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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　磁性粒子を持つ試料流体中の標的成分の検出のためのカートリッジであって、
　前記試料流体が中に備えられることができ、反応面を持つ、反応チャンバと、
　前記反応面上に位置し、物理的障壁によって少なくとも部分的に境される、少なくとも
一つの検査領域と、
　前記反応チャンバへの前記試料流体の導入中に、前記磁性粒子を関連する検査領域にお
いて閉じ込める磁場を生成するための磁場発生器と、
　前記検査領域内の標的成分の検出のための、光学的、磁気的、機械的、音響的、熱的、
若しくは電気的センサユニットと
を有し、
　前記物理的障壁が１μｍ乃至１００μｍの高さと２μｍ乃至５００μｍの幅を持ち、か
つ前記磁性粒子の側方運動を妨げない、
カートリッジ。
【請求項２】
　標的成分を持つ試料流体の処理のためのカートリッジであって、
　前記試料流体が中に備えられることができ、反応面を持つ、反応チャンバと、
　前記反応面上に位置し、物理的障壁によって少なくとも部分的に境され、前記試料流体
の標的成分と特異的に結合する試薬を有する、少なくとも一つの検査領域とを有し、
　前記物理的障壁が１μｍ乃至１００μｍの高さと２μｍ乃至５００μｍの幅を持ち、か
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つ前記磁性粒子の側方運動を妨げない、
カートリッジ。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載のカートリッジを製造するための方法であって、
　反応面を持つ反応チャンバと、物理的障壁によって少なくとも部分的に境される少なく
とも一つの検査領域を設けるステップと、
　前記検査領域内に試薬を堆積させるステップとを有し、
　前記物理的障壁が１μｍ乃至１００μｍの高さと２μｍ乃至５００μｍの幅を持ち、か
つ前記磁性粒子の側方運動を妨げない、
方法。
【請求項４】
　試料流体中の標的成分の検出のための方法であって、
　請求項１又は２に記載のカートリッジの前記反応チャンバに前記試料流体を導入するス
テップと、
　前記検査領域内の試薬に結合した標的成分を検出するステップと
を有する、方法。
【請求項５】
　前記検出が光学的、磁気的、機械的、音響的、熱的、若しくは電気的手順によってなさ
れる、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記物理的障壁が突起及び／又は陥凹若しくは隆起の壁を有する、請求項１又は２に記
載のカートリッジ。
【請求項７】
　前記反応面が前記検査領域の外側で親水性であり、前記検査領域の内側で疎水性である
、請求項１又は２に記載のカートリッジ。
【請求項８】
　前記検査領域が異なる試薬を有する少なくとも二つの個別のサブ領域に分割される、請
求項１又は２に記載のカートリッジ。
【請求項９】
　前記試薬が、トロポニンＩ、ミオグロビン、Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド、及び／又は
２，３　Ｃ反応性タンパク質を含む、核酸、タンパク質、抗原、リガンド、脂質、薬剤、
ビタミン、ホルモン、ハプテン、炭水化物、細胞フラグメント、及び関連化合物、の少な
くとも一つに特異的に結合する、請求項１又は２に記載のカートリッジ。
【請求項１０】
　前記磁性粒子が前記試料流体に添加される、請求項１又は２に記載のカートリッジ。
【請求項１１】
　前記磁性粒子が磁場によって所定領域において閉じ込められる、請求項１０に記載のカ
ートリッジ。
【請求項１２】
　前記磁性粒子が前記カートリッジ内で、
　前記検査領域において及び／又はその中に、並びに／或いは
　前記反応面とは別の表面上に
堆積する、請求項１０に記載のカートリッジ。
【請求項１３】
　前記反応チャンバが、
　異なる標的成分に特異的な試薬、及び／又は、
　異なるタイプの磁性粒子
を持つ、少なくとも二つの検査領域を有する、請求項１又は２に記載のカートリッジ。
【請求項１４】
　分子診断、生物試料分析、化学試料分析、食品分析、及び／又は法医学的分析のための
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、請求項１、２及び６乃至１３のいずれか一項に記載のカートリッジの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は標的成分を持つ試料流体の処理のためのカートリッジと方法に関する。さらに
、これはかかるカートリッジを製造するため及びかかるカートリッジを使用するための方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＷＯ９８／１２５３９　Ａ１は、特定の結合ドメインが親水性若しくは疎水性にされ、
一方周囲面は反対の特性（疎水性若しくは親水性）を持ち得る、マルチアレイの多特異的
電気化学発光検査システムを開示する。しかしながらこうした結合ドメインは小規模で十
分な正確さで製造することが困難である。
【０００３】
　さらに、ＷＯ２００９／１２５３５６　Ａ１は検出面からの突起がアッセイ中に磁気ビ
ーズの側方運動を制限する検出装置を開示する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　表面上のキャプチャプローブのような試薬を用いて試料流体の正確で費用効果的な処理
を可能にする手段を提供することが本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　この目的は請求項１及び２に記載のカートリッジ、請求項３及び４に記載の方法、並び
に請求項１５に記載の使用法によって達成される。好適な実施形態は従属請求項に開示さ
れる。
【０００６】
　一態様によれば、本発明は標的成分を有する流体の処理のためのカートリッジに関し、
当該流体は参考のために（その由来若しくは目的に関して偏見なく）以下"試料流体"とよ
ばれる。"標的成分"とは例えば生体分子、複合体、細胞分画若しくは細胞のような生物学
的物質であり得る。"処理"とはあらゆる種類の例えば流体若しくはその一部の物理的若し
くは化学的処置、特に標的成分の定性的若しくは定量的検出を有し得る。カートリッジは
以下の構成要素を有する：
  ａ）中に試料流体が備えられることができ、表面を持つチャンバ。参考のために、チャ
ンバは以下"反応チャンバ"、表面は"反応面"とよばれる。反応面は一般に反応チャンバの
完全な表面であり得るが、これは典型的にはその一部のみである（例えば一つの平面壁に
よって構成される面）。
  ｂ）前述の反応面上（若しくは中）に位置する少なくとも一つの領域であって、物理的
障壁によって少なくとも部分的に境され、試薬、例えば流体の標的成分に特異的に結合し
得るキャプチャプローブを有する、少なくとも一つの領域。参考のために、この領域は以
下"検査領域"とよばれる。
【０００７】
　物理的障壁は通常、反応面に垂直な方向に広がる何らかの一枚壁を有する。これは典型
的には反応面を画定する隣接体の材料によって形成される。物理的障壁の特性（例えばそ
の高さ）は通常、抗体溶液若しくは磁気ビーズ溶液のような試薬の閉じ込めが、これらが
反応面上に堆積する間（すなわちカートリッジ製造中）のみ達成され、後のアッセイ中に
は達成されないようになっている。特に、アッセイ中の磁性粒子のような試薬の側方運動
は物理的障壁によって実質的に妨げられないものとする。
【０００８】
　上述のキャプチャプローブは例えば関連抗原に特異的に結合する抗体のようなキャプチ
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ャ分子を有し得る。キャプチャプローブによって覆われる領域は"結合領域"を構成し、こ
れは検査領域全体若しくはその一部のみに広がり得る。
【０００９】
　本発明はさらに上記の類のカートリッジを製造するための方法に関し、方法は以下のス
テップを有する：
  ａ）反応面を持つ反応チャンバと、物理的障壁によって少なくとも部分的に境される少
なくとも一つの検査領域を設けるステップ。
  ｂ）前述の検査領域に試薬（例えばキャプチャプローブ）を堆積させるステップ。試薬
は好適にはこの堆積ステップ中に液体として（若しくは液体中で）適用され、後に乾燥さ
せられる。
【００１０】
　検出が試料流体でなされ得る"処理"の特に重要な例であることは既に述べた。従って、
本発明は試料流体における標的成分の検出のための方法にも関し、方法は以下のステップ
を有する：
  ａ）上記の類のカートリッジ（反応チャンバ内の反応面と、物理的障壁によって部分的
に若しくは完全に境され、一つ以上の結合領域を有する少なくとも一つの検査領域とを持
つ）の反応チャンバへ試料流体を導入するステップ。
  ｂ）カートリッジの検査領域内のキャプチャプローブに結合する標的成分を検出するス
テップ。
【００１１】
　上記カートリッジ、カートリッジを製造するための方法、及び標的成分の検出のための
方法は、同じ一般概念、すなわち物理的障壁で境することによる反応面上の検査領域の定
義に関する。従って本発明の一実施形態について提供される説明と定義は、他の実施形態
にも当てはまる。
【００１２】
　本発明のアプローチは、検査領域が物理的障壁、例えば反応面上の突起によって画定さ
れるので、検査領域内のキャプチャプローブのような試薬の極めて限局した位置決めを可
能にするという利点を持つ。これは、キャプチャプローブが通常は反応面の特定部分に広
がる傾向がある液体として適用され、特定部分のサイズは多かれ少なかれ制御された形で
表面の親水性の程度に依存するので、特に有利である。物理的障壁は複数の検査領域をよ
り近づけて分布させ、反応面全体をより有効活用することも可能にする。さらに、多くの
（光学的）応用にとって物理的障壁が見られることは好都合である。光学的検出手順にお
いて、物理的障壁は例えばキャプチャプローブがどこに位置するかを非常に明確に示すこ
とができる。
【００１３】
　以下、上記カートリッジと方法に関する本発明の様々な好適な実施形態が記載される。
【００１４】
　試料流体中の標的成分の検出のための方法において、検出は随意に光学的、磁気的、機
械的、音響的、熱的、及び／又は電気的手順によってなされ得る。コイル、ホールセンサ
、平面ホールセンサ、フラックスゲートセンサ、ＳＱＵＩＤ（超電導量子干渉素子）、磁
気共鳴センサ、磁歪センサ、又はＷＯ２００５／０１０５４３　Ａ１若しくはＷＯ２００
５／０１０５４２　Ａ２に記載の類の磁気抵抗センサ、特にＧＭＲ（巨大磁気抵抗）、Ｔ
ＭＲ（トンネル磁気抵抗）、若しくはＡＭＲ（異方性磁気抵抗）を有する磁気センサが例
えば設けられ得る。光学センサは特に検出面における標的粒子に起因する漏れ全反射（Ｆ
ＴＩＲ）から生じる出力光ビームにおける変動を検出するように構成され得る。このアプ
ローチはＷＯ２００８／１５５７１６　Ａ１、ＷＯ２００９／０１６５３３　Ａ２、若し
くはＷＯ２００８／０７２１５６　Ａ２により詳細に記載される。
【００１５】
　検査領域を少なくとも部分的に境する物理的障壁は特に、内部領域、すなわち検査領域
を完全に若しくは部分的に境する（典型的には線形の）経路に沿って走る、反応面の高さ
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よりも高くするリム若しくは堤防を構成する突起を有し得る。
【００１６】
　別の実施形態において、物理的障壁は陥凹若しくは隆起の壁を有し得る。検査領域はこ
の場合、それぞれ陥凹の底又は頂上若しくは隆起に少なくとも部分的に位置する。
【００１７】
　本発明の好適な実施形態において、反応面は検査領域の外側で親水性である。これは（
水性）試料流体の処理中に反応面を湿らせるのに役立つので有利なことが多い。検査領域
の内側で、反応面（検査領域に堆積したキャプチャプローブ若しくは他の物質の下）は親
水性若しくは疎水性であり得る。前者の場合（親水性）は一つの結合領域に対してキャプ
チャプローブのような、一つのタイプの材料の検査領域への堆積中に有利であり得る。後
者の場合（疎水性）は検査領域内のキャプチャプローブのような複数物質の堆積中に有利
であり得る。
【００１８】
　反応面は随意に、透明材料の表面、例えばガラス若しくは透明プラスチック体の表面に
位置し得る。好適には、反応チャンバを有する全体がこの材料から作られ得る。透明材料
はこの材料中を伝播する光による試料流体の光学的処理を可能にする。反応面は透明材料
の表面と同一であり得るか、又は中間（薄）層、例えば親水化層によってこれから分離さ
れ得る。
【００１９】
　検査領域を境する物理的障壁の寸法は典型的には検査領域の中若しくは上に堆積する試
薬（例えばキャプチャプローブ及び／又は磁性粒子などの標識）を含む液体の層の厚さと
、周辺からのこの層の必要な分離に依存して選ばれる。好適には、物理的障壁は以下の高
さ（反応面より高い）を持つ：
  ‐約１μｍより高い及び／又は約１００μｍより低い
  ‐約２μｍより高い及び／又は約８０μｍより低い
  ‐並びに／或いは約５μｍより高い及び／又は約２０μｍより低い。
【００２０】
　最も好適には高さは約１０μｍに及ぶ。
【００２１】
　付加的に若しくは代替的に、物理的障壁は以下の幅（反応面と平行に測定される）を持
ち得る：
  ‐約２μｍより大きい及び／又は約５００μｍより小さい
  ‐約５μｍより大きい及び／又は約４００μｍより小さい
  ‐並びに／或いは約１０μｍより大きい及び／又は約３００μｍより小さい。
【００２２】
　典型的な値は線形突起の場合約２０μｍに及び、二次元隆起の場合若しくは二次元陥凹
の場合約２００μｍに及ぶ。
【００２３】
　本発明の多くの実施形態において、物理的障壁は反応面上のただ一つの、連結した一様
な領域を境する若しくは取り囲み得る。本発明の他の実施形態において、検査領域は二つ
以上のサブ領域に分割され得る。これらサブ領域の各々は異なる試薬を備え、例えば一つ
以上のサブ領域がキャプチャプローブを備え（"結合領域"を構成する）、一つ以上のサブ
領域が磁性粒子を備え得る。（サブ）領域に堆積し得る他の試薬は、アッセイ干渉をブロ
ックする界面活性剤及び製剤など、意図したアッセイをサポートするものであり得る。所
望の添加剤は反応チャンバで行われるアッセイに依存し、アッセイ開発の分野の当業者に
周知である。
【００２４】
　上述の検査領域の分割は随意に一つ若しくは複数の物理的障壁によって具体化され得る
。しかしながら、サブ領域は物理的障壁によって個別に境される必要はない。単一の物理
的障壁が例えば複数の抗体スポット若しくは同様のものが中に堆積する一つの大きな領域
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を取り囲んでもよく、物理的障壁は別の堆積試薬（例えば粒子溶液）を大きな領域に閉じ
込めるのに役立つ。
【００２５】
　別の好適な実施形態において、一つ以上の検査（サブ）領域は一つの分析物（標的成分
）に特異的なキャプチャプローブを備え、一方一つ以上の他の検査（サブ）領域は別の分
析物に特異的なキャプチャプローブを含む。さらなる検査領域の追加を通じて、さらに多
くの分析物に特異性を持つキャプチャ分子を含むさらに多くの異なる結合領域が収容され
得る。
【００２６】
　以下の好適な実施形態において、複数の検査領域は同じ分析物に特異的なキャプチャプ
ローブを備え、キャプチャプローブは同じ若しくは異なる濃度のいずれかで堆積する。
【００２７】
　さらに別の好適な実施形態において、キャプチャプローブと標識、例えば磁性粒子は、
同じ検査領域に連続的に堆積し得るか、若しくはさらに同じ流体に提供されるとき同時に
堆積し得る。
【００２８】
　反応チャンバは好適には二つ以上の検査領域を有し、これら検査領域の各々は試料流体
の別の標的成分に特異的なキャプチャプローブを有する。従って、異なる標的成分は異な
る検査領域において処理（例えば検出）される。これは複数標的成分の並列処理、従って
一試料流体を持つ同じ反応チャンバでの多重アッセイの実行を可能にする。
【００２９】
　本発明にかかるカートリッジは好適には以下の成分の少なくとも一つに対する特異的キ
ャプチャプローブを有し得る：核酸及び関連化合物（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、オリゴヌク
レオチド若しくはそのアナログ、オリゴマー化核酸、ポリマー化核酸、ＰＣＲ産物、ゲノ
ムＤＮＡ、バクテリア人工染色体、プラスミド及び同様のもの）、タンパク質及び関連化
合物（例えばポリペプチド、ペプチド、糖タンパク質、モノクローナル若しくはポリクロ
ーナル抗体、可溶性若しくは結合受容体、転写因子、免疫グロブリン、ホルモン、サイト
カイン及び同様のもの）、抗原、リガンド、脂質、薬剤、ビタミン、ホルモン、ハプテン
、炭水化物及び関連化合物（例えば多糖、オリゴ糖及び同様のもの）などの小分子、膜フ
ラグメント、細胞内小器官、無傷細胞、バクテリア、ウイルス、原生動物及び同様のもの
などの細胞フラグメント。最も好適には、これらキャプチャプローブの二つ以上は、対応
する標的物質の並列処理（検出）を可能にするために同じカートリッジの異なる検査領域
に存在する。血液試料からの心疾患の検出に特に有用な実施形態において、キャプチャプ
ローブは以下のマーカの少なくとも一つに特異的に結合し得る：トロポニンＩ、ミオグロ
ビン、Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド、及び２，３　Ｃ反応性タンパク質。
【００３０】
　本発明の好適な実施形態において、磁性粒子が試料流体に添加される（反応チャンバへ
の導入の前、最中、及び／又は後）。"磁性粒子"という語は永久磁性粒子だけでなく磁化
可能粒子の両方、例えば超常磁性ビーズを有するものとする。磁性粒子のサイズは典型的
には３ｎｍ乃至５０μｍに及ぶ。さらに、磁性粒子は実際に関心のある標的成分に、例え
ばそれらの表面に露出する分析物結合基を通じて、結合し得る。磁性粒子の使用は、磁場
を用いて容易に操作されることができるので、好都合である。好適な実施形態において、
磁性粒子は試料流体の添加前に反応面上の一つ以上の検査領域に存在する。別の好適な実
施形態において、磁性粒子は反応面と反対の反応チャンバの面にある。
【００３１】
　上述の磁性粒子は好適には所定領域に、特に関連する検査領域に近い若しくはそれと反
対のボリュームに、磁場によって閉じ込められ、この閉じ込めは特に反応チャンバへの試
料流体の導入中に、及び／又は後で、特に検査領域内のアッセイ処理ステップ中に、起こ
り得る。閉じ込めは、磁性粒子が別の検査領域に達するチャンスが（ほとんど）ないよう
なものであり得る。定量的には、約９０％より多く、好適には約９９％より多くの磁性粒
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子が関連する検査領域にとどまるものとする。従って、特定の検査領域における磁性粒子
の量は一定の既知の値を持つ。さらに、異なるタイプの磁性粒子（例えば異なるサイズの
粒子及び／又は異なる結合分子で覆われる）が、望ましくない交差反応のリスクなしに異
なる検査領域において使用され得る。磁気閉じ込めは例えば検査領域の下に配置される磁
石によって達成され得る。
【００３２】
　反応チャンバへの試料流体の導入中、磁性粒子は特に検査領域若しくは反対面にしっか
りと引き付けられ得るので、これらは試料流体に流体力学的に分散しない。この目的のた
めに、磁性粒子を支持する面へ向けられる十分な強度の傾斜磁場が、例えば反応面より下
（磁性粒子が検査領域内にある場合）若しくは反応面より上（磁性粒子が検査領域と反対
の面内にある場合）に配置される磁石を用いて、印加され得る。
【００３３】
　上述の磁性粒子が試料流体の追加の前にカートリッジ内に既にあるときは、これらは検
査領域において及び／又はその中に堆積し得る。これは異なるタイプの磁性粒子を備える
ものとする異なる検査領域がある場合に特に有用である。この場合、対応する磁性粒子は
最初からそれらの関連する検査領域において／その中に位置し得る。
【００３４】
　付加的に若しくは代替的に、磁性粒子は反応面とは別の反応チャンバの面上に設けられ
得る。カートリッジが例えばオープンチャンバ（反応面を有する）を持つ本体とこのチャ
ンバを閉じるカバーから成る場合、磁性粒子はカバーの内面上に堆積し得る。この実施形
態は同じタイプの磁性粒子が全試料流体内に分散するものとする場合に特に好都合である
。
【００３５】
　反応チャンバが二つ以上の検査領域を有するとき、同じ若しくは異なるタイプの磁性粒
子はこれら領域の一部（若しくは各々）に堆積し得る。従って、これらの検査領域内の異
なる磁性粒子に基づいてアッセイを実行することができる。
【００３６】
　本発明はさらに分子診断、生物試料分析、化学試料分析、食品分析、及び／又は法医学
的分析のための上記類のカートリッジの使用に関する。分子診断は例えば標的分子に直接
若しくは間接的に付着する磁気ビーズ若しくは蛍光粒子を用いて達成され得る。最も好適
には、この使用は疾患、例えば心疾患の検出を有する。
【００３７】
　本発明のこれらの及び他の態様は以下に記載の実施形態から明らかとなり、それらを参
照して解明される。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】検査領域周辺の物理的障壁が突起によって形成される、本発明にかかるカートリ
ッジの側面図を概略的に示す。
【図２】図１のカートリッジの反応面について上面図を示す。
【図３】図１のカートリッジの反応面の代替的な実施形態について上面図を示す。
【図４】検査領域周辺の物理的障壁が陥凹の壁によって形成される、カートリッジの側面
図を概略的に示す。
【図５】検査領域周辺の物理的障壁が隆起の壁によって形成される、カートリッジの側面
図を概略的に示す。
【図６】反応チャンバの充填前の磁性粒子を持つ四つの検査領域を示す。
【図７】磁性粒子が傾斜磁場によって押し下げられたとき（左）若しくは押し下げられな
いとき（右）の反応チャンバの充填後の上記四つの検査領域を示す。
【図８】反応チャンバの充填中に磁性粒子が傾斜磁場によってそれらの検査領域に閉じ込
められたとき（左）若しくは閉じ込められないとき（右）の結合後の四つの検査領域を示
す。
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【発明を実施するための形態】
【００３９】
　同様の参照番号若しくは１００の整数倍異なる番号は図中同一の若しくは同様の構成要
素をあらわす。
【００４０】
　本発明は以下、唾液、尿、血液のような体液中の特定成分の検出用のバイオセンサに関
して説明され、バイオセンサはキャプチャプローブで覆われる磁性粒子（ビーズ）を利用
する。アッセイ性能を最適化するために特定の磁気駆動スキームがこれらのバイオセンサ
において適用され得る。試料中の標的分子の存在は検出スポット若しくは"結合領域"への
、すなわち特異的キャプチャ分子若しくはプローブで覆われる領域への磁気ビーズの結合
の程度によって検出され得る。結合領域の内側だけでなく外側の検査領域に結合した磁気
ビーズの存在は、例えば光学手段によって検出され得る。
【００４１】
　心臓応用の具体例において、バイオセンサは心筋梗塞の発生を示す複数のバイオマーカ
の定量的検出のために指先から採取した血液試料を使用し得る。バイオセンサはポイント
オブケアセッティング（緊急治療室、ベッドサイド、救急車、診療所、若しくは家でも）
において使用され得る。複数の重要な心臓マーカタンパク質が同定されており、臨床診療
において使用され得る。例えば、トロポニンＩはその絶対的心臓特異性とその長い血中半
減期に基づいて標準バイオマーカとして使用され得る。心臓発作後の血流のミオグロビン
レベルの急増は迅速な患者層別化を可能にし得る。Ｂ型ナトリウム利尿ペプチドは心不全
の救急診断にとって、及び急性冠症候群患者の予後にとって有用であり得る。２，３　Ｃ
反応性タンパク質は冠動脈性心疾患及び急性冠症候群の重要な予後指標である。
【００４２】
　こうした心臓マーカの同時定量化は、臨床医が冠動脈性心疾患を迅速に診断し、患者治
療方針を正確に策定することを可能にする。心臓マーカのパネルの迅速で信頼できる検出
は、医療専門家が同様の症状を示す患者を区別するのに役立つ。異なるマーカは診断上関
連する異なる濃度で存在し、最適な検出下限とダイナミックレンジのために異なるアッセ
イ条件を要し得る。
【００４３】
　従って異なるマーカが一つの反応チャンバにおいて同時に測定されることができるバイ
オセンサ用のカートリッジを持つことが望ましい。これは、交差反応性効果が回避され、
多重アッセイが実行され得るように、特異的アッセイに対応する抗体と磁気ビーズの空間
的分離によって達成され得る。
【００４４】
　従って本発明によって対処される問題は、一つの反応チャンバにおける複数のアッセイ
スポットの統合に関する。例えば多心臓マーカの同時定量化のために、個々のアッセイフ
ォーマットは多分析物検出に拡張される必要がある。
【００４５】
　多分析物バイオセンシングのための一つの方法は多標識を用いることであり得る。しか
しながら、個別標識によって生成される信号の不十分な識別のために、多分析物フォーマ
ットにおいては個別アッセイフォーマットと比較して感度の低下が観察されることが多い
。従って本発明は、反応チャンバに物理的障壁を組み込むことによって、標的分析物の各
々に特異的な異なる抗体が単一反応チャンバ内の個別領域において固定化される、抗体ア
レイフォーマットを使用することを提案する。このアプローチの利点の一つは、反応チャ
ンバ内の異なる領域の機能の分離である。
【００４６】
　図１は本発明の一実施形態例にかかるカートリッジ１１０を通る断面を概略的に示す。
カートリッジ１１０はカートリッジの反応チャンバ１１４を満たす試料流体（例えば血液
）に含まれる標的成分Ｔ１，Ｔ２の検出のために使用される。カートリッジ１１０は透明
基部１１１から成り、これは反応チャンバ１１４をその底部側で境し、反応面１１５を提
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供する。反応チャンバ１１４の側壁は中間層１１２、例えば反応チャンバ用の開口と付随
流体チャネル（不図示）が中に切り込まれているテープによって構成される。反応チャン
バ１１４はその上面において（プラスチック）カバー１１３によって覆われる。代替的に
、反応チャンバは底部及び／又は上部における陥凹によって形成され得る。勿論反応チャ
ンバの多くの他の設計も可能である。
【００４７】
　複数の検査領域１１７，１１７'が反応面１１５上に形成される。各検査領域１１７，
１１７'は関連する検査領域用の試薬で満たされる領域を閉じ込める物理的障壁となる突
起１１６，１１８によって幾何学的に画定される。図示の実施例において、試薬は特に円
形突起１１８によって囲まれる円盤状中央"結合領域"にあるキャプチャプローブＣＰ１，
ＣＰ２を有する。さらに、磁性粒子ＭＰ１，ＭＰ２が、上述の結合領域を有し、外側突起
１１６によって境される広い面積に堆積する。突起１１６，１１８は例えば約１０μｍの
高さｈと約２０μｍの幅ｗを持ち得る。
【００４８】
　結合部位ＣＰ１，ＣＰ２は具体的には例えばインクジェットによって塗布されて下層基
板に結合する抗体であり得る。この領域周辺の突起１１８は抗体スポット溶液を、従って
結果として得られる抗体スポットを、カートリッジの製造中に専用領域に閉じ込めたまま
にする。乾燥と洗浄の後、過剰材料が除去され得る。堆積した磁気ビーズＭＰ１，ＭＰ２
のボリュームはキャプチャプローブのボリュームよりも大きく、従って対応するリング状
領域は中央結合領域よりも大きい。通常、磁性粒子ＭＰ１，ＭＰ２はキャプチャプローブ
のスポットの上に堆積する。
【００４９】
　良好な親水性を得るために反応面１１５の親水化が可能である。随意に、反応面全体を
親水化しないことを選択することができるが、親水化を物理的障壁の外側の領域に制限す
るために物理的障壁１１６，１１８を使用する。これはキャプチャプローブが親水性面よ
りも疎水性面によく結合する場合に、疎水性面上へのキャプチャプローブＣＰ１，ＣＰ２
のスポッティングを可能にする。
【００５０】
　図２は反応面１１５についての上面図において、上記類の複数の検査領域が反応面１１
５全体に広がることを示し、検査領域は異なる形状及び／又は直径（不図示）を持ち得る
か、又は全て同じ形状及び／又は直径を持つ。
【００５１】
　図１において、左検査領域１１７の磁性粒子ＭＰ１は反応チャンバ１１４への試料流体
の導入前（及びその直後）と仮定される静止凝集状態で示される。右検査領域１１７'に
おいて、磁性粒子ＭＰ２の一部は既に試料流体の隣接ボリュームに溶解している。
【００５２】
　図１は検査領域の磁性粒子ＭＰ１，ＭＰ２が操作され得る反応チャンバ１１４内の磁場
Ｂを生成するための磁場発生器、例えば電磁石１５０をさらに示す。特に、磁性粒子が反
応チャンバ全体中に広がることができないように、試料流体での反応チャンバ１１４の充
填中に反応面１１５へ磁性粒子をしっかりと引き付けることが可能である。反応チャンバ
の充填（すなわち試料の適用と試料での反応チャンバの完全な充填との間の時間）は、例
えば約１秒乃至１２０秒の間、好適には約５秒乃至６０秒の間持続し得る。
【００５３】
　カートリッジの充填の後に典型的には磁性粒子による分析物キャプチャを可能にするイ
ンキュベーション期間が続く。その後、それらの関連する検査領域へのそれらの選択的結
合（例えば磁性粒子ＭＰ１を検査領域１１７におけるボリュームへ）を最適化するために
磁性粒子を駆動するように磁場Ｂが使用され得る。この駆動中、異なる検査領域間の交差
反応も最小限であるように、磁性粒子の最小限の側方拡散が起こることが観察された。反
応チャンバの充填中の傾斜磁場の平均強度は典型的には次の期間（例えばインキュベーシ
ョンの期間）中よりも強く、例えば約２倍、最も好適には約１０倍強い。反応チャンバの
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充填中に（傾斜）磁場を印加するが、次のインキュベーション期間中は印加しない（ゼロ
勾配）ことも可能である。
【００５４】
　磁場発生器は随意に他の若しくはさらなる磁石、例えばカートリッジ１１０の反対側の
磁石を有し得ることが留意されるべきである。電磁石１５０は好適には二つの極がｙ方向
に縦に一列に配列したＵ字形磁石であり得る。
【００５５】
　図１は反応面１１５において全反射されてから光検出器（不図示）へ向かって出力光ビ
ームＬ２としてカートリッジ１１０から出る入力光ビームＬ１をさらに示す。これらの光
ビームは検査領域１１７，１１７'の磁性粒子ＭＰ１，ＭＰ２及びキャプチャプローブＣ
Ｐ１，ＣＰ２に特異的に結合する試料流体の標的成分を検出するために使用され得る。こ
のアッセイと漏れ全反射（ＦＴＩＲ）による標的成分の光学的検出のさらなる詳細は例え
ば引用により本明細書に組み込まれるＷＯ２００８／１１５７２３　Ａ１に見られる。
【００５６】
　カートリッジの基部１１１は好適には射出成形プラスチック（例えばポリスチレン、ポ
リカーボネート、ＣＯＰ、ＣＯＣ、ＡＢＳなど）で作られる。提案される物理的障壁１１
６，１１８は例えばモールドでの集束イオンビーム処理若しくはフェムト秒レーザアブレ
ーションによって製造され得るが、多くのバリエーションが物理的障壁の製造のために考
えられ得る。
【００５７】
　上記実施例では、それぞれ抗体ＣＰ１，ＣＰ２及び磁気ビーズＭＰ１，ＭＰ２のために
各検査領域において個別領域若しくはサブ領域が設けられる。本発明の別の実施形態にお
いて、磁性粒子は反応面上ではなくカバー１１３（積層）上に堆積し得る。この場合抗体
を堆積させるために小さな円盤状領域のみが必要である。
【００５８】
　これは標的分析物の各々に特異的な異なる抗体が個別領域において固定化されるアレイ
フォーマットをもたらす。完全に統合されたシステムにおいて同時アッセイが使用される
ことができ、たった一滴の血液において同時多重決定をもたらす。
【００５９】
　図３は図１のもののようなカートリッジのための反応面の代替的実施形態について上面
図を概略的に示す。
【００６０】
　図３の左側において、同一円形の複数の検査領域が、単一の連結領域を囲む円形突起２
１６によって形成される。この領域は例えばキャプチャプローブＣＰ、磁性粒子ＭＰ又は
他の試薬若しくは試薬の任意の組み合わせなどの試薬で覆われ得る。
【００６１】
　図３の中心部において、複数の検査領域が角丸の正方形（若しくは長方形）を持つ単一
の連結領域を囲む突起３１６によって形成される。先と同様に、領域は例えばキャプチャ
プローブＣＰ、磁性粒子ＭＰ又は他の試薬若しくは試薬の任意の組み合わせなどの試薬で
覆われ得る。
【００６２】
　図３の右側において、突起４１６は反応面上の長方形グリッドを構成する。このグリッ
ドのセルは例えばキャプチャプローブＣＰ、磁性粒子ＭＰ又は他の試薬若しくは任意の試
薬の組み合わせなどの試薬で覆われ得る検査領域である。
【００６３】
　図４は本発明の別の実施形態にかかるカートリッジ２１０を概略的に図示する。カート
リッジ２１０は複数の検査領域２１７が位置する反応面２１５を持つ反応チャンバ２１４
を有する。これらの検査領域２１７は陥凹の壁２１６の形の物理的障壁によって境され、
この壁は高さｈを持つ（障壁の幅はおおよそゼロである）。検査領域２１７自体はこれら
陥凹の底に位置する。陥凹は約５０μｍ乃至約３００μｍの幅Ｗを持つ。上記の通り、検
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査領域は試薬、特にキャプチャプローブＣＰ及び／又は磁性粒子ＭＰで充填され得る。
【００６４】
　図５は本発明のさらに別の実施形態にかかるカートリッジ３１０を概略的に図示する。
カートリッジ３１０は複数の検査領域３１７が位置する反応面３１５を持つ反応チャンバ
３１４を有する。これらの検査領域３１７は隆起若しくは柱の壁３１６の形の物理的障壁
によって境され、この壁は高さｈを持つ（障壁の幅はおおよそゼロである）。検査領域３
１７自体はこれら柱の頂上に位置する。柱は約５０μｍ乃至約３００μｍの幅Ｗを持つ。
上記の通り、試薬、特にキャプチャプローブＣＰ及び／又は磁性粒子ＭＰが検査領域内に
堆積し得る。
【００６５】
　図４及び５における壁２１６及び３１６は図１における突起１１６，１１８と同じよう
に物理的障壁として機能する。従って突起に関してなされた説明は壁２１６及び３１６に
も同様に当てはまる。例えば、壁２１６及び３１６の高さは典型的には約１０μｍの高さ
ｈを持ち得る。
【００６６】
　図６‐８は図２に図示の通り同心突起で設計される四つの検査領域を持つ反応面の写真
を示す。画像はカートリッジ充填中の磁気閉じ込めの効果を例示する。関連実験において
、キャプチャプローブ（抗体）が検査領域の内側突起に堆積し、磁性粒子がこれらキャプ
チャプローブの上に堆積し、また外側突起内の領域も覆った。
【００６７】
　図６は試料の導入前の検査領域を示す。堆積した磁性粒子はＦＴＩＲにおいて可視であ
る（黒色）。全磁性粒子はそれらの関連する検査領域の内側に良好に位置付けられる。
【００６８】
　カートリッジ充填中、磁性粒子はカートリッジの下の電磁石を用いて適切な傾斜磁場∇
Ｂによって反応面へ向かって引き付けられた（図７，８の左画像）、若しくは引き付けら
れなかった（図７，８の右画像）。その後、標準アッセイが実行された（磁気駆動無しの
インキュベーション、そして磁気駆動による結合、そして磁気洗浄）。
【００６９】
　図７の画像は結合フェーズ中にとられた。カートリッジ充填中の磁気引き付けは磁性粒
子をそれら特有の突起の場所（検査領域）に非常によく保持したが、一方磁気引き付け無
しではそれらはもっと反応面中に広がったことが明らかである。充填中の磁気閉じ込めの
利点は、検査領域より上のビーズ濃度が極めて高く保たれることである。従来技術におい
て、磁気ビーズは反応チャンバ全体より上に堆積する。これらが検査領域の突起の内側に
堆積するとき、ずっと少ないボリュームが利用可能であり、もっと少ないビーズが堆積し
得る。充填中の磁気閉じ込めのおかげで、ビーズは検査領域より上で濃縮されたままであ
り、もっと少ない数のビーズが堆積するときでも良好なアッセイ信号が依然として得られ
る。
【００７０】
　磁気押し下げ（ｈｏｌｄ‐ｄｏｗｎ）ステップの別の利点は、磁気ビーズが非常によく
分離されたままに保たれ、同じチャンバ内の他のビーズ及び検査領域との干渉を減らし、
従って多重検出を容易にすることである。これは図８の測定によって例示される。上部及
び下部検査領域より上に、非機能的磁性粒子が堆積し、一方左及び右検査領域より上に堆
積した磁性粒子は機能的であった（すなわち標的分子に対するキャプチャ部位を備える）
。充填中の磁気閉じ込めにより（左画像）、そこでの信号の欠如から明らかなように、機
能的磁性粒子は上部及び下部検査領域へ移動せず結合しない。磁気押し下げステップ無し
では、粒子結合は上部及び下部検査領域においても観察され、機能的粒子が左及び右スポ
ットからそこへ移動したことを示す。
【００７１】
　要約すると、本発明は異なるマーカが一つの反応チャンバにおいて同時に測定されるこ
とができるカートリッジに関する。その特異的アッセイに対応する抗体及び磁気ビーズの
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局所的分離のために、交差反応性効果が回避され、多重アッセイ条件が実行されることが
できる。
【００７２】
　本発明は例えば単一測定において多分析物を同時に測定する多重アッセイにおいて適用
され得る。これらは機能ゲノミクス実験、プロテオミクス、インクジェットプリンタ、血
球分離装置、生化学アッセイ、化学合成、遺伝子解析、薬剤スクリーニング、及び疾患の
即時ポイントオブケア診断において広く使用される。
【００７３】
　本発明は図面と上記説明において詳細に図示され記載されているが、かかる図示と記載
は例示若しくは説明であって限定ではないとみなされるものとし、本発明は開示の実施形
態に限定されない。開示の実施形態への他の変更は、図面、開示及び添付の請求項の考察
から、請求される発明を実践する上で当業者によって理解されもたらされることができる
。請求項において、"有する"という語は他の要素若しくはステップを除外せず、不定冠詞
"ａ"若しくは"ａｎ"は複数を除外しない。特定の手段が相互に異なる従属請求項に列挙さ
れるという単なる事実は、これら手段の組み合わせが有利に使用されることができないこ
とを示さない。請求項における任意の参照符号は範囲を限定するものと解釈されるべきで
はない。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図６】

【図７】

【図８】
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