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(54)【発明の名称】 酵素結合の免疫磁気性電気化学的バイオセンサー

(57)【要約】
酵素結合の磁気サンドイッチ・アッセイ法に基づく電気
化学的バイオセンサーシステムである。、このアッセイ
法において電極のデジタル間の配置に磁気ビードを誘引
する磁石が装着される。磁気粒子は、分析物に結合し得
る第１認識分子を坦持する。サンドイッチ・アッセイが
おこなわれるとき、基質が加えられる。基質の選択は、
レドックス・リサイクルをなし得るレポーター分子にお
いて基質が酵素で分解されるようになされる。基質は分
解されたとき、好ましくはｐ-アミノフェノールになる
。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  下記を含む電気化学的レポーター装置であって、

（ａ）磁気ビードを含有する分析反応を受けるための室；

（ｂ）室内のセンサー、このセンサーは室内の電気化学的レポーター分子の検出

用であり、そしてこのセンサーはレドックス・リサイクルを表示し得るレポータ

ー分子が室内でレドックス・リサイクルを受けるような立体配置を有し；

（ｃ）室内に存在する磁気ビードがセンサーの位置する室の表面に誘引されるよ

うに、選択的に置かれた装置をつくる可動の磁場、

を含む装置。

    【請求項２】  センサーが、電極間距離約１００－約８００ナノメートルを

有する電極のミクロ電気的デジタル間配置である、請求項１の電気化学的レポー

ターシステム。

    【請求項３】  センサーが、電極間距離約３００を有する電極のミクロ電気

的デジタル間配置である、請求項２の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項４】  電気化学的レポーターシステムであって、

（ａ）磁気ビード；

（ｂ）構造制限的に分析物に特異的に結合し得る第１認識分子、この分子は磁気

ビードに結合し；

（ｃ）酵素；

（ｄ）酵素を認識分子／分析物複合体または分析物に特異性をもって結合せしめ

るための結合要素；

（ｅ）酵素の存在においてレドックス・リサイクルを表示し得るレポーター分子

に分解し得る基質；

（ｆ）電気化学的レポーター分子を検出するためのセンサー、該センサーはレポ

ーター分子がレドックス・リサイクルを表示するような立体配置を有し；

（ｇ）磁気ビードがセンサーの近辺に誘引され得るように位置される装置をつく

る磁場、

を含むシステム。

    【請求項５】  センサーが、電極間距離約１００－約８００ナノメートルを
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有する電極のミクロ電気的デジタル間配置である、請求項４の電気化学的レポー

ターシステム。

    【請求項６】  センサーが、電極間距離約３００を有する電極のミクロ電気

的デジタル間配置である、請求項５の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項７】  酵素が基質の共有結合を開裂し得る、請求項４の電気化学的

レポーターシステム。

    【請求項８】  酵素が、α-ガラクトシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、α-

グルコシダーゼ、β-グルコシダーゼ、α-マノシダーゼ、β-マノシダーゼ、酸

ホスファターゼ、アルカリホスファターゼ、ホスホジエステラーゼIIよりなる群

から選ばれる、請求項７の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項９】  基質が、ｐ-アミノフェニル-β-D-ガラクトピラノシド、ｐ-

アミノフェニル-α-D-ガラクトピラノシド、ｐ-アミノフェニル-α-D-グルコピ

ラノシド、ｐ-アミノフェニル-β-D-グルコピラノシド、ｐ-アミノフェニル-α-

D-マノピラノシド、ｐ-アミノフェニル-β-D-マノピラノシド、ｐ-アミノフェニ

ルホスフェート、ｐ-アミノフェニルホスホリルコリンよりなる群から選ばれる

、請求項４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項１０】第１認識分子が、タンパク質、ポリペプチド、核酸、核酸類

似体、ハプテン、免疫グロブリン、免疫グロブリンの断片、非免疫グロブリン結

合タンパク質、細胞接着分子、受容体、非生物的結合分子、ホルモンよりなる群

から選ばれる、請求項４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項１１】  結合要素が酵素に結合した第２認識分子を含み、第２結合

分子がタンパク質、ポリペプチド、核酸、核酸類似体、ハプテン、免疫グロブリ

ン、免疫グロブリンの断片、非免疫グロブリン結合タンパク質、細胞接着分子、

受容体、非生物的結合分子、ホルモンよりなる群から選ばれる、請求項４の電気

化学的レポーターシステム。

    【請求項１２】  基質がｐ-アミノフェノールを含む少なくとも１つの成分

に分裂され得る、請求項４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項１３】  センサーが、幅約１００－約８００ナノメートルを有し、

互いに幅約１００－約８００ナノメートル離れている電極のミクロ電気的デジタ
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ル間配置である、請求項４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項１４】  サンプル中の特異的な分析物を検出または定量するための

アッセイ法であって、

ａ）第１インキュベーション（分析物に特異的に結合する第１認識分子で被膜さ

れた磁気ビードがサンプルとともにインキュベートされる）；

ｂ）第２インキュベーション（磁気ビードが、酵素および分析物または分析物／

認識分子複合体に特異的に結合する第２認識分子を含む結合物とともにインキュ

ベートされる）；

ｃ）レドックス・リサイクルを受け得る電気化学物のレドックス・リサイクルを

つくり得るセンサー上で磁石でもって磁気ビードを捕捉し；

ｄ）基質を加え、酵素の存在で該基質はレドックス・リサイクルを受け得る電気

化学物に分解され；

ｅ）該センサーで溶液中の電気化学物の存在を検出するか、またはその量を測定

する、

ことを含むアッセイ法。

    【請求項１５】  第１インキュベーションが１０分間以下続く、請求項１４

のアッセイ法。

    【請求項１６】  第２インキュベーションが１０分間以下続く、請求項１４

のアッセイ法。

    【請求項１７】第１認識分子が、タンパク質、ポリペプチド、核酸、核酸類

似体、ハプテン、免疫グロブリン、免疫グロブリンの断片、非免疫グロブリン結

合タンパク質、細胞接着分子、受容体、非生物的結合分子、ホルモンよりなる群

から選ばれる、請求項１４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項１８】第２認識分子が、タンパク質、ポリペプチド、核酸、核酸類

似体、ハプテン、免疫グロブリン、免疫グロブリンの断片、非免疫グロブリン結

合タンパク質、細胞接着分子、受容体、非生物的結合分子、ホルモンよりなる群

から選ばれる、請求項１４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項１９】  酵素が基質の共有結合を開裂し得る、請求項１４の電気化

学的レポーターシステム。
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    【請求項２０】  酵素が、α-ガラクトシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、α

-グルコシダーゼ、β-グルコシダーゼ、α-マノシダーゼ、β-マノシダーゼ、酸

ホスファターゼ、アルカリホスファターゼ、ホスホジエステラーゼIIよりなる群

から選ばれる、請求項１９の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項２１】  基質が、ｐ-アミノフェニル-β-D-ガラクトピラノシド、

ｐ-アミノフェニル-α-D-ガラクトピラノシド、ｐ-アミノフェニル-α-D-グルコ

ピラノシド、ｐ-アミノフェニル-β-D-グルコピラノシド、ｐ-アミノフェニル-

α-D-マノピラノシド、ｐ-アミノフェニル-β-D-マノピラノシド、ｐ-アミノフ

ェニルホスフェート、ｐ-アミノフェニルホスホリルコリンよりなる群から選ば

れる、請求項１４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項２２】  基質がｐ-アミノフェノールを含む少なくとも１つの成分

に分裂され得る、請求項１４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項２３】  センサーが、幅約１００－約８００ナノメートルを有し、

互いに幅約１００－約８００ナノメートル離れている電極のミクロ電気的デジタ

ル間配置である、請求項１４の電気化学的レポーターシステム。

    【請求項２４】  サンプル中の分析物を検出するための電気化学的イムノア

ッセイ法であって、

（ａ）磁気ビードに、抗原に結合した分析物に特異的な抗体を有する抗体を連結

せしめ、抗体は酵素に結合しているか、酵素に特異的に結合するための結合要素

を有し；

（ｂ）磁気ビード／抗原／抗体／酵素複合体を分析すべきサンプルに接触せしめ

；

（ｃ）磁気ビード／抗原／抗体／酵素複合体を収集し；

（ｄ）磁気ビード／抗原／抗体／酵素複合体をセンサーの近辺に誘引し；

（ｅ）基質を収集した磁気ビード／抗原／抗体／酵素複合体に加え、酵素の存在

で該基質はレドックス・リサイクルを表示し得るレポーター分子に分解可能であ

り；

（ｆ）センサーでもってレポーター分子の存在または量を測定し、センサーはレ

ポーター分子のレドックス・リサイクルをつくり得る電極のデジタル間配置であ
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る、

工程を含むアッセイ法。

    【請求項２５】  サンプル中の分析物を検出するための電気化学的イムノア

ッセイ法であって、

（ａ）磁気ビードに認識分子を連結せしめ、該連結分子は構造制限的に分析物に

特異的に結合し得、；

（ｂ）磁気ビードを分析すべきサンプルに接触せしめ；

（ｃ）特異性で酵素を認識分子または分析物に結合し；

（ｄ）磁気ビード／認識分子／分析物／酵素結合物複合体をセンサーの近辺に磁

場をつくり得る装置でもって誘引し；

（ｅ）基質を加え、酵素の存在で該基質はレドックス・リサイクルを表示し得る

レポーター分子に分解され；

（ｆ）センサーでもってレポーター分子の存在または量を測定する（センサーは

電気化学物のレドックス・リサイクルをつくり得る電極のデジタル間配置である

）、

工程を含むアッセイ法。

    【請求項２６】  サンプル中の分析物を検出または測定するキットであって

、

ｉ）分析物に特異的な第１認識分子で予め被膜された磁気ビード；

ii）分析物または第１認識分子／分析物複合体に特異的な第２認識分子、第２認

識分子は酵素に結合している；

iii）酵素の存在でレドックス・リサイクル可能な電気化学物をつくる基質、

を含むキット。

    【請求項２７】  さらに、

iv）信号使用電気化学的センサーモジュール、

を含む、請求項２６のキット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（発明の分野）

  本発明は、サンプル中の特定の分析物を検出および定量するための装置および

方法に関する。

      【０００２】

（発明の背景）

  サンプル中の特定の分析物を検出および定量することは、環境、健康、生物技

術、工業的化学などの分野で非常に重要である。そのアッセイは、高度の情報量

スクリーニング、機能的遺伝子分析分野の少数検体のスクリーニング、組み合さ

れた化学的スクリーニング、あるいは他の分野で有用である。検出または定量さ

れる分析物は、特異的認識分子が存在するいかなる所望の化合物でもあり得る。

周知の認識分子には、受容体、免疫グロブリンなどのタンパク質、核酸やその類

似物、ハプテン、ホルモン、ポリペプチド、ある種の薬剤などの分子がある。

      【０００３】

  分析物を検出するための装置および技術は、この分野でよく知られている。そ

れには、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＰＣＲなどがある。これらの技術は非常に強力で

、効果的で、価値があるが、欠点もある。

      【０００４】

  分析物の検出に現在使用されている大部分の装置および技術は、比較的長い反

応時間、複雑な過程および試験室での条件を要する。例えば、室温を越える温度

、３０分以上の反応時間、厳密な時間制限がある。他の欠点は、試薬や分析物の

自己蛍光があり、特に、組み合せた化学分野において、光学的方法を用いてペプ

チド検体をスクリーニングするときに、認められる。

      【０００５】

  精度、感度、信頼性、用量依存性を保持しながらアッセイをなすのに必要な時

間を短縮することは、従来の方法に大きい経済的利点を与え、検査室での患者に

便宜をもたらす。光学センサーよりも電気化学的センサーを使用すると、自己蛍

光および混乱による問題を回避できる。
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      【０００６】

  本発明の第１の独立的態様において、電気化学的センサーが、実質的に誘電性

基質上の電極のデジタル間配置および電極のデジタル配置の表面の試薬を濃縮す

るための手段を有する。

      【０００７】

  本発明の第２の独立的態様において、電気化学的レポーターシステムが下記の

ものを含む：磁気ビードに連結した第１認識分子（第１認識分子は分析物に特異

的に結合できる)；酵素に連結した第２認識分子（酵素を分析物または第１認識

分子／分析物複合体に特異性をもって結合さすために)；酵素の存在下でレドッ

クス・リサイクル可能の電気化学的レポーター分子に分解される基質；電気化学

的レポーター分子を検出するためのセンサー（この分子中で、センサーは、電気

化学的レポーター分子が存在すればレドックス・リサイクルを表示するような立

体配置を有する)；磁場が磁場ビードをセンサー表面にセンサー上の溶液中で誘

引するように装置をつくる磁場。

      【０００８】    

  本発明の第３の独立的態様において、電気化学的レポーター装置が下記のもの

を含む：磁気ビードを含有する分析反応を受けるための室；室の表面上のセンサ

ー（このセンサーは室内の電気化学的レポーター分子の検出用であり、そしてこ

のセンサーはレドックス・リサイクルを表示し得るレポーター分子が室内でレド

ックス・リサイクルを受けるような立体配置を有する)；室内に存在する磁気ビ

ードをセンサー上に誘引する磁場をつくり得る装置をつくる磁場。

      【０００９】

  本発明の第４の独立的態様において、電気化学的レポーターシステムが下記の

ものを含む：磁気ビード；分析物に特異的に結合し得る第１認識分子（第１認識

分子は磁気ビードに連結している)；酵素；結合要素すなわち第２認識分子（酵

素を分析物または第１認識分子／分析物複合体に特異性をもって結合せしめるた

め)；酵素の存在においてレドックス・リサイクルを表示し得るレポーター分子

に分解し得る基質；電気化学的レポーター分子を検出するためのセンサー（セン

サーはレポーター分子がレドックス・リサイクルを表示するような立体配置を有
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する)；磁気ビードがセンサーの近辺に誘引され得るように位置される装置をつ

くる磁場。

      【００１０】

  本発明の第５の独立的態様において、サンプル中の特異的な分析物を検出また

は定量するためのアッセイが下記の工程を含む：第１インキュベーション（分析

物に特異的に結合する第１認識分子で被膜された磁気ビードがサンプルとともに

インキュベートされる)；第２インキュベーション（磁気ビードが、酵素および

分析物または分析物／認識分子複合体に特異的に結合する認識分子を含む結合物

とともにインキュベートされる)；レドックス・リサイクルを受け得る電気化学

物のレドックス・リサイクルをつくり得るセンサー上で磁石でもって磁気ビード

を捕捉し；基質を加え、酵素の存在で該基質はレドックス・リサイクルを受け得

る電気化学物に分解され；該センサーで溶液中の電気化学物の存在を検出するか

、またはその量を測定すること。

      【００１１】

  本発明の第６の独立的態様において、サンプル中の特異的な分析物を検出また

は定量するための電気化学的免疫アッセイが、磁気ビートに連結した抗原、およ

び抗原に結合分析物に特異的な抗体を提供する下記の工程を含む：抗体が、酵素

に結合しているか、酵素に特異的に結合できるような結合要素を有し；磁気ビー

ド／抗原／抗体／酵素複合体を分析すべきサンプルに接触せしめ；磁気ビード／

抗原／抗体／酵素複合体をセンサーの近辺に誘引し；基質を収集した磁気ビード

／抗原／抗体／酵素複合体に加え（酵素の存在で該基質はレドックス・リサイク

ルを表示し得るレポーター分子に分解可能である)；センサーでもってレポータ

ー分子の存在または量を測定する（センサーはレポーター分子のレドックス・リ

サイクルをつくり得る電極のデジタル間配置である）。

      【００１２】    

  本発明の第７の独立的態様において、サンプル中の特異的な分析物を検出また

は定量するための電気化学的免疫アッセイが、磁気ビートに連結した認識分子を

提供する下記の工程を含む（認識分子は分析物に特異的に結合し得る)：磁気ビ

ードを分析すべきサンプルに接触せしめ；酵素を分析物または認識分子／分析物
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複合体に特異性をもって結合せしめ；磁気ビード／認識分子／分析物／結合因子

-酵素複合体をセンサーの近辺に、磁場をつくり得る装置でもって誘引し；基質

を加え（酵素の存在で該基質はレドックス・リサイクルを表示し得るレポーター

分子に分解可能である)；センサーでもってレポーター分子の存在または量を測

定する（センサーは電気化学的レポーター分子のレドックス・リサイクルをつく

り得る電極のデジタル間配置である）。

      【００１３】

  本発明の第８の独立的態様において、電気化学的レポーターシステムが下記の

ものを含む：磁気ビード；分析物に特異的に結合し得る認識分子（認識分子は磁

気ビードに連結している)；酵素；結合要素（酵素を分析物または認識分子／分

析物複合体に特異性をもって結合せしめるため)；酵素の存在においてレドック

ス・リサイクルを表示し得るレポーター分子に分解し得る基質；電気化学的レポ

ーター分子を検出するためのセンサー（センサーはレポーター分子がレドックス

・リサイクルを表示するような立体配置を有する)；磁気ビードがセンサーの近

辺に誘引され得るように位置される装置をつくる磁場。

      【００１４】

（図面の簡単な説明）

  図１は、サンプル中の特定の分析物を検出および／または定量するための本発

明の装置の概略図である。

  図２は、低、中、高レベルの抗ｐ２４を有する血清サンプルを本発明でアッセ

イしたときに測定された電流変化をグラフで図示したものである。

  図３は、サンプル中に含まれるHBｓErgの調整濃度（ｍＩＵ／ｍｌ）に対し、

動的測定で得られた値（ｎＡ／ｓ）の傾斜をグラフにプロットしたものである。

  図４は，本発明に従って電気化学的測定により得られた用量応答曲線を示した

ものである。

  図５は、本発明の磁気ビードと磁石を使用しない装置で電気化学的測定により

異なる濃度を測定したものである。

  図６は、サンプルあたり異なる数の磁気ビードを用いたアッセイ値を比較した

ものである。
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  図７は、本発明に対応する方法と装置の流れ図を示したものである。

      【００１５】

（好ましい実施態様のの詳細な説明）

  図面に戻り詳細を説明する。図１は、サンプル中の特定の分析物を検出および

／または定量するための本発明に対応する装置７の概略図である。

      【００１６】

  第１ポンプ１０は、処理されたサンプル１２を流入チューブ，あるいは第１チ

ューブ部分２０を通して電気化学的検出モジュール５０に注入する。第１ポンプ

装置１０はチューブ部分を通して微粒子、あるいは泥状懸濁液を含む液体を移動

させうる装置であればよい。望ましくは、第１ポンプ装置１０は速度調整の出来

る蠕動ポンプである。

      【００１７】

  第１のチューブ部分２０は、管を詰まらせない微粒子を含む液体を通しうるあ

るいは液状泥状懸濁液を輸送しうるチューブであればいずれでもよい。そのチュ

ーブは不活性な素材から作られている事が望ましい。即ち、チューブの中を流れ

る液体やサンプルと相互作用し、害を及ぼさない素材である。最も望ましくは、

第１チューブ部分にはTYGONチューブを用いることである。

      【００１８】

  第１チューブ部分２０の直径は望まれる流速に依存する。第１ポンプ装置１０

が蠕動ポンプであれば、チューブ２０を通過する液体の流速は広い内径を有する

チューブを用いることにより増加させうるし、あるいは蠕動ポンプのスピードを

増加させることにより高めることが出来る。逆に，低い流速は小さい直径を持つ

チューブを用いることにより，あるいは蠕動ポンプのスピードを減少させること

により達成させることが出来る。望ましくは、第１チューブ部分は特定のポンプ

で適切な流速が得られるような内径を有することである。用いられるチューブの

直径はビードのサイズと流される液体との関数でもある。

      【００１９】

  電気化学的検出モジュール５０は、流入口オリフィス５４、サンプルを保持す

る室５２、流出口オリフィス５６およびセンサー８０からなるものである。流出
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口５６は流出チューブ、あるいは第２チューブ部分２２に接続されている。第２

チューブ部分２２は、その一方の端が第２ポンプ（図面）装置１４（図示）に接

続される。あるいは代りになるべきものとして第１ポンプ装置１０はこの目的の

ためにもまた用いられる。その場合、このシステムは密封系としてシールされて

いることが望ましい。

      【００２０】

  第２チューブ部分２２は、廃液容器１６、集水室あるいはそれと同種類のもの

で終わらせる。流出チューブ２２の素材の性質は、上で記述した様に流入チュー

ブ２０と同じものであることが望ましい。もし、二つのポンプを使用する場合、

曲がりにくい、より不活性な素材が、例えばＴＥＦＬＯＮを含め、あるいはそれ

と同種類のものがチューブとして用いることが出来る。

      【００２１】

  電気化学的検出モジュール５０は、使い捨てで、単回使用のユニットである。

その場合、モジュール５０は簡単に取りかえられるよう装置７でスライドおよび

／またはスナップ式で出し入れするようにうまく調整されている。決められた場

所にスライドおよび／またはスナップさせて入れるために、電気化学的検出モジ

ュール５０は流入チューブ２０と流入口オリフィス５０の間に，そして流出口オ

リフィス５６と流出チューブ２２の間にしっかりしたシールが形成されるように

調整されている。

      【００２２】

    流入および／または流出チューブ２０、２２は、検出モジュール５０の部品

であり、それぞれの使用後廃棄されそして取り替えられる。廃液容器１６、集水

室あるいはそれと同種類にものも廃棄可能な検出モジュール５０の部品である。

ＩＤＡのための電気的接続はモジュールが決められた場所にスライドさせたりス

ナップさせたりする際、コントローラー１００および／または電源にプラグ‐イ

ン出来る形式となっている。

      【００２３】

  センサー８０は、レドックス・リサイクルを受けた電気化学的信号を検出およ

び／または測定できる装置であり、その一方で電気化学的信号をレドックス・リ
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サイクルに供せられるものである。例えば、WO  ９９／０７８７９および米国特

許５，６７０，０３１参照。好ましいのは、電極間が約８００μｍ以下を有する

電極のデジタル間配置（ＩＤＡ）である。最も望ましいものは電極間が約２００

μｍから約４００μｍを有する電極の配置であり、例えば、電極間が約３００μ

ｍを有する電極の配置である。

      【００２４】

  センサー８０は、１以上のＩＤＡを有するものである。より多くのＩＤＡはよ

り高い感度を提供するものであるが、アッセイ内容により必ずしも欠かせないも

のではない。１以上の配置が存在する場合、（即ち、“組み揃えられた”ＩＤＡ

センサー）その配置は直列もしくは並列に繋がれる。独立した組み合わせも使用

される。

      【００２５】

  センサー８０は、マルチ電位差測定装置を含むシステムコントローラー１００

に繋がれ、その装置は一つのＩＤＡもしくは複数のＩＤＡに固有の電圧値を供給

し、そしてＩＤＡに近接した電気化学的信号を出す分子のレドックス・リサイク

ルから生じた投与量依存の電流値を測定する。代わるべきものの情報は走査型電

位測定法、あるいはそれと同種類のものでも得られる。システムコントローラー

は、この様にしてＩＤＡ中での電圧および／または電流変化を測定出来るし記録

することも出来る。もし一つ以上のＩＤＡが直列的であればシステムコントロー

ラー１００は、それぞれ独立したＩＤＡで起こる変化をあるいはその様な変化の

総和をうまく測定したり記録することが出来る。そのシステムコントローラーは

コンピューターネットワークの１部にうまく取り入れれば、処理や結果を指示、

モニター、制御、検索および／または遠隔操作による解析も可能である。

      【００２６】

  磁場発生装置１５０、それと同種類のものは、電気化学的検出モジュール５０

と関連して設置され、そして磁気ビードを有する液体が室５２の中で循環された

時、所望の分析物の検出もしくは定量に充分な磁気ビードの量がセンサー８０の

表面上に誘引される様な強さの磁場を発生させることが出来るものである。

      【００２７】
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  磁場発生装置１５０は、オン／オフスイッチ１５２により、あるいはそれと同

種類のものにより作動／停止が行われる。スイッチイングはシステムコントロー

ラー１００、あるいはそれと同種類のものの下で制御される。

      【００２８】

  代わりになるべきものとして、磁場発生装置１５０は永久磁石でもよい。その

場合、その磁石は少なくとも発生する最初の磁場の位置で室５２の中で磁気粒子

に作用するように、即ち磁気ビードがセンサー８０の表面上に引きつけられるよ

うに可動のものである。それから磁石が二番目の位置に移動された時、磁場は室

５２の中の磁気粒子にはあまり影響を与えない。そうなると磁気ビードは最早セ

ンサー８０の表面上に引きつけられなくなり、分析物の検出および／または定量

が終了したのちのセンサーの磁気ビードを洗浄するのを容易にする。活性化／不

活性化できる磁場発生装置が使用されるが、単回使用／廃棄可能な電気化学的検

出モジュール５０が使用される場合はそれは必ずしも必要としない。

      【００２９】

  使用に際し、緩衝液はシステムを通してポンプで送られ、そしてベースライン

を確定するためにセンサー８０の上に供給される。その緩衝液はある効果的な速

度で、ゆっくりした速度（０．２ｍL／ｍｉｎ）が望ましいが、センサー８０の

上に流される。いずれの効果的な緩衝液が使用されてもよいが、下記するように

酵素基質緩衝液（ＥＳＢ）がより望ましい。

      【００３０】

  センサー８０の下にある磁石１５０は、１５２により作動される。また、磁石

はいかなる時でもセンサーの上に置かれた磁気ビードを含むサンプルを流す前に

センサー８０の下に設置される。磁石１５０は磁気ビードの適当量が誘引され、

そしてセンサー８０の表面に捕捉されるような作動磁場を発生できる。

      【００３１】

  次いで、試験されるために処理されたサンプル１２はセンサー８０の上で循環

される。その処理されたサンプルは効果的ないずれかの方法で調製される。処理

されたサンプルを調製する一つの方法を以下の項により詳細に記述する。一般的

に、処理されたサンプルは磁気ビードを、あるいはそれと同種類のものを、含む
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ものであり、分析物、認識分子あるいは認識分子／分析物複合体として磁気ビー

ドに非直接的に結合された酵素を含む。

      【００３２】

  処理されたサンプルは、ある効果的な時間の間センサー８０の表面上で循環さ

れる。望ましくは、ビードの適当量がセンサー８０の表面上に磁石１５０により

捕捉されるまでである。望ましくは、ビード溶液は早い流速に対し中ぐらいで（

約０．３８ｍＬ／ｍｉｎ）約２分間循環する。磁石１５０と流速の効果はビード

の適当な濃度がセンサー８０上で捕捉されるようなものある。

      【００３３】

  それから、基質はセンサー８０上で循環される。その基質はいかなる有効な速

度でも循環されるが、低い流速（０．２ｍＬ／ｍｉｎ）が望ましい。流れは基質

溶液がセンサー上にある間に停止し、そして流れのない状態で、望ましい時間の

間にシステムコントローラー１００でシグナルを測定および／または記録される

。

      【００３４】

  シグナルは適当ないずれかの時間の間に測定される。一般的には、シグナルは

使用可能なデータの約９０秒から約１００秒の間または約６０秒の間で測定され

る。もし必要なら、長いめのまたは短めの測定も用いられる。最適の時間の長さ

を決めるために、当技術分野で測定は所定の条件とサンプルで行われる。

      【００３５】

  基質は酵素と使用される条件に依存する。いかなる有効な基質でも使用される

。本発明に従って使用される酵素／基質ペアの非排他的リストは、ＷＯ  ９９／

０７８７９に明らかにされている。いかなる有効な基質濃度でも使用される。望

ましい基質溶液の調製は以下の項により詳細に記述されている。

      【００３６】

  サンプルをアッセイし終えたら、ビードは、１５２の使用を止めること，ある

いはセンサー８０に近接する磁石１５０を外すことおよびセンサー８０の上を充

分な速さの流速で新しい緩衝液を循環させることによりセンサー８０の表面から

きれいにされる。
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      【００３７】

  また，もし廃棄可能なセンサーが使用されるとすると、サンプルをアッセイし

終えたら検出モジュール５０は取り外し、そして廃棄される。

      【００３８】

  磁気ビードがセンサーからきれいにされる場合には、いかなる有効な緩衝液で

も使用されるが、ＥＳＢが望ましい。流速は約０．４３ｍＬ／ｍｉｎが望ましい

。緩衝液の流れへの気泡の添加はビードの清浄化を助けることが判った。洗浄緩

衝液は有効ないずれの時間の間でも使用されるが、通常約４５秒から約６０秒の

間であれば充分であることがわかっている。ビードを洗い終わると、新しい緩衝

液はベースラインが再び平衡に達するまでセンサー８０上で再循環される。この

ステップは通常約３０秒要する。そしてセンサー８０は新しいサンプルに対し準

備される。

      【００３９】

  本発明の別の態様は、サンプル中の分析物を測定し、定量するのに迅速で信頼

性のあるアッセイ法である。その方法は本発明の装置が用いられたときに、特に

有効である。

      【００４０】

  検出または定量される分析物は、特定の認識分子が存在する所望のいかなる化

合物も含む。よく知られている認識分子は、受容体のような蛋白質、免疫グロブ

リンおよびそれと同種類のもの；核酸、その類縁物およびそれと同種類のもの；

ハプテン；ホルモン；ポリペプタイド；ある種の薬物；そしてほかのその様な分

子を含むものである。

      【００４１】

  一般的に、アッセイは磁気ビードあるいはそれと同種類の物を使用し，それら

は購入可能なものである。有効な磁気ビードはいずれでも使用されるが、トシル

活性化ＤＹＮＡＢＥＡＤＳＭ－４５０（DYNAL Inc,5 Delaware Drive,Lake Succ

ess，NY 11042 Prod No。140.03、140.04）またはそれと同種類のものが望まし

い。磁気ビードは磁場を有するチップ表面に捕捉されうるサイズであればいずれ

でもよい。
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      【００４２】

  磁気ビードは通常、検出または定量される分析物に対し特異性と高い親和性で

結合している認識分子で被膜されている。特定の認識分子で磁気ビードを被膜す

る方法は技術的にはよく知られている。磁気ビードは通常、被膜物質をカーボネ

ート緩衝液（ｐＨ  ９．６、０．２Ｍ）あるいはそれと同種類のものに溶解させ

ることにより、あるいは他のよく知られた技術手法により被膜される。

      【００４３】

  ＤＹＮＡＢＥＡＤＳについては、メーカーにより提供される使用説明書を使用

する。簡単に記述すると、初めに磁気ビードを懸濁し、ボルテックスミキサーあ

るいはそれと同種類のもので均一化する。そして、望まれるビードの数に対応す

る量を試験管に分注する。磁気ビードを磁石を用いて濃縮し、その上澄み液をピ

ペットで取り去り、磁気ビードを動かさないで設置しておく。

      【００４４】

  それから、ビードを、必要を満たすに充分量（元の量より多い目が望ましい）

の有効ないずれかの緩衝液に再懸濁する。使用される認識分子に対する最も有効

的な緩衝液を決めることは、当技術分野で知られている。使用される緩衝液は、

例えばモル濃度で０．１モルから０．５モルの間のリン酸緩衝液ｐＨ７．４、ホ

ウ酸緩衝液ｐＨ９．５あるいは酢酸緩衝液ｐＨ４．０を含むものである。

      【００４５】

  ビードを有効な時間、最終被膜溶液でゆっくり攪拌する。一般的には、ビード

を約２分間、最終被膜溶液で攪拌する。

      【００４６】

  磁気ビードを磁石で再度濃縮し、その上澄み液をピペットで取り去り，磁気ビ

ードを動かさないで設置しておく。それからビードを有効ないずれかの緩衝液の

適当量に再懸濁する。有効な緩衝液としては、他にもいくつかあるが、リン酸緩

衝液ｐＨ７．４、ホウ酸緩衝液ｐＨ９．５、あるいは酢酸緩衝液ｐＨ４．０があ

る。これでビードは被膜する準備が整えられる。

      【００４７】

  被膜するに際し、磁気ビードを有効な緩衝液で入念に再懸濁する。有効な緩衝
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液としては，他にもいくつかあるが，リン酸緩衝液ｐＨ７．４、ホウ酸緩衝液ｐ

Ｈ９．５、あるいは酢酸緩衝液ｐＨ４．０がある。認識分子が蛋白質、ポリペプ

タイドまたはそれと同種類のものであれば、磁気ビード１０７あたり純度の高い

認識分子の約１μｇから約１０μｇを磁気ビード／緩衝液に添加する。望ましく

は、認識分子が蛋白質、ポリペプタイドまたはそれと同種類のものであれば、磁

気ビード１０７あたり純度の高い認識分子の約５μｇを磁気ビード／緩衝液に添

加する。それからその溶液を１－２分間ボルテックスミキサーにかける。ＤＹＮ

ＡＳＥＡＤＳのメーカーは、最終被膜溶液（抗体または他の認識分子を含む）１

ｍｌあたりＤＹＮＡＢＥＡＤＳ  ４－１０ｘ１０８の濃度を推奨している。

      【００４８】

  最終被膜溶液中の塩濃度は、約０．０５Ｍより高いことが望ましい。より高い

ｐＨおよび／またはより高い温度は化学結合をより速く形成させる。ｐＨと温度

の上限は磁気ビードを被膜するのに使用された認識分子に基づいて決められる。

      【００４９】

  それから、磁気ビード／認識分子溶液をゆっくりと傾けて回転させながら３７

℃で１６－２４時間保温する。あるいはそれと同様のことをする。温度感の高い

認識分子に対しては、より低い温度が用いられる。安定な認識分子に対しては、

より高い温度とより短いインキュベーション時間が用いられる。磁気ビードをイ

ンキュベーション期間中は設置しないのが望ましい。

      【００５０】

  リン緩衝液ｐＨ７．４（０．１Ｍ）は、２．６２ｇ  ＮａＨ２ＰＯ４ｘＨ２Ｏ

（ＭＷ１３７．９９）と１４．４２ｇ  Ｎａ２ＨＰＯ４ｘ２Ｈ２Ｏ（ＭＷ１７７

．９９）を蒸留水に溶かし、容量を１０００ｍｌに合わせて調製する。

      【００５１】

  ホウ酸緩衝液ｐＨ９．５（０．１Ｍ）は、６．１８３ｇ  Ｈ３ＢＯ３（ＭＷ６

１．８３）を８００ｍｌの蒸留水に溶かし、５ＭのＮａＯＨを用いてｐＨを９．

５に合わせ、それから蒸留水で容量を１０００ｍｌに合わせ調製する。

      【００５２】

  酢酸緩衝液ｐＨ４．０（０．１Ｍ）は、２．８６ｍｌの酢酸（ＣＨ３ＣＯＯＨ
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）を９００ｍｌの蒸留水に溶かし、５ＭのＮａＯＨを用いてｐＨを４．０に合わ

せ、そして蒸留水で容量を１０００ｍｌに合わせて調製する。

      【００５３】

  これらの緩衝液は、トシルで活性化されたＤＹＮＡＢＥＡＤＳＭ－４５０の前

洗浄と被膜するのに使用される。これらの緩衝液に添加される蛋白質，糖，ある

いはそれと同種類のものがないことが望ましい。

      【００５４】

  蛋白質またはポリペプタイド以外の認識分子も、磁気ビードを被膜するのに直

接的あるいは間接的に使用される。例えば、核酸およびそれらの類縁物質をアビ

ジンビオチン結合、またはそれと同種類のもの；核酸または類縁物質をアルブミ

ンのような蛋白質、またはそれと同種類のもに結合させることにより、これは磁

気ビードを被膜するのに使用される；あるいは技術的によく知られた他の方法に

より、磁気ビードに付けることが出来る。ホルモン，ハプテン，糖，ポリペプタ

イドおよびそれらと同種類のものを含む他の認識分子は、同様に技術的なこれら

の技法によりよく知られたストラテジーを用い磁気ビードに結合される。

      【００５５】

  被膜溶液を保温した後、磁気ビードは磁石を用いて濃縮し、そして上澄み液を

ピペットで除去する。それから被膜されたビードを洗浄する。望ましくは全体で

４回。緩衝液Ｄ中４℃で５分間を２回、緩衝液Ｅ中２０℃で２４時間または３７

℃で４時間を１回、そして緩衝液Ｄ中４℃で５分間を一回である。そのビードは

被膜され、そしてこの処理の後使用するのに準備される。ビードに結合した特定

の認識分子の量は、放射活性ラベル法、免疫蛍光法、分光アッセイ法または技術

的に知られている他のいずれかの方法により確定される。

      【００５６】

  ビードは緩衝液Ｄ中４℃で保存する。固定された物質の安定性に依存するが、

通常数ヶ月間保存できる。もし、ビードが２週間以上保存されているなら、それ

らは使用に先立ちＰＢＳ／ＢＳＡ中で５分間２回洗浄されることが望ましい。

      【００５７】

  緩衝液Ｄは、一般的に０．１％  ｗ／ｖのウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）また
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はヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）を有するＰＢＳｐＨ７．４から成っている。そ

れは０．０１Ｍ  Ｎａ－リン酸液ｐＨ７．４の８０ｍｌに０．８８ｇＮａＣｌ（

ＭＷ５８．４）と０．１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡまたはＨＳＡとを溶かして作られる

。溶液を入念に混合し、そして容量を０．０１ＭＮａ－リン酸液ｐＨ７．４で１

００ｍｌに合わせる。

      【００５８】

  緩衝液Ｄは、一般的に事前に被膜されているＤＹＮＡＢＥＡＤＳを洗浄するの

に使用される。メーカーによれば、この緩衝液または蛋白質あるいはアミノ基（

グリシン，Ｔｒｙｓ等）を含むいずれの緩衝液もトシル活性化ＤＹＮＡＢＥＡＤ

ＳＭ－４５０の前洗浄または被膜処理に使用しない方が望ましい。

      【００５９】

  もし防腐剤が被膜された製品に必要とされるならば、アジ化ナトリウム（Ｎａ

Ｎ３）の有効量を緩衝液Ｄに加える。望ましい最終濃度は０．０２％（ｗ／ｖ）

である。この防腐剤は細胞障害性があり、使用前には洗浄により注意深く除去す

べきである。必要とされる安全な予防措置がこの物質を取り扱う際には取られる

べきである。

      【００６０】

  緩衝液Ｅ：０．１％（ｗ／ｖ）のＢＳＡ（ＨＳＡ）を有する０．２Ｍ  Ｔｒｉ

ｓ液ｐＨ８．５は２．４２ｇのＴｒｉｓを蒸留水８０ｍｌに溶かし、そして１Ｍ

  ＨＣｌを用いてｐＨを８．５に合わせ、そして０．１％  ＢＳＡ／ＨＳＡを溶

かし、容量を１００ｍｌに合わせて作られる。全ての試薬は分析級のものが望ま

しい。

      【００６１】

  分析物の存在または定量のためサンプルを試験するために、分析物が検出され

、定量されるサンプルを被膜されたビードと合わせ第１のインキュベーションと

する。第１インキュベーションは、一般的に第１の認識分子で予め被膜された磁

気ビードにアッセイされるサンプルを添加することからなる。一般的に、第１イ

ンキュベーションが実施される容量は、使用されるビードの数と反応が起こる最

終容積とに依存する。
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      【００６２】

  容量あたりビードの有効な数は第１インキュベーションで使用される。適当な

認識分子で被膜されたビードの望ましい数はピペットで取られ、そして修正され

た緩衝液Ｅ（ＭＢＥ）の中で洗浄される。ＭＢＥは１．０％（ｗ／ｖ）ＢＳＡを

有する０．２Ｍ  Ｔｒｉｓ緩衝液ｐＨ８．５からなる。それからＭＢＥの望まし

い容量で再懸濁される。一般的には、２０μｌ中約４－５ｘ１０４と約４－５ｘ

１０１０の間のビードが最終容量４０μｌのアッセイに用いられる。望ましくは

、２０μｌ中約４－５ｘ１０５と約４－５ｘ１０７の間のビードが最終容量４０

μｌのアッセイに用いられる。最も望ましいのは、最終容量４０μｌのアッセイ

には２０μｌ中約４－５ｘ１０６と約４－５ｘ１０７のビードの使用である。

      【００６３】

  従来の技法を用いて一般的に試験されるサンプルは、本発明の方法と装置を用

いても試験される。サンプルはもし必要ならＭＢＥ中に希釈される。一般的に、

例えば、血清サンプルは、もし分析物が十分な濃度であれば、１：２または１：

４に、あるいはそれ以上で希釈され得ることがわかっている。サンプルを希釈す

ることはバックグランドを減少させることもわかっている。

      【００６４】

  サンプルとビードは通常１：１（ｖ／ｖ）の割合で混ぜられる。望ましくは、

ビード２０μｌとサンプル２０μｌが全体の反応容量４０μｌに混ぜられる。

      【００６５】

  幾つかの実験を行い、その中で第１インキュベーション時間を約３０秒から約

３０分にわたるインキュベーション時間間隔で調べた。長いめのインキュベーシ

ョンは、より感度の高い結果が得られることが判ったけれども、約１０分かそれ

以下の第１インキュベーションで通常高い感度の結果が得られることが判った。

約５分かそれ以下の第１インキュベーションも高い感度の結果が得られることが

判った。最も望ましいのは、約１分から約２分の間の第１インキュベーションで

ある。

      【００６６】

  第１インキュベーション後、ビードはＭＢＥ（第１インキュベーションで使わ
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れた４０μｌあたり１００μｌ）で２回洗浄されることが望ましい。

      【００６７】

  結合物、通常分析物（または第１認識分子／分析物複合体）に特定に結合し、

酵素に結合されるか結合されるかもしれない第２認識分子で、第２インキュベー

ションが実施される。他の方法、例えば、ベータガラクトシデースのポリペプタ

イド断片の補集合体、またはそれと同種類のものもまた使用される。結合体また

は第２認識分子の有効ないずれかの量と濃度が使われる。しかしながら、望まし

くは第２インキュベーションを第１インキュベーションと同じ量で行うことであ

る。結合体は必要な時ＭＢＥで希釈される。

      【００６８】

  第２インキュベーションを約３０秒から３０分にわたる時間で試みた。長いめ

のインキュベーションはより感度の高い結果が得られことが判ったけれども、通

常約１０分かそれ以下の第２インキュベーションで高い感度の結果が得られるこ

とが判った。約５分以下の第２インキュベーションもまた高い感度の結果が得ら

れることが判った。最も望ましいのは約１分と約２分の間のインキュベーション

である。溶液は反応成分の混合が確実に行われる間ゆっくりと振っておくことが

望ましい。

      【００６９】

  本発明のシステムと方法が使用される時、第１および第２インキュベーション

は室温（１７℃－２５℃）で実施され、優れた結果が得られることが判った。よ

り高いまたはより低い温度が適当に使われる。

      【００７０】

  第２インキュベーションの後、液相は捨てられ、そして反応物を洗浄する。通

常、反応物は０．０５％  ＴＷＥＥＮ  ２０を含むＰＢＳで３回洗浄する。装置

に注入する前に、反応物は酵素基質緩衝液（ＥＳＢ：０．１Ｍ  リン酸塩、０．

１Ｍ  ＮａＣｌ）で洗浄される。一般的に、上で記述した装置を用いる場合反応

物は２００μｌに再懸濁される。

      【００７１】

  使用される基質は結合物中の酵素に依存する。一般的に、もし酵素がベータガ
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ラクトシダーゼであれば、有効な基質はP-アミノフェニル-β-D-ガラクトピラノ

シド(ＰＡＰＧ)である。２ｍＭの濃度が望ましい。酵素と基質の非排他的なリス

トはＷＯ ９９／０７８７９に明らかにされている。

      【００７２】

  技術的に知られている他のアッセイ方法もまた本発明とあわせて使用するのに

適合するものである。例えば、ＷＯ  ９９／０７８７９参照。

      【００７３】

  さらに、本発明のもう一つの実施態様は、本発明のアッセイを実施するための

試薬を含むキットである。そのキットはアッセイを実施するに使用される試薬に

いかなる組み合わせも含むものである。例えば、所望の分析物に対し認識分子で

前被膜された磁気ビード保持するバイアルまたはそれと同種類のもの；第２認識

分子を保持する第２バイアルまたはそれと同種類のもの、それは第１認識分子／

分析物複合体に対し特定のもであり、第２認識分子は酵素と結合するか結合可能

なものである；基質、それは酵素の存在下でレドックス・リサイクルの電気化学

的能力を生じる。キットはまた単回使用の電気化学的検出モジュールを含む。キ

ットはまたアッセイに使用する緩衝液、陽性対照液、陰性対照液および他の試薬

を含む。

      【００７４】

（実施例）

  実験は、レドックス・リサイクル受ける電気化学的能力が正比例すること、お

よびレドックス・リサイクルを受け易いような構造を有するＩＤＡを用いて電気

化学的量の測定に基づいて分析物を検出し、そして定量するための速い感度の高

い装置と方法を評価するために行った。

      【００７５】

  別に特定しない限り、以下の物質が使用された。Ｍ４５０  トシル活性化磁気

ビード（Dynal,Product No.140.04）。被膜緩衝液、０．１Ｍ  リン酸緩衝食塩

水（ＰＢＳ）、ｐＨ７．４。後被膜洗浄緩衝液  ＰＢＳ、ｐＨ７．４、０．１％

（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（１x crystallized，Sigma，cat＃  

A-4378）を含む。保存緩衝液、ＰＢＳ、ｐＨ７．４、０．１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡ
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と０．０２％（ｗ／ｖ）アジ化ナトリウムを含む。トシル阻止緩衝液、０．２Ｍ

  Ｔｒｉｓ  Ｂｕｆｆｅｒ、ｐＨ８．５，０、１％（ｗ／ｖ）ＢＳＡを含む。組

換え体  ＨＩＶ－１  ｐ２４  抗原（Devaron，inc，cat＃301-8-2，clone＃Ar-

DEV）。Ｂ型肝炎表面から取り出されたヒト血清、抗体ＡＤサブタイプ（adHBsAg

）（Genzyme  Diagnostics，cat#  ABH0707，Lot#M-22975）。組換え体  ＨＢｓ

Ａｇ（ａｙｗ  サブタイプ）（Genzyme  Diagnostics,cat#ABH0705,Lot#M-22756

）。ベータガラクトシダーゼ（American  Qualex,cat#  A110GN,lot#  GG-017）

に結合されたヤギ抗ヒト結合体（IgG  H+L-specific）。P-アミノフェニル-β-D

-ガラクトピラノシド（Sigma,cat#  A-9545）、酵素基質緩衝液（０.１Ｍ  リン

酸塩、０.１Ｍ  NaCl、pH6.8）中２ｍＭ。

      【００７６】

  修正された緩衝液Ｅ（ＭＢＥ）は、結合していない、活性のあるトシル基を阻

害するために被膜する際に使用される。緩衝液は１．０％（ｗ／ｖ）ＢＳＡを含

み、０．２ｍＴｒｉｓ  Ｂｕｆｆｅｒ、ｐＨ８．５である。ＢＳＡを含むＴｒｉ

ｓ  Ｂｕｆｆｅｒを使用することにより、アッセイは非特異的な結合を生成しに

くいことがわかっている。

      【００７７】

  実験は以下のような陽性と陰性の対照を用いて行った。ｐ２４に対する抗体を

持つヒト血清：陰性のα－ｐ２４（９８－０５８－０８４４５）、０の近似力価

；ｌｏｗ＋α－ｐ２４（９８－０５３－０１４５６）、２６１の近似力価；ｍｅ

ｄｉｕｍ＋α－ｐ２４（９８－０６２－０７９４０）、１，５１５の近似力価；

およびｈｉｇｈ＋α－ｐ２４（９８－０５８－０７７５３７）、１０４，１８６

の近似力価。ＨＢｓＡｇに対する抗体を持つヒト血清：ｈｉｇｈ＋α－ＨＢｓＡ

ｇ（９８－３０６－０４９８１）、４７４２  ｍＩＵ／ｍｌの近似濃度；陰性α

－ＨＢｓＡｇ（９８－３０６－０５４１５）。陰性血清を有するｈｉｇｈ＋α－

ＨＢｓＡｇ希釈は、より低いα－ＨＢｓＡｇ力価を持つサンプルを作るのに使用

された。

      【００７８】

  比色アッセイを比較目的で幾つかのサンプルについて行った。この比色アッセ
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イは非電気化学低検出技術として広く利用されている。比色ビード光学的終点ア

ッセイに対し、ペルオキシダーゼ-アフィニピュールＦ（ａｂ）断片マウス抗ヒ

トＩｇＧ Ｆｃ（ｇａｍｍａ）特異的断片 (Jackson  Immunoresearch，ｃｏｄｅ

  ２０９－０３６－０９８，ｌｏｔ  ２５２０６) が使用された。そしてＯＰＤ

はＡｂｂｏｔｔのキット製品を入手した（ＯＰＤ  ｔａｂｌｅｔｓ  ｎｏ．７１

８１Ｅ，ＯＰＤ  ｄｉｌｕｅｎｔ  ｎｏ．５６９５）。

（実施例１）

      【００７９】

  ビードの望ましい数をＭＢＥで洗浄し、そしてＭＢＥの望ましい量で再懸濁し

た。特に、４－５ｘ１０６の磁気ビードを電気化学的反応に使用し、一方１ｘ１

０６のビードを光学的反応に使用した。

      【００８０】

  第１インキュベーションは通常認識分子で前被膜されたビード（２０μｌ）に

アッセイされるサンプルを添加することから成っている。下に示した試験のため

に、血清サンプルを全反応容量４０μｌに対しＭＢＥ（ウエルあたり２０μｌ）

で１：４に希釈した。

      【００８１】

  幾つかの実験を行い、その中で第１インキュベーション時間を約３０秒から約

３０分までの時間間隔で調べた。より長い時間のインキュベーションは、より感

度の高い結果が得られることが判ったけれども、通常１－２分の第１インキュベ

ーションは高い感度が得られることが判った。

      【００８２】

  反応物をそれからＭＢＥ（１００μｌ）で２回洗浄し、そしてビードをヤギ抗

ヒトβガラクトシダーゼ結合体（ウエルあたり４０μｌ、ＭＢＥで１：１０００

希釈）の中で保温（第２インキュベーション）した。約３０秒から約３０分間で

の範囲でインキュベーションを試みた。より長い時間の第２インキュベーション

はより感度の高い結果が得られることが判った。一般的には、しかしながら、１

－２分のインキュベーションは高い感度が得られることが判った。溶液は反応成

分の攪拌を確実にする間振ることが望ましい。
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      【００８３】

  本発明のシステムと方法が使われる時、第１および第２インキュベーションは

室温（１７－２５℃）で優れた結果を示すことが判った。

      【００８４】

  第２インキュベーション後、液相を捨て、そして反応物を０．０５％  ＴＷＥ

ＥＮ  ２０（ＰＢＳＴ）を含むＰＢＳで三回（１００μｌ）洗浄した。反応物は

それからＥＳＢで一回（１００μｌ）で洗浄し、ＥＳＢ（２００μｌ）中に再懸

濁した。

      【００８５】

  センサー（電極の互いに組み合わせられた配置の単一配置、米国特許５，６７

０，０３１に記述されている）を活性化し、そしてベースラインが安定するまで

ＥＳＭをゆっくりした速さ（約０．２ｍｌ／ｍｉｎ）でセンサーの上に流した。

それから磁石をセンサーのすぐ下に置いた。磁石はセンサーの表面で磁気ビード

を捕捉するに十分な磁場を出すような位置に設置した。

      【００８６】

  処理されたサンプルをセンサーの上で循環した。ビード溶液を速い流速に対し

て中位（約０．３８ｍＬ／ｍｉｎ）で約２分間循環した。磁石により、ビードの

高い濃度がセンサー表面上に捕捉された。

      【００８７】

  基質（２ｍＭ  ＰＡＰＧ、１００μｌ）を低速（約０．２ｍＬ／ｍｉｎ）でセ

ンサー上で循環した。それから流れを止めた。その間基質溶液はセンサー上にお

かれ、そして信号が望まれる時間に対し流れのない状態で測定された。信号は使

用可能なデータの６０秒に対し約９０秒から約１００秒の間測定された。

      【００８８】

  ビードは、センサーの近くから磁石を取り外すことにより、またセンサー上を

高い流速（約０．４３ｍＬ／ｍｉｎ）で新しいＥＳＢを循環させることによりセ

ンサーからきれいにされる。ＥＳＢの流れへ気泡を添加すれば、ビードの清浄化

を助けることが判った。洗浄段階は通常約４５秒から６０秒の間の時間を要した

。ビードが洗い終わったら、新しいＥＳＢをベースラインが平衡に成るまでセン
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サー上で再循環した。この段階には通常約３０秒要した。そしてセンサーは新し

いサンプルに対しての準備が整えられた。

      【００８９】

  磁気ビードをｐ２４で被膜した後、ビードは試験される血清で１分間インキュ

ベーションされ（第１インキュベーション）、洗浄され、ヤギ抗ヒトβガラクト

シダーゼＩｇＧで１分間インキュベーションし（第２インキュベーション）、洗

浄した。上で記述した手順はセンサー上のビードを濃縮するのに用いた。そして

基質を添加した。

      【００９０】

  図２は、時間に対し電圧における測定変化をグラフで表示したものである。最

初のピークは、低力価血清における抗ｐ２４の測定に対応している。そのピーク

は約ｔ１１９００に始まり、約ｔ１２５００に終わる。二番目のピークは、中力

価血清における抗ｐ２４の測定に対応している。そのピークは約ｔ１２５００に

始まり、約ｔ１２８００に終わる。３番目のピークは、高力価血清における抗ｐ

２４の測定に対応している。そのピークは約ｔ１３２００に始まり、約ｔ１３５

００に終わる。

      【００９１】

  平均傾斜は測定の２０番目の秒から１００番目の秒にわたって求められたデー

タポイントに対するデータグラフ（ｎＡｍｐ＝ｙ－ａｘｉｓ；ｔｉｍｅ（ｓｅｃ

ｏｎｄｓ）＝ｘ－ａｘｉｓ）から計算された。データは１秒あたり２点の割合で

取り、そしてデータ取得プログラム（Origin  Software）により広幅シートに記

録した。低力価血清に対しての平均傾斜は０．０６１と見積もられ、中力価血清

に対しての平均傾斜は０．１１２と見積もられ、そして高力価血清に対しての平

均傾斜は０．３４４と見積もられた。これらの値は市販のキットを使用して得ら

れた光学的測定と比較され得る。光学的測定は低、中および高力価血清に対して

、それぞれ０．１４７、０．２９１および０．４９５の値を示した。従って、本

発明を使用して得られた結果と市販のシステムを使用して得られた結果の間には

、都合よく確かな相関が見られた。しかし、本発明を使用して得られた結果は、

市販のシステムや方法で必要とされる時間の一部しか必要としなかった。
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      【００９２】

（実施例２）

  実験は下に記述するような条件の下で本発明のシステムと方法の感度を見出す

ために行った。０、１５、５０、１００、２００、４００、８００ｍＩＵ／ｍｌ

と同等の濃度を有するヒト血清を連続希釈し、抗ＨＢｓＡｇを調製した。予めＨ

ＢｓＡｇで被膜された磁気ビード(DYNABEADS  M450)を洗浄し、そしてＭＢＥの

中に再懸濁した。

      【００９３】

  第１インキュベーションのため、血清サンプルをＭＢＥで１：１に希釈し、そ

してそれぞれの希釈サンプルの２５μｌをミクロ滴定プレートウエルに分配した

。ＭＢＥ２５μｌ中５x１０６被膜されたビードを各々のウエルに添加した。サ

ンプルは室温でゆっくり振りながら２分間インキュベーションした。それからサ

ンプルはＭＢＥで２回洗浄した。

      【００９４】

  第２インキュベーションのために、ＭＢＥ中の抗ヒトβガラクトシダーゼ結合

体の１：１０００希釈の５０μｌを各々のウエルに添加した。サンプルは室温で

ゆっくり振りながら２分間インキュベーションした。それからサンプルをＭＢＥ

で２回、ＰＢＳＴで２回、ＥＳＢで１回洗浄し、そして２５０μｌの中に再懸濁

した。サンプルは個別的にチップ上に載せた。ＥＳＢの中のＰＡＰＧ  ２ｍMを

システムに添加し、そしてセンサーの電圧を記録した。

      【００９５】

  図３はサンプル中のＨＢｓＡｇの元の濃度に対して動的測定（ｎＡ／ｓ）の傾

斜をプロットしたグラフである。その結果は０．８６２６に等しいＲ2を持つ相

関を示している。これらの条件の下で、半定量的結果が５０ｍＩＵ／ｍｌまたは

それ以上の濃度で得られていることと合わせ、定性的な結果は少なくとも１５ｍ

ＩＵ／ｍｌと同じ低さの濃度に対しても得られうる。下の図４に示す様に、より

感度の高い結果は条件を僅かに変えることにより得られる。

      【００９６】

（実施例３）
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  実験のこの組みの中で、ヒト血清中のB型肝炎表面抗体（ＨＢｓＡｇ）レベル

を測定した。０、１５、５０、１００、２００、４００、８００ｍＩＵ／ｍｌの

相当する希釈液の測定は全ての試薬に対し並べたものに適合した条件を用いて行

った。本発明に対応する方法と装置とWO  ９９／０７８７９に明らかにされてい

る装置と方法との間の感度を直接比較した。それらは、市販の比色アッセイと少

なくとも同じ感度と信頼性のあるものである。本発明の新しい態様の有無でのシ

ステムと方法について直接比較を得るために行った。

      【００９７】

  ＤＹＮＡＢＥＡＤＳ(Ｍ４５０)（４ｘ１０８）を実施例１でp２４に使用した

のと同じプロトコールに従って、８５０μｌの反応容量の中でＨＢｓＡｇの２０

０μｇ（ヒトプラズマから得られたａｄサブタイプの１００μｇとａｙｗ  組換

え体  ＨＢｓＡｇの１００μｇ）で予め被膜した。平行して、ミクロ滴定プレー

トの実質上同じ表面も同様に被膜した。

      【００９８】

  ミクロビードとミクロ滴定プレートウエルのセットは室温で２分間ＨＢｓＡｇ

血清サンプルの異なる溶解液でインキュベーションされる（第１インキュベーシ

ョン）。２分後にサンプルを除去し、ミクロビードとミクロ滴定プレートのウエ

ルのセットを洗浄した。ミクロビードとミクロ滴定プレートウエルは、それから

抗ヒトβガラクトシダーゼを２分間インキュベーションに供せられた。そして結

合体は除去され、過剰の結合体は洗い出された。

      【００９９】

  サンプルの異なる希釈液に相当するミクロビードは、センサー上のミクロビー

ドを捕捉することにより、基質溶液を添加することにより、また６０秒以上にわ

たって電圧変化を測ることにより個別に測定された。図４は得られた結果をグラ

フで示したものである。

      【０１００】

  同様に、ミクロ滴定プレートで測られた組の対は、２分後に反応を止め、そし

て従来の方法で生じた電気化学定値を測定して評価された。図５は得られた結果

をグラフで示したものである。
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      【０１０１】

  図４と図５を比較すると判るように、本発明の方法と装置はこれらの条件の下

で直線的な用量応答を示している。この応答は、抗ＨＢｓＡｇの８００ｍＩＵ／

mlまでは直線的な用量応答であり、ニつの不確実な標準偏差で低い２００ｍＩＵ

／ｍｌ程度を検出できる。一方、従来法を用いて得られた結果では二つのサンプ

ル間の統計的有意差が見られなかった。すなわち、これらの条件の下での従来法

は、電気化学的に測定可能な投与依存の増加を示さないし、実際にこれらの条件

の下での従来法は８００ｍＩＵ／ｍｌ以下の濃度で分析物を定性的に検出できな

かった。

      【０１０２】

  この方法と装置の感度と信頼性は、特に室温で短い時間の第１および第２イン

キュベーションを用いて得られた結果により示されたように、期待した以上に大

きかった。本発明の方法と装置のこれらの特徴は、これらがサンプルの速い安価

な煩わしさの少くないアッセイを可能にするので価値がある。

      【０１０３】

（実施例４）

  本発明のシステムと方法の意外で価値のある性質を明らかにしたが、実験はそ

の手順を最適にするために行った。この実験では、アッセイされるサンプルあた

りの磁気ビードの濃度の効果を評価した。

      【０１０４】

  実験は通常、実施例２と同じように準備した。ＨＢｓＡｇの３濃度（１００ｍ

ＩＵ／ｍｌ、５００ｍＩＵ／ｍｌ、２０００ｍＩＵ／ｍｌ）を有する血清サンプ

ルを、実施例２で示したようにサンプルあたり８００，０００ビードまたは血清

サンプルあたり５，０００，０００のいずれかを試験した。データは実施例２と

同じようにして求め、図６にグラフとして示した。

      【０１０５】

  実験からのデータは、装置と方法の感度はサンプルの容量あたり磁気ビードの

数を増加させることによりさらに大きく高められ得ることを示している。これは

反応が起こる表面積を増加させれば、従来法以上に優れることを示している。図
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６から判るように、１００ｍＩＵ／ｍｌの濃度は簡単に多量のビードを用いるこ

とにより検出しうる。より低い濃度は試験しなかったが、応答の直線性は１５ｍ

ＩＵ／ｍｌと同じ低さの濃度でビードの数を増やすことで容易に得られた。

      【０１０６】

  図７に示すように、発明の別の実施態様は、導管中に直線的に並べられた別々

の溶液区分を形成することを含む。それぞれの溶液区分は、予め決められたポイ

ントでキャリアー液中に、ガスバブルのようなセパレーターを挿入することによ

り仕切られる。この方法で、キャリアー液は溶液の区分に分割され、その各々は

導管中で二つの対峙するガスバブルの間に形成またはサンドイッチされる。不活

性な管などの導管は、地面に対し平行、地面に対し垂直、地面に対して斜めであ

る。望ましくは、導管は地面に対し垂直に位置する。

      【０１０７】

  各々の溶液区分は異なる組成の物質、例えばサンプルまたは結合体を含むもの

である。その場合、サンプル用液区分または結合体区分にそれぞれ限定される。

少なくとも、溶液区分の一つは、被膜されたビード溶液区分に限定すべき認識分

子を持つ誘引され得る被膜されたビードを含む。

      【０１０８】

  操作の際、溶液区分は、蠕動ポンプまたはそれと同種類のものを通して、導管

中を図７に見られるように左から右に規定時間外にも移動される。誘引装置は、

例えば磁石、電磁石、またはそれと同種類のものであり、導管の周りに配置され

る。誘引装置は、それが作動した時、処理中／試験中の間に１以上の誘引され得

るビードを誘引することが出来る。誘引装置はセンサーを、または以前に詳しく

記述したようなＩＤＡチップを含むことが望ましい。センサーは、導管を通して

運ばれた後および／または個別の溶液区分の“コンベアーベルト”に供せられた

後、操作および処理されたビードを測定することが出来る。

      【０１０９】

  都合が良いことに、各々の溶液区分が導管内を運ばれる際、誘引装置の設置に

より、導管中の少なくとも幾つかの誘引され得るビードを選択的に保持すること

が出来る。この方法において、誘引されたビードはキャリアー液から効果的に分
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離される。キャリアー液が導管を通して続けて流れるとき、直線的に配列された

次の液体区分は一時的に制止されたビードを扱うことが出来る。例えば、もし次

ぎの直線の溶液区分が洗浄溶液を含んでいると、一時的に制止されていたビード

が洗浄される。同様に、もし洗浄溶液区分に先立つ溶液区分が基質／キャリアー

液を含んでいると、浸されたおよび一時的に制止されていたビードは導管の中の

基質／キャリアー液に供することが出来る。

      【０１１０】

  当業者に明らかなように、そのような導管の配列は分かれている処理ステップ

を、アッセイにもよるが操作できるエンドレスの順序に実行するのを可能にする

。溶液区分の望ましい直線的順序は、図７のイラストに示すように、左から右で

次ぎのようなものである：基質／キャリアー液区分、結合体／キャリアー液区分

、サンプル／キャリアー液区分、そしてビード区分である。最も望ましくは、洗

浄溶液区分は四つの同定される物質を含む溶液区分のそれぞれから分離している

ことである。複数の誘引装置も改良された処理技術を容易にするためにうまく使

用されることである。

      【０１１１】

  要するに、本発明のこの実施態様の好ましい操作工程は、図７に示すように、

以下のものである：（１）被膜されたビード溶液を可動の誘引装置を持つ最初の

分離ステーションの移動させること；（２）被膜されたビード溶液区分の中の幾

つかの被膜ビードを誘引するために誘引装置を動かすこと。そのような場合、幾

つかの被膜ビードは最初の分離ステーションの中に一時的に制止されているし、

キャリアー液から分離されている；（３）洗浄溶液区分を最初の分離ステーショ

ンに流し入れること；（４）サンプル／キャリアー液溶液区分を誘引されたビー

ドの上から流すこと；（５）一時的に制止されているビードをサンプル用液区分

に解放すために誘引装置を動かすこと；（６）サンプル／ビード混合物を最初の

分離ステーションから可動な誘引装置を有する二番目の分離ステーションに流す

こと；（７）幾つかの被膜されたビードが二番目の分離ステーションの中で一時

的に制止されるように、幾つかの被膜されているビードを誘引されるために、二

番目の誘引装置を動かすこと；（８）洗浄溶液区分を二番目の分離ステーション
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に流すこと；（９）結合体／キャリアー液溶液区分を誘引されたビードの上から

流すこと；（１０）一時的に制止されているビードを結合体／キャリアー液溶液

区分に解放するために、二番目の誘引装置を動かすこと；（１１）結合体／ビー

ド混合物を二番目の分離ステーションから三番目の分離ステーションに流すこと

。三番目の分離ステーションはセンサーを有し、三番目の可動な誘引装置を持つ

ことが望ましい；（１２）センサーの近くに幾つかのビードを、またはより特定

なもの、即ち幾つかのビード／抗原／抗体／酵素複合体を誘引する三番目の可動

な誘引装置で動かすこと；（１３）洗浄溶液区分を三番目の分離ステーションに

流すこと（１４）基質／キャリアー液溶液区分を誘引されたビードの上に流すこ

と、そのビードは酵素の存在の下で、レドックス・リサイクルを示すことが出来

るレポーター分子に分解していくこと、および（１５）センサーで電気化学物質

の存在と量を測定すること、そこではセンサーが電気化学物質のレドックス・リ

サイクルを起こしている。

      【０１１２】

  このように、サンプル中の分析物を検出し、定量する装置および方法を開示し

た。本発明の実施態様および応用を示し、記述してきたが、多くの改良はこの中

の創意に富む概念から外れることなく可能であることは明らかである。従って、

本発明は、請求項の精神を外れて制限されるものではない。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  図１は、サンプル中の特定の分析物を検出および／または定量す

るための本発明の装置の概略図である。

    【図２】  図２は、低、中、高レベルの抗ｐ２４を有する血清サンプルを本

発明でアッセイしたときに測定された電流変化をグラフで図示したものである。

    【図３】  図３は、サンプル中に含まれるHBｓErgの調整濃度（ｍＩＵ／ｍ

ｌ）に対し、動的測定で得られた値（ｎＡ／ｓ）の傾斜をグラフにプロットした

ものである。

    【図４】  図４は，本発明に従って電気化学的測定により得られた用量応答

曲線を示したものである。

    【図５】  図５は、本発明の磁気ビードと磁石を使用しない装置で電気化学
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的測定により異なる濃度を測定したものである。

    【図６】  図６は、サンプルあたり異なる数の磁気ビードを用いたアッセイ

値を比較したものである。

    【図７】  図７は、本発明に対応する方法と装置の流れ図を示したものであ

る。

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】

【図５】
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【図６】
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【図７】
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【国際調査報告】
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