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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　流体サンプル中のヒト血小板因子４（ＰＦ４）／ヘパリン抗体の存在を検出するデバイ
スにおいて、固体サポートに固定したＰＦ４／ポリアニオン複合体と、非粒子状蛍光染料
でラベル化した抗ヒト抗体とを側方流動フォーマットで具え、前記ラベル化した抗ヒト抗
体が：
　　前記固定したＰＦ４／ポリアニオン複合体；及び
　　前記流体サンプルを受ける流体サンプルゾーン；
の上流側で前記固体サポートに放出可能に取り付けられていることを特徴とするデバイス
。
【請求項２】
　請求項１に記載のデバイスにおいて、前記固体サポートがテストストリップであること
を特徴とするデバイス。
【請求項３】
　請求項１に記載のデバイスにおいて、前記ポリアニオンが、ポリビニルスルホン酸、ポ
リスチレンスルホン酸、ポリアネトールスルホン酸、ポリビニルリン酸塩、ポリビニルホ
スホン酸塩、ポリビニル硫酸塩、及びこれらの組み合わせからなる群から選択されること
を特徴とするデバイス。
【請求項４】
　請求項２に記載のデバイスにおいて、前記テストストリップが：
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　ａ）コンジュゲートパッドであって：
　　（ｉ）抗ヒト抗体を含むコンジュゲートゾーンと；
　　（ｉｉ）前記流体サンプルを受けるように構成され、前記コンジュゲートゾーンの下
流側に配置されている前記流体サンプルゾーンと；
　　（ｉｉｉ）サンプルバッファを受けるように構成され、前記コンジュゲートゾーンと
前記サンプルゾーンの間に配置されているサンプルバッファゾーンと；
を具えるコンジュゲートパッドと；
　ｂ）前記コンジュゲートパッドの下流側に配置され、当該コンジュゲートパッドと流体
連通している多孔膜であって：
　　（ｉ）その上に固定化した前記ＰＦ４／ポリアニオン複合体を含む検出ゾーンと；
　　（ｉｉ）その上に固定化した捕捉試薬を含み、前記ラベル化した抗ヒト抗体に結合す
るように構成された、前記検出ゾーンの下流側に配置されている制御ゾーンと；
を具える多孔膜と；
を具えることを特徴とするデバイス。
【請求項５】
　請求項４に記載のデバイスにおいて、前記コンジュゲートパッドが更に、コンジュゲー
トバッファを受けるように構成されたコンジュゲートバッファゾーンを具え、前記コンジ
ュゲートバッファゾーンが前記コンジュゲートゾーンの上流側に配置されていることを特
徴とするデバイス。
【請求項６】
　請求項４に記載のデバイスにおいて、前記テストストリップが更に、コンジュゲートバ
ッファを受けるように構成したコンジュゲートバッファゾーンを含む湿パッドを具え、当
該湿パッドが前記コンジュゲートパッドの上流側に、前記コンジュゲートパッドと流体連
通して配置されていることを特徴とするデバイス。
【請求項７】
　請求項４に記載のデバイスにおいて、前記テストストリップが更に、前記多孔膜と流体
連通する芯材パッドを具えており、前記膜が前記コンジュゲートパッドと前記芯材パッド
の中間に配置されていることを特徴とするデバイス。
【請求項８】
　請求項４に記載のデバイスにおいて、前記テストストリップが更に、前記多孔膜と流体
連通する芯材パッドを具えており、前記膜が前記コンジュゲートパッドと前記芯材パッド
の中間に配置されていることを特徴とするデバイス。
【請求項９】
　請求項１乃至８のいずれか一項に記載のデバイスにおいて、前記非粒子状蛍光ラベルが
アミン反応性染料であることを特徴とするデバイス。
【請求項１０】
　請求項９に記載のデバイスにおいて、前記アミン染料が、ＤｙＬｉｇｈｔ（商標）、Ａ
ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）、ＨｉＬｙｔｅ　Ｆｌｕｏｒ（商標）、ＣｙＤｙｅ（
商標）、Ｃｙ（登録商標）、ＣＦ（商標）、ＩＲＤｙｅ（登録商標）、及びこれらの組み
合わせからなる群から選択されることを特徴とするデバイス。
【請求項１１】
　流体サンプル中のヒト血小板因子４（ＰＦ４）／ヘパリン抗体の存在を検出する方法に
おいて：
　ａ）請求項１乃至１０のいずれか１項に係る側方流動アッセイデバイスを取得するステ
ップと；
　ｂ）ＰＦ４／ヘパリン抗体を含む又は含むと考えられるサンプルをサンプルゾーンに接
触させるステップと；
　ｃ）ＰＦ４／ヘパリン抗体がサンプル中に存在する場合はこれを検出ゾーンに運んで、
固定化したＰＦ４／ポリアニオン複合体に結合させ、これによって、前記ＰＦ４／ヘパリ
ン抗体を前記検出ゾーンに固定化するステップと；
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　ｄ）ステップｃ）に続いて、非粒子状蛍光染料でラベル化した抗ヒト抗体を運んで、固
定化したＰＦ４／ヘパリン抗体に結合させ、これによって、前記ラベル化した抗ヒト抗体
を検出ゾーン中に固定化するステップと；
　ｅ）結合していないラベル化した抗ヒト抗体を制御ゾーンに運んで、固定化した捕捉試
薬と結合させ、これによって、ラベル化した抗ヒト抗体を制御ゾーン中に固定化するステ
ップと；
　ｆ）検出ゾーンと制御ゾーン中の非粒子状蛍光ラベルからの蛍光を評価するステップで
あって、前記両ゾーン中の蛍光の存在が、サンプル中のＰＦ４／ヘパリン抗体の存在を表
示するステップと；
を具えることを特徴とする方法。
【請求項１２】
　流体サンプル中のヒト血小板因子４（ＰＦ４）／ヘパリン抗体の存在を検出する方法に
おいて、請求項１に記載の側方流動フォーマットを具えるデバイス内でサンドイッチ複合
体を形成するステップを具えることを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項１１又は１２に記載の方法において、前記非粒子状蛍光ラベルがアミン反応性染
料であることを特徴とする方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載のデバイスにおいて、前記アミン染料が、ＤｙＬｉｇｈｔ（商標）、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）、ＨｉＬｙｔｅ　Ｆｌｕｏｒ（商標）、ＣｙＤｙｅ
（商標）、Ｃｙ（登録商標）、ＣＦ（商標）、ＩＲＤｙｅ（登録商標）、及びこれらの組
み合わせからなる群から選択されることを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願とのクロスリファレンス］
　本出願は、２０１１年６月９日付で出願した暫定特許出願第６１／４９５，１７１号の
３５Ｕ．Ｓ．Ｃ§１１９（ｅ）に規定する優先権を請求する。この開示は引用により全体
としてここに組み込まれている。
【０００２】
　本発明は、一般的に、免疫診断学の分野に関する。特に、本発明は、血小板第４因子（
ＰＦ４、Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフケモカインリガンド４、又はＣＸＣＬ４とも呼ばれる）とヘ
パリン複合体に対する抗体の検出に関する。これらはヘパリン起因性血小板減少症（ＨＩ
Ｔ）に関連する。特に、本発明は、流体サンプル中のＰＦ４／ヘパリンあるいはＰＦ４／
ポリアニオン複合体に特異的な抗体を検出する新規な速報流動アッセイ装置、方法及びシ
ステムを提供する。
【背景技術】
【０００３】
　ヘパリン起因性血小板減少症（ＨＩＴ）は、最も頻繁に生じる薬剤起因性免疫介在型血
小板減少症（低血中血小板レベル）であり、ヘパリン治療の重要で、時には生命にかかわ
る合併症である。ヘパリンは最も広く使用されている静脈内投与抗凝結剤であり、米国で
最も広く処方されている薬剤である。毎年約１２００万人の患者に１兆以上のユニットが
投与されている。静脈内投与ヘパリンは、血栓塞栓性疾患の予防と治療に一般的に使用さ
れており、心臓及び肺のある種の疾患、開胸、バイパス、透析、整形外科手術を含む様々
な手順の間又は後といった、その他のアプリケーションにも使用されている。ヘパリンは
また、インターベンショナル・ラジオロジィの診断及び治療手順にも用いられる。ＨＩＴ
は、標準的な治療容量のヘパリン、低用量（予防的治療）ヘパリン、低分子量ヘパリン、
非分画ヘパリン、及び血管内カテーテルを洗い流すだけの少量のヘパリンによってさえも
引き起こされることがある。
【０００４】
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　ＨＩＴは、Ｉ型とＩＩ型に分類されており、Ｉ型は良性で、ＩＩ型が重症である。Ｉ型
は、ヘパリン投与開始後早い段階で生じ、血小板レベルが若干下がるのみで、通常は、ヘ
パリン治療を続けても正常値に戻る。血栓塞栓性疾患はまれであり、Ｉ型ＨＩＴは、抗体
起因性ではない。
【０００５】
　これに対して、ＩＩ型ＨＩＴは、血小板第４因子（ＰＦ４）とヘパリンの複合体（ＰＦ
４／ヘパリン）を結合する血小板活性化抗体によって引き起こされる臨床病理症候群であ
る。（Ａｍｉｒａｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍｏｓｔ．１９９２，６８：
９５－９６１）。へパリン投与の５－１４日以内に生じる血小板減少症は、最も普通の臨
床効果である。ＨＩＴの最も重症の合併症は、静脈と動脈の血栓（ＨＩＴ関連血栓または
ＨＩＴＴ）の発生である。静脈血栓は、肢の壊疽を引き起こし、肢の切断が必要になるこ
とがある。ＩＩ型ＨＩＴのその他の症状には、単純なアレルギー反応から損傷や壊死に至
る皮膚反応が含まれる。
【０００６】
　ＨＩＴの基本的な発症は、よく特徴づけられている。外因性ヘパリンへの暴露があると
、ＰＦ４とヘパリンでできた多分子錯体が形成される。これらの錯体におけるＰＦ４とヘ
パリンの結合はＰＦ４の構造変化に関連しており、ネオエピトープを露出させる（Ｒｅｉ
ｌｌｙ，Ｓｅｍｉｎ．Ｄｉａｌ．２００３，１６：５４－６０）。本発明者らは、ヘパリ
ン以外の多くのポリアニオン性化合物（例えば、ポリビニルスルホン酸などのポリアニオ
ン類）がＰＦ４との複合体を形成することができ、分子内に同様の構造変化を起こすこと
を報告している（Ｖｉｓｅｎｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ．Ｍｅｄ．２
００１，１３８：２２－３１；米国特許第５，９７２，７１８号、ここに引用により組み
込まれている）。このヘパリン依存性ネオエピトープは、患者に免疫反応を引き起こすこ
とがある。抗体反応は、通常、ＩｇＧ型抗体であり、ＩｇＡ型及びＩｇＭ型も関係がある
（Ａｍｉｒａｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｒ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔｏｌ．１９９６，９２：９５４
－５９）。この抗体は、ＰＦ４／ヘパリン複合体に結合し、血小板表面で免疫グロブリン
受容体に結合する免疫複合体を形成する（ＦｃγＲＩＩＡ又はＣＤ３２）。免疫複合体に
よるＦｃγＲＩＩＡ受容体の凝集は、血小板活性化と膜貫通シグナリングによる凝集のト
リガとなる。更に、血小板活性化過程において、血小板が細胞膜からのリン脂質微小粒子
を放出する。これらの微小粒子が、凝固カスケードの酵素反応を助けてトロンビン形成を
起こし、その結果、これらの微小粒子が血流へ放出され血栓ができる。更に、ＰＦ４／ヘ
パリン免疫複合体は、内皮のグリコサミノグリカンに結合して内皮損傷を引き起こす。こ
の内皮の損傷は、この症候群に関連する「血栓ストーム」にも関与している。
【０００７】
　罹患率と死亡率を低下させるにはＨＩＴの早期診断が必須である。ＨＩＴの診断は、通
常、血栓症を伴うあるいは伴わない血小板減少症を含む臨床的異常と、ＰＦ４／ヘパリン
複合体に対する抗体（ＰＦ４／ヘパリン抗体と呼ばれる）の検出に基づいている。ヘパリ
ン依存性抗体の検出には二つのタイプの主要なアッセイがある。機能性アッセイと、ＰＦ
４依存性抗原免疫アッセイである。機能性アッセイには、セロトニン放出アッセイ（ＳＲ
Ａ；Ｓｈｅｒｉｄａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　１９８６，６７：２７－３０）、血
小板凝集アッセイ（Ｃｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍｏｓｔ．１９９
３，６９：３４４－５０）、及びヘパリン－誘導血小板活性（ＨＩＰＡ）アッセイ（Ｇｒ
ｅｉｎａｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍｏｓｔ．１９９１，６６：　
７３４－３６）がある。機能性アッセイは、技術的に実行が難しく、複雑な専門的アッセ
イであると考えられている。
【０００８】
　酵素結合免疫アッセイ（ＥＬＩＳＡｓ）は、最も良く使用されているＰＦ４－依存型抗
体免疫アッセイである（Ｇｒｅｉｎａｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｅｍａｔｏｌ．１９９
４，３４：３８１－８５；　Ｖｉｓｅｎｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅ
ｓｔ．１９９４，９３：８１－８８；また、米国特許出願公開第２０１０／００１５４６
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７号；国際効果大ＷＯ２０１０／０２４２７１号も参照。これらはすべて引用によりここ
に組み込まれている）。商業的に入手可能なＰＦ４／ヘパリン抗体検出用ＥＬＩＳＡｓに
は、ＰＦ４　ＩｇＧ（商標）とＰＦ４　Ｅｎｈａｎｃｅｄ(登録商標)（両方とも、Ｇｅｎ
－Ｐｒｏｂｅ　ＧＴＩ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社製、Ｗａｕｋｅｓｈａ，ＷＩ）；Ａｓ
ｓｅｒａｃｈｒｏｍ（登録商標）ＨＰＩＡとＡｓｓｅｒａｃｈｒｏｍ（登録商標）ＨＰＩ
Ａ－ＩｇＧ（両方とも、Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　Ｓｔａｇｏ社製、Ａｓｎｉｅｒｅｓ，
　Ｆｒａｎｃｅ）；Ｔｅｃｈｎｏｚｙｍ（登録商標）ＨＩＴ　ＩｇＧ（Ｔｅｃｈｎｏｃｌ
ｏｎｅ社製、Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ）；及び、Ｚｙｍｕｔｅｓｔ　ＨＩＡ　Ｉｇ
ＧＡＭ（Ｈｙｐｈｅｎ　Ｂｉｏｍｅｄ社製、Ｎｅｕｖｉｌｌｅ，Ｆｒａｎｃｅ)、がある
。ＥＬＩＳＡｓは、特別な複合体ではないが、通常、ポイントオブケアベースでは入手で
きない。
【０００９】
　ＨＩＴは真正な臨床病理症候群であるが、局所的に実験室試験ができない、あるいは十
分タイミングよく行えないため、その診断はいまだ主に臨床的根拠に基づいている。ＨＩ
Ｔに関連する血栓症のリスクが高いため、血清学的アッセイが臨床的疑いを確認すると直
ちに、代替の抗凝結剤を用いた抗血栓症治療を始めなければならない。ＰＦ４／ヘパリン
抗体を迅速に検出する免疫アッセイから取得したすぐに入手できる結果と臨床的可能性に
ついての予備テスト診断とを組み合わせて、ＨＩＴの診断を排除及び／又は確認して、時
間的制約のあるＨＩＴ臨床管理に医師をアシストできる。
【００１０】
　多くの急速ＰＦ４依存性抗原免疫アッセイについての記載がある。たとえば、米国特許
出願公開第２００６／０１７２４３８号及び対応する国際公開番号２００６／０４２０８
９号に記載の粒子免疫濾過アッセイ（ＰＩＦＡ）、並びに米国特許出願公開２０１０／０
２５５５１０号及び対応する国際公開番号２００９／１１１２５４号に開示されている側
方流動免疫アッセイ（ＬＦＩＡ）である。これらはすべて本明細書に引用によって組み込
まれているいくつかの急速ＰＦ４依存性抗原免疫アッセイは、商業的に開発されたもので
ある。ＩＤ－ＰａＧＩＡヘパリン／ＰＦ４抗体試験（ＤｉａＭｅｄ／Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｃ
ｒｅｓｓｉｅｒ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）は、合成ポリマー粒子の上に被覆したＰＦ４
を用いた急速粒子ゲル免疫アッセイである。ＰＩＦＡ(登録商標)ヘパリン／ＰＦ４急速ア
ッセイ（Ａｋｅｒｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｔｈｏｒｏｆａｒｅ，ＮＪ）は、精製Ｐ
Ｆ４タンパク質で被覆した染色微小粒子を用いた粒子免疫濾過アッセイである。ＰＦ４／
ヘパリン抗体の存在下では増強剤がこれらの微小粒子の急速マトリックス形成を促進し、
膜濾過システムとこれら微小粒子の相互作用を介して、可視色の結果物が生成される。最
終的に、Ｍｉｌｅｎｉａ（登録商標）ＱｕｉｃｋＬｉｎｅ　ＨＩＴ（Ｍｉｌｅｎｉａ　Ｂ
ｉｏｔｅｃ，Ｇｉｓｓｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）は、急速側方流動免疫アッセイであり、ニ
トロセルロース膜に固定されたヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体が、ＰＦ４／ポリアニオン複合体に
よって事前に捕捉されたヒトＩｇＧ抗体に結合する。これは、意図的に色を付けた金のナ
ノ粒子を用いて検出される。
【００１１】
　様々なＰＦ４依存性抗原源免疫アッセイが商業的に入手可能であるにもかかわらず、流
体サンプル中のＰＦ４／ヘパリン抗体を検出する、簡単で、迅速で、感度が高く、特別な
方法が強く求められている。特に、専用の実験室機材に頼ることなく、ポイントオブケア
装置で実行できるものが求められている。本発明は、この要求に取り組むものである。
【発明の概要】
【００１２】
　一の態様では、本発明は血液サンプルなどの流体サンプル中のヒト血小板第４因子（Ｐ
Ｆ４）／ヘパリン抗体の存在を検出するデバイスを提供する。このデバイスは、固体サポ
ートに固定化したＰＦ４／ポリアニオン複合体と、非粒子状蛍光染料でラベル化した抗ヒ
ト抗体を具える。いくつかの実施例では、このデバイスが側方流動デバイスであり、個体
サポートが試験ストリップである。好ましい実施例では、ラベル化した抗ヒト抗体が、固
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定化したＰＦ４／ポリアニオン複合体の試験ストリップ上流側に解放可能に結合されてい
る。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、血液サンプルなどの流体サンプル中のヒトヘパリン／血小板
第４因子（ＰＦ４）抗体の存在を検出する方法を提供する。この方法は、固体サポートに
固定化したＰＦ４／ポリアニオン複合体と、ＰＦ４／ヘパリン抗体と、非粒子状蛍光染料
でラベル化した抗ヒト抗体を含むサンドイッチ型錯体を形成するステップを具える。いく
つかの実施例では、このサンドイッチ型錯体が側方流動フォーマットに形成され、固体サ
ポートが試験ストリップである。ラベル化した抗ヒト抗体は、好ましくは、ＰＦ４／ヘパ
リン抗体が固定化したＰＦ４／ポリアニオン複合体に結合した後にのみ、ＰＦ４／ヘパリ
ン抗体に接触する。
【００１４】
　固定化したＰＦ４／ヘパリン複合体に代えて固定化したＰＦ４／ポリアニオン複合体を
用いてＰＦ４／ヘパリン抗体を捕捉することの様々な技術的利点は、米国特許第５，９７
２，７１８号で議論されている。この議論は、引用により本明細書に組み込まれている。
更に、ここに記載したデバイスと方法は、非粒子状蛍光ラベルを用いるため優れたアッセ
イ性能を提供する。このことは、側方流動検出用に粒子状ラベルを使用する通常の方法と
対照的である。この設計上の特徴は、固定化したＰＦ４／ポリアニオン複合体の強い負電
荷プロファイルに対処するものである。開発の途中で、本発明者は、正電荷をもつラテッ
クス粒子が凝集して、負電荷をもつポリアニオンに非特定的に結合する傾向があることを
見出した。電荷をもっていない金の粒子は特異性の問題はないが、ＰＦ４／ヘパリン抗体
の検出目的では、ダイナミックレンジが非常に制限されている。本発明者らは、続いて、
非粒子状蛍光ラベル、特に、有意な正電荷を持たないものが、素晴らしいダイナミックレ
ンジを持っており、一方で、ＰＦ４／ポリアニオン複合体へは最小の非特異的結合を示す
ことを見出した。
【００１５】
　本発明の上記態様では、ポリアニオンが、好ましくは、ポリビニルスルホン酸、ポリス
チレンスルホン酸、ポリアネトールスルホン酸、ポリビニルリン酸塩、ポリビニルホスホ
ン酸塩、ポリビニル硫酸塩、及びこれらの組み合わせからなる群から選択される。特に好
ましい実施例では、ポリアニオンがポリビニルスルホン酸（ＰＶＳ）である。ラベル化し
た抗ヒト抗体は、好ましくは、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、及びこれらの組み合わせに特異
的な抗体からなる群から選択される。いくつかの実施例では、ラベル化した抗体がＩｇＧ
、ＩｇＡ及びＩｇＭに特異的な抗体の混合物を含む。その他の実施例では、ラベル化した
抗体が、ＩｇＧのみに特異的な抗体を含む。好ましい実施例では、ラベル化した抗体が、
ヤギ抗ヒト抗体である。非粒子状蛍光ラベルは、好ましくは、ＤｙＬｉｇｈｔ（商標）、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標)、ＨｉＬｙｔｅ　Ｆｌｕｏｒ（商標)、ＣｙＤｙｅ（
商標）、Ｃｙ(登録商標)、ＣＦ（商標）、ＩＲＤｙｅ（登録商標）、あるいはこれらの組
み合わせといった、アミン反応性染料を含む。
【００１６】
　更なる態様では、本発明は血液サンプルなどの流体サンプル中のヒト血小板第４因子（
ＰＦ４）／ヘパリン抗体の存在を検出する側方流動アッセイデバイスを提供する。このデ
バイスは、コンジュゲートパッドと、このコンジュゲートパッドの下流側に位置し、当該
パッドと流体連通する多孔膜を具える。コンジュゲートパッドは、コンジュゲートゾーン
と、サンプルゾーンと、サンプルバッファゾーンを具える。コンジュゲートゾーンは、例
えばヤギ抗ヒト免疫グロブリンといった、抗ヒト抗体を含み、これは、コンジュゲートゾ
ーンに放出可能に結合され、例えばアミン反応性染料などの非粒子状蛍光染料でラベル化
されている。サンプルゾーンは、コンジュゲートゾーンの下流側に位置しており、全血、
血清又は血漿サンプルといった、流体サンプルを受けるように構成して流体サンプルの側
方搬送を容易にしている。サンプルバッファゾーンは、コンジュゲートゾーンとサンプル
ゾーンの中間に位置しており、サンプルバッファを受けるように構成されている。多孔膜
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は、コンジュゲートパッドの下流側に、パッドと流体連通して配置されており、検出ゾー
ンと制御ゾーンを具える。検出ゾーンは、このゾーンに固定化したＰＦ４／ポリアニオン
複合体を含む。コントロールゾーンは、検出ゾーンの下流側に位置しており、例えばゾー
ンに固定化したマウス抗ヤギ免疫グロブリンなどの捕捉試薬を含むとともに、ラベル化し
た抗ヒト抗体と結合するように構成されている。
【００１７】
　本発明のこの態様においては、コンジュゲートパッドが更に、コンジュゲートゾーンの
上流側に位置し、ラベル化した抗ヒト抗体を可溶化してその側方移動を容易にするコンジ
ュゲートバッファを受けるように構成された、コンジュゲートバッファゾーンを具えてい
てもよい。その他の実施例では、コンジュゲートバッファゾーンは、「湿パッド」と呼ば
れる別のパッド上にあってもよい。このパッドは、コンジュゲートパッドの上流側に位置
し、コンジュゲートパッドと流体連通している。好ましい実施例では、試験ストリップが
、多孔膜と流体連通する芯材パッドを具えており、膜がコンジュゲートパッドと芯材パッ
ドの中間に位置するようにしてもよい。芯材パッドの目的は、多孔膜から流体を取り出す
ことによって、側方移動を強化することである。コンジュゲートパッドは、好ましくは単
一の一体的パッドで実施されているが、コンジュゲートパッドが、コンジュゲートゾーン
を含む分散したコンジュゲート部分と、サンプルゾーンとサンプルバッファゾーンを含む
分散したサンプル部分を具えており、コンジュゲート部分及びサンプル部分が互いに流体
連通することも意図されている。
【００１８】
　固定ＰＦ４／ポリアニオン複合体と組み合わせた非特定蛍光ラベルの使用に加えて、こ
こに記載した側方フローアッセイ構造は、素晴らしいアッセイパフォーマンスを提供する
更なる利点のある設計特徴を有する。すなわち、ラベル化した抗ヒト抗体を含むコンジュ
ゲートゾーンは、サンプルゾーンとサンプルバッファゾーンの上流に配置されている。こ
れは、コンジュゲートゾーンがサンプルゾーン及び／又はサンプルバッファゾーンの下流
に配置されて、検出ラベルを可溶化し、検体がコンジュゲートゾーンを通過するときに対
象となる検体に結合する通常の側方流動アッセイ構成とは逆である。
【００１９】
　この設計特徴は、試験を行う典型的なサンプルが、ほとんどがＰＦ４／ヘパリンに特定
でない免疫グロブリンの混合物を含む血液、血漿又は血清であるという事実によって生じ
る問題に取り組むものである。このアッセイで使用するコンジュゲートが、たとえば、ヤ
ギ抗ヒトイムノグロビンなどの真正抗ヒト抗体を含む場合は、このコンジュゲートとサン
プル中の非ＰＦ４／ヘパリン抗体との間で特異的に結合しない可能性が大であり、その結
果サンプル中のＰＦ４／へパリン抗体の結合に使用できる枯渇が生じる。したがって、サ
ンプルが検出ゾーンを通過するまでコンジュゲートがサンプルに接触しないこと及びサン
プル中のＰＦ４／ヘパリン抗体が固定化ＰＦ４／ポリアニオン複合体に結合することは極
めて重大である。ここに開示したデバイス構成は、サンプルゾーンとコンジュゲートゾー
ンの従来の位置を逆にすることによって、この要求を満たすものであり、これによって、
ラベル化した抗ヒト抗体の移動をサンプルの移動から完全に切り離している。
【００２０】
　好ましい実施例では、試験ストリップを硬い裏張りに張り付けて、例えばプラスチック
カセットなどのカセットに封入する。通常、このカセットは、サンプルゾーンを露出させ
るように構成した第１の開口と、検出ゾーンと制御ゾーンを露出させるように構成した第
２の開口を具える。流体サンプルをアッセイデバイスにつけるためにはサンプルゾーンへ
のアクセスが必要であることは明らかである。また、蛍光信号を検出するために、検出お
よび制御ゾーンへのアクセスが必要なことも明らかである。いくつかの実施例では、カセ
ットが、サンプルバッファゾーンを露出させるように構成した第３の開口と及び／又はコ
ンジュゲートバッファゾーンを露出させるように構成した第４の開口を具えている。これ
らの実施例では、サンプル及びコンジュゲートバッファへサンプルとコンジュゲートバッ
ファをそれぞれ付けるためには、サンプルバッファ及びコンジュゲートバッファゾーンへ
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のアクセスが望ましい。
【００２１】
　所定の代替実施例では、アッセイデバイスが更に、サンプルバッファをサンプルバッフ
ァゾーンへ提供するように構成した第１バッファポーチと、及び／又は、コンジュゲート
バッファをコンジュゲートバッファゾーンへ提供するように構成したコンジュゲートバッ
ファポーチを具えていてもよい。これらの実施例において、好ましくはデバイスがサンプ
ルバッファポーチ及び／又はコンジュゲートバッファポーチに正圧がかかったときにサン
プルバッファ及び／又はコンジュゲートバッファを放出する手段を具えている。この放出
手段は、通常、柔軟材料でできておりサンプルバッファポーチとコンジュゲートバッファ
ポーチを覆うブリスタを具え、選択的に、正圧がブリスタにかかるとサンプルバッファポ
ーチ及び／又はコンジュゲートバッファポーチを破るように構成されたピン又はタックな
どの穴あけ部材を更に具えている。いくつかの実施例では、ここに述べたアッセイデバイ
スは更に、一またはそれ以上のアッセイパラメータ及び／又はロット情報（例えば、製品
名、ロット番号、有効期限など）を含む無線自動識別（ＲＦＩＤ）チップを具えている。
【００２２】
　コンジュゲートパッドは、ポリエステルでできていてもよく、多孔膜はニトロセルロー
スでできていてもよい。いくつかの実施例では、ウエットパッドはポリエステルでできて
おり、芯材パッドは、十分に強い毛管現象を有するセルロース材料でできている。ポリア
ニオンは、好ましくは、ポリビニルスルホン酸、ポリスチレンスルホン酸、ポリアネトー
ルスルホン酸、ポリビニルリン酸塩、ポリビニルホスホン酸塩、ポリビニル硫酸塩、及び
これらの組み合わせからなる群から選択される。特に好ましい実施例では、ポリアニオン
がポリビニルスルホン酸（ＰＶＳ）である。ラベル化した抗ヒト抗体は、好ましくは、Ｉ
ｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、及びこれらの組み合わせに特異的な抗体からなる群から選択され
る。いくつかの実施例では、ラベル化した抗体がＩｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＭに特異的な抗
体の混合物を含む。その他の実施例では、ラベル化した抗体が、ＩｇＧのみに特異的な抗
体を含む。好ましい実施例では、ラベル化した抗体が、ヤギ抗ヒト抗体である。非粒子状
蛍光ラベルは、好ましくは、ＤｙＬｉｇｈｔ(商標)、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ(登録商標)
、ＨｉＬｙｔｅ　Ｆｌｕｏｒ(商標)、ＣｙＤｙｅ(商標)、Ｃｙ（登録商標、ＣＦ（商標）
、ＩＲＤｙｅ(登録商標)、あるいはこれらの組み合わせといった、アミン反応性染料を含
む。捕捉試薬は、好ましくは、コンジュゲート用抗ヒト抗体を作るのに使用した哺乳類種
からの免疫グロブリンに結合する。例えば、抗ヒト抗体がヤギで育つものであれば、捕捉
試薬は、マウス抗ヤギ抗体といった、抗ヤギ抗体を含む。
【００２３】
　別の態様では、本発明は、血液サンプルなどの流体サンプル中のヒトＰＦ４／ヘパリン
抗体の存在を検出する方法を提供する。この方法は：ａ）本発明に係る側方流動アッセイ
を取得するステップと；ｂ）ＰＦ４／ヘパリン抗体を含むあるいは含むと思われるサンプ
ルをサンプルゾーンに接触させるステップと；ｃ）ＰＦ４／ヘパリン抗体がサンプル中に
存在する場合は、それを検出ゾーンへ運んで、固定したＰＦ４／ポリアニオン複合体に結
合させて、ＰＦ４／ヘパリン抗体を検出ゾーンに固定するステップと；ｄ）ステップｃ）
に続いて、非粒子状蛍光染料でラベル化した抗ヒト抗体を検出ゾーンに運んで、固定化し
たＰＦ４／ヘパリン抗体と結合させ、これによって、ラベル化した抗ヒト抗体を検出ゾー
ンに固定化するステップと；ｅ）結合しなかったラベル化した抗ヒト抗体を制御ゾーンに
運んで、固定化捕捉試薬に結合させ、これによって、制御ゾーン中のラベル化した抗ヒト
抗体を固定化するステップと；およびｆ）検出及び制御ゾーン中の非粒子状蛍光ラベルか
らの蛍光を評価し、前記両ゾーンにおける蛍光の存在が、サンプル中のＰＦ４／ヘパリン
抗体の存在を示すこと；を特徴とする。
【００２４】
　本発明のこの態様では、ＰＦ４／ヘパリン抗体を検出ゾーンへ運ぶステップが、サンプ
ルバッファをサンプルバッファゾーンへ付けて側方移動を容易にするステップを具える。
好ましい実施例では、サンプルバッファが１倍のリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、ウシ
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血清アルブミン（ＢＳＡ）及びポリソルベート２０（Ｔｗｅｅｎ　２０（商標））を含む
。ＢＳＡ濃度は、好ましくは約１％であり、Ｔｗｅｅｎ　２０(商標)の濃度は好ましくは
約０．１％である。サンプルバッファのｐＨは、好ましくは約７．４に調整されている。
【００２５】
　いくつかの実施例では、非粒子蛍光染料でラベル化した抗ヒト抗体を検出ゾーンに運ぶ
ステップが、コンジュゲートバッファをコンジュゲートバッファゾーンへ付けて、ラベル
化した抗ヒト抗体を可溶化し、その側方への移動を容易にするステップを具える。コンジ
ュゲートバッファの成分は、サンプルバッファの成分と同じでもよく、異なっていてもよ
い。好ましい実施例では、コンジュゲートバッファは、１倍のＰＢＳと、ＢＳＡ及びＴｗ
ｅｅｎ　２０(商標)を含む。ＢＳＡの濃度は好ましくは約１％であり、Ｔｗｅｅｎ　２０
（商標）の濃度は好ましくは約０．１％である。コンジュゲートバッファのｐＨは好まし
くは約７．４に調整されている。
【００２６】
　上述した通り、ポリアニオンは好ましくは、ポリビニルスルホン酸、ポリスチレンスル
ホン酸、ポリアネトールスルホン酸、ポリビニルリン酸塩、ポリビニルホスホン酸塩、ポ
リビニル硫酸塩、及びこれらの組み合わせからなる群から選択される。特に好ましい実施
例では、ポリアニオンがポリビニルスルホン酸（ＰＶＳ）である。ラベル化した抗ヒト抗
体は、好ましくは、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ及びこれらの組み合わせに特異的な抗体から
なる群から選択される。いくつかの実施例では、ラベル化した抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、
及びＩｇＭに特異的な抗体の混合物を含む。別の実施例では、ラベル化した抗体が、Ｉｇ
Ｇのみに特異的な抗体を含む。好ましい実施例では、ラベル化した抗体が、ヤギ抗ヒト抗
体である。非粒子状得気孔ラベルは、好ましくは、ＤｙＬｉｇｈｔ(商標)、Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ(登録商標)、ＨｉＬｙｔｅ　Ｆｌｕｏｒ（商標)、ＣｙＤｙｅ(商標)、Ｃｙ（
登録商標）、ＣＦ（商標）、ＩＲＤｙｅ（登録商標)、あるいはこれらの組み合わせとい
った、アミン反応性染料を含む。固定化した捕捉試薬は、好ましくは、コンジュゲート用
抗ヒト抗体を作るのに使用した哺乳類種から得た免疫グロブリンに結合する抗体である。
たとえば、抗ヒト抗体がヤギで育つものであれば、捕捉試薬は、マウス抗ヤギ抗体といっ
た、抗ヤギ抗体を含む。
【００２７】
　所定の実施例では、本明細書に記載した方法が更に、無線自動識別（ＲＦＩＤ）チップ
を用いて少なくとも一のアッセイパラメータ、及び／又は、ロット情報（例えば、製品名
、ロット番号、有効期限、等）を送信するステップを具える。いくつかの特定の好ましい
実施例では、評価ステップが、フルオロメータを用いて、検出および制御ゾーンにおける
蛍光を測定するステップを具える。
【００２８】
　更なる態様では、本発明は、患者の体液中のＰＦ４／ヘパリン複合体に起因する免疫グ
ロブリン抗体の存在及び／又は量を測定する、ポイントオブケア側方流動免疫アッセイシ
ステムを提供する。このシステムは、毛細現象による液体の動きをサポートできる不活性
の、繊維状材料でできたリニア膜であって、裏打ちによって支持されているリニア膜と；
光吸収ラベルを、コンジュゲート／サンプルパッドを通過する体液のサンプル中に存在す
るＰＦ４／ヘパリン複合体に起因する免疫グロブリン抗体に結合する手段と；検出ゾーン
中の膜の上にＰＦ４／ポリアニオン複合体を固定化する手段と；を具える。リニア膜は、
近位端から遠位端にかけてコンジュゲートゾーン、サンプルパッド、検出ゾーン、制御ゾ
ーン、及び芯材パッドに区分けされており、これらは各々、選択的に、流動ゾーンによっ
て隣接するゾーンから分離されている。ＰＦ４／ポリアニオン複合体は、共役的に、検出
ゾーンを通過する光吸収ラベルに結合したＰＦ４／ヘパリン複合体に起因する免疫グロブ
リン抗体と結合することができる。ここで、光吸収ラベルは、検出ゾーンに固定化された
ＰＦ４／ポリアニオン複合体に結合された抗体の可視化を容易にする。
【００２９】
　本発明のこの態様では、体液が血液、あるいは例えば血漿又は血清などの血液の免疫グ
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ロブリン含有成分であってもよい。ポリアニオンは、好ましくは、ポリビニルスルホン酸
、ポリスチレンスルホン酸、ポリアネトールスルホン酸、ポリビニルリン酸塩、ポリビニ
ルホスホン酸塩、ポリビニル硫酸塩、及びこれらの組み合わせである。特に好ましい実施
例では、ポリアニオンがポリビニルスルホン酸（ＰＶＳ）である。いくつかの実施例では
、ＰＦ４／ヘパリン複合体誘導免疫グロブリン抗体が、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭ
及びこれらの組み合わせからなる群から選択される。いくつかの好ましい実施例では、光
吸収ラベルが、蛍光ラベルであり、例えばフルオロメータなどの電気光学式読取デバイス
によって抗体の可視化が容易になる。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】図１Ａ及び１Ｂは、本発明にかかるアッセイデバイスの一般的なレイアウトを示
す図である。図１Ａは、検体検出の原理を示し、図１Ｂは、例示的アッセイデバイスの斜
視図である。
【図２】図２Ａ乃至２Ｃは、本発明によるアッセイデバイスの更なる一般的なレイアウト
を示す図である。図２Ａは、基本構造の平面及び側面図であり、ここでは、テストスリッ
プが一体になったコンジュゲート／サンプルパッドと、多孔膜、及び芯材パッドを具える
。図２Ｂは、変形した構成の平面及び側面図であり、ここでは、テストストリップが、分
散ウエットパッドと、一体になったコンジュゲート／サンプルパッドと、多孔膜と、芯材
パッドを具える。図２Ｃは、ある構造の平面及び側面図であり、ここでは、テストストリ
ップが、分散したコンジュゲートパッドとサンプルパッド、多孔膜、及び芯材パッドを具
える。
【図３】図３Ａ及び３Ｂは、本発明に係るアッセイデバイスの代替の実施例を示す図であ
る。図３Ａは、デバイスの側面図であり、ここでは、サンプルバッファとコンジュゲート
バッファが、ブリスタ／ポーチに含まれているとともに、ブリスタ／ポーチが圧縮される
とテストストリップに放出される。図３Ｂは、図３Ａに示すデバイスの断面図である。
【図４】図４Ａ及び４Ｂは、図３Ａ及び３Ｂに示すデバイスの実施例に用いることができ
る穴あけ機構の例を示す図であり、ブリスタ／ポーチを破って、ここに含まれているサン
プルとコンジュゲートバッファをテストストリップに送達する。
【図５】図５Ａ乃至５Ｃは、図３Ａ及び３Ｂに示すデバイスの変形例を示す図である。こ
のデバイスは、アッセイカセットの周りに摺動可能に配置した表示器スライドを具えてお
り、このスライドがカセットに対して移動すると、サンプル及びコンジュゲートバッファ
を含むブリスタ／ポーチを圧縮する形状をしたリーディングエッジを有している。
【図６】図６は、本発明に係るＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイの性能に関する、ヘモ
グロビン、ビリルビン、及びとリグリセライドの効果を示す図である。
【発明の詳細な説明】
【００３１】
　開示を明確にするために、限定ではなく、本発明の詳細な説明を以下のサブセクション
に分ける。
【００３２】
Ａ．定義
　特に定義がなされていない限り、ここで用いられているすべての技術用語及び科学用語
は、本発明が属する分野の当業者によって共通に理解されているものと同じ意味を持つ。
本明細書に引用されているすべての特許、特許出願、公開された出願、及びその他の刊行
物は、その全体が引用によって組み込まれている。このセクションに記載されている定義
が、ここに引用によって組み込まれているこれらの特許、特許出願、公開された出願、及
びその他の刊行物に記載されている定義と異なるあるいは一致していない場合、このセク
ションに記載されている定義が、引用によりここに組み込まれている定義に優先する。
【００３３】
　ここに使用されている、「一つの」は、「少なくとも一の」又は「一またはそれ以上の
」の意味である。
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【００３４】
　明細書及び特許請求の範囲を通じてここで使用されている近似の用語は、関連する基本
機能を変更することなく緩く変化する量的あるいは質的表現を修正するのに適用される。
したがって、「約」といった用語で修正された値は、特定の精密な値に限定されるもので
はなく、特定した値と異なる値を含むことができる。
【００３５】
　ここに使用されている、「血小板第４因子」あるいは「ＰＦ４」の用語は、顆粒血小板
に見られ、血小板が活性化して血清に放出された分子量約３２，０００ダルトンの正電荷
を多く持つ四量体タンパク質を意味する。ＰＦ４は、ＣＸＣＬ４としても知られており、
これは更に、Ｐｏｎｃｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　１９８７，６９：２１９－２３に
記載された成熟タンパク質に実質的に該当し、免疫賦活作用、遊走能、及びヘパリン中和
作用といったＰＦ４に関連するいずれかの生物作用を有する７０のアミノ酸タンパク質を
意味する。本発明で用いられているＰＦ４は、ヒト血小板由来のＰＦ４、遺伝子組み換え
ヒトＰＦ４、あるいは標準的なペプチド合成によって製造したヒトＰＦ４であってもよい
。
【００３６】
　用語「ヘパリン」は、一般的には、反復構造のグルコサミンとグルクロン酸糖残基によ
って一般的に特徴づけられる構造的に複雑な硫酸化グリコサミノグリカン族の員である（
Ｃａｓｕ，Ａｄｖ．Ｃａｒｂｏｈｙｄ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９８５，４７：５
７８－８３）。最も広く知られているヘパリンは、牛の肺又は豚の腸から作成した「非分
画」又は「商用」ヘパリンであり、これは、約８，０００乃至２０，０００ダルトンの分
子量のヘパリン分子の異種混合物に及ぶ（Ｗｏｌｉｎｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．
Ｃｏｌｌ．Ｃａｒｄｉｏｌ．１９９０，１５：４７５－８１）。しかしながら、用語「ヘ
パリン」は、広い範囲のより均質なヘパリン製剤、並びにへパリン状分子に及び、ヘパリ
ン硫酸と、トリドデシルメチルアンモニウムやベンザルコニウムといった疎水性カウンタ
ーイオンを有するヘパリンを含む。また、本発明を説明する目的のヘパリンの定義には、
従来の化学合成技術、化学修飾技術、化学分解技術を用いて製造した様々な合成へパリン
やヘパリン誘導体が含まれる（ここに引用により組み込まれているＲｏｄｅｎ，Ｌ．ＴＨ
Ｅ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＳＴＲＹ　ＯＦ　ＧＬＹＣＯＰＲＯＴＥＩＮＳ　ＡＮＤ　ＰＲＯＴ
ＥＯＧＬＹＣＡＮＳ　（Ｌｅｎｎａｒｚ，Ｗ．Ｊ．，ｅｄ．）２６７－３７１，Ｐｌｅｎ
ｕｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｒｐ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８０）。変化型には
、ヘパリンナトリウム（例えば、ヘプサル（ｈｅｐｓａｌ）や、プラリン（ｐｕｌａｒｉ
ｎ））、ヘパリンカリウム（例えば、クラリン（ｃｌａｒｉｎ））、ヘパリンリチウム、
ヘパリンカルシウム（例えば、カルシパリン（ｃａｌｃｉｐａｒｉｎｅ））、ヘパリンマ
グネシウム（例えば、クテパリン（ｃｕｔｈｅｐａｒｉｎｅ））、分子量約４，０００乃
至約５，０００ダルトンの低分子量ヘパリン（例えば、アルデパリンナトリウム（ａｒｄ
ｅｐａｒｉｎ　ｓｏｄｉｕｍ））、高親和性ヘパリン、といったヘパリンのアルカリ金属
あるいはアルカリ土類金属塩が含まれる（Ｓｃｕｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ
．Ｊ．１９８９，２６２：６５１－５８）。
【００３７】
　ここで用いられている、「ＰＦ４／ヘパリン複合体」は、ヘパリンがＰＦ４に結合して
、タンパク質の構造変化を生じさせて潜在性エピトープ（ｃｒｙｐｔｉｃ　ｅｐｉｔｏｐ
ｅ）が露出する時に形成される複合体を意味する。この複合体は、「外来」抗原として認
識され、血小板Ｆｃ－レセプタの連続クラスタ化によってＰＦ４／ヘパリン複合体に結合
する免疫グロブリンの放出によって特徴づけられる免疫反応をトリガする。
【００３８】
　ここで用いられている、用語「流体」は、自由に動くことができる組成物を意味する。
したがって、流体は、半固体、ペースト、溶液、水性混合物、及びその他このような組成
物の形態の組成物に及ぶ。
【００３９】
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　用語「サンプル」は、一般的に分析を必要とする検体、特にＰＦ４／ヘパリン複合体に
対する抗体を含むものを意味する。このサンプルは、生体液又は生物組織といった生物学
的サンプルである。生体液の例には、血液、血漿、血清、唾液、痰、尿、脳脊髄液、涙、
粘液、羊水、精液、糞便、その他がある。生物組織は、通常その細胞間物質と共にある特
殊な細胞集合体であり、結合組織、上皮組織、筋肉組織及び神経組織を含む人体の構造材
料の一つを形成している。生物組織の例には、器官、腫瘍、リンパ節、動脈及び個々の細
胞も含まれる。
【００４０】
　ここに用いられている、「血液サンプル」は、全血サンプル、又は全血から抽出した血
漿又は血清分画を意味する。好ましくは、血液サンプルは、全血又は全血から抽出した血
漿又は血清分画などのヒトの血液サンプルを意味する。用語「血漿」は、流体であって、
全血の非細胞成分を意味する。使用する分離方法によって、血漿は完全に細胞成分を含ま
ないか、あるいは、様々な量の血小板及び／又は少量のその他の細胞成分を含むものでも
よい。血漿は、フィブリノゲンなどの様々な血栓要因を含むため、用語「血漿」は、全ヒ
ト血清などの全哺乳類血清を意味する「血清」とは区別される。更に、ここに使用されて
いる、「血清」とは血栓要因を取り除いた血液プラズマを意味する。
【００４１】
　ここに用いられている、用語「対象」又は「患者」は、好ましくはヒトである。
【００４２】
　用語「ポリアニオン」は一般的に、一以上の負に荷電された陰性基を有する巨大分子を
意味する。ここで用いられている、用語「陰性」は、リニアで、負に荷電されており、分
子量が２０００乃至６０００ダルトン（平均５０００ダルトン）の非グリコサミノグリカ
ン（すなわち、非ヘパリン）ポリマを意味する。ここで使用されている、ポリアニオンは
、好ましくは、ポリビニルスルホン酸、ポリスチレンスルホン酸、ポリアネトールスルホ
ン酸、ポリビニルリン酸塩、ポリビニルホスホン酸塩、ポリビニル硫酸塩、及びこれらの
組み合わせからなる群から選択される。特に好ましい実施例では、ポリアニオンがポリビ
ニルスルホン酸（ＰＶＳ）である。
【００４３】
　ここで用いられている、「ＰＦ４／ポリアニオン複合体」は、ここで規定されているポ
リアニオンがＰＦ４に結合し、タンパク質に構造変化を起こして潜在的エピトープが露出
するときに形成される複合体を意味する。ＰＦ４／ポリアニオン複合体は、好ましくはＰ
Ｆ４／ポリビニルスルホン酸、ＰＦ４／ポリスチレンスルホン酸、ＰＦ４／ポリアネトー
ルスルホン酸、ＰＦ４／ポリビニルリン酸塩、ＰＦ４／ポリビニルホスホン酸塩、及びＰ
Ｆ４／ポリビニル硫酸塩から選択される。特に好ましい実施例では、ＰＦ４／ポリアニオ
ン複合体がＰＦ４／ＰＶＳである。
【００４４】
　ここで用いられている、用語「ポリビニルスルホン酸」又は「ＰＶＳ」は、式－[ＣＨ

２－ＣＨ－（ＳＯ３Ｎａ）－]ｎ－の分子を意味する。ここで、ｎは、好ましくは２０乃
至６０であり、カリウム及びその他のカチオンの塩を含む。以下の実施例では、ポリビニ
ルスルホン酸が約５，０００ダルトン（約３５－４０のサブユニット）を有する。
【００４５】
　用語「固定化」は、一般的に静止又は動くことができないことを意味する。ここで用い
られているように、「固定化」とは、少なくとも部分的に、及び好ましくは実質的に、分
子レベルで共有結合又は非共有結合又は相互作用によって基板に付いていることを意味す
る。当業者には、本発明が特定の固定化モードに限定されないことは自明である。
【００４６】
　用語「結合」は、一般的に蛍光色素分子に化学的に結合した抗体であって、抗体を視覚
的に検出できるようにすることを意味する。ここで用いられている、「結合」は、非特定
蛍光染料でラベル化した抗ヒト抗体（例えばヤギ抗ヒトＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、又はこ
れらの組み合わせ）を意味する。その他の免疫グロブリン（例えば、ロバ、ウマ、ヒツジ
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、ウサギ、マウス、ラット、ラマ、モルモット、ハムスタ、及びニワトリ）を、抗ヒト抗
体として使用して、本発明での使用を検討することもできる。
【００４７】
　ここで用いられているように、用語「抗体」は、最も広い意味で使用される。したがっ
て、「抗体」は、天然のものであってもよく、従来のハイブリドーマ技術で製造したモノ
クロナール抗体のような人工の抗体、及び／又はこれらの機能性断片であってもよい。本
発明の抗体は、モノクロナール抗体、ポリクロナール抗体、並びに抗原結合ドメイン及び
／又は一またはそれ以上の相補性決定領域を含むこれらの抗体の断片（Ｆａｂ、Ｆａｂ’
、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖなど）を含む。
【００４８】
　用語「非粒子状」は、一般的に、粉状又は粒子状でない物質、すなわち、粉状、断片状
、顆粒、粒状、粒子状でない物質を意味する。ここで用いられているように、「非粒子状
」は、好ましくは相当量のバラバラの粒子を含まない液状媒体を意味し、これは、この媒
体に含まれる少なくとも９０％、好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくと
も９９％の物質が完全に溶解していることを意味する。ここで用いられている、用語「蛍
光染料」、又は「蛍光ラベル」は、ある波長の放射エネルギィを受けて、第２の波長の放
射エネルギィを発する少なくとも一の蛍光色素分子を含む化合物を意味する。
【００４９】
　用語「アミン反応性」は、一般的に、ある化合物の第２の化合物上でアミンと反応する
化合物の特徴又は官能基を意味する。ここで用いられている、用語「アミン反応性染料」
は、ＤｙＬｉｇｈｔ（商標）、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ(登録商標)、ＨｉＬｙｔｅ　Ｆｌ
ｕｏｒ(商標)、ＣｙＤｙｅ(商標)、Ｃｙ（登録商標）、ＣＦ(商標)、ＩＲＤｙｅ（登録商
標）、及びこれらの組み合わせから選択された水溶性蛍光染料を意味する。特に好ましい
実施例において、アミン反応性蛍光染料はＤｙＬｉｇｈｔ（商標）である。
【００５０】
　ここで用いられている、用語「放出可能に付けた」とは、ラベル化した結合がテストス
トリップ上で可逆的状態で乾燥している、すなわち放出可能に付けた結合は、適当な動く
バッファの存在下で再度可溶化するときに、試験ストリップに沿って移動できる。
【００５１】
　用語「捕獲試薬」は、一般的に、適当な条件下で捕獲試薬－ターゲット分子複合体が残
りのサンプルから分離できるように、サンプル中のターゲット分子に結合して捕獲できる
試薬を意味する。サンドイッチ免疫アッセイでは、捕獲試薬が好ましくは、ターゲット抗
原に対して固定化した抗体であるかあるいは様々な抗体の混合物である。ここで用いられ
ているように、捕獲試薬は好ましくは、コントロールゾーンに固定されて、非結合ラベル
化結合体を捕捉する。したがって、好ましい実施例では、捕獲試薬が、検出用の抗ヒト免
疫グロブリンと結合できる抗体を含む。たとえば、ヤギ抗ヒトＩｇＧがラベル化した結合
体に用いられている場合、マウス抗ヤギ抗体を捕獲試薬としてもちいることができる。そ
の他の免疫グロブリン（例えば、抗ヒト抗体と同じ種からのものでない限り、ロバ、ウマ
、ヤギ、ヒツジ、ウサギ、ラット、ラマ、モルモット、ハムスタ、及びニワトリ）を捕捉
試薬として使用することができ、本発明における使用が意図されている。
【００５２】
　ここで用いられているように、用語「側方流動」は、吸収材又は非吸収材を含むテスト
ストリップ上にヒトＰＦ４／ヘパリン抗体を含むと思われる体液サンプルを配置すること
を意味し、ここで流体サンプル中の検体はテストストリップを介してストリップ中の様々
な試薬と共に毛細管現象によって横方向に流れる。
【００５３】
　用語「テストストリップ」は、一般的にクロマトグラフィのような媒体を意味し、その
上で本発明のアッセイが好ましく実行される。ここで用いられている、テストストリップ
は、順番に、近位端近傍に位置しており、ヒト免疫グロブリンに結合して検出可能な複合
体を作る抗ヒト抗体に結合された非粒子状蛍光ラベルを含む「結合ゾーン」と、「結合ゾ
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ーン」の下流に位置する流体サンプルを適合させる「サンプルゾーン」と、流体サンプル
中でＰＦ４／ヘパリン抗体を捕捉しそれを維持する固定化されたＰＦ４／ポリアニオン複
合体を含む「検出ゾーン」と、ラベル化したコンジュゲートを捕捉して維持する固定化し
た捕捉試薬を含む「制御ゾーン」と、遠位端あるいはその近傍に配置されてテストストリ
ップを介して流体サンプルの吸引を補助する「芯材パッド」とを具える。
【００５４】
　ここで用いられているように、用語「上流」及び「近位」は、一般的に検出システムの
端部から離れてサンプル適用部位に向かう流体の流れの方向を意味する。逆に、用語「下
流」及び「遠位」は、一般的に、サンプル適用部位から離れて検出システムの端部に向か
う流体の流れの方向を意味する。
【００５５】
　構造に関してここで用いられている用語「流体連通」は、その構造が、一の構造を流れ
る流体が、その他の構造に直接的又は間接的に流れるように連結されていることを意味す
る。デバイスの一要素に関連してここで用いられている用語「流体連通」は、デバイスが
、流体サンプルで濡れた後、流体サンプル又は流体サンプルの成分の当該要素の一または
それ以上の部分を通るあるいはその中へ流れる又は放散させる状態を意味する。この用語
は更に、２又はそれ以上の特定の要素が流体サンプルによって濡れた状態も意味する。
【００５６】
　用語「結合パッド」は、一般的に、ラベル化したコンジュゲートを具える膜材またはそ
の他のタイプの材料を意味する。ここで用いられているように、「結合パッド」は、更に
、結合ゾーンの下流に位置するサンプルゾーンを具えていてもよい。結合パッドは、セル
ロースアセテート、セルロースナイトレート、ポリアミド、グラスファイバ、膜、ポリエ
ーテルスルホン、再生セルロース（ＲＣ）、ポリテトラ－フルオロエチレン（ＰＴＦＥ）
、ポリエステル（例えば、ポリエチレンテレフタレート）、ポリカーボネート（例えば、
４，４－ヒドロキシ－ジフェニル－２，２’－プロパン）、酸化アルミニウム、混合セル
ロースエステル（例えば、セルロースアセテートとセルロースナイトレートの混合物）、
ナイロン（例えば、ポリアミド、ヘキサメチレン－ジアミン、及びナイロン６６）、ポリ
プロピレン、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）、高密度ポリエチレン（ＨＤＰＥ）、及
びＨＤＰＥ＋核形成剤である「アルミニウムジベンゾアート」（ＤＢＳ）でできていても
よい。結合パッドのその他の例には、Ｃｙｃｌｏｐｏｒｅ（登録商標）ポリエチレンテレ
フタレート、Ｎｕｃｌｅｏｐｏｒｅ（登録商標）ポリエチレンテレフタレート、Ｍｅｍｂ
ｒａ－Ｆｉｌ（登録商標）セルロースアセテートとセルロースナイトレート、Ｗｈａｔｍ
ａｎ（登録商標）セルロースアセテートとセルロースナイトレート、Ｗｈａｔｍａｎ（登
録商標）＃１２－Ｓレーヨン、Ａｎｏｐｏｒｅ（登録商標）酸化アルミニウム、Ａｎｏｄ
ｉｓｃ（登録商標）酸化アルミニウム、Ｓａｒｔｏｒｉｕｓセルロースアセテート、例え
ば５μｍ、及びＷｈａｔｍａｎ（登録商標）標準１７バウンドガラスがある。
【００５７】
　用語「サンプルパッド」は、一般的に、親水性膜などの親水性エレメントを意味し、血
液、血清又は血漿などのサンプルを受けるのに使用することができる。ここで用いられて
いるように、サンプルパッドは、コンジュゲートパッド。又はコンジュゲートパッドの下
流側に、コンジュゲートパッドと流体連通して配置された分散パッドであってもよい。サ
ンプルパッドは、好ましくは、コンジュゲートパッドと同じ材料でできている。
【００５８】
　ここで用いられているように、用語「多孔膜」は、一般的に多数の孔又はホールを有し
、ある距離を毛細管力で液体を運ぶことができる膜を意味する。この膜は、好ましくは検
出ゾーンにおいて、及び選択的に、対象となるその他の領域において、共有結合、非共有
結合、あるいは物理的結合のいずれかによって反応物質を結合できる。本発明に用いられ
る好適な多孔膜材料には、天然繊維、あるいはナイロン、ポリエステル、セルロースベー
スのポリマー物質、ガラスなどの粒子状材料からなる焼成構造、又は様々な熱プラスチッ
クポリマといった合成繊維、又は多くの場合、ニトロセルロース、ナイロン、ポリスルホ
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ン、などの合成物質である成形膜フィルムがある。多孔膜の好ましい厚さと中くらいのポ
アサイズは、一部、膜に適用するサンプルの性質と、多孔媒体を通る所望の流速と、試験
時間、及び試験感度によって異なる。特定のアプリケーションに対する最も好ましい孔径
は、当業者の知識の範囲である。一般的な問題として、孔径３μｍ乃至１２μｍが好まし
い。本発明の特に好ましい実施例では、多孔膜がニトロセルロースでできている。
【００５９】
　ここで用いられているように、用語「湿パッド」は、アッセイデバイスの上流側端部に
配置され、コンジュゲートパッドと流体連通する選択的な試験ストリップを意味する。使
用時に、「湿パッド」は、乾燥したコンジュゲートを可溶化するとともに、検出ゾーンへ
送るコンジュゲートバッファを受けるように作用する。湿パッドは、好ましくはコンジュ
ゲートパッドと同じ材料でできている。その名前にかかわらず、用語「湿パッド」は、構
造的エレメントが本来的に常に湿っていることを暗示するものではない。
【００６０】
　ここで用いられているように、用語「芯材パッド」は、アッセイデバイスの下流側端部
にあるサンプルゾーンから多孔膜の反対側端部と流体連通している試験ストリップエレメ
ントを意味する。芯材パッドは、多孔膜を通して流体を「引っ張る」又は「駆動する」こ
とで、多孔膜中の毛細管流動を強化する。本発明で用いる芯材パッドは、試験ストリップ
から液体を急速に吸収できる材料でできている。コンジュゲート／サンプルパッドからの
検体とその他の物質が検出ゾーンと制御ゾーンを通るようにするために、所定の試験に用
いる吸収材は、毛細管力で試験ストリップから引き込まれる液体と少なくとも同じ量を吸
収するのに十分な容積がある。好適な物質には、純セルロース、ニトロセルロース、ある
いはフィルタ紙など、様々な公知の紙又はセルロースベースの材料がある。
【００６１】
　ここで用いられている、「接触する」とは、二つまたはそれ以上の構成要素が互いに接
合することを意味する。「接触」は、流体又は半流体混合物中のすべての成分を混合する
ことによって達成される。「接触」は、また、一またはそれ以上の成分が、固体組織部分
又は基板など、固体表面上の一またはそれ以上のその他の成分に接触するときにも達成さ
れる。
【００６２】
　ここで用いられている、用語「評価」又は「測定」は、反応システム中に存在する検体
の量又は濃度の絶対値を得る、及び反応システム中の検体のレベルを示すインデックス、
率、パーセンテージ、視覚的あるいはその他の値を得るという意味で、定量的決定と定性
的決定の双方を含むことを意図している。
【００６３】
　ここで用いられている、用語「ポイントオブケア」は、治療を受けている患者のすぐ近
くで使用するように特に構成された医療診断手順を意味する。
【００６４】
Ｂ．ＰＦ４／ヘパリン抗体検出用アッセイデバイス
　ここに記載した側方流動アッセイは、ＰＦ４／ヘパリン抗体と呼ばれる、ヘパリン起因
性血小板減少症に関与する抗体の検査に使用できるヘパリン起因性抗体用の定性的及び半
定性的ポイントオブケアイムノアッセイである。インビボ抗体は、ＰＦ４とヘパリン複合
体に対して形成されるが、インビトロではこれらの抗体は、ポリビニルスルホン酸（ＰＶ
Ｓ）などのその他のポリアニオンと複合するときに、ＰＦ４と反応する。ＰＦ４／ヘパリ
ン抗体と様々なＰＦ４／ポリアニオン複合体との交差反応性についての詳細な記載は、米
国特許第５，９７２，７１８号にあり、この特許はここに全体が引用により組み込まれて
いる。
【００６５】
　これは、ポリアニオンと、抗ヒトＩｇＧ，又は抗ヒトＩｇＡ，ＩｇＧ，及びＩｇＭ、非
粒子状蛍光ラベル、好ましくはアミン－反応性蛍光染料と結合した抗体と複合されたヒト
ＰＦ４を用いた、即時免疫クロマトグラフィックサンドイッチアッセイである。ＰＦ４／
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ポリアニオン複合体は、アッセイデバイスの試験ライン（検出ゾーン）に固定されており
、非粒子状蛍光染料でラベル化した抗ヒト抗体(コンジュゲート)は、試験ラインの上流の
コンジュゲートパッドに放出可能に付けられている。上述したように、ラベル化した抗体
もサンプル適用部位(サンプルゾーン)の上流に配置されており、ヒト抗体とコンジュゲー
トが試験ラインで相互作用する前に相互作用することを防止している。試験は、検体と、
ＰＦ４／ヘパリン複合体に対するヒト抗体の相互作用の度合いを、例えばフルオロメータ
などの蛍光信号に基づいて測定することができる電子光学読取デバイスを用いて分析され
る。試験パフォーマンスは、コンジュゲートに含まれる、たとえば、コンジュゲートがヤ
ギ抗ヒト抗体を含む場合はマウス抗ヤギＩｇＧといった、抗ヒト抗体に結合する、固定捕
捉試薬を含む基準ライン（制御ゾーン）によって評価される。
【００６６】
　好ましい実施例では、本発明の側方流動ＰＦ４／ヘパリンアッセイは、カセットに封入
された試験ストリップを具える。図２Ａ乃至２Ｃは、試験デバイスの例示的実施例の様々
な構成要素と構造を示す。膜及び／又はパッドの各連結点に、パッド及び／又は膜が互い
に流体連通するように、膜及び／又はパッド材が重なる部分がある。図２Ｃに示すいくつ
かの実施例では、試験ストリップは上流から下流にかけて、（１）コンジュゲートゾーン
を含むコンジュゲートパッド；（２）サンプルゾーンを含むサンプルパッド；（３）検出
ゾーンと制御ゾーンを含む多孔膜、及び（４）芯材パッド；の４つの構成要素を有する。
好ましい実施例では、図２Ａ及び２Ｂに示すように、コンジュゲートパッドとサンプルパ
ッドを組み合わせて一つの一体型パッドとなっており、パッドの最も遠位部分にコンジュ
ゲートが乾燥して設けられており、サンプルは、最も近位側部分に付けられている。試験
ストリップは更に、サンプルゾーンとコンジュゲートゾーン間に位置するサンプルバッフ
ァゾーンと、コンジュゲートゾーンの上流に位置するコンジュゲートバッファゾーンを具
えることが好ましい。いくつかの実施例では、図２Ｂに示すように、試験ストリップが更
に、コンジュゲートパッドの上流に分散型湿パッドを具える。これらの実施例では、コン
ジュゲートバッファゾーンが、コンジュゲートパッドに代えて湿パッド内に位置している
。
【００６７】
　コンジュゲートパッドは、好ましくはポリエステルでできており、ＰＦ４／ヘパリン複
合体に放出可能に付けた、非粒子状蛍光染料でラベル化した抗ヒトＩｇＧ抗体、あるいは
検体ヒト抗体に結合するであろう抗ヒトＩｇＧ，ＩｍＧ、及びＩｇＡ抗体の混合物を含む
。好ましい実施例では、このラベル化された抗体がヤギ抗ヒトＩｇＧである。非粒子状蛍
光ラベルは、好ましくは、ＤｙＬｉｇｈｔ（商標）、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標
）、ＨｉＬｙｔｅ　Ｆｌｕｏｒ（商標）、ＣｙＤｙｅ（商標）、Ｃｙ（登録商標）、ＣＦ
(商標)ＩＲＤｙｅ（登録商標）、又はこれらの組み合わせといった、アミン反応性染料を
含む。アミン反応性蛍光染料ラベルは水溶液に溶け、粒子又は粒子状ラベルではない。（
例えば、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ．，Ｉｎｓｔｒｕ
ｃｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ＤｙＬｉｇｈｔＴＭ　Ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ
　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔｓ，ｓｔａｔｉｎｇ　ｔｈａｔ“ｔｈｅ　ｗａｔｅｒ　ｓｏ
ｌｕｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＤｙＬｉｇｈｔ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ　ａｌｌｏｗｓ　
ａ　ｈｉｇｈ　ｆｌｕｏｒ－ｔｏ－ｐｒｏｔｅｉｎ　ｒａｔｉｏ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｐｒ
ｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　ｄｕｒｉｎｇ　ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ．”参照）。アミン反
応性蛍光染料ラベルは、好ましくは、ヤギ抗ヒトＩｇＧ、又はヤギ抗ヒトＩｇＧ，ＩｇＭ
及びＩｇＡの混合物などの抗ヒト抗体に直接結合する。
【００６８】
　多孔膜は、好ましくはニトロセルロースでできている。検出ゾーンは好ましくは、検体
であるヒトＰＦ４／ヘパリン抗体が結合している固定化ＰＦ４／ポリアニオン複合体を含
む。制御ゾーンは、好ましくは、検出ゾーンを通過する非結合ラベル化抗体に結合する固
定された捕捉試薬を含む。固定された捕捉試薬は、好ましくは、コンジュゲートように抗
ヒト抗体を生成するのに使用した哺乳動物種から得た免疫グロブリンに結合する抗体であ
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る。たとえば、この抗ヒト抗体がヤギで育成された場合は、捕捉試薬はマウス抗ヤギＩｇ
Ｇなどの抗ヤギ抗体を含む。
【００６９】
　図２Ａ乃至２Ｃを再度参照すると、試験ストリップがカセットに封入されている。ポー
ト１は、サンプルゾーンを露出させてサンプル、好ましくは血清又は血漿をコンジュゲー
トパッドに（分散型サンプルパッドが使用されている場合はサンプルパッド）に付けるよ
うに構成されている。ポート２は、サンプルバッファゾーンを露出させて、サンプルバッ
ファをコンジュゲートパッドに（分散型サンプルパッドが使用されている場合はサンプル
パッド）に付けるように構成されている。最後に、ポート３は、コンジュゲートバッファ
ゾーンを露出させて、コンジュゲートバッファをコンジュゲートパッドに（又は、分散型
湿パッドが使用されている場合は、湿パッド）に付けるように構成されている。いくつか
の実施例では、ポート２と３が各々、ポーチで覆われており、このポーチがサンプルバッ
ファとコンジュゲートバッファをそれぞれ含んでいる。サンプルバッファとコンジュゲー
トバッファは同じ成分又は異なる成分を有していてもよい。好ましい実施例では、サンプ
ルバッファとコンジュゲートバッファが、１×ＰＢＳ、１％ＢＳＡ、及び０．１％ポリソ
ルベート２０（Ｔｗｅｅｎ　２０（商標））、を含み、ｐＨ７．４に中和されている、同
じ成分を持つ。
【００７０】
　いくつかの実施例では、好ましくはカセットの右側に無線自動識別（ＲＦＩＤ）チップ
が収納されており、このチップにアッセイパラメータや、ロット情報（製品名、ロット番
号、使用期限）が入っている。カセットの左側には、たとえば、フルオロメータなどの、
アッセイ信号を読み取るための電子光学読取機が挿入されている。
【００７１】
　代替の実施例では、図３Ａ及び３Ｂに示すアッセイデバイスを使用している。これらの
実施例では、ポート２及び３の上に直接配置したポーチに、それぞれ、予めサンプルとコ
ンジュゲートバッファが入っている。これらのポーチは、好ましくは、たとえば、ゴム、
ラテックス、プラスチックなどの柔軟材でできたブリスタで覆われており、オペレータが
ブリスタに正圧をかけたときにこれらのポーチが破れるようになっている。図４Ａ乃至４
Ｂは、ポーチを破ってその中に含まれているバッファを放出させるのに使用できる貫通機
構の例を示すものである。これらの例が非限定的なものであり、代替手段を使用してバッ
ファを放出できることは自明である。
【００７２】
　別の代替実施例では、図５Ａ乃至５Ｃに示すアッセイデバイスを使用することができる
。この実施例は、図３Ａ及び３Ｂに示す実施例と概念的に似ているが、重要な変形がある
。この実施例のデバイスは、バッファを含んでいるブリスタ及び／又はポーチを圧縮する
形状の立ち上がりエッジを有する表示スライドを具えている。したがって、この表示スラ
イドをアッセイカセットに対して横方向に移動させることで、バッファの放出を容易かつ
簡単に行うことができる。
【００７３】
Ｃ．ＰＦ４／ヘパリン抗体の検出方法
　本明細書に記載したＰＦ４／ヘパリン抗体アッセイは、以下の３つの基本ステップで動
作する：（１）サンプルを加える、（２）サンプルバッファを加える、及びコンジュゲー
トを流す。一の実施例では、サンプルをポート１にまず加えて、コンジュゲートパッド又
はサンプルパッドのサンプルゾーンと接触させる。次いで、好ましくは、１×ＰＢＳ、１
％ＢＳＡ、及び０．１％のＴｗｅｅｎ　２０（商標）、を含み、ｐＨ７．４に調整された
サンプルバッファをすぐにポート２に付けて、検出ゾーンにサンプルを「押し」、そこで
ＰＦ４／ヘパリン抗体がサンプル中に存在していれば、固定化したＰＦ４／ポリアニオン
複合体に結合する。滞留時間経過後、コンジュゲートバッファをポート３に塗布する。滞
留時間は、１秒ほどの短い時間でもよいが、サンプルバッファを加えた後少なくとも約３
分であることが好ましい。コンジュゲートバッファは、好ましくはサンプルバッファと同
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じものであり、乾燥したコンジュゲートを水和させ、可溶化させて、ラベル化した抗ヒト
抗体が検出ゾーンと制御ゾーンに流れて、そこで、ＰＦ４／ポリアニオン複合体及び捕捉
試薬とそれぞれ結合された固定化ＰＦ４／ヘパリン抗体と結合する。
【００７４】
　図３Ａ及び３Ｂに示す代替アッセイの実施例では、まずサンプルをポート１に加える。
次いでサンプルを加えた後ポート２上のポーチを破り、サンプルバッファを放出する。サ
ンプルバッファが、サンプルを検出ゾーンに押して、ここで、サンプル中にＰＦ４／ヘパ
リン抗体が存在すれば、固定化ＰＦ４／ポリアニオン複合体に結合する。滞留時間経過後
にポート３上のポーチが破れる。滞留時間は、１秒ほどの短い時間でもよいが、ポート２
上のポーチが破れた後少なくとも約３分であることが好ましい。ポート３に分注されたコ
ンジュゲートバッファは、好ましくはサンプルバッファと同じものであり、乾燥したコン
ジュゲートを水和させ、可溶化させて、ラベル化した抗ヒト抗体が検出ゾーンと制御ゾー
ンに流れて、そこで、ＰＦ４／ポリアニオン複合体、及び捕捉試薬とそれぞれ結合した固
定化ＰＦ４／ヘパリン抗体と結合する。
【００７５】
　図５Ａ乃至５Ｃに示す代替アッセイの実施例では、最初に、サンプルウエル上に表示ス
ライドが配置される。これは、図２Ａ乃至２Ｃのポート１に対応する（図５Ａ参照）。カ
セットの戻り止めを用いて正確なアラインメントを表示する。まず、サンプルをサンプル
ウエルに加える。サンプルを加えた後、表示スライドが第２の位置に移動して、第１の（
小）ブリスタからサンプルバッファを放出する（図５Ｂ参照）。サンプルバッファが、サ
ンプルを検出ゾーンに押して、ここで、サンプル中に存在すれば、ＰＦ４／ヘパリン抗体
が固定化ＰＦ４／ポリアニオン複合体に結合する。滞留時間経過後に表示スライドが第３
の位置に移動して、第２の（大）ブリスタからコンジュゲートバッファを放出する（図５
Ｃ参照）。滞留時間は、１秒ほどの短い時間でもよいが、第１のブリスタからバッファが
放出した後少なくとも約３分であることが好ましい。第２ブリスタから放出されたコンジ
ュゲートバッファは、好ましくはサンプルバッファと同じものであり、乾燥したコンジュ
ゲートを水和させ、可溶化させて、ラベル化した抗ヒト抗体が検出ゾーンと制御ゾーンに
流れて、そこで、ＰＦ４／ポリアニオン複合体、及び捕捉試薬とそれぞれ結合された固定
化ＰＦ４／ヘパリン抗体と結合する。
【００７６】
　上述したように、テストサンプルがＰＦ４／ヘパリンに対する検出可能なレベルのヒト
抗体を含む場合は、検出ゾーンがラベル化抗ヒト抗体－ＰＦ４／ヘパリン抗体－ＰＦ４／
ポリアニオンサンドイッチ複合体を含むことになる。アッセイが正しく行われたら、テス
トサンプルが検出可能なレベルのヒトＰＦ４／ヘパリン抗体を含んでいるかいないかにか
かわらず、制御ゾーンがラベル化抗ヒト抗体－捕捉試薬複合体を含むことになる。サンプ
ルを本明細書に記載した側方流動ＰＦ４／ヘパリンアッセイデバイスに好ましくは１５分
間付けた後、検出ゾーンと制御ゾーンの蛍光信号が、フルオロメータなどの電子光学読取
器によって定量化され、テストサンプル中にヒトＰＦ４／ヘパリン抗体の存在と相対的な
可能性を示す。制御ラインで測定された値は、コンジュゲート及び流動距離制御として作
用するが、更に、試験ラインにおける結果の検出に利用することができる。いくつかの実
施例では、標準値がユーザに提供されており、定量化試験の一部として標準曲線が生成さ
れる。すなわち、サンプル中のヒトＰＦ４／ヘパリン抗体の量を正確に決定または測定す
ることができる。
【００７７】
Ｄ．ＰＦ４／ヘパリン抗体を検出するアッセイシステム
　上述した通り、本発明は、患者の体液中のＰＦ４／ヘパリン複合体に起因する免疫グロ
ブリン抗体の存在及び／又は量を検出するポイントオブケア側方流動免疫アッセイシステ
ムも提供している。このシステムは、毛細管現象によって液体の移動を支持することがで
きる不活性繊維材料でできており、裏打ちによって支持されているリニア膜と；コンジュ
ゲートゾーンを通過する体液サンプル中に存在するＰＦ４／ヘパリン複合体に起因する免
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疫グロブリン抗体に、光吸収ラベルを結合させる手段と；検出ゾーン中の膜の上にＰＦ４
／ポリアニオン複合体を固定化する手段と；を具える。リニア膜は、近位端から遠位端に
かけて、コンジュゲートゾーン、サンプルパッド、検出ゾーン、制御ゾーン、及び芯材パ
ッドに区画されている。ＰＦ４／ポリアニオン複合体は、ＰＦ４／ヘパリン複合体で誘発
され検出ゾーン内に流れる光吸収ラベルに結合された免疫グロブリン抗体に共役的に結合
することができる。この検出ゾーン中で、光吸収ラベルが、検出ゾーンに固定化されたＰ
Ｆ４／ポリアニオン複合体に結合された抗体の可視化を容易にする。
【００７８】
　上述した通り、体液は血液、又は、血漿又は血清など、血液の免疫グロブリン含有成分
であってもよい。ポリアニオンは、好ましくは、ポリビニルスルホン酸、ポリスチレンス
ルホン酸、ポリアネトールスルホン酸、ポリビニルリン酸塩、ポリビニルホスホン酸塩、
ポリビニル硫酸塩、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される。特に好ましい
実施例では、ポリアニオンがポリビニルスルホン酸（ＰＶＳ）である。いくつかの実施例
では、ＰＦ４／ヘパリン複合体起因性免疫グロブリン抗体が、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、
ＩｇＭ、及びこれらの組み合わせからなる群から選択される。好ましい実施例では、光吸
収ラベルが蛍光ラベルであり、フルオロメータなどの電子光学読取器によって抗体の可視
化を容易にする。
【００７９】
[実施例]
実施例１
ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイデバイスの作成
　ポリエステルコンジュゲートパッドを、１０ｍＭのホウ酸塩と、３％のウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）と、１％のポリビニルピロリドン（ＭＷ４０，０００，ＰＶＰ－４０）と
、０．２５％のトリトンＸ－１００（オクチルヘノールエチレンオキシド）と、０．０５
％の２－メチル－４－イソチアゾリン－３－オンと５－クロロ－２－メチルー４－イソチ
アゾリン－３－オン（ＰｒｏＣｌｉｎｅ（登録商標））とを含む、ｐＨ８．０のブロッキ
ングバッファでブロックした。アミン反応性蛍光染料ラベル（ＤｙＬｉｇｈｔ（商標）Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステル、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を、ヤギ抗ヒトＩｇＡ、ＩｇＧ及
びＩｇＭ抗体の混合物とを、製造者の指示書（ＤｙＬｉｇｈt（商標）Ｍｉｃｒｏｓｃａ
ｌｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔｓ，Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ用指示書）に従って直接結合
させた。アミン反応性蛍光染料でラベル化したヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体コンジュゲートを、
リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）と、０．０５％のＰｒｏＣｌｉｎ（登録商標）、７％の
スクロース、及び３％のトレハロースを含むバッファ中に溶かし、コンジュゲートパッド
に付けて乾燥させた。
【００８０】
　ニトロセルロース膜を、１０ｍＭのリン酸ナトリウムと、１％のスクロースと、０．２
５％のＰＶＰ－４０と、０．８％の魚肉ゲルとを含む、ｐＨ７．６のブロッキングバッフ
ァでブロックした。上述の米国特許第５，９７２，７１８号に記載されているように、Ｐ
Ｆ４／ＰＶＳ複合体を作り、２．８ｍＭのＫＨ２ＰＯ４と、７．２ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４

と、１２８．３ｍＭのＮａＣｌと、０．１％のＮａＮ３とを含むバッファに溶かし、ニト
ロセルロース膜の検出ゾーンに塗布して乾燥させた。マウス抗ヤギＩｇＧ抗体を、ＰＢＳ
と、０．０５％のＮａＮ３を含むバッファに溶かし、ニトロセルロース膜の制御ゾーンに
付けて乾燥させた。ブロッキングステップを除いて、コンジュゲートパッドとニトロセル
ロース膜に、その他の化学処理を行っていない。
【００８１】
　コンジュゲートパッドと、ニトロセルロース膜と、セルロースベースの芯材パッドを、
硬い裏打ちの上で組み立てて、両方のパッドが膜と重なるようにして、アッセンブリ全体
を無線自動識別（ＲＦＩＤ）チップと共にプラスチックカセット中に封入した。
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実施例２
ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイプロトコル
　側方流動アッセイプロトコルは以下の通りであった。５μｌの血清サンプルを図１Ａ乃
至１Ｃのポート１に示すようなサンプルポートに付け、直ちに１５μｌのサンプルバッフ
ァ（１×ＰＢＳ、１％のＢＳＡ、及び０．１％のポリソルベート２０（Ｔｗｅｅｎ　２０
（商標））、ｐＨ７．４）を直ちに、図２Ａ乃至２Ｃのポート２に示すようにサンプルバ
ッファゾーンに付けた。約３分後に、９０μｌのコンジュゲートバッファ（１×ＰＢＳ、
１％のＢＳＡ、及び０．１％のポリソルベート２０（Ｔｗｅｅｎ　２０（商標））、ｐＨ
７．４）を、図２Ａ乃至２Ｃのポート３に示すようなコンジュゲートバッファゾーンに付
けた。約１２分後に、アッセイカセットを蛍光読取器に配置して、検出ゾーン及び制御ゾ
ーンにおいてアミン反応性蛍光ラベルからの蛍光信号を測定した。４回の反復を用いて、
ＰＦ４／ヘパリン側方流動中で各サンプルを試験した。
【００８３】
実施例３
ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイの比較成績
　ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイと基準ＰＦ４／ヘパリン酵素免疫アッセイの相対的
パフォーマンスを比較するために、ヘパリン治療を受けている患者からの８３の血清サン
プルセットを、本発明によるＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイと、米国特許第５，９７
２，７１８号に詳細に記載されている通常使用されているＥＬＩＳＡ試験に従って、ＰＦ
４／ヘパリン側方流動アッセイで試験した。ＥＬＩＳＡでは、マイクロウエルに固定化し
たＰＦ４／ＰＶＳ複合体が、それに続くアルカリホスファターゼコンジュゲート（ＰＦ４
　Ｅｎｈａｎｃｅｄ（登録商標）、Ｇｅｎ－Ｐｒｏｂｅ　ＧＴＩ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
ｓ， Ｉｎｃ． Ｗａｕｋｅｓｈａ，ＷＩ）を介した検出によって、患者サンプルからのＰ
Ｆ４／ヘパリン抗体と反応する。両方のアッセイで、ＩｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＭ抗体を検
出する。ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイを、ラベル化した抗ヒト抗体コンジュゲート
を、サンプルバッファをサンプルバッファゾーン付けた直後に、コンジュゲートパッドに
液状で塗布した点を除いて、上述した実施例１及び２のように実行した。ラベル化したコ
ンジュゲートは、コンジュゲートパッドに付けた時はすでに溶けているため、コンジュゲ
ートバッファを使用してコンジュゲートを押すことができない。更に、プラスチック製ハ
ウジング／カセットは、この実験では使用しなかった。
【００８４】
　定性的結果を、２×２分割表を用いて分析した。最も高い相対蛍光単位を示す臨床的陰
性サンプルに基づく予めのカットオフを割り当てることによって、ＰＦ４／ヘパリン側方
流動アッセイについての陽性及び陰性結果がわかる。この結果が表１にまとめられている
。側方流動アッセイに偽陰性はなかった。３つのサンプルが、側方流動アッセイで陽性反
応を示したが、比較ＥＬＩＳＡアッセイでは陰性であった。これらのサンプルは、ＥＬＩ
ＳＡの感度カットオフの若干下のポイントに希釈された公知の陽性サンプルであった。全
体として、ＰＦ４／ヘパリン側方流アッセイは１００％の感度（９５％信頼区間（ＣＩ）
＝９０．４％－１００．０％）、９３．６％の特異性（９５％ＣＩ＝８２．８％－９７．
８％）、９６．４％の基準の酵素免疫アッセイとの同一性（９５％ＣＩ＝８９．９％－９
８．８％）を示した。
【００８５】
表１：ＥＬＩＳＡと比較したＰＦ４／ヘパリン側方流アッセイの相対的パフォーマンス
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【００８６】
実施例４
ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイの干渉試験
　通常、血液サンプル中にビリルビン、ヘモグロビン、及びトリグリセリドが存在し、ア
ッセイ性能を妨げる。これらの物質の干渉試験を、「スパイク」実験によって行った。ト
リグリセリド干渉を、イントラリピッド（２０％の脂肪乳剤）を用いて評価した。試験を
行った血清サンプルは、ＥＬＩＳＡで測定した場合と同様に、陰性、低陽性、中程度陽性
のＰＦ４／ヘパリン反応レベルを示した。試験を行った対応する物質について同量の希釈
剤（ヘモグロビンとトリグリセリドについては水；ビリルビンについては０．１Ｎの水酸
化ナトリウム）用いて用意した血清を、対照として使用した。全てのサンプルを３回試験
した。下記の表２は、試験を行った干渉をまとめたものである。
【００８７】
表２．ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイで試験した干渉物質のまとめ

【００８８】
　この実験の結果を図６にまとめてある。３つの各物質で試験した各サンプルについて、
計算結果は希釈対照に比較してほぼ同じであった。図６は、試験血清の平均ＲＦＵ値が、
対応する対照の条件と著しく異なるものではなかったことを示している。試験を行った濃
度において、ビリルビン、ヘモグロビン、及びトリグリセリドは、ＰＦ４／ヘパリン側方
流動アッセイと有意に干渉を起こすようには見えなかった。
【００８９】
実施例５
ＰＦ４／ヘパリン側方流動アッセイの交差反応性試験
　実施例２で述べたアッセイプロトコルに従って、交差反応性試験を３度行った。表示し
た抗原に対する抗体を含む血清を、ＰＦ４／ヘパリン抗体が存在しない状態で試験した。
ヒト血小板抗原（ＨＰＡ）、血小板グリコプロテインＩＶ（ＧＰＩＶ又はＣＤ３６）、リ
ン脂質、又は血液型抗原（Ａ、Ｂ又はＡＢ）についてアッセイ中に交差反応は観察されな
かった。
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【００９０】
　上記に基づいて、本明細書に記載した側方流動アッセイを、ＰＦ４／ヘパリン複合体に
特異的な抗体の検出に用いることができる。これは、ヘパリン起因性血小板減少症（ＨＩ
Ｔ）に関連するＰＦ４／ヘパリン抗体のスクリーニングに使用することができる。このア
ッセイフォーマットは、個々のサンプルのポイントオブケア試験に使用することができる
。ＰＦ４／ヘパリン複合体に対する抗体の即時検出（約１５分）に容易に入手できる免疫
アッセイによって、ＨＩＴの臨床診断を迅速に確認することができ、したがって、時間的
制約があるＨＩＴの臨床管理に役立つ。
【００９１】
　上述の実施例は、説明の目的のものであり、発明の範囲を限定することを意図するもの
ではない。上述した実施例の多くの変形が可能である。上述の実施例の変形及び変更は当
業者には自明であるので、本発明は特許請求の範囲によってのみ制限を受ける。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】
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【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】
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