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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）サンプルを既知量の受容体と接触させる工程、前記受容体は分析物に特異的に結合
して分析物／受容体複合体を形成し、前記受容体の既知量はサンプル中の全分析物と結合
するために要求される量より多く、
　ｂ）分析物／受容体複合体および未反応の受容体を含む、分析物と接触した受容体の一
部を固相上で単離する工程であって、固相上に単離される受容体の量は既知量であり、受
容体と特異的に結合するリガンドが既知量固相上に結合されており、固相が受容体に結合
できる量がサンプルと接触した受容体の量よりも小さい前記工程、
　ｃ）前記単離された受容体の一部における分析物／受容体複合体の量を検出する工程、
および
　ｄ）分析物／受容体複合体の検出された量からサンプル中の分析物の濃度を決定する工
程を含む、
サンプル中の分析物を測定する方法。
【請求項２】
　サンプルが１ナノモル／リットルを超える高い濃度を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　サンプルが希釈されていない、請求項１または請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　受容体が、分析物に特異的に結合する第１の部分と、固相に結合する第２の部分とを含



(2) JP 4440540 B2 2010.3.24

10

20

30

40

50

む、請求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　受容体の固相結合部分が特異的な結合対の一方のメンバーを含み、結合対のもう一方の
メンバーが固相に固定化される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　工程ｃ）において、前記分析物／受容体複合体が、分析物に特異的に結合する標識され
た検出試薬によって検出される、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　分析物結合性受容体の量の前記単離された部分とサンプルと接触した分析物結合性受容
体の総量との比率が、１：２から１：１０００の範囲内である、請求項１から６のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項８】
　分析物結合性受容体の量の前記単離された部分とサンプルと接触した分析物結合性受容
体の総量との比率が、１：５から１：１００の範囲内である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　分析物結合性受容体の量の前記単離された部分とサンプルと接触した分析物結合性受容
体の総量との比率が、１：５から１：２０の範囲内である、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　受容体に対する前記固相結合部位が、流動マトリックスの反応域内に固定化される、請
求項１から９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　流動マトリックスが、側方流動マトリックスである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　流動マトリックスが、メンブランストリップである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　受容体が抗体またはその免疫活性フラグメントである、請求項１から１２のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１４】
　検出試薬が抗体またはその免疫活性フラグメントである、請求項６に記載の方法。
【請求項１５】
　検出試薬が蛍光基または発色基によって標識されている、請求項６に記載の方法。
【請求項１６】
　特異的な結合対がビオチン－アビジンまたはビオチン－ストレプトアビジンである、請
求項５に記載の方法。
【請求項１７】
　サンプルが未希釈の血清サンプルである、請求項１から１６のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１８】
　サンプルが未希釈の全血サンプルである、請求項１から１６のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１９】
　分析物に特異的に結合する第１の部分を有する既知量の受容体、および受容体の第２の
部分に特異的に結合するリガンドが表面に固定化されている固相部材を含み、固相部材上
の前記リガンドが受容体に結合できる量が既知量の受容体の量よりも小さい、サンプル中
の分析物を測定するための試験キットであって、
請求項１から１８のいずれか一項に記載の方法を行うための前記試験キット。
【請求項２０】
　固相上に固定化されたリガンドが受容体に結合できる量と分析物に特異的な受容体の量
との比率が、１：２から１：１０００の範囲内である、請求項１９に記載の試験キット。
【請求項２１】
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　固相上に固定化されたリガンドが受容体に結合できる量と分析物に特異的な受容体の量
との比率が、１：５から１：１００の範囲内である、請求項１９に記載の試験キット。
【請求項２２】
　固相上に固定化されたリガンドが受容体に結合できる量と分析物に特異的な受容体の量
との比率が、１：５から１：２０の範囲内である、請求項１９に記載の試験キット。
【請求項２３】
　メンブランの反応域内または反応域上に固定化された前記受容体結合性リガンドを有し
、および反応域の上流のメンブラン内またはメンブラン上に溶解可能に前もって置かれた
前記分析物結合性受容体を有する側方流動メンブランストリップを含む、請求項１９から
２２のいずれか一項に記載の試験キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
本発明は、サンプル中の分析物（特に、高濃度の分析物）を定量的または半定量的に測定
する方法に関する。
【０００２】
（発明の背景）
サンプル中の分析物を定性的または定量的に測定する場合、いわゆるサンドイッチアッセ
イが使用されることが多い。この場合、分析物の異なるエピトープに対する２つの受容体
が、分析物を含有するサンプルとインキュベーションされ、受容体の１つが、例えば、そ
れに結合する標識によって検出可能である。不均一型のアッセイ形式では、第２の受容体
が固相に固定化（例えば、連結）されるか、または第２の受容体に、固相（アビジンもし
くはストレプトアビジンが被覆された固相など）に結合し得る結合剤成分（ビオチンなど
）が配置される。
【０００３】
特に、分析物がサンプル中に高濃度で存在する場合、多くの場合多大な費用を要する多量
の固定化された受容体および標識された受容体のそれぞれの使用を避けるために、または
多量の受容体を使用することができない技術的困難を避けるために、アッセイを行う前に
サンプルを希釈することが通例である。そのような希釈は手間がかかるだけでなく、さら
なる誤差源をアッセイに持ち込む。
【０００４】
従って、希釈を必要としないアッセイ手法が求められている。
【０００５】
（発明の概要）
サンプルを希釈する必要がなく、サンプル中の高濃度の分析物さえも測定することができ
る不均一型のサンドイッチアッセイを行う方法を提供することが本発明の目的の１つであ
る。
【０００６】
使用される捕捉試薬および検出試薬の量が少ない不均一型のサンドイッチアッセイを行う
方法を提供することが本発明の別の目的である。
【０００７】
そのような方法を行うための試験キットを提供することが本発明のさらに別の目的である
。
【０００８】
従って、本発明の１つの態様において、サンプル中の分析物、特に、１ナノモル／リット
ルを越える濃度で見出される高濃度の分析物を測定する方法が提供される。この方法は、
ａ）サンプルを受容体の指定された量と接触させる工程、前記受容体は、分析物に特異的
に結合して、分析物／受容体複合体を形成し、受容体の前記指定された量は、サンプル中
の全分析物と結合するために要求される量より多く、
ｂ）分析物／受容体複合体および未反応の受容体を含む、分析物と接触した受容体の量の
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指定された部分を、固相上で、好ましくはメンブランストリップなどのマトリックス上で
単離する工程、
ｃ）前記単離された指定された部分における分析物／受容体複合体の量を検出する工程、
および
ｄ）分析物／受容体複合体の検出された量からサンプル中の分析物の濃度を決定する工程
、を含む。
【０００９】
本発明の別の態様において、（ｉ）分析物に特異的に結合する第１の部分を有する受容体
物質の指定された量、および（ｉｉ）受容体の第２の部分に特異的に結合するリガンドが
表面に固定化されている固相部材、を含み、固相部材における前記リガンドの量が受容体
物質の前記指定された量よりも小さい、サンプル中の分析物を測定するための試験キット
が提供される。
【００１０】
本発明のさらに別の態様において、（ｉ）分析物に特異的に結合する第１の部分を有する
受容体物質の指定された量、受容体物質の量の指定された部分のみが、特異的なリガンド
に結合し得る第２の部分を有し、および（ｉｉ）前記特異的なリガンドが表面に固定化さ
れている固相部材、を含む、サンプル中の分析物を測定するために試験キットが提供され
る。
【００１１】
本発明のなおさらに別の態様において、（ｉ）受容体物質の第１の指定された量、および
（ｉｉ）受容体物質の第２の指定された量が表面に固定化されている固相部材、を含む、
サンプル中の分析物を測定するために試験キットが提供される。
【００１２】
本発明の方法および試験キットを、目的とする分析物を定量的に測定するために使用する
ことが好ましいが、本発明の方法および試験キットはまた、半定量的な測定および定性的
な測定のためにも使用することができる。
【００１３】
（発明の詳細な説明）
本発明の必須の要素は、サンプル中に存在するすべての分析物を分析物に特異的な受容体
に結合させること、形成された分析物－受容体複合体の少量の部分を固相で単離すること
、単離された分析物－受容体複合体の量を検出すること、および固相上の分析物のこの検
出された量からサンプル中の分析物の総量を決定することにある。本発明によれば、これ
は、様々な方法で達成することができる。
【００１４】
本発明の方法の１つの実施形態において、すべての分析物が、分析物を含有するサンプル
と、分析物に対する親和性に加えてリガンド（Ｌ）に対する親和性を有する第１の受容体
（Ｒ１）を過剰に含有する溶液とを接触させることによって、固相に結合させられ、その
結果、分析物－受容体複合体の少量の部分が、リガンド（Ｌ）が固定化されている固相に
結合させられる。この少量部分のこの結合は、（ｉ）制限（指定）された量のリガンド（
Ｌ）を使用して、分析物－受容体複合体（および未反応の受容体）の一部を抽出すること
、または（ｉｉ）この、少量の（指定された）部分のみがリガンド（Ｌ）に結合し得る第
１の受容体（Ｒ１）を使用して、分析物－受容体複合体（および未反応の受容体）の所望
部分を抽出すること、のいずれかによって達成することができる。後者の場合（ｉｉ）に
おいて、固定化されたリガンド（Ｌ）の量は、通常、リガンド（Ｌ）に結合し得る第１の
受容体の量よりも多い。固相に結合した分析物／受容体複合体の量が、その後、通常的に
は、固相を、分析物に対する標識された結合剤の形態にある検出剤（標識された第２の受
容体（Ｒ２）など）と接触させることによって検出される。
【００１５】
上記の第１の場合（ｉ）において、分析物に特異的な受容体（Ｒ１）に結合し得る固定化
されているリガンド（Ｌ）の量は、サンプルと接触する分析物特異的受容体（Ｒ１）の量
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の指定された一部である。従って、固相上の検出された分析物とサンプル中の分析物の総
量との比率は、固定化されている分析物結合性リガンド（Ｌ）と添加された受容体（Ｒ１
）の総量との比率に対応し、それにより、サンプル中の分析物の濃度を計算することがで
きる。
【００１６】
上記の第２の場合（ｉｉ）において、固定化されているリガンド（Ｌ）に結合し得る分析
物特異的受容体（Ｒ１）の量は、受容体（Ｒ１）の総量の指定された部分である。従って
、固相上の検出された分析物とサンプル中の分析物の総量との比率は、リガンド（Ｌ）と
反応し得る分析物特異的受容体（Ｒ１）と受容体（Ｒ１）の総量との比率に対応し、それ
により、サンプル中の分析物の濃度を計算することができる。
【００１７】
本明細書中で使用される用語「受容体」は、活性な分析物結合性の受容体、および適切な
場合、活性なリガンド結合性の受容体をそれぞれ示し、不活性な状態または非結合性の状
態にあるそのような受容体を含むことを意味しない。同様に、用語「受容体結合性リガン
ド」は、活性な受容体結合性のリガンドを示し、不活性な状態または非結合性の状態にあ
るそのようなリガンドを含むことを意味しない。
【００１８】
本明細書中で使用される用語「量」は、通常、結合能力を意味する。従って、例えば、分
析物に特異的な受容体の量が分析物の量よりも多いと述べられるとき、それは、すべての
分析物と結合するために必要とされるよりも多い分析物特異的受容体が存在することを意
味する。通常、１：１の反応比が、例えば、分析物と分析物に特異的な受容体との間に、
または分析物に特異的な受容体と固定化された受容体に結合するリガンドとの間に存在す
る。そのような場合、それぞれの化学種の結合能力はそれらのモル量に対応する。しかし
、他の反応比率も可能である。例えば、固定化されたリガンドは、２つ以上の分析物特異
的受容体と結合し得ることがある。
【００１９】
本発明の方法の別の実施形態において、サンプルは、サンプルと、溶液中、少量部分の、
固相に固定化された分析物特異的受容体とを、接触させ、それにより、サンプル中に存在
する分析物の少量部分を固相に結合させることができる。溶液中の受容体（Ｒ１）の量と
固定化されている受容体（Ｒ１）の量との比率が既知である場合、サンプル中の分析物の
濃度を、固相に結合した分析物の検出された量から計算することができる。
【００２０】
上記の手法は、サンプルを希釈するのと同じ効果をもたらすことが容易に理解される。当
然のことではあるが、操作者には好都合である、希釈工程が避けられることに加えて、試
薬（すなわち、分析物を固相に捕捉するための試薬、および高価であることが多い検出試
薬の両方）のかなりの節約が得られる。これに関連して、本発明のアッセイでは、分析物
と受容体との間の反応は、固定化されている受容体の約１０％から２０％のみが反応する
対応する従来のアッセイの場合のように固相表面においてではなく、（Ｂｕｔｌｅｒ，Ｊ
．Ｅ．他、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第３０巻、第１３号、１１６５
頁～１１７５頁、１９９３）、むしろ、殆んどすべての受容体が活性である溶液中で生じ
ることに留意しなければならない。
【００２１】
サンプルと接触した分析物特異的受容体の総結合能力と、（ｉ）固相に固定化されている
受容体結合性リガンドの結合能力（これが制限されているとき）、または（ｉｉ）分析物
に特異的な受容体のリガンド結合能力（これが制限されているとき）との、必要とされる
比率は、とりわけ、測定される特定の分析物および使用される特定のアッセイ形式に依存
して当業者によって容易に決定され、広い範囲内で選ぶことができる。通常、この比率は
約２：１から約１０００：１であり、特に約５：１から約１００：１であり、好ましくは
約１０：１よりも大きく、より好ましくは約２０：１よりも大きい。
【００２２】
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サンプル中の分析物の量に対する過剰な分析物受容体もまた、それぞれの特定の場合につ
いて当業者によって容易に決定される。
【００２３】
サンプルと接触する受容体は、通常、分析物に特異的に結合する１つの部分と、固相表面
に固定化されたリガンドに特異的に結合する別の部分とを有する二重受容体タイプまたは
二反応性結合剤タイプである。分析物に結合する部分は、例えば、抗体（モノクローナル
もしくはポリクローナル）もしくはその活性なフラグメント（組換え抗体およびフラグメ
ントを含む）または核酸であり得るが、これに対して、リガンドに結合する部分は特異的
な結合対の一方のメンバーであり得る。例示的なそのような特異的な結合対には、抗原－
抗体およびハプテン－抗体などの免疫学的な結合対、ビオチン－アビジンまたはビオチン
－ストレプトアビジン、レシチン－糖、ホルモン－ホルモン受容体、ならびに核酸二重鎖
が含まれる。例えば、固相は、ストレプトアビジンをそれに結合させることができ、分析
物に対する受容体をビオチン化することができる。分析物の濃度が高いとき、免疫沈殿を
避けるために、一価の受容体を使用することが好ましいであろう。
【００２４】
分析物は、好ましくは、１ナノモル／リットルを越える濃度でサンプル中に存在する分子
であるが、分析物は、当然のことではあるが、天然に存在する分析物特異的な結合性メン
バーが存在する任意の物質であり得るか、または分析物特異的な結合性メンバーが調製さ
れ得る任意の物質であり得る。
【００２５】
固相によって捕捉された分析物は、通常、標識された、分析物について特異的な結合剤と
の反応によって検出される。そのような標識された結合剤は、特異的な結合性メンバーに
共有結合的または非共有結合的に結合した検出可能な標識を含むコンジュゲートであり得
る。この場合、「標識」は、視覚的手段または装置的手段によって検出可能なシグナルを
生じさせることができる任意の物質（特に蛍光基または発色基）を示す。
【００２６】
サンプルは、通常的には生物学的起源のものであり、例えば、血液（血清、血漿、全血）
、唾液、涙液、尿、脳脊髄液、汗などである。本発明は、当然のことではあるが、発酵液
、反応混合物などの他のタイプのサンプルにもまた適用可能である。しかしながら、特に
、サンプルは未希釈の血清サンプルまたは全血サンプルである。
【００２７】
本発明は一般に適用可能であるが、本発明は、好都合には、免疫クロマトグラフィータイ
プの固相アッセイにおいて使用することができる。そのようなアッセイでは、ニトロセル
ロースまたはガラス繊維などからなる吸収性材料のプレート形状の流動マトリックス（通
常、メンブランマトリックス）を含むデバイスが使用される。この場合、液体が、メンブ
ランにおける毛管力によって横方向に（すなわち、ストリップの平面内を）移動し得る。
メンブランは、通常、サンプル適用域、およびサンプル適用域の下流にある検出（または
反応）域を有する。検出域において、通常、分析物に対する捕捉用試薬が固定化される。
アッセイを行うために、適用域が、目的とする分析物についてアッセイされる液体サンプ
ルと接触させられる。デバイスは、目的とする分析物がサンプル中に存在する場合、液体
の毛管作用により、目的とする分析物を、分析物が捕捉される検出域にメンブランストリ
ップを通って移動させるために十分な条件のもとで維持される。毛管作用による液体の流
れは、通常、ストリップの下流端に置かれた吸収パッドまたは同様なものによって確保さ
れる。その後、通常の場合には標識されている検出試薬が検出域の上流に加えられ、捕捉
された分析物と検出域において反応し、捕捉された分析物の量が測定される。多くの場合
、検出試薬は、メンブランストリップ内またはメンブランストリップに、例えば、蛍光基
または発色基を含有する拡散的に移動し得る粒子の形態で、サンプル適用域の上流に、ま
たはサンプル適用域と検出域との間に、そのいずれかで前もって置かれる。
【００２８】
本発明による免疫クロマトグラフィー的アッセイにおいて、受容体は、サンプルをメンブ
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ランストリップに適用する前にサンプルに添加されるか、または検出域の上流のメンブラ
ンストリップ内もしくはメンブランストリップに前もって置くことができる。
【００２９】
本発明の方法を行うための試験キットは、（ｉ）メンブラン中または内に固定化された、
受容体に特異的に結合するリガンドおよび（ｉｉ）メンブラン中または内に溶解可能に前
もって置かれた、分析物特異的受容体の指定された量、を有するメンブランを含んでいよ
う。固相部材におけるリガンドの量は、受容体物質の指定された量と結合するために必要
とされる量よりも少なく、通常かなり少ない。
【００３０】
試験キットの別の実施形態において、分析物に特異的な受容体の部分のみが、固定化され
ているリガンドに結合することができる。そのようなキットは、試験キットのさらに別の
形態において、このキットは、（ｉ）メンブラン中または内に固定化された、受容体に特
異的に結合するリガンドおよび（ｉｉ）メンブラン中または内に溶解可能に前もって置か
れた、分析物特異的受容体の指定された、その指定された部分だけが固定化されたリガン
ドに結合することができる量、を含んでいよう。
【００３１】
試験キットのさらに別の形態は、（ｉ）メンブラン中または内に溶解可能に前もって置か
れた、分析物特異的物質の第１の指定された量、および（ｉｉ）メンブラン中または内に
固定化された、分析物特異的物質の第２の指定された量、を含んでいよう。
【００３２】
代わりの実施形態において、固相は、マイクロタイタープレートウエルなどの固相ウエル
である。試験キットのそのような固相は、分析物結合性受容体の第２の量がそれに固定化
され、かつ分析物結合性受容体の第１の量がウエル内またはウエルとの密な接触状態に溶
解可能に前もって置かれている１つ以上のウエルを有する固体支持体を含むことができる
。
【００３３】
下記において、本発明は、具体的な非限定的な実施例によって、より詳しく例示される。
【００３４】
実施例１
未希釈血清サンプルにおけるＣ反応性タンパク質（ＣＲＰ）の免疫アッセイ
測定範囲：１０ｍｇ／ｌから２００ｍｇ／ｌ
原理
サンプルを過剰のビオチン化抗ＣＲＰ－ｆａｂと混合して、混合物を、反応域に不足量の
ストレプトアビジンを有する試験ストリップに適用する。中間洗浄の後、抗ＣＲＰ蛍光基
コンジュゲートを加え、洗浄後、反応域に結合しているこのコンジュゲートを測定する。
ビオチン化抗ＣＲＰ－ｆａｂの少量のみが反応域に結合し得るので、蛍光基コンジュゲー
トの消費がかなり削減される。
【００３５】
試験ストリップ
ポリエステル支持体における５×４８ｍｍのニトロセルロースメンブラン（Ｗｈａｔｍａ
ｎ、細孔度：８μｍ）を使用した。ストリップは、一方の端にサンプル適用域を有し、ア
ッセイ手法において添加されるビオチン化抗ＣＲＰの約６％と結合し得る量でストレプト
アビジンが固定化されている下流の反応域を有した。
【００３６】
サンプル
様々なＣＲＰ濃度のＣＲＰ含有サンプルを、ｈＣＲＰ除去血清における２００ｍｇ／ｌの
組換えＣＲＰ（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ）から調製した。
【００３７】
手順
１５μｌのビオチン化抗ＣＲＰ－ｆａｂ（モノクローナル抗体の一価ｆａｂフラグメント
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）および１５μｌのＣＲＰ含有血清を混合して、混合物をメンブランストリップの適用域
に加えた。ビオチン化抗ＣＲＰ－ｆａｂの量は試験ストリップあたり３μｇであった。こ
れは、２００ｍｇ／ｌの標準ＣＲＰに対して２×モル過剰の抗ＣＲＰである。１５μｌの
試験緩衝液（５０ｍＭホウ酸塩緩衝液（ｐＨ８．０）、３％ＢＳＡ、５％スクロース、０
．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．００５％ＣａＣｌ２、０．０５％ＮａＮ３）による中間洗浄の
後、１５μｌの検出コンジュゲート溶液［０．１μｍのＴｒａｎｓＦｌｕｏＳｐｈｅｒｅ
ｓ－ＳＯ４／ＣＨＯ（６３３／７２０ｎｍ）（モルキュラープローブ社（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎｃ．））に連結された３μｇの抗ＣＲＰモノクローナル抗体（
Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ）、上記試験緩衝液］を加え、続いて１５μｌの試験緩衝液で２回
洗浄した。その後、ストリップの蛍光を測定した。結果を下記の表１に示す。
【００３８】
【表１】

【００３９】
実施例２（比較例）
１／２０に希釈された血清サンプルにおけるＣＲＰの免疫アッセイ
測定範囲：１０ｍｇ／ｌから２００ｍｇ／ｌ
原理
サンプルを試験緩衝液で希釈して、過剰の抗ＣＲＰを反応域に有する試験ストリップに加
える。その後、抗ＣＲＰ蛍光基コンジュゲートを加え、続いて洗浄する。その結果、反応
域に結合したコンジュゲートが測定される。サンプルの希釈は、検出コンジュゲートの場
合と同様に反応域における不適切なほど多量の抗ＣＲＰを避けるために必要である。
【００４０】
試験ストリップ
ポリエステル支持体における５×４８ｍｍのニトロセルロースメンブラン（Ｗｈａｔｍａ
ｎ、細孔度：８μｍ）を使用した。ストリップは、一方の端にサンプル適用域を有し、１
０ｍｇ／ｍｌの標準ＣＲＰ血清に関して１３×モル過剰である２．６μｇの固定化された
抗ＣＲＰモノクローナル抗体（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ）を伴う下流の反応域を有した。
【００４１】
サンプル
様々なＣＲＰ濃度のＣＲＰ含有サンプルを、ｈＣＲＰ除去血清における２００ｍｇ／ｌの
組換えＣＲＰ（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ）から調製した。
【００４２】
手順
試験緩衝液（５０ｍＭホウ酸塩緩衝液（ｐＨ８．０）、３％ＢＳＡ、５％スクロース、０
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されたＣＲＰ含有血清の１５μｌをメンブランストリップの適用域に加えた。その後、１
５μｌの検出コンジュゲート溶液［０．１μｍのＴｒａｎｓＦｌｕｏＳｐｈｅｒｅｓ－Ｓ
Ｏ４／ＣＨＯ（６３３／７２０ｎｍ）（モルキュラープローブ社（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎｃ．））に連結された抗ＣＲＰモノクローナル抗体（Ｆｉｔｚｇｅｒ
ａｌｄ）、上記試験緩衝液］を加えた。抗ＣＲＰコンジュゲートの量は試験ストリップあ
たり３μｇであり、これは、最高の標準値に対して１５×モル過剰であった。コンジュゲ
ートを添加した後、１５μｌの試験緩衝液で洗浄した。その後、ストリップの蛍光を測定
した。結果を下記の表２に示す。
【００４３】
【表２】

【００４４】
従って、上記の実施例１および実施例２により、本発明の方法論を使用したとき、非常に
多量の試薬を使用することなく、未希釈の高濃度サンプルに対してアッセイを行うことが
可能であることが明らかにされる。
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