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(57)【要約】
　本発明は、分析物免疫アッセイ、特に非競合的免疫ア
ッセイでの、白血球からの干渉を低減させるための方法
及びデバイスを対象とする。一実施形態では、本発明は
、（ａ）犠牲ビーズで全血サンプルなどの生体サンプル
を修正するステップと、（ｂ）修正されたサンプルに対
して非競合的免疫アッセイを行って、前記サンプル中の
前記分析物の濃度を決定するステップとを含む方法に関
する。好ましくは、サンプルは、ＩｇＧでコーティング
された犠牲ビーズで修正される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関してサンドイッチ免疫アッセイを
行うためのキットであって、白血球に対してオプソニン化された犠牲ビーズと、前記分析
物に対する固定化された第１の抗体と、前記分析物に対する標識された第２の抗体とを含
む上記キット。
【請求項２】
　前記分析物が、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴｐｒｏＢＮＰ、ｃＴｎＩ、ＴｎＴ、ＨＣＧ
、ＴＳＨ、ＰＳＡ、Ｄダイマー、ＣＲＰ、ミオグロビン、ＮＧＡＬ、ＣＫＭＢ、及びミエ
ロペルオキシダーゼからなる群から選択される、請求項１に記載のキット。
【請求項３】
　前記犠牲ビーズが、非ヒトＩｇＧ又はその断片でコーティングされた基材ビーズを含む
、請求項１に記載のキット。
【請求項４】
　前記基材ビーズが、ポリスチレン、ポリアクリル酸、及びデキストランからなる群から
選択される材料で形成される、請求項３に記載のキット。
【請求項５】
　前記犠牲ビーズが、タンパク質、細菌、ウイルス、及び生体異物からなる群から選択さ
れる材料又はその断片でコーティングされた基材ビーズを含む、請求項１に記載のキット
。
【請求項６】
　前記犠牲ビーズが、安定化した細菌又は細菌性胞子である、請求項１に記載のキット。
【請求項７】
　前記犠牲ビーズが、０．０１μｍから２０μｍの平均粒度を有する、請求項１に記載の
キット。
【請求項８】
　前記犠牲ビーズが、０．１μｍから５μｍの平均粒度を有する、請求項１に記載のキッ
ト。
【請求項９】
　前記犠牲ビーズが、サンプル１マイクロリットル当たり少なくとも１０４ビーズである
、溶解した犠牲ビーズの濃度を提供するのに十分な量で存在する、請求項１に記載のキッ
ト。
【請求項１０】
　前記固定化された第１の抗体が、電流測定電極、電位差測定電極、伝導度測定電極、光
導波路、表面プラズモン共鳴センサ、音波センサ、及び圧電センサからなる群から選択さ
れるセンサに結合している、請求項１に記載のキット。
【請求項１１】
　前記固定化された第１の抗体がアッセイビーズに結合しており、前記アッセイビーズが
電流測定電極に結合している、請求項１に記載のキット。
【請求項１２】
　前記犠牲ビーズ及び前記第２の標識された抗体が、１つ又は複数の溶解可能な乾燥試薬
コーティング内にある、請求項１に記載のキット。
【請求項１３】
　前記標識された第２の抗体が、放射標識、酵素、発色団、蛍光体、及び化学発光種から
なる群から選択される標識で標識されている、請求項１に記載のキット。
【請求項１４】
　前記標識された第２の抗体が、アルカリホスファターゼ、グルコシダーゼ、ジアホラー
ゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、及びグルコースオキシダーゼからなる群から
選択される酵素で標識されている、請求項１に記載のキット。
【請求項１５】
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　血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関してサンドイッチ免疫アッセイを
行うためのカートリッジであって、
（ａ）血液サンプルを受容するためのサンプル入口と、
（ｂ）血液サンプルを計量して計量サンプルを形成するための計量チャンバと、
（ｃ）白血球に対してオプソニン化された犠牲ビーズ、及び分析物に対する標識された抗
体を含む、１つ又は複数の乾燥試薬コーティング層と、
（ｄ）分析物に対する固定化された抗体を含む電極と、
（ｅ）計量されたサンプル、流動化した犠牲ビーズ、及び標識された抗体を電極に移動さ
せるための、１つ又は複数のポンピング要素と
を含む上記カートリッジ。
【請求項１６】
　前記分析物が、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴｐｒｏＢＮＰ、ｃＴｎＩ、ＴｎＴ、ＨＣＧ
、ＴＳＨ、ＰＳＡ、Ｄダイマー、ＣＲＰ、ミオグロビン、ＮＧＡＬ、ＣＫＭＢ、及びミエ
ロペルオキシダーゼからなる群から選択される、請求項１５に記載のカートリッジ。
【請求項１７】
　前記犠牲ビーズが、非ヒトＩｇＧ又はその断片でコーティングされた基材ビーズを含む
、請求項１５に記載のカートリッジ。
【請求項１８】
　前記基材ビーズが、ポリスチレン、ポリアクリル酸、及びデキストランからなる群から
選択される材料で形成される、請求項１７に記載のカートリッジ。
【請求項１９】
　前記犠牲ビーズが、０．０１μｍから２０μｍの平均粒度を有する、請求項１５に記載
のカートリッジ。
【請求項２０】
　前記犠牲ビーズが、サンプル１マイクロリットル当たり少なくとも１０４ビーズである
、溶解した犠牲ビーズの濃度を提供するのに十分な量で存在する、請求項１５に記載のカ
ートリッジ。
【請求項２１】
　前記１つ又は複数の乾燥試薬コーティング層が、前記計量チャンバ内に配置される、請
求項１５に記載のカートリッジ。
【請求項２２】
　血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関してサンドイッチ免疫アッセイを
行うための方法であって、
（ａ）分析物を含有することが疑われる血液サンプルを、白血球に対してオプソニン化さ
れた犠牲ビーズ；分析物に対する固定化された第１の抗体；及び標識された第２の抗体に
曝して、前記第１の抗体、前記分析物、及び前記第２の抗体を含む複合体を形成するステ
ップと、
（ｂ）複合体を形成した標識の量を決定するステップと
を含む上記方法。
【請求項２３】
　前記犠牲ビーズが、サンプル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食するのに有効な条
件下、血液サンプルと接触する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記分析物が、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴｐｒｏＢＮＰ、ｃＴｎＩ、ＴｎＴ、ＨＣＧ
、ＴＳＨ、ＰＳＡ、Ｄダイマー、ＣＲＰ、ミオグロビン、ＮＧＡＬ、ＣＫＭＢ、及びミエ
ロペルオキシダーゼからなる群から選択される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
　前記犠牲ビーズが、非ヒトＩｇＧ又はその断片でコーティングされた基材ビーズを含む
、請求項２２に記載の方法。
【請求項２６】
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　前記基材ビーズが、ポリスチレン、ポリアクリル酸、及びデキストランからなる群から
選択される材料で形成される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記犠牲ビーズが、０．０１μｍから２０μｍの平均粒度を有する、請求項２２に記載
の方法。
【請求項２８】
　前記犠牲ビーズが、０．１μｍから２０μｍの平均粒度を有する、請求項２２に記載の
方法。
【請求項２９】
　前記犠牲ビーズが、サンプル１マイクロリットル当たり少なくとも１０４ビーズである
、溶解した犠牲ビーズの濃度を提供するのに十分な量で存在する、請求項２２に記載の方
法。
【請求項３０】
　前記血液サンプルが、抗凝血薬で修正された全血である、請求項２２に記載の方法。
【請求項３１】
　前記血液サンプルが犠牲ビーズと混合され、次いで前記固定化された第１の抗体と混合
され、次いで前記標識された第２の抗体と混合される、請求項２２に記載の方法。
【請求項３２】
　前記血液サンプルが、前記犠牲ビーズ、前記固定化された第１の抗体、及び前記標識さ
れた第２の抗体と実質的に同時に混合される、請求項２２に記載の方法。
【請求項３３】
　前記血液サンプルが、前記固定化された第１の抗体及び前記標識された第２の抗体と実
質的に同時に混合される、請求項２２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記血液サンプルが、前記犠牲ビーズ及び前記標識された第２の抗体と実質的に同時に
、且つ前記血液サンプルが前記固定化された第１の抗体と混合される前に混合される、請
求項２２に記載の方法。
【請求項３５】
　電極に固定化された、分析物に対する抗体コーティングビーズを含む分析物免疫センサ
における白血球の蓄積を実質的に緩和する方法であって、
（ａ）分析物を含有することが疑われるサンプルを犠牲ビーズと混合して、修正されたサ
ンプルを形成するステップであって、サンプル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食し
ようとする上記ステップと、
（ｂ）前記修正されたサンプルを免疫センサに接触させるステップと
を含む上記方法。
【請求項３６】
　前記犠牲ビーズが、サンプル１マイクロリットル当たり少なくとも１０４ビーズである
、溶解した犠牲ビーズの濃度を提供するのに十分な量で存在する、請求項３５に記載の方
法。
【請求項３７】
　血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関して免疫アッセイを行う方法であ
って、
（ａ）分析物を含有することが疑われる血液サンプルを過剰量の犠牲ビーズと混合して、
修正されたサンプルを形成するステップであって、サンプル中の白血球が犠牲ビーズを優
先的に貧食しようとする上記ステップと、
（ｂ）修正されたサンプルを、電極に固定化された、分析物に対する抗体コーティングビ
ーズを含む免疫センサと接触させて、前記抗体コーティングビーズ、前記分析物、及び第
２の標識された抗体の間でサンドイッチを形成するステップと、
（ｃ）前記免疫センサから前記血液サンプルを洗浄するステップと、
（ｄ）前記免疫センサとの前記サンドイッチ状態の標識の量を決定し、前記標識の量をサ
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ンプル中の分析物の濃度と関連付けるステップと
を含む上記方法。
【請求項３８】
　血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関してサンドイッチ免疫アッセイを
行う方法であって、
（ａ）分析物を含有することが疑われる血液サンプルを、過剰量のオプソニン化された犠
牲ビーズと混合して、修正されたサンプルを形成するステップであって、サンプル中の白
血球が犠牲ビーズを優先的に貧食しようとする上記ステップと、
（ｂ）修正されたサンプルを分析物に対する抗体コーティングビーズと、前記抗体コーテ
ィングビーズ、前記分析物、及び第２の標識された抗体の間でサンドイッチを形成するの
に有効な条件下で接触させるステップと、
（ｃ）前記抗体コーティングビーズから前記血液サンプルを洗浄するステップと、
（ｄ）前記サンドイッチ状態の標識の量を決定し、前記標識の量をサンプル中の分析物の
濃度と関連付けるステップと
を含む上記方法。
【請求項３９】
　血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関して免疫アッセイを行うための試
験カートリッジであって、前記試験カートリッジがコンジット内に免疫センサを含み、前
記免疫センサが、分析物に対する固定化された第１の抗体を有し、前記コンジットが、そ
の内部に配置された乾燥試薬コーティングを有し、前記乾燥試薬コーティングが、犠牲ビ
ーズ、及び前記分析物に対する第２の標識された抗体を含み、且つ前記血液サンプル中に
溶解するよう構成されている上記試験カートリッジ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、参照により本明細書に組み込まれる２００９年１１月１７日出願の米国特許
出願第１２／６２０，１７９号の優先権を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、非競合的免疫アッセイによって血液サンプル中の分析物の存在又は濃度を決
定するためのデバイス及び方法における、バフィコート成分、とりわけ白血球からの干渉
の低減又は排除に関する。詳細には本発明は、オプソニン化された犠牲ビーズ及び同様に
オプソニン化された要素で血液サンプルを修正することによる、白血球免疫センサ干渉の
低減又は排除に関する。
【背景技術】
【０００３】
　問題となっている分析物に関する多数の実験室免疫アッセイが、診断、スクリーニング
、病期分類、法医学分析、妊娠検査、薬物検査、及びその他の理由を目的として生体サン
プルに対して行われる。妊娠検査などの数種の定性試験が、患者が家庭で使用するための
簡単なキットの形にされてきたが、大多数の定量試験では、高度な機器を使用する実験室
設定で、訓練された技術者の専門知識が依然として必要である。実験室試験は、分析のコ
ストを上昇させ、その結果が遅延する。多くの状況では、遅延は、例えば心筋梗塞及び心
不全を示すマーカーの分析など、患者の状態又は予後に有害になる可能性がある。これら
の及び同様の危機的状況では、そのような分析を、ポイントオブケアで、正確に、安価に
、且つ最小限に抑えられた遅延で行うことが有利である。
【０００４】
　多くのタイプの免疫アッセイのデバイス及びプロセスが、記述されてきた。血液のサン
プル中にある分析物を首尾良く測定するための、１つの使い捨て感知デバイスが、Ｌａｕ
ｋｓにより米国特許第５，０９６，６６９号に開示されている。その他のデバイスは、凝
固時間に関するものが、Ｄａｖｉｓらにより米国特許第５，６２８，９６１号及び第５，
４４７，４４０号に開示されている。これらのデバイスは、時間の関数として血液サンプ
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ル中の分析物の濃度及び粘度の変化を測定する目的で、読取り装置とこの読取り装置に嵌
合するカートリッジとを備える。米国特許第５，０９６，６６９号；第５，６２８，９６
１号、及び第５，４４７，４４０号を、その全体を参照により本明細書に組み込む。ＵＳ
２００６０１６０１６４は、免疫参照電極を備えた免疫アッセイデバイスについて記述し
、ＵＳ２００５００５４０７８は、改善されたサンプルクロージャを備えた免疫アッセイ
デバイスについて記述し、ＵＳ２００４００１８５７７は、多重ハイブリッド免疫アッセ
イについて記述し、ＵＳ２００３０１７０８８１（米国特許第７，４１９，８２１号とし
て発行）は、分析物測定及び免疫アッセイのための装置及び方法について記述しており、
これらの文献の全ては共有され且つ参照により本明細書に組み込まれるものである。
【０００５】
　サンドイッチ型免疫アッセイとも呼ばれる非競合的２部位免疫アッセイは、生物学的試
験サンプル中の分析物濃度を決定するためにしばしば用いられ、例えば、ｉ－Ｓｔａｔ（
登録商標）システムとしてＡｂｂｏｔｔ　Ｐｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａｒｅ　Ｉｎｃ．により
開発されたポイントオブケア分析物検出システムで使用される。典型的な２部位酵素結合
免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）では、１つの抗体が固体担体に結合されて、固定化され
た又は捕獲抗体を形成し、第２の抗体が、酵素などのシグナル発生試薬にコンジュゲート
され又は結合されて、シグナル又は標識抗体を形成する。測定がなされる分析物を含有す
るサンプルとの反応の後、分析物は、固定化された抗体とシグナル抗体との間で「サンド
イッチ状にされる」。サンプル及びあらゆる非特異的結合試薬を洗い流した後、固体担体
上に残されたシグナル抗体の量を測定するが、これはサンプル中の分析物の量に比例すべ
きである。
【０００６】
　分析物の結合によって、電極に隣接する電気活性種の活性に変化を直接又は間接的に引
き起こす、電気化学的検出も、免疫アッセイに適用されてきた。電気化学的免疫アッセイ
の概説に関しては、Ｌａｕｒｅｌｌら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、
ｖｏｌ．７３、「電気免疫アッセイ（Ｅｌｅｃｔｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）」、Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、３３９、３４０、３４６～３４８（１９
８１）を参照されたい。
【０００７】
　電気化学的免疫センサでは、分析物とその同種抗体との結合によって、適切な電気化学
ポテンシャルでバランスをとっている電極の電気活性種の活性に変化がもたらされて、電
気活性種の酸化又は還元を引き起こす。これらの条件を満たす、多くの配置構成がある。
例えば、電気活性種を分析物に直接結合してもよく、又は抗体を、電気不活性基質から電
気活性種を生成し又は電気活性基質を破壊する酵素に共有結合させてもよい。電気化学的
免疫センサの概説に関しては、Ｍ．Ｊ．Ｇｒｅｅｎ（１９８７）Ｐｈｉｌｏｓ．Ｔｒａｎ
ｓ．Ｒ．Ｓｏｃ．Ｌｏｎｄ．Ｂ．Ｂｉｏｌ．Ｓｃｉ．３１６：１３５～１４２を参照され
たい。
【０００８】
　示差電流滴定測定の概念は、電気化学の分野で周知である。例えば、その全体が参照に
より本明細書に組み込まれる、Ｃｏｚｚｅｔｔｅ共有の米国特許第５，１１２，４５５号
を参照されたい。さらに、示差電流滴定センサを組み合わせたものが、Ｃｏｚｚｅｔｔｅ
共有の米国特許第５，０６３，０８１号に開示されている。この特許は、電気化学センサ
での選択透過性層の使用と、生物活性分子を固定化するためのフィルム形成ラテックスの
使用も開示しており、参照により本明細書に組み込まれる。センサの製造におけるポリ（
ビニルアルコール）（ＰＶＡ）の使用は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第
６，０３０，８２７号に記載されている。Ｖｉｋｈｏｌｍ（米国特許出願公開第２００３
／００５９９５４（Ａ１）号）は、生体分子忌避コーティング、例えばＰＶＡを備えた、
抗体間の隙間にある表面に、直接結合した抗体について教示しており、Ｊｏｈａｎｓｓｏ
ｎ（米国特許第５，６５６，５０４号）は、その表面に抗体が固定化されている固相、例
えばＰＶＡについて教示している。米国特許第６，０３０，８２７号及び第６，３７９，
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８８３号は、ポリ（ビニルアルコール）層をパターニングするための方法を教示しており
、これはその全体が参照により組み込まれている。
【０００９】
　当技術分野で周知のように、免疫アッセイは、様々な形の干渉を受け易い。共有に係る
係属中の米国特許出願第１２／４１１，３２５号は、例えば、ＩｇＧ試薬カクテルにＩｇ
Ｍを包含させることによって、異好性抗体からの干渉の改善に対処する。第‘３２５号出
願は、その全体が本明細書に組み込まれる。
【００１０】
　免疫アッセイ技術は、ポイントオブケア試験市場への進出に益々適応しつつあるので、
試験媒体としての全血の使用が血漿及び血清に対して増加しており、中央検査室での試験
に一般に使用されている。これは明らかに、赤血球及びバフィコートの成分、例えば白血
球及び血小板が、アッセイ媒体中に存在することを意味する。あるアッセイでは、様々な
アッセイの構成要素、例えばビーズ及び電極表面を、白血球に対して効果的にオプソニン
化できることが見出された。電極表面に関しては、Ｈｉｌｌら（ＦＥＢＳ　１９１、２５
７～２６３、１９８５）が、超酸化物イオンの電気化学的検出に基づいてヒト好中球のレ
スピラトリーバーストを観察するために、ヒトＩｇＧでマイクロボルタンメトリー電極を
オプソニン化したことに留意されたい。
【００１１】
　前述のＵＳ２００６０１６０１６４（第‘１６４号出願）は、電気化学的免疫センサと
、全血と血漿との間のバイアスとについて論じており、トロポニンなどのマーカーに関す
る免疫アッセイが一般に測定され、血漿又は血清の値として報告されている。この出願は
、これらの免疫センサが全血の分析に使用される場合、補正因子又はバイアスを排除する
手段のいずれかを用いる必要があると述べている。この出願は、バフィコート（白血球及
び血小板からなる。）の成分に関連した全血電気化学的免疫アッセイにおけるバイアス、
及びサンプル間のヘマトクリットのばらつきに関連したバイアスをも含めたこのバイアス
のある態様を、排除できると主張している。当業者は、バフィコートが白血球及び血小板
の層であり、血液が遠心分離されたときに上記赤血球を形成するものであることを認識し
ている。
【００１２】
　第‘１６４号出願では、白血球（ｗｈｉｔｅ　ｃｅｌｌ又はｌｅｕｋｏｃｙｔｔｅ）の
干渉が、分析物抗体、例えばトロポニン抗体でコーティングされたビーズを有する免疫セ
ンサ上で生じることが、さらに観察された。対照実験は、この正のバイアスが、バフィコ
ートが除去された血漿サンプル中及び血液サンプル中に存在しないことを示した。このよ
うに、白血球は、免疫センサに粘着する可能性があり、酵素標識抗体の非特異的結合を促
進させるようであり、それが洗浄ステップの後であっても結合したままになる。この開示
では、ビーズの調製中に少量の抗体をヒト血清アルブミンに添加することによって、この
バイアスを部分的に排除できることが示された。その結果、サンプルが修飾されたビーズ
に接触すると、サンプルからのアルブミンがビーズを素早くコーティングし、それらが天
然のアルブミン層で一端コーティングされると、白血球は、オプソニン化された表面とし
てビーズを認識しなくなる。
【００１３】
　第‘１６４号出願は、白血球の干渉の問題の別の解決策についても記述しており、この
バイアスは、血液サンプルの塩濃度を、約１４０ｍＭという通常のナトリウムイオン濃度
から約２００ｍＭよりも高い濃度に、好ましくは約２３０ｍＭに増加させることによって
排除される。これは、低減した干渉に関与するメカニズムが、塩が白血球の浸透圧収縮を
引き起こすものである可能性があると考えられる。この解釈は、開示された免疫センサと
相互に作用する白血球の能力が損なわれたことと矛盾しない。
【００１４】
　しかし、少なくとも以下の領域で、即ち：（ｉ）最も顕著にはポイントオブケア試験の
文脈における、免疫センサ干渉、（ｉｉ）電気化学的免疫アッセイ、（ｉｉｉ）免疫参照
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センサと併せた免疫センサの使用、（ｉｖ）全血免疫アッセイ、（ｖ）単回使用カートリ
ッジをベースにした免疫アッセイ、（ｖｉ）１回のみの洗浄ステップを有する不連続免疫
アッセイ、及び（ｖｉｉ）乾燥試薬コーティングの領域で、免疫アッセイにおける白血球
の活性の追加の微妙な作用を緩和するための改善されたプロセスが、依然として求められ
ていることが明らかである。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明は、特に非競合的免疫アッセイにおいて白血球の干渉を低減させ又は排除するた
めのキット、カートリッジ及び方法を対象とする。本発明の様々な実施形態によれば、白
血球の干渉は、白血球に対してオプソニン化された犠牲ビーズを用いることによって、低
減させ又は排除することができる。白血球は、犠牲ビーズを優先的に貧食し、それによっ
て白血球の干渉を低減させる。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　一実施形態では、例えば、本発明は、血液サンプル中に存在することが疑われる分析物
に関してサンドイッチ免疫アッセイを行うためのキットであって、白血球に対してオプソ
ニン化された犠牲ビーズと、分析物に対する固定化された第１の抗体と、分析物に対する
標識された第２の抗体とを含む上記キットに関する。
【００１７】
　別の実施形態では、本発明は、血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関し
てサンドイッチ免疫アッセイを行うためのカートリッジであって、（ａ）血液サンプルを
受容するためのサンプル入口と、（ｂ）血液サンプルを計量して計量サンプルを形成する
ための計量チャンバと、（ｃ）白血球に対してオプソニン化された犠牲ビーズ、及び分析
物に対する標識された抗体を含む、１つ又は複数の乾燥試薬コーティング層と、（ｄ）分
析物に対する固定化された抗体を含む電極と、（ｅ）計量されたサンプル、流動化された
犠牲ビーズ、及び標識された抗体を電極に移動させるための、１つ又は複数のポンプ送出
要素とを含む上記カートリッジに関する。
【００１８】
　別の実施形態では、本発明は、血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関し
てサンドイッチ免疫アッセイを行う方法であって、（ａ）分析物を含有することが疑われ
る血液サンプルを、白血球に対してオプソニン化された犠牲ビーズ；分析物に対する固定
化された第１の抗体；及び標識された第２の抗体に曝して、前記第１の抗体、前記分析物
、及び前記第２の抗体を含む複合体を形成するステップと、（ｂ）複合体を形成した標識
の量を決定するステップとを含む方法に関する。一態様では、血液サンプルは、犠牲ビー
ズと混合され、次いで固定化された第１の抗体と混合され、次いで標識された第２の抗体
と混合される。別の態様では、血液サンプルは、犠牲ビーズ、固定化された第１の抗体、
及び標識された第２の抗体と実質的に同時に混合される。別の態様では、血液サンプルは
、固定化された第１の抗体及び標識された第２の抗体と実質的に同時に混合される。さら
に別の態様では、血液サンプルは、犠牲ビーズ及び標識された第２の抗体と実質的に同時
に、且つ血液サンプルを固定化された第１の抗体と混合される前に混合される。
【００１９】
　別の実施形態では、本発明は、電極に固定化された、分析物に対する抗体コーティング
ビーズを含む分析物免疫センサにおける白血球の蓄積を実質的に緩和する方法であって、
（ａ）分析物を含有することが疑われるサンプルを犠牲ビーズと混合して、修正されたサ
ンプルを形成するステップであって、サンプル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食し
ようとする上記ステップと、（ｂ）修正されたサンプルを免疫センサに接触させるステッ
プとを含む方法に関する。
【００２０】
　別の実施形態では、本発明は、血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関し
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て免疫アッセイを行う方法であって、（ａ）分析物を含有することが疑われる血液サンプ
ルを過剰量の犠牲ビーズと混合して、修正されたサンプルを形成するステップであって、
サンプル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食しようとする上記ステップと、（ｂ）修
正されたサンプルを、電極に固定化された、分析物に対する抗体コーティングビーズを含
む免疫センサと接触させて、前記抗体コーティングビーズ、前記分析物、及び第２の標識
された抗体の間でサンドイッチを形成するステップと、（ｃ）前記免疫センサから前記血
液サンプルを洗浄するステップと、（ｄ）前記免疫センサとの前記サンドイッチ状態の標
識の量を決定し、前記標識の量をサンプル中の分析物の濃度と関連付けるステップとを含
む方法に関する。
【００２１】
　別の実施形態では、本発明は、血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関し
てサンドイッチ免疫アッセイを行う方法であって、（ａ）分析物を含有することが疑われ
る血液サンプルを、過剰量のオプソニン化された犠牲ビーズと混合して、修正されたサン
プルを形成するステップであって、サンプル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食しよ
うとする上記ステップと、（ｂ）修正されたサンプルを分析物に対する抗体コーティング
ビーズと、前記抗体コーティングビーズ、前記分析物、及び第２の標識された抗体の間で
サンドイッチを形成するのに有効な条件下で接触させるステップと、（ｃ）前記抗体コー
ティングビーズから前記血液サンプルを洗浄するステップと、（ｄ）前記サンドイッチ状
態の標識の量を決定し、前記標識の量をサンプル中の分析物の濃度に関連付けるステップ
とを含む方法に関する。
【００２２】
　血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関して免疫アッセイを行うための試
験カートリッジであって、この試験カートリッジが免疫センサをコンジット内に含み、前
記免疫センサが、分析物に対する固定化された第１の抗体を有し、前記コンジットが、そ
の内部に配置された乾燥試薬コーティングを有し、乾燥試薬コーティングが、犠牲ビーズ
と、前記分析物に対する第２の標識された抗体とを含み、且つ前記血液サンプル中に溶解
するよう構成されている上記試験カートリッジ。
【００２３】
　上記実施形態では、血液サンプルは、抗凝血薬で任意選択で修正された全血サンプルで
あることが好ましい。分析物は、好ましくは、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴｐｒｏＢＮＰ
、ｃＴｎＩ、ＴｎＴ、ＨＣＧ、ＴＳＨ、ＰＳＡ、Ｄ－ダイマー、ＣＲＰ、ミオグロビン、
ＮＧＡＬ、ＣＫＭＢ、及びミエロペルオキシダーゼからなる群から選択される。犠牲ビー
ズは、例えば、非ヒトＩｇＧ又はその断片でコーティングされた基材ビーズを含んでいて
もよい。基材ビーズは、ポリスチレン、ポリアクリル酸、及びデキストランからなる群か
ら選択される材料で形成されてもよい。いくつかのその他の態様では、犠牲ビーズは、タ
ンパク質、細菌、ウイルス、及び生体異物からなる群から選択される材料又はその断片で
コーティングされた基材ビーズを含む。別の実施形態では、犠牲ビーズは、安定化した細
菌又は細菌性胞子である。
【００２４】
　犠牲ビーズは、好ましくは０．０１μｍから２０μｍの平均粒度、例えば０．１μｍか
ら５μｍの平均粒度を有し、理想的には、サンプル１マイクロリットル当たり少なくとも
１０４ビーズの、溶解した犠牲ビーズ濃度を提供するのに十分な量で存在する。犠牲ビー
ズ及び第２の標識された抗体は、例えば計量チャンバ内に配置されていてもよい１つ又は
複数の溶解可能な乾燥試薬コーティング中にあってもよい。
【００２５】
　好ましく用いられる、固定化された第１の抗体は、電流測定電極、電位差測定電極、伝
導度測定電極、光導波路、表面プラズモン共鳴センサ、音波センサ、及び圧電センサから
なる群から選択されるセンサに結合される。例えば、固定化された第１の抗体は、アッセ
イビーズに結合されてもよく、アッセイビーズは、電流測定電極に結合されてもよい。
【００２６】
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　標識された第２の抗体は、放射標識、酵素、発色団、蛍光体、及び化学発光種からなる
群から選択される標識で、任意選択で標識される。標識された第２の抗体が酵素で標識さ
れる場合、酵素は、好ましくは、アルカリホスファターゼ、グルコシダーゼ、ジアホラー
ゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、及びグルコースオキシダーゼからなる群から
選択される。
【００２７】
　本発明のこれら及びその他の目的、特徴、及び利点について、特定の実施形態の以下の
詳細な説明に記述し、以下の図に例示する。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】免疫センサカートリッジカバーの等角上面図である。
【図２】免疫センサカートリッジカバーの等角底面図である。
【図３】免疫センサカートリッジ用の、テープガスケットのレイアウトを示す上面図であ
る。
【図４】免疫センサカートリッジベースの等角上面図である。
【図５】免疫センサカートリッジのレイアウトを示す概略図である。
【図６】乾燥試薬で流体を修正するための部位を含む、免疫センサカートリッジ内の流体
及び空気の経路の概略図である。
【図７】ＩｇＭを含むことによる、電気化学的免疫センサの動作の原理を示す図である。
【図８】縮尺を合わせて図示されていない、抗体で標識された粒子を有する電気化学的免
疫センサの構成の側面図である。
【図９】免疫センサカートリッジに用いられる伝導度測定及び免疫センサ電極用のマスク
のデザインの上面図である。
【図１０】白血球に関してオプソニン化された犠牲ビーズを含むことによる、電気化学的
免疫センサの動作の原理を示す図である。
【図１１】図１１（Ａ）は、正の勾配の出力シグナルを有する、ＢＮＰカートリッジに関
する予期せぬ波形を示す図である。　　　　　図１１（Ｂ）は、負の勾配の出力シグナル
を有する、ＢＮＰカートリッジに関する予期せぬ波形を示す図である。　　　　　図１１
（Ｃ）は、低い分析物濃度ではほぼゼロの勾配を有する、通常の応答を示す図である。　
　　　　図１１（Ｄ）は、負の勾配が高い分析物濃度でのみ予測され、測定値は、酵素制
限的ではなく基質制限的になる可能性があることを示す図である。
【図１２】図１２（Ａ）は、通常のサンプルに関する、洗浄ステップ中の酸化電極パルシ
ングの作用を示す図である。　　　　　図１２（Ｂ）は、異常なバフィサンプルに関する
、洗浄ステップ中の酸化電極パルシングの作用を示す図である。
【図１３】電気活性種の酵素再生の概略図である。
【図１４】セグメント形成手段を示す図である。
【図１５】免疫センサカートリッジの好ましい実施形態を示す上面図である。
【図１６】免疫センサカートリッジの好ましい実施形態の、流体工学的な概略図である。
【図１７】図１７（Ａ）：サンプル中に犠牲ビーズが存在しない状態で、高バフィサンプ
ルでＢＮＰのアッセイを行った後の、免疫センサの顕微鏡写真である。図１７（Ｂ）：サ
ンプル中に犠牲ビーズが存在する状態で、高バフィサンプルでＢＮＰのアッセイを行った
後の、免疫センサの顕微鏡写真である。
【図１８】閉じた状態にあるサンプル進入ポートを閉じるための、滑動可能な密閉要素を
備えたカートリッジデバイスを示す図である。
【図１９】開いた状態にあるサンプル進入ポートを閉じるための、滑動可能な密閉要素を
備えたカートリッジデバイスを示す図である。
【図２０】図２０（Ａ）は、アルカリホスファターゼにより基質を切断して電気活性ｐ－
アミノフェノールを発生させる、　　　　　図２０（Ｂ）は、ｐ－アミノフェノールが酸
化する、分析中に生じるシグナル発生反応を示す図である。
【図２１】高バフィ（左パネル）サンプル及び通常の全血（右パネル）サンプルにおける
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免疫センサの勾配に対する影響を示し、試薬に組み込まれた犠牲微粒子が存在する（サブ
ロット２及び３）及び存在しない（サブロット１）状態を示す図式的データである。
【図２２】図２２（Ａ）は、図１７（Ａ）で関連付けられた免疫センサ顕微鏡写真に関す
るアナライザ波形を示す図である。　　　　　図２２（Ｂ）は、図１７（Ｂ）で関連付け
られた免疫センサ顕微鏡写真に関するアナライザ波形を示す図である。
【図２３】不十分な洗浄（センサ構造内のサンプル流体を、分析流体に置き換えることが
できない。）が、電流測定波形に及ぼす影響を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明は、白血球の存在によって引き起こされた干渉を低減し又は排除する、強化され
た方法に関する。好ましい実施形態では、本発明は、下記の領域、即ち：（ｉ）最も顕著
にはポイントオブケア試験の文脈における免疫センサ、（ｉｉ）電気化学的免疫アッセイ
、（ｉｉｉ）免疫参照センサと併せた免疫センサの使用、（ｉｖ）全血免疫アッセイ、（
ｖ）単回使用カートリッジをベースにした免疫アッセイ、（ｖｉ）１回のみの洗浄ステッ
プを有する不連続免疫アッセイ、及び（ｖｉｉ）乾燥試薬コーティングの、１つ又は複数
で用いることができる。注目すべきは、上記にて論じられたＵＳ２００６０１６０１６４
が、免疫センサへの抗ヒト血清アルブミン抗体コーティングの添加とアッセイ媒体への塩
の添加とに基づいて、白血球に関連したある干渉に対処するのに対し、本明細書は、白血
球に関連したバイアスの追加の供給源を開示しており、且つこれを低減させるための新規
な溶液を提供していることである。当業者に理解されるように、本明細書に開示される一
般的概念は、多くの免疫アッセイ方法及びプラットフォームに適用可能である。
【００３０】
　本発明は、分析物センサのアレイと、免疫センサ又は分析物のアレイに修正されたサン
プルを順次提供するための手段とを有するカートリッジを使用して、分析物の迅速なｉｎ
　ｓｉｔｕ決定を可能にする。好ましい実施形態では、本発明は、共にその全体が参照に
より本明細書に組み込まれる１９９２年３月１７日発行のＬａｕｋｓらの米国特許第５，
０９６，６６９号又は２００８年９月２日発行の米国特許第７，４１９，８２１号に開示
されたもののように、読取りデバイスと動作するよう設計されたカートリッジに用いられ
る。本発明は、この文脈において最も良く理解される。その結果、ポイントオブケア免疫
アッセイシステムを動作させる適切なデバイス及び方法についてまず記述し、その後、ど
のようにすれば、全血免疫アッセイにおける白血球の干渉をさらに低減し又は排除するた
めにシステムを最も良く適合させることができるかについて記述する。
【００３１】
　本発明と共に使用される犠牲ビーズは、不均一な又は均一なビーズをベースにしたアッ
セイ、並びに非競合的（サンドイッチ）免疫アッセイ又は競合的免疫アッセイに用いるこ
とができる。好ましい実施形態では、本発明は、電極表面でのサンドイッチ状態の形成に
基づいた、不均一な電気化学的免疫アッセイで用いられる。別の実施形態では、本発明は
、均一なサンドイッチ免疫アッセイで用いられ、即ち流体媒体中で用いられる。このよう
に、この文脈では、「不均一」及び「均一」という用語は、捕獲ステップを指す。したが
って、均一アッセイの場合、捕獲ステップが流体媒体中で生じるのに対し、不均一アッセ
イでは、捕獲ステップが巨視的表面で、例えばセンサ表面で生じる（競合的又は非競合的
ないずれかの手法で）。これらの例のそれぞれにおいて、固定化されたアッセイビーズは
、アッセイが血液サンプル中で行われる場合、白血球による攻撃を受け易くなる。競合的
及び非競合的アッセイにおいて、この作用は、白血球に対してオプソニン化された犠牲ビ
ーズ、好ましくは過剰量の犠牲ビーズの添加によって、低減させることができる。
【００３２】
　一実施形態では、本発明は、サンプル中の分析物の存在又は量が決定されるように液体
サンプルを処理するための、カートリッジ及び方法に関する。カートリッジは、好ましく
は計量手段を含有し、計量されていないサンプル体積を導入させて、そこから計量した量
を、カートリッジ及びそれに関連付けられた読取り装置によって処理する。このように、
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医師及び作業者は、測定前にサンプルの体積を手動で測定することから解放され、時間、
労力が節約され、精度及び再現性が向上する。計量手段は、一実施形態において、キャピ
ラリーストップにより境界が形成され且つその長さに沿って空気進入点を有する、細長い
サンプルチャンバを含む。空気進入点から加えられる空気圧が、キャピラリーストップを
通過するサンプルの計量済み体積を推進させる。計量された体積は、空気進入点とキャピ
ラリーストップとの間のサンプルチャンバの容積によって予め決定される。
【００３３】
　カートリッジは、気密状態でサンプルポートを密閉するための、クロージャデバイスを
有していてもよい。このクロージャデバイスは、好ましくは、カートリッジの本体に対し
て滑動可能であり、ポートの領域に位置付けられた任意の過剰なサンプルを変位させる剪
断動作をもたらし、進入ポートとキャピラリーストップとの間にある保持チャンバ内のサ
ンプルの一部を確実に密閉する。例えば、その全体が参照により本明細書に組み込まれる
公開米国特許出願２００５／００５４０７８（Ａ１）号を参照されたい。カートリッジは
、例えば、過剰な流体サンプルをサンプルオリフィスから離れるように変位させ、内部流
体サンプル保持チャンバ内に流体サンプルのある体積を密閉し、且つ流体サンプルが内部
キャピラリーストップを時期尚早に通り抜けるのを阻止するように、カートリッジの表面
で密閉要素を滑動可能に移動させることによって密閉することができる。この滑動可能な
クロージャデバイスによって得られた密閉は、好ましくは不可逆的であり、且つ過剰な血
液がカートリッジに捕捉されるのを防止するが、それはクロージャデバイスが、血液がカ
ートリッジに進入する時に通過するオリフィスの平面内を移動し、進入ポートの平面の下
方に血液を密閉する剪断動作をもたらすからであり、それによって過剰な血液が移動し、
即ちオリフィス平面の上方にある血液が進入ポートから離れて任意選択で廃棄物チャンバ
に移動する。
【００３４】
　ある例示的なクロージャデバイスを図１に示すが、このデバイスは、カバー１の一体化
された要素２、３、４、及び９を含む。この実施形態では、クロージャデバイス２は、フ
ック３がサンプル進入ポート４に嵌め込まれて遮断するまで、ヒンジの周りを回転する。
図１のカバー１の一体化要素２、３、４、及び９を含むクロージャデバイスの代替例は、
図１８及び１９において個別の滑動可能な要素２００として示される。図１８及び１９は
、個別の滑動可能なクロージャ要素２００と共に図３に示される介在接着層２１を備えた
、図４のベースに類似したベースに取着された、図１のカバーの修正形態を含むカートリ
ッジデバイスを示す。図１９は、開位置にあるクロージャデバイス２００を示し、サンプ
ル進入ポート４は、サンプル、例えば血液を受容することができる。図１８は、閉位置に
あるクロージャデバイス２００を示し、サンプル進入ポートは気密状態で密閉されている
。動作中、要素２００は、サンプル、例えば血液が進入ポートに添加された後に開位置か
ら閉位置に手動で作動させ、血液は、保持チャンバ３４に進入する。示される実施形態で
は、進入ポートの領域にある任意の過剰な血液が、オーバーフローチャンバ２０１又は隣
接する保持領域若しくはキャビティに移動する。このチャンバ又は領域は、過剰なサンプ
ル、例えば血液を保持する流体吸収パッド又は材料を含んでいてもよい。
【００３５】
　サンプル進入ポート４は、図１９に示されるように円形、又は長円形のオリフィスであ
ってもよく、オリフィスの直径は、一般に０．２～５ｍｍの範囲であり、好ましくは１～
２ｍｍの範囲であり、又は長円形の場合には外周が１～１５ｍｍである。オリフィスの周
りの領域は、進入ポートへの進入が促進されるよう、適用されるサンプルの液滴形状を制
御するために、疎水性又は親水性になるように選択することができる。図１８及び１９に
示されるクロージャデバイスの１つの利点は、サンプルが、保持チャンバ３４の端部でキ
ャピラリーストップ要素２５を超えて押し出されるのを防止することである。キャピラリ
ーストップを超える少量のサンプル、例えば血液の存在は、分析物のバルク濃度を測定す
る試験、したがってサンプル体積に依存しない試験では、重要ではない。しかし、サンプ
ルの計量が一般に有利である免疫アッセイの適用例では、密閉要素がデバイスの計量精度
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を向上させ、アナライザがカートリッジコンジット内でサンプルを作動させたときに、ア
ッセイがなされたサンプルセグメントを免疫センサに対して適切に位置決めすることを確
かなものにする。
【００３６】
　動作中、サンプル、例えば血液がカートリッジに添加されると、血液はキャピラリース
トップへと移動する。したがって、キャピラリーストップからサンプル進入ポートまでの
領域、即ち保持チャンバ３４がサンプルを含有する場合、アッセイに十分なサンプルが存
在する。保持チャンバに充填するプロセス中、いくらかのサンプルは、進入ポートのオリ
フィス平面の上方に残されたままであってもよい。密閉要素が開位置から閉位置に移動し
た場合、進入ポートの上方にある任意のサンプルは、クロージャの動作によって追加のサ
ンプルを捕捉することなく剪断力により除去され、したがって確実に、サンプルはキャピ
ラリーストップ２５を超えて移動しない。好ましい実施形態では、密閉要素２００が、図
３のテープガスケット２１の表面から上方に数千分の１インチ以内に位置決めされている
。進入ポートは、その後、ロッキングフィーチャ２１２及び２１３に係合したときに、接
着テープガスケットまで２００の表面を低下させることによって、密閉される。テープは
本質的に非圧縮性であり且つオリフィスは小さな直径を有するので、使用者により密閉要
素に加えられた任意の不測の圧力で、サンプルがキャピラリーストップを超えて移動する
ことはない。
【００３７】
　サンプルの数滴を使用する、あるカートリッジの実施形態では、アッセイに影響を及ぼ
す可能性があるので保持チャンバ内に気泡を形成しないことが望ましい。したがって、気
泡を取り込むことなく保持チャンバ３４にサンプルを、例えば血液の複数の液滴を導入す
るための、信頼性ある手段が開発された。サンプル進入ポートは、コロナ及び／又は試薬
カクテルで保持チャンバを最初に処理することによって連続する液滴で捕捉された気泡が
保持チャンバ３４内に形成されることなく、サンプルの多数の液滴を受容するように設計
することができる。
【００３８】
　使い捨て医療用デバイスに対するコロナ処理の使用は、当技術分野で周知であり、事実
上任意の材料、例えば金属化された表面、箔、紙、板紙原料、又はポリエチレン、ポリプ
ロピレン、ナイロン、ビニル、ＰＶＣ、及びＰＥＴなどのプラスチックの表面活性を増大
させる有効な方法である。この処理によって、これらの材料は、インク、コーティング、
及び接着剤に適合し易くなる。実際に、処理された材料は、放電又は「コロナ」に曝され
る。放電領域の酸素分子は原子に分解され、処理された材料の分子に結合し、その結果、
化学的に活性な表面が得られる。コロナ処理に適した設備は市販されている（例えば、Ｃ
ｏｒｏｔｅｃ　Ｃｏｒｐ．、Ｆａｒｍｉｎｇｔｏｎ、Ｃｏｎｎ．）。プロセス変数には、
材料を処理するのに必要な電力量、材料速度、幅、処理される面の数、及びコロナ処理に
対する特定の材料の応答性が含まれ、これらの変数は熟練した作業者により決定すること
ができる。コロナ処理を設置する典型的な場所は、プリント、コーティング、又は積層プ
ロセスとインライン状態にある。別の一般的な設置は、真新しい材料がコロナ処理にさら
に受け入れられ易いことから、吹込みフィルム又は流延フィルム押出し機の直上にある。
【００３９】
　上述のように、非競合的（サンドイッチ）免疫アッセイフォーマットは、最も広く使用
される免疫アッセイ方法であり、本明細書で論じられる分析デバイス、例えばカートリッ
ジでの好ましいフォーマットでもある。この実施形態では、１つの抗体（固定化された抗
体）が固体担体又は免疫センサに結合され、第２の抗体（シグナル抗体）は、酵素、例え
ばアルカリホスファターゼなどのシグナル発生試薬にコンジュゲート／結合する。
【００４０】
　簡単に言うと、図２０は、分析中に生じるシグナル発生反応を示し、図２０（Ａ）は、
電気活性ｐ－アミノフェノールを発生させるためのアルカリホスファターゼによる基質の
切断を示し、図２０（Ｂ）は、ｐ－アミノフェノールの酸化を示す。図２０（Ａ）の反応
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は、センサ構造の上層で生じるのに対し、図２０（Ｂ）の場合は、金電極表面で生じる。
図２０（Ａ）の挿入図は、アルカリホスファターゼにより触媒された加水分解の、ｐＨ依
存性を示す。中央の図は、サンプルに曝す前の免疫センサ構造の全体的な特徴を示す。
【００４１】
　シグナル発生試薬（例えば、シグナル抗体）は、以下に示すように、分析デバイスの乾
燥試薬コーティングの一部であってもよく、好ましくは、サンプルが免疫センサに到達す
る前に生体サンプル中に溶解する。サンプル及び非特異的結合試薬を洗い流した後、固体
担体上に残されたシグナル発生試薬（例えば、シグナル抗体）の量は、原則として、サン
プル中の分析物の量に比例すべきである。しかし、アッセイ構成の１つの制約とは、血液
サンプル中に存在する白血球によって引き起こされる干渉（単数又は複数）を、受け易い
ことである。
【００４２】
　白血球の干渉は、共有のＵＳ２００６０１６０１６４に開示される手段によって緩和さ
れるが、ある血液サンプルの場合、サンプルに均一に混合され且つ白血球に対して特異的
にオプソニン化された犠牲ビーズを添加することによって、作用が驚くほど実質的に低減
され又は排除されることをついに発見した。
【００４３】
　犠牲ビーズは、好ましくは、動物種から単離された非ヒトＩｇＧ（ＩｇＧクラスの免疫
グロブリン）又はその断片によってコーティングされる。本明細書で使用される「断片」
という用語は、指定された分子に由来する任意のエピトープ保持断片を指す。したがって
、ＩｇＧ断片は、例えばエピトープ保持Ｆ（ａｂ’）２若しくはＦａｂ断片、又はＦｃ断
片を含んでいてもよい。さらに、「ＩｇＧ又はその断片」とは、ＩｇＧ単独、ＩｇＧ断片
単独（即ち、ＩｇＧのＦ（ａｂ’）２断片、Ｆａｂ断片、及び／又はＦｃ断片の１種又は
複数）、又はＩｇＧ及びＩｇＧ断片の組合せを意味する。所望の効果は、アッセイがなさ
れるサンプルに曝されたときに表面コーティングがオプソニン化され又はオプソニン化可
能である限り、様々な表面コーティングで発揮することができる。
【００４４】
　好ましい実施形態では、犠牲ビーズが乾燥試薬コーティングに組み込まれ、このコーテ
ィングは、いくつかの実施形態において、シグナル発生試薬（例えば、シグナル抗体）を
含有する同じ乾燥試薬コーティングであってもよい。したがって一実施形態では、分析デ
バイスは、（ａ）白血球の作用を緩和するのに適した成分、例えばＩｇＧ又はその断片で
コーティングされたビーズ、及び／又は（ｂ）シグナル抗体の、いずれか又は両方を含む
乾燥試薬コーティングを含む。乾燥試薬コーティングは、（ａ）白血球の作用を緩和する
のに適した成分、例えばＩｇＧ又はその断片でコーティングされたビーズ、及び／又は（
ｂ）シグナル抗体の、いずれか又は両方も好ましくは含む試薬カクテルから形成すること
ができる。一態様では、試薬コーティング及び／又はカクテルは、同時係属の米国出願第
１２／４１１，３２５号に開示されるように、異好性抗体によって引き起こされた干渉を
緩和するために、ＩｇＭ又はその断片をさらに含む。試薬カクテルが好ましく堆積される
表面に、まずコロナ処理を行って、プリントされたカクテルの拡がりを促進させることに
なる荷電表面基を提供する。
【００４５】
　一般に、乾燥試薬コーティングを形成するのに使用される試薬カクテルは、水溶性タン
パク質、アミノ酸、ポリエーテル、ヒドロキシル基を含有するポリマー、糖又は炭水化物
、塩、及び任意選択で色素分子をさらに含んでいてもよい。各成分の１種又は複数を使用
することができる。一実施形態では、カクテルは、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、グリ
シン、塩、メトキシポリエチレングリコール、スクロース、及び任意選択で、プリントプ
ロセスの視覚化を補助する色を与えるためのブロモフェノールブルーを含有する。一実施
形態では、１から２０μＬのカクテルを、分析デバイスの所望の表面に、例えば保持チャ
ンバ内又はその他のコンジット内でプリントし、空気乾燥した後に（加熱して又は加熱な
しで）、そのカバーと共に組み立てる。好ましい態様では、試薬カクテル及びそこから形
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成された乾燥試薬コーティングは、ラクチトール、ＤＥＡＥ－デキストラン、塩化マグネ
シウムや塩化ナトリウムなどの塩、ＩｇＧ／ＩｇＭ、ヘパリン、界面活性剤（単数又は複
数）、及びローダミンを含む。
【００４６】
　試薬カクテルは、好ましくは、犠牲ビーズ及び任意選択で干渉低減試薬を含有するプリ
ント可能な水溶液として配合される。生体サンプル、例えば血液を導入したら、サンプル
を、好ましくはアッセイの第１のステップで試薬と混合する。試薬は、化学的及び流体工
学的属性に関してアッセイ性能を最適化するために、無機塩及び界面活性剤を含んでいて
もよい。その他の任意選択の添加剤は、適切な抗凝血を確実にするためのヘパリンと、プ
リント後の試薬の位置を視覚化するための色素とを含んでいてもよい。また、微生物成長
を阻害するためのアジ化ナトリウムなどの安定化剤と、タンパク質を安定化させるための
ラクチトール及びジエチルアミノエチル－デキストランの混合物（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｅｎ
ｚｙｍｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｌｔｄ．、Ｍｏｎｍｏｕｔｈ　Ｈｏｕｓｅ、Ｍａ
ｍｈｉｌａｄ　Ｐａｒｋ、Ｐｏｎｔｙｐｏｏｌ、ＮＰ４　０ＨＺ　ＵＫ）も、任意選択で
存在する。デバイス内に堆積された後、この堆積された試薬は、例えば３０から６０分間
、温かい空気流中で乾燥させてもよい。一実施形態では、試薬を、自動化プリント機器を
使用してデバイスのサンプル入口にプリントし、乾燥して、試薬コーティング層を含有す
る犠牲ビーズを形成する。
【００４７】
　犠牲ビーズを含む他、その他の任意選択の添加剤を、カートリッジに含めてもよく、又
はアッセイと併せて使用してもよい。サンプルがヘパリン添加チューブに収集されなかっ
た場合又はヘパリンがヘパリン添加チューブ内で適正に混合されなかった場合には、抗凝
血薬であるヘパリンを、上記にて論じたように添加して性能を改善することができる。新
鮮な、ヘパリン添加されていない血液が、カートリッジのアッセイサイクル中、典型的に
は２から２０分の範囲において非凝固状態のままになるように、十分なヘパリンを添加す
る。ヤギ及びマウスＩｇＧを添加することにより、免疫アッセイの分野で周知の異好性抗
体の問題に対処することができる。プロクリン、ＤＥＡＥデキストラン、Ｔｒｉｓ緩衝液
、及びラクチトールを、試薬安定化剤として添加することができる。Ｔｗｅｅｎ　２０は
、カートリッジに好ましい材料であるプラスチックへのタンパク質の結合を低減させるた
め、添加することができる。Ｔｗｅｅｎ　２０によれば、試薬でプラスチック表面をより
均一にコーティングすることも可能であり、ラクチトールなどの糖の結晶化を最小限に抑
える不純物として働き、したがってガラスのままであり続ける。アジ化ナトリウムは、細
菌の成長を阻害するのに添加してもよい。
【００４８】
　好ましい実施形態では、ベースプリントカクテルは、下記の通り１リットル（Ｌ）バッ
チで調製され：タンパク質安定化溶液（ＰＳＳ、ＡＥＴ　Ｌｔｄ．、５０％固形分、１０
０．０ｇ）を塩化ナトリウム（８．００ｇ）及びアジ化ナトリウム（０．５００ｇ）の水
溶液２００～２５０ｍＬに添加し、得られた溶液を１Ｌのメスフラスコに移す。マウスＩ
ｇＧの溶液を、マウスＩｇＧ（０．９ｇ）を脱イオン水７５ｍＬに添加し、溶解が終了す
るまで１５～６０分間撹拌することによって調製する。均一に濃縮されたヤギＩｇＧの溶
液を、同一の手法で調製し、両方の溶液を、１．２μＭフィルタに通して濾過する。マウ
スＩｇＭは、供給業者（例えば、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）から液体として取得され
る。３種の免疫グロブリン（Ｉｇ）原液それぞれのタンパク質濃度を、２８０ｎｍでの分
光光度測定により測定する。マウスＩｇＧ（０．７５ｇ）、ヤギＩｇＧ（０．７５ｇ）、
及びマウスＩｇＭ（２５ｍｇ）を得るのに必要とされるこれらＩｇ溶液の質量を計算し、
これらの量をプリント溶液に添加する。ジエチルアミノエチル－デキストラン（ＤＥＡＥ
－デキストラン）の溶液を、ＤＥＡＥ－デキストラン（２．５ｇ）を脱イオン水５０～１
００ｍＬに添加し、３０分間撹拌することによって調製する。ＤＥＡＥ－デキストラン溶
液を、プリント溶液に添加する。ここに、ナトリウムヘパリン（１０，０００ＩＵ／ｍＬ
、３．００ｍＬ）、Ｔｗｅｅｎ－２０（３．００ｇ）、及びローダミン（２００μＬ）の
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５％（ｗ／ｖ）水溶液を添加する。得られた溶液を脱イオン水で１．０００Ｌに希釈し、
使用まで冷凍庫又は冷蔵庫に貯蔵する。含まれる場合、白血球の干渉緩和のためにＩｇＧ
でコーティングされた微粒子を、この最終希釈の前に添加することができる。
【００４９】
　カートリッジの構成要素上に乾燥試薬コーティングを形成するための、これら及び同様
の流体のプリントは、好ましくは自動化され、参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる米国特許第５，５５４，３３９号に開示されるように、構成要素を位置合せするため
のカメラ及びコンピュータシステムを含む微量吐出システムをベースにする。この特許で
は、ウエハチャックの代わりに、プラスチックカートリッジベースを吐出ヘッドに送り出
すためのトラックを用いる。トラックは、所定の向きでベースをヘッドに提供して、一致
した位置での吐出を確実にする。
【００５０】
　別の実施形態では、試験カートリッジは、複数の乾燥試薬コーティングを含んでいても
よい（この場合、コーティングは、それらを区別するためにそれぞれ、第１の試薬コーテ
ィング、第２の試薬コーティングなどと呼ぶことができる。）。例えば、犠牲ビーズは、
シグナル発生要素、例えばシグナル抗体を含有する第２の試薬コーティングに例えば隣接
していてもよい、第１の試薬コーティングに含めることができる。この態様では、第２の
試薬コーティングは、第１の試薬コーティングの上流又は下流に位置付けることができる
が、シグナル抗体を含有する試薬コーティングは、犠牲ビーズを含有する試薬コーティン
グの下流に位置付けられることが好ましい。好ましい実施形態では、保持チャンバは、犠
牲ビーズ、及び任意選択で様々な形の干渉を緩和するその他の試薬を含む、第１の試薬コ
ーティングでコーティングされる。この態様では、シグナル抗体を含む第２の試薬コーテ
ィングは、好ましくは、保持チャンバの下流に、例えば免疫センサのすぐ上流に位置付け
られる。
【００５１】
　さらにその他の実施形態では、犠牲ビーズは、分析デバイス、例えばカートリッジの一
部でなくてもよい。例えば犠牲ビーズは、サンプル収集デバイス、例えばキャピラリー、
Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ（商標）、又はシリンジに組み込むことができる。例えば犠牲ビー
ズコーティングは、収集デバイスの内壁上に形成することができる。したがって一実施形
態では、本発明は、第１の容器又は位置で血液サンプルを修正するのに最初に使用される
犠牲ビーズを含み、次いでサンプルが、捕獲及びシグナル抗体を有する第２の容器又は位
置に通される、免疫アッセイを行うためのキットに関する。
【００５２】
　別の実施形態では、白血球の干渉を緩和する成分（単数又は複数）は、溶液中に含有さ
れ、生体サンプル、例えば血液と混合されてもよく、得られた修正済みのサンプルは、分
析デバイス、例えばカートリッジに導入される。一実施形態では、例えば血液サンプルを
犠牲ビーズと混合して、修正されたサンプルを形成することができ、次いでこれを分析デ
バイス、例えばカートリッジに導入する。別の態様では、デバイスは、その内部に、犠牲
ビーズを含む液体を含有するパウチを含み、これをデバイス内の血液サンプルと混合し、
次いで実質的に本明細書に記述されるように処理して、分析物検出のためのアッセイ、例
えばサンドイッチアッセイを形成する。
【００５３】
　別の実施形態では、エレクトロウェッティングを用いて、犠牲ビーズを含む第１の液体
と血液などの液体生体サンプルとを混合する。この実施形態では、液滴を取り扱うための
装置を設けてもよい。装置は、例えば、液滴が取り扱われる１つの表面に全ての導電性要
素が収容される、片面電極のデザインを有していてもよい。追加の表面を、取り扱われる
液滴を含有する目的で第１の表面に平行に設けることができる。液滴は、第１の表面上に
含有され又は第１の表面に埋め込まれた電極に、制御された手法で順次通電され且つ通電
解除される、エレクトロウェッティングをベースにした技法を行うことによって取り扱わ
れる。装置は、２つの液滴を一緒に合流させ混合し、液滴を２つ以上の液滴に分割し、個
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々に制御可能な液滴を流れから形成することによって連続液体流をサンプリングし、且つ
液滴を繰り返し２元的に又はデジタル式に混合して所望の混合比を得ることを含む、いく
つかの液滴を取り扱うプロセスを可能にすることができる。このように、犠牲ビーズ及び
その他の試薬を含む第１の液体の液滴は、慎重に且つ制御可能に液体生体サンプルと、例
えば血液と合流させ混合することができる。例えば、その全体が参照により本明細書に組
み込まれる米国特許第６，９１１，１３２号を参照されたい。
【００５４】
　本発明は、免疫アッセイシステムに広く適用可能であるが、上記にて引用された共有に
係る係属中の発行された特許に記述されるように、ｉ－ＳＴＡＴ（商標）免疫アッセイシ
ステム（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａｒｅ　Ｉｎｃ．、Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ、
Ｎ．Ｊ．）の文脈において最も良く理解される。いくつかの実施形態では、システムは、
アッセイ中に生じる非特異的結合（ＮＳＢ）の程度を評価する目的で、免疫参照センサ（
その全体が参照により本明細書に組み込まれるＵＳ２００６／０１６０１６４（Ａ１）号
参照）を用いる。ＮＳＢは、不適切な洗浄によって又は干渉の存在によって生じる可能性
がある。アッセイからの正味のシグナルは、免疫参照センサから生じる非特異的シグナル
を差し引くことによって補正された、分析物免疫センサから生ずる特異的シグナルを含む
。免疫参照センサでのシグナルの量は、品質管理アルゴリズムにより定められた制約を受
け易い。
【００５５】
　一実施形態では、本発明は、白血球により引き起こされた干渉に対する、ｉ－ＳＴＡＴ
免疫アッセイフォーマットの耐性を改善するが；これらの細胞が分析媒体中に存在する標
準的なＥＬＩＳＡフォーマットに等しく適用可能である。特に本発明は、ある試験片で白
血球により引き起こされた干渉を実質的に低減させることが見出された、コーティングさ
れた犠牲ビーズの使用を含む。
【００５６】
　上述のように、その他の試薬（例えば、第‘１６４号及び第‘３２５号出願に開示され
るような）と好ましくは組み合わせた犠牲ビーズによるサンプルの修正は、白血球の干渉
を低減させ又は排除することをついに発見した。実験では、非ヒトＩｇＧ標識微粒子ビー
ズを、ｉ－ＳＴＡＴ（商標）免疫アッセイフォーマットで使用されるサンプル調整乾燥試
薬プリントカクテルに添加した。次いで白血球からの干渉により予め確実に分析できなか
った公知のサンプルを、試験した。伝統的なサンドイッチアッセイは、これらの場合に誤
りのある結果をもたらすが、従来のｉ－ＳＴＡＴシステムアッセイは、このシステムが擬
似シグナルを検出し、使用者にエラーコードを警告し、且つ結果が表示されるのを抑制す
るアルゴリズムを含むので、これらサンプルに関する不正確な結果がこれまで報告されな
かったことは、注目すべきことである。これは、信頼性あるポイントオブケア試験に必要
な品質システムの一部の例である。このように、分析システムの品質及び一体性が維持さ
れる。
【００５７】
　驚くべきことに、犠牲ビーズを含有する修正済みカートリッジについて試験をし、その
結果を、犠牲ビーズが不十分な従来のカートリッジと比較した場合、その結果は、従来の
カートリッジで白血球の干渉を示す血液サンプルを、犠牲ビーズが用いられた場合に正確
に分析できることを実証した。
【００５８】
　本発明の対象に関して、ある免疫アッセイ試験カートリッジ、特にＢＮＰカートリッジ
は、以前は知られていなかった干渉メカニズムから生じる予期せぬ正及び負の勾配波形を
示すことが発見された。例えば、図１１（Ａ）及び（Ｂ）をそれぞれ参照されたい。この
ため、洗浄ステップ中の正電位に対する電極パルシングの影響に関する実験に基づいた、
干渉のメカニズムに関する仮説に至る。
【００５９】
　理論上予測される、通常の免疫センサ応答は、低い分析物濃度でほぼゼロの勾配を有し
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、負の勾配は、測定値が酵素制限的ではなく基質制限的になる可能性がある高い分析物濃
度でのみ予測されることに留意されたい。これら２つの場合を、それぞれ図１１（ｃ）及
び（ｄ）に示す。
【００６０】
　動的（非定常状態）電流測定シグナルを引き起こす、いくつかの潜在的なメカニズムが
存在する。動的電極活性（有効電極面積が変化する。）は、そのどちらも血漿サンプルで
この作用を示すことのないポリビニルアルコール（ＰＶＡ）層上に固定化されたアッセイ
ビーズ（微粒子）が存在することによって、形成された要素から電極が隔離されるので、
ありそうもないことである。流体接触に依存する動的層の厚さ、例えば上記構成要素の膨
潤又は収縮は、正及び負の両方の勾配を顕在化させ得るような現象に関して駆動力が存在
しないので、生じるようには見えない。酵素の動的被覆範囲（例えば、ＡＬＰ、酵素の表
面濃度の変化）は、薄層フォーマットにおいて測定の時間的スケール上でのセンサから酵
素（例えば、ＡＬＰ）の拡散が不可能であるので、除外される。酵素基質、例えばパラ－
アミノフェノールホスフェート（ｐ－ＡＰＰ）の、電極表面への動的移送は、比較的小さ
く且つ比較的容易な拡散がなされる（Ｄ≒５×１０－６ｃｍ２／秒）分子のサイズを考え
ると、ありそうもないことである。したがって、排除のプロセスによれば、動的ＡＬＰ活
性は、動的センサシグナルの最もありそうな原因と見なされた。さらに、メカニズムを評
価するために調査を行った。ＡＬＰによるｐ－アミノフェニルホスフェートの加水分解は
、最適なｐＨ１０付近で、ｐＨ依存性であることに留意されたい。カートリッジでは、作
動ｐＨ９．２を使用するが、それはこの僅かに低いｐＨが、免疫複合体の安定性を確実に
するからである。さらに、電極でのパラ－アミノフェノール（ｐ－ＡＰ）の酸化はｐＨ依
存性であり、ｐＨが一桁下がるごとに約＋５９ｍＶシフトすることが予測され、即ち、よ
り低いｐＨでは反応をより確かに推進させなければならず、即ち、高い加電圧が必要とさ
れる。
【００６１】
　洗浄ステップ中にセンサ構造内のサンプル流体（ｐＨ７．４）を分析流体（ｐＨ９．２
）で完全に置き換えることができなくなる程度まで、干渉成分との相互作用によって微粒
子プリント層がそれほど透過性ではなくなった場合、次善の検出ステップｐＨ、特に、分
析流体の進入点から最も遠く離れた領域で生じる電極反応に向けたものが得られると考え
られる。より重要なことは、この損なわれた流体置換によって、時間と共に緩和すると考
えられるｐＨ勾配を必ず生成すると考えられる。酵素と電極との反応の相対速度が変化す
るように、観察されるシグナルも変化する。この技術的評価には、正及び負の両方の勾配
シグナルに関する説明を提供するという著しい利点がある。例えば、図１１（Ａ）及び（
Ｂ）を参照されたい。
【００６２】
　観察された干渉が、微粒子層の「詰まり」又は「汚れ」による不完全な洗浄ステップに
関連するという概念は、洗浄ステップ中に極電位にパルスを加えることによって、例えば
酸化電位をパルスに印加することによって、さらに評価した。正の勾配波形は、不活性な
遮断されたセンサによって引き起こされる可能性があり、且つパルシングは、分析ステッ
プ前に電極を清浄化するのに用いられる可能性があると予想された。通常のサンプルで、
洗浄ステップ中に酸化パルスを加えても、観察されるシグナル及び後続の分析には何の影
響もないことが観察された。図１２（Ａ）参照。しかし、異常に高いバフィサンプルの場
合、パルシングの影響は大きく、動的シグナル及びさらにこれらのシグナルは、分析物の
濃度を考えるなら予測よりも大きかった。図１２（Ｂ）参照。
【００６３】
　これら２つの場合における酸化電位パルスへの応答の相違は、センサ構造内の流体が全
く異なることを実証した。予想されるように、正しい応答は、センサ上の所望の分析流体
の存在から得られ、それに対して異常な応答は、センサ構造上の流体が血漿であるので、
又は血漿と分析流体との組合せであるので生じた。応答の相違は、下記の通り理解するこ
とができる：酸化パルスが、酸素の発生と、Ｈ２Ｏ→１／２Ｏ２＋　２Ｈ＋＋２ｅ－によ
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るｐＨの低下とをもたらす。
【００６４】
　ｐＨ９．２に緩衝された分析流体を含有するセンサ構造の場合、電極で発生したプロト
ンは、緩衝液（１００ｍＭカーボネート、分析流体中）の存在下で素早く消費された。し
かし、分析流体によりもたらされる緩衝が存在しない状態では、プロトンは、酸性流体の
プルームが得られる電極領域に在り続けた。この酸性プルームは、ｐＡＰＰからｐＡＰへ
の酸触媒加水分解をもたらして、予想よりも大きなシグナルを発生させた。特に、異常波
形は、ｐＡＰＰ上での酵素、例えばＡＬＰの酵素作用によって発生したｐＡＰから生じ、
及び非酵素的酸触媒加水分解によっても生じた。
【００６５】
　酸触媒加水分解反応は、低いｐＨにおけるようにアミノ基がプロトン化されない限り、
ｐ－アミノフェニルホスフェートに関しては著しく生じないことに留意されたい。これは
反応が、強力な電子求引置換基をパラ位で必要とすることによる（Ｂａｒｎａｒｄら、Ｊ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（１９６６）、２２７～２３５）。当技術分野で公知のように、Ｎ
Ｈ２置換基は有意な電子供与を行い、それに対してプロトン化では、－ＮＨ３

＋置換基が
高度な電子求引を行うようになる（－ＮＯ２の場合よりもさらに強力であり；例えば、ハ
メットのパラρ値が－ＮＨ２の場合に－０．６６であり、－ＮＨ３

＋の場合に１．７０で
ある。）。
【００６６】
　これらの実験は、観察された干渉と「高バフィ」サンプルとを関連付け、バフィコート
に富む全血サンプルを流すことによって意図的に引き出すことができた。この用語は、血
液サンプルが遠心分離されたときに血漿－赤血球の境界を形成する白血球及び血小板の層
に与えられることに留意されたい。汚損剤としての、白血球及び場合によっては血小板に
関わるその他の証拠を、顕微鏡写真図１７（Ａ）（犠牲ビーズを使用しないアッセイ）及
び１７（Ｂ）（犠牲ビーズを使用するアッセイ）に示す。比較のため、血液サンプルに接
触する前の当初の免疫センサを、図２０に示す。
【００６７】
　図１７（Ａ）は、センサのインキュベーション時間が１０分である標準測定サイクルを
使用して、高バフィサンプル（μＬ当たり約１０５白血球）に曝されたセンサを示す。サ
ンプルは、オプソニン化された犠牲ビーズに曝されなかった。アッセイビーズでコーティ
ングされたセンサ表面の一部は、洗浄ステップにより容易に除去されない細胞の接着層に
覆われていることが、明らかである。
【００６８】
　対照的に、図１７（Ｂ）は、センサのインキュベーション時間が１０分である標準測定
サイクルを使用して、高バフィサンプル（μＬ当たり約１０５白血球）に曝されたセンサ
を示す。しかし、図１７（Ａ）に示されるアッセイとは対照的に、図１７（Ｂ）に示され
るサンプルは、本発明の一実施形態によるオプソニン化（ＩｇＧでコーティングされた）
犠牲ビーズに曝された。アッセイビーズでコーティングされたセンサ表面の部分は、洗浄
ステップ後、図１７（Ａ）と比べた場合にかなり少ない量で細胞に接着することが明らか
である。
【００６９】
　ＩｇＧはオプソニンとして作用し、これは、貧食用の病原体、例えば白血球を作製する
ことが可能な物質である。ＩｇＧは、免疫アッセイで一般に添加されて、同時係属の米国
出願第１２／４１１，３２５号に記載されるような異好性抗体の干渉を管理し、本明細書
に記述されるＢＮＰカートリッジ内でアッセイビーズ上に存在する。その結果、ＩｇＧの
この供給源（免疫アッセイデバイス内に存在する場合）又は血液サンプル中に生来存在す
るＩｇＧのいずれかは、望ましくないことであるが白血球に対してセンサ表面をオプソニ
ン化するよう作用する可能性があると考えられる。さらに、アッセイビーズはそのサイズ
が、貧食の天然の標的である生体細胞（細菌）と同様であるので、おそらくはアッセイビ
ーズ上でのＩｇＧの蓄積によって、望ましくないことであるがこれらビーズ上での白血球
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の蓄積が促進される。これは、白血球数が高いサンプル及びおそらくは活性化免疫状態を
有するサンプルで観察された干渉に矛盾しない。本発明は、この白血球の干渉に対する解
決策を提供し、犠牲ＩｇＧでコーティングされた微粒子をサンプルに含めることによって
、それらの粒子を１次免疫試薬からセンサ上へと逸らすような、白血球活性に関するおと
り標的が提供される。
【００７０】
　ＩｇＧでコーティングされた微粒子の調製は、アッセイビーズの調製で用いられたもの
に類似した方法を使用して行った。この方法は、ＭＥＳ緩衝液（２－（Ｎ－モルホリノ）
エタンスルホン酸）中でのカルボキシル化ポリスチレン微粒子上へのＩｇＧの吸着と、そ
の後の、ＥＤＡＣ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド）
の存在下での架橋を含む。
【００７１】
　犠牲ビーズを形成するための、ある非限定的な方法について、次に述べる。好ましい手
順では、未処理の微粒子を、それらの母材（水中に１０％微粒子、Ｓｅｒａｄｙｎ）から
１８，０００ＲＣＦ（相対遠心力）で２０分間遠心分離することによりペレット化し、２
５ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液に再懸濁して１００～２００ｍｇ／ｍＬ微粒子の濃度にする。次い
で２５ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液に溶解したＩｇＧを、微粒子の重量の約１から５％に等しい量
で添加する。冷蔵庫内で１５～２０分間章動させた後、微粒子を、１３００ＲＣＦで２０
分間遠心分離することによってペレット化し、新鮮なＭＥＳ緩衝液に再懸濁して７５ｍｇ
／ｍＬの濃度にする。遠心分離からの上澄みに対し、ＩｇＧが微粒子上に吸収されたこと
を確認するために２８０ｎｍでの吸光度（有効吸光係数１．４ＡＵ／ｍｇ／ｍＬタンパク
質）を測定することによってタンパク質含量についてのアッセイを行う。新たに調製され
たＥＤＡＣ架橋剤（ＭＥＳ緩衝液中１０ｍＭ）を、再懸濁した微粒子に添加して、約２～
４ｍＭの最終濃度にする。次いで混合物を、冷蔵庫内で１２０±１５分間章動させること
によって撹拌する。次いで微粒子を、１３００ＲＣＦで２０分間遠心分離することによっ
て再びペレット化し、１／５ＰＰＳ（リン酸緩衝生理食塩液）に再懸濁し、冷蔵庫内で１
５～３０分間章動してもよい。最終の遠心分離の後、微粒子を、ＰＢＳ＋０．０５％アジ
化ナトリウム又は１：１　１／５　ＰＰＢ：ＰＳＳ（１／５　ＰＰＢは、４部の水で希釈
されたＰＢＳであり、ＰＳＳ＝タンパク質安定化溶液、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｅｎｚｙｍｅ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｐｏｎｔｙｐｏｏｌ、ＵＫ）に再懸濁して、１０％固形分濃
度にすることができる。得られた調製物を、一定分量に分け、好ましくは－６０℃で凍結
保存してもよい。このプロセスにより形成されたＰＢＳ中に懸濁された微粒子を、本明細
書に記述される実験で用い、血液サンプルに直接投与した。
【００７２】
　本明細書に記述される実験での使用に関して記述されるように、高濃度又は高バフィ全
血サンプルの調製は、下記の通りであった。新鮮な全血を、ドナーから、２つの６ｍＬ　
ＥＤＴＡ抗凝血Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ（商標）内に引き抜き、２０００ＲＣＦで１０分間
遠心分離した（標準ロータ）。ＢＮＰ「陽性」サンプルが望まれる場合、試験管にＢＮＰ
抗原を加えた後に遠心分離した。血漿／バフィコート／赤血球の界面の直上１ミリメート
ルを除く全ての血漿を引き出して、取っておいた。次いで界面領域を、ピペッタを使用し
て引き出し（できる限り多くのバフィコート層を取り出す目的で）、取っておいた。次い
で赤血球を取り出し、取っておいた。バフィコート材料と、血漿及び赤血球画分のより少
ない部分とを再度組み合わせることにより、通常のサンプルヘマトクリットを維持しなが
ら、例えば３５～５５重量％を維持しながら、高バフィ血液サンプルを生成することが可
能になった。同様に、バフィが少なく又は本質的にない材料（白血球及び血小板）が存在
するサンプルを、生成することができる。
【００７３】
　実験では、ＢＮＰ試験カートリッジを：（ｉ）高バフィサンプル、（ｉｉ）流す直前に
ＰＢＳ中でＩｇＧ（μＰ－ＩｇＧ）でコーティングされた１０重量パーセント微粒子の１
０体積パーセントの懸濁液で処理した高バフィサンプル、（ｉｉｉ）高ヘマトクリット白
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血球フリーサンプル、及び（ｉｖ）低ヘマトクリット白血球フリーサンプルで試験した。
【００７４】
　図２１は、電気化学的免疫センサシグナル勾配に対する白血球干渉の影響と、勾配に対
する犠牲微粒子処理の影響を示す、図式的データを含有する。右及び左パネルには、セン
サが示されている。
【００７５】
　勾配（ｙ軸）は、通常の全血サンプル（右パネル）及び高バフィ血液サンプル（高濃度
の白血球、高バフィ、左パネル）に関して、正味のシグナル（ｘ軸）の関数としてプロッ
トした。左パネルは、犠牲ビーズが存在しない状態で、高バフィサンプルで観察されたシ
グナル勾配の、かなりのばらつきを示す（サブロット１）。このばらつきは、犠牲微粒子
の存在下で実質的に緩和される（サブロット２及び３）。最小シグナル勾配のばらつきは
、犠牲微粒子が存在し犠牲微粒子が存在しない両方の通常の全血サンプル（右パネル）で
、観察されたことに留意されたい。
【００７６】
　アッセイ後のセンサの顕微鏡検査では、高バフィ（ＨＢ）に流したチップ上に厚い堆積
が存在し、ＨＢ／μＰ－ＩｇＧに流したサンプル上には堆積が存在しないことが明らかに
された。免疫センサの顕微鏡写真を図１７（Ａ）及び１７（Ｂ）に示し、それらに関連し
たアナライザ波形を図２２（Ａ）及び（Ｂ）にそれぞれ示す。図２０に示される血液サン
プルに接触させる前の当初の免疫センサと、犠牲ビーズの好ましい製剤で処理した血液に
接触させた後の免疫センサ（図１７（Ｂ））との比較から、視覚的に著しい改善があるこ
と、即ち図１７（Ａ）と比較して接着した白血球が低減したことが明らかである。多くの
観察結果に基づけば、この視覚的な改善は、免疫センサ性能の実際の改善に直接相関する
。
【００７７】
　追加の実験は、干渉現象が血漿単独で又は血小板を含有するが白血球を含有しないサン
プルでは生じることがなく、しかし高バフィレベルを含有するサンプルでのみ生じること
を示した。さらに、より小さな微粒子、例えばＩｇＧでコーティングされた０．２μｍ未
満の平均粒度を有するものは、より大きな粒子の場合と同じ干渉緩和作用をセンサ勾配に
対して発揮しない。好ましくは、ＩｇＧでコーティングされた微粒子（犠牲ビーズ）の平
均粒度は、０．０１から２０μｍであり、例えば０．１から２０μｍ、１から１０μｍ、
０．１から５μｍ、又は２から５μｍである。犠牲微粒子の粒度分布は、好ましくは単峰
性であるが、多峰性分布も可能である。原則として、正しいサイズの且つオプソニン化さ
れることが可能な任意の粒子を使用してもよく；しかしポリスチレンビーズが好ましい。
好ましい態様では、ヤギ又はヒツジＩｇＧでコーティングされた粒子が用いられるが、例
えばマウス又はウサギＩｇＧなどのその他のＩｇＧ供給源を用いてもよい。一般に、微粒
子のサイズは重要であるが、その組成又はＩｇＧの供給源は重要ではないことがわかった
。犠牲ビーズに関しては、これらのビーズは、好ましくは、ポリスチレン、ポリアクリル
酸、及びデキストランからなる群から選択される材料で形成された基材ビーズを含み、約
０．０１μｍから約２０μｍの範囲の平均粒度を有することができ、より好ましくは０．
１μｍから５μｍ又は約２μｍから約５μｍの範囲の平均粒度を有することができる。球
状ビーズの使用が好ましいが、その他のビーズ構造、例えば長円形及びその他の不規則な
形状の粒子が、本明細書で使用されるビーズ及び微粒子という用語の意味に含まれること
に留意されたい。この場合、平均粒度は、当技術分野で周知の方法によって決定されるよ
うに、粒子の平均最長寸法、例えば球状粒子の場合は直径を指す。
【００７８】
　まとめると、これらの実験データは、センサが洗浄サイクルにおいてそれほど透過性で
はなくなる現象については白血球が主に原因となっており、且つこの免疫アッセイ干渉は
犠牲ＩｇＧコーティング粒子をアッセイ媒体に添加することによって緩和することができ
るという結論を、裏付けている。
【００７９】
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　免疫センサの好ましい実施形態のウエハレベル微細加工は、下記の通りである。ベース
電極（図９の９４）は、１５μｍの中心上に７μｍのゴールドディスクの四角形のアレイ
を含む。アレイは、直径約６００μｍの円形領域を覆い、厚さ０．３５μｍのポリイミド
の薄層を、Ｓｉ／ＳｉＯ２／ＴｉＷ／Ａｕを含む一連の層から作製された基材に光パター
ニングすることによって実現される。７μｍの微小電極のアレイは、露出金属のキャパシ
タンスに関連した任意の電気化学的バックグラウンド電流からの関与を低減させた状態で
、電気活性種の高い収集効率を提供する。金属上にＰＶＡ層を含めることにより、バック
グラウンド電流の低減を著しく強化する。
【００８０】
　多孔質ＰＶＡ層は、ＰＶＡとスチルビゾニウム光活性架橋剤との水性混合物を、ウエハ
上の微小電極にスピンコーティングすることによって調製する。スピンコーティング混合
物は、任意選択で、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含む。次いで光パターニングして、
アレイの上方及び周りの領域のみを覆い、好ましくは約０．６μｍの厚さを有する。
【００８１】
　示差測定の一般的概念は、電気化学及び感知の分野で公知である。電気化学的免疫感知
システムで干渉シグナルを低減させるための新規な手段について、次に記述する。しかし
、何対かの電流測定電気化学的センサについて記述するが、電位差測定センサ、電界効果
トランジスタセンサ、及び伝導度測定センサを含むその他の電気化学的感知システムも等
しく有用である。光センサ、例えば消光波センサ及び光導波路と、音波及び温度測定感知
なども含めたその他のタイプの感知にも適用可能である。したがって、固定化抗体は、電
流測定電極、電位差測定電極、伝導度測定電極、光導波路、表面プラズモン共鳴センサ、
音波センサ、及び圧電センサからなる群から選択されるセンサに結合されていてもよい。
理想的には、非競合的アッセイの実施形態において、免疫センサ（ＩＳ）からのシグナル
は、固定化抗体（Ａｂ１）、分析物、及び標識されたシグナル抗体（Ａｂ２）を含むサン
ドイッチ状態の形成からのみ得られ、この標識（例えば、酵素）は基質（Ｓ）と反応して
、下記のスキーム（１）に示される検出可能な生成物（Ｐ）を形成するものである。
　　　　　　表面－Ａｂ１－分析物－Ａｂ２－酵素；酵素＋Ｓ→Ｐ　　（１）
【００８２】
　シグナル抗体（Ａｂ２）のいくつかは、下記のスキーム（２）及び（３）に示されるよ
うに、表面に非特異的に結合できることが公知であり、洗浄ステップ中に免疫センサ領域
から（最大約１００ミクロン離れて）完全には洗い流すことはできず、表面－Ａｂ１－分
析物－Ａｂ２－酵素の免疫アッセイサンドイッチ構造の関数ではない、検出された生成物
全体の一部分が生じ、それによって干渉シグナルが生成されると考えられる。
　　　　　　表面－Ａｂ２－酵素；酵素＋Ｓ→Ｐ　　（２）
　　　　　　表面－分析物－Ａｂ２－酵素；酵素＋Ｓ→Ｐ　　（３）
【００８３】
　上述のように、第２の免疫センサは任意選択で、免疫参照センサ（ＩＲＳ）として働き
且つ１次免疫センサで生じた場合と同じ（又は予測可能に関連付けられた）程度のＮＳＢ
を与えるカートリッジ内に、配置することができる。干渉は、この免疫参照センサのシグ
ナルを１次免疫センサのシグナルから差し引くことによって、即ちシグナルのＮＳＢ成分
を除去することによって低減させることができ、下記のスキーム（４）に示されるように
アッセイの性能が向上する。この補正は、任意選択で、追加のオフセット値の減算又は加
算を含んでいてもよい。
　　　　　　補正シグナル＝ＩＳ－ＩＲＳ　　（４）
【００８４】
　免疫参照センサについて、その全ての有意な観点（例えば、寸法、多孔質スクリーニン
グ層、ラテックス粒子コーティング、及び金属電極組成物）は、分析物に対する捕獲抗体
（例えば、ｃＴｎＩ）が、高濃度でサンプル（正常及び病的なものの両方）中に自然に生
じる血漿タンパク質に対する抗体により置き換えられること以外、好ましくは１次免疫セ
ンサと同じである。免疫センサ及び参照免疫センサは、隣接する構造９４及び９６として
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それぞれ、図９に示されるようにシリコンチップ上に製作することができる。好ましい実
施形態は、トロポニンＩ及びＢＮＰアッセイについて記述されるが、この構造は、例えば
トロポニンＴ、クレアチンキナーゼＭＢ、プロカルシトニン、ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴｐｒｏ
ＢＮＰ、ミオグロビンなどを含めたその他の心臓マーカーアッセイと、それに加えてＰＳ
Ａ、Ｄ－ダイマー、ＣＲＰ、ＨＣＧ、ＮＧＡＬ、ミエロペルオキシダーゼ、及びＴＳＨな
どの臨床診断に使用されるその他のサンドイッチアッセイにも有用である。
【００８５】
　血漿タンパク質に結合する適切な抗体の例には、ヒト血清アルブミン、フィブリノゲン
、及びＩｇＧ　ｆｃ領域に対する抗体が含まれ、アルブミンが好ましい。しかし、約１０
０ｎｇ／ｍＬよりも高い濃度で生じる任意の天然タンパク質又は血液成分を、適切な抗体
が利用可能である場合に使用することができる。しかしタンパク質は、分析物アッセイを
行うのに必要な時間に比べて素早くセンサをコーティングするのに十分な量で、存在すべ
きである。好ましい実施形態では、タンパク質は、血液サンプルに接触してから約１００
秒以内で、参照免疫センサ上で利用可能な抗体の５０％超を結合するのに十分な濃度で、
血液サンプル中に存在する。一般に、第２の固定化抗体は、約１×１０－７から約１×１
０－１５Ｍの親和定数を有する。例えば、血液サンプル中のアルブミンは約１×１０－４

Ｍと高モル濃度であるので、約１×１０－１０Ｍの親和定数を有するアルブミンに対する
抗体が好ましい。
【００８６】
　サンプル由来の天然アルブミンによって覆われた表面を提供することにより、存在し得
るその他のタンパク質及び細胞材料の結合が著しく低減することがわかった。この方法は
、一般に、ＮＳＢを最小限に抑えるのに従来の遮断薬を使用する従来の免疫アッセイより
も優れているが、その理由は、これら薬剤が典型的には乾燥されていなければならないか
らであり、且つ分解する可能性があって、望まれるよりも粘着性のある表面が生成され、
年と共にＮＳＢが上昇するような、使用前の何カ月間又は何年間は安定なままでなければ
ならないからである。対照的に、本明細書に記述される方法は、使用時に真新しい表面を
提供する。
【００８７】
　ＮＳＢの影響が低減するように示差測定を行うための参照免疫センサを備えた心臓脳性
ナトリウム利尿ペプチド（ＢＮＰ）に関する免疫センサについて、次に記述する。抗ＢＮ
Ｐ及び抗ＨＳＡでコーティングされたカルボキシレート修飾ラテックス微粒子（Ｂａｎｇ
ｓ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．又はＳｅｒａｄｙｎ　Ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃ
ｌｅｓ　Ｉｎｃ．から供給される。）は、共に同じ方法により調製される。粒子には、ま
ず遠心分離によって緩衝液交換がなされ、その後、抗体が添加され、この抗体は粒子表面
に受動的に吸着される。次いで粒子上のカルボキシル基を、ｐＨ６．２のＭＥＳ緩衝液中
のＥＤＡＣで活性化して、抗体に対するアミド結合を形成する。あらゆるビーズ凝集が遠
心分離によって除去され、完成したビーズを凍結保存する。
【００８８】
　抗ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）抗体の場合、ラテックスビーズの飽和被覆によって、
ビーズ質量が約７％増加することがわかった。コーティングされたビーズは、抗ＨＳＡ　
７ｍｇ及びビーズ１００ｍｇを含む混合物からの共有結合を使用して調製した。この調製
物を使用して、脱イオン水中に約１％固形分を含む約０．４ｎＬの液滴を、センサ９６％
を覆う光パターニングされた多孔質ポリビニルアルコール選択透過層上に微量吐出し（そ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，５５４，３３９号の方法及び
装置を使用して）、乾燥させた。乾燥した粒子は多孔質層に接着し、それらが血液サンプ
ル又は洗浄流体中に溶解するのを実質的に防止する。
【００８９】
　ＢＮＰ抗体の場合、ラテックスビーズ表面の飽和被覆によって、ビーズの質量増加が約
１０％になった。このように、抗ＢＮＰ　１０ｍｇを、カップリング試薬と共にビーズ１
００ｍｇに添加することにより、飽和被覆が実現された。次いでこれらのビーズをセンサ
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９４に微量吐出した。
【００９０】
　別の実施形態では、免疫センサ９４を、血漿タンパク質抗体、例えば抗ＨＳＡと、分析
物抗体、例えば抗ＢＮＰとを共に有するビーズでコーティングする。ビーズ１００ｍｇ当
たり約２ｍｇ以下の抗ＨＳＡで作製され、次いで抗ＢＮＰで飽和コーティングされたラテ
ックスビーズは、免疫センサで優れたＮＳＢ特性を提供する。トロポニンアッセイの勾配
（シグナル対分析物濃度）は、利用可能な分析物（抗原）を捕獲するためにビーズ上に十
分な抗ＢＮＰがあるので、実質的に影響を受けないことが見出された。異なる抗体ごとの
ビーズ飽和濃度と、標的分析物に対する抗体のみを備えたビーズを有する免疫センサの勾
配とを決定することにより、抗体の組合せの適切な比を、所与の分析物及び血漿タンパク
質の両方に対する抗体を有するビーズに関して決定することができる。
【００９１】
　参照免疫センサを有する免疫センサの重要な態様は、血漿タンパク質の層、好ましくは
ＨＳＡ／抗ＨＳＡの組合せによって生成された表面の、「ヒト化」である。これは、抗体
－酵素コンジュゲートのＮＳＢをそれほど引き起こさないビーズを作製するように見える
。ビーズのばらつきも低減するように見える。理論に拘泥するものではないが、センサが
サンプルで覆われるにつれ、これらのセンサは抗ＨＳＡ表面により天然アルブミンで素早
くコーティングされるように見える。このため、製造中に乾燥され且つ長期間の保存後に
典型的には再水和される従来の遮断材料に比べ、優れた結果が得られる。センサ表面を「
ヒト化」する別の利点は、ヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）及びその他の異好性抗体の干渉
に対して、必要以上の形態の耐性を提供することである。免疫アッセイに対するＨＡＭＡ
の作用は周知である。
【００９２】
　本発明のデバイス及び方法に用いることができる免疫参照センサの別の用途は、分析サ
イクル中に得られる洗浄効率をモニタすることである。上述のように、バックグラウンド
ノイズの１つの供給源は、依然として溶液中にある、又はセンサに非特異的に吸収され且
つ洗浄ステップにより除去されていない、少量の酵素コンジュゲートである。本発明のこ
の態様は、例２で記述される空気セグメントを導入することにより、少ない体積の洗浄流
体を使用して効率的な洗浄ステップを行うことに関する。
【００９３】
　電流測定電気化学的システムである好ましい実施形態の実施において、ＡＬＰの活性か
ら生じる免疫センサ９４及び免疫参照センサ９６でのｐ－アミノフェノールの酸化に伴う
電流は、アナライザにより記録される。免疫センサ及び免疫参照センサでの電位は、銀－
塩化銀参照電極に対して同じ値で安定する。干渉の影響を除去するために、アナライザは
、上記方程式（４）に従い、免疫参照センサのシグナルを免疫センサのシグナルから差し
引く。２つのセンサの間に特徴的な一定のオフセットがある場合は、その値も差し引く。
免疫参照センサは、免疫センサと同じ非特異的性質の全てを有することは必ずしも必要で
はなく、アッセイの洗浄及びＮＳＢ部分の両方で一貫して比例しているだけでよいことが
理解されよう。アナライザに組み込まれたアルゴリズムは、２つのセンサ間の、任意のそ
の他の本質的に一定の相違を明らかにすることができる。
【００９４】
　免疫センサ単独ではなく、免疫センサ及び免疫参照センサの示差的組合せの使用により
、下記の改善がアッセイにもたらされる。好ましい実施形態では、カートリッジのデザイ
ンにより、約１０μＬの血液サンプル中に溶解した約４０億～５０億個の酵素コンジュゲ
ート分子をもたらす乾燥試薬が提供される。結合及び洗浄ステップの終わりでは、センサ
における酵素分子の数が約７０，０００である。好ましい実施形態による実験では、非特
異的に結合したバックグラウンドとして、免疫センサ及び参照免疫センサ上に、平均して
約２００，０００（±約１５０，０００）酵素分子が存在した。免疫参照センサを用いた
示差測定を使用して、不確定性の約６５％を除去し、アッセイの性能が著しく改善された
。その他の実施形態は、別の改善の程度を有するが、アッセイ性能を全体的に改善する原
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則はそのままである。
【００９５】
　任意選択の免疫参照センサの追加の用途は、コンジット全体にわたり材料を堆積し且つ
多量の電流を免疫センサ及び免疫参照センサの両方で測定させる、不適正に抗凝血したサ
ンプルなどの、異常なサンプル状態を検出することである。この作用は、測定ステップ中
の、非特異的に吸着された酵素及びセンサ上の洗浄流体の薄層内に残されている酵素の両
方に関連する。
【００９６】
　任意選択の免疫参照センサの別の用途は、洗浄効率に関してシグナルを補正することで
ある。ある実施形態では、免疫センサでのシグナルレベルは、洗浄の程度に依存する。例
えば、より多くの流体／空気セグメントの移行による洗浄が長くなるほど、特異的に結合
したコンジュゲートの一部が洗い流されるのでより低いシグナルレベルを与えることがで
きる。これは比較的小さな作用、例えば５％未満と考えられるが、補正により、アッセイ
の全体的性能を改善することができる。補正は、センサでの相対シグナルに基づいて実現
され、又は、センサに隣接するコンジットに位置付けられて空気セグメント／流体の移行
の回数を検出し且つカウントするセンサとして働く伝導度センサと併せて実現される。こ
れは、アナライザに組み込まれたアルゴリズム補正手段への入力をもたらす。
【００９７】
　内因性タンパク質、例えばＨＳＡを用いた参照免疫センサの別の実施形態では、外因性
タンパク質、例えばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）に対する抗体でコーティングされた免
疫参照センサを有することによって、同じ目標を達成することが可能である。この場合、
センサに接触する前に追加の試薬として提供されたＢＳＡの一部をサンプル中に溶解する
ステップが、必要とされる。この溶解ステップは、カートリッジのサンプル保持チャンバ
内で乾燥試薬としてＢＳＡを用いることによって、又は外部収集デバイス、例えばＢＳＡ
でコーティングされた注射器で、行うことができる。この手法はある利点をもたらし、例
えばタンパク質を、表面電荷、特異的表面基、及びグリコシル化の程度などに合わせて選
択することができる。これらの性質は、内因性タンパク質の利用可能な選択で必ずしも存
在している必要はないと考えられる。
【００９８】
　塩の他に、その他の試薬が、免疫アッセイでの全血精度を改善することができる。これ
らの試薬は、迅速な溶解を促進させる方法で血液サンプルに提供されるべきである。血液
保持チャンバ（又は別のコンジット）の壁面にコーティングされた、セルロース、ポリビ
ニルアルコール、及びゼラチン（又はこれらの混合物）を含む支持母材は、迅速な溶解を
促進させ、例えば１５秒未満で９０％超の溶解が完了する。
【００９９】
　本発明のカートリッジには、サンプル及び第２の流体が、アッセイ進行中に異なる時間
でセンサアレイに接触できるという利点がある。またサンプル及び第２の流体は、それぞ
れのコンジット内で乾燥コーティングとして最初に存在するその他の試薬又は化合物で、
独立して修正されてもよい。カートリッジ内での液体の制御された動きは、サンプル又は
流体がコンジットの新しい領域にいつ移動したとしても、複数の物質を各液体に入れて修
正することをさらに可能にする。このように、多数の修正が各流体にもたらされ、行うこ
とができる複雑な自動化アッセイが大幅に拡張され、したがって本発明の有用性が強化さ
れる。
【０１００】
　使い捨てカートリッジでは、含有される液体の量は、コスト及びサイズが最小限に抑え
られるように少なく保たれることが好ましい。したがって本発明では、センサアレイ又は
その他の領域上にセグメントの空気－液体界面を通して少なくとも１回濯ぐことにより、
コンジットの清浄化及び濯ぎを補助するために、コンジット内のセグメントを使用するこ
ともできる。より大量の流体による連続的な濯ぎに比べ、それほど流体を使用しないより
効率的な濯ぎは、この方法により実現されることがわかった。
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【０１０１】
　コンジット内の制約は、本発明のいくつかの目的に適うものである。サンプル保持チャ
ンバと第１のコンジットとの間に位置付けられたキャピラリーストップは、キャピラリー
ストップの抵抗が克服されるように十分な圧力が加えられるまで保持チャンバ内のサンプ
ルの変位を防止することによって、保持チャンバ内でのサンプルの計量を容易にするのに
使用される。第２のコンジット内の制約は、流体が狭窄部に達したときに、廃棄物チャン
バに向けて代替経路に沿って洗浄流体を逸らすのに使用される。ガスケット内の小さな穴
は、疎水性コーティングと共に、十分な圧力が加えられるまで、第１のコンジットから第
２のコンジットに流れるのを防止するために設けられる。本発明のコンジット内及びコン
ジット同士の液体の流れを制御する特徴を、本明細書ではまとめて弁と呼ぶ。
【０１０２】
　したがって本発明の一実施形態は、分析物センサ又は分析物センサのアレイを含有する
第１のコンジットにサンプル保持チャンバが接続された、単回使用カートリッジを提供す
る。流体を部分的に含有する第２のコンジットは第１のコンジットに接続され、空気セグ
メントは、流体をセグメント化するために、第２のコンジットに流体を導入することがで
きる。ポンプ手段は、第１のコンジット内のサンプルを変位させるために設けられ、この
ため流体は、第２のコンジットから第１のコンジットに変位する。したがってセンサ（単
数又は複数）は、最初にサンプルと接触することができ、次いで第２の流体と接触するこ
とができる。
【０１０３】
　別の実施形態では、カートリッジは、第１のコンジットと廃棄物チャンバとの間に位置
付けられた閉鎖可能な弁を含む。この実施形態では、第１のコンジットに接続された単一
ポンプ手段のみ使用して、第２のコンジットから第１のコンジットへの流体の変位が可能
になる。この実施形態はさらに、本発明のカートリッジのコンジットの効率的な洗浄を可
能にし、これは小型の単回使用カートリッジに重要な特徴である。動作中、サンプルは変
位してセンサに接触し、次いで閉鎖可能な弁を通って廃棄物チャンバへと変位する。湿潤
状態になると、閉鎖可能な弁は廃棄物チャンバへの開口を密閉し、気密封止を提供するが
、これにより、第１のコンジットに接続されたポンプ手段のみ使用して、第２のコンジッ
ト内の流体を引き出してセンサに接触するようにする。この実施形態では、閉鎖可能な弁
により、流体はこのように変位することが可能になり、空気が第１のコンジットから廃棄
物チャンバに進入するのを防止する。
【０１０４】
　別の実施形態では、コンジットにセグメントを導入するための閉鎖可能な弁及び手段の
両方が提供される。この実施形態には多くの利点があり、その中でも、セグメント化され
た流体をセンサ又はセンサアレイ上で往復させることができる利点がある。したがって第
１のセグメント又はセグメントの集合は、センサを濯ぐのに使用され、次いで新鮮なセグ
メントに置き換わって測定が行われる。ただ１つのポンプ手段（第１のコンジットに接続
される）しか必要としない。
【０１０５】
　別の実施形態では、分析物の測定は、分析物センサをコーティングする液体の薄膜で行
われる。そのような薄膜測定は、好ましくは電流測定によって行われる。このカートリッ
ジは、サンプルが弁から排出されたときに密閉される閉鎖可能な弁と、少なくとも１つの
空気セグメントを計量流体中に引き続き導入させるコンジット内の空気ベントとの両方を
有する点が、前述の実施形態とは異なっており、それによって、サンプルがセンサから濯
がれる効率が上昇し、測定前にセンサから実質的に全ての液体を除去することがさらに可
能になり、新鮮な液体のセグメントをセンサの端から端まで移動させることにより連続的
な反復測定がさらに可能になって、改善された精度が得られ且つ再現性の内部チエックが
行われる。
【０１０６】
　非競合的アッセイの実施形態では、上記にて論じたように、低濃度の免疫活性分析物を
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検出するための分析スキームが、上記にて論じた酵素標識抗体／分析物／表面結合抗体「
サンドイッチ」複合体の形成に依拠する。サンプル中の分析物濃度は、酵素の比例表面濃
度に変換される。酵素は、基質を検出可能な生成物に変換することによって、分析物の化
学シグナルを増幅することが可能である。例えば、アルカリホスファターゼが酵素である
場合、単一の酵素分子は、１分当たり約９千個の検出可能な分子を生成することができ、
電気活性種がアルカリホスファターゼの代わりに抗体に結合されるスキームに比べ、分析
物の検出性に数桁の改善がもたらされる。
【０１０７】
　免疫センサの実施形態では、まずセンサをサンプルに接触させ、次いで洗浄流体に接触
させ、その後にセンサからの応答を記録することが有利である。特定の実施形態では、白
血球の干渉を低減させるためにＩｇＧでコーティングされた微粒子で修正することに加え
、修正されたサンプルがセンサに接触する前にサンプル内の問題となっている分析物に結
合する抗体－酵素コンジュゲート（シグナル抗体）で、サンプルを修正する。サンプル中
での結合反応は、分析物／抗体－酵素複合体を生成する。センサは、電極表面に近接して
結合された、分析物に対する固定化抗体を含む。センサに接触すると、分析物／抗体－酵
素複合体は、電極表面付近の固定化抗体に結合する。この時点で、センサからのバックグ
ラウンドシグナルが最小限に抑えられるように、結合していない抗体－酵素コンジュゲー
トをできる限り多く電極近傍から除去することが有利である。抗体－酵素複合体の酵素は
、流体中にある場合、基質を変換して電気化学的に活性な種を生成できることが有利であ
る。この活性種は電極近くに生成され、適切な電位が印加されたときに電極での酸化還元
反応から電流を供給する（電流測定操作）。或いは、電気活性種がイオンである場合は電
位差測定により測定することができる。電流測定では、電位は、測定中は固定されていて
もよく又は所定の波形に従い変化してもよい。例えば、サイクリックボルタンメトリーの
周知の技法で使用されるように、限度間の電位を掃引するのに三角波を使用することがで
きる。或いは、方形波などのデジタル技法を使用して、電極に隣接する電気活性種の検出
感度を改善することができる。電流又は電圧測定から、サンプル中の分析物の量又は存在
を計算する。これら及びその他の分析的な電気化学的方法は、当技術分野で周知である。
【０１０８】
　カートリッジが免疫センサを含む実施形態では、免疫センサは、金、白金、又はイリジ
ウムなどの非反応性金属のベースセンサと、微粒子、例えばラテックス粒子に結合された
生物活性層に重ねられた多孔質選択透過層とから、有利に微細加工される。微粒子が、電
極表面を覆う多孔質層上に吐出され、接着した多孔質生物活性層を形成する。生物活性層
は、問題となっている分析物に特異的に結合し、又は分析物が存在する場合に検出可能な
変化を現す性質を有し、最も好ましくは分析物に対する固定化抗体である。
【０１０９】
　図を参照すると、本発明のカートリッジは、カバー、図１及び２、ベース、図４、及び
ベースとカバーとの間に配置された薄膜接着ガスケット、図３を含む。次に図１を参照す
ると、カバー１は、剛性材料で、好ましくはプラスチックで作製され、亀裂が生じること
なくフレキシブルヒンジ領域５、９、１０で繰返し変形することが可能である。カバーは
、フレキシブルヒンジ９によってカバー本体に取着された蓋２を含む。動作中、サンプル
保持チャンバ３４にサンプルを導入した後に、蓋を、サンプル進入ポート４への入口を覆
うように固定して、サンプルの漏れを防止することができ、且つ蓋は、フック３によって
所定位置に保持される。カバーはさらに、カバー本体に対して移動可能であり且つフレキ
シブルヒンジ領域５、１０によってそこに取着される、２つのパドル６、７を含む。動作
中、ポンプ手段により動作すると、パドル６は、薄膜ガスケット２１により覆われるキャ
ビティ４３を含む空気ブラダに力を加え、それによってカートリッジのコンジット内にあ
る流体を変位させる。第２のポンプ手段により動作する場合、パドル７がガスケット２１
に力を加え、その内部に切り込まれたスリット２２により変形させることができる。カー
トリッジは、読取り装置に挿入するよう適合され、したがってこの目的で、複数の機械的
及び電気的接続を有する。カートリッジの手動操作が可能であることも、明らかにされる
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べきである。したがって読取り装置にカートリッジが挿入されると、ガスケットは、キャ
ビティ４２に位置付けられた約１３０μＬの分析物／洗浄溶液（「流体」）で満たされた
流体含有ホイルパックに圧力を伝達し、スパイク３８上でパッケージを破裂させ、流体を
、ベース内の短い横断コンジットを介してセンサコンジットに接続されたコンジット３９
に排出する。分析流体は、まず分析コンジットの正面を満たし、流体をテープガスケット
の小さな開口に押し出して、キャピラリーストップとして作用する。カートリッジに加え
られるアナライザメカニズムのその他の動きを使用して、１つ又は複数のセグメントを、
分析コンジット内の制御された位置で分析流体に注入する。これらのセグメントは、セン
サ表面及び周囲のコンジットを最小限の流体で洗浄するのを助けるために使用される。
【０１１０】
　カバーはさらに、薄い可撓性のフィルム８で覆われた穴を含む。動作中、フィルムに加
えられた圧力は、１つ又は複数の空気セグメントを、ガスケットの小さな穴２８に通して
コンジット２０に排出する。
【０１１１】
　図２を参照すると、ベースの下面はさらに、第２のコンジット１１及び第１のコンジッ
ト１５を含む。第２のコンジット１１は、流体の流れに抵抗をもたらすことによって流体
の流れを制御する、狭窄部１２を含む。任意選択のコーティング１３、１４は疎水性表面
を提供し、ガスケットの穴３１、３２と一緒になって、第２及び第１のコンジット１１、
１５の間の流体の流れを制御する。ベースのリセス部１７は、コンジット３４内の空気が
、ガスケットの穴２７を通ってコンジット３４に通るための経路を提供する。
【０１１２】
　図３を参照すると、薄膜ガスケット２１は、ベース内のコンジットとカバーとの間の流
体の移動を容易にするための、及び必要に応じてガスケットを加圧下で変形させるための
、様々な穴及びスリットを含む。したがって、穴２４は、流体をコンジット１１から廃棄
物チャンバ４４に流動させ；穴２５は、コンジット３４と１５との間にキャピラリースト
ップを含み；穴２６は、空気をリセス部１８とコンジット４０との間で流動させ；穴２７
は、リセス部１７とコンジット３４との間で空気の移動をもたらし；穴２８は、流体をコ
ンジット１９から任意選択の閉鎖可能な弁４１を介して廃棄物チャンバ４４に流動させる
。穴３０及び３３は、切欠き部３５及び３７にそれぞれ収容される複数の電極を、コンジ
ット１５内の流体に接触させる。特定の実施形態では、切欠き部３７は、接地電極及び／
又は対向参照電極を収容し、切欠き部３５は、少なくとも１つの分析物センサと、任意選
択で伝導度測定センサとを収容する。図３において、テープ２１には、２２にスリットが
入れられており、３つの切込み２２によって取り囲まれたテープは、機器が下向きの力を
加えることにより尖端部３８上で要素４２内の検量パウチが破れたときに、変形可能にな
る。テープは、２３にも切込みが入れられており、したがってテープは、機器が下向きの
力を与えたときに要素４３に向かって下向きに撓むようになり、チャンバ４３から空気を
排出し、サンプル流体をコンジット１５内に通してセンサに向けて移動させる。図３の要
素２９は、図２のカバー内の領域を図４のベースに接続するテープの開口として働く。
【０１１３】
　図４を参照すると、コンジット３４は、サンプル進入ポート４を、アセンブルされたカ
ートリッジの第１のコンジット１１に接続するサンプル保持チャンバである。切欠き部３
５は、分析物センサ（単数又は複数）又は分析物応答面を、任意選択の伝導度測定センサ
（単数又は複数）と共に収容する。切欠き部３７は、電気化学的センサの戻り電流経路と
して必要に応じて接地電極を収容し、任意選択の伝導度測定センサを収容することもでき
る。切欠き部３６は、ガスケットの穴３１及び３２の間に流路を提供して、流体が第１及
び第２のコンジットの間を通過できるようにする。リセス部４２は、流体含有パッケージ
、例えば破裂性パウチを、アセンブルされたカートリッジに収容するが、このパウチは、
読取り装置に挿入されたときにパドル７に加えられた圧力によって、釘状突起３８により
穿孔されるものである。穿孔されたパッケージからの流体は、第２のコンジット３９に流
入する。空気ブラダは、ガスケット２１によってその上面が密閉されるリセス部４３を含
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む。空気ブラダは、ポンプ手段の一実施形態であり、パドル６に加えられる圧力、即ちコ
ンジット４０内の空気を変位させ、それによってサンプルをサンプルチャンバ３４から第
１のコンジット１５内に変位させる圧力によって作動する。
【０１１４】
　空気が、ブラダ及びキャピラリーストップ２５からサンプル保持チャンバ（ガスケット
の穴２７）に進入する位置は共に、サンプル保持チャンバの所定の容積を定める。この容
積に対応するサンプルの量は、パドル６が押圧されたときに第１のコンジットへと変位す
る。したがってこの配置構成は、計量されていないサンプルの計量された量をカートリッ
ジのコンジット内に送達するための計量手段の、１つの可能性ある実施形態である。
【０１１５】
　本発明のカートリッジでは、サンプルセグメントを計量するための手段が、ベースプラ
スチック部分に提供される。セグメントのサイズは、ベースのコンパートメントのサイズ
と、テープガスケット内のキャピラリーストップ及び空気パイプの穴の位置とによって制
御される。この体積は、２から２００μＬまで容易に変化させることができる。サンプル
サイズのこの範囲の拡張は、本発明の文脈において可能である。
【０１１６】
　流体は、試薬（例えば、粒子、可溶性分子、若しくはＩｇＭ、又はこれらの断片）を修
正するのに使用することができる分析前コンジット１１を通過してサンプル中に押し出さ
れ、その後、センサコンジット１９に供給される。或いは修正試薬は、部分１６を超えた
部分１５内に位置付けてもよい。サンプルを分析前コンジット内に押し通すことにより、
ダイヤフラムポンプのパドル７に張力が導入されるようにも働き、流体変位の動作に対す
るその反応性が改善される。
【０１１７】
　いくつかのアッセイでは、計量は、分析物の定量が必要な場合に有利である。廃棄物チ
ャンバは、コンジットから排出されるサンプル及び／又は流体用に設けられて（４４）、
カートリッジの外面の汚染を防止する。廃棄物チャンバを外部雰囲気に接続するベントも
設けられる（４５）。カートリッジの１つの望ましい特徴とは、サンプルが一旦導入され
たら分析を終了させることができ、作業者又はその他の物がサンプルに接触することなく
カートリッジを廃棄することができることである。
【０１１８】
　図５を参照すると、カートリッジ及び構成要素の特徴の概略図が示されており、５１～
５７は、サンプル又は流体を修正するために任意選択で乾燥試薬でコーティングすること
ができる、コンジット及びサンプルチャンバの部分である。サンプル又は流体は、乾燥試
薬上を少なくとも１回通過してこの試薬を溶解する。サンプルを修正するのに使用される
試薬は、下記の物質、即ち：抗体－酵素コンジュゲート（シグナル抗体）、ＩｇＭ及び／
又はその断片、ＩｇＧ及び／又はその断片、及びアッセイ化合物の中での特異的又は非特
異的結合反応を防止するその他の遮断薬、及び／又は白血球の干渉を低減させるための、
上述のＩｇＧでコーティングされた微粒子１つ又は複数を含んでいてもよい。可溶性では
ないが、アッセイ成分とカートリッジの内面との非特異的吸着を防止するのを助ける表面
コーティングも、設けることができる。
【０１１９】
　特定の実施形態では、閉鎖可能な弁が、第１のコンジットと廃棄物チャンバとの間に設
けられる。一実施形態では、この弁５８は、不透過性物質でコーティングされた、乾燥し
たスポンジ材料を含む。動作中、スポンジ材料とサンプル又は流体とを接触させることに
より、スポンジが膨潤して、キャビティ４１（図４）を満たし、それによって、液体が廃
棄物チャンバ４４にさらに流れるのを実質的に遮断する。さらに、湿潤状態の弁は、第１
のコンジットと廃棄物チャンバとの間の空気の流れも遮断し、サンプルチャンバに接続さ
れた第１のポンプ手段によって第２のコンジット内の流体を変位させ、流体を第２のコン
ジットから第１のコンジットへと、下記の手法で変位させる。
【０１２０】
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　免疫センサカートリッジの概略的レイアウトを示す図６を参照すると、３つのポンプ６
１～６３が設けられている。これらのポンプを、特定の実施形態に関して記述してきたが
、ポンプ６１～６３のそれぞれの機能を発揮することが可能な任意のポンプ送出デバイス
を、本発明の範囲内で使用してもよいことが容易に理解されよう。したがってポンプ１、
６１は、サンプル保持チャンバから第１のコンジット内にサンプルを変位させることが可
能であるべきであり；ポンプ２、６２は、第２のコンジット内の流体を変位させることが
可能であるべきであり；ポンプ３、６３は、少なくとも１つのセグメントを第２のコンジ
ット内に挿入することが可能であるべきである。本出願で考えられるその他のタイプのポ
ンプには、空気圧手段に接触して圧力を空気サックに加える空気サック、可撓性ダイヤフ
ラム、ピストン及びシリンダ、電気力学的ポンプ、及び音波ポンプが含まれるが、これら
に限定するものではない。ポンプ３、６３を参照すると、「ポンプ」という用語は、１つ
又は複数のセグメントを第２のコンジットに挿入させる全てのデバイス及び方法を含み、
例えば、空気を空気サックから変位させるための空気圧手段、溶解したときに気体を生成
する乾燥化学物質、又は電流源に接続された操作可能な複数の電解電極が含まれる。特定
の実施形態では、セグメントは、複数の空気ブラダ又はチャンバを有していてもよい、機
械式セグメント発生ダイヤフラムを使用して生成される。図示されるように、ウェル８は
、内部ダイヤフラムポンプと、セグメントが挿入される（２０）流体充填コンジットとを
接続する、単一の開口を有する。ダイヤフラムは、多数のセグメントが生成されてそれぞ
れが流体充填コンジット内の特定の位置に注入されるように、セグメント化することがで
きる。図６において、要素６４は、固定化抗体、分析物、及びシグナル抗体を含むサンド
イッチを形成するために免疫センサが捕獲反応を行う領域を示す。
【０１２１】
　代替の実施形態では、セグメントは、受動的特徴を使用して注入される。カートリッジ
のベースのウェルは、テープガスケットにより密閉される。ウェルを覆うテープガスケッ
トは、２つの小さな穴を両端に有する。一方の穴は開放されているが、他方の穴は、流体
に接触すると湿潤状態になるフィルタ材料で覆われている。ウェルは、セルロース繊維フ
ィルタ、濾紙、又はガラス繊維フィルタなどの緩い親水性材料で充填される。この親水性
材料は、液体を、毛管作用を介してベースのウェルに引き入れ、以前よりウェルに存在し
ていた空気を変位させる。空気は、テープガスケットの開口を通して排出され、セグメン
トを形成するが、その体積は、ウェルの体積と、緩い親水性材料の間隙体積とによって決
定されるものである。ベースのウェルへの入口の１つを覆うのに使用されるフィルタは、
流体がウェルを充填する速度を計るように選択することができ、それによって、カバーの
コンジットにセグメントが注入される速度が制御される。この受動的特徴によって、任意
の数の制御されたセグメントを、流路内の特定の位置で注入することが可能になり、最小
限のスペースしか必要としない。
【０１２２】
　本発明の開示に基づけば、本発明の方法は、分析物免疫アッセイでの白血球からの干渉
を低減させ又は排除する方法を提供することが明らかであり、この方法では、サンプル、
例えば全血サンプルを最初に収集し、次いで犠牲ビーズを含む乾燥試薬をサンプルに溶解
することによって修正する。好ましくは、キット又は方法は、血液サンプル中の白血球に
対して過剰量のビーズを提供するのに十分な犠牲ビーズを含む。この結果、溶解した犠牲
ビーズ濃度がサンプル１マイクロリットル当たり少なくとも５マイクログラムであり、例
えばサンプル１マイクロリットル当たり少なくとも１０マイクログラムであり、又はサン
プル１マイクロリットル当たり少なくとも１５マイクログラムであるサンプルが得られ、
これはサンプル中の任意の白血球に実質的に係合するのに十分である。範囲に関し、乾燥
試薬は、好ましくはサンプルに溶解して、サンプル１マイクロリットル当たりのビーズが
約５マイクログラムから約４０マイクログラム、好ましくはサンプル１マイクロリットル
当たりのビーズが約１０から約２０マイクログラムである犠牲ビーズ濃度をもたらす。ビ
ーズのサイズに応じて、これはサンプル１マイクロリットル当たり少なくとも約１０４ビ
ーズ、サンプル１マイクロリットル当たり少なくとも約１０５ビーズ、又はサンプル１マ
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イクロリットル当たり約１０５から約１０６ビーズに相当する。したがって、いくつかの
好ましい実施形態では、犠牲ビーズは、サンプル１マイクロリットル当たり少なくとも１
０４ビーズ、例えばサンプル１マイクロリットル当たり少なくとも約１０５ビーズ、又は
サンプル１マイクロリットル当たり約１０５から約１０６ビーズである溶解した犠牲ビー
ズの濃度を提供するのに十分な量で存在する。
【０１２３】
　このステップが終了したら、免疫アッセイ、例えば電気化学的免疫アッセイを、修正さ
れたサンプルに行って、分析物の濃度を決定することが可能である。
【０１２４】
　乾燥試薬の溶解及びサンドイッチ形成ステップは、同時に又は段階的な手法で行うこと
ができることに留意されたい。この方法は、心臓血管マーカーである分析物、例えばＴｎ
Ｉ、ＴｎＴ、ＣＫＭＢ、ミオグロビン、ＢＮＰ、ＮＴ－ｐｒｏＢＮＰ、及びｐｒｏＢＮＰ
を主に対象とするが、例えばβ－ＨＣＧ、ＴＳＨ、ミエロペルオキシダーゼ、ミオグロビ
ン、Ｄ－ダイマー、ＣＲＰ、ＮＧＡＬ、及びＰＳＡなどのその他のマーカーに使用するこ
ともできる。白血球の大部分を検出ステップ前に確実に隔離するには、サンプル修正ステ
ップが、約１分から約３０分の範囲の選択された所定の期間に関するものであることが好
ましい。
【０１２５】
　この方法は、好ましくは、免疫センサ、コンジット、サンプル進入ポート、及びサンプ
ル保持チャンバを含むカートリッジで行われ、これら要素の少なくとも１つの少なくとも
一部は、乾燥試薬でコーティングされる。乾燥試薬は：白血球の干渉を低減させるための
犠牲ビーズ、緩衝液、塩、界面活性剤、安定化剤、単純炭水化物、複合炭水化物、及び様
々な組合せの１つ又は複数を含むことができることに留意されたい。さらに乾燥試薬は、
分析物に対する酵素標識抗体（シグナル抗体）を含むこともできる。
【０１２６】
　上記にて提示されたように、Ｆ（ａｂ’）２領域に結合されたＦｃ領域から個々のモノ
マーが形成され、したがって２つのＦａｂ領域を含んでいる、ＩｇＧ分子全体を使用して
犠牲ビーズをコーティングすることに加え、又はその犠牲ビーズをコーティングする代わ
りに、ＩｇＧの断片を使用することも可能である。ＩｇＧの断片化は、Ｆ（ａｂ’）２断
片、Ｆａｂ断片、及び／又はＦｃ断片のいくつかの組合せを生成するために、ジスルフィ
ド結合の還元（－Ｓ－Ｓ－から－ＳＨ　ＨＳ－）及び酵素ペプシン又はパパイン消化の組
合せを様々に使用して、実現することができる。これらの断片は、クロマトグラフィによ
って個別に使用するために分離することができ、又は組み合わせて使用することができる
。例えば、遮断部位がＦｃ断片上にある場合は、これをＩｇＧ分子全体の代わりに使用す
ることができる。同じことが、Ｆａｂ断片及びＦ（ａｂ’）２断片にも当てはまる。
【０１２７】
　実際のアッセイステップでは、サンドイッチが固定化及びシグナル抗体の間で形成され
たら、サンプル媒体を引き続き廃棄物チャンバに洗い流し、その後サンドイッチを、酵素
と反応することが可能な基質に曝すことにより、電気化学的検出が可能な生成物を形成す
ることが好ましい。好ましいフォーマットは、電気化学的酵素結合免疫吸着アッセイであ
る。
【０１２８】
　好ましくはデバイスは、白血球からの緩衝が低減された、サンプル中の、例えば血液サ
ンプル中の分析物の免疫アッセイを行うものである。デバイスは、電気化学的免疫センサ
、コンジット、及びサンプル進入ポートを備えたハウジングであり、コンジットによって
、サンプルは制御された手法で進入ポートから免疫センサへと通過することが可能になる
。一態様では、ハウジングの少なくとも一部が、非ヒトＩｇＧでコーティングされた犠牲
ビーズを含むことができる乾燥試薬でコーティングされる。重要な特徴は、乾燥試薬がサ
ンプルに溶解可能であり、結合の際、好ましくは貧食の際に、白血球に係合可能なことで
ある。これは一般に、サンプル中の潜在的に干渉する白血球を隔離するのに十分である。
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好ましい実施形態では、デバイスは、免疫参照センサも含む。免疫センサは、好ましくは
、心臓血管マーカー、例えばＴｎＩ、ＴｎＴ、ＣＫＭＢ、ミオグロビン、ＢＮＰ、ＮＴ－
ｐｒｏＢＮＰ、及びｐｒｏＢＮＰなどの分析物を検出することを対象とする。デバイスが
動作するシステムは、一般に、サンプルを試薬に所定の時間、例えば１から３０分間接触
させたままにする。好ましくはデバイスは、試験のために１回使用され次いで廃棄される
、例えば単一のサンプルが充填された、単回使用カートリッジである。一般に、デバイス
は、廃棄物チャンバにサンプルを洗い流すことが可能な洗浄流体と、免疫センサで酵素サ
ンドイッチと反応させることが可能な基質とを含んで、電気化学的検出に適した生成物を
形成するものである。
【０１２９】
　より広範には、本発明は、白血球が一般に存在する任意の生体サンプルに関する分析物
免疫アッセイで、白血球からの干渉を低減させることに関する。さらに、選択された分析
物の濃度を決定するために、修正されたサンプルに対して免疫アッセイを行うことは、電
気化学的なもの、例えば電流測定及び電位差測定と、光学的なもの、例えば吸光度、蛍光
、及びルミネセンスも含めた様々な技法を基にすることができる。
【０１３０】
　本発明について、ＢＮＰ試験カートリッジの文脈で述べてきたが、白血球が存在し且つ
干渉の原因になる可能性がある任意の免疫アッセイに、等しく適用可能である。例えば、
血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関して免疫アッセイを行うための、キ
ットの形にすることができ、このキットは、白血球に対してオプソニン化された犠牲ビー
ズと、分析物に対する固定化された第１の抗体と、分析物に対する第２の標識抗体とを含
むものである。さらに、当技術分野で公知の現行の免疫アッセイフォーマットは、例えば
ビーズをサンプル前処理ステップで添加することにより、犠牲ビーズを含むように修正し
てもよい。この前処理は、血液収集デバイス内の犠牲ビーズを個別の容器に組み込むこと
によって実現することができ、又は、犠牲ビーズをデバイスの試験サイクルに組み込むこ
とによって分析（免疫アッセイ）デバイスそのもので行うことができる。
【０１３１】
　方法又はキットはＢＮＰに限定されず、ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴｐｒｏＢＮＰ、ｃＴｎＩ、
ＴｎＴ、ＨＣＧ、ＴＳＨ、ＰＳＡ、Ｄ－ダイマー、ＣＲＰ、ミオグロビン、ＮＧＡＬ、Ｃ
ＫＭＢ、及びミエロペルオキシダーゼを含むがこれらに限定されない任意の免疫アッセイ
に適応させることができる。さらに、この方法及びキットは、マウス、ヤギ、ウシ、及び
オオカミを含めた任意の非ヒトＩｇＧ又はその断片で犠牲ビーズがコーティングされてお
り、或いは、犠牲ビーズが活性化ヒトＩｇＧ又はその断片でコーティングされている、ア
ッセイに適用可能である。犠牲ビーズは、タンパク質、細菌、ウイルス、及び生体異物か
ら選択される材料又はその断片でコーティングされた基材ビーズを含んでいてもよく、又
は、休眠状態の若しくはその他の手法で安定化された細菌細胞、胞子、若しくはその断片
、例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）であって、任意選択で基材ビーズを含まないものによっ
て提供されてもよい。
【０１３２】
　上述の好ましいアッセイは、下にある電極を備えた多孔質層に結合されているアッセイ
ビーズに結合された、固定化された第１の抗体を使用するが、この第１の抗体は、電極若
しくは任意のその他の表面に直接固定化されていてもよく、又は可溶性ビーズ上に固定化
されていてもよい。
【０１３３】
　このキット又は方法は、第２の標識抗体を含むことができ、この抗体は、溶解可能な乾
燥試薬の部分としてオプソニン化された犠牲ビーズを含む溶解可能な乾燥試薬の形をとり
、又は、これら２つが個別の乾燥試薬の位置にあるものである。固定化及び標識抗体の両
方は、モノクローナル、ポリクローナル、これらの断片、及びこれらの組合せにすること
ができることに留意されたい。さらに、第２の抗体は、放射標識、酵素、発色団、蛍光体
、化学発光種、及び免疫アッセイの分野で公知のその他のものを含めた様々な標識で標識
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することができる。第２の抗体が酵素で標識される場合、その酵素は、好ましくはＡＬＰ
、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、又はグルコースオキシダーゼである。
【０１３４】
　このキット又は方法は、白血球、例えば全血を含有する任意のサンプルに適用可能であ
り、抗凝血薬、例えばＥＤＴＡ、ヘパリン、フッ化物、及びシトレートなどで修正された
血液サンプルにすることができる。
【０１３５】
　この方法又はキットが、非競合的免疫アッセイを行うのに使用される場合、（ｉ）分析
物を含有することが疑われる血液サンプルを、オプソニン化された犠牲ビーズと混合する
ステップ、（ｉｉ）血液サンプルを、分析物に対する固定化された第１の抗体と混合し、
固定化抗体と前記分析物との複合体を形成するステップ、及び（ｉｉｉ）血液サンプルを
、標識された第２の抗体と混合して、前記分析物及び前記固定化抗体との複合体を形成す
るステップを含めた一連の混合ステップであってもよい。これらの混合ステップは、同時
に又は命じられた順序で行うことができることに留意されたい。例えば、ステップ（ｉｉ
）及び（ｉｉｉ）は、同時に行ってもよく、又はステップ（ｉ）及び（ｉｉｉ）は、ステ
ップ（ｉｉ）の前に行ってもよい。最終ステップでは、固定化された第１の抗体、分析物
、及び標識された第２の抗体の間で形成された複合体の量が決定される。
【０１３６】
　本発明の方法は特に、電極に固定化される、分析物に対する抗体でコーティングされた
アッセイビーズから作製された分析物免疫センサ上での、白血球の蓄積を実質的に緩和す
ることを対象とする。分析物を含有することが疑われるサンプルとオプソニン化された犠
牲ビーズとを混合して、サンプル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食しようとする修
正されたサンプルを形成した後に、この修正されたサンプルを免疫センサに接触させる。
その結果、アッセイビーズ上での白血球の最小限の蓄積と、アッセイビーズの貧食がもた
らされ、信頼性あるアッセイを実現することができる。
【０１３７】
　本発明の方法は、分析物を含有することが疑われる血液サンプルを、過剰量のオプソニ
ン化された犠牲ビーズと混合して、修正されたサンプルを形成するステップであって、サ
ンプル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食しようとする上記ステップと、修正された
サンプルを、電極に固定された、分析物に対する抗体コーティングビーズを含む免疫セン
サと接触させるステップと、前記抗体コーティングビーズ、前記分析物、及び第２の標識
された抗体の間でサンドイッチを形成するステップと、前記免疫センサから前記血液サン
プルを洗浄するステップと、前記免疫センサとの前記サンドイッチ状態の標識の量を決定
し、前記標識の量をサンプル中の分析物の濃度と関連付けるステップとを含む、血液サン
プル中に存在することが疑われる分析物に関して免疫アッセイを行うことを対象とする。
【０１３８】
　本発明の方法は、分析物を含有することが疑われる血液サンプルを過剰量のオプソニン
化された犠牲ビーズと混合して、修正されたサンプルを形成するステップであって、サン
プル中の白血球が犠牲ビーズを優先的に貧食しようとする上記ステップと、修正されたサ
ンプルを、分析物に対する抗体コーティングビーズと接触させるステップと、前記抗体コ
ーティングビーズ、前記分析物、及び第２の標識された抗体の間でサンドイッチを形成す
るステップと、前記抗体コーティングビーズから前記血液サンプルを洗浄するステップと
、前記サンドイッチ状態の標識の量を決定し、前記標識の量をサンプル中の分析物の濃度
と関連付けるステップとを含む、血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関し
て免疫アッセイを行うことも対象とする。
【０１３９】
　本発明は、血液サンプル中に存在することが疑われる分析物に関して免疫アッセイを行
うための試験カートリッジであって、試験カートリッジがコンジット内に免疫センサを含
み、前記免疫センサが、分析物に対する固定化された第１の抗体を有する上記試験カート
リッジも対象とする。この実施形態において、コンジットは、好ましくは、白血球に対し
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てオプソニン化された犠牲ビーズ及び前記分析物に対する第２の標識抗体を含む、１つの
乾燥試薬コーティング又は複数の個別のコーティングを有する。操作中、乾燥試薬は前記
血液サンプルに溶解する。
【０１４０】
　本発明は、下記の非限定的な実施例に照らしてより良く理解されよう。
【０１４１】
（例１）
　図７は、トロポニンＩ（ＴｎＩ）、心臓壊死のマーカーの存在及び量を決定するための
、関連する係属中の米国出願第１２／４１１，３２５号の特定の実施形態による電流測定
免疫アッセイの原理を示す。血液サンプルを、カートリッジのサンプル保持チャンバに導
入し、サンプル保持チャンバ内にコーティングされた乾燥試薬を溶解することによって修
正した。乾燥試薬はＩｇＭ　７７を含み、これがサンプル中に溶解すると、サンプル中に
含有される可能性がある相補的異好性抗体７８に選択的に結合する。図示されるように、
乾燥試薬は、やはりサンプル中に溶解した後に相補的抗体７８に選択的に結合するＩｇＧ
　７９も含む。
【０１４２】
　図１０は、心臓機能のマーカー、例えばＢＮＰ及びＴｎＩの存在及び量を決定するため
の、本発明の特定の実施形態による電流測定免疫アッセイの原理を示す。血液サンプルを
カートリッジのサンプル保持チャンバに導入し、サンプル保持チャンバ内にコーティング
された乾燥試薬を溶解することによって修正した。乾燥試薬は、サンプル中への溶解によ
って、サンプル中に含有される可能性がある白血球１０３に選択的に結合する、犠牲ビー
ズ１０２を含む。乾燥試薬は、やはり及び好ましくは図７に関して記述されたＩｇＭ及び
ＩｇＧを含むことに留意されたい。
【０１４３】
　さらに、図７及び１０は、シグナル抗体７１、例えばポリクローナル抗トロポニンＩ抗
体に共有結合されたアルカリホスファターゼ酵素（ＡＰ）を含むコンジュゲート分子を示
し、やはりサンプル中に溶解した。このコンジュゲートは、血液サンプル中の分析物７０
、例えばＴｎＩ又はＢＮＰに特異的に結合し、ＡＰ複合体に結合した分析物で作製された
複合体を生成する。捕獲ステップでは、この複合体が、免疫センサ上又は免疫センサ近く
で結合された捕獲抗体７２（固定化抗体）に結合する。センサチップは、サンプルがセン
サチップにいつ到達するかをモニタするのに使用される、伝導度センサを有する。流体の
到達時間は、カートリッジ内の漏れ：漏れによる到達シグナルの遅延を検出するのに使用
することができる。センサコンジット内のサンプルセグメントの位置は、位置マーカーと
して流体の端部を使用することにより、能動的に制御することができる。サンプル／空気
の界面が伝導度センサを横断するにつれ、精密なシグナルが発生し、これを流体マーカー
として使用して、そこから制御された流体の移動を実行することができる。流体セグメン
トは、サンプル全体を免疫センサ表面に提示するために、センサ上で端から端まで優先的
に振動させる。第２の試薬は、センサチップを超えてセンサコンジットに導入することが
でき、流体振動中に均一に分布するようになる。
【０１４４】
　センサチップは、問題となっている分析物に対する抗体でコーティングされた、捕獲領
域（単数又は複数）を含有する。これらの捕獲領域は、ポリイミド又は別のフォトリソグ
ラフィにより生成された層の疎水性の環によって画定される。何らかの形で抗体を含有す
る１つの微小液滴又はいくつかの微小液滴（サイズが約５から４０ナノリットル）、例え
ばラテックス微小球に結合されたものが、センサの表面上に又はセンサ上の選択透過性層
上に吐出される。光により画定された環は、この水性液滴を含有し、抗体でコーティング
された領域は、数ミクロンの精度まで局在化することが可能になる。捕獲領域は、０．０
３から凡そ２平方ミリメートルのサイズで作製することができる。このサイズの上端は、
本実施形態のコンジット及びセンサのサイズによって制限され、本発明に限定しようとす
るものではない。
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【０１４５】
　したがって金電極７４は、生物層７３、例えば共有結合された抗トロポニンＩ抗体でコ
ーティングされ、そこにＴｎＩ／ＡＰ－ａＴｎＩ複合体が結合する。それによってＡＰは
、サンプル中に最初に存在する分析物の量に比例して、電極近くに固定化される。特異的
結合に加え、酵素－抗体コンジュゲートは、センサに非特異的に結合することができる。
非特異的結合は、望ましくなく且つ最小限に抑えることが好ましいバックグラウンドシグ
ナルをセンサから供給する。上述のように、濯ぎのプロトコルと、特にセンサを濯ぐため
のセグメント化された流体の使用は、このバックグラウンドシグナルを最小限に抑える効
率的な手段を提供する。濯ぎのステップに続く第２のステップでは、例えばアルカリホス
ファターゼにより加水分解して電気活性生成物７６を生成する基質７５は、センサに提供
される。特定の実施形態では、基質は、リン酸化したフェロセン又はｐ－アミノフェノー
ルを含む。電流測定電極は、基質を直接ではなく加水分解した基質の生成物を酸化し又は
還元するのに十分な固定された電気化学的電位でバランスをとっており、又は電位は、適
切な範囲を通して１回又は複数回掃引される。任意選択で、第２の電極は、分析物／ＡＰ
抗分析物、例えばＴｎＩ／ＡＰ－ａＴｎＩの複合体が製造中に作製されて測定用の参照セ
ンサ又は較正手段として作用する層で、コーティングされていてもよい。
【０１４６】
　本発明の実施例では、センサは、４－アミノフェニルホスフェートと酵素標識アルカリ
ホスファターゼとの反応から酵素作用により生成された４－アミノフェノールを検出する
のに使用される、２つの電流測定電極を含む。電極は、好ましくは、ポリイミドの光によ
り画定された層でコーティングされた、金表面から生成される。絶縁ポリイミド層に、規
則的に間隔を空けて配置された開口は、４－アミノフェノールが１分子反応当たり２個の
電子で酸化されている、小さな金電極の格子を画定する。センサ電極は生物層をさらに含
み、一方、参照電極は、例えば生物層に欠けている金電極から又は銀電極から又はその他
の適切な材料から構成することができる。異なる生物層は、各電極に、異なる分析物を感
知する能力を提供することができる。
【０１４７】
　ｐ－アミノフェノール種などの基質は、基質及び生成物のＥ（１／２）が実質的に異な
るように選択することができる。好ましくは、基質のボルタンメトリー半波長電位Ｅ（１
／２）は、生成物の値よりもかなり高い（より正である。）。条件が満たされる場合には
、生成物は基質の存在下で、選択的に、電気化学的に測定することができる。
【０１４８】
　電極のサイズ及び間隔は、感度及びバックグラウンドシグナルを決定する際、重要な役
割を演ずる。格子の重要なパラメータは、露出した金属のパーセンテージと、活性電極間
の間隔である。電極の位置は、抗体捕獲領域の直下に存在することができ、又は制御され
た距離だけ捕獲領域からずらすことができる。電極の実際の電流測定シグナルは、抗体捕
獲部位に対するセンサの位置決めと、分析中の流体の動きに左右される。電極の電流を記
録するが、これはセンサ近傍の電気活性生成物の量に依存するものである。
【０１４９】
　この実施例におけるアルカリホスファターゼ活性の検出は、４－アミノフェノール酸化
電流の測定に依拠する。これは、約＋６０ｍＶ対Ａｇ／ＡｇＣｌグラウンドチップの電位
で実現される。使用される検出の正確な形は、センサの構成に左右される。あるタイプの
センサでは、金の微小電極のアレイが、抗体捕獲領域の直下に位置付けられる。分析流体
がこのセンサ上に引き出された場合、捕獲部位上に位置付けられた酵素は、酵素制限的反
応において４－アミノフェニルホスフェートを４－アミノフェノールに変換する。４－ア
ミノフェニルホスフェートの濃度は、過剰であるように、例えばＫｍ値の１０倍であるよ
うに選択される。分析溶液は、ジエタノールアミン中０．１Ｍであり、１．０Ｍ　ＮａＣ
ｌでｐＨ９．８に緩衝されている。さらに分析溶液は、０．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２を含有し
、これは酵素の補因子である。或いは炭酸緩衝液が所望の性質を有する。
【０１５０】
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　別の電極幾何形状の実施形態では、電極が、捕獲領域から数百ミクロン離れた場所に位
置決めされる。分析流体の新鮮なセグメントが捕獲領域上に引き出された場合、酵素生成
物が、電極反応により損失なしに構築される。ある時間が過ぎた後、溶液を、検出電極上
で捕獲領域からゆっくり引き出し、その結果、電流スパイクが生じ、そこから酵素活性を
決定することができる。
【０１５１】
　アルカリホスファターゼ活性の鋭敏な検出における重要な考慮事項は、金センサで生じ
るバックグラウンドの酸化及び還元に関連した非－４－アミノフェノール電流である。金
センサは、これらの電位にある塩基性干渉液中で著しい酸化電流をもたらす傾向がある。
バックグラウンド電流は、緩衝液濃度、金電極の面積（露出面積）、表面の前処理、及び
使用される緩衝液の性質にかなり左右される。ジエタノールアミンは、アルカリホスファ
アーゼにとって特に良好な活性化緩衝液である。モル濃度で、酵素速度は、カーボネート
などの非活性化緩衝液よりも約３倍増大する。
【０１５２】
　代替の実施形態では、抗体又はその他の抗体結合分子にコンジュゲートされた酵素がウ
レアーゼであり、基質は尿素である。尿素の加水分解によって生成されたアンモニウムイ
オンは、アンモニウム感受性電極を使用することにより、この実施形態で検出される。ア
ンモニウム特異的電極は当業者に周知である。適切な、微細加工されたアンモニウムイオ
ン選択的電極は、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，２００，０５１号に
開示されている。基質と反応してイオンを生成するその他の酵素は、それと共に使用され
るその他のイオンセンサのように、当技術分野で公知である。例えば、アルカリホスファ
ターゼ基質から生成されるホスフェートは、リン酸イオン選択的電極で検出することがで
きる。
【０１５３】
　次に図８を参照すると、微細加工された免疫センサの実施形態の構成が示されている。
好ましくは、平面状の非導電性基質８０が設けられ、その上に、当業者に公知の従来の手
段又は微細加工によって導電層８１が堆積される。導電性材料は、好ましくは金や白金な
どの貴金属であるが、黒鉛、導電性ポリマー、又はその他の材料の非金属電極のように、
イリジウムなどのその他の非反応性金属を使用してもよい。電気接続８２も設けられてい
る。生物層８３が、電極の少なくとも一部に堆積されている。本発明の開示では、生物層
は、その表面に、問題となっている分析物に結合することができ又は測定可能な変化をも
たらすことによってそのような分析物の存在に応答することができる十分な量の分子８４
を含む、多孔質層を意味する。任意選択で、選択透過性スクリーニング層を電極と生物層
との間に介在させて、米国特許第５，２００，０５１号に記載されるように電気化学的干
渉をスクリーニングしてもよい。
【０１５４】
　特定の実施形態では、生物層は、約０．００１から５０ミクロンの範囲にある特定の直
径のラテックスビーズから構成される。ビーズは、生物層の上記定義に矛盾しない任意の
適切な分子の共有結合によって修飾される。リシン又はタンパク質のＮ－末端アミン基の
容易なカップリングのためにアミン反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル基を提
供することを含めた、多くの結合方法が当技術分野に存在する。特定の実施形態では、生
体分子は、イオノフォア、補因子、ポリペプチド、タンパク質、グリコペプチド、酵素、
免疫グロブリン、抗体、抗原、レクチン、神経化学受容体、オリゴヌクレオチド、ポリヌ
クレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、又は適切な混合物の中から選択される。最も特別な実施形
態では、生体分子は、ヒト絨毛性ゴナドトロフィン、トロポニンＩ、トロポニンＴ、トロ
ポニンＣ、トロポニン複合体、クレアチンキナーゼ、クレアチンキナーゼサブユニットＭ
、クレアチンキナーゼサブユニットＢ、ミオグロビン、ミオシン軽鎖、又はこれらの修飾
断片の１種又は複数に結合するよう選択された抗体である。そのような修飾断片は、天然
部分との又は合成部分との化学的修飾を含めた、少なくとも１つのアミノ酸の酸化、還元
、欠失、付加、又は修飾によって発生する。好ましくは、生体分子は分析物に特異的に結
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合し、結合分析物リガンドに関して約１０－７から１０－１５Ｍの親和定数を有する。
【０１５５】
　一実施形態では、適切な分子による共有結合により修飾された表面を有するビーズを含
む生物層は、下記の方法によってセンサに固定される。微量吐出針を使用して、センサ表
面上に、修飾ビーズの懸濁液の小さな液滴を、好ましくは約２０ｎＬを堆積する。液滴を
乾燥させ、その結果、表面上に、使用中の変位に耐えるビーズのコーティングが得られる
。
【０１５６】
　生物層が電流測定センサに対して固定位置にある免疫センサに加え、本発明は、移動可
能な、生物層が粒子表面にコーティングされている実施形態、例えばアッセイビーズも考
えられる。カートリッジは、分析物と相互に作用することが可能な移動性微粒子、例えば
、捕獲ステップ後に電流測定電極に対して局在化する磁性粒子を含有することができ、そ
の磁力を使用して、測定のために電極に粒子を集中させる。本発明における移動性微粒子
の１つの利点は、サンプル又は流体中でのその動きが結合反応を加速させ、アッセイの捕
獲ステップを速くすることである。非磁性の移動性微粒子を使用する実施形態では、多孔
質フィルタを使用して電極にビーズを捕捉する。アッセイビーズが磁性である本発明の犠
牲ビーズに関し、この犠牲ビーズは好ましくは非磁性であり且つ個別に隔離されることに
留意されたい。さらに、アッセイビーズが非磁性である場合、犠牲ビーズは好ましくは磁
性であり、且つ個別に隔離される。
【０１５７】
　次に図９を参照すると、単一基板上にいくつかの電極があるマスクデザインが示されて
いる。マスキング及びエッチングの技法により、独立した電極及びリードを堆積すること
ができる。したがって複数の免疫センサ９４及び９６と、伝導度測定センサ９０及び９２
は、読取り装置への電気接続をとるために、これらのそれぞれの接続パッド９１、９３、
９５、及び９７と共に、低コストでコンパクトな領域に設けられている。原則として、非
常に大きなセンサアレイをこのように組み立てることができ、それぞれは異なる分析物に
感受性があり、又は対照センサ若しくは参照免疫センサとして働く。
【０１５８】
　具体的には、免疫センサは下記の通り調製することができる。シリコンウエハを熱酸化
して、約１ミクロンの絶縁酸化物層を形成する。チタン／タングステン層を酸化物層上に
スパッタリングして、１００から１０００オングストロームの間の好ましい厚さにし、そ
の後、最も好ましくは８００オングストロームの厚さである金の層を形成する。次に、フ
ォトレジストをウエハ上にスピニングし、乾燥し、適切にベークする。次いで表面を、図
９に示されるものに対応するマスクなどの接触マスクを使用して露光する。潜像を現像し
、ウエハを金エッチャントに曝す。パターニングされた金層を、光により画定することが
可能なポリイミドでコーティングし、適切にベークし、接触マスクを使用して露光し、現
像し、Ｏ２プラズマ中で清浄化し、好ましくは３５０℃で５時間イミド化する。ウエハの
裏面の任意選択の金属化を行って、免疫センサがサーモスタットフォーマットで使用され
る抵抗加熱要素として作用させてもよい。次いで表面に、抗体でコーティングされた粒子
をプリントする。液滴、好ましくは約２０ｎＬ体積であり且つ１％固体含量を脱イオン水
中に含有する液滴を、センサ領域上に堆積し、空気乾燥により所定位置で乾燥する。任意
選択で、抗体安定化試薬（ＳｕｒＭｏｄｉｃａ　Ｃｏｒｐ．又はＡＥＴ　Ｌｔｄより供給
）でセンサ上をオーバーコートする。
【０１５９】
　粒子を乾燥することにより、サンプル又は基質を含有する流体のいずれかへの溶解が防
止されるように、粒子を表面に接着させる。この方法は、高体積でセンサチップを製造す
るのに適切な、信頼性ある且つ再現性ある固定化プロセスを提供する。
【０１６０】
（例２）
　カートリッジを使用する方法に関しては、計量されていない流体サンプルを、サンプル
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進入ポート４を通してカートリッジのサンプル保持チャンバ３４に導入する。キャピラリ
ーストップ２５は、この段階でサンプルがコンジット１５を通過するのを防止し、保持チ
ャンバ３４にサンプルが充填される。蓋２又は要素２００を閉じて、サンプルがカートリ
ッジから漏れないようにする。次いでカートリッジを、参照により本明細書に組み込まれ
るＺｅｌｉｎの米国特許第５，８２１，３９９号に開示されるように、読取り装置に挿入
する。読取り装置へのカートリッジの挿入は、パッケージがスパイク３８に対して押圧さ
れたときに４２に位置付けられた流体含有パッケージを穿孔するメカニズムを活性化する
。それによって流体は第２のコンジットに排出され、３９、２０、１２、及び１１の順序
で到達する。狭窄部１２は、流体がさらに移動するのを防止するが、それは第２のコンジ
ット部分１１を介して廃棄物チャンバ４４に至る流体の流れによって、残留静水圧が消失
するからである。第２のステップでは、ポンプ手段の動作によって空気ブラダ４３に圧力
が加えられ、空気が切欠き部１７及び１８を通してコンジット４０内に押し遣られ、所定
位置２７にあるコンジット３４に至る。キャピラリーストップ２５及び位置２７は、当初
のサンプルの計量部分の限界を定める。サンプルはサンプル保持チャンバ３４内にあるが
、犠牲ビーズ及びその他の材料をチャンバの内面上に含む乾燥試薬コーティングで修正さ
れる。次いでサンプルの計量部分を、空気ブラダ４３内で生成された空気圧によりキャピ
ラリーストップ内に通して排出する。サンプルはコンジット１５内に入り、分析物センサ
又は切欠き部３５内に位置付けられたセンサに接触する。
【０１６１】
　切抜き部３５内に位置付けられた免疫センサを用いる実施形態では、サンプルは、例え
ば酵素－抗体コンジュゲート（シグナル抗体）によって、センサに達する前に修正される
。分析物とセンサとの効率的な結合を促進させるため、分析物を含有するサンプルを、任
意選択で振動運動させながら繰り返しセンサ上に通す。好ましくは、約０．２から２Ｈｚ
の間の振動周波数が使用され、最も好ましくは０．７Ｈｚである。したがって、シグナル
抗体に関連したシグナル酵素は、サンプル中に存在する分析物の量に比例して電流測定電
極表面に近接するようになる。
【０１６２】
　分析物／酵素－抗体コンジュゲート複合体が免疫センサに結合する機会がもたらされる
と、サンプルは、空気ブラダ４３に加えられるさらなる圧力によって排出され、サンプル
は廃棄物チャンバ４４に入る。次に洗浄ステップは、非特異的に結合した酵素－コンジュ
ゲート及び犠牲ビーズを、センサチャンバから除去する。第２のコンジットの流体は、ポ
ンプ手段４３により移動してセンサに接触する。分析流体は、最初の空気セグメントが伝
導度センサで検出されるまでゆっくりと引き出される。
【０１６３】
　空気セグメント（単数又は複数）は：（１）図１４に示され且つ以下に記述される受動
的手段；（２）空気がフラップ又は弁を通してコンジット内に引き入れられる、ポンプを
使用したコンジット内の圧力の一時的低下を含む、能動的手段；又は（３）コンジット内
で流体と接触することにより気体を遊離する、コンジット内に事前に位置決めされた化合
物を溶解することによるものであって、そのような化合物が炭酸化合物や重炭酸化合物な
どを含むものである手段を含むがこれらに限定されない任意の適切な手段により、コンジ
ット内で生成することができる。このセグメントは、コンジット１５からサンプル汚染流
体を一掃するのに極めて有効である。センサ領域の濯ぎの効率は、望みに応じて１つ又は
複数の空気セグメントを記述した第２のコンジット内に導入することによって、大幅に高
められる。空気セグメントの前縁及び／又は後縁をセンサ上に１回又は複数回通して、濯
ぎ、サンプルから堆積した可能性のある外来材料を再懸濁する。外来材料は、特異的に結
合する分析物又は分析物／抗体－酵素コンジュゲート複合体以外の任意の材料を含む。し
かし本発明の目的は、センサからの特異的に結合する分析物又は分析物／抗体－酵素コン
ジュゲート複合体の解離を促進させることに関して、濯ぎが十分に延ばされず又は激しく
ないことである。
【０１６４】
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　空気セグメントを流体に導入することの第２の利点は、流体をセグメント化することで
ある。例えば、流体の第１のセグメントを使用してセンサを濯いだ後、第２のセグメント
を、２つのセグメントの混合を最小限に抑えた状態でセンサ上に配置する。この特徴は、
非結合抗体－酵素コンジュゲートをより効率的に除去することによって、センサからのバ
ックグラウンドシグナルをさらに低減させる。前縁の洗浄後、第１の空気セグメントが伝
導度センサで検出されるまで、分析流体をゆっくり引き出す。このセグメントは、第１の
分析流体サンプルと共に混合されたサンプル汚染流体を一掃するのに、極めて有効である
。測定では、流体の新しい部分をセンサ上に配置し、電流又は電位を、動作モードに応じ
て、時間の関数として記録する。
【０１６５】
（例３）
　図１５を参照すると、免疫センサカートリッジの上面図が示されている。カートリッジ
１５０は、好ましくはプラスチックで構成されたベース及び上部を含む。これら２つの部
分は、薄い接着ガスケット又は薄い可撓性フィルムにより接続される。先の実施形態での
ように、組み立てられたカートリッジは、サンプル保持チャンバ１５１を含み、そこには
問題となっている分析物を含有するサンプルが、サンプル入口１６７を介して導入される
。サンプルの計量部分は、好ましくはカートリッジの２つの部分を接続するガスケット又
はフィルムの０．０１２インチ（０．３ｍｍ）のレーザカットホールにより形成されたキ
ャピラリーストップ１５２と、サンプル保持チャンバ内の所定の点に位置付けられた進入
点１５５との組み合わされた動作によって、以前のようにサンプルコンジット１５４（第
１のコンジット）を介してセンサチップ１５３に送達され、この場合空気は、サンプルダ
イヤフラム１５６を押圧するパドルなどのポンプ手段の動作により導入されるものである
。センサを接触させて結合を引き起こした後、サンプルを吸収する吸上げ材料を含有する
ベント１５７にサンプルを移動させ、それによって、液体又は空気のさらなる通路に近接
してベントを密閉する。吸上げ材料は、好ましくは木綿繊維材料、セルロース材料、又は
その他の細孔を有する親水性材料である。本出願では、以下に記述される、後で行われる
サンプルダイヤフラム作動手段の引出しに相応した時間内で弁が閉じるように、材料が十
分に吸収性である（即ち、十分な吸上げ速度を有する）ことが重要であり、したがってサ
ンプルはその後、センサチップの領域に引き戻されない。
【０１６６】
　図示される特定の実施形態のように、洗浄コンジット（第２のコンジット）１５８が設
けられており、その一端はベント１５９に接続され、他端は、ベント１５７とセンサ１５
３との間に位置付けられたサンプルコンジットの点１６０でサンプルコンジットに接続さ
れている。カートリッジを読取り装置に挿入することにより、流体がコンジット１５８に
導入される。好ましくは流体は、当初は、作動手段がパウチに圧力を加えたときにピンに
よって穿孔されるホイルパウチ１６１内に存在する。ガスケット１６３の小さな開口を介
して流体とコンジット１５４とを接続する短いコンジット１６２も設けられる。第２のキ
ャピラリーストップは、最初に流体がキャピラリーストップ１６０に到達するのを防止し
、したがって流体はコンジット１５８内に保持される。
【０１６７】
　ベント１５７を閉じた後、ポンプを作動させ、より低い圧力をコンジット１５４内に生
成する。断続的な空気流を供給するように振動する、ガスケット又は膜に切り込まれた小
さなフラップを好ましくは含む空気ベント１６４は、第２のベント１６５を介して空気を
コンジット１５８に進入させる手段を提供する。第２のベント１６５は、好ましくは、湿
潤状態になった場合にベントを閉じることが可能な吸上げ材料も含有し、必要に応じて、
その後に行われるサンプルダイヤフラム１５６の押圧によってベント１６５は閉鎖される
。サンプルダイヤフラム１５６の作動と同時に、流体を、コンジット１５８からキャピラ
リーストップ１６０に通してコンジット１５４まで引き入れる。流体の流れは空気進入ベ
ント１６４により中断されるので、少なくとも１つの空気セグメント（セグメント又はセ
グメントの流れ）が導入される。
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【０１６８】
　サンプルダイヤフラム１５６のさらなる引出しによって、少なくとも１つの空気セグメ
ントを含有する液体が、センサチップ１５３の感知面を横断して引き戻される。液体内に
空気－液体の境界が存在することにより、センサチップ表面の濯ぎが強化されて、残りの
サンプルが除去される。好ましくは、サンプルダイヤフラム１５６の動きは、分析物セン
サに隣接したセンサチップに収容されている伝導度電極から受信されたシグナルと併せて
制御される。このように、センサ上での流体の存在が検出され、個別のステップでの流体
の動きによって多数の読取りを行うことができる。
【０１６９】
　この実施形態では、流体の薄膜のみが、センサ、グラウンドチップ１６５、及びこのセ
ンサと接地電極との間のコンジット１５４の壁の隣接部分をコーティングする場合に、分
析物測定を行うことが有利である。適切なフィルムは、センサの隣に位置付けられた伝導
度測定センサが、バルク流体がもはやコンジット１５４の領域に存在しないことを示すま
で、サンプルダイヤフラム１５６の動作によって流体を引き出すことにより得られる。測
定は、非常に低い（ｎＡ）電流で行うことができ、グラウンドチップとセンサチップとの
間の薄膜の高い抵抗（バルク流体に比べて）から生じる電位の降下は、重要ではないこと
がわかった。
【０１７０】
　グラウンドチップ１６５は、好ましくは銀／塩化銀である。二酸化ケイ素の表面など、
より親水性のある領域が散在する銀／塩化銀の小さな領域としてグラウンドチップをパタ
ーニングするために、比較的疎水性の塩化銀表面で容易に形成される、空気セグメントを
避けることが有利である。したがって好ましい接地電極構成は、稠密に並べられ且つ二酸
化ケイ素を散在させた銀／塩化銀の正方形のアレイを含む。銀／塩化銀の領域がいくらか
リセス形成されている場合、意図しないセグメントの回避には、さらなる利点がある。
【０１７１】
　次に図１６を参照すると、免疫センサカートリッジの好ましい実施形態の流体工学の概
略図が示されている。領域Ｒ１～Ｒ７は、特定の動作機能に関連したコンジットの特定の
領域を表す。したがってＲ１は、サンプル保持チャンバを表し；Ｒ２は、サンプルコンジ
ットを表し、それによってサンプルの計量部分が捕獲領域に移され、そこでサンプルが、
コンジットの壁にコーティングされた物質で任意選択で修正されるものであり；Ｒ３は、
伝導度測定及び分析物センサを収容する捕獲領域を表し；Ｒ４及びＲ５は、コンジットの
壁にコーティングされた物質での流体のさらなる修正のために任意選択で使用される第１
のコンジットの部分を表し、それによって、より複雑なアッセイスキームが実現されるも
のであり；Ｒ６は、読取り装置へのカートリッジの挿入によって流体が導入される、第２
のコンジットの部分を表し；Ｒ７は、キャピラリーストップ１６０及び１６６の間に位置
付けられたコンジットの一部を含み、そこではさらなる修正を行うことができるものであ
り；Ｒ８は、点１６０とベント１５７との間に位置付けられて、内部に含有される液体を
修正するのにさらに使用することができる、コンジット１５４の部分を表す。
【０１７２】
（例４）
　流体工学及び分析物測定の調整に関し、分析の連続事象中は、使用者はサンプルをカー
トリッジ内に置き、このカートリッジをアナライザ内に１から２０分間置き、１種又は複
数の分析物の定量測定を行う。本明細書には、分析中に生じる一連の事象の非限定的な例
を示す：
【０１７３】
　（１）２５から５０μＬのサンプルを入口１６７に導入し、カバー及びベースの構成要
素を一緒に保持する接着テープに０．０１２インチ（０．３ｍｍ）のレーザカットホール
により形成されたキャピラリーストップ１５１に充填する。犠牲ビーズに加え、任意選択
で緩衝を緩和するその他の材料、好ましくはシグナル抗体を含む、１つ又は複数の乾燥試
薬コーティングを、サンプルに溶解する。使用者は、スナップフラップ上に載置されたラ
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テックスゴムディスクを回転させて、サンプル入口１６７を閉じ、カートリッジをアナラ
イザ内に置く。
【０１７４】
　（２）アナライザはカートリッジとの接触を形成し、モータ駆動プランジャがホイルパ
ウチ１６１上に押圧されて、洗浄／分析流体を中央コンジット１５８内に押し遣る。
【０１７５】
　（３）個別のモータ駆動プランジャはサンプルダイヤフラム１５６と接触し、サンプル
の測定されたセグメントをサンプルコンジットに沿って（試薬領域Ｒ１からＲ２へ）押し
出す。サンプルを、伝導度センサを介してセンサチップ１５３で検出する。センサチップ
は、捕獲領域Ｒ３に位置付けられる。
【０１７６】
　（４）サンプルを、センサとの結合を促進させるための制御された時間にわたり、所定
の且つ制御された手法で、Ｒ２とＲ５の間でサンプルダイヤフラム１５６を用いて振動さ
せる。
【０１７７】
　（５）サンプルを、カートリッジ（Ｒ８）の廃棄物領域に向かって押し出し、セルロー
ス又は同様の吸収芯材の形で受動的ポンプ１５７に接触させる。この芯材を湿潤させる動
作によって、芯材を空気流に対して密閉し、したがってサンプルダイヤフラム１５６によ
り発生した過剰な圧力をベントするその能力が排除される。能動的ベントは、図１６の「
制御された空気ベント」になる。
【０１７８】
　（６）サンプルコンジットの急速排出（サンプルダイヤフラム１５６からモータ駆動プ
ランジャを引き出すことによって行われる。）により、空気（ベントから）及び第２のコ
ンジットからの洗浄／分析流体の混合物は、図１６のＲ５とＲ４の間に位置付けられた入
口に強制的に移動される。サンプルコンジットの急速排出を繰り返すことにより、一連の
、空気で分離された流体セグメントが発生し、これらがセンサチップを横断してサンプル
入口に向かって引き出される（Ｒ４からＲ３からＲ２及びＲ１）。これによりセンサが洗
浄された過剰な試薬がなくなり、分析に適切な試薬でセンサを湿潤させる。ホイルパウチ
に生じる洗浄／分析流体は、中央洗浄／分析流体コンジット内でＲ７及びＲ６に試薬を添
加することにより、さらに修正することができる。
【０１７９】
　（７）洗浄／分析流体セグメントは、サンプル入口に向かってより遅い速度で引き出さ
れ、その結果、分析流体の薄い層のみ含有するセンサチップが得られる。電気化学的分析
は、この時点で行われる。分析の好ましい方法は電流測定であるが、電位差測定又はイン
ピーダンス検出も使用される。
【０１８０】
　（８）メカニズムは引き込まれ、カートリッジをアナライザから取り外すことが可能に
なる。
【０１８１】
（例５）
　いくつかの実施形態では、デバイスは、アッセイ中に生じる非特異的結合の程度を評価
する目的で、免疫参照センサを用いる。免疫参照センサは、免疫試薬が抗分析物抗体では
なく抗－ＨＳＡ（ヒト血清アルブミン）抗体であること以外、分析物免疫センサとして、
大部分が同じ方法で製作される。ヒト全血又は血漿サンプルに曝されると、参照センサは
、特異的に結合したＨＳＡでコーティングされるようになり、豊富な内因性タンパク質が
全てのヒト血液サンプル中に存在し、したがって本発明の免疫アッセイフォーマットを使
用した全ての個々の試験操作に対して、共通参照を提供する。不適切な洗浄により又は干
渉の存在により生じるＮＳＢは、この第２のセンサを用いてモニタすることができる。
【０１８２】
　アッセイからの正味のシグナルは、参照センサから生じる非特異的シグナルを差し引く
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ことによって補正された分析物免疫センサから生じる特定のシグナルを含み、例えば、上
記方程式４で示されるような、正味のシグナル＝分析物センサシグナル－参照センサシグ
ナル－オフセットである。「オフセット」は、ＮＳＢに曝される２つのセンサの傾向の相
違を説明する係数である。実際にこれは、非特異的にコンジュゲートに結合するその能力
に対する各センサの相対的な「粘着性」を説明し、分析物を含まず且つ干渉のないサンプ
ルの応答に基づいて確立される。これは、独立した実験により行われる。
【０１８３】
　参照センサで許容されるシグナルの量は、品質管理アルゴリズムにより定められた限度
の影響下にあり、低い分析物濃度での結果の完全性を保護しようとするものであり、ＮＳ
Ｂの作用は、臨床環境における意思決定を変えることができるような手法でアッセイ結果
に影響を及ぼす最大限の可能性を発揮する。本質的な主題は、参照センサでの過剰なシグ
ナルの存在が、不適切な洗浄ステップ又は干渉のいずれかによって、ＮＳＢの存在に関す
るフラグとして働くことである。
【０１８４】
　上述の本発明は、一般に、全血サンプルを用いた分析物免疫アッセイで白血球からの干
渉を低減させ又は排除することを対象とするが、白血球が存在する可能性のあるその他の
タイプの生体サンプル、例えば脳脊髄液で行われる免疫アッセイにも適用可能である。さ
らに、例えば血漿など、遠心分離又は濾過によってそれらを除去しようとする意図にも関
わらず、残留白血球が存在する可能性のあるサンプルに適用可能である。例えば緩衝液で
希釈された可能性のあるサンプルにも適用可能である。さらに、本発明は一般に、サンプ
ルに乾燥試薬を溶解することによってサンプルを修正することを対象とするが、分析中に
又はサンプル収集中に液体として試薬をサンプルに添加するその他の実施形態でも実用的
である。本発明を、電気化学的検出手法、例えば電流測定及び電位差測定手法に関して本
明細書で述べてきたが、その他の検出モード、特に、ルミネセンス、蛍光、及び吸光度に
基づいた手法などの光学感知手法に等しく適用可能であることが明らかである。
【０１８５】
　本発明について、様々な好ましい実施形態に関して述べてきたが、当業者なら、本発明
の精神から逸脱することなく様々な修正、置換、省略、及び変更を行うことができること
を理解するであろう。例えば、記述の一部は非競合的サンドイッチ免疫アッセイを対象と
するが、本発明のデバイス及びプロセスは、競合的免疫アッセイにも同様に用いることが
できる。さらに、本発明の範囲は、下記の特許請求の範囲によってのみ限定されるものと
する。
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