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(54)【発明の名称】 試験チップの製造方法、装置及び試験チップ

(57)【要約】
【課題】      ＤＮＡ解析や免疫学的解析の生物学的解
析等に際して簡単に取り扱うことができる試験チップを
容易に製造する方法と装置を提供する。
【解決手段】  上記課題は、流通しているキャリア液に
特異的結合物質を含有する液を間欠的又は連続的に送り
込み、該キャリア液をノズルから基板上に線状に送り出
して、該基板上に該特異的結合物質を含むキャリア液の
線を塗設し、これを乾燥することを特徴とする、検体の
生物学的解析に用いられる試験チップの製造方法と装置
によって解決される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  流通しているキャリア液に特異的結合物
質を含有する液を間欠的又は連続的に送り込み、該キャ
リア液をノズルから基板上に線状に送り出して、該基板
上に該特異的結合物質を含むキャリア液の線を塗設し、
これを乾燥することを特徴とする、検体の生物学的解析
に用いられる試験チップの製造方法
【請求項２】  特異的結合物質を含有する液を間欠的に
送り込み、該基板上に該特異的結合物質が一定間隔をお
いて配置されたキャリア液の線を塗設する請求項１記載
の製造方法
【請求項３】  特異的結合物質を含有する液をノズルか
ら基板上に線状に送り出して、該基板上に該特異的結合
物質を線状に塗設し、これを乾燥することを特徴とす
る、検体の生物学的解析に用いられる試験チップの製造
方法
【請求項４】  特異的結合物質がｃＤＮＡである請求項
１記載の製造方法
【請求項５】  キャリア液を流通させる管と、該管にキ
ャリア液を送り込む機構と、該管に接続され特異的結合
物質を含有する液を間欠的又は連続的に送り出す機構
と、該管の先端に設けられたノズルと、該ノズルから流
出するキャリア液が塗設される基板を支持する支持部材
と、該ノズル又は支持部材を移動させる移動機構よりな
る試験チップの製造装置
【請求項６】  特異的結合物質を含有する液を流通させ
る管と、該管の先端に設けられたノズルと、該ノズルか
ら流出する特異的結合物質を含有する液が塗設される基
板を支持する支持部材と、該ノズル又は支持部材を移動
させる移動機構よりなる試験チップの製造装置
【請求項７】  基板上にドット状の特異的結合物質が数
珠つなぎ状に配置されている試験チップ
【請求項８】  特異的結合物質がドット毎に異なってい
る請求項７記載の試験チップ
【請求項９】  基板上に特異的結合物質が破線状に配置
されている試験チップ
【請求項１０】  破線が並列状に並べられた複数の線よ
りなり、特異的結合物質が各線毎に異なっている請求項
９記載の試験チップ
【請求項１１】  基板上に特異的結合物質が連続線状に
配置されている試験チップ
【請求項１２】  連続線が並列状に並べられた複数の線
よりなり、特異的結合物質が各線毎に異なっている請求
項１１記載の試験チップ
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、ＤＮＡ解析、免疫
学的解析等に用いられる試験チップの製造方法および装
置に関するものである。
【０００２】
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【従来の技術】近年、遺伝子工学分野における技術が急
速に発展し、１０万個にも及ぶと考えられているヒトゲ
ノムの塩基配列を解読することを１つの目的とするヒト
ゲノムプロジェクトが展開されている。
【０００３】一方、抗原抗体反応を利用する酵素免疫測
定法や蛍光抗体法等が診断や研究のために利用され、ま
た各種遺伝子疾患に影響を与えているＤＮＡを探索する
研究も進んでおり、その１つの方法としてマイクロアレ
イ技術が注目されている。
【０００４】このマイクロアレイ技術は、既に解読され
ている互いに異なる既知の多数のｃＤＮＡがメンブレン
フィルタやスライドガラス上にマトリックス状に高密度
（数１００μｍ以下の間隔）に予め塗布されたマイクロ
アレイチップ（ＤＮＡチップと称するものもある）を用
いる技術であり、例えば、蛍光色素ａで標識された健常
者Ａの細胞から取り出したＤＮＡ（生物体由来物質の一
例）および蛍光色素ｂで標識された、遺伝子疾患を有す
る検体Ｂの細胞から取り出したＤＮＡを、ピペット等で
このマイクロアレイチップに滴下して各検体のＤＮＡ
と、マイクロアレイチップ上のｃＤＮＡとをハイブリダ
イズさせ、後にこのマイクロアレイチップ上の各ｃＤＮ
Ａに、各蛍光色素ａ，ｂを各別に励起する励起光を操作
して各ｃＤＮＡごとの各蛍光を光検出器で検出し、マイ
クロアレイチップ上における蛍光の発光位置に対応付け
られたこの検出結果により、各検体のＤＮＡがいずれの
ｃＤＮＡとハイブリダイズされているかを求め、両検体
間でハイブリダイズされたｃＤＮＡを比較することによ
り、上記疾病により発現したＤＮＡまたは欠損したＤＮ
Ａを特定する技術である。
【０００５】ところで上記マイクロアレイチップは、上
述したように極めて多数のｃＤＮＡがスライドガラス等
上に塗布されたものであるが、その製造方法は、予め準
備されている多数のｃＤＮＡの１つに針状の塗布チップ
を浸し、塗布チップの先端に付着したｃＤＮＡをスライ
ドガラス上の所定の位置に点状に塗布し、その後、塗布
チップを洗浄、乾燥させ、次の異なる種類のｃＤＮＡに
浸してスライドガラス上の他の所定位置に塗布する、い
わゆるスポッティングという操作を繰り返すことにより
行うものである。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】ここでスライドガラス
等に塗布すべきｃＤＮＡの種類は数万種類に及ぶことも
あり、１つのマイクロアレイチップを製造するのに多大
の時間を要している。このため、上記マイクロアレイチ
ップの価格は非常に高価であり、上述したＤＮＡの発現
研究を促進するうえで、また免疫学的解析を利用したス
クリーニングへの応用に際して障害となっている。
【０００７】本発明は上記事情に鑑みなされたものであ
って、ＤＮＡ解析や免疫学的解析等の生物学的解析に際
して簡単に取り扱うことができる試験チップを容易に製



(3) 特開２００２－８２１２１

10

20

30

40

50

3
造する方法と装置を提供することを目的とするものであ
る。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明は上記課題を解決
するべくなされたものであり、流通しているキャリア液
に特異的結合物質を含有する液滴を間欠的に送り込み、
該キャリア液をノズルから基板上に線状に送り出して、
該基板上に該特異的結合物質が一定間隔をおいて配置さ
れたキャリア液の線を塗設し、これを乾燥することを特
徴とする、検体の生物学的解析に用いられる試験チップ
の製造方法と、キャリア液を流通させる管と、該管にキ
ャリア液を送り込む機構と、該管に接続され特異的結合
物質の液滴を間欠的に送り出す機構と、該管の先端に設
けられたノズルと、該ノズルから流出するキャリア液が
塗設される基板を支持する支持部材と、該ノズル又は支
持部材を移動させる移動機構よりなる試験チップの製造
装置によってかかる目的を達成したものである。
【０００９】
【発明の実施の形態】本発明における生物学的解析と
は、たとえば、抗原抗体反応の高い特異性を利用した抗
原または抗体を検出するような免疫学的測定法や、いわ
ゆるハイブリダイゼーションを利用する遺伝子解析、遺
伝子診断、ビオチン－アビジン法等の特異的結合を利用
する解析等を意味する。
【００１０】また、ハイブリダイズ、ハイブリダイゼー
ションとは一般にはＤＮＡ断片間で相補的塩基配列部分
の２本鎖形成を意味するが、ここでは広く特異的結合ま
でも含むものを意味している。
【００１１】本発明の試験チップは、生物体由来物質た
とえば抗体、抗原、基質、ＤＮＡ、ｍＲＮＡ等を検体と
するものであって、特にＤＮＡが適切である。
【００１２】本発明の試験チップに用いられる特異的結
合物質は上記の検体と免疫的結合あるいはハイブリダイ
ズ可能なものであり、たとえばホルモン類、腫瘍マー
カ、酵素、蛋白質、核酸、抗体、抗原、これらとなり得
る種々の物質等、さらに各種ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡを含
む。特にｃＤＮＡが適切である。この特異的結合物質は
担体に保持された形態のものでありうる。担体はゼラチ
ン粒子、ポリスチレンラテックス等のポリマーラテック
ス、シリカゲル等の無機物粒子、等であり、保持は特異
的結合物質と担体の間の共有結合、イオン結合、物理的
吸着などによって行われる。
【００１３】特異的結合物質は、通常は溶液あるいは分
散液状態で基板に塗着される。溶媒としては、目的の特
異的結合物質を溶解あるいは分散しうるものであって、
特異的結合物質を分解あるいは変質させない条件で除
去、好ましくは蒸発あるいは揮発させることができるも
のを用いる。特異的結合物質がＤＮＡの場合や特異的結
合物質が抗体の場合には、溶媒の例としては水が適当で
ある。
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【００１４】キャリア液は、特異的結合物質を含む液滴
を搬送するためのものであり、流れが栓流であるのがよ
く、特異的結合物質の溶液あるいは分散液と混ざり合わ
ず、あるいは混ざり合う前に乾燥除去、すなわち少なく
とも１分以上分相状態を維持し得るものが好ましい。
【００１５】しかしながら、キャリア液と特異的結合物
質の溶媒が同じ（例えば水）では、拡散は起こるが、流
れが栓流であれば、混合に較べると拡散の物質移動速度
はかなり小さいので実質的に混合は起こらない。キャリ
アは水に対する溶解度の小さい有機溶剤が好ましい。
【００１６】このキャリア液は、特異的結合物質を分解
あるいは変質させない条件で除去、好ましくは蒸発ある
いは揮発させうる液体のみよりなっていてもよく、これ
を溶媒として溶質を溶解した溶液であってもよい。
【００１７】特異的結合物質を分解あるいは変質させな
い条件で除去、好ましくは蒸発あるいは揮発させうる液
体の例としては、ケトン類、エステル類などがあり、特
異的結合物質の溶媒ほどよい親和性を有するものが好ま
しい。特異的結合物質の溶媒が水である場合、キャリア
液としては、メチルエチルケトン、ジエチルケトン、酢
酸エチル、酢酸ブチルが特に好ましい。
【００１８】基板は、ガラス、陶板などの無機物質、蛍
光を発しないポリオレフィンなどのポリマーなどが用い
られる。又、ポリマー表面をガラスコーティングした複
合体でもよい。基板の形状は、特異的結合物質が塗着さ
れる基板の表面が平滑である。
【００１９】特異的結合物質はこの基板上にマトリック
ス状、ストライプ状等に配置される。マトリックス状、
すなわち縦横の平行線の各交点上に特異的結合物質を配
置する場合にはこの特異的結合物質はスポット（略円
形）をしており、直径が５０～１０００μｍ程度、通常
１００～５００μｍ程度、縦方向あるいは横方向での特
異的結合物質の間隔は各中心点間で１～１０ｍｍ程度、
通常１～５ｍｍ程度である。一枚の基板に設けられる特
異的結合物質のスポットの数は１０～５００個程度、通
常５０～１００個程度である。ストライプ状の場合に
は、各線の幅が５０～１０００μｍ程度、通常１００～
５００μｍ程度、各線の間隔各中心間（縁と縁の間）が
１～１０ｍｍ程度、通常１～５ｍｍ程度である。各線は
連続線のほか断点のある破線であってもよい。
【００２０】本発明の試験チップの製造装置は、キャリ
ア液を流通させる管と、該管にキャリア液を送り込む機
構と、該管に接続され特異的結合物質の液滴を間欠的に
送り出す機構と、該管の先端に設けられたノズルと、該
ノズルから流出するキャリア液が塗設される基板を支持
する支持部材と、該ノズル又は支持部材を移動させる移
動機構よりなる。
【００２１】キャリア液を流通させる管にキャリア液は
定速で送り込まれ、従って、キャリア液を送る機構に
は、通常は少量の液体を定速で送り出すポンプが使用さ
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れる。この送液流量は１～１００μｌ／ｍｉｎ程度であ
り、例えばプランジャーポンプ、等が使用される。しか
しながら、キャリア液タンクを高所に設けて、その落差
及びノズル出口と基板の間のキャリア液の表面張力を利
用してキャリア液を引き出す形式をとることもできる。
【００２２】該管内に送り出される特異的結合物質の液
滴は１滴が０．１～５００ｎｌ程度、通常１～１００ｎ
ｌ程度の微量であり、これを送り出す機構としてはドー
ジングバルブや微量のディスペンサー等が使用される。
キャリア液供給管への特異的結合物質供給口は各特異的
結合物質ごとに設けてもよく、あるいは複数の特異的結
合物質の供給口をまとめて、各特異的結合物質を切替バ
ルブで切り替えて供給するようにしてもよい。後者の場
合、切替バルブから供給口の間で各液滴が混合しないよ
う液滴間にキャリア液を存在させることが好ましい。
【００２３】特異的結合物質の各液滴がキャリア液流通
管内で所定間隔で配置されるように各液滴が供給される
ようにする。そのために、キャリア液の流速を測定する
機構と、所定時期に所定の特異的結合物質の液滴を放出
させるプログラムによるコンピュータ制御機構を設ける
ことが好ましい。
【００２４】キャリア液流通管の先端に設けられるノズ
ルは口径が基板上に塗着されるキャリア液の線が設計幅
になるようにされる。このノズル口は非常に小さいもの
になるのでノズルは針状のものであってもよい。
【００２５】基板は支持部材によって支持される。この
支持部材は、基板とノズル先端との間隔を一定に保つと
ともに、ノズルを固定した場合には基板を一定方向に一
定速度で走行させるものである。ノズルの先端と支持部
材で支持された基板との間隔は０．１～５ｍｍ程度、通
常０．２～２ｍｍ程度にされ、必要によりこの間隔は調
整できるようにする。
【００２６】上記のノズル又は基板支持部材の少なくと
も一方は走行できるようにし、その走行速度は通常１～
１０ｍｍ／ｓｅｃ程度である。
【００２７】上記の基板上に塗着される、特異的結合物
質の液滴がキャリア液によって数珠つなぎ状になった線
は１本ずつ設けていってもよいが、製作効率上複数のノ
ズルを並べて１回ないし数回の塗布で完了するようにす
ることが好ましい。
【００２８】塗着が終了した基板の乾燥は特異的結合物
質が分解あるいは変質しない条件下で行えばよく、例え
ば自然乾燥、風乾、減圧乾燥、凍結乾燥等が利用され
る。
【００２９】本発明の試験チップの使用方法としては、
従来のＤＮＡ解析、免疫学的解析の手法を利用できる。
【００３０】例えば、基板上に所定の間隔で互いに異な
る多数の既知の特異的結合物質がマトリックス状に配置
されている試験チップに、所定の検体の、蛍光色素で標
識された生物体由来物質をハイブリダイズせしめ、前記
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生物体由来物質がハイブリダイズされた試験チップに前
記蛍光色素を励起する励起光を照射し、前記励起光の照
射により発光された蛍光を、前記試験チップ上における
該蛍光の発光位置と対応付けて検出することにより、前
記試験チップ上の特異的結合物質のうち、前記検体の生
物体由来物質がハイブリダイゼーションされた特異的結
合物質を特定する。
【００３１】蛍光色素で標識された生物体由来物質をハ
イブリダイズせしめとは、現実にハイブリダイズするか
否かを問わず、ハイブリダイズさせるための操作を行う
意である。
【００３２】励起光の照射と蛍光の検出は、励起光を帯
状の試験チップの長手方向に相対的に一次元走査するこ
とにより、試験チップ上の各特異的結合物質を順次照射
し、照射された特異的結合物質から発光する蛍光を順次
検出するようにしてもよいし、少なくとも一次元状に広
がる励起光で試験チップの全体を一時に均一に照射し
て、試験チップ上のハイブリダイズされている特異的結
合物質から発光する蛍光を一次元状のＣＣＤ等を用いて
一時に検出するようにしてもよい。しかし、後者では試
験チップの長さに応じて励起光の照射範囲を拡げるとと
もにＣＣＤ等による検出範囲も拡げる必要性から装置構
成が大型化するため、前者を採用するのが好ましい。な
お、励起光を試験チップに対して相対的に一次元走査す
るとは、試験チップを固定して励起光を一次元状に走査
してもよいし、励起光の照射範囲を固定して試験チップ
を一次元状に搬送してもよく、さらに、励起光を走査す
るときは光源自体を一次元状に移動させてもよいし、光
源自体は固定し走査光学系によって一次元状に走査して
もよいが、試験チップを一次元状に搬送するのが最も操
作が簡単であり好ましい。以下の発明においても同様で
ある。
【００３３】発光された蛍光を、試験チップ上における
蛍光の発光位置と対応付けて検出するとは、試験チップ
上における蛍光が検出された位置を特定すること、すな
わち蛍光を発した特異的結合物質を特定することと同義
であり、励起光を上述したように試験チップに対して相
対的に一次元走査する構成においては、蛍光の発光位置
と対応付けるのに代えて、励起光の走査位置と対応付け
ようにしてもよい。
【００３４】以下、本発明の実施態様を図面を用いて説
明する。
【００３５】図１は本発明の試験チップの一実施形態を
示す図である。基板１の上にキャリア液２が線状に塗布
され、そのキャリア液２の線中に、互いに異なる既知の
ｃＤＮＡ（特異的結合物質として）３が、所定の間隔を
おいて、ドット状に塗布されている。このようなキャリ
ア液２の線を多数本平行して塗布することで、多種類の
ｃＤＮＡがマトリックス状に配置された試験チップとな
る。
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7
【００３６】図２は本発明の試験チップの製造方法及び
装置の一実施態様を示す図である。
【００３７】キャリア液２がポンプ７により一定の流量
で流れるキャリア液流通管４の先端近傍に、ポンプまた
はディスペンサー８によりｃＤＮＡを含む液体３が注入
される特異的物質供給管５が設置されている。切替バル
ブ９の切り替えにより、種類が異なるｃＤＮＡを含む液
体３がキャリア液２に注入される。管４の先端に、ノズ
ル６が、基板１と間隔をおきキャリア液３の線を形成す
るように取り付けられる。基板１または管４のいずれか
が、Ｘ－Ｙテーブルなどの手段により、相対的に移動す
ることで、図１に示すような、ｃＤＮＡのドットがマト
リックス状に形成された試験チップが作成される。
【００３８】基板１か管４を２方向に移動させてもよい
し、基板１を一方向に移動させ、管４を基板１の移動方
向と直交する方向に移動させてもよい。また、管４を多
数本配列して、基板１か管４を一方向に移動させてもよ
い。
【００３９】図３はｃＤＮＡを含む液体３が注入される
特異的物質供給管５の一実施態様を示す図である。特異
的物質供給管５の先端１０が、キャリア液流通管４の中
心まで延設されている。
【００４０】本発明の別の実施態様である試験チップの
製造方法及び装置の構成を図４に示す。この装置は、切
替バルブを設ける代わりに、キャリア液流通管４に多数
の特異的結合物質供給管を接続して各特異的結合物質液
滴を個別にキャリア液に送り出すようにしたほかは図２
の装置と同じである。
【００４１】本発明のさらに別の実施態様である試験チ
ップの製造方法及び装置の構成を図５に示す。この装置
は、図２の装置において特異的結合物質の液をキャリア
液流通管４に連続的に供給するようにしたものである。
尚、この装置において、キャリア液流通管４、ポンプ７
及びキャリア液２のタンクを除去して、そのかわりに特
異的結合物質供給管５を延設するとともにその先端にノ
ズルを設けて、特異的結合物質の液をキャリア液を用い
ないで塗設することも可能である。
【００４２】本発明の試験チップの例を図６～図８に示
す。図６の試験チップは特異的結合物質が連続線状に配
置されている例である。各線の特異的結合物質は同一で
あっても、全て異なっていてもあるいは一部が異なって
いてもよい。図では各線ごとに互いに異なる特異的結合
物質が配置されている。
【００４３】図７の試験チップは特異的結合物質が破線
状に配置されている例である。破線を構成している各短
線の特異的結合物質は同一であっても、全て異なってい
てもあるいは一部が異なっていてもよい。図では各線ご
とに互いに異なる特異的結合物質が配置されている。
【００４４】図８の試験チップは特異的結合物質がドッ
ト状に配置されている例である。各ドットの特異的結合*
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*物質は同一であっても、全て異なっていてもあるいは一
部が異なっていてもよい。図では各ドットごとに互いに
異なる特異的結合物質が配置されている。
【００４５】
【実施例】メチルエチルケトンをキャリア液として、低
流量ポンプ７により、流量が１秒間に２０ナノリットル
でキャリア液体を管４に送る。
【００４６】ｃＤＮＡを含む液体の管４への注入体積が
１００ナノリットルで１秒間隔でディスペンサー８によ
りキャリア液体が流れる管４に注入。
【００４７】顕微鏡用のガラス板を超音波洗浄後、乾燥
してポジションニングテーブルにより、２方向に移動が
可能とする。
【００４８】針６とガラス板１との間隙を０．１（ｍ
ｍ）にして、ガラス板１を速度が１（ｍｍ／ｓｅｃ）で
ガラス板１の長手方向に移動する。
【００４９】ガラス板１の表面に、１本のキャリア液体
の線が形成できれば、次にガラス板１の長手方向と直交
する方向に１ｍｍ移動し、再びガラス板１の長手方向に
移動する。このプロセスを繰り返して、ガラス板１の表
面に、ドット状のｃＤＮＡをマトリックス状に塗布し
た。
【００５０】ｃＤＮＡのドット形状は２００（μｍ）の
円形状であった。
【００５１】
【発明の効果】本発明により、ＤＮＡチップ等試験チッ
プを容易にかつ安価に製造することができる。
【００５２】
【図面の簡単な説明】
【図１】  本発明の製造方法で製造される試験チップの
一例の平面図である。
【図２】  本発明の試験チップの製造方法及び装置の一
例を模式的に示した図である。
【図３】  キャリア液流通管及びノズルの構造の一例を
示す斜視図である。
【図４】  本発明の試験チップの製造方法及び装置の別
の例を模式的に示した図である。
【図５】  本発明の試験チップの製造方法及び装置の別
の例を模式的に示した図である。
【図６】  本発明の試験チップの一例の平面図である。
【図７】  本発明の試験チップの別の例の平面図であ
る。
【図８】  本発明の試験チップの別の例の平面図であ
る。
【符号の説明】
１…基板
２…キャリア液
３…特異的結合物質
４…キャリア液流通管
５…特異的結合物質供給管
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６…ノズル
７…ポンプ *
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*８…ディスペンサー
９…切替バルブ

【図１】 【図２】 【図３】

【図４】 【図５】

【図６】

【図７】 【図８】
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