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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するための、下記の段階を含む
方法：
　ａ）試料を、電気化学ルミネセント基で標識した検出試薬と共にインキュベートする、
　ｂ）被検体を結合した標識付き検出試薬と被検体を含まない標識付き検出試薬を分離す
る、
　ｃ）分離した被検体を結合した標識付き検出試薬を、下記を含む試薬組成物と共にイン
キュベートする：
　　ｉ）少なくとも１種類のＥＣＬ共反応体、ならびに
　　ｉｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される少なくとも１種類の
化合物
【化１】
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［Ｒ１＝ＣＨ３、ＣＨ２Ｆ、ＣＨ２Ｃｌ、ＣＨ２ＣＨ３、ＣＨＣｌＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２

Ｃｌ、Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３、ＣＣｌＨＣＨ２ＣＨ３またはＣＨ２

ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３であり、Ｒ２＝Ｈであり、およびＲ３＝Ｈである］
【化２】

　ｄ）ルミネセンスの放出を電気化学的に誘発する、ならびに
　ｅ）電気化学ルミネセンス（ＥＣＬ）信号を測定し、これにより被検体を測定する。
【請求項２】
　ＥＣＬを用いる試料中の被検体の測定を水溶液中で実施することを特徴とする、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
　カルボン酸アミドが、アセトアミド、２－フルオロアセトアミド、２－クロロアセトア
ミド、プロパンアミド、２－クロロプロパンアミド、３－クロロプロパンアミド、ブタン
アミドおよび２－クロロブタンアミドからなる群から選択されることを特徴とする、請求
項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　試薬組成物が０．０１Ｍ～０．２５Ｍの濃度のカルボン酸アミドを含むことを特徴とす
る、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　段階１ｃ）の試薬組成物が保存剤を含むことを特徴とする、請求項１～４のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項６】
　段階１ｃ）の試薬組成物が０．１％～５％の濃度の保存剤を含むことを特徴とする、請
求項５に記載の方法。
【請求項７】
　段階１ｃ）の試薬組成物がホウ酸およびボレートからなる群から選択される保存剤を含
むことを特徴とする、請求項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　段階１ｃ）の試薬組成物が界面活性剤および緩衝剤を含むことを特徴とする、請求項１
～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　段階１ｃ）の試薬組成物が、さらに塩類および／または消泡剤を含むことを特徴とする
、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合物、
【化３】

［Ｒ１＝ＣＨ３、ＣＨ２Ｆ、ＣＨ２Ｃｌ、ＣＨ２ＣＨ３、ＣＨＣｌＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２
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Ｃｌ、Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３、ＣＣｌＨＣＨ２ＣＨ３またはＣＨ２

ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３であり、Ｒ２＝Ｈであり、およびＲ３＝Ｈである］
【化４】

ならびに
　ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体
　を含み、共反応体は、第三級アミン、オキサレートおよびペルスルフェートからなる群
から選択される、ＥＣＬ測定用の試薬組成物。
【請求項１１】
　第三級アミンがトリプロピルアミン（ＴＰＡ）である、請求項１０に記載の試薬組成物
。
【請求項１２】
　試薬組成物が、さらにホウ酸およびボレートからなる群から選択される保存剤を含むこ
とを特徴とする、請求項１０または請求項１１に記載の試薬組成物。
【請求項１３】
　請求項１０～１２のいずれか１項に記載の試薬組成物、試験すべき試料、および電気化
学ルミネセント基で標識した少なくとも１種類の検出試薬を含む、ＥＣＬ測定用の試薬混
合物。
【請求項１４】
　ＥＣＬの測定における、請求項１０～１２のいずれか１項に記載の試薬組成物の使用。
【請求項１５】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の方法を実施するための、式Ｉおよび式ＩＩ

【化５】

［Ｒ１＝ＣＨ３、ＣＨ２Ｆ、ＣＨ２Ｃｌ、ＣＨ２ＣＨ３、ＣＨＣｌＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２

Ｃｌ、Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３、ＣＣｌＨＣＨ２ＣＨ３またはＣＨ２

ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３であり、Ｒ２＝Ｈであり、およびＲ３＝Ｈである］
【化６】

の群から選択されるカルボン酸アミドの使用。
【請求項１６】
　請求項１０～１２のいずれか１項に記載の試薬組成物を含む、ＥＣＬ測定のためのキッ
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ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規な試薬組成物を用いて電気化学ルミネセンスにより試料中の被検体を検
出するための方法に関する。新規な試薬組成物、電気化学ルミネセンス（ＥＣＬ）を測定
するための試薬キット、および新規な試薬組成物を用いる電気化学ルミネセンス検出方法
を開示する。特に、本発明は改善されたアッセイ性能をもたらすための、その測定に使用
できる化合物の新規な組合わせの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　電気化学ルミネセント現象を測定する方法は以前から知られている。そのような方法は
、特殊な金属が錯化して酸化によって励起状態に達し、そこから基底状態まで減衰して電
気化学ルミネセンスを放射する能力を利用する。総説については、Richter, M.M., Chem.
 Rev. 104 (2004) 3003-3036を参照されたい。
【０００３】
　現在、電気化学ルミネセンス（ＥＣＬ）を分析測定のために利用した多数の市販計測器
がある。ＥＣＬを放射するように誘導できる種（ＥＣＬ活性種）がＥＣＬ標識として用い
られている。ＥＣＬ標識の例には、有機金属化合物、たとえばトリス－ビピリジル－ルテ
ニウム（ＲｕＢｐｙ）部分が含まれ、その際、金属はたとえばＶＩＩおよびＶＩＩＩ族の
金属からのものであり、Ｒｅ、Ｒｕ、ＩｒおよびＯｓが含まれる。ＥＣＬプロセスでＥＣ
Ｌ標識と反応する種を、本明細書中でＥＣＬ共反応体(coreactant)と呼ぶ。ＥＣＬに一般
に用いられる共反応体には、第三級アミン（たとえば、トリプロピルアミン（ＴＰＡ））
、オキサレートおよびペルスルフェートが含まれる。光はＥＣＬ標識またはリガンドによ
り発生する；結合相互作用における結合試薬の関与は、ＥＣＬ標識から放射されるＥＣＬ
を測定することによりモニターできる。あるいは、ＥＣＬ活性化合物からのＥＣＬ信号は
、化学的環境の指標となる可能性がある(たとえば、U.S. Pat. No. 5,641,623および5,64
3,713を参照；これらには、特殊なＥＣＬ共反応体の存在または分解をモニターするＥＣ
Ｌアッセイ法が記載されている）。ＥＣＬ、ＥＣＬ標識、ＥＣＬアッセイ法、およびＥＣ
Ｌアッセイを実施するための計測器に関するこれ以上の背景については、U.S. Pat. No. 
5,093,268; 5,147,806; 5,240,863; 5,308,754; 5,324,457; 5,591,581; 5,597,910; 5,6
79,519; 5,705,402; 5,731,147; 5,786,141; 5,846,485; 5,866,434; 6,066,448; 6,136,
268および6,207,369、ならびにEP 0 441 875、ならびに公開されたPCT No. WO97/36931; 
WO98/12539; WO99/14599; WO99/32662; WO99/58962; WO99/63347; WO00/03233およびWO98
/57154を参照されたい。
【０００４】
　市販のＥＣＬ計測器は優れた性能をもつことが証明された。それらは、それらの卓越し
た感度、動的範囲、精度、および複雑な試料マトリックスの耐容性を含めた理由で、広く
用いられるようになった。市販の計測器は、永続的に再使用できるフローセルを用いたフ
ローセルに基づく設計を用いている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】U.S. Pat. No. 5,641,623
【特許文献２】U.S. Pat. No. 5,643,713
【特許文献３】U.S. Pat. No. 5,093,268
【特許文献４】U.S. Pat. No. 5,147,806
【特許文献５】U.S. Pat. No. 5,240,863
【特許文献６】U.S. Pat. No. 5,308,754
【特許文献７】U.S. Pat. No. 5,324,457
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【特許文献８】U.S. Pat. No. 5,591,581
【特許文献９】U.S. Pat. No. 5,597,910
【特許文献１０】U.S. Pat. No. 5,679,519
【特許文献１１】U.S. Pat. No. 5,705,402
【特許文献１２】U.S. Pat. No. 5,731,147
【特許文献１３】U.S. Pat. No. 5,786,141
【特許文献１４】U.S. Pat. No. 5,846,485
【特許文献１５】U.S. Pat. No. 5,866,434
【特許文献１６】U.S. Pat. No. 6,066,448
【特許文献１７】U.S. Pat. No. 6,136,268
【特許文献１８】U.S. Pat. No. 6,207,369
【特許文献１９】EP 0 441 875
【特許文献２０】WO97/36931
【特許文献２１】WO98/12539
【特許文献２２】WO99/14599
【特許文献２３】WO99/32662
【特許文献２４】WO99/58962
【特許文献２５】WO99/63347
【特許文献２６】WO00/03233
【特許文献２７】WO98/57154
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Richter, M.M., Chem. Rev. 104 (2004) 3003-3036
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　被検体の測定に利用できる試料体積にはしばしば限度があり、また１試料からよりいっ
そう多様な被検体を測定しなければならなくなってきた。アッセイ自動化のためのより迅
速な実験室装置および被検体の検出のためのより感度の高い方法の開発も要求されている
。これによって、高感度で特異的な電気化学ルミネセンスアッセイ、およびそれらを実施
するための方法が必要になる。さらに、安全性妨害または環境事項に関連する改善を考慮
しなければならない。
【０００８】
　しかし、よりいっそう感度の高い被検体検出は利点が大きいであろう。したがって本発
明の目的は、それら既知の方法および試薬組成物を特にＥＣＬ信号の増強に関して改善す
ること、ならびに電気化学ルミネセンス操作と組み合わせた被検体検出を改善することで
あった。新規な信号増強試薬および／または電気化学ルミネセンスアッセイにおいて改善
された性能をもつ化合物を見出すことが望ましいであろう。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、１態様において、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定す
るための、下記の段階を含む方法に関する：ａ）試料を、電気化学ルミネセント基で標識
した検出試薬と共にインキュベートする、ｂ）被検体を結合した標識付き検出試薬と被検
体を含まない標識付き検出試薬を分離する、ｃ）分離した標識付き検出試薬を、下記を含
む試薬組成物と共にインキュベートする：ｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉ
ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミド（carbonic acid amide）の群から選択される
少なくとも１種類の化合物
【００１０】
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【化１】

【００１１】
［Ｒ１＝ＣＨ３、ＣＨ２Ｆ、ＣＨ２Ｃｌ、ＣＨ２ＣＨ３、ＣＨＣｌＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２

Ｃｌ、Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３、ＣＣｌＨＣＨ２ＣＨ３またはＣＨ２

ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３であり、Ｒ２＝Ｈであり、およびＲ３＝Ｈである］
【００１２】
【化２】

【００１３】
　ｄ）ルミネセンスの放出を電気化学的に誘発する、ならびにｅ）電気化学ルミネセンス
（ＥＣＬ）信号を測定し、これにより被検体を測定する。
　本発明はまた、ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合物な
らびにｉｉ）少なくとも１種類の共反応体を含む、ＥＣＬ測定用の試薬組成物に関する。
【００１４】
　本発明はさらに、ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される少なく
とも１種類の化合物ならびにｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、試験すべき試料、なら
びに電気化学ルミネセント基で標識した少なくとも１種類の検出試薬を含む、ＥＣＬ測定
用の試薬混合物に関する。
【００１５】
　本発明はまた、ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される少なくと
も１種類の化合物ならびにｉｉ）少なくとも１種類の共反応体を含む試薬組成物を含む、
ＥＣＬ測定用のキットに関する。
【００１６】
　本発明、ならびにその他の目的、特徴および利点は、以下の特定の好ましい態様の詳細
な記述からより十分に理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】図１は、０．００１Ｍ～０．２５Ｍのプロパンアミド濃度（Ｘ－軸）を用いた測
定結果を示す；△人為的アッセイ(Artificial assay)（人為的アッセイ－アッセイ緩衝液
バックグラウンド）、アッセイ緩衝液バックグラウンド、および遊離標識アッセイの測定
値の相対回収率（基準値に対する％）（Ｙ－軸）。詳細については実施例１を参照された
い。
【図２】図２は、０．００１Ｍ～１Ｍの２－クロロアセトアミド濃度（Ｘ－軸）を用いた
測定結果を示す；△人為的アッセイ（人為的アッセイ－アッセイ緩衝液バックグラウンド
）、アッセイ緩衝液バックグラウンド、および遊離標識アッセイの測定値の相対回収率（
基準値に対する％）（Ｙ－軸）。詳細については実施例１を参照されたい。
【図３】図３は、０．００１Ｍ～１Ｍのブタンアミド濃度（Ｘ－軸）を用いた測定結果を
示す；△人為的アッセイ（人為的アッセイ－アッセイ緩衝液バックグラウンド）、アッセ
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イ緩衝液バックグラウンド、および遊離標識アッセイの測定値の相対回収率（基準値に対
する％）（Ｙ－軸）。詳細については実施例１を参照されたい。
【図４】図４は、０．００１Ｍ～１Ｍのアセトアミド濃度（Ｘ－軸）を用いた測定結果を
示す；△人為的アッセイ（人為的アッセイ－アッセイ緩衝液バックグラウンド）、アッセ
イ緩衝液バックグラウンド、および遊離標識アッセイの測定値の相対回収率（基準値に対
する％）（Ｙ－軸）。詳細については実施例１を参照されたい。
【図５】図５は、０～５％のホウ酸濃度（Ｘ－軸）を用いた測定結果を示す；人為的アッ
セイを高特異的信号の一例として用いた；低レベルキャリブレーターとしてのＴＳＨはバ
ックグラウンド信号を発生する（ＴＳＨ　Ｃａｌ１）；ＴＳＨキャリブレーター２は高い
検出レベルの信号を発生する（ＴＳＨ　Ｃａｌ２）。結果を、ホウ酸添加なしの基準試薬
組成物に対する％としてプロットする。詳細については実施例２を参照されたい。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明の実施には、別途指示しない限り、当業者がなしうる範囲の一般的な分子生物学
（組換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学、および免疫学の技術を採用する
であろう。そのような技術は、たとえば下記の文献に十分に説明されている：“Molecula
r Cloning: A Laboratory Manual”, second edition (Sambrook et aI., 1989); “Olig
onucleotide Synthesis” (M. J. Gait, ed., 1984); “Animal Cell Culture” (R. I. 
Freshney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc.); “Curren
t Protocols in Molecular Biology” (F. M. Ausubel et al., eds., 1987, および定期
的最新版); “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis et al., eds., 1994)。
【００１９】
　別途定義しない限り、本明細書中で用いる技術用語および化学用語は、本発明が属する
技術分野の当業者が一般に理解しているものと同じ意味をもつ。Singleton et al., Dict
ionary of Microbiology and Molecular Biology, 2nd ed., J. Wiley & Sons, New York
 (1994); March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure, 
4th ed., John Wiley & Sons, New York (1992); Lewin, B., Genes V, published by Ox
ford University Press (1994), ISBN 0-19-854287 9); Kendrew, J. et al. (eds.), Th
e Encyclopedia of Molecular Biology, published by Blackwell Science Ltd. (1994),
 ISBN 0-632-02182-9); およびMeyers, R.A. (ed.), Molecular Biology and Biotechnol
ogy: a Comprehensive Desk Reference, published by VCH Publishers, Inc. (1995), I
SBN 1-56081-569 8)は、本明細書中で用いる用語の多くに対する一般的ガイダンスを当業
者に提供する。
【００２０】
　特許出願および刊行物を含めて本明細書中で引用するすべての参考文献を全体として本
明細書に援用する。
　定義：
　本明細書中で用いる以下の用語はそれぞれ、このセクションにおけるものと関連する意
味をもつ。
【００２１】
　冠詞“ａ”および“ａｎ”は、本明細書中で１つまたは１つより多い（すなわち、少な
くとも１つ）目的語の冠詞を表わすために用いられる。たとえば、“an analyte”は１つ
の被検体または１つより多い被検体を意味する。用語“少なくとも”は、場合により１以
上のさらに他の目的語が存在する可能性を示すために用いられる。一例として、少なくと
も２つの別個の領域を含むアレイは、場合により２以上の別個の被験領域を含む可能性が
ある。
【００２２】
　“１以上”という表現は、１～５０、好ましくは１～２０、および好ましい２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１２または１５をも表わす。
　“カルボン酸アミド”およびそれらの化学構造を表１に挙げる。
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【表１－１】

【００２４】
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【表１－２】

【００２５】
　本明細書中で用いる式Ｉは
【００２６】

【化３】

【００２７】
［Ｒ１＝ＣＨ３、ＣＨ２Ｆ、ＣＨ２Ｃｌ、ＣＨ２ＣＨ３、ＣＨＣｌＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２

Ｃｌ、Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３、ＣＣｌＨＣＨ２ＣＨ３またはＣＨ２

ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３であり、Ｒ２＝Ｈであり、およびＲ３＝Ｈである］を表わす。
【００２８】
　本明細書中で用いる式ＩＩは、表１にＮｏ．２４として示す２－ピロリジノンという名
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称の下記の構造を表わす。
【００２９】
【化４】

【００３０】
　本発明の態様は、被検体または目的活性を含む可能性のある多様な試料を検査するため
に使用できる。そのような試料は、固体、エマルジョン、懸濁液、液体または気体の形態
であってもよい。それらはヒトまたは動物のものを含むかあるいはそれらに由来する下記
の試料であってもよいが、それらに限定されない：、たとえば細胞（生細胞または死細胞
）および細胞由来の産物、固定化された細胞、細胞断片、細胞画分、細胞溶解物、細胞小
器官、細胞膜、ハイブリドーマ、細胞培養上清（抗体産生生物、たとえばハイブリドーマ
からの上清を含む）、廃水または飲料水、食品、飲料、医薬組成物、血液、血清、血漿、
毛、汗、尿、大便、糞便、唾液、組織、生検体、排出液、分離および／または分画した試
料、分離および／または分画した液体、臓器、植物、植物の部分、植物の副産物、土壌、
水、給水、水源、流体（気体または液体）からの濾過残渣、麦芽酒(swipes)、吸収材、ゲ
ル、形骸細胞、未分画試料、未分画細胞溶解物、細胞核(cell nucleus/nuclei)、核画分
、化学物質、化学物質溶液、構造性生物成分、骨格（靭帯、腱）成分、分離および／また
は分画した骨格成分、毛の画分および／または分離物、皮膚、皮膚試料、皮膚画分、真皮
、内皮、真核細胞、原核細胞、真菌、酵母、免疫細胞、薬物、治療薬、油類、抽出物、粘
液、汚水、環境試料、有機溶媒、あるいは空気。ある態様において、試料はさらに、たと
えば水、アルコール類、アセトニトリル、ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド
、ｎ－メチル－ピロリドン、メタノールまたは他の有機溶媒を含むことができる。
【００３１】
　本明細書中で用いる“試料”は、インビトロ評価の目的で入手される。当業者に認識さ
れるように、そのような評価はいずれもインビトロで行なわれる。試料が患者試料である
場合、それはその後は廃棄される。患者試料は本発明のインビトロ診断方法にのみ用いら
れ、患者試料の物質が患者の体内へ戻されることはない。
【００３２】
　測定できる被検体には、試料中に存在する下記のものが含まれるが、それらに限定され
ない：全細胞、細胞表面抗原、タンパク質複合体、細胞シグナル伝達の因子および／また
は成分、二次メッセンジャー、二次メッセンジャーのシグナル伝達因子および／または成
分、細胞下粒子（たとえば、細胞小器官または膜断片）、ウイルス、プリオン、塵ダニま
たはその断片、ウイロイド、免疫因子、抗体、抗体フラグメント、抗原、ハプテン、脂肪
酸、核酸（および合成類似体）、リボソーム、タンパク質（および合成類似体）、リポタ
ンパク質、多糖類、阻害物質、補因子、ハプテン、細胞受容体、受容体リガンド、リポ多
糖類、糖タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、酵素、酵素基質、酵素産物、核酸プロセ
シング酵素（たとえば、ポリメラーゼ、ヌクレアーゼ、インテグラーゼ、リガーゼ、ヘリ
カーゼ、テロメラーゼなど）、タンパク質プロセシング酵素（たとえば、プロテアーゼ、
キナーゼ、プロテインホスファターゼ、ユビキチン－プロテインリガーゼなど）、細胞代
謝産物、エンドクリン因子、パラクリン因子、オートクリン因子、サイトカイン、ホルモ
ン、薬理作用物質、薬物、治療薬、合成有機分子、有機金属分子、精神安定剤、バルビツ
レート、アルカロイド、ステロイド、ビタミン、アミノ酸、糖類、レクチン、組換えまた
は誘導タンパク質、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、あるいは無機分子。
【００３３】
　全細胞は動物、植物または細菌であってもよく、生細胞または死細胞であってもよい。



(11) JP 5824523 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

例には、植物病原体、たとえば真菌および線虫が含まれる。用語“細胞下粒子”は、たと
えば細胞下小器官、破砕した細胞からの膜粒子、細胞壁の断片、リボソーム、多酵素複合
体、および他の粒子を含むものとし、生存生物に由来するものであってもよい。核酸には
、たとえば多数の供給源に由来する染色体ＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、ウイルスＤＮＡ、
および組換えＤＮＡが含まれる。核酸には、ＲＮＡ、たとえばメッセンジャーＲＮＡ、リ
ボソームＲＮＡ、およびトランスファーＲＮＡも含まれる。ポリペプチドには、たとえば
酵素、輸送タンパク質、受容体タンパク質、および構造タンパク質、たとえばウイルスコ
ートタンパク質が含まれる。好ましいポリペプチドは、酵素および抗体である。特に好ま
しいポリペプチドは、モノクローナル抗体である。ホルモンには、たとえばインスリンお
よびＴ４甲状腺ホルモンが含まれる。薬理作用物質には、たとえば強心配糖体が含まれる
。生体物質に化学的に類似する合成物質、たとえば合成ポリペプチド、合成核酸、および
合成膜、ベシクルおよびリポソームは、もちろん本発明の範囲内であり、本発明に含まれ
る。以上の記載は、本発明に用いるのに適した生体物質の包括的なリストを意図したもの
ではなく、本発明の広い範囲を説明するためのものにすぎない。
【００３４】
　同様に一般的に、目的とする被検体は１０－３モル濃度以下、たとえば少なくとも１０
－１８モル濃度の低い濃度で存在する。
　本発明による“被検体特異的試薬(analyte specific reagent)”（ＡＳＲ）という用語
は、被検体を特異的に結合する能力を備えた分子または生体分子（たとえば、タンパク質
または抗体）であると理解すべきである。“被検体特異的試薬”（ＡＳＲ）は、生物検体
中の個々の化学物質を同定し、その量を測定するために使用できる生体分子のクラスであ
る。ＡＳＲは、たとえば抗体（ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の両方）、
特異的受容体タンパク質、リガンド、核酸配列、およびこれらに類する試薬であって、検
体中の物質と特異的に結合または化学反応させることにより生物検体中の個々の化学物質
またはリガンドを同定および定量するための診断用途に使用することを意図したものであ
る。簡単に言えば、被検体特異的試薬はアッセイの活性成分である。ＡＳＲは、被検体を
結合する親和性および特異性に関する両方の基準を満たすであろう。
【００３５】
　用語“抗体”は、最も広い意味で用いられ、具体的にはモノクローナル抗体（全長モノ
クローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（たとえば、二重特異性
抗体）、および抗体フラグメントを含む。用語“抗体”は、全抗体および抗体フラグメン
トを含めた多様な形態の抗体構造体を包含する。本発明による抗体は、１態様において、
ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、マウス、ヤギもしくはヒツジなど他の動物種に由来
する抗体、モノクローナル抗体もしくはポリクローナル抗体、またはＴ細胞抗原枯渇抗体
である。抗体の遺伝子工学的操作は、たとえばMorrison, S.L., et al., Proc. Natl. Ac
ad Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; US 5,202,238 およびUS 5,204,244; Riechmann, L.,
 et al., Nature 332 (1988) 323-327; Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 2
68-270; Lonberg, N., Nat. Biotechnol. 23 (2005) 1117-1125に記載されている。
【００３６】
　被検体特異的試薬の前記基準を保持する抗体フラグメントはいずれも使用できる。抗体
は現在の技術水準の方法により作成される；たとえば、Tijssen (Tijssen, P., Practice
 and theory of enzyme immunoassays, 11, Elsevier Science Publishers B.V., Amster
dam, the whole book, especially pages 43-78)に記載。さらに当業者は、抗体の特異的
単離に使用できる免疫吸着剤に基づく方法を十分に承知している。これらの手段により、
抗体の質、したがってイムノアッセイにおけるそれらの性能を向上させることができる(T
ijssen, P., 前掲, pages 108-115)。
【００３７】
　本発明による“検出試薬”には、電気化学ルミネセント基で標識した被検体特異的試薬
（ＡＳＲ）、または電気化学ルミネセント基で標識した被検体ホモログが含まれる。この
検査方式によれば、種々のアッセイ方式（たとえば、サンドイッチアッセイ、二重抗原架
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橋アッセイ(double antigen bridging assay)（ＤＡＧＳ）、競合アッセイ、均一アッセ
イ、不均一アッセイ）についてどの検出試薬を選択すべきであるかは、当業者に既知であ
る。不均一イムノアッセイにおける検出試薬は、たとえば抗体であってもよい。検出試薬
を固相上に固定化できることは当業者に既知である。ある態様において、試料中の被検体
を電気化学的ルミネセンス検出により測定するための方法は、均一アッセイとして実施で
きる。ある態様において、この方法は不均一アッセイとして実施できる。ある態様におい
て、この方法はサンドイッチアッセイ方式で実施できる。ある態様において、この方法は
競合アッセイ方式で実施できる。同様に、ある態様において、この方法は二重抗原架橋ア
ッセイ方式（ＤＡＧＳ）で実施できる。既知のイムノアッセイ方式は、Price, C.P. and 
Newman, D.J., Principles and Practice of Immunoassay, 2nd ed. (1997)の書籍に詳細
に詳細に記載されている。
【００３８】
　本明細書中で用いる用語“標識”は、視覚によるものまたは適切な計測器を使用するも
ののいずれであっても検出可能な信号を発生することができるいずれかの物質を表わす。
本発明に用いるのに適した多様な標識には、色原体、蛍光性化合物、化学ルミネセント化
合物または電気化学ルミネセント化合物、触媒、酵素、酵素基質、色素、コロイド状の金
属粒子または非金属粒子、および有機ポリマーラテックス粒子が含まれるが、これらに限
定されない。
【００３９】
　用語“ルミネセンス”は、エネルギー源（たとえば、電磁気放射源、化学反応、機械的
エネルギー）の温度からエネルギーを導出しないいずれかの光の放射を表わす。一般に、
これらのエネルギー源は、ある原子の電子をより低いエネルギー状態からより高い“励起
”したエネルギー状態へ移動させる；次いで、その電子は、より低いエネルギー状態に戻
る際にそのエネルギーを放射光の形で放出する。そのような光の放射は、通常は電磁スペ
クトルの可視領域または可視領域付近で起きる。用語“ルミネセンス”には、リン光、蛍
光、バイオルミネセンス、放射線ルミネセンス、エレクトロルミネセンス、電気化学ルミ
ネセンスおよび熱ルミネセンスなどの発光現象が含まれるが、これらに限定されない。
【００４０】
　用語“ルミネセント標識”は、放射源の温度からエネルギーを導出しないルミネセント
信号、たとえば光の放射を発生する標識を表わす。ルミネセント標識は、たとえば蛍光分
子、リン光分子、放射線ルミネセント分子、ルミネセントキレート、リンもしくはリン含
有化合物、または量子ドットであってもよい。
【００４１】
　“電気化学ルミネセンスアッセイ”または“ＥＣＬＡ”は、結合した被検体分子を検出
試薬（標的分子）に連結した標識により検出する電気化学的アッセイである。電極が、検
出試薬に連結した化学標識のルミネセンス発生を電気化学的に開始する。標識により放射
される光は光検出器により測定され、結合した被検体分子／標的分子複合体の存在または
量の指標となる。ＥＣＬＡ法は、たとえばU.S. Patent No. 5,543,112; 5,935,779; およ
び6,316,607に記載されている。精確かつ高感度の測定のために、種々の被検体分子濃度
について信号調節を最大限にすることができる。
【００４２】
　ＥＣＬＡ法では、微粒子を試料に懸濁して効率的に被検体に結合させることができる。
たとえば、それらの粒子は０．０５μｍ～２００μｍ、０．１μｍ～１００μｍ、または
０．５μｍ～１０μｍの直径、および被検体分子を結合しうる表面成分をもつことができ
る。しばしば用いられるＥＣＬＡ－システムのひとつ（Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標），Ｒ
ｏｃｈｅ　Ｄａｇｎｓｏｔｉｃｓ，ドイツ）では、微粒子は約３μｍの直径をもつ。これ
らの微粒子は下記のもので作成できる：架橋したデンプン、デキストラン、セルロース、
タンパク質、有機ポリマー、スチレンコポリマー、たとえばスチレン／ブタジエンコポリ
マー、アクリロニトリル／ブタジエン／スチレンコポリマー、ビニルアセチルアクリレー
トコポリマー、塩化ビニル／アクリレートコポリマー、不活性無機物粒子、二酸化クロム
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、鉄酸化物、シリカ、シリカ混合物、タンパク性物質、またはその混合物：セファロース
ビーズ、ラテックスビーズ、貝殻粒子などが含まれるが、これらに限定されない。微粒子
は、好ましくは単分散性であり、磁性、たとえば常磁性のビーズであってもよい。たとえ
ば、U.S. Patent No. 4,628,037; 4,965,392; 4,695,393; 4,698,302; および4,554,088
を参照。微粒子は、約１～１０，０００μｇ／ｍｌ、好ましくは５～１，０００μｇ／ｍ
ｌの量で使用できる。
【００４３】
　“目的とする”という表現は、分析または測定すべき被検体または物質であって関連を
もつ可能性があるものを意味する。
　“検出”には、直接的および間接的な検出を含めたいずれかの検出手段が含まれる。用
語“検出”は、被検体の定量および定性の両方の測定（本明細書中では被検体の測定）を
含む最も広い意味で用いられる。１観点において、本明細書に記載する検出方法は、試料
中の目的とする被検体の存在のみを同定するために用いられる。他の観点において、この
方法は、試料中の目的とする被検体の量を定量するために使用できる。
【００４４】
　“低下させる”または“阻害する”は、基準と比較して、活性、機能および／または量
を減少または低下させることである。低下または阻害は、全体として好ましくは１０％以
上、より好ましくは２５％以上、最も好ましくは５０％、７５％、９０％、９５％以上の
減少を引き起こす能力を意味する。
【００４５】
　“増強する”、たとえば“特異的信号を増強する”、または“ＥＣＬ信号の増強”は、
基準と比較して、活性、機能および／または量を増強または上昇させることである。増強
または上昇は、全体として好ましくは１０％以上、より好ましくは２５％以上、最も好ま
しくは５０％以上の増加を引き起こす能力を意味する。
【００４６】
　用語“決定すること”は、本明細書中で被検体の定量および定性の両方の検出について
用いられ、被検体の量および／または濃度の決定を含むことができる。
　科学の分野で“測定すること”／“測定”は、量の大きさ、たとえば長さまたは質量を
、測定単位、たとえばメートルまたはキログラムに関して推定または決定するプロセスで
ある。測定すること／測定は、それに対比して他のものを評価できる基準点を用いる。測
定という用語は、測定プロセスから得られた特定の結果（測定値）を表わすためにも使用
できる。それは比較のための基礎である。測定信号または測定値を濃度に相関させるため
の材料および方法を当業者は承知している。
【００４７】
　本発明による“試薬組成物”または“ＥＣＬ試薬組成物”は、ＥＣＬ信号発生を支持す
る試薬、たとえば共反応体、ｐＨ制御用の緩衝剤、および場合により他の成分を含む。電
気化学ルミネセンス検出方法においてＥＣＬ信号を発生するために必要な、試薬組成物中
に存在すべき成分を、当業者は承知している。
【００４８】
　本明細書中で用いる“水溶液”は、水に溶解した粒子、物質または液体化合物の均質な
溶液である。水溶液は、有機溶媒を含むこともできる。有機溶媒は当業者に既知のもの、
たとえばメタノール、エタノールまたはジメチルスルホキシドである。本明細書中で用い
るように、水溶液は最大５０％の有機溶媒を含むことができるのも理解すべきである。
【００４９】
　ＥＣＬプロセスでＥＣＬ標識と関与する種を、本明細書中でＥＣＬ“共反応体”と呼ぶ
。ＥＣＬに一般に用いられる共反応体には、第三級アミン（たとえば、トリプロピルアミ
ン（ＴＰＡ））、オキサレート、およびペルスルフェートが含まれる。電気化学ルミネセ
ンス検出方法に有用な利用できる共反応体を当業者は承知している。
【００５０】
　“固相”（“固体支持体”としても知られる）は、不溶性の官能化されたポリマー材料
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であり、それに固定化すべきライブラリーのメンバーまたは試薬を付着または共有結合さ
せ（しばしば、リンカーを介して）、あるいはそれらを過剰の試薬、可溶性の反応副生物
、または溶媒から容易に分離する（濾過、遠心分離、洗浄などにより）ことができる。本
発明による方法のための固相は、当技術分野で広く記載されている(たとえば、Butler, J
. E., Methods 22 (2000) 4-23を参照)。用語“固相”は、非流体物質を意味し、下記の
ものを含む：たとえば下記の材料から作成した粒子（微粒子およびビーズを含む）：ポリ
マー、金属（常磁性、強磁性の粒子）、ガラス、およびセラミック；ゲル状物質、たとえ
ばシリカ、アルミナ、およびポリマーのゲル；ポリマー、金属、ガラス、および／または
セラミックで作成できるキャピラリー；ゼオライトおよび他の多孔性物質；電極；マイク
ロタイタープレート；固体ストリップ；ならびにキュベット、チューブ、チップまたは他
の分光計試料容器。“固相”は捕獲抗体または捕獲分子と相互作用させることを意図した
少なくとも１つの部分をその表面に含むという点で、アッセイの固相成分は、そのアッセ
イで接触する可能性のある不活性な固体表面と区別される。固相は、静止状態の構成要素
、たとえばチューブ、ストリップ、キュベット、チップまたはマイクロタイタープレート
であってもよく、あるいは非静止状態の構成要素、たとえばビーズおよび微粒子であって
もよい。マイクロタイタープレートを均一アッセイ方式のための固相として用いることも
できる。タンパク質および他の物質を非共有結合または共有結合させることができる多様
な微粒子を使用できる。そのような粒子には、ポリマー粒子、たとえばポリスチレン、ポ
リ（メタクリル酸メチル）；金粒子、たとえば金ナノ粒子および金コロイド；ならびにセ
ラミック粒子、たとえばシリカ、ガラス、および金属酸化物の粒子が含まれる。たとえば
、Martin, C.R., et al., Analytical Chemistry-News & Features (1998) 322A-327Aを
参照：これを本明細書に援用する。
【００５１】
　用語“チップ”、“バイオ－チップ”、“ポリマー－チップ”または“プロテイン－チ
ップ”は互換性をもって用いられ、共通の支持体（たとえば、固相）上に配置された多数
のプローブ、マーカーまたは生化学マーカーの集合体を表わし、支持体はシリコンウェハ
ー、ナイロンストリップ、プラスチックストリップ、またはスライドガラスの一部であっ
てもよい。
【００５２】
　方法：
　１態様において、本発明は、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定す
るための、下記の段階を含む方法に関する：ａ）試料を、電気化学ルミネセント基で標識
した検出試薬と共にインキュベートする、ｂ）被検体を結合した標識付き検出試薬と被検
体を含まない標識付き検出試薬を分離する、ｃ）分離した標識付き検出試薬を、下記を含
む試薬組成物と共にインキュベートする：ｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉ
ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される少なくとも１種類の化合物
【００５３】
【化５】

【００５４】
［Ｒ１＝ＣＨ３、ＣＨ２Ｆ、ＣＨ２Ｃｌ、ＣＨ２ＣＨ３、ＣＨＣｌＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２

Ｃｌ、Ｃ（ＣＨ３）２ＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３、ＣＣｌＨＣＨ２ＣＨ３またはＣＨ２

ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ３であり、Ｒ２＝Ｈであり、およびＲ３＝Ｈである］
【００５５】
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【化６】

【００５６】
　ｄ）ルミネセンスの放出を電気化学的に誘発する、ならびにｅ）電気化学ルミネセンス
（ＥＣＬ）信号を測定し、これにより被検体を測定する。
　本発明の１観点は、本発明の試薬組成物に基づく改善されたＥＣＬ方法、特に低い検出
限界を特徴とするＥＣＬ方法に関する。この試薬組成物は意外にも、特異的信号を増強し
かつバックグラウンド信号を低下させる。より詳細には、本発明の方法は、ＥＣＬ標識の
不存在下でのバックグラウンド電気化学ルミネセンスを低下させることによって、低い検
出レベルで改善された感度をもたらす。
【００５７】
　本発明者らは意外にも、カルボン酸アミドの群からの特定の化合物の使用が、ＥＣＬ検
出方法において改善された信号発生、したがって改善されたＥＣＬアッセイ性能を含めた
、多数の利点をもたらすことを見出した。
【００５８】
　本発明の特徴は、検査すべき試料中の被検体を電気化学ルミネセント標識により測定す
る方法であり、その際、電気化学ルミネセンス現象を測定するための下記に挙げる方法の
ひとつを用いる。
【００５９】
　意外にも、カルボン酸アミドの群から選択される化合物を用いる方法は、これらの化合
物を用いない一般的な検査試薬より低いバックグラウンドルミネセンスを放射する。これ
は特に、信号対バックグラウンド比（＝信号対ノイズ比）の増大によって感度が大幅に改
善される低い検出レベルにおける利点である。意外にも本発明者らは、本発明による方法
を用いて電気化学ルミネセンス検出を実施すると、ＥＣＬ検出の信号対ノイズ比が１０％
～６０％改善されることを見出した。
【００６０】
　試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するための本発明による方法は
、水溶液中での態様で実施できる。
　ある態様において、本方法に用いるカルボン酸アミドは、アセトアミド、２－フルオロ
アセトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパンアミド、２－クロロプロパンアミド、
３－クロロプロパンアミド、ブタンアミドおよび２－クロロブタンアミドからなる群から
選択される。
【００６１】
　好ましい態様において、本方法に用いるカルボン酸アミドは、アセトアミド、２－クロ
ロプロパンアミド、プロパンアミドおよびブタンアミドからなる群から選択される。
　好ましい態様において、本方法に用いるカルボン酸アミドは、アセトアミド、プロパン
アミドおよびブタンアミドからなる群から選択される。
【００６２】
　好ましい態様において、カルボン酸アミドはこの方法に０．０１Ｍ～０．２５Ｍの濃度
で用いられる。さらに好ましい態様において、カルボン酸アミドは０．０１Ｍ～０．２Ｍ
の濃度で用いられる。さらに好ましい態様において、カルボン酸アミドは０．０１Ｍ～０
．１Ｍの濃度で用いられる。
【００６３】
　ある態様において、本発明による方法は、目的とする試料中の生体分子、たとえばタン
パク質、ポリペプチド、ペプチド、ペプチドフラグメント、ホルモン、ペプチドホルモン
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、ビタミン、プロビタミン、ビタミン代謝産物およびアミノ酸を検出するのに特に好適で
ある。
【００６４】
　本発明による方法に用いる試料は、ある態様において、液体試料、たとえば全血、血清
または血漿である。試料、またはより具体的には目的とする試料は、ある態様において、
いずれかの体液および糞便を含むことができる。ある態様において、試料は液体試料、た
とえば唾液、糞便抽出物、尿、全血、血漿または血清であろう。ある態様において、試料
は全血、血漿または血清であろう。
【００６５】
　本方法において、“ａ）試料を、電気化学ルミネセント基で標識した検出試薬と共にイ
ンキュベートする”および“ｂ）被検体を結合した標識付き検出試薬と被検体を含まない
標識付き検出試薬を分離する”段階を同じ場で、たとえば同じ反応器内で実施できること
は、当業者に既知である。これらの段階（ａ）（ｂ）は、制御手段によって制御された自
動プロセスで実施できる。
【００６６】
　非特異的な試料成分および被検体を含まない標識付き検出試薬を、段階（ｂ）において
、本方法に従って分離プロセスで除去することができる。たとえば、その被検体を結合し
た標識付き検出試薬と被検体を含まない標識付き検出試薬を、洗浄段階を用いて分離する
ことができる。
【００６７】
　被検体の電気化学ルミネセンス検出を支持する他の検査成分を、本発明による方法に使
用することもできる。
　本発明の１観点は、試薬混合物および試薬組成物の有効保存、たとえば長期貯蔵の要望
を満たす。適切な保存剤はＥＣＬ信号発生に対して影響をもたないか、あるいは理想的な
場合にはＥＣＬ信号発生にプラスの影響をもつべきである。
【００６８】
　適切な保存剤として、ホウ酸および／またはボレートが細菌および真菌の増殖を効果的
に制御し、かつ意外にも特異的ＥＣＬ信号を増強することが確認された。保存剤としてホ
ウ酸および／またはボレートを含む試薬組成物を用いるＥＣＬ検出方法は、発生する特異
的ＥＣＬ信号の増強という意外なプラスの効果をもつ。
【００６９】
　１態様において、本発明は、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定す
るための、下記の段階を含む方法に関する：ａ）試料を、電気化学ルミネセント基で標識
した検出試薬と共にインキュベートする、ｂ）被検体を結合した標識付き検出試薬と被検
体を含まない標識付き検出試薬を分離する、ｃ）分離した標識付き検出試薬を、下記を含
む試薬組成物と共にインキュベートする：ｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉ
ｉ）ホウ酸およびボレートからなる群から選択される保存剤、ｄ）ルミネセンスの放出を
電気化学的に誘発する、ならびにｅ）電気化学ルミネセンス（ＥＣＬ）信号を測定し、こ
れにより被検体を測定する。
【００７０】
　ある態様において、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するための
方法は、ＥＣＬ信号発生のための試薬組成物がホウ酸およびボレートからなる群から選択
される保存剤を０．１％～５％の濃度、好ましくは０．５％～４％の濃度、より好ましく
は０．５％～２％の濃度で含むことを特徴とする。
【００７１】
　ある態様において、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するための
方法は、ＥＣＬ信号発生のための試薬組成物が保存剤としてのホウ酸を０．１％～５％の
濃度、好ましくは０．５％～４％の濃度、より好ましくは０．５％～２％の濃度で含むこ
とを特徴とする。
【００７２】
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　ある態様において、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するための
方法は、ＥＣＬ信号発生のための試薬組成物が保存剤としてのボレートを０．１％～５％
の濃度、好ましくは０．５％～４％の濃度、より好ましくは０．５％～２％の濃度で含む
ことを特徴とする。
【００７３】
　本発明者らは意外にも、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するた
めの、カルボン酸アミドとホウ酸および／またはボレートの効果を１つの試薬組成物中で
組み合わせる方法が、ＥＣＬ検出においてさらに改善された信号対ノイズ比をもたらしう
ることを見出した。１つの試薬組成物中におけるカルボン酸アミドとホウ酸および／また
はボレートの累積効果は、ＥＣＬ検出において少なくとも１０％、２５％または５０％改
善された信号発生をもたらす。
【００７４】
　ある態様において、本発明は、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定
するための、下記の段階を含む方法に関する：ａ）試料を、電気化学ルミネセント基で標
識した検出試薬と共にインキュベートする、ｂ）被検体を結合した標識付き検出試薬と被
検体を含まない標識付き検出試薬を分離する、ｃ）分離した標識付き検出試薬を、下記を
含む試薬組成物と共にインキュベートする：ｉ）少なくとも１種類の共反応体、ｉｉ）式
Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される少なくとも１種類の化合物，なら
びにｉｉｉ）ホウ酸およびボレートからなる群から選択される少なくとも１種類の保存剤
、ｄ）ルミネセンスの放出を電気化学的に誘発する、ならびにｅ）電気化学ルミネセンス
（ＥＣＬ）信号を測定し、これにより被検体を測定する。
【００７５】
　ある態様において、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するための
方法は、試薬組成物がさらに界面活性剤および緩衝剤を含むことを特徴とする。
　ある態様において、試料中の被検体を電気化学ルミネセンス検出により測定するための
方法は、試薬組成物がさらに塩類および消泡剤を含むことを特徴とする。
【００７６】
　ある態様において、本発明は、電気化学ルミネセンスアッセイを実施するための方法で
あって、電気化学ルミネセンスを本発明による試薬組成物の存在下で誘導する方法に関す
る。
【００７７】
　ＥＣＬイムノアッセイのための一般的なＥＣＬ測定プロセスは、ＥＣＬ測定セル（たと
えば、フローセル）内で液体および／または混合物を多数回交換することを含む。一般的
なＥＣＬ測定プロセスは、下記に説明する数段階からなる。
【００７８】
　ＥＣＬ検出段階を行なう前に、ＥＣＬ測定セルを本発明による試薬組成物ですすぎ、さ
らに電位を付与することにより、そのＥＣＬ測定セルをコンディショニングまたは再生し
しなければならないことを当業者は承知している。この段階は、ＥＣＬを用いて被検体を
測定するプロセスの一部である。EP 1 051 621に、このコンディショニング段階で、測定
電極（単数または複数）の表面に、ＥＣＬ測定セル内での被検体の測定に際して信号発生
を支持する層が形成されると記載されている。
【００７９】
　一般的なＥＣＬ測定プロセスについて、試薬混合物は、清浄化およびコンディショニン
グしたＥＣＬ測定セルに、流体導入路を通してＥＣＬ測定セルキャビティー内へ導入され
る。この混合物は、試料、試薬および磁性粒子をインキュベートしたものである。測定セ
ルに導入されたその混合物は、その混合物の前と後に流入する本発明による試薬組成物に
よって囲まれるであろう。
【００８０】
　そのようなＥＣＬイムノアッセイにおいて、複合分子（電気化学ルミネセント基で標識
され、被検体に対して特徴的である）を含む検出試薬は、一対の特異的な生化学的結合パ
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ートナー、たとえばストレプトアビジンとビオチンにより、これらの磁性粒子に結合する
。磁性粒子をたとえばストレプトアビジン－ポリマーでコートし、一方、ビオチンを複合
分子に結合させる。
【００８１】
　ＥＣＬ測定セル内で、磁性粒子はそれに結合した標識付き複合分子と一緒に、電極近く
に配置された磁石の磁界内で電極表面に捕捉される。磁界は混合物の連続流動中に付与さ
れ、これによりインキュベート物および／または試薬組成物はＥＣＬ測定セルキャビティ
ーから流体排出路を通って排出される。
【００８２】
　磁性粒子を捕捉した後、次の段階で、ＥＣＬ共反応体を含有する本発明による試薬組成
物をＥＣＬ測定セルに導入し、これにより磁性粒子はその試薬組成物で洗浄される。この
洗浄段階は、インキュベート物の結合していない成分（電気化学反応を妨害する可能性が
ある）を電極から除去するためのものである。
【００８３】
　その後、電位を付与することにより電気化学ルミネセンス（ＥＣＬ）信号の放出を電気
化学的に誘発し、これによりルミネセンス光の強度を光センサーにより検出し、電極表面
にある磁性粒子上の標識付き複合分子の濃度の尺度として評価し、これによりこの濃度は
試料中の被検体の濃度の尺度としても利用できる。
【００８４】
　電気化学ルミネセンス検出の後、ＥＣＬ測定セルを通常は洗浄液ですすぐ。
　電気化学ルミネセンスによる検出方法を実施するための装置は、実施例のセクション（
実施例１、２または３）に述べてあり、あるいはEP 1 892 524 (A1)に記載されている。
さらに、そのような装置は測定ユニットおよび／または液体容器の温度を制御する手段も
含むことができる。測定ユニットは、その中で電気化学ルミネセンスを測定するセルであ
ると理解される。液体容器は貯蔵容器であってもよいが、供給デバイス、たとえば測定に
際して測定ユニットに収容される試薬溶液用のチューブであってもよい。
【００８５】
　組成物：
　本発明のある観点は、ＥＣＬ信号発生のための、信号対ノイズ比を高める改善された試
薬組成物に関する。より具体的には、本発明の試薬組成物は、ＥＣＬ標識の不存在下での
バックグラウンド電気化学ルミネセンスを低下させることによって、低い検出レベルでの
改善された感度をもたらす。意外にも、カルボン酸アミドのような化合物を含む試薬組成
物は、これらの化合物を用いない一般的な検査試薬より低いバックグラウンドルミネセン
スを放射する。これは特に、信号対バックグラウンド比（＝信号対ノイズ比）の増大によ
って感度が大幅に改善される低い検出レベルにおける利点である。この改善された試薬組
成物は、ＥＣＬを発生させるための方法を支持するカルボン酸アミドおよび他の化合物の
群からの化合物を含む。意外にも本発明者らは、本発明による試薬組成物を用いて電気化
学ルミネセンス検出を実施すると、ＥＣＬ検出の信号対ノイズ比が１０％～６０％改善さ
れることを見出した。
【００８６】
　本発明のある観点は、電気化学ルミネセンスアッセイにおいて高い信号対バックグラウ
ンド比を与える試薬組成物に関する。特異的信号とバックグラウンド信号の信号差が増大
する。そのような改善された特性が、ＥＣＬ共反応体、ｐＨ緩衝剤、界面活性剤およびｐ
Ｈの有利な組合わせの同定により、特にカルボン酸アミドからなる群から選択される化合
物の使用により、達成された。
【００８７】
　この試薬組成物は、ＥＣＬ標識を効率的に誘導してＥＣＬを放射させるのに適した、か
つＥＣＬの測定によりＥＣＬ標識を高感度で測定するのに適した環境をもたらす。本発明
の試薬組成物は、場合により、保存剤、界面活性剤、消泡剤、ＥＣＬ活性種、塩類、ｐＨ
制御用の酸性化合物および塩基性化合物（緩衝剤）、金属イオンおよび／または金属キレ
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ート化剤を含めた、追加成分を含むことができる。本発明の試薬組成物は、生物学的アッ
セイの成分も含有することができ、それは場合によりＥＣＬ標識で標識されていてもよく
、結合試薬、酵素、酵素基質、補因子および／または酵素阻害剤を含む。本発明はまた、
本発明の試薬組成物を含みかつ場合により追加のアッセイ成分を含む、アッセイ試薬、組
成物、キット、システムおよびシステム構成要素を含む。本発明はまた、本発明の試薬組
成物を用いてＥＣＬアッセイを実施するための方法を含む。
【００８８】
　ある態様において、本発明は、ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択
される化合物、ならびにｉｉ）少なくとも１種類の共反応体を含む、ＥＣＬ測定用の試薬
組成物に関する。
【００８９】
　ある態様において、試薬組成物のカルボン酸アミドは、アセトアミド、２－フルオロア
セトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパンアミド、２－クロロプロパンアミド、３
－クロロプロパンアミド、ブタンアミドおよび２－クロロブタンアミドからなる群から選
択される。
【００９０】
　好ましい態様において、カルボン酸アミドは、アセトアミド、２－クロロアセトアミド
、プロパンアミドおよびブタンアミドからなる群から選択される。さらに他の態様におい
て、カルボン酸アミドは、アセトアミド、プロパンアミドおよびブタンアミドからなる群
から選択される。カルボン酸アミドは、ＥＣＬ増強効果に最適な個々の濃度をもつ。実験
（特に、表２、３および４）に示すように、試薬組成物中の選択したカルボン酸アミドに
適した濃度を選択することを当業者は承知している。試薬組成物中の選択したカルボン酸
アミドに最適な濃度を選択する方法は、当業者に既知である。
【００９１】
　ある態様において、試薬組成物はカルボン酸アミドを０．０１Ｍ～０．２５Ｍの濃度で
含む。さらに他の態様において、試薬組成物はカルボン酸アミドを０．０１Ｍ～０．２Ｍ
の濃度で含む。さらに他の態様において、試薬組成物はカルボン酸アミドを０．０１Ｍ～
０．１Ｍの濃度で含む。
【００９２】
　試薬組成物の共反応体は、ある態様において、第三級アミン（たとえば、トリプロピル
アミン（ＴＰＡ））、オキサレート、およびペルスルフェートの群から選択される。好ま
しい態様において、共反応体はＴＰＡである。
【００９３】
　試薬組成物を貯蔵する際には、微生物の増殖を阻止する保存剤を含有させることが有益
な可能性がある。さらに、細菌および真菌の増殖を制御して試薬組成物の長期間の貯蔵お
よび使用を可能にする適切な保存剤を同定する。本発明による試薬組成物は、さらに１種
類以上の保存剤を含有することができる。本発明のある態様において、試薬組成物は保存
剤(preservative、preservative agent)を含む。
【００９４】
　ある態様において、本発明は、ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択
される化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）１種類の保存剤を
含む、ＥＣＬ測定用の試薬組成物に関する。
【００９５】
　好ましくは、保存剤はＥＣＬ信号発生に対して効果をもたないか、あるいはプラスの効
果をもつ。オキサゾリジン類（たとえば、Ｏｘａｂａｎ　Ａまたは４，４　ジメチルオキ
サゾリジン）、アジドおよび関連の保存剤がＥＣＬと適合性であることは当業者に既知で
ある。０．０１％～１％の濃度のオキサゾリジン類が普通は検査試薬中に用いられる。あ
る態様において、試薬組成物は、オキサゾリジン類の群から選択される保存剤、好ましく
はＯｘａｂａｎ　Ａを含む。ある態様において、試薬組成物は０．０１％～１％の濃度の
保存剤を含み、他の態様において、試薬組成物は０．１％～１％の濃度の保存剤を含む。
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２種類以上の保存剤の混合物を用いるのも有益な可能性がある。
【００９６】
　既に前記に述べたように、２－クロロアセトアミド（ＣＡＡ）はそれのＥＣＬ信号増強
効果のほかに、保存剤機能も備えている。
　前記のように、本発明のある観点は、ＥＣＬ信号発生に対して影響をもたないかあるい
はプラスの影響をもつ有効な保存剤の添加という要望を満たす。細菌および真菌の増殖を
効果的に制御する適切な無機化合物であるホウ酸および／またはボレートが同定された。
意外にも本発明者らは、ＥＣＬ測定用の試薬組成物中に存在するホウ酸および／またはボ
レートがＥＣＬ信号発生にマイナスの影響をもたないことを見出した。保存剤としてホウ
酸および／またはボレートを含む試薬組成物がＥＣＬ信号発生プロセスにプラスの効果、
すなわち特異的信号の増強効果をもつことが、意外にも見出された。さらに、それらの高
い活性、および安全性妨害または環境事項に関連する問題が軽度であることは有利である
。ホウ酸またはボレートは、試薬組成物中に一般に用いられる他の幾つかの保存剤と異な
り、ハロゲンを含まず、またホルムアルデヒドを放出しない。ＥＣＬ信号発生に際してホ
ウ酸を存在させた結果を、実施例のセクション、たとえば実施例２に示す。
【００９７】
　ある態様において、本発明は、ｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）ホ
ウ酸およびボレートからなる群から選択される少なくとも１種類の保存剤を含む、ＥＣＬ
測定用の試薬組成物に関する。
【００９８】
　ある態様において、本発明は、ｉ）少なくとも１種類の共反応体、およびｉｉｉ）保存
剤であるホウ酸を含む、ＥＣＬ測定用の試薬組成物に関する。
　ある態様において、本発明は、ｉ）少なくとも１種類の共反応体、およびｉｉｉ）保存
剤であるボレートを含む、ＥＣＬ測定用の試薬組成物に関する。
【００９９】
　ある態様において、本発明は、ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択
される化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）ホウ酸およびボレ
ートからなる群から選択される少なくとも１種類の保存剤を含む、ＥＣＬ測定用の試薬組
成物に関する。
【０１００】
　ある態様において、本発明による試薬組成物は、保存剤としてのホウ酸またはボレート
を０．１％～５％の濃度、好ましくは０．５％～４％の濃度、特に好ましくは０．５％～
２％の濃度で含む。
【０１０１】
　好ましい態様において、本発明による試薬組成物は、保存剤としてのホウ酸を０．１％
～５％の濃度、好ましくは０．５％～４％の濃度、特に好ましくは０．５％～２％の濃度
で含む。
【０１０２】
　好ましい態様において、本発明による試薬組成物は、保存剤としてのボレートを０．１
％～５％の濃度、好ましくは０．５％～４％の濃度、特に好ましくは０．５％～２％の濃
度で含む。
【０１０３】
　本発明による試薬組成物は、場合によりさらに他の検査成分を含む。他の検査成分は、
少なくとも１種類の界面活性剤、少なくとも１種類の信号増強化合物、ｐＨ制御用の酸性
作用剤および塩基性作用剤を含む緩衝剤、ならびに水からなる群から選択される。
【０１０４】
　ある態様において、本発明は、ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択
される化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ｉｉｉ）少なくとも１種類の保存剤
、ｉｖ）緩衝剤、ｖ）少なくとも１種類の界面活性剤、ｖｉ）塩類および／または消泡剤
、ならびにｖｉｉ）場合により他の検査成分を含む、ＥＣＬ測定用の試薬組成物に関する
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。
【０１０５】
　本発明による試薬組成物に適した界面活性剤は、下記からなる群からのものである：下
記のものを含む脂肪酸エトキシレート：ポリ（エチレングリコール）エーテル類、たとえ
ばポリドカノール(polidocanol)、もしくは他のポリ（エチレングリコール）エーテル類
であって式ＣＸＥＯＹをもつもの（Ｘ＝８～１８、およびＹ＝２～９）、ゲナポール(gen
apol)（イソトリデシルポリ（（エチレングリコールエーテル）ｎ）、Ｐｌａｎｔａｒｅ
ｎ（登録商標）（アルキルポリグルコシド）、オクチルグルコシド（オクチル－ベータ－
Ｄ－グルコピラノシド）、および双性イオン界面活性剤、たとえばＺｗｉｔｔｅｒｇｅｎ
ｔ　３－１２、またはその混合物。界面活性剤は０．０１％～２％の範囲の濃度で用いら
れる。最適濃度はそれぞれの界面活性剤について容易に決定できる。最も適切な濃度は０
．０５％～１％の範囲のものである。
【０１０６】
　ある態様において、本発明による試薬組成物は、下記からなる群から選択される界面活
性剤を含む：ポリドカノール、もしくは他のポリ（エチレングリコール）エーテル類であ
って式ＣＸＥＯＹをもつもの（Ｘ＝８～１８、およびＹ＝２～９）、オクチルグルコシド
（オクチル－ベータ－Ｄ－グルコピラノシド）、または双性イオン界面活性剤、たとえば
Ｚｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－１２、またはその混合物。好ましい態様において、試薬組
成物は、ポリドカノール、オクチルグルコシド（オクチル－ベータ－Ｄ－グルコピラノシ
ド）およびＺｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－１２、またはその混合物からなる群から選択さ
れる界面活性剤を含む。
【０１０７】
　さらに、電気化学ルミネセンス信号は、ｐＨを６．０～８．０、好ましくは６．０～７
．５、特に好ましくは６．２～６．９に調整することによって増強させることもできる。
これは、この範囲に適した、当業者に既知のｐＨ緩衝剤の使用によって、簡便に実施でき
る。ある態様において、試薬組成物に適した緩衝剤はＫＯＨおよびリン酸（Ｈ３ＰＯ４）
を含む。
【０１０８】
　さらにまた、たとえばＮａＢｒ、ＮａＣｌ、ＮａＪなどの無機塩類を含めた塩類を添加
することによって信号を増強することができる。塩類、特にＮａＣｌを、１ｍＭ～１Ｍ、
好ましくは１０ｍＭ～１００ｍＭ、最も好ましくは１０ｍＭ～５０ｍＭの範囲の濃度で添
加する。
【０１０９】
　特にＨＴＳ用途においては、泡または気泡の生成を避けることが有益な場合がある。こ
の理由で、消泡剤を試薬組成物に添加することが望ましい場合がある。市販の多数の消泡
剤（Ａｎｔｉｆｏａｍｓ　ｏ－３０、Ａｎｔｉｆｏａｍ　２０４、Ａｎｔｉｆｏａｍ　Ａ
、Ａｎｔｉｆｏａｍ　ＳＥ－１５、Ａｎｔｉｆｏａｍ　ＳＯ－２５およびＡｎｔｉｆｏａ
ｍ　２８９を含む）を、本発明による試薬組成物に添加することができる。
【０１１０】
　本発明の試薬組成物は、ＥＣＬ標識を含むことができる。ＥＣＬ標識は一般的なＥＣＬ
標識であってもよい。ＥＣＬ標識の例には、トリス－ビピリジル－ルテニウム（ＲｕＢｐ
ｙ）および他の有機金属化合物が含まれ、その際、金属はたとえばＶＩＩおよびＶＩＩＩ
族の金属からのものであり、Ｒｅ、Ｒｕ、ＩｒおよびＯｓが含まれる。これらのＥＣＬ標
識は、被検体特異的試薬を電気化学ルミネセント基で標識するために、または被検体自体
を電気化学ルミネセント基で標識するために、当業者が用いている。ある態様において、
本発明の試薬組成物は、標識した被検体および／または標識した被検体特異的試薬を含有
し、その際、ＥＣＬ標識は、それぞれ下記に開示されるＥＣＬ標識からなる群から選択さ
れる：US 5,310,687 (A)（ＢＰＲｕ＝Ｒｕ（ｂｐｙ）２－ｂｐｙＣＯ－ＯＳｕ）、US 200
3/0124572(A1)（スルホ－ＢＰＲｕ　ＮＨＳエステル）、EP720614(A1)（Ｂｐｙ２－Ｒｕ
－ｂｐｙ－ＣＯ－ＵＥＥＫ－ｋｏｒｋｓ．－ＯＳｕ）、およびWO 2002/027317(A2)（ＢＰ
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Ｒｕ－（ＵＥ）－２５－ＫおよびＢＰＲｕ２－ＳＫ４）。
【０１１１】
　本発明の試薬組成物中に用いられる試薬およびその混合物は、使用前は液体、凍結、超
低温凍結、気化凍結、凍結乾燥、気体、固体または乾燥のいずれかの形態で供給できる。
少なくとも試薬組成物の使用前に、試薬を溶媒に溶解する。本発明の試薬組成物は水溶液
であろう。好ましい態様において、試薬を水に溶解する。
【０１１２】
　これらの改良された配合物は、高感度アッセイにおいて特に価値がある。本発明のある
態様において、ＥＣＬアッセイの性能は、試薬組成物と電極組成物の最適な組合わせによ
ってさらにいっそう改善される。そのような適切なＥＣＬ電極組成物は、Ｉｒ、Ｐｔまた
は炭素の電極を含む。
【０１１３】
　前記のＥＣＬ増強用のカルボン酸アミドならびにホウ酸およびボレートから選択される
適切な保存剤を含むこれらの有利な組合わせは、両者とも改善された特性をもつ。これら
には、本発明により開示された試薬組成物の使用による動的範囲の拡大、および結合標識
からのＥＣＬ信号－対－ＥＣＬバックグラウンド信号比の改善が含まれる。この増大した
感度は、たとえばより低い検出限界が有益であるアッセイにおいて重要である（たとえば
、トロポニンＴアッセイ（ＴＮＴｈｓ；注文Ｎｏ．：０５０９２７４４）、Ｂ型肝炎エン
ベロープ抗原アッセイ（ＨＢｅＡｇ；注文Ｎｏ．：１１８２０５８３）、抗チロトロピン
受容体アッセイ（抗－ＴＳＨＲ；注文Ｎｏ．：０４３８８７８０）－詳細については実施
例のセクションを参照）。
【０１１４】
　これらの改善された試薬組成物の配合物はより良好な精度を与えることができ、その結
果、ＥＣＬアッセイの検出限界がより低くなる可能性がある。
　本発明の他の観点は、試料、検査特異的試薬および／または検査試薬の必要体積が少な
くなることによる経費削減に関する。より低い試薬体積に対する信号損失は、本発明によ
る有利な試薬組成物の使用によって補償できる。
【０１１５】
　本発明のさらに他の観点は、本発明の試薬組成物を含む改善されたシステムおよび装置
、ならびに／あるいは本発明の改善された方法を実行するように適合させた改善されたシ
ステムおよび装置に関する。
【０１１６】
　ＥＣＬ信号発生は、前記の知見を単独でまたは互いに組み合わせて用いる場合、同様に
改善できる。
　試薬混合物：
　ＥＣＬを測定するために、本発明による試薬組成物を追加化合物と混合して試薬混合物
を調製することができる。ある態様において、本発明は、ＥＣＬ測定用の試薬組成物を含
むＥＣＬ測定用の試薬混合物であって、下記を含む試薬混合物に関する：ｉ）式Ｉおよび
式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応
体、ｉｉｉ）試験すべき試料、ならびにｉｖ）電気化学ルミネセント基で標識した少なく
とも１種類の検出試薬。
【０１１７】
　ある態様において、本発明は、ＥＣＬ測定用の試薬組成物を含むＥＣＬ測定用の試薬混
合物であって、下記を含む試薬混合物に関する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミ
ドの群から選択される化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ｉｉｉ）少なくとも
１種類の保存剤、ｉｖ）試験すべき試料、ならびにｖ）電気化学ルミネセント基で標識し
た少なくとも１種類の検出試薬。
【０１１８】
　ある態様において、本発明は、ＥＣＬ測定用の試薬組成物を含むＥＣＬ測定用の試薬混
合物であって、下記を含む試薬混合物に関する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミ
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ドの群から選択される化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ｉｉｉ）ホウ酸およ
びボレートからなる群から選択される保存剤、ｉｖ）試験すべき試料、ならびにｖ）電気
化学ルミネセント基で標識した少なくとも１種類の検出試薬。
【０１１９】
　さらに他の態様において、本発明は、ＥＣＬ測定用の試薬組成物を含むＥＣＬ測定用の
試薬混合物であって、下記を含む試薬混合物に関する：ｉ）ホウ酸およびボレートからな
る群から選択される保存剤、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ｉｉｉ）試験すべき試
料、ならびにｉｖ）電気化学ルミネセント基で標識した少なくとも１種類の検出試薬。好
ましい態様において、試薬混合物は保存剤であるホウ酸を含む。好ましい態様において、
試薬混合物は保存剤であるボレートを含む。
【０１２０】
　本発明は、ある態様において、ＥＣＬ測定用の試薬組成物を含むＥＣＬ測定用の試薬混
合物であって、下記を含む試薬混合物に関する：ｉ）ホウ酸およびボレートからなる群か
ら選択される保存剤、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ｉｉｉ）試験すべき試料、ｉ
ｖ）界面活性剤、ｖ）緩衝剤、ｖｉ）電気化学ルミネセント基で標識した少なくとも１種
類の検出試薬、ならびにｖｉｉ）塩類および／または消泡剤。
【０１２１】
　さらに他の好ましい態様において、本発明は、ＥＣＬ測定用の試薬組成物を含むＥＣＬ
測定用の試薬混合物であって、下記を含む試薬混合物に関する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩの
カルボン酸アミドの群から選択される化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ｉｉ
ｉ）ホウ酸およびボレートからなる群から選択される保存剤、ｉｖ）試験すべき試料、ｖ
）界面活性剤、ｖｉ）緩衝剤、ならびにｖｉｉ）電気化学ルミネセント基で標識した少な
くとも１種類の検出試薬。
【０１２２】
　試薬混合物はさらに、少なくとも１種類の界面活性剤およびｐＨ制御用の緩衝剤を含む
ことができる。場合により、試薬混合物は塩類および／または消泡剤を含むことができる
。
【０１２３】
　試薬混合物中の他の検査成分は、標識していない被検体特異的試薬、被検体ホモログ、
固相コーティング、および干渉を減らす物質からなる群から選択される。
　使用：
　本発明のある観点は、電気化学ルミネセンス検出方法を実施するための、本発明の改良
された試薬組成物および／または改良された試薬混合物の使用に関する。
【０１２４】
　ある態様において、本発明は、電気化学ルミネセンス検出を実施するための、式Ｉおよ
び式ＩＩの群から選択されるカルボン酸アミドの使用に関する。ある態様において、本発
明は、電気化学ルミネセンス検出方法の操作を実施するための、式Ｉおよび式ＩＩの群か
ら選択されるカルボン酸アミドの使用に関する。
【０１２５】
　好ましい態様において、本発明は、電気化学ルミネセンス検出を実施するための、アセ
トアミド、２－フルオロアセトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパンアミド、２－
クロロプロパンアミド、３－クロロプロパンアミド、ブタンアミドおよび２－クロロブタ
ンアミドからなる群から選択されるカルボン酸アミドの使用に関する。
【０１２６】
　他の好ましい態様において、本発明は、電気化学ルミネセンス検出を実施するための、
アセトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパンアミドおよびブタンアミドからなる群
から選択されるカルボン酸アミドの使用に関する。他の態様において、本発明は、電気化
学ルミネセンス検出を実施するための、アセトアミド、プロパンアミドおよびブタンアミ
ドからなる群から選択されるカルボン酸アミドの使用に関する。
【０１２７】
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　ある態様において、本発明は、ＥＣＬ測定のための、下記を含む試薬組成物の使用に関
する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合物、ｉｉ）少な
くとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）少なくとも１種類の保存剤。
【０１２８】
　ある態様において、本発明は、ＥＣＬ測定のための、下記を含む試薬組成物の使用に関
する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合物、ｉｉ）少な
くとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）ホウ酸およびボレートからなる群から選択さ
れる保存剤。
【０１２９】
　ある態様において、本発明は、ＥＣＬ測定のための、下記を含む試薬組成物の使用に関
する：ｉ）アセトアミド、２－フルオロアセトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパ
ンアミド、２－クロロプロパンアミド、３－クロロプロパンアミド、ブタンアミドおよび
２－クロロブタンアミドからなる群から選択されるカルボン酸アミドの群から選択される
化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）保存剤。
【０１３０】
　本発明による試薬組成物は、ある態様において、ＥＣＬ測定セルのコンディショニング
または再生、およびＥＣＬ信号の測定に適している。ある態様において、この試薬組成物
はコンディショニング溶液として用いられる。ある態様において、本発明による試薬組成
物は、ＥＣＬ測定セルのコンディショニングまたは再生に用いられる。ある態様において
、アセトアミド、２－フルオロアセトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパンアミド
、２－クロロプロパンアミド、３－クロロプロパンアミド、ブタンアミドおよび２－クロ
ロブタンアミドからなる群から選択されるカルボン酸アミドの群から選択される化合物を
含む試薬組成物は、ＥＣＬ測定セルのコンディショニングまたは再生に用いられる。他の
様において、アセトアミド、プロパンアミドおよびブタンアミドからなる群から選択され
るカルボン酸アミドの群から選択される化合物を含む試薬組成物は、ＥＣＬ測定セルのコ
ンディショニングまたは再生に用いられる。
【０１３１】
　電気化学ルミネセンス検出方法を実施するための使用について、試薬組成物を追加化合
物、たとえば試験すべき試料、電気化学ルミネセント基付きの少なくとも１種類の検出試
薬、および試薬混合物を調製する方法を支持する下記の他の成分と混合することができる
。
【０１３２】
　ある態様において、本発明は、ＥＣＬの測定における、下記を含む試薬混合物の使用に
関する：ａ）ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合物、ｉｉ
）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）保存剤を含む、試薬混合物、ｂ）試験
すべき試料、ならびにｃ）電気化学ルミネセント基で標識した少なくとも１種類の検出試
薬。
【０１３３】
　ある態様において、本発明は、ＥＣＬの測定における、下記を含む試薬混合物の使用に
関する：ａ）ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合物、ｉｉ
）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）ホウ酸およびボレートからなる群から
選択される保存剤を含む、ＥＣＬ測定用の試薬混合物、ｂ）試験すべき試料、ならびにｃ
）電気化学ルミネセント基で標識した少なくとも１種類の検出試薬。
【０１３４】
　さらに他の態様において、本発明は、電気化学ルミネセンス検出を実施するための、ホ
ウ酸またはボレートの使用に関する。同様にある態様において、本発明は、電気化学ルミ
ネセンス検出方法の操作を実施するための、ホウ酸およびボレートからなる群から選択さ
れる保存剤の使用に関する。
【０１３５】
　ある態様において、本発明は、ＥＣＬの測定における、下記を含む試薬混合物の使用に



(25) JP 5824523 B2 2015.11.25

10

20

30

40

50

関する：ａ）ｉ）ホウ酸およびボレートの群から選択される保存剤、ならびにｉｉ）少な
くとも１種類の共反応体を含む、ＥＣＬ測定用の試薬混合物、ｂ）試験すべき試料、なら
びにｃ）電気化学ルミネセント基で標識した少なくとも１種類の検出試薬。
【０１３６】
　さらに、ＥＣＬの測定に使用する試薬混合物は、界面活性剤およびｐＨ制御用の緩衝剤
からなる群から選択される成分を含むことができる。場合により、使用する試薬混合物は
塩類および／または消泡剤を含むことができる。試薬混合物中の他の検査成分は、標識し
ていない被検体特異的試薬、被検体ホモログ、固相コーティング、および干渉を減らす物
質からなる群から選択される。
【０１３７】
　キット：
　本発明の１観点は、１以上の容器内に本発明の試薬組成物の１以上の成分を含むキット
に関する。これらの成分を、場合により追加試薬と組み合わせて、本発明の試薬組成物を
調製することができる。キットは、ある態様において、追加のアッセイ関連構成要素、た
とえばＥＣＬ標識、ＥＣＬ標識したアッセイ試薬、希釈剤、洗浄溶液、タンパク質変性試
薬、酵素、結合試薬、アッセイプレート、使い捨て用品なども含むことができる。
【０１３８】
　ある態様において、試薬組成物は１以上のガラスまたはプラスチック容器に収容され、
試薬組成物の内容に関する情報および適正な貯蔵と使用に関する指示を備えたラベルを適
宜施される。試薬組成物の内容に関する情報、ロット番号、製造日、有効期限、および適
正な貯蔵と使用に関する指示を、ガラスまたはプラスチック容器に付与したＲＦＩＤチッ
プに記憶させてもよい。そのようなＲＦＩＤチップに記憶された情報は、ＲＦＩＤ読取り
デバイスに接続したアンテナにより読み取り、さらに制御手段で処理することができる。
【０１３９】
　ある態様において、試薬組成物の一部または全部をある態様において液体または乾燥状
態で貯蔵することができる。
　ある態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、ＥＣＬ測
定用キットに関する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合
物、ならびにｉｉ）少なくとも１種類の共反応体。
【０１４０】
　好ましい態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、ＥＣ
Ｌ測定用キットに関する：ｉ）アセトアミド、２－フルオロアセトアミド、２－クロロア
セトアミド、プロパンアミド、２－クロロプロパンアミド、３－クロロプロパンアミド、
ブタンアミドおよび２－クロロブタンアミドからなる群から選択されるカルボン酸アミド
、ならびにｉｉ）少なくとも１種類の共反応体。
【０１４１】
　他の好ましい態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、
ＥＣＬ測定用キットに関する：ｉ）アセトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパンア
ミドおよびブタンアミドからなる群から選択されるカルボン酸アミド、ならびにｉｉ）少
なくとも１種類の共反応体。
【０１４２】
　ある態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、ＥＣＬ測
定用キットに関する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される化合
物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）保存剤。
【０１４３】
　好ましい態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、ＥＣ
Ｌ測定用キットに関する：ｉ）式Ｉおよび式ＩＩのカルボン酸アミドの群から選択される
化合物、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）ホウ酸およびボレートか
らなる群から選択される保存剤。
【０１４４】
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　他の好ましい態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、
ＥＣＬ測定用キットに関する：ｉ）アセトアミド、２－フルオロアセトアミド、２－クロ
ロアセトアミド、プロパンアミド、２－クロロプロパンアミド、３－クロロプロパンアミ
ド、ブタンアミドおよび２－クロロブタンアミドからなる群から選択されるカルボン酸ア
ミド、ｉｉ）少なくとも１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）ホウ酸およびボレートから
なる群から選択される保存剤。
【０１４５】
　他の好ましい態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、
ＥＣＬ測定用キットに関する：ｉ）アセトアミド、２－クロロアセトアミド、プロパンア
ミドおよびブタンアミドからなる群から選択されるカルボン酸アミド、ｉｉ）少なくとも
１種類の共反応体、ならびにｉｉｉ）ホウ酸およびボレートからなる群から選択される保
存剤。
【０１４６】
　ある態様において、本発明は、下記を含むＥＣＬ測定用の試薬組成物を含む、ＥＣＬ測
定用キットに関する：ｉ）ホウ酸およびボレートからなる群から選択される保存剤、なら
びにｉｉ）少なくとも１種類の共反応体。
【０１４７】
　前記の手段自体で、既知の方法が既に著しく改善される。さらに、これらの手段を組み
合わせることにより、被検体検出アッセイの感度および／または動的測定範囲をいっそう
著しく向上させることが可能である。
【０１４８】
　以下の実施例および図面は本発明の理解を補助するために提示され、本発明の真の範囲
は特許請求の範囲に示される。本発明の精神から逸脱することなくこれらの操作を改変し
うることを理解すべきである。
【実施例】
【０１４９】
　実施例１
　カルボン酸アミドを含むアッセイ緩衝液（試薬組成物）を用いるＥＣＬ測定
　Ｒｏｃｈｅ　Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標）２０１０デバイスを用い、以下に述べるアッ
セイに利用できるプロトコルを用いてＥＣＬ測定を実施した。
【０１５０】
　表２、３および４に示すカルボン酸アミドの群から選択される種々の濃度の化合物を、
下記のアッセイ緩衝液に添加した：
　１８０ｍＭトリプロピルアミン（ＴＰＡ）
　０．１％ポリドカノール
　３００ｍＭリン酸緩衝液
　ＫＯＨ／Ｈ３ＰＯ４を用いて最終ｐＨをｐＨ６．８に調整した。アッセイ緩衝液もブラ
ンク値として用いた。
【０１５１】
　カルボン酸アミドの群から選択される化合物（カルボン酸アミドの化学式を表１に示す
）を、指示した濃度でアッセイ緩衝液（試薬組成物）に添加した。結果を、これらの化合
物を含まないアッセイ緩衝液を用いた測定値に対する信号回収率として報告する。
【０１５２】
　表２に示す濃度のカルボン酸アミドを含有するアッセイ緩衝液を用いて、アッセイ緩衝
液バックグラウンド測定を実施した。１００％未満の値は、選択したカルボン酸アミドを
指示した濃度で添加することによりＥＣＬバックグラウンド信号が低下したことを示す。
ＥＣＬ標識の不存在下でのバックグラウンド電気化学ルミネセンスの低下は、特に信号対
バックグラウンド比（＝信号対ノイズ比）の増大によって感度が大幅に改善される低い検
出レベルにおける利点である。
【０１５３】
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【表２】

【０１５４】
　　n.d.＝測定しなかった
　同様な実験で、遊離標識の信号を測定した。遊離標識値は、遊離ＥＣＬ標識を含有する
溶液が微粒子（アッセイ緩衝液中１０ｎＭのＲｕＢｐｙ）の不存在下で発生する信号を表
わす。この値を、いずれかの追加化合物を含まないアッセイ緩衝液に対比して％で表３に
示す。このアッセイ方式は、均一測定または均一アッセイ方式としても知られる。１００
％を超える値は、選択したカルボン酸アミドを指示した濃度で添加することによって増強
したＥＣＬ信号の指標となる。結果を表３に示す。
【０１５５】
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【表３】

【０１５６】
　　n.d.＝測定しなかった
　さらに、ビーズを含む簡略化アッセイを用いた値を測定した。この人為的アッセイは、
高い特異的信号を得るためのＲｕＢｐｙ標識微粒子を含むアッセイである。このアッセイ
方式は、不均一測定または不均一アッセイ方式としても知られる。この人為的アッセイの
特異的信号と、追加化合物を含む前記のアッセイ緩衝液を用いたバックグラウンド信号（
アッセイ緩衝液バックグラウンド）との差を、△人為的アッセイとして、追加化合物を含
まないアッセイ緩衝液に対する％で示す。１００％を超える値は、選択したカルボン酸ア
ミドを指示した濃度で添加することにより増強したＥＣＬ信号の指標となる。結果を表４
に示す。
【０１５７】
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【表４】

【０１５８】
　　n.d.＝測定しなかった
　図１に、表２、３および４に示すプロパンアミドについての結果を含むグラフを提示す
る。図２に、表２、３および４に示す２－クロロアセトアミドについての結果を含むグラ
フを提示する。図３に、表２、３および４に示すブタンアミドについての結果を含むグラ
フを提示する。図４に、表２、３および４に示すアセトアミドについての結果を含むグラ
フを提示する。
【０１５９】
　実施例２
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　信号増強性保存剤としてのホウ酸
　Ｒｏｃｈｅ　Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標）２０１０デバイスを用い、以下に述べるアッ
セイに推奨されるプロトコルを用いてＥＣＬ測定を実施した。
【０１６０】
　ブランク値を測定するために、下記のアッセイ緩衝液を用いた：
　１８０ｍＭトリプロピルアミン（ＴＰＡ）
　０．１％ポリドカノール
　０．１％　Ｏｘａｂａｎ　Ａ
　３００ｍＭリン酸緩衝液
　このアッセイ緩衝液に漸増量のホウ酸を指示に従って添加した。ＫＯＨ／Ｈ３ＰＯ４を
用いて最終ｐＨをｐＨ６．８に調整した。
【０１６１】
　表５に示す濃度のホウ酸を含有するアッセイ緩衝液を用いたアッセイ緩衝液バックグラ
ウンド測定を実施した。遊離標識値は、遊離ＥＣＬ標識を含有する溶液が微粒子（アッセ
イ緩衝液中１０ｎＭのＲｕＢｐｙ；均一測定）の不存在下で発生する信号を、追加化合物
を含まないアッセイ緩衝液に対比して％で表わす。この人為的アッセイは、高い特異的信
号を得るためのＲｕＢｐｙ標識微粒子を含むアッセイである。市販インビトロ診断アッセ
イとして、Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標）ＴＳＨアッセイ（Ｅｌｅｃｓｙｓチロトロピンア
ッセイ（登録商標）；注文Ｎｏ．：１１７３１４５９）を用いてΔＴＳＨを測定した。低
レベルキャリブレーター（被検体を含まない）としてのＴＳＨキャリブレーター１（ＴＳ
Ｈ　Ｃａｌセット；注文Ｎｏ．：０４７３８５５１）をＴＳＨアッセイに用いて、バック
グラウンド信号を得た（ＴＳＨ　Ｃａｌ１）；ＴＳＨキャリブレーター２をＴＳＨアッセ
イに用いて、高信号値を得た（ＴＳＨ　Ｃａｌ２）。
【０１６２】
　人為的アッセイ、ＴＳＨ　Ｃａｌ１およびＴＳＨ　Ｃａｌ２についての結果を、ホウ酸
を添加しない基準アッセイ緩衝液に対する相対回収率％として図５にプロットする。
　特に下記の測定を実施した：
【０１６３】

【表５】

【０１６４】
　ホウ酸を保存剤としてアッセイ緩衝液に添加すると、特に人為的アッセイおよびＴＳＨ
　Ｃａｌ２測定において特異的不均一信号が改善される。
　実施例３
　プロパンアミドおよびホウ酸を含有するアッセイ緩衝液がＥｌｅｃｓｙｓ（登録商標）
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アッセイの検出下限に及ぼす効果
　幾つかの市販インビトロ診断アッセイ（ＨＢｅＡｇ：Ｒｏｃｈｅ注文Ｎｏ．：１１８２
０５８３，Ａｎｔｉ－ＴＳＨＲ：Ｒｏｃｈｅ注文Ｎｏ．：０４３８８７８０，ＴＮＴｈｓ
：Ｒｏｃｈｅ注文Ｎｏ．：０５０９２７４４）についての検出下限を測定して、２種類の
アッセイ緩衝液調製物を比較した。
【０１６５】
　アッセイ緩衝液Ａ：
　１８０ｍＭ　ＴＰＡ，０．１％ポリドカノール，３００ｍＭリン酸緩衝液，０．１％　
Ｏｘａｂａｎ　Ａ
　アッセイ緩衝液Ｂ：
　１８０ｍＭ　ＴＰＡ，０．１　％ポリドカノール，５０ｍＭプロパンアミド，３００ｍ
Ｍリン酸緩衝液，１％ホウ酸
　ＫＯＨ／Ｈ３ＰＯ４を用いて、両方のアッセイ緩衝液ＡおよびＢの最終ｐＨをｐＨ６．
８に調整した。
【０１６６】
　カルボン酸アミドであるプロパンアミドおよび保存剤であるホウ酸がきわめて低い被検
体濃度を検出するアッセイ性能に及ぼす効果を示すために、前記の３種類の市販アッセイ
を分析した。
【０１６７】
　アッセイをＲｏｃｈｅ　Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標）分析計で測定し、それらのパッケ
ージ挿入物の記載に従って検量した。検出下限を計算するために、被検体（ＨＢｅＡｇ、
抗ＴＳＨＲ）を含まない試料またはきわめて低い被検体濃度（ＴＮＴｈｓ）の試料の信号
を測定した。２１倍測定の標準偏差を計算し、２（２ＳＤ）または３（３ＳＤ）を掛け、
信号の平均値に加算し（ＨＢｅＡｇ、ＴＮＴｈｓ）、または減算した（抗ＴＳＨＲ、競合
アッセイ）。次いで、各アッセイについての検量曲線を用いて、計算した信号に対応する
濃度を決定した。低い被検体濃度（ＴＮＴｈｓ）の試料については、試料の被検体濃度を
これらの計算した濃度から減算した。
【０１６８】
　これら３種類の市販アッセイには、本発明によるカルボン酸アミドを含有しかつ保存剤
機能も備えたホウ酸を含有する改善された試薬組成物が有益である。ＨＢｅＡｇ、抗ＴＳ
ＨＲおよびＴＮＴｈｓアッセイの結果をそれぞれ表６、７および８に示す。
【０１６９】
【表６】

【０１７０】
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【０１７１】
【表８】

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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