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【手続補正書】
【提出日】平成23年11月22日(2011.11.22)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物学的流体の試料におけるＰＴＸ３タンパク質のレベルを定めるための方法であって
、次の工程：
　ｉ）９６－ウェルのＥＬＩＳＡのプレートを、ラットの単クローン抗体を含有する１０
０μｌの溶液により被覆し、及び一夜の間、４℃でインキュベートする工程；
　ｉｉ）次いで、プレートを、緩衝剤溶液及び非－特異結合部位をブロックし得る溶液に
より洗浄する工程；
　ｉｉｉ）２時間の間の周囲温度でのインキュベートの後、プレートを、更に（再び）洗
浄緩衝剤により洗浄する工程；
　ｉｖ）繰り返して、５０μｌの、適切な媒体において希釈する標準組換えヒトＰＴＸ３
又は試験下の生物学的流体の試料を、各ウェルにおいて配置し、及びプレートを２時間の
間３７℃でインキュベートする工程；
　ｖ）プレートを洗浄緩衝剤により繰り返し洗浄し、及び次いで洗浄緩衝剤における２５
ｎｇ／ｍｌのビオチン化した抗－ＰＴＸ３のラビットのＩｇＧの１００μｌを、各ウェル
に添加する工程；
　ｖｉ）プレートを１時間の間３７℃でインキュベートし、及び次いで洗浄緩衝剤により
繰り返し洗浄する工程；
　ｖｉｉ）１００μｌの希釈したストレプトアビジン－ペルオキシダーゼを各ウェルに添
加し、及びプレートを１時間の間周囲温度でインキュベートする工程；
　ｖｉｉｉ）プレートを洗浄緩衝剤により繰り返し洗浄した後、１００μｌの色素生産性
基質を各ウェルに添加する工程；
　ｉｘ）プレートを短時間に周囲温度でインキュベートし、停止溶液を添加し、及びプレ
ートを４０５ｎｍで自動読取機により読み取る工程
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を含み；
　改善は、
　－工程（ｉ）において用いるラットの単クローン抗体が、ハイブリドーマＭＮＢ１０（
受託番号ＡＢＣ／　ＰＤ０４００１）から得られる抗体であり；
　－工程（ｖｉｉ）において用いるストレプトアビジン－ペルオキシダーゼが１：８００
０に希釈され；及び
　－工程（ｖｉｉｉ）において用いる色素生産性基質がテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ
）である
という事実にあり、試験血漿試料を希釈するのに用いる媒体が、ＰＢＳ＋２％のＢＳＡ（
ウシ血清アルブミン）＋０．１８％のＥＤＴＡから構成される
ことを特徴とする、方法。
【請求項２】
　工程（ｉ）における溶液において、ラットの単クローン抗体の濃度が、約７００ｎｇ／
ｍｌであることを特徴とする、請求項１の方法。
【請求項３】
　工程（ｉ）における溶液が被覆緩衝剤溶液であることを特徴とする、請求項１又は２の
方法。
【請求項４】
　前記緩衝剤溶液が１５ｍＭの炭酸塩緩衝剤を含有し、及びそのｐＨが９．６であること
を特徴とする、請求項３の方法。
【請求項５】
　工程（ｉｉ）において用いる緩衝剤溶液が、ＰＢＳ（リン酸塩緩衝剤塩類溶液）＋０．
０５％のトゥイーン２０から構成されることを特徴とする、請求項１～４の何れか１項の
方法。
【請求項６】
　前記溶液を約３００μｌ／ウェルの量において用いることを特徴とする、請求項５の方
法。
【請求項７】
　工程（ｉｉ）において用いる非－特異結合部位をブロックし得る溶液が、ＰＢＳ＋０．
０５％のトゥイーン２０からなる緩衝剤溶液における粉乳の５％溶液から構成されること
を特徴とする、請求項１～６の何れか１項の方法。
【請求項８】
　非－特異結合部位をブロックし得る前記溶液を、約３００μｌ／ウェルの量において用
いることを特徴とする、請求項７の方法。
【請求項９】
　工程（ｉｉｉ）において特定する洗浄を、好ましくは３回繰り返し、毎回に約３００μ
ｌの溶液を各ウェルについて用いることを特徴とする、請求項１～８の何れか１項の方法
。
【請求項１０】
　工程（ｉｖ）において、用いる標準組換えヒトＰＴＸ３を、ウェルにおいて、７５ｐｇ
／ｍｌから１．２ｎｇまでに増加する量で配置することを特徴とする、請求項１～９の何
れか１項の方法。
【請求項１１】
　生物学的流体におけるＰＴＸ３タンパク質のレベルを定めるためのキットであって、前
記キットがラットの抗－ＰＴＸ３の単クローン抗体を含み、それがまた、アッセイすべき
生物学的流体の試料のための希釈剤を含み、前記希釈剤にＥＤＴＡが含まれることを特徴
とする、キット。
【請求項１２】
　それがまた、ラビットの抗－ＰＴＸ３多クローン性抗体を含むことを特徴とする、請求
項１１のキット。
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【請求項１３】
　それがまた、精製組換えＰＴＸ３タンパク質を含むことを特徴とする、請求項１１又は
１２のキット。
【請求項１４】
　それがまた、セイヨウワサビペルオキシダーゼと複合化したストレプトアビジンを含む
ことを特徴とする、請求項１１～１３の何れか１項のキット。
【請求項１５】
　それがまた、洗浄緩衝剤溶液を含むことを特徴とする、請求項１１～１４の何れか１項
のキット。
【請求項１６】
　それがまた、色素原を含むことを特徴とする、請求項１１～１５の何れか１項のキット
。
【請求項１７】
　色素原がテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）の溶液から構成されることを特徴とする、
請求項１６のキット。
【請求項１８】
　それがまた、停止溶液を含むことを特徴とする、請求項１１～１５の何れか１項のキッ
ト。
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