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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　多種の分析対象物の同時定性測定及び／又は定量測定のためのキットであって、
　少なくとも一つの励起波長で透明な層（ａ）を、少なくとも前記励起波長で同じく透明
である、層（ａ）よりも低い屈折率の層（ｂ）の上に有し、かつ、前記励起光を層（ａ）
に内結合するための、前記層（ａ）中で変調される少なくとも一つの格子構造（ｃ）を有
する光学薄膜導波路を含むセンサプラットフォームと、
　前記分析対象物の特異的認識及び／又は結合のための、及び／又は前記分析対象物との
特異的相互作用のための、別個の計測区域（ｄ）に直接又は層（ａ）上の付着促進層を介
して固定化された生物学的又は生化学的又は合成認識要素の少なくとも一つのアレイであ
って、アレイが、分析対象物測定のための一以上の分析区域と、参照のための計測区域と
、のセグメントに配置されている、アレイと、
　計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照のための手段であって、参照のため
の二以上の同一の計測区域が、層（ａ）中を誘導される励起光の伝播方向に対して平行な
計測区域のアレイ又はセグメント内に配置されている、手段と、を含み、
　前記分析対象物に関して分析される液体試料が、前記センサプラットフォーム上の前記
計測区域と直接又はさらなる試薬との混合ののち接触させられるキット。
【請求項２】
　キットが、一以上の分析対象物の結合の結果として又は一以上の分析対象物との特異的
相互作用の結果として、層（ａ）の近接場で生成される一以上のルミネセンスの較正のた
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めの手段をさらに含み、
　較正のための手段が、既知の濃度で試料に加えられる分析対象物の測定のために、生物
学的又は生化学的又は合成認識要素が供給される一以上の計測区域を含む、請求項１記載
のキット。
【請求項３】
　異なる分析対象物を検出するための別個の計測区域で異なる計測区域上に固定化された
認識要素の密度が、共通のアレイでの異なる分析対象物の測定により、ルミネセンス信号
が同程度の大きさになることにより、同時に実施される分析対象物測定のための関連した
較正曲線を光電子システムの調節の変更なしに記録することができるような方法で選択さ
れる、請求項１～２のいずれか記載のキット。
【請求項４】
　一以上のアレイが、分析対象物測定又は参照のための、前記セグメント内で同様である
生物学的又は生化学的又は合成認識要素を有する二以上の計測区域のセグメントを含む、
請求項１～３のいずれか記載のキット。
【請求項５】
　アレイの一以上のセグメント又は一以上のアレイが、共通の群の分析対象物の測定のた
めに設けられている、請求項１～４のいずれか記載のキット。
【請求項６】
　同じ分析対象物のためにセグメント又はアレイの一以上の計測区域が設けられ、かつ、
関連した固定化された生物学的又は生化学的認識要素が前記分析対象物に対して異なる親
和力を有する、請求項１～５のいずれか記載のキット。
【請求項７】
　アレイの一以上のセグメント又は一以上のアレイが、異なる群の分析対象物の測定のた
めに設けられている、請求項１～６のいずれか記載のキット。
【請求項８】
　二以上のアレイが、前記アレイ上の類似した分析対象物の測定のために、計測区域及び
／又は計測区域のセグメントの同様な幾何学配列を有する、請求項１～７のいずれか記載
のキット。
【請求項９】
　二以上のアレイが、前記アレイ上の類似した分析対象物の測定のために、計測区域及び
／又は計測区域のセグメントの異なる幾何学配列を有する、請求項１～８のいずれか記載
のキット。
【請求項１０】
　計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照が、試料の供給の前にすでにこれら
の計測区域に被着されいる分子であって、事前に固定化されたルミネセンス標識された分
子を有するルミネセンスマーカスポットによって実施される、請求項１～９のいずれか記
載のキット。
【請求項１１】
　ルミネセンスマーカスポットが、センサプラットフォーム全体に及ぶスクリーンとして
設けられている、請求項１０記載のキット。
【請求項１２】
　ルミネセンスマーカスポット内のルミネセンス標識された分子の密度が、固定化のため
の同様な、ただし標識されていない分子との混合により、ルミネセンスマーカスポットの
領域からのルミネセンス強さが分析対象物測定に専用の計測区域からのルミネセンス強さ
と同程度の大きさになるような方法で選択される、請求項１０～１１のいずれか記載のキ
ット。
【請求項１３】
　ルミネセンスマーカスポット内のルミネセンス標識された分子の密度及び濃度が、アレ
イ内で均一であり、好ましくはセンサプラットフォーム全体で均一である、請求項１０～
１２のいずれか記載のキット。
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【請求項１４】
　種々のルミネセンスマーカスポットの間の距離及び／又はサイズが、別個の計測区域か
らのルミネセンス強さの測定の所望の局所分解度に適合されている、請求項１０～１３の
いずれか記載のキット。
【請求項１５】
　センサプラットフォーム上の各アレイが、少なくとも一つのルミネセンスマーカスポッ
トを含む、請求項１０～１４のいずれか記載のキット。
【請求項１６】
　少なくとも一つのルミネセンスマーカスポットが、分析対象物測定のための計測区域の
各セグメントに隣接して設けられている、請求項１０～１５のいずれか記載のキット。
【請求項１７】
　各アレイが、前記アレイの領域で内結合される励起光の二次元分布の測定のために、内
結合される励起光の伝播方向に対して平行及び／又は垂直なルミネセンスマーカスポット
の連続した行及び／又は列を含む、請求項１０～１６のいずれか記載のキット。
【請求項１８】
　計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照のための手段が、多数の局所分解参
照信号の平均値の測定を含む、請求項１～１７のいずれか記載のキット。
【請求項１９】
　一以上の分析対象物の結合又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の結果として層
（ａ）の近接場で生成される一以上のルミネセンスを較正するための手段が、測定される
分析対象物の既知の濃度を有する較正溶液を所定数のアレイに塗布することを含む、請求
項１～１８のいずれか記載のキット。
【請求項２０】
　センサプラットフォームの８～１２個のアレイが、較正のために専用に当てられている
、請求項１９記載のキット。
【請求項２１】
　異なる制御された密度で固定化された生物学的又は生化学的又は合成認識要素を有する
いくつかの計測区域が、これらの計測区域に共通である分析対象物の測定のために、一以
上のアレイに常に設けられている、請求項１～２０のいずれか記載のキット。
【請求項２２】
　分析対象物の較正曲線が、種々の制御された密度の十分に大きな差でアレイの種々の計
測区域に固定化された、前記分析対象物の生物学的又は生化学的又は合成認識要素を含む
アレイに一つの較正溶液を塗布することにより、すでに確立することができ、前記分析対
象物と前記生物学的又は生化学的又は合成認識要素との結合を示す信号の濃度依存性が既
知である、請求項２１記載のキット。
【請求項２３】
　一以上のアレイが、較正のために、既知の濃度で試料に加えられる分析対象物の測定に
専用の一以上の計測区域を含む、請求項１～２２のいずれか記載のキット。
【請求項２４】
　少なくとも一つの励起光源と、
　請求項１～２３のいずれか記載のキットと、
　センサプラットフォーム上の一以上の計測区域（ｄ）から発せられる光を検出するため
の少なくとも一つの検出器と
を含む、一以上のルミネセンスを測定するための分析システム。
【請求項２５】
　請求項１～２３のいずれか記載のキット及び／又は請求項２４記載の分析システムを使
用する多種の分析対象物の同時定性測定及び／又は定量測定の方法であって、前記分析対
象物に関して分析される一以上の液体試料を、前記キットの一部としてのセンサプラット
フォームの計測区域と接触させ、前記計測区域で利用可能な励起光強さを局所分解的な方
法で参照する、方法。
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【請求項２６】
　一以上の前記試料と接触させた計測区域から層（ａ）の近接場で生成され、前記計測区
域に固定化された生物学的又は生化学的又は合成認識要素に対する一以上の分析対象物の
結合から、又は前記分析対象物と前記固定化された認識要素との相互作用から生じる一以
上のルミネセンスを較正する、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
　アレイの一以上のセグメントの上で又は一以上のアレイの上で、共通の群の種々の分析
対象物を同時に測定する、請求項２５～２６のいずれか記載の方法。
【請求項２８】
　種々の群の種々の分析対象物を、アレイの一以上のセグメントの上で又は一以上のアレ
イの上で同時に測定する、請求項２５～２７のいずれか記載の方法。
【請求項２９】
　計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照が、センサプラットフォームから励
起波長で発せられる光の像の同時又は順次生成を含む、請求項２５～２８のいずれか記載
の方法。
【請求項３０】
　計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照のための手段が、ルミネセンスの励
起に使用されるもう一つの励起波長でセンサプラットフォームから発せられる光の像の同
時又は順次生成を含む、請求項２５～２９のいずれか記載の方法。
【請求項３１】
　局所分解参照のための励起波長を、一以上の分析対象物の検出のための又は参照もしく
は較正のための検定の間、ルミネセンスが可能でありかつ被着される分子が、前記波長で
吸収を有しないか、又はできるだけ低い吸収しか示さないような方法で選択する、請求項
３０記載の方法。
【請求項３２】
　センサプラットフォームから発せられる励起光の像の生成を、計測区域から発せられる
ルミネセンスの集光の場合と同じ光路を使用して実施する、請求項２９～３１のいずれか
記載の方法。
【請求項３３】
　計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照が、センサプラットフォームからル
ミネセンス波長で発せられる光の像の同時又は順次生成を含む、請求項２５～３２のいず
れか記載の方法。
【請求項３４】
　一以上の試料を、前記試料中で測定される分析対象物を測定するための種々のトレーサ
試薬の混合物でプレインキュベートしたのち、これらの混合物を単一の供給工程で対応す
る専用アレイと接触させる、請求項２５～３３のいずれか記載の方法。
【請求項３５】
　トレーサ試薬の濃度を、ルミネセンス信号が同程度の大きさになるような方法で、共通
のアレイにおける種々の分析対象物の測定により、同時に実施される分析対象物測定のた
めの関連した較正曲線が光電子システムの調節なしで記録することができるような方法で
選択する、請求項２５～３４のいずれか記載の方法。
【請求項３６】
　一以上の分析対象物の結合の結果として又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の
結果として層（ａ）の近接場で生成される一以上のルミネセンスの較正が、センサプラッ
トフォームの一以上の専用計測区域での分析のために、既知の濃度の分析対象物を、分析
される一以上の試料に添加することを含む、請求項２５～３５のいずれか記載の方法。
【請求項３７】
　一以上の分析対象物の結合の結果として又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の
結果として層（ａ）の近接場で生成される一以上のルミネセンスの較正が、未知の試料及
び対照試料を塗布したのちのルミネセンス強さの比較を含む、請求項２５～３６のいずれ
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か記載の方法。
【請求項３８】
　未知の試料及び対照試料を異なるアレイに塗布する、請求項３７記載の方法。
【請求項３９】
　未知の試料及び対照試料を同じアレイに順に塗布する、請求項３７記載の方法。
【請求項４０】
　未知の試料と対照試料とを混合したのち、その混合物をセンサプラットフォームの一以
上のアレイに塗布する、請求項３７記載の方法。
【請求項４１】
　未知の試料及び対照試料で測定される分析対象物の検出を、未知の試料及び対照試料の
ための異なる励起及び／又はルミネセンス波長を有するルミネセンス標識を使用して実施
する、請求項３７～４０のいずれか記載の方法。
【請求項４２】
　種々の群の分析対象物の測定を、異なる励起及び／又はルミネセンス波長を有する二以
上のルミネセンス標識を使用して実施する、請求項２５～４１のいずれか記載の方法。
【請求項４３】
　異なる励起及び／又はルミネセンス波長を有する二以上のルミネセンス標識を使用して
測定を実施する、請求項２５～４１のいずれか記載の方法。
【請求項４４】
　分析対象物の較正曲線を、種々の制御された密度の十分に大きな差でアレイの種々の計
測区域に固定化された、前記分析対象物の生物学的又は生化学的又は合成認識要素を含む
アレイに単一の較正溶液を塗布することにより、確立し、前記分析対象物と前記生物学的
又は生化学的又は合成認識要素との結合を示す信号の濃度依存性が既知である、請求項２
５～４３のいずれか記載の方法。
【請求項４５】
　一以上の分析対象物の結合の結果として又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の
結果として層（ａ）の近接場で生成される一以上のルミネセンスの較正が、本質的に一定
の濃度の一連の試料中の一以上の分析対象物の存在によって生じるルミネセンス強さの測
定を含む、請求項２５～４４のいずれか記載の方法。
【請求項４６】
　抗体もしくは抗原、受容体もしくはリガンド、キレート化剤もしくはヒスチジンタグ成
分、オリゴヌクレオチド、ＤＮＡもしくはＲＮＡストランド、ＤＮＡもしくはＲＮＡ類似
体、酵素、酵素補因子もしくは阻害薬、レクチン及び炭水化物を含む群の一以上の分析対
象物の同時又は順次の定量測定又は定性測定のための、請求項２５～４５のいずれか記載
の方法。
【請求項４７】
　試験される試料が、天然の体液又は卵黄又は光学的に濁った液体又は組織流体又は表面
水又は土壌又は植物抽出物又はバイオもしくはプロセスブロスであるか、又は、生物学的
組織部分又は細胞培養物もしくは細胞抽出物から採取されるものである、請求項２５～４
６のいずれか記載の方法。
【請求項４８】
　天然の体液が、血液、血清、血漿、リンパ液又は尿である、請求項４７記載の方法。
【請求項４９】
　薬学的研究、コンビナトリアルケミストリー、臨床及び臨床前開発におけるスクリーニ
ング法での化学的、生化学的又は生物学的分析対象物の測定、アフィニティースクリーニ
ング及び研究における運動パラメータのリアルタイム結合研究及び測定、分析対象物の定
性及び定量測定、毒性発生研究ならびに遺伝子及びタンパク質発現プロフィールの測定な
らびに医薬品研究開発、ヒト及び獣医診断学、農薬製品研究開発における抗体、抗原、病
原体又はバクテリアの測定、症候性及び前症候性植物診断学、医薬品開発における患者層
別化及び治療薬選択、食品及び環境分析学における病原体、有害薬剤及び細菌の測定のた
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めの、定量又は定性分析のための、請求項１～２３のいずれか記載のキット及び／又は請
求項２４記載の分析システム及び／又は請求項２５～４８のいずれか記載の方法の使用。
【請求項５０】
　分析対象物の定性及び定量測定が、ＤＮＡ及びＲＮＡ分析学のための分析対象物の定性
及び定量測定である、請求項４９記載のキット及び／又は分析システム及び／又は方法の
使用。
【請求項５１】
　細菌が、サルモネラ、プリオン及びバクテリアの細菌である、請求項４９記載のキット
及び／又は分析システム及び／又は方法の使用。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、多種の分析対象物の同時定性及び定量のためのキットの種々の実施態様に関す
る。本発明はまた、本発明によるキットに基づく分析システム及びそれを使用して実施さ
れる一以上の分析対象物の測定の方法ならびにその使用に関する。
【０００２】
多種の分析対象物の測定のためには、現在、種々の分析対象物の測定をいわゆるマイクロ
タイタプレートの別個の試料区画又は「ウェル」の中で実施するような方法が主に使用さ
れている。もっとも一般的なものは、通常は約８cm×１２cmのフットプリント上で８×１
２ウェルのピッチ（行及び列としての幾何学配列）を有し、単一のウェルを充填するのに
約１００マイクロリットルの量を必要とするプレートである。しかし、多くの用途にとっ
て、できるだけ少量の試料しか使用せずに単一の試料区画の中でいくつかの分析対象物を
同時に測定することが望ましいであろう。
【０００３】
米国特許第５，７４７，２７４号では、少なくとも３種の梗塞マーカのいくつかの測定に
よって心筋梗塞を早期認識するための計測構造及び方法が記載されている。これらのマー
カの測定は、個々の試料区画中で又は共通の試料区画中で実施することができ、後者の場
合の開示によると、単一の（共通の）試料区画が連続流路として設けられ、この一つの境
界がたとえば膜によって形成され、この膜に３種の異なるマーカに対する抗体が固定化さ
れる。しかし、このタイプのいくつかの試料区画又は流路を共通の支持体上に配置すると
いう示唆はない。さらに、計測区域のサイズに関して幾何学的情報がない。
【０００４】
ＷＯ８４／０１０３１、米国特許第５，８０７，７５５号、米国特許第５，８３７，５５
１号及び米国特許第５，４３２，０９９号には、分析対象物に特異的な認識要素を、部分
的に１mm2を有意に下回る小さな「スポット」の形で、固体支持体に固定化することが提
案されている。この固定化形状の目的は、存在する分析対象物分子の小さな部分だけと結
合することにより、インキュベーション時間だけに依存し、試料の絶対量には本質的に依
存しない（連続流が存在しない）方法で分析対象物の濃度の測定を実施できることである
。関連する例で開示された計測構造は、従来のマイクロタイタプレートにおける蛍光計測
による測定に基づく。また、それに関して、蛍光標識された３種までの異なる抗体のスポ
ットが共通のマイクロタイタプレートウェルで計測される構造が記載されている。これら
の特許明細書における理論的論証に従うと、スポットサイズの最小化が望ましいであろう
。しかし、バックグラウンド信号から区別される最小信号高さがスポットサイズの下限を
設定するであろう。
【０００５】
近年、より低い検出限界を達成するため、分析対象物の測定が、光学導波路中を誘導され
る光に関連する減衰フィールドとの相互作用に基づく多くの計測構造であって、分析対象
物分子の特異的認識及び結合のための生化学的又は生物学的認識要素が導波路の表面に固
定化されている多くの計測構造が開発された。
【０００６】
光波が、光学的により希薄な媒体、すなわちより低い屈折率の媒体によって包囲された平
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面薄膜導波路に結合すると、その光波は、導波層の界面における全反射によって誘導され
る。このような構造では、電磁エネルギーの一部が低屈折率媒体に浸透する。この一部が
エバネッセント（減衰）フィールドと呼ばれる。減衰フィールドの強さは、導波層そのも
のの厚さと、導波層の屈折率及びそれを包囲する媒体の屈折率との比と、に非常に大きく
依存する。薄い導波路の場合、すなわち、誘導される光の波長と同じ層厚さ又はそれより
も小さい層厚さの場合、誘導される光の別個のモードを区別することができる。このよう
な方法の利点として、分析対象物との相互作用は、隣接媒体中への減衰フィールドの浸透
深さ（約１００ナノメートル程度）に限られ、（バルク）媒体の深さからの干渉信号をお
おむね避けることができる。最初に提案されたこのタイプの計測構造は、約１００マイク
ロメートルから数ミリメートルまでの厚さを有し、高マルチモードで自立性の単層導波路
、たとえば透明なプラスチック又はガラスのファイバ又はプレートに基づくものであった
。
【０００７】
感度を改善すると同時に大量生産で製造しやすくするために、平面薄膜導波路が提案され
ている。もっとも簡単なケースでは、平面薄膜導波路は、支持材料（基板）と、導波層と
、スーパストレート（及び分析する試料）との三層システムからなり、導波層が最高の屈
折率を有している。さらなる中間層が平面導波路の動作をさらに改善することができる。
【０００８】
励起光を平面導波路に内結合する方法がいくつか公知である。もっとも初期に使用された
方法は、エアギャップによる反射を減らすため、一般には液体がプリズムと導波路との間
に導入される、前面結合又はプリズム結合に基づくものであった。これら二つの方法は、
主に、比較的大きな層厚さの導波路、すなわち、特に自立性の導波路について、及び屈折
率が２よりも有意に小さい導波路について適している。しかし、高い屈折率の非常に薄い
導波層に励起光を内結合させるためには、結合格子の使用が、有意には、より洗練された
方法である。
【０００９】
本出願では、「ルミネセンス」とは、光学的又は光学的以外の励起ののち、たとえば電気
的又は化学的又は生化学的又は熱的な励起ののちの、紫外線から赤外線までの範囲の光子
の自発的放出をいう。たとえば、ケミルミネセンス、バイオルミネセンス、エレクトロル
ミネセンス、特に蛍光及びリン光が共通に「ルミネセンス」の下で含まれる。
【００１０】
より低い検出限界を達成するためには、より高い信号生成の選択性のため、有効屈折率の
変化に基づく方法／たとえば格子カプラセンサ又は表面プラズモン共鳴に基づく方法）よ
りもルミネセンスベースの方法が適当であると思われる。
【００１１】
この構造では、ルミネセンス励起は、より低い屈折率の媒体への減衰フィールドの浸透深
さに、すなわち、媒体への浸透深さが約１００ナノメートル程度であるとき、導波区域に
近接する区域に限られる。この原理は減衰ルミネセンス励起と呼ばれている。
【００１２】
近年、透明な支持材上のわずか１００ナノメートルほどの薄い導波膜に基づく屈折率の高
い薄膜導波路により、感度を大幅に高めることができた。たとえばＷＯ９５／３３１９７
には、回折光学要素としてのレリーフ格子によって励起光を導波膜中に結合する方法が記
載されている。センサプラットフォームの表面を、分析対象物を含有する試料と接触させ
、減衰フィールドの浸透深さ内に位置し、ルミネセンスが可能な物質から等方的に発せら
れるルミネセンスを、適切な計測構造、たとえばフォトダイオード、光電子増倍管又はＣ
ＣＤカメラによって計測する。また、減衰的に励起された放射線のうち、導波路中に逆結
合した部分を、格子のような回折光学要素によって外結合し、計測することができる。こ
の方法は、たとえばＷＯ９５／３３１９８に記載されている。
【００１３】
現在の技術水準として特に明細書ＷＯ９５／３３１９７及びＷＯ９５／３３１９８に記載
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されている、減衰的に励起されるルミネセンスを検出する方法すべての欠点は、センサプ
ラットフォームの、均質な膜として形成された導波層上で常に一つの試料しか分析するこ
とができないことである。同じセンサプラットフォーム上でさらなる計測を実施するため
には、退屈な洗浄又は清浄工程が絶え間なく求められる。これは、初めの計測の分析対象
物とは異なる分析対象物を測定しなければならない場合、特に当てはまる。免疫分析の場
合、これは一般に、センサプラットフォームの固定化層をまるごと交換しなければならな
いか、全く新たなセンサプラットフォームを使用しなければならないことを意味する。し
たがって、多種の分析対象物の特に同時測定を実施することはできない。
【００１４】
たとえば、明細書ＷＯ９６／３５９４０には、本質的に単モードの平面無機導波路を用い
て同時又は順次にルミネセンスベースの多数の計測を独占的に実施するため、励起光が別
々に投射される少なくとも二つの別個の導波区域が一つのセンサプラットフォーム上に設
けられる構造（アレイ）が提案されている。しかし、センサプラットフォームを別個の導
波区域に分割することから生じる欠点は、共通のセンサプラットフォーム上の別個の導波
領域における別個の計測区域のための比較的大きな空間を必要とすることであり、この理
由のため、ここでもまた、比較的低密度の種々の計測区域（又はいわゆる「フィーチャ」
）しか達成することができない。
【００１５】
本発明の本質による「局所的（又は横方向もしくは空間的）に分けられた計測区域」又は
「別個の計測区域」なる言い回しの使用は、本発明の後の部分でさらに正確に定義する。
【００１６】
ＷＯ９８／２２７９９には、平面導波路の減衰フィールドで励起されるルミネセンスを測
定するための計測構造の試料区画の設計のための多数の他の構造の他に、公知のマイクロ
タイタプレートの形を有する構造も提案されている。しかし、単一の試料区画内に固定化
された種々の認識要素への結合による多種の分析対象物の測定は、この開示でも扱われて
いない。
【００１７】
米国特許第５，５２５，４６６号及び第５，７３８，９９２号には、自立型マルチモード
導波路、好ましくは光ファイバタイプ導波路の減衰フィールドにおける蛍光励起に基づく
光学センサが記載されている。励起光の内結合とマルチモード導波路に逆結合された蛍光
の外結合とは、遠位端内結合及び外結合によって実施される。このようなマルチモード導
波路の作動原理により、それによって検出される分析対象物測定のための蛍光信号が、試
料と相互作用する全面の単一の積分値として得られる。主に信号の正規化のため、たとえ
ば、信号に影響を及ぼす表面欠陥を考慮に入れるため、測定される分析対象物の特異的認
識及び結合のための生化学的又は生物学的又は合成認識要素の他に、蛍光参照化合物がセ
ンサ表面に同時に固定化される。しかし、基本的なセンサ原理により、局所的に分解され
ないが単一の積分計測値に影響する正規化が可能である。結果として、種々の分析対象物
の測定は、異なる励起波長を有する標識を使用するか、前に結合した分析対象物を除去し
たのち順に計測することによってしか実施することができない。上記理由のため、これら
の構造は、前記の参照法とともに、多種の分析対象物の同時測定に適しているとは言い難
いか、適しているとは思えない。
【００１８】
米国特許第５，６３１，１７０号及び欧州特許出願０９３，６１３には、特に光学導波路
の減衰フィールドにおける蛍光励起に基づくセンサのための種々の参照方法が論じられて
いる。欧州特許出願０９３，６１３には、「計測区域」に隣接する領域で参照する方法が
記載されている。特に、この開示では、センサプラットフォーム上の同じ領域からの参照
及び（分析対象物）計測信号を使用する必要性が強調されている。可能な実施態様として
、動力学的（時間分解）計測が挙げられている。理由は、分析対象物結合の動力学は、物
理的な導波路パラメータ及び局所的に信号に影響する可能性のある欠陥に依存しないから
である。しかし、動力学的方法の欠点として、外部パラメータの依存、たとえば個々の試



(9) JP 4812223 B2 2011.11.9

10

20

30

40

50

料の温度及び粘度への依存が記載されている。米国特許第５，６３１，１７０号には、分
析対象物濃度から独立した単一の参照信号を生成し、共に固定化されたフルオロフォアに
よる参照が記載されている。分析対象物結合のための特異的認識要素及び参照のための共
に固定化されたフルオロフォアは、センサプラットフォーム上に統計学的混合物として設
けられることが好ましい。さらには、同時較正の方法が、「毛細管充填装置」（ＣＦＤ）
の例で、（たとえば競合免疫分析で）試料に加えて既知の量の分析対象物がＣＦＤの局所
領域に塗布される、たとえばこれらの加えられる既知の量の分析対象物をこの目的に専用
の試薬区画（たとえばセンサ表面から反対側に位置する）からの試料の塗布によって溶解
させることによって塗布される用途として提示されている。
【００１９】
国際特許出願ＷＯ９７／３５１８１には、導波路中に形成された「ウェル」の中に（すな
わち、前記導波路の表面に）種々の認識要素を有するパッチを被着させ、それらを、一以
上の分析対象物を含有する試料溶液と接触させる、一以上の分析対象物の同時測定の方法
が記載されている。較正のためには、並行して、所定の分析対象物濃度の溶液を、同様な
パッチを有するさらなるウェルに塗布する。一例として、多種の分析対象物の並行測定の
ためには、常に、種々のウェルごとに異なる別個のパッチ及び認識要素を有する３個のウ
ェル（高い分析対象物濃度の較正溶液及び低い分析対象物濃度の較正溶液ならびに試料溶
液の計測のため）が提示される。局所分解参照の示唆はない。
【００２０】
Analytical Chemistry Vol. 71(1999) 4344-4352には、窒化ケイ素導波路上の多分析対象
物免疫分析が提示されている。種々の生物学的認識要素を有する３個の通路状の認識領域
（計測区域）で３種までの分析対象物の同時測定が記載されている。分析対象物及びトレ
ーサ抗体が、混合物として、三つの計測区域を覆う試料セルに加えられる。バックグラウ
ンドは常に、分析対象物を含まない専用溶液によって事前に決定される。この開示に基づ
くと、種々の計測区域に関してバックグラウンド測定が局所分解的に実施されるのか、積
分的に実施されるのかが明らかではない。較正曲線の生成のためには、センサプラットフ
ォームは再生されないため、常に新たなセンサプラットフォーム上で多数の個々の計測を
実施しなければならない。センサプラットフォーム上のごく少数の計測区域及び検定設計
からの生じるプロセスに直面すると、種々のセンサプラットフォームを使用するとき方法
の精度が低下し、方法の期間が大幅に増すため、これは欠点と見なさざるを得ない。
【００２１】
また、Analytical Chemistry Vol. 71(1999) 3846-3852には、３種の異なる分析対象物の
同時測定のための多分析対象物免疫分析が提示されている。Bacillus globigii、ＭＳ２
バクテリオファージ及びブドウ球菌エンテロトキシンＢが、群バクテリア、ウイルス及び
タンパク質の分析対象物の例として使用され、これらの分析対象物に対する抗体が、（自
立性マルチモード）導波路として作用するガラスプレート上で常に二つの平行な行（通路
）に固定化されている。この開示の続きに記載された多分析対象物検定の過程で、固定化
された認識要素の行に対して垂直な流路を有するフローセルがガラスプレート上に配置さ
れる。洗浄溶液（緩衝剤）、一以上の分析対象物を含有する試料、洗浄溶液（緩衝剤）、
トレーサ抗体（個々に又はカクテル混合物として）及び洗浄溶液（緩衝剤）の順次添加に
よってサンドイッチ免疫分析が実施される。計測区域に隣接して計測したバックグラウン
ド信号を除去することにより、計測した局所蛍光強さを修正する。同じくこの論文には、
励起光強さの局所差を考慮に入れるという示唆はない。また、この構造は、多種の分析対
象物の同時測定のための一連の計測を必要な較正とともに実施することを許さないが、そ
のような目的のために、いくつかの異なるセンサプラットフォームの使用、又は特に免疫
分析の場合には限られた程度にしか可能ではない、プラットフォーム上で中間再生をしな
がら計測を順次繰り返し実施することのいずれかを要する。
【００２２】
Biotechniques 27(1999) 778-788には、マイクロアレイに基づくＥＬＩＳＡｓ（酵素結合
免疫吸収検定）を開発するために、標準マイクロタイタプレート（約８cm×１２cm）のフ
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ットプリント上で、それぞれが１列３６個で４列のスポット（すなわち、ウェル１個あた
り全部で１４４個）を有する９６ウェルの構造が提示されている。６×６個の計測区域の
うち、位置づけるためと、蛍光「アルカリホスファターゼ基質」（ＥＬＦ（登録商標））
の添加による検定の酵素的検出工程のために塗布される試薬の効能の制御のためと、に常
に１行及び１列が「ビオチニル化ＢＳＡマーカ」専用に当てられる。この構造は、従来の
検定（ＥＬＩＳＡｓ）のスループットの有意な増大の可能性を示す。しかし、実証された
感度（１３．４ng/mlウサギＩｇＧ）が満足であるとは思えない。
【００２３】
概して、多種（すなわち３種以上）の分析対象物の速やかな同時高感度測定のための以下
の課題、すなわち
一つのセンサプラットフォーム上での多種の分析対象物のピコモル範囲の検出限界での同
時測定、
流体工学に対する要件を最小限にするための、できるだけ簡単な検定プロトコル（たとえ
ば、いくつかのトレーサ分子で測定される多種の分析対象物を含有する試料の混合物の塗
布）、
励起光強さの局所差を考慮に入れるための局所分解参照、
場合によっては、同じセンサプラットフォーム上での同時較正計測の実施
に対する共通の解決法がこれまで提供されていないことが注目されなければならない。
【００２４】
　本発明の主題は、多種の分析対象物の同時定性測定及び／又は定量測定のためのキット
であって、
　少なくとも一つの励起波長で透明な層（ａ）を、少なくとも前記励起波長で同じく透明
である、層（ａ）よりも低い屈折率の層（ｂ）の上に有し、かつ、前記励起光を層（ａ）
に内結合するための、前記層（ａ）中で変調される少なくとも一つの格子構造（ｃ）を有
する光学薄膜導波路を含むセンサプラットフォームと、
　前記分析対象物の特異的認識及び／又は結合のための、及び／又は前記分析対象物との
特異的相互作用のための、別個の計測区域（ｄ）に直接又は層（ａ）上の付着促進層を介
して固定化された生物学的又は生化学的又は合成認識要素の少なくとも一つのアレイと、
　計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照のための手段と、場合によっては、
　一以上の分析対象物の結合の結果として又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の
結果として、層（ａ）の近接場で生成される一以上のルミネセンスの較正のための手段と
、を含み、
　前記分析対象物に関して分析される液体試料が、前記センサプラットフォーム上の前記
計測区域と直接又はさらなる試薬との混合ののち接触させられるキットである。
【００２５】
前記課題は、本発明によるキットによって解決することができる。特に、驚くことに、本
発明によるキットを使用することにより、個々の分析対象物の測定のための個々の検定の
対応する数で、試料中の多種の分析対象物の同時測定の同様に高い感度及び再現性を達成
することができることがわかった。
【００２６】
本発明の本質では、液体試料中の一又は多種の分析対象物の認識のため、空間的に分けら
れた計測区域（ｄ）が、その上に固定化された生物学的又は生化学的又は合成認識要素に
よって占有される区域によって画定される。これらの区域は、いかなる形状、たとえばド
ット、円、矩形、三角形、楕円又は線の形を有することもできる。
【００２７】
属性「光学的透明性」の下では、この属性を特徴とする材料は、少なくとも、一以上のル
ミネセンスの励起に使用される一又はいくつかの励起波長で、本質的に透明であると、ひ
いては吸収を示さないと理解される。
【００２８】
光学的に透明な層（ａ）の所与の層厚さに関して、本発明の構造の感度が高ければ高いほ
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ど層（ａ）の屈折率と隣接媒体の屈折率との差が増大する、すなわち、層（ａ）の屈折率
が高まる。第一の光学的に透明な層（ａ）の屈折率は１．８よりも高いことが好ましい。
【００２９】
層（ａ）性質に対するもう一つの重要な要件は、前記層中を誘導される光の伝播損失が可
能な限り低いことである。第一の光学的に透明な層（ａ）は、ＴｉＯ2、ＺｎＯ、Ｎｂ2Ｏ

5、Ｔａ2Ｏ5、ＨｆＯ2又はＺｒＯ2の群の材料、特に好ましくはＴｉＯ2又はＮｂ2Ｏ5又は
Ｔａ2Ｏ5の群の材料を含む。そのような材料のいくつかの組み合わせを使用することもで
きる。
【００３０】
層（ａ）の所与の材料及び所与の屈折率に関して、層厚さが下限値よりも大きい限り、層
厚さが小さければ小さいほど感度は高くなる。下限値は、層厚さが、誘導される光の波長
に依存する値よりも低下すると、光誘導の停止によって決まり、また、非常に薄い層の場
合、層厚さの減少とともに伝播損失が増大することによって決まる。層（ａ）の厚さとそ
の屈折率との積が、層（ａ）中に結合される励起光の励起波長の１／１０～１、好ましく
は１／３～２／３であるならば、それは有利である。
【００３１】
光学的に透明な層（ｂ）は、低い吸収及び蛍光を特徴とすべきであり、理想的には、吸収
及び蛍光を示さないべきである。さらには、表面粗さは低いべきである。理由は、層（ｂ
）の表面粗さは、被着方法に依存して多少なりとも顕著な程度に、導波層として意図され
る被着後の層（ａ）の表面粗さに影響するからである。層（ａ）の界面における表面粗さ
の増大は、誘導光の散乱損失の増大につながり、それは望ましくない。これらの要求は多
種の材料によって満たされる。第二の光学的に透明な層（ｂ）の材料は、ケイ酸塩、たと
えばガラスもしくは石英、又はポリカーボネート、ポリイミド、アクリレート、特にポリ
メチルメタクリレートもしくはポリスチロールによって形成される群の透明な熱可塑性も
しくは金型成形性プラスチックを含むことが好ましい。
【００３２】
層（ａ）中で変調される格子構造（ｃ）が、２００nm～１０００nmの周期と３nm～１００
nm、好ましくは１０nm～５０nmの変調深さとを有することが好ましい。それに関して、第
一の光学的に透明な層（ａ）の変調深さと厚さとの比は０．４以下であることが好ましい
。
【００３３】
格子構造は、種々の幾何学形状に設けることができる。格子構造（ｃ）は、いかなるプロ
ファイル、たとえば矩形、三角形又は半円形のプロファイルのレリーフ格子又は本質的に
平坦な光学的に透明な層（ａ）で屈折率の周期変調を有する位相もしくは容積格子である
こともできる。
【００３４】
構造の一つの実施態様に関しては、格子構造（ｃ）は、均一な周期の回折格子であること
が好ましい。
【００３５】
しかし、特定の用途、たとえば異なる波長の励起光を同時に内結合する場合、格子構造（
ｃ）が多回折格子であるならば、それは有利であることができる。
【００３６】
特定の実施態様の場合、格子構造（ｃ）が、光学的に透明な層（ａ）に内結合される励起
光の伝播方向に対して垂直又は平行に、横方向に変化する周期数を有することが好ましい
。
【００３７】
多くの実施態様の場合、センサプラットフォームは、格子構造（ｃ）によって層（ａ）に
内結合されかつ層（ａ）中を誘導される励起光の伝播方向に配置されることが好ましい層
（ａ）の均一な非変調領域を含むことが好ましい。
【００３８】
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一般に、格子構造（ｃ）は、計測区域（ｄ）への励起光の内結合、及び／又は層（ａ）中
に逆結合されるルミネセンス光の外結合に使用することができる。
【００３９】
したがって、一般的な実施態様として、センサプラットフォームは、同様な又は異なる周
期の多数の格子構造（ｃ）を、場合によっては、層（ａ）の隣接する均一な非変調領域と
ともに、共通の連続基板上に含む。
【００４０】
本発明によるキットを使用する検定用途の場合、多数の計測区域がその上に位置するアレ
イとして有する層（ａ）の非変調領域が、層（ａ）中を誘導される内結合された光の伝播
方向に隣接している格子構造（ｃ）によって適当な励起光を内結合することが一般に有利
である。計測区域の隣接するさらなるアレイを有するもう一つの格子構造が、第一の格子
構造と計測区域の第一のアレイとに隣接して誘導光の伝播方向に設けられるなどするなら
ば、それは有利である。層（ａ）中を誘導される光は、非変調領域を通過したのち、常に
再び外結合される。誘導される光の伝播方向に対して垂直な方向に（すなわち、格子線に
対して平行に）、計測区域のさらなるアレイが設けられる。したがって、誘導される励起
光を外結合するための専用の格子構造（ｃ）が、計測区域の各アレイの後に、内結合され
る励起光の伝播方向に設けられ、内結合される励起光の伝播方向に対して垂直に、異なる
アレイの個々の格子構造を設けることができるか、又は、これらの格子構造がセンサプラ
ットフォーム全体にかけてこの方向（内結合される励起光の伝播方向に対して垂直）に延
びることができることが好ましい。これは、センサプラットフォームの層（ａ）中を誘導
される励起光の伝播方向で後続するアレイのための内結合格子が、前記伝播方向で先行す
るアレイの内結合格子で内結合された励起光の外結合格子として使用されることを意味す
る。
【００４１】
特定の用途、たとえば、異なる励起波長を有する二以上のルミネセンス標識を使用する場
合、格子構造が、異なる波長の励起光を内結合するために異なる周期数の二以上の格子構
造を重畳したものであり、格子線が互いに対して平行又は非平行、好ましくは非平行に向
き、二つの重畳された格子構造の場合では、それらの格子線が好ましくは互いに対して垂
直であるならば、それは有利である。
【００４２】
変調された格子構造をその中に有する区分と、隣接する非変調区分とへのセンサプラット
フォームの分割は、実施に際して、二つの連続格子構造の間の計測区域の単一のアレイに
要する面積（前記アレイ専用の少なくとも一つの格子構造を含む）を、格子構造の製造の
ためと適した励起光束の内結合のためとの現在の技術能力に直面する０．１mm2～１mm2程
度である一定の最小値未満に減らすことができないことを意味する。したがって、格子構
造（ｃ）又は層（ａ）中でいくつかの格子構造を重畳したものが、本質的にセンサプラッ
トフォームの全領域にわたって変調されるならば、それは、多数の小面積アレイが望まれ
る構造に特に有利である。
【００４３】
本発明の特別な実施態様の場合、光学システムにおける調節の簡素化のため及び／又は分
析システムの一部としての試料区画への接続のための光学的又は機械的に認識可能なマー
クが、センサプラットフォーム上に設けられることが好ましい。
【００４４】
層（ｂ）の自己蛍光を排除することができないならば、特に、ポリカーボネートのような
プラスチックを含むならば、又は層（ａ）における光誘導に対する層（ｂ）の表面粗さの
影響を減らすため、中間層が層（ａ）と（ｂ）との間に被着されるならば、それは有利で
あることができる。したがって、層（ａ）よりも低い屈折率を有しかつ層（ａ）に接する
、厚さ５nm～１００００nm、好ましくは１０nm～１０００nmのさらなる光学的に透明な層
（ｂ′）が、光学的に透明な層（ａ）と（ｂ）との間に位置することが、本発明の構造の
もう一つの実施態様に特徴的である。
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【００４５】
生物学的又は生化学的又は合成認識要素のもっとも簡単な固定化方法は、たとえば認識要
素とベースプレートとの間の疎水性相互作用による物理的吸着にある。しかし、これらの
相互作用の程度は、媒体の組成とその物理化学的性質、たとえば極性及びイオン強度とに
よって強く影響されることがある。特に、多工程検定で異なる試薬を順次に添加する場合
、表面への認識要素の付着は、吸着固定化しただけでは不十分であることが多い。本発明
によるキットの好ましい実施態様では、付着は、生物学的又は生化学的又は合成認識要素
の固定化のための、ベースプレートへの付着促進層（ｆ）の被着によって改善される。特
に、固定化される生物学的又は生化学的認識要素の場合、付着促進層は、また、これらの
認識要素の自然な生物学的又は生化学的環境における結合能力に比較して「生適合性」を
改善する、すなわち、認識要素の結合能力を保存し、変性を避けるのに貢献することがで
きる。付着促進層（ｆ）は、厚さ２００nm未満、好ましくは２０nm未満であることが好ま
しい。付着促進層を形成するためには、多くの材料を使用することができる。制限なしに
、付着促進層（ｆ）は、シラン、エポキシド、官能化された帯電の又は極性のポリマー及
び「自己組織化パッシブ又は官能化単分子又は二分子層」を含む群からの一以上の化合物
を含むことが好ましい。
【００４６】
本発明のキットの重要な態様は、生物学的又は生化学的又は合成認識要素が別個の（横方
向に分けられた）計測区域（ｄ）に固定化されることである。これらの別個の計測区域は
、生物学的又は生化学的又は合成認識要素をセンサプラットフォーム上に空間選択的に被
着させることによって形成することができる。被着には多くの方法を使用することができ
る。一般性の制限なしに、生物学的又は生化学的又は合成認識要素は、「インクジェット
スポッティングと、ピン、ペンもしくは毛管による機械的スポッティングと、「マイクロ
コンタクトプリント」と、生物学的又は生化学的又は合成認識要素を平行の又は交差した
マイクロチャネルに供給し、圧力差又は電気もしくは電磁ポテンシャルに暴露することに
よって計測区域と流体接触させることと光化学的又は光リソグラフィー固定化方法と、を
含む方法の群からの一以上の方法によってセンサプラットフォームに被着させる。
【００４７】
前記生物学的又は生化学的又は合成認識要素としては、核酸（たとえばＤＮＡ、ＲＮＡ、
オリゴヌクレオチド）及び核酸類似体（たとえばＰＮＡ）、モノクロナールもしくはポリ
クロナール抗体、ペプチド、酵素、アプタマー、合成ペプチド構造、可溶性の膜結合タン
パク質及び膜から単離したタンパク質、たとえば受容体、それらのリガンド、抗体に対す
る抗原、「ヒスチジンタグ成分」及びそれらの錯形成相手、分子インプリントをホストす
るための、化学合成によって生成された空洞などを含む群からの成分が被着される。また
、完全な細胞、細胞成分、細胞膜又はそれらの断片を生物学的又は生化学的又は合成認識
要素として被着させることを意図する。
【００４８】
本発明のキットのさらなる特別な実施態様は、異なる計測区域上の異なる分析対象物を検
出するための別個の計測区域に固定化された認識要素の密度が、共通のアレイでの異なる
分析対象物の測定により、ルミネセンス信号が同程度の大きさになる、すなわち、同時に
実施される分析対象物測定のための関連した較正曲線を光電子システムの調節の変更なし
に記録することができるような方法で選択されることを特徴とする。
【００４９】
いくつかの用途では、計測区域のアレイが、分析対象物測定のための一以上の分析区域と
、参照のための、すなわち、物理パラメータ及び／又は塗布される種々の試料の間の化学
的違いの測定のための計測区域と、のセグメントに配置されていることが好ましい。それ
に関して、一以上のアレイは、分析対象物測定又は参照のための、前記セグメント内で同
様である生物学的又は生化学的又は合成認識要素を有する二以上の計測区域をセグメント
を含むことができる。しかし、セグメントはまた、互いに異なる認識要素を有するいくつ
かの別個の計測区域を含むことができる。
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【００５０】
本発明のキットの一つの可能な実施態様には、アレイの一以上のセグメント又は一以上の
アレイが、共通の群の分析対象物の測定のために、たとえば固定化された抗サイトカイン
抗体を使用して種々のサイトカインの測定するために設けられることが特徴的である。同
様な方法で、アレイの一以上のセグメント又は一以上のアレイをいわゆる「マーカタンパ
ク質」の全セットの同時測定に使用することができる。これは、たとえば、体内で細胞内
的又は細胞外的に起こることができ、たとえば、特定の疾病、たとえば変性疾患、ある種
のガン又は自己免疫疾患によって生じ、それらを示唆する高い濃度で明らかである。
【００５１】
分析対象物の測定のための、固定化される認識要素は、通常、前記分析対象物に対してで
きるだけ高い特異性及び結合親和力を示し、かつ、前記分析対象物と（生）化学的に類似
しているかもしれない他の分析対象物に対してできるだけ低い交差反応性を有するような
認識要素である。特定の用途、たとえば免疫分析学における低分子量化合物の測定又は核
酸分析学における単点突然変異の検出の場合には、（生）化学的に大部分の類似化合物と
の交差反応をほとんど避けることができない。そのような用途では、同じ分析対象物のた
めにセグメント又はアレイの一以上の計測区域が設けられかつ関連した固定化された生物
学的又は生化学的認識要素が前記分析対象物に対して異なる親和力を有する本発明のキッ
トの実施態様が有利であることができる。それに関して、認識要素が、異なる、ただし（
生）化学的にいくらか類似した分析対象物に対するそれらの親和力が認識要素ごとに異な
る特徴的な方法で変化するような方法で選択されるならば、それは好都合である。そして
、指紋と同様な方法で、一つの分析対象物に関して異なる認識要素を有する異なる計測区
域からの信号の総計から分析対象物の正体を決定することができる。
【００５２】
もう一つの実施態様は、アレイの一以上のセグメント又は一以上のアレイが、異なる群の
分析対象物の測定のために、たとえば疾病の治療のための医薬品及び／又はそれらの代謝
産物及び／又は前記疾病の指示薬化合物、たとえばいわゆる「マーカタンパク質」の測定
のために設けられることを特徴とする。
【００５３】
これは、上記「マーカタンパク質」の全セットの濃度ならびに疾病治療のために投与され
た薬物とそれらの代謝産物との濃度を一回の計測で測定することを可能にする。可能な組
み合わせの多様性により、たとえば医薬品開発の促進又は最適な薬物治療を決定するため
の患者層別化の促進に大きな潜在性がある。
【００５４】
特定の用途の場合、たとえば、共通のセンサプラットフォーム上の多数のアレイからの結
果の再現性の様子が高い優先順位を有する用途の場合、二以上のアレイが、前記アレイ上
の類似した分析対象物の測定のために、計測区域及び／又は計測区域のセグメントの同様
な幾何学配列を有するならば、それは有利である。
【００５５】
他の用途の場合、たとえば共通のセンサプラットフォーム上で同様な構造を複製すること
によって起こりうるので、結果に対する体系的誤差の影響を最小限にすることが重要であ
る。たとえば、そのような用途の場合、二以上のアレイが、前記アレイ上の類似した分析
対象物の測定のために、計測区域及び／又は計測区域のセグメントの異なる幾何学配列を
有するならば、それは有利であることができる。
【００５６】
共通のセンサプラットフォーム上に多数を再び設けることができる別個のアレイ中に多数
の計測区域を有する本発明のキットは、比較的少量の試料溶液、試薬及び場合によっては
較正溶液を一つの同じプラットフォームで使用することにより、本質的に同一の条件の下
で同様な計測の多くのタイプの再現又は多数の複製を実施する可能性をもたらす。したが
って、たとえば、一回の計測で統計的データを生成することができる。従来の方法ならば
、多数回の個々の計測を要し、これに応じて、合計の計測時間はより長くなり、試料及び
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試薬の消費はより多量になるであろう。二以上の同一の計測区域が、各分析対象物の測定
のために、又はセグメントもしくはアレイ内での物理的もしくは化学的参照のために、設
けられることが好ましい。それに関して、前記同一の計測区域は、たとえば、計測区域の
アレイ又はセグメントの連続した行又は列又は対角線に配置することができる。参照の態
様は、センサプラットフォームの物理的又は化学的パラメータ、たとえば励起光強さの局
所差（以下を参照）ならびに試料によって誘発される影響、たとえばそのpH、イオン強度
、屈折率、温度などに関連することができる。
【００５７】
他方、他の用途では、前記同一の計測区域が、計測区域のアレイ又はセグメント内で統計
的に分布しているならば、それは有利であることができる。
【００５８】
一般に、固定化された認識要素は、測定される分析対象物をできるだけ高い特異性で認識
し、それと結合するような方法で選択される。しかし、通常は、特に計測区域に固定化さ
れた認識要素の間に空の場所がまだあるならば、ベースプレートの表面上の分析対象物分
子の非特異的吸着が起こることを予想しなければならない。したがって、横方向に分けら
れた計測区域の間の領域が、分析対象物又はそれらのトレーサ化合物、すなわち、分析対
象物に対して「化学的に中性」である化合物、好ましくは、たとえば、アルブミン、特に
ウシ血清アルブミンもしくはヒト血清アルブミン、カゼイン、非特異的ポリクロナールも
しくはモノクロナール、測定される一又は多種の分析対象物に対して異質もしくは経験的
に非特異的な抗体（特にイムノアッセイの場合）、洗浄剤、たとえばTween 20（登録商標
）、分析されるポリヌクレオチドとでハイブリダイズしない断片化された天然もしくは合
成ＤＮＡ、たとえばニシンもしくはサケ精子の抽出物（特にポリヌクレオチドハイブリダ
イゼーション検定の場合）又は帯電していないが親水性のポリマー、たとえばポリエチレ
ングリコールもしくはデキストランによって形成される群からの化合物の非特異的結合の
最小化のために、「パシベート」され、横方向に分けられた計測区域（ｄ）の間に被着さ
れていることが好ましい。
【００５９】
上記のように、生物学的又は生化学的又は合成認識要素の固定化の前に付着促進層がセン
サプラットフォームに被着される本発明によるキットのこのような実施態様は、大部分と
はいえないにしても多くの用途で有利である。それに関して、分析対象物又はそれらのト
レーサ化合物の最小化のための横方向に分けられた計測区域の間の領域のパシベーション
の機能が、さらなる化合物の被着なしに、センサプラットフォームへの前記付着促進層の
被着によって満たされるような実施態様が好ましい。
【００６０】
本発明のキットは、非常に多数の個々の計測区域を含むことができる。１００，０００個
までの計測区域が二次元配列で設けられかつ単一の計測区域が０．００１mm2～６mm2の面
積を有することが好ましい。
【００６１】
本発明のさらなる主題は、生成された計測区域を上に有し光学的に透明な層（ａ）の上の
センサプラットフォームの上面が、さらなるボディと、ベースプレートとしてのセンサプ
ラットフォームと前記ボディとの間に、互いに対して流体的に封止される一以上の試料区
画を生成するための一以上の空間的凹み（空洞）が形成されるような方法で組み合わされ
、前記試料区画が、一以上の計測区域又は計測区域のセグメントもしくはアレイをそれぞ
れ含む本発明のキットの実施態様である。それに関して、センサプラットフォームと組み
合わされる前記ボディとは、本発明では、自立性の構造だけでなく、たとえば、キットの
使用条件で、このように設けられた（この場合は通常開いた）試料区画から隣接する試料
区画への液体の移動を防ぐ、場合によってはマイクロメートル単位の薄さの被着された構
造化被覆をもいう。
【００６２】
もう一つの実施態様に特徴的であることは、試料区画が、互いに対して流体的に封止され
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たフローセルとして設けられ、それぞれに、少なくとも一つの入口及び少なくとも一つの
出口が設けられ、かつ、場合によっては、さらに、各フローセルの少なくとも一つの出口
が、フローセルを出る液体を収容するように働くことができる流体的に接続された液溜め
に通じていることである。
【００６３】
それに関して、フローセルを出る液体を収容するための場合によって設けられるさらなる
液溜めが、ベースプレートとしてのセンサプラットフォームと組み合わされるボディの外
壁の凹みとして設けられるならば、それは有利である。
【００６４】
ベースプレートとしてのセンサプラットフォームとそれと組み合わされるボディとの間に
空洞を生成するためにはいくつかの技術的解決方法がある。一つの可能な構造では、生成
されるフローセルのアレイのピッチ（行及び／又は列として幾何学配列）を有する三次元
構造が、センサプラットフォーム上にベースプレートとして形成される。ベースプレート
上のこれらの構造は、たとえば、互いに隣接するフローセルの間に壁又は壁の一部、たと
えばソケットを形成することができ、フローセルは、ベースプレートと適切に形成された
ボディとの組み合わせによって形成される。フローセルのアレイの生成のためには、ベー
スプレートとしてのセンサプラットフォームとそれと組み合わされるボディとの間の空洞
を生成するために、センサプラットフォームに凹みが設けられる。
【００６５】
もう一つの実施態様に特徴的であることは、凹みが、ベースプレートとそれと組み合わさ
れるボディとの間に空洞を生成するため、前記ボディに設けられることである。
【００６６】
フローセルのアレイを生成するためにベースプレートと組み合わされるボディは、単一の
工作物からなることができる。別の実施態様では、ベースプレートと組み合わされるボデ
ィは、いくつかの部品から形成され、前記ボディの組み合わせ部品は、好ましくは、不可
逆的に組み合わされるユニットを形成する。
【００６７】
ベースプレートと組み合わされるボディは、前記ボディとベースプレートとの組み合わせ
を容易にする補助手段を含むことが好ましい。
【００６８】
配列は、多数、すなわち２～２０００個、好ましくは２～４００個、もっとも好ましくは
２～１００個の別個の試料区画を含むことがさらに好ましい。
【００６９】
たとえば、試料及び／又は試薬の塗布がディスペンサによって直接実施される用途の場合
、試料区画は、ベースプレートとしてのセンサプラットフォームと組み合わされるボディ
の、計測区域に対して反対側で開口していることが好ましい。
【００７０】
試料区画のピッチ（行及び／又は列としての幾何学配列）は、標準マイクロタイタプレー
トのウェルのピッチ（幾何学配列）に合致することが好ましい。
【００７１】
本発明のキットの一部としての試料区画の配列のもう一つの実施態様に特徴的であること
は、それがさらなるカバートップ、たとえば箔、膜又はカバープレートによって閉止され
ることである。
【００７２】
フローセルの容量は、ベース区域のサイズ及び凹みの深さの変化により、大きな範囲内で
異なることができ、その結果、各試料区画の内部容積は、通常０．１μl～１０００μl、
好ましくは１μl～２０μlである。それに関して、種々のフローセルの容積は、同様であ
ることもできるし異なることもできる。
【００７３】
ベースプレートとしてのセンサプラットフォームと前記ベースプレートと組み合わされる
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ボディとの間の空洞の深さは、１～１０００μm、好ましくは２０～２００μmであること
が好ましい。アレイの空洞の大きさは、均一であることもできるし多様であることもでき
、ベース区域は、いかなる形状、好ましくは矩形もしくは多角形又は他の幾何学形状を有
することもできる。ベース区域の横方向寸法もまた、広い範囲で異なることができ、通常
、ベースプレートと前記ベースプレートと組み合わされるボディとの間の空洞のベース面
積は、０．１mm2～２００mm2、好ましくは１mm2～１００mm2である。
【００７４】
ベース区域の角は丸められていることが好ましい。丸められた角は、流動プロフィールに
好ましい方法で影響し、形成されるかもしれない気泡の除去を容易にし、その形成を防ぐ
。
【００７５】
試料又は試薬を多数の試料区画に同時に供給するためには、手動又は自動化試薬投入のた
めのマルチチャネルピペットを使用することができ、本発明の試料区画の配列の入口が同
じピッチ（行及び／又は列としての幾何学配列）で配置されているならば、個々のピペッ
トは一又は二次元のアレイに配置される。したがって、好ましくは、配列のピッチは、標
準マイクロタイタプレートのウェルのピッチに合致する。それに関して、約９mmの（中心
間）距離で８×１２個のウェルの配列が工業規格として確立されている。たとえば同じ距
離で配置された３、６、１２、２４及び４８個のウェルを有する小さめのアレイがこの規
格に準拠する。フローセルの小さめのアレイとして設けられた本発明の試料区画のいくつ
かの配列は、また、前記フローセルの個々の入口が約９mmの距離の整数倍で位置するよう
な方法で組み合わせることができる。
【００７６】
最近、同じフットプリント上に９６の整数倍のウェルとして３８４個及び１５３６個のウ
ェルを有し、ウェル間距離をそれに応じて減らしたプレートが使用されており、これらも
また、標準マイクロタイタプレートと呼ばれる。本発明の配列の試料区画のピッチを、各
フローセルの入口及び出口を含め、これらの規格に適合させることにより、工業的に確立
され、利用されている多くの実験室用ピペット及びロボットを試料供給に使用することが
できる。
【００７７】
本発明によるキットの一部としての試料区画の配列の外寸がこれらの標準マイクロタイタ
プレートのフットプリントに合致することが好ましい。
【００７８】
本発明によるさらなる特別な実施態様は、上記性質を有する本発明のキットの一部として
、たとえば１列に２～８個の試料区画又はたとえば１行に２～１２個の試料区画があり、
試料区画そのものが、標準マイクロタイタプレートの寸法を有するキャリヤ（「メタキャ
リヤ」）と、フローセルの入口のピッチ（行及び／又は列としての幾何学配列）が標準マ
イクロタイタプレートのウェルのピッチ（幾何学配列）に合致するような方法で組み合わ
されている配列である。
【００７９】
試料区画の配列とメタキャリヤとの接続は、たとえば、１回しか使用しないためのもので
あるならば、接着によって又は接着せずに正確な嵌め合いによって実施することができ、
多数回使用するためのものであるならば、掛け止め又は挿入によって実施することができ
る。メタキャリヤの材料は、たとえば、成形性、金型成形性又はロール練り性のプラスチ
ック、金属、ケイ酸塩、たとえばガラス、石英又はセラミックスを含む群から選択するこ
とができる。
【００８０】
フローセルの入口のピッチ（行及び／又は列としての幾何学配列）が標準マイクロタイタ
プレートのウェルのピッチ（幾何学配列）、すなわち、９mm（９６ウェルプレートに対応
）又は４．５mm（３８４ウェルプレートに対応、上記を参照）又は２．２５mm（１５３６
ウェルプレートに対応、上記を参照）の整数倍に合致するような方法で、このような試料
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区画のいくつかの行又は列は、また、単一のメタキャリヤと、組み合わせることもできる
。
【００８１】
当然、本発明による試料区画の配列は、別のピッチ（幾何学形状）で配置することもでき
る。
【００８２】
ベースプレートとしてのセンサプラットフォームと組み合わされるボディ及び場合によっ
てはさらなるカバートップの材料は、実際に意図する用途の要件を満たさなければならな
い。具体的な用途に依存して、これらの要件は、たとえば、酸性又は塩基性の媒体、塩、
水溶液の一部としてのアルコールもしくは洗浄剤又はホルムアミドとの接触による化学的
及び物理的安定性や、温度変動（たとえば－３０℃～１００℃）時の安定性や、ベースプ
レート及びそれと組み合わされるボディの可能な限り同様な熱膨張率や、光学特性（たと
えば非蛍光性、反射率）や、機械加工性などに関連する。ベースプレートと組み合わされ
るボディ及び場合によってはさらなるカバートップの材料は、メタキャリヤの材料と同じ
群から選択されることが好ましい。それに関して、上述した部品（ベースプレートとして
のセンサプラットフォームと組み合わされるボディ、カバートップ）は、均一な材料で構
成されることもできるし、異なる材料を層状に又は横方向に接続させた、材料が互いに置
き換わることができる混合物又は組成物を含むこともできる。
【００８３】
本発明の非常に重要な側面は、利用可能な励起光強さの局所分解参照の可能性に関する。
エピイルミネーション又はトランスミッションイルミネーションの配置で励起光を照射す
る従来の構造の場合、照射区域の利用可能な励起光強さは、主として、励起光束の断面の
励起光密度によって決まる。この場合、照射面（たとえばガラスプレート）の性質の局所
差は二次的影響しかもたない。しかし、本発明のキットの場合、センサプラットフォーム
の物理的パラメータの局所差、たとえば励起光を光学的に透明な層（ａ）に内結合するた
めの格子構造（ｃ）の内結合効率又は光学的に透明な層（ａ）中を誘導されるモードの伝
播損失の局所差が主に重要である。
【００８４】
したがって、本発明のさらなる重要な主題は、計測区域で利用可能な励起光強さの横方向
分解参照のための手段が、センサプラットフォームから励起波長で発せられる光の像の同
時又は順次生成を含むような本発明のキットの実施態様である。それに関して、伝播損失
は、局所的に誘導される光の強さに本質的に比例すると考えられる。伝播損失は、主に、
光学的に透明な層（ａ）及び下に位置する基板（光学的に透明な層（ｂ））の表面粗さ及
び均一性によって決まる。特に、このタイプの参照は、局所的に利用可能な励起光強さの
、その伝播方向における局所的低下が、たとえば、励起波長で吸収性である、層（ａ）の
減衰フィールドにおける分子の高い局所濃度によって生じる励起光の吸収によって起こる
ならば、この低下を考慮に入れることができる。
【００８５】
しかし、誘導光の強さに対する発された散乱光の比例性の仮定は、層（ａ）と接触した局
所的巨視的散乱中心により放出（外結合が起こる場所では有効ではない。これらの場所で
は、放出される散乱光は、誘導光と比較して正比例よりも有意に強くなる。したがって、
計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照のための手段が、センサプラットフォ
ームからルミネセンスで発せられる光の像の同時又は順次生成を含むならば、それはまた
有利である。当然、両方の方法を組み合わせることもできる。参照像の生成により、計測
信号の収集に対する結像光学部品の種々の影響が除かれる。したがって、計測区域から発
せられるルミネセンスの集光の場合と同じ光路を使用して、センサプラットフォームから
発せられる励起光の像の生成を実施することが好ましい。
【００８６】
もう一つの実施態様に特徴的であることは、計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分
解参照のための手段が、ルミネセンスの励起に使用されるもう一つの励起波長でセンサプ
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ラットフォームから発せられる光の像の同時又は順次生成を含むことである。それに関し
て、「光化学漂白」の影響を避けるため又は最小限にするため、一以上の分析対象物の測
定のための又は参照もしくは較正のための方法の過程で塗布される分子が吸収を示さない
又はできるだけ低い吸収しか示さない励起波長が選択されることが好ましい。
【００８７】
さらには、センサプラットフォームから発せられる励起光を参照するための像の局所分解
度が、１００μm未満、好ましくは２０μm未満であることが好ましい。また、計測区域で
利用可能な励起光強さの横方向分解参照のための手段が、計測区域の間の又は計測区域に
隣接したところでの実際のルミネセンス波長のバックグラウンド信号の測定を含むことが
好ましい。
【００８８】
本発明によるキットの特徴的な好ましい実施態様は、計測区域で利用可能な励起光強さの
横方向分解参照が、「ルミネセンスマーカスポット」、すなわち、事前に固定化されたル
ミネセンス標識された分子（すなわち、試料の供給の前にすでにこれらの計測区域に被着
されいる分子）を有する計測区域からのルミネセンス強さによって実施されることである
。それに関して、「ルミネセンスマーカスポット」が、センサプラットフォーム全体に及
ぶスクリーンとして設けられることが好ましい。
【００８９】
以下さらに詳細に記載するように、好ましくは局所分解検出器、たとえばＣＣＤカメラ（
ＣＣＤ：電荷結合素子）が信号検出に使用される。これらの検出器は、その感光素子（ピ
クセル）が、局所光信号の検出のための下限しきい値を画定する一定の（主に温度依存性
の）バックグラウンド信号を出力し、高い光強さの検出のための最大能力（飽和）を有す
ることが特徴的である。所与の露光時間に関して、信号検出のダイナミックレンジは、こ
れらのしきい値の差によって定められる。分析対象物検出のためのルミネセンス信号及び
参照信号の両方がこのダイナミックレンジ内にあるべきである。それに関して、両方の信
号が同程度の大きさであるならば、すなわち、たとえばそれらが一以上の１０単位よりも
大きく異ならないならば、それは有利である。本発明によると、たとえば、「ルミネセン
スマーカスポット」内のルミネセンス標識された分子の密度が、固定化のための同様な、
ただし標識されていない分子との混合により、「ルミネセンスマーカスポット」の領域か
らのルミネセンス強さが分析対象物測定に専用の計測区域からのルミネセンス強さと同程
度の大きさになるような方法で選択されるならば、これを達成することができる。
【００９０】
好ましくは、「ルミネセンスマーカスポット」内のルミネセンス標識された分子の密度及
び濃度は、アレイ内で類似し、好ましくはセンサプラットフォーム全体で均一である。
【００９１】
このタイプの参照の場合、局所分解度は、主として、アレイ内及びセンサプラットフォー
ム全体の「ルミネセンスマーカスポット」の密度によって決まる。好ましくは、種々の「
ルミネセンスマーカスポット」の間の距離及び／又はサイズは、別個の計測区域からのル
ミネセンス強さの測定の所望の局所分解度に適合される。
【００９２】
センサプラットフォーム上の各アレイが、少なくとも一つの「ルミネセンスマーカスポッ
ト」を含むことが好ましい。少なくとも一つの「ルミネセンスマーカスポット」が分析対
象物測定のための計測区域の各セグメントに隣接して設けられるならば、それは有利であ
る。
【００９３】
アレイ内及びセンサプラットフォーム上に「ルミネセンスマーカスポット」を幾何学的に
配置するための多様な可能性がある。可能な配列は、たとえば、各アレイが、前記アレイ
の領域で内結合される励起光の二次元分布の測定のために、内結合される励起光の伝播方
向に対して平行及び／又は垂直な「ルミネセンスマーカスポット」の連続した行及び／又
は列を含むことである。
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【００９４】
これは、計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照のための手段が、多数の局所
分解参照信号の平均値の測定を含むことを意図する。
【００９５】
　本発明によるキットのさらなる特徴は、一以上のルミネセンス信号の存在で計測された
ルミネセンス信号を較正するための手段に関する。可能な実施態様として、一以上の分析
対象物の結合又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の結果として層（ａ）の近接場
で生成される一以上のルミネセンスを較正するための前記手段は、測定される分析対象物
の既知の濃度を有する較正溶液を所定数のアレイに塗布することを含む。たとえば、セン
サプラットフォームの８～１２個のアレイを較正のために専用に当てることができる。
【００９６】
本発明によるキットは、一つのセンサプラットフォーム上の多数の計測区域に基づく、こ
れまで記載されていないもう一つの機会を可能にする。この機会として、異なる既知の濃
度の多数の較正溶液を一以上のアレイに塗布する必要はなく、較正のための専用の計測区
域における既知であるが異なる局所濃度で分析対象物検出のために塗布される生物学的又
は生化学的又は合成認識要素を固定化することが可能である。異なる分析対象物濃度の異
なる較正溶液を、認識要素を有するアレイに単一の均一な固定化密度で塗布することによ
って較正曲線を生成することが可能であるだけでなく、主として、単一の較正溶液を、異
なる固定化密度で設けられた認識要素を有するアレイに塗布することにより、分析対象物
とその認識要素との間の結合活性及び多数の結合イベントを表すそのような標準曲線を生
成することが可能である。この簡素化されたタイプの較正にとって、分析対象物とその認
識要素との間の結合挙動が周知であり、分析対象物に専用の計測区域における最低固定化
密度と最高固定化密度との差、すなわち違いが、分析対象物検出のための検定に当てられ
る全適用範囲を較正がカバーするのに十分な大きさであることが重要である。
【００９７】
したがって、本発明のさらなる主題は、異なる制御された密度で固定化された生物学的又
は生化学的又は合成認識要素を有するいくつかの計測区域が、これらの計測区域に共通で
ある分析対象物の測定のために、一以上のアレイに常に設けられているキットである。そ
れに関して、分析対象物の較正曲線が、種々の制御された密度の十分に大きな「差」でア
レイの種々の計測区域に固定化された、前記分析対象物の生物学的又は生化学的又は合成
認識要素を含むアレイに一つの較正溶液を塗布することにより、すでに確立することがで
き、前記分析対象物と前記生物学的又は生化学的又は合成認識要素との間の結合を示す信
号の濃度依存性が既知であることが特に好ましい。
【００９８】
本発明によるキットのもう一つの実施態様では、異なるサイズ（直径）のいくつかの計測
区域が常に一以上の分析対象物の測定に当てられる。この実施態様は、予想される信号強
さ（専用計測区域の面積単位あたりの信号の高さ）が前記計測区域の面積の減少とともに
増大するという公知の事実により、前記分析対象物を測定するためのダイナミックレンジ
の増大を可能にする。
【００９９】
本発明によると、一以上のアレイが、較正のために、既知の濃度で試料に加えられる分析
対象物の測定に専用の一以上の計測区域を含むもう一つの実施態様がある。この実施態様
は、分析分離法におけるいわゆる標準の添加と匹敵しうる。また、この実施態様に関して
、一つ又はすべての試料に加えられる分析対象物と固定化された認識要素との間の結合挙
動が周知であることが必要条件である。そして、たとえば、この既知のさらなる分析対象
物の場合の結合信号の差（たとえば、試料の物理的性質、たとえば粘度などの違いから生
じる）から、測定される未知の濃度の分析対象物の結合挙動の対応する差に対して外挿す
ることができる。この実施態様は、前記の組み合わせに特に適している。
【０１００】
本発明のさらなる主題は、本発明によるキットの所与の実施態様を有する分析システムで
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あって、格子導波路構造（センサプラットフォーム）から発せられる一以上のルミネセン
スを測定するための少なくとも一つの検出器をさらに含む分析システムである。
【０１０１】
特に、本発明の主題は、
少なくとも一つの励起光源と、
本発明のキットと、
センサプラットフォーム上の一以上の計測区域（ｄ）から発せられる光を検出するための
少なくとも一つの検出器と
を含む、一以上のルミネセンスを測定するための分析システムである。
【０１０２】
本発明の分析システムの一つの可能な実施態様に特徴的であることは、励起光が、エピイ
ルミネーション又はトランスイルミネーション配置で計測区域に照射されることである。
【０１０３】
ルミネセンス光の検出は、格子構造（ｃ）又は（ｃ′）によって外結合されたルミネセン
ス光が検出器によっても集光されるような方法で実施されることが好ましい。
【０１０４】
本発明の分析システムの好ましい実施態様に特徴的であることは、少なくとも一つの光源
から発せられる励起光が本質的に平行であり、光学的に透明な層（ａ）に内結合するため
の共振角で、層（ａ）中で変調される格子構造（ｃ）に照射されることである。
【０１０５】
一つの可能性として、少なくとも一つの光源からの励起光が拡大光学部品によって本質的
に平行な光束に拡大され、光学的に透明な層（ａ）に内結合するための共振角で、層（ａ
）中で変調される大きな寸法の格子構造（ｃ）に照射される。
【０１０６】
もう一つの実施態様に特徴的であることは、少なくとも一つの光源からの励起光が、一つ
の回折光学要素により、又は光源がいくつかある場合には多数の回折光学要素、好ましく
はDammann格子又は屈折光学要素、好ましくはマイクロレンズアレイにより、共通の光源
から発せられるできるだけ同じ強さの多数の個々の光線に分割され、個々の光線が、互い
に対して本質的に平行に、層（ａ）に内結合するための共振角で格子構造（ｃ）に照射さ
れることである。
【０１０７】
ある改良に特徴的であることは、同じ又は異なる発光波長の二以上の光源を励起光源とし
て使用することである。
【０１０８】
たとえば、ＣＣＤカメラ、ＣＣＤチップ、フォトダイオードアレイ、アバランシェダイオ
ードアレイ、マルチチャネルプレート及びマルチチャネル光電子増倍管によって形成され
る群の少なくとも一つの局所分解検出器を信号検出に使用することが好ましい。
【０１０９】
本発明は、透過した光束を成形するためのレンズもしくはレンズシステムや、光束を偏向
させるための、場合によってはさらに成形するための平面もしくは湾曲したミラーと、光
束を偏向させるための、場合によってはスペクトル分離するためのプリズムや、光束の部
分をスペクトル選択的に偏向させるためのダイクロイックミラーや、透過した光の強さを
調整するためのニュートラルフィルタや、光束の部分をスペクトル選択的に透過させるた
めの光学フィルタもしくはモノクロメータや、励起もしくはルミネセンス光の別個の偏光
方向を選択するための偏光選択要素、を含む群の光学部品が、一以上の励起光源とセンサ
プラットフォームとの間及び／又は前記センサプラットフォームと一以上の検出器との間
に位置することを特徴とする分析システムを含む。
【０１１０】
光励起は連続的に実施することができる。しかし、励起光を１fsec～１０minの間隔のパ
ルスで投射することが好ましい。
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【０１１１】
分析システムの進んだ実施態様に特徴的であることは、計測区域からの発光が時間分解的
に計測されることである。
【０１１２】
本発明による分析システムの一つの実施態様では、発光の投射及び検出がすべての計測区
域で同時に実施される。もう一つの実施態様に特徴的であることは、励起光の投射と一以
上の計測区域からの発光の検出とが一以上の試料区画で順に実施されることである。また
、励起光の順次投射と一以上の計測区域からの発光の検出とを単一の試料区画内で数回実
施することが可能である。
【０１１３】
それに関して、ミラー、偏向プリズム及びダイクロイックミラーを含む群の可動光学部品
を使用して励起及び検出を順に実施することが好ましい。順に実施される励起及び検出は
、また、励起光及びルミネセンス光を一以上の計測区域に向かう方向及びそれから離れる
方向に順に誘導するための、可動ガラス繊維（光ファイバ）ガラスファイバ束（光ファイ
バ束）を使用して実施することができる。
【０１１４】
種々の計測区域からのルミネセンスを順に検出する場合、局所分解検出器は必須ではない
が、そのような場合、簡単な（局所分解ではない）検出器、たとえば従来の光電子増倍管
又はフォトダイオードもしくはアバランシェフォトダイオードを使用することができる。
【０１１５】
特に、本質的に焦点及び角度保存型のスキャナを使用して励起及び検出を順に実施するこ
とが好ましい。
【０１１６】
また、順次の励起及び検出を伴う分析システムのもう一つの実施態様に特徴的であること
は、上述した実施態様のいずれかの配列が順次の励起及び検出の過程の間で動かされるこ
とである。
【０１１７】
また、本発明による分析システムは、一以上の試料をセンサプラットフォーム上の計測区
域と接触させるための供給手段をさらに含むことが好ましい。
【０１１８】
一つの可能な実施態様として、試料区画は、試料又は試薬の場所を指定した供給又は除去
のための開口を光学的に透明な層（ａ）とは反対の側に有する。
【０１１９】
分析システムの改良に特徴的であることは、一以上の分析対象物を測定する方法の過程で
湿潤されかつ計測区域と接触させられる試薬のための区画が設けられることである。特別
な実施態様に特徴的であることは、前記試薬のためのこれらさらなる区画が、ベースプレ
ートとしてのセンサプラットフォームと組み合わされるボディに設けられることである。
【０１２０】
　本発明のさらなる主題は、上記実施態様のいずれかのキット及び／又は本発明の分析シ
ステムを使用する多種の分析対象物の同時定性測定及び／又は定量測定の方法であって、
前記分析対象物に関して分析される一以上の液体試料を、前記キットの一部としてのセン
サプラットフォームの計測区域と接触させ、前記計測区域で利用可能な励起光強さを局所
分解的な方法で参照し、場合によっては、前記試料と接触させた計測区域から層（ａ）の
近接場で生成され、前記計測区域に固定化された生物学的又は生化学的又は合成認識要素
に対する一以上の分析対象物の結合から、又は前記分析対象物と前記固定化された認識要
素との相互作用から生じる一以上のルミネセンスを較正する方法である。
【０１２１】
励起光は、格子構造（ｃ）によって計測区域に向けて光学的に透明な層（ａ）に内結合さ
れることが好ましい。
【０１２２】
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本発明の方法の一つの可能な実施態様に特徴的であることは、センサプラットフォームが
、格子構造（ｃ）によって層に内結合されかつ層（ａ）中を誘導される励起光の伝播方向
に配置されることが好ましい層（ａ）の均一な非変調領域を含むことである。
【０１２３】
（第一）等方的に発せられるルミネセンス、又は（第二）光学的に透明な層（ａ）に内結
合されかつ結合格子（ｃ）によって外結合されるルミネセンス、又は両部分（第一及び第
二）を含むルミネセンスを同時に計測することが好ましい。
【０１２４】
また、前記ルミネセンスの生成のため、励起されることができ、３００nm～１１００nmの
波長で発光する発光染料又は発光ナノ粒子をルミネセンス標識として使用することが本発
明の一部である。
【０１２５】
ルミネセンス標識を、分析対象物に結合させるか、競合検定では、分析対象物類似体に結
合させるか、多工程検定では、固定化された生物学的又は生化学的又は合成認識要素の結
合相手の一つに結合させるか、又は生物学的又は生化学的又は合成認識要素に結合させる
ことが好ましい。
【０１２６】
方法のもう一つの実施態様に特徴的であることは、第一のルミネセンス標識と同様な又は
異なる励起波長の二番目以降のルミネセンス標識と、同様な又は異なる発光波長と、を使
用することである。
【０１２７】
それに関して、二番目以降のルミネセンス標識を、第一のルミネセンス標識と同じ波長で
励起させることができ、他の波長で発光させることができることが好ましい。
【０１２８】
他の用途の場合、塗布される発光染料の励起スペクトルと発光スペクトルとが重複しない
か、又は部分的にしか重複しないならば、それは有利である。
【０１２９】
方法のもう一つの変形に特徴的であることは、供与体として作用する第一の発光染料から
受容体として作用する第二の発光染料への電荷又は光エネルギーの移動を分析対象物の検
出に使用することである。
【０１３０】
方法のもう一つの可能な実施態様に関して、一以上のルミネセンスの消衰の程度を測定す
ることが特徴的である。
【０１３１】
方法のもう一つの実施態様に特徴的であることは、一以上のルミネセンスの測定の他に、
計測区域における有効屈折率の変化を測定することである。
【０１３２】
方法の改良は、ルミネセンスの一以上の測定及び／又は励起波長における光信号の測定を
偏光選択的に実施することを特徴とする。
【０１３３】
一以上のルミネセンスを、励起光の偏光とは異なる偏光で計測することが好ましい。
【０１３４】
本発明の方法の好ましい実施態様にとって、種々の計測区域上の種々の分析対象物の検出
のための別個の計測区域に固定化された認識要素の密度を、共通のアレイでの種々の分析
対象物の測定により、ルミネセンス信号が同程度の大きさになるような方法で、すなわち
、同時に実施される分析対象物測定のための関連した較正曲線を光電子システムの調節の
変更なしに記録することができるような方法で選択することが特徴的である。
【０１３５】
方法の改良にとって特徴的であることは、計測区域のアレイを、分析対象物測定のための
一以上の計測区域と、参照のための、すなわち、物理パラメータ及び／又は塗布される種
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々の試料の間の化学的違いの測定のための計測区域と、のセグメントに配置することであ
る。それに関して、一以上のアレイは、分析対象物測定又は参照のための、前記セグメン
ト内で同様である生物学的又は生化学的又は合成認識要素を有する二以上の計測区域のセ
グメントを含むことができる。しかし、セグメントはまた、互いに異なる認識要素を有す
るいくつかの別個の計測区域を含むこともできる。
【０１３６】
本発明の方法のもう一つの可能な変形に特徴的であることは、アレイの一以上のセグメン
トの上で又は一以上のアレイの上で、共通の群の種々の分析対象物、たとえば種々のサイ
トカインを、種々の抗サイトカイン抗体へのその結合によって同時に測定することである
。
【０１３７】
特定の用途、たとえば免疫分析学における低分子量化合物の測定又は核酸分析学における
単点突然変異の検出の場合には、（生）化学的に大部分の類似化合物との交差反応をほと
んど避けることができない。そのような用途では、同じ分析対象物のためにセグメント又
はアレイの一以上の計測区域が設けられ、関連の固定化された生物学的又は生化学的認識
要素が前記分析対象物に対して異なる親和力を有する本発明によるキットの実施態様が有
利であることができる。それに関して、異なる分析対象物、ただし（生）化学的にいくら
か類似した分析対象物に対するそれらの親和力が認識要素ごとに異なる特徴的な方法で変
化するような方法で、認識要素が選択されるならば、それは好都合である。そして、指紋
と同様な方法で、単一の分析対象物に関して異なる認識要素を有する異なる計測区域から
の信号の総計から分析対象物の正体を決定することができる。
【０１３８】
もう一つの可能な変形に特徴的であることは、種々の群の種々の分析対象物、たとえば疾
病の治療のための医薬品及び／又はそれらの代謝産物及び／又は前記疾病の指示薬化合物
、たとえばいわゆる「マーカタンパク質」を、アレイの一以上のセグメントの上で又は一
以上のアレイの上で同時に測定することである。
【０１３９】
たとえば、再現性の側面を調査するために、セグメント又はアレイ内での各分析対象物の
測定又は物理的もしくは化学的参照のために二以上の同一の計測区域を設けるならば、そ
れは有利であることができる。それに関して、前記同一の計測区域を、計測区域のアレイ
又はセグメントの連続した行又は列又は対角線に配置することができる。
【０１４０】
他の問題に対処する場合、たとえば、励起条件の体系的局所差を調査する場合、前記同一
の計測区域を計測区域のアレイ又はセグメント内で統計的に分布させるならば、それは有
利であることができる。
【０１４１】
本発明の方法による一つの可能な実施態様に特徴的であることは、計測区域で利用可能な
励起光強さの横方向分解参照が、センサプラットフォームから励起波長で発せられる光の
像の同時又は順次生成を含むことである。それに関して、計測区域から発せられるルミネ
センスの収集の場合と同じ光路を使用して、センサプラットフォームから発せられる励起
光の像の生成を実施することが好ましい。
【０１４２】
方法のもう一つの可能な実施態様として、計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解
参照は、センサプラットフォームからルミネセンス波長で発せられる光の像の同時又は順
次生成を含む。
【０１４３】
もう一つの実施態様に特徴的であることは、計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分
解参照のための手段が、ルミネセンスの励起に使用されるもう一つの励起波長でセンサプ
ラットフォームから発せられる光の像の同時又は順次生成を含むことである。それに関し
て、局所分解参照のための励起波長が、「光化学漂白」の影響を避ける、又は最小限にす
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ることができるように、一以上の分析対象物の検出のための又は参照もしくは較正のため
の検定の間で、ルミネセンスが可能でありかつ塗布される分子が、前記波長で吸収を示さ
ない又はできるだけ低い吸収しか示さないような方法で選択されることが好ましい。
【０１４４】
センサプラットフォームから発せられる励起光を参照するための像の局所分解度が１００
μm未満、好ましくは２０μm未満であることが好ましい。
【０１４５】
本発明の方法のさらなる主題は、計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照を、
「ルミネセンスマーカスポット」によって、すなわち、事前に固定化されたルミネセンス
標識された分子（すなわち、試料の供給の前にすでにこれらの計測区域に被着されていた
分子）を有する計測区域からのルミネセンス強さによって実施することである。
【０１４６】
それに関して、「ルミネセンスマーカスポット」を、センサプラットフォーム全体に及ぶ
スクリーンとして設けることが好ましい。
【０１４７】
本発明の方法の改良は、ルミネセンス標識された分子の密度を、固定化のための同様な、
ただし標識されていない分子との混合により、「ルミネセンスマーカスポット」の領域か
らのルミネセンス強さが分析対象物測定に専用の計測区域からのルミネセンス強さと同程
度の大きさになるような方法で選択することである。
【０１４８】
方法の好ましい実施態様に特徴的であることは、「ルミネセンスマーカスポット」内のル
ミネセンス標識された分子の密度及び濃度が、アレイ内で均一であり、好ましくはセンサ
プラットフォーム全体で均一であることである。
【０１４９】
ルミネセンスが可能である分子は、外部励起光による限られた数のサイクルの励起にしか
暴露することができず、発されるルミネセンスによって非活性化したのち、光化学的に破
壊される、すなわち、一般にはもはやルミネセンスが可能ではない別の分子に変わること
は公知の事実である。このプロセスが一般に「光漂白」と呼ばれる。活性化及び非活性化
の可能なサイクルの数は、特定のタイプの分子に特徴的な平均値（放射性化合物の半減期
に匹敵しうる）である。本発明による方法における参照の有効性をできるだけ大きな程度
に保証するため、光学システムの調節の間にたとえば「光漂白」によって生じる「ルミネ
センスマーカスポット」からの信号の減少を最小限にすることが好ましい。
【０１５０】
また、計測区域で利用可能な励起光強さの横方向分解参照が、多数の局所分解参照信号の
平均の測定を含むことが好ましい。
【０１５１】
測定方法で塗布される一以上の試料及び試薬の供給は、いくつかの工程で順に実施するこ
とができる。一以上の試料を、前記試料中で測定される分析対象物を測定するための種々
のトレーサ試薬の混合物でプレインキュベートしたのち、これらの混合物を単一の供給工
程で対応する専用のアレイと接触させることが好ましい。
【０１５２】
本発明の方法の好ましい実施態様に特徴的であることは、トレーサ試薬、たとえばサンド
イッチ免疫分析における二次トレーサ抗体及び／又はルミネセンス標識ならびに場合によ
ってはさらなるルミネセンス標識されたトレーサ試薬の濃度を、ルミネセンス信号が同程
度の大きさになるような方法で、すなわち、共通のアレイにおける種々の分析対象物の測
定により、同時に実施される分析対象物測定のための関連した較正曲線が光電子システム
の調節なしで記録することができるような方法で選択する。
【０１５３】
　本発明の方法の実施態様のさらなる主題は、一以上の分析対象物の結合の結果として又
は一以上の分析対象物との特異的相互作用の結果として層（ａ）の近接場で生成される一
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以上のルミネセンスの較正が、測定される前記分析対象物の既知の濃度を有する一以上の
較正溶液を、分析される一以上の試料が同じ又は異なる供給工程で塗布されるセンサプラ
ットフォーム上で同じ又は他の計測区域又は計測区域のセグメント又は計測区域のアレイ
に塗布することを含むことである。
【０１５４】
　方法の特別な実施態様に特徴的であることは、一以上の分析対象物の結合の結果として
又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の結果として層（ａ）の近接場で生成される
一以上のルミネセンスの較正が、センサプラットフォームの一以上の専用計測区域での分
析のために、場合によっては既知の濃度のさらなる分析対象物を、分析される一以上の試
料に添加することを含むことである。
【０１５５】
　方法のもう一つの好ましい実施態様に特徴的であることは、一以上の分析対象物の結合
の結果として又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の結果として層（ａ）の近接場
で生成される一以上のルミネセンスの較正が、未知の試料及び対照試料を塗布したのちの
ルミネセンス強さの比較、たとえば、「野生型」ＤＮＡ試料及び「突然変異ＤＮＡ」試料
を塗布したのちの比較を含むことである。それに関して、未知の試料及び対照試料を異な
るアレイに塗布することが可能である。
【０１５６】
この方法のもう一つの変形に特徴的であることは、未知の試料及び対照試料を同じアレイ
に順に塗布することである。一般に、この実施態様では、未知の試料の供給と対照試料の
供給との間に再生工程、すなわち、第一の試料の供給ののちに形成する認識要素－分析対
象物複合体を解離させ、続いて、解離した分析対象物分子を試料区画から取り出したのち
、第二の試料の供給を実施する工程が必要である。同様な方法で、いくつかの試料を計測
区域のアレイ上でその分析対象物に関して順に分析することができる。
【０１５７】
方法のもう一つの実施態様に特徴的であることは、未知の試料と対照試料とを混合したの
ち、その混合物をセンサプラットフォームの一以上のアレイに塗布することである。
【０１５８】
本発明の方法の改良に特徴的であることは、未知の試料及び対照試料で測定される分析対
象物の検出を、未知の試料及び対照試料のための異なる励起及び／又はルミネセンス波長
を有するルミネセンス標識を使用して実施することである。
【０１５９】
たとえば、種々の群の分析対象物の測定を、異なる励起及び／又はルミネセンス波長を有
する二以上のルミネセンス標識を使用して実施することが好ましい。
【０１６０】
いくつかの異なるルミネセンス標識の使用はまた、共通の群の異なる分析対象物の測定に
有利であることができる。本発明の方法のもう一つの実施態様に特徴的であることは、た
とえば、共通の群の分析対象物、たとえばサイトカインの間の交差反応性を測定するため
、異なる励起及び／又はルミネセンス波長を有する二以上のルミネセンス標識を使用して
測定を実施することである。
【０１６１】
上記のように、単一のセンサプラットフォーム上に多数の計測区域を有する本発明による
キットは、一以上のアレイ上で一以上の分析対象物を定性及び／又は定量するための簡素
化されたタイプの較正の可能性を提供する。最良の場合、センサプラットフォームからの
信号の本発明の新規なタイプの較正のために単一の較正溶液の塗布しか要らない。したが
って、本発明による方法のこの改良にとって、異なる制御された密度で固定化された生物
学的又は生化学的又は合成認識要素を有するいくつかの計測区域を、これらの計測区域に
共通である分析対象物の測定のために、一以上のアレイに常に設けておくことが好ましい
。方法のこの改良にとって、分析対象物の較正曲線を、種々の制御された密度の十分に大
きな「差」でアレイの種々の計測区域に固定化された、前記分析対象物に対する生物学的
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又は生化学的又は合成認識要素を含むアレイに単一の較正溶液を塗布することにより、す
でに確立することができ、前記分析対象物と前記生物学的又は生化学的又は合成認識要素
との間の結合を示す信号の濃度依存性が既知であることが特徴的である。
【０１６２】
　本発明の方法のさらなる好ましい変形にとって特徴的であることは、一以上の分析対象
物の結合の結果として又は一以上の分析対象物との特異的相互作用の結果として層（ａ）
の近接場で生成される一以上のルミネセンスの較正が、本質的に一定の濃度の一連の試料
中の一以上の分析対象物の存在によって生じるルミネセンス強さの測定を含むことである
。特にＤＮＡ分析学では、たとえばいわゆる「野生型」試料と「突然変異」試料との比較
のため、いわゆるハウスキーピング遺伝子が公知であり、その含量は種々の起源（組織、
有機体のタイプなど）の一連の試料の中で本質的に一定である。同様に、免疫分析学では
、一定の免疫グロブリンが公知であり、その濃度は、共通のタイプの有機体からの試料の
間ではわずかしか異ならない。
【０１６３】
本発明の一部は、抗体もしくは抗原、受容体もしくはリガンド、キレート化剤もしくは「
ヒスチジンタグ成分」、オリゴヌクレオチド、ＤＮＡもしくはＲＮＡストランド、ＤＮＡ
もしくはＲＮＡ類似体、酵素、酵素補因子もしくは阻害薬、レクチン及び炭水化物を含む
群の一以上の分析対象物の同時又は順次の定量測定又は定性測定のための、上記実施態様
のいずれかの方法である。
【０１６４】
また、方法の可能な実施態様に特徴的であることは、試験される試料が、天然の体液、た
とえば血液、血清、血漿、リンパ液もしくは尿又は卵黄又は光学的に濁った液体又は組織
流体又は表面水又は土壌又は植物抽出物又はバイオもしくはプロセスブロスであるか、又
は、生物学的組織部分又は細胞培養物もしくは細胞抽出物から採取されることである。
【０１６５】
本発明のさらなる主題は、薬学的研究、コンビナトリアルケミストリー、臨床及び臨床前
開発におけるスクリーニング法での化学的、生化学的又は生物学的分析対象物の測定、ア
フィニティースクリーニング及び研究における運動パラメータのリアルタイム結合研究及
び測定、特にＤＮＡ及びＲＮＡ分析学のための分析対象物の定性及び定量分析、毒性発生
研究ならびに遺伝子及びタンパク質発現プロフィールの決定ならびに医薬品研究開発、ヒ
ト及び獣医診断学、農薬製品研究開発における抗体、抗原、病原体又はバクテリアの決定
、症候性及び前症候性植物診断学、医薬品開発における患者層別化及び治療薬選択、食品
及び環境分析学における病原体、有害薬剤及び細菌、特にサルモネラ、プリオン及びバク
テリアの決定のための、本発明によるキット及び／又は本発明の分析システム及び／又は
本発明の方法の使用である。
【０１６６】
本発明の範囲を制限することなく、本発明を以下の例でさらに説明する。
【０１６７】
適用例
例１
分析のための一又は多数の試料中の多種のサイトカインマーカの同時定量のためのキット
ａ）本発明によるキットの主要部品は、外寸１１３．５mm×７５．０mm×０．７mm厚さの
矩形のセンサプラットフォームを、散乱光による影響を抑えるためインクで黒くした厚さ
１１mmのポリカーボネート（ＰＣ）層と合わせたものであった。ＰＣ層には、側面の各々
が７mm×７mmの開口した正方形の凹み（ウェル）を中心間距離９mmで設けており、これら
を、分析する量（１０～１００μl）の試料を収容するための試料区画として使用した。
センサプラットフォームとＰＣ構造との組み合わせが全部で９６個の試料区画を含むよう
、１２列×８行で凹みを一面に配置した。
【０１６８】
センサプラットフォームの基材（光学的に透明な層（ｂ））は、ＡＦ４５ガラス（６３３
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nmでの屈折率ｎ＝１．５２）からなるものであった。基板中に連続面レリーフ格子（セン
サプラットフォームの７５mmの全長にかけて）を距離９mm、幅０．５mmで生成した（格子
構造によってセンサプラットフォームの層（ａ）に内結合される励起光の伝播方向に）。
これらの格子は、３６０nmの周期及び１２nmの深さを有し、格子線がウェルの列に対して
平行に向くものであった。光学的に透明な層（ｂ）上の光学的に透明なＴａ2Ｏ5の導波層
（ａ）は、６３３nmで２．１１の屈折率（層厚さ１５０nm）を有するものであった。被着
法により、光学的に透明な層（ｂ）の格子構造を被着層（ａ）の表面にほぼ１：１の実物
大で転写した。
【０１６９】
ポリカーボネート構造と組み合わせる前に、センサプラットフォームの表面を、湿式化学
法により、まずイソプロパノールで数回、次にペルオキソジ硫酸アンモニウム２．５％を
含有する濃硫酸で清浄した。
【０１７０】
次に、モノ－オクタデシルホスフェートの１分子層（単分子層）を付着促進層として親水
性導波路面に自己集合によって被着した。この表面改質が疎水性の表面（水に対する接触
角約１１０゜）を生じさせた。表面改質の方法は、文献にさらに詳細に記載されている（
D. Brovelli et al., Langmuir 15(1999)4324-4327）。
【０１７１】
インクジェットプロッタのモデルＮＰＩＣ（GeSiM、ドイツGrosserkmannsdorf）を使用し
て、付着促進層を設けられたセンサプラットフォームの疎水面に、４２個の計測区域（ス
ポット）（各々のアレイあたり７列×６行の配列）の同一アレイ９６個（１２列×８行に
配列）を生成した。
【０１７２】
サイトカインの群の分析対象物として、種々のヒトインターロイキンの測定のための認識
要素（認識要素：モノクロナールマウス抗体、抗ｈＩＬ－２、抗ｈＩＬ－４及び抗ｈＩＬ
－６）を、１０％リン酸緩衝塩溶液（ＰＢＳ、pH７．４）中３００～１０００μg/mlの濃
度で再構成した。次に、抗体溶液を、１０％ＰＢＳ（pH７．４）で、実際の抗体の対応す
る抗原に対する親和力によって決まる異なる程度に稀釈した。単一分析対象物インターロ
イキン免疫分析の前に、十分な濃度（抗ｈＩＬ－２抗体及び抗ｈＩＬ－６で１００μg/ml
、抗ｈＩＬ－４抗体で５０μg/ml）を測定しておいた。このようにして、一つのアレイで
の３種のインターロイキンすべての同時測定の検定で予想される信号強さが同程度の大き
さになるようにした。具体例のこの見地に関して、別個の計測区域で測定される対応する
分析対象物に対して種々の親和力を有する種々の認識要素の固定化密度の適切な選択によ
り、多数の異なる分析対象物の同時測定の検定で予想される信号強さのダイナミックレン
ジが一つのアレイ内で同程度の大きさになることが可能である。
【０１７３】
抗体を付着促進層に被着させたのち、それ（センサプラットフォーム）を飽和水蒸気雰囲
気中で１５分間インキュベートした。次に、後の測定方法でトレーサ抗体の非特異的結合
を最小限にするため、センサプラットフォームの、タンパク質で覆われていない疎水性面
を、０．０５％Tween 20の添加混合物を含有するウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）のＰＢＳ
（１mg/ml、pH７．４）溶液で飽和させた。そして、センサプラットフォームを水洗し、
窒素で乾燥させた。
【０１７４】
５００μmの中心間距離で配置されたスポットの直径は約２２０μmであった。単一のアレ
イの各々は、３種の異なる認識要素（ｈＩＬ－２、ｈＩＬ－４及びｈＩＬ－６の認識のた
め）ならびにＣｙ５で蛍光標識されたウシ血清アルブミン（Ｃｙ５－ＢＳＡ）を有する「
ルミネセンスマーカスポット」を含んでいた。それに関して、これらの「ルミネセンスマ
ーカスポット」のルミネセンス強さもインターロイキン検定の過程で予想される信号強さ
の変化のダイナミックレンジ内になるような方法で固定化密度を選択した。実例として、
ＢＳＡ分子１個あたりＣｙ５分子１０個の標識レートでＣｙ５－ＢＳＡの２５ピコモル溶
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液が固定化溶液中のＣｙ５－ＢＳＡの最適濃度であると決定した。加えて、固定化溶液と
しての、蛍光標識されたＢＳＡ分子と非標識ＢＳＡ分子との混合物の適用は、蛍光標識さ
れたタンパク質しか含有しない溶液の適用よりも、「ルミネセンスマーカスポット」中の
蛍光標識されたＢＳＡ分子を対応する低めのタンパク質濃度で均一に分布させることに有
意に適していた。すでに述べた、１０％ＰＢＳ（pH７．４）中非標識ＢＳＡ２５μg/mlの
濃度及びＣｙ５－ＢＳＡ２５pMの含量の固定化溶液が最適であることがわかった。「ルミ
ネセンスマーカスポット」の被着の再現性を、上記と同様にして製造したセンサプラット
フォームを使用して調査し、通常の市販スキャナ（Genetic Microsystems 418 Array Sca
nner）を使用して計測した。それにより、常に「ルミネセンスマーカスポット」で積分し
てわずか３％～４％のルミネセンス強さの差を測定した。
【０１７５】
種々の認識要素を、図１に示すように、１行４個で３行の同一の計測区域（スポット）に
配置した。これらの行は、供給される試料あたり各個々の計測からの検定再現性に関して
すでに統計的な情報を得るため、導波路中の励起光の伝播方向に対して平行に配置した。
「ルミネセンスマーカスポット」は、認識要素を有するスポットの行に対して平行に、１
行４個で４行のスポットに配置した。「ルミネセンスマーカスポット」は、分析対象物検
出のための計測区域に隣接するところで利用可能な励起光を参照するために使用した。層
（ａ）に内結合され、層（ａ）中を誘導される励起光の伝播方向に対して平行な行への配
列はまた、伝播方向での励起光の減衰の測定に使用した。さらには、１列７個の「ルミネ
センスマーカスポット」２列をアレイの始まり及び終わりに設けた。内結合され、誘導さ
れる励起光の伝播方向に関して。これらを、内結合格子の線に対して平行な、利用可能な
励起光強さの均一性の測定に使用した。
【０１７６】
例２
本発明によるキットを有する分析システム
センサプラットフォームを、格子線に対して平行及び垂直な方向への並進と、センサプラ
ットフォームの格子線に対して平行な回転軸を中心とする回転と、を可能にするコンピュ
ータ制御調節装置に取り付けた。励起光源として使用されるレーザの直後には、計測デー
タを収集しないとき光路を塞ぐために使用されるシャッタを光路中に配置した。さらには
、ニュートラルフィルタ又は偏光子を、この位置又はセンサプラットフォームに向かう励
起光のさらなる光路中の他の位置で光路に挿入して、励起光強さを段階的又は連続的に変
化させることができる。
【０１７７】
６３２．８nmのヘリウムネオンレーザ（Melles-Griot、05-LHP-901、１．１mW）の励起光
を円柱レンズによって一次元に拡大し、スリット型ダイアフラム（開口０．５mm×７mm）
に通して、ほぼ矩形の断面及びほぼ均一な断面強さの光束を生成した。それに関して、内
結合条件でのＴＥ0モードの励起のため、レーザ光の偏光をセンサプラットフォームの格
子線に対して平行に調節した。励起光を、センサプラットフォームの背面から、すなわち
、光学的に透明な層（ｂ）に通して、９６個の試料区画の１個の中の内結合格子に投射し
、この例の条件の下、試料区画内の計測区域のアレイの内結合格子を常に正方形ウェルの
左端に位置させた。光学的に透明な層（ａ）への最大限の内結合のため、センサプラット
フォームと照射される励起光束との間の角度を、上記軸を中心にした回転によって調節し
た。センサプラットフォームの上記パラメータの場合、空気中の内結合のための共振角は
約２．６゜であった。
【０１７８】
Kodak　ＣＣＤチップKAF 0401 E-1を備えたペルチェ冷却のＣＣＤカメラ（Ultra Pix 040
1E、Astrocam、英国Cambridge）（動作温度－３０℃）を局所分解検出器として使用した
。Computarタンデム型対物レンズ（ｆ＝５０mm、１：１．３）を使用して、信号収集及び
ＣＣＤチップへの焦点合せを実施した。フィルタ交換機には、中心透過波長６８０nmで帯
域幅４０nmの２個の干渉フィルタ（Omega、バーモント州Brattleborough）を取り付け、
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ニュートラルフィルタ（減衰し、散乱した励起光及び計測区域からのはるかに弱めのルミ
ネセンス光を透過させるため）又は干渉フィルタと組み合わせたニュートラルフィルタ（
計測区域から散乱した減衰励起光を透過させるため）をタンデム型対物レンズの２個の半
分の間に配置した。励起波長での信号とルミネセンス波長での信号とを交互に計測できた
。市販の像解析ソフトウェア（ImagePro Plus）を使用してデータ解析を実施した。
【０１７９】
例３
本発明によるキットを使用する検出方法
測定されるインターロイキンの特異的認識のために、サンドイッチアッセイのフォーマッ
トを選択した。
【０１８０】
試料調製
３種のインターロイキン（ｈＩＬ－２、ｈＩＬ－４及びｈＩＬ－６）すべてを同じ濃度（
００、１０、３０、７０、１５０、３００、６００、１０００pg/ml）でそれぞれ含有す
る、定量されるインターロイキンの混合較正溶液８種それぞれを、ＢＳＡ０．１％及びTw
een 20　０．０５％を含有するＰＢＳ（pH７．４）５０μl中で製造した。これらの較正
溶液は、センサプラットフォーム上の対応する専用アレイに塗布することにより、３種す
べての分析対象物の較正曲線の同時生成のために専用に使用した。
【０１８１】
次に、較正溶液ならびに分析対象物として測定される３種のインターロイキンを未知の濃
度で含む試料を、それぞれ、３種の二次ポリクロナールトレーサ抗体の混合物（０．１％
ＢＳＡ及び０．０５％Tween 20を含むＰＢＳ（pH７．４）中、５×１０-10Ｍビオチニル
化抗ｈＩＬ－２抗体、１０-10Ｍビオチニル化抗ｈＩＬ－４抗体及び１０-10Ｍビオチニル
化抗ｈＩＬ－６抗体）を含有する溶液５０μlと混合した。そして、それぞれ１００μl容
量のこれらの混合物を、０．１％ＢＳＡ及び０．０５％Tween 20を含有するＰＢＳ（pH７
．４）中Ｃｙ５－ストレプトアビジン（５×１０-10Ｍ、Amersham-Pharmacia）の溶液と
混合した。上記で報じた３種の異なるトレーサ抗体の濃度は、抗原－二次抗体複合体の、
認識要素として別個の計測区域に固定化されたそれらのモノクロナール認識抗体への特異
的結合から生じる蛍光の強さの予想される変化が同程度の大きさになる、すなわち、光電
子システムの調節の変更なしに対応する較正曲線を記録することができるような方法で選
択した。
【０１８２】
この具体例のこの見地において、トレーサ試薬の濃度の適切な選択により、別個の計測区
域に固定化された対応する認識要素への特異的結合から生じる予想される蛍光の強さが、
一つの検定で同時に測定されるすべての分析対象物で同程度の大きさになる、すなわち、
光電子システムの調節の変更なしに対応する較正曲線を記録することができることが実証
された。
【０１８３】
そして、製造された混合溶液を暗所で１時間インキュベートしたのち、インキュベートし
たもの（各１００μl）を試料区画に充填した。それに関して、較正溶液を、濃度を増し
ながら、アレイＡ１～Ｈ１の試料区画（マイクロタイタプレートフォーマット、図１を参
照）に充填し、未知の濃度の３種のインターロイキンを分析対象物として含有する、分析
する８８個の試料を他の試料区画Ａ２～Ｈ１２に充填した。暗所で２時間さらにインキュ
ベートしたのち、アレイを計測した。
【０１８４】
アレイの読み出し
異なるアレイの計測区域から蛍光信号を読み出すために、試料区画を上に有し、溶液を含
有するセンサプラットフォームを、分析システム内に位置する上記調節装置に取り付けた
。各アレイからのルミネセンス信号を測定するため、センサプラットフォームを、計測さ
れるアレイに専用の格子構造により、励起光の最大内結合が得られるように調節した。こ
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の調節は、励起波長のためのフィルタ交換機を配置することによって制御した。そして、
計測区域（スポット）からの蛍光の強さを、ルミネセンス波長のためのフィルタ交換機の
位置によって計測した。センサプラットフォームを、次の試料区画からルミネセンス信号
を読み出すための次の位置へと並進させるにより、さらなる試料区画のアレイの読み出し
を順に実施した。
【０１８５】
データ分析及び参照
市販の像解析ソフトウェア（ImagePro Plus）を使用して像解析を実施した。それに関し
て、各アレイのスポットごとに積分蛍光強さを測定した。このようにして、３種のインタ
ーロイキンに関してアレイあたり常に４個の蛍光強さの積分値を得たのち、これら４個の
値から、統計のために、平均値及び標準偏差を計算した。
【０１８６】
さらには、インターロイキン測定のための常に４個の計測区域の対応する行の前のアレイ
の最初の列及び後のアレイの最後の列の２個のＣｙ５－ＢＳＡ参照スポット（「ルミネセ
ンスマーカスポット」）を同様な方法で解析し、平均を出した。この平均参照値を、同じ
行に位置する分析対象物測定のための計測区域からのルミネセンス信号の修正に常に使用
した。
【０１８７】
相応に、同じ行のインターロイキン計測区域の前及び後のＣｙ５－ＢＳＡ参照スポットの
平均値をアレイごとに測定した。次に、３種の分析対象物それぞれに測定した合計９６の
参照値から、もう一つの平均値を計算した。そして、アレイでの分析対象物測定のための
計測値の個々の修正計数を、局所参照値と前記平均値との比として決定した。この修正計
数で乗じることにより、共通のセンサプラットフォーム上で利用可能な励起光強さの局所
差を修正した。
【０１８８】
種々のセンサプラットフォーム（本例の場合、３種のプラットフォーム）での結果の比較
のため、上記方法によって修正したルミネセンス強さを、０pg/mlのインターロイキン濃
度の場合の正規化値１にセットした。
【０１８９】
一例として、インターロイキン４の測定で得られ、この多分析対象物の免疫分析の較正に
専用である修正していない未加工データを図２に示す。図中、蛍光強さの積分値はｈＩＬ
４濃度の関数として示されている。図３は、上記平均計算の方法によって得られた較正デ
ータを示す。
【０１９０】
図４の連続した曲線は、これらの修正されたデータに当てはめたヒル関数を表す。塗りつ
ぶしていない記号は、３種の異なるセンサプラットフォームを使用して測定された修正さ
れた較正信号を表す。塗りつぶした円は、それから測定した、種々のｈＩＬ４濃度の平均
値を表す。このように、本発明のキット及びそれに基づく測定法により、すなわち、常に
単一のセンサプラットフォームで実施される完全な多分析対象物免疫分析で、各プラット
フォームでの完全な較正曲線の生成により、種々のセンサプラットフォームを比較した場
合（図５）でさえ、わずか５％～２０％の信号の可変性が達成されることが驚くべき結果
として得られた。
【図面の簡単な説明】
【図１】　１行４個で３行の同一の計測区域（スポット）に配置した種々の認識要素を示
す図である。
【図２】　多分析対象物の免疫分析の較正に専用である修正していない未加工データを示
す図である。
【図３】　平均計算の方法によって得られた較正データを示す図である。
【図４】　修正されたデータに当てはめたヒル関数を示す図である。
【図５】　３種の異なるセンサプラットフォームを使用して測定された修正された較正信
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【図１】

【図２】
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