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(57)【要約】
格子に基づくセンサデザインの較正および正規化の方法が開示されている。センサは、標
識不使用およびルミネセンス（例えば、蛍光）の両方による増幅検出に対して最適化する
ように作製してもよい。そのようなセンサは、格子または適切な被膜を有する別の周期的
構造に基づくものであり、用途の多様性を顕著に増加させ、センサ表面の各位置または捕
捉要素についての定性的および定量的な情報を提供する新規な概念の実現を可能にする。
本発明は、これらの異なるモードを利用して、品質管理（ＱＣ）工程およびセンサの各個
別位置の較正を実行する。それにより、それらの質および局部的密度変動に基づいてアッ
セイデータをフラッグ化することができ、バッチ変動および表面に印刷された沈着プロー
ブまたは物質の変動を補正することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　周期的な格子構造および表面に多数のプローブ位置を有するバイオセンサ上に固定され
たプローブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量の評価方法であ
って、プローブに分析物が結合するに先立って、固定化されたプローブの固定化の質およ
び／または量を空間分解法により各プローブ位置において個別に評価する方法であり、
（１）上記バイオセンサから２次元のデータおよび／または画像を、
（Ａ）エバネッセント共鳴モードにおいては、プローブに結合させた結合ルミネセンス標
識剤を励起させ、バイオセンサからの発光データを収集することによって取得し、および
（Ｂ）標識不使用モードにおいては、バイオセンサ表面の２次元画像および、バイオセン
サのプローブ位置の画像を含む２次元画像の部分群についてのピーク波長値（ＰＷＶ）デ
ータを入手する（ここでピーク波長値はバイオセンサへの光の共鳴結合によりバイオセン
サから反射された光のピーク波長を含む）ことによって取得する工程と、
（２）該２次元のデータおよび／または画像から、バイオセンサ表面に固定されたプロー
ブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量を特徴化する工程を含む
該評価方法。
【請求項２】
　上記バイオセンサが多数のサンプル領域を有し、各該サンプル領域はバイオセンサに結
合する生物学的物質を含有する予定のものであって、
さらに上記アレイは周期的な格子構造を有する表面として形成され、
上記工程（１）が、
（１）バイオセンサの２次元画像を取得する工程と、
（２）バイオセンサのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波長値（ＰＷ
Ｖ）データを取得する工程と、ここで、該ピーク波長値は格子構造への光の共鳴結合に基
づくバイオセンサからの反射光のピーク波長を含むものであり、および
（３）該ピーク波長値データから、上記アレイのサンプル領域への生物学的物質の結合量
についての定量的情報を取得する工程を含む請求項１記載の方法。
【請求項３】
　周期的な格子構造および表面に多数のプローブ位置を有するバイオセンサ上に固定され
たプローブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量の評価方法であ
って、プローブに分析物が結合するに先立って、固定化されたプローブの固定化の質およ
び／または量を空間分解法により各プローブ位置において個別に評価する方法であり、
（１）バイオセンサのプローブ位置のピーク波長値（ＰＷＶ）データを測定する工程と、
（２）空間分解法で、プローブ位置の２次元画像（ＰＷＶ画像）を取得する工程と、
（３）ＰＷＶデータから、バイオセンサに固定されたプローブの固定化の質および／また
は量についての定量的な情報を取得する工程を含む該評価方法。
【請求項４】
　標識されたサンプルを多数のプローブ位置に適用する工程と、
　多数のプローブ位置についてエバネッセント共鳴（ＥＲ）の測定値を取得する工程と、
　取得した定量的情報を用いてＥＲ測定値を正規化する工程をさらに含む請求項２記載の
方法。
【請求項５】
　上記ＥＲ測定値の正規化を、正規化式（１）により行う請求項４記載の方法。
【請求項６】
　標識されたサンプルを多数のプローブ位置に適用する工程と、
　多数のプローブ位置についてエバネッセント共鳴（ＥＲ）の測定値を取得する工程と、
　取得した定量的情報を用いてＥＲ測定値を正規化する工程をさらに含む請求項３記載の
方法。
【請求項７】
　上記ＥＲ測定値の正規化を、正規化式（１）により行う請求項６記載の方法。
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【請求項８】
　上記ＰＷＶデータおよび画像が、バイオセンサの表面に固定される予定の物質の量およ
び形態を示すものであり、および上記方法が、固定された物質に対してサンプルのハイブ
リダイゼーションを行った後で取得されたデータおよび画像を較正するために、上記ＰＷ
Ｖデータおよび上記データを使用する工程をさらに含む、請求項３記載の方法。
【請求項９】
　上記方法が、バイオセンサの製造プロセスの１以上の工程において、標識不使用のＰＷ
Ｖのデータおよび画像および／またはＥＲ測定値を取得する工程をさらに含ものであり、
以下の工程を１以上含む請求項１記載の方法：
バイオセンサ表面の洗浄、バイオセンサ表面の修飾、バイオセンサ表面への物質の固定化
、バイオセンサの洗浄工程、バイオセンサの乾燥工程、およびバイオセンサ表面へのサン
プルのハイブリダイゼーション工程。
【請求項１０】
　上記方法が、ハイブリダイゼーション前のＰＷＶの画像／データに基づいてハイブリダ
イゼーション後に取得されたデータおよび画像を補正する工程をさらに含み、それにより
バイオセンサに固定された固定捕捉物質の量および形態の変化の較正／補正を行う、請求
項８記載の方法。
【請求項１１】
　上記バイオセンサがさらに基体を含み、および上記バイオセンサの表面が、該基体の屈
折率ｎ１よりも大きい屈折率ｎ２を有する物質からなる高屈折率層で被覆され、該層の厚
さが１０～１０００ｎｍであり、周期性が１００～１０００ｎｍの範囲であり、および該
基体が、平面状、円筒状、円錐状、または楕円状の形状を有する、請求項２記載の方法。
【請求項１２】
　塩画像がさらに取得および解析され、該塩画像は支持体に固定するプローブをスポット
する方法により得られるものであり、該方法は、支持体に固定するプローブを含む塩含有
溶液をスポットする工程を含み、必要に応じて、プローブを含む上記塩含有溶液を乾燥し
、およびプローブが固定された位置の画像を取得するものであり、該画像はすべての洗浄
工程の前に取得され、それにより、特定の位置における塩の不存在が、特定位置に固定す
るプローブのスポッティングがその特定位置では行われなかったことを示す、請求項１記
載の方法。
【請求項１３】
　上記バイオセンサの基体が、ガラス、石英、金属酸化物、誘電物質、無機または有機の
高屈折率物質、シリコン、ポリマー、プラスチック、ＰＥＴ、ＰＣ、ＰＵ、ＣＯＰｓ、低
蛍光バックグラウンドプラスチック物質、接着剤層およびそれらの組み合わせからなる群
から選択された物質から作製されている請求項１記載の方法。
【請求項１４】
　上記バイオセンサが、光学的に透明な層を有し、該層が、Ｔａ２Ｏ５，ＴｉＯ２，Ｎｂ

２Ｏ５，ＺｒＯ２，ＺｎＯまたはＨｆＯ２である金属酸化物からなる群から選択された無
機物質、あるいはポリアミド、ポリイミド、ＰＰ、ＰＳ、ＰＭＭＡ、ポリアクリル酸、ポ
リアクリル酸エステル、ポリチオエーテル、またはポリ（フェニレンスルフィド）および
それらの誘導体からなる群から選択された有機物質を用いて形成されている請求項１記載
の方法。
【請求項１５】
　上記固定されたプローブまたはプローブアレイが、以下の少なくとも１種により標識さ
れている請求項１記載の方法：
　スペーサー分子、エネルギードナー、エネルギーアクセプター、エレクトロン－ドナー
、エレクトロン－アクセプター、発色団、発光団、蛍光物質、燐光標識剤、分光標識剤、
生物学的官能基、または化学修飾剤。
【請求項１６】
　上記方法が、固定された物質をバイオセンサ上に置く工程をさらに含み、該固定された
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物質が、分子量１０００ダルトン未満の分子、分子量が１０００～１０，０００である分
子、アミノ酸、核酸、脂質、炭水化物、核酸ポリマー、ウィルス粒子、ウィルス成分、細
胞成分、およびウィルス成分または細胞成分の抽出物、ポリペプチド、抗原、ポリクロー
ナル抗体、モノクローナル抗体、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）
２断片、Ｆｖ断片、小さな有機分子、細胞、ウィルス、バクテリア、ポリマー、ペプチド
溶液、タンパク質溶液、化学化合物ライブラリー溶液、一本鎖ＤＮＡ溶液、二本鎖ＤＮＡ
溶液、一本鎖ＤＮＡ溶液および二本鎖ＤＮＡ溶液の組み合わせ、ＲＮＡ溶液、オリゴヌク
レオチド誘導体および生物学的サンプルからなる群から選択される請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　上記プローブまたはプローブアレイが標識されていない請求項１記載の方法。
【請求項１８】
　請求項１の工程（３）で取得された定量的情報を用いて、エバネッセント共鳴（ＥＲ）
のデータ／画像を較正する請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
　請求項１の工程（３）で取得された定量的情報を用いて、標識不使用のＰＷＶデータお
よび／または画像を較正する請求項１７記載の方法。
【請求項２０】
　バイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを取得する工程をさらに
含み、固定化の質および／または量の特徴化を上記のバイオセンサから発生するバックグ
ラウンド信号のスペクトルを差し引いた後で行う請求項１記載の方法。
【請求項２１】
　表面に固定されたプローブのアレイを有するバイオセンサであって、周期的な格子構造
を有するバイオセンサを用いて分析物を検出および/または定量する方法であって、
　上記分析物の存在および／または濃度を上記固定されたプローブに対して正規化し、
　上記固定されたプローブの存在および／または濃度を、バイオセンサの表面に分析物が
結合する前にアレイの位置で評価する該方法。
【請求項２２】
　上記固定されたプローブの存在および／または濃度を、バイオセンサ表面の２次元画像
、およびバイオセンサのプローブ位置の画像を含む２次元画像の部分についてのピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータを用いて評価し、該ピーク波長値が、バイオセンサへの光の共鳴
結合に基づくバイオセンサからの反射光のピーク波長を含む請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　バイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを取得する工程をさらに
含み、正規化を上記のバイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを差
し引いた後で行う請求項２１記載の方法。
【請求項２４】
　さらに以下の工程を含む請求項２４記載の方法：
（１）サンプルのハイブリダイゼーションを行うためにバイオセンサを処理する工程と、
（２）該サンプルをバイオセンサにハイブリダイズする工程と、および
（３）バイオセンサのハイブリダイズ後の画像を記録する工程（ここで得られる画像は結
合したサンプルを示す）。
【請求項２５】
　上記バイオセンサの標識不使用モードで、ハイブリダイゼーション後の標識不使用の画
像を記録する工程をさらに含む請求項２４記載の方法。
【請求項２６】
　上記バイオセンサから発生するバックグラウンドレベルの信号を補正するために、バッ
クグラウンドを差し引くことを実行する工程をさらに含む請求項２４記載の方法。
【請求項２７】
　取得したハイブリダイゼーション前のデータに基づいて、ハイブリダイゼーション後の
画像を補正する工程をさらに含み、それにより、バイオセンサ上の捕捉物質の変動を補正
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する、請求項２５記載の方法。
【請求項２８】
　上記標識されたサンプルが、血液、血漿、血清、核酸、胃腸分泌液、組織または腫瘍の
ホモジュネート、滑液、便、唾液、痰、シスト液（cyst fluid）、羊膜液、髄液、腹膜液
、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙、前立腺液、生検液、体液、およびそれらの抽出物／誘
導物からなる群から選択されたサンプルを含む請求項４記載の方法。
【請求項２９】
　上記プローブをプリンターを用いてバイオセンサ上に沈積させる請求項１記載の方法。
【請求項３０】
　上記バイオセンサを液体保有容器の内面に付着させる請求項１記載の方法。
【請求項３１】
　上記液体保有容器が、マイクロタイタープレート、試験管、ペトリ皿およびマイクロ流
体用チャンネルらなる群から選択される請求項３０記載の方法。
【請求項３２】
　以下の工程からなるマイクロアレイチップの非接触定性分析方法：
（ａ）周期的な格子構造（図１～７）からなる表面に多数のサンプル領域８０２を有する
マイクロアレイチップ（図８）を用意する工程と、
（ｂ）該格子構造に捕捉要素を沈着させる工程と、
（ｃ）該マイクロアレイチップ（図８、９Ａ）の２次元画像を取得する工程と、
（ｄ）該マイクロアレイチップのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータ（図９Ｂ）を取得する工程（ここで、該ピーク波長値は格子構造
への光の共鳴結合に基づくマイクロアレイからの反射光のピーク波長を含む）と、および
（ｅ）（１）２次元画像または（２）ピーク波長値のいずれかから、マイクロアレイのサ
ンプル領域への捕捉要素の結合についての定性的な情報を取得する工程。
【請求項３３】
　上記捕捉要素をピエゾアレイプリンターを用いて沈着させる請求項３２記載の方法。
【請求項３４】
　上記物質をピンプリンターを用いて適用または沈着させる請求項３２記載の方法。
【請求項３５】
　工程（ｅ）で取得した定性的な情報が、バイオセンサ表面の位置の関数としての捕捉要
素の結合の特性を表すことを含む請求項３２記載の方法。
【請求項３６】
　上記捕捉要素を、核酸物質およびタンパク質からなる群から選択する請求項３２記載の
方法。
【請求項３７】
　以下の工程からなるマイクロアレイチップ（図８）の分析方法：
（ａ）周期的な格子構造（図１～７）からなる表面に多数のサンプル領域８０２を有する
マイクロアレイチップを用意する工程と、
（ｂ）該サンプル領域に生物学的物質を適用する工程と、
（ｃ）該マイクロアレイチップ（図８、９Ａ）の２次元画像を取得する工程と、
（ｄ）該マイクロアレイチップのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータ（図９Ｂ）を取得する工程（ここで、該ピーク波長値は格子構造
への光の共鳴結合に基づくマイクロアレイからの反射光のピーク波長を含む）と、
（ｅ）第２のサンプル物質をサンプル領域に適用することを含むハイブリダイゼーション
工程を行う工程と、
（ｆ）ハイブリダイゼーション後のマイクロアレイの２次元画像（図９Ｃ）を取得する工
程と、および
（ｇ）ハイブリダイゼーション工程後のサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピ
ーク波長値（ＰＷＶ）のデータを取得する工程。
【請求項３８】



(6) JP 2010-523973 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

　上記ハイブリダイゼーション工程が、生物学的物質に蛍光プローブを適用する工程を含
む請求項３７記載の方法。
【請求項３９】
　上記ハイブリダイゼーション工程後、サンプル領域のエバネッセント共鳴（ＥＲ）の測
定値を取得する工程をさらに含む請求項３７記載の方法。
【請求項４０】
　上記マイクロアレイチップからＥＲ測定値を取得する工程と、工程（ｄ）で取得したピ
ーク波長値（ＰＷＶ）のデータから取得した、サンプル領域に結合した生物学的物質の量
の定量的なデータを参照して上記ＥＲ測定値を正規化する工程とをさらに含む請求項３７
記載の方法。
【請求項４１】
記載なし。
【請求項４２】
　上記バイオセンサに付着させた生物学的物質がＤＮＡマイクロアレイを含む請求項３６
記載の方法。
【請求項４３】
　標識不使用方法および標識使用方法を組み合わせた方法を含むハイブリダイゼーション
プロトコルに従って、バイオセンサに付着したＤＮＡの量を決定する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００７年３月３０日に出願された米国仮出願番号６０／９２１，００１号
および２００７年１０月１１日に出願された米国仮出願番号６０／９９８，８８０号に対
する、米国特許法（３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．）第１１９条（ｅ）による優先権の利益を主張する
。
【０００２】
　本発明は、全体として、支持体上に固定されたプローブアレイの品質を評価する方法に
関するものであって、標識された分析物が結合する前に、固定されたプローブの存在およ
び／または量をアレイの各位置で個々に評価する。
【背景技術】
【０００３】
　マイクロアレイや、材料アレイを利用する他のアッセイ形式は、種々の領域、例えばラ
イフサイエンス、医薬における薬品の研究および開発、そして近年は臨床分野等における
データの量と質を増加させるための強力な手段となっている。重要なキーテクノロジーで
あることは理解されているが、マイクロアレイのデータは、依然として種々の実験誤差源
に悩まされており、それにより、長期間の研究や他の研究機関とのデータの比較が困難と
なっている。実験上のバラツキを減らしかつ制御するために、製造バッチおよび処理バッ
チのバラツキを実験計画時に考慮する必要がある。
【０００４】
　マイクロアレイおよび他のアレイに基づく技術の重要な問題は、プラットホーム上の特
定の場所における固定された捕捉成分の量が、プラットホームの表面の結合能力、使用さ
れた捕捉成分溶液の濃度、温度、湿度、インキュベーション時間、沈着方法等のプロセス
パラメータの影響を受けて、広い範囲で変化する可能性があることである（不在又は行方
不明を含む。）。したがって、これらのプロセス工程の品質管理は非常に重要である。
【０００５】
　ハイブリダイゼーションに続いて、プローブ－分析物の信号は、ハイブリダイゼーショ
ンに先立って固定されたオリゴヌクレオチドの配列と、ハイブリダイゼーションに先立っ
て固定されたオリゴヌクレオチドの量の両方に依存する。現在の方法では、固定されたオ
リゴヌクレオチドの量だけを決定することはできない。較正のために特別に指定され標識
されたランダムオリゴヌクレオチドとハイブリダイズされたアレイは、アレイ集団の中に
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存在する種々の配列を一様に代表するものではない。マイクロアレイまたはアレイに基づ
く他の技術を用いて行われる較正化および正規化の測定に広く使用されている別の方法は
、基準サンプルを用いる方法であり、その基準サンプルはハイブリダイゼーションの工程
において対象となるサンプルと混合され、両方のサンプルは異なる蛍光標識試薬を保持す
る（例えば、ＣＹ３／緑発光およびＣＹ５／赤発光）。基準サンプルの一定量のアリコー
トは、基準として全実験を通して分配される。この方法は、信号強度がさらに基準サンプ
ルと捕捉成分配列に依存するという問題を解決しない。プローブのオリゴヌクレオチドの
量は決定することができない。さらに、相対的な較正のみが可能であり、基準サンプル中
の少量の特徴／配列の較正は不十分である。例えば、実験の偏りを防ぐために、色素交換
が必要とされるかもしれない。
【０００６】
　他の方法、例えば色素標識／染色の方法等も、上述の問題を有する、所定の製造バッチ
の個々のマイクロアレイを単に分析するだけである。
【０００７】
　本開示の方法は、サンプルの標識不使用による検出およびサンプルのルミネセンス／蛍
光増幅を支援する格子に基づくバイオセンサ(grating-based biosensors)、を用いて使用
するのに適したものであり、以下にエバネッセント共鳴（ＥＲ）技術として言及されるも
のである。両方のタイプのサンプル検出および測定についての簡単な紹介を以下で述べる
。両方の検出方法のための技術およびバイオセンサ構造の両者についての詳細な説明は、
公開されたＰＣＴ特許出願ＷＯ　２００７／０１９０２４においてなされており、そのす
べての内容は出典明示により本明細書の一部となる。
【０００８】
標識不使用検出用センサ
　格子に基づくセンサは、新しい種類の光学装置であり、１００ｎｍ以下の精度で材料を
正確に沈着およびエッチングできる半導体作製手段の近年の進歩により可能となったもの
である。
【０００９】
　フォトニック結晶のいくつかの特性は、フォトニック結晶を、格子型の標識不使用光学
バイオセンサとしての応用に対しての理想的な候補としている。第１に、フォトニック結
晶の反射／透過の挙動は、生物学的物質（例えば、タンパク質、ＤＮＡ、細胞、ウイルス
粒子及びバクテリア等）の該結晶上への吸着によって容易に調整することができる。検出
可能なその他の種類の生物学的物質には、小さな低分子量分子（すなわち、分子量が１０
００ダルトン（Ｄａ）未満および１０００Ｄａと１０，０００Ｄａの間である物質）、ア
ミノ酸、核酸、脂質、炭水化物、核酸ポリマー、ウィルス粒子、ウィルス成分および細胞
成分（例えば、特に限定するものではないが、ベシクル、ミトコンドリア、膜、構造特徴
成分、ペリプラズム（periplasm）またはそれらの抽出物等）、が含まれる。これらの種
類の物質について、それらの有限の誘電率により、それら自身を通過する光の光路長を変
化させることができることが示されている。第２に、フォトニック結晶の反射／透過スペ
クトルは非常に狭くできるので、簡単な照明装置と検出装置を用いるだけで、生化学的結
合に伴う光学特性のシフトを高分解能で決定することができる。第３に、フォトニック結
晶構造は、電磁場の伝搬を高度に局在化させるように設計できるので、一つのフォトニッ
ク結晶の表面を用いることにより、多数の生化学結合現象を、３～５ミクロン未満の範囲
内の隣接領域間で光学干渉を起こすことなく、同時に測定することができる。最後に、高
い表面／体積比率と、生化学試験サンプルと接触する領域に電磁場強度を集中させる能力
とを備えた実際のフォトニック結晶装置を組み立てるために、広範囲の材料と作製方法を
用いることができる。材料と作製方法は、プラスチック系材料を用いた高体積装置の製造
または半導体材料を用いた高感度特性を最適化するように選択することができる。
【００１０】
　格子型バイオセンサの代表的な例が、
　Ｂ．Ｔ．カニングハム、Ｐ．リ、Ｂ，リン及びＪ．ペパー、センサーズ・アンド・アク
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チュエーターズ　Ｂ、第８１巻（２００２年）、第３１６頁～第３２８頁（「直接的な生
化学的アッセイ法としての熱量測定による共鳴反射」）、
　Ｂ．Ｔ．カニングハム、Ｊ．キュウ、Ｐ．リ、Ｊ．ペパー及びＢ．フー、センサーズ・
アンド・アクチュエーターズ　Ｂ、第８５巻（２００２年）、第２１９頁～第２２６頁（
「標識の介在しない生化学的相互作用の多重同時検出のための熱量測定によるプラスチッ
ク製共鳴光学的バイオセンサ」）、及び
　Ａ．Ｊ．ヘス及びＲ．Ｐ．Ｖ．ドゥイン、ジャーナル・オブ・ジ・アメリカン・ケミカ
ル・ソサイアティー、第１２４巻（２００２年）、第１０５９６頁～第１０６０４頁（「
ナノスケールの光学的バイオセンサ：三角形状の銀ナノ粒子の局存化表面プラスモン共鳴
スペクトロスコピーに基づくアプローチの感度と選択度」）、に開示されている。
【００１１】
　フォトニック結晶バイオセンサを組み合わせることの利益を、他のあらゆる標識不使用
のバイオセンサ技術が超えることはないであろう。高感度、小型、低コストで高度に並列
的であるバイオセンサと、簡単、小型で耐久性のある読取り装置の開発により、従来経済
的観点から使用できなかった、医薬の開発（discovery）、診断試験、環境関連試験およ
び食品安全等の分野におけるバイオセンサの使用が可能となるであろう。
【００１２】
　バイオセンサとして機能するようにフォトニックバンドギャップ装置を適応させるため
、構造のいくつかの部分は試験サンプルに接触している必要がある。生体分子、細胞、タ
ンパク質、または他の物質が、フォトニック結晶の一部に導入され、局所的に閉じ込めら
れた電磁場強度が最大となる場所に吸着される。その結果、結晶の中への光の共鳴結合が
変更され、反射／透過の出力（すなわち、ピーク波長）が同調され、すなわち、シフトす
る。反射による出力のシフト量は、センサ上に存在する物質の量に関係している。センサ
は、センサの中に光を導入して反射光または透過光を捕捉する照明－検出装置と共に用い
られる。反射光または透過光は、ピーク波長のシフトを測定する分光器へ送られる。
【００１３】
　共鳴光結合（resonant light coupling）の高い品質係数（Ｑ）、高い電磁エネルギー
密度、および強い光学的閉じ込めを提供するフォトニック結晶の機能を利用して、高感度
のバイオセンサを製造することができる。ここで、Ｑは、共鳴周波数におけるピーク波長
の鋭さを示す尺度である。フォトニック結晶バイオセンサは、試験サンプルが周期格子に
浸透し、生体分子または細胞の付着による結晶の表面誘電率の変化によって共鳴光結合条
件に同調するように設計される。共鳴の高いＱ値および結合電磁場と表面結合物質との強
い相互作用に起因して、報告されている最高感度を有するいくつかのバイオセンサ装置が
フォトニック結晶から得られている（カニンガムらによる前記の論文参照）。この種の装
置が、２００ダルトン（Ｄａ）未満の分子量を有する分子を高い信号対雑音の許容範囲で
検出する機能及び個々の細胞を検出する機能を有していることは証明されている。フォト
ニック結晶内において共鳴的に結合した光は空間的に効果的に閉じ込めることができるの
で、フォトニック結晶表面は、アレイ形式による多数の同時におこなわれる生化学的アッ
セイを可能にする。この場合、相互に１０μｍ未満の隣接領域は独立して測定することが
できる。この点に関しては次の文献を参照されたい：Ｐ．リ、Ｂ．リン、Ｊ．ゲルステン
マイヤー及びＢ．Ｔ．カニンガム、センサーズ・アンド・アクチュエーターズ　Ｂ、２０
０３年（「生体分子の相互作用の標識を介在させないイメージングに関する新規な方法」
）。
【００１４】
　フォトニック結晶構造に基づく標識不使用バイオセンサには多くの実用的な利点がある
。蛍光物質、放射性リガンド又は二次的レポーターを使用しない生化学的な細胞性結合の
直接的検出法は、実験上の不正確さ、即ち、分子のコンフォメーションに対する標識の効
果、活性な結合性エピトープの遮断、立体障害、標識サイトへの不到達性、又は実験にお
ける全ての分子に対して同等に機能する適当な標識を見出すことができないことによって
もたられる不正確さの問題を除去する。標識を使用しない検出法は、アッセイ法の開発に
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要する時間と労力を著しく単純化すると共に、失活、貯蔵寿命及びバックグラウンド蛍光
のための必要な実験的道具を必要としない。標識を使用しないその他の光学的バイオセン
サに比べて、フォトニック結晶の機能は、広帯域の光源（例えば、白熱電球又はＬＥＤ）
から垂直の入射角で光を照射し、反射される色彩のシフトを測定することによって容易に
調べることができる。簡単な励起／読取りスキームの利用により、実験室用器具に使用す
るのに適した安価で小型の強靱なシステム、及びケア医療用診断法や環境の監視に使用さ
れる手持ちの携帯システムを得ることが可能となる。フォトニック結晶自体は電力を消費
しないので、この種の装置は、種々の液体状又は気体状のサンプリングシステム内へ容易
に埋設することができる。あるいは、この種の装置は、単一の照明／検出基地によって建
物内の何千ものセンサの状態が追跡される光学的ネットワーク中に配置させることができ
る。フォトニック結晶バイオセンサは広範囲の材料と方法によって製造することができる
が、連続的なフィルム状シートを用いておこなうプラスチックに基づく製法によれば、高
感度の構造体が得られることが判明している。従来はその他のバイオセンサに対しては経
済的に不適当とされていたプラスチックに基づく設計と製法によれば、低コスト／アッセ
イが要求される用途において使用されるべきフォトニック結晶バイオセンサが得られる。
【００１５】
　本発明の譲受人の一人は、フォトニック結晶バイオセンサ及び標識不使用下での結合の
検出のためのこれに関連する検出装置（ＢＩＮＤという。）を開発した。このセンサと検
出装置は次の特許文献に記載されている：米国特許出願公報２００３／００２７３２７号
、同２００２／０１２７５６５号、同２００３／００５９８５５号および同２００３／０
０３２０３９号並びに米国特許第７０２３５４４号。共鳴ピーク波長のシフトの検出法は
、米国特許出願公報２００３／００７７６６０号に教示されている。これらの特許文献に
記載されているバイオセンサは、プラスチック製のフィルム又は基体の連続的シート上へ
適用された一次元的又は二次元的な周期的構造化表面を含む。この結晶の共鳴波長は、垂
直入射におけるピーク反射率を、０．５ピコメーターの波長分解能が得られる分光計を用
いて測定することによって決定される。三次元的なヒドロゲル表面の化学的性質を利用し
ないで得られた質量検出感度（１ｐｇ／ｍｍ２よりも小さな値）は、その他の市販のバイ
オセンサによっては証明されていない。
【００１６】
　前記の特許出願の明細書に記載されているバイオセンサ装置の基本的な利点は、プラス
チック材料を用いる連続的な工程（１～２フィート／分）によって大量生産できることで
ある。このようなセンサを大量生産する方法は、米国特許出願公報２００３／００１７５
８１号に記載されている。
【００１７】
　システムの組立に関する詳細は、米国特許出願公報２００３／００１７５８１号に記載
されている。周期的構造アレイの別の例は、国際公開ＷＯ　０１／０２８３９号にも記載
されている。
【００１８】
　図１に示すように、バイオセンサ１０の周期的表面構造体は低屈折率を有する材料１２
から形成されており、該材料は、より屈折率の高い材料１４によって被覆されている。低
屈折率材料１２は透明なプラスチック材料からなる基体シート１６と結合される。この表
面構造体は、ポリエステル製の基体１６の表面上での連続的製膜法を用いることによって
、シリコンウェーハ「マスター」金型（即ち、所望の複製構造体のネガ）からの硬化エポ
キシ層１２の内部で複製される。液状のエポキシ１２をマスター格子の形態に適合させ、
次いで紫外線の照射によって硬化させる。好ましくは、硬化エポキシ１２を、ポリエステ
ル製のシート状の基体１６に接着させ、シリコンウェーハから剥離させる。センサの製造
工程は、屈折率の高い材料である酸化チタン（ＴｉＯ２）を硬化エポキシ１２の格子表面
上へスパッター法により１２０ｎｍの厚さで堆積させることによって完結する。酸化チタ
ンを堆積させた後、マイクロプレートの切片（３×５インチ）をセンサのシートから切り
取り、該切片を、底のない９６個のウェル及び３８４個のウェルを具有するマイクロタイ



(10) JP 2010-523973 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

タープレートの底部へエポキシを用いて結合させる。
【００１９】
　図２に示すように、マイクロタイタープレートのウェルを規定するウェル２０は液体サ
ンプル２２を保有する。底なしマイクロプレートとバイオセンサ構造体を組み合わせたも
のは集合的にバイオセンサ装置２６として図示する。この方法によれば、非常に低いコス
トで、フォトニック結晶のセンサを平方ヤードの規模で大量生産することができる。
【００２０】
　フォトニック結晶のバイオセンサ用の検出装置は、構造が簡単で、安価で、消費電力が
少なく、強靱である。このシステムの模式図を図２に示す。反射される共鳴を検出するた
めには、白色光光源からの光を、光ファイバー３２（直径：１００μｍ）とコリメーター
レンズ３４を通して、通常はマイクロプレートの底部を垂直の入射角で通過させることに
よってセンサーの表面領域（直径が１ｍｍまでの領域）へ照射する。検出ファイバー３６
は、スペクトロメーター３８を用いる分析用の反射光を集めるための照射ファイバー３２
を用いて束ねられる。８個の一連の照明／検出ヘッド４０は直線上に配置されるので、反
射スペクトルは、マイクロプレートの一列内の８個の全てのウェルから一度に集められる
。図３を参照。マイクロプレート＋バイオセンサ１０は、Ｘ－Ｙ軸方向でのアドレスで呼
び出せる作動ステージ（図２には図示せず）上にあるので、マイクロプレート内の各々の
ウェル列は順次アドレス指定することができる。測定時間は、作動段階の速度によって制
限されるが、この装置を使用する場合には、９６個の全てのウェルに関する測定は約１５
秒間でおこなわれる。図２及び図３に示すシステムの構成に関するさらに詳細な説明は、
米国特許出願公報２００３／００５９８５５号に記載されている。
【００２１】
蛍光増幅センサ
　米国特許第６７０７５６１号には、当該分野においてはしばしば「エバネッセント共鳴
（ＥＲ；evanescent resonance）」と呼ばれている格子に基づくバイオセンサ技術が記載
されている。この技術においては、サブミクロンスケールの格子構造を用いてルミネセン
ス信号（例えば、蛍光、化学ルミネセンス、エレクトロルミネセンス、燐光等の信号）を
増幅させた後、格子表面上に結合した分子であって蛍光標識を保有する１つの分子へ結合
させる。ＥＲ技術は、非増幅アッセイに比べて著しく低い濃度の被検体の結合検出を可能
にする蛍光体に基づくアッセイの感度を増大させる。
【００２２】
　ＥＲ技術においては、光学的共鳴を発生させ、かつ結合がおこなわれる格子表面上へレ
ーザー光を集める光学的格子を、高屈折率コーティング膜（詳細は以下に示す。）と組み
合わせて用いる。実際は、レーザースキャナーが、一般的には格子の上からいくらかの入
射角（θ）でセンサを掃引する。一方、検出器はセンサの表面からの光学的波長の長い蛍
光を検出する。また、一度にセンサの大面積の測定を可能とするＣＣＤ（電荷結合型装置
）カメラを用いる非掃引の光学的機構を設けてエバネッセント共鳴を発生させることもで
きる。設計により、ＥＲセンサの光学的特性によってほぼ１００％の反射（共鳴として知
られている反射）を特定の入射角とレーザー波長（λ）においてもたらすことができる。
格子構造によるその内部へのレーザー光の閉じ込めによって、消失場の範囲内（一般的に
は１～２ｎｍ）に結合した蛍光体からの発光を増幅させる。従って、共鳴においては、透
過光の強度はゼロ近くまで低下する。
【００２３】
　前述のように、先に言及した特許出願の明細書に記載されている標識不使用バイオセン
サにおいては、サブミクロンスケールの格子構造が使用されるが、該格子構造は、ＥＲ用
の格子に比べて、幾何学的形態と使用目的の点で著しく相違する。実用に際しては、標識
を使用しない技術とＥＲ技術は、共鳴に近い光学的特性に関して異なる要求を有する。共
鳴現象におけるスペクトルの幅と位置が主として相違する。共鳴幅は、波長に対して反射
率又は透過率としてプロットされる共鳴特性の波長尺度での半値幅（full width at half
 maximum）を指す。また、該共鳴幅は前記のＱ係数とも呼ばれている。共鳴幅は、入射角
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（θ）の関数として反射率又は透過率を表示する曲線上にプロットされる共鳴特性の幅（
度）も指す。
【００２４】
　所望により、標識不使用の格子に基づくセンサからできるだけ幅の狭い共鳴ピークを発
生させることによって、結合性の低いことを示すピーク位置の小さな変化の検出を促進さ
せることができる。標識不使用のセンサは、より多くの試料を結合させるために大きな格
子表面積を有するという利点を有する。現在の実施においては、より大きな表面積は、他
の方法も存在するが、格子をより深くすることによって得られる。現在市販されている標
識不使用のセンサによれば８５０ｎｍ近くで共鳴が得られるので、標識不使用のＢＩＮＤ
検出装置はこの波長を読み取るように最適化されている。
【００２５】
　これとは反対に、実用的なＥＲ格子センサは、固定された波長のレーザー光を使用する
と共に、物理的な可変因子（例えば、格子上に蓄積する試料の種類やセンサの製造条件の
相違等）の存在下での固定入射角において共鳴が発生することを保証するために、比較的
幅広い共鳴が利用できるように設計されている。一般に、場の強度は共鳴幅に伴って減少
するので、実用的なＥＲセンサの設計には共鳴幅における調和が要求される。適当な共鳴
幅を選択することによって、ＥＲ信号の利得を保持すると共に、アッセイ、測定器具及び
センサの可変範囲にわたって一定の増幅度が得られる。典型的な用途においては、Ｃｙ５
として知られているような一般的な蛍光性染料を励起させるために６３３ｎｍの波長が使
用される。一部のＥＲスキャン計測器によれば、最大のレーザー蛍光体カップリング（co
upling）に対して共鳴を同調させるように入射角を調整することが可能である。しかしな
がら、このような実用的態様には、適切な調整手段を採用しない限り、許容できない変化
をもたらす要因が含まれる。
【００２６】
　既知のＥＲ設計においては、標識を使用しない最適設計に比べて深さの浅い格子が採用
されている。例えば、前述の米国特許第６７０７５６１号明細書においては、「透明層」
（即ち、屈折率の大きな被覆層）の厚さに対する格子の深さの比は１未満（好ましくは０
．３～０．７に規定されている。標識を使用しない最適な設計においては、同様に規定さ
れる比が１よりも大きな値（好ましくは１．５よりも大きな値）の格子が採用されている
。標識を使用しない設計においては、格子の深さは、一般的には格子の線幅又は半周期に
よって定義される。例えば、現在実用化されている市販の標識不使用センサの半周期は２
７５ｎｍであり、格子の深さは約２７６ｎｍであり、幾何学的比は１：１である。この同
じセンサの設計においては、格子の上部面上には大きな屈折率を有する酸化物被覆層（厚
さ：約９０ｎｍ）が形成される。従って、米国特許第６７０７５６１号明細書に記載の定
義によれば、このセンサにおける格子の深さ：酸化物層の厚さは約３：１である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２７】
　本開示は、格子に基づくバイオセンサ設計の較正および正規化の方法を提供する。その
バイオセンサは、単一の装置内において２種の検出方式（標識不使用増幅方式及びルミネ
センス（例えば、蛍光）増幅方式）に対して最適化できるように組み立ててもよい。その
ようなセンサは、格子または適切な被膜を有する別の周期的な構造を有するものであり、
用途の多様性を顕著に増加させ、マイクロアレイ／バイオセンサの各位置についての定量
的および定性的な情報／データを提供する新規な概念を実現することを可能とする。
【００２８】
　本開示は、これらの異なるモードを利用して、センサ作製の種々の段階における品質管
理（ＱＣ）およびバイオセンサのそれぞれの個別位置の較正を実行する。それにより、ア
ッセイデータには、該アッセイデータの品質および局所密度の変化に応じてフラッグをつ
けることができ、バイオセンサのバッチおよび印刷の変化を補正することが可能である。
【００２９】
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　本開示は、ＥＲおよび標識不使用技術を組み合わせて用いるものであり、それにより、
すべての固定された捕捉要素および一つのバッチ（バッチ内（intra batch））で製造さ
れたすべてのマイクロアレイの較正だけでなく、定性／定量情報を得ることができる。本
発明の方法は、製造バッチによる差異（バッチ間（inter batch））を補正することもで
きる。本発明の方法に用いるバイオセンサは、誘電性薄膜を有する周期構造化マイクロア
レイ基体に基づくものを用いることができ、例えば、国際公開ＷＯ　０１／０２８３９、
米国特許出願公報２００３／００２７３２７号、同２００２／０１２７５６５号、同２０
０３／００５９８５５号または同２００３／００３２０３９号、または米国特許第６７０
７５６１号または同７０２３５４４号に記載されている。これらの構造は、フォトニック
結晶またはフォトニックバンドギャップ物質としても記載されている。
【課題を解決するための手段】
【００３０】
　一つの観点として、本開示は、基体上に固定されたプローブアレイのプローブの固定化
の質及び／または量を評価する方法を提供する。固定されたプローブの存在および／また
は量は、分析物と結合する前に、空間分解法で、アレイの各位置において個別に評価され
る。
【００３１】
　一つの態様として、支持体は、屈折率がｎ１である光学的に透明な基体と、該基体の表
面に形成され、ｎ１より大きい屈折率ｎ２を有する非金属の光学的に透明な層を有してお
り、該支持体は、該支持体に組み込まれた１以上の格子構造または波形構造を有し、該構
造はそれぞれが一つのまたは多数の捕捉要素または捕捉位置に対応する１以上の検出領域
を有するものであり、上記波形構造は周期的な溝群を有するものである。該溝の深さは、
３ｎｍから上記の光学的に透明な層の厚さまでの範囲である。光学的に透明な層の厚さは
、３０～１０００ｎｍの範囲である。波形構造の周期は、２００～１０００ｎｍの範囲で
あり、上記の光学的に透明な層の厚さに対する溝の深さの比は、０．０２から１の範囲で
あり、溝の周期に対する溝幅の比は０．２～０．８の範囲である。そのため、ＥＲモード
においては、上記支持体に適切な角度で入射するコヒーレント光は、透過光の減少と入射
光の異常に高い反射を妨げることのできる、個々のビームまたは回折次数（diffraction 
orders）へと回折され、それにより、１以上の検出領域の表面にエバネッセント場を発生
させることができる。あるいは、プラットホームに適切な角度で入射するコヒーレント光
および直線偏光は、透過光のほとんどすべての消滅と入射光の異常に高い反射を妨げるこ
とのできる、個々のビームまたは回折次数（diffraction orders）へと回折され、それに
より、１以上の検出領域または検出場所の表面にエバネッセント場を発生させることがで
きる。
【００３２】
　支持体またはバイオセンサ表面に固定された物質群のそれぞれの存在および／または量
は標識不使用モードで測定される。この方法は、製造／調製に用いられるすべての段階の
工程、特に物質の固定化（印刷／アレイ化、マイクロアレイの製造）の前および後におけ
る支持体のピーク波長値（ＰＷＶ）のデータまたは支持体位置の測定を含み、上記ＰＷＶ
のデータの変化を用いて、空間分解法で、変換器（transducer）の２次元画像（ＰＷＶ画
像）を構築することができる。これらの画像は各プロセス工程の定量的な情報を提供する
。特に、ＰＷＶのデータ／画像は、固定予定の物質の量および形態を表示する。ＰＷＶの
データ／画像は、変換器上の固定された物質を定量するのに使用することができ、および
バイオセンサ上に固定された物質の質と、空間分解された定量化の評価に使用することが
でき、さらに、標識されたサンプル（ルミネセンス、蛍光または他の標識法）を用いてハ
イブリダイゼーションを行った後で得られたデータおよび画像を較正するための、下流で
のデータ／画像処理に使用することができる。
【００３３】
　一つの態様として、本開示は、標識不使用のＰＷＶのデータ／画像測定および／または
ＥＲ測定を、例えば、支持体／変換器の表面洗浄、表面修飾、物質の固定化、洗浄工程、
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乾燥工程、サンプルのハイブリダイゼーションの前後において、プロセスのすべての段階
で、配列／順番に関係なく実施することができる方法を提供する。この場合、処理工程は
適合させた適切な方法で、繰り返して実施するかあるいはプロセスの複数の段階で実施す
ることもできる。
【００３４】
　別の態様として、本開示は、ハイブリダーゼーション後の画像形成工程の信号を、ハイ
ブリダーゼーション前のＰＷＶの画像／データに基づいて補正することができる方法を提
供するものであり、それにより、バイオセンサに固定された固定化捕捉物質の量および形
態の変化の較正／補正を行うことができる。
【００３５】
　さらに別の態様として、本開示は、基体の屈折率ｎ１より大きい屈折率ｎ２を有する物
質からなるナノ粒子の層でセンサ表面を被覆する方法を提供する。表面に付着したナノ粒
子は同様の大きさを有し、ここに記載したように、装置／変換器／支持体の光学的な結合
／共鳴を可能とする周期的な構造／配置として機能する。ナノ粒子の大きさは、好ましく
は１０～１０００ｎｍ、得られる周期は１００～１０００ｎｍの範囲であり、基体の形状
は、平面状、円筒状、円錐状、球状または楕円状である。
【００３６】
　さらに別の態様として、本開示は、バイオセンサの塩画像（salt image）をさらに取得
して解析する方法を提供する。塩画像は、支持体に固定させるべきプローブをスポッティ
ングする方法により得られる。スポッティングの方法は、支持体に固定すべきプローブを
含む塩溶液をスポッティングする工程と、必要に応じてプローブを含む塩溶液を乾燥させ
、およびプローブが固定された場所の画像を取得する工程を含む。あらゆる洗浄工程の前
に画像を取得する。それにより、特定の場所に塩が存在しないことは、その特定の場所に
固定されるべきプローブのスポッティングが起こらなかったことを示す
【００３７】
　本開示は、光学的に透明な基体を、有機物質および／または無機物質から製造する方法
も提供するものであり、その材料として、例えば、ガラス、石英、金属酸化物、誘電物質
、無機または有機の高屈折率物質、シリコン、ポリマー、プラスチック、ＰＥＴ、ＰＣ、
ＰＵ、接着剤層およびそれらの物質の組合せを挙げることができる。バックグラウンド蛍
光が少ない物質が好ましいと考えられる。
【００３８】
　一つの態様として、光学的に透明な層を、無機物質、例えば、Ｔａ２Ｏ５，ＴｉＯ２，
Ｎｂ２Ｏ５，ＺｒＯ２，ＺｎＯ，ＨｆＯ２等の金属酸化物を用いて、あるいは有機材料、
例えば、ポリアミド、ポリイミド、ＰＰ、ＰＳ、ＰＭＭＡ、ポリアクリル酸、ポリアクリ
ル酸エステル、ポリチオエーテル、またはポリ（フェニレンスルフィド）およびそれらの
誘導体を用いて形成する。
【００３９】
　一つの態様として、固定された物質、および／または分析物／サンプル分子、および／
またはアッセイに必要な付加的な成分／種を、スペーサー分子、エネルギードナー、エネ
ルギーアクセプター、エレクトロン－ドナー、エレクトロン－アクセプター、発色団、発
光団（luminophores）、蛍光物質（flurophores）、燐光標識剤、分光標識剤、生物学的
官能基、または化学修飾剤を用いて標識または修飾する。
【００４０】
　一つの態様として、プローブおよび／またはサンプルおよび／またはアッセイに関与す
る他の種（スペーサー、エネルギー－ドナー、エネルギー－ドナー、エレクトロン－ドナ
ー、エレクトロン－アクセプター）は標識しない。
【００４１】
　エバネッセント共鳴（ＥＲ）データ／画像は、定量的な情報、即ち、ＰＷＶの画像／デ
ータを用いて較正することができる。さらに、標識不使用／ＰＷＶのデータおよび／また
は画像は、定量的な情報、すなわち、ＰＷＶの画像／データを用いて較正する。
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【００４２】
　本方法は、バイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトル／データを取
得する工程も含み、そこでは、バックグラウンド信号のスペクトルを差し引いて、定量的
な情報を取得する。
【００４３】
　別の観点として、本開示は、固定されたプローブのアレイを用いて分析物を検出および
／または定量する方法を提供する該方法においては、分析物の存在および／または濃度を
、その固定されたプローブの存在および／または濃度に対して正規化し、固定されたプロ
ーブの存在および／または濃度を、分析物の結合に先立って、アレイの各位置で個別に評
価する。
【００４４】
　一つの態様として、バックグラウンドを差し引く方法を適用して、すべての種類の画像
に対するバックグラウンドのレベルを補正することができる。当該分野において既知のバ
ックグラウンドを差し引くいずれかの適当な方法を用いてもよく、その詳細は特に重要で
はない。
【００４５】
　別の態様として、プロセスの異なる段階で取得されたデータ／画像は、例えば、較正お
よび／またはバックグラウンド補正のために、適切なアルゴリズムを用いて新しい画像ま
たはデータを計算するのに用いることができる。サンプルのハイブリダーゼーションを行
うために、マイクロアレイを前処理または処理することができる。次いで、サンプルはマ
イクロアレイ／支持体にハイブリダイズされ、ハイブリダーゼーション後の処理がマイク
ロアレイ／支持体に対して行われ、ルミネセンスに基づくハイブリダーゼーション後の画
像が、マイクロアレイ／支持体のルミネセンスモードで記録される。得られた画像は、結
合した分析物質であって、ルミネセンス－標識された分析物質を示す。代わりにあるいは
追加として、ハイブリダーゼーション後の標識不使用の画像を、標識不使用モードで記録
することができる。これは、固定された物質／捕捉プローブおよびサンプルのインキュベ
ーションから得られた結合物質を示すものである。
【００４６】
　バックグラウンドを差し引く方法を、すべての種類の画像のバックグラウンドレベルを
補正するために適用してもよい。さらに、ハイブリダーゼーション後の画像の信号を、前
に取得したハイブリダーゼーション前のデータに基づき補正することにより、マイクロア
レイ上の捕捉物質の変化を較正／補正することができる。
【００４７】
　さらに別の観点として、本開示は、多数のサンプル領域を有するマイクロアレイであっ
て、各サンプル領域が該マイクロアレイに結合した、標識されたまたは標識されていない
捕捉プローブを潜在的に保有するマイクロアレイの分析方法を提供する。該方法において
は、該マイクロアレイが周期的な格子構造からなる表面として形成されている。該方法の
工程は、（ａ）マイクロアレイの二次元画像を取得する工程と、（ｂ）アレイの捕捉プロ
ーブ領域の画像を含む、画像の部分群についてのピーク波長値（ＰＷＶ）データを取得す
る工程（ここで、ピーク波長値は、格子構造への光の共鳴結合によるアレイからの反射光
のピーク波長を含む）と、および（ｃ）ピーク波長値データから、アレイのサンプル領域
に対する捕捉プローブの結合／沈着／固定化の量に関する定量的な情報を取得する工程を
含む。
【００４８】
　別の態様として、本方法は、（ｄ）サンプル領域に標識されたサンプル（例えば、ルミ
ネセンス、蛍光）を適用する工程と、（ｅ）サンプル領域のエバネッセント共鳴（ＥＲ）
の測定値を取得する工程と、（ｆ）工程（ｃ）で得られた定量的な情報を用いてＥＲの測
定値を正規化する工程とをさらに含む。
【００４９】
　さらに別の態様として、本方法は、マイクロアレイから発生するＰＷＶのバックグラウ
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ンド信号を取得する工程をさらに含む。この場合、ＰＷＶデータからバックグラウンド信
号を差し引いた後に工程（ｃ）の定量的な情報を作成する。
【００５０】
　標識されたサンプルを、核酸、タンパク質およびタンパク質断片、ペプチド、いずれか
の生物学的に関連する結合パートナー、細胞またはその断片、化学的検知可能物等からな
る群から選択することができる。
【００５１】
　さらに別の態様として、本方法は、２次元画像またはピーク波長値データのいずれかを
分析することにより、サンプル物質の結合／固定化についての定性データまたは定量デー
タを取得する工程をさらに含む。
【００５２】
　アレイ要素（捕捉要素）を、例えば、マイクロアレイプリンター、ピンプリンター、イ
ンクジェットプリンター、光固定化システム、あるいは公知または後で開発された他の技
術等を有する適切な装置またはシステムを備えたマイクロアレイ／バイオセンサ／基体の
プラットホームに適用することができる。一つの態様として、ピエゾアレイプリンターを
用いて、捕捉要素物質を塗布または沈着させることができる。
【００５３】
　別の観点として、本開示は、印刷されたマイクロチップの非接触的定性分析方法を提供
する。該方法は、（ａ）周期的な格子を有する構造体の表面に多数のサンプル領域を有す
るマイクロアレイまたはバイオセンサを用意する工程と、（ｂ）該マイクロアレイに捕捉
要素を沈着させる工程と、（ｃ）該マイクロアレイの二次元画像を取得する工程と、（ｄ
）該マイクロアレイのサンプル領域群の画像群を含む２次元画像の部分群についてのピー
ク波長値（ＰＷＶ）を取得する工程（ここで、該ピーク波長値は、格子構造への光共鳴結
合によるマイクロアレイからの反射光のピーク波長を含む）と、（ｅ）（１）２次元画像
または（２）ピーク波長値から、マイクロアレイのサンプル領域群へまたはサンプル領域
上への捕捉要素の結合についての定性的な情報を取得する工程を含む。
【００５４】
　工程（ｅ）の方法で取得された定性的または定量的な情報を、基体上の位置の関数とし
て、結合／固定された物質の量から決定することができる。
【００５５】
　捕捉要素は、核酸物質、タンパク質または化学的／生物学的／物理的／光学的に修飾し
たそれらの誘導体／断片からなる群から選択された物質から選択することができる。一般
に、センサ作製のために、あらゆる有機、無機、生物学的または化学的な特性を有する捕
捉要素を用いることができる。
【００５６】
　さらに別の観点として、本開示は、以下の工程を含むマイクロアレイチップの分析方法
を提供する。該方法は、（ａ）周期的な格子を有する構造体の表面に固定された多数の捕
捉要素を有する、マイクロアレイチップを用意する工程と、（ｂ）固定された該捕捉要素
に対し生物学的物質／生物学的サンプルを適用する工程と、（ｃ）該マイクロアレイチッ
プの２次元画像を取得する工程と、（ｄ）該マイクロアレイチップのサンプル領域群の画
像群を含む２次元画像の部分群についてのピーク波長値（ＰＷＶ）を取得する工程（ここ
で、該ピーク波長値は、格子構造への光共鳴結合によるマイクロアレイからの反射光のピ
ーク波長を含む）と、（ｅ）固定された該捕捉要素にサンプル物質を適用する工程を含む
ハイブリダイゼーション工程を実行する工程と、（ｆ）ハイブリダイゼーション後、該マ
イクロアレイチップの２次元画像を取得する工程と、（ｇ）ハイブリダイゼーション後の
該マイクロアレイチップのサンプル領域群の画像を含む、２次元画像の部分群のピーク波
長値（ＰＷＶ）を取得する工程とを含む。
【００５７】
　ハイブリダイゼーション工程は、生物学的物質のルミネセンス・プローブまたは蛍光プ
ローブを適用する工程を含むことができる。サンプル領域群のエバネッセント共鳴（ＥＲ
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）測定の取得は、ハイブリダイゼーション後に行うことができる。ＥＲ測定値は、工程（
ｄ）で取得されたピーク波長値（ＰＷＶ）データから取得されるサンプル領域群に結合し
た生物学的物質の量についての定量的データを参照して正規化される。
【００５８】
　本開示は、ＤＮＡマイクロアレイの品質管理方法を提供するものであり、それにより、
標識不使用方法により決定された品質管理データを使用するための統計的頑健性基準が確
立される。
【００５９】
　さらに、本開示は、標識不使用方法および標識使用方法の利用を含む種々のプロトコル
／プロセス（例えば、ハイブリダイゼーション）に先立ってあるいはその後にバイオセン
サに付着させたＤＮＡの量の決定方法を提供する。
【００６０】
　例示的な実施態様を添付図に基づいて説明する。これらの実施態様及び添付図は、本願
発明を例示的に説明するためのものであって、本願発明を限定するものではない。
【図面の簡単な説明】
【００６１】
【図１】図１は、格子に基づくバイオセンサ配置の従来例を示す図である。
【図２】図２は、バイオセンサに照光し、バイオセンサからの反射光のピーク波長のシフ
トを測定するための、従来のバイオセンサおよび検出システムを示す図である。
【図３】図３は、底なしのマイクロタイタープレートまたは他の適切な液体保有容器の底
に付着させた図１の構造体からなるバイオセンサ装置の全ウェル列を読み取る８個の照光
ヘッドの配置を示す図である。
【図４】図４Ａおよび図４Ｂは、それぞれ、格子構造の中の周期的なホール（hole）で特
徴付けられる２次元格子構造の斜視図および断面図であり、該格子構造は、水媒体におい
てＸ偏光により照光された場合にはＢＩＮＤ（標識無し）検出用に最適化される一方、空
気媒体においてＹ偏光により照光された場合にはＥＲ検出用に最適化される。
【図５】図５Ａおよび図５Ｂは、それぞれ、格子構造の中の周期的なポスト（post）で特
徴付けられる２次元格子構造の斜視図および断面図であり、該格子構造は、水媒体におい
てＸ偏光により照光された場合にはＢＩＮＤ（標識無し）検出用に一方向に最適化される
一方、空気媒体においてＹ偏光により照光された場合にはＥＲ検出用に一方向に最適化さ
れる。
【図６】図６Ａから図６Ｃは、単位セルの図であり、ＥＲセンサと標識不使用センサを組
み合わせたさらに別の態様についての、２段の２次元格子構造を示す。
【図７】図７は、ＥＲおよび標識不使用の格子に基づくセンサを組み合わせた画像読取り
システムの模式図である。
【図８】図８は、検出システム（例えば図７に示すような）のＣＣＤカメラで撮影したマ
イクロアレイ型のバイオセンサの画像であり、バイオセンサは図１１に示すような周期的
な格子構造を有し、多数の捕捉要素を有している。
【図９】図９Ａから図９Ｃは、図８のバイオセンサの捕捉要素の領域の一つの一部につい
ての異なる画像を示すものであり、個々の捕捉要素の位置は、図９Ａ，９Ｂ，９Ｃの中の
円で示される。　図９Ａは、図８の領域群の一つの「塩画像」であり、捕捉要素（例えば
、オリゴヌクレオチド）およびプリントバッファとからなると予想される印刷されたスポ
ットまたは印刷された場所を示す。画像の中のスポットまたは場所の実際の形態は、種々
であり、作製工程に依存する。画像は、定性的な情報のみ、例えば、捕捉物質がチップ表
面上に正確に印刷または沈着されなかった等の情報のみを与える。この情報を、捕捉要素
の各々についての基礎的な質フラッグとして使用することができる。　図９Ｂは、バイオ
センサの表面から過剰の物質を除去する洗浄工程の後で取得された、図９Ａの領域の標識
不使用のＰＷＶ画像である。個々の場所の強度は、マイクロアレイ上の個々の場所に固定
されたまたは沈着されたオリゴヌクレオチドの固定化物質量に対応する。強度測定値（「
ＢＩＮＤ」データ）は、図３または図７、あるいは別のタイプの検出システムを用いて作
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製される。検出システムにより測定されたピーク共鳴波長のシフトは、図９Ｂの標識不使
用画像の作製のために、ピクセル・バイ・ピクセル基準（pixel-by pixel basis）で決定
し、そのシフトの強度は色彩または相対輝度あるいはその両方に変換される。　図９Ｃは
、図７のシステムについてのＥＲモードで取得した画像であり、領域群の蛍光強度は、用
いたサンプル中における特定のｍＲＮＡの存在量に対応する。
【図１０】図１０は、バイオセンサのプラットホームの別の形態を示すものであり、該形
態には、円盤状、同心構造等の国際特許出願ＷＯ　０１／０２８３９に示したものが含ま
れる。検知要素（図１０Ａ参照）は、種々の配置、例えば、矩形状、円状、六角中心状（
hexagonal-centric）、楕円状、直線状または迷路状に配置することができる。検知領域
（図１０Ｂ参照）は、矩形状、円状または他のどのような形状でもよい。溝は、等間隔の
直線状または等間隔の円形状のいずれかに配置してもよく、あるいはそのような構造の部
分構造に対応するものでもよい。　プラットホーム（図１０Ｃから図１０Ｆ参照）は、矩
形状または円盤状あるいは他のあらゆる形状でもよい。プラットホームは、１以上の検知
領域からなり、各検知領域は１以上の捕捉要素からなり、各捕捉要素は１以上の標識され
たまたは標識されていない捕捉分子からなることができる。　プラットホーム（図１０Ｃ
から図１０Ｆ参照）は、矩形状または円盤状あるいは他のいずれかの形状でもよい。プラ
ットホームは、１以上の検知領域からなり、各検知領域は１以上の捕捉要素からなり、各
捕捉要素は１以上の標識されたまたは標識されていない捕捉分子からなることができる。
　プラットホームは、マイクロタイター型のプレート／装置（図１０Ｇ参照）に取り付け
ることができ、それにより、各マイクロタイターウェルで１以上のアッセイを行うことが
できる。これは、各マイクロタイタープレートの大きさに関係なく、すべてのタイプのプ
レート、すなわち、９６，３８４，１５３６またはそれ以上のウェルを有するものについ
て可能である。
【図１１】図１１は、図８および図９に示したものと類似するＥＲセンサの模式図である
。
【図１２】図１２は、ＥＲ／ＢＩＮＤ複合センサの模式図である。
【図１３】図１３Ａおよび図１３Ｂは、図１２に示したＥＲ／ＢＩＮＤ複合センサの単位
セルの２つの上面図であり、高屈折率層の厚さが格子の深さよりも大きいことを示す。
【図１４】図１４Ａおよび図１４Ｂは、図１２に示したＥＲ／ＢＩＮＤ複合センサの単位
セルの２つの上面図であり、格子の深さが高屈折率層の厚さよりも大きいことを示す。
【発明を実施するための形態】
【００６２】
　本発明の方法においては、いわゆるエバネッセント共鳴を発生させることのできる周期
的表面格子の構造を有するバイオセンサを用いてもよい。エバネッセント共鳴は、先行技
術、例えば論文、ＳＳ．ワン、Ｒ．マグヌソン著、「導波モード共鳴フィルターの理論お
よび応用」、アプライド・オプティックス、第３２巻（１４号）、第２６０６頁～第２６
１３頁（１９９３年５月１０日）、および論文、Ｏ．パリオーら著、「導波機能要素とし
ての結合格子」、ピュア・アンド・アプライド・オプティックス、第５巻、第４５３頁～
第４６９頁（１９９６年）に理論的に記載されている現象である。これらの論文で説明さ
れているように、共鳴現象は平面誘電層回折格子で起きるものであり、回折格子の溝が十
分な深さを有し、波形構造体への入射光が特定の角度である場合において、反射波と透過
波との間で光学エネルギーが概ね１００％交換される。この現象は、プラットホームの検
知領域で活用され、該プラットホームでは、検知領域は十分な深さの回折溝を有しており
、検知領域でエバネッセント共鳴が発生する角度でプラットホームの検知領域に光を入射
させる。これにより、検知領域の中に強化されたエバネッセント場が形成され、該エバネ
ッセント場は研究対象のサンプルを励起させるのに使用される。上述の１００％交換が起
きるのは、平行ビームと線形偏向させたコヒーレント光を用いた場合に起きること、およ
び強化されたエバネッセント場の効果は非平行の集束させたレーザー光の非偏光を用いて
も達成できることに留意すべきである。共鳴条件下でチップに入射される励起フォトンは
、入射側の薄い波形の金属酸化物表面上で結合する。変換器の形状に起因して、高屈折率
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物質からなる波形薄膜層の中にエネルギーが局部的に閉じ込められる。その結果、強い電
磁場がチップ表面に発生する。その効果はエバネッセント共鳴によるものであり、そして
表面に近い発色団の蛍光強度を増加させることができる。利用可能な励起エネルギーを閉
じ込めることにより、用いる光学検出システムの光学特性に応じて、有効な場の強度を１
００倍まで増加させることができる。
【００６３】
　共鳴状態では、透過ビームが相殺され（破壊的干渉）、反射ビームが建設的に干渉する
ように各ビームは干渉し、異常に高い反射を生じさせる。上述の波形の層構造体に対し適
切なパラメータを選択することにより、励起エネルギーを高度に局在化させた状態に保持
することができる。その構造体は、文献においてフォトニックバンドギャップ構造体とし
て記載されているものであり、屈折率が周期的、空間的に変化する物質を用いており、特
定波長域では特定の方向には電磁放射が伝搬することができない。フォトニックバンドギ
ャップ構造体は、高度に局在化されたモードの出現を可能とする。例えば、Ｃ．アドラー
ド、Ｅ．Ｒ．パイクおよびＳ．サーカー著、「一つのフォトン状態の局在化」、フィジカ
ル・レビュー・レターズ、第７９巻、第９号、第１５８５頁～第１５８７頁（１９９７年
）の論文を参照されたい。その構造体は、モード局在化に対応して非常に大きな伝搬ロス
を与える。本開示のバイオセンサまたは変換器（ここでは、両方の用語は互換的に使用で
きる。）は、例えばガラスまたはポリマーから組み立てられた光学的に受動的なプラット
ホームと異なり、光学的に能動的であると考えることができる。ここで、光学的に能動的
であるとは、エネルギーの閉じ込めにより、励起ビームの電磁場を増大させることを意味
する。
【００６４】
　バイオセンサの基体は、ガラス、ＳｉＯ２、石英、シリコン等の無機物質、異なる有機
および無機成分から形成する、あるいは複合物質の層として形成することができる。ある
いは、基体をポリマー等の有機物質、好ましくは、ポリカーボネート（ＰＣ）、ポリ（メ
チルメタクリレート）（ＰＭＭＡ）、ポリイミド（ＰＩ）、ポリスチレン（ＰＳ）、ポリ
エチレン（ＰＥ）、ポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）またはポリウレタン（ＰＵ）
から形成することができる。基体物質として、ポリカーボネートまたはシクロ－オレフィ
ンポリマー、例えば"Ｚｅａｎｏｒ"（登録商標）も含むことができる。
【００６５】
　このような有機物質は、ポイント・オブ・ケア（ＰＯＣ）および個人用の医療用途に特
に好ましいものであり、なぜなら、ガラスはそのような環境では許容されないからである
。プラスチック基体は、ガラスよりもはるかに容易に構造を付与できる（例えば、エンボ
ス化）。
【００６６】
　非金属の光学的に透明な層を無機物質から形成することができる。あるいは、該層は有
機材料から形成することもできる。一例として、光学的に透明な層は、Ｔａ２Ｏ５，Ｔｉ
Ｏ２，Ｎｂ２Ｏ５，ＺｒＯ２，ＺｎＯ，ＨｆＯ２等の金属酸化物である。
【００６７】
　あるいは、非金属の光学的に透明な層を、ポリアミド、ポリイミド、ポリプロピレン（
ＰＰ）、ＰＳ、ＰＭＭＡ、ポリアクリル酸、ポリアクリルエーテル、ポリチオエーテル、
ポリ（フェニレンスルフィド）およびそれらの誘導体（例えば、Ｓ．Ｓ．ハードデッカー
ら著、ジャーナル・オブ・ポリマー・サイエンス（Ｂ：ポリマー・フィジックス）、第３
１巻、第１９５１頁～第１９６３頁、１９９３年を参照）等の有機物質から作製すること
もできる。
【００６８】
　周期的格子または溝の深さは、３ｎｍから光学的に透明な層の厚さまで、好ましくは１
０ｎｍから光学的に透明な層の厚さまで、例えば、３０ｎｍから光学的に透明な層の厚さ
までである。光学的に透明な層の厚さの範囲は、３０から１０００ｎｍ、例えば５０から
３００ｎｍ、好ましくは５０～２００ｎｍであり、波形構造体の周期は２００から１００
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０ｎｍの範囲、例えば、２００から５００ｎｍ、好ましくは２５０～５００ｎｍであり、
溝深さの光学的に透明な層に対する比率は０．０２から１、例えば０．２５から１，好ま
しくは０．３から０．７であり、溝幅の溝周期に対する比率（デューティ・サイクル（du
ty-cycle））は、０．２から０．８、例えば０．４から０．６である。
【００６９】
　溝には、断面が矩形形状のものを通常用いてもよい。あるいは、溝には、断面が正弦波
状のものまたは断面鋸歯状のものを用いてもよい。表面構造は、一般的に対称としてもよ
い。好ましい形状として、断面が、矩形状、正弦波状および台形状を挙げることができる
。あるいは、溝には、断面鋸歯状（ブレーズド格子（blazed grating））または他の非対
称の形状のものを用いてもよい。別の観点として、溝の深さは変化してもよく、例えば周
期的に変化してもよい。
【００７０】
　支持体またはプラットホームは、正方形状または矩形状でもよく、溝は表面を覆うよう
にプラットホームに沿って直線的に延在してもよい。あるいは、プラットホームは、円盤
状でもよく、溝は円状または直線状でもよい。
【００７１】
　溝（または隆起部分）を基体の表面に形成させてもよい。あるいは、光学的に透明な層
の表面に溝を形成させてもよい。さらに別の形として、界面である基体の表面と光学的に
透明な層の表面の両方に溝を形成させてもよい。格子構造は、１次元形状および２次元形
状に変化させることもでき、それには、発行されたＰＣＴ出願ＷＯ２００２／０１７０２
４に開示されているような、２段状の２次元格子が含まれ、出典明示によりその内容は本
明細書の一部となる。
【００７２】
　単一の検知領域の波形表面を、特定の一つの励起波長および特定の一つのタイプの偏向
のために最適化させてもよい。適切な手段を用いることにより、例えば、互いに平行なま
たは垂直な複数の周期的構造体を重ね合わせることにより、周期的な表面レリーフが得ら
れ、それはプラットホームの多波長使用に適したものである（「多色」用途）。あるいは
、一つのプラットホームの個々の検知領域を、異なる波長および／または偏向配向のため
に最適化させてもよい。
【００７３】
　波形（格子）表面の構造を開発することができ、その性能を、コンピュータとソフトウ
ェアプログラム　GSolver（グレーティング・ソルバー・ディベラップメント・カンパニ
ー、アレン、テキサス、www.gsolver.com）を用いてシミュレートすることができる。種
々の幾何学的大きさおよびパラメータ、間隔、ウェル深さ、材料、および材料に関連する
屈折率データを用いて、コンピュータおよびシミュレーションの実行を行うことにより設
計について検討を行うことが可能であり、透過率とθの関係を示す曲線および波長と反射
との関係を示す曲線を予想することができる。そのシミュレーションは、サンプルが乾燥
し、かつサンプルが水または公知の屈折率を有する他の流体媒体に懸濁している場合に実
行できる。そのシミュレーションにより、設計者は、ＥＲ検出および標識不使用検出の両
方の要求を満たすように、種々の設計パラメータ（厚さ、移行部（transitions）、周期
等）を最適化（即ち変化させる。）することができる。
【００７４】
　本発明の較正および正規化の方法は、標識不使用（ＢＩＮＤ）およびＥＲの両方の測定
値を最適化できる方法で作製されたバイオセンサを用いて実施することができる。そのバ
イオセンサは、水平面における１次元格子構造、２次元格子構造、または２段の２次元格
子構造を保持できる。そのバイオセンサについての複数の可能なおよび限定されない例が
、図４Ａ～４Ｂ、図４Ａ～５Ｂおよび図６Ａ～６Ｃに関連して記載される。
【００７５】
　図４Ａおよび４Ｂは、ＢＩＮＤおよびＥＲバイオセンサを組み合わせた態様の２次元の
”ホール”の一つの特別の例を示している。単一の装置を用いたＥＲ検出および標識不使
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用（ＢＩＮＤ）検出の両方に対して最適化できるように、バイオセンサは２次元で作製さ
れている。図４Ａおよび４Ｂは、それぞれ、格子構造の周期的ホール２１０で特徴付けら
れた２次元格子構造を有する単位セルの、斜視図と断面図を示している。格子構造は、水
モードのＢＩＮＤ（標識不使用）検出および空気モードのＥＲ検出を最適化する。装置は
、厚さ７８ｎｍで上方のＴｉＯ２層１０４と、基材となる支持体シートに適用された図示
された格子パターンを有する紫外線硬化物質からなる下方の支持体層１０２を有している
。
【００７６】
　図４Ａおよび図４Ｂに示す２次元単位セルは、図示しているようにＸ軸に垂直な入射偏
光はＢＩＮＤ信号を発生させ、Ｙ軸に垂直な入射偏光はＥＲ測定を可能とするように、設
計されている。この方法を用いることにより、ＢＩＮＤおよびＥＲの共鳴波長（特定の入
射角における、好ましくは垂直に近い入射角における）を別々に選択することができ、そ
れにより、ＢＩＮＤおよびＥＲの共鳴波長をそれぞれ異なる値とすることができる。本態
様に記載された結合されたＢＩＮＤ／ＥＲ構造体は、近赤外線領域（～８００－９００ｎ
ｍ）におけるＢＩＮＤ共鳴を提供する一方、Ｃｙ５蛍光物質の励起のための６３２．５ｎ
ｍでのＥＲ共鳴を提供可能とするように最適化される。この例では、ＢＩＮＤ測定時はセ
ンサ上が水環境であり、ＥＲ測定時はセンサ上が空気環境であることを前提としている。
ＥＲおよびＢＩＮＤに異なる波長を用いるためには、矩形”ホール”（２１０）を有する
単位セルを選択することを必要とする。そのため、単位セルはＸ方向とＹ方向で大きさが
異なってもよい。例えば、ＢＩＮＤ波長のためにはＸ方向の周期が５５０ｎｍであり、低
いＥＲ共鳴波長のためにはＹ方向では４３２ｎｍである。作製方法は、高屈折率の誘電層
の厚さがＸ方向およびＹ方向で同じであることを要求する。作製方法を簡単にするために
は、均一な格子深さを有する構造がよい。構造の基本的な機能は変化しないが、この作製
方法によれば、結果として、ホールの角が丸くなる。図４および４Ｂに図示したような構
造の作製および試験にコンピュータを用いる場合、設計者が、許容可能な結果が達成でき
る範囲内で、単位セル、格子深さおよび被膜層の固有の大きさを変化させ、θの関数とし
て場強度、ピーク波長、反射率および他の試験についてシミュレーションを行い、および
他の大きさを選択することは、当業者には理解できるであろう。そのため、図４Ａおよび
４Ｂの例は、態様を例示的に説明するためのものであって、発明の範囲を限定するもので
はない。
【００７７】
　ポストを特徴とする繰り返し単位セルを用いた２次元格子構造について図５Ａから５Ｂ
を参照して説明する。図５Ａおよび５Ｂは、センサ表面に形成された周期的なポスト群２
２０を特徴とする２次元格子構造の単位セルの斜視図と断面図をそれぞれ示す。各単位セ
ルは一つのポスト２２０を有する。ポスト群２２０は、基材シート（不図示）に適用され
た支持体物質１０２（例えば、紫外線硬化ポリマー）の中に立設された突出物である。複
数の図に示すように、その突出物および支持体に対して、高屈折率を有する被膜（例えば
、ＴｉＯ２）が適用されている。該構造体は、Ｘ方向偏光を用いて水環境で行うＢＩＮＤ
（標識不使用）検出と、Ｙ方向偏光を用いて空気環境で行うＥＲ検出に対して最適化され
ている。
【００７８】
　図５Ａおよび５Ｂの構造は、精密結合波解析（Rigorous Coupled Wave Analysis）（Ｒ
ＣＷＡ）コンピュータシミュレーションにより研究されたものである。図４Ａおよび４Ｂ
に示した前の構造単位セルは、ｚ方向のより高い平面で規定される領域により包囲された
”ホール”領域を含むものであるが、図５Ａおよび５Ｂの格子構造は、ｚ方向のより低い
平面で規定される領域により包囲された中心にある”ポスト”領域を含むものである。前
のように、図５Ａおよび５Ｂの構造は、ＢＩＮＤ／ＥＲ結合構造を示すものであり、該構
造は近赤外波長領域（約８００－９００ｎｍ）でのＢＩＮＤ共鳴を発生させる一方、Ｃｙ
５蛍光物質の励起のために６３２ｎｍでのＥＲを発生させるように最適化されたものであ
る。この例では、また、その構造が、ＢＩＮＤ測定時にはセンサ上が水環境であり、ＥＲ
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測定時にはセンサ上が空気環境であることを前提としている。ＥＲおよびＢＩＮＤに対し
て異なる波長を用いる必要があるため、矩形の”ポスト”単位セルを選択することが必要
となる。そのため、単位セルは、Ｘ方向とＹ方向で異なる大きさを有する。例えば、ＢＩ
ＮＤ波長に対してはＸ方向の周期は５３０ｎｍであり、低いＥＲ共鳴波長に必要とされる
Ｙ方向では４１４ｎｍである。作製方法は、また、高屈折率の誘電層の厚さがＸ方向およ
びＹ方向で同じであることを要求する。作製方法を簡単にするためには、均一な格子深さ
を有する構造がよい。構造の基本的な機能は変化しないが、この作製方法によれば結果と
して、ホールの角が丸くなる。図５Ａおよび５Ｂの例は、態様を例示的に説明するための
ものであって、発明の範囲を限定するものではない。もちろん、固有の大きさは変化させ
ることができる。
【００７９】
　図６Ａから６Ｃは、ＥＲ検出および標識不使用検出の結合のために作製および設計され
たバイオセンサ格子構造の単位セル５００のさらに別の態様を示す３つの斜視図である。
この構造体の特徴のいくつかを理解するために、エバネッセント共鳴（ＥＲ）センサおよ
び標識不使用（ＢＩＮＤ）センサに関係するデザイン上の特徴を概括することは役立つで
あろう。それらのセンサは、３つの基本的なデザイン上の特徴、すなわち、共鳴波長、共
鳴幅および格子の深さが異なる。
【００８０】
共鳴波長
　ＥＲセンサでは、励起波長のわずかな範囲内（約±２ｎｍ）で共鳴が起こることが好ま
しい。励起光が一般にレーザーから発生し、非常に狭いバンド幅を有しているので、この
要求は、ＥＲ共鳴の波長の選定に対して高い制限（specificity）を置くものである。
ＢＩＮＤモードの操作にはこのような制限はなく、別の波長での共鳴を用いることによる
利点がある。例えば、環境照明の波長範囲外の波長を用いたり、あるいはＥＲ励起源から
ＢＩＮＤモードの操作信号を分光的に分離することにより、考えられる重複検出の問題を
なくすことができる。
【００８１】
共鳴幅
　ＥＲセンサは、生物学的被膜厚さや照明開口数等の変数が存在しても、励起波長と重複
する十分な共鳴幅を持つ必要がある。実際、ＥＲ共鳴では、約５ｎｍ未満の半値幅（ＦＷ
ＨＭ）を持つべきではなく、より好ましくは１０～１５ｎｍである。一方、ＢＩＮＤの感
度は、概ね１／[（ＦＷＨＭ）１／２]に比例して増加するが、これはピーク位置の不確定
性がピーク幅が狭くなるにつれて減少するからである。
【００８２】
格子深さ
　ＢＩＮＤセンサは、格子に付着する生物学的物質が増加するとともに、共鳴波長のシフ
トも大きくなる。深い格子は、結合する生物学的物質のためのより大きな表面積を提供す
る。ＥＲの格子深さが大きくなると、ＥＲ効果は必ずしも向上せず、低下することがある
。
【００８３】
　先に記載した２次元構造は、均一な格子深さを有している（例えば、ポストの例ではポ
スト群の高さが均一であり、あるいはホールの例ではホール群の深さが均一である。）。
単一の格子深さを求めることは、ピーク幅と表面積の両方（すなわちＢＩＮＤ　ＰＷＶシ
フト）において、ＢＩＮＤ特性およびＥＲ特性を妥協させる必要がある可能性がある。
【００８４】
　図６Ａ～６Ｃのバイオセンサの構造は、２段状の２次元構造である。その構造の詳細に
ついては、以下に詳細に説明する。この構造は、狭いＴＭ　ＢＩＮＤ共鳴および高いＢＩ
ＮＤシフト特性を保持しながら、広いＴＥ　ＥＲ共鳴を同時に発生させることができる。
前述の２次元構造と同様に、ＢＩＮＤおよびＥＲ格子は、異なる周期を有しており、それ
により、別々に決定された共鳴波長を有している。
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【００８５】
　図６Ａ～６Ｃに示したこの”２段状の””ｃｏｍＢＩＮＤ”の構造は、多数の繰り返し
単位セル群５００からなり、それぞれのセルは、Ｙ方向に延在し比較的深いＢＩＮＤ格子
５０４の上に、Ｘ方向に延在し比較的浅いＥＲ格子５０２を重ねたものである。図６Ａか
ら６Ｃは、この構造の一つの”単位セル”を示し、ＸＹ平面で複製されると、完全な格子
を形成する。
【００８６】
　単位セル５００は、マスターの格子ウェハを用いて、ＰＥＴフィルム等の基材となる支
持体シート（不図示）に適用された紫外線硬化ポリマー層５２４からなる。該ポリマー層
５２４は、ＢＩＮＤ格子構造５０４を有しており、該構造は低い領域と高い領域が交互に
Ｙ方向に延在している。Ｘ方向では、格子は交互する低い領域と高い領域を有しており、
紫外線硬化ポリマー層５２４からなる低い領域に対する高い領域の相対的な高さは、Ｘ方
向の方がＹ方向よりも非常に小さい。
【００８７】
　ＴｉＯ２（あるいはＳｉＯ２またはＴａ２Ｏ５）層５２２を、紫外線硬化ポリマー層の
上に堆積させる。図示した態様では、この層は均一な厚さを有している。層５２２は、上
方の繰り返し面５０６，５０８，５１０および５１２と、下方の繰り返し面５１４，５１
６，５１８および５１９を含んでいる。下方の面５１４，５１６，５８１および５１９は
、紫外線硬化ポリマー層の上面の上に配置されている。空気または水のサンプル媒体５２
０は、ＴｉＯ２またはＳｉＯ２層５２２の上方の面５０６，５０８，５１０，５１２に接
するように置かれている。
【００８８】
　図６Ａから６Ｃを見ることにより理解されるように、”２層・２次元”格子構造は、Ｙ
方向の比較的深いＢＩＮＤ格子５０４を含んでおり、上方の格子および下方の格子、それ
ぞれ５０６／５０８および５１０／５１２を特徴とする。単位セルのＢＩＮＤの外観によ
れば、より多くのサンプル物質を添加することを可能とするとともに、格子により多くの
物質が付着することを可能することにより、大きな共鳴シフトを可能する。ＢＩＮＤ（Ｙ
方向）の深い格子は、結合する生物学的物質のためにより大きな表面積を提供する。
【００８９】
　Ｘ方向に延在するＥＲ格子５０２は、逆に、高い領域５０６および低い領域５０８（お
よび高い領域５１０および低い領域５１２も）を有する比較的浅い格子パターンからなる
。良好なＢＩＮＤ検出能力に加え、最適な幅を持つ広いＴＥ　ＥＲ共鳴を提供できること
も同時に期待されている。
【００９０】
　レーザー（ＥＲ）と白色光光源（ＢＩＮＤ）に対し異なる励起角度を用いることで、別
々に動作させることもできる。レーザービームまたは白色光光源を、プラットホームに対
する角度θで入射するように向けることができる。角度θは、
　　　　　　　ｓｉｎθ＝ｎ－λ／Λ、で定義することができ、
ここで、Λは回折溝の周期、λは入射光の波長およびｎは光学的に透明な層の有効屈折率
である。国際公開ＷＯ　０１／０２８９を参照されたい。
【００９１】
　図６Ａ～図６Ｃの構造の明らかな利点は、ＥＲ構造体とＢＩＮＤ構造体を別々に動作さ
せることができることである。ここで、ＥＲ検出またはＢＩＮＤ検出のいずれかについて
最適化された構造体の大きさだけが、図６Ａから図６ＣのＥＲセンサおよびＢＩＮＤセン
サの結合のために使用されるべきである。図６Ａから図６Ｃの単位セルを有する構造体の
固有の大きさはもちろん変化させることができるが、一つの代表的な態様として、ＢＩＮ
Ｄ格子５０４は周期が約２６０～約１５００ｎｍであり、格子深さ（面５０６と面５１０
との間の距離）が１００ｎｍ～約３０００ｎｍである。ＥＲ格子５０２の場合、周期は約
２００ｎｍ～約１０００ｎｍ、深さ（面５０６と面５０８との間、および面５１０と面５
１５との間のＺ方向距離）は１０ｎｍ～約３００ｎｍである。



(23) JP 2010-523973 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

【００９２】
　図６Ａから図６Ｃの構造体は、精密結合波解析（Rigorous Coupled Wave Analysis）（
ＲＣＷＡ）を用いてコンピュータでシミュレートされ、Ｘ方向にＥＲ格子構造を付加した
ものと付加しないものの両方について、シミュレートした反射スペクトルが得られた。そ
の解析結果は、発行されたＰＣＴ出願　ＷＯ２００７／０１９０２４に開示されているの
で、ここでは簡潔のために説明しない。
【００９３】
　これまでＥＲ技術は、格子に対し平行に偏向された入射光により誘起される共鳴モード
、ここではＴＥモードまたはＴＥ偏向として定義される、を用いている。標識不使用検出
技術は、一般的に、格子に対し垂直に偏向された入射光により誘起される共鳴モード、こ
こではＴＭモードまたはＴＭ偏向として定義される、を用いている。このコードは、サン
プルが液体媒体に懸濁している場合には、最も狭い共鳴を生成させる。２次元格子では、
この差異は明確ではなくなるため、単一のピークが両方に対して用いることができる。ま
た、理論的には、ＴＭピークはＥＲに使用でき、ＴＥピークはＢＩＮＤに使用できる。Ｅ
ＲのＴＥモードおよびＢＩＮＤのＴＭモードは、一つの可能な態様であり、どんな形にも
限定するものではない。上記の組合せ／構成は、説明した利点を有するものであり、他の
構成も本発明の範囲に含まれる。
【００９４】
　標識不使用モードの検出時には、生物学的分子は、例えば、ＴｉＯ２被膜に付着し、そ
の被膜の光学的厚さを実質的に増加させる。その結果、共鳴のピーク波長値（ＰＷＶ）が
シフトする。固定された物質の量に対する大きなＰＷＶシフトは、高い検出感度を示すも
のである。コンピュータシミュレーションで格子構造を比較する場合、生物学的物質の添
加のシミュレーションは、仮定の生物学的層を付加するよりも、例えばＴｉＯ２層の厚さ
を増加させることでモデル化することができる。この方法は、他の格子構造についての検
討でもその有効性が実証されている。
【００９５】
　光学的に透明な層（バイオセンサ支持体）の表面は、１以上の捕捉要素を保持可能な、
１以上の波形検知領域を含んでも良い。
【００９６】
　本発明の方法で使用する支持体は、基体層の反対側の周期的な格子の表面に設けた被覆
層をさらに含むことができる。被覆層が存在する場合、１以上の特定の捕捉要素が、２次
元格子の反対側の被覆層の表面に固定されている。被覆層は、２次元格子を構成する物質
よりも低い屈折率を有する物質からなることが好ましく、それによりＥＲ特性を最小限に
まで低減できる。被覆層には、例えば、ガラス（スピンオンガラス（ＳＯＧ）を含む）、
エポキシまたはプラスチックを用いることができる。
【００９７】
　例えば、バイオセンサの屈折率の要求を満たす種々のポリマーを、被覆層として用いる
ことができる。ＳＯＧは、その好ましい屈折率、取り扱い易さ、および豊富なガラスの表
面活性化技術を用いて特定の捕捉要素で容易に活性化できるため、使用することができる
。バイオセンサ表面の平坦性が特定のシステム構成の問題とならない場合、ＳｉＮ／ガラ
スの格子構造を検知面として直接用いることができ、ガラス表面に対すると同様の手段を
用いて活性化を行うことができる。
【００９８】
　２次元格子の上に平坦化用被覆層がなくても、共鳴反射も得ることができる。よって、
支持体は、構造化された高屈折率物質の薄膜で被覆された基体のみを含むことができる。
平坦化用被覆層を使用しなくても、環境媒体（空気または水等）が格子を満たす。そのた
め、上面だけでなく、特定の捕捉要素に曝露される、バイオセンサの１次元または２次元
格子のすべての面に捕捉要素が固定される。
【００９９】
　各プローブ／捕捉要素（プローブと捕捉要素という用語は、ここでは互換的に用いてい
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る。）は、親和性反応が可能な個々の捕捉分子および／またはその混合物を含むことがで
きる。個々の捕捉要素の形状には、矩形状、円形状、楕円状またはいずれかの他の形状が
含まれる。個々の捕捉要素の面積は、１μｍ２～１０ｍｍ２、例えば２０μｍ２～１ｍｍ
２、好ましくは１００μｍ２～１ｍｍ２である。捕捉要素を、規則的な２次元配列に配置
することができる。
【０１００】
　捕捉要素の中心と中心（ｃｔｃ）の距離は、１μｍ～１ｍｍ、例えば５μｍ～１ｍｍ、
好ましくは１０μｍ～１ｍｍである。
【０１０１】
　検知面積当たりの捕捉要素の数は、１～１，０００，０００、好ましくは１～１００，
０００である。別の観点として、プラットホームに固定される捕捉要素の数は限定されず
、例えば、遺伝子、ＤＮＡ配列、ＤＮＡモチーフ、ＤＮＡマイクロサテライト、一塩基多
型（ＳＮＰｓ）、種のゲノムまたは重要な器官を構成するタンパク質断片または細胞断片
、またはそれらの選択物または組合せの数に対応するものである。さらなる観点として、
本発明のプラットホームは、２以上の種、例えばマウスとラットのゲノムを含むこともで
きる。
【０１０２】
　１以上の特定の結合する物質／プローブ／捕捉要素は、２次元格子の上にまたは存在す
る場合には被覆層の上に、例えば、物理吸着または化学結合により固定される。特定の結
合する物質としては、例えば、核酸、ポリペプチド、抗原、ポリクローナル抗体、モノク
ローナル抗体、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片
、小さな有機分子、細胞、ウィルス、バクテリア、または生物学的サンプルを挙げること
ができる。生物学的サンプルは、例えば、血液、血漿、血清、胃腸分泌液、組織または腫
瘍のホモジュネート、滑液、便、唾液、痰、シスト液（cyst fluid）、羊膜液、髄液、腹
膜液、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙、または前立腺液を挙げることができる。
【０１０３】
　１以上の特定の捕捉要素は、バイオセンサまたは変換器の上に識別可能な位置を有する
マイクロアレイの中に配置されている。特定の捕捉要素のマイクロアレイは、本発明のバ
イオセンサの表面上の１以上の特定の捕捉要素からなるものであり、該表面は多くの識別
可能な位置を有し、各位置は異なる特定の捕捉要素または異なる量の特定の捕捉要素を有
している。
【０１０４】
　例えば、アレイは１、１０、１００、１，０００、１０，０００、１００，０００、ま
たは１，０００，０００の識別可能な位置を有している。そのようなバイオセンサの表面
はマイクロアレイと呼ばれるが、これは、１以上の特定の捕捉要素が、Ｘ－Ｙ座標におけ
る規則的な格子パターンとして通常展開されているからである。しかしながら、本発明の
方法で用いるマイクロアレイは、規則的なパターンまたは不規則なパターンで展開された
１以上の特定の結合性物質を含むものである。例えば、識別可能な位置は、１以上の特定
の捕捉要素のスポットのマイクロアレイとして規定することができる。マイクロアレイの
スポットは、その直径が約２０～約５００μｍとすることができる。マイクロアレイのス
ポットは、その直径を約５０～約２００μｍとすることもできる。１以上の特定の捕捉要
素をそれらの特定の結合パートナーと結合させることができる。
【０１０５】
　本発明で用いる支持体上のマイクロアレイは、特定の捕捉要素の１以上の微小滴を、例
えば、２次元格子上または被覆層表面上のｘ－ｙ格子位置の上に置くことにより作製する
ことができる。１以上の結合パートナーを含む試験サンプルに対してバイオセンサを曝す
と、結合パートナーは、該結合パートナーに対して高い親和性を有する特定の捕捉要素を
有するマイクロアレイの特定の位置に選択的に引き寄せられる。特定位置のいくつかは、
その表面に結合パートナーを引き寄せるが、他の位置は結合パートナーを引き寄せない。
【０１０６】
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　特定の捕捉要素は、本発明の方法に用いる支持体の表面に添加される結合パートナーの
みと結合する。特定の捕捉要素は、その結合パートナーとは結合するが、バイオセンサの
表面に添加された別の結合パートナーとは実質的に結合しない。例えば、特定の捕捉要素
が抗体でその結合パートナーが特定の抗原である場合、抗体はその特定の抗原のみと結合
し、他の抗原とは実質的に結合しない。結合パートナーとしては、例えば、核酸、ポリペ
プチド、抗原、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（
ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｖ断片、小さな有機分子、細胞、ウィルス、バクテ
リア、および生物学的サンプルを挙げることができる。生物学的サンプルとしては、例え
ば、血液、血漿、血清、胃腸分泌液、組織または腫瘍のホモジュネート、滑液、便、唾液
、痰、シスト液（cyst fluid）、羊膜液、髄液、腹膜液、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙
、または前立腺液を挙げることができる。
【０１０７】
　本発明の方法で用いるマイクロアレイの一例は、核酸マイクロアレイであり、アレイ内
の各特定位置は異なる核酸分子を保有している。この態様では、核酸マイクロアレイ内の
スポットが、試験サンプル中の核酸の対抗鎖を有する相補的な化学的結合を検出する。
【０１０８】
　支持体／プラットホームは、光学的に透明な層の表面に配置された接着促進層を含むこ
とが可能であり、それにより捕捉分子を固定化する。該接着促進層は、アッセイおよび検
出の性能をさらに向上させる多孔性層（セラミックス、ガラス、Ｓｉ）またはゲル層を含
むことも可能であり、そのいずれかを捕捉要素の固定およびサンプルの分析を行うための
媒体として用いることができ、それによりアッセイおよび検出の性能をさらに向上させあ
るいはゲル電気泳動検出における分析物の混合物の分離が可能となる。プラットホームに
は、それぞれが自身の屈折用溝を有する、多数の検出領域または検出場所を設けることが
できる。
【０１０９】
　換言すると、支持体／バイオセンサ上への１以上の捕捉要素／プローブの固定化は、特
定の捕捉要素が濯ぎ処理により洗い流されないように、および試験サンプル中の結合パー
トナーとの結合がバイオセンサ表面により邪魔されないように行われる。種々の種類のマ
イクロアレイおよびバイオセンサに用いるため、例えばガラスに対して特定の捕捉要素を
共有結合させるために、複数の異なるタイプの表面化学的実験が実行された。これらと同
じ方法を、本発明のバイオセンサに対しても容易に適用することができる。バイオセンサ
の表面調製により１以上の捕捉要素と結合させるための適切な官能基を保有させることは
、バイオセンサの作製プロセスに不可欠な部分である。
【０１１０】
　そこで、物理吸着（すなわち、化学的結合剤を使用しない。）、化学結合（すなわち、
化学的結合を使用する。）、または静電的／クーロン力の相互作用を用いて１以上の特定
の捕捉要素をバイオセンサに付着させることができる。化学結合は、特定の捕捉要素のバ
イオセンサ表面に対する強い付着力を発生させるとともに、表面に結合した分子に対し特
定の配向および配置を与えることができる。例えば、化学結合のいくつかの種類には、例
えば、アミン活性化、アルデヒド活性化、およびニッケル活性化が含まれる。これらの表
面を用いて、複数の異なる種類の化学結合剤をバイオセンサの表面に付着させることがで
きる。アミン表面は、複数の種類の結合剤を付着させるのに用いることができるが、アル
デヒド表面は、別の結合剤を用いることなく、タンパク質を直接結合させることができる
。ニッケル表面は、組み込まれたヒスチジン（his）標識（tag）を有する分子を結合させ
るのに用いることができる。ニッケル活性化表面による“hisで標識された”分子の検出
は、公知である（ホワイトサイド著、アナリティカル・ケミストリー、第６８巻、第４９
０頁（１９９６年））。
【０１１１】
　特定の捕捉要素のプラスチック、エポキシ、または高屈折率物質への固定化は、ガラス
に対する固定化について記載されている不可欠的なやり方により行うことができる。しか
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し、酸洗浄工程は、その処理が特定の捕捉要素が固定されている物質に損傷を与える場合
には、除くことができる。
【０１１２】
結合パートナーの濃度が約０．１ｎｇ/ｍｌ未満の場合の結合パートナー（標識不使用モ
ードにおける分析物）の検出には、バイオセンサに結合している結合パートナーをバイオ
センサ表面の追加層の中に増幅または変換することができる。バイオセンサに沈着した増
加質量は、光路長が増加するので容易に検出することができる。バイオセンサ表面により
大きい質量を付与することにより、表面上の結合パートナーの光学密度も増加し、それに
より、追加質量がない場合に比べて共鳴波長が大きくシフトする。質量の追加は、例えば
、酵素的に“サンドイッチ”アッセイにより、または、種々の大きな組成を有して適切に
共役したビーズまたはポリマーの形でバイオセンサの表面に質量を直接付加することによ
り行うことができる。この原則は、他の種類の光学的バイオセンサにも利用され、質量増
幅なしの場合の感度限界の１５００倍以上の感度向上が得られることが実証された。例え
ば、ジェニソンら著、「光学的に被覆されたシリコン上の核酸ターゲットの干渉に基づく
検出」、ネイチャー・バイオテクノロジー、第１９巻、第６２頁～第６５頁（２００１年
）を参照されたい。
【０１１３】
　一例として、ＮＨ２活性化バイオセンサの表面は、該表面に固定された一本鎖ＤＮＡ捕
捉プローブを含む特定の捕捉要素を保有することができる。該捕捉プローブは、その相補
的なターゲット結合パートナーと選択的に相互作用する。一方、該結合パートナーは、“
検出”分子と結合する配列または標識を含むように設計することができる。該検出分子は
、例えば、ホースラディシュ・パーオキシダーゼ（ＨＲＰ）に対する結合剤を保有するこ
とができ、適切な酵素に曝された場合には、検出分子が存在する場合のみ、バイオセンサ
上に追加物質を選択的に沈着させる。その操作により、例えば、３００Åの検出可能生体
物質を数分以内でバイオセンサに付与することができる。
【０１１４】
　検出感度を向上させるために、“サンドイッチ”方式を用いることもできる。この方式
は、低分子量の分子の存在を増幅するために分子量の大きな分子を用いることができる。
例えば、分子量が例えば約０．１ｋＤａ～約２０ｋＤａの結合パートナーを、例えば、ス
クシンイミジル－６－[a―メチル―a―（２－ピリジル―ジチオ）トルアミド]ヘキサノエ
ート（ＳＭＰＴ）、またはジメチルピメリミデート（ＤＭＰ）、ヒスチジン、またはビオ
チン分子でタグすることができる。標識がビオチンの場合、ビオチン分子は、分子量が６
０ｋＤａのストレプタビジン（streptavidin）と強く結合する。ビオチン/ストレプタビ
ジンの相互作用は非常に特異的であり、ストレプタビジンは小さな結合パートナーのみの
場合の６０倍に信号を増幅する。
【０１１５】
　化学的に誘導された小さな粒子を用いることにより、検出感度をさらに向上させること
ができる。直径が約３～３００ｎｍである、コロイド状の金からなる“ナノ粒子”、種々
のプラスチックス、またはガラスを、結合パートナーと選択的に共有結合できる分子種で
被覆することができる。例えば、ストレプタビジンとの共有結合で被覆されたナノ粒子は
、バイオセンサ表面のビオチンでタグした結合パートナーの視覚化を促進するために用い
ることができる。ストレプタビジン自身の分子量は６０ｋＤａであるが、誘導されたビー
ドは、例えば６０ＫＤａを含むいずれかの大きさの分子量も有する。大きなビードの結合
は、バイオセンサ表面の光学密度の大きな変化、および観測の容易な信号をもたらす。こ
の方法は、感度解像度を約１０００倍向上させることができる。
【０１１６】
　本開示のプラットホームに用いることができるバイオセンサのプラットホームの一つの
特徴は、光学的に透明な層に入射する光エネルギーが、波形プラットホームの特性により
、層の外に速やかに回折される。したがって、導波は起こらず、あるいは無視できる程度
である。一般に、伝搬距離は１００μｍ以下であり、好ましくは１０μｍ以下である。こ
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れは、非常に驚くべきほど短い距離である。伝搬距離は、放射エネルギーが１/ｅに減る
距離である。
【０１１７】
共鳴条件を作るための適切な角度は、プラットホームへの入射光の全反射の角度により規
定される。好ましい角度は、４５度未満、例えば、３０度以下、例えば、２０度～１０度
以下、例えば、０．１度～９．９度である。角度は垂直入射に等しいかまたは概ね等しく
てもよい。
【０１１８】
　光発生手段は、コヒーレントレーザー光を放射するレーザーを含むことができる。他の
適当な光源には、放射スペクトル線が十分なコヒーレント光を有する、ＨｇまたはＸｅ等
の放電ランプまたは低圧ランプ、および発光ダイオード（ＬＥＤ）が含まれる。
装置は、プラットホームに角度θで入射させるようにレーザービームを指向させる光学部
品、およびコヒーレントビームの偏向面を決定する部品であり、例えば、偏光を直線的に
伝送するように取り付けられた部品も含むことができる。角度θは、式ｓｉｎθ＝ｎ－λ
／Λ、で定義され、ここで、Λは回折溝の周期、λは入射光の波長、ｎは光学的に透明な
層の有効屈折率である。
【０１１９】
　使用できるレーザーの例として、ガスレーザー、固体レーザー、色素レーザー、半導体
レーザーを挙げることができる。必要であれば、非線形光学部品を用いて放射波長を２倍
にすることができる。特に適したレーザーとしては、放射波長が２７５～７５３ｎｍであ
る、アルゴンイオンレーザー、クリプトンイオンレーザー、アルゴン/クリプトンイオン
レーザー、およびヘリウム/ネオンレーザーを挙げることができる。特に適したものは、
大きさが小さく低エネルギー消費である半導体物質を用いたダイオードレーザーまたは周
波数二倍化ダイオードレーザーである。
【０１２０】
　別の適当な励起方法は、ＶＣＳＥＬ（垂直型空洞表面放出レーザー）であり、プラット
ホーム上の認識要素を個別に励起することができる。
【０１２１】
　一つの態様として、本発明の方法で用いる支持体は、すべての偏光角を有する光を含む
白色光で照射される。バイオセンサ格子の繰り返し特性に対する偏光角の配向が共鳴波長
を決定する。例えば、線と間隔の繰り返しセットからなる“直線格子”のバイオセンサ構
造体は、別々の共鳴反射を発生させることのできる２種の光学的偏光を有する。線に対し
て垂直に偏向されている光は、“ｓ偏光”と呼ばれ、線に対して平行に偏向されている光
は“ｐ偏光”と呼ばれる。入射光のｓおよびｐ成分はフィルターを透過していない照射ビ
ーム中に同時に存在し、それぞれが別々の共鳴信号を発生させる。支持構造体は、一つの
偏光（ｓ偏光）のみの特性を最適化するように通常設計することが可能であり、最適化さ
れていない偏光は偏向フィルターにより容易に除去される。
【０１２２】
　偏光依存性を除いて、すべての偏光角が同じ共鳴反射スペクトルを与えるようにするた
め、同心リングのセットからなる別の構造体を用いることができる。この構造体では、各
同心リングの内径と外径の差が格子周期の約半分に等しい。それぞれの連続するリングは
、その内径が前のリングの内径よりも約一つ分の格子周期だけ大きい。同心リングのパタ
ーンは、マイクロアレイスポットまたはマイクロタイタープレートウェル等の単一のセン
サ位置を覆うように延在する。独立したマイクロアレイスポットまたはマイクロタイター
プレートウェルは、それぞれ、その中に中心がある別々の同心リングパターンを有してい
る。その構造体のすべての偏光方向は、同じ断面構造を有している。その同心リング構造
体は、偏光依存性を保持するために、その中心に正確に照射する必要がある。同心リング
構造体の格子周期は、共鳴反射光の波長未満である。格子周期は約０．０１～約１μｍで
ある。格子の深さは約０．０１～約１μｍである。
【０１２３】
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　別の態様として、格子の特定の位置に照射ビームを集中させることなく、ホールまたは
ポストのアレイを、上述の同心円構造体に密接させて配置する。同じ角度で３方向から表
面に入射する３つのレーザービームの光学的干渉により、そのアレイパターンが自動的に
形成される。このパターンでは、ホール（またはポスト）は、密充填六角形のアレイの角
に集中している。ホールまたはポストは、各六角形の中心にも存在している。ホールまた
はポストのその六角格子は、同じ断面構造を“認識する”３つの偏光方向を有している。
そのため、六角形の格子構造は、どの偏光角の光を用いても、等価な共鳴反射スペクトル
を与える。したがって、不要な反射信号成分を除去するためには、偏光フィルターは不要
である。ホールまたはポストの周期は、約０．０１μｍ～約１μｍであり、深さまたは高
さは約０．０１μｍ～約１μｍである。
【０１２４】
　検出システム（一例として以下の図７を参照）を、蛍光等のルミネセンスを検出できる
ように配置することができる。分析物分子を捕捉分子に結合させる時に、フェルスター（
Foerster）蛍光エネルギー移動（ＦＲＥＴ）が起きるように、親和性パートナーを標識す
ることができる。ルミネセンス強度の最大値を、層システムの屈折率値および対応するフ
レスネル係数に応じて、最も高い異常な反射位置に対して僅かにシフトさせることができ
る。
【０１２５】
　サンプルは、希釈しないで、または溶媒を添加して用いることができる。適切な溶媒と
して、水、水性バッファー溶液、タンパク質溶液、天然あるいは人工のオリゴマーまたは
ポリマー溶液、および有機溶媒を挙げることができる。適切な有機溶媒には、アルコール
、ケトン、エステル、脂肪族炭化水素、アルデヒド、アセトニトリルまたはニトリルが含
まれる。
【０１２６】
　可溶化剤または添加剤を含むこともでき、それには、ジエチルピロカーボネート、フェ
ノール、ホルムアルデヒド、ＳＳＣ（クエン酸ナトリウム／塩化ナトリウム）、ＳＤＳ（
ドデシル硫酸ナトリウム）、バッファー試薬、酵素、逆転写酵素、リボヌクレアーゼ、有
機または無機のポリマー等の有機または無機の化合物あるいは生化学試薬を挙げることが
できる。
【０１２７】
　サンプルは、用いる溶媒に溶解しない成分、例えば、顔料粒子、分散剤および天然また
は合成のオリゴマーまたはポリマーを含むこともできる。
【０１２８】
　ルミネセンス標識剤は、センサ表面と相互作用する、捕捉要素、分析物中の分析される
分子、または内在性／外来性の対象、スペーサー分子、プライマー、生体物質等の他のい
ずれかの種類を修飾するのに用いることができる。
【０１２９】
　マーカーとして使用できるルミネセンス色素を、分析物中に存在するおよび／またはプ
ラットホームに付着した、１または多数の親和性結合パートナー（またはそれらの誘導体
）に、化学的にあるいは物理的に、例えば静電的に結合させることができる。合成オリゴ
マーおよび合成ポリマーだけでなく、ＤＮＡ、ＲＮＡ、糖類、タンパク質、またはペプチ
ド等の天然由来のオリゴマーまたはポリマーが親和性反応に含まれる場合には、インター
カレート色素も適している。ビオチン／アビジン結合等の生物学的相互作用またはヒス－
標識結合等の金属錯体形成により、分析物溶液に存在する親和性パートナーに発光団を付
着させることができる。
【０１３０】
　１または多数の親和性結合パートナーの存在を定量的に決定するために、１または多数
のルミネセンスマーカーを、分析物溶液に存在する親和性パートナー、プラットホームに
固定された捕捉要素、または分析物溶液に存在する親和性パートナーおよびプラットホー
ムに固定された捕捉要素の両方に付着させることができる。
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【０１３１】
　フェルスターエネルギー移動または光誘起電子移動と適合させるために、ルミネセンス
マーカーの分光学的特性を選択することができる。アクセプターおよびドナーのルミネセ
ンスの距離および濃度依存性を、分析物分子の定量に用いることができる。
【０１３２】
　親和性結合パートナーの定量は、親和性反応に含まれる分子に結合したドナーおよびア
クセプターの間の分子間および／または分子内の相互作用に基づいて行うことができる。
親和性結合パートナーに共有結合したルミネセンス・ドナーおよびルミネセンス・アクセ
プターの分子内集合体、親和性反応においてドナーとアクセプターの間の距離を変化させ
る分子ビーコン（Ｓ．ティアギら著、ネイチャー・バイオテクノロジー）を、捕捉分子ま
たは分析物溶液に添加する添加剤として用いることもできる。また、ｐＨおよび電位に反
応する発光団または酵素活性に反応する発光団を用いることができ、例えば、酵素が媒介
する蛍光性誘導体形成を行うことができる。
【０１３３】
　トランスフルオロスフィア（transfluorosphere）またはその誘導体を蛍光標識に用い
ることができ、および化学ルミネセンス分子またはエレクトロルミネセンス分子をマーカ
ーとして用いることができる。
【０１３４】
　４００ｎｍ～１２００ｎｍの範囲にルミネセンスを有するルミネセンス化合物は、１以
上の親和性パートナーに付着させるために官能基付与がされまたは修飾されたもので、以
下の物質の誘導体を挙げることができる。
ポリフェニルおよびヘテロ芳香族化合物、
スチルベン、
クマリン、
キサンテン色素、
メチン色素、
オキサジン色素、
ローダミン、
フルオレセイン、
クマリン、スチルベン、
ピレン、ペリレン、
シアニン、オキサシアニン、フタロシアニン、ポルフィリン、ナフタロシアニン、アゾベ
ンゼン誘導体、ジスチリルビフェニル、
遷移金属錯体、例えば、ポリピリジル／ルテニウム錯体、トリス（２，２’ビピリジル）
ルテニウムクロライド、トリス（１，１０－フェナントロリン）ルテニウムクロライド、
トリス（４，７ジフェニル－１，１０－フェナントロリン）ルテニウムクロライドおよび
ポリピリジル／フェナジン／ルテニウム錯体、例えば、オクタエチル－白金－ポルフィリ
ン、
ユーロピウム錯体およびテルビウム錯体はルミネセンスマーカーとして用いることができ
、
ナノ粒子、マイクロ粒子、
エバネッセント場により励起可能な他のいずれかの発光物質。
【０１３５】
　血液または血清の分析には、吸収波長および発光波長が４００ｎｍ～１０００ｎｍの範
囲にある色素が適している。さらに、２光子励起および３光子励起に適した発光団を用い
ることができる。
【０１３６】
　本発明に適した色素は、共有結合のための官能基を保有することができ、例えば、フル
オレセインのイソチオシアネートまたはＮＨ２エステル等のフルオレセイン誘導体を挙げ
ることができる。また、アマシャムライフサイセンス社（テキサス州）およびモレキュラ
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ープローブ社から商業的に入手可能な機能性蛍光色素も適している。他の適した色素とし
て、ＲＮＡ鎖またはＤＡＮ鎖に酵素的に組み込まれるデオキシヌクレオチドトリホスフェ
ート（ｄＮＴＰ）で修飾した色素も含まれる。
【０１３７】
　さらに、適した色素には、クォンタム・ドット・パーティクルズ（Quantum Dot Partic
les）またはビーズ（Beads）（インビトロジェン・コーポレーション、カールスバッド、
カルフォルニア）またはそれらの誘導体または遷移金属錯体誘導体が含まれ、それらは、
一つおよび同じ特定の波長で励起され、誘導体は異なる波長のルミネセンス発光を示す。
【０１３８】
　分析物は、結合したルミネセンスマーカーにより直接的に検出してもよく、あるいは添
加されたルミネセンス標識種との競合により、または、１および／または多数の分析物種
および／または捕捉要素に結合し、マーカーとして使用されるルミネセンス・ドナーおよ
びルミネセンス／電子アクセプターの間の、濃度、距離、ｐＨ、電位または酸化還元電位
に依存する相互作用により、間接的に検出してもよい。ドナーのルミネセンスおよび／ま
たは消光剤（quenchers）のルミネセンスを測定して分析物を定量することができる。
【０１３９】
　同様にして、分析物分子が捕捉分子に結合した際に電子移動または光誘起電子移動が蛍
光を消光させるように、親和性パートナーを標識することができる。
【０１４０】
　ルミネセンスに適した検出器には、ＣＣＤカメラ、光電子増倍管、アバランシャフォト
ダイオード、フォトダイオード、ハイブリッド光電子増倍管、またはそれらのアレイが含
まれる。例えば、米国特許出願公報２００３／００２７３２７、２００２／０１２７５６
５、２００３／００５９８５５および２００３／００３２０３９、または米国特許第７，
０２３，５４４号に記載されているように、検出は標識剤なしでも行うことができ、これ
らの内容は出典明示により本明細書の一部になる。検出手段を、さらに屈折率変化を検出
するように配置することもできる。一つの共通のプラットホーム上の検知領域またはすべ
ての領域に照射するように入射ビームを調整することが可能である。あるいは、検知領域
の分析すべき微小サブ領域だけを照射するようにビームを調整することができ、およびプ
ラットホームの検知領域をスキャンするために、ビームおよび／またはプラットホームを
、相対的に移動させることが可能なように調整することができる。
【０１４１】
　プラットホーム上に沈着させる捕捉要素または認識要素としては、多種多様なものが存
在する。一般的に、用いる捕捉分子は、親和性反応が可能である必要がある。本発明のプ
ラットホームとともに使用できる認識分子または捕捉分子には以下のものが挙げられる。
　ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド（およびそれらの化学的誘導体）、
　ＤＮＡ（二本鎖または一本鎖）　ａ）線状（およびそれらの化学的誘導体）
　ｂ）円状（例えば、プラスミド、コスミド、ＢＡＣ、ＡＣ）
　全ＲＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ、ｃＲＮＡ、ミトコンドリアＲＮＡ、人工ＲＮＡ、ア
プタマーＰＮＡ（ペプチド核酸）
　ポリクロナール抗体、モノクロナール抗体、組み換え抗体、改変抗体（engineered ant
ibodies）、抗原、ハプテン、抗体ＦＡＢサブユニット（必要により変性させた）
　タンパク質、変性タンパク質、酵素、酵素共同因子または酵素インヒビター、タンパク
質錯体、レクチン、ヒシチジン標識タンパク質、ヒスチジン標識化合物用キレート（ＨＩ
Ｓ標識）、標識化タンパク質、人工抗体、分子インプリント、プラスチボディ（plastibo
dies）、
　膜レセプター、全細胞、細胞断片および細胞サブストラクチャー、
　シナプス、
　作用薬／拮抗薬、細胞、細胞オルガネラ、例えばミクロソーム、
　ベンゾジアサピン（benzodiazapines）等の小さな分子,
　プロスタグランジン、
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　抗体、薬物、代謝産物、薬物代謝産物、
　天然物、
　炭水化物およびその誘導体、
　天然および人工リガンド、
　ステロイド、ホルモン、
　ペプチド、
　天然ポリマーまたは人工ポリマー
　分子プローブ、
　天然レゼプターおよび人工レセプターおよびそれらの化学的誘導体、
　キレート剤、クラウンエーテル、リガンド、超分子集合体、
　指示薬（ｐＨ、電位、膜電位、酸化還元電位）、
　組織サンプル（組織マイクロアレイ）。
【０１４２】
　捕捉分子の活性および密度は、公知の多くの方法を用いて最適化することができる。
【０１４３】
　周期的構造体は、表面にナノ粒子を付着させることにより作製することもでき、該ナノ
粒子は、同程度の大きさを有し、および光学的な結合／共鳴が可能な周期的構造体として
作用する。
【０１４４】
　格子に基づくバイオセンサからＢＩＮＤデータおよびＥＲデータを取得するための複数
の検出システム３００については、公開されたＰＣＴ出願　ＷＯ　２００７／０１９０２
４に記載されている。それらの一つを図７に示す。図７のシステム３００は、一つの画像
読取りシステムである。バイオセンサ１００は、標識不使用検出のための、シャープな共
鳴ピークを有する光学スペクトル、および蛍光信号を顕著に増大させるための、バイオセ
ンサのエバネッセント領域における高い電磁場の両方を示すように設計されている。該読
取りシステムは、これらバイオセンサの特性を利用して、これらの効果の両方を読み出す
。この読取りシステムは、バイオセンサからの一方または両方の信号を測定する能力を有
する。
【０１４５】
　ＥＲ＋ＢＩＮＤのバイオセンサ１００は、ここでは”ｃｏｍＢＩＮＤセンサ”と呼ぶも
のであり、センサの底面から光学的に応答指令信号を受ける。バイオセンサ１００の上面
については、バイオセンサを水または別の液体に浸漬することができ、あるいは空気に曝
すこともできる。バイオセンサが検出するように設計されているいずれかの分子または細
胞の結合相互作用は、バイオセンサ１００の上面で起きる。バイオセンサ１００は、液体
保有容器を有する大きな分析装置の一部でもよく、該容器の例として、例えば、８列のウ
ェル、それぞれが１２ウェルを有する行からなるマイクロウェルプレートを挙げることが
できる。バイオセンサは、マイクロアレイスライドの構成要素であってもよい（図８参照
）。図７の図面には、単一のウェル（検出領域）３０２の断面が示されており、何十、何
百、何千の検出領域が存在することが理解されるであろう。
【０１４６】
　画像読取りおよび画像検出システム３００は、ＥＲ光源３４０としてレーザー（例えば
ＨｅＮｅレーザー）、ハロゲン白色光源またはＬＥＤ３５２を含むより広いスペクトルを
有するＢＩＮＤ光源３５０、およびＥＲ画像および標識不使用画像の両方を連続画像とし
て捕捉するための共通の検出器として働くＣＣＤカメラシステム３３８を有している。シ
ステム３００は、光源３４０および３５２からの入射光３７２を結合しおよびバイオセン
サに向けるように働く二色性ミラー３６４および３３０を有する光学ビーム結合サブシス
テムを有している。二色性ミラー３３０は、検出のために信号光を集め、それをレンズ３
３６へ送り、該信号光は該レンズにおいて、ＣＣＤカメラ３３８により画像化される。
【０１４７】
　光線３７０は、バイオセンサ１００の下方に存在し、照射光３７２および反射光３７４



(32) JP 2010-523973 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

からなる。反射光３７４は、直接反射、およびバイオセンサ上に蛍光物質が存在する場合
には蛍光発光を含む。
【０１４８】
　レンズシステム３３６を通してＣＣＤカメラ３３８により検出された信号は、電子工学
的にあるいはコンピュータ・アルゴリズムにより処理され、ＢＩＮＤ（標識不使用）デー
タ３８０またはＥＲデータ３８２になる。そのデータは保存され、表示され、および図７
に示す計測のためのコンピュータまたはワークステーション等の分析機器（不図示；しか
しデータ３８２および３８０へのアクセスを有する）により読取りシステム３００を用い
て分析することができる。さらに、ＢＩＮＤデータ３８０とＥＲデータ３８２とを組み合
わせることにより、ユーザーは、新規なバイオセンサ１００に独特な、結合相互作用また
は細胞相互作用についての情報を取得することができる。
【０１４９】
　図示された構成において、光学部品３４０，３５０および３３０は入射放射線の単一ビ
ーム３７２を生成させるように設計され、およびバイオセンサ１００の表面のすべてのウ
ェル３０２または結合サイトからのデータを連続して取得できるように、バイオセンサを
Ｘ方向およびＹ方向に移動させる。バイオセンサ１００を、当業者によく知られたＸ－Ｙ
移動ステージ（不図示）の上に置くことにより、その動きを発生させてもよい。特定のウ
ェルまたは結合サイト３０２が、ビーム３７２に対して合致する位置にある場合、一つの
態様として、光源３４０および３５０を連続して動作させ（またはバイオセンサへの直接
放射を選択的に行う。）、第１および第２の画像（一方がＥＲ画像で他方がＢＩＮＤ画像
である）をＣＣＤカメラ３３８により撮影する。ＣＣＤ画像の連続収集は、ビーム選択機
構３６０（例えばシャッター）を用いて促進することができ、該機構は光源３４０または
光源３５０のいずれかからの光を、二色性ミラー３３０へ選択的に通過させ、バイオセン
サへと反射させる。ビーム選択は、電子工学的に行うことができ、例えば、光源３４０お
よび３５０のオンオフ時間を電子工学的に制御する。あるいは、両方の光源を同時に動作
させ、および両方のビームが通過するように選択機構３６０を動作させて入射ビーム３７
２が両光源からの光を含むようにすることもできる。この場合、ＣＣＤカメラ３３８は、
ＥＲ情報およびＢＩＮＤ情報の両方を含む単一の画像を撮影する。次いで、ＣＣＤカメラ
３３８からの撮影された画像に対し画像処理技術を適用して、複合画像からＢＩＮＤ成分
とＥＲ成分を抽出する。検出システムにより測定されたピーク共鳴波長シフトは、図９Ｂ
に示すような標識不使用画像を得るために、ピクセルバイピクセル（pixel by pixel）基
準および該シフトの強度に基づいて、色彩または相対輝度のいずれか、あるいは両方に変
換される。
【０１５０】
　ＥＲ光源３４０には、レーザー、例えば、ヘリウム－ネオン（ＨｅＮｅ）レーザーを用
いてもよい。レーザービーム３４１は、ビームエキスパンダー等のビーム調整装置３４２
をさらに通過する。ビームエキスパンダー３４３は、小さな直径のレーザービームを大き
な直径のレーザービームへと拡大させる。出力ビーム３４３は平行にされ、直線的に偏向
される。バイオセンサは、特定の偏向において、入射光に対してＥＲ効果を発生させる。
直線的に偏向させた出力レーザービームを作製できるように設計されたレーザーを用いて
偏向させてもよい。
【０１５１】
　ＢＩＮＤ（標識不使用）用光源３５０は、ハロゲン光源またはＬＥＤ光源３５２および
波長調整機構３５６を有するモノクロメータ３５４を具備していてもよい。光源３５２か
ら発光される光線３５３はもともと広帯域であるが、モノクロメータ３５４の出口の光線
３５５は単色性である。
【０１５２】
　モノクロメータ３５４からの出力光線３５５は、ビーム調整装置３５８、例えばコリメ
ーターにより調整される。ミラー３６５は、調整装置３５８から出力される光線３４９を
二色性ミラー３６４へと向ける。光源３４０および３５０からの結合した光は、３６６で
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示され、該光はビームの分離／結合アセンブリー３３０へ送られ、該アセンブリーは該光
をバイオセンサ１００の底面に送る。
【０１５３】
　ＢＩＮＤ用光源３５０には、波長可変レーザーを用いてもよい。その場合には、ビーム
調整装置３５８は、ビームエキスパンダーである。波長可変レーザーまたはフラッシュラ
ンプを、ＢＩＮＤ測定およびＥＲ測定の両方の単一の照射源として使用できることにも留
意されたい。
【０１５４】
　また、偏光はＢＩＮＤ信号の検出を促進するので、光源３５２内に偏光器を設けて光３
６３を直線的に偏向させてもよい。あるいは、光指向化要素（light-directing
element）３６５に、ランダム偏光３５９を直線偏光３６３に変換する偏向ビームスプリ
ッターを用いてもよい。
【０１５５】
　レーザーにより励起された蛍光信号を検出するため、ビームの分離／結合アセンブリー
３３０は、光学フィルター３３２および３３４のセットを組み込んでいる。フィルター３
３２は二色性フィルターであり、該フィルターはサンプルからの蛍光を透過させる一方、
レーザー光を反射する。フィルター３３２は、ＢＩＮＤ波長域、好ましい一例として８３
０ｎｍ～９００ｎｍにおいて、ビーム・スプリッターとしても機能する。フィルター３３
４は、２つの波長域内、すなわちレーザーにより励起された蛍光波長域およびＢＩＮＤ波
長域内の光のみを透過させる。画像レンズ３３６は、バイオセンサ表面の蛍光を収集し、
ＣＣＤカメラ３３８の焦点面上に該蛍光の焦点を合わせる。
【０１５６】
　図７の構成は、ＥＲ検出のため、入射光３７２に対してバイオセンサを回転させる回転
装置も含んでいる。一の可能な態様として、回転装置３３１をビームの分離／結合アセン
ブリー３３０に取付け、矢印で示すように回転させる（それにより、入射光を角度約θだ
け回転させる）。別の態様として、回転装置３３１を除き、その代わりに回転可能装置３
３３をＸＹ移動ステージに取付け、該回転可能装置により、図２６の装置３３３の左に矢
印で示したように、ＸＹ移動ステージを（固定された）入射ビームに対して回転させる。
【０１５７】
　所望の特性を得るために、追加のレンズ、ミラーおよび光学フィルターを読取りシステ
ムに組み込むことができる。ＢＩＮＤ検出とＥＲ検出との間の好ましくないクロストーム
を除去するために、適切に設計された光学フィルターを用いることができる。また、電子
工学的または機械的なシャツター３６０であるビーム選択機構を、２チャンネルの光照射
および検出を正確に同期させるために用いることができ、それにより、すべてのクロスト
ークを除去するために、一つの光源のみがバイオセンサに所定時間照射される。
【０１５８】
　図７に記載したバイオセンサ読取りシステムの大きな利点は、同じバイオセンサ位置で
、ＢＩＮＤデータとＥＲデータの両方を同時に（または高速連続で）収集できることであ
る。高解像度の画像化方法は、細胞に基づくアッセイまたはマイクロアレイ等の高含有量
のバイオアッセイ（high content bioassays）には有用である。
【０１５９】
　積分一点検出器をＣＣＤカメラ３３８の代わりに用いることができる。その場合、シス
テムは、入射放射線３７２の位置の上のセンサの動きと検出器出力とを同期させて画像を
作製する。
【０１６０】
　バイオセンサからＥＲデータを取得するためのＣＣＤカメラの使用についてのさらなる
詳細については、技術文献、例えば、ディーター・ノイシェファーおよびウォルフガング
・ブタッハら著、バイオセンサおよびバイオエレクトロニクス、第１８巻（２００３年）
、第４８９頁～第４９７頁に記載されており、この内容は出典明示に本明細書の一部とな
る。
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【０１６１】
　バイオセンサの較正および正規化の方法についての以下の記載および実施例は、本開示
の例示に過ぎないものであり、本開示を限定するものではない。
【実施例】
【０１６２】
　ＥＲスライド（"ノバチップ（NovaChip）"）の詳細については、例えば、Ｄ．ノイシェ
ファーら著、バイオセンサおよびバイオエレクトロニクス、第１８巻、第４８９頁～第４
９７頁（２００３年）、またはＷ．ブダッハら著、アナリティカル・ケミストリー、第７
５巻、第２５７１頁～第２５７７頁（２００３年）に記載されている。その方法は、異常
反射に起因する現象を利用するものであり、Ｓ．Ｓ．ワンおよびＲ．マグヌソン著、アプ
ライド・オプティックス、第３２巻（第１４号）、第２６０６頁～第２６１３頁（１９９
３年）、またはＯ．パリオーら著、ピュア・アンド・アプライド・オプティックス、第５
巻、第４５３頁～第４６９頁（１９９６年）を参照されたい。共鳴条件でチップ上に入射
する励起光子は、入射サイトの薄い波形の金属酸化物表面へ一体化する。変換器の形状に
より、エネルギーは、高屈折率物質からなる波形薄膜の中に局在的に閉じ込められる。そ
の結果、強い電磁場がチップの表面に発生する。その効果はエバネッセント共鳴によるも
のであり、表面に近いに発色団の蛍光強度を増大させる。利用可能な励起エネルギーを閉
じ込めることにより、用いる光学検出システムの光学特性に応じて、１００倍まで有効場
強度を増大させることができる。実施例に記載された実験に用いたノヴァチップは、波長
６３３ｎｍの垂直ＴＥ偏光に対して２度の共鳴角を有する。ティーキャン（Tecan）・マ
イクロアレイ・レーザースキャナーを用いた蛍光の信号／ノイズ比は、同じ条件で処理さ
れたガラススライドと比較し、約１０～２０倍増加することが認められた。
【０１６３】
　図８は、図７のＣＣＤカメラにより撮影されたバイオセンサの写真であり、該バイオセ
ンサは、多数の捕捉要素位置を有するマイクロアレイ形状である図１１の格子構造を有し
、該位置は図３に示すように、密集して領域群の各群を構成している。
【０１６４】
　図９Ａ～９Ｃは、図８のバイオセンサのスポットまたは捕捉要素の領域の異なる３つの
画像を示すものであり、個々の捕捉要素位置は、図９Ａ、９Ｂおよび９Ｃの円で視覚化さ
れている。
【０１６５】
　図９Ａは、図８の領域群の一つの”塩画像”であり、捕捉要素（例えば、オリゴヌクレ
オチド）および印刷バッファーからなることが期待されている印刷されたスポットまたは
位置を示す。画像の中のスポット位置の実際の形態は、様々であり、処理条件に依存する
。画像は定性的な情報のみを提供し、例えば、スポットについて、捕捉物質がチップ表面
に正確に印刷されていない／沈着していない等である。この情報を、各捕捉要素に対する
基本的な品質フラグとして用いることができる。
【０１６６】
　図９Ｂは図９Ａの領域群の標識不使用画像であり、バイオセンサ表面から過剰物質を除
去する洗浄工程後に撮影したものである。個々の位置の強度は、マイクロアレイの各位置
に固定された／沈着されたオリゴヌクレオチドの固定物質量に対応する。強度測定値（”
ＢＩＮＤ”データ）は、図３または図７のいずれかのシステムか、あるいはＰＣＴ出願　
ＷＯ２００７／０１９０２４に開示されているように分光計を用いた異なるシステムを用
いて取得する。
【０１６７】
　図９Ｃは、図７のシステムを用いてＥＲモードで撮影した画像であり、領域の強度は、
ハイブリダイズしたサンプル中の特定のｍＲＮＡの量に対応することを示す。
【０１６８】
マイクロアレイの作製
　マイクロアレイ（図８に示したものの一つ）を洗浄し、例えば、Ｗ．ブダッハら著、ア
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ンリティカル・ケミストリー、第７５巻、第２５７１頁～第２５７７頁（２００３年）に
記載されていれるように作製し、ＡＲＯＳ・ヒューマン・ｖ３・オリゴヌクレオチド、７
０量体、オペロン社からのセットを、２３℃、相対湿度５５～６０％でマイクログリッド
・プリンターを用いてアレイ化した（約３７ｋ　機能（features）／１　反復試験片（re
plicates）、プリント・バッファー４ｘＳＳＣ／０．００１％サルコシル）。スライドは
使用するまで密封して保存した。
【０１６９】
バッファー
　洗浄バッファー：５０ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　リン酸ナトリウムバッファー　ｐＨ
６．５、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％（重量／体積）ＳＤＳ。
　ハイブリダイゼーション・バッファー：エキスプレス・Ｈｙｂ・バッファー（ＢＤ＃８
０１５－１）／ホルムアミド（Ｆｌｕｋａ＃４７６７１）７０／３０（体積：体積）、１
００μｇ／ｍｌ　サケ精子。
【０１７０】
マイクロアレイの品質管理
１．散乱画像（scatter images）、”塩”画像、定性化（qualification）
　続いて、光源に６３３ｎｍのレーザー（赤）を用いてティーキャンレーザースキャナー
（ゲイン１２０）によりマイクロアレイをスキャンした。散乱した光の画像、すなわち、
スポットバッファーからの塩の大部分で構成されるスポットの物理的なプロフィールによ
って直接散乱されたレーザー光の画像である、を集めるために検出ユニットの光学フィル
ターを除去した。そのため、これらの画像は”塩”画像とも呼ばれる。図９Ａは、この用
途例に用いたマイクロアレイのクローズアップである。この画像の分析により、不明なス
ポット、粒子または人工物の確認ができるので、この画像により、マイクロアレイの品質
の大まかな最初の評価を行うことができる。
【０１７１】
２．標識不使用モード、定量化
　次いで、マイクロアレイを洗浄して、未結合のオリゴヌクレオチドおよびスポットバッ
ファー塩を除去した。結合したオリゴヌクレオチドは、表面の反応性基に付着した状態で
ある。洗浄工程は、攪拌機含有容器中でウォシュ・バッファー（Wash Buffer）を用いて
２０秒間、次いで脱イオン水で３倍に希釈したウォシュ・バッファーを含む第２の容器中
で２０秒間洗浄した。次いで、窒素流中でスライドを乾燥した。
【０１７２】
　洗浄後、残留するオリゴヌクレオチド物質の１６Ｂｉｔ・ＴＩＦ標識不使用画像を、Ｓ
ＲＵバイオシステム社のＢＩＮＤ・ＴＭ・スキャナーを用いて撮影した。標識不使用スキ
ャンは、ＴＭ共鳴のスペクトルシフトを１５μｍ／ピクセルの解像度で撮影する。図９Ｂ
は、図９Ａの”塩”画像に対応する標識不使用画像の領域を示している。
【０１７３】
標識不使用スキャナーの操作原理
　標識不使用スキャナーは、光源と、平行な白色光をセンサの表面に向ける光学部品とを
含む。撮像分光器は、センサからの反射光を受光し、画像を生成させるが、該画像は、一
つの軸が空間的な線走査を表し、第２の軸が線走査における各ピクセルにおける反射スペ
クトルを知らせるものである。ソフトウェアは、反射スペクトルの中に、ピーク波長値（
ＰＷＶ）と呼ばれる、ＴＭ共鳴のスペクトル位置を決める。線走査は、スライドを徐々に
横切ってＰＷＶ画像を組み立てる。オリゴヌクレオチドのスポットに対応するピクセルは
、結合物質がない領域よりもより高いＰＷＶを有している。標識不使用信号は、スポット
に対応するピクセルと周囲（バックグラウンド）のピクセルとの間のＰＷＶの差（シフト
）からなる。あるいはまたはこの分析に加えて、スポッティングの前にベースラインＰＷ
Ｖスキャンを行い、スポット後の画像からそのベースラインＰＷＶ値を差し引くことがで
きる。ＰＷＶのシフトは、図９Ｂに示すような画像を得るために、色彩または強度に変換
される。
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サンプル／ＲＮＡプロセシング
　市販のヒューマン・レファレンス（human reference）ＲＮＡ（ストラタジーン（Strat
agene））を、アムビオン標識キット（＃１７５３）のプロトコルと物質を用いて標識し
た。この実験は、標識したＲＮＡを１００ｎｇ用いた。
【０１７５】
マイクロアレイ・ハイブリダイゼーションおよびルミネセンス／蛍光画像のスキャニング
　ティーキャン社のティーキャン・ＨＳ４８００・ハイブリダイゼーションステーション
が、マイクロアレイの前洗浄、ハイブリダイゼーション、および後洗浄を行った。前洗浄
は、ウォシュ・バッファーを用いる室温／７５℃／５０℃（各２０秒）の洗浄およびそれ
に続くハイブリダイゼーション・バッファーを用いる５０℃での１０秒洗浄を３回繰り返
した。次いで、ハイブリダイゼーション・バッファー中に１００ｎｇ濃度の標識されたＲ
ＮＡを含むサンプル１００μＬを、５０℃のフローチャンバに注入し、１分攪拌した。７
５℃で１０分保持した後、攪拌状態で、温度４２℃で１６時間保持した。後洗浄は、４２
℃でのウォシュ・バッファーを用いる洗浄および追加の２３℃での洗浄（各２０秒）を４
回繰り返した。最後に、スライドを希釈したウォシュ・バッファーで室温で３回洗浄し、
窒素流中で乾燥させ、ティーキャン蛍光レーザースキャナー（ゲイン８０％）を用いて直
ぐにスキャンした。画像は１６Ｂｉｔ　ＴＩＦ　ファイルで保存した。図９Ｃは、蛍光モ
ード画像の参照領域を示すもので、前に説明した”塩”（図９Ａ）および標識不使用（図
９Ｂ）の画像に対応する。
【０１７６】
画像プロセシングおよび品質管理
　スポットまたは捕捉要素の領域は、図９Ａ、９Ｂおよび９Ｃに示すように、解析ソフト
ウェア（アレイプロ（ArrayPro））により、図を用いて境界が描かれている。
【０１７７】
　図９Ａは散乱モードであり、”塩画像”が、洗浄後にオリゴヌクレオチド捕捉要素が得
られることが期待される印刷スポットを画像化している。実際のスポット形態は、処理条
件によって変化する。この画像は、個々の捕捉要素の存在および品質に関する定性的な情
報のみを提供する。この情報は、大きな印刷エラーのフラッグとして用いることができる
。
【０１７８】
　図９Ｂでは、標識不使用モード画像は、スポット領域から過剰の（未結合の）物質を除
去する洗浄工程の後に得られる。個々の捕捉領域の標識不使用信号の強度は、固定された
物質（オリゴヌクレオチド）の量に対応する。そのため、この信号は、次のハイブリダイ
ゼーション工程において結合可能なプローブ物質の量についての定量的な値を提供する。
【０１７９】
　図９ＣはＥＲ／蛍光モード画像であり、各捕捉領域（スポット）の信号強度は、該領域
のプローブ物質に結合した、標識されたｍＲＮＡの量に対応する。
【０１８０】
　標識不使用モードおよびルミネセンス／蛍光モードで得られた画像は、アレイプロ（メ
ディアサイベルネティックス社、米国）を用いて解析した。１０行（Ｒ）×１０列（Ｃ）
のサブセクションを、本サンプル（比較および較正が可能なように全画像について同じセ
クション）について用いた。以下の３つの表１ａ、１ｂおよび１ｃは、図９Ａ、９Ｂおよ
び９Ｃの画像に描かれた１０×１０のスポットアレイの行１からのデータを定量化してい
る。表では、各スポットの内側の平均値（”生”信号）から各スポットを囲むその場所の
”バックグラウンド”リングを差し引いて、”実質”強度を得ている。
【０１８１】
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【表１】

【０１８２】
　表１ａは、散乱または”塩”画像の最初の１０個のスポット／遺伝子（Ｒ＝１、Ｃ＝１
～１０）の強度を解析して得られたデータを定量化している。強度の閾値の定義（または
、一般的な、より洗練された規則、アルゴリズム）により、不正確に沈着したスポットの
確認が可能となる。表２も参照すると、そこでは、散乱モードの強度の閾値が、不明と認
められるこれらのスポット／捕捉要素のフラッグに使用されている。この手順は自動化が
可能であり、マイクロアレイの製造バッチの品質の最初の評価が可能となる。
【０１８３】
　表１ｂは、最初の１０個のスポット／遺伝子（Ｒ＝１、Ｃ＝１～１０）の標識不使用モ
ードで得られたデータを示している。また、閾値を定義することにより（または、一般的
な、より洗練された規則、アルゴリズムにより）、不正確に沈着したスポットの確認が可
能となる。また、標識不使用の実質強度は、沈着した物質の較正を可能とする。
【０１８４】

【表２】

【０１８５】
　例えば、最初のオリゴヌクレオチドＩ（行＝１、列＝１）、オリゴヌクレオチド（１，
１）は、４１１６カウントの実質信号を有する。オリゴヌクレオチド（１，７）は、７３
５９カウントの強度を有し、それはより多くの物質が固定されていることを示している。
これらの値は、各スポットにおける相対プローブ密度を与えるものであり、次の蛍光モー
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、２４５カウントという非常に低い実質信号を示しているが、それは不明スポットとして
解釈することができ、すなわち、その位置は信頼性のあるデータを提供できるたけの十分
な量のプローブ物質を保有していない。
【０１８６】
　この手順の自動化により、各捕捉要素の中に固定された印刷遺伝子密度の定量化だけで
なく、マイクロアレイの印刷バッチの品質についての迅速および詳細な評価を提供できる
。
【０１８７】
　表１ｃは、オリゴヌクレオチドの同じセットについての対応する蛍光データを示してい
る。その蛍光信号は、ハイブリダイゼーションの間の遺伝子結合事象の周波数に応答する
。印刷されたプローブ遺伝子の密度と、プローブと分析物の間の共通遺伝子の周波数の両
方が、遺伝子結合の周波数を決定し、それにより両方の要因が蛍光信号に影響を与える。
例えば、低い蛍光信号は、不明スポットまたは標的サンプルの無視できる程度の遺伝子発
現によるものである。
【０１８８】
【表３】

【０１８９】
　表２は、３つのデータセットをすべて組み合わせている。
【０１９０】
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【表４】

【０１９１】
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　上記の表の散乱の実質強度の列の非常に弱いフラグまたは不明スポットに閾値を適用す
る。標識不使用スキャンの実質強度は、各位置における固定された捕捉要素の量について
の定量的な情報を与える。例えば、オリゴヌクレオチド（１，５）および（１，３）は非
常に低い値を有する。また、閾値を定義することにより不明スポットのフラグ化ができる
。さらに、標識不使用強度による蛍光信号の正規化は、固定された物質の量のバラツキを
補正することができる。表２の第３セクションはこの正規化を達成している。
【０１９２】
　以下の正規化式の適用により、蛍光（またルミネセンスとも呼ぶ。）信号（ＬＮＩ較正

後）を、標識不使用スキャンにより決定されたプローブ物質の量に正規化する。

式（１）　　ＬＮＩ較正後＝ＬＮＩｎｃ
＊スケーリング値／ＬＦＮＩ

　ここで、ＬＮＩｎｃは、較正されていない蛍光信号を表し、ＬＦＮＩは標識不使用の実
質強度を表す。５０００ｃｔｓのスケーリング値またはターゲット標識不使用値が、蛍光
信号のカウント範囲を確保している。スポット印刷のバラツキの影響を減少させるまたは
補正することにより、較正値が遺伝子発現レベルの評価におけるバラツキを減少させる。
この実施例では示していないが、”塩”画像は、バッファー組成物のエラーまたは人工プ
ロセスのいずれかを通して、バッファー溶液の成功した沈着を示すものであり、現実のプ
ローブ物質の固定化を示すものではない。標識不使用の信号は、標識された分析物の結合
事象の前（この実施例では）に、実際のプローブ固定化レベルを直ぐに知らせる。
【０１９３】
　図１０は、バイオセンサのプラットホームの別の形状を示すもので、国際特許出願ＷＯ
０１／０２８３９に示したように円盤状、同心状等を含む。検知要素（図１０Ａ参照）は
、種々の方法、例えば、矩形状、円状、六角同心状、楕円状、直線状または迷路状等に配
置することができる。検知領域（図１０Ｂ参照）は、矩形状、円形状または他のあらゆる
形状をとることができる。溝は、等間隔の直線状または等間隔の円状のいずれかに配置す
ることができ、あるいはそのような構造体の部分であってもよい。プラットホーム（図１
０ｃ～１０Ｆを参照）は、矩形状または円盤形状のいずれか、あるいは他のあらゆる形状
をとることができる。プラットホームは、１つまたは多数の検知領域を含むことができ、
各該検知領域は１つまたは多数の捕捉要素を含むことができ、および各該捕捉要素は１つ
または多数の標識されたまたは標識されていない捕捉分子を含むことができる。プラット
ホームを、マイクロタイタータイプのプレート／装置（図１０Ｇ参照）に取り付けること
ができ、それにより、各マイクロタイターのウェルで１つまたは多数のアッセイを行うこ
とができる。このことは、各マイクロタイタープレートの大きさに関係なく、すべてのプ
レートタイプ：９６，３８４，１５３６またはそれより大きなウェル数、について実施が
可能である。
【０１９４】
　図１１は、図８および図９に示したものと同様のＥＲセンサの模式図である。
【０１９５】
　図１２は、ＥＲ／ＢＩＮＤ複合センサの模式図である。
【０１９６】
　図１３Ａおよび図１３Ｂは、図１２に示したＥＲ／ＢＩＮＤ複合センサの単位セルの２
つの図を示すものであり、高屈折率層の厚さが格子深さよりも大きい。
【０１９７】
　図１４Ａおよび図１４Ｂは、図１２に示したＥＲ／ＢＩＮＤ複合センサの単位セルの２
つの図を示すものであり、格子深さが高屈折率層の厚さよりも大きい。
【０１９８】
　上記の説明から、我々が、
　周期的な格子構造および表面に多数のプローブ位置を有するバイオセンサ上に固定され
たプローブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量の評価方法であ
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って、プローブに分析物が結合するに先立って、固定化されたプローブの固定化の質およ
び／または量を空間分解法により各プローブ位置において個別に評価する方法であり、
（１）上記バイオセンサから２次元のデータおよび／または画像を、
（Ａ）エバネッセント共鳴モードにおいて、プローブに結合させた結合ルミネセンス標識
剤を励起させ、バイオセンサからの発光データを収集し、および
（Ｂ）標識不使用モードで、バイオセンサ表面の２次元画像および、バイオセンサのプロ
ーブ位置の画像を含む２次元画像の部分群についてのピーク波長値（ＰＷＶ）データを取
得する工程（ここでピーク波長値はバイオセンサへの光の共鳴結合によりバイオセンサか
ら反射された光のピーク波長を含む）と、および
（２）該２次元のデータおよび／または画像から、バイオセンサ表面に固定されたプロー
ブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量を特徴化する工程とを含
む該評価方法、を開示したことが理解されるであろう。
【０１９９】
　一つの態様として、バイオセンサが多数のサンプル領域を有し（図８、図９Ａ～図９Ｃ
）、各該サンプル領域はバイオセンサに結合する生物学的物質を含有する予定のものであ
って、
さらに上記アレイは周期的な格子構造からなる表面として形成され（図１から図６）、
上記工程（１）が、
バイオセンサの２次元画像を取得する工程と（図８）、
バイオセンサのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波長値（ＰＷＶ）デ
ータを取得する工程（図９Ｂ）（ここで、該ピーク波長値は格子構造への光の共鳴結合に
基づくバイオセンサからの反射光のピーク波長を含む）と、および
該ピーク波長値データから、上記アレイのサンプル領域への生物学的物質の結合量につい
ての定量的情報を取得する工程とからなる（例えば、ＢＩＮＤデータから得られる。表１
Ｂおよび表２も参照）。
【０２００】
　プローブは、プリンター、ピエゾアレイプリンターまたはピンプリンターの使用を含む
、あらゆる適切で知られた方法を用いて沈着させることができる。
【０２０１】
　また、バイオセンサを液体保有容器、例えば、底なしマイクロウェルプレート、試験管
、ペトリ皿、およびマイクロ流体チャンネル等の内面に取り付けることができる。
【０２０２】
　別の態様として、周期的な格子構造および表面に多数のプローブ位置を有するバイオセ
ンサ上に固定されたプローブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または
量の評価方法であって、プローブに分析物が結合するに先立って、固定化されたプローブ
の固定化の質および／または量を空間分解法により各プローブ位置において個別に評価す
る方法であり、
バイオセンサのプローブ位置のピーク波長値（ＰＷＶ）データを測定する工程と、
空間分離法で、プローブ位置の２次元画像（ＰＷＶ画像）を取得する工程と（図９Ｂ）、
ＰＷＶデータから、バイオセンサに固定されたプローブの固定化の質および／または量に
ついての定量的な情報を取得する工程（例えば、ＢＩＮＤデータから得られる。表１Ｂお
よび表２も参照）を含む該評価方法である。
【０２０３】
　上記方法において、該方法が、さらに、
　１）標識されたサンプルを多数のプローブ位置に適用する工程と、
　２）多数のプローブ位置についてエバネッセント共鳴（ＥＲ）の測定値を取得する工程
と（図９Ｃ）、
　３）取得した定量的情報を用いてＥＲ測定値を正規化する工程を含む。
一態様として、ＥＲ測定値の正規化を正規化方程式（１）に基づき行う。
【０２０４】
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　一態様として、ＰＷＶデータおよび画像は、バイオセンサ表面に固定予定の物質の量お
よび形態を示すものである。本発明の方法は、固定された物質へのサンプルのハイブリダ
イゼーションの後で得られたデータおよび画像を較正するために、ＰＷＶデータおよび画
像を用いる工程をさらに含む。
【０２０５】
　本開示の方法のいくつかの態様として、本発明の方法は、バイオセンサの製造プロセス
の１以上の工程において、標識不使用のＰＷＶのデータおよび画像（図９Ｂ）および／ま
たはＥＲ測定値（図９Ｃ）を取得する工程をさらに含ものであり、以下の工程の１以上を
含む。
バイオセンサ表面の洗浄、バイオセンサ表面の修飾、バイオセンサ表面への物質の固定化
、バイオセンサの洗浄工程、バイオセンサの乾燥工程、およびバイオセンサ表面へのサン
プルのハイブリダイゼーション工程。
【０２０６】
　追加として、本発明の方法は、ハイブリダイゼーション前のＰＷＶの画像／データに基
づいて（図９Ｂ）ハイブリダイゼーション後に取得されたデータおよび画像を補正する工
程（図９Ｃ）をさらに含み、それによりバイオセンサに固定された固定捕捉物質の量およ
び形態の変化の較正／補正を行う。
【０２０７】
　いくつかの態様において、バイオセンサは基体の形をとり（例えば、ポリエステルシー
トまたはマイラー（ＭＹＬＡＲ）シート）、および該バイオセンサの表面が、該基体の屈
折率ｎ１よりも大きい屈折率ｎ２を有する物質（例えば、ＴｉＯ２）からなる高屈折率層
で被覆され、該層の厚さが１０～１０００ｎｍであり、周期性が１００～１０００ｎｍの
範囲であり、および該基体が、平面状、円筒状、円錐状、または楕円状の形状を有する。
【０２０８】
　いくつかの態様において、塩画像（図９Ａ）がさらに取得されおよび解析される。該塩
画像は支持体に固定するプローブをスポットする方法により得られるものであり、該方法
は、支持体に固定するプローブを含む塩含有溶液をスポットする工程を含み、必要に応じ
て、プローブを含む上記塩含有溶液を乾燥し、およびプローブが固定された位置の画像を
取得するものであり、該画像はすべての洗浄工程の前に取得され、それにより特定の位置
における塩の不存在が、特定位置に固定するプローブのスポッティングがその特定位置で
は行われなかったことを示す。
【０２０９】
　バイオセンサ（図１～図７）の基体は、ガラス、石英、金属酸化物、誘電物質、無機ま
たは有機の高屈折率物質、シリコン、ポリマー、プラスチック、ＰＥＴ、ＰＣ、ＰＵ、Ｃ
ＯＰｓ、低蛍光バックグラウンドプラスチック物質、接着剤層およびそれらの組み合わせ
からなる群から選択された物質から作製されている。
【０２１０】
　バイオセンサは、光学的に透明な層を有することが好ましく、該層は、Ｔａ２Ｏ５，Ｔ
ｉＯ２，Ｎｂ２Ｏ５，ＺｒＯ２，ＺｎＯまたはＨｆＯ２である金属酸化物からなる群から
選択された無機物質、あるいはポリアミド、ポリイミド、ＰＰ、ＰＳ、ＰＭＭＡ、ポリア
クリル酸、ポリアクリル酸エステル、ポリチオエーテル、またはポリ（フェニレンスルフ
ィド）およびそれらの誘導体からなる群から選択された有機物質を用いて形成されている
。
光学的に透明な層は、周期的な表面格子物質層または格子上に沈着させた高屈折率の誘電
物質のいずれかを挙げることができる。
【０２１１】
　本開示の方法では、固定されたプローブまたはプローブアレイが、以下の少なくとも１
種により標識されている。
スペーサー分子、エネルギードナー、エネルギーアクセプター、エレクトロン－ドナー、
エレクトロン－アクセプター、発色団、発光団、蛍光物質、燐光標識剤、分光標識剤、生
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物学的官能基、または化学修飾剤。
他の態様では、プローブアレイは標識されていない。
【０２１２】
　該方法は、固定された物質をバイオセンサ上に置く工程をさらに含み、該固定された物
質が、分子量１０００ダルトン未満の分子、分子量が１０００～１０，０００である分子
、アミノ酸、核酸、脂質、炭水化物、核酸ポリマー、ウィルス粒子、ウィルス成分、細胞
成分、およびウィルス成分または細胞成分の抽出物、ポリペプチド、抗原、ポリクローナ
ル抗体、モノクローナル抗体、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）２
断片、Ｆｖ断片、小さな有機分子、細胞、ウィルス、バクテリア、ポリマー、ペプチド溶
液、タンパク質溶液、化学化合物ライブラリー溶液、一本鎖ＤＮＡ溶液、二本鎖ＤＮＡ溶
液、一本鎖ＤＮＡ溶液および二本鎖ＤＮＡ溶液の組み合わせ、ＲＮＡ溶液、オリゴヌクレ
オチド誘導体および生物学的サンプルからなる群から選択される。
【０２１３】
　いくつかの態様では、バイオセンサ上に沈積させたプローブアレイは標識されていない
。この場合、エバネッセント共鳴（ＥＲ）のデータ／画像（図９Ｃ）はバイオセンサから
得られ、センサから得られるＢＩＮＤ測定値または画像から得られる定量的な情報を用い
て較正される。
【０２１４】
　本開示の方法では、該方法は、バイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペ
クトルを取得する工程をさらに含み、固定化の質および／または量の特徴化をバイオセン
サから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを差し引いた後で行う。
【０２１５】
　さらに別の観点として、表面に固定されたプローブのアレイを有するバイオセンサであ
って、周期的な格子構造を有するバイオセンサを用いて分析物を検出および/または定量
する方法であって、上記分析物の存在および・または濃度を上記固定されたプローブに対
して正規化するものであって、上記固定されたプローブの存在および／または濃度を、バ
イオセンサの表面に分析物が結合する前にアレイの位置で評価する。固定されたプローブ
の存在および／または濃度を、バイオセンサ表面の２次元画像、およびバイオセンサのプ
ローブ位置の画像を含む２次元画像の部分についてのピーク波長値（ＰＷＶ）のデータを
用いて評価し、該ピーク波長値は、バイオセンサへの光の共鳴結合に基づくバイオセンサ
からの反射光のピーク波長からなる。
【０２１６】
　該方法は、バイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを取得する工
程をさらに含み、正規化を上記のバイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペ
クトルを差し引いた後で行う。
【０２１７】
　該方法は、さらに以下の工程を含む：
サンプルのハイブリダイゼーションを行うためにバイオセンサを処理する工程と、
該サンプルをバイオセンサにハイブリダイズする工程と、および
バイオセンサのハイブリダイズ後の画像を記録する工程（ここで得られる画像は結合した
サンプルを示す）。
【０２１８】
　この方法は、バイオセンサの標識不使用モードで、ハイブリダイゼーション後の標識不
使用の画像（図９Ｂ）を記録する工程をさらに含む。
【０２１９】
　該方法は、取得したハイブリダイゼーション前のデータに基づいてハイブリダイゼーシ
ョン後の画像を補正する工程をさらに含み、それによりバイオセンサ上の捕捉物質の変動
を補正する。
【０２２０】
　本発明に用いるサンプルは標識することができ、該サンプルは、例えば、血液、血漿、
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血清、核酸、胃腸分泌液、組織または腫瘍のホモジュネート、滑液、便、唾液、痰、シス
ト液（cyst fluid）、羊膜液、髄液、腹膜液、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙、前立腺液
、生検液（biopsies）、体液、およびそれらの抽出物／誘導物からなる群から選択された
サンプルを含む。
【０２２１】
　別の観点として、以下の工程からなるマイクロアレイチップの非接触定性分析方法であ
る。
（ａ）周期的な格子構造（図１～７）からなる表面に多数のサンプル領域８０２を有する
マイクロアレイチップ（図８）を用意する工程と、
（ｂ）該格子構造に捕捉要素を沈着させる工程と、
（ｃ）該マイクロアレイチップ（図８、図９Ａ）の２次元画像を取得する工程と、
（ｄ）該マイクロアレイチップのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータ（図９Ｂ）を取得する工程（ここで、該ピーク波長値は格子構造
への光の共鳴結合に基づくマイクロアレイからの反射光のピーク波長を含む）と、および
（ｅ）（１）２次元画像または（２）ピーク波長値のいずれかから、マイクロアレイのサ
ンプル領域への捕捉要素の結合についての定性的な情報を取得する工程。
この方法では、捕捉要素は、ピエゾアレイプリンターまたはピンプリンターを用いて沈着
させることができる。
【０２２２】
　工程（ｅ）で得られる定性的な情報は、バイオセンサ表面の位置の関数として捕捉要素
の結合の特性を表す。捕捉要素は変更することができ、一つの態様では、核酸物質および
タンパク質からなる群から選択される。
【０２２３】
　本開示のさらに別の観点として、以下の工程からなるマイクロアレイチップ（図８）の
分析方法である。
（ａ）周期的な格子構造（図１～７）からなる表面に多数のサンプル領域８０２を有する
マイクロアレイチップを用意する工程と、
（ｂ）該サンプル領域に生物学的物質を適用する工程と、
（ｃ）該マイクロアレイチップ（図８、９Ａ）の２次元画像を取得する工程と、
（ｄ）該マイクロアレイチップのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータ（図９Ｂ）を取得する工程（ここで、該ピーク波長値は格子構造
への光の共鳴結合に基づくマイクロアレイからの反射光のピーク波長を含む）と、
（ｅ）第２のサンプル物質をサンプル領域に適用することを含むハイブリダイゼーション
工程を行う工程と、
（ｆ）ハイブリダイゼーション後のマイクロアレイの２次元画像（図９Ｃ）を取得する工
程と、および
（ｇ）ハイブリダイゼーション工程後のサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピ
ーク波長値（ＰＷＶ）のデータを取得する工程。
【０２２４】
　この方法の一つの態様として、上記ハイブリダイゼーション工程が、生物学的物質に蛍
光プローブを適用する工程を含む。
【０２２５】
　該方法は、上記ハイブリダイゼーション工程後、サンプル領域のエバネッセント共鳴（
ＥＲ）の測定値を取得する工程をさらに含む。特に、該方法は、上記マイクロアレイチッ
プからＥＲ測定値を取得する工程と、工程（ｄ）で取得したピーク波長値（ＰＷＶ）のデ
ータから取得した、サンプル領域に結合した生物学的物質の量の定量的なデータを参照し
て上記ＥＲ測定値を正規化する工程とをさらに含む。バイオセンサに付着した生物学的物
質は、ＤＮＡマイクロアレイの形をとる。
【０２２６】
　さらに別の観点として、ここに記載した標識不使用方法および標識使用方法を組み合わ
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ＮＡの量を決定する方法である。
【０２２７】
　以下は、本記載に用いた用語の定義である。
　”プラットホーム”、”バイオセンサ”または”支持体”：１つまたは多数の検知領域
を含むすべての変換器／チップである。
【０２２８】
　”ピーク波長値（ＰＷＶ）”：共鳴条件下で周期的構造体に入射する入射光により発生
する共鳴の位置および強度であり、検出システムにより測定される。換言すると、ＰＷＶ
の測定は、各場所における透過ビームまたは異常高反射の位置および強度の測定からなる
。
【０２２９】
”検知領域”：共鳴効果によりエバネッセント場を作り出すことができ、および１つまた
は多数の捕捉要素を保有することができる、すべての波形化された領域。
【０２３０】
　”捕捉要素”、”位置（location）”または”プローブ”：１つまたは様々な種類の捕
捉分子を含む個々の検知スポット。
【０２３１】
　”アレイの位置（location of the array）”または”支持体の領域（regions of the 
support）”は、沈着させた／付着させた物質のすべてのスポットに限定されるものと理
解されるべきではない。該”支持体の領域”の最小の大きさは、用いる検出システムの光
学解像度に依存する。換言すると、本発明の方法は、例えば、（スキャニング）ピクセル
－ワイズで実施することができる。
【０２３２】
　”配向”は、直線的に偏向された光の電場ベクトルが、バイオセンサの周期的な表面格
子に平行または垂直であることを意味するものと理解されるべきである。
【０２３３】
　”コヒーレント光”は、放射線のコヒーレンス長、すなわち、入射ビームが規定された
位相関係を有する空間的な範囲が、バイオセンサの厚さに比べて大きいことを意味するも
のと理解されるべきである。
【０２３４】
等価なもの
　本発明は、本出願に記載された特定の態様に限定されるべきものではく、それらの態様
は本発明の各観点を単に例示的に説明するものである。当業者には明らかなように、本発
明の精神および範囲を逸脱しない範囲で、本発明について多くの修正および変形が可能で
ある。本明細書に列挙されたものに加え、本発明の範囲内において機能的に等価な方法お
よび装置は、前述の記載から当業者には明らかであろう。そのような修正および変形は、
添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれるものである。本発明は、特許請求の範囲に含ま
れる範囲に等価なすべての範囲とともに添付の特許請求の範囲の用語のみによって限定さ
れるべきである。
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【手続補正書】
【提出日】平成21年11月30日(2009.11.30)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　周期的な格子構造および表面に多数のプローブ位置を有するバイオセンサ上に固定され
たプローブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量の評価方法であ
って、プローブに分析物が結合するに先立って、固定化されたプローブの固定化の質およ
び／または量を空間分解法により各プローブ位置において個別に評価する方法であり、
（１）上記バイオセンサから２次元のデータおよび／または画像を、
（Ａ）エバネッセント共鳴モードにおいては、プローブに結合させた結合ルミネセンス標
識剤を励起させ、バイオセンサからの発光データを収集することによって取得し、および
（Ｂ）標識不使用モードにおいては、バイオセンサ表面の２次元画像および、バイオセン
サのプローブ位置の画像を含む２次元画像の部分群についてのピーク波長値（ＰＷＶ）デ
ータを入手する（ここでピーク波長値はバイオセンサへの光の共鳴結合によりバイオセン
サから反射された光のピーク波長を含む）ことによって取得する工程と、
（２）該２次元のデータおよび／または画像から、バイオセンサ表面に固定されたプロー
ブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量を特徴化する工程を含む
該評価方法。
【請求項２】
　上記バイオセンサが多数のサンプル領域を有し、各該サンプル領域はバイオセンサに結
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合する生物学的物質を含有する予定のものであって、
さらに上記アレイは周期的な格子構造を有する表面として形成され、
上記工程（１）が、
（１）バイオセンサの２次元画像を取得する工程と、
（２）バイオセンサのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波長値（ＰＷ
Ｖ）データを取得する工程と、ここで、該ピーク波長値は格子構造への光の共鳴結合に基
づくバイオセンサからの反射光のピーク波長を含むものであり、および
（３）該ピーク波長値データから、上記アレイのサンプル領域への生物学的物質の結合量
についての定量的情報を取得する工程を含む請求項１記載の方法。
【請求項３】
　周期的な格子構造および表面に多数のプローブ位置を有するバイオセンサ上に固定され
たプローブまたはプローブアレイについての固定化の質および／または量の評価方法であ
って、プローブに分析物が結合するに先立って、固定化されたプローブの固定化の質およ
び／または量を空間分解法により各プローブ位置において個別に評価する方法であり、
（１）バイオセンサのプローブ位置のピーク波長値（ＰＷＶ）データを測定する工程と、
（２）空間分解法で、プローブ位置の２次元画像（ＰＷＶ画像）を取得する工程と、
（３）ＰＷＶデータから、バイオセンサに固定されたプローブの固定化の質および／また
は量についての定量的な情報を取得する工程を含む該評価方法。
【請求項４】
　標識されたサンプルを多数のプローブ位置に適用する工程と、
　多数のプローブ位置についてエバネッセント共鳴（ＥＲ）の測定値を取得する工程と、
　取得した定量的情報を用いてＥＲ測定値を正規化する工程をさらに含む請求項２記載の
方法。
【請求項５】
　上記ＥＲ測定値の正規化を、正規化式（１）により行う請求項４記載の方法。
【請求項６】
　標識されたサンプルを多数のプローブ位置に適用する工程と、
　多数のプローブ位置についてエバネッセント共鳴（ＥＲ）の測定値を取得する工程と、
　取得した定量的情報を用いてＥＲ測定値を正規化する工程をさらに含む請求項３記載の
方法。
【請求項７】
　上記ＥＲ測定値の正規化を、正規化式（１）により行う請求項６記載の方法。
【請求項８】
　上記ＰＷＶデータおよび画像が、バイオセンサの表面に固定される予定の物質の量およ
び形態を示すものであり、および上記方法が、固定された物質に対してサンプルのハイブ
リダイゼーションを行った後で取得されたデータおよび画像を較正するために、上記ＰＷ
Ｖデータおよび上記データを使用する工程をさらに含む、請求項３記載の方法。
【請求項９】
　上記方法が、バイオセンサの製造プロセスの１以上の工程において、標識不使用のＰＷ
Ｖのデータおよび画像および／またはＥＲ測定値を取得する工程をさらに含ものであり、
以下の工程を１以上含む請求項１記載の方法：
バイオセンサ表面の洗浄、バイオセンサ表面の修飾、バイオセンサ表面への物質の固定化
、バイオセンサの洗浄工程、バイオセンサの乾燥工程、およびバイオセンサ表面へのサン
プルのハイブリダイゼーション工程。
【請求項１０】
　上記方法が、ハイブリダイゼーション前のＰＷＶの画像／データに基づいてハイブリダ
イゼーション後に取得されたデータおよび画像を補正する工程をさらに含み、それにより
バイオセンサに固定された固定捕捉物質の量および形態の変化の較正／補正を行う、請求
項８記載の方法。
【請求項１１】
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　上記バイオセンサがさらに基体を含み、および上記バイオセンサの表面が、該基体の屈
折率ｎ１よりも大きい屈折率ｎ２を有する物質からなる高屈折率層で被覆され、該層の厚
さが１０～１０００ｎｍであり、周期性が１００～１０００ｎｍの範囲であり、および該
基体が、平面状、円筒状、円錐状、または楕円状の形状を有する、請求項２記載の方法。
【請求項１２】
　塩画像がさらに取得および解析され、該塩画像は支持体に固定するプローブをスポット
する方法により得られるものであり、該方法は、支持体に固定するプローブを含む塩含有
溶液をスポットする工程を含み、必要に応じて、プローブを含む上記塩含有溶液を乾燥し
、およびプローブが固定された位置の画像を取得するものであり、該画像はすべての洗浄
工程の前に取得され、それにより、特定の位置における塩の不存在が、特定位置に固定す
るプローブのスポッティングがその特定位置では行われなかったことを示す、請求項１記
載の方法。
【請求項１３】
　上記バイオセンサの基体が、ガラス、石英、金属酸化物、誘電物質、無機または有機の
高屈折率物質、シリコン、ポリマー、プラスチック、ＰＥＴ、ＰＣ、ＰＵ、ＣＯＰｓ、低
蛍光バックグラウンドプラスチック物質、接着剤層およびそれらの組み合わせからなる群
から選択された物質から作製されている請求項１記載の方法。
【請求項１４】
　上記バイオセンサが、光学的に透明な層を有し、該層が、Ｔａ２Ｏ５，ＴｉＯ２，Ｎｂ

２Ｏ５，ＺｒＯ２，ＺｎＯまたはＨｆＯ２である金属酸化物からなる群から選択された無
機物質、あるいはポリアミド、ポリイミド、ＰＰ、ＰＳ、ＰＭＭＡ、ポリアクリル酸、ポ
リアクリル酸エステル、ポリチオエーテル、またはポリ（フェニレンスルフィド）および
それらの誘導体からなる群から選択された有機物質を用いて形成されている請求項１記載
の方法。
【請求項１５】
　上記固定されたプローブまたはプローブアレイが、以下の少なくとも１種により標識さ
れている請求項１記載の方法：
　スペーサー分子、エネルギードナー、エネルギーアクセプター、エレクトロン－ドナー
、エレクトロン－アクセプター、発色団、発光団、蛍光物質、燐光標識剤、分光標識剤、
生物学的官能基、または化学修飾剤。
【請求項１６】
　上記方法が、固定された物質をバイオセンサ上に置く工程をさらに含み、該固定された
物質が、分子量１０００ダルトン未満の分子、分子量が１０００～１０，０００である分
子、アミノ酸、核酸、脂質、炭水化物、核酸ポリマー、ウィルス粒子、ウィルス成分、細
胞成分、およびウィルス成分または細胞成分の抽出物、ポリペプチド、抗原、ポリクロー
ナル抗体、モノクローナル抗体、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆ（ａｂ’）
２断片、Ｆｖ断片、小さな有機分子、細胞、ウィルス、バクテリア、ポリマー、ペプチド
溶液、タンパク質溶液、化学化合物ライブラリー溶液、一本鎖ＤＮＡ溶液、二本鎖ＤＮＡ
溶液、一本鎖ＤＮＡ溶液および二本鎖ＤＮＡ溶液の組み合わせ、ＲＮＡ溶液、オリゴヌク
レオチド誘導体および生物学的サンプルからなる群から選択される請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　上記プローブまたはプローブアレイが標識されていない請求項１記載の方法。
【請求項１８】
　請求項１の工程（３）で取得された定量的情報を用いて、エバネッセント共鳴（ＥＲ）
のデータ／画像を較正する請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
　請求項１の工程（３）で取得された定量的情報を用いて、標識不使用のＰＷＶデータお
よび／または画像を較正する請求項１７記載の方法。
【請求項２０】
　バイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを取得する工程をさらに
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含み、固定化の質および／または量の特徴化を上記のバイオセンサから発生するバックグ
ラウンド信号のスペクトルを差し引いた後で行う請求項１記載の方法。
【請求項２１】
　表面に固定されたプローブのアレイを有するバイオセンサであって、周期的な格子構造
を有するバイオセンサを用いて分析物を検出および/または定量する方法であって、
　上記分析物の存在および／または濃度を上記固定されたプローブに対して正規化し、
　上記固定されたプローブの存在および／または濃度を、バイオセンサの表面に分析物が
結合する前にアレイの位置で評価する該方法。
【請求項２２】
　上記固定されたプローブの存在および／または濃度を、バイオセンサ表面の２次元画像
、およびバイオセンサのプローブ位置の画像を含む２次元画像の部分についてのピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータを用いて評価し、該ピーク波長値が、バイオセンサへの光の共鳴
結合に基づくバイオセンサからの反射光のピーク波長を含む請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　バイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを取得する工程をさらに
含み、正規化を上記のバイオセンサから発生するバックグラウンド信号のスペクトルを差
し引いた後で行う請求項２１記載の方法。
【請求項２４】
　さらに以下の工程を含む請求項２４記載の方法：
（１）サンプルのハイブリダイゼーションを行うためにバイオセンサを処理する工程と、
（２）該サンプルをバイオセンサにハイブリダイズする工程と、および
（３）バイオセンサのハイブリダイズ後の画像を記録する工程（ここで得られる画像は結
合したサンプルを示す）。
【請求項２５】
　上記バイオセンサの標識不使用モードで、ハイブリダイゼーション後の標識不使用の画
像を記録する工程をさらに含む請求項２４記載の方法。
【請求項２６】
　上記バイオセンサから発生するバックグラウンドレベルの信号を補正するために、バッ
クグラウンドを差し引くことを実行する工程をさらに含む請求項２４記載の方法。
【請求項２７】
　取得したハイブリダイゼーション前のデータに基づいて、ハイブリダイゼーション後の
画像を補正する工程をさらに含み、それにより、バイオセンサ上の捕捉物質の変動を補正
する、請求項２５記載の方法。
【請求項２８】
　上記標識されたサンプルが、血液、血漿、血清、核酸、胃腸分泌液、組織または腫瘍の
ホモジュネート、滑液、便、唾液、痰、シスト液（cyst fluid）、羊膜液、髄液、腹膜液
、肺洗浄液、精液、リンパ液、涙、前立腺液、生検液、体液、およびそれらの抽出物／誘
導物からなる群から選択されたサンプルを含む請求項４記載の方法。
【請求項２９】
　上記プローブをプリンターを用いてバイオセンサ上に沈積させる請求項１記載の方法。
【請求項３０】
　上記バイオセンサを液体保有容器の内面に付着させる請求項１記載の方法。
【請求項３１】
　上記液体保有容器が、マイクロタイタープレート、試験管、ペトリ皿およびマイクロ流
体用チャンネルらなる群から選択される請求項３０記載の方法。
【請求項３２】
　以下の工程からなるマイクロアレイチップの非接触定性分析方法：
（ａ）周期的な格子構造（図１～７）からなる表面に多数のサンプル領域８０２を有する
マイクロアレイチップ（図８）を用意する工程と、
（ｂ）該格子構造に捕捉要素を沈着させる工程と、
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（ｃ）該マイクロアレイチップ（図８、９Ａ）の２次元画像を取得する工程と、
（ｄ）該マイクロアレイチップのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータ（図９Ｂ）を取得する工程（ここで、該ピーク波長値は格子構造
への光の共鳴結合に基づくマイクロアレイからの反射光のピーク波長を含む）と、および
（ｅ）（１）２次元画像または（２）ピーク波長値のいずれかから、マイクロアレイのサ
ンプル領域への捕捉要素の結合についての定性的な情報を取得する工程。
【請求項３３】
　上記捕捉要素をピエゾアレイプリンターを用いて沈着させる請求項３２記載の方法。
【請求項３４】
　上記物質をピンプリンターを用いて適用または沈着させる請求項３２記載の方法。
【請求項３５】
　工程（ｅ）で取得した定性的な情報が、バイオセンサ表面の位置の関数としての捕捉要
素の結合の特性を表すことを含む請求項３２記載の方法。
【請求項３６】
　上記捕捉要素を、核酸物質およびタンパク質からなる群から選択する請求項３２記載の
方法。
【請求項３７】
　以下の工程からなるマイクロアレイチップ（図８）の分析方法：
（ａ）周期的な格子構造（図１～７）からなる表面に多数のサンプル領域８０２を有する
マイクロアレイチップを用意する工程と、
（ｂ）該サンプル領域に生物学的物質を適用する工程と、
（ｃ）該マイクロアレイチップ（図８、９Ａ）の２次元画像を取得する工程と、
（ｄ）該マイクロアレイチップのサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピーク波
長値（ＰＷＶ）のデータ（図９Ｂ）を取得する工程（ここで、該ピーク波長値は格子構造
への光の共鳴結合に基づくマイクロアレイからの反射光のピーク波長を含む）と、
（ｅ）第２のサンプル物質をサンプル領域に適用することを含むハイブリダイゼーション
工程を行う工程と、
（ｆ）ハイブリダイゼーション後のマイクロアレイの２次元画像（図９Ｃ）を取得する工
程と、および
（ｇ）ハイブリダイゼーション工程後のサンプル領域の画像を含む２次元画像の部分のピ
ーク波長値（ＰＷＶ）のデータを取得する工程。
【請求項３８】
　上記ハイブリダイゼーション工程が、生物学的物質に蛍光プローブを適用する工程を含
む請求項３７記載の方法。
【請求項３９】
　上記ハイブリダイゼーション工程後、サンプル領域のエバネッセント共鳴（ＥＲ）の測
定値を取得する工程をさらに含む請求項３７記載の方法。
【請求項４０】
　上記マイクロアレイチップからＥＲ測定値を取得する工程と、工程（ｄ）で取得したピ
ーク波長値（ＰＷＶ）のデータから取得した、サンプル領域に結合した生物学的物質の量
の定量的なデータを参照して上記ＥＲ測定値を正規化する工程とをさらに含む請求項３７
記載の方法。
【請求項４１】
　上記バイオセンサに付着させた生物学的物質がＤＮＡマイクロアレイを含む請求項３６
記載の方法。
【請求項４２】
　標識不使用方法および標識使用方法を組み合わせた方法を含むハイブリダイゼーション
プロトコルに従って、バイオセンサに付着したＤＮＡの量を決定する方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【図８】
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公开了一种用于校准和标准化基于网格的传感器设计的方法。可以使传
感器通过无标记和发光（例如，荧光）来优化扩增检测。这种传感器基
于具有晶格或合适涂层的另一种周期性结构，并且显着增加了应用的多
功能性，并且可以用于定性和定量它可以实现提供信息的新概念。本发
明利用这些不同的模式，以执行进程和传感器的每个单独位置的质量控
制（QC）校准。因此，可以基于质量和局部密度变化来标记化验数据，
并且可以校正沉积的探针或印刷在表面上的物质的批次变化和变化。


