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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体分子相互作用を検出するための方法であって、以下の：
　　基板上に固定された第１の分子と、前記第１の分子と結合する第２の分子とを、前記
基板上に設けられた反応小室内の溶液において接触させること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された放射線源から、前記第１
の分子に、前記基板を通してギガヘルツ又はテラヘルツ入射放射線を衝突させること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された検出器により、前記基板
を通過した前記第１の分子からの出射放射線を検出すること、及び、
　　前記第２の分子と結合されない第１の分子から検出される放射線と比較した場合の、
前記検出器が検出した前記出射放射線の振動周波数のシフトを、ラマン分光分析を用いて
検出することと
　を包含し、
　前記反応小室、前記放射線源および前記検出器は、単一チップに形成される方法。
【請求項２】
　前記第１の分子が核酸である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第２の分子が核酸である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記第１の分子及び／又は前記第２の分子がヒト核酸である、請求項３に記載の方法。



(2) JP 4676983 B2 2011.4.27

10

20

30

40

50

【請求項５】
　前記第１の分子及び／又は前記第２の分子が細菌核酸である、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記第１の分子及び／又は前記第２の分子がウイルス核酸である、請求項３に記載の方
法。
【請求項７】
　前記第２の分子がタンパク質である、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１の分子が受容体であり、そして前記第２の分子がリガンドである、請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
　前記第１の分子がタンパク質であり、そして前記第２の分子がタンパク質である、請求
項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記入射放射線の強度レベルと比較した場合の前記出射放射線の強度レベル低減が検出
される、請求項１から９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ギガヘルツ又はテラヘルツ放射線が前記第１の分子により吸収されることが既知の
標的波長範囲を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記入射放射線が０．１～１０テラヘルツの帯域幅を有する、請求項１から１１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　生物学的試料中の分析物を検出するための方法であって、以下の：
　　前記生物学的試料と、基板上に固定され前記分析物と結合する第１の分子とを、前記
基板上に設けられた反応小室内の溶液において接触させること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された放射線源から、前記第１
の分子に、前記基板を通してギガヘルツ又はテラヘルツ入射放射線を衝突させること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された検出器により、前記基板
を通過した前記第１の分子からの出射放射線を検出することで、前記第１の分子の振動ス
ペクトルを検出すること、及び、
　　前記分析物と結合されない第１の分子から検出される放射線と比較した場合の、前記
検出器が検出した前記出射放射線の振動周波数のシフトを、ラマン分光分析を用いて検出
することと
　を包含し、
　前記反応小室、前記放射線源および前記検出器は、単一チップに形成される方法。
【請求項１４】
　前記生物学的試料が血液、尿、唾液、組織、射精液、血清、脳脊髄液、胸水、腹水、痰
、糞便又は生検試料である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　生体分子結合に影響を及ぼす作用物質を同定するための方法であって、以下の：
　　基板上に固定された第１の分子と、前記第１の分子に結合する第２の分子及び前記作
用物質とを、前記基板上に設けられた反応小室内の溶液において接触させること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された放射線源から、前記第１
の分子に、前記基板を通してギガヘルツ又はテラヘルツ光を衝突させること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された検出器により、前記基板
を通過した前記第１の分子からの出射放射線を検出することで、前記第１の分子の振動ス
ペクトルを検出すること、及び、
　　前記第２の分子と結合されない第１の分子から検出される放射線と比較した場合の、
前記検出器が検出した前記出射放射線の振動周波数のシフトを、ラマン分光分析を用いて
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検出することと
　を包含し、
　前記反応小室、前記放射線源および前記検出器は、単一チップに形成される方法。
【請求項１６】
　前記第１の分子が核酸分子である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記第１の分子がタンパク質である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記タンパク質が抗体である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　生体分子結合事象を検出するための方法であって、以下の：
　　基板上に固定された第１の分子、及び、前記第１の分子に結合する第２の分子を含み
、前記基板上に設けられた反応小室内に包含される試料を調製すること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された放射線源から、前記第１
の分子に、前記基板を通してギガヘルツ又はテラヘルツ光を照射し、それにより該入射放
射線が蛍光を生じることなく前記試料を励起すること、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置された検出器により、前記基板
を通過して前記試料から移動する出射放射線を検出すること、及び、
　　前記第２の分子と結合されない第１の分子から検出される放射線と比較した場合の、
前記検出器が検出した前記出射放射線の振動周波数のシフトを、ラマン分光分析を用いて
検出することと
　を包含し、
　前記反応小室、前記放射線源および前記検出器は、単一チップに形成される方法。
【請求項２０】
　生体分子結合事象を検出するための系であって、以下の：
　　基板と、
　　前記基板上に固定された第１の分子、及び、前記第１の分子と結合する第２の分子を
含み、前記基板上に設けられた反応小室内に包含される試料と、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置され、前記第１の分子に、前記
基板を通してギガヘルツ又はテラヘルツ光を照射するテラヘルツ又はギガヘルツ放射線源
と、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置され、前記基板を通過して前記
試料から移動する出射放射線を検出する検出器と、
　　前記第２の分子と結合されない第１の分子から検出される放射線と比較した場合の、
前記検出器が検出した前記出射放射線の振動周波数のシフトを、ラマン分光分析を用いて
検出するプロセッサと
　を包含し、
　前記反応小室、前記プロセッサ、前記放射線源および前記検出器が、単一チップに形成
される系。
【請求項２１】
　前記反応小室中の溶液が前記第２の分子を含む、請求項２０に記載の系。
【請求項２２】
　前記溶液が水を含む、請求項２１に記載の系。
【請求項２３】
　前記試料と前記検出器との間に配置される１つの回析格子をさらに含む、請求項２０か
ら２２のいずれか一項に記載の系。
【請求項２４】
　前記第１の分子が核酸である、請求項２０から２３のいずれか一項に記載の系。
【請求項２５】
　前記第２の分子が核酸である、請求項２０から２３のいずれか一項に記載の系。
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【請求項２６】
　前記第２の分子がタンパク質である、請求項２０から２３のいずれか一項に記載の系。
【請求項２７】
　前記第１の分子が受容体であり、そして前記第２の分子がリガンドである、請求項２０
から２３のいずれか一項に記載の系。
【請求項２８】
　前記第１の分子がタンパク質であり、そして前記第２の分子がタンパク質である、請求
項２０から２３のいずれか一項に記載の系。
【請求項２９】
　第１の分子及び前記第１の分子と結合する第２の分子を含有する試料中の生体分子結合
事象を検出するための装置であって、以下の：
　　前記第１の分子が表面に固定される基板と、
　　前記基板上に設けられ、前記第２の分子を含有する試料を包含する反応小室と、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置され、前記第１の分子に、前記
基板を通してギガヘルツ又はテラヘルツ光を照射するテラヘルツ又はギガヘルツ放射線源
と、
　　前記基板に対して前記第１の分子とは反対面側に配置され、前記基板を通過して前記
試料から移動する出射放射線を検出する検出器と、
　　前記第２の分子と結合されない第１の分子から検出される放射線と比較した場合の、
前記検出器が検出した前記出射放射線の振動周波数のシフトを、ラマン分光分析を用いて
検出するプロセッサと
　を包含し、
　前記反応小室、前記プロセッサ、前記放射線源および前記検出器が、単一チップに形成
される装置。
【請求項３０】
　前記検出器と通信する情報処理及び制御系をさらに包含する、請求項２９に記載の装置
。
【請求項３１】
　前記情報処理及び制御系が前記検出器から受信されるデータを分析し得る、請求項３０
に記載の装置。
【請求項３２】
　前記出射放射線の吸光度スペクトルを計測するスペクトル分析器をさらに包含する、請
求項２９に記載の装置。
【請求項３３】
　前記放射線源により放出される放射線の、予め定められた帯域幅を選択するフィルター
をさらに包含する、請求項２９から３２のいずれか一項に記載の装置。
【請求項３４】
　前記テラヘルツ又はギガヘルツ放射線源が０．００１～１０００ＴＨｚの帯域幅を有す
る、請求項２９から３３のいずれか一項に記載の装置。
【請求項３５】
　前記第１の分子が核酸である、請求項２９から３３のいずれか一項に記載の装置。
【請求項３６】
　前記第２の分子が核酸である、請求項２９から３３のいずれか一項に記載の装置。
【請求項３７】
　前記第２の分子がタンパク質である、請求項２９から３３のいずれか一項に記載の装置
。
【請求項３８】
　前記第１の分子が受容体であり、そして前記第２の分子がリガンドである、請求項２９
から３３のいずれか一項に記載の装置。
【請求項３９】
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　前記第１の分子がタンパク質であり、そして前記第２の分子がタンパク質である、請求
項２９から３３のいずれか一項に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に生体分子結合事象の検出に、より詳細には、分光分析を用いたこのよ
うな事象の検出に関する。
【背景技術】
【０００２】
　疾患又は疾患を発症する危険を検出するための多数の現在の方法は、生物学的試料中の
標的分子と検出可能プローブ分子との間の1つ又は複数の生体分子相互作用の検出に依存
している。プローブ分子は、それが検出可能標識に結合されるため、典型的には検出可能
である。例えば感染性作因、例えばウイルスにより引き起こされる被験者における感染は
、標識化抗体プローブとウイルスタンパク質との結合を検出することにより検出され得る
。多量の生物検定が、この一般概念に基づいて開発されてきた。
【０００３】
　疾患を検出するためのいくつかのより最新の方法は、試験試料中の核酸配列の検出又は
確定に依存している。科学者は疾患の遺伝的基礎を解明し、そしてこの新規の情報を用い
て医学的診断及び処置を改善するので、核酸分子の配列選択的検出が漸増的に重要になっ
てきている。核酸ハイブリダイゼーション検定は、試料中の特定核酸配列の存在を検出す
るために一般に用いられる特定生体分子結合検定である。例えば感染性作因は、標識化核
酸プローブとウイルスの核酸とのハイブリダイゼーションを検出することにより検出され
得る。或いは、該方法は、疾患検出の根拠を、患者自身の核酸配列の全部又は一部の検出
又は確定に置くことができる。例えば患者が疾患を発症する危険は、遺伝子突然変異の検
出により確定され得る。
【０００４】
　生体分子相互作用を検出する他の方法と同様に、核酸ハイブリダイゼーション検定は、
典型的には標識化プローブを利用する。伝統的に、放射性同位体は標識として用いられて
きた。さらに近年、蛍光性、化学発光性及び生物活性レポーター基が用いられている。し
かしながら検定中の標識の含入は、しばしばそれを高価且つ複雑なものにし、そして検定
のバックグラウンドシグナルを増大する。
【０００５】
　ハイブリダイゼーション検定は、核酸分子の存在を検出するだけでなく、同様に核酸分
子の配列を決定するためにも用いられ得る。配列決定のための伝統的手法は、４つのヌク
レオチドのうちの１つで終結される標識化核酸の合成を利用する。しかしながらこれらの
方法は、相対的に遅くそして高価である。さらに近年、ガラス基板上でオリゴヌクレオチ
ドを合成し、放射性又は蛍光性標識した試験ＤＮＡでハイブリダイゼーションを行いそし
てデータ分析に基づいてヌクレオチド配列を再構築することを必然的に伴う方法が開発さ
れた（E. Southern et al., PCT/GB 89/00460, 1989）。このような方法を実行するため
の装置としては、支持フィルム又はガラス平板、並びにその表面に共有結合されるヌクレ
オチドのアレイが挙げられる。アレイとしては、ハイブリダイゼーション反応に関与し得
る所望の長さの一組のオリゴヌクレオチドが挙げられる。
【０００６】
　上記のハイブリダイゼーションによるシーケンシングは、より高い処理量を伴うより安
価な方法を提供するが、しかし或る種の欠点を有する。例えばそれは典型的には、試料又
はプローブ核酸の標識化を要する。上記のように、これは該方法の経費及び複雑さを増大
し、バックグラウンド値を増大して、それにより感度を減少させる。さらに、標識の含入
及び検出は検定の処理量を下げる。
【０００７】
　核酸配列情報をより効率的に確定するための１つの試みでは、ハイブリダイゼーション
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を直接的に検出するために紫外線／可視光線／近赤外線分光分析が用いられた。この型の
分光分析はより小さい分子（例えばＣＯ２）に関する事象を首尾よく検出したが、しかし
より大きい傾向がある生体分子に関する所望レベルの効率及び精度を提供することはでき
なかった。結合時のより大きい生体分子（例えばＤＮＡ）により経験される振動スペクト
ルの頻度シフトは、小さすぎてＵＶ／可視光線／近赤外線分光分析により正確に且つ効率
的に検出されない。さらにＵＶ／可視光線／近赤外線放射は分子を蛍光発光させて、スペ
クトルシグナルを妨害するバックグラウンドノイズを生じる。さらに該方法は、光学器械
があまりの大きいため便利に使用することができない、小さな周波数変化を解決するため
に、強力な分散を有する複数の回析格子を要する。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　本明細書中に提示される方法及び系は、生体分子結合事象を検出するためのテラヘルツ
放射線の使用に基づく。分子結合事象を検出するためのテラヘルツ放射線の使用は、一般
に利用可能な検出方法を上回る多数の利点を提供する。第１に、標識は必要でないため、
そして低エネルギーテラヘルツ放射線は蛍光を生じないため、バックグラウンドレベルは
低減される。第２に、紫外線／可視光線／近赤外線放射の代わりに低エネルギーテラヘル
ツ放射線を用いることにより、有意義な分光分析結果を得るために必要であるのは１つの
回析格子のみである。複数の回析格子は必要でない、という事実のために、器械はよりコ
ンパクトにそしてより安価になり得る。第３に、テラヘルツ放射線の使用により、試料の
分子を不必要に高いエネルギーレベルに励起することなく、そしておそらくは分子又はそ
れらの相互作用を変更することなく、試料の生体分子シグネチャーを休眠状態で得ること
が可能になる。
【０００９】
　本発明は、少なくとも一部は、テラヘルツ／ギガヘルツ放射線分光分析が現在利用可能
な方法に関連した不都合な且つ高度のバックグラウンドを伴わずに生体分子結合事象の効
率的及び正確なモニタリングを可能にする、という発見に基づいている。本発明のテラヘ
ルツ／ギガヘルツ放射線器械は、低周波数振動帯域で分子を特定的に励起し、それにより
シグナル中のバックグラウンドノイズを有意に低減し、同時に複数の回析格子の必要性を
排除する。
【００１０】
　一実施形態では、一方法が、第１の分子及び第２の分子を含む試料を調製し、該試料に
入射放射線を向けて（ここで、入射放射線はギガヘルツ又はテラヘルツ放射線である）、
そして試料から移動する出射放射線を検出することを包含する方法が提供される。第２の
分子と結合されない第１の分子から検出される出射放射線と比較した場合の振動周波数の
シフト又は出射放射線の強度レベルの変化は、生体分子相互作用を示す。分子のうちの少
なくとも１つは、典型的には生体分子である。１つの具体例では、生体分子結合事象は、
第１の核酸分子と第２の核酸分子のハイブリダイゼーションである。
【００１１】
　別の実施形態では、第１の分子及び第２の分子を含む試料を調製するとともに試料に入
射放射線を向けることにより生体分子結合事象を検出する方法が提供される。入射放射線
は、蛍光を生じることなく試料を励起する。試料から移動する出射放射線は振動周波数の
シフトに関して検査されるが、この場合、第２の分子と結合されない第１の分子から検出
される出射放射線と比較した場合の振動周波数のシフト又は出射放射線の強度レベルの変
化は、生体分子相互作用を示す。
【００１２】
　別の実施形態では、生体分子結合事象を検出するための装置が提供される。該装置は、
入射放射線を該試料に向けるよう配置されるテラヘルツ光源又はテラヘルツ放射線源、並
びに該試料から反射する出射放射線を受信するための検出器を包含する。検出器からのデ
ータを受信し、そしてデータを分析するためのプロセッサーも提供される。いくつかの実
施形態では、光源、検出器及びプロセッサーはハウジング中に置かれる。フィルターも光
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源と試料との間に配置され得る。任意の試料ホルダーも提供され得る。
【００１３】
　さらに別の実施形態では、生体分子結合事象を検出するための系が提供される。該系は
、第１の分子及び第２の分子を含有する試料、該試料に入射放射線を向けるよう配置され
るギガヘルツ又はテラヘルツ放射線源、並びに該試料から反射する出射放射線を受信する
ための検出器を包含する。該系は、入射放射線による励起時に試料から移動する出射放射
線を検出するが、この場合、第２の分子と結合されない第１の分子から検出される出射放
射線と比較した場合の振動周波数のシフト又は出射放射線の強度レベルの変化は、生体分
子相互作用を示す。
【００１４】
　本明細書中で提供される方法では、第１の分子は典型的には生体分子である。第２の分
子も、生体分子であり得る。例えば典型的には該方法により検出されるべき分子である第
２の分子は、ウイルス、細菌、或いは分析物、例えばタンパク質、核酸、ペプチド、多糖
又は脂肪酸（これらに限定されない）である。
【００１５】
　本明細書中で用いる場合、「１つの（ａ、ａｎ）」とは、１又は２以上の項目を意味し
得る。
【００１６】
　「核酸」は、一本鎖、二本鎖又は三本鎖のＤＮＡ、ＲＮＡ、並びにその任意の化学的修
飾物を包含する。事実上、核酸の任意の修飾物が意図される。本明細書中で用いる場合、
一本鎖核酸は接頭辞「ｓｓ」で、二本鎖核酸は接頭辞「ｄｓ」で、そして三本鎖核酸は接
頭辞「ｔｓ」で表示され得る。本明細書中で提供される方法に関しては、具体例における
生体分子は一本鎖核酸分子である。本明細書中で提供される方法における核酸としては、
ウイルス、細菌及び動物、例えば哺乳類、或いはさらに特定的にはヒト核酸が挙げられる
。
【００１７】
　「核酸」は、全長染色体ＤＮＡ分子までのほぼ任意の長さ、例えば１０、２０、３０、
４０、５０、６０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、
２７５、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１５０
０、２０００、２５００、３０００、３５００、４０００、４５００、５０００、６００
０、７０００、８０００、９０００、１０，０００、１５，０００、２０，０００、３０
，０００、４０，０００、５０，０００、７５，０００、１００，０００、１５０，００
０、２００，０００、５００，０００、１，０００，０００、１，５００，０００、２，
０００，０００、５，０００，０００、又はそれより多くの塩基長を有し得る。
【００１８】
　分析されるべき核酸分子は、当該技術分野で既知の任意の技法により調製され得る。或
る種の実施形態では、核酸は天然ＤＮＡ又はＲＮＡ分子である。開示された方法、例えば
染色体、ミトコンドリア及びクロロプラストＤＮＡ、並びにリボソーム、移入、異種核及
びメッセンジャーＲＮＡ（これらに限定されない）により、事実上任意の天然核酸が調製
され、シーケンシングされ得る。
【００１９】
　「生物学的試料」としては、例えば尿、血液、血漿、血清、唾液、精液、糞便、痰、脳
脊髄液、涙液、粘液、射精液、脳脊髄液、胸水、腹水又は生検試料が挙げられる。
【００２０】
　或る種の態様では、生物学的試料は哺乳類被験者、例えばヒト被験者からのものである
。生物学的試料は、試料が第２の特異的結合対の成員を含有するか又は含有し得る限り、
事実上任意の生物学的試料であり得る。例えば試料は、第１の特異的結合対の成員として
含まれる抗体により認識されるエピトープを有するタンパク質を含有すると推測され得る
。生物学的試料は、例えば１～１０，０００，０００、１０００～１０，０００，０００
又は１，０００，０００～１０，０００，０００個の体細胞を含有する組織試料であり得
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る。試料は、それが提供される方法のための十分量の特異的結合対の成員を含有する限り
、無傷細胞を含有する必要はない。生物学的試料が哺乳類被験者からである本明細書中で
提供される方法の態様によれば、生物学的又は組織試料は任意の組織からであり得る。例
えば組織は、外科手術、生検、スワブ、糞便又はその他の収集方法により得られる。他の
態様では、生物学的試料は、病原体、例えばウイルス又は細菌病原体を含有するか、又は
含有すると推測されるか、又は含有する危険がある。
【００２１】
　「特異的に結合する」又は「特異的結合活性」という用語は、抗体に関して用いられる
場合、抗体及び特定エピトープの相互作用は、少なくとも約１×１０－６、一般的には少
なくとも約１×１０－７、通常は少なくとも約１×１０－８、特に少なくとも約１×１０
－９又は１×１０－１０或いはそれより低い解離定数を有する、ということを意味する。
このようなものとして、特異的結合活性を保持する抗体のＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ
及びＦｖ断片が、抗体の定義内に含まれる。
【００２２】
　本明細書中で用いる場合、「特異的結合対の成員」という用語は、特異的結合対のもう
一つの成員と特異的に結合するか又は選択的にハイブリダイズするか或いは相互作用する
分子を指す。特異的結合対の成員としては、例えば分析物及び生体分子が挙げられる。
【００２３】
　「生体分子」とは、天然に見出されるか、又は天然に見出される分子に由来する特異的
結合対の成員である。生体分子としては、例えば少なくとも１　ｋＤａ、２　ｋＤａ、３
　ｋＤａ、４　ｋＤａ、５　ｋＤａ、１０　ｋＤａ、１５　ｋＤａ、２０　ｋＤａ、２５
　ｋＤａ、５０　ｋＤａ又は１００　ｋＤａの分子量を有する生体分子が挙げられる。生
体分子としては、例えば核酸分子、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、リガンド、脂
質、炭水化物又は多糖が挙げられるが、水は含まれない。
【００２４】
　本明細書中で用いる場合、「分析物」という用語は、検出及び／又は同定のための当該
する任意の原子、化学物質、分子、化合物、組成物又は集合体を指す。分析物の非限定例
としては、アミノ酸、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、糖タンパク質、リポタンパ
ク質、ヌクレオシド、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、核酸、糖、炭水化物、オリゴ
糖、多糖、脂肪酸、脂質、ホルモン、代謝産物、サイトカイン、ケモカイン、受容体、神
経伝達物質、抗原、アレルゲン、抗体、基質、代謝産物、補因子、阻害剤、医薬物質、薬
剤、栄養素、プリオン、毒素、毒薬、爆薬、殺虫剤、化学兵器用剤、生物学的有害物質、
放射性同位体、ビタミン、複素環式芳香族化合物、発癌性物質、突然変異誘発物質、麻酔
剤、アンフェタミン、バルビツレート、幻覚剤、老廃物、ウイルス、細菌、原生動物及び
／又は汚染物質が挙げられる。
【００２５】
　本明細書中で用いる場合、「抗体」という用語は、その最も広い意味で、ポリクローナ
ル及びモノクローナル抗体を含むために用いられる。抗体という用語は、本明細書中で用
いる場合、無傷分子並びにその断片、例えばＦａｂ及びＦ（ａｂ’）２、Ｆｖ、そしてエ
ピトープ決定基を結合し得るＳＣＡ断片を含むよう意図される。
　　（１）Ｆａｂ断片は、抗体分子の一価抗原結合断片から成り、酵素パパインで全抗体
分子を消化して、無傷軽鎖及び重鎖の一部から成る断片を生じることにより産生され得る
。
　　（２）抗体分子のＦａｂ’断片は、ペプシンで全抗体分子を処理し、その後還元して
、無傷軽鎖及び重鎖の一部から成る分子を生じることにより生成され得る。２つのＦａｂ
’断片は、この方法で処理された抗体分子当たりで得られる。
　　（３）抗体の（Ｆａｂ’）２断片は、酵素ペプシンで全抗体分子を処理することによ
り、その後還元せずに得られる。（Ｆａｂ’）２断片は、２つのジスルフィド結合により
共に保持される２つのＦａｂ’断片の二量体である。
　　（４）Ｆｖ断片は、２つの鎖として発現される軽鎖の可変部及び重鎖の可変部を含有
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する遺伝子工学処理された断片と定義される。
　　（５）一本鎖抗体（「ＳＣＡ」）は、適切な柔軟性ポリペプチドリンカーにより連結
される軽鎖の可変部及び重鎖の可変部を含有する遺伝子工学処理された一本鎖分子である
。
【００２６】
　「抗体」という用語は、本明細書中で用いる場合、天然抗体、並びに非天然抗体、例え
ば一本鎖抗体、キメラ、二機能性及びヒト化抗体、並びにその抗原結合断片を含む。この
ような非天然抗体は、固相ペプチド合成を用いて構築され、組換え的に産生され、或いは
例えば可変重鎖及び可変軽鎖から成る組合せライブラリーをスクリーニングすることによ
り得られる（Huse et al., Science 246: 1275-1281 (1989)参照）。例えばキメラ、ヒト
化、ＣＤＲグラフト、一本鎖及び二機能性抗体を作製するこれらの及びその他の方法は、
当業者に既知である（Winter and Harris, Immunol. Today 14: 243-246, 1993; Ward et
 al., Nature 341: 544-546, 1989; Harlow and Lane, Antibodies: A laboratory manua
l (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988); Hilyard et al., Protein Engineeri
ng: A practical approach (IRL Press 1992); Borrabeck, Antibody Engineering, 2d e
d. (Oxford University Press 1995）。
【００２７】
　例えばウサギ、ヤギ、マウス又はその他の哺乳類におけるポリクローナル抗体の産生方
法は、当該技術分野で既知である（例えばGreen et al., "Production of Polyclonal An
tisera," in Immunochemical Protocols (Manson, ed., Humana Press 1992), pages 1-5
; Coligan et al., "Production of Polyclonal Antisera in Rabbits, Rats, Mice and 
Hamsters," in Curr. Protocols Immunol. (1992), section 2.4.1参照）。さらに、モノ
クローナル抗体は、当該技術分野で既知で且つルーチンである方法を用いて得られる（Ha
rlow and Lane（上記）, 1988）。
【００２８】
　本発明で用いる場合、「エピトープ」という用語は、抗体のパラトープが結合する抗原
上の抗原決定基を指す。抗原決定基は、通常は分子の化学的に活性な表面基、例えばアミ
ノ酸又は糖側鎖から成り、そして特異的三次元構造特質並びに特異的荷電特質を有し得る
。
【００２９】
　本発明の免疫検定の種類の例としては、直接又は間接的フォーマットでの競合的及び非
競合的免疫検定が挙げられる。過度の実験をすることなくその他の免疫検定フォーマット
を、当業者は知っているし、或いは容易に理解し得る。
【００３０】
　本発明の方法の実施に際しては、「遮断剤」がインキュベーション培地中に含まれ得る
。「遮断剤」は、表面との並びに分子間の非特異的結合を最小限にするために付加される
。
【００３１】
　「生体分子結合事象」又は「生体分子相互作用」は、特異的結合対の成員の特異的結合
であり、この場合、特異的結合対の成員の少なくとも一方は生体分子である。本明細書中
で提供される方法は、事実上任意の生体分子と別の分子との分子相互作用（即ち結合）を
検出するために用いられ得る。例えば該方法は、分析物及び生体分子の相互作用を検出し
得る。
【００３２】
　「受容体」という用語は、リガンドと呼ばれる特定物質と選択的に結合するタンパク質
、又はその断片、又は関連タンパク質の基を意味するために用いられる。そのリガンドと
の結合時に、受容体は細胞中の特定応答を誘発する。
【００３３】
　「ポリペプチド」という用語は、ペプチド結合により連結される２個以上のアミノ酸を
意味するために本明細書中で広範に用いられる。「断片」又は「タンパク質分解性断片」
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という用語も、ポリペプチドにおけるタンパク質分解反応により産生され得る物質、即ち
ポリペプチド中のペプチド結合の切断時に産生されるペプチドを指すために、本明細書中
で用いられる。本発明のポリペプチドは、少なくとも約６個のアミノ酸を含有し、通常は
約１０個のアミノ酸を含有し、そして１５個以上のアミノ酸を、特に２０個以上のアミノ
酸を含有し得る。「ポリペプチド」という用語は、該分子を含む特定サイズ又は数のアミ
ノ酸を示唆するために本明細書中で用いられないと、並びに本発明のペプチドは数個まで
又はそれより多くのアミノ酸残基を含有し得ると、認識されるべきである。タンパク質は
、アミノ酸のほかに、他の化学的部分、例えばリン酸基又は炭水化物部分を含むポリペプ
チドである。
【００３４】
　「テラヘルツ（即ちＴＨｚ）又はギガヘルツ放射線」という用語は、遠赤外線及び高周
波数ＲＦ範囲間の放射線である。例えばテラヘルツ放射線は、０．１～１００　ＴＨｚの
範囲に亘る帯域幅を有し得るが、これは約３ミリメートル～３マイクロメートルの波長に
対応する。テラヘルツ放射線のパルスは典型的には短く、そして１０－１２秒程度であり
、したがって相対的に高いピーク電力、そして短時間分解能を有し得る。
【００３５】
　「入射放射線」は、本明細書中で用いる場合、試料に衝突する前の放射線源から出てく
る放射線である。「出射放射線」は、試料により散乱又は反射された後に検出器に移動す
る放射線である。
【００３６】
　或る種の実施形態では、生体分子の検出方法であって、生体分子にギガヘルツ又はテラ
ヘルツ入射放射線を衝突させて、出射放射線を検出することを包含する方法が提供される
。生体分子を含まない対照試料から検出される出射放射線と比較した場合の出射放射線の
振動周波数のシフト又は出射放射線の強度レベルの変化は、生体分子の存在を示す。或る
種の態様では、出射放射線はラマン分光分析により検出される。他の態様では、吸光度は
、出射放射線の強度レベルの低減を検出することにより検出される。或る種の例では、生
体分子が単離され、そして任意に固定された後に、入射放射線に衝突される。
【００３７】
　ギガヘルツ又はテラヘルツ放射線を用いて生体分子を検出するための方法は、本明細書
中では生体分子結合事象とも呼ばれる生体分子相互作用を検出するために用いられ得る。
したがって別の実施形態では、生体分子相互作用を検出するための方法であって、第１の
分子を第２の分子と接触させること（ここで、第１の分子は第２の分子と結合すると推測
される生体分子である）；並びにギガヘルツ又はテラヘルツ放射線を第１の分子に衝突さ
せること；そして出射放射線を検出することを包含する方法が本明細書中で提供される。
第２の分子に結合されない第１の分子から検出される出射放射線と比較した場合の出射放
射線の振動周波数のシフト又は強度レベルの変化は、生体分子相互作用を示す。
【００３８】
　図１は、放射線源１１２からのテラヘルツ放射線が固定化第１の分子の集団２０に衝突
する系５の一実施形態を示す。矢印１０は、入射ギガヘルツ又はテラヘルツ放射線が固定
化生体分子２０に向かって移動する方向を示す。固定化生体分子２０は、基板２２に結合
され、そして反応溶液２４中に浸漬される。或る種の例では、放射線源１１２からの入射
放射線１０は、０．００１～１０００テラヘルツ、例えば０．０１～１００テラヘルツ、
又は０．１～１０テラヘルツの帯域幅を有する。
【００３９】
　第１の分子２０が入射放射線１０により衝突された後、出射放射線３０が生成され、そ
して出射放射線３０を検出するテラヘルツ検出器１１６に向かって移動する。検出された
放射線は、振動スペクトルの任意の変化又は強度レベルの変化に関してプロセッサー１１
８により分析される。固定化生体分子２０が溶液２４中の遊離分子を伴う結合事象を経る
場合、出射放射線は、それらが第２の分子と結合されない場合の固定化生体分子２０の振
動スペクトル又はエネルギー吸収と比較して、振動スペクトル及び／又はエネルギー吸収
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の周波数シフトを実証する。したがって振動スペクトル及び／又は吸収の発生、即ち非結
合固定化生体分子２０に関して観察されるか又は予測されるものとの差は、固定化分子２
０及び遊離分子が結合することを示す。例えば強度レベルの０．００１、０．００２、０
．００３、０．００４、０．００５、０．０１、０．０２、０．０３、０．０４、０．０
５、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、１、２、３、４、５、１０、１５、２０
、２５、３０、４０及び５０％低減は、生体分子結合事象の発生を示し得る。別の例では
、０．０５、０．０６、０．０７、０．０８、０．０９、０．１、０．２、０．３、０．
４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０及び１００ＴＨｚの周波数シフ
トは、生体分子結合事象の発生を示し得る。振動スペクトルが生成され、そして第２の分
子に結合されない第１の分子に関して記録され、そして第２の分子を含有すると推測され
る試料の存在下で振動スペクトルと比較するために用いられ得る。
【００４０】
　図５に示したように、紫外線／可視光線／近赤外線放射６０により引き起こされる生体
分子の励起は、生体分子を仮想状態６５に励起して、ラマン散乱光６２の発生を生じるが
、しかしまた、基底状態５８から不必要な電子励起状態６６に生体分子を励起して蛍光６
８を生じる。図２は、その低エネルギーレベルのために、ラマン分散光５２を発生しなが
ら、より低く且つより望ましい仮想状態５４及び振動状態５６に生体分子を励起するテラ
ヘルツ放射線５０により引き起こされる分子エネルギー状態遷移を示す線図である。励起
レベルを低く保持することにより、蛍光６８が回避される。蛍光６８はシグナル中のバッ
クグラウンドノイズに関与するため、テラヘルツ放射線の使用は、バックグラウンド放射
低減を伴うシグナルを生じる。ギガヘルツ又はテラヘルツ放射線による生体分子への衝突
の結果として生じた振動周波数シフトは、ラマン分光分析を用いて検出され得る。図３は
、テラヘルツ放射線の生体分子吸収７０により引き起こされる分子エネルギー状態を示す
線図を提示する。テラヘルツ放射線のエネルギーレベルが振動状態のエネルギーレベル５
９と一致した場合、テラヘルツ放射線のエネルギーは吸収される７０。
【００４１】
　具体例では、吸光度は、対応する入射放射線の強度レベルと比較した場合の出射放射線
の強度レベルの低減を検出することにより検出される。強度レベルの低減が検出される例
では、ギガヘルツ又はテラヘルツ放射線は、第１の分子により、及び／又は第２の分子に
結合された第１の分子を含む複合体により吸収されることが既知である標的波長又は波長
範囲を含み得る。波長スキャニングは、標的波長又は波長の標的範囲を同定するために第
１の分子により吸収される波長を同定するために実施され得る、と理解される。さらに、
ラマン透過率が最小限にされる振動レベルを同定するために、種々の放射エネルギーレベ
ルのスキャニングが実施され得る。代替的な一実施形態では、広範な帯域テラヘルツ光源
が、スペクトル分析器或いは一連の波長全体の吸光度スペクトルを分析し得る類似の装置
と共に用いられ得る。
【００４２】
　生体分子相互作用の検出を対象とする本発明の実施形態では、第１の分子と結合するこ
とが既知であるか又は結合すると推測される第２の分子は反応溶液２４中に見出され、こ
こで、それは固定化第１の分子２０と接触する。或いは反応溶液は、分析物であり得る第
２の分子を含有すると推測される生物学的試料を含み得る。したがって別の実施形態では
、生物学的試料中の分析物を検出するための方法であって、以下の：生物学的試料を基板
上に固定された第１の分子と接触させること（ここで、第１の分子は分析物と結合するか
又は結合すると推測される）；ギガヘルツ又はテラヘルツ入射放射線を第１の分子に衝突
させること；そして第１の分子の振動スペクトルを検出することを包含する方法が提供さ
れる。分析物と関連しない第１の分子の振動スペクトルと比較した場合の、振動スペクト
ルのシフト又は振動スペクトルの強度レベルの低減は、試料中の分析物の存在を示す。
【００４３】
　テラヘルツ放射線の既知の水吸収特性のために、本発明の一実施形態では、入射放射線
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が基板側面から固定化分子２０に突き当たり（この場合、放射線は基板を通して移動する
）、したがって最小溶液深度を通して移動して、固定化分子２０に到達するよう、放射線
源が配置され得る。したがって或る種の具体例では、ギガヘルツ又はテラヘルツ放射線は
、基板を通して第１の分子２０に衝突する。放射線は、固定化分子２０との衝突時に、矢
印３０により示される方向に反射されるか又は散乱される。
【００４４】
　本発明の方法を実施するための適切な条件としては、第１の分子を第２の分子と特異的
に相互作用させる任意の条件が挙げられる。本発明の利点は、それが、テラヘルツ放射線
を用いて水性（即ち水含有）試料中の生体分子結合事象を検出させる点である。したがっ
て温度及び反応溶液組成のような条件は、分析中の生体分子結合の型に関して典型的に用
いられるものであり得る。例えば抗体と分析物との結合を検出するために該方法が用いら
れる例（即ち免疫検定）では、典型的な免疫検定条件が用いられ得る。
【００４５】
　核酸ハイブリダイゼーションが検出される実施形態では、当該技術分野で既知のハイブ
リダイゼーション反応に関する条件が用いられ得る。例えば第１の核酸分子と第２の核酸
分子とのハイブリダイゼーションは、当該技術分野で既知であるように、適度に緊縮した
又は高度に緊縮した生理学的条件下で実施され得る。本明細書中に開示される方法に用い
られ得る漸進的な高緊縮性条件の一例を以下に示す：ほぼ室温での２×ＳＳＣ／０．１％
ＳＤＳ（ハイブリダイゼーション条件）；ほぼ室温での０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ
（低緊縮性条件）；約４２℃での０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ（中等度緊縮性条件）
；及び約６８℃での０．１×ＳＳＣ（高緊縮性条件）。洗浄は、これらの条件のうちの１
つだけ、例えば高緊縮性条件を用いて実行され得るし、或いは各々の条件を、例えば上記
の順に１０～１５分間、用いて、列挙したステップのいずれか又はすべてを反復し得る。
【００４６】
　本発明の或る種の例証的実施形態は、核酸ハイブリダイゼーションを検出するためにテ
ラヘルツ放射線を用いる状況で、本明細書中で提供される。しかしながら、本明細書中に
提示される実施形態は例示的な実施形態であって、本発明の範囲は本明細書中に開示され
る用途又は実施形態に限定されない、と理解される。
【００４７】
　本明細書中に開示される方法は、振動スペクトルの周波数シフトを実証する事実上任意
の生体分子結合事象を検出するために用いられ得る。生体分子結合事象は、典型的には、
第１及び第２の特異的結合対の成員の特異的結合を包含し、この場合、特異的結合対の成
員のうちの少なくとも一方は生体分子である。本明細書中で示されるように、第１の特異
的結合対の成員は典型的には少なくとも１ｋＤａの分子量を有する生体分子である。核酸
のほかに、生体分子としては、例えば受容体及びリガンド、或いは抗原及び抗体も挙げら
れる。一態様では、第１の分子はタンパク質、例えば抗体分子又はその断片であり、そし
て第２の分子は抗体により認識されるエピトープを含めたタンパク質である。別の例では
、第１の分子は受容体であり、そして第２の分子はリガンドである。例示的な一態様では
、第１又は第２の分子は、別の分子と相互作用する核酸分子である。したがってこの実施
形態は、核酸分子とタンパク質との結合、或いはタンパク質と核酸分子との結合を検出す
るために用いられ得る。
【００４８】
　第１及び第２の分子の使用は例示である。しかしながら付加的な分子が存在し得る。例
えば第１の分子と結合する第３の分子が含まれ得る。第２の分子の結合は、競合的方法で
第３の分子に取って代わり、そしてその結果、出射放射線の振動周波数をシフトするか又
は強度レベルを変更する。
【００４９】
　したがって固定化生体分子２０は、別の分子と特異的結合対を形成し得る任意の生体分
子であり得る。固定化生体分子は、例えば核酸、タンパク質、抗原、抗体、受容体又はリ
ガンドであり得る。反応溶液２４は、固定化生体分子２０と結合しても結合しなくてもよ
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い遊離分子を含有する。したがって本発明は、結合、例えば核酸ハイブリダイゼーション
が出射放射線の振動周波数のシフトを検出することにより生じたのか、或いは強度レベル
の変化を検出することにより生じたのかを確定するために用いられ得る。
【００５０】
　具体的な一例として、例えば図１に示したように、核酸ハイブリダイゼーションは、本
明細書中に提供される方法を用いて検出され得る。ヌクレオチド配列ＧＧＣＡＡＴを有す
る一本鎖核酸が基板２２上に固定され、そして高緊縮条件下で核酸試料とともにインキュ
ベートされる場合、テラヘルツ放射線を照射後のＧＧＣＡＡＴ核酸分子の振動スペクトル
は、核酸試料が高緊縮ハイブリダイゼーション条件下でＧＧＣＡＡＴと結合する核酸を含
む場合には影響を受ける。したがってハイブリダイズ中の核酸分子の非存在下での核酸分
子ＧＧＣＡＡＴに関して生成される振動スペクトルと比較して、核酸試料がＧＧＣＡＡＴ
とハイブリダイズする核酸分子を含む場合は、テラヘルツ放射線照射後のＧＧＣＡＡＴ核
酸分子の振動スペクトルは異なる。この差は、核酸試料がＧＧＣＡＡＴとハイブリダイズ
する核酸分子、例えば配列ＣＣＧＴＴＡを有する核酸分子を含む、ということを示す。こ
の例で示されるように、ＤＮＡハイブリダイゼーションは、典型的には基本的振動及び回
転様式の変化を生じる。別の例として、本明細書中に開示される方法は、資料中の分析物
、例えばタンパク質分析物を検出するために用いられ得る。例えば固定化分子２０が抗体
である場合、振動スペクトルの変化は、反応溶液２４（この例では患者の血清試料）が固
定化抗体により認識されるタンパク質を含有する、ということを示す。本発明は同様に他
の型の結合事象を検出するためにも有用であるが、但し、それらは生体分子を包含し、そ
して結合時に出射放射線の振動スペクトルのシフト或いは強度レベルの変化を生じること
を条件とする、と理解される。
【００５１】
　放射線は基板２２を通して移動するため、基板２２は好ましくは、用いられている放射
線に対して透過性である材料（例えばガラス）から製造される。基板２２が放射線に対し
て透過性である限り、その厚みに関する制限はない。
【００５２】
　本発明による固定化生体分子は、同一生体分子の単一集団として、或いは生体分子のア
レイ又は所望のパターンの固定化集団として固定化され得る。これらのアレイは、本明細
書中でさらに詳細に考察されるように、例えばバイオチップ上に固定され得る。
【００５３】
　核酸分子の固定化アレイは、例えばハイブリダイゼーション反応によるシーケンシング
を用いてヌクレオチド配列情報を確定する場合に用いられ得る。ハイブリダイゼーション
反応によりシーケンシングする場合、既知の配列の1つ又は複数のオリゴヌクレオチドプ
ローブが、標的核酸配列とハイブリダイズさせられる。標識化オリゴヌクレオチドと標的
との結合は、標的鎖中の相補的配列の存在を示す。複数の標識化プローブが標的分子と同
時にハイブリダイズさせられて、同時に検出され得る。代替的な実施形態では、個々の標
的分子に付着された結合プローブが同定され得るし、或いは特定標的分子の複数のコピー
が重複組のプローブ配列と同時に結合させられ得る。個々の分子又はその亜集団は、例え
ば本明細書中に開示される検出方法と結び付けられる既知の分子コーミング技法を用いて
、走査され得る。
【００５４】
　反応溶液２４に関しては、反応溶液２４の深さは、放射線源が放射線を反応溶液を通し
て第１の分子に衝突させる態様では、１００、５０、４０、３０、２５又は２０マイクロ
メートル（ミクロン）以下であるのが好ましい。３０マイクロメートル（ミクロン）が、
水中のテラヘルツ放射線のおよその透過限界である。各ヌクレオチド塩基は約０．３ｎｍ
の長さを有するので、ほとんどの試料は、テラヘルツ分光分析のために３０マイクロメー
トル（ミクロン）深度溶液中に浸漬される。任意の既知の方法が、固定化分子２０を基板
２２に結合するために用いられ得る。
【００５５】
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　図４は、テラヘルツ放射線が第１の分子２０の固定化集団、例えば核酸分子の固定化集
団に衝突し、そして固定化核酸分子２０を含む励起範囲２６を生じるよう入射放射線を限
定するために導波管４０が用いられる本発明の一実施形態の図である。図１に関して上記
したように、固定化分子２０は反応溶液２４中に浸漬される。しかしながら図１に示した
第１の実施形態と違って、該固定化生体分子２０は、放射線が移動する導波管４０に付着
される。入射放射線は、矢印４２で示される方向から基板に対して実質的に直角に導波管
４０に進入するため、溶液２４は深さを限定されない。例えば入射放射線は、導波管４０
に対して５、１０、２０、３０、４０、４５、５０、６０、７０、７５、８０又は８５°
の角度で導波管に進入し得る。導波管４０は、典型的には、使用中の放射線の波長で高屈
折率を有し、それにより、全内部反射により導波管内を通って移動する放射線の大多数を
保持する材料から製造される。導波管４０から出てくる出射放射線は、ラマン散乱放射線
並びに全反射放射線マイナス任意の吸収のうちの少なくとも１つを含む。放射線は導波管
４０を通って移動するので、それは溶液２４中に励起領域２６を作り出す。励起領域は、
典型的には１０～１００ｕｍの深さである。
【００５６】
　同様の長さを有する２つの核酸分子の結合が検出されるべきである或る種の態様では、
それらの回転帯域は互いに非常に密接しているように見え得る。核酸分子の１つを標識す
ることにより、回転帯域は異なる結合シグネチャーを得るようシフトされ得る。用いられ
得る標識の非限定例としては、ＴＲＩＴ（テトラメチルローダミンイソチオール）、ＮＢ
Ｄ（７－ニトロベンズ－２－オキサ－１，３－ジアゾール）、テキサスレッド染料、フタ
ル酸、テレフタル酸、イソフタル酸、クレシルファストバイオレット、クレシルブルーバ
イオレット、ブリリアントクレシルブルー、パラアミノ安息香酸、エリスロシン、ビオチ
ン、ジゴキシゲニン、５－カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシ
フルオレセイン、５－カルボキシ－２’，４’，５’，７’－テトラクロロフルオレセイ
ン、５－カルボキシフルオレセイン、５－カルボキシローダミン、６－カルボキシローダ
ミン、６－カルボキシテトラメチルアミノフタロシアニン、アゾメチン、シアニン、キサ
ンチン、スクシニルフルオレセイン及びアミノアクリジンが挙げられる。多環式芳香族化
合物は概して、当該技術分野で既知であるように、ラマン標識として機能し得る。これら
の及びその他の標識は、商業的供給元（例えばMolecular Probes、Eugene、OR）から入手
され得る。用いられ得るその他の標識としては、シアン化物、チオール、塩素、臭素、メ
チル、リン及びイオウが挙げられる。炭素ナノチューブも標識として用いられ得る。
【００５７】
　標識は、特異的結合対の成員に直接付着され得るし、或いは種々のリンカー化合物を介
して付着され得る。他の分子と共有的に反応するよう意図された反応基を含有するラマン
標識は、市販されている（例えばMolecular Probes、Eugene、OR）。
【００５８】
　図７に例示された別の実施形態では、生体分子結合に影響を及ぼす作因の同定方法であ
って：適切な条件下で、第１の分子２００、第２の分子２０５及び作用物質２１０を接触
させること（ここで、第１の分子は第２の分子と結合するか又は結合すると推測され、そ
して第１の分子は基板上に固定される）を包含する方法が本明細書中で提供される。次に
第１の分子には、ギガヘルツ又はテラヘルツ光源２１５が衝突される；そして第１の分子
の振動スペクトルが検出される２２０が、ここで、作用物質の非存在下で第２の分子に結
合される第１の分子の振動スペクトルと比較した場合の、振動スペクトルのシフト又は振
動スペクトルの強度レベルの変化は、生体分子結合に影響を及ぼす作用物質であるとして
該作用物質を同定する。
【００５９】
　第１の分子、第２の分子及び作用物質は、所望されるような任意の順序で接触され得る
。このようなものとして、スクリーニング方法は、第１の分子と第２の分子との結合を競
合的又は非競合的に抑制し得る作用物質、第１の分子と第２の分子との結合を媒介するか
又は増強し得る作用物質、そして特異的結合第２の分子からの特異的結合第１の分子の解
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離を誘導し得る作用物質を同定するために用いられ得る。作用物質の作用が第１の分子及
び第２の分子に関して特異的であることを確証するために、適切な制御反応が実施される
。
【００６０】
　本発明のスクリーニング方法はまた、候補作用物質を同定するために分子モデリングを
用いて実施され得る。分子モデリング方法の利用は、生体分子と特異的に相互作用すると
思われる潜在的作用物質の組合せライブラリーのような大きい集団の中でそれらの作用物
質を同定して、それにより検定を用いてスクリーニングされる必要がある潜在的作用物質
の数を低減するための便利で、費用効率の高い手段を提供する。
【００６１】
　「試験作用物質」又は「試験分子」という用語は、本発明の方法においてアゴニスト又
はアンタゴニスト活性に関して検査されている任意の作用物質を意味するために本明細書
中で広範に用いられる。該方法は一般的に本明細書中に記載されるようなアゴニスト又は
アンタゴニスト作用物質として作用し得る従来未知の分子を同定するためのスクリーニン
グ検定として用いられるが、しかし該方法は、特定の活性を有することが既知の作用物質
が実際に該活性を有することを、例えば該作用物質の活性を標準化するに際して確証する
ためにも用いられ得る。
【００６２】
　本発明のスクリーニング方法は、それが高処理量分析に適合され得るし、したがって第
１の分子と第２の分子との結合を調整し得る作用物質を同定するために、試験作用物質の
組合せライブラリーをスクリーニングするために用いられ得る、という利点を提供する。
所望の活性に関して試験され得る分子の組合せライブラリーの調製方法は当該技術分野で
既知であり、例としては例えばペプチドを束縛され得るペプチドのファージ表示ライブラ
リーの製造方法（例えば米国特許第５，６２２，６９９号；米国特許第５，２０６，３４
７号；Scott and Smith, Science 249: 386-390, 1992；Markland et al., Gene 109: 13
-19, 1991参照）（これらの記載内容は各々、参照により本明細書中で援用される）；ペ
プチドライブラリー（米国特許第５，２６４，５６３号）（この記載内容は参照により本
明細書中で援用される）；ペプチド模倣性ライブラリー（Blondelle et al., Trends Ana
l. Chem. 14: 83-92, 1995）；核酸ライブラリー（O=Connell et al.（上記）1996；Tuer
k and Gold（上記）1990；Gold et al.（上記）1995）（これらの記載内容は各々、参照
により本明細書中で援用される）；オリゴ糖ライブラリー（York et al., Carb. Res., 2
85: 99-128, 1996；Liang et al., Science, 274: 1520-1522, 1996；Ding et al., Adv.
 Expt. Med. Biol., 376: 261-269, 1995）（これらの記載内容は各々、参照により本明
細書中で援用される）；リポタンパク質ライブラリー（de Kruif et al., FEBS Lett., 3
99: 232-236, 1996）（この記載内容は参照により本明細書中で援用される）；糖タンパ
ク質又は糖脂質ライブラリー（Karaoglu et al., J. Cell Biol., 130: 567-577, 1995）
（この記載内容は参照により本明細書中で援用される）；或いは例えば薬剤又はその他の
薬学的作用物質を含有する化学ライブラリー（Gordon et al., J. Med. Chem., 37: 1385
-1401, 1994；Ecker and Crooke, Bio/Technology, 13: 351-360, 1995）（これらの記載
内容は各々、参照により本明細書中で援用される）が挙げられる。
【００６３】
　別の実施形態では、生体分子結合事象を検出するためのテラヘルツ／ギガヘルツ検出ユ
ニット装置１００が提供される。装置１００は、入射放射線１０、４２を試料１２０に向
かうよう配置されるテラヘルツ光源又はテラヘルツ放射線源１１２、並びに試料１２０か
ら反射する出射放射線３０、４６を受信するための検出器１１６を包含する。プロセッサ
ー１１８も、検出器１１６からのデータ１１７を受信して、データを分析するために提供
される。いくつかの実施形態では、光源１１２、検出器１１６及びプロセッサー１１８は
、ハウジング１２４中に置かれる。フィルター１１４も、光源により放射される光線１１
３の所定の帯域幅を選択するために、光源１１２及び試料１２０間に配置される。任意の
試料ホルダー１２２も、試験中に適正位置に試料１２０を配置し且つ／又は保持するため
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に、提供され得る。いくつかの実施形態では、基板は試料ホルダーの一部であり得る。他
の実施形態では、導波管は試料ホルダーの一部であり得る。さらに他の実施形態では、試
料ホルダーは、光源及び検出器から好ましい距離及び／又は配向で試料を固定する。他の
実施形態では、光源及び／又は検出器は回転され、配向され、又は好ましい配向に調整さ
れ得る。
【００６４】
　別の実施形態では、生体分子結合事象を検出するための系１５０であって、第１の分子
及び第２の分子を含有する試料１２０（ここで、第１の分子は第２の分子と結合するか又
は結合すると思われる）；入射放射線１０、４２を試料１２０に向けるよう配置されるテ
ラヘルツ又はギガヘルツ放射線源１１２；並びに試料から反射する出射放射線３０、４６
を受信するための検出器１１６を包含する系が本明細書中で提供される。或る種の具体例
では、系１５０はさらに、テラヘルツ又はギガヘルツ放射線に対して透過性である基板２
２を包含する（ここで、第１の分子は基板２２上に固定される）。
【００６５】
　系は典型的には、生体分子及び反応溶液の少なくとも１つを含有するために基板に隣接
する反応小室を包含する。反応溶液は、有機溶液であり得るが、典型的には水溶液であり
、したがってこれは水を含有する。系は、図４に示したような導波管４０も包含し得る。
基板２２は、導波管４０の一表面であり得る。系は回析格子も包含し得るが、しかし典型
的には、試料と検出器との間に配置されるせいぜい１つの回析格子を包含する。
【００６６】
　本発明の系１５０は、典型的にはテラヘルツ／ギガヘルツ検出ユニット１００を包含す
る。テラヘルツ／ギガヘルツ検出ユニット１００は、テラヘルツ及び／又はギガヘルツ放
射線源１１２及び検出器１１６（波長選択的検出器であり得る）を包含する。励起源１１
２は、試料１２０中の固定化生体分子、並びに任意に第１の分子と関連した第２の分子を
、励起光線１０、４２で照射する。励起光線１０、４２は第１の分子と相互作用して、よ
り高いエネルギー状態への電子の励起を生じる。電子は低エネルギー状態に戻るので、そ
れらは、ラマン検出器により検出されるラマン放射シグナルを放出する。他の実施形態で
は、本明細書中で考察されるように、第１の分子によるギガヘルツ及び／又はテラヘルツ
放射線の吸光度が検出される。事実上任意の型のテラヘルツ及び／又はギガヘルツ源を用
いて、本発明の系１５０、装置１００及び方法のためにテラヘルツ及び／又はギガヘルツ
放射線を発生し得る。例えばテラヘルツ放射線は、電気光学結晶、例えば亜鉛ブレンド結
晶（zinc blend crystal）（例えばテルル化亜鉛結晶、ヒ化ガリウム結晶）に向けられる
フェムト秒レーザーを用いて発生され得る。別のアプローチでは、光伝導性双極アンテナ
が用いられ得る（Lai et al., App. Phys. Lett. 72: 3100 (1998)）。別の実施形態では
、テラヘルツ放射線は、近赤外線ダイオードレーザーからの複数の発光を混合することに
より得られる（NASA Jet Propulsion Laboratory, Pasadena, CA（NASA TechBriefs, Oct
ober, 2000で報告された））。さらにテラヘルツ又はギガヘルツトランジスター、例えば
コンピュータープロセッサー、ペンティアム（登録商標）プロセッサーに用いられるトラ
ンジスターが用いられ得る。
【００６７】
　テラヘルツ／ギガヘルツ周波数範囲中の放射線を検出するための検出器は既知である（
例えばJ. Applied Phys. 93, 1897 (2003)参照）。別の手法では、ナノメーターサイズの
対象（例えば量子ドット、ナノワイヤ及びナノチャンネル）を用いて、テラヘルツ／ギガ
ヘルツ放射線を検出し得る（Xing and Liu, Semicon. Sci. Technol. 10: 1139 (1995)）
。さらに、反射テラヘルツ放射線の検出は、電気光学結晶を用いることにより、そしてフ
ォトダイオードを用いることにより、達成され得る。この態様では、フォトダイオード上
に向けられるレーザー放射線がテラヘルツ放射線を明示するよう、検出器は、テラヘルツ
放射線に応答してその光学的特質を変更する電気光学結晶を包含し得る。光学的特質は、
結晶を通過するレーザー放射線が経験する偏光を包含し得る。
【００６８】
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　データは、検出器１１６から収集され、情報処理及び制御系１１８に提供され得る。情
報処理及び制御系１１８は、当該技術分野で既知の標準手法、例えばバックグラウンドシ
グナルの差し引きを実施し得る。さらに情報処理及び制御系１１８は、データを分析して
、検出シグナルからのヌクレオチド配列情報並びにこれらのシグナルの一時的関係を確定
し得る。
【００６９】
　上記のように、本発明の或る種の態様では、第１の分子は固定化基板上に固定される。
第１の分子の固定化のために用いられるべき基板の型は、それが、第２の分子への第１の
分子の接近を提供し、そして或る種の例ではテラヘルツ及び／又はギガヘルツ放射線を通
過させながら、第１の分子を固定するために有効である限り、限定されない。具体例では
、基板は透過性である。用いられ得る表面の非限定例としては、ガラス、ケイ素、ゲルマ
ニウム、ヒ化ガリウム、シリカ、ケイ酸塩、酸窒化ケイ素、ニトロセルロース、ナイロン
、活性石英、活性ガラス、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）、ポリスチレン、ポリアク
リルアミド、その他のポリマー、例えばポリ（ビニルクロリド）、ポリ（メチルメタクリ
レート）又はポリ（ジメチルシロキサン）、並びに光反応性種、例えばニトレン、カルベ
ン及びケチルラジカルを含有する光ポリマーが挙げられる。特異的結合対の成員を表面に
付着する種々の方法は当該技術分野で既知であり、そして用いられ得る。例えば架橋剤が
用いられ得る。さらに、生体分子間の結合相互作用が立体障害を伴わずに起こり得るよう
、官能基が架橋剤に共有的に結合され得る。典型的架橋基としては、エチレングリコール
オリゴマー及びジアミンが挙げられる。付着は、共有又は非共有結合によるものであり得
る。生体分子を固定化表面に付着するための架橋基は、本明細書中では固定化基と呼ばれ
る。
【００７０】
　別の特定例として、固定化は、ストレプトアビジン又はアビジンで表面を被覆し、その
後、ビオチニル化第１の分子、例えばビオチニル化抗体を付着することにより達成され得
る（核酸を用いる方法に関しては、Holmstrom et al., Anal. Biochem. 209: 278-283, 1
993参照）。固定化は、ケイ素、ガラス又はその他の表面をポリ－Ｌ－Ｌｙｓ（リシン）
で被覆することも包含し得る。アミン残基は、架橋のためのアミノシランの使用により、
表面に導入され得る。
【００７１】
　第１の分子は、先ずガラス表面をシラン化し、次にカルボジイミド又はグルタルアルデ
ヒドで活性化することにより、ガラスと結合され得る。代替的手法は、３－グリシドオキ
シプロピルトリメトキシシラン（ＧＯＰ）又はアミノプロピルトリメトキシシラン（ＡＰ
ＴＳ）のような試薬を用い得る。或る種の特異的結合対の成員は、紫外線照射を用いて膜
表面に直接結合され得る。
【００７２】
　二機能性架橋試薬は、生体分子を表面に付着するために用いられ得る。二機能性架橋試
薬は、それらの官能基、例えばアミノ、グアニジノ、インドール又はカルボキシル特異性
基の特異性によって、分けられ得る。これらのうち、それらの商業的利用可能性、合成の
容易性、並びにそれらが適用され得る穏やかな反応条件のため、遊離アミノ基に向けられ
る試薬が一般的である。架橋分子のための例示的方法は、米国特許第５，６０３，８７２
号及び第５，４０１，５１１号に開示されている。架橋試薬としては、グルタルアルデヒ
ド（ＧＡＤ）、二機能性オキシラン（ＯＸＲ）、エチレングリコールジグリシジルエーテ
ル（ＥＧＤＥ）及びカルボジイミド、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）が挙げられる。
【００７３】
　本発明のいくつかの実施形態では、本明細書中に開示される方法は、図７に示した微小
電気機械システム（ＭＥＭＳ）３００で実施され得る。ＭＥＭＳ３００は、機械的素子、
センサー、アクチュエータ及び電子機器を包含する集積システムである。それらの構成成
分はすべて、ケイ素ベースの又は等価の基板を含めた共通のチップ上で、既知の微細加工
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技法により製造され得る（例えばVoldman et al., Ann. Rev. Biomed. Eng. 1: 401-425,
 1999）。ＭＥＭＳのセンサー構成成分は、機械的、熱的、生物学的、化学的、光学的及
び／又は磁気的現象を測定するために用いられ得る。電子機器は、センサーからの情報を
処理し、アクチュエータ構成成分、例えばポンプ、弁、加熱器、冷却器、フィルター等を
制御し、それによりＭＥＭＳの機能を制御し得る。
【００７４】
　ＭＥＭＳの電子機器構成成分は、集積回路（ＩＣ）プロセス（例えばＣＭＯＳ、Ｂｉｐ
ｏｌａｒ又はＢＩＣＭＯＳプロセス）を用いて加工され得る。それらは、コンピューター
チップ製造に関して既知のフォトリソグラフィ法及びエッチング法を用いてパターニング
され得る。微小機械的構成成分は、シリコンウェハの部分を選択的にエッチングして、新
規の構造層を付加して、機械的及び／又は電気機械的構成成分を形成する互換性のある「
微小機械加工」プロセスを用いて加工され得る。
【００７５】
　ＭＥＭＳ製造における基本技術は、基板上に材料の薄膜を堆積し、フォトリソグラフィ
イメージング又はその他の既知のリソグラフィ法により皮膜の上部に型押しマスクを適用
し、そしてフィルムを選択的にエッチングすることを包含する。薄膜は、２～３ナノメー
トル～１００マイクロメートルの範囲の厚みを有し得る。使用する堆積技法としては、化
学的手法、例えば化学蒸着（ＣＶＤ）、電着、エピタキシー及び熱酸化、並びに物理学的
手法、例えば物理蒸着（ＰＶＤ）及び鋳込み成形が挙げられ得る。
【００７６】
　本発明のいくつかの実施形態では、ＭＥＭＳデバイス３００は、種々の流体充填区画（
fluid filled compartment）３０５、例えば微小流体チャンネル、ナノチャンネル及び／
又はマイクロチャンネルを包含する。一実施形態では、系５及び１０５は、図８に示した
ように、ＭＥＭＳデバイスとして構築され得る。該装置のこれらの及びその他の構成成分
は、例えば半導体チップ及び／又は微小毛管又は微小流体チップにおいて既知であるよう
なチップの形態で、単一ユニットとして形成され得る。或いは固定化基板、例えば金属被
覆多孔性ケイ素基板は、シリコンウェハから取り出されて、装置の他の構成成分に付着さ
れ得る。このようなチップに用いるための既知の任意の材料、例えばケイ素、二酸化ケイ
素、窒化ケイ素、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）、ポリメチルメタクリレート（Ｐ
ＭＭＡ）、プラスチック、ガラス、石英が、開示された装置中に用いられ得る。
【００７７】
　チップのバッチ加工のための技術は、コンピューターチップ製造及び／又は微小毛管チ
ップ製造の分野で既知である。このようなチップは、当該技術分野で既知の任意の方法に
より、例えばフォトリソグラフィ及びエッチング、レーザーアブレーション、注入成形、
鋳込み成形、分子ビームエピタキシー、ディップペンナノリソグラフィ、化学蒸着（ＣＶ
Ｄ）加工、電子ビーム又は集束イオンビーム技法或いは圧こん技法により製造され得る。
非限定例としては、流動性光学的透明材料、例えばプラスチック又はガラスを用いた慣用
的成形；フォトリソグラフィ及び二酸化ケイ素のドライエッチング；二酸化ケイ素基板上
にアルミニウムマスクをパターニングするためのポリメチルメタクリレート防食剤を用い
た電子ビームリソグラフィとその後の反応性イオンエッチングが挙げられる。ナノ電気機
械的系の製造のための既知の方法は、本発明の或る種の実施形態のために用いられ得る（
例えばCraighead, Science 290: 1532-36, 2000参照）。種々の形態の微小加工チップは
、例えばCaliper Technologies Inc.（Mountain View, CA）及びACLARA BioSciences Inc
.（Mountain View, CA）から市販されている。
【００７８】
　本発明の或る種の実施形態では、装置の一部又は全部が、ガラス、ケイ素、石英又は任
意のその他の光学的透明材料のように、テラヘルツ及び／又はギガヘルツ放射線に透過性
であるよう選択され得る。種々の生体分子、例えばタンパク質、ペプチド、核酸、ヌクレ
オチド等に曝露され得る流体充填区画に関しては、このような分子に曝露される表面は、
疎水性から親水性表面に表面を変えるために、及び／又は表面への分子の吸着を低減する
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イ素、石英及び／又はＰＤＭＳの表面改質は、当該技術分野で既知である（例えば米国特
許第６，２６３，２８６号）。このような改質としては、市販の毛管被覆剤（Supelco, B
ellafonte, PA）、ポリエチレンオキシド又はアクリルアミドのような種々の官能基を有
するシランによるコーティング、或いは当該技術分野で既知の任意のその他のコーティン
グが挙げられるが、これらに限定されない。
【００７９】
　上記の例を参照しながら本発明を記載してきたが、修正及び変更は本発明の精神及び範
囲内に包含される、と理解される。したがって本発明は、添付の特許請求の範囲によって
のみ限定される。
【図面の簡単な説明】
【００８０】
【図１】テラヘルツ放射線１０が透明基板２２上に固定された核酸分子２０に衝突する系
の一実施形態の図である。励起及びシグナル収集は、例えば基板を通して実施され得る。
【図２】テラヘルツ放射線により引き起こされるラマン分光分析における周波数遷移を示
す線図である。
【図３】テラヘルツ放射線により引き起こされるエネルギー吸収を示す線図である。
【図４】総内部反射幾何学的配置を用いて励起放射線４２を送達し、そしてラマン散乱放
射線４６を収集する系の別の実施形態の図である。
【図５】核酸を励起するために紫外線／可視光線／近赤外線放射を用いたラマン分光分析
における周波数遷移を示す線図である。
【図６】生体分子結合事象を検出するための装置の一実施形態のブロック図である。
【図７】生体分子結合に影響を及ぼす作因を同定するための方法の一実施形態のブロック
図である。
【図８】図１及び／又は図４に示した系を組み入れ得る微小電気機械システム（ＭＥＭＳ
）の一実施形態の図である。
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