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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を認識する結合対の特異的な結合反応に
おいて、非特異的結合、及び／又は交差反応性、及び／又はマトリックスのかく乱効果、
及び／又は異好性抗体に起因する影響、及び／又はヒト抗マウス抗体に起因する影響、及
び／又はリウマ因子、ヘモグロビン、ビリルビンおよびトリグリセリドに起因する影響、
及び／又はCRP(Ｃ反応性タンパク質)及び／又は非特異的抗体－抗体結合に起因する影響
を低減するための方法において、
結合対の特異的な結合反応を、下記a)、b)及びc)を含む水溶液中で行うことを含む、上記
の方法。
a)pHを制御するためのバッファー;
b)一般式I:R1-[[CR2R3]p-O]q-R

4(式中、R1は水素またはヒドロキシ基であり、R2はそれぞ
れのユニットで独立して水素またはヒドロキシ基であり、R3は水素、メチル基、エチル基
であり、R4は水素またはアルキル基であり、pは2から10の整数であり、qは1から100の整
数であり、但し、この化合物は少なくとも2つのヒドロキシ基を有する)で規定される化合
物;
ポリオール;
糖；
からなる群から選択される化合物Ａ;及び
c)非イオン性界面活性剤：
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【請求項２】
水溶液が、非特異的な抗体結合を免疫学的にブロックするのに有効な量のタンパク質をさ
らに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
タンパク質が、ウシ血清アルブミン、オボアルブミン、カゼイン、ウシ胎仔血清からなる
群から選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
タンパク質の濃度が、0.1から2％(w/v)の範囲である、請求項２または３に記載の方法。
【請求項５】
溶液がNaCl、KCl、NH4Clからなる群から選択される塩を含む、請求項１から請求項４のい
ずれかに記載の方法。
【請求項６】
溶液が100mMから1.5Mのイオン強度を有する、請求項１から５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
バッファーが、Tris(トリス(ヒドロキシメチル)-アミノメタン、Pipes(ピペラジン-1,4-
ビス-2-エタンスルホン酸)、Mes(4-モルホリノエタンスルホン酸)、Hepes(4-(2-ヒドロキ
シエチル)-1-ピペラジン-エタンスルホン酸)、リン酸バッファーからなる群から選択され
る、請求項１から６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
化合物Ａが、ポリアルキレングリコール、ポリプロピレングリコール、プロピレングリコ
ール、ポリエチレングリコール、エチレングリコール、単糖類、二糖類、三糖類、サッカ
ロース、マンノース、トレハロース、ポリオール、グリセロール、およびこれらの混合物
からなる群から選択される、請求項１から７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
化合物Ａの濃度が、0.5から25％(v/v)の範囲である、請求項１から８のいずれかに記載の
方法。
【請求項１０】
非イオン性界面活性剤が、
a)置換基R1およびR2を有する置換フェニル残基(R1-Ph-R2)(式中、R1はC1～C9のアルキル
基であり、R2は-O-[CH2-CH2-O]a-H基であり、式中、「a」は5から40の整数であり、式中
、R2は、R1に対してパラ、メタ、またはオルト位に位置する)、
b)
【化１】

(式中、n、x、yおよびzは共に5から40の整数であり、Rは脂肪酸残基である)
からなる群から選択される一般式の化合物である、請求項１から９のいずれかに記載の方
法。
【請求項１１】
非イオン性界面活性剤が、
ドデシルポリ(エチレングリコールエーテル)m(式中、mは5から40の整数である);
1-O-n-オクチル-β-D-グルコピラノシド(n-オクチルグルコシド);
アルキルフェノールポリ(エチレングリコールエーテル)m(式中、mは5から40の整数である
);
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1-O-n-ドデシル-β-D-グルコピラノシル(1-4)アルファ-D-グルコピラノシド;
ドデシルポリ-(エチレングリコールエーテル)m(式中、mは5から40の整数である);
ポリ(オキシエチレン)(20)-ソルビタンモノ脂肪酸エステル;及び
オクチルフェノールポリ(エチレングリコールエーテル)m（式中、mは5から40の整数であ
る）
からなる群から選択される、請求項１から９のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
非イオン性界面活性剤の濃度が、0.1から1.0％(v/v)の範囲である、請求項１から１１の
いずれかに記載の方法。
【請求項１３】
非イオン性界面活性剤の化合物Ａに対する比率が、1:15から1:25である、請求項１から１
２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
溶液がジチオスレイトールを含まない、請求項１から１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
pHが5.6から9.6の範囲に調整されている、請求項１から１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
水溶液が、KD値が10-7Mを超えない低親和性結合を防止する能力を有する、請求項１から
１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
水溶液が、KD値が10-7Mを超えない低親和性結合を防止し、KD値が10-7Mと10-8Mの間の範
囲の中程度の親和性結合を少なくとも90％減少させる能力を有する、請求項１から１６の
いずれかに記載の方法。
【請求項１８】
水溶液が、KD値が10-7Mを超えない低親和性結合を防止し、KD値が10-7と10-9の間の範囲
の中程度の親和性結合を少なくとも90％減少させる能力を有する、請求項１から１７のい
ずれかに記載の方法。
【請求項１９】
水溶液が、抗体の結合活性(親和性)を増大させる能力を有する、請求項１から１８のいず
れかに記載の方法。
【請求項２０】
結合対の特異的な結合反応が、抗体-抗原結合反応である、請求項１から１９のいずれか
に記載の方法。
【請求項２１】
結合対の特異的な結合反応が、レセプター-リガンド結合反応である、請求項１から１９
のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を認識する結合対の特異的な結合反応に
おいて、非特異的結合、及び／又は交差反応性、及び／又はマトリックスのかく乱効果、
及び／又は異好性抗体に起因する影響、及び／又はヒト抗マウス抗体に起因する影響、及
び／又はリウマ因子、ヘモグロビン、ビリルビンおよびトリグリセリドに起因する影響、
及び／又はCRP(Ｃ反応性タンパク質)及び／又は非特異的抗体－抗体結合に起因する影響
を低減するための、水溶液の使用であって、上記水溶液が、
a)pHを制御するためのバッファー;
b)一般式I:R1-[[CR2R3]p-O]q-R

4(式中、R1は水素またはヒドロキシ基であり、R2はそれぞ
れのユニットで独立して水素またはヒドロキシ基であり、R3は水素、メチル基、エチル基
であり、R4は水素またはアルキル基であり、pは2から10の整数であり、qは1から100の整
数であり、但し、この化合物は少なくとも2つのヒドロキシ基を有する)で規定される化合
物;
ポリオール;
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糖；
からなる群から選択される化合物Ａ;及び
c)非イオン性界面活性剤：
を含む上記の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、結合対の特異的な結合反応の媒体として使用するための水溶液に関する。
【背景技術】
【０００２】
　試験試料中の試験物質(検体)を検出するために１種以上の抗体を用いるイムノアッセイ
は、広く知られている。イムノアッセイ方法の進化により、この試験の検出感度は増大し
ている。この数十年の進歩にもかかわらず、非特異的な結合反応、交差反応性、およびマ
トリックス中に存在する化合物の影響を排除したいという要求は依然として存在する。
【０００３】
　イムノアッセイは、結合要素対の、例えば抗原またはリガンドなどの第１の結合要素が
、結合要素対の、例えば抗体またはレセプターなどの第２の結合要素に特異的に結合する
能力に依存する。このような結合の広がり（extend）を決定するためには、これらの結合
要素の１つを含むコンジュゲートを、検出可能成分で標識する。このような結合要素対は
、抗原と、該抗原に対する抗体でもよい。
【０００４】
　イムノアッセイは、競合イムノアッセイ方式か、またはサンドイッチイムノアッセイ方
式で行うことができる。競合イムノアッセイ方式においては、抗原を固相物質に固定化し
て、固相物質に結合した検出可能成分の量を検出、測定し、試験試料中に存在する抗体の
量と関連付けることができる。固相物質の例としては、ビーズ、粒子、マイクロ粒子など
を挙げることができる。サンドイッチイムノアッセイ方式においては、例えば抗体を含有
する試験試料を、抗原などのタンパク質と接触させる。抗原は、固相物質上に固定化され
ている。固相物質の例としては、ビーズ、粒子、マイクロ粒子などを挙げることができる
。固相物質は、典型的には、検出可能成分で標識した、第二の抗原または抗体を用いて作
製される。次いで、第二の抗原または抗体を、それぞれ、固相物質上の対応する抗体また
は抗原とそれぞれ結合させ、１回またはそれ以上の洗浄ステップを経て、未結合の物質を
除去した後に、色素物質などの指示薬物質を導入して検出可能成分と反応させ、例えば色
の変化などの検出可能なシグナルを発生させる。次いで、色の変化を検出、測定して、試
験試料中に存在する抗体の量と関連付ける。化学反応に関与する、マイクロ粒子、抗原、
コンジュゲート、およびその他のアッセイの成分の操作を最適化するためには、様々な希
釈剤やバッファーもまた必要とされることにも注目するべきである。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　イムノアッセイにおいて最適の結果を得るためには、結合パートナーの間の結合反応(
例えば、抗体抗原反応や、リガンドとレセプターとの複合体形成)に用いられる溶液が、
抗原に結合する抗体の能力を最適化する媒体を与えるか、またはレセプターに結合するリ
ガンドの能力を最適化するような媒体を与える一方で、誤ったシグナルの発生を避けるた
めに、非特異的な相互反応、低親和性結合、およびマトリックス効果は強く低減されるか
、または防止されなければならない。
【０００６】
　非特異的な相互反応と交差反応性を排除するためには、非特異的な結合を除去するため
の結合反応後の洗浄ステップで用いられるバッファーに、界面活性剤が添加されてきた。
【０００７】
　ウェスタンブロット分析、酵素免疫吸着測定法(ELISA)、およびその他などのイムノア
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ッセイにおいては、ウシ血清アルブミンと0.01から0.05(v/v)のTween(登録商標)20を添加
したリン酸緩衝生理食塩水(PBS)を含有する溶液が、結合パートナー(例えば抗体と抗原)
の間の結合反応のための媒体として使用される。しかしながら、現状技術のバッファーを
用いると、非特異的もしくは低親和性結合、交差反応性、およびマトリックス効果を避け
ることができないことが、非常にしばしば経験されている。例えば、複数の検体の検出を
含むCRP検定の開発に際しては、複数の抗体を使用することに起因する交差反応性がマト
リックス効果とならんで問題となるが、従来のイムノアッセイバッファーの使用によって
はこれを解決することができなかった。
【０００８】
　従って、本発明の目的は、非特異的な結合、低親和性結合、交差反応性、およびマトリ
ックス効果を強く低減、ひいては防止するような、結合要素対の特異的な結合反応の媒体
として使用するための溶液を提供することである。さらにまた、非特異的な低親和性結合
、交差反応性、およびマトリックス効果が低減または防止されているイムノアッセイ方法
を提供することも、本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の目的は、第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を認識する結合要素
対の特異的な結合反応の媒体として使用するための水溶液であって、
　a)pHを制御するためのバッファー;
　b)一般式I:R1-[[CR2R3]p-O]q-R

4(式中、R1は水素またはヒドロキシ基であり、R2はそれ
ぞれのユニットで独立して水素またはヒドロキシ基であり、R3は水素、メチル基、エチル
基であり、R4は水素またはアルキル基であり、pは2から10の整数であり、qは1から100の
整数であり、但し、この化合物は少なくとも2つのヒドロキシ基を有する)で規定される化
合物;
　ポリオール;
　糖；
からなる群から選択される化合物Ａ;及び
　c)非イオン性界面活性剤：
を含む溶液により解決される。
【００１０】
　化合物Ａの一般式IにおけるR4が水素である場合には、隣接するR2残基もまた水素であ
る。R1がヒドロキシ基である場合には、隣接するR2残基は水素である。好ましい実施形態
においては、化合物Ａの式におけるqは1から50の整数であり、1から30であることがより
好ましい。
【００１１】
　本発明の発明者らは、驚くべきことに、本発明による水溶液が、イムノアッセイにおけ
る交差反応性、マトリックス効果、非特異的結合、および低親和性結合を低減することを
見出した。さらにまた、本発明による水溶液を用いた場合には、異好性抗体(ヒト抗マウ
ス抗体)に起因する影響さえも防止されることを見出した。加えて、このバッファーを用
いると、プラズマ応用の場合でさえ、リウマ因子(rheuma factor)、ヘモグロビン、ビリ
ルビン、およびトリグリセリドに起因する悪影響を避けることができる。
【００１２】
　本明細書において用いる「結合要素対」とは、「第１の結合要素」と「第２の結合要素
」とを含む。結合要素はいずれも互いに特異的な結合の作用を受ける。結合要素対の第１
の結合要素は、それぞれ抗原またはリガンドであってもよい。第２の結合要素(例えば、
それぞれ抗体またはレセプター)は、第１の結合要素(例えば、それぞれ抗原またはリガン
ド)を特異的に認識して結合する。第２の結合要素は、対応する結合要素であり、したが
って「対応結合要素」とも称される。技術者には、「第１の」結合要素と「第２の」結合
要素の語が、それぞれ例えば抗原と対応する抗体、またはそれぞれ逆であってもよいこと
が理解されるであろう。
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【００１３】
　本発明による水溶液は、イムノアッセイ、および、例えば血漿、血清、およびその他の
様々なマトリックス中での結合反応における媒体として普遍的なバッファーを表わす。タ
ンパク質チップを用いると、例えば数種(または複数)の検体、および数種の抗体を同時に
インキュベーションする複数検体用途の場合には、非特異的な結合や交差反応性が非常に
しばしば起こる。このような望ましくない結合反応は、多くの場合に観察されている。現
状技術において知られている標準的なELISAバッファーの使用では、このような交差反応
性の影響を防止することはできなかった。現状技術に加えて、天然試料の使用はマトリッ
クス効果を招き、他の参考方法と比べて誤った測定結果を与える。本明細書において用い
る用語「マトリックス」は、血清のような天然試料中に存在する全ての化合物を表し;特
に用語「マトリックス」は有機物、特にタンパク質のような生物学的化合物を表す。
【００１４】
　本発明による水溶液は、結合対の結合反応のための媒体として、イムノアッセイおよび
結合反応の試料希釈バッファーとして、また、それぞれ抗体および抗原の希釈バッファー
として用いてもよい。さらなる用途は、複数検体イムノアッセイおよびプロテオミクスで
あり、フルオロフォアで標識した抗体の望ましくない交差反応性を防止することができる
。フルオロフォアで標識した抗体は、非特異的な様式で他のタンパク質と結合する傾向が
ある。本発明による水溶液を用いることにより、このような影響を避けることができる。
【００１５】
　ELISAやタンパク質チップのようなイムノアッセイにおいて本発明によるバッファーを
用いることにより、さらに良好な効果が示されている。本発明によるバッファーで固定化
抗体を有する表面をインキュベートすると、固定化抗体の活性が増大したのである。この
ことは、検体の固定化抗体との結合を増進させることにつながる。結論として、本発明に
よるバッファーは、非特異的なシグナルや非特異的な効果を低減することに加えて、検体
と抗体との間の特異的な結合反応に良い影響を与えることにより、特異的なシグナルを増
大させるのである。その結果得られる固定化抗体の活性の増大は、より高い感度を個々の
検定に与える。
【００１６】
　本発明によるバッファーは、イムノアッセイELISA、EIA、FIA、ラテラルフロー試験、
タンパク質チップ、複数検体検定、ウェスタンブロット、ドットブロット、免疫組織化学
、レセプター-リガンド検定、およびイムノPCRに用いてもよい。
【００１７】
発明の詳細な説明
　本発明の好ましい実施形態においては、水溶液にはさらに、非特異的な抗体結合を免疫
学的にブロックするのに有効な量のタンパク質が含まれる。このタンパク質は、好ましく
は、ウシ血清アルブミン、オボアルブミン、カゼイン、ウシ胎仔血清からなる群から選択
される。さらに好ましくは、タンパク質は、0.1から2％(w/v)の範囲、さらに好ましくは0
.5から1.5％(w/v)の範囲の濃度で水溶液中に存在している。これらのタンパク質は、イム
ノアッセイで用いられる抗体の何れにも認識されないものとする。この認識されないタン
パク質は、試料中に存在しうるような分子または化合物による非特異的な抗体結合の免疫
学的なブロックを可能にする。
【００１８】
　さらに好ましい実施形態においては、水溶液は、NaCl、KCl、NH4Clからなる群から選択
される塩を含む。さらに好ましくは、水溶液は、100mMから1.5mM、より好ましくは200mM
から1M、さらに好ましくは200mMから800mM、特に好ましくは200mMから600mM、最も好まし
くは250mMから500mMのイオン強度を有している。驚くべきことに、本発明者らは、結合反
応の媒体として用いるバッファーの、例えば200mMから600mMの範囲という高いイオン強度
が、特異的な結合反応には悪影響を与えることなく、非特異結合や交差反応性をさらに低
減することを見出した。
【００１９】
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　特に好ましい実施形態においては、水溶液のバッファーは、Tris(トリス(ヒドロキシメ
チル)-アミノメタン、Pipes(ピペラジン-1,4-ビス-2-エタンスルホン酸)、Mes(4-モルホ
リノエタンスルホン酸)、Hepes(4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジン-エタンスルホン
酸)、リン酸バッファーからなる群から選択される。
【００２０】
　さらに好ましい実施形態においては、化合物Ａは、ポリアルキレングリコール、ポリプ
ロピレングリコール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、エチレングリコ
ール、単糖類、二糖類、三糖類、サッカロース、マンノース、トレハロース、ポリオール
、グリセロール、およびこれらの混合物からなる群から選択される。好ましい実施形態に
おいては、化合物Ａの濃度は、0.5から25％(v/v)の範囲、好ましくは2.0から20％(v/v)の
範囲、より好ましくは2.0から15％(v/v)の範囲、さらに好ましくは2.0から10％(v/v)、さ
らにより好ましくは2.0から7％(v/v)の範囲、最も好ましくは5％(v/v)前後である。化合
物Ａが液体の場合には、濃度は％(v/v)で表す。化合物Ａが固体(例えば、糖類)の場合に
は、濃度は％(w/v)と解されるべきである。
【００２１】
　さらに好ましい実施形態においては、水溶液は、非イオン界面活性剤として、
a)置換基R1およびR2を有する置換フェニル残基(R1-Ph-R2)(式中、R1はC1～C9のアルキル
基であり、R2は-O-[CH2-CH2-O]a-H基である。式中、「a」は5から40の整数であり、式中
、R2は、R1に対してパラ、メタ、またはオルト位に位置する)、
b)
【化１】

(式中、n、x、yおよびzは共に5から40の整数であり、Rは脂肪酸残基である)
からなる群から選択される一般式の化合物を含む。
【００２２】
　さらに好ましくは、非イオン界面活性剤は、ドデシルポリ(エチレングリコールエーテ
ル)m(式中、mは5から40の整数である);1-O-n-オクチル-β-D-グルコピラノシド(n-オクチ
ルグルコシド);アルキルフェノールポリ(エチレングリコールエーテル)m(式中、mは5から
40の整数であり、m=11(Nonidet P40(登録商標))であることが好ましい);1-O-n-ドデシル-
β-D-グルコピラノシル(1-4)アルファ-D-グルコピラノシド;ドデシルポリ-(エチレングリ
コールエーテル)m(式中、mは5から40の整数であり、m=23(Brij35(登録商標))であること
が好ましい);好ましくはポリ(オキシエチレン)(20)-ソルビタンモノオレエート(Tween(登
録商標)80)、ポリ(オキシエチレン)(20)-ソルビタンモノラウレート(Tween(登録商標)20)
、ポリ(オキシエチレン)(20)-ソルビタンモノパルミテート(Tween(登録商標)40)、ポリ(
オキシエチレン)(20)-ソルビタンモノステアレートから選択されるポリ(オキシエチレン)
(20)-ソルビタンモノ脂肪酸エステル;オクチルフェノールポリ(エチレングリコールエー
テル)m（但し、式中、mは5から40の整数であり、好ましくはm=10(Triton(登録商標)X-100
)である)からなる群から選択される。
【００２３】
　好ましい実施形態においては、非イオン性界面活性剤の濃度は、0.1から1.0％(v/v)の
範囲である。好ましくは、非イオン性界面活性剤の濃度は、0.15から1.0％(v/v)の範囲、
より好ましくは0.2から1.0％(v/v)の範囲、さらに好ましくは0.2から0.8％(v/v)の範囲、
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さらにより好ましくは0.25から0.6％(v/v)の範囲、最も好ましくは約0.25％(v/v)である
。
【００２４】
　本発明の重要な特徴は、請求項１で与えられる化合物Ａが、非イオン性界面活性剤との
組み合わせにおいて存在していることである。前記成分はいずれも(化合物Ａと非イオン
性界面活性剤)それぞれ、本発明の水溶液中に、現状技術のイムノアッセイに用いられる
インキュベーション溶液について知られているよりも高い濃度で存在する。さらに好まし
い実施形態においては、水溶液は、非イオン性界面活性剤の化合物Ａに対する比率が、1:
15から1:25、好ましくは1:20前後のものとして提供される。
【００２５】
　特に好ましい実施形態では、水溶液は、2から7％(v/v)の範囲の濃度の化合物Ａと、0.2
から0.8％(v/v)の間の範囲の非イオン性界面活性剤とを含む。水溶液は、好ましくは200m
Mから1M、より好ましくは200mMから800mM、特により好ましくは200mMから600mM、最も好
ましくは250mMから500mMのイオン強度を有する。水溶液は、化合物Ａとして、ポリアルキ
レングリコール、ポリプロピレングリコール、プロピレングリコール、ポリエチレングリ
コール、エチレングリコール、グリセロール、およびこれらの混合物からなる群から選択
される化合物を含むことが好ましく、ポリプロピレングリコール、プロピレングリコール
、ポリエチレングリコール、エチレングリコールから選択される化合物を含むことがより
好ましく、エチレングリコールを含むことが最も好ましい。
【００２６】
　本発明による水溶液は、ジチオスレイトールを含まないことが好ましい。本発明による
水溶液は、β-メルカプト-エタノールを含まないことがさらに好ましい。
【００２７】
　さらに好ましい実施形態においては、水溶液のpHは、5.6から9.6の範囲、好ましくは6.
0から9.0の範囲、さらに好ましくは6.5から8.0の範囲、最も好ましくは6.8から7.4の範囲
に調整される。
【００２８】
　特に好ましい実施形態の水溶液は、非特異的な結合、交差反応性、およびマトリックス
のかく乱効果を低減する能力を有する。本発明による水溶液は、標準条件のものに比べて
、特に、10-7Mを超えないKD値の低親和性結合を防止する能力を有する。さらに好ましい
水溶液は、標準条件のものに比べて、KD値が10-7Mを超えない低親和性結合を防止し、KD
値が10-7Mと10-8Mの間の範囲の中程度の親和性結合を少なくとも90％減少させる能力を有
する。さらにより好ましくは、水溶液は、標準条件のものに比べて、KD値が10-7を超えな
い低親和性結合を防止し、KD値が10-7と10-9の間の範囲の中程度の親和性結合を少なくと
も90％減少させる能力を有する。本明細書で用いる「標準条件のもの」とは、50mMのPBS(
リン酸緩衝生理食塩水、pH7.4)、150mMのNaCl、1％(w/v)のBSA(表1:参考例も参照のこと)
から構成される水溶液を表す。この他の標準溶液、すなわち50mMのPBS(pH7.4)、100mMのN
aCl、0.05％(v/v)のTween(登録商標)20からなる水溶液を用いた測定を比較した時も、同
じ結果が得られた。
【００２９】
　非特異的、低親和性結合とならんでマトリックス効果を低減する効果の他に、特に好ま
しくは、水溶液は、抗体の結合活性、好ましくは固定化抗体の結合活性、並びにリガンド
とレセプターとの間の結合活性を増大させる能力を有する。本発明による溶液を用いるこ
とによる固定化抗体の結合活性の増大は、約10％以上であった。
【００３０】
　本発明の目的はまた、前述の本発明の水溶液の濃縮物、好ましくは2から10倍の濃縮物
、より好ましくは3から5倍の濃縮物によっても達成される。
【００３１】
　さらに、本発明の目的は、第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を特異的に
認識して結合する結合対の結合反応の媒体として本発明による水溶液を使用することによ
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り達成される。好ましくは、水溶液は、抗体抗原結合反応の媒体として用いられ、代替実
施形態においては、水溶液はレセプター-リガンド結合反応の媒体として用いられる。他
の好ましい実施形態においては、水溶液は、例えば試料、試薬、リガンド、レセプター、
抗原、抗体の希釈バッファーとして用いられる。水溶液はまた、結合反応が実施された後
のイムノアッセイにおける洗浄バッファーとして用いてもよい。
【００３２】
　本発明はさらに、第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を認識する結合対の
特異的な結合反応の間における、非特異的な結合および/または交差反応性および/または
マトリックスのかく乱効果を低減するための方法において、特異的な結合反応の媒体とし
ての本発明の水溶液の使用を含む方法を提供する。
【００３３】
　本発明の他の側面においては、本発明による水溶液は、キットの構成要素として提供す
ることができる。本明細書で用いる用語「キット」とは、試薬および関連材料、例えば、
バッファー、固定化結合要素を含むキャリヤ、およびアッセイを実行するために必要な試
薬を集めたものを意味する。従って、本発明は、少なくとも１種の被験検体のイムノアッ
セイによる検出のためのキットであって、被験検体が、第１の結合要素がこれと相補的な
結合要素と特異的に結合する結合要素対の第１の結合要素であり、
　a)本発明の水溶液を含有する容器;
　b)その上に固定化した、検体を捕捉するための相補的な結合要素を含むキャリヤ;及び
　c)所望により、相補的な結合要素と結合した検体を免疫学的に認識する試薬（ここで、
該試薬（抗体）は検出手段と共役している）;及び
　d)所望により、前記検出手段と反応して検出可能な反応生成物を生成する試薬：
を含むキットを提供するものである。
【００３４】
　典型的なキットの例は、例えば血清中の抗体の検出のためのELISAキットとして用いら
れる。この場合、b)によるキャリヤは、この上に固定化された相補的な結合要素、例えば
検体を捕捉するウィルス抗原を含む。検体は、血清中の抗体である。そして、c)による試
薬は、免疫学的に検体を認識するものであり、捕捉された抗体を認識する抗－抗体である
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３５】
　本発明は、第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を認識する結合要素対の特
異的な結合反応の媒体として使用するための水溶液が、
　a)pHを制御するためのバッファー;
　b)一般式I:R1-[[CR2R3]p-O]q-R

4(式中、R1は水素またはヒドロキシ基であり、R2はそれ
ぞれのユニットで独立して水素またはヒドロキシ基であり、R3は水素、メチル基、エチル
基であり、R4は水素またはアルキル基であり、pは2から10の整数であり、qは1から100の
整数であり、但し、この化合物は少なくとも2つのヒドロキシ基を有する)で規定される化
合物;
　ポリオール;
　糖；
からなる群から選択される化合物Ａ;及び
【００３６】
　c)非イオン性界面活性剤：
を含むことを特徴とする。
【００３７】
　第１の結合要素がこれと相補的な第２の結合要素を認識する結合対の特異的な結合反応
の間における、非特異的な結合および/または交差反応性および/またはマトリックスのか
く乱効果を低減するための、すなわち、イムノアッセイのための本発明の方法は、上記の
水溶液の使用を含むことを特徴とする。
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【００３８】
　水溶液は、好ましくは、2から7％(v/v)の範囲の濃度の化合物Ａと、0.2から0.8％(v/v)
の範囲の非イオン性界面活性剤とを含むものが有用であることが見出されている。水溶液
は、好ましくは200mMから1M、より好ましくは200mMから800mM、特により好ましくは200mM
から600mM、最も好ましくは250mMから500mMのイオン強度を有する。水溶液は、ポリアル
キレングリコール、ポリプロピレングリコール、プロピレングリコール、ポリエチレング
リコール、エチレングリコール、グリセロール、およびこれらの混合物からなる群から選
択される化合物、より好ましくはポリプロピレングリコール、プロピレングリコール、ポ
リエチレングリコール、エチレングリコールから選択される化合物、最も好ましくはエチ
レングリコールを、化合物Ａとして含むことが好ましい。
【００３９】
　以下の実施例において、本発明をより詳細に説明する。しかしながら、実施例は例示の
ためのものに過ぎず、本発明の範囲をなんら限定するものではない。
【実施例】
【００４０】
実施例１：マトリックス効果の低減
　100μlの希釈した捕捉抗体C2(PBSバッファーにおける最終濃度1μg/ml)を、マイクロタ
イタープレート(C8 StarWellモジュール、NUNC)の各ウェルに添加し、プレートをプレー
トシーラーでカバーした。捕捉抗体は、CRP(Ｃ反応性タンパク質)に対するものである。
次いで、プレートを室温で5時間インキュベートした。プレートシーラーを取り除き、各
ウェルあたり300μlの洗浄バッファー(10mMリン酸、350mM NaCl、0.05％ Tween、pH7.4)
でプレートを4回洗浄した。次いで、各ウェルに200μlのブロッキング溶液(PBSバッファ
ー pH7.4、1％ BSA)を添加した。プレートシーラーでカバーした後、プレートを4℃で一
晩インキュベートした。検体CRP(Ｃ反応性タンパク質)をウサギ血清中で希釈(0～5ng/ml)
し、室温で30分間インキュベートした。ビオチン標識検出抗体C6(CRPに対するもの)を異
なる試料バッファー、および参考例バッファー中で希釈した(表１を参照)。各調合液の最
終的な濃度は、4μg/mlであった。CRP含有ウサギ血清標準を、検出抗体を含有する試料バ
ッファーを用いて1:2に希釈した。調合液を、室温で30分間インキュベートした。プレー
トシーラーを取り除き、300μlの洗浄バッファーでプレートを4回洗浄した。洗浄バッフ
ァーの残存物は、テーピングしてプレートを乾燥させることにより完全に取り除いた。ウ
ェルに、100μlのCRP調合液を添加した。プレートをプレートシーラーでカバーし、穏や
かに振盪しながら室温で4時間インキュベートした。その後、プレートを再度洗浄した。
各ウェルに、100μlの希釈NeutrAvidin(商標)-ホースラディッシュペルオキシダーゼコン
ジュゲート(PBSバッファーにおける最終濃度0.05μg/ml)を添加した。プレートを、穏や
かに振盪しながら室温で1時間インキュベートした。次いで、プレートを再度洗浄した。
等体積のImmunoPure(登録商標)TMB Substratの2種の溶液を混合し、ただちに100μlを各
ウェルに添加した。所望の色が呈されるまで、プレートを室温でインキュベートした。色
は、透明から明るい青色に変化した。最終ステップでは、各ウェルに150μlの2 M H2SO4
を添加することにより反応を停止させ、450nmにおいてELISAプレートリーダー(Molecular
 devices)で吸光度を読み取った。マトリックス効果に対する異なるバッファーの影響を
、図１にプロットした。表１は、試験の結果を示す。表１では、非特異的結合、低親和性
結合、およびマトリックス効果の低減を、「結果」欄に「+」として示している。「+」の
数は、参考例バッファー(「-」)との比較において、非特異的結合、低親和性結合、およ
びマトリックス効果が低減された量を示している。図１は、CRP濃度(ng/ml)に対してプロ
ットした、450nmにおける吸光度としてのCRPに結合した検出抗体C6の量を示している。試
料バッファーIが、最も良好な感度を示している。参考バッファーの低い感度は、強いマ
トリックス効果に起因している。
【００４１】
実施例２：ポリクローナル検出抗体の非特異的結合の低減
　次のアッセイにおいては、250μlの希釈した捕捉抗体P3(ポリクローナルウサギ抗プロ
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レート(C8 StarWellモジュール、NUNC)の各ウェルに添加し、プレートをプレートシーラ
ーでカバーした。プレートを室温で4時間インキュベートした。その後、プレートシーラ
ーを取り除き、各ウェルあたり300μlの洗浄バッファー(10mMリン酸、350mM NaCl、0.05
％ Tween(登録商標)、pH7.4)でプレートを4回洗浄した。次いで、各ウェルに200μlのブ
ロッキング溶液(PBSバッファーpH7.4、1％ BSA)を添加した。プレートをプレートシーラ
ーで再度カバーし、4℃で一晩インキュベートした。ビオチン標識ポリクローナル検出抗
体P2(ポリクローナルウサギ抗プロテアーゼ、自己調製物)を、参考例バッファーII、また
は試料バッファーI(表１を参照)中でそれぞれ希釈し(各調合液の最終濃度は10μg/ml)、
ウェルに添加した(各ウェルあたり250μl；５倍の複製)。プレートを室温で2時間インキ
ュベートした。プレートシーラーを取り除き、300μlの洗浄バッファーでプレートを4回
洗浄した。洗浄バッファーの残存物は、テーピングしてプレートを乾燥させることにより
完全に取り除いた。各ウェルに、250μlの希釈NeutrAvidin(商標)-ホースラディッシュペ
ルオキシダーゼコンジュゲート(PBSバッファーにおける最終濃度0.5μg/ml)を添加した。
プレートを、穏やかに振盪しながら室温で1時間インキュベートした。次いで、プレート
を再度洗浄した。等体積のImmunoPure(登録商標)TMB Substratの2種の溶液を混合し、た
だちに100μlを各ウェルに添加した。所望の色が呈されるまで、プレートを室温でインキ
ュベートした。色は、透明から明るい青色に変化した。最終ステップでは、各ウェルに15
0μlの2 M H2SO4を添加することにより反応を停止させ、450nmにおいてELISAプレートリ
ーダー(Molecular devices)で吸光度を読み取った。捕捉抗体P3に非特異的に結合するポ
リクローナル検出抗体P2の非特異的な結合により生じる高いバックグラウンドシグナルに
対する2種の異なるバッファーの影響を、図２にプロットする。図２は、本発明による試
料バッファーIを用いたことによる、バックグラウンドシグナルの減少を示している。こ
の実験においては、検体は用いていない。さらに、抗体としてはポリクローナル血清を用
いた。ポリクローナル血清は、ターゲットタンパク質に対応する多くの異なる抗体を含む
。多くの抗体が、低い、またはより低い親和性で結合する一方、いくつかの抗体は中程度
の親和性で結合し、１種またはごく少ない抗体だけが高い親和性で結合する。図２に示す
ように、本発明によるバッファーの使用は、個々の抗体の低親和性結合を防止し、中程度
の親和性結合を少なくとも低減する。結果として、このようなアッセイにおいて検体が一
度添加されると、本発明による水溶液の性質によって、シグナル対ノイズ比率が改善され
る。
【００４２】
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【表１】

【図面の簡単な説明】
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【００４３】
【図１】図１は、サンドイッチアッセイにおけるCRPに結合した検出抗体C6の量を、450nm
における吸光度としてCRP濃度(ng/ml)に対してプロットして示した図である。検出抗体C6
のタンパク質CRPに対する結合反応は、実施例1の概要に従い、本発明による試料バッファ
ーをそれぞれ用いて、標準的な条件で行った(表１を参照)。本発明の溶液による試料バッ
ファーIからIIIは、マトリックス効果の影響を非常に良く低減する。試料バッファーIが
最も良好な感度を示す。参考バッファーの低い感度は、強いマトリックス効果に起因して
いる。
【図２】図２は、捕捉抗体P3に非特異的に結合するポリクローナル検出抗体P2の非特異的
な結合によって生じる高いバックグラウンドシグナルに対する、２種の異なるバッファー
の影響を示した図である（実施例２による）。この実験においては、検体は存在していな
い。参考例バッファーIIの高いバックグラウンドシグナルと比較して、試料バッファーI
は非特異的結合を著しく減少させる。

【図２】
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