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(57)【要約】
生物学的サンプルにおいて、オピオイド、テトラヒドロカンナビノール（「ＴＨＣ」）、
またはホルモンなどの、小分析物の量を定量的に測定するためのポイントオブケアアッセ
イが開示される。上記アッセイは、分析物に選択的に結合する結合剤、および結合剤およ
び分析物の複合体に選択的に結合するが、フリーの結合剤やフリーの分析物には結合しな
い捕捉剤を用いて、小分析物の非競合検出が可能である。上記アッセイは、多重分析およ
び定量的コントロールのための、複数の分析物の同時検出（ｄｉｃｔｉｏｎ）が可能であ
る。定量的測定値を、結果を複数の標準分析物から計算された応答曲面に対してプロット
し、内部コントロールを用いて調整することによって得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体からの生物学的サンプル中の分析物の量を定量的に測定するための非競合アッセ
イ方法であって：
　ａ）該生物学的サンプルを
　　（ｉ）結合剤であって、該分析物に選択的に結合して、該結合剤および該分析物の捕
捉複合体を形成する結合剤、および
　　（ｉｉ）捕捉剤であって、該捕捉複合体に選択的に結合するが、フリーの分析物には
結合せず、該結合剤、捕捉剤および分析物のサンドイッチ複合体を形成する捕捉剤、と反
応させる工程、および
　ｂ）サンドイッチ複合体形成物を測定する工程；を含み、
該サンドイッチ複合体形成物の量が、該サンプル中の該分析物の量と直接関連する、方法
。
【請求項２】
　被験体からの生物学的サンプル中の分析物の量を定量的に測定するための非競合アッセ
イ方法であって：
　ａ）該分析物に集団で選択的に結合して、結合剤、捕捉剤および分析物のサンドイッチ
複合体を形成する該結合剤および該捕捉剤と、該生物学的サンプルを反応させる工程、お
よび
　ｂ）サンドイッチ複合体形成物を測定する工程、を含み、
該サンドイッチ複合体形成の量が、該サンプル中の該分析物の量と直接関連する、方法。
【請求項３】
　前記結合剤が、分析物に選択的に結合する、抗体、核酸アプタマー、またはペプチドア
プタマーを含む、請求項１または２のいずれか一項に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項４】
　前記捕捉剤が、前記捕捉複合体に選択的に結合する、抗体、核酸アプタマー、またはペ
プチドアプタマーを含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項５】
　前記結合剤が、第一の検出可能な標識と連結する、請求項１～４のいずれか一項に記載
の非競合アッセイ方法。
【請求項６】
　前記捕捉剤が、第二の検出可能な標識と連結する、請求項１～５のいずれか一項に記載
の非競合アッセイ方法。
【請求項７】
　前記第一の検出可能な標識および前記第二の検出可能な標識が、別々の励起波長および
発光波長の組み合わせを有する蛍光分子である、請求項６に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項８】
　前記第一の検出可能な標識および前記第二の検出可能な標識が、蛍光共鳴エネルギー転
移（ＦＲＥＴ）ドナー－アクセプターペアを形成する、請求項６または７に記載の非競合
アッセイ方法。
【請求項９】
　前記核酸アプタマーの結合剤または捕捉剤が、フルオロフォアおよび消光剤ペアを含み
、前記サンドイッチ複合体の形成が、結果として該フルオロフォアの検出可能な消光また
は非消光が生じる、請求項５～８のいずれか一項に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項１０】
　前記分析物が、２，０００ダルトン未満の分子量を有する、ホルモン、薬物、または薬
物代謝物である、請求項１～９のいずれか一項に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項１１】
　前記薬物が乱用薬物である、請求項１０に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項１２】
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　前記薬物がオピオイドまたはオピオイド代謝物である、請求項１１に記載の非競合アッ
セイ方法。
【請求項１３】
　前記オピオイドが、モルヒネ、コデイン、テバイン、ヘロイン、ヒドロモルフォン、ヒ
ドロコドン、オキシコドン、オキシモルフォン、デソモルフィン、ニコモルフィン、プロ
ポキシフェン、ジプロパノイルモルフィン、ベンジルモルフィン、エチルモルフィン、ブ
プレノルフィン、フェンタニル、ペチジン、メペリジン、メタドン、トラマドール、デキ
ストロプロポキシフェン、およびそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項
１２に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項１４】
　前記薬物が、オキシコドン、ヒドロコドン、またはそれらの組み合わせである、請求項
１２に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項１５】
　前記薬物代謝物が、ノルオキシコドン、オキシモロフォン、ヒドロモルフォン、ノルヒ
ドロコドン、またはそれらの組み合わせである、請求項１２に記載の非競合アッセイ方法
。
【請求項１６】
　前記分析物がＴＨＣまたはその代謝物である、請求項１１に記載の非競合アッセイ方法
。
【請求項１７】
　前記分析物がニコチンまたはその代謝物である、請求項１０に記載の非競合アッセイ方
法。
【請求項１８】
　側方流動イムノアッセイを含む、請求項１～１７のいずれか一項に記載の非競合アッセ
イ方法。
【請求項１９】
　請求項１８に記載の非競合アッセイ方法であって、
　ａ）必要に応じて、結合剤を前記生物学的サンプルに加える工程；
　ｂ）該生物学的サンプルを、適用ポイント、任意選択のコンジュゲートゾーン、捕捉ゾ
ーン、および吸収ゾーンを含む膜小片に適用する工程であって、該コンジュゲートゾーン
が該結合剤を含み、該捕捉ゾーンが、該膜小片内、または該膜小片上に固定化された前記
捕捉剤を含み、該生物学的サンプルを該適用ポイントに適用する、工程；
　ｃ）必要に応じて、該生物学的サンプル中に存在する分析物が、毛管作用によって該膜
小片を通り、該コンジュゲートゾーンまで移動することを可能にし、かつ該分析物に対す
る該結合剤の結合が、捕捉複合体を形成することを可能にする条件下で、該膜小片を維持
する工程；
　ｄ）該捕捉複合体が、毛管作用によって該膜小片を通り、該捕捉ゾーンまで移動するこ
とを可能にし、かつ該捕捉複合体に対する該捕捉剤の結合が、サンドイッチ複合体を形成
することを可能にする条件下で、該膜小片を維持する工程；
　ｅ）さらに、該捕捉ゾーンに固定化されていない結合剤の該吸収ゾーンへの移動を可能
にする条件下で、該膜小片を維持する工程；および
　ｆ）該捕捉ゾーンのサンドイッチ複合体の量を決定する工程、を含み、
　該サンプル中の分析物の量が、該捕捉ゾーンに存在するサンドイッチ複合体の量と直接
関連する、方法。
【請求項２０】
　前記膜小片が、セルロース、硝酸セルロース、酢酸セルロース、グラスファイバー、ナ
イロン、高分子電解質、アクリルコポリマー、ポリエーテルスルホンからなる群から選択
される材料を含む、請求項１９に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項２１】
　前記膜小片が単層融合マトリクス材料を含む、請求項１９に記載の非競合アッセイ方法
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。
【請求項２２】
　前記サンドイッチ複合体の量が、前記捕捉ゾーンで検出される第一の検出可能な標識の
量の、該捕捉ゾーンで検出されるコントロールの検出可能な標識の量に対する比として決
定される、請求項１９～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記捕捉剤を、前記膜小片内に捕捉されている粒子に結合体化する、請求項１９～２１
のいずれか一項に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項２４】
　前記コントロールの検出可能な標識が、前記粒子内または前記粒子上にある、請求項２
３に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項２５】
　前記捕捉剤が、前記捕捉ゾーン内の捕捉ラインに存在する、請求項１９～２４のいずれ
か一項に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項２６】
　前記捕捉ラインで検出される結合剤の量が、コントロール捕捉ラインで検出されるコン
トロール分析物と特異的に結合する結合剤の量に対して正規化される、請求項２５に記載
の非競合アッセイ方法。
【請求項２７】
　前記コントロール分析物が、前記生物学的サンプルを前記膜小片の前記適用ポイントへ
投与する前に、該サンプルに加えられる、請求項２６に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項２８】
　前記生物学的サンプル中の分析物の量が、複数の標準分析物から計算し、かつ内部コン
トロールを用いて調整した応答曲面に対して、検出される結合剤の量をプロットすること
によって、決定される、請求項１９～２７のいずれか一項に記載の非競合アッセイ方法。
【請求項２９】
　前記応答曲面が内部コントロールを用いて調整される、請求項２８に記載の非競合アッ
セイ方法。
【請求項３０】
　２，０００ダルトン未満の分子量を有する、ホルモン、薬物、または薬物代謝物からな
る群から選択される分析物のための、請求項１～２９のいずれか一項に記載の非競合アッ
セイ方法を行うためのキットであって、
　該キットが、適用ポイント、捕捉ゾーン、および吸収ゾーンを含む膜小片を含み、
　該捕捉ゾーンが、結合剤－分析物複合体に選択的に結合するが、フリーの分析物には結
合しない、該膜小片内、または該膜小片上に固定化された捕捉剤を含み、
　該捕捉剤が、抗体、核酸アプタマー、またはペプチドアプタマーを含む、キット。
【請求項３１】
　前記膜小片が、さらにコンジュゲートゾーンを含み、該コンジュゲートゾーンが、該膜
小片内、または該膜小片上に固定化された、抗体、核酸アプタマー、またはペプチドアプ
タマーからなる群から選択される結合剤を含む、請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　前記捕捉ゾーンが固定化されたコントロール分析物を含む、請求項３０に記載のキット
。
【請求項３３】
　さらにサンプル採取器具を含み、該サンプル採取器具が、前記分析物に選択的に結合す
る結合剤を含む、請求項３０に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
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　本出願は、２０１２年４月２３日に出願された米国特許仮出願第６１／６３７，１４６
号、および２０１１年１０月２１日に出願された米国特許仮出願第６１／５５０，１４１
号に対し優先権を主張し、その両方の内容は、全体が参照によって本開示に援用される。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は一般的に、サンプル中の分析物の存在を検出するためのアッセイ方法、および
それを行うためのデバイスおよびキットに関連する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　処方オピオイドの乱用および中毒は、米国の個人、組織、および実業に対して急速に大
きな損害を与えている。約２５０万人の個人が、毎年処方オピオイドの非医学的使用を開
始すると推定され、そして処方オピオイドの乱用の件数は、今やコカインおよびヘロイン
を含む多くの従来のストリートドラッグのそれを超えている。オピオイド処方物は、広い
範囲の方法によって誤用され得る。患者は、本当の、誇張された、または存在しない疼痛
症状のために処方オピオイドを求め、複数の医師を訪問し、そして複数の薬局で該処方物
を充足させ得、それは「ドクターショッピング」として公知の行為である。次いでこれら
の処方物が、患者自身によって誤用される、家族または友人に転用される、または闇市場
で販売され得る。
【０００４】
　処方薬物の乱用は増加しており、医療提供者が、さらなる処方を提供する前に、オピオ
イドおよび／または他の処方薬物を誤用している患者を特定するポイントオブケアの方法
を有することが重要である。薬物検査は現在、尿、毛髪、唾液、または血液中のオピオイ
ドを検出するために利用可能である。しかし、これらのアッセイは、ポイントオブケアの
検出に適切でないか、または十分定量的でない。同じ問題が、マリファナの活性成分であ
るテトラヒドロカンナビノール（ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃａｎｎｉｂｉｎｏｌ）（「ＴＨ
Ｃ」）などの、他の型の違法薬物にあてはまる。
【０００５】
　薬物乱用の関係の他に、他の小分析物（ｓｍａｌｌ　ａｎａｌｙｔｅ）のポイントオブ
ケアのニーズが存在する。例えば、ニコチンを代謝する個人の能力は、ニコチン処置に応
答する該個人の能力と負に相関することが示された。ニコチン代謝が低下した喫煙者は、
より高い血中ニコチンレベルを有し、そして喫煙を減らすことによってこれを補正する。
これらの個人ではまた、経皮ニコチン治療試験においてより高いレベルの中止が明らかに
示されている。逆に、通常の代謝速度を有する個人は、より多く喫煙する傾向があり、そ
してより低い中止率を有する。これらの通常の代謝者は、ニコチン代謝の損傷した人にお
いては潜在的に有害作用を引き起こし得る、より高用量のニコチン置換の候補であり得る
。従って、被験体においてニコチン代謝を測定するためのポイントオブケアアッセイのニ
ーズが存在する。
【０００６】
　毒性の関係において、重金属は、体によって代謝されず、そして軟部組織に蓄積する場
合、毒性になる。重金属の毒性は、精神的および中枢神経機能の損傷または抑制、エネル
ギーレベルの低下、および血液組成、肺、腎臓、肝臓、および他の生体臓器への損傷を引
き起こし得る。長期間の曝露は、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋ジストロフィー
、および多発性硬化症に似た、ゆっくり進行する、身体の、筋肉の、および神経の変性過
程を引き起こし得る。アレルギーは珍しくなく、そしていくつかの金属またはその化合物
との反復する長期間の接触は、がんさえ引き起こし得る。いくつかの重金属に関して、毒
性レベルは、現実には天然に見出されるバックグラウンド濃度より少し上であり得る。従
って、検査が必須である。生物学的サンプルにおいて、鉛などの重金属のレベルを分析す
るために、いくつかの分析方法が利用可能である。採用される最も一般的な方法は、フレ
ーム原子吸光分析（ＡＡＳ）、黒鉛炉原子吸光分析（ＧＦＡＡＳ）、陽極ストリッピング
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ボルタンメトリー（ＡＳＶ）、誘導結合プラズマ－原子発光分析（ＩＣＰ／ＡＥＳ）、お
よび誘導結合プラズマ質量分析（ＩＣＰ／ＭＳ）である。しかし、これらの実験室的方法
は、労働集約的であり、時間がかかり、そして高価である。
【０００７】
　非ヒトの使用のために、特に獣医学の領域で現在利用可能でない、ポイントオブケアア
ッセイの他のニーズが存在する。例えば、家畜および飼育動物における妊娠判定は、血液
サンプルを得て、そしてそのサンプルを実験室へ輸送して、妊娠を評価するためのホルモ
ンレベルを測定すること、または専門トレーニングおよび装置を必要とする超音波検査を
行うことを必要とする。もし採取の場所で、生物学的サンプルの測定のためにポイントオ
ブケアアッセイが利用可能なら、より安価および効果的である。
【０００８】
　特にサンプルを使用する、薬物／ホルモン評価の最初の検査として、酵素媒介イムノア
ッセイが頻繁に使用される。そのようなアッセイは、多数の薬物または薬物の種類を試験
し得、ある種類の物質が存在するかまたは非存在であるかを決定し得、そして典型的には
適切な感度を示す。しかし、これらのアッセイは特異的ではなく、そして同じ種類の異な
る薬物を区別できない。Ｃｈｒｉｓｔｏら、Ｐａｉｎ　Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ、１４：１２
３－１４３（２０１１）。
【０００９】
　採取の場所で、被験体からの生物学的サンプル中の、乱用薬物、重金属、またはホルモ
ンなどの小分析物の量を定量的に測定して、すぐに結果を提供する、ポイントオブケアア
ッセイを提供することが、本発明の目的である。
【００１０】
　生物学的サンプル中の、小分析物の量を測定するためのポイントオブケアアッセイのた
めのキットを提供することも、本発明の目的である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｃｈｒｉｓｔｏら、Ｐａｉｎ　Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ、１４：１２３－１
４３（２０１１）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　発明の要旨
　被験体からの生物学的サンプル中の小分析物の量を定量的に測定するためのポイントオ
ブケアアッセイが開発された。その分析物は、有機化合物、無機化合物、または有機金属
化合物、または金属イオンであり得る。代表的な分析物は、薬物、代謝物、ホルモンなど
の生物製剤、毒素、および環境汚染物を含む。
【００１３】
　上記アッセイは、競合または非競合アッセイのいずれかであり得る。しかし、好ましい
実施態様において、上記アッセイは、非競合イムノアッセイであり、それは典型的には、
サンドイッチアッセイにおいて分析物に同時に結合する結合剤および捕捉剤の使用を包含
する。低分子量の分析物は、抗原の異なるエピトープを認識する２つの抗体に依存するサ
ンドイッチアッセイなどの、慣用の試薬を用いた同時結合のために十分大きくはない。い
くつかの実施態様において、その非競合アッセイは、分析物に選択的に結合して、結合剤
および分析物の「捕捉複合体」を形成する「結合剤」、およびその捕捉複合体に選択的に
結合するが、フリーの分析物には結合せず、「サンドイッチ複合体」を形成する「捕捉剤
」の使用を包含する。これらの実施態様において、サンドイッチ複合体の量は、サンプル
中の分析物の量と直接関連する。上記アッセイは、多重分析のための複数の分析物および
定量的コントロールの同時検出が可能である。
【００１４】
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　上記アッセイは一般的に、生物学的サンプルをアッセイ流体、薬物分析物に特異的に結
合する薬物結合剤、較正／コントロール分析物、および較正分析物に特異的に結合する較
正／コントロール結合剤と組み合わせる工程を含む。代表的な結合剤および捕捉剤として
は、それぞれ分析物または捕捉複合体に特異的に結合する、抗体、核酸アプタマー、およ
びペプチドアプタマーが挙げられる。結合剤は、好ましくは検出可能な標識、例えば蛍光
標識と連結して、サンドイッチ複合体の検出を促進する。捕捉剤もまた、検出可能な標識
と直接または間接的に連結して、検出パラメーター、例えば蛍光標識のための光強度を正
規化し得る。いくつかの好ましい実施態様において、可動要素（ｍｏｂｉｌｅ　ｅｌｅｍ
ｅｎｔ）のみが標識を含む。
【００１５】
　いくつかの実施態様において、結合剤または捕捉剤は、捕捉複合体またはサンドイッチ
複合体が形成された場合に消光または非消光が起こるように、フルオロフォアおよび消光
剤ペアと連結した核酸アプタマービーコンである。好ましい実施態様において、結合剤は
アプタマーであり、捕捉剤は抗体である。他の好ましい実施態様において、結合剤は抗体
であり、捕捉剤はアプタマーである。
【００１６】
　いくつかの実施態様において、結合剤および捕捉剤上の蛍光分子が、蛍光共鳴エネルギ
ー転移（ＦＲＥＴ）ドナー－アクセプターペアを形成する。ＦＲＥＴにおいて、分子フル
オロフォア（ドナー）からのエネルギーが、高エネルギー状態に励起され、そして分子間
双極子－双極子カップリングによって、別のフルオロフォア（アクセプター）に転移する
。
【００１７】
　上記アッセイは、好ましくは側方流動イムノアッセイである。側方流動イムノアッセイ
は、典型的には、適用ポイント（例えばサンプルパッド）を有する膜小片、任意選択のコ
ンジュゲートゾーン（ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　ｚｏｎｅ）、捕捉ゾーン、および吸収ゾーン
（ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｚｏｎｅ）（例えばウィッキングパッド）を含む。特に好まし
い膜小片は、ＦＵＳＩＯＮ５ＴＭ（Ｗｈａｔｍａｎ　Ｉｎｃ．）であり、それは単一の材
料において側方流動小片の全ての機能を行い得る。必要に応じてアッセイ流体と組み合わ
せた生物学的サンプルを、小片の近位端の適用ポイントに加え、そしてサンプルが毛管作
用によって小片を通り、捕捉ゾーンまで、および捕捉ゾーンを通って移動することを可能
にする条件下で、その小片を維持する。
【００１８】
　いくつかの実施態様において、結合剤を、膜小片の適用ポイントへの投与の前に、生物
学的サンプルに加える。他の実施態様において、サンプルは、結合剤が固定化されたコン
ジュゲートゾーンを通って移動する。サンプルは結合剤を再び動員し、そしてサンプル中
の分析物が結合剤と相互作用して捕捉複合体を形成する。次いでその捕捉複合体が、１つ
またはそれより多くの捕捉剤が固定化された捕捉ゾーンに移動する。過剰な試薬は捕捉ラ
インを通り過ぎ、そしてウィッキングパッドに捉えられる。
【００１９】
　捕捉剤は、好ましくは、上記膜内に物理的に捕捉されている捕捉粒子にコーティングさ
れている、または連結している（例えば共有結合を用いて）。捕捉剤を、直接その膜に結
合体化し得る。捕捉ゾーンを、捕捉剤を含む１本またはそれより多くの捕捉ラインに構築
し得る。好ましい実施態様において、捕捉ゾーンは、多重分析、すなわち２つまたはそれ
より多くの分析物の検出のために、複数の捕捉ラインを含む。それに加えて、捕捉ゾーン
は、コントロール分析物の存在を検出するための、１本またはそれより多くのコントロー
ル捕捉ラインを含み得る。コントロール分析物は、希釈コントロール、すなわち典型的に
は予測可能な濃度で生物学的サンプルに存在するクレアチンなどの分析物であり得る。コ
ントロール分析物はまた、標識の検出量および分析物の量の間に定量的相関を提供するた
めに使用される、公知の濃度の参照分析物であり得る。
【００２０】
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　上記アッセイはまた、固相器具（ｓｏｌｉｄ　ｐｈａｓｅ　ａｐｐａｒａｔｕｓ）と流
体接触していないサンプル採取器具の使用を含み得る。そのサンプル採取器具は、結合剤
を含み得る。ある実施態様において、その結合剤は、サンプル採取器具において蒸発乾燥
、減圧乾燥、または凍結乾燥される。
【００２１】
　結果を、複数の標準分析物から計算し、そして内部コントロールを用いて調整した応答
曲面（ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ）に対してプロットすることによって、定量的
測定値を得ることができる。例えば、サンプル中の分析物の量を決定するために、捕捉ゾ
ーンの各捕捉ラインにおけるサンドイッチ複合体の量を、結合剤または捕捉剤に結合した
検出可能な標識を測定することによって評価する。
【００２２】
　いくつかの実施態様において、上記膜内、または該膜上に固定化された（例えば該膜に
捕捉された捕捉粒子上にコーティングされた）検出可能な標識を、検出パラメーター、例
えば蛍光標識の光強度を正規化するために使用し得る。これらの実施態様において、結合
剤上の検出可能な標識の、上記膜中または該膜上に固定化されたものに対する比を、好ま
しくは複数の標準分析物から計算した応答曲面に対してプロットする。好ましい実施態様
において、３つまたはそれより多くの内部標準分析物（曲率を検出するために必要）を、
未知の分析物と同時に検出し、そして所定の応答曲面を調整するために使用して、その特
定のアッセイの実施に関して誤差を最小限にする。
【００２３】
　開示される側方流動イムノアッセイは、即時に結果を提供するために、採取の場所で、
生物学的サンプル中の小分析物（例えば薬物、薬物代謝物、重金属、またはホルモン）の
量の迅速および正確な決定を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１Ａから１Ｂは、分析物に特異的に結合する抗体（結合剤）、およびその抗体
／分析物コンジュゲート（メタタイプ）に特異的に結合するＤＮＡまたはＲＮＡアプタマ
ー（すなわち捕捉剤）を使用する、小分析物の検出方法の図解である。図１Ａにおいて、
抗体は、Ｅｍ２の発光波長を有する蛍光マーカーに結合していることが示され、そしてア
プタマーはＥｍ１の発光波長を有する固定化蛍光粒子に結合体化していることが示される
。図１Ｂにおいて、アプタマーは、Ｅｍ２の発光波長を有する蛍光マーカーに結合してい
ることが示され、そして抗体はＥｍ１の発光波長を有する固定化蛍光粒子に結合体化して
いることが示される。分析物は抗体に結合し、それは次いでアプタマーによって捕捉され
る。次いで励起波長Ｅｘ１またはＥｘ２を使用して、蛍光粒子（コントロールとして）お
よび蛍光マーカーをそれぞれ検出し得る。
【００２５】
【図２】図２Ａは、分析物に特異的に結合する抗体（結合剤）、およびその抗体／分析物
コンジュゲート（メタタイプ）に特異的に結合するタンパク質アプタマー（すなわち捕捉
剤）を使用する、小分析物の検出方法の図解である。図２Ａにおいて、抗体は、Ｅｍ２の
発光波長を有する蛍光マーカーに結合していることが示され、そしてアプタマーは、Ｅｍ
１の発光波長を有する固定化蛍光粒子に結合体化していることが示される。図２Ｂは、分
析物に特異的に結合するタンパク質アプタマー（結合剤）、およびそのアプタマー／分析
物コンジュゲート（メタタイプ）に特異的に結合する抗体（すなわち捕捉剤）を使用する
、小分析物の検出方法の図解である。図２Ｂにおいて、アプタマーは、Ｅｍ２の発光波長
を有する蛍光マーカーに結合していることが示され、そして抗体は、Ｅｍ１の発光波長を
有する蛍光粒子に結合体化していることが示される。
【００２６】
【図３】図３Ａ－３Ｂは、共に分析物に結合する、ＤＮＡ／ＲＮＡ複合体およびアプタマ
ー（図３Ａ）または抗体（図３Ｂ）を使用する、小分析物の検出方法の図解である。ＤＮ
Ａ／ＲＮＡ複合体は、消光した状態の蛍光マーカーに結合体化しており、それが分析物お
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よびアプタマー（図３Ａ）または抗体（図３Ｂ）に結合した場合に、Ｅｍ２の発光波長で
アンクエンチされることが示される。アプタマー（図３Ａ）および抗体（図３Ｂ）は、Ｅ
ｍ１の発光波長を有する固定化蛍光粒子に結合体化していることが示される。図３Ｃは、
分析物に特異的に結合する抗体（結合剤）、およびその抗体／分析物コンジュゲートに特
異的に結合するＤＮＡ／ＲＮＡフォールディングアプタマービーコン（すなわち捕捉剤）
を用いる、小分析物の検出方法の図解である。ＤＮＡ／ＲＮＡ複合体は、Ｅｍ１の発光波
長を有する固定化蛍光粒子に結合体化しており、かつ消光した状態の蛍光マーカーにも結
合体化しており、それが分析物および抗体に結合した場合に、Ｅｍ２の発光波長でアンク
エンチされることが示される。
【００２７】
【図４】図４は、近位端に適用ポイント、続いてコンジュゲートゾーン（ｃｏｎｊｕｇａ
ｔｉｏｎ　ｚｏｎｅ）、捕捉ゾーン、および吸収ゾーン（ａｂｓｏｒｂｅｎｔ　ｚｏｎｅ
）を有する、膜小片から作られた側方流動デバイスの図解である。矢印は、近位から遠位
端への側方流動の方向を示す。複数の捕捉ラインが、捕捉ゾーンに示される。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　発明の詳細な説明
　採取の場所で、患者または飼育動物または家畜からの生物学的サンプル中の、１つまた
はそれより多くの小分析物（例えば薬物、薬物代謝物、重金属、またはホルモン）を定量
的に測定するために使用し得る、ポイントオブケアアッセイが開示される。特に、ポイン
トオブケアアッセイは、医師が、任意の薬剤を処方する前に、被験体の薬物、薬物代謝物
、重金属、および／またはホルモンレベルを決定することを可能にする。好ましい実施態
様において、このアッセイを、生物学的サンプルを得てから１時間以内に、好ましくは３
０分以内に、より好ましくは１０分以内に行い得る。
Ｉ．定義
【００２９】
　「アッセイ」という用語は、対象とする１つまたはそれより多くの分析物の存在、非存
在、または量を決定するためにサンプルを分析する、インビトロの手順を指す。
【００３０】
　分析物と関連して使用される「コントロール」および「較正」という用語は交換可能に
使用され、それは内部標準として使用される分析物を指す。
【００３１】
　「分析物」という用語は、生物学的サンプルの潜在的な構成成分であり、そしてアッセ
イによって分析される、対象とする化学的物質を指す。
【００３２】
　「小分析物」という用語は、小さすぎて、分析物に特異的な２つの抗体が特異的に結合
できない分析物を指す。例えば、小分析物は、２，０００ダルトン未満、より好ましくは
１，５００ダルトン未満、最も好ましくは１，０００ダルトン未満の分子量を有し得る。
その小分子は、親水性化合物、疎水性化合物、または両親媒性化合物であり得る。
【００３３】
　「オピオイド」という用語は、オピオイド受容体に結合することによって作用する化学
物質を指す。その用語は、天然オピエート、および合成および半合成オピオイドを含む。
【００３４】
　「オピオイド代謝物」という用語は、患者におけるオピオイド代謝の産物を指す。
【００３５】
　「重金属」という用語は、水の比重の少なくとも５倍の比重を有する金属を指す。
【００３６】
　「側方流動」アッセイは、サンプル中の標的分析物の存在（または非存在）を検出する
ことを意図するデバイスであり、ここで試験サンプルは毛管作用によって固体基板にそっ
て流れる。



(10) JP 2014-531031 A 2014.11.20

10

20

30

40

50

【００３７】
　本明細書中で使用される「膜」という用語は、その表面にそって、およびその内部を通
って、毛管作用によって、分析物に結合した抗体またはアプタマーの移動を可能にするの
に十分な空隙率を有する固体基板を指す。
【００３８】
　「膜小片」または「試験小片」という用語は、分析物の分離および検出を可能にするの
に十分な膜の長さおよび幅を指す。
【００３９】
　「適用ポイント」という用語は、流体を適用し得る膜の位置である。
【００４０】
　「結合剤」という用語は、分析物に特異的に結合する化合物を指す。「捕捉剤」という
用語は、結合剤と複合体化した分析物（捕捉複合体）またはフリーの結合剤（コントロー
ルとして）に選択的に結合する、固定化された化合物を指す。捕捉剤は、固定化された捕
捉粒子に結合体化し得る。結合剤および捕捉剤は、（直接的または間接的に）検出可能な
標識と結合し得る。結合剤は、検出可能な標識と直接結合する粒子に結合するなら、それ
は検出可能な標識と間接的に結合する。結合剤および捕捉剤は、抗体、核酸アプタマー、
およびペプチドアプタマーを包含する。
【００４１】
　「捕捉複合体」という用語は、分析物に対する結合剤の特異的結合によって形成された
複合体を指す。固定化された捕捉剤によって捕捉された場合、その捕捉複合体は、検出の
ために固定化される。
【００４２】
　「サンドイッチ複合体」という用語は、結合剤および分析物に対する、固定化された捕
捉剤の特異的結合によって形成される複合体を指す。
【００４３】
　「固定化された」という用語は、膜などの基板上または基板中の位置への、薬剤または
粒子の化学的または物理的固定を指す。例えば、捕捉剤を、膜に化学的に結合体化し得る
、そして捕捉剤でコーティングした粒子を、膜に物理的に捕捉し得る。
【００４４】
　「捕捉粒子」という用語は、複数の捕捉剤でコーティングされた粒子を指す。好ましい
実施態様において、捕捉粒子は、定義された捕捉ゾーンに固定化される。
【００４５】
　「捕捉ゾーン」という用語は、１つまたはそれより多くの捕捉剤が固定化される、膜小
片上の点を指す。
【００４６】
　「サンドイッチアッセイ」という用語は、分析物が、結合剤および捕捉剤の間に結合す
るイムノアッセイの１つの型を指す。捕捉剤は一般的に固体表面（例えば膜または粒子）
に結合し、結合剤は一般的に標識される。
【００４７】
　「抗体」という用語は、それらが分析物に結合する能力に関して選択される限り、イン
タクトな免疫グロブリン分子、免疫グロブリン分子の断片またはポリマー、１本鎖免疫グ
ロブリン分子、免疫グロブリン分子のヒトまたはヒト化バージョン、および組換え免疫グ
ロブリン分子を指す。
【００４８】
　「アプタマー」という用語は、特定の標的分子に結合するオリゴ核酸またはペプチド分
子を指す。アプタマーは一般的に、ランダム配列プールから選択される。選択されたアプ
タマーは、特有の３次構造に適応し、そして高い親和性および特異性で標的分子を認識し
得る。
【００４９】
　「核酸アプタマー」は、そのコンフォメーションによって標的分子に結合するオリゴ核
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酸である。核酸アプタマーは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはその組み合わせから構成され得る
。核酸アプタマーは、典型的にはＳＥＬＥＸ（指数富化によるリガンドの系統進化（ｓｙ
ｓｔｅｍａｔｉｃ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　ｅｘｐｏｎｅｎ
ｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ））を用いて工学的に作製される。
【００５０】
　「ペプチドアプタマー」は、標的分子に結合するその能力に関して選択された、無作為
化アミノ酸配列を有するコンビナトリアルペプチド分子である。ペプチドアプタマーは、
典型的には酵母ツーハイブリッドアッセイまたはファージディスプレイアッセイを用いて
、コンビナトリアルペプチドライブラリーから選択される。
【００５１】
　「メタタイプ」という用語は、分析物に結合した場合の、結合剤の分析物結合部位を指
す。「イディオタイプ」という用語は、その分析物を有さない、結合剤の分析物結合部位
を指す。
【００５２】
　「抗メタタイプ」という用語は、結合剤－分析物複合体（メタタイプ）を選択的に認識
するが、フリーの分析物またはフリーの結合剤に対する特異性を欠落している結合剤を指
す。「抗イディオタイプ」という用語は、別の結合剤の分析物結合部位を選択的に認識す
る結合剤を指す。
【００５３】
　「特異的に結合する」または「選択的に結合する」という用語は、不均一な集団におい
て、分析物の存在に対し決定力のある結合反応を指す。一般的に、２番目の分子に「特異
的に結合する」第１の分子は、その２番目の分子と、約１０５Ｍ－１超（例えば１０６Ｍ
－１、１０７Ｍ－１、１０８Ｍ－１、１０９Ｍ－１、１０１０Ｍ－１、１０１１Ｍ－１、
および１０１２Ｍ－１またはそれより大きい）の親和定数（Ｋａ）を有する。
【００５４】
　「検出可能な標識」という用語は、スクリーニングアッセイにおいて選択的に検出され
得るあらゆる部分を指す。例としては、放射性標識（例えば３Ｈ、１４Ｃ、３５Ｓ、１２

５Ｉ、１３１Ｉ）、アフィニティタグ（例えばビオチン／アビジンまたはストレプトアビ
ジン）、抗体の結合部位、金属結合ドメイン、エピトープタグ、蛍光または発光部分（例
えばフルオレセインおよび誘導体、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ローダミンおよび誘
導体、ランタニド）、比色定量プローブ、および酵素部分（例えば西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、β－ラクタマーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファ
ターゼ）が挙げられる。
【００５５】
　「生物学的サンプル」という用語は、被験体由来の組織（例えば組織生検）、臓器、細
胞、細胞ライセート、または体液を指す。体液の制限しない例としては、血液、尿、血漿
、血清、涙、リンパ液、胆汁、脳脊髄液、間質液、房水または硝子体液、初乳、痰、羊水
、唾液、肛門分泌液および膣分泌液、汗、精液、漏出液、浸出液、および滑液が挙げられ
る。
【００５６】
　本明細書中で使用される「サンプル採取器具」は、生物学的サンプルの採取のために使
用し得る、または採取した生物学的サンプルを寄託または保存し得る器具を指す。
【００５７】
　本明細書中で使用される「流体接触していない」は、流体がサンプル採取器具から適用
ポイント上に／適用ポイント中へと受動的に流れないことを示す。例えば、物理的分離ま
たは物理的構成部分による分離を使用し得る。
　ＩＩ．ポイントオブケアアッセイ
【００５８】
　ヒトおよび獣医学的被験体を含む、患者由来の生物学的サンプルにおいて、ホルモン、
重金属、薬物、または薬物代謝物などの小分析物を定量的に測定するために、迅速で、信
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頼性が高く、感度が高い、定性的、および定量的ポイントオブケアアッセイが開発された
。そのポイントオブケアアッセイを、薬物、薬物代謝物、重金属、またはホルモンと特異
的に結合する結合剤および捕捉剤と組み合わせて使用し得る。
【００５９】
　アプタマー（単独で採用される）が小分子を認識することが示された特殊な例が存在し
得るが、一般的に、その結合親和性は低く、そして対象とする全ての小分子標的に対する
アプタマーを進化させる能力ははっきりしないことがわかった。Ｊａｙａｓｅｎａ、Ｃｌ
ｉｎ．Ｃｈｅｍ．４５：１６２８－５０（１９９９）。これはおそらく、小分子標的で提
示される協同的結合機会の相対的な欠如、およびアプタマーがより複雑な抗体の結合ポケ
ットを欠くためである。他方、抗体は、疎水性、イオン性、および立体的相互作用に基づ
く結合を進化させるために、より豊富な構造的ポケットを有するが、しかしながら、特に
小分子が関わる場合、交差反応性の問題が存在する。オピエート構造を調べる場合、分子
が構造的に非常に似ている（１つの側鎖（ｓｉｄｅ　ｇｒｏｕｐ）ほど小さい差異）ので
、抗体における交差反応性の問題は明らかである。抗体は、典型的には、宿主生物の免疫
系によって最も高い親和性で結合するよう選択されるので、これは多くの場合、構造的に
似たモチーフを標的とする抗体を生じる。従って、注視される交差反応性の問題がオピエ
ートにおいて観察される。さらに、所望の免疫複合体に対する抗体をインビボで生じるこ
とは、非常に困難であり、そしてほとんど全ての場合において実行できない。対照的に、
アプタマーを、最終的なイムノアッセイとほとんど同じ条件下で、標的免疫複合体に対し
て進化させ得る。
【００６０】
　水素結合ドナーおよびアクセプターが豊富な構造を有する、より大きな複合体領域の存
在のために、タンパク質のアプタマーは一般的に、より高い親和性を示す。異なるタンパ
ク質に対するアプタマーに関して、ナノモル濃度およびナノモル濃度以下の範囲の親和性
が測定された。Ｍａｓｃｉｎｉら、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．、５１：１３
１６－１３３２（２０１２）。理論によって拘束されないが、本明細書中で記載されるサ
ンドイッチアッセイは、一般的にアプタマーの不十分な標的である小さな分子を、はるか
に良い（すなわちマイクロモル濃度と比較してナノモル濃度の親和性）標的であるタンパ
ク質標的へ「変換する」。例えば抗体および標的分子の免疫複合体は、アプタマー結合の
はるかに豊富な標的を表わす。抗体および標的分子の間の免疫複合体のはるかに豊富な結
合標的に対するアプタマーを進化させることは、はるかに一般化可能な戦略である（すな
わち、抗体は既に必要とされる固定化のための一般化可能な手（ｈａｎｄｌｅ）を提示す
るので、各標的分子に固定化のための特別な標識は必要ない）。複合体に対して強く結合
するものは、進化させるのがより容易であり、そして構造的に類似のモチーフが抗体ポケ
ットに隠れている場合、その分子の外に面した部分が、アプタマーによって認識され得る
、区別できる側鎖構造を含む可能性があり、そして従って交差反応性免疫複合体と反対に
、所望の免疫複合体の特異的認識を引き起こす。
【００６１】
　本明細書中で記載されるポイントオブケアアッセイは、好ましくは側方流動イムノアッ
セイである。いくつかの実施態様において、上記アッセイは、固相器具と流体接触しない
サンプル採取器具の使用を包含する。
Ａ．検出される小分析物
【００６２】
　本明細書中で記載されるポイントオブケアアッセイを用いて検出し得る分析物は、薬物
、または薬物代謝物、ホルモン、および重金属を含むがこれに限らない。
　ｉ．薬物および薬物代謝物
【００６３】
　上記アッセイを、生物学的サンプル中の、薬物、例えば乱用の可能性のある薬物のレベ
ルを定量的に決定するために使用し得る。代表的な薬物および薬物代謝物を、下記で記載
する。いくつかの実施態様において、上記アッセイは、半定量的である。例えば、異なる
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オピエートおよび代謝物が、別の色によって示され、そして目視検査によって分析される
試験小片。
　　１．オピオイド
【００６４】
　定量的ポイントオブケアアッセイを用いて検出し得る代表的なオピオイドとしては、モ
ルヒネ、コデイン、テバイン、ヘロイン、ヒドロモルフォン、ヒドロコドン、オキシコド
ン、オキシモルフォン、デソモルフィン、ニコモルフィン、プロポキシフェン、ジプロパ
ノイルモルフィン、ベンジルモルフィン、エチルモルフィン、ブプレノルフィン、フェン
タニル、ペチジン、メペリジン、メタドン、トラマドール、デキストロプロポキシフェン
、またはそのアナログまたは誘導体が挙げられる。例えば、オキシコドン（ＯｘｙＣｏｎ
ｔｉｎ（登録商標））は、アヘン由来のテバインから合成された、オピオイド鎮痛薬であ
る。パーコセットは、オキシコドンおよびアセトアミノフェン（パラセタモール）の組み
合わせである。バイコディンは、ヒドロコドンおよびアセトアミノフェン（パラセタモー
ル）の組み合わせである。好ましい実施態様において、上記アッセイは、オキシコドン、
ヒドロコドン、またはその組み合わせを定量的に測定する。
【００６５】
　開示される定量的側方流動イムノアッセイを用いて検出し得る、代表的なオピオイド代
謝物を表１に示す。
【表１－１】

　　２．ＴＨＣ（マリファナ）
【００６６】
　大麻植物において、ＴＨＣは、主にテトラヒドロカンナビノールカルボン酸（ＴＨＣ－
ＣＯＯＨ）として存在する。酵素によって触媒されて、ゲラニルピロリン酸およびオリベ
トール酸が反応してカンナビゲロール酸を生じ、それが酵素ＴＨＣ酸合成酵素によって環
化されてＴＨＣ－ＣＯＯＨが得られる。時間につれて、または加熱した場合、ＴＨＣ－Ｃ
ＯＯＨは、脱炭酸されてＴＨＣを生じる。ＴＨＣは、ヒトの体によって、主に１１－ＯＨ
－ＴＨＣ（１１－ヒドロキシ－ＴＨＣ）に代謝される。この代謝物は依然として精神賦活
性であり、そしてさらに１１－ノル－９－カルボキシ－ＴＨＣ（ＴＨＣ－ＣＯＯＨ）に酸
化される。ヒトおよび動物において、１００超の代謝物が同定され得るが、１１－ＯＨ－
ＴＨＣおよびＴＨＣ－ＣＯＯＨが主な代謝物である。代謝は、主に肝臓において、チトク
ロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、およびＣＹＰ３Ａ４によって起こる。
５５％超のＴＨＣが糞便中に、そして約２０％が尿中に排泄される。尿中の主な代謝物は
、グルクロン酸およびＴＨＣ－ＣＯＯＨのエステルおよびフリーのＴＨＣ－ＣＯＯＨであ
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る。糞便中では、主に１１－ＯＨ－ＴＨＣが検出される。
【００６７】
　ＴＨＣ、１１－ＯＨ－ＴＨＣ、およびＴＨＣ－ＣＯＯＨを、血液、尿、毛髪、口腔流体
または汗において検出および定量化し得る。そのような分析から得られた濃度は、多くの
場合積極的使用と消極的使用、または処方使用と不正使用、投与経路（経口対喫煙）、使
用からの経過時間、および使用の程度または期間の区別において有益であり得る。
　　３．ニコチン
【００６８】
　ニコチンが体に入った場合、それは血流によって迅速に分布し、そして血液脳関門を通
過して、吸入後１０－２０秒以内に脳に到達する。体内のニコチンの排出半減期は、約２
時間である。喫煙から体によって吸収されたニコチンの量は、タバコの種類、煙を吸った
かどうか、およびフィルターを使用したかどうかを含む、多くの因子に依存する。口内の
唇および歯茎の間に入れる、または鼻から吸い込む、噛みタバコ、噛みタバコ（ｄｉｐｐ
ｉｎｇ　ｔｏｂａｃｃｏ）、スヌースおよびスナッフに関して、体内に放出される量は、
喫煙したタバコよりはるかに多い傾向がある。
【００６９】
　ニコチンは、肝臓でチトクロムＰ４５０酵素（ほとんどＣＹＰ２Ａ６、およびＣＹＰ２
Ｂ６にもよる）によって代謝される。尿中に排出される、ニコチンの主な代謝物は、コチ
ニンであり、それはニコチン使用の、信頼性の高い、そして必要な指標である。他の主な
代謝物としては、ニコチンＮ’－酸化物、ノルニコチン、ニコチンイソメトニウム（ｉｓ
ｏｍｅｔｈｏｎｉｕｍ）イオン、２－ヒドロキシニコチンおよびニコチングルクロニドが
挙げられる。グルクロン酸抱合およびニコチンのコチニンへの酸化代謝はどちらも、メン
トールを含む巻きタバコへの添加物であるメントールによって阻害され、従ってインビボ
でニコチンの半減期を増加させる。
【００７０】
　ニコチン（コチニン）を、血液、血漿、または尿中で定量化して、中毒の診断を確認し
得る、または法医学的な死亡調査を促進し得る。採用前および健康保険の医学的スクリー
ニングプログラムの目的で、多くの場合尿または唾液のコチニン濃度を測定する。巻きタ
バコの煙に対する受動的な曝露が、ニコチンの有意な蓄積、続く様々な体液中へのその代
謝物の出現を引き起こし得るので、結果の注意深い解釈が重要である。
【００７１】
　ＣＹＰ２Ａ６酵素は、代謝活性の変化を予測する、ある対立遺伝子で遺伝的に多型であ
る。ニコチン代謝の主な酵素として、ＣＹＰ２Ａ６の代謝活性のバリエーションは、個人
のタバコ消費のレベルに有意な影響を有する。低い代謝表現型は、より高い血液／ニコチ
ンレベルをもたらし、そして喫煙者はより少なく喫煙することによってこれを補正する傾
向がある。逆に、代謝速度の増加を有する個人は、より多く喫煙する傾向がある。ＣＹＰ
２Ａ６変異体によるより低いニコチン代謝はまた、禁煙に影響を有し、代謝が遅い人は、
経皮ニコチン治療試験においてより高いレベルの禁煙を明らかに示す。これは、代謝の低
い人のサブグループが、同等レベルの経皮ニコチン処置から、より高い治療量のニコチン
を得るためであり得る。代謝が正常の人は、おそらく現在の処置が十分高いレベルの補充
血中ニコチンを提供できない結果として、より低い中止率を有する。これらの代謝が正常
の人は、ニコチン代謝が損傷した人においては潜在的に有害作用を引き起こし得る、より
高用量のニコチン補充の候補であり得る。
【００７２】
　開示された組成物および方法を使用して、患者のニコチンの代謝を評価し得る。例えば
、コントロールした用量のニコチンを患者に投与した後、開示された組成物および方法を
用いてニコチンレベルを定量化し得る。これは、いくつかの実施態様において、被験体が
巻きタバコを喫煙することを可能にすることを含み得る。好ましい実施態様において、処
方された期間、被験体にニコチンパッチまたはガムを与える。次いで被験体の生物学的サ
ンプル中のニコチンまたはその代謝物（例えばコチニン）の量を、変化の速度に関してモ
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ニターし得る。
　ｉｉ．動物において妊娠または排卵の時期を検出するためのホルモン
【００７３】
　ヒトと異なり、イヌなどの飼育ペットおよびウマ、ウシ、およびブタなどの家畜のホル
モンサイクルは、それほど容易にはアッセイできず、そして利用可能なポイントオブケア
アッセイは存在しない。しかし、排卵の開始、交配のタイミング、および妊娠を示すホル
モンの生殖レベルは、当業者によってよく理解され、そして本明細書中で記載されるポイ
ントオブケアイムノアッセイを用いて容易に定量し得る。
【００７４】
　動物において発情（ｅｓｔｒｕｓ）（発情（ｈｅａｔ））周期および妊娠の調節を助け
る複数のホルモンが存在する。これらとしては、卵巣を刺激して卵を生成させるエストロ
ゲン、卵巣を刺激して卵を放出させる黄体ホルモン（ＬＨ）、および妊娠を維持するプロ
ゲステロンが挙げられる。ほとんどの哺乳類は、血中のエストロゲンレベルが上昇したと
きに排卵する。しかしイヌは、エストロゲンレベルが低下し、そしてプロゲステロンレベ
ルが上昇しているときに排卵する。プロゲステロンレベルおよび黄体ホルモン（ＬＨ）レ
ベルが、いつ排卵が起こるか、およびいつが交配の最も良い時期かの、最も良い指標であ
る。
　ｉｉｉ．重金属イオン
【００７５】
　重金属は毒性であり、そして残留性の環境汚染物である。比較的無害な産物に完全に分
解され得る、炭素に基づく汚染物と異なり、金属イオンは、生物学的または化学的浄化過
程による、限られた数の方法のみで変換され得る。
【００７６】
　重金属は、水の比重の少なくとも５倍の比重を有する。水の比重の５倍またはそれより
大きい比重を有する、いくつかの周知の毒性金属元素は、ヒ素、カドミウム、鉄、鉛、お
よび水銀である。さらなる毒性重金属としては、アンチモン、ビスマス、セリウム、クロ
ム、コバルト、銅、ガリウム、金、マンガン、ニッケル、プラチナ、銀、テルル、タリウ
ム、スズ、ウラン、バナジウム、および亜鉛が挙げられる。
【００７７】
　重金属の毒性は、精神および中枢神経機能の損傷または低下、エネルギーレベルの低下
、および血液組成、肺、腎臓、肝臓、および他の生体臓器への損傷を引き起こし得る。長
期間の曝露は、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋ジストロフィー、および多発性硬
化症に似た、ゆっくりと進行する、身体の、筋肉の、および神経の変性過程を引き起こし
得る。アレルギーは珍しくなく、そしていくつかの金属またはそれらの化合物への、反復
する長期間の接触は、がんさえ引き起こし得る。
【００７８】
　少量のこれらの元素は、我々の環境および食事において正常であり、そして実際健康の
ために必要であるが、それらはどれも大量では、急性または慢性毒性を引き起こし得る。
重金属は、体によって代謝されず、そして軟部組織に蓄積する場合、毒性になる。重金属
は、食物、水、空気から、または農業においておよび製造、医薬品、工業、または住宅の
状況においてヒトと接触した場合に、皮膚からの吸収によって、ヒトの体に入り得る。工
業的な曝露が、成人の曝露の通常の経路の原因となる。小児においては、経口摂取が最も
一般的な曝露の経路である。小児は、汚染した土と接触した小さい小児の通常の手から口
の活動から、または実際食物ではない物（土または塗料片）を食べることによって、毒性
レベルに達し得る。一般的でない曝露の経路は、放射線学的手順の間、不適切な投薬また
は静脈内（非経口）栄養の間のモニタリングから、壊れた温度計から、または自殺または
殺人の企てからである。
【００７９】
　いくつかの重金属に関して、毒性レベルは、現実には天然に見出されるバックグラウン
ド濃度のすぐ上であり得る。従って、過剰な曝露に対して保護的手段をとることが重要で
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ある。自分または家庭内の誰かが重金属毒性を有し得ると考える人に関して、検査が必須
である。採用される最も一般的な方法は、フレーム原子吸光分析（ＡＡＳ）、黒鉛炉原子
吸光分析（ＧＦＡＡＳ）、陽極ストリッピングボルタンメトリー（ＡＳＶ）、誘導結合プ
ラズマ－原子発光分析（ＩＣＰ／ＡＥＳ）、および誘導結合プラズマ質量分析（ＩＣＰ／
ＭＳ）である。しかし、これらの実験室的方法は、労働集約的であり、時間がかかり、そ
して高価である。
【００８０】
　抗体に基づくアッセイは、金属イオン検出の別のアプローチを提供する。イムノアッセ
イは、迅速、安価、実施が容易、および適度に移動可能である；それらはまた感度および
選択性が高くあり得る。サンプル分析は、汚染部位の改善における主なコストの１つであ
り、そして研究は、抗体に基づくアッセイの使用は、分析コストを５０％またはそれより
多く低減し得ることを示した。
　Ｂ．結合剤および捕捉剤
【００８１】
　開示されるアッセイにおいて使用するための結合剤は、オピオイド分析物または較正分
析物に選択的に結合するあらゆる分子を含む。好ましい実施態様において、結合剤は、モ
ノクローナル抗体などの抗体、または核酸またはペプチドアプタマーなどのアプタマーで
ある。
　ｉ．抗体
【００８２】
　組成物および方法において使用し得る抗体は、あらゆるクラスの免疫グロブリン全体（
すなわちインタクトな抗体）、その断片、および少なくとも抗体の抗原結合可変ドメイン
を含む合成タンパク質を包含する。可変ドメインは、抗体の間で配列が異なり、そしてそ
の特定の抗原に対する特定の抗体それぞれの結合性および特異性で使用される。しかし、
その可変性は、通常抗体の可変ドメインを通して均一に分布しない。それは典型的には、
軽鎖および重鎖可変ドメインの両方にある、相補性決定領域（ＣＤＲ）または超可変領域
と呼ばれる３つのセグメントに集まっている。可変ドメインの、より高度に保存された部
分は、フレームワーク（ＦＲ）と呼ばれる。天然重鎖および軽鎖の可変ドメインはそれぞ
れ、４つのＦＲ領域を含み、大きくベータシート配置をとり、３つのＣＤＲが結合し、そ
れは該ベータシート構造をつなぐループを形成し、いくつかの場合では該ベータシート構
造の一部を形成する。各鎖のＣＤＲは、ＦＲ領域が近接して一緒に維持され、そして他の
鎖のＣＤＲと共に、抗体の抗原結合部位の形成に寄与する。従って、開示された抗体は、
少なくともＤＮＡ結合を維持する、および／またはＤＮＡ修復に干渉するための必要なＣ
ＤＲを含む。
【００８３】
　生物活性を有する抗体の断片も使用し得る。その断片は、他の配列に結合しているかど
うかに関わらず、非改変抗体または抗体断片と比較して、その断片の活性が有意に変化せ
ず、損なわれない限り、特定の領域または特定のアミノ酸残基の挿入、欠失、置換、また
は他の選択された改変を含む。
【００８４】
　本開示の抗原性タンパク質に特異的な１本鎖抗体を生成するための、技術を適合させ得
る。１本鎖抗体の生成方法は、当業者に周知である。短いペプチドリンカーを用いて重鎖
および軽鎖の可変ドメインを一緒に融合し、それによって単一の分子に抗原結合部位を再
構築することによって、１本鎖抗体を作製し得る。１５から２５アミノ酸のペプチドまた
はリンカーによって、１つの可変ドメインのＣ末端が、他の可変ドメインのＮ末端につな
がった１本鎖抗体可変断片（ｓｃＦｖ）が、抗原結合やその結合の特異性を有意に損なう
ことなく開発された。重鎖および軽鎖がその適切なコンフォメーションの方向で一緒に結
合することを可能にするようにリンカーを選択する。
【００８５】
　二価の１本鎖可変断片（ｄｉ－ｓｃＦｖ）を、２つのｓｃＦｖを連結することによって
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工学的に作製し得る。これを、２つのＶＨおよび２つのＶＬ領域を有する１本のペプチド
鎖を生成し、タンデムｓｃＦｖを生じることによって行い得る。ｓｃＦｖをまた、２つの
可変領域が一緒にフォールディングされるには短すぎるリンカーペプチド（約５アミノ酸
）を用いてデザインして、ｓｃＦｖを二量体化させ得る。このタイプは、ダイアボディと
して公知である。ダイアボディは、対応するｓｃＦｖより４０倍まで低い解離定数を有す
ることが示され、このことは、それらがその標的に対してはるかに高い親和性を有するこ
とを意味する。さらにより短いリンカー（１または２アミノ酸）は、三量体（トリアボデ
ィまたはトリボディ）の形成をもたらす。テトラボディも生成された。それらは、その標
的に対して、ダイアボディよりさらに高い親和性を示す。
【００８６】
　適当な抗体が、市販で入手可能であり得る。例えば、コデイン（ａｂｃａｍ（登録商標

）＃ａｂ３１２０２）、ヘロイン（Ｒａｎｄｏｘ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ＃ＰＡＳ
１０１３３）、モルヒネ（ａｂｃａｍ登録商標）＃ａｂ１０６０、＃ａｂ２３３５７）、
ヒドロコドン（ＡｂｂｉｏｔｅｃＴＭ＃２５２３７５）、ヒドロモルフォン（ａｂｃａｍ
登録商標）＃ａｂ５８９３２）、オキシコドン（ａｂｃａｍ登録商標）＃ａｂ３０５４４
）、プロポキシフェン（ａｂｃａｍ登録商標）＃ａｂ５０７２６）、ブプレノルフィン（
ａｂｃａｍ登録商標）＃ａｂ３１２０１）、フェンタニル（ａｂｃａｍ登録商標）＃ａｂ
３０７２９、＃ａｂ３１３２３）、ペチジン（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ登録

商標）＃ＮＢＰ１－４１０３４）、メペリジン（ａｂｃａｍ登録商標）＃ａｂ５９５３０
）、メタドン（ａｂｃａｍ登録商標）＃ａｂ３５７９９）、およびトラマドール（ａｂｃ
ａｍ登録商標）＃ａｂ５８９３４）に特異的に結合する抗体が、市販で入手可能である。
【００８７】
　重金属に結合する能力を有するいくつかの抗体が報告された。水銀イオンに対するモノ
クローナル抗体が、動物をグルタチオン－Ｈｇ誘導体で免疫することによって生成された
（Ｗｙｌｉｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：４１０４－４
１０８（１９９２））。イミノ二酢酸と複合体化したある特定の金属を優先的に認識する
組換え抗体断片も報告された（Ｂａｒｂａｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　９０：６３８５－６３８９（１９９３））。ＥＤＴＡ－Ｃｄ（ＩＩ）、ＤＴＰ
Ａ－Ｃｏ（ＩＩ）、２，９－ジカルボキシル－１，１０－フェナントロリン－Ｕ（ＶＩ）
、またはシクロヘキシル－ＤＴＰＡ－Ｐｂ（ＩＩ）の複合体に特異的なモノクローナル抗
体を、キレート化したカドミウム、鉛、コバルト、およびウランを検出するための競合イ
ムノアッセイにおいて使用した（Ｂｌａｋｅ　ＤＡら、Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ＆Ｂｉｏｅ
ｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ　１６：７９９－８０９（２００１））。
【００８８】
　分析物に特異的に結合する抗体をまた、慣用の方法を用いて作製し得る。例えば、分析
物で免疫した動物から抗体を精製し得る。骨髄腫細胞を、オピオイド分析物で免疫したマ
ウス由来の脾臓細胞と、またはインビトロで免疫したリンパ球と融合することによって、
モノクローナル抗体を生成し得る。抗体をまた、組換え技術を用いて生成し得る。
【００８９】
　開示される組成物および方法の捕捉剤は、抗メタタイプ抗体などの抗体であり得る。抗
メタタイプ抗体は、結合したリガンドまたはリガンド結合していない抗体と相互作用しな
い、リガンド結合した抗体活性部位のコンフォメーションに特異的な免疫学的試薬である
。捕捉複合体と選択的に結合するが、フリーの分析物には結合しない抗体を、当該分野で
公知の標準的な方法を用いて得ることができる。例えば、ナイーブｓｃＦｖ抗体断片ファ
ージディスプレイライブラリーを使用して、分析物および分析物に特異的に結合する抗体
のＦａｂ断片の免疫複合体に結合する抗体を選択し得る。まず、ファージをプレインキュ
ベートしてそれ自体Ｆａｂ断片に結合するものを選別する。結合していないファージを分
離し、そして分析物および固定化Ｆａｂの混合物とインキュベートして、固定化Ｆａｂお
よび分析物の間に形成される免疫複合体に結合するファージを選択する。結合していない
ファージを洗い流し、そして次いで複合体に結合したものを溶出する。分析物の非存在下
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でＦａｂに対する結合をチェックすることによって、バックグラウンドをモニターする。
数回のパニングの後、多くのクローンを選択し、配列決定し、そして発現して、捕捉剤と
して使用するためのｓｃＦｖ断片を生じる。
　ｉｉ．核酸アプタマー
【００９０】
　核酸アプタマーは、典型的にはステム－ループまたはＧカルテットなどの、定義された
２次および３次構造にフォールディングする、長さ１５～５０塩基の範囲のオリゴヌクレ
オチドである。そのオリゴヌクレオチドはＤＮＡまたはＲＮＡであり得、安定性について
改変し得る。核酸アプタマーは一般的に、標的に対して抗体よりも高い特異性および親和
性を有する。核酸アプタマーは、好ましくは標的分子に１０－６未満、１０－８未満、１
０－１０未満、または１０－１２未満のＫｄで結合する。核酸アプタマーはまた、非常に
高い程度の特異性で標的分子に結合し得る。核酸アプタマーが、他の分子とのＫｄよりも
、少なくとも１０、１００、１０００、１０，０００、または１００，０００倍低い、標
的分子とのＫｄを有することが好ましい。それに加えて、アプタマー結合に必要な標的ア
ミノ酸残基の数は、抗体のそれより少ない可能性がある。
【００９１】
　核酸アプタマーは、典型的には、吸着、回収、および再増幅の反復過程によって、合成
オリゴヌクレオチドの複合体ライブラリーから単離される。例えば、核酸アプタマーを、
ＳＥＬＥＸ（Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ
　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）法を用いて調製し得る。ＳＥＬＥＸ
法は、それぞれその両端にランダム配列領域およびプライマー結合領域を有するＲＮＡ分
子から成るＲＮＡプールから、標的分子に結合するＲＮＡ分子を選択する工程、回収した
ＲＮＡ分子をＲＴ－ＰＣＲによって増幅する工程、得たｃＤＮＡ分子を鋳型として用いて
転写を行う工程、および生じたものを続く手順のためのＲＮＡプールとして使用する工程
を包含する。そのような手順を数回から数十回反復して、標的分子により強く結合する能
力を有するＲＮＡを選択する。ランダム配列領域およびプライマー結合領域の塩基配列の
長さは、特に制限されない。一般的に、ランダム配列領域は、約２０から８０塩基を含み
、そしてプライマー結合領域は、約１５から４０塩基を含む。将来を見越して標的分子と
類似の分子をＲＮＡプールと混合すること、および対象とする分子と結合しなかったＲＮ
Ａ分子を含むプールを用いることによって、標的分子に対する特異性を増強し得る。その
ような技術によって最終産物として得られたＲＮＡ分子を、ＲＮＡアプタマーとして使用
する。様々な異なる標的分子に結合するアプタマーをどのように作製および使用するかの
代表的な例を、米国特許第５，４７６，７６６、５，５０３，９７８、５，６３１，１４
６、５，７３１，４２４、５，７８０，２２８、５，７９２，６１３、５，７９５，７２
１、５，８４６，７１３、５，８５８，６６０、５，８６１，２５４、５，８６４，０２
６、５，８６９，６４１、５，９５８，６９１、６，００１，９８８、６，０１１，０２
０、６，０１３，４４３、６，０２０，１３０、６，０２８，１８６、６，０３０，７７
６、および６，０５１，６９８号において見出し得る。アプタマーおよびインビトロセレ
クション法によって生成した非天然リボザイムについての包括的な配列情報を含むアプタ
マーデータベースが、ａｐｔａｍｅｒ．ｉｃｍｂ．ｕｔｅｘａｓ．ｅｄｕで入手可能であ
る。
【００９２】
　いくつかの実施態様において、アプタマーは分子アプタマービーコンである。分子ビー
コンは、そのステムの各末端に連結したフルオロフォアおよび消光剤を有する、ヘアピン
型のオリゴヌクレオチドである。分子認識のシグナル伝達メカニズムは、蛍光共鳴エネル
ギー転移（ＦＲＥＴ）および、分子ビーコンのコンフォメーション変化に基づく。分子ビ
ーコンは、通常は閉じてフルオロフォア／消光剤ペアを一緒にして蛍光を「オフ」にする
スイッチのように作用する。標的生体分子に結合した場合、それはコンフォメーション変
化を起こしてヘアピン構造を開き、フルオロフォアおよび消光剤を引き離して、それによ
り蛍光を「オン」にする。アプタマーの配列特異性および感度を、分子ビーコンのリアル
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タイム検出の利点と組み合わせるために、分子アプタマービーコンが開発された。簡単に
は、核酸アプタマー配列を含むオリゴヌクレオチドを、ヘアピンを形成する相補的なＤＮ
ＡまたはＲＮＡ配列を有するようにデザインし、そのヘアピンはアプタマー配列がその標
的に結合した場合に開く。分子アプタマービーコンは、Ｃｈｏら、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ａ
ｎａｌ　Ｃｈｅｍ（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ　Ｃａｌｉｆ）２：２４１－６４（２００９）、
Ｈａｍａｇｕｃｈｉ　Ｎら、Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．２９４（２）：１２６－３１（
２００１）；Ｌｉ　ＪＪら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．
２９２（１）：３１－４０（２００２）において記載されている。
　ｉｉｉ．ペプチドアプタマー
【００９３】
　ペプチドアプタマーは、標的分子に結合する能力に関して選択された、無作為化アミノ
酸配列を有する小さなペプチドである。ペプチドアプタマーの選択を、異なるシステムを
用いて行い得るが、現在最も使用されているのは、酵母ツーハイブリッドシステムである
。ペプチドアプタマーをまた、ファージディスプレイおよび、ｍＲＮＡディスプレイ、リ
ボソームディスプレイ、細菌ディスプレイ、および酵母ディスプレイなどの他の表面ディ
スプレイ技術によって構築された、コンビナトリアルペプチドライブラリーから選択し得
る。これらの実験手順はまた、バイオパニングとして公知である。バイオパニングから得
られるペプチドのうち、ミモトープは、ペプチドアプタマーの一種と考えることができる
。コンビナトリアルペプチドライブラリーからパニングされた全てのペプチドは、Ｍｉｍ
ｏＤＢという名前の特別なデータベースに保存されている。
　Ｃ．生物学的サンプル
【００９４】
　開示されたアッセイにおいて、生物学的サンプルを、小分析物の存在、非存在、または
最も好ましくは量に関して評価する。生物学的サンプルは、好ましくは全血、血漿、血清
、尿、脳脊髄液、唾液、精液、硝子体液、または滑液などの体液である。好ましい実施態
様において、体液は、全血、血漿、または血清である。
　アッセイ流体
【００９５】
　水性アッセイ流体をまた、生物学的サンプルに入れて、混合流体サンプルを形成し得る
。アッセイ流体は、分析物および標識結合剤の間の反応を支援し（例えば、結合に干渉し
ない）、そしてアッセイ流体が毛管作用によって移動することを可能にするには十分低い
粘性を有する。いくつかの実施態様において、アッセイ流体は、１つまたはそれより多く
の以下の成分を含む：緩衝剤（例えばホスフェート）；塩（例えばＮａＣｌ）；タンパク
質安定剤（例えばウシ血清アルブミン「ＢＳＡ」、カゼイン、血清）；および非イオン性
洗浄剤（ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ）または界面活性剤（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ）などの洗浄剤
（例えばＮＩＮＡＴＥ（登録商標）４１１、ＺＯＮＹＬ（登録商標）ＦＳＮ１００、ＡＥ
ＲＯＳＯＬ　ＯＴ１００％、ＧＥＲＯＰＯＮ（登録商標）Ｔ－７７、ＢＩＯ－ＴＥＲＧＥ
（登録商標）ＡＳ－４０、ＳＴＡＮＤＡＰＯＬ（登録商標）ＥＳ－１、ＴＥＴＲＯＮＩＣ
（登録商標）１３０７、ＳＵＲＦＹＮＯＬ（登録商標）４６５、ＳＵＲＦＹＮＯＬ（登録
商標）４８５、ＳＵＲＦＹＮＯＬ（登録商標）１０４ＰＧ－５０、ＩＧＥＰＡＬ（登録商
標）ＣＡ２１０、ＴＲＩＴＯＮＴＭＸ－４５、ＴＲＩＴＯＮＴＭＸ－１００、ＴＲＩＴＯ
ＮＴＭＸ３０５、ＳＩＬＷＥＴ（登録商標）Ｌ７６００、ＲＨＯＤＡＳＵＲＦ（登録商標
）ＯＮ－８７０、ＣＲＥＭＯＰＨＯＲ（登録商標）ＥＬ、ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０、
ＴＷＥＥＮ（登録商標）８０、ＢＲＩＪ３５、ＣＨＥＭＡＬ　ＬＡ－９、ＰＬＵＲＯＮＩ
Ｃ（登録商標）Ｌ６４、ＳＵＲＦＡＣＴＡＮＴ１０Ｇ、ＳＰＡＮＴＭ６０）。必要に応じ
て、もし所望の場合、アッセイ流体は増粘剤を含み得る。代表的なアッセイ流体としては
、食塩水、または５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．２が挙げられる。いくつかの実
施態様において、アッセイ流体は水である。
　Ｄ．側方流動デバイス
【００９６】



(20) JP 2014-531031 A 2014.11.20

10

20

30

40

50

　好ましい実施態様において、開示されるポイントオブケアアッセイは、側方流動アッセ
イであり、それは試験サンプルが毛管作用によって固体基板にそって流れるイムノアッセ
イの形態である。図４に示すように、側方流動デバイス１０は、適用ポイント１４、任意
選択のコンジュゲートゾーン１６、捕捉ゾーン１８、および吸収ゾーン２０（例えばウィ
ッキングパッド）を有する、膜小片などの固体基板１２を含む。結合剤は、必要に応じて
コンジュゲートゾーン１６に存在する。捕捉剤は、捕捉ゾーン１８に固定化され、それは
好ましくは捕捉した分析物（捕捉複合体）を検出するための複数の捕捉ライン２２を含む
。
　ｉ．固体基板
【００９７】
　膜小片などの固体基板１２を、その表面に沿った、およびその内部を通る毛管作用によ
る抗体および分析物の移動を可能にするのに十分な空隙率のある物質から作製し得る。適
当な膜物質の例としては、セルロース、硝酸セルロース、酢酸セルロース、グラスファイ
バー、ナイロン、高分子電解質イオン交換膜、アクリルコポリマー／ナイロン、およびポ
リエーテルスルホンが挙げられる。１つの実施態様において、膜小片は、硝酸セルロース
（例えばマイラー（Ｍｙｌａｒ）の裏打ちを有する硝酸セルロース膜）またはグラスファ
イバーから作製される。
【００９８】
　好ましい実施態様において、膜小片は、ＦＵＳＩＯＮ５ＴＭ材料（Ｗｈａｔｍａｎ）で
あり、それは側方流動小片の全ての機能を行う、単層マトリックス材料である。ＦＵＳＩ
ＯＮ５ＴＭに関して、最適なビーズサイズは、約２ミクロンである；ＦＵＳＩＯＮ５ＴＭ

材料は、約２．５ミクロンのビーズに関して９８％の保持効率を有する。２．５ミクロン
のビーズは、一般的にマトリックスには入らず、一方１．５ミクロンより小さいビーズは
、マトリックスから洗い流される。
　ｉｉ．適用ポイント
【００９９】
　固体基板１２は、適用ポイント１４を含み、それは必要に応じて適用パッドを包含する
。例えば、分析物を含むサンプルが、上記イムノアッセイから優先的に排除されるべき粒
子または成分を含むなら、適用パッドを使用し得る。適用パッドは、典型的には、本開示
される方法において使用される粒子よりも大きな（例えば約２から５ミクロンより大きい
）粒子または成分をろ過して除去し得る。適用パッドを使用して、生物学的サンプルを改
変すること（例えばｐＨを調整する）、固体成分をろ過して除去すること、全血成分を分
離すること、および望ましくない抗体を吸着して除去することができる。もし適用パッド
を使用するなら、それは膜上に、適用ポイントに対してごく近くに隣接して、または適用
ポイントを覆って配置されている。適用パッドは、パッドに適用した場合、膜上の適用ポ
イントに流体サンプルを送達し得る吸収物質で作製し得る。代表的な物質としては、セル
ロース、硝酸セルロース、酢酸セルロース、ナイロン、高分子電解質イオン交換膜、アク
リルコポリマー／ナイロン、ポリエーテルスルホン、またはグラスファイバーが挙げられ
る。１つの実施態様において、上記パッドは、ＨｅｍａｓｅｐＴＭ－Ｖパッド（Ｐａｌｌ
　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）である。別の実施態様において、上記パッドはＰａｌｌＴＭ

１３３、ＰａｌｌＴＭＡ／Ｄ、またはグラスファイバーのパッドである。
　ｉｉｉ．コンジュゲートゾーン
【０１００】
　固体基板１２は、必要に応じてコンジュゲートゾーン１６を含み、それは結合剤を含む
。いくつかの実施態様において、コンジュゲートゾーンは、測定すべき分析物およびコン
トロール分析物に結合する結合剤を含む。サンプルが結合剤を含むコンジュゲートゾーン
を通って移動する場合、サンプル中の分析物が結合剤と相互作用して、捕捉複合体を形成
する。
　ｉｖ．吸収ゾーン
【０１０１】
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　吸収ゾーン２０は、好ましくはウィッキングパッドを含む。もしウィッキングパッドが
存在するなら、それは適用パッドに関して記載されたような吸収物質から同様に作製し得
る。好ましい実施態様において、ウィッキングパッドは、毛管作用による液体の流れが捕
捉ゾーンを通過して継続することを可能にし、そして結合しなかった剤が捕捉ゾーンから
移動して離れることを促進する。
　ｖ．捕捉ゾーン
【０１０２】
　捕捉ゾーン１８は、膜小片に固定化された（例えば膜上にコーティングされた、および
／または膜を通って浸透させた）捕捉剤を含む。好ましい実施態様において、捕捉剤は、
捕捉ゾーン１８に固定化された捕捉粒子に結合体化している。
【０１０３】
　捕捉ゾーン１８は、好ましくは捕捉剤を含む１本またはそれより多くの捕捉ラインへと
構築される。好ましい実施態様において、捕捉ゾーンは、多重分析、すなわち２つまたは
それより多くの分析物の検出のための、複数の捕捉ラインを含む。それに加えて、捕捉ゾ
ーン１８は、コントロール分析物の存在を検出するための、１本またはそれより多くのコ
ントロール捕捉ラインを含み得る（すなわち、コントロール捕捉ゾーンまたは較正捕捉ゾ
ーン）。好ましい実施態様において、コントロール分析物は、いかなる処方または非処方
薬物、食物、飲料、または栄養補助食品にも通常存在しない化合物である。好ましくは、
コントロール分析物捕捉試薬は、コントロール分析物に特異的に結合するが、測定するサ
ンプル分析物とは相互作用しない。
【０１０４】
　較正捕捉ゾーンは、好ましくは、サンプル捕捉ゾーンが適用ポイントおよび較正捕捉ゾ
ーンの間にあるように位置する。好ましい実施態様において、較正捕捉ゾーンおよびサン
プル捕捉ゾーンの両方において、アッセイの成分の毛管作用の動態が同様である（例えば
実質的に同じ）ように、較正捕捉ゾーンはサンプル捕捉ゾーンとごく近くに隣接している
。例えば、２つの捕捉ゾーンは、液体の流速が両方のゾーンで同様であるように十分近い
。それらはごく近くに隣接しているが、較正捕捉ゾーンおよびサンプル捕捉ゾーンはまた
、各ゾーンで止められた粒子を個々に定量し得る（例えば相互干渉無しに）ように十分間
隔があいている。さらに、好ましい実施態様において、そのサンプル捕捉ゾーンは、サン
プル捕捉ゾーンおよび較正捕捉ゾーンの間の短い距離と比較して、長い距離である空間に
よって適用ポイントから離されている。アッセイにおいて粒子捕捉が律速工程であるので
、適用ポイントおよび捕捉ゾーン（粒子が捕捉される場所）の間の距離は、液体の流速を
、液体流がサンプル捕捉ゾーン上を移動するときに、粒子の捕捉を可能にするのに十分遅
い速度まで遅らせるために十分でなければならない。膜小片上の成分間の最適な距離を、
日常の実験を用いて決定および調節し得る。
【０１０５】
　いくつかの実施態様において、捕捉ゾーン１８は、希釈コントロール分析物、すなわち
典型的には予測可能な濃度で生物学的サンプル中に存在する分析物を検出するための、捕
捉剤を含む少なくとも１本の捕捉ライン２２を含む。生物学的サンプルが尿である場合、
クレアチンが特に好ましい希釈コントロール分析物である。血清クレアチニンに関する典
型的なヒト参照範囲は、女性で０．５から１．０ｍｇ／ｄＬ（約４５～９０μｍｏｌ／Ｌ
）、および男性で０．７から１．２ｍｇ／ｄＬ（６０～１１０μｍｏｌ／Ｌ）である。
【０１０６】
　いくつかの実施態様において、捕捉ゾーン１８は、参照分析物を検出するための、捕捉
剤を含む１本またはそれより多くの捕捉ラインを含む。その参照分析物を、公知の濃度で
生物学的サンプルに投与し得る。これらの参照値は、標識検出量および分析物量の間の定
量的相関を促進し得る。
　ｖｉ．捕捉粒子
【０１０７】
　捕捉粒子は、捕捉剤でコーティングし、そして捕捉ゾーン１８において膜に固定化し得



(22) JP 2014-531031 A 2014.11.20

10

20

30

40

50

る、ポリマー粒子などの粒子である。好ましい実施態様において、粒子は、物理的に膜中
に捕獲されている。これは、化学的固定化が必要なことによって影響を受けない、最適な
粒子の化学的性質の選択を可能にする。適当な捕捉粒子は、リポソーム、コロイド金、有
機ポリマーラテックス粒子、無機蛍光粒子、および燐光粒子を含む。いくつかの実施態様
において、粒子は、ポリスチレンラテックスビーズであり、そして最も具体的には、界面
活性剤フリーのＳｕｐｅｒａｃｔｉｖｅ　Ｕｎｉｆｏｒｍ　Ａｌｄｅｈｙｄｅ／Ｓｕｌｆ
ａｔｅ　Ｌａｔｅｘｅｓ（Ｉｎｔｅｒｆａｃｉａｌ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ　Ｃｏｒｐ．、Ｐ
ｏｒｔｌａｎｄ、Ｏｒｅｇ．）などの、界面活性剤の非存在下で調製されたポリスチレン
ラテックスビーズである。
【０１０８】
　好ましい実施態様において、粒子は、メラミン樹脂（ＭＦ）（例えばＳｉｇｍａ－Ａｌ
ｄｒｉｃｈから入手可能）に基づく、単分散ポリマーマイクロスフィアである。メラミン
樹脂マイクロスフィアを、界面活性剤無しに、７０～１００℃の温度範囲で、メチロール
メラミンの酸触媒水熱重縮合によって製造する。未改変のＭＦ粒子は、高密度の極性トリ
アジン－アミノ基および極性トリアジン－イミノ基のために、親水性の荷電表面を有する
。その表面の官能基（メチロール基、アミノ基等）は、他のリガンドの共有結合を可能に
する。特別な適用のために、ＭＦ粒子を、カルボキシル基などの他の官能基を組み込むこ
とによって改変し得る。これは、発色団またはフルオロフォア標識などの可能性のある表
面誘導体化を増加させる。
　上記粒子の物理的性質に有意に影響しない手段によって、検出を促進するためにその粒
子を標識し得る。例えば、粒子を内部で標識し得る（すなわち、その標識は粒子内に、例
えばリポソーム内またはポリスチレンラテックスビーズの内側に含まれる）。代表的な標
識としては、発光標識；化学発光標識；燐光標識；蛍光標識；燐光標識；酵素結合標識；
電気活性剤（例えばフェロシアン化物）などの化学標識；および色素などの比色定量標識
が挙げられる。１つの実施態様において、蛍光標識を使用する。別の実施態様において、
燐光粒子、特に米国特許第５，０４３，２６５号において記載されたものなどの、アップ
コンバーティング燐光粒子を使用する。
【０１０９】
　粒子を、好ましくは、サンプル分析物捕捉剤およびコントロール分析物捕捉剤などの捕
捉剤でコーティングする。それらを、捕捉剤をコンジュゲーション緩衝液中で混合するこ
とによって調製し得る。次いで粒子上で共有結合を行い、捕捉剤の粒子へのランダムな結
合を生じさせる。
　Ｅ．サンプル採取器具
【０１１０】
　定量的ポイントオブケアアッセイは、固相器具と流体接触していないサンプル採取器具
の使用を包含し得る。サンプル採取器具は、結合剤を含み得、そして測定した体積の流体
サンプルを加え得るあらゆる器具であり得る。代表的なサンプル採取器具は、サンプルチ
ューブ、テストチューブ、バイアル、ピペットまたはピペットチップ、シリンジを含む。
好ましい実施態様において、サンプル採取器具は、ピペットまたはピペットチップである
。
【０１１１】
　１つの実施態様において、サンプル採取器具は、結合剤の集合を含む。結合剤を、安定
な形態で、すなわちその剤が保存中に化学組成または物理的状態が有意に変化しない形態
で、サンプル採取器具内に保存し得る。その安定な形態は、液体、ゲル、または固体形態
であり得る。好ましい実施態様において、上記剤は、蒸発乾燥；凍結乾燥；および／また
は減圧乾燥される。１つの好ましい実施態様において、サンプル採取器具は、そのチップ
内に減圧乾燥した結合粒子を有するピペットチップを含む。別の好ましい実施態様におい
て、そのサンプル採取器具は、そのチップ内に減圧乾燥した分析物結合粒子および減圧乾
燥した較正分析物結合粒子を有するピペットチップを含む。
【０１１２】
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　他の実施態様において、サンプル採取器具は、薬物結合粒子の集団および較正結合粒子
の集団を含む。サンプル採取器具はまた、較正分析物を含み得る。もしそうなら、粒子の
集団は、サンプル採取器具内で、較正分析物とは異なる位置にある。較正分析物はまた、
サンプル採取器具において、蒸発乾燥、減圧乾燥、または凍結乾燥し得る。もしその較正
分析物がサンプル採取器具内に保存されないなら、それはアッセイ流体に存在し得る。
【０１１３】
　いずれかの実施態様において、粒子の集団は、粒子のサイズおよび組成、固相器具の膜
の組成、およびアッセイの感度レベルに依存して変動する。その集団は、典型的には、約
１×１０３および１×１０９の間の範囲であるが、もし所望であれば、より少ないまたは
より多くの集団を使用し得る。ある実施態様において、粒子の量を、サンプル採取器具内
における保存のために粒子に適用するために使用される懸濁液中の固体の量として決定さ
れる。例えば、サンプル採取器具中での凍結乾燥または減圧乾燥のために、溶液中の粒子
を適用する場合、５μｌの懸濁液中、約０．０５％から０．２２８％の固体（Ｗ／Ｖ）の
懸濁液を使用し得る。あるいは、例えば約０．０１％から０．５％（Ｗ／Ｖ）を含む、他
の量を使用し得る。
【０１１４】
　結合粒子（薬物結合剤および較正結合剤の両方でコーティングされている）、または分
析物結合粒子および較正分析物結合粒子を、サンプル採取器具内に、安定な形態で、すな
わちその粒子が、保存中に化学組成または物理的状態において有意に変化しない形態で保
存し得る。分析物結合粒子および較正分析物結合粒子を、サンプル採取器具内の同じ位置
に保存する（例えば均一な混合物としてその位置に適用する）。
　ＩＩＩ．アッセイ法
【０１１５】
　側方流動アッセイを、生物学的サンプル中の、薬物、薬物代謝物、重金属、またはホル
モンなどの、小分析物を検出するために使用し得る。上記アッセイは一般的に、生物学的
サンプルをアッセイ流体、薬物分析物に特異的に結合する薬物結合剤、較正／コントロー
ル分析物、および較正分析物に特異的に結合する較正／コントロール結合剤と組み合わせ
る工程を含む。接触した捕捉粒子は、分析物がその流体サンプル中に存在するかどうか、
および分析物が結合粒子上の分析物結合剤に結合したかどうかに依存して、分析物結合剤
に結合した分析物を有し得る、または有さない可能性がある。捕捉粒子上には分析物の複
数の結合部位が存在するので、粒子に結合した分析物の存在および濃度は変動する；粒子
に結合した分析物の濃度は、流体サンプル中に存在する分析物の量と比例して増加し、そ
してサンプル捕捉ゾーンに停止する粒子の確率は同様に、粒子上の薬物結合剤に結合した
分析物の量の増加と共に増加する。従って、接触した結合粒子の集団は、薬物結合剤に結
合した様々な量の分析物を有する粒子、および薬物結合剤に結合した分析物を有さない粒
子を含み得る。いくつかの好ましい実施態様において、移動要素のみが標識を含む。
【０１１６】
　好ましい実施態様において、上記薬物分析物およびコントロール分析物は、同様の物理
的性質を有する。例えば、コントロール分析物は、好ましくは対象とする薬物分析物と同
様のサイズの小分子である。しかし、較正分析物は、好ましくはヒト生物学的サンプルに
は存在せず、そして薬物結合剤と交差反応しない。従って、好ましい実施態様において、
較正分析物は、あらゆる処方薬物または非処方薬物、食品、飲料、または栄養補助食品に
通常存在しない化合物である。
【０１１７】
　別の好ましい実施態様において、薬物結合剤およびコントロール結合剤はまた、同様の
性質を有する。例えば、もし薬物結合剤が抗体であるなら、較正結合剤もまた、好ましく
は抗体である。さらに、較正／コントロール分析物に対する較正／コントロール結合剤の
親和性および／またはアビディティは、好ましくは、薬物分析物に対する薬物結合剤の親
和性および／またはアビディティに匹敵する（例えば１けた以内）。
　Ａ．サンプルの調製
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【０１１８】
　１つの実施態様において、生物学的サンプルをまず、アッセイ流体中で結合剤と組み合
わせて、混合流体サンプルを生成する。もし分析物が混合流体サンプル中に存在するなら
、分析物および結合剤の間に結合が生じて捕捉複合体を生成する。結合の程度は、複数の
条件の時間因子が増加するにつれて増大する。大部分の結合が１分以内に起こるが、１分
超、２分超、５分超、１０分超、または１５分超のさらなるインキュベーションが、さら
なる結合を結果として生じる。いくつかの実施態様において、結合剤は、サンプル採取器
具中に存在する。生物学的サンプルを、好ましくは較正分析物および較正結合剤でコーテ
ィングした粒子と混合する。好ましい実施態様において、結合粒子は、検出可能な標識を
含む。
【０１１９】
　サンプル採取器具に較正分析物が存在しないなら、アッセイ流体が較正分析物を含み得
る。従って、上記混合流体サンプルは、薬物結合粒子、較正結合粒子、較正分析物および
サンプル分析物（もし存在するなら）を含む。
【０１２０】
　さらに他の実施態様において、結合剤は、側方流動膜小片のコンジュゲートゾーンに存
在する。これらの実施態様において、サンプルを、そのようなサンプルを採取するために
当該分野で使用されるあらゆるサンプル採取容器に採取する、例えば、無作為な尿サンプ
ルを採取するためのあらゆる通常の検査室容器を、尿を採取するために使用し得る。例え
ばＭｏｅｌｌｅｒら、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎ．Ｐｒｏｃ．８３（１）：６６－７６（２００
８）において尿サンプルに関して記載されたように、偽陰性結果を回避するために、当該
分野で公知の推奨ガイドラインに従ってサンプルを採取するべきである。
　Ｂ．サンプルの適用
【０１２１】
　サンプルを、膜小片の適用ポイント１４、またはもし存在するなら適用パッドに適用す
る。膜小片がサンプルと接触した後、膜小片を、標識結合剤が膜に沿って捕捉ゾーン１８
に、またはそれを通って、そして続いて捕捉ゾーン１８を越えて（例えばウィッキングパ
ッドに）毛管作用によって移動して、それによってあらゆる非結合標識結合剤を捕捉ゾー
ンから除去することを可能にする複数の条件下（例えば十分な時間および流体体積）で維
持する。いくつかの実施態様において、サンプルは、結合剤を含むコンジュゲートゾーン
を通って移動する。サンプル中の分析物は、結合剤と相互作用して捕捉複合体を形成する
。
【０１２２】
　適用したサンプルが膜小片を通過するとき、結合剤に結合した分析物（サンプル／コン
トロール分析物）（捕捉複合体）を、好ましくは固定化捕捉粒子に結合体化している捕捉
剤によって、捕捉ゾーン１８に固定化する。その捕捉ゾーン１８は、好ましくは捕捉ゾー
ンの特定の領域において１本またはそれより多くの捕捉ラインへと構築され、ここでそれ
らは、捕捉複合体が移動するときに、捕捉ラインによってそれを捕捉するように作用する
。捕捉ゾーン１８は、好ましくは多重分析および定量化のための、複数の捕捉ライン２２
を含む。
【０１２３】
　毛管作用は続いて、停止しなかったあらゆる結合剤を、捕捉ゾーン１８を越えて前方に
、例えば捕捉ゾーン１８に続くウィッキングパッドへと動かす。もし所望なら、補助的な
洗浄工程を使用し得る。混合流体サンプルを膜に、またはもし存在するなら適用パッドに
しみこませた後、アッセイ流体を、適用ポイントに適用し得る。補助的な洗浄工程を、そ
れが混合流体サンプルを希釈しない限り、その後のいずれかの時間に使用し得る。補助的
な洗浄工程は、捕捉粒子を検出するときに、バックグラウンドシグナルの低減に寄与し得
る。
　Ｃ．検出
【０１２４】
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　次いで捕捉ゾーンに停止した、結合剤に結合した分析物（サンドイッチ複合体）の量を
検出し得る。標識結合剤または標識捕捉剤を、好ましくは使用する標識の種類に適当な手
段を用いて検出する。好ましい実施態様において、標識結合剤または標識捕捉剤を、吸光
度または蛍光を測定することによるような、光学的方法によって検出する。好ましい実施
態様において、粒子を、ＥＳＥＱｕａｎｔＴＭ　Ｌａｔｅｒａｌ　Ｆｌｏｗ　Ｉｍｍｕｎ
ｏａｓｓａｙ　Ｒｅａｄｅｒ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて検出する。あるいは、標識結合剤
または標識捕捉剤を、電気伝導率または誘電性（静電容量）を用いて検出し得る。あるい
は、インジウムイオン、ビスマスイオン、ガリウムイオン、またはテルルイオン、または
フェロシアン化物などの、放出された電気活性剤の電気化学的検出を使用し得る。例えば
、もしリポソームを使用するなら、リポソーム内に封入されたフェロシアン化物を、捕捉
ゾーンにおいて１滴の洗浄剤を加えることによって放出し得、そしてその放出されたフェ
ロシアン化物を、電気化学的に検出し得る。もし金属イオンをキレート化するためにキレ
ート化剤－タンパク質コンジュゲートを使用するなら、捕捉ゾーンにおける１滴の酸の添
加が、そのイオンを放出し、陽極ストリッピングボルタンメトリーによる定量を可能にす
る。あるいは、磁気粒子検出法および比色定量法を利用し得る。
　Ｄ．結果の解釈
【０１２５】
　非競合アッセイに関して、サンプル中の分析物の量は、捕捉ラインにおいて検出される
検出剤のレベルと直接関連している。この値は、好ましくは検出デバイスおよびパラメー
ター（例えば光強度）のバリエーションを明らかにするために、膜中（例えば捕捉ゾーン
）に固定化された別の検出可能な標識の量によって正規化される。次いでこの正規化され
た値を、標準曲線、またはこれらの正規化された値を分析物濃度と関連付ける応答曲面に
対してプロットし得る。例えば、標準曲線または応答曲面を、標準分析物を用いて前もっ
て調製し得る。それに加えて、３つまたはそれより多くの内部標準分析物を上記アッセイ
において検出し、そして参照曲線または曲面から標準曲線または曲面を調整または選択す
るために使用し得る。
【０１２６】
　応答曲面法（ＲＳＭ）は、対象とする応答が、いくつかの変数によって影響され、そし
てその目的がこの応答を最適化することである、問題のモデリングおよび分析のために有
用な、数学的および統計学的技術の集合である（Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ、Ｄｏｕｇｌａｓ
Ｃ．２００５．Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｓ：Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　ｄｅｓｉｇｎｓ．Ｎｅ
ｗ　Ｊｅｒｓｅｙ：Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．）。いくつかの
場合において、ある範囲の検出剤を含む多重化アッセイから分析物濃度をより正確に決定
するために、適合ＲＳＭモデルを使用する。例えば、分析物の捕捉剤への結合は、特定の
剤ｘ１（例えば抗体）および分析物ｘ２（例えばＴＨＣ）の濃度の両方に依存する。その
試験を、ｘ１（連続変数）およびｘ２（基数変数（ｃａｒｄｉｎａｌ　ｖａｒｉａｂｌｅ
））の組み合わせによって行って、分析物の値（連続変数）に対する応答を決定し得る。
基数値は、試験小片の物理的順序を構成し得る（例えばライン１、ライン２等）。しかし
、ＲＳＭは誤差を最小限にするために適合され、そしてアッセイにおける結合剤の実際の
物理的順序と本質的に関連しないので、適合を単純化するために他の順序（すなわち順序
、連続的）が好ましい場合がある。最も単純な場合において、蛍光強度ｙが応答変数であ
り、そしてこの検出された強度が、分析物濃度（ｘ１）および使用した結合剤（ｘ２）の
関数である。この関数を、
　ｙ＝ｆ（ｘ１，ｘ２）＋ε
のように表し得る。
【０１２７】
　変数ｘ１およびｘ２は、独立変数であり、ここでその応答ｙはそれらに依存する。定量
的結果を改善するために、さらなる独立変数（例えばｘ３、ｘ４等）も使用し得る。従属
変数ｙは、ｘ１、ｘ２、およびεとして示される実験誤差の項の関数である。誤差の項ε
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は、応答に対するあらゆる測定誤差、およびｆで計算されない他の型の変動を示す。これ
は通常ゼロ平均および分散ｓ２で分布すると想定される統計学的誤差である。ほとんどの
ＲＳＭ問題において、真の応答関数ｆは未知である。ｆの適切な近似を展開するために、
実験を小試験領域における低位の多項式から始める。もしその応答を、独立変数の一次関
数によって定義し得るなら、その近似関数は、一次モデルである。２つの独立変数を有す
る一次モデルを、
　ｙ＝β０＋β１ｘ１＋β２ｘ２＋ε
と表し得る。
【０１２８】
　結合曲線でよくあるように、もし応答曲面に湾曲が存在するなら、より高次の多項式を
使用するべきである。２つの変数を有する近似関数は、２次モデルと呼ばれる：
　ｙ＝β０＋β１ｘ１＋β２ｘ２＋β１１ｘ２

１１＋β２２ｘ２
２２＋β１２ｘ１ｘ２＋

ε
【０１２９】
　より高次のモデルが可能であるが、一般的に全てのＲＳＭ問題は、これらのモデルのい
ずれか１つまたは両方の混合物を使用する。
【０１３０】
　ｙが検出されたシグナルであり、そしてそのシグナルの位置が特定の結合剤ｘ２と関連
することが公知であるＲＳＭの等式を考慮して、未知の濃度ｘ１を解くことができる。こ
こでｘ１は正の実数の値である。
【０１３１】
　好ましい実施態様において、その応答値ｙは、正規化された強度である。この正規化は
、光源から生じる光強度の変動（すなわち、経年変化、ウォームアップ、低周波ドリフト
（ｌｏｗ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｄｒｉｆｔ）等）に関連するノイズを除去する。分析物
濃度（例えば結合剤またはアプタマービーコン上の）に依存する蛍光検出を、好ましくは
、膜中、または膜上に存在する別の蛍光マーカーに対して正規化する。例えば、必要に応
じて分析物濃度に依存する蛍光標識と同じ励起および発光波長の蛍光ビーズを、別のコン
トロールラインに含んで、検出の出力を正規化し得る。これを、式
　ｙｎ＝ｙｘ／ｙｃ

によって表し得、ここでｙｘは未知の分析物の検出された応答であり、ｙｃは膜中または
膜上のコントロールマーカーの検出された応答であり、そしてｙｎは正規化した応答であ
る。
【０１３２】
　好ましい実施態様において、分析物の濃度値ｘ１は、それぞれの結合剤と結合した特定
の分析物の最も高い検出濃度によって測定される（ｓｃａｌｅｄ）無次元の値である。こ
れは、様々な検出分析物を、同様のスケールにすることによって、ＲＳＭ適合を単純化す
るが、診断的に関連する検出範囲は、それぞれの分析物の間で（すなわちフェンタニルｖ
ｓモルヒネ）大きく異なり得る。これは、式
　ｘ１ｎ＝ｘ１／ｘｃ

によって表し得、ここでｘ１ｎは未知の分析物の無次元の濃度であり、ｘ１は分析物の濃
度であり、そしてｘｃは、アッセイにおいて最も高いレベルの分析物の濃度（すなわち、
診断的に関連していない、より高いレベル）である。ＲＳＭ由来の無次元の値から、分析
物の実際の値を回復するためには、その分析物の定数ｘｃをかけるだけである。典型的に
は、この操作は、デバイスの操作に対して本質的であり、検出された分析物の報告される
濃度を調べるだけの末端使用者には不可視である。
【０１３３】
　好ましい実施態様において、結合剤ｘ２は、各分析物および結合剤についての決定され
た検量線を順序付けすること、および最小限の誤差で最も単純なＲＳＭを与えるように、
各結合に関して値ｘ２を決定することによって、連続的な値として表される。最も低い応
答曲線が最初であり、そしてより激しい応答に進行するように、ナイーブなケースはこれ
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らを基数方式で順序づける。しかし、検出ラインの物理的位置は決定された表面の順序付
けと関連しないので、ＲＳＭ適合を最適化するために連続的な値を割り当て得る（すなわ
ち、モルヒネ＝０．２、フェンタニル＝１．１等）。
【０１３４】
　好ましい実施態様において、分析物および結合剤の公知の組み合わせを試験することに
よって決定された、この最適なＲＳＭ曲面を使用して、未知の分析物濃度を解く。内部標
準を含むことは、所定の試験に関して、決定される値が予測される分散（ε）内にあるこ
と、またはもしそうでないなら調整して個々の試験の正確性を補償および改善し得ること
を保証することによってこの計算を改善する。最も単純な例において、含まれる内部標準
は、一定のオフセット、β０＋β’と関連する誤差を示し得、そして決定されたオフセッ
ト、β’をその式から引くことによって結果を修正して、未知の値を決定し得る。３つま
たはそれより多くの標準を含むことは、全く新しいモデルを得る必要なく、湾曲の修正を
含む、ＲＳＭ曲面に対するより複雑な修正を可能にする。好ましくは、５つの内部標準を
使用し、そしてＲＳＭモデルの４つの端（ｅｘｔｒｅｍｉｔｙ）プラス中心点をカバーす
る。
　ＩＶ．キット
【０１３５】
　開示された方法において使用するためのキットも提供される。１つの実施態様において
、キットは、本明細書中で開示される側方流動デバイスを含み、それは必要に応じて好ま
しくは結合剤を含むコンジュゲートゾーン１６を含む。キットは必要に応じて、サンプル
採取器具を含む。
【０１３６】
　いくつかの実施態様において、サンプル採取器具は、側方流動器具と流体接触していな
い。いくつかの実施態様において、サンプル採取器具は、好ましくはサンプル採取器具上
に蒸発乾燥、凍結乾燥、または減圧乾燥された結合剤の集団を含む。キットの成分はさら
に、標準曲線を生成するための、公知の濃度の分析物、捕捉粒子、結合剤を有するコーテ
ィング粒子のための粒子およびコンジュゲーション緩衝液、処理器具（例えばバイオハザ
ードゴミ袋）、および／またはサンプル採取器具に関する他の情報または指示（例えばロ
ット情報、有効期限等）を含み得る。
【実施例】
【０１３７】
実施例１：アプタマーの選択
【０１３８】
　表Ｉに示す抗体は、オキシコドンの非競合アッセイに使用し得るアプタマーを同定する
ための概念実証アッセイにおいて有用である。ヒドロモルフォンをネガティブコントロー
ルとして使用し得る。抗体は全て、表Ｉに示すように、オキシコドン、ヒドロコドン、オ
キシモルフォン、ノルオキシコドン、およびヒドロモルフォンに対して交差反応性を有す
る。オキシコドン、ヒドロコドン、オキシモルフォン、ノルオキシコドン、およびヒドロ
モルフォンの構造を下記に示す。
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【化１】

【０１３９】
　概念実証のために使用する抗体、およびオキシコドンに対する相対活性を表Ｉに示す。
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【表１－２】

【０１４０】
　ＰＡＳ９７１３、ＰＡＳ９７１２は、オキシコドンをその標的とするヒツジポリクロー
ナル抗体であり、Ｒａｎｄｏｘ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓから入手可能である。ＰＡ
Ｓ９７７１は、Ｒａｎｄｏｘ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓから入手可能な抗ヒドロモル
フォン抗体である。ＭＢＳ３１５３５５は、ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ、ＣＡから入手可能な、ウサギで産生した抗オキシコドン抗体である。ＰＡＳ９７１３
、ＰＡＳ９７１２、およびＰＡＳ９７７１は、抗オキシコドン抗体であるが、それらは表
Ｉで示したように、ヒドロコドン、オキシモルフォン、およびヒドロモルフォンと交差反
応する。
【０１４１】
　対象とする薬物、例えばオキシコドンに選択的なアプタマーを、インビトロの手順、Ｓ
ＥＬＥＸを用いて選択し得る。アプタマーを、オキシコドン免疫複合体に対するそれらの
認識に基づいて選択する。
【０１４２】
　簡単には、ＳＥＬＥＸ手順は、大きな無作為オリゴヌクレオチドライブラリー（プール
）から始まり、その複雑性および多様性は、その無作為なヌクレオチド位置の数に依存す
る。Ｍａｙｅｒ、Ａｎｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．、４８：２６７２－２６８９（２
００９）。ＳＥＬＥＸ手順の間、配列由来の結合ＤＮＡを、親和性を欠くＤＮＡから分離
する。対象とする標的、例えば抗体－薬物複合体を、カラムマトリックス、通常アガロー
スまたはセファロースに固定化し、そして複数回の洗浄による不要な配列の容易な分割を
可能にすることによって、これを達成し得る。あるいは、ＦｌｕＭａｇ　ＳＥＬＥＸシス
テム、Ｓｔｏｌｔｅｎｂｕｒｇら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．３８３：８３
－９１（２００５）に記載されたように、固体マトリックスとして磁気ビーズを使用し得
る。これは、富化されたプールを生じ、それを標的分子に関するそのプールの親和性を増
加させる（ポジティブセレクション）、または望ましくない化合物に対する親和性を有す
るプールのメンバーを排除する（ネガティブセレクション）ように作用するさらなる選択
ラウンドにかける。数ラウンドの後、その富化したプールをクローニングし、配列決定し
、そして特徴付けをして、対象とする薬物に選択性を示すアプタマーを発見する。抗体に
対して非特異的結合を示すアプタマー（ａｐａｔａｍｅｒ）を選択して除くために、抗体
（薬物無し）に対するアプタマーの結合を、ネガティブセレクションアッセイにおいて使
用し得る。免疫複合体（例えばヒドロモルフォンを用いた）に対する非特異的結合に関す
るネガティブセレクションをまた、オキシコドンに選択的なアプタマープールを富化する
ために使用し得る。
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