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(57)【要約】
【課題】本発明は例えば移動度シフトアッセイにおける
非特異的結合サンプル成分の干渉を低減するための方法
及び組成物を提供する。
【解決手段】例えば成分をヘパリン硫酸等の荷電ポリマ
ーと結合することにより、サンプル成分とアフィニティ
ー物質（例えばアフィニティー分子又はアフィニティー
分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲート）の非特
異的結合に起因する干渉を防止する。本発明は対象分析
物を高濃度に濃縮し、分析物を高感度で検出し、更に分
析物を容易に濃縮できるように反応条件を最適化するた
めの方法も提供する。本発明のこのような目的は例えば
サンプル中の分析物をＤＮＡ等の荷電キャリヤー分子と
結合したアフィニティー分子に接触させることにより形
成される分析物とコンジュゲートとの複合体を濃縮する
ことにより達成される。
【選択図】　図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中の対象分析物の検出又は同定方法であって、
（ｉ）ポリアニオン性ポリマーの存在下に分析物に対して親和性をもつアフィニティー分
子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接
触させて分析物と１個以上のコンジュゲートの複合体を形成する段階と；
（ｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法をもつ少な
くとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネルを使用
することにより、ポリアニオン性ポリマーの存在下に複合体を濃縮する段階と；
（ｉｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法をもつ少
なくとも１個の分離チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルを使
用することにより、ポリアニオン性ポリマーの存在下に複合体と未結合コンジュゲートを
分離する段階と；
（ｉｖ）複合体を検出して分析物の存在を同定するか又はサンプル中の分析物の量を測定
する段階を含み、
荷電キャリヤー分子は１個以上のアフィニティー分子を介して分析物と結合して分析物と
アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより分析物の分離特
性に変化を生じさせるものであり、また、ポリアニオン性ポリマーと荷電キャリヤー分子
は同じ負の正味電荷をもつものである前記方法。
【請求項２】
　ポリアニオン性ポリマーが多糖類、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、合成高分子化合
物、セラミック及びそれらの複合体からなる群から選択されるポリアニオン性ポリマーで
ある請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ポリアニオン性ポリマーが、ｐｏｌｙ－ｄＩｄＣ、ヘパリン、ヘパリン硫酸、デキスト
ラン硫酸、ポリタングステン酸、ポリアネトールスルホン酸、ポリビニル硫酸、ポリアク
リレート、コンドロイチン硫酸、プラスミドＤＮＡ、仔ウシ胸腺ＤＮＡ、サケ精子ＤＮＡ
、セルロースに結合したＤＮＡ、ガラス粒子、コロイドガラス、及び乳白ガラスからなる
群から選択されるポリアニオン性ポリマーである請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ポリアニオン性ポリマーがヘパリン又はヘパリン硫酸を含むものである請求項１に記載
の方法。
【請求項５】
　１個以上のアフィニティー分子の少なくとも１個が検出マーカーで標識されている請求
項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記複合体を形成する段階（ｉ）が、１個以上のコンジュゲートを形成していないアフ
ィニティー分子とサンプルを接触させて分析物と１個以上のコンジュゲートと１個以上の
コンジュゲートを形成していないアフィニティー分子との複合体を形成する段階を更に含
む請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　アフィニティー分子が蛋白質－蛋白質相互作用、蛋白質－化学物質相互作用又は化学物
質－化学物質相互作用により分析物と結合する分子である請求項１又は６に記載の方法。
【請求項８】
　アフィニティー分子が抗原－抗体相互作用、糖鎖－レクチン相互作用、酵素－インヒビ
ター相互作用、蛋白質－ペプチド鎖相互作用、染色体もしくは核酸鎖－核酸鎖相互作用、
ヌクレオチド－リガンド相互作用又は受容体－リガンド相互作用により分析物と結合する
分子である請求項１又は６に記載の方法。
【請求項９】
　アフィニティー分子が、抗体、抗体のＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２又はＦａｂ’フラグメン
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ト、抗体可変領域、レクチン、アビジン、受容体、アフィニティーペプチド、アプタマー
、及びＤＮＡ結合蛋白質からなる群から選択される請求項１又は６に記載の方法。
【請求項１０】
　荷電キャリヤー分子がアニオン性分子である請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　荷電キャリヤー分子が核酸鎖又はスルホン化ポリペプチドを含むアニオン性分子である
請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　荷電キャリヤー分子が、ＤＮＡ、ＲＮＡ、又はスルホン化ポリペプチドを含む請求項６
に記載の方法。
【請求項１３】
　荷電キャリヤー分子が１種以上の合成配列を含むＤＮＡを含む請求項１２に記載の方法
。
【請求項１４】
　１種以上の合成配列がリンカー基又はリンカー反応性基を含む１種以上のヌクレオチド
類似体を含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　リンカー基又はリンカー反応性基がアミノ基、チオール、カルボキシル基、イミダゾー
ル基、又はスクシンイミド基を含む請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　更に、検出マーカーをリンカー基又はリンカー反応性基に共有結合させる段階を含む請
求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　少なくとも１個のアフィニティー分子が検出マーカーで標識されている請求項１に記載
の方法。
【請求項１８】
　少なくとも１個のコンジュゲート又はコンジュゲートを形成していない少なくとも１個
のアフィニティー分子が検出マーカーで標識されている請求項６に記載の方法。
【請求項１９】
　コンジュゲートが検出マーカーで標識されている請求項６に記載の方法。
【請求項２０】
　コンジュゲートの荷電キャリヤー分子が検出マーカーで標識されている請求項６に記載
の方法。
【請求項２１】
　コンジュゲートのアフィニティー分子が検出マーカーで標識されている請求項６に記載
の方法。
【請求項２２】
　検出マーカーが蛍光色素、発光色素、燐光色素、蛍光蛋白質、発光蛋白質もしくは粒子
、放射性トレーサー、化学発光化合物、レドックスメディエーター、起電性化合物、酵素
、金コロイド粒子、又は銀粒子である請求項５、１６、１７、１８、１９、２０又は２１
に記載の方法。
【請求項２３】
　分離が分離チャネル中の分離媒体によるコンジュゲート又は複合体の電気泳動分離を含
む請求項６に記載の方法。
【請求項２４】
　分離媒体がサイズ排除樹脂、ポリアクリルアミドゲル、ポリエチレングリコール（ＰＥ
Ｇ）、ポリエチレンオキシド（ＰＥＯ）、スクロースとエピクロロヒドリンのコポリマー
、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ヒドロキシエチルセルロース（ＨＥＣ）、ポリ－Ｎ
，Ｎ－ジメチルアクリルアミド（ｐＤＭＡ）、又はアガロースゲルを含む請求項２３に記
載の方法。
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【請求項２５】
　分離媒体が更にポリアニオン性ポリマーを含む請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　ポリアニオン性ポリマーが分離媒体中に約０．０１～５％の濃度で存在する請求項２５
に記載の方法。
【請求項２７】
　ポリアニオン性ポリマーが分離媒体中に約０．０５～２％の濃度で存在する請求項２５
に記載の方法。
【請求項２８】
　更に、サンプルを含有するバッファーにポリアニオン性ポリマーを導入する段階を含む
請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
　ポリアニオン性ポリマーがサンプルバッファー中に約０．００１～２％の濃度で存在す
る請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　分離チャネルが約０．１～２００ミクロンの少なくとも１個の横断面マイクロスケール
寸法をもつ請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　段階（ｉ）がアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲート
の少なくとも１個が検出マーカーで標識された、１個以上のコンジュゲートに分析物を含
有するサンプルをポリアニオン性ポリマーの存在下に接触させ、分析物と検出マーカーで
標識されたコンジュゲートとを含む複合体を形成させる段階を含み；
段階（ｉｉ）がマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネルでポリアニオン性ポリマ
ーの存在下に複合体を濃縮する段階を含み；
段階（ｉｉｉ）がマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルでポリアニオン性ポリ
マーの存在下に複合体の形成に関与しない検出マーカーで標識された少なくとも１個のコ
ンジュゲートから複合体を分離する段階を含み；
段階（ｉｖ）が、
（ａ）分離された複合体の量を測定するか又は分離された複合体の存在を検出する段階と
；
（ｂ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定するか又は検出された存在に基づ
いてサンプル中の分析物の存在を同定する段階を含み；
コンジュゲートのアフィニティー分子が分析物と結合することが可能な性質を有するもの
であって、２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、コンジュゲートの各アフィニ
ティー分子が他の全アフィニティー分子と異なる分析物上の位置で分析物と結合すること
が可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して分析物と結合し
て分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより分析
物の分離特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものであり、また、ポリアニ
オン性ポリマーと荷電キャリヤー分子は同じ負の正味電荷をもつものである請求項１に記
載の方法。
【請求項３２】
　段階（ｉ）がアフィニティー分子の少なくとも１個又はコンジュゲートの少なくとも１
個が検出マーカーで標識されたものであり、１個以上のアフィニティー分子及びアフィニ
ティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサン
プルをポリアニオン性ポリマーの存在下に接触させ、分析物とアフィニティー分子とコン
ジュゲートを含む複合体を形成させる段階を含み；
段階（ｉｉ）がマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネルでポリアニオン性ポリマ
ーの存在下に複合体を濃縮する段階を含み；
段階（ｉｉｉ）がマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルでポリアニオン性ポリ
マーの存在下に複合体の形成に関与しない検出マーカーで標識された遊離のアフィニティ
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ー分子又は検出マーカーで標識されたコンジュゲートから複合体を分離する段階を含み；
段階（ｉｖ）が、
（ａ）分離された複合体の量を測定するか又は分離された複合体の存在を検出する段階と
；
（ｂ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定するか又は検出された存在に基づ
いてサンプル中の分析物の存在を同定する段階を含み；
アフィニティー分子及びコンジュゲートのアフィニティー分子が分析物と結合することが
可能な性質を有するものであって、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と
異なる分析物上の位置で分析物と結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子
がアフィニティー分子を介して分析物と結合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャ
リヤー分子の複合体を形成することにより分析物の分離特性に変化を生じることが可能な
性質を有するものであり、また、ポリアニオン性ポリマーと荷電キャリヤー分子は同じ負
の正味電荷をもつものである請求項６に記載の方法。
【請求項３３】
サンプル中の分析物の測定方法であって、
（ｉ）検出マーカーで標識された分析物又は検出マーカーで標識された分析物の類似体及
びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含
有するサンプルをポリアニオン性ポリマーの存在下に接触させ、サンプル中の分析物とコ
ンジュゲートとの第１の複合体及び標識分析物又は標識類似体とコンジュゲートとの第２
の複合体を形成させる段階と；
（ｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法をもつ少な
くとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネルを使用
することにより、ポリアニオン性ポリマーの存在下に第２の複合体を濃縮する段階と；
（ｉｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法をもつ少
なくとも１個の分離チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルを使
用することによりマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルでポリアニオン性ポリ
マーの存在下に第２の複合体の形成に関与しない遊離の標識分析物又は遊離の標識類似体
から第２の複合体を分離する段階と；
（ｉｖ）分離された第２の複合体の量又は分離された遊離の標識分析物もしくは分離され
た遊離の標識類似体の量を測定する段階と；
（ｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；
コンジュゲート中のアフィニティー分子がサンプル中の分析物及び標識分析物と結合する
ことが可能な性質又はサンプル中の分析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を
有するものであって、２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、コンジュゲート中
の各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位
置及び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物と結合することが可能な
性質を有するか、又はコンジュゲート中の各アフィニティー分子が他の全アフィニティー
分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分析物
及び標識類似体と結合することが可能な性質を有するものであり、荷電キャリヤー分子は
１個以上のアフィニティー分子を介して標識分析物又は標識類似体と結合して標識分析物
又は標識類似体とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することによ
り標識分析物又は標識類似体の分離特性に変化を生じさせるものであり、また、ポリアニ
オン性ポリマーと荷電キャリヤー分子は同じ負の正味電荷をもつものである前記方法。
【請求項３４】
　段階（ｉ）が検出マーカーで標識された分析物又は検出マーカーで標識された分析物の
類似体、１個以上のアフィニティー分子、アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との
１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルをポリアニオン性ポリマーの存在
下に接触させ、サンプル中の分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートとの第１の複
合体及び標識分析物又は標識類似体とアフィニティー分子とコンジュゲートとの第２の複
合体を形成させる段階を含み；
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段階（ｉｉ）がマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネルでポリアニオン性ポリマ
ーの存在下に第２の複合体を濃縮する段階を含み；
段階（ｉｉｉ）がマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルでポリアニオン性ポリ
マーの存在下に第２の複合体の形成に関与しない遊離の標識分析物又は標識類似体から第
２の複合体を分離する段階を含み；
段階（ｉｖ）が分離された第２の複合体の量又は分離された遊離の標識分析物もしくは分
離された遊離の標識類似体の量を測定する段階を含み；
段階（ｖ）が測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；
アフィニティー分子及びコンジュゲートのアフィニティー分子がサンプル中の分析物及び
標識分析物又はサンプル中の分析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を有する
ものであって、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の
分析物上の位置及び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物と結合する
ことが可能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と
異なるサンプル中の各分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分析物及び
標識類似体と結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分
子を介して標識分析物又は標識類似体と結合して標識分析物又は標識類似体とアフィニテ
ィー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより標識分析物又は標識類似体
の分離特性に変化を生じることが可能な性質を有するものであり、また、ポリアニオン性
ポリマーと荷電キャリヤー分子は同じ負の正味電荷をもつものである請求項３３に記載の
方法。
【請求項３５】
　サンプル中の分析物の測定方法であって、
（ｉ）荷電キャリヤー分子と結合した分析物又は荷電キャリヤー分子と結合した分析物の
類似体及び検出マーカーで標識された１個以上のアフィニティー分子に分析物を含有する
サンプルをポリアニオン性ポリマーの存在下に接触させ、荷電キャリヤー分子と結合した
分析物又は荷電キャリヤー分子と結合した類似体と標識アフィニティー分子との第１の複
合体及びサンプル中の分析物と標識アフィニティー分子との第２の複合体を形成させる段
階と；
（ｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法をもつ少な
くとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネルを使用
することにより、ポリアニオン性ポリマーの存在下に第１の複合体を濃縮する段階と；
（ｉｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法をもつ少
なくとも１個の分離チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルを使
用することにより、マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルでポリアニオン性ポ
リマーの存在下に第１の複合体を第２の複合体から分離する段階と；
（ｉｖ）分離された第１の複合体の量又は第２の複合体の量を測定する段階と；
（ｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；
アフィニティー分子がサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物又は
サンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体と結合することが可能な性
質を有するものであって、２個以上のアフィニティー分子を使用する場合には、各アフィ
ニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び荷電
キャリヤー分子と結合した分析物上の位置でサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子
と結合した分析物と結合することが可能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が
他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び荷電キャリヤー分子
と結合した類似体上の位置でサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した類似
体と結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子が分析物又は類似体と結合し
て分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより第１
の複合体の分離特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものであり、また、ポ
リアニオン性ポリマーと荷電キャリヤー分子は同じ負の正味電荷をもつものである前記方
法。
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【請求項３６】
　サンプルが血清、血漿、全血、組織抽出物、細胞抽出物、核抽出物、培地、微生物培養
抽出物、分子ライブラリーのメンバー、臨床サンプル、唾液検体、大便検体、脳髄液、尿
サンプル、尿道－性器スワブ、咽喉スワブ、又は環境サンプルを含む請求項１に記載の方
法。
【請求項３７】
　分析物がＡＦＰ、ｈＣＧ、ＴＳＨ、ＦＳＨ、ＬＨ、インターロイキン、Ｆａｓリガンド
、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、ＰＳＡ、ＨＢｓＡｇ、抗ＨＩＶ抗体、又はＴ４を含む請求
項１に記載の方法。
【請求項３８】
　サンプル中のノイズ成分の濃度が低いか又はゼロである領域に複合体を移動させてこの
領域で濃縮する請求項１に記載の方法。
【請求項３９】
　アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含
有するサンプルを接触させて分析物とコンジュゲートとの複合体を形成させる段階が約０
．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法を有する濃縮チャネルに
流体的に接続されたマイクロチャネルで実施される請求項１に記載の方法。
【請求項４０】
　複合体を濃縮する段階が濃縮チャネルでバッファーを使用することにより実施され、バ
ッファーが濃縮段階（ｉｉ）で適用される複合体を含有する溶液中の複合体の電気泳動移
動度よりも濃縮チャネルにおけるバッファー中の複合体の電気泳動移動度を遅くさせる性
質をもつ請求項１に記載の方法。
【請求項４１】
　複合体を濃縮する段階が荷電キャリヤー分子の電荷に基づいて複合体とノイズ成分の電
気泳動移動度の差を利用することにより実施される請求項１に記載の方法。
【請求項４２】
　複合体を濃縮する段階が荷電キャリヤー分子の電荷に基づいて複合体とノイズ成分の吸
着性の差を利用することにより実施される請求項１に記載の方法。
【請求項４３】
　複合体を濃縮する段階が電場増幅サンプルスタッキング法（ＦＡＳＳ）、電場増幅サン
プル注入法（ＦＡＳＩ）、等速電気泳動法（ＩＴＰ）、等電点電気泳動法（ＩＦ）及び固
相抽出法（ＳＰＥ）からなる群から選択される濃縮法により実施される請求項１に記載の
方法。
【請求項４４】
　複合体を濃縮する段階が電場増幅サンプルスタッキング法（ＦＡＳＳ）及び等速電気泳
動法（ＩＴＰ）からなる群から選択される濃縮法により実施される請求項１に記載の方法
。
【請求項４５】
　１種以上の合成配列がヌクレオチドのホスホロチオエート類似体、酸素の代わりにメチ
レン基をリボース環に含むヌクレオチド、又は２’－糖デオキシ置換基を２’－フルオロ
、２’－Ｏ－メチル、２－Ｏ－アルコキシル－及び２’－Ｏ－アリル修飾で置換したヌク
レオチドから構成される群から選択される請求項１３に記載の方法。
【請求項４６】
　濃縮段階が濃縮チャネル中の濃縮媒体によるコンジュゲート又は複合体の電気泳動濃縮
を含む請求項１又は１０に記載の方法。
【請求項４７】
　濃縮媒体がサイズ排除樹脂、ポリアクリルアミドゲル、ポリエチレングリコール（ＰＥ
Ｇ）、ポリエチレンオキシド（ＰＥＯ）、スクロースとエピクロロヒドリンのコポリマー
、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ヒドロキシエチルセルロース（ＨＥＣ）、ポリ－Ｎ
，Ｎ－ジメチルアクリルアミド（ｐＤＭＡ）、又はアガロースゲルを含む請求項４６に記
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載の方法。
【請求項４８】
　濃縮媒体が更にポリアニオン性ポリマーを含む請求項４６に記載の方法。
【請求項４９】
　ポリアニオン性ポリマーが濃縮媒体中に約０．０１～５％の濃度で存在する請求項４８
に記載の方法。
【請求項５０】
　ポリアニオン性ポリマーが濃縮媒体中に約０．０５～２％の濃度で存在する請求項４８
に記載の方法。
【請求項５１】
　更に、サンプルを含有するバッファーにポリアニオン性ポリマーを導入する段階を含む
請求項４６に記載の方法。
【請求項５２】
　ポリアニオン性ポリマーがサンプルバッファー中に約０．００１～２％の濃度で存在す
るヘパリン又はヘパリン硫酸を含む請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　濃縮チャネルが約０．１～２００ミクロンの少なくとも１個の横断面マイクロスケール
寸法をもつ請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願とのクロスリファレンス）
　本願は米国仮特許出願第６０／４６２，６３６号（出願日２００３年４月１４日）及び
６０／５００，１７７号（出願日２００３年９月４日）の優先権を主張し、その全開示内
容を参考資料として本明細書に組込む。
【０００２】
　（発明の技術分野）
　本発明は移動度シフトアッセイにおける干渉を低減するための方法と組成物の分野に関
する。本発明は例えば移動度シフトアッセイに干渉するサンプル成分をブロックするため
の荷電ポリマーと、干渉を低減するためのこれらのポリマー及び組成物の対応する使用方
法を提供する。本発明は更に、マイクロフルイディックデバイスでサンプルを高度に濃縮
するための方法の分野にも関する。本発明は例えば荷電キャリヤー分子とサンプルを濃縮
するための前記分子の使用方法も提供する。
【背景技術】
【０００３】
　移動度シフトアッセイは生体分子間の会合を検出及び定量するために有用な方法である
。例えば電気泳動又はクロマトグラフィーアッセイで分子の保持時間の変化から結合分子
の存在を確認することができる。結合は抗体－抗原相互作用のように特異的な場合と、正
荷電分子と負荷電ポリマーのイオン吸引のように非特異的な場合がある。アッセイ結果の
ずれを防ぐためには、移動度シフトアッセイにおけるサンプル成分の非特異的相互作用に
起因する干渉を最小限にする必要がある。
【０００４】
　分離媒体での移動度シフト分析は多数の形態をとることができる。例えば、遊離核酸を
蛋白質と結合させた場合の保持時間の変化をサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）に
より観察することができる。ＳＥＣ樹脂は遊離核酸が侵入するには十分大きく且つ核酸／
蛋白質対が侵入するには小さ過ぎる細孔をもつことができる。核酸／蛋白質対はＳＥＣ樹
脂の周囲の容積内を迅速に流れ、遊離核酸は樹脂内外の総容積をよりゆっくりと流れる。
遊離核酸と核酸／蛋白質対の間には保持時間の「シフト」が生じる。更に、検出された核
酸／蛋白質ピークのサイズを解析し、元のサンプル中の蛋白質の量を定量することができ
る。干渉サンプル成分の存在はシフト検出又は定量アッセイの結果を無効にしかねない。
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【０００５】
　移動度シフト分析の別例では、大分子の移動を制限し且つ小分子をより自由に流動させ
るシービングポリマー又はゲルの分離媒体を通して遊離核酸と核酸／蛋白質対をキャピラ
リー電気泳動（ＣＥ）により分離することができる。ＣＥでは、キャピラリーチューブに
直流を流すことにより電気浸透バッファー流を生成する。電流を印加すると、正荷電イオ
ンとそれらに会合した溶媒和水分子（solvating water molecules）がカソードに向かっ
て移動し、電気浸透流を生成する。キャピラリーチューブの内腔に配置したシービングポ
リマー分離媒体を通してこの流れによりサンプルを輸送し、移動度シフトの検出のために
サンプル分子をサイズにより分離することができる。大きい核酸／蛋白質対は遊離核酸よ
りも捕捉され、妨害されるので、遅れて媒体から排出される。例えば、蛍光又は吸光度検
出器によりキャピラリーチューブからの溶出をモニターし、時間ピークを検出してチャー
トにプロットし、遊離核酸と核酸／蛋白質対の溶出の時間差ないし「移動度シフト」を測
定することができる。
【０００６】
　最近、種々の分野、例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白質及び代謝産物の分析でマイクロスケ
ールチャネルデバイスを利用するマイクロフルイディクス技術の応用は著しく進歩してい
る。このようなマイクロフルイディクス技術には、試薬容量の低減、高分解能、操作時間
の短縮、及び溶液取り扱いの容易さ等の利点がある。
【０００７】
　人体由来サンプル（例えば血液又は細胞溶解液）等の所定の複合サンプルはアッセイ成
分と非特異的に結合する干渉成分を含んでいる可能性があるので問題となる。例えば、対
象となる特異的結合相互作用が転写因子と特異的ターゲットＤＮＡ配列の結合である場合
には、非特異的結合サンプル成分が移動度シフト測定の検出に干渉する恐れがある。干渉
成分はターゲットＤＮＡと結合し、分離媒体内を移動しない不溶性複合体となる可能性が
ある。干渉成分はターゲットＤＮＡと結合することによりノイズの多いバックグラウンド
や疑陽性ピークを生じる可能性がある。いずれにせよ、ターゲットＤＮＡの非特異的結合
は移動度シフト分析の感度及び／又は確度を低下させる恐れがある。
【０００８】
　非特異的結合はＤＮＡ結合蛋白質の研究で問題となっている。この問題は非特許文献１
で検討されており、負荷電ＤＮＡ分子と非特異的に結合する可能性のある正荷電蛋白質を
洗い流しながらアニオン交換樹脂（ＱＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘ）を使用して負荷電血清蛋
白質を吸着させている。吸着した蛋白質をＱＡＥ－Ｓｅｐｈａｄｅｘから溶出させた後に
ＤＮＡ－セルロースにアプライしている。
【０００９】
　ＤＮＡ－セルロースと結合した蛋白質をＤＮＡ結合蛋白質として同定している。この技
術はＤＮＡ－セルロースと非特異的に結合した所定の正荷電蛋白質を洗い流していると思
われるが、洗い流された蛋白質の一部は恐らく同定されていないＤＮＡ結合蛋白質であっ
たと思われる。
【００１０】
　ＤＮＡ結合アッセイの前に全正荷電蛋白質を除去する代わりに、ポリアニオンブロッキ
ング剤をアッセイ溶液に添加し、非特異的結合を最小限にすることができる。非特許文献
２では、ｐｏｌｙ　ｄＩｄＣをＤＮＡ結合ゲル電気泳動移動度シフトアッセイのランニン
グバッファーに添加し、ＤＮＡに非特異的に結合する蛋白質の影響を低減している。この
ようなストラテジーでは、ｐｏｌｙ　ｄＩｄＣは非特異的ＤＮＡ結合分子についてターゲ
ットＤＮＡと競合することにより、特異的に結合した蛋白質の移動度シフトシグナルを増
強しながら非特異的結合干渉を低減することができる。理論的には、ターゲットＤＮＡに
特異的なＤＮＡ結合蛋白質は静電的及び特異的結合親和性の両者をもつターゲットＤＮＡ
とより強力に結合することができるので、正電荷をもつ場合でも検出することができる。
このブロッキング技術はＤＮＡ結合蛋白質の検出を強化する方法のひとつであるが、他の
型の特異的結合相互作用に起因する移動度シフトの検出を強化する方法であるとは言えな
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い。
【００１１】
　移動度シフトはアフィニティー分子と分析物の他の相互作用でも認められる場合がある
。移動度シフトは例えば抗体が抗原と結合する場合や、多糖がレクチンと結合する場合に
認められる。しかし、これらの分子のクロマトグラフィーや電気泳動ではこれらの分子に
おける多重配座と不安定な電荷密度によりピークの幅が広く、良好に分離されない場合が
しばしばみられる。予想されるアフィニティー分子／分析物対が多様であることからも、
各対に特別な移動度シフトアッセイの開発が必要である。これらの問題は標準条件下のア
ッセイで高度に分解するキャリヤーポリマーにアフィニティー分子を結合させることで回
避することができる。キャリヤー／アフィニティー分子コンジュゲートを使用する技術の
１例は例えばその開示内容全体を参考資料として本明細書に組込む特許文献１「電気泳動
法」に記載されている。移動度シフト分析で均一キャリヤー分子をアフィニティー分子に
使用すると分解能を改善することができるが、非特異的結合に起因する干渉の問題が残っ
ている。
【００１２】
　従って、移動度シフトアッセイ、特にアフィニティー分子キャリヤーを利用するアッセ
イにおいて干渉をブロックする方法が依然として必要とされている。粗サンプル又は複合
サンプルの移動度シフトアッセイは移動分子との非特異的結合相互作用に起因する干渉を
ブロックすることが可能な組成物、方法及び装置の恩恵を受けることができる。本発明は
これらの構成と以下の記載から明らかになる構成を提供する。
【００１３】
　上述のように、移動度シフトアッセイはターゲット分析物分子（本明細書では「目的物
質」又は「対象分析物」とも言う）の非常に効率的な分離及び検出が可能である。更に、
このような移動度シフトアッセイとマイクロフルイディックデバイスを併用すると、アッ
セイの効果は増す。マイクロフルイディックデバイスを使用する移動度シフトアッセイの
感度を高めるためには、移動度シフトアッセイが実施されるデバイスの分離領域にサンプ
ルを添加する前にサンプル中の目的物質（例えば対象分析物）を濃縮する種々の方法を利
用することができ、例えば、（ｉ）濃縮ドメインと分離ドメインの導電率の差を利用する
サンプル濃縮法である電場増幅サンプルスタッキング法（Ｆｉｅｌｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｓｔａｃｋｉｎｇ：ＦＡＳＳ）（例えばその開示内容全体を
参考資料として本明細書に組込む特許文献２“Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ，Ｄｅｖｉｃｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｍａｔｅｒｉ
ａｌ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ”，非特許文献３；非特許文献４，非特許文献５）、
（ｉｉ）ＦＡＳＳにおける濃縮ドメインと分離ドメインの間に微小水プラグを挿入するこ
とによりサンプルを濃縮する方法である電場増幅サンプル注入法（Ｆｉｅｌｄ　Ａｍｐｌ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ：ＦＡＳＩ）（例えばその開示
内容全体を参考資料として本明細書に組込む非特許文献６）、（ｉｉｉ）リーディング電
解液とトレーリング電解液の間に挟まれたドメインにおけるイオン移動度の差を利用する
サンプル濃縮法である等速電気泳動法（Ｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓ：ＩＴＰ）（
例えばその開示内容全体を参考資料として本明細書に組込む非特許文献７；非特許文献８
；及び非特許文献９，非特許文献１０）、（ｉｖ）物質間の等電点の差を利用する濃縮／
分離法である等電点電気泳動法（Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　Ｆｏｃｕｓｉｎｇ：ＩＦ）（
例えばその開示内容全体を参考資料として本明細書に組込む非特許文献１１，非特許文献
１２）、及び（ｖ）固相（例えば受容体等の吸着剤を結合した固相）と目的物質の間の特
異的相互作用を利用して目的物質を固相に吸着させる濃縮／分離法である固相抽出法（Ｓ
ｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ：ＳＰＥ）（例えばその開示内容全体を参
考資料として本明細書に組込む非特許文献１３）が挙げられる。
【００１４】
　しかし、上記従来方法を使用することにより目的物質を濃縮する場合には、不要成分（
例えば目的物質の検出を妨害する所謂「ノイズ成分」）が目的物質と同時に濃縮されるこ
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とが多い。その結果、従来方法により濃縮したサンプルを分離及び検出用サンプルとして
使用すると、バックグラウンド及びノイズレベルの増加により検出感度が制限される恐れ
がある。更に、ＦＡＳＳ、ＩＴＰ及びＩＦ等の電気泳動を利用する従来の濃縮法は非常に
高分子量又は比較的低電荷の目的物質を効率的且つ高度に濃縮することができない。
【００１５】
　即ち、上記濃縮法では、目的物質が球形であると仮定すると、目的物質の移動度は下式
：
μｅ＝ｑ／６πηｒ
（式中、μｅは特定イオンの電気泳動移動度であり、ｑはイオンの電荷であり、ηは溶液
の粘度であり、ｒはイオンの半径である）により示される。上記式から明らかなように、
目的物質が非常に高分子量及び／又は低電荷をもつ場合には、式中のｒが大きく及び／又
は式中のｑが小さくなるので目的物質の電気泳動移動度（μｅ）は低下する。従って、こ
のような従来の濃縮法を使用する場合には、非常に高分子量及び／又は低電荷の目的物質
を短時間で高度に濃縮することは困難である。更に、従来の濃縮法では、特に目的物質が
目的物質と共に濃縮される傾向のある目的物質以外の種々の不要干渉成分（例えばノイズ
成分）と複合サンプル中に共存する場合には、サンプル中の目的物質を濃縮するための反
応条件を最適化するのは困難なことが多い。これは特に臨床診断分野で使用される血清サ
ンプルの場合に該当し、このようなサンプルは多様な分子量及び電荷分布をもつ種々の被
測定成分を含有している。上述のように、特にマイクロフルイディックデバイスと併用し
てバックグラウンド及びノイズレベルを増加せずに目的物質を高感度で検出できるように
目的物質を効率的且つ高度に濃縮するための方法が開発されるならば有利である。本発明
はこのような方法と、以下の記載から明らかになる他の構成を提供する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１６】
【特許文献１】日本特許出願第ＷＯ０２／０８２０８３号
【特許文献２】米国特許出願第１０／２０６，３８６号
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】Ｂｒｅｈｍ，ＢＢＲＣ　６３：２４－３１，１９７５
【非特許文献２】Ｃａｒｔｈｅｗら，Ｃｅｌｌ　４３：４３９－４４８，１９８５
【非特許文献３】Ｗｅｉｓｓ，Ｄ．Ｊ．，Ｓａｕｎｄｅｒｓ，Ｋ．，Ｌｕｎｔｅ，Ｃ．Ｅ
．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　２００１，２２，５９－６５
【非特許文献４】Ｂｒｉｔｚ－ＭｃＫｉｂｂｉｎ，Ｐ．，Ｂｅｂａｕｌｔ，Ｇ．Ｍ．，Ｃ
ｈｅｎ，Ｄ．Ｄ．Ｙ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２０００，７２，１７２９－１７３５
【非特許文献５】Ｒｏｓｓ，Ｄ．，Ｌｏｃａｓｃｉｏ，Ｌ．Ｅ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２
００２，７１，５１３７－５１４５
【非特許文献６】“Ｆｉｅｌｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｓａｍｐｌｅ　ｉｎｊｅｃｔｉｏ
ｎ　ｉｎ　ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐ
ｈｏｒｅｓｉｓ”，Ｃｈｉｅｎ，Ｒ．Ｌら，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．１９９１，５５
９，１４１－１４８
【非特許文献７】Ｅｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｇｅｕｒｔｓ，Ｍ．Ｍｉｋｋｅｒｓ，
Ｆ．Ｅ．Ｐ．，Ｖｅｒｈｅｇｇｅｎ，Ｔ．Ｐ．Ｅ．Ｍ　Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔａｇｒ．１９
７６，１１９，１２９－１５５
【非特許文献８】Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ．Ｐ．，Ｅｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｐｅ
ｅｋ，Ｊ．Ａ．Ｆ．Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．１９７９，１６８，２９３－３１５
【非特許文献９】Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ．Ｐ．，Ｅｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｐｅ
ｅｋ，Ｊ．Ａ．Ｆ．Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．１９７９，１６８，３１７－３３２
【非特許文献１０】Ｈｉｒｏｋａｗａ，Ｔ，Ｏｋａｍｏｔｏ，Ｈ．Ｉｋｕｔａ，Ｎ．，ａ
ｎｄ　Ｇａｓ，Ｂ．，“Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ　Ｍ
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ｏｄｅｓ　ｆｏｒ　Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ　Ｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　Ｐｒｅｃ
ｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ＣＺＥ，”Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　２０
０１，Ｖｏｌ．１７　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　ｉｌ８５
【非特許文献１１】“Ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆ
ｏｃｕｓｉｎｇ　ｕｓｉｎｇ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　
ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ”，Ｗｅｈｒ　Ｔら，Ａｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｌ
ａｂ．１９９０，８，２２
【非特許文献１２】“Ｆａｓｔ　ｓａｎｄ　ｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ａｎ　ａ
ｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ　ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ　ｂｙ　ｈｉｇ
ｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆｏｃｕｓｉｎｇｉｎ　ｃａｐ
ｉｌｌａｒｉｅｓ”，Ｋｉｌａｒ　Ｆ．ら，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　１９８９
，１０，２３－２９
【非特許文献１３】“Ｍｉｃｒｏｃｈｉｐ－ｂａｓｅｄ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ＤＮＡ　ｆｒｏｍ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓａｍｐｌｅｓ”，Ｂｒｅａｄｍｏｒｅ
　Ｍ．ら，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．２００３，７５，１８８０－１８８６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　本発明は例えば遊離の（例えば未結合の）アフィニティー分子からの分析物とアフィニ
ティー分子の複合体の分離、特に遊離の（例えば未結合の）コンジュゲートからの分析物
及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子のコンジュゲートの複合体の分離に対する
サンプル成分干渉を例えば低減し、サンプル中の対象分析物を高感度で特異的に検出又は
同定できるようにするための方法及び組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明の方法の代表的１態様では、サンプル中の対象分析物の検出又は同定方法が開示
され、通常（ｉ）分析物に対して親和性をもつ１個以上のアフィニティー分子に分析物を
含有するサンプルを接触させて分析物とアフィニティー分子の複合体を形成させる段階と
；（ｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法をもつ少
なくとも１個の分離チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスで分離チャネルを使
用することにより、荷電ポリマーの存在下に複合体と未結合のアフィニティー分子を分離
する段階と；（ｉｉｉ）複合体を検出して分析物の存在を同定するか又はサンプル中の分
析物の量を測定する段階を含み、荷電ポリマーが検出干渉を低減するものである。
【００２０】
　本発明の１態様では、少なくとも１個のアフィニティー分子は蛍光色素、発光色素、燐
光色素、蛍光蛋白質、発光蛋白質もしくは粒子、放射性トレーサー、化学発光化合物、レ
ドックスメディエーター、起電性化合物、酵素、金コロイド粒子、又は銀粒子等の検出マ
ーカーで標識されている。あるいは、アフィニティー分子が荷電キャリヤー分子とコンジ
ュゲートを形成する場合には、コンジュゲートを形成するアフィニティー分子と荷電キャ
リヤー分子の少なくとも一方は通常検出マーカーで標識されている。
【００２１】
　更に人体に由来するサンプル等のサンプル中の対象分析物の数種の他の測定又は同定方
法も開示される。代表的１代替態様では、生体由来サンプル中の分析物の測定又は同定方
法が開示され、通常、（ｉ）少なくとも１個が検出マーカーで標識された１個以上のアフ
ィニティー分子に分析物を含有するサンプルを接触させ、分析物と検出マーカーで標識さ
れた１個以上のアフィニティー分子とを含む複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイク
ロフルイディックデバイスのマイクロフルイディックチャネルで荷電ポリマーの存在下に
複合体の形成に関与しない検出マーカーで標識された遊離のアフィニティー分子から複合
体を分離する段階と；（ｉｉｉ）分離された複合体の量を測定するか又は分離された複合
体の存在を検出する段階と；（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定す
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るか又は検出された存在に基づいてサンプル中の分析物の存在を同定する段階を含み；ア
フィニティー分子が分析物と結合することが可能な性質を有するものであって、２個以上
のアフィニティー分子を使用する場合には、各アフィニティー分子が他の全アフィニティ
ー分子と異なる分析物上の位置で分析物と結合することが可能な性質を有するものである
。
【００２２】
　別の代替態様では、生体由来サンプル中の分析物の測定又は同定方法が開示され、通常
、（ｉ）アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートの少な
くとも１個が検出マーカーで標識された１個以上のコンジュゲートに、分析物を含有する
サンプルを接触させ、分析物と検出マーカーで標識されたコンジュゲートとを含む複合体
を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフルイディックデバイスのマイクロフルイディッ
クチャネルで荷電ポリマーの存在下に複合体に関与しない検出マーカーで標識されたコン
ジュゲートから複合体を分離する段階と；（ｉｉｉ）分離された複合体の量を測定するか
又は分離された複合体の存在を検出する段階と；（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル中の
分析物の量を決定するか又は検出された存在に基づいてサンプル中の分析物の存在を同定
する段階を含み；コンジュゲートのアフィニティー分子が分析物と結合することが可能な
性質を有するものであって、２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、コンジュゲ
ートの各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なる分析物上の位置で分析
物と結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介し
て分析物と結合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成す
ることにより分析物の分離（例えば移動）特性に変化を生じることが可能な性質を有する
ものである。
【００２３】
　本発明の更に別の代替態様では、生体由来サンプル中の分析物の測定又は同定方法が開
示され、通常、（ｉ）アフィニティー分子の少なくとも１個又はコンジュゲートの少なく
とも１個が検出マーカーで標識された、１個以上のアフィニティー分子及びアフィニティ
ー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプル
を接触させ、分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートを含む複合体を形成させる段
階と；（ｉｉ）マイクロフルイディックデバイスのマイクロフルイディックチャネルで荷
電ポリマーの存在下に複合体の形成に関与しない検出マーカーで標識された遊離アフィニ
ティー分子又は検出マーカーで標識されたコンジュゲートから複合体を分離する段階と；
（ｉｉｉ）分離された複合体の量を測定するか又は分離された複合体の存在を検出する段
階と；（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定するか又は検出された存
在に基づいてサンプル中の分析物の存在を同定する段階を含み；アフィニティー分子及び
コンジュゲートのアフィニティー分子が分析物と結合することが可能な性質を有するもの
であって、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なる分析物上の位置で
分析物と結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を
介して分析物と結合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形
成することにより分析物の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせることが可能な性質
を有するものである。
【００２４】
　本発明の更に別の代替態様では、生体由来サンプル中の分析物の測定方法が開示され、
通常、（ｉ）検出マーカーで標識された分析物又は検出マーカーで標識された分析物の類
似体及び１個以上のアフィニティー分子に分析物を含有するサンプルを接触させ、サンプ
ル中の分析物とアフィニティー分子との第１の複合体及び標識分析物又は標識類似体とア
フィニティー分子との第２の複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフルイディッ
クデバイスのマイクロフルイディックチャネルで荷電ポリマーの存在下に第２の複合体の
形成に関与しない遊離の標識分析物又は遊離の標識類似体から第２の複合体を分離する段
階と；（ｉｉｉ）分離された第２の複合体の量又は分離された遊離の標識分析物もしくは
分離された遊離の標識類似体の量を測定する段階と；（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル
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中の分析物の量を決定する段階を含み；アフィニティー分子がサンプル中の分析物及び標
識分析物と結合することが可能な性質又はサンプル中の分析物及び標識類似体と結合する
ことが可能な性質を有するものであって、２個以上のアフィニティー分子を使用する場合
には、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上
の位置及び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物と結合することが可
能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサ
ンプル中の分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分析物及び標識類似体
と結合することが可能な性質を有するものである。
【００２５】
　本発明の別の態様は生体由来サンプル中の分析物の測定方法を開示し、通常、（ｉ）検
出マーカーで標識された分析物又は検出マーカーで標識された分析物の類似体及びアフィ
ニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサ
ンプルを接触させ、サンプル中の分析物とコンジュゲートとの第１の複合体及び標識分析
物又は標識類似体とコンジュゲートとの第２の複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイ
クロフルイディックデバイスのマイクロフルイディックチャネルで荷電ポリマーの存在下
に第２の複合体の形成に関与しない遊離の標識分析物又は遊離の標識類似体から第２の複
合体を分離する段階と；（ｉｉｉ）分離された第２の複合体の量又は分離された遊離の標
識分析物もしくは分離された遊離の標識類似体の量を測定する段階と；（ｉｖ）測定量に
基づいてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；コンジュゲートのアフィニティ
ー分子がサンプル中の分析物及び標識分析物又はサンプル中の分析物及び標識類似体と結
合することが可能な性質を有するものであって、２個以上のコンジュゲートを使用する場
合には、コンジュゲートの各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサ
ンプル中の分析物上の位置及び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物
と結合することが可能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニテ
ィー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分
析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニ
ティー分子を介して標識分析物又は標識類似体と結合して標識分析物又は標識類似体とア
フィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより標識分析物又は標
識類似体の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するもので
ある。
【００２６】
　更に別の代替態様では、生体由来サンプル中の分析物の測定方法が開示され、通常、（
ｉ）検出マーカーで標識された分析物又は検出マーカーで標識された分析物の類似体、１
個以上のアフィニティー分子、及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以
上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、サンプル中の分析物とアフ
ィニティー分子とコンジュゲートとの第１の複合体及び標識分析物又は標識類似体とアフ
ィニティー分子とコンジュゲートとの第２の複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイク
ロフルイディックデバイスのマイクロフルイディックチャネルで荷電ポリマーの存在下に
第２の複合体の形成に関与しない遊離の標識分析物又は標識の類似体から第２の複合体を
分離する段階と；（ｉｉｉ）分離された第２の複合体の量又は分離された遊離の標識分析
物もしくは分離された遊離の標識類似体の量を測定する段階と；（ｉｖ）測定量に基づい
てサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；アフィニティー分子及びコンジュゲー
トのアフィニティー分子がサンプル中の分析物及び標識分析物又はサンプル中の分析物及
び標識類似体と結合することが可能な性質を有するものであって、各アフィニティー分子
が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識分析物上の位
置でサンプル中の分析物及び標識分析物と結合することが可能な性質を有するか、又は各
アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の各分析物上の位置
及び標識類似体上の位置でサンプル中の分析物及び標識類似体と結合することが可能な性
質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して標識分析物又は標識類似体
と結合して標識分析物又は標識類似体とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合
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体を形成することにより標識分析物又は標識類似体の分離（例えば移動）特性に変化を生
じさせることが可能な性質を有するものである。
【００２７】
　別の代替態様では、サンプル中の分析物の測定方法が開示され、通常、（ｉ）荷電キャ
リヤー分子と結合した分析物又は荷電キャリヤー分子と結合した分析物の類似体と検出マ
ーカーで標識された１個以上のアフィニティー分子とに分析物を含有するサンプルを接触
させ、荷電キャリヤー分子と結合した分析物又は荷電キャリヤー分子と結合した類似体と
標識アフィニティー分子との第１の複合体及びサンプル中の分析物と標識アフィニティー
分子との第２の複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフルイディックデバイスの
分離チャネルで荷電ポリマーの存在下に第１の複合体を第２の複合体から分離する段階と
；（ｉｉｉ）分離された第１の複合体の量又は第２の複合体の量を測定する段階と；（ｉ
ｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；アフィニティー分
子がサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物又はサンプル中の分析
物及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体と結合することが可能な性質を有するもので
あって、２個以上のアフィニティー分子を使用する場合には、各アフィニティー分子が他
の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び荷電キャリヤー分子と
結合した分析物上の位置でサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物
と結合することが可能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニテ
ィー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体
上の位置でサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体と結合すること
が可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子が分析物又は類似体と結合して分析物又は類似
体とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより第１の複合
体の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものである。
【００２８】
　本発明は更に荷電キャリヤーポリマーとアフィニティー分子との遊離のコンジュゲート
と、サンプル中の分析物とコンジュゲートとの複合体を分離するための組成物に関し、１
態様では、分離媒体と荷電ポリマーとを含む。本発明は更に、サンプル中の対象分析物を
高感度で特異的に検出又は同定できるように、マイクロフルイディックデバイスを使用す
ることによる分離及び検出前に目的物質（例えば分析物及びアフィニティー分子と荷電キ
ャリヤー分子とのコンジュゲートの複合体、特に分析物、アフィニティー物質及びアフィ
ニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートの複合体）を高濃度に濃縮するた
めの方法も提供する。本発明は更に、目的物質を容易に濃縮できるように反応条件を最適
化するための方法を提供する。
【００２９】
　本発明の方法の代表的な１態様では、サンプル中の対象分析物の濃縮方法が開示され、
通常（ｉ）アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分
析物を含有するサンプルを接触させ、分析物とコンジュゲートとの複合体を形成させる段
階と；（ｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法を有
する少なくとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネ
ルを使用することにより複合体を濃縮する段階を含み；荷電キャリヤー分子がアフィニテ
ィー分子を介して分析物と結合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の
複合体を形成することにより分析物の移動特性に変化を生じさせるものである。
【００３０】
　本発明は更に、サンプル中の対象分析物を高感度で特異的に検出又は同定できるように
、例えば目的物質（例えば分析物及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコン
ジュゲートの複合体、特に分析物、アフィニティー物質及びアフィニティー分子と荷電キ
ャリヤー分子とのコンジュゲートの複合体）を濃縮し、遊離の（例えば未結合の）アフィ
ニティー分子及び／又は遊離のコンジュゲートからの複合体の分離に対するサンプル成分
干渉を低減するための方法を提供する。
【００３１】
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　本発明の方法の代表的な１態様では、サンプル中の対象分析物の検出又は同定方法が開
示され、通常、（ｉ）分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子と荷電キャリヤー
分子との１個以上のコンジュゲートに接触させ、分析物とコンジュゲートとの複合体を形
成させる段階と；（ｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケー
ル寸法を有する少なくとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの
濃縮チャネルを使用することにより複合体を濃縮する段階と；（ｉｉｉ）約０．１～５０
０ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法を有する少なくとも１個の分離チャ
ネルを含むマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルを使用することにより複合体
と未結合のコンジュゲートとを分離する段階と；（ｉｖ）複合体を検出して分析物の存在
を同定するか又はサンプル中の分析物の量を測定する段階を含み；荷電ポリマーが検出干
渉を低減するものであり；荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して分析物と結
合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより
分析物の移動特性に変化を生じさせるものである。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図１Ａは干渉サンプル成分の不在下におけるアッセイの移動度シフトチャートを
示し；図１Ｂはサンプル干渉成分を添加したアッセイを示し；図１Ｃは荷電ポリマーの添
加による干渉の低減を示す。
【図２】実施例で使用した移動度シフトアッセイを実施するためのマイクロフルイディッ
クデバイスの模式図である。
【図３Ａ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｂ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｃ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｄ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｅ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｆ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｇ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｈ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｉ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｊ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図３Ｋ】本発明の方法を使用してサンプル中の対象分析物を検出するために使用するこ
とができる種々のイムノアッセイフォーマットの模式図である。
【図４】実施例１でサンプル又は分離媒体（例えばゲル）に荷電ポリマー（例えばヘパリ
ン硫酸）を添加せずに得られたα－フェトプロテインアッセイの移動度シフトチャートを
示す。
【図５】図５Ａはサンプルに０．０５％ヘパリンを添加し、分離媒体に０．１％ヘパリン
を添加したα－フェトプロテインアッセイの移動度シフトチャートを示し；図５Ｂは実施
例１で得られた図５Ａのチャートの一部の拡大図である。
【図６】図６Ａはサンプルに０．０５％ヘパリンを添加し、分離媒体に１％ヘパリンを添
加したα－フェトプロテインアッセイの移動度シフトチャートを示し；図６Ｂは実施例１
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で得られた図６Ａのチャートの一部の拡大図である。
【図７】図７Ａは５％血清を添加し、０．０１％Ｐｏｌｙ　ｄＩ－ｄＣを添加した場合と
添加しない場合のα－フェトプロテインアッセイの移動度シフトチャートを示し；図７Ｂ
は実施例２で得られた図７Ａのチャートの一部の拡大図である。
【図８】等速電気泳動マイクロフルイディックシステムの模式図である。
【図９】リーディング電解液との界面で分析物を濃縮する過渡的ＩＴＰの模式図である。
【図１０】対象分析物の過渡的ＩＴＰ分離と分析物の定常状態ＩＴＰ並列の模式図である
。
【図１１】ＩＴＰ中のサンプル成分の選択的除去の模式図である。
【図１２】図１２Ａは標識抗ＣＡ１９－９抗体のサンプル（ＣＡ１９－９不添加）又は標
識抗ＣＡ１９－９抗体とＣＡ１９－９の混合物のサンプルを使用して実施例３で得られた
ＣＡ１９－９濃縮の移動度シフトチャートを示し；図１２Ｂは標識抗ＣＡ１９－９抗体と
ＤＮＡ－標識抗ＣＡ１９－９抗体と各種濃度（０、１０又は１００Ｕ／ｍＬ）のＣＡ１９
－９の混合物を使用して実施例３で得られたＣＡ１９－９濃縮の移動度シフトチャートを
示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　Ｉ．移動度シフトアッセイ
　本発明は例えば所謂移動度シフトアッセイに適用することができる。本発明では、移動
度シフトアッセイは目的物質（例えば対象分析物）と目的物質に対して親和性を有する物
質（例えばアフィニティー分子）を分離及び分析する目的で実施され、これらを接触させ
て目的物質とアフィニティー物質の複合体を形成させた後にマイクロフルイディックデバ
イスを使用することにより両者の移動速度差に基づいて複合体に関与しないアフィニティ
ー物質（例えば遊離の又は未結合のアフィニティー物質）から複合体を分離し、分離され
た複合体又は遊離のアフィニティー物質を分析する。即ち、本発明の移動度シフトアッセ
イは例えばマイクロフルイディックデバイスを使用して例えばアフィニティー分子とアフ
ィニティー分子／分析物複合体、特に分析物に結合した荷電キャリヤー分子／アフィニテ
ィー分子コンジュゲートと分析物に結合していない荷電キャリヤー分子／アフィニティー
分子コンジュゲートの移動速度差を検出する。
【００３４】
　移動度シフトアッセイとしては、以下の方法を例示することができる：（ｉ）通常、分
析物を含有するサンプルをアフィニティー分子に接触させて分析物とアフィニティー分子
とを含む複合体を形成させ、マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルで複合体の
形成に関与しない遊離のアフィニティー分子から複合体を分離し、分離された複合体又は
遊離のアフィニティー分子の量を測定するか又は分離された複合体の存在を検出し、測定
量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定するか又は検出された存在に基づいてサンプ
ル中の分析物の存在を同定する方法；（ｉｉ）通常、分析物を含有するサンプルをアフィ
ニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートに接触させて分析物とコンジュゲ
ートとを含む複合体を形成させ、マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルで複合
体の形成に関与しない遊離のコンジュゲートから複合体を分離し、分離された複合体又は
遊離のコンジュゲートの量を測定するか又は分離された複合体の存在を検出し、測定量に
基づいてサンプル中の分析物の量を決定するか又は検出された存在に基づいてサンプル中
の分析物の存在を同定する方法；（ｉｉｉ）通常、分析物を含有するサンプルを（ａ）ア
フィニティー分子と（ｂ）アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲート
に接触させて分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートを含む複合体を形成させ、マ
イクロフルイディックデバイスの分離チャネルで複合体の形成に関与しない遊離のアフィ
ニティー分子及び／又は遊離のコンジュゲートから複合体を分離する段階と、分離された
複合体又は遊離のアフィニティー分子（及び／又は遊離のコンジュゲート）の量を測定す
るか又は分離された複合体の存在を検出し、測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を
決定するか又は検出された存在に基づいてサンプル中の分析物の存在を同定する方法；（



(18) JP 2011-81011 A 2011.4.21

10

20

30

40

50

ｉｖ）通常、分析物を含有するサンプルを（ａ）検出マーカーで標識された分析物と（ｂ
）アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートに接触させて標識分析物
とコンジュゲートとを含む複合体を形成させ、マイクロフルイディックデバイスの分離チ
ャネルで複合体の形成に関与しない遊離の標識分析物から複合体を分離し、分離された複
合体又は遊離の標識分析物の量を測定し、測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決
定するか又は標識分析物の存在を同定する方法；及び（ｖ）通常、（ａ）荷電キャリヤー
分子で標識された分析物と（ｂ）分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物の両者
と結合することができ、少なくとも１個が検出マーカーで標識された１個以上のアフィニ
ティー分子に分析物を含有するサンプルを接触させて荷電キャリヤー分子で標識された分
析物と検出マーカーで標識されたアフィニティー分子との複合体を形成させ、検出マーカ
ーで標識されたアフィニティー分子の遊離形態から複合体を分離し、分離された複合体又
は検出マーカーで標識された遊離のアフィニティー分子の量を測定し、測定量に基づいて
サンプル中の分析物の量を決定するか又は標識アフィニティー分子の存在を同定する方法
。方法（ｉｖ）及び（ｖ）では、分析物の類似体が抗体と結合する能力をもつ限り、分析
物の標識類似体を使用することができる。
【００３５】
　ＩＩ．本発明の方法
　本発明は例えば上記移動度シフトアッセイにおける干渉を低減するための方法、及びこ
のような方法を実施するために使用される組成物を提供する。本発明の１特徴は上記移動
度シフトアッセイで目的物質／アフィニティー物質複合体と複合体に関与しない遊離のア
フィニティー物質との分離を荷電ポリマーの存在下に実施し、分離された複合体又は遊離
のアフィニティー物質を分析する点にある。本発明では、「目的物質」なる用語は通常、
測定又は同定しようとする物質（例えばサンプル中の対象分析物）を意味し、「アフィニ
ティー物質」とは通常、アフィニティー分子及び／又はアフィニティー分子と荷電キャリ
ヤー分子とのコンジュゲートを意味し、「目的物質／アフィニティー物質複合体」なる用
語は分析物／アフィニティー分子の複合体、分析物／アフィニティー分子と荷電キャリヤ
ー分子とのコンジュゲートの複合体又は分析物／アフィニティー分子／アフィニティー分
子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートの複合体を意味する。
【００３６】
　サンプルがアフィニティー物質（例えばアフィニティー分子又はアフィニティー分子と
荷電キャリヤー分子とのコンジュゲート）と特異的に結合する分析物を含有している場合
には、複合体は見かけ上大きくなる。この見かけのサイズシフトないし「移動度シフト」
が分析物の存在を示す。しかし、アフィニティー物質と非特異的に結合するサンプル成分
の存在下（例えば特にアフィニティー物質がキャリヤー分子と共役している場合）では、
疑陽性移動度シフトが観察されたり、分離チャネル内を移動しない不溶性複合体が形成さ
れる可能性がある。本発明の方法は干渉成分に起因する干渉を低減することができる荷電
ポリマーを提供する。
【００３７】
　例えば、荷電キャリヤー分子がＤＮＡである移動度シフトアッセイでは、血清成分がア
ッセイに干渉する。ヘパリン硫酸等の荷電ポリマーを添加すると、干渉を低減することが
できる。図１Ａは分離媒体におけるコンジュゲートピーク１０とコンジュゲート／分析物
複合体ピーク１１の間の移動度シフトの電気泳動図を示す。血清をサンプルに添加すると
、図１Ｂに示すように干渉成分は複合体ピーク１１の保持時間、高さ及び面積を変化させ
る。荷電ポリマーをアッセイに添加すると、図１Ｃに示すように干渉変化を低減すること
ができる。
【００３８】
　本発明の方法は例えば以下のように実施することができる。即ち、分析物を含有するサ
ンプルを少なくとも１個のアフィニティー分子に接触させて分析物とアフィニティー分子
との複合体を形成させ、約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール
寸法を有する少なくとも１個の分離チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの分
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離チャネルを使用することにより、得られた複合体を荷電ポリマーの存在下に未結合のア
フィニティー分子から分離する。その後、複合体を検出することにより分析物の存在を同
定するか又はサンプル中の分析物の量を測定することができる。
【００３９】
　Ａ．荷電ポリマー
　本発明の荷電ポリマーはアッセイに干渉するサンプル成分と相互作用することにより移
動度シフトアッセイに対する干渉をブロックすることができる。特定理論に拘束するもの
ではないが、逆電荷の干渉サンプル成分がコンジュゲートのアフィニティー分子及び／又
は荷電キャリヤー分子と結合するのに対して荷電ポリマーはコンジュゲートのアフィニテ
ィー分子及び／又は荷電キャリヤー分子と同一電荷をもつので、このような干渉サンプル
成分の結合に起因する移動度シフトアッセイにおける干渉を低減すると考えられる。荷電
ポリマーと干渉成分の結合は例えば成分とアフィニティー分子及び／又はコンジュゲート
との非特異的結合に起因する疑陽性移動度シフトや、アフィニティー分子及び／又はコン
ジュゲート／成分複合体との不溶性複合体の形成に起因するアッセイの不成功を防止する
ことができる。
【００４０】
　本発明の荷電ポリマーは例えばサンプル成分と逆の正味電荷（正又は負）をもつポリマ
ーとすることができる。対応するアフィニティー物質（例えばアフィニティー分子及び／
又はコンジュゲート）と同一型の（正又は負）正味電荷をもつ荷電ポリマーが好ましい。
本発明の荷電ポリマーはポリアニオン性ポリマーを含むことができ、例えばヘパリン、ヘ
パリン硫酸、コンドロイチン硫酸、デキストラン硫酸、ポリタングステン酸、ホスホタン
グステン酸、ヒアルロン酸、デルマタン硫酸及びポリアネトールスルホン酸等の多糖類；
ＤＮＡ（例えばプラスミドＤＮＡ、仔ウシ胸腺ＤＮＡ、サケ精子ＤＮＡ、セルロースに結
合したＤＮＡ、合成ＤＮＡ等）及びＲＮＡ等のポリヌクレオチド；ポリアミノ酸（例えば
ポリアスパラギン酸、ポリグルタミン酸等）及び合成ポリペプチド等のポリペプチド；ｐ
ｏｌｙ－ｄＩｄＣ、ポリビニル硫酸、ポリアクリレート等の合成高分子化合物；ガラス粒
子、コロイドガラス、及び乳白ガラス等のセラミック；並びにそれらの複合体が挙げられ
る。荷電ポリマーはポリカチオン性ポリマーも含むことができ、例えばキトサン及びその
誘導体等の多糖類；ポリリジン、ポリヒスチジン、ポリアルギニン、プロタミン、ヒスト
ン、オルニチン等のポリペプチド；ポリアリルアミン、ポリエチレンイミン、ポリビニル
アミン等の合成高分子化合物；スペルミン及びスペルミジン等のポリアミン；カチオン性
脂質；セラミック；並びにそれらの複合体が挙げられる。本発明の好適態様では、荷電ポ
リマーはアニオン性多糖類、好ましくはヘパリン硫酸を含む。
【００４１】
　本発明では、上記荷電ポリマーを単独又は適宜組み合わせて使用することができる。
【００４２】
　目的物質／アフィニティー物質複合体（例えば分析物／アフィニティー分子複合体、又
は分析物／コンジュゲート複合体又は分析物／アフィニティー分子／コンジュゲート複合
体）と複合体の形成に関与しない遊離のアフィニティー物質（例えば遊離のアフィニティ
ー分子又は遊離のコンジュゲート）を荷電ポリマーの存在下で分離するためには、荷電ポ
リマーの存在下で分離を実施する。例えば、荷電ポリマーは少なくとも１個の分離チャネ
ルを含むマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルに存在していることが好ましい
。具体的には、分離チャネルに充填した分離媒体に荷電ポリマーを添加することが好まし
い。分離媒体に荷電ポリマーが存在することにより、サンプル分析間の干渉サンプル成分
のキャリーオーバーを低減することができる。代替又は付加態様では、荷電ポリマーは目
的物質と目的物質／アフィニティー物質複合体を含有する溶液（例えば水、ハイブリダイ
ゼーションアッセイ、イムノアッセイ等で使用されるｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッ
ファー、ベロナールバッファー、硼酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー
、ＴＢＥバッファー、ＴＡＥバッファー等のバッファー）中に存在していてもよく、その
後、得られた荷電ポリマーと目的物質と目的物質／アフィニティー物質複合体を含有する
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溶液を分離チャネルに添加する。更に、荷電ポリマーは目的物質と目的物質／アフィニテ
ィー物質複合体を含有する溶液をマイクロフルイディックデバイスに添加するために使用
する溶液中に存在していてもよく、このような溶液としては、例えば分離に使用する溶離
液やランニングバッファー（例えば水、ハイブリダイゼーションアッセイ、イムノアッセ
イ等で使用されるｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベロナールバッファー、硼
酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、ＴＢＥバッファー、ＴＡＥバッフ
ァー等のバッファー）が挙げられる。
【００４３】
　上記方法において、荷電ポリマーを目的物質と目的物質／アフィニティー物質複合体を
含有する溶液中に存在させるためには、以下の方法が例示される。（ｉ）目的物質を含有
するサンプル又はサンプルを含有する溶液に荷電ポリマーを添加し、得られた目的物質と
荷電ポリマーを含有する溶液をアフィニティー物質に接触させる；（ｉｉ）アフィニティ
ー物質を含有する溶液に荷電ポリマーを添加し、得られたアフィニティー物質と荷電ポリ
マーとを含有する溶液を、目的物質を含有するサンプル又はサンプルを含有する溶液に接
触させる；（ｉｉｉ）目的物質を含有するサンプル又はサンプルとアフィニティー物質を
含有する溶液を、荷電ポリマーを含有する溶液に添加する；あるいは（ｉｖ）目的物質を
含有するサンプル又はサンプルを含有する溶液をアフィニティー物質に接触させ、得られ
た目的物質と目的物質／アフィニティー物質複合体を含有する溶液を、荷電ポリマーを含
有する溶液と混合する。上記方法において、荷電ポリマーは溶液又は乾燥粉末として添加
することができる。
【００４４】
　本発明では、アフィニティー物質（例えばアフィニティー分子、アフィニティー分子と
荷電キャリヤー分子とのコンジュゲート）に接触させる前にサンプルと荷電ポリマーを混
合することにより、反応速度の向上及び／又は所定干渉物質の沈殿が得られる。このよう
な沈殿は濾過又は遠心により除去することができる。荷電ポリマーとアフィニティー物質
（例えばアフィニティー分子、アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲ
ート）の両者を溶液中に加えることにより、分析物が荷電ポリマーとも非特異的に結合す
る場合であっても、アフィニティー物質を高い親和性で分析物と結合させることができる
。従って、荷電ポリマーは少なくとも分離段階（例えば分離媒体中）に存在していること
が好ましいが、付加及び／又は代替態様では、目的物質を含有するサンプルをアフィニテ
ィー物質（例えばアフィニティー分子及び／又はコンジュゲート）と接触させて複合体を
形成させる段階にも存在していてもよい。本発明の好適態様では、サンプル中に存在する
目的物質の回収率を増加するために、目的物質／アフィニティー物質複合体と遊離のアフ
ィニティー物質の分離段階（例えば分離媒体中）と、目的物質を含有するサンプルとアフ
ィニティー分子とを接触させて複合体を形成させる段階の両者に荷電ポリマーを存在させ
る。上記方法において、目的物質を含有するサンプルをアフィニティー分子に接触させて
複合体を形成させる段階に荷電ポリマーを存在させるためには、以下の方法が例示される
：（ｉ）目的物質を含有するサンプル又はサンプルを含有する溶液に荷電ポリマーを添加
し、得られた目的物質と荷電ポリマーを含有する溶液をアフィニティー物質に接触させる
；（ｉｉ）アフィニティー物質を含有する溶液に荷電ポリマーを添加し、得られたアフィ
ニティー物質と荷電ポリマーを含有する溶液を、目的物質を含有するサンプル又はサンプ
ルを含有する溶液に接触させる；及び（ｉｉｉ）荷電ポリマーを含有する溶液に目的物質
を含有するサンプル又はサンプルとアフィニティー物質を含有する溶液を添加する。上記
方法では、荷電ポリマーを溶液又は乾燥粉末として添加することができる。
【００４５】
　サンプル溶液は分離媒体に添加する前に固体支持体上の荷電ポリマーと接触させ、干渉
成分を吸着させることもできる。荷電ポリマーは場合により荷電ポリマーをサンプルから
分離し易くするために固体支持体に結合させることができる。固体支持体は例えば特定荷
電ポリマーを固体支持体に結合させるために必要な吸着相互作用又は結合化学に適合可能
な任意固体マトリックスとすることができる。固体支持体は例えばガラス、プラスチック
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、セルロース等とすることができる。固体支持体は例えばビーズ、顆粒、多孔質表面、又
は平坦表面の形態とすることができる。多くの場合には、表面積対体積比の大きい固体支
持体のほうが小さい支持体よりも干渉成分を効率的にブロックすることができる。荷電ポ
リマーと固体支持体の結合は例えばＷａｌｓｈ　ＭＫら，［Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００１）４７（３）：２２１－３１］に示されているよう
に、当分野で通常使用されている従来方法で実施することができる。
【００４６】
　荷電ポリマーを目的物質／アフィニティー物質複合体と遊離のアフィニティー物質の分
離段階に存在させる場合には、分離段階（例えば分離チャネル内の分離媒体中）における
荷電ポリマーの濃度は使用する荷電ポリマーの種類に応じて変えることができる。通常、
荷電ポリマーの濃度は荷電ポリマーの存在が移動度シフトアッセイにおいて分析物／アフ
ィニティー分子複合体と任意の遊離のアフィニティー分子の分離、特に分析物／アフィニ
ティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートの複合体と遊離のコンジュゲートの
分離に対するサンプル成分の干渉を低減し得る任意の濃度とすることができる。分離チャ
ネル（例えば分離媒体内）における荷電ポリマーの濃度は通常、約０．０１～５％（ｗ／
ｖ）、好ましくは約０．０５～２％（ｗ／ｖ）、より好ましくは約０．５～１．５％（ｗ
／ｖ）、例えば約１％（ｗ／ｖ）である。
【００４７】
　荷電ポリマーを目的物質を含有するサンプルをアフィニティー物質に接触させて複合体
を形成させる段階に存在させる場合には、溶液（例えばバッファー）中に存在させる荷電
ポリマーの濃度は使用する荷電ポリマーの種類に応じて変えることができる。通常、荷電
ポリマーの濃度は荷電ポリマーの存在が分析物とアフィニティー物質の相互作用に影響を
与えずに干渉を低減できる任意濃度とすることができる。目的物質とアフィニティー物質
（例えばアフィニティー分子、アフィニティー／キャリヤー分子のコンジュゲート）を含
有する溶液中の荷電ポリマーの濃度は通常、約０．００１～２％（ｗ／ｖ）、例えば約０
．０１～２％（ｗ／ｖ）、好ましくは約０．００１～１％（ｗ／ｖ）、例えば約０．０２
～１％（ｗ／ｖ）、より好ましくは約０．００１～０．０５％（ｗ／ｖ）、例えば約０．
０２５～０．５％（ｗ／ｖ）、例えば約０．０１％～０．０５％（ｗ／ｖ）である。
【００４８】
　Ｂ．サンプル
　本発明のサンプルは潜在的に対象分析物を含有する任意材料とすることができる。サン
プルとしては例えば血清、血漿、全血、組織抽出物、細胞抽出物、核抽出物、培地、微生
物培養抽出物、分子ライブラリーのメンバー、臨床サンプル、唾液検体、大便検体、脳髄
液、尿サンプル、尿道－性器スワブ、咽喉スワブ、環境サンプル及び／又は類似物が挙げ
られる。分析物が溶液中に遊離していない場合には、粉砕、溶解、抽出、濾過、遠心、及
び当分野で公知の他の適切な技術により溶液中に放出させることができる。換言するなら
ば、本発明を適用可能なサンプルとしては、体液（例えば血清、血漿、脳髄液、滑液、リ
ンパ液等）、排泄物（例えば尿、糞便等）、生体由来検体（例えば喀出物、膿状物、皮膚
剥離物等）、環境検体（例えば飲食物、水道水、海水、湖沼水、河川水、工場廃水、半導
体洗浄液、医療器具洗浄液等）、並びに水及び当分野で通常使用されるバッファー（例え
ばｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベロナールバッファー、硼酸バッファー、
グッドバッファー等）に溶解することにより再構成されたそれらの処理物が例示される。
【００４９】
　Ｃ．対象分析物（目的物質）
　分析物としては例えばペプチド鎖（例えばＣペプチド、アンギオテンシンＩ等）、蛋白
質［例えばイムノグロブリンＡ（ＩｇＡ）、イムノグロブリンＥ（ＩｇＥ）、イムノグロ
ブリンＧ（ＩｇＧ）、イムノグロブリンＭ（ＩｇＭ）、イムノグロブリンＤ（ＩｇＤ）、
β２－マイクログロブリン、アルブミン、それらの分解産物］、フェリチン等の血清蛋白
質；アミラーゼ、アルカリホスファターゼ、γ－グルタミル－トランスフェラーゼ、酸性
ホスファターゼ、リパーゼ（例えば膵、胃等）、クレアチンキナーゼ（例えばＣＫ－１、
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ＣＫ－２、ｍＣＫ等）、乳酸デヒドロゲナーゼ（例えばＬＤＨ１～ＬＤＨ５等）、グルタ
ミン酸－オキサロ酢酸トランスアミナーゼ（例えばＡＳＴｍ、ＡＳＴｓ等）、グルタミン
酸－ピルビン酸トランスアミナーゼ（例えばＡＬＴｍ、ＡＬＴｓ等）、コリンエステラー
ゼ（例えばＣｈＥ１～ＣｈＥ５等）、ロイシンアミノペプチダーゼ（例えばＣ－ＬＡＰ、
ＡＡ、ＣＡＰ等）、レニン、蛋白質キナーゼ、チロシンキナーゼ等の酵素蛋白質；微生物
（例えば結核菌、肺炎球菌、ジフテリア菌、髄膜炎菌、淋菌、ブドウ球菌、連鎖球菌、腸
内細菌、大腸菌、ピロリ菌等の細菌、風疹ウイルス、ヘルペスウイルス、肝炎ウイルス、
ＡＴＬウイルス、ＡＩＤＳウイルス、インフルエンザウイルス、アデノウイルス、エンテ
ロウイルス、ポリオウイルス、ＥＢウイルス、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ、ＨＴＬ
Ｖ等のウイルス、カンジダ、クリプトコッカス等の真菌類、レプトスピラ、梅毒トレポネ
ーマ等のスピロヘータ、クラミジア、マイコプラズマ等）に由来する蛋白質又はペプチド
又は糖鎖抗原；喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎等のアレルギーの原因となる
各種アレルゲン［例えばハウスダスト、コナヒョウダニ（Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄ
ｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ）、ヤケヒョウヒダニ（Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｐｔ
ｅｒｏｎｙｓｓｉｎｕｓ）等のダニ、スギ、ヒノキ、スズメノヒエ、ブタクサ、オオアワ
ガエリ（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ）、ハルガヤ（Ａｎｔｈｏｘａｎｔｈｕｍ　ｏ
ｄｏｒａｔｕｍ）、ライ麦等の花粉、ネコ、イヌ、カニ等の動物、コメ、卵白等の食物、
真菌、昆虫、木材、薬剤、化学物質等］；リポ蛋白質等の脂質；トリプシン、プラスミン
、セリンプロテアーゼ等のプロテアーゼ；αフェトプロテイン（ＡＦＰ）、前立腺特異抗
原（ＰＳＡ）、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＰＧＩ、ＰＧＩＩ、α２－マクログロブリン等
の腫瘍マーカー蛋白質抗原；糖鎖（例えばＣＡ１９－９、ＰＩＶＫＡ－ＩＩ、ＣＡ１２５
、例えば癌細胞により生産される特殊な糖鎖を有する物質が有する糖鎖等の腫瘍マーカー
糖鎖抗原糖鎖、例えばＡＢＯ糖鎖抗原等）；レクチン（例えばコンカナバリンＡ、レンズ
マメレクチン、インゲンマメレクチン、チョウセンアサガオレクチン、小麦胚芽レクチン
等）；リン脂質（例えばカルジオリピン等）；リポ多糖類（例えばエンドトキシン等）；
化学物質［例えば、ステロイドホルモン、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）、ＰＴＨ
、Ｔ３、Ｔ４、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、インスリン、黄体形成ホルモン（ＬＨ）
、ＦＳＨ、プロラクチン等のホルモン、例えばトリブチル錫、ノニルフェノール、４－オ
クチル－フェノール、フタル酸ジ－ｎ－ブチル、フタル酸ジシクロヘキシル、ベンゾフェ
ノン、オクタクロロスチレン、フタル酸ジ－２－エチルヘキシル）等の環境ホルモン］；
受容体（例えばエストロゲン、ＴＨＳ等に対する受容体）；リガンド（例えばエストロゲ
ン、ＴＳＨ等）；核酸；キャリヤー蛋白質と共役した分析物；核酸と共役した分析物及び
これらに対する抗体が挙げられる。これに関連して、本発明でアフィニティー分子として
使用される抗体には、パパインもしくはペプシン等のプロテイナーゼによる分解又は化学
分解により生産された分解産物としてのＦａｂ、Ｆａｂ’又はＦ（ａｂ’）２フラグメン
トも包含される。本発明は例えば以下の分析物、例えばαフェトプロテイン、血清蛋白質
、腫瘍マーカー、酵素、ホルモン、ＨＣＧ、ＴＳＨ、ＦＳＨ、ＬＨ、キャリヤー蛋白質と
共役した分析物、核酸と共役した分析物等を測定するのに有用である。
【００５０】
　Ｄ．アフィニティー分子
　アフィニティー分子（例えばアフィニティー物質）はサンプル中の対象分析物に対して
特異的親和性をもつ任意分子とすることができ、例えば抗体、抗体のＦａｂ、Ｆ（ａｂ’
）２又はＦａｂ’フラグメント、抗体可変領域、レクチン、アビジン、受容体、アフィニ
ティーペプチド、アプタマー、及びＤＮＡ結合蛋白質からなる群から選択することができ
る。アフィニティー分子は例えば酵素、抗体、ホルモン、サイトカイン、構造成分、シグ
ナリング分子、及び所定受容体のリガンド等として機能し、場合により腫瘍マーカー、炎
症マーカー、及び感染性疾患マーカーとして認識されるリガンド（例えばウイルス粒子、
細菌細胞、蛋白質、ペプチド、炭水化物、抗原、脂質、ステロイド、小化学物質等）に対
して特異的親和性を有することができる。これらのアフィニティー分子としては、ＡＦＰ
、ｈＣＧ、ＴＳＨ、ＦＳＨ、ＬＨ、インターロイキン、Ｆａｓリガンド、ＣＡ１９－９、
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ＣＡ１２５、ＰＳＡ、ＨＢｓＡｇ、抗ＨＩＶ抗体、Ｔ４、及び／又は類似物が挙げられる
。更に、キャリヤー蛋白質と共役したリガンド、核酸と共役したリガンド、細胞内蛋白質
、シグナリング分子、及び／又は類似物も挙げられる。本発明で使用されるアフィニティ
ー分子としては、例えば、蛋白質－蛋白質相互作用、蛋白質－化学物質相互作用、又は化
学物質－化学物質相互作用に応じて目的物質と結合することが可能な性質を有するものが
挙げられる。具体的には、抗原－抗体相互作用、糖鎖－レクチン相互作用、酵素－インヒ
ビター相互作用、蛋白質－ペプチド鎖相互作用、染色体もしくは核酸鎖－核酸鎖相互作用
、ヌクレオチド－リガンド相互作用又は受容体－リガンド相互作用に基づいて結合するも
のが挙げられる。上記対における物質の一方が目的物質である場合には、他方はアフィニ
ティー分子である。例えば、目的物質が抗原である場合には、アフィニティー分子は抗体
であり、目的物質が抗体である場合には、アフィニティー分子は抗原である（他の上記対
についても同様）。アフィニティー分子の具体例は上記分析物と同じである。
【００５１】
　特に、以下のアフィニティー分子、例えば抗体、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２又はＦａｂ’
フラグメント、抗体可変領域、上記レクチン、アビジン、受容体、アフィニティーペプチ
ド、アプタマー、及び／又はＤＮＡ結合蛋白質を使用することが好ましい。本発明では、
上記アフィニティー分子を単独で使用してもよいし、適宜組み合わせて使用してもよい。
２個以上のアフィニティー分子を使用する場合には、各アフィニティー分子は他の全アフ
ィニティー分子と異なる目的物質上の位置で目的物質と結合する。検出マーカーで標識さ
れた分析物又は検出マーカーで標識された分析物の類似体を使用することにより競合アッ
セイでアフィニティー分子を使用する場合には、サンプル中の分析物及び標識分析物に対
するアフィニティー分子の親和性は同一であることが好ましく、又はサンプル中の分析物
及び標識類似体に対するアフィニティー分子の親和性は同一であることが好ましい。
【００５２】
　本発明の上記方法では、アフィニティー分子の濃度は目的物質の検出限界に応じて可変
である。通常、アフィニティー分子が反応混合物中の規定検出限界に対応する濃度で分析
物と完全に結合することができる濃度よりも高濃度にアフィニティー分子を維持すること
が望ましい。反応混合物中の濃度は検出限界の２倍以上に維持することが好ましく、５倍
以上がより好ましい。２個以上のアフィニティー分子を使用する場合には、各アフィニテ
ィー分子の濃度は上記濃度範囲から選択される。
【００５３】
　本発明で使用されるアフィニティー分子は通常、所定の従来検出法により測定（例えば
検出）できるものであるか又は検出マーカーで標識することができるものである。このよ
うな性質を有する分子を使用することにより、サンプル中の分析物を測定することが可能
になる。分析物自体が所定の方法により検出できるもの（例えば酵素等）である場合、又
は分析物がアフィニティー分子なしに検出マーカーと直接結合できる場合には、アフィニ
ティー分子が上記のような検出可能な性質を有さない場合でもサンプル中の分析物を測定
することができる。所定方法によりそれ自体検出可能な分析物の例としては、酵素、色素
、蛍光物質、発光物質、紫外線領域に吸収をもつ物質（例えばＤＮＡ）等が挙げられる。
２個以上のアフィニティー分子を使用する場合には、全アフィニティー分子がこのような
検出可能な性質を有する必要はない。
【００５４】
　アフィニティー分子（又はアフィニティー分子／キャリヤー分子のコンジュゲート）を
検出マーカーで標識する場合には、検出マーカーとしては、例えば、酵素イムノアッセイ
（ＥＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、蛍光イムノアッセイ（ＦＩＡ）、ハイブ
リダイゼーションアッセイ等の本発明の分野で従来使用されているものが挙げられる。こ
のような物質としては、例えば、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、β－ガラクトシダ
ーゼ（β－Ｇａｌ）、ペルオキシダーゼ（ＰＯＤ）、マイクロペルオキシダーゼ、グルコ
ースオキシダーゼ（ＧＯＤ）、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤＨ）
、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ルシフェラーゼ等の酵素；クーマシーブリリアントブルー
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Ｒ２５０、メチルオレンジ等の色素；９９ｍＴｃ、１３１Ｉ、１２５Ｉ、１４Ｃ、３Ｈ、
３２Ｐ、３５Ｓ等の放射性トレーサー；フルオレセイン、ローダミン、ダンシル、フルオ
レスカミン、クマリン、ナフチルアミン、又はこれらの誘導体、シアニン型蛍光色素又は
オキサジン型蛍光色素［例えばＣｙシリーズ色素（Ｃｙ３、Ｃｙ５、及びＣｙ５．５等：
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐ．）、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒシ
リーズ色素（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７、４８８、５９４等：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｉｎｃ．）、ＤＹシリーズ色素（ＤＹ－６３０、６３３、６３５、６４
０、６５０、６５５、６５６、７８０、５５０等：ＭｏＢｉＴｅｃ　ＧｍｂＨ、Ｇｏｅｔ
ｔｉｎｇｅｎ　Ｇｅｒｍａｎｙ）、ＥＶＯｂｌｕｅ（登録商標）３０（ＭｏＢｉＴｅｃ　
ＧｍｂＨ、Ｇｏｅｔｔｉｎｇｅｎ　Ｇｅｒｍａｎｙ）］等の蛍光色素；希土類蛍光色素［
例えばサマリウム（Ｓｍ）、ユーロピウム（Ｅｕ）、テルビウム（Ｔｂ）又はジスプロシ
ウム（Ｄｙ）等の希土類金属と、例えば４，４’－ビス（１”，１”，１”，２”，２”
，３”，３”－ヘプタフルオロ－４”，６”－ヘキサジオン－６”－イル）クロロスルホ
－ｏ－ターフェニル（ＢＨＨＣＴ）、４，７－ビス（クロロスルホニル）－１，１０－フ
ェナントロリン－２，９－ジカルボン酸（ＢＣＰＤＡ）、β－ナフチルトリフルオロ酢酸
（β－ＮＴＡ）等のキレート化合物の組み合わせ等］；核酸結合蛍光色素；蛍光性タンパ
ク質；ルシフェリン、イソルミノール、ルミノール、ビス（２，４，６－トリフルオロ－
フェニル）オキサレート等の発光色素、発光蛋白質又は粒子；フェノール、ナフトール、
アントラセン、又はその誘導体等の紫外線吸収物質；スピンラベル化剤としての性質を有
する物質［例えば４－アミノ－２，２，６，６－テトラメチル－ピペリジン－１－オキシ
ル、３－アミノ－２，２，５，５－テトラメチル－ピロリジン－１－オキシル、２，６－
ジ－ｔ－ブチル－α－（３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－オキソ－２，５－シクロヘキサジ
エン－１－イリデン）－ｐ－トリルオキシ等のオキシル基をもつ化合物］、燐光色素、化
学発光化合物、レドックスメディエーター、起電性化合物、金コロイド粒子、又は銀粒子
等が挙げられる。
【００５５】
　上記核酸結合蛍光色素は核酸鎖との結合に応じて強い蛍光を発生する。このような核酸
結合蛍光色素としては、例えば、核酸鎖の塩基間に取込まれる所謂インターカレーター色
素［例えば、アクリジンオレンジ等のアクリジン色素、臭化エチジウム、エチジウムホモ
ダイマー１（ＥｔｈＤ－１）、エチジウムホモダイマー２（ＥｔｈＤ－２）、臭化エチジ
ウム・モノアジド（ＥＭＡ）、ジヒドロエチジウム等のエチジウム化合物、ヨウ化プロピ
ジウム、ヨウ化ヘキシジウム等のヨウ化物化合物、７－アミノ－アクチノマイシンＤ（７
－ＡＡＤ）、ＰＯＰＯ－１、ＢＯＢＯ－１、ＹＯＹＯ－１、ＴＯＴＯ－１、ＪＯＪＯ－１
、ＰＯＰＯ－３、ＬＯＬＯ－１、ＢＯＢＯ－３、ＹＯＹＯ－３、ＴＯＴＯ－３等（いずれ
もＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓの商品名）のシアニンダイマー色素；ＰＯ－ＰＲＯ
－１、ＢＯ－ＰＲＯ－１、ＹＯ－ＰＲＯ－１、ＴＯ－ＰＲＯ－１、ＪＯ－ＰＲＯ－１、Ｐ
Ｏ－ＰＲＯ－３、ＬＯ－ＰＲＯ－１、ＢＯ－ＰＲＯ－３、ＹＯ－ＰＲＯ－３、ＴＯ－ＰＲ
Ｏ－３、ＴＯ－ＰＲＯ－５等（いずれもＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎｃ．、
Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲの商品名）のシアニンモノマー色素；ＳＹＢＲ　Ｇｏｌｄ、ＳＹＢＲ
　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ及びＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎＩＩ、ＳＹＴＯＸ　Ｇｒｅｅｎ、ＳＹＴＯＸ
　Ｂｌｕｅ、ＳＹＴＯＸ　Ｏｒａｎｇｅ等（いずれもＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
の商品名）のＳＹＴＯＸ色素］；ＤＮＡ二重螺旋のマイナーグルーブに結合するもの［例
えば、４’，６－ジアミノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓの商品名）、五水和物（ビス－ベンズイミド）（Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５
８：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓの商品名）、三塩酸塩（Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３
４２：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓの商品名）、ビスベンズイミド色素（Ｈｏｅｃ
ｈｓｔ　３４５８０：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓの商品名）等］；アデニン－チ
ミン配列（Ａ－Ｔ）と特異的に結合するもの［例えば、９－アミノ－６－クロロ－２－メ
トキシアクリジン（ＡＣＭＡ）、ビス－（６－クロロ－２－メトキシ－９－アクリジニル
）スペルミン（アクリジンホモダイマー）等のアクリジン色素；例えば、ヒドロキシスチ



(25) JP 2011-81011 A 2011.4.21

10

20

30

40

50

ルバミジン等］等が挙げられる。
【００５６】
　検出マーカーによる分析物又はアフィニティー分子の標識はそれ自体公知のＥＩＡ、Ｒ
ＩＡ、ＦＩＡ、ハイブリダイゼーションアッセイ等［例えば医化学実験講座第８巻，山村
雄一編，第１版，中山書店，１９７１；川生明，図説蛍光抗体法，第１版，ソフトサイエ
ンス社，１９８３；酵素免疫測定法，石川栄治，河合忠，宮井潔，第３版，医学書院，１
９８７；Ｍｏｌｅｃｕｌｅｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ，２ｎｄ．ｅｄ．，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ，ａｎｄ　Ｔ．Ｍ
ａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒ
ｅｓｓ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．（１９８８）１６，３６７１，Ｃｈｕ，Ｂ
．Ｃ．ら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．（１９８６）１４，６１１５，Ｊａｂｌ
ｏｓｋｉら，Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｃｒｏｓｓｌｉｎ
ｋｉｎｇ，Ｓｈａｎ　Ｓ．Ｗｏｎｇ，（１９９１）ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、ＥＰ１０８８５
９２Ａ２、ＥＰ１０６１３７０Ａ２等］で通常使用されている公知標識法や、アビジン（
又はストレプトアビジン）とビオチンの反応を利用する通常方法等の当分野で通常使用さ
れている通常方法の任意のものにより実施することができる。
【００５７】
　Ｅ．サンプルとアフィニティー分子との接触
　分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子と接触させるためには、接触段階を実
施して分析物とアフィニティー分子の複合体を形成する。このような複合体の作製方法に
ついては限定しない。例えば、分析物を含有するサンプルとアフィニティー分子とを例え
ば水又はｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベロナールバッファー、硼酸バッフ
ァー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、ＴＢＥバッファー、ＴＡＥバッファー等の
バッファーに夫々溶解、分散又は懸濁して液体材料を得、これらの液体材料を相互に混合
接触させればよい。あるいは、サンプルとアフィニティー分子とを同時に溶解、分散又は
懸濁してもよい。分析物を含有するサンプルが液体である場合には、アフィニティー分子
を直接サンプルと混合することができる。上記のように分析物を含有するサンプルが液体
である場合には、例えば水又はバッファーに溶解、分散又は懸濁しなくてもよい。上記方
法では、バッファーの濃度は本発明の分野で通常使用される範囲から選択される。
【００５８】
　本発明の方法では、サンプルをアフィニティー分子と接触させるため、換言するならば
、分析物とアフィニティー分子との複合体を形成するためのｐＨと温度は分析物又はアフ
ィニティー分子の性質に依存するので通常規定することは困難である。しかし、複合体の
形成を妨げない限り、本発明の分野（例えば公知ＥＩＡ、ＲＩＡ、ＦＩＡ又はハイブリダ
イゼーションアッセイ）で通常使用されている従来方法に従って条件を選択することがで
きる。即ち、接触（例えば形成）は通常ｐＨ約２～１０、好ましくはｐＨ５～９で通常０
～９０℃、好ましくは５～４０℃の温度で実施することができる。複合体の形成に必要な
反応時間は分析物とアフィニティー分子の性質によって異なるので、反応はそれらの性質
に応じて数秒間から数時間実施することができる。
【００５９】
　分析物を含有するサンプルと１個以上のコンジュゲートとを接触させる段階も種々の方
法で実施することができる。即ち、（ｉ）マイクロフルイディックデバイスを使用せずに
独立してサンプルとコンジュゲートとを接触させて分析物とコンジュゲートとの複合体を
形成させた後、得られた複合体を含有する溶液をマイクロフルイディックデバイスに添加
して複合体を濃縮するか、又は（ｉｉ）サンプルとコンジュゲートとをマイクロフルイデ
ィックデバイスに添加し、分析物を含有するサンプルと１個以上のコンジュゲートとを接
触させる段階と、得られた複合体を濃縮する段階をマイクロフルイディックデバイスで同
時に実施する。
【００６０】
　接触段階と濃縮段階を同時に連続的に実施することが好ましく、約０．１～５００ミク
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ロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法を有する濃縮チャネルに流体的に接続され
たチャネルで分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との
１個以上のコンジュゲートに接触させて分析物とコンジュゲートとの複合体を形成させる
段階と、約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法を有する少
なくとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスで濃縮技術を使用す
ることにより複合体を濃縮する段階を含む方法により実施するとより好ましい。上記方法
では、濃縮チャネルに流体的に接続されたチャネルは上記分離チャネルと同じ特性（材料
、形状等）とすることができる。
【００６１】
　Ｆ．コンジュゲート
　分析物／アフィニティー分子複合体と遊離のアフィニティー分子との分離効率を改善又
は増加し、十分な確度で分析物を分析するためには、荷電キャリヤー分子と結合したアフ
ィニティー分子（例えばアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子のコンジュゲート）を
上記本発明の方法で使用することができる。即ち、分析物を含有するサンプルをアフィニ
ティー分子／荷電キャリヤー分子コンジュゲートと接触させて分析物とコンジュゲートと
の複合体を形成させ、少なくとも１個の分離チャネルを含むマイクロフルイディックデバ
イスの分離チャネルを使用することにより、得られた複合体を荷電ポリマーの存在下に未
結合のコンジュゲートから分離する。その後、複合体を検出することにより分析物の存在
を同定するか又はサンプル中の分析物の量を測定することができる。
【００６２】
　アフィニティー分子（例えば抗体）と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートをアッセ
イフォーマットで使用する場合には、分子の大きさに従って分離分析するアッセイにおい
て高分解能と検出可能なシグナルを提供しながら、本発明の荷電キャリヤー分子（例えば
ＤＮＡ又はＲＮＡ等の荷電ポリマー）にアフィニティー分子と結合分析物を担時させるこ
とができる。コンジュゲートの荷電キャリヤー分子は例えば高い分解能と感度を提供し、
アフィニティー分子は例えば本発明の移動度シフトアッセイに対する特異性を提供する。
荷電キャリヤー分子は、電荷対質量比が高く、分子構造の変動が最少であり、分離媒体中
で高い分解能を得ることができる。荷電キャリヤー分子を使用すると移動度シフトアッセ
イで多くの利点が得られる。
【００６３】
　非競合アッセイ法では、本発明の荷電キャリヤー分子としては、アフィニティー分子を
介して分析物と結合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形
成することにより、分析物の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせる分子が挙げられ
る。
【００６４】
　競合アッセイ法では、本発明の荷電キャリヤー分子は必要に応じてアフィニティー分子
を介して分析物又は分析物の類似体と結合させることにより使用される。即ち、分析物と
アフィニティー分子との複合体の分離を改善するために荷電キャリヤー分子と結合した分
析物又は分析物の類似体も使用することができる。
【００６５】
　荷電キャリヤー分子の使用による分離の改善は例えば、分析物、類似体、アフィニティ
ー分子、荷電キャリヤー分子、アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲ
ート、分析物（又は類似体）とアフィニティー分子との複合体、標識分析物、標識類似体
、標識アフィニティー分子、標識コンジュゲート、標識分析物（又は標識類似体）とアフ
ィニティー分子との複合体、及び／又は分析物（又は類似体）と標識アフィニティー分子
との複合体を分離する場合に有益である。換言するならば、本発明の荷電キャリヤー分子
は分析物（又は類似体）と結合して分析物（又は類似体）とアフィニティー分子と荷電キ
ャリヤー分子の複合体を形成することにより分析物（又は類似体）とアフィニティー分子
（又はその複合体）の分離特性に変化を生じさせ、分析物（又は類似体）とアフィニティ
ー分子と荷電キャリヤー分子の複合体の形成に関与しない上記分析物（又は類似体）（例
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えば分析物又は類似体と荷電キャリヤー分子の両方を含まないもの）から分析物（又は類
似体）とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を分離することが可能な性質
を有する。
【００６６】
　荷電キャリヤー分子は正又は負の正味電荷をもつことができ、正味電荷が負荷電キャリ
ヤー分子が好ましい。対応する荷電ポリマーと同一型（正又は負）の正味電荷をもつ荷電
キャリヤー分子を使用することが好ましい。
【００６７】
　上記特徴をもつ本発明の荷電キャリヤー分子は例えばシリカ及びアルミナ等の無機金属
酸化物；金、チタン、鉄、及びニッケル等の金属；シランカップリング法等により導入さ
れた官能基をもつ無機金属酸化物等；種々の微生物及び真核細胞等の生物；アガロース、
セルロース、不溶性デキストラン等の多糖類；ポリスチレンラテックス、スチレン－ブタ
ジエンコポリマー、スチレン－メタクリレートコポリマー、アクロレイン－エチレングリ
コールジメタクリレートコポリマー、スチレン－スチレンスルホネートラテックス、ポリ
アクリルアミド、ポリグリシジルメタクリレート、ポリアクロレイン被覆粒子、架橋ポリ
アクリロニトリル、アクリル酸又はアクリル酸エステルコポリマー、アクリロニトリル－
ブタジエン、塩化ビニル－アクリル酸エステル及びポリ酢酸ビニル－アクリレート等の合
成高分子化合物；赤血球、糖類、核酸鎖（例えばＤＮＡ，ＲＮＡ）、ポリペプチド又はそ
の誘導体（例えばスルホン化ポリペプチド）、蛋白質及び脂質等の生体分子等から選択さ
れる。正味電荷が負である荷電キャリヤー分子は核酸鎖（例えばＤＮＡ，ＲＮＡ）又はス
ルホン化ポリペプチドが好ましく、ＤＮＡ又はＲＮＡがより好ましい。正味電荷が正であ
る荷電キャリヤー分子はカチオン性ポリマーが好ましい。本発明では、核酸鎖（例えばＤ
ＮＡ，ＲＮＡ）又はスルホン化ポリペプチドを含むアニオン性分子が最も好ましい。ＤＮ
Ａは分子が安定しており、当分野で合成及び結合化学実績が豊富であるので特に好ましい
。
【００６８】
　本発明で使用される核酸鎖はプリン塩基又はピリミジン塩基と、糖部分として五炭糖と
、リン酸を含むヌクレオチド残基を基本単位とするものである。各ヌクレオチドはリン酸
を介して糖部分の３’及び５’炭素と結合してポリヌクレオチド鎖（例えば、糖部分がリ
ボースであるＲＮＡ及び／又は糖部分がデオキシリボースであるＤＮＡ）を形成する。核
酸鎖は１本鎖でも２本鎖でもそれ以上でもよい。本発明で使用される核酸鎖はそれ自体従
来方法で製造することができ、例えば、化学合成、微生物、昆虫、動物、植物等に由来す
る細胞の抽出精製法、プラスミド、ファージ、コスミド等の適切なベクター遺伝子を導入
した上記細胞を使用し、細胞をインキュベートし、増殖したベクターを抽出精製する方法
、及びＰＣＲ等の遺伝子増殖技術を利用する方法が挙げられる（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊ
．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｔ．Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ等）。得られた核酸鎖を化
学分解又は制限酵素等の核酸分解酵素で破壊した後に場合により精製し、所望長の核酸鎖
を形成させる。本発明では、上記荷電キャリヤー分子を単独で使用してもよいし、適宜組
み合わせて使用してもよい。
【００６９】
　例えば種々のヌクレアーゼ活性に対するヌクレオチドの安定性を強化することが知られ
ている任意種の修飾ヌクレオチドを使用して荷電キャリヤー分子を作製することができる
。例えば、ヌクレオチドのホスホロチオエート類似体、酸素の代わりにメチレン基をリボ
ース環に含むヌクレオチド、又は２’－糖デオキシ置換基を２’－フルオロ、２’－Ｏ－
メチル、２－Ｏ－アルコキシル－及び２’－Ｏ－アリル修飾で置換したヌクレオチドを使
用することができる。このような修飾は例えばＮｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，
１９９７，２５，４４２９－４４４３，Ｓｕｓａｎ　Ｍ　Ｆｒｅｉｅｒらに記載されてい
る。
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【００７０】
　荷電キャリヤー分子のサイズは例えば通常、約０．６ｋＤａ～７００００ｋＤａ、好ま
しくは約３ｋＤａ～７０００ｋＤａ、より好ましくは約６ｋＤａ～約４００ｋＤａとする
ことができる。キャリヤー分子のサイズは有用な感度と分解能を提供するように例えば分
離媒体の型、分離媒体の分離カットオフ、分析物のサイズ、アフィニティー分子のサイズ
等に応じて最適化することができる。特に核酸鎖を荷電キャリヤー分子として使用する場
合には、核酸鎖の長さは本発明の目的を達成できる限り、通常約１ｂｐ～１０００００ｂ
ｐ、好ましくは５ｂｐ～１００００ｂｐ、より好ましくは１０ｂｐ～１０００ｂｐ、最も
好ましくは１０ｂｐ～５００ｂｐとすることができる。本発明で使用される核酸鎖は本発
明の目的を達成する範囲内で適切な基で適宜修飾することができる。
【００７１】
　本発明において、荷電キャリヤー分子とアフィニティー分子との結合は、上記のような
検出マーカーによる分析物又はアフィニティー分子の標識と同様に実施することができる
。例えば、荷電キャリヤー分子をアフィニティー分子と結合するには、アフィニティー分
子と荷電キャリヤー分子の夫々の官能基を利用して直接又はリンカー［例えば、４－（ｐ
－マレイミドフェニル）酪酸スルホスクシンイミジル（スルホ－ＳＭＰＢ）、４－（Ｎ－
マレイミドメチル）シクロ－ヘキサン－１－カルボン酸スルホスクシンイミジル（スルホ
－ＳＭＣＣ）、Ｎ－（ε－マレイミド－カプロイルオキシ）スクシンイミド（ＥＭＣＳ）
、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＮＨＳ）等］を介して実施することができる
。結合は例えば公知ＥＩＡ、ＲＩＡ、ＦＩＡ又はハイブリダイゼーションアッセイ［例え
ば医化学実験講座第８巻，山村雄一編，第１版，中山書店，１９７１；川生明著，図説蛍
光抗体法，第１版，ソフトサイエンス社，１９８３；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊ．Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｔ．Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ等、ＥＰ１０８８５９２Ａ２、ＥＰ１
０６１３７０Ａ２等］で利用されているそれ自体公知の標識法や、アビジン（又はストレ
プトアビジン）とビオチンの反応を利用する従来方法等の当分野で通常使用されている従
来方法で実施することができる。
【００７２】
　反応性官能基を荷電キャリヤー分子に予め導入した後、反応性官能基を含む荷電キャリ
ヤー分子にアフィニティー分子を上記結合方法で結合することができる。特に、核酸鎖を
荷電キャリヤー分子として使用する場合には、反応性官能基を核酸鎖に導入するには、そ
れ自体公知の方法に従って実施することができ、例えば、縮合剤［例えば１－エチル－３
－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）、塩酸塩（ＷＳＣ）等］の
存在下に反応性官能基をもつ化合物（例えばＮ－トリ－フルオロアセチルアミノアルキル
アミン等のアミノ基をもつ化合物、シスタミン等のチオール基をもつ化合物、Ｎ－ビオチ
ニルアミノアルキルアミン等のビオチンをもつ化合物、マレイミドアルキルアミン等のマ
レイミド基をもつ化合物等）を使用してホスホアミダイト結合を形成させることにより、
核酸の末端に位置する５’三リン酸基に反応性官能基を導入する方法［Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．（１９８８）１６，３６７１，Ｃｈｕ，Ｂ．Ｃ．ら］；縮合剤［例え
ば１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）、塩酸塩
（ＷＳＣ）等］の存在下に反応性官能基をもつ化合物（例えばＮ－トリフルオロアセチル
アミノアルキルカルボン酸等のアミノ基をもつ化合物、Ｎ－ビオチニルアミノアルキル－
カルボン酸等のビオチンをもつ化合物、マレイミドアルキルカルボン酸等のマレイミド基
をもつ化合物等）を使用して、エステル結合を形成させることにより、核酸の末端に位置
する３’ヒドロキシル基に反応性官能基を導入するか、その活性エステル体を直接反応さ
せる方法［Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．（１９８６）１４，６１１５，Ｊａｂｌ
ｏｓｋｉら］；制限酵素で切断したフラグメントのアミノ含有塩基（アデニン，シトシン
）が１本鎖として突出している末端（突出末端，付着端）にアミノ反応性リンカーを導入
する方法［Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋ
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ｉｎｇ，Ｓｈａｎ　Ｓ．Ｗｏｎｇ，（１９９１）ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ］；反応性官能基を
もつヌクレオチドモノマーを、平滑化酵素（Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼ，ＤＮＡ平滑化酵
素等）により、１本鎖突出末端を形成する制限酵素で切断したフラグメントに組込む方法
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２
ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｔ．Ｍａｎｉ
ａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ
等）；ハイブリダイゼーションを利用し、１本鎖突出末端を形成する制限酵素で切断した
フラグメントの１本鎖部分に対して相補的な配列をもつオリゴヌクレオチドの５’末端に
反応性官能基を導入し、制限酵素で切断したフラグメントの１本鎖突出末端にハイブリダ
イズさせる方法（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ
，Ｔ．Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ等）；ＰＣＲを利用し、５’末端に反応性官能基を導入したＰＣＲプライ
マーをＰＣＲで使用し、５’末端に反応性官能基を導入した核酸鎖をＰＣＲ産物として得
る方法（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｔ．Ｍ
ａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒ
ｅｓｓ等）が挙げられる。こうして、反応性官能基を核酸の末端に導入することができる
。１本鎖核酸を使用する場合には、本核酸鎖の５’末端に相補的な配列と５’末端に導入
された反応性官能基をもつオリゴヌクレオチドを１本鎖核酸にハイブリダイズさせる方法
により、反応性官能基が導入された核酸鎖を作製することもできる（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ
，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｅ．Ｆ．Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｔ．Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ等）。上記のような反
応性官能基としては、例えば、ヒドロキシ基、ハロゲン化アルキル基、イソチオシアネー
ト基、アビジン基、ビオチン基、カルボキシル基、ケトン基、マレイミド基、活性エステ
ル基、スルホン酸ハライド基、カルボン酸ハライド基、アミノ基、スルホン酸基、ピイリ
ジルジオ基、アルデヒド基等が挙げられる。
【００７３】
　アフィニティー分子と結合させる核酸鎖の数が不均一の場合には、形成される複合体に
存在する核酸鎖の数も不均一になり、複合体の分離が不特定になる。従って、アフィニテ
ィー分子と結合させる核酸鎖の数を均一することが好ましい。同じ理由で、核酸鎖１分子
と結合するアフィニティー分子の数も１分子にすると適切である。
【００７４】
　上記結合方法において、核酸鎖がその両末端にアフィニティー分子を結合することがで
きる官能基を有する場合には、核酸鎖を予め酵素的又は化学的に分解して反応性官能基を
一方の末端に導入した後にアフィニティー分子と結合させることができる。あるいは、核
酸鎖をアフィニティー分子と結合させ、アフィニティー分子を両末端に結合した中間体を
生成し、中間体と結合する核酸鎖を酵素的又は化学的に分解し、アフィニティー分子を核
酸の一方の末端に結合した生成物を得る。
【００７５】
　結合化学を使用してアフィニティー分子を荷電キャリヤー分子と結合させ、本発明のコ
ンジュゲートを形成させることができる。結合化学はアミノ基、チオール、カルボキシル
基、イミダゾール基、スクシンイミド基等との反応を利用することができる。例えばアミ
ン基をもつように修飾したヌクレオチドを含むＤＮＡキャリヤーを溶液中でアフィニティ
ー分子及び両末端ＮＨＳリンカーと混合することにより、ＤＮＡをアフィニティー分子と
架橋することができる。アフィニティー分子をキャリヤー分子と結合又は会合又は相互作
用させるための他の技術は先にその開示内容全体を参考資料として本明細書に組込んだ日
本特許出願第ＷＯ０２／０８２０８３号「電気泳動法」に詳細に開示されている。
【００７６】
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　本発明で使用されるアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートは抗
体、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２又はＦａｂ’フラグメント、抗体可変領域、レクチン、アビ
ジン、受容体、アフィニティーペプチド、アプタマー、及びＤＮＡ結合蛋白質からなる群
から選択される少なくとも１個のアフィニティー分子と、核酸鎖（例えばＤＮＡ，ＲＮＡ
）、カチオン性ポリマー及びスルホン化ポリペプチドからなる群から選択される少なくと
も１個の荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートが好ましい。抗体、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’
）２又はＦａｂ’フラグメント、抗体可変領域及びアフィニティーペプチドからなる群か
ら選択される少なくとも１個のアフィニティー分子と、核酸鎖（例えばＤＮＡ，ＲＮＡ）
及びスルホン化ポリペプチドからなる群から選択される少なくとも１個の荷電キャリヤー
分子とのコンジュゲートがより好ましく、更に、抗体、Ｆａｂ又はＦａｂ’フラグメント
から選択される少なくとも１個のアフィニティー分子と、荷電キャリヤー分子として核酸
鎖、特にＤＮＡのコンジュゲートが最も好ましい。
【００７７】
　本発明では、上記コンジュゲートを単独又は適宜組み合わせて使用することができる。
２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、コンジュゲートの各アフィニティー分子
は他の全アフィニティー分子と異なる目的物質上の位置で目的物質と結合する。
【００７８】
　上記方法では、コンジュゲートの濃度は目的物質の検出限界によって可変であるので通
常、規定することは困難である。しかし、コンジュゲートが反応混合物中の規定検出限界
に対応する濃度で分析物と完全に結合することができる濃度よりも高濃度にコンジュゲー
トを維持することが望ましい。反応混合物中の濃度は検出限界の２倍以上に維持すること
が好ましく、５倍以上がより好ましい。２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、
各コンジュゲートの濃度は上記濃度範囲から選択される。
【００７９】
　このようなコンジュゲートは通常、所定の方法により測定（例えば検出）できるもので
あるか又は検出マーカーで標識することができるものである。即ち、コンジュゲートのア
フィニティー分子と荷電キャリヤー分子の少なくとも一方は通常、所定の方法により測定
できるものであるか又は検出マーカーで標識することができるものである。このような性
質を有するコンジュゲートを使用すると、サンプル中の分析物を測定し易くなる。分析物
自体が所定の方法により検出できるもの（例えば酵素等）である場合、又は分析物がアフ
ィニティー分子なしに検出マーカーと直接結合できる場合には、コンジュゲートが上記の
ような検出可能な性質を有さない場合でもサンプル中の分析物を測定することができる。
２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、全コンジュゲートがこのような性質を有
する必要はない。
【００８０】
　検出マーカーは上記の通りであり、検出マーカーによるコンジュゲート（例えばアフィ
ニティー分子及び／又は荷電キャリヤー分子）の標識は上記のような検出マーカーによる
分析物もしくはアフィニティー分子の標識又は荷電キャリヤー分子とアフィニティー分子
の結合と同様に実施することができる。
【００８１】
　特に、核酸鎖を荷電キャリヤー分子とするコンジュゲートの場合には、直接又はリンカ
ー［例えばスルホ－ＳＭＰＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、ＥＭＣＳ、ＮＨＳ等］もしくは核酸（
標識される核酸鎖と異なるものをアフィニティー分子と結合させる；以下、「リンカー核
酸鎖」と言う）、ペプチド、蛋白質、糖等（以下、「リンカー物質」と言う）を介してマ
ーカーを核酸鎖と結合させることができる。リンカー物質を介して核酸鎖をマーカーと結
合させる場合には、核酸鎖とリンカー物質との結合又はリンカー物質とマーカーとの結合
は核酸鎖とアフィニティー分子との結合又はマーカーによるコンジュゲートの標識と同様
に実施することができる。
【００８２】
　あるいは、リンカー化学を使用して検出マーカーをポリマーに共有結合することもでき
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る。例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＮＨＳ）末端基を有する脂肪族鎖
等のリンカーを含む修飾ヌクレオチドを使用して荷電キャリヤー分子としてのＤＮＡを合
成することができる。フルオレセインアミン等の検出マーカーはマーカーアミン基上のＮ
ＨＳによる求核攻撃後にポリマーと共有結合することができる。場合により，修飾ヌクレ
オチドはマーカーに結合したリンカー基により攻撃することができるアミン等のリンカー
反応性基を含むことができる。コンジュゲートを検出マーカーで標識又は結合又は会合又
は相互作用させるための他の技術は先にその開示内容全体を参考資料として本明細書に組
込んだ日本特許出願第ＷＯ０２／０８２０８３号「電気泳動法」に詳細に開示されている
。
【００８３】
　リンカー物質を介してマーカーによる核酸鎖の標識を実施するには、マーカーで予め標
識されたリンカー物質を核酸鎖と結合させてもよいし、あるいはリンカー物質を核酸鎖と
結合させた後にマーカーと結合させてもよいし、あるいは核酸鎖とリンカー物質とマーカ
ーを同時に結合させてもよい。更に、本発明では、マーカーによる核酸鎖の標識は使用す
るマーカーに応じて分析物／コンジュゲート（核酸鎖）／マーカーの複合体の形成前又は
形成と同時又は形成後のいずれに実施してもよい。この修飾に制限はない。特に、予めマ
ーカーで標識されたリンカー物質に核酸鎖を結合させることが好ましい。
【００８４】
　例えば、ビオチンを核酸鎖に結合させた後に、予めマーカーで標識されたアビジン（又
はストレプトアビジン）に結合させる。こうして、マーカーの量の制御下に核酸鎖を容易
に標識することができる。別の場合には、例えば、ビオチンをまず核酸鎖に結合させた後
に、予めアビジン（又はストレプトアビジン）を介してビオチンと結合させたマーカーで
標識されたリンカー物質（例えばリンカー核酸鎖等）に結合させる。こうして、マーカー
の量の制御下に核酸鎖を容易に標識することができる。更に、アビジン（又はストレプト
アビジン）１分子はビオチン４分子を結合させることができるので、測定感度を上げるた
めに標識リンカー３分子を結合させることが可能である。
【００８５】
　核酸と結合する蛍光色素をマーカーとして使用するには次のように実施することができ
る。従来方法（例えばＨａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅ　
ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，７ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｈａｐｔ
ｅｒ　８；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｉｎｃ．に記載されているような方法）
に従い、例えば水又はハイブリダイゼーションアッセイ又はイムノアッセイの分野で通常
使用されているバッファー溶液（例えば、ｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベ
ロナールバッファー、硼酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、ＴＢＥバ
ッファー、ＴＡＥバッファー等）中にて適切な温度で適切な時間にわたってマーカーを核
酸鎖［荷電キャリヤー分子（核酸鎖）／アフィニティー分子コンジュゲート又は分析物と
荷電キャリヤー分子／アフィニティー分子コンジュゲートの複合体における核酸鎖を含む
］と接触させる。上記方法では、核酸鎖とマーカーの接触は核酸鎖、分析物を含有するサ
ンプル、荷電キャリヤー分子（核酸鎖）／アフィニティー分子コンジュゲート、マーカー
、荷電キャリヤー分子（核酸鎖）／アフィニティー分子コンジュゲートとマーカーの複合
体等を水又は上記のようなバッファーに直接溶解又は分散又は懸濁するか、あるいは各成
分を水又は上記のようなバッファーに溶解又は分散又は懸濁して液体材料とした後に混合
して相互に接触させることにより実施することができる。
【００８６】
　本発明において、分析物を含有するサンプルを荷電キャリヤー分子とアフィニティー分
子のコンジュゲートに接触させる段階は、上記のような分析物を含有するサンプルとアフ
ィニティー分子の接触と同様に実施することができる。反応条件（例えばｐＨ、温度、反
応時間等）はサンプルとアフィニティー分子の上記接触条件と同じである。
【００８７】
　Ｇ．アフィニティー分子とコンジュゲートの使用
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　分析物／アフィニティー分子複合体と遊離のアフィニティー分子との分離効率を更に改
善又は増加し、分析物検出の分解能を高めるためには、アフィニティー分子及び荷電キャ
リヤー分子と結合したアフィニティー分子（例えばアフィニティー分子と荷電キャリヤー
分子とのコンジュゲート）を上記本発明の方法で使用することができる。即ち、分析物を
含有するサンプルをアフィニティー分子とアフィニティー分子／荷電キャリヤー分子コン
ジュゲートに接触させ、分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートとの複合体を形成
させ、少なくとも１個の分離チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの分離チャ
ネルを使用することにより、得られた複合体を荷電ポリマーの存在下に未結合のアフィニ
ティー分子及び／又はコンジュゲートから分離する。その後、複合体を検出することによ
り分析物の存在を同定するか又はサンプル中の分析物の量を測定することができる。
【００８８】
　本発明では、２個以上のアフィニティー分子と２個以上のコンジュゲートを使用するこ
とができる。この場合には、各アフィニティー分子（各コンジュゲートのアフィニティー
分子を含む）は他の全アフィニティー分子と異なる目的物質上の位置で目的物質と結合す
る。
【００８９】
　アフィニティー分子とコンジュゲートの両者を使用する場合には、アフィニティー分子
とコンジュゲートの少なくとも一方は通常、所定従来方法により測定（例えば検出）でき
るものであるか又は検出マーカーで標識することができるものである。このような性質を
有するアフィニティー分子又はコンジュゲートを使用すると、サンプル中の分析物を測定
し易くなる。分析物自体が所定方法により検出できるもの（例えば酵素等）である場合、
又は分析物がアフィニティー分子もしくはコンジュゲートなしに検出マーカーと直接結合
できる場合には、アフィニティー分子とコンジュゲートが上記のような検出可能な性質を
有さない場合でもサンプル中の分析物を測定することができる。２個以上のアフィニティ
ー分子又は２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、全アフィニティー分子又は全
コンジュゲートがこのような性質を有する必要はない。上記方法において、検出マーカー
、検出マーカーによるアフィニティー分子又はコンジュゲートの標識等は上記の通りであ
る。分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子とコンジュゲートに接触させて分析
物とアフィニティー分子とコンジュゲートとの複合体を形成させる方法に関して制限はな
い。例えば、分析物を含有するサンプルとアフィニティー分子とコンジュゲートとを例え
ば水又はｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベロナールバッファー、硼酸バッフ
ァー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、ＴＢＥバッファー、ＴＡＥバッファー等の
バッファーに夫々溶解、分散又は懸濁して液体材料を得、これらの液体材料を相互に混合
接触させればよい。あるいは、サンプルとアフィニティー分子とコンジュゲートとを同時
に溶解、分散又は懸濁してもよい。分析物を含有するサンプルが液体である場合には、ア
フィニティー分子及び／又はコンジュゲートを直接サンプルと混合することができる。上
記のように分析物を含有するサンプルが液体である場合には、例えば水又はバッファーに
溶解、分散又は懸濁しなくてもよい。
【００９０】
　上記方法において、バッファーの濃度は本分野で通常使用されている範囲から選択され
る。サンプルをアフィニティー分子とコンジュゲートに接触させる段階におけるアフィニ
ティー分子とコンジュゲートの濃度については上記の通りである。反応条件（例えばｐＨ
、温度、反応時間等）はサンプルとアフィニティー分子の上記接触条件と同一である。
【００９１】
　Ｈ．分離操作
　得られた目的物質とアフィニティー物質との複合体（例えば分析物／アフィニティー分
子複合体、分析物／コンジュゲート複合体又は分析物／アフィニティー分子／コンジュゲ
ート複合体）を複合体の形成に関与しない遊離のアフィニティー物質（例えばアフィニテ
ィー分子及び／又はコンジュゲート）から分離する。複合体と遊離のアフィニティー物質
を移動速度の差に基づいて分離することが可能な分離法を適用することができる。この分
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離では、例えば、本分野で使用されている従来方法である所謂Ｂ／Ｆ分離法を使用するこ
とができる。具体例としては、電気泳動（例えば等電点電気泳動、ＳＤＳ－ポリアクリル
アミド電気泳動、アガロースゲル電気泳動、アクリルアミド電気泳動）、誘電泳動等の電
気を利用する電気的分離法、カラム分析法（例えばゲル濾過カラム分析、イオン交換カラ
ム分析、アフィニティーカラム分析）、マススペクトル質量分析、吸着法、ミセル動電ク
ロマトグラフィー（ＭＥＫＣ）等が挙げられる。特に、等電点電気泳動、ＳＤＳ－ポリア
クリルアミド電気泳動、アガロースゲル電気泳動、アクリルアミド電気泳動等の電気泳動
又は誘電泳動等の電気的分離法を使用するのが好ましい。より具体的には、効率的冷却条
件下と高電圧下に高分離効率で実施できることからキャピラリー電気泳動又は誘電泳動を
使用することが好ましい。
【００９２】
　更に、特にマイクロフルイディックデバイス及びシステムを使用して分離を行う場合に
は、対象分析物がサンプル中に非常に低濃度で非常に少量しか存在しない場合が多い。分
析物の量はマイクロフルイディック分析システムの検出閾値又はその付近又はそれ以下ま
で低下することが多い。従って、場合により、対象分析物の検出感度を上げるために（上
記及び下記に記載するような）１種以上のオンラインサンプル濃縮又はサンプルスタッキ
ング操作をマイクロフルイディックデバイスで使用することが好ましい。本発明の方法の
実施に使用することができるオンラインサンプル濃縮技術の特に有用な１例は、その開示
内容全体を参考資料として本明細書に組込むＥｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｇｅｕｒｔ
ｓ，Ｍ．Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ．Ｐ．，Ｖｅｒｈｅｇｇｅｎ，Ｔ．Ｐ．Ｅ．Ｍ　Ｊ　Ｃ
ｈｒｏｍａｔａｇｒ．１９７６，１１９，１２９－１５５；Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ．Ｐ
．，Ｅｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｐｅｅｋ，Ｊ．Ａ．Ｆ．Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ
．１９７９，１６８，２９３－３１５；及びＭｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ．Ｐ．，Ｅｖｅｒａ
ｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｐｅｅｋ，Ｊ．Ａ．Ｆ．Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．１９７９，１
６８，３１７－３３２に記載されているような等速電気泳動法（ＩＴＰ）である。ＩＴＰ
では、通常夫々十分に高い電気泳動移動度と十分に低い電気泳動移動度をもつリーディン
グ電解液とターミナル電解液の間にサンプルを挿入する。しかし、リーディング電解液と
ターミナル電解液を他の組み合わせでサンプルプラグの前又は後に配置することもできる
。例えばＨｉｒｏｋａｗａ，Ｔ，Ｏｋａｍｏｔｏ，Ｈ．Ｉｋｕｔａ，Ｎ．，ａｎｄ　Ｇａ
ｓ，Ｂ．，“Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｄｅｓ　
ｆｏｒ　Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ　Ｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　Ｐｒｅｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎ－ＣＺＥ，”Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　２００１，Ｖｏ
ｌ．１７　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　ｉｌ８５参照。周知の移動境界原理(moving boundary
 principles)に従って最終的に定常状態構成に達し、全サンプルゾーンは同一速度で移動
する。各移動ゾーンにおけるサンプル濃度はリーディング電解液の濃度に対して自己調節
される。本発明では、ＩＴＰを下記実施例２におけるサンプル濃縮法として使用してＡＦ
Ｐアッセイを実施し、Ｐｏｌｙ（ｄＩ－ｄＣ）を使用して血清干渉を除去した。本発明の
方法の実施に使用可能なＩＴＰ以外のキャピラリー電気泳動で使用される他のサンプル濃
縮技術は多種多様のものがあり、電場増幅サンプルスタッキング（ＦＡＳＳ）や固相抽出
法（ＳＰＥ）が挙げられる。例えば、同時マルチポート圧力及び界面動電流体制御(elect
rokinetic fluid control)を使用したマイクロフルイディックチップでのＦＡＳＳはその
開示内容全体を参考資料として本明細書に組込む米国特許出願第１０／２０６，３８６号
“Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｄｅｖｉｃｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ　ｆｏｒ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｍａｔｅｒｉａｌ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ”に記載
されている。更に、他の最近開発された種々のサンプル濃縮法も本発明の方法の実施に使
用することができ、例えばリーディング／ターミナル電解液のｐＨを変化させてサンプル
スタッキング領域を形成する方法（例えばその開示内容全体を参考資料として本明細書に
組込むＷｅｉｓｓ，Ｄ．Ｊ．，Ｓａｕｎｄｅｒｓ，Ｋ．，Ｌｕｎｔｅ，Ｃ．Ｅ．Ｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　２００１，２２，５９－６５；Ｂｒｉｔｚ－ＭｃＫｉｂｂｉｎ
，Ｐ．，Ｂｅｂａｕｌｔ，Ｇ．Ｍ．，Ｃｈｅｎ，Ｄ．Ｄ．Ｙ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２０
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００，７２，１７２９－１７３５参照）及び／又は温度勾配の存在下で溶液バルク流に対
して分析物の電気泳動速度を平衡させる方法（例えばその開示内容全体を参考資料として
本明細書に組込むＲｏｓｓ，Ｄ．，Ｌｏｃａｓｃｉｏ，Ｌ．Ｅ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２
００２，７１，５１３７－５１４５参照）が挙げられる。本発明では、上記のような分離
法で従来使用されている全てのバッファー、充填剤、処理溶液等の各種試薬等を利用する
ことができる。これらの材料の濃度は場合により公知分離法に従って選択することができ
る。分離条件（例えばｐＨ、温度、印加電圧、時間等）は公知方法に従って適宜選択する
ことができる。
【００９３】
　Ｉ．マイクロフルイディックデバイス
　本発明では、目的物質とアフィニティー物質との複合体（例えば分析物／アフィニティ
ー分子複合体、分析物／コンジュゲート複合体又は分析物／アフィニティー分子／コンジ
ュゲート複合体）を複合体の形成に関与しない遊離のアフィニティー物質（例えばアフィ
ニティー分子及び／又はコンジュゲート）から分離するには、通常マイクロフルイディッ
クデバイスと上記分離法に基づく検出器を含むマイクロフルイディックシステムを使用す
ることにより実施することができる。本発明の方法はマイクロフルイディックデバイスで
の適用に好適である。最少容量の試薬とサンプルを使用して迅速で正確な移動度シフトア
ッセイのためにサンプルをマイクロフルイディックデバイスに導入することができる。サ
ンプルとアフィニティー物質（例えばアフィニティー分子及び／又はコンジュゲート）の
混合物を低塩バッファーに導入することができ、他方、分離媒体中のバッファーはより高
感度とより良好な分解能が得られるようにサンプルボーラスの先端にアッセイ混合物成分
を蓄積する「スタッキング」効果を提供するように塩濃度を高くする。例えば迅速スクリ
ーニング、データ獲得及びデータ解析のためにサンプルライブラリーチップ又はマルチウ
ェルプレート（例えば標準９６、３８４又は他のより大型のマルチウェルプレート）から
マイクロフルイディックデバイス（例えばチップ）にサンプルを吸引（シッピング）する
ことにより、高スループットスクリーニングフォーマットでサンプルをスクリーニングす
ることができる。マイクロフルイディックデバイスは、例えば分離媒体を含み、流出液が
検出器によりモニターされる検出チャネル領域又は別個の検出チャネルに流入する、１個
以上の分離チャネルを有することができる。本発明のマイクロフルイディックデバイスは
例えばサンプル中の分離された成分を検出するための検出器を含むことができる。このよ
うな検出器としては、例えばゲルスキャナー、蛍光検出器、又は蛍光偏光検出器が挙げら
れる。
【００９４】
　本発明で使用されるマイクロフルイディックデバイスは、通常約０．１～約５００μｍ
の少なくとも１個の横断面寸法を有する、少なくとも１個のフルイディックコンポーネン
ト（例えばチャネル、チャンバー、ウェル等）を包含及び／又は収容する本体構造を有し
、これらのチャネル及び／又はチャンバーは多くの場合には約０．１μｍ～２００μｍ、
場合により約０．１μｍ～１００μｍ、多くの場合には約０．１μｍ～２０μｍの少なく
とも１個の横断面寸法を有する。このような横断面寸法としては、例えば幅、深さ、高さ
、直径等が挙げられる。通常、これらの寸法を有する構造を「マイクロスケール」とも言
う。本発明のマイクロフルイディックデバイスは通常単一本体構造の内側に配置された少
なくとも１個、好ましくは２個以上のチャネル及び／又はチャンバーを含む。このような
チャネル／チャンバーは個々に分離していてもよいし、あるいは、流体的に接続されてい
てもよい。このような流体的接続はチャネル、チャネル交点、バルブ等により提供するこ
とができる。チャネル交点は多数のフォーマットで存在することができ、十字交点、「Ｔ
」字交点、又は２本のチャネルを流体連通させる多数の他の構造が挙げられる。
【００９５】
　本明細書に記載するマイクロフルイディックデバイスの本体構造は通常適切に組み合わ
せ又は組み立てると例えば本明細書に記載するチャネル及び／又はチャンバーを含む本発
明のマイクロフルイディックデバイスを形成する２個以上の別個のコンポーネントの集合
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からなる。通常、本明細書に記載するマイクロフルイディックデバイスは基板層の集合と
して製造される。特に、このような好適デバイスは上部部分と下部部分と内部部分からな
り、内部部分は実質的にデバイスのチャネルとチャンバーを規定する。種々の基板材料を
下部部分として利用することができる。通常、デバイスは微細加工されるので、基板材料
は公知の微細加工技術（例えばフォトリソグラフィー、ウェットケミカルエッチング、レ
ーザーアブレーション、エアアブレーション技術、射出成形、エンボシング、及び他の技
術）との適合性に基づいて選択される。基板材料は通常マイクロフルイディックデバイス
を暴露させる可能性のある全条件（例えばｐＨ、温度、塩濃度、及び電場印加限界）との
適合性も考慮して選択される。従って、所定好適側面では、基板材料としては通常このよ
うな微細加工技術が定期的に利用される半導体産業に通常関連する材料（例えばガラス、
石英、シリコン又はポリシリコン等のシリカ基板や、ガリウムヒ素等の他の基板材料）が
挙げられる。半導体材料の場合には、多くの場合に絶縁コーティング又は層（例えば酸化
ケイ素）を基板材料上に設けることが望ましく、特に電場をデバイス又はその内容物に印
加する用途では望ましい。
【００９６】
　好適付加側面では、基板材料はポリマー材料からなり、例えばポリメチルメタクリレー
ト（ＰＭＭＡ）、ポリカーボネート、ポリテトラフルオロエチレン（ＴＥＦＬＯＮ（登録
商標））、ポリ塩化ビニル（ＰＶＣ）、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）、ポリスル
ホン、ポリスチレン、ポリメチレンペンテン、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリ弗化
ビニリデン、ＡＢＳ（アクリロニトリル－ブタジエン－スチレンコポリマー）等のプラス
チックが挙げられる。このようなポリマー基板は上記のような利用可能な微細加工技術を
使用するか、又は射出成形、エンボシング又はスタンピング等の周知成形技術を使用して
微細加工原型から容易に製造される。このようなポリマー基板材料は製造し易く、低コス
トで処分し易く、最も極端な反応条件にも一般に耐性であるので好ましい。更に、これら
のポリマー材料は、マイクロフルイディックシステムでの効用を強化するため、例えばそ
の開示内容全体を参考資料として本明細書に組込む米国特許第５，８８５，４７０号に記
載されているように、例えば流体の流れを向上させるために処理表面（例えば誘導体化又
は被覆表面）を含むことができる。
【００９７】
　本発明のマイクロフルイディックシステムは検出器を含むことが好ましい。分離チャネ
ルからの溶出をモニターする検出器は遊離のアフィニティー物質（例えば遊離のアフィニ
ティー分子及び／又は遊離のコンジュゲート）が検出器に到達する前にアフィニティー物
質／目的物質複合体（例えばアフィニティー分子／分析物複合体、コンジュゲート／分析
物複合体又はアフィニティー分子／コンジュゲート／分析物複合体）の溶出を検出するこ
とができる。Ａｇｉｌｅｎｔ　ＤＮＡ　５００ＬａｂＣｈｉｐ（登録商標）等のマイクロ
フルイディックデバイスは高い感度と分解能で複数のサンプルを迅速に分析することがで
きる。
【００９８】
　検出器は分離チャネルの分離媒体からの溶出に伴って遊離のアフィニティー物質及び／
又はアフィニティー物質／分析物複合体を検出するように配置することができる。アフィ
ニティー物質（例えばコンジュゲート）は修飾せずに検出することもできるし、検出感度
を増すために検出マーカーをアフィニティー物質（例えばコンジュゲート）に結合させて
もよい。アフィニティー物質（例えばコンジュゲート）は、例えばその特徴的吸光度特性
により検出可能なポリマー等の所定荷電キャリヤー分子を含むことができる。例えば、荷
電キャリヤー分子としてのＤＮＡは分離媒体からの溶出に伴ってスペクトロフォトメータ
ーにより検出することができる、約２６０ｎｍに強い吸収をもつものである。
【００９９】
　検出器は例えば検出可能なピークの溶出をモニターするように分離チャネルの流出端に
配置することができる。場合により、検出器は分離された複合体と遊離のアフィニティー
物質（例えば遊離のアフィニティー分子及び／又は遊離のコンジュゲート）の相対位置を
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検出するようにポリアクリルアミドゲル等の分離媒体を走査することができる。検出器は
検出マーカーに適した任意型とすることができ、吸光度検出器、蛍光検出器、蛍光偏光検
出器、スペクトロフォトメーター、ホスホイメージャー、電圧計、シンチレーションカウ
ンター、屈折計、及び／又は類似物が挙げられる。このような検出器は分析物を同定及び
／又は定量するために解析可能なディジタル又はアナログ出力シグナルを発生させること
ができる。
【０１００】
　検出器出力の経時的解析を使用して例えば分析物の存在を判定及び／又はサンプル中に
存在する分析物の量を定量することができる。保持時間、移動速度、ピーク高、ピーク位
置、及びピーク比等のピークパラメーターを解析し、分析物の存在を同定及び／又はサン
プル中の分析物の量を定量することができる。参照サンプル、標準サンプルの使用、及び
回帰分析等の標準分析技術を利用して分析結果を解析することができる。
【０１０１】
　ＤＮＡ　５００　ＬａｂＣｈｉｐを使用するＡｇｉｌｅｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ
　２１００等の本発明のマイクロフルイディックシステム及びデバイス（例えばマイクロ
フルイディックチップ）は少量のサンプル添加量で迅速に高分解能で分離することができ
る。図２に示すように、マイクロフルイディックデバイス２０は例えば流量制御マイクロ
チャネルを介して接続されたサンプルウェル及び／又は試薬ウェル２１をもつことができ
る。本発明のデバイスは例えばブロッカーポリマーとアフィニティー物質（例えばアフィ
ニティー分子及び／又はコンジュゲート）用のウェルと、マルチウェルプレート２３から
サンプルを分注するためのシッパーキャピラリーチューブ２２を備えるマイクロフルイデ
ィックチップから構成することができる。チップは例えばアッセイ成分を混合するための
合流マイクロチャネルと、反応時間を経過させるためのインキュベーションチャネル２４
と、分離媒体を充填した分離チャネル２５を含むことができる。流量制御システムはウェ
ルからの荷電ポリマーとシッパーからのサンプルを合流マイクロチャネルに通して直接接
触させた後にアフィニティー物質ウェルからのアフィニティー物質（例えばアフィニティ
ー分子及び／又はコンジュゲート）と混合することができる。十分な時間インキュベーシ
ョンチャネルを流れた後に、処理済みサンプルを例えばポリ－Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリル
アミド（ｐＤＭＡ）バッファーの分離媒体に添加し、遊離のアフィニティー物質（例えば
遊離のアフィニティー分子及び／又は遊離のコンジュゲート）をアフィニティー物質／分
析物複合体（例えばアフィニティー分子／分析物複合体，コンジュゲート／分析物複合体
又はアフィニティー分子／分析物／コンジュゲート複合体）から分離する。遊離アフィニ
ティー物質は最初に分離チャネルから排出され、アフィニティー物質／分析物複合体の前
に検出することができる。蛍光検出器等の検出器２６は分離チャネルから流出するバッフ
ァーをモニターし、蛍光標識アフィニティー物質を高感度で検出し、出力シグナルを論理
回路に送ることができる。分離からの情報を解析し、分析物（例えばアフィニティー物質
／分析物複合体）の存在を同定及び／又は分析物の量を定量することができる。
【０１０２】
　このようなマイクロフルイディックデバイスに従って、種々の送液法が場合により使用
される。例えば、好ましい１側面では、所望されるチャネルに圧力差を加えることにより
デバイスのチャネルに液の流れを誘導する。これはチャネルの一端に正圧又は他端に負圧
を加えることにより実施することができる。複雑なチャネルネットワークでは、例えば所
与チャネルにおける流れを停止及び開始するようにデバイス構造内にバルブ等を挿入する
ことにより各相互接続チャネルの全部で流速を制御することができる。あるいは、単一圧
力差、例えば単一チャネルポートに真空を印加する場合にも各チャネルを流れる材料移動
速度、タイミング及び／又は容量を制御するようにチャネル抵抗を調節することができる
。このようなチャネルネットワークの例は例えばいずれもその開示内容全体を全目的で参
考資料として本明細書に組込む米国特許出願第０９／２３８，４６７号（出願日１９９９
年１月２８日）及び０９／２３３，７００号（出願日１９９９年１月１９日）及び０９／
２７７，３６７号（出願日１９９９年３月２６日）に示されている。
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【０１０３】
　あるいは、本発明のマイクロフルイディック適用に制御電動輸送システム(controlled 
electrokinetic transport systems)を使用してもよい。この型の電動輸送(electrokinet
ic transport)はその開示内容全体を全目的で参考資料として本明細書に組込む米国特許
第５，８５８，１９５号（Ｒａｍｓｅｙ）に詳細に記載されている。このような電動材料
輸送導入システム(electrokinetic material transport and direction system)としては
、構造に印加された電場内の荷電種の電気泳動移動度に依存するシステムが挙げられる。
このようなシステムは特に電気泳動材料輸送システム(electrophoretic material transp
ort systems)と呼ばれる。他の電動材料導入輸送システム(electrokinetic material dir
ection and transport systems)はチャネル又はチャンバー構造に電場を印加することに
よりこれらの構造の内側に生じる流体及び材料の電気浸透流に依存する。要約すると、エ
ッチングにより作製されたガラスチャネル又はガラスマイクロキャピラリーにおいて荷電
官能基（例えばヒドロキシル基）を表面にもつチャネルに流体を配置すると、これらの基
はイオン化することができる。ヒドロキシル官能基の場合には、例えば中性ｐＨでこのイ
オン化が生じる結果、表面から流体内部へプロトンが放出され、流体／表面界面の近傍に
プロトンが集積するか又はチャネル内のバルク流体の周囲に正荷電シースが形成される。
チャネルの長手方向に電圧勾配を印加すると、プロトンシースは電圧降下の方向、即ち負
電極に向かって移動する。
【０１０４】
　本明細書で使用する「制御電動材料輸送導入(controlled electrokinetic material tr
ansport and direction)」とは、上記のような電動システムを意味し、多重即ち３個以上
の電極に印加される電圧の能動制御を利用するシステムである。換言するならば、このよ
うな制御電動システムは少なくとも２本の交差チャネルに印加される電圧勾配を同時に制
御する。特に、本明細書に記載する好適マイクロフルイディックデバイス及びシステムは
少なくとも２本の交差チャネル又は流体導管（例えば相互に接続した閉鎖チャンバー）を
含む本体構造を含み、前記チャネルは少なくとも３個の非交差末端を含む。２本のチャネ
ルの交点とは２本以上のチャネルが相互に流体連通する点を意味し、「Ｔ」交点、十字交
点、多重チャネルの「車輪」交点、又は２本以上のチャネルがこのように流体連通してい
る他の任意チャネル配置を含む。チャネルの非交差末端はチャネルが例えば「Ｔ」交点等
の別のチャネルと交差していない末端の点である。好ましい側面では、デバイスは少なく
とも４個の非交差末端をもつ少なくとも３本の交差チャネルを含む。１本の水平チャネル
が１本の垂直チャネルと十字交差する基本的十字チャネル構造では、制御電動材料輸送(c
ontrolled electrokinetic material transport)は他のチャネルからの拘束流(constrain
ing flow)を交点に提供することにより、交点を通って材料流(flow of material)を制御
しながら導入するように機能する。例えば、垂直チャネルとの交点を例えば左から右に横
断するように水平チャネルを通して第１の材料を輸送することが望ましいと仮定する。交
点を通るこの材料の単純な電動材料流は水平チャネルの長手方向に電圧勾配を印加するこ
と、即ち第１の電圧をこのチャネルの左端に印加し、この電圧よりも低い第２の電圧をこ
のチャネルの右端に印加するか、又は右端を浮動させる（電圧を印加しない）ことにより
得られる。しかし、使用される媒体中を輸送される材料が本来拡散性であることと交点に
おける対流効果により、交点を通るこの型の材料流の結果として実質的量の拡散が交点に
生じる。
【０１０５】
　制御電動材料輸送(controlled electrokinetic material transport)では、交点を通っ
て輸送される材料をサイドチャネル（例えば上下チャネル）からの低レベル流により拘束
する。これは例えば垂直チャネルの上又は下端から右端に向かう材料流の経路に沿って小
さい電圧勾配を印加することにより得られる。その結果、材料流が交点で「ピンチング」
され、材料が垂直チャネルに拡散するのを防ぐ。その後、垂直チャネルの長手方向即ち上
端から下端に向かって電圧勾配を印加することにより、交点にピンチされた材料容量を垂
直チャネルに注入することができる。この注入中に水平チャネルから材料が流出するのを
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避けるために、低レベル流をサイドチャネルに逆流させ、材料を交点から「プルバック」
させる。
【０１０６】
　ピンチ注入スキームに加え、制御電動材料輸送(controlled electrokinetic material 
transport)は機械的部分又は可動部を含まない仮想バルブを形成するために容易に利用さ
れる。具体的に、上記十字交点について説明すると、あるチャネルセグメントから別のセ
グメント（例えば水平チャネルの左アームから右アーム）に向かう材料流(flow of mater
ial)は垂直チャネルから（例えば垂直チャネルの下アームから上アームへ）の制御流によ
り効率的に制御、停止及び再開することができる。具体的に、「オフ」モードでは、左端
と上端の間に電圧勾配を印加することにより、材料は左アームから交点を通って上アーム
に輸送される。この経路に沿って（下端から上端に向かって）同様の電圧勾配を印加する
ことにより、下アームから上アームに向かって拘束流(constraining flow)が導入される
。次に、左から上に向かう印加電圧勾配を左から右へと転換することにより、計量材料が
水平チャネルの左アームから右アームに分配される。こうして分配される材料の量は時間
量と印加電圧勾配に依存する。４方向十字交点に関して例証の目的で記載したが、これら
の制御電動材料輸送システム(controlled electrokinetic material transport system)
はより複雑な相互接続チャネルネットワーク（例えば相互接続並列チャネルのアレー）に
も容易に応用することができる。
【０１０７】
　分離媒体を通るアフィニティー物質（例えばアフィニティー分子及び／又はコンジュゲ
ート）移動が電気泳動のように電圧電位により誘導される場合には、十分な分解能を維持
しながら感度を改善するために低塩バッファーに多量の添加量を添加することができる。
サンプルが低濃度の分析物しか含有していない場合又は混合物を高度に希釈処理する場合
には、移動度シフト分析で感度を良好にするために多量のサンプルを分離媒体にロードす
ることが望ましい。しかし、多量のサンプルは幅広の分解不良なピークとして溶出する幅
広のボーラスとして分離媒体に侵入する可能性がある。この問題は、低塩バッファーにサ
ンプルを添加し、塩濃度の高いランニングバッファー中で電気泳動を実施することにより
低減することができる。低塩サンプルは電気泳動電流に対して荷電キャリヤーが比較的不
足しているので、荷電サンプル成分は迅速に移動してサンプルボーラスの先端に蓄積する
。荷電サンプル成分は荷電キャリヤーの豊富な高塩ランニングバッファーに到達すると、
サンプルボーラスの先端でシャープなバンドとして蓄積する。こうして、分解能を実質的
に低下させずにより強力なピークが検出がされるように多量の希釈サンプルを電気泳動分
離媒体に添加することができる。
【０１０８】
　システムの検出器は対象シグナルに適した任意デバイスを含むことができる。アフィニ
ティー物質が有用な光吸収スペクトルをもつ場合には、検出器はスペクトロフォトメータ
ーとすることができる。アフィニティー物質が検出マーカーを結合している場合には、検
出器はマーカーに適した型とすることができる。例えば、蛍光マーカーには蛍光計、放射
性マーカーにはシンチレーションカウンター、化学発光マーカーにはフォトダイオード管
等を使用できる。ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）により分離を実施する場
合には、検出器は例えば遊離のアフィニティー物質及び／又はアフィニティー物質／分析
物複合体バンドのゲル移動の程度を検出するスキャナーを含むことができる。クロマトグ
ラフィー又はキャピラリー電気泳動により分離を実施する場合には、検出器は例えば時間
と共に溶出するにつれて遊離のアフィニティー物質及び／又はアフィニティー物質／分析
物複合体を検出するために分離媒体からの流出液流に焦点をあてる適切な検出器とするこ
とができる。このような検出器は本発明の論理回路により解析することができるアナログ
又はディジタル出力シグナルを発生することができる。
【０１０９】
　デバイスの論理回路は、例えば時間と共に変化するゲル位置又はクロマトグラフィー流
出液内で検出されるアフィニティー物質の量を表す、例えば検出器からの定量的シグナル
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を受信することができる。論理回路はシグナル振幅を移動チャート紙にプロットするチャ
ートレコーダーのように単純なものでもよいし、高性能ディジタルコンピューター／ソフ
トウェアシステムでもよい。Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　２１００　Ｂ
ｉｏａｎａｌｙｚｅｒ－Ｂｉｏｓｉｚｉｎｇ［ＤＮＡ　７５００］等の通常入手可能なソ
フトウェアは分析物を同定及び定量するために、例えばピーク同定、ピーク高、ピーク面
積積分、バックグラウンドサブトラクション、回帰分析を実現することができる。
【０１１０】
　Ｊ．分離媒体
　本発明では、上記マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルのモレキュラーシー
ブ効果を有するポリマー等の分離媒体を使用し、分離媒体により分離を行うことが好まし
い。本発明の分野で従来使用されているものであれば、分離チャネルに充填される分離媒
体（例えば充填剤）は特に制限されない。
【０１１１】
　具体的には、遊離のアフィニティー物質と分析物／アフィニティー物質複合体の分離は
例えばマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルに配置した分離媒体でキャピラリ
ーゲル電気泳動により実施すると好ましい。キャピラリーゲル電気泳動では、分離媒体は
例えば小分子を自由に流動させながら大分子の流動を阻止することができる線状又は架橋
ポリマーの制限マトリックスである。
【０１１２】
　このような分離媒体としては、例えばポリエチレンオキシド（ＰＥＯ）、ポリエチレン
グリコール（ＰＥＧ）、ポリプロピレンオキシド等のポリエーテル類；ポリエチレンイミ
ン等のポリアルキレンイミン類；ポリアクリル酸、ポリアクリル酸エステル、ポリアクリ
ル酸メチル等のポリアクリル酸型ポリマー；ポリアクリルアミド、ポリメタクリルアミド
、ポリ－ｎ，ｎ－ジメチルアクリルアミド（ｐＤＭＡ）等のポリアミド型ポリマー；ポリ
メタクリル酸、ポリメタクリル酸エステル、ポリメタクリル酸メチル等のポリメタクリル
酸型ポリマー；ポリ酢酸ビニル、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ポリビニルオキサゾ
リドン等のポリビニル型ポリマー；プルラン、エルシナン、キサンタン、デキストラン、
グアーガム、アガロースゲル等の水溶性ヒドロキシルポリマー；メチルセルロース、ヒド
ロキシエチルセルロース（ＨＥＣ）、ヒドロキシプロピルセルロース等の水溶性セルロー
ス；スクロースとエピクロロヒドリンのコポリマー［例えばＦｉｃｏｌｌ（商品名，Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａ）］等の水溶性コポリマー；及びそれらの誘導体、並びにそれらのポリマ
ーを構成する複数種のモノマー単位を含むコポリマーが挙げられる。分離媒体は単独で使
用してもよいし、２種以上を併用してもよい。特に、ポリアクリルアミドゲル、ポリエチ
レングリコール（ＰＥＧ）、ポリエチレンオキシド（ＰＥＯ）、スクロースとエピクロロ
ヒドリンのコポリマー（Ｆｉｃｏｌｌ）、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ヒドロキシ
エチルセルロース（ＨＥＣ）、ポリ－Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミド（ｐＤＭＡ）、ア
ガロースゲルが好ましい。ポリ－Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミド（ｐＤＭＡ）が最も好
ましい。
【０１１３】
　このような媒体をマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルに充填すると、例え
ば迅速な高スループット分離を行うことができる。本発明では、上記分離媒体を使用せず
に、水又はバッファーのみを使用して分離を実施することもできる。
【０１１４】
　上記分離媒体の分子量は、通常約５００Ｄａ～６，０００ｋＤａ、好ましくは１～１，
０００ｋＤａ、より好ましくは１００～１，０００ｋＤａである。上記のように使用され
る分離媒体の濃度は場合により本発明の分野で通常使用されている範囲内で選択され、即
ち、通常は約０．０１～４０％（ｗ／ｖ）、好ましくは０．０１～２０％（ｗ／ｖ）、よ
り好ましくは０．１～１０％（ｗ／ｖ）である。通常は、マイクロフルイディックデバイ
スの分離チャネルの内側に上記分離媒体をバッファーと共に充填する。
【０１１５】
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　本発明の方法の実施に使用可能なバッファーの種類は特に制限されない。例えば、使用
されるバッファーとしては、ハイブリダイゼーションアッセイ、イムノアッセイ等の分野
で使用されているものの多くが挙げられ、例えば、ｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッフ
ァー、ベロナールバッファー、硼酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、
ＴＢＥバッファー、ＴＡＥバッファー等が挙げられる。これらのバッファーは、通常は約
０．１ｍＭ～１０Ｍ、好ましくは１ｍＭ～５Ｍ、より好ましくは５ｍＭ～１Ｍの濃度で使
用することができる。バッファーのｐＨは物質分離に悪影響を与えない任意範囲とするこ
とができ、通常は約２～１３、好ましくは４～１１、より好ましくは５～９である。この
ようなパラメーターは所望により電場増幅スタッキングを行うように最適化することがで
きる。上記分離媒体をバッファーに添加すると、バッファーの粘度は通常は約２～１、０
００センチポアズ、好ましくは５～２００センチポアズ、より好ましくは１０～１００セ
ンチポアズになる。
【０１１６】
　分離は例えばサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）により実施することもできる。
ＳＥＣ樹脂はアフィニティー物質（例えばアフィニティー分子及び／又はコンジュゲート
）を受容するには十分大きいが、アフィニティー物質／分析物複合体（例えばアフィニテ
ィー分子／分析物複合体、コンジュゲート／分析物複合体又はアフィニティー分子／分析
物／コンジュゲート複合体）を受容するほどには大きくない細孔をもつことができる。混
合物をＳＥＣ樹脂カラムに加圧導入（ポンピング）すると、アフィニティー物質／分析物
複合体は樹脂の外側の容積内のみを流れ、遊離のアフィニティー物質は外側容積と内側樹
脂容積をよりゆっくりと流れる。
【０１１７】
　Ｋ．検出
　分析物／アフィニティー物質複合体（例えば分析物／アフィニティー分子複合体、分析
物／コンジュゲート複合体又は分析物／アフィニティー分子／コンジュゲート複合体）又
は上記分離法で分離される複合体の形成に関与しない遊離のアフィニティー物質（例えば
遊離のアフィニティー分子及び／又は遊離のコンジュゲート）は該当分子の検出可能な性
質の特性に対応する方法（例えば結合した検出マーカー）により測定又は検出することが
できる。こうして、サンプル中の分析物を測定するか又はサンプル中の分析物の存在を同
定することができる。即ち、上記分離法に従って、分析物／アフィニティー分子複合体を
複合体の形成に関与しない遊離のアフィニティー分子から分離するか、分析物／コンジュ
ゲート複合体を複合体の形成に関与しない遊離のコンジュゲートから分離するか、又は分
析物／アフィニティー分子／コンジュゲート複合体を複合体の形成に関与しない遊離のア
フィニティー分子及び／又はコンジュゲートから分離する。得られた複合体、又は遊離の
アフィニティー分子及び／又は遊離のコンジュゲートをこれらの特性に対応する方法（例
えば検出マーカー）により測定又は検出することができる。従って、短時間に高感度でサ
ンプル中の分析物の量を測定するか又はサンプル中の分析物の存在を同定することができ
る。
【０１１８】
　本発明の数種の特定態様を図３Ａ～３Ｆに示す。本発明を実施してサンプル中の対象分
析物を検出するためには当分野で公知の種々の免疫化学アッセイ技術を使用することがで
き、例えば抗体サンドイッチアッセイや酵素イムノアッセイ（イムノアッセイの一般論に
ついては例えばＢｏｌｔｏｎら，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗｅｉｒ，Ｄ．Ｍ．，Ｅｄ．，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９８６，ｖｏｌ．１，Ｃｈａ
ｐｔｅｒ　２６参照）、及び当業者に公知の他の同様のアッセイフォーマットが挙げられ
る。例えば、上述のように例えば図３Ａに示すようなアッセイフォーマットを使用し、分
析物３２と、標識荷電キャリヤー分子３６（例えば１個以上の蛍光タグを付けた蛍光標識
ＤＮＡ分子）と結合（例えば共役）したアフィニティー分子３４（例えば抗体又は抗原）
を含む対応するコンジュゲート３１を含む複合体３０を遊離の（未結合の）抗体／荷電キ
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ャリヤー分子コンジュゲート３１から分離することができる（図面では便宜と分かり易く
するために、分離段階を記号「／」で表す）。あるいは、図３Ｂ～Ｆに示すようにサンド
イッチイムノアッセイフォーマットを実施することもでき、蛍光標識抗体／分析物複合体
等のタグ付き（例えば標識）結合成分（分子）／分析物複合体は別の結合成分（分子）（
例えば標識又は非標識抗体又はＤＮＡ－抗体コンジュゲート）と結合して検出可能となる
。
【０１１９】
　サンドイッチイムノアッセイの第１の例を図３Ｂに模式的に示し、抗原／標識抗体３１
複合体と別のアフィニティー分子（例えば抗体３９）の結合を示す。対象分析物３２を含
有するサンプルを標識コンジュゲート３１と共にプレインキュベートし、結合部分／分析
物複合体を形成させることが好ましい。図３Ｃは第２の抗体３９が蛍光ラベルを含み、Ｄ
ＮＡ－抗体コンジュゲート３１を標識しないサンドイッチイムノアッセイフォーマットを
示す。図３Ｄ～Ｆは２個（以上）のＤＮＡ－抗体コンジュゲート３１，３１’を使用する
場合（図３Ｄ）と、第３の標識又は非標識アフィニティー分子３９も使用する場合（図３
Ｅ～Ｆ）のサンドイッチイムノアッセイフォーマットを示す。図３Ｂ～Ｆに示すように２
個以上のアフィニティー分子を使用する場合には、例えば各アフィニティー分子は通常、
他の全アフィニティー分子と異なる分析物上の位置で分析物と結合する。
【０１２０】
　上記図３Ａ～３Ｆでは、コンジュゲート３１及び３１’、標識コンジュゲート３１、ア
フィニティー分子３９並びに標識アフィニティー分子３９の各々の１、２、又は３個以上
を本発明の方法の実施に使用することができる。サンドイッチアッセイフォーマットを利
用するアッセイの非限定的な具体例を以下に挙げる。（ａ）サンプル中の分析物の測定又
は同定方法が開示され、（ｉ）少なくとも１個を検出マーカーで標識された１個以上のア
フィニティー分子に分析物を含有するサンプルを接触させ、分析物と検出マーカーで標識
されたアフィニティー分子とを含む複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフルイ
ディックデバイスの分離チャネルで荷電ポリマーの存在下に複合体の形成に関与しない検
出マーカーで標識された遊離のアフィニティー分子から複合体を分離する段階と；（ｉｉ
ｉ）分離された複合体の量を測定するか又は分離された複合体の存在を検出する段階と；
（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定するか又は検出された存在に基
づいてサンプル中の分析物の存在を同定する段階を含み；アフィニティー分子が分析物と
結合することが可能な性質を有するものであって、２個以上のアフィニティー分子を使用
する場合には、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なる分析物上の位
置で分析物と結合することが可能な性質を有するものである。
【０１２１】
　（ｂ）サンプル中の分析物の測定又は同定方法が開示され、（ｉ）アフィニティー分子
と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートの少なくとも１個が検出マーカーで
標識された、前記１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、分
析物と検出マーカーで標識されたコンジュゲートとを含む複合体を形成させる段階と；（
ｉｉ）マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルで荷電ポリマーの存在下に複合体
に関与しない検出マーカーで標識されたコンジュゲートから複合体を分離する段階と；（
ｉｉｉ）分離された複合体の量を測定するか又は分離された複合体の存在を検出する段階
と；（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定するか又は検出された存在
に基づいてサンプル中の分析物の存在を同定する段階を含み；コンジュゲートのアフィニ
ティー分子が分析物と結合することが可能な性質を有するものであって、２個以上のコン
ジュゲートを使用する場合には、コンジュゲートの各アフィニティー分子が他の全アフィ
ニティー分子と異なる分析物上の位置で分析物と結合することが可能な性質を有し、荷電
キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して分析物と結合して分析物とアフィニティー
分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより分析物の分離（例えば移動）特
性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものである。換言するならば、荷電キャ
リヤー分子は分析物の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせ、アフィニティー分子を
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介して分析物と結合して分析物と検出マーカーで標識されたコンジュゲートとを含む複合
体を形成することにより、分析物と検出マーカーで標識されたコンジュゲートとを含む複
合体を複合体に関与しない検出マーカーで標識されたコンジュゲートから分離させる。
【０１２２】
　（ｃ）サンプル中の分析物の測定又は同定方法が開示され、（ｉ）アフィニティー分子
の少なくとも１個又はコンジュゲートの少なくとも１個が検出マーカーで標識されたもの
であり、１個以上のアフィニティー分子及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子と
の１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、分析物とアフィニ
ティー分子とコンジュゲートとを含む複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフル
イディックデバイスの分離チャネルで荷電ポリマーの存在下に複合体の形成に関与しない
検出マーカーで標識された遊離のアフィニティー分子又は検出マーカーで標識されたコン
ジュゲートから複合体を分離する段階と；（ｉｉｉ）分離された複合体の量を測定するか
又は分離された複合体の存在を検出する段階と；（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル中の
分析物の量を決定するか又は検出された存在に基づいてサンプル中の分析物の存在を同定
する段階を含み；アフィニティー分子及びコンジュゲートのアフィニティー分子が分析物
と結合することが可能な性質を有するものであって、各アフィニティー分子が他の全アフ
ィニティー分子と異なる分析物上の位置で分析物と結合することが可能な性質を有し、荷
電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して分析物と結合して分析物とアフィニティ
ー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより分析物の分離（例えば移動）
特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものである。換言するならば、荷電キ
ャリヤー分子は分析物の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせ、アフィニティー分子
を介して分析物と結合して分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートとを含む複合体
を形成することにより、分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートとを含む複合体を
複合体に関与しない検出マーカーで標識された遊離のアフィニティー分子又は検出マーカ
ーで標識された遊離のコンジュゲートから分離させる。
【０１２３】
　あるいは、サンプル中の分析物は、標識分析物又は荷電キャリヤー分子と結合した分析
物（又は分析物の標識類似体もしくは荷電キャリヤー分子と結合した分析物類似体）を標
識分析物又は荷電キャリヤー分子と結合した分析物（又は分析物の標識類似体もしくは荷
電キャリヤー分子と結合した分析物類似体）とサンプル中の分析物の競合反応に使用する
所謂競合アッセイにより測定することもできる。
【０１２４】
　競合アッセイでは、アフィニティー分子はサンプル中の分析物及び標識分析物（又は標
識類似体）と結合することが可能な性質を有するものである。２個以上のアフィニティー
分子を使用する場合には、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサ
ンプル中の分析物上の位置及び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物
と結合することが可能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニテ
ィー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分
析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を有するものである。更に、分析物がサ
ンプル中に蛋白質又は他の結合物質と結合した形態（例えば結合形態）及び蛋白質又は他
の結合物質と結合していない形態（例えば未結合形態）の両者で存在し、結合形態と未結
合形態が平衡している場合には、分析物の類似体を使用する競合アッセイを使用して分析
物の未結合形態を分析することができる。
【０１２５】
　競合アッセイフォーマットを使用する本発明の他の態様の具体例を図３Ｇ～３Ｋに示す
。例えば図３Ｇ～Ｊに示す態様では、標識分析物又は分析物の標識類似体（例えば分析物
３２’）が抗体又はＤＮＡ－抗体コンジュゲート（例えばＤＮＡ－抗体コンジュゲート３
１及び／又は３１’）等の１個以上の非標識アフィニティー分子との結合についてサンプ
ル中の対象分析物３２と競合する競合アッセイを使用することができる。例えば図３Ｈ～
３Ｉに示すように分子の大きさに基づいて分離分析するアッセイで検出可能なシグナルの
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分解能を高めることが望ましいか又は必要である場合には、多重アフィニティー分子を使
用することができる。例えば図３Ｋに示すような別の態様では、荷電キャリヤー分子（例
えば核酸鎖）と結合した分析物又は分析物類似体（例えば分析物３２’）が抗体（例えば
標識抗体３９）等の１個以上の標識アフィニティー分子との結合についてサンプル中の対
象分析物３２と競合する競合アッセイを使用することができる。上記図３Ｇ～３Ｋでは、
コンジュゲート３１及び３１’、アフィニティー分子３９並びに標識アフィニティー分子
３９の１、２又は３個以上を本発明の方法の実施に使用することができる。
【０１２６】
　上記本発明の方法において、分析物の類似体を使用することにより分析物の未結合形態
を測定する場合には、分析物の類似体は分析物と結合して結合形態を形成する蛋白質又は
他の結合物質と実質的に反応しないことが好ましい。図３Ｋの標識アフィニティー分子は
少なくとも未結合形態の分析物及び類似体と結合するものである。標識アフィニティー分
子は未結合形態の分析物及び類似体と結合し、結合形態の分析物と結合しないものが好ま
しい。
【０１２７】
　競合アッセイフォーマットを使用することにより実施されるアッセイの具体例を以下に
挙げる。（ａ）サンプル中の分析物の測定方法が開示され、（ｉ）検出マーカーで標識さ
れた分析物（又は類似体）と１個以上のアフィニティー分子に分析物を含有するサンプル
を接触させ、サンプル中の分析物とアフィニティー分子との第１の複合体及び標識分析物
（又は標識類似体）とアフィニティー分子との第２の複合体を形成させる段階と；（ｉｉ
）マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルで荷電ポリマーの存在下に第２の複合
体の形成に関与しない遊離の標識分析物（又は遊離の標識類似体）から第２の複合体を分
離する段階と；（ｉｉｉ）分離された第２の複合体の量又は分離された遊離の標識分析物
（もしくは分離された遊離の標識類似体）の量を測定する段階と；（ｉｖ）測定量に基づ
いてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；アフィニティー分子がサンプル中の
分析物及び標識分析物と結合することが可能な性質又はサンプル中の分析物及び標識類似
体と結合することが可能な性質を有するものであって、２個以上のアフィニティー分子を
使用する場合には、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル
中の分析物上の位置及び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物と結合
することが可能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分
子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分析物及
び標識類似体と結合することが可能な性質を有するものである。サンプル中の分析物及び
標識分析物に対するアフィニティー分子の親和性は同じであることが好ましく、又はサン
プル中の分析物及び標識類似体に対するアフィニティー分子の親和性は同じであることが
好ましい。本発明の上記方法において、分析物の類似体を使用することにより分析物の未
結合形態を分析する場合には、分析物の類似体は分析物と結合して結合形態を形成する蛋
白質又は他の結合物質に対して実質的に非反応性である必要がある。
【０１２８】
　（ｂ）サンプル中の分析物の測定方法が開示され、（ｉ）検出マーカーで標識された分
析物（又は類似体）及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジ
ュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、サンプル中の分析物とコンジュゲート
との第１の複合体及び標識分析物（又は標識類似体）とコンジュゲートとの第２の複合体
を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルで荷電ポ
リマーの存在下に第２の複合体の形成に関与しない遊離の標識分析物（又は遊離の標識類
似体）から第２の複合体を分離する段階と；（ｉｉｉ）分離された第２の複合体の量又は
分離された遊離の標識分析物（もしくは分離された遊離の標識類似体）の量を測定する段
階と；（ｉｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；コンジ
ュゲートのアフィニティー分子がサンプル中の分析物及び標識分析物又はサンプル中の分
析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を有するものであって、２個以上のコン
ジュゲートを使用する場合には、コンジュゲートの各アフィニティー分子が他の全アフィ



(44) JP 2011-81011 A 2011.4.21

10

20

30

40

50

ニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識分析物上の位置でサンプル中
の分析物及び標識分析物と結合することが可能な性質を有するか、又は各アフィニティー
分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識類似体上
の位置でサンプル中の分析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を有し、荷電キ
ャリヤー分子がアフィニティー分子を介して標識分析物（又は標識類似体）と結合して標
識分析物（又は標識類似体）とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成
することにより標識分析物又は標識類似体の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせる
ことが可能な性質を有するものである。換言するならば、荷電キャリヤー分子は標識分析
物（又は標識類似体）の分離（例えば移動）特性に変化を生じさせ、アフィニティー分子
を介して標識分析物（又は標識類似体）と結合して標識分析物（又は標識類似体）とコン
ジュゲートの第２の複合体を形成することにより、標識分析物（又は標識類似体）とコン
ジュゲートの第２の複合体を複合体に関与しない遊離の標識分析物（又は遊離の標識類似
体）から分離させる。サンプル中の分析物及び標識分析物に対するアフィニティー分子の
親和性は同じであることが好ましく、又はサンプル中の分析物及び標識類似体に対するア
フィニティー分子の親和性は同じであることが好ましい。本発明の上記方法において、分
析物の類似体を使用することにより分析物の未結合形態を分析する場合には、分析物の類
似体は分析物と結合して結合形態を形成する蛋白質又は他の結合物質に対して実質的に非
反応性である必要がある。
【０１２９】
　（ｃ）サンプル中の分析物の測定方法が開示され、（ｉ）検出マーカーで標識された分
析物（又は類似体）、１個以上のアフィニティー分子及びアフィニティー分子と荷電キャ
リヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、サン
プル中の分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートとの第１の複合体及び標識分析物
（又は標識類似体）とアフィニティー分子とコンジュゲートとの第２の複合体を形成させ
る段階と；（ｉｉ）マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルで荷電ポリマーの存
在下に第２の複合体の形成に関与しない遊離の標識分析物（又は遊離の標識類似体）から
第２の複合体を分離する段階と；（ｉｉｉ）分離された第２の複合体の量又は分離された
遊離の標識分析物（もしくは分離された遊離の標識類似体）の量を測定する段階と；（ｉ
ｖ）測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；アフィニティー分
子及びコンジュゲートのアフィニティー分子がサンプル中の分析物及び標識分析物又はサ
ンプル中の分析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を有するものであって、各
アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及
び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物と結合することが可能な性質
を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中
の分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分析物及び標識類似体と結合す
ることが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して標識分析
物（又は標識類似体）と結合して標識分析物（又は標識類似体）とアフィニティー分子と
荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより標識分析物（又は標識類似体）の分離
（例えば移動）特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものである。換言する
ならば、荷電キャリヤー分子は標識分析物（又は標識類似体）の分離（例えば移動）特性
に変化を生じさせ、アフィニティー分子を介して標識分析物（又は標識類似体）と結合し
て標識分析物（又は標識類似体）とアフィニティー分子とコンジュゲートの第２の複合体
を形成することにより、標識分析物（又は標識類似体）とアフィニティー分子とコンジュ
ゲートの第２の複合体を複合体に関与しない遊離の標識分析物（又は遊離の標識類似体）
から分離させる。サンプル中の分析物及び標識分析物に対するアフィニティー分子の親和
性は同じであることが好ましく、又はサンプル中の分析物及び標識類似体に対するアフィ
ニティー分子の親和性は同じであることが好ましい。本発明の上記方法において、分析物
の類似体を使用することにより分析物の未結合形態を分析する場合には、分析物の類似体
は分析物と結合して結合形態を形成する蛋白質又は他の結合物質に対して実質的に非反応
性である必要がある。
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【０１３０】
　（ｄ）サンプル中の分析物の測定方法が開示され、（ｉ）荷電キャリヤー分子と結合し
た分析物（又は荷電キャリヤー分子と結合した類似体）と検出マーカーで標識された１個
以上のアフィニティー分子に分析物を含有するサンプルを接触させ、荷電キャリヤー分子
と結合した分析物（又は荷電キャリヤー分子と結合した類似体）と標識アフィニティー分
子との第１の複合体及びサンプル中の分析物と標識アフィニティー分子との第２の複合体
を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフルイディックデバイスの分離チャネルで荷電ポ
リマーの存在下に第１の複合体を第２の複合体から分離する段階と；（ｉｉｉ）分離され
た第１の複合体の量又は第２の複合体の量を測定する段階と；（ｉｖ）測定量に基づいて
サンプル中の分析物の量を決定する段階を含み；アフィニティー分子がサンプル中の分析
物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物又はサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー
分子と結合した類似体と結合することが可能な性質を有するものであって、２個以上のア
フィニティー分子を使用する場合には、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分
子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物上の位
置でサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物と結合することが可能
な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサン
プル中の分析物上の位置及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体上の位置でサンプル中
の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体と結合することが可能な性質を有し、
荷電キャリヤー分子が分析物（又は類似体）と結合して分析物（又は類似体）とアフィニ
ティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより第１の複合体の分離（例
えば移動）特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものである。換言するなら
ば、荷電キャリヤー分子は標識分析物（又は標識類似体）の分離（例えば移動）特性に変
化を生じさせ、標識分析物（又は標識類似体）と結合して荷電キャリヤー分子と結合した
分析物（又は荷電キャリヤー分子と結合した類似体）と標識アフィニティー分子との第１
の複合体を形成することにより、荷電キャリヤー分子と結合していない分析物（又は類似
体）と標識アフィニティー分子との複合体を分析物と標識アフィニティー分子との第２の
複合体から分離させる。上記本発明の方法では、荷電キャリヤー分子と分析物又は分析物
の類似体の結合は上述したような荷電キャリヤー分子とアフィニティー分子の結合と同様
に実施することができる。本発明の上記方法において、分析物の類似体を使用することに
より分析物の未結合形態を分析する場合には、分析物の類似体は分析物と結合して結合形
態を形成する蛋白質又は他の結合物質に対して実質的に非反応性である必要がある。標識
アフィニティー分子は少なくとも未結合形態の分析物及び類似体と結合する。標識アフィ
ニティー分子は未結合形態の分析物及び類似体と結合するが、結合形態の分析物とは結合
しないことが好ましい。上記測定段階（ｉｉｉ）で標識アフィニティー分子が結合形態の
分析物、未結合形態の分析物及び類似体と結合する場合には、分離された第１の複合体の
量又は第２の複合体、遊離の標識アフィニティー分子、及び結合形態の分析物と標識アフ
ィニティー分子の複合体の合計量を測定する。
【０１３１】
　本発明で使用される上記分析物の類似体は分析物がアフィニティー分子に結合するのと
同様にアフィニティー分子と結合可能な性質を有するものである。即ち、類似体はアフィ
ニティー分子及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートと相互作
用する分析物の官能基と機能的に同じ官能基（例えば結合サイト）をその構造に含むもの
である。検出マーカー及び／又は荷電キャリヤー分子を類似体分子に導入した場合、アフ
ィニティー分子との相互作用の点で類似体構造中のこのような基の機能を妨げてはならな
い。本発明における類似体としては、目的物質の構造の一部を修飾、改変、変性又は除去
したものが挙げられる。このような類似体としては、例えば目的物質の蛋白質の一部に変
異を導入した組換え蛋白質、目的物質のペプチド配列の一部を修飾又は改変したペプチド
、目的物質の核酸配列の一部を修飾又は改変した核酸等が挙げられる。
【０１３２】
　上記の場合に未結合形態の分析物を分析するためには、対象分析物（例えば目的物質）
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はサンプル中に蛋白質又は他の結合物質と結合した形態（例えば結合形態）及び蛋白質又
は他の結合物質と結合していない形態（例えば未結合形態）の両者で存在し、結合形態と
未結合形態が平衡しているものとする。このような分析物としては、例えばＴ４、コルチ
ゾール、プロゲステロン、エストラジオール、テストステロン、ＰＳＡ、プロテインＣ、
エラスターゼ、カテプシンＧ、トロンビン、Ｃ１－エステラーゼ、プラスミン、組織型プ
ラスミノーゲンアクチベーター等が挙げられる。目的物質に対する親和性と目的物質と結
合することが可能な性質をもつものであれば、結合形態の蛋白質又は他の結合物質に特に
制限はない。これらの蛋白質又は他の結合物質としては、例えば対象分析物（目的物質）
がＴ４の場合にはグロブリン、プレアルブミン又はアルブミンが挙げられ、コルチゾール
、プロゲステロン、エストラジオール又はテストステロンの場合にはグロブリン又はアル
ブミンが挙げられ、ＰＳＡの場合にはα１－アンチキモトリプシン又はα２－マクログロ
ブリンが挙げられ、プロテインＣの場合にはプロテインＣインヒビターが挙げられ、エラ
スターゼの場合にはα１－トリプシンインヒビターが挙げられ、カテプシンＧの場合には
α１－アンチキモトリプシンが挙げられ、トロンビンの場合にはアンチトロンビンＩＩＩ
が挙げられ、Ｃ１－エステラーゼの場合にはＣ１インヒビターが挙げられ、プラスミンの
場合にはα２－プラスミンインヒビターが挙げられ、組織型プラスミノーゲンアクチベー
ターの場合にはプラスミノーゲンアクチベーターインヒビター１等が挙げられる。
【０１３３】
　上記方法で分離された複合体の検出マーカー又は複合体の形成に関与しない検出マーカ
ーの測定量に基づいてサンプル中の分析物の量を決定するには、例えば既知濃度の分析物
を含有する別のサンプルを使用して上記と同じ測定を行い、得られた分析物の量と分離さ
れた複合体の検出マーカー又は複合体の形成に関与しない検出マーカーの量の関係を示す
検量線を作成する。分析物を含有するサンプルの測定により得られた検出マーカーの測定
値をこの検量線に適応させ、目的分析物の量を決定する。
【０１３４】
　更に、既知濃度の内部標準として検出可能な物質をサンプルに添加した後に、内部標準
として添加した物質の量を分離された複合体の検出マーカー又は複合体の形成に関与しな
い検出マーカーの量と比較することによりサンプルに含まれる分析物の相対量を計算する
ことができる。こうして、複数のデバイスの使用の間での誤差を修正することが可能にな
る。
【０１３５】
　本発明の方法では、分離された複合体の検出マーカー又は複合体の形成に関与しない検
出マーカーの量の測定は使用する検出マーカーの型に応じた従来方法により実施すること
ができる。例えば、マーカーの性質が酵素活性に依存する場合には、測定は例えば「酵素
免疫測定法」蛋白質、核酸、酵素、別冊第３１巻，北川常廣，南原利夫，辻章夫，石川栄
治編，５１－６３頁，共立出版，１９８７年９月１０日出版に記載されているような従来
方式のＥＩＡ又はハイブリダイゼーションで実施することができる。分析物が放射性物質
である場合には、放射性物質により発生される放射線の種類と強度に応じて液浸型ＧＭカ
ウンター、液体シンチレーションカウンター、ウェル型シンチレーションカウンター等の
適切な検出器を使用して従来方式のＲＩＡ又はハイブリダイゼーションにより検出するこ
とができる［医化学実験講座第８巻，山村雄一編，第１版，中山書店，１９７１；生化学
実験講座２，トレーサー実験法　下，竹村彰祐，本庶佑，５０１－５２５頁，東京化学同
人，１９７７年２月２５日出版参照］。マーカーの性質が蛍光に依存する場合には、図説
蛍光抗体法，川生明，第１版，ソフトサイエンス社，１９８３；生化学実験講座２，核酸
の化学ＩＩＩ，実吉峯郎，２９９－３１８頁，東京化学同人，１９７７年１２月１５日出
版に記載されているように蛍光光度計や共焦点レーザー顕微鏡等の検出器を使用して従来
方式のＦＩＡ又はハイブリダイゼーションで測定を行うことができる。マーカーの性質が
発光に依存する場合には、例えば「酵素免疫測定法」蛋白質、核酸、酵素、別冊第３１巻
，北川常廣，南原利夫，辻章夫，石川栄治編，２５２－２６３頁，共立出版，１９８７年
９月１０日出版に記載の方法に従ってフォトンカウンター等の検出器を使用して従来通り
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に測定を実施することができる。更に、性質が紫外線領域に吸収をもつ場合には、分光光
度計等の検出器を使用して従来通りに検出を行うことができる。性質が発色性の場合には
、分光光度計や顕微鏡等の検出器を使用して従来通りに検出を行うことができる。更に、
分析物がスピン性の場合には、例えば「酵素免疫測定法」蛋白質、核酸、酵素、別冊第３
１巻，北川常廣，南原利夫，辻章夫，石川栄治編，２６４－２７１頁，共立出版，１９８
７年９月１０日出版に記載の方法に従って電子スピン共鳴装置等の検出器を使用して従来
通りに検出を行うことができる。検出は蛍光偏光により行うこともできる。
【０１３６】
　本発明の測定又は同定方法は荷電ポリマーの存在下で分離を行う付加段階、好ましくは
分離段階とサンプル（目的物質）とアフィニティー物質とを接触させて複合体を形成させ
る段階の両方を実施する付加段階を除き、それ自体公知の従来方法で適正に選択した試薬
を使用してそれ自体公知の上記方法により実施することができる。
【０１３７】
　サンプル中の分析物の存在は例えば標識アフィニティー分子の移動度シフト、アフィニ
ティー分子の標識コンジュゲートの移動度シフト、標識分析物又はその標識類似体及び／
又は対応するアフィニティー分子とのその複合体の移動度シフト、あるいは標識分析物又
はその標識類似体及び／又はアフィニティー分子の対応するコンジュゲートとのその複合
体の移動度シフト、あるいはそれらの組み合わせを検出することにより同定することがで
きる。荷電キャリヤー分子と結合した分析物と、対応するアフィニティー分子との複合体
の移動度シフトや、荷電キャリヤー分子と結合した分析物の類似体と、対応する標識アフ
ィニティー分子との複合体の移動度シフトを使用して分析物の存在を同定することもでき
る。分析物を含有しない陰性対照サンプルの分析をアッセイで実施し、このような標識分
子及び／又はその複合体ピーク溶出時間又は分離媒体移動速度を測定することができる。
検出可能な量の参照分析物を含有する陽性対照サンプルをアッセイで試験し、標識分子及
び／又はその複合体ピーク溶出時間又は分離媒体移動速度を測定することができる。未知
サンプルを同一アッセイで試験する場合には、標識分子及び／又はその複合体ピークと同
一の保持時間又は移動速度のピークの検出により分析物の存在を同定することができる。
同定したピークがアッセイのバックグラウンドノイズにならないようにするためには、標
準法バリデーション技術を使用してバックグラウンドを上回る実シグナルが検出されてい
るという統計的信頼を与えるピーク高又はピーク面積の閾値を決定するとよい。
【０１３８】
　各サンプルに内部マーカーを添加し、ピーク同定用参照枠を提供するか又はアッセイ内
変動性に合わせて溶出時間を調節し、アッセイラン間の厳密な比較を実現することができ
る。例えば、検出可能な高分子量マーカーと低分子量マーカーをサンプルに添加し、コン
ジュゲートピークを参照枠内に区分することができる。溶出時間が分析間で変動する場合
には、当業者に公知のように内部マーカー間のその相対位置によりコンジュゲートピーク
を同定することもできる。
【０１３９】
　サンプル中に存在する分析物の量は同定したコンジュゲート／分析物複合体のピーク高
又はピーク面積を標準曲線と比較することにより決定することができる。標準曲線は例え
ば既知量の分析物を有する１個以上の標準サンプルのピーク高又は面積値を表す計算式と
することができる。未知サンプルからのピーク高又は面積値を式に入力し、サンプル中の
分析物の量を決定することができる。ピーク高又は面積値は測定確度を増すように陰性対
照バックグラウンドを差し引くことにより調節することができる。
【０１４０】
　分析物は遊離のコンジュゲートと複合体のピークのピーク高比又はピーク面積比を値の
式又はチャートに相関させることにより定量することができる。分析物濃度に対する濃度
の式又はチャートは当分野で公知のように、計算することもできるし、アッセイに合わせ
て経験的に導くこともできる。内部マーカーを添加すると、既知量の分析物でアッセイの
各分析から得られた結果と比較することにより定量データを改善することができる。
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【０１４１】
　本発明の方法の実施において、核酸鎖を使用し、ＤＮアーゼ、ＲＮアーゼ等のヌクレア
ーゼが存在する可能性がある場合には、核酸鎖を含有する溶液にエチレングリコールビス
（２－アミノエチルエーテル）四酢酸（ＥＧＴＡ）、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ
）、ヘパリン等のヌクレアーゼインヒビターを添加すると適切である。
【０１４２】
　要約すると、核酸鎖を別の物質（例えばサンプル、アフィニティー分子又はコンジュゲ
ート）と接触させる場合又は分析物／アフィニティー物質複合体を複合体の形成に関与し
ない遊離のアフィニティー物質から分離する場合には、阻害剤の存在下で接触を行うため
に核酸鎖を含有する溶液又は核酸鎖と接触させる溶液に上記のような阻害剤を添加すると
適切である。
【０１４３】
　本発明を実施するために使用される試薬及び他の材料は本発明の上記方法を首尾よく実
施できるように、荷電キャリヤー分子とアフィニティー分子との遊離のコンジュゲートと
、サンプル中の分析物とコンジュゲートとの複合体を分離するための組成物又はキットに
することができる。具体的には、本発明の荷電キャリヤー分子とアフィニティー分子との
遊離のコンジュゲートと、サンプル中の分析物とコンジュゲートとの複合体を分離するた
めの組成物又はキットは分離媒体と荷電ポリマーを含むものである。上記組成物又はキッ
トの好適態様では、コンジュゲートは検出マーカーで標識されたものである。コンジュゲ
ートの荷電キャリヤー分子を検出マーカーで標識したものがより好ましい。本発明の上記
組成物又はキットは更にアフィニティー分子を含むものである。この場合、アフィニティ
ー分子とコンジュゲート（例えばコンジュゲートのアフィニティー分子及び／又は荷電キ
ャリヤー分子）の少なくとも一方は検出マーカーで標識されているのが好ましい。各成分
の例の好適態様は上述した通りである。上記組成物又はキットはマイクロフルイディック
デバイスと組み合わせて用いることができ、デバイスをキットの一部として販売してもよ
い。
【０１４４】
　ＩＩＩ．濃縮法
　本発明では、濃縮方法は、マイクロフルイディックデバイスを使用することによりサン
プル中の目的物質（例えば対象分析物）を濃縮し、高濃度の濃縮目的物質（例えば対象分
析物）を移動度シフトアッセイに適用する目的で実施される。所謂オンラインサンプル濃
縮技術等の種々の濃縮法をマイクロフルイディックデバイスで使用してサンプル中の目的
物質を濃縮することができる。オンラインサンプル濃縮ないしサンプルスタッキング操作
は（ｉ）キャピラリーでサンプル成分の電気泳動移動度の差を利用する電気泳動濃縮法（
例えばＦＡＳＳ，ＦＡＳＩ，ＩＴＰ，ＩＦ等）と（ｉｉ）吸着剤を利用する化学吸着濃縮
法（例えばＳＰＥ等）の２種類に分類することができる（その開示内容全体を参考資料と
して本明細書に組込むＲ．Ｌ．Ｃｈｉｅｎ，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２４，４
８６－４９７，２００３）。
【０１４５】
　例えば、以下の濃縮法を使用することができる。（ｉ）濃縮ドメインと分離ドメインの
電気伝導率の差を利用するＦＡＳＳ（Ｆｉｅｌｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓａｍ
ｐｌｅ　Ｓｔａｃｋｉｎｇ：電場増幅サンプルスタッキング法）（例えばその開示内容全
体を参考資料として本明細書に組込む米国特許出願第１０／２０６，３８６号“Ｍｉｃｒ
ｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｄｅｖｉｃｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ
　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｍａｔｅｒｉａｌ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ”，Ｗｅｉｓｓ，Ｄ
．Ｊ．，Ｓａｕｎｄｅｒｓ，Ｋ．，Ｌｕｎｔｅ，Ｃ．Ｅ．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉ
ｓ　２００１，２２，５９－６５；Ｂｒｉｔｚ－ＭｃＫｉｂｂｉｎ，Ｐ．，Ｂｅｂａｕｌ
ｔ，Ｇ．Ｍ．，Ｃｈｅｎ，Ｄ．Ｄ．Ｙ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２０００，７２，１７２９
－１７３５，Ｒｏｓｓ，Ｄ．，Ｌｏｃａｓｃｉｏ，Ｌ．Ｅ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２００
２，７１，５１３７－５１４５）、（ｉｉ）ＦＡＳＳで濃縮ドメインと分離ドメインの間
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に微小水プラグを挿入するＦＡＳＩ（Ｆｉｅｌｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓａｍ
ｐｌｅ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ：電場増幅サンプル注入法）（例えばその開示内容全体を参
考資料として本明細書に組込む“Ｆｉｅｌｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｓａｍｐｌｅ　ｉｎ
ｊｅｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌ
ｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ”，Ｃｈｉｅｎ，Ｒ．Ｌら，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．１
９９１，５５９，１４１－１４８）、（ｉｉｉ）リーディング溶液とトレーリング溶液の
間に挟まれたドメインにおけるイオンの移動度の差を利用するＩＴＰ（Ｉｓｏｔａｃｈｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ：等速電気泳動法）（例えばその開示内容全体を参考資料として本明細
書に組込むＥｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｇｅｕｒｔｓ，Ｍ．Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ
．Ｐ．，Ｖｅｒｈｅｇｇｅｎ，Ｔ．Ｐ．Ｅ．Ｍ　Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔａｇｒ．１９７６，
１１９，１２９－１５５；Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ．Ｐ．，Ｅｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ
．，Ｐｅｅｋ，Ｊ．Ａ．Ｆ．Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．１９７９，１６８，２９３－３
１５；及びＭｉｋｋｅｒｓ，Ｆ．Ｅ．Ｐ．，Ｅｖｅｒａｅｒｔｓ，Ｆ．Ｍ．，Ｐｅｅｋ，
Ｊ．Ａ．Ｆ．Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．１９７９，１６８，３１７－３３２，Ｈｉｒｏ
ｋａｗａ，Ｔ，Ｏｋａｍｏｔｏ，Ｈ．Ｉｋｕｔａ，Ｎ．，ａｎｄ　Ｇａｓ，Ｂ．，“Ｏｐ
ｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｄｅｓ　ｆｏｒ　Ｔｒａｎ
ｓｉｅｎｔ　Ｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　Ｐｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－
ＣＺＥ，”Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　２００１，Ｖｏｌ．１７　Ｓｕｐ
ｐｌｅｍｅｎｔ　ｉｌ８５）、（ｉｖ）物質間の等電点の差を利用するＩＦ（Ｉｓｏｅｌ
ｅｃｔｒｉｃ　Ｆｏｃｕｓｉｎｇ：等電点電気泳動法）（例えばその開示内容全体を参考
資料として本明細書に組込む“Ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｉｓｏｅｌｅｃｔｒ
ｉｃ　ｆｏｃｕｓｉｎｇ　ｕｓｉｎｇ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ
ｓｉｓ　ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ”，Ｗｅｈｒ　Ｔら，Ａｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．Ｌａｂ．１９９０，８，２２，“Ｆａｓｔ　ｓａｎｄ　ｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ　ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ
　ｂｙ　ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆｏｃｕｓｉｎ
ｇ　ｉｎ　ｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ”，Ｋｉｌａｒ　Ｆ．ら，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ
ｓｉｓ　１９８９，１０，２３－２９）、及び（ｖ）固相（例えば受容体等の吸着剤を結
合させた固相）と目的物質の間の特異的相互作用を利用して目的物質を固相に吸着させる
ＳＰＥ（Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ：固相抽出法）（例えばその開
示内容全体を参考資料として本明細書に組込む“Ｍｉｃｒｏｃｈｉｐ－ｂａｓｅｄ　ｐｕ
ｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｆｒｏｍ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓａｍｐｌｅ
ｓ”，Ｂｒｅａｄｍｏｒｅ　Ｍ．ら，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．２００３，７５，１８８０－
１８８６）。
【０１４６】
　ＩＶ．本発明の濃縮法
　本発明は上記の公知濃縮法では効率的に濃縮されなかった目的物質を高濃度で濃縮し、
目的物質と同時に濃縮されるサンプル中の分析物以外の不要成分（例えば目的物質の検出
を妨げる「ノイズ成分」）による（例えば分離及び検出段階における）目的操作の干渉を
低減することによって目的物質を高感度で検出する方法を提供する。更に、本発明は目的
物質の高感度測定のために目的物質を容易に濃縮できるように反応条件を最適化するため
の方法も提供する。
【０１４７】
　本発明の１つの特徴は上記濃縮法においてサンプル中の目的物質を荷電キャリヤー分子
と結合したアフィニティー分子（例えばアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコ
ンジュゲート）に接触（例えば反応）させることにより形成された目的物質とコンジュゲ
ートとの複合体又は目的物質とコンジュゲートとアフィニティー分子との複合体を濃縮す
る点にある。即ち、本発明の濃縮法は以下の問題を解決するために実施される。ａ）サン
プル中の目的物質が非常に大きな分子量及び／又は低い電荷を有する場合には、目的物質
の電気泳動移動度は遅くなる（例えば低下する）。その結果、このような目的物質を短時
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間で高度に濃縮することは困難であり、例えばこのような物質を効率的に濃縮することは
困難になる。ｂ）サンプル中の目的物質以外の不要成分（例えばノイズ成分）が目的物質
と同じ領域に移動すると、不要成分は目的物質と同時に濃縮される。その結果、目的物質
を含有する濃縮サンプルを分離及び検出用サンプルとして使用すると、バックグラウンド
及びノイズレベルが上昇し、アッセイ感度が低下する（例えばアッセイ感度が低下する）
。ｃ）臨床血清サンプルの場合のようにサンプル中に目的物質がノイズ成分と共存する場
合には、目的物質が濃縮され且つ不要ノイズ成分が目的物質と同時に濃縮されないか又は
目的物質と別の領域で濃縮されるように反応条件を最適化することは非常に困難である（
例えばこの場合には、高感度検出には濃縮段階の最適化が非常に重要である。しかし、こ
のような最適条件を見いだすには非常に時間と労力がかかる）。
【０１４８】
　そこで、本発明の方法は非常に大きな分子量及び／又は比較的低い電荷を有する目的物
質を効率的に高濃度に濃縮することができると共に、不要成分（例えばノイズ成分）の濃
度が低いかもしくは約ゼロである移動領域、又は不要ノイズ成分が存在しない移動領域で
（例えばノイズ成分の濃度が低い移動領域）適切な荷電キャリヤー分子を選択すると共に
目的物質を濃縮するための反応条件を最適化することによって、目的物質の移動度を調節
することにより目的物質を濃縮することができる荷電キャリヤー分子（例えばアフィニテ
ィー分子と荷電キャリヤー分子のコンジュゲート）を使用するものである。
【０１４９】
　例えば、目的物質が血清中に存在する場合には、ノイズ成分（例えばサンプル中に共存
する蛋白質等）は目的物質と同じ領域に移動して濃縮される。適切な長さ（例えば５０～
３０００ｂｐ）のＤＮＡ等の荷電キャリヤー分子を使用して目的物質とアフィニティー分
子／荷電キャリヤー分子コンジュゲートとを反応させることにより形成された複合体は血
清中のノイズ成分と別の領域（例えばノイズ成分の濃度が低いか又は約ゼロである領域）
に移動して濃縮される。
【０１５０】
　本発明において、「不要成分」（例えば「ノイズ成分」）なる用語は通常、目的物質を
含有するサンプル又は溶液中に共存する目的物質以外の物質を意味し、従来の電気泳動法
により電気泳動を実施した場合には目的物質と同じ領域に移動して濃縮され、目的物質の
分離又は検出を妨げる物質である。
【０１５１】
　不要成分（例えばノイズ成分）としては、例えば蛋白質、核酸、ヘモグロビン、金属、
糖、生体色素、脂質、電解質等が上られる。「不要成分」は通常、アフィニティー分子又
は分析物（又はその類似体）の標識反応に使用される材料であって、精製段階後も標識材
料調製物中に残存している材料も意味する。更に、通常、分析物と反応せずに未結合形態
として残存している標識アフィニティー分子又はアフィニティー分子と反応せずに反応混
合物中に未結合形態として残存している標識分析物も意味する。本発明の方法は例えば次
のように実施することができる。即ち、分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子
と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートに接触させて分析物及びアフィニティー分子と
荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートの複合体を形成させ、得られた複合体をノイズ成
分濃度が低いか又はゼロである領域（例えばノイズ成分が少ない領域）に移動させ、約０
．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法を有する少なくとも１個
の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの濃縮（例えばスタッキング）チ
ャネルを使用することにより濃縮する。その後、複合体を移動度シフトアッセイに適用す
ることにより、複合体を高感度で検出することによって分析物の存在を同定するか又はサ
ンプル中の分析物の量を測定することができる。
【０１５２】
　Ａ．コンジュゲート
　本発明のコンジュゲートにおける適切な荷電キャリヤー分子を選択することにより、目
的物質の移動特性（例えば移動度）を制御することが可能となる。コンジュゲートは上述
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のように検出マーカーで標識されていてもよい。検出マーカー、その好適例、標識方法等
については上述した通りである。上記方法では、分析物／コンジュゲート複合体又は分析
物／コンジュゲート／アフィニティー分子複合体を濃縮するために、マイクロフルイディ
ックデバイスの濃縮（例えばスタッキング）チャネルが使用される。上記に例示した濃縮
法によりマイクロフルイディックチャネルでこのような分子とその複合体を濃縮するため
には、濃縮しようとするこのような分子を適切なｐＨとイオン強度の適切なバッファーで
希釈することが好ましい。例えば、ＦＡＳＳ濃縮法を選択する場合には、このような被濃
縮分子を低伝導率バッファーで希釈した後に接触させ、濃縮段階を実施する。例えば、対
象分析物を含有する血清サンプルと、分析物を特異的に認識するアフィニティー分子と荷
電分子のコンジュゲートを、７．５ｍＭ　ＮａＣｌを含有する７．５ｍＭ　ＨＥＰＥＳバ
ッファー（ｐＨ７．５）で１０倍に希釈する。
【０１５３】
　Ｂ．サンプルと目的物質
　サンプルと目的物質は上述した通りである。特に、本発明の濃縮法は従来方法を使用す
るとノイズ成分と同じ領域に移動して濃縮される分析物や、アフィニティー分子及び／又
はそのコンジュゲートと共に複合体を形成し、ノイズ成分と同じ領域に移動して濃縮され
る分析物に有用である。このような分析物とその複合体を上記に例示したような濃縮法に
よってマイクロフルイディックチャネルで効率的に濃縮するためには、このような被濃縮
分析物を適切なｐＨとイオン強度の適切なバッファーで希釈することが好ましい。例えば
、ＦＡＳＳ濃縮法を選択する場合には、被濃縮分析物を低伝導率バッファーで希釈した後
に接触させ、濃縮段階を実施する。例えば、対象分析物を含有する血清を、７．５ｍＭ　
ＮａＣｌを含有する７．５ｍＭ　ＨＥＰＥＳバッファー（ｐＨ７．５）で１０倍に希釈す
る。
【０１５４】
　Ｃ．サンプルとコンジュゲートとの接触
　分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲ
ートに接触させ、分析物及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲー
トの複合体を形成させるために、接触段階を実施する。このような複合体の形成方法につ
いては制限がない。例えば，分析物を含有するサンプルと、アフィニティー分子と荷電キ
ャリヤー分子とのコンジュゲートを例えば水又はＴｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファ
ー、ベロナールバッファー、硼酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、Ｔ
ＢＥバッファー、ＴＡＥバッファー等のバッファーに夫々溶解、分散又は懸濁して液体材
料を得、これらの液体材料を相互に混合接触させればよい。あるいは、サンプルと、アフ
ィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートを同時に溶解、分散又は懸濁し
てもよい。分析物を含有するサンプルが液体である場合には、アフィニティー分子と荷電
キャリヤー分子とのコンジュゲートを直接サンプルと混合することができる。上記のよう
に分析物を含有するサンプルが液体である場合には、例えば水又はバッファーに溶解、分
散又は懸濁しなくてもよい。上記方法では、バッファーの濃度は本発明の分野で通常使用
される範囲から選択される。バッファーのｐＨも本発明の分野で通常使用される範囲から
選択される。例えば、サンプルと、アフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジ
ュゲートをＦＡＳＳ法により濃縮する場合には、接触段階は低伝導率のバッファー中で実
施することが好ましい。更に、ＦＡＳＳ法により濃縮法を実施する場合には、例えば低濃
度のＨｅｐｅｓ、Ｔａｐｓ及びＴｒｉｓバッファー等の低伝導率のバッファーを低塩濃度
で使用することが好ましい。
【０１５５】
　サンプルをアフィニティー分子と接触させるため、換言するならば、分析物とアフィニ
ティー分子との複合体を形成するためのｐＨと温度は分析物とアフィニティー分子の性質
に依存し、反応条件は濃縮効率にも影響するので、これらの条件を最適化することは通常
困難である。しかし、本発明の方法では、複合体の形成を妨げない限り、本発明の分野（
例えば公知ＥＩＡ、ＲＩＡ、ＦＩＡ又はハイブリダイゼーションアッセイ）で通常使用さ
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れている従来方法に従って反応条件を選択することができる。即ち、接触段階は通常はｐ
Ｈ約２～１０、好ましくはｐＨ５～９で通常は０～９０℃、好ましくは５～４０℃の温度
で実施することができる。複合体の形成に必要な反応時間は分析物及びアフィニティー分
子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲートの性質によって異なるので、反応はそれらの
性質に応じて数秒間から数時間実施することができる。
【０１５６】
　Ｄ．アフィニティー分子
　本発明では、１個以上の追加のアフィニティー分子（例えば荷電キャリヤー分子と結合
していないアフィニティー分子）を使用することができる。１個以上の追加のアフィニテ
ィー分子を使用する目的の一つは目的物質の分離と検出をより容易にすることである。追
加のアフィニティー分子の特性、このような分子の例、使用濃度等については上述した通
りである。追加のアフィニティー分子は上述のように検出マーカーで標識されていてもよ
い。検出マーカー、その好ましい例、使用する標識方法等については上述した通りである
。
【０１５７】
　Ｅ．コンジュゲートとアフィニティー分子の使用
　コンジュゲートとアフィニティー分子を使用する場合には、分析物を含有するサンプル
をアフィニティー分子とアフィニティー分子／荷電キャリヤー分子コンジュゲートに接触
させ、分析物とアフィニティー分子とコンジュゲートとの複合体を形成させ、少なくとも
１個の濃縮（例えばスタッキング）チャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの濃
縮（例えばスタッキング）チャネルを使用することにより、得られた複合体を濃縮する。
【０１５８】
　本発明では、２個以上のアフィニティー分子と２個以上のコンジュゲートを使用するこ
とができる。この場合には、各アフィニティー分子（各コンジュゲートのアフィニティー
分子を含む）は他の全アフィニティー分子と異なる目的物質上の位置で目的物質と結合す
る。アフィニティー分子とコンジュゲートの両方を使用する場合には、アフィニティー分
子とコンジュゲートの少なくとも一方は通常、所定の従来方法により測定（例えば検出）
できるものであるか又は検出マーカーで標識することが可能なものである。このような性
質をもつアフィニティー分子又はコンジュゲートを使用すると、サンプル中の分析物を測
定し易くなる。分析物自体が所定の方法により検出可能なもの（例えば酵素等）である場
合、又は分析物がアフィニティー分子又はコンジュゲートなしに検出マーカーと直接結合
できる場合には、アフィニティー分子とコンジュゲートが上記検出可能な性質を有さない
場合でもサンプル中の分析物を測定することができる。２個以上のアフィニティー分子又
は２個以上のコンジュゲートを使用する場合には全アフィニティー分子又は全コンジュゲ
ートがこのような検出可能な性質を有する必要はない。上記方法において、検出マーカー
、アフィニティー分子又はコンジュゲートを検出マーカーで標識するために使用する方法
等については上述した通りである。
【０１５９】
　分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子とコンジュゲートに接触させて分析物
とアフィニティー分子とコンジュゲートの複合体を形成するためには、このような複合体
を作製し得る限り、特に制限はない。例えば，分析物を含有するサンプルとアフィニティ
ー分子とコンジュゲートを例えば水又はｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベロ
ナールバッファー、硼酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、ＴＢＥバッ
ファー、ＴＡＥバッファー等のバッファーに夫々溶解、分散又は懸濁して液体材料を得、
これらの液体材料を相互に混合接触させればよい。あるいは、サンプルとアフィニティー
分子とコンジュゲートを同時に溶解、分散又は懸濁してもよい。分析物を含有するサンプ
ルが液体である場合には、アフィニティー分子及び／又はコンジュゲートをサンプルと直
接混合することができる。上記のように分析物を含有するサンプルが液体である場合には
、例えば水又はバッファーに溶解、分散又は懸濁しなくてもよい。
【０１６０】



(53) JP 2011-81011 A 2011.4.21

10

20

30

40

50

　上記方法では、バッファーの濃度は本発明の分野で通常使用される範囲から選択される
。サンプルをアフィニティー分子とコンジュゲートに接触させる段階におけるアフィニテ
ィー分子とコンジュゲートの濃度については上述した通りである。反応条件（例えばｐＨ
、温度、反応時間等）はサンプルとアフィニティー分子の上記接触条件と同じである。
【０１６１】
　Ｆ．荷電ポリマー
　本発明の濃縮法では上記荷電ポリマーも使用してもよい。干渉成分と結合することがで
きる荷電ポリマーは例えば成分のコンジュゲート又はコンジュゲートとアフィニティー分
子への非特異的結合に起因する疑陽性移動度シフトや、コンジュゲート又はコンジュゲー
トとアフィニティー分子／成分複合体の不溶性複合体の形成に起因するアッセイの不成功
を防止することができるので、本発明の濃縮法では荷電ポリマーを使用することが好まし
い。荷電ポリマー、その特性、その例、使用濃度等については上述した通りである。荷電
ポリマーを使用する場合には、分析物／コンジュゲート複合体又は分析物／コンジュゲー
ト／アフィニティー分子複合体を荷電ポリマーの存在下で濃縮することができる。
【０１６２】
　例えば、荷電ポリマーは少なくとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディック
デバイスの濃縮（例えばスタッキング）チャネルに存在させるのが好ましい。具体的には
、濃縮チャネルに充填された濃縮（例えばスタッキング）媒体に荷電ポリマーを添加する
のが好ましい。濃縮媒体に荷電ポリマーを存在させることにより、サンプル分析間の干渉
サンプル成分のキャリーオーバーを低減することができる。代替又は付加態様では、荷電
ポリマーは分析物と分析物／コンジュゲート複合体又は分析物／コンジュゲート／アフィ
ニティー分子複合体を含有する溶液（例えば水、ハイブリダイゼーションアッセイ、イム
ノアッセイ等で使用されるｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベロナールバッフ
ァー、硼酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、ＴＢＥバッファー、ＴＡ
Ｅバッファー等のバッファー）中に存在させてもよく、その後、得られた荷電ポリマーと
分析物と分析物／コンジュゲート複合体又は分析物／コンジュゲート／アフィニティー分
子複合体を含有する溶液を濃縮チャネルに添加する。更に、荷電ポリマーは、例えば濃縮
に使用する溶離液やランニングバッファー（例えば水、ハイブリダイゼーションアッセイ
、イムノアッセイ等で使用されるｔｒｉｓ－バッファー、リン酸バッファー、ベロナール
バッファー、硼酸バッファー、グッドバッファー、ＳＳＣバッファー、ＴＢＥバッファー
、ＴＡＥバッファー等のバッファー）等の、分析物と分析物／コンジュゲート複合体又は
分析物／コンジュゲート／アフィニティー分子複合体を含有する溶液をマイクロフルイデ
ィックデバイスに添加するために使用される溶液中に存在させてもよい。上記方法におい
て、分析物と分析物／コンジュゲート複合体又は分析物／コンジュゲート／アフィニティ
ー分子複合体とを含有する溶液中に荷電ポリマーを存在させる方法については上述した通
りである。
【０１６３】
　更に、本発明の濃縮法では、上述したような理由により、荷電ポリマーは少なくとも濃
縮段階で（例えば濃縮媒体中に）存在させることが好ましいが、付加及び／又は代替態様
では、分析物を含有するサンプルをコンジュゲート又はコンジュゲートとアフィニティー
分子に接触させて複合体を形成させる段階に存在させてもよい。本発明の好適態様では、
サンプル中に存在する目的物質の回収率を増すために、荷電ポリマーは分析物／コンジュ
ゲート複合体又は分析物／コンジュゲート／アフィニティー分子複合体の濃縮段階（例え
ば濃縮媒体中）と、分析物を含有するサンプルとコンジュゲート又はコンジュゲートとア
フィニティー分子を接触させて複合体を形成させる段階の両者に存在させる。
【０１６４】
　上記方法において、サンプルとコンジュゲートの接触段階又はサンプルとコンジュゲー
トとアフィニティー分子との接触段階に荷電ポリマーを存在させる方法については上述し
た通りである。使用する荷電ポリマーの濃度等についても上述した通りである。
【０１６５】
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　Ｇ．濃縮操作
　得られた分析物（又は類似体）とコンジュゲートの複合体、分析物（又は類似体）とコ
ンジュゲートとアフィニティー分子との複合体又は分析物（又は類似体）と荷電キャリヤ
ー分子とアフィニティー分子との複合体を濃縮する。具体例はキャピラリーで電気泳動移
動度の差を利用する電気泳動濃縮法（例えばＦＡＳＳ，ＦＡＳＩ，ＩＴＰ，ＩＦ等）、吸
着剤を利用する化学吸着濃縮法（例えばＳＰＥ等）等のオンラインサンプル濃縮法ないし
サンプルスタッキング操作である。特に、電気泳動濃縮法を使用するのが好ましい（その
開示内容全体を参考資料として本明細書に組込むＲ．Ｌ．Ｃｈｉｅｎ，Ｅｌｅｃｔｒｏｐ
ｈｏｒｅｓｉｓ，２４，４８６－４９７，２００３）。
【０１６６】
　電気泳動濃縮法のうちでは、所謂動電フォーカシングに基づく方法（例えばＩＴＰ，Ｆ
ＡＳＳ，ＦＡＳＩ等）が好ましい。このような方法は例えば以下の原理に基づく。濃縮チ
ャネル内の移動用バッファーゾーンにおける被濃縮目的物質の電気泳動移動度が濃縮チャ
ネルに添加される前の目的物質を含有する溶液ゾーンにおける電気泳動移動度よりも遅く
なるように適切なバッファーを選択及び使用することにより、目的物質が目的物質を含有
する溶液ゾーンと濃縮チャネル内の移動用バッファーゾーンの境界まで移動すると、目的
物質の移動速度は境界で低下し、目的物質は濃縮される（例えばその開示内容全体を参考
資料として本明細書に組込むＲ．Ｌ．Ｃｈｉｅｎ，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２
４，４８６－４９７，２００３，Ｒ．Ｌ．Ｃｈｉｅｎ，Ｄ．Ｓ．Ｂｕｒｇｉ，Ａｎａｌ．
Ｃｈｅｍ．，６４，４８９Ａ，１９９２，Ｄ．Ｓ．Ｂｕｒｇｉ，Ｒ．Ｌ．Ｃｈｉｅｎ，Ａ
ｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，６３，２０４２，１９９１，Ｒ．Ｌ．Ｃｈｉｅｎ，Ｄ．Ｓ．Ｂｕｒ
ｇｉ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ．，５５９，１４１，１９９１）。上記方法を使用する
ことにより本発明の濃縮法を実施するためには、濃縮チャネル内の移動用バッファーにお
ける複合体［例えば分析物（又は類似体）／コンジュゲート複合体、分析物（又は類似体
）／コンジュゲート／アフィニティー分子複合体又は分析物（又は類似体）／荷電キャリ
ヤー分子／アフィニティー分子複合体］の電気泳動移動度が濃縮段階に添加する複合体を
含有する溶液における電気泳動移動度よりも遅くなるような性質を有するバッファーを、
濃縮チャネル内の移動用バッファーとして使用することにより、得られた分析物（又は類
似体）とコンジュゲートの複合体、分析物（又は類似体）とコンジュゲートとアフィニテ
ィー分子の複合体、又は分析物（又は類似体）と荷電キャリヤー分子とアフィニティー分
子の複合体の濃縮が実施される。その結果、複合体が複合体を含有する溶液と濃縮チャネ
ル内の移動用バッファーの境界まで移動すると、複合体の移動速度は境界で低下し、複合
体は濃縮される。特に、より具体的には、例えば以下の原理に基づくＦＡＳＳ、ＩＴＰを
使用するのが好ましい。ＩＴＰは目的物質よりも電気泳動移動度の速いリーディングイオ
ンと目的物質よりも電気泳動移動度の遅いトレーリングイオンの２種のイオンの間に目的
物質を配置することにより目的物質を濃縮するという原理に基づく方法である。ＦＡＳＳ
は分離ドメインの伝導率を濃縮ドメインよりも高くし、濃縮ドメイン内の物質が分離ドメ
インと濃縮ドメインの境界に到達した際に目的物質の電気泳動移動度が低下し、その後、
物質が濃縮されるという原理に基づく方法である（例えば米国特許出願第１０／２０６，
３８６号“Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ｄｅｖｉｃｅｓ　ａｎｄ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｍａｔｅｒｉａｌ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
”，Ｗｅｉｓｓ，Ｄ．Ｊ．，Ｓａｕｎｄｅｒｓ，Ｋ．，Ｌｕｎｔｅ，Ｃ．Ｅ．Ｅｌｅｃｔ
ｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　２００１，２２，５９－６５；Ｂｒｉｔｚ－ＭｃＫｉｂｂｉｎ，
Ｐ．，Ｂｅｂａｕｌｔ，Ｇ．Ｍ．，Ｃｈｅｎ，Ｄ．Ｄ．Ｙ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２００
０，７２，１７２９－１７３５，Ｒｏｓｓ，Ｄ．，Ｌｏｃａｓｃｉｏ，Ｌ．Ｅ．Ａｎａｌ
　Ｃｈｅｍ．２００２，７１，５１３７－５１４５）。上記濃縮法のうちでは、分析物と
結合したコンジュゲート中の荷電キャリヤー分子の電荷に基づいて複合体を濃縮する濃縮
法を使用することが好ましい。
【０１６７】
　本発明では、上記のような濃縮法で従来使用されている全てのバッファー、充填剤、各
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種試薬（例えば処理溶液）等を利用することができる。これらの材料の濃度は場合により
公知濃縮法に従って選択することができる。濃縮条件（例えばｐＨ、温度、印加電圧、時
間等）は公知方法に従って適当に選択することができる。
【０１６８】
　マイクロフルイディックデバイスで等速電気泳動法（ＩＴＰ）により対象分析物を元の
分析物サンプルよりも小容量にスタッキング（例えば濃縮）することができる。例えば、
サンプルボーラスをチャネル内の２種のバッファーシステムの間に導入し、電流を流し、
移動度が低下する順に移動する溶質ゾーンの定常状態を作ることができる。定常状態では
、ゾーンはリーディング電解液と同じ濃度であり、同じ速度でチャネルを移動することが
できる。あるいは、サンプルボーラスを電解液付近に添加し、例えばＩＴＰ電解液間で定
常状態平衡に到達することなしに、動的（例えば過渡的）条件下で注入用界面にスタッキ
ングすることができる。スタッキングは例えばマイクロフルイディックデバイスの濃縮（
例えばスタッキング）チャネルで実施することができ、サンプルはトレーリング電解液と
リーディング電解液のチャネル領域間にロードされる。
【０１６９】
　図８Ａに示すように、分析物サンプル８０を真空ウェル８２とサンプルウェル８３の圧
力差によりローディングチャネルセグメント８１にロードすることができる。電場をスタ
ッキング（例えば濃縮）チャネルセグメント８４に印加すると、図８Ｂに示すように、高
移動度（例えば高電荷対質量比）のリーディング電解液８５、中間移動度の分析物８６、
及び低移動度のトレーリング電解液８７により電流が流れる。ＩＴＰが進行するにつれ、
荷電分析物８６の濃度がリーディング電解液８５の濃度に等しくなる点まで分析物８６の
容量が低下する定常状態に達する。定常状態では、図８Ｃに示すように、スタッキングさ
れた分析物溶液はリーディング電解液８５及びトレーリング電解液８７と同一速度でスタ
ッキングチャネルセグメント８４を移動し、電解液と荷電分析物はスタッキングチャネル
セグメントにおいて単位容量当たり同一量の電流を輸送する。分析物と電解液の電荷密度
や過渡的移動速度差等の因子はＩＴＰ中に分析物と電解液をゾーンに分ける傾向がある。
本発明のスタッキングチャネルセグメントは任意サイズとすることができ、約５００μｍ
～約０．１μｍ、又は約１００μｍ～約１μｍ、又は約１０μｍの幅又は深さ等の寸法を
有するマイクロスケールチャネルが挙げられる。
【０１７０】
　スタッキングは過渡状態で実施することもできる。例えば、図９Ａに示すように、当初
は希薄で分散した分析物分子９０は例えば図９Ｂに示すようにリーディング電解液界面９
１に蓄積させることができる。界面におけるこの分析物濃縮は定常状態の均一な分析物と
電解液キャリヤーの濃縮に達する前に行われる。場合により、分析物は過渡状態、例えば
ＩＴＰの初期電場印加中にトレーリング電解液界面９２に蓄積させることができる。過渡
ＩＴＰの他の態様では、分析物はＩＴＰ電解液の界面以外のゾーンで濃縮させることもで
きる。複数の対象分析物が定常状態又は過渡状態で例えば電解液界面の一方又は両方に蓄
積される。例えば図１０Ａ～１０Ｃに示すように、第１の対象分析物１０１と第２の対象
分析物１０２を含有するサンプル溶液１００をトレーリング電解液１０３とリーディング
電解液１０４の間に導入することができる。第１の分析物の移動度が第２の分析物よりも
遅く且つトレーリング電解液の移動度よりも速い場合には、第１の分析物は電場の存在下
にトレーリング電解液との界面に蓄積される。他方、図１０Ｂに示すように過渡状態では
、第１の分析物よりも多少移動度の速い第２の分析物は更に移動度の速いリーディング電
解液との界面に沿ってサンプルボーラスの他端に蓄積される。こうして、当業者に自明の
通り、第１の分析物と第２の分析物を１個以上の分離チャネルセグメントに別々に逐次又
は同時に添加することができる。図１０Ｃに示すように、ＩＴＰ中に定常状態に一旦達す
ると、第１及び第２の荷電分析物は例えば分離チャネルセグメントで分解するために同時
に添加できるように狭い隣接バンドに圧縮される。
【０１７１】
　本発明の方法では、トレーリング電解液とリーディング電解液の移動度は非対象サンプ
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ル成分を分析物から分離しながら対象分析物の選択的前濃縮を実施できるように調節する
ことができる。例えば、図１１Ａに示すように、対象分析物１１１と低移動度の非対象サ
ンプル成分１１２と高移動度の非対象サンプル成分１１３を含有するサンプル溶液１１０
をトレーリング電解液１１４とリーディング電解液１１５の間にロードすることができる
。電場をチャネルに印加すると、図１１Ｂに示すように、低移動度の非対象サンプル成分
１１２はトレーリング電解液よりも遅れ、高移動度の非対象サンプル成分１１３はリーデ
ィング電解液を追い越す。定常状態までＩＴＰを続けると、例えば図１１Ｃに示すように
、非対象サンプル成分を分析物から更に分離することができる。非対象サンプル成分を対
象分析物から除去すると、分離チャネルセグメントで分離するための材料注入を改善する
ことができる。サンプルをＩＴＰにより前処理して非対象サンプル成分を除去した後、分
離チャネルセグメントに添加した対象分析物を分析すると、例えばバックグラウンドノイ
ズが低下し、注入容量の低減により分解能が増加し、ベースラインの改善とオーバーラッ
プするピークの減少により定量確度が増す等の効果が得られる。
【０１７２】
　非対象サンプル成分を除去しながら対象分析物の高度に特異的な保持とスタッキング（
例えば濃縮）を実現するように電解液移動度を調節することにより、当分野で公知の方法
によりトレーリング電解液とリーディング電解液を調整することができる。１態様では、
電解質のｐＨは、分析対象物のｐＫをはさむ範囲に入るように選択され、これによりその
範囲以外のｐＫをもつサンプル中の非対象成分は、ＩＴＰによって除外される。対象分析
物のｐＫは例えば経験によるか又は分析物の既知分子構造に基づいて求めることができる
。他の態様では、例えば分析物よりも遅い移動度と速い移動度をもつことがわかっている
トレーリング電解液とリーディング電解液の組成の範囲に対象分析物が厳密に含まれるよ
うに選択することができる。分析物の範囲を設定するには、例えば塩化物、ＴＡＰＳ、Ｍ
ＯＰＳ、及びＨＥＰＥＳ等の多数のイオンとバッファーを電解液で使用することができる
。場合により、サンプル溶液、トレーリング電解液、及び／又はリーディング電解液の粘
度又はサイズ排除特性を調節することにより、電解液及び／又は分析物の移動度を調節す
ることができる。ＩＴＰ溶液の移動度を調節する別の手段としては、溶液の濃度、イオン
強度、又は伝導率を調節することにより、特に過渡的ＩＴＰ移動中に、分析物溶液及び／
又は電解液の移動度を調節することができる。分析物、電解液、又はＩＴＰ溶液の移動度
を調節するための更に他の手段として、溶液の温度を選択することができる。
【０１７３】
　本発明を実施してサンプル中の対象分析物を検出する目的で濃縮するためには当分野で
公知の種々の免疫化学アッセイ技術を使用することができ、例えば抗体サンドイッチアッ
セイや酵素イムノアッセイ（イムノアッセイの一般論については例えばＢｏｌｔｏｎら，
Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗｅｉｒ
，Ｄ．Ｍ．，Ｅｄ．，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９８６，ｖｏｌ．１，Ｃｈａｐｔｅｒ　２６参照）、及び当業
者に公知の他の同様のアッセイフォーマットが挙げられる。例えば、図３Ａ～３Ｋに示す
上記アッセイフォーマットでは、本発明を使用して分析物又は分析物の類似体とコンジュ
ゲートを含む複合体を濃縮することができる。
【０１７４】
　上記図３Ａ～３Ｆに示すサンドイッチアッセイフォーマットの具体例を以下に挙げる。
（ａ）サンプル中の分析物の濃縮法が開示され、（ｉ）アフィニティー分子と荷電キャリ
ヤー分子との１個以上のコンジュゲートの少なくとも１個が検出マーカーで標識された、
１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、分析物と検出マーカ
ーで標識されたコンジュゲートとを含む複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフ
ルイディックデバイスの濃縮チャネルで複合体を濃縮する段階を含み；コンジュゲートの
アフィニティー分子が分析物と結合することが可能な性質を有するものであって、２個以
上のコンジュゲートを使用する場合には、コンジュゲートの各アフィニティー分子が他の
全アフィニティー分子と異なる分析物上の位置で分析物と結合することが可能な性質を有
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し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して分析物と結合して分析物とアフィ
ニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより分析物の移動特性に変
化を生じさせることが可能な性質を有するものである。
【０１７５】
　（ｂ）サンプル中の分析物の濃縮法が開示され、（ｉ）アフィニティー分子の少なくと
も１個又はコンジュゲートの少なくとも１個が検出マーカーで標識されたものであり、１
個以上のアフィニティー分子及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上
のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、分析物とアフィニティー分子
とコンジュゲートを含む複合体を形成させる段階と；（ｉｉ）マイクロフルイディックデ
バイスの濃縮チャネルで複合体を濃縮する段階を含み；アフィニティー分子及びコンジュ
ゲートのアフィニティー分子が分析物と結合することが可能な性質を有するものであって
、各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なる分析物上の位置で分析物と
結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して分
析物と結合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成するこ
とにより分析物の移動特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものである。
【０１７６】
　上記図３Ｇ～３Ｋに示す競合アッセイフォーマットの具体例を以下に挙げる。（ａ）サ
ンプル中の分析物の濃縮法が開示され、（ｉ）検出マーカーで標識された分析物（又は類
似体）及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分
析物を含有するサンプルを接触させ、分析物とコンジュゲートとの第１の複合体及び標識
分析物（又は標識類似体）とコンジュゲートとの第２の複合体を形成させる段階と；（ｉ
ｉ）第２の複合体を濃縮する段階を含み；コンジュゲートのアフィニティー分子がサンプ
ル中の分析物及び標識分析物又はサンプル中の分析物及び標識類似体と結合することが可
能な性質を有するものであって、２個以上のコンジュゲートを使用する場合には、コンジ
ュゲートの各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析
物上の位置及び標識分析物上の位置でサンプル中の分析物及び標識分析物と結合すること
が可能な性質を有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異な
るサンプル中の分析物上の位置及び標識類似体上の位置でサンプル中の分析物及び標識類
似体と結合することが可能な性質を有し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介
して標識分析物又は標識類似体と結合して標識分析物又は標識類似体とアフィニティー分
子と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより標識分析物又は標識類似体の移動
特性に変化を生じさせることが可能な性質を有するものである。
【０１７７】
　（ｂ）サンプル中の分析物の濃縮法が開示され、（ｉ）検出マーカーで標識された分析
物（又は類似体）、１個以上のアフィニティー分子及びアフィニティー分子と荷電キャリ
ヤー分子との１個以上のコンジュゲートに分析物を含有するサンプルを接触させ、分析物
とアフィニティー分子とコンジュゲートとの第１の複合体及び標識分析物（又は標識類似
体）とアフィニティー分子とコンジュゲートとの第２の複合体を形成させる段階と；（ｉ
ｉ）第２の複合体を濃縮する段階を含み；アフィニティー分子及びコンジュゲートのアフ
ィニティー分子がサンプル中の分析物及び標識分析物又はサンプル中の分析物及び標識類
似体と結合することが可能な性質を有するものであって、各アフィニティー分子が他の全
アフィニティー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び標識分析物上の位置でサン
プル中の分析物及び標識分析物と結合することが可能な性質をも有するか、又は各アフィ
ニティー分子が他の全アフィニティー分子と異なるサンプル中の各分析物上の位置及び標
識類似体上の位置でサンプル中の分析物及び標識類似体と結合することが可能な性質を有
し、荷電キャリヤー分子がアフィニティー分子を介して標識分析物又は標識類似体と結合
して標識分析物又は標識類似体とアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子の複合体を形
成することにより標識分析物又は標識類似体の移動特性に変化を生じさせることが可能な
性質を有するものである。
【０１７８】
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　（ｃ）サンプル中の分析物の濃縮法が開示され、（ｉ）荷電キャリヤー分子と結合した
分析物（又は荷電キャリヤー分子と結合した類似体）及び検出マーカーで標識された１個
以上のアフィニティー分子に分析物を含有するサンプルを接触させ、荷電キャリヤー分子
と結合した分析物（又は荷電キャリヤー分子と結合した類似体）と標識アフィニティー分
子との第１の複合体及び分析物と標識アフィニティー分子との第２の複合体を形成させる
段階と；（ｉｉ）第１の複合体を濃縮する段階を含み；アフィニティー分子がサンプル中
の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物又はサンプル中の分析物及び荷電キャ
リヤー分子と結合した類似体と結合することが可能な性質を有するものであって、２個以
上のアフィニティー分子を使用する場合には、各アフィニティー分子が他の全アフィニテ
ィー分子と異なるサンプル中の分析物上の位置及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物
上の位置でサンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した分析物と結合すること
が可能な性質をも有するか、又は各アフィニティー分子が他の全アフィニティー分子と異
なるサンプル中の分析物上の位置及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体上の位置でサ
ンプル中の分析物及び荷電キャリヤー分子と結合した類似体と結合することが可能な性質
を有し、荷電キャリヤー分子が分析物又は類似体と結合して分析物とアフィニティー分子
と荷電キャリヤー分子の複合体を形成することにより第１の複合体の移動特性に変化を生
じさせることが可能な性質を有するものである。
【０１７９】
　Ｈ．マイクロフルイディックデバイス
　本発明では、通常、上記濃縮法に基づくマイクロフルイディックデバイスを含むマイク
ロフルイディックシステムを使用することにより分析物／コンジュゲート複合体又は分析
物／コンジュゲート／アフィニティー分子複合体の濃縮を実施することができる。本発明
の濃縮法で使用するマイクロフルイディックデバイスは濃縮媒体を充填することができる
少なくとも１個以上の濃縮（例えばＩＴＰスタッキング）チャネルを有するものである。
本発明の濃縮法では濃縮媒体を充填することができる少なくとも１個以上の濃縮チャネル
と濃縮チャネルに流体的に接続されたチャネルを有するマイクロフルイディックデバイス
を使用することが好ましい。濃縮チャネルと濃縮チャネルに流体的に接続されたチャネル
は上記分離チャネルと同じ特性をもつものである。本発明の濃縮法の実施後に引き続き目
的物質の分離と測定を実施する場合には、上記のような１個以上の分離チャネル、サンプ
ル導入チャネル、サンプル混合チャネル、検出器等を更に含むマイクロフルイディックデ
バイスを使用するのが好ましい。
【０１８０】
　Ｉ．濃縮媒体
　濃縮媒体は上記分離媒体と同一とすることができる。濃縮媒体は使用される濃縮法に応
じて適宜選択される。使用される濃縮媒体の濃度は使用される濃縮法に応じて上記範囲か
ら適宜選択される。使用される濃縮法によってはこのような濃縮媒体を使用する必要はな
い。
【０１８１】
　Ｊ．分離と検出
　得られたサンプル中の濃縮分析物（例えば分析物又は分析物の類似体とコンジュゲート
を含む複合体）を上記移動度シフトアッセイに適用する。本発明の濃縮法により濃縮され
た分析物を移動度シフトアッセイに適用することにより、分析物を高感度で測定（例えば
同定又は検出）することができる。本発明の濃縮法により濃縮された分析物は上記任意の
移動度シフトアッセイで使用することができる。即ち、得られた目的物質及び荷電キャリ
ヤー分子とアフィニティー物質とのコンジュゲートを含む濃縮複合体（例えば分析物／コ
ンジュゲート複合体又は分析物／アフィニティー分子／コンジュゲート複合体）を複合体
と遊離のアフィニティー物質の移動速度の差に基づいて複合体の形成に関与しない遊離の
アフィニティー物質（例えばアフィニティー分子及び／又はコンジュゲート）から分離す
る。その後、上記分離法により分離された分析物／アフィニティー物質複合体（又は分析
物／コンジュゲート複合体又は分析物／アフィニティー分子／コンジュゲート複合体）又
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は複合体の形成に関与しない遊離のアフィニティー物質（例えば遊離のアフィニティー分
子及び／又は遊離のコンジュゲート）を該当分子の検出可能な性質の特性に対応する方法
（例えば結合した検出マーカー）により測定又は検出することができる。こうして、サン
プル中の分析物の量を測定するか又はサンプル中の分析物の存在を同定することができる
。即ち、上記分離法に従って、分析物／コンジュゲート複合体を複合体の形成に関与しな
い遊離のコンジュゲートから分離するか、又は分析物／アフィニティー分子／コンジュゲ
ート複合体を複合体の形成に関与しない遊離のアフィニティー分子及び／又はコンジュゲ
ートから分離する。得られた複合体、又は遊離のアフィニティー分子及び／又は遊離のコ
ンジュゲートをこれらの特性に対応する方法（例えば検出マーカー）により測定又は検出
することができる。分離操作、分離媒体、検出等については上述した通りである。
【０１８２】
　本発明の濃縮法により濃縮された分析物を本発明の上記分離及び検出法に適用すれば、
目的物質の高感度で高確度の測定を達成することができる。本発明の濃縮法により濃縮さ
れた分析物を移動度シフトアッセイに適用する場合には、適用する移動度シフトアッセイ
の原理は分析物を濃縮するための濃縮法の原理と同一でもよいし、分析物を濃縮するため
の濃縮法の原理と異なるものでもよい。目的物質を高確度で分離及び測定するためには、
移動度シフトアッセイの原理は分析物を濃縮するための濃縮法の原理と異なることが好ま
しい。例えば、分析物を濃縮するためにＩＴＰを使用する場合には、分離及び測定のため
の移動度シフトアッセイはＩＴＰ以外の方法（例えばＦＡＳＳ、ＦＡＳＩ、ＩＦ等）から
適宜選択される。
【０１８３】
　上記方法の非限定的な具体例を以下に挙げる。サンプル中の対象分析物の検出又は同定
方法が開示され、（ｉ）分析物を含有するサンプルをアフィニティー分子と荷電キャリヤ
ー分子との１個以上のコンジュゲートに接触させて分析物とコンジュゲートとの複合体を
形成させる段階と；（ｉｉ）約０．１～５００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケ
ール寸法を有する少なくとも１個の濃縮チャネルを含むマイクロフルイディックデバイス
の濃縮チャネルを使用することにより複合体を濃縮する段階と；（ｉｉｉ）約０．１～５
００ミクロンの少なくとも１個のマイクロスケール寸法を有する少なくとも１個の分離チ
ャネルを含むマイクロフルイディックデバイスの分離チャネルを使用することにより必要
に応じて荷電ポリマーの存在下に複合体と未結合のコンジュゲートを分離する段階と；（
ｉｖ）複合体を検出して分析物の存在を同定するか又はサンプル中の分析物の量を測定す
る段階を含み；荷電ポリマーが検出干渉を低減するものであり；荷電キャリヤー分子がア
フィニティー分子を介して分析物と結合して分析物とアフィニティー分子と荷電キャリヤ
ー分子の複合体を形成することにより分析物の移動特性に変化を生じさせるものである。
【０１８４】
　以下、非限定的な実施例により移動度シフトアッセイにおける干渉を低減するための本
発明の種々の使用と方法を例証する。
【実施例１】
【０１８５】
　以下の非限定的な実施例はα－フェトプロテインイムノアッセイにおける血清干渉をブ
ロックするための荷電ポリマーとしてのヘパリン硫酸の使用を例証する。
　試薬：
　ゲル：２．５％ｐＤＭＡ／３％グリセロール／０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０／０．１％Ｂ
ＳＡ／１５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ／ＮａＣｌ／２．５ｍｇ／ｍｌＬＣＡ（ｐＨ：７．５）。
　血清サンプル用バッファー（以下、サンプルバッファーと略す）：７．５ｍＭ　ＨＥＰ
ＥＳ／０．０２５％Ｔｗｅｅｎ－２０／０．１％ＢＳＡ＋２０ｎＭ抗ＡＦＰモノクローナ
ル抗体ＷＡ－２　ＩｇＧ（ｐＨ：７．５）。モノクローナル抗体は社内で作製した（Ｈ．
Ｋａｔｏｈら，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９８）７０，２１１０－２１１４）。
　抗体用バッファー（以下、抗体バッファーと略す）：７．５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ／ＮａＣ
ｌ／０．０２５％Ｔｗｅｅｎ－２０／０．０１％ＢＳＡ（ｐＨ：７．５）。
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　標識抗ＡＦＰ抗体／ＤＮＡコンジュゲート：３ｎＭ　４Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４
７抗ＡＦＰモノクローナル抗体ＷＡ－１－１４０ｂｐ　ＤＮＡコンジュゲート；Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素はＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｅｕｇｅ
ｅ，Ｏｒｅｇｏｎ）から購入し、ＤＮＡ荷電キャリヤー分子はＰＣＲ反応により作製した
。抗ＡＦＰモノクローナル抗体ＷＡ－１はＷＡ－２と異なるＡＦＰのエピトープを認識す
る。コンジュゲートは先にその開示内容全体を参考資料として本明細書に組込んだ日本特
許出願第ＷＯ０２／０８２０８３号に記載の方法に従って作製した。モノクローナル抗体
は社内で作製した（Ｈ．Ｋａｔｏｈら，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９８）７０，２１１
０－２１１４）。１４０ｂｐ　ＤＮＡは次のように作製した。フォワードプライマーとし
て合成配列５’－ＧＧＴＴＡＧＣＡＡＣＴＴＡＣＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＴＧ－３’、リバ
ースプライマーとして合成配列５’－ＣＣＴＡＧＣＡＡＡＣＴＣＧＧＡＡＧＡＴＴＴＴＴ
ＴＣＡＧＡ－３’及び鋳型としてλＤＮＡ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏ　Ｌａｂｓ
，Ｉｎｃ．，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ製品）を使用することによりＰＣＲ反応を実施した。
アニール温度は６０℃とした。増幅後、増幅ＤＮＡフラグメントを精製し、Ａｇｉｌｅｎ
ｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ　２１００　ＤＮＡキット（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）を使用して１４０ｂｐ長であるこ
とを確認した。
　荷電ポリマー：ヘパリン硫酸（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）。
【０１８６】
　移動度シフトアッセイ：
　ヘパリン硫酸を添加しないサンプルバッファー（図４）と０．０５％ヘパリン硫酸を添
加したサンプルバッファー（夫々図５Ａ～Ｂ及び６Ａ～Ｂ）で血清サンプルを１０倍に希
釈し、（図２に示したものと同様のマイクロフルイディックチップ２０を使用して）オン
チップで標識抗ＡＦＰ抗体－ＤＮＡコンジュゲートと混合した。（例えば図２のチップ２
０のインキュベーションチャネル２４で）オンチップで１分間インキュベーション中にコ
ンジュゲート複合体が形成された。（例えば図２のマイクロフルイディックチップ２０の
インキュベーションチャネル２４で）インキュベーション後に、得られた混合物を電気泳
動によりスタッキングし、夫々ヘパリン硫酸を添加しない（図４）か、０．１％ヘパリン
硫酸（図５）、及び１％ヘパリン硫酸（図６）を添加したｐＤＭＡポリマーを充填した分
離チャネル（例えば図２のチップ２０の分離チャネル２５）に注入した。図２のチップ２
０の分離チャネル２５に電圧を印加し、移動度の異なる遊離のコンジュゲートと複合体と
を分離した。サンプルバッファーとゲル内のヘパリン硫酸は血清成分がコンジュゲートの
ＤＮＡ部分に非特異的に結合するのを防止すると共に、分離中のゲル内の血清干渉をブロ
ックするように作用した。例えば、図４はサンプル又は分離媒体（例えばゲル）に荷電ポ
リマー（例えばヘパリン硫酸）を添加しない場合の分離媒体中のコンジュゲートピーク４
０（例えばＤＮＡ－抗体－ａｌｅｘａ色素コンジュゲート）（例えば無血清）及び４０’
（例えば１０％血清添加）間とコンジュゲート／ＡＦＰ複合体ピーク４２（無血清）及び
４２’（１０％血清添加）間のα－フェトプロテインアッセイの移動度シフトチャートを
示す。
【０１８７】
　血清をサンプルに添加すると、図４に参照番号４０’及び４２’で示すように干渉成分
が複合体ピーク４０及び４２の保持時間、高さ、及び面積を変化させる。荷電ポリマー（
例えばヘパリン硫酸）をアッセイに添加すると、図５Ａ～Ｂ及び６Ａ～Ｂに示すように干
渉変化を低減することができる。図５Ａ～Ｂはサンプルに０．０５％ヘパリン硫酸を添加
した場合と分離媒体に０．１％ヘパリン硫酸を添加した場合のα－フェトプロテインアッ
セイの移動度シフトチャートを示し、ヘパリン硫酸がＤＮＡポリマーと非特異的に結合す
るサンプル成分と結合することにより検出干渉を低減する効果をもつことが分かる（例え
ば血清サンプルからのＡＦＰ回収率約６０％）。図６Ａ～Ｂはサンプルに０．０５％ヘパ
リン硫酸を添加した場合と分離媒体に１％ヘパリン硫酸を添加した場合のα－フェトプロ
テインアッセイの移動度シフトチャートを示し、夫々ほぼオーバーラップするコンジュゲ
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ートピーク４０及び４０’とＡＦＰ／コンジュゲート複合体ピーク４２及び４２’から明
らかなように、血清サンプルからのＡＦＰ回収率は約１００％である。このように、分離
媒体とサンプルバッファーに荷電ポリマーとしてヘパリン硫酸を添加すると、キャリヤー
分子と非特異的に結合するサンプル成分と結合することにより分析物検出への干渉の低減
に顕著な効果がある。
【実施例２】
【０１８８】
　以下の非限定的な実施例は血清を添加したＡＦＰアッセイにおけるＩＴＰの使用を例証
し、５％血清を添加し、０．０１％Ｐｏｌｙ　ｄＩ－ｄＣを添加した場合と添加しない場
合の結果を示す電気泳動図の１例である。本実施例ではヘパリン硫酸の代わりにｐｏｌｙ
（ｄＩ－ｄＣ）を荷電ポリマーとして使用し、血清干渉を排除した。ｐｏｌｙ（ｄＩ－ｄ
Ｃ）の濃度は約０．０１％（ｗ／ｖ）とした。
　リーディングバッファー：１５ｍＭ　Ｔｒｉｓ／５０ｍＭ　ＮａＣｌ／０．９％ｐＤＭ
Ａ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０／０．０１％ＢＳＡ。
　トレーリングバッファー：１５ｍＭ　Ｔｒｉｓ／２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ／０．９％ｐＤ
ＭＡ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０／０．０１％ＢＳＡ。
　リーディングバッファー中のサンプルに１０％血清と１００ｎＭ　抗ＡＦＰモノクロー
ナル抗体ＷＡ－２　ＩｇＧ、１００μｇ／ｍｌ　ｐｏｌｙ（ｄＩｄＣ）を添加した。モノ
クローナル抗体は社内で作製した（Ｈ．Ｋａｔｏｈら，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９８
）７０，２１１０－２１１４）。
　サンプルをＡｂ溶液と１：１で混合することにより結合反応をオフチップで実施した。
　標識抗ＡＦＰ抗体／ＤＮＡコンジュゲート：５００ｐＭ　２Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　
６４７抗ＡＦＰモノクローナル抗体ＷＡ－１－１４０ｂｐ　ＤＮＡコンジュゲート；Ａｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素はＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｅｕ
ｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇｏｎ）から購入し、ＤＮＡ荷電キャリヤー分子はＰＣＲ反応により作
製した。抗ＡＦＰモノクローナル抗体ＷＡ－１はＷＡ－２と異なるＡＦＰのエピトープを
認識する。コンジュゲートは先にその開示内容全体を参考資料として本明細書に組込んだ
日本特許出願第ＷＯ０２／０８２０８３号に記載の方法に従って作製した。モノクローナ
ル抗体は社内で作製した（Ｈ．Ｋａｔｏｈら，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９８）７０，
２１１０－２１１４）。１４０ｂｐ　ＤＮＡは次のように作製した。フォワードプライマ
ーとして合成配列５’－ＧＧＴＴＡＧＣＡＡＣＴＴＡＣＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＴＧ－３’
、リバースプライマーとして合成配列５’－ＣＣＴＡＧＣＡＡＡＣＴＣＧＧＡＡＧＡＴＴ
ＴＴＴＴＣＡＧＡ－３’及び鋳型としてλＤＮＡ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏ　Ｌ
ａｂｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ製品）を使用することによりＰＣＲ反応を実施
した。アニール温度は６０℃とした。増幅後、増幅ＤＮＡフラグメントを精製し、Ａｇｉ
ｌｅｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ　２１００　ＤＮＡキット（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）を使用して１４０ｂｐ長で
あることを確認した。
　荷電ポリマー：Ｐｏｌｙ（ｄＩ－ｄＣ）（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）。
【０１８９】
　図７Ａ～Ｂは上記実施例１で使用したのと同様のマイクロフルイディックデバイスの分
離チャネルにおける分離媒体中で実施した、コンジュゲートピーク５０（例えばＤＮＡ－
抗体－Ａｌｅｘａ色素コンジュゲート）（５％血清を添加し、Ｐｏｌｙ　ｄＩ－ｄＣ不添
加）及び５０’（５％血清と約０．０１％Ｐｏｌｙ　ｄＩ－ｄＣを添加）間とコンジュゲ
ート／ＡＦＰ複合体ピーク５２（５％血清を添加し、Ｐｏｌｙ　ｄＩ－ｄＣ不添加）及び
５２’（５％血清と約０．０１％Ｐｏｌｙ　ｄＩ－ｄＣを添加）間のα－フェトプロテイ
ンアッセイの時間（Ｘ軸）に対する相対蛍光強度（Ｙ軸）の移動度シフトチャートを示す
。図７Ａ～Ｂから明らかなように、荷電ポリマー（例えばＰｏｌｙ　ｄＩ－ｄＣ）をアッ
セイに添加すると、ＤＮＡポリマーと非特異的に結合するサンプル成分と結合することに
より検出干渉を低減することができる（例えば血清サンプルからのＡＦＰ回収率約６０％
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）。ＩＴＰ法を使用すると、サンプル濃縮ないしスタッキング技術を利用しない従来のキ
ャピラリー電気泳動アッセイに比較してアッセイの感度を（例えば図面に相対ピーク高に
より示すように）約１００倍以上増加することができる。
【実施例３】
【０１９０】
　以下の非限定的な実施例はＣＡ１９－９サンプルを濃縮するための荷電キャリヤー分子
としてのＤＮＡの使用を例証する。
　リーディングバッファー：１５ｍＭ　Ｔｒｉｓ／５０ｍＭ　ＮａＣｌ／０．２％ｐＤＭ
Ａ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０／０．０１％ＢＳＡ。
　トレーリングバッファー：１５ｍＭ　Ｔｒｉｓ／２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ／０．２％ｐＤ
ＭＡ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０／０．０１％ＢＳＡ
　標識抗ＣＡ１９－９抗体：抗体とＡｌｅｘａ６４７スクシンイミド（Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇｏｎ，ＵＳＡ）を０．２Ｍ重炭酸
ナトリウムバッファー（ｐＨ８．３）中で２時間混合することにより抗ＣＡ１９－９モノ
クローナル抗体（ＩｇＧ）（Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）をＡｌ
ｅｘａで標識した後、反応混合物をゲル濾過及びＤＥＡＥイオン交換クロマトグラフィー
に添加することにより未結合のＡｌｅｘａ色素を混合物から除去した。
　抗ＣＡ１９－９抗体／ＤＮＡコンジュゲート：抗ＣＡ１９－９モノクローナル抗体（Ｉ
ｇＧ）（Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ　ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）と２５０ｂｐ　ＤＮＡのコ
ンジュゲートは日本特許出願第ＷＯ０２／０８２０８３号に記載の方法に従って作製した
。２５０ｂｐ　ＤＮＡは次のように作製した。５’末端にＮＨ２基をもつフォワードプラ
イマーとして合成配列５’－ＡＴＣＴＡＴＧＡＣＴＧＴＡＣＧＣＣＡＣＴＧＴＣＣＣＴＡ
Ｇ－３’、リバースプライマーとして合成配列５’－ＣＣＴＡＧＣＡＡＡＣＴＣＧＧＡＡ
ＧＡＴＴＴＴＴＴＣＡＧＡ－３’及び鋳型としてλＤＮＡ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂ
ｉｏ　Ｌａｂｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ製品）を使用することによりＰＣＲ反
応を実施した。アニール温度は６０℃とした。増幅後、増幅ＤＮＡフラグメントを精製し
、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ　２１００　ＤＮＡキット（Ａｇｉｌｅｎｔ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）を使用して２５０
ｂｐ長であることを確認した。
　サンプル：下記方法により得られた標識抗ＣＡ１９－９抗体（ＣＡ１９－９不添加）、
標識抗ＣＡ１９－９抗体とＣＡ１９－９の複合体を含む混合物、及び抗ＣＡ１９－９抗体
／ＤＮＡコンジュゲートとＣＡ１９－９と標識抗ＣＡ１９－９抗体の複合体を含む混合物
をサンプルとして使用した。
　標識抗ＣＡ１９－９抗体（ＣＡ１９－９不添加）：２ｎＭ精製Ａｌｅｘａ標識抗ＣＡ１
９－９。
　標識抗ＣＡ１９－９抗体とＣＡ１９－９の複合体を含む混合物：２ｎＭ精製Ａｌｅｘａ
標識抗ＣＡ１９－９を１０００Ｕ／ｍＬ　ＣＡ１９－９（Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ　ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ）と混合し、混合物を室温に３０分間維持して抗原－抗体複合体を作
製した。抗ＣＡ１９－９抗体／ＤＮＡコンジュゲートとＣＡ１９－９と標識抗ＣＡ１９－
９抗体の複合体を含む混合物：作製した抗ＣＡ１９－９抗体／ＤＮＡコンジュゲートを種
々の濃度（０、１０又は１００Ｕ／ｍＬ）のＣＡ１９－９及び２ｎＭ　Ａｌｅｘａ標識抗
ＣＡ１９－９抗体と混合し、混合物を室温で３０分間インキュベートした。
【０１９１】
　濃縮操作：次に、導入チャネルの下流に配置し、リーディングバッファーを充填した濃
縮チャネルと、濃縮チャネルの上流に配置し、トレーリングバッファーを充填したトレー
リングバッファーチャネルとに流体的に接続された導入チャネルにサンプルを添加した。
導入チャネルにサンプルを充填した後、電場を印加し、ＩＴＰ原理に従って濃縮を実施し
た。図１２Ａ～Ｂはマイクロフルイディックデバイスの濃縮チャネルで実施したＣＡ１９
－９濃縮の時間（Ｘ軸）に対する相対蛍光強度（Ｙ軸）の移動度シフトチャートを示す。
【０１９２】



(63) JP 2011-81011 A 2011.4.21

10

20

30

　図１２Ａは標識抗ＣＡ１９－９抗体（ＣＡ１９－９不添加）（標識抗体ピーク１２１：
例えば標識抗ＣＡ１９－９抗体）及び標識抗ＣＡ１９－９抗体とＣＡ１９－９の混合物（
標識抗体／抗原複合体ピーク１２１’：例えば標識抗ＣＡ１９－９抗体とＣＡ１９－９抗
原の複合体）の実験結果を示す。
【０１９３】
　図１２Ｂは標識抗ＣＡ１９－９抗体とＤＮＡ－標識抗ＣＡ１９－９抗体とＣＡ１９－９
の混合物（コンジュゲート／抗原／標識抗体ピーク１２２：例えば０Ｕ／ｍＬ　ＣＡ１９
－９を使用することにより得られた抗ＣＡ１９－９抗体とＤＮＡ／ＣＡ１９－９抗原／標
識抗ＣＡ１９－９抗体とのコンジュゲート；コンジュゲート／抗原／標識抗体ピーク１２
２’：例えば１０Ｕ／ｍＬ　ＣＡ１９－９を使用することにより得られた抗ＣＡ１９－９
抗体とＤＮＡ／ＣＡ１９－９抗原／標識抗ＣＡ１９－９抗体とのコンジュゲート；及びコ
ンジュゲート／抗原／標識抗体ピーク１２２”：例えば１００Ｕ／ｍＬ　ＣＡ１９－９を
使用することにより得られた抗ＣＡ１９－９抗体とＤＮＡ／ＣＡ１９－９抗原／標識抗Ｃ
Ａ１９－９抗体とのコンジュゲート）の結果を示す。
【０１９４】
　図１２Ａに示すように、目的物質（例えばＣＡ１９－９）とアフィニティー分子（例え
ば標識抗ＣＡ１９－９抗体）の複合体は遊離の（未結合の）アフィニティー分子よりも多
少迅速に移動したが、濃縮されなかった。他方、図１２Ｂに示すように、目的物質（例え
ばＣＡ１９－９抗原）、アフィニティー分子（例えばＡｌｅｘａ標識抗ＣＡ１９－９抗体
）、及びアフィニティー分子と荷電キャリヤー分子とのコンジュゲート（例えば抗ＣＡ１
９－９抗体／ＤＮＡコンジュゲート）の複合体は非常に有効に濃縮され、その結果、複合
体のピークは非常にシャープになった。更に、ピークはＣＡ１９－９抗原濃度と良好に相
関した。即ち、濃縮段階で荷電キャリヤー分子（例えばＤＮＡ）を使用すると、目的物質
を非常に高濃度に濃縮することができる。
【０１９５】
　当然のことながら、本明細書に記載する実施例と態様は例証のみを目的とし、これらを
参考に種々の変形又は変更が当業者に示唆され、これらの変形又は変更も本明細書の精神
及び範囲内であり、特許請求の範囲に含まれる。本明細書に引用する全刊行物、特許及び
特許出願はその開示内全体を全目的で参考資料として本明細書に組込む。
【符号の説明】
【０１９６】
　　２０　　マイクロフルイディックデバイス
　　２１　　サンプルウェル、試薬ウェル
　　２２　　シッパーキャピラリーチューブ
　　２４　　インキュベーションチャネル
　　２５　　分離チャネル
　　２６　　検出器



(64) JP 2011-81011 A 2011.4.21

【図１】

【図２】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】



(65) JP 2011-81011 A 2011.4.21

【図３Ｃ】

【図３Ｄ】

【図３Ｅ】

【図３Ｆ】

【図３Ｇ】

【図３Ｈ】

【図３Ｉ】

【図３Ｊ】



(66) JP 2011-81011 A 2011.4.21

【図３Ｋ】

【図４】

【図５】



(67) JP 2011-81011 A 2011.4.21

【図６】

【図７】



(68) JP 2011-81011 A 2011.4.21

【図８】

【図９】



(69) JP 2011-81011 A 2011.4.21

【図１０】

【図１１】



(70) JP 2011-81011 A 2011.4.21

【図１２】

【配列表】
2011081011000001.app



(71) JP 2011-81011 A 2011.4.21

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｇ０１Ｎ  33/574    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/574   　　　Ｅ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｃ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｐ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  27/26    ３１５Ｋ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  27/26    ３３１Ｅ          　　　　　

(72)発明者  イリナ・ジー．・カザコヴァ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９５０３２　ロス　ガトス　ユニヴァーシティー　アヴェニ
            ュー　９０９　ナンバー１７
(72)発明者  三木　豊
            日本国　６６５－００７４　兵庫県宝塚市仁川台９６
(72)発明者  大橋　利成
            日本国　６６１－０９８５　兵庫県尼崎市南清水町２９－２０－Ｄ
(72)発明者  フトシ・カンケ
            アメリカ合衆国　ヴァージニア州　２３１１４　ミドロズィアン　スイフト　サークル　１７０９
            　アパートメント　ナンバー１０３



专利名称(译) 迁移率变化分析减少干扰

公开(公告)号 JP2011081011A 公开(公告)日 2011-04-21

申请号 JP2010277630 申请日 2010-12-14

[标]申请(专利权)人(译) 加利珀生命科学股份有限公司

申请(专利权)人(译) 和光纯薬工业株式会社
Caliper Life Sciences公司的油墨.

[标]发明人 エイチガレットワダ
イリナジーカザコヴァ
三木豊
大橋利成
フトシカンケ

发明人 エイチ.·ガレット·ワダ
イリナ·ジー.·カザコヴァ
三木 豊
大橋 利成
フトシ·カンケ

IPC分类号 G01N27/447 G01N33/53 G01N33/533 G01N33/535 G01N33/534 G01N33/574 B01L3/00 C12Q1/68 
G01N30/02 G01N30/34 G01N30/86 G01N33/538 G01N33/561

CPC分类号 G01N30/8644 B01L3/5027 B01L3/502753 B01L2300/0816 B01L2400/0415 B01L2400/0487 G01N30
/02 G01N30/34 G01N33/5306 G01N33/538 G01N33/561

FI分类号 G01N27/26.315.F G01N33/53.D G01N33/533 G01N33/535 G01N33/534 G01N33/574.E G01N33/53.C 
G01N33/53.P G01N27/26.315.K G01N27/26.331.E G01N27/447.315.F G01N27/447.315.K G01N27
/447.331.E

代理人(译) 原田一夫

优先权 60/462636 2003-04-14 US
60/500177 2003-09-04 US

其他公开文献 JP4862093B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供了用于减少非特异性结合的样品组分的干扰的方法和组合
物，例如在迁移率变动分析中。 SOLUTION：例如，通过将组分与带电
荷的聚合物（例如硫酸肝素）偶联，可以消除样品组分与亲和性物质
（例如，亲和性分子或亲和性分子与电荷载体分子的共轭物）之间非特
异性结合所引起的干扰。 预防。 本发明还提供了一种用于将目标分析物
浓缩至高浓度，以高灵敏度检测分析物，并进一步优化反应条件以便可
以容易地浓缩分析物的方法。 例如，通过浓缩通过使样品中的分析物与
结合到诸如DNA的带电载体分子上的亲和分子接触而形成的分析物-缀合
物复合物来实现本发明的目的。 它 [选择图]图2

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f92defcd-de0b-4004-af0d-2393b55a5ca9
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/033303093/publication/JP2011081011A?q=JP2011081011A

