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(57)【要約】
　本発明は、アナライトと反応性の内因的に産生された
自己抗体を潜在的に含有している検査サンプル中の対象
タンパク質を検出または定量するためのイムノアッセイ
及びキットを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検査サンプル中の少なくとも１つのタンパク質の存在または量を測定するためのイムノ
アッセイにおいて使用するための試薬であって、前記試薬は少なくとも５連続アミノ酸残
基を含み、前記タンパク質から誘導される少なくとも１つのペプチドを含み、更に前記試
薬は内因性抗体と検査サンプル中のタンパク質間の相互作用を阻止するために使用される
前記試薬。
【請求項２】
　タンパク質は心臓トロポニンＩ（配列番号１）、心臓トロポニンＴ（配列番号２）、甲
状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）（配列番号３）、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣ
Ｇ）（配列番号４）、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）（配列番号５）、前立腺特異抗
原（ＰＳＡ）（配列番号６）、ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド（ｈＢＮＰ）（配列番号
７）、ミオシン軽鎖２（配列番号８）、ミオシン－６（配列番号９）及びミオシン－７（
配列番号１０）からなる群から選択される請求項１に記載の試薬。
【請求項３】
　ペプチドは５連続アミノ酸～１５連続アミノ酸の長さを有する請求項１に記載の試薬。
【請求項４】
　タンパク質は心臓トロポニンＩであり、ペプチドは
【化１】

からなる群から選択される配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含む配列を有する
請求項１に記載の試薬。
【請求項５】
　検査サンプル中の心臓トロポニンＩの存在または量を測定するためのイムノアッセイに
おいて使用するための試薬であって、前記試薬は

【化２】

からなる群から選択される配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含む配列を有する
ペプチドを含む前記試薬。
【請求項６】
　検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質の検出方法であって、
ａ．少なくとも１つの対象タンパク質を含有していると疑われる検査サンプル、及び（１
）対象抗体に結合する前記タンパク質から誘導される少なくとも５連続アミノ酸残基を含
む少なくとも１つのペプチドであり、（２）検査サンプル中の内因性抗体と抗原間の相互
作用を破壊する少なくとも１つの試薬を含む第１混合物を作成するステップ；
ｂ．第１混合物、及び対象タンパク質と結合して第１特異的結合パートナー－タンパク質
複合体を形成する抗体を含む第１特異的結合パートナーを含む第２混合物を作成するステ
ップ；
ｃ．第２混合物を、検出可能標識にコンジュゲートされている抗体を含み、更に第１特異
的結合パートナー－タンパク質複合体に結合して第１特異的結合パートナー－タンパク質
－第２特異的結合パートナー複合体を形成する第２特異的結合パートナーと接触させるス
テップ；及び
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ｄ．検出可能標識より発生したシグナルまたは検出可能標識から放出されたシグナルを測
定し、検査サンプル中の対象タンパク質を検出するステップ；
を含む検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質の前記検出方法。
【請求項７】
　タンパク質は心臓トロポニンＩ、心臓トロポニンＴ、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、
β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣＧ）、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前
立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド（ｈＢＮＰ）、ミオシン軽鎖
２、ミオシン－６及びミオシン－７からなる群から選択される請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　検査サンプルは全血、血清または血漿である請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　第１特異的結合パートナー－タンパク質複合体を形成する前またはその後に、第１特異
的結合パートナーを固相に固定化する請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　第１特異的結合パートナー－タンパク質－第２特異的結合パートナー複合体を形成する
前またはその後に、第２特異的結合パートナーを固相に固定化する請求項６に記載の方法
。
【請求項１１】
　検出可能標識は放射性標識、酵素標識、化学発光標識、蛍光標識、温度測定標識及びイ
ムノポリメラーゼ連鎖反応標識からなる群から選択される請求項６に記載の方法。
【請求項１２】
　検出可能標識はアクリジニウム化合物である請求項６に記載の方法。
【請求項１３】
　更に、
ａ．第２特異的結合パートナーと接触している第２混合物に対して過酸化水素源を生成ま
たは供給し；
ｂ．ステップ（ａ）の混合物に塩基性溶液を添加し；
ｃ．ステップ（ｂ）で発生するまたは放出される光シグナルを測定し、サンプル中の対象
タンパク質を検出する
ことを含む請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　アクリジニウム化合物は、式Ｉ：
【化３】
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（式中、
　Ｒ１及びＲ２は各々独立してアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアル
アルキル、スルホアルキル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルからなる群から選択
され；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキサミドである請求項１２に記載の方
法。
【請求項１５】
　アクリジニウム化合物は、式ＩＩ：
【化４】

（式中、
　Ｒ１はアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアルアルキル、スルホアル
キル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルであり；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルである請
求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　試薬は５連続アミノ酸～１５連続アミノ酸の長さを有するペプチドである請求項６に記
載の方法。
【請求項１７】
　タンパク質は心臓トロポニンＩであり、ペプチドは
【化５】
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からなる群から選択される配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含む配列を有する
請求項６に記載の方法。
【請求項１８】
　更に、対象タンパク質についての標準曲線を使用するかまたは参照標準と比較すること
によりステップ（ｄ）におけるシグナルの量を検査サンプル中の１つ以上の対象タンパク
質の量に関連づけることにより検査サンプル中の対象タンパク質の量を定量するステップ
を含む請求項６に記載の方法。
【請求項１９】
　方法を自動システムまたは半自動システムにおいて使用するためにアレンジする請求項
７に記載の方法。
【請求項２０】
　請求項１に記載の試薬、対象タンパク質に結合する抗体を含む捕捉試薬、及び検査サン
プル中の少なくとも１つの対象タンパク質を検出及び／または定量するための使用説明書
を含む検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質を検出及び／または定量するた
めのキット。
【請求項２１】
　更に、検出可能標識にコンジュゲートされている抗体を含むコンジュゲートを含む請求
項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　検出可能標識は放射性標識、酵素標識、化学発光標識、蛍光標識、温度測定標識及びイ
ムノポリメラーゼ連鎖反応標識からなる群から選択される請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　検出可能標識はアクリジニウム化合物である請求項２２に記載のキット。
【請求項２４】
　アクリジニウム化合物は、式Ｉ：
【化６】

（式中、
　Ｒ１及びＲ２は各々独立してアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアル
アルキル、スルホアルキル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルからなる群から選択
され；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
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及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキサミドである請求項２３に記載のキ
ット。
【請求項２５】
　アクリジニウム化合物は、式ＩＩ：
【化７】

（式中、
　Ｒ１はアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアルアルキル、スルホアル
キル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルであり；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルである請
求項２３に記載のキット。
【請求項２６】
　更に、塩基性溶液を含む請求項２３に記載のキット。
【請求項２７】
　塩基性溶液は少なくとも約１０のｐＨを有する溶液である請求項２６に記載のキット。
【請求項２８】
　更に、過酸化水素源を含む請求項２３に記載のキット。
【請求項２９】
　過酸化水素源はバッファーまたは過酸化水素を含有する溶液からなる請求項２８に記載
のキット。
【請求項３０】
　過酸化水素源は過酸化水素を生成する酵素からなる請求項２８に記載のキット。
【請求項３１】
　過酸化水素を生成する酵素は、（Ｒ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、（Ｓ）
－２－ヒドロキシ酸オキシダーゼ、（Ｓ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、３－
ａｃｉ－ニトロプロパン酸オキシダーゼ、３－ヒドロキシアントラニル酸オキシダーゼ、
４－ヒドロキシマンデル酸オキシダーゼ、６－ヒドロキシニコチン酸デヒドロゲナーゼ、
アブシシンアルデヒドオキシダーゼ、アシル－ＣｏＡオキシダーゼ、アルコールオキシダ
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ーゼ、アルデヒドオキシダーゼ、アミンオキシダーゼ、アミンオキシダーゼ（銅含有）、
アミンオキシダーゼ（フラビン含有）、アリールアルコールオキシダーゼ、アリールアル
デヒドオキシダーゼ、カテコールオキシダーゼ、コレステロールオキシダーゼ、コリンオ
キシダーゼ、コランバミンオキシダーゼ、シクロヘキシルアミンオキシダーゼ、シトクロ
ームｃオキシダーゼ、Ｄ－アミノ酸オキシダーゼ、Ｄ－アラビノノ－１，４－ラクトンオ
キシダーゼ、Ｄ－アラビノノ－１，４－ラクトンオキシダーゼ、Ｄ－アスパラギン酸オキ
シダーゼ、Ｄ－グルタミン酸オキシダーゼ、Ｄ－グルタミン酸（Ｄ－アスパラギン酸）オ
キシダーゼ、ジヒドロベンゾフェナントリジンオキシダーゼ、ジヒドロオロット酸オキシ
ダーゼ、ジヒドロウラシルオキシダーゼ、ジメチルグリシンオキシダーゼ、Ｄ－マンニト
ールオキシダーゼ、エクジソンオキシダーゼ、エタノールアミンオキシダーゼ、ガラクト
ースオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルタチオンオキシダーゼ、グリセロール
－３－リン酸オキシダーゼ、グリシンオキシダーゼ、グリオキシル酸オキシダーゼ、ヘキ
ソースオキシダーゼ、ヒドロキシフィタン酸オキシダーゼ、インドール－３－アセトアル
デヒドオキシダーゼ、乳酸オキシダーゼ、Ｌ－アミノ酸オキシダーゼ、Ｌ－アスパラギン
酸オキシダーゼ、Ｌ－ガラクトノラクトンオキシダーゼ、Ｌ－グルタミン酸オキシダーゼ
、Ｌ－グロノラクトンオキシダーゼ、Ｌ－リシン６－オキシダーゼ、Ｌ－リシンオキシダ
ーゼ、長鎖アルコールオキシダーゼ、Ｌ－ピペコリン酸オキシダーゼ、Ｌ－ソルボースオ
キシダーゼ、リンゴ酸オキシダーゼ、メタンチオールオキシダーゼ、モノアミノ酸オキシ
ダーゼ、Ｎ６－メチルリシンオキシダーゼ、Ｎ－アシルヘキソサミンオキシダーゼ、ＮＡ
Ｄ（Ｐ）Ｈオキシダーゼ、ニトロアルカンオキシダーゼ、Ｎ－メチル－Ｌ－アミノ酸オキ
シダーゼ、ヌクレオシドオキシダーゼ、シュウ酸オキシダーゼ、ポリアミンオキシダーゼ
、ポリフェノールオキシダーゼ、ポリビニルアルコールオキシダーゼ、プレニルシステイ
ンオキシダーゼ、タンパク質－リシン６－オキシダーゼ、プトレシンオキシダーゼ、ピラ
ノースオキシダーゼ、ピリドキサール５’－リン酸シンターゼ、ピリドキシン４－オキシ
ダーゼ、ピロロキノリン－キノンシンターゼ、ピルビン酸オキシダーゼ、ピルビン酸オキ
シダーゼ（ＣｏＡ－アセチル化）、レチクリンオキシダーゼ、レチナールオキシダーゼ、
リファマイシンＢオキシダーゼ、サルコシンオキシダーゼ、第２級アルコールオキシダー
ゼ、亜硫酸オキシダーゼ、スーパーオキシドジスムターゼ、スーパーオキシドレダクター
ゼ、テトラヒドロベルベリンオキシダーゼ、チアミンオキシダーゼ、トリプトファンα，
β－オキシダーゼ、尿酸オキシダーゼ（ウリカーゼ、尿酸オキシダーゼ）、バニリルアル
コールオキシダーゼ、キサンチンオキシダーゼ、キシリトールオキシダーゼ及びその組合
せからなる群から選択される請求項３０に記載のキット。
【請求項３２】
　タンパク質は心臓トロポニンＩ、心臓トロポニンＴ、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、
β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣＧ）、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前
立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド（ｈＢＮＰ）、ミオシン軽鎖
２、ミオシン－６またはミオシン－７である請求項２０に記載のキット。
【請求項３３】
　試薬は５連続アミノ酸～１５連続アミノ酸の長さを有するペプチドである請求項２０に
記載のキット。
【請求項３４】
　タンパク質は心臓トロポニンＩであり、ペプチドは
【化８】

からなる群から選択される配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含む配列を有する
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請求項３３に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検査サンプル中の対象タンパク質を検出するための方法及びキット、特に内
因性抗アナライト抗体を含有しているかもしれないヒト検査サンプル中のタンパク質を検
出するための方法及びキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　イムノアッセイ技術はここ数十年間知られており、現在生体サンプル中の標的アナライ
トを検出するための各種診断目的で医療で通常使用されている。イムノアッセイは抗体の
その対応する抗原への非常に特異的な結合を利用しており、前記抗原が標的アナライトで
ある。典型的には、抗体または抗原の定量は幾つかの形態の標識法（例えば、放射性また
は蛍光標識法）を用いて達成される。サンドイッチイムノアッセイは、サンプル中の標的
アナライトを（しばしば、固体支持体に結合されている）抗体部位に結合させ、標識抗体
を捕捉されているアナライトに結合させ、次いで結合した標識抗体の量を測定することを
含み、アナライトがサンプル中に存在しないならば標識抗体は結合しないので標識は標的
アナライトの濃度に比例してシグナルを発生する。
【０００３】
　この一般的アプローチの問題は、多くの患者が臨床対象のアナライトに対する循環内因
性抗体、すなわち「自己抗体」を有していることである。例えば、心臓トロポニン、ミエ
ロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳ
Ｈ）、及び他の臨床上重要なアナライトに対する自己抗体が記載されてい。自己抗体は２
つ以上のアナライト特異的抗体から構成される典型的なサンドイッチイムノアッセイにお
いて干渉を生ずる。例えば、心臓トロポニン反応性自己抗体は通常の中間断片特異的イム
ノアッセイを用いるｃＴｎＩの測定を干渉する恐れがある。よって、自己抗体からの干渉
により、誤った結果が特に臨床診断のために確立されているカットオフ値の近くで生じ得
、偽陰性の診断結果のリスク及び個人が適時に診断を得られないリストが高まり得る。
【０００４】
　この問題に取り組むための１つのアプローチは、自己抗体と反応するアナライトエピト
ープと異なる特定エピトープに結合するアナライト特異的抗体を選択することである。こ
の一般的アプローチの後、努力は自己抗体からの干渉を避けるために２、３及び４個のア
ナライト特異的抗体の数千の各種組合せの使用の探究に集中している。しかしながら、こ
の努力の大部分は失敗した。複雑なタンパク質アナライトに対する自己抗体は多分特定サ
ンプル内でポリクローナルであり、さまざまの個人由来のサンプルの中でより多様である
ことさえあることが今明らかである。多様なポリクローナル自己抗体からの干渉は、アナ
ライトタンパク質配列の２５％以下の少数しかアナライト特異的抗体に結合しないという
所見を説明し得、よってこのアプローチを用いた失敗を説明し得る。
【０００５】
　サンプル中の自己抗体による干渉を相殺する新しいイムノアッセイ方法、特にアナライ
ト検出または捕捉抗体の再設計を伴うことなく前記干渉を相殺する前記方法に対する要望
が当業界にある。
【発明の概要】
【０００６】
　１つの実施形態では、本発明は、検査サンプル中の少なくとも１つのタンパク質の存在
または量を測定するためのイムノアッセイにおいて使用するための試薬に関し、前記試薬
は少なくとも５連続アミノ酸残基を含み、前記タンパク質から誘導される少なくとも１つ
のペプチドを含み、更に前記試薬は内因性抗体と検査サンプル中のタンパク質間の相互作
用を阻止するために使用される。
【０００７】
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　ある実施形態では、試薬が誘導されるタンパク質は、心臓トロポニンＩ（配列番号１）
、心臓トロポニンＴ（配列番号２）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）（配列番号３）、β
－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣＧ）（配列番号４）、ミエロペルオキシダーゼ（
ＭＰＯ）（配列番号５）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）（配列番号６）、ヒトＢ型ナトリウ
ム利尿ペプチド（ｈＢＮＰ）（配列番号７）、ミオシン軽鎖２（配列番号８）、ミオシン
－６（配列番号９）及びミオシン－７（配列番号１０）からなる群から選択され得る。
【０００８】
　ペプチドは、例えば試薬が誘導されるタンパク質のアミノ酸配列由来の５連続アミノ酸
残基～１５連続アミノ酸残基のアミノ酸配列を有し得る。１つの実施形態では、例えば試
薬が誘導されるタンパク質は心臓トロポニンＩであり、試薬は心臓トロポニンＩの完全ア
ミノ酸配列（配列番号１）由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含むアミノ酸配列を有
する。ある実施形態では、ペプチド試薬は、
【０００９】
【化１】

からなる群から選択される配列、または少なくとも５連続アミノ酸残基からなるその配列
を有する。
【００１０】
　別の実施形態では、本発明は、検査サンプル中の心臓トロポニンＩの存在または量を測
定するためのイムノアッセイにおいて使用するための試薬に関し、前記試薬は
【００１１】

【化２】

からなる群から選択される配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含む配列を有する
ペプチドを含む。
【００１２】
　別の実施形態では、本発明は、検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質を検
出する方法に関し、前記方法は、
ａ．少なくとも１つの対象タンパク質を含有すると疑われる検査サンプル、及び（１）対
象抗体に結合する前記タンパク質から誘導される少なくとも５連続アミノ酸残基を含む少
なくとも１つのペプチドであり、（２）検査サンプル中の内因性抗体と抗原間の相互作用
を破壊する少なくとも１つの試薬を含む第１混合物を作成するステップ；
ｂ．第１混合物、及び対象タンパク質と結合して第１特異的結合パートナー－タンパク質
複合体を形成する抗体を含む第１特異的結合パートナーを含む第２混合物を作成するステ
ップ；
ｃ．第２混合物を、検出可能標識にコンジュゲートされている抗体を含み、更に第１特異
的結合パートナー－タンパク質複合体に結合して第１特異的結合パートナー－タンパク質
－第２特異的結合パートナー複合体を形成する第２特異的結合パートナーと接触させるス
テップ；
ｄ．検出可能標識より発生するまたは検出可能標識から放出されるシグナルを測定し、検
査サンプル中の対象タンパク質を検出するステップ；
を含む。



(10) JP 2013-513107 A 2013.4.18

10

20

30

40

50

【００１３】
　上記した方法において、タンパク質は、例えば心臓トロポニンＩ、心臓トロポニンＴ、
甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣＧ）、ミエロ
ペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプ
チド（ｈＢＮＰ）、ミオシン軽鎖２、ミオシン－６及びミオシン－からなる群から選択さ
れ得る。
【００１４】
　上記した方法において、検査サンプルは全血、血清または血漿であり得る。
【００１５】
　方法の１つの実施形態では、第１特異的結合パートナー－タンパク質複合体の形成前ま
たはその後に、第１特異的結合パートナーを固相に固定化してもよい。加えて、第１特異
的結合パートナー－タンパク質－第２特異的結合パートナー複合体の形成前またはその後
に、第２特異的結合パートナーを固相に固定化してもよい。
【００１６】
　上記した方法において、検出可能標識は放射性標識、酵素標識、化学発光標識、蛍光標
識、温度測定標識及びイムノポリメラーゼ連鎖反応標識からなる群から選択され得る。
【００１７】
　方法の１つの実施形態では、検出可能標識はアクリジニウム化合物である。アクリジニ
ウム化合物を使用する場合、方法は更に
ａ．第２特異的結合パートナーと接触している第２混合物に対して過酸化水素源を生成ま
たは供給し；
ｂ．ステップ（ａ）の混合物に塩基性溶液を添加し；及び
ｃ．ステップ（ｂ）で発生または放出される光シグナルを測定し、サンプル中の対象タン
パク質を検出する
ことを含み得る。
【００１８】
　上記した方法において任意のアクリジニウム化合物を使用し得る。例えば、アクリジニ
ウム化合物は、式Ｉ：
【００１９】
【化３】

（式中、
　Ｒ１及びＲ２は各々独立してアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアル
アルキル、スルホアルキル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルからなる群から選択
され；
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　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキサミドであり得る。
【００２０】
　或いは、アクリジニウム化合物は、式ＩＩ：
【００２１】
【化４】

（式中、
　Ｒ１はアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアルアルキル、スルホアル
キル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルであり；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルであり得
る。
【００２２】
　上記した方法において、試薬は５連続アミノ酸～１５連続アミノ酸の長さを有するペプ
チドであり得る。
【００２３】
　方法の１つの実施形態では、ペプチドが誘導されるタンパク質は心臓トロポニンＩであ
り、ペフチドは
【００２４】

【化５】
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からなる群から選択される配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含む配列を有する
。
【００２５】
　上記した方法は、更に対象タンパク質についての標準曲線を使用するかまたは参照標準
と比較することによりステップ（ｃ）におけるシグナルの量を検査サンプル中の１つ以上
の対象タンパク質の量と相関づけることにより検査サンプル中の対象タンパク質の量を定
量するステップを含み得る。
【００２６】
　上記した方法を自動システムまたは半自動システムにおいて使用するためにアレンジし
てもよい。
【００２７】
　更に別の実施形態では、本発明は、検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質
を検出及び／または定量するためのキットに関し、前記キットは上記ペプチド試薬、対象
タンパク質に結合する抗体を含む捕捉試薬、及び検査サンプル中の少なくとも１つの対象
タンパク質を検出及び／または定量するための使用説明書を含む。
【００２８】
　上記したキットは、更に検出可能標識にコンジュゲートされている抗体を含むコンジュ
ゲートを含み得る。
【００２９】
　キットの１つの実施形態では、検出可能標識は放射性標識、酵素標識、化学発光標識、
蛍光標識、温度測定標識及びイムノポリメラーゼ連鎖反応標識からなる群から選択され得
る。
【００３０】
　上記したキット中に使用される検出可能標識はアクリジニウム化合物であり得る。任意
のアクリジニウム化合物を使用し得る。例えば、アクリジニウム化合物は、式Ｉ：
【００３１】
【化６】

（式中、
　Ｒ１及びＲ２は各々独立してアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアル
アルキル、スルホアルキル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルからなる群から選択
され；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
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、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキサミドであり得る。
【００３２】
　或いは、アクリジニウム化合物は、式ＩＩ：
【００３３】
【化７】

（式中、
　Ｒ１はアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアルアルキル、スルホアル
キル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルであり；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルであり得
る。
【００３４】
　上記したキット中の検出可能標識としてアクリジニウム化合物を配合する場合、キット
は場合により更に塩基性溶液を含む。塩基性溶液は、例えば少なくとも約１０のｐＨを有
する溶液であり得る。
【００３５】
　上記キットは更に過酸化水素源を含み得、過酸化水素源はバッファー、過酸化水素を含
有する溶液または過酸化水素を生成する酵素であり得る。過酸化水素を生成する酵素を含
有するキットでは、酵素は（Ｒ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、（Ｓ）－２－
ヒドロキシ酸オキシダーゼ、（Ｓ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、３－ａｃｉ
－ニトロプロパン酸オキシダーゼ、３－ヒドロキシアントラニル酸オキシダーゼ、４－ヒ
ドロキシマンデル酸オキシダーゼ、６－ヒドロキシニコチン酸デヒドロゲナーゼ、アブシ
シンアルデヒドオキシダーゼ、アシル－ＣｏＡオキシダーゼ、アルコールオキシダーゼ、
アルデヒドオキシダーゼ、アミンオキシダーゼ、アミンオキシダーゼ（銅含有）、アミン
オキシダーゼ（フラビン含有）、アリールアルコールオキシダーゼ、アリールアルデヒド
オキシダーゼ、カテコールオキシダーゼ、コレステロールオキシダーゼ、コリンオキシダ
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ーゼ、コランバミンオキシダーゼ、シクロヘキシルアミンオキシダーゼ、シトクロームｃ
オキシダーゼ、Ｄ－アミノ酸オキシダーゼ、Ｄ－アラビノノ－１，４－ラクトンオキシダ
ーゼ、Ｄ－アラビノノ－１，４－ラクトンオキシダーゼ、Ｄ－アスパラギン酸オキシダー
ゼ、Ｄ－グルタミン酸オキシダーゼ、Ｄ－グルタミン酸（Ｄ－アスパラギン酸）オキシダ
ーゼ、ジヒドロベンゾフェナントリジンオキシダーゼ、ジヒドロオロット酸オキシダーゼ
、ジヒドロウラシルオキシダーゼ、ジメチルグリシンオキシダーゼ、Ｄ－マンニトールオ
キシダーゼ、エクジソンオキシダーゼ、エタノールアミンオキシダーゼ、ガラクトースオ
キシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルタチオンオキシダーゼ、グリセロール－３－
リン酸オキシダーゼ、グリシンオキシダーゼ、グリオキシル酸オキシダーゼ、ヘキソース
オキシダーゼ、ヒドロキシフィタン酸オキシダーゼ、インドール－３－アセトアルデヒド
オキシダーゼ、乳酸オキシダーゼ、Ｌ－アミノ酸オキシダーゼ、Ｌ－アスパラギン酸オキ
シダーゼ、Ｌ－ガラクトノラクトンオキシダーゼ、Ｌ－グルタミン酸オキシダーゼ、Ｌ－
グロノラクトンオキシダーゼ、Ｌ－リシン６－オキシダーゼ、Ｌ－リシンオキシダーゼ、
長鎖アルコールオキシダーゼ、Ｌ－ピペコリン酸オキシダーゼ、Ｌ－ソルボースオキシダ
ーゼ、リンゴ酸オキシダーゼ、メタンチオールオキシダーゼ、モノアミノ酸オキシダーゼ
、Ｎ６－メチルリシンオキシダーゼ、Ｎ－アシルヘキソサミンオキシダーゼ、ＮＡＤ（Ｐ
）Ｈオキシダーゼ、ニトロアルカンオキシダーゼ、Ｎ－メチル－Ｌ－アミノ酸オキシダー
ゼ、ヌクレオシドオキシダーゼ、シュウ酸オキシダーゼ、ポリアミンオキシダーゼ、ポリ
フェノールオキシダーゼ、ポリビニルアルコールオキシダーゼ、プレニルシステインオキ
シダーゼ、タンパク質－リシン６－オキシダーゼ、プトレシンオキシダーゼ、ピラノース
オキシダーゼ、ピリドキサール５’－リン酸シンターゼ、ピリドキシン４－オキシダーゼ
、ピロロキノリン－キノンシンターゼ、ピルビン酸オキシダーゼ、ピルビン酸オキシダー
ゼ（ＣｏＡ－アセチル化）、レチクリンオキシダーゼ、レチナールオキシダーゼ、リファ
マイシンＢオキシダーゼ、サルコシンオキシダーゼ、第２級アルコールオキシダーゼ、亜
硫酸オキシダーゼ、スーパーオキシドジスムターゼ、スーパーオキシドレダクターゼ、テ
トラヒドロベルベリンオキシダーゼ、チアミンオキシダーゼ、トリプトファンα，β－オ
キシダーゼ、尿酸オキシダーゼ（ウリカーゼ、尿酸オキシダーゼ）、バニリルアルコール
オキシダーゼ、キサンチンオキシダーゼ、キシリトールオキシダーゼ及びその組合せから
なる群から選択され得る。
【００３６】
　１つの実施形態では、上記したキットは、心臓トロポニンＩ、心臓トロポニンＴ、甲状
腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣＧ）、ミエロペル
オキシダーゼ（ＭＰＯ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド
（ｈＢＮＰ）、ミオシン軽鎖２、ミオシン－６及びミオシン－７からなる群から選択され
るタンパク質から誘導される試薬を含む。
【００３７】
　上記したキットにおいて、試薬は５連続アミノ酸～１５連続アミノ酸の長さを有するペ
プチドであり得る。
【００３８】
　上記したキットの１つの実施形態では、試薬が誘導されるタンパク質は心臓トロポニン
Ｉであり、ペプチドは
【００３９】
【化８】

からなる群から選択される配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含む配列を有する
。
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【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】心臓トロポニンＩのアミノ酸配列を示す。
【図２】心臓トロポニンＴのアミノ酸配列を示す。
【図３】甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）のアミノ酸配列を示す。
【図４】ヒト絨毛性ゴナドトロピンのβ－サブニット（β－ＨＣＧ）のアミノ酸配列を示
す。
【図５】ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）のアミノ酸配列を示す。
【図６】前立腺特異抗原（ＰＳＡ）のアミノ酸配列を示す。
【図７】ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド（ｈＢＮＰ）のアミノ酸配列を示す。
【図８】ミオシン軽鎖２のアミノ酸配列を示す。
【図９Ａ】ミオシン－６のアミノ酸配列を示す。
【図９Ｂ】ミオシン－６のアミノ酸配列を示す。
【図９Ｃ】ミオシン－６のアミノ酸配列を示す。
【図１０Ａ】ミオシン－７のアミノ酸配列を示す。
【図１０Ｂ】ミオシン－７のアミノ酸配列を示す。
【図１０Ｃ】ミオシン－７のアミノ酸配列を示す。
【図１１】５つの異なるペプチド試薬の各々及びその組合せについての濃度（ｎｍｏｌ／
ｍＬ）に対するシグナル／低コントロールの比（Ｓ／ＬＣ）のグラフを示す。
【図１２】５つの異なるペプチド試薬の各々及びその組合せについての濃度（ｎｍｏｌ／
ｍＬ）に対するシグナル／低コントロールの比（Ｓ／ＬＣ）のグラフを示す。
【発明を実施するための形態】
【００４１】
　本発明は、検査サンプル中の対象タンパク質を検出するためのイムノアッセイ方法及び
キット、特に対象タンパク質に対する内因性抗体を含有しているかもしれないヒト検査サ
ンプル中のタンパク質を検出するための方法及びキットに関する。具体的には、本発明者
らは、サンプル中の臨床上重要なアナライトの免疫検出における自己抗体による干渉の問
題を解決するための代替アプローチを発見した。前記アナライトは自己抗原、例えば心臓
トロポニン、ミエロペルオキシダーゼ、前立腺特異抗原及び甲状腺刺激ホルモンを含む。
より具体的には、代替アプローチは、対象のタンパク質、特に自己抗原から誘導されるペ
プチド試薬の使用を含む。ペプチド試薬は自己抗体のタンパク質への結合を阻害し、よっ
て自己抗体によるタンパク質の免疫検出の干渉を防ぐ。このアプローチにより、特定の検
出抗体または捕捉抗体を再設計する必要なくサンプル中に存在しているかもしれない自己
抗体の存在が相殺され、余分な抗ヒトＩｇＧ検出コンジュゲートを使用する必要がなく、
問題のサンプルを同定するための第２アッセイの必要が避けられる。
【００４２】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ａ．定義
　本セクション及び本明細書中の全開示内容中に使用されているセクションヘッダーは限
定的と意図されない。
【００４３】
　本明細書中で使用されている単数形“ａ”、“ａｎ”及び“ｔｈｅ”は、文脈から明ら
かにそうでないことが示されていない限り複数形を含む。本明細書中の数値範囲の記述に
ついて、同程度の精度でその間に介在する各数が明白に考えられる。例えば、範囲６～９
の場合６及び９に加えて数７及び８が考えられ、範囲６．０～７．０の場合数６．０、６
．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７、６．８、６．９及び７．０が
明白に考えられる。
【００４４】
　ａ）アシル（及び他の化学構造基の定義）
　本明細書中で使用されている用語「アシル」は、－Ｃ（Ｏ）Ｒａ基（ここで、Ｒａは水
素、アルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアルキル、フェニルまたはフェニルアル
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キルである）を指す。アシルの代表例には、ホルミル、アセチル、シクロヘキシルカルボ
ニル、シクロヘキシルメチルカルボニル、ベンゾイル、ベンジルカルボニル等が含まれる
が、これらに限定されない。
【００４５】
　本明細書中で使用されている用語「アルケニル」は、２～１０個の炭素を含有し且つ２
個の水素の除去により形成される少なくとも１個の炭素－炭素二重結合を含む直鎖または
分岐鎖炭化水素を意味する。アルケニルの代表例には、エテニル、２－プロペニル、２－
メチル－２－プロペニル、３－ブテニル、４－ペンテニル、５－ヘキセニル、２－ヘプテ
ニル、２－メチル－１－ヘプテニル及び３－デセニルが含まれるが、これらに限定されな
い。
【００４６】
　本明細書中で使用されている用語「アルキル」は、１～１０個の炭素原子を含有する直
鎖または分岐鎖炭化水素を意味する。アルキルの代表例には、メチル、エチル、ｎ－プロ
ピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、ｓｅｃ－ブチル、イソブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ｎ
－ペンチル、イソペンチル、ネオペンチル、ｎ－ヘキシル、３－メチルヘキシル、２，２
－ジメチルペンチル、２，３－ジメチルペンチル、ｎ－ヘプチル、ｎ－オクチル、ｎ－ノ
ニル及びｎ－デシルが含まれるが、これらに限定されない。
【００４７】
　本明細書中で使用されている用語「アルキルラジカル」は、直鎖または分岐鎖炭化水素
から誘導される一連の一般式ＣｎＨ２ｎ＋１の一価の基を意味する。
【００４８】
　本明細書中で使用されている用語「アルコキシ」は、酸素原子を介して親分子部分に結
合している本明細書中に定義されているアルキル基を意味する。アルコキシの代表例には
、メトキシ、エトキシ、プロポキシ、２－プロポキシ、ブトキシ、ｔｅｒｔ－ブトキシ、
ペンチルオキシ及びヘキシルオキシが含まれるが、これらに限定されない。
【００４９】
　本明細書中で使用されている用語「アルキニル」は、２～１０個の炭素原子を含有し且
つ少なくとも１個の炭素－炭素三重結合を含む直鎖または分岐鎖炭化水素基を意味する。
アルキニルの代表例には、アセチレニル、１－プロピニル、２－プロピニル、３－ブチニ
ル、２－ペンチニル及び１－ブチニルが含まれるが、これらに限定されない。
【００５０】
　本明細書中で使用されている用語「アミド」は、カルボニル基（ここで、用語「カルボ
ニル基」は－Ｃ（Ｏ）－基を指す）を介して親分子部分に結合しているアミノ基を指す。
【００５１】
　本明細書中で使用されている用語「アミノ」は、－ＮＲｂＲｃ（ここで、Ｒｂ及びＲｃ

は水素、アルキル及びアルキルカルボニルからなる群から独立して選択される）を意味す
る。
【００５２】
　本明細書中で使用されている用語「アルアルキル」は、本明細書中に定義されているア
ルキル基を介して親分子部分に結合しているアリール基を意味する。アリールアルキルの
代表例には、ベンジル、２－フェニルエチル、３－フェニルプロピル及び２－ナフタ－２
－イルエチルが含まれるが、これらに限定されない。
【００５３】
　本明細書中で使用されている用語「アリール」は、フェニル基、或いは縮合環の１つ以
上がフェニル基である二環式または三環式縮合環系を意味する。二環式縮合環系として、
フェニル基がシクロアルケニル基、シクロアルキル基または別のフェニル基に縮合されて
いるものが例示される。三環式縮合環系として、二環式縮合環系に本明細書中に定義され
ているシクロアルケニル基、シクロアルキル基または別のフェニル基に縮合されているも
のが例示される。アリールの代表例には、アントラセニル、アズレニル、フルオレニル、
インダニル、インデニル、ナフチル、フェニル及びテトラヒドロナフチルが含まれるが、
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これらに限定されない。本発明のアリール基は、場合によりアルコキシ、アルキル、カル
ボキシル、ハロ及びヒドロキシルからなる群から独立して選択される１～５個の置換基で
置換されていてもよい。
【００５４】
　本明細書中で使用されている用語「カルボキシ」または「カルボキシル」は－ＣＯ２Ｈ
または－ＣＯ２を指す。
【００５５】
　本明細書中で使用されている用語「カルボキシアルキル」は－（ＣＨ２）ｎＣＯ２Ｈま
たは－（ＣＨ２）ｎＣＯ２

－基（ここで、ｎは１～１０である）を指す。
【００５６】
　本明細書中で使用されている用語「シアノ」は－ＣＮ基を意味する。
【００５７】
　本明細書中で使用されている用語「シクロアルケニル」は３～１０個の炭素原子及び１
～３個の環を有する非芳香族環式または二環式環系を指し、各５員環は１個の二重結合を
有し、各６員環は１または２個の二重結合を有し、各７～８員環は１～３個の二重結合を
有し、各９～１０員環は１～４個の二重結合を有する。シクロアルケニル基の代表例には
、シクロヘキセニル、オクタヒドロナフタレニル、ノルボルニレニル等が含まれる。シク
ロアルケニル基は場合によりアルコキシ、アルキル、カルボキシル、ハロ及びヒドロキシ
ルからなる群から独立して選択される１～５個の置換基で置換されていてもよい。
【００５８】
　本明細書中で使用されている用語「シクロアルキル」は３～１２個の炭素原子を有する
飽和単環式、二環式または三環式炭化水素環系を指す。シクロアルキル基の代表例には、
シクロプロピル、シクロペンチル、ビシクロ［３．１．１］ヘプチル、アダマンチル等が
含まれる。本発明のシクロアルキル基は場合によりアルコキシ、アルキル、カルボキシル
、ハロ及びヒドロキシルからなる群から独立して選択される１～５個の置換基で置換され
ていてもよい。
【００５９】
　本明細書中で使用されている用語「シクロアルキルアルキル」は－ＲｄＲｅ基（ここで
、Ｒｄはアルキレン基であり、Ｒｅはシクロアルキル基である）を意味する。シクロアル
キルアルキル基の代表例はシクロヘキシルメチル等である。
【００６０】
　本明細書中で使用されている用語「ハロゲン」は－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉまたは－Ｆを意
味する。用語「ハライド」は、１つのパートがハロゲン原子であり、他のパートがハロゲ
ンよりも余り電気的陰性でない元素（例えば、アルキルラジカル）である二元化合物を意
味する。
【００６１】
　本明細書中で使用されている用語「ヒドロキシル」は－ＯＨ基を意味する。
【００６２】
　本明細書中で使用されている用語「ニトロ」は－ＮＯ２基を意味する。
【００６３】
　本明細書中で使用されている用語「オキソアルキル」は－（ＣＨ２）ｎＣ（Ｏ）Ｒａ（
ここで、Ｒａは水素、アルキル、シクロアルキル、シクロアルキルアルキル、フェニルま
たはフェニルアルキルであり、ｎは１～１０である）を指す。
【００６４】
　本明細書中で使用されている用語「フェニルアルキル」はフェニル基で置換されている
アルキル基を意味する。
【００６５】
　本明細書中で使用されている用語「スルホ」は－ＳＯ３Ｈ基を意味する。
【００６６】
　本明細書中で使用されている用語「スルホアルキル」は－（ＣＨ２）ｎＳＯ３Ｈまたは
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－基（ここで、ｎは１～１０である）を指す。

【００６７】
　ｂ）アニオン
　本明細書中で使用されている用語「アニオン」は無機または有機酸のアニオンを指し、
前記酸の例には、塩酸、臭化水素酸、硫酸、メタンスルホン酸、ギ酸、酢酸、シュウ酸、
コハク酸、酒石酸、マンデル酸、フマル酸、乳酸、クエン酸、グルタミン酸、アスパラギ
ン酸、ホスフェート、トリフルオロメタンスルホン酸、トリフルオロ酢酸及びフルオロス
ルホン酸、並びにその組合せが含まれるが、これらに限定されない。
【００６８】
　ｃ）抗体
　本明細書中で使用されている用語「抗体」は、実質的に免疫グロブリン遺伝子または免
疫グロブリン遺伝子の断片によりエンコードされる１つ以上のポリペプチドから構成され
るタンパク質を指し、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体及びその断片、並びに免
疫グロブリン遺伝子配列から工学操作された分子を包含する。認識される免疫グロブリン
遺伝子には、κ、λ、α、γ、δ、ε及びμ定常領域遺伝子、並びにミリアド免疫グロブ
リン可変領域遺伝子が含まれる。軽鎖はκまたはλとして分類される。重鎖はγ、μ、α
、δまたはεとして分類され、これらはそれぞれ免疫グロブリンクラスＩｇＧ、ＩｇＭ、
ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥを規定する。
【００６９】
　ｄ）過酸化水素を生成する酵素
　本明細書中で使用されている用語「過酸化水素を生成する酵素」は、反応生成物として
分子式Ｈ２Ｏ２を有する化合物、すなわち過酸化水素を生成し得る酵素を指す。過酸化水
素を生成する酵素の非限定例を以下の表１にリストする。
【００７０】
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【００７１】
　ｅ）自己抗体
　本明細書中で使用されているフレーズ「自己抗体」は、アナライトに結合する抗体であ
って、該抗体が産生される被験者において内因的に産生されるものを指す。
【００７２】
　ｆ）特異的結合パートナー
　本明細書中で使用されているフレーズ「特異的結合パートナー」は特異的結合対のメン
バー、すなわち分子の１つが化学的または物理的手段を介して第２分子に特異的に結合す
る２つの別々の分子である。従って、一般的イムノアッセイの抗原及び抗体特異的結合対
に加えて、他の特異的結合対にはビオチンとアビジン、炭水化物とレクチン、相補的ヌク
レオチド配列、エフェクター及び受容体分子、補因子と酵素、酵素阻害剤と酵素等が含ま
れ得る。更に、特異的結合対には、元の特異的結合対のアナログであるメンバー、例えば
アナライトアナログが含まれ得る。免疫反応性特異的結合メンバーには、組換えＤＮＡ分
子により形成されるものを含めた抗原、抗原断片、モノクローナル及びポリクローナルの
両方の抗体及び抗体断片、並びにその複合体が含まれる。
【００７３】
　ｇ）特異的結合パートナー－タンパク質複合体
　本明細書中で使用されているフレーズ「特異的結合パートナー－タンパク質複合体」は
、対象タンパク質である抗原と抗体の組合せを指し、抗体とタンパク質は抗体上の抗原組
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合せ部位と抗原エピトープ間の特異的非共有相互作用により結合されている。
【００７４】
　ｈ）検出可能標識
　本明細書中で使用されている用語「検出可能標識」は、カップリングさせた１つ以上の
分子の状態の変化の光学的、電気的または他の物理的インジケーションにより測定可能な
シグナルを発生する部分を指す。前記物理的インジケーターは分光的、光化学的、生化学
的、免疫化学的、電磁気的、放射化学的及び化学的手段を包含し、非限定的に蛍光、化学
蛍光、化学発光等が例示される。好ましい検出可能標識には、本明細書中の以下のセクシ
ョンＢに記載されている式Ｉに記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキサミド
及び本明細書中の以下のセクションＢに記載されている式ＩＩに記載の構造を有するアク
リジニウム－９－カルボキシレーシアリールエステルのようなアクリジニウム化合物が含
まれる。
【００７５】
　ｉ）被験者
　本明細書中で使用されている用語「被験者」及び「患者」は、被験者が任意の形の治療
を受けたかまたは現在受けているかに関係なく互換可能に使用されている。本明細書中で
使用されている用語「被験者」は脊椎動物を指し、脊椎動物には哺乳動物（例えば、ウシ
、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、家兎、ヒツジ、ハムスター、モルモット、ネコ、イ
ヌ、ラット及びマウス、非ヒト霊長類（例えば、カニクイザルのようなサル、チンパンジ
ー等）、及びヒト）が含まれるが、これらに限定されない。好ましくは、被験者はヒトで
ある。
【００７６】
　ｊ）検査サンプル
　本明細書中で使用されている用語「検査サンプル」は、一般的には対象タンパク質につ
いて検査する及び／または対象タンパク質を含有すると疑われ、対象タンパク質に対する
自己抗体も含んでいるかもしれない生体材料を指す。生体材料は任意の生体ソースから誘
導され得るが、好ましくは対象タンパク質を含有していそうな体液である。生体材料の例
には、便、全血、血清、血漿、赤血球、血小板、間質液、唾液、眼内液、脳脊髄液、汗、
尿、腹水、粘液、鼻汁、唾液、滑液、腹腔液、膣液、月経分泌物、羊水、精液、土壌等が
含まれるが、これらに限定されない。検査サンプルは生体ソースから入手したまま直接使
用しても、またはサンプルの特性を修飾するために前処理した後使用してもよい。例えば
、前処理には血液からの血漿の調製、粘性流体の希釈等が含まれる。前処理方法には、濾
過、沈殿、希釈、蒸留、混合、濃縮、干渉成分の不活性化、試薬の添加、溶解等も含まれ
得る。前処理方法を検査サンプルに対して使用する場合、前処理方法は対象タンパク質を
未処理検査サンプル（例えば、すなわち、前処理方法にかけられていない検査サンプル）
中の濃度に比例した濃度で検査サンプル中に残存させるような方法である。
【００７７】
　　　　　　　　　　　　　　Ｂ．ペプチド試薬
　自己抗原には、被験者において特定の病的状態または損傷に関連して内因的に産生され
ることが公知の多数のタンパク質が含まれる。自己抗体が同定されている自己抗原には、
トロポニン、すなわち心臓トロポニンＩ（配列番号１）及び心臓トロポニンＴ（配列番号
２）；甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）（配列番号３）；ヒト絨毛性ゴナドトロピンのβ－
サブニット（β－ＨＣＧ）（配列番号４）；ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）（配列番
号５）；前立腺特異抗原（ＰＳＡ）（配列番号６）；ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド（
ｈＢＮＰ）（配列番号７）；ミオシン軽鎖２（配列番号８）；ミオシン－６（配列番号９
）及びミオシン－７（配列番号１０）が含まれる。
【００７８】
　本発明のペプチド試薬は標的自己抗原のアミノ酸配列から誘導され、自己抗原に対する
自己抗体による干渉を防ぐためにイムノアッセイフォーマットで使用され得る。より具体
的には、ペプチド試薬は自己抗原と検査サンプル中に存在しているかもしれない自己抗原
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に対する自己抗体間の相互作用を阻止するために使用される。各ペプチド試薬は単独で、
または標的タンパク質から誘導される１つ以上の他のペプチド試薬と一緒に使用され得る
。同一標的タンパク質から誘導される異なるペプチド試薬を組み合わせると、相乗的阻止
効果が得られると考えられる。
【００７９】
　ペプチド試薬は標的自己抗原のアミノ酸配列由来の少なくとも５連続アミノ酸残基を含
む。１つの実施形態では、ペプチド試薬は標的自己抗原のアミノ酸配列由来の５～１５連
続アミノ酸残基を含む。例えば、心臓トロポニンＩを標的自己抗原として考えれば、ペプ
チド試薬は心臓トロポニンＩのアミノ酸配列（図１；配列番号１）中のどこかに由来する
の５～１５連続アミノ酸残基の配列を含む。例えば、ペプチド試薬は以下のアミノ酸配列
：ＡＤＧＳＳ（残基１－５）、ＫＦＦＥＳ（残基２０５－２０９）またはＫＫＫＳＫＩＳ
ＡＳＲＫＬＱＬＫ（残基３５－４９）、或いは心臓トロポニンＩのアミノ酸配列（配列番
号１）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ酸残基の他の配列を含み得る。表２には
、心臓トロポニンＩ（配列番号１）由来の５連続アミノ酸残基から構成される典型的ペプ
チド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペプチド試薬は、表２中に
リストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミノ酸長配列に（タンパク
質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番号１由来の多くとも全部で１０個の
追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを有し得る。
【００８０】
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【００８１】
　心臓トロポニンＴ（配列番号２）が標的自己抗原である場合、ペプチド試薬は心臓トロ
ポニンＴのアミノ酸配列（配列番号２）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ酸残基
の配列を含む。表３には、心臓トロポニンＴ（配列番号２）由来の５連続アミノ酸残基か
ら構成される典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペ
プチド試薬は、表３中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミ
ノ酸長配列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番号２由来の
多くとも全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを
有し得る。
【００８２】
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【００８３】
　甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）（配列番号３）が標的自己抗原である場合、ペプチド試
薬はＴＳＨのアミノ酸配列（配列番号３）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ酸残
基の配列を含む。表３には、ＴＳＨ（配列番号３）由来の５連続アミノ酸残基から構成さ
れる典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペプチド試
薬は、表４中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミノ酸長配
列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番号３由来の多くとも
全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを有し得る
。
【００８４】
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【００８５】
　ヒト絨毛性ゴナドトロピンのβ－サブニット（β－ＨＣＧ）（配列番号４）が標的自己
抗原である場合、ペプチド試薬はβ－ＨＣＧのアミノ酸配列（配列番号４）中のどこかに
由来する５～１５連続アミノ酸残基の配列を含む。表５には、β－ＨＣＧ（配列番号４）
由来の５連続アミノ酸残基から構成される典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列が
リストされている。追加のペプチド試薬は、表５中にリストされている５アミノ酸長配列
のいずれか１つ＋前記５アミノ酸長配列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から
）連続する配列番号４由来の多くとも全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くと
も１５アミノ酸残基の長さを有し得る。
【００８６】

【表５】
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【００８７】
　ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）（配列番号５）が標的自己抗原である場合、ペプチ
ド試薬はＭＰＯのアミノ酸配列（配列番号５）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ
酸残基の配列を含む。表６には、ＭＰＯ（配列番号５）由来の５連続アミノ酸残基から構
成される典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペプチ
ド試薬は、表６中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミノ酸
長配列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番号５由来の多く
とも全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを有し
得る。
【００８８】
【表６】
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【００８９】
　前立腺特異抗原（ＰＳＡ）（配列番号６）が標的自己抗原である場合、ペプチド試薬は
ＰＳＡのアミノ酸配列（配列番号６）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ酸残基の
配列を含む。表６には、ＰＳＡ（配列番号６）由来の５連続アミノ酸残基から構成される
典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペプチド試薬は
、表７中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミノ酸長配列に
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で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを有し得る。
【００９０】
【表７】
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【００９１】
　ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド（ｈＢＮＰ）（配列番号７）が標的自己抗原である場
合、ペプチド試薬はｈＢＮＰのアミノ酸配列（配列番号７）中のどこかに由来する５～１
５連続アミノ酸残基の配列を含む。表８には、ｈＢＮＰ（配列番号７）由来の５連続アミ
ノ酸残基から構成される典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている
。追加のペプチド試薬は、表８中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋
前記５アミノ酸長配列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番
号７由来の多くとも全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残
基の長さを有し得る。
【００９２】
【表８】
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【００９３】
　ミオシン軽鎖２（配列番号８）が標的自己抗原である場合、ペプチド試薬はミオシン軽
鎖２のアミノ酸配列（配列番号８）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ酸残基の配
列を含む。表９には、ミオシン軽鎖２（配列番号８）由来の５連続アミノ酸残基から構成
される典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペプチド
試薬は、表９中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミノ酸長
配列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番号８由来の多くと
も全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを有し得
る。
【００９４】

【表９】
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【００９５】
　ミオシン－６（配列番号９）が標的自己抗原である場合、ペプチド試薬はミオシン－６
のアミノ酸配列（配列番号９）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ酸残基の配列を
含む。表１０には、ミオシン－６（配列番号９）由来の５連続アミノ酸残基から構成され
る典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペプチド試薬
は、表１０中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミノ酸長配
列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番号９由来の多くとも
全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを有し得る
。
【００９６】
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【００９７】
　ミオシン－７（配列番号１０）が標的自己抗原である場合、ペプチド試薬はミオシン－
７のアミノ酸配列（配列番号１０）中のどこかに由来する５～１５連続アミノ酸残基の配
列を含む。表１１には、ミオシン－７（配列番号１０）由来の５連続アミノ酸残基から構
成される典型的ペプチド試薬についてのアミノ酸配列がリストされている。追加のペプチ
ド試薬は、表１１中にリストされている５アミノ酸長配列のいずれか１つ＋前記５アミノ
酸長配列に（タンパク質アミノ配列内のいずれかの側から）連続する配列番号１０由来の
多くとも全部で１０個の追加連続アミノ酸残基を含む多くとも１５アミノ酸残基の長さを
有し得る。
【００９８】



(48) JP 2013-513107 A 2013.4.18

10

20

30

40

【表１１】



(49) JP 2013-513107 A 2013.4.18

10

20

30

40



(50) JP 2013-513107 A 2013.4.18

10

20

30

40



(51) JP 2013-513107 A 2013.4.18

10

20

30

40

50

【００９９】
　ペプチド試薬のいずれか１つが場合によりＮ末端及び／またはＣ末端で修飾されてもい
てもよい。Ｎ末端修飾には、例えばアセチル化［Ａｃ］、ベンジルオキシカルボニル［Ｃ
ｂｚ］、ビオチン［Ｂｔｎ］、シンナモイル化［Ｃｉｎｎ］、ダブシル［Ｄａｂｃ］、ダ
ブシル［Ｄａｂｓ］、シンナモイル化［Ｃｉｎｎ］、ダブシル［Ｄａｂｃ］、ダブシル［
Ｄａｂｓ］、ダンシル［Ｄａｎｓ］、ジニトロフェニル［Ｄｎｐ］、フルオレセイン［Ｆ
ｌｃ］、ＦＭＯＣ［Ｆｍｏｃ］、ホルミル化［Ｆｏｒｍ］、リサミンローダミン［Ｌｉｓ
ｓ］、ミリストイル化［Ｍｙｒｓ］、Ｎ－メチル［Ｎｍｅ］、パルミトイル化［Ｐａｌｍ
］、ステロイル化［Ｓｔｅｒ］及び７－メトキシクマリン酢酸［Ｍｃａ］が含まれる。Ｃ
末端修飾には、例えばアミド［ＮＨ２］、４－Ｂｒａｎｃｈ　ＭＡＰ樹脂［ＭＡＰＣ］及
びヒドロキシル［ＯＨ］が含まれる。
【０１００】
　そこからペプチド試薬を誘導しようとするタンパク質、よって出発アミノ酸配列を考え
ると、一方または両方の末端に対する修飾を有するペプチドを含めたペプチドまたは複数
のペプチドのライブラリーは容易に商業的に利用可能な外注ペプチド合成サービスにより
作成され得る。前記サービスは、現在例えばＳｉｇｍａ－Ｇｅｎｏｓｙｓ（ＰＥＰｓｃｒ
ｅｅｎ（登録商標）として）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ及びＧｅｎｅＴｅｌ　Ｌａｂｏａｔ
ｏｒｉｅｓからルーチンに利用可能である。
【０１０１】
　本発明に記載のペプチド試薬は、当業者が認識している幾つかの検出方法のいずれかに
より自己抗体の標的タンパク質に対する結合の阻害について試験し得る。典型的には、ペ
プチド試薬は濃度の異なる幾つかの溶液を調製するために希釈剤を用いて作成される。各
溶液を選択した量の公知量の自己抗体及び標的タンパク質を含有する検査サンプルと組み
合わせる。検出可能標識及び標的タンパク質に対する特異的結合パートナー（すなわち、
抗体）を含む検出コンジュゲートも添加する。検出コンジュゲートより発生するシグナル
を使用して、ペプチド試薬の各希釈物の標的タンパク質に対する自己抗体の結合に関する
相対的阻害活性を定量し得る。
【０１０２】
　例えば、各々が標的タンパク質から誘導される異なるアミノ酸配列を有する各ペプチド
試薬の等モル量の出発溶液を得、次いで予め選択した異なる濃度（典型的には、ｎｍｏｌ
／ｍＬ範囲）の溶液を得るために適当なプレインキュベーション希釈剤を用いて希釈し得
る。標的タンパク質（典型的には、組換えタンパク質）をマイクロプレート上に適当なバ
ッファー溶液を用いてコーティングし、標的タンパク質をプレートに結合させるのに十分
な条件下で、例えば３８℃で約１時間維持し得る。次いで、タンパク質にウシ血清アルブ
ミン及びスクロースのＰＢＳ中溶液を順次用いてオーバーコーティングし得る。マウス抗
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ヒトＩｇＧを当業界で公知の標識法に従って検出可能標識で標識することにより検出コン
ジュゲートを作成し得る。例えば、検出可能標識は化学発光化合物（例えば、アクリジニ
ウム化合物）であり得るが、これに限定されない。
【０１０３】
　次いで、阻害剤ペプチド試薬の各希釈物を標的自己抗原に対する内因性自己抗体を公知
量含有する検査サンプルと好ましくは約１：１の容量比で混合する。生じた溶液をマイク
ロプレート中に配置し、密封し、ペプチド試薬の自己抗体に対する結合を得るのに十分な
条件で、例えば室温で約６～２４時間維持する。ポジティブ及び低コントロールである検
査サンプルを適当なプレインキュベーション希釈剤で希釈し、マイクロプレートに例えば
３組配置する。プレートを結合を得るのに十分な条件で、例えば３７℃で少なくとも約２
時間インキュベートし、プレートを適当なバッファー（例えば、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登
録商標）洗浄バッファー）で洗浄する。次いで、検出コンジュゲートをプレートに添加す
る。例えば、検出コンジュゲートは検出可能標識にコンジュゲートされているマウス抗ヒ
トＩｇＧ特異的モノクローナル抗体であり得る。プレートを再び検出コンジュゲートを標
的自己抗原に結合させるのに十分な条件で、例えば３７℃で約１時間インキュベートした
後、洗浄バッファーを用いて最終洗浄する。
【０１０４】
　検出のために、マイクロプレートを選択した具体的標識及び検出方法に適した方法に従
って処理する。例えば、アクリジニウム化合物が検出可能標識である検出コンジュゲート
を用いる場合には、マイクロプレートをマイクロプレートリーダー（例えば、Ｍｉｔｈｒ
ａｓマイクロプレートリーダー，Ｂｅｒｔｈｏｌｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ
，テネシー州オークリッジ）に充填し、適当な温度（例えば、２８℃）で平衡化する。プ
レトリガー溶液及びトリガー溶液を順次添加した後、各ウェルからの化学発光シグナルを
数秒間記録する。次いで、生じた化学発光シグナルを記録する。シグナルのデータ分析は
、各ペプチド試薬による阻害の相対強度を示すために各ペプチド試薬の濃度に対するシグ
ナル対低コントロールの比（Ｓ／ＬＣ）のプロットとしてシグナルを比較することを含み
得る。
【０１０５】
　　Ｃ．検査サンプル中の対象タンパク質を検出するためのイムノアッセイ
　本発明は、標的タンパク質に対する自己抗体が存在するか存在しないかもしれない検査
サンプル中の対象のタンパク質アナライトを検出するためのイムノアッセイにおける本明
細書中に開示されているペプチド試薬の使用方法にも関する。対象のタンパク質アナライ
トは典型的には自己抗原である。本明細書中の他の所に記載されているように、それに対
する自己抗体が発表されているタンパク質である自己抗原の例には、心臓トロポニン、ミ
エロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）及び甲状腺刺激ホルモン（
ＴＳＨ）が含まれるが、これらに限定されない。本明細書中に記載されているペプチド試
薬及び関連方法は、まだそれに対する自己抗体は発表されていないが、その自己抗体がタ
ンパク質の免疫検出を干渉する恐れがある診断対象の他のタンパク質の検出にも適用され
得る。
【０１０６】
　本発明の方法は、被験者から検査サンプルを採取し、その後サンプル中に存在している
かもしれないアナライトに対する自己抗体の存在を相殺しながら、免疫検出を用いて対象
タンパク質、特に臨床対象の自己抗原の存在を検出することを含む。これは、サンプル中
に存在しているかもしれない自己抗体のタンパク質への結合を阻害するタンパク質から誘
導されるペプチド試薬を提供することにより部分的に達成される。
【０１０７】
　イムノアッセイ方法
　本発明の方法が多様のフォーマットで実施されるイムノアッセイに適用され得ることは
認識されている。各種イムノアッセイフォーマットが対象タンパク質の検出そのもの及び
ペプチド試薬の阻害強度を評価するための本明細書中に開示されているペプチド試薬の検
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査の両方に対して適用され得る。イムノアッセイの概説は、全文を参照により本明細書に
組み入れるＭＥＨＯＤＳ　ＩＮ　ＣＥＬＬ　ＢＩＯＬＯＧＹ，ＶＯＬＵＭＥ　３７：ＡＮ
ＴＩＢＯＤＩＥＳ　ＩＮ　ＣＥＬＬ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ａｓａｉ編，Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９３）、及びＢＡＳＩＣ　ＡＮＤ　ＣＬ
ＩＮＩＣＡＬ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ，第７版，Ｓｔｉｔｅｓ　＆　Ｔｅｒｒ編（１９９
１）中にある。
【０１０８】
　本発明に記載のペプチド試薬は、タンパク質に対する自己抗体が存在しているかもしれ
ない検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質（抗原）の免疫検出を助ける。本
明細書中の他の所に記載されているように、ペプチド試薬が誘導されるタンパク質は、例
えば心臓トロポニンＩ、心臓トロポニンＴ、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、β－ヒト絨
毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣＧ）、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前立腺特異抗
原（ＰＳＡ）、ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプチド（ｈＢＮＰ）、ミオシン軽鎖２、ミオシ
ン－６及びミオシン－７からなる群から選択され得る。典型的には、検査サンプルは例え
ば全血、血清または血漿であるが、対象タンパク質に対する自己抗体をも含み得る対象タ
ンパク質を含有していると疑われる任意の生体材料、好ましくは体液であり得る。
【０１０９】
　使用に際し、本明細書中に開示されている少なくとも１つのペプチド試薬を検査サンプ
ルと組合せて、第１混合物を形成する。よって、第１混合物は少なくともペプチド試薬を
含み、ある量の標的タンパク質及び標的タンパク質に対する自己抗体を含有しているかも
しれない。標的タンパク質及び該タンパク質に対する内因性自己抗体がサンプル中に存在
している場合、ペプチド試薬は検査サンプル中の自己抗体とタンパク質間の相互作用を破
壊し、すなわち阻止して、別の結合パートナーと特異的に結合しない標的タンパク質が残
る。次いで、前記方法を典型的なサンドイッチイムノアッセイフォーマットに従って進行
させる。例えば、次いで第１混合物を第１特異的結合パートナー（すなわち、対象タンパ
ク質と特異的に結合する抗体）と組み合わせることにより第２混合物を作成する。タンパ
ク質及び抗体対が第１特異的結合パートナー－タンパク質複合体を形成する。次いで、第
２混合物に検出コンジュゲート（すなわち、検出可能標識にコンジュゲートされている抗
体）を導入する。検出コンジュゲートの抗体もタンパク質の特異的結合パートナー（すな
わち、第２特異的結合パートナー）である。検出コンジュゲートの抗体は第１特異的結合
パートナー－タンパク質複合体に結合して、第１特異的結合パートナー、タンパク質及び
第２特異的結合パートナーを含む免疫検出複合体を形成する。ペプチド試薬がサンプル中
に存在している自己抗体の標的タンパク質に対する結合を防ぐので、ペプチド試薬により
自己抗体が免疫検出複合体の形成を干渉するのが防止される。シグナルが検出コンジュゲ
ート上の検出可能標識より発生しまたは検出可能標識から放出され、シグナルは検査サン
プル中の対象タンパク質の存在を検出するために使用する。検出コンジュゲートより発生
したシグナルは、免疫検出複合体の形成速度（ｋ１）対免疫検出複合体の解離速度（ｋ２
）より調べられる対象タンパク質の濃度に比例する。
【０１１０】
　方法は、例えばアクリジニウム化合物の検出可能標識としての使用を含み得る。アクリ
ジニウム化合物を使用する場合、方法は更に第２混合物に対して過酸化水素源を生成また
は供給し、生じた混合物に塩基性溶液を添加し、発生または放出される光シグナルを測定
し、サンプル中の対象タンパク質を検出することを含む。過酸化水素源はバッファー、過
酸化水素を含有する溶液または過酸化水素を生成する酵素であり得る。塩基性溶液は例え
ば少なくとも約１０のｐＨを有する溶液である。
【０１１１】
　方法は場合により固相の使用を含み得る。例えば、第１特異的結合パートナー－タンパ
ク質複合体を形成する前またはその後に、第１特異的結合パートナーを固相上に固定化し
てもよい。第１特異的結合パートナー－タンパク質－第２特異的結合パートナー複合体を
形成する前またはその後に、第２特異的結合パートナーを固相上に固定化してもよい。使
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用する場合、固相は使用しようとする抗体を結合させるのに十分な表面親和性を有する適
当な材料であり得、多数の形態、例えば磁気粒子、ビーズ、試験管、マイクロタイタープ
レート、キュベット、膜、足場分子、水晶、フィルム、濾紙、ディスクまたはチップの形
態をとり得る。有用な固相材料には、天然高分子炭水化物及びその合成的に修飾、架橋ま
たは置換した誘導体、例えば寒天、アガロース、架橋アルギン酸、置換及び架橋グアーガ
ム、セルロースエステル、特に硝酸及びカルボン酸とのセルロースエステル、混合セルロ
ースエステル及びセルロースエーテル；窒素を含有する天然ポリマー、例えば架橋または
修飾ゼラチンを含めたタンパク質及び誘導体；天然炭化水素ポリマー、例えばラテックス
及びゴム；合成ポリマー、例えばポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスチレン、ポリ塩
化ビニル、ポリ酢酸ビニル及びその部分加水分解誘導体を含めたビニルポリマー、ポリア
クリルアミド、ポリメタクリレート、上記重縮合物のコポリマー及びターポリマー（例え
ば、ポリエステル、ポリアミド、及びポリウレタンまたはポリエポキシドのような他のポ
リマー）；無機材料、例えば硫酸バリウム、硫酸カルシウム、炭酸カルシウムを含めたア
ルカリ土類金属及びマグネシウムの硫酸塩または炭酸塩、アルカリ金属及びアルカリ土類
金属、アルミニウム及びマグネシウムのケイ酸塩；及びアルミニウムまたはケイ素の酸化
物または水和物、例えばクレー、アルミナ、タルク、カオリン、ゼオライト、シリカゲル
またはガラス（これらの材料は上記ポリマー材料と一緒にフィルターとして使用され得る
）；並びに上記クラスの混合物またはコポリマー、例えば既存の天然ポリマーに対する合
成ポリマーの重合を開始することにより得られるグラフトコポリマーが含まれる。これら
の材料はすべて適当な形状（例えば、フィルム、シート、チューブ、粒子またはプレート
）で使用され得、または適切な不活性担体（例えば、紙、ガラス、プラスチックフィルム
、ファブリック等）上にコーティング、結合またはラミネートしてもよい。ニトロセルロ
ースはモノクローナル抗体を含めた各種の試薬に対して優れた吸収及び吸着特性を有して
いる。ナイロンも類似の特性を有しており、適当である。
【０１１２】
　或いは、固相はミクロ粒子を構成し得る。本発明において有用なミクロ粒子は適当なタ
イプの粒状材料から当業者により選択され得、ポリスチレン、ポリメチルアクリレート、
ポリプロピレン、ラテックス、ポリテトラフルオロエチレン、ポリアクリロニトリル、ポ
リカーボネート、または類似の材料から構成されるものが含まれる。更に、ミクロ粒子は
磁性または常磁性ミクロ粒子、例えばカルボキシル化磁性ミクロ粒子であり得る。本発明
の方法は、固相がミクロ粒子からなる自動及び半自動システムを含めたミクロ粒子テクノ
ロジーを利用するシステムにおいて使用するためにアレンジされ得る。前記システムには
、それぞれ欧州特許出願公開Ｎｏｓ．ＥＰ　０　４２５　６３３及びＥＰ　０　４２４　
６３４に対応する係属中の米国特許出願Ｎｏ．４２５，６５１及び米国特許Ｎｏ．５，０
８９，４２４、並びに米国特許Ｎｏ．５，００６，３０９に記載されている
【０１１３】
　特定実施形態では、固相は１つ以上の電極を含む。抗体を１つ以上の電極に対して直接
または間接的に固定し得る。１つの実施形態では、例えば、第１特異的結合パートナーの
抗体を磁性または常磁性ミクロ粒子に固定し得、その後マグネットを用いて電極表面の近
傍に配置する。１つ以上の電極が固相として働くシステムは、検出が電気化学的相互作用
に基づいている場合に有用である。このタイプの典型的システムは、例えば米国特許Ｎｏ
．６，８８７，７１４（２００５年５月３日発行）に記載されている。基本的方法を電気
化学的検出に関して更に以下に記載する。
【０１１４】
　固相の選択に影響を与える他の考慮すべき要件には、標識実体の非特異的結合を最小限
とする能力及び使用する標識化システムとの適合性が含まれる。例えば、蛍光標識と一緒
に使用される固相はシグナル検出できるように十分に低いバックグラウンド蛍光を有して
いなければならない。
【０１１５】
　よって、本発明によれば、対象タンパク質の存在を検出するための本発明のイムノアッ
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セイは固体支持体であり得る固相を用いる不均一アッセイである。イムノアッセイは、例
えば外因性抗体を固相上に固定化することにより実施され、前記外因性抗体が対象タンパ
ク質上の少なくとも１つのエピトープと反応性であり、第１特異的結合パートナーとして
機能する。ペプチド試薬を検査サンプルに導入する。次いで、第１特異的結合パートナー
を対象タンパク質へ特異的結合させ、よって固相に結合されている第１特異的結合パート
ナー－タンパク質複合体を形成するのに十分な条件下で検査サンプルを第１特異的結合パ
ートナーと接触させる。検査サンプルが少なくとも１つのタンパク質に対する自己抗体を
含有している場合、ペプチド試薬は対象タンパク質と自己抗体間の相互作用を阻止する。
固相に結合した第１特異的結合パートナー－タンパク質複合体を、検査サンプル中に存在
している対象タンパク質に対して検出コンジュゲートを特異的結合させるのに十分な条件
下で検出コンジュゲートと接触させる。こうして、第１特異的結合パートナー－タンパク
質複合体及び検出コンジュゲートを含む免疫検出複合体が形成される。
【０１１６】
　典型的には、検出コンジュゲートは検出可能標識を含む。使用する検出アプローチに応
じて、免疫検出複合体の光学的、電気的または状態変化シグナルを測定する。よって、免
疫検出複合体は典型的には、形成されると物理的検出及び／または定量を受けやすいシグ
ナルを発生する分子のコンフィギュレーションである。イムノアッセイは例示の目的で一
連のステップを含むと上記されているが、検査サンプルを第１（捕捉）抗体及び第２（検
出）抗体と同時に、または任意の順序で逐次接触させてもよい。接触順序に関係なく、自
己抗体がサンプル中に存在しているならば、ペプチド試薬は対象タンパク質の検査サンプ
ル中に存在している自己抗体との相互作用を阻止する。
【０１１７】
　本発明に記載のサンドイッチイムノアッセイの１つのフォーマットでは、検出は第１特
異的結合パートナー、対象タンパク質及び第２特異的結合パートナー（検出コンジュゲー
ト）を含む固相固定した免疫検出複合体からのシグナルを検出することを含む。１つの実
施形態では、免疫検出複合体を典型的には洗浄により固相から分離し、結合した標識から
のシグナルを検出する。本発明に記載のサンドイッチイムノアッセイの別のフォーマット
では、免疫検出複合体は固相固定した複合体を残しており、その後検出される。
【０１１８】
　抗体
　本発明に記載のイムノアッセイでは、第１特異的結合パートナーはポリクローナル抗体
、モノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト抗体、親和性成熟した抗体または抗体断片を含
めた抗体であり得る。同様に、第２抗体はポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キ
メラ抗体、ヒト抗体、親和性成熟した抗体または抗体断片であり得る。
【０１１９】
　モノクローナル抗体はタンパク質／抗原に対して非常に特異性であるが、好ましくはポ
リクローナル抗体ができるだけ多くのタンパク質／抗原を固定化するための捕捉（第１）
抗体として使用され得る。この後、タンパク質／抗原に対して本質的により高い結合特異
性を有するモノクローナル抗体を検出（第２）抗体として使用し得ることが好ましい。い
ずれの場合も、第１特異的結合パートナーとして働く抗体及び第２特異的結合パートナー
として働く抗体は、好ましくは１つの抗体の妨害または１つの抗体による他の抗体により
認識されるエピトープとの干渉を避けるためにタンパク質上の２つの非重複エピトープを
認識する。各抗体が他の抗体の結合を干渉することなく、使用する複数の抗体が対象タン
パク質上の異なるエピトープに同時に結合できることが好ましい。
【０１２０】
　ポリクローナル抗体は、免疫原を適当な非ヒト哺乳動物（例えば、マウスまたは家兎）
に注射（例えば、皮下または筋肉内注射）することにより産生される。一般的に、免疫原
は標的抗原（対象タンパク質）に対して比較的高い親和性を有する高力価の抗体の産生を
誘導しなければならない。
【０１２１】
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　所望ならば、抗原を当業界で公知のコンジュゲーション技術により担体タンパク質にコ
ンジュゲートしてもよい。通常使用されている担体には、キーホールインペットヘモシア
ニン（ＫＬＨ）、サイログロブリン、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）及び破傷風トキソイ
ドが含まれる。次いで、コンジュゲートは動物を免疫化するために使用される。
【０１２２】
　次いで、動物から採取した血液サンプルから抗体を得る。ポリクローナル抗体を産生す
るために使用される技術は、文献（例えば、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ，“Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｔｉｓｅｒａ　Ｗｉｔｈ　Ｓｍａｌｌ　Ｄｏｓ
ｅｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ：Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌ　Ｉｎｊ
ｅｃｔｉｏｎｓ”，Ｌａｎｇｏｎｅら編（Ａｃａｄ．Ｐｒｅｓｓ，１９８１）を参照され
たい）に広く記載されている。動物より産生されたポリクローナル抗体を、例えば標的抗
原が結合しているマトリックスに結合させ、マトリックスから溶離させることにより更に
精製してもよい。当業者はポリクローナル及びモノクローナル抗体を精製及び／または濃
縮するために免疫学分野で一般的な各種技術を知っている（例えば、Ｃｏｌｉｇａｎら（
１９９１）Ｕｎｉｔ　９，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｙ，Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅを参照されたい）。
【０１２３】
　多くの用途に対して、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）が好ましい。ｍＡｂを分泌するハ
イブリドーマを産生するために使用される一般的方法は公知である（Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５）。簡単に説明すると
、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎが記載しているように、技術はメラノーマ、
奇形癌、或いは頸部、グリオームまたは肺の癌を有する５人の別々の癌患者の限局排出リ
ンパ節からリンパ球を単離し、細胞をプールし、細胞をＳＨＦＰ－１と融合することを含
む。癌細胞株に結合する抗体の産生についてハイブリドーマをスクリーニングする。ｍＡ
ｂの中での特異性の確認は、対象ｍＡｂの基本的反応パターンを調べるためにＥＬＩＳＡ
のようなルーチンのスクリーニング技術を用いて実施され得る。
【０１２４】
　本明細書中で使用されている用語「抗体」は、ファージディスプレーテクノロジーを用
いて産生／選択され得る抗原に結合する抗体断片、例えば一本鎖抗体（ｓｃＦｖまたはそ
の他）を包含する。細菌（バクテリオファージまたはファージ）を感染させるウイルスの
表面上で抗体断片を発現する能力により、例えば１０１０以上の非結合クローンのライブ
ラリーから単一結合抗体断片を単離することができる。ファージ（ファージディスプレー
）の表面上で抗体断片を発現させるために、抗体断片遺伝子をファージ表面タンパク質を
エンコードする遺伝子（例えば、ｐＩＩＩ）に挿入し、抗体断片－ｐＩＩＩ融合タンパク
質をファージ表面上で提示する（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ，３
４８：５５２－５５４；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら（１９９１）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．，１９：４１３３－４１３７）。
【０１２５】
　ファージの表面上の抗体断片は機能性であるので、ファージを有する抗原結合抗体断片
を抗原親和性クロマトグラフィーにより非結合ファージから分離し得る（ＭｃＣａｆｆｅ
ｒｔｙら（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４）。抗体断片の親和性に応
じて、１回の親和性選択で２０～１，０００，０００倍の濃縮係数が得られる。しかしな
がら、細菌を溶離ファージで感染させることにより、より多くのファージが増殖し、別の
回の選択にかけられ得る。このようにして、１回で１０００倍の濃縮が２回の選択で１，
０００，０００倍になり得る（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ，３４
８：５５２－５５４）。よって、濃縮が低くても（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７）、複数回の親和性選択によりまれなファージが
単離され得る。抗原に対するファージ抗体ライブラリーの選択により濃縮が生ずるので、
選択回数が３～４回くらいの少数の後でも大部分のクローンが抗原に結合する。よって、
比較的少数（数百）のクローンのみを抗原に対する結合について分析すればすむ。
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【０１２６】
　ヒト抗体は、ファージに対して比較的大きく多様なＶ遺伝子レパートリーを提示するこ
とにより前免疫化することなく産生され得る（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７）。１つの実施形態では、ヒト末梢血リンパ球中に存
在する天然ＶＨ及びＶＬレパートリーをＰＣＲにより非免疫化ドナーから単離する。Ｖ遺
伝子レパートリーはＰＣＲを用いてランダムに一緒にスプライスすると、ｓｃＦｖ遺伝子
レパートリーが生成され得、これをファージベクターにクローン化すると３０００万個の
ファージ抗体のライブラリー（Ｉｄ．）が作成される。単一「ナイーブ」ファージ抗体ラ
イブラリーから、ハプテン、多糖及びタンパク質を含めた１７以上の異なる抗原に対する
結合抗体断片が単離された（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２
：５８１－５９７；Ｍａｒｋｓら（１９９３）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：７
７９－７８３；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．，１２：７２５－７３
４；Ｃｌａｃｋｓｏｎら（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８）。ヒトサ
イログロブリン、免疫グロブリン、腫瘍壊死因子及びＣＥＡを含めた自己タンパク質に対
する抗体が産生された（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．，１２：７２
５－７３４）。抗体断片は選択のために使用される抗原に対して非常に特異的であり、１
ｎＭ～１００ｎＭの範囲の親和性を有する（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．，２２２：５８１－５９７；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．，
１２：７２５－７３４）。大型ファージ抗体ライブラリーにより、大部分の抗原に対して
より高い結合親和性を有する抗体がより多く単離される。
【０１２７】
　当業者は容易に認識しているように、抗体は多数の商用サービス（例えば、Ｂｅｒｋｅ
ｌｅｙ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ，Ａｎａｗａ、Ｅｕｒｏｇｅｎｅｔｅｃ等）により作成され得る。
【０１２８】
　検出システム－概説
　先に検討したように、本発明に記載のイムノアッセイは、典型的には対象タンパク質に
対して特異的な抗体を含む第２特異的結合パートナーを用いる。ある実施形態では、第２
特異的結合パートナーは抗体にコンジュゲートされている検出可能標識を含み、検出コン
ジュゲートとして機能する。
【０１２９】
　検出コンジュゲート中に使用するのに適した検出可能標識には、分光的、光化学的、生
化学的、免疫化学的、電気的、光学的または化学的手段により検出され得る部分を有する
化合物または組成物が含まれる。前記標識には、例えば放射性標識、酵素標識、化学発光
標識、蛍光標識、温度測定標識及びイムノポリメラーゼ連鎖反応標識が含まれる。
【０１３０】
　よって、例えば光学シグナルを用いるイムノアッセイでは、光学シグナルを化学発光、
蛍光、燐光、電気化学発光、紫外吸収、可視吸収、赤外吸収、屈折、表面プラズモン共鳴
のタンパク質濃度依存変化として測定する。電気シグナルを用いるイムノアッセイでは、
電気シグナルを電流、抵抗、電位、質量電荷比またはイオンカウントのタンパク質濃度依
存変化として測定する。状態変化シグナルを用いるイムノアッセイでは、状態変化シグナ
ルをサイズ、溶解度、質量または共鳴のタンパク質濃度依存変化として測定する。
【０１３１】
　より具体的には、標識は例えば酵素、オリゴヌクレオチド、ナノ粒子化学発光団、蛍発
光団、蛍光クエンチャー、化学発光クエンチャーまたはビオチンであり得る。本発明に記
載の有用な標識には、磁気ビーズ（例えば、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（商標））；蛍光染料（
例えば、フルオレセイン、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質）等（例え
ば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，米国オレゴン州ユージーンを参照されたい）；
化学発光化合物、例えばアクリジニウム（例えば、アクリジニウム－９－カルボキサミド
）、フェナントリジニウム、ジオキセタン、ルミノール等；放射標識（例えば、３Ｈ、１
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２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃまたは３２Ｐ）；触媒、例えば酵素（例えば、ホースラディシュ
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、及びＥＬＩＳＡに
おいて通常使用されているその他）；及び比色標識、例えば金コロイド（例えば、直径４
０～８０ｎｍの大きさの金粒子は高い効率で緑色光を散乱する）、または着色ガラスまた
はプラスチック（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックス等）ビーズが含ま
れる。前記標識の使用を教示する特許には、米国特許Ｎｏｓ．３，８１７，８３７、３，
８５０，７５２、３，９３９，３５０、３，９９６，３４５、４，２７７，４３７、４，
２７５，１４９及び４，３６６，２４１が含まれる。
【０１３２】
　生体サンプルと接触させる前、その間またはその後に、標識を検出抗体に結合して検出
コンジュゲートを形成してもよい。所謂「直接標識」は、アッセイに使用する前に直接検
出抗体に結合または取り込まれる検出可能標識である。直接標識は当業者に公知の多数の
手段により検出抗体に結合または取り込まれ得る。
【０１３３】
　対照的に、所謂「間接標識」は、典型的にはアッセイ中の幾つかの時点で検出抗体に結
合させる。多くの場合、間接標識を使用前に検出剤に結合または取り込まれる部分に結合
させる。よって、例えば、アッセイで使用する前に検出抗体をビオチニル化し得る。アッ
セイ中、アビジンコンジュゲートした蛍発光団はビオチンを有する検出剤に結合して、容
易に検出される標識を形成する。
【０１３４】
　間接標識法の別の例では、免疫グロブリン定常領域に特異的に結合し得るポリペプチド
（例えば、ポリペプチドＡまたはポリペプチドＧ）も抗体を検出するための標識として使
用され得る。これらのポリペプチドはストレプトコッカス細菌の細胞壁の通常成分である
。これらは、各種種由来の免疫グロブリン定常領域と強い非免疫原反応性を示す（一般的
に、Ｋｒｏｎｖａｌら（１９７３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１１１：１４０１－１４０６
、及びＡｋｅｒｓｔｒｏｍ（１９８５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３５：２５８９－２５
４２を参照されたい）。よって、前記ポリペプチドを標識し、アッセイ混合物に添加し得
、ここで捕捉及び検出抗体、並びに自己抗体に結合し、すべてが標識され、サンプル中に
存在しているタンパク質及び自己抗体に寄与する複合シグナルが与えられる。
【０１３５】
　本発明において有用な幾つかの標識は、検出可能なシグナルを発生させるために１つ以
上の追加の試薬を使用しなければならないことがある。ＥＬＩＳＡでは、例えば酵素標識
（例えば、β－ガラクトシダーゼ）は検出可能なシグナルを発生させるために基質（例え
ば、Ｘ－ｇａｌ）の添加を必要とする。直接標識としてアクリジニウム化合物を用いるイ
ムノアッセイ検出方法では、塩基性溶液及び過酸化水素源を添加する。
【０１３６】
　検出システム－典型的フォーマット
　化学発光イムノアッセイ：典型的実施形態では、上記した方法において検出コンジュゲ
ートの一部としての直接標識として化学発光化合物を使用する。化学発光化合物はアクリ
ジニウム化合物であり得る。アクリジニウム化合物を検出可能標識として使用する場合、
上記した方法は更に、検査サンプルを第１特異的結合パートナー及び第２特異的結合パー
トナーと接触させると生ずる混合物（検出コンジュゲート）に過酸化水素源を生成または
供給し、光シグナルを発生させるために混合物に少なくとも１つの塩基性溶液を添加する
ことを含み得る。次いで、混合物により発生または放出された光シグナルを測定して、検
査サンプル中の対象タンパク質を検出する。
【０１３７】
　過酸化水素源は、バッファー溶液または過酸化水素を含有する溶液、或いは検査サンプ
ルに添加したとき過酸化水素を生成する酵素であり得る。過酸化水素を生成する酵素は、
例えば（Ｒ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、（Ｓ）－２－ヒドロキシ酸オキシ
ダーゼ、（Ｓ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、３－ａｃｉ－ニトロプロパン酸
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オキシダーゼ、３－ヒドロキシアントラニル酸オキシダーゼ、４－ヒドロキシマンデル酸
オキシダーゼ、６－ヒドロキシニコチン酸デヒドロゲナーゼ、アブシシンアルデヒドオキ
シダーゼ、アシル－ＣｏＡオキシダーゼ、アルコールオキシダーゼ、アルデヒドオキシダ
ーゼ、アミンオキシダーゼ、アミンオキシダーゼ（銅含有）、アミンオキシダーゼ（フラ
ビン含有）、アリールアルコールオキシダーゼ、アリールアルデヒドオキシダーゼ、カテ
コールオキシダーゼ、コレステロールオキシダーゼ、コリンオキシダーゼ、コランバミン
オキシダーゼ、シクロヘキシルアミンオキシダーゼ、シトクロームｃオキシダーゼ、Ｄ－
アミノ酸オキシダーゼ、Ｄ－アラビノノ－１，４－ラクトンオキシダーゼ、Ｄ－アラビノ
ノ－１，４－ラクトンオキシダーゼ、Ｄ－アスパラギン酸オキシダーゼ、Ｄ－グルタミン
酸オキシダーゼ、Ｄ－グルタミン酸（Ｄ－アスパラギン酸）オキシダーゼ、ジヒドロベン
ゾフェナントリジンオキシダーゼ、ジヒドロオロット酸オキシダーゼ、ジヒドロウラシル
オキシダーゼ、ジメチルグリシンオキシダーゼ、Ｄ－マンニトールオキシダーゼ、エクジ
ソンオキシダーゼ、エタノールアミンオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、グルコ
ースオキシダーゼ、グルタチオンオキシダーゼ、グリセロール－３－リン酸オキシダーゼ
、グリシンオキシダーゼ、グリオキシル酸オキシダーゼ、ヘキソースオキシダーゼ、ヒド
ロキシフィタン酸オキシダーゼ、インドール－３－アセトアルデヒドオキシダーゼ、乳酸
オキシダーゼ、Ｌ－アミノ酸オキシダーゼ、Ｌ－アスパラギン酸オキシダーゼ、Ｌ－ガラ
クトノラクトンオキシダーゼ、Ｌ－グルタミン酸オキシダーゼ、Ｌ－グロノラクトンオキ
シダーゼ、Ｌ－リシン６－オキシダーゼ、Ｌ－リシンオキシダーゼ、長鎖アルコールオキ
シダーゼ、Ｌ－ピペコリン酸オキシダーゼ、Ｌ－ソルボースオキシダーゼ、リンゴ酸オキ
シダーゼ、メタンチオールオキシダーゼ、モノアミノ酸オキシダーゼ、Ｎ６－メチルリシ
ンオキシダーゼ、Ｎ－アシルヘキソサミンオキシダーゼ、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈオキシダーゼ、
ニトロアルカンオキシダーゼ、Ｎ－メチル－Ｌ－アミノ酸オキシダーゼ、ヌクレオシドオ
キシダーゼ、シュウ酸オキシダーゼ、ポリアミンオキシダーゼ、ポリフェノールオキシダ
ーゼ、ポリビニルアルコールオキシダーゼ、プレニルシステインオキシダーゼ、タンパク
質－リシン６－オキシダーゼ、プトレシンオキシダーゼ、ピラノースオキシダーゼ、ピリ
ドキサール５’－リン酸シンターゼ、ピリドキシン４－オキシダーゼ、ピロロキノリン－
キノンシンターゼ、ピルビン酸オキシダーゼ、ピルビン酸オキシダーゼ（ＣｏＡ－アセチ
ル化）、レチクリンオキシダーゼ、レチナールオキシダーゼ、リファマイシンＢオキシダ
ーゼ、サルコシンオキシダーゼ、第２級アルコールオキシダーゼ、亜硫酸オキシダーゼ、
スーパーオキシドジスムターゼ、スーパーオキシドレダクターゼ、テトラヒドロベルベリ
ンオキシダーゼ、チアミンオキシダーゼ、トリプトファンα，β－オキシダーゼ、尿酸オ
キシダーゼ（ウリカーゼ、尿酸オキシダーゼ）、バニリルアルコールオキシダーゼ、キサ
ンチンオキシダーゼ、キシリトールオキシダーゼ及びその組合せからなる群から選択され
得る。
【０１３８】
　塩基性溶液はトリガー溶液として役立ち、少なくとも１つの塩基性溶液及び検出可能標
識を添加する順序は臨界的でない。方法において使用される塩基性溶液は少なくとも１つ
の塩基を含有し、１０以上、好ましくは１２以上のｐＨを有する溶液である。塩基性溶液
の例には、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化カルシウム、水酸化アンモニウム
、水酸化マグネシウム、炭酸ナトリウム、炭酸水素ナトリウム、水酸化カルシウム、炭酸
カルシウム及び炭酸水素カルシウムが含まれるが、これらに限定されない。検査サンプル
に添加される塩基性溶液の量はアッセイで使用する塩基性溶液の濃度に依存する。使用す
る塩基性溶液の濃度に基づいて、当業者は本明細書に記載されている方法において使用し
ようとする塩基性溶液の量を容易に決定することができる。
【０１３９】
　検出可能標識としてアクリジニウム化合物を用いる本発明に記載の化学発光イムノアッ
セイにおいて、好ましくはアクリジニウム化合物はアクリジニウム－９－カルボキサミド
である。具体的には、アクリジニウム－９－カルボキサミドは、式Ｉ：
【０１４０】
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【化９】

（式中、
　Ｒ１及びＲ２は各々独立してアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアル
アルキル、スルホアルキル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルからなる群から選択
され；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有する。
【０１４１】
　アクリジニウム９－カルボキサミドの製造方法は、Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．，Ｊ
．Ｂｉｏｌｕｍｉｎ．Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎ．，６，１０７－１４（１９９１）；Ａｄａ
ｍｃｚｙｋ，Ｍ．，Ｃｈｅｎ，Ｙ．－Ｙ．，Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．，Ｐａｎ，Ｙ
．，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．，６３，５６３６－５６３９（１９９８）；Ａｄａｍｃｚｙ
ｋ，Ｍ．，Ｃｈｅｎ，Ｙ．－Ｙ．，Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．，Ｍｏｏｒｅ，Ｊ．Ａ
．，Ｓｈｒｅｄｅｒ，Ｋ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，５５，１０８９９－１０９１４（
１９９９）；Ａｄａｍｃｚｙｋ，Ｍ．，Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．，Ｍｏｏｒｅ，Ｊ
．Ａ．，Ｐａｎ，Ｙ．，Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．，１，７７９－７８１（１９９９）；Ａｄａ
ｍｃｚｙｋ，Ｍ．，Ｃｈｅｎ，Ｙ．－Ｙ．，Ｆｉｓｈｐａｕｇｈ，Ｊ．Ｒ．，Ｍａｔｔｉ
ｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．，Ｐａｎ，Ｙ．，Ｓｈｒｅｄｅｒ，Ｋ．，Ｙｕ，Ｚ．，Ｂｉｏｃｏｎ
ｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，１１，７１４－７２４（２０００）；Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，
Ｐ．Ｇ．，Ａｄａｍｃｚｙｋ，Ｍ．，Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ：Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｄｙｋｅ，Ｋ．
Ｖ．編，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ｐ．７７－１０５（２００２）；
Ａｄａｍｃｚｙｋ，Ｍ．，Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．，Ｍｏｏｒｅ，Ｊ．Ａ．，Ｐａ
ｎ，Ｙ．，Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．，５，３７７９－３７８２（２００３）；並びに米国特許
Ｎｏｓ．５，４６８，６４６，５，５４３，５２４及び５，７８３，６９９（前記製造方
法に関する教示のために各々の全文を参照により本明細書に組み入れる）に記載されてい
る。
【０１４２】
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　或いは、アクリジニウム化合物はアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエス
テルであり得る。アクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルは式ＩＩ：
【０１４３】
【化１０】

（式中、
　Ｒ１はアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアルアルキル、スルホアル
キル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルであり；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有し得る。
【０１４４】
　本発明において使用され得る上記式ＩＩを有するアクリジニウム－９－カルボキシレー
トアリールエステルの例には、１０－メチル－９－（フェノキシカルボニル）アクリジニ
ウムフルオロスルホネート（ミネソタ州アナーバーに所在のＣａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌから入手可能）が含まれるが、これに限定されない。アクリジニウム－９－カルボキ
シレートアリールエステルの製造方法は、ＭｃＣａｐｒａ，Ｆ．ら，Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ
．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．，４，１１１１－２１（１９６５）；Ｒａｚａｖｉ，Ｚ．ら，Ｌ
ｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，１５：２４５－２４９（２０００）；Ｒａｚａｖｉ，Ｚ．ら，
Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，１５：２３９－２４４（２０００）；及び米国特許Ｎｏ．５
，２４１，０７０（前記製造方法に関する教示のために各々の全文を参照により本明細書
に組み入れる）に記載されている。
【０１４５】
　少なくとも１つのアクリジニウム化合物に加えて、インジケーター溶液は少なくとも１
つの界面活性剤を含み得る。本発明では、水に溶解させたとき水の表面張力を低下させ、
有機化合物の溶解度を上昇させる界面活性剤が使用され得る。使用され得る界面活性剤の
例は１つ以上の非イオン性またはイオン性界面活性剤（例えば、アニオン性、カチオン性
または双イオン性界面活性剤）である。使用され得る非イオン性界面活性剤には、ｔ－オ
クチルフェノキシポリエトキシエタノール（トリトンＸ－１００，Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒ
ｉｃｈ，ミズーリ州セントルイス）、ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート（ト
ゥイーン２０）、ノニルフェノールポリオキシエチレンエーテル（ノニデットＰ　１０）
、デシルジメチルホスフィンオキシド（ＡＰＯ－１０）、シクロヘキシル－ｎ－エチル－
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β－Ｄ－マルトシド、シクロヘキシル－ｎ－ヘキシル－β－Ｄ－マルトシド、シクロヘキ
シル－ｎ－メチル－β－Ｄ－マルトシド、ｎ－デカノイルスクロース、ｎ－デシル－β－
Ｄ－グルコピラノシド、ｎ－デシル－ｐ－Ｄ－マルトピラノシド、ｎ－デシル－β－Ｄ－
チオマルトシド、ジギトニン、ｎ－ドデカノイルスクロース、ｎ－ドデシル－β－Ｄ－グ
ルコピラノシド、ｎ－ドデシル－β－Ｄ－マルトシド、ポリオキシエチレン（１０）ドデ
シルエーテル（ゲナポールＣ－１００）、イソトリデカノールポリグリコールエーテル（
ゲナポールＸ－８０）、イソトリデカノールポリグリコールエーテル（ゲナポールＸ－１
００）、ヘプタン－１，２，３－トリオール、ｎ－ヘプチル－β－Ｄ－グルコピラノシド
、ｎ－ヘプチル－β－Ｄ－チオグルコピラノシド及びその組合せ含まれるが、これらに限
定されない。使用され得るイオン性界面活性剤の例には、コール酸ナトリウム、ケノデオ
キシコール酸、コール酸、デヒドロコール酸、ドクサートナトリウム、ドクサートナトリ
ウム塩、グリココール酸水和物、グリコデオキシコール酸一水和物、グリコリチオコール
酸エチルエステル、Ｎ－ラウロイルサルコシンナトリウム塩、Ｎ－ラウロイルサルコシン
、ドデシル硫酸リチウム、プロピオン酸カルシウム、１－オクタンスルホン酸ナトリウム
塩、１－ブタンスルホン酸ナトリウム、ケノデオキシコール酸ナトリウム、コール酸ナト
リウム水和物、１－デカンスルホン酸ナトリウム、１－デカンスルホン酸ナトリウム、デ
オキシコール酸ナトリウム、デオキシコール酸ナトリウム一水和物、ドデシルベンゼンス
ルホン酸ナトリウム、ドデシル硫酸ナトリウム、グリコケノデオキシコール酸ナトリウム
、グリココール酸ナトリウム水和物、１－ヘプタンスルホン酸ナトリウム、ヘキサンスル
ホン酸ナトリウム、１－ノナンスルホン酸ナトリウム、オクチル硫酸ナトリウム、ペンタ
ンスルホン酸ナトリウム、１－プロパンスルホン酸ナトリウム水和物、タウロデオキシコ
ール酸ナトリウム水和物、タウロヒドロキシコール酸ナトリウム水和物、タウロウルソデ
オキシコール酸ナトリウム、タウロコール酸ナトリウム塩水和物、タウロリチオコール酸
３－スルフェートジナトリウム塩、トリトン（登録商標）Ｘ－２００、トリトン（登録商
標）ＱＳ－１５、トリトン（登録商標）ＱＳ－４４、トリトン（登録商標）ＸＱＳ－２０
、トリズマ（登録商標）ドデシルスルフェート、ウルソデオキシコール酸、臭化アルキル
トリメチルアンモニウム、アンプロリウム塩酸塩、塩化ベンザルコニウム、水酸化ベンゼ
トニウム、塩化ベンジルジメチルヘキサデシルアンモニウム、臭化ベンジルドデシルジメ
チルアンモニウム、コリンｐ－トルエンスルホネート塩、臭化ジメチルジオクタデシルア
ンモニウム、臭化ドデシルエチルジメチルアンモニウム、臭化ドデシルトリメチルアンモ
ニウム、臭化エチルヘキサデシルジメチルアンモニウム、ジラール試薬、臭化ヘキサデシ
ルピリジニウム、塩化ヘキサデシルピリジニウム一水和物、塩化ヘキサデシルピリジニウ
ム一水和物、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、ｐ－トルエンスルホン酸ヘキサ
デシルトリメチルアンモニウム、臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、ｐ－トルエ
ンスルホン酸ヘキサデシルトリメチルアンモニウム、ハイアミン（登録商標）１６２２、
塩化メチルベンゼトニウム、臭化ミリスチルトリメチルアンモニウム、臭化オキシフェノ
ニウム、Ν，Ν’，Ν’－ポリオキシエチレン（１０）－Ｎ－タロー－１，３－ジアミノ
プロパン、臭化テトラヘプチルアンモニウム、臭化テトラキス（デシル）アンモニウム、
臭化トソゾニウム、並びにルビカット（商標）ＦＣ３７０、ルビカット（商標）ＨＭ　５
５２、ルビカット（商標）ＨＯＬＤ、ルビカット（商標）ＭＳ　３７０、ルビカット（商
標）ＰＱ　１１ＰＮ及びその組合せ（すべてミズーリ州セントルイスに所在のＳｉｇｍａ
　Ａｌｄｒｉｃｈから入手可能）が含まれる。
【０１４６】
　場合により、少なくとも１つの塩基性溶液、過酸化水素源及び検出可能標識の１つ以上
を添加する前に検査サンプルを処理してもよい。前記処理には、希釈、限外濾過、抽出、
沈殿、透析、クロマトグラフィー及び消化が含まれ得る。前記処理は、本明細書中に先に
検討したように検査サンプルが受け得るまたは検査サンプルに施され得る前処理に加えて
または別になされ得る。更に、前記処理方法が検査サンプルに対して使用されるならば、
処理方法は対象タンパク質が検査サンプル中に未処理の検査サンプル（例えば、すなわち
、前記処理方法が施されていない検査サンプル）の濃度に比例した濃度で残存するような
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方法である。
【０１４７】
　本明細書中に先に簡単に記述したように、検査サンプル、少なくとも１つの塩基性溶液
、過酸化水素源及び検出可能標識を添加して混合物を形成する時期及び順次は臨界的でな
い。加えて、少なくとも１つの塩基性溶液、過酸化水素源及び検出可能標識により形成さ
れる混合物を場合によりある時間インキュベートしてもよい。例えば、混合物を約１秒～
約６０分間インキュベートしてもよい。具体的には、混合物を約１秒～約１８分間インキ
ュベートしてもよい。
【０１４８】
　化学発光検出可能標識を使用する場合には、少なくとも１つの塩基性溶液、過酸化水素
源及び検出可能標識を検査サンプルに添加した後、検出可能なシグナル、すなわち化学発
光シグナルが発生する。混合物より発生したシグナルを一定時間検出する。好ましくは、
混合物を形成すると同時にシグナルを検出する。検出期間は約０．０１～約３６０秒間、
より好ましくは約０．１～約３０秒間、最も好ましくは約０．５～約５秒間の範囲であり
得る。発生した化学発光シグナルは当業者に公知のルーチンの技術を用いて検出され得る
。
【０１４９】
　よって、本発明に記載の化学発光イムノアッセイでは、化学発光検出可能標識を使用し
、検査サンプルに添加し、塩基性溶液及び検出可能標識を添加した後に発生する化学発光
シグナルは検査サンプル中の対象タンパク質の存在を示し、そのシグナルを検出し得る。
検査サンプル中の対象タンパク質の量または濃度は発生したシグナルの強度に基づいて定
量され得る。具体的には、検査サンプル中に含まれる対象タンパク質の量は発生したシグ
ナルの強度に比例する。具体的には、存在する対象タンパク質の量は、発生した光の量を
対象タンパク質についての標準曲線との比較に基づいて、または参照標準に対する比較に
より定量され得る。標準曲線は公知濃度の対象タンパク質に対する連続希釈物または溶液
を用いて質量分光法により、重量測定により、当業界で公知の他の技術により作成し得る
。
【０１５０】
　蛍光偏光イムノアッセイ（ＦＰＩＡ）：典型的実施形態では、本発明に記載の蛍光偏光
イムノアッセイ（ＦＰＩＡ）では蛍光標識を使用する。一般的に、蛍光偏光技術は、特徴
的波長の平面偏光により励起されたとき蛍光標識は別の特徴的波長で所与の媒体での標識
の回転率に反比例する入射光に対する偏光度を保持している光（すなわち、蛍光）を放出
するという原理に基づいている。この性質の結果、強制回転を有する標識（例えば、比較
的少ない回転率を有する別の溶液成分に結合する標識）は溶液中に遊離しているときより
も放出された光の比較的高い蛍光度を保持する。
【０１５１】
　この技術は本発明に記載のイムノアッセイにおいて、例えば蛍光標識した実体が所与の
平面で放出される光の強度の変化が検出され得るように大きさが十分に異なる複合体を形
成するように試薬を選択することにより使用され得る。例えば、標識した心臓トロポニン
抗体（すなわち、第２特異的結合パートナー）が第１特異的結合パートナーに結合した１
つ以上の心臓トロポニン抗原により結合されると、結合が容易に検出される遊離の標識心
臓トロポニン抗体に比して生じた複合体は十分に大きく、その回転は十分に制約される。
【０１５２】
　ＦＰＩＡにおいて有用な蛍発光団には、フルオレセイン、アミノフルオレセイン、カル
ボキシフルオレセイン等、好ましくは５－及び６－アミノメチルフルオレセイン、５－及
び６－アミノフルオレセイン、６－カルボキシフルオレセイン、５－カルボキシフルオレ
セイン、チオウレアフルオレセイン及びメトキシトリアジノリル－アミノフルオレセイン
、並びに類似の蛍光誘導体が含まれる。蛍光偏光アッセイを実施し得る市販の自動計器の
例には、ＩＭｘシステム、ＴＤｘシステム及びＴＤｘＦＬｘシステム（すべて、イリノイ
州アボットパークに所在のＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから入手可能）が含
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まれる。
【０１５３】
　走査プローブ顕微鏡法（ＳＰＭ）：イムノアッセイのための走査プローブ顕微鏡法（Ｓ
ＰＭ）の使用も本発明のイムノアッセイ方法を容易にアレンジできるテクノロジーである
。ＳＰＭでは、特に原子間力顕微鏡法では、自己抗体を結合できるだけでなく、走査に適
した表面を有している固相に捕捉抗体を固定させる。捕捉抗体を例えばプラスチックまた
は金属表面に吸着させ得る。或いは、捕捉抗体を誘導化プラスチック、金属、シリコーン
またはガラスに対して当業者に公知の方法に従って共有結合させてもよい。捕捉抗体を結
合させた後、検査サンプルを固相と接触させ、走査プローブ顕微鏡を使用して固相固定し
た複合体を検出し、定量する。ＳＰＭを使用すると、イムノアッセイシステムにおいて典
型的に使用されている標識の必要が排除される。前記システムは参照により本明細書に組
み入れる米国特許出願Ｎｏ．６６２，１４７に記載されている。
【０１５４】
　微小電気機械システム（ＭＥＭＳ）：本発明に記載のイムノアッセイは微小電気機械シ
ステム（ＭＥＭＳ）を用いても実施され得る。ＭＥＭＳは、対象タンパク質を都合良く検
出できるように機械素子、光学素子及び純流体素子をエレクトロニクスと組合せたシリコ
ーン上に集積化した顕微鏡構造である。本発明において使用するのに適した典型的なＭＥ
ＭＳデバイスはＰｒｏｔｉｖｅｒｉｓのマルチカンチレバアレーである。このアレーは、
特別に設計したシリコーンマイクロカンチレバを化学機械的に作動させ、その後マルチカ
ンチレバ偏向を光学的に検出することに基づく。一方の側を結合パートナーでコーティン
グすると、マイクロカンチレバは相補的分子を含有する溶液に曝したとき曲がる。この曲
がりは結合事象による表面エネルギーの変化に起因する。曲がり（偏向）の程度を光学的
に検出すると、マイクロカンチレバに結合した相補的分子の量を測定することができる。
【０１５５】
　電気化学的検出システム：他の実施形態では、本発明に記載のイムノアッセイは電気化
学的検出を用いて実施され、この技術は当業者に公知である。電気化学的検出は、多くの
場合電流を測定し、記録するデバイスに接続させた１つ以上の電極を使用する。この技術
は、携帯式電気化学的検出器具及び内蔵アッセイ特異的試薬カートリッジを含む多数の市
販されているデバイス、例えばＩ－ＳＴＡＴ（登録商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ，イリノイ州アボットパーク）システムにおいて実現され得る。例えば、本
発明では、基本的トリガー溶液は内蔵ヘモグロビン試薬カートリッジ中に収容され得、検
査サンプルを添加すると検査サンプル中のヘモグロビンの量に比例する電流が少なくとも
１つの電極で発生する。電気化学的検出のための基本的手順は、例えばＨｅｉｎｅｍａｎ
とその同僚が記載している。これは、一次抗体（Ａｂ，ラット抗マウスＩｇＧ）を免疫化
し、その後抗原（Ａｇ，マウスＩｇＧ）、酵素標識にコンジュゲートされている二次抗体
（ＡＰ－Ａｂ，ラット抗マウスＩｇＧ及びアルカリホスファターゼ）、及びｐ－アミノフ
ェニルホスフェート（ＰＡＰＰ）を含有する一連の溶液に曝すことを伴っていた。ＡＰは
ＰＡＰＰをｐ－アミノフェノール（ＰＡＰＲ，“Ｒ”は還元形態を酸化形態ＰＡＰｏ、キ
ノンイミンと区別するために意図される）に変換し、これはＡＰが最適活性を示すｐＨ９
．０で酸素及び水の還元を干渉しない電位で電気化学的に可逆的である。その前駆体のフ
ェニルホスフェートがしばしば酵素基質として使用されているフェノールとは異なり、Ｐ
ＡＰＲは電極汚損を生じない。ＰＡＰＲは空気及び光酸化を受けるが、これらは小規模で
短い時間枠で容易に防止される。２０μｌ～３６０μＬの範囲のＰＡＰＰ容量を用いるミ
クロ電気化学的イムノアッセイでＰＡＰＲについてのピコモル検出限界及びＩｇＧについ
てのフェムトグラム検出限界が達成されたと既に報告されている。電気化学的検出を用い
るキャピラリーイムノアッセイでは、今までに報告されている最低検出限界は７０μＬの
容量及び３０分または２５分のアッセイ時間を用いて３０００分子のマウスＩｇＧである
。
【０１５６】
　本発明に記載の電気化学的検出を用いる典型的実施形態では、対象タンパク質と反応す
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る第１特異的結合パートナーとして働く抗体を固相である電極の表面に固定化し得る。次
いで、電極を例えばヒト由来の検査サンプルと接触させる。サンプル中のタンパク質は第
１特異的結合パートナー（例えば、抗体）に結合して、固相固定した複合体を形成する。
ペプチド試薬により、サンプル中に存在している自己抗体が標的タンパク質と相互作用し
、よって標的タンパク質の第１特異的結合パートナーへの結合を干渉するのが防止される
。固相固定化した複合体を検出可能標識を含む検出コンジュゲートと接触させる。第１特
異的結合パートナー、タンパク質及び検出コンジュゲートを含む免疫検出複合体が形成さ
れると、検出可能標識によりシグナルが発生し、次いでシグナルを検出する。
【０１５７】
　各種電気化学的検出システムが米国特許Ｎｏ．７，０４５，３６４（２００６年５月１
６日発行；参照により本明細書に組み入れる）、米国特許Ｎｏ．７，０４５，３１０（２
００６年５月１６日発行；参照により本明細書に組み入れる）、米国特許Ｎｏ．６，８８
７，７１４（２００５年５月３日発行；参照により本明細書に組み入れる）、米国特許Ｎ
ｏ．６，６８２，６４８（２００４年１月２７日発行；参照により本明細書に組み入れる
）、米国特許Ｎｏ．６，６７０，１１５（２００３年１２月３０日発行；参照により本明
細書に組み入れる）に記載されている。
【０１５８】
　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｄ．キット
　本発明は、自己抗体を含有しているかもしれない検査サンプルを対象タンパク質の存在
についてアッセイするためのキットをも提供する。本発明に記載のキットは、１つ以上の
本発明に記載のイムノアッセイを実施するために有用な１つ以上の試薬を含む。キットは
通常１つ以上の別々の組成物として、または場合により複数の試薬が相容性の場合には混
合物として試薬を収容する１つ以上の容器を含むパッケージを含む。検査キットはユーザ
ーの視点から望ましい他の材料、例えばバッファー、希釈剤、標準物質、及び／またはサ
ンプルプロセッシング、洗浄またはアッセイの他のステップを実施する際に有用な他の材
料をも含む。
【０１５９】
　ある実施形態では、検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質を検出及び／ま
たは定量するための検査キットは、対象タンパク質に結合する抗体を含む捕捉試薬；及び
検査サンプル中の少なくとも１つの対象タンパク質を検出及び／または定量するための使
用説明書を含む。キットは更に検出可能標識にコンジュゲートされている抗体を含むコン
ジュゲートを含み得る。
【０１６０】
　ある実施形態では、検査キットは対象タンパク質に対して特異的なヒト化モノクローナ
ル抗体を含み得る。この成分は本発明に記載のイムノアッセイにおいてポジティブコント
ロールとして使用され得る。所望ならば、この成分を検査キット中に複数の濃度で配合し
て、検査サンプル中で検出されるシグナルを比較し得る標準曲線の作成を容易とし得る。
或いは、標準曲線はキット中に設けられている１つのヒト化モノクローナル抗体溶液の希
釈物を調製することにより作成され得る。
【０１６１】
　本発明に記載のキットは、対象タンパク質から誘導される配列を有する１つ以上のペプ
チド試薬、対象タンパク質上の少なくとも１つのエピトープに結合する抗体（第１特異的
結合パートナー）、第１特異的結合パートナーを結合し得る固相、対象タンパク質上の少
なくとも１つのエピトープに結合する第２抗体、及び対象タンパク質を検出または定量す
るための使用説明書を含み得る。ある実施形態では、本発明に記載の検査キットは固相を
磁気粒子、ビーズ、試験管、マイクロタイタープレート、キュベット、膜、足場分子、水
晶、フィルム、濾紙、ディスクまたはチップのような材料として含み得る。
【０１６２】
　本発明に記載の検査キットは、第１及び第２特異的結合パートナーとして、例えば対象
タンパク質に対する非ヒトモノクローナル抗体を含み得る。キットは、第２特異的結合パ
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コンジュゲートされている検出可能標識をも含み得る。
【０１６３】
　ある実施形態では、検査キットは、少なくとも１つの直接標識として、酵素、オリゴヌ
クレオチド、ナノ粒子化学発光団、蛍発光団、蛍光クエンチャー、化学発光クエンチャー
またはビオチンであり得る検出可能標識を含む。幾つかの実施形態では、直接標識はアク
リジニウム化合物、例えば式Ｉ：
【０１６４】
【化１１】

（式中、
　Ｒ１及びＲ２は各々独立してアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアル
アルキル、スルホアルキル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルからなる群から選択
され；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載のアクリジニウム－９－カルボキサミドである。
【０１６５】
　或いは、アクリジニウム化合物は、式ＩＩ：
【０１６６】
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【化１２】

（式中、
　Ｒ１はアルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまたはアルアルキル、スルホアル
キル、カルボキシアルキル及びオキソアルキルであり；
　Ｒ３～Ｒ１５は各々独立して水素、アルキル、アルケニル、アルキニル、アリールまた
はアルアルキル、アミノ、アミド、アシル、アルコキシル、ヒドロキシル、カルボキシル
、ハロゲン、ハライド、ニトロ、シアノ、スルホ、スルホアルキル、カルボキシアルキル
及びオキソアルキルからなる群から選択され；
　場合により、Ｘ－が存在するならばアニオンである）
に記載の構造を有するアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルであり得
る。
【０１６７】
　本発明に記載のアクリジニウム化合物を含む検査キットは塩基性溶液をも含み得る。例
えば、塩基性溶液は少なくとも約１０のｐＨを有する溶液であり得る。ある実施形態では
、本発明に記載の検査キットは更に過酸化水素源、例えばバッファー溶液、過酸化水素を
含有する溶液または過酸化水素を生成する酵素を含み得る。例えば、検査キットはある量
の（Ｒ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、（Ｓ）－２－ヒドロキシ酸オキシダー
ゼ、（Ｓ）－６－ヒドロキシニコチンオキシダーゼ、３－ａｃｉ－ニトロプロパン酸オキ
シダーゼ、３－ヒドロキシアントラニル酸オキシダーゼ、４－ヒドロキシマンデル酸オキ
シダーゼ、６－ヒドロキシニコチン酸デヒドロゲナーゼ、アブシシンアルデヒドオキシダ
ーゼ、アシル－ＣｏＡオキシダーゼ、アルコールオキシダーゼ、アルデヒドオキシダーゼ
、アミンオキシダーゼ、アミンオキシダーゼ（銅含有）、アミンオキシダーゼ（フラビン
含有）、アリールアルコールオキシダーゼ、アリールアルデヒドオキシダーゼ、カテコー
ルオキシダーゼ、コレステロールオキシダーゼ、コリンオキシダーゼ、コランバミンオキ
シダーゼ、シクロヘキシルアミンオキシダーゼ、シトクロームｃオキシダーゼ、Ｄ－アミ
ノ酸オキシダーゼ、Ｄ－アラビノノ－１，４－ラクトンオキシダーゼ、Ｄ－アラビノノ－
１，４－ラクトンオキシダーゼ、Ｄ－アスパラギン酸オキシダーゼ、Ｄ－グルタミン酸オ
キシダーゼ、Ｄ－グルタミン酸（Ｄ－アスパラギン酸）オキシダーゼ、ジヒドロベンゾフ
ェナントリジンオキシダーゼ、ジヒドロオロット酸オキシダーゼ、ジヒドロウラシルオキ
シダーゼ、ジメチルグリシンオキシダーゼ、Ｄ－マンニトールオキシダーゼ、エクジソン
オキシダーゼ、エタノールアミンオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、グルコース
オキシダーゼ、グルタチオンオキシダーゼ、グリセロール－３－リン酸オキシダーゼ、グ
リシンオキシダーゼ、グリオキシル酸オキシダーゼ、ヘキソースオキシダーゼ、ヒドロキ
シフィタン酸オキシダーゼ、インドール－３－アセトアルデヒドオキシダーゼ、乳酸オキ
シダーゼ、Ｌ－アミノ酸オキシダーゼ、Ｌ－アスパラギン酸オキシダーゼ、Ｌ－ガラクト
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ノラクトンオキシダーゼ、Ｌ－グルタミン酸オキシダーゼ、Ｌ－グロノラクトンオキシダ
ーゼ、Ｌ－リシン６－オキシダーゼ、Ｌ－リシンオキシダーゼ、長鎖アルコールオキシダ
ーゼ、Ｌ－ピペコリン酸オキシダーゼ、Ｌ－ソルボースオキシダーゼ、リンゴ酸オキシダ
ーゼ、メタンチオールオキシダーゼ、モノアミノ酸オキシダーゼ、Ｎ６－メチルリシンオ
キシダーゼ、Ｎ－アシルヘキソサミンオキシダーゼ、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈオキシダーゼ、ニト
ロアルカンオキシダーゼ、Ｎ－メチル－Ｌ－アミノ酸オキシダーゼ、ヌクレオシドオキシ
ダーゼ、シュウ酸オキシダーゼ、ポリアミンオキシダーゼ、ポリフェノールオキシダーゼ
、ポリビニルアルコールオキシダーゼ、プレニルシステインオキシダーゼ、タンパク質－
リシン６－オキシダーゼ、プトレシンオキシダーゼ、ピラノースオキシダーゼ、ピリドキ
サール５’－リン酸シンターゼ、ピリドキシン４－オキシダーゼ、ピロロキノリン－キノ
ンシンターゼ、ピルビン酸オキシダーゼ、ピルビン酸オキシダーゼ（ＣｏＡ－アセチル化
）、レチクリンオキシダーゼ、レチナールオキシダーゼ、リファマイシンＢオキシダーゼ
、サルコシンオキシダーゼ、第２級アルコールオキシダーゼ、亜硫酸オキシダーゼ、スー
パーオキシドジスムターゼ、スーパーオキシドレダクターゼ、テトラヒドロベルベリンオ
キシダーゼ、チアミンオキシダーゼ、トリプトファンα，β－オキシダーゼ、尿酸オキシ
ダーゼ（ウリカーゼ、尿酸オキシダーゼ）、バニリルアルコールオキシダーゼ、キサンチ
ンオキシダーゼ、キシリトールオキシダーゼ及びその組合せから選択される過酸化水素を
生成する酵素を含み得る。
【０１６８】
　ある実施形態では、本発明に記載の検査キットは対象の特定アナライト、すなわち心臓
トロポニン、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣ
Ｇ）、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ヒトＢ型ナトリ
ウム利尿ペプチド（ＢＮＰ）、ミオシン軽鎖２、ミオシン－６及びミオシン－７の１つを
検出または定量するために構成される。前記実施形態では、検査キットは対象タンパク質
から誘導される配列を有する少なくとも１つのペプチド試薬、各々が選択した対象タンパ
ク質上のエピトープに結合する第１抗体及び第２抗体、すなわち各々が心臓トロポニン、
甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（β－ＨＣＧ）、ミエロ
ペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、ヒトＢ型ナトリウム利尿ペプ
チド（ＢＮＰ）、ミオシン軽鎖２、ミオシン－６及びミオシン－７の１つの上のエピトー
プに結合する第１抗体及び第２抗体を含む。
【０１６９】
　好ましくは、本発明に記載の検査キットは１つ以上の本発明のイムノアッセイを実施す
るための使用説明書を含む。本発明のキット中に含まれている使用説明書は包装材料に貼
り付けても、添付文書として挿入してもよい。使用説明書は典型的には筆記または印刷し
た文書であるが、それらに限定されない。使用説明書を保存し、最終使用者に通知し得る
媒体が本発明により考えられる。媒体には電子記憶媒体（例えば、磁気ディスク、テープ
、カートリッジ、チップ）、光学媒体（例えば、ＣＤ　ＲＯＭ）等が含まれるが、これら
に限定されない。本明細書中で使用されている用語「使用説明書」は使用説明書を伝える
インターネットサイトのアドレスを含み得る。
【０１７０】
　　　　　　　　　　　　　　Ｅ．本発明の方法のアレンジ
　本発明は、例えばＴｎＩ、ＣＫＭＢ及びＢＮＰを含めた幾つかの心臓マーカーについて
サンドイッチイムノアッセイを実施する共有するＡｂｂｏｔｔ　Ｐｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａ
ｒｅ（ｉ－ＳＴＡＴ（商標））電気化学イムノアッセイシステムに対して適用され得る。
イムノセンサー及び使い捨て検査デバイスでのその操作方法は、各々を参照により本明細
書に組み入れる共有する特許公開Ｎｏｓ．ＵＳ　２００３０１７０８８１、ＵＳ　２００
４００１８５７７、ＵＳ　２００５００５４０７８及びＵＳ　２００６０１６０１６４に
記載されている。電気化学的及び他のタイプのイムノセンサーの製造についての追加バッ
クグラウンドは参照により本明細書に組み入れる共有する米国特許Ｎｏ．５，０６３，０
８１中に見つけることができる。
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【０１７１】
　非限定的例として、本発明の実施例を提示する。
【実施例】
【０１７２】
［実施例１］
　心臓トロポニンＩに対する抗ｃＴｎＩ自己抗体結合の阻害（ＥＬＮ　Ｒｅｆ　Ｅ０００
７７７－２５３）
　阻害剤作業溶液：表１２にリストされている（Ｓｉｇｍａ－Ｇｅｎｏｓｙｓ，ＰＥＰス
クリーンカスタムライブラリーから入手した）ペプチドを２４０ｎｍｏｌ／ｍＬ～０ｎｍ
ｏｌ／ｍＬの範囲の溶液を与えるためにＡｘＳＹＭ（登録商標）トロポニンＩ　ＡＤＶプ
レインキュベーション希釈剤で希釈した。表１２にリストされているペプチドの等モル混
合物を調製し、希釈して、２４０ｎｍｏｌ／ｍＬ～０ｎｍｏｌ／ｍＬの範囲の溶液を与え
た。
【０１７３】

【表１２】

【０１７４】
　マイクロプレート作成：白色高結合性平底９６ウェルポリスチレンマイクロプレート（
Ｃｏｓｔａｒ）をリン酸バッファー（１００μＬ，０．２Ｍ，ｐＨ８，４μｇ／ｍＬ）中
組換えヒト心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ，ＢｉｏｓＰａｃｉｆｉｃ，カリフォルニア州エ
メリビル）で３８℃で１時間コーティングした後、ウシ血清アルブミン及びＰＢＳ中２％
　ｗｔ／ｖ　スクロースで順次オーバーコーティングした。
【０１７５】
　化学発光検出コンジュゲート：マウス抗ヒトＩｇＧ（サブタイプＩｇＧ２ｂ，κ）を化
学発光アクリジニウム－９－カルボキサミドで標識した。この抗体はヒトＩｇＭまたはＩ
ｇＡ、或いは家兎、ヒツジまたはヤギＩｇＧに対して有意な反応性を有さないが、すべて
のヒトＩｇＧサブタイプを認識した。
【０１７６】
　サンプル：高レベルの心臓トロポニンＩに対する内因性抗体を含有しているヒト血清サ
ンプルを各阻害剤希釈物と１：１混合した。溶液を黒色ポリプロピレンマイクロプレート
に配置し、密封し、周囲温度で一晩保存した。
【０１７７】
　アッセイプロトコル：サンプル、ポジティブ及び低コントロール（１０μＬ）をＡｘＳ
ＹＭ（登録商標）トロポニンＩ　ＡＤＶプレインキュベーション希釈剤（９０μＬ）で希
釈し、マイクロプレートに３組配置した。３７℃で２時間インキュベートした後、プレー
トをＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）洗浄バッファー（６×，３５０μＬ）で洗浄した。
次いで、マウス抗ヒトＩｇＧ特異的モノクローナル－アクリジニウムコンジュゲート（１
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００μＬ）を添加し、プレートを３７℃で１時間インキュベートした後、ＡＲＣＨＩＴＥ
ＣＴ（登録商標）洗浄バッファー（６×，３５０μＬ）で最終洗浄した。
【０１７８】
　化学発光検出：マイクロプレートを２８℃で平衡化したＭｉｔｈｒａｓマイクロプレー
トリーダー（Ｂｅｒｔｈｏｌｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ，テネシー州オーク
リッジ）に充填した。ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）プレトリガー溶液（１００μＬ）
及びＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）トリガー溶液（１００μＬ）を順次添加した後、各
ウェルからの化学発光シグナルを２秒間記録した。
【０１７９】
　シグナル対低コントロールの比（Ｓ／ＬＣ）のプロット（図１１）は、ペプチド＃５が
マイクロプレート上のｃＴｎＩ抗原に対する内因性抗体の結合を最大に阻害するが、ペプ
チドの混合物も相乗的阻害効果を与えたことを示した。
【０１８０】
［実施例２］
　心臓トロポニンＩに対する抗ｃＴｎＩ自己抗体結合の阻害（ＥＬＮ　Ｒｅｆ　Ｅ０００
７７７－２７２）
　実施例１の手順を表１３にリストされているペプチドを用いて繰り返した。
【０１８１】
【表１３】

【０１８２】
　シグナル対低コントロールの比（Ｓ／ＬＣ）のプロット（図１２）は、この実験でペプ
チド＃５がマイクロプレート上のｃＴｎＩ抗原に対する内因性抗体の結合を最大に阻害す
るが、ペプチドの混合物も相乗的阻害効果を与えたことを示した。
【０１８３】
　当業者は、ペフチド試薬及び関連方法は目的を実施し、先に挙げた目的及び作用効果及
び本発明において固有の目的及び作用効果を得るためにうまくアレンジされることを容易
に認識している。本明細書中に記載されている分子複合体、方法、手順、処理、分子、特
定化合物は今のところ好ましい実施形態の代表であり、典型であり、本発明の範囲を限定
するとして意図されない。本発明の範囲及び趣旨を逸脱することなく本明細書中に開示さ
れている本発明に対して各種置換及び修飾を加え得ることは当業者には容易に自明である
。
【０１８４】
　明細書中に挙げている特許及び刊行物はすべて本発明が属する業界の当業者のレベルを
示す。すべての特許及び刊行物は、各刊行物が具体的且つ個別に参照により組み入れると
指示されていたのと同程度に参照により本明細書に組み入れられる。
【０１８５】
　本明細書中に例示的に記載されている本発明は、本明細書中に具体的に開示されていな
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い１つ以上の要素、１つ以上の限定なしに実施され得る。よって、例えば、本明細書中の
各々の場合、用語“ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ”、“ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉ
ａｌｌｙ　ｏｆ”及び“ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ”は２つの他の用語のいずれかで置
換され得る。使用されている用語及び表現は記載の点で非限定的に使用され、示し、記載
されている要件またはその一部の均等物を除外する用語及び表現の使用を意図しないが、
各種修飾は特許請求されている本発明の範囲内で可能であることが認識される。よって、
本発明を好ましい実施形態及び任意の要件により具体的に開示してきたが、本明細書中に
開示されている概念の修飾及び変更は当業者により行われ得ること及び前記修飾及び変更
は添付の特許請求の範囲により規定される本発明の範囲内であると考えられると理解され
るべきである。

【図１】 【図２】
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【図９Ａ】 【図９Ｂ】
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