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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物特異的親和性反応の利用を含む、サンプル中の検体の決定のための横向きのフロー
方法であって、以下の段階：
ｉ．反応体Ｉ　－－－　検体'　－－－　反応体＊

からなる複合体を横向きのフローマトリックスで形成させ、ここで、
ａ．反応体＊および反応体Ｉは検体に生物特異性を示し、
ｂ．反応体＊は分析的に検出可能であり、
ｃ．検体'は検体または検体関連反応体であり、続いて
ii．複合体中の反応体＊由来の検出可能なシグナルを測定し、そして
iii.サンプル量と、各々標準量の検体に対応する１個またはそれ以上の量のキャリブレー
ター値との比較により、サンプル中の検体の量の獲得すること
を含み、
Ａ)キャリブレーター値の測定前に、(ｉ)キャリブレーターまたは(ii)キャリブレーター
用結合剤がマトリックスに結合されており、キャリブレーター用結合剤がマトリックスに
結合されている場合、キャリブレーターが添加されるか、マトリックスに予め保持(depos
it)されたキャリブレーターがキャリブレーター値決定時に放出され、そしてマトリック
スが反応体＊のキャリブレーターへの結合が起こる液体媒体に不溶性である；
Ｂ)キャリブレーターおよび検体が、同等な結合部位を介して反応体＊に生物特異的に結
合できる能力を有する、
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Ｃ)ａ．マトリックスが、同じプロセスフローに位置する２個またはそれ以上のキャリブ
レーターゾーン(ＣＺ１、ＣＺ２、ＣＺ３．．．)を呈示するフローマトリックスであり、
該ゾーンの少なくとも二つが検体の異なる標準量に対応する、
ｂ．(ｉ)各キャリブレーターゾーンが検体の標準量に対応する量でキャリブレーターを含
む、または(ii)各キャリブレーターゾーンがキャリブレーター結合剤を含み、キャリブレ
ーター結合剤の量およびキャリブレーターの量は検体の標準量に対応する、そして
ｃ．反応体＊が、反応体＊がキャリブレーターゾーンを介して輸送されることによりキャ
リブレーターに結合する；
Ｄ)反応体＊のマトリックスキャリブレーターへの結合のための２個またはそれ以上のＣ
Ｚへの輸送が、検出ゾーン(ＤＺ)に向かうこのプロセスフローを介して行われる
ことを特徴とする、方法。
【請求項２】
　キャリブレーターがキャリブレーター値の決定前にマトリックスに結合していることを
特徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　キャリブレーター用結合剤がキャリブレーター値の決定前にマトリックスに結合してい
ることを特徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　該キャリブレーター用結合剤が、特異的結合対のメンバーの一方であり、特異的結合対
の他のメンバーがキャリブレーターに結合または接合していることを特徴とする、請求項
１または３に記載の方法。
【請求項５】
　一つの同じプロセスフローに沿って
ａ．各々がマトリックスキャリブレーターまたはマトリックスキャリブレーター結合剤を
呈示する２個またはそれ以上のキャリブレーターゾーン(ＣＺ)、
ｂ．いずれもキャリブレーターゾーンと同位置でなく、捕獲体が堅く固定され、それが反
応体Ｉまたは反応体Ｉに生物特異的に直接的または間接的に結合できる生物特異的親和性
反応体である、１個またはそれ以上の検出ゾーン(ＤＺ)、
ｃ．ＣＺおよびＤＺの上流に位置し、それに反応体＊が予め保持し得る反応体＊適用ゾー
ンＡＲ＊Ｚ、
ｄ．ｉ．検出ゾーンの上流または同位置
ii．ＡＲ＊Ｚの下流または上流または同位置(ＡＳＺ／ＡＲ＊Ｚ)
iii.キャリブレーターゾーンの上流、下流または同位置
に位置するサンプル適用ゾーン(ＡＳＺ)が存在することを特徴とし、
反応体＊が予め保持されていない場合、反応体＊がＡＲ＊Ｚに添加されるか、反応体＊が
予め保持している場合、緩衝液がＡＲ＊Ｚに添加され、サンプルがＡＳＺに添加され、検
体および反応体＊が同時にＤＺに到着するように、または検体がＤＺに反応体＊の前に到
着するように予め混合されている、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　キャリブレーターゾーン群(ＣＺ)がキャリブレーター結合剤を呈示し、キャリブレータ
ーがキャリブレーターゾーン群の上流に予め保持されていることを特徴とする、請求項５
記載の方法。
【請求項７】
　プロセスフローが２個またはそれ以上の該キャリブレーターゾーンを含むことを特徴と
する、請求項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　プロセスフローが２個またはそれ以上の該キャリブレーターゾーンを含み、サンプル中
の検体のレベルを：
ａ．１個またはそれ以上の別々に得られたキャリブレーター値を呼び出し、そして
ｂ．該検出ゾーンと同じプロセスフローに位置するキャリブレーターゾーンのキャリブレ
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ーター値(陽性内部キャリブレーター＝PIC)を、１個またはそれ以上の別々に得たキャリ
ブレーター値と比較し、
ｃ．検出ゾーンからの測定シグナルを、別々のキャリブレーター値由来のＰＩＣの測定シ
グナルの偏差に適用し、続いて
ｄ．１個またはそれ以上の別々に得たキャリブレーター値と比較することにより、サンプ
ル中の検体のレベルを獲得すること
により得ることを特徴とし、または段階ｃおよびｄに関して、何を適合させ、何を比較す
るかは逆であることもある、請求項５または６に記載の方法。
【請求項９】
　ａ．ＡＳＺは(ｉ)ＡＲ＊Ｚと共通である(＝ＡＳＺ／ＡＲ＊Ｚ)または(ii)ＡＲ＊Ｚの上
流に位置する、そして
ｂ．(ｉ)の別法として、共通ゾーンＡＳＺ／ＡＲ＊Ｚに添加される前にサンプルが反応体
＊と予め混合されている、またはサンプルを予備保持した反応体＊を含む共通ゾーンＡＳ

Ｚ／ＡＲ＊Ｚに適合させ、(ii)の別法として、サンプルをＡＳＺに添加し、それはＡＲ＊

Ｚの上流に位置し、それが予め保持した反応体＊を含む
ことを特徴とする、請求項５から８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　検出ゾーンが粒子を介してマトリックスに固定されている場合、反応体＊が分析的に検
出可能な基および／またはキャリブレーターまたはキャリブレーター結合剤および／また
は捕獲体の粒子を有することを特徴とする、請求項１から９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　検体が反応体Ｉまたは反応体＊に方向付けされた抗体であり、
ａ．検体が反応体Ｉに方向付けされた抗体である場合、反応体＊が検体に方向付けされた
抗体であり、反応体Ｉが抗原および／またはハプテンである、そして
ｂ．検体が反応体＊に方向付けされた抗体である場合、反応体＊が抗原またはハプテンで
あり、反応体Ｉが検体に方向付けされた抗体である
ことを特徴とする、請求項１から１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　検体が抗原であり、反応体＊および反応体Ｉが検体に方向付けされた抗体であることを
特徴とする、請求項１から１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　アレルギーまたは自己免疫疾患の関連物質をインビトロで測定することを特徴とする、
請求項１から１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　サンプル中の検体の量に比例した量で反応体＊を含む複合体を形成させることによる、
複合した、反応体＊(＝分析的検出可能反応体)に関連する測定シグナル値を、サンプル中
の検体の量の測定のために生物特異的親和性反応を用いる分析法の実施に関連して、サン
プル中の検体の実際の量に変えるための装置であって：
ａ　反応体＊の輸送のためのプロセスフローの領域があるフローマトリックスを呈示し、
そして該領域に
ｉ．マトリックスに堅く固定されたキャリブレーター、またはキャリブレーター用結合剤
を含む２個またはそれ以上のキャリブレーターゾーン(ＣＺ１、ＣＺ２．．．)が存在し、
キャリブレーターまたはキャリブレーター結合剤の量が各々少なくとも二つのキャリブレ
ーターゾーンに関して異なり、キャリブレーターは、反応体＊がキャリブレーターゾーン
を通って１個またはそれ以上の検出ゾーン(ＤＺ)に向かって輸送されるとき、反応体＊が
結合し得る結合部位を呈示し、
ii．該２個またはそれ以上のキャリブレーターゾーンの上流に位置する反応体＊の適用ゾ
ーン(ＡＲ＊Ｚ)を呈示する
ことを特徴とする、装置。
【請求項１５】
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　キャリブレーター結合剤がマトリックスに堅く固定され、装置がキャリブレーターゾー
ンの上流に予め保持しているキャリブレーターを含むことを特徴とする、請求項１４記載
の装置。
【請求項１６】
　装置がＡＲ＊Ｚに予め保持された反応体＊を含むことを特徴とする、請求項１４または
１５記載の装置。
【請求項１７】
　プロセスフローがＡＲ＊Ｚの下流または同位置に位置する検出ゾーン(ＤＺ)、それを介
して反応体＊がＤＺに結合できる堅く固定された捕獲体、および該ＤＺの上流または同位
置に位置するサンプル適用ゾーンＡＳＺを含むことを特徴とする、請求項１４、１５また
は１６に記載の装置。
【請求項１８】
　ＡＲ＊ＺがＡＳＺの上流または下流または同位置に位置することを特徴とする、請求項
１７に記載の装置。
【請求項１９】
　堅く固定された捕獲体が検体または検体関連反応体に生物特異的親和性を有することを
特徴とする、請求項１７から１８のいずれかに記載の装置。
【請求項２０】
　堅く固定された捕獲体が、検体または検体関連反応体に生物特異的親和性を有する第２
反応体に生物特異的親和性を有することを特徴とする、請求項１７から１８のいずれかに
記載の装置。
【請求項２１】
　該２個またはそれ以上のキャリブレーターゾーンがＤＺの上流に位置することを特徴と
する、請求項１７から２０のいずれかに記載の装置。
【請求項２２】
　ＡＳＺが全てのキャリブレーターゾーンの上流に位置することを特徴とする、請求項１
７から２１のいずれかに記載の装置。
【請求項２３】
　請求項１４から２２のいずれかに記載の装置を含むことを特徴とする、キット。
【請求項２４】
　キットが反応体＊を含むことを特徴とする、請求項２３記載のキット。
【請求項２５】
　該装置がマトリックスに結合したキャリブレーター結合剤を有するとき、キットがキャ
リブレーターを含むことを特徴とする、請求項２３または２４記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
技術分野
本発明は、サンプル中の検体の測定の過程に関する方法に関し、該過程は生物特異的親和
性反応の利用に関する。本方法は：
ｉ．反応体Ｉ－－－検体'－－－反応体*

(ａ．反応体*および反応体Ｉは検体'に生物特異性を示す、そして
ｂ．反応体*は分析的に検出可能である)
からなる複合体の形成、続く
ii．複合体中の反応体*由来の検出可能なシグナルの測定(サンプル値)、そして
iii.各々、既知の量の検体(標準量)に対応する１個またはそれ以上の量のキャリブレータ
ー(キャリブレーター量)に別々に結合可能である対応する反応体*由来のシグナル(キャリ
ブレーター値)と、サンプル値との比較による検体の量の獲得の段階を含む。
【０００２】
検体'は、検体それ自体(サンプル中)、または検体関連反応体、即ち、サンプル中の検体
の量に相関する量で複合体に包含される添加された生物特異的親和性反応体である。反応
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体*および反応体Ｉは、同時に検体'に結合できる。これは、それらが空間的に離れた結合
部位に結合することを意味する。
【０００３】
このタイプの分析法は、とりわけ、いわゆるフローマトリックスで行われており、それに
より検体を含む反応体がマトリックスを通るプロセスフローを通り検出ゾーン(ＤＺ)に運
ばれ(＝フロー方法論)、そこで反応体*がサンプル中の検体の量に相関する量で捕獲され
る。捕獲は、ＤＺのマトリックスに堅く固定された反応体(捕獲体)を介して起こる。捕獲
体は、反応体Ｉであるか、または反応体Ｉ、もしくは、所望により１個またはそれ以上の
反応体を介して、反応体Ｉに生物特異的親和性を有する他の反応体に生物特異的親和性を
有する反応体であり得る。
【０００４】
生物特異的親和性を示す反応体(検体を含む)(バイオアフィン反応体)は、反応体対：抗原
／ハプテン　－　抗体；ビオチン　－　アビジン／ストレプトアビジン；核酸の二つの相
補的一本鎖等の個々のメンバーを意味する。抗体として、Ｆａｂ、Ｆ(ａｂ)2'、一本鎖Ｆ
ｖ抗体(scFV)等のような抗原結合抗体フラグメントが考慮される。当該反応体は、天然に
存在する必要はなく、合成的に製造した分子／結合剤でもあり得る。
【０００５】
当該試験法のタイプは、特にいわゆる免疫化学測定法に関連して、少なくとも用いる反応
体対の一部がタンパク質構造を示す生物特異的親和性反応体を主に用いている。
生物特異的親和性反応体は、主に水性媒体(水のような)中で行う。
【０００６】
以前に使用のキャリブレーター
慣用的に、キャリブレーターおよび分析体は、しばしば両方とも反応体*に結合すること
が可能である。キャリブレーター上の反応体*に結合する当該結合部位は、しばしば、検
体の対応する結合部位と同等な結合特性を有する。実施に際し、これは、キャリブレータ
ーおよび検体が構造的に等しいか類似であり、反応体*に関して互いに交差反応する結合
部位を有することを意味する。互いにある反応体に関して／ついて交差反応する結合部位
は同等である。
【０００７】
キャリブレーター量は、先行技術では、一般に標準量と等しい。
異なる検体量／濃度(標準量)に対応するキャリブレーター値は、しばしば用量－反応曲線
(検量線)またはアルゴリズムに編集される。
“サンプル値をキャリブレーター値と比較する”なる表現は、比較が、数個のキャリブレ
ーター値に対応する検量線および／またはアルゴリズムで行われることも包含し得る。
【０００８】
キャリブレーターおよび検体はしばしば同じ物質である。例外がある。抗体測定において
、一つのそして同じキャリブレーターがしばしば数個の抗体特異性に関して操作されるが
、ただし、キャリブレーター物質はそれが測定する抗体の定常ドメインを呈示するように
選択する。例えば、Abbott WO97/27486参照。
【０００９】
先行技術の欠点
先行技術は、通常、サンプルに対応する方法で既知の量の検体(標準量)を流すことによる
、サンプルと並行の数個のキャリブレーター値の測定を含む。これは、全てのランの５－
２０％がキャリブレーターランであることを導く。キャリブレーターランの数、恐らく、
また各キャリブレーターランの反応段階の数の減少により、時間および試薬の消費が節約
できる。
【００１０】
異なる特性および濃度を有するキャリブレーターおよびサンプル溶液に依存する問題がし
ばしば起きる。これは、キャリブレーターをしばしば緩衝液中で測定し、サンプルの分析
を血清または血漿サンプルで行う免疫学的試験で特に明白である。濃度および粘性の差が
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異なる反応を産生する(とりわけ、“リカバリー”および平行性として測定される)。加え
て、フロー法中の粘性が、移動／流動速度に影響するため、非常に重要になる。この差異
は補うことができるが、同時に、システムを妨害に対してより感受性にし、従ってアッセ
イ間の変化を増加する。流れを用いる試験の他の問題は、温度および湿度変動等に依存す
る流れの変化の可能性である。
【００１１】
上記の問題は、EP-A-253,464に記載され、固相上の試験ゾーンおよび対照ゾーンを使用す
るアッセイ法によりある程度解決している。
【００１２】
本発明の目的
本発明の第１の目的は、現在最初に記載の種類の試験で使用されているキャリブレーショ
ン法の改善である。
本発明の他の目的は、主に、試薬の必要な消費量の減少および／またはキャリブレーター
値を得るための測定の数の減少による、キャリブレーターの使用の単純化である。
【００１３】
本発明の第３の目的は、特に、フロー法に関し、キャリブレーターとサンプル溶液の間お
よび違う時間および／または違う場所で行うランの間で存在し得る差異の補正を可能にす
ることである。
【００１４】
本発明
これらの目的が、キャリブレーターを適切なプロトコールにしたがってキャリブレーター
値の測定を開始する前にマトリックスに結合させた場合に達成できることを、理解した。
このタイプのキャリブレーターは、以下、マトリックスキャリブレーターと呼ぶ。本発明
の最初の主な態様は、したがって、最初に記載の方法にしたがった方法であり、キャリブ
レーター値の測定の開始前に、反応体*のキャリブレーターへの結合が起こる液体媒体に
不溶性のマトリックスに、キャリブレーターまたはキャリブレーターに結合できる試薬が
結合しているという特徴的性質を有する。これは、キャリブレーターまたはキャリブレー
ター結合剤が、各々、通常、製造者により既にマトリックスに結合されており、マトリッ
クスキャリブレーターがキット内の直ぐに使用できる成分として配送されることを意味す
る。キャリブレーターとマトリックスの間の結合は、通常、サンプルを流したときの検体
'と反応体Ｉの間に得られるものと違う種類である。
【００１５】
マトリックスキャリブレーターは、反応体*のキャリブレーターへの輸送が、、いわゆる
フローマトリックス中の流れ(プロセスフロー)の手段により、マトリックスキャリブレー
ターまたはキャリブレーター結合剤を含むマトリックスのゾーン(キャリブレーターゾー
ン、ＣＺ)まで起こるとき、非常な利点を提供する。
【００１６】
キャリブレーター結合剤がマトリックスに結合したとき、キャリブレーターは検出ゾーン
から離れたゾーン内のマトリックスに可動性(拡散性)に予め保持(deposit)されているか
、サンプルと一緒にまたは別々に添加し得る。
【００１７】
キャリブレーター結合剤は通常特異的結合対(反応体対)のメンバーの一方であり、結合対
の他方のメンバーはキャリブレーター物質に結合しているか、接合している。このような
特異的結合対は、当業者に既知であり、例示的に：抗原－抗体およびハプテン抗体、ビオ
チン－アビジンまたは－ストレプトアビジン、レクチン－糖、ホルモン－ホルモンレセプ
ター、核酸二本鎖のような免疫学的結合対を記載し得る。
【００１８】
フローマトリックス
フローマトリックスは反応体が輸送される空間を画定する。このように、マトリックスは
、その中を伸びる単一流路(キャピラリーのような)の内部表面、流路のシステムを有する
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多孔性マトリックスの内部表面(多孔性マトリックス)等であり得る。このタイプのマトリ
ックスはフローマトリックスと呼ばれる。マトリックスはモノリス、シート、カラム、膜
、キャピラリー寸法を有する単一流路またはこのような流路の統合システムの形等で存在
し得る。それらは、カラム包装、圧縮繊維に詰められた粒子の形等でも存在し得る。マト
リックスの内部表面、即ち、流路の表面は親水性であり、水性媒体(主に水)がマトリック
スに吸収され、輸送され得る。流路の最小内部直径は(円柱状横断面を有する導管の直径
として測定して)、使用する反応体がマトリックスを通して輸送されるのに十分大きくな
ければならない。つまみの規定は、マトリックスが相互に関係する流路のシステムを有す
る場合、０.４－１０００μm、好ましくは０.４－１００μmの間の最小内部直径の流路を
有するものの中から、適当なマトリックスを選択可能とするものである。広い間隔(１０
００μmまで)の上部に最小内部寸法を有する流路は、外部からの圧力／吸引により駆動さ
れる流れのとき主として興味深い。
【００１９】
目的のマトリックスは、ポリマー、例えば、ニトロセルロース、ナイロンなどから構築さ
れる。マトリックスの物質ならびに、流路の物理的および幾何学的設計は流れに沿って変
化し得、マトリックスのどの特定部位を使用するかに依存する(Pharmacia AB WO96/22532
; Medix WO94/15215)。
【００２０】
マトリックスの流れに沿って、サンプル、反応体、緩衝液等の適用のための１個またはそ
れ以上のゾーン(ＡSＺ、ＡRＺ、ＡBＺ等)、およびキャリブレーターおよび／または検出
のための１個またはそれ以上のゾーン(各々ＣＺおよびＤＺ)が存在し得る。
【００２１】
当該試験のタイプで使用し得る種々のフローマトリックスが先の特許公報に記載されてい
る。例えば、Behringwerke US4,861,711、Unilever 88/08534、Abbott US 5,120,643およ
び4,740,468, Becton Dickinson EP 284,232,および4,855,240；Pharmacia AB WO 96/225
32参照。
【００２２】
プロセスフロー
　流れの方向は、サンプルおよび／または反応体の適用ゾーンから、存在するキャリブレ
ーターおよび検出ゾーン(各々ＣＺおよびＤＺ)に向かう。正確にプロセスフローがどのゾ
ーンを通過するかは当該試験プロトコールにより決定される。プロセスフローは放射状に
広がり、円形周辺の形の流れ先端の点またはその一部から出発し得る。プロセスフローは
またバンドの形のゾーンから出発し得、流れの方向に垂直の真直ぐな流れ先端を有し得る
。
【００２３】
あまり好ましくない変法において、プロセスフローは同時にキャリブレーターゾーンまた
は検出ゾーンでもある反応体*の適用ゾーンから前進する。この変法において、流れは好
ましくは適用ゾーンから放射状に広がり、更なるキャリブレーターゾーンおよび／または
検出ゾーンを通過し得る。
【００２４】
マトリックスを通る流れは、毛管力の作用により、例えば、実質的に乾燥したマトリック
スで始めることにより達成し得る。吸収体を、補助のために流れの一番端に置いても良い
。負荷された電場の手段により、溶解成分を適用のゾーンから検出／キャリブレーターゾ
ーンに輸送し得る。
利用する流れは好ましくは横向きであり、即ち、マトリックスの上部表面と並行である。
マトリックスの奥へのような他のタイプの流れも使用し得る。
【００２５】
フローマトリックスのキャリブレーターおよび検出ゾーン
　好ましい態様で使用するフローマトリックスは、キャリブレーターを備えた１個または
それ以上の別のゾーンを有する(キャリブレーターゾーン、ＣＺ１、ＣＺ２、ＣＺ３等)。
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各キャリブレーターゾーンは、流れが通過したときにゾーン内で検出する反応体＊からの
測定シグナル(キャリブレーター値)が、サンプル中の一定量(標準量)に明白に対応するよ
うな量でマトリックスキャリブレーターに含まれる。
【００２６】
キャリブレーターは、以前に当該試験のタイプで行っていたのと同じ方法で選択し得る。
フロー法を使用して、キャリブレーターゾーンを輸送するサンプル(検体)のために計画し
て、キャリブレーターは検体に結合しないように選択すべきである。キャリブレーターが
検体と結合できる場合、サンプルの適用のゾーンに関連してキャリブレーターゾーンの位
置の特別な要求が加わる。下記参照。
【００２７】
キャリブレーターゾーンに結合しているキャリブレーターの量は、対応する標準量と同じ
である必要はない。これは、キャリブレーター物質がマトリックスに結合したとき、反応
体*に対する結合活性がしばしば変化するためである。
【００２８】
異なる特異性であるが同じ種由来である抗体、同じＩｇクラスであるまたはＩｇサブクラ
スである抗体の決定が望ましい場合、キャリブレーターが種、クラスまたはサブクラスに
独得な結合部位を呈示するキャリブレーターが好ましい。概して、これは抗体の測定のた
めのキャリブレーターが当該抗体の不変ドメイン、哺乳類抗体では主にＩｇ(Ｆｃ)の部分
に存在するエピトープを呈示することを意味する。
【００２９】
一つのそして同じマトリックスは、１個またはそれ以上のキャリブレーターゾーンと共に
１個またはそれ以上の検出ゾーン(ＤＺ１、ＤＺ２、ＤＺ３等)を呈示し得る。検出ゾーン
において、検体'および反応体*を含む複合体は、最初に記載のＤＺに堅く固定された捕獲
体を介してマトリックスに結合する。反応体Ｉがマトリックスに捕獲体を介して結合する
場合、反応体Ｉは開始からマトリックスに固定されている必要はなく、検出ゾーンから離
れた領域またはゾーン内のマトリックスに可動性(分散性)に予め保持しているか、サンプ
ルと同時にまたは別々に添加し得る。
【００３０】
同じフローマトリックスに数個のキャリブレーターおよび／または検出ゾーンが存在する
場合、数個のゾーンが同じプロセスフローに沿って位置する場合に、本発明の大きな利点
が達成される。
【００３１】
一つのそして同じマトリックスに数個の検出ゾーン(ＤＺ１、ＤＺ２、ＤＺ３等)が存在す
る場合、これらは異なる検体に対応し得る。同じ結合部位を有する検体に関して同じキャ
リブレーターを利用できる。検体が同じ結合部位を欠く場合、各検体に対して一つのキャ
リブレーターが必要である。全ての検体が同じ同等な結合部位を有する場合、最も単純な
条件が考えられる。同じキャリブレーター、同じキャリブレーターゾーンおよび同じ反応
体*を、その時は全ての検体に使用し得る。
【００３２】
キャリブレーターゾーンおよび検出ゾーンは、種々の方法(方形、円形、直線状、点形等)
で幾何学的に設計し得る。ゾーンは互いに別々の配置を有し得る。良い配置は、共通の流
れが、連続的にまたは同時に数個のゾーン、特に異なる種類のゾーン(ＤＺおよびＣＺ)を
通過するものである。連続通過の例は、同じプロセスフローにおいて互いの後に位置する
並行ゾーンである。同時通過の例は、プロセスフローが対応する円の中心から放射状に拡
散する場所である同じ円形周囲で互いに隣接して位置するゾーンである。これらの変法の
組合わせを使用し得、すなわち、円形周囲のゾーンから離れて、また最初に記載の円形周
囲と同一中心である円の周囲にまたゾーンが存在する。同時通過はまたプロセスフローの
出発点から同じ距離で互いに隣接して位置する検出およびキャリブレーターゾーンを有す
る直線流れ先端で達成し得る。
【００３３】
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数個の検出ゾーンおよび／またはキャリブレーターゾーンが同じプロセスフローに位置す
る場合、これらのゾーンの測定シグナルは、一つのそして同じ試験ラン／試薬適用により
得られる得る。同じプロセスフロー中に数個のキャリブレーターゾーンが存在する場合、
用量－反応曲線(キャリブレーター曲線)またはアルゴリズムを反応体*の同じ適用により
得られた値に関して構築し得る。同じフロー中に検出ゾーンと共に存在するキャリブレー
ターゾーンは、陽性内部キャリブレーター(PIC)として機能し得る。
【００３４】
一つの変法において、マトリックスは、１個またはそれ以上の別々に得られるキャリブレ
ーター値との組合わせにおいて、少なくとも一つのキャリブレーターゾーン(ＣＺ１、Ｃ
Ｚ２等(陽性内部キャリブレーター))および少なくとも一つの検出ゾーン(ＤＺ１、ＤＺ２
等)を呈示するものとして利用する。別々に得られるキャリブレーター値は、サンプルを
流す同じ条件を言及する必要はない。別々のキャリブレーター値で、キャリブレーション
曲線およびアルゴリズムは長期間使用することを意図し、マスター値、マスター曲線およ
びマスターアルゴリズムを各々対照とする。
【００３５】
別々に得られたキャリブレーター値の使用は：
ｉ．サンプルおよび反応体*を、ＤＺおよびＣＺの両方を呈示するマトリックス中の検出
ゾーン(ＤＺ)および陽性内部キャリブレーター(PIC、ＣＡ)を通過させる、
ii．ＣＺ(PIC値、ＣＺ)およびＤＺの測定シグナルの決定、
iii.PIC値と別に得た対応するキャリブレーター値との比較、それにより偏差は、サンプ
ルを流した条件下と別々のキャリブレーター値を適用させた標準条件の間の偏差となる、
iv．サンプルの測定シグナル(サンプル値)の、別々に得たキャリブレーター値に適切な条
件への適合、および次いで
ｖ．サンプルの適合させた測定シグナルと別々のキャリブレーター値の比較による、サン
プル中の検体量の獲得
を含む。
【００３６】
あるいは、別々のキャリブレーター値を条件における偏差に適合させ、次いで測定サンプ
ル値を適合させたキャリブレーター値と直接比較し得る。これは、上記段階(iv)および(
ｖ)と同じである(特許請求の範囲では逆に呼んでいる)。段階(iv)と(ｖ)は、もちろん、
対応するキャリブレーション曲線またはアルゴリズムに、これらとサンプルの値との比較
により検体のレベルを計算するために適合させるための別法として包含される。
【００３７】
上記したものは、もちろん、キャリブレーター用結合剤がマトリックスのキャリブレーシ
ョンゾーンに結合している場合にも当て嵌まる。
【００３８】
同じプロセスフロー中のキャリブレーターおよび検出ゾーンは、以前のサンプルとキャリ
ブレーターの間の差異に基づく誤りの源を減少する。同じプロセスフロー中の陽性内部キ
ャリブレーターおよび数個のキャリブレーターゾーンは、別々のランの間の流れの変化を
、完全にまたは部分的に補う。測定結果の広がりは減少され、同時に、内部および外部因
子が完全にまたは部分的に補い得る。異なる組成を有するサンプルとキャリブレーターに
よる問題は排除される。手近な患者での試験で、内部キャリブレーターは、どれが陽性反
応を構成するか、および今日これらのタイプの試験で得られていない品質保証を提供する
かに関して、明確な限界を提供できる。
【００３９】
キャリブレーターのマトリックスへの固定は、共有結合的結合または物理的吸着、生物特
異的親和性等を介して行い得る。この分野での先行技術と同様に、本発明はキャリブレー
ターに方向付けされた生物特異的親和性反応体のマトリックスへの共有結合的結合のよう
な、結合タイプの組合わせを利用し得る。特に、ビオチニル化キャリブレーターと組合わ
せた物理的吸着または共有結合的結合ストレプトアビジン、または同様に結合したキャリ
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ブレーターに方向付けされた抗体を特記し得る。キャリブレーターのマトリックスへの固
定は、キャリブレーターが共有結合的に、物理的吸着作用によりまたは生物特異的等の結
合で結合しているマトリックス中／上に保持した粒子を介して行い得る。マトリックスへ
の粒子の結合は、そのサイズが、それらがマトリックスを介して輸送できないように選択
されるためかまたは物理的吸着のためである。とりわけ、Abbott/Syntex US 4,740,468; 
Abbott EP 472,376; Hybritech EP 437,287およびEP 200,381; Grace & Co EP 420,053; 
Fuji Photo Film US 4,657,739; Boehringer Mannheim WO 94/06012参照。
【００４０】
捕獲体は、キャリブレーターに適用されたものと同じ原理で検出ゾーンに結合し得る。一
つのそして同じプロセスフローにおいて、キャリブレーターおよび捕獲体は同じ方法でま
たは異なる方法でその各々のゾーンに結合し得る。上記でキャリブレーターと捕獲体の固
定に関して述べているのは、もちろん、またキャリブレーター物質用結合剤の固定につい
ても適用できる。例えば、上記のビオチニル化キャリブレーター物質と物理的または共有
結合的結合したストレプトアビジンの組合わせを使用し得る。
【００４１】
サンプル適用ゾーン(ＡsＺ)
サンプル適用ゾーンはキャリブレーターゾーンに対して上流または下流、好ましくは上流
に位置し得る。マトリックスキャリブレーターが、検体に結合するように選択されている
場合、サンプル適用ゾーンはマトリックスキャリブレーターの下流に位置すべきである。
検出ゾーンに関連して、サンプル適用ゾーンは、有用な態様においては常に上流に位置す
べきである。
あるあまり好ましくない態様において、サンプルをキャリブレーターまたは検出ゾーンに
適用することが考えられる。
【００４２】
反応体*(ＡR*Ｚ)および他の生物特異的親和性反応体(ＡRＺ)適用ゾーン
反応体適用ゾーン(ＡR*Ｚ)は常にキャリブレーターゾーンの上流に位置すべきである。
プロセスフロー中に検出ゾーンがある場合、生物特異的親和性反応体の適用ゾーンの順序
は、検体'が、反応体*の前にまたは同時にその検出ゾーンに輸送されることを確実にしな
ければならない。１個またはそれ以上の反応体を同じ適用ゾーンに添加し得る。適用ゾー
ンがサンプルと少なくとも一つの反応体(反応体*としておくが)で共通である場合、適用
は、同時に、例えば、サンプルと反応体をゾーンに適用する前に混合しておくことにより
行い得る。望ましい場合、サンプルの適用前に、意図されるように、混合物が検体または
サンプル中の他の成分に結合するようにプレインキュベートする。種々のプロトコールの
知識により、当業者はどのゾーンを必要とするか、および可能なその順序を容易に決定で
きる。
【００４３】
　反応体Ｉが溶解形で存在する場合、検出ゾーンに堅く固定された捕獲体が存在するのと
同時に、マトリックスはその適用ゾーンを有する。捕獲体が反応体Ｉと結合するために付
加的な生物特的親和性反応体を必要とする場合(下記“技術分野”参照)、これらの反応体
の適用ゾーンが存在する。捕獲体でないとき、反応体Ｉおよび他の付加的反応体の適用ゾ
ーンは、反応体Ｉが検体'の前にまたは同時に検出ゾーンに到達するように位置しなけれ
ばならない。反応体Ｉが可溶性形である場合、捕獲体は好ましくは特異的結合対の一つの
メンバーであり、その他のメンバーは反応体Ｉに結合または接合している。例示的な特異
的結合対は、抗原－抗体およびハプテン－抗体、ビオチン－アビジンまたは－ストレプト
アビジン、レクチン－糖、ホルモン－ホルモンレセプター、核酸二本鎖のような免疫学的
結合対である。
【００４４】
キャリブレーターと反応体Ｉが可溶性形であり、次いで、特異的結合対を介してマトリッ
クスに結合する場合、これら二つの結合対はもちろん異なる。
あるあまり好ましくない態様において、生物特異的親和性反応体(反応体*を含む)をキャ
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リブレーターまたは検出ゾーンに適用し得る。“プロセスフロー”なる標題の項参照。
【００４５】
本方法に使用する反応体は、その各々のゾーンに予め保持されているか、測定法の実行に
関連して添加し得る。予めの保持は、液体の流れが開始するか、ゾーンを通過するまで、
適用ゾーンの外側に広がらないような方法で、前もっての当該反応体の適用を含む。
【００４６】
反応体の予めの保持は、それ自体既知の方法で行い得る(Behringwerke US 4,861,711; Un
ilever WO 88/08534; Abbott US 5,120,643; Becton Dickinson EP 284,232)。予め保持
させた反応体が、液体が当該適用ゾーンを通過するときに容易に溶解しなければならない
という事実を考慮することは重要である。早い溶解を達成するために、速く溶解する物質
の中に／と共に反応体を包含させる／共保持させることは一般的である。このタイプの物
質はしばしば、ヒドロキシ、カルボキシ、アミノ、スルホネート等の極性および／または
荷電基を有する親水性である。特に、例えば、炭水化物構造、モノ－、ジ－およびオリゴ
サッカライドを含む単純糖ならびに対応する糖アルコール(マンニトール、ソルビトール
等)を有する、親水性の速く溶解するポリマーを特記し得る。当該適用ゾーンを、最初に
速く溶解する物質の層で被覆し、その上で、恐らく速く溶解する物質の更に一つの層の添
加に続いて、反応体を適用するのは一般的な実施である。別法は、速く溶解する物質の粒
子内に反応体を包含させ、次いでマトリックスの当該ゾーンに保持させることによる。
【００４７】
緩衝液ゾーン(ＡBＺ)
必要な緩衝システムは、サンプルおよび反応体と同時に添加する溶液に包含され得る。伝
統法において、緩衝液の添加は、他の全ての適用ゾーンの上流に位置する適用ゾーンで行
われる。これは、しばしばサンプル適用ゾーンと同じである。本発明において、緩衝液は
原則として輸送の流れに沿った任意の位置に添加し得る。下記参照。
【００４８】
同時ＰＣＴ出願“２つまたはそれ以上の位置における添加を含む分析法ならびにその装置
および試験キット”(SE9704934-0が基礎)において、一つの変法が本発明の好ましい態様
を提供するものである発明を記載する。この出願は、本明細書に引用して包含させる。こ
の別の特許出願における発明は、フローマトリックス中の二つの連続ゾーン(ＡＺ２およ
びＡＺ１)由来の液体が、混合せずに互いの後に移動し得るという発見に基づく。これは
、上流に位置する液体の適用ゾーン(ＡＺ２)の前にまたは本質的に同時に下流に位置する
ゾーン(ＡＺ１)に液体を適用した場合に達成される。この発見は、液体中に存在する反応
体の、検出ゾーンに向かうゾーンワイズな移動の達成の能力により導かれた。サンプル適
用ゾーン(ＡSＺ)が反応体*適用ゾーン(ＡR*Ｚ)の下流に位置し、液体がＡR*Ｚにサンプル
がＡSＺに適用される場合、検体は反応体*を含む液体が移動する前に検出ゾーンに移動す
る。ＡR*ＺとＡSＺの間に液体単独(緩衝液)の適用のための一つのゾーン(ＡBＺ)が存在す
る場合、検出ゾーンＤＺの洗浄が検体および反応体*の捕獲の間に得られる。このような
中間緩衝ゾーン(ＡBＺ)は下流に位置するゾーンに適用する反応体(検体を含む)が、上流
に位置する適用ゾーンから出発して、反応体の前にＤＺに到着することも確実にし得る。
後者は、マトリックス自体が下流に位置するゾーンに適用されている反応体を妨害する場
合、重要であり得る。
【００４９】
反応体はゾーンに適用する液体に包含され得る。あるいは、液体の適用に関して、対応す
る液体を適用するゾーンまたは、これと下流に位置する最も近いゾーンの間に位置するゾ
ーンにおいて予め保持させ得る。サンプル(検体)は通常液体の形で適用される。
【００５０】
本発明の態様は、フローマトリックスにおける当該タイプの連続法、即ち、キャリブレー
ターゾーンに加えてマトリックスも検出ゾーンに添加され、サンプル／検体を、反応体*

含有液体の前に検出ゾーンに輸送させる方法のために特に興味深い。
【００５１】
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分析的に検出可能な反応体(反応体*)
通常、反応体の分析検出性は、それが分析的検出可能基を含むため、得られる。しばしば
使用される基の例は、酵素活性基(酵素、共同因子、補酵素、酵素基質等)、フルオロフォ
ア、クロモフォア、化学ルミネセンス、放射活性基等である。生物特異的親和性反応体の
手段により検出される基はまた通常この範疇に入り、例えば、ビオチン、ハプテン、Ｉｇ
クラス、ＩｇサブクラスおよびＩｇ種特異的決定基等である。本発明において、表面が生
物特異的親和性反応体で被覆されている粒子が特に良好であると証明されている。粒子は
フルオロフォア基のような前記の検出可能な基を含み得、またはそれらは着色され(＝発
色体基を含む)得る。有用な粒子は、しばしば０.００１－５μm、好ましくは０.０１－５
μmの間のサイズを有する。粒子は球状および／または単分散または多分散であり得る。
それらはコロイド状特徴、いわゆるゾル(即ち、０.００１－１μmの間のサイズを有する
、通常球状および単分散である)を有し得る。既知の具体的な標識基は金属粒子(金ゾルの
ような)、非金属粒子(ＳｉＯ2、炭素、ラテックス、殺した赤血球および細菌のような)で
ある。ある場合、粒子が利用条件下で非沈降可能でなければならないことを強調する(Pha
rmacia AB, WO 96/22532参照)。
【００５２】
また、Unilever, WO 88/08534; Abbott, US 5,120,643; Becton Dickinson, EP 284,232
を参照。
【００５３】
マトリックスキャリブレーターの開発と関連して、我々は：
(ａ)検出可能基が上記のように粒子である反応体*、そして
(ｂ)捕獲体が粒子(固定粒子)を介してマトリックスに結合し、マトリックスを介した粒子
の輸送を可能にするサイズを有する検出ゾーン
を同時に利用した場合、良好な結果が得られ得ることを、驚くべきことに発見した。
【００５４】
我々は、標識粒子および固定粒子が実質的に同じサイズである機能システムを達成してお
り、これは、マトリックスにより画定される流路より小さい限り、多分、標識粒子が固定
粒子よりも大きくてもよく、逆もあり得ることを意味する。システムは、反応体*の予め
の保持有りまたは無しで機能する。この態様は、同時継続ＰＣＴ出願の“粒子を使用した
分析法および本方法を使用するための試験キット”(SE9704935-7が基礎)に詳述する。ま
た、この後者の出願は引用して本明細書に包含させる。本発明に応用して、これは、反応
体*が上記ａにしたがった分析的検出可能基としての粒子を有し、キャリブレーターおよ
び／または捕獲体が上記ｂにしたがった粒子を介してマトリックスに結合することを意味
する。
【００５５】
関連試験プロトコール
　本発明は、主に非競合的(非阻害)試験変法に適応されるが、複合体が反応体Ｉと反応体
＊の間の検体関連反応体を形成させることを含む場合、競合的(阻害)試験変法にも適用し
得る。プロトコールは同時または連続変法として流し得る。同時法は、反応体＊および検
体'が、検出ゾーンに向かって少なくとも輸送の間の一部分同時輸送され、好ましくは後
者に同時に到達することを意味する。連続法は、検体'が、検出ゾーンに向かう輸送の少
なくとも一部分、反応体＊の前を移動し、好ましくは検出ゾーンに反応体＊の前に到着す
ることを意味する。説明的例示は下記に示す。“－”は最初からのマトリックスへの堅い
固定に関する。“－－－”は生物特異的親和性を介した結合に関する。反応体が利用する
結合部位に関して単官能性であることが仮定される。
【００５６】
Ａ．サンドイッチプロトコール：反応体Ｉ(＝捕獲体)および反応体*は検体(＝検体')に生
物特異的親和性を有する。ｘはマトリックス上の反応体Ｉのモル数である。ｙは、反応体
Ｉを介してマトリックスに捕獲されている検体'のモル数である(＝反応体*のモル)。形成
される複合体：
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マトリックス[－反応体Ｉ]x-y[－反応体Ｉ－－－検体'－－－反応体*]y
【００５７】
Ｂ．サンドイッチプロトコール：反応体II(＝捕獲体)は反応体Ｉに生物特異的親和性を有
し、それは検体(＝検体')に生物特異的親和性を有する。反応体*は検体に生物特異的親和
性を有する。ｘはマトリックス上の反応体IIのモル数である。ｙは、反応体II－－－反応
体Ｉを介してマトリックスに捕獲されている検体'のモル数である(＝反応体*のモル)。ｚ
＋ｙは反応体IIを介してマトリックスに捕獲されている反応体Ｉのモル数である。形成さ
れる複合体：
マトリックス[－反応体II]x-z-y[－反応体II－－－反応体Ｉ]z－[－反応体II－－－反応
体Ｉ－－－検体'－－－反応体*]y
【００５８】
Ｃ．阻害タイプのプロトコール：反応体Ｉは検体アナログ(＝捕獲体)であり、検体の結合
部位と同等な結合部位を有する。検体'は検体および反応体Ｉに生物特異的親和性を有す
る反応体である。反応体*は検体'に生物特異的親和性を有する。検体'はサンプル中の検
体の量に比例した量で形成された複合体中に包含される。ｘはマトリックス上の反応体Ｉ
のモル数である。ｙは、反応体Ｉを介してマトリックスに捕獲されている検体'のモル数
である(＝反応体*のモル数)。形成される複合体：
マトリックス[－反応体Ｉ]x-y[－反応体Ｉ－－－検体'－－－反応体*]y
【００５９】
サンプル中の検体
本発明は、主に最初に記載のタイプの生物特異的親和性反応体(検体)の測定に適している
。非常な利点が、共通デノミネーターとして少なくとも一つの同等な結合特性を有する結
合部位を有する、多様な形で存在する検体に関して得られる。
【００６０】
非競合的方法(サンドイッチ)に関して、検体は抗原(アレルゲンを含む)に方向付けされた
抗体、またはハプテン(上記試験プロトコールＡおよびＢ)であり得る。この場合の反応体
Ｉは抗体が方向付けされた抗原またはハプテンであり、反応体*は検体に方向付けされた
抗体である。あるいは、反応体*は抗原またはハプテン、および反応体Ｉは検体に方向付
けされた抗体である。非競合的方法に関して、検体はまた抗原であり、反応体*および反
応体Ｉは検体に方向付けされている。検体－抗原の例として、免疫グロブリン、恐らく、
特定のＩｇクラスまたはＩｇサブクラスを記載し得る。検体が抗体または免疫グロブリン
である場合、反応体*および反応体Ｉは、各々、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧまたは
ＩｇＭおよび／または存在する場合、サブクラス(例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ
３またはＩｇＧ４)のようなＩｇに特異的な決定基および／または特定種に生物特異的親
和性を示し得る。これは、反応体*および反応体Ｉが、各々、通常、検体が抗体または免
疫グロブリンであるとき、これらの特性のいくつかを示す抗体であることを意味する。
【００６１】
競合的変異体は、主に、低分子量検体に適用可能である。上記試験プロトコールＣにおい
て、検体は、反応体Ｉがマトリックスに結合した抗原／ハプテン、検体'が抗原／ハプテ
ンに方向付けされた抗体、および反応体*が検体'に方向付けされた抗体である場合、抗原
／ハプテンであり得る。
【００６２】
自己免疫疾患およびアレルギーに関連する検体の発生および／または量の測定を可能にす
ることが、発明者にとって特に興味深い。ＩｇＥまたはＩｇＧクラスの抗－アレルゲン抗
体の測定が特に興味深く、後者の場合、好ましくは記載のサブクラスのいくつかに重きを
置く。アレルゲン特異的抗体の測定は、ＩｇＥ介在アレルギーの診断と関連して用い得る
。
【００６３】
サンプル
適切なサンプルは、生物学的起源、例えば、異なる体液(全血、血清、血漿、唾液、尿、
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涙液、髄液等)、生理学的組織の抽出物、細胞培養培地、生物工学における加工方法、食
糧、環境(環境分析サンプル)等から由来し得る。サンプルは、例えば、マトリックス、関
与する試験プロトコール等に適合するように予備処置し得る。
【００６４】
本発明の第２の態様
本発明の本態様は、マトリックスキャリブレーターが中心点を構成する試験装置に関連す
る。マトリックスキャリブレーターは、複合的、分析的検出可能反応体(＝反応体*)に関
する測定シグナル値(サンプル値)を、生物特異的親和性反応に用いる分析法に関連して、
サンプル中の検体の実際の量に変えるための分析法に使用する。本方法態様において、反
応体*がサンプルの検体の量と関連した量で複合体化する。本装置を使用し得る分析法の
最も重要なタイプは、本発明の方法を使用するもの、即ち、反応体Ｉ－－－検体'－－－
反応体*を含む複合体を形成するものである。反応体Ｉ、検体'、反応体*および－－－は
、方法態様と同じ意味である。
【００６５】
本装置は：
ａ)反応体*の輸送のためのプロセスフローの領域があるフローマトリックスを呈示し、そ
して該領域は
ｉ．マトリックスに堅く固定されたキャリブレーター、またはキャリブレーター用結合剤
を含む１個またはそれ以上のキャリブレーターゾーン(ＣＺ１、ＣＺ２等)(キャリブレー
ターまたはキャリブレーター結合剤の量が各々少なくとも二つのキャリブレーターゾーン
に関して異なり、キャリブレーターは、反応体*がキャリブレーターゾーンを通って輸送
されるとき、反応体*が結合し得る結合部位を呈示する)
ii．該１個またはそれ以上のキャリブレーターゾーンの上流に位置する反応体*の適用ゾ
ーン(ＡR*Ｚ)
を含むことを特徴とする。
【００６６】
キャリブレーターの代わりにキャリブレーターゾーン／ゾーン群がキャリブレーター物質
用結合剤を含む場合、本装置はまた好ましくは：
ｂ)ＡSＺの下流に可動性(拡散性)に予め保持されたキャリブレーター
を含む。
好ましくは、本装置は：
ｃ)ＡR*Ｚに予め保持し得る反応体*

を含むキットに包含される。
【００６７】
プロセスフローは、またＡR*Ｚの下流またはそれと同一場所に位置する(ａ)検出ゾーン(
ＤＺ)(それを介して反応体*がＤＺに結合し得る堅く固定された捕獲体が存在する)、およ
び該ＤＺの上流またはそれと同一場所に位置する(ｂ)サンプル適用ゾーン(ＡSＺ)も含み
得る。ＡR*ＺはＡSＺ(存在する場合)の上流または下流または同じ場所に位置し得、好ま
しくは上流または下流である。ＡSＺおよびＤＺがキャリブレーターゾーンと同じプロセ
スフローに存在する場合、存在するキャリブレーターゾーンの、ＡSＺは好ましくは上流
に、およびＤＺは好ましくは下流に位置する。
【００６８】
好ましい態様において、堅く固定された反応体(捕獲体)は、分析的に検出可能な検体また
は検体関連反応体に生物特異的親和性を有する。検体関連反応体は、主に競合的試験変異
体に関する。
【００６９】
キャリブレーター物質は、本発明の方法態様と同じ方法で選択される。選択したキャリブ
レーター物質が検体に生物特異的親和性を示す場合、対応するキャリブレーターゾーンは
ＡSＺの上流に位置すべきである。
【００７０】
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キャリブレーター、ゾーン、反応体、マトリックス、プロセスフロー、試験プロトコール
、サンプル等の更なる詳細は、本発明の方法態様の記載から明らかである。
本発明は、種々の好ましい態様を示す多くの実施例で説明する。本発明は、特許請求の範
囲によりおよび明細書の記載により定義される。
【００７１】
実施例
実施例１：炭素粒子接合体およびマトリックスに結合したキャリブレーターによる樺(bir
ch)特異的ＩｇＥの測定
方法および材料
フェニルデキストランのポリスチレン粒子への吸着：
　フェニルデキストラン(置換度：５個のモノサッカライド単位当り１フェニル基＝２０
％、Ｍｗデキストラン４０,０００、Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden)をポリス
チレン粒子(０.４９μｍ Bangs Laboratories, USA)に、脱イオン化水に、１)５mg／ml、
１０％粒子懸濁液、RT　１ｈ、２)５mg／ml、５％粒子懸濁液、ＲＴ　１ｈ、３)２０mg／
ml、１％粒子懸濁液、ＲＴ一晩、１５ｈで撹拌下溶解させたフェニルデキストランとイン
キュベーションすることにより吸着させた。粒子を続いて２回脱イオン水で洗浄した。粒
子懸濁液を各インキュベーション間に遠心し、洗浄した(１２,１００×ｇ、２５分、Beck
man, J-21, JA-20, 10,000rpm)。粒子懸濁液を最後に超音波処理した(超音波浴、Branson
 5210, 5分)。
【００７２】
ヒトＩｇＥ(ｈＩｇＥ)のポリスチレン粒子への結合(＝ｈＩｇＥ粒子)：ヒトＩｇＥをフェ
ニルデキストラン被覆ポリスチレン粒子に、ＣＤＡＰ(１－シアノ－４－ジメチルアミノ
－ピリジニウムブロミドと結合させた(Kohn J and Wilchek M, FEBS Letters 154(1), (1
983) 209-210)。
【００７３】
ｈＩｇＥの脱塩および緩衝液の交換を、ＮａＨＣＯ3、０.１Ｍ、ｐＨ８.５中のゲル濾過(
PD-10, Pharmacia Biotech AB, Sweden)により行った。３０％(容量)アセトン中の２％溶
液である２７８mgのポリスチレン粒子(上記)を４.２ml　ＣＤＡＰ(０.４４Ｍ)および３.
４ml　ＴＥＡ(０.２Ｍトリエチルアミン、Riedel-de Hean, Germany)で活性化した。ＣＤ
ＡＰを６０秒の撹拌中で、およびＴＥＡを１２０秒で添加した。粒子を３０％(容量)アセ
トンで洗浄し、１２,１００×ｇ(２５分、Beckman, J-21, JA-20, 10,000rpｍ)で遠心し
た。２５mgのｈＩｇＥを活性化粒子に、一晩、＋４℃で撹拌しながらインキュベーション
して結合させた。次いで、粒子を遠心し、ＮａＨＣＯ3緩衝液中のグルタミン酸０.０５Ｍ
およびアスパラギン酸０.０５Ｍで不活性化した。インキュベーションを一晩＋４℃で撹
拌しながら行った。結合粒子を０.１Ｍ　ＮａＨＣＯ3で、および２回２０ｍＭホウ酸緩衝
液ｐＨ８.５で洗浄した。粒子濃度を対照としての非処理粒子と共に、Ａ600nmで分光測光
法で測定した。結合タンパク質の濃度は、結合中に存在する放射活性を有するヒトＩｇＥ
により決定された。
【００７４】
ｔ３の抽出(樺花粉、Betula verrucosa)：樺花粉(Allergon, Sweden)の１部(重量)を、１
０部(容量)の０.１Ｍリン酸緩衝液(１／１０と表示)、ｐＨ７.４で抽出した。抽出は、２
時間、＋４℃のシェーカー机上で続いた。抽出物を４０００rpmで１.７５時間遠心した。
濾過後、溶液をPD-10カラムに付し、０.１Ｍ　ＮａＨＣＯ3、ｐＨ７.５で溶出した(１／
１４と表示)。
【００７５】
ｔ３抽出物のポリスチレン粒子への結合(ｔ３粒子)：ｔ３粒子(１／１４)をＣＤＡＰ(Koh
n and Wilchek, FEBS Letters, 154 (1) (1983) 209-210)によりフェニルデキストラン被
覆ポリスチレンに結合させた。３０％(容量)アセトン中のポリスチレン粒子(４００mg、
上記のようにフェニルデキストランで被覆)の２％粒子懸濁液を、６０mgのＣＤＡＰ(３０
％アセトン中１００mg／ml)および０.４８ml　０.２Ｍトリエチルアミン(Riedel-de Haen
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, Germany)で活性化させた。ＣＤＡＰを撹拌しながら添加し、ＴＥＡを９０秒間滴下し、
合計１２０秒撹拌した。反応を３０％アセトン(４回量)添加により停止させ、１２,４０
０×ｇ、３５分遠心した。粒子を１回脱イオン水で洗浄した。０.１Ｍ　ＮａＨＣＯ3、ｐ
Ｈ８.５中の３２mlのｔ３抽出物を８０mgの活性化粒子に添加し、結合を１時間、シェー
カー机上で続けた。次いで、粒子を遠心し、その後、０.１Ｍ　ＮａＨＣＯ3、ｐＨ８.５
中の０.０５Ｍアスパラギン酸および０.０５Ｍグルタミン酸で不活性化した。シェーカー
机で一晩、＋４℃でインキュベーションした。粒子を１)０.１Ｍ　ＮａＨＣＯ3、０.３Ｍ
　ＮａＣｌ、ｐＨ８.５；２)０.１Ｍ　Ｎａ酢酸、０.２Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５；３)０.１
Ｍ　ＮａＨＣＯ3、ｐＨ８.５；および４)２０ｍＭ　Ｎａホウ酸、ｐＨ８.５中で遠心する
ことにより洗浄した。
粒子濃度は、対照としての非処理粒子と共に、６００nmで分光測光法で測定した。
【００７６】
抗ヒトＩｇＥ抗体の炭素粒子への吸着(炭素粒子接合体＝反応体*)：モノクローナル抗－
ｈＩｇＥを炭素粒子(sp100、Degussa, Germanyから)上に吸着させた。Pharmacia AB, WO 
96/22532参照。調製された懸濁液を希釈剤で１ml当り４００μgの炭素粒子になるように
希釈した。
【００７７】
　ｔ３粒子の検出ゾーン内の膜への保持：ポリエステル裏打ちのあるニトロセルロースの
シート(Whatman, ８μm、５cm幅)上に、４％の上記の結合粒子を、直線ゾーンとして１μ
l／ｓおよび１μl／cmの流れで、Linear Striper(IVEK Corporation)で適用した。シート
を１時間、３０℃で乾燥させ、その上でシートをゾーンに対する適当な角度で、０.５cm
切片に切断した(Matrix 1201 Membrane Cutter, Kinematics Automation)。
【００７８】
キャリブレーターゾーンへのｈＩｇＥ粒子の保持：ポリエステル裏打ちニトロセルロース
シート(Whatman, ８μm、５cm幅)上に、ｈＩｇＥ粒子をLinear Striper(IVEK Corporatio
n, USA)との並行キャリブレーターゾーンとして保持させた。流れは１μl／ｓおよび１μ
l／cmであった。キャリブレーターゾーンのみを有することが意図された切片を６個の並
行ゾーンで被覆した。ゾーン内のｈＩｇＥ濃度は０、０.８４；３.４；１４；５４.２お
よび２１７ng　ｈＩｇＥ／０.５cmであった。保持開始前に、ｈＩｇＥ粒子をホウ酸緩衝
液(２０ｍＭ、ｐＨ８.５、Dextran T5000 ４.２％ｗ／ｗ, ソルビトール５.８％w/w)に希
釈した。全てのゾーンはまた１％フェニルデキストラン被覆粒子を、各ゾーンに同じ量の
粒子を産生するために含んだ。別のニトロセルロースシート上に、ｈＩｇＥ粒子(１４ng
　ｈＩｇＥ／０.５cm、ＰＩＣ＝陽性内部キャリブレーター)を保持したゾーンおよび並行
ゾーンにｔ３粒子が上記のように(検出ゾーン)存在した。保持はｈＩｇＥ粒子に関して同
じパラメーターで起こった。シートを１時間、３０℃で乾燥させ、次いで、ゾーンに対し
て垂直に０.５cm幅の切片に切った(Singulator: Matrix 1201膜カッター、Kinematic aut
omation, USA)。
【００７９】
試験法：切片を平なプラスチック表面に重ねた。切片の頂上(０.５cm)に吸収膜を置いた(
３cm幅、Whatman, 17 Chr)。一定圧を得るために、金属重りを吸収膜上に置いた。下端か
ら１０mmに、２mm幅Inplastor切片を重ねた(予め接着させた(preglued)ポリエステルフィ
ルム)。Inplastor切片は、膜の大きすぎる部分にわたり流れ出さないように、液体の適用
を防止しなければならない。切片の下端に、３０μlのサンプルを、あるいは緩衝液を適
用した。サンプル量の吸入後、以下の成分を所定の順番で適用した：１５μl緩衝液、上
記のように接合した１５μl炭素粒子および３０＋３０μl緩衝液。緩衝液は：ＮａＰＯ4

　０.１Ｍ、ＢＳＡ　３％、ＮａＮ3　０.０５％、スクロース３％、ＮａＣｌ　０.５％、
フェニルデキストラン０.２５％、ウシガンマグロブリン０.０５％、ｐＨ７.５であった
。反応ゾーンの黒化の程度をウルトロスキャン(Ultroscan XL, Enhanced Laser Densitom
eter, LKB)で吸光度として測定した。
【００８０】
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結果
Ａ)別の切片上のサンプルとして結合ゾーン中の抗－ｈＩｇＥ抗体と流したＩｇＥキャリ
ブレーター(２４℃)に対する保持ＩｇＥキャリブレーター曲線上での活性決定。
【表１】

*＝炭素粒子接合体が結合した後の反応ゾーンの吸収
【００８１】
Ｂ)患者サンプル中の樺特異的ＩｇＥ抗体の決定を、標準曲線(２４℃で流す)を調節する
ために、１８、２４および３７℃で、陽性内部キャリブレーター(ＰＩＣ)ありおよびなし
で行った。
【表２】

【００８２】
結果は、陽性内部キャリブレーターを使用して、別々のランの可変性を補正することが可
能であることを示す。加えて、結果は、予め保持させたキャリブレーターの使用が可能で
あることを示す。
【００８３】
本実施例に示す態様は、１個またはそれ以上の以下の基準を満たすように修飾し得る、(
ａ)適用ゾーンに予め保持させた反応体*を有するおよび／または(ｂ)反応体*の適用ゾー
ンの下流または上流に位置するサンプル適応ゾーンを有する、(ｃ)反応体*およびサンプ
ルの同時添加を可能にするゾーンを有する。
【００８４】
実施例２：蛍光検出粒子および適用ゾーンに予め保持させたキャリブレーターでの樺特異
的ＩｇＥの測定
方法および材料
ストレプトアビジンのポリスチレン粒子への結合：
ストレプトアビジン(Amersham Pharmacia Biotech AB, Sweden)を、ＣＤＡＰ(１－シアノ
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－４－ジメチルアミノピリジニウムブロミド)(Kohn J and Wilcjek M, FEBS Letters 154
 (1) (1983) 209-210)を有するフェニルデキストラン吸着ポリスチレン粒子に、ｈＩｇＥ
に関して実施例１で上記の方法にしたがって結合させた。結合粒子を３回５０ｍＭ　Ｎａ
ＰＯ4、０.０５％　ＮａＮ3、ｐＨ７.４で洗浄した。粒子濃度を対照としての非処理粒子
と共に、Ａ６００nmで分光測光法で測定した。
【００８５】
ストレプトアビジン－結合粒子のニトロセルロース膜への保持：ポリエステル裏打ちのあ
るニトロセルロースのシート(Whatman, ８μm、５cm幅)上に：
１)１０ｍＭ　ＮａＰＯ4、５％スクロース、５％デキストランＴ５０００、０.０１％Ｎ
ａＮ3、ｐＨ７.４中で１％粒子含量に希釈したストレプトアビジン結合粒子；
２)５０ｍＭ　ＮａＰＯ4、１０％スクロース、０.０５％　ＮａＮ3、ｐＨ７.４で４％粒
子含量に希釈した実施例１にしたがったｔ３－結合粒子
のゾーンのLinear Striper (IVEK Corporation)で適用した。保持流は２.５μＬ／cmおよ
び速度は２０mm／秒であった。
【００８６】
保持物を１時間、３０℃で乾燥させ、シートを０.５cm幅切片に切った(Matrix 1201 Memb
rane Cutter, Kinematics Automation)。
【００８７】
抗－ｈＩｇＥ抗体の検出粒子への結合：ペプシンでfab'２フラグメントに開裂されたｈＩ
ｇＥに対する抗体を、その表面にアルデヒド基を有する蛍光ポリスチレン粒子に結合させ
た(Molecular Probes C-17177 TransFluoroSpheres, アルデヒド－スルフェートミクロス
フェア、０.１μm、６３３／７２０、２％固体)。２３mgの抗体を、次いで、５０ｍＭ　
ＮａＰＯ4緩衝液、ｐＨ６.５中で一晩、室温で６６mgの粒子に結合させ、２０５μLのＮ
ａＣＮＢＨ4(５Ｍ)を添加して、結合を３時間、室温で減少させた。遠心を２０,８００×
ｇ(Eppendorf 5417R中、１４,０００rpm)で５０分行い、次いで、脱イオン水、ｐＨ６.５
中の０.０５Ｍグルタミン酸および０.０５Ｍアスパラギン酸での不活性化を一晩、室温で
撹拌しながら行った。２０,８００×ｇ、５０分の遠心後、遮断を、５０ｍＭ　ＮａＰＯ4

、ｐＨ７.４中、０.２％ＢＳＡで、０.０５％ＮａＮ3と共に行い、インキュベーションを
＋４℃で行った。次いで、遠心を再び２０,８００×ｇで５０分行い、続いて２回の遮断
緩衝液(貯蔵にもまた使用した)での洗浄を行った。粒子濃度をフルオリメーター(Perkin-
Elmer LS50B)で、元々の粒子で製造した標準曲線により決定した。結合中に結合したタン
パク質は、結合中に存在する放射活性抗－ｈＩｇＥを有するとして決定された。
【００８８】
ｈＩｇＥのビオチニル化：ｈＩｇＥのビオチニル化は、供給者(Pierce)が推奨する条件に
したがって行った。ｈＩｇＥはPD-10(Amersham Pharmacia Biotech AB)で、０.１５Ｍ　
ＨＰＯ4、０.１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７.８中でゲル濾過することにより脱塩した。０.９
５mL(０.５９mg)ｈＩｇＥに、０.０１０mLビオチン－LC-Sulfo-NHS(３.５９mM、Pierce)
を添加した。次いで、インキュベーションを室温で１時間行い、結合反応を４０μLの２
Ｍグリシンの添加により停止させた。次いで、混合物を、５０mM　ＮａＰＯ4、０.１５Ｍ
　ＮａＣｌ、ｐＨ７.４で平衡化したPD-10ゲル濾過カラムに適用した。収率および濃度を
、I-125-標識ｈＩｇＥが結合に包含されるため、放射活性から計算した。ｈＩｇＥの濃度
は免疫クロマトグラフィーおよびUniCAP tIgE(Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Swe
den)で分析した。
【００８９】
適用フィルターへのビオチニル化ＩｇＥの保持：適用フィルターに、５×５mm(Whatman F
075-14)を、５０ｍＭ　ＮａＰＯ4、０.１５Ｍ　ＮａＣｌ、６％ＢＳＡ、５％ラクトース
、５％デキストランＴ５０００、ｐＨ７.４中に希釈したビオチニル化ＩｇＥ(１.６ng)０
.００６mLを分配した。フィルターを３０℃で１時間乾燥させた。
【００９０】
試験法：切片を、台盤平面から約１６°傾けて表面に重ねた。吸収膜(３.５cm幅、Schlei
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りを吸収膜上に置いた。次いで、サンプルおよび試験を、連続的に下記に記載のようにピ
ペット輸送した。各サンプルおよび試薬容量を以下の容量をピペット輸送する前に膜に重
ねた。
【００９１】
１)３０μLの５０ｍＭ　ＮａＰＯ4、０.１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７.４。
２)予め保持させたビオチニル化ＩｇＥを有するフィルターを切片の底に置いた。
３)３０μLの患者血清を各フィルターにピペット輸送した。
４)２０μLの試験緩衝液(０.１　Ｎａ－ＰＯ4、０.１５Ｍ　ＮａＣｌ、１０％シュークロ
ース、３％ＢＳＡ、０.０５％ウシガンマグロブリン、０.０５％ＮａＮ3、ｐＨ７.４)を
フィルターに添加した。
５)適用フィルターを除去した。
６)試験緩衝液で希釈した２０μＬの検出接合体(７５μg／mL)。
７)２×３０μLの試験緩衝液。
８)検出ゾーンの蛍光を、走査赤色レーザーフルオロメーター(６３５nm)で反応領域(Vmm)
として測定した。
【００９２】
３個の陽性ｔ３－血清を選択し、３個の異なる接合体バッチでトリプリケートで分析した
。コンジュゲート２と流した異なるＩｇＥ粒子濃度(上記実施例１に記載)で被覆したニト
ロセルロースで得たシグナル領域を、キャリブレーション曲線として貯蔵した。
【００９３】
ＰＩＣ補正は、ｔ３の反応ゾーンのシグナルが、貯蔵キャリブレーション曲線(マスター
曲線)に対して読み取る前に、PICexp／PICobsにより増幅されていたことを意味する。PIC
expは、コンジュゲート２とのランで得たPICシグナルの平均として定義する。
【００９４】
結果
未補正シグナルのマスター曲線に対する読取
【表３】

【００９５】
ＰＩＣ－補正シグナルのマスター曲線に対する読取
【表４】
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【００９６】
ＣＶ間(％)は異なる接合体で得た３つの平均の可変性として計算する。結果は、適用ゾー
ンに予め保持させたキャリブレーター物質が機能的であり、PICとしての使用が更に減少
したアッセイ間可変性に寄与するという考えを示す。
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