
(57)【要約】
　本発明は、一般的にタンパク質および核酸などの標的被検体を含有するテストサンプル
を分析するための方法並びに組成物に関する。本発明は、ヒドロゲルとの組合わされた表
面弾性波センサを使用することにより、超高感度の非 -蛍光式の検出装置を得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 テ ス ト サ ン プ ル 溶 液 中 の 標 的 被 検 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の マ イ ク ロ セ ン サ で あ っ て 、
表 面 弾 性 波 セ ン サ を 含 み 、 該 セ ン サ は 、 そ の 表 面 に 位 置 す る ヒ ド ロ ゲ ル お よ び 該 標 的 被 検
体 を 検 出 す る こ と の で き る 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ た 少 な く と も 1種 の 分 子 認 識 成
分 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 標 的 被 検 体 が 分 子 認 識 成 分 と 結 合 し た 際 に 、 ヒ ド ロ ゲ ル の 寸 法 上 の お よ び /ま た は 体 積
上 の 変 化 が 生 じ る 、 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 2種 の 異 な る 分 子 認 識 成 分 が 単 一 の 標 的 被 検 体 と 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1記 載 の
マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ド ロ ゲ ル が 、 酢 酸 ビ ニ ル 、 ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ビ ニ ル エ ー テ ル 、 オ レ フ ィ ン 、 ス チ レ
ン 、 塩 化 ビ ニ ル 、 エ チ レ ン 、 ア ク リ レ ー ト 、 メ タ ク リ レ ー ト 、 ニ ト リ ル 、 ア ク リ ル ア ミ ド
、 マ レ エ ー ト 、 エ ポ キ シ 化 合 物 、 エ ポ キ シ ド 、 ラ ク ト ン 、 エ チ レ ン オ キ シ ド 、 エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 、 エ チ ル オ キ サ ゾ リ ン 、 ア ミ ノ 酸 、 サ ッ カ ラ イ ド 、 タ ン パ ク 質 、 無 水 物 、 ア ミ ド
、 カ ー ボ ネ ー ト 、 フ ェ ニ レ ン オ キ シ ド 、 ア セ タ ー ル 、 ス ル ホ ン 、 フ ェ ニ レ ン ス ル フ ィ ド 、
エ ス テ ル 、 フ ル オ ロ ポ リ マ ー 、 イ ミ ド 、 ア ミ ド -イ ミ ド 、 エ ー テ ル イ ミ ド 、 イ オ ノ マ ー 、
ア リ ー ル エ ー テ ル ケ ト ン 、 ア ミ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 酸 、 ベ ン ゼ ン 、 シ ン ナ メ ー ト 、 ア ゾ ー ル
、 シ ラ ン 、 ク ロ リ ド 、 お よ び エ ポ キ シ ド 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン
ビ ス メ タ ク リ ル ア ミ ド エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ジ メ タ ク リ レ ー ト 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ
ル ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ク リ レ ー ト (PEGDA)、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ
メ タ ク リ レ ー ト (PEGDMA)、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ク リ レ ー ト (PEGDA)、 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー ト (PEGDMA)、 ポ リ (ビ ニ リ デ ン フ ル オ ラ イ ド )(PVdF)を 主 成 分
と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル (PAN)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ メ チ ル メ タ
ク リ レ ー ト (PMMA)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル (PVC)を 主 成 分 と す る ポ リ マ
ー 、 お よ び 該 ポ リ (ビ ニ リ デ ン フ ル オ ラ イ ド )(PVdF)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ク リ
ロ ニ ト リ ル (PAN)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (PMMA)を 主 成 分 と
す る ポ リ マ ー 、 お よ び ポ リ 塩 化 ビ ニ ル (PVC)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー の 混 合 物 、 お よ び こ
れ ら の 混 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 更 に 、 架 橋 剤 を も 含 み 、 該 架 橋 剤 が 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン ビ
ス メ タ ク リ ル ア ミ ド エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ジ メ タ ク リ レ ー ト 、 お よ び 薬 剤 N,N'-メ チ レ ン ビ
ス ア ク リ ル ア ミ ド を 含 む 、 請 求 項 4記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 表 面 弾 性 波 セ ン サ が 、 表 面 弾 性 波 共 振 器 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ヒ ド ロ ゲ ル が 、 更 に そ の 中 に 帯 電 コ ロ イ ド 粒 子 の ア レ イ を も 含 む 、 請 求 項 1記 載 の マ イ
ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 帯 電 コ ロ イ ド 粒 子 が 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 二 酸 化 珪 素 、 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム 、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン お よ び ポ リ (N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド )を
含 む 、 請 求 項 7記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 更 に 、 基 準 表 面 弾 性 波 セ ン サ を も 含 み 、 該 基 準 表 面 弾 性 波 セ ン サ が 、 そ の 表 面 上 に 位 置
す る 基 準 ヒ ド ロ ゲ ル を 含 み 、 該 基 準 ヒ ド ロ ゲ ル が 、 分 子 認 識 成 分 を 含 ま ず 、 か つ マ イ ク ロ
セ ン サ が 、 こ の セ ン サ の シ グ ナ ル か ら 、 基 準 セ ン サ の シ グ ナ ル を 引 算 す る こ と が で き る 、
請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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　 分 子 認 識 成 分 が 、 核 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 核 酸 類 似 体 、 例 え ば PNAお よ び L
NA分 子 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 IgA、 IgG、 IgM、 IgEを 包 含 す る 抗 体 、 酵 素 、 酵 素 補 助 因
子 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 膜 受 容 体 、 キ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン A、 ポ リ U、 ポ リ A、 ポ リ リ
ジ ン 、 ト リ ア ジ ン 染 料 、 ボ ロ ン 酸 、 チ オ ー ル 、 ヘ パ リ ン 、 膜 受 容 体 、 多 糖 類 、 ク ー マ シ ー
ブ ル ー 、 ア ズ ー ル A、 金 属 結 合 ペ プ チ ド 、 糖 、 炭 水 化 物 、 キ レ ー ト 剤 、 原 核 生 物 細 胞 お よ
び 真 核 生 物 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ヒ ド ロ ゲ ル が 、 重 合 し た モ ノ マ ー ま た は ヒ ド ロ ゲ ル 、 架 橋 剤 を 含 み 、 場 合 に よ り 化 学 的
に ま た は UV-光 に よ り 活 性 化 さ れ る 誘 発 剤 を 含 ん で も よ い 、 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ヒ ド ロ ゲ ル が 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 精 製 ア ガ ロ ー ス 、 N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 メ タ ク リ レ ー
ト 、 N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド お よ び ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー
ル )ジ ア ク リ レ ー ト (PEG-DA)を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 セ ン サ の 表 面 が 、 更 に イ ン タ ー デ ジ タ ル 電 極 を 含 み 、 電 極 間 に チ ャ ン ネ ル を 有 し 、 か つ
該 チ ャ ン ネ ル が ヒ ド ロ ゲ ル の 全 体 ま た は 一 部 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 チ ャ ン ネ ル が 、 10nm～ 1μ mな る 範 囲 内 の 高 さ を 持 つ 、 請 求 項 13記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 チ ャ ン ネ ル が 、 10nm～ 10μ mな る 範 囲 内 の 幅 を 持 つ 、 請 求 項 14記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 テ ス ト サ ン プ ル 溶 液 中 の 標 的 被 検 体 を 検 出 す る 方 法 ：
　 a) テ ス ト サ ン プ ル と 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ の 表 面 上 に 位 置 す る ヒ ド ロ ゲ ル 内 の
分 子 認 識 成 分 と を 、 該 テ ス ト サ ン プ ル 中 に 該 標 的 被 検 体 が 存 在 す る な ら ば 該 標 的 被 検 体 と
該 分 子 認 識 成 分 と の 結 合 を 促 進 す る 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 b) セ ン サ の 表 面 弾 性 波 の 位 相 シ フ ト の 変 位 ま た は 周 波 数 に お け る 変 動 が 生 じ た か 否 か
を 検 出 す る 工 程 、 こ こ で 、 該 変 動 が 、 該 テ ス ト サ ン プ ル に お け る 該 標 的 被 検 体 の 存 在 を 示
す 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 位 相 シ フ ト の 変 位 ま た は 周 波 数 に お け る 変 動 を 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る 、 請 求 項 16記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 コ ン ト ロ ー ル が 、 標 的 被 検 体 を 含 ま な い サ ン プ ル 溶 液 に 関 す る 該 位 相 シ フ ト の 変 位 ま た
は 周 波 数 に お け る 変 動 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 コ ン ト ロ ー ル が 、 分 子 認 識 成 分 を 含 ま な い ヒ ド ロ ゲ ル を 含 有 す る 表 面 弾 性 波 セ ン サ を 用
い た サ ン プ ル 溶 液 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 少 な く と も 2種 の 異 な る 分 子 認 識 成 分 が 一 つ の 標 的 被 検 体 と 結 合 で き る 、 請 求 項 16記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 標 的 被 検 体 が 分 子 認 識 成 分 と 結 合 し た 際 に ヒ ド ロ ゲ ル の 寸 法 上 の お よ び /ま た は 体 積 上
の 変 化 が 生 じ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 分 子 認 識 成 分 が 、 核 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 核 酸 類 似 体 、 例 え ば PNAお よ び L
NA分 子 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 IgA、 IgG、 IgM、 IgEを 包 含 す る 抗 体 、 酵 素 、 酵 素 補 助 因
子 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 膜 受 容 体 、 キ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン A、 ポ リ U、 ポ リ A、 ポ リ リ
ジ ン 、 ト リ ア ジ ン 染 料 、 ボ ロ ン 酸 、 チ オ ー ル 、 ヘ パ リ ン 、 膜 受 容 体 、 多 糖 類 、 ク ー マ シ ー
ブ ル ー 、 ア ズ ー ル A、 金 属 結 合 ペ プ チ ド 、 糖 、 炭 水 化 物 、 キ レ ー ト 剤 、 原 核 生 物 細 胞 お よ
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び 真 核 生 物 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 標 的 被 検 体 が 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 酵 素 、 炭 水 化 物 、 化 学 的 化 合 物 、
お よ び ガ ス 類 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 標 的 被 検 体 が 、 ト ロ ポ ニ ン Iま た は ト ロ ポ ニ ン Tで あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 標 的 被 検 体 が 、 ア レ ル ゲ ン ま た は IgEで あ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 テ ス ト サ ン プ ル 溶 液 が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 お よ び 尿 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 表 面 弾 性 波 セ ン サ の 製 造 方 法 ：
　 (a) 表 面 上 に 複 数 の イ ン タ ー デ ジ タ ル 電 極 を 持 つ 表 面 弾 性 波 デ バ イ ス の 第 一 セ ン サ 表 面
に 、 SiO 2 の 層 を 付 加 す る 工 程 、
　 (b) 該 SiO 2 層 に シ ラ ン 基 お よ び 第 一 コ モ ノ マ ー を 含 む リ ン カ ー を 結 合 す る 工 程 で あ っ て
、 該 シ ラ ン 基 が 反 応 す る こ と に よ り 該 リ ン カ ー と 該 SiO 2 層 と が 結 合 す る 工 程 、
　 (c) 第 一 コ モ ノ マ ー と 、 該 第 一 コ モ ノ マ ー お よ び /ま た は 第 二 コ モ ノ マ ー お よ び 分 子 認
識 成 分 を 含 有 す る 媒 体 と を 、 イ ン タ ー デ ジ タ ル 電 極 間 の チ ャ ン ネ ル に お け る SiO 2 層 上 で の
ヒ ド ロ ゲ ル の 生 成 を も た ら す 重 合 条 件 下 に て 、 接 触 さ せ る 工 程 、 こ こ で 該 分 子 認 識 成 分 は
該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ て い る 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 工 程 (c)の 媒 体 が 、 更 に 架 橋 剤 を も 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 媒 体 が 親 水 性 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ヒ ド ロ ゲ ル が 、 イ オ ン を 含 ま な い ゲ ル で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 一 ま た は 第 二 モ ノ マ ー が 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 メ タ ク リ レ ー ト 、
N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド お よ び ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )ジ
ア ク リ レ ー ト (PEG-DA)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 架 橋 剤 が 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン ビ ス メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 エ チ
レ ン グ リ コ ー ル -ジ メ タ ク リ レ ー ト お よ び N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 分 子 認 識 成 分 を 、 上 記 工 程 (c)の 完 了 後 に 添 加 す る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 分 子 認 識 成 分 を 、 第 一 の 結 合 分 子 に よ っ て ヒ ド ロ ゲ ル と 結 合 す る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ヒ ド ロ ゲ ル と 結 合 し て い る 第 二 の 結 合 分 子 と 結 合 す る 第 一 の 結 合 分 子 に よ っ て 、 分 子 認
識 成 分 が ヒ ド ロ ゲ ル に 結 合 し て い る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 第 一 ま た は 第 二 結 合 分 子 が ア ビ ジ ン を 含 み 、 か つ こ れ ら 結 合 分 子 の 他 方 が ビ オ チ ン を 含
む 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 更 に 、 分 子 認 識 成 分 の 添 加 前 に ヒ ド ロ ゲ ル を 加 水 分 解 す る 工 程 を も 含 む 、 請 求 項 27記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
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　 重 合 を 、 UV光 に 対 し て 暴 露 す る こ と に よ っ て 行 う 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 分 子 認 識 成 分 が 、 核 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 核 酸 類 似 体 、 タ ン パ ク 質 、 IgA
、 IgG、 IgM、 IgEを 包 含 す る 抗 体 、 酵 素 、 酵 素 補 助 因 子 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 膜 受 容
体 、 キ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン A、 ポ リ U、 ポ リ A、 ポ リ リ ジ ン 、 ト リ ア ジ ン 染 料 、 ボ ロ ン 酸 、
チ オ ー ル 、 ヘ パ リ ン 、 多 糖 類 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 ア ズ ー ル A、 金 属 結 合 ペ プ チ ド 、 糖 、
炭 水 化 物 、 キ レ ー ト 剤 、 原 核 生 物 細 胞 お よ び 真 核 生 物 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 表 面 弾 性 波 デ バ イ ス が 、 共 振 器 型 の デ バ イ ス で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 1記 載 の マ イ ク ロ セ ン サ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 標 的 被 検 体 を 検 出 す る た め の
、 ハ ン ド ヘ ル ド デ バ イ ス 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に は 、 分 子 認 識 成 分 を 含 有 す る ヒ ド ロ ゲ ル で 被 覆 さ れ た 、 表 面 弾 性 波
セ ン サ に 関 す る も の で あ る 。 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 多 く の 化 学 、 環 境 お よ び 医 学 分 野 に お け
る 用 途 が 見 出 さ れ て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 物 学 的 な 被 検 体 等 の 被 検 体 の 、 高 感 度 で の 検 出 が 、 解 析 的 検 出 法 に お け る 重 大 な 挑 戦
と し て 続 け ら れ て い る 。 し ば し ば 、 検 出 法 は 、 莫 大 な 数 に 及 ぶ サ ン プ ル の 処 理 を 要 求 す る
。 更 に 、 被 検 体 分 子 の 変 性 が 、 し ば し ば そ の 検 出 に 先 立 っ て 必 要 と さ れ る 。 更 に 、 解 析 的
検 出 法 は 、 容 易 で あ り 、 迅 速 で あ り 、 か つ 再 現 性 の あ る も の で あ る 必 要 が あ る 。 こ れ は 、
診 断 法 等 の 高 度 に 特 殊 化 さ れ た 方 法 並 び に 試 薬 が 利 用 で き な い 場 合 に 、 特 に 重 要 で あ る 。
　 従 来 の 生 体 分 析 法 は 、 特 に 幾 つ か の 欠 陥 を 持 つ 。 例 え ば 、 核 酸 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン は 、 一 般 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ が 放 射 性 標 識 を 含 む 場 合 に は 、
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は リ ン 光 体 像 の 解 析 法 に よ り 、 あ る い は 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ が 、 ビ オ チ ン ま た は ジ ゴ キ シ ン 等 の ラ ベ ル を 含 む 場 合 に は 、 デ ン シ ト
メ ー タ に よ っ て 検 出 さ れ る 。 該 ラ ベ ル は 、 結 果 と し て 、 酵 素 -結 合 抗 体 ま た は リ ガ ン ド に
よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 。 最 も 新 し い 生 体 分 子 検 出 法 は 、 DNAま た は RNAま た は タ ン パ
ク 質 等 の 分 子 の 変 性 を 必 要 と し 、 こ れ は 従 前 の 検 出 法 を 経 費 の 掛 か る 、 し か も 多 大 な 労 力
を 要 す る 方 法 と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 弾 性 波 セ ン サ 技 術 は 、 物 質 の 検 出 に お い て 、 広 範 な 用 途 を 持 つ こ と が 明 ら か に さ れ て い
る 。 弾 性 波 セ ン サ は 、 弾 性 波 を 発 生 さ せ 、 か つ こ れ を 観 測 す る こ と に よ り 、 物 質 を 検 出 す
る 。 該 弾 性 波 は 、 該 物 質 の 表 面 を 介 し て 、 ま た は そ の 上 を 伝 播 す る 際 、 該 伝 播 路 の 特 性 に
お け る あ ら ゆ る 変 化 が 、 該 弾 性 波 の 速 度 お よ び /ま た は 振 幅 に 影 響 を 与 え る 。 該 セ ン サ の
振 幅 、 振 動 数 、 お よ び /ま た は 位 相 特 性 を 測 定 し 、 対 応 す る 物 理 量 に 相 互 に 関 連 付 け る こ
と が で き る 。
　 幾 つ か の 異 な る 型 の 弾 性 波 デ バ イ ス が 開 発 さ れ て い る が 、 そ の 全 て が 、 水 溶 性 ま た は 生
物 学 的 サ ン プ ル の 測 定 に お い て 、 限 ら れ た 成 功 を 収 め て い る に 過 ぎ な か っ た 。 バ ル ク の 弾
性 波 (BAW)が 、 あ る 媒 体 を 通 し て 伝 播 す る 。 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る BAWデ バ イ ス は 、 厚 み
剪 断 モ ー ド (thickness shear mode: TSM)共 振 器 お よ び 剪 断 -水 平 音 響 プ レ ー ト モ ー ド (she
ar-horizontal acoustic plate mode: SH-APM)セ ン サ で あ る 。 逆 に 、 基 板 の 表 面 上 を 伝 播
す る 波 は 、 表 面 波 と し て 知 ら れ て い る 。 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る 表 面 波 デ バ イ ス は 、 上 記
の 表 面 弾 性 波 セ ン サ お よ び 表 面 横 波 (STW)セ ン サ と し て も 知 ら れ て い る 、 剪 断 -水 平 表 面 弾
性 波 (SH-SAW)セ ン サ で あ る 。 全 て の 弾 性 波 セ ン サ は 、 気 相 ま た は 真 空 環 境 内 で 機 能 す る が
、 液 体 と 接 触 し た 際 に 効 果 的 に 機 能 す る の は そ の 極 少 数 で あ ろ う 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 液 体 検 知 用 の 公 知 の 音 響 セ ン サ と し て の 、 ラ ブ 波 (Love wave)セ ン サ 、 特 殊 な 組 の 剪 断 -
水 平 SAWは 、 最 大 の 感 度 を 持 つ 。 ラ ブ 波 セ ン サ を 製 造 す る た め に は 、 該 剪 断 -水 平 波 の エ ネ
ル ギ ー が 、 該 被 膜 に 集 中 さ れ る よ う に 、 誘 電 体 導 波 路 被 覆 を 、 SH-SAWデ バ イ ス 上 に 配 置 す
る 。 次 い で 、 生 体 認 識 被 膜 を 、 該 導 波 路 被 覆 上 に 配 置 し 、 完 全 な 生 体 セ ン サ を 完 成 す る 。
ポ リ マ ー 製 の ラ ブ 導 波 路 被 膜 を 備 え た 、 110MHzの YZ-カ ッ ト SH-SAWを 用 い て 、 ng/mlな る 範
囲 の 濃 度 の 、 抗 -ヤ ギ IgGの 上 首 尾 の 検 出 が 、 達 成 さ れ て い る [E. Gizeli等 , 1997, 「 官 能
化 さ れ た 支 持 脂 質 層 へ の 抗 体 結 合 ： 直 接 型 音 響 免 疫 セ ン サ (Antibody Binding to a Funct
ionalized Supported Lipid Layer: A Direct Acoustic Immunosennsor)」 , Anal. Chem.
, Vol. 69:4808-4813]。
　 異 な る SAWセ ン サ 間 の 比 較 が 、 最 近 報 告 さ れ た (バ イ オ モ レ キ ュ ラ ー セ ン サ (Bio-molecul
ar Sensors)), Electra Gizali & Christoffer R. Lowe編 (2002))。 彼 ら は 、 24MHzの ラ ブ
波 セ ン サ が 、 1.92mg/cm2な る 感 度 を 持 つ こ と を 記 載 し て い る 。 生 物 学 的 な 化 合 物 を 検 出 す
る た め の 、 こ の SAWセ ン サ の 使 用 は 、 例 え ば US 5,478,756、 WO92011931お よ び WOO3019981
に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら 文 献 の 全 体 を 、 参 考 文 献 と し て こ こ に 組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 来 の SAWデ バ イ ス は 、 液 体 の 検 出 に は 良 く な い 選 択 肢 で え あ る 。 と い う の は 、 該 液 体 -
空 気 の バ リ ア に よ っ て 、 該 伝 播 す る 波 の 垂 直 方 向 の 成 分 が 抑 制 さ れ る か ら で あ る 。 液 体 中
で 機 能 す る 一 つ の 弾 性 波 セ ン サ は 、 剪 断 -水 平 SAWセ ン サ で あ る 。 圧 電 結 晶 材 料 の 切 れ 目 が
、 適 当 に 回 転 さ れ た 場 合 に は 、 波 は 、 水 平 か つ 液 体 表 面 に 対 し て 平 行 に 伝 播 す る 。 こ れ は
、 液 体 が 該 伝 播 媒 体 と 接 触 し た 際 に 、 損 失 を 大 幅 に 減 じ 、 該 SH-SAWセ ン サ が 、 バ イ オ セ ン
サ と し て 動 作 す る こ と を 可 能 と す る 。 液 体 溶 液 被 検 体 (例 え ば 、 生 物 学 的 な 分 子 )を 検 出 す
る た め の 多 く の 努 力 が 、 該 弾 性 波 と 固 体 /液 体 界 面 の 特 性 と の 間 の 相 互 作 用 を 定 義 す る こ
と 、 並 び に GHz範 囲 に お い て 動 作 す る 、 よ り 高 周 波 数 の SAWデ バ イ ス を 設 計 す る こ と に 焦 点
が 当 て ら れ て い た 。
　 本 件 出 願 は 、 SAWデ バ イ ス が 、 液 体 中 に 生 体 分 子 を 含 む 被 検 体 の 測 定 を 実 施 で き な い と
い う 問 題 の 解 決 策 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の 概 要
　 本 件 出 願 は 、 サ ン プ ル 溶 液 中 の 標 的 被 検 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の 、 マ イ ク ロ セ ン サ の
提 供 を 目 的 と す る 。 こ の マ イ ク ロ セ ン サ は 、 該 セ ン サ 表 面 上 に 位 置 す る ヒ ド ロ ゲ ル を 含 む
、 SAWセ ン サ を 含 有 す る 。 こ の ヒ ド ロ ゲ ル は 、 更 に 該 標 的 被 検 体 を 検 出 す る こ と の で き る
、 固 定 化 さ れ た 分 子 認 識 成 分 を 含 む 。
　 該 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 ま た 基 準 表 面 上 に 位 置 す る ヒ ド ロ ゲ ル を 含 む 、 基 準 の 表 面 弾 性 波
セ ン サ 表 面 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 基 準 表 面 上 の ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 分 子 認 識 成 分
を 含 ま な い 。 あ る い は ま た 、 こ の コ ン ト ロ ー ル は 、 該 標 的 被 検 体 を 含 ま な い 、 サ ン プ ル 溶
液 の 指 標 で あ り 得 る 。 基 準 表 面 の シ グ ナ ル と 第 一 セ ン サ 表 面 の シ グ ナ ル と の 間 の 差 が 、 該
標 的 被 検 体 の 有 無 を 決 定 す る 。
　 該 分 子 認 識 成 分 の 非 -限 定 的 な 例 は 、 核 酸 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 核 酸 類 似 体
、 例 え ば PNAお よ び LNA分 子 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 IgA、 IgG、 IgM、 IgEを 包 含 す る 抗 体
、 酵 素 、 酵 素 補 助 因 子 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 膜 受 容 体 、 キ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン A、 ポ
リ U、 ポ リ A、 ポ リ リ ジ ン 、 ト リ ア ジ ン 染 料 、 ボ ロ ン 酸 (boronic acid)、 チ オ ー ル 、 ヘ パ リ
ン 、 膜 受 容 体 、 多 糖 類 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 ア ズ ー ル A、 金 属 結 合 ペ プ チ ド 、 糖 、 炭 水 化
物 、 キ レ ー ト 剤 、 原 核 生 物 細 胞 お よ び 真 核 生 物 細 胞 を 含 む 。
　 該 標 的 被 検 体 の 非 -限 定 的 な 例 は 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 酵 素 、 炭 水 化
物 、 化 学 的 化 合 物 、 お よ び ガ ス 類 を 含 む 。 該 標 的 被 検 体 の 他 の 例 は 、 ト ロ ポ ニ ン I、 ト ロ
ポ ニ ン T、 ア レ ル ゲ ン 、 ま た は IgE等 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 。 幾 つ か の 用 途 に お い て は 、
該 標 的 被 検 体 は 、 1種 を 越 え る 分 子 認 識 成 分 と 結 合 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 更 に 別 の 局 面 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 重 合 し た モ ノ マ ー ま た は ヒ ド ロ ゲ ル 、 架 橋 剤
、 お よ び 場 合 に よ り 化 学 的 に ま た は UV-光 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 誘 発 剤 を 含 む 。 該 ヒ ド ロ
ゲ ル の 例 は 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 精 製 ア ガ ロ ー ス 、 N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 メ タ ク リ レ ー ト 、
N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド お よ び ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )ジ
ア ク リ レ ー ト (PEG-DA)を 包 含 す る 。 他 の 例 示 的 な モ ノ マ ー お よ び ダ イ マ ー は 、 酢 酸 ビ ニ ル
、 ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ビ ニ ル エ ー テ ル 、 オ レ フ ィ ン 、 ス チ レ ン 、 塩 化 ビ ニ ル 、 エ チ レ ン 、
ア ク リ レ ー ト 、 メ タ ク リ レ ー ト 、 ニ ト リ ル 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 マ レ エ ー ト 、 エ ポ キ シ 化 合
物 、 エ ポ キ シ ド 、 ラ ク ト ン 、 エ チ レ ン オ キ シ ド 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ ル オ キ サ ゾ リ
ン 、 ア ミ ノ 酸 、 サ ッ カ ラ イ ド 、 タ ン パ ク 質 、 無 水 物 、 ア ミ ド 、 カ ー ボ ネ ー ト 、 フ ェ ニ レ ン
オ キ シ ド 、 ア セ タ ー ル 、 ス ル ホ ン 、 フ ェ ニ レ ン ス ル フ ィ ド 、 エ ス テ ル 、 フ ル オ ロ ポ リ マ ー
、 イ ミ ド 、 ア ミ ド -イ ミ ド 、 エ ー テ ル イ ミ ド 、 イ オ ノ マ ー 、 ア リ ー ル エ ー テ ル ケ ト ン 、 ア
ミ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 酸 、 ベ ン ゼ ン 、 シ ン ナ メ ー ト 、 ア ゾ ー ル 、 シ ラ ン 、 ク ロ リ ド 、 お よ び
エ ポ キ シ ド 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン ビ ス メ タ ク リ ル ア ミ ド エ チ レ
ン グ リ コ ー ル -ジ メ タ ク リ レ ー ト 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル ジ ア ク リ レ ー ト (PEGDA)、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー ト (PEGDMA)、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ク リ レ ー ト (PEGDA)、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー
ト (PEGDMA)、 ポ リ (ビ ニ リ デ ン フ ル オ ラ イ ド )(PVdF)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ク リ
ロ ニ ト リ ル (PAN)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (PMMA)を 主 成 分 と
す る ポ リ マ ー 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル (PVC)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 お よ び 該 ポ リ (ビ ニ リ デ ン
フ ル オ ラ イ ド )(PVdF)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル (PAN)を 主 成 分 と す
る ポ リ マ ー 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (PMMA)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 お よ び ポ リ 塩 化
ビ ニ ル (PVC)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー の 混 合 物 、 お よ び こ れ ら の 混 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 例 示 的 な 架 橋 剤 お よ び /ま た は 化 学 的 に ま た は UV-光 に よ り 活 性 化 さ れ る 誘 発 剤 は 、 N,N'
-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン ビ ス メ タ ク リ ル ア ミ ド エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ジ メ
タ ク リ レ ー ト 、 お よ び 薬 剤 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 イ ル ガ キ ュ ア (Irgacure) 
2959(シ バ (Ciba)); 2,2-ジ メ ト キ シ -2-フ ェ ニ ル ア セ ト フ ェ ノ ン 、 2-メ ト キ シ -2-フ ェ ニ ル
ア セ ト ン 、 ベ ン ジ ル ジ メ チ ル ケ タ ー ル 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 、 エ チ ル ベ ン
ゾ イ ン エ ー テ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ベ ン ゾ イ ン エ ー テ ル 、 α -メ チ ル ベ ン ゾ イ ン エ ー テ ル 、 ベ
ン ゾ イ ン フ ェ ニ ル エ ー テ ル 、 2,2-ジ エ ト キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン 、 1,1-ジ ク ロ ロ ア セ ト フ ェ ノ
ン 、 2-ヒ ド ロ キ シ -2-メ チ ル -1-フ ェ ニ ル プ ロ パ ン -1-オ ン 、 1-ヒ ド ロ キ シ シ ク ロ ヘ キ シ ル
フ ェ ニ ル ケ ト ン 、 ア ン ス ラ キ ノ ン 、 2-エ チ ル ア ン ス ラ キ ノ ン 、 2-ク ロ ロ ア ン ス ラ キ ノ ン 、
チ オ キ サ ン ト ン 、 イ ソ プ ロ ピ ル チ オ キ サ ン ト ン 、 ク ロ ロ チ オ キ サ ン ト ン 、 2,2-ク ロ ロ ベ ン
ゾ フ ェ ノ ン 、 ベ ン ジ ル ベ ン ゾ エ ー ト 、 お よ び ベ ン ゾ イ ル ベ ン ゾ エ ー ト 、 TEMED、 お よ び 過
硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム (APS)を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 件 出 願 は 、 ま た サ ン プ ル 溶 液 中 の 標 的 被 検 体 を 検 出 す る 方 法 を も 提 供 す る も の で あ る
。 分 子 認 識 成 分 は 、 表 面 弾 性 波 セ ン サ の 表 面 上 に 位 置 す る ヒ ド ロ ゲ ル 中 に 固 定 化 さ れ て い
る 。 該 サ ン プ ル 中 の 該 被 検 体 の 、 該 認 識 成 分 に 対 す る 結 合 を 促 進 す る 条 件 下 に て 、 こ の セ
ン サ と 該 サ ン プ ル と を 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 表 面 弾 性 波 の 位 相 シ フ ト の 変 位 ま た は 周 波 数
に お け る 変 動 を 検 出 す る 。 こ の 変 動 が 、 該 サ ン プ ル に お け る 該 被 検 体 の 存 在 を 決 定 す る 。
　 他 の 局 面 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 そ の 内 部 で 重 合 さ れ た 、 帯 電 粒 子 の 結 晶 性 コ ロ イ
ド ア レ イ を も 含 む 。 帯 電 し た コ ロ イ ド 粒 子 の 非 -限 定 的 な 例 は 、 コ ロ イ ド 状 ポ リ ス チ レ ン
、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 二 酸 化 珪 素 、 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ
レ ン お よ び ポ リ N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド を 含 む 。
　 標 的 被 検 体 は 、 任 意 の サ ン プ ル 中 に お い て 検 出 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル の 例 は 、 血
液 、 血 清 、 血 漿 お よ び 尿 を 包 含 す る 。 こ の 方 法 は 、 診 断 の 目 的 で 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 件 特 許 出 願 は 、 SAWセ ン サ の 製 造 方 法 を 目 的 と す る 。 SAWセ
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ン サ は 、 以 下 の 諸 工 程 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る ： 即 ち 表 面 弾 性 波 デ バ イ ス の 第 一 セ
ン サ 表 面 に 、 SiO 2 の 層 を 付 加 す る 工 程 、 (b) 該 SiO 2 層 を リ ン カ ー と 結 合 す る 工 程 、 こ こ で
該 リ ン カ ー は シ ラ ン 基 お よ び 第 一 コ モ ノ マ ー を 含 み 、 こ の 工 程 に お い て は 、 該 シ ラ ン 基 が
反 応 し て 、 該 リ ン カ ー と 該 SiO 2 層 と を 結 合 す る 、 お よ び (c) 該 第 一 コ モ ノ マ ー と 第 二 コ モ
ノ マ ー お よ び 分 子 認 識 成 分 を 含 有 す る 媒 体 と を 、 該 SiO 2 層 上 で の 、 ヒ ド ロ ゲ ル の 生 成 を も
た ら す 重 合 条 件 下 に て 接 触 さ せ る 工 程 、 こ の 工 程 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル が 該 分 子 認 識 成
分 を 含 む 。 該 工 程 (c)の 媒 体 は 、 更 に 架 橋 剤 お よ び 重 合 開 始 剤 を も 含 む 。 該 媒 体 は 、 親 水
性 で あ り 得 る 。 他 の 変 形 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 イ オ ン を 含 ま な い ゲ ル で あ り 得 る 。
　 該 分 子 認 識 成 分 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル と 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 分 子 認 識 成 分 は
、 第 一 の 結 合 分 子 に よ っ て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル と 結 合 す る こ と が で き る 。
　 あ る い は ま た 、 該 分 子 認 識 成 分 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル と 結 合 し て い る 第 二 の 結 合 分 子 と 結 合
す る 第 一 の 結 合 分 子 に よ っ て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル と 結 合 す る こ と が で き る 。 第 一 ま た は 第 二 結
合 分 子 の 例 は 、 ア ビ ジ ン お よ び ビ オ チ ン で あ り 得 る 。
　 更 に 別 の 変 形 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 分 子 認 識 成 分 を 添 加 す る 前 に 、 加 水 分 解 す
る こ と が で き る 。
　 本 件 出 願 は 、 更 に 生 物 学 的 物 質 を 検 出 す る た め の 、 こ こ に 記 載 し た 上 記 の マ イ ク ロ セ ン
サ を 含 む 、 ハ ン ド ヘ ル ド デ バ イ ス を も 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 マ イ ク ロ セ ン サ お よ び 液 体 サ ン プ ル に お け る 標 的 被 検 体 の 存 在 を 検 出 す る た
め の 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ の 使 用 方 法 を 目 的 と す る 。 該 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 SAWセ ン サ の 表
面 に 位 置 す る 、 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ た 、 分 子 認 識 成 分 を 含 む 。 該 分 子 認 識 成 分 が 、
標 的 被 検 体 と 結 合 し た 際 に 、 該 表 面 波 の 位 相 ま た は 周 波 数 に お け る 変 動 が 観 測 さ れ 、 こ れ
に よ っ て 該 サ ン プ ル 中 の 該 標 的 被 検 体 の 存 在 を 測 定 す る 。 こ こ に 記 載 す る 弾 性 波 セ ン サ は
、 高 い 感 度 に て 、 し か も 標 識 の 不 在 下 で 、 生 物 学 的 分 子 (例 え ば 、 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 )
を 包 含 す る 液 体 可 溶 性 の 被 検 体 を 検 出 す る の に 、 容 易 に 適 合 さ せ 得 る 、 検 出 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
I. 表 面 弾 性 波 セ ン サ
　 こ こ に 記 載 す る マ イ ク ロ セ ン サ は 、 少 な く と も 一 つ の 表 面 弾 性 波 セ ン サ を 含 む 。 表 面 弾
性 波 セ ン サ は 、 圧 電 層 、 ま た は 圧 電 基 板 、 お よ び 入 力 お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ を 含 む
。 表 面 弾 性 波 は 、 該 圧 電 層 内 で 発 生 し 、 か つ イ ン タ ー デ ジ タ ル 電 極 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
以 下 に お い て よ り 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 該 表 面 弾 性 波 セ ン サ の 表 面 を 変 更 す る 結 合 事 象
が 、 該 伝 播 す る 表 面 弾 性 波 の 特 性 に お け る 変 化 と し て 検 出 で き る 。 表 面 弾 性 波 セ ン サ は 、
米 国 特 許 第 5,130,257号 、 同 第 5,283,037号 お よ び 同 第 5,306,644号 ； F. Josse等 ,「 液 体 中
の 化 学 的 お よ び 生 化 学 的 検 出 用 の 、 案 内 さ れ た 剪 断 水 平 表 面 弾 性 波 セ ン サ (Guided Shear 
Horizontal Surface Acoustic Wave Sensors for Chemical and Biochemical Detection 
in Liquids)」 , Anal. Chem. 2001, 73:5937； お よ び W. Welsch等 ,「 表 面 弾 性 波 免 疫 セ ン
サ の 開 発 (Development of a Surface Acoustic Wave Immunosensor)」 , Anal. Chem. 199
6, 68:2000-2004に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら 文 献 各 々 を 、 特 別 に 、 そ の 全 体 を 、 本 発 明 の
参 考 と し て こ こ に 組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 弾 性 波 デ バ イ ス は 、 圧 電 性 表 面 を 介 す る 、 あ る い は そ の 上 の 波 の 伝 播 モ ー ド に よ り 説 明
さ れ る 。 弾 性 波 は 、 主 と し て そ の 速 度 お よ び 変 位 の 方 向 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 材 料 お よ び
境 界 条 件 に 依 存 し て 、 多 く の 組 合 せ が 可 能 で あ る 。 各 セ ン サ の イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス
デ ュ ー サ (IDT)は 、 該 基 板 を 変 位 す る の に 要 す る 電 場 を 与 え 、 か く し て 弾 性 波 を 生 成 す る
。 こ の 波 は 、 該 基 板 を 通 し て 伝 播 し 、 そ こ で 該 IDTの 対 向 す る 電 極 に お け る 電 場 に 再 度 変
換 さ れ る 。 横 方 向 の 、 ま た は 剪 断 の 波 は 、 波 の 伝 播 方 向 に 対 し て 直 交 す る 方 向 へ の 、 粒 子
の 変 位 を 生 じ 、 し か も 該 粒 子 の 変 位 が 、 該 検 知 表 面 に 平 行 ま た は 直 交 す る よ う に 、 偏 波 す
る こ と が で き る 。 剪 断 水 平 波 の 運 動 は 、 該 検 知 表 面 に 対 し て 平 行 に 偏 波 さ れ た 、 横 方 向 の
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変 位 を 表 し 、 剪 断 垂 直 運 動 は 、 該 表 面 に 対 し て 直 交 す る 横 方 向 の 変 位 を 示 す 。
　 本 発 明 は 、 「 標 準 的 な 」 SAWバ イ オ セ ン サ と 、 標 的 被 検 体 に 対 し て 特 異 的 な 分 子 認 識 成
分 を 含 む 、 ヒ ド ロ ゲ ル と を 組 合 わ せ る 。 該 分 子 認 識 成 分 と 標 的 被 検 体 と の 結 合 は 、 該 SAW
の 位 相 ま た は 周 波 数 に お け る 測 定 可 能 な 変 化 を も た ら す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ こ で は 、 「 表 面 弾 性 波 セ ン サ 」 ま た は 「 表 面 弾 性 波 デ バ イ ス 」 な る 用 語 に よ っ て 、 実
質 的 に 上 記 し た よ う に 動 作 す る 任 意 の デ バ イ ス を 意 味 す る も の と す る 。 幾 つ か の 態 様 に お
い て 、 表 面 弾 性 波 セ ン サ と は 、 該 表 面 変 位 が 伝 播 の 方 向 に 対 し て 直 交 し 、 か つ 該 デ バ イ ス
表 面 に 対 し て 平 行 な 表 面 横 波 デ バ イ ス 、 並 び に 該 表 面 変 位 の 少 な く と も 一 部 が 、 該 デ バ イ
ス 表 面 に 対 し て 直 交 す る よ う な 表 面 弾 性 波 セ ン サ の 両 者 を 意 味 す る も の と す る 。 表 面 横 波
デ バ イ ス は 、 一 般 的 に 流 体 中 で の 良 好 な 感 度 を 持 つ が 、 十 分 な 感 度 は 、 該 表 面 変 位 の 一 部
が 、 該 デ バ イ ス 表 面 に 対 し て 直 交 す る 場 合 に お い て も 達 成 で き る こ と が 明 ら か に さ れ て い
る 。 例 え ば 、 M. Rapp等 ,「 水 中 で の 現 場 測 定 用 の 免 疫 セ ン サ を 意 図 し た 、 市 販 品 と し て 入
手 で き る LOW-LOSSの SAWデ バ イ ス の 改 良 (Modification of Commercially Available LOW-L
OSS SAW devices towards an Immunosensor for in situ Measurements in Water)」 , 19
95, IEEE国 際 超 音 波 シ ン ポ ジ ウ ム (IEEE International Ultrasonics Symposium), 1995, 
Nov. 7-10, シ ア ト ル 、 ワ シ ン ト ン ； お よ び N. Barie等 , 「 表 面 弾 性 波 バ イ オ セ ン サ 上 で
共 有 結 合 し た 検 知 層 (Covalent bonding sensing layers on surface acoustic wave bios
ensors)」 , Biosensors & Bioelectronics, 16 (2001) 979を 参 照 の こ と 。 こ れ ら 全 て を
、 特 に 参 考 文 献 と し て こ こ に 組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ れ ら の セ ン サ は 、 フ ォ ト リ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ り 製 造 す る 。 製 造 は 、 該 圧 電 基 板 を 注
意 し て 研 磨 か つ 清 浄 化 す る こ と に よ っ て 開 始 す る 。 次 い で 、 金 ま た は ア ル ミ ニ ウ ム 等 の 金
属 を 、 該 基 板 上 に 均 一 に 沈 着 さ せ る 。 こ の デ バ イ ス に 、 フ ォ ト レ ジ ス ト を ス ピ ン 塗 布 し 、
焼 成 し て こ れ を 硬 化 す る 。 次 い で 、 こ れ を 最 終 的 な デ バ イ ス に お い て 金 属 化 す べ き 領 域 に
対 応 す る 、 不 透 明 な 領 域 を も つ マ ス ク を 介 し て 、 UV光 で 露 光 す る 。 該 露 光 領 域 は 、 現 像 溶
液 に よ る 、 そ の 除 去 が 可 能 と な る 、 化 学 変 化 を こ う む る 。 最 後 に 、 残 り の フ ォ ト レ ジ ス ト
を 除 去 す る 。 こ の デ バ イ ス 上 に 残 さ れ た 金 属 の パ タ ー ン は 、 イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス デ
ュ ー サ (IDT)ま た は イ ン タ ー デ ジ タ ル 電 極 (IDE)と 呼 ば れ る 。 こ の IDTの 長 さ 、 幅 、 位 置 お
よ び 厚 み を 変 更 す る こ と に よ り 、 こ の セ ン サ の 性 能 を 最 高 の も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
A. 圧 電 層
　 本 発 明 の 表 面 弾 性 波 セ ン サ は 、 圧 電 層 ま た は 圧 電 基 板 を 含 む 。 圧 電 性 と は 、 機 械 的 な 応
力 の 適 用 に よ っ て 、 電 気 的 な 電 荷 を 生 じ る こ と を 意 味 す る 。 こ の 現 象 は 、 相 反 的 な も の で
あ る 。 圧 電 性 物 質 に 、 適 当 な 電 場 を 印 加 す る と 、 機 械 的 な 応 力 を 発 生 す る 。 圧 電 性 弾 性 波
セ ン サ は 、 振 動 す る 電 場 を 適 用 し て 、 機 械 的 な 波 を 生 成 し 、 こ の 波 は 該 ヒ ド ロ ゲ ル を 通 し
て 伝 播 し 、 次 い で 測 定 用 の 電 場 に 、 再 度 変 換 さ れ る 。
　 該 圧 電 性 基 板 は 、 石 英 、 ニ オ ブ 酸 リ チ ウ ム (LiNbO 3 )、 ま た は 任 意 の 他 の 圧 電 性 物 質 か ら
製 造 で き る 。 該 圧 電 性 基 板 は 、 そ の 結 晶 構 造 に 関 し て 、 弾 性 波 が 、 そ の 表 面 に 捕 捉 さ れ 、
し か も 該 表 面 お よ び 該 伝 播 す る 波 (上 記 の よ う な )に 対 す る 、 物 質 の 変 位 の 所 望 の 方 向 が 達
成 さ れ る よ う に 、 切 断 す べ き で あ る 。
　 弾 性 波 セ ン サ お よ び デ バ イ ス に 対 し て 使 用 で き る 、 該 圧 電 性 基 板 材 料 の う ち 、 最 も 一 般
的 な も の は 、 石 英 (SiO 2 )、 タ ン タ ル 酸 リ チ ウ ム (LiTaO 3 )、 お よ び よ り 低 い 頻 度 に て 、 使 用
さ れ る の は 、 ニ オ ブ 酸 リ チ ウ ム (LiNbO 3 )で あ る 。 工 業 的 に 可 能 な 他 の 材 料 は 、 ヒ カ ガ リ ウ
ム (GaAs)、 炭 化 珪 素 (SiC)、 ラ ン ガ サ イ ト (langasite; LGS)、 酸 化 亜 鉛 (ZnO)、 窒 化 ア ル ミ
ニ ウ ム (AlN)、 チ タ ン 酸 ジ ル コ ニ ウ ム 鉛 (PZT)、 お よ び ポ リ ビ ニ リ デ ン フ ル オ ラ イ ド (PVdF)
を 含 む 。 該 圧 電 性 基 板 は 、 石 英 、 ニ オ ブ 酸 リ チ ウ ム (LiNbO 3 )、 ま た は 任 意 の 他 の 圧 電 性 物
質 か ら 製 造 で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 該 圧 電 性 支 持 体 は 、 任 意 の 適 当 な 圧 電 性 物 質 か ら 製 造 で き る 。 一 般 的 に 、 適 当 な 材 料 は
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、 以 下 の 諸 特 性 を 持 つ で あ ろ う ： 1. 大 き な 表 面 剪 断 水 平 変 位 、 2. 大 き な 電 気 機 械 的 結 合
定 数 、 3. SAWお よ び 他 の バ ル ク 波 に 対 す る 、 ゼ ロ ま た は 小 さ な 圧 電 カ ッ プ リ ン グ 性 、 4. 
表 面 お よ び 本 体 両 者 に お け る 、 ゼ ロ ま た は 小 さ な ビ ー ム ス テ ア リ ン グ 性 、 5. ゼ ロ ま た は
小 さ な 遅 延 の 温 度 係 数 。
　 こ の 圧 電 性 支 持 体 の 厚 み は 、 一 般 に 重 要 な も の で は な く 、 典 型 的 に は 取 扱 い を 容 易 に す
る た め に 、 0.5mm程 度 で あ る 。 反 射 性 の 下 部 表 面 は 、 好 ま し く な い プ レ ー ト -モ ー ド (plate
-mode)構 成 を も た ら す 恐 れ が あ る 。 こ の 支 持 体 は 、 ま た 非 -圧 電 性 材 料 製 の ス ラ ブ を 含 む
こ と も 可 能 で あ る 。 こ の ス ラ ブ は 、 そ の 表 面 上 に 被 覆 さ れ た 、 薄 い 圧 電 性 材 料 の 層 を 持 つ
。
【 ０ ０ １ ８ 】
B. 電 気 絶 縁 被 膜
　 該 圧 電 基 板 お よ び 該 電 極 の 表 面 は 、 好 ま し く は 該 圧 電 性 材 料 と 一 致 す る 良 好 な イ ン ピ ー
ダ ン ス お よ び 高 い 音 響 吸 収 性 を 持 つ 材 料 で 被 覆 さ れ 、 あ る い は 該 材 料 と の 密 な 接 触 状 態 に
あ る 。 こ れ は 、 該 圧 電 性 材 料 を 通 し て 伝 播 す る 音 響 エ ネ ル ギ ー が 反 射 さ れ て 、 こ の デ バ イ
ス の 活 性 表 面 に 戻 さ れ な い こ と を 保 証 す る た め で あ る 。 適 当 な 材 料 は 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ワ
ッ ク ス お よ び シ リ コ ー ン ゴ ム を 包 含 す る 。
　 該 誘 電 体 層 は 、 任 意 の 適 当 な 絶 縁 物 質 か ら 製 造 す る こ と が で き る 。 適 当 な 材 料 は 、 該 誘
電 体 中 の 弾 性 波 速 度 が 、 該 圧 電 性 基 板 に お け る 速 度 よ り も 低 い と い う 特 性 を 持 つ で あ ろ う
。 適 当 な 材 料 の 例 は 、 二 酸 化 珪 素 お よ び 幾 つ か の ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ
ー ト 、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 ポ リ ス チ レ ン お よ び ポ リ エ チ レ ン を 含 む 。 ポ リ マ ー
を 使 用 す る 場 合 、 こ れ ら を 架 橋 し て 、 テ ス ト 中 の サ ン プ ル 由 来 の 水 分 子 に よ る 、 該 層 の 溶
浸 を 減 じ る こ と が 好 ま し い 。
　 該 誘 電 体 層 の 最 適 の 厚 み は 、 使 用 す る 特 定 の 材 料 を 含 む 、 多 く の フ ァ ク タ に 依 存 す る が
、 一 般 に は 、 0.5～ 5μ mな る 範 囲 、 典 型 的 に は 1～ 3μ mな る 範 囲 の 厚 み に よ っ て 、 満 足 な 結
果 が 得 ら れ る 。 こ の 誘 電 体 層 は 、 該 支 持 体 の 運 動 と 結 合 す る よ う に 、 機 械 的 に 剛 性 で あ り
、 ま た 該 支 持 体 に 対 す る 波 の 喪 失 を 最 小 化 す べ く 、 十 分 に 緻 密 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 該 誘 電 体 層 は 、 そ の 上 に 、 テ ス ト 中 の 被 検 体 に 対 す る 、 適 当 な 結 合 試 薬 の 固 定 化 を 容 易
に す る た め に 、 誘 導 体 化 ま た は 活 性 化 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 試 薬 は 、 生 物 学 的 サ
ン プ ル に 対 し て は 、 抗 体 ま た は 抗 原 を 含 み 、 ま た 他 の 化 学 的 用 途 に 対 し て は 、 ク ラ ウ ン エ
ー テ ル 等 の 種 (特 定 の イ オ ン 種 の 決 定 の た め )を 含 む 。
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 表 面 弾 性 波 セ ン サ は 、 上 記 入 力 お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ
ュ ー サ お よ び 該 圧 電 性 表 面 の 一 部 ま た は 全 部 を 覆 う 、 誘 電 体 層 を 含 む こ と が で き る 。 該 誘
電 体 層 は 、 一 般 に 2つ の 目 的 を 果 た す 。 そ の 第 一 の 目 的 は 、 該 サ ン プ ル 流 体 か ら 、 該 入 力
お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ を 遮 断 す る こ と で あ る 。 そ の 第 二 の 目 的 は 、 導 波 路 と し て 機
能 し て 、 伝 播 す る 表 面 弾 性 波 を 導 く こ と で あ る 。 該 ポ リ マ ー 層 は 、 上 記 2つ の 目 的 を 果 た
す 任 意 の 材 料 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ポ リ マ ー 層 は 、 SiO 2 ま た は
ポ リ イ ミ ド ま た は 金 ま た は SiO 2 と 金 と の 組 合 せ を 含 む 。
C. 入 力 お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ
　 該 入 力 お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ は 、 好 ま し く は イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ
で あ る 。 一 般 に 、 2つ の イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ が あ る 。 該 入 力 お よ び 出 力 ト
ラ ン ス デ ュ ー サ の 各 々 は 、 イ ン タ ー デ ジ タ ル パ タ ー ン で 配 列 さ れ た 2つ の 電 極 を 含 む 。 該
入 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ の 2つ の 電 極 間 に 適 用 さ れ た 電 位 差 は 、 上 記 の 圧 電 基 板 内 に 表 面 弾
性 波 の 発 生 を も た ら す 。 こ れ ら の 電 極 は 、 一 般 に 任 意 の 導 電 性 材 料 を 含 む こ と が で き 、 ア
ル ミ ニ ウ ム ま た は 金 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 該 電 極 は 、 任 意 の 公 知 の 形 状 を と る こ と が で き る が 、 該 支 持 体 の 表 面 に 沿 っ た 、 波 の 伝
播 方 向 を 横 切 る 、 長 い 金 属 化 領 域 と し て 、 フ ォ ト リ ト グ ラ フ 技 術 に よ っ て 、 該 表 面 上 に 沈
着 す る こ と が 好 ま し い 。 該 長 い 金 属 化 領 域 は 、 同 一 の 大 き さ の 幅 お よ び 間 隔 を 持 つ こ と が
好 ま し い 。 該 幅 は 、 典 型 的 に は 、 1～ 40μ mな る 範 囲 、 好 ま し く は 10～ 20μ mな る 範 囲 内 に
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あ る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 該 幅 は 、 100nm、 200nm、 300nm、 400nm、 500nm、 600nm、
700nm、 800nm、 900nm、 1μ m、 2μ m、 3μ m、 4μ m、 5μ m、 7.5μ m、 10μ m、 15μ m、 20μ m、
25μ m、 30μ m、 35μ m、 40μ m、 45μ m、 50μ m、 60μ m、 70μ m、 80μ mま た は 90μ mよ り も 大
き い か 、 あ る い は こ れ に 等 し い 。 他 の 態 様 で は 、 該 電 極 間 の 間 隔 は 、 100μ m、 90μ m、 80
μ m、 70μ m、 60μ m、 50μ m、 45μ m、 40μ m、 35μ m、 30μ m、 25μ m、 20μ m、 15μ m、 10μ m
、 7.5μ m、 5μ m、 4μ m、 3μ m、 2μ m、 1μ m、 900nm、 800nm、 700nm、 600nm、 500nm、 400nm
、 300nm、 200nm、 100nm、 ま た は 75nmに 等 し い か 、 そ れ よ り も 小 さ い 。 こ の 間 隔 は 、 該 デ
バ イ ス の 周 波 数 と 逆 に 変 化 す る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
　 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 該 電 極 の 高 さ は 、 そ の 幅 と 同 一 で あ る 。 他 の 態 様 で は 、 該 電
極 の 高 さ は 、 例 え ば 10nm、 20nm、 30nm、 40nm、 50nm、 75nm、 100nm、 200nm、 300nm、 400nm
、 500nm、 600nm、 700nm、 800nm、 ま た は 900nmよ り も 大 き い か 、 あ る い は こ れ に 等 し い 。
他 の 態 様 で は 、 該 電 極 間 の 間 隔 の 大 き さ は 、 1μ m、 900nm、 800nm、 700nm、 600nm、 500nm
、 400nm、 300nm、 200nm、 100nm、 75nm、 50nm、 40nm、 30nm、 ま た は 20nmよ り も 小 さ い か 、
そ れ に 等 し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 単 一 の イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ が あ る 。 こ の 態 様 で は 、 該 単
一 の イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ が 、 入 力 お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ 両 者 と し て
機 能 す る 。 入 力 お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ 両 者 と し て 機 能 す る 、 単 一 の イ ン タ ー デ ジ タ
ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ を 使 用 す る 態 様 で は 、 一 般 に リ フ レ ク タ 構 造 が 与 え ら れ て 、 該 SAWセ
ン サ 内 で 1ま た は そ れ 以 上 の 共 鳴 を 発 生 す る 。 該 リ フ レ ク タ 構 造 は 、 例 え ば 薄 い フ ィ ル ム
格 子 で あ り 得 る 。 こ の 格 子 は 、 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 他 の 導 電 性 材 料 を 含 む こ と が で き る 。
こ の 発 生 し た 共 鳴 は 、 例 え ば 該 単 一 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に お い て 、 散 逸 す る 出 力 を 測
定 す る こ と に よ り 、 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 薄 い 構 造 に お け る 1ま た は そ れ 以 上 の 結
合 事 象 が 、 こ れ ら の 共 鳴 を 変 化 さ せ 、 該 結 合 事 象 の 検 出 を 可 能 と す る 。 本 態 様 に よ る セ ン
サ お よ び 技 術 の 例 は 、 一 般 的 に 米 国 特 許 第 5,846,708号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 特 許 を 、
本 発 明 の 参 考 文 献 と し て こ こ に 組 入 れ る 。 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 他 の 電 子 工 学 お よ び /
ま た は 回 路 を 、 た だ 一 つ の イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ の み を 持 つ SAWセ ン サ を 使
用 す る 態 様 で 、 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 分 子 認 識 分 子 は 、 自 発 的 に 形 成 さ れ た 単 分 子 層 に 、 直 接 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 金 電 極 を 使 用 す る 場 合 、 DNAプ ロ ー ブ 分 子 は 、 SH基 を 利 用 し て 、 該 DNAの 5'末 端 に 結 合 す
る こ と が で き 、 こ こ で は 、 当 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 ま た 例 え ば K. Vijayamohanan等 , 
「 バ イ オ セ ン サ 用 途 用 の 、 同 調 性 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム と し て の 、 自 発 的 に 形 成 さ れ た 単 分 子
層 (Self-assembled monolayers as a tunable platform for biosensor applications)」
, Biosensors & Bioelectronics, 2002, 17:1-12お よ び George M. Whitesides等 , 「 細 菌
接 着 の 疎 外 に 関 す る 研 究 用 の 、 自 発 的 に 形 成 さ れ た 単 分 子 層 の ア レ イ (Array of Self-Ass
embled Monolayers for studying inhibition of Bacterial Adhesion)」 , Anal. Chem. 
2002, 74:1805-1810(こ れ ら 両 者 を 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る )に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 自
発 的 に 形 成 さ れ た 単 分 子 層 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
D. ヒ ド ロ ゲ ル
　 本 件 出 願 の SAWセ ン サ に お い て 、 分 子 認 識 成 分 は ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ る 。 用 語 「
ヒ ド ロ ゲ ル 」 と は 、 粒 子 が 水 中 に 分 散 さ れ て お り 、 か つ 架 橋 さ れ て い る 、 コ ロ イ ド 状 の ゲ
ル を 意 味 す る 。 こ の ヒ ド ロ ゲ ル は 、 薄 層 、 即 ち 約 1nm～ 数 mmな る 範 囲 の 厚 み の フ ィ ル ム を
形 成 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 IDTに お け る チ ャ ン ネ ル の 幅 と 同 一
の 拡 が り を 持 つ 厚 み を 持 つ 。 標 的 被 検 体 が 、 分 子 認 識 成 分 と 結 合 す る 場 合 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル
の 位 相 お よ び /ま た は 周 波 数 に お け る あ る 変 化 が 起 る 。
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 電 極 と 同 一 の 拡 が り を 持 ち 、 該 電 極 の 高 さ
を 越 え る こ と は な い 。 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 電 極 の 高 さ を 越 え る 。
他 の 態 様 で は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 電 極 の 高 さ に 満 た な い 。
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　 特 定 の メ カ ニ ズ ム に 限 定 す る も の で は な い が 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル に お け る 変 化 は 、 体 積 、 寸
法 、 ま た は 配 座 に お け る 変 化 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 任 意 の 数 の 分 子 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 重 合
さ れ た モ ノ マ ー ま た は ヒ ド ロ ゲ ル 、 架 橋 剤 お よ び 場 合 に よ り 化 学 的 ま た は UV-光 で 活 性 化
さ れ る 誘 発 剤 を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な モ ノ マ ー ま た は ダ イ マ ー の 非 -限 定 的 な 例
は 、 酢 酸 ビ ニ ル 、 ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ビ ニ ル エ ー テ ル 、 オ レ フ ィ ン 、 ス チ レ ン 、 塩 化 ビ ニ
ル 、 エ チ レ ン 、 ア ク リ レ ー ト 、 メ タ ク リ レ ー ト 、 ニ ト リ ル 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 マ レ エ ー ト
、 エ ポ キ シ 化 合 物 、 エ ポ キ シ ド 、 ラ ク ト ン 、 エ チ レ ン オ キ シ ド 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ
チ ル オ キ サ ゾ リ ン 、 ア ミ ノ 酸 、 サ ッ カ ラ イ ド 、 タ ン パ ク 質 、 無 水 物 、 ア ミ ド 、 カ ー ボ ネ ー
ト 、 フ ェ ニ レ ン オ キ シ ド 、 ア セ タ ー ル 、 ス ル ホ ン 、 フ ェ ニ レ ン ス ル フ ィ ド 、 エ ス テ ル 、 フ
ル オ ロ ポ リ マ ー 、 イ ミ ド 、 ア ミ ド -イ ミ ド 、 エ ー テ ル イ ミ ド 、 イ オ ノ マ ー 、 ア リ ー ル エ ー
テ ル ケ ト ン 、 ア ミ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 酸 、 ベ ン ゼ ン 、 シ ン ナ メ ー ト 、 ア ゾ ー ル 、 シ ラ ン 、 ク
ロ リ ド 、 お よ び エ ポ キ シ ド 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン ビ ス メ タ ク リ
ル ア ミ ド エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ジ メ タ ク リ レ ー ト 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ク リ レ ー ト (PEGDA)、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー
ト (PEGDMA)、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ ア ク リ レ ー ト (PEGDA)、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
ジ メ タ ク リ レ ー ト (PEGDMA)、 ポ リ (ビ ニ リ デ ン フ ル オ ラ イ ド )(PVdF)を 主 成 分 と す る ポ リ マ
ー 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル (PAN)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (PM
MA)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル (PVC)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 お よ び 該 ポ
リ (ビ ニ リ デ ン フ ル オ ラ イ ド )(PVdF)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ク リ ロ ニ ト リ ル (PAN
)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (PMMA)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー 、
お よ び ポ リ 塩 化 ビ ニ ル (PVC)を 主 成 分 と す る ポ リ マ ー の 混 合 物 、 お よ び こ れ ら の 混 合 物 を
含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 架 橋 剤 お よ び 場 合 に よ り 化 学 的 に ま た は UV-光 に よ り 活 性 化 さ れ る 誘 発 剤 は 、 N,N'-メ チ
レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン ビ ス メ タ ク リ ル ア ミ ド エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ジ メ タ ク
リ レ ー ト 、 お よ び 薬 剤 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 イ ル ガ キ ュ ア (Irgacure) 2959
(シ バ (Ciba)); 2,2-ジ メ ト キ シ -2-フ ェ ニ ル ア セ ト フ ェ ノ ン 、 2-メ ト キ シ -2-フ ェ ニ ル ア セ
ト ン 、 ベ ン ジ ル ジ メ チ ル ケ タ ー ル 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 、 エ チ ル ベ ン ゾ イ
ン エ ー テ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ベ ン ゾ イ ン エ ー テ ル 、 α -メ チ ル ベ ン ゾ イ ン エ ー テ ル 、 ベ ン ゾ
イ ン フ ェ ニ ル エ ー テ ル 、 2,2-ジ エ ト キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン 、 1,1-ジ ク ロ ロ ア セ ト フ ェ ノ ン 、
2-ヒ ド ロ キ シ -2-メ チ ル -1-フ ェ ニ ル プ ロ パ ン -1-オ ン 、 1-ヒ ド ロ キ シ シ ク ロ ヘ キ シ ル フ ェ
ニ ル ケ ト ン 、 ア ン ス ラ キ ノ ン 、 2-エ チ ル ア ン ス ラ キ ノ ン 、 2-ク ロ ロ ア ン ス ラ キ ノ ン 、 チ オ
キ サ ン ト ン 、 イ ソ プ ロ ピ ル チ オ キ サ ン ト ン 、 ク ロ ロ チ オ キ サ ン ト ン 、 2,2-ク ロ ロ ベ ン ゾ フ
ェ ノ ン 、 ベ ン ジ ル ベ ン ゾ エ ー ト 、 お よ び ベ ン ゾ イ ル ベ ン ゾ エ ー ト 、 TEMED、 お よ び 過 硫 酸
ア ン モ ニ ウ ム (APS)を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 局 面 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 ア ク リ ル ア ミ ド で あ る 。 ア ク リ ル ア ミ ド (CH 2 =CHCON
H 2 ; C.A.S. 79-06-1; ア ク リ ル ア ミ ド モ ノ マ ー 、 ア ク リ ル 酸 ア ミ ド 、 プ ロ ペ ン ア ミ ド 、 お
よ び 2-プ ロ ペ ン ア ミ ド と し て も 知 ら れ て い る )は 、 無 臭 で 、 自 由 流 動 性 の 、 白 色 結 晶 性 物
質 で あ り 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の 製 造 お よ び 合 成 に お け る 化 学 的 中 間 体 と し て 使 用 さ れ る
。 こ れ ら の 高 分 子 量 ポ リ マ ー は 、 様 々 な 用 途 を 持 ち 、 更 に 特 定 の 用 途 に と っ て 、 ノ ニ オ ン
性 、 ア ニ オ ン 性 、 ま た は カ チ オ ン 性 を 最 適 化 す る た め に 、 変 性 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 分 子 認 識 成 分 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル に 、 そ の 製 造 前 に 添 加 さ れ る 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 濃 度 は 、
該 ヒ ド ロ ゲ ル を 製 造 し 得 る 任 意 の 濃 度 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 ア ク リ ル ア ミ ド 重 合 溶 液 、 即
ち 公 称 量 の 添 加 さ れ た 開 始 剤 を 含 む 、 19/1の 水 /グ リ セ ロ ー ル 中 に 分 散 さ せ た 、 0.6-0.7％
の ア ク リ ル ア ミ ド /ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド を 使 用 す る 。 こ の 溶 液 は 、 紫 外 線 (UV)照 射 (例 え ば
、 254nmの 光 で 少 な く と も 約 15分 間 、 ま た は 包 括 的 に 「 光 重 合 」 と 呼 ば れ る 、 他 の 適 当 な U
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V照 射 条 件 )に よ り 、 あ る い は 高 温 (例 え ば 、 典 型 的 に は 約 40℃ )に お け る 熱 的 開 始 に よ っ て
、 重 合 し か つ 架 橋 さ れ る 。 重 合 は 、 電 極 間 で 行 わ れ る 。 該 ゲ ル の 孔 径 (ま た は 「 篩 別 特 性
」 )は 、 架 橋 剤 の 量 お よ び 該 モ ノ マ ー 溶 液 の 固 体 含 有 率 (%)を 変 更 す る こ と に よ り 調 節 さ れ
る 。 孔 径 は 、 ま た 該 重 合 温 度 を 変 え る こ と に よ っ て も 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 例 示 的 な 孔 径 は 、 0.5nm、 1nm、 2nm、 3nm、 4nm、 5nm、 7nm、 10nm、 20nm、 30nm、 40nm、 5
0nm、 75nm、 100nm、 200nm、 300nm、 400nm、 500nm、 600nm、 700nm、 800nm、 900nm、 1μ m、
1.25μ m、 1.5μ m、 1.75μ m、 2μ m、 2.5μ m、 ま た は 3μ mよ り も 大 き い か 、 こ れ に 等 し い 。
例 示 的 な 孔 径 は 3μ m、 2.5μ m、 2μ m、 1.5μ m、 1μ m、 900nm、 800nm、 700nm、 600nm、 500n
m、 400nm、 300nm、 200nm、 100nm、 75nm、 50nm、 40nm、 30nm、 20nm、 10nm、 7nm、 5nm、 4nm
、 3nm、 2nm、 ま た は 1nmに 等 し い か 、 そ れ よ り も 小 さ い 。
　 該 ヒ ド ロ ゲ ル ア レ イ の 以 下 の 製 造 法 に 従 っ て 、 該 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド を 、 引 続 き 変 性 し
て 、 所 定 部 分 を 結 合 す る た め の 官 能 基 を 含 有 せ し め 、 ま た 該 部 分 (例 え ば 、 DNA)は 、 後 に
結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
E. 分 子 認 識 成 分
　 任 意 の 被 検 体 を 検 出 す る 分 子 認 識 成 分 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ る 。
　 分 子 認 識 成 分 は 、 標 的 被 検 体 と 結 合 で き る 任 意 の 分 子 で あ り 得 る 。 分 子 認 識 成 分 は 、 生
物 学 的 化 合 物 の 検 出 に と っ て 特 異 的 で あ り 得 る 。 例 示 的 な 分 子 認 識 成 分 は 、 核 酸 、 ヌ ク レ
オ チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 核 酸 類 似 体 、 例 え ば PNAお よ び LNA分 子 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、
IgA、 IgG、 IgM、 IgEを 包 含 す る 抗 体 、 酵 素 、 酵 素 補 助 因 子 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 膜 受
容 体 、 キ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン A、 ポ リ U、 ポ リ A、 ポ リ リ ジ ン 、 ト リ ア ジ ン 染 料 、 ボ ロ ン 酸 (
boronic acid)、 チ オ ー ル 、 ヘ パ リ ン 、 膜 受 容 体 、 多 糖 類 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 ア ズ ー ル A
、 金 属 結 合 ペ プ チ ド 、 糖 、 炭 水 化 物 、 キ レ ー ト 剤 、 原 核 生 物 細 胞 お よ び 真 核 生 物 細 胞 を 含
む 。 幾 つ か の 態 様 で は 、 多 数 の 分 子 認 識 成 分 が 含 ま れ る 。 該 標 的 被 検 体 は 、 1種 を 越 え る
分 子 認 識 成 分 と 結 合 す る こ と が で き る 。
　 一 変 形 に お い て 、 該 分 子 認 識 成 分 は 、 上 記 の 圧 電 性 表 面 に 共 有 結 合 的 に 結 合 で き る 。 更
に 、 半 導 体 工 業 に お い て 公 知 の リ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 の 適 用 に お い て 、 光 を 、 ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ヒ ド ロ ゲ ル 表 面 上 の 、 不 連 続 な 位 置 に 適 用 し て 、 抗 体 ま た は 抗 原 、 ホ ル モ ン ま た は
ホ ル モ ン 受 容 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 多 糖 等 の 分 子 認 識 成 分 の 、 固 体 支 持 体 (PCT
国 際 特 許 出 願 WO 91/07087(こ こ に 参 考 文 献 と し て 組 入 れ る )参 照 )の 表 面 (例 え ば 、 ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ヒ ド ロ ゲ ル 表 面 )へ の 結 合 の た め に 、 こ れ ら 特 異 的 領 域 を 活 性 化 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 16は 、 該 SAW共 振 器 表 面 上 の IDTの 模 式 的 な 図 を 示 す 。 該 IDT構 造 1a-1cは 、 金 で 構 成 さ
れ て お り 、 ま た 酸 化 ケ イ 素 被 膜 を 有 す る 。 電 極 1bは 、 電 極 1aと 1cと の 間 に 配 置 さ れ て い る
。 電 極 1aお よ び 1cは 、 電 極 1bに 対 し て 、 周 波 数 に お い て 互 い 違 い (alternate in frequenc
y)に な る 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル 4は 、 そ の 中 に 固 定 化 さ れ た 、 分 子 認 識 粒 子 を 含 ん で い る 。 表 面
弾 性 波 2は 、 圧 電 物 質 4に よ っ て 発 生 す る 。
　 図 17は 、 該 SAW共 振 器 表 面 構 造 の 、 原 子 間 力 顕 微 鏡 (AFM)写 真 を 示 す 。 ヒ ド ロ ゲ ル /抗 体
溶 液 は 、 該 IDT構 造 間 で 重 合 さ れ る も の と 考 え ら れ る 。 と い う の は 、 酸 素 (重 合 阻 害 剤 )の
濃 度 が 、 こ の 位 置 に お い て 低 い か ら で あ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 該 IDT構 造 間 の 間 隔 は 、
約 1500nmで あ る 。 本 態 様 に お い て 、 該 IDT構 造 の 高 さ は 、 図 16に 示 し た よ う に 、 約 200nmで
あ る 。
　 図 18は 、 該 分 子 認 識 成 分 と し て 固 定 化 さ れ た 抗 体 を 含 む 、 ヒ ド ロ ゲ ル を 含 有 す る 該 IDT
を 図 示 し た も の で あ る 。 電 極 4a-4cが 、 圧 電 性 物 質 6上 に あ る 。 酸 化 ケ イ 素 被 膜 8が 、 該 圧
電 性 物 質 6お よ び 該 電 極 4a-4c上 に 配 置 さ れ て い る 。 ヒ ド ロ ゲ ル 1は 、 電 極 4a-4c上 、 か つ そ
の 間 に 配 置 さ れ て い る 。 本 態 様 に お け る 分 子 認 識 成 分 と し て の 抗 体 2は 、 こ の ヒ ド ロ ゲ ル 1
内 に 含 ま れ て い る 。 図 19は 、 こ の SAWセ ン サ お よ び 該 抗 体 2と 結 合 し た 標 的 被 検 体 10を 含 む
、 図 18に 示 さ れ た ヒ ド ロ ゲ ル を 示 す 。
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【 ０ ０ ３ １ 】
II. SAWセ ン サ の 使 用 方 法
　 一 般 に 、 単 一 の 活 性 SAWセ ン サ を 含 む 場 合 、 あ る 周 波 数 お よ び 位 相 を 持 つ 電 子 入 力 シ グ
ナ ル が 、 入 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ に 適 用 さ れ る 。 第 二 の 振 幅 、 周 波 数 、 お よ び 位 相 を 持 つ 出
力 シ グ ナ ル が 、 出 力 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に お い て 検 出 さ れ る 。 結 合 事 象 は 、 連 続 的 に ま
た は 所 定 の 時 間 に お い て 、 該 標 的 被 検 体 の 結 合 前 後 の 、 該 出 力 シ グ ナ ル を 追 跡 す る こ と に
よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 出 力 シ グ ナ ル の 周 波 数 ま た は 位 相 に お け る シ フ ト が 、
結 合 事 象 の 指 標 と な る 。
　 こ の 検 出 方 法 は 、 2個 以 上 の セ ン サ を 使 用 す る 場 合 に 対 す る 他 の 態 様 に 拡 張 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 SAWセ ン サ の シ グ ナ ル を 、 基 準 セ ン サ の シ グ ナ ル と 比 較 す る こ と が で き
る 。
　 基 準 セ ン サ は 、 一 般 的 に 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 中 に 組 込 ま れ て 分 子 認 識 成 分 を 含 ま
な い だ け の 、 検 知 セ ン サ と 同 様 に 構 成 さ れ る が 、 た だ し 結 合 事 象 が 存 在 し な い こ と の 指 標
と な る 、 ベ ー ス ラ イ ン 出 力 シ グ ナ ル に 相 当 す る 、 基 準 出 力 シ グ ナ ル を 発 生 す る よ う に 設 計
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 基 準 セ ン サ は 、 1ま た は そ れ 以 上 の 活 性 セ ン サ と 一 体 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 基
準 セ ン サ は 、 活 性 セ ン サ と 同 一 の 基 板 上 に 形 成 す る こ と が で き る 。 基 準 セ ン サ は 、 更 に 活
性 セ ン サ と 同 一 の 圧 電 層 の 上 に 形 成 す る こ と も で き る 。 あ る い は ま た 、 基 準 セ ン サ は 、 如
何 な る 活 性 セ ン サ に 対 し て も 独 立 に 、 ま た 電 子 検 出 回 路 を 介 し て 、 活 性 セ ン サ と 単 に 機 能
的 に 結 合 し た 状 態 で 、 形 成 す る こ と も で き る 。 表 面 弾 性 波 フ ィ ル タ が 、 市 販 品 と し て 入 手
で き る 。 例 え ば 、 ム ラ タ (MuRaTa)社 に よ っ て 製 造 さ れ た 、 SAF380F型 の SAWフ ィ ル タ が 、 本
発 明 に お け る 使 用 に 適 し た も の と し て 、 特 に 好 ま し い 。
　 他 の 態 様 で は 、 1種 ま た は そ れ 以 上 の セ ン サ 出 力 シ グ ナ ル を 比 較 し て 、 結 合 事 象 を 表 す
こ と も 可 能 で あ る 。 上 で 論 じ た よ う に 、 活 性 デ バ イ ス 由 来 の 1種 ま た は そ れ 以 上 の 出 力 シ
グ ナ ル を 、 更 に 基 準 セ ン サ か ら の 出 力 シ グ ナ ル と 比 較 す る こ と も 可 能 で あ る 。 同 様 な 入 力
シ グ ナ ル を 、 活 性 お よ び 基 準 セ ン サ に 適 用 し た 場 合 、 出 力 シ グ ナ ル の 特 性 の 直 接 的 な 比 較
は 、 信 頼 性 良 く 結 合 事 象 を 表 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 他 の 態 様 で は 、 当 業 者 は 、 様 々 な シ グ ナ ル 処 理 技 術 が 、 結 合 事 象 を 高 信 頼 度 で 同 定 す る
た め に 、 1種 ま た は そ れ 以 上 の 入 力 シ グ ナ ル を 設 計 し 、 か つ 1種 ま た は そ れ 以 上 の セ ン サ か
ら 得 た 出 力 シ グ ナ ル を 処 理 す る の に 利 用 で き る こ と を 理 解 し て い る は ず で あ る 。
　 上 記 の 入 力 お よ び 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ と の 組 合 せ で 、 適 当 な 回 路 を 設 け 、 入 力 シ グ ナ
ル を 発 生 さ せ 、 検 出 し 、 出 力 シ グ ナ ル を 比 較 す る こ と が で き る 。 こ の 回 路 は 、 例 え ば 差 動
増 幅 器 、 発 振 器 、 周 波 数 決 定 素 子 と し て 該 SAWセ ン サ を 使 用 す る 発 振 回 路 、 シ グ ナ ル 発 生
器 、 ネ ッ ト ワ ー ク ア ナ ラ イ ザ 、 電 圧 計 、 マ ル チ メ ー タ (multimeters)、 並 び に 他 の 当 分 野
に お い て 公 知 の 増 幅 、 周 波 数 検 出 、 状 態 調 節 、 制 御 お よ び 差 動 回 路 を 含 む 。 適 当 な 場 合 に
は 、 1種 ま た は そ れ 以 上 の セ ン サ を 組 込 む こ と が で き 、 あ る い は 一 個 の セ ン サ と 動 作 可 能
な 状 態 で 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 表 面 弾 性 波 セ ン サ は 、 例 え ば 微 量 流 動 (microfluidic)デ バ イ ス 内
の チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー 内 に 配 置 さ れ る 。 該 チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー は 、 標 的
サ ン プ ル の 分 析 の た め に 、 該 チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー に 、 該 サ ン プ ル を 導 入 す る こ と
を 可 能 と す る 、 入 口 お よ び 出 口 を 持 つ 。 一 態 様 に お い て は 、 該 サ ン プ ル を 、 例 え ば 別 々 の
分 析 の た め に 、 異 な る チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー に 分 け る こ と が で き る 。 即 ち 、 一 態 様
に お い て 、 多 数 の サ ン プ ル を 、 同 時 に 分 析 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 多 数
の 標 的 被 検 体 を 、 単 一 の サ ン プ ル か ら 分 析 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 複 数 の 異 な る マ イ ク
ロ セ ン サ を 、 単 一 の チ ャ ン バ ー 内 に 含 め る こ と が で き る 。 こ の 態 様 に お い て 、 個 々 の マ イ
ク ロ セ ン サ は 、 単 一 の サ ン プ ル か ら の 別 々 の 標 的 被 検 体 を 、 検 出 す る の に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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III. 標 的 被 検 体
　 本 発 明 の 表 面 弾 性 波 セ ン サ は 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 被 検 体 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ る 。 こ
こ で 使 用 す る 「 標 的 被 検 体 」 、 「 被 検 体 」 ま た は 「 化 学 種 」 な る 用 語 、 そ の 文 法 的 に 等 価
な 用 語 に よ っ て 、 検 出 す べ き あ ら ゆ る 分 子 、 化 合 物 ま た は 粒 子 を 意 味 す る 。 以 下 に お い て
概 説 す る よ う に 、 標 的 被 検 体 は 、 こ こ に お い て 更 に 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 分 子 認 識 成 分
と 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 該 分 子 認 識 成 分 は 、 上 記 の ヒ ド ロ ゲ ル に 固 定 化
さ れ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 大 多 数 の 被 検 体 が 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 検 出
で き 、 基 本 的 に は 、 分 子 認 識 成 分 の 存 在 す る 、 任 意 の 標 的 被 検 体 を 、 本 発 明 の 方 法 並 び に
装 置 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。
　 適 当 な 被 検 体 は 、 有 機 お よ び 無 機 分 子 、 並 び に 生 体 分 子 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 該 被 検 体 は 、 環 境 汚 染 物 質 (重 金 属 、 農 薬 、 殺 昆 虫 剤 、 毒 素 等 を 含 む )； 化 学 物 質 (溶 剤
、 ポ リ マ ー 、 有 機 物 質 等 を 含 む )； 治 療 用 分 子 (治 療 用 お よ び 乱 用 薬 物 、 抗 生 物 質 等 を 含 む
)； 生 体 分 子 (ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 細 胞 膜 抗 原 お よ び
受 容 体 (神 経 、 ホ ル モ ン 、 栄 養 物 、 お よ び 細 胞 表 面 受 容 体 )ま た は そ の リ ガ ン ド 等 を 含 む )(
抗 原 -抗 体 相 互 作 用 の 検 出 は 、 米 国 特 許 第 4,236,893号 、 同 第 4,242,096号 お よ び 同 第 4,314
,821号 (こ れ ら を 、 参 考 文 献 と し て 、 特 に こ こ に 組 入 れ る )に 記 載 さ れ て い る )； 全 細 胞 (原
核 生 物 (例 え ば 、 病 原 性 バ ク テ リ ア )お よ び 真 核 (哺 乳 動 物 の 腫 瘍 細 胞 を 含 む )細 胞 等 を 含 む
)； ウ イ ル ス (レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 等 を
含 む )； お よ び 胞 子 等 で あ り 得 る 。 特 に 好 ま し い 被 検 体 は 、 環 境 汚 染 物 質 ； 核 酸 ； タ ン パ
ク 質 (酵 素 、 抗 体 、 抗 原 、 成 長 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 等 を 含 む )； 治 療 用 お よ び 乱 用 薬 物 ； 細
胞 ； お よ び ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 標 的 被 検 体 お よ び 分 子 認 識 成 分 は 、 核 酸 で あ る 。 「 核 酸 」 ま
た は 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は こ れ ら の 文 法 的 に 等 価 な 用 語 は 、 こ こ で は 共 有 結 合 的
に 相 互 に 結 合 し た 少 な く と も 2つ の ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 的 核 酸 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 「 標 的 核 酸
」 ま た は 「 標 的 配 列 」 ま た は こ れ ら の 文 法 的 に 等 価 な 用 語 は 、 こ こ で は 核 酸 の 一 本 鎖 に お
け る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 該 標 的 配 列 は 、 遺 伝 子 、 調 節 配 列 、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 mRNA、 r
RNA、 siRNA、 を 含 む RNAお よ び そ の 他 の 一 部 で あ り 得 る 。 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う よ う
に 、 相 補 的 標 的 配 列 は 、 多 く の 形 状 を と る こ と が で き る 。 例 え ば 、 特 に 、 大 き な 一 つ の 核
酸 配 列 内 に 、 即 ち 遺 伝 子 ま た は mRNAの 全 て ま た は 一 部 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ゲ ノ ム DNAの 制
限 フ ラ グ メ ン ト に 含 ま れ る も の で あ り 得 る 。 標 的 配 列 は 、 ま た 増 幅 反 応 の 結 果 物 ま た は 生
成 物 、 即 ち ア ン プ リ コ ン を も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 一 般 に ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 含 む が 、 以 下 に 概 説 す る よ う に 、 幾 つ
か の 場 合 に お い て は 、 交 互 主 鎖 を 持 つ こ と の で き る 核 酸 類 似 体 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ
る 。 好 ま し く は 、 該 核 酸 標 的 被 検 体 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 核 酸 類 似 体 は 、 使 用 す
る 場 合 に は 、 マ イ ク ロ セ ン サ 表 面 上 の ヒ ド ロ ゲ ル 内 の 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ (分 子 認 識 成
分 )と し て 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 核 酸 被 検 体 は 、 交 互 主 鎖 を 有 し 、 例 え ば
ホ ス ホ ル ア ミ ド (Beaucage等 , Tetrahedron, 1993, 49(10):1925お よ び こ れ に 含 ま れ る 文
献 ； Letsinger, J. Org. Chem., 1970, 35:3800; Sprinzl等 , Eur. J. Biochem., 1977, 
81:579; Letsinger等 , Nucl. Acids Res., 1986, 14:3487; Sawai等 , Chem. Lett., 1984
, p.805; Letsinger等 , J. Am. Chem. Soc., 1988, 110:4470;お よ び Pauwels等 , Chemica
 Scripta 1986, 26:141)、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト (Mag等 , Nucl. Acids Res., 1991, 19:143
7; お よ び 米 国 特 許 第 5,644,048号 )、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト (Briu等 , J. Am. Chem. Soc.,
 1989, 111:2321)、 O-ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 結 合 (Eckstein, オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 類
似 体 ： 実 際 の 方 法 (Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach), Oxford U
niversity Press刊 を 参 照 の こ と )、 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 の 主 鎖 お よ び 結 合 (Egholm, J. Am
. Chem. Soc., 1992, 114:1895; Meier等 , Chem. Int. Ed. Engl., 1992, 31:1008; Niel
sen, Nature, 1993, 365:566; Carlsson等 , Nature, 1996, 380:207を 参 照 の こ と ； こ れ
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ら 全 て を 参 考 文 献 と し て こ こ に 組 入 れ る )を 包 含 す る 。 他 の 類 似 す る 核 酸 は 、 正 の 主 鎖 を
含 む も の (Denpcy等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, 92:6097; 非 -イ オ ン 性 主 鎖 (米
国 特 許 第 5,386,023号 、 同 第 5,637,684号 、 同 第 5,602,240号 、 同 第 5,216,141号 お よ び 同 第
4,469,863号 ； Kiedrowshi等 , Angew. Chem. Intl. Ed. English, 1991, 30:423; Letsing
er等 , J. Am. Chem. Soc., 1988, 110:4470; Letsinger等 , Nucleoside & Nucleotide, 1
994, 13:1597; 第 2お よ び 3章 、 ASCシ ン ポ ジ ウ ム シ リ ー ズ (Symposium Series) 580,「 ア ン
チ セ ン ス 研 究 に お け る 炭 水 化 物 の 変 性 （ Carbohydrate Modifications in Antisense Rese
arch） 」 Y.S. Sanghui & P. Dan Cook編 ； Mesmaeker等 , Bioorganic & Medicinal Chem. 
Lett., 1994, 4:395; Jeffs等 , J. Biomolecular NMR, 1994, 34:17; Tetrahedron Lett.
, 1996, 37:743)お よ び 非 -リ ボ ー ス 主 鎖 (米 国 特 許 第 5,235,033号 お よ び 同 第 5,034,506号
に 記 載 さ れ て い る も の 、 お よ び 第 6お よ び 7章 、 ASCシ ン ポ ジ ウ ム シ リ ー ズ (Symposium Seri
es) 580,「 ア ン チ セ ン ス 研 究 に お け る 炭 水 化 物 の 変 性 （ Carbohydrate Modifications in 
Antisense Research） 」 Y.S. Sanghui & P. Dan Cook編 に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む )を
包 含 す る 。 1種 ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 環 式 糖 類 を 含 む 核 酸 も 、 核 酸 の 定 義 に 含 ま れ る (Jenk
ins等 , Chem. Soc. Rev., 1995, pp. 169-176を 参 照 の こ と )。 更 に 、 ロ ッ ク さ れ た (locke
d)核 酸 (LNA)も 本 発 明 に お け る 用 途 が あ る 。 LNAは 、 Wengel等 , J. Or. Chem., 1998, 63:1
0035-9に お い て よ り 詳 し く 説 明 さ れ て い る 。 こ れ を 参 考 文 献 と し て 、 特 に こ こ に 組 入 れ る
。 幾 つ か の 核 酸 類 似 体 が 、 Rawls, C & E News Jun. 2, 1997, p.35に 記 載 さ れ て い る 。 こ
れ ら 文 献 の 全 て を 、 参 考 文 献 と し て 、 本 明 細 書 に 明 確 に 組 入 れ る 。 こ れ ら リ ボ ー ス -ホ ス
フ ェ ー ト 主 鎖 の 変 性 は 、 標 識 の 付 加 を 容 易 に し 、 あ る い は 生 理 的 な 環 境 に お け る こ の よ う
な 分 子 の 安 定 性 を 高 め 、 か つ そ の 半 減 期 を 延 長 す る た め に 、 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 特 に 好 ま し い も の は 、 米 国 特 許 第 6,670,461号 に 記 載 さ れ て い る 、 ロ ッ ク さ れ た (Locked
)核 酸 (LNA)で あ る 。
　 当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う が 、 こ れ ら 核 酸 類 似 体 の 全 て は 、 本 発 明 に お け る 用 途 を
見 出 す こ と が で き る 。 更 に 、 天 然 産 の 核 酸 お よ び 類 似 体 の 混 合 物 を 、 作 る こ と が で き る 。
あ る い は ま た 、 異 な る 核 酸 類 似 体 の 混 合 物 、 お よ び 天 然 産 の 核 酸 お よ び 類 似 体 の 混 合 物 を
作 る こ と も 可 能 で あ る 。
　 特 に 好 ま し い の は 、 ペ プ チ ド 核 酸 類 似 体 を 含 む 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)で あ る 。 こ れ ら の
主 鎖 は 、 天 然 産 核 酸 の 高 度 に 帯 電 し た ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 主 鎖 と は 対 照 的 に 、 中 性 条 件 下 で
実 質 上 非 -イ オ ン 性 で あ る 。 こ の こ と は 2つ の 利 点 を も た ら す 。 第 一 に 、 こ の PNAの 主 鎖 は
、 改 善 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 速 度 論 を 呈 す る 。 PNAは 、 誤 対 合 の 塩 基 対 に 対 し
て 、 完 全 に 適 合 し た 塩 基 対 に 関 す る 、 溶 融 温 度 (Tm)に お け る よ り 大 き な 変 動 を 示 す 。 DNA
お よ び RNAは 、 典 型 的 に 内 部 誤 対 合 に 対 し て 、 Tmに お け る 2-4℃ の 低 下 を 示 す 。 非 -イ オ ン
性 の PNA主 鎖 に 関 連 し て 、 こ の 低 下 は 7-9℃ 近 傍 に あ る 。 こ れ は 、 誤 対 合 の よ り 良 好 な 検 出
を 可 能 と す る 。 同 様 に 、 そ の 非 -イ オ ン 性 の 特 長 に よ り 、 こ れ ら 主 鎖 に 結 合 し た 塩 基 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 塩 濃 度 に 対 し て 比 較 的 低 感 度 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 標 的 核 酸 、 プ ロ ー ブ ま た は 伸 張 生 成 物 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は リ ガ ー ゼ の 伸 張 生 成
物 の 何 れ で あ れ 、 こ れ ら の 核 酸 は 、 特 定 さ れ て い る よ う に 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得
、 あ る い は 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 配 列 両 者 の 一 部 を 含 む こ と が で き る 。 該 核 酸 は 、 ゲ ノ ム DN
Aお よ び cDNA両 者 を 含 む DNA、 RNAま た は ハ イ ブ リ ッ ド で あ り 得 、 こ こ で 核 酸 は 、 デ オ キ シ
リ ボ -お よ び リ ボ -ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 の 組 合 せ 、 お よ び ウ ラ シ ル 、 ア デ ニ ン 、 チ ミ ン 、 シ
ト シ ン 、 グ ア ニ ン 、 イ ノ シ ン 、 キ サ タ ニ ン (xathanine)、 ヒ ポ キ サ タ ニ ン (hypoxathanine)
、 イ ソ シ ト シ ン 、 イ ソ グ ア ニ ン 等 を 含 む 塩 基 の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 こ こ で 使 用 す る
用 語 「 ヌ ク レ オ シ ド 」 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 お よ び
変 性 ヌ ク レ オ シ ド 、 例 え ば ア ミ ノ 変 性 ヌ ク レ オ シ ド を 包 含 す る 。 更 に 、 「 ヌ ク レ オ シ ド 」
は 、 非 -天 然 産 の 類 似 構 造 体 を 包 含 す る 。 か く し て 、 例 え ば ペ プ チ ド 核 酸 の 個 々 の 単 位 は
、 各 々 塩 基 を 含 み 、 こ こ で は ヌ ク レ オ シ ド と 称 す る こ と に す る 。
　 以 下 に お い て よ り 完 全 に 概 説 さ れ る よ う に 、 プ ロ ー ブ (増 幅 用 の プ ラ イ マ を 含 む )を 製 造
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し 、 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 サ ン プ ル 中 の 該 標 的 配 列 の 有 無 を 決 定 す る 。 一 般 的 に
言 え ば 、 こ の 用 語 は 当 業 者 に は 理 解 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 該 標 的 配 列 は 、 ま た 異 な る 標 的 ド メ イ ン の 組 合 せ を 含 む こ と が で き 、 例 え ば 以 下 に お い
て 概 説 さ れ る よ う な 「 サ ン ド イ ッ チ 」 型 の ア ッ セ イ に お い て 、 該 サ ン プ ル の 標 的 配 列 の 第
一 標 的 ド メ イ ン は 、 マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る こ と が で き 、 ま た 第 二 標 的 ド メ イ ン は 、 溶 液 相 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 更 に 、 該 標 的 ド メ イ ン は 、 隣 接 関 係 に あ っ て も (即 ち 、
連 続 状 態 )ま た は 分 離 関 係 に あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 結 合 技 術 を 用 い た 場 合 、 第 一 の プ ラ
イ マ は 、 第 一 標 的 ド メ イ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 ま た 第 二 の プ ラ イ マ は 、 第
二 標 的 ド メ イ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 こ れ ら の ド メ イ ン は 隣 接 関 係 に あ っ て
も 、 ま た 1ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド に よ り 分 離 さ れ て い て も 、 以 下 に お い て よ り 完
全 に 概 説 さ れ る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び dNTPを 用 い て カ ッ プ リ ン グ す る こ と も 可 能 で
あ る 。 こ の よ う な 場 合 に お い て 、 こ れ ら プ ラ イ マ の 少 な く と も 1つ は 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ
の ヒ ド ロ ゲ ル 内 で 固 定 化 さ れ て お り 、 ま た リ ガ ー ゼ を 用 い て 、 該 プ ロ ー ブ を 共 有 結 合 に よ
っ て 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 標 的 被 検 体 は 、 タ ン パ ク 質 で あ る 。 当 業 者 に は 理
解 さ れ る よ う に 、 本 発 明 を 利 用 し て 検 出 で き る 、 多 数 の 可 能 な タ ン パ ク 質 性 の 標 的 被 検 体
が あ る 。 こ こ で は 、 「 タ ン パ ク 質 」 ま た は 文 法 的 に 等 価 な 用 語 に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 、 オ
リ ゴ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 、 誘 導 体 お よ び 類 似 体 を 意 味 し 、 非 -天 然 産 の ア ミ ノ 酸 お よ
び ア ミ ノ 酸 類 似 体 を 包 含 す る タ ン パ ク 質 、 お よ び ペ プ チ ド 模 擬 構 造 体 を 含 む 。 以 下 に 論 じ
る よ う に 、 分 子 認 識 成 分 と し て タ ン パ ク 質 を 使 用 す る 場 合 、 サ ン プ ル の 汚 染 に よ る 劣 化 を
遅 延 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 類 似 体 を 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。
　 こ れ ら の 標 的 被 検 体 は 、 多 数 の 異 な る 型 の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と が で き 、 該 サ ン プ
ル は 、 血 液 、 リ ン パ 液 、 唾 液 、 膣 お よ び 鼻 の 分 泌 物 、 尿 、 糞 便 、 汗 お よ び 涙 、 並 び に 肝 臓
、 脾 臓 、 骨 髄 、 肺 、 筋 肉 、 脳 等 の 組 織 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 標 的 被 検 体 を 検 出 す る た め の 単 一 ま た は 複 合 型 デ バ イ ス を 提 供 す る
。 上 記 の よ う に 、 こ の デ バ イ ス は 、 検 出 チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー を 含 み 、 こ れ は 少 な
く と も 一 つ の 活 性 マ イ ク ロ セ ン サ を 含 み 、 ま た 好 ま し く は 少 な く と も 4、 5、 10、 20、 30、
40、 50ま た は 100個 の 活 性 な マ イ ク ロ セ ン サ を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し い 一 態 様 に お い
て 、 該 チ ャ ン バ ー は 、 少 な く と も 100個 の マ イ ク ロ セ ン サ を 含 む 。 こ こ で 説 明 し た よ う に
、 該 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 検 出 器 と 結 合 さ れ る 。
　 一 態 様 に お い て 、 該 デ バ イ ス は 、 標 的 核 酸 の 増 幅 お よ び 検 出 用 の 単 一 の チ ャ ン ネ ル ま た
は チ ャ ン バ ー を 含 む 。 あ る い は ま た 、 該 デ バ イ ス は 、 2以 上 の チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ
ー を 含 む こ と が で き 、 例 え ば 別 の 「 検 出 」 チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー と イ ン タ ー フ ェ ー
ス し た 、 「 サ ン プ ル 処 理 」 ま た は 「 サ ン プ ル 調 製 」 チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー が 存 在 し
得 る 。 「 チ ャ ン ネ ル 」 な る 用 語 に よ っ て 、 通 路 ま た は ト ラ フ を 意 味 し 、 こ れ を 通 し て 、 一
般 的 に は チ ャ ン ネ ル 間 に 、 サ ン プ ル が 流 さ れ る が 、 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 反 応 が 、 該
チ ャ ン ネ ル 自 体 の 内 部 で 起 り 得 る 。 「 チ ャ ン バ ー 」 な る 用 語 に よ っ て 、 微 量 流 動 デ バ イ ス
の 閉 じ た ま た は 閉 じ る こ と の で き る 部 分 を 意 味 し 、 そ の 中 で サ ン プ ル が 操 作 さ れ お よ び /
ま た は 検 出 さ れ る 。 以 下 の 議 論 の 多 く に お い て 、 チ ャ ン バ ー 内 で 起 る 反 応 を 強 調 す る が 、
こ れ ら 反 応 ま た は 操 作 の 何 れ も 、 チ ャ ン ネ ル 内 で も 起 り 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 般 に 、 核 酸 が 検 出 さ れ 、 ま た 核 酸 が プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ と し て 機 能 す る 場 合 に は
、 本 発 明 に お い て は 、 2つ の 一 般 的 な 反 応 を 使 用 す る 。 一 態 様 に お い て 、 該 標 的 被 検 体 は
、 ア ン プ リ コ ン を 生 成 す べ く 、 増 幅 さ れ る 。 次 い で 、 ア ン プ リ コ ン を 該 マ イ ク ロ セ ン サ で
検 出 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 該 標 的 被 検 体 を 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 該 ヒ ド ロ ゲ
ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ た 、 該 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 該
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プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ は 変 性 さ れ 、 そ し て 一 般 的 に は 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 特 性 に お け る 変 動
を 含 む こ の 変 性 が 検 出 さ れ る 。 当 業 者 は 理 解 で き る よ う に 、 「 標 的 被 検 体 」 は 、 サ ン プ ル
由 来 の 標 的 物 質 ま た は 増 幅 反 応 の 生 成 物 、 即 ち ア ン プ リ コ ン 両 者 を 含 む こ と が で き る 。 即
ち 、 ア ン プ リ コ ン は 、 標 的 被 検 体 と し て 機 能 で き る 。 次 い で 、 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ を 、
該 ア ン プ リ コ ン と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 と し て 、 変 性 す る こ と が で き る 。 あ る
い は ま た 、 該 セ ン サ 上 で の 標 的 物 質 と 該 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と の 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン は 、 実 際 の ま た は 差 動 セ ン サ の 出 力 シ グ ナ ル に お け る 、 検 出 可 能 な 変 化 を も た
ら す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 前 に 述 べ た よ う に 、 標 的 被 検 体 の 検 出 は 、 標 的 物 質 と 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に
固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 達 成 し 得 る 。 検 出 は 、 ま た 該 固
定 化 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ の 変 性 の 検 出 に よ り 達 成 で き る 。 こ れ は 、 「 変 性 さ れ
た プ ラ イ マ 」 の 生 成 を も た ら す 。 様 々 な 型 の 変 性 が あ る が 、 本 発 明 に お い て 用 途 が 見 出 せ
る 一 般 的 な 変 性 は 、 該 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ の 大 部 分 に お け る 変 化 を も た
ら す も の で あ る 。 即 ち 、 一 般 的 に 該 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ ま た は
リ ガ ー ゼ 等 に よ る 伸 張 等 に 基 く 変 性 で あ ろ う 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ も 、 標 的 被 検 体 の 検
出 に お け る 用 途 が 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ こ で 論 じ た よ う に 、 該 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 主 な 標 的 配 列 (例 え ば 、 患 者 サ ン プ
ル 由 来 の )検 出 の た め に 、 ま た は 上 で 概 説 し た よ う な 増 幅 反 応 の 生 成 物 を 検 出 す る 方 法 と
し て 利 用 す る こ と が で き 、 従 っ て 例 え ば 上 で 概 説 し た 、 PCR、 LCR、 NASBA、 SDA等 を 利 用 し
て 新 た に 合 成 さ れ た ス ト ラ ン ド の 何 れ か を 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お け る 「 標 的 配 列 」
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 U.S.S.No. 60/073,011お よ び 米
国 特 許 第 5,681,702号 、 同 第 5,597,909号 、 同 第 5,545,730号 、 同 第 5,594,117号 、 同 第 5,59
1,584号 、 同 第 5,571,670号 、 同 第 5,580,731号 、 同 第 5,571,670号 、 同 第 5,591,584号 、 同
第 5,624,802号 、 同 第 5,635,352号 、 同 第 5,594,118号 、 同 第 5,359,100号 、 同 第 5,124,246
号 お よ び 同 第 5,681,697号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら 全 て を 、 参 考 文 献 と し て 本 発 明 に 組
入 れ る 。 更 に 、 こ れ ら の 標 的 配 列 は 、 該 固 定 化 さ れ た プ ラ イ マ の 変 性 を も た ら す 、 他 の ア
ッ セ イ 用 の 鋳 型 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 単 一 塩 基 伸 張 (SBE)は 、 プ ラ イ マ 配 列 が 、 標 的 配 列 と 相 補 的 で あ る か 、 あ る い は こ れ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 場 合 に お け る 、 一 個 の ヌ ク レ オ チ ド の 、 該 プ ラ イ マ 配 列 へ の 組 込 み
を も た ら す 伸 張 ア ッ セ イ で あ る 。 該 プ ラ イ マ に 組 込 ま れ る 該 ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 標 的 核 酸
の 対 応 す る 位 置 に お け る ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 で あ る 。 従 っ て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 の 固 定 化
さ れ た プ ラ イ マ は 、 伸 張 さ れ 、 即 ち 変 性 さ れ 、 ま た 本 発 明 の デ バ イ ス に よ っ て 検 出 さ れ る
。 故 に 、 該 固 定 化 さ れ た プ ラ イ マ に お け る 変 化 の 検 出 は 、 該 標 的 被 検 体 の 存 在 を 示 す 指 標
で あ る 。
　 更 に 、 プ ラ イ マ の 伸 張 が 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ 上 で 検 出 で き る よ う に 、 配 列 決 定 は 、 こ の
マ イ ク ロ セ ン サ 上 で 行 う こ と が で き る 。 プ ラ イ マ の 伸 張 を 実 施 す る 場 合 、 検 出 器 は 、 ヌ ク
レ オ チ ド の 付 加 を 示 す 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 寸 法 に お け る 変 化 を 検 出 す る 。 配 列 決 定 を 行 う 場
合 、 該 プ ラ イ マ に 付 加 さ れ る 各 ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ に お い て 検 出 さ れ る 。
即 ち 、 該 検 出 器 は 、 ど の ヌ ク レ オ チ ド が 該 プ ラ イ マ に 付 加 さ れ た か を 検 出 す る 。 従 っ て 、
該 標 的 の 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 度 に 該 プ
ラ イ マ 伸 張 反 応 に 添 加 さ れ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 質 量 に お け る 増
加 を 検 出 す る 際 に は 、 そ の 配 列 も 決 定 さ れ る 。 も う 一 つ の 態 様 で は 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ
ド に は 、 特 徴 的 な 質 量 を 持 つ 粒 子 、 即 ち 金 粒 子 で タ ッ グ ま た は 標 識 を 付 け る 。 即 ち 、 こ れ
ら ヌ ク レ オ チ ド 各 々 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 特 性 (寸 法 )の 特 異 的 な 変 化 に よ り 、 該 特 定 の ヌ ク
レ オ チ ド で あ る こ と を 示 す 、 異 な る 質 量 を 持 つ ラ ベ ル で 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 該 タ ッ グ が 、 後 の プ ラ イ マ 伸 張 を 妨 害 す る 場 合 、 該 標 識 さ れ た
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ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 識 さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド と の 組 合 せ で 添 加 さ れ る 。 こ の よ う に 、
プ ラ イ マ の あ る 一 群 が 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド で 伸 張 さ れ る 一 方 で 、 あ る 一 群 は 追 加 の 伸
張 を 受 け る 可 能 性 の あ る 、 未 標 識 の ヌ ク レ オ チ ド で 伸 張 さ れ る で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 該
標 的 核 酸 の 配 列 が 得 ら れ る 。
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -結 合 ア ッ セ イ は 、 PCRに 基 く ス ク リ ー ニ ン グ の 拡 張 で あ り 、 こ れ は
、 該 標 的 配 列 を 含 む PCR反 応 生 成 物 を 検 出 す る た め に 、 ELISAに 基 く ア ッ セ イ (OLA, Nicker
son等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1990, 87:8923)を 利 用 す る 。 簡 単 に 言 え ば 、 こ の O
LAは 、 2つ の 隣 接 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ： 「 レ ポ ー タ 」 プ ロ ー ブ お よ び 「 ア ン カ ー 」 プ
ロ ー ブ を 使 用 す る 。 こ れ ら 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 標 的 DNAに ア ニ ー リ ン グ さ れ 、 そ し
て 、 完 全 な 相 補 性 が あ る 場 合 に は 、 こ れ ら 2つ の プ ロ ー ブ は DNAリ ガ ー ゼ に よ っ て 結 合 さ れ
る 。 こ の 結 合 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 次 に 該 SAWセ ン サ 上 の プ ロ ー ブ に よ っ て 捕 獲 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 あ る い は ま た 、 該 OLAプ ラ イ マ の 一 方 は 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ
ク ス 内 に 固 定 化 さ れ て い る 。 結 合 の 際 に 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 質 量 は 増 大 す る 。 こ の 質
量 の 増 加 は 、 該 標 的 被 検 体 の 存 在 を 示 す も の と し て 検 出 さ れ る 。
　 こ の お よ び 他 の 態 様 に お い て 、 加 熱 お よ び /ま た は 冷 却 モ ジ ュ ー ル を 使 用 す る こ と が で
き 、 こ れ は 該 反 応 チ ャ ン バ ー の 何 れ か で あ る か 、 あ る い は 該 反 応 モ ジ ュ ー ル と 分 離 さ れ て
い る が 、 こ れ と は 空 間 的 に 近 接 し た も の で あ り 得 る 。 適 当 な 加 熱 モ ジ ュ ー ル は 、 米 国 特 許
第 5,498,392号 お よ び 同 第 5,587,128号 、 お よ び WO 97/16561(参 考 文 献 と す る )に 記 載 さ れ
て お り 、 ま た 電 気 抵 抗 加 熱 器 、 パ ル ス 化 レ ー ザ ー ま た は 該 反 応 器 に 向 け ら れ た 電 磁 エ ネ ル
ギ ー の 他 の 源 を 含 む こ と が で き る 。 加 熱 要 素 を 使 用 す る 場 合 、 該 反 応 チ ャ ン バ ー を 比 較 的
浅 く し 、 熱 伝 達 を 容 易 に す る こ と が 望 ま し い 。 こ れ に つ い て は 、 米 国 特 許 第 5,587,128号
を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
IV. 周 辺 部 品
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 分 離 し た 検 出 モ ジ ュ ー ル を 含 む 。 即 ち 、 該 反 応
チ ャ ン バ ー ま た は チ ャ ン ネ ル が 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ を 含 ま な い 場 合 に は 、 別 の 検 出 チ ャ ン
バ ー ま た は チ ャ ン ネ ル が 必 要 で あ る 。 以 下 の 検 出 モ ジ ュ ー ル に 関 す る 議 論 は 、 該 マ イ ク ロ
セ ン サ が 、 該 反 応 チ ャ ン バ ー ま た は チ ャ ン ネ ル 内 に 見 出 さ れ る 場 合 の 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ
に も 適 用 で き る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 な 標 的 被 検 体 種 、 例 え ば 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 を 検 出 す る
の に 有 用 な 、 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 般 に 、 該 検 出 モ ジ ュ ー ル は 、 こ こ に 記 載 す
る よ う な 、 SAWセ ン サ に 組 込 ま れ た 結 合 相 手 ま た は 生 物 活 性 薬 剤 と の 結 合 に 基 く も の で あ
る 。
　 即 ち 、 各 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 生 物 活 性 薬 剤 を 含 む 。 こ こ で 使 用 す る 「 候 補 生 物 活 性 薬 剤
」 ま た は 「 生 物 活 性 薬 剤 」 ま た は 「 化 学 的 官 能 性 」 ま た は 「 分 子 認 識 成 分 」 な る 用 語 は 、
マ イ ク ロ セ ン サ と 結 合 で き る 任 意 の 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 小 さ な 有
機 分 子 、 配 位 錯 体 、 多 糖 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 等 を 意 味 す る 。 好 ま し い 生 物 活 性 薬 剤 は 、 ペ
プ チ ド 、 核 酸 、 サ ッ カ ラ イ ド 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 構 造
類 似 体 、 ま た は こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 生 体 分 子 を 包 含 す る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 核 酸
お よ び タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 生 物 活 性 薬 剤 は 、 天 然 産 の タ ン パ ク 質 ま た は 天 然 産 タ ン パ
ク 質 の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば タ ン パ ク 質 含 有 細 胞 抽 出 物 、 ま た は タ ン パ ク
質 性 細 胞 抽 出 物 の ラ ン ダ ム な ま た は 所 定 の 目 的 に 沿 っ た 消 化 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。
こ の よ う に 、 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 こ こ に 記 載 す る 系 に
お け る ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 態 様 に お い て 特 に 好 ま し い も
の は 、 細 菌 、 真 菌 、 ウ イ ル ス お よ び 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 で あ り 、 後 者 が 好 ま し く 、 ま た ヒ
ト の タ ン パ ク 質 が 特 に 好 ま し い 。
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 生 物 活 性 薬 剤 は 、 約 5～ 約 30個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド で
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あ り 、 約 5～ 約 20個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド が 好 ま し く 、 ま た 約 7～ 約 15個 の ア ミ ノ 酸 を
含 む ペ プ チ ド が 特 に 好 ま し い 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 生 物 活 性 薬 剤 は 、 上 で 定 義 し た よ う な 核 酸 (一 般 的 に 、 「
プ ロ ー ブ 核 酸 」 、 「 プ ラ イ マ 」 ま た は 「 候 補 プ ロ ー ブ 」 と 呼 ば れ る )で あ る 。 一 般 に 、 タ
ン パ ク 質 、 核 酸 に つ い て 上 記 し た よ う に 、 生 物 活 性 薬 剤 は 、 天 然 に 産 す る 核 酸 、 ラ ン ダ ム
な 核 酸 、 ま た は 「 偏 り の あ る (biased)」 ラ ン ダ ム 核 酸 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 に
つ い て 上 に 概 説 し た 如 く 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 の ゲ ノ ム を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 該 生 物 活 性 薬 剤 が 核 酸 で あ る 場 合 、 こ れ ら は 、 標 的 配 列 に 対 し て 実 質 的 に 相 補 的 で あ る
よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 上 記 の よ う に 、 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 標 的 配 列 」 ま た は そ
の 文 法 的 に 等 価 な 用 語 は 、 核 酸 の 一 本 鎖 に お け る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。
　 次 い で 、 プ ロ ー ブ 核 酸 (こ こ で は 、 プ ラ イ マ 核 酸 と も 呼 ば れ る )を 、 該 標 的 配 列 と 接 触 さ
せ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る 。 一 般 的 に 、 こ の プ ロ ー ブ 核 酸 は 、 該 ヒ
ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ て い る 。 「 プ ラ イ マ 核 酸 」 な る 用 語 に よ り 、 こ こ で
は 標 的 配 列 の あ る 一 部 、 即 ち ド メ イ ン と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ 核 酸 を 意 味 す る 。 本
発 明 の プ ロ ー ブ は 、 標 的 配 列 (以 下 に 説 明 す る よ う に 、 サ ン プ ル の 標 的 配 列 ま た は 他 の プ
ロ ー ブ 配 列 の い ず れ か )と 、 相 補 的 で あ る よ う に 設 計 さ れ 、 結 果 的 に 該 標 的 配 列 と 、 本 発
明 の プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が お こ る 。 以 下 に 概 説 す る よ う に 、 こ の 相 補 性
は 、 完 全 で あ る 必 要 は な く 、 該 標 的 配 列 と 、 本 発 明 の 該 一 本 鎖 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 妨 害 す る で あ ろ う 、 任 意 の 数 の 塩 基 対 の 誤 対 合 が あ っ て も よ い 。 し か し 、 突 然 変
異 の 数 が 非 常 に 多 く て 、 最 も ス ト リ ン ジ ェ ン ト で な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 に お
い て さ え 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が お こ り 得 な い 場 合 に は 、 そ の 配 列 は 相 補 的 な 標 的 配
列 で は な い 。 こ の よ う に 、 「 実 質 的 に 相 補 的 」 な る 用 語 は 、 こ こ で は 該 プ ロ ー ブ が 、 該 標
的 配 列 に 対 し て 十 分 に 相 補 的 で あ っ て 、 正 常 な 反 応 条 件 化 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 様 々 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き 、 高 度 に 、
中 程 度 に お よ び 低 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 含 み 、 こ れ に 関 し て は 、 例 え ば Maniatis
等 , モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ ： ア ラ ボ ラ ト リ ー マ ニ ュ ア ル (Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual), 第 2版 、 1989お よ び シ ョ ー ト プ ロ ト コ ー ル ズ イ ン モ レ キ ュ ラ ー バ イ オ ロ
ジ ー (Short Protocols in Molecular Biology), Ausubel等 編 (こ れ ら を 、 本 発 明 の 参 考 文
献 と す る )を 参 照 の こ と 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 配 列 依 存 性 で あ り 、 ま た 異 な る 状
況 に お い て は 異 な る 。 よ り 長 い 配 列 は 、 よ り 高 い 温 度 に て 、 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
る 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 す る 広 範 な 指 針 は 、 Tijssen, 生 化 学 お よ び 分 子
生 物 学 に お け る 技 術 --核 酸 プ ロ ー ブ に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (Techniques in Bioch
emistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes),「 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 原 理 の 概 観 お よ び 核 酸 ア ッ セ イ の 戦 略 (Overview of principles of hyb
ridization and the strategy of nucleic acid assays)」 (1993)に 見 出 す こ と が で き る
。 一 般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 規 定 さ れ た イ オ ン 強 度 、 pHに お け る 、 特 定 の 配 列
に 関 す る 融 点 (Tm)よ り 約 5-10℃ 低 く な る よ う に 選 択 さ れ る 。 こ の Tmは 、 該 標 的 に 対 し て 相
補 的 な プ ロ ー ブ の 50％ が 、 平 衡 状 態 (Tmに お い て 、 該 標 的 配 列 は 過 剰 に 存 在 す る の で 、 該
プ ロ ー ブ の 50％ が 、 平 衡 状 態 に お い て 占 有 さ れ る )に お い て 該 標 的 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 温 度 (規 定 さ れ た イ オ ン 強 度 、 pHお よ び 核 酸 濃 度 の 下 で ) で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 は 、 pH7.0～ 8.3に お い て 、 塩 濃 度 が 約 1.0Mナ ト リ ウ ム イ オ ン 未 満 、 典 型 的 に は 約 0.
01～ 1.0Mナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 (ま た は 他 の 塩 )と な り 、 か つ 温 度 が 、 短 い プ ロ ー ブ (例 え
ば 、 10～ 50個 の ヌ ク レ オ チ ド )に 対 し て 少 な く と も 約 30℃ 、 お よ び 長 い プ ロ ー ブ (例 え ば 、
50個 の ヌ ク レ オ チ ド 以 上 )に 対 し て 少 な く と も 約 60℃ と な る よ う な 条 件 で あ る 。 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ま た 脱 安 定 化 剤 、 例 え ば ホ ル ム ア ミ ド を 添 加 す る こ と に よ っ て も 、 達
成 で き る 。 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 如 く 、 非 -イ オ ン 性
の 主 鎖 、 即 ち PNAを 使 用 す る 場 合 に は 変 動 し 得 る 。 更 に 、 標 的 物 質 の 結 合 後 に 、 架 橋 剤 を
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添 加 し て 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 2つ の ス ト ラ ン ド を 架 橋 、 即 ち 共 有 結 合 に
よ り 結 合 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 か く し て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 一 般 に 標 的 物 質 の 存 在 す る 場 合 に お い て の み 、 該 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 を 可 能 と す る 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 行 わ れ る 。
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 温 度 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 濃 度 、 塩 濃 度 、 カ オ ト ロ ー プ 塩 濃 度 、 pH
、 有 機 溶 媒 濃 度 等 を 含 む 、 熱 力 学 的 な 変 数 と し て の プ ロ セ ス パ ラ メ ー タ を 変 え る こ と に よ
り 、 調 節 で き る 。
　 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 ま た 米 国 特 許 第 5,681,697号 に お い て 一 般 的 に 説 明 さ れ て い る
よ う に 、 非 -特 異 的 な 結 合 を 調 節 す る の に 使 用 で き る 。 従 っ て 、 幾 つ か の 段 階 を よ り 高 度
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 下 で 行 っ て 、 非 -特 異 的 な 結 合 を 減 じ る こ と が 望 ま し い 場 合
が あ る 。
　 該 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ 核 酸 の サ イ ズ は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 変 え る こ と
が で き 、 一 般 的 に は 長 さ に お い て 5～ 500個 の ヌ ク レ オ チ ド な る 範 囲 で 変 え る こ と が で き 、
プ ラ イ マ に つ い て は 、 以 下 に お い て 論 じ る よ う に 、 検 出 お よ び /ま た は 増 幅 の た め に 何 が
必 要 と さ れ る か に 依 存 し て 、 10～ 100な る 範 囲 が 好 ま し く 、 15～ 50な る 範 囲 が 特 に 好 ま し
く 、 10～ 35な る 範 囲 が 、 と り わ け 好 ま し い 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 各 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 単 一 の 型 の 生 活 性 薬 剤 を 含 む が 、 複 数
の 各 生 活 性 薬 剤 を 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 各 マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト
リ ッ ク ス 内 に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 更 に 、 上 記 の よ う に 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 該 標
的 被 検 体 の 有 無 を 決 定 で き る よ う に 、 検 出 器 と 連 絡 さ れ た 状 態 に あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 反 応 モ ジ ュ ー ル を 含 む 。 こ れ は 、 1種
ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル 成 分 の 、 物 理 的 、 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 な 変 更 を 含 む こ と が で
き る 。 あ る い は ま た 、 該 標 的 被 検 体 が 、 第 二 の 部 分 を 変 更 し 、 そ の 後 に こ れ を 検 出 で き る
よ う な 、 反 応 モ ジ ュ ー ル を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 該 標 的 被 検 体 が 、 酵 素 で あ る
場 合 、 該 反 応 チ ャ ン バ ー は 基 質 を 含 み 、 こ れ は 、 該 標 的 被 検 体 に よ り 変 性 さ れ た 際 に 、 マ
イ ク ロ セ ン サ と 結 合 す る こ と に よ り 、 検 出 で き る 。 こ の 態 様 に お い て 、 該 反 応 モ ジ ュ ー ル
は 、 必 要 な 反 応 試 薬 を 含 む こ と が で き 、 あ る い は 貯 蔵 モ ジ ュ ー ル 内 に 保 存 し 、 こ こ で 説 明
す る よ う に 、 ま た 必 要 に 応 じ て 、 ポ ン プ 輸 送 す る こ と が で き る 。
　 あ る い は ま た 、 該 標 的 被 検 体 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は リ ガ ー ゼ 伸 張 反 応 等 の 酵 素 反 応 用
の 基 質 と し て 機 能 す る が 、 該 標 的 物 質 自 体 は 変 更 さ れ ず 、 あ る い は 消 耗 さ れ な い 。 寧 ろ 、
該 マ イ ク ロ セ ン サ 内 の 該 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ が 、 鋳 型 ま た は 標 的 被 検 体
に 依 存 す る 様 式 で 、 変 性 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 反 応 モ ジ ュ ー ル は 、 被 検 体 の 検 出 前 ま た は そ の 最 中 に 、 該
サ ン プ ル の 一 部 ま た は 全 て の 化 学 的 な 変 性 の た め の チ ャ ン バ ー を 含 む 。 即 ち 、 一 態 様 に お
い て 、 別 々 の 反 応 モ ジ ュ ー ル お よ び 別 々 の 検 出 モ ジ ュ ー ル が あ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い
て 、 該 反 応 は 、 該 検 出 モ ジ ュ ー ル に お い て 起 る 。 こ れ は 、 被 検 体 を 同 時 に 変 性 か つ 検 出 す
る こ と を 可 能 と す る 。
　 化 学 的 な 変 性 は 、 サ ン プ ル 成 分 の 化 学 的 な 開 裂 (タ ン パ ク 質 の CNBr開 裂 等 )、 ま た は 化 学
的 架 橋 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 PCT US97/07880(こ れ を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と
す る )は 、 本 発 明 の デ バ イ ス で 実 施 で き る 、 多 数 の 可 能 な 化 学 反 応 を 列 挙 し て お り 、 そ の
例 は ア ミ ド の 形 成 、 ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 還 元 的 ア ミ ノ 化 、 ミ ツ ノ ブ (Mitsunobu), デ
ィ ー ル ス ア ル ダ ー ＆ マ ン ニ ッ ヒ 反 応 (Diels Alder and Mannich reactions), ス ズ キ ＆ ス
チ ル カ ッ プ リ ン グ (Suzuki and Stille coupling)等 を 含 む 。 同 様 に 米 国 特 許 第 5,616,464
号 お よ び 同 第 5,767,259号 は 、 種 の 「 化 学 的 な 結 合 」 を 利 用 す る 、 様 々 な 連 鎖 結 合 反 応 (LC
R; し ば し ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 増 幅 ま た は OLAと も 呼 ば れ る )を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 反 応 モ ジ ュ ー ル は 、 被 検 体 の 検 出 前 ま た は そ の 最 中 に 、 該
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サ ン プ ル の 一 部 ま た は 全 て の 生 物 学 的 な 変 性 の た め の チ ャ ン バ ー を 含 む 。 例 え ば 、 酵 素 的
加 工 は 、 核 酸 の 増 幅 、 お よ び 結 合 、 開 裂 、 環 化 、 超 コ イ ル 形 成 、 メ チ ル 化 、 ア セ チ ル 化 を
含 む 他 の 核 酸 の 変 性 ； サ ン プ ル 成 分 の 加 水 分 解 、 ま た は 標 的 酵 素 に よ る 基 質 の 加 水 分 解 、
検 出 可 能 な ラ ベ ル の 付 加 ま た は 除 去 、 リ ン 酸 基 の 付 加 ま た は 除 去 、 タ ン パ ク 質 の 変 性 (ア
シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 、 炭 水 化 物 の 付 加 等 )、 小 分 子 の 合 成 /変 性 等 を 含 む 。
　 あ る い は ま た 、 該 変 性 ま た は 変 更 は 、 該 標 的 分 子 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 と
し て 、 該 固 定 化 さ れ た プ ラ イ マ 内 で 起 る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 標 的 被 検 体 は 、 核 酸 で あ り 、 ま た 生 物 学 的 反 応 チ ャ ン バ ー
は 、 該 標 的 核 酸 の 増 幅 を 可 能 と す る 。 適 当 な 増 幅 技 術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)、
逆 転 写 酵 素 PCR(RT-PCR)、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)、 お よ び イ ン ベ ー ダ (Invader)TM.技 術 を
含 む 。 こ れ ら の 方 法 を 含 む 技 術 は 、 当 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 反 応
試 薬 は 、 一 般 的 に 少 な く と も 1種 の 酵 素 (一 般 に は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ )、 プ ラ イ マ お よ び 必 要
に よ り ヌ ク レ オ シ ド ト リ ホ ス フ ェ ー ト を 含 む 。 こ こ に 記 載 す る よ う に 、 該 増 幅 反 応 は 、 検
出 チ ャ ン バ ー と は 別 の 、 チ ャ ン バ ー ま た は チ ャ ン ネ ル 内 で 起 り 得 る 。 あ る い は ま た 、 こ の
増 幅 は 、 該 検 出 チ ャ ン バ ー 内 で 起 る 可 能 性 も あ る 。 増 幅 が 進 行 す る に つ れ て 、 生 成 す る ア
ン プ リ コ ン は 、 該 検 出 チ ャ ン バ ー 内 の 該 マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス
内 の 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ こ に 概 説 す る よ う な 、 該 マ イ ク ロ セ ン
サ の 特 性 に お け る 、 検 出 可 能 な 変 化 を も た ら す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 あ る い は ま た 、 該 ア ン プ リ コ ン は 、 該 固 定 化 さ れ た プ ラ イ マ の 変 性 を も た ら す 、 後 の 反
応 用 の 鋳 型 と し て 機 能 す る 。 こ の よ う な 変 性 は 、 以 下 に お い て よ り 完 全 に 議 論 さ れ 、 ま た
プ ラ イ マ の 伸 張 を も た ら す 、 プ ラ イ マ 伸 張 処 理 を 包 含 す る 。 ま た 、 該 プ ラ イ マ を 、 別 の プ
ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ と 結 合 し て 、 該 固 定 化 さ れ た プ ラ イ マ の 長 さ を 伸 長 す る こ と も 可 能
で あ る 。
　 核 酸 増 幅 の 一 般 的 な 技 術 を 、 以 下 に 論 じ る 。 多 く の 場 合 に お い て 、 二 本 鎖 標 的 核 酸 を 変
性 し て 、 こ れ ら を 一 本 鎖 と し 、 結 果 と し て 該 プ ラ イ マ と 本 発 明 の 他 の プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 。 好 ま し い 一 態 様 は 、 一 般 的 に は 該 反 応 の 温 度 を 約 95℃ ま
で 高 め る こ と に よ る 、 熱 的 段 階 を 利 用 す る が 、 pHの 変 化 お よ び そ の 他 の 技 術 、 例 え ば 追 加
の プ ロ ー ブ ま た は 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質 の 使 用 等 を 、 利 用 す る こ と も で き る 。 一 態 様 に お い
て は 、 等 温 増 幅 が 好 ま し い 。
　 更 に 、 以 下 に お い て よ り 完 全 に 説 明 す る よ う に 、 こ れ ら の 異 な る 技 術 は 、 該 プ ラ イ マ に
関 す る 更 な る 用 件 を 必 要 と す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 旦 、 該 プ ラ イ マ と 該 標 的 配 列 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る と
、 し ば し ば 「 増 幅 酵 素 」 と 呼 ば れ る 酵 素 を 使 用 し て 、 該 固 定 化 さ れ た プ ラ イ マ を 変 性 す る
。 こ こ に 概 説 し た 方 法 の 全 て に 関 連 し て 、 該 酵 素 は 、 こ の ア ッ セ イ の 任 意 の 時 点 に お い て
添 加 す る こ と が で き 、 該 プ ラ イ マ の 添 加 前 、 そ の 添 加 の 際 、 ま た は そ の 後 に 添 加 で き る 。
該 酵 素 の 同 定 は 、 以 下 に お い て よ り 完 全 に 説 明 す る よ う に 、 使 用 し た 増 幅 技 術 に 依 存 す る
で あ ろ う 。 同 様 に 、 該 変 性 は 、 該 増 幅 技 術 に 依 存 す る が 、 一 般 的 に は こ こ に 記 載 す る 反 応
全 て の 最 初 の 段 階 は 、 該 プ ラ イ マ の 伸 張 で あ り 、 即 ち ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 プ ラ イ マ の 長 さ を 伸 ば す た め に こ れ に 添 加 さ れ る 。
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 該 酵 素 が 、 一 旦 該 プ ラ イ マ を 変 性 し て 、 変 性 プ ラ イ マ を 形 成 す
る と 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 解 離 さ れ る 。 「 変 性 プ ラ イ マ 」 と は 、 検 出 可
能 な 様 式 で 変 化 ま た は 変 更 さ れ た 、 プ ラ イ マ を 意 味 す る 。 一 般 に 、 変 性 プ ラ イ マ は 、 少 な
く と も 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 に よ り そ の 長 さ が 伸 長 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 が 標 的 分 子 で あ り 、 ま た 増 幅 す べ き 核 酸 を 含 む 、 タ ン パ ク 質
ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 「 ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 」 と は 、 該 標 的 タ ン パ ク
質 に 、 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に て 結 合 す る 分 子 を 意 味 す る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 は 、 ア プ タ
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マ ー 、 抗 体 、 リ ガ ン ド 、 ア ダ プ タ タ ン パ ク 質 、 レ ク チ ン 等 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 こ の 態 様 に お い て 、 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 は 、 核 酸 と 結 合 さ れ る 。
　 該 タ ン パ ク 質 標 的 と 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と の 結 合 反 応 後 に 、 未 結 合 の ア フ ィ ニ テ ィ ー
試 薬 は 除 去 さ れ る 。 該 試 薬 は 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 、 例 え ば 洗 浄 法 に よ り 除 去 で き
る 。 こ の 態 様 に お い て 、 該 複 合 体 が 固 定 化 さ れ て 、 該 未 結 合 分 子 の 洗 流 し が 可 能 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 一 旦 除 去 さ れ る と 、 該 核 酸 は 増 幅 さ れ 、 得 ら れ た ア ン プ リ コ ン は 、 こ こ に
記 載 す る よ う に 、 該 SAWセ ン サ 上 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に
よ り 検 出 さ れ る 。 あ る い は ま た 、 該 核 酸 そ れ 自 体 は 増 幅 さ れ な い が 、 環 状 の プ ロ ー ブ と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 機 能 す る 。 こ の 環 状 の プ ロ ー ブ は 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 型 増 幅 に
対 す る 鋳 型 で あ る 。 こ れ は 、 Nature Biotechnology, 2002(4月 ), vol.20, pp.359-365に
よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 文 献 を 、 こ こ に 明 確 に 参 考 文 献 と し て 組 入 れ る 。 こ の ロ
ー リ ン グ サ ー ク ル 型 増 幅 に 引 続 き 、 再 度 、 該 ア ン プ リ コ ン は 、 こ こ に 記 載 す る よ う に 、 該
SAWセ ン サ 上 で 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の よ う に 、 タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 核 酸 の 検 出 両 者 の た め に 、 核 酸 の 増 幅 は 、 該 標 的
分 子 の 検 出 前 に 行 う こ と が で き る 。 増 幅 中 、 一 般 に 、 該 増 幅 段 階 は 、 元 の 標 的 配 列 の コ ピ
ー 数 お よ び 検 出 感 度 に 依 存 し て 、 1～ 数 千 回 に 及 ぶ サ イ ク ル 数 で 、 あ る 期 間 に 渡 り 繰 返 さ
れ 、 そ の サ イ ク ル 数 は 、 10～ 100サ イ ク ル が 好 ま し く 、 ま た 20～ 50サ イ ク ル が 、 特 に 好 ま
し い 。
　 一 態 様 に お い て 、 適 当 な 時 間 ま た は 増 幅 の 後 、 該 ア ン プ リ コ ン を 検 出 モ ジ ュ ー ル に 移 し
、 以 下 に お い て よ り 完 全 に 説 明 す る よ う に 、 マ イ ク ロ セ ン サ 表 面 上 の 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト
リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 と し て 一 体 化 さ れ
る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 以 下 に お い て 説 明 す る よ う に 、 マ イ ク ロ セ ン
サ と 結 合 し 、 か つ 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 増 幅 は 、 該 検 出 チ ャ ン バ ー (以 下 に お い て よ り 完 全 に 説 明 す
る )内 で 起 る 。 即 ち 、 増 幅 お よ び 検 出 が 、 同 一 の チ ャ ン バ ー 内 で 起 る 。 一 態 様 に お い て 、
増 幅 は 、 少 な く と も 2種 の 溶 液 層 の プ ラ イ マ を 使 用 す る こ と に よ り 進 行 す る 。 増 幅 に 伴 っ
て 、 ア ン プ リ コ ン は 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ た 、
プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 生 成 す
る 。 該 固 定 化 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 際 に 、 該 標 的 被 検 体 の 有 無 が 検 出 さ
れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 該 固 定 化 さ れ た プ ロ
ー ブ の 変 性 を も た ら す 、 更 な る 反 応 用 の 鋳 型 と し て 利 用 さ れ る 。 こ の よ う な 反 応 は 、 こ こ
に お い て よ り 詳 細 に 説 明 す る 、 伸 張 反 応 、 例 え ば 単 一 塩 基 伸 張 (SBE)、 鋳 型 依 存 性 核 酸 合
成 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ア ッ セ イ (OLA)を 含 む 。
　 別 の 態 様 で は 、 増 幅 お よ び プ ラ イ マ 伸 張 は 、 溶 液 相 -プ ラ イ マ お よ び 該 マ イ ク ロ セ ン サ
の 表 面 上 に 固 定 化 さ れ て い る プ ラ イ マ を 使 用 す る こ と に よ り 、 進 行 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 増 幅 は 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 固
定 化 さ れ た 、 プ ラ イ マ 対 を 使 用 す る こ と に よ っ て 進 行 す る 。 即 ち 、 両 方 の 増 幅 プ ラ イ マ は
、 該 マ イ ク ロ セ ン サ の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ て い る 。 故 に 、 該 標 的 被
検 体 の 増 幅 に 際 し て 、 該 ア ン プ リ コ ン も 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス
内 に 固 定 化 さ れ て い る 。
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 該 増 幅 は 標 的 の 増 幅 で あ る 。 標 的 の 増 幅 は 、 検 出 す べ き 該 標 的 配
列 の 増 幅 (複 製 )を 含 み 、 結 果 的 に 該 標 的 配 列 の コ ピ ー 数 を 増 大 す る 。 適 当 な 標 的 の 増 幅 技
術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)、 鎖 置 換 増 幅 (SDA)、 お よ び 拡 散 配 列 を 基 本 と す る 増 幅
(NASBA)お よ び リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 標 的 の 増 幅 技 術 は 、 PCR法 で あ る 。 こ の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 (PCR)法 は 、 広 く 利 用 さ れ 、 か つ 記 載 さ れ て お り 、 熱 的 な 環 化 と の 組 合 せ で プ ラ イ マ
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伸 張 を 利 用 し て 、 標 的 配 列 を 増 幅 す る 工 程 を 含 む 。 こ れ に つ い て は 、 米 国 特 許 第 4,683,19
5号 お よ び 同 第 4,683,202号 、 並 び に PCRエ ッ セ ン シ ャ ル デ ー タ (PCR Essential Data), J.W
. Wiley & sons, C.R. Newton編 , 1995を 参 照 さ れ た い 。 こ こ に 、 こ れ ら 全 て を 、 参 考 文
献 と し て 組 入 れ る 。 更 に 、 多 数 の PCRの 変 法 が あ り 、 そ こ で も 本 発 明 の 用 途 が 見 出 さ れ 、
こ れ ら は 、 特 に 「 定 量 的 競 合 的 PCR」 ま た は 「 QC-PCR」 、 「 任 意 的 に 感 作 し た (primed)PCR
」 ま た は 「 AP-PCR」 、 「 イ ム ノ -PCR」 、 「 Alu-PCR」 、 「 PCR一 本 鎖 配 座 多 形 性 」 ま た は 「
PCR-SSCP」 、 「 逆 転 写 酵 素 PCR」 ま た は 「 RT-PCR」 、 「 ビ オ チ ン 捕 獲 PCR」 、 「 ベ ク ト レ ッ
ト (vectorette) PCR」 、 「 パ ン ハ ン ド ル (panhandle) PCR」 、 お よ び 「 PCR選 択 cDNA消 去 」
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 一 般 に 、 PCRは 、 大 ま か に 、 以 下 の よ う に 説 明 さ れ て い る 。 二 本 鎖 標 的 核 酸 を 、 一 般 に
は 温 度 を 上 げ る こ と に よ り 変 性 し 、 次 い で 過 剰 量 の PCRプ ラ イ マ の 存 在 下 で 冷 却 し 、 該 第
一 標 的 ス ト ラ ン ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 次 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 作 用 さ せ て 、 該 プ ラ
イ マ を 伸 張 さ せ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る 、 新 た な ス ト ラ ン ド を 合 成 す
る 。 こ の サ ン プ ル を 、 次 に 再 度 加 熱 し 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 解 離 さ せ 、 こ
の 工 程 を 繰 り 返 す 。 該 相 補 的 標 的 ス ト ラ ン ド に 対 す る 第 二 の PCRプ ラ イ マ を 使 用 す る こ と
に よ っ て 、 迅 速 か つ 、 指 数 的 な 増 幅 が 起 る 。 こ の よ う に 、 PCR段 階 は 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン
グ お よ び 伸 張 で あ る 。 PCR法 の 詳 細 は 周 知 で あ り 、 熱 安 定 性 の ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば TaqI
ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 熱 的 環 化 の 使 用 を 含 む 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て は 、 等 温 増 幅 を 利 用
す る 。
　 従 っ て 、 こ の PCR反 応 は 、 少 な く と も 一 つ の PCRプ ラ イ マ と ポ リ メ ラ ー ゼ を 必 要 と す る 。
メ ソ ス ケ ー ル (mesoscale) PCRデ バ イ ス は 、 米 国 特 許 第 5,498,392号 お よ び 同 第 5,587,128
号 、 お よ び WO 97/16561に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら を 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 増 幅 は 、 RT-PCRで あ る 。 好 ま し く は 、 こ の 反 応 は 、 二 段 階
の RT-PCR法 ま た は 固 相 RT-PCR法 の 何 れ か を 含 む 。 こ の 態 様 に お い て 、 RT-PCRは 、 上 記 し た
よ う に 、 溶 液 相 プ ラ イ マ ま た は 固 定 化 プ ラ イ マ の 何 れ か を 使 用 し て 実 施 す る 。 本 態 様 に お
い て 、 mRNAが 、 CDNAに 逆 転 写 さ れ 、 か つ PCRが 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 行 わ れ る 。 こ
こ で も 、 PCRプ ラ イ マ は 、 上 記 し た よ う に 、 溶 液 相 プ ラ イ マ ま た は 固 定 化 プ ラ イ マ の 何 れ
か で あ り 得 る 。
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 CDNAの 再 増 幅 (多 重 PCR系 )を 行 う 。 mRNAか ら 合 成 さ れ
た cDNAは 、 1回 以 上 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の cDNAは 、 そ の 安 定 性 が 増 す
の で 、 固 定 化 さ れ る 。 こ の 固 定 化 は 、 異 な る ま た は 同 一 の 標 的 配 列 を 、 多 数 回 に 渡 り 増 幅
で き る よ う に 、 該 同 一 の 固 定 化 CDNAの 再 増 幅 を 可 能 と す る 。 上 記 の よ う に 、 増 幅 は 、 溶 液
相 プ ラ イ マ ま た は 固 定 化 プ ラ イ マ を 使 用 す る こ と が で き 、 ま た ア ン プ リ コ ン の 検 出 は 、 該
マ イ ク ロ セ ン サ 上 の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と 、 ア ン プ リ コ
ン と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 進 行 す る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 RT-PCR増 幅 法 は 、 高 い 処 理 能 力 を 有 す る RT-PCR系 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 増 幅 技 術 は 、 LCR法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 異 な る 2つ の 方 法
で 行 う こ と が で き る 。 第 一 の 態 様 で は 、 標 的 配 列 の 唯 一 つ の ス ト ラ ン ド を 、 結 合 用 の 鋳 型
と し て 使 用 し 、 あ る い は ま た 両 方 の ス ト ラ ン ド を 使 用 す る こ と も で き る 。 一 般 的 に は 、 米
国 特 許 第 5,185,243号 お よ び 同 第 5,573,907号 ； EP 0 320 308B1； EP 0 336 731B1； EP 0 4
39 182B1； WO 90/01069； お よ び WO 89/09835並 び に U.S.S.第 60/078,102号 お よ び 同 第 60/0
73,011号 を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら 全 て の 文 献 を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と し て こ こ に 組 入 れ る
。
　 増 幅 の 好 ま し い 一 態 様 で は 、 一 本 鎖 標 的 配 列 は 、 第 一 の 標 的 ド メ イ ン と 第 二 の 標 的 ド メ
イ ン と を 含 む 。 該 各 標 的 ド メ イ ン に 対 し て 相 補 的 で 、 従 っ て 該 標 的 ド メ イ ン と ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 す る 、 第 一 の LCRプ ラ イ マ お よ び 第 二 の LCRプ ラ イ マ 核 酸 を 添 加 す る 。 こ れ ら 標 的 ド
メ イ ン は 、 直 接 隣 接 、 即 ち 連 続 し て い る か 、 あ る い は あ る 数 の ヌ ク レ オ チ ド に よ り 分 離 さ
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れ て い て も よ い 。 こ れ ら が 不 連 続 で あ る 場 合 、 ヌ ク レ オ チ ド を 、 こ れ を 接 合 す る 手 段 、 例
え ば ポ リ メ ラ ー ゼ と 共 に 添 加 す る が 、 こ れ は 該 プ ラ イ マ の 一 方 に 、 該 ヌ ク レ オ チ ド を 付 加
す る で あ ろ う 。 次 い で 、 こ れ ら 2つ の LCRプ ラ イ マ を 、 例 え ば 当 分 野 に お い て 公 知 の も の 等
の リ ガ ー ゼ 酵 素 を 用 い て 、 共 有 結 合 的 に 結 合 す る 。 こ れ に よ り 、 該 結 合 プ ロ ー ブ と 該 標 的
配 列 と を 含 む 、 第 一 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 生 成 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 複 合 体 を 、 次 に 変 性 (解 離 )し 、 ま た こ の 工 程 を 繰 返 し て 、 結 合 プ ロ ー ブ 、 即 ち ア ン
プ リ コ ン の プ ー ル を 生 成 す る 。 該 結 合 プ ロ ー ブ ま た は ア ン プ リ コ ン は 、 次 に 該 マ イ ク ロ セ
ン サ の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ で 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 LCRを 、 二 本 鎖 標 的 配 列 の 2つ の ス ト ラ ン ド に 対 し て 行 う 。 該 標 的
配 列 を 変 性 し 、 2組 の プ ラ イ マ を 添 加 す る が 、 そ の 1組 は 、 該 標 的 の 一 ス ト ラ ン ド に 対 す る
、 上 に 概 説 し た も の で あ り 、 別 の 組 (即 ち 、 第 三 お よ び 第 四 プ ラ イ マ 核 酸 )は 、 該 標 的 の 他
の ス ト ラ ン ド に 対 す る も の で あ る 。 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 第 一 お よ び 第 三 の プ ラ イ
マ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ま た 第 二 お よ び 第 四 の プ ラ イ マ は ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 結 果 と
し て 増 幅 が 起 る 。 即 ち 、 該 第 一 お よ び 第 二 の プ ラ イ マ は 、 結 合 さ れ て お り 、 そ の 結 合 性 生
物 は 、 該 第 二 の 標 的 配 列 に 加 え て 、 該 第 三 お よ び 第 四 プ ラ イ マ の 結 合 用 の 鋳 型 と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 該 結 合 さ れ た 第 三 お よ び 第 四 の 生 成 物 は 、 該 第 一 の 標 的 ス ト
ラ ン ド に 加 え て 、 該 第 一 お よ び 第 二 の プ ラ イ マ 結 合 用 の 鋳 型 と し て 機 能 す る で あ ろ う 。 こ
の よ う に 、 直 線 状 と い う 程 度 で は な く 、 指 数 的 な 増 幅 が 起 る 。
　 再 度 、 上 に 概 説 し た 如 く 、 LCR生 成 物 の 検 出 は 、 該 プ ラ イ マ の 一 方 ま た は 両 者 が 、 該 マ
イ ク ロ セ ン サ の 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ た プ ラ イ マ と 、 単 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い
る 場 合 に は 、 直 接 行 う こ と が で き 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 こ こ に 記 載 す る よ う に し
て 検 出 さ れ る 。 あ る い は ま た 、 LCR生 成 物 の 検 出 は 、 追 加 の プ ロ ー ブ の 使 用 を 介 し て 、 サ
ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 間 接 的 に 行 う こ と が で き 、 即 ち 該 結 合 さ れ た 生 成 物 は 、
標 的 配 列 と し て 機 能 し 、 ま た 検 出 は 該 マ イ ク ロ セ ン サ 表 面 上 に 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ ま た
は プ ラ イ マ に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 介 し て 進 行 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 更 に 、 該 デ バ イ ス は 、 他 の モ ジ ュ ー ル 、 例 え ば サ ン プ ル 調 製 チ ャ ン バ ー を 含 む こ と も で
き る 。 こ の 態 様 に お い て 、 粗 製 サ ン プ ル は 、 該 サ ン プ ル 処 理 チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー
に 添 加 さ れ 、 検 出 用 の サ ン プ ル を 調 製 す べ く 操 作 さ れ る 。 該 操 作 さ れ た サ ン プ ル は 、 該 サ
ン プ ル 処 理 チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー か ら 除 去 し 、 該 検 出 チ ャ ン バ ー に 添 加 さ れ る 。 該
デ バ イ ス を 取 り 付 け る 、 追 加 の 機 能 性 要 素 が あ り 、 例 え ば 加 熱 要 素 を 、 PCR等 の 反 応 を 行
う た め の 、 該 サ ン プ ル チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー と 接 触 状 態 で 配 置 す る こ と が で き る 。
幾 つ か の 場 合 に お い て 、 該 デ バ イ ス の 一 部 は 、 取 外 す こ と が で き 、 例 え ば 該 サ ン プ ル チ ャ
ン バ ー は 、 取 外 す こ と の で き る チ ャ ン バ ー を 持 つ こ と が で き 、 結 果 と し て 該 サ ン プ ル チ ャ
ン バ ー の 全 体 は 、 該 検 出 装 置 と 接 触 状 態 に は な い 。 こ れ に つ い て は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,
603,351号 お よ び PCT US96/17116を 参 照 で き 、 こ れ ら を 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る 。
　 異 な る チ ャ ン ネ ル ま た は チ ャ ン バ ー に 加 え て 、 該 デ バ イ ス は 、 チ ャ ン バ ー 間 で の サ ン プ
ル の 移 動 を 可 能 と す る 、 1ま た は そ れ 以 上 の 流 動 セ ル ま た は 流 動 チ ャ ン ネ ル を 含 む こ と が
で き る 。 流 動 チ ャ ン ネ ル に 加 え て 、 分 離 さ れ た チ ャ ン バ ー の 入 口 お よ び 出 口 を 備 え る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 口 は 、 交 差 汚 染 の 危 険 性 無 し に 、 異 な る チ ャ ン バ ー 内 に サ ン プ ル を
含 め る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 該 デ バ イ ス は 、 ま た こ の デ バ イ ス か ら 流 体 力 学 的 に 該 サ ン プ
ル を 汲 出 す 、 ポ ン プ 機 構 を も 含 む 。 あ る い は ま た 、 真 空 デ バ イ ス を 使 用 す る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 微 量 流 動 デ バ イ ス は 、 広 範 囲 に 及 ぶ 材 料 を 用 い て 作 る こ と が
で き 、 そ の 例 は 、 例 え ば シ リ コ ン ウ エ ハ 等 の シ リ コ ン 、 二 酸 化 珪 素 、 窒 化 珪 素 、 ガ ラ ス お
よ び 溶 融 シ リ カ 、 ヒ 化 ガ リ ウ ム イ ン ジ ウ ム リ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 セ ラ ミ ッ ク ス 、 ポ リ イ ミ
ド 、 石 英 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 樹 脂 お よ び ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク
リ ル 系 樹 脂 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ス チ
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レ ン 、 お よ び 他 の ス チ レ ン コ ポ リ マ ー 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、
超 合 金 、 ジ ル カ ロ イ 、 鋼 、 金 、 銀 、 銅 、 タ ン グ ス テ ン 、 モ リ ブ デ ン 、 タ ン タ ル 、 コ バ ー (K
OVAR)、 ケ ブ ラ ー (KEVLAR)、 カ プ ト ン (KAPTON)、 マ イ ラ ー (MYLAR)、 黄 銅 、 サ フ ァ イ ア 等 を
含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 微 量 流 動 デ バ イ ス は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 様 々 な 方 法 で 作 る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 液 密 式 電 線 管 の 製 造 を 目 的 と す る WO 96/39260、 封 止 を 目 的 と す る 米 国
特 許 第 5,747,169号 、 お よ び EP 0637996B1、 EP 0637998B1、 WO 96/39260、 WO 97/16835、 W
O 98/13683、 WO 97/16561、 WO 97/43629、 WO 96/39252、 WO 96/15576、 WO 96/15450、 WO 
97/37755お よ び WO 97/27324； お よ び 米 国 特 許 第 5,304,487号 、 同 第 5,071,531号 、 同 第 5,0
61,336号 、 同 第 5,747,169号 、 同 第 5,296,375号 、 同 第 5,110,745号 、 同 第 5,587,128号 、 同
第 5,498,392号 、 同 第 5,643,738号 、 同 第 5,750,015号 、 同 第 5,726,026号 、 同 第 5,35,358号
、 同 第 5,126,022号 、 同 第 5,770,029号 、 同 第 5,631,337号 、 同 第 5,569,364号 、 同 第 5,135,
627号 、 同 第 5,632,876号 、 同 第 5,593,838号 、 同 第 5,585,069号 、 同 第 5,637,469号 、 同 第 5
,486,335号 、 同 第 5,755,942号 、 同 第 5,681,484号 お よ び 同 第 5,603,351号 を 参 照 の こ と 。
こ れ ら 全 て を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る 。 こ こ で も 、 適 当 な 製 造 技 術 は 、 基 板 の 選 択 に 依
存 す る が 、 好 ま し い 方 法 は 、 様 々 な マ イ ク ロ マ シ ン 製 造 (micromachining)お よ び マ イ ク ロ
製 造 (micro-fabrication)技 術 、 例 え ば ス ピ ン 塗 布 法 、 化 学 気 相 蒸 着 法 等 の フ ィ ル ム 沈 着
法 、 レ ー ザ ー 製 造 法 、 フ ォ ト リ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 湿 式 化 学 法 ま た は プ ラ ズ マ 法 を 用 い る
他 の エ ッ チ ン グ 技 術 、 エ ン ボ ス 加 工 、 射 出 成 型 、 お よ び 結 合 技 術 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,7
47,169号 を 参 照 の こ と )を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 更 に 、 所 定 の 流 体 案 内 通 路 を
製 造 す る た め の 印 刷 技 術 も あ り 、 即 ち 印 刷 さ れ た 材 料 の パ タ ー ン が 、 方 向 性 の 流 体 輸 送 を
可 能 と す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 複 数 の 標 的 被 検 体 を 含 む こ と の で き る
、 単 一 の サ ン プ ル を 取 扱 う よ う に 構 成 さ れ る 。 即 ち 、 単 一 の サ ン プ ル を 該 デ バ イ ス に 添 加
す る が 、 こ こ で 該 サ ン プ ル は 該 被 検 体 検 出 用 の 並 行 し た 処 理 の た め に 、 ア リ コ ー ト 化 さ れ
る か 、 ま た は 該 サ ン プ ル を 、 順 次 処 理 し て 、 個 々 の 標 的 物 質 を 周 期 的 に 検 出 す る こ と も 可
能 で あ る 。
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 固 体 基 質 は 、 多 数 の サ ン プ ル を 取 扱 う よ う に 構 成 さ れ て お り
、 そ の 各 々 は 、 1種 ま た は そ れ 以 上 の 標 的 被 検 体 を 含 む こ と が で き る 。 一 般 に 、 こ の 態 様
に お い て 、 各 サ ン プ ル は 、 別 々 に 取 扱 わ れ 、 即 ち 操 作 お よ び 分 析 は 、 好 ま し く は こ れ ら の
間 の 接 触 ま た は 汚 染 が 生 じ な い よ う に 、 並 行 し て 行 わ れ る 。 あ る い は ま た 、 共 通 す る 幾 つ
か の 段 階 が あ り 、 例 え ば 異 な る サ ン プ ル の 別 々 の 処 理 が 望 ま し い 場 合 が あ る が 、 以 下 に 説
明 す る よ う に 単 一 の 検 出 ア レ イ に よ っ て 、 全 て の 標 的 被 検 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 か く し て 、 本 発 明 の マ ル チ チ ャ ン バ ー デ バ イ ス は 、 サ ン プ ル 導 入 口 か ら 、 該 装 置 の 他 の
部 品 ま た は モ ジ ュ ー ル ま で の 、 該 サ ン プ ル の 流 動 を 可 能 と す る 、 少 な く と も 一 つ の マ イ ク
ロ チ ャ ン ネ ル ま た は 流 動 チ ャ ン ネ ル を 含 む 。 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル ま た は ウ エ ル の 集 合 を 、
当 分 野 に お い て は 、 し ば し ば 「 メ ソ ス ケ ー ル 流 動 装 置 」 と 呼 ぶ 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ
う に 、 該 流 動 チ ャ ン ネ ル は 、 該 チ ャ ン ネ ル の 用 途 に 応 じ て 、 極 め て 広 範 な 方 法 で 構 成 で き
る 。 例 え ば 、 該 サ ン プ ル 導 入 口 に て 開 始 す る 、 単 一 の 流 動 チ ャ ン ネ ル は 、 様 々 な 異 な る チ
ャ ン ネ ル に 分 離 し て 、 元 の サ ン プ ル を 並 行 的 処 理 ま た は 分 析 の た め の 、 別 々 の サ ブ サ ン プ
ル に 分 離 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 異 な る モ ジ ュ ー ル 由 来 の 幾 つ か の 流 動 チ ャ ン
ネ ル 、 例 え ば 該 サ ン プ ル 導 入 口 お よ び 試 薬 保 存 モ ジ ュ ー ル を 、 混 合 チ ャ ン ネ ル ま た は 反 応
チ ャ ン バ ー 内 に 、 一 緒 に 与 え る こ と が 可 能 で あ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 多 く の
可 能 な 構 成 が あ り 、 重 要 な こ と は 、 該 流 動 チ ャ ン ネ ル が 、 該 デ バ イ ス の 一 つ の 部 分 か ら 他
の 部 分 へ の 、 サ ン プ ル お よ び 試 薬 の 移 動 を 可 能 に す る こ と に あ る 。 例 え ば 、 該 流 動 チ ャ ン
ネ ル の 流 路 の 長 さ は 、 必 要 に 応 じ て 変 え る こ と が で き 、 例 え ば 混 合 並 び に 時 間 調 節 し た 反
応 が 必 要 な 場 合 に は 、 よ り 長 い 、 し ば し ば 湾 曲 し た 流 動 チ ャ ン ネ ル を 使 用 す る こ と が で き
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、 同 様 に 分 離 の 目 的 で 長 さ の よ り 長 い も の が 望 ま し い 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 微 量 流 動 デ バ イ ス は 、 「 メ ソ ス ケ ー ル 」 デ バ イ ス と 呼 ば れ る 。 こ れ ら
デ バ イ ス は 、 本 明 細 書 で は 、 典 型 的 に は 、 微 小 体 積 の サ ン プ ル を 分 析 す る よ う に 設 計 さ れ
て い る が 、 幾 つ か の 態 様 に お い て は 、 大 量 の サ ン プ ル (例 え ば 、 cc単 位 の サ ン プ ル )を 、 後
の 分 析 の た め に 、 該 デ バ イ ス 内 で 微 小 体 積 に 減 じ る こ と も 可 能 で あ る 。 即 ち 、 個 々 で 使 用
す る 「 メ ソ ス ケ ー ル 」 と は 、 0.1～ 500μ mな る 範 囲 程 度 の 断 面 寸 法 を 持 つ 、 チ ャ ン バ ー お
よ び マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル を 意 味 す る 。 こ れ ら の メ ソ ス ケ ー ル 流 動 チ ャ ン ネ ル お よ び ウ エ ル
は 、 0.1～ 100μ mな る 範 囲 、 典 型 的 に は 2-50μ mな る 範 囲 程 度 の 好 ま し い 深 さ を 持 つ 。 こ れ
ら の チ ャ ン ネ ル は 、 2.0～ 500μ mな る 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 3-100μ mな る 範 囲 の 、 好 ま し
い 幅 を 持 つ 。 多 く の 用 途 に 対 し て 、 5-50μ mな る 範 囲 の チ ャ ン ネ ル が 有 用 で あ る 。 し か し
、 多 く の 用 途 に と っ て 、 mm規 模 の 大 き な 寸 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 該 支 持 体
中 の チ ャ ン バ ー は 、 し ば し ば 数 mm規 模 の 大 き な 寸 法 を 持 つ で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 流 動 チ ャ ン ネ ル 装 置 に 加 え て 、 該 微 量 流 動 (マ イ ク ロ )デ バ イ ス は 、 用 途 に 応 じ て 任
意 の 与 え ら れ た デ バ イ ス に 存 在 す る 、 こ こ で 「 モ ジ ュ ー ル 」 と 呼 ぶ よ う な 、 1種 ま た は そ
れ 以 上 の 様 々 な 構 成 部 品 を 含 む よ う に 構 成 し 得 る 。 こ れ ら モ ジ ュ ー ル は 、 サ ン プ ル 導 入 口
； サ ン プ ル 導 入 ま た は 捕 集 用 モ ジ ュ ー ル ； 細 胞 処 理 モ ジ ュ ー ル (例 え ば 、 細 胞 溶 解 、 細 胞
の 除 去 、 細 胞 の 濃 縮 、 細 胞 の 分 離 ま た は 捕 獲 、 細 胞 融 合 、 細 胞 の 成 育 等 の た め の モ ジ ュ ー
ル )； 分 離 モ ジ ュ ー ル (例 え ば 、 電 気 泳 動 、 ゲ ル 濾 過 、 沈 降 の た め の モ ジ ュ ー ル )； 該 サ ン
プ ル の 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 な 変 更 の た め の 反 応 モ ジ ュ ー ル 、 こ れ は 、 該 標 的 被 検 体 の 増
幅 (例 え ば 、 該 標 的 被 検 体 が 核 酸 で あ る 場 合 、 増 幅 技 術 が 使 用 さ れ 、 そ の 例 は ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)、 鎖 置 換 増 幅 (SDA)を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い )、 該 標 的 被 検 体 の 化 学 的 、 物 理 的 ま た は 酵 素 的 開 裂 ま た は 変 更 ま た は 該 標 的 の 化
学 的 な 変 性 を 含 み ； 流 体 ポ ン プ ； 流 体 バ ル ブ ； 加 熱 モ ジ ュ ー ル ； ア ッ セ イ 試 薬 用 の 保 存 モ
ジ ュ ー ル ； 混 合 チ ャ ン バ ー ； お よ び 検 出 モ ジ ュ ー ル を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 該 サ ン プ ル を 該 デ バ イ ス に 導 入 す る た め
の 、 少 な く と も 一 つ の サ ン プ ル 導 入 口 を 含 む 。 こ れ は 、 サ ン プ ル 導 入 ま た は 捕 集 モ ジ ュ ー
ル の 一 部 ま た は こ れ と は 別 の も の で あ り 得 る 。 即 ち 、 該 サ ン プ ル は 、 該 サ ン プ ル 導 入 口 か
ら 分 離 チ ャ ン バ ー に 直 接 供 給 で き 、 あ る い は サ ン プ ル 捕 集 ウ エ ル ま た は チ ャ ン バ ー 内 で 予
備 処 理 で き る 。 あ る い は 、 例 え ば 単 一 の チ ャ ン バ ー が あ る 場 合 、 該 サ ン プ ル 導 入 口 は 、 サ
ン プ ル が 増 幅 お よ び /ま た は 検 出 用 の 単 一 の チ ャ ン バ ー 内 に 導 入 さ れ る よ う に 、 構 成 す る
こ と が で き る 。
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 サ ン プ ル 収 集 モ ジ ュ ー ル を 含 み 、 こ れ は
必 要 な ら ば 、 該 サ ン プ ル を 濃 縮 し 、 あ る い は エ ン リ ッ チ で き 、 こ れ に つ い て は 、 例 え ば 米
国 特 許 第 5,770,029号 を 参 照 で き 、 こ れ は 濃 縮 チ ャ ン ネ ル お よ び 濃 縮 手 段 に 関 す る 議 論 を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 細 胞 処 理 モ ジ ュ ー ル を 含 む 。 こ れ は 、 該
サ ン プ ル が 、 標 的 被 検 体 を 含 む か 、 あ る い は 該 標 的 被 検 体 を 検 出 す る 目 的 で 除 去 さ れ て い
る 細 胞 を 含 む 場 合 に お け る 、 特 別 な 用 途 で あ る 。 即 ち 、 例 え ば 血 液 中 の 特 定 の 抗 体 の 検 出
は 、 効 率 的 な 分 析 を 行 う た め に 赤 血 球 を 除 去 し 、 あ る い は 検 出 に 先 立 っ て 、 該 細 胞 の 溶 解
を 必 要 と す る 。 こ れ に 関 連 し て 、 「 細 胞 」 は 、 分 析 に 先 立 っ て 処 理 す る 、 例 え ば 標 的 配 列
の 検 出 に 先 立 っ て 、 ウ イ ル ス 粒 子 か ら 核 酸 を 放 出 さ せ る 必 要 が あ る 、 ウ イ ル ス 粒 子 を 含 む
。 更 に 、 細 胞 処 理 モ ジ ュ ー ル は 、 ま た 細 胞 の 有 無 を 決 定 す る た め の 、 下 流 域 に お け る 手 段
を 利 用 す る こ と が で き る 。 適 当 な 細 胞 処 理 モ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー ル 、 細 胞 除 去
モ ジ ュ ー ル 、 細 胞 濃 縮 モ ジ ュ ー ル 、 細 胞 分 離 ま た は 捕 集 モ ジ ュ ー ル を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 更 に 、 本 発 明 の モ ジ ュ ー ル 全 て に 関 連 し て 、 該 細 胞 処 理 モ ジ ュ ー ル は 、 流 体
チ ャ ン ネ ル を 介 し て 、 本 発 明 の 少 な く と も 一 つ の 他 の モ ジ ュ ー ル と 流 体 接 続 関 係 に あ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 SAWバ イ オ セ ン サ 表 面 に 結 合 し た 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 血 液 濾 過
装 置 と し て 機 能 し 、 そ こ に は 如 何 な る 赤 血 球 も 入 れ な い が 、 あ ら ゆ る 異 な る 特 定 の 化 学 種
も 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 三 次 元 構 造 に 入 る こ と が で き 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ た 、 該 特
定 の 分 子 認 識 成 分 を 見 出 す こ と が で き る 。
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 ま た 非 -特 異 的 な 結 合 を 減 じ る よ う に 機 能 す
る が 、 そ の 理 由 は 、 該 標 的 サ ン プ ル に お け る 全 て の 分 子 が 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス に
入 り お よ び /ま た は こ れ を 通 過 で き る 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 へ の 該 標 的 分 子 の 侵 入 は 、 該 ヒ ド
ロ ゲ ル の 孔 径 に 大 き く 依 存 す る 。 該 孔 径 の 変 更 に よ り 、 該 SAWセ ン サ 表 面 に 対 す る 非 -特 異
的 な 結 合 を 生 じ る 、 幾 分 か の 望 ま し か ら ぬ 分 子 の 排 除 を 可 能 に す る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 細 胞 取 扱 い モ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー ル を 含 む 。 当
分 野 に お い て 公 知 の 如 く 、 細 胞 は 、 そ の 型 に 依 存 し て 、 様 々 な 方 法 で 溶 解 で き る 。 一 態 様
に お い て 、 EP 0 637 998B1お よ び 米 国 特 許 第 5,635,358号 (こ れ ら を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と
す る )に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 該 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー ル は 、 該 細 胞 取 扱 い モ ジ ュ ー ル の 表
面 か ら 伸 び た 、 細 胞 膜 穿 孔 突 起 を 含 む こ と が で き る 。 流 体 を 、 こ の デ バ イ ス に 通 す 際 に 、
該 細 胞 は 破 壊 さ れ る 。 同 様 に 、 こ の こ と は 、 該 細 胞 取 扱 い 領 域 内 に ト ラ ッ プ さ れ た 、 鋭 い
端 部 を 有 す る 粒 子 を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 で き る 。 あ る い は ま た 、 該 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー
ル は 制 限 さ れ た 断 面 を 持 つ 領 域 を 含 む こ と が で き 、 そ の 結 果 、 加 圧 し た 際 に 細 胞 が 溶 解 す
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に よ れ ば 、 該 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 溶 解 剤 、 例 え ば 洗 浄 剤 、 NaOH
、 酵 素 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 グ ア ニ ジ ウ ム HCL等 を 含 む 。 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 例 え ば 赤 血
球 に 関 し て 、 水 ま た は バ ッ フ ァ ー に よ る 単 な る 希 釈 は 、 低 張 性 溶 解 を も た ら す 可 能 性 が あ
る 。 該 溶 解 剤 は 、 溶 液 状 態 に あ り 、 該 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー ル 内 に 、 ま た は 保 存 モ ジ ュ ー ル 内
に 保 存 さ れ 、 か つ 該 溶 解 モ ジ ュ ー ル 内 に ポ ン プ 輸 送 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 該
溶 解 剤 は 、 該 サ ン プ ル を 導 入 す る 際 に 、 溶 液 状 態 に さ れ る 、 固 体 状 態 に あ っ て も よ い 。 温
度 を 適 用 し あ る い は 混 合 操 作 を 行 う こ と も で き る 。
　 該 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー ル は 、 ま た 必 要 に 応 じ て 、 細 胞 残 渣 を 除 去 す る た め の 、 濾 過 モ ジ ュ
ー ル を 、 内 部 ま た は 外 部 に 含 む こ と も で き る 。 こ の フ ィ ル タ は 、 該 細 胞 溶 解 モ ジ ュ ー ル と
、 そ の 後 の モ ジ ュ ー ル と の 間 に 微 小 形 状 で 作 成 す る こ と が で き 、 該 溶 解 さ れ た 細 胞 膜 お よ
び 他 の 細 胞 残 渣 成 分 を 除 去 す る こ と が で き 、 適 当 な フ ィ ル タ の 例 は 、 EP 0 637 998B1(こ
れ を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る )に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 サ ン プ ル 調 性 の 一 態 様 で は 、 細 胞 は 、 フ ィ ル タ 膜 上 に 均 等 に 配 置 ま た は 分 配 さ れ 、 ま た
溶 解 バ ッ フ ァ ー は 、 該 細 胞 の 機 械 的 な 均 質 化 無 し に 、 該 フ ィ ル タ 膜 上 の 細 胞 層 を 通 過 す る
。 こ れ は 、 上 記 の よ う に サ ン プ ル 調 性 チ ャ ン バ ー 内 で 行 う こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、
該 サ ン プ ル を 該 チ ャ ン バ ー に 添 加 す る 前 に 行 う こ と が で き る 。
　 上 記 説 明 に お い て 、 該 細 胞 溶 解 物 は 、 遠 心 分 離 、 真 空 、 ま た は 正 の 圧 力 に よ っ て 発 生 す
る 力 に よ っ て 、 該 フ ィ ル タ プ レ ー ト の 該 膜 を 通 過 す る こ と が で き る 。 該 フ ィ ル タ プ レ ー ト
の 膜 ま た は 該 フ ィ ル タ は 、 ガ ラ ス 繊 維 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン ま た は ポ リ オ レ フ ィ ン メ ッ シ ュ 、
ウ ー ル 、 お よ び 該 膜 か ら の 如 何 な る 細 胞 の 漏 れ を も 生 じ る こ と 無 し に 、 標 的 細 胞 を ト ラ ッ
プ で き る が 、 サ イ ト ゾ ル mRNAを 通 す こ と の で き る よ う な 孔 径 を 持 つ 他 の 膜 を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 ガ ラ ス 繊 維 (Grade 934AH、 ケ ン ブ リ ッ ジ テ ク ノ ロ ジ ー 社 (Cam
bridge Technology, Inc.)、 ウ ォ ー タ ー タ ウ ン 、 マ サ ー チ ュ セ ッ ツ )ま た は フ ァ ッ ト マ ン (
Whatman) GFIFグ レ ー ド の ガ ラ ス 繊 維 膜 を 使 用 し て 、 殆 ど の 培 養 細 胞 お よ び 白 血 球 を ト ラ
ッ プ す る こ と が で き る 。 上 記 の 例 に お い て は 、 ガ ラ ス 繊 維 プ レ ー ト が 好 ま し い 。
　 該 溶 解 バ ッ フ ァ ー は 、 細 胞 膜 を 溶 解 す る た め の 洗 浄 剤 、 RNア ー ゼ 活 性 を 阻 害 し 、 ま た は
RNア ー ゼ を 不 活 化 し も し く は 破 壊 す る た め の RNア ー ゼ 阻 害 剤 、 お よ び pH調 節 剤 並 び に ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の 塩 を 含 む こ と が で き る 。 次 に 、 単 離 さ れ た 標 的 サ ン プ ル を 、 こ こ
に 記 載 し た よ う に 分 析 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
　 従 っ て 、 迅 速 な 、 経 費 の 掛 か ら な い 、 高 い 処 理 量 の 、 か つ 容 易 に 自 動 化 で き る 装 置 を 実
現 で き る 。
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 該 細 胞 取 扱 い モ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 分 離 ま た は 破 壊 モ ジ ュ ー ル を 含
む 。 こ の 態 様 は 、 細 胞 捕 獲 領 域 を 利 用 し 、 該 領 域 は 細 胞 表 面 分 子 を 可 逆 的 に 結 合 し 得 る 結
合 サ イ ト を 含 み 、 細 胞 の 特 定 の 型 を 、 該 サ ン プ ル 集 団 か ら 選 択 的 に 単 離 (ま た は 除 去 )す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 合 部 分 は 、 物 理 的 な 吸 収 ま た は 共 有 結 合 に よ り 、 該 モ ジ ュ ー ル
の 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 に 、 ま た は 該 モ ジ ュ ー ル 内 に ト ラ ッ プ さ れ た 粒 子 上 に 、 固
定 化 す る こ と が で き る 。 適 当 な 結 合 部 分 は 、 単 離 す べ き ま た は 除 去 す べ き 細 胞 の 型 に 依 存
し 、 ま た 一 般 に は 抗 体 お よ び 他 の 分 子 認 識 成 分 、 例 え ば 細 胞 表 面 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド
等 を 包 含 す る 。 こ の よ う に 、 特 定 の 細 胞 型 は 、 更 に 取 扱 う 前 に 、 サ ン プ ル か ら 除 去 す る こ
と が で き 、 あ る い は 該 ア ッ セ イ は 、 所 定 の 細 胞 型 と 特 異 的 に 結 合 し 、 望 ま し か ら ぬ 細 胞 型
を 洗 流 し 、 次 い で 試 薬 ま た は 溶 媒 の 添 加 に よ り 該 結 合 細 胞 を 放 出 さ せ 、 物 理 的 に 除 去 (即
ち 、 高 い 流 量 ま た は 圧 力 )し 、 ま た は 現 場 で の 溶 解 さ え も 行 え る よ う に 設 計 さ れ る 。
　 あ る い は ま た 、 細 胞 「 篩 」 を 使 用 し て 、 そ の サ イ ズ ま た は 形 状 に 基 い て 細 胞 を 分 離 す る
こ と が で き る 。 こ れ は 、 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 そ の 例 は 、 サ イ ズ 排 除 分 離 を 可 能
に す る 、 表 面 か ら の 突 出 物 、 一 連 の 狭 い チ ャ ン ネ ル 、 ま た は ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン 型
の 構 成 の 利 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 細 胞 取 扱 い モ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 除 去 モ ジ ュ ー ル を 含 む 。 こ
れ は 、 該 サ ン プ ル が 、 該 ア ッ セ イ に お い て 不 必 要 な 細 胞 を 含 む 場 合 に 、 利 用 す る こ と が で
き る 。 一 般 に 、 細 胞 の 除 去 は 、 該 細 胞 に と っ て は 小 さ 過 ぎ る 、 該 細 胞 取 扱 い モ ジ ュ ー ル か
ら 出 て い る チ ャ ン ネ ル に よ る 、 上 記 の 「 篩 作 用 」 と 関 連 す る サ イ ズ 排 除 作 用 に 基 い て 、 行
わ れ 、 ま た 濾 過 お よ び 遠 心 分 離 も 実 施 す る こ と が で き る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 該 細 胞 取 扱 い モ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 濃 厚 化 モ ジ ュ ー ル を 含 む
。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 こ れ は 、 例 え ば 溶 解 前 に 大 量 の サ ン プ ル 流 体 か ら 、 該 細
胞 を 濃 厚 化 す る た め に 、 「 篩 別 」 法 を 利 用 し て 、 あ る い は 遠 心 分 離 法 を 利 用 し て 行 わ れ る
。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 分 離 モ ジ ュ ー ル を 含 む 。 こ れ に 関 連 し
て 、 分 離 と は 、 該 サ ン プ ル の 少 な く と も 一 つ の 成 分 が 、 該 サ ン プ ル の 他 の 成 分 か ら 分 離 さ
れ る こ と を 意 味 す る 。 こ れ は 、 該 ア ッ セ イ に 依 存 し て 、 該 標 的 被 検 体 の 分 離 ま た は 単 離 、
あ る い は 該 標 的 被 検 体 の 分 析 を 妨 害 す る 汚 染 物 の 除 去 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 分 離 モ ジ ュ ー ル は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 型 の 分 離 媒 体 、 例
え ば 吸 収 性 の 相 材 料 を 含 み 、 そ の 例 は 逆 相 材 料 (C 8 ま た は C 1 8 被 覆 材 料 等 )、 イ オ ン 交 換 材
料 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 材 料 、 例 え ば 結 合 性 リ ガ ン ド 等 を 含 む が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 こ れ に つ い て は 、 米 国 特 許 第 5,770,029号 を 参 照 さ れ た い 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 分 離 モ ジ ュ ー ル は 、 細 胞 分 離 ま た は 被 検 体 の 検 出 に 関 し て
、 こ こ に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 結 合 性 リ ガ ン ド を 使 用 す る 。
　 該 結 合 性 リ ガ ン ド と 結 合 し た 該 サ ン プ ル の 成 分 が 、 該 標 的 被 検 体 で あ る 場 合 に は 、 pH、
塩 濃 度 、 温 度 等 に お け る 変 化 、 あ る い は 競 合 リ ガ ン ド の 添 加 等 を 包 含 す る 、 結 合 的 相 互 作
用 の 強 さ に 依 存 し て 、 任 意 の 数 の 公 知 技 術 を 使 用 し て 、 必 要 に よ り 、 検 出 の 目 的 で 該 被 検
体 を 解 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 分 離 モ ジ ュ ー ル は 、 米 国 特 許 第 5,770,029号 、 同 第 5,126,0
22号 、 同 第 5,631,337号 、 同 第 5,569,364号 、 同 第 5,750,015号 お よ び 同 第 5,135,627号 (こ
れ ら を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る )に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 電 気 泳 動 モ ジ ュ ー
ル を 含 む 。 電 気 泳 動 に お い て 、 分 子 は 、 主 と し て そ れ ら の 異 な る 分 子 サ イ ズ 、 形 状 お よ び
/ま た は 電 化 に よ っ て 生 じ る 、 電 気 泳 動 移 動 度 の 差 に よ っ て 分 離 さ れ る 。 マ イ ク ロ キ ャ ピ
ラ リ ー チ ュ ー ブ が 、 最 近 マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 (高 速 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 (

10

20

30

40

50

(29) JP 2007-538236 A 2007.12.27



HPCE))に お い て 使 用 さ れ て い る 。 HPCEの 一 つ の 利 点 は 、 適 用 さ れ た 電 場 に よ っ て 発 生 す る
熱 が 、 大 き な 表 面 積 の た め に 効 率 よ く 散 逸 さ れ 、 結 果 と し て 迅 速 な 分 離 を 可 能 と す る こ と
に あ る 。 こ の 電 気 泳 動 モ ジ ュ ー ル は 、 電 場 の 適 用 に よ っ て サ ン プ ル 成 分 を 分 離 す る よ う に
機 能 し 、 該 サ ン プ ル 成 分 の 移 動 は 、 そ の 電 荷 、 ま た は 該 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル の 表 面 化 学 的
特 性 に 依 存 し て 、 電 気 浸 透 流 動 (EOF)の 結 果 と し て の バ ル ク 流 体 流 に よ っ て 起 る 。
　 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 該 電 気 泳 動 モ ジ ュ ー ル は 、 様 々 な 形 状 を 採 る こ と が で き
、 ま た 一 般 に 電 気 泳 動 用 マ イ ク ロ チ ャ ン ネ ル お よ び 関 連 す る 電 極 を 含 み 、 該 電 気 泳 動 用 マ
イ ク ロ チ ャ ン ネ ル に 電 場 を 印 加 す る こ と が で き る 。 必 要 に よ り 、 排 液 出 口 お よ び 流 体 貯 蔵
槽 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 該 電 極 は 、 一 対 の 、 ま た は 米 国 特 許 第 5,126,022号 お よ び 同 第 5,750,015号 に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 複 数 対 の 電 極 対 を 含 む 。 単 一 対 の 電 極 は 、 一 般 に 電 気 泳 動 路 の 各 端 部 に 一 つ
の 電 極 を 持 つ 。 多 数 の 電 極 対 は 、 サ ン プ ル 成 分 の 運 動 を 正 確 に 制 御 し て 、 該 サ ン プ ル 成 分
が 、 同 時 に ま た は 周 期 的 に 複 数 の 電 場 を 、 連 続 的 に こ う む る よ う に 、 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う な 装 置 は 、 米 国 特 許 第 5,858,195号 (こ れ を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る )に 略
述 さ れ て い る 。
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 少 な く と も 一 つ の 流 体 ポ ン プ を 含 む 。 ポ ン
プ は 、 一 般 的 に 「 オ ン チ ッ プ (on chip)」 お よ び 「 オ フ チ ッ プ (off chip)」 な る 2つ の カ テ
ゴ リ ー に 分 け ら れ る 。 即 ち 、 該 ポ ン プ (一 般 に は 、 シ リ ン ジ ポ ン プ ま た は 電 極 に 基 く ポ ン
プ )は 、 該 デ バ イ ス 自 体 内 に 収 容 で き 、 あ る い は こ れ ら は 該 デ バ イ ス の 取 付 け ら れ た 装 置
上 に 含 め ら れ 、 結 果 的 に 必 要 な 流 動 チ ャ ン ネ ル の 整 列 を 行 い 、 流 体 の ポ ン プ 輸 送 を 可 能 と
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 少 な く と も 一 つ の 流 体 バ ル ブ を 含 み 、 該 バ
ル ブ は こ の デ バ イ ス の モ ジ ュ ー ル 内 へ の ま た は そ こ か ら の 流 体 の 流 れ を 調 節 で き る 。 様 々
な バ ル ブ が 、 当 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い て 、 該 バ ル ブ は 、 一 般 的
に PCT US97/07880(本 発 明 の 参 考 文 献 と す る )に 記 載 さ れ て い る 如 く 、 キ ャ ピ ラ リ ー バ リ ア
を 含 む こ と が で き る 。 本 態 様 に お い て 、 該 チ ャ ン ネ ル は 、 開 口 部 に お け る メ ニ ス カ ス 等 の
、 エ ネ ル ギ ー を 最 小 化 す る 液 体 表 面 の 形 成 を 好 ま し い も の と す る よ う に 設 計 さ れ た 、 大 き
な 空 間 に 対 し て 開 放 し て い る 。 好 ま し く は 、 キ ャ ピ ラ リ ー バ リ ア は 、 チ ャ ン バ ー 等 の 大 き
な 空 間 に 対 し て 開 放 す る 直 前 に 、 該 チ ャ ン ネ ル の 垂 直 方 向 の 高 さ を 高 め る 、 セ キ 板 を 含 む
。 更 に 、 米 国 特 許 第 5,858,195号 (こ れ を 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る )に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 「 バ ー チ ャ ル (virtual)バ ル ブ 」 型 の も の を 使 用 で き る 。
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 サ ン プ ル を 包 含 す る 流 体 の 導 入 を 可 能 と す
る 封 止 部 分 を 、 本 発 明 の モ ジ ュ ー ル の 何 れ か に お い て 含 み 、 該 サ ン プ ル の 喪 失 を 回 避 す る
た め に 、 後 に 口 を 閉 じ る こ と を 可 能 と す る 。
V. 用 途
　 一 旦 製 造 す る と 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 様 々 な 用 途 に お け る 利 用 が 見 出 さ れ る 。 好 ま し
い 用 途 は 、 法 医 学 、 化 学 、 突 然 変 位 検 出 、 微 生 物 ま た は 病 原 体 の 検 出 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 法 医 学 、 法 化 学 に 関 連 し て 、 DNA配 列 の 変 動 の レ ベ ル に お け る 各 個 人 の 同 定 は 、 指 紋 、
血 液 型 、 ま た は 物 理 的 な 特 徴 等 と い っ た 、 従 来 の 基 準 を 越 え る 多 く の 実 際 上 の 利 点 を も た
ら す 。 殆 ど の 表 現 型 マ ー カ ー と は 対 照 的 に 、 DNA解 析 は 、 容 易 に 実 父 確 定 検 査 等 に 必 要 と
さ れ る よ う な 個 人 間 の 関 連 性 の 推 定 を 可 能 と す る 。 遺 伝 的 な 分 析 は 、 骨 髄 移 植 に お い て 著
し く 有 用 で あ る こ と が 立 証 さ れ て お り 、 そ こ で は 密 接 に 関 連 し た ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト 細
胞 と の 間 の 識 別 が 必 要 と さ れ る 。 2種 の 型 の プ ロ ー ブ が 、 今 や DNAブ ロ ッ ト 法 に よ る DNA指
紋 照 合 の た め に 利 用 さ れ て い る 。 多 形 性 ミ ニ サ テ ラ イ ト DNAプ ロ ー ブ は 、 異 な る 個 体 中 に
、 様 々 な 形 状 で 存 在 す る 、 多 数 の DNA配 列 を 同 定 し 、 結 果 と し て 、 個 体 間 で 複 雑 か つ 著 し
く 変 動 性 の パ タ ー ン を 生 成 す る 。 VNTRプ ロ ー ブ は 、 ゲ ノ ム に お け る 単 一 の 配 列 を 同 定 す る
が 、 こ れ ら の 配 列 は 、 該 同 定 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の サ イ ズ に よ っ て 識 別 さ れ る よ う に 、 人
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類 に お い て は 、 30種 ま で の 異 な る 形 状 で 存 在 し 得 る 。 無 関 係 の 個 体 同 士 が 、 多 重 VNTRに 対
し て 同 一 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 持 つ 確 率 は 、 極 め て 低 い 。 DNAブ ロ ッ ト 法
に 対 し て 必 要 と さ れ る よ り も 少 量 の 組 織 、 一 本 の 毛 髪 程 度 で さ え も 、 遺 伝 子 マ ー カ ー の PC
Rに 基 く 分 析 に 関 し て 十 分 な DNAを 与 え る 。 ま た 、 分 析 の た め に 、 部 分 的 に 分 解 さ れ た 組 織
を 使 用 す る こ と も で き る 。 と い う の は 、 ほ ん の 少 量 の DNAフ ラ グ メ ン ト の み が 必 要 と さ れ
る か ら で あ る 。 法 医 学 、 法 化 学 的 な DNA分 析 は 、 最 終 的 に は 、 OLA等 の 簡 単 な 自 動 化 し 得 る
ア ッ セ イ に よ っ て 研 究 で き る 、 多 形 DNA配 列 に つ い て 行 わ れ る で あ ろ う 。 各 々 が 2つ の 異 な
る 形 状 で 該 集 団 中 に 存 在 す る 、 22個 の 異 な る 遺 伝 子 の 分 析 は 、 1010個 の 異 な る 結 果 を 生 成
す る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は ヒ ト 各 個 人 の 固 有 の 同 定 を 可 能 と す る 。 固 有 の 遺 伝 子 、 エ キ ソ
ン /イ ン ト ロ ン 協 会 、 SNPs、 mRNA等 の 検 出 の 結 果 と し て の 、 質 量 増 加 の 固 有 の パ タ ー ン は
、 固 体 の 固 有 の 同 定 を も た ら す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 好 ま し い 別 の 態 様 で は 、 該 デ バ イ ス は 、 腫 瘍 の 診 断 に お け る 用 途 が 見 出 さ れ る 。 ウ イ ル
ス ま た は 細 胞 発 ガ ン 遺 伝 子 の 検 出 は 、 核 酸 診 断 法 の も う 一 つ の 重 要 な 分 野 で あ る 。 ウ イ ル
ス 発 ガ ン 遺 伝 子 (v-発 ガ ン 遺 伝 子 )は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ っ て 伝 達 さ れ 、 一 方 そ の 細 胞 性
の 片 割 れ (c-発 ガ ン 遺 伝 子 )は 、 正 常 な 細 胞 内 に 既 に 存 在 す る 。 し か し 、 該 細 胞 性 発 ガ ン 遺
伝 子 は 、 点 突 然 変 異 (例 え ば 、 膀 胱 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 に お け る c-K-ras癌 遺 伝 子 )、 プ ロ
モ ー タ 誘 発 、 遺 伝 子 増 幅 (例 え ば 、 神 経 芽 細 胞 腫 瘍 に お け る N-myc癌 遺 伝 子 )ま た は 染 色 体
の 再 配 列 (例 え ば 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 に お け る 、 染 色 体 9乃 至 染 色 体 22の c-abl癌 遺 伝 子 の
転 座 )等 の 特 定 の 変 性 に よ っ て 、 活 性 化 さ れ る 恐 れ が あ る 。 こ れ ら 活 性 化 過 程 の 各 々 は 、
付 随 的 な 縮 重 過 程 と の 関 連 に お い て 、 高 い か つ 制 御 不 能 な 細 胞 成 長 に 導 く 。 腫 瘍 形 成 (例
え ば 、 網 膜 芽 腫 (Rb遺 伝 子 )お よ び 骨 肉 腫 に お け る )の た め に は 、 活 性 化 さ れ る 必 要 の あ る
、 所 謂 「 潜 在 性 (劣 性 )の 癌 遺 伝 子 」 は 、 DNAプ ロ ー ブ の 助 け を 借 り て 検 出 す る こ と も で き
る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び T-細 胞 レ セ プ タ 遺 伝 子 に 対 す る プ ロ ー ブ を 用 い て 、 B-細 胞 リ ン
パ 腫 お よ び リ ン パ 芽 球 白 血 病 の 検 出 が 可 能 で あ る 。 故 に 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 型 の 腫 瘍 を
検 出 す る た め の 方 法 並 び に デ バ イ ス を 提 供 す る 。 様 々 な 腫 瘍 マ ー カ ー と し て の 核 酸 プ ロ ー
ブ ま た は 抗 体 は 、 腫 瘍 マ ー カ ー 検 出 用 の 、 生 活 性 薬 剤 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 デ バ イ ス は 、 移 植 分 析 に お け る 用 途 が 見 出 さ れ る 。 移
植 さ れ た 組 織 の 拒 絶 反 応 は 、 特 定 の 組 の 組 織 適 合 性 抗 原 (HLA)に よ っ て 、 決 定 的 に 制 御 さ
れ る 。 こ れ ら は 、 抗 原 -提 示 血 液 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ の 表 面 上 で 発 現 さ れ る 。 HLA
と 外 部 抗 原 と の 間 の 複 合 体 は 、 該 細 胞 表 面 上 の 対 応 す る T-細 胞 レ セ プ タ を 介 し て 、 T-ヘ ル
パ ー 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 。 HLA、 抗 原 お よ び T-細 胞 レ セ プ タ 間 の 相 互 作 用 は 、 複 雑 な 防
御 反 応 を 開 始 さ せ 、 こ れ は 身 体 上 で カ ス ケ ー ド 状 の 免 疫 応 答 に 導 く 。 異 な る 外 来 抗 原 の 認
識 は 、 抗 体 反 応 に 類 似 す る 該 T-細 胞 レ セ プ タ の 、 可 変 抗 原 -特 異 的 領 域 に よ っ て 媒 介 さ れ
る 。 移 植 片 の 拒 絶 に お い て 、 該 外 来 抗 原 と 適 合 す る 、 特 異 的 T-細 胞 レ セ プ タ を 発 現 す る T-
細 胞 は 、 従 っ て 該 T-細 胞 の プ ー ル か ら 排 除 で き る 。 こ の よ う な 分 析 は 、 PCRに よ っ て 増 幅
さ れ 、 従 っ て 選 択 的 に 増 大 し た 、 抗 原 -特 異 的 可 変 DNA配 列 の 同 定 に よ り 可 能 と な る 。 こ の
特 異 的 な 増 幅 反 応 は 、 特 異 的 な T-細 胞 レ セ プ タ の 、 単 一 細 胞 -特 異 的 同 定 を 可 能 と す る 。
同 様 な 分 析 は 、 若 年 性 糖 尿 病 、 動 脈 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 リ ュ ウ マ ト イ ド 関 節 炎 、 ま た
は 脳 脊 髄 炎 等 の 自 己 免 疫 性 疾 患 の 同 定 の た め に 、 現 在 実 施 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 ゲ ノ ム 診 断 に お け る 用 途 が 見 出 さ
れ る 。 全 新 生 児 の 4％ が 、 遺 伝 子 に 欠 陥 を 持 っ て 誕 生 し て お り 、 唯 一 つ の 遺 伝 子 に お け る
変 性 に よ っ て 引 起 さ れ る 、 こ れ ま で に 記 述 さ れ て い る 遺 伝 性 の 諸 疾 患 3,500例 の 内 の 、 約 4
00に つ い て 、 主 な 分 子 的 な 欠 陥 が 知 ら れ て い る に 過 ぎ な い 。 遺 伝 病 は 、 長 い 間 表 現 型 分 析
(既 往 症 、 例 え ば 血 液 障 害 ： タ ラ セ ミ ア )、 染 色 体 分 析 (核 型 、 例 え ば 蒙 古 症 ： ト リ ソ ミ ー 2
1)ま た は 遺 伝 子 生 成 物 の 分 析 (変 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば フ ェ ニ ル ケ ト ン 尿 症 ： 高 濃 度 の フ
ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 を も た ら す 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 酵 素 欠 乏 )に よ っ て 診
断 さ れ て き た 。 核 酸 検 出 法 の 付 随 的 な 利 用 は 、 ゲ ノ ム 診 断 の 範 囲 を 著 し く 広 げ る 。
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 幾 つ か の 遺 伝 病 の 場 合 、 2つ の 対 立 遺 伝 子 の 一 方 の 変 性 が 、 疾 患 を 起 こ す に 十 分 で あ り (
支 配 的 に 伝 達 さ れ る 単 一 遺 伝 子 欠 陥 )、 多 く の 場 合 に お い て は 、 対 立 遺 伝 子 両 者 が 、 変 性
さ れ る 必 要 が あ る (劣 性 伝 達 単 一 遺 伝 子 欠 陥 )。 第 三 の 型 の 遺 伝 子 欠 陥 に お い て 、 該 疾 患 の
発 症 は 、 遺 伝 子 の 変 性 の み な ら ず 、 食 習 慣 (糖 尿 病 ま た は 動 脈 硬 化 症 の 場 合 )あ る い は 生 活
ス タ イ ル (癌 の 場 合 )等 の 因 子 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 極 め て 高 頻 度 に て 、 こ れ ら の 疾 患 は 、
高 齢 者 に お い て 起 る 。 精 神 分 裂 病 、 躁 う つ 病 、 ま た は 癲 癇 等 の 疾 患 も 、 本 発 明 に お い て 述
べ る べ き で あ り 、 こ れ ら の 場 合 に お け る 該 疾 患 の 発 症 が 、 環 境 的 な フ ァ ク タ 並 び に 異 な る
染 色 体 位 置 に お け る 幾 つ か の 遺 伝 子 の 変 性 に 依 存 す る か 否 か を 、 研 究 し て い る 最 中 で あ る
。 直 接 お よ び 間 接 的 な DNA分 析 を 利 用 し た 、 一 連 の 遺 伝 病 の 診 断 が 可 能 と な っ て い る 。 該
遺 伝 病 は 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 タ ラ セ ミ ア 、 al-抗 ト リ プ シ ン 欠 乏 症 、 リ ー シ ュ ナ イ ハ ン (Le
sch-Nyhan)症 候 群 、 嚢 胞 性 線 維 症 /ム コ ビ シ ド ー シ ス 、 デ ュ シ ェ ン /ベ ッ カ ー (Duchenne/Be
cker)筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 X-染 色 体 依 存 性 精 神 欠 乏 症 、 ハ ン チ ン ト ン
舞 踏 病 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 薬 理 遺 伝 学 に お け る 用 途 が 見 出 さ
れ る 。 薬 理 遺 伝 学 は 、 学 究 的 科 学 か ら 、 薬 剤 の 研 究 お よ び 開 発 の た め の 重 要 な 道 具 に 進 化
し た 。 従 っ て 、 新 た な パ ラ ダ イ ム が 、 療 法 に 対 す る 好 ま し い 応 答 を 予 測 す る 、 特 別 な 遺 伝
的 プ ロ フ ィ ー ル に よ っ て 、 患 者 に 標 的 薬 物 を 与 え る ま で に 進 化 し た 。 幾 つ か の 遺 伝 子 に お
け る 特 異 的 な SNPの 異 な る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 、 癌 、 糖 尿 病 お よ び 心 臓 血 管 障 害 の 治 療 に
と っ て 有 用 で あ り 得 る 。 こ れ ら の 候 補 遺 伝 子 は 、 患 者 お よ び そ の 疾 患 の プ ロ フ ィ ー ル 作 成
の た め に 使 用 し て 、 特 定 の 遺 伝 子 多 形 性 の 有 無 に 基 い た 、 最 適 の 治 療 を 施 す こ と を 可 能 と
す る こ と が で き る 。 疾 患 の 発 症 を 予 測 す る も の と 思 わ れ る 遺 伝 子 座 に 注 目 し て 、 疾 患 の 進
行 を 止 め る よ う に 設 計 さ れ た 新 た な 化 合 物 が 介 入 し て く る で あ ろ う こ と が 、 製 薬 会 社 の 望
み で あ る 。 薬 理 遺 伝 学 お よ び 、 薬 物 研 究 と 組 合 わ せ た 場 合 、 製 薬 会 社 は 、 遺 伝 的 な 背 景 に
基 い て 、 患 者 の 人 口 を 層 別 化 す る こ と を 可 能 と す る 。 薬 物 の 開 発 中 、 こ れ ら 同 一 の マ ー カ
ー は 、 新 た な 薬 理 化 合 物 の 効 能 ま た は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 と を 結 合 す る の に 使 用 で き る 。
単 一 遺 伝 子 、 多 数 の 遺 伝 子 に 置 け 津 古 の よ う な 変 化 、 例 え ば SNPま た は 発 現 レ ベ ル に お け
る 単 純 な 変 化 の 測 定 を 可 能 と す る た め に は 、 測 定 前 の DNA等 の 生 物 学 的 な 物 質 の 変 性 と い
う 課 題 を 克 服 し 、 広 範 囲 の 基 本 と な る ア ッ セ イ に お け る サ ン プ ル の 処 理 数 を 高 め 、 か つ 高
度 に 特 殊 化 さ れ た 、 ま た 高 価 な 装 置 の 使 用 と い う 課 題 を 克 服 す る の に 利 用 で き る よ う に 説
明 さ れ た 方 法 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 感 染 症 に お け る 用 途 が 見 出 さ れ る
。 感 染 性 疾 患 の 診 断 の た め の 、 組 換 え DNA法 の 適 用 は 、 ウ イ ル ス 感 染 に 関 し て 最 も 広 範 に
探 索 さ れ て お り 、 そ こ で は 、 従 来 の 方 法 は 、 厄 介 で あ り 、 ま た そ の 結 果 が 得 ら れ る の が 遅
い 。 組 織 ま た は 培 養 細 胞 の 現 場 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 急 性 お よ び 慢 性 ヘ ル ペ ス
感 染 の 診 断 を 可 能 と す る 。 新 鮮 な 、 ホ ル マ リ ン で 定 着 し た 組 織 は 、 侵 襲 性 の 子 宮 頸 癌 に お
け る パ ピ ロ マ ウ イ ル ス の 検 出 お よ び HIVの 検 出 に お い て 適 し た も の で あ る こ と が 報 告 さ れ
て い る が 、 培 養 細 胞 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス お よ び エ プ シ ュ タ イ ン -バ ー ル ウ イ ル ス の 検 出
に お い て 使 用 さ れ て い る 。 細 菌 性 疾 患 の 診 断 に 対 す る 組 換 え DNA法 の 適 用 は 、 コ ス ト -有 効
性 、 速 さ 、 お よ び 正 確 性 に 関 す る 要 件 が 、 満 た さ れ た 場 合 に は 、 従 来 の 細 菌 生 育 法 に 取 っ
て 代 り 得 る 能 力 を 持 つ 。 組 換 え DNA手 法 が 、 適 用 さ れ 始 め た 臨 床 的 な 状 況 は 、 ト ラ ン ス ポ
ゾ ン の 存 在 に よ る 、 ペ ニ シ リ ン -耐 性 淋 菌 の 同 定 、 培 養 条 件 の 難 し い ク ラ ミ ジ ア の 生 育 、
食 品 に お け る 微 生 物 、 お よ び あ る 集 団 に よ る 感 染 の 広 が り 後 の 簡 単 な 手 段 の 必 要 性 を 含 む
。 リ ー シ ュ マ ニ ア お よ び マ ラ リ ア 原 虫 等 の 寄 生 虫 の 関 与 す る 疾 患 の 、 世 界 的 な 疫 学 的 要 求
は 、 既 に 組 換 え 的 方 法 に よ っ て 満 た さ れ つ つ あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 遺 伝 子 発 現 解 析 に お け る 用 途 が 見
出 さ れ る 。 こ こ に 記 載 す る 発 明 の 一 つ は 、 単 一 の 測 定 に お け る 、 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 (1-1
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00)を 測 定 す る た め の 、 高 い 処 理 量 を も た ら す 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 ま た プ ロ セ ス 当
た り 100サ ン プ ル を 越 え る サ ン プ ル を 、 並 行 し て 処 理 す る 能 力 を 持 つ 。 こ の 方 法 は 、 薬 物
の ス ク リ ー ニ ン グ 、 発 生 生 物 学 、 分 子 的 医 薬 研 究 等 に 適 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本
発 明 の 一 局 面 に お い て 、 選 択 さ れ た 生 物 サ ン プ ル か ら 、 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 分 析 す る
た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 以 下 の よ う な 諸 工 程 を 含 む ： (a) 生 物 学 的 サ ン プ ル 由 来
の 核 酸 を 露 出 さ せ ； (b) 該 露 出 し た 核 酸 と 、 各 々 特 定 の マ イ ク ロ セ ン サ 上 に 配 置 さ れ た 1
種 ま た は そ れ 以 上 の 選 択 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ と を 、 該 プ ロ ー ブ が 該 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る の に 十 分 な 条 件 お よ び 時 間 結 合 さ せ る 。 こ こ で 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 特 定
の 核 酸 プ ロ ー ブ と 相 関 性 を 持 ち か つ 該 DNA-増 幅 /マ イ ク ロ セ ン サ 技 術 に よ り 検 出 可 能 と な
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 微 生 物 、 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 ま た
は 核 酸 中 の 特 異 的 配 列 の 検 出 に お い て 、 用 途 が 見 出 さ れ る 。 該 DNA-増 幅 /マ イ ク ロ セ ン サ
技 術 と の 組 合 せ に よ る 、 DNAプ ロ ー ブ の 使 用 は 、 任 意 の 型 の サ ン プ ル ま た は 検 体 中 の 微 生
物 の 有 無 を 検 出 す る の に 利 用 で き る 。 検 出 可 能 な 核 酸 は 、 mRNA、 ゲ ノ ム DNA、 プ ラ ス ミ ド D
NAま た は RNA、 rRNA、 ウ イ ル ス DNAま た は RNAを 含 む こ と が で き る 。
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 突 然 変 異 検 出 技 術 に お け る 用 途 が
見 出 さ れ る 。 疾 病 の 検 出 は 、 予 防 並 び に 治 療 に お い て 、 益 々 重 要 に な っ て い る 。 多 因 子 遺
伝 病 は 、 そ の 遺 伝 子 テ ス ト を 工 夫 す る こ と が 困 難 で あ る が 、 200種 を 越 え る ヒ ト の 疾 患 が
、 単 一 遺 伝 子 に お け る 欠 陥 、 ま た し ば し ば 単 一 に ア ミ ノ 酸 残 基 の 変 化 に よ り 生 じ て い る (O
lsen, Biotechnology: 一 工 業 が 、 年 齢 か ら 生 じ る (An industry comes of age), Nationa
l Academic Press, 1986)。 こ れ ら 突 然 変 異 の 多 く が 、 変 更 さ れ た ア ミ ノ 酸 を も た ら し 、
こ れ が 疾 患 状 態 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ れ ら の 点 突 然 変 異 は 、 該 点 突 然 変 異 が 、 あ る 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 位 置 し て い る 場 合
に は 、 し ば し ば 単 一 -ヌ ク レ オ チ ド 多 型 (SNP)ま た は cSNPと 呼 ば れ る 。
　 感 受 性 突 然 変 異 の 検 出 技 術 は 、 突 然 変 異 の ス ク リ ー ニ ン グ に 対 し て 、 尋 常 で な い 可 能 性
を 与 え る 。 例 え ば 、 分 析 は 、 受 精 卵 の 移 植 前 に お い て さ え 行 う こ と が で き る (Holding and
 Monk, Lancet, 1989, 3:532)。 益 々 効 率 的 に な る 遺 伝 子 テ ス ト は 、 健 康 診 断 に 関 連 す る
、 気 道 ま た は 膀 胱 か ら 剥 ぎ 取 っ た 細 胞 の 癌 性 突 然 変 異 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を も 可 能 に
し 得 る (Sidransky, Science, 1991, 252:706)。 ま た 、 未 知 の 遺 伝 子 が 、 遺 伝 病 を 引 起 す
場 合 、 DNA配 列 の 変 異 を 追 跡 す る 方 法 は 、 遺 伝 的 な 結 合 分 析 に よ る 疾 患 の 遺 伝 の 研 究 に と
っ て 有 用 で あ る 。 し か し 、 個 々 の 遺 伝 子 の 突 然 変 異 を 検 出 し 、 診 断 す る こ と は 、 技 術 的 並
び に 経 済 的 な 課 題 を も た ら す 。 幾 つ か の 異 な る 方 法 が 追 求 さ れ た が 、 何 れ も 、 真 に 広 く 応
用 さ れ る に 十 分 に 、 効 率 的 か つ 経 済 的 な も の で は な か っ た 。
　 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド の 関 与 す る 突 然 変 異 は 、 物 理 的 、 化 学 的 ま た は 酵 素 学 的 手 段 に よ っ
て 、 サ ン プ ル 中 で 同 定 で き る 。 一 般 に 、 突 然 変 異 の 検 出 法 は 、 以 前 に は 未 知 の 突 然 変 異 に
対 し て 適 し た 、 走 査 技 術 、 お よ び 既 知 の 配 列 変 異 を 検 出 し 、 識 別 し 、 も し く は 定 量 す る よ
う に 工 夫 さ れ た 技 術 に 分 割 で き 、 後 者 に お い て 、 本 発 明 は 既 知 の 技 術 と 比 較 し て 、 多 大 な
進 展 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 突 然 変 異 は 、 ゲ ノ ム DNAに お け る 単 一 の 塩 基 対 変 化 で あ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 、
こ の よ う な 変 化 の 殆 ど は 、 問 題 と す る 配 列 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 検 出 さ れ る 。 こ こ に 記 載 す る 装 置 に お い て は 、 2種 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 突 然 変 異 を 検 出 す る 。 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 野 生 型 の
配 列 を 持 ち 、 ま た 他 方 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 突 然 変 異 配 列 を 持 つ 。 こ れ ら 2種 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 野 生 型 標 的 ゲ ノ ム 配 列 上 の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 場 合 に は 、 該 野
生 型 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 完 全 な 塩 基 対 型 を 生 成 し 、 ま た 該 突 然 変 異 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 単 一 の 塩 基 対 の 誤 対 合 を 持 つ 二 重 螺 旋 を 生 成 す る で あ ろ う 。
　 上 で 論 じ た よ う に 、 野 生 型 と 誤 対 合 二 重 螺 旋 の Tmに お け る 6～ 7℃ な る 差 は 、 こ れ ら 2つ
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の 型 の 二 重 螺 旋 を 、 容 易 に 同 定 ま た は 識 別 す る こ と を 可 能 と す る 。 こ の 識 別 を 行 う た め に
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 各 ハ イ ボ ト ロ ピ ッ ク (hybotropic)溶 液 に お け る 該 誤 対 合 二
重 螺 旋 の Tmに お い て 行 う 。 次 い で 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 組 に 対 す る 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 を 測 定 す る 。 該 野 生 型 プ ロ ー ブ 対 該 誤 対 合 プ ロ ー ブ に 関 す る ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 に お け る 比 を 測 定 し た 場 合 、 10/1～ 20/1以 上 な る 値 が 得 ら れ る
。 こ れ ら の 型 の 結 果 は 、 突 然 変 異 検 出 の た め の 強 力 な ア ッ セ イ の 開 発 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 他 の 高 感 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル を 使 用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の
方 法 は 、 細 胞 、 サ ン プ ル 等 に 存 在 す る も の と 推 定 さ れ る 、 突 然 変 異 を 含 む 核 酸 、 即 ち 、 標
的 核 酸 に つ い て 、 容 易 に ア ッ セ イ す る こ と を 可 能 と す る 。 該 「 標 的 核 酸 」 は 、 デ オ キ シ リ
ボ 核 酸 (DNA)ま た は リ ボ 核 酸 (RNA)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ の 存 在 が 興 味 の 対 象 で あ
り 、 ま た そ の 有 無 を こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に お い て 検 出 す る こ と に な る 本
発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 、 核 酸 (RNAお よ び /ま た は DNA)の 複 合 生 物 学 的 混 合 物
に も 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 複 合 生 物 学 的 混 合 物 は 、 広 範 囲 に 及 ぶ 原 核 細 胞 お
よ び 真 核 細 胞 を 含 み 、 原 形 質 体 、 お よ び /ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 核 酸 を 含 ん で い る 他 の
生 物 学 的 物 質 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 組 織 培 養 細 胞 、 動 物 細 胞 、 血 液 細 胞
(例 え ば 、 網 状 赤 血 球 、 リ ン パ 球 )、 植 物 細 胞 、 バ ク テ リ ア 、 酵 母 、 ウ イ ル ス 、 マ イ コ プ ラ
ズ マ 、 原 生 動 物 、 真 菌 等 に 適 用 で き る 。 既 知 起 源 の 核 酸 プ ロ ー ブ 間 の 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る こ と に よ り 、 標 的 核 酸 の 特 異 的 な 存 在 を 立 証 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 核 酸 の 複 合 集 団 に お け る 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め の 例 示 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ
セ イ プ ロ ト コ ー ル は 、 以 下 の よ う に 説 明 さ れ る ： 3'末 端 に SNPを 含 む プ ロ ー ブ を 、 そ の 5'
末 端 に お い て 、 1種 の 活 性 な マ イ ク ロ セ ン サ 上 の ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 す る (プ ロ ー ブ 1)。
該 第 一 の マ イ ク ロ セ ン サ の 周 辺 に 、 第 二 の マ イ ク ロ セ ン サ を 、 野 生 型 の 配 列 を 含 む プ ロ ー
ブ と 共 に 固 定 化 す る (プ ロ ー ブ 2)。 2種 の プ ラ イ マ を 、 該 潜 在 的 SNPサ イ ト を 含 む PCR生 成 物
の PCR増 幅 の た め に 工 夫 す る 。 通 常 、 該 プ ロ ー ブ サ イ ト は 、 こ れ ら プ ラ イ マ サ イ ト の 一 方
に 近 接 し て 位 置 し て い る 。 以 下 の 事 象 が 、 こ の チ ャ ン バ ー 内 で 同 時 に 起 る 可 能 性 が あ る ：
1) 上 記 2種 の プ ラ イ マ を 用 い た 、 溶 液 中 の 標 的 核 酸 分 子 の DNA増 幅 、 2) 増 幅 さ れ た 標 的 核
酸 分 子 の 、 2種 の 異 な る ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス (マ イ ク ロ セ ン サ )上 に 固 定 化 さ れ た 該 プ
ロ ー ブ 1お よ び プ ロ ー ブ 2と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。 該 標 的 核 酸 分 子 は 、 該 固 定 化 さ れ
た プ ロ ー ブ 配 列 の 3'領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 3'末 端 を 持 つ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 生 成 し 、 3) 変 性 さ れ た プ ラ イ マ を 生 成 す る た め の 、 該 セ ン
サ 表 面 上 の 固 定 化 さ れ た 該 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 該 DNAス ト ラ ン ド の 3'伸 張 。
テ ス ト し た 該 DNAが 、 該 SNPサ イ ト を 持 つ 場 合 、 3'誤 対 合 が 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内
の 該 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 、 該 DNAス ト ラ ン ド の 該 3'伸 張 反 応 を 阻
害 す る は ず の 、 プ ロ ー ブ 2と 比 較 し て 、 プ ロ ー ブ 1は 、 よ り 一 層 効 率 的 に 、 該 DNAと ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 。 テ ス ト し た 該 DNAが 、 SNPサ イ ト を 含 ま な い (野 生 型 )場 合 、 3'誤 対 合 が 、 該
セ ン サ の 表 面 上 の 該 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 、 該 DNAス ト ラ ン ド の 該 3
'伸 張 反 応 を 阻 害 す る は ず の 、 プ ロ ー ブ 1と 比 較 し て 、 プ ロ ー ブ 2は 、 よ り 一 層 効 率 的 に 、
該 DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ れ ら の 観 測 は 、 各 マ イ ク ロ セ ン サ の 出 力 シ グ ナ ル 間 の 周
波 数 の 差 、 ま た は 各 セ ン サ の 入 力 お よ び 出 力 シ グ ナ ル 間 の 周 波 数 の 差 に よ っ て 、 直 接 観 測
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 以 下 の 例 は 、 上 記 本 発 明 の 利 用 方 法 を よ り 完 全 に 説 明 し 、 並 び に 本 発 明 の 様 々 な 局 面 を
実 施 す る た め の 最 良 の 態 様 を 示 す の に 役 立 つ 。 こ れ ら の 例 は 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 を 何 ら 限
定 す る も の で は な く 、 寧 ろ 例 示 の 目 的 で 与 え ら れ る も の で あ る 。 こ こ に 引 用 さ れ る 資 料 は
、 全 て 本 発 明 の 参 考 文 献 と し て こ こ に 組 入 れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 追 加 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 ア レ ル ギ ー (タ イ プ I、 タ イ プ II、
タ イ プ IIIお よ び タ イ プ IV)の イ ン ビ ト ロ 診 断 に お け る 用 途 が 見 出 さ れ る 。 ヒ ト 免 疫 系 に 関
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す る 支 配 的 な 研 究 は 、 内 因 性 お よ び 外 因 性 の 物 質 間 の 識 別 を 行 い 、 ま た 適 当 な 場 合 に は 、
該 外 因 性 の 物 質 の 破 壊 を 開 始 す る こ と で あ る 。 過 去 の 免 疫 学 的 方 法 の 開 発 に お け る 発 展 は
、 新 規 な 診 断 お よ び 治 療 上 の 可 能 性 を 繰 り 返 し 明 ら か に し た 。 従 っ て 、 例 え ば 高 度 に 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 病 原 性 ウ イ ル ス 、 バ ク テ リ ア お よ び 寄 生 体 に 対 す る 、 ま た は 病
理 的 な 細 胞 上 の 変 更 を 検 出 す る た め の 検 出 器 と し て 使 用 さ れ る 。 更 に 、 最 近 多 く の 慢 性 的
疾 患 が 、 該 免 疫 系 の 病 理 的 反 応 に よ る も の で あ る こ と が 立 証 さ れ た 。 筋 無 力 症 、 リ ウ マ ト
イ ド 関 節 炎 、 あ る い は ま た 若 年 性 糖 尿 病 等 の 、 所 謂 自 己 免 疫 性 疾 患 に お い て は 、 そ の 免 疫
応 答 が 、 内 因 性 の 細 胞 お よ び 物 質 に 向 け ら れ る 。 同 様 に 病 理 的 な も の と 分 類 さ れ て い る も
の と し て 、 外 因 性 物 質 と 接 触 し た 結 果 と し て 、 身 体 が 過 度 の 免 疫 応 答 を 開 始 す る 場 合 が あ
る 。 ア レ ル ギ ー と 呼 ば れ る 、 そ れ 自 体 は 無 害 で あ る 物 質 に 対 す る こ れ ら の 過 敏 症 は 、 身 体
全 体 に 渡 る 皮 膚 お よ び 粘 膜 の 膨 潤 を 引 起 し 、 重 篤 な 場 合 に は 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク
と 関 連 す る 、 生 命 を 脅 か す 反 応 を 誘 発 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 個 々 の 免 疫 学 的 機 能 の 過 程 の 解 明 は 、 と り わ け 個 々 の 患 者 の 特 定 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る
特 異 的 反 応 の 診 断 は 、 特 に 近 年 に お い て 、 医 学 に お い て 益 々 重 要 に な り つ つ あ る 、 研 究 分
野 で あ る 。
　 全 く 共 通 点 の な い 大 多 数 の 方 法 が 、 ア レ ル ギ ー 反 応 の 検 出 の た め に 知 ら れ て い る 。 即 ち
、 例 え ば 血 液 サ ン プ ル を ル ー チ ン で 採 取 す る 。 該 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し た 後 に は 、 こ れ ら
は 、 栄 養 分 に 枯 渇 し 、 即 座 に 死 滅 す る 。 適 当 な 染 色 法 お よ び 免 疫 学 的 標 識 法 を 用 い て 、 形
態 学 的 な 変 化 お よ び 特 定 の 抗 原 の 検 出 か ら 幾 つ か の ア レ ル ギ ー 反 応 に 関 す る 結 論 を 導 く こ
と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 こ れ ら の 組 織 病 理 学 的 方 法 は 、 迅 速 な ア レ ル ギ ー 反 応 を 誘 発 (
タ イ プ I反 応 と 呼 ば れ る )す る 、 該 物 質 に 関 す る 如 何 な る 結 論 を 導 く こ と も で き な い 。 同 様
に 、 免 疫 細 胞 の 通 常 の 機 能 化 に 関 し て 述 べ る こ と も で き な い 。 本 質 的 に 、 2つ の 異 な る テ
ス ト 法 が 、 今 日 の こ れ ら タ イ プ Iア レ ル ギ ー の 診 断 の た め に 利 用 さ れ て い る ： 即 ち IgE、 Ig
Gお よ び IgAの 全 量 お よ び 特 定 量 を 測 定 す る た め の 、 「 皮 膚 テ ス ト 」 お よ び 「 血 液 テ ス ト 」
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 最 も 広 く 利 用 さ れ て い る も の は 、 皮 膚 テ ス ト で あ る 。 こ れ ら は 、 存 在 す る と 思 わ れ る ア
レ ル ゲ ン を 含 む 抽 出 液 を 、 ス ク ラ ッ チ ま た は プ リ ッ ク に よ り 皮 膚 に 導 入 す る か 、 あ る い は
こ れ ら を 皮 膚 上 に 配 置 す る こ と を 要 す る 。 次 い で 、 局 所 的 に 刺 激 さ れ た ア レ ル ギ ー 反 応 が
、 作 用 を 受 け た 皮 膚 領 域 の 赤 班 形 成 お よ び 膨 潤 と し て 現 れ る 。 こ の 皮 膚 テ ス ト は 、 各 時 点
に お い て 均 一 に 行 う こ と が 難 し く 、 ま た そ の 結 果 は 、 し ば し ば こ の テ ス ト を 実 施 し た 医 師
に 依 存 す る 。 こ れ は 、 誤 っ た 正 /負 の 反 応 を 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 ま た 有 害 な 全 身 的 な 反
応 (ア ナ フ ィ ラ キ シ ー )を 生 じ る 可 能 性 も あ る 。 そ の 上 、 該 皮 膚 テ ス ト は 、 子 供 お よ び /ま
た は 皮 膚 に 発 疹 を 持 つ ヒ ト に 対 し て 行 う こ と は 困 難 で あ る 。 こ の 皮 膚 テ ス ト は 、 患 者 に 症
状 が 出 て い る 間 に 行 う こ と は 不 可 能 で あ る 。 幾 分 か の 人 々 は 、 引 掻 い た 際 に 膨 れ を 生 じ る
反 応 を 示 し 、 ま た そ の た め に 、 テ ス ト す る 全 て の ア レ ル ゲ ン に 反 応 す る 可 能 性 も あ る 。 こ
れ ら の 人 々 に 対 し て は 、 こ の 皮 膚 テ ス ト 利 用 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。 と い う の は 、 皮 膚
に 対 し て プ リ ッ ク を 行 っ た 際 の 作 用 が 、 膨 れ を 生 じ 、 ま た 該 作 用 が ア レ ル ギ ー 反 応 に よ る
も の で は な い 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 理 由 か ら 、 科 学 界 で は 、 し ば し ば こ の 皮 膚 テ ス ト を
、 タ イ プ Iア レ ル ギ ー テ ス ト に 関 し て 利 用 さ れ る 他 の 方 法 で あ る 血 液 テ ス ト に 代 え る こ と
が 推 奨 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 今 日 、 多 く の 医 師 が 、 IgE抗 体 の 存 在 を 指 摘 す る 補 助 的 手 段 と し て 、 該 皮 膚 テ ス ト を 利
用 し て い る 。 包 括 的 な 診 断 を 行 う た め に 、 既 往 症 の 情 報 お よ び 血 液 サ ン プ ル を 、 更 な る 分
析 の 目 的 で 採 取 す る 。 100種 を 越 え る 異 な る ア レ ル ゲ ン に 関 し て テ ス ト す る こ と は 可 能 で
あ る が 、 ル ー チ ン お よ び 標 準 的 な テ ス ト と し て は 、 僅 か に 10種 の ア レ ル ゲ ン の み が テ ス ト
さ れ る 。 今 日 の 血 液 テ ス ト は 、 中 規 模 乃 至 大 規 模 の 研 究 所 に お い て 行 わ れ て い る 。 フ ァ ル
マ ー シ ア ダ イ ア グ ノ シ テ ィ ッ ク (Pharmacia Diagnostic)は 、 ELISA技 術 に 基 い た 血 液 テ ス
ト を 行 う た め の 、 機 器 並 び に 試 薬 を 提 供 し て い る 。 血 液 サ ン プ ル 由 来 の 血 清 は 、 フ ァ ル マ
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ー シ ア ユ ニ キ ャ ッ プ (Pharmacia UniCAP)装 置 を 稼 動 す る 、 地 方 の ま た は 地 域 的 な テ ス ト 研
究 施 設 に 送 ら れ る 。 該 ユ ニ キ ャ ッ プ 100装 置 は 、 単 一 の 実 験 に お い て 、 最 大 4種 の 異 な る 方
法 で 、 48種 の テ ス ト を 行 え 、 こ れ は 3時 間 を 要 す る 。 IgE媒 介 ア レ ル ギ ー に 関 連 し て 、 該 ユ
ニ キ ャ ッ プ 装 置 で テ ス ト を 実 施 す る た め に は 、 以 下 の テ ス ト が 必 要 と な る ： 段 階 1： ア ト
ピ ー 性 お よ び 非 -ア ト ピ ー 性 疾 患 同 士 の 識 別 を 行 う こ と (ア ト ピ ー 性 ア レ ル ギ ー は 、 喘 息 、
枯 草 熱 お よ び 慢 性 湿 疹 で あ る )。 段 階 2： 次 の テ ス ト は 、 血 液 サ ン プ ル 中 の 全 IgEを 測 定 す
る こ と で あ り 、 こ れ は 全 ア レ ル ギ ー 負 荷 お よ び /ま た は 該 患 者 の ア ト ピ ー 状 態 の 概 観 に 関
す る 価 値 あ る 情 報 を 与 え る 。 段 階 3： 正 確 な 診 断 を 行 う た め に 、 こ の ア レ ル ギ ー 反 応 の 原
因 と な る 、 特 異 的 な IgEを 決 定 す る 必 要 が あ る 。 ア レ ル ギ ー に よ る 全 抗 体 お よ び 特 異 的 抗
体 は 、 イ ン ビ ト ロ 法 、 例 え ば 放 射 性 ア レ ル ゲ ン 吸 着 テ ス ト (RAST)ま た は ELISAテ ス ト に よ
り 測 定 で き る 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 、 特 定 の ア レ ル ゲ ン と 共 に 固 定 化 さ れ た 、 表 面 弾 性 波 セ
ン サ 技 術 を 使 用 す る こ と に よ り 、 今 日 の ELISAテ ス ト 等 の 励 起 法 お よ び 他 の 標 識 に 基 く 技
術 と 比 較 し て 、 5-30分 以 内 に 特 異 的 な ア レ ル ギ ー (タ イ プ I)テ ス ト を 行 う こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 テ ス ト サ ン プ ル 内 の 標 的 ア レ ル ゲ ン の 有 無 を 決 定 す る た め
に 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 使 用 方 法 は 、 血 液 、 血 清 ま た は 血 漿 中
の 特 異 的 標 的 IgE分 子 と 、 固 定 化 さ れ た ア レ ル ゲ ン を 持 つ ヒ ド ロ ゲ ル 表 面 を 含 む マ イ ク ロ
セ ン サ と を 接 触 さ せ 、 該 ア レ ル ゲ ン を 該 特 異 的 標 的 IgE分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 生 成 し ； 入 力 シ グ ナ ル を 、 入 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ に 適 用 し
て 、 該 表 面 弾 性 波 セ ン サ 内 に 表 面 弾 性 波 を 発 生 さ せ ； 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ に お い て 、 該
表 面 弾 性 波 を 受 け 取 り ； 電 子 出 力 シ グ ナ ル を 発 生 し ； お よ び 該 特 異 的 標 的 IgE分 子 が 、 該
テ ス ト サ ン プ ル 内 に 存 在 す る か 否 か に 関 す る 指 標 を 与 え る 、 出 力 シ グ ナ ル の パ ラ メ ー タ を
測 定 す る 工 程 を 含 む 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 テ ス ト サ ン プ ル 内 の 標 的 ア レ ル ゲ ン の 有 無 を 決 定 す る た め に
、 該 マ イ ク ロ セ ン サ を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 使 用 方 法 は 、 空 気 中 で 生 じ た 標 的 IgE分
子 と 、 該 特 異 的 な 標 的 IgE分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を
生 成 す る 、 固 定 化 さ れ た ア レ ル ゲ ン を 含 む 、 ヒ ド ロ ゲ ル 表 面 を 持 つ 該 マ イ ク ロ セ ン サ と 接
触 さ せ ； 入 力 シ グ ナ ル を 、 入 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ に 適 用 し て 、 該 表 面 弾 性 波 セ ン サ 内 に 表
面 弾 性 波 を 発 生 さ せ ； 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ に お い て 、 該 表 面 弾 性 波 を 受 け 取 り ； 電 子 出
力 シ グ ナ ル を 発 生 し ； お よ び 該 特 異 的 標 的 IgE分 子 が 、 該 テ ス ト サ ン プ ル 内 に 存 在 す る か
否 か に 関 す る 指 標 を 与 え る 、 出 力 シ グ ナ ル の パ ラ メ ー タ を 測 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 テ ス ト サ ン プ ル 内 の 全 IgEの 有 無 を 決 定 す る た め 、 該 マ イ ク ロ セ
ン サ を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 使 用 方 法 は 、 血 液 、 血 清 ま た は 血 漿 中 の 全 標 的 IgE分 子
と 、 固 定 化 さ れ た 抗 -IgE分 子 を 持 つ ヒ ド ロ ゲ ル 表 面 を 含 む マ イ ク ロ セ ン サ と を 接 触 さ せ 、
該 抗 -IgE分 子 を 該 全 標 的 IgE分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合
体 を 生 成 し ； 入 力 シ グ ナ ル を 、 入 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ に 適 用 し て 、 該 表 面 弾 性 波 セ ン サ 内
に 表 面 弾 性 波 を 発 生 さ せ ； 出 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ に お い て 、 該 表 面 弾 性 波 を 受 け 取 り ； 電
子 出 力 シ グ ナ ル を 発 生 し ； お よ び 該 全 標 的 IgE分 子 が 、 該 テ ス ト サ ン プ ル 内 に 存 在 す る か
否 か に 関 す る 指 標 を 与 え る 、 出 力 シ グ ナ ル の パ ラ メ ー タ を 測 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 抗 原 の 有 無 を 特 異 的 に 決 定 す る の に 利
用 で き 、 こ こ で は 以 下 の よ う な 特 異 的 抗 原 が 、 分 子 認 識 成 分 と し て 、 食 品 ； ア ワ ビ 、 オ ー
ル ス パ イ ス 、 ア ー モ ン ド 、 ア ニ ス 、 α -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 、 ア ン チ ョ ビ 、 ア ニ ス 、 リ ン ゴ
、 ア プ リ コ ッ ト 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 ナ ス 、 ア ボ カ ド 、 筍 、 バ ナ ナ 、 オ オ ム ギ 、 バ ジ ル 、 ロ ー
リ エ 、 ビ ー フ 、 ビ ー ト の 根 、 β -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 、 ク ロ イ チ ゴ 、 黒 胡 椒 、 ク ロ フ サ ス グ
リ 、 ブ ル ー ベ リ ー 、 ブ ル ー ベ ッ チ (Blue vetch)、 ム ー ル 貝 、 ウ シ ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ブ ラ ジ
ル ナ ッ ツ 、 ブ ロ ッ コ リ ー 、 メ キ ャ ベ ツ 、 蕎 麦 、 キ ャ ベ ツ 、 ゴ レ ン シ 、 キ ャ ラ ウ ェ ー 、 カ ル
ダ モ ン 、 イ ナ ゴ マ メ 、 ニ ン ジ ン 、 カ ゼ イ ン 、 カ シ ュ ー ナ ッ ツ 、 カ リ フ ラ ワ ー 、 セ ロ リ 、 チ

10

20

30

40

50

(36) JP 2007-538236 A 2007.12.27



ー ズ (カ マ ン ベ ー ル )、 チ ー ズ (チ ェ ダ ー )、 チ ー ズ (エ ダ ム (Edam))、 チ ー ズ (ヤ ギ )、 チ ー ズ
(ゴ ー ダ )、 チ ー ズ (モ ー ル ド (Mould))、 チ ー ズ (パ ル ミ ザ ン )、 チ ー ズ (ロ ク フ ォ ー ル )、 チ
ェ リ ー 、 栗 、 ス イ ー ト (sweet)、 ヒ ヨ コ マ メ 、 鶏 肉 、 チ リ 、 チ ャ ブ サ バ (Chub mackerel)、
シ ナ モ ン 、 食 用 二 枚 貝 、 ク ロ ー ブ 、 コ チ ニ ー ル 抽 出 液 (Dactylophus coccus)、 コ コ ア 、 コ
コ ナ ッ ツ 、 タ ラ 、 コ ー ヒ ー 、 コ ン ア ル ブ ミ ン 、 キ ビ (Common millet)、 コ ー ン (ト ウ モ ロ コ
シ )、 コ リ ア ン ダ ー 、 牛 乳 、 牛 乳 (煮 沸 )、 カ ニ 、 ツ ル コ ケ モ モ 、 ザ リ ガ ニ 、 キ ュ ウ リ 、 カ
レ ー 粉 (サ ン タ マ リ ア (Santa Maria))、 ナ ツ メ ヤ シ 、 イ ノ ン ド 、 ア ヒ ル 、 卵 、 卵 白 、 卵 黄
、 ウ ナ ギ 、 ヘ ラ ジ カ の 肉 /ア メ リ カ ヘ ラ ジ カ の 肉 、 ウ イ キ ョ ウ の 実 、 生 ウ イ キ ョ ウ 、 コ ロ
ハ 、 イ チ ジ ク 、 ア ワ 、 ガ ー リ ッ ク 、 シ ョ ウ ガ 、 グ ル テ ン 、 ヤ ギ 乳 、 グ レ ー プ 、 グ レ ー プ フ
ル ー ツ 、 グ リ ー ン ピ ー ス 、 ア マ ト ウ ガ ラ シ 、 グ ア ー [シ ア モ プ シ ス テ ト ラ ゴ ノ ロ バ ス (Cyam
opsis tetragonolobus)]、 グ ア バ 、 ア ラ ビ ア ガ ム 、
【 ０ １ ０ ８ 】
メ ル ル ー サ 、 オ ヒ ョ ウ 、 ヘ ー ゼ ル ナ ッ ツ 、 ニ シ ン 、 ハ チ ミ ツ 、 ホ ッ プ (フ ル ー ツ コ ー ン )、
馬 肉 、 パ ラ ミ ツ 、 マ ア ジ 属 の 魚 [ト ラ チ ュ ラ ス ジ ャ ポ ニ カ ス (Trachurus japonicus)]、 ヒ
エ 、 ナ ツ メ の 実 、 キ ー ウ イ ー 、 ラ ン グ ス ト (Langust)、 ラ ム /マ ト ン 、 レ モ ン 、 ヒ ラ マ メ 、
レ タ ス 、 ラ イ ム 、 ア マ 、 レ イ シ 、 ロ ブ ス タ ー [ホ マ ラ ス ガ マ ラ ス (Homarus gammarus)]、 ロ
バ ー ジ (Lovage)、 ル ピ ナ ス 種 子 、 マ カ ダ ミ ア ン ナ ッ ツ 、 メ ー ス 、 サ バ [ス コ ン バ ー ス コ ン
ブ ラ ス (Scomber scombrus)]、 ト ウ モ ロ コ シ 、 モ ル ト 、 マ ン ダ リ ン 、 マ ン ゴ 果 実 、 ロ バ の
ミ ル ク 、 マ ヨ ラ ナ 、 ヒ ラ メ 、 メ ロ ン 、 ミ ル ク 、 ミ ル ク (煮 沸 )、 粉 ミ ル ク (ア ル フ ェ ア (Alfa
re)、 ネ ス レ (Nestle))、 ミ ン ト 、 マ ッ シ ュ ル ー ム 、 マ ス タ ー ド 、 マ ト ン 、 ナ ツ メ グ 、 カ ラ
ス ム ギ 、 タ コ 、 オ リ ー ブ [ブ ラ ッ ク フ レ ッ シ ュ (black fresh), オ レ ア ユ ー ロ パ エ ア (Olea 
europaea)]、 オ ニ オ ン 、 オ レ ン ジ 、 オ レ ガ ノ 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 オ ボ ム コ イ ド 、 牡 蠣 、 太
平 洋 ス ミ イ カ (Pacific squid)、 パ パ イ ヤ 、 パ プ リ カ 、 パ セ リ 、 パ ッ シ ョ ン フ ル ー ツ 、 エ
ン ド ウ 、 モ モ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 ナ シ 、 ペ カ ン ナ ッ ツ 、 柿 [ジ オ ス ピ ロ ス カ キ (Diospyros kaki
)]、 松 の 実 、 パ イ ン ア ッ プ ル 、 ピ ス タ チ オ ナ ッ ツ 、 プ レ ー ス (Plaice)、 プ ラ ム 、 ポ ピ ー 種
子 、 ポ ー ク 、 ポ テ ト [ソ ラ ン バ ム チ ュ ー バ ー サ ム (Solanbum tubersome)]、 カ ボ チ ャ 、 カ ボ
チ ャ 種 子 、 キ ノ ア (Quinoa)、 ウ サ ギ の 肉 、 菜 種 、 ラ ズ ベ リ ー 、 ア カ フ サ ス グ リ 、 赤 イ ン ゲ
ン 豆 、 米 、 バ ラ の 実 、 ラ イ 麦 、 サ フ ラ ン 、 セ ー ジ 、 サ ー モ ン 、 イ ワ シ [サ ー ジ ノ ッ プ ス メ
ラ ノ ス テ ィ ク タ (Sardinops melanosticta)]、 イ ワ シ [サ ー ジ ニ ア ピ ル カ ル ダ ス (Sardinia 
pilchardus)]、 ホ タ テ 貝 、 ゴ マ 、 ヒ ツ ジ の ミ ル ク 、 ヒ ツ ジ の ホ エ ー 、 シ ュ リ ン プ 、 カ タ ツ
ム リ 、 舌 平 目 、 大 豆 、 ホ ウ レ ン ソ ウ 、 イ カ [ロ リ ゴ (Loligo) spp]、 ス ト ロ ベ リ ー 、 ヒ マ ワ
リ 種 子 、 テ ン サ イ 種 子 、 メ カ ジ キ 、 サ ツ マ イ モ [イ ポ メ ア バ タ タ ス (Ipomea batatas)]、 タ
ラ ゴ ン 、 茶 、 タ イ ム 、 ト マ ト 、 ト ラ ガ カ ン ス ゴ ム 、 ト ラ ウ ト 、 マ グ ロ 、 七 面 鳥 の 肉 、 バ ニ
ラ 、 ク ル ミ 、 ス イ カ 、 小 麦 、 ホ エ ー (ミ ル ク が 凝 乳 を 形 成 し た 後 の 液 状 生 成 物 )、 ホ ワ イ ト
ビ ー ン 、 ワ イ ン (赤 )、 ワ イ ン (白 )、 酵 母 、 ヨ ー グ ル ト 、
【 ０ １ ０ ９ 】
動 物 の フ ケ お よ び 上 皮 ； BSA(ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )、 セ キ セ イ イ ン コ の 糞 、 セ キ セ イ イ ン
コ の 羽 根 、 セ キ セ イ イ ン コ の 血 清 タ ン パ ク 質 、 カ ナ リ ア の 羽 根 、 ネ コ の フ ケ 、 ネ コ の 血 清
ア ル ブ ミ ン 、 鶏 の 糞 、 鶏 の 羽 根 、 鶏 の 血 清 タ ン パ ク 質 、 チ ン チ ラ の 上 皮 、 ウ シ の 糞 、 鹿 の
上 皮 、 イ ヌ の 糞 、 イ ヌ の 上 皮 、 イ ヌ の 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ア ヒ ル の 羽 根 、 フ ェ レ ッ ト の 上 皮
[プ ト リ ウ ス プ ト リ ウ ス (Putorius putorius)]、 フ ィ ン チ の 羽 根 、 狐 の 上 皮 、 ア レ チ ネ ズ
ミ の 上 皮 、 ヤ ギ の 上 皮 、 ガ ン の 羽 根 、 モ ル モ ッ ト の 上 皮 、 ハ ム ス タ ー の 上 皮 、 ウ マ の 糞 、
ウ マ の 血 清 タ ン パ ク 質 、 ミ ン ク の 上 皮 、 マ ウ ス 、 マ ウ ス 上 皮 、 マ ウ ス の 尿 タ ン パ ク 質 、 マ
ウ ス の 血 清 タ ン パ ク 質 、 オ ウ ム の 羽 根 、 ハ ト の 糞 、 ハ ト の 羽 根 、 ウ サ ギ の 上 皮 、 ウ サ ギ の
血 清 タ ン パ ク 質 、 ウ サ ギ の 尿 タ ン パ ク 質 、 ラ ッ ト 、 ラ ッ ト の 上 皮 、 ラ ッ ト の 尿 タ ン パ ク 質
、 ラ ッ ト の 血 清 タ ン パ ク 質 、 ト ナ カ イ の 上 皮 、 ヒ ツ ジ の 上 皮 、 ブ タ の 上 皮 、 ブ タ の 血 清 ア
ル ブ ミ ン 、 ブ タ の 尿 タ ン パ ク 質 、 七 面 鳥 の 羽 根 、
【 ０ １ １ ０ 】
樹 木 の 花 粉 ； ア カ シ ア 、 ア メ リ カ ブ ナ 、 オ ー ス ト ラ リ ア 松 、 カ ン バ 、 ネ グ ン ド カ エ デ 、 ヒ
マ ラ ヤ ス ギ 、 ク リ 、 コ モ ン シ ル バ ー ビ ー チ (Common silver birch)、 ハ ヒ ロ ハ コ ヤ ナ ギ 、
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ナ ツ メ ヤ シ 、 ダ グ ラ ス モ ミ 、 ニ ワ ト コ 、 ニ レ 、 ユ ー カ リ (Eucalyptus spp)、 ハ ン ノ キ (Gre
y alder)、 ハ シ バ ミ 、 シ デ 、 マ ロ ニ エ 、 セ イ ヨ ウ ヒ ノ キ [ク プ レ ッ サ ス セ ン パ ー ビ レ ン ス (
Cupressus sempervirens)]、 ス ギ 、 シ ナ ノ キ 、 [チ リ ア コ ル ダ ー タ (Tilia cordata)]、 ロ
ン ド ン プ ラ タ ナ ス 、 メ ラ ル ー カ (Melaleuca)[カ ジ ェ プ ッ ト ツ リ ー (Cajeput tree)]、 メ ス
キ ー ト (Mesquite)、 ビ ャ ク シ ン (Mountain juniper)、 ク ワ 、 オ ー ク 、 オ リ ー ブ 、 パ ロ バ ー
デ ィ (Paloverde)、 ペ カ ン 、 胡 椒 の 木 、 松 、 プ リ ビ ッ ト (Privet)[リ グ ス ト ラ ム ブ ル ガ ー レ
(Ligustrum vulgare)]、 ジ ョ オ ウ ヤ シ 、 ト ウ ヒ 、 モ ミ ジ バ フ ウ 、 バ ー ジ ニ ア 産 オ ー ク 、 ク
ル ミ 、 ヤ ナ ギ 、 ア メ リ カ ト ネ リ コ 、 ス ト ロ ー ブ マ ツ 、
【 ０ １ １ １ 】
樹 木 花 粉 (組 換 え 体 )； Bet v1ビ ー チ 花 粉 (組 換 え 体 )、 Bet v2プ ロ フ ィ リ ン ビ ー チ 花 粉 (組
換 え 体 )、 Bet v4プ ロ フ ィ リ ン ビ ー チ 花 粉 (組 換 え 体 )； 草 本 ： カ ミ ツ レ 、 オ ナ モ ミ 、 コ モ
ン ピ ッ グ ウ イ ー ド (Common pigweed)、 ブ タ ク サ (Common ragweed)、 セ イ ヨ ウ タ ン ポ ポ 、 オ
オ バ コ [リ ブ ウ ォ ー ト (Ribwort)]、 ニ セ ブ タ ク サ (False ragweed)、 フ ァ イ ア ブ ッ シ ュ (Fir
ebush)、 オ オ ブ タ ク サ (Giant ragweed)、 ア キ ノ キ リ ン ソ ウ 、 ア カ ザ  (シ ロ ザ )、 ハ ウ チ ワ
マ メ 、 マ ー ガ レ ッ ト 、 ヨ モ ギ 、 イ ラ ク サ 、 パ リ エ タ リ ア オ フ ィ シ ナ リ ス (Parietaria offi
cinalis)、 バ ナ ナ 、 セ イ ヨ ウ ア ブ ラ ナ 、 ラ フ (Rough)テ マ リ カ ン ボ ク 、 オ カ ヒ ジ キ [ロ シ ア
ン シ ス ル (Russian thistle)]、 リ ン プ ン (Lenscale)、 ギ シ ギ シ (Sheep sorrel)、 テ ン サ イ
、 ヒ マ ワ リ 、 ヒ カ ゲ ミ ズ [パ リ エ タ リ ア オ フ ィ シ ナ リ ス (Parietaria officinalis)]、 ヒ カ
ゲ ミ ズ [パ リ エ タ リ ア ユ ダ シ ア (Parietaria judacia)]、 セ イ ヨ ウ ブ タ ク サ 、 ニ ガ ヨ モ ギ 、
【 ０ １ １ ２ 】
草 本 花 粉 ； バ ヒ ア グ ラ ス (Bahia grass)[パ ス パ ル ム ノ タ タ ム (Paspalum notatum)]、 オ オ
ム ギ (Hordeum vulgare)、 ギ ョ ウ ギ シ バ (Cynodon dactylon)、 コ ス ズ メ ノ チ ャ ヒ キ (Bromus
 inermis)、 ク サ ヨ シ (Phalaris arundinacea)、 カ モ ガ ヤ (Dactylis glomerata)、 ア シ (Ph
ragmites communis)、 ニ セ エ ン バ ク (False oat grass; Arrhenaatherum elatius)、 セ イ
バ ン モ ロ コ シ (Sorghum halepense)、 ト ウ モ ロ コ シ /コ ー ン (Zea mays)、 ヒ ロ ハ ノ ウ シ ノ ケ
グ サ (Festuca elatior)、 オ オ ス ズ メ ノ テ ッ ポ ウ (Alopecurus pratensis)、 ナ ガ ハ グ サ (Po
a pratensis)、 栽 培 エ ン バ ク (Avena sativa)、 ホ ソ ム ギ 、 コ ヌ カ グ サ 、 ベ ン ト グ ラ ス (Agr
ostis stonlonifera)、 栽 培 ラ イ ム ギ (Secale cereale)、 ラ イ グ ラ ス (Lolium perenne)、
塩 生 草 (Distichlis spicata)、 ハ ル ガ ヤ (Anthoxanthum odoratum)、 チ モ シ ー (Phleum pre
tense)、 ベ ル ベ ッ ト (Holcus lanatus)、 栽 培 用 小 麦 (Tricum sativum)、 野 生 ラ イ グ ラ ス (E
lymus triticoides)； 草 本 花 粉 (組 換 え 体 お よ び 精 製 さ れ た 天 然 産 品 )： rPhl p1チ モ シ ー
花 粉 (組 換 え 体 )、 rPhl p2チ モ シ ー 花 粉 (組 換 え 体 )、 rPhl p4チ モ シ ー 花 粉 (天 然 体 )、 rPhl
 p5チ モ シ ー 花 粉 (組 換 え 体 )、 rPhl p6チ モ シ ー 花 粉 (組 換 え 体 )、 rPhl p7チ モ シ ー 花 粉 (組
換 え 体 )、 rPhl p11チ モ シ ー 花 粉 (組 換 え 体 )、 rPhl p12チ モ シ ー 花 粉 (組 換 え 体 )、
【 ０ １ １ ３ 】
カ ビ ； ア ル テ ル ナ リ ア ア ル テ リ ナ ー タ (Alternaria alternata; A. tenuis)、 ア ス ペ ル ギ
ル ス フ ミ ゲ ー テ ス (Aspergillus fumigates)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ニ ガ ー (Aspergillus niger)
、 オ ー レ オ バ シ ジ ウ ム プ ル ラ ン ス (Aureobasidium pullulans)、 ボ ト リ テ ィ ス シ ネ レ ア (Bo
trytis cinerea)、 カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン ス (Candida albicans)(酵 母 )、 セ フ ァ ロ ス ポ リ ウ
ム ア ク レ モ ニ ウ ム (Cephalosporium acremonium)、 ケ ト ミ マ ム グ ロ ボ ス ム (Chaetomimum gl
obosum)、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム ヘ ル バ ラ ム (Cladosporium herbarum)、 ク ル ブ ラ リ ア ル ナ ー タ
(Curvularia lunata)、 エ ピ コ ッ カ ム パ ー プ ラ ッ セ ン ス (Epicoccum purpurascens)、 フ サ
リ ウ ム モ ニ リ フ ォ ル メ (Fusarium moniliforme)、 ヘ ル ミ ン ト ス ポ リ ウ ム ハ ロ デ ス (Helmint
hosporium halodes)、 ム コ ー ル ラ セ モ サ ス (Mucor racemosus)、 ペ ニ シ リ ウ ム フ リ ー ケ ン
タ ン ス (Penicillium frequentans)、 ペ ニ シ リ ウ ム ノ ー テ ー タ ム (Penicillium notatum)、
フ ォ ー マ ベ タ エ (Phoma betae)、 ピ チ ロ ス ポ ラ ム オ ル ビ キ ュ ラ レ (Pityrosporum orbicular
e)、 リ ゾ パ ス ニ グ リ カ ン ス (Rhizopus nigricans)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ル エ ン テ ロ ト キ シ ン
(Staphylococcal enterotoxin)、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ル エ ン テ ロ ト キ シ ン A、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ル エ ン テ ロ ト キ シ ン B、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ル エ ン テ ロ ト キ シ ン C、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ル
エ ン テ ロ ト キ シ ン D、 ス テ ン フ ィ リ ウ ム ボ ト リ オ サ ム (Stemphylium botryosum)、 ト リ コ デ
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ル マ ビ リ デ (Trichoderma viride)、 ト リ コ フ ィ ト ン メ ン ト バ ー ル イ ン テ ル デ ィ ジ タ ー ル (T
richophyton ment. var interdigitale)、 ト リ コ フ ィ ト ン メ ン ト バ ー ル ケ ジ ー (Trichophy
ton ment. Var qoetzii)、 ト リ コ フ ィ ト ン ル ブ ラ ム (Trichophyton rubrum)、 ト リ コ ス ポ
ロ ン プ ル ー ラ ン ス (Trichosporon pullulans)、 ウ ロ ク ラ ジ ウ ム カ ル タ ル ム (Ulocladium ch
artarum)、 ウ ス チ ラ ゴ ヌ ダ /ト リ チ シ (Ustilago nuda/tritici)、
【 ０ １ １ ４ 】
カ ビ (組 換 え 体 )； rASP f1ア ス ペ ル ギ ル ス (組 換 え 体 )、 rASP f2ア ス ペ ル ギ ル ス (組 換 え 体 )
、 rASP f3ア ス ペ ル ギ ル ス (組 換 え 体 )、 rASP f4ア ス ペ ル ギ ル ス (組 換 え 体 )、 rASP f6ア ス
ペ ル ギ ル ス (組 換 え 体 )； 昆 虫 お よ び 蜂 毒 ： ベ ル リ ン カ ブ ト ム シ (Berlin beetle)、 ア カ ム
シ 、 マ ル ハ ナ バ チ 、 ゴ キ ブ リ [ブ ラ テ ラ ジ ャ ー マ ニ カ (Blatella germanica)]、 ゴ キ ブ リ [
ブ ラ テ ラ オ リ エ ン タ リ ス (Blatella orientalis)]、 ゴ キ ブ リ [ペ リ プ ラ ネ タ ア メ リ カ ー ナ (
Periplaneta Americana)]、 ヨ ー ロ ッ パ ス ズ メ バ チ 、 フ ァ イ ア ー ア ン ト (Fire ant)、 グ レ
ー ン (Grain)コ ク ゾ ウ 、 グ リ ー ン ニ ミ ッ テ ィ (Green nimitti)、 ミ ツ バ チ 、 ウ シ ア ブ [タ バ
ヌ ス (Tabanus) spp.]、 ウ マ バ エ [ガ ス テ ロ フ ィ ル ス イ ン テ ス テ ィ ナ リ ス (Gasterophilus i
ntestinalis)]、 チ チ ュ ウ カ イ フ ラ ワ ミ ス (Mediterranean flour mith)、 蚊 (Mosquito spp
.)、 蛾 、 ポ リ ス テ ス (Polistes) spp.(ペ ー パ ー ワ ス プ (Paper wasp))、 ベ ス プ ラ (Vespula)
 spp.[コ モ ン ワ ス プ (Common wasp), イ エ ロ ー ジ ャ ケ ッ ト (Yellow jacket)]、 ジ ガ バ チ (Wa
sp)、 ク ロ ス ズ メ バ チ (White-faced Hornet)、 キ イ ロ ス ズ メ バ チ 、
【 ０ １ １ ５ 】
家 ダ ニ ； グ リ ア (Greer) Labs, Inc、 ホ リ ス タ -ス チ ア (Hollister-Stier) Labs、 ホ コ リ ダ
ニ ； ド メ ス テ ィ ッ ク (Domestic): ブ ロ ミ ア ト ロ ピ カ リ ス (Blomia tropicalis)、 デ ル マ ト
フ ァ ゴ イ デ ス フ ァ リ ナ エ (Dermatophagoides farinae)、 デ ル マ ト フ ァ ゴ イ デ ス ミ ク ロ セ ラ
ス (Dermatophagoides microceras)、 デ ル マ ト フ ァ ゴ イ デ ス プ テ ロ ニ シ ヌ ス (Dermatophago
ides pteronyssinus)、 ユ ー ロ グ リ フ ァ ス マ イ ネ イ (Euroglyphus maynei)、 ホ コ リ ダ ニ ；
ス ト ラ ー ジ (Storage)、 ア カ ル ス シ ロ (Acarus Siro)、 グ リ コ フ ァ ガ ス ド メ ス チ カ ス (Glyco
phagus domestucus)、 レ ピ ド グ リ フ ァ ス デ ス ト ラ ク タ (Lepidoglyphus destructor)、 チ ロ
フ ァ ガ ス プ ト レ ッ セ ン チ ア エ (Tyrophagus putrescentiae)、 寄 生 虫 ； ア ニ サ キ ス (Anisaki
s)、 ア ス カ リ ス (Ascaris)、 エ キ ノ コ ッ カ ス (Echinococcus)、 オ キ ュ パ チ オ ナ ル ス (Occupa
tionals)、 化 学 物 質 ； ア バ チ ウ ッ ド ダ ス ト (Abachi wood dust)、 ア ル カ ラ ー ゼ (Alkalase)
、 α -ア ミ ラ ー ゼ 、 ブ ゲ イ ン ビ レ ア (Bougainvillea) spp、 ブ ロ メ リ ン 、 ト ウ ゴ マ 、 綿 実 、
ク ロ ラ ミ ン T、 エ チ ル オ キ シ ド 、 フ ィ カ ス (Ficus) spp、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド /ホ ル マ リ ン 、
生 コ ー ヒ ー 豆 、 ヘ キ サ ヒ ド ロ フ タ ル 酸 無 水 物 、 ヒ ス タ ミ ン 、 イ ソ シ ア ネ ー ト HDI、 イ ソ シ
ア ネ ー ト MDI、 イ ソ シ ア ネ ー ト TDI、 イ ス パ グ ラ (Ispaghula)、 ラ テ ッ ク ス 、 リ ソ チ ー ム 、
無 水 マ レ イ ン 酸 、 マ キ サ タ ー ゼ (Maxatase)、 メ チ ル テ ト ラ ヒ ド ロ フ タ ル 酸 無 水 物 、 パ パ イ
ン 、 ペ プ シ ン 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 、 フ タ ル 酸 無 水 物 、 サ ビ ナ ー ゼ (Savinase)、 天 然 シ ル ク 、
廃 シ ル ク 、 ヒ マ ワ リ 種 子 、 ト リ メ リ ッ ト 酸 無 水 物 (TMA)、
【 ０ １ １ ６ 】
薬 物 ； ACTH(副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン )、 ア モ キ シ シ リ ン 、 ア ン ピ シ リ ン 、 セ フ ァ ク ロ ル 、 キ
モ パ パ イ ン 、 ウ シ イ ン ス リ ン 、 ヒ ト イ ン ス リ ン 、 ブ タ イ ン ス リ ン 、 ペ ニ シ リ ン G、 ペ ニ シ
リ ン V、 プ ロ タ ミ ン 、 ス キ サ メ ト ニ ウ ム (サ ク シ ニ ル コ リ ン )、 テ タ ヌ ス ト キ ソ イ ド 、 そ の
他 ； ア ル テ ミ シ ア サ リ ナ (Artemisia salina)(魚 の 餌 )、 粗 製 コ ッ ト ン 、 ダ フ ィ ナ (Duphina
)(魚 の 餌 )、 ミ ー ル ワ ー ム (Mealworm)[テ ネ ブ リ オ モ リ タ (Tenebrio molitor)]、 テ ト ラ ミ
ン (Tetramin)(魚 の 餌 )、 タ バ コ の 葉 、 精 液 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 水 系 病 原 体 、 例 え ば E.コ リ O157:H7、
リ ス テ リ ア 菌 お よ び サ ル モ ネ ラ 菌 を 検 出 す る た め に 利 用 で き る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 該 マ イ ク ロ セ ン サ は 、 バ イ オ 戦 術 的 検 出 装 置 用 の ハ ン ド ヘ ル
ド 機 器 に お け る セ ン サ 装 置 と し て 利 用 で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
VII. 他 の バ イ オ セ ン サ
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　 本 発 明 は 、 SAWの 使 用 に 限 定 さ れ な い 。 カ ン チ レ バ ー ま た は 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (SPR)を
、 標 的 被 検 体 と 結 合 し た 際 に 、 配 座 変 化 を 示 す ヒ ド ロ ゲ ル と の 組 合 せ で 、 使 用 す る こ と が
で き る 。
　 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 溶 液 中 の 化 学 種 の 有 無 を 検 出 す る た め の バ イ オ セ ン サ は 、 表 面
に 結 合 し た ヒ ド ロ ゲ ル を 含 む 、 カ ン チ レ バ ー セ ン サ を 含 有 し ； 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 測 定 条 件
下 で 帯 電 す る ペ ン ダ ン ト 部 分 を 持 ち ； 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 化 学 種 を 検 出 で き る 、 ヒ ド ロ ゲ
ル 構 造 内 に 固 定 化 さ れ た 、 分 子 認 識 成 分 を 含 み ； 該 カ ン チ レ バ ー セ ン サ は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル
内 に 固 定 化 さ れ た 、 該 分 子 認 識 成 分 と 結 合 し た 遊 離 化 学 種 に 起 因 す る 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 の
体 積 、 寸 法 ま た は 配 座 変 化 を 検 出 で き る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル が 、 該 化 学 種 に 応 答 し て 、 体 積 、 寸 法 ま た は
配 座 変 化 を 引 起 す 、 あ ら ゆ る バ イ オ セ ン サ を 説 明 す る 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 体 積 、 寸 法 ま た は
配 座 が 変 化 し た 場 合 、 該 カ ン チ レ バ ー セ ン サ 表 面 の 変 化 を 、 測 定 さ れ た 変 化 と 比 較 し て 、
該 化 学 種 の 存 在 を 決 定 す る が 、 こ こ で 該 変 化 は 、 該 化 学 種 と 、 該 分 子 認 識 成 分 と の 接 触 に
よ り 引 起 さ れ 、 ま た 該 変 化 は 、 該 化 学 種 の 存 在 と 相 関 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 、 溶 液 中 の 化 学 種 の 有 無 を 検 出 す る た め の バ イ オ セ ン サ は 、 表
面 上 に 設 け ら れ た ヒ ド ロ ゲ ル を 含 む 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (SPR)セ ン サ を 含 み ； 該 ヒ ド ロ
ゲ ル は 、 測 定 条 件 下 で 帯 電 す る ペ ン ダ ン ト 部 分 を 持 ち ； 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 化 学 種 を 検 出
で き る 、 ヒ ド ロ ゲ ル 構 造 内 に 固 定 化 さ れ た 、 分 子 認 識 成 分 を 含 み ； 該 SPRセ ン サ は 、 該 ヒ
ド ロ ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ た 、 該 分 子 認 識 成 分 と 結 合 し た 遊 離 化 学 種 に 起 因 す る 、 該 ヒ ド ロ
ゲ ル 内 の 体 積 、 寸 法 ま た は 配 座 変 化 を 検 出 で き る 。
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て 記 載 さ れ る バ イ オ セ ン サ で は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 該 化 学 種 に 応
答 し て 、 体 積 、 寸 法 ま た は 配 座 変 化 を 引 起 す 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 の 体 積 、 寸 法 ま た は 配 座 が
変 化 し た 場 合 、 該 SPRセ ン サ 表 面 も 変 化 を 受 け る 。 該 溶 液 へ の 暴 露 に 伴 う こ れ ら の 変 化 を
測 定 す る 。 こ れ ら の 変 化 が 、 該 標 的 被 検 体 の 存 在 を 決 定 す る 。
　 様 々 な 型 の 標 的 被 検 体 を 検 出 す る こ と が で き 、 こ れ ら は 、 化 学 物 質 、 溶 液 中 の ガ ス 、 様
々 な 医 学 的 状 態 の 存 在 に 対 応 す る 被 検 体 、 生 物 学 的 な 分 子 、 お よ び 医 学 的 診 断 の 分 野 に お
い て 重 要 な 被 検 体 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 特 定 の 外 的 刺 激 に 対 し て 、 幾 つ か の ポ リ マ ー は 、 そ の 配 座 を 可 逆 的 に 変 え る 。 例 え ば 、
殆 ど 全 て の ポ リ マ ー は 、 溶 媒 に お け る 変 化 に 伴 っ て 、 幾 分 か の 可 逆 的 な 配 座 変 化 を 生 じ 、
ま た ポ リ N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド 等 の 幾 つ か の ポ リ マ ー は 、 温 度 変 化 に 応 答 し て 、
配 座 変 化 を 生 じ る 。 該 ポ リ マ ー 主 鎖 上 の 側 鎖 基 と 相 互 作 用 す る 溶 質 も 、 配 座 変 化 を 誘 発 し
得 る 。 従 っ て 、 該 ポ リ マ ー の 主 鎖 に 対 す る イ オ ン 化 し た 基 の 導 入 は 、 該 ポ リ マ ー 配 座 の 、
イ オ ン 強 度 に お け る 変 化 に 対 す る 感 度 を 高 め る 。 従 っ て 、 単 一 の 、 特 異 的 な 溶 質 の 濃 度 に
応 答 し て 、 配 座 を 変 え る ポ リ マ ー が 、 こ れ に 、 こ の 単 一 の 溶 質 と 選 択 的 に 相 互 作 用 す る 官
能 基 を 付 加 す る こ と に よ り 、 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ポ リ マ ー は 、 更 に 架 橋 剤
と 混 合 し て 、 ゲ ル を 製 造 し 、 該 ゲ ル は 、 そ の 製 造 に 使 用 し た ポ リ マ ー と 同 様 な 刺 激 に 対 す
る 応 答 を 示 す 。 例 え ば 、 こ れ ら の ゲ ル は 、 該 構 成 ポ リ マ ー の 鎖 が 、 配 座 変 化 を 生 じ た 際 の
条 件 に お い て 、 体 積 変 化 を 起 こ す 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 0.1～ 50％ な る 範 囲
、 ま た は そ れ 以 上 の 体 積 変 化 を 意 図 し て い る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は セ ン サ デ バ イ ス の 提 供 を 目 的 と し 、 こ れ は 特 定 の 化
学 種 に 応 答 し て 体 積 変 化 を 起 こ す 性 質 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 ヒ ド ロ ゲ ル を 含 む 。 本 発
明 の 一 態 様 に お い て 、 こ の ヒ ド ロ ゲ ル は 、 一 般 に 架 橋 剤 、 ゲ ル 成 分 お よ び 分 子 認 識 成 分 を
含 む 。 該 架 橋 剤 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 他 の 成 分 と 相 溶 性 の 任 意 の 架 橋 剤 で あ り 得 る 。 適 当 な
架 橋 剤 の 例 は 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ チ レ ン ビ ス メ タ ク リ ル ア ミ ド お よ
び エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー ト を 包 含 し 、 N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド が
好 ま し い 。 CCAに お け る ポ リ マ ー ネ ッ ト ワ ー ク の 形 成 に 加 え て 、 こ の 段 階 で 使 用 す る 架 橋
剤 は 、 ま た 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 生 成 を も 助 け 、 ま た 自 己 支 持 性 の フ ィ ル ム を も た ら す よ う に 、
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得 ら れ る ヒ ド ロ ゲ ル を 強 化 す る 。 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 モ ノ マ ー 混 合 物 100質 量 部 当 た り 1質 量 部
程 度 の 低 い 量 で 、 該 架 橋 剤 を 使 用 し た 場 合 に 生 成 し 得 る 。 一 般 に 、 架 橋 剤 の 量 の 増 大 は 、
該 ゲ ル の 、 検 出 す べ き 被 検 体 に 対 す る 感 度 を 低 下 す る 。 好 ま し く は 、 架 橋 剤 は 、 モ ノ マ ー
質 量 の 約 4～ 15%な る 範 囲 、 よ り 好 ま し く は モ ノ マ ー 質 量 の 約 5%な る 量 で 使 用 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 相 転 移 特 性 は 、 こ の ヒ ド ロ ゲ ル を 、 標 的 被 検 体 を 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬
で 官 能 化 す る こ と に よ っ て 、 変 え ら れ る 。 従 っ て 、 こ の ゲ ル は 、 こ の 分 子 認 識 成 分 に よ る
刺 激 の 有 無 を 検 出 す る よ う に 、 変 更 さ れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 特 定 の 溶 質 と 選 択 的 に 相 互
作 用 で き る モ ノ マ ー を 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル に 配 合 す る 。 典 型 的 に は 、 存 在 す る 該 分 子 認 識 成 分
が 多 い ほ ど 、 該 デ バ イ ス の 所 定 の 被 検 体 に 対 す る 感 度 は 高 い 。 し か し 、 こ の 関 係 は 、 該 分
子 認 識 成 分 の あ る 濃 度 ま で 観 測 さ れ る に 過 ぎ ず 、 そ の 後 は 、 該 ゲ ル の 感 度 は 低 下 す る 。 該
所 定 の 溶 質 に 対 す る 分 子 的 識 別 能 力 を 持 つ 任 意 の モ ノ マ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 該 被 検 体 が 該 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た 場 合 、 該 マ ト リ ッ ク ス の 親 水 性 に お け る 変 動
を 生 じ 、 結 果 と し て 該 ゲ ル の 膨 潤 特 性 を 変 更 す る 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル が 収 縮 お よ び 膨 潤 す る に
つ れ て 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 包 埋 さ れ た CCAが 、 こ れ に 続 く 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 更 に 、 第 三 の モ ノ マ ー 成 分 を 添 加 し て 、 利 用 者 の ニ ー ズ に よ っ て 望 ま れ た 場 合 に は 、 該
ヒ ド ロ ゲ ル を よ り 一 層 疎 水 性 ま た は 親 水 性 と す る こ と に よ っ て 、 該 デ バ イ ス の 感 度 を 変 え
る こ と が で き る 。 該 ゲ ル が 疎 水 性 で あ れ ば あ る 程 、 該 ゲ ル は よ り 一 層 圧 潰 ま た は 収 縮 さ れ
た 状 態 に な る 傾 向 が あ る 。 例 え ば 、 NIPAよ り も 一 層 親 水 性 の 、 ア ク リ ル ア ミ ド を 添 加 す る
こ と が で き 、 あ る い は NIPAよ り も 一 層 疎 水 性 の 、 N-ブ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド を 添 加 し て 、 該
ヒ ド ロ ゲ ル の 特 性 を 調 節 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の デ バ イ ス の 製 法 は 、 一 般 に 、 帯 電 し た 粒 子 が 、 自 発 的 に 結 晶 性 の コ ロ イ ド ア レ
イ を 組 み 立 て る こ と を 可 能 と す る 段 階 ； ゲ ル モ ノ マ ー で あ る 第 一 の コ モ ノ マ ー 、 架 橋 剤 、
分 子 認 識 成 分 で あ る 第 二 の コ モ ノ マ ー を 、 該 結 晶 性 の コ ロ イ ド ア レ イ お よ び 重 合 開 始 剤 を
含 む 媒 体 に 添 加 す る 工 程 ； お よ び 該 混 合 物 を 重 合 し て 、 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 包 埋 さ れ た 結 晶 性
の コ ロ イ ド ア レ イ を 生 成 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の デ バ イ ス を 製 造 す る た め の も う 一 つ の 方 法 は 、 一 般 に 、 帯 電 し た 粒 子 が 、 自 発
的 に 結 晶 性 の コ ロ イ ド ア レ イ を 組 み 立 て る こ と を 可 能 と す る 段 階 ； 架 橋 剤 、 ゲ ル モ ノ マ ー
お よ び 重 合 開 始 剤 を 添 加 す る 工 程 ； 該 混 合 物 を 重 合 し て 、 ヒ ド ロ ゲ ル 内 に 包 埋 さ れ た 結 晶
性 の コ ロ イ ド ア レ イ を 生 成 す る 工 程 ； お よ び 該 ヒ ド ロ ゲ ル と 結 合 で き る 分 子 認 識 成 分 を 添
加 す る 工 程 を 含 む 。
　 任 意 の 適 当 な 粒 子 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 CCAを 製 造 す る の に 使 用 さ れ る
粒 子 は 、 コ ロ イ ド 状 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 二 酸 化 珪 素 、 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム 、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 ま た は 一 般 的 に サ イ ズ お よ び 表 面 電 荷 に お い て 均
一 で あ る 、 任 意 の 他 の 適 当 な 物 質 で あ り 得 る 。 コ ロ イ ド 状 ポ リ ス チ レ ン が 好 ま し い 。 該 粒
子 は 、 最 適 の 整 列 度 お よ び 特 定 の 用 途 に と っ て 望 ま し い 、 得 ら れ る 格 子 間 隔 に 依 存 し て 、
選 択 さ れ る 。 該 粒 子 は 、 好 ま し く は 約 50‾500nmな る 範 囲 の 径 を 持 ち 、 ま た 以 下 に 論 じ る よ
う に し て 合 成 す る か 、 あ る い は 市 場 か ら 入 手 で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 単 分 散 性 粒 子 コ ロ イ ド は 、 乳 化 重 合 法 ま た は 任 意 の 他 の 方 法 で 製 造 で き る 。 例 え ば 、 エ
マ ル シ ョ ン ポ リ マ ー コ ロ イ ド は 、 該 所 定 の モ ノ マ ー と 、 架 橋 剤 と 、 該 エ マ ル シ ョ ン を 生 成
す る の に 役 立 つ 界 面 活 性 剤 、 該 溶 液 の pHを 一 定 に 維 持 し 、 か つ 粒 子 の 凝 結 を 防 止 す る バ ッ
フ ァ ー お よ び 重 合 を 開 始 す る た め の 遊 離 基 開 始 剤 を 混 合 す る こ と に よ り 製 造 で き る 。 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 該 モ ノ マ ー は 、 ス チ レ ン で あ り 、 該 架 橋 剤 は 、 ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン で あ
り 、 該 界 面 活 性 剤 は 、 ナ ト リ ウ ム ジ (1,3-ジ メ チ ル ブ チ ル )ス ル ホ サ ク シ ネ ー ト で あ り 、 該
開 始 剤 は 、 好 ま し く は 過 硫 酸 カ リ ウ ム で あ り 、 イ オ ン 性 コ モ ノ マ ー も 添 加 し 、 該 コ モ ノ マ
ー は 、 好 ま し く は 1-ナ ト リ ウ ム ,1-ア リ ル オ キ シ -2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト で あ
る 。 相 溶 性 の 問 題 が 起 ら な い 限 り 、 他 の 適 当 な 化 合 物 を 、 該 エ マ ル シ ョ ン ポ リ マ ー コ ロ イ
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ド の 製 造 に 利 用 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ れ ら の 粒 子 は 、 遠 心 分 離 、 透 析 お よ び /ま
た は イ オ ン 交 換 樹 脂 を 使 用 し て 、 精 製 す べ き で あ る 。 市 販 品 と し て 入 手 で き る 粒 子 の 精 製
も 、 必 要 と さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 重 合 に 引 続 き 、 該 粒 子 は 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 内 で 、 好 ま し く は イ オ ン 交 換 樹 脂 の 10%懸 濁
液 、 例 え ば カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 リ ッ チ モ ン ド の バ イ オ -ラ ド 社 (Bio-Rad)か ら 市 販 品 と し て
入 手 で き る 、 分 析 グ レ ー ド の AG51X8混 合 床 樹 脂 の 浴 内 で 、 保 存 す る こ と が で き る 。 好 ま し
く は 、 こ の イ オ ン 交 換 樹 脂 は 、 そ の 使 用 に 先 立 っ て 、 Vanderhoff等 , J. Colloid & Inter
face Sci., 1968, 28:336-337に 記 載 さ れ た よ う な 、 適 当 な 手 順 に よ っ て 、 清 浄 化 す べ き
で あ る 。
　 次 い で 、 こ れ ら の 電 気 的 に 帯 電 し た 粒 子 を 、 自 発 的 な 組 立 て に よ り 、 結 晶 性 の コ ロ イ ド
状 ア レ イ を 生 成 さ せ る 。 こ の ア セ ン ブ リ ー は 、 適 当 な 溶 媒 、 好 ま し く は 水 中 で 行 わ れ る 。
次 い で 、 こ の CCA媒 体 に 、 ゲ ル モ ノ マ ー 、 分 子 認 識 成 分 、 架 橋 剤 お よ び 重 合 開 始 剤 を 添 加
す る 。 任 意 の 適 当 な 開 始 剤 、 例 え ば 熱 的 開 始 剤 、 ま た は 光 開 始 剤 を 使 用 す る こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 UV光 開 始 剤 を 使 用 す る 。 こ の 用 途 に と っ て 好 ま し い 、 UV光 開 始 剤 は 、 2,2'
-ジ エ ト キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン で あ る 。 上 に 論 じ た 、 任 意 の 架 橋 剤 、 ゲ ル モ ノ マ ー お よ び 分
子 認 識 成 分 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 製 造 後 、 引 続 き 該 混 合 物 を 重 合 す る 。 そ の 重 合 法 が CCAを 破 壊 し な い 、 さ も な け れ ば 不
規 則 化 し な い 限 り 、 任 意 の 当 分 野 に お い て 公 知 の 手 段 を 利 用 し て 重 合 を 開 始 す る こ と が で
き る 。 好 ま し く は 、 こ の 重 合 は 、 こ の 混 合 物 を 、 二 枚 の プ レ ー ト 、 好 ま し く は パ ラ フ ィ ル
ム ス ペ ー サ で 分 離 さ れ た 石 英 プ レ ー ト 間 に 配 置 す る こ と に よ り 、 約 0‾10℃ な る 範 囲 の 温 度
に て 行 わ れ る 。 次 い で 、 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 UV光 に 暴 露 す る 。 こ の UV光 へ の 暴 露 は 、 約
15分 後 に 完 全 な 重 合 を 行 う 。 こ の 重 合 の 完 了 時 点 に お い て 、 該 プ レ ー ト を 取 外 し 、 安 定 な
重 合 さ れ た CCA(PCCA)を 得 る 。 こ の フ ィ ル ム の 厚 み は 、 約 150μ m(0.15mm)で あ り 、 ま た ユ
ー ザ ー の 要 求 に 応 じ て 更 に 薄 く す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 厚 み 約 150μ mを 持 つ 、 好 ま し い 態 様 と し て の 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 応 答 速 度 は 、 典 型 的 に は 約
5分 未 満 で あ る 。 応 答 速 度 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 厚 み を 減 じ る こ と に よ っ て 、 改 善 す る こ と
が で き る 。 こ の 応 答 速 度 は 、 該 ゲ ル へ の カ チ オ ン の 物 質 輸 送 に よ っ て 、 部 分 的 に 決 定 さ れ
、 ま た 部 分 的 に 錯 化 速 度 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 該 ゲ ル の 厚 み お よ び 該 ゲ ル の モ ノ マ ー 含 有
率 を 減 じ る と 、 該 ゲ ル 上 の 活 性 サ イ ト へ の 、 被 検 体 の 質 量 輸 送 率 が 著 し く 増 大 し 、 お よ び
結 果 と し て 応 答 時 間 が 減 少 す る 。 応 答 速 度 は 、 ま た 使 用 す る 分 子 認 識 成 分 に よ っ て も 影 響
さ れ 、 そ の 幾 つ か は 、 他 の も の よ り も 一 層 選 択 的 で あ る 。 約 1～ 5分 間 の 応 答 速 度 は 、 厚 み
150μ mの ゲ ル に よ っ て 達 成 で き 、 ま た 秒 の オ ー ダ ー の 応 答 速 度 は 、 よ り 薄 い ゲ ル に よ っ て
達 成 で き る 。 こ の 応 答 速 度 は 、 該 ゲ ル の 厚 み に 対 し て 反 比 例 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 で は 、 該 CCAが 重 合 さ れ て い る 該 ヒ ド ロ ゲ ル は 、 架 橋 剤 、 ゲ ル
モ ノ マ ー お よ び 生 体 分 子 識 別 成 分 を 含 む 。 こ の 生 体 分 子 識 別 成 分 は 、 そ の 生 物 学 的 機 能 の
一 部 と し て 、 特 定 の 化 学 種 と 、 選 択 的 に 結 合 す る 生 体 分 子 で あ る 。 こ の 成 分 は 、 直 接 ま た
は 1種 ま た は そ れ 以 上 の 結 合 分 子 に よ っ て 、 該 ゲ ル と 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
生 体 分 子 識 別 成 分 の 例 は 、 酵 素 、 抗 体 、 抗 原 、 ポ ル フ ィ リ ン 、 フ ェ リ チ ン ま た は フ ェ ロ モ
ン レ セ プ タ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら 天 然 の 識 別 成 分 は 、 簡 単 な 化 学 種 に
対 し て 、 ま た は 特 定 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に 対 し て 応 答 で き る 。 従 っ て 、 こ れ ら の セ ン サ デ
バ イ ス は 、 更 に 該 生 体 分 子 識 別 成 分 を 、 該 ゲ ル モ ノ マ ー に 結 合 す る 、 1種 ま た は そ れ 以 上
の 結 合 分 子 を 含 む こ と が で き る 。 更 に 、 該 生 体 分 子 識 別 成 分 は 、 該 結 合 剤 ま た は 該 ゲ ル 自
体 と 結 合 で き る 分 子 と 、 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 変 性 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い 結
合 分 子 は 、 5-(ビ オ チ ン ア ミ ド )ペ ン チ ル ア ミ ン で あ り 、 ま た 該 生 体 分 子 識 別 成 分 と の 反 応
に と っ て 好 ま し い 分 子 は 、 ア ビ ジ ン で あ り 、 ア ビ ジ ン は 、 卵 白 か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質
で あ り 、 ま た ビ オ チ ン に 対 す る 4つ の 結 合 サ イ ト を 持 つ 。 本 態 様 の セ ン サ デ バ イ ス は 、 疾
患 の マ ー カ ー 検 出 分 野 に お け る 、 例 え ば ト ロ ポ ニ ン I抗 体 の 有 無 を 検 出 す る 上 で 、 特 別 な
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用 途 を 持 つ 。 こ の ゲ ル は 、 該 識 別 要 素 が 、 高 い 結 合 定 数 を 持 つ 場 合 に は 、 種 の 極 め て 低 い
濃 度 に 対 し て 、 高 感 度 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 例 え ば 、 抗 原 を ゲ ル モ ノ マ ー に 添 加 し て 、 ト ロ ポ ニ ン I、 ト ロ ポ ニ ン T、 結 核 細 胞 、 癌 細
胞 等 の 抗 体 と 結 合 す る 、 ヒ ド ロ ゲ ル を 製 造 す る 。 該 抗 原 は 、 ど の よ う な 医 学 的 状 態 を 検 出
す る か に 基 い て 選 択 さ れ る 。 医 学 的 な 診 断 の 目 的 で 、 酵 素 を 、 該 ゲ ル に 結 合 す る こ と も 可
能 で あ る 。 例 え ば 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル へ の グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ の 結 合 は 、 グ ル コ ー ス の 検
出 を 可 能 と す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 こ の よ う な 本 発 明 の 態 様 は 、 医 学 的 診 断 手 段 と し て の
用 途 を 持 つ 。 上 記 の 如 く 、 該 セ ン サ の 感 度 は 、 ゲ ル モ ノ マ ー 対 認 識 成 分 の 比 、 架 橋 度 お よ
び 該 ゲ ル モ ノ マ ー の 疎 水 性 の 度 合 い を 変 え る こ と に よ っ て 、 所 定 の 濃 度 に 調 節 す る こ と が
で き る 。 疎 水 性 の 度 合 い は 、 ユ ー ザ ー の 要 求 に 応 じ て 、 該 ゲ ル モ ノ マ ー の 疎 水 性 よ り も 高
い 、 ま た は 低 い 疎 水 性 を 持 つ 、 別 の モ ノ マ ー を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 上 記 の よ う に 調 節
す る こ と が で き る 。
　 該 抗 体 お よ び 抗 原 に 基 く セ ン サ は 、 上 で 論 じ た 化 学 的 セ ン サ と 、 極 め て 類 似 す る 様 式 で
機 能 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 酵 素 に 基 く セ ン サ の 場 合 、 該 酵 素 は 、 ま ず 被 検 体 基 質 と 結 合 し 、 次 い で 開 裂 し 、 あ る い
は 該 被 検 体 基 質 と 反 応 す る こ と に よ り 、 該 被 検 体 の 化 学 的 性 質 を 変 更 す る 。 こ の 酵 素 を 基
本 と す る セ ン サ の ゲ ル は 、 該 ゲ ル の 内 部 が 、 高 濃 度 の 反 応 生 成 物 お よ び 低 濃 度 の 被 検 体 基
質 を 含 む の で 、 膨 潤 し 、 一 方 該 ゲ ル を 取 巻 く 液 体 は 、 逆 の 特 徴 を 持 つ 。 こ れ は 、 該 ゲ ル の
内 側 と 外 側 と の 間 に 、 浸 透 圧 の 不 均 衡 を 生 じ る 。 溶 媒 、 好 ま し く は 水 は 、 該 ゲ ル 内 に 拡 散
し て 、 こ の 圧 力 の 不 均 衡 を 軽 減 す る が 、 そ の た め 溶 媒 過 剰 と な り 、 該 ゲ ル は 膨 潤 す る 。 該
基 質 の 新 た な 溶 液 に 浸 漬 し た 場 合 、 該 セ ン サ は 、 再 度 膨 張 す る 。 従 っ て 、 該 セ ン サ の こ の
応 答 は 、 そ の 直 に 接 す る 環 境 内 の 基 質 の 濃 度 お よ び 量 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 態 様 で は 、 相 互 侵 入 ネ ッ ト ワ ー ク (IPNs)を 利 用 し て 、 PCCAへ の 重 合 に
先 立 っ て 、 該 CCAの 所 定 の 自 発 的 組 立 て と は 、 通 常 非 -相 溶 的 で あ る 、 認 識 要 素 を 含 む ヒ ド
ロ ゲ ル を 生 成 し 得 る 。 例 え ば 、 幾 つ か の 分 子 識 別 機 能 を 持 た さ れ た コ モ ノ マ ー を イ オ ン 性
の も の と し 、 ま た CCAの 自 発 的 な 組 立 て に 必 要 と さ れ る 、 コ ロ イ ド 粒 子 の 静 電 的 反 発 相 互
作 用 を 遮 断 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 該 セ ン サ は 、 2段 階 に お い て 製 造 さ れ る 。 ま ず
、 緩 く 架 橋 さ れ た PCCAが 、 該 分 子 認 識 要 素 無 し に 形 成 さ れ る 。 こ の PCCAの 生 成 後 に 、 該 認
識 要 素 を 含 む 官 能 化 さ れ た モ ノ マ ー が 、 該 既 存 の PCCAネ ッ ト ワ ー ク 内 に 拡 散 す る 。 次 い で
、 第 二 の 重 合 が 起 り 、 そ こ で 該 第 二 の ネ ッ ト ワ ー ク の ポ リ マ ー 鎖 が 、 該 第 一 ネ ッ ト ワ ー ク
の 空 洞 内 に 相 互 侵 入 ネ ッ ト ワ ー ク を 生 成 す る 。 該 IPNの 第 二 の ネ ッ ト ワ ー ク は 、 該 被 検 体
の 存 在 に 応 答 し て 収 縮 ま た は 膨 潤 し 、 ま た 該 PCCAは 、 こ れ ら 2つ の ネ ッ ト ワ ー ク の 物 理 的
な 絡 み 合 い に よ っ て 、 該 第 二 の ネ ッ ト ワ ー ク と 共 に 膨 張 し 、 あ る い は 収 縮 す る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 体 積 変 化 に 対 し て 静 電 的 な 相 互 作 用 を 利 用 し な い が 、 代 わ り に NIPA-様
の ヒ ド ロ ゲ ル の 、 非 -イ オ ン 性 の 体 積 性 相 転 移 現 象 を 利 用 す る 。
　 以 下 の 実 施 例 は 、 上 記 本 発 明 の 利 用 法 を さ ら に 完 全 に 説 明 す る の に 役 立 ち 、 し か も 様 々
な 本 発 明 の 局 面 を 実 施 す る の に 最 良 の 態 様 を 提 示 す る の に 役 立 つ 。 こ れ ら 実 施 例 は 、 本 発
明 の 真 の 範 囲 を 何 ら 限 定 す る も の で は な く 、 寧 ろ 例 示 の 目 的 で 提 示 さ れ る も の で あ る 。 こ
こ に 引 用 す る 全 て の 資 料 は 、 本 発 明 の 参 考 文 献 と す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ １ 】
　 以 下 の 非 -限 定 的 な 実 施 例 は 、 上 記 本 発 明 の 利 用 法 を さ ら に 完 全 に 説 明 す る の に 役 立 つ
。 こ れ ら 実 施 例 は 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な く 、 寧 ろ 例 示 の 目 的 で 提 示 さ れ る
も の で あ る 。
実 施 例 I： 機 器 の 組 立 て に お け る 単 一 成 分 の 簡 単 な 説 明
　 SAWセ ン サ の 設 計 ： 特 別 に 設 計 し 、 構 築 し た 610MHzの SAW共 鳴 共 振 器 は 、 図 10、 11緒 12に
示 す よ う な 構 成 を 有 し て い た 。 イ ン タ ー デ ジ タ ル 電 極 は 、 リ チ ウ ム タ ン タ ラ イ ト を 含 む 圧
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電 式 支 持 体 上 に 設 け た 。 こ れ ら の イ ン タ ー デ ジ タ ル 金 電 極 間 の 間 隔 は 、 約 1μ m(図 12)で あ
る 。 各 SAWセ ン サ は 、 電 気 的 な 絶 縁 お よ び 化 学 的 な 結 合 を 目 的 と し て 、 厚 み 50nmの SiO 2 で
被 覆 し た 。 図 12に 示 す よ う に 、 こ の SiO 2 の 薄 層 を 見 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 カ ー ト リ ッ ジ の 設 計 ： 2つ の SAWセ ン サ を 組 立 て て 、 図 5～ 9に 示 し た よ う な 、 特 別 な カ ー
ト リ ッ ジ と し た 。 こ の カ ー ト リ ッ ジ は 、 特 別 に 設 計 し た プ リ ン ト カ ー ド か ら な り 、 こ こ で
該 2つ の SAWセ ン サ は 、 標 準 的 な フ リ ッ プ -チ ッ プ 技 術 (図 5～ 8)に よ っ て 結 合 さ れ た 。 該 2つ
の SAWセ ン サ か ら の 全 て の 電 気 的 な 接 続 は 、 図 5～ 6に 示 す よ う な 構 成 で あ っ た 。 2つ の 特 別
に 変 性 し た PMMAブ ロ ッ ク を 、 該 プ リ ン ト カ ー ド の 各 サ イ ド と 結 合 さ せ て 、 図 8に 示 す よ う
に 、 該 2つ の SAWセ ン サ と 接 続 す る 流 動 チ ャ ン ネ ル を 生 成 し た 。 こ の カ ー ト リ ッ ジ の 収 縮 は
、 流 動 実 験 お よ び 非 -流 動 実 験 両 者 の 実 施 を 可 能 に す る 。
　 電 子 的 設 計 ： 各 SAWセ ン サ を 、 図 13に 示 す よ う な 電 子 回 路 に よ っ て 、 作 動 さ せ た 。 各 SAW
セ ン サ 回 路 の 出 力 部 を 、 2-チ ャ ン ネ ル 周 波 数 計 数 器 HP[ア ジ レ ン ト (Agilent)] 53131Aに 接
続 し た 。 別 の 特 別 な 設 計 の 電 子 回 路 は 、 こ の 周 波 数 計 数 器 を バ イ パ ス す る よ う に 組 立 て た
。
　 ソ フ ト ウ エ ア ： 周 波 数 計 数 器 HP[ア ジ レ ン ト (Agilent)] 53131Aを 使 用 し て 、 該 SAWセ ン
サ (検 知 )と SAWセ ン サ (基 準 )と の 間 の 差 を 測 定 す る 、 特 別 な プ ロ グ ラ ム を 、 ア ジ レ ン ト 製
の ソ フ ト ウ エ ア VEE内 に 組 込 ん だ 。 X-軸 上 の 時 間 対 Y-軸 上 の Δ 周 波 数 の 曲 線 が 表 示 さ れ た
。 同 社 の 作 成 し た ソ フ ト ウ エ ア お よ び ナ シ ョ ナ ル イ ン ス ツ ル メ ン ツ (National Instrument
s)社 か ら 入 手 し た LabVIEWソ フ ト ウ エ ア の 何 れ か を 使 用 し た 。 こ れ ら 2つ の SAWセ ン サ 間 の
シ グ ナ ル に お け る 差 を 、 以 下 の よ う に し て 記 録 し た 。
Δ 周 波 数  = SAWセ ン サ (基 準 ) - SAWセ ン サ (検 知 )
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 II： 二 本 鎖 λ DNAを 用 い た 空 の 表 面 弾 性 波 セ ン サ 表 面 の 変 性
　 本 実 施 例 の 目 的 は 、 10.000ds-DNA分 子 を 、 該 表 面 弾 性 波 セ ン サ 表 面 に 結 合 し た 効 果 を 明
ら か に す る こ と で あ る 。
　 SAWセ ン サ の 清 浄 化 ： 真 空 蒸 着 チ ャ ン バ ー か ら 取 出 さ れ た 任 意 の SiO 2 表 面 が 清 浄 で あ る
と は 、 全 く 考 え ら れ ず 、 従 っ て こ れ を 清 浄 化 す る た め に 、 幾 分 か の 努 力 を 必 要 と す る 。 こ
の マ イ ク ロ セ ン サ 系 の 極 め て 高 い 感 度 は 、 全 て の 測 定 を 、 該 SAWセ ン サ 表 面 へ の 物 質 の 結
合 お よ び 該 表 面 か ら の 物 質 の 離 脱 を 、 厳 密 に 制 御 す る 条 件 の 下 で 行 う こ と を 要 求 す る 。 該
SAWセ ン サ 表 面 を 清 浄 化 し て 、 シ グ ナ ル の 妨 害 を 最 小 化 す る こ と は 極 め て 重 要 で あ る 。 と
い う の は 、 該 SAW表 面 に ラ ン ダ ム に 結 合 し た 、 ま た は 該 表 面 か ら 離 れ る 可 能 性 の あ る 不 純
物 が 、 該 意 図 す る シ グ ナ ル を 妨 害 す る か ら で あ る 。 0.1M NaOHお よ び 1％ Triton X-100溶 液
を 、 該 カ ー ト リ ッ ジ 内 に 注 入 し て 、 少 量 の 表 面 汚 染 物 質 を 効 率 よ く 除 去 し た 。 該 カ ー ト リ
ッ ジ を そ の 後 水 洗 し た 。
　 該 SiO 2 表 面 の ス ル フ ヒ ド リ ル -シ リ ル 化 ： 95％ エ タ ノ ー ル /5％ 水 溶 液 を 、 酢 酸 で pH 5.0
に 調 節 す る 。 3-(メ ル カ プ ト プ ロ ピ ル )ト リ メ ト キ シ シ ラ ン 溶 液 を 、 攪 拌 し つ つ 添 加 し て 、
最 終 濃 度 2％ の 溶 液 を 得 る 。 こ の 溶 液 を 5分 間 攪 拌 し て 、 加 水 分 解 し 、 か つ シ ラ ノ ー ル を 生
成 さ せ た 。 各 SAWセ ン サ を 、 こ の 溶 液 と 5分 間 接 触 さ せ る 。 こ の SAWセ ン サ を 、 エ タ ノ ー ル
中 で 濯 ぎ 、 ま た 室 温 に て 一 夜 放 置 し て 、 硬 化 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 遊 離 SH基 へ の GMBSの 結 合 ： DNA分 子 上 の 遊 離 ア ミ ノ 基 を 結 合 す る た め に 、 該 ア ミ ノ お よ
び ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 性 ク ロ ス リ ン カ ー 分 子 GMBSを 、 遊 離 の 表 面 に 結 合 し た ス ル フ ヒ ド リ
ル 基 と 結 合 さ せ る 。 該 検 知 用 の SAWセ ン サ を 、 1Xカ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー (5Xカ ッ プ リ ン グ
バ ッ フ ァ ー ； 100mMの Hepes、 750mMの NaCl、 50mMの EDTA, p 7.1)中 の 19mM GMBSと 、 90分 間
接 触 さ せ る 。 該 検 知 用 の SAWセ ン サ を 、 水 で 濯 ぎ 、 室 温 に て 一 夜 放 置 し て 、 硬 化 さ せ る 。
そ の 構 成 を 図 2Aに 示 す 。 こ の 場 合 の 分 子 認 識 剤 は 、 該 DNA分 子 で あ る 。
　 ア ミ ノ 基 で 変 性 さ れ た 両 末 端 を 持 つ 、 10,000bpの 二 本 鎖 λ DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 5'ア ミ
ノ 変 性 プ ラ イ マ ： ア ミ ノ -5'-ATA TAC CGA AGA GGC GCA GA-3'お よ び 「 マ ン グ ラ ー (mangle
r)」 を 用 い た PCR法 を 利 用 し て 構 築 し た 。

10

20

30

40

50

(44) JP 2007-538236 A 2007.12.27



　 該 λ DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 13Bg1I内 部 サ イ ト を 含 む 。 こ の DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 PCR増 幅
後 に 、 キ ア ゲ ン (Qiagen) PCR精 製 キ ッ ト を 用 い て 精 製 し た 。 該 DNAフ ラ グ メ ン ト の 濃 度 を
、 0.1μ g/mlに 調 節 し た 。
　 こ の 10,000bpの DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 両 SAWセ ン サ を 収 縮 す る 該 カ ー ト リ ッ ジ 内 に 注 入 す
る 。 1時 間 後 に 、 >500,000Hzの Δ 周 波 数 に お け る 変 化 が 、 観 測 さ れ た 。
　 標 準 的 な 濃 度 の 制 限 酵 素 Bg1Iを 含 む 混 合 物 を 、 こ れ ら 2つ の SAWセ ン サ を 接 触 さ せ る た め
の 該 カ ー ト リ ッ ジ 内 に 注 入 し た 。 こ の 酵 素 は 、 図 2Bに 示 す よ う に 、 該 DNAフ ラ グ メ ン ト を
、 13の 異 な る 内 部 位 置 に お い て 切 断 す る 。 1時 間 後 に 、 こ れ ら 2つ の SAWセ ン サ 間 の 、 Δ 周
波 数 シ グ ナ ル が 、 以 下 の 表 1に 示 す よ う に 、 ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル に 戻 さ れ た 。

【 ０ １ ３ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ６ 】
実 施 例 III： オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ク リ ダ イ ト リ ン ク を 介 し て 、 表 面 弾 性 波 セ ン サ 表 面 に
結 合 し た 、 重 合 ア ク リ ル ア ミ ド を 利 用 す る 、 空 の 該 表 面 弾 性 波 セ ン サ 表 面 の 変 性
　 清 浄 化 、 ス ル フ ヒ ド リ ル -シ リ ル 化 お よ び SAWセ ン サ 表 面 へ の ク ロ ス リ ン カ ー 分 子 GMBSの
結 合 に 関 し て 、 実 施 例 IIと 同 一 の 手 順 を 用 い た 。
　 内 部 HinP1 Iサ イ ト 、 5'末 端 の ア ク リ ル ア ミ ド 基 (ア ク リ ダ イ ト )お よ び 3'末 端 の ア ミ ノ
基 を 持 つ 、 特 別 に 設 計 し た 25塩 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン テ グ レ ー テ ッ ド DNA
テ ッ ク 社 (Integrated DNA Tech Company)か ら 購 入 し た 。
　 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 検 知 SAWセ ン サ の み と 接 触 す る 上 記 カ ー ト リ ッ ジ に 注 入
し 、 室 温 に て 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の SAWセ ン サ 表 面 を 、 水 で 濯 ぎ 、 次 い で 風 乾
し た 。
　 5％ (w/v)ア ク リ ル ア ミ ド /ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド モ ノ マ ー 、 UV開 始 剤 (2,2'-ジ エ ト キ シ ア
セ ト フ ェ ノ ン )を 、 PBSバ ッ フ ァ ー 中 に 含 有 す る 共 重 合 混 合 物 の 溶 液 (2× 10μ l)を 、 図 3Aに
示 し た よ う に 、 該 カ ー ト リ ッ ジ に お け る 2つ の 注 入 口 を 介 し て 、 こ れ ら 2つ の SAWセ ン サ に
、 重 層 し た 。
　 こ れ ら 2つ の SAWセ ン サ を 、 UV光 に 暴 露 し 、 同 時 に Δ 周 波 数 シ グ ナ ル を 検 出 し た 。
　 以 下 の 表 2に 示 す よ う に 、 こ の Δ 周 波 数 は 、 上 記 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 光 重 合 法 に よ っ
て 、 著 し い 影 響 を 受 け た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
　 標 準 的 な 濃 度 の 、 制 限 酵 素 HinP1 Iを 含 む 混 合 物 (2× 10μ l)を 、 上 記 2つ の SAWセ ン サ に
重 層 し た 。 こ の 制 限 酵 素 は 、 該 プ ラ イ マ ー を 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ア ン カ ー が 、 図 3Bに 示
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し た よ う に 、 該 SAWセ ン サ 表 面 か ら 遊 離 す る よ う に 、 切 断 し た 。 1時 間 経 過 後 、 こ れ ら 2つ
の SAWセ ン サ 間 の Δ シ グ ナ ル は 、 表 2に 示 し た よ う に 、 ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル に 復 帰 し た 。
実 施 例 IV： 抗 体 /抗 原 リ ン ク を 介 し て 表 面 弾 性 波 セ ン サ 表 面 に 結 合 し た 、 重 合 ア ク リ ル ア
ミ ド を 用 い た 、 空 の 該 セ ン サ 表 面 の 変 性
　 図 4Aに 示 し た よ う に 、 該 SAW検 知 セ ン サ 表 面 は 、 該 GMBSク ロ ス リ ン カ ー 分 子 に 結 合 し た
ア ミ ノ 基 を 介 し て 、 特 異 的 な 抗 体 と 結 合 し て い る 。 メ タ ク リ ル 酸 -変 性 抗 原 は 、 該 表 面 に
結 合 し た 抗 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 既 に 結 合 し て い る メ タ ク リ ル 酸 -変 性 抗 原 が 、 重
合 工 程 に 関 与 し て い る 、 重 合 さ れ た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の フ ィ ル ム を 、 図 4Aに 示 し た よ う
に 、 該 SAWセ ン サ の 上 部 に 配 置 す る 。 あ ら ゆ る 遊 離 の 抗 原 被 検 体 は 、 該 結 合 し た メ タ ク リ
ル 酸 -変 性 抗 原 と 競 合 し 、 結 果 と し て 、 図 4Bに 示 し た よ う に 、 該 SAWセ ン サ 表 面 由 来 の 該 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド の フ ィ ル ム を 遊 離 す る 。 こ の 遊 離 は 、 Δ 周 波 数 の シ フ ト を も た ら し 、 ま
た 結 果 的 に 特 定 の 特 異 的 抗 原 の 存 在 を 示 す 指 標 と な る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 該 被 検 体 に 対 す る 該 抗 原 は 、 A.Yu. Rubina等 , Bio Techniques, 2003, 34(5):1009に 記
載 さ れ て い る よ う に 、 以 下 の 本 質 的 な 手 順 の 後 の 、 メ タ ク リ ル 酸 -変 性 さ れ る 。 タ ン パ ク
質 溶 液 (0.01Mの ホ ウ 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中 に て 、 濃 度 20μ Mの 溶 液 100μ L、 pH 9.3)を 、 ジ メ チ
ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)に 分 散 さ せ た 、 6-メ タ ク リ ル ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 の N-ヒ ド ロ キ シ サ ク
シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の 、 0.1-10mM溶 液 29μ Lと 混 合 し 、 こ の 混 合 物 を 室 温 に て 1/2～ 2時 間
攪 拌 し た 。 こ の タ ン パ ク 質 ： 変 性 剤 の モ ル 比 は 、 1:1～ 1:100な る 範 囲 内 で 変 え た 。 こ の 変
性 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G25を 使 用 し た 、 マ イ ク ロ バ イ オ -ス ピ ン (micro b
io-spin)カ ラ ム 上 で 精 製 す る か 、 あ る い は 精 製 す る こ と な く 、 該 反 応 混 合 物 中 で の 共 重 合
の た め に 使 用 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
実 施 例 V(理 論 上 の 実 施 例 )： ア リ ー ル ア ミ ド /シ ラ ン 含 有 分 子 を 介 し て 、 表 面 弾 性 波 セ ン サ
表 面 に 結 合 し た 、 フ ォ ト ニ ッ ク 結 晶 検 知 モ チ ー フ (PHOTONIC CRYSTAL SENSING MOTIF)を 用
い た 、 空 の 該 セ ン サ 表 面 の 変 性
　 本 実 施 例 は 、 重 合 さ れ た 結 晶 性 コ ロ イ ド 状 ア レ イ を 用 い た 、 SAWセ ン サ が ど の よ う に 機
能 す る か に 関 す る 、 理 論 上 の 実 施 例 で あ る 。
　 一 端 に ア ク リ ル ア ミ ド 基 (ア ク リ ダ イ ト )を 、 お よ び 他 端 に シ ラ ン 基 を 持 つ 、 特 別 に 設 計
し た 分 子 (以 下 に お い て は 、 結 合 分 子 と 呼 ぶ )を 設 計 す べ き で あ る 。
　 該 結 合 分 子 を 、 SiO 2 で 覆 わ れ た 該 SAWセ ン サ 表 面 と 接 触 す る 、 該 カ ー ト リ ッ ジ 内 に 注 入
し 、 室 温 に て x分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 結 合 分 子 は 、 該 シ ラ ン 基 を 介 し て SiO 2 表 面 と
結 合 す る で あ ろ う 。 該 SAWセ ン サ 表 面 を 、 洗 浄 剤 溶 液 中 で 濯 ぎ 、 次 い で 風 乾 し た 。
　 高 度 に 帯 電 し た 単 分 散 ポ リ ス チ レ ン コ ロ イ ド 、 ア ク リ ル ア ミ ド /ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド モ
ノ マ ー 、 UV開 始 剤 (2,2'-ジ エ ト キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン )お よ び メ タ ク リ ル 酸 -変 性 抗 体 を 含 む
共 重 合 混 合 物 の 溶 液 を 、 該 検 知 SAWセ ン サ 表 面 へ の ア ク セ ス を 可 能 と す る 注 入 用 の 入 口 を
介 し て 、 該 検 知 SAWセ ン サ 表 面 に 重 層 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 高 度 に 帯 電 し た 単 分 散 ポ リ ス チ レ ン コ ロ イ ド 、 ア ク リ ル ア ミ ド /ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド モ
ノ マ ー 、 UV開 始 剤 (2,2'-ジ エ ト キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン ) を 含 む が 、 メ タ ク リ ル 酸 -変 性 抗 体
を 添 加 さ れ て い な い 、 共 重 合 混 合 物 の 溶 液 を 、 該 基 準 SAWセ ン サ 表 面 へ の ア ク セ ス を 可 能
と す る 注 入 用 入 口 を 介 し て 、 該 基 準 SAWセ ン サ 表 面 に 重 層 し た 。
　 該 検 知 表 面 は 、 図 1Aに 示 さ れ て い る 。
　 こ れ ら 2つ の SAWセ ン サ 表 面 は 、 UV光 に 暴 露 す る こ と に よ り 、 光 重 合 さ せ た 。
　 こ れ ら 2つ の SAWセ ン サ の 頂 部 に こ の 特 異 的 な 抗 原 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 該 抗 原 は 、
該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 内 を 拡 散 し 、 ま た 図 1Bに 示 す よ う に 固 定 化 酵 素 と 結 合 す る 。 こ
の 事 象 は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル の 配 座 変 化 を 引 起 し 、 結 果 的 に 該 検 知 SAWセ ン サ を 動 作 さ せ る 。
　 こ の 配 座 変 化 は 、 大 き な Δ 周 波 数 シ フ ト を も た ら し 、 結 果 と し て 該 特 定 の 抗 原 の 有 無 の
指 標 と な る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
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実 施 例 VI： 一 つ の SAWセ ン サ に 及 ぼ す 水 効 果 (減 衰 )
　 水 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 、 一 つ の SAWセ ン サ に つ い て 簡 単 な 測 定 を 行 っ た 。 図 14に 示
し た よ う に 、 水 を 該 カ ー ト リ ッ ジ に 注 入 し た 後 に は 、 殆 ど 減 衰 作 用 は 見 ら れ な か っ た 。
結 果 お よ び 論 考
　 実 施 例 Iは 、 完 全 な 作 業 性 SAWに 基 く 検 出 機 器 の 構 成 を 示 し た 。 実 施 例 IIお よ び 実 施 例 II
Iは 、 弾 性 層 表 面 上 の イ ン タ ー デ ジ タ ル 金 電 極 が 、 該 電 極 間 の DNA架 橋 等 の 表 面 変 性 の 著 し
い 影 響 下 に あ り 、 ま た 該 電 極 が ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド フ ィ ル ム で 上 塗 り さ れ て い る こ と を 明
ら か に し た 。 実 施 例 IVお よ び Vに お い て は 、 理 論 上 の 実 施 例 に よ っ て 、 イ ン タ ー デ ジ タ ル
電 極 の 変 性 に 基 く 、 セ ン サ 装 置 の 組 立 て の た め に 、 こ れ ら の 特 徴 を ど の よ う に 利 用 し 得 る
か を 示 し て い る 。 実 施 例 VIに お い て は 、 水 の 存 在 下 に お け る 、 該 SAWセ ン サ の 優 れ た 性 能
を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
実 施 例 VII： ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス オ ー レ ウ ス (STAPHYLOCOCCUS AREUS由 来 の 、 少 量 の プ ロ テ
イ ン Aの 測 定
　 本 例 は 、 SAW共 鳴 セ ン サ ユ ニ ッ ト の 製 法 を 説 明 す る も の で あ り 、 こ の 方 法 は 、 セ ン サ 表
面 に 、 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス お よ び /ま た は 抗 体 溶 液 を 適 用 し 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ
ク ス お よ び /ま た は 抗 体 溶 液 を 重 合 さ せ 、 PBSバ ッ フ ァ ー 中 の プ ロ テ イ ン Aの 濃 度 8pg/mlに
お い て 、 該 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス と 抗 原 と の 間 で 相 互 作 用 さ せ る 工 程 を 含 む 。
　 セ ン サ ユ ニ ッ ト は 、 2つ の SAW共 鳴 体 か ら な り 、 図 15に 示 す よ う に 、 そ の 一 つ は 基 準 (抗
体 を 検 出 す る こ と は な い )と し て 機 能 し 、 ま た 他 の 一 つ は 、 検 知 セ ン サ (抗 体 の 検 出 を 行 う
)と し て 機 能 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 一 つ の セ ン サ ユ ニ ッ ト を 構 成 す る こ れ ら 2つ の SAW共 鳴 体 は 、 610MHzに て 振 動 し 、 ま た 図
15に 示 す よ う に 、 フ リ ッ プ -チ ッ プ 技 術 を 利 用 し て 、 特 別 な 金 被 覆 基 板 上 で 、 電 子 的 に 組
み 立 て ら れ る 。
　 こ の セ ン サ ユ ニ ッ ト は 、 2つ の 別 々 の 段 階 で 作 成 さ れ る ：
段 階 1： 該 セ ン サ ユ ニ ッ ト に 、 ヒ ド ロ ゲ ル /抗 体 マ ト リ ッ ク ス を 適 用 す る 。
段 階 2： 該 重 合 さ れ た 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス と 、 抗 原 (本 例 で は プ ロ テ イ ン A)と の
間 の 検 出 段 階 。
　 段 階 1に お い て は 、 別 々 の 溶 液 が 、 該 セ ン サ 表 面 に 直 接 添 加 さ れ る 。
　 段 階 2に お い て は 、 該 セ ン サ ユ ニ ッ ト は 、 流 動 系 内 で 組 立 て ら れ 、 ま た 被 検 体 は 、 流 量 2
5μ l/分 に て 、 該 2つ の セ ン サ 表 面 に 注 入 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
段 階 1： 該 セ ン サ ユ ニ ッ ト へ の 、 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス の 適 用
　 プ ロ テ イ ン A(ab7243, ア ブ カ ム (abcam))に 対 す る 、 ア ク リ レ ー ト 化 ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 調 製 ： 100μ lの 抗 体 溶 液 (濃 度 ： 1mg/ml)の 、 エ ッ ペ ン ド ル フ (Eppendorf)チ ュ ー ブ
へ の 添 加 。
　 更 に 、 90μ lの PBSお よ び 10μ lの N-ア ク リ ル オ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド 溶 液 (濃 度 ： 1μ g/ml)
の 添 加 。
　 37℃ に お け る 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 。
　 そ の ま ま 使 用 可 能 、 4℃ に て 保 存 。
　 0.25％ の 光 開 始 剤 溶 液 の 調 製 ： 1.0gの イ ル ガ キ ュ ア (Irgacure) 2959[チ バ ス ペ シ ャ ル テ
ィ ー ケ ミ カ ル ズ (Ciba Specially Chemicals)]の 、 400mlの PBSバ ッ フ ァ ー (標 準 )へ の 添 加
。
　 該 光 開 始 剤 が 、 溶 解 す る ま で 、 攪 拌 下 で 80-90℃ ま で 昇 温 。
　 4℃ に て 保 存 。
　 ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 の 調 製 ： 100μ lの ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )ジ ア ク リ レ ー ト (ア ル ド リ
ッ チ (Aldrich) 437441)の 、 9.9mlの 標 準 PBSバ ッ フ ァ ー へ の 添 加 。
　 8.0mlの 上 記 溶 液 と 、 2.0mlの 0.25％ 光 開 始 剤 溶 液 と の 混 合 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 は 、 今 や
直 ぐ に 使 用 で き る 状 態 に あ る 。
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【 ０ １ ４ ６ 】
　 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 の 調 製 ： 80μ lの ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 と 、 20μ lの プ ロ テ イ ン Aに 対 す る
ア ク リ レ ー ト 化 ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (濃 度 ： 500μ g/ml)と の 混 合 。 該 抗 体 の 最 終 濃 度
： 100μ g/ｍ ｌ 。 こ の 溶 液 を 、 「 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 」 と 呼 ぶ 。
　 80μ lの ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 と 、 20μ lの PBSと を 混 合 。 こ の 溶 液 を 「 ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 」 と 呼
ぶ 。
　 4μ lの 該 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 の 、 該 検 知 用 SAW共 鳴 体 へ の 添 加 (図 15(1))。
　 4μ lの 該 ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 の 、 該 基 準 SAW共 鳴 体 へ の 添 加 (図 15(2))。
　 こ の セ ン サ ユ ニ ッ ト の 200秒 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 。
　 波 長 365nmの UV光 源 の 、 200秒 間 に 渡 る 稼 動 (ビ ル バ ー ロ ア マ ッ ト (Vilber Lourmat) M03 
5950)。
　 該 セ ン サ ユ ニ ッ ト の 2つ の SAW共 鳴 体 表 面 に 、 3× 4μ lの PBSバ ッ フ ァ ー を ピ ペ ッ ト で 適 用
す る こ と に よ る 、 各 SAW共 鳴 体 の 3度 に 渡 る PBSバ ッ フ ァ ー で の 洗 浄 。
　 図 21は 、 矢 印 で 表 示 さ れ た 該 検 知 用 SAW共 鳴 体 に 適 用 さ れ た 、 該 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 を
示 す 。 理 解 さ れ る よ う に 、 周 波 数 は 、 約 250,000Hzに 減 少 す る 。 こ れ は 、 該 SAW共 鳴 体 構 造
へ の 、 該 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 の 吸 収 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ る 。 重 合 反 応 を 、 該 抗
体 /ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 に つ い て 示 す 。 波 長 365nmの 該 UV光 源 に よ る 暴 露 は 、 時 間 0秒 に お い て
開 始 さ れ る 。 例 示 可 能 で あ る よ う に 、 約 150,000な る 特 性 周 波 数 の 降 下 は 、 約 80秒 後 に 観
測 さ れ る 。 こ れ は 、 該 IDT構 造 間 で の 、 該 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 の 重 合 反 応 の 主 要 部 分 に よ
る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
段 階 2： 該 重 合 さ れ た 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス と 、 抗 原 (本 例 で は プ ロ テ イ ン A)と の
間 の 検 出 段 階
1. プ ロ テ イ ン A溶 液 (濃 度 ： 8pg/ml)の 調 製 ： 5mgの プ ロ テ イ ン Aを 溶 解 す る 。
2. 5mlの PBSバ ッ フ ァ ー 中 の (シ グ マ (Sigma) P60319)。
3. 2μ lの 上 記 溶 液 の 、 998μ lの PBSバ ッ フ ァ ー へ の 添 加 。
4. 2μ lの 上 記 溶 液 の 、 998μ lの PBSバ ッ フ ァ ー へ の 添 加 。
5. 2μ lの 上 記 溶 液 の 、 998μ lの PBSバ ッ フ ァ ー へ の 添 加 。
6. PBSバ ッ フ ァ ー 中 の 、 プ ロ テ イ ン Aの 最 終 濃 度 ： 8pg/ml。
　 こ の セ ン サ ユ ニ ッ ト は 、 図 15に 示 さ れ て い る よ う に 、 流 動 系 に お い て 組 立 て ら れ 、 ま た
PBSバ ッ フ ァ ー の 流 れ は 、 25μ l/mlな る 流 量 で 開 始 さ れ る 。 安 定 な ベ ー ス ラ イ ン が 得 ら れ
た 後 に 、 該 被 検 体 (プ ロ テ イ ン A)を 、 該 セ ン サ 表 面 上 に 、 濃 度 ： 8pg/mlに て 注 入 さ れ る 。
　 図 18は 、 上 記 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル マ ト リ ッ ク ス を 含 む IDTを 示 す 。 図 19に は 、 被 検 体 (プ ロ
テ イ ン A)と の 相 互 作 用 が 示 さ れ て い る 。 該 抗 体 と 被 検 体 と の 直 接 的 な 相 互 作 用 (質 量 負 荷 )
お よ び 抗 体 /被 検 体 間 に 相 互 作 用 が 生 じ た 際 の 、 ヒ ド ロ ゲ ル 構 造 の 変 化 両 者 が 、 極 め て 低
い 被 検 体 濃 度 に お い て 、 極 め て 高 感 度 で の 周 波 数 応 答 が 得 ら れ る 理 由 で あ る と 、 考 え ら れ
る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 図 22は 、 該 2つ の SAW共 鳴 体 上 で の プ ロ テ イ ン Aの 応 答 を 示 す 。 左 Y-軸 に は 、 実 際 の 周 波
数 応 答 を 観 測 す る こ と が で き る 。 右 Y-軸 に は 、 こ れ ら 2つ の SAW共 鳴 体 間 の 差 分 周 波 数 応 答
を 観 測 す る こ と が で き る 。 X-軸 上 の 時 間 は 、 秒 単 位 で あ る 。 プ ロ テ イ ン Aサ ン プ ル は 、 約 2
30秒 後 に 注 入 す る 。
　 こ こ に お い て 引 用 し た あ ら ゆ る 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 は 、 こ れ ら 各 刊 行 物 、 特
許 、 お よ び 特 許 出 願 具 体 的 に 、 か つ 個 々 に 参 考 文 献 で あ る こ と が 明 記 さ れ た 場 合 と 全 く 同
じ よ う に 、 あ ら ゆ る 目 的 に 対 し て 、 そ の 全 体 を 、 参 考 文 献 と し て 、 本 明 細 書 に 組 入 れ る 。
　 上 記 の 発 明 は 、 そ の 理 解 の 明 確 化 を 目 的 と し て 、 例 示 お よ び 実 施 例 と し て 幾 分 詳 細 に 説
明 し て き た が 、 当 業 者 に は 、 本 開 示 の 精 神 並 び に 範 囲 を 逸 脱 す る こ と 無 し に 、 本 発 明 の 教
示 に 照 ら し て 、 上 記 し た 本 発 明 に 幾 分 か の 変 更 並 び に 改 良 を 施 し 得 る こ と は 容 易 に 理 解 さ
れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ １ ４ ９ 】
【 図 １ Ａ 】 図 1Aは 、 結 合 さ れ た 薄 い 3次 元 フ ィ ル ム 構 造 を 持 つ 、 SAWセ ン サ 表 面 を 模 式 的 に
示 す 図 で あ り 、 該 構 造 は 、 分 子 認 識 成 分 を 含 有 す る ヒ ド ロ ゲ ル 内 で 重 合 さ れ た 、 帯 電 し た
粒 子 の 結 晶 性 コ ロ イ ド 状 ア レ イ を 含 む 。 (1) SAWセ ン サ 表 面 ； (2) 該 表 面 上 の 金 IDT； (3) 
一 端 に シ ラ ン 基 を 有 し 、 ま た 他 端 に ア ク リ ル ア ミ ド 基 を 持 つ ア ン カ ー 分 子 ； (4) 該 コ ロ イ
ド 状 帯 電 粒 子 ； (5) 該 重 合 さ れ た ア ク リ ル ア ミ ド 網 状 構 造 ； (6) 分 子 認 識 成 分 。
【 図 １ Ｂ 】 図 1Bは 、 帯 電 粒 子 の 結 晶 性 コ ロ イ ド 状 ア レ イ を 含 有 す る 、 結 合 し た ヒ ド ロ ゲ ル
を 含 む 、 SAWセ ン サ 表 面 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ Ａ 】 図 2Aは 、 各 DNA分 子 内 の ア ミ ノ 基 の 、 ク ロ ス リ ン カ ー 分 子 GMBSと の カ ッ プ リ ン
グ を 通 し て 、 該 SAW表 面 上 の SiO 2 薄 層 に 結 合 し た 、 分 子 認 識 成 分 を 含 む 、 該 SAWセ ン サ 表 面
を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。 (1) SAWセ ン サ 表 面 ； (2) 該 表 面 上 の 金 IDT； (3) 3-(メ ル カ プ
ト プ ロ ピ ル )ト リ メ ト キ シ シ ラ ン ； (4) GMBSク ロ ス リ ン カ ー ； (5) 該 ア ミ ノ 基 を 介 し て 該 S
AW表 面 に 架 橋 さ れ た 、 該 分 子 認 識 成 分 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 2Bは 、 各 DNA分 子 内 の ア ミ ノ 基 の 、 ク ロ ス リ ン カ ー 分 子 GMBSと の カ ッ プ リ ン
グ を 通 し て 、 該 SAW表 面 上 の SiO 2 薄 層 に 結 合 し た 、 10,000bpの DNA分 子 を 含 む 、 該 SAWセ ン
サ 表 面 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。 本 図 に お い て 、 該 10,000bpの DNA分 子 (5)は 、 制 限 酵 素 Bg
Iに よ っ て 切 断 さ れ て お り 、 こ の 特 定 の 酵 素 は 、 該 DNAフ ラ グ メ ン ト の 幾 つ か の 内 部 位 置 を
切 断 し た 。
【 図 ３ Ａ 】 図 3Aは 、 内 部 HinP1 Iサ イ ト 、 5'末 端 に お け る ア ク リ ル ア ミ ド 基 (ア ク リ ダ イ ト
)お よ び 3'末 端 に お け る ア ミ ノ 基 を 持 ち 、 リ ン カ ー 分 子 (3)お よ び (4)を 介 し て SAW表 面 に 結
合 し た 、 特 別 に 設 計 さ れ た 25塩 基 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 SAWセ ン サ 表 面 を
模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。 こ の 特 別 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ク リ ル ア ミ ド 重 合 過 程 (6)
に 関 与 す る 。 (1) SAWセ ン サ 表 面 ； (2) 該 表 面 上 の 金 IDT； (3) 3-(メ ル カ プ ト プ ロ ピ ル )ト
リ メ ト キ シ シ ラ ン ； (4) GMBSク ロ ス リ ン カ ー ； (5) 内 部 HinP1 Iサ イ ト 、 5'末 端 に お け る
ア ク リ ル ア ミ ド 基 (ア ク リ ダ イ ト )お よ び 3'末 端 に お け る ア ミ ノ 基 を 持 つ 、 特 別 に 設 計 さ れ
た 25塩 基 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； (6) ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド フ ィ ル ム 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 3Bは 、 図 3Aと 同 一 で あ る が 、 (5) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 制 限 酵 素 HinP1で
切 断 さ れ て 、 該 SAW表 面 か ら 、 該 重 合 さ れ た ア ク リ ル ア ミ ド 網 状 構 造 を 開 放 す る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 4Aは 、 リ ン カ ー 分 子 (3)お よ び (4)を 介 し て 結 合 し た 抗 体 (5)を 有 す る 、 SAWセ
ン サ 表 面 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。 こ の 抗 体 は 、 メ タ ク リ ル 酸 -変 性 抗 原 (6)と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ れ る 。 こ の メ タ ク リ ル 酸 -変 性 抗 原 は 、 重 合 過 程 (7)に 関 与 す る 。 (1) SAWセ ン サ 表
面 ； (2) 該 表 面 上 の 金 IDT； (3) 3-(メ ル カ プ ト プ ロ ピ ル )ト リ メ ト キ シ シ ラ ン ； (4) GMBS
ク ロ ス リ ン カ ー ； (5) 抗 体 ； (6) メ タ ク リ ル 酸 -変 性 抗 原 ； (7) ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ヒ ド
ロ ゲ ル 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 4Bは 、 図 4Aと 同 一 で あ る が 、 競 合 非 -変 性 抗 原 (8)が 、 該 SAW表 面 か ら 、 該 重
合 さ れ た ア ク リ ル ア ミ ド 網 状 構 造 を 開 放 し て い る 。
【 図 ５ Ａ 】 図 5Aは 、 標 準 的 な フ リ ッ プ -チ ッ プ 技 術 を 利 用 し て 、 2つ の SAWセ ン サ が 結 合 さ
れ て い る 、 プ リ ン ト カ ー ド の 前 面 を 示 す 写 真 で あ る 。 (1) SAW基 準 セ ン サ ； (2) SAW検 知 セ
ン サ ； (3)-(8) 該 2つ の SAWセ ン サ か ら の 電 気 的 接 続 ； (9) プ リ ン ト カ ー ド 基 板 (酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム )； (10) 特 別 設 計 の ガ ス ケ ッ ト 。
【 図 ５ Ｂ 】 図 5Bは 、 図 5Aと 同 一 の 写 真 で あ り 、 こ こ で 該 ガ ス ケ ッ ト (10)は 、 該 プ リ ン ト カ
ー ド の 上 部 に 配 置 さ れ て い る 。
【 図 ６ Ａ 】 図 6Aは 、 標 準 的 な フ リ ッ プ -チ ッ プ 技 術 を 利 用 し て 、 2つ の SAWセ ン サ が 結 合 さ
れ て い る 、 該 プ リ ン ト カ ー ド の 裏 面 の 写 真 で あ る 。 (1) SAW基 準 セ ン サ 表 面 は 小 さ な チ ャ
ン ネ ル 内 に 見 る こ と が で き ； (2) SAW検 知 セ ン サ は 小 さ な チ ャ ン ネ ル 内 に 見 る こ と が で き
； (3)-(8) 該 2つ の SAWセ ン サ か ら の 電 気 的 接 続 は 、 雌 型 プ ラ グ を 装 置 に 差 し 込 む こ と の 出
来 る 状 態 に あ り ； (9) 該 電 気 的 接 続 材 料 ； (10) 特 別 設 計 の ガ ス ケ ッ ト 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 6Bは 、 図 6Aと 同 一 の 写 真 で あ り 、 こ こ で ガ ス ケ ッ ト (10)が プ リ ン ト カ ー ド (1
0)の 上 に 配 置 さ れ て い る 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 図 6Aと 同 一 の 写 真 で あ り 、 こ こ で 特 別 設 計 の PMMAブ ロ ッ ク (1)は 、 該 ガ ス
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ケ ッ ト (10)の 上 部 に 配 置 さ れ て い て 、 完 全 な カ ー ト リ ッ ジ を 生 成 す る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 図 7の 模 式 図 で あ り 、 こ こ で は 全 て の 部 品 を 見 る こ と が で き る 。 (1) 上 部
の PMMAブ ロ ッ ク ； (2) 底 部 の PMMAブ ロ ッ ク ； (3)-(10) 電 気 コ ネ ク タ ； (11) 2つ の ガ ス ケ
ッ ト の 内 の 一 つ ； (12)お よ び (13) 上 記 2つ の SAWセ ン サ ； (14)お よ び (15) サ ン プ ル 導 入 口
。
【 図 ９ 】 図 9は 、 該 2つ の SAWセ ン サ を 支 持 す る た め の 交 互 の カ ー ト リ ッ ジ を 示 す 写 真 お よ
び 図 面 で あ る 。 (1) 2つ の SAWセ ン サ を 支 持 す る よ う に 設 計 さ れ た 流 動 カ ー ト リ ッ ジ ； (7) 
PMMAで 製 造 し た カ ー ト リ ッ ジ ； (8) サ ン プ ル 導 入 口 ； (9) 第 一 SAWセ ン サ の 局 在 化 、 SAWセ
ン サ 両 者 は 、 こ の 構 成 に お い て 、 各 々 4つ の ス プ リ ン グ プ ロ ー ブ で 接 続 さ れ て い る ； (10) 
第 二 の SAWセ ン サ の 局 在 化 ； (11) 外 部 ポ ン プ に 接 続 す る た め の チ ュ ー ブ ； (2) 標 準 的 な フ
リ ッ プ -チ ッ プ 技 術 を 利 用 し て 、 2つ の SAWセ ン サ が 結 合 さ れ て い る 、 該 カ ー ト リ ッ ジ の 前
面 の 写 真 で あ る ； (3) 各 SAWセ ン サ 用 の 4つ の 接 続 を 見 る こ と の で き る 、 該 カ ー ト リ ッ ジ の
裏 面 の 写 真 で あ り ； (4) 該 カ ー ト リ ッ ジ の 図 面 ； (5) 基 準 SAWセ ン サ の サ ン プ ル 導 入 口 で
あ り 、 該 SAWセ ン サ は 、 こ の 図 で は 見 る こ と が で き ず ； (6) 検 知 SAWセ ン サ の サ ン プ ル 導 入
口 、 こ の SAWセ ン サ は 、 本 図 で は 見 る こ と が で き な い 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 μ m単 位 で の 、 該 SAWセ ン サ の 寸 法 を 示 す 図 で あ る 。 (1) SAW検 知 領 域
； (2)-(5) コ ン タ ク ト パ ッ ド 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 該 SAWセ ン サ 表 面 の 拡 大 写 真 で あ る 。 (1)-(3) 該 コ ン タ ク ト パ ッ ド ； (
4) 検 知 領 域 ； (5) 圧 電 基 板 ； (6) イ ン タ ー デ ジ タ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ (IDT)ま た は イ ン タ
ー デ ジ タ ル 電 極 (IDE)パ タ ー ン 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 IDTに 関 す る 断 面 の 拡 大 写 真 で あ る 。 (1) 該 2つ の 電 極 間 の 間 隔 1μ m；
(2) 金 表 面 ； (3) 50nmの SiO 2 表 面 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 電 子 回 路 設 計 の 模 式 的 図 で あ り 、 各 SAWセ ン サ は 、 図 13に 示 す 電 子 回
路 に よ っ て 作 動 さ せ た 。 各 SAWセ ン サ 回 路 の 出 力 は 、 2-チ ャ ン ネ ル 周 波 数 計 数 器 HP[ア ジ レ
ン ト (Agilent)] 53131Aと 接 続 し た 。 別 の 特 別 に 設 計 さ れ た 電 子 回 路 を 、 該 周 波 数 計 数 器
を バ イ パ ス す る よ う に 組 立 て た 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ り 、 空 気 中 お よ び 水 中 で 稼 動 す る 該 SAWセ ン サ
を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 2つ の SAW共 鳴 体 か ら な る セ ン サ 装 置 の 写 真 で あ る 。 (1) 該 検 知 共 鳴 体
用 の 導 入 孔 ； (2) 該 基 準 共 鳴 体 用 の 導 入 孔 ； (3) 金 -被 覆 基 板 で あ り 、 そ の 上 に は 2つ の 共
鳴 体 が 結 合 し て い る ； (4) 該 セ ン サ 装 置 の 裏 面 ； (5) 該 検 知 共 鳴 体 の 裏 面 ； (6) 該 基 準 共
鳴 体 の 裏 面 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 該 IDT構 造 の 模 式 図 で あ る 。 (1) IDT構 造 ； (2) 表 面 弾 性 波 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 該 IDT構 造 の AFM走 査 の 写 真 で あ る 。 (1) 該 IDTは 、 金 で 作 ら れ て お り
、 該 金 構 造 体 の 頂 部 に 、 50nmの SiO 2 層 を 持 つ 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 該 IDT構 造 の 模 式 図 で あ り 、 該 構 造 間 に 適 用 さ れ た 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル マ
ト リ ッ ク ス を 有 す る 。 (1) ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 ； (2) 抗 体 。
【 図 １ ９ 】 図 19は 、 該 IDT構 造 の 模 式 図 で あ り 、 該 構 造 間 に 適 用 さ れ た 抗 体 /ヒ ド ロ ゲ ル マ
ト リ ッ ク ス お よ び 相 互 作 用 す る 被 検 体 を 有 す る 。 (1) ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 ； (2) 抗 体 ； (3) 被
検 体 。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 、 該 検 知 共 鳴 体 構 造 上 に 重 層 し た 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル /抗 体 溶 液 の 周 波 数 曲
線 を 示 す 図 で あ る 。 該 ヒ ド ロ ゲ ル /抗 体 溶 液 を 、 図 15(2)に 示 し た 孔 に 適 用 す る 。 該 ヒ ド ロ
ゲ ル /抗 体 溶 液 を 、 矢 印 で 示 し た 時 点 に お い て 、 該 SAW共 鳴 体 に 適 用 す る 。
【 図 ２ １ 】 図 21は 、 該 ヒ ド ロ ゲ ル /抗 体 を 重 層 し た 該 共 鳴 体 構 造 上 で の 、 重 合 反 応 の 周 波
数 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。 時 間 0に お い て 、 365nmの UV光 を 適 用 す る 。
【 図 ２ ２ 】 図 22は 、 被 検 体 と し て の プ ロ テ イ ン Aと 、 プ ロ テ イ ン Aに 対 す る 抗 体 と の 間 の 相
互 作 用 を 示 す 周 波 数 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。 左 Y-軸 に は 、 実 際 の 周 波 数 応 答 を 観 測 す る こ と
が で き る 。 右 Y-軸 に は 、 こ れ ら 2つ の SAW共 鳴 体 間 の 差 分 周 波 数 応 答 を 観 測 す る こ と が で き
る 。 X-軸 上 の 時 間 は 、 秒 単 位 で あ る 。 プ ロ テ イ ン Aサ ン プ ル は 、 約 230秒 後 に 注 入 す る 。 青
色 の 曲 線 は 、 表 面 に 適 用 さ れ た 該 ヒ ド ロ ゲ ル 溶 液 の み を 含 む 該 基 準 SAW共 鳴 体 か ら の シ グ
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ナ ル を 表 す 。 赤 色 の 曲 線 は 、 表 面 に 適 用 さ れ た 該 ヒ ド ロ ゲ ル 抗 体 溶 液 を 含 む 該 検 知 SAW共
鳴 体 か ら の シ グ ナ ル を 表 す 。 緑 色 の 曲 線 は 、 こ れ ら 2つ の SAW共 鳴 体 曲 線 間 の 差 分 シ グ ナ ル
を 表 す 。

【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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