
(57)【要約】
人工微粒子、微粒子ライブラリ、およびそれに関連する方法を提供する。微粒子は、印加
電場に対する誘電反応の差に基づいて識別することができる。異なる態様において、誘電
体の差は、誘電分散材料、表面電荷、および／または蛍光によって操作してもよいがこれ
らに限定されない。凝集を制御するために微粒子にガングリオシドを組み入れてもよい。
赤血球影を含む小胞を微粒子の基礎として用いてもよい。微粒子は、表面の機能化のため
にビオチン -ストレプトアビジン系を利用してもよい。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 微 粒 子 が 誘 電 泳 動 に よ っ て 操 作 で き る よ う に 、 誘 電 分 散 性 と な る よ う に 作 製 さ れ 、 か つ
印 加 電 場 に 対 し て 誘 電 反 応 を 生 じ る よ う に 適 合 さ れ た 人 工 微 粒 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 誘 電 分 散 性 の コ ア を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 コ ア の 周 囲 に 絶 縁 層 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 絶 縁 層 が 自 己 構 築 単 層 を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ せ た 一 つ ま た は 複 数 の ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ を 含 む 、 請 求 項
5記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 双 極 材 料 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ド ー ピ ン グ 剤 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 蛍 光 標 識 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 小 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 小 胞 が 赤 血 球 影 を 含 む 、 請 求 項 11記 載 の 微 粒 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 が 、 印 加 電 場 に 対 す る そ れ ぞ れ の 微 粒 子 の 誘 電 反 応 に 識 別 可 能 な 差 を
生 じ る た め に 十 分 な 程 度 に 異 な る 誘 電 分 散 材 料 を 含 む 、 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 人 工 微 粒 子
の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 、 一 つ ま た は 複 数 の 材 料 の 一 つ ま た は 複 数 の 層 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の
ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 人 工 微 粒 子 が 誘 電 分 散 コ ア を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 人 工 微 粒 子 が 自 己 構 築 単 層 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 人 工 微 粒 子 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 人 工 微 粒 子 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し た ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ を 含
む 、 請 求 項 17記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 人 工 微 粒 子 が 蛍 光 標 識 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 人 工 微 粒 子 が ガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 人 工 微 粒 子 が 小 胞 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
　 小 胞 が 赤 血 球 影 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 小 胞 に よ っ て 封 入 さ れ た 材 料 に 関 し て 異 な る 、 請
求 項 21記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 鎖 長 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が ド ー ピ ン グ 剤 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 製 造 法 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 製 造 時 の 熱 処 理 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 26記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 組 成 物 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 表 面 電 荷 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 側 鎖 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 電 荷 担 体 の 運 動 性 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 誘 電 分 散 材 料 が 粘 度 に 関 し て 異 な る 、 請 求 項 13記 載 の ラ イ ブ ラ リ 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 以 下 を 含 む 、 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 人 工 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る 方 法 ：
　 第 一 の 誘 電 特 性 を 有 す る 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 得 る 段 階 ；
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 し て 、 第 二 の 誘 電 特 性 を 有 す る 第 二 の 誘 電 分 散 材 料 を 形 成 す
る 段 階 で あ っ て 、 第 二 の 誘 電 特 性 が 、 印 加 電 場 に 対 す る 誘 電 反 応 の 識 別 可 能 な 差 を 生 じ さ
せ る た め に 十 分 な 程 度 で 第 一 の 誘 電 特 性 と 異 な る 段 階 ；
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 用 い て 第 一 の 人 工 微 粒 子 を 形 成 す る 段 階 ； お よ び
　 第 二 の 誘 電 分 散 材 料 を 用 い て 第 二 の 人 工 微 粒 子 を 形 成 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 誘 電 分 散 材 料 が 一 つ ま た は 複 数 の 材 料 の 一 つ ま た は 複 数 の 層 を 含 む 、
請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 人 工 微 粒 子 が 誘 電 分 散 コ ア を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 人 工 微 粒 子 が 自 己 構 築 単 層 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 人 工 微 粒 子 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 人 工 微 粒 子 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し た ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ を 含
む 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 人 工 微 粒 子 が 蛍 光 標 識 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 人 工 微 粒 子 が ガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 第 一 ま た は 第 二 の 人 工 微 粒 子 が 小 胞 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
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　 小 胞 が 赤 血 球 影 を 含 む 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 封 入 材 料 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 鎖 長 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 ド ー ピ ン グ 剤 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 製 造 法 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 製 造 時 の 熱 処 理 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項
46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 組 成 物 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 表 面 電 荷 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 側 鎖 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 電 荷 担 体 の 運 動 性 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求
項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 第 一 の 誘 電 分 散 材 料 を 改 変 す る 段 階 が 、 粘 度 を 改 変 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 微 粒 子 の 凝 集 に 影 響 を 及 ぼ す た め に 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 人 工 微 粒 子
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン グ リ オ シ ド が GM1ガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 、 請 求 項 53記 載 の 微 粒 子
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン グ リ オ シ ド が GD1aガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 、 請 求 項 53記 載 の 微 粒 子
。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 微 粒 子 の 表 面 電 荷 を 調 節 す る 段 階 を 含 む 、 微 粒 子 の 凝 集 を 制 御 す る 方
法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 表 面 電 荷 を 調 節 す る 段 階 が 、 一 つ ま た は 複 数 の 微 粒 子 に 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン グ リ オ シ
ド を 付 加 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン グ リ オ シ ド が GM1ガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の ガ ン グ リ オ シ ド が GD1aガ ン グ リ オ シ ド を 含 む 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-533238 A 2005.11.4



【 請 求 項 ６ ０ 】
　 以 下 を 含 む 、 試 料 中 の 一 つ ま た は 複 数 の 複 合 体 を 同 定 す る 方 法 ：
　 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 み 、 か つ 異 な る 誘 電 特 性 を 有 す る 複 数 の 人
工 微 粒 子 を 、 試 料 と 混 合 す る 段 階 ；
　 複 数 の 人 工 微 粒 子 を 、 ビ オ チ ン を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 分 析 物 と 会 合 さ せ て 、 一 つ
ま た は 複 数 の 複 合 体 を 形 成 す る 段 階 ； お よ び
　 異 な る 誘 電 特 性 を 識 別 す る 段 階 に よ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の 複 合 体 を 同 定 す る 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
　 政 府 は 、 国 防 高 度 研 究 プ ロ ジ ェ ク ト 局 発 注 番 号 E934の 下 で SPAWARの 契 約 書 番 号 N66001-9
7-C-8608に 拠 っ て 、 本 発 明 の 局 面 に 権 利 を 保 有 し う る 。 政 府 は ま た 、 陸 軍 研 究 事 務 所 か ら
の 助 成 金 番 号 DAAD19-00-1-0515お よ び 国 立 癌 研 究 所 の 助 成 金 番 号 1R21 CA88364-01お よ び 1
R33 CA88364-01に 拠 っ て 、 本 発 明 の 局 面 に お い て 権 利 を 保 有 し う る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 開 示 の 方 法 論 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 特 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 6,294,063
号 に 記 載 の 装 置 お よ び 方 法 と 共 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 開 示 と 共 に 用 い て も よ い 他 の 特 許 お よ び 出 願 に は 、 そ の そ れ ぞ れ が 参 照 と し て 本 明 細
書 に 特 に 組 み 入 れ ら れ る 、 1996年 10月 18日 に 提 出 さ れ 、 1999年 1月 12日 に 公 布 さ れ た 「 Met
hod and apparatus for manipulation using spiral electrodes」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,
858,192号 ； 1996年 2月 23に 提 出 さ れ 、 1999年 3月 30日 に 公 布 さ れ た 「 Method and apparatu
s for fractionation using generalized dielectrophoresis and field flow fractiona
tion」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,888,370号 ； 1996年 1月 31日 に 提 出 さ れ 、 1999年 11月 30日 に 公
布 さ れ た 「 Method and apparatus for fractionation using conventional dielectropho
resis and field flow fractionation」 と 題 す る 米 国 特 許 第 5,993,630号 ； 1999年 2月 1日
に 提 出 さ れ 、 1999年 11月 30日 に 公 布 さ れ た 「 Method and apparatus for fractionation u
sing generalized dielectrophoresis and field flow fractionation」 と 題 す る 米 国 特
許 第 5,993,632号 ； 1999年 9月 14日 に 提 出 さ れ た 「 Method and apparatus for fractionati
on using generalized dielectrophoresis and field flow fractionation」 と 題 す る 米
国 特 許 出 願 第 09/395,890号 ； 2001年 6月 14日 に 提 出 さ れ た 「 Apparatus and method for fl
uid injection」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 09/883,109号 ； 2001年 6月 14日 に 提 出 さ れ た 「 Me
thod and apparatus for combined magnetophoretic and dielectrophoretic manipulati
on of analyte mixtures」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 09/882,805号 ； 2001年 6月 14日 に 提 出
さ れ た 「 Dielectrically-engineered microparticles」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 09/883,1
12号 ； お よ び 2001年 6月 14日 に 提 出 さ れ た 「 Systems and methods for cell subpopulatio
n analysis」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 09/883,110号 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 教 示 と 共 に 用 い て も よ い さ ら に も う 一 つ の 出 願 に は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る 、 「 Micromachined impedance spectroscopy flow cytometer of cell anal
ysis and particle sizing」 、 Lab on a Chip, vol.1, pp.76-82(2001)に 記 述 さ れ る も の
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
1． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 化 学 お よ び 生 命 科 学 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 詳 し く 述 べ る と 、 誘 電 人
工 微 粒 子 （ 本 明 細 書 に お い て DEMPと 呼 ば れ る ） を 用 い た 標 的 分 析 物 の 操 作 、 分 離 、 精 製 、
お よ び 指 標 化 の た め の 技 術 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
2． 関 連 技 術 の 説 明
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　 化 学 物 質 、 細 胞 お よ び 生 体 分 子 を 分 離 お よ び 同 定 す る 改 善 さ れ た 方 法 は 、 化 学 お よ び 生
命 科 学 に お け る 多 く の 進 歩 に と っ て 基 本 と な る 。 発 見 プ ロ セ ス の 多 く は 、 特 定 の 化 学 物 質
、 細 胞 、 生 体 分 子 、 ま た は 他 の 分 析 物 に 関 す る 定 性 的 か つ 定 量 的 な 情 報 を 決 定 す る こ と に
基 づ い て い る 。 濾 過 、 遠 心 、 分 光 法 お よ び 光 学 顕 微 鏡 の よ う な 分 析 法 は 、 典 型 的 に 、 分 析
物 の 分 離 お よ び ／ ま た は 検 出 を 行 う た め に 分 析 物 の 固 有 の 物 理 的 特 性 の 差 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 基 本 的 な 方 法 に お け る 改 善 は 、 一 般 的 に 二 つ の 分 類 に 分 け ら れ る ： （ i） 方 法
の 分 解 能 ま た は 感 度 が 、 分 析 物 間 の 微 妙 な 物 理 的 な 差 を よ り 良 好 に 識 別 す る よ う に 改 善 さ
れ て い る 、 ま た は （ ii） 分 析 物 を 検 出 可 能 に す る 、 ま た は 間 接 的 に よ り 容 易 に 分 離 す る た
め に 、 容 易 に 識 別 可 能 な 特 定 の 特 性 を 有 す る 物 質 も し く は 標 識 を 分 析 物 に 結 合 さ せ る 。 勾
配 遠 心 お よ び 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 既 存 の 方 法 の 感 度 を 増 加 さ せ る こ と に 基 づ
く 方 法 の 例 で あ る ； 蛍 光 抗 体 に よ る 細 胞 染 色 お よ び 生 体 分 子 の 放 射 標 識 は 、 分 析 物 の 分 離
を 促 進 す る た め に 分 析 物 に 標 識 を 結 合 さ せ る こ と に 基 づ く 改 善 さ れ た 方 法 の 例 で あ る 。 こ
れ ら の 改 善 は 、 そ の 分 野 に お い て あ る 程 度 の 成 功 を 収 め た が 、 問 題 は 残 っ て い る 。 特 に 、
こ れ ら の 方 法 は な お も 、 そ れ に よ っ て 分 析 物 を 指 標 化 す る 、 検 出 す る 、 お よ び 操 作 す る 方
法 を 行 う こ と が で き ず 、 異 な る 多 く の タ イ プ の 分 析 物 に 同 時 に 異 な る 操 作 を 行 う こ と も で
き な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 標 識 を 利 用 す る 一 つ の タ イ プ の 従 来 の 分 析 は 、 「 1ポ ッ ト 」 反 応 と 呼 ば れ る 。 1ポ ッ ト 反
応 は 、 一 つ の 試 験 管 ま た は ビ ー カ ー に お い て 少 量 の 試 料 に 試 薬 を 単 に 加 え る だ け の 反 応 で
あ る 。 試 料 中 に 存 在 す る 標 的 分 析 物 の 如 何 な る 分 子 も 、 加 え た 指 標 物 質 に 反 応 し て 、 発 色
、 蛍 光 、 ま た は 化 学 発 光 産 物 も し く は 複 合 体 を 形 成 す る 。 次 に 、 こ の 反 応 産 物 ま た は 複 合
体 を 検 出 し て 、 通 常 、 定 量 す る 。 そ の よ う な 方 法 の 明 確 な 特 徴 は 、 標 的 分 析 物 が 試 料 中 に
実 際 に 存 在 す る 場 合 に 限 っ て 検 出 可 能 な 種 が 存 在 す る 点 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 1ポ ッ ト 分 析 に と っ て 有 用 な 標 識 の 一 例 は 、 分 子 ビ ー コ ン で あ る 。 分 子 ビ ー コ ン は 、 フ
ル オ ロ フ ォ ア と 消 光 体 と が 組 み 入 れ ら れ た 分 子 を 利 用 す る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア と 消 光 体 は 、
分 子 が 標 的 に 結 合 す る 時 間 ま で 近 位 に 維 持 さ れ る 。 結 合 す る と 、 フ ル オ ロ フ ォ ア が 蛍 光 を
発 す る こ と が で き る よ う に 、 そ れ ら は 十 分 に 遠 く に 引 き 離 さ れ る 。 消 光 体 が も は や 消 光 し
な く な る と 、 標 的 を 蛍 光 に よ っ て 観 察 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 1ポ ッ ト ア ッ セ イ 法 の 他 の 例 に は 、 比 色 pH検 出 ま た は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド の よ う な イ
ン タ ー カ レ ー ト 色 素 を 用 い る 核 酸 の 非 特 異 的 標 識 が 含 ま れ る 。 核 酸 の た め の サ ザ ン お よ び
ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 な ら び に タ ン パ ク 質 の た め の ELISAお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ の よ う な 技 術 は 、 特 異 的 生 化 学 分 析 物 に 結 合 し て そ の 検 出 を 促 進 す る 標 識 プ ロ ー ブ を
用 い る 。 こ れ ら の 抗 体 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 そ れ ら が そ の 標 的 分 析 物 に 結 合 す る か 否 か
に よ ら ず 、 放 射 活 性 、 蛍 光 、 ま た は 酵 素 的 に 活 性 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し か し 、 上 記 の 方 法 が 有 用 な 結 果 を 得 る た め に は 、 未 結 合 の 分 析 物 、 遊 離 の プ ロ ー ブ 、
お よ び 分 析 物 -プ ロ ー ブ 複 合 体 を 識 別 す る 必 要 が あ る 。 こ れ は 、 分 析 物 -プ ロ ー ブ 複 合 体 を
固 相 支 持 体 に 固 定 し た 後 、 遊 離 の 未 結 合 の 分 子 を 洗 浄 し て 除 去 し 、 固 相 支 持 体 に 結 合 し た
標 識 分 析 物 -プ ロ ー ブ 複 合 体 の み を 残 す こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 残 念 な こ と に 、 こ の プ ロ
セ ス は 幾 分 複 雑 で 時 間 が か か る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 分 析 物 の 従 来 の 同 定 お よ び 分 離 に お け る 固 有 の 問 題 の 少 な く と も い く つ か を 解 決 す る た
め に 、 特 定 の 微 粒 子 が 用 い ら れ て い る 。 1970年 代 後 半 、 大 き さ が ミ ク ロ ン 以 下 か ら 100ミ
ク ロ ン ま で の 範 囲 の 均 一 な 大 き さ の 微 粒 子 を 比 較 的 簡 単 に 産 生 で き る 技 術 が 開 発 さ れ た 。
後 に 、 磁 気 特 性 を 有 す る 微 粒 子 を 作 製 す る 技 術 も 開 発 さ れ た 。 こ れ ら の 技 術 を 用 い て 産 生
さ れ た 微 粒 子 を 、 特 異 的 標 的 分 析 物 ま た は 分 析 物 ク ラ ス と 相 互 作 用 ま た は 結 合 す る 様 々 な
プ ロ ー ブ に 連 結 さ せ て 、 微 粒 子 -分 析 物 複 合 体 が 形 成 さ れ て い る 。 こ の よ う に し て 、 微 粒
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子 は 、 標 的 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 標 識 と し て 作 用 す る よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 既 存 の 微 粒 子 標 識 は 大 き く 二 つ の 分 類 、 す な わ ち 分 析 物 の 検 出 用 と 分 析 物 の 操 作 用 に 分
け ら れ る と 考 え ら れ る 。 両 者 の 分 類 に お い て 、 特 異 的 標 的 分 析 物 に 対 し て 感 作 さ れ た 標 識
を 試 料 に 加 え て 、 標 的 分 析 物 が 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 に 標 的 分 析 物 と 微 粒 子 標 識 と の 結 合
を 促 進 す る 条 件 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 微 粒 子 -分 析 物 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 既 存 の 分 析 物 検 出 プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 蛍 光 、 光 も し く は 他 の 放 射 線 に 対 す る 不 透 明
度 、 ま た は 放 射 線 の 放 射 の よ う な 微 粒 子 の 特 定 の 物 理 的 特 性 は 、 微 粒 子 -分 析 物 複 合 体 の
有 無 を 推 論 す る た め の レ ポ ー タ ー と し て 利 用 さ れ て い る 。 例 え ば 、 抗 体 プ ロ ー ブ に よ っ て
細 胞 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る 金 属 の 微 粒 子 ま た は ナ ノ 粒 子 を 、 電 子 顕 微 鏡
に よ っ て 観 察 し て 定 量 し 、 こ れ を 用 い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 分 析 物 が 細 胞 中 の 特 定 の 位 置 に
存 在 す る こ と を 推 論 す る こ と が で き る が 、 こ れ は 検 出 プ ロ ト コ ー ル に お い て 用 い ら れ る 標
識 の 一 例 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 検 出 プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 直 接 検 出 さ れ る の は 分 析 物 で は な い 。 そ の 代 わ り に 、 分 析
物 の 存 在 を 、 微 粒 子 レ ポ ー タ ー と の 会 合 、 す な わ ち プ ロ ー ブ と 分 析 物 と の 相 互 作 用 に よ っ
て 媒 介 さ れ る 会 合 に よ っ て 推 論 す る 。 検 出 プ ロ ト コ ー ル に は ま た 、 二 次 標 識 を 用 い て 微 粒
子 -分 析 物 複 合 体 の 存 在 を 明 ら か に す る 二 段 階 標 識 法 が 含 ま れ う る 。 こ の 場 合 、 分 析 物 を
微 粒 子 上 の 第 一 の プ ロ ー ブ に 結 合 さ せ て 、 次 に 二 次 特 異 的 標 識 に よ っ て 標 識 す る と 、 こ れ
は 分 析 物 の 存 在 を 推 論 す る こ と が で き る レ ポ ー タ ー と し て 用 い ら れ る 。 分 析 物 は 、 微 粒 子
と 第 二 の レ ポ ー タ ー 標 識 と の あ い だ に 効 率 よ く 挟 ま れ た 状 態 と な る た め 、 そ の よ う な 二 重
標 識 プ ロ ト コ ー ル は 、 当 技 術 分 野 に お い て 親 し み を 込 め て 「 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 」 と
呼 ば れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 操 作 プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 微 粒 子 に 基 づ く 標 識 は 、 分 析 物 の 物 理 的 操 作 を 補 助 す る た
め の 「 取 っ 手 」 と し て 用 い ら れ る 。 そ の よ う な プ ロ ト コ ー ル で は 、 密 度 、 電 荷 、 ま た は 大
き さ の よ う な 微 粒 子 の 特 定 の 物 理 的 特 性 を 利 用 し て 、 微 粒 子 -分 析 物 複 合 体 を 単 離 、 分 離
、 ま た は そ う で な け れ ば 操 作 す る 。 そ の よ う な 方 法 に お い て 、 分 析 物 は 直 接 操 作 さ れ な い
。 代 わ り に 微 粒 子 （ す な わ ち 、 「 取 っ 手 」 ） が 操 作 さ れ て 、 微 粒 子 に 結 合 し た 如 何 な る 分
析 物 も 、 微 粒 子 と の そ の 会 合 に 基 づ い て 間 接 的 に 操 作 さ れ る 。 残 念 な こ と に 、 微 粒 子 標 識
に 基 づ く 操 作 プ ロ ト コ ー ル は 、 標 的 分 析 物 を 同 定 す る た め に さ ら な る 分 析 段 階 を 必 要 と す
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 の 微 粒 子 に 基 づ く 系 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 少 な く と も あ る 程 度 の 有 用 性 を 示 し
た が 、 標 的 を 同 定 す る さ ら な る 段 階 が 必 要 で あ る こ と （ 標 的 の 操 作 と は 別 に ） は 、 化 学 者
ま た は 工 学 者 に と っ て 余 分 の 時 間 と 費 用 が か か る 。 さ ら に 、 微 粒 子 を 用 い て も 、 時 に 、 微
粒 子 そ の も の の 検 出 が 必 ず し も 標 的 分 析 物 の 存 在 を 推 論 し な い 場 合 が あ る 。 な お さ ら に 、
従 来 の 微 粒 子 は 、 多 く の 異 な る タ イ プ の 分 析 物 に 同 時 に 異 な る 操 作 を 行 う こ と が で き な い
。 単 純 に 言 え ば 、 従 来 の 微 粒 子 は 異 な る 分 析 物 の 指 標 化 の 後 に 、 同 時 に 操 作 、 検 出 お よ び
／ ま た は 同 定 す る こ と が で き な い 。 言 い 換 え れ ば 、 従 来 の 技 法 は 、 そ れ ぞ れ が 異 な る 標 的
に 結 合 す る 可 能 性 が あ る 異 な る プ ロ ー ブ の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と が で き ず 、 異 な る 種
の 同 時 の 操 作 、 同 定 お よ び 検 出 を 行 う こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 の 特 定 の 問 題 、 弱 点 、 ま た は 短 所 は 、 そ れ ら が 全 て で あ る と い う 意 味 で は な い ； 当
技 術 分 野 に は 他 の 問 題 も 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 上 記 の 考 察 は 、 分 析 物 の
操 作 、 分 離 、 精 製 、 お よ び 指 標 化 に 関 連 し た 改 善 さ れ た 方 法 論 の 必 要 性 が 存 在 す る こ と を
示 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ９ 】
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発 明 の 概 要
　 本 開 示 に 従 っ て 作 製 さ れ て 用 い ら れ る 人 工 微 粒 子 標 識 は 、 分 析 物 の 指 標 化 が 得 ら れ る 可
能 性 が あ る た め に 、 上 記 の 限 界 を 克 服 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 特 に 、 本 開 示 は
、 異 な る 識 別 可 能 な 誘 電 特 性 を 有 す る DEMPの ラ イ ブ ラ リ を 用 い る こ と に よ っ て 、 多 様 な 異
な る 標 的 分 析 物 の 同 時 同 定 、 操 作 、 お よ び 検 出 を 可 能 に す る 。 ま た は 、 本 開 示 は 、 分 析 物
の 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る こ と か ら 、 当 技 術 分 野 に お け る 限 界 を 克 服 す る 。 特 に 、 分
析 物 結 合 に 対 し て 感 受 性 が あ る 誘 電 特 性 を 有 す る 微 粒 子 標 識 を 用 い て 、 結 合 後 の 標 識 の AC
動 電 挙 動 に お け る 変 化 を 感 知 す る こ と に よ っ て 、 分 析 物 の 結 合 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 の 態 様 に 従 う 人 工 微 粒 子 の 用 途 は 広 く 、 こ れ に は 血 液 分 析 ； 疾 患 の 検 出
お よ び 特 徴 付 け ； 純 粋 な 細 胞 集 団 の 臨 床 調 製 物 ； 食 品 加 工 、 公 共 用 水 供 給 系 、 農 業 お よ び
環 境 に お け る 病 原 体 の 検 出 お よ び 同 定 ； 細 胞 下 区 画 の 分 離 、 骨 髄 移 植 の た め の 幹 細 胞 の 精
製 、 な ら び に 診 断 お よ び 研 究 目 的 の 双 方 の た め に 疾 患 を 有 す る 細 胞 の 浄 化 ま た は 回 収 が 含
ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 人 工 微 粒 子 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 の よ う な
様 々 な 材 料 の 単 離 、 分 離 、 精 製 、 お よ び 同 定 を 含 む 分 子 分 析 に 適 用 し て も よ い 。 さ ら に 、
本 明 細 書 に 開 示 の 技 術 は 、 フ ロ ー セ ル サ イ ト メ ト リ ー の よ う な 現 行 の 細 胞 分 離 法 と 共 に 用
い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
説 明 的 な 態 様 の 説 明
　 本 開 示 は 、 そ の AC動 電 （ 従 来 の 誘 電 泳 動 （ cDEP） 、 進 行 波 誘 電 泳 動 （ twDEP） 、 進 行 波
誘 電 泳 動 （ gDEP） ま た は 電 気 回 転 （ ROT） を 含 む ） お よ び 磁 気 泳 動 （ MAP） 挙 動 が 少 な く と
も 部 分 的 に 計 算 可 能 ま た は 制 御 可 能 で あ る よ う に 、 特 定 の 既 定 の 、 ま た は 人 工 的 な 誘 電 お
よ び ／ ま た は 磁 気 特 性 を 有 す る 微 粒 子 を 設 計 お よ び 産 生 す る 新 し い 技 術 に つ い て 記 述 す る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ れ ら の 人 工 微 粒 子 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 に よ っ て 抗 体 、 核 酸 、 ま た は 化 学 リ ガ
ン ド の よ う な 様 々 な プ ロ ー ブ に よ っ て 感 作 し て も よ く 、 相 応 じ て 細 胞 、 細 胞 下 成 分 、 お よ
び 生 体 分 子 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 異 な る 多 様 な 分 析 物 タ イ プ を 標 識 す る た め に 用
い て も よ い 。 次 に 、 そ の よ う な 人 工 微 粒 子 に よ っ て 標 識 し た 分 析 物 を 、 既 存 の AC動 電 ま た
は 磁 気 泳 動 法 （ ま た は そ の 組 み 合 わ せ ） を 用 い て 操 作 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 異 な る AC動 電 お よ び ／ ま た は 磁 気 泳 動 反 応 を 有 す る 異 な る ク ラ ス の 人 工 微 粒 子 を 設 計 し
て も よ い が 、 混 合 物 中 の い く つ か の 異 な る 分 析 物 を 、 一 つ ま た は 複 数 の プ ロ ー ブ に よ っ て
同 時 に 標 識 し て 、 次 に 個 々 に （ ま た は 異 な る プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ の タ イ プ に よ っ て 定 義 さ
れ る 群 と し て ） 位 置 を 特 定 し て 、 操 作 お よ び ／ ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 能 力 を
指 標 化 と 呼 ん で も よ く 、 既 存 の 技 術 に 対 し て 有 意 な 進 歩 を 表 す 。 さ ら に 、 新 規 AC動 電 お よ
び 磁 気 泳 動 分 析 法 が 開 発 さ れ る と 、 本 明 細 書 に お い て 考 察 し た 人 工 微 粒 子 標 識 は 、 分 析 物
の 位 置 を 特 定 し 、 操 作 、 お よ び 同 定 す る た め に そ れ ら の 方 法 と 共 に 用 い ら れ る 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 誘 電 泳 動 フ ィ ー ル ド フ ロ ー フ ラ ク シ ョ ネ ー シ ョ ン （ DEP-FFF） 、 進 行 波 DEP（ tw
DEP） 、 お よ び 螺 旋 電 極 法 の よ う な こ れ ま で に 開 示 さ れ た AC動 電 分 析 法 は 、 本 明 細 書 に お
い て 考 察 し た 人 工 微 粒 子 標 識 を 用 い る こ と に よ っ て 増 強 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 既
に 開 示 さ れ た 方 法 は 典 型 的 に 、 分 析 物 の 操 作 お よ び 同 定 を 得 る た め に 分 析 物 の 固 有 の 誘 電
特 性 の 差 を 利 用 す る 。 一 方 、 プ ロ ー ブ に よ っ て 感 作 さ れ た 人 工 微 粒 子 は 、 未 知 ま た は 区 別
で き な い 誘 電 特 性 を 有 す る 分 析 物 を 分 離 す る 、 お よ び 分 析 物 結 合 後 の 人 工 微 粒 子 の 挙 動 の
変 化 を 感 知 す る こ と に よ っ て 分 析 物 を 同 定 す る 技 術 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 人 工 誘 電 お
よ び 磁 気 微 粒 子 標 識 は 、 多 様 な 多 く の 分 野 に お い て 分 析 物 を 分 離 お よ び 同 定 す る た め の 強
力 な 新 し い 方 法 を 提 供 す る 可 能 性 が あ る 可 能 化 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 い く つ か の タ イ プ の 人 工 微 粒 子 を 用 い て 、 多 数 の 標 的 分 析 物 に 関 し て 試 料 を 同 時 に 標 識
し て 調 べ て も よ い 。 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 タ イ プ は 、 特 異 的 な 識 別 可 能 な 誘 電 お よ び ／ ま た は
磁 気 反 応 を 有 す る よ う に 作 製 し て も よ い た め 、 混 合 物 中 の 異 な る 標 的 分 析 物 を 、 独 立 し て
連 続 的 ま た は 平 行 に 操 作 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 本 開 示 に 従 う 人 工 微 粒 子 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 論 に よ っ て 感 知 し て 、 し
た が っ て 同 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 人 工 微 粒 子 は 、 AC動 電 お よ び ／ ま た は 磁 気 泳 動 法 に よ っ て 識 別 、 ソ ー テ ィ ン グ
、 お よ び 処 理 し て も よ い 。 い く つ か の AC動 電 法 に 基 づ く 方 法 の 識 別 は 、 既 存 の 単 離 法 よ り
何 十 倍 も 良 好 で 、 電 子 的 手 段 に よ っ て 制 御 可 能 で あ り 、 既 存 の 方 法 と は 異 な り 、 化 学 お よ
び 生 物 学 的 分 析 の た め に 統 合 さ れ た 自 動 マ イ ク ロ シ ス テ ム に 適 用 可 能 で あ る こ と か ら 、 本
開 示 の 人 工 微 粒 子 は 、 本 技 術 分 野 に お け る 既 存 の 技 術 に 関 連 す る 上 記 の 短 所 の 全 て で は な
い が そ の 多 く を 解 決 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 そ れ ぞ れ が 独 自 の 固 有 の 誘 電 特 性 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ た 異 な る タ イ プ の 人 工 微 粒 子
は 、 そ の 誘 電 特 性 に 基 づ い て 指 標 化 し て も よ く 、 異 な る 分 析 物 を 同 時 に 操 作 す る た め の 周
波 数 依 存 的 誘 電 取 っ 手 と し て 用 い て も よ い 。 次 に 、 異 な る 誘 電 特 性 を 有 す る 人 工 微 粒 子 の
ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し て も よ い 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 指 標 化 を 行 っ て も よ い 。 同
様 に 、 ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 、 マ イ ク ロ フ ル ー ム ス （ microflumes） の よ う な い く つ か の 異
な る タ イ プ の 応 用 の た め に 、 ビ ー ズ に 基 づ く 生 化 学 ア ッ セ イ 法 を 開 発 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 分 析 物 は サ ン ド イ ッ チ プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 検 出 し て も よ い 。 そ
の よ う な シ ス テ ム に お い て 、 ビ ー ズ の 蛍 光 の 変 化 は 、 特 定 の 分 析 物 の 存 在 に よ っ て 媒 介 さ
れ る 異 な る 二 つ の 結 合 事 象 の 結 果 で あ る 。 人 工 微 粒 子 を ま ず 、 特 定 の 分 析 物 に 対 し て 高 い
結 合 親 和 性 を 有 す る 捕 獲 プ ロ ー ブ に よ っ て 感 作 （ ま た は 結 合 ） し て も よ い 。 こ れ ら の 感 作
さ れ た 人 工 微 粒 子 を 試 料 の 液 滴 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 人 工 微 粒 子 -分 析 物 複 合 体
が 形 成 さ れ る 。 分 析 物 上 の 二 次 エ ピ ト ー プ ま た は 核 酸 配 列 に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る 標
識 プ ロ ー ブ を 含 む 液 滴 を 反 応 混 合 物 に 加 え て 、 人 工 微 粒 子 -分 析 物 -フ ル オ ロ フ ォ ア 複 合 体
を 形 成 し て も よ い 。 つ り 下 げ ら れ た 液 滴 を 引 き 離 し な が ら 、 こ れ ら の 複 合 体 を 正 の 誘 電 泳
動 を 用 い て 反 応 表 面 に 引 っ 張 り 、 そ の 場 で 維 持 し て も よ い 。 異 な る 試 薬 の 液 滴 を 、 人 工 微
粒 子 複 合 体 の 上 に 移 動 さ せ て 、 DEP力 を 外 し て も よ い 。 人 工 微 粒 子 を 新 し い 試 薬 に 自 然 に
放 出 さ せ 、 熱 動 力 学 的 に 混 合 し て 、 緩 衝 液 の 交 換 ま た は 洗 浄 操 作 を 得 て も よ い 。 装 置 の 表
面 に 永 続 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ を 用 い る こ と な く 、 微 小 流 体 装 置 に お い て 分 析 物 を 可 逆 的
に 固 定 で き る こ と は 、 マ イ ク ロ フ ル ー ム に 基 づ く 化 学 分 析 に お い て 大 き い 進 歩 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 当 技 術 分 野 で 既 知 の 較 正 、 試 料 の キ ャ リ ー オ ー バ ー 、 お よ び 交 叉 汚 染 問 題 は 、 人 工 微 粒
子 に 結 合 す る 分 子 認 識 お よ び 感 知 要 素 を 用 い る こ と に よ っ て 対 処 し て も よ く 、 そ れ に よ っ
て 感 作 さ れ た 人 工 微 粒 子 の 新 し い 少 量 を そ れ ぞ れ の ア ッ セ イ 法 お よ び ア ッ セ イ 法 毎 に 用 い
る こ と が で き る 。 そ の 後 微 粒 子 を 配 置 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 試 料 の あ い だ に 「 ブ
ラ ン ク 」 を 置 く こ と に よ っ て 、 そ し て 洗 浄 サ イ ク ル を 行 う こ と に よ っ て 、 較 正 問 題 を 対 処
し て も よ く 、 キ ャ リ ー オ ー バ ー お よ び 交 叉 汚 染 の 有 無 を 確 認 す る こ と が で き る 。 生 物 学 的
に 活 性 な 成 分 を 人 工 微 粒 子 の 上 に 置 く こ と は ま た 、 異 な る 人 工 微 粒 子 ／ プ ロ ー ブ の 組 み 合
わ せ を 用 い る こ と に よ っ て 、 広 範 囲 の 試 料 調 製 お よ び 分 子 分 析 の 問 題 に 適 用 さ れ る 流 体 装
置 が 一 つ で よ い こ と を 意 味 す る 。 最 後 に 、 固 定 さ れ た 表 面 に 生 物 学 的 成 分 を 結 合 さ せ る 必
要 が な い た め 、 生 体 分 子 の 接 着 お よ び キ ャ リ ー オ ー バ ー の 問 題 を 減 少 さ せ る た め に 、 そ れ
ら の 表 面 を 、 例 え ば PTFEコ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 そ れ に よ っ て 、 本 開 示 の 人 工 微 粒 子 を
用 い る と い う 決 定 は 、 単 一 の 装 置 に 多 数 の 応 用 を 持 た せ る こ と に よ っ て 技 術 の 潜 在 的 応 用
可 能 性 を 増 強 す る 可 能 性 が あ る と い う こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 本 開 示 に 従 う 人 工 微 粒 子 を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 異 な る 人 工 微 粒 子 ／ プ ロ ー ブ の 組 み
合 わ せ の カ ク テ ル を 用 い て 、 分 子 分 析 を 同 時 に 行 う 機 会 が 得 ら れ る 。 人 工 ビ ー ズ を 用 い る
ア ッ セ イ 法 に 必 要 な 試 料 は 、 最 小 量 で あ る 。 例 え ば 、 直 径 5 μ mの 人 工 微 粒 子 は 、 約 78 μ
m 2 と い う 比 較 的 大 き い 表 面 積 を 有 す る が 、 占 有 容 積 は 65 fLに 過 ぎ ず 、 典 型 的 な 腫 瘍 細 胞
の 約 1/15で あ る 。 腫 瘍 細 胞 100個 、 お よ び 異 な る 人 工 微 粒 子 タ イ プ 10個 か ら な る 人 工 微 粒
子 250個 を 、 DEPに よ る 集 束 を 用 い て 直 径 50 μ mの 球 形 領 域 に 充 填 し て も よ い 。 こ れ は 、 細
胞 ほ ぼ 10 9 個 /mlが 、 分 子 プ ロ ー ブ を 有 す る 人 工 微 粒 子 2× 10 9 個 /mlに 接 触 し た 状 態 で あ る
こ と と 同 等 で あ る 。 磁 気 微 粒 子 表 面 上 の cDNAプ ロ ー ブ へ の 標 的 mRNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 時 間 は 、 濃 縮 細 胞 溶 解 物 に お い て 数 分 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 そ の
よ う な 高 い 細 胞 濃 度 お よ び 人 工 微 粒 子 濃 度 を 用 い る 、 本 明 細 書 に 記 述 し た 人 工 微 粒 子 に 基
づ く ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 統 合 シ ス テ ム に お い て 分 子 マ ー カ ー に 関 す る 迅 速 な ア ッ セ イ 法
を 行 う こ と が で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 開 示 の 人 工 微 粒 子 に 基 づ く 指 標 化 技 術 の 開 発 に あ た っ て 、 疑 わ れ る 疾 患 状 態 の 特 定 の
サ ブ セ ッ ト に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 目 的 で 、 利 用 可 能 な マ ー カ ー の ラ イ ブ ラ リ か ら 重
要 な 分 子 マ ー カ ー 10個 程 度 の 少 な い パ ネ ル を 選 択 し て も よ い 。 試 料 の 調 製 と 分 子 分 析 と を
単 一 の 自 動 化 プ ロ セ ス に 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 こ の シ ス テ ム は 、 遺 伝 子 チ ッ プ 由 来
分 子 疫 学 的 デ ー タ の 利 用 を 可 能 に し て 、 そ れ を 広 い 集 団 に 利 用 で き る よ う に す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
人 工 微 粒 子
　 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 人 工 微 粒 子 の 構 造 を 図 1に 示 す 。 薄 い 伝 導 性 の 不 良 な 誘 電 性
の 外 皮 に 取 り 囲 ま れ た 伝 導 性 の コ ア を 示 す 。 伝 導 性 の コ ア は 、 多 様 な 材 料 で 構 成 し て も よ
い 。 さ ら に 、 伝 導 性 の コ ア は 固 体 ま た は 中 空 で あ っ て も よ い 。 な お さ ら に 、 伝 導 性 コ ア は
、 伝 導 性 の 外 部 領 域 に よ っ て 全 体 ま た は 一 部 が 取 り 囲 ま れ た 絶 縁 性 の 内 部 領 域 か ら 形 成 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 内 部 コ ア の 形 状 は 幾 分 変 化 し て も よ い が 、 形 状 は 一 つ の 態 様 に お い て 球 状 で あ っ て も よ
い 。 し か し 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 形 状 は 楕 円 形 ま た は 他 の 任 意 の 適 し た 形 状 で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 誘 電 性 の 外 皮 は 、 所 望 の 誘 電 特 性 、 特 に 所 定 の 周 波 数 で 誘 電 泳 動 反 応 を 提 供 す る 特 性 を
得 る た め に 適 し た 多 く の 材 料 で 形 成 し て も よ い 。 当 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て
、 誘 電 性 の 外 皮 を 内 部 伝 導 性 コ ア に 結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 外 部 誘 電 体 外 皮 の 形 状 も 同 様 に 変 化 し て も よ い が 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 こ れ は 一 般 的
に 球 状 で あ っ て も よ く 、 ま た は 一 般 的 に 内 部 伝 導 性 コ ア の 形 状 と 一 致 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 伝 導 性 コ ア お よ び ／ ま た は 誘 電 体 外 皮 の 大 き さ 、 組 成 、 厚 さ 、 お よ び 形 状 は 全 て 、 所 望
の 誘 電 お よ び ／ ま た は 磁 気 特 性 を 得 る た め に 調 節 お よ び 最 適 に し て も よ い 。 特 に 、 大 き さ
、 厚 み 、 お よ び 組 成 は 、 特 定 の 範 囲 の 誘 電 泳 動 力 に よ っ て 操 作 さ れ る 適 切 な 誘 電 特 性 を 有
す る よ う に 調 節 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ス チ レ ン コ ー テ ィ ン グ し た 銀 微 粒 子 を 人 工 微 粒 子 と し て 用 い
て も よ い 。 こ れ ら の 人 工 微 粒 子 は 、 非 伝 導 状 態 か ら 伝 導 状 態 へ の 周 波 数 依 存 的 変 化 を 受 け
る 。 こ れ は 、 適 当 な 周 波 数 の AC場 が 非 伝 導 性 の ポ リ ス チ レ ン 外 皮 を 貫 通 す る 誘 電 分 散 の 結
果 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 金 ま た は 銀 コ ー テ ィ ン グ し た 中 空 の ガ ラ ス （ ま た は ポ リ ス チ
レ ン も し く は 他 の 微 粒 子 ） 上 に ア ル カ ン チ オ レ ー ト の 自 己 構 築 単 層 （ SAM） を 用 い る 作 製
プ ロ セ ス を 用 い て 、 改 善 さ れ た バ イ オ ミ メ テ ィ ッ ク 粒 子 を 作 製 し て も よ い 。 こ れ ら の 人 工
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微 粒 子 の 誘 電 泳 動 挙 動 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 確 立 さ れ た 誘 電 泳 動 お よ び 多 外 皮 モ
デ ル を 用 い て 推 測 し て も よ く 、 粒 子 の 直 径 な ら び に 絶 縁 層 の 厚 み お よ び 組 成 の よ う な 人 工
微 粒 子 の 特 性 を 変 化 さ せ た 影 響 を 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 1の 人 工 微 粒 子 は 、 哺 乳 類 細 胞 を 模 倣 す る よ う に 設 計 し て も よ い 。 特 に 、 そ の AC動 電
挙 動 が 哺 乳 類 細 胞 の 挙 動 を 模 倣 す る よ う に 作 製 し て も よ い 。 こ の 挙 動 は 、 細 胞 に 関 し て 十
分 に 特 徴 が 調 べ ら れ て お り 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 十 分 に 定 義 さ れ た 比 較 的 鋭 い 周 波 数 依 存
性 に よ っ て 識 別 さ れ る 。 こ れ ら の 微 粒 子 の 試 料 は 、 様 々 な 厚 み の ポ リ ス チ レ ン の 非 伝 導 性
外 皮 に よ っ て 銀 の 伝 導 性 コ ア 粒 子 を 封 入 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ て い る 。 こ れ ら の 粒 子
の cDEP応 答 は 研 究 さ れ て お り 、 確 立 さ れ た AC動 電 理 論 の 予 測 に 従 っ て 変 化 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 1に 示 し た ク ラ ス と は 異 な る ク ラ ス の 人 工 微 粒 子 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 製 造 原 理 に
従 っ て 設 計 お よ び 作 製 し て も よ い 。 こ の 場 合 も 、 そ れ ぞ れ の 構 造 ク ラ ス の 微 粒 子 に お い て
、 個 々 の 微 粒 子 を 含 む 層 の 組 成 、 厚 み 、 お よ び ／ ま た は 他 の 特 性 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ
て 、 広 く 異 な る 誘 電 反 応 が 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う に 、 十 分 に 定 義 さ れ た が な お
明 確 に 識 別 す る こ と が で き る 誘 電 お よ び ／ ま た は 磁 気 特 性 を 有 す る 人 工 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ
リ を 作 製 し て も よ い 。 異 な る 誘 電 お よ び ／ ま た は 磁 気 特 性 を 有 す る 異 な る 微 粒 子 タ イ プ を
設 計 お よ び 作 製 す る こ と に よ っ て 、 そ れ が 多 数 の タ イ プ の 人 工 微 粒 子 の 混 合 物 の 一 部 で あ
る 場 合 で も 、 そ れ ぞ れ の タ イ プ の 人 工 微 粒 子 を 独 立 し て 、 位 置 づ け 、 操 作 、 お よ び 特 徴 を
調 べ ら れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
連 結 要 素
　 一 つ の 態 様 に 従 っ て 、 上 記 の 人 工 微 粒 子 は 、 人 工 微 粒 子 の 標 識 の よ う に 作 用 す る た め に
、 一 つ も し く は そ れ 以 上 の 連 結 要 素 ま た は プ ロ ー ブ に 結 合 さ せ て も よ い 。 異 な る 連 結 要 素
の 一 般 的 な 用 途 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 し か し 、 下 記 の 章 は 、 上 記 の 人 工 微 粒 子 と 共
に 用 い て も よ い 異 な る 連 結 要 素 に 関 連 し た い く つ か の 特 異 的 態 様 を 説 明 す る 。 本 開 示 の 恩
典 を 有 す る 当 業 者 は 、 他 の 連 結 要 素 も 用 い て も よ い こ と を 認 識 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 連 結 要 素 」 ま た は 「 プ ロ ー ブ 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書
に お い て 「 標 的 分 析 物 」 と 呼 ば れ る も う 一 つ の 成 分 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 如 何 な る 成 分
も 指 す 。 標 的 分 析 物 に 連 結 要 素 が 結 合 す る と 、 二 つ の 成 分 の あ い だ に 親 和 性 対 を 形 成 す る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 例 え ば 、 そ の よ う な 親 和 性 対 に は 、 例 え ば ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、
抗 原 ま た は ハ プ テ ン と 抗 体 、 重 金 属 誘 導 体 と チ オ 基 、 ポ リ dGと ポ リ dC、 ポ リ dAと ポ リ dT、
お よ び ポ リ dAと ポ リ Uの よ う な ホ モ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 様 々 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
含 ま れ る 。 互 い に 対 し て 強 い 親 和 性 を 有 す る 如 何 な る 成 分 対 も 、 親 和 性 対 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 適 し た 親 和 性 対 は ま た 、 免 疫 学 的 方 法 に お い て 用 い ら れ る リ ガ ン ド と 結 合 体
に お い て も 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 連 結 要 素 の 選 択 は 、 明 ら か に 微 粒 子 お よ び 標 的 分 析 物 の 性 質 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。
例 え ば 、 微 粒 子 上 の 核 酸 種 （ 標 的 分 析 物 ） を 捕 獲 し た い 場 合 、 連 結 基 は 通 常 、 標 的 分 析 物
ま た は そ の 一 部 の そ れ と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 核 酸 ま た は 核 酸 類 似 体 オ リ ゴ マ ー で あ る よ
う に 選 択 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 連 結 基 は ま た 、 最 初 に 微 粒 子 に 結 合 し て 、 次 に 標 的 分 析 物 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 種 に
結 合 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 標 的 分 析 物 に 対 す る 親 和 性 は 、 微 粒 子 と 標 的 分 析 物 と の 複
合 体 形 成 が 選 択 的 で 、 標 的 分 析 物 の 少 な く と も あ る 程 度 の 同 定 が 得 ら れ る よ う な 、 選 択 的
な 親 和 性 で あ る 。 好 ま し く は 、 親 和 性 は 非 常 に 特 異 的 で あ り 、 し た が っ て 標 的 分 析 物 に 対
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し て 選 択 的 な 親 和 性 を 提 供 す る 粒 子 に 結 合 し た 連 結 要 素 は 、 抗 体 ま た は 抗 体 活 性 を 有 す る
抗 体 断 片 、 抗 原 、 相 補 的 核 酸 配 列 に 対 し て 選 択 的 親 和 性 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は 核 酸
類 似 体 プ ロ ー ブ 、 ま た は ア ビ ジ ン も し く は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の よ う な ア ビ ジ ン 様 分 子 で
あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
連 結 要 素 と し て の 核 酸
　 核 酸 に 基 づ く 連 結 要 素 は 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 一 本 鎖 DNA、 相 補 的 DNA（ cDNA） 、 お
よ び RNAで あ っ て も よ い 。 よ り 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 作 製 が 容 易 で あ る が 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 の 決 定 に あ た っ て 関 与 す る 他 の 要 因 は 多 数 と な る 。 そ の 相 補 的 標
的 に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 親 和 性 お よ び 配 列 特 異 性 は い ず れ も 、 長 さ と 共 に 増
加 す る 。 例 と し て 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 25、 30、 35、 40
、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100塩 基 対 ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が 用 い ら れ る こ と が 企 図 さ れ る が 、 他 も 企 図 さ れ る 。 250、 300、 350、 400、 45
0、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、 1000、 1100、 1150、 1200、 125
0、 1300、 1500、 1922、 2000、 3000、 4000塩 基 お よ び そ れ よ り 長 い 塩 基 を コ ー ド す る よ り
長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 同 様 に 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
連 結 要 素 と し て の 抗 体
　 抗 体 に 基 づ く 連 結 要 素 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体
、 ま た は 組 み 換 え 型 抗 体 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 抗 体 」 と い
う 用 語 は 、 IgG、 IgM、 IgA、 IgD、 お よ び IgEの よ う な 免 疫 学 的 結 合 物 質 を 広 く 意 味 す る と
解 釈 さ れ る 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 結 合 領 域 を 有 す る 任 意 の 抗 体 様 分 子 を 指 す た め
に 用 い ら れ 、 こ れ に は Fab'、 Fab、 F(ab') 2 、 単 ド メ イ ン 抗 体 （ DAB） 、 Fv、 scFv（ 一 本 鎖 F
v） 等 の よ う な 抗 体 断 片 が 含 ま れ る 。 一 般 的 に 、 IgGお よ び ／ ま た は IgMは 、 生 理 的 状 況 に
お い て 最 も 一 般 的 な 抗 体 で あ る こ と 、 そ し て そ れ ら は 研 究 の 現 場 に お い て 最 も 容 易 に 作 成
で き る こ と か ら 、 そ れ ら が が 好 ま し い 。 抗 体 を 調 製 し て そ の 特 徴 を 調 べ る 手 段 は 当 技 術 分
野 で 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 「 Antibodies： A Labo
ratory Manual」 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 、 1988年 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 動 物 を 抗 原 性 組 成 物 に よ っ て 免 疫 し て 、 免 疫 し た 動 物 か ら 抗 血 清 を
回 収 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 抗 血 清 を 産 生 す る た め に 、 広 範 囲 の 動 物 種 を 用 い る こ
と が で き る 。 典 型 的 に 、 抗 血 清 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ る 動 物 は ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ハ ム
ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ま た は ヤ ギ で あ る 。 ウ サ ギ の 血 液 は 比 較 的 大 量 で あ る こ と か ら 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に は 、 ウ サ ギ が 好 ま し い 選 択 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る よ う に 、 所 定 の 組 成 物 は そ の 免 疫 原 性 が 変 化 し て も よ い 。 し た
が っ て 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 を 担 体 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る よ
う に 、 宿 主 免 疫 系 を 追 加 免 疫 す る こ と が し ば し ば 必 要 で あ る 。 例 と し て お よ び 好 ま し い 担
体 は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） で
あ る 。 卵 ア ル ブ ミ ン 、 マ ウ ス 血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン の よ う な 他 の ア
ル ブ ミ ン も 同 様 に 、 担 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 担 体 タ ン パ ク 質 に 結
合 さ せ る 手 段 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 こ れ に は 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 m-マ レ イ ミ ド
ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 お よ び ビ ス ビ ア ゾ 化
ベ ン ジ ジ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 同 様 に 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る よ う に 、 特 定 の 免 疫 原 組 成 物 の 免 疫 原 性 は 、 ア ジ ュ バ ン
ト と し て 知 ら れ る 免 疫 応 答 の 非 特 異 的 刺 激 剤 を 用 い る こ と に よ っ て 増 強 す る こ と が で き る
。 例 と し て お よ び 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ 死 菌 結 核
菌 を 含 む 免 疫 応 答 の 非 特 異 的 刺 激 剤 ） 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び 水 酸 化
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ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に お い て 用 い ら れ る 免 疫 原 組 成 物 の 量 は 、 免 疫 源 の 特 性 と 共
に 免 疫 の た め に 用 い る 動 物 に 応 じ て 変 化 す る 。 多 様 な 経 路 を 用 い て 免 疫 原 を 投 与 す る こ と
が で き る （ 皮 下 、 筋 肉 内 、 皮 内 、 静 脈 内 、 お よ び 腹 腔 内 ） 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 は
、 免 疫 後 の 様 々 な 時 点 で 免 疫 し た 動 物 の 血 液 を 採 取 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー し て も よ い
。 二 回 目 の 追 加 免 疫 注 射 も 同 様 に 行 っ て も よ い 。 適 し た 力 価 が 得 ら れ る ま で 、 追 加 免 疫 お
よ び 力 価 測 定 プ ロ セ ス を 繰 り 返 す 。 所 望 の レ ベ ル の 免 疫 原 性 が 得 ら れ る と 、 免 疫 し た 動 物
か ら 採 血 し て 、 血 清 を 単 離 し て 保 存 し 、 お よ び ／ ま た は 場 合 に よ っ て は 、 動 物 を 用 い て モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） を 産 生 す る こ と が で き る 。 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る 場 合 、 動 物 は 、 耳 静 脈 ま た は 心 臓 穿 刺 に よ っ て 採 血 す る こ と が で き る 。 採 取 し た 血 液 を
凝 固 さ せ て か ら 、 遠 心 し て 、 全 血 球 お よ び 凝 血 か ら 血 清 を 分 離 す る 。 血 清 は 様 々 な 応 用 の
た め に そ の ま ま 用 い て も よ く 、 ま た は 所 望 の 抗 体 分 画 を 、 固 相 マ ト リ ク ス に 結 合 さ せ た も
う 一 つ の 抗 体 ま た は ペ プ チ ド を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 周 知 の 方
法 に よ っ て 精 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 4,1
96,265号 に 例 示 さ れ る よ う な 周 知 の 技 術 を 用 い て 容 易 に 調 製 し て も よ い 。 典 型 的 に 、 こ の
技 術 は 、 適 し た 動 物 を 選 択 し た 免 疫 原 組 成 物 、 例 え ば 精 製 ま た は 部 分 精 製 発 現 タ ン パ ク 質
、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に よ っ て 免 疫 す る こ と を 含 む 。 免 疫 す る 組 成 物 は 、 抗 体 産
生 細 胞 を 有 効 に 刺 激 す る よ う に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） を 作 製 す る 方 法 は 一 般 的 に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す
る 方 法 と 同 じ 方 法 に 沿 っ て 開 始 す る 。 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の よ う な 齧 歯 類 は 好 ま し い 動 物
で あ る が 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ま た は カ エ ル の 細 胞 も 同 様 に 可 能 で あ る 。 ラ ッ ト を 用 い る こ
と は 、 特 定 の 長 所 を 有 す る 可 能 性 が あ る が （ Goding、 1986、 60～ 61頁 ） 、 マ ウ ス が 好 ま し
く 、 BALB/cマ ウ ス は 、 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ 、 一 般 的 に 安 定 な 融 合 体 を よ り 高 い 割 合 で 生
じ る こ と か ら 、 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 の よ う に 動 物 に 抗 原 を 注 射 す る 。 抗 原 は 、 必 要 で あ れ ば 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ
モ シ ア ニ ン の よ う な 担 体 分 子 に 結 合 さ せ て も よ い 。 抗 体 は 典 型 的 に 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ま
た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 さ れ る と 考 え ら れ る 。 同 じ 抗 原 に よ
る 追 加 免 疫 注 射 は 、 約 2週 間 の 間 隔 で 行 わ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 免 疫 後 、 抗 体 産 生 能 を 有 す る 体 細 胞 、 特 に Bリ ン パ 球 （ B細 胞 ） を MAb作 製 プ ロ ト コ ー ル
に お い て 用 い る た め に 選 択 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 生 検 し た 脾 臓 、 扁 桃 、 も し く は リ ン パ
節 か ら 得 て も よ く 、 ま た は 末 梢 血 試 料 か ら 得 て も よ い 。 脾 細 胞 と 末 梢 血 細 胞 が 好 ま し く 、
前 者 は 、 そ れ ら が 分 裂 す る プ ラ ズ マ 細 胞 芽 球 段 階 に あ る 抗 体 産 生 細 胞 の 豊 富 な 起 源 で あ る
こ と 、 そ し て 後 者 は 末 梢 血 が 採 取 し や す い こ と か ら 好 ま し い 。 し ば し ば 、 動 物 の パ ネ ル を
免 疫 し て 、 最 高 抗 体 力 価 を 有 す る 動 物 の 脾 臓 を 摘 出 し て 、 脾 臓 を シ リ ン ジ に よ っ て ホ モ ジ
ナ イ ズ す る こ と に よ っ て 脾 臓 リ ン パ 球 を 得 る 。 典 型 的 に 、 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 は 、 リ ン
パ 球 約 5× 10 7 ～ 2× 10 8 個 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 次 に 、 免 疫 し た 動 物 か ら の 抗 体 産 生 Bリ ン パ 球 を 、 一 般 的 に 免 疫 し た 動 物 と 同 じ 種 の 細
胞 で あ る 不 死 化 骨 髄 腫 細 胞 の 細 胞 と 融 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 産 生 融 合 技 法 に お い て 用
い る た め に 適 し た 骨 髄 腫 細 胞 株 は 、 好 ま し く は 、 高 い 融 合 効 率 を 有 す る 非 抗 体 産 生 細 胞 で
あ り 、 所 望 の 融 合 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） の み の 増 殖 を 支 持 す る 特 定 の 選 択 培 地 に お い て
そ れ ら を 増 殖 す る こ と が で き な い よ う に す る 酵 素 の 欠 損 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 当 業 者 に 既 知 で あ る よ う に 、 多 く の 骨 髄 腫 細 胞 の 如 何 な る 一 つ も 用 い て も よ い （ Goding
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、 1986） 。 例 え ば 、 免 疫 し た 動 物 が マ ウ ス の 場 合 、 P3-X63/Ag8、 X63-Ag8.653、 NS1/1.Ag 
4 1、 Sp210-Ag14、 FO、 NSO/U、 MPC-11、 MPC11-X45-GTG 1.7お よ び S194/5XXX0 Bulを 用 い
て も よ く 、 ラ ッ ト の 場 合 、 R210.RCY3、 Y3-Ag 1.2.3、 IR983Fお よ び 4B210を 用 い て も よ く
、 な ら び に U-266、 GM1500-GRG2、 LICR-LON-HMy2、 お よ び UC729-6は 全 て 、 ヒ ト 細 胞 融 合 に
関 連 し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 つ の 好 ま し い マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 は 、 NS-1骨 髄 腫 細 胞 株 （ P3-NS-1-Ag4-1と も 呼 ば れ る
） で あ り 、 こ れ は 細 胞 株 保 管 番 号 GM3573を 要 請 す る こ と に よ っ て NIGMSヒ ト 遺 伝 的 変 異 体
細 胞 保 管 所 か ら 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 。 用 い て も よ い も う 一 つ の マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞
株 は 、 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス 骨 髄 腫 SP2/0非 産 生 細 胞 株 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 体 産 生 脾 臓 ま た は リ ン パ 節 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と の ハ イ ブ リ ッ ド を 作 製 す る 方 法 は 通 常
、 体 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 2： 1の 比 率 で 混 合 す る こ と を 含 む が 、 比 率 は 、 細 胞 膜 の 融 合 を
促 進 す る 物 質 ま た は 複 数 の 物 質 （ 化 学 ま た は 電 気 的 ） の 存 在 下 で そ れ ぞ れ 、 約 20： 1～ 約 1
： 1ま で 変 化 し て も よ い 。 セ ン ダ イ ウ イ ル ス を 用 い る 融 合 法 は 、 Kohler お よ び  Milstein
（ 1975； 1976） に よ っ て 記 述 さ れ て お り 、 37％ （ v/v） PEGの よ う な ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル （ PEG） を 用 い る 融 合 法 は 、 Gefterら （ 1977） に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。 電 気 的 に 誘 導
さ れ た 融 合 法 を 用 い る こ と も 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 融 合 技 法 は 通 常 、 低 い 頻 度 、 約 1× 10 - 6 ～ 1× 10 - 8 個 で 生 存 ハ イ ブ リ ッ ド を 生 成 す る 。 し
か し 、 生 存 し た 融 合 ハ イ ブ リ ッ ド は 選 択 的 培 地 に お い て 培 養 す る こ と に よ っ て 、 親 の 非 融
合 細 胞 （ 特 に 、 通 常 、 無 限 に 分 裂 し 続 け る と 考 え ら れ る 非 融 合 骨 髄 腫 細 胞 ） と 識 別 さ れ る
こ と か ら 、 こ の 低 い 発 生 率 は 問 題 と な ら な い 。 選 択 培 地 は 一 般 的 に 、 組 織 培 養 培 地 に お い
て ヌ ク レ オ チ ド の デ ノ ボ 合 成 を 遮 断 す る 物 質 を 含 む 培 地 で あ る 。 例 と な る 好 ま し い 物 質 は
ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ソ ト レ キ セ ー ト 、 お よ び ア ザ セ リ ン で あ る 。 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び メ
ソ ト レ キ セ ー ト は 、 プ リ ン と ピ リ ミ ジ ン の 双 方 の デ ノ ボ 合 成 を 遮 断 す る の に 対 し 、 ア ザ セ
リ ン は プ リ ン 合 成 の み を 遮 断 す る 。 ア ミ ノ プ テ リ ン ま た は メ ソ ト レ キ セ ー ト を 用 い る 場 合
に は 、 培 地 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 源 と し て ヒ ポ キ サ ン チ ン と チ ミ ジ ン と を 添 加 す る （ HAT培
地 ） 。 ア ザ セ リ ン を 用 い る 場 合 に は 、 培 地 に ヒ ポ キ サ ン チ ン を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し い 選 択 培 地 は HATで あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド サ ル ベ ー ジ 経 路 を 操 作 す る こ と が で き る
細 胞 の み が HAT培 地 に お い て 生 存 す る こ と が で き る 。 骨 髄 腫 細 胞 は 、 サ ル ベ ー ジ 経 路 の 重
要 な 酵 素 、 例 え ば ヒ ポ キ サ ン チ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HPRT） を 欠 損 し 、
こ の よ う に そ れ ら は 生 存 す る こ と が で き な い 。 B細 胞 は こ の 経 路 を 操 作 す る こ と が で き る
が 、 そ れ ら は 培 養 で の 寿 命 が 限 ら れ て お り 、 一 般 的 に 約 2週 間 で 死 滅 す る 。 し た が っ て 、
選 択 培 地 に お い て 生 存 で き る 唯 一 の 細 胞 は 、 骨 髄 腫 と B細 胞 と で 形 成 さ れ た そ れ ら の ハ イ
ブ リ ッ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ れ を 培 養 す る と 、 特 定 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 集 団 が 提 供 さ れ
る 。 典 型 的 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て 単 ク ロ ー ン
希 釈 に よ っ て 細 胞 を 培 養 し た 後 、 個 々 の ク ロ ー ン 上 清 を 所 望 の 反 応 性 に 関 し て 試 験 す る こ
と （ 2～ 3週 間 後 ） に よ っ て 行 わ れ る 。 ア ッ セ イ 法 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 酵 素 イ ム
ノ ア ッ セ イ 法 、 細 胞 障 害 ア ッ セ イ 法 、 プ ラ ー ク ア ッ セ イ 法 、 ド ッ ト 免 疫 結 合 ア ッ セ イ 法 等
の よ う に 、 感 度 が よ く 、 単 純 か つ 迅 速 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 連 続 希 釈 し て 、 個 々 の 抗 体 産 生 細 胞 株 に ク ロ ー ニ ン グ さ
れ 、 次 に 、 無 限 に 増 殖 さ せ て MAbを 提 供 す る こ と が で き る 。 細 胞 株 は 、 二 つ の 基 本 的 な 方
法 で MAb産 生 の た め に 利 用 し て も よ い 。 当 初 の 融 合 に 関 し て 体 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 提 供
す る た め に 用 い ら れ る タ イ プ の 組 織 適 合 性 の 動 物 に （ し ば し ば 腹 腔 内 に ） 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ の 試 料 を 注 射 す る こ と が で き る 。 注 射 さ れ た 動 物 は 、 融 合 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド に よ っ て 産
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生 さ れ た 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 腫 瘍 を 形 成 す る 。 次 に 、 血 清 ま た は 腹 水 の
よ う な 動 物 の 体 液 を 採 取 し て 、 高 濃 度 の MAbを 提 供 す る こ と が で き る 。 個 々 の 細 胞 株 は ま
た イ ン ビ ト ロ で も 培 養 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 MAbは 培 養 培 地 に 自 然 に 分 泌 さ れ て 、
こ こ か ら Mabsを 高 濃 度 で 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 い ず れ か の 手 段 に よ っ て 産 生 さ れ た MA
bは 、 望 ま し け れ ば 濾 過 、 遠 心 、 お よ び HPLCま た は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ
う な 様 々 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 用 い て さ ら に 精 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 大 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 イ ン ビ ボ で ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と に
よ っ て 得 て も よ い 。 細 胞 の ク ロ ー ン を 、 親 細 胞 と 組 織 適 合 性 の 哺 乳 類 、 例 え ば 同 系 マ ウ ス
に 注 射 し て 、 抗 体 産 生 腫 瘍 を 増 殖 さ せ る 。 選 択 的 に 、 注 射 前 に 動 物 を 炭 化 水 素 、 特 に プ リ
ス タ ン （ テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン ） の よ う な 油 に よ っ て プ ラ イ ミ ン グ す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 開 示 に 従 っ て 、 ペ プ シ ン ま た は パ パ イ ン の よ う な 酵 素 に よ る 消 化 お よ び ／ ま た は 化 学
的 還 元 に よ る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 切 断 を 含 む 方 法 に よ っ て 、 上 記 の よ う に 産 生 さ れ た モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 断 片 を 得 て も よ い 。 ま た は 、 本 発 明 に よ っ て 含
ま れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 断 片 は 、 自 動 ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー を 用 い て 、 大 腸 菌 に お け
る 完 全 長 の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 遺 伝 子 断 片 の 発 現 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
他 の 連 結 要 素
　 他 の 連 結 要 素 に は 、 ペ プ チ ド 、 抗 腫 瘍 物 質 、 抗 生 物 質 、 お よ び 他 の 治 療 化 合 物 が 含 ま れ
る 。 こ の 場 合 も 、 こ れ ら の 連 結 要 素 に 必 要 な 条 件 は 、 標 的 分 析 物 に 対 す る あ る 程 度 の 特 異
性 で の 結 合 能 で あ る 。 ペ プ チ ド 、 抗 腫 瘍 物 質 、 抗 生 物 質 お よ び 他 の 治 療 化 合 物 を 用 い る こ
と に よ っ て 、 受 容 体 、 共 因 子 、 酵 素 、 ま た は 連 結 要 素 に 結 合 す る こ と が で き る 他 の 任 意 の
標 的 の よ う な 標 的 分 析 物 を 、 同 定 ま た は 精 製 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ペ プ チ ド 連 結 要 素 の 例 に は 、 LH-RHア ン タ ゴ ニ ス ト （ 米 国 特 許 第 4,086,219号 、 第 4,124,
577号 、 第 4,253,997号 、 お よ び 第 4,317,815号 を 参 照 さ れ た い ） 、 イ ン ス リ ン 、 ソ マ ト ス
タ チ ン 、 ソ マ ト ス タ チ ン 誘 導 体 （ 米 国 特 許 第 4,087,390号 、 第 4,093,574号 、 第 4,100,117
号 、 お よ び 第 4,253,998号 を 参 照 さ れ た い ） 、 成 長 ホ ル モ ン 、 プ ロ ラ ク チ ン 、 副 腎 皮 質 刺
激 ホ ル モ ン （ ACTH） 、 メ ラ ニ ン 細 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ MSH） 、 サ イ ロ ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン
（ TRH） 、 そ の 塩 お よ び 誘 導 体 （ JP-A 50-121273号 お よ び 第 52-116465号 を 参 照 さ れ た い ）
、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン （ TSH） 、 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ LH） 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ FSH） 、 バ
ソ プ レ ッ シ ン 、 バ ソ プ レ ッ シ ン 誘 導 体 、 オ キ シ ト シ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン
、 グ ル カ ゴ ン 、 ガ ス ト リ ン 、 セ ク レ チ ン 、 パ ン ク レ オ チ ミ ン 、 コ レ シ ス ト キ ニ ン 、 ア ン ジ
オ テ ン シ ン 、 ヒ ト 胎 盤 ラ ク ト ゲ ン 、 ヒ ト 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン （ HCG） 、 エ ン ケ フ ァ リ
ン 、 エ ン ケ フ ァ リ ン 誘 導 体 （ 米 国 特 許 第 4,277,394号 お よ び EP-A 31,567号 を 参 照 さ れ た い
） お よ び エ ン ド ル フ ィ ン 、 キ ョ ー ト ル フ ィ ン の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （
α 型 、 β 型 、 γ 型 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ I～ XI） 、 タ フ ト シ ン 、 サ イ モ ポ エ チ ン 、 チ モ
シ ン 、 サ イ モ シ ム リ ン 、 胸 腺 ホ ル モ ン 因 子 （ THF） 、 血 清 胸 腺 因 子 （ FTS） お よ び そ の 誘 導
体 （ 米 国 特 許 第 4,299,438号 を 参 照 さ れ た い ） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子
（ CSF） 、 モ チ リ ン 、 デ イ ノ ル フ ィ ン 、 ボ ン ベ シ ン 、 ニ ュ ー ロ テ ン シ ン 、 セ ル レ イ ン 、 ブ
ラ ジ キ ニ ン 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 カ リ ク レ イ ン 、 サ ブ ス タ ン ス P、 神 経 生
長 因 子 、 血 液 凝 固 第 VIII因 子 お よ び 第 IX因 子 、 塩 化 リ ゾ チ ー ム 、 ポ リ ミ キ シ ン B、 コ リ ス
チ ン 、 グ ラ ミ シ ジ ン 、 バ シ ト ラ シ ン 、 タ ン パ ク 質 合 成 刺 激 ペ プ チ ド （ 英 国 特 許 第 8,232,08
2号 を 参 照 さ れ た い ） 、 胃 阻 害 ペ プ チ ド （ GIP） 、 血 管 作 用 性 腸 ポ リ ペ プ チ ド （ VIP） 、 血
小 板 由 来 増 殖 因 子 （ PDGF） 、 成 長 ホ ル モ ン 放 出 因 子 （ GRF、 ソ マ ト ク リ ニ ン ） 、 骨 形 態 形
成 タ ン パ ク 質 （ BMP） 、 上 皮 細 胞 増 殖 ホ ル モ ン （ EGF） 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 腫 瘍 物 質 の 例 に は 、 塩 酸 ブ レ オ マ イ シ ン 、 メ ソ ト レ キ セ ー ト 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、
マ イ ト マ イ シ ン C、 硫 酸 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン 、 塩 酸 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ア
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ド リ ア マ イ シ ン 、 ナ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 テ
ト ラ ヒ ド ロ フ リ ル -5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ピ シ バ ニ ー ル 、 レ ン チ ナ ン 、 レ バ ミ ソ ー ル 、 ベ
ス タ チ ン 、 ア ジ メ ク ソ ン 、 グ リ シ ル リ チ ン 、 ポ リ A： U、 ポ リ ICLC等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 抗 生 物 質 の 例 に は 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 ジ ベ カ シ ン 、 カ ネ ン ド マ イ シ ン 、 リ ビ ド マ イ シ ン
、 ト ブ ロ マ イ シ ン 、 ア ミ カ シ ン 、 フ ラ ジ オ マ イ シ ン 、 シ ソ マ イ シ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、
オ キ シ テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ロ リ テ ラ サ イ ク リ ン 、 ド キ シ サ イ ク リ ン 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ピ ペ
ラ シ リ ン 、 チ カ ル シ リ ン 、 セ フ ァ ロ チ ン 、 セ フ ァ ロ リ ジ ン 、 セ フ ォ チ ア ム 、 セ フ ス ロ ジ ン
、 セ フ メ ノ キ シ ム 、 セ フ メ タ ゾ ー ル 、 セ フ ァ ゾ リ ン 、 セ フ ァ タ キ シ ム 、 セ フ ォ ペ ラ ゾ ン 、
セ フ チ ゾ キ シ ム 、 モ ノ ラ ク タ ム 、 チ エ ナ マ イ シ ン 、 ス ル フ ァ ゼ シ ン 、 ア ズ ス レ オ ナ ム 、 そ
の 塩 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 治 療 薬 の 例 に は 、 サ リ チ ル 酸 、 ス ル ピ リ ン 、 フ ル フ ェ ナ ム 酸 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ン ド
メ タ シ ン 、 モ ル ヒ ネ 、 ペ シ ジ ン 、 酒 石 酸 レ ボ ル フ ァ ノ ー ル 、 オ キ シ モ ル ホ ン 等 の よ う な 解
熱 、 鎮 痛 、 お よ び 抗 炎 症 薬 ； エ フ ェ ド リ ン 、 メ チ ル エ フ ェ ド リ ン 、 ノ ス カ ピ ン 、 コ デ イ ン
、 ジ ヒ ド ロ コ デ イ ン 、 ア ロ ク ラ ミ ド 、 ク ロ ル フ ェ ジ ア ノ ー ル 、 ピ コ ペ リ ダ ミ ン 、 ク ロ ペ ラ
ス チ ン 、 プ ロ ト キ ロ ー ル 、 イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル 、 サ ル ブ タ モ ー ル 、 テ レ ブ タ リ ン 、 そ の 塩
等 の よ う な 鎮 咳 去 痰 薬 ； ク ロ ル プ ロ マ ジ ン 、 プ ロ ク ロ ペ ラ ジ ン 、 ト リ フ ル オ ペ ラ ジ ン 、 ア
ト ロ ピ ン 、 ス コ ポ ラ ミ ン 、 そ の 塩 等 の よ う な 鎮 静 剤 ； プ リ ジ ノ ー ル 、 ツ ボ ク ラ リ ン 、 パ ン
ク ロ ニ ウ ム 等 の よ う な 筋 弛 緩 剤 ； フ ェ ニ ト イ ン 、 エ ト ス キ シ ミ ド 、 ア セ タ ゾ ー ル ア ミ ド 、
ク ロ ル ジ ア ゼ ポ キ シ ド 等 の よ う な 抗 て ん か ん 剤 ； メ ト ク ロ プ ラ ミ ド 、 ヒ ス チ ジ ン 等 の よ う
な 抗 潰 瘍 剤 ； イ ミ プ ラ ミ ン 、 ク ロ ミ プ ラ ミ ン 、 オ ン キ シ プ チ リ ン 、 フ ェ ネ ル ジ ン 等 の よ う
な 抗 う つ 剤 ； 塩 酸 ジ フ ェ ン ヒ ド ラ ミ ン 、 リ ン ゴ 酸 ク ロ ル フ ェ ニ ラ ミ ン 、 塩 酸 ト リ ペ レ ナ ミ
ン 、 塩 酸 メ ト ジ ラ ジ ン 、 塩 酸 ク レ ミ ゾ ー ル 、 塩 酸 ジ フ ェ ニ ル ピ ラ リ ン 、 塩 酸 メ ト キ シ フ ェ
ネ ミ ン 等 の よ う な 抗 ア レ ル ギ ー 剤 ； ト ラ ン ス ピ エ オ キ ソ カ ン フ ル 、 テ レ フ ィ ロ ー ル 、 ア ミ
ノ フ ィ リ ン 、 エ チ リ フ リ ン 等 の よ う な 強 心 薬 ； プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 ア ル プ レ ノ ロ ー ル 、 ブ
フ ェ ト ロ ロ キ シ プ レ ノ ロ ー ル 等 の よ う な 抗 不 整 脈 剤 ； オ キ シ フ ェ ド リ ン 、 ジ ル チ ア ゼ ム 、
ト ラ ゾ リ ン 、 ヘ キ ソ ベ ン ジ ン 、 バ メ タ ン 等 の よ う な 血 管 拡 張 剤 ； 臭 化 ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム 、
ペ ン ト リ ニ ウ ム 、 メ カ ミ ル ア ミ ン 、 エ カ ラ ジ ン 、 ク ロ ニ ジ ン 等 の よ う な 降 圧 利 尿 薬 ； グ リ
ミ ジ ン 、 グ リ ピ ジ ド 、 フ ェ ン ホ ル ミ ン 、 ブ フ ォ ル ミ ン 、 メ ト ホ ル ミ ン 等 の よ う な 抗 糖 尿 病
薬 ； ヘ パ リ ン 、 ク エ ン 酸 等 の よ う な 抗 凝 固 薬 ； ト ロ ン ボ プ ラ ス チ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 メ ナ ジ
オ ン 、 ア セ ト メ ナ フ ト ン 、 ε -ア ミ ノ カ プ ロ ン 酸 、 ト ラ ネ キ サ ム 酸 、 ス ル ホ ン 酸 カ ル バ ゾ
ク ロ ム 、 ア ド レ ノ ク ロ ム モ ノ ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン 等 の よ う な 恒 常 性 調 節 薬 ； イ ソ ニ ア ジ ド 、
エ タ ン ブ ト ー ル 、 パ ラ ア ミ ノ 酸 サ リ チ ル 酸 等 の よ う な 抗 結 核 薬 ； プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 デ キ サ
メ タ ゾ ン 、 ベ タ メ タ ゾ ン 、 ヘ キ ソ エ ス ト ロ ー ル 、 メ チ マ ゾ ー ル 等 の よ う な ホ ル モ ン 剤 ； レ
バ ロ ル フ ァ ン 、 ナ ロ ル フ ィ ン 、 ナ ロ キ ソ ン 、 そ の 塩 等 の よ う な 麻 薬 拮 抗 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
人 工 微 粒 子 へ の 連 結 要 素 の 結 合
　 連 結 要 素 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て 、 当 初 の 人 工 微 粒 子 を 認 識 要 素 に 変 換 す る た
め に 用 い る 方 法 の 性 質 は 、 連 結 要 素 の 性 質 に 応 じ て 大 き く 変 化 し う る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 複 合 体 は 、 人 工 微 粒 子 と 連 結 要 素 と を 接 続 す る ク ロ ス リ ン ク 剤 を 含 ん
で も よ い 。 複 合 体 は さ ら に 、 選 択 的 に 第 二 の 連 結 要 素 を 通 し て 連 結 要 素 ま た は 微 粒 子 に 結
合 し た 標 識 を 含 ん で も よ い 。 複 合 体 は 、 粒 子 に 結 合 し た 多 数 の 連 結 要 素 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 抗 体 お よ び 抗 体 特 性 を 有 す る 抗 体 断 片 を 結 合 の た め に 用 い て も よ い 。 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る 微 粒 子 の 表 面 上 に 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ す る た め に 適 し た 技 術 が あ る 。 抗 体 を コ ー テ
ィ ン グ し た 粒 子 は 、 微 生 物 細 胞 ま た は 他 の い く つ か の 標 的 分 析 物 上 に 存 在 す る 可 能 性 が あ
る 対 応 す る 抗 原 を 認 識 し て 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 オ リ ゴ 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 人 工 微 粒 子 の よ う な 微 粒 子 に 結 合 さ せ る 方 法
は 既 知 で あ る 。 適 し た 技 術 は 、 例 と し て 国 際 公 開 公 報 第 93/04199号 に 記 載 さ れ る 。 連 結 要
素 が 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は 核 酸 類 似 体 プ ロ ー ブ で あ る 場 合 、 得 ら れ た 微 粒 子 は 、 当 然 、 相 補
的 核 酸 配 列 を 認 識 し て 結 合 す る た め に 適 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 連 結 要 素 を 微 粒 子 に 結 合 さ せ る 他 の 方 法 は 、 機 能 化 ク ロ ス リ ン ク 剤 を 用 い る こ と を 含 む
。 そ の よ う な ク ロ ス リ ン ク 試 薬 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 一 般 的 に 利 用 可 能 で あ る ク ロ ス リ
ン ク 剤 の 範 囲 な ら び に そ の 用 途 お よ び 限 界 を 説 明 す る 有 用 な 参 照 文 献 は 、 ピ ア ス ケ ミ カ ル
（ Pierce Chemical） 社 （ ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ 州 ） の カ タ ロ グ に お い て 認 め ら れ る
と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
標 識
　 人 工 微 粒 子 の 検 出 可 能 性 を さ ら に 増 加 さ せ る た め に さ ら な る 標 識 を 用 い る こ と と 共 に そ
の 磁 気 お よ び 動 電 特 徴 を 変 化 さ せ る こ と を 利 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア ま た
は 色 素 を 有 す る 抗 体 を 人 工 微 粒 子 に 結 合 さ せ て も よ く 、 そ れ に よ っ て そ の よ う に 形 成 さ れ
た 複 合 体 は 、 磁 気 お よ び ／ ま た は 動 電 手 段 の み な ら ず 蛍 光 ま た は 色 素 に よ る 検 出 に よ っ て
、 最 初 の 人 工 微 粒 子 か ら さ ら に 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 そ の よ う な 標 識 は 、 標 的 分 析 物 と 人 工 微 粒 子 と の あ い だ の 複 合 体 の 形 成 前 、 形 成 と 同 時
、 ま た は 形 成 後 に 微 粒 子 ま た は 連 結 要 素 に 結 合 さ せ て も よ い 。 標 識 に は 、 標 識 が 有 す る 第
二 の 連 結 要 素 が 含 ま れ て も よ い 。 こ の 場 合 も 、 第 二 の 連 結 要 素 が 有 す る 標 的 分 析 物 に 対 す
る 親 和 性 は 、 選 択 的 で あ る こ と が 好 ま し く 、 好 ま し く は 非 常 に 特 異 的 な 第 二 の 連 結 要 素 も
ま た 、 抗 体 、 抗 体 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 、 抗 原 、 核 酸 プ ロ ー ブ 、 核 酸 類 似 体 プ ロ ー ブ 、 ア
ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン 様 分 子 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 性 質 の 標 識 を 用 い る こ と は 、 複
合 体 の 容 易 な 検 出 を 補 助 す る た め 、 お よ び ／ ま た は 微 粒 子 と 標 的 分 析 物 と の 複 合 体 が そ れ
自 身 、 明 確 な 磁 気 お よ び 動 電 特 性 を 有 し な い 場 合 に 望 ま し く 、 こ の よ う に 磁 気 お よ び 動 電
性 は 、 標 識 の 複 合 体 に 含 め る こ と に よ っ て さ ら に 変 化 し て も よ い 。 こ の 目 的 の た め 、 標 識
は フ ル オ ロ フ ォ ア も し く は 色 素 、 ま た は 微 生 物 、 金 属 粒 子 、 ポ リ マ ー ビ ー ズ 、 ま た は 磁 性
粒 子 で あ っ て も よ い 。 適 し た 材 料 は 、 抗 体 （ 第 二 の 種 ） に 容 易 に 結 合 し て 標 識 を 形 成 す る
コ ロ イ ド 状 の 金 で あ る 。 コ ロ イ ド 状 の 金 に 結 合 し た 抗 体 は 市 販 さ れ て お り 、 コ ロ イ ド 状 の
金 に 抗 体 を 結 合 さ せ る 方 法 は 、 例 え ば 、 Geoheganら （ 1978） に 記 述 さ れ て い る 。 し か し 、
他 の 金 属 粒 子 、 例 え ば 銀 粒 子 お よ び 鉄 粒 子 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 上 記 の 種 類 の 標 識 を 用 い る こ と は 、 リ ガ ン ド と 粒 子 と の 複 合 体 が 十 分 に 明 確 な 磁 気 お よ
び 動 電 特 性 を 有 し て 、 そ の よ う な 複 合 体 の 形 成 を 認 め る こ と が で き る 場 合 で あ っ て も 、 適
し て い る か も 知 れ な い 。 特 定 の 場 合 で は 、 そ の よ う な 複 合 体 に 標 識 を 使 用 す る こ と に よ っ
て 、 よ り 高 レ ベ ル の 特 異 性 が 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 抗 原 Aを 発 現
す る 微 生 物 を 、 抗 原 Aお よ び Bを 発 現 す る 微 生 物 と 区 別 し た い と 考 え て も よ い 。 こ れ は 、 連
結 要 素 と し て Aに 対 す る 抗 体 を 有 す る 人 工 微 粒 子 と 、 そ の 連 結 要 素 と し て Bに 対 す る 抗 体 を
有 す る 標 識 と を 用 い る こ と に よ っ て 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 標 識 さ れ た 複 合 体 の 特 徴 （ 人
工 微 粒 子 、 微 生 物 、 お よ び 標 識 ） と 、 非 標 識 複 合 体 （ 人 工 微 粒 子 と 微 生 物 ） と の 特 徴 の 差
を 認 め る こ と が で き 、 抗 原 Aの み を 発 現 す る 微 生 物 を 、 Aお よ び Bを 発 現 す る 微 生 物 と 区 別
す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 細 胞 お よ び よ り 小 さ い 粒 子 の 双 方 の 標 識 に は 、 例 え ば 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ う る FI
TCも し く は ロ ー ダ ミ ン の よ う な 蛍 光 マ ー カ ー 、 色 素 、 発 光 マ ー カ ー ま た は 酵 素 分 子 が 含 ま
れ う る 。 後 者 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 含 ま れ る 。 こ れ
ら の マ ー カ ー は 、 当 業 者 に 周 知 の 分 光 技 術 を 用 い て 検 出 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
例 と し て の 微 粒 子 に 基 づ く 標 識 と そ の 使 用
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　 以 下 の 人 工 微 粒 子 に 基 づ く 標 識 は 、 本 開 示 の 用 途 を さ ら に 明 ら か に す る た め に 含 ま れ る
。 以 下 の 特 許 出 願 お よ び 刊 行 物 が 、 連 結 要 素 、 連 結 要 素 を 微 粒 子 、 標 的 分 析 物 に 結 合 ま た
は 結 合 さ せ る ク ロ ス リ ン ク 剤 ま た は 方 法 、 お よ び 本 発 明 に お い て 用 い て も よ い 他 の 方 法 論
を 記 述 す る 限 り 、 そ れ ら は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 磁 気 的 に 反 応 性 の 、 透 過 性 、 固 体 、 水 不 溶 性 の 微 粒 子 を 用 い る 、 生 体 液 中 の 物 質 （ 例 え
ば 、 薬 物 、 ホ ル モ ン 、 ビ タ ミ ン 、 お よ び 酵 素 ） 濃 度 を 決 定 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 4,115,
534号 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 米 国 特 許 第 4,285,819号 は 、 キ レ ー ト の 形 成 に よ っ て 廃 水 流 か ら 溶 存 イ オ ン を 除 去 す る
た め に 用 い て も よ い 微 粒 子 を 記 述 し て い る 。 米 国 特 許 第 3,933,997号 は 、 抗 ジ ゴ キ シ ン 抗
体 を 磁 気 反 応 粒 子 に 結 合 さ せ た 、 ジ ゴ キ シ ン に 対 す る 固 相 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 記 述
す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 抗 体 層 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ し た 小 さ い 磁 性 粒 子 は 、 生 物 お よ び 細 胞 を そ の 集 団 か ら ソ
ー テ ィ ン グ お よ び 分 離 す る た め に 大 き く 広 い 分 布 表 面 積 を 提 供 す る た め に 、 米 国 特 許 第 3,
970,518号 に お い て 用 い ら れ て い る 。 米 国 特 許 第 4,018,886号 は 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を
そ の 溶 液 か ら 分 離 し て 検 出 で き る よ う に す る た め の 大 き く 広 い 分 布 表 面 積 を 提 供 す る た め
に 用 い ら れ る 小 さ い 磁 性 粒 子 を 開 示 す る 。 粒 子 は 選 択 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る
タ ン パ ク 質 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 米 国 特 許 第 4,070,246号 は 、 得 ら れ た 産 物 が タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 性 質 と 、 基 質 の 機 械
的 性 質 、 例 え ば 金 属 支 持 体 の 磁 気 特 性 を 有 す る よ う に 、 そ れ に 対 し て 生 物 学 的 に 活 性 な タ
ン パ ク 質 を 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 基 質 上 に 安 定 な 水 に 不 溶 性 の コ ー テ ィ ン グ を 含 む
組 成 物 を 記 述 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 通 常 の 分 離 可 能 な タ ン パ ク 質 コ ー テ ィ ン グ 粒 子 の 混 合 物 を 用 い る 診 断 法 は 、 米 国 特 許 第
4,115,535号 に 記 述 さ れ て い る 。 ア ク ロ レ イ ン ホ モ ポ リ マ ー と メ タ ク リ ル 酸 お よ び ／ ま た
は ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト の よ う な 疎 水 性 コ モ ノ マ ー と の コ ポ リ マ ー の 微 粒 子 は
、 米 国 特 許 第 4,413,070号 に お い て 考 察 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 4,452,774号 は 、 抗 体 、 酵
素 、 お よ び 他 の 生 体 分 子 に 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き 、 磁 場 に よ っ て 細 胞 、 な ら び に 他 の
生 体 粒 子 お よ び 分 子 を 標 識 お よ び 分 離 す る た め に 用 い る こ と が で き る 磁 性 鉄 -デ キ ス ト ラ
ン 微 粒 子 を 開 示 す る 。 コ ー テ ィ ン グ し た 磁 化 可 能 な 微 粒 子 、 そ の 可 逆 的 浮 遊 液 、 お よ び そ
れ に 関 連 し た プ ロ セ ス は 、 米 国 特 許 第 4,454,234号 に 開 示 さ れ て い る 。 イ オ ン 性 ビ ー ズ の
そ れ ぞ れ に 複 雑 に 組 み 入 れ ら れ た 強 磁 性 材 料 を 用 い る 混 合 樹 脂 床 に お い て 陽 イ オ ン ビ ー ズ
を 陰 イ オ ン ビ ー ズ か ら 分 離 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 4,523,996号 に 記 述 さ れ て い る 。 磁 性
粒 子 の コ ロ イ ド を 利 用 す る 磁 気 分 離 法 は 、 米 国 特 許 第 4,526,681号 に お い て 考 察 さ れ て い
る 。 英 国 特 許 出 願 第 2,152,664A号 は 、 磁 気 ア ッ セ イ 試 薬 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 鉄 -デ キ ス ト ラ ン 粒 子 の 抗 体 分 子 と の 共 有 結 合 に よ っ て 作 製 さ れ た 電 子 密 度 の 高 い 抗 体
結 合 体 は 、 Duttonら （ 1979） に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。 Ithakissiosら （ 1977） は 、 ラ ジ
オ ア ッ セ イ 法 に お い て 磁 気 微 粒 子 を 含 む タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と を 記 述 し て い る 。 高 い 勾
配 の 磁 気 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る 免 疫 特 異 的 鉄 デ キ ス ト ラ ン 微 粒 子 に よ っ て 標 識 し た
細 胞 の 分 離 は 、 Mildayら （ 1984） に よ っ て 開 示 さ れ て い る 。 Moldayら （ 1982） は 、 細 胞 の
標 識 お よ び 磁 気 分 離 の た め の 免 疫 特 異 的 強 磁 性 イ オ ン -デ キ ス ト ラ ン 試 薬 を 記 述 し て い る
。 細 胞 の 標 識 お よ び 分 離 に 磁 性 微 粒 子 を 適 用 す る こ と も 同 様 に 、 Moldayら （ 1977） に よ っ
て 開 示 さ れ て い る 。 ヒ ト ア ル ブ ミ ン と 生 体 液 の 固 相 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 Margessiら
（ 1978） に よ っ て 考 察 さ れ て い る 。 Nyeら （ 1976） は 、 固 相 磁 性 粒 子 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 を 開 示 し て い る 。 磁 性 流 体 は 、 Rosenweig（ 1983） に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。 磁 気 プ
ロ テ イ ン A微 粒 子 お よ び そ れ を 細 胞 分 離 の 方 法 に 用 い る こ と は 、 Widderら （ 1979） に よ っ
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て 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 米 国 特 許 第 5,279,936号 は 、 対 象 と な る 成 分 を 磁 性 粒 子 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 混
合 物 の 他 の 成 分 か ら 対 象 と な る 成 分 を 分 離 す る こ と に 向 け ら れ る 方 法 で あ る 。 他 の 成 分 を
含 む 混 合 物 か ら 細 胞 を 分 離 す る た め の 方 法 で あ る 発 明 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 第 一 の 液
体 培 地 と は 異 な る 密 度 お よ び ／ ま た は 異 な る 粘 度 で あ る 第 二 の 培 地 に 、 細 胞 お よ び 他 の 成
分 を 含 む 第 一 の 液 体 培 地 を 重 層 す る こ と を 含 む 。 細 胞 を 常 磁 性 粒 子 に 結 合 さ せ る 。 層 状 の
第 一 の 液 体 培 地 お よ び 第 二 の 液 体 培 地 に 磁 場 勾 配 を 与 え 、 第 二 の 培 地 に 細 胞 粒 子 を 移 動 さ
せ る 。 第 二 の 液 体 培 地 に お い て 細 胞 を 単 離 す る 目 的 は 、 さ ら な る 態 様 に よ っ て 、 第 二 の 液
体 培 地 か ら 細 胞 を 単 離 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 米 国 特 許 第 4,935,147号 は 、 有 機 お よ び 無 機 生 化 学 分 析 物 、 特 に 体 液 の 分 析 に お け る 対
象 と な る 分 析 物 の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 磁 気 分 離 の 応 用 を 特 異 的 に 標 的 と す る 方 法 で あ る
。 本 発 明 の 方 法 は 、 そ の よ う な 粒 子 の 磁 性 粒 子 に 対 す る 化 学 的 に 制 御 さ れ た 非 特 異 的 可 逆
的 結 合 に よ っ て 、 培 地 か ら 非 磁 性 粒 子 を 分 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 磁 性 粒 子 の 大 き さ が 小
さ い た め に 、 同 様 に 、 分 離 す べ き 基 質 の 非 常 に 迅 速 な 結 合 も 提 供 す る 。 次 に 、 粒 子 を 凝 集
さ せ る こ と に よ っ て 、 こ れ ま で の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た よ り も さ ら に よ り 迅 速 で 完 全 な 磁
気 分 離 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 細 胞 分 離 の 分 野 に お け る 他 の 現 行 の 実 践 方 法 は 、 例 え ば 、 中 空 の 繊 維 、 平 坦 な シ ー ト 状
の 膜 、 ま た は 選 択 的 細 胞 分 離 の た め に 、 化 学 物 質 も し く は 抗 体 を 物 理 的 に 吸 着 も し く は 共
有 結 合 さ せ た 充 填 床 ビ ー ズ ま た は 粒 子 材 料 の よ う な マ ト リ ク ス 材 料 を 利 用 す る 。 こ れ ら の
装 置 は 、 連 続 的 に 全 血 ま た は 血 液 成 分 を 流 入 さ せ て 回 収 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 こ れ ら の
装 置 は 、 所 望 の 細 胞 濃 度 が 他 の 細 胞 タ イ プ と 比 較 し て 非 常 に 低 く な り う る 条 件 で の 通 常 の
血 液 の 流 速 で 作 動 す る た め 、 分 離 プ ロ セ ス は し ば し ば 、 効 率 的 で は な い 。 そ の 上 、 こ れ ら
の シ ス テ ム で は 、 選 択 さ れ た 細 胞 を 生 存 状 態 で 回 収 す る こ と は 難 し い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 常 磁 性 ビ ー ズ の 開 発 に よ り 、 標 的 細 胞 を 磁 気 に よ っ て 分 離 す る 見 通 し が 得 ら れ た 。 磁 性
お よ び 常 磁 性 粒 子 を 作 製 す る 様 々 な 方 法 が 以 下 の 米 国 特 許 に 開 示 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第
4,672,040号 ； 米 国 特 許 第 5,091,206号 ； 米 国 特 許 第 4,177,253号 ； 米 国 特 許 第 4,454,234号
； 米 国 特 許 第 4,582,622号 ； 米 国 特 許 第 4,452,773号 ； 米 国 特 許 第 5,076,950号 ； 米 国 特 許
第 4,554,088号 ； お よ び 米 国 特 許 第 4,695,392号 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 磁 性 粒 子 を ア ッ セ イ 法 に 用 い る た め に 様 々 な 方 法 が 考 案 さ れ た 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,
272,510号 ； 米 国 特 許 第 4,777,145号 ； 米 国 特 許 第 5,158,871号 ； 米 国 特 許 第 4,628,037号 ；
米 国 特 許 第 4,751,053号 ； 米 国 特 許 第 4,988,618号 ； 米 国 特 許 第 5,183,638号 ； 米 国 特 許 第 4
,018,886号 ； お よ び 米 国 特 許 第 4,141,687号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 成 分 を 分 離 す る た め に 磁 性 粒 子 を 用 い る 試 み が な さ れ た 。 以 下 は 、
出 願 人 に 公 知 で あ っ て 、 磁 気 に よ る 分 離 お よ び 方 法 に 向 け ら れ る と 考 え ら れ る 米 国 特 許 の
一 覧 で あ る ： 米 国 特 許 第 4,855,045号 ； 米 国 特 許 第 4,664,796号 ； 米 国 特 許 第 4,190,524号
； 米 国 特 許 第 4,738,773号 ； 米 国 特 許 第 4,941,969号 ； 米 国 特 許 第 5,053,344号 ； 米 国 特 許
第 5,200,084号 ； 米 国 特 許 第 4,375,407号 ； 米 国 特 許 第 5,076,914号 ； 米 国 特 許 第 4,595,494
号 ； 米 国 特 許 第 4,290,528号 ； 米 国 特 許 第 4,921,597号 ； 米 国 特 許 第 5,108,933号 ； 米 国 特
許 第 4,219,411号 ； 米 国 特 許 第 3,970,518号 ； お よ び 米 国 特 許 第 4,230,685号 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ウ イ ル ス 、 細 菌 お よ び 真 菌 の よ う な 作 用 物 質 を 迅 速 か つ 正 確 に 検 出 す る た め 、 な ら び に
正 常 お よ び 異 常 な 遺 伝 子 を 検 出 す る と い う 要 求 に 応 じ る た め に 、 微 粒 子 に 基 づ く 方 法 を 用
い る 多 く の 技 術 が 最 近 開 発 さ れ て い る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 一 般 的 に 試 験 試 料 に お い て 微
量 の 標 的 核 酸 （ DNAま た は RNAの い ず れ か ） の 増 幅 お よ び 検 出 （ な ら び に そ の 後 の 測 定 ） を
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含 み 、 こ れ ら に は 中 で も ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） （ Saikiら 、 1985； 1988； 「 PCR Te
chnology」 、 Henry A. Erlich編 、 ス ト ッ ク ト ン 出 版 、 1989； Pattersonら 、 1993） 、 リ ガ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR） （ Barany、 1991） 、 鎖 置 換 増 幅 （ SDA） （ Walkerら 、 1992） 、 Qβ レ
プ リ カ ー ゼ 増 幅 （ Qβ RA） （ Wuら 、 1992； Lomeliら 、 1989） お よ び 自 続 式 複 製 （ 3SR） （ Gu
atelliら 、 1990） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 そ の よ う な 技 術 の 他 の 応 用 に は 、 個 体 お よ び 集 団 に お け る 単 遺 伝 子 障 害 の 検 出 お よ び 特
徴 付 け が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 点 突 然 変 異 を 含 む 単 遺 伝 子 欠 損 を 検 出 す る ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技
術 を 開 示 す る Landergrenら 、 1988を 参 照 さ れ た い ） 。 そ の よ う な 技 術 は 、 疾 患 （ 例 え ば 、
鎌 状 赤 血 球 貧 血 ） が 起 こ り う る 一 ヌ ク レ オ チ ド の 差 （ 点 突 然 変 異 ） の み な ら ず 欠 失 ま た は
重 複 遺 伝 子 配 列 （ 例 え ば 、 地 中 海 貧 血 ） を 明 ら か に 区 別 す る こ と が で き な け れ ば な ら な い
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
取 っ 手
　 特 定 の 分 析 物 に 対 し て 向 け ら れ る 異 な る プ ロ ー ブ に 異 な る タ イ プ の 人 工 微 粒 子 を 結 合 さ
せ る 場 合 、 異 な る 標 的 分 析 物 を 同 時 に 標 識 す る が 、 な お も 分 析 物 混 合 物 内 で 個 別 に 操 作 し
て も よ い 。 そ の 標 的 分 析 物 に 結 合 す る と 、 感 作 さ れ た 人 工 微 粒 子 標 識 （ 一 つ ま た は 複 数 の
連 結 要 素 ま た は さ ら な る 標 識 に 結 合 し た 人 工 微 粒 子 ） は 、 例 え ば 、 細 胞 溶 解 物 、 血 清 、 ま
た は 他 の 生 体 試 料 か ら 分 析 物 を 引 っ 張 る た め に 用 い ら れ る 取 っ 手 と し て 作 用 す る 。 多 く の
標 識 さ れ た 分 析 物 が 、 サ ン ド イ ッ チ 可 能 で 周 波 数 依 存 的 に 、 同 時 に 操 作 さ れ る 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 取 っ 手 と し て 作 用 す る 他 に 、 プ ロ ー ブ 感 作 微 粒 子 も 同 様 に 、 分 析 物 を 検 出 す る た め に 、
一 つ の 態 様 に お い て 、 分 析 物 を 同 時 ま た は ほ ぼ 同 時 に 検 出 す る た め に 用 い て も よ い 。 本 開
示 の 恩 典 に よ っ て 、 人 工 微 粒 子 は 、 誘 電 特 性 、 こ の よ う に 誘 電 泳 動 挙 動 が 分 析 物 の 結 合 に
対 し て 非 常 に 感 受 性 で あ る よ う に 設 計 し て も よ い 。 試 料 中 の 標 的 分 析 物 の 有 無 は 、 AC動 電
挙 動 の こ の 変 化 を 観 察 す る こ と に よ っ て 検 出 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 上 記 を 考 慮 し て 、 細 胞 お よ び 生 体 分 子 の AC動 電 操 作 の た め に 用 い て も よ い 本 開 示 の 人 工
微 粒 子 は 、 遠 心 ま た は 免 疫 検 出 の よ う な 従 来 の 方 法 は 実 行 す る こ と が 難 し い か ま た は 不 可
能 で あ る 統 合 自 動 マ イ ク ロ シ ス テ ム の 改 善 さ れ た 分 離 お よ び 検 出 法 を 開 発 す る た め の 可 能
な 技 術 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 改 善 さ れ た 方 法 を 利 用 す る 装 置 は 、 先 に 考 察 し た よ う に 、 多
様 な 診 断 お よ び 研 究 応 用 に お い て 有 用 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 混 合 細 胞 浮 遊 液 か ら 疑 わ れ る 細 胞 の 単 離 、 同 定 等 お よ び 誘 電 指 標
化 人 工 微 粒 子 の 混 合 物 の 操 作 は 、 全 て 統 合 さ れ た 装 置 に お い て 行 っ て も よ い 。 こ れ ら の 段
階 を 得 る こ と は 最 終 的 に 、 そ れ を 浮 遊 さ せ る 溶 液 に 関 し て 物 体 を 移 動 さ せ る 方 法 、 つ ま り
誘 電 泳 動 が 理 想 的 に 適 し て い る 問 題 に 依 存 す る 。 誘 電 泳 動 の 原 理 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ
る が 、 下 記 の 章 は 、 そ れ ら の 原 理 の い く つ か を 説 明 し て 、 本 明 細 書 に お い て 考 察 し た 人 工
微 粒 子 に そ れ ら を 応 用 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
AC動 電 現 象
　 AC動 電 現 象 は 、 交 流 電 場 が 粒 子 上 に 力 を 誘 導 す る 一 連 の 関 連 効 果 で あ る 。 こ れ ら の 力 は
、 粒 子 お よ び そ の 周 辺 の 誘 電 特 徴 に 依 存 す る 。 最 も よ く 知 ら れ た 動 電 現 象 は 、 通 常 の 誘 電
泳 動 （ cDEP） で あ る 。 「 誘 電 泳 動 （ DEP） 」 と い う 用 語 は 、 均 一 で な い 電 場 に お い て 最 小
の 誘 電 電 位 に 向 か う 分 極 可 能 な 粒 子 の 運 動 を 記 述 す る た め に Pohlに よ っ て 初 め て 用 い ら れ
た （ Pohl、 1978； Sauer、 1985； Kaler お よ び  Jones、 1990； Holzelら 、 1991； Gascoyne
ら 、 1993） 。 こ の 現 象 は 、 真 珠 の 鎖 の 形 成 を 通 し て 細 胞 を 密 に 接 触 さ せ る た め に 、 細 胞 融
合 お よ び 電 気 穿 孔 装 置 に お い て 用 い ら れ る （ Abidorら 、 1994； Wuら 、 1994） 。 よ り 最 近 、
電 気 回 転 （ ROT、 回 転 す る 電 場 に よ っ て 粒 子 上 に 与 え ら れ た ト ル ク に 起 因 す る 粒 子 の 回 転
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） （ Arnold お よ び  Zimmermann、 1982お よ び 1988； Fuhrら 、 1990； Huら 、 1990； Gimsaら
、 1991； Holzel お よ び  Lamprecht、 1992； Huangら 、 1992； Sukhorukovら 、 1993； Wangら
、 1994c） お よ び 進 行 波 誘 電 泳 動 （ twDEP、 空 間 の 中 を 掃 引 す る 電 場 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ
た 粒 子 の 側 方 運 動 ） （ Masudaら 、 1988； Hagedornら 、 1992； Huangら 、 1993； Gascoyneら
、 1994a） を 含 む 他 の 動 電 現 象 が 、 細 胞 お よ び 生 体 分 子 の 非 侵 襲 性 の 特 徴 付 け お よ び 操 作
に お い て 応 用 で き る か 否 か が 調 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 AC動 電 現 象 は 、 電 場 と 電 場 に よ っ て 粒 子 に お い て 誘 導 さ れ た 分 極 と の 相 互 作 用 に 起 因 す
る 。 こ の 作 用 は 、 い く つ か の 研 究 グ ル ー プ に よ っ て 詳 細 に 研 究 さ れ て お り 、 そ の 理 論 は か
な り 十 分 に 確 立 さ れ て い る （ Pething、 1979； Jones、 1995） 。 誘 電 泳 動 と よ り 親 し み や す
い 電 気 泳 動 は い ず れ も 動 電 現 象 を 記 述 す る が 、 そ れ ら は い く つ か の 基 本 的 な 差 に よ っ て 区
別 さ れ る こ と に 注 目 す る こ と は 重 要 で あ る 。 誘 電 泳 動 で は 、 粒 子 の 運 動 は 、 適 用 し た 場 に
よ っ て 粒 子 に 誘 導 さ れ る 電 荷 の 程 度 、 極 性 、 お よ び 相 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 粒 子 は 、 誘 電
泳 動 を 受 け る た め に 固 有 の 真 の 電 荷 を 有 す る 必 要 は な い 。 し か し 、 電 気 泳 動 は 、 粒 子 は 固
有 の 真 の 電 荷 を 有 す る 必 要 が あ る 。 こ の 固 有 の 電 荷 と 電 場 と の あ い だ の 相 互 作 用 が 、 粒 子
の 運 動 を 引 き 起 こ す 。 さ ら に 、 電 気 泳 動 は 典 型 的 に 、 均 一 な 直 流 電 場 を 利 用 す る 。 誘 電 泳
動 は 、 直 流 ま た は 交 流 の い ず れ か と な り う る 不 均 一 な 電 場 を 用 い る 必 要 が あ る 。 AC動 電 現
象 、 cDEP、 twDEP、 gDEP、 お よ び ROTは 、 そ れ ら が そ の ま さ に 性 質 上 、 一 般 的 に 用 い ら れ る
電 気 泳 動 法 よ り は る か に よ り 用 途 が 広 い と い う 事 実 に も か か わ ら ず 、 化 学 お よ び 生 命 科 学
に お い て 分 離 お よ び 分 析 の た め に ほ と ん ど 検 討 さ れ て い な か っ た 。 AC動 電 法 の 以 下 の 長 所
を 考 察 す る ：
【 ０ １ ０ ２ 】
（ 1） 粒 子 に 誘 導 さ れ る 電 荷 の 大 き さ お よ び 符 号 は 、 粒 子 の 誘 電 特 性 に 強 く 依 存 す る 。 人
工 微 粒 子 の 場 合 、 こ れ に は 、 粒 子 の コ ー テ ィ ン グ お よ び コ ア 材 料 の 性 質 が 含 ま れ る 。 コ ー
テ ィ ン グ の 厚 み お よ び 組 成 を 変 化 さ せ る こ と の み な ら ず 、 コ ア 粒 子 の 組 成 を 変 化 さ せ る こ
と に よ っ て 、 広 範 囲 の 誘 電 特 性 を 有 す る 粒 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
（ 2） 粒 子 に 誘 導 さ れ る 荷 電 の 大 き さ お よ び 符 号 は 固 定 さ れ ず 、 印 加 電 場 の 周 波 数 お よ び
粒 子 を 浮 遊 す る 培 地 の 特 性 に 強 く 依 存 す る 。 こ の 理 由 か ら 、 人 工 微 粒 子 は 周 波 数 依 存 的 に
個 々 に 位 置 づ け さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
（ 3） AC動 電 現 象 は 、 単 に 一 つ の タ イ プ の 直 線 的 な 運 動 を 表 す の で は な く て 、 二 次 元 の 多
様 な 動 的 作 用 を 表 し 、 こ れ は 粒 子 を 操 作 す る た め の み な ら ず 、 そ の 誘 電 特 性 の 特 徴 を 調 べ
る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
（ 4） （ 1） お よ び （ 2） に お い て 考 察 し た よ う に 、 粒 子 の AC動 電 反 応 は 、 粒 子 の 誘 電 特 性
に 対 し て 非 常 に 感 受 性 が 高 い 。 人 工 微 粒 子 は 、 そ の 誘 電 特 性 が 分 析 物 の 結 合 に 対 し て 非 常
に 感 度 が よ く な る よ う に 作 製 し て も よ い 。 そ の よ う な 人 工 微 粒 子 は 、 分 析 物 -微 粒 子 複 合
体 か ら 未 結 合 の 人 工 微 粒 子 を 識 別 す る 手 段 を 提 供 す る 。 こ の タ イ プ の 人 工 微 粒 子 を 、 分 析
物 の 定 性 的 、 場 合 に よ っ て は 定 量 的 同 定 の た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
（ 5） 二 次 元 で の 細 胞 運 動 が 電 場 の 形 状 、 電 場 の 周 波 数 、 お よ び 浮 遊 培 地 の 誘 電 特 性 に 強
く 依 存 す る こ と は 、 多 様 な 異 な る 応 用 で タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ る 粒 子 分 離 技 術 の 用 途 が 広 い
こ と を 約 束 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 現 象 は 全 て 、 適 当 な 印 加 電 場 の 形 状 に よ る 粒 子 の 誘 電 特 性 を 十 分 に 利 用 す る た
め に 個 々 ま た は 同 時 に 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
一 般 的 誘 電 泳 動 理 論
　 印 加 電 場 ベ ク ト ル
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に よ っ て 粒 子 に 作 用 す る 誘 電 泳 動 力 は 、 電 場 が 粒 子 に お い て 誘 導 す る 有 効 な 双 極 子 モ ー メ
ン ト ベ ク ト ル
　
　
に 関 し て 、 ご く 一 般 的 に 以 下 の よ う に 記 述 す る こ と が で き る （ Huangら 、 1992お よ び 1993
； Gascoyneら 、 1994b； Wangら 、 1994a） ：
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 周 波 数 領 域 に お い て 、 誘 導 さ れ る 粒 子 の 双 極 子 モ ー メ ン ト は 以 下 に よ っ て 与 え ら れ る ：
　
　
こ の 場 合 、 ω は 印 加 電 場 の 角 周 波 数 で あ り 、 rは 粒 子 の 半 径 、 お よ び f C M は 、 以 下 の よ う に
定 義 さ れ る ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数 で あ る ：
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ こ で 、 ε *

p お よ び ε *
m は そ れ ぞ れ 、 粒 子 お よ び そ の 浮 遊 培 地 の 複 素 誘 電 率 で あ る 。 最

近 ま で 、 cDEPお よ び twDEPを 含 む 異 な る 動 電 現 象 を 記 述 す る 式 （ Huangら 、 1993） は 、
　
　
に 関 す る 適 当 な 空 間 部 分 の 式 を 差 し 引 く こ と に よ っ て 導 か れ 、 そ れ に よ っ て 特 定 の 場 合 の
力 の 式 が 得 ら れ た 。 し か し 、 空 間 と 時 間 に 関 す る 電 場 の 混 合 偏 導 関 数 は 、 電 場 が 連 続 的 で
あ る た め に は 、 シ ュ ワ ル ツ の 関 係 （ Gellertら 、 1977） に 従 わ な け れ ば な ら な い と い う 事
実 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 最 近 、 時 間 平 均 誘 電 泳 動 力 は 、 以 下 の よ う に 表 さ れ る と 導 か
れ て い る （ Wangら 、 1994aお よ び 1994b） ：
　
　
　
こ こ で 、 E(rms)は 、 電 場 強 度 の rms値 で あ り 、 E i 0 お よ び φ i （ i＝ x； y； z） は そ れ ぞ れ 、
主 軸 の 方 向 に お け る 電 場 の 成 分 の 大 き さ お よ び 位 相 で あ る 。 こ れ ま で の 分 析 と は 異 な り 、
こ の 式 は 、 任 意 の 形 の 印 加 電 場 か ら 生 じ た 力 を 調 べ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ は
、 gDEPの 運 動 に 二 つ の 独 立 し た 力 が 関 与 す る こ と を 初 め て 認 め る 二 つ の 項 を 含 む ：
【 ０ １ １ １ 】
　 （ i） 左 側 の 項 は 、 粒 子 に お け る 誘 起 双 極 子 モ ー メ ン ト の 真 の （ 位 相 が 一 致 し た ） 成 分
（ Re(f C M )） お よ び 電 場 の 大 き さ の 空 間 的 非 均 一 性 ▽ E(rms) 2 に 関 す る 。 こ の 力 は 、 Re(f C M
)が 正 で あ る か 負 で あ る か に 依 存 し て 、 強 い ま た は 弱 い 電 場 領 域 に 粒 子 を 向 け る （ 図 2a）
。 こ れ は 、 通 常 の DEP項 で あ る （ Huangら 、 1992； Jones お よ び  Kallio、 1979） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 （ ii） 右 側 の 項 は 、 誘 起 双 極 子 モ ー メ ン ト の 想 像 上 の （ 位 相 外 ） 成 分 お よ び 電 場 の 位 相
の 電 場 空 間 不 均 一 性 （ ▽ φ x 、 ▽ φ y 、 お よ び ▽ φ z ） に 関 す る 。 Im(f C M )の 極 性 に 応 じ て 、
こ の 力 は 、 電 場 の 成 分 の 位 相 が よ り 大 き い （ Im(f C M )＞ 0） ま た は よ り 小 さ い （ Im(f C M )＜ 0
） 領 域 に 粒 子 を 向 け る （ 図 2b） 。 進 行 波 電 場 の 制 限 条 件 で は 、 等 式 4は 、 twDEP力 の 式 に 換
算 さ れ る （ Huangら 、 1993） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 等 式 4は 、 AC電 場 に お い て 粒 子 が 受 け る 力 が 、 Pohl（ 1978） に よ っ て 想 像 さ れ る よ う に
電 場 の 大 き さ の 不 均 一 性 の み な ら ず 、 電 場 の 位 相 の 不 均 一 性 に よ っ て も 生 じ る こ と を 示 す
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。 本 発 明 者 ら は 、 大 き さ と 位 相 の 双 方 の 不 均 一 性 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 粒 子 の 運 動 を 、
一 般 的 誘 電 泳 動 と 命 名 し た 。 電 場 誘 発 細 胞 運 動 は 全 て 、 等 式 4に 関 し て 理 解 す る こ と が で
き る た め 、 位 相 お よ び 大 き さ が い ず れ も 不 均 一 で あ る 非 常 に 複 雑 な 電 場 の 形 状 は 、 当 技 術
分 野 で 既 知 の 方 法 論 に よ っ て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
ロ ッ ト に よ る 人 工 微 粒 子 の 特 徴 付 け
　 人 工 微 粒 子 を 含 む 粒 子 の 誘 電 特 性 は 、 電 気 回 転 に よ っ て 確 立 し て も よ い 。 電 気 回 転 で は
、 粒 子 は 、 回 転 す る 電 場 を 受 け て 、 本 質 的 に 安 定 な 軸 の 周 り を 回 転 す る よ う に 誘 導 さ れ る
。 こ の 方 法 は 、 こ れ が 比 較 的 単 純 で あ り 、 良 好 な 再 現 性 を 与 え 、 個 々 の 粒 子 を 特 徴 付 け す
る 手 段 を 提 供 す る こ と か ら 、 他 の 特 徴 付 け 法 よ り 適 し て い る 。 粒 子 の 誘 電 特 性 は 、 如 何 な
る 動 電 現 象 に よ っ て も 非 侵 襲 的 に プ ロ ー ビ ン グ す る こ と が で き る が 、 ROTは ほ と ん ど の 目
的 に 関 し て 、 空 間 に お い て 静 止 し て い る と 見 な す こ と が で き る 軸 の 周 囲 の 粒 子 回 転 を 誘 導
す る と い う 有 意 な 長 所 を 提 供 す る 。 こ の よ う に 、 粒 子 は 、 一 定 の 電 場 強 度 の 位 置 に 留 ま る
。 ROTト ル ク 、
　
　
は 、 電 場 の 不 均 一 性 に は 依 存 せ ず （ Arnold お よ び  Zimmermann、 1982お よ び 1988； Fuhr、
1985） 、 ク ロ ス 積 に 依 存 し 、
　
　
周 波 数 領 域 に お い て 、 こ の ト ル ク の 大 き さ （ Arnold お よ び  Zimmermann、 1982お よ び 1988
； Fuhr、 1985） は 、 以 下 の よ う に 示 す こ と が で き る ：
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
　 異 な る 三 つ の 粒 子 タ イ プ 、 ま た は こ の 場 合 で は 細 胞 に 由 来 す る 典 型 的 な ROTス ペ ク ト ル
を 図 3に 示 す 。 等 式 6は 、 そ れ ぞ れ の 特 定 の タ イ プ に 関 し て そ れ ぞ れ の ス ペ ク ト ル の 形 状 が
Im(f C M )を 反 映 す る こ と を 示 し て い る 。 適 当 な 誘 電 モ デ ル を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 そ の R
OTス ペ ク ト ル か ら 人 工 微 粒 子 の 誘 電 特 性 を 直 接 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る 。 粒 子 の 特 性 の
明 確 な 誘 電 モ デ リ ン グ は 、 誘 電 外 皮 モ デ ル （ Huangら 、 1992； Fuhr、 1985； Irimajriら 、 1
979） を 用 い て 行 わ れ る こ と が 最 も 多 く 、 本 発 明 者 ら （ Huangら 、 1992； Wangら 、 1994c； G
ascoyneら 、 1994b） お よ び 他 の 研 究 者 （ Holzel お よ び  Lamprecht、 1992） は 、 粒 子 の 誘
電 デ ー タ を ROTか ら 誘 導 す る こ と が で き る 理 論 に 貢 献 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 誘 電 パ ラ メ ー タ を ROT分 析 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 精 度 も 分 析 し
た （ Gascoyneら 、 1994b） 。 こ れ に よ っ て 、 微 粒 子 の 基 本 的 な 誘 電 お よ び 構 造 局 面 を 理 解
す る こ と が で き る の み な ら ず 、 等 式 4と 共 に 、 全 て の 電 場 の 構 造 に 関 し て 全 て の 浮 遊 条 件
で の 微 粒 子 の 動 電 挙 動 を 予 測 す る こ と が で き る 。 類 似 の 磁 気 回 転 実 験 も 同 様 に 、 微 粒 子 の
磁 気 特 性 の 特 徴 を 調 べ る た め に 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
人 工 微 粒 子 の 誘 電 モ デ リ ン グ
　 図 1に 示 し 、 添 付 の 本 文 に 説 明 す る 微 粒 子 の よ う な 人 工 微 粒 子 の 構 造 は 、 誘 電 特 性 に 関
し て 、 薄 い 伝 導 性 の 不 良 な 外 皮 に 取 り 囲 ま れ た 球 状 の 伝 導 性 内 部 （ 伝 導 性 の 外 皮 に よ っ て
取 り 囲 ま れ た 誘 電 性 の コ ア が 、 内 部 に 含 ま れ る 場 合 で あ っ て も ） に よ っ て 近 似 し て も よ い
。 そ の よ う な 粒 子 の 複 素 誘 電 率 ε *

p は 、 以 下 の 式 に よ っ て 表 さ れ る （ Irimajariら 、 1979
； Huangら 、 1992） ：
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こ こ で 、 ε *

内 部 お よ び ε *
外 皮 は 、 粒 子 内 部 お よ び 絶 縁 性 の 外 皮 の 複 素 誘 電 率 伝 導 率 と 誘

電 率 で あ り 、 rは 粒 子 の 半 径 、 お よ び dは 絶 縁 層 の 厚 み で あ る 。 人 工 微 粒 子 の cDEPお よ び tw
DEP AC動 電 反 応 は 、 等 式 4お よ び 7を 用 い て 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 論 に 従 っ て 形 成 し て も
よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 図 4は 、 外 皮 の 厚 み が 約 1～ 10 nmの 人 工 微 粒 子 の cDEPお よ び twDEPの 応 答 を 示 す 。 異 な る
組 成 の 人 工 微 粒 子 が 様 々 な 周 波 数 の AC電 場 に 対 し て 実 質 的 に 異 な る 反 応 を 示 す こ と は 、 図
4か ら 明 ら か で あ る 。 単 一 の 微 粒 子 タ イ プ の 周 波 数 応 答 は 、 誘 電 体 指 紋 と 呼 ば れ 、 異 な る
構 造 を 有 す る 微 粒 子 を 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 よ り 複 雑 な 誘 電 体 指 紋 を 有 す る 人 工 微 粒 子 は 、 コ ア 材 料 上 に 制 御 さ れ た 厚 み の 材 料 の 多
数 の 層 を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 分 散 性 で あ る コ ア 材 料 を 用 い る こ と に よ っ て 作 製
し て も よ い 。 こ れ ら の よ り 複 雑 な 人 工 微 粒 子 の AC動 電 反 応 は 、 Jones（ 1995） に よ っ て 記
述 さ れ 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る モ デ ル の よ う な 当 技 術 分 野 で 既 知 の 多 外 皮
誘 電 モ デ ル を 用 い る こ と に よ っ て 予 想 し て も よ い 。 さ ら に 、 球 状 の 外 皮 同 等 物 に よ っ て 他
の 非 同 心 円 構 造 を 作 製 お よ び 形 成 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 異 な る 誘 電 体 指 紋 を 有 す る 人 工 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ は 、 異 な る 物 理 的 組 成 お よ び 構 造 を
有 す る 人 工 微 粒 子 を 作 製 す る こ と に よ っ て 容 易 に 構 築 し て も よ い 。 独 自 の 誘 電 体 指 紋 を 有
す る 微 粒 子 は 個 々 に 位 置 づ け 可 能 で あ る 可 能 性 が あ り 、 試 料 混 合 物 に お け る い く つ か の 異
な る 分 析 物 を 操 作 す る た め に 周 波 数 依 存 的 な 取 っ 手 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
磁 気 泳 動
　 不 均 一 な 磁 場 に 置 い た 容 積 ν お よ び 透 磁 率 μ *

p の 粒 子 は 、 以 下 の 磁 気 泳 動 力 を 受 け る と
考 え ら れ る ：
　 F M A P ＝ 2π μ s R

3 k c m （ μ *
s 、 μ *

p 、 ω H ） ▽ H(x,y,z) 2 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 8）
式 中 、 μ s は 、 浮 遊 培 地 の 透 磁 率 で あ り 、 Rは 粒 子 の 半 径 、 k c m （ μ *

s 、 μ *
p 、 ω H ） は 、 そ

の 浮 遊 培 地 に 関 す る 粒 子 の 磁 気 分 極 性 を 説 明 す る 磁 気 ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数 で あ
り 、 ▽ H(x,y,z) 2 は 、 磁 場 の 強 度 の 二 乗 の 勾 配 で あ る 。 こ こ で 、 ω H は 、 印 加 磁 場 の 周 波 数
で あ り 、 静 磁 場 で は ゼ ロ の 値 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 誘 電 体 等 式 と 同 様 に （ 等 式 2） 、 μ *

s お よ び μ *
p は そ れ ぞ れ 、 浮 遊 培 地 お よ び 粒 子 の の 複 素 透 過 率 で あ る 。 静 磁 場 の 場 合 、 こ

れ ら は そ れ ぞ れ 、 実 際 の 静 磁 場 透 磁 率 パ ラ メ ー タ μ s お よ び μ p に 減 少 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 等 式 8は 、 等 式 2の 磁 気 類 似 体 で あ る 。 ま た は 、 粒 子 が 永 久 容 積 磁 化 mを 有 す る 場 合 、 磁
気 泳 動 力 は 以 下 の よ う に な る と 考 え ら れ る ：
　 F M A P ＝ μ s R

3 m▽ ・ H(x,y,z) 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 9）
【 ０ １ ２ ３ 】
　 粒 子 が 永 久 的 ま た は 誘 導 型 の 磁 気 分 極 成 分 の 双 方 を 有 す る こ と は 可 能 で あ る 。 そ の 場 合
、 等 式 8お よ び 9を 組 み 合 わ せ た も の が 当 て は ま る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 粒 子 は 高 い 透 磁
率 を 有 す る 可 能 性 が あ り 、 同 時 に 磁 気 残 留 （ remnance） を 示 す 。 磁 気 泳 動 に 関 す る 公 式 の
考 察 に 関 し て は 、 読 者 は Jones（ 1995） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 磁 気 を 帯 び や す い 微 粒 子 を 回 収 す る た め に 磁 気 泳 動 を 用 い る こ と は 、 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る 。 免 疫 磁 気 分 離 （ IMS） お よ び 磁 気 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ （ MACS） の よ う な 、 磁
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気 泳 動 に 基 づ く 分 離 技 術 に 関 し て 、 Dynal社 （ レ ー ク サ ク セ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） お よ び M
iltenyi Biotec社 （ 、 オ ー バ ー ン 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） の よ う な 販 売 元 か ら の 産 物 が 日 常
的 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 磁 気 微 粒 子 は 、 多 く の 起 源 か ら 容 易 に 入 手 可 能 で あ る が 、 分 離 を 増 強 す る た め に 磁 気 お
よ び 誘 電 微 粒 子 特 性 を 同 時 に 利 用 す る こ と は 新 規 ア プ ロ ー チ で あ る 。 人 工 微 粒 子 を 識 別 、
操 作 、 お よ び ／ ま た は 単 離 す る た め に 用 い ら れ る 装 置 は 、 AC動 電 お よ び 磁 気 泳 動 要 素 の 双
方 を 含 む 。 例 え ば 、 人 工 微 粒 子 の AC動 電 操 作 に は 、 ACシ グ ナ ル が 切 り 替 え ら れ る 電 極 ア レ
イ を 用 い る cDEP、 twDEP、 gDEP、 お よ び ROTが 含 ま れ て も よ い 。 人 工 微 粒 子 の 磁 気 泳 動 操 作
は 、 電 極 ア レ イ の 近 傍 で 局 所 磁 場 不 均 一 性 を 提 供 す る 手 段 に 適 合 さ せ た 強 い 磁 石 を 用 い て
行 っ て も よ い 。 そ の よ う な 装 置 に お い て 、 人 工 微 粒 子 は 、 AC動 電 お よ び 磁 気 泳 動 操 作 力 の
双 方 を 受 け る ； 微 粒 子 の 誘 電 お よ び 磁 気 特 性 を 同 時 に 利 用 す る こ と に よ っ て 、 増 強 さ れ た
識 別 お よ び 操 作 能 が 同 時 に 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
粒 子 の 誘 電 特 性 の 変 化 に 対 す る DEP-FFFの 感 度
　 本 発 明 者 ら は 、 平 行 な 電 極 幾 何 学 に 関 し て 流 動 性 の 培 地 に 浮 遊 し た 誘 電 粒 子 の 誘 電 泳 動
浮 揚 力 が 電 極 よ り 高 い 高 さ で 指 数 的 に 低 下 す る こ と を 理 論 と 実 験 の 双 方 に よ っ て 示 し た （
Wangら 、 1998） 。 粒 子 が 、 電 極 平 面 に 向 か っ て 沈 降 す る 傾 向 が あ る よ う な 密 度 を 有 す る 場
合 、 安 定 な 誘 電 泳 動 浮 揚 は 、 以 下 の 式 に よ っ て 示 さ れ る 平 衡 の 高 さ で 起 こ る と 考 え ら れ る
：
　
　
　
こ こ で 、 Uは 、 電 極 ア レ イ に 適 用 さ れ る 電 位 で あ り 、 Aは 幾 何 学 項 、 pは 、 電 極 の 分 極 に よ
っ て 選 別 さ れ て い な い 印 加 電 場 の 割 合 、 ε m は 、 浮 遊 培 地 の 誘 電 率 、 (ρ c － ρ m )gは 、 沈 降
項 、 お よ び 粒 子 -培 地 界 面 で 起 こ る 誘 電 分 極 は 、 い わ ゆ る ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数 Re
(f C M )の 実 数 部 分 に よ っ て 記 述 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 DEP-FFFに お い て 、 浮 揚 は 、 流 体 力 学 流 プ ロ フ ィ ー ル に 従 っ て 薄 い 小 室 内 を 流 れ る 流 体
内 で 起 こ る 。 こ の よ う に 、 粒 子 の 速 度 は 、 流 れ に お け る そ の 浮 揚 高 度 h e q に 依 存 し 、 そ の
結 果 、 異 な る 値 の h e q を 有 す る 粒 子 は 、 浮 揚 が 起 こ る 小 室 の 長 さ に 沿 っ て そ れ ら が 異 な る
速 度 で 流 れ る と 、 開 始 混 合 物 か ら 分 離 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 DEP-FFF実 験 に お い て そ の 誘 電 特 性 の 小 さ い 変 化 に 及 ぼ す 粒 子 速 度 の 依 存 性 を 認 識 す る
た め に 、 最 初 に 誘 電 体 変 化 の 前 に 平 衡 高 度 の 関 数 と し て こ れ を 記 述 す る こ と は 有 用 で あ る
。 誘 電 特 性 に 関 し て 、 本 発 明 者 ら は 以 下 の 微 分 等 式 （ 1） を 得 る ：
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
　 分 離 小 室 に お け る 流 体 力 学 に よ る 流 れ の プ ロ フ ィ ー ル が 放 物 線 で あ る 場 合 、 粒 子 の 速 度
は 、 以 下 の 式 に 従 っ て そ の 浮 揚 高 度 に 依 存 す る と 考 え ら れ る ：
　
　
　
こ こ で 、 Hは 小 室 の 厚 み で あ り 、 〈 ν 〉 は 平 均 流 体 速 度 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 高 さ の 変 化 の 増 加 に 対 応 す る 速 度 変 化 の 増 加 を 以 下 の よ う
に 記 す こ と が で き る ：
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【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 者 ら は さ ら に 、 6〈 ν 〉 に 関 し て 等 式 （ 3） か ら 置 換 し て 以 下 を 得 る こ と が で き 、
　
　
　
次 に 、 粒 子 の 誘 電 特 性 の 変 化 の 増 加 を 、 等 式 （ 2） を 用 い て 以 下 の よ う に 粒 子 速 度 の 対 応
す る 変 化 に 相 関 さ せ る こ と が で き る ：
　
　
　
こ の 場 合 も 、
　
　
　
で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 等 式 （ 6） を 調 べ る と 、 h e q お よ び Re(f C M )が い ず れ も 小 さ い 場 合 、 高 さ の 変 化 の 増 加 に
対 す る 粒 子 速 度 の 感 受 性 は 最 大 と な る こ と が 明 ら か に な る 。 DEP-FFF現 象 の 極 限 の 感 受 性
は 、 こ れ ら の 二 つ の 条 件 が 相 互 で あ る 傾 向 が あ る と い う 事 実 に 由 来 す る 。 本 発 明 者 ら は 、
例 え ば 、 等 式 （ 1） か ら 、 浮 揚 が 起 こ る 閾 値 条 件 が 存 在 す る こ と に 注 目 す る ：
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の こ と は 、 誘 電 泳 動 力 が 浮 揚 の た め の 電 極 平 面 で の 沈 降 力 を 超 え な け れ ば な ら な い こ
と を 明 ら か に 示 し て い る 。 明 ら か に 、 以 下 の 如 何 な る 一 般 的 条 件 に つ い て も ：
　
　
　
で あ り 、 印 加 電 圧 Uは 浮 揚 が 実 際 に 起 こ る が 、 そ れ に も か か わ ら ず 確 実 に 小 さ く な る よ う
に 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 大 き さ が よ り 小 さ い Ref( C M )も 同 様 に よ り
小 さ い 浮 揚 高 度 を 保 証 す る こ と を 認 め て い る 。 当 然 、 Uの と り う る 大 き さ 、 そ し て し た が
っ て 実 際 の 応 用 に お い て Ref( C M )が ど れ ほ ど 小 さ い 値 を と り う る か に 関 し て は 実 際 に 限 界
が あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 h e q お よ び Re(f C M )は 、 等 式 （ 6） の 分 母 を 支 配 す る た め 、 し た が っ て 、 粒 子 の 誘 電 特 性
の DEP-FFFの 速 度 変 化 の 増 加 の 感 度 は 、 適 当 な 条 件 を 選 択 す れ ば 非 常 に 大 き く な り う る 。
実 際 に 、 0.0001も の 小 さ い Ref( C M )を 検 出 可 能 で あ り 、 こ れ は 本 当 に 驚 く べ き 感 度 で あ る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ の こ と を 説 明 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 電 極 の 幅 お よ び 間 隔 が 20ミ ク ロ ン で あ る 電
極 ア レ イ 上 で ヒ ト 白 血 病 細 胞 HL-60に つ い て 行 っ た 実 験 に お い て 、 以 下 の パ ラ メ ー タ を 得
た ：
　 A＝ -2.77× 10 1 4  m - 3 、 d＝ 80× 10 - 6  m、 ρ c ＝ 1089 kg.m

- 3 、
　 ρ m ＝ 1033 kg.m

- 3 、 ε m ＝ 78ε m 、 お よ び H＝ 200× 10 - 6  m 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 等 式 （ 1） に 関 し て 浮 揚 高 度 は 以 下 の よ う に 計 算 さ れ ：
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　 h e q ＝ 6.37× 10
- 6  ln(-522Re(f C M ))、

速 度 感 受 性 パ ラ メ ー タ は 、 以 下 の 通 り で あ る ：
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
　 図 7は 、 こ れ ら の 実 験 に よ っ て 確 認 し た パ ラ メ ー タ に 関 し て 、 粒 子 速 度 の 変 化 の 割 合 (％
)と し て 表 記 さ れ る 粒 子 速 度 の 感 度 が 開 始 値 -0.01、 -0.02、 -0.04、 -0.08、 -0.16お よ び -0
.32に 関 し て Re(f C M )の 小 さ い 変 化 に 依 存 す る こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 こ の 図 に
示 し た 最 大 値 で あ る Re(f C M )の 大 き さ の 増 加 0.025が な お も 極 め て 小 さ い と 見 な さ れ る こ と
に 注 目 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 7は 、 粒 子 ／ 培 地 の 組 み 合 わ せ の Re(f C M )が 小 さ い 場 合 、 誘 電 特 性 の 変 化 に 対 す る DEP-
FFF速 度 の 感 受 性 は 実 際 に 非 常 に 大 き い こ と を 示 し て い る 。 例 え ば 、 開 始 値 Re(f C M )＝ -0.0
1の 場 合 、 Re(f C M )の -0.005の 変 化 が 粒 子 速 度 の 120％ 増 加 を 生 じ る （ マ ゼ ン タ 曲 線 ） 。 本
発 明 者 ら は 、 2％ も の 小 さ い 粒 子 速 度 の 変 化 を 信 頼 で き る よ う に 測 定 す る こ と が で き 、 感
度 は 、 0.0001も の Re(f C M )の 変 化 を 検 出 す る た め に 十 分 で あ る 。 一 方 、 Re(f C M )の 開 始 値 が
-0.32で あ る 場 合 、 粒 子 速 度 の 変 化 の 検 出 は 、 Re(f C M )の 約 -0.03よ り 大 き い 増 加 に 限 っ て
信 頼 で き る と 考 え ら れ る 。 DEP-FFF検 出 ア ッ セ イ 法 に お け る 最 高 レ ベ ル の 感 度 に 関 し て 、
誘 電 粒 子 お よ び 浮 遊 培 地 は 、 Re(f C M )が ゼ ロ に 近 づ く よ う に 明 ら か に 選 択 し な け れ ば な ら
な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ を 得 る こ と が で き る 条 件 を 検 討 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数 f C M
　 電 場 が 適 用 さ れ る 誘 電 培 地 の 内 部 に 置 か れ た 粒 子 に つ い て 考 え て み る 。 誘 電 浮 遊 培 地 お
よ び 粒 子 は 、 電 場 に 反 応 し て 分 極 す る と 考 え ら れ る 。 し か し 、 粒 子 の 誘 電 特 性 が 、 浮 遊 培
地 の 誘 電 特 性 と 異 な る 場 合 、 粒 子 と 培 地 と は 、 程 度 の 異 な る 分 極 を 示 し 、 両 者 の 界 面 は 、
界 面 を 超 え る 誘 電 変 位 Dが 確 実 に 連 続 す る よ う に 局 所 分 極 を 受 け る と 考 え ら れ る 。 図 8に お
い て 、 卵 形 の 粒 子 は 、 低 い 誘 電 率 を 有 し 、 認 識 で き る 程 度 に 分 極 し な い 。 一 方 、 高 い 誘 電
率 を 有 す る 支 持 培 地 は 、 分 極 し て 、 誘 電 変 位 の 連 続 性 を 維 持 す る た め に 、 粒 子 ／ 培 地 界 面
で の 界 面 分 極 を 生 じ る 。 こ の こ と は 、 水 性 懸 濁 液 に お け る 気 泡 の 例 を か な り 正 確 に 表 し て
い る 。 同 様 に 、 DEP-FFF実 験 に お い て 水 中 に 浮 遊 し た ポ リ マ ー ビ ー ズ の 単 純 な 図 も 表 す （
し か し 、 非 常 に 重 要 な 相 違 に 関 し て は 後 を 参 照 さ れ た い ） 。 誘 電 分 極 の 全 て の 組 み 合 わ せ
は 、 印 加 電 場 が 不 均 一 で あ る 場 合 、 粒 子 の 誘 電 泳 動 反 応 を 決 定 す る 。 ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ
ッ テ ィ 係 数 f C M は 、 浮 遊 培 地 に お け る 粒 子 の 全 体 的 な 極 性 を 表 し 、 し た が っ て 、 f C M に は 、
粒 子 と 培 地 の 双 方 に 関 す る 分 極 項 が 含 ま れ る 。 AC動 電 の 中 心 的 な 問 題 は 、 所 定 の 粒 子 お よ
び 培 地 の 組 み 合 わ せ に 関 し て 、 誘 電 泳 動 力 を 形 成 す る こ と が で き る よ う に f C M を 決 定 す る
こ と で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 球 状 の 粒 子 に 関 し て 、 ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数 f C M は 、 以 下 に よ っ て 与 え ら れ る ：
　
　
　
こ こ で 、 ε p は 、 粒 子 の 有 効 誘 電 率 で あ り 、 ε m は 、 培 地 の 有 効 誘 電 率 で あ る 。 図 に お い て
、 示 し た 粒 子 は 、 ε p ＜ ＜ ε m で あ る た め に 分 極 し な い 。 こ の 場 合 、 f C M は ほ ぼ -0.5で あ り
、 Re(f C M )も 同 様 に ほ ぼ -0.5で あ る 。 誘 電 泳 動 実 験 に お い て 、 こ れ は 、 最 大 の 負 の 誘 電 泳
動 の 条 件 に 対 応 す る 。 こ の 値 を 等 式 （ 1） お よ び （ 6） に お け る Re(f C M )に 置 換 す る と 、 こ
れ ら の 条 件 で 粒 子 速 度 の 実 質 的 な 変 化 を 得 る た め に は 、 粒 子 ε p の 誘 電 特 性 の 膨 大 な 変 化
が 必 要 で あ る こ と を 示 し て お り 、 DEP-FFFが 粒 子 の 誘 電 特 性 の 変 化 を 検 出 す る た め に 非 常
に 感 度 が よ い と 考 え ら れ る と 結 論 し て い る 。 一 方 、 本 発 明 者 ら は 先 に 、 Re(f C M )が ゼ ロ に
近 づ く に つ れ て DEP-FFFの 感 度 が 増 加 す る こ と を 発 見 し た 。 こ の こ と は 以 下 で あ る こ と を
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意 味 す る ：
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
　 し た が っ て 、 標 的 物 質 に 対 す る 粒 子 の 誘 電 特 性 の 小 さ い 反 応 を 検 出 す る た め に DEP-FFF
を 最 適 に す る こ と は 、 つ ま る と こ ろ 、 粒 子 お よ び そ の 浮 遊 培 地 が ほ ぼ 同 じ 有 効 相 対 誘 電 率
を 有 す る 条 件 を 探 索 す る こ と と な る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
人 工 微 粒 子 の ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数
　 ε p が 有 効 な 粒 子 誘 電 率 で あ る こ と に 注 目 さ れ た い 。 気 泡 の 場 合 、 ε p は 、 自 由 空 間 の 誘
電 率 に 等 し い 定 数 と し て 形 成 さ れ う る と 考 え ら れ る 。 し か し 、 疑 問 と な る 特 定 の タ イ プ の
構 造 お よ び 組 成 に 応 じ て 、 ε p お よ び そ の 対 応 す る 誘 電 モ デ ル の 式 は む し ろ 複 雑 で あ る か
も 知 れ な い 。 例 え ば 、 図 3に 示 す よ う な 人 工 微 粒 子 の 単 純 な モ デ ル で は 、 ε p は 、 誘 電 率 ε

s お よ び 伝 導 率 σ s を 有 す る 非 常 に 薄 い 絶 縁 層 に よ っ て 取 り 囲 ま れ た 誘 電 率 ε c お よ び 伝 導
率 σ c を 有 す る 伝 導 性 内 部 か ら な る 同 心 円 外 皮 系 か ら 発 生 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 い わ ゆ る 外 皮 系 の 対 応 す る 有 効 誘 電 率 は 、 非 常 に 周 波 数 依 存 的 で あ る 。 AC動 電 法 に よ っ
て 、 異 な る タ イ プ の 微 粒 子 の 特 徴 を 調 べ て 、 識 別 、 お よ び ソ ー テ ィ ン グ す る た め に 非 常 に
有 効 に 利 用 さ れ う る の は 、 こ の 周 波 数 依 存 性 で あ る 。 さ ら に 、 適 当 な 浮 遊 培 地 の 誘 電 率 ε

m 、 伝 導 率 σ m 、 お よ び 印 加 周 波 数 条 件 は 、 人 工 微 粒 子 タ イ プ の 有 効 誘 電 率 が 、 浮 遊 培 地 と
非 常 に 類 似 と な る よ う に 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 微 粒 子 は そ れ 自
身 、 DEP-FFFに よ っ て 高 度 に 識 別 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 哺 乳 類 細 胞 に 合 わ せ て 形 成 さ れ た 人 工 微 粒 子 の 場 合 、 外 皮 の 伝 導 率 σ s は 、 極 め て 小 さ
く 、 ε s か ら の 静 電 容 量 効 果 と 比 較 す る と そ の 影 響 は 無 視 で き る 。 逆 に 、 静 電 容 量 の 効 果
が 重 要 で あ る 10 kHzか ら ＜ 1 MHzま で の 周 波 数 範 囲 で は 、 浮 遊 培 地 σ m の 伝 導 率 の 影 響 は 、
そ の 誘 電 率 ε m の 影 響 よ り は る か に 大 き い 。 こ れ ら の 条 件 に お い て 、 哺 乳 類 細 胞 に 合 わ せ
て 形 成 さ れ た 人 工 微 粒 子 の ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数 の 実 数 部 分 は 、 以 下 の よ う に 近
似 す る こ と が で き る ：
　
　
　
　
こ こ で 、 Cは 、 F/m 2 で 表 し た 微 粒 子 の 特 異 的 膜 静 電 容 量 、 rは 微 粒 子 の 半 径 、 お よ び fは 印
加 電 場 の 周 波 数 で あ る 。 こ の 場 合 、 Re(f C M )→ 0と な る DEP交 差 条 件 は 、 以 下 の 場 合 に 起 こ
る ：
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 DEP-FFFに よ っ て 異 な る 二 つ の タ イ プ の 微 粒 子 が 識 別 可 能 で あ る た め に 満 足 す べ き 基 本
的 条 件 は 、 そ れ ら が 異 な る 高 度 に 浮 遊 す る こ と で あ る 。 ク ラ ウ ジ ウ ス -モ ソ ッ テ ィ 係 数 の
実 数 部 分 に 関 す る 上 記 の 近 似 が 有 効 で あ れ ば 、 こ の 状 態 は 、 等 式 （ 1） を 用 い て 、 以 下 の
よ う に 表 現 す る こ と が で き る ：
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こ こ で 、 下 付 文 字 1お よ び 2は そ れ ぞ れ 、 分 離 す べ き 二 つ の 微 粒 子 を 指 す 。 当 然 の 結 果 と し
て 以 下 の 式 の よ う に な り ：
　
　
　
こ れ は 三 つ の 場 合 に 満 足 す る こ と が で き 、 す な わ ち
（ 1お よ び 2） 二 乗 の 括 弧 内 に 定 義 さ れ た 二 つ の DEP交 差 周 波 数 の い ず れ か が ゼ ロ に 近 づ き
、 他 方 が ゼ ロ で な い 場 合 、
　 r 1 C 1 ≠ r 2 C 2
で あ れ ば 、 常 に 満 足 す る こ と が で き る 条 件 、 ま た は
（ 3）
　 （ ρ p 1 － ρ m ） ≠ （ ρ p 2 － ρ m ）
で あ る 時 、 周 波 数 が い ず れ か の 交 叉 周 波 数 よ り か な り 小 さ い 場 合 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ の 第 三 の 場 合 で は 、 微 小 粒 子 の 大 き さ 、 密 度 、 お よ び 外 皮 の 静 電 容 量 は 全 て 、 微 粒 子
の 分 離 性 を 決 定 す る た め の 要 因 と し て 組 み 合 わ せ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 開 示 の 特 定 の 態 様 を 証 明 す る た め に 含 ま れ る 。 以 下 の 実 施 例 に 開 示
さ れ た 技 術 は 、 本 発 明 の 実 践 に あ た っ て 十 分 に 機 能 す る よ う に 本 発 明 者 ら に よ っ て 開 発 さ
れ た 技 術 を 表 し 、 こ の よ う に 、 そ の 実 践 の た め に 特 定 の 様 式 を 構 成 す る と 見 な す こ と が で
き る こ と は 、 当 業 者 に よ っ て 認 識 さ れ る べ き で あ る 。 し か し 、 当 業 者 は 、 本 開 示 に 照 ら し
て 、 開 示 さ れ る 特 定 の 態 様 に 多 く の 変 更 を 行 う こ と が で き る こ と 、 そ し て そ れ で も な お 本
発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 同 様 ま た は 類 似 の 結 果 を 得 る こ と を 認 識 す
る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 1
人 工 微 粒 子 デ ザ イ ン の 検 討
　 生 命 科 学 研 究 は 典 型 的 に 、 大 き さ が 直 径 約 100 nm～ 10 μ mの 範 囲 で あ る 粒 子 の 分 析 を 必
要 と す る 。 こ の 大 き さ の 範 囲 の 粒 子 に 作 用 す る 主 な 力 は 、 沈 降 力 お よ び ブ ラ ウ ン 運 動 に よ
る 無 作 為 な 力 で あ る 。 半 径 1 μ mで 密 度 1.05 g/cm 3 の 粒 子 を 25℃ で 水 性 培 地 （ ρ ＝ 1.00 g/
cm 3 ） に 浮 遊 し た 場 合 、 沈 降 力 お よ び ブ ラ ウ ン 運 動 力 の 大 き さ は そ れ ぞ れ 、 約 2× 10 - 1 5  N
で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 操 作 力 と し て 通 常 の 誘 電 泳 動 を 有 効 に 用 い る た め に 、 cDEP力 は 、 粒 子 に 及 ぼ す 他 の 力 よ
り 大 き く な け れ ば な ら ず 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 粒 子 に 作 用 す る 他 の 力 よ り 約 1次 数 大 き
い 。 等 式 4に 従 っ て 、 Re(f C M )＝ 0.5で あ れ ば 、 ▽ E(rms) 2 は 、 約 9× 10 1 2  V 2 /m 3 と な る は ず
で あ り 、 沈 降 力 ま た は ブ ラ ウ ン 運 動 力 よ り 10倍 大 き い cDEP力 を 生 じ る （ Pething お よ び  M
arkx、 1997） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 微 小 電 極 お よ び 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 論 を 用 い て 、 印 加 電 圧 約 10 Vま た は そ れ 未 満 で
こ の 大 き さ の 電 場 を 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 沈 降 お よ び 通 常 の 誘 電 泳 動 力 は い ず れ も
r 3 に 比 例 す る が 、 ブ ラ ウ ン 運 動 の 無 作 為 化 力 は r - 1 に 比 例 す る 。 1μ mよ り 大 き い 粒 子 の 場
合 、 沈 降 お よ び cDEP力 は 、 粒 子 に 作 用 す る 支 配 的 な 力 で あ り 、 直 径 が 約 10 μ mま た は そ れ
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以 上 の 粒 子 を 操 作 す る 場 合 に は 通 常 の 誘 電 泳 動 を 用 い て も よ い 。 よ り 小 さ い 粒 子 の 場 合 、
ブ ラ ウ ン 運 動 は 、 沈 降 力 よ り 支 配 的 で あ る 。 サ ブ ミ ク ロ ン 幾 何 学 を 有 す る 電 極 を 用 い る こ
と に よ っ て 、 直 径 が 約 100 nmま た は そ れ 未 満 で あ る ウ イ ル ス お よ び 他 の 粒 子 を 操 作 す る こ
と が で き る cDEP力 を 作 製 し て も よ い （ Mullerら 、 1996） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 開 示 の 恩 典 に よ っ て 、 AC動 電 お よ び 磁 気 泳 動 操 作 を 行 う こ と が で き る 特 性 を 有 す る 人
工 微 粒 子 を 設 計 し て も よ い 。 粒 子 の cDEP操 作 に 関 し て 先 に 考 察 し た よ う に 、 cDEP力 の 大 き
さ は 、 シ ス テ ム に お い て 粒 子 に 作 用 す る 他 の 力 の 影 響 を 圧 倒 す る ほ ど 十 分 で な け れ ば な ら
な い 。 こ れ は 、 如 何 な る AC動 電 ま た は 磁 気 泳 動 操 作 に も 当 て は ま る 。 粒 子 に 作 用 す る 力 は
、 一 般 的 に 沈 降 力 お よ び ブ ラ ウ ン 運 動 に よ る 無 作 為 力 で あ る 。 こ れ ら の 力 の 程 度 は 、 粒 子
の 特 性 に 依 存 す る た め 、 競 合 す る 力 の 影 響 を 適 当 に 概 算 す る こ と に よ っ て AC動 電 力 の 影 響
が 最 大 限 と な る よ う に 人 工 微 粒 子 を 設 計 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 沈 降 力 は 、 例 え ば 、 約 1.0～ 2.0 g/cm 3 の 有 効 密 度 の 人 工 微 粒 子 を 作 製 す る こ と に よ っ て
概 算 し て も よ い 。 水 性 培 地 に 浮 遊 さ せ た こ の 密 度 の 10 μ m粒 子 に は 、 小 さ い （ ＜ 1.5× 10 -
1 2  N） 沈 降 力 が 作 用 す る と 考 え ら れ る 。 ほ と ん ど の 応 用 に 関 し て 、 微 小 に 作 製 さ れ た AC動
電 装 置 は 典 型 的 に 、 装 置 の よ り 低 い 表 面 上 の 微 小 電 極 と 共 に 設 計 さ れ る こ と か ら 、 こ の 特
徴 が 好 ま し い 。 電 場 の 強 度 、 お よ び し た が っ て AC動 電 力 は 、 電 極 平 面 の 近 く で 最 も 大 き い
。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 負 の 浮 揚 を 用 い て 、 電 極 平 面 に 微 粒 子 が 確 実 に 落 下 さ せ て も よ く 、 粒 子 は そ こ で 正 の cD
EPに よ っ て 維 持 す る こ と が で き る 、 ま た は 負 の cDEPに よ っ て 浮 上 さ せ る こ と が で き る 。 ブ
ラ ウ ン 運 動 に よ る 力 は 、 直 径 約 10～ 20 μ mで あ る 微 粒 子 を 設 計 す る こ と に よ っ て 減 少 す る
可 能 性 が あ る 。 こ の 大 き さ の 粒 子 に 及 ぼ す ブ ラ ウ ン 運 動 の 影 響 は 、 人 工 微 粒 子 の 操 作 の た
め に 典 型 的 に 用 い ら れ る DEP力 の 大 き さ と 比 較 す る と 無 視 で き る ほ ど で あ る 。 同 様 の 議 論
は 、 磁 気 微 粒 子 特 性 お よ び 磁 場 の 設 計 に も 応 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 明 記 さ れ た 範 囲 の 最 終 的 な 有 効 密 度 を 得 る た め の 一 つ の ア プ ロ ー チ は 以 下 の 通 り で あ っ
て も よ い ： 低 密 度 （ ＜ 1.3 g/cm 3 ） の 球 状 の 基 質 上 に 伝 導 性 、 絶 縁 性 、 お よ び ／ ま た は 磁
気 感 受 性 材 料 の 薄 膜 を 沈 着 さ せ る こ と に よ っ て 注 文 製 の 人 工 微 粒 子 を 作 製 し て も よ い 。 伝
導 性 の 球 状 の 外 皮 は 、 外 部 印 加 電 場 に 対 す る 反 応 に お い て 固 体 の 伝 導 性 の 球 と 識 別 で き な
い こ と は 、 マ ッ ク ス ウ ェ ル の 電 磁 気 の 法 則 か ら 既 知 で あ る 。 伝 導 層 は 、 厚 み が 約 10～ 100 
nmの 金 、 銀 、 プ ラ チ ナ 、 ま た は 銅 の よ う な 金 属 の 薄 膜 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ の 層 を 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 原 理 に 従 っ て 、 物 理 的 蒸 着 （ PVD） ま た は 無 電 解 め っ き
（ Elshabini お よ び  Barlow、 1998） に よ っ て 基 質 上 に 適 用 し て 、 伝 導 性 の コ ア を 形 成 し
て も よ い 。 絶 縁 材 料 は 、 Al 2 O 3 の よ う な 金 属 酸 化 物 、 ま た は ポ リ ス チ レ ン も し く は PTFEの
よ う な ポ リ マ ー 材 料 の 薄 膜 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 材 料 は 、 例 え ば PVDま た は 微 小 封
入 （ Lim、 1984） 技 術 に よ っ て 適 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 伝 導 層 お よ び 絶 縁 層 の 密 度 は 8.9～ 21.4 g/cm 3 お よ び 1.1～ 2.2 g/cm 3 で あ っ て も よ い こ
と か ら 、 対 応 す る 基 質 は 、 所 望 の 密 度 範 囲 の 最 終 的 な 微 粒 子 を 生 成 す る た め に 低 密 度 を 有
し な け れ ば な ら な い 。 直 径 が 約 10～ 1000 μ mの ポ リ ス チ レ ン お よ び 中 空 の ガ ラ ス 微 粒 子 は
、 Dynal社 （ レ ー ク サ ク セ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） 、 Miltenyi Biotec社 （ オ ー バ ー ン 、 カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 Cortex Biochem社 （ サ ン レ ア ン ド ロ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 お よ び BioS
ource International社 （ カ マ リ ロ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 含 む 数 社 か ら 密 度 が 約 1.0 g/c
m 3 の も の が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 類 似 の 検 討 は 、 適 当 な 微 粒 子 密 度 が 得 ら れ る よ う に 微 粒 子 の 磁 気 特 性 を 設 計 す る 場 合 に
も 当 て は ま る 。 微 粒 子 コ ア ま た は 層 構 築 の た め の 適 し た 磁 気 材 料 に は 、 フ ェ ラ イ ト 、 セ ラ
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ミ ク ス お よ び ガ ラ ス を 含 む 希 土 類 と 共 に 、 鉄 、 コ バ ル ト 、 チ タ ン 、 お よ び 原 子 ま た は 非 代
償 性 電 子 ス ピ ン を 有 す る 分 子 を 含 む 他 の 材 料 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 微 粒 子 の 誘 電 特 性 を 決 定 す る 特 徴 に は 、 そ の 大 き さ 、 表 面 電 荷 、 密 度 、 組 成 、 お よ び 電
気 伝 導 性 が 含 ま れ る 。 本 開 示 お よ び 当 技 術 分 野 で 既 知 の 技 術 の 恩 典 に よ っ て 、 こ れ ら の パ
ラ メ ー タ は 全 て 、 所 望 の 誘 電 体 指 紋 を 得 る た め に 改 変 し て も よ い 。 特 に 、 人 工 微 粒 子 は 、
そ の そ れ ぞ れ が 誘 電 性 、 伝 導 性 、 磁 気 、 ま た は 非 磁 気 で あ っ て も よ い コ ー テ ィ ン グ 、 内 部
お よ び 表 面 層 、 お よ び 内 部 区 画 お よ び ／ ま た は コ ア を 用 い る こ と に よ っ て 、 既 定 の 表 面 お
よ び 内 部 誘 電 、 磁 気 、 お よ び 密 度 特 性 を 組 み 入 れ る よ う に 作 製 し て も よ い 。 微 粒 子 表 面 お
よ び そ れ ぞ れ の コ ー テ ィ ン グ 、 層 、 区 画 、 お よ び コ ア の 誘 電 お よ び 電 気 特 性 は 、 異 な っ て
も よ い 。 微 粒 子 の 全 体 的 な 誘 電 お よ び 磁 気 特 性 は 、 そ の 成 分 部 分 の そ れ ぞ れ の 相 乗 的 な 誘
電 お よ び 電 気 的 関 与 に よ っ て 、 な ら び に そ れ ら に 磁 気 感 受 性 材 料 が 存 在 す る こ と に よ っ て
決 定 さ れ る と 考 え ら れ る 。 適 当 な 誘 電 お よ び 電 気 特 性 を 有 す る 構 造 要 素 を 組 み 合 わ せ る こ
と に よ っ て 、 明 確 で 識 別 可 能 な 誘 電 特 性 を 有 す る 異 な る タ イ プ の 微 粒 子 を 合 成 し て も よ い
。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 誘 電 体 お よ び 磁 性 体 の 物 理 に よ っ て 、 本 質 的 に 類 似 の 誘 電 性 お よ び ／ ま た は 磁 気 特 性 を
有 す る 微 粒 子 を 、 一 つ よ り 多 い 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 対
象 と な る 既 定 の 周 波 数 範 囲 に お い て 類 似 の 誘 電 お よ び 磁 気 特 性 を 有 す る 微 粒 子 は 全 て 、 そ
の 基 礎 と な る 物 理 的 組 成 が 異 な る 場 合 で あ っ て も 同 一 の 微 粒 子 で あ る と 見 な さ れ る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 微 粒 子 の 構 造 の 例 に は 、 ラ テ ッ ク ス ； 金 属 ； ガ ラ ス ； 半 導 体 ； 制 御 さ れ た 表 面 特 性 ま た
は コ ー テ ィ ン グ を 有 す る ま た は 有 し な い プ ラ ス チ ッ ク ま た は 磁 性 材 料 ； 炭 素 複 合 体 お よ び
当 技 術 分 野 に お い て 伝 導 ま た は 抵 抗 成 分 を 製 造 す る た め に 既 知 の 他 の 材 料 ； シ リ コ ン ； ゲ
ル マ ニ ウ ム ； セ レ ニ ウ ム ； お よ び ／ ま た は ガ リ ウ ム -ヒ 素 、 ま た は そ の 伝 導 性 も し く は 誘
電 特 性 を 改 変 す る た め に 微 量 の 物 質 に よ っ て ド ー ピ ン グ 処 理 さ れ た か 否 か に よ ら ず 、 そ の
半 導 体 特 性 が 当 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の 元 素 ま た は 化 合 物 材 料 の 単 純 な 球 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 よ り 複 雑 な 構 造 に は 、 以 下 の 特 徴 の 一 つ ま た は 複 数 を 有 す る 微 粒 子 が 含 ま れ る ： （ i）
電 気 的 に よ り 伝 導 性 の 内 部 を 有 す る 電 気 的 に 非 伝 導 性 の 膜 様 コ ー テ ィ ン グ ； （ ii） 対 象 と
な る 周 波 数 範 囲 内 で 誘 電 分 散 を 有 す る 誘 電 材 料 を 含 む 層 ま た は コ ア ； （ iii） 非 常 に 伝 導
性 の 表 面 層 ま た は コ ア ； （ iv） 誘 電 性 の 培 地 と の 相 互 作 用 を 通 し て 微 粒 子 の 特 性 に 関 与 す
る 真 の 電 荷 を 有 す る 表 面 ； （ v） 磁 気 感 受 性 を 有 す る 一 つ ま た は 複 数 の 層 ま た は コ ア 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 開 示 は 、 AC動 電 ま た は 複 合 AC動 電 磁 気 法 に よ る 標 的 分 析 物 の 単 離 、 同 定 、 特 徴 付 け 、
ま た は 他 の 操 作 の た め に 微 粒 子 が 用 い ら れ る よ う に 、 そ の 全 体 的 な 誘 電 お よ び 磁 気 特 性 が
特 に 選 択 さ れ る 如 何 な る タ イ プ の 微 粒 子 に も 関 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 2
実 験 研 究
　 Potters Industries社 （ バ レ ー フ ォ ー ジ 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 か ら ） か ら 銀 コ ー テ ィ ン グ
し た 中 空 の ガ ラ ス 球 体 を 得 て 、 こ れ を 、 無 界 面 活 性 剤 微 小 封 入 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 Th
eis Technology社 （ セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 ） に よ っ て 様 々 な 厚 み の ポ リ ス チ レ ン に お
い て 注 文 に 合 わ せ て 封 入 し た 。 得 ら れ た 微 粒 子 構 造 は 、 図 1に 示 し た 構 造 と 類 似 で あ っ た
。 ぎ ざ ぎ ざ の あ る 櫛 型 構 造 の 電 極 ア レ イ か ら 不 均 一 な 電 場 を 適 用 す る と 、 電 場 の 周 波 数 お
よ び 電 圧 を 切 り 替 え る こ と に よ っ て 、 微 粒 子 を 操 作 す る こ と が で き た 。 誘 電 反 応 は 、 等 式
4お よ び 7の 予 測 に 従 っ て 変 化 し た 。 結 果 は 、 本 明 細 書 に 示 し た 分 析 を 確 認 し 、 ポ リ ス チ レ
ン コ ー テ ィ ン グ の 誘 電 お よ び 伝 導 特 性 が い ず れ も 、 微 粒 子 の 挙 動 を 予 想 通 り に 明 ら か に す
る こ と を 示 し て い る 。 Dynal社 （ レ ー ク サ ク セ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） の 誘 電 性 の フ ェ ラ イ
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ト 微 粒 子 を 用 い る 実 験 も 同 様 に 、 微 粒 子 を 操 作 す る た め に 磁 力 お よ び DEP力 を 同 時 に 用 い
て も よ い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 施 例 3
人 工 微 粒 子 技 術 の 応 用
　 標 的 細 胞 の 同 定 、 操 作 、 お よ び 単 離 に 関 す る 微 粒 子 に 基 づ く 技 術 の 有 用 性 は 万 能 で あ る
。 最 近 、 分 子 生 物 学 に お け る 微 粒 子 の 用 途 が 広 が り 、 細 胞 ま た は 分 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ ま た
は 認 識 を 必 要 と す る 生 命 科 学 研 究 に お い て 用 い ら れ る 方 法 論 を 再 定 義 す る こ と が 期 待 さ れ
る 。 現 行 の ア プ ロ ー チ は な お も 一 次 元 的 で あ り 、 柔 軟 性 が 少 な い 。 例 え ば 、 多 数 の 標 的 を
同 時 に プ ロ ー ビ ン グ す る こ と は 不 可 能 で あ り 、 標 的 は 、 負 の 選 択 （ い く つ か の ソ ー テ ィ ン
グ 応 用 に お い て 好 ま し い ） が 不 可 能 で は な い が 難 し く な る よ う な 回 収 部 位 に 標 的 が 誘 引 さ
れ る 可 能 性 が あ り 、 ソ ー テ ィ ン グ は 本 質 的 に デ ジ タ ル で あ る （ 標 的 は 、 結 合 効 率 に 従 っ て
区 別 す る こ と が で き ず 、 1個 ～ 10000個 の 範 囲 の 任 意 の 数 の 微 粒 子 に そ れ ら が 結 合 し た か 否
か に 従 っ て 区 別 す る こ と が で き る ） 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 こ れ ら の 制 限 を 克 服 し て
、 い く つ か の 標 的 を 混 合 物 か ら 同 時 に 分 離 す る 、 正 お よ び 負 の 選 択 の 双 方 を 用 い て 単 離 さ
れ た 分 画 の 純 度 を 大 き く 増 強 す る 、 な ら び に 標 的 を そ の 結 合 効 率 に 従 っ て 識 別 す る こ と が
で き る 可 能 性 を 提 供 す る （ こ の よ う に 、 細 胞 は 、 そ れ ら が 任 意 の 結 合 部 位 を 有 す る か 否 か
に 単 に よ る の で は な く て 、 そ の 表 面 上 の 抗 体 結 合 部 位 の 数 に 従 っ て ソ ー テ ィ ン グ す る こ と
が で き る ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 人 工 微 粒 子 技 術 の 即 時 応 用 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
1） CD抗 原 、 増 殖 因 子 受 容 体 、 お よ び ／ ま た は 他 の 膜 関 連 タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 を 含 む
表 面 マ ー カ ー の 濃 度 に 従 う 細 胞 の ソ ー テ ィ ン グ ；
2） 高 純 度 の 血 球 亜 集 団 の 単 離 ；
3） 幹 細 胞 回 収 物 か ら の 腫 瘍 細 胞 お よ び ／ ま た は T細 胞 の 除 去 ；
4） 血 液 、 尿 、 お よ び 他 の 患 者 の 試 料 か ら の 病 原 体 の 単 離 お よ び 同 定 ；
5） 公 共 水 道 お よ び 食 品 調 製 加 工 施 設 に お け る 病 原 体 の 単 離 お よ び 同 定 ；
6） 小 胞 お よ び オ ル ガ ネ ラ の よ う な 細 胞 下 区 画 の 単 離 ；
7） 極 め て 小 さ い 容 積 の 試 料 を 含 む 生 体 試 料 か ら の 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び 他 の 生 体 分
子 の 単 離 お よ び 同 定 。
【 ０ １ ６ ６ 】
実 施 例 4
細 胞 表 面 上 に 認 め ら れ る 分 化 抗 原 、 ま た は CD、 抗 原 に 基 づ い て 分 析 物 を 分 離 お よ び 同 定 す
る た め の 微 粒 子 技 術
　 そ れ ぞ れ が 、 図 4に お い て a、 b、 お よ び cと 表 示 さ れ る 異 な る cDEP挙 動 を 有 す る よ う に 異
な る 三 つ の タ イ プ の 微 粒 子 を 作 製 す る 。 CD3に 対 す る プ ロ ー ブ を aと 表 示 さ れ る cDEP挙 動 を
有 す る 人 工 微 粒 子 に 結 合 さ せ 、 CD4に 対 す る プ ロ ー ブ を bと 表 示 さ れ る cDEP挙 動 を 有 す る 微
粒 子 に 結 合 さ せ 、 CD18に 対 す る プ ロ ー ブ を cと 表 示 さ れ る cDEP挙 動 を 有 す る 微 粒 子 に 結 合
さ せ る こ と に よ っ て 、 異 な る 三 つ の 人 工 微 粒 子 標 識 を 作 製 し て も よ い 。 次 に 、 こ れ ら 三 つ
の 異 な る 標 識 の 混 合 物 を 用 い て 、 異 な る 多 く の 細 胞 亜 集 団 を 含 む 血 液 試 料 を 一 標 識 段 階 で
同 時 に 標 識 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 DEP-FFFの よ う な AC動 電 に 基 づ く 分 離 法 を 用 い て 、 異 な る タ イ プ の 三 つ の 微 粒 子 、 お よ
び こ の よ う に CD3 + 、 CD4 + 、 お よ び CD18 + 細 胞 を 一 段 階 DEP-FFF分 離 段 階 に お い て 分 離 し て も
よ い （ 図 5） 。 こ の 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 そ の 大 き さ 、 密 度 、 ま た は 表 面 特 異 的 静
電 容 量 の 特 徴 の み で は 他 の 亜 集 団 か ら 区 別 す る こ と が で き な い 細 胞 亜 集 団 の 分 析 を 行 う こ
と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 DEP-FFF分 離 に お い て 、 異 な る タ イ プ の 微 粒 子 は 、 そ の そ れ ぞ れ が 単 一 の 輪 郭 の 明 瞭 な
溶 出 ピ ー ク と し て 出 現 す る 明 確 な バ ン ド に 分 画 さ れ る （ 図 5） 。 遊 離 の 未 結 合 の 微 粒 子 標
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識 の 場 合 、 ピ ー ク の 形 状 は 比 較 的 狭 く 鋭 く な る 。 し か し 、 微 粒 子 の 誘 電 特 性 が 分 析 物 の 結
合 の 際 に 乱 れ る た め に 、 分 析 物 標 識 複 合 体 の ピ ー ク の 形 状 は 、 よ り 広 く な り 、 お よ び ／ ま
た は 溶 出 時 間 の シ フ ト を 示 す （ 図 6） 。 こ の 乱 れ の 程 度 は 分 析 物 の 性 質 お よ び 分 析 物 結 合
の 程 度 に 依 存 す る 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な 溶 出 ピ ー ク の 変 化 は 、 分 析 物 検 出 の 定 量 的 方
法 の 基 礎 と し て 用 い て も よ い こ と に 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
実 施 例 5
人 工 微 粒 子
　 微 粒 子 は 、 銀 ま た は 金 の 金 属 中 空 ガ ラ ス コ ア 上 に ア ル カ ン チ オ レ ー ト の 自 己 構 築 単 層 （
SAM） を 用 い て 作 製 し て も よ い 。 ア ル カ ン チ オ ー ル CH 3 (CH 2 ) n SHは 、 金 表 面 上 に 自 然 に 化 学
吸 収 し て ア ル カ ン チ オ レ ー ト ： X(CH 2 ) n SH＋ Au

0 ζ X(CH 2 ) n S
- Au 1 ＋ 1/2H 2 を 形 成 す る 。 ア ル

カ ン チ オ レ ー ト は 、 自 己 構 築 し て 、 密 に 充 填 さ れ る 強 固 な 単 層 被 膜 を 形 成 す る 。 そ の よ う
な 被 膜 は 、 十 分 に 特 徴 が 調 べ ら れ 、 そ の 絶 縁 特 性 は 確 立 さ れ て い る 。 ア ル カ ン チ オ ー ル SA
M被 膜 の 厚 み は 、 ア ル キ ル 鎖 に お け る メ チ レ ン 基 の 数 nに 依 存 す る 。 ア ル カ ン 鎖 の 長 さ が 異
な る 人 工 微 粒 子 の 誘 電 特 性 を 調 べ て も よ い 。 脂 質 小 胞 を 自 己 構 築 ア ル カ ン チ オ レ ー ト 単 層
と 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 層 膜 に つ い て 、 実 験 を 行 っ て も よ
い 。 ア ル カ ン チ オ ー ル 頭 部 基 Xを 変 化 さ せ た 影 響 を 調 べ て も よ い 。 さ ら に 、 チ オ ー ル 化 DNA
の よ う な 他 の 分 子 を 金 属 微 粒 子 表 面 に 吸 着 さ せ て も よ い 。 最 後 に 、 タ ン パ ク 質 と オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 捕 獲 プ ロ ー ブ ア ル カ ン チ オ レ ー ト 頭 部 基 と を 連 結 さ せ る た め の プ ロ ト コ ー ル を
開 発 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 施 例 6
化 学 生 物 兵 器 の 検 出
　 本 明 細 書 に お い て 考 察 し た 人 工 微 粒 子 は 、 CBW物 質 の 検 出 か ら 医 学 、 化 学 、 農 業 、 お よ
び 環 境 的 分 析 物 の 検 出 に 至 る ま で 、 非 常 に 広 範 囲 の ア ッ セ イ 法 に 応 用 可 能 で あ る か も 知 れ
な い 。 コ レ ラ 毒 素 β サ ブ ユ ニ ッ ト （ CTB） お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン B（ SEB
） の よ う な 特 定 の タ ン パ ク 質 刺 激 物 質 を 検 出 す る た め に 、 微 粒 子 に 基 づ く サ ン ド イ ッ チ ア
ッ セ イ 法 を 開 発 し て も よ い 。 さ ら に 、 チ ャ レ ン ジ し た 宿 主 免 疫 系 の 初 期 指 標 物 質 で あ る 腫
瘍 壊 死 因 子 （ TNF） に 関 し て 、 微 粒 子 に 基 づ く サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 を 開 発 し て も よ い
。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 利 用 可 能 で あ り 、 捕 獲 お よ び 標 識 プ
ロ ー ブ を 構 築 す る た め に 用 い て も よ い 。 、 枯 草 菌 お よ び 大 腸 菌 血 清 型 Ｏ 157： H7の よ う な
細 菌 刺 激 物 質 に 由 来 す る 特 定 の 核 酸 配 列 を 検 出 す る た め に 、 人 工 微 粒 子 に 基 づ く サ ン ド イ
ッ チ ア ッ セ イ 法 を 開 発 し て も よ い 。 こ れ ら の 生 物 に お い て 認 め ら れ る mRNA配 列 と 相 補 的 で
あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 容 易 に 得 ら れ る 。 誘 電 泳 動 を 利 用 し て 、 分 析 物 -微 粒
子 複 合 体 を 密 に 充 填 し た 球 状 の 領 域 に 集 中 さ せ る こ と に よ っ て 、 局 所 分 析 物 濃 度 を 数 次 数
増 加 さ せ て 、 核 酸 増 幅 の 必 要 性 を な く し 、 ア ッ セ イ 法 の 感 度 を 増 加 さ せ て も よ い 。 既 存 の
1ポ ッ ト ア ッ セ イ 法 を 、 PFPプ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 適 合 さ せ て も よ い 。 適 合 に よ い 候 補 に は 、
Pierce社 か ら の ビ シ ン コ ニ ン 酸 （ BCA） タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ 法 お よ び Molecular Probes社
の LIVE/DEAD生 存 率 ／ 細 胞 障 害 性 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
実 施 例 7
指 標 化
　 図 9～ 15は 、 異 な る 誘 電 特 性 を 有 す る 人 工 微 粒 子 を 示 す 。 同 様 に 、 こ れ ら の 粒 子 の 反 応
対 周 波 数 関 係 も 示 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 粒 子 を 指 標 化 ラ イ ブ ラ リ と し て 用 い て も よ い 。 特 に 、 そ
れ ぞ れ の 異 な る 微 粒 子 を 異 な る 分 析 物 に 結 合 さ せ て 、 図 9B、 10B、 11B、 12B、 13B、 14Bお
よ び 15Bに 示 す よ う に ラ イ ブ ラ リ の 異 な る 反 応 特 徴 に 従 っ て 同 時 に 操 作 、 同 定 、 感 知 、 お
よ び 検 出 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
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実 施 例 8
サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法
　 図 16は 、 本 開 示 に 従 う 研 究 に お い て タ ン パ ク 質 と mRNAと を 検 出 す る た め に 用 い て も よ い
サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 （ 二 重 標 識 ） ア ッ セ イ 法 を 示 す 略 図 で あ る 。 示 す よ う に 、 図 16の
人 工 微 粒 子 に は 、 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は mRNAと 相 互 作 用 す る よ う に 設 計 さ れ た 連 結 要
素 が 含 ま れ て も よ い 。 フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は 生 物 発 光 標 識 の よ う な 標 識 は 、 二 次 プ ロ ー ブ
と し て 作 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 開 示 の 恩 典 に よ っ て 、 当 業 者 は 、 図 16の 人 工 微 粒 子 を 、 そ れ に 結 合 さ せ る 標 的 分 析 物
（ お よ び 標 識 ） と 共 に 、 誘 電 泳 動 力 を 用 い て 走 査 し て も よ い こ と を 認 識 す る と 考 え ら れ る
。 特 に 、 図 16の 複 合 体 は 、 ソ ー テ ィ ン グ 、 分 離 、 捕 獲 、 ソ ー テ ィ ン グ し て も よ く 、 一 般 的
に 誘 電 泳 動 を 用 い て 処 理 し て も よ い 。 こ の 処 理 は 、 既 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ る 、 1999年 2月 12日 に 提 出 さ れ 、 「 Method And Apparatus for Programmable Fluidic P
rocessing」 と 題 す る 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 09/249,955号 に 開 示 さ れ る 表 面 の よ う な 反
応 表 面 で 、 お よ び ／ ま た は 同 様 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 5,99
3,630号 に 開 示 さ れ る フ ィ ー ル ド フ ロ ー フ ラ ク シ ョ ネ ー シ ョ ン 装 置 で 行 っ て も よ い 。 反 応
表 面 上 で 行 っ て も よ い 処 理 の 特 定 の 例 は 、 （ a） 溶 液 か ら 図 16に 示 さ れ る 複 合 体 の よ う な
複 合 体 を 引 っ 張 る た め 、 お よ び （ b） 反 応 表 面 上 で そ れ ら の 複 合 体 を 処 理 す る た め に 、 誘
電 泳 動 を 用 い る こ と で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 図 16の 複 合 体 の 形 成 は 、 複 合 体 の 形 成 前 お よ び 後 の 誘 電 特 性 の 差 に 注 目 す る こ と に よ っ
て 検 出 し て も よ い 。 こ の 差 は 、 誘 電 、 電 気 、 ま た は 物 理 的 特 性 を 測 定 す る た め に 、 当 技 術
分 野 で 既 知 の 一 つ も し く は イ ン ピ ー ダ ン ス セ ン サ ー を 用 い て 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 既 知 の
他 の 任 意 の 方 法 論 を 用 い て 測 定 し て も よ い 。 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 は 、 そ の よ う な 一 つ の 方 法 論
の 例 で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 が 異 な る 誘 電 特 性 を 有 す る よ う に 、 異
な る 人 工 微 粒 子 を 製 造 し て も よ い 。 例 え ば 、 そ の 絶 縁 層 の 厚 み お よ び ／ ま た は 組 成 が 異 な
る そ れ ぞ れ の 人 工 微 粒 子 を 作 製 し て も よ い 。 こ れ ら を 合 わ せ て 、 こ の 群 の 微 粒 子 は ラ イ ブ
ラ リ を 形 成 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ の そ れ ぞ れ の 異 な る 微 粒 子 に 対 し て 、 異 な る 連 結 要 素 を 適 用 し て も よ い 。 次
に 、 微 粒 子 を 、 一 つ ま た は 複 数 の 標 的 分 析 物 を 含 む 試 料 と 混 合 し て 、 一 つ ま た は 複 数 の 複
合 体 を 形 成 し て も よ い 。 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 の 誘 電 特 性 は 、 適 し た イ ン ピ ー ダ ン ス セ ン サ ー
を 用 い て 対 応 す る 複 合 体 の 誘 電 特 性 か ら 区 別 し て も よ い 。 誘 電 特 性 の こ の よ う な 識 別 に よ
っ て 、 複 合 体 が 形 成 さ れ た か 否 か を 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 の
誘 電 特 性 を 互 い に 区 別 し て も よ い 。 こ の 区 別 に よ っ て 、 検 出 さ れ る 微 粒 子 の 同 一 性 を 決 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 施 例 9
一 つ ま た は 複 数 の 自 己 構 築 単 層 を 有 す る 人 工 微 粒 子
　 図 17～ 21は 、 本 開 示 の 態 様 に 従 う 多 層 人 工 微 粒 子 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 図 17は 、 単 層 人 工 微 粒 子 を 示 す 。 こ れ に は 、 伝 導 性 の 金 外 皮 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ さ れ
た ポ リ ス チ レ ン コ ア が 含 ま れ る 。 自 己 構 築 単 層 （ ア ル カ ン チ オ ー ル 自 己 構 築 単 層 を 示 す ）
の よ う な 絶 縁 体 に よ っ て 、 伝 導 性 の 金 外 皮 を コ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 例 え ば 、 絶 縁 層 お
よ び ／ ま た は 伝 導 層 の 大 き さ お よ び ／ ま た は 組 成 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 人 工 微 粒 子
の 誘 電 特 性 を 変 化 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 図 18で は 、 二 層 人 工 微 粒 子 を 示 す 。 こ れ は 以 下 の 層 を 含 む ： ポ リ ス チ レ ン コ ア 、 金 外 皮
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、 ア ル カ ン チ オ ー ル 自 己 構 築 単 層 、 お よ び 燐 脂 質 自 己 構 築 単 層 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 図 19に お い て 、 燐 脂 質 自 己 構 築 単 層 は ク ロ ス リ ン ク す る 。 酸 化 す る と 、 不 飽 和 脂 質 は ク
ロ ス リ ン ク し て ポ リ マ ー 構 造 を 形 成 す る 。 こ れ は ク ロ ス リ ン ク し て い る た め 、 親 水 性 の 「
頭 部 」 と 疎 水 性 の 「 尾 部 」 と を 有 す る 燐 脂 質 層 は 、 有 機 溶 媒 に お い て よ り 安 定 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 図 20お よ び 21は 、 連 結 要 素 を 含 む 二 層 人 工 微 粒 子 を 示 す 。 図 20に お い て 、 連 結 要 素 は 核
酸 プ ロ ー ブ で あ る 。 図 21に お い て 、 こ れ は タ ン パ ク 質 プ ロ ー ブ で あ る 。 こ れ ら の 数 値 の そ
れ ぞ れ に お い て 、 連 結 要 素 は 金 伝 導 性 コ ア に 結 合 す る 。 し か し 、 連 結 要 素 は 外 部 ま た は 内
部 絶 縁 層 に 結 合 さ せ て も よ い と 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 開 示 の 恩 典 に よ っ て 、 図 17～ 21の 微 粒 子 に は 、 こ れ よ り 多 い ま た は よ り 少 な い 層 が 含
ま れ て も よ い こ と は 明 ら か で あ る 。 例 え ば 、 示 し た 金 外 皮 層 （ 固 体 で あ る 必 要 は な い ） お
よ び SAM層 の 他 に 、 一 つ ま た は 複 数 の さ ら な る SAMま た は 他 の 層 を 加 え て も よ い 。 一 つ ま た
は 複 数 の 層 は ク ロ ス リ ン ク し て も よ く 、 一 つ ま た は 複 数 の 標 識 を 連 結 要 素 に 加 え て も よ い
。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 さ ら に 、 図 17～ 21の 伝 導 性 の 金 外 皮 は 、 伝 導 性 ポ リ マ ー 等 を 含 む 如 何 な る 適 し た 導 体 に
置 換 し て も よ い と 認 識 さ れ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 ポ リ ス チ レ ン コ ア は 、 他 の 任 意 の 適
し た 材 料 に よ っ て 置 換 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
実 施 例 10
作 製 の 検 討
　 本 明 細 書 に 開 示 の ア ル カ ン チ オ レ ー ト は 、 再 現 可 能 な 厚 み を 有 す る 堅 固 な 密 に 充 填 し た
単 層 被 膜 に 信 頼 で き る よ う に 自 己 構 築 す る 。 さ ら に 、 ア ル カ ン チ オ レ ー ト 単 層 に よ っ て 既
に コ ー テ ィ ン グ さ れ た 人 工 微 粒 子 コ ア と 燐 脂 質 小 胞 を 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 バ イ オ ミ
メ テ ィ ッ ク ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 層 膜 （ HBM's） を 形 成 す る こ と が で き る 。 人 工 誘 電 微 粒 子 の
コ ア 周 囲 の 絶 縁 層 の 厚 み は 、 ア ル カ ン チ オ ー ル SAM被 膜 の ア ル キ ル 鎖 に お け る メ チ レ ン 基
の 数 、 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 層 膜 を 形 成 す る た め に 用 い ら れ る 燐 脂 質 の 脂 質 尾 部 に お け
る メ チ レ ン 基 の 数 の 両 者 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 示 す 人 工 微 粒 子 の ア ル カ ン チ オ レ ー ト お よ び 燐 脂 質 層 に お け る
炭 化 水 素 鎖 の 長 さ を 単 に 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 異 な る 厚 み お よ び 異 な る 誘 電 特 性 の 絶
縁 層 を 有 す る 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 直 径 が 9.6 μ mで 密 度 が 2.2 g/cm 3 の 均 一 な （ 変 動 係 数 ＜ 5％ ） 金 コ ー テ ィ ン グ ポ リ ス チ
レ ン 微 粒 子 を 、 ダ イ ナ ル バ イ オ テ ッ ク か ら 得 て も よ い 。 本 発 明 者 ら は 、 金 コ ー テ ィ ン グ ポ
リ ス チ レ ン コ ア 粒 子 上 に ア ル カ ン チ オ レ ー ト の と 燐 脂 質 の 自 己 構 築 単 層 を 形 成 す る こ と に
よ っ て 、 異 な る 四 つ の タ イ プ の 人 工 誘 電 微 粒 子 を 構 築 し た 。 比 較 的 薄 い 絶 縁 層 を 有 す る 人
工 微 粒 子 は 、 以 下 の ア ル カ ン チ オ レ ー ト 単 層 に よ っ て コ ア 粒 子 を コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る
：
（ i） C 9 絶 縁 層 を 生 じ る ノ ニ ル メ ル カ プ タ ン [CH 3 (CH 2 ) 8 -SH]、 ま た は
（ ii） C 1 8 絶 縁 層 を 生 じ る オ ク タ デ シ ル メ ル カ プ タ ン [CH 3 (CH 2 ) 1 7 -SH]。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 DMPC[1,2-ジ ミ リ ス ト イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-ホ ス ホ コ リ ン ]燐 脂 質 の 第 二 の 絶 縁 単 層 を 、
以 下 の よ う に ア ル カ ン チ オ レ ー ト 上 に 形 成 す る こ と に よ っ て 、 よ り 厚 み の あ る 絶 縁 層 を 有
す る 人 工 微 粒 子 が 作 製 さ れ て い る ：
（ iii） C 2 3 絶 縁 層 を 生 じ る ノ ニ ル メ ル カ プ タ ン ＋ DMPC、 ま た は
（ iv） C 3 2 絶 縁 層 を 生 じ る オ ク タ デ シ ル メ ル カ プ タ ン ＋ DMPC。
【 ０ １ ８ ９ 】

10

20

30

40

50

(35) JP 2005-533238 A 2005.11.4



　 人 工 誘 電 微 粒 子 の そ れ ぞ れ の 試 料 は 、 微 粒 子 の 金 表 面 を 洗 浄 す る た め に ガ ラ ス 管 に お い
て 無 水 エ タ ノ ー ル 10 ml中 で 金 コ ー テ ィ ン グ コ ア 微 粒 子 10 mgを ま ず 洗 浄 す る こ と に よ っ て
作 製 し た 。 数 分 混 合 し た 後 、 卓 上 型 遠 心 機 を 用 い て 微 粒 子 を 遠 心 に よ っ て 沈 降 さ せ て 、 エ
タ ノ ー ル を デ カ ン ト し て 捨 て て 、 洗 浄 し た 微 粒 子 を 、 無 水 エ タ ノ ー ル に お い て 、 ノ ニ ル ま
た は オ ク タ デ シ ル メ ル カ プ タ ン の 1 mM溶 液 10 mlと 混 合 し た 。 こ の 浮 遊 液 を 少 な く と も 12
時 間 軽 く 混 合 し て 、 十 分 に 構 築 さ れ た 完 全 性 の 高 い 自 己 構 築 単 層 （ SAM） を 確 実 に 形 成 さ
せ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 中 等 度 の 濃 度 （ 1 mM） の ア ル カ ン チ オ ー ル の 吸 着 プ ロ セ ス は 、 そ の あ い だ に ア ル カ ン チ
オ ー ル の 厚 み が 数 分 で そ の 最 大 値 の 80～ 90％ ま で 増 加 す る 急 速 な 第 一 の 相 を 特 徴 と す る 。
こ の 第 一 の 相 の 後 に 、 数 時 間 持 続 す る よ り 遅 い 期 間 が 続 き 、 そ の あ い だ に ア ル カ ン チ オ レ
ー ト 層 は そ の 最 終 的 な 厚 み に 達 す る 。 金 上 の ア ル カ ン チ オ ー ル の 単 層 は 、 室 温 で 空 気 中 ま
た は 液 体 の 水 も し く は エ タ ノ ー ル に 接 触 し て も 無 限 に 安 定 で あ る よ う に 思 わ れ る こ と が 当
技 術 分 野 に お い て 報 告 さ れ て い る 。 ア ル カ ン チ オ レ ー ト コ ー テ ィ ン グ 微 粒 子 を 遠 心 に よ っ
て 回 収 し て 、 無 水 エ タ ノ ー ル に お い て 2回 洗 浄 し 、 3回 蒸 留 し た 水 に お い て 2回 洗 浄 し て 、 3
回 蒸 留 水 1 ml中 で 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ア ル カ ン チ オ レ ー ト コ ー テ ィ ン グ 微 粒 子 を DMPC小 単 層 小 胞 の 水 性 懸 濁 液 と 混 合 す る こ と
に よ っ て 、 燐 脂 質 層 を ア ル カ ン チ オ ー ル 層 の 上 に 形 成 し た 。 DMPC小 胞 は 、 20 mg/ml DMPC
の ク ロ ロ ホ ル ム 脂 質 溶 液 1 mlを 丸 底 フ ラ ス コ に 入 れ て 、 真 空 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を
用 い て 数 時 間 溶 媒 を 蒸 発 さ せ る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 乾 燥 し た 脂 質 を イ ソ プ ロ パ ノ ー ル
50 μ lに 再 浮 遊 さ せ て 、 攪 拌 し な が ら 3回 蒸 留 水 10 mlに 注 入 し て 、 大 き い 単 層 小 胞 の 浮 遊
液 を 形 成 し た 。 大 き い 小 胞 の 溶 液 を 超 音 波 装 置 に お い て 数 分 間 超 音 波 処 理 し て 、 大 き い 小
胞 を 20～ 100 nmの 単 層 小 胞 に 破 壊 し た 。 こ の 小 胞 浮 遊 液 10 mlを ア ル カ ン チ オ レ ー ト コ ー
テ ィ ン グ ビ ー ズ 10 mgと 合 わ せ て 、 室 温 で 30分 間 軽 く 混 合 し た 。 ア ル カ ン チ オ レ ー ト -燐 脂
質 -コ ー テ ィ ン グ 微 粒 子 を 遠 心 に よ っ て 回 収 し て 、 3回 蒸 留 水 に お い て 2回 洗 浄 し て 、 3回 蒸
留 水 に お い て 保 存 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
実 施 例 11
人 工 微 粒 子 の 試 験
　 単 外 皮 誘 電 モ デ ル の 分 析 は 、 人 工 誘 電 微 粒 子 の 外 部 絶 縁 外 皮 の 厚 み と 誘 電 泳 動 特 性 と の
明 確 な 関 係 を 予 測 す る 。 伝 導 性 の 内 部 の 上 に 適 当 な 薄 い 絶 縁 外 皮 が 存 在 す る 適 当 な 組 成 物
の 人 工 微 粒 子 は 、 周 波 数 10 2 ～ 10 4  Hzで 強 い 負 の 誘 電 泳 動 を 受 け る こ と が 予 測 さ れ る 。 こ
の 周 波 数 範 囲 で は 、 電 場 は 、 外 部 絶 縁 外 皮 を 浸 透 す る こ と が で き ず 、 誘 電 的 見 通 し か ら 、
微 粒 子 は 高 い ACイ ン ピ ー ダ ン ス を 有 し 、 比 較 的 非 分 極 性 で あ る よ う に 思 わ れ る と 考 え ら れ
る 。 10 7 ～ 10 9  Hzの 周 波 数 で は 、 人 工 微 粒 子 は 、 強 い 正 の 誘 電 泳 動 を 受 け る と 予 想 さ れ る
。 こ の 周 波 数 範 囲 で は 、 電 場 は 、 容 量 性 結 合 に よ っ て こ の 外 部 絶 縁 外 皮 を 浸 透 す る こ と が
で き 、 コ ア の 特 性 が 支 配 し 、 誘 電 的 に 見 て 、 微 粒 子 は 低 い ACイ ン ピ ー ダ ン ス を 有 し 、 非 常
に 分 極 性 で あ る よ う に 思 わ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 中 間 の 10 5 ～ 10 6  Hzの 範 囲 で は 、 周 波 数 を 増 加 さ せ る こ と は 、 負 の 減 少 か ら 正 の 増 加 に
至 る ま で 、 人 工 微 粒 子 に 作 用 す る 誘 電 泳 動 力 の 変 化 と 相 関 す る と 予 想 さ れ る 。 遷 移 周 波 数
f c で は 、 微 粒 子 に 作 用 す る 真 の 誘 電 泳 動 力 は ゼ ロ で あ る 。 f c よ り 低 い 周 波 数 で は 、 粒 子 は
負 の 誘 電 泳 動 を 示 し 、 f c よ り 高 い 周 波 数 で は 、 微 粒 子 は 正 の 誘 電 泳 動 を 示 す 。 絶 縁 外 部 外
皮 の 厚 み の 増 加 は 、 遷 移 周 波 数 の 増 加 と 相 関 す る 。 絶 縁 外 皮 の 厚 み と 遷 移 周 波 数 と の 関 係
は 以 下 の 式 で 表 さ れ る ：
　
　
　
お よ び
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こ こ で 、 C膜 は 、 特 異 的 な 膜 の 静 電 容 量 （ す な わ ち 、 外 皮 領 域 に 対 し て 標 準 化 し た ） 、 σ s

は 浮 遊 培 地 の 伝 導 率 、 Rは 人 工 微 粒 子 の 半 径 、 f c は 遷 移 周 波 数 、 ε 0 は 自 由 空 間 の 誘 電 率 、
ε 膜 は 、 絶 縁 層 の 誘 電 率 、 お よ び dは 絶 縁 層 の 厚 み で あ る 。 こ れ ら の 等 式 を 組 み 合 わ せ る
と 、 以 下 の 関 係 が 得 ら れ る ：
　
　
　
【 ０ １ ９ ４ 】
　 上 記 の 等 式 に 従 っ て 、 f c 対 σ s の プ ロ ッ ト の 勾 配 の 逆 数 は 、 所 定 の タ イ プ の 人 工 微 粒 子
に 関 す る お お よ そ の 特 異 的 膜 静 電 容 量 を 与 え る 。 さ ら に 、 そ の よ う な プ ロ ッ ト の 勾 配 は 、
膜 の 厚 み が 増 加 す る と 増 加 す る は ず で あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 四 つ の タ イ プ の 人 工 誘 電 微 粒 子 （ C 9 ま た は C 1 8 ア ル カ ン チ オ ー ル 、 C 9 も し く は C 1 8 ア ル カ
ン チ オ ー ル ＋ C 1 4 燐 脂 質 の 外 皮 自 己 構 築 絶 縁 単 層 ） が 、 絶 縁 外 皮 の 厚 み と 遷 移 周 波 数 の あ
い だ に 予 想 さ れ る 相 関 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 誘 電 泳 動 遷 移 周 波 数
試 験 を 行 っ た 。 誘 電 泳 動 研 究 に お い て 、 人 工 誘 電 微 粒 子 を 、 8.5％ （ w/v） 蔗 糖 、 0.3％ （ w
/v） デ キ ス ト ロ ー ス を 含 む DEP緩 衝 液 に 浮 遊 さ せ た 。 緩 衝 液 の 電 気 伝 導 率 は 、 300 mM EDTA
（ NaOHに よ っ て pH 7.0に 調 節 ） に よ っ て 調 節 し た 。 人 工 ビ ー ズ 浮 遊 液 の 少 量 を 、 ガ ラ ス 上
に 金 の 構 築 を 有 す る 上 記 の 平 行 な 電 極 (50μ mの ト レ ー ス  - 50μ mの ギ ャ ッ プ )の 上 の 開 口
リ ザ ー バ ー の 中 に 入 れ て 、 こ れ に 周 波 数 1 kHz～ 100 kHzで 頂 点 間 1～ 10 Vの 電 圧 を 加 え て
、 誘 電 泳 動 操 作 の た め の 不 均 一 な 電 場 を 作 製 し た 。 誘 電 泳 動 の 操 作 は 、 電 場 の 周 波 数 を 切
り 替 え て 行 い 、 誘 電 泳 動 遷 移 周 波 数 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 22に 示 す よ う に 、 人 工 微 粒 子 は 、 適 当 な 炭 素 鎖 の ア ル カ ン チ オ ー ル お よ び 燐 脂 質 を 選
択 す る こ と に よ っ て 媒 介 さ れ る よ う に 絶 縁 外 皮 の 厚 み に 対 し て 明 確 な 依 存 性 を 示 す 。 さ ら
に 、 y切 片 は 非 常 に ゼ ロ に 近 く 、 こ の こ と は 、 絶 縁 層 の 伝 導 率 が 低 く 、 自 己 構 築 単 層 が 強
固 で 均 一 な 絶 縁 層 を 提 供 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 孔 形 成 タ ン パ ク 質 メ リ チ ン の よ う な 親 油 性 分 子 を 絶 縁 層 に 組 み 入 れ て も よ い 。 さ ら に 、
チ オ ー ル 化 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 の よ う な プ ロ ー ブ を 人 工 微 粒 子 コ ア の 金 表 面 に 吸 着 さ せ
て も よ く 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 捕 獲 プ ロ ー ブ を ア ル カ ン チ オ レ ー ト お よ
び 燐 脂 質 分 子 に 結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ８ 】
実 施 例 12
誘 電 分 散 材 料 の 利 用
　 多 く の 材 料 が 、 低 周 波 数 の AC電 場 で 高 い 誘 電 率 を 示 し 、 十 分 に 高 い AC周 波 数 で は か な り
低 い 誘 電 率 を 示 す 。 中 間 の い わ ゆ る 分 散 周 波 数 範 囲 で は 、 誘 電 率 は 周 波 数 の 増 加 と 共 に 低
下 す る （ 図 23を 参 照 さ れ た い ） 。 図 23で は 、 実 線 は 、 進 行 波 誘 電 泳 動 と 電 気 回 転 を 生 じ る
誘 電 損 失 を 示 し 、 破 線 は 、 通 常 の 誘 電 泳 動 を 生 じ る 誘 電 率 （ 誘 電 定 数 ） を 示 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 理 論 に 拘 束 さ れ た く は な い が 、 こ の 周 波 数 応 答 誘 電 率 の 基 礎 と な る 物 理 的 メ カ ニ ズ ム に
は 、 界 面 で の 双 極 ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 空 間 電 荷 分 極 （ い わ ゆ る 、 マ ッ ク ス ウ ェ ル -ワ グ
ナ ー 分 極 ） 効 果 が 含 ま れ る か も 知 れ な い 。 誘 電 反 応 の 周 波 数 依 存 性 は 、 電 場 の 変 化 に 反 応
し て 電 荷 が 再 配 列 す る 速 度 を 支 配 す る 材 料 の 物 理 的 特 性 に よ っ て 大 き く 左 右 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 双 極 材 料 の 場 合 、 双 極 分 子 が 電 場 に 反 応 す る こ と が で き る 速 度 を 増 加 さ せ る よ う に 作 用
す る 物 質 は 、 誘 電 率 が 低 下 し 始 め る 周 波 数 を 増 加 さ せ る 。 逆 に 、 反 応 を 遅 ら せ る 物 質 は こ
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の 周 波 数 を 低 下 さ せ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 誘 電 率 の 周 波 数 応 答 の 変 化 を 生 じ る た め に 、 双 極 材 料 の 化 学 改 変
を 用 い て も よ く 、 し た が っ て 、 本 明 細 書 お よ び 他 所 に 記 述 さ れ る 応 用 の 宿 主 に お い て 用 い
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 双 極 性 の 長 鎖 分 子 が 電 場 の 変 化 に 反 応 す る 速 度 は 、 分 子 の 鎖 長
が 改 変 さ れ る と 変 化 す る 可 能 性 が あ る 。 反 応 速 度 は 、 鎖 長 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 増 加
す る 可 能 性 が あ り 、 ま た は そ の 逆 と な る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 鎖 長 9の 双 極 性 分 子 は 、
例 え ば 鎖 長 10の 分 子 よ り 速 や か に 反 応 す る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な 改 変 に
よ っ て 誘 電 特 性 を 調 整 し て も よ い 。 調 整 さ れ た 誘 電 特 性 は 、 本 明 細 書 に 記 述 の よ う に 、 材
料 の 操 作 、 指 標 化 、 単 離 、 分 離 、 精 製 お よ び 同 定 の よ う な 多 様 な 応 用 の た め に 利 用 し て も
よ い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 異 な る 「 ク ラ ス 」 の 微 粒 子 を 有 す る 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し
て も よ い 。 そ れ ぞ れ の ク ラ ス の 微 粒 子 に お い て 、 微 粒 子 の 特 性 の 分 子 の 鎖 長 は 特 定 の 長 さ
で あ っ て も よ い 。 し か し 、 異 な る ク ラ ス で は 、 分 子 は 異 な る 長 さ で あ っ て も よ い 。 そ の 結
果 、 そ れ ぞ れ の ク ラ ス は 、 明 確 な 誘 電 特 性 を 有 し 、 こ れ は 、 本 明 細 書 に お い て 記 述 さ れ る
よ う に 材 料 の 操 作 、 指 標 化 、 単 離 、 分 離 、 精 製 、 お よ び 同 定 の た め に 利 用 し て も よ い 。 異
な る ク ラ ス の ラ イ ブ ラ リ は 、 そ れ が 多 数 の タ イ プ の 人 工 微 粒 子 の 混 合 物 の 一 部 で あ っ て も
、 個 々 に 位 置 づ け 、 操 作 、 お よ び 特 徴 付 け を 行 っ て も よ い 。 状 況 に 応 じ て 、 特 定 の ク ラ ス
に お け る 個 々 の 微 粒 子 も 同 様 に 、 応 用 に よ っ て 指 示 さ れ る よ う に 個 々 に 位 置 づ け 、 操 作 、
お よ び 特 徴 付 け を 行 っ て も よ い 。 誘 電 特 性 に 従 っ て ク ラ ス と 個 々 の 微 粒 子 と を 区 別 で き る
こ と は 、 本 開 示 の 恩 典 を 有 す る 当 業 者 に よ っ て 認 識 さ れ る よ う に 、 多 く の タ イ プ の 分 析 を
行 う た め の 柔 軟 な ツ ー ル を 実 施 者 に 与 え る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 双 極 分 子 間 の 立 体 相 互 作 用 を 改 変 す る 側 鎖 の 付 加 も 同 様 に 、 電 場 の 変 化 に 対 す る 双 極 性
材 料 の 反 応 速 度 を 変 化 さ せ る ； し た が っ て 、 側 鎖 の 付 加 （ ま た は 除 去 も し く は 改 変 ） を 、
本 明 細 書 お よ び 他 所 に 記 載 の 応 用 に お い て 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 双 極 性 分 子 に お け る メ
チ ル 側 鎖 を エ チ ル 側 鎖 に 置 換 す る と 、 そ の 誘 電 反 応 周 波 数 は 変 化 す る 。 同 様 に 、 リ ジ ン 側
鎖 を ア ミ ン 側 鎖 に 置 換 す る と 、 双 極 性 分 子 の 周 波 数 応 答 は 変 化 す る 。 本 質 的 に 非 極 性 で あ
る 誘 電 材 料 内 の 分 子 に 同 様 の 改 変 を 行 う こ と も 同 様 に 用 い て 、 隣 接 す る 双 極 子 の 周 波 数 応
答 を 改 変 さ せ て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 異 な る 側 鎖 の 付 加 （ ま た は 付 加 し な い こ と ） に 基 づ く 異 な る ク ラ
ス の 微 粒 子 を 有 す る 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し て も よ い 。 そ れ ぞ れ の ク ラ ス は 、 本 明 細
書 に お い て 記 述 さ れ る よ う に 、 材 料 の 操 作 、 単 離 、 分 離 、 精 製 、 お よ び 同 定 の た め に 利 用
し て も よ い 別 個 の 誘 電 特 性 を 有 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 材 料 の 誘 電 反 応 も 同 様 に 、 材 料 の 化 学 組 成 お よ び ／ ま た は 材 料 を 製 造 も し く は そ の 後 処
理 す る た め に 用 い ら れ る 物 理 的 プ ロ セ ス を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 改 変 し て も よ い 。 例
え ば 、 PbTiO 3 、 Pb(ZrxTil-x)O 3 、 BaTiO 3 、 SrTiO 3 、 KTaO 3 、 お よ び 他 の 多 く の 材 料 の 誘 電
性 、 強 誘 電 性 、 お よ び 抗 強 誘 電 特 性 は 、 Baの よ う な 、 し か し こ れ に 限 定 さ れ な い 物 質 に よ
っ て 処 理 す る こ と に よ る 、 ま た は ド メ イ ン お よ び マ ト リ ク ス 構 造 を 変 化 さ せ る た め に 調 製
後 の 熱 処 理 に よ る 、 化 学 組 成 の 変 化 に よ っ て 大 き く 影 響 を 受 け る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ
て 、 そ の よ う な パ ラ メ ー タ を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 改 変 さ れ た 異 な る 誘 電 特 性 を 有 す る
材 料 を 得 て も よ い 。 一 つ の 微 粒 子 に お け る 特 性 を も う 一 つ の 微 粒 子 と は 異 な る よ う に 変 化
さ せ る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 粒 子 （ ま た は ク ラ ス の 粒 子 ） が 異 な る 別 個 の 誘 電 プ ロ フ
ィ ー ル を 有 す る 微 粒 子 の 誘 電 ラ イ ブ ラ リ を 構 築 し て も よ い 。 そ れ ら の 誘 電 プ ロ フ ィ ー ル の
差 は 、 例 え ば 、 微 小 流 体 ま た は 他 の 応 用 に お け る 分 析 物 の 分 離 ま た は 一 般 的 分 析 の た め に
利 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
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　 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 誘 電 反 応 に 影 響 を 及 ぼ す 広 範 囲 の 他 の ド ー ピ ン グ 物
質 お よ び 製 造 の 改 変 を 利 用 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 し て 請 求 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 装 置 、
ま た は 方 法 を 得 て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 空 間 -電 荷 分 極 の 場 合 、 電 荷 担 体 の 運 動 性 を 増 加 さ せ る 物 質 は 、 誘 電 率 が 低 下 し 始 め る
周 波 数 を 増 加 さ せ る が 、 運 動 性 を 減 少 さ せ る 物 質 は 、 反 対 の 作 用 を 有 す る 。 例 え ば 、 誘 電
微 粒 子 を 作 製 す る た め に 、 イ オ ン 溶 液 に 脂 質 小 胞 を 充 填 し て も よ い 。 PEG、 ア ガ ロ ー ス 、
お よ び 当 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の 粘 性 物 質 の よ う な 物 質 の 付 加 に よ る 小 胞 内 の 培 地 の 粘 度 の
改 変 は 、 小 胞 内 の 電 荷 担 体 の 運 動 性 を 減 少 さ せ 、 そ れ に よ っ て 誘 電 率 が 低 下 し 始 め る 周 波
数 を 低 下 さ せ る 。 そ の よ う な 技 術 を 用 い て 、 容 易 に 定 義 可 能 な 誘 電 反 応 特 徴 を 有 す る 材 料
を 作 製 す る た め の も う 一 つ の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 次 に 、 こ れ ら の 材 料 を 本 明 細 書 に 記 述 の
応 用 の よ う な 応 用 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 同 様 に 、 同 じ 培 地 に お い て 異 な る 運 動 性 を 有 す る 電 荷 担 体 を 用 い て 、 同 じ ま た は 類 似 の
作 用 を 得 て も よ い 。 一 例 と し て 、 (NH 4 ) 2 SO 4 の 溶 液 は 、 電 荷 担 体 が よ り 小 さ く よ り 運 動 性
が 高 い NaCl溶 液 よ り か さ が 大 き く 、 よ り 運 動 性 の 低 い 電 荷 担 体 を 含 む 。 こ の 溶 液 ま た は 類
似 の 特 性 を 有 す る 他 の 溶 液 は 、 相 応 じ て 、 異 な る 人 工 誘 電 反 応 を 有 す る 微 粒 子 の 基 礎 と し
て 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 上 記 の 非 制 限 的 な 説 明 か ら 、 一 般 的 に 誘 電 材 料 の 組 成 ま た は 構 成 お よ び ／ ま た は そ れ が
調 整 さ れ 、 そ の 後 処 理 さ れ る 条 件 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 誘 電 体 の 周 波 数 応 答 特 徴 は
容 易 に 影 響 を 受 け る 可 能 性 が あ る と い う こ と に な る 。 図 23は 、 実 質 的 に 同 じ 組 成 お よ び 構
造 で あ る が 、 電 場 に 反 応 し て 電 荷 の 再 構 築 速 度 を 変 化 さ せ る 物 質 の 異 な る 量 を 含 む 誘 電 粒
子 タ イ プ の フ ァ ミ リ ー の 予 想 さ れ る 反 応 を 示 す 。 示 さ れ る よ う に 、 組 成 に お け る 小 さ い 変
化 に よ っ て 、 誘 電 特 性 お よ び 動 電 反 応 の 望 ま し い 差 が 得 ら れ 、 こ れ に よ っ て 、 そ れ ら は 誘
電 標 識 、 指 標 ま た は 担 体 と し て 用 い る た め に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 開 示 の 恩 典 に よ っ て 、 当 業 者 は 、 本 実 施 例 に 記 述 し た よ う に 組 成 ま た は 構 成 お よ び ／
ま た は 製 造 条 件 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 一 つ ま た は 複 数 の 異 な る 応 用 の た め に 調 整 し
た 望 ま し い 反 応 特 徴 を 有 す る 誘 電 材 料 を 作 製 し て も よ い こ と を 認 識 す る と 考 え ら れ る 。 例
え ば 、 ビ ー ズ の ラ イ ブ ラ リ を 製 造 す る た め の 制 御 さ れ た 秩 序 だ っ た 方 法 （ 例 え ば 、 一 つ も
し く は そ れ 以 上 の 化 学 物 質 を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 原 料 を 熱 処 理 す る 方 法 を 変 更
す る こ と に よ っ て ） に お い て 、 本 実 施 例 の 技 術 の 任 意 の 一 つ を 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ て 用
い て も よ い 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ に お い て 、 そ れ ぞ れ の ビ ー ズ は 、 わ ず か に 異 な る が 明
確 に 区 別 可 能 な 誘 電 反 応 を 有 す る よ う に 作 製 し て も よ い 。 次 に 、 ビ ー ズ は 、 例 え ば 無 数 の
微 小 流 体 研 究 ま た は 応 用 を 行 う た め に 、 誘 電 泳 動 操 作 力 を 利 用 す る 反 応 表 面 に 用 い て も よ
い 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 実 施 例 の 態 様 は 、 材 料 の 誘 電 反 応 を 変 化 さ せ る 目 的 で 用 い て も よ い 改 変 の 範 囲 の 例 に
過 ぎ な い 。 本 明 細 書 の 教 示 を 用 い て 、 当 業 者 は 、 例 え ば 標 識 、 指 標 、 ま た は 担 体 と し て 用
い ら れ る 微 粒 子 の 誘 電 特 性 を 調 節 す る た め に 類 似 の 改 変 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 本 実 施 例 に 記 述 の 材 料 は 、 人 工 微 粒 子 全 体 を 作 製 す る た め に 、 人 工 微 粒 子 の 一 つ ま た は
複 数 の コ ア も し く は 層 を 形 成 す る た め に 、 ま た は 微 小 流 体 も し く は 他 の 応 用 に と っ て 有 用
な 目 的 の 任 意 の 他 の 部 分 を 形 成 す る た め に 用 い て も よ い こ と も 同 様 に 理 解 さ れ る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
実 施 例 13
表 面 電 荷 の 利 用
　 実 施 例 12の 技 術 の 他 に 、 そ の 表 面 と 浮 遊 培 地 と の 静 電 気 的 相 互 作 用 を 改 変 す る こ と に よ
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っ て 材 料 の 動 電 反 応 を 変 化 さ せ て も よ い 。 例 え ば 、 粒 子 の 表 面 が 電 荷 を 有 す る 場 合 、 こ れ
は 、 対 イ オ ン の 雲 か ら な る い わ ゆ る 電 荷 二 重 層 を 浮 遊 培 地 に お い て 誘 導 す る と 考 え ら れ る
。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 表 面 荷 電 特 性 を 除 い て 同 一 で あ る 微 粒 子 の フ ァ ミ リ ー ま た は ク ラ ス を 作 製 し て も よ い 。
電 場 に 置 く と 、 電 荷 二 重 層 は 自 身 の 極 性 お よ び 周 波 数 応 答 特 徴 を 有 す る さ ら な る 誘 電 層 と
し て 作 用 す る 。 非 制 限 的 な 実 施 例 に お い て 、 こ の さ ら な る 誘 電 層 は 、 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 （
ま た は 微 粒 子 の ク ラ ス ） が 異 な る 誘 電 反 応 特 徴 を 有 す る 複 数 の 微 粒 子 が 製 造 さ れ る よ う に
、 表 面 電 荷 特 性 に 対 す る 意 図 的 な 変 化 に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 次 に 、 そ の よ う な 微 粒 子
を 本 明 細 書 お よ び 他 所 に 記 述 さ れ る よ う な 応 用 に お い て 利 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 そ れ ら
は 、 一 つ ま た は 複 数 の 微 小 流 体 プ ロ セ ス を 指 示 す る た め に 誘 電 泳 動 操 作 力 を 用 い る 反 応 表
面 上 で 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 粒 子 の 動 電 特 性 は 、 電 荷 二 重 層 の 特 徴 に 依 存 す る ； し た が っ て 、 DEPコ レ ク シ ョ ン お よ
び DEP-FFF特 性 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 動 電 特 性 は 、 表 面 電 荷 を 化 学 的 お よ び ／ ま
た は 物 理 的 に 改 変 す る こ と に よ っ て 作 製 し て も よ い 。 電 荷 二 重 層 の 作 用 は 、 伝 導 率 ～ 20 m
S/mを 有 す る 水 性 培 地 に お い て 直 径 10ミ ク ロ ン の 粒 子 に 関 し て 1 kHz未 満 の 周 波 数 で 顕 著 で
あ る 。 電 荷 二 重 層 の 誘 電 分 散 の 周 波 数 は 、 粒 子 の 大 き さ が 減 少 す る に つ れ て 、 そ し て 浮 遊
液 の 伝 導 率 が 増 加 す る に つ れ て 増 加 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 表 面 電 荷 を 変 化 さ せ る 方 法 に は 、 以 下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： カ ル ボ キ シ
、 ア ミ ノ 、 ま た は 他 の 荷 電 基 の 付 加 、 お よ び ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ ま た は 当 技 術 分 野 で 既 知 の
他 の 酵 素 的 も し く は 化 学 的 処 理 に よ る 電 荷 の 除 去 。 こ れ ら の 処 理 は 、 例 え ば 、 標 識 、 指 標
、 ま た は 担 体 、 ビ ー ズ 等 と し て 用 い ら れ る 全 般 的 な 微 粒 子 を 含 む 、 微 小 流 体 応 用 お よ び 他
の 応 用 に お い て 有 用 な 如 何 な る 材 料 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 開 示 の 恩 典 を 有 す る 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 本 実 施 例 に 記 述 し た 表 面 電 荷
の 作 製 は 、 動 電 法 と 組 み 合 わ せ た 電 気 泳 動 の 使 用 を 促 進 す る 応 用 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 広 範 囲 の さ ら な る 応 用 に お い て 応 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例 14
蛍 光 標 識 の 利 用
　 多 数 の 色 素 を 用 い る こ と に よ っ て 混 合 物 中 の 多 数 の 分 析 物 を 区 別 す る 目 的 で 、 蛍 光 に 基
づ く 方 法 を 用 い て も よ い こ と は 既 知 で あ る 。 い く つ か の 励 起 放 射 線 に 反 応 し て 、 そ れ ぞ れ
の 色 素 は 、 見 分 け が つ く ほ ど 異 な る 蛍 光 反 応 を 有 し 、 こ れ は 異 な る 微 粒 子 （ お よ び ／ ま た
は 分 析 物 ） を 識 別 す る よ う に 作 用 す る 。 本 方 法 は 、 混 合 物 に お け る 異 な る 微 粒 子 の 同 定 を
促 進 す る が 、 そ れ ら を 操 作 す る た め の 手 段 を 提 供 し な い 。 さ ら に 、 通 常 の 方 法 論 に よ っ て
区 別 す る こ と が で き る 異 な る 粒 子 タ イ プ の 数 は 限 ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 し か し 、 こ れ ら の 制 限 は 、 蛍 光 に 基 づ く 方 法 に 従 っ て 標 識 さ れ る 微 粒 子 に 誘 電 識 別 能 お
よ び 操 作 能 を 付 加 す る こ と に よ っ て 克 服 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う に 、 微 粒 子 は 、 本
明 細 書 に 記 述 の 動 電 法 に よ っ て 、 捕 獲 、 集 中 、 分 画 、 単 離 お よ び そ う で な け れ ば 操 作 し て
も よ い 。 さ ら に 、 微 粒 子 の パ ラ メ ー タ と し て 誘 電 的 識 別 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 独 立 し
た さ ら な る 識 別 パ ラ メ ー タ が 得 ら れ る 。 こ れ を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 実 験 に お い て 識 別
す る こ と が で き る 微 粒 子 の タ イ プ の 総 数 は 大 き く 増 加 す る 。 こ の さ ら な る パ ラ メ ー タ に よ
っ て 、 例 え ば 、 本 明 細 書 お よ び 他 所 で 記 載 さ れ る 多 数 の 応 用 に お い て 用 い る こ と が で き る
よ り 大 き く よ り 正 確 な ビ ー ズ ま た は 他 の 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ を 製 造 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 、 本 明 細 書 に 教 示 さ れ る 方 法 の 任 意 の 一 つ （ ま た は 組 み 合 わ
せ て ） を 用 い て 、 誘 電 性 識 別 パ ラ メ ー タ を 蛍 光 標 識 微 粒 子 に 加 え て も よ い 。
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【 ０ ２ ２ １ 】
実 施 例 15
異 な る 粒 子 タ イ プ の 組 み 合 わ せ の 利 用
　 所 望 の 誘 電 特 性 を 生 じ る た め に 異 な る 方 法 で 作 成 さ れ て い る 微 粒 子 の 混 合 物 を 用 い て も
よ い 。 例 え ば 、 図 24は 、 二 つ の タ イ プ の 微 粒 子 の 周 波 数 応 答 を 説 明 す る ： 自 己 構 築 伝 導 性
コ ア の 上 に 絶 縁 体 を 有 す る バ イ オ ミ メ テ ィ ッ ク ア プ ロ ー チ に よ っ て 作 製 さ れ た 三 つ と 、 誘
電 分 散 コ ア ア プ ロ ー チ に よ っ て 作 製 さ れ た 三 つ 。 示 さ れ る よ う に 、 バ イ オ ミ メ テ ィ ッ ク 微
粒 子 は 、 低 い 周 波 数 で 低 い 誘 電 率 を 示 し 、 こ れ は 周 波 数 の 増 加 と 共 に 増 加 す る 。 逆 に 、 分
散 -コ ア 微 粒 子 は 低 い 周 波 数 で 高 い 誘 電 率 を 示 し 、 こ れ は 周 波 数 の 増 加 と 共 に 減 少 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 こ の よ う に 、 こ れ ら の 二 つ の 粒 子 フ ァ ミ リ ー は 明 確 に 異 な る 周 波 数 依 存 的 誘 電 特 性 を 有
し 、 こ れ ら は 動 電 法 に よ っ て 異 な る よ う に そ れ ら を 操 作 す る た め に 、 ま た は 参 照 と し て 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2001年 12月 3日 に 提 出 さ れ た Gascoyneら に よ る 「 Particle Impe
dance Sensor」 と 題 す る 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 ＿ ＿ ＿ 号 に 開 示 さ れ る 方 法 の よ う な 、 し
か し こ れ に 限 定 さ れ な い イ ン ピ ー ダ ン ス 感 知 法 に よ っ て そ れ ら を 同 定 す る た め に 用 い て も
よ い 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 開 示 の 恩 典 に よ っ て 、 本 明 細 書 に お い て 教 示 さ れ る 異 な る 粒 子 タ イ プ の 如 何 な る 組 み
合 わ せ も ま た 利 用 し て 、 分 析 物 の （ 例 え ば ） 分 離 、 操 作 、 精 製 、 お よ び 指 標 化 の た め に 用
い る こ と が で き る 明 確 な 電 気 特 性 を 有 す る 粒 子 を 得 て も よ い 。 同 様 に 、 本 明 細 書 に 教 示 さ
れ る 如 何 な る 技 術 の 組 み 合 わ せ も 、 明 確 な 人 工 誘 電 反 応 を 有 す る 単 一 の 微 粒 子 の 作 製 に お
い て 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
実 施 例 16
微 粒 子 の 凝 集
　 表 面 電 荷 を ほ と ん ど ま た は 全 く 有 し な い 微 粒 子 は 、 水 性 浮 遊 培 地 に お い て 会 合 し て 、 凝
集 体 を 形 成 す る 傾 向 が あ る か も 知 れ な い 。 適 用 の あ い だ 、 凝 集 は 望 ま し い 場 合 と そ う で な
い 場 合 が あ り 、 凝 集 の 程 度 も ま た 応 用 に 依 存 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 凝 集 傾 向 は 、 微 粒 子 の 表 面 上 で の 表 面 電 荷 を 調 節 す る こ と に よ っ て 増 強 ま た は 減 少 さ せ
て も よ い 。 凝 集 が 望 ま し く な い 場 合 、 真 の 表 面 電 荷 を 増 加 さ せ る よ う に 微 粒 子 の 表 面 を 改
変 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 化 学 的 に 結 合 し た カ ル ボ キ シ ル お よ び ア ミ ノ 基 を
用 い る と 共 に 、 物 理 的 に 結 合 し た 長 鎖 脂 肪 酸 お よ び ガ ン グ リ オ シ ド を 用 い て 、 微 粒 子 の 真
の 表 面 電 荷 を 増 加 さ せ た 。 そ の 結 果 、 そ れ ら の 微 粒 子 の 凝 集 は 大 き く 阻 害 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 図 25で は 、 微 粒 子 の 真 の 表 面 電 荷 を 改 変 し て 、 し た が っ て そ の 凝 集 を 制 御 す る た め に 、
ガ ン グ リ オ シ ド を 組 み 入 れ る 人 工 微 粒 子 の 一 つ の 態 様 の 略 図 が 示 さ れ る 。 図 25は 、 微 粒 子
の 図 と そ の 上 の 層 を 表 す 図 の 双 方 を 示 す 。 示 さ れ る よ う に 、 例 と な る 微 粒 子 に は 、 ポ リ ス
チ レ ン コ ア 、 金 外 皮 、 ア ル カ ン チ オ ー ル SAM、 燐 脂 質 SAM、 お よ び ガ ン グ リ オ シ ド が 含 ま れ
る 。 そ れ ぞ れ の 層 を 示 す 図 を 参 照 す る こ と に よ っ て わ か る よ う に 、 陰 性 荷 電 が 得 ら れ る ガ
ン グ リ オ シ ド を 、 一 般 的 に 燐 脂 質 SAM層 に 組 み 入 れ て も よ い 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る
よ う に 、 図 25の 微 粒 子 の 特 定 の 描 写 は 例 に 過 ぎ ず 、 本 明 細 書 に 教 示 さ れ る 他 の タ イ プ の 微
粒 子 を こ の 図 の 描 写 に 置 換 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 図 26は 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 ガ ン グ リ オ シ ド を 微 粒 子 に 組 み 入 れ る 方 法 を 示 す よ り 化
学 的 に 詳 細 な 略 図 で あ る 。 こ こ に 、 図 25の 燐 脂 質 SAM層 に 対 応 す る 可 能 性 が あ る DMPC層 を
示 す 。 DMPC層 を 組 み 入 れ た 層 は 、 図 に 示 す シ ア ル 酸 を 含 む 、 図 に 示 す GM1ガ ン グ リ オ シ ド
に 存 在 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 DMPC対 ガ ン グ リ オ シ ド の 比 は 、 約 20： 1で あ る が 、 表
面 電 荷 に 影 響 を 及 ぼ す た め に 適 し た 他 の 如 何 な る 比 も 同 様 に 用 い て も よ い 。 ま た 、 微 粒 子
の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め に 異 な る ク ラ ス の 微 粒 子 に お い て 如 何 な る 比 も 改 変 し て も よ
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い と 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。 言 い 換 え れ ば 、 あ る ク ラ ス の 微 粒 子 は 20： 1の 比 を 示 し て
も よ く 、 異 な る ク ラ ス の 微 粒 子 は 約 35： 1の 比 を 示 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 図 に お い て 認 め ら れ る よ う に 、 図 26の 態 様 は 、 上 記 の よ う に 凝 集 に 影 響 を 及 ぼ す 真 の 陰
性 荷 電 を 提 供 す る ； 特 に こ の 配 置 に よ っ て 、 微 粒 子 間 ま た は 微 粒 子 に お け る 「 固 着 」 を 減
少 ま た は 消 失 さ せ る こ と が で き る 。 い く つ か の 微 粒 子 の 表 面 電 荷 を 他 よ り 多 少 改 変 す る こ
と に よ っ て 、 特 定 の 応 用 に 応 じ て 用 い て も よ い 異 な る 凝 集 特 性 の ス ペ ク ト ル を 作 製 し て も
よ い 。 こ の ス ペ ク ト ル は 、 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め の 基 礎 と し て 役 立 つ 可 能 性
が あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 二 つ の シ ア ル 酸 残 基 ／ 分 子 と 共 に GD1aガ ン グ リ オ シ ド を 含 む が こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 異 な る ガ ン グ リ オ シ ド を 用 い て も よ い 。 他 の 態 様 に お い て 、 例 え ば 、 FI
TC結 合 コ レ ラ 毒 素 Bま た は 他 の 適 当 な 材 料 に よ る 標 識 に よ っ て ガ ン グ リ オ シ ド の 組 み 込 み
を モ ニ タ ー し て も よ い 。 凝 集 を 定 量 す る た め に 様 々 な 任 意 の 散 乱 実 験 を 利 用 し て も よ く 、
そ の 個 々 の ま た は 複 合 凝 集 特 徴 が 確 実 に 望 ま し く な る よ う に 、 微 粒 子 の 特 定 の ラ イ ブ ラ リ
の 作 製 を 完 全 に す る た め の フ ィ ー ド バ ッ ク メ カ ニ ズ ム の よ う な 定 量 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 開 示 の 恩 典 に よ っ て 、 当 業 者 は 、 表 面 電 荷 を 改 変 す る た め に 、 多 く の 異 な る 表 面 改 変
技 術 を 用 い る こ と が で き 、 次 に 、 こ れ に よ っ て 凝 集 特 性 が 改 変 さ れ る こ と を 理 解 す る と 考
え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
実 施 例 17
一 般 的 な 小 胞
　 上 記 の 技 術 の 他 に 、 特 異 的 誘 電 特 性 を 有 す る 注 文 製 の 小 胞 を 構 築 す る こ と に よ っ て 誘 電
反 応 特 徴 を 作 製 し て も よ い 。 微 粒 子 ラ イ ブ ラ リ が 形 成 さ れ る よ う に 、 異 な る 特 性 を 有 す る
異 な る 注 文 製 の 小 胞 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 脂 質 ま た は ポ リ マ ー 材 料 を 極 性 培 地 と 適 当 に 混 合 す る こ と に よ っ
て 、 単 層 ま た は 多 層 小 胞 を 作 製 し て も よ い 。 得 ら れ た 小 胞 は 、 そ れ ら が 調 製 さ れ る 培 地 を
封 入 す る 。 こ の 手 段 に よ っ て 、 指 標 化 、 標 識 、 ま た は 担 体 の 応 用 に お い て 用 い ら れ る 所 望
の 誘 電 特 性 を 有 す る 微 粒 子 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 異 な る 小 胞 の 内 容 物 の 差 に よ り 異 な る 誘 電 特 性 が 生 じ る 可 能 性 が
あ る 。 例 え ば 、 一 つ の ク ラ ス の 微 粒 子 で は 、 そ れ ぞ れ の 微 粒 子 は 、 同 じ 培 地 を 封 入 し て も
よ い 。 も う 一 つ の ク ラ ス に お い て 、 そ れ ぞ れ の 小 胞 は 類 似 の し か し 十 分 に 異 な る 培 地 を 封
入 し て 、 識 別 し う る よ う に 異 な る 誘 電 反 応 を 生 じ て も よ い 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 異
な る 小 胞 の 内 容 物 が 同 一 で あ っ て も 、 異 な る タ イ プ の 小 胞 が 異 な る 誘 電 反 応 を 示 す よ う に
、 小 胞 自 身 を 制 御 可 能 に 改 変 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 図 27で は 、 小 胞 の 特 性 の 変 化 に 対 す る 誘 電 泳 動 ス ペ ク ト ル の 反 応 に 関 し て 注 釈 と 共 に グ
ラ フ を 示 す 。 こ の グ ラ フ は 、 小 胞 の 大 き さ 、 膜 の 静 電 容 量 、 膜 の 伝 導 率 、 内 容 物 の 誘 電 率
、 内 容 物 の 伝 導 率 、 お よ び 内 容 物 の 粘 度 が 全 て 、 特 定 の 誘 電 反 応 特 徴 を 得 る た め に 改 変 す
る こ と が で き る パ ラ メ ー タ と し て ど の よ う に 作 用 す る こ と が で き る か を 示 す 。 言 い 換 え れ
ば 、 所 望 の 特 徴 の 微 粒 子 が 得 ら れ る ま で 、 こ れ ら （ ま た は 類 似 の ） パ ラ メ ー タ の 任 意 の 一
つ ま た は 組 み 合 わ せ を 調 節 し て も よ い 。 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ が 作 製 さ れ る よ う に 、 異 な る
ク ラ ス の 微 粒 子 を 異 な る よ う に 調 節 し て も よ い 。 こ の 点 に お い て 、 図 27は 、 異 な る パ ラ メ
ー タ に 関 連 し た 一 般 的 な 傾 向 を 示 し て い る と い う 点 に お い て 有 益 で あ り 、 グ ラ フ に 示 さ れ
た こ れ ら の 傾 向 に 従 っ て 、 如 何 な る 不 当 な 実 験 も 行 う こ と な く 小 胞 に 基 づ く 微 粒 子 の ラ イ
ブ ラ リ を 容 易 に 作 成 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
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実 施 例 18
赤 血 球 影
　 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る よ う に 、 低 張 培 地 に お い て 赤 血 球 の よ う な 細 胞 を 浮 遊 さ せ て 、
そ れ ら を 破 壊 さ せ て そ の 内 容 物 を 失 わ せ て も よ い 。 こ の 処 理 を 受 け る 細 胞 は 時 に 、 「 血 球
影 」 と 呼 ば れ る 。 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る よ う に 、 改 変 培 地 に お い て 血 球 影 を 適 当 に 浮 遊
さ せ る こ と に よ っ て 、 そ れ ら を 再 度 密 封 す る よ う に 誘 導 し て も よ い 。 血 球 影 は そ れ に よ っ
て そ の 浮 遊 培 地 を 封 入 す る 。 本 実 施 例 は 、 血 球 影 を 用 い て 人 工 誘 電 特 徴 を 有 す る 誘 電 微 粒
子 を 形 成 す る 方 法 を 教 示 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 血 球 影 は 以 下 の 指 示 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る ： （ a） 正 常
な 赤 血 球 を PBSに お い て 3回 洗 浄 す る 、 （ b） 5 mMト リ ス ＋ 0.25 mM EDTA＋ 0.12 mM PMSFに
お い て 赤 血 球 を 溶 解 す る 、 （ c） 15,000 rpmで 遠 心 沈 降 さ せ る 、 （ d） さ ら に 2回 洗 浄 お よ
び 遠 心 す る 、 お よ び （ e） 封 入 さ れ る 培 地 に お い て 血 球 影 を 37℃ で 30分 間 再 密 封 す る 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 血 球 影 を パ ー コ ー ル （ 密 度 に 関 し て ） お よ び 高 分 子 量 塩 （ イ オ ン
チ ャ ン ネ ル 透 過 率 を 有 し な い 内 部 伝 導 率 に 関 し て ） に 接 触 さ せ て も よ い 。 当 技 術 分 野 で 既
知 の 他 の 方 法 論 も 同 様 に 血 球 影 を 作 製 す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 条 件 を 適 当 に 選 択 す る こ と に よ っ て 、 指 標 化 、 標 識 、 ま た は 担 体 応 用 に 用 い る た め に 、
所 望 の 特 性 を 有 す る 微 粒 子 を 作 製 す る よ う に 、 再 密 封 さ れ た 血 球 影 の 誘 電 特 性 を 調 節 し て
も よ い 。 例 え ば 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 そ れ ぞ れ が 例 え ば 、 そ の 内 容 物 に 由 来 す る お よ び
／ ま た は （ 空 の ） 血 球 影 そ の も の に 起 因 す る 固 有 の 誘 電 特 性 に 由 来 す る 異 な る 誘 電 特 性 を
有 す る 、 異 な る 血 球 影 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 図 28は 、 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 再 密 封 さ れ た 赤 血 球 影 の DEP結 果 を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
実 施 例 19
特 異 的 人 工 微 粒 子 ラ イ ブ ラ リ
　 図 29A～ 29Dで は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 人 工 微 粒 子 ラ イ ブ ラ リ の 一 部 と し て 含 ま れ て も
よ い 一 連 の 特 異 的 微 粒 子 （ そ の 層 を 示 す 図 ） の 一 つ の 態 様 が 示 さ れ る 。 C9層 、 C18層 、 C23
層 （ C9お よ び C14層 で 構 成 さ れ る ） 、 お よ び C32層 （ C18と C14層 で 構 成 さ れ る ） を 有 す る 微
粒 子 を 示 す 。 図 か ら わ か る よ う に 、 微 粒 子 の 有 効 直 径 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 層 を 構 成 す る
分 子 の 鎖 長 に 依 存 し て 大 き く 変 化 す る 可 能 性 が あ る 。 こ れ は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 誘 電
反 応 特 徴 に 影 響 を 及 ぼ す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 図 29A～ 29Dの 微 粒 子 の 代 表 的 な デ ー タ を 図 30に 示 す 。
【 ０ ２ ４ １ 】
実 施 例 20
表 面 機 能 化 の た め の ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系
　 図 31A～ 31Cは 、 本 明 細 書 に 記 載 の 装 置 お よ び 方 法 に よ っ て 用 い ら れ る 表 面 機 能 化 の た め
に ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系 を 用 い て も よ い 本 開 示 の 態 様 に 従 う 系 を 説 明 す る 。 ビ
オ チ ン は 、 「 B」 で 表 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 「 SA」 で 表 す 。 示 さ れ る よ う に 、 ビ オ チ
ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系 は 、 例 え ば 、 生 命 科 学 応 用 を 達 成 す る た め に 微 粒 子 の 表 面 に 異
な る 機 能 的 メ カ ニ ズ ム を 付 加 す る よ う に 、 微 粒 子 の 表 面 に 関 す る 全 般 的 メ カ ニ ズ ム と し て
用 い て も よ い 。 ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系 を 用 い て サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 を 作 製
し た 応 用 を 図 31A～ 31Cに 示 す 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 そ の よ う な 系 を 用 い る 長 所 に は 以 下 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： ビ オ チ ン -ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 は 非 常 に 堅 固 で あ り 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 は 容 易 に 入 手 可 能 で あ り 、 タ
ン パ ク 質 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は い ず れ も 容 易 に ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
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　 図 32は 、 複 合 分 析 物 検 出 お よ び 操 作 の た め の 位 置 づ け 可 能 で 指 標 化 可 能 な 微 粒 子 に 関 す
る ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系 を 示 す 本 開 示 の 態 様 に 従 う 略 図 で あ る 。 特 に 、 B/SA系
は 、 微 粒 子 の ラ イ ブ ラ リ と 共 に 用 い て も よ い 。 多 数 の タ ン パ ク 質 ／ mRNA試 料 に 関 し て 試 料
を 同 時 に プ ロ ー ビ ン グ し て も よ く 、 微 粒 子 ビ ー ズ を 、 本 明 細 書 に 教 示 す る よ う に 同 定 お よ
び ／ ま た は 操 作 し て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 イ ン ピ ー ダ ン ス 感 知 に よ っ て 異 な る ビ
ー ズ を 同 定 し て も よ い 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 ビ ー ズ は 蛍 光 デ ー タ に よ っ て 同 定 し て
も よ い 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 位 置 と 蛍 光 デ ー タ と の 組 み 合 わ せ を 同 定 の た め
に 利 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 図 33は 、 ビ オ チ ン 化 燐 脂 質 に よ る 表 面 機 能 化 の よ り 詳 細 な 化 学 的 図 示 を 示 す 本 開 示 の 態
様 に 従 う も う 一 つ の 略 図 で あ る 。 こ の 表 面 機 能 化 は 、 人 工 微 粒 子 の 一 つ ま た は 複 数 の 脂 質
層 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 本 開 示 の 装 置 と 共 に 用 い て も よ い 。 こ れ は 、 行 う こ と が で き
る 応 用 に 関 し て 大 き い 柔 軟 性 を 提 供 す る 万 能 表 面 結 合 法 を 提 供 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 ビ オ チ ン 化 脂 質 は 、 一 つ ま た は 複 数 の DMPC/ガ ン グ リ オ シ ド 層 に
組 み 入 れ て も よ い が 、 組 み 込 み は 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 異 な る 層 に 行 っ て も よ
い 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 デ ィ ー ル ス ・ ア ル ダ ー 反 応 を 用 い て 機 能 化 表 面 に 関 し て 分
子 種 を 共 有 結 合 し て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 開 示 の 他 の 態 様 に お い て 、 異 な る 誘 電 特 性 お よ び 異 な る 表 面 機 能 化 を 有 す る DEMPの 混
合 物 を 、 混 合 物 か ら 一 つ ま た は 複 数 の ク ラ ス の 物 質 の 分 離 を 促 進 す る た め の 取 っ 手 と し て
用 い て 、 そ れ に よ っ て こ れ ら の 異 な る ク ラ ス に 、 そ れ ぞ れ の 個 々 の ク ラ ス に 調 整 さ れ る さ
ら な る 分 析 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 例 え ば 、 第 一 の 組 の DEMPは 、 一 つ ま た は 複 数 の 種 類 の タ ン パ ク 質 分 子 を 標 的 と す る よ う
に 機 能 化 し て も よ い 。 も う 一 つ の 組 は 、 核 酸 を 標 的 と す る よ う に 機 能 化 し て も よ い 。 さ ら
に も う 一 つ の 組 は 、 脂 質 の ク ラ ス を 標 的 と す る よ う に 機 能 化 し て も よ い 。 さ ら に も う 一 つ
の 組 は 、 ス テ ロ イ ド を 標 的 と す る よ う に 機 能 化 し て も よ い 。 こ れ ら の 異 な る よ う に 機 能 化
さ れ た 組 の DEMPの 混 合 物 を 例 え ば 哺 乳 類 細 胞 の 浮 遊 液 と 混 合 し て 、 こ れ を 破 裂 さ せ 、 細 胞
の 分 子 内 容 物 を 放 出 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の 組 の DEMPは 、 機 能 化 さ れ て い る 分 子 タ イ プ に 結 合
す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 そ の 後 、 誘 電 ま た は 複 合 誘 電 磁 気 法 を 用 い て 、 異 な る 反 応 種 に 異 な る DEMPの 組 を ソ ー テ
ィ ン グ し て も よ く 、 こ の 場 合 、 標 的 分 子 の そ れ ぞ れ の ク ラ ス を 分 析 す る た め に 、 異 な る 分
析 プ ロ ト コ ー ル を 適 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 は タ ン パ ク 質 化 学 に よ っ て 、 核 酸
は 核 酸 プ ロ ト コ ー ル 等 に よ っ て 分 析 し て も よ い 。 本 開 示 の 恩 典 を 有 す る 当 業 者 は 、 こ の 方
法 論 が 、 混 合 物 か ら の 分 析 物 の 多 く の 異 な る ク ラ ス の 分 析 を 提 供 す る よ う に 拡 大 し て も よ
い と 認 識 す る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 異 な る タ イ プ の オ ル ガ ネ ラ 、 細 胞 、 細 菌 、 ウ イ ル ス
、 プ リ オ ン 、 花 粉 、 胞 子 、 ま た は 他 の タ イ プ の 生 物 実 体 、 お よ び 異 な る タ イ プ の 微 砂 、 堆
積 物 、 土 壌 、 エ ア ロ ゾ ル 、 煙 、 お よ び 他 の 不 活 性 粒 子 を 、 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い て さ ら な
る 処 理 の た め に 分 離 し て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 標 的 分 子 を 採 取 す る た め の DEMP法 の 非 制 限 的 な 長 所 は 、 試 薬 を そ れ ら の 上 に 流 し な が ら
、 DEMPが 正 の DEPに よ っ て 回 収 ま た は 捕 獲 さ れ る 可 能 性 が あ る 点 で あ る 。 こ の よ う に し て
、 標 的 分 子 を 、 そ の 捕 獲 後 に 所 望 の 試 薬 に 曝 露 し て も よ く 、 細 胞 の 破 片 の よ う な 望 ま し く
な い 残 留 材 料 ま た は DEMPに 対 し て 弱 い 親 和 性 を 揺 す る 望 ま し く な い 分 子 は 、 標 的 種 を 純 粋
な 形 で 残 す た め に DEMPか ら 洗 浄 し て 除 去 す る か 、 そ う で な け れ ば 枯 渇 さ せ て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 お よ び 請 求 し た 組 成 物 お よ び ／ ま た は 方 法 は 全 て 、 本 開 示 に 照 ら し て 不
当 な 実 験 を 行 う こ と な く 作 製 お よ び 実 行 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は
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、 特 定 の 態 様 に 関 し て 記 述 し て き た が 、 本 明 細 書 に 記 述 の 組 成 物 お よ び ／ ま た は 方 法 、 方
法 の 段 階 ま た は 段 階 の 順 序 に 変 更 を 加 え て も よ く 、 そ れ ら も 本 発 明 の 概 念 、 趣 旨 、 お よ び
範 囲 に 含 ま れ る こ と は 当 業 者 に 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 本 開 示 を 参 照 し て 理
解 さ れ る よ う に 、 特 に 半 導 体 粒 子 、 外 皮 、 ま た は コ ア の 誘 電 ま た は 伝 導 特 性 は 、 熱 お よ び
／ ま た は 光 に よ っ て 影 響 を 受 け る 可 能 性 が あ る が 、 そ れ で も も う 一 つ の レ ベ ル （ 上 記 の レ
ベ ル の 他 に ） の 制 御 ま た は 識 別 を 可 能 に す る と 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 化 学 的
お よ び 生 理 的 に 関 連 す る 特 定 の 物 質 を 、 本 明 細 書 に 記 述 の 物 質 の 代 わ り に 用 い て も よ く 、
同 じ ま た は 類 似 の 結 果 が 得 ら れ う る こ と も 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。 当 業 者 に 明 ら か な
そ の よ う な 類 似 の 置 換 お よ び 改 変 は 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る よ う に 、 本 発
明 の 精 神 、 範 囲 、 お よ び 概 念 に 含 ま れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
参 考 文 献
　 以 下 の 参 考 文 献 は 、 そ れ ら が 本 明 細 書 に 記 載 の 内 容 を 補 足 す る 例 と し て の 技 法 ま た は 詳
細 を 提 供 す る 程 度 に 、 特 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 以 下 の 図 面 は 本 明 細 書 の 一 部 で あ り 、 本 発 明 の 特 定 の 局 面 を さ ら に 証 明 す る た め に 含 め
る 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 示 し た 特 定 の 態 様 の 詳 細 な 説 明 と 共 に こ れ ら の 図 面 の 一 つ ま た
は 複 数 を 参 照 す る こ と に よ っ て よ り よ く 理 解 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 　 （ 図 １ ） 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 誘 電 人 工 微 粒 子 を 示 す 。
　 　 （ 図 ２ Aお よ び 図 ２ B） 誘 電 泳 動 力 の 図 で あ る 。 図 は 、 電 極 に 適 用 し た 1 V r m s の 相 矩 形
電 圧 シ グ ナ ル に よ っ て 産 生 さ れ た 回 転 場 に お け る 半 径 5 μ mの 球 状 の 粒 子 が 受 け る 誘 電 泳
動 力 の ベ ク ト ル を 示 す 。 図 2A。 Re（ f C M ） ＝ 0.5お よ び Im（ f C M ） ＝ 0。 図 2Aに お い て 、 力 は
粒 子 を 図 の 端 部 に 沿 っ て 存 在 す る 電 極 に 向 け る 。 図 2Bに お い て 、 Re（ f C M ） ＝ 0お よ び Im（
f C M ） ＝ 0.5で あ る 。 図 2Bに お け る 力 は 、 電 極 の 幾 何 学 の ほ ぼ 中 心 で 環 状 に 並 進 す る よ う に
粒 子 を 向 け る 。
　 　 （ 図 ３ ） 電 気 回 転 ス ペ ク ト ル の グ ラ フ を 示 す 。 特 に 、 伝 導 率 56 mS/mの 等 張 な 蔗 糖 に
お け る 赤 血 球 （ △ ） 、 Tリ ン パ 球 、 （ ○ ） お よ び MDA231乳 癌 細 胞 （ ） に 関 す る 典 型 的 な ROT
ス ペ ク ト ル を 示 す 。 曲 線 は 、 下 記 の よ う に 単 外 皮 誘 電 モ デ ル に 最 も 良 く 適 合 す る こ と を 示
し て い る 。
　 　 （ 図 ４ ） 異 な る 微 粒 子 タ イ プ の AC動 電 挙 動 の グ ラ フ を 示 す 。 異 な る 五 つ の タ イ プ の 微
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粒 子 の cDEP（ 従 来 の 誘 電 伝 動 ） お よ び twDEP（ 進 行 波 DEP） 反 応 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の 微 粒 子
タ イ プ は 、 約 1～ 10 nmま で 変 化 す る そ の 最 も 外 側 の 外 皮 の 厚 み を 除 き 同 一 で あ る 。 そ れ ぞ
れ の 異 な る タ イ プ の 微 粒 子 を 異 な る プ ロ ー ブ に 結 合 さ せ て 、 こ れ を 用 い て 試 料 混 合 物 に お
い て 異 な る 分 析 物 を 標 識 し た 後 、 操 作 ま た は 同 定 し て も よ い 。
　 　 （ 図 ５ ） 分 析 物 の 分 離 を 示 す 略 図 で あ る 。 図 4に 示 す よ う な AC動 電 特 性 を 有 す る 本 開
示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 異 な る 三 つ の タ イ プ の 人 工 微 粒 子 （ a、 b、 お よ び cで 示 す ） を 、 CD3
、 CD4、 お よ び CD18細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 に よ っ て 感 作 し て 、 異 な る 細 胞 亜 集 団 に 関
す る 標 識 を 形 成 す る 。 こ れ ら の 標 識 は 、 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン DEP-FFFフ ラ ク ト グ ラ ム に お い
て 示 さ れ る よ う に CD3 + 、 CD4 + 、 お よ び CD18 + 細 胞 の DEP-FFF（ DEP/フ ィ ー ル ド フ ロ ー フ ラ ク
シ ョ ネ ー シ ョ ン ） 分 離 を 促 進 す る 。
　 　 （ 図 ６ ） 分 析 物 結 合 の 検 出 を 示 す 略 図 で あ る 。 人 工 微 粒 子 の 誘 電 特 性 は 、 分 析 物 の 結
合 に よ っ て 乱 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 DEP-FFFの よ う な AC動 電 分 析 法 を 用 い て 、 溶 出 ピ ー ク
の 幅 を 広 げ る ま た は 溶 出 ピ ー ク を シ フ ト さ せ る 形 で こ の 変 化 を 検 出 し て も よ い 。
　 　 （ 図 ７ ） 誘 電 特 性 に 対 す る 粒 子 の 速 度 の 依 存 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
　 　 （ 図 ８ ） 粒 子 と 培 地 の 分 極 を 示 す 図 で あ る 。
　 　 （ 図 ９ A～ 図 １ ５ B） 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 誘 電 人 工 微 粒 子 、 そ の 特 性 お よ び 挙 動
を 示 す 。
　 　 （ 図 １ ６ ） 本 開 示 に 従 う 試 験 に お い て タ ン パ ク 質 お よ び mRNAを 検 出 す る た め に 用 い て
も よ い サ ン ド イ ッ チ （ 二 重 標 識 ） ア ッ セ イ 法 を 示 す 図 で あ る 。
　 　 （ 図 １ ７ ） ポ リ ス チ レ ン コ ア 、 金 の 外 皮 、 お よ び ア ル カ ン チ オ ー ル 自 己 構 築 単 層 を 含
む 、 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 誘 電 人 工 微 粒 子 を 示 す 。
　 　 （ 図 １ ８ ） ポ リ ス チ レ ン コ ア 、 金 の 外 皮 、 ア ル カ ン チ オ ー ル 自 己 構 築 単 層 、 お よ び 燐
脂 質 自 己 構 築 単 層 を 含 む 、 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 誘 電 人 工 微 粒 子 を 示 す 。
　 　 （ 図 １ ９ ） ポ リ ス チ レ ン コ ア 、 金 の 外 皮 、 ア ル カ ン チ オ ー ル 自 己 構 築 単 層 、 お よ び ク
ロ ス リ ン ク し た 燐 脂 質 自 己 構 築 単 層 を 含 む 、 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 誘 電 人 工 微 粒 子 を
示 す 。
　 　 （ 図 ２ ０ ） ポ リ ス チ レ ン コ ア 、 金 の 外 皮 、 ア ル カ ン チ オ ー ル 自 己 構 築 単 層 、 燐 脂 質 自
己 構 築 単 層 、 お よ び 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 誘 電 人 工 微 粒 子 を 示 す
。
　 　 （ 図 ２ １ ） ポ リ ス チ レ ン コ ア 、 金 の 外 皮 、 ア ル カ ン チ オ ー ル 自 己 構 築 単 層 、 燐 脂 質 自
己 構 築 単 層 、 お よ び タ ン パ ク 質 プ ロ ー ブ を 含 む 、 本 開 示 の 一 つ の 態 様 に 従 う 誘 電 人 工 微 粒
子 を 示 す 。
　 　 （ 図 ２ ２ ） 遷 移 周 波 数 対 伝 導 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
　 　 （ 図 ２ ３ ） 分 散 性 の 周 波 数 範 囲 の デ ー タ を 含 む デ ー タ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 実 線 は 進
行 波 誘 電 泳 動 と 電 気 回 転 を 生 じ る 誘 電 損 失 を 示 し 、 破 線 は 通 常 の 誘 電 泳 動 を 生 じ る 誘 電 率
（ 誘 電 定 数 ） を 示 す 。
　 　 （ 図 ２ ４ ） 二 つ の タ イ プ の 微 粒 子 の 周 波 数 応 答 を 示 す グ ラ フ で あ る ： 自 己 構 築 さ れ た
伝 導 性 コ ア 上 に 絶 縁 体 を 有 す る バ イ オ ミ メ テ ィ ク ス ア プ ロ ー チ に よ っ て 作 製 さ れ た 三 つ お
よ び 誘 電 分 散 コ ア ア プ ロ ー チ に よ っ て 作 製 さ れ た 三 つ 。 バ イ オ ミ メ テ ィ ッ ク 微 粒 子 は 、 周
波 数 の 増 加 と 共 に 増 加 す る 低 周 波 数 で 低 い 誘 電 率 を 示 す 。 分 散 性 コ ア 微 粒 子 は 、 周 波 数 の
増 加 と 共 に 減 少 す る 低 周 波 数 で 高 い 誘 電 率 を 示 す 。
　 　 （ 図 ２ ５ ） 本 開 示 の 態 様 に 従 う 凝 集 に 影 響 を 及 ぼ す た め に ガ ン グ リ オ シ ド を 組 み 入 れ
た 微 粒 子 の 略 図 で あ る 。
　 　 （ 図 ２ ６ ） 凝 集 を 制 御 す る た め に ガ ン グ リ オ シ ド を 利 用 す る 本 開 示 の 態 様 の 化 学 的 詳
細 を 示 す 略 図 で あ る 。
　 　 （ 図 ２ ７ ） 本 開 示 の 態 様 に 従 う 小 胞 特 性 の 変 化 に 対 す る 誘 電 泳 動 ス ペ ク ト ル 反 応 を 説
明 す る 有 益 な 注 釈 を 含 む グ ラ フ で あ る 。
　 　 （ 図 ２ ８ ） 本 開 示 の 態 様 に 従 う 再 密 封 さ れ た 赤 血 球 影 の 誘 電 泳 動 デ ー タ を 示 す グ ラ フ
で あ る 。
　 　 （ 図 ２ ９ A～ 図 ２ ９ C） 本 開 示 の 態 様 に 従 う 例 と し て の 微 粒 子 ラ イ ブ ラ リ 内 の 構 成 成 分
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で あ る 微 粒 子 を 示 す 略 図 で あ る 。
　 　 （ 図 ３ ０ ） 図 29A～ 図 29Cの 微 粒 子 の 誘 電 特 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
　 　 （ 図 ３ １ A～ 図 ３ １ C） 本 開 示 の 態 様 に 従 う 表 面 機 能 化 の た め の ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン 系 を 一 般 的 に 示 す 。
　 　 （ 図 ３ ２ ） 本 開 示 の 態 様 に 従 う 多 重 分 析 物 検 出 お よ び 操 作 の た め の 位 置 付 け 可 能 で 指
標 化 可 能 な 微 粒 子 を 示 す 略 図 で あ る 。
　 　 （ 図 ３ ３ ） ビ オ チ ン 化 燐 脂 質 を 用 い た 表 面 機 能 化 に 関 す る 特 定 の 態 様 を 示 す 化 学 的 略
図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】

(57) JP 2005-533238 A 2005.11.4



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(58) JP 2005-533238 A 2005.11.4



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(59) JP 2005-533238 A 2005.11.4



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(60) JP 2005-533238 A 2005.11.4



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(61) JP 2005-533238 A 2005.11.4



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(62) JP 2005-533238 A 2005.11.4



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(63) JP 2005-533238 A 2005.11.4



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   　　　　                                Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,
GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,
ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,M
Z,NO,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ヴィコウカル　ジョディ
            アメリカ合衆国　テキサス州　ヒューストン　ドライデン　ナンバー２　１９３７
(72)発明者  ヴィコウカル　ダイネン
            アメリカ合衆国　テキサス州　ヒューストン　ドライデン　ナンバー２　１９７３
(72)発明者  シャルマ　スーザン
            アメリカ合衆国　テキサス州　シュガーランド　グリーンウッド　ドライブ　３５１４
(72)発明者  ベッカー　フレデリック　エフ．
            アメリカ合衆国　ニューヨーク州　ニューヨーク　アパートメント　２３エイ　イースト　３２　
            ストリート　１５７
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  CA09  HA14 
　　　　 　　  4B063 QA01  QQ53  QR32  QR55  QR85  QS34 

(64) JP 2005-533238 A 2005.11.4



专利名称(译) 介电人造微粒的形成和改性

公开(公告)号 JP2005533238A 公开(公告)日 2005-11-04

申请号 JP2003554578 申请日 2002-12-19

申请(专利权)人(译) Rijientsu董事会，德州系统的通用名称

[标]发明人 ガスコイニーピーターアールシー
ヴィコウカルジョディ
ヴィコウカルダイネン
シャルマスーザン
ベッカーフレデリックエフ

发明人 ガスコイニー ピーター アール.シー.
ヴィコウカル ジョディ
ヴィコウカル ダイネン
シャルマ スーザン
ベッカー フレデリック エフ.

IPC分类号 C12N5/08 C12N15/09 C12Q1/68 G01N33/53 G01N33/543 G01N33/555

CPC分类号 B82Y30/00 G01N33/54373

FI分类号 G01N33/543.525.U G01N33/543.575 G01N33/53.ZNA.U G01N33/555 C12N15/00.A C12Q1/68.A

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/CA09 4B024/HA14 4B063/QA01 4B063/QQ53 4B063/QR32 4B063/QR55 4B063
/QR85 4B063/QS34

代理人(译) 清水初衷

优先权 10/027782 2001-12-20 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

人造微粒，微粒库和与其相关的方法。可以基于对施加的电场的介电响
应的差异来区分微粒。在不同的实施例中，电介质的差异可以通过但不
限于电介质分散材料，表面电荷和/或荧光来操纵。神经节苷脂可以掺入
微粒中以控制聚集。含有红细胞阴影的囊泡可用作微粒的基础。对于细
颗粒，生物素 - 链霉抗生物素蛋白系统可用于表面官能化。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/0adf17bd-4472-4f68-b643-49aa8b4ac0af
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/021839756/publication/JP2005533238A?q=JP2005533238A

