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(57)【要約】
　デジタルアッセイにおけるビーズ検出のために、単一
のフィルタと、横からの照射を提供する光源とを含む小
型光学イメージングシステム。光源は、検出容器に向か
って光を放射するように構成される。単一のフィルタは
、光源から発せられ、検出容器内の試料から反射された
光を受け取り、検出容器内の試料からの出力を受け取る
ように配置される。検出器は、反射された光の一部分と
、単一のフィルタを通過する出力の一部分とを受け取る
ように構成される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　小型デジタルアッセイ装置であって、
　検出容器と、
　検出容器に向かって光を放射するように構成された光源と、
　単一のフィルタであって、
　　光源から発せられ、検出容器内の試料から反射された光を受け取り、
　　検出容器内の試料からの出力を受け取る
　ように配置された、単一のフィルタと、
　反射された光の一部分と、単一のフィルタを通過する出力の一部分とを受け取るように
構成された、検出器と
を含む、小型デジタルアッセイ装置。
【請求項２】
　光源が発光ダイオードである、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　光源が複数の発光ダイオードを含む、請求項２に記載の装置。
【請求項４】
　光源が２つ以上の光源から構成される、請求項１に記載の装置。
【請求項５】
　光源が色を変化させるように構成される、請求項１に記載の装置。
【請求項６】
　光源が青色と緑色との間で変化するように構成される、請求項５に記載の装置。
【請求項７】
　緑色光源が、ビーズが試料中に存在するかどうかを識別する光学データを検出器が生成
するように検出器用の検出容器内の試料に反射する、請求項６に記載の装置。
【請求項８】
　青色光源が、酵素が試料中に存在するかどうかを識別する光学データを検出器が生成す
るように検出器用の検出容器内の試料を励起する、請求項６に記載の装置。
【請求項９】
　出力が、光源による検出容器内の試料の励起後に生成された蛍光である、請求項１に記
載の装置。
【請求項１０】
　出力が、検出容器内の試料の化学反応によって生成される、請求項１に記載の装置。
【請求項１１】
　小型デジタルアッセイ装置であって、
　検出容器と、
　検出容器に対してある角度で検出容器に向かって光を放射するように構成された第１の
光源と、
　検出容器に向かって光を放射するように構成された第２の光源と、
　単一のフィルタであって、
　　第１の光源から発せられ、検出容器内の試料から反射された光を受け取り、
　　検出容器内の試料からの蛍光出力を受け取る
　ように配置された、単一のフィルタと、
　反射された光の一部分と、単一のフィルタを通過する蛍光の一部分とを受け取るように
構成された検出器と
を含む、小型デジタルアッセイ装置。
【請求項１２】
　検出容器が、ほぼ９０度でその中を延びる軸を含む、請求項１１に記載の装置。
【請求項１３】
　第１の光源が、軸に対してある角度に配置される、請求項１２に記載の装置。
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【請求項１４】
　角度が０度から９０度の間である、請求項１３に記載の装置。
【請求項１５】
　角度が４５度から９０度の間である、請求項１３に記載の装置。
【請求項１６】
　角度が８０度である、請求項１３に記載の装置。
【請求項１７】
　第２の光源が、軸に沿って進行する光ビームを放射するように構成される、請求項１２
に記載の装置。
【請求項１８】
　第２の光源が軸に対して横方向にオフセットされており、第２の光源が、軸に平行に進
行する光ビームを放射するように構成される、請求項１２に記載の装置。
【請求項１９】
　第２の光源が２つ以上の光源を含む、請求項１１に記載の装置。
【請求項２０】
　第１の光源が発光ダイオードである、請求項１１に記載の装置。
【請求項２１】
　第１の光源が複数の発光ダイオードを含む、請求項２０に記載の装置。
【請求項２２】
　第１の光源が２つ以上の光源から構成される、請求項１１に記載の装置。
【請求項２３】
　第１の光源が緑色発光ダイオードである、請求項１１に記載の装置。
【請求項２４】
　第２の光源が青色発光ダイオードである、請求項１１に記載の装置。
【請求項２５】
　検出器が、第１の光源から発せられた光に基づいて第１の画像を生成するように構成さ
れ、第１の画像が検出容器内の試料中のビーズの位置を識別する、請求項１１に記載の装
置。
【請求項２６】
　検出器が、第２の光源による活性化の後、試料からの蛍光出力に基づいて第２の画像を
生成するように構成され、第２の画像が検出容器内の試料中の標識の存在を検出する、請
求項２５に記載の装置。
【請求項２７】
　第１の光源が色を含み、さらに、色が単一のフィルタに基づいている、請求項１１に記
載の装置。
【請求項２８】
　小型デジタルアッセイ装置であって、
　複数の検出容器を有する試料アレイと、
　検出容器に対してある角度で検出容器に向かって光を放射して、検出容器内の試料を照
射するように構成された第１の光源と、
　鏡または他の反射物体を使用することなく検出容器に向かって光を放射するように構成
され、検出容器内の試料を活性化して、出力を放射するようにさらに構成された第２の光
源と、
　フィルタであって、
　　第１の光源から発せられ、検出容器から反射された光を受け取り、
　　検出容器内の試料からの出力を受け取る
　ように配置された、フィルタと
　反射された光と、フィルタを通過する試料からの出力とを受け取り、どのウェルがビー
ズを含むか、およびどのウェルが標識を含むかを識別する光学データを生成するように構
成された検出器と、
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を含む、小型デジタルアッセイ装置。
【請求項２９】
　試料アレイが、ほぼ９０度でその中を延びる軸を含む、請求項２８に記載の装置。
【請求項３０】
　第１の光源が、軸に対してある角度に配置される、請求項２９に記載の装置。
【請求項３１】
　角度が０度から９０度の間である、請求項３０に記載の装置。
【請求項３２】
　角度が４５度から９０度の間である、請求項３０に記載の装置。
【請求項３３】
　角度が８０度である、請求項３０に記載の装置。
【請求項３４】
　第２の光源が、軸に沿って進行する光ビームを放射するように構成される、請求項２９
に記載の装置。
【請求項３５】
　第２の光源が軸に対して横方向にオフセットされており、第２の光源が、軸に平行に進
行する光ビームを放射するように構成される、請求項２９に記載の装置。
【請求項３６】
　第２の光源が２つ以上の光源を含む、請求項２８に記載の装置。
【請求項３７】
　第１の光源が発光ダイオードである、請求項２８に記載の装置。
【請求項３８】
　第１の光源が複数の発光ダイオードを含む、請求項３７に記載の装置。
【請求項３９】
　第１の光源が２つ以上の光源から構成される、請求項２８に記載の装置。
【請求項４０】
　第１の光源が緑色発光ダイオードである、請求項２８に記載の装置。
【請求項４１】
　第２の光源が青色発光ダイオードである、請求項２８に記載の装置。
【請求項４２】
　光学データが、検出容器内の、存在するなら、ビーズの位置と、検出容器内の、存在す
るなら、標識とを識別する画像である、請求項２８に記載の装置。
【請求項４３】
　第１の光源が色を含み、さらに、色がフィルタに基づいている、請求項２８に記載の装
置。
【請求項４４】
　小型デジタルアッセイ装置であって、
　複数のナノウェル内に配置された複数の試料を含む試料アレイと、
　試料アレイに対してある角度で試料アレイに向かって光を放射して、試料アレイ内の試
料を照射ように構成され、４５０ｎｍから５５０ｎｍの間の波長を有する光源と、
　試料から反射された光の一部分を受け取るように構成された検出器と
を含む、小型デジタルアッセイ装置。
【請求項４５】
　光源が発光ダイオードである、請求項４４に記載の装置。
【請求項４６】
　光源が複数の発光ダイオードを含む、請求項４５に記載の装置。
【請求項４７】
　光源が２つ以上の光源を含む、請求項４４に記載の装置。
【請求項４８】
　光源が色を変化させるように構成される、請求項４４に記載の装置。
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【請求項４９】
　光源が、青色と緑色との間で変化するように構成される、請求項４８に記載の装置。
【請求項５０】
　緑色光源が、ビーズが試料中に存在するかどうかを識別する光学データを検出器が生成
するように検出器用の試料アレイ内の試料に反射する、請求項４９に記載の装置。
【請求項５１】
　角度が、試料アレイに垂直に向けられた軸に対して０度から９０度の間である、請求項
４４に記載の装置。
【請求項５２】
　角度が、試料アレイに垂直に向けられた軸に対して４５度から９０度の間である、請求
項４４に記載の装置。
【請求項５３】
　角度が、試料アレイに垂直に向けられた軸に対して８０度である、請求項４４に記載の
装置。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１６年１２月２１日に出願した米国仮特許出願第６２／４３７，５３４
号の非仮出願であって、その利益を主張するものであり、その内容全体は、引用により本
明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本開示は、デジタルアッセイにおける分析物分析のために、単一のフィルタと、横から
の照射を提供する光源とを含む、光学イメージングシステムに関する。
【背景技術】
【０００３】
　試料中の関心対象の分析物を正確に分析することができるデバイスおよび方法は、たと
えば、病気、疾患、または健康状態の診断などの診断、予後診断、環境アセスメント、食
品安全性、化学兵器剤または生物兵器剤の検出などには、不可欠である。試料中の低レベ
ルの分析物分子を定量化するための現行の技法のほとんどは、レポーター分子の数を増加
させる増幅手順を使用することにより、測定可能な信号を提供する。現行の技法の例とし
ては、抗体ベースのアッセイにおいて信号を増幅するための酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩ
ＳＡ）、ならびにＤＮＡベースのアッセイにおいてターゲットＤＮＡ鎖を増幅させるため
のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）が挙げられる。ほとんどの検出方式は、信号の集合が
検出しきい値を超えるために、全体の中で多数の分子が存在する必要がある。この必要条
件は、ほとんどの検出技法の感受性およびダイナミックレンジ（すなわち、検出されるこ
とが可能な濃度の範囲）を制限する。公知の方法および技法の多くはさらに、非特異的結
合の問題に悩まされ、非特異的結合は、バックグラウンド信号の増加につながり、正確に
または再現可能に検出されることが可能である最低の濃度を制限する。
【０００４】
　デジタルＥＬＩＳＡは、コンジュゲートを使用して１分子の酵素を検出することができ
るので、次世代のイムノアッセイの候補である。図１および図２を参照されたい。デジタ
ルＥＬＩＳＡでは、ターゲット分子は、捕捉抗体と検出抗体との間にビーズ上で捕捉され
るが、検出抗体は、酵素に結合されている。その際、ビーズは、酵素の基質とともに液滴
チャンバ内に捕えられ、水相は、重油によって置換され、分析前の水相の除去が可能にな
る。
【０００５】
　ビーズベースのデジタルＥＬＩＳＡでは、単一のビーズが、アレイのマイクロチャンバ
内に封入される。ビーズが免疫複合体種を捕捉したチャンバのいくつかは、蛍光イメージ
ング中に明るい点（すなわち、明るいチャンバ）を提示する。ビーズが存在するチャンバ
のパーセンテージは、抗原の濃度と相関がある。したがって、アレイのマイクロチャンバ
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内のビーズおよび酵素の位置を識別することが必要である。
【０００６】
　光学イメージングは、アッセイの際にビーズの場所を決定する方法である。光学イメー
ジングは、ビーズ／酵素デュアルチャネルイメージングを使用して同時に多数の（１０，
０００を超える）マイクロチャンバのデータを検出することもできる。しかし、従来のデ
ュアルチャネルイメージング用の光学システムは、蛍光／蛍光タイプのビーズ／酵素デュ
アルチャネルイメージング用の複雑な光学のために、現存の製品に取り付けるには大きく
、費用がかかる。従来の光学システムは、それぞれのチャネルに関する複数の光学フィル
タと、モードを入れ替えるための外部アクチュエータとを必要とする。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開第２００１／０５８９５６号
【特許文献２】米国特許第７，０７０，９２１号明細書
【特許文献３】米国特許出願公開第２００６／０１２１５４４号明細書
【特許文献４】米国特許第５，６２０，８５０号明細書
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｗｕ，Ｃ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２５（１
１）、１２９０－１２９７頁（２００７）
【非特許文献２】Ｕ．Ｓ．Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａｌ　Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ（ＵＳＰ
－ＮＦ），Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｃｏｄｅｘ，ａｎｄ　Ｄｉｅｔａｒｙ　Ｓｕ
ｐｐｌｅｍｅｎｔｓ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｓｐ．ｏｒｇ）
【非特許文献３】Ｇｏｔｔｌｉｎら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ、１４、７７－８５頁（２００９）
【非特許文献４】Ｈｅｌｌｅｒ、Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．２３、１２８頁（１９９０
）
【非特許文献５】Ｈｏｌｔら（２０１４）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ２１、４８４－４９０頁
【非特許文献６】Ｒａｄｅｒ（２０１４）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ３２、１８６－１９７頁
【非特許文献７】ＭｃＥｎａｎｅｙら（２０１２）ＡＣＳ　Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．７、１
１３９－１１５１頁
【非特許文献８】Ｍｉｌｌｗａｒｄら（２０１１）Ｊ．ＡＭ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１３３
、１８２８０－１８２８８頁
【非特許文献９】Ｇｉｌｂｒｅｔｈ　ａｎｄ　Ｋｏｉｄｅ、（２０１２）Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ２２、１－８頁
【非特許文献１０】Ｂａｎｔａら（２０１３）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ
．１５、９３－１１３頁
【非特許文献１１】Ｐａｔｅｌら（２０１３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
、Ｄｅｓｉｇｎ＆Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ２６（４）、３０７－３１４頁
【非特許文献１２】Ｔｉｅｄｅら（２０１４）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
、Ｄｅｓｉｇｎ＆Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ２７、１４５－１５５頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、小型で低コストのデジタルイムノアッセイデバイスを提供する、デジタル
イムノアッセイ用の簡略化された光学イメージングシステムを提供することが望ましい。
本発明の実施形態は、サイズおよびコストが従来の光学イメージングシステムと比較して
大幅に低減された、デジタルイムノアッセイ用の光散乱光学を使用したイメージングシス
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テムを提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の実施形態は、ビーズ検出のためにアッセイに光散乱を適用する光源を使用する
ことによって光学イメージングシステムを簡略化する。本光学イメージングシステムは、
光散乱／蛍光タイプを利用し、従来のシステムに使用される、光学的構成要素およびモー
ド入替えのための対応するアクチュエータ構造を除去することによって簡略化された。本
システムの実施形態による光学イメージングシステムの力を実証するために、デジタルＥ
ＬＩＳＡ用の小型のデバイスが設計されテストされた。本光学イメージングシステムの実
施形態は、良好な性能を実証し、従来の光学イメージングシステムに匹敵するか、または
それよりも優れていた。（注目すべき仕様は、図１に要約されている。）検出器は、体積
およびコストにおいて、それぞれ、約数十分の一および１００分の一である。
【００１１】
　１つの実施形態では、本発明は、検出容器と、検出容器に向かって光を放射するように
構成された光源と、単一のフィルタと、検出器とを含む、小型デジタルアッセイ装置を提
供する。単一のフィルタは、光源から発せられ、検出容器内の試料から反射された光を受
け取り、検出容器内の試料からの出力を受け取るように配置される。検出器は、反射され
た光の一部分と、単一のフィルタを通過する出力の一部分とを受け取るように構成される
。
【００１２】
　別の実施形態では、本発明は、検出容器と、試料アレイに対してある角度で検出容器に
向かって光を放射するように構成された第１の光源と、検出容器に向かって光を放射する
ように構成された第２の光源と、単一のフィルタと、検出器とを含む、小型デジタルアッ
セイ装置を提供する。単一のフィルタは、第１の光源から発せられ、検出容器内の試料か
ら反射された光を受け取り、検出容器内の試料からの蛍光出力を受け取るように配置され
る。検出器は、反射された光の一部分と、単一のフィルタを通過する蛍光の一部分とを受
け取るように構成される。
【００１３】
　さらなる実施形態では、本発明は、複数のウェルを有する試料アレイと、試料アレイに
対してある角度で試料アレイに向かって光を放射して、試料アレイ内の試料を照射するよ
うに構成された第１の光源と、鏡または他の反射物体を使用することなく試料アレイに向
かって光を放射するように構成され、試料アレイ内の試料を活性化して、出力を放射する
ようにさらに構成された第２の光源と、フィルタと、検出器とを含む、小型デジタルアッ
セイ装置を提供する。フィルタは、第１の光源から発せられ、試料アレイから反射された
光を受け取り、試料アレイ内の試料からの出力を受け取るように配置される。検出器は、
反射された光と、フィルタを通過する試料からの出力とを受け取り、どのウェルがビーズ
を含むか、およびどのウェルが標識を含むかを識別する光学データを生成するように構成
される。
【００１４】
　さらに別の実施形態では、本発明は、複数のナノウェル内に配置された複数の試料を含
む試料アレイと、試料アレイに対してある角度で試料アレイに向かって光を放射して、試
料アレイ内の試料を照射するように構成され、４５０ｎｍから５５０ｎｍの間の波長を有
する光源と、試料から反射された光の一部分を受け取るように構成された検出器とを含む
、小型デジタルアッセイ装置を提供する。
【００１５】
　本発明の他の態様は、発明を実施するための形態および添付の図面を検討することによ
り明らかになるであろう。
【００１６】
　本明細書に記載される主題の詳細は、その構造および動作に関しても、同様の参照番号
が同様の部品を指す、添付の図面を検討することによって明らかになる場合がある。図面
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中の構成要素は、必ずしも原寸に比例しておらず、代わりに主題の原理を示すことが強調
されている。さらに、すべての図は、概念を伝えることを意図されており、相対的なサイ
ズ、形状、および他の詳細な属性は、文字通りでも厳密でもなく概略的に示される場合が
ある。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】本発明の一実施形態による簡略化された光学イメージングシステムと、従来の光
学イメージングシステムとの比較を示す図である。
【図２】本発明の一実施形態による光学イメージングシステムの斜視図である。
【図３】図２に示された光学イメージングシステムのいくつかの図を示す。
【図４】本発明の一実施形態による光学イメージングシステムの概略図である。
【図５】デジタルイムノアッセイ用のマイクロチャンバおよび酵素反応による蛍光信号増
幅のメカニズム（上段図）と、従来のシステムの光学イメージングシステムと図２に示さ
れた光学イメージングシステムとの間の差の比較とを示す概略図である。
【図６】図５に示された光学イメージングシステムによって取得された画像を示す図であ
る。
【図７】図５に示された光学イメージングシステムによって取得された画像を示す図であ
る。
【図８】図５に示された光学イメージングシステムによって取得された画像を示す図であ
る。
【図９】図５に示された光学イメージングシステムによって取得された画像を示す図であ
る。
【図１０】図５に示された光学イメージングシステムによって取得された画像を示す図で
ある。
【図１１】図５に示された光学イメージングシステムによって取得された画像を示す図で
ある。
【図１２】図５に示された光学イメージングシステムによって取得された画像を示す図で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
１．定義
　本開示の実施形態について説明する前に、本発明は、説明される特定の実施形態に限定
されず、したがって、当然改変し得ることを理解されたい。本明細書に使用される用語は
、特定の実施形態について説明するためにすぎず、限定を意図するものではないことも理
解されたい。
【００１９】
　本明細書に示される、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」、
「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「有する（ｈａｓ）」、「できる（ｃａｎ）」、「含む（
ｃｏｎｔａｉｎ）」、およびそれらの変形語は、追加の作用または構造の可能性を除外し
ない、制約のない移行句、用語、または単語であることを意図される。単数形「１つの（
ａ）」、「および（ａｎｄ）」、および「その（ｔｈｅ）」は、文脈が別段にはっきりと
指示しない限り、複数の参照事項を含む。本開示は、明確に説明されているか否かにかか
わらず、本明細書に提示される実施形態または要素「を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」
、「から成る（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」、および「から基本的に成る（ｃｏｎｓ
ｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」他の実施形態も企図する。
【００２０】
　本明細書の数値範囲の記述では、その間に介在する各々の数が、同じ精度で、明確に企
図される。たとえば、６～９の範囲では、数７および８が、６および９に加えて企図され
、６．０～７．０の範囲では、数６．０、６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６
．６、６．７、６．８、６．９、および７．０が明確に企図される。



(9) JP 2020-507744 A 2020.3.12

10

20

30

40

50

【００２１】
　本明細書に置き換え可能に使用される「親和性」および「結合親和性」は、分析物に対
する結合メンバーの結合の傾向または力を指す。たとえば、結合親和性は、平衡解離定数
（ＫＤ）、解離速度（ｋｄ）、または会合速度（ｋａ）によって表される場合がある。
【００２２】
　本明細書に使用される「類似体」は、関心対象の分子と類似の構造を有する分子（たと
えば、ヌクレオシド類似体、ヌクレオチド類似体、糖リン酸類似体、分析物類似体など）
を指す。分析物類似体は、分析物と構造的に類似しているが、結合メンバーが異なる親和
性を有する、分子である。
【００２３】
　本明細書に置き換え可能に使用される、「分析物」、「ターゲット分析物」、「関心対
象の分析物」は、本明細書に開示される方法およびデバイスにおいて測定されている分析
物を指す。関心対象の分析物は、本明細書にさらに説明される。
【００２４】
　本明細書に使用される「抗体」および「複数の抗体」は、モノクローナル抗体と、多重
特異性抗体と、ヒト抗体と、ヒト化抗体（完全にまたは部分的にヒト化されている）と、
限定はされないが、鳥（たとえば、カモまたはガン）、サメ、クジラ、および非霊長類（
たとえば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター、モル
モット、ネコ、イヌ、ラット、マウスなど）またはヒト以外の霊長類（たとえば、サル、
チンパンジーなど）を含む哺乳類などの動物抗体と、組換え抗体と、キメラ抗体と、一本
鎖Ｆｖ（「ｓｃＦｖ」）と、一本鎖抗体と、単一ドメイン抗体と、Ｆａｂフラグメントと
、Ｆ（ａｂ’）フラグメントと、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントと、ジスルフィド結合Ｆｖ
（「ｓｄＦｖ」）と、抗イディオタイプ（「抗Ｉｄ」）抗体と、デュアルドメイン抗体と
、二重可変領域（ＤＶＤ）もしくは三重可変領域（ＴＶＤ）の抗体（二重可変領域免疫グ
ロブリンおよびそれらを生成するための方法は、Ｗｕ，Ｃ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２５（１１）、１２９０－１２９７頁（２００７）およびＰＣＴ国
際特許出願ＷＯ２００１／０５８９５６に記載されており、これらの各々の内容は、引用
により本明細書に組み込まれている）と、上記のもののいずれかの機能的に活性なエピト
ープ結合フラグメントとを指す。特に、抗体は、免疫グロブリン分子および免疫グロブリ
ン分子の免疫学的に活性なフラグメント、すなわち、分析物結合部位を含む、分子を含む
。免疫グロブリン分子は、任意のタイプ（たとえば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、
ＩｇＡ、およびＩｇＹ）、クラス（たとえば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４
、ＩｇＡ１、およびＩｇＡ２）、またはサブクラスを有することができる。簡単にするた
めに、分析物に対する抗体は、しばしば、本明細書では「抗分析物抗体」または単に「分
析物抗体」のいずれかと呼ばれる。
【００２５】
　本明細書に使用される「抗体フラグメント」は、抗原結合部位または可変領域を含むイ
ンタクト抗体の一部分を指す。この部分は、インタクト抗体のＦｃ領域の定常重鎖ドメイ
ン（すなわち、抗体アイソタイプによる、ＣＨ２、ＣＨ３、またはＣＨ４）を含まない。
抗体フラグメントの例は、限定はされないが、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメン
ト、Ｆａｂ’－ＳＨフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆｄフラグメント、Ｆ
ｖフラグメント、二重特異性抗体、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）分子、１つの軽鎖可変ドメイ
ンのみを含む一本鎖ポリペプチド、軽鎖可変ドメインの３つのＣＤＲを含む一本鎖ポリペ
プチド、１つの重鎖可変領域のみを含む一本鎖ポリペプチド、および重鎖可変領域の３つ
のＣＤＲを含む、一本鎖ポリペプチドを含む。
【００２６】
　「ビーズ」および「粒子」は、本明細書に置き換え可能に使用され、ほぼ球形の固相支
持体を指す。
【００２７】
　「結合タンパク質」は、たとえば、ポリペプチド、抗原、化合物もしくは他の分子、ま
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たは任意の種類の基質などの結合パートナーに結合し、結合パートナーと複合体を形成す
る、単量体タンパク質または多量体タンパク質を指すために本明細書に使用される。結合
タンパク質は、結合パートナーに特異的に結合する。結合タンパク質は、抗体と、その抗
原結合性フラグメントおよび当技術分野で知られており本明細書に以下に説明される他の
様々な形態およびその誘導体と、抗原分子または抗原分子上の特定の部位（エピトープ）
に結合する１つまたは複数の抗原結合ドメインを含む他の分子とを含む。したがって、結
合タンパク質は、限定はされないが、抗体、四量体免疫グロブリン、ＩｇＧ分子、ＩｇＧ
１分子、モノクローナル抗体、キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、ヒト化抗体、親和性成熟抗
体、および抗原に結合する能力を維持する任意のそのような抗体のフラグメントを含む。
【００２８】
　本明細書に使用される「捕捉分子」は、生体試料中の関心対象の分析物を捕捉または固
定化するのに使用される、特異的な結合パートナーまたは特異的な結合メンバーを指す。
捕捉分子は、しばしば、関心対象の分析物に加えた複合体の１つの構成要素であり、１つ
または複数の検出分子も含むことができる。複合体は、任意で、固相支持体に結合される
場合がある。
【００２９】
　「構成要素」、「複数の構成要素」、または「少なくとも１つの構成要素」は、一般に
、本明細書に説明される方法および当技術分野で知られている他の方法による、患者の尿
、血清、全血、組織吸引液、または血漿試料などのテスト試料のアッセイ用のキットに含
まれる可能性がある、捕捉抗体、検出試薬またはコンジュゲート、キャリブレーター、コ
ントロール、感受性パネル、容器、緩衝液、希釈剤、塩、酵素、酵素用の補因子、検出試
薬、前処理試薬／溶液、基質（たとえば、溶液として）、停止液などを指す。いくつかの
構成要素は、アッセイにおいて使用するための再構成のために溶液中にあるか、または凍
結乾燥される可能性がある。
【００３０】
　本明細書に使用される「接触」およびその文法上の同義語は、結合メンバーに対して特
異的な関心対象の分析物が試料中に存在する場合、結合相互作用が起こるように、結合メ
ンバーを試料中の関心対象の分析物の十分近くに持ってくる、任意のタイプの結合作用を
指す。接触は、試料を結合メンバーと結合すること、結合メンバーを分析物の近くに導く
ことによってターゲット分析物を結合メンバーに露出させることなどを含む、多種多様な
方法で達成される場合がある。
【００３１】
　本明細書に使用される「コントロール」は、当技術分野で知られているか、もしくは許
容されている、または一般に使用されている許容できる手段を使用して実験的に決定され
る分析物の標準試料を指す。「標準試料」は、類似の物質の測定ベースとして使用される
標準物質である。たとえば、文書化された標準試料は、Ｕ．Ｓ．Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉ
ａｌ　Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ（ＵＳＰ－ＮＦ），Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｃｏｄ
ｅｘ，ａｎｄ　Ｄｉｅｔａｒｙ　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ（その
すべては、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｓｐ．ｏｒｇにおいて入手可能である）および他の
よく知られているソースに公開されている。参照物質を標準化するための方法が、文献に
記載される。分析物用の較正曲線を使用することによって、または代替の標準試料と比較
することによって存在する分析物の量を定量化するための手段もよく知られている。標準
曲線は、質量分析、重量法によって、および当技術分野で公知の他の技法によって、既知
の濃度の分析物の連続希釈物または溶液を使用して生成され得る。文献に記載されてきた
代替の標準試料は、標準添加（標準添加方法としても知られている）またはデジタルポリ
メラーゼ連鎖反応を含む。
【００３２】
　本明細書に使用される「検出分子」は、生体試料中の関心対象の分析物の存在を検出し
、かつ／またはその分析物の量を定量化もしくは測定するために使用される、特異的な結
合パートナーまたは特異的な結合メンバーを指す。検出分子は、しばしば、１つまたは複
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数の捕捉分子および関心対象の分析物を含む場合がある複合体の１つの構成要素である。
複合体は、任意で、固相支持体に結合される場合がある。
【００３３】
　本明細書に使用される「検出」容器または「反応」容器は、関心対象の分析物を含む場
合もまたは含まない場合もある反応混合物を含むことができる、容器または他の装置を指
す。適切な「検出」容器または「反応」容器の例は、キュベット、チューブ、チューブプ
レートの個々のチューブ、マイクロタイタープレート内の穴もしくはウェル、個々の反応
ウェル（マイクロウェルアレイまたはナノウェルアレイなどの、ウェルのアレイなど）、
またはテストスライドプレートもしくはアッセイアレイプレート内のピットを含む。
【００３４】
　本明細書に使用される「固定化」は、第１の特異的な結合メンバーと固相支持体の表面
との安定した会合を指す。「安定した会合」は、たとえば、生理学的条件下で、会合体の
平均半減期が１日以上である、２つのエンティティ間の物理的な会合を意味する。いくつ
かの態様では、２つのエンティティ間の物理的な会合は、６か月以上、たとえば４℃のＰ
ＢＳにおいて１年以上を含む、２日以上、１週間以上、１か月以上の平均半減期を有する
。いくつかの実施形態によれば、安定した会合は、２つのエンティティ間の共有結合、２
つのエンティティ間の非共有結合（たとえば、イオン結合または金属結合）、または、水
素結合、ファンデルワールス力などの化学誘引の他の形態から生じる。
【００３５】
　本明細書に使用される「標識」および「検出可能な標識」は、抗体と検出可能な分析物
との間の反応を提供する、抗体または分析物に付着した部分を指し、そのように標識化さ
れた抗体または分析物は、「検出可能に標識化された」と言われる。標識は、視覚的手段
または機器による手段によって検出可能な信号を生成することができる。様々な標識は、
色原体、蛍光化合物、化学発光化合物、放射性化合物などの信号生成物質を含む。他の標
識は、本明細書に説明される。この点に関して、部分はそれ自体が検出可能でない場合で
あっても、さらに別の部分と反応することにより検出可能になる場合がある。「検出可能
に標識化された」という用語の使用は、そのような標識化を含むことを意図される。
【００３６】
　本明細書に使用される「モノクローナル抗体」は、ほぼ均一な抗体の集団から得られた
抗体を指し、すなわち、その集団を含む個々の抗体は、少ない割合で存在するかもしれな
い、生じ得る自然発生の突然変異体を除いて、同一である。モノクローナル抗体は、特異
性が高く、単一の抗原に向けられる。さらに、様々な決定基（エピトープ）に向けられた
様々な抗体を通常含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、各モノクローナル抗体は
、抗原上の単一の決定基に向けられている。モノクローナル抗体は、本明細書では特に、
それらが所望の生物学的特徴を示す限り、重鎖および／または軽鎖の一部分が、特定の種
から得られるか、または特定の抗体のクラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する
配列と同一か、あるいはそれらの配列と同種である一方で、これらの鎖の残りが、別の種
から得られるか、または別の抗体のクラスもしくはサブクラスに属する抗体およびそのよ
うな抗体のフラグメントの対応する配列と同一か、あるいはそれらの配列と同種である、
「キメラ」抗体を含む。
【００３７】
　「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」は、核酸塩基が、糖リン酸結合（
糖リン酸骨格）によって接続される、核酸塩基のポリマーまたはオリゴマーを指す。例示
的なポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドは、２’－デオキシリボヌクレオチドの
ポリマー（ＤＮＡ）およびリボヌクレオチドのポリマー（ＲＮＡ）を含む。ポリヌクレオ
チドは、全体が、リボヌクレオチド、２’－デオキシリボヌクレオチド、またはそれらの
組合せから構成される場合がある。「核酸」は、「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌ
クレオチド」を含み、ヌクレオチドモノマーの一本鎖および二本鎖のポリマーを含む。
【００３８】
　本明細書に使用される「所定のカットオフ」および「所定のレベル」は、アッセイ結果
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を所定のカットオフ／レベルと比較することによって、診断結果、予後診断の結果、また
は治療の有効性の結果を評価するのに使用されるアッセイカットオフ値を指すが、所定の
カットオフ／レベルはすでに、様々な臨床パラメータ（たとえば、病気の存在、病気のス
テージ、病気の重症度、病気の進行、非進行、または改善など）とリンクされるか、また
は関連付けられている。本開示は、例示的な所定のレベルを提供する。しかし、カットオ
フ値は、イムノアッセイの性質（たとえば、使用される抗体、反応条件、試料純度など）
によって様々である可能性があることがよく知られている。さらに、本開示によって提供
される説明に基づいて、他のイムノアッセイ用のイムノアッセイ固有のカットオフ値を得
るために、本明細書の開示をこれらの他のイムノアッセイに適応させることは、当業者に
よく知られている。所定のカットオフ／レベルの正確な値は、アッセイ間で変化する場合
があるが、本明細書に説明される相関は、一般に、適用可能であるはずである。
【００３９】
　本明細書に説明される診断アッセイにおいて使用される「前処理試薬」、たとえば、溶
解試薬、沈殿試薬、および／または可溶化試薬は、テスト試料中に存在する任意の細胞を
溶解し、かつ／またはテスト試料中に存在する任意の分析物を可溶性にするものである。
前処理は、本明細書にさらに説明されるように、すべての試料に必要なわけではない。特
に、分析物を可溶性にすることは、試料中に存在する任意の内在性結合タンパク質からの
分析物の放出を伴う。前処理試薬は、均一（分離ステップを必要としない）であっても、
または不均一（分離ステップを必要とする）であってもよい。不均一な前処理試薬を使用
する場合、アッセイの次のステップに進む前に、テスト試料からの任意の沈殿した分析物
結合タンパク質の除去を行う。前処理試薬は：任意で、（ａ）１つもしくは複数の溶媒お
よび塩、（ｂ）１つもしくは複数の溶媒、塩、および界面活性剤、（ｃ）界面活性剤、（
ｄ）界面活性剤および塩、または（ｅ）分析物の細胞溶解および／もしくは可溶化に適し
た任意の試薬もしくは試薬の組合せ、を含むことができる。
【００４０】
　本明細書に説明されるイムノアッセイおよびキットの文脈における「品質管理試薬」は
、限定はされないが、キャリブレーター、コントロール、および感受性パネルを含む。「
キャリブレーター」すなわち「標準液」は、通常、抗体または分析物などの分析物の濃度
の内挿用の較正（標準）曲線（たとえば、多数などの、１つまたは複数）を構築するため
に使用される。代替として、所定の陽性／陰性カットオフに近い単一のキャリブレーター
が使用されることが可能である。複数のキャリブレーター（すなわち、２つ以上のキャリ
ブレーターまたは変化する量のキャリブレーター）が、「感受性パネル」を含むために併
せて使用されることが可能である。
【００４１】
　本明細書に使用される「受容体」は、内在性化学信号を認識し内在性化学信号に反応す
るタンパク質分子を指す。そのような内在性化学信号は、受容体に結合するとき、何らか
の形態の細胞／組織反応を起こす。受容体の例は、限定はされないが、神経受容体、ホル
モン受容体、栄養素受容体、および細胞表面受容体を含む。
【００４２】
　「組換え抗体」および「複数の組換え抗体」は、組換え技法によって１つまたは複数の
モノクローナル抗体のすべてまたは一部分を適切な発現ベクター中にコードする核酸配列
をクローニングすることと、続いて適切な宿主細胞内で抗体を発現させることとを含む、
１つまたは複数のステップによって準備された抗体を指す。これらの用語は、限定はされ
ないが、組換えで生成されたモノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体（完全にまた
は部分的にヒト化された）、抗体フラグメントから形成された多特異性のまたは多価の構
造、二機能性抗体、ヘテロコンジュゲートＡｂ、［Ｍａｔｈ．１］ＤＶＤ－Ｉｇ（Ｒ），
および（ｉ）本明細書に説明される他の抗体を含む。（二重可変領域免疫グロブリンおよ
びそれらを生成するための方法は、Ｗｕ，Ｃ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ、２５、１２９０－１２９７頁（２００７）に記載されている。）本明細書に使用
される「二機能性抗体」という用語は、ある抗原部位の特異性を有する第１のアームと、
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異なる抗原部位の特異性を有する第２のアームとを含む抗体を指し、すなわち、二機能性
抗体は、二重の特異性を有する。
【００４３】
　本明細書に使用される、「試料」、「テスト試料」、「生体試料」、「被験者からの試
料」、「流体生体試料」、および「患者試料」は、置き換え可能に使用され、関心対象の
分析物を含むか、または含む疑いがある流体試料を指す場合がある。
【００４４】
　本明細書に使用される「試料アレイ」は、１つまたは複数の（または複数の）検出容器
または反応容器の集合を指す。
【００４５】
　本明細書に使用される「信号生成化合物」は、信号生成基質などの適切なまたは適当な
変換剤に露出すると、検出可能な生成物または検出可能な標識に変換される可能性がある
、任意の分子、化合物、タンパク質などを指す。「検出可能な生成物」または「検出可能
な標識」は、当技術分野で知られている選択された技法を使用して検出されるエンティテ
ィとして作用することによって検出を容易にする、任意の分子、粒子などである。信号生
成化合物の例は、アミラーゼ、ポリヌクレオチダーゼ、アルギナーゼ、アデナーゼ、アミ
ノポリペプチダーゼ、ペプシン、リパーゼ、カタラーゼ、チロシナーゼ、アルコールデヒ
ドロゲナーゼ、コハク酸デヒドロゲナーゼ、ジアフォラーゼ、グリオキサラーゼ、アルド
ラーゼ、グルコースオキシダーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ、ガラクトシダーゼ（ベ
ータ－ガラクトシダーゼなど）、ホスファターゼ、ホスホリラーゼおよびヘキソキナーゼ
、またはそれらの組合せなどの酵素である。
【００４６】
　本明細書に使用される「信号生成基質」は、信号生成化合物などの適切なまたは適当な
変換剤に露出すると、検出可能な生成物または検出可能な標識に変換される信号生成化合
物に変換されるか、またはこの信号生成化合物をもたらす可能性がある、任意の分子、化
合物、タンパク質、基質、粒子などを指す。「検出可能な化合物」または「検出可能な標
識」は、当技術分野で知られている選択された技法を使用して検出されるエンティティと
して作用することによって検出を容易にする、任意の分子、粒子などである。信号生成基
質は、比色分析性、化学発光性、または化学蛍光性がある可能性がある。信号生成基質の
例は、［Ｍａｔｈ．２］ＣＤＰ－Ｓｔａｒ（Ｒ）（二ナトリウム４－クロロ－３－（メト
キシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２’－（５’－クロロ）トリシクロ［３．３．
１．１３，７］デカン｝－４－イル）フェニルホスフェート）、［Ｍａｔｈ．３］ＣＳＰ
Ｄ（Ｒ）すなわち（二ナトリウム３－（４－メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３
，２－（５’－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１３，７］デカン｝－４－イル）フェ
ニルホスフェート）などの化学発光基質と、ｐ－ニトロフェニルホスフェート、５－ブロ
モ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、４－ニトロブルーテトラゾ
リウムクロライド（ＮＢＴ）、またはヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）などの発光
基質と、４－メチルウンベリフェリルホスフェート（４－ＭＵＰ）などの蛍光基質と、５
－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、二ナトリウム５－ブ
ロモ－６－クロロ－インドリルホスフェート、またはｐ－ニトロフェニルホスフェートな
どの発色基質などの酵素基質である。
【００４７】
　本明細書に置き換え可能に使用される「特異的な結合パートナー」または「特異的な結
合メンバー」は、他の分子を実質的に少なく認識することと比較してある分子を特異的に
認識する、２つ以上の異なる分子のうちの１つを指す。２つの異なる分子のうちの１つは
、他方の分子の空間的かつ極性的に特定の構成に特異的に結合し、そしてそれによってそ
の構成と相補的であると定義される領域を、表面上または空隙内に有する。これらの分子
は、特異的な結合ペアのメンバーであってもよい。たとえば、特異的な結合メンバーは、
限定はされないが、受容体、酵素、および抗体などのタンパク質を含む場合がある。
【００４８】
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　一般のイムノアッセイの抗原と抗体の特異的な結合ペアに加えて、他の特異的な結合ペ
アは、ビオチンとアビジン（またはストレプトアビジン）、炭水化物とレクチン、相補的
ヌクレオチド配列、エフェクター分子と受容体分子、補因子と酵素、酵素と酵素阻害剤な
どを含むことができる。さらに、特異的な結合ペアは、元の特異的な結合メンバーの類似
体であるメンバー、たとえば分析物類似体を含むことができる。免疫反応性の特異的な結
合メンバーは、単独で生成されてもまたは組換えで生成されても、モノクローナル抗体お
よびポリクローナル抗体ならびにそれらの複合体およびフラグメントを含む、抗原、抗原
フラグメント、および抗体を含む。
【００４９】
　「固相支持体」は、不溶性であるか、または後続の反応によって不溶性にされる可能性
がある任意の材料を指す。固相支持体は、捕捉剤を誘引し固定化するその固有の能力ゆえ
に選択される場合がある。あるいは、固相支持体は、固相支持体に付着している結合剤を
含んでもよく、この結合剤は、捕捉剤を誘引し固定化する能力を有する。たとえば、結合
剤は、捕捉剤自体に対してまたは捕捉剤とコンジュゲートした帯電物質に対して逆に帯電
されている、帯電物質を含むことができる。一般に、結合剤は、固相支持体上に固定化さ
れ（固相支持体に付着され）、結合反応を通して捕捉剤を固定化する能力を有する、任意
の結合パートナー（特異的であるのが好ましい）である可能性がある。結合剤は、アッセ
イの実行前またはアッセイの実行中の固相支持体材料に対する捕捉剤の間接結合を可能に
する。たとえば、固相支持体は、たとえば、テストチューブ、マイクロタイターウェル、
シート、ビーズ、マイクロ粒子、チップ、および当業者に知られている他の構成を含む、
プラスチック、誘導体化プラスチック、磁性もしくは非磁性の金属、ガラス、またはシリ
コンである可能性がある。
【００５０】
　本明細書に置き換え可能に使用される「被験者」および「患者」は、限定はされないが
、哺乳類（たとえば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムス
ター、モルモット、ネコ、イヌ、ラット、およびマウス）、ヒト以外の霊長類（たとえば
、カニクイザルまたはアカゲザルなどのサル、チンパンジーなど）、およびヒトを含む、
任意の脊椎動物を指す。いくつかの実施形態では、被験者は、ヒトであってもヒト以外で
あってもよい。被験者または患者は、他の形態の処置を受けている場合がある。
【００５１】
　本明細書に使用される「しきい値」は、それを上回る取得データが「信号」と見なされ
、それを下回る取得データが「ノイズ」と見なされる、実験的に決定された主観的なカッ
トオフレベルを指す。ＣＵＳＵＭ（累積和アルゴリズム）に基づくコンピュータプログラ
ムは、取得データを処理し、ユーザからのしきい値入力に基づいてイベントを検出するた
めに使用される。ユーザ間のばらつきは、できるだけ多くのイベントを検出し、続いて、
特定の目的のためにデータを後でフィルタリングすることによって回避される。「緩い」
しきい値を用いれば、より少ない数のイベントが信号として計数される。「厳しい」しき
い値を用いれば、より多くの数のイベントが信号として計数される。しきい値を緩くまた
は厳しく設定することは、アッセイのための所望の感受性（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）ま
たは特異性（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）と、所与の評価において偽陽性が好ましいか、ま
たは偽陰性が好ましいかとに基づく主観的な選択である。
【００５２】
　「処置する（ｔｒｅａｔ）」、「処置すること（ｔｒｅａｔｉｎｇ）」、または「処置
（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」は各々、そのような用語が適用される、病気、またはそのよう
な病気の１つもしくは複数の症状の進行を元に戻すこと、緩和すること、または阻害する
ことを説明するために本明細書に置き換え可能に使用される。被験者の状態に応じて、こ
の用語は、病気を防止することも指し、病気の発生を防止すること、または病気に関連す
る症状を防止することを含む。処置は、急性の方法または慢性の方法のいずれかで実行さ
れてもよい。この用語は、病気で苦しむ前に、病気またはそのような病気に関連する症状
の重症度を低減することも指す。苦痛の前の病気の重症度のそのような防止または低減は
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、被験者に対する本発明の抗体または医薬組成物の投与を指し、被験者は、投与のときに
は病気に苦しまない。「防止すること」は、病気またはそのような病気に関連する１つま
たは複数の症状の再発を防止することも指す。「処置」および「治療的に」は、「処置す
ること」が以上に定義されたように、処置する行動を指す。
【００５３】
　別段に定義されない限り、本明細書に使用されるすべての専門用語および科学用語は、
当業者によって共通に理解されるものと同じ意味を有する。衝突した場合は、定義を含む
本文書が規制する。好ましい方法および材料は、以下で説明されるが、本明細書に記載さ
れたものと同様のまたは均等な方法および材料は、本発明の実施またはテストにおいて使
用されることが可能である。本明細書に述べられる、すべての出版物、特許出願、特許、
および他の参照文献は、引用された出版物に関連して方法および／または材料を開示およ
び説明するために、引用によりその全体が組み込まれる。本明細書に開示される、材料、
方法、および例は、例示にすぎず、限定を意図するものではない。
【００５４】
１．光学イメージングシステム
　本発明は、試料中の関心対象の分析物を検出および／または定量化するために、デジタ
ルイムノアッセイなどのデジタルアッセイを行うための小型で比較的低コストの装置を提
供する。本装置は、ハンドヘルド型であるか、もしくは支持体表面上に配置され、または
、隣接する処理機器に接続され、隣接する処理機器によって支持される場合がある。本明
細書に説明される装置は、当技術分野で知られている従来の光学イメージングシステムを
上回るいくつかの利益を提供する。たとえば、本開示の装置は、小型であり、より大きい
イメージング領域を提供し、簡略化された構造などを含む。図１に記載されるように、本
発明の一実施形態は、従来のシステム（たとえば、光学顕微鏡システム）と比較される。
本発明の装置のサイズは、従来のシステムよりもはるかに小さい。たとえば、本装置の１
つの構造は、１２ｃｍ×１０ｃｍ×１０ｃｍであるが、従来のシステムは、７０ｃｍ×５
０ｃｍ×５０ｃｍである。この構造では、本装置は、従来のシステムの約５分の一である
。加えて、本発明の装置のイメージング領域は、従来のシステムでは約９ｍｍ２ある、３
０，０００個の試料チャンバに対して、約３０ｍｍ２ある、１００，０００個の試料チャ
ンバである。画像取得は、本発明の実施形態の周囲条件下で起こることができるが、従来
のシステムは、暗室を必要とする。本発明の実施形態と従来のシステムの実施形態との間
の追加の比較は、図１に示されている。
【００５５】
　本発明の装置の構造はまた、従来のシステムの構造よりも複雑でない。試料中の１つま
たは複数の関心対象の分析物の検出のために蛍光イメージング技法を利用する、従来のシ
ステムは、フィルタを入れ換えるためのアクチュエータとともに２つのチャネルの各々の
ために複数の光学フィルタを必要とする。本装置は、分析物検出のための光散乱イメージ
ング技法と試料アレイ（１つまたは複数の検出容器または反応容器を含む）に対してある
角度に向けられた光源とを利用し、したがって、単一のフィルタの使用と、従来のシステ
ムに使用される複数のフィルタおよびアクチュエータの除去とを可能にする。加えて、光
源の色は、分析物検出のために使用される放射フィルタに基づいて選択されることが可能
であり、それによって、分析物検出のための単一のフィルタの使用を可能にする。
【００５６】
　一実施形態によれば、本装置は、１つまたは複数の検出容器または反応容器と、検出容
器に向かって光を放射するように構成された光源と、光源から発せられ、１つまたは複数
の検出容器内の試料から反射された光を受け取り、検出容器内の試料からの出力を受け取
るように配置された単一のフィルタと、反射された光の一部分と単一のフィルタを通過す
る出力の一部分とを受け取るように構成された検出器とを含む、いくつかの構成要素を含
む。
【００５７】
　図２－図５は、本発明の一実施形態による、光学イメージングシステム１００を示す。
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図４を参照すると、光学イメージングシステム１００は、検出容器１０４（複数のマイク
ロウェルまたはナノウェルを含む試料アレイなど）内の関心対象の分析物を含む場合があ
る固相支持体（ビーズなど）を検出し、（検出可能な標識を使用することなどによって）
試料が活性化すると、検出容器内の試料からの出力を検出するように構成される。
【００５８】
　光学イメージングシステム１００は、検出容器１０４を受けるための支持体１０８を含
んでもよい。システム１００は、第１の光源１１２も含み、第２の光源１１６を含む場合
がある。第１の光源１１２は、単一の光源または複数の光源から構成されてもよい。第１
の光源１１２は、検出容器１０４の上または下に配置され、検出容器１０４にほぼ垂直に
延びる軸１２０に対して角度θに向けられる。たとえば、ほぼ垂直というのは、検出容器
１０４に対して９０度＋／－約２度（すなわち、８８度から９２度）を含む。角度θは、
約０度から約９０度の間にある。他の実施形態では、角度θは、約４５度から約９０度の
間にある。別の実施形態では、角度θは８０度である。
【００５９】
　第１の光源１１２は、検出容器１０４に向かって散乱光１２４を放射する。第１の光源
１１２は、特定の波長で光を放射する発光ダイオード（ＬＥＤ）を含むことができる。た
とえば、第１の光源１１２は、約５２０ｎｍで光を放射する緑色ＬＥＤを含むことができ
る。散乱光１２４は、反射光１２８として検出容器１０４内の試料に反射し、反射光１２
８は、フィルタ１３２によって受け取られる。フィルタ１３２は、反射光１２８の一部分
の、検出器またはカメラ１３６までの通過を可能にする。カメラ１３６は、画像を生成し
、画像は、画像内の関心対象の分析物を含む任意の固相支持体（たとえば、ビーズ）の位
置を視覚化または決定する明るいピクセルを示す。画像は、関心対象の分析物を含む、固
相支持体を含み、かつ／またはこれらの場所の位置に関する空間的情報を提供する、検出
容器の数の決定を助ける。たとえば、上述の第１の光源１１２で生成された画像（Ａ）お
よび（Ｄ）を示す、図６を参照されたい。他の構造では、第１の光源１１２のＬＥＤの色
は、本装置に使用されるフィルタ１３２に基づいて選択される可能性がある。
【００６０】
　引き続き図４および図５を参照すると、第２の光源１１６は、検出容器１０４の上また
は下に配置され、検出容器１０４に対してほぼ垂直に向けられる。たとえば、ほぼ垂直と
いうのは、９０度および＋または－約２度（すなわち、検出容器１０４に対して８８度か
ら９２度）を含む。いくつかの実施形態では、第２の光源１１６は、軸１２０に沿って配
置されるが、他の実施形態では、第２の光源１１６は、軸１２０に隣接して配置される。
たとえば、図４（タイプＡ）に示されるように、第２の光源１１６は、試料から反射され
た散乱光と試料から放射された蛍光とを妨げないように、軸１２０から横方向にオフセッ
トされている（以下で説明される）。
【００６１】
　第２の光源１１６は、検出容器１０４に向かって励起光１４０を放射する。第２の光源
１１６は、特定の波長で励起光を放射するＬＥＤを含むことができる。たとえば、第２の
光源１１６は、約４５０ｎｍで光を放射する青色ＬＥＤを含むことができる。励起光１４
０は、検出容器１０４内の試料を励起または活性化する。たとえば、特定の分析物が試料
中に存在する場合、試料は、蛍光などの出力１４４を放射する。特定の分析物が試料中に
存在しない場合、出力１４４は、作り出されない。フィルタ１３２（反射光１２８を受け
取るフィルタと同じ）は、出力１４４を受け取り、出力１４４のカメラ１３６までの通過
を可能とする。カメラ１３６は、画像を生成し、画像は、どの検出容器が関心対象の特定
の分析物を含むかを視覚化または決定する明るいピクセルを示す。たとえば、上述のよう
に、第２の光源１１６で生成された画像（Ｂ）および（Ｅ）を示す、図６を参照されたい
。第２の光源１１６（たとえば、ＬＥＤの色）は、試料中の分析物検出のために使用され
るフィルタ１３２に基づいて具体的に選択される可能性がある。
【００６２】
　カメラ１３６は、画像をキャプチャするために使用されるＣＣＤカメラである可能性が
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ある。カメラの他の例は、電荷注入デバイス（ＣＩＤ）、相補型金属酸化膜半導体（ＣＭ
ＯＳ）デバイス、サイエンティフィックＣＭＯＳ（ｓＣＭＯＳ）デバイス、および時間遅
延積分（ＴＤＩ：ｔｉｍｅ　ｄｅｌａｙ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ）デバイスを含む。
【００６３】
　カメラ１３６は、コンピュータ１４８に電子的にまたは通信可能に結合される可能性が
ある。コンピュータ１４８は、電子プロセッサ（たとえば、マイクロプロセッサ、特定用
途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、または別の適切な電子デバイス）と、記憶デバイス（たと
えば、非一時的コンピュータ可読記憶媒体）と、通信インターフェース、例えば、通信ネ
ットワーク（たとえば、ワイヤレス）および、任意選択で、１つまたは複数の追加の通信
ネットワークまたは接続上で通信するためのトランシーバなど、を含む。電子プロセッサ
、記憶デバイス、および通信インターフェースは、１つまたは複数の通信回線またはバス
上で通信する。コンピュータは、様々な構成で上述された構成要素に対する追加の構成要
素を含む場合があり、本出願で説明された機能に対する追加の機能を実行する場合がある
ことを理解されたい。たとえば、いくつかの実施形態では、コンピュータによって実行さ
れる本明細書に説明される機能は、複数のコンピュータおよびサーバなどの複数のデバイ
ス間で分散される場合がある。
【００６４】
　電子プロセッサは、記憶デバイス内に記憶された命令を実行する。特に、記憶デバイス
は、画像アナライザを記憶する。画像アナライザは、電子プロセッサによって実行可能な
ソフトウェアアプリケーションである。以下に説明されるように、画像アナライザは、電
子プロセッサによって実行されるとき、通信ネットワーク上で（通信インターフェースを
通して）カメラ１３６と通信して、カメラ１３６上にローカルに記憶されたデータを１つ
または複数のリモートの記憶場所（たとえば、コンピュータ内の記憶デバイス）に移行す
ることを管理する。
【００６５】
　画像アナライザは、カメラ１３６によって生成された画像の入力を受け取る。画像アナ
ライザは、画像を処理して、検出容器１０４内の試料のビーズおよび酵素の場所を示すマ
ージされた画像へとそれらを組み合わせことができる。たとえば、分析されマージされた
画像を伴う画像（Ｃ）および（Ｆ）を示す、図６を参照されたい。特に、画像（Ｃ）は、
図６において画像（Ａ）と（Ｂ）の分析されマージされた画像である。同様に、画像（Ｆ
）は、図６において画像（Ｄ）と（Ｅ）の分析されマージされた画像である。
【００６６】
２．分析物分析のための方法
　分析物分析のための方法も本明細書に提供される。本方法は、単一の分子の計数を含む
場合がある。いくつかの実施形態では、分析物分析のための方法は、試料中に存在する関
心対象の分析物を評価することを含む場合がある。いくつかの実施形態では、この評価す
ることは、試料中の関心対象の分析物の存在および／または濃度を決定するために使用さ
れる場合がある。いくつかの実施形態では、本方法は、試料中に存在する関心対象の複数
の異なる分析物の存在および／または濃度を決定するために使用される場合もある。
【００６７】
　液滴中の関心対象の分析物を検出するための方法が本明細書に提供される（ここで、関
心対象の分析物は、テスト試料または生体試料由来のものである）。本方法は、関心対象
の分析物を含む、第１の液滴を提供するステップと、関心対象の分析物に結合する特異的
な結合メンバーを含む少なくとも１つの固相支持体（たとえば、（ビーズなどの）磁性固
相支持体など）を含む、第２の液滴を提供するステップと、混合物（本明細書では「反応
混合物」とも呼ばれる）を生成するために第２の液滴（少なくとも１つの固相支持体を含
む）を用いて第１の液滴（関心対象の分析物を含む）を操作する力を及ぼすエネルギーを
使用するステップと、混合物のすべてまたは少なくとも一部分をウェルのアレイ（ここで
、アレイの１つまたは複数のウェルは、少なくとも１つの固相支持体を収容するのに十分
なサイズを有する）に移動させるステップと、混合物の一部分をウェルのアレイに移動さ
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せる前、後、または前後に少なくとも１つの検出可能な標識を混合物に添加するステップ
と、ウェル内の関心対象の分析物を検出するステップとを含む。ウェルのアレイは、本明
細書では「検出容器」とも呼ばれる。
【００６８】
　いくつかの実施形態では、ウェルは、マイクロウェルアレイまたはナノウェルアレイで
ある可能性がある。いくつかの実施形態では、マイクロウェルアレイまたはナノウェルア
レイは、少なくとも約４ｍｍ、少なくとも約５ｍｍ、少なくとも約６ｍｍ、少なくとも約
７ｍｍ、少なくとも約８ｍｍ、少なくとも約９ｍｍ、または少なくとも約１０ｍｍの直径
を有する。いくつかの実施形態では、マイクロウェルアレイは、６ｍｍの直径を有する。
いくつかの実施形態では、マイクロウェルアレイまたはナノウェルアレイは、約１００，
０００個から約１，０００，０００個のウェル、約２００，０００個から約７５０，００
０個のウェル、または約３００，０００個から約５００，０００個のウェルを含む。いく
つかの実施形態では、マイクロウェルアレイは、約１００，０００個、約２００，０００
個、約３００，０００個、約３５０，０００個、約３７５，０００個、約４００，０００
個、約４２５，０００個、約４５０，０００個、約４７５，０００個、約５００，０００
個、約６００，０００個、約７００，０００個、約８００，０００個、約９００，０００
個、または約１，０００，０００個のウェルを含む。いくつかの実施形態では、マイクロ
ウェルアレイは、４００，０００個のウェルを含む。いくつかの実施形態では、ウェルは
、ウェルの底部に、少なくとも約１μＭの直径、少なくとも約２μＭの直径、少なくとも
約３μＭの直径、少なくとも約４μＭの直径、少なくとも約５μＭの直径、少なくとも約
６μＭの直径、少なくとも約７μＭの直径、少なくとも約８μＭの直径、少なくとも約９
μＭの直径、または少なくとも約１０μＭの直径を有することができる。いくつかの実施
形態では、複数の反応容器は、６ｍｍの直径を有し、ウェルの底部に５μｍの直径を有す
る約４００，０００個のウェルを含む、マイクロウェルアレイまたはナノウェルアレイで
ある場合がある。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、「第２の液滴を用いて第１の液滴を操作する力を及ぼすエネ
ルギーを使用するステップ」は、少なくとも第１および第２の液滴（および任意で追加の
液滴）を操作して（たとえば、統合または結合させて）混合物にする力を提供するか、ま
たはその力を及ぼすために機械的でない力（すなわち、たとえば、ポンプおよび／または
バルブを使用することなく生成されたエネルギー）を使用することを指す。本明細書に説
明される方法に使用される可能性がある機械的でない力の例は、電気的駆動力（液滴駆動
、電気泳動、エレクトロウェッティング、誘電泳動、静電的駆動、媒介する電場、媒介す
る電極、毛管力、クロマトグラフィ、遠心分離、または吸引など）および／または音響力
（表面音響波（すなわち「ＳＡＷ」）など）を含む。いくつかの実施形態では、生成され
る電気的駆動力は、交流である。たとえば、交流は、１０Ｖ、１５Ｖ、２０Ｖ、２５Ｖ、
３０Ｖ、３５Ｖ、またはそれらを超える二乗平均平方根（ｒｍｓ）電圧を有することがで
きる。たとえば、そのような交流は、１０Ｖ以上、１５Ｖ以上、２０Ｖ以上、２５Ｖ以上
、３０Ｖ以上、または３５Ｖ以上のｒｍｓ電圧を有することができる。代替として、交流
は、無線周波数範囲の周波数を有することができる。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、磁性固相支持体が使用される場合、電気的駆動力および磁場
は、混合物の少なくとも一部分に対して反対方向から適用される可能性がある。いくつか
の他の実施形態では、混合物は、円周方向に、行きつ戻りつしながら混合物を移動させる
ことによって、または、混合物を２つ以上の部分混合物に分離し次いでこれらの部分混合
物を統合することによって混合される。いくつかの他の実施形態では、電気的駆動力は、
ウェル（少なくとも１つの固相支持体が装填されている）を密封するために混合物をウェ
ルのアレイに移動させるのに、一連のまたは複数（すなわち、少なくとも２つ以上、少な
くとも３つ以上、少なくとも４つ以上、少なくとも５つ以上、少なくとも６つ以上、少な
くとも７つ以上、少なくとも８つ以上、少なくとも９つ以上、少なくとも１０個以上、少
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なくとも１１個以上、少なくとも１２個以上、少なくとも１３個以上、少なくとも１４個
以上、少なくとも１５個以上など）の電極を使用して生成される可能性がある。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、混合物のすべてまたは少なくとも一部分をウェルのアレイに
移動させるステップは、ウェルのアレイへの少なくとも１つの固相支持体の装填（充填お
よび／または配置）をもたらす。いくつかの実施形態では、磁場は、混合物したがって少
なくとも１つの固相支持体がアレイの１つまたは複数のウェルに移動することを容易にす
るために使用される。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの固相支持体がウェルに
装填された後、ウェルに装填されなかったどの固相支持体も、当技術分野で知られている
決められた技法を使用して除去される可能性がある。たとえば、そのような除去は、ウェ
ルのアレイから混合物の少なくとも一部分を遠方（重要にならない距離）に移動させるた
めに、流体液滴（分極性流体液滴など）をウェルのアレイに移動させるのに、一連のまた
は複数の電極を用いて電気的駆動力（本明細書に先に説明された）を生成することを含む
可能性がある。いくつかの実施形態では、水性洗浄液体は、関心対象の任意の分析物に結
合されていない固相支持体を除去するために使用される可能性がある。そのような実施形
態では、この除去は、ウェルのアレイ全体にわたって水性洗浄（または洗浄用）液滴（第
３の液滴）を移動させるために、一連のまたは複数の電極を用いて電気的駆動力を生成す
ることを含む。前記洗浄に使用される水性液体の量およびタイプは、重要ではない。
【００７２】
　いくつかの実施形態では、本方法における混合物は、水性液体である。他の実施形態で
は、混合物は、不混和液体である。他の実施形態では、液滴は、疎水性液滴である。他の
実施形態では、液滴は、親水性液滴である。いくつかの実施形態では、本方法に使用され
るウェルのアレイは、疎水性表面を有する。他の実施形態では、ウェルのアレイは、親水
性表面を有する。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、本方法に使用される第１の液滴は、分極性液体である。いく
つかの実施形態では、本方法に使用される第２の液滴は、分極性液体である。いくつかの
実施形態では、本方法に使用される第１および第２の液滴は、分極性液体である。いくつ
かの実施形態では、混合物は、分極性液体である。いくつかの実施形態では、第１の液滴
、第２の液滴、および混合物のうちの１つまたは複数は、分極性液体である。
【００７４】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つの固相支持体は、関心対象の分析物に特異的
に結合する、少なくとも１つの特異的な結合メンバーを含む。いくつかの実施形態では、
検出可能な標識は、混合物の少なくとも一部分をウェルのアレイに移動させる前に混合物
に添加される。いくつかの他の実施形態では、検出可能な標識は、関心対象の分析物の少
なくとも一部分を移動させた後、混合物に添加される。いくつかの実施形態では、検出可
能な標識は、関心対象の分析物に特異的に結合する少なくとも１つの特異的な結合メンバ
ーを含む。いくつかの実施形態では、検出可能な標識は、色素体、蛍光化合物、酵素、化
学発光化合物、または放射性化合物を含む。いくつかの実施形態では、特異的な結合メン
バーは、受容体、アプタマー、または抗体である。いくつかの実施形態では、本方法は、
混合物がウェルのアレイに移動することを容易にするように構成された毛管要素を使用し
てウェルのアレイ全体にわたって混合物の少なくとも一部分を配置するステップをさらに
含む。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、混合物が液体であるとき、および混合物がウェルのアレイに
移動した後、水相がウェル内に形成される。いくつかの実施形態では、ウェルは、１つま
たは複数の溶媒の添加によって密封される可能性がある（「溶媒ウェル密封」）。親水性
または疎水性の溶媒が使用される可能性がある。使用される可能性がある親水性溶媒は、
親水性アルコール、親水性エーテル、ケトン、ニトリル溶媒、ジメチルスルホキシド、お
よびＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、またはそれらの混合物を含む。親水性アルコールの
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例は、エタノール、メタノール、プロパノール、およびグリセリンを含む。親水性エーテ
ルの例は、テトラヒドロフラン、ポリエチレンオキシド、および１，４－ジオキサンを含
む。ケトンの例は、アセトンおよびメチルエチルケトンを含む。ニトリル溶媒の例は、ア
セトニトリルを含む。使用される可能性がある疎水性溶媒は、炭化水素、不飽和炭化水素
、芳香族炭化水素、シリコーンオイル、パーフルオロカーボン、ハロゲン溶媒、疎水性イ
オン溶液、およびそれらの混合物を含む。飽和炭化水素の例は、デカンおよびヘキサデカ
ンなどのアルカンを含む。不飽和炭化水素の例は、スクアレンを含む。芳香族炭化水素の
例は、ベンゼンおよびトルエンを含む。パーフルオロカーボンの例は、［Ｍａｔｈ．４］
Ｆｌｕｏｒｉｎｅｒｔ（Ｒ）（ＦＣ－４０、ＦＣ－７２、ＦＣ－８４、ＦＣ－７７、ＦＣ
－３２５５、ＦＣ－３２８３、ＦＣ－４３、ＦＣ－７）、３Ｍ　Ｎｏｖｅｃ４２００、３
Ｍ　Ｎｏｖｅｃ４３００、３Ｍ　ＦＣ－４４３２、３Ｍ　ＦＣ－４４３０、または３Ｍ　
ＦＣ－４４３４を含む。ハロゲン溶媒の例は、クロロホルム、塩化メチレン、およびクロ
ロベンゼンを含む。疎水性イオン溶液は、少なくとも水中では解離されないイオン溶液を
示す。イオン溶液の例は、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムヘキサフルオロホスフ
ァートを含む。
【００７６】
　親水性または疎水性の溶媒は、水相よりも重い密度を有するので、溶媒が添加された後
、溶媒は、ウェルの底部に向かって移動して水相を動かすことによって、水相を表面に押
し出し、上部の水相と下部の溶媒相との間のはっきりした分離を形成する。上部の水相は
、当技術分野で知られている決められた技法を使用して、除去することができる。
【００７７】
　いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、セクション１で説明された光
学イメージングシステムを使用して実行される。いくつかの実施形態では、本明細書に説
明される方法は、マイクロ流体デバイスを使用して実行される。いくつかの実施形態では
、本明細書に説明される方法は、デジタルマイクロ流体デバイス（ＤＭＦ）を使用して実
行される。いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、表面音響波ベースの
マイクロ流体デバイス（ＳＡＷ）を使用して実行される。いくつかの実施形態では、本明
細書に説明される方法は、統合されたＤＭＦおよび分析物検出デバイスを使用して実行さ
れる。いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、統合された表面音響波ベ
ースのマイクロ流体デバイスおよび分析物検出デバイスを使用して実行される。いくつか
の実施形態では、本明細書に説明される方法は、ロボティクスベースのアッセイ処理ユニ
ットを使用して実行される。
【００７８】
　液滴中の関心対象の分析物を検出するための方法が本明細書に提供される（ここで、関
心対象の分析物は、テスト試料または生体試料からのものである）。本方法は、関心対象
の分析物を含む、第１の液滴を提供するステップと、関心対象の分析物に結合する特異的
な結合メンバーを含む少なくとも１つの検出可能な標識を含む、第２の液滴を提供するス
テップと、混合物（すなわち、分析物／検出可能な標識－特異的な結合メンバー複合体を
含む反応混合物）を生成するために第２の液滴（少なくとも１つの固相支持体を含む）を
用いて第１の液滴（関心対象の分析物を含む）を操作する力を及ぼすエネルギーを使用す
るステップと、混合物のすべてまたは少なくとも一部分をウェルのアレイ（ここで、アレ
イの１つまたは複数のウェルは、少なくとも１つの固相支持体を収容するのに十分なサイ
ズを有する）に移動させるステップと、任意で、１つまたは複数の溶媒を使用してウェル
を密封するステップと、ウェル内の関心対象の分析物を検出するステップとを含む。いく
つかの実施形態では、「第２の液滴を用いて第１の液滴を操作する力を及ぼすエネルギー
を使用するステップ」は、少なくとも第１および第２の液滴（および任意で追加の液滴）
を操作して（たとえば、統合または結合させて）混合物にする力を提供するか、またはそ
の力を及ぼすために機械的でない力（すなわち、たとえば、ポンプおよび／またはバルブ
を使用することなく生成されたエネルギー）を使用することを指す。本明細書に説明され
る方法に使用される可能性がある機械的でない力の例は、電気的駆動力（液滴駆動、電気
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泳動、エレクトロウェッティング、誘電泳動、静電的駆動、媒介する電場、媒介する電極
、毛管力、クロマトグラフィ、遠心分離、または吸引など）および／または音響力（表面
音響波（すなわち「ＳＡＷ」）など）を含む。いくつかの実施形態では、生成される電気
的駆動力は、交流である。たとえば、交流は、１０Ｖ、１５Ｖ、２０Ｖ、２５Ｖ、３０Ｖ
、３５Ｖ、またはそれらを超える二乗平均平方根（ｒｍｓ）電圧を有することができる。
たとえば、そのような交流は、１０Ｖ以上、１５Ｖ以上、２０Ｖ以上、２５Ｖ以上、３０
Ｖ以上、または３５Ｖ以上のｒｍｓ電圧を有することができる。代替として、交流は、無
線周波数範囲の周波数を有することができる。
【００７９】
　いくつかの他の実施形態では、混合物は、円周方向に、行きつ戻りつしながら混合物を
移動させることによって、または、混合物を２つ以上の部分混合物に分離し次いでこれら
の部分混合物を統合することによって混合される。いくつかの他の実施形態では、電気的
駆動力は、ウェル（少なくとも１つの固相支持体が装填されている）を密封するために混
合物をウェルのアレイに移動させるのに、一連のまたは複数（すなわち、少なくとも２つ
以上、少なくとも３つ以上、少なくとも４つ以上、少なくとも５つ以上、少なくとも６つ
以上、少なくとも７つ以上、少なくとも８つ以上、少なくとも９つ以上、少なくとも１０
個以上、少なくとも１１個以上、少なくとも１２個以上、少なくとも１３個以上、少なく
とも１４個以上、少なくとも１５個以上など）の電極を使用して生成される可能性がある
。
【００８０】
　いくつかの実施形態では、混合物のすべてまたは少なくとも一部分をウェルのアレイに
移動させるステップは、ウェルのアレイへの分析物／検出可能な標識－特異的な結合メン
バー複合体の装填（充填および／または配置）をもたらす。いくつかの実施形態では、磁
場は、混合物したがって少なくとも１つの分析物／検出可能な標識－特異的な結合メンバ
ー複合体が、アレイの１つまたは複数のウェルに移動することを容易にするために使用さ
れる。たとえば、そのような除去は、ウェルのアレイから混合物の少なくとも一部分を遠
方（重要にならない距離）に移動させるために、流体液滴（分極性流体液滴など）をウェ
ルのアレイに移動させるのに、一連のまたは複数の電極を用いて電気的駆動力（本明細書
に先に説明された）を生成することを含む可能性がある。いくつかの実施形態では、水性
洗浄液体は、任意の分析物に結合されていない任意の検出可能な標識－特異的な結合メン
バーを除去するために使用される可能性がある。そのような実施形態では、この除去は、
ウェルのアレイ全体にわたって水性洗浄（または洗浄用）液滴（第３の液滴）を移動させ
るために、一連のまたは複数の電極を用いて電気的駆動力を生成することを含む。前記洗
浄に使用される水性液体の量およびタイプは、重要ではない。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、本方法における混合物は、水性液体である。他の実施形態で
は、混合物は、不混和液体である。他の実施形態では、液滴は、疎水性液滴である。他の
実施形態では、液滴は、親水性液滴である。いくつかの実施形態では、本方法に使用され
るウェルのアレイは、疎水性表面を有する。他の実施形態では、ウェルのアレイは、親水
性表面を有する。
【００８２】
　いくつかの実施形態では、本方法に使用される第１の液滴は、分極性液体である。いく
つかの実施形態では、本方法に使用される第２の液滴は、分極性液体である。いくつかの
実施形態では、本方法に使用される第１および第２の液滴は、分極性液体である。いくつ
かの実施形態では、混合物は、分極性液体である。いくつかの実施形態では、第１の液滴
、第２の液滴、および混合物のうちの１つまたは複数は、分極性液体である。
【００８３】
　いくつかの実施形態では、検出可能な標識は、少なくとも１つの固相支持体に結合され
る。いくつかの実施形態では、検出可能な標識は、色素体、蛍光化合物、酵素、化学発光
化合物、または放射性化合物を含む。いくつかの実施形態では、特異的な結合メンバーは
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、受容体、アプタマー、または抗体である。いくつかの実施形態では、本方法は、混合物
がウェルのアレイに移動することを容易にするように構成された毛管要素を使用してウェ
ルのアレイ全体にわたって混合物の少なくとも一部分を配置するステップをさらに含む。
【００８４】
　いくつかの実施形態では、混合物が液体であるとき、および混合物がウェルのアレイに
移動した後、水相がウェル内に形成される。いくつかの実施形態では、ウェルは、本明細
書に先に説明されたように、１つまたは複数の溶媒の添加によって密封される可能性があ
る。
【００８５】
　いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、本明細書に説明される小型デ
ジタルイムノアッセイ装置を使用して実行される。いくつかの実施形態では、本明細書に
説明される方法は、マイクロ流体デバイスを使用して実行される。いくつかの実施形態で
は、本明細書に説明される方法は、デジタルマイクロ流体デバイス（ＤＭＦ）を使用して
実行される。いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、表面音響波ベース
のマイクロ流体デバイス（ＳＡＷ）を使用して実行される。いくつかの実施形態では、本
明細書に説明される方法は、統合されたＤＭＦおよび分析物検出デバイスを使用して実行
される。いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、統合された表面音響波
ベースのマイクロ流体デバイスおよび分析物検出デバイスを使用して実行される。いくつ
かの実施形態では、本明細書に説明される方法は、ロボティクスベースのアッセイ処理ユ
ニットを使用して実行される。
【００８６】
　液滴中の関心対象の分析物を測定するための方法が本明細書に提供される（ここで、関
心対象の分析物は、テスト試料または生体試料からのものである）。本方法は、関心対象
の分析物を含む、第１の液滴を提供するステップと、関心対象の分析物に結合する特異的
な結合メンバーを含む少なくとも１つの固相支持体（たとえば、（ビーズなどの）磁性固
相支持体など）を含む、第２の液滴を提供するステップと、混合物（本明細書では「反応
混合物」とも呼ばれる）を生成するために第２の液滴（少なくとも１つの固相支持体を含
む）を用いて第１の液滴（関心対象の分析物を含む）を操作する力を及ぼすエネルギーを
使用するステップと、混合物のすべてまたは少なくとも一部分をウェルのアレイ（ここで
、アレイの１つまたは複数のウェルは、少なくとも１つの固相支持体を収容するのに十分
なサイズを有する）に移動させるステップと、混合物の一部分をウェルのアレイに移動さ
せる前、後、または前後に少なくとも１つの検出可能な標識を混合物に添加するステップ
と、任意で、１つまたは複数の溶媒を使用してウェルのアレイを密封するステップと、ウ
ェル内の関心対象の分析物を測定するステップとを含む。いくつかの実施形態では、「第
２の液滴を用いて第１の液滴を操作する力を及ぼすエネルギーを使用するステップ」は、
少なくとも第１および第２の液滴（および任意で追加の液滴）を操作して（たとえば、統
合または結合させて）混合物にする力を提供するか、またはその力を及ぼすために機械的
でない力（すなわち、たとえば、ポンプおよび／またはバルブを使用することなく生成さ
れたエネルギー）を使用することを指す。本明細書に説明される方法に使用される可能性
がある機械的でない力の例は、電気的駆動力（液滴駆動、電気泳動、エレクトロウェッテ
ィング、誘電泳動、静電的駆動、媒介する電場、媒介する電極、毛管力、クロマトグラフ
ィ、遠心分離、または吸引など）および／または音響力（表面音響波（すなわち「ＳＡＷ
」）など）を含む。いくつかの実施形態では、生成される電気的駆動力は、交流である。
たとえば、交流は、１０Ｖ、１５Ｖ、２０Ｖ、２５Ｖ、３０Ｖ、３５Ｖ、またはそれらを
超える二乗平均平方根（ｒｍｓ）電圧を有することができる。たとえば、そのような交流
は、１０Ｖ以上、１５Ｖ以上、２０Ｖ以上、２５Ｖ以上、３０Ｖ以上、または３５Ｖ以上
のｒｍｓ電圧を有することができる。代替として、交流は、無線周波数範囲の周波数を有
することができる。
【００８７】
　いくつかの実施形態では、磁性固相支持体が使用される場合、電気的駆動力および磁場



(23) JP 2020-507744 A 2020.3.12

10

20

30

40

50

は、混合物の少なくとも一部分に対して反対方向から適用される可能性がある。いくつか
の他の実施形態では、混合物は、円周方向に、行きつ戻りつしながら混合物を移動させる
ことによって、または、混合物を２つ以上の部分混合物に分離し次いでこれらの部分混合
物を統合することによって混合される。いくつかの他の実施形態では、電気的駆動力は、
ウェル（少なくとも１つの固相支持体が装填されている）を密封するために混合物をウェ
ルのアレイに移動させるのに、一連のまたは複数（すなわち、少なくとも２つ以上、少な
くとも３つ以上、少なくとも４つ以上、少なくとも５つ以上、少なくとも６つ以上、少な
くとも７つ以上、少なくとも８つ以上、少なくとも９つ以上、少なくとも１０個以上、少
なくとも１１個以上、少なくとも１２個以上、少なくとも１３個以上、少なくとも１４個
以上、少なくとも１５個以上など）の電極を使用して生成される可能性がある。
【００８８】
　いくつかの実施形態では、混合物のすべてまたは少なくとも一部分をウェルのアレイに
移動させるステップは、ウェルのアレイへの少なくとも１つの固相支持体の装填（充填お
よび／または配置）をもたらす。いくつかの実施形態では、磁場は、混合物したがって少
なくとも１つの固相支持体が、アレイの１つまたは複数のウェルに移動することを容易に
するために使用される。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの固相支持体がウェル
に装填された後、ウェルに装填されなかったどの固相支持体も、当技術分野で知られてい
る決められた技法を使用して除去される可能性がある。たとえば、そのような除去は、ウ
ェルのアレイから混合物の少なくとも一部分を遠方（重要にならない距離）に移動させる
ために、流体液滴（分極性流体液滴など）をウェルのアレイに移動させるのに、一連のま
たは複数の電極を用いて電気的駆動力（本明細書に先に説明された）を生成することを含
む可能性がある。いくつかの実施形態では、水性洗浄液体は、関心対象の任意の分析物に
結合されていない固相支持体を除去するために使用される可能性がある。そのような実施
形態では、この除去は、ウェルのアレイ全体にわたって水性洗浄（または洗浄用）液滴（
第３の液滴）を移動させるために、一連のまたは複数の電極を用いて電気的駆動力を生成
することを含む。前記洗浄に使用される水性液体の量およびタイプは、重要ではない。
【００８９】
　いくつかの実施形態では、本方法における混合物は、水性液体である。他の実施形態で
は、混合物は、不混和液体である。他の実施形態では、液滴は、疎水性液滴である。他の
実施形態では、液滴は、親水性液滴である。いくつかの実施形態では、本方法に使用され
るウェルのアレイは、疎水性表面を有する。他の実施形態では、ウェルのアレイは、親水
性表面を有する。
【００９０】
　いくつかの実施形態では、本方法に使用される第１の液滴は、分極性液体である。いく
つかの実施形態では、本方法に使用される第２の液滴は、分極性液体である。いくつかの
実施形態では、本方法に使用される第１および第２の液滴は、分極性液体である。いくつ
かの実施形態では、混合物は、分極性液体である。いくつかの実施形態では、第１の液滴
、第２の液滴、および混合物のうちの１つまたは複数は、分極性液体である。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つの固相支持体は、関心対象の分析物に特異的
に結合する、少なくとも１つの特異的な結合メンバーを含む。いくつかの実施形態では、
検出可能な標識は、混合物の少なくとも一部分をウェルのアレイに移動させる前に混合物
に添加される。いくつかの他の実施形態では、検出可能な標識は、関心対象の分析物の少
なくとも一部分をウェルのアレイに移動させた後、混合物に添加される。いくつかの実施
形態では、検出可能な標識は、関心対象の分析物に特異的に結合する少なくとも１つの特
異的な結合メンバーを含む。いくつかの実施形態では、検出可能な標識は、色素体、蛍光
化合物、酵素、化学発光化合物、または放射性化合物を含む。いくつかの実施形態では、
特異的な結合メンバーは、受容体、アプタマー、または抗体である。いくつかの実施形態
では、本方法は、混合物がウェルのアレイに移動することを容易にするように構成された
毛管要素を使用してウェルのアレイ全体にわたって混合物の少なくとも一部分を配置する
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ステップをさらに含む。
【００９２】
　いくつかの実施形態では、混合物が液体であるとき、および混合物がウェルのアレイに
移動した後、水相がウェル内に形成される。いくつかの実施形態では、ウェルは、本明細
書に先に説明されたように、１つまたは複数の溶媒の添加によって密封される可能性があ
る。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、セクション１で説明された光
学イメージングシステムを使用して実行される。いくつかの実施形態では、本明細書に説
明される方法は、マイクロ流体デバイスを使用して実行される。いくつかの実施形態では
、本明細書に説明される方法は、デジタルマイクロ流体デバイス（ＤＭＦ）を使用して実
行される。いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、表面音響波ベースの
マイクロ流体デバイス（ＳＡＷ）を使用して実行される。いくつかの実施形態では、本明
細書に説明される方法は、統合されたＤＭＦおよび分析物検出デバイスを使用して実行さ
れる。いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法は、統合された表面音響波ベ
ースのマイクロ流体デバイスおよび分析物検出デバイスを使用して実行される。いくつか
の実施形態では、本明細書に説明される方法は、ロボティクスベースのアッセイ処理ユニ
ットを使用して実行される。
【００９４】
　いくつかの実施形態では、測定するステップは、アレイのウェル内の固相支持体の総数
（「総固相支持体数」）を決定することを最初に含む。次に、たとえば、検出可能な標識
によって生成された信号の強度を決定するなどして、検出可能な標識を含むアレイのウェ
ル内の固相支持体（「陽性粒子」（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓ））の数が決定される。陽性粒子
は、検出可能な標識を含まないか、または検出されないウェルのアレイ内の固相支持体（
「陰性粒子」（ｎｅｇａｔｉｖｅｓ））の数を提供するために、総固相支持体数から減算
される。次いで、ウェルのアレイ内の陽性粒子と陰性粒子の比が、決定され、次いで、較
正曲線と比較され得る。代替として、以下に示されるポアソン方程式Ｐ（ｘ；μ）を使用
したデジタル定量化：
　Ｐ（ｘ；μ）＝（ｅ－μ）（μｘ）／ｘ！
　ここで：
　ｅ：約２．７１８２８に等しい定数であり
　μ：特定された領域において起こる成功の平均数であり、そして
　ｘ：特定された領域において起こる成功の実際の数である。
【００９５】
　本明細書に説明される方法に使用される試料は、関心対象の分析物を含むか、または含
む疑いがある任意のテスト試料である可能性がある。本明細書に使用される、「分析物」
、「ターゲット分析物」、「関心対象の分析物」は、置き換え可能に使用され、本明細書
に開示される方法およびデバイスにおいて測定される分析物を指す。関心対象の分析物は
、以下にさらに説明される。
【００９６】
　本明細書に使用される「接触」およびその文法上の同義語は、特異的な結合メンバーに
対して特異的な関心対象の分析物が試料中に存在する場合、結合相互作用が起こるように
、特異的な結合メンバーを試料中の関心対象の分析物の十分近くに持ってくる、任意のタ
イプの結合作用を指す。接触は、試料を特異的な結合メンバーと結合すること、結合メン
バーを分析物の近くに導くことによってターゲット分析物を特異的な結合メンバーに露出
させることなどを含む、多種多様な方法で達成される場合がある。
【００９７】
　いくつかの場合には、第１の特異的な結合メンバーは、固相支持体上に固定化される場
合がある。本明細書に使用される「固定化」という用語は、第１の特異的な結合メンバー
と固相支持体の表面との安定した会合を指す。「安定した会合」は、たとえば、生理学的
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条件下で、会合体の平均半減期が１日以上である、２つのエンティティ間の物理的な会合
を意味する。いくつかの態様では、２つのエンティティ間の物理的な会合は、６か月以上
、たとえば４℃のＰＢＳにおいて１年以上を含む、２日以上、１週間以上、１か月以上の
平均半減期を有する。いくつかの実施形態によれば、安定した会合は、２つのエンティテ
ィ間の共有結合、２つのエンティティ間の非共有結合（たとえば、イオン結合または金属
結合）、または、水素結合、ファンデルワールス力などの化学誘引の他の形態から生じる
。
【００９８】
　特異的な結合メンバーが固定化される表面を有する固相支持体は、マイクロ流体チップ
の表面、チャンバの内部表面、ビーズ（本明細書に定義された）の外部表面、または多孔
質のビーズの内部および／もしくは外部の表面などの、平面的または非平面的な構造の任
意の便利な表面である場合がある。たとえば、第１の特異的な結合メンバーは、ラテック
ス、アガロース、セファロース、ストレプトアビジン、トシル活性、エポキシ、ポリスチ
レンなどのビーズ、アミノビーズ、アミンビーズ、カルボキシルビーズなどに共有結合的
にまたは非共有結合的に付着される場合がある。いくつかの実施形態では、ビーズは、マ
イクロ粒子などの粒子である場合がある。いくつかの実施形態では、マイクロ粒子は、約
０．１ｎｍから約１０ミクロンの間、約５０ｎｍから約５ミクロンの間、約１００ｎｍか
ら約１ミクロンの間、約０．１ｎｍから約７００ｎｍの間、約５００ｎｍから約１０ミク
ロンの間、約５００ｎｍから約５ミクロンの間、約５００ｎｍから約３ミクロンの間、約
１００ｎｍから約７００ｎｍの間、または約５００ｎｍから約７００ｎｍの間である場合
がある。たとえば、マイクロ粒子は、約４～６ミクロン、約２～３ミクロン、または約０
．５～１．５ミクロンである場合がある。約５００ｎｍよりも小さい粒子は、ナノ粒子と
見なされる場合がある。したがって、マイクロ粒子は、任意で、約０．１ｎｍから約５０
０ｎｍの間、約１０ｎｍから約５００ｎｍの間、約５０ｎｍから約５００ｎｍの間、約１
００ｎｍから約５００ｎｍの間、約１００ｎｍ、約１５０ｎｍ、約２００ｎｍ、約２５０
ｎｍ、約３００ｎｍ、約３５０ｎｍ、約４００ｎｍ、約４５０ｎｍ、または約５００ｎｍ
のナノ粒子である場合がある。
【００９９】
　いくつかの実施形態では、ビーズは、磁性ビーズまたは磁性粒子である場合がある。い
くつかの実施形態では、ビーズは、磁性ナノビーズ、ナノ粒子、マイクロビーズ、または
マイクロ粒子である場合がある。磁性ビーズ／粒子は、強磁性、フェリ磁性、常磁性、超
常磁性、または磁性流体である場合がある。例示的な強磁性材料は、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｎｉ、
Ｇｄ、Ｄｙ、ＣｒＯ２、ＭｎＡｓ、ＭｎＢｉ、ＥｕＯ、およびＮｉＯ／Ｆｅを含む。フェ
リ磁性材料の例は、ＮｉＦｅ２Ｏ４、ＣｏＦｅ２Ｏ４、Ｆｅ３Ｏ４（またはＦｅＯ．Ｆｅ

２Ｏ３）を含む。ビーズは、磁性があるソリッドコア部分を有することができ、１つまた
は複数の非磁性層によって囲まれている。代替として、磁性部分は、非磁性コアの周りの
層である可能性がある。第１の特異的な結合メンバーが固定化される固相支持体は、乾燥
状態でまたは液体中に保存される場合がある。これらの磁性ビーズは、第１の特異的な結
合メンバーが固定化された磁性ビーズとともに試料と接触する前または後に磁場を受ける
場合がある。
【０１００】
　接触するステップの後、試料および第１の特異的な結合メンバーは、特異的な結合メン
バーと分析物との間の結合相互作用が起こることを可能にするのに十分な時間の間、イン
キュベートされてもよい。加えて、インキュベートは、特異的な結合相互作用を容易にす
る結合バッファー中で起こる場合がある。第１の特異的な結合メンバーおよび／または第
２の特異的な結合メンバーの結合親和性および／または特異性は、結合バッファーを変化
させることによってアッセイにおいて操作されるか、または変化させられる場合がある。
いくつかの実施形態では、結合親和性および／または特異性は、結合バッファーを変化さ
せることによって増大される場合がある。いくつかの実施形態では、結合親和性および／
または特異性は、結合バッファーを変化させることによって低下される場合がある。
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【０１０１】
　第１の特異的な結合メンバーおよび／または第２の特異的な結合メンバーの結合親和性
および／または特異性は、以下で説明される開示された方法およびデバイスを使用して測
定される場合がある。いくつかの実施形態では、試料の１アリコートは、１組の条件を使
用してアッセイされ、異なる組の条件を使用してアッセイされた試料の別のアリコートと
比較され、それによって、結合親和性および／または特異性に関する条件の効果を決定す
る。たとえば、条件を変更または変化させることは、試料からターゲット分析物を除去す
ること、ターゲット分析物または結合用のリガンドと競合する分子を添加すること、およ
びｐＨ、塩濃度、または温度を変更することのうちの１つまたは複数である可能性がある
。それに加えてまたは代替として、継続時間は、可変であってもよく、条件を変更するこ
とは、検出方法を再び実行する前に、ある継続時間の間、待つことを含んでもよい。
【０１０２】
　結合バッファーは、アルブミン（たとえば、ＢＳＡ）、非イオン性界面活性剤（Ｔｗｅ
ｅｎ－２０、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）、および／またはプロテアーゼ阻害剤（たとえ
ば、ＰＭＳＦ）などの抗原抗体結合バッファーの標準分子を含む場合がある。いくつかの
場合には、結合バッファーは、試料を添加する前または後に、マイクロ流体チップ、チャ
ンバなどに添加される場合がある。いくつかの場合には、第１の特異的な結合メンバーは
、試料と接触する前に結合バッファー中に存在する場合がある。結合メンバーと分析物と
の間の結合相互作用が起こる時間の長さは、実験的に決定される場合があり、結合メンバ
ーと分析物との間の結合親和性および結合親和力による場合がある。いくつかの実施形態
では、接触またはインキュベートは、１０秒～３０分、または１分～１５分、または５分
～１０分などの５秒から１時間、たとえば、１０秒、１５秒、３０秒、１分、５分、１０
分、１５分、３０分、４５分、１時間、または２時間の期間の間に起こる場合がある。温
度、塩濃度などの、結合相互作用に関する他の条件も、実験的に決定されるか、または生
産者の指示に基づく場合がある。たとえば、接触は、室温（２１℃～２８℃、たとえば、
２３℃～２５℃）、３７℃、または４℃で実行されてもよい。いくつかの実施形態では、
試料と第１の特異的な結合メンバーとの任意の混合は、接触ステップ中に実行されてもよ
い。
【０１０３】
　固定化された第１の特異的な結合メンバーと分析物との間の複合体形成に続いて、任意
の未結合の分析物は、試料とともに第１の特異的な結合メンバーの近辺から除去される場
合があるが、第１の特異的な結合メンバーおよび分析物の複合体は、固相支持体とのその
会合により保持される場合がある。任意で、固相支持体は、固相支持体に非特異的に結合
されたいかなる分子も除去するために洗浄バッファーと接触してもよい。
【０１０４】
　第１の接触ステップ、ならびに試料の任意の除去および／または任意の洗浄ステップの
後、第１の特異的な結合メンバーおよび分析物の複合体は、第２の特異的な結合メンバー
と接触し、それによって、分析物が２つの特異的な結合メンバーによって結合される、サ
ンドイッチ複合体の形成につながる。第２のメンバーと第１の特異的な結合メンバー－分
析物複合体との任意の混合は、第２の接触ステップ中に実行されてもよい。いくつかの実
施形態では、表面に対する分析物分子の固定化は、表面から分析物分子を除去する心配な
しに溶液から任意の余分な第２の特異的な結合メンバーの除去を助ける場合がある。いく
つかの実施形態では、第２の特異的な結合メンバーは、色素体、蛍光化合物、化学発光化
合物、酵素、放射性化合物などの１つまたは複数の信号生成物質を含む、検出可能な標識
を含む場合がある。
【０１０５】
　上述のように、第２の接触ステップは、分析物と第２の特異的な結合メンバーとの間の
結合相互作用のために十分な条件で実行される場合がある。第２の接触ステップに続いて
、任意の未結合の第２の特異的な結合メンバーが除去される場合があり、任意の洗浄ステ
ップが続く。任意の未結合の第２の特異的な結合メンバーは、液滴駆動、電気泳動、エレ
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クトロウェッティング、誘電泳動、静電的駆動、媒介する電場、媒介する電極、毛管力、
クロマトグラフィ、遠心分離、吸引、またはＳＡＷなどの適切な手段によって、第１の特
異的な結合メンバー－分析物－第２の特異的な結合メンバーの複合体から分離される場合
がある。任意の未結合の第２の特異的な結合メンバーが第１の特異的な結合メンバー－分
析物－第２の特異的な結合メンバーの複合体の近辺から除去されると、第１の特異的な結
合メンバー－分析物－第２の特異的な結合メンバーの複合体中に存在する第２の特異的な
結合メンバーに付着された検出可能な標識は、適切な手段によって分離されるか、または
、当技術分野で知られている技法を使用して検出される場合がある。いくつかの実施形態
では、検出可能な標識は、色素体、蛍光化合物、酵素、化学発光化合物、放射性化合物な
どの１つまたは複数の信号生成物質を含む、検出可能な標識を含む。代替として、いくつ
かの実施形態では、検出可能な標識がタグを含む場合、タグは、未結合の試薬の除去後に
残る複合体から切断または解離される可能性がある。たとえば、タグは、切断可能なリン
カー（本明細書に説明される「切断可能なリンカー」）を介して第２の特異的な結合メン
バーに付着される場合がある。第１の特異的な結合メンバー－分析物－第２の特異的な結
合メンバーの複合体は、切断可能なリンカーの切断を媒介する切断剤に露出される場合が
ある。
【０１０６】
　上述のように、タグは、核酸を含む場合がある。いくつかの実施形態では、分析物の定
量化は、タグ中に存在する核酸配列の少なくとも一部分の識別情報を決定することによっ
てタグの識別情報を決定することを含まない。たとえば、計数ステップは、タグの配列を
決定することを含まない。他の実施形態では、タグは、配列決定されないが、タグの識別
情報は、タグのサイズ、構造、電荷、電荷の量などによってタグに関連付けられた弁別可
能な信号に基づいて、あるタグを別のタグから区別することができる程度まで、決定され
る場合がある。タグの識別は、試料中の２つ、３つ、４つ、またはそれよりも多い異なる
分析物などの、試料中の複数の異なる分析物の同時分析を含む方法において役に立つ場合
がある。
【０１０７】
　いくつかの実施形態では、第１および第２の特異的な結合メンバーの一対が試料中の単
一の分析物に対して特異的である、複数の異なる第１および第２の特異的な結合メンバー
を使用することによって、単一の試料中の複数の分析物の同時分析が実行される場合があ
る。これらの実施形態では、単一の分析物に対して特異的である第１および第２の特異的
な結合メンバーの第１の対の第２の特異的な結合メンバーに会合した検出可能な標識は、
異なる分析物に対して特異的である第１および第２の特異的な結合メンバーの第２の対の
第２の特異的な結合メンバーに会合した検出可能な標識とは、区別できる場合がある。上
述のように、第１の検出可能な標識は、信号生成物質などの差に基づいて、第２の検出可
能な標識から区別できる場合がある。
【０１０８】
　いくつかの実施形態では、ほぼ正確に決定され得る流体試料中の分析物の濃度は、約５
０００ｆＭ（フェムトモル）未満、約３０００ｆＭ未満、約２０００ｆＭ未満、約１００
０ｆＭ未満、約５００ｆＭ未満、約３００ｆＭ未満、約２００ｆＭ未満、約１００ｆＭ未
満、約５０ｆＭ未満、約２５ｆＭ未満、約１０ｆＭ未満、約５ｆＭ未満、約２ｆＭ未満、
約１ｆＭ未満、約５００ａＭ（アトモル）未満、約１００ａＭ未満、約１０ａＭ未満、約
５ａＭ未満、約１ａＭ未満、約０．１ａＭ未満、約５００ｚＭ（ゼプトモル）未満、約１
００ｚＭ未満、約１０ｚＭ未満、約５ｚＭ未満、約１ｚＭ未満、約０．１ｚＭ未満、また
はそれ未満である。
【０１０９】
　いくつかの場合には、検出限界（たとえば、溶液中で決定される場合がある分析物の下
限濃度）は、約１００ｆＭ、約５０ｆＭ、約２５ｆＭ、約１０ｆＭ、約５ｆＭ、約２ｆＭ
、約１ｆＭ、約５００ａＭ（アトモル）、約１００ａＭ、約５０ａＭ、約１０ａＭ、約５
ａＭ、約１ａＭ、約０．１ａＭ、約５００ｚＭ（ゼプトモル）、約１００ｚＭ、約５０ｚ
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Ｍ、約１０ｚＭ、約５ｚＭ、約１ｚＭ、約０．１ｚＭ、またはそれ未満である。いくつか
の実施形態では、ほぼ正確に決定される場合がある流体試料中の分析物の濃度は、約５０
００ｆＭから約０．１ｆＭの間、約３０００ｆＭから約０．１ｆＭの間、約１０００ｆＭ
から約０．１ｆＭの間、約１０００ｆＭから約０．１ｚＭの間、約１００ｆＭから約１ｚ
Ｍの間、約１００ｆＭから約０．１ｚＭの間、またはそれ未満である。
【０１１０】
　検出の上限（たとえば、溶液中で決定される場合がある分析物の上限濃度）は、少なく
とも約１００ｆＭ、少なくとも約１０００ｆＭ、少なくとも約１０ｐＭ（ピコモル）、少
なくとも約１００ｐＭ、少なくとも約１００ｐＭ、少なくとも約１０ｎＭ（ナノモル）、
少なくとも約１００ｎＭ、少なくとも約１０００ｎＭ、少なくとも約１０μＭ、少なくと
も約１００μＭ、少なくとも約１０００μＭ、少なくとも約１０ｍＭ、少なくとも約１０
０ｍＭ、少なくとも約１０００ｍＭ、またはそれらよりも上である。
【０１１１】
　いくつかの場合には、試料中の分析物の存在および／または濃度は、通常は、４５分、
３０分、１５分、１０分、５分、１分、または３０秒などの約１時間未満で迅速に検出さ
れる場合がある。
【０１１２】
　いくつかの実施形態では、本明細書に説明される方法の少なくともいくつかは、セクシ
ョン１で説明された光学イメージングシステムを使用して実行される場合がある。いくつ
かの実施形態では、本明細書に説明される方法の少なくともいくつかのステップは、本明
細書に説明されるデバイスなどのデジタル一体化マイクロ流体および分析物検出デバイス
上で遂行される場合がある。いくつかの実施形態では、本開示の方法は、分析物検出デバ
イスと併せてデジタル一体化マイクロ流体デバイスを使用して遂行される。たとえば、デ
ジタルマイクロ流体デバイスおよび分析物検出デバイスは、別個のデバイスである場合が
あり、検出可能な標識を含む液滴は、マイクロ流体デバイス内で生成され、分析物検出デ
バイスに輸送される場合がある。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、本開示の方法は、デジタルマイクロ流体モジュールが、以下
に説明されるデバイスなどの分析物検出デバイスと一体化されたデバイスを使用して遂行
される。いくつかの実施形態では、デジタル一体化マイクロ流体モジュールおよび分析物
検出デバイスは、可逆的に一体化される場合がある。たとえば、２つのモジュールは、一
体化デバイスを形成するために物理的に結合される場合があり、そのデバイスは、次いで
、個別のモジュールに分離され得る。いくつかの実施形態では、本開示の方法は、内蔵の
分析物検出デバイスを有するマイクロ流体モジュールを含む、使い捨てのカートリッジを
使用して遂行される。本明細書に提供される方法を実行するために使用されるデバイスの
例示的な実施形態は、次のセクションでさらに説明される。
【０１１４】
　本方法の例示的な実施形態は、関心対象の分析物を含む試料液滴を、関心対象の分析物
に結合し固相支持体（磁性粒子またはビーズなど）上に固定化される場合がある第１の特
異的な結合メンバーを含む液滴と統合することを含む。単一の統合された液滴は、第１の
特異的な結合メンバーを関心対象の分析物に結合することを可能にするのに十分な時間の
間、インキュベートされ得る。任意で、単一の液滴は、試料を第１の特異的な結合メンバ
ーと混合することを容易にするために撹拌されてもよい。混合は、行きつ戻りつしながら
単一の液滴を移動させること、複数の電極の周りに単一の液滴を移動させること、液滴を
分離し次いでこれらの液滴を統合すること、またはＳＡＷを使用することなどによって達
成される場合がある。次に、単一の液滴は、デバイス内のある場所にビーズを保持する磁
力を受ける場合がある一方で、この液滴は、引き離され、第２の特異的な結合メンバーを
含む液滴に置換される場合があるが、この第２の特異的な結合メンバーは、任意で、検出
可能な標識を含むことができる。任意の洗浄ステップは、ビーズが磁力を使用して保持さ
れる場所に洗浄バッファーの液滴を移動させることによって、第２の特異的な結合メンバ
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ーを添加する前に実行される場合がある。第２の特異的な結合メンバーが第１の特異的な
結合メンバーに結合された分析物を結合するのに十分な時間の後、第２の特異的な結合メ
ンバーを含む液滴は、引き離される場合があるが、ビーズは、第１の場所に保持される。
ビーズは、洗浄バッファーの液滴を使用して洗浄される場合がある。洗浄ステップに続い
て、磁力は除去される場合があり、標識されたビーズ（第１の特異的な結合メンバー／分
析物／第２の特異的な結合メンバー－任意の検出可能な標識を含む）を含む液滴は、本明
細書に説明される検出モジュールまで移動する。標識されたビーズは、検出モジュールの
ウェルのアレイ内に定着することが可能になる。ビーズは、重力を介して、または電気力
もしくは磁力を適用することによって定着する場合がある。ウェル内に位置しない任意の
ビーズを除去する洗浄ステップに続いて、ウェルは、溶媒（オイルなどの疎水性液体など
）を使用して密封される場合がある。上記の実施形態では、任意で、結合の後、液滴は、
第１の特異的な結合メンバー、第２の特異的な結合メンバーなどをアッセイ試薬と試料を
混合することを容易にするために操作される（たとえば、行きつ戻りつしながら移動され
る、円周方向に移動される、振動し、分離／統合される、ＳＡＷに露出される、など）場
合がある。検出可能な標識が酵素である実施形態では、複合体がウェルのアレイに移動さ
れる前または後のいずれかに、基質が添加される可能性がある。
【０１１５】
　一体化マイクロ流体および分析物検出デバイス内の液滴の移動は、電気力（たとえば、
エレクトロウェッティング、誘電泳動、媒介する電極、オプトエレクトロウェッティング
、媒介する電場、および静電的駆動）、圧力、表面音響波などを使用して実行され得る。
液滴を移動させるために使用される力は、デバイスの仕様に基づいて決定される場合があ
り、これらの仕様は、次のセクションに、本明細書に説明される特定のデバイスに関して
説明される。
【０１１６】
　いくつかの実施形態では、１つまたは複数の検出信号は、特異的な結合メンバーが分析
物に結合するイベントに対応する。いくつかの実施形態では、１つの検出信号は、特異的
な結合メンバーが分析物に結合するイベントに対応する。いくつかの実施形態では、２つ
以上の検出信号は、特異的な結合メンバーが分析物に結合するイベントに対応する。
【０１１７】
　いくつかの実施形態では、第１の特異的な結合メンバーおよび第２の特異的な結合メン
バーを含む固相支持体が、試料に連続的にまたは同時に添加される。
【０１１８】
　分析物の検出は、検出可能な生成物または検出可能な標識、すなわち、少なくとも１つ
の信号生成化合物および少なくとも１つの信号生成基質により生成された信号によって関
連付けられる。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの信号生成化合物は酵素であり
、少なくとも１つの信号生成基質は、酵素に対する基質である。いくつかの実施形態では
、酵素に対する基質は、比色分析の蛍光発生（非蛍光）基質または発色基質である。いく
つかの実施形態では、検出可能な信号は、蛍光信号である。たとえば、酵素は、ポリヌク
レオチダーゼ、アルギナーゼ、アデナーゼ、アミノポリペプチダーゼ、ペプシン、リパー
ゼ、カタラーゼ、チロシナーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ、コハク酸デヒドロゲナー
ゼ、ジアフォラーゼ、グリオキサラーゼ、アルドラーゼ、グルコースオキシダーゼ、西洋
わさびペルオキシダーゼ、ガラクトシダーゼ（ベータ－ガラクトシダーゼなど）、ホスフ
ァターゼ、ホスホリラーゼおよびヘキソキナーゼ、またはそれらの組合せである場合があ
る。使用される可能性がある酵素基質の例は、［Ｍａｔｈ．５］ＣＤＰ－Ｓｔａｒ（Ｒ）
（二ナトリウム４－クロロ－３－（メトキシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２’－
（５’－クロロ）トリシクロ［３．３．１．１３，７］デカン｝－４－イル）フェニルホ
スフェート）、［Ｍａｔｈ．６］ＣＳＰＤ（Ｒ）すなわち（二ナトリウム３－（４－メト
キシスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２－（５’－クロロ）トリシクロ［３．３．１
．１３，７］デカン｝－４－イル）フェニルホスフェート）などの化学発光基質と、ｐ－
ニトロフェニルホスフェート、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート（
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ＢＣＩＰ）、４－ニトロブルーテトラゾリウムクロライド（ＮＢＴ）、またはヨードニト
ロテトラゾリウム（ＩＮＴ）などの発光基質と、４－メチルウンベリフェリルホスフェー
ト（４－ＭＵＰ）などの蛍光基質と、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェ
ート（ＢＣＩＰ）、二ナトリウム５－ブロモ－６－クロロ－インドリルホスフェート、ま
たはｐ－ニトロフェニルホスフェートなどの発色基質とを含む。
【０１１９】
　いくつかの態様では、使用される可能性がある酵素は、酵素の活性結合部位以外の部位
に結合された阻害剤分子（タンパク質、ペプチドなど）を含む、酵素を含む。そのような
阻害剤分子は、酵素の活性結合部位の構造を変化させ、酵素が基質に結合するのを防ぐ。
阻害剤分子の例は、プロテアーゼ阻害剤を含む。阻害剤は、酵素が基質に結合することを
可能にするために、したがって、信号生成反応が起こることを可能にするために、当技術
分野で知られている決められた技法を使用して酵素から除去され得る。
【０１２０】
　いくつかの実施形態では、酵素は、非蛍光基質を蛍光基質に変換することができる。い
くつかの実施形態では、酵素は、発色基質を使用して色を生成することができる。
【０１２１】
３．特異的な結合メンバー
　当業者によって諒解されるように、特異的な結合メンバーは、分析されるべき分析物に
よって決定される。多種多様なターゲット分子に対する特異的な結合メンバーは、公知で
あるか、または公知技法を使用して容易に見いだされるかもしくは開発される可能性があ
る。たとえば、ターゲット分析物がタンパク質であるとき、特異的な結合メンバーは、タ
ンパク質と、特にその抗体またはフラグメント（たとえば、抗原結合性フラグメント（Ｆ
ａｂ）、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、組換え抗体、キメラ抗体
、一本鎖Ｆｖ（「ｓｃＦｖ」）、一本鎖抗体、ラクダ科の動物から得られる重鎖可変領域
（「ＶＨＨ」、「ＶＨＨフラグメント」としても知られている）（ＶＨＨおよびそれらを
生成する方法は、Ｇｏｔｔｌｉｎら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ、１４、７７－８５頁（２００９）に記載されている）などの単一
ドメイン抗体、組換えＶＨＨ単一ドメイン抗体、およびＶＮＡＲフラグメント、ジスルフ
ィド結合Ｆｖ（「ｓｄＦｖ」）、および抗イディオタイプ（「抗Ｉｄ」）抗体、および上
記のもののいずれかの機能的に活性なエピトープ結合フラグメント、完全長ポリクローナ
ル抗体または完全長モノクローナル抗体、抗体様のフラグメントなど）と、受容体タンパ
ク質、プロテインＡ、プロテインＣなどの他のタンパク質などを含む場合がある。分析物
が、ステロイド、ビリン、レチノイド、および脂質などの小分子である場合、第１および
／または第２の特異的な結合メンバーは、骨格タンパク質（たとえば、リポカリン）また
は受容体である場合がある。いくつかの場合には、タンパク質分析物に対する特異的な結
合メンバーは、ペプチドである場合がある。たとえば、ターゲット分析物が酵素であると
き、適切な特異的な結合メンバーは、ペプチド、小分子などである場合がある、酵素基質
および／または酵素阻害剤を含む場合がある。いくつかの場合には、ターゲット分析物が
リン酸種であるとき、特異的な結合メンバーは、リン酸結合剤を含む場合がある。たとえ
ば、リン酸結合剤は、米国特許第７，０７０，９２１号および米国特許出願第２００６／
０１２１５４４号に記載されたものなどの金属－イオン親和性媒体を含む場合がある。
【０１２２】
　ターゲット分子が炭水化物であるとき、適切である可能性がある捕捉構成要素（本明細
書に定義された）は、たとえば、抗体、レクチン、およびセレクチンを含む。当業者によ
って諒解されるように、関心対象のターゲット分子と特異的に会合することができる任意
の分子は、特異的な結合メンバーとして使用される可能性がある。
【０１２３】
　いくつかの実施形態では、適切なターゲット分析物／特異的な結合メンバー複合体は、
限定はされないが、抗体／抗原、抗原／抗体、受容体／リガンド、リガンド／受容体、タ
ンパク質／核酸、酵素／基質および／または阻害剤、炭水化物（糖タンパク質および糖脂
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質を含む）／レクチンおよび／またはセレクチン、タンパク質／タンパク質、タンパク質
／小分子などを含むことができる。
【０１２４】
　特定の実施形態では、第１の特異的な結合メンバーおよび／または第２の特異的な結合
メンバーは、結合を介して固相支持体に付着される場合があり、この結合は、特異的な結
合メンバーが担体に付着することを容易にする、担体および／または特異的な結合メンバ
ーの任意の部分、機能付与、または修飾を含む場合がある。特異的な結合メンバーと担体
との間の連鎖は、１つまたは複数の化学的または物理的（たとえば、ファンデルワールス
力、水素結合、静電相互作用、疎水性／親水性相互作用などを介する非特異的な付着）結
合、および／またはそのような結合を提供する化学的スペーサーを含む場合がある。
【０１２５】
　いくつかの実施形態では、固相支持体は、検出中の偽陽性信号または信号の損失につな
がる場合がある、アッセイ中の非捕捉構成要素（たとえば、分析物分子、特異的な結合メ
ンバー）の結合表面への非特異的な付着を除外または最小化することができる、保護用、
遮断用、または不動態化の層も含むことができる。いくつかの実施形態において不動態化
層を形成するために利用される場合がある材料の例は、限定はされないが、タンパク質の
非特異的な結合を忌避するポリ（エチレングリコール）などのポリマーと、血清アルブミ
ンおよびカゼインなどの、この性質を有する自然発生のタンパク質と、スルホベタンなど
の双性イオン界面活性剤などの界面活性剤と、自然発生の長鎖脂質と、ポリマーブラシと
、サケ精子ＤＮＡなどの核酸とを含む。
【０１２６】
　いくつかの実施形態は、タンパク質またはポリペプチドである特異的な結合メンバーを
利用する。当技術分野で知られているように、ポリペプチドを多種多様な固相支持体に付
着させるために、多数の技法が使用される可能性がある。米国特許第５，６２０，８５０
号に概要が記載された方法などの、反応性の部分をタンパク質に付加するための多種多様
な技法が知られている。さらに、タンパク質を表面に付着させるための方法が知られてお
り、たとえば、Ｈｅｌｌｅｒ、Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．２３、１２８頁（１９９０）
を参照されたい。
【０１２７】
　本明細書に説明されるように、特異的な結合メンバーと分析物との間の結合は、たとえ
ば、特異的な結合メンバーと分析物が結合対の相補的な部分であるときなどに、特異的で
ある。いくつかの実施形態では、特異的な結合メンバーは、分析物に特異的に結合する。
「特異的に結合する」または「結合の特異性」は、特異的な結合メンバーが、分析物分子
とテスト試料の他の構成要素または混入物とを区別するのに十分な特異性を有する分析物
分子に結合することを意味する。たとえば、一実施形態による特異的な結合メンバーは、
分析物のエピトープに特異的に結合する抗体である場合がある。一実施形態による抗体は
、関心対象の分析物に特異的に結合することが可能である任意の抗体である場合がある。
たとえば、適切な抗体は、限定はされないが、モノクローナル抗体、二重特異性抗体、ミ
ニボディ、ドメイン抗体（ｄＡｂ）（たとえば、Ｈｏｌｔら（２０１４）Ｔｒｅｎｄｓ　
ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ２１、４８４－４９０頁など）を含み、たとえば軟骨
魚類およびラクダ科の動物内などで自然発生するか、または、合成の、たとえば、ナノボ
ディ、ＶＨＨ、もしくは他のドメイン構造である、単一ドメイン抗体ｓｄＡｂと、合成の
抗体（抗体ミメティックと呼ばれることがある）と、キメラ抗体と、ヒト化抗体と、抗体
融合体（「抗体コンジュゲート」と呼ばれることがある）と、各々のもののフラグメント
とをそれぞれ含む。別の例として、分析物分子は抗体である場合があり、第１の特異的な
結合メンバーが抗原であり、第２の特異的な結合メンバーが、ターゲット抗体に特異的に
結合する二次抗体である場合があるか、または、第１の特異的な結合メンバーが、ターゲ
ット抗体に特異的に結合する二次抗体であり、第２の特異的な結合メンバーが抗原である
場合がある。
【０１２８】
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　いくつかの実施形態では、特異的な結合メンバーは、化学的にプログラムされた抗体（
ｃｐＡｂ）（Ｒａｄｅｒ（２０１４）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
３２、１８６－１９７頁）、二重特異性ｃｐＡｂ、抗体リクルート分子（ＡＲＭ）（Ｍｃ
Ｅｎａｎｅｙら、（２０１２）ＡＣＳ　Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．７、１１３９－１１５１頁
に記載されている）、トリリガンド捕捉剤（Ｍｉｌｌｗａｒｄら（２０１１）Ｊ．Ａｍ．
Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１３３、１８２８０－１８２８８頁に記載されている）などの分枝捕
捉剤、モノボディ（ヒトフィブロネクチンの１０番目のフィブロネクチンＩＩＩ型ドメイ
ンから得られる）などの非抗体骨格から得られる操作された結合タンパク質、アフィボデ
ィ（免疫グロブリン結合プロテインＡから得られる）、ＤＡＲＰｉｎ（アンキリンリピー
ト分子に基づく）、アンチカリン（リポカリン、ビリン結合タンパク質、およびヒトリポ
カリン２から得られる）、シスチンノットペプチド（ノッチン）（Ｇｉｌｂｒｅｔｈ　ａ
ｎｄ　Ｋｏｉｄｅ、（２０１２）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔ
ｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ２２、１－８頁、およびＢａｎｔａら（２０１３）Ａｎｎｕ．
Ｒｅｖ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１５、９３－１１３頁に記載されている）、ＷＷドメイ
ン（Ｐａｔｅｌら（２０１３）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、Ｄｅｓｉｇｎ
＆Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ２６（４）、３０７－３１４頁に記載されている）、転用受容体リ
ガンド、アフィチン（Ｂｅｈａｒら（２０１３）２６、２６７－２７５頁に記載されてい
る）、および／またはアドヒロン（Ｔｉｅｄｅら（２０１４）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ、Ｄｅｓｉｇｎ＆Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ２７、１４５－１５５頁）である場
合がある。
【０１２９】
　分析物が生体細胞（たとえば、哺乳類、トリ、は虫類、他の脊椎動物、昆虫、酵母、細
菌などの細胞）である一実施形態によれば、特異的な結合メンバーは、細胞表面抗原（た
とえば、細胞表面受容体）に対して特異的な親和性を有するリガンドである場合がある。
一実施形態では、特異的な結合メンバーは、ターゲット細胞型の表面上で発現される細胞
接着分子に対する結合特異性を有する、接着分子受容体またはその一部分である場合があ
る。使用の際、接着分子受容体は、ターゲット細胞の細胞外表面上で接着分子と結合し、
それによって、細胞を固定化または捕捉し、結合された細胞は、次いで、第１の特異的な
結合メンバーと同じである場合がある第２の特異的な結合メンバーを使用することによっ
て検出されるか、または、細胞の表面上で発現される異なる分子に結合する場合がある。
【０１３０】
　いくつかの実施形態では、分析物分子と特異的な結合メンバーとの間の結合親和性は、
非特異的に結合されている分子または粒子を除去するための洗浄ステップを含む、アッセ
イの条件下で結合されたままであるのに十分であるべきである。いくつかの場合には、た
とえば、いくつかの生体分子の検出において、分析物分子とその相補的な特異的な結合メ
ンバーとの結合定数は、少なくとも約１０４から約１０６Ｍ－１の間、少なくとも約１０
５から約１０９Ｍ－１の間、少なくとも約１０７から約１０９Ｍ－１の間、約１０９Ｍ－

１よりも上、またはそれらよりも上である場合がある。
【０１３１】
４．例示的なターゲット分析物
　当業者によって諒解されるように、第１の特異的な結合メンバーおよび第２の特異的な
結合メンバーによって特異的に結合される可能性がある任意の分析物は、本開示の方法お
よびデバイスを使用して検出され、任意で、定量化される場合がある。
【０１３２】
　いくつかの実施形態では、分析物は、生体分子または生物学的分子である場合がある。
生体分子および生物学的分子の非限定的な例は、タンパク質、脂質、および炭水化物など
の巨大分子を含む。いくつかの事例では、分析物は、ホルモン、抗体、成長因子、サイト
カイン、酵素、受容体（たとえば、神経受容体、ホルモン受容体、栄養素受容体、および
細胞表面受容体）またはそれらのリガンド、がんマーカー（たとえば、ＰＳＡ、ＴＮＦ－
アルファ）、心筋梗塞のマーカー（たとえば、トロポニン、クレアチン、キナーゼ、ＢＮ
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Ｐ、ｐｒｏ－ＢＮＰ、ＮＴ－ＰｒｏＢＮＰ、ＣＫ－ＭＢ、ガレクチン－３など）、甲状腺
マーカー（たとえば、抗Ｔｇ、抗ＴＰＯ、遊離型Ｔ３、遊離型Ｔ４、Ｔ摂取率、総Ｔ３、
総Ｔ４、ＴＳＨ）、トキシン、薬物（たとえば、中毒性の薬物）、代謝製剤（たとえば、
ビタミンを含む）などである場合がある。タンパク質分析物の非限定的な実施形態は、ペ
プチド、ポリペプチド、タンパク質フラグメント、タンパク質複合体、融合タンパク質、
組換えタンパク質、リンタンパク質、糖タンパク質、リポタンパク質などを含む。いくつ
かの実施形態では、分析物は、外傷性脳損傷、敗血症、または凝血のためのバイオマーカ
ーなどのバイオマーカー、一般化学に関連する分析物（たとえば、アンモニア、ＡＳＴ、
コレステロールなど）、タンパク質（たとえば、トランスフェリン、ＣＲＰなど）、治療
的な薬物モニタリング用の分析物（たとえば、メトトレキサート）、移植用の分析物（た
とえば、タクロリムス）、依存性薬物、または遺伝性障害用のバイオマーカーである場合
がある。
【０１３３】
　いくつかの実施形態では、分析物は、翻訳後修飾されたタンパク質（たとえば、リン酸
化、メチル化、グリコシル化されたタンパク質）である場合があり、第１または第２の特
異的な結合メンバーは、翻訳後修飾に対して特異的な抗体である場合がある。修飾された
タンパク質は、固相支持体上に固定化された第１の特異的な結合メンバーに結合される場
合があり、第１の特異的な結合メンバーは、修飾されたタンパク質には結合するが、修飾
されていないタンパク質には結合しない。他の実施形態では、第１の特異的な結合メンバ
ーは、修飾されていないタンパク質と修飾されたタンパク質の両方に結合する場合があり
、第２の特異的な結合メンバーは、翻訳後修飾されたタンパク質に対して特異的である場
合がある。
【０１３４】
　いくつかの実施形態では、分析物は、循環腫瘍細胞などの細胞、病原菌、ウィルス（レ
トロウィルス、ヘルペスウィルス、アデノウィルス、レンチウィルス、フィロウィルス（
たとえば、ウエストナイルウィルス、エボラウィルス、およびジカウィルス）、肝炎ウィ
ルス（たとえば、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、およびＥ）、ＨＰＶ、パルボウイルスなどを含む）、
芽胞などである場合がある。
【０１３５】
　本明細書に提供される方法によって分析される場合がある分析物の非限定的なリストは
、Ａβ４２アミロイドベータタンパク質、フェチュインＡ、タウ、セクレトグラニンＩＩ
、プリオンタンパク質、アルファ－シヌクレイン、タウタンパク質、神経フィラメント軽
鎖、パーキン、ＰＴＥＮ誘導性推定キナーゼ１、ＤＪ－１、ロイシンリッチリピートキナ
ーゼ２、変異型ＡＴＰ１３Ａ２、アポＨ、セルロプラスミン、ペルオキシソーム増殖因子
活性型受容体ガンマコアクチベータ－１アルファ（ＰＧＣ－１α）、トランスサイレチン
、ビタミンＤ結合タンパク質、アクティブＢ１２、Ｂ１２、コルチゾール、葉酸、フルク
トサミン、ホモシステイン、完全型（ｉｎｔａｃｔ）ＰＴＨ、ペプシノゲンＩ＆ＩＩ、Ｄ
ＨＥＡ－Ｓ、エストラジオール、ｈＣＧ、プロゲステロン、プロラクチン、ＳＨＢＧ、テ
ストステロン、アポトーシス促進性キナーゼＲ（ＰＫＲ）およびそのリン酸化ＰＫＲ（ｐ
ＰＫＲ）、ＩＬ－１２ｐ４０、ＣＸＣＬ１３、ＩＬ－８、Ｄｋｋ－３（精液）、ｐ１４エ
ンドカンフラグメント、血清、ＡＣＥ２、ＣＤ２５の自己抗体、ｈＴＥＲＴ、ＣＡＩ２５
（ＭＵＣ１６）、ＶＥＧＦ、ｓＩＬ－２、オステオポンチン、ヒト副睾丸タンパク質４（
ＨＥ４）、アルファ－フェトプロテイン、アルブミン、アルブミン尿、マイクロアルブミ
ン尿、好中球ゼラチナーゼ会合リポカリン（ＮＧＡＬ）、システインＣ、インターロイキ
ン１８（ＩＬ－１８）、腎障害分子－１（ＫＩＭ－１）、肝臓型脂肪酸結合タンパク質（
Ｌ－ＦＡＢＰ）、ＬＭＰ１、ＢＡＲＦ１、ＩＬ－８、ＢＲＡＦ、ＣＣＮＩ、ＥＧＲＦ、Ｆ
ＧＦ１９、ＦＲＳ２、ＧＲＥＢ１、およびＬＺＴＳ１、アルファ－アミラーゼ、がん胎児
性抗原（ＣＥＡ）、ＣＡ１２５、チオレドキシン、ベータ－２マイクログロブリンレベル
－ウィルスの活性監視、腫瘍壊死因子－アルファ受容体－ウィルスの活性監視、アルファ
－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、ＣＡ１５－３、ＣＡ１９－９、ＣＹＦＲＡ２１－１、Ｈ
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Ｅ－４、ＰＩＶＫＡ－１１、ＰｒｏＧＲＰ、ＳＣＣ、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、黄体
形成ホルモン（ＬＨ）、Ｔ細胞のリンパ腫侵襲および転移１（ＴＩＡＭ１）、Ｎ－カドヘ
リン、ＥＣ３９、アンフィレギュリン、ｄＵＴＰａｓｅ、分泌ゲルソリン（ｐＧＳＮ）、
ＰＳＡ（前立腺特異性抗原）、チモシンβ１５、インスリン、血漿Ｃ－ペプチド、グリコ
シル化ヘモグロビン（ＨＢＡ１ｃ）、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）、インターロイキン
－６（ＩＬ－６）、ＡＲＨＧＤＩＢ（Ｒｈｏ　ＧＤＰ－解離阻害剤２）、ＣＦＬ１（コフ
ィリン－１）、ＰＦＮ１（プロフィン－１）、ＧＳＴＰ１（グルタチオンＳ－トランスフ
ェラーゼＰ）、Ｓ１００Ａ１１（タンパク質Ｓ１００－Ａ１１）、ＰＲＤＸ６（ペルオキ
シレドキシン－６）、ＨＳＰＥ１（１０ｋＤａヒートショックタンパク質、ミトコンドリ
ア１）、ＬＹＺ（リゾチームＣ前駆体）、ＧＰＩ（グルコース－６－リン酸イソメラーゼ
）、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＡＡ（ヒストンＨ２Ａタイプ２－Ａ）、ＧＡＰＤＨ（グリセルアルデ
ヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ）、ＨＳＰＧ２（基底膜特異性ヘパラン硫酸プロテオ
グリカンコアタンパク質前駆体）、ＬＧＡＬＳ３ＢＰ（ガレクチン－３－結合タンパク質
前駆体）、ＣＴＳＤ（カテプシンＤ前駆体）、ＡＰＯＥ（アポリポタンパク質Ｅ前駆体）
、ＩＱＧＡＰ１（Ｒａｓ　ＧＴＰａｓｅ活性様タンパク質ＩＱＧＡＰ１）、ＣＰ（セルロ
プラスミン前駆体）、およびＩＧＬＣ２（ＩＧＬＣ１タンパク質）、ＰＣＤＧＦ／ＧＰ８
８、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＭＵＣ４、ＩＧＦ－ＩＲ、ｐ２７（ｋｉｐ１）、Ａｋｔ、ＨＥ
Ｒ３、ＨＥＲ４、ＰＴＥＮ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＳＨＩＰ、Ｇｒｂ２、Ｇａｂ２、ＰＤＫ－１
（３－ホスホイノシチド依存性タンパク質キナーゼ－１）、ＴＳＣ１、ＴＳＣ２、ｍＴＯ
Ｒ、ＭＩＧ－６（ＥＲＢＢ受容体フィードバック阻害剤１）、Ｓ６Ｋ、ｓｒｃ、ＫＲＡＳ
、ＭＥＫマイトジェン活性型タンパク質キナーゼ１、ｃＭＹＣ、ＴＯＰＯＩＩトポイソメ
ラーゼ（ＤＮＡ）ＩＩアルファ１７０ｋＤａ、ＦＲＡＰ１、ＮＲＧ１、ＥＳＲ１、ＥＳＲ
２、ＰＧＲ、ＣＤＫＮ１Ｂ、ＭＡＰ２Ｋ１、ＮＥＤＤ４－１、ＦＯＸＯ３Ａ、ＰＰＰ１Ｒ
１Ｂ、ＰＸＮ、ＥＬＡ２、ＣＴＮＮＢ１、ＡＲ、ＥＰＨＢ２、ＫＬＦ６、ＡＮＸＡ７、Ｎ
ＫＸ３－１、ＰＩＴＸ２、ＭＫＩ６７、ＰＨＬＰＰ、アディポネクチン（ＡＤＩＰＯＱ）
、フィブリノゲンアルファ鎖（ＦＧＡ）、レプチン（ＬＥＰ）、終末糖化産物受容体（Ａ
ＧＥＲ　ａｋａ　ＲＡＧＥ）、アルファ－２－ＨＳ－糖タンパク質（ＡＨＳＧ）、アンジ
オゲニン（ＡＮＧ）、ＣＤ１４分子（ＣＤ１４）、フェリチン（ＦＴＨ１）、インスリン
様成長因子結合タンパク質１（ＩＧＦＢＰ１）、インターロイキン２受容体、アルファ（
ＩＬ２ＲＡ）、血管細胞接着分子１（ＶＣＡＭ１）およびフォンビルブランド因子（ＶＷ
Ｆ）、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、ＩＬ１α、ＴＮＦα、核周囲型抗好中球細胞
質抗体（ｐ－ＡＮＣＡ）、ラクトフェリン、カルプロテクチン、ウィルムス腫瘍－１タン
パク質、アクアポリン－１、ＭＬＬ３、ＡＭＢＰ、ＶＤＡＣ１、大腸菌エンテロトキシン
（熱不安定性外毒素、熱安定エンテロトキシン）、インフルエンザＨＡ抗原、破傷風毒素
、ジフテリア毒素、ボツリヌス毒素、志賀毒素、志賀様毒素Ｉ、志賀様毒素ＩＩ、クロス
トリジウムディフィシル毒素ＡおよびＢなどを含む。
【０１３６】
　主題の方法を使用して必要としている患者または被験者から得られた環境的試料および
生体試料などの試料において測定される場合がある、例示的なターゲットは：乱用薬物（
たとえば、コカイン）と、タンパク質バイオマーカー（限定はされないが、ヌクレオリン
、核因子－ｋＢ必須モジュレーター（ＮＥＭＯ）、ＣＤ－３０、タンパク質チロシンキナ
ーゼ７（ＰＴＫ７）、血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）、ＭＵＣ１グリコフォーム、免疫グ
ロブリンμ重鎖（ＩＧＨＭ）、免疫グロブリンＥ、αｖβ３インテグリン、α－トロンビ
ン、ＨＩＶ　ｇｐ１２０、ＮＦ－κＢ、Ｅ２Ｆ転写因子、ＨＥＲ３、プラスミノーゲンア
クチベータインヒビター、テネイシンＣ、ＣＸＣＬ１２／ＳＤＦ－１、前立腺特異的膜抗
原（ＰＳＭＡ）、胃がん細胞、ＨＧＣ－２７を含む）と、細胞（限定はされないが、非小
細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、大腸がん細胞、（ＤＬＤ－１）、Ｈ２３肺腺がん細胞、Ｒａ
ｍｏｓ細胞、Ｔ細胞急性リンパ性白血病（Ｔ－ＡＬＬ）セル、ＣＣＲＦ－ＣＥＭ、急性骨
髄性白血病（ＡＭＬ）細胞（ＨＬ６０）、小細胞肺がん（ＳＣＬＣ）細胞、ＮＣＩＨ６９
、ヒトグリオブラストーマ細胞、Ｕ１１８－ＭＧ、ＰＣ－３細胞、ＨＥＲ－２－過剰発現



(35) JP 2020-507744 A 2020.3.12

10

20

30

40

50

ヒト乳がん細胞、ＳＫ－ＢＲ－３、すい臓がん細胞株（Ｍｉａ－ＰａＣａ－２）を含む）
と、感染病原体（限定はされないが、結核菌、黄色ブドウ球菌、志賀赤痢菌、大腸菌Ｏ１
５７：Ｈ７、カンピロバクタージェジュニ、リステリアモノサイトゲネス、緑膿菌、サル
モネラＯ８、および腸炎菌を含む）とを含む。
【０１３７】
　主題の方法を使用して必要としている患者または被験者から得られた試料において測定
される場合がある、例示的なターゲットは：限定はされないが、ＨＢＶコアカプシドタン
パク質、ＣＤＫ２、Ｅ２Ｆ転写因子、チミジル酸シンターゼ、Ｒａｓ、ＥＢ１、および終
末糖化産物受容体（ＲＡＧＥ）を含む。
【０１３８】
５．試料
　本明細書に使用される、「試料」、「テスト試料」、「生体試料」は、関心対象の分析
物を含むか、または含む疑いがある流体試料を指す。試料は、任意の適切なソースから得
られる場合がある。いくつかの場合には、試料は、液体、流動性の微粒子固体、または固
体粒子の懸濁液を含む場合がある。いくつかの場合には、試料は、本明細書に説明される
分析の前に処理される場合がある。たとえば、試料は、分析の前にそのソースから分離ま
たは精製される場合があるが、いくつかの実施形態では、分析物を含む未処理の試料は、
直接アッセイされる場合がある。分析物分子のソースは、合成（たとえば、実験室での生
成）、環境（たとえば、大気、土、水分補給などの流体試料など）、哺乳類などの動物、
植物、またはそれらの任意の組合せであってもよい。特定の例では、分析物のソースは、
ヒトの身体の物質（たとえば、体液、血液、血清、血漿、尿、唾液、汗、痰、精液、粘液
、涙液、リンパ液、羊水、間質液、肺洗浄液、脳脊髄液、大便、組織、臓器など）である
。組織は、限定はされないが、骨格筋組織、肝臓組織、肺組織、腎臓組織、心筋組織、脳
組織、骨髄、子宮頸部組織、皮膚などである。試料は、液体試料または固体試料の抽出液
である場合がある。いくつかの場合には、試料のソースは、組織分解／細胞溶解によって
可溶化される場合がある、生検試料などの臓器または組織である場合がある。
【０１３９】
　流体試料の多種多様な容積が分析される場合がある。いくつかの例示的な実施形態では
、試料容積は、約０．５ｎＬ、約１ｎＬ、約３ｎＬ、約０．０１μＬ、約０．１μＬ、約
１μＬ、約５μＬ、約１０μＬ、約１００μＬ、約１ｍＬ、約５ｍＬ、約１０ｍＬなどで
ある場合がある。いくつかの場合には、液体試料の容積は、約０．０１μＬから約１０ｍ
Ｌの間、約０．０１μＬから約１ｍＬの間、約０．０１μＬから約１００μＬの間、また
は約０．１μＬから約１０μＬの間である。
【０１４０】
　いくつかの場合には、流体試料は、アッセイにおいて使用する前に希釈される場合があ
る。たとえば、分析物分子のソースが人体流体（たとえば、血液、血清）である実施形態
では、流体は、適切な溶媒（たとえば、ＰＢＳバッファーなどのバッファー）を用いて希
釈される場合がある。流体試料は、使用する前に、約１倍、約２倍、約３倍、約４倍、約
５倍、約６倍、約１０倍、約１００倍、またはそれらを超えて希釈される場合がある。
【０１４１】
　いくつかの場合には、試料は、解析前の処理を受ける場合がある。解析前の処理は、非
特異的なタンパク質除去および／または効果的なさらに安価に実施可能な混合機能などの
追加の機能を提供する場合がある。解析前の処理の一般的な方法は、動電学的捕獲、ＡＣ
動電学、表面音響波、等速電気泳動、誘導泳動、電気泳動、または当技術分野で知られて
いる他の予備濃縮技法の使用を含む場合がある。いくつかの場合には、流体試料は、アッ
セイで使用する前に濃縮される場合がある。たとえば、分析物分子のソースが人体流体（
たとえば、血液、血清）である実施形態では、流体は、沈殿、蒸発、ろ過、遠心分離、ま
たはそれらの組合せによって濃縮される場合がある。流体試料は、使用する前に、約１倍
、約２倍、約３倍、約４倍、約５倍、約６倍、約１０倍、約１００倍、またはそれらを超
えて濃縮される場合がある。
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【０１４２】
　いくつかの実施形態では、分析物は、分析物の測定前に増幅されない（すなわち、分析
物のコピー数は、増加されない）。たとえば、分析物がＤＮＡまたはＲＮＡである場合に
は、分析物は、分析物のコピー数を増加させるように複製されない。いくつかの場合には
、分析物は、タンパク質または小分子である。
【０１４３】
６．方法のバリエーション
　試料中に存在する関心対象の分析物の存在または量を決定する開示された方法は、以上
に説明されたとおりであってよい。これらの方法は、分析物を分析するための他の方法を
考慮して適応させる場合もある。よく知られているバリエーションの例は、限定はされな
いが、酵素検出（酵素免疫測定法（ＥＩＡ）または酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ））
、競合阻害イムノアッセイ（たとえば、順方向および逆方向）、酵素増幅イムノアッセイ
技法（ＥＭＩＴ：ｅｎｚｙｍｅ　ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅ）、競合結合試験、生物発光共鳴エネルギー移動（ＢＲＥＴ）、ワンステ
ップ抗体検出アッセイ、ホモジニアスアッセイ、ヘテロジニアスアッセイ、キャプチャー
オンザフライアッセイなどを含む、サンドイッチイムノアッセイ（たとえば、モノクロー
ナル－ポリクローナルサンドイッチイムノアッセイ）などのイムノアッセイを含む。いく
つかの事例では、以下の説明は、以上に説明された方法と重なる場合があるが、他方では
、以下の説明は、代替案を提供する場合がある。
【０１４４】
（ａ）イムノアッセイ
　関心対象の分析物、および／またはペプチドもしくはそのフラグメントは、イムノアッ
セイを使用して分析される場合がある。関心対象の分析物の存在または量は、本明細書に
説明される抗体と関心対象の分析物に対する特異的な結合を検出することとを使用して決
定されることが可能である。任意のイムノアッセイが利用されてもよい。イムノアッセイ
は、たとえば、酵素結合イムノアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、順方向もしくは逆方向の競合阻
害アッセイなどの競合阻害アッセイ、または競合結合試験である場合がある。いくつかの
実施形態では、１つの信号生成化合物または信号生成基質が、捕捉抗体および検出抗体に
付着される。代替として、捕捉に使用されるマイクロ粒子も、検出のために機能する場合
がある。
【０１４５】
　均一な形式が使用される場合がある。たとえば、テスト試料が被験者から得られた後、
混合物が準備される。この混合物は、分析物、第１の特異的な結合パートナー、および第
２の特異的な結合パートナーに関して評価されるテスト試料を含む。混合物を生成するた
めにテスト試料、第１の特異的な結合パートナー、および第２の特異的な結合パートナー
が添加される順序は、重要ではない。テスト試料は、第１の特異的な結合パートナーおよ
び第２の特異的な結合パートナーと同時に接触される。いくつかの実施形態では、第１の
特異的な結合パートナーおよびテスト試料に含まれる関心対象の任意の分析物は、第１の
特異的な結合パートナー－関心対象の分析物－抗原複合体を形成する場合があり、第２の
特異的な結合パートナーは、第１の特異的な結合パートナー－関心対象の分析物－第２の
特異的な結合パートナー複合体を形成する場合がある。いくつかの実施形態では、第２の
特異的な結合パートナーおよびテスト試料に含まれる関心対象の任意の分析物は、第２の
特異的な結合パートナー－関心対象の分析物－抗原複合体を形成する場合があり、第１の
特異的な結合パートナーは、第１の特異的な結合パートナー－関心対象の分析物－第２の
特異的な結合パートナー複合体を形成する場合がある。さらに、第２の特異的な結合パー
トナーは、本明細書に説明される検出可能な標識によって標識されるか、またはその検出
可能な標識を含む。
【０１４６】
　均一な形式が使用される場合がある。たとえば、テスト試料が被験者から得られた後、
第１の混合物が準備される。この混合物は、関心対象の分析物および第１の特異的な結合
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パートナーに関して評価されるテスト試料を含み、第１の特異的な結合パートナーおよび
テスト試料に含まれる関心対象の任意の分析物は、第１の特異的な結合パートナー－関心
対象の分析物複合体を形成する。好ましくは、第１の特異的な結合パートナーは、関心対
象の分析物に抗する抗体またはそのフラグメントである。混合物を生成するためにテスト
試料および第１の特異的な結合パートナーが添加される順序は、重要ではない。好ましく
は、第１の特異的な結合パートナーは、固相支持体上に固定化される。イムノアッセイに
使用される固相支持体（第１の特異的な結合パートナー用、および任意で第２の特異的な
結合パートナー用）は、限定はされないが、磁性粒子、ビーズ、ナノビーズ、マイクロビ
ーズ、ナノ粒子、マイクロ粒子、膜、骨格分子、薄膜、ろ紙、ディスク、またはチップ（
たとえば、マイクロ流体チップ）などの、当技術分野で知られている任意の固相支持体で
ある可能性がある。固相支持体がビーズである、これらの実施形態では、ビーズは、磁性
ビーズまたは磁性粒子である場合がある。磁性ビーズ／粒子は、強磁性、フェリ磁性、常
磁性、超常磁性、または磁性流体である場合がある。例示的な強磁性材料は、Ｆｅ、Ｃｏ
、Ｎｉ、Ｇｄ、Ｄｙ、ＣｒＯ２、ＭｎＡｓ、ＭｎＢｉ、ＥｕＯ、およびＮｉＯ／Ｆｅを含
む。フェリ磁性材料の例は、ＮｉＦｅ２Ｏ４、ＣｏＦｅ２Ｏ４、Ｆｅ３Ｏ４（またはＦｅ
Ｏ・Ｆｅ２Ｏ３）を含む。ビーズは、磁性があるソリッドコア部分を有することができ、
１つまたは複数の非磁性層によって囲まれている。代替として、磁性部分は、非磁性コア
の周りの層である可能性がある。第１の特異的な結合メンバーが固定化される固相支持体
は、乾燥状態でまたは液体中に保存される場合がある。これらの磁性ビーズは、第１の特
異的な結合メンバーが固定化された磁性ビーズとともに試料と接触する前または後に磁場
を受ける場合がある。
【０１４７】
　第１の特異的な結合パートナー－関心対象の分析物複合体を含む混合物が生成された後
、関心対象の任意の未結合の分析物は、当技術分野で知られている任意の技法を使用して
、この複合体から除去される。たとえば、関心対象の未結合の分析物は、洗浄によって除
去される可能性がある。しかし、第１の特異的な結合パートナーは、テスト試料中に存在
する関心対象のすべての分析物が第１の特異的な結合パートナーによって結合されるよう
に、テスト試料中に存在する関心対象の任意の分析物よりも余分に存在することが望まし
い。
【０１４８】
　関心対象の任意の未結合の分析物が除去された後、第１の特異的な結合パートナー－関
心対象の分析物－第２の特異的な結合パートナー複合体を形成するために、第２の特異的
な結合パートナーが混合物に添加される。第２の特異的な結合パートナーは、第１の特異
的な結合パートナーによって結合された関心対象の分析物のエピトープとは異なる、関心
対象の分析物のエピトープに結合する、関心対象の分析物に抗する抗体であることが好ま
しい。さらに、第２の特異的な結合パートナーは、以上で説明されたように、信号生成化
合物または信号生成基質によって標識されるか、またはこれらの信号生成化合物または信
号生成基質を含むことも好ましい。
【０１４９】
　固定化された抗体またはそのフラグメントの使用が、イムノアッセイに組み込まれる場
合がある。抗体は、磁性のまたはクロマトグラフ的なマトリックス粒子、ラテックス粒子
または表面修飾されたラテックス粒子、ポリマーまたはポリマー薄膜、プラスチックまた
はプラスチック薄膜、平面的な基質、マイクロ流体表面、固体基質材料の一部分などの、
様々な担体上に固定化される場合がある。
【０１５０】
（ｂ）サンドイッチイムノアッセイ
　サンドイッチイムノアッセイは、抗体の２つの層（すなわち、捕捉抗体（すなわち、少
なくとも１つの捕捉抗体）と、検出抗体（すなわち、少なくとも１つの検出抗体））の間
の抗原の量を測定する。捕捉抗体および検出抗体は、関心対象の分析物などの抗原の異な
るエピトープに結合する。捕捉抗体とエピトープとの結合が、検出抗体とエピトープとの
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結合を妨げないことが望ましい。モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体のいずれ
かは、サンドイッチイムノアッセイにおいて捕捉抗体および検出抗体として使用される場
合がある。
【０１５１】
　一般に、少なくとも２つの抗体が、テスト試料中の関心対象の分析物を分離および定量
化するために使用される。より具体的には、少なくとも２つの抗体は、関心対象の分析物
のいくつかのエピトープまたは関心対象の分析物のフラグメントに結合し、「サンドイッ
チ」と呼ばれる免疫複合体を形成する。１つまたは複数の抗体は、テスト試料中の関心対
象の分析物を捕捉するために使用される可能性があり（これらの抗体は、１つまたは複数
の「捕捉」抗体としばしば呼ばれる）、関心対象の分析物に同様に結合する、信号生成化
合物または信号生成基質を有する１つまたは複数の抗体（これらの抗体は、１つまたは複
数の「検出」抗体としばしば呼ばれる）は、サンドイッチを完成するために使用される可
能性がある。サンドイッチアッセイでは、抗体とそのエピトープとの結合は、そのアッセ
イにおける任意の他の抗体とそのそれぞれのエピトープとの結合によって減少しない。言
い換えれば、抗体は、関心対象の分析物を含む疑いがあるテスト試料と接触した１つまた
は複数の第１の抗体が、第２の抗体または後続の抗体によって認識されるエピトープのす
べてまたは一部分に結合し、それによって、１つまたは複数の第２の検出抗体が関心対象
の分析物に結合する能力を妨げないように選択される。以上に説明された捕捉抗体は、捕
捉分子の一例である。以上に説明された検出抗体は、検出分子の一例である。
【０１５２】
　一実施形態では、関心対象の分析物を含む疑いがあるテスト試料は、少なくとも１つの
捕捉抗体（または複数の抗体）および少なくとも１つの検出抗体と、同時にまたは連続的
に接触する可能性がある。サンドイッチアッセイ形式では、関心対象の分析物（関心対象
の膜結合性の分析物、関心対象の可溶性の分析物、関心対象の膜結合性の分析物のフラグ
メント、関心対象の可溶性の分析物のフラグメント、関心対象の分析物の変異体（関心対
象の膜結合性の分析物または可溶性の分析物）、またはそれらの任意の組合せ）を含む疑
いがあるテスト試料は、抗体－関心対象の分析物複合体の形成を可能にする条件の下で特
定のエピトープに特異的に結合する少なくとも１つの捕捉抗体と最初に接触する。２つ以
上の捕捉抗体が使用される場合、複数の捕捉抗体－関心対象の分析物複合体が形成される
。サンドイッチアッセイでは、抗体、好ましくは少なくとも１つの捕捉抗体が、テスト試
料内に予想される、関心対象の分析物または関心対象の分析物のフラグメントの最大量を
超えるモル量で使用される。
【０１５３】
　任意で、テスト試料を少なくとも１つの第１の捕捉抗体と接触させる前に、少なくとも
１つの捕捉抗体は、テスト試料からの抗体－関心対象の分析物複合体の分離を容易にする
固相支持体に結合され得る。限定はされないが、平面的な基質またはビーズなどの形態で
ポリマー材料から作られた固相支持体を含む、当技術分野で知られている任意の固相支持
体が使用される可能性がある。抗体（または複数の抗体）は、吸着によって、化学的カッ
プリング剤を使用した共有結合によって、または当技術分野で知られている他の手段によ
って固相支持体に結合される可能性があるが、そのような結合は、抗体が関心対象の分析
物または関心対象の分析物のフラグメントに結合する能力を妨げないという条件付きであ
る。さらに、必要であれば、固相支持体は、抗体の様々な官能基との反応を可能にするた
めに誘導体化されてもよい。そのような誘導体化は、限定はされないが、無水マレイン酸
、Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミド、アジド、アルキニル、および、１－エチル－３－（３
－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドなどの、いくつかのカップリング剤の使用を
必要とする。
【０１５４】
　関心対象の分析物を含む疑いがあるテスト試料が、少なくとも１つの捕捉抗体と接触し
た後、テスト試料は、１つの捕捉抗体（または複数の捕捉抗体）－関心対象の分析物複合
体の形成を可能にするためにインキュベートされる。このインキュベーションは、約４．
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５から約１０．０までのｐＨ、約２℃から約４５℃までの温度、および、少なくとも約１
分から約１８時間まで、約２～６分、または約３～４分の期間で実行される可能性がある
。
【０１５５】
　１つの捕捉抗体（複数の抗体）－関心対象の分析物複合体の形成後、この複合体は、（
１つの捕捉抗体（複数の抗体）－関心対象の分析物－１つの検出抗体（複数の抗体）複合
体の形成を可能にする条件の下で）少なくとも１つの検出抗体と接触する。捕捉抗体－関
心対象の分析物複合体が、２つ以上の検出抗体と接触する場合、１つの捕捉抗体（複数の
抗体）－関心対象の分析物－１つの検出抗体（複数の抗体）検出複合体が形成される。捕
捉抗体と同様に、少なくとも１つの検出（および後続の）抗体が、捕捉抗体－関心対象の
分析物複合体と接触するとき、以上に説明されたものと同様の条件下でのインキュベーシ
ョンの期間が、１つの捕捉抗体（複数の抗体）－関心対象の分析物－１つの検出抗体（複
数の抗体）複合体の形成のために必要とされる。少なくとも１つの検出抗体が、信号生成
化合物または信号生成基質を含むことが好ましい。信号生成化合物または信号生成基質は
、１つの捕捉抗体（複数の抗体）－関心対象の分析物－１つの検出抗体（複数の抗体）複
合体の形成の前に、その形成と同時に、またはその形成の後に少なくとも１つの検出抗体
に結合される可能性がある。
【０１５６】
　アッセイ用の混合物を生成するために、テスト試料および特異的な結合パートナーが添
加される順序は、重要ではない。第１の特異的な結合パートナーが、信号生成化合物また
は信号生成基質に付着された場合、信号生成化合物または信号生成基質－付着された第１
の特異的な結合パートナー－関心対象の分析物複合体が形成される。代替として、第２の
特異的な結合パートナーが使用され、第２の特異的な結合パートナーが、信号生成化合物
または信号生成基質に付着された場合、信号生成化合物または信号生成基質－第１の特異
的な結合パートナー－関心対象の分析物－第２の特異的な結合パートナーの付着された複
合体が形成される。任意の未結合の特異的な結合パートナーは、標識されているにせよ、
または標識されていないにせよ、洗浄などの、当技術分野で知られている任意の技法を使
用して混合物から除去される可能性がある。
【０１５７】
　次に、関心対象の分析物またはそのフラグメントの存在を示す信号が生成される。生成
された信号のパラメータに基づいて、試料中の関心対象の分析物の量が、定量化されるこ
とが可能である。任意で、標準曲線は、質量分析、重量法、および当技術分野で知られて
いる他の技法によって関心対象の分析物の知られている濃度の連続希釈または溶液を使用
して生成されることが可能である。
【０１５８】
（ｃ）順方向の競合阻害
　順方向の競合形式では、知られている濃度の関心対象の標識された分析物のアリコート
が、関心対象の分析物の抗体に結合について、テスト試料中の関心対象の分析物と競合す
るために使用される。
【０１５９】
　順方向の競合アッセイでは、固定化された特異的な結合パートナー（抗体など）は、テ
スト試料および関心対象の標識された分析物、関心対象の分析物のフラグメント、または
関心対象の分析物の変異体と連続的にまたは同時に接触することが可能である。関心対象
の分析物のペプチド、関心対象の分析物のフラグメント、または関心対象の分析物の変異
体は、信号生成化合物または信号生成基質に付着される可能性がある。このアッセイでは
、抗体は、固相支持体上に固定化される可能性がある。代替として、抗体は、マイクロ粒
子または平面的な基質などの固相支持体上に固定化された、抗種抗体などの抗体に結合さ
れる可能性がある。
【０１６０】
　関心対象の標識された分析物、テスト試料、および抗体は、サンドイッチアッセイ形式
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に関連して以上に説明されたものと同様の条件の下でインキュベートされる。次いで、２
つの異なる種の抗体－関心対象の分析物複合体が生成される場合がある。具体的には、生
成された抗体－関心対象の分析物複合体のうちの１つは、信号生成化合物または信号生成
基質を含むが、他の抗体－関心対象の分析物複合体は、信号生成化合物または信号生成基
質を含まない。抗体－関心対象の分析物複合体は、必須ではないが、検出可能な生成物ま
たは検出可能な標識の定量化の前にテスト試料の残りから分離される可能性がある。抗体
－関心対象の分析物複合体が、テスト試料の残りから分離されるかどうかにかかわらず、
次いで、抗体－関心対象の分析物複合体中の検出可能な生成物または検出可能な標識（た
とえば、検出可能な信号）の量が定量化される。次いで、テスト試料中の関心対象の分析
物（関心対象の膜結合性の分析物、関心対象の可溶性の分析物、関心対象の可溶性の分析
物のフラグメント、関心対象の分析物の変異体（関心対象の膜結合性の分析物または可溶
性の分析物）、またはそれらの任意の組合せなど）の濃度が、たとえば以上で説明された
ように、決定される可能性がある。有益な場合、抗体－関心対象の分析物複合体中の検出
可能な生成物または検出可能な標識（たとえば、検出可能な信号）の量を標準曲線と比較
することによって、決定が行われる可能性がある。標準曲線は、知られている濃度の関心
対象の分析物（関心対象の膜結合性の分析物、関心対象の可溶性の分析物、関心対象の可
溶性の分析物のフラグメント、関心対象の分析物の変異体（関心対象の膜結合性の分析物
または可溶性の分析物）、またはそれらの任意の組合せなど）の連続希釈を使用して生成
される可能性があるが、ここで、濃度は、質量分析、重量法、および当技術分野で知られ
ている他の技法によって決定される。
【０１６１】
　任意で、抗体－関心対象の分析物複合体は、サンドイッチアッセイ形式に関連して以上
に説明された固相支持体などの固相支持体に抗体を結合させ、次いで、テスト試料の残り
を固相支持体との接触から除外することによってテスト試料から分離される可能性がある
。
【０１６２】
（ｄ）逆方向の競合アッセイ
　逆方向の競合アッセイでは、関心対象の固定化された分析物は、テスト試料および少な
くとも１つの標識された抗体と連続的にまたは同時に接触することができる。関心対象の
分析物は、サンドイッチアッセイ形式に関連して以上に説明された固相支持体などの固相
支持体に結合される可能性がある。
【０１６３】
　関心対象の固定化された分析物、テスト試料、および少なくとも１つの標識された抗体
は、サンドイッチアッセイ形式に関連して以上に説明されたものと同様の条件の下でイン
キュベートされる。次いで、２つの異なる種の関心対象の分析物－抗体複合体が生成され
る。具体的には、生成された関心対象の分析物－抗体複合体のうちの１つは、固定化され
、信号生成化合物または信号生成基質を含むが、他の関心対象の分析物－抗体複合体は、
固定化されず、信号生成化合物または信号生成基質を含む。関心対象の固定化されていな
い分析物－抗体複合体およびテスト試料の残りは、洗浄などの、当技術分野で知られてい
る技法を介して、関心対象の固定化されていない分析物－抗体複合体の存在から除去され
る。関心対象の固定化されていない分析物－抗体複合体が除去されると、関心対象の固定
化された分析物－抗体複合体中の信号生成化合物または信号生成基質の量が定量化される
。次いで、テスト試料中の関心対象の分析物の濃度は、以上で説明された検出可能な信号
の量を比較することによって決定される可能性がある。助けになるならば、このことは、
標準曲線の使用によって行われる可能性がある。標準曲線は、知られている濃度の関心対
象の分析物または関心対象の分析物のフラグメントの連続希釈を使用して生成される可能
性があるが、ここで、濃度は、質量分析、重量法、および当技術分野で知られている他の
技法によって決定される。
【０１６４】
（ｅ）ワンステップイムノアッセイまたはキャプチャーオンザフライアッセイ



(41) JP 2020-507744 A 2020.3.12

10

20

30

40

50

　ワンステップイムノアッセイまたはキャプチャーオンザフライアッセイでは、固体基質
は、固定化剤をプレコーティングされる。捕捉剤、分析物、および検出剤が固体基質に共
に付加され、検出の前の洗浄ステップが続く。捕捉剤は、分析物を結合することができ、
固定化剤に対するリガンドを含む。捕捉剤および検出剤は、抗体、または本明細書に説明
される、もしくは当技術分野で知られている、捕捉もしくは検出が可能である任意の他の
部分であってもよい。リガンドは、ペプチドのタグを含む場合があり、固定化剤は、ペプ
チドのタグに抗する抗体を含む場合がある。代替として、リガンドおよび固定化剤は、キ
ャプチャーオンザフライアッセイに使用されるように共に結合することが可能である薬剤
の任意の対（たとえば、特異的な結合対、および当技術分野で知られている他のもの）で
ある場合がある。２つ以上の分析物が測定されてもよい。いくつかの実施形態では、固体
基質は、抗原をコーティングされる場合があり、分析されるべき分析物は、抗体である。
【０１６５】
　いくつかの実施形態では、固定化剤（ビオチン、ストレプトアビジンなど）ならびに少
なくとも１つの第１の特異的な結合メンバーおよび第２の特異的な結合メンバー（それぞ
れ、捕捉試薬および検出試薬として機能する）をプレコーティングされた固相支持体（マ
イクロ粒子など）が使用される。第１の特異的な結合メンバーは、固定化剤に対するリガ
ンドを含み（たとえば、固相支持体上の固定化剤がストレプトアビジンである場合、第１
の特異的な結合メンバーのリガンドはビオチンである場合がある）、さらに関心対象の分
析物に結合する。第２の特異的な結合メンバーは、信号生成化合物または信号生成基質を
含み、関心対象の分析物に結合する。固相支持体ならびに第１および第２の特異的な結合
メンバーは、テスト試料に（連続的にまたは同時に）付加される場合がある。第１の特異
的な結合メンバーのリガンドは、固相支持体／第１の特異的な結合メンバー複合体を形成
するために固相支持体上の固定化剤に結合する。試料中に存在する関心対象の任意の分析
物は、固相支持体／第１の特異的な結合メンバー／分析物複合体を形成するために、固相
支持体／第１の特異的な結合メンバー複合体に結合する。第２の特異的な結合メンバーは
、固相支持体／第１の特異的な結合メンバー／分析物複合体、および検出される信号生成
化合物または信号生成基質に結合する。任意の洗浄ステップが、検出前に使用される場合
がある。いくつかの実施形態では、ワンステップアッセイにおいて、２つ以上の分析物が
測定される場合がある。いくつかの他の実施形態では、３つ以上の特異的な結合メンバー
が使用される可能性がある。いくつかの他の実施形態では、複数の信号生成化合物または
信号生成基質が付加される可能性がある。いくつかの他の実施形態では、複数の関心対象
の分析物が検出される可能性がある。
【０１６６】
　ワンステップイムノアッセイまたはキャプチャーオンザフライアッセイの使用は、本明
細書に説明され当技術分野で知られている、様々な形式において行われる可能性がある。
たとえば、この形式は、以上に説明されたサンドイッチアッセイである可能性があるが、
代替として、競合アッセイである可能性があり、単一の特異的な結合メンバーを使用する
か、または知られている他のバリエーションを使用する可能性がある。
【０１６７】
（ｆ）コンビネーションアッセイ（マイクロ粒子へのＡｇ／Ａｂの共コーティング）
　コンビネーションアッセイでは、マイクロ粒子などの固体基質は、試料から抗体および
抗原を捕捉するために、それぞれ、抗原および抗体を共コーティングされる。この固相支
持体は、試料から２つ以上の異なる抗体を捕捉するために、２つ以上の異なる抗原を共コ
ーティングされる場合がある。この固相支持体は、試料から２つ以上の異なる抗原を捕捉
するために、２つ以上の異なる抗体を共コーティングされる場合がある。
【０１６８】
　加えて、本明細書に説明される方法は、アッセイ化合物間で特異的な結合反応または非
特異的な結合反応のいずれか（たとえば、ＨＡＭＡ干渉）を妨げるために遮断薬を使用す
る場合がある。この薬剤（および任意で、任意のコントロール）が担体上に固定化される
と、この薬剤の残りの結合部位が、担体上で遮断される場合がある。当業者に知られてい
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る任意の適切な遮断薬が使用される場合がある。たとえば、ウシ血清アルブミン（「ＢＳ
Ａ」）、リン酸緩衝生理食塩水（「ＰＢＳ」）中のカゼインのＰＢＳ溶液、Ｔｗｅｅｎ２
０（ＴＭ）（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ
．）、または他の適切な界面活性剤、ならびに他の遮断薬が使用される場合がある。
【０１６９】
　本開示から明らかであるように、複数のバリエーションを含む、本明細書に開示される
方法は、病気、疾患、または健康状態を有する疑いがある被験者の病気、疾患、または健
康状態を診断するために使用されてもよい。たとえば、試料分析は、がんマーカー、心臓
の状態、毒素、ウィルス、細菌、またはそれらの一部分などの病原体に関するマーカーな
どの病気のマーカーを検出するために役に立つ場合がある。これらの方法は、生体試料中
に存在する分析物を測定するためにも使用される場合がある。これらの方法は、ターゲッ
ト分析物を検出するために血液スクリーニングアッセイにも使用される場合がある。血液
スクリーニングアッセイは、輸血用血液をスクリーニングするために使用される場合があ
る。
【０１７０】
７．多重化
　これらの方法は、多重アッセイにおいて試料中の１つまたは複数（または代わりに２つ
以上）のターゲット分析物を検出するために１つまたは複数（または代わりに２つ以上）
の特異的な結合メンバーを含んでもよい。１つまたは複数（または代わりに２つ以上）の
特異的な結合メンバーの各々は、異なるターゲット分析物に結合し、各特異的な結合メン
バーは、異なる信号生成化合物または信号生成基質に結合される。たとえば、第１の特異
的な結合メンバーは、第１のターゲット分析物に結合し、第２の特異的な結合メンバーは
、第２のターゲット分析物に結合し、第３の特異的な結合メンバーは、第３のターゲット
分析物に結合するなどし、第１の特異的な結合メンバーは、第１の信号生成化合物または
第１の信号生成基質で標識され、第２の特異的な結合メンバーは、第２の信号生成化合物
または第２の信号生成基質で標識され、第３の特異的な結合メンバーは、第３の信号生成
化合物または第３の信号生成基質で標識されるなどする。いくつかの実施形態では、試料
の状態は、アッセイ中の様々な時刻において変化する可能性があり、第１の信号生成化合
物または第１の信号生成基質、第２の信号生成化合物または第２の信号生成基質、第３の
信号生成化合物または第３の信号生成基質などの検出を可能にし、それによって、１つま
たは複数（または代わりに２つ以上）のターゲット分析物を検出する。いくつかの実施形
態では、１つまたは複数（または代わりに２つ以上）の信号生成化合物または信号生成基
質が、同時に検出される。いくつかの実施形態では、１つまたは複数（または代わりに２
つ以上）の信号生成化合物または信号生成基質が、連続的に検出される。いくつかの実施
形態では、１つまたは複数（または代わりに２つ以上）の信号生成化合物または信号生成
基質は、異なる波長の蛍光信号などの異なる検出可能な信号を生成する。
【０１７１】
　代替として、１つまたは複数（または代わりに２つ以上）の特異的な結合メンバーの各
々は、異なるターゲット分析物に結合し、各特異的な結合メンバーは、異なるフルオロフ
ォアビーズなどの異なる固相支持体に結合される。たとえば、第１の特異的な結合メンバ
ーは、第１のターゲット分析物に結合し、第２の特異的な結合メンバーは、第２のターゲ
ット分析物に結合し、第３の特異的な結合メンバーは、第３のターゲット分析物に結合す
るなどし、第１の特異的な結合メンバーは、第１の信号生成化合物または第１の信号生成
基質で標識され、第２の特異的な結合メンバーは、第２の信号生成化合物または第２の信
号生成基質で標識され、第３の特異的な結合メンバーは、第３の信号生成化合物または第
３の信号生成基質で標識されるなどし、第１の特異的な結合メンバーは、第１の固相支持
体上に固定化され、第２の特異的な結合メンバーは、第２の固相支持体上に固定化され、
第３の特異的な結合メンバーは、第３の固相支持体上に固定化されるなどする。いくつか
の実施形態では、１つまたは複数（または代わりに２つ以上）の信号生成化合物または信
号生成基質は、異なる波長の蛍光信号などの異なる検出可能な信号を生成し、異なる固相
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支持体は、同時にまたは連続的に検出される。
【０１７２】
　いくつかの実施形態では、第１の特異的な結合メンバーは、第１のターゲット分析物に
結合し、第２の特異的な結合メンバーは、第２のターゲット分析物に結合し、第３の特異
的な結合メンバーは、第３のターゲット分析物に結合するなどし、第１の特異的な結合メ
ンバー、第２の特異的な結合メンバー、第３の特異的な結合メンバーなどは、信号生成化
合物または信号生成基質で標識され、第１の特異的な結合メンバーは、第１の固相支持体
上に固定化され、第２の特異的な結合メンバーは、第２の固相支持体上に固定化され、第
３の特異的な結合メンバーは、第３の固相支持体上に固定化されるなどする。いくつかの
実施形態では、信号生成化合物または信号生成基質は、異なる波長の蛍光信号などの検出
可能な信号を生成し、異なる固相支持体は、同時にまたは連続的に検出される。
【０１７３】
８．キット
　以上に説明された方法を実行する際に使用するためのキットも、本明細書に提供される
。キットは、開示された方法を用いて分析物を分析するための指示書を含む場合がある。
キットに含まれる指示書は、パッケージング材料に添付されるか、または、パッケージ挿
入物として含まれる場合がある。指示書は、書かれるか、または印刷された材料である場
合があるが、そのようなものに限定されない。そのような指示書を記憶し、それらをエン
ドユーザに伝達することができる任意の媒体が、本開示によって企図される。そのような
媒体は、限定はされないが、電子記憶媒体（たとえば、磁気ディスク、テープ、カートリ
ッジ、チップ）、光媒体（たとえば、ＣＤ　ＲＯＭ）などを含む。本明細書に使用される
「指示書」は、指示書を提供するインターネットサイトのアドレスを含む場合がある。
【０１７４】
　代替としてまたはそれに加えて、キットは、などのキャリブレーターもしくはコントロ
ール（たとえば、精製されているか、任意で凍結乾燥されているか、または液体、ジェル
、もしくは他の形態である、関心対象の分析物）、および／または、以上に説明された方
法とともに使用するための少なくとも１つの容器（たとえば、チューブ、マイクロタイタ
ープレート、またはストリップ）、および／またはアッセイバッファーもしくは洗浄バッ
ファーなどのバッファーを含む場合があり、これらのいずれも、濃縮液として提供される
ことが可能である。いくつかの実施形態では、キットは、アッセイを実行するのに必要な
すべての構成要素、すなわち、試薬、標準液、バッファー、希釈剤などを含む。指示書は
、標準曲線を生成するための指示書も含むことができる。
【０１７５】
　キットは、関心対象の分析物を定量化するための標準試料をさらに含む場合がある。標
準試料は、関心対象の分析物の濃度の内挿および／または外挿のための標準曲線を構築す
るために使用される場合がある。キットは、濃度レベルに関して変化する標準試料を含む
場合がある。たとえば、キットは、高濃度レベル、中濃度レベル、または低濃度レベルの
うちのいずれかを有する、１つまたは複数の標準試料を含む場合がある。標準試料の濃度
の範囲に関して、これは、アッセイごとに最適化される可能性がある。標準試料の例示的
な濃度範囲は、限定はされないが、たとえば、約１０ｆｇ／ｍＬ、約２０ｆｇ／ｍＬ、約
５０ｆｇ／ｍＬ、約７５ｆｇ／ｍＬ、約１００ｆｇ／ｍＬ、約１５０ｆｇ／ｍＬ、約２０
０ｆｇ／ｍＬ、約２５０ｆｇ／ｍＬ、約５００ｆｇ／ｍＬ、約７５０ｆｇ／ｍＬ、約１０
００ｆｇ／ｍＬ、約１０ｐｇ／ｍＬ、約２０ｐｇ／ｍＬ、約５０ｐｇ／ｍＬ、約７５ｐｇ
／ｍＬ、約１００ｐｇ／ｍＬ、約１５０ｐｇ／ｍＬ、約２００ｐｇ／ｍＬ、約２５０ｐｇ
／ｍＬ、約５００ｐｇ／ｍＬ、約７５０ｐｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬ、約５ｎｇ／ｍＬ、
約１０ｎｇ／ｍＬ、約１２．５ｎｇ／ｍＬ、約１５ｎｇ／ｍＬ、約２０ｎｇ／ｍＬ、約２
５ｎｇ／ｍＬ、約４０ｎｇ／ｍＬ、約４５ｎｇ／ｍＬ、約５０ｎｇ／ｍＬ、約５５ｎｇ／
ｍＬ、約６０ｎｇ／ｍＬ、約７５ｎｇ／ｍＬ、約８０ｎｇ／ｍＬ、約８５ｎｇ／ｍＬ、約
９０ｎｇ／ｍＬ、約９５ｎｇ／ｍＬ、約１００ｎｇ／ｍＬ、約１２５ｎｇ／ｍＬ、約１５
０ｎｇ／ｍＬ、約１６５ｎｇ／ｍＬ、約１７５ｎｇ／ｍＬ、約２００ｎｇ／ｍＬ、約２２
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５ｎｇ／ｍＬ、約２５０ｎｇ／ｍＬ、約２７５ｎｇ／ｍＬ、約３００ｎｇ／ｍＬ、約４０
０ｎｇ／ｍＬ、約４２５ｎｇ／ｍＬ、約４５０ｎｇ／ｍＬ、約４６５ｎｇ／ｍＬ、約４７
５ｎｇ／ｍＬ、約５００ｎｇ／ｍＬ、約５２５ｎｇ／ｍＬ、約５５０ｎｇ／ｍＬ、約５７
５ｎｇ／ｍＬ、約６００ｎｇ／ｍＬ、約７００ｎｇ／ｍＬ、約７２５ｎｇ／ｍＬ、約７５
０ｎｇ／ｍＬ、約７６５ｎｇ／ｍＬ、約７７５ｎｇ／ｍＬ、約８００ｎｇ／ｍＬ、約８２
５ｎｇ／ｍＬ、約８５０ｎｇ／ｍＬ、約８７５ｎｇ／ｍＬ、約９００ｎｇ／ｍＬ、約９２
５ｎｇ／ｍＬ、約９５０ｎｇ／ｍＬ、約９７５ｎｇ／ｍＬ、約１０００ｎｇ／ｍＬ、約２
μｇ／ｍＬ、約３μｇ／ｍＬ、約４μｇ／ｍＬ、約５μｇ／ｍＬ、約６μｇ／ｍＬ、約７
μｇ／ｍＬ、約８μｇ／ｍＬ、約９μｇ／ｍＬ、約１０μｇ／ｍＬ、約２０μｇ／ｍＬ、
約３０μｇ／ｍＬ、約４０μｇ／ｍＬ、約５０μｇ／ｍＬ、約６０μｇ／ｍＬ、約７０μ
ｇ／ｍＬ、約８０μｇ／ｍＬ、約９０μｇ／ｍＬ、約１００μｇ／ｍＬ、約２００μｇ／
ｍＬ、約３００μｇ／ｍＬ、約４００μｇ／ｍＬ、約５００μｇ／ｍＬ、約６００μｇ／
ｍＬ、約７００μｇ／ｍＬ、約８００μｇ／ｍＬ、約９００μｇ／ｍＬ、約１０００μｇ
／ｍＬ、約２０００μｇ／ｍＬ、約３０００μｇ／ｍＬ、約４０００μｇ／ｍＬ、約５０
００μｇ／ｍＬ、約６０００μｇ／ｍＬ、約７０００μｇ／ｍＬ、約８０００μｇ／ｍＬ
、約９０００μｇ／ｍＬ、または約１００００μｇ／ｍＬを含む。
【０１７６】
　キットに提供される、任意の特異的な結合メンバーは、少なくとも１つの信号生成化合
物、１つもしくは複数の信号生成基質などを含む場合があり、または、キットは、特異的
な結合メンバーを標識するための試薬もしくは特異的な結合メンバーを検出するための試
薬、および／または、分析物を標識するための試薬もしくは分析物を検出するための試薬
を含むことができる。必要に応じて、キットは、１つまたは複数の異なる信号生成化合物
および／または信号生成基質を含むことができる。特異的な結合メンバー、キャリブレー
ター、および／またはコントロールは、別個の容器に提供されるか、または、適切なアッ
セイ形式に予備分注される可能性がある。
【０１７７】
　キットは、たとえば、多重アッセイにおいて試料中の１つまたは複数のターゲット分析
物を検出するために、１つまたは複数の特異的な結合メンバーを含む場合がある。キット
内の異なるタイプの特異的な結合メンバーの数は、キットの意図された使用に応じて多種
多様であってもよい。キット内の特異的な結合メンバーの数は、１個から約１０個以上ま
での範囲である場合がある。たとえば、キットは、１個から１０個までの特異的な結合メ
ンバー、１個から９個までの特異的な結合メンバー、１個から８個までの特異的な結合メ
ンバー、１個から７個までの特異的な結合メンバー、１個から６個までの特異的な結合メ
ンバー、１個から５個までの特異的な結合メンバー、１個から４個までの特異的な結合メ
ンバー、１個から３個までの特異的な結合メンバー、１個から２個までの特異的な結合メ
ンバー、２個から１０個までの特異的な結合メンバー、２個から９個までの特異的な結合
メンバー、２個から８個までの特異的な結合メンバー、２個から７個までの特異的な結合
メンバー、２個から６個までの特異的な結合メンバー、２個から５個までの特異的な結合
メンバー、２個から４個までの特異的な結合メンバー、３個から１０個までの特異的な結
合メンバー、３個から９個までの特異的な結合メンバー、３個から８個までの特異的な結
合メンバー、３個から７個までの特異的な結合メンバー、３個から６個までの特異的な結
合メンバー、３個から５個までの特異的な結合メンバー、３個から４個までの特異的な結
合メンバー、４個から１０個までの特異的な結合メンバー、４個から９個までの特異的な
結合メンバー、４個から８個までの特異的な結合メンバー、４個から７個までの特異的な
結合メンバー、４個から６個までの特異的な結合メンバー、５個から１０個までの特異的
な結合メンバー、５個から９個までの特異的な結合メンバー、５個から８個までの特異的
な結合メンバー、５個から７個までの特異的な結合メンバー、５個から６個までの特異的
な結合メンバー、６個から１０個までの特異的な結合メンバー、６個から９個までの特異
的な結合メンバー、６個から８個までの特異的な結合メンバー、６個から７個までの特異
的な結合メンバー、７個から１０個までの特異的な結合メンバー、７個から９個までの特
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異的な結合メンバー、７個から８個までの特異的な結合メンバー、８個から１０個までの
特異的な結合メンバー、８個から９個までの特異的な結合メンバー、または９個から１０
個までの特異的な結合メンバーを含む場合がある。１つまたは複数の特異的な結合メンバ
ーの各々は、異なるターゲット分析物に結合する結合する場合があり、各特異的な結合メ
ンバーは、異なる信号生成化合物および／または信号生成基質と会合する場合がある。た
とえば、キットは、第１のターゲット分析物に結合する第１の特異的な結合メンバー、第
２のターゲット分析物に結合する第２の特異的な結合メンバー、第３のターゲット分析物
に結合する第３の特異的な結合メンバーなどを含む場合があり、第１の特異的な結合メン
バーは、第１の信号生成化合物および／または第１の信号生成基質と会合し、第２の特異
的な結合メンバーは、第２の信号生成化合物および／または第２の信号生成基質と会合し
、第３の特異的な結合メンバーは、第３の信号生成化合物および／または第３の信号生成
基質と会合するなどする。１つまたは複数の特異的な結合メンバーに加えて、キットは、
適切なバッファー媒体などの、１つまたは複数の追加のアッセイ構成要素をさらに含む場
合がある。キットは、以上に説明されたものなどの、信号生成化合物および／または信号
生成基質を検出および測定するためのデバイスも含む場合がある。最後に、キットは、主
題の発明による、分析物検出の方法において特異的な結合メンバーを使用するための指示
書を含む場合があり、使用するためのこれらの指示書は、キットパッケージ上および／ま
たはパッケージ挿入物上に存在する場合がある。
【０１７８】
　任意で、キットは、品質管理構成要素（たとえば、感受性パネル、キャリブレーター、
および陽性コントロール）を含む。品質管理試薬の準備は、当技術分野でよく知られてお
り、様々な免疫診断製品用の挿入シートに記載されている。感受性パネルメンバーは、ア
ッセイ性能特性を構築するために使用され、さらに任意で、キット試薬の完全性およびア
ッセイの標準化の指標として役に立つ。
【０１７９】
　キットは、任意で、バッファー、塩、酵素、酵素の補因子、基質、検出試薬などの、診
断アッセイを行い、または品質管理評価を容易にするのに必要な他の試薬も含むことがで
きる。テスト試料の分離および／または処理のためのバッファーおよび溶液などの他の構
成要素（たとえば、前処理試薬）も、キット内に含まれる可能性がある。キットは、１つ
または複数の他のコントロールをさらに含むことができる。キットの構成要素の１つまた
は複数は、凍結乾燥され、その場合、キットは、凍結乾燥された構成要素の再構成に適し
た試薬をさらに含むことができる。これらの構成要素の１つまたは複数は、液体の形態で
あってもよい。
【０１８０】
　キットの様々な構成要素が、必要に応じて適切な容器内に提供される。キットは、試料
を保持または保存するための容器（たとえば、尿、唾液、血漿、脳脊髄液、もしくは血清
の試料のための容器、または、組織吸引物を生成するために組織を保存、輸送、もしくは
処理するための適切な容器）をさらに含むことができる。適切である場合、キットは、任
意で、反応容器、混合容器、および試薬またはテスト試料の準備を容易にする他の構成要
素も含むことができる。キットは、組織試料を取得、保存、または吸引するための、マイ
クロサンプリングデバイス、マイクロニードル、または他の低侵襲無痛採血方法などの様
々な採血／輸送デバイス、採血管、ランセット、毛管採血管、他の単一の指先穿刺採血方
法、口腔スワブ、鼻／のどスワブ、１６ゲージまたは他のサイズの針、パンチ生検用の円
形ブレード（たとえば、１～８ｍｍ、または他の適切なサイズ）、メスまたはレーザー（
たとえば、特にハンドヘルド型）、注射器、無菌容器、またはカニューレなどの、テスト
試料を得るのを助けるための１つまたは複数の試料採取／取得器具なども含むことができ
る。キットは、関節液吸引、錐体生検、パンチ生検、細針吸引生検、画像誘導経皮針吸引
生検、気管支肺胞洗浄、内視鏡生検、および腹腔鏡生検を助けるための１つまたは複数の
器具を含むことができる。
【０１８１】
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　必要に応じて、キットは、磁性粒子、ビーズ、膜、骨格分子、薄膜、ろ紙、ディスク、
またはチップなどの固相支持体を含むことができる。
【０１８２】
　必要に応じて、キットは、感染症、心臓病、代謝疾患、甲状腺疾患などの病状または障
害のバイオマーカーなどの、バイオマーカーである可能性がある、別の分析物のテスト試
料をアッセイするための、単独の、またはさらに指示書と組み合わせられた、１つまたは
複数の構成要素をさらに含むことができる。
【０１８３】
９．例
（例１）
　図４は、デジタルイムノアッセイのためのマイクロチャンバアレイと、酵素反応による
蛍光信号増幅のメカニズムとを示す。この例では、ビーズ直径は約２．７μｍであり、ウ
ェル直径／深さは約４μｍ／約４μｍであり、酵素はアルカリホスファターゼであり、蛍
光発生基質は二リン酸フルオレセインであり、信号増幅はＲＴで９０分だった。
【０１８４】
　デジタルＥＬＩＳＡイムノアッセイの有用性を評価するために、本発明の実施形態に基
づくハンドヘルド型（約１０×１０×１２ｃｍ）の光学イメージングシステムが開発され
た。実演では、０および１０フェムトＭの抗原溶液（組換え型ＨＢｓＡｇ）が適用された
。検出容器に適用された第１の光源は、それぞれ図６に示される、画像（Ａ）および（Ｄ
）をもたらした。検出容器に適用された第２の光源は、それぞれ図６に示される、画像（
Ｂ）および（Ｅ）をもたらした。図６に示されるように、画像分析器は、画像（Ａ）と（
Ｂ）を組み合わせて画像（Ｃ）をもたらし、画像（Ｄ）と（Ｅ）を組み合わせて画像（Ｆ
）をもたらした。画像（Ｃ）および（Ｆ）は、それぞれ、グレーおよび白色のドットによ
ってプロットされた「ビーズのみ」および「ビーズおよび酵素」の検出位置を示すが、白
色のドットは、免疫複合体の信号と同一視される。ハンドヘルド型検出器の性能は、デジ
タルアッセイの１画像において１００，０００チャンバ領域を捕捉する良好な性能を示し
た。
【０１８５】
（例２）
ＨＢｓＡｇ（肝炎Ｂウィルス表面抗原）のデジタルイムノアッセイ光学検出
　抗ＨＢｓＡｇマウスモノクローナル抗体（社内で準備された）が、捕捉抗体を準備する
ために、直径３μｍの常磁性マイクロ粒子（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
）表面上にＥＤＣ（１－エチル－３－３－ジメチルアミノプロピル）をコーティングされ
た。洗浄後、コーティングされた常磁性マイクロ粒子は、タンパク質を含むバッファー溶
液中に添加された。
【０１８６】
　抗ＨＢｓＡｇヤギポリクローナル抗体（社内で準備された）が、検出抗体を準備するた
めに、当技術分野で知られている標準的な化学反応を使用してアルカリホスファターゼ（
Ａｂｂｏｔｔ）に結合された。結合抗体は、当技術分野で知られている、決められたゲル
ろ過方法を使用して精製された。精製された結合抗体は、タンパク質を含むバッファー溶
液中で希釈された。
【０１８７】
　５０μＬの抗ＨＢｓＡｇ抗体マイクロ粒子溶液および５０μＬのアルカリホスファター
ゼを結合された抗ＨＢｓＡｇ抗体溶液は、７５μＬのヒト血清とともに（ＨＢｓＡｇとと
もに、またはＨＢｓＡｇなしで）インキュベートされた。３７℃で１８分間のインキュベ
ーション後、ビーズは、バッファー溶液を用いて洗浄され、ＭＵＰまたはＦＤＰ溶液と混
合され、次いで、底部にマイクロウェルアレイ（約４００，０００個の直径５μｍのウェ
ル（フェムトリットルチャンバ））を有するウェル（直径６ｍｍ）に装填された。フッ素
化が進んだオイル（たとえば、ＦＣ－４０など）が、ウェルの上部に添加され、水相と油
相が入れ替わった。水相（上部相）が除去され、ウェルは、本明細書に説明されるハンド
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【０１８８】
　この光学システムを用いて撮影された画像（写真）が、図７－図１１に示される。マイ
クロ粒子は、散乱画像検出によって検出された。抗体コーティングされたマイクロ粒子－
ＨＢｓＡｇ－アルカリ性リン酸塩結合抗体の複合体（ＨＢｓＡｇ免疫複合体）を有するフ
ェムトリットルチャンバが、蛍光画像検出によって検出された。検出画像は、マイクロ粒
子の数と、ＨＢｓＡｇ免疫複合体を有するフェムトリットルチャンバの数とを計数するた
めにＩｍａｇｅ　Ｊソフトウェアを使用して分析された。
【０１８９】
（例３）
　図４は、デジタルイムノアッセイのためのマイクロチャンバアレイと、酵素反応による
蛍光信号増幅のメカニズムとを示す。この例では、ビーズ直径は約２．７μｍであり、ビ
ーズは、Ｑｄｏｔ６２５（Ｅｘ／Ｅｍ：青色／赤色）コーティングされたものと非コーテ
ィングのものの混合物（比率は約１０％）を含み、ウェル直径／深さは約４μｍ／約４μ
ｍであった。すべてのビーズおよびＱｄｏｔコーティングされたビーズの赤色蛍光は、そ
れぞれ、光散乱および蛍光イメージングによって視覚化された。
【０１９０】
　デジタルＥＬＩＳＡイムノアッセイの蛍光イメージングの有用性を評価するために、本
発明の実施形態に基づくハンドヘルド型（約１０×１０×１２ｃｍ）の光学イメージング
システムが利用された。この例では、単一の放射フィルタは、５１５ｎｍロングパスタイ
プのフィルタ（たとえば、Ｓｅｍｒｏｋ５１５ＬＰ）だった。実演では、赤色蛍光性ビー
ズおよび非蛍光性ビーズの１０％の二元混合物が適用された。
【０１９１】
　実演されたイメージング方式は、放射フィルタが変更される必要がないことを示した。
このイメージング方式は、緑色ＬＥＤ（５２５ｎｍ）を含む第１の光源を使用して第１の
オートフォーカスステップを利用し、次いで、散乱およびビーズイメージングのために第
１の光源を検出容器に適用した。このことは、図１２に示された画像（Ａ）をもたらした
。次のステップでは、検出容器内の試料を励起させるために、青色ＬＥＤ（４５０ｎｍ）
を含む第２の光源が検出容器に適用された。このことは、図１２に示された蛍光画像（Ｂ
）をもたらした。次に、第１の光源として赤色ＬＥＤ（６２５ｎｍ）を含めるために、色
収差が一新された。オートフォーカスは、この一新された第１の光源を用いて実行され、
次いで、散乱のために検出容器に適用された。このことは、図１２に示された画像（Ｃ）
をもたらした。試料を励起させるために、第２の光源（青色ＬＥＤ）が検出容器に適用さ
れ、このことが、図１２に示された画像（Ｄ）をもたらした。
【０１９２】
　画像分析器は、画像（Ａ）を（Ｄ）と組み合わせ、図１２に示されるように画像（Ｅ）
をもたらした。画像（Ａ）および（Ｄ）をマージするために、ＩｍａｇｅＪソフトウェア
が使用された。画像（Ｅ）は、緑色ドットおよび赤色ドットによってプロットされた「ビ
ーズおよび蛍光種」の検出された位置を示す。
【０１９３】
　本発明の様々な特徴および利点は、以下の特許請求の範囲に記載される。
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【国際調査報告】
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,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,
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