標 識 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 固 体 の 支 持 体
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上 で 移 動 さ せ る た め の 溶 媒 、 好 ま し く は 水 性 溶 媒 を さ ら に 含 む 。 標 識 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト
が 肉 眼 で 見 え な い 場 合 は 、 標 識 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 存 在 を 検 出 す る 手 段 を キ ッ ト 中 に 提
供 し て も よ い 。 こ の キ ッ ト は 通 常 、 好 ま し く は 所 定 の 試 料 お よ び ／ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト
お よ び ／ ま た は リ ガ ン ド の 体 積 を 固 体 の 支 持 体 に 運 ぶ た め の 、 ア プ リ ケ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 以 下 に よ っ て 生 成 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
１ ． ハ プ テ ン を 上 に 定 義 し た リ ン カ ー に 結 合 さ せ る こ と 。 好 ま し く は 、 こ の 結 合 は 化 学 的
共 有 結 合 反 応 に よ る 、 あ る い は 、 リ ン カ ー が 核 酸 で あ る 場 合 は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ る 結 合 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
２ ． リ ン カ ー の 遊 離 末 端 を タ ン パ ク 質 な ど 大 型 グ ル ー プ に 結 合 さ せ る こ と 。 リ ン カ ー を タ
ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る 周 知 の 方 法 は 、 標 準 の 参 考 文 献 (「 Bioconjugation: Protein Coupl
ing Techniques for the Biomedical Sciences」 、 Mohammed Aslamお よ び Alastair Dent
編 )か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
あ る い は 、 リ ン カ ー を ま ず タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ 、 そ の 後 同 じ 方 法 で ハ プ テ ン に 結 合 さ せ
る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
ｄ )極 性 有 機 溶 媒 に 溶 か し た 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン を 、 1～ 10モ ル 当 量 の 異 種 二
官 能 性 水 溶 性 リ ン カ ー を 含 む 水 溶 液 と 混 合 す る ス テ ッ プ と 、
ｅ )混 合 物 を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｆ )ス テ ッ プ ｂ )の ハ プ テ ン － リ ン カ ー 反 応 生 成 物 の 残 り の 遊 離 官 能 性 リ ン カ ー グ ル ー プ に
大 型 グ ル ー プ を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ と
を 少 な く と も 含 む 、 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 生 成
す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
こ の 方 法 は 、 任 意 選 択 で ス テ ッ プ ｂ )と ｃ )の 間 に ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 生 成 物 を 単 離 す る
単 離 ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ １ １ 】
好 ま し く は 、 最 終 混 合 物 は 2～ 30％ 、 よ り 好 ま し く は 5～ 15％ 、 最 も 好 ま し く は 約 10％ の 含
水 率 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
ス テ ッ プ ｂ )の 反 応 時 間 は 、 好 ま し く は ほ ぼ 24時 間 程 度 ま で の 時 間 、 よ り 好 ま し く は 12時
間 未 満 、 最 も 好 ま し く は 3時 間 で あ る 。 ｂ )の 反 応 は 通 常 室 温 で 起 こ る 。 好 ま し い 実 施 形 態
で は ｂ )の 反 応 は 実 質 的 に 中 性 の ｐ Ｈ で 起 こ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
好 ま し く は ス テ ッ プ ａ )の 水 溶 液 は 2～ 5モ ル 当 量 の 異 種 二 官 能 性 の 水 溶 性 リ ン カ ー を 含 む
。
【 ０ １ １ ４ 】
一 実 施 形 態 で は 、 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド は ス テ ロ イ ド の 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル で あ る 。
最 も 好 ま し い 実 施 形 態 で は こ れ は ス テ ロ イ ド の ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
好 ま し く は 、 こ の 異 種 二 官 能 性 リ ン カ ー は 、 カ ル ボ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 チ オ ー ル 、 ヒ ド ロ キ
シ 、 ア ル デ ヒ ド 、 お よ び 反 応 性 ハ ロ ゲ ン を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ た ２ つ の 異 な る 官 能 基 を 有
す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は こ の 異 種 二 官 能 基 は カ ル ボ キ シ ル お よ び ア ミ ノ で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
反 応 性 で な い 任 意 の 極 性 有 機 溶 媒 を 反 応 で 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 極 性 有 機 溶 媒 は 、
Ｄ Ｍ Ｆ 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 ア セ ト ン お よ び Ｔ Ｈ Ｆ か ら 都 合 良 く 選 択 す る こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(22) JP 2004-538447 A 2004.12.24



【 ０ １ １ ７ 】
（ 産 業 上 の 利 用 ）
し た が っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 試 験 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る ア ッ セ イ が 提 供 さ れ る 。
こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 試 験 試 料 中 の ハ プ テ ン が 低 濃 度 で あ る か つ ／ ま た は 脂 質 含 量 が 高
く 、 従 来 の 免 疫 ア ッ セ イ で は 十 分 に 、 ま た は 迅 速 に 検 出 で き な い 場 合 に 特 に 有 用 で あ る 。
こ の ア ッ セ イ は 、 in situで の 試 験 の た め に 形 成 し た 場 合 に 特 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な
商 業 的 な 応 用 の １ つ は 、 ウ シ の 妊 娠 診 断 お よ び 発 情 の 検 出 に 使 用 で き る 、 ウ シ の 低 レ ベ ル
の 乳 プ ロ ゲ ス テ ロ ン を 迅 速 に そ の 場 で 検 出 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
以 降 、 本 発 明 を 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 に 則 し て 例 示 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
（ 実 施 例 １ ）

(ａ )プ ロ ゲ ス テ ロ ン ４ － メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 (１ )－ お よ び ７ α － メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ
ン 酸 (示 さ ず )。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 文 献 (Steroids、 53、 1989、 727～ 738)の 、 １ １ α － ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン ４ － お よ び ７ α メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 の 調 製 手 順 に 従 っ て 調 製
し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
(ｂ )ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ゲ ス テ ロ ン ４ － メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ネ ー ト (３ )。 プ ロ ゲ ス テ ロ
ン ４ － メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 の 無 水 Ｄ Ｍ Ｆ 溶 液 3ml １ (434.8mg、 1.04mmol)に 、 1.0mlの
Ｄ Ｍ Ｆ の ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル ジ イ ミ ド (235.7mg、 1.14mmol)溶 液 を 加 え 、 次 い で 、 1.0mlの Ｄ
Ｍ Ｆ の Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (131.5mg、 1.14mmol)溶 液 を 加 え た 。 こ の 溶 液 を 室
温 で 終 夜 攪 拌 し た 。 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 後 純 粋 な 生 成 物 (３ )が 得 ら れ
た 。
【 ０ １ ２ １ 】
(ｃ )ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ゲ ス テ ロ ン ４ － メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ネ ー ト (５ )の 合 成 。 プ ロ ゲ
ス テ ロ ン ４ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ３ (300mg、 0.58mmol)を 4mlの 無 水 Ｄ Ｍ Ｆ に 溶 か し
た 。 こ の 溶 液 に 、 0.3mlの 脱 イ オ ン 水 中 の ε － ６ － ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 (229mg、 0.91mmol)を
加 え 、 こ の 反 応 混 合 物 を 室 温 で 終 夜 攪 拌 し た 。 精 製 後 、 反 応 か ら Ｔ Ｌ Ｃ プ レ ー ト 上 の 単 一
ス ポ ッ ト と し て 白 色 の 固 体 生 成 物 ４ (収 率 63.6％ )が 得 ら れ 、 こ れ は 、 さ ら に 精 製 せ ず に 、
そ の ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル ５ の 調 製 に 直 接 使 用 し た 。 化 合 物 ５ は ３ の 調 製 に 類 似 の 方
法 で 調 製 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
(ｄ )ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ゲ ス テ ロ ン ４ － メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ネ ー ト (７ )の 合 成 。 ３ か ら
４ を 調 製 す る 方 法 と 類 似 の 方 法 で 化 合 物 ６ を 調 製 し た 。 化 合 物 ５ (157.6mg、 0.25mmol)お
よ び ε － ６ － ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 (98.7mg、 0.39mmol)を 出 発 物 質 と し て 、 カ ラ ム フ ラ ッ シ ュ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 後 に 化 合 物 ６ (収 率 57％ )が 得 ら れ た 。 ５ の 調 製 と 類 似 の 方 法 で 化 合
物 ７ も 調 製 し た 。 化 合 物 ６ (92.1mg、 0.14mmol)を 出 発 物 質 と し て 、 カ ラ ム フ ラ ッ シ ュ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー の 後 、 透 明 な 無 色 の 油 と し て 生 成 物 ７ が 得 ら れ た 。 上 記 の 合 成 し た プ ロ ゲ
ス テ ロ ン 誘 導 体 (1～ 7)す べ て を 、 Ｅ Ｓ － Ｍ Ｓ お よ び Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
(ｅ )タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 。 一 連 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － 卵 白 ア ル ブ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ
ー ト を 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 遊 離 酸 (1を 含 む )ま た は 単 離 し た プ ロ ゲ ス テ ロ ン ス ク シ ン イ ミ ジ
ル エ ス テ ル (3、 5お よ び 7)の い ず れ か か ら 、 以 下 の よ う に 調 製 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
化 合 物 １ (29.5mg、 0.07mmol)の Ｄ Ｍ Ｆ (0.5ml)溶 液 に 、 0.1mlの Ｄ Ｍ Ｆ 中 の ジ シ ク ロ ヘ キ シ
ル ジ イ ミ ド (16.02mg、 0.078mmol)お よ び 0.1mlの Ｄ Ｍ Ｆ 中 の Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ
ド (8.94mg、 0.078mmol)を 加 え た 。 こ の 溶 液 を 室 温 で 90分 間 攪 拌 し 、 そ の 後 こ の 溶 液 を Ｏ
Ｖ Ａ (63.5mg、 0.0014mmol)の リ ン 酸 緩 衝 液 (7ml、 pH7.0)溶 液 に 加 え た 。 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー
シ ョ ン 反 応 物 を ４ ℃ で 終 夜 攪 拌 し た 。 そ れ か ら 試 料 を Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 水 溶 液 、 脱 イ オ ン 水 、
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様 々 な 長 さ の リ ン カ ー を 有 す る ４ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成



お よ び Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ に 対 し て 透 析 し た 。 Ｐ Ｄ － １ ０ カ ラ ム を 用 い て さ ら に 精 製 し た 後 、 こ れ
ら 精 製 試 料 中 の Ｂ Ｃ Ａ ア ッ セ イ で 決 定 さ れ た タ ン パ ク 質 量 が 、 そ れ ぞ れ プ ロ ゲ ス テ ロ ン －
４ － Ｏ Ｖ Ａ は 4.11mg ml - 1 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ７ α － Ｏ Ｖ Ａ は 4.02mg ml - 1 で あ る こ と が 分
か っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
単 離 し た 純 粋 な プ ロ ゲ ス テ ロ ン ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル (3、 5、 お よ び 7)も 、 タ ン パ ク
質 の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に 直 接 使 用 し た 。 0.019mmolの プ ロ ゲ ス テ ロ ン 活 性 エ ス テ ル (3、 5
ま た は 7)の 、 0.2mlの Ｄ Ｍ Ｆ ま た は Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 溶 液 を 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン (17.1mg、 0.38× 10 - 3

mmol)の リ ン 酸 緩 衝 液 (1.5ml、 pH7.0)溶 液 に 、 ゆ っ く り 攪 拌 し な が ら 加 え た 。 こ れ ら ３ つ
の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 精 製 は 、 既 に 上 記 し た 手 順 と 同 じ 手 順 で 実 施 し た 。 同 様 に
Ｂ Ｃ Ａ タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ で 決 定 し た こ れ ら プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
中 の タ ン パ ク 質 量 は 、 そ れ ぞ れ 1.09mg ml - 1 (4個 の 原 子 の リ ン カ ー )、 3.56mg ml - 1 (11個 の
原 子 の リ ン カ ー )、 お よ び 4.12mg ml - 1 (18個 の 原 子 の リ ン カ ー )で あ っ た 。 こ の プ ロ ゲ ス テ
ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 平 均 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 度 、 す な わ ち タ ン パ ク 質 あ た り の
ハ プ テ ン 数 は 、 各 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 平 均 ４ 個 で あ る と 概 算 さ れ 、 こ れ は 、 MALDI TOF質 量
分 析 に よ っ て 直 接 決 定 さ れ た 。 こ れ ら プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 構 造 を 図
２ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
（ 実 施 例 ２ ）

直 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の Ｍ Ａ ｂ に 対 す る 結 合
反 応 性 が 決 定 さ れ た 。 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 (50mM、 pH9.6)中 の 一 連 の 濃 度 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ －
ま た は － ７ α － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 、 マ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 事 前 に コ ー テ ィ ン グ
し た 。 Ｍ Ａ ｂ の Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ 溶 液 (5μ g ml - 1 、 各 ウ ェ ル 100μ l)を 加 え た 。 プ レ ー ト を 3時 間
室 温 で 振 盪 し 、 ４ ℃ で 終 夜 放 置 し た 。 そ の 後 、 プ レ ー ト に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 抗
ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ 溶 液 を 加 え た 。 最 後 に 、 200μ lの 基 質 溶 液 を 各 セ ル に 加 え 、 30分 後 に 50μ l
の 1M　 Ｈ 2 Ｓ Ｏ 4 を 加 え る こ と に よ っ て 酵 素 反 応 を 停 止 し た 。 そ の 後 、 15分 後 に 450nmで プ
レ ー ト を 読 み 取 り 記 録 し た 。 ４ － お よ び ７ α － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の
抗 体 結 合 曲 線 を 図 ３ お よ び ５ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 (50mM、 pH9.6)中 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を コ ー テ ィ ン グ 抗
原 と し て (1μ g ml - 1 、 各 ウ ェ ル 100μ l)、 標 準 曲 線 を 作 成 し た (図 ４ お よ び ６ 参 照 )。 競 合
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 、 様 々 な 標 準 プ ロ ゲ ス テ ロ ン (0.001～ 1000ng ml - 1 )の Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ 溶 液 (各
ウ ェ ル 100μ l)、 お よ び Ｍ Ａ ｂ (1μ g ml - 1 )の Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ 溶 液 (各 ウ ェ ル 100μ l)を 同 時 に プ
レ ー ト に 加 え た 。 他 の す べ て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 手 順 は 、 直 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ と 同 じ よ う に 実 施 し た
。
【 ０ １ ２ ８ 】
本 発 明 者 ら は 、 異 な る 長 さ の リ ン カ ー を 有 し 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 上 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 部 位 が
異 な る (４ － ま た は ７ α )プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 従 来 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に
よ る 抗 体 結 合 性 能 に 有 意 な 効 果 を 及 ぼ さ な い こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
（ 実 施 例 ３ ）

(ａ )コ ロ イ ド 金 粒 子 (Ｇ ４ ０ )の 調 製 。 こ の 調 製 は 類 似 の 文 献 (Analyst、 123、 1998、 2437
～ 2441)に 従 っ て 実 施 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
(ｂ )モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 － 、 ま た は ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で コ ー テ
ィ ン グ し た コ ロ イ ド 金 の 調 製 。 コ ロ イ ド 金 (Ｇ ４ ０ )溶 液 を Ｋ 2 Ｃ Ｏ 3 (0.02M)で pH=7.7に 滴
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プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を コ ー テ ィ ン グ 抗 原 と し て 使 用 し た 直 接 ま た は 競
合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )ま た は ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い
た 、 免 疫 金 複 合 体 の 調 製



定 し た 後 、 激 し く 渦 攪 拌 し な が ら 、 ｐ Ｈ を 調 整 し た コ ロ イ ド 金 の 溶 液 (10ml)に 抗 体 (120μ
g)ま た は ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト (60μ g)溶 液 (0.2ml)を 加 え た 。 そ の
後 、 こ の 免 疫 金 溶 液 を 20％ Ｏ Ｖ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 (0.15ml)で 遮 断 し た 。 2％ Ｏ Ｖ Ａ で 繰 り 返
し 洗 浄 し 、 6,000rpmで 遠 心 分 離 し た 後 、 こ の 免 疫 金 溶 液 を ４ ℃ で 、 0.1％ Ｎ ａ Ｎ 3 を 含 む ホ
ウ 酸 (Ｎ ａ Ｂ 7 Ｏ 4 )緩 衝 液 (2mM、 pH=7.2)中 で 保 存 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
（ 実 施 例 ４ ）

ポ リ エ ス テ ル の 補 助 支 持 体 (GL-187、 G＆ L Precision Die Cutting,Inc.、 米 国 )で ラ ミ ネ
ー ト し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (AE100、 Schleicher＆ Schuell、 ド イ ツ )を 切 断 し て ス ト リ ッ
プ (4ま た は 5mm幅 )に し た 。 0.01％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ 水 溶 液 で 10分 間 遮 断 し 、 そ の 後 40℃ で
2時 間 乾 燥 さ せ た 後 、 こ の ス ト リ ッ プ を 、 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン Ｍ Ａ ｂ 溶 液 (各 ス ト リ ッ プ あ た
り 0.5μ l)、 ま た は ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 溶 液 (各 ス ト リ ッ プ あ た り
0.5μ l)の い ず れ か で コ ー テ ィ ン グ し 、 こ の ス ト リ ッ プ を 再 度 40℃ で 2時 間 乾 燥 さ せ た 。 こ
の ス ト リ ッ プ は 終 夜 シ リ カ ゲ ル の 容 器 内 で 保 存 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
(ａ )様 々 な 濃 度 の Ｏ Ｖ Ａ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 溶 液 で コ ー テ ィ ン グ し た ス ト リ
ッ プ で は 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル 中 の 半 分 の ス ト リ ッ プ の 処 理 溶 媒 は 以 下 の と お り で あ る
15μ lの 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０
15μ lの 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ２ ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン (Ｐ Ｖ Ｐ 、 分 子 量 44000)
3μ lの 抗 体 － 免 疫 金 溶 液 (各 ス ト リ ッ プ 0.72μ gの Ｍ Ａ ｂ )。
【 ０ １ ３ ３ 】
(ｂ )様 々 な 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 で コ ー テ ィ ン グ し た ス ト リ ッ プ で は 、 マ イ ク ロ
ウ ェ ル 中 の 処 理 溶 媒 は 以 下 の と お り で あ る
20μ lの 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 2.5％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０
20μ lの 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 2％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン (Ｐ Ｖ Ｐ 、 分 子 量 44000)
5μ lの 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ で コ ー テ ィ ン グ し た 免 疫 金 (各 ス ト リ ッ プ 0.3μ gの タ ン
パ ク 質 )。
【 ０ １ ３ ４ 】
上 記 の ２ つ の 異 な る 形 状 に お け る 抗 体 結 合 性 能 を 、 図 ７ お よ び 図 ９ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ５ 】
(ｃ )走 査 分 析 。 ス ト リ ッ プ を 処 理 し た 後 、 以 下 の 手 順 に 従 っ て 、 意 図 と は 無 関 係 な 「 Imag
e Tool、 バ ー ジ ョ ン 2.00」 を 使 用 し た 走 査 分 析 に よ っ て 図 ８ の 様 々 な 試 験 ス ト リ ッ プ の 色
強 度 を 分 析 し た
１ ． ス ト リ ッ プ を 走 査 ベ ッ ド の 上 に 置 い た
２ ． Image Toolを 開 き 、 file、 acquire、 TWAINを 選 択 し た
３ ． 設 定 ： ス ケ ー ル 　 　 　 ＝ ３ ６ ％
幅 　 　 　 　 　 　 ＝ ３ ． ３ １ ｃ ｍ
高 さ 　 　 　 　 　 ＝ ３ ． ４ ９ ｃ ｍ
解 像 度 　 　 　 　 ＝ ４ ０ ０
４ ． Previewを 押 し 、 終 わ っ た ら Scanを 押 し た
５ ． カ ラ ー 画 像 を Ｊ Ｐ Ｇ フ ァ イ ル と し て 最 高 解 像 度 で 保 存 し た
６ ． 「 Processing」 お よ び 「 Colour to Greyscale」 を 選 択 す る こ と に よ っ て 画 像 を 8bpp
の 白 黒 画 像 に 変 換 し た
７ ． 「 Analysis」 お よ び 「 Line Profile」 を 選 択 し 、 線 の 端 が 白 い 面 上 に 来 る よ う に 、 バ
ン ド の 上 に 線 を 引 い た (１ つ の バ ン ド に ３ 回 繰 り 返 し 、 平 均 値 を と る )
８ ． 「 Image Tool」 に よ り 、 ス ト リ ッ プ の 色 強 度 に 関 係 す る す べ て の ピ ー ク 高 さ の 値 を 自
動 的 に 記 録 し た 。
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 試 験 ス ト リ ッ プ 上 に 固 定 し た 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ
試 験



【 ０ １ ３ ６ 】
（ 実 施 例 ５ ）

抗 体 溶 液 (Ｈ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 中 100μ g／ ml)に よ る バ イ オ セ ン サ ー 表 面 の 固 定 化 は 、 活 性 化 さ せ
た Ｃ Ｍ － ５ セ ン サ ー チ ッ プ に 抗 体 を 標 準 ア ミ ン 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 ４ つ の
異 な る プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (５ )－ Ｏ
Ｖ Ａ 、 お よ び (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ](Ｈ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 中 1mg／ mlの 濃 度 )を 連 続 的 に 、 検 量 し た バ イ オ
セ ン サ ー 表 面 上 に 10μ l／ 分 で 3分 間 流 し た 。 各 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 結 合 応 答 (応 答 ユ ニ ッ ト
す な わ ち Ｒ Ｕ )を 測 定 し 、 こ れ を 図 １ ２ に 示 す 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 結 合 親 和 性 の 結 果 に よ
り 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の ４ － 位 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が ７ α － プ ロ ゲ ス テ ロ ン 誘 導 体 よ り 優 れ て
お り 、 ま た 長 い リ ン カ ー を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 短 い リ ン カ ー を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト
よ り は る か に 優 れ た 抗 体 結 合 を 与 え る こ と が 明 示 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
（ 実 施 例 ６ ）

上 記 ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ お よ び (
５ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し て 、 抗 体 結 合 の 研 究 も 評 価 し た 。 具 体 的 に は 、
６ つ の 濃 度 の Ｍ ｏ Ａ Ｂ (0か ら 100μ g.ml - 1 )を 個 別 に 、 ブ ラ ン ク お よ び 固 定 し た プ ロ ゲ ス テ
ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 表 面 上 に 注 入 し た 。 ま た そ れ ぞ れ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 表 面 か
ら の デ ー タ を 、 ブ ラ ン ク 表 面 か ら の セ ン サ ー グ ラ ム デ ー タ か ら 減 算 す る こ と に よ っ て 補 正
し た 。 ３ つ の 同 一 の 検 量 を 実 施 し 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 濃 度 に 有 意 な 結 合 応 答 変 化 は な か っ た
。 し た が っ て 、 １ － 、 ２ － お よ び ４ － Ｏ Ｖ Ａ の ３ つ の 検 量 線 は Ｍ ｏ Ａ Ｂ の そ れ ぞ れ の 濃 度
の 平 均 結 合 応 答 に よ り 得 ら れ 、 抗 体 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し た (図 １ ３ )。 リ ン カ ー の 長 さ
を ４ 個 の 原 子 か ら 11個 の 原 子 の リ ン カ ー に 増 や す と 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ
ュ ゲ ー ト の 抗 体 結 合 シ グ ナ ル が 30％ 増 加 し た 。 ま た 、 こ の シ グ ナ ル の 増 大 は 、 ７ α － コ ン
ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]に 比 べ て プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－
Ｏ Ｖ Ａ ]で 31％ 向 上 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
（ 実 施 例 ７ ）

プ ロ ゲ ス テ ロ ン 用 の 競 合 Ｓ Ｐ Ｒ 免 疫 ア ッ セ イ の 開 発 で は 、 抗 体 を 固 定 し た バ イ オ セ ン サ ー
表 面 に 比 べ て よ り 優 れ た 結 合 応 答 を 与 え る た め に 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を バ イ オ セ ン サ ー 表 面 上 に 固 定 し た 。 様 々 な プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を
抗 体 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 に 使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 (図 １ ２ )か ら 、 18個 の 原 子 の リ ン
カ ー を 有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]が 最 も 高 い 抗 体 結 合 シ グ ナ ル (225Ｒ Ｕ )を 有
し て い た 。 こ れ は 、 競 合 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ ア ッ セ イ の 設 計 に お け る 表 面 上 の セ ン サ ー プ ロ ー
ブ と し て 最 も 優 れ て い る と 思 わ れ る 。 し か し 、 こ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]は セ ン
サ ー 表 面 上 に 固 定 さ れ ず 、 本 発 明 者 ら は 、 他 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(
２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ お よ び (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ ］ の み し か 、 競 合 Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ ア ッ セ
イ の セ ン サ ー 表 面 上 に 固 定 で き な い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
固 定 濃 度 の Ｍ ｏ Ａ Ｂ (200μ g.ml - 1 )を 、 Ｈ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 中 の 一 連 の 濃 度 の 遊 離 プ ロ ゲ ス テ ロ
ン と 混 合 し た 後 、 次 い で 、 各 平 衡 混 合 物 中 の 残 存 抗 体 を プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の バ イ オ セ ン サ ー 表 面 上 に 注 入 し 、 抗 体 結 合 応 答 を 測 定 し た 。 同 じ 実 験 を ５ 回 繰 り
返 し た が 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 再 現 性 は 良 好 で あ っ た 。 抗 体 の チ ッ プ 表 面
へ の 結 合 は 、 溶 液 中 の 遊 離 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 量 に 反 比 例 し て い た 。 遊 離 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 濃
度 を 抗 体 結 合 の 平 均 応 答 (Ｒ Ｕ )に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 、 ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン
－ Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ３ つ の 標 準 競 合 曲 線 が 得 ら れ た (図 １ ４ )。 こ の ア ッ セ イ は 、 0
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し た 抗 体 結 合 性 能 の 評 価

プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し た 抗 体 結 合 性 能 の 評
価

プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し た Ｓ Ｐ Ｒ に よ る 競 合
プ ロ ゲ ス テ ロ ン 免 疫 ア ッ セ イ



か ら 50ng.ml - 1 の 範 囲 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン 濃 度 で 良 好 な 感 度 を 示 し た 。 免 疫 ア ッ セ イ の 感 度
は 通 常 、 検 量 線 の 勾 配 、 す な わ ち 単 位 濃 度 に 対 す る 応 答 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 し た が っ て
、 [(５ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]コ ン ジ ュ ゲ ー ト よ り 僅 か に 感 度 が 高
い [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]コ ン ジ ュ ゲ ー ト よ り 優 れ た ア ッ セ イ 感 度 を 示 し た 。 こ の 結 果 は 、 Ｓ Ｐ Ｒ
に 基 づ い た 免 疫 ア ッ セ イ に お け る 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の リ ン カ ー 、 お よ び ス テ ロ イ ド 分 子 の
コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 部 位 の 効 果 を 明 示 し た 。 ま た 、 こ の Ｓ Ｐ Ｒ に 基 づ い た ア ッ セ イ は 、 0.
1～ 10ng.ml - 1 で 直 線 的 な 検 出 範 囲 を 示 し 、 こ の 範 囲 の Ｒ 2 値 は 、 ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン －
Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト す べ て で 0.99を 超 え る こ と が 見 出 さ れ た (図 １ ５ )。 こ の Ｓ Ｐ Ｒ に 基
づ い た 免 疫 ア ッ セ イ は 、 従 来 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 技 術 に 完 全 に 匹 敵 し 、 は る か に 迅 速 で 簡 単 で あ
る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
（ 実 施 例 ８ ）

本 発 明 の 長 い リ ン カ ー (18個 の 原 子 )を 有 す る ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 様 々 な 膜 ス ト リ ッ プ 上 に コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 既 に 調 製 し た 抗 体 － 金 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 1～ 5％ の シ ョ 糖 水 溶 液 で 希 釈 す る こ と が で き る 。 様 々 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド
を 小 さ な サ イ ズ に 切 断 し 、 金 溶 液 を シ ー ト に 染 み 込 ま せ る こ と に よ っ て 上 記 の 希 釈 し た 免
疫 金 溶 液 (～ 10μ l)を 各 コ ン ジ ュ ゲ ー ト パ ッ ド に 施 用 す る こ と が で き る 。 こ の 金 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト パ ッ ド を 乾 燥 さ せ 、 保 管 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
試 料 パ ッ ド と し て 低 ウ ィ ッ ク (lower wick)材 料 ま た は ガ ラ ス 繊 維 を 、 終 夜 Tris緩 衝 液 と 水
中 の 1～ 5％ Tween-20と に 飽 和 さ せ 、 使 用 前 に 乾 燥 し た 。 す べ て の 試 験 材 料 (膜 、 金 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト パ ッ ド 、 試 料 パ ッ ド お よ び 溶 媒 吸 収 パ ッ ド )を 補 助 プ レ ー ト に 貼 り 付 け 、 プ ラ ス
チ ッ ク の 枠 (housing)に は め 込 む こ と が で き る 。 こ の す ぐ に 使 用 で き る ス ト リ ッ プ 試 験 装
置 は 、 乾 燥 剤 一 袋 の 存 在 下 で 小 袋 に 密 封 し た 場 合 、 比 較 的 安 定 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
こ の 迅 速 ラ テ ラ ル フ ロ ー ス ト リ ッ プ 試 験 は 、 農 場 の 乳 プ ロ ゲ ス テ ロ ン (Ｐ 4 )を 測 定 す る の
に う ま く 応 用 す る こ と が で き る 。 こ の ス ト リ ッ プ は 、 従 来 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 便 利 な 代 替 法 で
あ る 。 ま た こ れ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 基 づ い た 試 験 よ り は る か に 速 い (10分 以 下 )。 こ れ は 、 農
業 者 が そ の 場 で 使 用 す る の に 特 に 適 し て い る 。 こ の 試 験 は 、 ウ シ の 妊 娠 診 断 に 使 用 す る こ
と が で き る (プ ロ ゲ ス テ ロ ン ＜ 10ng／ mlで は 、 強 い 色 バ ン ド に よ っ て 妊 娠 の 陰 性 結 果 を 表
す が 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン ＞ 10ng／ mlで は 、 弱 い 色 バ ン ド ま た は 色 バ ン ド が 現 れ な い こ と に よ
っ て 妊 娠 の 陽 性 結 果 を 表 す )。
【 ０ １ ４ ３ 】
（ 実 施 例 ９ ）

18個 の 原 子 の リ ン カ ー を 有 す る テ ス ト ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成 、 お よ
び そ の Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 、 ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン と し て プ ロ ゲ ス テ ロ ン を 使 用 す
る 代 わ り に テ ス ト ス テ ロ ン を 使 用 し て 、 実 施 例 １ に 示 す 手 順 と 同 じ 手 順 で 実 施 す る 。 テ ス
ト ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 生 成 す る 方 法 を 図 １ ６ に 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
上 記 手 順 は 、 テ ス ト ス テ ロ ン 、 コ ル チ コ ス テ ロ ン 、 １ ７ α ， ２ ０ β － ジ ヒ ド ロ キ シ － ４ －
プ レ グ ネ ン － ３ － オ ン 、 １ １ α － ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 １ ７ α － ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ
ス テ ロ ン 、 ２ １ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 １ ９ － ヒ ド ロ キ シ － ４ － ア ン ド ロ ス テ ン －
３ ， １ ７ － ジ オ ン お よ び ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン な ど 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 分 子 と 同 じ Ａ 環 構 造 を 有
す る 他 の ス テ ロ イ ド に 応 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
（ 実 施 例 １ ０ ）
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長 い リ ン カ ー (18個 の 原 子 )を 有 す る ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し
た 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ 試 験 に よ る 、 乳 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 濃 度 の 決 定

伸 長 し た リ ン カ ー を 有 す る テ ス ト ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成

様 々 な 長 さ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (Ｐ Ｅ Ｇ )リ ン カ ー を 有 す る プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ



プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 以 下 の ス テ ッ プ で 示 す よ う に ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル (PEG)な ど 様 々 な 種 類 の リ ン カ ー を 使 用 し て 合 成 す る こ と も で き る (図 １ ７ )。
【 ０ １ ４ ６ 】
(ａ )異 種 二 官 能 性 Ｐ Ｅ Ｇ リ ン カ ー (Ｈ 2 Ｎ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｃ Ｏ 2 Ｈ )。 ア ミ ン の １ つ が 保 護 さ れ た
Ｐ Ｅ Ｇ ア ミ ン 化 合 物 は 、 市 販 の Ｐ Ｅ Ｇ ジ ア ミ ン を ジ － tert－ ブ チ ル ジ カ ル ボ ネ ー ト と 反 応
さ せ る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 生 じ た ア ミ ン の １ つ が 保 護 さ れ た 生 成 物 を 市
販 の 無 水 ジ カ ル ボ ン 酸 と 反 応 さ せ 、 次 い で ア ミ ン の 保 護 を 外 す と 、 長 さ が 24個 の 原 子 で あ
り 、 リ ン カ ー の 端 の 一 方 に カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 し 、 他 方 に ア ミ ン 基 を 有 す る 異 種 二 官 能 性
Ｐ Ｅ Ｇ ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー が も た ら さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
(ｂ )様 々 な 長 さ の リ ン カ ー を 有 す る プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合
成 。 実 施 例 １ と 同 じ 手 順 に よ っ て 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ － メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 (１ )を
活 性 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル に 変 換 す る こ と が で き る 。 生 じ た 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド
(３ )を 上 記 Ｐ Ｅ Ｇ ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー (Ｈ 2 Ｎ － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｃ Ｏ 2 Ｈ )と 反 応 さ せ て 、 よ り 長 い リ
ン カ ー (44個 の 原 子 長 )を 有 す る プ ロ ゲ ス テ ロ ン Ｐ Ｅ Ｇ 誘 導 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 実
施 例 １ に 示 し た も の と 類 似 の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 、 こ れ ら プ ロ ゲ ス テ
ロ ン Ｐ Ｅ Ｇ 誘 導 体 (24個 お よ び 44個 の 原 子 の リ ン カ ー )を Ｏ Ｖ Ａ タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
こ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｐ Ｅ Ｇ － Ｏ Ｖ Ａ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 単 純 な ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 鎖 を
有 す る コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ お よ び (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]に 比 べ て は る か
に 優 れ た 水 溶 性 を 有 す る 、 長 い リ ン カ ー を 有 す る タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 構 築 す る の
に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
（ 実 施 例 １ １ ）

こ の 実 施 例 は 、 サ イ ズ 排 除 ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 迅 速 免 疫 ア ッ セ イ を 実 施
す る 方 法 を 記 載 す る 。 固 相 の 固 定 化 は な い 。 上 記 実 施 例 の よ う に タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 代
わ り に 、 伸 長 し た リ ン カ ー に よ っ て プ ロ ゲ ス テ ロ ン を 蛍 光 色 素 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 式
Ｖ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － リ ン カ ー － ビ リ ル ビ ン を 形 成 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
こ の 迅 速 免 疫 ア ッ セ イ は 、 以 下 の よ う に 実 施 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
ス テ ッ プ １ ： 固 定 量 の 式 Ｖ の 上 記 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － リ ン カ ー － ビ リ ル ビ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー
ト と 、 所 定 量 の 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 抗 体 と を 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 濃 度 を 決 定 す る 試 料 溶 液 と よ
く 混 合 す べ き で あ る 。 こ の 混 合 物 に 、 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
ス テ ッ プ ２ ： 上 記 の 混 合 物 は 素 早 く 短 い サ イ ズ 排 除 カ ラ ム 中 を 通 り 、 こ れ を 、 ～ 450nmの
Ｕ Ｖ 検 出 器 を 備 え た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で モ ニ タ ー す る 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ ム で は 、 ２ つ の 主 要
な ピ ー ク が 検 出 さ れ る 。 第 １ の ピ ー ク は 、 そ の は る か に 大 き い 質 量 (＞ 150,000)に よ り 早
期 に 溶 出 さ れ る 、 抗 体 と プ ロ ゲ ス テ ロ ン － リ ン カ ー － ビ リ ル ビ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と の 免
疫 複 合 体 を 表 し 、 第 ２ の ピ ー ク は 、 は る か に 低 い 質 量 (＜ 1,000)を 有 し 後 に 溶 出 さ れ る プ
ロ ゲ ス テ ロ ン － リ ン カ ー － ビ リ ル ビ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 表 す 。 他 の 種 に は 蛍 光 色 素 が 付
着 し て い な い の で 、 ク ロ マ ト グ ラ ム 上 に 他 の 構 成 成 分 は 表 れ な い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
第 １ の ピ ー ク は 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ビ リ ル ビ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 抗 体 と の 免 疫 複 合 体 の
量 を 表 す 。 第 ２ の ピ ー ク は 、 免 疫 複 合 体 に 結 合 し て い な い プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ビ リ ル ビ ン の
コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 量 を 表 す 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成

サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 迅 速 免 疫 ア ッ セ イ



与 え ら れ た 試 料 中 の 遊 離 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 濃 度 が 高 い 場 合 は 、 限 ら れ た 数 の 抗 体 が プ ロ ゲ ス
テ ロ ン － ビ リ ル ビ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 形 成 す る 免 疫 複 合 体 は 、 よ り 少 な く な る 。 こ れ に
よ り 、 第 １ の ピ ー ク は 第 ２ の ピ ー ク よ り 小 さ く な る 。 対 照 的 に 、 与 え ら れ た 試 料 中 の 遊 離
プ ロ ゲ ス テ ロ ン 濃 度 が 低 い 場 合 は 、 限 ら れ た 抗 体 が プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ビ リ ル ビ ン の コ ン ジ
ュ ゲ ー ト と 形 成 す る 免 疫 複 合 体 は 、 よ り 多 く な る 。 こ れ に よ り 、 第 １ の ピ ー ク は 第 ２ の ピ
ー ク よ り 大 き く な る 。 し た が っ て 、 第 １ の ピ ー ク の 面 積 、 ま た は 第 １ ピ ー ク の 面 積 と 第 ２
ピ ー ク の 比 は 、 試 料 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 濃 度 に 反 比 例 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
上 記 の 開 示 を 例 と し て の み 提 供 す る こ と を 、 当 分 野 の 技 術 者 は 理 解 さ れ よ う 。 本 発 明 の 多
く の 様 々 な 変 化 を 行 う こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ６ 】
【 図 １ 】 伸 長 し た 長 さ の リ ン カ ー を 有 す る ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン 誘 導 体 の 合 成 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ２ 】 様 々 な 長 さ の リ ン カ ー (4個 、 11個 、 ま た は 18個 の 原 子 の リ ン カ ー )を 有 す る 、 １
つ の ７ α － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]お よ び ３ つ の ４ － プ ロ
ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ お よ び (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]の
構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 類 似 の 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )結 合 曲 線 を 有 す る 、 ４ － お よ び ７ α － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ
Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 の 曲 線 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 の 曲 線 ]の ど ち ら も を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト (上 の 曲 線 )お よ び (２ )－ Ｏ Ｖ Ａ コ
ン ジ ュ ゲ ー ト (下 の 曲 線 )と の 標 準 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 類 似 の 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )結 合 性 能 を 有 す る ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 の 曲 線 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 真 中 の 曲 線 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 の
曲 線 ]を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ
Ｖ Ａ 、 (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]と の 、 非 常 に 類 似 し た 標 準 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 免 疫 金 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と ラ テ ラ ル フ ロ ー 試 験 ス ト リ ッ プ 上
に コ ー テ ィ ン グ し た ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は
上 段 の ス ト リ ッ プ 、 (５ )０ Ｏ Ｖ Ａ は 中 段 の ス ト リ ッ プ 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 段 の ス ト リ ッ プ
]と の 、 様 々 な 結 合 性 能 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ７ の 走 査 計 測 分 析 (scannometric analysis)[(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 下 の 曲 線 、 (５ )－
Ｏ Ｖ Ａ は 真 中 の 曲 線 、 (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 の 曲 線 ]の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 固 定 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 ３ つ の ４ － プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ
ー ト [(３ )－ Ｏ Ｖ Ａ は 上 段 の ス ト リ ッ プ 、 (５ )０ Ｏ Ｖ Ａ は 中 段 の ス ト リ ッ プ 、 (７ )－ Ｏ Ｖ
Ａ は 下 段 の ス ト リ ッ プ ]の 免 疫 金 複 合 体 と の 、 様 々 な 結 合 性 能 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 小 さ な ハ プ テ ン 用 の バ イ オ ド ッ ト フ ロ ー ス ル ー 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 の ２ ス テ ッ プ
の 設 計 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 金 表 面 に 固 定 し た 抗 体 ま た は 本 発 明 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー 大 型 グ ル ー プ の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し た 、 小 さ な ハ プ テ ン 用 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (Ｓ Ｐ Ｒ )フ ロ ー 免 疫 セ ン
サ ー の ２ つ の 設 計 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 ４ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ １ ２ Ｒ Ｕ ； (
３ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ ５ ０ Ｒ Ｕ ； (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ １ ５ ０ Ｒ Ｕ ； (７ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 ～ ２ ２ ５ Ｒ Ｕ ]
と 固 定 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 抗 体 (Ｍ ｏ Ａ ｂ )と の 様 々 な 結 合 性 能 を 、 Ｓ Ｐ
Ｒ バ イ オ セ ン サ ー に よ っ て 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ
、 お よ び (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]を 固 定 し た バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し た 、 抗 体 結 合 応 答 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 ３ つ の プ ロ ゲ ス テ ロ ン － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト [(２ )－ Ｏ Ｖ Ａ 、 (３ )－ Ｏ Ｖ Ａ
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、 お よ び (５ )－ Ｏ Ｖ Ａ ]バ イ オ セ ン サ ー 表 面 を 使 用 し た 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 競 合 免 疫 ア ッ
セ イ の 標 準 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 競 合 Ｓ Ｐ Ｒ に 基 づ い た 免 疫 ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 検 出 の 直 線
範 囲 0.1～ 10ng.ml - 1 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 18個 の 原 子 の リ ン カ ー 有 す る テ ス ト ス テ ロ ン － ４ － Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 生
成 方 法 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 様 々 な 長 さ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 有 す る プ ロ ゲ ス テ ロ ン － ４ －
Ｏ Ｖ Ａ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 生 成 の 設 計 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 1月 27日 (2003.1.27)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
迅 速 ア ッ セ イ で 使 用 す る 、 一 般 式 Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ を 有 す る ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル
ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
（ 式 中 、
Ｘ は 、 式 Ｉ の Ａ 環 構 造 を 有 す る 多 環 の 融 合 環 ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン で あ り 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Ｒ は Ｈ 、 Ｃ Ｈ 3 お よ び Ｃ Ｈ 2 Ｏ Ｈ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、 破 線 は 隣 接 す る Ｂ 環 構 造 の
環 員 を 示 し 、 Ｒ 1 は 、 リ ン カ ー Ｙ ま た は Ｗ が 存 在 す る 場 合 、 そ の 付 着 点 で あ り 、
Ｗ は 、 任 意 選 択 で チ オ エ ー テ ル ま た は エ ー テ ル 基 で あ り 、
Ｙ は 、 １ ０ 個 以 上 の 原 子 長 の リ ン カ ー で あ り 、
Ｚ は 、 Ｙ が 存 在 し な い 場 合 に Ｘ の リ ガ ン ド へ の 結 合 に 対 し て 立 体 障 害 を 与 え る の に 十 分 な
サ イ ズ の 大 型 グ ル ー プ で あ る ）
【 請 求 項 ２ 】
Ｗ が チ オ エ ー テ ル 架 橋 で あ る 、 請 求 項 １ の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｙ が １ ０ 個 以 上 ５ ０ 個 以 下 の 原 子 長 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｙ が １ １ 個 以 上 ２ ４ 個 以 下 の 原 子 長 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｙ が １ １ 個 以 上 １ ８ 個 以 下 の 原 子 長 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ６ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ま た は
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｘ お よ び Ｚ は 請 求 項 １ で 定 義 し た 通 り で あ る ）
で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ
ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ７ 】
Ｚ が タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン
－ リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ８ 】
Ｚ が 卵 白 ア ル ブ ミ ン で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大
型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ９ 】
Ｚ が 指 示 薬 グ ル ー プ で あ る 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー
－ 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｚ が ビ リ ル ビ ン で あ る 、 請 求 項 １ か ら ６ お よ び ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン
カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｘ が 式 Ｉ Ｉ の ハ プ テ ン で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー －
大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
Ｒ は 、 Ｈ 、 Ｃ Ｈ 3 お よ び Ｃ Ｈ 2 Ｏ Ｈ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、
Ｒ 1 は 、 リ ン カ ー Ｙ の 付 着 点 で あ り 、
Ｒ 2 は 、 Ｈ ま た は Ｏ Ｈ で あ り 、
Ｒ 3 は 、 オ キ シ 、 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 ア ル キ ル ま た は メ チ ル カ ル ボ ニ ル が 任 意 選 択 で ヒ ド ロ キ シ に よ
っ て 置 換 さ れ て い る 、 オ キ シ 、 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 お よ び メ チ ル カ ル ボ ニ ル
を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、
Ｒ 4 は 、 水 素 ま た は ヒ ド ロ キ シ で あ る ）
【 請 求 項 １ ２ 】
Ｘ が 以 下 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ
ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ３ 】
Ｘ が プ ロ ゲ ス テ ロ ン で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大
型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｏ Ｖ Ａ は 卵 白 ア ル ブ ミ ン で あ る ）
で あ る 、 請 求 項 １ か ら ９ お よ び 請 求 項 １ １ か ら １ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ
ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｏ Ｖ Ａ は 卵 白 ア ル ブ ミ ン で あ る ）
で あ る 、 請 求 項 １ か ら ９ お よ び 請 求 項 １ １ か ら １ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ
ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
リ ガ ン ド が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ
ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
リ ガ ン ド が 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ
ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】

。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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リ ガ ン ド が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ
ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト



ａ ） ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド を 試 験 試 料 と 接 触 さ せ 、 ス テ ッ プ ａ ） の リ ガ
ン ド を

を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
リ ガ ン ド を 接 触 さ せ る 第 ２ ス テ ッ プ （ ｂ ） に よ り 、 過 剰 の 結 合 し て い な い リ ガ ン ド の ほ と
ん ど が 接 触 さ れ 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ０ ま た
は 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ス テ ッ プ ａ ） の 混 合 物 を ス テ ッ プ ｂ ） の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 上 に 流 す 、 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ハ プ テ ン が ス テ ロ イ ド で あ る 、 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ
法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
ハ プ テ ン が プ ロ ゲ ス テ ロ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ
セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
ａ ） 試 験 試 料 を ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 混 合 す る ス テ ッ プ と 、
ｂ ） 生 じ た 混 合 物 を 、 こ の ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
と 、
ｃ ） 反 応 混 合 物 が 実 質 的 に 平 衡 に 達 す る 前 に リ ガ ン ド に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な
い ハ プ テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 迅 速 ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
リ ガ ン ド が 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
生 じ た 混 合 物 を 固 定 し た リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ｂ ） が 、 フ ロ ー オ ー バ ー ま た は フ
ロ ー ス ル ー シ ス テ ム に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ ７ ま た は 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ
イ 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ハ プ テ ン が ス テ ロ イ ド で あ る 、 請 求 項 ２ ７ か ら ２ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ
法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
ハ プ テ ン が プ ロ ゲ ス テ ロ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ７ か ら ３ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ
セ イ 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
リ ガ ン ド が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ か ら ３ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
ａ ） ハ プ テ ン に 結 合 す る リ ガ ン ド と 、
ｂ ） 請 求 項 １ か ら １ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト と
を 少 な く と も 含 む 、 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。

(96) JP 2004-538447 A 2004.12.24

請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か に 定 義 し た Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ の ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型
グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と さ ら に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｂ ） 反 応 が 実 質 的 に 平 衡 に 達 す る 前 に リ ガ ン ド に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な い ハ プ
テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と

請 求 項 １ ～ １ ９ で 定 義 し た



【 請 求 項 ３ ４ 】
キ ッ ト が さ ら に 指 示 薬 を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
指 示 薬 が ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３
４ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
指 示 薬 が リ ガ ン ド に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
フ ロ ー オ ー バ ー キ ッ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ３ か ら ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
試 験 ス ト リ ッ プ で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
フ ロ ー ス ル ー キ ッ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ３ か ら ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】

【 請 求 項 ４ １ 】
リ ガ ン ド が 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
リ ガ ン ド を ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 さ せ る 前 に ハ プ テ
ン と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ９ ま た は 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
リ ガ ン ド を ハ プ テ ン と 接 触 さ せ る 前 に ま た は 同 時 に ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の
コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ９ ま た は 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
ａ ） 極 性 有 機 溶 媒 に 溶 か し た 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド ハ プ テ ン を 、 １ ～ １ ０ モ ル 等 量 の 異
種 二 官 能 性 水 溶 性 リ ン カ ー を 含 む 水 溶 液 と 混 合 す る ス テ ッ プ と 、
ｂ ） 混 合 物 を 反 応 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｃ ） ス テ ッ プ ｂ ） の ハ プ テ ン － リ ン カ ー 反 応 生 成 物 の 残 り の 遊 離 官 能 性 リ ン カ ー グ ル ー プ
に 大 型 グ ル ー プ を 付 着 さ せ る ス テ ッ プ と
を 少 な く と も 含 む 、 請 求 項 １ か ら に 記 載 の い ず れ か 一 項 の ハ プ テ ン － リ ン カ ー －
大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
ス テ ッ プ ｂ ） と ｃ ） の 間 に ハ プ テ ン － リ ン カ ー 生 成 物 を 単 離 す る 単 離 ス テ ッ プ を 含 む 、 請
求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
最 終 混 合 物 が ２ ～ ３ ０ ％ の 含 水 率 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ ま た は 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
最 終 混 合 物 が ５ ～ １ ５ ％ の 含 水 率 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
最 終 混 合 物 が 約 １ ０ ％ の 含 水 率 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
ス テ ッ プ ｂ ） の 反 応 時 間 が ほ ぼ ２ ４ 時 間 程 度 ま で の 時 間 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ８ の い
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請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か に 定 義 し た ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を リ ガ ン ド に 結 合 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
該 方 法 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 内 の ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン
ド と 、 反 応 が 実 質 的 に 平 衡 に 達 し な い 所 定 の 時 間 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、
方 法 。

１ ８ １ ９



ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
ｂ ） の 反 応 が 室 温 で 起 こ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ４ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
ｂ ） の 反 応 が 実 質 的 に 中 性 の ｐ Ｈ で 起 こ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ５ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
ス テ ッ プ ａ ） の 水 溶 液 が 、 活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド に 比 べ て ２ ～ ５ モ ル 等 量 の 異 種 二 官 能
性 の 水 溶 性 リ ン カ ー を 含 む 、 請 求 項 ４ ４ か ら ５ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド が ス テ ロ イ ド の 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら ５
２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
活 性 化 さ れ た ス テ ロ イ ド が ス テ ロ イ ド の ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 ４ ４ か ら
５ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
異 種 二 官 能 性 リ ン カ ー の 端 の 一 方 が カ ル ボ キ シ ル で あ り 、 他 方 が ア ミ ノ で あ る 、 請 求 項 ４
４ か ら ５ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
極 性 有 機 溶 媒 が 、 Ｄ Ｍ Ｆ 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 ア セ ト ン お よ び Ｔ Ｈ Ｆ を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ４ ４ か ら ５ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 4月 1日 (2003.4.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ２ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ２ ０ 】
ａ ） ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド を 試 験 試 料 と

ス テ ッ プ ａ ） の リ ガ ン ド を 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か に 定 義 し た Ｘ － Ｗ － Ｙ － Ｚ の ハ
プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と さ ら に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、

反 応 が 実 質 的 に 平 衡 に 達 す る 前 に リ ガ ン ド に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な い ハ プ
テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ２ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ２ ３ 】
ス テ ッ プ ａ ） の 混 合 物 を ス テ ッ プ ｂ ） の ハ プ テ ン － リ ン
カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 上 に 流 す 、 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ２ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 迅 速 ア ッ セ イ 法 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ２ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ２ ７ 】
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接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
ｂ ）

ｃ ）

試 験 サ ン プ ル と リ ガ ン ド と を 含 む



ａ ） 試 験 試 料 を 請 求 項 １ ～ １ ９ で 定 義 し た
、

ｂ ） 生 じ た 混 合 物 を 、 こ の ハ プ テ ン を 結 合 す る 能 力 が あ る リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
と 、
ｃ ） 反 応 混 合 物 が 実 質 的 に 平 衡 に 達 す る 前 に リ ガ ン ド に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な
い ハ プ テ ン の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 試 料 中 の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め の 迅 速 ア ッ セ イ 。
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ハ プ テ ン － リ ン カ ー － 大 型 グ ル ー プ の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト と 混 合 す る ス テ ッ プ と



【 国 際 調 査 報 告 】
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