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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数のアッセイウェルを含むプレート本体および該プレート本体内で定義される１つ又
はそれ以上の試薬スペースを含むマルチウェルアッセイプレートであって、該１つ又はそ
れ以上の試薬スペースが該複数のウェルの１つ又はそれ以上の周囲のウェルと流体連通し
ており、
　（ａ）該１つまたはそれ以上の試薬スペースは、貯蔵表面を含む貯蔵帯域を含み、２つ
またはそれ以上の表面－試薬複合体が該貯蔵表面に結合されており、それによって該貯蔵
帯域に封じ込められており、該２つ又はそれ以上の表面－試薬複合体が、第一の表面－試
薬複合体および第二の表面－試薬複合体を含み、
該第一の表面－試薬複合体は、
　　（ｉ）第一の標的薬剤に連結された第一の試薬；及び
　　（ｉｉ）第二の標的薬剤に連結された第一の表面；
を含んでなり、並びに
該第二の表面－試薬複合体は、
　　（ｉｉｉ）第三の標的薬剤に連結された第二の試薬；及び
　　（ｉｖ）第四の標的薬剤に連結された第二の表面；
を含んでなり、
　ここで該第一の試薬及び表面ならびに該第二の試薬及び表面は、それぞれ、該第一及び
第二の標的薬剤と該第三及び第四の標的薬剤との間の選択的に遊離可能な結合相互作用を
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介して、それぞれ、該第一及び第二の表面－試薬複合体において連結されており、該第一
の試薬は、該第二の表面－試薬複合体から該第二の試薬を遊離させるのに使用される第二
の組の条件と異なる第一の組の条件によって該第一の表面－試薬複合体から遊離され；並
びに
　（ｂ）該１つ又はそれ以上の周囲のウェルは、サンプル中の目的の被検体についてのア
ッセイにおいて該第一及び第二の試薬の少なくとも１つを使用するように構成されている
、マルチウェルアッセイプレート。
【請求項２】
　前記１つ又はそれ以上の周囲のウェルが、前記アッセイにおいて使用されるさらなる試
薬をそれぞれ含む、請求項１に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項３】
　前記第一及び第二の試薬の少なくとも１つが、前記１つ又はそれ以上の周囲のウェルに
おいて行われる前記アッセイの成分に結合する結合試薬である、請求項２に記載のマルチ
ウェルアッセイプレート。
【請求項４】
　前記第一及び第二の結合試薬の少なくとも１つが前記被検体に結合する、請求項３に記
載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項５】
　前記さらなる試薬が前記被検体に結合する、請求項２に記載のマルチウェルアッセイプ
レート。
【請求項６】
　前記第一及び第二の結合試薬の少なくとも１つが前記さらなる試薬及び前記被検体の間
で形成される複合体に結合する、請求項４に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項７】
　前記第一及び第二の試薬の少なくとも１つが検出可能な標識を含む、請求項１に記載の
マルチウェルアッセイプレート。
【請求項８】
　前記検出可能な標識が電気化学発光（ＥＣＬ）標識である、請求項７に記載のマルチウ
ェルアッセイプレート。
【請求項９】
　前記１つ又はそれ以上の周囲のウェルが、前記アッセイデバイス中前記サンプルを用い
て行われる１つ又はそれ以上のアッセイにおいて前記第一及び第二の試薬の少なくとも１
つを使用するようにそれぞれ構成されている２つ又はそれ以上のアッセイ領域をそれぞれ
含む、請求項１に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項１０】
　前記１つ又はそれ以上の周囲のウェルの第一のアッセイ領域が、前記サンプル中の目的
の第一の被検体についてのアッセイを行うように構成されており、そして該１つ又はそれ
以上の周囲のウェルにおけるさらなるアッセイ領域が、該サンプル中の目的のさらなる被
検体についてのアッセイを行うように構成されている、請求項９に記載のマルチウェルア
ッセイプレート。
【請求項１１】
　前記１つ又はそれ以上の周囲のウェルの第一のアッセイ領域が、前記サンプル中の目的
の前記被検体についての第一のアッセイを行うように構成されており、該１つ又はそれ以
上の周囲のウェルのさらなるアッセイ領域が、該サンプル中の目的の該被検体についての
第二のアッセイを行うように構成されている、請求項９に記載のマルチウェルアッセイプ
レート。
【請求項１２】
　前記２つ又はそれ以上のアッセイ領域の各々が、前記アッセイにおいて使用されるさら
なる試薬を含む、請求項９に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項１３】



(3) JP 5943927 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

　前記さらなる試薬がさらなる結合試薬である、請求項１２に記載のマルチウェルアッセ
イプレート。
【請求項１４】
　前記１つ又はそれ以上の周囲のウェルが、前記２つ又はそれ以上のアッセイ領域のアレ
イをそれぞれ含む、請求項９に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項１５】
　前記表面が粒子である、請求項１に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項１６】
　前記表面に結合することができる成分に対してアクセス可能な表面積が、平坦な表面の
表面積よりも少なくとも３倍大きくなるように、該表面が粗面化されている、請求項１に
記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項１７】
　前記表面に結合することができる成分に対してアクセス可能な表面積が、平坦な表面の
表面積よりも少なくとも２倍大きくなるように該表面が粗面化されている、請求項１に記
載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項１８】
　前記表面が、マトリックス中に分散された露出粒子を含む複合材料を含む、請求項１に
記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項１９】
　前記複合材料が、炭素粒子、黒鉛粒子、又はカーボンナノチューブを含む、請求項１８
に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項２０】
　前記複合材料がエッチングされる、請求項１８に記載のマルチウェルアッセイプレート
。
【請求項２１】
　前記表面が１つ又はそれ以上のくぼみ及び／又は隆起した特徴を含む、請求項１８に記
載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項２２】
　前記表面がヒドロゲルを含む、請求項１に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項２３】
　前記貯蔵帯域を、温度上昇又は温度低下、ｐＨ変化、電位の適用、イオン強度の変化、
競合、及びそれらの組み合わせからなる群より選択される第一の組の条件に曝すことによ
り、前記第一の試薬が遊離され、そして前記貯蔵領域を、温度上昇又は温度低下、ｐＨ変
化、電位の適用、イオン強度の変化、競合、及びそれらの組み合わせからなる群より選択
される第二の組の条件に曝すことにより、前記第二の試薬が遊離され、該第一及び第二の
組の条件は異なる、請求項１に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項２４】
　多重測定を行うように構成されている、請求項１に記載のマルチウェルアッセイプレー
ト。
【請求項２５】
　プレート本体を含むマルチウェルアッセイプレートであって、該プレート本体が、（ａ
）１つ又はそれ以上の使用帯域を含む複数のアッセイウェル；及び（ｂ）該プレート本体
内に位置する１つ又はそれ以上の貯蔵表面を含み、該１つ又はそれ以上の貯蔵表面は該１
つ又はそれ以上の使用帯域と重ならず、該１つ又はそれ以上の貯蔵表面が該複数のウェル
の１つ又はそれ以上のウェルと流体連通しており、
　（ａ）該１つまたはそれ以上の貯蔵表面は、該１つ又はそれ以上の貯蔵表面に結合され
た２つまたはそれ以上の表面－試薬複合体を含み、該２つ又はそれ以上の表面－試薬複合
体が、第一の表面－試薬複合体および第二の表面－試薬複合体を含み、
該第一の表面－試薬複合体は、
　　（ｉ）第一の標的薬剤に連結された第一の試薬；及び
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　　（ｉｉ）第二の標的薬剤に連結された第一の表面；
を含んでなり、並びに
該第二の表面－試薬複合体は、
　　（ｉｉｉ）第三の標的薬剤に連結された第二の試薬；及び
　　（ｉｖ）第四の標的薬剤に連結された第二の表面；
を含んでなり、
　ここで該第一の試薬及び該第一の表面ならびに該第二の試薬及び該第二の表面は、該第
一及び第二の標的薬剤と該第三及び第四の標的薬剤との間の選択的に遊離可能な結合相互
作用を介して、それぞれ、該第一及び第二の表面－試薬複合体において連結されており、
該第一の試薬は、該第二の表面－試薬複合体から該第二の試薬を遊離させるのに使用され
る第二の組の条件と異なる第一の組の条件によって該第一の表面－試薬複合体から遊離さ
れ；並びに
　（ｂ）該１つ又はそれ以上の使用帯域は、サンプル中の１つ又はそれ以上の目的の被検
体についてのアッセイにおいて該第一及び第二の試薬の少なくとも１つを使用するように
それぞれ構成されている、マルチウェルアッセイプレート。
【請求項２６】
　前記１つ又はそれ以上の使用帯域が、前記アッセイにおいて使用されるさらなる試薬を
それぞれ含む、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項２７】
　前記第一及び第二の試薬の少なくとも１つが、前記使用帯域において行われる前記アッ
セイの成分に結合する結合試薬である、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイプレー
ト。
【請求項２８】
　前記第一及び第二の結合試薬の少なくとも１つが前記被検体に結合する、請求項２７に
記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項２９】
　前記さらなる試薬が前記被検体に結合する、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイ
プレート。
【請求項３０】
　前記結合試薬が前記さらなる試薬及び前記被検体の間で形成される複合体に結合する、
請求項２８に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項３１】
　前記１つ又はそれ以上の使用帯域が固体支持体をそれぞれ含み、前記さらなる試薬が該
固体支持体に結合されている、請求項３０に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項３２】
　前記第一及び第二の試薬の少なくとも１つが検出可能な標識を含む、請求項２５に記載
のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項３３】
　前記検出可能な標識が電気化学発光（ＥＣＬ）標識である、請求項３２に記載のマルチ
ウェルアッセイプレート。
【請求項３４】
　前記１つ又はそれ以上の使用帯域が、前記アッセイデバイス中前記サンプルを用いて行
われる１つ又はそれ以上のアッセイにおいて前記第一及び第二の試薬の少なくとも１つを
使用するようにそれぞれ構成されている２つ又はそれ以上のアッセイ領域をそれぞれ含む
、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項３５】
　前記１つ又はそれ以上の使用帯域の第一のアッセイ領域が、前記サンプル中の目的の第
一の被検体についてのアッセイを行うように構成されており、そして該１つ又はそれ以上
の使用帯域におけるさらなるアッセイ領域が、該サンプル中の目的のさらなる被検体につ
いてのアッセイを行うように構成されている、請求項３４に記載のマルチウェルアッセイ
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プレート。
【請求項３６】
　前記１つ又はそれ以上の使用帯域の第一のアッセイ領域が、前記サンプル中の目的の前
記被検体についての第一のアッセイを行うように構成されており、該１つ又はそれ以上の
使用帯域のさらなるアッセイ領域が、該サンプル中の目的の該被検体についての第二のア
ッセイを行うように構成されている、請求項３４に記載のマルチウェルアッセイプレート
。
【請求項３７】
　前記２つ又はそれ以上のアッセイ領域の各々が、前記アッセイにおいて使用されるさら
なる試薬を含む、請求項２４に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項３８】
　前記さらなる試薬がさらなる結合試薬である、請求項３７に記載のマルチウェルアッセ
イプレート。
【請求項３９】
　前記１つ又はそれ以上の使用帯域が、前記２つ又はそれ以上のアッセイ領域のアレイを
含む、請求項３４に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４０】
　前記表面が粒子である、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４１】
　前記表面に結合することができる成分に対してアクセス可能な表面積が、平坦な表面の
表面積よりも少なくとも３倍大きくなるように、該表面が粗面化されている、請求項２５
に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４２】
　前記表面に結合することができる成分に対してアクセス可能な表面積が、平坦な表面の
表面積よりも少なくとも２倍大きくなるように該表面が粗面化されている、請求項２５に
記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４３】
　前記表面が、マトリックス中に分散された露出粒子を含む複合材料を含む、請求項２５
に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４４】
　前記複合材料が、炭素粒子、黒鉛粒子、又はカーボンナノチューブを含む、請求項４３
に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４５】
　前記複合材料がエッチングされる、請求項４３に記載のマルチウェルアッセイプレート
。
【請求項４６】
　前記表面が１つ又はそれ以上のくぼみ及び／又は隆起した特徴を含む、請求項４３に記
載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４７】
　前記表面がヒドロゲルを含む、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４８】
　前記貯蔵帯域を、温度上昇又は温度低下、ｐＨ変化、電位の適用、イオン強度の変化、
競合、及びそれらの組み合わせからなる群より選択される第一の組の条件に曝すことによ
り、前記第一の試薬が遊離され、そして前記貯蔵領域を、温度上昇又は温度低下、ｐＨ変
化、電位の適用、イオン強度の変化、競合、及びそれらの組み合わせからなる群より選択
される第二の組の条件に曝すことにより、前記第二の試薬が遊離され、該第一及び第二の
組の条件は異なる、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイプレート。
【請求項４９】
　前記使用帯域が、該使用帯域と重ならない前記ウェルの補助表面に位置する、請求項２
５に記載のマルチウェルアッセイプレート。
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【請求項５０】
　多重測定を行うように構成されている、請求項２５に記載のマルチウェルアッセイプレ
ート。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願に対する相互参照
　本出願は、米国仮出願第６１／４５５，１１２号（２０１０年１０月１４日出願）の利
益を主張し、そして米国出願第１２／７５７，６８５号（２０１０年４月９日出願）を参
照する（その開示はその全体が参照により本明細書に加入される）。
【０００２】
　発明の分野
　結合アッセイを行うための改善された方法が提供される。これらの方法は、例えば、サ
ンプル中の被検体の濃度を増加させることによる、かつ／または結合アッセイの性能を妨
害し得る、サンプル中に存在し得る外来物質の濃度を減少させることによる、アッセイ性
能を改善するための事前濃縮工程を含む。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　サンプル中の目的の被検体の高感度測定のための、結合反応、例えば抗原－抗体反応、
核酸ハイブリダイゼーション及び受容体－リガンド反応を使用する技術に関する大量の文
献が発表されている。多くの生化学的結合系における高度の特異性は、基礎研究、ヒトの
及び獣医学的な診断、環境モニタリング及び工業用試験を含む様々な市場における価値あ
る多くのアッセイ方法及びシステムをもたらした。目的の被検体の存在は、結合反応への
被検体の参加を直接測定することにより測定され得る。いくつかのアプローチにおいて、
この参加は、結合物質の１つまたはそれ以上に結合された観察可能な標識の測定により示
され得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　特に複雑な生物学的サンプルを分析する場合に、結合事象から得られるシグナルを増加
させること、非特異的結合を減少させること、ならびに／又は測定の精度及び正確さを改
善することにより、結合アッセイ及び結合アッセイを行うために使用されるデバイスを改
善するという要望が常に存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　発明の要旨
　本発明は、貯蔵帯域に留まっている表面－試薬複合体を含む貯蔵帯域［該表面－試薬複
合体は、（ｉ）第一の標的薬剤に連結された試薬；及び（ｉｉ）第二の標的薬剤に連結さ
れた表面を含んでなり、ここで該試薬及び該表面は、該第一の標的薬剤と第二の標的薬剤
との間の遊離可能な結合相互作用を介して該表面－試薬複合体において連結されている］
；及び（ｂ）サンプル中の目的の被検体についてのアッセイにおいて該試薬を使用するよ
うにそれぞれ構成されている１つ又はそれ以上の使用帯域を含んでなるアッセイデバイス
を提供する。本発明のアッセイデバイスは、１つもしくはそれ以上の貯蔵帯域及び／又は
１つもしくはそれ以上の使用帯域を含む。さらに貯蔵帯域はまた２つ又はそれ以上の表面
－試薬複合体を含み得、これらはそれぞれ１つ又はそれ以上の使用帯域において行われる
アッセイにおいて使用され得る異なるアッセイ試薬を含む。例えば、貯蔵帯域はまた、貯
蔵帯域に封じ込められた第二の表面－試薬複合体を含み、この第二の表面－試薬複合体は
、（ｉ）第三の標的薬剤に連結された第二の試薬；及び（ｉｉ）第四の標的薬剤に連結さ
れた第二の表面を含み、ここでこの第二の試薬及び第二の表面は、第三の標的薬剤と第四
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の標的薬剤との間の第二の遊離可能な結合相互作用を介して第二の表面－試薬複合体にお
いて連結されており；そして１つ又はそれ以上の使用帯域はさらに、アッセイにおいて第
二の試薬を使用するように構成されている。使用帯域は、アッセイデバイスにおいてサン
プルを用いて行われる１つ又はそれ以上のアッセイにおいて、貯蔵帯域に貯蔵されている
試薬（単数又は複数）を使用するようにそれぞれ構成されている２つ又はそれ以上のアッ
セイ領域をそれぞれ含み得る。
【０００６】
　本デバイスは、サンプル中に存在する１つ又はそれ以上の被検体についての複数のアッ
セイを行うために使用され得、例えば、１つ又はそれ以上の使用帯域の第一のアッセイ領
域はそれぞれ、サンプル中の目的の第一の被検体についてのアッセイを行うように構成さ
れ、そして１つ又はそれ以上の使用帯域におけるさらなるアッセイ領域は、サンプル中の
目的のさらなる被検体についてのアッセイを行うように構成される。あるいは、１つ又は
それ以上の使用帯域の第一のアッセイ領域は、サンプル中の目的の被検体についての第一
のアッセイを行うように構成され、そして１つ又はそれ以上の使用帯域のさらなるアッセ
イ領域は、サンプル中の目的の被検体についての第二のアッセイを行うように構成される
。
【０００７】
　本発明はまた、（ａ）貯蔵帯域に封じ込められた表面－試薬複合体を含む貯蔵帯域［こ
の表面－試薬複合体は、（ｉ）第一の標的薬剤に連結された試薬；及び（ｉｉ）第二の標
的薬剤に連結された表面を含み、ここで試薬及び表面は、第一の標的薬剤と第二の標的薬
剤との間の遊離可能な結合相互作用を介して表面－試薬複合体において連結されている］
；及び（ｂ）サンプル中に複数の被検体についての多重アッセイにおいて試薬を使用する
ように構成される複数のアッセイ領域をそれぞれ含む１つ又はそれ以上の使用帯域を含ん
でなる多重アッセイデバイスを提供する。１つ又はそれ以上の使用帯域の第一のアッセイ
領域は、サンプル中の目的の第一の被検体についてのアッセイを行うように構成され、そ
して１つ又はそれ以上の使用帯域におけるさらなるアッセイ領域は、サンプル中の目的の
さらなる被検体についてのアッセイを行うように構成される。さらに貯蔵帯域は、貯蔵帯
域に封じ込められた第二の表面－試薬複合体をさらに含み得、この第二の表面－試薬複合
体は、（ｉ）第三の標的薬剤に連結された第二の試薬；及び（ｉｉ）第四の標的薬剤に連
結された第二の表面を含み、ここで第二の試薬及び第二の表面は、第三の標的薬剤と第四
の標的薬剤との間の第二の遊離可能な結合相互作用を介して第二の表面－試薬複合体にお
いて連結されており；そして１つ又はそれ以上の使用帯域はさらに、多重アッセイにおい
て第二の試薬を使用するようにさらに構成されている。
【０００８】
　本発明はさらに、本明細書において記載されるアッセイデバイスにおいてアッセイを行
う方法を提供し、この方法は以下の工程：（ｘ）サンプルを１つ又はそれ以上の使用帯域
に導入する工程；（ｙ）貯蔵帯域を、表面－試薬複合体から試薬を遊離する条件に曝す工
程；（ｚ）試薬を貯蔵帯域から１つ又はそれ以上の使用帯域へと移す工程；及び（ｘｘ）
１つ又はそれ以上の使用帯域において試薬を用いてアッセイを行う工程を含む。使用帯域
がアッセイにおいて第二の試薬を使用するようにそれぞれ構成されている場合、この方法
は、アッセイを行う工程の前に、第二の表面－試薬複合体から第二の試薬を遊離するさら
なる条件に貯蔵帯域を曝すこと；及び貯蔵帯域から１つ又はそれ以上の使用帯域に第二の
試薬を移すことを更に含む。
【０００９】
　このようなアッセイデバイスを使用する方法はまた、（ｘ）１つ又はそれ以上の使用帯
域にサンプルを導入する工程；（ｉ）表面－試薬複合体から試薬を遊離する条件に貯蔵帯
域を曝す工程；（ｉｉ）第二の表面－試薬複合体から第二の試薬を遊離する条件に貯蔵帯
域を曝す工程；（ｙ）貯蔵帯域から第一のアッセイ領域に試薬を移す工程；（ｚ）貯蔵帯
域から第二のアッセイ領域に第二の試薬を移す工程；（ｘｘ）第一のアッセイ領域におい
て試薬を用いてアッセイを行う工程；及び（ｙｙ）第二のアッセイ領域において第二の試
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薬を用いてアッセイを行う工程も含み得る。この移す工程は同時でも連続的でもよい。同
様に、アッセイを行う工程もまた同時でも連続的でもよい。
【００１０】
　さらに本発明は、本発明のアッセイデバイスを使用する方法を提供し、この方法は：（
ｘ）サンプルを１つ又はそれ以上の使用帯域に導入する工程；（ｙ）表面－試薬複合体か
ら試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝す工程；（ｚ）貯蔵帯域から第一のアッセイ領域及
び第二のアッセイ領域に試薬を移す工程；（ｘｘ）アッセイをそれぞれ第一のアッセイ領
域及び第二のアッセイ領域において行う工程を含む。これらのアッセイは、同時に行われ
ても連続して行われてもよい。
【００１１】
　別の実施態様において、本発明のアッセイデバイスは、（ｘ）貯蔵帯域を介して１つ又
はそれ以上の使用帯域にサンプルを導入すること；（ｙ）希釈剤を貯蔵帯域に加えること
、並びに（ｉ）表面－試薬複合体から試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝すこと；（ｉｉ
）第二の表面－試薬複合体から第二の試薬を遊離するさらなる条件に貯蔵帯域を曝すこと
；（ｚ）貯蔵帯域から第一及び第二のアッセイ領域に試薬及び第二の試薬を移すこと；（
ｘｘ）第一及び第二のアッセイ領域においてアッセイを行うことにより、アッセイの実行
において使用され得る。アッセイ及び／又は移送工程は、同時に、かつ／又は連続的に行
われ得る。
【００１２】
　なおさらに、アッセイデバイスは、（ｘ）貯蔵帯域を介して１つ又はそれ以上の使用帯
域にサンプルを導入すること；（ｙ）希釈剤を貯蔵帯域に加えること、並びに（ｉ）表面
－試薬複合体から試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝すこと；（ｉｉ）第二の表面－試薬
複合体から第二の試薬を遊離するさらなる条件に貯蔵帯域を曝すこと；（ｚ）貯蔵帯域か
ら第一のアッセイ領域に試薬を移すこと；（ｘｘ）貯蔵帯域から第二のアッセイ領域に第
二の試薬を移すこと；（ｙｙ）第一及び第二のアッセイ領域においてアッセイを行うこと
により、アッセイにおいて使用され得る。アッセイ及び／又は移送工程は、同時に、かつ
／又は連続して行われ得る。
【００１３】
　さらに本発明は、（ａ）（ｉ）第一の遊離可能な結合相互作用を介して貯蔵帯域におい
て表面に連結されている第一の試薬；（ｉｉ）第二の遊離可能な結合相互作用を介して貯
蔵帯域において第二の表面に連結されている第二の試薬を含む貯蔵帯域；（ｂ）第一の被
検体についてのアッセイにおいて第一の試薬を使用するように構成された第一の使用帯域
；並びに（ｃ）第二の被検体についてのアッセイにおいて第二の試薬を使用するように構
成された第二の使用帯域を含んでなる多重アッセイデバイスを提供する。第一の遊離可能
な結合相互作用が、第一の標的薬剤と第二の標的薬剤との間の連結を含み、ここで第一の
標的薬剤は試薬に連結され、そして第二の標的薬剤は表面に連結される。さらに、試薬及
び表面は、連結されて表面－試薬複合体を形成し、ここで表面－試薬複合体は貯蔵帯域に
封じ込められる。第二の遊離可能な結合相互作用は、第三の標的薬剤と第四の標的薬剤と
の間の連結を含み、ここで第三の標的薬剤は第二の試薬に連結され、そして第四の標的薬
剤は第二の表面に連結され、そして第二の試薬及び第二の表面は連結されて第二の表面－
試薬複合体を形成し、ここで第二の表面－試薬複合体は貯蔵帯域に封じ込められる。この
ような多重アッセイデバイスは、貯蔵帯域と第一及び第二の使用帯域とが流体連通するよ
うに流体ネットワークを含んでなり、ここでこのネットワークは、貯蔵帯域中の流体を第
一の使用帯域、第二の使用帯域、又はその両方に移動させるように構成される。このネッ
トワークは、第一の使用帯域第二の使用帯域に流体を連続して又は同時に移動させるよう
に構成される。第一及び第二の試薬は、貯蔵帯域において貯蔵帯域の異なる領域にそれぞ
れ留まっている。第一及び第二の遊離可能な結合相互作用は、第一及び第二の試薬を貯蔵
帯域のそれぞれ第一及び第二の表面から遊離させるための同じか又は異なる条件、例えば
血温度上昇又は温度低下、ｐＨ変化、電位、イオン強度の変化、競合、及びそれらの組み
合わせに曝すことを必要とする。さらに、第一及び第のの使用帯域はそれぞれ、サンプル
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中の複数の異なる被検体についての多重アッセイにおいて第一及び第二の試薬を使用する
ようにそれぞれ構成された複数のアッセイ領域を含む。
【００１４】
　本明細書に記載される多重アッセイデバイスを使用して多重アッセイを行う方法も提供
され、この方法は、（ａ）第一及び第二の被検体を含むサンプルを第一及び第二の使用帯
域に導入すること；（ｂ）貯蔵帯域から第一の試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝すこと
；（ｃ）貯蔵帯域から第一及び第二の使用帯域の少なくとも１つに第一の試薬を移すこと
；並びに（ｄ）第一及び第二の被検体の少なくとも１つについての１つ又はそれ以上のア
ッセイを行うことを含む。この方法はまた、貯蔵帯域から第二の試薬を遊離するさらなる
条件に貯蔵帯域を曝す工程、並びに貯蔵帯域から第一及び第二の使用帯域の少なくとも１
つに第二の試薬を移す工程、並びに場合により、移す工程の前に第一及び第二の使用帯域
の少なくとも１つを洗浄する工程を含み得る。
【００１５】
　多重アッセイデバイスにおいて多重アッセイを行う方法もまた提供され、この方法は、
（ａ）第一及び第二の被検体を含むサンプルを第一及び第二の使用帯域に導入すること；
（ｂ）貯蔵帯域から第一の試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝すこと；（ｃ）貯蔵帯域か
ら第一の使用帯域に第一の試薬を移すこと；（ｄ）貯蔵帯域から第二の試薬を遊離する条
件に貯蔵帯域を曝すこと；（ｅ）貯蔵帯域から第二の使用帯域に第二の試薬を移すこと；
並びに（ｆ）第一及び第二の使用帯域において第一及び第二の被検体についてのアッセイ
を行うことを含む。この方法はまた、移す工程（ｃ）の前に第一及び第二の使用帯域を洗
浄することを含み得、そしてこれらのアッセイは、同時に行われても連続して行われても
よい。
【００１６】
　図面の簡単な説明
　添付の図面は、本発明の範囲を限定するのではなく説明するために提供される。添付の
図面全体を通して、「Ｐ」は１つ又はそれ以上の部分が結合されている粒子を指し；「Ｓ
」は第一の固相を指し；「Ａ」は標的被検体を指し；「Ｃ」は夾雑物を指し；そして「＊

」はアッセイ構成成分に連結された検出可能な標識を指す。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１ａ】粒子がアッセイ構成成分として使用される様々なアッセイ形式を示す。
【図１ｂ】粒子がアッセイ構成成分として使用される様々なアッセイ形式を示す。
【図１ｃ】粒子がアッセイ構成成分として使用される様々なアッセイ形式を示す。
【図１ｄ】粒子がアッセイ構成成分として使用される様々なアッセイ形式を示す。
【図１ｅ】粒子がアッセイ構成成分として使用される様々なアッセイ形式を示す。
【図２ａ】第一の固相がアッセイ構成成分として使用される様々なアッセイ形式を示す。
【図２ｂ】第一の固相がアッセイ構成成分として使用される様々なアッセイ形式を示す。
【図３ａ】粒子がアッセイ構成成分として使用され、それに標的薬剤が連結される、様々
なアッセイ形式を示す。
【図３ｂ】粒子がアッセイ構成成分として使用され、それに標的薬剤が連結される、様々
なアッセイ形式を示す。
【図３ｃ】粒子がアッセイ構成成分として使用され、それに標的薬剤が連結される、様々
なアッセイ形式を示す。
【図３ｄ】粒子がアッセイ構成成分として使用され、それに標的薬剤が連結される、様々
なアッセイ形式を示す。
【図３ｅ】粒子がアッセイ構成成分として使用され、それに標的薬剤が連結される、様々
なアッセイ形式を示す。
【図４ａ】第一の固相がアッセイ構成成分として使用され、それに標的薬剤が連結される
、様々なアッセイ形式を示す。
【図４ｂ】第一の固相がアッセイ構成成分として使用され、それに標的薬剤が連結される
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、様々なアッセイ形式を示す。
【図５】（ａ）～（ｂ）は、本発明の一実施態様を示す。（ａ）は、被検体に対する抗抗
体で被覆され、そしてＥＣＬ標識でも被覆されたコロイドを使用する、被検体の磁気濃縮
を示す。異なる被検体に結合するために多数の抗体が使用され得る。（ｂ）は、本発明の
一実施態様を示す。サンドイッチイムノアッセイ形式での被検体－コロイド複合体の検出
を示す。
【図６ａ】本発明の方法に従う２つの代替の競合イムノアッセイを示す。
【図６ｂ】本発明の方法に従う２つの代替の競合イムノアッセイを示す。
【図７】７（ａ）～７（ｃ）は、１つ又はそれ以上の貯蔵帯域及び１つ又はそれ以上の使
用帯域を含む、アッセイデバイスの３つの代替の実施態様を示す。７（ａ）～７（ｂ）は
、試薬を使用帯域１及び２に供給する表面－試薬複合体を収容する１つの貯蔵帯域を含む
アッセイデバイスを示し、さらに７（ｃ）は、使用帯域にそれぞれ通じている多数の貯蔵
帯域を含むアッセイデバイスを示す。７（ｃ）において、アッセイデバイスにおけるサン
プル及び液状試薬の区画は貯蔵帯域及び使用帯域と流体連通している。
【図８】８（ａ）～８（ｆ）は、本発明の代替のアッセイデバイスの使用を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　発明の詳細な説明
　本発明は、収集、分離及び／又は遊離工程を含む改善された固相結合アッセイを提供す
る。本発明の方法は、サンプル中の被検体の事前濃縮を可能にすることにより、かつ／又
は、例えば検出工程を妨げることにより、及び／若しくは混合物中の１つ若しくはそれ以
上の構成成分と非特異的に結合することによりアッセイの性能を妨害し得るサンプル中の
夾雑物の量を減少若しくは排除することにより、アッセイ性能を改善する。
【００１９】
　（ｉ）　サンプル／被検体
　本発明の方法により分析され得るサンプルの例としては、限定されないが、食品サンプ
ル（食品抽出物、食品ホモジネート、飲料など）、環境サンプル（例えば土壌サンプル、
環境汚泥、収集された環境エアロゾル、環境拭き取り物（ｗｉｐｅｓ）、水ろ液など）、
工業サンプル（例えば、出発物質、工業生産プロセスからの生成物又は中間体）、ヒト臨
床サンプル、獣医サンプル、及び生物学的起源の他のサンプルが挙げられる。分析され得
る生物学的サンプルとしては、限定されないが、糞便、粘膜スワブ、生理液及び／又は細
胞懸濁液を含有するサンプルが挙げられる。生物学的サンプルの具体例としては、血液、
血清、血漿、糞便、粘膜スワブ、組織吸引物、組織ホモジネート、細胞培養物及び細胞培
養上清（真核細胞及び原核細胞を含む）、尿、唾液、痰及び脳脊髄液が挙げられる。
【００２０】
　本発明の方法を使用して測定され得る被検体としては、限定されないが、タンパク質、
毒素、核酸、微生物、ウイルス、細胞、真菌、胞子、炭水化物、脂質、糖タンパク質、リ
ポタンパク質、多糖類、薬物、ホルモン、ステロイド、栄養素、上記の分子の代謝物及び
いずれかの誘導体又は上記の分子若しくはそれらの組み合わせの１つ若しくはそれ以上を
含むいずれかの複合体が挙げられる。サンプル中の目的の被検体のレベルは、疾患又は疾
患状態の指標であり得、又は単に患者がその被検体に曝露されたかどうかを示し得る。
【００２１】
　本発明のアッセイは、サンプル中の１つ又はそれ以上、例えば２つ又はそれ以上の被検
体の濃度を決定するために使用され得る。従って、２つ又はそれ以上の被検体が同じサン
プルで測定され得る。同じサンプルにおいて測定され得る被検体の集団としては、例えば
疾患状態又は生理学的状態に関連する被検体若しくは活性についてのアッセイの集団が挙
げられる。特定のこのような集団としては、サイトカイン及び／又はそれらの受容体（例
えば、ＴＮＦ－アルファ、ＴＮＦ－ベータ、ＩＬｌ－アルファ、ＩＬｌ－ベータ、ＩＬ２
、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ－１０、ＩＬ－ｌ２、ＩＦＮ－ｙなどの１つ又はそれ以上）、増
殖因子及び／又はそれらの受容体（例えば、ＥＧＦ、ＶＧＦ、ＴＧＦ、ＶＥＧＦなどの１
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つ又はそれ以上）、乱用薬物、治療薬、ビタミン類、病原体特異的抗体、自己抗体（例え
ば、Ｓｍ、ＲＮＰ、ＳＳ－Ａ、ＳＳ－アルファ、Ｊ０－１、及びＳｃｌ－７０抗原）に対
して特異的な１つ又はそれ以上の抗体）、アレルゲン特異的抗体、腫瘍マーカー（例えば
、ＣＥＡ、ＰＳＡ、ＣＡ－１２５　ＩＩ、ＣＡ　１５－３、ＣＡ　１９－９、ＣＡ　７２
－４、ＣＹＦＲＡ　２１－１、ＮＳＥ、ＡＦＰなどの１つ又はそれ上）、うっ血性心疾患
及び／又は急性心筋梗塞を含む心疾患のマーカー（例えば、トロポニンＴ、トロポニンＩ
、ミオグロビン、ＣＫＭＢ、ミエロペルオキシダーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、
β－ナトリウム利尿タンパク質（ＢＮＰ）、アルファ－ナトリウム利尿タンパク質（ＡＮ
Ｐ）、エンドセリン、アルドステロン、Ｃ－反応性タンパク質（ＣＲＰ）などの１つ又は
それ以上）、止血に関連するマーカー（例えば、フィブリンモノマー、Ｄ－ダイマー、ト
ロンビン－抗トロンビン複合体、プロトロンビンフラグメント１及び２、抗第Ｘａ因子な
どの１つ又はそれ以上）、急性ウイルス性肝炎感染のマーカー（例えば、Ａ型肝炎ウイル
スに対するＩｇＭ抗体、Ｂ型肝炎コア抗原に対するＩｇＭ抗体、Ｂ型肝炎表面抗原、Ｃ型
肝炎ウイルスに対する抗体などの１つ又はそれ以上）、アルツハイマー病のマーカー（ア
ルファ－アミロイド、ベータ－アミロイド、Ａβ　４２、Ａβ　４０、Ａβ　３８、Ａβ
　３９、Ａβ　３７、Ａβ　３４、タウタンパク質など）、骨粗しょう症のマーカー（例
えば、架橋Ｎ又はＣ－テロペプチド、総デオキシピリジノリン、遊離デオキシピリジノリ
ン、オステオカルシン、アルカリホスファターゼ、Ｉ型コラーゲンのＣ－末端プロペプチ
ド、骨特異的アルカリホスファターゼなどの１つ又はそれ上）、受胎状態又は受胎能関連
障害のマーカー（例えば、エストラジオール、プロゲステロン、卵胞刺激ホルモン（ＦＳ
Ｈ）、黄体形成ホルモン（ＬＨ）、プロラクチン、ｈＣＧ、テストステロンなどの１つ又
はそれ以上）、甲状腺障害のマーカー（例えば、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、総Ｔ３
、遊離Ｔ３、総Ｔ４、遊離Ｔ４、及び逆Ｔ３の１つ又はそれ以上）、並びに前立腺癌のマ
ーカー（例えば、総ＰＳＡ、遊離ＰＳＡ、結合型ＰＳＡ、前立腺酸性ホスファターゼ、ク
レアチンキナーゼなどの１つ又はそれ以上）の集団が挙げられる。本発明の特定の実施態
様は、特定の疾患状態又は生理条件に関連する例えば１つ若しくはそれ以上、２つ若しく
はそれ以上、４つ若しくはそれ以上又は１０若しくはそれ以上の被検体（例えば、上で列
挙されるような、集団で一緒に分類される被検体；例えば甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）
、総Ｔ３、遊離Ｔ３、総Ｔ４、遊離Ｔ４及び逆Ｔ３の１つ又はそれ以上を含み得る甲状腺
障害の診断に有用な集団）を測定することを含む。
【００２２】
　本発明の方法は、上記のような広範囲の生物学的及び生化学的因子の検出を可能にする
ために設計される。一実施態様において、これらの方法は、様々な関連する臨床的及び環
境的マトリックス（限定されないが、血液、痰、糞便、フィルター、スワブなどを含む）
における病原性及び／又は潜在的に病原性のウイルス、細菌及び毒素（生物兵器剤（「Ｂ
ＷＡ」を含む）を検出するために使用され得る。本発明の方法を使用して（単独で、又は
組み合わせて）分析され得る病原体及び毒素の非限定的なリストは、炭疽菌（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）（炭疽）、ペスト菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）
（ペスト）、コレラ菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ）（コレラ）、野兎病菌（Ｆｒ
ａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ）（野兎病）、ブルセラ属菌（Ｂｒｕｃｅｌ
ｌａ　ｓｐｐ．）（ブルセラ症）、コクシエラ・バーネッティ（Ｃｏｘｉｅｌｌａ　ｂｕ
ｒｎｅｔｉｉ）（Ｑ熱）、痘瘡ウイルスを含むオルトポックスウイルス属（痘瘡）、ウイ
ルス性脳炎、ベネズエラウマ脳脊髄炎ウイルス（ＶＥＥ）、西部ウマ脳炎ウイルス（ＷＥ
Ｅ）、東部ウマ脳炎ウイルス（ＥＥＥ）、アルファウイルス属、ウイルス性出血熱、アレ
ナウイルス科、ブンヤウイルス科、フィロウイルス科、フラビウイルス科、エボラウイル
ス、ブドウ球菌エンテロトキシン、リシン、ボツリヌス毒素、ボツリヌス菌（Ｃｌｏｓｔ
ｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）、マイコトキシン、フザリウム属（Ｆｕｓａｒｉｕ
ｍ）、ミロテシウム（Ｍｙｒｏｔｅｃｉｕｍ）、セファロスポリウム属（Ｃｅｐｈａｌｏ
ｓｐｏｒｉｕｍ）、トリコデルマ属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、ベルチシモノスポリウ
ム（Ｖｅｒｔｉｃｉｍｏｎｏｓｐｏｒｉｕｍ）、スタキボトリス属（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔ
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ｒｙｓ）、鼻疽、コムギ真菌（ｗｈｅａｔ　ｆｕｎｇｕｓ）、バチルス・グロビギイ（Ｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｇｌｏｂｉｇｉｉ）、霊菌（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ
）、黄色い雨（ｙｅｌｌｏｗ　ｒａｉｎ）、トリコテセンマイコトキシン、ネズミチフス
菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、アフラトキシン、ケオプスネズ
ミノミ（Ｘｅｎｏｐｓｙｌｌａ　ｃｈｅｏｐｉｓ）、ジアマヌスモンタヌス（Ｄｉａｍａ
ｎｕｓ　ｍｏｎｔａｎｕｓ）、アラストリム、サル痘、アレナウイルス属、ハンタウイル
ス属、ラッサ熱、アルゼンチン出血熱、ボリビア出血熱、リフトバレー熱ウイルス、クリ
ミア－コンゴウイルス、ハンタウイルス属、マールブルグ出血熱、黄熱病ウイルス、デン
グ熱ウイルス、インフルエンザ（Ｈ５Ｎ１トリインフルエンザを含むヒト及び動物系統を
含む）、ヒト免疫不全ウイルスＩ及びＩＩ（ＨＩＶ　Ｉ及びＩＩ）、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎
、Ｃ型肝炎、肝炎（非Ａ、Ｂ又はＣ型）、エンテロウイルス属、エプスタイン－バーウイ
ルス、サイトメガロウイルス、単純疱疹ウイルス、トラコーマクラミジア（Ｃｈｌａｍｙ
ｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａｅ
）、膣トリコモナス（Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、ヒトパピローマ
ウイルス、梅毒トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）、肺炎連鎖球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏ
ｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、肺炎マイコプラズマ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、肺炎クラミジア（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａｅ）、レジオネラ・ニューモフィラ菌（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈ
ｉｌａ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、カタラリ
ス菌（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｃａｔａｒｒｈａｌｉｓ）、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、クロストリジウム・ディフィシレ（Ｃｌｏｓｔｒ
ｉｄｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔ
ｉｄｉｓ）、肺炎杆菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヒト結核菌（
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、コロナウイルス、コクサッ
キーＡ群ウイルス、ライノウイルス、パラインフルエンザウイルス、呼吸器合胞体ウイル
ス（ＲＳＶ）、メタ肺炎ウイルス、及びアデノウイルスである。
【００２３】
　（ｉｉ）　結合試薬
　結合アッセイ分野の当業者は、本発明の方法において使用され得る結合剤及び付随する
結合パートナーの範囲を用意に理解するだろう。このような対の非限定的なリスト（いず
れかの順序で）としては、オリゴヌクレオチド及び補体、受容体／リガンド対、抗体／抗
原、天然又は合成の受容体／リガンド対、アミン類及びカルボニル化合物（すなわち、シ
ッフ塩基の形成による結合）、ハプテン／抗体対、抗原／抗体対、エピトープ／抗体対、
ミミトープ（ｍｉｍｉｔｏｐｅ）／抗体対、アプタマー／標的分子対、ハイブリダイゼー
ションパートナー、並びに挿入剤／標的分子対が挙げられる。
【００２４】
　本発明の方法の結合アッセイは、結合試薬として抗体又は他の受容体タンパク質を使用
し得る。用語「抗体」は、インタクトな抗体分子（抗体サブユニットのインビトロ再会合
により組み立てられたハイブリッド抗体を含む）、抗体フラグメント、及び抗体の抗原結
合ドメインを含む組み換えタンパク質構築物（例えばＰｏｒｔｅｒ，Ｒ．Ｒ．ａｎｄ　Ｗ
ｅｉｒ，Ｒ．Ｃ．Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．，６７（Ｓｕｐｐｌ）；５１－６４（
１９６６）及びＨｏｃｈｍａｎ，１．Ｉｎｂａｒ，Ｄ．ａｎｄ　Ｇｉｖｏｌ，Ｄ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１２：　１１３０（１９７３）に記載されるとおり）、さらには例
えば検出可能な標識の導入により化学的に改変された抗体構築物を含む。
【００２５】
　これらのアッセイ構成成分の互いに対する、又は固相への結合を可能にするためにアッ
セイ構成成分に連結される結合試薬及び結合パートナーは、本明細書では「標的薬剤」と
記載され得る。対、例えば、抗原－抗体、オリゴヌクレオチド－補体などで作用する標的
薬剤に関して、対の一方の標的薬剤は本明細書では第一の標的薬剤と呼ばれ得、これに対
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して他方の標的薬剤は第二の標的薬剤と呼ばれ得る。特定の実施態様において、これらの
標的薬剤はそれらの結合反応の可逆性にもとづいて選択される。詳細には、標的薬剤対は
、例えば第一の組の条件下で、その対で結合して結合複合体を形成し、これが第二の組の
条件下で、例えば温度上昇又は温度低下、化学的環境又はアッセイ緩衝液の変化（例えば
、イオン強度変化、ｐＨ変化、変性剤の添加、光又は電位の変化など）に結合した標的薬
剤対を曝すことにより、別の標的薬剤への結合に関して１つの標的薬剤と競合する結合競
合試薬を加えることにより、及びそれらの組み合わせにより、解離を引き起こして複合体
を分裂させることができるという理由で選択され得る。適切な条件は通常の実験により導
かれ得る。使用され得、共有結合を生じ、厳しい条件を必要とすることなく切断され得る
、多くの十分に確立された切断可能な化学的リンカーが存在する。例えば、ジスルフィド
含有リンカーは、チオール又は他の還元剤を使用して切断され得、ｃｉｓ－ジオール含有
リンカーは過ヨウ素酸塩を使用して切断され得、金属－リガンド相互作用（例えばニッケ
ル－ヒスチジン）はｐＨを変化させるか又は競合リガンドを導入することにより切断され
得る。用語「切断する」又は「切断」はまた、共有結合を破壊する必要のない、連結され
たアッセイ構成成分の分離のための過程を指すために本明細書において使用され、例えば
、使用され得る十分に確立された可逆的結合対及び条件が多く存在する（アフィニティー
クロマトグラフィーの技術分野で認識されているものを含む）。例として、多くの抗体－
リガンド対の結合は、ｐＨの変化、タンパク質変性剤又はカオトロピック剤の添加、競合
リガンドの添加などにより逆行され得る。
【００２６】
　標的薬剤は、相補配列を含むオリゴヌクレオチドの対であり得る。好ましい長さは約５
～１００塩基、好ましくは約１０～５０塩基、そしてより好ましくは約１０～２５塩基で
ある。さらに、標的化オリゴヌクレオチド配列は長さが同じである必要はなく、そして特
定の実施態様では、その結合パートナーよりも、例えば２５塩基まで、又は１５塩基まで
、又は１０塩基までだけ長い１つの標的化オリゴヌクレオチド配列を提供することが有益
かもしれない。鎖分離に一般的に使用される公知の方法は、ｉ）複合体の融解温度より高
い温度を使用し、ｉｉ）１１（又はそれ以上）のアルカリｐＨ若しくは低いｐＨを使用し
；ｉｉｉ）高イオン強度を使用し、かつ／又はｉｖ）ホルムアミドのような核酸変性剤を
使用する。鎖分離のための他の方法は、Ｅ．ｃｏｌｉのＲｅｐタンパク質のようなＤＮＡ
の巻き戻しを触媒し得るヘリカーゼ酵素、又はＥ．ｃｏｌｉファージＴ４の３２－タンパ
ク質のようなＤＮＡの単鎖形態を安定化するように作用する結合タンパク質の使用を含む
。特定の実施態様において、相補核酸鎖の解離は、６０℃より高い高温にその鎖を曝すこ
とにより達成される。
【００２７】
　本発明の方法は、様々なアッセイデバイス及び／又は形式において使用され得る。アッ
セイデバイスとしては、例えばアッセイが進行するにつれて加えられるか、又はウェル、
チャンバ、若しくはアッセイモジュールのアッセイ領域に予めロードされるアッセイ試薬
（標的薬剤又は他の結合試薬を含み得る）を有する、アッセイモジュール、例えばアッセ
イプレート、カートリッジ、マルチウェルアッセイプレート、反応容器、試験管、キュベ
ット、フローセル、アッセイチップ、ラテラルフローデバイスなどが挙げられ得る。これ
らのデバイスは、特異的結合アッセイ、例えばイムノアッセイ又は免疫クロマトグラフィ
ーアッセイのための様々なアッセイ形式を使用し得る。実例となるアッセイデバイス及び
形式は本明細書の以下に記載される。特定の実施態様において、本発明の方法は、乾燥状
態で貯蔵されるアッセイ試薬を使用してもよく、そしてアッセイデバイス／キットは、ア
ッセイ試薬を乾燥状態に維持するための乾燥剤物質をさらに含んでいても、同梱されてい
てもよい。アッセイ試薬を予めロードされているアッセイデバイスは、貯蔵の間の優れた
安定性を維持しながら、アッセイ測定の速度を大きく改善し、かつ複雑さを減少させるこ
とができる。乾燥したアッセイ試薬は、乾燥することができかつその後にアッセイにおけ
る使用の前に再構成することができるいずれかのアッセイ試薬であり得る。これらとして
は、限定されないが、結合アッセイにおいて有用な結合試薬、酵素、酵素基質、指示薬色
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素及び目的の被検体を検出するために使用され得る他の反応性化合物が挙げられる。アッ
セイ試薬はまた、検出の機構に直接関与しないが、アッセイにおいて補助的役割を果たす
物質も含み、これらとしては、限定されないが、ブロッキング剤、安定剤、洗浄剤、塩、
ｐＨ緩衝液、保存料などが挙げられる。試薬は遊離形態で存在していても、アッセイモジ
ュール中の区画（例えば、チャンバー、チャネル、フローセル、ウェルなど）の表面又は
コロイド、ビーズ、若しくは他の粒状支持体の表面を含む固相上に支持されていてもよい
。
【００２８】
　一実施態様において、アッセイ試薬は試薬貯蔵のために使用される１つ又はそれ以上の
領域又は帯域を含むアッセイデバイスで提供され得る。これらの貯蔵帯域は、デバイスに
おける他の場所での使用のために試薬を遊離するために十分な条件に貯蔵帯域を曝すまで
その帯域内に試薬が留まっているように、貯蔵帯域内の表面に結合された試薬を含み得る
。例えば、貯蔵帯域は、第一の標的薬剤に連結された試薬、及び第二の標的薬剤に連結さ
れた表面を含む表面－試薬複合体を含み得、ここで試薬及び表面は表面－試薬複合体にお
いて第一の標的薬剤と第二の標的薬剤との間の遊離可能な結合相互作用を介して連結され
ている。この実施態様において、第一の標的薬剤と第二の標的薬剤との間の遊離可能な結
合相互作用を分裂させるために十分な条件に貯蔵帯域を曝すことにより、試薬は表面－試
薬複合体及び貯蔵帯域からから遊離される。本明細書に記載されるように、そのような条
件としては、限定されないが、温度上昇又は温度低下、光、その帯域のｐＨの変更、電位
の印加、イオン強度の変化、競合剤の添加、及びそれらの組み合わせに貯蔵帯域を曝すこ
とが挙げられ得る。
【００２９】
　第二の標的薬剤、及びそれにより試薬が連結される表面は、貯蔵帯域内に組み込まれ得
るか貯蔵帯域に留まり得るいずれの固体支持体であってもよい。例えば、表面は、本明細
書に記載されるような、貯蔵帯域に存在する１つ又はそれ以上の粒子の表面で有り得る。
あるいは、表面は、貯蔵帯域の表面、例えば貯蔵帯域内の区画、チャネル、導管、ウェル
などの表面である。好ましくは、貯蔵帯域表面は、粗面化されているか、又は１つ若しく
はそれ以上の隆起した特徴若しくはくぼみを含み、これが表面－試薬複合体を保持するた
めに利用可能な貯蔵帯域内の相対的表面積を増加させる。一実施態様において、貯蔵帯域
表面は、その表面に結合することができる構成成分にアクセス可能な表面積が平坦な表面
の表面積よりも少なくとも２倍より大きくなるように、表面積を増加させる表面積増強特
徴を含む。好ましい実施態様において、結合のためにアクセス可能な表面積は、平坦な表
面の表面積よりも少なくとも３倍大きい。大きい表面積の支持体は、表面を粗面化するこ
とにより、又は他の方法では表面に三次元構造を施すことにより提供され得る。粗面化さ
れたか又は凸凹を付けられた表面を製造するための様々な確立されたアプローチは当業者
に利用可能だろう。これらのアプローチには、従来の機械加工、微細機械加工又はリソグ
ラフィー（例えば、ＬＩＧＡ又は米国特許第５，７０７，７９９号及び同第５，９５２，
１７３号に記載されるような他の微細加工技術）又は射出成形により製造されるカラムの
アレイのような高アスペクト比の特徴を有する表面の製造が含まれる。
【００３０】
　貯蔵帯域表面は、マトリックス中に分散した露出粒子を含む複合材料も含み得る。複合
材料としては、限定されないが、炭素粒子、黒鉛粒子、又はカーボンナノチューブが挙げ
られ得る。場合により、複合材料は、より多くの粒子を露出させ、かつ表面粗度を増加さ
せるためにエッチングされ得る（例えば化学エッチング又はプラズマエッチングにより）
。特定の一実施態様において、表面はプリントされたカーボンインクにより提供される。
別の実施態様において、貯蔵帯域表面は、その孔において利用可能な表面積により増強さ
れた表面積をもたらす多孔質支持体を含み得る。このような多孔質支持体は、多孔質膜（
例えばろ過膜及びラテラルフローメンブレン）及びゲルを含む。好ましいゲルとしてヒド
ロゲルが挙げられる。多数の適切なヒドロゲルが、ヒドロゲルに試薬を連結するための化
学物質のように、アフィニティークロマトグラフィー、生体高分子の固相合成及び結合ア
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ッセイのような適用のための、試薬のための支持体として十分に確立されている。適用に
おいて。このようなヒドロゲルの例としては、限定されないが、糖（多糖類）、アクリル
酸、アクリレート、アクリルアミド、エチレングリコール、プロピレングリコールのポリ
マーが挙げられる。ヒドロゲルは架橋され得、かつ／又は異なるモノマー成分のコポリマ
ーで有り得る。
【００３１】
　試薬のための貯蔵帯域を組み込んだアッセイデバイスはまた、そのデバイスにおいて行
われるアッセイにおいてそれらの試薬を使用するように構成された使用帯域を含む。従っ
て、一旦試薬が表面－試薬複合体から遊離されると、遊離試薬が使用帯域において行われ
るアッセイにおける使用に利用可能になる。遊離試薬は、貯蔵帯域から使用帯域に移され
、ここでこれは目的の被検体のためのアッセイに参加できる。そのアッセイは、使用帯域
に存在するが、またそうでなければ、使用帯域に供給される１つ又はそれ以上のさらなる
試薬を含んでいてもよい。一実施態様において、使用帯域は、使用帯域内の固体支持体に
結合され、かつ／又は使用帯域の表面上で乾燥された１つ又はそれ以上のさらなる試薬を
含み得る。特定の実施態様において、試薬は、サンプル中の目的の被検体に結合すること
ができる結合試薬であり、そして使用帯域は使用帯域内の固体支持体に結合されたさらな
る試薬を含み、ここでそのさらなる試薬もまた目的の被検体に結合する。この実施態様に
おいて、サンプル中に存在する被検体は、さらなる試薬を介して使用帯域の表面に結合し
、さらに貯蔵帯域から移された遊離試薬と結合してサンドイッチ複合体を形成する。結合
試薬は、検出可能な標識、例えばＥＣＬ標識を含み得、そして被検体は、使用帯域におい
て、例えば使用帯域において放射されれる電気化学発光の測定を介して、標識の存在又は
不在を検出することにより検出され得る。サンプルは使用帯域に直接導入されてもよく、
又はサンプルは最初に貯蔵帯域に導入されて、その後サンプルは貯蔵帯域から使用帯域に
流れる。試薬は、貯蔵帯域をサンプルと接触させる前に遊離されても、貯蔵帯域がサンプ
ルと接触された後に遊離されてもよい。一実施態様において、サンプルは貯蔵帯域に導入
され、次いでこれを、表面－試薬複合体からの試薬の遊離のために必要な条件に曝す。そ
の後、サンプル及び遊離試薬はサンプル－試薬混合物を使用帯域に移す前に場合によりイ
ンキュベートされる。
【００３２】
　好ましい実施態様において、貯蔵帯域及び使用帯域は流体路に沿って流体連通している
。例えば、アッセイデバイスはカートリッジであり得、そして貯蔵帯域及び使用帯域は流
体路に沿ってカートリッジ内に位置づけられる。この実施態様の例を図７（ａ）～（ｃ）
に示す。図７（ａ）において、アッセイデバイスは貯蔵帯域及び少なくとも２つの使用帯
域を含み、そして貯蔵帯域と使用帯域とはそれぞれ流体連通している。使用帯域は、図７
（ａ）に示されるように直列で、又は図７（ｂ）に示されるように並列でアッセイデバイ
スにおいて構成され得る。図７（ｃ）は、複数の貯蔵帯域及び使用帯域を含むアッセイデ
バイスのさらに別の構成を示す。図７（ｃ）に示される実施態様において、貯蔵帯域及び
使用帯域はまたサンプル及び／又はアッセイデバイス内の試薬区画と流体連通している。
【００３３】
　別の実施態様を図８に示す。図８のアッセイデバイスは、第一の表面－試薬複合体及び
第二の表面－試薬複合体を含む貯蔵帯域、並びに少なくとも２つの使用帯域を含み、ここ
で貯蔵帯域及び使用帯域は流体ネットワークを介して流体連通している。パネル（ａ）に
おいてサンプルをデバイスの区画中に導入し、そしてパネル（ｂ）に示されるように、流
体ネットワークはそのサンプルを使用帯域に運ぶ。パネル（ｂ）及び（ｃ）はまた、希釈
剤が貯蔵帯域を通過し（表面－試薬複合体を遊離しない条件下で）、そして流体ネットワ
ークを通して使用帯域に運ばれ、使用帯域の任意の洗浄をもたらし得るということを示す
。次いで希釈剤は、第一の試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝しながら、貯蔵帯域を通過
し、次いでパネル（ｄ）に示されるように、これは流体ネットワークに運ばれて使用帯域
１中に運ばれる。次いで第二の試薬が第二の組の条件により遊離され、そしてパネル（ｅ
）に示されるように、微小流体ネットワーとを通る希釈剤の流れを介して使用帯域２に運
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ばれる。最後に、パネル（ｆ）に示されるように、使用帯域は過剰の試薬を除去するため
に場合により洗浄される。
【００３４】
　一実施態様において、貯蔵帯域及び使用帯域は、これらの帯域中の流体の大気との平衡
を可能にするように、又は選択的に密封するか、開放するか（大気圧に対して）、若しく
は特定のベントポートに対して陽圧若しくは陰圧を加えることにより特定の帯域中へ若し
くは特定の帯域からの流体の方向性を持った移動を可能にするように、貯蔵帯域及び使用
帯域と（直接的に、又はベント導管を通じて）流体連通している１つ又はそれ以上のベン
トポートをさらに含む流体ネットワーク内に含まれる。
【００３５】
　別の実施態様において、アッセイデバイスはマルチウェルアッセイプレートであり、そ
して使用帯域はプレートのウェル内に位置づけられるが、貯蔵帯域は使用帯域と重ならな
いウェルの補足的（ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ）表面に位置する。
【００３６】
　さらなる実施態様において、アッセイデバイスは貯蔵帯域において１つ又はそれ上の表
面－試薬複合体を含み得る。図８に示される実施態様において、例えば貯蔵帯域は第一の
表面－試薬複合体（上記のとおり）を含み、そしてまた貯蔵帯域に封じ込められた第二の
表面－試薬複合体も含み、この第二の表面－試薬複合体は、（ｉ）第三の標的薬剤に連結
された第二の試薬；及び（ｉｉ）第四の標的薬剤に連結された第二の表面を含み、ここで
第二の試薬及び第二の表面は、第二の表面－試薬複合体において、第三の標的薬剤と第四
の標的薬剤との間の第二の遊離可能な結合相互作用を介して連結されており；そして使用
帯域はさらに、アッセイにおいて第二の試薬を使用するように構成されている。貯蔵帯域
内に貯蔵される様々な試薬は、使用帯域において行われる１つ又はそれ上のアッセイにお
いて使用され得、又は貯蔵帯域内に貯蔵されている試薬はそれぞれ、使用帯域において行
われる各アッセイにおいて使用され得る。貯蔵帯域内に貯蔵される試薬は選択的に遊離さ
れ得る、すなわち、試薬のうちの１つが、貯蔵帯域において貯蔵される別の試薬を遊離す
るために使用される第二の組の条件とは異なる第一の組の条件により、表面－試薬複合体
組成物から遊離され得る。
【００３７】
　さらに、使用帯域は、デバイスにおいて単一のサンプルを用いて行われる１つ又はそれ
以上のアッセイにおいて貯蔵帯域内に貯蔵される試薬を使用するようにそれぞれ構成され
ている２つ又はそれ上のアッセイ領域を含み得る。一実施態様において、使用帯域は、サ
ンプル中の目的の第一の被検体についてのアッセイを行うように構成された第一のアッセ
イ領域を含み、そして使用帯域はまた、サンプル中にこれもまた存在し得る目的のさらな
る被検体についてのアッセイを行うように構成されたさらなるアッセイ領域も含み得る。
あるいは、使用帯域における第一のアッセイ領域は、被検体についての第一のアッセイを
行うために使用され得、一方で使用帯域における別のアッセイ領域は、同じ被検体につい
ての第二のアッセイを行うために使用され得る。なおさらにアッセイデバイスは、デバイ
スにおいて単一のサンプルを用いて行われる１つ又はそれ以上のアッセイにおいて貯蔵帯
域内に貯蔵される試薬を使用するようにそれぞれ構成された複数の使用帯域を含み得る。
各使用帯域は、上記のような１つ又はそれ以上のアッセイ領域を含み得る。さらに、アッ
セイデバイスは複数の貯蔵帯域を含み得、例えばそれぞれの使用帯域について、対応する
貯蔵帯域が存在する。多数の使用帯域及び／又は貯蔵帯域を含むアッセイデバイスの様々
な構成を図７（ａ）～（ｃ）及び図８に示す。
【００３８】
　上記のように、貯蔵帯域は複数の異なる試薬を表面－試薬複合体として含み得る。一実
施態様において、異なる試薬は、異なる条件下で切断される異なる遊離可能な結合反応に
より貯蔵帯域に保持される。従って、貯蔵帯域のそれぞれの規定された領域を適切な条件
に曝すことにより、それぞれの試薬が貯蔵帯域から選択的に遊離される。異なる試薬は、
相互に混合されるか又は貯蔵帯域の異なる領域に保持される表面－試薬複合体の状態であ



(17) JP 5943927 B2 2016.7.5

10

20

30

40

50

り得る。本明細書に記載されるように、それらの条件としては、限定されないが、温度上
昇又は温度低下、光、その領域のｐＨの変更、イオン強度の変化、電位の印加、競合剤の
添加、及びそれらの組み合わせが挙げられ得る。異なる条件下で切断される結合反応を使
用することにより、貯蔵帯域において表面－試薬複合体から一度に１つの試薬を選択的に
遊離することが可能である。例えば、１つの試薬が加熱により選択的に遊離され得、一方
で別の試薬がｐＨを変化させることにより選択的に遊離され得、又は１つの試薬が第一の
競合剤を使用して選択的に遊離され得、一方で別の試薬が第二の競合剤を使用して選択的
に遊離され得る。別の実施態様において、異なる試薬は、次第にストリンジェンシーが増
加する切断条件（例えば温度の増加、ｐＨの増加又は減少、競合剤濃度の増加、光のレベ
ルの増加、イオン強度の増加又は減少など）を必要とする異なる遊離可能な結合反応を使
用して一度に１つが遊離され得る。例えば、第一の試薬は第一の温度レベルで遊離され得
、かつ第二の試薬は第二のより高い温度レベルでその後に遊離され得る。
【００３９】
　別の実施態様において、貯蔵帯域は規定された複数の空間領域を含み得、異なる領域の
うち少なくとも２つは、上記のような遊離可能な結合相互作用により試薬を保持する表面
－試薬複合体で異なる試薬を保持する。この実施態様において、特定の空間領域における
試薬の切断は、切断条件を目的の特定の空間領域に制限するやり方で、切断条件を適用す
る（例えば、光、温度、電位などを加える）ことにより行われ得る。この実施態様におい
て、個々の試薬の遊離は規定された領域への切断条件の適用により方向づけられ得るので
、異なる試薬を保持するために使用される遊離可能な結合相互作用は同じであっても異な
っていてもよい。好ましい実施態様において、デバイスは多重アッセイ測定のために構成
され、そしてこのデバイスは、（ａ）貯蔵帯域に封じ込められた表面－試薬複合体を含む
貯蔵帯域、［この表面－試薬複合体は、（ｉ）第一の標的薬剤に連結された試薬；及び（
ｉｉ）第二の標的薬剤に連結された表面を含み、ここで試薬及び表面は、表面－試薬複合
体において、第一の標的薬剤と第二の標的薬剤との間の遊離可能な結合相互作用を介して
連結されている］；及び（ｂ）サンプル中の複数の被検体についての多重アッセイにおい
て試薬を使用するように構成された複数のアッセイ領域を含む使用帯域を含んでなる。貯
蔵帯域は、貯蔵帯域に封じ込められた第二の表面－試薬複合体をさらに含み得、この第二
の表面－試薬複合体は、（ｉｉｉ）第三の標的薬剤に連結された第二の試薬；及び（ｉｖ
）第四の標的薬剤に連結された第二の表面を含み、ここで第二の試薬及び第二の表面は、
第二の表面－試薬複合体において、第三の標的薬剤と第四の標的薬剤との間の第二の遊離
可能な結合相互作用を介して連結されており；そして使用帯域は、多重アッセイにおいて
第二の試薬を使用するようにさらに構成される。これに関して、使用帯域は、アッセイデ
バイスにおいてサンプルを用いて行われる１つ又はそれ以上のアッセイにおいて試薬及び
第二の試薬を使用するようにそれぞれ構成された２つ又はそれ以上のアッセイ領域を含み
、そしてこのアッセイデバイスの構成により、試薬及び場合により第二の試薬を用いた使
用帯域における複数のアッセイの実行が可能となる。
【００４０】
　使用帯域は、サンプル中の第一の被検体についてのアッセイを行うように構成された第
一のアッセイ領域、及びサンプル中の目的のさらなる被検体についてのアッセイを行うよ
うに構成されたさらなるアッセイ領域を含み得、このようなデバイスにおけるアッセイは
、以下の工程：
　（ｘ）貯蔵帯域を経由してサンプルを使用帯域に導入する工程；
　（ｙ）希釈剤を貯蔵帯域に導入する工程；
　（ｚ）表面－試薬複合体から試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝す工程；
　（ｘｘ）貯蔵帯域から第一のアッセイ領域及び第二のアッセイ領域へ試薬を移す工程；
及び
　（ｙｙ）第一及び第二のアッセイ領域においてそれぞれアッセイを行う工程；
を含む。
【００４１】
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　各アッセイを行う工程は同時に行われても、連続して行われてもよい。
【００４２】
　あるいは、アッセイ方法は、サンプルと遊離試薬の混合物が使用帯域に導入される前に
、サンプルと遊離試薬との間のインキュベーション工程を含み得る。このような方法は、
以下の工程：
　（ｘ）貯蔵帯域にサンプルを導入する工程；
　（ｙ）表面－試薬複合体から試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝し、そして場合により
、サンプルを遊離試薬とともに貯蔵帯域においてインキュベートする工程；
　（ｚ）（ｙ）において形成された混合物を、貯蔵帯域から第一のアッセイ領域及び第二
のアッセイ領域へ移す工程；並びに
　（ｘｘ）アッセイをそれぞれ第一及び第二のアッセイ領域において行う工程；
を含むだろう。
【００４３】
　なおさらに、使用帯域は、サンプル中の目的の第一の被検体についてのアッセイを行う
ように構成された第一のアッセイ領域、及びサンプル中の目的のさらなる被検体について
のアッセイを行うように構成された使用帯域におけるさらなるアッセイ領域を含み得、そ
してこのようなデバイスにおけるアッセイは：
　（ｘ）貯蔵帯域を経由して使用帯域にサンプルを導入すること；
　（ｙ）希釈剤を貯蔵帯域に導入し、そして
　　ｉ）表面－試薬複合体から試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝し；
　　ｉｉ）第二の表面－試薬複合体から第二の試薬を遊離するさらなる条件に貯蔵帯域を
曝すこと；
　（ｚ）試薬及び第二の試薬を貯蔵帯域から第一及び第二のアッセイ領域へ移すこと；並
びに
　（ｘｘ）第一及び第二のアッセイ領域においてアッセイを行うこと；
を含み得る。
【００４４】
　各アッセイを行う工程は同時に行われても連続して行われてもよい。同様に、試薬及び
第二の試薬の移送は同時に行われても連続して行われてもよい。
【００４５】
　あるいは、サンプル中の目的の第一の被検体についてのアッセイを行うように構成され
た第一のアッセイ領域及びサンプル中の目的のさらなる被検体についてのアッセイを行う
ように構成された使用帯域におけるさらなるアッセイ領域を含むデバイスを使用するアッ
セイ方法はインキュベーション工程も含み得、すなわち、
　（ｘ）サンプルを貯蔵帯域に導入すること；
　　ｉ）表面－試薬複合体から試薬を遊離する条件に貯蔵帯域を曝すこと；
　　ｉｉ）第二の表面－試薬複合体から第二の試薬を遊離するさらなる条件に貯蔵帯域を
曝すこと；
　　（ｉｉｉ）工程（ｘ）（ｉ）及び（ｘ）（ｉｉ）において形成された遊離試薬及び遊
離した第二の試薬とともに貯蔵帯域をインキュベートすること；
　（ｙ）工程（ｘ）（ｉｉｉ）において形成された混合物を貯蔵帯域から第一及び第二の
アッセイ領域へ移すこと；並びに
　（ｚ）第一及び第二のアッセイ領域においてアッセイを実行すること；
を含み得る。
【００４６】
　１つの特定の実施態様において、アッセイデバイスは、例えば同時係属出願第６１／２
８４，２７６号（２００９年１２月１６日出願、その開示は参照により本明細書に加入さ
れる）に記載されるようなカートリッジである。例えばＵＳＳＮ　６１／２８４，２７６
の図９に示されるように、カートリッジは様々な区画、すなわち、サンプルチャンバー、
アッセイ試薬チャンバー、廃棄物チャンバー、及び検出チャンバーに加えて、様々な区画
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及び／又は流体ポート／ベントを接続する流体ネットワークを含み得る。貯蔵帯域は例え
ば試薬チャンバー内に組み込まれ得、そして同様に、使用帯域は例えば検出チャンバー内
に含まれ得る。さらに、又はあるいは、さらなる貯蔵チャンバーは、そこに記載されるカ
ートリッジ内に組み込まれ得る。
【００４７】
　別の特定の実施態様において、アッセイデバイスは、マルチウェルアッセイプレート、
同時係属出願第１１／６４２，９７０（２００６年１２月２１日出願、その開示は参照に
より本明細書に加入される）に記載されるようなマルチウェルアッセイプレートである。
アッセイプレートは、その中に規定された複数のウェルを備えたプレート本体を含み得、
ここで複数のウェルは、そこに固定された捕捉試薬を有する結合表面、及び結合表面と重
ならないプレート又はウェルの表面上に位置するさらなる試薬を含む。一実施態様におい
て、さらなる試薬はウェルの壁に位置する試薬貯蔵棚上に位置する。あるいは、アッセイ
プレートは、アッセイウェルの間の領域に位置する試薬専用の場所に接続されたアッセイ
ウェルを含み得る。このような実施態様において、試薬の場所は周囲のウェルと、例えば
ノッチを介して流体連通し得る。さらに、適切なアッセイプレートは、米国特許出願第１
１／６４２９７０号（その開示は参照により本明細書に加入される）に記載される。
【００４８】
　（ｉｉｉ）　固相
　結合アッセイの技術分野からの従来の固相を含めて、多種多様な固相が本発明の方法に
おける使用に適している。固相は、様々な異なる材料から製造され得、これらとしては、
ポリマー（例えば、ポリスチレン及びポリプロピレン）、セラミック、ガラス、複合材料
（例えば、炭素－ポリマー複合材料、例えばカーボンベースインク）が挙げられる。適切
な固相としては、巨視的な物体の表面、例えばアッセイ容器（例えば、試験管、キュベッ
ト、フローセル、カートリッジ、マルチウェルプレートのウェルなど）の内部表面、スラ
イド、アッセイチップ（例えば遺伝子又はタンパク質チップ測定で使用されるもの）、ピ
ン又はプローブ、ビーズ、ろ過媒体、ラテラルフロー媒体（例えば、ラテラルフロー試験
ストリップにおいて使用されるろ過膜）などが挙げられる。
【００４９】
　適切な固相としては、他の種類の粒子ベースのアッセイにおいて一般的に使用される粒
子（コロイド又はビーズが挙げられるがこれらに限定されない）、例えば磁気、ポリプロ
ピレン、及びラテックス粒子、固相合成において典型的に使用される材料、例えばポリス
チレン及びポリアクリルアミド粒子、並びにクロマトグラフィー適用において典型的に使
用される材料、例えばシリカ、アルミナ、ポリアクリルアミド、ポリスチレンも挙げられ
る。これらの材料はまた、炭素フィブリルのような繊維であってもよい。微粒子は非生物
であってもよく、あるいは、生物の生物学的実体、例えば細胞、ウイルス、細菌などを含
み得る。
【００５０】
　本発明の方法において使用される粒子は、１つ又はそれ以上の結合パートナー及び／又
は標識への結合に適しており、かつ例えば遠心分離、重力、ろ過又は磁気収集により収集
され得るいずれかの材料から構成され得る。結合試薬に結合され得る多種多様な異なる種
類の粒子は結合アッセイにおける使用のために市販されている。これらとしては、非磁気
粒子に加えて、粒子が磁場を用いて収集されることを可能にする磁化可能な材料を含む粒
子が挙げられる。一実施態様において、粒子は導電性材料及び／又は半導体材料、例えば
コロイド金粒子から構成される。
【００５１】
　微粒子は多種多様な寸法及び形状を有し得る。限定ではなく例として、微粒子は５ナノ
メートル～１００マイクロメートルの間であり得る。好ましくは微粒子は２０ｎｍ～１０
マイクロメートルの間の寸法を有する。粒子は球状、楕円形（ｏｂｌｏｎｇ）、棒状など
であり得、又はそれらは不規則な形状であってもよい。
【００５２】
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　本発明の方法において使用される粒子は、粒子の混合物中の特定の粒子又は粒子の分集
団の識別を可能にするようにコード化され得る。このようなコード化粒子の使用は、結合
アッセイのための固相支持体として粒子を使用するアッセイの多重化を可能にするために
使用されてきた。１つのアプローチでは、粒子は１つ又はそれ上の蛍光色素を含むように
製造され、そして粒子の特定の集団は、１つ又はそれ以上の波長における蛍光発光の強度
及び／又は相対強度に基づいて識別される。このアプローチはＬｕｍｉｎｅｘ　ｘＭＡＰ
システム（例えば米国特許第６，９３９，７２０号を参照のこと）及びＢｅｃｔｏｎ　Ｄ
ｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｂｅａｄ　Ａｒｒａｙシステムにおいて使用
されている。あるいは、粒子は他の物理的特性、例えば寸法、形状、組み込まれた光学的
パターンなどにおける差異によりコード化され得る。
【００５３】
　本発明のアッセイの特定の実施態様において、粒子はｉ）被検体の濃縮、収集及び／又
は分離の工程において使用される固相支持体として、並びにｉｉ）測定工程における検出
可能な標識又は検出可能な標識のためのプラットフォームの両方としての二重の役割を有
し得る。一例において、結合アッセイを行う方法は、被検体を含むサンプルを、その被検
体と結合する第一の結合試薬に連結された粒子を接触させて、第一の結合試薬に結合した
被検体を含む複合体を形成することを含み得る。次いでこの複合体を粒子の収集により（
磁気収集、遠心分離、重力沈降などを介して）収集し、そしてサンプルの未結合の構成成
分の一部又は全てを、サンプル体積の一部又は全てを除去し、そして場合により収集した
粒子を洗浄することにより複合体から分離する。次いで複合体を、粒子を元の液体媒体又
は新しい液体媒体に再懸濁することにより遊離させる。次いで粒子上の複合体を固相に結
合している第二の結合試薬と接触させ、この第二の結合試薬は、複合体及び粒子が固相の
表面に至るように複合体に結合する。サンプル中の被検体の量は、固相に結合した被検体
の量を測定することにより測定され、これが今度は固相に結合した粒子の量を測定するこ
とにより測定される（粒子を直接測定するか、又は例えば以下に記載される測定アプロー
チにより粒子中又は粒子上の検出可能な標識を測定することのいずれかにより）。
【００５４】
　本発明はまた、結合アッセイにおける検出可能な標識として、又は検出可能な標識のた
めのプラットフォームとして磁気粒子を使用するアッセイ方法を含む。磁気粒子を標識又
は標識プラットフォームとして使用する場合は有利に、ｉ）磁気粒子に連結されたアッセ
イ構成成分のｉｉ）固相上に固定された結合試薬への結合についての速度論を加速するた
めに磁場を印加することができる。
【００５５】
　従って、一実施態様は、
　（ａ）（ｉ）標的被検体を含むサンプルを、（ｉｉ）その被検体に結合する第一の結合
試薬に連結された磁気粒子と接触させ、そしてそれにより第一の結合試薬に結合した標的
被検体を含む複合体を形成すること；
　（ｂ）複合体を含む溶液を、固相に結合した第二の結合試薬と接触させること、［ここ
で第二の結合試薬は複合体に結合する］；
　（ｃ）磁場を印加して粒子を固相付近に濃縮し、そしてそれにより複合体と第二の結合
試薬との間の結合速度を加速すること、及び
　（ｄ）固相に結合した被検体の量を測定すること
を含む、結合アッセイを行うための方法である。
【００５６】
　場合により、このような方法はまた、工程（ｂ）の前に、被検体を事前に濃縮し、かつ
／又はサンプルから妨害物質（ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｔｓ）を除去するように、本出願の
他の箇所に記載されるような収集工程及び遊離工程を含み得る。このような方法において
使用される磁気粒子は、好ましくは１０ｎｍ～１０ｕｍの間の直径、より好ましくは５０
ｎｍ～１ｕｍの間の直径である。磁場を印加する工程は、永久磁石又は電磁石の使用によ
り、例えば磁石を第二の結合試薬に対して固相の反対側に配置することにより達成され得
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る。場合により、粒子を結合表面に沿って移動させ、そして粒子が利用可能な結合部位を
問い合わせる（ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔｅ）ことを可能にするように、磁石又は磁場を固相
に沿って平行移動及び／又は回転させる。あるいは、又は磁石／磁場の移動と連動して、
磁場を断続的に除去し、そして磁場が除かれている間に、粒子を（例えば混合することに
より）再懸濁させ、次いで固相上に再濃縮させる（それにより、粒子が表面上で回転配向
を変化させることを可能にし、かつそれらが表面上のさらなる領域を問い合わせることを
可能にすることが可能になる）。本方法はまた、未結合の粒子を除去するための洗浄工程
を測定工程の前に含み得る。このような洗浄工程の間、磁場を除去して未結合の粒子が洗
い流されることを可能にする。あるいは、表面の上の磁場を使用して、未結合の粒子を表
面から引き離すことができる。磁気反応加速アプローチはまた、本出願の他の箇所に記載
されるように、多重アッセイ方法にも適用され得、例えば固相は、アレイベースの多重測
定における使用のための複数の異なる第二の結合試薬のアレイを含み得る。
【００５７】
　（ｉｖ）　収集及び遊離
　本明細書で使用される収集は、混合物中の物質の物理的な局在化を指す。収集は、結合
反応又は吸着により物質の局在化を含む。例えば、混合物中の物質は、固相上の物質の吸
着により、又は固相上の結合試薬への物質の結合により、固相上に収集され得る。しかし
収集は固相における局在化に限られ、そしてより大きな流体体積内での位置／体積で物質
を局在化させるための当該分野おける技術、例えば光ピンセット（これは単一原子ほどの
大きさしかない微小物体を操作するために光を使用し、ここで集光レーザービームからの
放射圧は小さい粒子を捕捉することができる）、電場又は磁場、集束フロー、密度勾配遠
心分離などの使用による物質の局在化も含み得る。
【００５８】
　本発明の特定の実施態様は、微粒子又は微粒子に結合した物質の収集を含む。適切な収
集方法には、懸濁液からの微粒子の局在化を達成する微粒子ベースのアッセイの技術分野
において公知の多くの方法が含まれる。これらとしては、重力下又は遠心分離による沈降
、フィルター又は多孔質膜上でのろ過、磁場の印加による（磁化可能粒子の）局在化、巨
視的固相への粒子の結合又は吸着、光ピンセットの使用などが挙げられる。
【００５９】
　本明細書で使用される遊離は、すでに収集された物質の非局在化を指す。化学結合又は
特異的若しくは非特異的な結合相互作用により局在化位置に保持された物質は、その物質
が周囲の媒体中に拡散するか又は混合し得るように、結合又は相互作用を破壊することに
より非局在化することを可能にされ得る。厳しい条件を必要とすることなく切断され得る
、使用され得る多くの十分に確立された切断可能な化学リンカーがある。例えば、ジスル
フィド含有リンカーはチオール又は他の還元剤を使用して切断され得る共有結合を生じる
、ｃｉｓ－ジオール含有リンカーは過ヨウ素酸塩を使用して切断され得、金属－リガンド
相互作用（例えばニッケル－ヒスチジン）はｐＨを変化させるか又は競合リガンドを導入
することにより切断され得る。同様に、使用され得る多くの十分に確立された可逆的結合
対がある（アフィニティークロマトグラフィーにおいて確認されているものを含む）。例
として、多くの抗体－リガンド対の結合は、ｐＨの変化、タンパク質変性剤又はカオトロ
ピック剤の添加、競合リガンドの添加などにより逆行し得る。他の適切な可逆的結合対と
しては相補核酸配列が挙げられ、そのハイブリダイゼーションは、ｐＨ変化、塩濃度の増
加、対の融解温度より高く温度を増加させること及び／又は核酸変性剤（例えばホルムア
ミド）を加えることを含む様々な条件下で逆行し得る。このような可逆的結合対は標的薬
剤として使用され得（上記のように）、例えば第一の標的薬剤は、被検体に結合する第一
の結合試薬に連結され得、第二の標的薬剤は固相に連結され得、そして第一の標的薬剤及
び第二の標的薬剤の結合相互作用は、第一の結合試薬を固相上に可逆的に固定するために
使用され得る。
【００６０】
　遊離はまた、例えば、混合、振盪、ボルテックス、流体の対流、磁力、電力又は光学力
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の印加による混合などによる物質の物理的非局在化も含む。微粒子又は微粒子に結合した
物質が収集された場所で、このような物理的な方法を使用して、粒子を周囲のマトリック
ス中に再懸濁し得る。遊離は単に以前の収集工程の逆（例えば上記の機構のいずれかによ
る）であり得、又は収集及び遊離は２つの異なる機構により進行し得る。１つのこのよう
な例において、粒子に結合した物質（例えば被検体又は被検体を含む複合体）の収集は、
粒子の物理的な収集により達成され得る。次いで物質は、結合を切断するか、又は粒子上
に物質を保持している結合反応を逆行させることにより遊離される。第二のこのような例
において、物質（例えば被検体を含む複合体の被検体）は、表面に連結されている結合試
薬との結合相互作用により表面上に収集される。次いで物質は、表面に結合試薬を連結し
ている結合又は第二の結合相互作用を破壊することにより遊離される。
【００６１】
　収集後の遊離は、サンプル中の被検体を濃縮及び／又は精製するために使用され得る。
第一の体積で収集し、そして第二のより小さい体積に遊離することにより、サンプル中の
被検体は濃縮され得る。濃縮により、その後の測定工程の感度を有意に改善することがし
ばしば可能である。サンプルから収集し、そして未収集のサンプルの一部又は全てを除去
することにより、サンプル中の化膿性のあるアッセイ妨害物質が減少され得るか又は排除
され得る。場合により、未結合サンプルの除去は、その後のアッセイ工程のために均一な
マトリックスるを得るために、規定された液体試薬（例えばアッセイ緩衝液又は洗浄緩衝
液）で収集された物質を洗浄すること、又は規定された液体試薬中に収集された物質を遊
離することを含み得る。
【００６２】
　（ｉｖ）　測定方法
　本発明の方法は、被検体の量を測定するため、及び特に固相に結合した被検体の量を測
定するための様々な方法と共に使用され得る。使用され得る技術としては、限定されない
が、細胞培養ベースのアッセイ、結合アッセイ（凝集試験、イムノアッセイ、核酸ハイブ
リダイゼーションアッセイなどを含む）、酵素アッセイ、比色分析法などのような当該分
野で公知の技術が挙げられる。他の適切な技術は当業者には容易に分かるだろう。測定が
目視検査により行われることを可能にする測定技術もあれば、測定を行うための機器の使
用を必要とし得るか機器の使用から恩恵を受け得るものもある。
【００６３】
　被検体の量を測定する方法には標識を用いない技術が含まれ、これらとしては、限定さ
れないが、ｉ）表面への被検体の結合後に表面における質量又は屈折率の変化を測定する
技術（例えば、表面弾性波技術、表面プラズモン共鳴センサー、偏光解析技術など）、ｉ
ｉ）質量分光技術（ＭＡＬＤＩ、ＳＥＬＤＩなどのような表面上の被検体を測定すること
ができる技術を含む）、ｉｉｉ）クロマトグラフィー技術又は電気泳動技術、ｉｖ）蛍光
技術（これは被検体固有の蛍光に基づくものであり得る）などが挙げられる。
【００６４】
　被検体の量を測定するための方法はまた、直接的又は間接的に被検体に結合され得る標
識の検出により（例えば、被検体の標識された結合パートナーの使用により）被検体を測
定する技術を含む。適切な標識としては、直接可視化され得る標識（例えば、視覚的に見
られ得る粒子、及び光散乱、光学的吸収、蛍光、化学発光、電気化学発光、放射能、磁場
などのような測定可能なシグナルを生成する標識）が挙げられる。使用され得る標識はま
た、光散乱、吸収、蛍光などのような測定可能なシグナルを生じる化学的活性を有する酵
素又は化学的反応性種を含む。標識としての酵素の使用は、酵素結合イムノソルベント検
定法（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　ＩｍｍｕｎｏＳｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙｓ）（Ｅ
ＬＩＳＡ、酵素イムノアッセイ又はＥＩＡとも呼ばれる）において（ｉｎ　ｉｎ）十分に
確立されている。ＥＬＩＳＡ形式において、未知の量の抗原を表面に付加し、次いで特異
的抗体を表面上に流してそれが抗原に結合できるようにする。この抗体は酵素に連結され
、そして最終工程において、酵素が生成物に変換する物質を加え、これが検出可能なシグ
ナルの変化をもたらす。生成物の形成は、例えば、吸光度、蛍光、化学発光、光散乱など
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のような測定可能な特性における、物質と比較した差異に起因して（ｄｕｅ）検出可能で
あり得る。本発明に従う固相結合方法と共に使用され得る特定の（しかし全てではない）
測定方法は、固相から未結合の構成成分（例えば標識）を除去するための洗浄工程から恩
恵を受け得るか又はこの洗浄工程を必要とし得る。従って、本発明の方法はこのような洗
浄工程を含んでいてもよい。
【００６５】
　一実施態様において、サンプル中の目的の被検体（単数又は複数）は、電気化学発光ベ
ースのアッセイ形式、例えば電気化学発光（ＥＣＬ）ベースのイムノアッセイを使用して
測定され得る。ＥＣＬの高感度、広いダイナミックレンジ及び選択制は、医療診断のため
に重要な因子である。市販のＥＣＬ機器は非常に優れた性能を示しており、それらの優れ
た感度、ダイナミックレンジ、精度及び複雑なサンプルマトリックスの許容を含む理由の
ために広く使用されるようになった。ＥＣＬを放射するように誘導され得る種（ＥＣＬ活
性種）はＥＣＬ標識として利用されてきた、例えばｉ）金属が例えば第ＶＩＩＩ族の貴金
属からのものである有機金属化合物（Ｒｕ含有及びＯｓ含有有機金属化合物、例えばトリ
ス－ビピリジル－ルテニウム（ＲｕＢｐｙ）部分を含む）、及びｉｉ）ルミノール及び関
連化合物。ＥＣＬ過程においてＥＣＬ標識と共に参加する種は本明細書においてＥＣＬ共
反応物（ｃｏｒｅａｃｔａｎｔｓ）と呼ぶ。一般的に使用される共反応物としては、第三
級アミン類（例えば、米国特許第５，８４６，４８５号を参照のこと）、シュウ酸塩、及
びＲｕＢｐｙからのＥＣＬのための過硫酸塩及びルミノールからのＥＣＬのための過酸化
水素（例えば、米国特許第５，２４０，８６３号を参照のこと）が挙げられる。ＥＣＬ標
識により生じた光は、診断手順におけるレポーターシグナルとして使用され得る（Ｂａｒ
ｄ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，２３８，８０８号、参照により本明細書に加入される
）。例えば、ＥＣＬ標識は、抗体、核酸プローブ、受容体又はリガンドのような結合剤に
共有結合でカップリングされ得；結合相互作用への結合試薬の参加はＥＣＬ標識から放射
されるＥＣＬを測定することによりモニタリングされ得る。あるいは、ＥＣＬ活性化合物
からのＥＣＬシグナルは、化学的環境の指標になり得る（例えば、米国特許第５，６４１
，６２３号を参照のこと、これはＥＣＬ共反応物の形成又は破壊をモニタリングするＥＣ
Ｌアッセイを記載する）。ＥＣＬに関するさらなる背景、ＥＣＬ標識、ＥＣＬアッセイ及
びＥＣＬアッセイを行うための機器については、米国特許第５，０９３，２６８号；同第
５，１４７，８０６号；同第５，３２４，４５７号；同第５，５９１，５８１号；同第５
，５９７，９１０号；同第５，６４１，６２３号；同第５，６４３，７１３号；同第５，
６７９，５１９号；同第５，７０５，４０２号；同第５，８４６，４８５号；同第５，８
６６，４３４号；同第５，７８６，１４１号；同第５，７３１，１４７号；同第６，０６
６，４４８号；同第６，１３６，２６８号；同第５，７７６，６７２号；同第５，３０８
，７５４号；同第５，２４０，８６３号；同第６，２０７，３６９号；同第６，２１４，
５５２号及び同第５，５８９，１３６号、並びに公開ＰＣＴ第ＷＯ　９９／６３３４７号
；同第ＷＯ　００／０３２３３号；同第ＷＯ　９９／５８９６２号；同第ＷＯ　９９／３
２６６２号；同第ＷＯ　９９／１４５９９号；同第ＷＯ　９８／１２５３９号；同第ＷＯ
　９７／３６９３１号及びＷＯ　９８／５７１５４号（これらは全て参照により本明細書
に加入される）を参照のこと。
【００６６】
　本発明の捕捉／収集及び遊離の方法は、シングルプレックス（ｓｉｎｇｌｅｐｌｅｘ）
形式にも、多数のアッセイ測定が単一サンプルに対して行われる多重形式にも適用され得
る。本発明と共に使用され得る多重測定としては、限定されないが、ｉ）多数のセンサー
の使用を含む多重測定；ｉｉ）表面上の位置に基づいて識別可能な表面（例えばアレイ）
上の別個のアッセイドメインを使用する多重測定；ｉｉｉ）寸法、形状、色などのような
粒子の特性に基づいて識別可能な粒子上に被覆された試薬の使用を含む多重測定；ｉｖ）
光学特性（例えば、吸光度又は発光スペクトル）に基づいて識別可能なアッセイシグナル
を生じる多重測定、又はｖ）アッセイシグナルの時間的特性（例えば時間、周波数又はシ
グナルの位相）に基づく多重測定が挙げられる。
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【００６７】
　（ｖ）　アッセイ形式
　本発明の一実施態様は、特異的結合アッセイ、例えばイムノアッセイ、免疫クロマトグ
ラフィーアッセイ又は結合試薬を使用する他のアッセイを使用する。本発明の一実施態様
に従うイムノアッセイ又は特異的結合アッセイは、当該分野で利用可能な多数の形式を使
用し得る。抗体及び／又は特異的結合パートナーは、標識で標識されても、表面上に固定
されてもよい。従って一実施態様において、検出方法は、結合アッセイ、例えばイムノア
ッセイ、受容体－リガンド結合アッセイ又はハイブリダイゼーションアッセイであり、そ
して検出は、サンプル中の目的の被検体（単数又は複数）と特異的に結合することができ
る１つ又はそれ以上の検出分子とアッセイ組成物を接触させることにより行われる。
【００６８】
　一実施態様において、アッセイは直接的結合アッセイ形式を使用する。被検体は被検体
の結合パートナーに結合され、これは固相上に固定され得る。結合した被検体は被検体の
直接的検出により、又は被検体に結合された標識を通じて（例えば上記の測定により）測
定される。
【００６９】
　一実施態様において、アッセイはサンドイッチ又は競合結合アッセイ形式を使用する。
試験片で行われるサンドイッチイムノアッセイの例は、Ｇｒｕｂｂらへの米国特許第４，
１６８，１４６号及びＴｏｍらへの米国特許第４，３６６，２４１号（これらは両方とも
参照により本明細書に加入される）に記載される。本発明の方法と共に使用するために適
した競合イムノアッセイデバイスの例としては、Ｄｅｕｔｓｃｈらへの米国特許第４，２
３５，６０１号、Ｌｉｏｔｔａへの米国特許第４，４４２，２０４号、及びＢｕｅｃｈｌ
ｅｒらへの米国特許第５，２０８，５３５号（これらは全て参照により本明細書に加入さ
れる）において開示されるものが挙げられる。
【００７０】
　サンドイッチアッセイにおいて、サンプル中の被検体は第一の結合試薬及び第二の標識
された結合試薬に結合され、そしてこの「サンドイッチ」複合体の形成が測定される。固
相サンドイッチアッセイにおいて、第一の結合試薬は固相に固定されており、次いでサン
ドイッチ複合体の形成に起因する、固相上の標識された抗体の量が測定される。サンドイ
ッチアッセイにおいて生成されるシグナルは、一般的には被検体の濃度と正の相関を有す
る。本発明の方法を使用するサンドイッチアッセイの様々な構成を図１～４に示す。一実
施態様において、例えば図１（ａ）において、アッセイは標的被検体を含むサンプルを、
標的被検体に結合する第一の試薬に連結された粒子又は固相と接触させ、それにより第一
の結合試薬に結合した標的被検体を含む複合体を形成することを含む。この複合体を、本
明細書に記載されるように、収集し、分離し、そして遊離させ、次いでさらなる結合試薬
（例えば、第二の結合試薬）と複合体を接触させることによりサンドイッチが形成される
。図１（ａ）及び図１（ｂ）に示されるように、粒子又は固相は、複合体とさらなる結合
試薬とを接触させる前に複合体から切断されてもよいし、切断されていないかもしれない
。
【００７１】
　競合アッセイにおいて、試験サンプル中の標識されていない被検体は、標識されている
か又は固定された被検体と競合するその能力により測定される。標識された被検体を使用
する競合アッセイの例において、サンプル中の標識されていない被検体は、結合部位を塞
ぐことにより、標識された被検体が結合試薬に結合する能力を遮断する。従って、競合ア
ッセイにおいて、生成されるシグナルはサンプル中の被検体の濃度と逆相関を有する。図
６（ａ）及び６（ｂ）は、２段階競合形式での本発明の方法の使用を示す。図１（ａ）の
ように、サンプル中の目的の被検体は事前に濃縮されている。固相に結合した標識された
被検体を事前に濃縮された被検体複合体と共にインキュベートする。図６（ａ）及び６（
ｂ）は本発明の方法が競合アッセイ形式においてどのように使用され得るかを説明するた
めに役立つ。当業者は、競合イムノアッセイの代替の構成が、過度の実験を行うことなく
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本発明の方法を使用して達成され得るということを理解するだろう。
【００７２】
　（ｖｉ）　特定の実施態様
　一実施態様において、標的被検体Ａを含み、かつ図１（ａ）に示されるように様々なサ
ンプル夾雑物も含有し得るサンプルを、標的被検体に結合する第一の結合試薬に連結され
た粒子と接触させ、そしてそれにより第一の結合試薬に結合した標的被検体を含む複合体
を形成することを含む、結合アッセイを行うための方法が提供される。サンプルを粒子と
混合して複合体が形成されれば、その複合体を収集する。この収集工程は、例えば粒子の
遠心分離による表面における複合体の蓄積、粒子が重力下で上昇又は沈降することを可能
にすること、ろ過媒体上で粒子をろ過すること、粒子を磁気により収集すること（磁気粒
子の場合）などを含み得る。あるいは、収集工程は、例えば光ピンセット又は集束フロー
の使用により規定された体積に粒子を保持することによる、サンプル内のこの規定された
体積内での複合体の蓄積を含み得る。次いで場合により、サンプルの未結合の構成成分を
、例えば未収集構成成分の全て若しくは一部を除去することにより、かつ／又は収集した
複合体をさらなるアッセイ媒体若しくは洗浄緩衝液で洗浄することにより、複合体から分
離する。その後、複合体を遊離させ、例えばアッセイ媒体中に再懸濁し、そして固相に結
合した第二の結合試薬に複合体を接触させ、ここで第二の結合試薬は複合体に結合する。
被検体の量を、固相に結合したアッセイ構成成分に連結された検出可能な標識の量を測定
することにより検出する。検出可能な標識は、第一の結合試薬、任意の第三の結合試薬（
このアッセイ形式において使用される場合）、粒子又は複合体内に含まれるか若しくは複
合体に結合したさらなるアッセイ構成成分に連結され得る。
【００７３】
　上記の収集工程及び遊離工程を行うため、並びに標識された試薬を準備するための様々
なアプローチが提供される。図１（ａ）は、以下の工程を含む方法を示す：（ｉ）粒子に
連結された第一の結合試薬が被検体に結合して複合体を形成し、（ｉｉ及びｉｉｉ）、複
合体を収集し、そして粒子の収集及び再懸濁により遊離し、この工程の間に被検体は濃縮
され得、かつ／又はサンプル中の夾雑物から分離され得る、（ｉｖ）複合体は固相上の第
二の結合試薬に結合し、そして（ｖ）複合体中の被検体と結合する標識された第三の結合
試薬と複合体を接触させて、それが検出され得るようにする。図１（ｂ）は、単に粒子を
再懸濁する代わりに粒子から第一の結合試薬を切断することにより複合体が工程（ｉｉｉ
）において遊離されることを除いて、図１（ａ）における方法と同様の方法を示す。図１
（ｃ）及び１（ｄ）は、標識が粒子に結合されている（又は粒子内に組み込まれている）
（図１（ｃ））か、又は第一の結合試薬に結合されており（図１（ｄ））、かつ複合体を
標識された第三の結合試薬と接触させた工程が省略されていること（ｔｈａｔ　ｔｈａｔ
）を除いて、図１（ａ）における方法と同様の方法を示す。あるいは、粒子が（例えば粒
子の直接的目視観測により）直接的に測定される場合、標識は省略され得る。図１（ｅ）
は、標識が第一の結合試薬に結合され、かつ複合体を標識された第三の結合試薬と接触さ
せる工程が省略されることを除いて、図１（ｂ）における方法と同様の方法を示す。
【００７４】
　測定工程は、サンプル中の検出可能な標識の存在、例えば光学的吸収、蛍光、リン光、
化学発光、光散乱又は磁性を測定するいずれかの適切な方法（測定方法の項を参照のこと
）を含み得る。一実施態様において、検出可能な標識は電気化学発光標識であり、測定工
程はＥＣＬシグナルを測定すること、及びそのシグナルをサンプル中の被検体の量と関連
付けることを含む。従って、測定工程は、複合体を電極と接触させること、及び電圧波形
を電極に印加してＥＣＬを生成させることをさらに含み得る。
【００７５】
　図１（ａ）～１（ｅ）に記載される方法は、サンプル中の多数の被検体についての多重
測定に適用され得る。このような方法において、第一、第二及び第三の結合試薬（存在す
る場合）は、多数の被検体に結合するように選択され得（例えば、共通のポリ－ｄＡテー
ル配列を介してサンプル中の多数のｍＲＮＡを捕捉するための結合試薬としてのポリ－ｄ
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Ｔの使用）、またあるいは、これらの方法は、多数の被検体に結合するための複数の異な
る第一の結合試薬、第二の結合試薬及び／又は第三の結合試薬を使用し得る。異なる被検
体の独立した測定を可能にするために、このような多重方法は、ｉ）複数の異なる第一の
結合試薬、ｉｉ）複数の第二の結合試薬、及びｉｉｉ）複数の第三の結合試薬からなる群
の少なくとも１つを使用する（（ｉ）、（ｉｉ）又は（ｉｉｉ）内の異なる試薬は、他の
標的被検体と比較して標的被検体に優先的に結合するそれらの能力について選択される）
。複数の第一の試薬が使用される場合、個々の粒子は異なる第一の結合試薬の混合物に結
合され得るか、またあるいは、粒子は個々の粒子が第一の結合試薬のうち１種のみに結合
されるように（例えば、個々の粒子が他の標的被検体と比較して標的被検体のうちの１つ
の優先的に結合するように）製造され得る。
【００７６】
　多重方法は、異なる被検体を独立して測定するための様々なアプローチを使用し得る。
一実施態様において、標的被検体に対して異なる優先傾向を有する複数の標識された結合
試薬が使用され得る（例えば、図１（ａ）及び１（ｂ）におけるような複数の異なる第三
の試薬、並びに図１（ｅ）におけるような複数の異なる標識された第一の結合試薬又は図
１（ｃ）及び１（ｄ）におけるような複数の異なる標識された第一の結合試薬－粒子接合
体）。異なる標識された試薬上の標識（またあるいは、粒子接合体における粒子）は、異
なる標識された試薬、及び従って異なる標的被検体が独立して測定され得るように、識別
可能なアッセイシグナルを生じるように選択される。別の実施態様において、標的被検体
に対する異なる優先傾向を有する複数の第二の結合試薬が使用され得る。異なる第二の結
合試薬は、異なる結合ドメイン上で生成されるアッセイシグナル及び従って異なる被検体
が、（例えば、電極アレイ上の結合ドメインを独立してアドレス指定することにより、又
は発光アッセイにおいて異なる結合ドメインから放射される光を独立して測定することに
より）独立して測定され得るように、（例えば結合アレイにおけるような）１つ又はそれ
以上の固相上の異なる別個の結合ドメインにパターン形成され得る。あるいは、異なる第
二の結合試薬は、異なる被検体を独立して測定することを可能にするために異なるコード
化ビーズ（固相の項に記載される）にカップリングされ得る。
【００７７】
　代替の実施態様において、結合アッセイを行う方法が図２（ａ）～２（ｂ）に示される
ように提供され、この方法は、標的被検体を含むサンプルを、標的被検体に結合しそして
第一の結合試薬に結合した標的被検体を含む複合体を形成する第一の結合試薬に連結され
た第一の固相Ｓと接触させることを含む。サンプルが第一の固相に接触されれば、サンプ
ルの未結合の構成成分が複合体から分離され、複合体は固相からアッセイ媒体中に遊離さ
れ、そして第一の固相は第一の結合試薬から除去される。その後、遊離された複合体を、
複合体に結合する第二の結合試薬を含む第二の固相と接触させ、そして第二の固相に結合
した被検体の量を定量する。検出可能な標識は、第一の結合試薬、任意の第三の結合試薬
（このアッセイ形式において使用される場合）、粒子又は複合体内に含まれるか若しくは
複合体に結合したさらなるアッセイ構成成分に連結され得る。図２（ａ）において、標識
は第三の結合試薬に結合され（そしてこの方法は複合体を第三の結合試薬と接触させる工
程を含む）、一方図２（ｂ）において、標識は第一の結合試薬に結合される。
【００７８】
　図１について記載されたように、図２において記載される方法はまた、例えば、ｉ）複
数の異なる第一の結合試薬、ｉｉ）複数の第二の結合試薬、及びｉｉｉ）複数の第三の結
合試薬からなる群の少なくとも１つ（（ｉ）、（ｉｉ）又は（ｉｉｉ）内の異なる試薬は
、他の標的被検体と比較して標的被検体に優先的に結合するそれらの能力について選択さ
れる）を使用することにより、多重測定にも拡張され得る。
【００７９】
　本発明はまた、複数の被検体についての多重結合アッセイを行う方法を提供し、この方
法は、（ｉ）サンプルを、（ｉｉ）被検体に結合する１つ又はそれ以上の第一の結合試薬
に連結された１つ又はそれ以上の第一の固相と接触させて、第一の結合試薬に結合した被
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検体を含む複合体を形成することを含む。サンプルの未結合構成成分は、場合により、複
合体から分離される。複合体を遊離させ、次いで複合体に結合する第二の結合試薬を含む
複数の結合ドメインと接触させ、ここで各結合ドメインは、二次標的被検体を含む複合体
に結合する第二の結合試薬を含む。その後、結合ドメインに結合した被検体の量を測定す
る。
【００８０】
　別の実施態様によれば、多重アッセイは、サンプルの少なくとも一部を、複数の結合ド
メインを含む１つ又はそれ以上の結合表面と接触させ、１つ又はそれ以上の被検体をドメ
イン上に固定し、そしてドメインに固定された被検体を測定する行動を含み得る。特定の
実施態様において、結合ドメインの少なくとも２つは目的の被検体に対するそれらの特異
性が異なる。このような実施態様の一例において、結合ドメインは、１つ又はそれ以上の
表面上に、目的の被検体に結合する結合試薬の別個のドメインを固定することにより製造
される。場合により、結合試薬のアレイを含む結合表面にサンプルを曝露する。場合によ
り、表面（単数又は複数）は、一部において、サンプルを保持するか又はそれをサンプル
が通過する、容器の１つ又はそれ以上の境界（例えば、フローセル、ウェル、キュベット
など）を規定し得る。この方法はまた、異なる結合ドメインにおける被検体の量の指標で
あるアッセイシグナルを生成することを含み得る（例えば、光学的吸収の変化、蛍光の変
化、化学発光又は電気化学発光の発生、反射率、屈折率又は光散乱の変化、ドメインから
の検出可能な標識の蓄積又は遊離、酸化又は還元又は酸化還元種、電流又は電位、磁場の
変化など）。
【００８１】
　本発明の特定の実施態様のアッセイは、標的被検体をアッセイ媒体中の結合試薬と連結
するために標的薬剤を使用し得る。このようなアッセイ形式を図３（ａ）～３（ｅ）及び
図４（ａ）～４（ｂ）に示し、これらは固相／粒子上の第一の結合試薬への被検体の結合
が２つの工程を経て起こるということを除いて図１（ａ）～１（ｅ）及び図２（ａ）～２
（ｂ）と類似している：（ｉ（ａ））第一の標的薬剤に連結された第一の結合試薬を、第
一の標的薬剤に結合する第二の標的薬剤に連結された粒子（又は他の固相）に対して接触
させる工程（このようにして、第一の結合試薬を粒子又は他の固相へ結合する）、及び（
ｉ（ｂ））第一の結合試薬に結合する標的被検体を含むサンプルと第一の結合試薬を接触
させる工程。工程ｉ（ａ）は工程ｉ（ｂ）の前に起こり得（図に示されるとおり）、又は
これら２つの工程は逆の順序で、又は同時に起こってもよい。工程ｉ（ａ）及びｉ（ｂ）
は両方とも、アッセイの実行中に行われてもよく、またあるいは、第一の結合試薬は、標
的薬剤を介して固相に事前に結合されてユーザーに供給され得（例えば標的薬剤が製造中
に事前に結合された場合）、この場合には工程ｉ（ａ）は省略され得る。
【００８２】
　従って一実施態様において、本方法は、標的被検体を含むサンプルを、標的被検体に結
合する第一の結合試薬に連結された粒子と接触させることを含み、ここで第一の結合試薬
は第一の標的薬剤に連結されており、そして粒子は第二の標的薬剤に連結されており、そ
して第一の結合試薬と粒子とは第一の標的薬剤と第二の標的薬剤との間の結合反応を介し
て連結されて、第一の結合試薬に結合した標的被検体を含む複合体を形成する（例えば図
３（ａ）を参照のこと）。次いで複合体を収集し、サンプル中の未結合構成成分を複合体
から分離する。複合体を遊離させ、そして遊離された複合体を、固相に結合した第二の結
合試薬と接触させ、ここで第二の結合試薬は複合体に結合する。固相に結合した被検体の
量を測定する。上で記載され、かつ図１（ａ）～１（ｅ）に示される実施態様におけるよ
うに、検出可能な標識は、媒体中の様々なアッセイ構成成分に、例えば図３（ａ）～３（
ｂ）のように第三の結合試薬に、図３（ｃ）のように粒子に、又は図３（ｄ）～３（ｅ）
のように第一の結合試薬に結合され得る。さらに、図３（ｂ）及び３（ｄ）に示されるよ
うに、複合体は場合により検出工程の前に粒子から切断される。
【００８３】
　一実施態様において、アッセイは、（ａ）標的被検体を含むサンプルを、標的被検体に
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結合する第一の結合試薬に連結された第一の固相と接触させることを含み得、ここで第一
の結合試薬は第一の標的薬剤に連結されており、そして第一の固相は第二の標的薬剤に連
結されており、そして第一の結合試薬と第一の固相とは、第一の標的薬剤と第二の標的薬
剤との間の結合反応を介して連結されて、第一の結合試薬に結合した標的被検体を含む複
合体を形成する（例えば、図４（ａ）～４（ｂ）を参照のこと）。次いで複合体を収集し
、そしてサンプル中の未結合の構成成分を複合体から分離する。例えば再可溶化して複合
体を遊離させ、そして第一の固相を除去する。遊離された複合体を、第二の固相に結合し
た第二の結合試薬と接触させ、ここで第二の結合試薬は複合体に結合する。第二の固相に
結合した被検体の量を測定する。検出可能な標識は、いずれかの適切なアッセイ構成成分
、例えば図４（ｂ）のように第一の結合試薬、又は図４（ａ）のように第三の結合試薬に
結合され得る。
【００８４】
　本明細書に記載される様々なアッセイ形式における遊離工程は、粒子から結合試薬を切
断することを含み得る（例えば図１（ｂ）に示されるように）。これはいずれかの適切な
方法により、例えば温度上昇、ｐＨ変化、溶液のイオン強度の変更、競合及びそれらの組
み合わせに複合体を曝すことにより達成され得る。
【００８５】
　標的薬剤がアッセイ形式で使用される場合、遊離する工程は、例えば上で考察されたよ
うに、温度上昇、ｐＨ変化、溶液のイオン強度の変更、競合、及びそれらの組み合わせに
複合体を曝すことにより、第一の標的薬剤と第二の標的薬剤とを解離させることを含む。
【００８６】
　本明細書において記載される様々なアッセイ形式における測定する工程は、サンプル中
の検出可能な標識の存在、例えば光学的吸収、蛍光、リン光、化学発光、光散乱又は磁性
を測定するいずれかの適切な方法を含み得る。一実施態様において、検出可能な標識は電
気化学発光標識であり、そして測定する工程は、ＥＣＬシグナルを測定すること、そのシ
グナルをサンプル中の被検体の量と関連付けることを含む。従って、測定する工程は、複
合体を電極と接触させること、及び電圧波形を電極に印加してＥＣＬを発生させることを
さらに含み得る。
【００８７】
　図１及び２の説明と類似して、図３及び４における方法は、例えば、ｉ）複数の異なる
第一の結合試薬、ｉｉ）複数の第二の結合試薬、及びｉｉｉ）複数の第三の結合試薬から
なる群の少なくとも１つ（（ｉ）、（ｉｉ）又は（ｉｉｉ）内の異なる試薬は、他の標的
被検体と比較して標的被検体に優先的に結合するそれらの能力について選択される）を使
用することにより、多重測定にも拡張され得る。このような多重方法において、複数の異
なる第一の結合試薬を対応する粒子又は他の固相に連結させるために共通の標的化試薬対
が使用され得る。あるいは、それぞれの異なる第一の結合試薬に対して特異な標的化試薬
対を使用してもよい（例えば、異なる組の相補オリゴヌクレオチドが異なる第一の結合試
薬の各々を標的とするために使用され得る）。このようなアプローチは、異なる第一の結
合試薬が異なる識別可能な粒子（例えば識別可能な標識を有している粒子）を標的とする
ようにするため、又はｉｉ）各々が異なる第一の標的薬剤に対して優先的に結合する（従
って複数の被検体のうちの１つを含む複合体に優先的に結合する）複数の異なる第二の結
合試薬の使用により多重化を可能にするために使用され得る。
【実施例】
【００８８】
　実施例１－目的の被検体を濃縮しそして検出するための標識された磁気粒子の二重使用
　図５に示されるように、磁気粒子を目的の被検体に対する抗体及び多数（例えば１００
より多く）のＥＣＬ標識で被覆した。ＥＣＬ標識を抗体に結合させることにより（粒子上
に抗体を被覆する前又は後）、非常に多数の標識が容易に達成され得る。直径が６０ｎｍ
しかない粒子はおよそ１６０の抗体分子を支持することができ、抗体あたり約５０ｎｍ2

の表面積が想定できる。従って、抗体１つにつき標識を１つだけ結合させることにより、
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粒子あたり１００の標識より高い標識化率が６０ｎｍの粒子で達成されることが可能にな
る。粒子あたり１０００標識より高い標識化率は、抗体あたりの標識数を増加させること
により、かつ／又は粒子寸法を増加させることにより達成される。
【００８９】
　１ｍＬ又はそれ以上の体積のサンプルを容器中で粒子と混合し、そしてこの混合物をイ
ンキュベートして抗体がそれらのそれぞれの標的に結合することを可能にした後、磁気粒
子が容器の表面上に集まるように磁場を印加した（様々な市販の磁気チューブホルダー又
はプローブがこの工程を行うために利用可能である）。複合体を緩衝化食塩水で洗浄して
サンプルの未結合の構成成分を除去した。磁場を除去し、次いで粒子を適切なアッセイ希
釈剤１００ｕＬ中に再懸濁させ、このようにして元のサンプルと比較して１０倍又はそれ
以上の濃度の増加を得た。粒子－被検体複合体を、目的の被検体に対して特異的な抗体結
合試薬のアレイを含む結合表面を含むアッセイプレート（例えば、ＭＵＬＴＩ－ＡＲＲＡ
Ｙ(R)９６ウェルアッセイプレート、Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，
ＬＬＣ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）に移した。アレイに結合する複合体をＳＥＣ
ＴＯＲ(R)　Ｉｍａｇｅｒ機器（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，ＬＬ
Ｃ）でＥＣＬにより測定した。磁気収集工程は、被検体を少ない体積に事前に濃縮し、そ
してサンプル中の可能性のある妨害物質を除去することを可能にすることによりアッセイ
性能の改善をもたらす。
【００９０】
　実施例２－オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション反応により磁気粒子にカップリ
ングされた抗体を使用するアッセイ
　磁気粒子をオリゴヌクレオチド及び多数の（１００より多い）ＥＣＬ標識で被覆した。
目的の被検体に対する抗体及び粒子上のオリゴヌクレオチドに対して相補的なオリゴヌク
レオチドを含む接合体を形成した。抗体接合体及び粒子を、相補オリゴヌクレオチド配列
にハイブリダイズするために十分な条件（例えば、本明細書において上に記載されるよう
な、適切な温度、イオン強度及び変性条件）に曝し、そしてそれにより粒子上の抗体を被
覆した。次いでこれらの粒子を使用して、実施例１に記載されるように目的の被検体につ
いてのアッセイを行った。
【００９１】
　実施例３－オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション反応により磁気粒子にカップリ
ングされた抗体の遊離の実証
　磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌｂｅａｄｓ(R)　ＭｙＯｎｅTM－ストレプトアビジンＣ１ビー
ズ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）をビオチン化オリゴヌクレオチド
で以下の手順により被覆した：ビーズ（３ｍｇ）をハイブリダイゼーション緩衝液（２０
ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、２５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０１％　Ｔｒｉｔｏｎ
－Ｘ、ｐＨ＝８及び０．１％　ＢＳＡ）中６０℃にて３回洗浄した。次いでこれらのビー
ズを室温にて７５０ｐモルの１９量体ビオチン化オリゴヌクレオチド（オリゴ１、Ｔｍ＝
４０℃）でハイブリダイゼーション緩衝液１ｍＬ中で穏やかに混合しながら１時間被覆し
た。被覆したビーズをハイブリダイゼーション緩衝液で５回６０℃にて洗浄し、次いでハ
イブリダイゼーション緩衝液に最終濃度１０ｕｇ／ｍＬで再懸濁した。
【００９２】
　次いで磁気ビーズを、標識したマウス免疫グロブリンで以下の手順により被覆した：マ
ウス免疫グロブリン（ｍＩｇＧ）をＳｕｌｆｏ－ＴＡＧTM　ＥＣＬ標識（Ｍｅｓｏ　Ｓｃ
ａｌｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，ＬＬＣ．）で製造者の指示に従って標識した。タンパ
ク質もまた末端チオール基を有するオリゴヌクレオチド（オリゴ２、オリゴ１の補体）で
二官能性カップリング試薬（スルホスクシンイミジル　４－（Ｎ－マレイミドメチル）－
１－シクロヘキサンカルボキシレート（「ＳＭＣＣ」））及び従来のカップリングプロト
コルを使用して標識した、例えば、タンパク質をＳＭＣＣ中のＮＨＳ－エステルと反応さ
せてタンパク質を標識し、そして得られた複合体を、ＳＭＣＣ中のマレイミド基と反応す
るチオール含有（ｔｈｉｏｌａｔｅｄ）オリゴヌクレオチドと反応させる。次いで標識さ
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れたｍＩｇＧ－オリゴ結合体（０．１ｐｍｏｌ）を、ハイブリダイゼーション緩衝液中１
時間、室温にてオリゴ被覆磁気ビーズ（ビーズ５００ｕｇ）と混合し、相補オリゴヌクレ
オチド配列とハイブリダイズさせ、それによりｍＩｇＧをビーズ上に固定した。得られた
抗体被覆ビーズを洗浄し、そしてハイブリダイゼーション緩衝液中に再懸濁させた。
【００９３】
　懸濁液を室温で１時間（競合剤としての遊離オリゴ２の存在下または不在下で）インキ
ュベートすること、及び懸濁液を６０℃で１０分間（競合剤としての遊離オリゴ２の存在
下または不在下で）インキュベートすることを含めて、ビーズを異なる条件下でインキュ
ベートした。次いでビーズを磁気収集し、上清をＥＣＬアッセイにより分析して、ビーズ
から遊離された標識されたｍＩｇＧの量を測定した。標識されたｍＩｇＧを測定するため
に、電極がヤギ抗マウス抗体（ＭＵＬＴＩ－ＡＲＲＡＹ　ＧＡＭ　Ｐｌａｔｅ，Ｍｅｓｏ
　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，ＬＬＣ．）で被覆されているＭＵＬＴＩ－ＡＲ
ＲＡＹプレートのウェルに上清を移した。このプレートを振盪しながらインキュベートし
、その間に溶液中の標識されたｍＩｇＧは固定されたヤギ抗マウス抗体に結合した。ウェ
ルをＰＢＳで洗浄し、Ｒｅａｄ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｔ（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉａｇｎ
ｏｓｔｉｃｓ）１５０ｕＬで満たし、そしてＳＥＣＴＯＲ　Ｉｍａｇｅｒ機器で分析した
。
【００９４】
　表１は、競合するオリゴヌクレオチドが存在しない場合、ｍＩｇＧのビーズへの連結は
室温で安定していたということを示す。オリゴ１－オリゴ２対の融解温度より高い温度に
短時間曝露することによりｍＩｇＧをビーズから効率的に遊離させることができた。遊離
の効率は、競合剤として遊離オリゴ２を加えることによりさらに増強され得る。
【００９５】
【表１】

【００９６】
　実施例４－磁気粒子の収集による被検体の捕捉及びオリゴヌクレオチド対を含む連結の
変性による遊離を含むアッセイ
　磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌｂｅａｄｓ(R)　ＭｙＯｎｅTM－ストレプトアビジンＣ１ビー
ズ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を、実施例３に記載されるように
ビオチン化オリゴヌクレオチドで被覆した。次いで磁気ビーズを、ｉ）Ｓｕｌｆｏ－ＴＡ
Ｇ及びオリゴ１で標識された抗体並びにｉｉ）実施例３の被覆手順を使用してヒトＴＮＦ
－アルファ及びＩＬ－５に対する抗体で被覆した。
【００９７】
　事前濃縮を用いるアッセイ手順。　ヒトＴＮＦ－アルファ又はＩＬ－５を含有するサン
プル（サンプル１ｍＬ）を抗体で被覆したビーズ（上記のように製造した）２００ｎｇと
混合し、そして１時間室温でインキュベートした。ビーズを磁気により収集し、そしてハ
イブリダイゼーション緩衝液で洗浄した。ビーズ上の抗体（インキュベーションの間に形
成された標識された抗体－被検体複合体を含む）を、高温（６０℃）で、すなわち抗体を
ビーズに連結しているオリゴヌクレオチド対を変性することにより、ハイブリダイゼーシ
ョン緩衝液（約１０ｍＭ塩）の１：２０希釈１００ｕＬ中に遊離させた。得られた溶液を
、その各ウェルが抗ＴＮＦ－アルファスポット及び抗－ＩＬ－５スポットを含む捕捉抗体
のアレイを含むＭＵＬＴＩ－ＡＲＲＡＹ　９６ウェルプレートのウェルに移した。標識さ
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このプレートを振盪しながら１時間室温でインキュベートした。次いでウェルをＰＢＳで
３回洗浄し、次いでＲｅａｄ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｔ（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉａｇｎｏ
ｓｔｉｃｓ）１２５ｕＬで満たし、ＳＥＣＴＯＲ　Ｉｍａｇｅｒ機器で読み取った。この
機器は抗体アレイ中の各アレイ要素（又は「スポット」）からＥＣＬ強度を測定し記録す
る。
【００９８】
　事前濃縮を用いない従来のイムノアッセイプロトコル。　ヒトＴＮＦ－アルファ又はＩ
Ｌ－５を含有するサンプル（３０ｕＬ）を、標識した（Ｓｕｌｆｏ－ＴＡＧ）検出抗体を
１ｕｇ／ｍＬの濃度で含有する溶液２０ｕＬと混合した。得られた溶液を１時間、抗ＴＮ
Ｆ－アルファ及び抗ＩＬ－５スポットを有するＭＵＬＴＩ－ＡＲＲＡＹプレートのウェル
中でインキュベートした。ウェルを洗浄し、Ｒｅａｄ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｔで満たし、そし
てＳＥＣＴＯＲ　Ｉｍａｇｅｒ機器で収集及び遊離を用いるプロトコルについて記載した
ように分析した。
【００９９】
　結果　表２に示された結果は、収集及び遊離を用いるプロトコルが、被検体の存在しな
い場合のバックグラウンドシグナルのいずれの実質的な変化も伴わず、従来のプロトコル
を使用して得られるよりも実質的に高い特異的アッセイシグナル（被検体の存在下でのシ
グナル－被検体が存在しない場合のシグナル）をＴＮＦ－アルファ及びＩＬ－５の両方に
ついて生じたということを示す。１０ｐｇ／ｍＬサンプルについての特異的シグナルの増
強は、ＴＮＦ－アルファについて５倍より高く、そしてＩＬ－５については１０倍より高
かった。
【０１００】
【表２】

【０１０１】
　本発明は、本明細書に記載される特定の実施態様による範囲に限定されるべきではない
。実際に、本明細書に記載されるものに加えて本方法の様々な改変が、前述の記載及び添
付の図面から当業者に明らかとなるだろう。このような改変は、特許請求の範囲内である
ことを意図される。様々な刊行物が本明細書において引用されており、それらの開示は、
参照によりそれらの全体として加入される。
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