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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脂質膜を含む実体を検出する方法であって、
　a)i)脂質膜を伴う生物学的実体を含むことが疑わしい試料；
　　ii)少なくとも1個の検出領域を含む基板を含む、検出装置；
　　iii)メソゲン
　を提供する段階；
　b)該検出領域を該試料と接触する段階；
　c)該基板を該メソゲンと接触する段階
を含み、
ここで該脂質膜を伴う生物学的実体の存在は、該検出領域にわたる該メソゲンのホメオト
ロピック配向により示される、方法。
【請求項２】
　メソゲン中の変化が、目視検査、光学的検出、分光法、光透過法、および電気的検出か
らなる群より選択される方法により検出される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　実体が、細胞、細菌、マイコプラスマ、ウイルス、およびリポソームまたはそれらの組
合せからなる群より選択される、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　基板が、金属フィルム、ガラス、シリコン、ダイヤモンドおよび高分子材料からなる群
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より選択される、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　高分子材料が、ポリウレタン、PDMS、ポリイミド、ポリスチレン、ポリカーボネートお
よびポリイソシアノアクリレートからなる群より選択される、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　メソゲンが、4-シアノ-4'-ペンチルビフェニル、N-(4-メトキシベンジリデン)-4-ブチ
ルアニリンおよびそれらの組合せからなる群より選択される、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　メソゲンが、4-シアノ-4'-ペンチルビフェニルである、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　検出領域が、生物学的実体を認識する認識部分を更に含む、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　認識部分が、抗原結合タンパク質および核酸からなる群より選択される、請求項８記載
の方法。
【請求項１０】
　抗原結合タンパク質が、免疫グロブリンである、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　基板が、複数の検出領域を含む、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
　複数の検出領域が、それらに結合する同じ認識部分を有する、請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　複数の検出領域が、それらに結合する異なる認識部分を有する、請求項１１記載の方法
。
【請求項１４】
　検出装置が、セルを形成するために、第一の基板と反対に配置された第二の基板を更に
含む、請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　メソゲンが、交差分極レンズ間の検出装置を目視する段階により検出される、請求項１
記載の方法。
【請求項１６】
　検出領域が、ウイルス非存在下では、メソゲンをホメオトロピック配向しない、請求項
１記載の方法。
【請求項１７】
　試料は、生体液、組織ホモジネート、糞便、水疱液、開口部または組織のスワブ、およ
びウイルスが培養または調製された培地からなる群より選択される、請求項１記載の方法
。
【請求項１８】
　生体液が、脳脊髄液、尿、血清、血漿、鼻分泌液、痰、精液および唾液からなる群より
選択される、請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
　ホメオトロピックな秩序が、試料を検出領域に塗布後48時間以内に認められる、請求項
１記載の方法。
【請求項２０】
　脂質膜を含む実体は、リガンドを表示するリポソームである、請求項１記載の方法。
【請求項２１】
　装置が、その上に固定された脂質膜を含む実体に特異的な少なくとも1個の認識部分を
有する少なくとも1個の検出領域を含む第一の基板を含み、ここで該検出領域は、該脂質
膜を含む実体の非存在下では添加されたメソゲンをホメオトロピック配向しない、脂質膜
を含む実体の検出装置。
【請求項２２】
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　第一の基板が、複数の検出領域を含む、請求項２１記載の装置。
【請求項２３】
　認識部分が、抗原結合タンパク質および核酸からなる群より選択される、請求項２１記
載の装置。
【請求項２４】
　複数の検出領域が、認識部分を含む、請求項２２記載の装置。
【請求項２５】
　複数の検出領域の少なくとも2個は、同じ認識部分を含む、請求項２４記載の装置。
【請求項２６】
　複数の検出領域が、アレイ内に配置されている、請求項２４記載の装置。
【請求項２７】
　生体膜を含む固定された対照実体を含む少なくとも1個の対照領域を更に含む、請求項
２２記載の装置。
【請求項２８】
　メソゲンを含むセルを形成するために、第一の基板に反対に配向された第二の基板を更
に含む、請求項２２記載の装置。
【請求項２９】
　基板が、金属フィルム、ガラス、シリコン、ダイヤモンドおよび高分子材料からなる群
より選択される、請求項２２記載の装置。
【請求項３０】
　a)その上に固定された脂質膜を含む実体に特異的な第一の認識部分を有する少なくとも
1個の検出領域を含む第一の基板を含み、ここで検出領域は、脂質膜を含む該実体の非存
在下では添加されたメソゲンをホメオトロピック配向しない、脂質膜を含む実体の検出装
置；および
　b)該脂質膜を含む実体の検出に関する説明書を含む、キット。
【請求項３１】
　メソゲンを含むバイアルを更に含む、請求項３０記載のキット。
【請求項３２】
　陽性対照として使用するための脂質膜を含む実体を含むバイアルを更に含む、請求項３
０記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の技術分野
　本発明は、液晶アッセイフォーマットを使用する、分析物の検出の分野、特にウイルス
、細胞、細菌、脂質膜含有生物、タンパク質、核酸、炭水化物、ならびに他の生体分子、
有機分子および無機分子の検出に関する。
【０００２】
　本出願は、2003年7月25日に出願された米国特許仮出願第60/490,122号；2003年11月10
日に出願された米国特許仮出願第60/518,706号；および、2004年2月3日に出願された米国
特許仮出願第60/541,516号の恩典を請求するものである。
【０００３】
　本発明は、米国立衛生研究所(NIH)/NIAIDにより与えられたSBIRグラント番号5R43AI496
0602により政府の支援の下で行われた。米国政府は、本発明に一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００４】
発明の背景
　生物学的試料中の病原体、タンパク質、および核酸標的の検出は、数十億ドル規模のイ
ンビトロ診断産業の基礎を形成する。タンパク質標的および核酸標的の検出は、診断ベー
スと研究ベースの市場に分けることができる。診断市場は、ウイルスおよび細菌などの病
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原体の検出および同定、様々な遺伝子マーカーの同定、および腫瘍の存在に関連したマー
カーの同定を含む。研究市場は、解析技術、創薬技術、およびハイスループットスクリー
ニング技術を必要とする、ゲノムおよびプロテオミクス産業を含む。
【０００５】
　最初のウイルス診断は、試料材料の、哺乳マウス、孵化卵、または生存細胞への直接接
種という粗雑であるが感度がありかつ非特異的な技術からなっていた。診断法は、感度が
良く特異的であるが時間のかかる血清学的中和技術、ELISAおよび蛍光抗体アッセイ、な
らびに引き続き核酸増幅の現在の非常に感度の良い器機依存型技術および発光ビーズベー
スのアッセイから展開されている。ウイルスの検出および同定の方法の展開は、生物学(
細胞培養、免疫学)の進歩により推進され、その後生化学(免疫化学、分子生物学、染色化
学)の進歩が続いた。より最近の進展は、器機科学(光学、電子、ロボット、小型化、微小
流動化など)の進歩から来ており、引き続きバイオセンサーの第一世代を開発するための
生物学とマイクロエレクトロニクスの結びつきによる。
【０００６】
　試料中のウイルスの存在を検出する多くの方法がある。最高感度の方法(リアルタイムP
CR、組織培養、電子顕微鏡)は、最高の複雑さならびに／または経費、精巧な装置および
施設の必要性ならびに高度に訓練した技術者の必要性にも関連している。感度の低い方法
(IFA、ELISA、ディップスティック法)は、実践において、交差反応性の問題に悩まされて
おり、より多くの実地時間に関連しおよび／または多数の試料の迅速なスクリーニングへ
の適合性がより少ない。アルボウイルス監視、バイオの脅威のモニタリング、および原因
不明の疾患の大流行時の迅速な物質同定などの状況においては、多重化の必要性が大きい
。実際に核酸技術およびビーズベースの技術は、現在およそ6～20種の異なる標的を多重
化することができる。
【０００７】
　ウイルスの検出および同定に利用可能な多くの技術があるが、改善が必要とされている
。中でも望ましい特性は以下である：低い経費、生物学的システムに対する依存性の低さ
、不安定で高価な試薬の使用に対する依存性の低さ、履行の複雑さが少ないこと、短縮さ
れた試料の処理およびアッセイの履行に必要な実地時間、アッセイの試行および結果の解
釈について技術的熟練が最も少ないこと、装置の小型化および運搬性、自動化、および多
重化能の増大。
【発明の開示】
【０００８】
発明の概要
　本発明は、液晶アッセイフォーマットを使用する、分析物の検出の分野、特にウイルス
、細胞、細菌、脂質膜含有生物、タンパク質、核酸、炭水化物および他の生体分子、有機
分子および無機分子の検出に関する。従って本発明は、以下を含むウイルスを検出する方
法を提供する：a)i)ウイルスを含むことが疑わしい試料；ii)その上に固定された第一の
ウイルス認識部分を有する少なくとも1個の検出領域を含む基板を含む、検出装置；およ
び、iii)メソゲン；を提供すること；b)該検出領域を該試料と接触すること；ならびに、
c)該基板を該メソゲンと接触することを含み、ここで該ウイルスの存在は、該検出領域に
わたる該メソゲンの変化により示され、かつここで該変化は、該検出領域上の追加のホメ
オトロピックディレクターの存在とは無関係である。本発明は、液晶を形成するメソゲン
の特定の変化の検出に限定されるものではない。実際、様々な変化が検出され、これは色
の変化、質感の変化、チルト角の変化、およびホメオトロピック配向を含むが、これらに
限定されるものではない。
【０００９】
　本発明は、特定型のウイルスの検出に限定されない。実際様々なウイルスの検出が企図
されており、これは、アデノウイルス科、アレナウイルス科、アストロウイルス科、ビル
ナウイルス科、ブニヤウイルス科、カリシウイルス科、サーコウイルス科, コロナウイル
ス科、フィロウイルス科、フラビウイルス科、ヘパドナウイルス科、ヘルペスウイルス科
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、イリドウイルス科、フィロウイルス科、オルソミクソウイルス科、パポバウイルス科、
パラミクソウイルス科、パルボウイルス科、ピコルナウイルス科、ポックスウイルス科、
レオウイルス科、レトロウイルス科、ラブドウイルス科、トガウイルス科、バドナウイル
ス、ブロモウイルス科、コモウイルス科、ジェミニウイルス科、パルティティウイルス科
、ポティウイルス科、セキウイルス科、およびトンブスウイルス科の科を含むが、これら
に限定されるものではない。いくつかの態様において、ウイルスは、日本脳炎ウイルス群
のウイルスである。別の態様において、日本脳炎ウイルス群のウイルスが、西ナイルウイ
ルスおよびセントウルイス脳炎ウイルスからなる群より選択される。より更なる態様にお
いて、ウイルスは、エンベロープを持つウイルスである。
【００１０】
　本発明は、いずれか特定の基板の使用に限定されるものではない。実際、金属フィルム
、ガラス、シリコン、ダイヤモンドおよび高分子材料を含むが、これらに限定されるもの
ではない様々な基板の使用が企図されている。本発明は、いずれか特定の高分子材料の使
用に限定されるものではない。実際、ポリウレタン、PDMS、ポリイミド、ポリスチレン、
ポリカーボネートおよびポリイソシアノアクリレートからなる群より選択されるものを含
むが、これらに限定されない様々な高分子材料の使用が企図されている。本発明は、いず
れか特定のメソゲンの使用に限定されるものではない。実際、4-シアノ-4'-ペンチルビフ
ェニル、N-(4-メトキシベンジリデン)-4-ブチルアニリンおよびそれらの組合せからなる
群より選択されるものを含むが、これらに限定されない様々なメソゲンの使用が企図され
ている。本発明は、いずれか特定のウイルス認識部分の使用に限定されるものではない。
実際、抗原結合タンパク質および核酸を含むが、これらに限定されない様々なウイルス認
識部分の使用が企図されている。いくつかの態様において、抗原結合タンパク質は免疫グ
ロブリンである。
【００１１】
　いくつかの態様において、基板は複数の検出領域を含む。いくつかの態様において、複
数の検出領域は、それらに結合した同じウイルス認識部分を有する。別の態様において、
複数の検出領域は、それらに結合した異なるウイルス認識部分を有する。いくつかの態様
において、検出装置は、セルを形成するために、該第一の基板と反対側に配置された第二
の基板を更に含む。
【００１２】
　更なる態様において、メソゲンの変化は、交差分極レンズ間の該検出装置を目視するこ
とにより検出される。いくつかの態様において、検出領域は、ウイルス非存在下では、メ
ソゲンをホメオトロピック配向しない。いくつかの態様において、ホメオトロピックな秩
序は、該試料の該検出領域への塗布後48時間以内に認められる。
【００１３】
　本発明は、いずれか特定の種類の試料の分析に限定されるものではない。実際生体液、
組織ホモジネート、糞便、水疱液、開口部または組織のスワブ、およびそこでウイルスが
培養または調製される培地を含むが、これらに限定されるものではない様々な試料の分析
が企図されている。本発明は、いずれか特定の種類の生体液の分析に限定されるものでは
ない。実際本発明は、脳脊髄液、尿、血清、血漿、鼻分泌液、痰、精液および唾液を含む
が、これらに限定されるものではない様々な生体液の分析を企図している。
【００１４】
　いくつかの態様において、本発明は、その上に固定された第一のウイルスに特異的な該
ウイルス認識部分を有する少なくとも1個の検出領域を含む第一の基板を有し、ここで該
検出領域は、該ウイルスの非存在下で添加されたメソゲンをホメオトロピック配向しない
、ウイルス検出のための装置を提供する。いくつかの態様において、第一の基板は、複数
の検出領域を含む。本発明は、いずれか特定の基板の使用に限定されるものではない。実
際金属フィルム、ガラス、シリコン、ダイヤモンドおよび高分子材料を含むが、これらに
限定されるものではない様々な基板の使用が企図されている。本発明は、いずれか特定の
高分子材料の使用に限定されるものではない。実際ポリウレタン、PDMS、ポリイミド、ポ
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リスチレン、ポリカーボネートおよびポリイソシアノアクリレートを含むが、これらに限
定されるものではない様々な高分子材料の使用が企図されている。
【００１５】
　本発明は、いずれか特定のウイルス認識部分の使用に限定されるものではない。実際、
抗原結合タンパク質および核酸を含むが、これらに限定されるものではない様々なウイル
ス認識部分の使用が企図されている。いくつかの態様において、抗原結合タンパク質は、
免疫グロブリンである。いくつかの態様において、基板は複数の検出領域を含む。いくつ
かの態様において、複数の検出領域は、それらに結合した同じウイルス認識部分を含む。
別の態様において、複数の検出領域は、それらに結合した異なるウイルス認識部分を含む
。いくつかの態様において、検出装置は、セルを形成するために、該第一の基板と反対側
に配置された第二の基板を更に含む。より更なる態様において、複数の検出領域が、アレ
イに配置されている。いくつかの態様において、基板は固定されたウイルスを含む少なく
とも1個の対照領域を更に含む。別の態様において、装置は、メソゲンを含むセルを形成
するために、該第一の基板に反対に配向された第二の基板を更に含む。更に別の態様にお
いて、装置は、該第一の基板および該基板のいずれかの側に配向された交差分極レンズを
含む。いくつかの態様において、基板は該第一の基板内にマイクロチャネルを含み、ここ
で該マイクロチャネルは、試料を該検出領域に送達する。
【００１６】
　より更なる態様において、本発明は、以下を含むキットを提供する：a)その上に固定さ
れた第一のウイルスに特異的な該ウイルス認識部分を有する少なくとも1種の検出領域を
含む第一の基板を含む、ウイルス検出装置であり、ここで該検出領域は、該ウイルスの非
存在下で添加されたメソゲンをホメオトロピックに配向しないような、装置；および、b)
該ウイルスの検出に関する説明書。いくつかの態様において、キットは、メソゲンを含有
するバイアルを更に含む。別の態様において、キットは、陽性対照として使用するための
ウイルスを含むバイアルを更に含む。
【００１７】
　より更なる態様において、本発明は以下を含む方法を提供する：a)メソゲンが配列する
ように処理された機能化された検出基板、少なくとも1種のリガンドを表示するスタンプ
基板、リガンドの結合パートナーを含むことが疑われる生物学的被験試料、およびメソゲ
ンを提供すること；b)結合パートナーがリガンドに結合することができる条件下で、被験
試料をスタンプ基板と接触すること；c) リガンドへの結合パートナーを検出基板に移動
する条件下で、検出基板をスタンプ基板と接触すること；d)メソゲンを基板に塗布するこ
とにより、検出基板上のリガンドへの結合パートナーの存在を検出すること。本発明は、
いずれか特定の生物学的試料の使用に限定されるものではない。実際全血、血清、脳脊髄
液、鼻咽頭吸引液、および鼻分泌液からなる群より選択されるものを含むが、これらに限
定されない様々な生物学的試料の使用が企図されている。いくつかの態様において、検出
基板によるメソゲンの配列は、リガンドへの結合パートナーの存在により破壊される。い
くつかの好ましい態様において、配列はホメオトロピックである。更なる態様において、
メソゲンは、リガンドの結合パートナーが存在する検出基板の区域にわたりホメオトロピ
ックに配列されていない。更に別の態様において、検出基板は、光学セルを形成するため
に使用される。いくつかの態様において、検出は、検出基板の交差分極による分析により
行われる。更なる態様において、ホメオトロピックに配列されたメソゲンを伴う検出基板
の区域は、暗く見える。別の態様において、実質的にホメオトロピックに配列されないメ
ソゲンを伴う検出基板の区域は、明るく見える。本発明は、いずれか特定の型のリガンド
の使用に限定されるものではない。実際、様々なリガンドの使用が企図されている。いく
つかの態様において、リガンドは、病原生物由来の抗原性物質である。いくつかの態様に
おいて、抗原性物質はタンパク質である。更なる態様において、タンパク質は、ウイルス
のエンベロープタンパク質である。いくつかの好ましい態様において、エンベロープタン
パク質は、西ナイルウイルス由来のEタンパクである。本発明は、特定の種類の結合パー
トナーの検出に限定されるものではない。実際、様々な結合パートナーの検出が企図され
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ている。いくつかの態様において、結合パートナーは抗体である。本発明は、特定の基板
上のいずれか特定の数のリガンドの使用に限定されるものではない。いくつかの態様にお
いて、スタンプ基板は、アレイ内に2個またはそれよりも多いリガンドを含む。いくつか
の好ましい態様において、リガンドは、複数の種または属からの結合パートナーにより結
合されている。本発明は、いずれか特定のメソゲンの使用に限定されるものではない。実
際、様々なメソゲンの使用が企図されている。いくつかの好ましい態様において、メソゲ
ンは5CBである。本発明は、スタンプ基板を製造するためのいずれか特定の型の材料の使
用に限定されるものではない。実際、様々な材料の使用が企図されている。いくつかの好
ましい態様において、スタンプ基板はPDMSを含む。本発明は、いずれか特定の型の検出基
板の使用に限定されるものではない。実際、様々な試験基板の使用が企図されている。い
くつかの好ましい態様において、検出基板は、斜めに沈着された金を含む。
【００１８】
　より更なる態様において、本発明は、以下を含むキットを提供する：a)少なくとも1種
のリガンドを表示するスタンプ基板；b)メソゲンを配向させる機能化された検出基板；お
よび、c)リガンドの結合パートナーの検出のための基板の使用に関する説明書。いくつか
の態様において、このキットは、メソゲンの容器を更に含む。本発明は、いずれか特定の
メソゲンの使用に限定されるものではない。実際、様々なメソゲンの使用が企図されてい
る。いくつかの好ましい態様において、メソゲンは5CBである。本発明は、スタンプ基板
を製造するためのいずれか特定の型の材料の使用に限定されるものではない。実際、様々
な材料の使用が企図されている。いくつかの好ましい態様において、スタンプ基板はPDMS
を含有する。本発明は、いずれか特定の型の検出基板の使用に限定されるものではない。
実際、様々な試験基板の使用が企図されている。いくつかの好ましい態様において、検出
基板は、斜めに沈着された金を含む。本発明は、いずれか特定の型のリガンドの使用に限
定されるものではない。実際、様々なリガンドの使用が企図されている。いくつかの態様
において、リガンドは、病原生物由来の抗原性物質である。いくつかの態様において、抗
原性物質はタンパク質である。更なる態様において、タンパク質は、ウイルスのエンベロ
ープタンパク質である。いくつかの好ましい態様において、エンベロープタンパク質は、
西ナイルウイルス由来のEタンパクである。いくつかの態様において、キットは、対照結
合パートナーを含む容器を更に含む。本発明は、いずれか特定の結合パートナーに限定さ
れるものではない。実際、様々な結合パートナーが企図されている。いくつかの態様にお
いて、結合パートナーはリガンドである。いくつかの態様において、キットは光学セルを
形成する追加の基板を更に含む。更に他の態様において、キットは分極されたレンズを含
む。
【００１９】
　より更なる態様において、本発明は、以下を含む分析物を検出するシステムを提供する
：a)認識部分を表示している第一の基板であり、ここで認識部分は分析物と相互作用する
、基板；b)認識部分と相互作用する分析物を受けるように構成された表面を含む第二の基
板；および、c)第二の基板にオーバーレイしている液晶。いくつかの態様において、第一
の基板は、スタンプ、ビーズ、およびカラム媒体からなる群より選択される。いくつかの
態様において、スタンプはPDMSを含む。いくつかの態様において、ビーズは磁気ビーズで
ある。いくつかの態様において、カラムは免疫親和性カラム媒体である。いくつかの態様
において、認識部分は、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、核酸、炭水化物、脂質、
有機分子および無機分子からなる群より選択される。いくつかの態様において、液晶は、
E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニル)、8CB(4-シアノ-4'オクチルビフェニ
ル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およびMBBA((p-メトキシベンジリデン)-p-ブ
チルアニリン)からなる群より選択されるメソゲンを含む。いくつかの態様において、第
二の基板は、機能化された表面を含む。いくつかの態様において、機能化された表面は、
ポリイミドを含む。いくつかの態様において、ポリイミドは、ラビング(rubbed)されてい
る。いくつかの態様において、ポリイミドは、Nissan 7210、Nissan 3510、Nissan 410、
Nissan 3140、Nissan 5291、およびJapan Synthetic Rubber JALS 146-Rl9からなる群よ
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り選択される。いくつかの態様において、ポリイミドは、液晶をホメオトロピックに配向
する。いくつかの態様において、ポリイミドは、Nissan 7511LおよびSE 1211からなる群
より選択される。
【００２０】
　更なる態様において、本発明は、以下を含む分析物を検出する方法を提供する：a)認識
部分を表示する第一の基板、第二の基板、メソゲン、および分析物を含むことが疑われる
試料を提供すること；b)認識部分を表示する第一の基板を、分析物を含むことが疑われる
試料と接触させ、分析物を認識部分と相互作用させること；c)認識部分と相互作用する分
析物を、第二の基板へ移動すること；ならびに、d)第二の基板を該メソゲンと接触させ、
第二の基板上の分析物の存在を検出すること。いくつかの態様において、認識部分は、タ
ンパク質、ポリペプチド、ペプチド、核酸、炭水化物、脂質、有機分子および無機分子か
らなる群より選択される。いくつかの態様において、分析物は、タンパク質、ポリペプチ
ド、ペプチド、核酸、有機分子、無機分子、ウイルス、リポソーム、細菌、真菌、および
細胞からなる群より選択される。いくつかの態様において、第一の基板は、スタンプ、ビ
ーズ、およびカラム媒体からなる群より選択される。いくつかの態様において、第二の基
板は、シリコン、ガラス、ポリマー、ダイヤモンド、および金属からなる群より選択され
る。いくつかの態様において、第二の基板はポリイミドで機能化された表面を含む。いく
つかの態様において、ポリイミドはラビングされている。いくつかの態様において、ポリ
イミドは、Nissan 7210、Nissan 3510、Nissan 410、Nissan 3140、Nissan 5291、および
Japan Synthetic Rubber JALS 146-R19からなる群より選択される。いくつかの態様にお
いて、ポリイミドは、液晶をホメオトロピックに配向する。いくつかの態様において、ポ
リイミドは、Nissan 7511LおよびSE 1211からなる群より選択される。いくつかの態様に
おいて、分析物の存在は、交差分極レンズにより目視した場合に白色または明色に見える
秩序のない液晶により示され、ならびに分析物が結合されない領域は、秩序を維持し、お
よび交差分極レンズにより目視した場合に暗色に見える。いくつかの態様において、分析
物の存在は、交差分極レンズにより目視した場合に白色または明色に見える無秩序な液晶
により示され、ならびに分析物が結合されない区域は、ホメオトロピック配向を維持し、
および暗色に見える。いくつかの態様において、メソゲンは、E7、MLC、5CB(4-n-ペンチ
ル-4'-シアノビフェニル)、8CB(4-シアノ-4'オクチルビフェニル)、BL093、TL 216、ZLI 
5800、MLC 6613、およびMBBA((p-メトキシベンジリデン)-p-ブチルアニリン)からなる群
より選択される。いくつかの態様において、第二の基板上の分析物の存在は、メソゲン配
向の差異により示される。いくつかの態様において、メソゲン配向の差異は、目視検査、
光学的検出、分光法、光透過法、および電気的検出からなる群より選択される方法により
検出される。いくつかの態様において、移動段階は、分析物を該第一の基板から溶離する
段階を更に含む。いくつかの態様において、方法は、分析物-認識部分複合体を、二次的
結合剤と接触する段階を更に含む。いくつかの態様において、二次的結合剤は、抗原結合
タンパク質、ならびに酵素、アビジン、およびビオチンからなる群より選択される。いく
つかの態様において、二次的結合剤の存在は、第二の基板への移動後の分析物の検出を増
強する。いくつかの態様において、二次的結合剤は脂質と複合されている。いくつかの態
様において、二次的結合剤はリポソーム上に表示される。
【００２１】
　より更なる態様において、本発明は、以下を含むキットを提供する：a)認識部分を表示
する第一の基板であり、ここで認識部分は、分析物と相互作用する、基板；b)該認識部分
と相互作用している分析物を受けるように構成された表面を含む第二の基板；c)メソゲン
を含むバイアル；および、d)分析物の検出に関する説明書。いくつかの態様において、第
一の基板は、スタンプ、ビーズ、およびカラム媒体からなる群より選択される。いくつか
の態様において、スタンプはPDMSを含む。いくつかの態様において、ビーズは磁気ビーズ
である。いくつかの態様において、カラムは、免疫親和性カラムである。いくつかの態様
において、認識部分は、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、核酸、炭水化物、脂質、
有機分子および無機分子からなる群より選択される。いくつかの態様において、メソゲン
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は、E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニル)、8CB(4-シアノ-4'オクチルビフ
ェニル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およびMBBA((p-メトキシベンジリデン)-
p-ブチルアニリン)からなる群より選択される。いくつかの態様において、第二の基板は
、機能化された表面を含む。いくつかの態様において、機能化された表面はポリイミドを
含む。いくつかの態様において、ポリイミドはラビングされている。いくつかの態様にお
いて、ポリイミドは、Nissan 7210、Nissan 3510、Nissan 410、Nissan 3140、Nissan 52
91、およびJapan Synthetic Rubber JALS 146-Rl9からなる群より選択される。いくつか
の態様において、ポリイミドは、液晶をホメオトロピックに配向する。いくつかの態様に
おいて、ポリイミドは、Nissan 7511LおよびSE 1211からなる群より選択される。いくつ
かの態様において、キットは、二次的結合剤を含む第二のバイアルを更に含む。いくつか
の態様において、二次的結合剤は、抗原結合タンパク質、酵素、アビジンおよびビオチン
からなる群より選択される。
【００２２】
　より更なる態様において、本発明は、以下を含む分析物を検出する方法を提供する：a)
i)分析物を含むことが疑われる試料；ii)少なくとも1個の電極および少なくとも1個の検
出領域を含む基板を含む、検出装置；iii)メソゲンを提供すること；b)少なくとも1個の
電極に電位を加え、分析物を基板に移動すること；c)基板をメソゲンと接触させ、ここで
分析物の存在が、少なくとも1個の検出領域にわたるメソゲンの配列の差異により検出さ
れること。いくつかの態様において、電位は交流である。いくつかの態様において、移動
は二元電気泳動(dielectrophoresis)により生じる。いくつかの態様において、メソゲン
の配列における差異は、色の変化、質感の変化、チルト角の変化、およびホメオトロピッ
ク配向からなる群より選択される。いくつかの態様において、メソゲンの配列の差異は、
目視検査、光学的検出、分光法、光透過法、および電気的検出からなる群より選択される
。いくつかの態様において、分析物は、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、核酸、有
機分子、無機分子、ウイルス、細菌、リポソーム、細胞、および真菌からなる群より選択
される。いくつかの態様において、基板は、金属フィルム、ガラス、シリコン、ダイヤモ
ンドおよび高分子材料からなる群より選択される。いくつかの態様において、高分子材料
は、ポリウレタン、PDMS、ポリイミド、ポリスチレン、ポリカーボネートおよびポリイソ
シアノアクリレートからなる群より選択される。いくつかの態様において、メソゲンは、
E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニル)、8CB(4-シアノ-4'オクチルビフェニ
ル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およびMBBA((p-メトキシベンジリデン)-p-ブ
チルアニリン)ならびにそれらの組合せからなる群より選択される。いくつかの態様にお
いて、検出領域は認識部分を含む。いくつかの態様において、認識部分は、ペプチド、ポ
リペプチド、タンパク質、核酸、炭水化物、有機分子、および無機分子からなる群より選
択される。いくつかの態様において、タンパク質は、抗原結合タンパク質である。いくつ
かの態様において、基板は複数の検出領域を含む。いくつかの態様において、複数の検出
領域は、同じ認識部分を表示する。いくつかの態様において、複数の検出領域は異なる認
識部分を表示する。いくつかの態様において、検出装置は、セルを形成するために、第一
の基板の反対側に配置された第二の基板を更に含む。いくつかの態様において、メソゲン
の変化は、交差分極レンズ間の検出装置を目視することにより検出される。いくつかの態
様において、試料は、生体液、組織ホモジネート、糞便、水疱液、開口部または組織のス
ワブ、およびそこでウイルスが培養または調製される培地からなる群より選択される。い
くつかの態様において、生体液は、脳脊髄液、尿、血清、血漿、鼻分泌液、痰、精液、お
よび唾液からなる群より選択される。いくつかの態様において、方法は、検出装置のイン
ピーダンスを測定することによる、結合している分析物を検出する段階を更に含み、ここ
でキャパシタンスの変化は、分析物結合の指標である。いくつかの態様において、インピ
ーダンスは、キャパシタンスまたは抵抗である。いくつかの態様において、測定はリアル
タイムである。
【００２３】
　より更なる態様において、本発明は、少なくとも1個の電極および少なくとも1個の検出
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領域を含む第一の基板であり、ここで該少なくとも1個の電極が、分析物を基板に引きつ
けるための電位を提供し、かつ装置の電気特性の測定により、分析物の存在を決定するよ
うに構成された基板、ならびに第一の基板の反対に配向された第二の基板であり、ここで
第一の基板および第二の基板が、液晶を含むためのチャンバーを形成する基板を含む、分
析物の検出装置を提供する。いくつかの態様において、電気的特性はインピーダンスであ
る。いくつかの態様において、インピーダンスは、キャパシタンスまたは抵抗である。い
くつかの態様において、インピーダンスは、キャパシタンスである。いくつかの態様にお
いて、基板は、金属フィルム、ガラス、シリコン、ダイヤモンドおよび高分子材料からな
る群より選択される。いくつかの態様において、高分子材料は、ポリウレタン、PDMS、ポ
リイミド、ポリスチレン、ポリカーボネートおよびポリイソシアノアクリレートからなる
群より選択される。いくつかの態様において、装置は、メソゲンを更に含み、ここでメソ
ゲンは、E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニル)、8CB(4-シアノ-4'オクチル
ビフェニル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およびMBBA((p-メトキシベンジリデ
ン)-p-ブチルアニリン)ならびにそれらの組合せからなる群より選択される。いくつかの
態様において、検出領域は、認識部分を含む。いくつかの態様において、認識部分は、ペ
プチド、ポリペプチド、タンパク質、核酸、炭水化物、有機分子、および無機分子からな
る群より選択される。いくつかの態様において、タンパク質は、抗原結合タンパク質であ
る。いくつかの態様において、第一の基板は、複数の検出領域を含む。いくつかの態様に
おいて、複数の検出領域は同じ認識部分を表示する。いくつかの態様において、複数の検
出領域は異なる認識部分を表示する。いくつかの態様において、少なくとも1個の電極は
、交差指状（インターデジタル）電極、双曲電極、三角電極、および長方形電極からなる
群より選択される。いくつかの態様において、第一の基板は、少なくとも2個の電極を含
む。
【００２４】
　より更なる態様において、本発明は、先に説明された検出装置および読取り装置を含む
分析物の検出のためのシステムを提供し、この読取り装置は、検出装置、および検出装置
が読取り装置と接触された場合に少なくとも1個の電極と接続している電気回路を受ける
ように構成された開口部を含む。いくつかの態様において、読取り装置は、 コンピュー
タープロセッサーとインターフェース接続している。いくつかの態様において、読取り装
置は電子ディスプレイを含む。いくつかの態様において、読取り装置はLCDディスプレイ
を含む。いくつかの態様において、電気回路は発振回路である。いくつかの態様において
、発振回路はマイクロプロセッサーを含む。いくつかの態様において、読取り装置は電気
キャパシタンスを測定するために設定されたマイクロプロセッサーを含む。いくつかの態
様において、読取り装置は電源を含む。
【００２５】
　更に別の態様において、本発明は、以下を含む分析物の検出法を提供する：a)分析物を
含むことが疑わしい試料、ポリイミドを含む表面を有する基板、およびメソゲン；を提供
すること；b)ポリイミドを含む表面を、分析物を含むことが疑わしい試料と接触すること
；c)ポリイミドを含む表面を、メソゲンと接触し、ここで分析物の存在は、メソゲン配向
の差異により示されること。いくつかの態様において、分析物は、ポリイミドを含む表面
と非特異的に相互作用する。いくつかの態様において、ポリイミドを含む表面は認識部分
を表示する。いくつかの態様において、認識部分は、タンパク質、ポリペプチド、ペプチ
ド、核酸、炭水化物、脂質、有機分子および無機分子からなる群より選択される。いくつ
かの態様において、メソゲンは、E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニル)、8C
B(4-シアノ-4'オクチルビフェニル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およびMBBA(
(p-メトキシベンジリデン)-p-ブチルアニリン)からなる群より選択される。いくつかの態
様において、ポリイミドは、ラビングされている。いくつかの態様において、ポリイミド
は、Nissan 7210、Nissan 3510、Nissan 410、Nissan 3140、Nissan 5291、およびJapan 
Synthetic Rubber JALS 146-Rl9からなる群より選択される。いくつかの態様において、
ポリイミドは、メソゲンをホメオトロピックに配向する。いくつかの態様において、ポリ
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イミドは、Nissan 7511LおよびSE 1211からなる群より選択される。いくつかの態様にお
いて、分析物の存在は、交差分極レンズにより目視した場合に白色または明色に見える無
秩序な液晶により示され、ならびに分析物が結合されない領域は、秩序を維持し、および
交差分極レンズにより目視した場合に暗色に見える。いくつかの態様において、分析物の
存在は、交差分極レンズにより目視した場合に白色または明色に見える無秩序な液晶によ
り示され、ならびに分析物が結合されない領域は、ホメオトロピック配向を維持し、およ
び暗色に見える。いくつかの態様において、液晶のホメオトロピック配向は、目視検査、
光学的検出、分光法、光透過法、および電気的検出からなる群より選択される方法により
検出される。
【００２６】
　いくつかの態様において、本発明は、以下を含む、リガンドとその結合パートナーの間
の結合相互作用を検出する方法を提供する：a)少なくとも1種のリガンド分子および結合
パートナー分子は脂質と複合されている、リガンドおよび結合パートナー、ならびにメソ
ゲンを提供すること；b)リガンド分子および結合パートナー分子を、リガンド分子と結合
パートナー分子が相互作用し、リガンド-結合パートナー複合体を形成するような条件下
で接触すること；および、c)複合体をメソゲンと接触することにより、リガンド-結合パ
ートナー複合体を検出すること。いくつかの態様において、メソゲンは、複合体によりホ
メオトロピックに配向されている。いくつかの態様において、結合パートナーは認識部分
である。いくつかの態様において、リガンドは試料中の分析物である。いくつかの態様に
おいて、検出段階は、メソゲンと接触する前に、複合体を基板と接触することを更に含む
。いくつかの態様において、メソゲンのホメオトロピック配列は、目視検査、光学的検出
、分光法、光透過法、および電気的検出からなる群より選択される方法により検出される
。いくつかの態様において、分析物は、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、核酸、有
機分子、無機分子、ウイルス、細菌、リポソーム、細胞、および真菌からなる群より選択
される。いくつかの態様において、基板は、金属フィルム、ガラス、シリコン、ダイヤモ
ンドおよび高分子材料からなる群より選択される。いくつかの態様において、高分子材料
は、ポリウレタン、PDMS、ポリイミド、ポリスチレン、ポリカーボネートおよびポリイソ
シアノアクリレートからなる群より選択される。いくつかの態様において、メソゲンは、
E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニル)、8CB(4-シアノ-4'オクチルビフェニ
ル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およびMBBA((p-メトキシベンジリデン)-p-ブ
チルアニリン)、ならびにそれらの組合せからなる群より選択される。いくつかの態様に
おいて、基板は認識部分を含む検出領域を含む。いくつかの態様において、認識部分は、
ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、核酸、炭水化物、有機分子、および無機分子から
なる群より選択される。いくつかの態様において、タンパク質は、抗原結合タンパク質で
ある。いくつかの態様において、基板は複数の検出領域を含む。いくつかの態様において
、複数の検出領域は、同じ認識部分を表示する。いくつかの態様において、複数の検出領
域は、異なる認識部分を表示する。いくつかの態様において、リガンドはビオチンであり
、および認識部分はアビジンである。いくつかの態様において、脂質と複合された少なく
とも1種のリガンド分子および結合パートナー分子は、二次的結合剤である。
【００２７】
　いくつかの態様において、本発明は、以下を含む分析物を検出するためのキットを提供
する：a)脂質に複合された認識部分；b)メソゲンを含むバイアル；および、c)分析物の検
出に関する説明書。いくつかの態様において、キットは、基板を更に含む。いくつかの態
様において、認識部分は、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、核酸、炭水化物、有機
分子および無機分子からなる群より選択される。いくつかの態様において、基板は、シリ
コン、ガラス、ポリマー、ダイヤモンド、および金属からなる群より選択される。いくつ
かの態様において、基板は、液晶を配向させない。いくつかの態様において、メソゲンは
、E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニル)、8CB(4-シアノ-4'オクチルビフェ
ニル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およびMBBA((p-メトキシベンジリデン)-p-
ブチルアニリン)からなる群より選択される。
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【００２８】
　いくつかの態様において、本発明は、以下を含む分析物を検出するシステムを提供する
：a)脂質に複合された認識部分；および、b)液晶。いくつかの態様において、このシステ
ムは、基板を更に含む。いくつかの態様において、認識部分は、タンパク質、ポリペプチ
ド、ペプチド、核酸、炭水化物、有機分子および無機分子からなる群より選択される。い
くつかの態様において、基板は、シリコン、ガラス、ポリマー、ダイヤモンド、および金
属からなる群より選択される。いくつかの態様において、基板は、液晶を配向させない。
いくつかの態様において、メソゲンは、E7、MLC、5CB(4-n-ペンチル-4'-シアノビフェニ
ル)、8CB(4-シアノ-4'オクチルビフェニル)、BL093、TL 216、ZLI 5800、MLC 6613、およ
びMBBA((p-メトキシベンジリデン)-p-ブチルアニリン)からなる群より選択される。
【００２９】
定義
　本明細書において使用される用語「認識部分」は、関心のある分析物と共有または非共
有のいずれかの様式で相互作用する組成物を意味する。
【００３０】
　本明細書において使用される用語「ウイルス認識部分」は、ウイルスと特異的に結合す
るいずれかの組成物を意味する。「ウイルス認識部分」の例は、抗原結合タンパク質およ
び核酸アプタマーを含むが、これらに限定されるものではない。
【００３１】
　用語「基板」は、認識部分のような別の組成物の土台として役立つ組成物を意味する。
基板の例は、シリコン面、ガラス面、ガラスビーズ、磁気ビーズ、アガロースビーズなど
を含むが、これらに限定されるものではない。
【００３２】
　本明細書において使用される用語「リガンド」は、別の分子に結合するまたは別の分子
により結合され得るのいずれかの分子を意味する。リガンドは、別の実体と結合し、より
大きい複合体を形成する、いずれかのイオン、分子、分子群、または他の物質である。リ
ガンドの例は、ペプチド、炭水化物、核酸、抗体、または受容体と結合する分子を含むが
、これらに限定されるものではない。
【００３３】
　本明細書において使用される用語「ホメオトロピックディレクター」は、液晶をホメオ
トロピックに配向する基板のトポグラフィ的特徴(例えば、ナノ構造またはホメオトロピ
ック配向しているポリイミド)を意味する。
【００３４】
　本明細書において使用される用語「病原体」は、ウイルス、細菌、寄生体(原生動物、
扁形動物、袋形動物、鉤頭虫、および節足動物の門の生物を含むが、これらに限定される
ものではない。)、真菌、およびプリオンを含むが、これらに限定されるものではない、
疾患を引き起こす生物、微生物、または物質を意味する。
【００３５】
　本明細書において使用される単数または複数の用語「細菌」は、全て原核生物界の門に
属するものを含む、全て原核生物を意味する。この用語は、マイコプラスマ、クラミジア
、アクチノミセス、ストレプトミセス、およびリケッチアを含む細菌であると見なされる
全ての微生物を包含することが意図されている。球菌、桿菌、スピロヘータ、スフェロプ
ラスト、プロトプラストなどを含む、全ての細菌型は、この定義に含まれる。「グラム陰
性」および「グラム陽性」は、当該技術分野において周知のグラム染色法により得られる
染色パターンを意味する(例えば、Finegold and Martin, Diagnostic Microbiology, 6th
 Ed. (1982), CV Mosby St. Louis, pp13-15参照)。
【００３６】
　本明細書において使用される用語「脂質膜」は、その最も広範な意味で、脂質分子を含
有する薄いシートまたは層を意味する。この用語は、全ての「生体膜」(すなわち、形質
膜、核膜、オルガネラ膜、および合成膜を含むが、これらに限定されるものではない有機
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的膜(organelle membrane))を包含することが意図されている。典型的には、膜は、脂質
、タンパク質、糖脂質、ステロイド、ステロール、および／または他の成分により構成さ
れる。本明細書において使用される用語「膜断片」は、膜の一部または小片を意味する。
【００３７】
　本明細書において使用される用語「脂質」は、有機溶媒中のそれらの溶解度により特徴
付けられる様々な化合物を意味する。このような化合物は、脂肪、ワックス、ステロイド
、ステロール、糖脂質、グリコスフィンゴ脂質(ガングリオシドを含む)、リン脂質、テル
ペン、脂溶性ビタミン、プロスタグランジン、カロテン、およびクロロフィルを含むが、
これらに限定されるものではない。本明細書において使用される語句「脂質ベースの材料
」とは、脂質を含有するいずれかの材料を意味する。 
【００３８】
　本明細書において使用される用語「リポソーム」は、水性媒質を隔離するために誘導す
ることができる人工的に作成された球形の脂質複合体を意味する。
【００３９】
　本明細書において使用される用語「二次的結合剤」は、分析物-認識部分複合体のひと
つに結合する、分子または分子の集合体を意味する。二次的結合剤は、分析物-認識部分
結合から生じるシグナルを増幅するのに有用であることが企図されている。
【００４０】
　本明細書において使用される用語「カラム媒体」は、カチオン交換媒体、アニオン交換
媒体、および免疫親和性カラム媒体などの、クロマトグラフィーカラムを充填するために
使用される媒体を意味する。
【００４１】
　本明細書において使用される用語「検出領域」は、試料中の分析物(例えば、関心のあ
るウイルス)の検出のためにデザインされている基板上の区切られた区域を意味する。
【００４２】
　本明細書において使用される用語「固定」は、材料の移動を制限する方法で、材料を別
の実体(例えば固形支持体)へ化学的またはその他のいずれかにより付着または捕獲するこ
とを意味する。
【００４３】
　本明細書において使用される単数または複数の用語「材料」は、その最も広い意味で、
いずれかの組成物を意味する。
【００４４】
　本明細書において使用される用語「抗原結合タンパク質」は、免疫原(抗原)により動物
において誘発された糖タンパク質、およびそのような糖タンパク質由来のタンパク質(例
えば、1本鎖抗体およびF(ab')2、Fab'およびFab断片)を意味する。抗体は、免疫原への、
より詳細に述べると免疫原に含まれた1種または複数のエピトープに対する特異性を示す
。未変性の抗体は、少なくとも2個の軽鎖ポリペプチドおよび少なくとも2個の重鎖ポリペ
プチドを含む。重鎖および軽鎖の各ポリペプチドは、ポリペプチド鎖のアミノ末端部分に
可変領域(すなわち、各々、VHおよびVL)を含み、これは抗原と相互作用する結合ドメイン
を含む。重鎖および軽鎖の各ポリペプチドは、ポリペプチド鎖の定常領域も含み(一般に
はカルボキシ末端部分)、これは宿主組織ならびに免疫系の様々な細胞、一部の食細胞お
よび古典的補体システムの補体第1成分(Clq)に影響を及ぼす要因への免疫グロブリンの結
合を媒介することができる。軽鎖の定常領域は「CL領域」と称され、重鎖の定常領域は「
CH領域」と称される。重鎖の定常領域は、CH1領域、CH2領域、およびCH3領域を含む。CH1
領域とCH2領域の間の重鎖部分は、ヒンジ領域(すなわち「H領域」)と称される。抗体の細
胞表面型の重鎖の定常領域は、膜カルボキシ末端のスペーサー膜貫通領域(M1)および細胞
質領域(M2)を更に含む。抗体の分泌型は一般に、M1およびM2領域を欠いている。
【００４５】
　本明細書において使用される用語「選択的結合」は、特定の分子構造の存在に左右され
る、ひとつの材料の別のものへの結合を意味する(すなわち特異的結合)。例えば免疫グロ
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ブリンは、免疫グロブリンのリガンド結合部位に相補的である化学構造を含む抗原へ選択
的に結合する。これは、それにより相互作用が仲介され、かつ分子の構造的適合性を基に
しない、「非選択的結合」とは対照的である。
【００４６】
　本明細書において使用される用語「重合」は、小型の分子モノマーの反復単位からなる
より大きい分子への転換を生じるプロセスを包含している。典型的には、重合は、モノマ
ーの別のものへの化学的架橋が関連している。
【００４７】
　本明細書において使用される用語「抗原」は、少なくとも1種の抗体により認識される
いずれかの分子または分子群を意味する。定義により、抗原は、少なくとも1種のエピト
ープ(すなわち、抗体により認識されることが可能である特異的生化学的単位)を含まなけ
ればならない。用語「免疫原」は、抗体産生を誘導するいずれかの分子、化合物、または
凝集体を意味する。定義により、免疫原は、少なくとも1種のエピトープ(すなわち、免疫
応答を引き起こすことが可能である特異的生化学的単位)を含まなければならない。
【００４８】
　本明細書において使用される用語「自宅検査(home testing)」および「診療所検査(poi
nt of care testing)」は、実験室環境以外で生じる検査を意味する。このような検査は
、屋内または屋外、例えば個人の家、職場、公共または個人的な場所、車中に加え、患者
のベッド脇で行うことができる。
【００４９】
　本明細書において使用される用語「ウイルス」は、例外はあるが、光学顕微鏡で観察不
可能であり、独立した代謝を欠き、かつ生存宿主細胞内でのみ複製することができる、微
小な感染性物質を意味する。個々の粒子(すなわちビリオン)は、核酸およびタンパク質の
殻またはコートからなり；一部のビリオンは、脂質含有膜も有する。用語「ウイルス」は
、動物、植物、ファージ、および他のウイルスを含む、全ての種類のウイルスを包含して
いる。
【００５０】
　本明細書において使用される用語「ナノ構造」は、典型的にはナノスケールで測定され
る、顕微鏡構造を意味する。このような構造は、リポソーム、フィルム、多層、編組(bra
ided)、ラメラ、らせん状、管状、および線維様の形状、ならびにそれらの組合せを含む
が、これらに限定されるものではない、様々な3次元集成体を含む。このような構造は、
いくつかの態様において、ロッドおよびコイルのように、集合状態の溶媒和されたポリマ
ーとして存在することができる。このような構造は、金フィルムの固形表面への物理的沈
着、機械的にラビングされた表面上に固定されたタンパク質、および電子ビームリソグラ
フにより調製されたシリコン鋳型を用いることでトポグラフィーにより成形またはインプ
リントされた高分子材料により調製されるような、無機材料から形成することもできる。
【００５１】
　本明細書において使用される用語「自己集成モノマー」および「脂質モノマー」は、自
発的に会合し、分子集成体を形成する分子を意味する。ひとつの意味でこれは、会合し、
界面活性剤分子集成体を形成する、界面活性剤分子を意味する。用語「自己集成モノマー
」は、単独分子(例えば、単独の脂質分子)および小型の分子集成体(例えば、重合した脂
質)を含み、これにより個々の小型の分子集成体は、より大きい分子集成体へ更に凝集さ
れる(例えば、集成および重合により)。
【００５２】
　本明細書において使用される用語「リンカー」または「スペーサー分子」は、ひとつの
実体を別のものに連結する物質を意味する。ひとつの意味で、分子または分子群は、2個
以上の他の分子へ共有結合されるリンカーであることができる(例えば、リガンドの自己
集成するモノマーへの連結)。
【００５３】
　本明細書において使用される用語「結合」は、分子内の原子間および結晶中のイオンと
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分子の間の連結を意味する。用語「単結合」は、2個の電子が結合軌道を占有する結合を
意味する。分子内の原子間の単結合の表記は、2個の原子間に描かれた1本線で表される(
例えばC-C)。用語「二重結合」は、2個の電子対を共有する結合を意味する。二重結合は
、単結合よりもより強力であり、かつより反応性である。用語「三重結合」は、3個の電
子対の共有を意味する。本明細書で使用される用語「エン-イン(ene-yne)」は、二重結合
と三重結合が交互であることを意味する。本明細書において使用される用語「アミン結合
」、「チオール結合」および「アルデヒド結合」は、各々、アミン基(すなわち、1個また
は複数のその水素原子が炭化水素基と置換されることによりアンモニアから生じた化学基
)、チオール基(すなわち、アルコールのイオウアナログ)、およびアルデヒド基(すなわち
、別の炭素原子上に直接連結された化学基-CHO)の間と、別の原子または分子の間に形成
された結合を意味する。
【００５４】
　本明細書において使用される用語「共有結合」は、1個の電子が各原子によりもたらさ
れる、2個の電子を共有する2個の原子の連結を意味する。
【００５５】
　本明細書において使用される用語「スペクトル」は、波長の順番で配置された光のエネ
ルギーの分布を意味する。
【００５６】
　使用される用語「可視スペクトル」は、約360nm～約800nmの波長を含む、光照射を意味
する。
【００５７】
　本明細書において使用される用語「基板」は、その上に別の材料が重層または付着され
た固形物体または表面を意味する。固形支持体は、とりわけガラス、金属、ゲル、および
濾紙を含むが、これらに限定されるものではない。
【００５８】
　本明細書において使用される用語「アレイ」および「パターン化されたアレイ」は、要
素(すなわち実体)の材料または装置への配置を意味する。例えばリガンド結合分子(例え
ば、抗体または核酸)の分析物-検出装置とのいくつかの種類の組合せは、アレイを構成す
るであろう。
【００５９】
　本明細書において使用される用語「インサイチュー」は、その自然環境の状況内に存在
または生じる、プロセス、事象、目的、または情報を意味する。
【００６０】
　本明細書において使用される用語「試料」は、その最も広範な意味で使用される。ひと
つの意味で、これは生体高分子材料を意味する。別の意味で、これは、いずれかの給源か
ら得られた標本または培養物に加え、生物学的試料および環境学的試料を含むことを意味
する。生物学的試料は、動物(ヒトを含む)から得られ、かつ液体、固形物、組織、気体を
包含している。生物学的試料は、血漿、血清などのような血液産物を含む。環境試料は、
地表物質(surface matter)、土壌、水、結晶および産業試料などの、環境材料を含む。こ
れらの例は、本発明で適用可能な試料の種類を制限するものとして構成されてはいない。
【００６１】
　本明細書において使用される用語「液晶」は、一般に固相および等方性液相の間の温度
範囲内にある、3次元結晶格子の存在を伴わない、異方性の特性により特徴付けられる、
熱力学的安定相を意味する。
【００６２】
　本明細書において使用される用語「メソゲン」は、液晶を形成する化合物、特に液晶系
材料の成分である、剛直な棒状または平板状の分子を意味する。
【００６３】
　本明細書において使用される用語「サーモトロピック液晶」とは、温度上昇のために、
メソゲン性固形物の溶融から生じる液晶を意味する。純粋な物質および混合物の両方が、
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サーモトロピック液晶を形成する。
【００６４】
　本明細書において使用される用語「ライオトロピック」とは、溶媒中に配向性および／
または位置的順序を伴う相を形成する分子を意味する。ライオトロピック液晶は、両親媒
性分子(例えば、ラウリン酸ナトリウム、ホスファチジルエタノールアミン、レシチン)を
用いて形成することができる。この溶媒は水であることができる。
【００６５】
　本明細書において使用される用語「異種表面」は、勾配の全域でのように、少なくとも
ふたつの個別の面または方向に液晶を配向する表面を意味する。
【００６６】
　本明細書において使用される用語「ネマチック」は、分子の長軸が、実質的に平行であ
るが、重心の位置はランダムに分布されている液晶を意味する。ネマチック液晶は、実質
的に表面近傍に配向させることができる。
【００６７】
　本明細書において使用される用語「キラルネマチック」は、メソゲンが光学的に活性で
ある液晶を意味する。ネマチックの場合のように局所的に一定に維持されているディレク
ター(director)の代わりに、このディレクターは、試料を通じてらせん式に回転している
。キラルネマチック結晶は、個々のメソゲンの回転力を基に説明することができるものよ
りも、はるかに高い強力な光学活性を示す。ディレクターのピッチに対して波長が等しい
光が液晶に衝突する場合、このディレクターは回折格子のように作用し、その上の入射光
をほとんどおよび時には全て反射する。白色光がこのような材料に入射する場合、ただ1
種の色の光が反射され、これは循環的に偏光する。この現象は、選択的反射として知られ
ており、キラルネマチック結晶により作成された虹色の原因である。
【００６８】
　本明細書において使用される用語「スメクチック」は、配向秩序に加え、より大きい程
度の位置順序の存在により「ネマチック」とは識別される液晶を意味し；これらの分子は
、これらの平面および層の間で行うよりも、より多くの時間を平面および層内で費やす。
「有極性スメクチック」層は、メソゲンが永久双極子モーメントを有する場合に生じる。
例えばスメクチックA2相において、連続層は抗強誘電性秩序を示し、永久双極子の方向は
層毎に交互になる。分子が分子の長軸を横断する永久双極子モーメントを有する場合、結
果的にキラルスメクチック相は強誘電性である。この相を利用する装置は、本質的に双安
定性である。
【００６９】
　本明細書において使用される用語「フラストレート相」は、キラル分子により形成され
た別の種類の相を意味する。これらの相はキラルではないが、しかしねじれが、結晶粒界
のアレイによりこの相へ導入される。立方格子欠陥(そこではディレクターが定義されな
い)が、複雑に配向された秩序のあるねじれた構造に存在する。これらの欠陥の間の距離
は、数百ナノメータであり、そのためこれらの相は、正に結晶がx-線を反射するように、
光を反射する。
【００７０】
　「ディスコチック相」は、伸長型よりもむしろ平板型である分子から形成される。通常
これらの分子は、芳香族コアおよび6個の側鎖置換基を有する。これらの分子がキラルで
あるか、またはキラルドーパントがディスコチック液晶に加えられる場合、キラルネマチ
ックディスコチック相を形成することができる。
【００７１】
発明の説明
　本発明は、液晶アッセイフォーマットを使用する、分析物検出の分野、特にウイルス、
細胞、細菌、脂質膜含有生物、タンパク質、核酸、炭水化物、および他の生体分子、有機
分子および無機分子の検出に関する。液晶ベースのアッセイシステム(LCアッセイ)は、米
国特許第6,284,197；国際公開公報第01/61357号；第01/61325号；第99/63329号；Gupta e
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t al., Science, 279:2077-2080(1998)；Seung-Ryeol Kim, Rahul R. Shah, and Nichola
s L. Abbott；Orientations of Liquid Crystals on Mechanically Rubbed Films of Bov
ine Serum Albumin: A Possible Substrate for Biomolecular Assays Based on Liquid 
Crystals, Analytical Chemistry, 2000;72(19):4646-4653；Justin J. Skaife and Nich
olas L. Abbott, Quantitative Interpretation of the Optical Textures of Liquid Cr
ystals Caused by Specific Binding of Immunoglobulins to Surface-Bound Antigens, 
Langmuir, 2000;16(7):3529-3536；Vinay K. Gupta and Nicholas L. Abbott, Using Dro
plets of Nematic Liquid Crystal To Probe the Microscopic and Mesoscopic Structur
e of Organic Surfaces, Langmuir, 1999;15(21):7213-7223において開示されており、こ
れらは全て本明細書に参照として組入れられている。
【００７２】
　本発明は、分析物を直接的および間接的の両方で検出するための、システム、装置、お
よび方法を提供する。間接的検出システムは、関心のある分析物と、好ましくは特異的に
、相互作用する認識部分を含む第一の基板を利用する。第一の基板が分析物を含むことが
疑われる試料に曝された後、第一の基板上に表示された認識部分と相互作用する分析物は
、第二の基板へ移動される。好ましい態様において、分析物は、非特異的様式で第二の基
板と相互作用する。更に好ましい態様において、第二の基板は、液晶中のメソゲンを配向
させる検出領域を含む。その後第二の基板は、液晶と接触される。無秩序な液晶は、検出
領域中の分析物の存在の指標である。
【００７３】
　国際公開公報第01/61357号は、液晶ベースのアッセイを用いるウイルスの検出を説明し
ている。これらのアッセイは、ホメオトロピック配向でメソゲンを組織化する基板上のパ
ターン化された検出領域を利用する。これらのアッセイは、ウイルスの検出領域への結合
が、ホメオトロピック配向を破壊するようにデザインされている。
【００７４】
　驚くべきことに、表面に結合した脂質膜を有するウイルス粒子および他の粒子または生
物および細胞は、基板上のあらゆる基礎となるトポグラフィーパターンとは無関係に、メ
ソゲンをホメオトロピックに配向することができることが発見された。従って、アッセイ
装置は、ナノ構造の表面の最適化および二次加工の時間がかかったり、費用がかかり中断
することなく、開発製造することができる。脂質膜含有する実体が、基板表面へ特異的ま
たは非特異的のいずれかで結合した場合には、ホメオトロピック配列が、本アッセイ下で
観察されている。本発明のアッセイは、多種多様な試料中の多種多様な脂質膜を伴う実体
を検出するために、様々な認識部分を利用することができる。更にこれらのアッセイは、
温度の制約とは無関係に機能する。従って本発明のアッセイを用い、液晶のメソゲンにア
クセス可能な脂質膜を含む事実上あらゆる実体を検出することができる。
【００７５】
　本発明の装置、システムおよび方法は、以下に列記した脂質膜を伴う実体に加え、下記
分析物を含むが、これらに限定されるものではない様々な分析物を検出するために有用で
ある：ポリペプチド(例えばタンパク質)、毒素、ポリヌクレオチド(例えばRNAおよびDNA)
、炭水化物、ウイルス、マイコプラスマ、真菌、細菌および原生動物を含む生体分子、特
にクラスA物質、例えば、痘瘡ウイルス(痘瘡)、炭疽菌(炭疽)、ペスト菌(ペスト)、ボツ
リヌス菌(ボツリヌス中毒)、野ウサギ病菌(野ウサギ病)、アレナウイルス(アレナウイル
ス科)、エボラ出血ウイルス、マールブルグ出血熱、ラッサ熱ウイルス、ジュニンウイル
スとその関連ウイルス(アルゼンチン出血熱ウイルス、ボリビア出血熱ウイルス、ブラジ
ル出血熱ウイルス、ベネズエラ出血熱ウイルス)、デング出血熱ウイルス、および毒素、
例えばボツリヌス菌およびトリコテセン(T2)マイコトキシン；クラスB物質、例えばコク
シエラ・ブルネッティ(Q熱)、ブルセラ種(ブルセラ症)、鼻疽菌(鼻疽)、サルモネラ種、
志賀赤痢菌、大腸菌株O157:H7、クリプトスポリジウム・パルブム、アルファウイルス(ト
ガウイルス科)、例えばベネズエラウマ脳炎ウイルス、東部ウマ脳炎ウイルス、西部ウマ
脳炎ウイルス、ならびに毒素、例えばリシン毒、ウェルシュ菌由来のε(epsilin)毒素、
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およびブドウ球菌腸管毒素B；ならびに、クラスC物質、例えば多剤耐性結核菌、ニパーウ
イルス、ハンタウイルス、マダニ媒介出血熱ウイルス、マダニ媒介脳炎ウイルス、および
黄熱病ウイルス。
【００７６】
　他の分析物は、酸、塩基、有機イオン、無機イオン、医薬品、除草剤、殺虫剤、化学兵
器用物質、および有毒ガスを含むが、これらに限定されるものではない。これらの物質は
、構造的に無関係の化合物の混合物、立体異性体のラセミ混合物、立体異性体の非ラセミ
混合物、ジアステレオマーの混合物、位置異性体の混合物中の成分として、または純粋な
化合物として、存在することができる。これらの分析物の検出、ならびにそのような検出
に特異的な基板および認識部分は、同時係属出願第10/227,974号、第10/443,419号、およ
び第60/585,275号により詳細に開示されており、これらは全て本明細書に参照として組入
れられている。
【００７７】
　従って本発明は、分析物検出のための改善された基板および装置を提供する。便宜上、
本発明の説明は、下記の項目に分ける：I.認識部分；II.基板；III.基板の機能化；IV.メ
ソゲン；V.脂質膜を伴う実体の直接検出；VI.特異的捕獲後の非特異的検出；VII.脂質タ
グの検出；VIII.キット。
【００７８】
I.認識部分
　様々な認識部分の本発明における使用を認める。好ましい態様において、認識部分は、
基板の検出領域上に固定される(以下により詳細に説明する)。本発明のいくつかの態様に
おいて、基板に付着または会合した「認識部分」は、別の1個または複数の分子(例えば分
析物)と結合またはそうでなければ相互作用するために利用される。例えばいくつかの態
様において、認識部分は、ω-官能基化されたスペーサーアームまたはω-官能基化された
SAM成分のいずれかに付着され、これは次に基板に付着または会合される。更に認識部分
は、ポリマー表面(例えば、ラビングされたポリマー表面)により提示することができる。
【００７９】
　いくつかの好ましい態様において、認識部分は有機官能基を含む。現在好ましい態様に
おいて、有機官能基は、アミン、カルボン酸、薬物、キレート剤、クラウンエーテル、シ
クロデキストリンまたはそれらの組合せからなる群より選択されるメンバーである。別の
好ましい態様において、認識部分は生体分子である。より更に好ましい態様において、生
体分子は、タンパク質、抗原結合タンパク質、ペプチド、核酸(例えば単独のヌクレオチ
ドまたはヌクレオシド、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチドおよび1本鎖またはより
多くの鎖の核酸)またはそれらの組合せである。現在好ましい態様において、認識部分は
ビオチンである。いくつかの態様において、認識部分は、抗原結合タンパク質である。本
発明における使用が認められる抗原結合タンパク質の例は、免疫グロブリン、1本鎖抗体
、キメラ抗体、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ならびにF(ab')2、Fab'およ
びFab断片を含むが、これらに限定されるものではない。
【００８０】
　当該技術分野において公知の様々な手法を、ポリクローナル抗体の作成に使用すること
ができる。抗体の作成に関して、ウサギ、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギなどを含むが、
これらに限定されるものではない様々な宿主動物を、エピトープに対応するペプチドの注
射により免疫処置することができる。好ましい態様において、このペプチドは、免疫原担
体(例えばジフテリア毒素、ウシ血清アルブミン(BSA)、またはキーホールリムペット(KLH
))に複合される。様々なアジュバントを用い、宿主種に応じ免疫応答を増強することがで
き、これはフロイント(完全および不完全)、ミネラルゲル(例えば水酸化アルミニウム)、
表面活性物質(例えばリゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド
、油性エマルション、キーホールリムペットヘモシアニン、ジニトロフェノール、および
有用な可能性のあるBCG(カルメットゲラン桿菌)およびコリネバクテリウム・パルブムな
どのヒトアジュバント)を含むが、これらに限定されるものではない。



(19) JP 4950663 B2 2012.6.13

10

20

30

40

50

【００８１】
　モノクローナル抗体の調製に関して、連続細胞系培養による抗体分子の作成を提供する
あらゆる技術が、本発明での用途を見出すことが企図されている(例えば、Harlow and La
ne, Antibodies : A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY参照)。これらは、当初KohlerおよびMilsteinにより開発されたハイブ
リドーマ技術(Kohler and Milstein, Nature, 256:495-497(1975))に加え、トリオーマ技
術、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術(例えばKozbor et al., Immunol. Tod., 4:72(1983)参
照)、およびヒトモノクローナル抗体を産生するためのEBV-ハイブリドーマ技術(Cole et 
al., Monoclonal Antibody and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.77-96(1985)
参照)を含むが、これらに限定されるものではない。
【００８２】
　加えて、1本鎖抗体の作成のための説明された技術(米国特許第4,946,778号；本明細書
に参照として組入れられている)は、認識部分として役立つ特異的1本鎖抗体の作成におけ
る使用を見出すことが企図されている。更に抗体断片を作成するのに適した技術は、有用
な認識部分である抗体断片の作成における用途を見出すことが企図されている。例えばこ
のような断片は、以下を含むが、これらに限定されるものではない：抗体分子のペプシン
消化により作成することができるF(ab')2断片；F(ab')2断片のジスルフィド橋の還元によ
り作成されるFab'断片；および、パパインおよび還元剤による抗体の処理により作成する
ことができるFab断片。より更なる態様において、認識部分は、抗原結合タンパク質をデ
ィスプレイするファージを含む。
【００８３】
　いくつかの態様において、認識部分がポリヌクレオチドまたはポリペプチドである場合
、複数の認識部分が、光活性化化学(photo activated chemistry)、マイクロコンタクト
プリンティング、およびインクジェット印刷を用い、基板上に配列される。特に好ましい
態様においては、フォトリソグラフィーが利用される(例えば、米国特許第6,045,996号；
第5,925,525号；および第5,858,659号参照；各々本明細書に参照として組入れられている
)。基板露出部位を規定するために、連続フォトリソグラフィーを利用しマスキングし、
その後特異的化学合成段階を行うこのプロセスは、アレイ内の予め規定された位置に各プ
ローブを伴うオリゴヌクレオチドの高密度アレイを構築する。マルチプローブアレイが、
例えば大型ガラスウエハ上で同時に合成される。次にこれらのウエハは四角に切断され、
個々のプローブアレイは、それらを環境から保護し、かつハイブリダイゼーションチャン
バーとして役立つ、注入成形されたカートリッジ中に包装される。
【００８４】
　別の態様において、核酸認識部分は、適当な基板上に電子的に捕獲される(例えば、米
国特許第6,017,696号；第6,068,818号；および、第6,051,380号参照；各々本明細書に参
照として組入れられている)。超微小電子技術の使用にもかかわらず、この技術は、半導
体マイクロチップ上にデザインされた試験部位へおよびそこからの、帯電した分子の能動
的移動および濃縮を可能にする。所定の標的に独自のDNA捕獲プローブは、マイクロチッ
プ上の特定部位へ、電子的に配置されるか、または「アドレス設定」される。DNAは強力
な負電荷を有するので、これは正電荷の区域へ電気的に移動させることができる。
【００８５】
　より更なる態様において、認識部分は、表面張力の差異を利用することにより、適当な
基板上に配列される(例えば, 米国特許第6,001,311号；第5,985,551号；および、第5,474
,796号を参照；これは各々本明細書に参照として組入れられている)。この技術は、液体
は、化学コーティングにより付与された表面張力の差異により、平坦な表面上で隔離する
ことができるという事実を基にしている。一旦そのように隔離された場合、オリゴヌクレ
オチドプローブは、試薬のインクジェット印刷によりチップ上に直接合成される。表面張
力により規定されたその反応部位を伴うアレイは、4種の標準DNA塩基の各々について1個
である、4個の圧電ノズルセット下で、X/Y翻訳ステージ上に搭載される。翻訳ステージは
、アレイの各列に沿って移動し、かつ適当な試薬が、各反応部位へ送達される。例えばA
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アミダイトは、アミダイトAが合成段階などの間にカップリングされる部位にのみ送達さ
れる。共通の試薬および洗浄液は、全表面の冠水により送達され、その後回転によりそれ
らが除去される。
【００８６】
　より更なる態様において、認識部分は、適当な基板上にスポッティングされる。このよ
うなスポッティングは、毛細管またはマイクロピペットにより手作業によるか、またはAf
fymetrix and Gilsonから入手できるもののような自動スポッティング装置により行うこ
とができる(例えば、米国特許第5,601,980号；第6,242,266号；第6,040,193号；および、
第5,700,637号参照；その各々は本明細書に参照として組入れられている)。
【００８７】
　認識部分がアミンである場合、好ましい態様において、認識部分は、アミンへの結合に
より反応する分析物上の構造(例えば、カルボニル基、アルキルハロ基)と相互作用するで
あろう。別の好ましい態様において、アミンは、関心のある分析物上の酸性部分(例えば
、カルボン酸、スルホン酸)によりプロトン化される。
【００８８】
　ある好ましい態様において、認識部分がカルボン酸である場合、この認識部分は、錯体
形成により分析物(例えば、金属イオン)と相互作用するであろう。更に他の好ましい態様
において、カルボン酸は、分析物上の塩基性基(例えばアミン)をプロトン化するであろう
。
【００８９】
　別の好ましい態様において、認識部分は薬物部分である。薬物部分は、既に臨床使用が
承認された物質であるか、またはこれらは、その使用が実験的であるか、もしくはそれら
の活性または作用機序が研究中であるような薬物であることができる。薬物部分は、所定
の病態における証明された作用を有するか、または所定の病態において望ましい作用を示
すと単に仮定することができる。好ましい態様において、薬物部分は、選択された分析物
と相互作用するそれらの能力についてスクリーニングされる化合物である。従って本発明
の実践において有用である薬物部分は、様々な薬学的活性を有する広範な薬物のクラスか
らの薬物を含む。
【００９０】
　有用な物質のクラスは、例えば、非ステロイド系抗炎症薬(NSAIDS)を含む。MAIDSは、
例えば以下の範疇から選択することができる：(例えばプロピオン酸誘導体、酢酸誘導体
、フェナム酸誘導体、ビフェニルカルボン酸誘導体およびオキシカム)；ヒドロコルチゾ
ンなどを含む、ステロイド系抗炎症薬；抗ヒスタミン薬(例えばクロルフェニラミン、ト
リプロリジン)；鎮咳薬(例えばデキストロメトロファン、コデイン、カルミフェン(carmi
phen)およびカルビタペンタン)；かゆみ止め(例えばメトジラジンおよびトリメプラジン)
；抗コリン作用薬(例えばスコポラミン、アトロピン、ホマトロピン、レボドパ)；抗嘔吐
薬および制吐薬(例えばシクリジン、メクリジン、クロロプロマジン、ブクリジン)；食欲
抑制薬(例えばベンズフェタミン、フェンテルミン、クロルフェンテルミン、フェンフル
ラミン)；中枢神経刺激薬(例えばアンフェタミン、メタンフェタミン、デキストロアンフ
ェタミンおよびメチルフェニデート)；抗不整脈薬(例えばプロパノロール、プロカインア
ミド、ジソピラミド、キニジン、エンカイニド)；P-アドレナリン遮断薬(例えばメトプロ
ロール、アセブトロール、ベタキソロール、ラベタロール、およびチモロール)；強心薬(
例えばミルリノン、アムリノンおよびドブタミン)；降圧薬(例えばエナラプリル、クロニ
ジン、ヒドララジン、ミノキシジル、グアナドレル、グアネチジン)；利尿薬(例えばアミ
ロリドおよびヒドロクロロチアジド)；血管拡張薬(例えばジルチアゼム、アミオダロン、
イソスプリン(isosuprine)、ナイリドリン、トラゾリンおよびベラパミル)；血管収縮薬(
例えばジヒドロエルゴタミン、エルゴタミンおよびメチルセルジド)；潰瘍治療薬(例えば
ラニチジンおよびシメチジン)；麻酔薬(例えばリドカイン、ブピバカイン、クロロプロカ
イン、ジブカイン)；抗鬱薬(例えばイミプラミン、アミトリプチリン、ノルトリプチリン
)；トランキライザおよび鎮静薬(例えばクロルジアゼポキシド、ベナクチジン、ベンズキ
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ナミド、フルラゼパム、ヒドロキシジン、ロクサピンおよびプロマジン)；抗精神病薬(例
えばクロルプロチキセン、フルフェナジン、ハロペリドール、モリンドン、チオリダジン
およびトリフルオペラジン)；抗微生物薬(抗菌薬、抗真菌薬、抗原生動物薬および抗ウイ
ルス薬)。
【００９１】
　本組成物に混入するのに好ましい抗微生物薬は、例えば、β-ラクタム薬、キノロン薬
、シプロフロキサシン、ノルフロキサシン、テトラサイクリン、エリスロマイシン、アミ
カシン、トリクロサン、ドキシサイクリン、カプレオマイシン、クロルヘキシジン、クロ
ルテトラサイクリン、オキシテトラサイクリン、クリンダマイシン、エタンブトール、イ
セチオン酸ヘキサミジン、メトロニナゾール、；ペンタミジン、ゲンタマイシン、カナマ
イシン、リンコマイシン、メタサイクリン、メテナミン、ミノサイクリン、ネオマイシン
、ネチルマイシン、パロモマイシン、ストレプトマイシン、トブラマイシン、ミコナゾー
ル、およびアマンタジンの薬学的に許容できる塩を含む。
【００９２】
　別の本発明の実践において使用するための薬物部分は、抗新生物薬(例えば抗男性ホル
モン(例えばロイプロリドまたはフルタミド)、細胞殺傷薬(例えばアドリアマイシン、ド
キソルビシン、タキソール、シクロホスファミド、ブスルファン、シスプラチン、a-2-イ
ンターフェロン)、抗エストロゲン(例えばタモキシフェン)、代謝拮抗薬(例えばフルオロ
ウラシル、メトトレキセート、メルカプトプリン、チオグアニン)を含む。
【００９３】
　この認識部分は、ホルモン(例えばメドロキシプロゲステロン、エストラジオール、ロ
イプロリド、メゲストロール、オクトレオチドまたはソマトスタチン)；筋弛緩薬(例えば
シンナメドリン、シクロベンザプリン、フラボキセイト、オルフェナドリン、パパベリン
、メベベリン、イダベリン、リトドリン、デフェノシシラート(dephenoxylate)、ダント
ロレンおよびアズモレン)；抗痙攣薬；骨活性化薬(例えばジホスホネートおよびホスホノ
アルキルホスフィネート系薬物化合物)；内分泌調節薬(例えば避妊薬(例えばエチノジオ
ール、エチニルエストラジオール、ノルエチンドロン、メストラノール、デソゲストレル
、メドロキシプロゲステロン)、糖尿病治療薬(例えばグリブリドまたはクロルプロパミド
)、蛋白同化薬、例えばテストラクトンまたはスタノゾロール、アンドロゲン(例えばメチ
ルテストステロン、テストステロンまたはフルオキシメステロン)、抗利尿薬(例えばデス
モプレシン)およびカルシトニン)も含むことができる。
【００９４】
　同じく本発明における使用において、エストロゲン(例えばジエチルスチルベステロー
ル)、糖質コルチコイド(例えばトリアムシノロン、ベタメタゾンなど)および黄体ホルモ
ン薬(progenstogens)、例えばノルエチンドロン、エチノジオール、ノルエチンドロン、
レボノルゲストレル；甲状腺作用薬(例えばリオサイロニンまたはレボサイロキシン)また
は甲状腺機能低下薬(例えばメチマゾール)；過プロラクチン血症治療薬(例えばカベルゴ
リン)；ホルモン抑制薬(例えばダナゾールまたはゴセレリン)、分娩促進薬(例えばメチル
エルゴノビンまたはオキシトシン)およびプロスタグランジン、例えばミオプロストール(
mioprostol)、アルプロスタジルまたはジノプロストンも使用される。
【００９５】
　他の有用な認識部分は、免疫変調薬(例えば、抗ヒスタミン、マスト細胞安定剤、例え
ばロドキサミドおよび／またはクロモリン、ステロイド(例えばトリアムシノロン、ベク
ロメタゾン、コルチゾン、デキサメタゾン、プレドニソロン、メチルプレドニソロン、ベ
クロメタゾン、またはクロベタゾール)、ヒスタミンH2拮抗薬(例えばファモチジン、シメ
チジン、ラニチジン)、免疫抑制薬(例えばアザチオプリン、シクロスポリン)などを含む
。抗炎症活性を伴う群であるスリンダック、エトドラック、ケトプロフェンおよびケトロ
ラックなども、使用される。本発明と組合わせて使用される他の薬物は、当業者には明ら
かであろう。
【００９６】
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　認識部分がキレート剤、クラウンエーテルまたはシクロデキストリンである場合、宿主
-ゲスト化学(host-guest chemistry)は、認識部分と分析物の間の相互作用を支配するで
あろう。宿主-ゲスト化学の使用は、大きい度合いの認識-部分-分析物特異性が本発明の
装置へと設計されることを可能にする。特定の化合物へ結合するこれらの化合物の使用は
、当業者に周知である。例えば、Pitt et al.「The Design of Chelating Agents for th
e Treatment of Iron Overload」、INORGANIC CHEMISTRY IN BIOLOGY AND MEDICINE；Mar
tell, A. E., Ed.；American Chemical Society、ワシントン、1980, pp.279-312；Lindo
y, L. F., THE CHEMISTRY OF MACROCYCLIC LIGAND COMPLEXES； Cambridge University P
ress、ケンブリッジ、1989；Dugas, H., BIOORGANIC CHEMISTRY；Springer-Verlag、ニュ
ーヨーク、1989、およびそこに含まれた参考文献を参照のこと。
【００９７】
　加えて、キレート剤、クラウンエーテルまたはシクロデキストリンの他の分子への付着
を可能にするマニホールドな経路は、当業者により利用可能である。例えば、Meares et 
al.「Properties of In Vivo Chelate-Tagged Proteins and Polypeptides」MODIFICATIO
N OF PROTEINS: FOOD, NUTRITIONAL, AND PHARMACOLOGICAL ASPECTS；Feeney, R. E., Wh
itaker, l. R., Eds., American Chemical Society、ワシントン、1982, pp.370-387；Ka
sina et al. Bioconjugate Chem., 9:108-117(1998)；Song et al., Bioconjugate Chem.
, 8:249-255(1997)参照のこと。
【００９８】
　現在好ましい態様において、認識部分は、エチレンジアミン四酢酸(EDTA)またはジエチ
レントリアミン五酢酸(DTPA)などの、ポリアミノカルボン酸型キレート剤である。これら
の認識部分は、例えば市販の二価無水物(dianhydride)(Aldrich Chemical Co., ミルウォ
ーキー、WI)を利用することにより、SAMまたはスペーサーアームのアミン末端を持つ成分
にのみ付着することができる。
【００９９】
　より更に好ましい態様において、認識部分は、タンパク質、核酸、ペプチドまたは抗体
などの、生体分子である。本発明の実践において有用な生体分子は、あらゆる供給源に由
来することができる。生体分子は、天然の給源から単離することができるか、または合成
法により作成することができる。タンパク質は、天然のタンパク質または変異したタンパ
ク質であることができる。変異は、化学変異誘発、位置指定変異誘発または当業者に公知
の変異を誘導する他の手段により実行することができる。本発明の実践に有用なタンパク
質は、例えば、酵素、抗原、抗体および受容体を含む。抗体は、ポリクローナルまたはモ
ノクローナルのいずれかであることができる。ペプチドおよび核酸は、天然の給源から単
離することができるか、または全体もしくは部分的に起源から合成することができる。
【０１００】
　認識部分がタンパク質または抗体であるようなこれらの態様において、タンパク質は、
タンパク質の表面上で利用可能であるいずれかの反応性ペプチド残基により、SAM成分ま
たはスペーサーアームにつなぐことができる。好ましい態様において、反応基はアミンま
たはカルボキシラートである。特に好ましい態様において、反応基は、リシン残基のe-ア
ミン基である。更にこれらの分子は、基板またはSAMの表面へ、非特異的相互作用(例えば
、化学吸着、物理吸着)により吸着することができる。
【０１０１】
　抗体である認識部分は、タンパク質、ペプチド、核酸、糖質または小型分子、例えば薬
物、除草剤、殺虫剤、工業用化学物質および兵器用物質などである分析物を認識するため
に使用することができる。特異的分子に対する抗体を産生する方法は、当業者に周知であ
る。米国特許第5,147,786号；第5,334,528号；第5,686,237号；第5,573,922号を参照し；
これらは各々本明細書に参照として組入れられている。抗体を表面に付着する方法も、当
該技術分野において公知である(Delamarche et al., Langmuir, 12:1944-1946(1996)参照
)。
【０１０２】



(23) JP 4950663 B2 2012.6.13

10

20

30

40

50

　ペプチドおよび核酸は、SAM成分またはスペーサーアームに付着することができる。天
然または合成の両方のペプチドおよび核酸は、本発明と組合せて使用される。これらの分
子は、SAM成分またはスペーサーアームへ、利用可能な反応基により付着することができ
る。例えばペプチドは、アミン、カルボキシル、スルフヒドリルまたはヒドロキシル基を
介して付着することができる。このような基は、ペプチド末端またはペプチド鎖の内部の
位置に存在することができる。核酸は、塩基上の反応基(例えば、環外アミン)または糖部
分の利用可能なヒドロキシル基(例えば3'-または5'-ヒドロキシル)を介して付着すること
ができる。ペプチド鎖および核酸鎖は更に、鎖上の適当な反応基の付着を可能にするよう
に、1個または複数の部位で誘導体化され得る(Chrisey et al., Nucleic Acids Res., 24
:3031-3039(1996)参照)。
【０１０３】
　ペプチドまたは核酸は、完全なまたは部分的な合成分子である場合、反応基またはマス
キングされた反応基は、合成プロセス時に組込むことができる。ペプチドおよび核酸の両
方における反応基組込みに適した多くの誘導体化されたモノマーは、当業者に公知である
(例えば、THE PEPTIDES: ANALYSIS, SYNTHESIS, BIOLOGY, Vol.2:「Special Methods in 
Peptide Synthesis」、Gross, E. and Melenhofer, J., Eds., Academic Press、ニュー
ヨーク(1980)参照)。多くの有用なモノマーが市販されている(Bachem、Sigmaなど)。その
後このマスキングされた基は、合成後脱マスキングされ始め、この時点で、SAM成分また
はスペーサーアームとの反応のために利用可能となり始める。
【０１０４】
　別の好ましい態様において、ペプチドは、基板へ直接付着される(Frey et al., Anal. 
Chem., 68:3187-3193(1996)参照)。特に好ましい態様において、ペプチドは、金基板へ、
システイン残基上のスルフヒドリル基を介して付着される。別の好ましい態様において、
ペプチドは、チオールを介して、例えばヨードアセトアミド、クロロアセトアミド、ヨウ
化ベンジル、臭化ベンジル、ヨウ化アルキルまたは臭化アルキルなどの末端であるスペー
サーアームへ付着される。同様の固定技術は、当業者に公知である(例えば、Zull et al,
 J. Ind. Microbiol., 13:137-143(1994)参照)。
【０１０５】
　別の好ましい態様において、認識部分は、関心のある分析物と封入複合体を形成する。
特に好ましい態様において、認識部分は、シクロデキストリンまたは修飾されたシクロデ
キストリンである。シクロデキストリンは、多くの微生物により生成された環式オリゴ糖
の群である。シクロデキストリンは、バスケット様の形状の環構造を有する。この形は、
シクロデキストリンが多くの種類の分子をその中空部分に含むことを可能にする(例えば
、Szejtli, J., CYCLODEXTRINS AND THEIR INCLUSION COMPLEXES；Akademiai Klado, ブ
タペスト、1982；および、Bender et al., CYCLODEXTRIN CHEMISTRY, Springer-Verlag, 
ベルリン、1978参照)。
【０１０６】
　シクロデキストリンは、例えば、薬物、殺虫剤、除草剤および兵器用物質を含む、有機
分子のアレイと封入複合体を形成することができる(Tenjarla et al., J. Pharm. Sci., 
87:425-429(1998)；Zughul et al., Pharm. Dev. Technol. 3:43-53(1998)；および、Alb
ers et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 12:311-337(1995)参照)。重要なこ
とに、シクロデキストリンは、それらの封入複合体内の化合物のエナンチオマーを識別す
ることができる。従ってひとつの好ましい態様において、本発明は、エナンチオマーの混
合物中の特定のエナンチオマーの検出を提供する(Koppenhoefer et al., J. Chromatogr.
 A 793:153-164(1998)参照)。
【０１０７】
　シクロデキストリン認識部分は、SAM成分へスペーサーアームを介してまたは直接基板
へ付着することができる(Yamamoto et al., J. Phys. Chem. B 101:6855-6860(1997)参照
)。シクロデキストリンを他の分子へ付着する方法は、クロマトグラフィーおよび医薬品
の分野の業者には周知である(Sreenivasan, Appl. Polym. Sci., 60:2245-2249(1996)参
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照)。
【０１０８】
　別の態様において、認識部分は、核酸(例えばRNAまたはDNA)または特定の実体(例えば
ウイルス)に特異的な受容体であることができる。いくつかの態様において、核酸はアプ
タマーである。アプタマーの単離は、米国特許第5,475,096号；第5,270,163号；および、
第5,475,096号；ならびに、国際公開公報第97/38134号、第98/33941号および第99/07724
号に開示されており、これらは全て本明細書に参照として組入れられている。
【０１０９】
　いくつかの態様において、認識部分は、様々な細菌および病原体を検出するために組込
まれる。このような認識部分は、HIV(Wies et al., Nature, 333:426 (1988))、インフル
エンザ(White et al., Cell, 56:725(1989))、クラミジア(Infect. Imm., 57:2378(1989)
)、レトロウイルス、ストレプトコッカス・スイス、サルモネラ、センダイウイルス、ム
ンプス、ニューカッスル、ミクソウイルス、および髄膜炎菌を検出するための、シアル酸
；コロナウイルス、脳脊髄炎ウイルス、およびロタウイルスを検出するための、9-OACシ
アル酸；サイトメガロウイルス(Virology, 176:337(1990))および麻疹ウイルス(Virology
, 172:386(1989))を検出するための、非シアル酸糖タンパク質；HIVを検出するための、C
D4(Khatzman et al., Nature, 312:763(1985))、血管作動性腸管ペプチド(Sacerdote et 
al., J. of Neuroscience Research, 18:102(1987))およびペプチドT(Ruff et al., FEBS
 Letters, 211:17(1987))；ワクシニアを検出するための、上皮細胞増殖因子(Epstein et
 al., Nature, 318:663(1985))；狂犬病を検出するための、アセチルコリン受容体(Lentz
 et al., Science, 215:182(1982))；エプスタイン-バーウイルスを検出するための、Cd3
補体受容体(Carel et al., J. Biol. Chem., 265:12293(1990))；レオウイルスを検出す
るための、βアドレナリン作動性受容体(Co et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 82:1494(
1985))；ライノウイルスを検出するための、ICAM-1(Marlin et al., Nature, 344:70(199
0))、N-CAM、およびミエリン関連糖タンパク質MAb(Shephey et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci., 85:7743(1988))；ポリオウイルスを検出するための、ポリオウイルス受容体(Mende
lsohn et al., Cell, 56:855(1989))；ヘルペスウイルスを検出するための、線維芽細胞
増殖因子受容体(Kaner et al., Science, 248:1410(1990))；大腸菌を検出するための、
オリゴマンノース；髄膜炎菌を検出するための、ガングリオシドGM1；ならびに、広範な
病原体(例えば、淋菌、ビブリオ・フルニフィカス、腸炎ビブリオ、コレラ菌、ビブリオ
・アルギノリチクスなど)を検出するための、抗体を含むが、これらに限定されるもので
はない。
【０１１０】
　より更なる態様において、認識部分は、結合パートナーと相互作用するリガンドである
。リガンドの例は、ステロイド分子のような小型有機分子および小型薬物分子、タンパク
質、ポリペプチドおよびペプチド、金属イオン、ならびに核酸を含むが、これらに限定さ
れるものではない。いくつかの態様において、リガンドは、試料中の結合分子により認識
される。結合分子の例は、ステロイド、ホルモン、タンパク質、ポリペプチド、および免
疫グロブリン分子およびそれらの断片のようなペプチド、核酸、ならびに他の有機または
非有機分子を含むが、これらに限定されるものではない。いくつかの好ましい態様におい
て、リガンドは、試験対象の体液中の結合分子により認識される。例えばリガンドは、ウ
イルスエンベロープタンパク質または病原生物(先に列記されたものなど)由来の他の抗原
性分子の一部であることができる。好ましい態様において、抗原性分子(例えばタンパク
質)は、病原生物に曝された試験対象の体液中の抗体分子により認識される。特に好まし
い態様において、リガンドは、西ナイルウイルスのエンベロープ由来のEタンパクである
。
【０１１１】
　いくつかの好ましい態様において、リガンドまたは認識部分は、脂質と複合される。本
発明は、脂肪酸、リン脂質、脂肪酸および／またはリン脂質を含むモノ-、ジ-およびトリ
-グリセリド、脂質二層、ならびにリポソームを含むが、これらに限定されるものではな
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い、様々な脂質および脂質含有材料と、認識部分の複合体を企図している。脂質含有材料
は、多層に加え、編組、ラメラ、らせん状、管状、および繊維様形状、ならびにそれらの
組合せとして提供され得る。関心のある認識部分またはリガンドの脂質および脂質含有材
料への付着に関しては、標準の付着化学が利用可能である。これらの付着化学は、リポソ
ームに関して以下により詳細に説明されている。
【０１１２】
　いくつかの好ましい態様において、本発明は、リポソームを利用する。様々な方法が、
リポソームの作成に有用である。このような方法は、多くの論文に詳細に説明されており
、かつとりわけNew(New, Liposomes: A Practical Approach, IRL Press、オックスフォ
ード、(1989))、およびRosoff(Rosoff, Vesicles, Marcel Dekker, Inc., ニューヨーク
、(1996))などの論文により検証されている。リポソームおよび他の脂質含有材料を形成
する方法も米国特許第6,183,772号、第6,306,598号、第6,180,784号、第6,740,643号およ
び第6,706,922号に開示されており、これらは全て本明細書に参照として組入れられてい
る。いくつかの好ましい態様において、リポソームは、プローブ音波法を用いて調製され
る。多様な範囲の化合物(例えば、炭水化物、タンパク質、核酸、および他の化学基)によ
り脂質を誘導体化する方法は、当該技術分野において周知である。脂質末端のカルボン酸
は、容易に修飾され、エステル、リン酸エステル、アミノ基、アンモニウム、ヒドラジン
、ポリエチレンオキシド、アミド、および多くの他の化合物を形成する。これらの化学基
は、炭水化物、タンパク質、核酸、および他の化学基への連結基を提供する(例えば、カ
ルボン酸は、タンパク質へ、活性化エステルを形成することにより、直接連結し、その後
タンパク質上の遊離アミン基と反応し、アミド連結を形成する)。ラングミュアーフィル
ムへ付着した抗体の例は、当該技術分野において公知である(例えば、Tronin et al., La
ngmuir, 11:385(1995)；および、Vikhohn et al., Langmuir, 12:3276(1996)参照)。材料
を膜へ結合するか、または材料を膜内に組込む、多くの他の手段が存在し、これは特に、
例えば、タンパク質または核酸のポリマー膜へのカップリング(例えば、Bamford et al. 
Adv. Mat., 6:550(1994)参照)；タンパク質の自己組織化された有機単分子層へのカップ
リング(例えば、Willner et al., Adv. Mat., 5:912(1993)参照)、およびタンパク質の膜
への組込み(例えば、Downer et al., Biosensor and Bioelect., 7:429(1992)参照)など
を含む。リガンド(例えば、タンパク質、核酸、および炭水化物)は、誘導体化された脂質
へ都合良く付着することができる。
【０１１３】
　いくつかの態様において、リガンドまたは認識部分は、脂質モノマーの頭部基へ共有的
に連結される。別の態様において、リガンドまたは認識部分は、脂質含有材料の表面に共
有的に連結される(例えば、タンパク質および抗体が複数のアミンおよびチオール連結に
より材料表面へ)。更に別の態様において、リガンドまたは認識部分は、生体高分子材料
へ非共有的に組込まれる(例えば、ガングリオシドは、フィルムおよびリポソームの膜へ
組込まれる。)。
【０１１４】
II.基板
　本発明の実践において有用な基板は、実質的にいずれか物理化学的に安定した材料で製
造することができる。好ましい態様において、基板材料は、メソゲン層の構成成分に対し
非反応性である。基板は、剛性または柔軟性のいずれかであることができ、かつ光学的に
透明または光学的に不透明であることができる。これらの基板は、電気的に絶縁体、導体
または半導体であることができる。更に基板は、液体、蒸気および／または気体に対し実
質的に非透過性であるか、あるいは基板は、これらの種類の1種または複数の物質に対し
透過性であることができる。基板材料の例は、無機結晶、無機ガラス、無機酸化物、金属
、有機ポリマー、およびそれらの組合せを含むが、これらに限定されるものではない。い
くつかの態様において、基板は、試料および／または他の試薬を、基板表面またはその上
の検出領域へ送達するためのマイクロチャネルをその中に有する。マイクロチャネルのデ
ザインおよび使用は、例えば、米国特許第6425972号、第6418968号、第6447727号、第643
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2720号、第5976336号、第5882465号、第5876675号、第6186660号、第6100541号、第63799
74号、第6267858号、第6251343号、第6238538号、第6182733号、第6068752号、第6429025
号、第6413782号、第6274089号、第6150180号、第6046056号、第6358387号、第6321791号
、第6326083号、第6171067号、および第6167910号に開示され、これらは全て本明細書に
参照として組入れられている。
【０１１５】
A.無機結晶およびガラス
　本発明のいくつかの態様において、無機結晶および無機ガラスが、基板材料として利用
される(例えば、LiF、NaF、NaCl、KBr、KI、CaF2、MgF2、HgF2、BN、AsS3、ZnS、Si3N4な
ど)。結晶およびガラスは、当該技術分野の標準技法により調製することができる(例えば
、Goodman, C. H. L., Crystal Growth Theory and Techniques, Plenum Press, ニュー
ヨーク、1974参照)。あるいは、これらの結晶は、商業的に購入することができる(例えば
、Fischer Scientific)。結晶は、基板の単独成分であるか、または1種または複数の追加
基板成分で被覆することができる。従って、例えば1種または複数の金属フィルムまたは1
種の金属フィルムおよび有機ポリマーで被覆された結晶を利用することは、本発明の範囲
内である。加えて結晶は、様々な材料、または同じ材料の異なる物理的形(例えばガラス)
で製造された基板の別の部分と接触する基板の一部を構成することができる。無機結晶お
よび／またはガラスを利用する他の有用な基板の構成は、当業者には明らかであろう。
【０１１６】
B.無機酸化物
　本発明の別の態様において、無機酸化物が基板として利用される。本発明において使用
する無機酸化物は、例えば、Cs2O、Mg(OH)2、TiO2、ZrO2、CeO2、Y2O3、Cr2O3、Fe2O3、N
iO、ZnO、Al2O3、SiO2(ガラス)、石英、In2O3、SnO2、PbO2などを含む。無機酸化物は、
フィルム、支持材入り粉末(supported powders)、ガラス、結晶などの様々な物理的形で
利用することができる。基板は、単独の無機酸化物または1種よりも多い無機酸化物の複
合体からなることができる。例えば、無機酸化物の複合体は、 層状構造を有する(すなわ
ち、第一の酸化物上に沈着した第二の酸化物)か、または2種もしくはそれよりも多い酸化
物を連続して非層状構造で配置することができる。加えて1種または複数の酸化物を、様
々なサイズの粒子として混合し、かつガラスまたは金属シートのような支持体上に沈着す
ることができる。更に1種または複数の無機酸化物の層は、ふたつの別の基板層の間に挟
むことができる(例えば、金属-酸化物-金属、金属-酸化物-結晶)。
【０１１７】
　現在好ましい態様において基板は、液体および気体に対し非透過性である剛構造である
。この態様において基板は、その上に金のような金属が蒸着により重層されているガラス
プレートである。より更に好ましい態様において基板は、その上にチタンのような第一の
金属層が重層されているガラスプレート(SiO2)である。その後金のような第二の金属層が
、第一の金属層の表面に重層される。
【０１１８】
C.金属
　本発明のより更なる態様において、金属が基板として利用される。金属は、結晶、シー
トまたは粉末として使用することができる。金属は、蒸着、スパッタリング、無電解沈着
、電着、および金属ナノ粒子を含有する金属のプレフォーム粒子の吸着または沈着を含む
が、これらに限定されるものではない当業者に公知のいずれかの方法により、裏当て上に
沈着することができる。
【０１１９】
　メソゲン層に対し化学的に不活性である金属は、本発明の基板として有用であろう。メ
ソゲン層と反応性または相互作用する金属も、本発明において有用であろう。現在基板と
して好ましい金属は、金、銀、白金、パラジウム、ニッケルおよび銅を含むが、これらに
限定されるものではない。ひとつの態様において、1種よりも多い金属が使用される。1種
よりも多い金属は、合金として存在するか、またはこれらは層状「サンドイッチ」構造を
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形成するか、またはこれらは互いに側方に隣接することができる。好ましい態様において
、基板に使用される金属は金である。特に好ましい態様において、使用される金属は、チ
タン上に重層された金である。
【０１２０】
　この金属層は、液体、溶液、蒸気および気体などの物質に対し、透過性または非透過性
のいずれかであることができる。
【０１２１】
D.有機ポリマー
　更に別の本発明の態様において、有機ポリマーが基板材料として利用される。本発明の
基板として有用な有機ポリマーは、気体、液体および溶液中の分子に対し透過性であるポ
リマーを含む。他の有用なポリマーは、1種または複数のこれらの同種化合物に非透過性
であるものである。 
【０１２２】
　有用な基板を形成する有機ポリマーは、例えば、ポリアルケン(例えばポリエチレン、
ポリイソブテン、ポリブタジエン)、ポリアクリル系(例えば、ポリアクリレート、ポリメ
チルメタクリレート、ポリシアノアクリレート)、ポリビニル(例えば、ポリビニルアルコ
ール、ポリ酢酸ビニル、ポリビニルブチラール、ポリ塩化ビニル)、ポリスチレン、ポリ
カーボネート、ポリエステル、ポリウレタン、ポリアミド、ポリイミド、ポリスルホン、
ポリシロキサン、ポリヘテロ環、セルロース誘導体(例えば、メチルセルロース、酢酸セ
ルロース、ニトロセルロース)、ポリシラン、含フッ素ポリマー、エポキシ、ポリエーテ
ルおよびフェノール樹脂(Cognard, J. ALIGNMENT OF NEMATIC LIQUID CRYSTALS AND THEI
R MIXTURES, Mol. Cryst. Liq. Cryst., 1:1-74(1982)参照)を含む。現在好ましい有機ポ
リマーは、ポリジメチルシロキサン、ポリエチレン、ポリアクリロニトリル、セルロース
系物質、ポリカーボネートおよびポリビニルピリジニウムである。
【０１２３】
　現在好ましい態様において、基板は透過性であり、かつこれは金の層、またはチタン上
の金の層からなり、これは、液体、蒸気および／または気体に対し透過性であるポリマー
系膜または他の材料上に沈着されている。これらの液体および気体は、純粋な化合物(例
えば、クロロホルム、一酸化炭素)であるか、または他の分子中に分散された化合物(例え
ば、水性タンパク質溶液、空気中の除草剤、小型有機分子のアルコール性溶液)であるこ
とができる。有用な透過膜は、柔軟なセルロース系物質(例えば、再生セルロース透析膜)
、剛性セルロース系物質(例えば、セルロースエステル透析膜)、剛性ポリフッ化ビニリデ
ン膜、ポリジメチルシロキサンおよびトラック蝕刻したポリカーボネート膜を含むが、こ
れらに限定されるものではない。
【０１２４】
　更に好ましい態様において、透過膜上の金の層それ自身が透過性である。より更に好ま
しい態様において、透過性金層は、厚さ約70Åまたはそれ未満を有する。
【０１２５】
　基板の透過性が問題なくかつ金属フィルム層が使用されるようなこれらの態様において
、フィルムは、具体的用途に必要な厚さであることができる。例えばフィルムが電極とし
て使用される場合、このフィルムは、フィルムが光に対して透明または半透明であるため
に必要であるような態様における厚さよりも厚くてよい。
【０１２６】
　従って好ましい態様において、フィルムは厚さ約0.01nm～約1μmである。更に好ましい
態様において、フィルムは厚さ約5nm～約100nmである。より更に好ましい態様において、
フィルムは厚さ約10nm～約50nmである。
【０１２７】
E.フォーマット
　本発明の基板は、様々なフォーマットで提供される。例えば基板は、平面もしくは曲面
で存在するか、またはビーズであることができる。ビーズフォーマットは、以下に説明す



(28) JP 4950663 B2 2012.6.13

10

20

30

40

50

る間接的検出法に特に有用である。本発明のビーズ基板は、先に説明した基板材料のいず
れかを含むことができる。いくつかの好ましい態様において、ビーズは、アガロースビー
ズ、アクリル系ビーズ、またはラテックスビーズなどの、市販のビーズである。いくつか
の態様において、ビーズは磁気性である。更に別の態様において、ビーズは、銀または金
などの金属で被覆される。更に別の態様において、カラムクロマトグラフィー媒体のよう
な基板を、分析物を捕獲するために使用してもよい。このような基板の例は、免疫親和性
カラム(すなわち、抗原結合タンパク質により機能化された媒体を含むカラム)、プロテイ
ンA親和性カラム、S-SEPHAROSE、SP-SEPHAROSE、およびカルボキシメチルセルロースなど
のカチオン交換カラム、DEAEセルロース、QAE SEPHADEX、およびFAST Q SEPHAROSEなどの
アニオン交換カラム、ULTRAGELカラムのようなサイジングカラム、ホスホセルロースカラ
ム、ヘパリン硫酸カラムなどである。カラムの溶離後、分析物は以下に詳細に説明された
ように検出される。
【０１２８】
III.基板の機能化
　いくつかの態様において、基板の表面は、認識部分が基板の表面上に固定されるように
機能化されている。いくつかの態様において、固定された認識部分は、検出領域を形成す
る。いくつかの態様において、複数の検出領域が、基板の表面に形成される。いくつかの
態様において、同じ認識部分が、複数の検出領域の2個またはそれ以上に提供されるのに
対し、別の態様においては、少なくとも2個の異なる認識部分が、複数の検出領域の1個ま
たは複数の上に固定される。いくつかの態様において、認識部分は、以下により詳細に説
明される方法により、基板表面上の不連続の検出領域にアレイ形成されている。
【０１２９】
A.自己組織化された単分子層
　いくつかの態様において、基板の表面は、基板表面上に自己組織化された単分子層(SAM
)を形成することにより、最初に機能化される。自己組織化された単分子層は一般に、組
織化され、密集された(closely packed)線状分子の集成体として示される。固形基板上に
単分子層を沈着するための、2種の広く使用される方法が存在する：Langmuir-Blodgettト
ランスファーおよび自己組織化。追加の方法は、単分子層前駆体の蒸気の基板表面への沈
着、ならびに溶液からのポリマーおよび高分子電解質の層毎の沈着のような技術を含む(L
adam et al., Protein Adsorption onto Auto-Assembled Polyelectrolyte Films, Langm
uir, 2001;17(3):878-882)。
【０１３０】
　本発明に有用なSAM層の組成は、化合物の構造および分子比の広範な範囲にわたり変動
することができる。ひとつの態様において、SAMはただ1種の化合物から形成される。現在
好ましい態様において、SAMは2種またはそれよりも多い成分から形成される。別の好まし
い態様において、2種またはそれよりも多い成分が使用される場合、ひとつの成分は、鎖
の長さが10～25個の炭素である長鎖炭化水素であり、第二の成分は、鎖の長さが1～9個の
炭素原子である短鎖炭化水素である。特に好ましい態様において、SAMは、CH3(CH2)15SH
およびCH3(CH2)4SHまたはCH3(CH2)15SHおよびCH3(CH2)9SHから形成される。前述の態様の
いずれかにおいて、炭素鎖は、ω-末端で(例えば、NH2、COOH、OH、CN)、鎖の内部位置で
(例えば、アザ、オキサ、チア)、または鎖のω-末端および内部位置の両方で機能化され
る。
【０１３１】
　認識部分は、SAM表面へ、多くの当該技術分野において公知の付着方法のいずれかによ
り、付着することができる。ひとつの好ましい態様において、反応性SAM成分が基板に付
着され、その後認識部分が、その成分上の反応基および認識部分上の相補的反応性の基を
介して、SAM成分へ付着される(例えば、Hegner et al., Biophys. J., 70:2052-2066(199
6)参照)。別の好ましい態様において、認識部分は、SAM成分に付着され、その後SAM成分
が基板表面に固定され：次にこの認識部分-SAM成分カセットが基板に付着される。より更
に好ましい態様において、認識部分は基板に、交換反応により付着される。この態様にお
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いて、SAMはプレフォームされ、その後SAM成分の画分が、認識部分によりまたはウイルス
認識部分を持つSAM成分の画分により交換される。更に別の態様において、ポリペプチド
認識部分は、CH3(CH2)15SHのような疎水性単分子層に直接吸着される。認識部分が抗体ま
たはプロテインAに結合する他の分子であるような態様において、プロテインAは、最初に
単分子層へ、その後抗体へ付着され、抗体はプロテインAにより結合される。
【０１３２】
B.機能化されたSAM
　下記の考察は、反応性SAM成分の基板表面への付着に焦点を当てている。この焦点は単
に便宜上であり、当業者は、本考察が、SAM成分-認識部分が基板へのその付着の前にプレ
フォームされる態様に、同等に適用可能であることを理解するであろう。本明細書におい
て使用される用語「反応性SAM成分」とは、認識部分または他の種との反応、その後の成
分の基板への付着に利用可能な官能基を有する成分を意味する。
【０１３３】
　現在好ましい種類の反応性SAM成分と共に利用可能な反応は、比較的穏やかな条件下で
進行する反応である。これらは、求核置換(例えば、アミンおよびアルコールのハロゲン
化アシルとの反応)、求電子置換(例えば、エナミン反応)、ならびに炭素-炭素および炭素
-ヘテロ原子多重結合への付加(例えば、マイケル反応、ディールス-アルダー付加)を含む
が、これらに限定されるものではない。これらの反応および他の有用な反応は、Marchの
著書(ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY, Third Ed., John Wiley & Sons, ニューヨーク、198
5)に説明されている。
【０１３４】
　本発明に従い基板の表面は、基板表面の複数の利用可能な反応性官能基による誘導体化
のような方式で、反応性SAM成分の基板表面への共有結合により、SAM、成分および他の種
により機能化されている。本発明の実践において使用することができる反応基は、例えば
、アミン、ヒドロキシル基、カルボン酸、カルボン酸誘導体、アルケン、スルフヒドリル
、シロキサンなどを含む。
【０１３５】
　多種多様な反応型が、基板表面の機能化に利用可能である。例えば、ポリプロピレンの
ようなプラスチックで構築された基板は、クロム酸酸化し、それに続けてヒドロキシル化
されたもしくはアミノメチル化された表面に転換することにより、表面を誘導体化するこ
とができる。高度に架橋したジビニルベンゼンにより製造された基板は、クロロメチル化
、およびそれに続く官能基の操作により、表面を誘導体化することができる。加えて機能
化された基板は、蝕刻され還元されたポリテトラフルオロエチレンにより製造することが
できる。
【０１３６】
　基板が、ガラスのようなケイ素系(siliaceous)材料で構築される場合、その表面は、表
面のSi-OH、SiO-H、および／またはSi-Si基を、官能基化試薬と反応することにより、誘
導体化することができる。基板が金属フィルムで製造される場合、その表面は、その金属
に結合力を示す材料により誘導体化することができる。
【０１３７】
　基板はガラスから製造される好ましい態様において、反応基のガラス表面への共有結合
は、基板の表面上の基の下記のようなケイ素改質試薬による転換により実現される：
　　　(RO)3-Si-R

1-X1　　　 (1)
ここで、Rは、アルキル基、例えばメチルまたはエチルであり、R1は、ケイ素とXの間の連
結基であり、Xは、反応基または保護された反応基である。反応基は、以下に考察したよ
うに認識部分であることもできる。示されたアルコキシ基に加え、ハロゲンまたは他の脱
離基を有するシラン誘導体も、本発明において有用である。
【０１３８】
　例えば下記のような、多くのシロキサン官能基化試薬を用いることができる：
1. ヒドロキシアルキルシロキサン(シリル化された表面、ジボランによる官能基化、およ
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びH2O2のアルコールへの酸化)
　a.アリルトリクロロシラン　3-ヒドロキシプロピル
　b.7-oct-1-エニルトリクロロシラン　8-ヒドロキシオクチル
2.ジオール(ジヒドロキシアルキル)シロキサン(シリル化された表面およびジオールへの
加水分解)
　a.(グリシジルトリメトキシシラン　(2,3-ジヒドロキシプロピルオキシ)プロピル
3.アミノアルキルシロキサン(中間体の官能基化段階が不要なアミン)
　a.3-アミノプロピルトリメトキシシラン　アミノプロピル
4.二量体第2級アミノアルキルシロキサン
　a.ビス(3-トリメトキシシリルプロピル)アミン　ビス(シリルオキシルプロピル)アミン
 
【０１３９】
　シロキサン以外のSAM成分が使用される場合に、同様の有用な機能化の化学のアレイが
利用可能であることは、当業者には明らかであろう。従って例えば同様に官能基化された
アルキルチオールは、金属フィルムへ付着することができ、引き続き反応し、先に例示さ
れたもののような官能基を生成する。
【０１４０】
　別の好ましい態様において、基板は、少なくとも部分的に金フィルムのような金属フィ
ルムであり、および反応基は、その表面へ結合力を表示する物質により、金属表面につな
がれる。現在好ましい態様において、基板は、少なくとも部分的に金フィルム、ならびに
下記のような、チオール、スルフィドまたはジスルフィドを含む、金属表面と反応する基
である：
　　　Y-S-R2-X2　　 (2)
R2はイオウとX2の間の連結基であり、およびX2は反応基または保護された反応基である。
X2は、以下に説明されるような認識部分であることもできる。Yは、H、R3およびR3-S-か
らなる群より選択される一員であり、ここでR2およびR3は、独立して選択される。R2およ
びR3が同じである場合、対称のスルフィドおよびジスルフィドが生じ、かつこれらが異な
る場合は、非対称のスルフィドおよびジスルフィドが生じる。
【０１４１】
　多くの官能基化されたチオール、スルフィドおよびジスルフィドが、市販されている(A
ldrich Chemical Co., セントルイス)。加えて当業者は、追加のこのような分子を生成す
るマニホールドな合成経路で、それらを利用可能にする。例えばアミン官能基化されたチ
オールは、対応するハロ-アミン、ハロ-カルボン酸などから、これらのハロゲン前駆体の
ナトリウムスルフヒドリドとの反応により生成することができる。例えばReid, ORGANIC 
CHEMISTRY of BIVALENT SULFUR, vol1, pp.21-29,32-35, vol.5, pp.27-34, Chemical Pu
blishing Co., ニューヨーク 1958, 1963を参照のこと。加えて、官能基化されたスルフ
ィドは、メルカプタン塩による、アルキルチオ脱ハロゲン化により調製することができる
(Reid, ORGANIC CHEMISTRY OF BIVALENT SULFUR, vol.2, pp.16-21,24-29, vol.3, pp.11
-14, Chemical Publishing Co., ニューヨーク, 1960参照のこと)。本発明の実践に有用
な化合物を作成する他の方法は、当業者には明らかであろう。
【０１４２】
　別の好ましい態様において、官能基化試薬は、各試薬分子につき1個よりも多い反応基
を提供する。下記化合物3のような試薬を使用し、基板表面上の各反応部位を、本質的に2
個またはそれよりも多い官能基に「増幅」する：
　　　(RO)3-Si-R

2-(X2)n　　 (3)
ここでRはメチルのようなアルキル基であり、R2はケイ素とX2の間の連結基であり、X2は
反応基または保護された反応基であり、ならびにnは、2～50の間の、より好ましくは2～2
0の整数である。
【０１４３】
　同様に増幅する分子も、基板が、少なくとも部分的に金属フィルムであるような態様に
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おいて使用される。これらの態様において、金属表面と反応する基は、下記式(4)のよう
な、チオール、スルフィドまたはジスルフィドを含む：
　　　Y-S-R2-(X2)n　　 (4)
【０１４４】
　前述のように、R2は、イオウとX2の間の連結基であり、X2は、反応基または保護された
反応基である。X2は、認識部分でもある。Yは、H、R3およびR3-S-からなる群より選択さ
れる一員であり、ここでR2およびR3は、独立して選択される。
【０１４５】
　先に説明した本発明の態様においてR1、R2およびR3に使用するR基は、アルキル、置換
されたアルキル、アリール、アリールアルキル、置換されたアリール、置換されたアリー
ルアルキル、アシル、ハロゲン、ヒドロキシ、アミノ、アルキルアミノ、アシルアミノ、
アルコキシ、アシルオキシ、アリールオキシ、アリールオキシアルキル、メルカプト、飽
和環式炭化水素、不飽和環式炭化水素、ヘテロアリール、ヘテロアリールアルキル、置換
されたヘテロアリール、置換されたヘテロアリールアルキル、ヘテロ環式、置換されたヘ
テロ環式およびヘテロ環式アルキル基を含むが、これらに限定されるものではない。
【０１４６】
　先の各式1-4において、R1、R2およびR3の各々は、安定しているか、または化学反応も
しくは光化学反応により切断することができる。例えばエステルまたはジスルフィド結合
を含むR基は、各々、加水分解および還元により切断することができる。例えばニトロベ
ンジル誘導体、フェナシル基、ベンゾインエステルなどの光により切断されるR基の使用
も、本発明の範囲内である。 他のこのような切断可能な基は、当業者に周知である。
【０１４７】
　別の好ましい態様において、有機イオウ化合物は、部分的にまたは全体的にハロゲン化
される。この態様に有用な化合物の例は以下である：
　　　X1Q2C(CQ

1
2)mZ

1(CQ22)nSH　　 (5)
ここでX1は、H、ハロゲン反応基および保護された反応基からなる群より選択される一員
である。反応基は、以下に考察するように認識部分であることもできる。Q、Q1およびQ2

は、独立してHおよびハロゲンからなる群より選択される一員である。Z1は、-CQ2-、-CQ1

2-、-CQ22-、-O-、-S-、NR4-、-C(O)NR4およびR4NC(O0-からなる群より選択される一員で
あり、ここでR4は、H、アルキル、置換されたアルキル、アリール、置換されたアリール
、ヘテロアリールおよびヘテロ環式基からなる群より選択される一員であり、ならびにm
およびnは独立して0～40の間の数である。
【０１４８】
　更に別の好ましい態様において、有機層は、先の式5の化合物を含み、ここで Q、Q1お
よびQ2は、独立してHおよびフッ素からなる群より選択される一員である。より更に好ま
しい態様において、有機層は、式(6)および(7)の構造を有する化合物を含む：
　　　CF3(CF2)mZ

1(CH2)nSH　　　 (6)
　　　CF3(CF2)oZ

2(CH2)pSH　　　 (7)
ここで、Z1およびZ2は、-CH2-、-O-、-S-、NR4、-C(O)NR4およびR4NC(O)-からなる群より
独立して選択される一員であり、ここでR4は、H、アルキル、置換されたアルキル、アリ
ール、置換されたアリール、ヘテロアリールおよびヘテロ環式基からなる群より選択され
る一員である。現在好ましい態様において、隣接分子のZ基は、引力(例えば水素結合)ま
たは反発(例えばファンデルワールス力)のいずれかの相互作用に参加する。
【０１４９】
　式7において、mは0～40の数であり、nは0～40の数であり、oは0～40の数であり、およ
びpは0～40の数である。
【０１５０】
　更に好ましい態様において、式6および7の化合物は、認識部分を持つ、ハロゲン化され
たまたはされない、いずれかの有機イオウ化合物と共に使用される。
【０１５１】
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　有機層がハロゲン化された有機イオウ化合物から形成される場合、有機層は、単独のハ
ロゲン化された化合物または1種よりも多い異なる構造を持つハロゲン化された化合物を
含むことができる。加えてこれらの層は、ハロゲン化されない有機イオウ化合物を含むこ
とができる。
【０１５２】
　反応性官能基(X1およびX2)は、例えば以下である：
　(a)カルボキシル基およびそれらの様々な誘導体、これはN-ヒドロキシスクシンイミド
エステル、N-ヒドロキシベンズトリアゾールエステル、酸ハロゲン化物、アシルイミダゾ
ール、チオエステル、p-ニトロフェニルエステル、アルキル、アルケニル、アルキニルお
よび芳香族エステルを含むが、これらに限定されるものではない；
　(b)エステル、エーテル、アルデヒドなどに転換することができる、ヒドロキシル基
　(c)ハロゲン化物が、例えば、アミン、カルボキシラートアニオン、チオールアニオン
、カルボアニオン、またはアルコキシドイオンなどの求核基と後で交換することができ、
これによりハロゲン原子の位置の新たな基の共有的付着を生じる、ハロアルキル基；
　(d)例えばマレイミド基のような、ディールス-アルダー反応に参加することが可能であ
る、ジエノフィル基；
　(e)その後の誘導体化が、例えば、イミン、ヒドラゾン、セミカルバゾンまたはオキシ
ムなどのカルボニル誘導体の形成により、またはグリニャール付加もしくはアルキルリチ
ウム付加のような機構により可能である、アルデヒド基またはケトン基；
　(f)例えばスルホンアミドを形成するための、アミンとの引き続きの反応のための、ハ
ロゲン化スルホニル基；
　(g)ジスルフィドに転換またはハロゲン化アシルと反応することができる、チオール基
；
　(h)例えばアシル化またはアルキル化することができる、アミン基またはスルフヒドリ
ル基；
　(i)例えば、付加環化、アシル化、マイケル付加などを受けることができる、アルケン
；ならびに
　(j)例えば、アミンおよびヒドロキシル化合物と反応することができる、エポキシド。
【０１５３】
　これらの反応性部分は認識部分であることもできる。これらの基の性質は、以下により
詳細に説明する。
【０１５４】
　これらの反応性官能基は、機能化されたSAM成分の基板の表面への付着を制御する反応
に参加しない、またはこれを妨害しないように選択することができる。あるいは、反応性
官能基は、保護基の存在により、この反応に参加しないように保護することができる。当
業者は、特定の官能基を、選択された反応条件のセットの干渉からいかにして保護するか
を理解するであろう。有用な保護基の例については、Greene et al., PROTECTIVE GROUPS
 IN ORGANIC SYNTHESIS, John Wiley & Sons, ニューヨーク, 1991を参照のこと。
【０１５５】
　好ましい態様において、認識部分を持つSAM成分は、基板の表面への「安定した結合」
により、直接かつ本質的に不可逆的に付着される。本明細書において使用される用語「安
定した結合」は、広範な条件にわたりその化学的完全性を維持する結合である(例えば、
アミド、カルバメート、炭素-炭素、エーテルなど)。別の好ましい態様において、認識部
分を持つSAM成分は、基板表面へ「切断可能な結合」により付着される。本明細書におい
て使用される「切断可能な結合」とは、認識部分-分析物複合体中の他の結合は崩壊しな
い条件下で切断を受けるようにデザインされた結合である。切断可能な結合は、ジスルフ
ィド結合、イミン結合、カーボネート結合およびエステル結合を含むが、これらに限定さ
れるものではない。
【０１５６】
　ある態様において、バルクSAMの構成成分のものとは異なる構造を有するSAM成分に付着
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された認識部分を有することは、利点となる。この態様において、認識部分が結合される
基は、「スペーサーアーム」または「スペーサー」と称される。このようなスペーサーア
ームを使用し、認識部分に隣接するSAMの特性を制御することができる。通常制御される
特性は、例えば疎水性、親水性、表面活性ならびに基板および／またはSAM平面からの認
識部分の距離を含む。例えばアルカンチオールで構成されたSAMにおいて、認識部分は、
基板またはSAMの表面へ、アミン末端ポリ(エチレングリコール)を介して付着することが
できる。スペーサーアームおよびSAMの多くの他の組合せに、当業者はアクセス可能であ
る。
【０１５７】
　基板表面の親水性は、アミン-、ヒドロキシル-およびポリヒドロキシル含有分子などの
極性分子との反応により、増強することができる。代表例は、ポリリシン、ポリエチレン
イミン、ポリ(エチレングリコール)およびポリ(プロピレングリコール)を含むが、これら
に限定されるものではない。これらの化合物の適当な機能化の化学および戦略は、当該技
術分野において公知である(例えば、Dunn, R. L., et al., Eds. POLYMERIC DRUGS AND D
RUG DELIVERY SYSTEMS, ACS Symposium Series Vol.469, American Chemical Society, 
ワシントン、1991参照)。
【０１５８】
　基板表面の疎水性は、例えば、長鎖ジアミン、長鎖チオール、アルファ、ω-アミノ酸
などの、疎水性スペーサーアームを用い調整することができる。代表的疎水性スペーサー
は、1,6-ヘキサンジアミン、1,8-オクタンジアミン、6-アミノヘキサン酸および8-アミノ
オクタン酸を含むが、これらに限定されるものではない。
【０１５９】
　基板表面は、界面活性剤特性を有するスペーサーを、基板表面に付着することにより、
表面活性があるように作成することもできる。この目的に有用な化合物は、例えば、アミ
ン化またはヒドロキシル化された洗剤分子、例えば1-アミノドデカン酸を含む。
【０１６０】
　別の態様において、スペーサーは、ウイルス認識部分を基板またはSAMからから距離を
おくために役立つ。この特徴を持つスペーサーは、いくつかの用途を有する。例えば、基
板またはSAM表面に非常に密に保持される認識部分は、入ってくる(incoming)分析物とは
反応しないか、または受入れ難い程緩徐に反応することがある。分析物はそれ自身立体的
に苛酷である場合、ふたつの成分の接近を妨げるモノリシック基板のために、認識部分-
分析物複合体形成につながる反応は、望ましくないほど遅いか、または全く発生しない。
【０１６１】
　別の態様において、基板表面および／またはSAMの物理化学特性(例えば、疎水性、親水
性、表面活性、立体配置)は、バルクSAMの構成成分よりも組成が異なり、および認識部分
を持たないような一価の部分を付着することにより変更される。本明細書において使用さ
れる用語「一価の部分」は、ただ1個の反応性官能基を有する有機分子を意味する。この
官能基は、分子を基板へ付着する。「一価の部分」は、先に説明された二価の「スペーサ
ー」基と対比される。このような一価の基を使用し、基板表面の親水性、疎水性、結合特
性などが修飾される。この目的に有用な基の例は、長鎖アルコール、アミン、脂肪酸、脂
肪酸誘導体、ポリ(エチレングリコール)モノメチルエーテルなどである。
【０１６２】
　2種またはそれよりも多い構造的に異なる部分をSAMの成分として使用する場合、これら
の成分は、SAM成分の混合物として基板に接触することができるか、またはこれらの成分
は、個別に添加することができる。SAM成分が混合物として添加される態様において、溶
液中のこれらの成分の混合のモル比は、混合SAM中と同じ比を生じる。SAMが組織化される
方法により、これらふたつの成分は、島に相分離(segregate)することはない(Bain and W
hitesides, J Am. Chem. Soc., 111:7164(1989))。SAMのこの特徴を用い、これらの分子
間の、立体障害のようなある種の相互作用を最小化する方式で、認識部分またはかさ高い
修飾基を固定することができる。
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【０１６３】
　SAMの個々の成分は、逐次方式で基板に結合することもできる。従ってひとつの態様に
おいて、第一のSAM成分は、第一の成分の化学量論的等量よりも少ない表面官能基を「標
識下(underlabeling)」とすることにより、基板の表面へ付着される。この第一の成分は
、末端の反応基または認識基、スペーサーアームまたは一価部分に連結されたSAM成分で
あることができる。引き続き第二の成分が基板と接触される。この第二の成分は、化学量
論的に等量、化学量論的に過剰のいずれかで添加されるか、または再度第三の成分のため
の部位を開放するために標識下とするよう使用され得る。 
【０１６４】
C.ポリイミド
　いくつかの態様において、基板は、ポリイミド層で被覆される。ポリイミド被覆された
基板は、場合によっては、その表面は液晶をホメオトロピック配向する一方で、別の場合
は表面はラビングされ、液晶の配向のための異方性表面を提供することができるので、特
に有用であることが企図されている。好ましい態様において、シリコンウエハのような基
板は、ポリイミドで被覆される。好ましい態様において、基板は、ポリイミドでスピンコ
ーティングされる。液晶の平面配列のためのNissan 7210、Nissan 3510、Nissan 410、Ni
ssan 3140、Nissan 5291、およびJapan Synthetic Rubber JALS 146-R19、ならびに液晶
のホメオトロピック配向のためのNissan 7511LおよびSE 1211を含むが、これらに限定さ
れるものではない様々なポリイミドが、本発明での使用が認められる。驚くべきことに、
ラビングされたポリイミド表面の液晶を配向させる能力は、認識部分がラビングされた表
面上に表示される場合に維持され、その後分析物が認識部分へ結合する場合に、マスキン
グされることがわかった。従って分析物が結合された区域は、秩序のない液晶を有し、交
差分極により目視した場合に白色または明るく見え、ならびに分析物が結合されなかった
区域は、秩序を保ち続け、交差分極により目視した場合に暗く見える。驚くべきことに、
液晶をホメオトロピック配向するポリイミド表面を用い、表面への非特異的結合を報告す
ることができることもわかった。これらの態様において、分析物が結合した区域は無秩序
な液晶を有し、交差分極により目視した場合に白色または明るく見え、ならびに分析物が
結合されなかった区域は、ホメオトロピック配向を維持し、暗く見える。これらの様々な
ポリイミドは、タンパク質間の結合事象を探査および報告するために使用することができ
る様々なタンパク質に対し、異なる係留特性および異なる結合親和性を提供する。同様に
異なる液晶は、特異的結合事象に対する異なる反応を示す。従って、異なる光学特性およ
び誘電特性を伴う様々な液晶系の材料、例えば5CB、BL093、TL216、ZLI5800、MLC6613、
および(p-メトキシベンジリデン)-p-ブチルアニリン(MBBA)を使用することによりアッセ
イを調節することが可能である。
【０１６５】
D.直接吸着
　いくつかの態様において、認識部分は、直接吸着により基板上に固定されている。例え
ば抗体は、金基板表面上にスピンコーティングされたポリウレタンの薄フィルム上に固定
することができる。
【０１６６】
E.アレイ
　ウイルス認識部分がポリヌクレオチドまたはポリペプチドであるようないくつかの態様
において、複数のウイルス認識部分が、光活性化化学、マイクロコンタクトプリンティン
グ、およびインクジェット印刷を用い、基板上にアレイ形成されている。特に好ましい態
様において、フォトリソグラフィーが利用される(例えば、米国特許第6,045,996号；第5,
925,525号；および第5,858,659号参照；各々本明細書に参照として組入れられている)。
基板露出部位を規定するために連続フォトリソグラフィーを用いマスキングし、その後特
異的化学合成段階が続くこのプロセスは、アレイ内の予め決められた位置に各プローブを
伴う、オリゴヌクレオチドの高密度アレイを構成する。マルチプローブアレイが、例えば
大型ガラスウエハ上で同時に合成される。その後ウエハは四角に切断され、個々のプロー
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立つような、注入成形されたプラスチック製カートリッジ中に包装される。
【０１６７】
　別の態様において、核酸ウイルス認識部分は、適当な基板上に電子的に捕獲される(例
えば、米国特許第6,017,696号；第6,068,818号；および、第6,051,380号参照；各々本明
細書に参照として組入れられている)。超微小電子技術の使用により、この技術は、その
半導体マイクロチップ上にデザインされた試験部位へのおよび部位からの帯電した分子の
能動的移動および濃縮を可能にする。所定の標的に独自のDNA捕獲プローブは、マイクロ
チップ上の特定部位に電子的に配置されるか、または「アドレス設定される」。DNAは強
力な負電荷を有するので、正帯電の区域に電子的に移動することができる。
【０１６８】
　より更なる態様において、ウイルス認識部分は、表面張力の差異を用い、適当な基板上
に配列される(例えば、米国特許第6,001,311号；第5,985,551号；および、第5,474,796号
参照；各々は本明細書に参照として組入れられている)。この技術は、液体は、化学コー
ティングに付与された表面張力の差により平坦な表面上で分離することができるという事
実を基にしている。一旦そのように分離されたならば、オリゴヌクレオチドプローブが、
試薬のインクジェット印刷により、チップ上に直接合成される。表面張力により規定され
たその反応部位を伴うアレイは、4種の標準DNA塩基の各々について1個である、4個の圧電
ノズルのセット下のX/Y翻訳ステージ上に搭載される。翻訳ステージは、アレイの各列に
沿って移動し、適当な試薬が、各反応部位に送達される。例えばAアミダイトは、アミダ
イトAが合成段階などの間に最大にカップリングされるべき部位へのみ、送達される。共
通の試薬および洗浄液は、全表面の冠水により送達され、その後回転によりそれらが除去
される。
【０１６９】
　より更なる態様において、ウイルス認識部分は、適当な基板上にスポッティングされる
。このようなスポッティングは、キャピラリーチューブもしくはマイクロピペットにより
手作業で行うか、またはAffymetrixおよびGilsonから入手可能であるような自動スポッテ
ィング装置により行うことができる(例えば、米国特許第 5,601,980号；第6,242,266号；
第6,040,193号；および、第5,700,637号参照；各々本明細書に参照として組入れられてい
る)。
【０１７０】
E.ブロッキング
　いくつかの態様において、認識部分の基板表面への固定後、基板の残余は、基板表面へ
の非特異的結合に対して保護するために、ブロックされる。適当なブロック剤の例は、血
清アルブミン、双性イオン性ポリマー、吸着された脂質層、デキストランおよび他の糖類
、架橋した脂質、ポリエチレンオキシド、ポリオキサゾリン、ヒドロゲルおよびミルクを
含むが、これらに限定されるものではない。好ましい態様において、ブロック剤は、ウシ
血清アルブミン、ヒト血清アルブミンまたはウマ血清アルブミンである。
【０１７１】
IV.メソゲン
　メソゲン層を形成するいずれかの化合物または化合物の混合物は、本発明と組合せて使
用することができる。メソゲンは、サーモトロピック液晶またはライオトロピック液晶を
形成することができる。サーモトロピックおよびライオトロピックの両液晶は、ネマチッ
ク、キラルネマチック、スメクチック、極性スメクチック、キラルスメクチック、フラス
トレート相およびディスコチック相を含む、多くの形で存在することができる。
【０１７２】
（表1）液晶アッセイ装置における使用に適したメソゲンの分子構造
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【０１７３】
　現在好ましいメソゲンを表1に示した。特に好ましい態様において、メソゲンは、4-シ
アノ-4'-ペンチルビフェニル、N-(4-メトキシベンジリデン)-4-ブチルアニリンおよびそ
れらの組合せからなる群より選択される一員である。
【０１７４】
　メソゲン層は、実質的に純粋な化合物であるか、またはメソゲンの特性を増強もしくは
変更する他の化合物を含むことができる。従ってひとつの好ましい態様において、メソゲ
ン層は更に、第二の化合物、例えばネマチック相および等方相が存在する温度範囲を広げ
るアルカンを含む。この組成物のメソゲン層を含む装置の使用は、より大きい温度範囲に
わたる分析物認識部分の相互作用の検出を可能にする。
【０１７５】
　いくつかの好ましい態様において、メソゲン層は更に、二色性色素またはまたは蛍光化
合物を更に含む。本発明において有用な二色性色素および蛍光化合物の例は、アゾベンゼ
ン、BTBP、ポリアゾ化合物、アントラキノン、ペリレン色素などを含むが、これらに限定
されるものではない。特に好ましい態様において、アッセイを読みとるために偏光を必要
としないよう、液晶の配向依存性を補う蛍光化合物の二色性色素が選択される。いくつか
の好ましい態様において、液晶の吸光度が可視光範囲であるならば、配向の変化は、交差
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分極を伴わず、周囲光を用い観察することができる。別の好ましい態様において、二色性
色素または蛍光化合物を、蛍光光度計と組合せて使用し、かつ蛍光の変化を用い、液晶の
配向の変化を検出する。
【０１７６】
V.脂質膜を伴う実体の直接検出
　本発明は、病原体であるウイルスおよび細菌を含む、生体膜を有する実体を直接検出す
る方法および装置を提供する。本発明のシステムおよび装置は、メソゲン層の、有機層ま
たは無機層(例えば金属、金属塩または金属酸化物)との接触を可能にする構造のいずれか
であることができる。サイズおよび形状に関する唯一の制限は、装置が使用される状況ま
たは意図された目的から生じる制限である。この装置は、平面または非平面であることが
できる。従って本発明を実施するための、いくつかの偏光子、レンズ、フィルター光など
の使用は、本発明の範囲内である。
【０１７７】
　本発明のシステムおよび装置は、様々な種類のウイルスおよび脂質膜を有する実体の検
出における使用が認められる。脂質膜を有するそのような実体の例は、ウイルス、細菌、
リポソーム、細胞、マイコプラスマ、原生動物、真菌などを含むが、これらに限定される
ものではない。
【０１７８】
　本発明は、いずれか特定の型のウイルスの検出に限定されない。実際本発明は、様々な
ウイルスの検出が企図されており、これは下記の科：アデノウイルス科、アレナウイルス
科、アストロウイルス科、ビルナウイルス科、ブニヤウイルス科、カリシウイルス科、サ
ーコウイルス科、コロナウイルス科、フィロウイルス科、フラビウイルス科、ヘパドナウ
イルス科、ヘルペスウイルス科、イリドウイルス科、フィロウイルス科、オルソミクソウ
イルス科、パポーバウイルス科、パラミクソウイルス科、パルボウイルス科、ピコルナウ
イルス科、ポックスウイルス科、レオウイルス科、レトロウイルス科、ラブドウイルス科
、トガウイルス科、バドナウイルス、ブロモウイルス科、コモウイルス科、ジェミニウイ
ルス科、パルティティウイルス科、ポチウイルス科、セキウイルス科、およびトンブスウ
イルス科；下記の属：マストアデノウイルス、アビアデノウイルス、アフリカブタ発熱性
ウイルス、アレナウイルス、アルテリウイルス、アストロウイルス、アクアビルナウイル
ス、アビビルナウイルス、ブンヤウイルス、ハンタウイルス、ナイロウイルス、フレボウ
イルス、カリシウイルス、サーコウイルス、コロナウイルス、トロウイルス、デルタウイ
ルス、フィロウイルス、フラビウイルス、日本脳炎ウイルス群、ペスチウイルス、C型肝
炎ウイルス、オルソヘパドナウイルス、アビヘパトーマウイルス、単純ヘルペスウイルス
、バリセロウイルス、サイトメガロウイルス、ムロメガロウイルス、ロゼオラウイルス、
リンホクリプトウイルス、ラディノウイルス、ラナウイルス、リンホシスティスウイルス
、金魚ウイルス様ウイルス、インフルエンザウイルスA型、B型、インフルエンザウイルス
C型、トゴト様ウイルス、ポリオーマウイルス、パピローマウイルス、パラミクソウイル
ス、モルビリウイルス、風疹ウイルス、肺炎ウイルス、パルボウイルス、エリスロウイル
ス、ディペンドウイルス、エンテロウイルス、ライノウイルス、ヘパトウイルス、カルジ
オウイルス、アフトウイルス、オルソポックスウイルス、パラポックスウイルス、アビポ
ックスウイルス、カプリポックスウイルス、レポリポックスウイルス、スイポックスウイ
ルス、モルシポックスウイルス、ヤタポックスウイルス、オルソレオウイルス、オルビウ
イルス、ロタウイルス、コルチウイルス、アクアレオウイルス、哺乳類B型レトロウイル
ス、哺乳類C型レトロウイルス、トリC型レトロウイルス、D型レトロウイルス、blv-htlv
レトロウイルス、レンチウイルス、スプマウイルス、ベシクロウイルス、リッサウイルス
、エフェメロウイルス、アルファウイルス、ルビウイルス、バドナウイルス、アルファモ
ウイルス、イラルウイルス、ブロモウイルス、ククモウイルス、トスポウイルス、カピロ
ウイルス、カルラウイルス、カリモウイルス、クロステロウイルス、コモウイルス、ファ
バウイルス、ネポウイルス、ダイアンソウイルス、エナモウイルス、フロウイルス、亜群
Iジェミニウイルス、亜群IIゲミニウイルス、亜群IIIジェミニウイルス、ホルデイウイル
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ス、イダエオウイルス、ルテオウイルス、マクロモウイルス、マラフィウイルス、ネクロ
ウイルス、パルティティウイルス科、アルファクリプトウイルス、ベータクリプトウイル
ス、ポテックスウイルス、ポティウイルス、ライモウイルス、バイモウイルス、フジウイ
ルス、フィトレオウイルス、オリザウイルス、ヌクレオラブドウイルス、セキウイルス、
ワイカウイルス、ソベモウイルス、テヌイウイルス、トバモウイルス、トブラウイルス、
カルモウイルス、トンブスウイルス、トリコウイルス、チモウイルス、ウンブラウイルス
；ならびに、下記の種：ヒトアデノウイルス2、家禽アデノウイルス1、アフリカブタ発熱
性ウイルス、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス、ウマ動脈炎ウイルス、ヒトアストロウイル
ス1、伝染性膵臓壊死ウイルス、伝染性滑液嚢症ウイルス、ブニヤムウェラウイルス、ハ
ンターンウイルス、ナイロビヒツジ疾患ウイルス、シシリア型サシチョウバエ熱病ウイル
ス、ブタ水疱性発疹ウイルス、ニワトリ貧血ウイルス、トリ伝染性気管支炎ウイルス、バ
ーンウイルス、デルタ肝炎ウイルス、マールブルグウイルス、黄熱病ウイルス、西ナイル
ウイルス、ウシ下痢症ウイルス、C型肝炎ウイルス、B型肝炎ウイルス、アヒルB型肝炎ウ
イルス、ヒトヘルペスウイルス1、ヒトヘルペスウイルス3、ヒトヘルペスウイルス5、ヒ
トサイトメガロウイルス、マウスサイトメガロウイルス1、ヒトヘルペスウイルス6、ヒト
ヘルペスウイルス4、クモザルヘルペスウイルス2、カエルウイルス3、ヒラメウイルス、
金魚ウイルス1、インフルエンザA型ウイルス、インフルエンザB型ウイルス、インフルエ
ンザC型ウイルス、トゴトウイルス、マウスポリオーマウイルス、ワタオウサギパピロマ
ウイルス(ショープ)、パラミクソウイルス、ヒトパラインフルエンザウイルス1、麻疹ウ
イルス、ムンプスウイルス、ヒトRSウイルス、マウス微小ウイルス、B19ウイルス、アデ
ノ随伴ウイルス2、ポリオウイルス1、ヒトライノウイルス1A、ブタライノウイルス、A型
肝炎ウイルス、脳心筋炎ウイルス、セントルイス脳心筋炎ウイルス、口蹄疫ウイルスO、
ワクシニアウイルス、オルフウイルス、家禽ポックスウイルス、ヒツジポックスウイルス
、サルポックスウイルス、ミクソーマウイルス、ブタポックスウイルス、伝染性軟ゆうウ
イルス、ヤバサル腫瘍ウイルス、レオウイルス3、青舌病ウイルス1、シミアンロタウイル
スSA11、コロラドダニ熱ウイルス、金魚転覆病(golden shiner)ウイルス、マウス乳癌ウ
イルス、マウス白血病ウイルス、トリ白血病ウイルス、メーソン-ファイザーサルウイル
ス、ウシ白血病ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス1、ヒトスプマウイルス、水疱性口内炎
インディアナウイルス、狂犬病ウイルス、ウシ一日熱ウイルス、シンドビスウイルス、風
疹ウイルス、ツユクサ黄斑ウイルス、アルファルファモザイクウイルス、タバコ条斑病ウ
イルス、ブロムモザイクウイルス、キュウリモザイクウイルス、トマト黄化壊疽ウイルス
、リンゴステムグルービングウイルス、カーネーション潜在ウイルス、カリフラワーモザ
イクウイルス、ビート黄化ウイルス、カウピーモザイクウイルス、ソラマメウイルトウイ
ルス1、タバコ輪斑ウイルス、カーネーション輪斑ウイルス、マメエネーションモザイク
ウイルス、土壌コムギモザイクウイルス、トウモロコシ条斑病ウイルス、ビートカーリー
トップウイルス、ゴールデンビーンモザイクウイルス、オオムギ斑葉病モザイクウイルス
、ラズベリー矮小萎縮ウイルス、オオムギイエロー萎縮ウイルス、メイズクロロディック
リーフスポットウイルス、メイズラヤドフィノウイルス(MRFV)、タバコ壊死ウイルス、シ
ロツメグサ潜在ウイルス1、シロツメグサ潜在ウイルス2、ジャガイモウイルスX、ジャガ
イモウイルスY、ライグラスモザイクウイルス、オオムギ黄化モザイクウイルス、フィジ
ー病ウイルス、傷腫瘍ウイルス(WTV)、イネラッギドスタントウイルス(RRSV)、ジャガイ
モ黄化萎縮ウイルス、タバコ壊死サテライトウイルス、アメリカボウフウ黄化斑点ウイル
ス、イネツングロ球状ウイルス、サザンビーンモザイクウイルス、イネ縞葉枯ウイルス、
タバコモザイクウイルス、タバコ茎壊疽ウイルス、カーネーション斑紋ウイルス、トマト
矮性萎縮ウイルス、リンゴ高接病ウイルス、カブ黄化モザイクウイルス、ニンジン斑紋ウ
イルスのウイルスを含む。
【０１７９】
　本発明は、いずれか特定の型の細菌の検出に限定されるものではない。実際、下記を含
むが、これらに限定されるものではない様々な細菌の検出が企図されている：グラム陽性
球菌、例えば黄色ブドウ球菌、化膿性連鎖球菌(A群)、連鎖球菌種(ヴィリダンス型)、ス
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トレプトコッカス・アガラクチエ(B群)、S.ボービス、連鎖球菌(嫌気性菌)、肺炎連鎖球
菌、およびエンテロコッカス種など；グラム陰性球菌、例えば淋菌、髄膜炎菌、およびカ
タル球菌など；グラム陽性桿菌、例えば炭疽菌, 枯草菌、ジフテリア菌および類ジフテリ
ア菌であるコリネバクテリウム種(好気性および嫌気性)、リステリア菌、破傷風菌、クロ
ストリジウム・ディフィシル、大腸菌、エンテロバクター種、プロテウス・ミラビリスお
よび他の種、緑膿菌、肺炎桿菌、カンピロバクター・イエユニ、レジオネラ・ニューモフ
ィラ、結核菌、破傷風菌、インフルエンザ菌、淋菌、梅毒トレポネーマ、炭疽菌、コレラ
菌、ライム病菌、ジフテリア菌、黄色ブドウ球菌、炭疽菌、ならびに下記の属の他のメン
バー：ビブリオ、サルモネラ、シゲラ、シュードモナス、アクチノマイセス、アエロモナ
ス、バシラス、バクテロイデス、ボルデテラ、ブルセラ、カンピロバクター、カプノシト
ファガ、クラミジア、クロストリジウム、コリネバクテリウム、エイケネラ、エリジペロ
トリックス、エシェリキア、フゾバクテリウム、ヘモフィルス、クレブシエラ、レジオネ
ラ、レプトスピラ、リステリア、ミコバクテリア、マイコプラスマ、ナイセリア、ノカル
ジア、パスツレラ、プロテウス、シュードモナス、リケッチア、サルモネラ、セレノモナ
ス、シゲラ、スタフィロコッカス、ストレプトコッカス、トレポネーマ、ビブリオおよび
エルシニア。細菌性感染症は、菌血症、肺炎、髄膜炎、骨髄炎、心内膜炎、静脈洞炎、関
節炎、尿路感染症、破傷風、壊疽、大腸炎、急性胃腸炎、気管支炎、および様々な膿瘍、
院内感染症、および日和見感染症などの疾患を生じる。
【０１８０】
　本発明は、いずれか特定の真菌の検出に限定されるものではない。真菌の例は、下記を
含むが、これらに限定されるものではない：皮膚糸状菌(例えばイヌ小胞子菌および他の
小胞子菌種；ならびに、白癬菌、例えば紅色白癬菌、および毛瘡白癬菌)、酵母菌(例えば
カンジダアルビカンス、カンジダトロピカリス、または他のカンジダ種)、サッカロミセ
ス・セレビシアエ、トルロプシス・グラブラタ、鼠径表皮菌、デン風菌(ピチロスポロン
・オルビクラーレ、またはP.オバーレ)、クリプトコッカス・ネオフォルマンス、アスペ
ルギルス・フミガーツス、アスペルギルス・ニジュランス、および他のアスペルギルス種
、接合菌(例えばクモノスカビ、ケカビ)、パラコクシディオイデス・ブラジリエンス、ブ
ラストマイセス・デルマチチデス、ヒストプラズマ・カプスラーツム、コクシジオイデス
・イミチス、およびスポロトリクス・シエンキー。真菌感染症(真菌症)は、皮膚、皮下、
または全身性であり得る。表在性真菌症は、頭部白癬、体部白癬、足部白癬、爪真菌症、
爪周囲真菌症、でん風、鵞口瘡、ならびに膣、気道、胆管、食道および尿道カンジダ症な
どの他のカンジダ症。全身性真菌症は、全身性および粘膜皮膚のカンジダ症、クリプトコ
ッカス症、アスペルギルス症、ムコール症(フィコミコーシス)、パラコクシジオミコーシ
ス、北米ブラストミセス症、ヒストプラスマ症、コクシジオイデス真菌症、およびスポロ
トリクス症を含む。真菌感染症は、髄膜炎および肺または気道疾患にも寄与し得る。真菌
日和見感染症は、特にAIDS患者のような、免疫無防備状態の患者において、増殖される。
好ましい生物は、大腸菌、肺炎連鎖球菌、黄色ブドウ球菌、サッカロミセス・セレビシア
エ、アスペルギルス・フミガーツス、およびアスペルギルス・ニジュランスを含む。追加
の微生物病原体、疾患、および現在の治療薬については、Goodman and Gilman's Pharmac
ological Basis of Therapeutics(第8版、1990)表44-1、1024-1033頁参照のこと。前述の
細胞は、一般に例えばアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション(ATCC)から入手可
能である。
【０１８１】
　本発明は、いずれか特定の型の細胞の検出に限定されるものではない。このような細胞
の例は、下記を含むが、これらに限定されるものではない：チャイニーズハムスター卵巣
細胞(CHO-K1, ATCC CC1-61)；ウシ乳腺上皮細胞(ATCC CRL 10274；ウシ乳腺上皮細胞)；S
V40で形質転換されたサル腎臓CV1株(COS-7, ATCC CRL 1651)；ヒト胚性腎細胞株(293細胞
または浮遊培養における増殖のためにサブクローニングされた293細胞；例えばGraham et
 al., J. Gen Virol., 36:59(1977)参照)；ベビーハムスター腎細胞(BHK, ATCC CCL 10)
；マウスセルトリ細胞(TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251(1980))；サル腎細胞(C
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V1 ATCC CCL 70)；アフリカミドリザル腎細胞(VERO-76, ATCC CRL-1587)；ヒト頸部癌細
胞(HELA, ATCC CCL 2)；イヌ腎細胞(MDCK, ATCC CCL 34)；バッファローラット肝細胞(BR
L 3A, ATCC CRL 1442)；ヒト肺細胞(W138, ATCC CCL 75)；ヒト肝細胞(Hep G2, HB 8065)
；マウス乳腺腫瘍(MMT 060562, ATCC CCL51)；TRI細胞(Mather et al., Annals N. Y. Ac
ad. Sci., 383:44-68(1982))；MRC5細胞；FS4細胞；ラット線維芽細胞(208F細胞)；MDBK
細胞(ウシ腎細胞)；ヒト肝癌株(Hep G2)、ならびに例えば下記の癌性細胞または下記の癌
腫から単離された細胞：線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨肉腫、軟骨腫、血
管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、ユーイング腫瘍、リンパ管内皮腫、滑膜腫、中皮腫、
平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌、膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、
基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭状癌、乳頭状腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管
支原性癌、腎細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛上皮癌、セミノーマ、胚性癌腫、ウィルムス腫
瘍、頸部癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮細胞癌、神経膠腫、星状細胞腫
、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、脳室上衣細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経種、稀突
起膠腫、髄膜腫、メラノーマ、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫；白血病、急性リンパ性白血
病および急性骨髄性白血病(骨髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性、単球性および赤白血
病)；慢性白血病(慢性骨髄性(顆粒球性)白血病および慢性リンパ性白血病)；および、真
性赤血球増加、リンパ腫(ホジキン病および非ホジキン病)、多発性骨髄腫、ヴァルデンス
トレームマクログロブリン血症、および重鎖疾患。
【０１８２】
　従っていくつかの態様において、本発明は、ウイルスまたは脂質膜を有する生物学的実
体と結合またはそうでなければ相互作用する、認識部分を含む少なくとも1個の検出領域
を含む基板を提供する。好ましい態様において、検出領域は、不連続であり、かつ基板の
表面上の少なくとも1個の認識部分をアレイ形成することにより作成される。前述のよう
に、本発明者らは、基板表面上のウイルス認識部分に結合したウイルス粒子は、検出領域
において、他のホメオトロピックディレクター(例えば、ホメオトロピック配向を引き起
こす表面トポグラフィー)の存在とは無関係に、液晶中のメソゲンのホメオトロピック配
向を提供するという、驚くべき発見をした。同じく本発明者らは、驚くべきことに、脂質
膜を伴う実体(例えば細胞)も、他のホメオトロピックディレクターの存在とは無関係に、
メソゲンのホメオトロピック配向を提供することも発見した。従っていくつかの好ましい
態様において、検出領域は、検出領域に結合またはそうでなければ相互作用するウイルス
または脂質膜を伴う実体の非存在下で、液晶内のメソゲンをホメオトロピック配向する構
造を含まない。好ましい態様において、認識部分は、先に詳述されたように基板上に固定
される。いくつかの態様において、様々なウイルスおよび／または脂質膜を有する実体に
関し複数のアッセイを、同時に行うことができるように、複数の認識部分が、基板の表面
上にアレイ形成される。別の態様において、基板の表面上に固定された対照種を含むか、
または検出される実体の既知量を含む対照試料と接触する部位を提供する対照領域が、基
板上に含まれる。
【０１８３】
　本発明は、装置におけるメソゲンの配向の変化を検出するいずれか特定の方法に限定さ
れるものではない。従って、メソゲン層の変化の検出を補助するために、光、顕微鏡、分
光計、電気的技術などを使用することは、本発明の範囲内である。スペクトルの可視領域
の光を利用するこれらの態様において、目視検査を提供するためにメソゲン層の詳細を単
純に照射するために、光を使用することができる。あるいは、光は、メソゲン層を通過す
ることができ、透過、吸収または反射された光の量が測定される。この装置は、米国特許
第5,739,879号に開示されたような、バックライト照明装置を利用することができる。紫
外および赤外領域の光も、本発明において使用することができる。顕微鏡技術は、単純な
光学顕微鏡、共焦点顕微鏡、偏光顕微鏡、原子間力顕微鏡(Hu et al., Langmuir, 13:511
4-5119(1997))、走査型トンネル顕微鏡(Evoy et al., J. Vac. Sci. Technol A, 15:1438
-1441, Part 2(1997))などを利用することができる。本発明の実践において使用される分
光技術は、例えば、赤外分光法(Zhao et al., Langmuir, 13:2359-2362(1997))、ラマン
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分光法(Zhu et al., Chem. Phys. Lett., 265:334-340(1997))、X-線光電子分光法(Jiang
 et al., Bioelectroch. Bioener., 42:15-23(1997))などである。可視および紫外分光法
も、本発明において使用することができる。他の有用な技術は、例えば、表面プラスモン
共鳴(Evans et al., J. Phys. Chem. B, 101:2143-2148(1997))、楕円偏光法(Harke et a
l., Thin Solid Films, 285:412-416(1996))、電気的方法(例えば、インピーダンス測定(
impedometric)法(Rickert et al., Biosens. Bioelectron., 11:757-768(1996))などであ
る。
【０１８４】
　いくつかの態様において、本発明の装置は更に、電極または一連の電極を含む。いくつ
かの好ましい態様において、少なくとも2個の電極が、装置基板のひとつの表面上、平面
内に提供される。交差指状、双曲、三角型および長方形型電極を含むが、これらに限定さ
れるものではない様々な電極を利用することができる。一部の特に好ましい態様において
、装置は、交差指状電極を含む。図3aおよび3bは、本発明の装置および好ましい電極の概
略図を提供する。図3aは、認識部分(この態様においては抗体)で被覆されたナノ構造の表
面上に支持された液晶分子を示す。結合した分析物が存在しない場合、メソゲンは平面配
向を呈した。表面上に分析物(この態様においてウイルス粒子)が結合すると、これらの分
子は、表面に対し垂直に配列し、ふたつの電極間にキャパシタンスの変化を誘導する。図
3bは、交差指状電極の概略を示す。この態様において、矢印のサイズは500μmの桁である
。図7は、二元電気泳動のために構成された基板の概略図を示している。電極は、当該技
術分野において公知の方法(例えば、フォトリソグラフィー、印刷など)により、基板の表
面に形成される。電極は、電源(例えば交流電源)と位相反転器をインターフェース接続し
ている回路を含む。いくつかの態様において、マスク(例えばPDMSで形成された)を用い、
二元電気泳動時に基板上の試料を含むようにする。
【０１８５】
　好ましい態様において、電極は、ウイルスまたは他の粒子を、アッセイ装置の表面へ、
好ましくは認識部分を含む表面へ移動するために利用される。電極は、装置の誘電キャパ
シタンスの変化を測定するためにも利用される(以下および実施例において詳細に説明さ
れる)。
【０１８６】
　迅速な表面ベースの検出システムの認識に取り組む挑戦は、アッセイ表面による液体試
料中に存在するウイルスの効果的捕獲である。ほとんどの方法は、表面へのウイルスの拡
散、および液体運動を増加するためのいずれかの機械的方法によるかまたは温度の上昇に
よる、このプロセスの増強に頼っている。これらは、ウイルス中和、プラーク減少中和ア
ッセイまたはELISAのように、適度に大きい容量の試料中に十分数のウイルス粒子が存在
する場合、および試料の表面との接触が適度に長い期間(数時間)生じる場合に、満足でき
る方法である。
【０１８７】
　いくつかの好ましい態様において、本発明の方法は、生物学的試料からウイルス粒子を
直接機能化されたアッセイ表面上に捕獲および濃縮するために、二元電気泳動(DEP)を利
用する。DEPは、不均一な時間依存型の電界による、分極可能な粒子の輸送である。本発
明は、いずれかの作用機序に限定されるものではない。実際作用機序の理解は、本発明の
実践には不要である。DEP力は、誘導された双極子と不均一な場の相互作用により発生し
、その場の強度および大きさは、分析物(例えばウイルス)の誘電特性およびその中に分析
物が疑わしい媒体のイオン強度に関連している。
【０１８８】
　生物学的粒子に対するDEPの作用に関する初期の研究は、ふたつのウイルス、単純ヘル
ペスウイルス(HSV)とタバコモザイクウイルス(TMV)の二元電気泳動の挙動が、電界の周波
数およびウイルスの誘電特性によって決まることを示した。溶液中の周波数6MHz、電解質
導電率10mSm-1で、TMVは、正のDEP(最高電界領域への移動)を経験した。対照的に、同じ
条件下で、HSVは、負のDEP(最低の電界領域への移動)を経験した。1999年にMorganらの論
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文(Separation of submicron bioparticles by dielectrophoresis, Biophysical Journa
l, 77:516-525(1999))は、二元電気泳動を用い、ウイルスの異種混合物を分離することが
できることを明らかにした。彼らは、微細加工されたポリノミアル電極を用い、TMVおよ
びHSVの混合物を分離することに成功した。研究は、ウイルスの誘電特性は、エンベロー
プへの力学的損傷または表面タンパク質の酵素による剥ぎ取りなどの、ウイルス粒子の物
理的または生化学的組立て(makeup)の変化により影響を受けることも示した(Hughes et a
l., Measuring the dielectric properties of herpes simplex virus type 1 virions w
ith dilectrophoresis, Biochimica et Biophysica Acta, 1571:1-8(2002))。カルボシア
ニン色素および求核ヘキスト色素(Akin et al., Real-time virus trapping and fluores
cent imaging in microfluidic devices, Nano Letters, 4:257-259(2003))で標識したワ
クシニアウイルスを用い、微小流動用バイオチップ内の二元電気泳動フィルターによるウ
イルス粒子の捕獲およびトラップのリアルタイム画像形成が明らかにされている。食品媒
介病原体の迅速診断の開発に向けた段階において、Suehiroらは(Selective detection of
 specific bacteria using dielectrophoretic impedance measurement method combined
 with an antigen-antibody reaction, Journal of Electrostatics, 58:229-246(2003))
は、DEPインピーダンスの測定を、抗体凝集と組合せ、懸濁液中の細菌を検出した。 
【０１８９】
　DEPから生じる力を用い、ウイルスを容量の少ない試料から、迅速に濃縮、操作、およ
び分離さえすることができる。しかし先に説明した実験は、非常にイオン強度が低い媒体
中に懸濁された非常に高濃度の精製されたウイルス(最高1012pfu/mL)のモデルシステムを
用いて行われた。ウイルス診断への実際の適用のためには、DEPは、生理的イオン強度(60
0mSm-1またはそれ以上)の条件下で利用されなければならず、かつ有効でなければならな
い。
【０１９０】
　本発明の方法は、1pNの桁のウイルスに対する二元電気泳動の力を企図している。この
力は、ウイルスに作用する場合、～100μms-1の速度を生じる。従って好ましい態様にお
いて、粒子が100μmの距離を移動するのにかかる時間は、1秒の桁である。対照的に、ウ
イルス粒子に作用するブラウン力は、～10-12m2s-1の拡散係数を生じる。従ってウイルス
粒子が二元電気泳動力の非存在下で100μmの距離を拡散するのにかかる時間は、1.4時間
である。従って好ましい態様において、二元電気泳動力は、ウイルスの表面への移動を3
桁促進する。
【０１９１】
　更に好ましい態様において、試料中の分析物の存在は、装置の誘電キャパシタンスを測
定することにより決定される。本発明は、特定の作用機序に限定されるものではない。実
際作用機序の理解は、本発明の実践には不要である。しかしながら、液晶は、電界内での
配向に関連している電気キャパシタンスの変化を反映している、大きい異方性の電気特性
を有することが企図されている。誘電エネルギー変換(dielectric transduction)を基に
した本発明の方法は、ふたつの電極間の媒体の誘電特性が変化する場合、ふたつの電極間
のキャパシタンスの変化の原理に依っている。従って本発明のいくつかの態様において、
DEPは、分析物(例えばウイルス)を分析用表面へと押し進めるために利用される。分析物
が表面へ結合する場合、これは、電極間の媒体の誘電特性の変化を誘導する。これが生じ
る場合、電極間の電界分布の非常に小さい画分のみが影響を受け、かつ電極間のキャパシ
タンスの変化は、無視できるほど小さいことが企図される。しかし好ましい態様において
、液晶フィルムが結合したウイルス上に配置される場合、ウイルスに反応した液晶配向の
遷移(transition)は、液晶の全層を通じて増大され、電界分布のほぼ全体に影響を及ぼし
、かつキャパシタンスの変化は、大きく、市販の装置により測定可能である。本発明の方
法は、試料中の約10,000個よりも少ない分析物粒子(例えばウイルス)、好ましくは試料中
の約1,000個よりも少ない分析物粒子、より好ましくは試料中の約100個よりも少ない分析
物粒子、最も好ましくは試料中の約10個よりも少ない分析物粒子を検出するために利用す
ることができることが企図される。
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【０１９２】
　より更なる態様において、本発明は、誘電キャパシタンスの変化を検出する装置を提供
する。図14は、このような装置の概略図を提供する。検出装置は、アッセイ装置を受ける
ように構成されたハウジングを含むことが好ましい。好ましい態様において、ハウジング
はその中に、アッセイ装置が挿入される開口部を有する。更なる態様において、検出装置
へアッセイ装置を挿入すると、装置上の電極は発振回路と接触するようになる。いくつか
の好ましい態様において、発振回路をベースにしたマイクロプロセッサー(例えば、DS108
6 ECONOSCILLATOR, MAXIM Integrated Products Inc.)を用い、望ましい振幅および周波
数の出力を伴うAC電圧を発生する。好ましい態様において、印加された電界の周波数は、
約100Hz～約50MHzの範囲である。更に好ましい態様において、小型の要因を維持するため
に、入力DC電圧が電池電源から供給される。この発振回路は、発振回路のキャパシタンス
/抵抗などのパラメータを調節することにより、可変出力電圧および周波数を提供する。
より更なる態様において、この装置は、発振回路の出力パラメータの容易なリードアウト
を提供するために、液晶ディスプレイを含む。いくつかの態様において、電池を再充電す
るために、充電器がこの装置に一体化されている。更に別の好ましい態様において、検出
装置は、電極間の示差的キャパシタンスを測定するマイクロプロセッサーを含む。いくつ
かの好ましい態様において、マイクロプロセッサーは、MS3110チップである。このチップ
は、出力電圧の形でキャパシタンス間に差異を生じる。
【０１９３】
　本発明の装置を使用し、試料中の多種多様な生物学的実体の存在を検出することができ
、先に説明したものを含むが、これらに限定されるものではない。同様に、本発明の装置
を用い、様々な試料中の生物学的実体を検出することができる。いくつかの態様において
、生物学的試料は、生体液、組織ホモジネート、糞便、水疱液、開口部もしくは組織のス
ワブ、またはそこでウイルスが培養もしくは調製される培地である。いくつかの態様にお
いて、生体液は、脳脊髄液、尿、血清、血漿、鼻分泌液、痰、精液または唾液である。
【０１９４】
　生物学的試料は、様々な技術により収集することができる。いくつかの態様において、
全血が、多くの経路(例えば、血管穿刺または指穿刺)で、ヘパリンまたはクエン酸ナトリ
ウムなどの抗凝固剤のはいったチューブへ採取される。この血液は混合され、次に試料が
取り出され、検知面と接触するように配置される。いくつかの態様において、前述のよう
に採取された血液をチューブ内で血塊形成させることにより、血清が得られる。このチュ
ーブを遠心し、1時間以上静置させ、血清成分を細胞成分から分離する。血清試料を、検
知面と接触するように配置する。いくつかの態様において、組織ホモジネートが利用され
る。臓器片(例えば、腎臓、脾臓、心臓、脳、肝臓、リンパ節)は、鋏または刃物により細
断されるか、または液体(PBS、他の緩衝液、培地、水など)の入った容器に入れ、プラス
チック製の乳棒を用いるかもしくは容器への機械式ホモジナイザーの投入のいずれかによ
り、目視可能な組織の大きい破片が存在しなくなるまでホモジナイズされる。この調製物
は、低速(＜20,000rpmで5～60分間)で遠心され、残存する粒子状の物質を除去する。上清
は、装置の基板表面と接触するように配置される。いくつかの態様において、脊髄液が、
脊髄から穿刺により採取される。この液体は、滅菌チューブに入れられる。脊髄液試料は
、装置の基板表面に接触するように配置される。いくつかの態様において、鼻分泌液試料
は、綿花または合成アプリケータースワブで採取され、このスワブは、液体(PBS、水、培
地、他の緩衝液など)中に配置される。この試料のアリコートが、装置の基板表面と接触
するように配置される。いくつかの態様において、鼻咽頭吸引試料が、スワブの鼻咽頭へ
の挿入により採取される。このスワブは、液体(PBS、培地、水、緩衝液)の入ったチュー
ブ内に配置され、この液体の試料が、装置の基板表面と接触するように配置される。いく
つかの態様において、生物学的試料は、中間宿主動物(例えば、西ナイルウイルスの場合
の蚊)から得られる。1匹以上の蚊が、リン酸緩衝生理食塩水もしくは他の緩衝液、または
細胞増殖に使用される培地、または水などの液体中で、懸濁される。蚊は、使い捨て用プ
ラスチック製乳棒を用いるか、または容器内への機械式ホモジナイザーの投入により、ホ
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モジナイズされる。蚊は、目視可能な完全な昆虫が存在しなくなるまでホモジナイズされ
る。このホモジネートには、低速遠心が施され(例えば2,000rpmで5分間)、上清が収集さ
れる。上清は、装置の基板表面と接触するように配置される。前述の態様のいずれかにお
いて、粒子状物質が目視される場合には、試料は更に遠心することが必要なことがある。
【０１９５】
　いくつかの態様においては、セルが形成されるように、第一の基板の反対側に構成され
る第二の基板が提供される。いくつかの態様においては、第二の基板も認識部分がアレイ
形成されているが、別の態様においては、第二の基板は認識部分を持たない。いくつかの
態様において、第二の基板は、非特異的結合を防ぐ、または非特異的結合に抵抗するため
に、ブロックされている。
【０１９６】
　いくつかの態様において、ウイルスまたは脂質膜を有する実体を含むことが疑われる試
料は、第一の基板上の検出領域と接触させられる。この試料は、ある期間(例えば、約0.5
～24時間、好ましくは約2～10時間、最も好ましくは約1.5～5時間)、基板と接触すること
が可能である。いくつかの態様において、基板は、インキュベーション期間中に揺動され
る。いくつかの態様において、インキュベーション後、基板は、適当な緩衝液(例えばPBS
)で洗浄される。前記段階は、第二の基板の存在下または非存在下で行うことができる。
例えばいくつかの態様において、試料は、基板に塗布され、インキュベーション段階およ
び洗浄段階が、セルを集成することなく行われる。別の態様においては、セルが集成され
、インキュベーションおよび洗浄段階はこのセル中で行われる。
【０１９７】
　洗浄段階後、必要ならばセルが構築される。いくつかの態様においては次に、液晶がセ
ル内で形成されるように、メソゲンがセルに添加される。その後このセルは、液晶を生じ
る変化を可能にする期間、インキュベーションされる。いくつかの態様において、液晶の
変化は直ぐに起こる。本アッセイは、様々な温度範囲で作動する。いくつかの態様におい
て、インキュベーションは、約15～50℃で、好ましくは約22～35℃で行われる。
【０１９８】
　液晶とのインキュベーション後、セルは、1個または複数の検出領域上で液晶の変化が
生じたかどうかについて、アッセイされる。メソゲン層の多くの変化は、周辺光下での肉
眼による観察により検出することができるが、メソゲン層の変化を検出するいずれかの手
段を、装置に組込むか、またはこれと併用することができる。従ってメソゲン層の変化の
検出を補助するために、光、顕微鏡、分光計、電気的技術などを使用することは、本発明
の範囲内である。いくつかの態様において、ウイルスのウイルス認識部分への結合は、液
晶の色および質感の変化により検出される。本発明は、いずれか特定の作用機序に限定さ
れるものではない。実際本発明を実践する上で、作用機序の理解は不要である。しかしな
がら、色および質感の変化は、ホメオトロピック配向の仮設前の、液晶中のメソゲンの傾
斜(tilting)によるものである。
【０１９９】
　従ってスペクトルの可視領域の光を利用するそのような態様において、光は、メソゲン
層の詳細を単純に照射するために使用することができる。あるいは光は、メソゲン層を通
過することができ、透過、吸収または反射された光の量は測定することができる。この装
置は、本明細書に参照として組入れられている米国特許第5,739,879号に開示されている
ような、バックライト装置を利用することができる。紫外および赤外領域の光も、本発明
において使用される。
【０２００】
　いくつかの態様において、セルは交差分極レンズ間に配置され、光は、レンズとセルを
通過する。ホメオトロピック配向の区域は黒色に見えるのに対し、平面配向の区域は明る
く見える。従って結合したウイルスの存在は、暗視野(black field)により示されるのに
対し、ウイルス非結合区域は、明視野で示される。
【０２０１】
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　いくつかの態様において、本発明は、分析物の結合時の、メソゲンの配向の変化を検出
するために、プレートリーダーを利用する。特に本発明は、透過光または反射光の定量を
基にした、液晶フィルムを通る透過光の定量の方法およびプロセスを含む。
【０２０２】
　本発明は、いずれか特定の作用機序に限定されるものではない。実際、本発明を実践す
る上で、作用機序の理解は不要である。しかしながら、秩序のあるナノ構造とされた基板
は、それらの表面上の液晶の薄フィルムへ秩序を与えることが企図されている。これらの
液晶の秩序のあるフィルムは、それらを通過した偏光した光の面を保持する。液晶が良く
規定された変形－例えば90°のねじれ変形など－を有する場合、液晶は、良く規定されか
つ予測可能な様式で、透過光の偏光を変化するであろう。更に液晶の秩序のあるフィルム
(例えばホメオトロピック配向の区域)は、特定波長光を示差的に吸収する(ランダムな秩
序の液晶フィルムと比べて)ことが企図される。
【０２０３】
　従って本発明は、交差分極を通して目視される場合に、LCアッセイ装置を通る光の透過
、適当な波長光で照射されたLCアッセイ装置を通る光の透過、またはLCアッセイ装置の表
面からの反射光(すなわち、特定波長の偏光した光または偏光していない光)の検出のため
のプレートリーダーの使用が企図される。特に好ましい態様において、LCアッセイと組合
せて使用するようにデザインされたプレートリーダーが提供される。本発明の他の態様は
、修飾された市販のリーダー、例えばLCアッセイを読むために適合されたELISAリーダー
および蛍光検出リーダーを提供する。
【０２０４】
　本発明との組合せにおいて有用なプレートリーダーの限定でない例は、米国特許出願第
10/227,974号に開示されており、これは本明細書に参照として組入れられている。いくつ
かの態様において、2個の偏光フィルターが、交差または平行の極性の構成で、プレート
リーダーの光路に配置される。1個のフィルターは、試料を通過する前の光路の放出側に
配置されるのに対し、第二の偏光フィルターは、光が試料を通過した後であるがフォトダ
イオードまたはCCDのような検知装置により集光される前の、光路の分析側に配置される
。LCアッセイ装置内の秩序のある液晶は、偏光面を保存し、および集光および検知装置に
到達する光量を、交差分極を通り目視される場合に著しく減衰するか、または平行分極を
通り目視される場合には著しく強調される。LCアッセイ装置の液晶のランダム組織化は、
偏光面を保存せず、ならびに交差分極を通過し、集光および検知装置に到達する光量は、
余り影響を受けない。従って好ましい態様において、LCアッセイ装置の認識部分による標
的分子の結合は、結合した標的分子の量と共に増加するLCのオーバーレイしている薄フィ
ルムへ無秩序さを導入する。別の態様において、特異的帯域通過フィルターが、光が試料
へ遭遇する前の光路の励起側に加え、光路の放出側(光が試料を通過または試料により反
射された後であるが、集光および検知装置(例えばフォトダイオードまたはCCD)に到達す
る前)に配置される。この構成は、反射光および透過光の両方の定量に有用である。
【０２０５】
　本発明は、プレートリーダー内で使用するために構成されたLCアッセイ装置も提供する
。好ましい態様において、LCアッセイ装置は、標準の市販のプレート(例えば24、96、384
および1536ウェルプレート)の寸法に従い、フォーマットまたはアレイ形成される。いく
つかの態様において、LCアッセイ装置は、所定の市販のリーダーに正確に取付けるのに適
した外寸である表面(例えば付着された認識部分を伴う基板)を含む。
【０２０６】
　本発明は、プレート読取り装置およびLCアッセイ装置は、LCアッセイ装置の少なくとも
1個の表面を通過または反射したプレート読取り装置から供された光が、プレート読取り
装置の検出ユニットにより検出されるように構成されているプレート読取り装置およびLC
アッセイ装置を含むアッセイシステムを提供することは、認められるであろう。適当な検
出ユニットは、CCDおよび光電子増倍管を含む。
【０２０７】
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　本発明に従い改変することができる市販のプレートリーダーは、Nalge Nunc Internati
onal Corporation(ロチェスター、NY)、Greiner America, Inc.(レークマリー、FL)、Ake
rs Laboratories Inc.(スロファー、NJ)、Alpha Diagnostic International, Inc.(サン
アントニオ、TX)、およびQiagen Inc.(バレンシア、CA)により入手できるものを含むが、
これらに限定されるものではない。 
【０２０８】
VI.特異的捕獲後の非特異的検出
　いくつかの態様において、本アッセイは、特異的捕獲後の分析物の非特異的検出のため
の使用を認める。これらの態様において、分析物は、分析物と相互作用する認識部分を表
示している捕獲基板(例えば、PDMSスタンプまたはビーズ)により捕獲される。その後分析
物は、分析物が非特異的に結合する検出基板へ移動される。第二の基板上の分析物の存在
は、第二の基板の液晶との接触により検出される。液晶内の無秩序なまたは秩序のある区
域は、分析物の存在の指標である。前述のように、様々な方法が、装置のメソゲンの配向
の変化が存在するかどうかの決定に有用である。いくつかの態様において、アッセイ装置
は、電流の使用により分析物がアッセイ装置の表面へ移動することができるように(例え
ば二元電気泳動による)、前述のような電極が構成されている。これらの電極は、液晶配
向の変化の結果としての、装置の電気的特性(例えば誘電キャパシタンス)の変化を測定す
るためにも使用される。
【０２０９】
　いくつかの好ましい態様において、本発明のアッセイは、病原生物に対する複数の動物
種または属の検出に使用される。非限定的な例において、抗体特異的な西ナイルウイルス
が、ウマ、マガモ、ハト、ウサギ、およびマウスから採取された試料中で検出される。こ
れらのアッセイは、カラス、アオカケス、ワシ、スズメなどのトリ種、および西ナイルウ
イルスに感染していることがわかっている150種を超える米国に住んでいるトリ、ウマ、
ヒト、小型哺乳類、例えばイヌおよびネコ、ならびに他のペット動物、マウスおよびラッ
トのような齧歯類など、ならびに他の野生動物、例えばアライグマ、スカンク、ネコ科、
イヌ科などに由来した検査試料を試験するための使用を認めることが認識されるであろう
。
【０２１０】
　いくつかの態様において、先に説明されたように検出基板の表面は、前述の化学を用い
、タンパク質結合のために機能化されている。いくつかの好ましい態様において、検出基
板は、その上に金属(例えば金)が斜めに沈積され、かつ4-アミノチオフェノール(ATP)に
より機能化された基板である。好ましい態様において、検出基板の表面を機能化するため
に使用される化合物は、そのリガンドがその結合パートナー(例えば西ナイルウイルスの
エンベロープEタンパク)について示す親和性よりも、リガンド(例えば抗体)に対するより
強力な親和性を示すことが好ましい。
【０２１１】
　いくつかの態様において、少なくとも1個の認識部分を表示するスタンプ基板表面が調
製される。スタンプ基板は、スタンプ基板の表面に共有的または非共有的に結合している
実体を、別の表面へ移動するために使用することができるいずれかの基板である。適当な
スタンプ基板の例は、PDMSおよび他のエラストマー材料を含むが、これらに限定されるも
のではない。いくつかの態様において、同じ認識部分の異なる濃度が、スタンプ基板の異
なる区域にアレイ形成される。別の態様において、様々な異なる認識部分(例えば異なる
エンベロープを持つウイルス由来のエンベロープタンパク質)が、スタンプ基板表面にア
レイ形成されている。いくつかの態様において、複数の濃度の複数の認識部分が、スタン
プ基板表面上にアレイ形成されている。別の態様において、対照領域が、スタンプ基板表
面上に含まれる。その後1個の認識部分(または複数の認識部分)が、スタンプ基板表面に
、好ましくはアレイの形で導入される。
【０２１２】
　いくつかの態様において、スタンプ基板表面は、認識部分と共有的化学結合が形成され
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るように、機能化された表面である。いくつかの好ましい態様において、PDMS基板は、ス
ベリン酸ジスクシンイミジル(DSS)により機能化されている。一般に、スタンプ基板の表
面の機能化に使用される化合物は、その会合した分析物についてこの認識部分(例えば、
血清中に存在する認識部分、この場合抗原に対する抗体)が示す親和性よりも、より強力
な認識部分(例えばウイルス由来のエンベロープタンパク質)への親和性を示すことが好ま
しい。他の適当な官能基化剤の例は、先に列記されたものを含む。
【０２１３】
　いくつかの態様において、スタンプ基板は次に、被験試料中に含まれることが疑われる
分析物(例えば認識部分の結合パートナー)が、スタンプ基板上の認識部分により捕獲され
る条件下で、被験試料に露出される。好ましい態様において、被験試料は、試験対象由来
の体液を含む。インキュベーション期間(例えば10分間～約10時間)の後、スタンプ基板は
洗浄される。いくつかの態様においてはその後、検出基板は、分析物(例えば抗体)がスタ
ンプ基板表面から検出基板へ移るような条件下で、スタンプ基板と接触される。好ましい
態様において、検出基板の表面の機能化に使用される化合物は、認識部分よりも分析物に
より強力な親和性を示し、その結果、分析物が認識部分から引き離されかつ検出基板に移
される。
【０２１４】
　より更なる態様において、分析物は、認識部分を表示するビーズ上に捕獲される。先に
説明されたように、ビーズは、ラテックス、ポリマー、アガロース、または他の材料から
形成され、およびいくつかの好ましい態様において、磁気を帯びている。いくつかの態様
において、分析物はその後、検出基板へ移される。この移動は、様々な方法で実現される
。いくつかの態様において、分析物は、ビーズから検出基板上へ直接溶離されるか、また
はスポッティングなどの方法により検出基板へ溶離および移動されるかのいずれかである
。別の態様において、分析物に露出されたビーズは、検出基板と接触され、その結果分析
物が検出基板に移される。前述のようにいくつかの態様において、検出基板表面は、ビー
ズ上の認識部分よりも、分析物により強力な親和性を持つ部分により機能化され、その結
果分析物が検出基板へ移される。いくつかの態様において、分析物からのシグナルは、溶
離前の、1種または複数の追加の分子の分析物への結合により増幅される。例えば、使用
される分析物が抗体であるならば、二次的anti-species抗体(例えば、および特定の種の
抗Fc抗体、またはウサギ-抗ヒト抗体、マウス-抗ヒト抗体、マウス-抗ウサギ抗体など)が
使用される。酵素-抗体複合体、分析物特異的二次抗体、金ゾル粒子ならびに他の分子お
よび分子システムも、利用することができる。核酸が検出される場合、本明細書に概説さ
れた分析物検出アッセイは、PCRのような増幅法に従うことができる。
【０２１５】
　先に詳述された機能化された基板を含む、様々な検出基板の、本発明のアッセイにおけ
る用途が認められる。いくつかの好ましい態様において、検出基板は、液晶をホメオトロ
ピック配向するラビングされたポリイミドまたはポリイミドを含む。
【０２１６】
　いくつかの態様において、検出基板上の結合パートナーの存在を検出することができる
ように、分析物の検出基板への移動後、液晶が検出基板に塗布される。先に列記したもの
を含む、様々な液晶形成物質を使用することができる。いくつかの好ましい態様において
、5CBが使用される。いくつかの態様において、検出基板を使用し、他の基板と共に光学
セルを形成し、かつ液晶が、2個の基板により形成されたチャンバーへ塗布される。
【０２１７】
　認められるように、前記方法は、タンパク質-タンパク質、タンパク質-核酸、核酸-核
酸、および他の分子の相互作用を含む、様々な分析物-認識部分の組合せの検出に適合す
ることができる。この検出は、標識を伴わない。従ってこのシステムは、多重化されたア
ッセイに関して特に有用であることが企図されている。理解されるように、この捕獲基板
は、検出基板上の一連の不連続の検出領域に対応するアレイ内の様々な認識部分を伴い機
能化することができる。従って検出基板上の陽性シグナルは、スタンプ基板上の特定のリ
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ガンドに相関することができる。従って検出基板上の第一の検出区域は、第一の分析物(
例えば、特定の病原体に特異的な抗体)に特異的であることができ、検出基板上の第二の
検出区域は、第二の分析物(例えば、第二の病原体に特異的な抗体、または確証的結果を
生じるために、第一の病原体に特異的な異なる抗体)に特異的であることなどができる。
【０２１８】
　本発明のシステムにより可能な標識を伴わない検出は、ELISAのような現在使用される
プロセスに勝る利点を提供する。本システムは、試験対象由来のリガンドまたは抗原に特
異的な抗体を検出するために、二次抗体を必要としない。これは、本システムは、各種に
特異的な個別の二次抗体は不要であるので、単独のアッセイにおいて異なる種由来の抗原
/リガンド特異的抗体の検出に利用することができるので重要である。この局面は、広範
なまたは先に試験されない対象集団における疾患の大発生に反応するために必要なアッセ
イおよび時間の柔軟性を大きく増大する。更に本システムは、放射性、蛍光、または酵素
システムのような、標識システムを必要としない。これらのシステムは、相対的に不安定
であるか、または短い貯蔵寿命を有することが多く、野外使用では容易に適合させること
ができない特別な装置(シンチレーションカウンター、フィルム)を必要とする。
【０２１９】
VII.脂質タグの検出
　いくつかの態様において、リポソームのような脂質の液晶を配向させる能力を利用し、
分析物が検出される。先に説明されたように、本発明は、脂質と複合された認識部分また
はリガンドの使用を企図している。いくつかの態様において、これらの脂質複合体(例え
ばリポソーム)を利用し、試料中のまたは基板上の分析物の存在を検出する。例えば先に
説明したように、脂質およびリポソームのような脂質含有実体は、誘導体化し、タンパク
質または核酸などの認識部分を表示することができる。試料またはその上に試料が塗布さ
れた基板は、その後、脂質-認識部分複合体と接触され、その結果認識部分は分析物と結
合し、そうでなければ会合し始める。得られる分析物-認識部分-脂質複合体は、必要なら
ば複合体を基板へ移し、次に液晶を伴う基板と接触することにより検出することができる
。本発明は、いずれか特定の作用機序に限定されるものではない。実際作用機序の理解は
、本発明の実践には不要である。しかしながら複合体の脂質部分は、脂質と接触している
液晶部分にホメオトロピック配向を提供することが企図される。ホメオトロピック配向は
、先に説明された方法により検出することができる。基板それ自身が液晶を配向させるこ
とは不要であることは認められるであろう。従ってこれらのアッセイは、異方性表面また
はそうでなければ有機層で誘導体化される表面を提供しない、低コストの単純な基板を使
用することができる。当然これらの基板は、望ましいならば先に説明されたような、異方
性表面または誘導体化された表面を有する。
【０２２０】
　別の態様において、脂質-認識部分複合体が、分析物-認識部分複合体を検出するための
、二次的結合剤として使用される。例えば分析物は最初に、第一の認識部分と接触される
。いくつかの態様において、第一の認識部分は、脂質と複合された第二の認識部分のリガ
ンドである。分析物-第一の認識部分複合体は次に、第二の認識部分-脂質複合体と接触さ
れ、第二の認識部分は、第一の認識部分と結合し、その結果分析物-第一の認識部分複合
体は脂質により標識される。その後脂質の存在は、先に説明されたように検出することが
できる。いくつかの好ましい態様において、第一の認識部分は、アビジンまたはビオチン
のいずれかと融合され、その結果アビジンまたはビオチンのいずれかを含む脂質複合体は
、二次的結合剤として使用することができる。別の態様において、第一の認識部分が抗体
である場合、第二の認識部分は、プロテインAまたは第一の抗体、例えばFc領域に結合す
る抗体である。
【０２２１】
VIII.キット
　いくつかの態様において、本発明は、分析物の検出のためのキットを提供する。好まし
い態様において、キットは、先に説明されたような基板を1個または複数含む。いくつか
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の態様において、キットは、捕獲基板および検出基板を含む。いくつかの好ましい態様に
おいて、捕獲基板は、ビーズまたはスタンプである。更なる態様において、キットは、液
晶セルと集成するために、検出基板と組合せて使用することができる基板を含む。いくつ
かの態様において、キットは、メソゲンを含むバイアルを含む。更に別の態様において、
キットは、対照の1種または複数の分析物を含む少なくとも1個のバイアルを含む。更に別
の態様において、キットは、少なくとも1種の分析物の検出のためにキットに含まれた試
薬の使用説明書を含む。いくつかの態様において、この説明書は更に、インビトロ診断用
製品のラベリング中に、米国食品医薬品局(FDA)により要求された意図された用途に関す
る陳述を含む。FDAは、インビトロ診断薬を医療器具として分類し、かつ510(k)手順によ
り承認されることを要求している。510(k)申請(市販前申請)に必要な情報は以下を含む：
1)インビトロ診断用製品の名称で、器具の商用名または商標名、一般名または通称、およ
び分類名を含むもの；2)製品の意図された用途；3)入手可能であるならば、510(k)申請を
提出する所有者または操業者の確定された登録番号；既知であるならば、食品医薬品化粧
品法(FD&C Act)513条の下での、当該インビトロ診断用製品の属するクラス、その適切な
パネル、または所有者もしくは操業者がそのような条項下で当該器具が分類されないと決
定した場合は、その決定に関する陳述およびインビトロ診断用製品がそのように分類され
ないという決定の根拠；4)当該インビトロ診断用製品、その意図された用途、および用法
の指示を説明するのに十分な、提唱されたラベル、ラベリングおよび広告。使用可能であ
るならば、写真および技術的図面が供給されるべきである；5)当該器具は、米国において
流通している同等の型の他のインビトロ診断用製品と類似しているおよび／または異なる
ことを示す陳述と、その陳述を裏付けるデータの添付；6)実質的に同等であるという決定
の基になった、安全性および有効性のデータの510(k)まとめ；または、実質的に同等であ
るというFDA見解を裏付ける、510(k)安全性および有効性の情報が、書面による請求の30
日以内に誰もが入手可能であることの陳述；7)申請者が、自身の最善の知識において、市
販前通知において申請された全てのデータおよび情報が信頼できかつ正確であるとみなす
こと、および重要事実の省略がないことに関する陳述；8)実質的に同等性の決定を成す上
で、FDAが必要として求めたインビトロ診断用製品に関する追加情報。追加情報は、米国F
DAのインターネットウェブページ上で入手可能である。
【０２２２】
実験
　本発明のある好ましい態様および局面を明らかにしかつ更に例証するために、下記実施
例が提供されるが、これらは本発明の範囲を限定するものではない。
【０２２３】
　以下の実験の開示において、下記の略号が使用される：eq(当量)；M(モル)；μM(マイ
クロモル)；N(ノルマル)；mol(モル)；mmol(ミリモル)；μmol(マイクロモル)；nmol(ナ
ノモル)；g(グラム)；mg(ミリグラム)；μg(マイクログラム)；ng(ナノグラム)；lまたは
L(リットル)；ml(ミリリットル)；μl(マイクロリットル)；cm(センチメーター)；mm(ミ
リメーター)；μm(マイクロメーター)；nm(ナノメーター)；C(摂氏度)；U(単位)、mU(ミ
リ単位)；min.(分)；sec.(秒)；％(パーセント)；kb(キロベース)；bp(塩基対)；PCR(ポ
リメラーゼ連鎖反応)；BSA(ウシ血清アルブミン)。
【０２２４】
実施例1　基板上の抗体の固定
　本実施例は、抗体を基板上に固定する様々な方法を説明している。5種の異なる固定化
の戦略が、評価された：
　1)HEXA：金フィルム表面上のCH3(CH2)15SH(HEXA)から形成された疎水性単分子層上への
、プロテインA、その後の西ナイルウイルスモノクローナル抗体(WNV Mab)の吸着。この表
面は、抗体の固定後、BSAによりブロックされた。
　2)SPDP：スルフヒドリル反応性(タンパク質)およびアミン反応性(単分子層)異種二官能
性架橋剤N-スクシンイミジル 3-(2-ピリジルジチオ)プロピオン酸エステル(SPDP)を用い
ることによる、金フィルム上の2-メルカプトエチルアミン(2-MEA)により形成された単分
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子層への、WNV Mabの共有的付着。この表面は、抗体の固定後、BSAによりブロックされた
。
　3)PMPI：スルフヒドリル反応性(タンパク質)およびヒドロキシル反応性(単分子層)異種
二官能性架橋剤N-(p-マレイミドフェニル)イソシアナート(PMPI)を用いることによる、金
フィルム上の11-メルカプトウンデカノール(11-MU)により形成された単分子層への、Ras
ポリクローナル抗体(Ras Pab)の共有的付着。この表面は、抗体の固定後、BSAによりブロ
ックされた。
　4)DSS：アミノ反応性同種二官能性架橋剤スベリン酸ジスクシンイミジル(DSS)を用いる
ことによる、金フィルム上の2-MEAから形成された単分子層への、Ras Pabの共有的付着。
この表面は、抗体の固定後、BSAによりブロックされた。
　5)Adsp：金表面上にスピンコーティングされた薄フィルム上への、WNV Mabの、直接吸
着。この表面は、抗体の固定後、BSAによりブロックされた。
【０２２５】
　これらの5種の方法により固定された抗体の偏光解析法による厚さを、分析した。5種の
方法は全て、表面上への抗体の固定を生じた。抗体の表面への共有的固定の3種の戦略(SP
DP、PMPIおよびDSS)は、ほぼ同レベルの抗体の固定につながった(偏光解析法による厚さ
～3nm)。ポリウレタン表面上への抗体の受動的吸着(Adsp)は、抗体の偏光解析法による厚
さ～8nmの捕獲につながり、および抗体のプロテインAが媒介した付着(HEXA)は、IgGの偏
光解析法による厚さ～4nmの固定につながった。直接吸着法(Adsp)およびプロテインA媒介
型吸着は、抗体固定の最高レベルにつながった。
【０２２６】
実施例2　西ナイルウイルスの検出
　検出領域がトポグラフィ的特徴を含む液晶アッセイによるウイルスの検出は、国際公開
公報第01/61357号に開示されている。液晶と組合せたこれらの表面の種類をうまく使用し
、そのような基板の表面に捕獲された西ナイルウイルス(WNV)の存在を報告した。しかし
驚くべきことにここで、報告する機構は、表面上のトポグラフィーを必要としないことが
わかった。この予想外の結果は、液晶を使用するウイルス検出のための基板の二次加工を
実質的に単純化する。以下に説明するように、この報告する機構は、様々なウイルスに適
用することができることが明らかにされている。
【０２２７】
　WNVに対する抗体を、成形されたポリウレタンレプリカの表面に沈着した。微小成形さ
れたレプリカは、ピッチ400nmおよび深度54nmを有した。WNVを含有する水溶液の液滴を、
ポリマー性レプリカの表面上に沈着した。この溶液はWNVの108.4pfu/0.2mlを含み、かつ
インキュベーションを4.5時間行った。表面上のWNVを含有する液滴のインキュベーション
後、表面をPBSですすぎ、その後液晶を用い、画像形成した。驚くべきことに、WNVを含有
する溶液と接触した表面の領域は、液晶のホメオトロピックな係留(anchoring)を引き起
こした。特にホメオトロピックな領域が、名目上滑かな区域に加え、トポグラフィーを保
持するレプリカの区域の両方において認められた。制御されたトポグラフィーを保持しな
い基板の二次加工は、単純かつ単刀直入に実施されるので、液晶を用いるウイルスのアッ
セイの基礎としてトポグラフィーを伴わない表面を使用する可能性を調べた。以下に説明
するように、WNVに対するホメオトロピック反応は、表面上に特異的に捕獲されたウイル
スの存在に特有である。
【０２２８】
　次にトポグラフィーフリーの領域で観察された反応は、表面上に特異的に捕獲されたWN
Vに対する反応であることを確認することが必要であった。SLE、デング熱、LACVおよびWN
Vに対する抗体を、同じ平面的な基板上に沈着した。WNVストックは、35℃で17時間、4個
の領域にわたり揺動した。このセルはその後、交差分極レンズを通して観察した。デング
熱およびLaCVの抗体領域は明るく着色しかつ無秩序なLCを表示し、これはWNVの非特異的
抗体への結合がないことを示していた。WNV抗体領域は、完全なホメオトロピックな円形
を表示し、これは結合したウイルスを示した。SLE抗体領域において、ホメオトロピック
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配列の小さい区域が存在し、これはWNVのSLE抗体へのわずかな交差反応を意味した。
【０２２９】
　いくつかの知見が得られた。第一に、WNVに対する液晶のホメオトロピックな反応は、
印象的かつ明確である。WNVを含有する液滴に曝された表面の全領域は、ホメオトロピッ
クな配向を呈した。第二に、WNVに対する抗体を提示する表面の領域とは対照的に、SLE、
デング熱およびLACVに対する抗体を提示する領域は、液晶のホメオトロピックな配向を引
き起こさなかった。SLEに対する抗体を提示する表面の小さい区域はホメオトロピック配
列を引き起こしたが、しかしこれはWNVに対する抗体を提示する領域と比べ、非常に小さ
く、これはWNVに対する抗体を提示する領域とは明確に識別可能であったことが注目され
る。まとめるとこれらの結果は、WNVに対する液晶のホメオトロピックな反応は、WNVに対
する抗体を提示する表面の領域に特異的に捕獲されたウイルスに対する反応であることを
明確に明らかにしている。
【０２３０】
　これらの結果は、OTSで処理したガラスの第二の表面を含む光学セルを用いて得た。液
晶は、OTS処理したガラス表面上でホメオトロピックに配向するので、結合したウイルス
に対する液晶のホメオトロピック反応が、ウイルス修飾された表面の配向の影響の欠如と
組合わせて、OTS処理したガラススライドにより引き起こされる可能性を考慮した。この
可能性に対処するために、光学セルを、ウイルスで修飾された2個のポリウレタン表面か
ら調製した。ウイルスがポリウレタン表面の抗体により捕獲された場合に、液晶のホメオ
トロピックな係留が認められた。この結果から、ウイルス修飾された表面上の液晶のホメ
オトロピックな配向は、WNVに対する反応であり、OTS被覆されたガラススライドにより引
き起こされないと結論付けることができる。加えて平面的な金基板を、C16SHで、次にWNV
モノクローナル抗体で機能化し、その後WNVで処理した。平面的な金基板は次に、OTSスラ
イドと対形成し、光学セルを形成した。WNVに対する抗体がヘキサデカンチオールにより
疎水性とされた金フィルム上に固定された場合に、液晶のホメオトロピックな配向を得る
ことができることが観察された。
【０２３１】
実施例3　抗体固定の最適化
　抗体を固定する様々な方法を調べ、最良の結果をもたらす手法を決定した。簡単に述べ
ると、ポリウレタン基板を、(a)1μM WNVモノクローナル抗体、(b)5μM WNVモノクローナ
ル抗体、および(c)最初1mg/mlプロテインA、その後1μM WNVモノクローナル抗体で機能化
した。全ての機能化された基板をその後、WNVストックと共にインキュベーションした。
結果は、ポリウレタンが1μMまたは5μM抗体により機能化された場合、同じく基板が最初
にプロテインA(抗体を正確に配向させる分子)とインキュベーションされ、その後1μM抗
体で機能化された場合に、実質的に同じホメオトロピック反応が観察されたことを示した
。これらの結果は、強力な　ホメオトロピック反応は、プロテインAを伴うまたは伴わず
に、比較的低い濃度の抗体で得られることを示している。現在の方法は、基板全体の1mg/
mlプロテインAによるコーティング、それに続く基板上の特異的検出領域における抗体の
固定が関連している。
【０２３２】
実施例4　ウイルス送達の最適化
　先に説明した結果は、表面を、ウイルス溶液と共に、最大20時間インキュベーションす
ることにより得た。次に、表面に固定されたWNVモノクローナル抗体へのウイルス送達を
最適化し、従って結合時間を最小化する方法を調べた。下記の3種のパラメータを調べた
：a)インキュベーションの温度；b)対流を発生するための、試料の前後の揺動；および、
(c)抗体のスポットサイズの影響。
【０２３３】
　最初に、インキュベーション温度を室温(ほぼ22℃)から35℃まで上げ、必要な結合時間
を短縮した。次におよそ20μlの液滴を抗体で機能化された表面へ送達することにより、1
00％ホメオトロピックな配列反応に必要な時間を、一晩(16～20時間)から3時間へ短縮す
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ることが可能であった。結合時間をより更に短縮するために、「揺動」法をこの手法に導
入した。基板上の静止した20μlの液滴としてWNVをインキュベーションする代わりに、PD
MS「プール」を用い、基板の表面にWNVのより大きい容量(300μl)を含ませた。その後WNV
は、2方向回転装置を用い、連続して揺動した。この手法の変化は、結合時間の3時間から
2時間への短縮をもたらした。抗体のスポットサイズの縮小の作用を決定するために、抗
体容量(固定された)を20μlから5μlに減少した。温度上昇、揺動、および固定された抗
体の表面積の低下という、これら3種の方法を一緒にすることにより、結合時間を2時間か
ら1.5時間に短縮した。これは単にアッセイに必要なインキュベーション時間であること
は強調されなければならない。一旦ウイルスと抗体が相互作用すると、液晶が添加され、
これらは数秒以内にそれらの好ましい配向を呈した。読取りは迅速であった。この配向は
安定しており、アッセイを直ちに読みとる必要はない。これは、定時の必要要件を示さな
い。これらのエンドポイントは、100％ホメオトロピックな配列に定めた。部分的配列は
、1.5時間時点以前に認められた。これらの結果は、液晶を使用し、WNVに対する抗体で被
覆された基板に結合したWNVを、液晶のホメオトロピックな反応を介して検出することが
できることの明確な証拠を提供する。
【０２３４】
実施例5　セントルイス脳炎ウイルス(SLE)の検出の実証
　液晶のホメオトロピック反応を介して、WNV以外のウイルスを報告する方法の一般性を
評価するために、SLEに対する抗体を提示している表面上に捕獲されたSLEに対する液晶の
反応を介して、SLEが検出されるかどうかを決定する実験を行った。SLEのアッセイは、本
質的にWNVについて先に説明したように行った。SLEウイルスがこのアッセイにおいて試験
される各々の場合において、ホメオトロピック配列の区域は、スライドの縁の上、診断用
ゾーンの外側、しかしPBS洗浄の方向に認められた。診断用表面上に形成された抗原抗体
複合体は、PBSすすぎの間に洗浄除去され、一部の残留物のみが、液晶のホメオトロピッ
ク配列により目視されるスライドの縁の近傍に残存しているように見える。これは、WNV
アッセイでは起こらなかった。これらの区域は、SLEは、液晶のホメオトロピック反応を
介して検出することができることを示している。この結果は液晶のホメオトロピック反応
は、WNVに制限されないが、WNV以外のウイルスの検出に活用することができることを示唆
しているので、この結果は重要である。WNV、SLEおよびEEEの大発生が同時に生じ、迅速
な多重アッセイが利用可能である場合に、このことは何倍も(in times)価値があるであろ
う。
【０２３５】
実施例6　複数の検出領域のアッセイ
　ウイルスアッセイの有用なフォーマットは、同じ表面上に空間的にパターン化されたい
くつかのウイルスに対する抗体を伴うマルチアレイである。表面上の抗体のパターン化、
およびそれらへのウイルス結合の検出の実行可能性を明らかにするために、WNVに対する
抗体を、表面の3領域にパターン化した実験を行った。簡単に述べると、ポリウレタン基
板は、レーンフォーマットでWNVモノクローナル抗体で機能化した。WNVは、基板上で35℃
で2時間揺動した。3種のホメオトロピックレーンを観察したところ、これは結合したウイ
ルスの配置を示した。
【０２３６】
実施例7　WNVのトリ組織からの検出
　この実施例は、トリ組織からのWNVの検出を説明している。ポリウレタン基板を、表面
のプロテインAの1mg/mlと一緒のインキュベーションにより調製した。次に、1μM WNVモ
ノクローナル抗体を含有する液滴4滴を、いくつかの試料の各区域内に固定した。腎/脾組
織懸濁液を含有するカラス試料を、NWHC's Diagnostic Virologyラボから入手した。これ
らの試料を、リアルタイムRT-PCRによるか、または組織培養単離により、各々、陽性また
は陰性であると決定した。組織懸濁液は、2,000rpmで10分間遠心し、上清を直接試料区域
に塗布した。107.7pfu/.2mlのWNVストックをこれらの実験において使用した。インキュベ
ーションは、35℃で一晩行った。WNVモノクローナル抗体で機能化されたポリウレタン基
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板を、陽性または陰性Americanカラス組織懸濁液、培養培地、または陽性対照としてWNV
ストックで処理した。陽性カラスおよびWNV試料の領域は、ホメオトロピック配列を示し
、このことは、結合した西ナイルウイルスの存在を示している。陰性カラスおよび培養培
地試料の領域は、無秩序なおよび明るく着色したLCを示し、これは結合したウイルスの欠
如を示している。本発明者らは、陽性対照および陰性対照が、液晶の正確な反応を生じた
ことに注目している。
【０２３７】
　追加の対照実験は、トリおよびウマの全血を用いて行った。ニワトリ血液(抗凝固剤と
してハパリンまたはクエン酸塩のいずれかを伴う)およびウマ血液を、WNV抗体で機能化さ
れた基板へ直接塗布した。インキュベーションは、35℃で一晩行った。これらの結果は、
正常なトリまたはウマ全血試料とは交差反応または非特異的結合が存在しないことを明確
に明らかにしていた。追加の結果は、ニワトリ/ウマ/マガモから得た陰性血清または培養
培地により得た。加えてNY State Dept of Healthから、Taqman PCRによりWNV陰性である
ことが先に示された6種の蚊ホモジネートを入手し試験した。これらのホモジネートも、L
Cアッセイで陰性と試験し、表面への非特異的結合の証拠を示さなかった。この実験は、
本発明のアッセイでほとんどプロセッシングを伴わない濃縮された生物学的試料を使用す
る能力を明らかにしている。
【０２３８】
実施例8　セルによるホメオトロピック配向
　この実施例は、組織培養細胞によるホメオトロピック配向を明らかにしている。組織培
養細胞は、スライドガラス表面に付着することができる。この表面を洗浄し、メソゲンを
表面に配置した。細胞により占拠された表面の区域は、均一に暗く見える。細胞領域によ
り占拠されなかった表面の区域は、均一に暗く見える。細胞領域により占拠されなかった
区域は、無秩序であり、明るく着色したLCを示している。
【０２３９】
実施例9　スタンプ移動による検出
　この実施例は、リガンドを含むスタンプ基板から検出基板へ移動された抗体の検出を説
明している。スタンプ基板を形成するために、Sylgard 184 Elastomer Kit(Dow Corning)
の硬化剤1部に対しエラストマー10部を一緒に混合し、真空デシケーター内で脱気し、～6
5℃で1時間PDMSへ硬化した。PDMSスタンプは、硬化したPDMSからFisher's Finest顕微鏡
ガラススライドに切出した。次にPDMSスタンプを、それらを清浄にするために、エタノー
ルですすぎ、窒素で乾燥した。次にPDMSスタンプを、酸素プラズマ(200mTorr O2バックフ
ィル圧(backfill pressure))中、275ワットで4分間、プラズマ集塵(plasma ash)し、PDMS
表面を酸化し、ガラスに似た表面を作成した。このPDMSスタンプを次に、2％APES/98％無
水アセトン溶液に一定に攪拌しながら2分間浸漬した。PDMSスタンプを次に、アセトンへ5
分間一定に攪拌しながら移した。PDMSスタンプをその後、アセトンから取り出し、アセト
ンですすぎ、窒素で乾燥した。PMDSスタンプは次に、100℃の蓋のない炉の中に30分間放
置した。PDMSスタンプを炉から取り出し、室温に冷却し、その後無水メタノール198mlと
混合した2mlのDMSO中の74mgのDSSの溶解から作成した1mM DSS(Pierce)溶液中に配置した
。スタンプは、DSS化学物質20ml中に一定で攪拌しながら1時間維持した。その後PDMSスタ
ンプをDSSから取り出し、メタノールですすぎ、引き続き窒素流でこれらを乾燥した。そ
の後0.25μMのEタンパク(L2 Diagnostics, LLC)の20μL液滴を個々のスタンプ上で、4℃
で一晩、および室温で1.5時間インキュベーションした。
【０２４０】
　斜めに(35°)沈着した30 Ti/300 Au Corning 1737顕微鏡スライドを、～1mM ATP(4-ア
ミノチオフェボール、Aldrich)中に一晩放置した。その後Eタンパクの液滴を、噴射瓶か
らのミリQ水によりスタンプを約15秒間すすぎ、引き続き窒素流によりスタンプを乾燥し
た。20mg/ml(総タンパク質濃度)抗Eウサギポリクローナル抗体(L2 Diagnostics, LLC)、2
0mg/ml陰性ウサギ血清(Pierce)、1:2希釈した陽性ウマ血清(Cornell大学)、および1:2希
釈した陰性ウマ血清(Cornell大学)の20μL液滴を、Eタンパクがインキュベーションされ
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たそれらの個々のスタンプ上に配置した(PBS中で希釈した)。血清を、室温で6時間インキ
ュベーションした。この血清を、～0.5mlのPBS中の0.01％ TritonでPDMSスタンプからす
すぎ落とし、続けて噴射瓶からのミリQ水で15秒間すすいだ。このスタンプを窒素で乾燥
した。斜めに金被覆したスライドを、ATPから取り出し、エタノールですすぎ、窒素で乾
燥し、0.1N HClに浸漬し、窒素で乾燥し、再度0.1N HClに浸漬し、窒素で乾燥した。
【０２４１】
　PDMSスタンプは次に、ATP処理した斜めの金スライドと1分間接触するように静かに配置
し、ゆるい圧力を接触の開始時および終了時に5秒間加えた。このスタンプを表面から取
り除いた。25μm Mylarと共に、OTS((トリデカフルオロ-1,1,2,2-テトラヒドロオクチル)
トリメトキシシラン、Gelest)で真空蒸着したFisherスライドから、スタンプした斜めの
金/ATP表面を分離することにより、光学セルを構成した。この光学セルを、バインダーク
リップで互いに保持した。5CB液晶(4-シアノ-4'ペンチル-1-1'-ビフェニル、EM Science)
を、その等方相で～40℃で、光学セルへ導入した。次に光学セルを、移動された生物学的
物質の円形の形状が破壊されない限りは、液晶がいずれの場所においてもホメオトロピッ
クに配列されるまで(通常一晩)、37℃で加熱した。
【０２４２】
　結果を図2に示している。この手法においてEタンパクは、PDMSスタンプ上のDSS化学物
質に共有結合されている。Eタンパクは次に、WNV抗体が血清のインキュベーション液滴中
に存在するならば、これを捕獲した。血清中にWNV抗体が存在しない場合(この場合図2の
右側の陰性血清または対照)であっても、PDMSスタンプ表面への若干の非特異的吸収があ
ると推定され、従って非特異的に吸収された実体を除去するために、Tritonすすぎの使用
は必要である。PDMSスタンプがATP処理された金表面と接触される場合、Eタンパクは、ス
タンプ上のDSS化学物質と共有結合し続け、および捕獲されたWNV抗体が存在する場合は、
これをより強力な結合の物理のために、ATP化学物質へ移す。図2の写真を参照し、交差分
極により目視された左側のふたつの光学セルは、それらの上でインキュベーションされた
WNV抗体について血清陽性であるPDMSでスタンプされた。図2の右側の二つの写真は、交差
分極により目視された対照光学セルは、それらの上でインキュベーションされたWNV抗体
について血清陰性であるPDMSでスタンプされた。WNV抗体が存在する場合、WNV抗体をその
上に捕獲したスタンプは、ATP処理した金へ移り、液晶光学セル中に円形の(インキュベー
ション液滴の形に由来)破壊パターンを生じ、これは左側の写真を参照のこと。抗体を捕
獲しなかった対照スタンプは、光学セル内にホメオトロピックに配列した液晶を明らかに
している(図2右側写真参照)。
【０２４３】
実施例10　集団からの特異的抗体を報告するための親和性接触印刷(αCP)
　本実験は、溶液中の2種の抗体の混合物からの特異的抗体の捕獲を明らかにしている。
図4を参照し、6ボタン式PDMSスタンプを、O2クラウド(cloud)中で8分間プラズマ集塵し、
PDMSの表面を酸化した。次にスタンプを、無水アセトン溶液中の2％APES内に2分間攪拌し
ながら放置した。スタンプを次に、アセトン内に5分間攪拌しながら放置した。その後ス
タンプをアセトンですすぎ、窒素で乾燥し、100℃の炉に30分間放置した。スタンプを次
に、1mM DSS溶液中に1時間攪拌しながら放置した。スタンプをDSSから取り出し、メタノ
ールですすぎ、窒素で乾燥した。6ボタン式PDMSαスタンプの3個のボタン上で、0.25μM
のEタンパクの20μl液滴を4℃で一晩インキュベーションした。残りの3個のボタンには、
0.25μMビオチン化したBSAの20μl液滴を入れ、4℃で一晩インキュベーションした。これ
らのタンパク質を、水ですすぎ落とし、αスタンプを窒素で乾燥した。3個のEタンパクで
機能化されたボタンの2個および3個のビオチン化されたBSAで機能化されたボタンの2個に
は、抗ビオチンおよび抗E抗体の0.25μM混合物の20μl液滴を入れ、これらを室温で6時間
インキュベーションした。3番目のEタンパクで機能化されたボタンには、0.25μM抗ビオ
チン抗体の20μl液滴を有し、これを陰性対照として、室温で6時間インキュベーションし
た。3番目のビオチン化したBSAで機能化されたボタンには、0.25μM抗E抗体の20μl液滴
を入れ、これを陰性対照として、室温で6時間インキュベーションした。6個のボタンの各
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々は、最初に、PBS中の0.01％Tritonの～5液滴ですすぎ、引き続きミリQ水で15秒間すす
ぎ、その後窒素で乾燥した。次に6ボタン式αスタンプを、1mM ATP処理した35°斜めに沈
着したAuスライドと～1分間接触させ、接触を確実にするために、接触の開始時にはゆる
い圧力を数秒間加えた。その後αスタンプを剥離し、光学セルをOTSスライドおよび5CB液
晶と共に配置した。その後光学セルを、40℃で2日間インキュベーションし、バックグラ
ウンドLCホメオトロピックに戻した。結果は、図5の画像に示している。
【０２４４】
　このデータの分析は、混合物からその特異的抗体である抗ビオチン抗体を引き出してい
る、ビオチン化されたBSA由来のふたつの強力な陽性を明らかにし、これをαCPを介して
認められたLC光学セル中で報告している。その上でインキュベーションされた抗体混合物
を有する両Eタンパクボタンは、抗E抗体移動からの印刷区域縁の周囲に陽性結果を示して
いるが、抗ビオチン抗体の結果(readout)のように強力なシグナルではなかった。両方の
陰性対照はブランクであり、これは4種の陽性対照が抗体混合物からそれらの特異的抗体
を引き出し、かつαCPを介してそれらを報告したことを暗示している。いくつかの理由で
、抗E抗体シグナルは、抗ビオチン抗体シグナル程強力ではなかった：つまり、光学セル
バックグラウンドがホメオトロピックに転換することを待つ間、インキュベーションが長
すぎたこと、これは洗浄除去される破壊を若干引き起こしたため、および／またはαスタ
ンプの印刷時の一様でない圧力のため。
【０２４５】
実施例11　ポリイミド表面は分子相互作用を留めることができる
　シリコンウエハは、1-メチル-2-ピロリジノン(NMP)でスクラビングした。スクラビング
したウエハは、NMPにより1700rpmで回転洗浄し、およびこのウエハは、1.0％固形SE-7210
ポリイミドにより1700rpmでスピンコーティングした。ウエハは、85℃で10分間予備硬化
し、その後最終硬化を180℃で15分間行った。ポリイミド表面は、機械により、下記設定
でラビングした：
　　ホイールスピード：343rpm、
　　テーブルスピード：3cm/秒
　　非負荷ホイール電流：0.065amp
　　負荷ホイール電流：0.055amp
　　左高さ読取り：2.530
　　右高さ読取り：2.530
【０２４６】
　下記材料を、液滴からウエハ上に並べて沈着した。各々の添加に2時間のインキュベー
ション期間を用いた：
　　プロテインA：1mg/ml
　　ウシ血清アルブミン：0.1mg/ml
　　マウスIgG：1μM
【０２４７】
　各結合段階の後に偏光解析器の読取りから計算した、ウエハの表面厚を、以下に列記す
る：
　　ポリイミド被覆したウエハ：21.0、21.1
　　プロテインA：23.4、22.9、22.9
　　BSA：22.3、21.8、22.2
　　マウス抗体：24.9、24.2
【０２４８】
　これらの読み値は、プロテインAのポリイミド表面への結合およびそれに続くマウス抗
体のプロテインAへの結合を明らかにしている。
【０２４９】
実施例12　液晶によるポリイミド表面上の分子相互作用の検出
　ガラススライドを、1-メチル-2-ピロリジノン(NMP)でスクラビングし、NMPにより1700r
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pmで回転洗浄し、および1.0％固形ポリイミドSE-7210により1700rpmでスピンコーティン
グした。スライドは、85℃で10分間予備硬化し、その後最終硬化を180℃で15分間行った
。下記の材料を、列記した順番で、液滴インキュベーションにより添加した：
　　プロテインA：1mg/ml
　　BSA：0.1mg/ml
　　マウス抗体：1μM
【０２５０】
　スライドは、インキュベーションの間に、リン酸緩衝生理食塩水で洗浄した。これらは
、窒素流で乾燥し、トップスライドの追加によりセルを形成した。液晶ZLI-1221を、ガラ
ススライド間の空間に添加した。
【０２５１】
　マウス抗体のポリイミド表面上に存在する固定されたプロテインAへの結合を、液晶配
向の変化により報告した。プロテインAのみまたはプロテインA＋BSAを伴う区域は、交差
分極を通して目視した場合、裸眼では暗色に見え、プロテインAで機能化されていないポ
リイミド表面の区域と同じであった。プロテインAで機能化されかつマウス抗体に曝され
た区域は、偏光フィルムを通して目視された場合、白色に見えた。機能化されない区域ま
たは抗体曝露されない区域との、マウス抗体に結合した区域のコントラストは、強力であ
った。
【０２５２】
　この実験は、液晶ZL1-15700-000、5CB、およびMLC-6710-080で行い、先に説明されたも
のと同様の結果を伴った。これらの実験は、液晶は、機能化されたポリイミド表面上に留
められた結合事象を報告することができることを明らかにしている。
【０２５３】
実施例13　ポリイミド表面上の結合特異性の実証
　液晶と組合せたポリイミド表面(SE-7210)を用い、標的分子を特異的に検出することが
できる。この実験において、本発明者らは、プロテインAで処理した表面上のマウスIgGの
検出およびラットIgGの検出の欠損を明らかにしている。プロテインAは、マウスIgGに強
力に結合することがわかっているが、これは弱いか無のラットIgGの結合親和性を示す。
【０２５４】
　ガラススライドは、NMPでスクラビングし、NMPにより1700rpmで回転洗浄し、および1.0
％固形ポリイミドSE-7210により1700rpmでスピンコーティングした。スライドは、85℃で
10分間予備硬化し、その後最終硬化を180℃で15分間行った。ポリイミド表面は、先に説
明した標準のラビング条件下で、高圧(2.43)または常圧(2.53)、または低圧(2.63)のいず
れかでラビングした。
【０２５５】
　下記の材料を、列記した順番で、液滴インキュベーションにより添加した：
　　プロテインA：1mg/ml
　　BSA：0.1mg/ml
　　マウスIgG 2a：1μM
　　ラットIgG：1μM
【０２５６】
　スライドは、インキュベーションの間に、リン酸緩衝した生理食塩水で洗浄した。これ
らは、窒素流で乾燥し、トップスライドの追加によりセルを形成した。液晶ZLI-1221を、
ガラススライド間の空間に添加した。
【０２５７】
　3種のラビング圧は全て同様の結果を生じた。プロテインA、プロテインA＋BSAまたはプ
ロテインA＋BSA＋ラット抗体を伴う対照試料については、非常に限定された破壊が存在し
た(試験区域は、交差分極下で暗色に見える)。プロテインA＋BSA＋マウス抗体を伴う試料
についてはほぼ全体の破壊が存在した。この区域は、交差分極下で白色に見えた。ラット
抗体のプロテインAへの有意な結合は存在せず、このことは、ポリイミド表面の結合特異



(57) JP 4950663 B2 2012.6.13

10

20

30

40

50

性を示している。
【０２５８】
実施例14　ポリイミド表面は、「サンドイッチ」技術を用い標的分子を特異的に検出する
ことができ、およびこのシステムの感度は、表面上に存在する受容体の量の制御により調
節することができる
　ガラススライドは、ポリイミドで被覆し、先に説明した標準プロトコールを用いてラビ
ングした。スライドは、下記の試薬により、各試薬について30分間のインキュベーション
期間を用い、機能化した。ブロック剤魚ゼラチン中のプロテインAの連続希釈1:99、10:90
、25:75および50:50を作成し、表面の標的分子に対する感度を制御した：
　　プロテインA：1.0mg/ml
　　魚ゼラチンの30％ストック液を0.1％希釈
　　抗ビオチン抗体：100μg/ml
　ビオチン(100μg/ml)を、各機能化された区域に添加した。二次抗ビオチン抗体(100μg
/ml)を塗布した。下記のように処理された対照領域を含んだ：
　　1.プロテインA＋魚ゼラチン
　　2.プロテインA＋魚ゼラチン＋抗体1
　　3.プロテインA＋魚ゼラチン＋抗体1＋ビオチン
【０２５９】
　対照1および2は、交差分極間で目視した場合に暗色に見え、これは液晶が表面上に均一
に配列していることを示している。対照3は、最小の破壊を示したが、交差分極間でほと
んど暗く見え、これは液晶の均一な配列を示している。プロテインA対魚ゼラチンの比の
増大につれて、破壊の程度が増加するように見え、このことは、表面の感度の増加を示し
ている。完全なサンドイッチ、プロテインA＋魚ゼラチン＋抗体1＋ビオチン＋抗体2に曝
された領域は、交差分極間で目視した場合に白色に見え、これは液晶配列の破壊、その結
果の標的分子ビオチンの結合を示している。完全なサンドイッチにおいて、プロテインA
対魚ゼラチンの比は全て同様の結果を生じ、このことは比1:99よりも低い濃度を、このア
ッセイを調節するために使用することができることを示している。
【０２６０】
実施例15　インキュベーション時間の短縮およびE7 LCFの使用
　ポリイミド表面は、実施例12および13に説明されたものと同様に調製した。表面に塗布
した試薬も、先の実験と同じであった。この場合、各段階のインキュベーション時間を、
2時間から10分間に短縮した。液晶E7を使用した。
【０２６１】
　対照区域の液晶フィルムの最小破壊と比較して、試料視野内に液晶フィルムの破壊のご
くわずかな増加が認められた。E7の使用は、マウスIgGの結合に対するLCの反応を有意に
低下した。この破壊の性質は、5CBまたはZL1-1221を使用した破壊された液晶の概観とは
、目視観測で非常に異なった。
【０２６２】
実施例16　インキュベーション時間の10分間への短縮およびタンパク質濃度の変動
　ポリイミド表面は、実施例12および13に説明されたものと同様に調製した。各試薬につ
いて、インキュベーション時間10分を使用した。LC ZL1-1221を使用した。標的タンパク
質(マウス抗体)の濃度は変動し(0.1μM、0.01μMおよび1.0μM)、ラット抗体を陰性対照
として使用した。
【０２６３】
　液晶フィルムの強力な破壊が、濃度1.0μMのマウス抗体に曝された区域に認められた。
中等度の破壊が、濃度0.1μMのマウス抗体に曝された区域に認められた。最低濃度(0.01
μM)のマウス抗体に曝された区域では、液晶フィルムの破壊は認められなかった。これら
のラビング条件下での10分間のインキュベーション時間は、0.01μM範囲での感度には十
分でない可能性がある。
【０２６４】
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実施例17　抗体の2時間インキュベーションによるタンパク質濃度の変動
　ポリイミド表面は、実施例12および13に説明されたものと同様に調製した。全ての試薬
は、これらの実施例において使用したものと同じであった。ラット抗体を陰性対照として
使用した。LC ZL1-1221を使用した。プロテインAおよびBSA曝露に関しては、10分のイン
キュベーション時間を使用したが、抗体曝露には2時間のインキュベーションを使用した
。
【０２６５】
　1.0μMまたは0.1μMマウス抗体と共にインキュベーションした区域は、液晶フィルムの
著しい破壊を示した。0.01μMマウス抗体と共にインキュベーションした区域は、液晶フ
ィルムの破壊を生じなかった。ラット抗体は、破壊を生じなかった。0.01μMアッセイに
ついて表面区域に結合した抗体数は、液晶フィルムの破壊を引き起こすのに必要な閾値以
下である。感度は、機能化された表面区域の減少により増加することができる。
【０２６６】
実施例18　プロテインA結合部位を最小化する魚ゼラチンの使用
　4個のポリイミドで被覆およびラビングしたスライドを、以下に列記した材料でブロッ
トした。スライドは、各材料について30分間のインキュベーション時間を用いてブロット
した。連続希釈は、プロテインAと希釈した魚ゼラチンの比1:99、10:90、25:75および50:
50を用いて行った。各スライドは、4種の混合したプロテインA/魚ゼラチン希釈試料のひ
とつでブロッティングした。一次抗体(抗ビオチン)、ビオチン、および二次抗体(抗ビオ
チン)の連続添加を、特定された区域に添加した。スライドのコーティングおよびラビン
グ手法は、先の実施例において使用されるものと同一であった。試薬は以下である：
　　　プロテインA:1.0mg/ml
　　　魚ゼラチン:30％ストックの0.1％希釈
　　　抗ビオチン抗体:100μg/ml
　　　ビオチン抗原:100μg/ml
　　　ZL1-1221
【０２６７】
　50:50および25:75試料について、一次抗体がプロテインAに結合した場合に、わずかな
破壊が認められた。10:90比について、破壊は前述のものよりも少なく、および1:99につ
いては更に少なかった。
【０２６８】
　プロテインAを魚ゼラチンで希釈することにより、一次抗体の量を制限することが可能
である。これは、このシステムの感度を制限する方法である。これは、ラビングされたポ
リイミドを、抗体検出のシステムに加え、抗原の検出のためのアッセイを作成することを
目標とするシステムのために使用することを可能にする。これらの結果を基に、1:99より
も更に低い濃度を用い、かつ一次抗体および抗原の更に少ない破壊を生じつつ、依然二次
抗体の結合に反応し良好な破壊を生じることができるように見える。
【０２６９】
実施例19　VSV-Iの検出
全般的材料：
　ウイルス：アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション(ATCC)(Chantilly, VA)か
ら入手した小胞口内炎ウイルス-インディアナ株(VSV-I)を、BHK-21細胞上で増殖した。最
初のストックのアリコートを、-80℃で貯蔵し、作業用ストックウイルス調製のために提
供した。ウイルス力価は、BHK細胞上でのプラーク形成により計算した。ウイルスは、試
験のために、10％ウシ胎仔血清を含む増殖培地で希釈した。
　抗体：VSV-Iに対する抗体は、National Veterinary Diagnostic Laboratory(Ames、Iow
a)およびATCC(Chantilly, VA)から入手した。
　ポリウレタン：Norland Optical Adhesive 61(Norland Products, Cranbury, NJ)
　液晶：5CB、E7、ZLI 1221、MLC 1400-100、MLC10000-100(EMD Chemicals)
　ポリイミド配列層：SE 7210、SE 7511L(Nissan Chemicals)
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　ガラススライド：アルミノケイ酸塩、Corning 1737 F
【０２７０】
電極の幾何学的形状のデザインおよび微小電極の加工
　Coulomb 3Dなどの利用可能なソフトウェアを用い、電界をシミュレーションし、平面内
の電極間のキャパシタンスを計算した。シミュレーションの結果を基に、適当な電極形状
(三角、双曲、交差指状など)およびパラメータ(厚さ、幅、間隔)は、電極の間のキャパシ
タンスが、容易に検出可能な範囲に、典型的にはpF範囲内に収まるように確定される。
【０２７１】
　電気検出システムの感度の概算推定を行うことができる。このキャパシタンスは、図3b
に示したように、幅5μmおよびそれらの間の間隔5μmの交差指状電極間で計算した。半無
限のストリップ近似の使用により、各長さ500μmの50個の指を伴う電極間のキャパシタン
スは、C＝0.4εeff pFであり、ここでεeffは電極を覆う媒体の相対誘電率である。LCの
均一に配列した層は、平面からホメオトロピック立体配置への配向遷移を受け、有効誘電
定数は、εplanar＝38からεhomeo＝8へ変化し(液晶MLC10000-100について算出)、これは
キャパシタンス変化3.2pFから15pFに対応している。pF範囲のキャパシタンスの変化は、
実験室の設定で市販のLCRメーターを用いるか、またはoff-the-shelfチップ(例えばMS311
0 Universal Capacitive Readout from MicroSensors Inc, Costa Mesa CA)を使用し示差
的キャパシタンスを測定することにより、検出することができる。
【０２７２】
　この検出システムの感度は、キャパシタンス測定に使用される装置の解像度により左右
される。市販のLCRメーターおよびoff-the-shelf示差的キャパシタンス測定チップの両方
とも、10pFレベルで0.1fFの桁の解像度を有する。先に説明された交差指状電極の解像度0
.1fFの概算推定値は、500μmx500μm区域の総計10ビリオンに相当している。この結果は
、電気検出システムの使用により、表面に結合した10ビリオン粒子の検出を可能になるこ
とを予測している。
【０２７３】
　交差指状同一平面電極のアレイは、先に説明された計算を基にデザインされる。好まし
い態様において、電極は、マイクロメーター範囲であり、およびこれらの電極の加工は、
パターン化のための標準のフォトリソグラフィー法、その後の離断(lift off)プロセスを
用いて行われる。これらの電極アレイは、市販のガラス基板上で加工される。
【０２７４】
液晶の平面およびホメオトロピック配向の間のキャパシタンスの変化の推定
　先に説明したように加工した電極を用い、実験測定を行い、既知の配向で電極に係留さ
れた液晶のキャパシタンスを測定した。これらの測定は、LCの既知の配向を生じているLC
配列フィルムで電極をコーティングすることにより行った。薄い(20nm-厚さ)LC配列層(Ni
ssan SE 7210)を、2個のガラス基板(1個は最適化した電極を伴い、他方は電極を伴わない
)上にコーティングし、緩衝し、電極指に対し垂直の予め決定された方位角方向にLC材料
を配列している表面形態の異方性を生じた。約25μmの厚さの光学セルを、各端をMylarフ
ィルムで分離した、これらの2個の基板を一緒にしたクランプ締めにより加工した。液晶4
-シアノ-4'-ペンチルビフェニル(5CB)を、等方相(40℃)で基板間のギャップに注入し、室
温に冷却した。精密LCRメーター(HP 42841, Agilent Technologies)を用い、電極間のキ
ャパシタンスを測定した。
【０２７５】
　同様のセルを、ホメオトロピック配列層(Nissan SE 7511L)を用い調製し、および電極
間のキャパシタンスを測定した。これらふたつの測定値の比較は、LCが表面へのウイルス
結合時に配向遷移を受ける場合の、キャパシタンスの変化の推定を提供した。
【０２７６】
分析用表面の調製
　その上に抗体が固定される(ウイルス捕獲のため)化学的に均一な表面を提供するために
、同一平面電極アレイを薄いポリマー層でコーティングした。前記実施例は、ポリウレタ
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ンフィルム上に固定された抗体は、WNVの検出に十分な結合能を有し、従ってポリウレタ
ンの薄層は、電極アレイ上にスピンコーティングされることを確立した。特にポリウレタ
ンNOA61の薄層を、表面上にスピンコーティングし、真空デシケータ内で脱気した。ポリ
ジメチルシロキサン(PDMS)の平らな小片を、NOA61コーティングしたガラススライド上に
配置し、圧縮し脱気した。このサンドイッチを、365nmの紫外光中で30分間架橋した。PDM
Sを、表面から剥離し、基板上にポリウレタンの薄い～40μm層を得た。PUフィルムが液晶
の再配向のために変化を見るには厚すぎる場合は、表面上をスピンコーティングする前に
、NOA61をアセトンで希釈することにより、より薄い層を作成した。電極指の間のキャパ
シタンスを参照のために測定した。
【０２７７】
分析用表面の機能化およびウイルス結合の光学的確認
　抗体の固定にはふたつの手法を利用した。両方とも、前記実施例においてVSVの検出が
可能なことがわかった。第一の方法は、ポリウレタン表面への抗体の受動吸着を使用する
。第二の方法は、抗体の配向した固定を実現するために、プロテインAを利用する。抗体(
モノクローナルまたはウサギポリクローナル)は、20μl液滴からの表面への吸着が可能で
ある。これらの表面のVSV結合能は、機能化された区域のVSV-Iの溶液への35℃で1.5時間
の揺動を伴う曝露によりバリデーションした。試料はPBSですすぎ、厚さ20μmのMylarス
ペーサーを、スライドの各端に配置した。トリデカフルオロ-1,1,2,2-テトラヒドロオク
チル-1-トリクロロシラン被覆したスライドを、最上部に置き、底のスライドへクランプ
締めし、光学セルを形成した。15μlの5CBをセルに添加した。その後表面を、交差(90°)
分極フィルター間で目視した。目視の暗視野は、LCのホメオトロピック配列を証明した。
【０２７８】
実施例20　ウイルスの電気的検出を実現するための液晶と組合せたキャパシタンス測定値
の使用
キャパシタンスの測定
　実施例19に説明したようなバリデーションされた表面および電極幾何学的形状を使用し
、高精度のLCRメーターを使用し、ウイルスに未結合の表面上の液晶フィルムおよび結合
したウイルスを伴う表面上の液晶フィルムを支えている電極間のキャパシタンスの変化を
測定した。配向遷移により誘導されたキャパシタンスの変化を決定するために、5種の光
学セルを構成した：
　1)未処理のポリウレタン(PU)表面；
　2)VSV-Iに対する抗体で処理したPU表面；
　3)VSV-Iおよび単純ヘルペスなどの非特異的ウイルスに対する抗体で処理したPU表面；
　4)VSV-Iに対する抗体、およびVSV-Iウイルスで処理したPU表面；および
　5)非特異的抗体(例えば抗ビオチンIgG)およびVSV-Iウイルスで処理したPU表面。
【０２７９】
　5種のセル全てのふたつの電極間のキャパシタンスの比較は、VSV-Iの表面への特異的結
合時のキャパシタンスの変化の定量的測定値を提供する。アッセイ測定のために使用され
る最終装置を実行する場合、本発明者らは、キャパシタンスを測定するために、MS3110 U
niversal Capacitive Readout(MicroSensors Inc. CA)に類似した、示差的容量測定シス
テムを使用した。MS3110に似たシステムは、VSVに標的化された抗体で処理された電極と
対照表面(例えば非特異的抗体を提示している表面)の間の示差的キャパシタンスの変化の
手軽な測定が可能である。このようなシステムの出力電圧は、それに供給されたふたつの
入力の示差的キャパシタンスの変化の線形関数である。一連のウイルス濃度を試験し、結
合したウイルス濃度と液晶フィルムのキャパシタンスの変化の間の相関を確立した。
【０２８０】
最適液晶材料の選択
　LCを基にしたアッセイ感度は、ウイルスの結合時に平面からホメオトロピック構成への
配向遷移を受けるLCの能力に左右されることが企図されている。この配向遷移を受ける傾
向は、LC分子とウイルス粒子の間の詳細な分子レベルの相互作用に左右される。本発明者
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らは、5CB、E7、MLC 1400-100、MLC10000-100、TL-205を含む様々なLC材料を、配向遷移
を受けるそれらの適用性および有効性に関して評価した。予備的試験において、14種の液
晶を、脂質に対するそれらの反応について試験し、脂質への反応においてホメオトロピッ
ク配向を呈するものとしてそれらを同定した(表1)。2個の電極の間のキャパシタンスの変
化も、LC材料の誘電体異方性により左右され、これは市販のLC材料について最大30である
。しかしいくつかの報告書は、少量の極性材料の添加が、LC材料の誘電体異方性を有意に
増加することを示唆している。従って、アッセイ感度を究極的に増大するLCの誘電体異方
性の増強のためのドーパントとして、Sn2P2S6などの既知の強誘電性材料を含む装置が構
成された(Ouskovaら、Dielectric relaxation spectroscopy of a nematic liquid cryst
al doped with ferroelectric Sn2P2S6 nanoparticles、Liquid Crystals、30:1-5(2003)
)。
【０２８１】
実施例21　ウイルス大量輸送の二元電気泳動による増強
　キャパシタンス測定のために利用した電極の存在は、全表面ベースの分析法に立ち向か
う基礎となる挑戦に取り組む機会を提供する。すなわち、分析物の試料マトリックスから
分析表面への輸送は一般に、表面ベースの分析において律速段階である(時々、十分な結
合を生じるために延長されたインキュベーション時間が必要なことがある)。本発明のあ
る方法は、二元電気泳動を介した表面へのウイルス輸送を促進するために、分析表面上に
存在する電極を利用する。従って装置内の電極は、多機能であり－これらは、表面へのウ
イルス輸送速度を増加し(以下に説明されるように、二元電気泳動を介して)、および結合
したウイルスの存在を報告するために感度のある方法の基礎を形成する(実施例1～20に説
明されたように)の両方の機能がある。
【０２８２】
　二元電気泳動は、非均一な交流(AC)電界内で分極可能な粒子が、正味の力(net force)
を受け、高いまたは低い電界強度の領域へ移動する現象である。粒子が懸濁媒体よりもよ
り分極可能であるならば、これは強力な電界領域に移動し、および粒子がその媒体よりも
より分極可能でないならば、これは低い電界領域に移動する。二元電気泳動力の大きさは
、粒子および媒体の誘電特性に加え、電界の勾配および粒子サイズに左右される。勾配∇
│Erms│

2を伴う電界内で半径rpの粒子に関して、平均二元電気泳動力は下記式で与えら
れる：
　　FDEP＝2πrp

3εmRe[Ke]∇│Erms│
2

ここでεmは、媒体の誘電率であり、Ermsは、電界強度の二乗平均平方根であり、およびR
e[Ke]は、下記式で与えられるクラウジス-モソティ因子の実数部であり、

ここでε*
pおよびε*

mは、各々、粒子および媒体の有効誘電率である。二元電気泳動の力
の方向は、粒子および媒体の相対導電率および誘電率により左右されるRe[KE]の相対符号
により決定される。例えば、σm＝600mSm-1、およびεm＝80εoを有するTSEのような生理
的媒体中に懸濁された球形のウイルス粒子に関して、単独殻(single shell)モデルは、10
MHzでRe[KE]＝-0.46を生じる。この結果は、このウイルス粒子は、10MHzでより低い電界
領域に向かい移動することを示している。これは「負の(negative)二元電気泳動」と称さ
れる。それらの間の5VppのAC電界強度で10μm間隔の双曲電極により規定される電界勾配
において、電極の端に配置された半径250nmのウイルス粒子に発揮された二元電気泳動力
は、3pNである。比較のために、媒体内のこの粒子のブラウン運度に関連した力は、FB＝K

BT／(2rp)の桁であり、ここでKBはボルツマン定数であり、Tは絶対温度である。従って室
温で、このウイルス粒子が経験した力は10-2pNの桁である。これらの結果は、二元電気泳
動力は、ウイルス粒子の拡散輸送が原因である粒子に働く熱の力からよりも、大きさが少
なくとも2桁より強力であることを明確に指摘している。粒子の運動式は、粒子に働くブ
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ラウン力および浮力を無視し、二元電気泳動力およびそれに作用する粘度抵抗により決定
される。二元電気泳動力3pNを用い、ウイルス粒子の速度を、700μms-1と推定した。従っ
てこの粒子が100μmの距離を移動するのに必要な時間は、0.1秒の桁である。水中に懸濁
された粒子の拡散係数は、ストークス-アインシュタイン式を用い概算することができる
；D＝KBT/(6πηrp)、ここでηは媒体の粘度係数である。拡散係数は、10-12m2s-1と概算
される。ウイルス粒子が二元電気泳動力の非存在下で同じ100μmの距離を拡散するのに必
要な時間は、1.4時間である。この簡単な概算推定値は、媒体内に懸濁されたウイルス粒
子に働いた二元電気泳動力は、拡散プロセス単独によるものよりも、少なくとも4桁の大
きさでより早くウイルス粒子を推進することを示している。これらの結果は、二元電気泳
動力の印加は、表面上のウイルス粒子の大量輸送を著しく増強し、その結果リアルタイム
ウイルス検出の基礎を提供することを明確に示している。
【０２８３】
ウイルスの二元電気泳動のための電極幾何学的形状の最適化
　ウイルス粒子に働くDEP力は、ふたつの電極間の電界の勾配に強力に左右される。この
課題において、交差指状、双曲、長方形および三角形などの異なる電極幾何学的形状を、
電極間の領域に最大電界勾配を作成するそれらの能力について調べた。この研究は、異な
る電極アレイにより形成された電界のコンピューターモデリングにより導かれる。このモ
デリングは、Coulomb 3Dのような市販のソフトウェアを使用する。図6は、双曲電極のシ
ミュレーションの結果を示している。これらの結果は、電界勾配は、負の二元電気泳動の
ためのウイルス収集区域である電極の中心に局所的最小を発揮することを示している。
【０２８４】
ウイルスの表面への二元電気泳動輸送
　Morganらの結果(Separation of submicron bioparticles by dielectrophoresis、Biop
hysical Journal, 77:516-525(1999))は、ウイルスは、電界周波数(frequency)の関数と
して正および負の両二元電気泳動を発揮し、ならびにこの挙動は懸濁媒体の誘電特性に左
右されることを指摘している。周波数領域中のこのクロスオーバー作用を、ウイルス粒子
の異なる懸濁媒体を用いて調べた。 Tris生理食塩水EDTA、リン酸緩衝生理食塩水などの
緩衝液、10％ウシ胎仔血清に加え様々な動物およびヒト血清を含む最小必須培地などの増
殖培地、ならびに標準ウイルス輸送媒体は、それらの誘電特性およびウイルスに働く二元
電気泳動力に対するそれらの作用について試験した。最短の時間および最小量の試料で最
大反応を生じる、印加されたAC場の強度および周波数、ならびに懸濁媒体のイオン強度な
どの変数の組合せを確定した。リアルタイムでこれらの事象をモニタリングするために、
ウイルス粒子を標識した。Akinらにより最近公開された方法(Real-time virus trapping 
and fluorescent imaging in microfluidic devices、Nano Letters、4:257-259(2004))
は、ワクシニアウイルスのエンベロープを標識するために親油性カルボシアニン色素を使
用する方法を利用している。これらの色素(DiOC63およびDIL、Molecular Probes, CA)は
、ウイルスの脂質膜およびキャプシドタンパク質を標識し、倍率400Xのデジタルエピ蛍光
顕微鏡による表面結合したワクシニアの可視化を可能にした。
【０２８５】
　先に説明されたように加工された一体化された微小電極を伴う抗体で機能化された表面
を(図3)、標識されたVSV-Iの20μL液滴に曝した。電極間の領域の表面へのウイルス粒子
の二元電気泳動による移動を誘導するために、AC電界を、電極を横切るように印加した。
VSV-Iは、表面上で抗体へ結合していた。電界を停止し、未結合のウイルスを表面から洗
浄した。これらの事象は、Zeiss-Axiovert 200 M顕微鏡を用いリアルタイムでモニタリン
グした。
【０２８６】
　VSV-Iの二元電気泳動の最適パラメータは、電界の中心領域内に認められる蛍光強度の
観察により確定した。蛍光強度は、塗布された試料中のわかっているウイルス濃度と相関
していた。5分間でウイルスの最小量の検出を可能にする印加された電界の強度および周
波数を、生理的イオン強度の様々な懸濁媒体に対して試験することにより選択した。ウイ
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ルス輸送に必要な強度および周波数がどのようにしてこれらの一般的試料液体により影響
を受けるかを決定するためには、このような媒体は、典型的には臨床材料、例えば血清、
鼻スワブ液、およびウイルス輸送媒体を含む。
【０２８７】
実施例22　非特異的検出後の分析物捕獲のためのビーズの使用
ビーズの調製。Sera-Magビーズ(直径0.8μM)を、0.4mg/mL EDC(Aldrich)または1.1mg/mL 
Sulfo-NHS(Pierce)のいずれかで、機能化した。最初に5％Sera-Magビーズ27μlを、機能
化剤1mL中に希釈した。15分間反応を実行し、その後2-メルカプトエタノールで停止した
。ビーズを、25mM MESおよび37.5mM NaClで3回洗浄した。洗浄したビーズを、11,300rpm
で5分間遠心した。緩衝液を除去し、その後新たな緩衝液を添加した。次に0.06μM aF1pA
b(100μg/mL)を1.5～2時間添加し、その間ビーズを回転および混合した。ビーズに、最終
濃度10mM D-グルコースアミンを添加することにより、アミンについて反応停止した。そ
の後ビーズを、PBS＋D-グルコースアミン(10mM)で20分間洗浄した。ビーズを、通常の微
量遠心管に移し、BSAでブロックし、非標的分子のビーズへの非特異的結合を阻止した。
【０２８８】
ペスト菌からのF1抗原の検出。磁気ビーズを、前述のように抗F1ポリクローナル抗体で 
機能化した。結合液を、PBS、Tween 0.05％、ヘパリン50μg/mL、および100mM追加のNaCl
から調製した。洗浄液を、PBS/Tween 0.05％およびPBS/Tween 0.05％＋200mM追加のNaCl
から調製した。ビーズは機能化し、かつPBS中で0.135％ w/vで貯蔵し、これはビーズを使
用する濃度と同じであった。この実験において、ビーズ溶液1mLを用い、F1最大5μg/mLと
99.0％以上結合させた。ビーズへの捕獲前および後に適用されたF1試料にELISAを行った
。F1試料を、ELISAストリップウェル上に配置し、抗F1ポリクローナル抗体を用いF1タン
パク質のレベルを測定した。次に出発材料および枯渇した材料のふたつの条件で、ELISA
比色アッセイの結果を、450nmの吸光度に対し図示した。これは、機能化されたビーズに
より捕獲されたF1の割合(％)の概算を可能にする。このデータは、全F1のほとんどが、ビ
ーズに吸収されたことを示した。次にF1抗原を、ポリイミドを含む検出基板表面へ溶離し
た。ポリイミド表面は下記のように調製した：未希釈のポリイミド7511液を、スライドに
塗布し、スピンコーティングし、80℃で15分間予備硬化し、180℃で1時間硬化し、RTで貯
蔵した。更にこのプロトコールの最終段階で、0.1M pH2.4グリシン10μLを、粒子ビーズ
と混合し、その後このチューブを微量遠心においてボルテックスし、磁気スタンド上に配
置し、上清からビーズの分離を得た。低pHグリシンは、結合したF1およびその抗体複合体
のビーズ表面からの溶離に役立つ。溶離液10μLを、LCアッセイのためにポリイミド表面
に塗布した。溶離後、薄いMylarフィルムにより検出基板から分離した第二の基板を追加
することにより、光学セルを形成した。その後メソゲン(5CB)を光学セルに導入した。
【０２８９】
　ポリイミド7511Lで機能化された表面は、結合した分析物の非存在下で、液晶をホメオ
トロピック配列で配向させる。分析物が存在する場合、ホメオトロピック配向は破壊され
る。交差分極レンズを通して目視する場合、図8に示したように、ホメオトロピック配向
は、暗視野により示されるが、破壊された配向は明視野により示される。デジタル画像は
、2枚のポラロイドフィルターにより交差分極構成0°で撮影された。ポリイミド7511Lス
ライドは、40％の未希釈ストック液から調製した。これらのスライドは、タンパク質非存
在下で、暗いバックグラウンドで示されるように、ホメオトロピック配列を呈した。タン
パク質結合時には、ホメオトロピック配列は破壊され、白色のバックグランドが示された
。上側の列において、左から右へ、aF1pAbビーズからの溶離試料は、BSA 400ng/mL、F1 5
00pg/mLおよび2.5ng/mLで処理されたRNase Aにより、最初にブロックされた。下側の列は
、F1の濃度25,100、および400ng/mLを示している。結合液PBS/T/H/N中の最初のタンパク
質結合後、aF1pAbビーズを、PBS/Tween 0.05％、200mM追加のNaCl(PBS/T/N)洗浄液で洗浄
した。
【０２９０】
　追加の例は、標的分子の存在および量を決定する方法を明らかにしている。次の図9は
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、増加するF1濃度は、ホメオトロピックに配列しているポリイミド表面上の配列したLC黒
色バックグラウンドに対する白色シグナルの増加により示されるような、ホメオトロピッ
ク配列の破壊を増加することを明らかにしている。この種のアッセイは、F1抗原のレベル
を定量するために使用することができる。
【０２９１】
　図9において、デジタル化された図は、交差分極フィルター(0°)を伴う偏光顕微鏡によ
り撮影した。ポリイミド7511Lスライドは、40％未希釈ストック液から調製した。タンパ
ク質の非存在下で、これらのスライドは、暗色バックグランドにより示されるホメオトロ
ピック配列を呈した。タンパク質結合時には、ホメオトロピック配列は破壊された(白色
バックグランドにより示される)。下記の試料を分析した：溶離緩衝液、BSA(200ng/mL)、
ならびに10、50および200ng/mLの濃度のF1に曝されたビーズのF1溶離液。条件は先に説明
したものである。これらの実験は3つ組で実行し、図9は、シグナルの他の2個反復(示さず
)に対する中間レベルである。認められるように、5ng/mLの分析物を検出することが可能
であった。
【０２９２】
　図10は、図9に示された実験に関する輝度指数を示す図である。これらの実験は、3つ組
で行い、先に選択した図は、シグナルの他の2個の反復に対する中間レベルである。溶離
緩衝液も、下記グラフにおいて示される輝度指数の参照として使用するために、ひとつの
区域に塗布した。
【０２９３】
　更なる実験において、ラビングされたポリイミド表面を用いた。図11は、交差分極フィ
ルター(0°)を伴う偏光顕微鏡により撮影したデジタル画像を示す。ポリイミドSE 7210 1
.5％スライドを、テーブルスピード4.0cm/s、ホイールスピード343rpmで、2.55ml/mの設
定でラビングした。図11は、様々な濃度のF1または対照としてのBSAで処理された機能化
されたaF1pAbビーズからポリイミド表面への溶離の結果を示している。洗浄時に、ビーズ
は、追加のウサギ抗マウスIgG(5μg/mL)および抗マウスFC IgG(6μg/mL)で処理した。こ
の複合体を、0.1Mグリシン(pH2.3)の10μl酸溶離液で、ビーズから溶離した。溶離した試
料を、1M Tris(pH7.5)の1μlの添加により中和した。試料は、ポリイミド基板と接触させ
、ブルドッグクランプで最初に別の基板にクランプ締めしている基板上にMylarスペーサ
ーを配置することにより、光学セルを構成した。5CBを液相に塗布し、冷却後、デジタル
画像を撮影した。
【０２９４】
　図12は、複合培地(ニワトリ血清)から分析物(F1)を検出することを明らかにしている更
なる実験の結果を提供する。これらの実験において、ニワトリ血清(CS)は、結合溶液PBS/
T/H/Nにより20％に希釈した。先のように機能化されたBSAでブロックしたビーズを使用し
た。6個のaF1pAbビーズの0.5mL懸濁液(濃度0.135％)を、希釈したCSと接触させた。結合
後、全てのチューブを、PBS/Tween緩衝液で洗浄した。これらのビーズは、その後100μL
の0.5XPBS＋2mM SDSまたは100μLの0.1Mグリシン(pH4.0)により、2回目洗浄した。混合後
、洗浄緩衝液を、PBS/Tween 0.05％中でビーズをペレット化することにより除去した。ビ
ーズは次に、PBS/Tween/NaCl(追加の200mM)で洗浄した。その後aF1mAbの3μg/mLを、0.5m
lチューブ中のビーズに添加した。この反応液を混合し、上清を除去した。次に5μg/mlの
RAMおよび抗マウスFC IgGの両方の0.75mLを、5分間添加した。ビーズを、PBS/Tween/NaCl
で、次にPBSで洗浄した。溶離緩衝液(10μL)を各チューブに添加し、3～4分間ボルテック
スすることにより混合した。溶離緩衝液(2μLアリコート)を、7511Lホメオトロピックポ
リイミドスライドに塗布した。スライドは、液滴が蒸発するまで、加熱したプレート上に
2～3分間放置した。その後スライドを、dH2Oで洗浄し、窒素ガスで乾燥した。ブルドッグ
クランプを用い、間にmylarスペーサーを伴い、処理した基板と他の基板を一緒にクラン
プ締めし、光学セルを構成した。ネマチック相の5CBを、室温で適用した。5分後、ホメオ
トロピック液晶を認めた。
【０２９５】
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　図12は、交差分極フィルター(0°)で撮影したデジタル画像である。上列において、処
理したビーズからの溶離液は、20％CSと接触させ、追加洗浄なしか、SDS洗浄、および0.1
Mグリシン(pH4.0)洗浄である。下列において、ビーズからの溶離液は、20％CS＋F1 50ng/
mLと接触させ、追加洗浄なしか、SDS洗浄、または0.1Mグリシン(pH4.0)洗浄である。図13
は、偏光顕微鏡で分析した同じ実験の結果を示している。デジタル画像を、偏光顕微鏡に
より撮影し、ここでポラロイドフィルターは、交差分極0°であった。処理の順序は、図1
2と同じであった。
【０２９６】
　SDSおよび0.1Mグリシン洗浄を行い、機能化されたビーズからBSAブロッカーを除去し、
その結果F1検出と干渉するBSAシグナルは存在しなかった。図12および図13(偏光顕微鏡画
像)において認められるように、SDSおよびグリシンの両洗浄は、対照の上列の2番目およ
び3番目のスポット(20％ニワトリ血清)からのシグナルを排除した。機能化されたビーズ
はBSAでブロックされたので、恐らくシグナルを生じるBSAブロッカーが1番目のスポット
で認められたのであろう。
【０２９７】
実施例23　細胞による液晶のホメオトロピック配向
　表2および3は、様々な液晶が、培養細胞によりホメオトロピック配向されるそれらの能
力について調べた実験の結果を示している。多くの液晶は、リン脂質およびコレステロー
ルに対する反応において、ホメオトロピックに配列する。リン脂質(2ul；クロロホルム中
0.01M)を、ガラススライド上の区切られた印を付けた区域に塗布した。リン脂質は、ジオ
レオイルアルキル鎖および下記のヘッド基を有した：ホスファチジルセリン(DOPS)、ホス
ファチジルグリセロール(DOPG)、ホスファチジルエタノールアミン(DOPE)、ホスファチジ
ルセリン(DOPS)、ホスファチジル酸(DOPA)、およびリソホスファチジルコリン(DOLPC)。
溶媒を乾燥した後、光学セルを、ネマチックに適用した液晶と共に集成し、かつ等方性に
加熱した。ホメオトロピック配列を、コノスコープ分析により確認した。Chol＝コレステ
ロール；C＝コレステリック配列；Bkg＝バックグランド配列；U＝未配列；H＝ホメオトロ
ピックな配列；NDはバックグランドのために行わなかったことを示す；40CB、4-オクチル
-4-ビフェニル-カルボニトリル(Aldrich)；6CHBT、1-(trans-4-ヘキシルクロヘキシル)-4
-イソチオシアナト-ベンゼン。他の液晶は全てEM Industries/Merckから得た。
【０２９８】
（表2）細胞および媒体に曝されたスライドによる配列に関する液晶の研究
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【０２９９】
（表3）液晶配列に対するリン脂質の影響の研究

【０３００】
実施例24　タグ付き脂質による分析物の検出
　この実験は、液晶を用いる、固定された抗ビオチン抗体に対するビオチンで標識したリ
ポソームの結合の検出を説明している。抗ビオチン抗体が固定されたガラス基板は、下記
のように調製した。プラズマ集塵機(20分間、275ワット、200millitor)中で洗浄したPrec
isionCTスライド(Bioslide Technologies；カタログ番号BSP-SC02-C)を、無水アセトン中
の2％APES(3-アミノプロピルトリエトキシシラン；Pierce)中に2分間含浸した。スライド
を、純粋なアセトンに移し、5分間攪拌し、アセトンで洗浄し、過剰なシランを除去した
。スライドを、窒素で乾燥し、110℃の炉の中に45分間放置した。スライドを炉から取り
出し、これらが室温に達した後、スライドの片側に区域に印を付けた。BS3(ビス(スルホ
スクシンイミジル)スベレート；Pierce)架橋剤1mg/mlを、印を付けた区域に10μl液滴と
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して塗布し、室温で15分間インキュベーションした。水で過剰な架橋剤をすすいだ後、表
面を窒素ガスで乾燥した。100ug/mlおよび20ug/ml抗ビオチン抗体(Sigma；ヤギにおいて
産生した抗ビオチン抗体)を、BS3処理した表面に塗布し、室温で2時間または室温で1時間
インキュベーションし、その後4℃で一晩移した。抗体が固定された表面を、ミリQ水です
すぎ、未結合のタンパク質を除去し、N2で乾燥した。ビオチンで標識したリポソーム(17.
84μmolリン脂質/ml)および未標識のリポソーム(18.7μmolリン脂質/ml)を、PBS緩衝液で
100倍希釈し、リポソーム10ulを抗ビオチン抗体処理した表面に塗布した。PBS緩衝液を、
緩衝液対照としてひとつの区域に添加した。室温で1.5時間インキュベーションした後、
表面を、水ですすぎ、N2で乾燥した。2種のタンパク質で処理した表面を、二つの側に20
μm Mylarスペーサーを挿入することにより離れて維持し、ふたつの表面を、逆平行に配
列した。ふたつの表面は、Mylarを配置した側に沿って配置したブルドッグクリップを用
い、互いに一緒に保持した。セルを、ホットプレート上に配置することにより、～40℃で
加熱した。同じく熱空気を使用し、セルの周囲の空気を温めた。5CBを、ガラスシリンジ
内でその等方相に加熱した。5CBの液滴を、毛管力により、ふたつの表面の間の洞に垂ら
した。一旦5CBが充填されると、セルはホットプレートから取り除いた。室温に達した後
、5CBの等方相は、ネマチック状態に変換した。光学画像を、偏光顕微鏡を用い、交差分
極位置で撮影した。前記実験を、3つ組で行った。1回の実験のデータを、図15に示した。
【０３０１】
　ビオチン標識したリポソームの固定された抗ビオチン抗体への結合は、破壊された表面
をホメオトロピック(黒色)に変化させ、そこで非標識のリポソームによる変化は認められ
なかった。この実験は、受容体-リガンド相互作用を研究するための、標的分子で標識し
たリポソームの使用を明らかにしている。
【０３０２】
　ビオチン標識したリポソームは、100μmol(75mg)卵ホスファチジルコリン；1 μmol(1.
28mg)ホスファチジルエタノールアミン-N-(リサミンローダミンB；スルホニル)アンモニ
ウム塩；1μmol(1.05mg)1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N-
(capビオチニル)ナトリウム塩から調製した。対照リポソームは、100μmol(75mg)卵ホス
ファチジルコリン；1μmol(1.28mg)；ホスファチジルエタノールアミン-N-(リサミンロー
ダミンBスルホニル)アンモニウム塩から調製した。
【０３０３】
　これらの脂質混合物を、クロロホルム溶液中で望ましい量の成分を一緒にすることによ
り調製した。その後各溶液は、リポソーム調製のために2分した。各バッチについて、溶
液は、回転蒸発器上のB24/40煮沸チューブ中で乾燥した。得られたフィルムを、水和した
イソプロピルエーテル5ml中に懸濁した。この脂質溶液に、緩衝液2mlを添加した。この段
階で、緩衝液は、エーテル相とは混合しない。このチューブにストッパーを付け、混合物
を浴型超音波処理装置(Laboratory Supply company, Hicksville NY)中で55℃で音波処理
し、エーテル中水型エマルションを生じた。その後このエマルションからエーテルを、回
転蒸発器、浴温度55℃を用いて蒸発させた。エーテル除去後、混合物は粘稠なゲルを生じ
、これは攪拌時に破壊され、リポソーム懸濁液を生じた。リポソーム形成後、それぞれ試
料および対照リポソームのためのふたつの50μmolバッチを、次の段階のために一緒にし
た。
【０３０４】
　次にリポソームのサイズを、規定された細孔径の一連のポリカーボネート膜を通過する
押出として公知のプロセスにより、より小さくより均一な直径に減少した。押出チャンバ
ーは60℃に加熱し、リポソームは、0.4μmの細孔径ポリカーボネート膜を5回通過させ、
その後0.1μm細孔径のポリカーボネート膜を5回通過させた。押出プロセスは、懸濁液の
濁度を著しく減少した。
【０３０５】
　その後リポソームは、イソプロピルエーテルの微量残留物を除去するために、1Lの懸濁
液緩衝液に対して4℃で一晩透析した。リポソームは、Bartlettリンアッセイを用い、そ
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　　試料(ビオチン)リポソーム：17.84μmolリン脂質/ml
　　対照リポソーム：18.7μmolリン脂質/ml
　リポソームは、それらのサイズについて、Nicomp 380粒子選別器を用いて分析した。容
積加重したガウス平均直径は以下であった：
　　試料(ビオチン)リポソーム：134nm
　　対照リポソーム：157nm。
【０３０６】
　本明細書において言及された全ての刊行物および特許は、本明細書に参照として組入れ
られている。本発明の範囲および精神を逸脱しない、本発明の説明された方法およびシス
テムの様々な修飾および変動は、当業者に明らかであろう。本発明は特に好ましい態様に
関連付けて説明されているが、請求された本発明は、このような特定の態様に必要以上に
制限されないことは理解されなければならない。実際、有機化学、材料科学、化学エンジ
ニアリング、ウイルス学、生物学、遺伝学、または関連する分野の業者には明らかである
ような、本発明を実行するために説明された様式の様々な修飾が、「特許請求の範囲」内
であることが意図されている。
【図面の簡単な説明】
【０３０７】
【図１】結合したウイルスにより指示された液晶のホメオトロピック配向を表している、
本発明のアッセイ装置の概略図である。
【図２】陽性ウマおよびウサギ血清中の西ナイルウイルス抗体の存在に関するトランスフ
ァーアッセイの写真を、陰性対照と共に提供する。
【図３】図3aおよび3bは、本発明の装置および好ましい電極の概略図を提供する。(a)LC
を使用するウイルス粒子の検出の原理を示す概略断面図。抗体で被覆されたナノ構造表面
に支持された液晶分子は、平面配向を呈している。表面上へのウイルスの結合時に、分子
は、表面に対し垂直に配列し、ふたつの電極間のキャパシタンスに電荷を誘導する。(b)
交差指状電極の概略。矢印のサイズは、500μmの桁である。
【図４】本発明のPDMSスタンプの画像である。
【図５】本発明のアッセイ装置で行ったアッセイの画像である。
【図６】図6a、図6bおよび図6cは、双曲電極のシミュレーションの結果を示す。(a)双曲
電極の概略、(b)3Dのラプラス式を解いて得られた電極面の電圧分布、(c)電極面上のz=4
μmでの平面内のE2勾配、ならびに(d)y=0面
【図７】図7aおよび図7bは、二元電気泳動のために構成された装置の概略を示す。(a)二
元電気泳動の構成の概略、(b)中心に穴を伴う厚さ2mmのPDMSシートは、「活性」領域に試
料を閉込める。
【図８】分析物の非特異的検出のためにポリイミド被覆した基板を使用するアッセイの画
像である。
【図９】分析物の非特異的検出のためにポリイミド被覆した基板を使用するアッセイの画
像である。
【図１０】図9に示された実験に関する輝度指数の図示である。
【図１１】分析物の非特異的検出のためにポリイミド被覆した基板を使用するアッセイの
画像である。
【図１２】ニワトリ血清中のF1検出の結果の画像である。
【図１３】偏光顕微鏡で撮影した図12と同じ実験の結果の画像である。
【図１４】本発明の読取り装置の概略図である。
【図１５】標識されたリポソームがリガンド結合を報告するために使用される実験の画像
である。
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