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특허청  

청 항 1 

하  단계  포함하 , 역   :

(a) 시약  (neutral) 질  포함하   득하  단계;  

(b) 상  시약  상   질  에 결합시키  합한 건에 , 상  에 상   도포하

 단계.

청 항 2 

1항에 어 ,

상  시약  항체 또  항원  것  특징  하  .

청 항 3 

1항에 어 ,

상   질  비연  (non-relevant  species)  항체  또  청  알 민  것  특징  하

.

청 항 4 

1항에 어 ,

상    또  웰   것  특징  하  .

청 항 5 

4항에 어 ,

상   미 (microsphere)  것  특징  하  .

청 항 6 

1항에 어 ,

상   에  시약   질  비  약 1:120 내지 6:1  것  특징  하  .

청 항 7 

1항에 어 ,

상  시약  상   질  에 공  결합  것  특징  하  .

청 항 8 

에 공  결합  시약   질  갖  미 .

청 항 9 

8항에 어 ,

상  시약  항체 또  항원  것  특징  하  미 .

청 항 10 

8항에 어 ,

상   질  비연   항체 또  청 알 민  것  특징  하  미 .

청 항 11 
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8항에 어 ,

시약   질  비가 약 1:120 내지 6:1  것  특징  하  미 .

청 항 12 

8항에 어 ,

상  미    것  특징  하 , 미 .

청 항 13 

8항에 어 ,

상  미  하나 상   염료  함 하  것  특징  하 , 미 . 

청 항 14 

웰  에 공  결합  시약   질  갖  웰  포함하  플 트.

청 항 15 

14항에 어 ,

상  시약  항체 또  항원  것  특징  하  웰.

청 항 16 

14항에 어 ,

상   질  비연   항체 또  청 알 민  것  특징  하  웰.

청 항 17 

14항에 어 ,

시약   질  비가 약 1:120 내지 6:1  것  특징  하  웰.

청 항 18 

하  단계  포함하 , 다  역 (multiplex immunoassay)에  시약   하  :

(a) 다  역  사 가 한  신  상   신  산 하  다  역 에  고 

갖  시약  하  단계; 

(b) 고  시약   질과 합하여  득하  단계; 

(c) 고  시약   질  에 결합시키  합한 건에 , 상   상  에 도포하

 단계;  

(d)  질과 함께 에 공동 결합  고  시약   신 가 다  역  사  가 한 신

  내에 지  하  단계.

청 항 19 

18항에 어 ,

다  역 에  고  갖  2  상  시약   하  단계  포함하  것  특징  하

, 다  역 에  시약   하  .

청 항 20 

18항에 어 ,

상   신  학  신  또   신  것  특징  하 , 다  역 에  시약   
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하  .

청 항 21 

18항에 어 ,

상  고  시약  항체 또  항원  것  특징  하 , 다  역 에  시약   하  

.

청 항 22 

18항에 어 ,

상   질  비연   항체 또  청 알 민  것  특징  하 , 다  역 에  시약  

 하  .

청 항 23 

18항에 어 ,

상    또  웰   것  특징  하 , 다  역 에  시약   하  .

청 항 24 

23항에 어 ,

상   미  것  특징  하 , 다  역 에  시약   하  .

청 항 25 

18항에 어 ,

상  에  고  시약   질  비가 약 1:120 내지 6:1  것  특징  하 , 다  역

에  시약   하  .

청 항 26 

18항에 어 ,

상  고  시약   질  상  에 공  결합  것  특징  하 , 다  역 에  시약

 하  .

  

 술  야

 원에 한 상  참[0001]

본 원  2010  7월 23 에 원  미  가 원 61/367,281 에 한 우   주 하 , 상  가[0002]

원  체 내  본 에 참고  포함 다.

본    생 학 야에 한 것 다.  체 , 본  역 에   [0003]

에 한 것 다. 체  , 본  역 에   하  한 공동 결합 시약에

한 것 다.

 경  술

역 에  생  신 ( 컨 , , 학 , 사 )  양  검  치  사  가 한 에 하거나[0004]

/또  역  허 가 한 량  곡  생 하  것  람직하다.  하나  질(analyt

e)  루어진 단  에 , 생  신  양  통상 에  질  양  함  다. 그

러나, 다  에  든 질  양   하  것  가 하지 않  수도 , 그것  

사  가   상  그 검  가  신  양  상승시키  해 하나  질  양  가시키  것
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또다  질에 한 검  가  신   사  가   상  상승시키  결과  래할 수  

다. 마찬가지 ,  사  가   하  그 검  가 한  하시키  해 질  양  감

시키  것  또다  질에 한 검  가  신   사  가   하  하시키  결과  래

할 수 다.

다  에  역   하     후  단계에  사  시약  하  에[0005]

 집 다. 것  통상 비 틴  또  또다  가 착  "검 " 항체 다.  ELISA  

타 단  에  공통  사  양고 냉  시다 (Horse Radish Peroxidase) 또  알칼리 포스 타

 같   수 다. 비 틴 또  R-피 에리트린  타 공통  사  들  다. 그러나,

 후  단계에 사   시약  질  도가   신뢰할 수 없  보  공할 험

보 한다. 동 한 생 학  샘플  상 한 질  도  1,000  상 지 상 할 수 다. 컨 ,

TSH  통상 pg/ml  , LH  FSH  ng/ml 다. 또다  , 트리 미(Trisomy) 23에 해 시험할 ,

다운 후 , hCG, E3  AFP가 측 다. HCG  mg/ml , E3  ng/ml , AFP  pg/ml  도  재한다. 

것  도에  8 그차 고, 다  실험  만든다.  경우에  상 한 샘플 체에 걸쳐 동 한 질에

한 것보다 1,000  차보다  클 수도 다( 컨 , hCG  통상 ng/ml  재하고, 신 에 mg/ml 지 가

한다). 라 , 고 도  질  재 하에, 그리고  수  상 한 도  질  함 하

샘플에 ,    균  측  공할 수    에 한 가 재한다.

참고 헌[0006]

하  참고 헌들  시 고 차  또  본 에 시  것들에 보  타 상 한 사항  시[0007]

하  도  참고  본 에 체  포함 다.

행 술 헌

특허 헌

(특허 헌 0001) 미  특허 3,817,837  [0008]

(특허 헌 0002) 미  특허 3,850,752  

(특허 헌 0003) 미  특허 3,939,350  

(특허 헌 0004) 미  특허 3,996,345  

(특허 헌 0005) 미  특허 4,275,149  

(특허 헌 0006) 미  특허 4,277,437  

(특허 헌 0007) 미  특허 4,366,241  

비특허 헌

(비특허 헌 0001)  Bangham et al., J. Mol. Biol., 13(l):238-252; 253-259, 1965.  [0009]

(비특허 헌 0002)  De Jager et al., Semin. Nucl. Med., 23(2): 165- 179, 1993.  

(비특허 헌 0003)   Deamer  and  Uster,  In:  Liposome  Preparation:  Methods  and  Mechanisms,  Ostro  (Ed.),

Liposomes, 1983.  

(비특허 헌 0004)  Doolittle and Ben-Zeev, Methods Mol. Biol., 109:215-237, 1999.  

(비특허 헌 0005)   Freifelder,  In:  Physical  Biochemistry  Applications  to  Biochemistry  and  Molecular

Biology, 2nd Ed. Wm. Freeman and Co., NY, 1982.  

(비특허 헌  0006)   Ghosh  and  Bachhawat,  In:  Liver  Diseases,  Targeted  Diagnosis  and  Therapy  Using

Specific Receptors and Ligands, Wu et al. (Eds.), Marcel Dekker, NY, 87-104, 1991.  

(비특허 헌 0007)  Gregoriadis, In: Drug Carriers in Biology and Medicine, Gregoriadis (Ed.), 287-341,

1979. 
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(비특허 헌 0008)  Gulbis and Galand, Hum. Pathol., 24(12):1271-1285, 1993.  

(비특허 헌 0009)  MacBeath and Schreiber, Science, 289(5485):1760-1763, 2000.  

(비특허 헌 0010)  Nakamura et al., In: Handbook of Experimental Immunology (4th Ed.), Weir et al.,

(Eds). 1:27, Blackwell Scientific Publ., Oxford, 1987.  

(비특허 헌 0011)  Pandey and Mann, Nature, 405(6788):837-846, 2000.  

(비특허 헌 0012)  Szoka and Papahadjopoulos, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:4194-4198, 1978.  

 내

 , 본  역   하   공하 ,   (a) 시약   질[0010]

포함하   득하  단계;  (b)   시약과  질  에 결합시키거나 하 에 

합한 건 하에 에 도포하  단계  포함한다. 또다  , 본  시약과  질  결합 거나

어   공한다. 본  특  측 에 , 상  시약과  질  에 공  결합 다. 

가  , 본  , 시약   질  포함하  키트  공한다. , 시약   질

키트에   포 거나, 시약과  질   함께 공 거나, 또  시약과  질  에

결합 거나  상태  공  수 다.

 , 본  다  역 에  시약   하   공하 ,   (a) 고 [0011]

 시약   질과 합하여  득하  단계;  상   고  시약과  질

에 결합시키 에 합한 건하에 에 도포하  단계  포함한다. 특  에 , 상   에

 시약과 함께 공동 결합  고  시약   신 가 다  역  사  가 한 신   내에

지  하  단계  가  포함한다.

또다  , 본  다  역 에  시약   하   공하 ,   (a)[0012]

다  역  사  가 한  신  상   신  산 하  다  역 에  고  갖

시약  하  단계; (b) 고  시약   질과 합하여  득하  단계; (c) 상  

 고  시약과  질  에 결합시키 에 합한 건하에 에 도포하  단계;  (d) 에

 시약과 함께 공동 결합  고  시약   신 가 다  역  사  가 한 신   내에

지  하  단계  포함한다.

본  특  측 에 , 상   다  역 에  고  갖  2  상  시약   [0013]

하  단계  포함한다.  에 , 다   상  시약들   트가 다  역 에  고 

 갖  2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000개 상  시약  포함한다.  

에 , 다   상  시약들   트가 다  역 에  고  갖  2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,

9, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 또   람직한  갖  시약들  포함한다. 본

 특  측 에 , 상   다  역 에  고  갖  3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 50,

100개 상  시약   하  단계  포함한다.  측 에 , 상   다  역 에  고

 갖  2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 또   람직한

 갖  시약들   하  단계  포함한다. 다양한 검  들  당해 야에 알  ,

 신  생 시키   사 할 수 다.  에 ,  신  학  신  또   신

다. 다  에 , 상  신  색 측  신  또  사  신 다. 사  가 한  결과 또  신

가 신뢰가 하도  지   내에 착 가 재하  값들  트  미한다. 

본 에  "다 (multiplex)" 란  또   동등  샘플 당 하나 상  심 상   [0014]

질  동시  검 ,  또  폭  미한다. 다  상 한 질(다 )   동시에 수행

수 다. 검  웰 플 트  비드 열  포함하 ( 에 한 지 않 ) 다양한 플랫폼(platform)들에  수

행  수 다.

 역 검 에 사  수    수 다. 그러한  비한   폴리스티  미[0015]

 플 트(microtiter  plate)  또  미 (microsphere)  내  웰  다.   컨 ,

니트 룰 스, 나 막, 리,  ,  리, 실리카, 폴리비닐리  플루 라 드(PVDF) 막, 폴리
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스티  , 폴리아크릴아미드계 , 타 합체, 공 합체 또  가  합체, 컨 , 폴리염 비닐, 폴리

( 틸 타크릴 트), 폴리( 틸 실 산),  합체(   공  결합  할 수   

, 컨  니트 , 카   틸 라 칼  보 함)  루어질 수 다. 평  고체 지지체 상에 고  

 지지체 상  그 공간  치에 해 통상  다. 미 ("비드")  같  비평  고체 지지체 상에

고  들   후술하   같  지지체  할 수   태에 해 다.

비드(bead)  그것  하나   집  또다   집과 별  수 도  할 수 다.  [0016]

(encoding)  다양한  루어질 수 다. 컨 , 비드  상 한  스 트럼 /또  상 한 신

강도  갖   염료  지할 수 다.  특  에 ,  비드  루미 스 매그플 스 미 (Luminex

MagPlex® Microspheres), 루미 스 엑스태그 미 (Luminex xTAG® Microspheres), 루미 스 맵 미

(Luminex SeroMap™ Microspheres) 또  루미 스 마 크 플 스 미 (Luminex MicroPlex® Microspheres)

다. 또다    그래픽 드 또  드 비드  사 한다.  집에  비드  크  하나

  집  다  것과 별 게 하  사  수도 다. 비드  변 하  또다   Fe304  같  

  질   내  도 하  것 다. 상 (paramagnetic)  상 (superparamagnetic) 미

 재시에 시할만한 (magnetism)  나타내지만,  도  미  내  도  

 도하여 미   공 원   래한다.  염료, 비드 크  /또    

질  비드에 합함 , 생  수  비드  상 한  집  수  가  가시킬 수 다. 

시약(reagent)  다  질  시험하거나 다  질과 시키   사  질  미한다. 시약  하[0017]

 질  질(analyte)  할 수 다. 질  검 고/ 거나 량  수   질  수

다. 질  체액( , 청, 타액, 뇨, 액  포함하지만 에 한하지 않 )과 같  샘플에, 또  

경 샘플(  또  양  포함하지만 에 한하지 않 )에 재할 수 다. 특  에 , 질  항원

또  항체 다. 질  컨 , 단 질, 지질, 탄수  또  핵산  수 다.  에 , 시약  항

원, 항체, 앱타 (aptamer) 또  리고 클 티드 다. 본   측 에 , 시약     

착  단 질  역 에 사 어   측 할 수 다. 컨 , 스 드,   몬 또

타  가 BSA에 착 거나 에 결합  수 다. 들   프 게스틴 , 에스트 겐 

 갑상  몬 가 다. 들 단 질, 가  통상   가 결합  BSA  스스  미 에 그

 결합 거나, 또  상  들  다수가 결합 지 않  BSA에  같   질과 공동 결합  수 다.

본 에 사  어 "항체"  하게 IgY, IgG, IgM, IgA, IgD  IgE  같   역학  결합[0018]

 그 항원 결합 단편  미한다.  에 , 항체  컨 , 헤 필러스 플루엔  b (Hib) 다당 에

한 항체  클 스트리듐 타니(Tet)  리 리움 프 리아(Dip), 스트 커스 니아, 닌고

커스, 아마비, 프 리아, 상 , HIV, HBV, HCV  드(toxoide)에 한 항체  수 다.

 에 , 시약  닭 IgY  지하도  개  끼  다클  항체 다. 특  측 에 , 끼 항-닭 항체[0019]

 그것에 결합 어 그것  검  시약 R-피 에리트린에 결합  스트 타비   할 수 게 하  비

틴  보 한다. 어  측 에 , 끼 다클  항체가 미 에 결합 다.

또다  에 , 시약  갑상  극 몬(TSH)  지하도  개  마우스 단클  항체 다.[0020]

 에 , 시약 또  질  단 질  수 다.  에 , 단 질  컨 , IgY, 슐린,[0021]

TSH, 상  독  또  드, 프 리아 독  또  드, 뇌하수체 몬, 트립신 또  트립시 겐

수 다. 특  측 에 , IgY  동  감염시킨 또  감염시킨 것  심 , 질병  체( 컨 , 

러스 또  리아)에 해 한다. 감염  동  포 , 치    포함하  척 동  수 

다. 동  간  수도 다. 본  다양한 에 , 질  감염에 한 항체, 감염 원 체( 컨

, 러스, 리아, 곰 ) 또  프리 다. 

 질  에  시약  샘플과 하여 항원   질 다. 특  에 ,  질  [0022]

청 알 민( 컨 ,  청 알 민(BSA)), 카  또  비연  (non-relevant species)  항체  같  비특

 단 질 다. 시약   질  들  에 결합 또  하  에 합  에, 시약  

질  동 한  또   역에 공동 결합 또  공동 다. 컨 ,  비드  경우, 시약 

 질  합  동 한 비드에 결합시킨다.  웰  경우, 시약   질  합  동  웰

 상에 결합 또  시킨다. 시약/  질 합   결합 또   후, 가   질  

  하   가 한  " 하 " 해 첨가할 수 다. 상   고   상  비
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특  착  차단하게 하 , 라  비특  결합에 해 야  경 착  감 시킨다.

샘플  심 상  상 한 질들  다양한 도들  함 할 수 다. 그러므 , 다  에  그 [0023]

 해 사  가 한 신   내에  각각  질   신  얻  해  가  수

다. 컨 , 1 질   신 가  해  사  가 한 신  과하  경우, 샘플  

함  것  보 하  것  가 하지 않  수도 , 냐하  그것   해 사  가 한  신

 하  2 질   신  생 시킬 것  다. 본 원에 개시     시약 

 질  공동 결합시킴   시약쪽에    다룬다. 결합에 사  에  시약 

 질  비  하   신  득하   필 한  할 수 다. 특  에 , 

시약   질  비  약 1:1,000, 1:500, 1:200, 1:100, 1:120, 1:100, 1:80, 1:60, 1:40, 1:20, 1:10,

1:5, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1, 10:1 또  20:1, 또    내에  나  수   다. 

컨 , 상   약 1:120 내지 6:1, 1:120 내지 1:60, 또  1:60 내지 6:1   내에  수 다. 

에 결합  시약   질  비  하   신  득하   필 한  할 수 다. 특  

에 , 에 결합  시약   질  비  약 1:1,000, 1:500, 1:200, 1:100, 1:120, 1:100, 1:80,

1:60, 1:40, 1:20, 1:10, 1:5, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1, 10:1 또  20:1,   내에  나  수 

 다. 컨 , 상   약 1:120 내지 6:1, 1:120 내지 1:60, 또  1:60 내지 6:1   내에

 수 다. 

본 에 재      본 에 재   다    과 하여 실행[0024]

할 수 다  도 고 어야 한다.

특허청 에 "또 " 란 어  개시 내  체 만 그리고 " /또 "  미하   지지하지만, [0025]

체 만  미하거나 체  상  타 라고 하게 언 하지 않  한 " /또 "  미하  것  사

다. 

본 원  에 걸쳐, "약" 란 어  어  값  그 값  결 하    치 또  에 한 차[0026]

 편차  포함한다  것  나타내  해 사 다. 

랜 특허 에 라, 특허청  또  에  "포함하 (comprising)" 란 단어  함께 사 할  "a" [0027]

"an" 란 어  특  언 하지 않  한 하나 상  미한다.

어 "포함하다(comprise)" (  "comprises"  "comprising"과 같  든 태  포함하다), "가지다(have)"[0028]

(  "has"  "having"과 같  든 태  가지다), "함 하다(contain)" (  "contains"  "containing"과

같  든 태  함 하다)  "포함하다(include)" (  "includes"  "including"과 같  든 태  포함

하다)  약  없   동사 다.  결과 ,  하나  상  언  단계  또   "포함하

(comprises)," "갖 (has)," "함 하 (contains)" 또  "포함하 (includes)" , , 키트 또  시스

 그 언  단계 또  들  보 하지만, 단지 그 단계 또  들만  보 하  것에 한  것

아니다; 그것  언 지 않   또  단계들  보 할( , 커 할) 수 다. 마찬가지 , 하나 상  언

 특징  "포함하 (comprises)," "갖 (has)," "함 하 (contains)" 또  "포함하 (includes)" , 

, 키트 또  시스   그 특징들  보 하지만, 단지 그 특징들만  보 하  것에 한  것  아

니다; 그것  언 지 않  특징들  보 할 수 다.

본  , , 키트  시스    재  단계 /또  특징  포함한다/포함한다/함[0029]

한다/가지다(comprise/include/contain/ have) 라 보다  다 또  본질  다 라고 할 수 

다.  라 ,  특허청  에  " (consisting  of)  또  "본질  (consisting

essentially of)" 란 어  약  없   동사  사 할 주어진 청 항   변 시키  해 상

언 한 약 없   동사  어  것  체할 수 다.

본  다  , 특징   하  상 한  해질 것 다. 그러나, 본  사상 [0030]

 내에  다양한 변경  수  상  상 한  당해 야  숙 에게  해질 것  

에, 상 한   특  실시  본  특   나타내  시 만 시 다  것  해하

여야 한다.

 실시하  한 체  내

본    에 역   함  질  고 도   하[0031]
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 든 측  에 해 균   공하     공한다. 상  한  같 , 

 후  단계에 사  시약  에  맞  역   하  통상   질

도가   신뢰할 수 없  보  공하  쉽다. 또한, 고체상 질에    시약  간단  결합시

킬 수 지만, 후술하  연  러한  결합/  에 균 과   다 공하  

에, 러한  본원에 개시  공동 결합 또  공동  에 해  것들보다  함에

어    균 하게 결합 /   산 한다  것  나타낸다.

I. 역 (Immunoassays)[0032]

본 에 재  과  역 에  시약   하   사  수 다. 당해 야[0033]

숙 라  후술하  것들  포함하여( 에 한하지 않 ) 역  수행하  한 다양한  재하

것  해할 것 다.

 역 검    가지만 들어보   결합 역 착 (ELISA), 사  역 (RIA),[0034]

역 사 측 ,  역 , 학  , 생     웨스  블  다. 다양한 

한 역 검  단계  과학 헌, 컨  [Doolittle and Ben-Zeev, 1999; Gulbis and Galand, 1993; De

Jager et al., 1993];  [Nakamura et al., 1987]에 재 어 , 들 헌  각각 본원에 참고  

었다.

택  생 학  샘플  과  건 하에 역 복합체(1차 역 복합체)   허 하 에 한 시간[0035]

동안 시키  것   항체  샘플에 간단  첨가하고, 항체가 재하   항원과 역

복합체  하 에,  그 항원에 결합하 에 한 시간 동안 합  큐 하  다. 그 후,

직 단 , ELISA 플 트, 도트 블  또  웨스  블 과 같  샘플-항체    비특

 결합  항체  거하  해 척함  들 항체들만  검 하고  하  1차 역 복합체 내에

특  결합 도  한다.

, 역 복합체  검  당해 야에 리 알  , 다수   하여 달 할 수[0036]

다. 들   상  사 , , 생 학    태그  어  것과 같  지 또  마

커  검 하  것  본  한다.  그러한  지  사 과   특허  미  특허  3,817,837 ,  

3,850,752 ,  3,939,350 ,  3,996,345 ,  4,277,437 ,  4,275,149   4,366,241 가 , 본원에

참고  포함 었다. , 당해 야에 알 진  2차 항체 /또  비 틴/아비  리간드 결합 열과 같

2차 결합 리간드  사  통해 가   찾  수 다. 고 도  질  재 하에, 역 복합체에

해 생  검  가  신  양  검  치에 사  가 한   과할 수 다. 라 , 본 

 역   함  고 도  질에   하여 역 복합체에 해 생

 검  가  신 가 검  치에 사  가 한 신   내에  규  에 해 결  허 가 한 

 내에 재하도  하     공한다.

검 에  택  항체  검  가  지에 스스  결합  수 ,  지  간단  검 함  [0037]

 1차 역 복합체  양  측  수 게 한다. 한편, 1차 역 복합체 내에 결합  1차 항체  항체에

한 결합 친  갖  2차 결합 리간드에 해 검  수 다. 들 경우에, 2차 결합 리간드  검  가

지에 결합  수 다. 2차 결합 리간드   항체 체 , 라  "2차" 항체   수 다. 1차 

역 복합체  과  건 하에 2차 역 복합체   허 하 에 한 시간 동안 지  2차 결합 리간

드 또  항체  다. 2차 역 복합체   척하여  비특  결합  지  2차 항

체 또  리간드  거하 , 2차 역 복합체에 남아  지가 검 다. 

또다   2 단계 에 해 1차 역 복합체  검 하  것  포함한다. 상 한  같  항체에 한[0038]

결합 친 도  갖  항체  같  2차 결합 리간드  사 하여 2차 역 복합체  한다. 척 후, 2차 역

복합체  과  건하에 역 복합체(3차 역 복합체)   허 하 에 한 간 동안 2차 항체에

한 결합 친 도  갖  3차 결합 리간드 또  항체  시킬 수 다. 3차 리간드 또  항체  통상 검

가  지에 결합 어 게  3차 역 복합체  검 하게 한다.  시스  것  망  경우 신

 폭  공할 수 다. 

상  상술한  같 , 가  간단하고/하거나 상 한 미에  역  항체 결합 다. 특  람직[0039]

한 역  당해 야에 알 진 다양한   결합 역 착 (ELISA)  /또  사 역

(RIA) 다.
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 ELISA에 , 택  항체  폴리스티  미  플 트  웰과 같  단 질 친 도  나타내  [0040]

택   상에 고 다. 그 다 , 상 샘플과 같  항원  함 하  것  심  시험  웰에 첨

가한다. 비특  결합  역 복합체  거하  한 결합 /또  척 후에, 결합  항원  검 할 수

다.  검   검  가  지에  결합  또다  항체  첨가에 해  루어진다.  러한 

ELISA  간단한 "샌드 치 ELISA" 다. 검  2차 택  항체  첨가한 다 , 2차 항체에 한 결합 친 도

갖  3차 항체  첨가하여 3차 항체가 검  가  지에 결합 게 함  루어진다.

항원  고  또다  ELISA  검 에  항체 경쟁  사 한다.  ELISA에 , 항원에 한 지  항체  웰[0041]

에 첨가하여 그 지에 해 결합 고/ 거나 검 게 한다. 미지  샘플  항원  양   웰과 큐

하  동안 항원에 해 지  항체  샘플  합함  측 다. 샘플  항원  재  웰에 결

합하    항원에 한 항체  양  감 시키고, 라 ,  신  감 시키   한다. 것

또한 미지  샘플  항원에 한 항체  검 하   합한 , 여  미 지  항체들  항원  웰에

결합하고, 지  항체들  결합하    항원  양  감 시키 도 한다.

 식과 하게, ELISA  , 큐   결합, 비특  결합  거하  한 척  결합[0042]

 역 복합체  검 과 같  공통  특  가진다. 에 해 후술한다.

항원 또  항체  보 한 플 트  할 ,  플 트  웰  항원 또  항체  액과 하룻[0043]

 또  지  시간 동안 큐 한다. 항원 또  항체가  질과 공동 결합  경우에, 항원 또  항

체   질  플 트  하  해 함께 큐 한다. 그 후, 플 트  웰  척하여 하

게 착  질  거한다. 웰   하   가 한  시험 항 청과 하여 항원  

 비특  단 질과 " 할" 수 다. 것    청 알 민(BSA), 카  또  우  말  액

다.  고   상에  비특  착  차단  허 하고, 라  항 청   상  비특

결합에 해 야  경 착  감 시킨다.  공동 결합 공  실행하  경우,  동 한  질  "차단

(blocking)" 단계에  사 하거나, 상 한  질  사 할 수 다.

ELISA에 , 아마도 직  과 보다  2차 또  3차 검  수단  사 하  것   습 다. 라 , 웰에[0044]

단 질 또  항체  결합시키고, 경 검  감 시키  해 비  질  하고, 비결합  질  

거하  해 척한 후에, 고   역 복합체(항원/항체)  하 에 과  건 하에 시험  생

학  샘플과 시킨다. 그 후 역 복합체  검  지  2차 결합 리간드 또  항체 , 지  3차 항체

또  3차 결합 리간드  함께 2차 결합 리간드 또  항체  필  한다. 

" 역  복합체(항원/항체)  에  과  건" 란  건들  람직하게  시약  BSA,   감마 린[0045]

(BGG) 또  포스 트  염수(PBS)/트 (Tween)과 같  액  하  것  포함하  것  미한다.

들  가   또한  비특  경  감 시키   도움   경향  다.  또한,  " 합한

(suitable)" 건 란 과  결합  허 하 에 한 시간 동안 또  도에  큐  것  미

한다. 큐 (incubation) 단계  통상 람직하게  약 25℃ 내지 27℃  도  약 1 내지 2 시간에  4

시간 도 지 수행하거나, 또  약 4℃ 도  하룻  동안 수행할 수 다. 

ELISA에  든 큐  단계 후에,   비복합 질  거하  해 척한다. 람직한 척[0046]

차  PBS/트  같  액 또  보 트  척하  것  포함한다. 시험 샘플과 원래 결합  질

사  특  역 복합체    후  척 후, 한 미량  역 복합체  생  측 할 수 다. 

검  수단  공하  해, 2차 또  3차 항체  검  해 연합  지  가질 것 다. 것  합한 색[0047]

 과 큐  시에 색  개할 들  람직하다. 라 , 컨 , 1차  2차 역 복합체  우

아 , 루 스 시다 , 알칼리 포스 타  또  수  시다 - 합  항체  가 역 복합체  하

에  시간과 건하에( 컨 , PBS-트 과 같  PBS-함  액에  실  2 시간 동안 큐 ) 

시키거나 큐 할 수 다. 

지  항체  큐   어  비결합 질  거하  한 척 단계 후에, 지  양  컨 , [0048]

 지  시다  경우에 우 아, 브 크  플 또  2,2'-아지 - -(3-에틸- 티아 린-6-술

폰산(ABTS) 또  H202  같  색  과 큐 함  량 다. 량  컨 , 가시 스

트럼 계  사 하여 생  색상  도  측 하고, 그 값  지량  질  사 하여 생  사값

과 시킴  루어진다.
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II. 다  (Multiplex Assays)[0049]

A. 열(Arrays)[0050]

본  열  사  포함할 수 다. 열 술      상 에 한 고처리량 스크리[0051]

닝  허 한다. 단 질 열 술  본 에 참고  체  포함  헌 [Pandey and Mann(2000)] 

[MacBeath and Schreiber(2000)]에 상  언 어 다. 들 열  통상 리 슬라 드상에  루거나

 웰에 고  수천  상 한 단 질 또  항체  함 하  , 들  다수  단 질  생 학   

결합 프  시 검사할 수 게 한다. 그러한 열과  단 질 상  검사하  해, 지  단 질

 그 열상에 고   단 질  각각과 큐  수 다. 상  열  지  가 결합하  것

다수  단 질  어  것 지, 단 질  양 또  도, 또  단 질  타 특  측 하  해 다.

당해 야  숙 라  상  열  하    다양한 들  알고  것 다.

1. 단 질 칩 [0052]

칩   포  ("시약")  열  착   포함하 , 여  포  들  각각 [0053]

택하  검  에 해 처리  수  식    상  별개    가 한 치에 재한다. 

 질  상  들 특  치에   감 시키  해 상  하나 상  포   공동 결

합(co-couple)시킬 수 다. 포  가  샘플에  , 샘플  질  그것  친  갖  

상  포  에 결합할 수 다. 질  포   사  포  또  상  다양한 수단 

 어  하나에 해 검 거나 특  다. 그러한 검  또  특   당해 야  숙 에게  알

 , 그  , , 도, 사도, 과도 또  지수  검 ( 컨 ,  플라 몬 공

,  편  해 (ellipsometry),  공  거울 ,   격  결합  도  또  간 ),  역 ( 컨 ,

ELISA), 가스상  , 원  미경 찰 또  질량 ,  특  SELDI가 , 에 한

것  아니다. 샘플  질  량  합한 검   택함  수행  수 다.

2. 비드 열[0054]

미 계  동 시스 에 또  비드 열 단상에   수도 다. , 비드 열단  열상[0055]

에 포  비드  질  미지 한다. 러한 식 , 비드 열  미지  상  한 칩과 사

하다. 그러나, 질  열 상  그 공간  치에 해  경우  칩과 , 비드 열  통

상 질  그것  결합   미 에 해 한다.

컨 , 루미 스( 사스 스틴)  본원에 참고  포함  헌 [Fulton et al, 1997, Clin. Chem. 43:1749-[0056]

1756]  미 특허 5,736,330 에 시   그 에 라 미  하   재한다. 

 특   프  가진  미 (비드)  상 한 질 특  결합 에 고 고, 각각  비드

 특  질에 해 특   경우에 질 특  비드  계 열  생 시키   사

 수 다  원리  근거  한다.  술  각각  비드가 독립   수 게 하   염료  합

 한다. 질 특  미  함께 합하고, 상 한 색  지  프 브(들)  시킨다.

상  프 브  지  미 상  리간드 또  수 체에 결합하고, 각각  비드 에 특   상

측 하   사 다. 샘플들  각각  미 가 개별  고, 상 하  프 브 결합 신 가 독 게

하  포 (flow cytometer)에  독  수 다.

상  미   카 복실 트  통해 실   아민-함  에 공 결합시킬 수 다. 한편, 아[0057]

비  결합 미  비 티닐  들  고 하    수 다(Fulton et al, 1997, Clin. Chem. 43:

1749-1756). 

시  비드 열  타  루미나  비드엑스프 스™ 리   비드스  500™  다.[0058]

3. 항체 미 열 [0059]

항체 미 열(microarray)  단 질 미 열  특  태 다. 항체 미 열    해  단[0060]

질  검 하  한  연 에  사 , 진단 도 , 컨  청 또  뇨  특  마커

검 하  한 도  사  수 다.

III. 실시[0061]

다  실시 들  본  람직한  하  해 포함 다. 후술하  실시 에 개시  술  본[0062]
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 실시에 어  하  것  에 해 견  술  나타내 , 라  그 실시에 람직한 

식  하  것  간주  수 다  것  당해 야  숙 들  해할 것 다. 그러나, 당해 야  숙

들  본 개시 내 에 비 어 다수  변  개시  특  에  루어질 수 고, 본  사상 

 탈하지 않고 사한 결과  여  얻  수 다  것  해할 것 다.

실시  1 - 공동 결합(co-coupling) 차[0063]

루미 스 미  도: [0064]

루미 스 미 에 결합시키  해  시약과  질  합하  에 한 평가  5,000만 루미 스[0065]

매그플 스® 미  사 하여 행해 다. 매그플 스® 미   리 치가  1.5㎖  미 원심

리 에  0.5㎖  었다.  척 차 후에, 매그플 스 미  미 원심 리  상청액  

 거  허 하   에 해 미 원심 리 쪽  당겨 다. 미 원리 리   매그플 스® 미

  (0.1M 2-(N- 폴리 )에탄술폰산 헤미 듐염, (MES) , pH 6.2)  2  척하 다.

루미 스 미  :[0066]

0.4㎖ 피     각 미 원심 리 에 첨가하 다. 포-NHS(N- 드 시 포 신 미[0067]

드)   EDC(1-에틸-3-[3- 틸아미 프 필]카 보 미드  드 클 라 드)  50㎎/㎖  도

하 다. 미  0.05㎖ 피  포-NHS  EDC(각각 2.5㎎  공)   해 5,000만 매그플 스

® 미  함 하  각각  미 원심 리 에 첨가하  에  처리   처리  탁시 다. 미

 다시  탁시키고,  미 원심 리    에  상에  치하여  미  합하 다.  20

후에, 미 원심 리  거하 다.

 후에,  미  결합 (0.1M  2-(N- 폴리 )에탄술폰산 헤미 듐염, (MES)  ,  pH[0068]

5.0)  2  척하여 과량  포-NHS  EDC  거하 다. 1.0㎖ 피  결합  5,000만 미  함

하  각각  미 원심 리 에 첨가하 다. 

루미 스 미 에  단 질  결합:[0069]

단 질  결합   척  매그플 스® 미 에 첨가하 다. 하  실시 에   상  하  [0070]

 같 ,  시약 단 질(가  청  끼 다클  항-닭 IgY 항체 또   닭 IgY; 신생 

 마우스 단클  항갑상  극 몬 항체)  상 한 양   질(  끼 IgG 또   

IgG)과 합하여  매그플 스® 미 에 결합시 다. 

실시  2 - 끼 IgG  닭 IgY  또  끼 항-닭 IgY  공동 결합시키  가  청 에  내  [0071]

(internal control)   향상시킨다. 

재료:[0072]

다양한 역들에 한 루미 스 매그플 스® 미[0073]

끼 항-닭 IgY 2.4㎎/㎖ - 매그플 스® 미 에 결합  시약[0074]

닭 IgY 5.7㎎/㎖ - 매그플 스® 미 에 결합  시약[0075]

 끼 IgG 5.0㎎/㎖ - 매그플 스® 미 에 결합   질[0076]

비 티닐  끼 항-닭 IgY  시약[0077]

스트 타비 -R-피 에리트린  시약[0078]

PBS-BSA [0079]

PBS-트 , BSA [0080]

차  찰: [0081]

가  청  내    시약 결합 건: [0082]

끼 항-닭 IgY  닭 IgY 단 질  매그플 스 미 에 결합시 , 가  청 에  내   만들[0083]

었다. 끼 항-닭 IgY  결합  미  사 하여 IgY  함 하  닭 청 샘플   내  첨가 었

나타냈다. 닭 IgY  결합  미  사 하여 검  항체, 비 티닐  끼 항-닭 IgY가  내  첨가 었
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 나타냈다.

10μg  끼 항-닭 IgY and 5μg  닭 IgY  5,000만 매그플 스® 미 에 결합시 다. 샘플 ([0084]

 프 클린®(2- 틸-4- 티아 린-3- , 5-클 -2- 틸-4- 티아 린-3-   l,2- 티아 린-

3- )  가진   돼지  단 질)  1:500   닭 청 샘플  포  시약(상  한  같  미

에 결합  끼 항-닭 IgY 또  닭 IgY 단 질)  함 하  미  플 트  웰에 첨가하 다. 샘플과 포

 시약  큐  후에, 포  시약  웰에 보 하  미  플 트  척하여 미  샘플  거

하 다. 그 후, 검  시약(비 티닐  끼 항-닭 IgY)  첨가하 다. 상  검  시약과  큐  후에,

미  플 트  척하여 미  검  시약  거하 다. 그후 리포  시약  첨가하 다. 상  리포

시약(스트 타비 -R-피 에리트린)과  큐  후에, 미  플 트  척하여 미  리포  시약

 거하 다.  웰에 첨가하고 루미 스 LX200™ 스트루 트  사 하여 내  측 하 다. 생

 신  루미 스 LX200™ 스트루 트에 한 23,000 내지 44,000 MFI 등가  에  것  측

었다. 것  약 20,000 MFI   사  가 한 신  갖  LX200™ 스트루 트에 한 사  가 한 

상  웰 었다.

 시약  에   MFI  감 시키  한 시도  감  양  5,000만 매그플 스® 미 에 결합시[0085]

다. 결합  닭 IgY  양  1.68, 1.24  0.84μg  닭 IgY  2.4, 1.2, 0.6μg  끼 항-닭 IgY 다. MFI

  결합에 해 25,000 MFI 상  하 다.  경우에 감  신 (  사 에  15,000

MFI)가 달 었 나,   신  량  시약에 결합  미 에 상 하지 않았다. 또다  사 에 ,

감 가 찰 었 나, 그 결과  16,000 내지 23,000 MFI  매우 가변 었다. 복  실험  8  복하  동

안 36% 지  변동 계수  가진 다양한 결과  산 하 다. 라 , 결합 에  시약  양  단순  감 시

키  것  신뢰    공하지 못했 , 시약  고  감 시키   과 지 않다  것

 결 지어 다. 

감    가진 가  청  내   하  한 공동 결합: [0086]

시약   질  하  1 내지 4 그룹에 재한  합하고 상  실시  1에 재한  5,000만 미[0087]

들에 결합시 다. 

1 그룹 - 2.5μg  끼 항-닭 IgY 항체  147.5μg   끼 IgG  합   매그플 스® 미[0088]

에 결합시 다. 

2 그룹 - 1.25μg  끼 항-닭 IgY 항체  148.75μg   끼 IgG  합   매그플 스®[0089]

미 에 결합시 다. 

3 그룹 - 2.5μg  닭 IgY  147.5μg   끼 IgG  합   매그플 스® 미 에 결합시[0090]

다.

4 그룹 - 1.25μg  닭 IgY  148.75μg   끼 IgG  합   매그플 스® 미 에 결합[0091]

시 다.

샘플  1:500   닭 청 샘플  1 내지 4 그룹에 재한 포  시약  함 하  미  플[0092]

트  웰에 첨가하 다. 샘플과 포  시약  큐  후에, 포  시약  웰에 보 하  미  플

트  척하여 미  샘플  거하 다. 그 후, 검  시약(비 티닐  끼 항-닭 IgY)  첨가하 다. 상

검  시약과  큐  후에, 미  플 트  척하여 미  검  시약  거하 다. 그후 리포

시약(스트 타비 -R-피 에리트린)  첨가하 다. 상  리포  시약과  큐  후에, 미  플

트  척하여 미  리포  시약  거하 다.  웰에 첨가하고 루미 스 LX200™ 스트루 트  사

하여 내  측 하 다.

술한 합  사 하   루미 스 LX200™ 스트루 트  사 하여 역   20,000 MFI 미만[0093]

 값  감 시키  것 었다. 것  4개 그룹 에  달 었다.

1 그룹 -   17,000 MFI 다. [0094]

2 그룹 -   12,000 MFI 다.[0095]

3 그룹 -   19,400 MFI 다.[0096]

4 그룹 -   13,900 MFI 다.[0097]

공개특허 10-2013-0090892

- 13 -



라 ,  질( 컨 , 끼 IgG)   시약( 끼 다클  항-닭 IgY 또   닭 IgY)과 함께 에[0098]

공동 결합시키  것  에   시약   신뢰   감  래하 다  것  결 지어 다. 

실시  3 - 신생 4  에  시약  공동 결합[0099]

300μg  마우스 단클  항갑상  극 몬 항체  50μg    IgG  합  상  실시  1에 재[0100]

한   매그플 스® 미 에 결합시 다.  피   액 샘플  포  시약(마우스 단클

 항갑상  극 몬 항체 , 것  술한  같    IgG  함께 매그플 스® 미 에 공

동 결합 )  함 하  미  플 트  웰에 첨가하 다. 검  시약(비 티닐  마우스 단클  항갑상

극 몬 항체)도 상  웰에 첨가하 다. 샘플, 포  시약  검  시약  큐  후에, 포  시약

웰에 보 하  미  플 트  척하여 미  샘플  검  시약  거하 다. 그후 리포  시약(스

트 타비 -R-피 에리트린)  첨가하 다. 상  리포  시약과  큐  후에, 미  플 트  

척하여 미  리포  시약  거하 다.  웰에 첨가하고 루미 스 LX200™ 스트루 트  사 하여

내  측 하 다. 것  14,000 MFI    산 하 , 것  TSH   곡  생 시

키   사 하 에 허 가 한  내 다.

본원에 개시 고 특허 청      본 개시 내 에 비 어 과도한 실험 없 도   [0101]

할 수 다. 본     람직한  에  하 지만, 당해 야  숙 에게

본  개 , 사상   탈하지 않고 그   에 그리고 본원에 재한  단계들

또  단계들  연 에 변  할 수 다  것  할 것 다.  체 , 학   생리학

  특  가 동  또  사한 결과  얻  본원에 재한  체할 수도 

할 것 다. 당해 야  숙 에게 한 그러한 든 사 치   변  첨  특허청  

에 해  본  사상,   개 에 포함  것  간주 다. 
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