
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　

　多機能マトリックス層と連結された支持体を含み、前記多機能マトリックスはリガンド
と連結されていて、
　　

前記多機能マトリックス層は、
（ａ）無機酸化物、炭素系材料、及び／または光吸収剤 、支持
体の自己蛍光を低減する材料；
（ｂ）両性イオン性界面活性剤、

、支持体の電荷効果を低減する界面活性剤；

を 含み、
　前記バイオチップが、試料液が多機能マトリックス層 と 接触すると、リガンド
が試料液中の 抗リガンドに結合するように設計されており、そして
　前記多機能マトリックス層が共焦点顕微鏡を用いて 蛍光により 抗リ
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標識した抗リガンドの化学発光又は蛍光検出による試料液の分析のためのバイオチップ
であって、

前記リガンドは、連結部分の第２部分を介してマトリックス層の表面に連結されてお
り、

からなる群から選択される

イオン性界面活性剤及び非イオン性界面活性剤からなる
群より選択される
（ｃ）前記マトリックスとリガンドが接触すると、マトリックスがリガンドと接触してい
るマトリックス上にリガンドのスポットを形成する、連結部分の第２部分と特異的に且つ
非共有結合で結合し得る連結部分の第１部分

全マトリックス層にわたって分配して
表面 直接

標識化
化学発光又は 標識化



ガンドの結合を検出が可能なように堆積することを特徴とする前記バイオチップ。
【請求項２】
　支持体が有機ポリマー又は無機ポリマーを含む請求項１に記載のバイオチップ。
【請求項３】
　ポリマーがポリエチレン、ポリエステル及びポリスチレンから構成される群から選択さ
れる請求項２に記載のバイオチップ。
【請求項４】
　更に支持体と多機能マトリックス層の間に親水性介在層を含む請求項１に記載のバイオ
チップ。
【請求項５】
　多機能マトリックス層が水性溶媒を含む請求項１に記載のバイオチップ。
【請求項６】
　多機能マトリックス層がアガロース、ポリアクリルアミド及びゼラチンから構成される
群から選択される材料を含む請求項５に記載のバイオチップ。
【請求項７】
　更に第２の多機能マトリックス層を含んでおり、前記第２の多機能マトリックス層は、
第１の多機能マトリックス層と連結されており、さらに
（ａ）無機酸化物、炭素系材料、及び／または光吸収剤 、支持
体の自己蛍光を低減する材料；
（ｂ）両性イオン性界面活性剤、

、支持体の電荷効果を低減する界面活性剤；
を 含み、
　前記第２の多機能マトリックスの表面凸凹は、支持体の表面凸凹より少ないことを特徴
とする、請求項１に記載のバイオチップ。
【請求項８】
　リガンドがヌクレオチド、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、炭水化物、及び薬理活性
分子の少なくとも１種を含む請求項１に記載のバイオチップ。
【請求項９】
　リガンドが多機能マトリックス層の内部に少なくとも部分的に埋込まれている請求項１
に記載のバイオチップ。
【請求項１０】
　第１部分がアビジン又はストレプトアビジンを含み、第２部分がビオチンを含む請求項

に記載のバイオチップ。
【請求項１１】
　抗リガンドがポリペプチド、ポリヌクレオチド、炭水化物、及び薬理活性分子から構成
される群から選択される請求項１に記載のバイオチップ。
【請求項１２】
　試料液が血液、血清、血漿、尿、髄液、唾液、細胞溶解液及び緩衝液から構成される群
から選択される請求項 に記載のバイオチップ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の分野は分析装置である。
【背景技術】
【０００２】
　ゲノミクス及びプロテオミクス研究に伴い、莫大な数のヌクレオチド及びペプチド配列
を分析に利用できるようになった。従って、莫大な数の既知遺伝子又はポリペプチドの存
在及び／又は量に関する試料の高スループットスクリーニングが近年大きな関心を集めて
いる。当分野では種々の装置と方法が知られており、これらの装置と方法の多くは固定化
核酸プローブを使用する多重核酸配列のスクリーニングに応用されている。他の用途とし
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からなる群より選択される

イオン性界面活性剤及び非イオン性界面活性剤からなる
群より選択される

全体にわたり

１

１１



ては、このようなプローブをマイクロアレーで使用すると、薬理ゲノミクス、遺伝子発現
、化合物スクリーニング、毒物検査、一塩基変異多型（ＳＮＰ）分析、及び短いタンデム
反復（ＳＴＲ）分析等の種々の分野で大規模な平行実験が可能になる。
【０００３】
　核酸配列をキャリヤーに固定化する方法は多数のものが当業者に公知であるが、その全
て又は殆ど全てに１種以上の欠点がある。例えば、サザン又はノーザンブロット型システ
ムでは、分析しようとする核酸を固相（例えばナイロン又はニトロセルロースメンブレン
）にブロットして（例えば紫外線照射により）固定化し、非特異的結合部位のブロッキン
グ後に目的配列に相補的な配列をもつ１種以上のプローブで探索する。このような固定化
は比較的簡単であるが、このようなアッセイにおける支持体（例えばガラス、メンブレン
）は比較的高い固有バックグラウンドシグナルを示すことが多い。更に、このようなシス
テムで使用するメンブレンは手間及び／又は時間のかかるブロッキング段階を必要とする
ことが多い。更に、検出システム（例えば放射性同位体検出、蛍光、化学発光検出等）に
よってはハイブリダイズしたプローブの直接検出が困難なことが多く、比較的感度の悪い
ことが多い。更に、このようなメンブレンの多くは比較的疎水性であるため、メンブレン
の高密度負荷を達成するのは困難なことが多い。
【０００４】
　固体支持体への抗リガンド又はリガンド負荷密度が比較的低いことに伴う問題の少なく
とも一部を解消するために、種々のアプローチが行われている。Ｐｅｇｇらの米国特許第
５，２７９，９５１号に記載されているような１アプローチでは、疎水性炭化水素鎖をも
つ中心環構造がプラスチック支持体に結合し、末端反応基をもつ少なくとも１個の親水性
鎖がプローブ分子と反応するヘテロ２機能架橋剤を使用して核酸又は他のプローブ分子を
プラスチック支持体に固定化している。このようなヘテロ２機能架橋剤は一般に比較的高
いリガンド又は抗リガンド密度を実現できるが、ヘテロ２機能架橋剤とプローブ分子（即
ちリガンド又は抗リガンド）の間の共有結合形成は一般に複数の反応基で特定エピトープ
又は特定反応基に特異的ではない。更に、利用可能なプラスチック支持体はヘテロ２機能
架橋剤に有効に結合するためには表面が比較的疎水性でなければならず、支持体に添加す
る試料液の容量が比較的少ない場合には問題になる。
【０００５】
　別のアプローチでは、Ｓｕｔｔｏｎらの米国特許第５，２６２，２９７号に記載されて
いるようにヘテロ２機能架橋剤を介さずにプローブ分子を固体支持体に結合している。Ｓ
ｕｔｔｏｎの固体ポリマー支持体は原子数８～５０の連結基と２個以上のアルキレン、ア
リーレン、アルキレンアリーレン又はアリーレンアルキレン基をもつポリマー支持体表面
から延びる多数の反応性カルボン酸基を含むコポリマーを含む。この場合、プローブ分子
を反応基と反応させ、プローブ分子を固体ポリマー支持体に結合させる。しかし、プロー
ブ分子の特定化学種によっては反応基とプローブ分子の反応にプローブ分子の化学的又は
構造的安定性を損なう反応条件が必要となることがある。更に、分析前に未反応反応基を
ブロックする必要があるため、アッセイ時間及び試薬費用が著しく増す。
【０００６】
　あるいは、Ｈｏｆｆｍａｎらの米国特許第５，０３４，４２８号に記載されているよう
に、電離放射線を予め照射しておいた親水性ポリマー支持体にプローブ分子を固定化（即
ちグラフト）する。予備照射段階は一般に空気中で－７８℃で実施するが、グラフト段階
は無酸素雰囲気下に０℃で実施する。Ｈｏｆｆｍａｎのグラフト法はプローブ分子を共有
結合できるので、比較的高いプローブ分子密度でも利用できるが、プローブ分子の化学的
又は構造的安定性や、装置費用が比較的高いなど、まだ種々の問題がある。
【０００７】
　別のアプローチでは、フォトリソグラフィー法を使用して核酸試験アレーを作製すると
、捕獲プローブの密度を比較的高くすることができる（例えば１アレー当たり１００００
プローブ以上）。このような高密度アレー用システムは例えば米国特許第５，５９９，６
９５号、５，８４３，６５５号及び５，６３１，７３４号に記載されている。高密度アレ
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ーはシーケンシング又は複雑な遺伝分析に特に有用であるが、多数の欠点が残っている。
例えば、このような高密度アレーの注文合成は僅かの例外を除く全個人及び／又は組織に
とって非常に費用が高いと思われる。更に、このようなアレーの作製には特殊な化学反応
を使用するので、非核酸プローブ（例えば受容体、抗体及び他のポリペプチド）を利用す
るのが不可能ではないとしても困難である。あるいは、ＭａｓｋｏｓとＳｏｕｔｈｅｒｎ
（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１６７９，１９９２）に記載されてい
るように、核酸をガラス支持体に結合させるためにリンカーシステムを使用して固相核酸
合成を実施することもできる。しかし、やはり上述と同様の問題がある。
【０００８】
　更に、公知システムの全部又は大半はプローブ分子を結合する支持体の表面が比較的平
坦でなければならず、特に結合した抗リガンドを光学的に検出するシステムでは殊更であ
る。このようなシステムで表面が平坦でないと一般に表面に結合したプローブ分子の少な
くとも一部の結果が擬陰性や著しく弱くなる。更に、支持体が光学的に活性である（即ち
入射光を吸収又は反射したり、自己蛍光等を示す）公知システムの多くでは光学検出が一
層複雑になりかねない。
【特許文献１】米国特許第５，２７９，９５１号
【特許文献２】米国特許第５，２６２，２９７号
【特許文献３】米国特許第５，０３４，４２８号
【特許文献４】米国特許第５，５９９，６９５号
【特許文献５】米国特許第５，８４３，６５５号
【特許文献６】米国特許第５，６３１，７３４号
【非特許文献１】ＭａｓｋｏｓとＳｏｕｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　１６７９，１９９２
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　このように、プローブ分子をバイオチップに結合する種々のシステムが当分野で知られ
ているが、まだ多くの問題がある。従って、プローブ分子をバイオチップに結合する改良
方法及びシステムが依然として必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明はマトリックス層が支持体と連結されており、更に試料液に含まれる１種以上の
抗リガンドと特異的に結合する複数のリガンドを含む改良バイオチップに関する。好適支
持体は有機ポリマー又は無機ポリマー又は材料（例えばポリエチレン、ポリエステル、ポ
リスチレン、ガラス又は金属）を含み、好適マトリックス層は水性溶媒とゲル（例えばア
ガロース、ポリアクリルアミド又はゼラチン）を含む。親水性介在層を介して所期マトリ
ックス層を支持体と連結することができる。
【００１１】
　本発明の主題の１側面では、マトリックス層は支持体の自己蛍光、入射光吸収、電荷効
果、及び／又は表面凹凸を低減する多機能マトリックス層である。更に、所期バイオチッ
プは追加のマトリックス層を含むことができ、マトリックス層の少なくとも１個は界面活
性剤、湿潤剤、緩衝液及び／又は光吸収剤を含むことができる。
【００１２】
　本発明の主題の別の側面では、所期リガンドとしてはヌクレオチド、ポリペプチド、ポ
リヌクレオチド、炭水化物、薬理活性分子、細菌細胞、真核細胞及び／又はウイルス（又
はそのフラグメント）が挙げられる。従って、所期抗リガンドとしてはヌクレオチド、ポ
リペプチド、ポリヌクレオチド、炭水化物、薬理活性分子、細菌細胞、真核細胞及び／又
はウイルス（又はそのフラグメント）が挙げられ、そのいずれも（例えば血液、血清、血
漿、尿、髄液、唾液、緩衝液、細胞溶解液等であるか又はそれらから誘導される）試料液
中に含むことができる。
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【００１３】
　本発明の主題の更に別の側面では、リガンドは多機能マトリックス層の内部に少なくと
も部分的に埋込まれている。あるいは、所期リガンドは連結部分を介して多機能マトリッ
クス層と連結されていてもよく、利用可能な連結部分はマトリックス層と連結される第１
部分（例えばアビジン又はストレプトアビジン）とリガンドと連結される第２部分（例え
ばビオチン）を含むことができ、第１部分と第２部分は相互に非共有結合を形成する。
【００１４】
　本発明の主題の更に別の側面では、所期バイオチップは複数の第１リガンドと複数の第
２リガンドを含むことができ、複数の第１及び第２リガンドは異なる部類（例えばポリペ
プチド、ポリヌクレオチド、炭水化物、薬理活性分子、細菌細胞、真核細胞及びウイルス
）に属する。
【００１５】
　以下、添付図面を参照して本発明の好適態様の詳細な説明により本発明の種々の目的、
特徴、側面及び利点を更に説明するが、図面中、類似番号は類似要素を示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　本明細書で使用する「バイオチップ」なる用語は複数のリガンドと複数の所定位置にお
いて連結された支持体を意味する。所期バイオチップにおけるリガンドの数は本発明の主
題に必須でないが、利用可能なバイオチップは少なくとも１０、より好ましくは少なくと
も１００、最も好ましくは少なくとも１０００個の化学的又は構造的に別個のリガンドを
含むことが一般に好ましい。
【００１７】
　更に本明細書で使用する「リガンド」なる用語は、一般に温度２５℃で生理的緩衝液条
件（例えば、ｐＨ６．５～８．５および天然コンホメーション、生存性及び／又は抗リガ
ンドのワトソン・クリックハイブリダイゼーション（リガンドと抗リガンド間の）を維持
するために十分なイオン強度）下に解離定数ＫＤ ≦１０－ ２ Ｍ、より一般にはＫＤ ≦１０
－ ３ Ｍで抗リガンドと結合する任意分子、分子複合体又は細胞を意味する。本明細書で使
用する「抗リガンド」なる用語は、一般に温度２５℃と生理的緩衝液条件（即ちｐＨ６．
５～８．５および天然コンホメーション、生存性及び／又は抗リガンドの（リガンドと抗
リガンド間の）ワトソン・クリックハイブリダイゼーションを維持するために十分なイオ
ン強度）下に解離定数ＫＤ ≦１０－ ２ Ｍ、より一般にはＫＤ ≦１０－ ３ Ｍでリガンドと結
合する任意分子、分子複合体又は細胞を意味する。従って、リガンドと抗リガンドはアフ
ィニティー対を形成するとみなすべきである。
【００１８】
　同様に本明細書で使用する「マトリックス」なる用語は物質（即ちリガンド、添加剤及
び／又は連結剤）が少なくとも部分的に埋込まれた実質的に非液体の支持媒体を意味し、
前記物質は更に支持媒体に共有結合していてもよい。本明細書で使用する「実質的に非液
体の支持媒体」なる用語は（支持媒体が直接結合している）表面を水平位置から鉛直位置
に移したときに支持媒体と同一寸法の表面から２５℃で６０分間に移動する支持媒体が１
０容量％以下であることを意味する。
【００１９】
　所期支持媒体は化学的に均質（即ち１種の分子種のみから構成される）でもよいし、不
均質（即ち２種以上の分子種から構成される）でもよい。例えば、利用可能な支持媒体と
してはゲル（例えばゼラチン、アガロース、ポリアクリルアミド等）、多孔質三次元ポリ
マー網目構造（例えばポリアクリレンエーテル、ケイ素含有無機ポリマー）、半相互浸透
性又は相互浸透性ポリマー網目構造等が挙げられる。他方、コロイド液や溶媒は本定義の
範囲では実質的に非液体の支持媒体とみなさない。更に、多機能（例えばホモ又はヘテロ
２機能以上）架橋剤やその層もマトリックスとみなさない。
【００２０】
　全般に改良バイオチップは支持体と連結されたマトリックス層を含み、更に複数の所定
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位置に複数のリガンドを含み、試料液がマトリックスの少なくとも一部に接触するとリガ
ンドは試料液に含まれる１種以上の抗リガンドと結合する。
【００２１】
　より詳細には、図１に示すように、バイオチップの１例１００は、疎水性介在層１５０
を介して１層のマトリックス層又は複数のマトリックス層１２０Ａ、１２０Ｂ及び１２０
Ｃが担持された支持体１１０を含む。マトリックス層１２０Ａには所定位置に複数のリガ
ンド１３０が埋込まれている。リガンド１３０の一部は抗リガンド１４０と結合する。マ
トリックス層１２０Ａには第１部分１６２と第２部分１６４を含む連結部分１６０も（少
なくとも一部に）埋込まれており、第２部分はリガンド１３０と連結されており、連結部
分１６０と連結されたリガンド１３０の一部は抗リガンド１４０と連結される。
【００２２】
　支持体については、所期支持体は長さと幅が約２．０～３．０ｃｍで厚みが約０．１ｍ
ｍ～１．０ｍｍのほぼシート状構造であることが一般に好ましい。好適支持体は更に有機
又は無機ポリマーを含み、特に好ましい有機ポリマーとしてはポリエチレン、ポリスチレ
ン、又はポリエステル（最も好ましくはＭｙｌａｒ（登録商標）（ポリエチレンフタレー
トポリマー））が挙げられる。しかし、本発明の主題の別の側面では、利用可能な支持体
の構造と材料は多種多様である。例えば、比較的剛性の材料（即ち手で力を加えたときに
変形しない材料）が好ましい場合には、所期材料としては金属（例えばアルミニウム）、
金属合金（例えば真鍮）又はガラス（例えばホウケイ酸ガラス）が挙げられる。特に、支
持体が所期バイオチップのハウジングの一体部分を形成する場合には剛性材料が有利であ
ると考えられる。他方、比較的柔らかい材料（即ち手で力を加えたときに変形する材料）
が好ましい場合には、利用可能な材料としては特に有機ポリマーフィルム（例えばポリエ
チレン、ポリスチレン、又はポリエステル）、ニトロセルロース、紙等が挙げられる。更
に、熱的性質（例えば熱伝達）、機械的性質（例えば超音波弾性）、光学的性質（例えば
反射率、吸収又は自己蛍光）等の他のパラメーターの１種以上により適切な材料を選択し
てもよい。更に、所期支持体は上記材料の２種以上を併用してもよい。
【００２３】
　同様に、所期支持体は妥当な任意寸法又は形状とすることができ、支持体と連結された
マトリックス層を少なくとも部分的に支持するものであれば、如何なる寸法及び形状でも
よいとみなすべきである。例えば、リガンド密度が比較的低い場合には、２．０～１０．
０ｃｍ以上の寸法（幅及び／又は長さ）が考えられる。他方、特にリガンド数が比較的少
なく（例えば１００以下）、密度が比較的高い場合には、１．０～２．０ｃｍ以下の寸法
（幅及び／又は長さ）が妥当である。厚みについては、多様な厚みを利用でき、特定厚み
は特に所望される物理的又は機械的性質に少なくとも部分的に依存すると考えられる。例
えば、支持体をキャリヤーに結合する場合には、比較的薄い支持体（例えば約０．０１ｍ
ｍ～２ｍｍ）が妥当である。別例として熱伝導性と適度な機械的安定性が所望される場合
には、厚みは０．５ｍｍ～５ｍｍとすることができる。更に別例として支持体がハウジン
グの一体部分である場合には、厚みは５ｍｍ～２ｃｍ以上とすることができる。更に、支
持体は長方形が一般に好ましいが、円形、楕円形、台形又は不規則形状等の他の形状も利
用できると考えられる。
【００２４】
　支持体の化学的性質に応じて支持体とマトリックスの間の１層以上の介在層をバイオチ
ップに加えてもよいとみなすべきである。例えば、支持体が比較的疎水性であり（例えば
Ｍｙｌａｒ（登録商標）１００）、マトリックスが比較的親水性である場合には支持体に
親水性介在層を加えてもよい。また、支持体が比較的親水性であり（例えばポリカーボネ
ート）、マトリックスが比較的疎水性である場合には支持体に疎水性介在層を加えてもよ
い。親水性又は疎水性介在層として機能することができる材料は多数のものが当分野で知
られており、このような材料は（ａ）支持体の少なくとも１つの表面に付着し、（ｂ）介
在層を介さない支持体へのマトリックス層の付着に比較して（介在層を介する）支持体へ
のマトリックス層の付着を改善すると一般に考えられる。
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【００２５】
　例えば、特に利用可能な親水性介在層としては親水性ゲルが挙げられ、特に好ましい親
水性ゲルとしてはゼラチンが挙げられる。あるいは、有機ポリマー組成物（例えば親水性
プラスチック）や、一部が疎水性部分をもち、別の部分が親水性部分をもつヘテロ２機能
分子から親水性介在層を形成してもよい。また、利用可能な疎水性介在層としてはケイ素
含有材料もが挙げられ、特に好ましいケイ素含有材料としてはシランが挙げられる。ある
いは、有機ポリマー組成物（例えば親水性プラスチック、ろう）や、一部が疎水性部分を
もち、別の部分が親水性部分をもつヘテロ２機能分子から疎水性介在層を形成してもよい
。
【００２６】
　更に、利用可能な親水性又は疎水性介在層は種々の方法で配置できると考えられ、利用
可能な堆積方法は一般に少なくとも部分的に使用する特定材料に依存する。例えば、親水
性介在層がゼラチンである場合には、支持体に流し塗り又はドクターブレードで塗布する
ことができる。他の材料は化学蒸着、スピンコーティング、ｉｎ　ｓｉｔｕ重合等により
堆積することができる。従って、介在層の所望厚みに応じて２層以上の介在層を支持体に
配置してもよく、各層は１０ミクロン以下から約２ｍｍ以上までの厚みとすることができ
る。また、予め親水性又は疎水性層を含む多数の支持体が市販されている（後記参照）。
更に、支持体が親水性であり、マトリックス層が親水性である場合（又は支持体が疎水性
であり、マトリックス層が疎水性である場合）には、介在層は完全に省略してもよいとみ
なすべきである。
【００２７】
　マトリックス層については、マトリックスは可溶化物質又は懸濁物質の網目構造を含む
ことが好ましく、特に好ましいマトリックス材料としてはゼラチン、アガロース及びポリ
アクリルアミドが挙げられる。利用可能な他のマトリックス材料としては多孔質三次元ポ
リマー網目構造、半相互浸透性又は相互浸透性ポリマー網目構造等が挙げられる。所期マ
トリックス層の厚みは実質的に広い範囲とすることができ、一般に利用可能なマトリック
ス層は１０ミクロンから１～１０ｍｍ以上の厚みであると一般に考えられる。しかし、一
般にはマトリックス層は５０ミクロン～２ｍｍの厚みであることが好ましい。マトリック
ス層の材料に応じて、本発明ではあらゆる層堆積法を使用できるとみなすべきであり、介
在層の堆積について上述した通りである。更に、所期バイオチップは２層以上のマトリッ
クス層を含むものでもよいとみなすべきであり、２層以上のマトリックス層を使用する場
合には、マトリックス層の数は２～１０（及びそれ以上）であると考えられる。
【００２８】
　特に好ましい側面では、網目構造はリガンド及び／又は連結部分の少なくとも一部を連
結／埋込み及び保持するのに十分な密度をもつ。しかし、リガンド及び／又は連結部分の
少なくとも一部を連結／埋込み及び保持するものであれば、他のマトリックス材料も利用
できると考えられる。
【００２９】
　リガンド及び／又は連結部分の少なくとも一部の連結／埋込みは共有的でも非共有的で
もよい。例えば、リガンド及び／又は連結部分の少なくとも一部がマトリックスに非共有
結合されている場合には、マトリックス材料は立体相互作用によりリガンド及び／又は連
結部分の少なくとも一部を保持するのに十分な密度をもつと考えられる。別の観点では、
好適マトリックス材料の網目構造はリガンド及び／又は連結部分の少なくとも一部を少な
くとも部分的に封入していると考えられる。他方、リガンド及び／又は連結部分の少なく
とも一部がマトリックスに共有結合されている場合には、マトリックス材料はリガンド及
び／又は連結部分の少なくとも一部に含まれる反応基と共有結合を形成する少なくとも１
個の反応基をもつと考えられる。多数の反応基が当分野で知られており、これらの基のい
ずれも本発明で使用できると考えられる。例えば、マトリックスがアガロースを含む場合
には、利用可能な基としては（ＣＮＢｒ－アガロース又は無水マレイン酸改変アガロース
として市販されている）臭化シアン又は無水マレイン酸が挙げられる。他の反応基として
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は種々の求核基、求電子基、又は架橋剤と特異的に反応できる基が挙げられる。
【００３０】
　従って、所期バイオチップのリガンドはマトリックス層（と場合により介在層）を介し
て支持体に連結されるとみなすべきであり、リガンドとマトリックスの連結は直接的（即
ち連結部分を介さない）でもよいし、間接的（即ち連結部分を介する）でもよく、更に共
有的でも非共有的でもよい。
【００３１】
　特に好ましい形態では、リガンドは連結部分を介してマトリックス層と連結されており
、連結部分は第１部分（例えばアビジン、ストレプトアビジン、又はその変形）と第２部
分（例えばビオチン）をもつ。このような好適形態では、マトリックスは第１部分（上記
参照）を少なくとも部分的に埋込むか又はこれと共有結合され、第２部分はリガンドと共
有結合されていると考えられる。連結部分の第１部分と第２部分間の高度に特異的で強い
非共有結合相互作用により、リガンドはマトリックス層と間接的に連結される。
【００３２】
　従って、好適形態では、マトリックス層には第１部分が実質的に均一に分配しており、
単にマトリックスを所望リガンドと接触させるだけで（共有的又は非共有的に）第２部分
を含む任意所望リガンドをマトリックスの任意所望部分と連結させることができ、リガン
ドとマトリックスの結合長は主に連結部分の第１部分と第２部分の結合長によって決定さ
れるとみなすべきである。更に、特異的分子相互作用によりリガンドをマトリックスと連
結させることにより、抗リガンド接触の前にマトリックスをブロックする段階が不要にな
るとみなすべきである。即ち、所期マトリックスは供給業者や更には末端消費者が容易且
つ廉価にカスタマイズできるとみなすべきである。
【００３３】
　当然のことながら、多数の他の第１部分と第２部分が相互に高度且つ特異的に結合して
多種多様の結合パートナーを生じ、このような第１及び第２部分のすべても本発明で利用
できるとみなすべきである。例えば、第１部分は抗体又はそのフラグメントを含み、第２
部分は前記抗体の対応するタンパク又は非タンパク性抗原を含むことができる。あるいは
、代替連結部分の第１及び第２部分として非タンパク性分子が好ましい場合には、対応す
る相補的配列をもつ１本鎖核酸を第１及び第２部分として使用することができる。更に他
の第１及び第２部分としては、水素結合、親水性及び／又は疎水性相互作用、イオン結合
、静電結合等の１種以上の特異的分子相互作用を介して安定な複合体（即ちＫＤ ≦１０－

５ Ｍ）を形成するものも考えられる。
【００３４】
　本発明の主題の更に別の側面では、所期マトリックス層はマトリックス層に付加機能を
付与するために種々の物質を加えることができ、特に好ましい機能としては支持体の自己
蛍光、支持体の入射光吸収、支持体の電荷効果、及び支持体の表面凹凸の少なくとも１種
の低減が挙げられる。従って、所期バイオチップは１種以上の多機能マトリックス層を含
むことができるとみなすべきである。
【００３５】
　例えば、支持体が自己蛍光を示す（即ち特定波長でフルオロフォアを加えずに蛍光発光
する）材料を含む場合には、マトリックスで利用可能な添加剤は自己蛍光を低減する物質
を含むと考えられる。特に好ましい添加剤としては無機酸化物（例えば酸化鉄、酸化チタ
ン等）、炭素系材料（例えばカーボンブラック）、及び自己蛍光波長に吸収最大をもつ光
吸収剤が挙げられる。
【００３６】
　同様に、支持体が入射光を吸収及び／又は散乱させる（例えばリガンドに結合された抗
リガンドに結合されたフルオロフォアの蛍光を発生する）材料を含む場合には、マトリッ
クスで利用可能な添加剤は入射光の吸収及び／又は散乱を低減する物質を含むと考えられ
る。特に好ましい添加剤としては色素（例えば直接又は間接染料、天然又は合成色素）、
無機酸化物（例えば酸化鉄、酸化チタン等）、及び炭素系材料（例えばカーボンブラック
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）が挙げられる。
【００３７】
　別例としてマトリックスが電荷効果を示す材料を含む場合には、（添加剤を加えないマ
トリックスに比較して）電荷効果を低減する種々の物質をマトリックス層に添加できると
考えられる。本明細書で使用する「電荷効果」なる用語は（ａ）少なくとも部分的にマト
リックスに固有であり、（ｂ）マトリックスに加えた液滴（容量約１００ｐｌ以下～約５
０μｌ）を円形から非円形、半月形又は不規則形状に変形させる効果を意味する。電荷効
果を低減するために特に好ましい添加剤としては界面活性剤が挙げられ、イオン性、両性
イオン性及び非イオン性界面活性剤のいずれでもよい。例えば、所期界面活性剤としては
Ｔｗｅｅｎ（登録商標）、Ｂｒｉｊ（登録商標）、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）、種々のス
ルホン酸とその塩及び種々の第４級アンモニウム化合物とその塩が挙げられる。
【００３８】
　更に別例では、マトリックス層の付加によりリガンドを連結できる層を提供するのみな
らず、支持体の表面凹凸を著しく低減できることに留意すべきである。光学検出により検
出するバイオチップでは、リガンドを結合する支持体表面が凹凸であると焦点面が内在的
に変動するので表面凹凸は特に望ましくない。図３は凹凸面３１０－Ｓをもつ凹凸支持体
３１０を含むバイオチップの１例３００を示す。凹凸面３１０－Ｓ上には第１マトリック
ス層３２０Ｃが配置されており、第１マトリックス層３２０Ｃは表面凹凸が低減した表面
３２０Ｃ－Ｓをもつ。表面３１０Ｃ－Ｓ上には第２マトリックス層３２０Ｂが配置されて
おり、第２マトリックス層３２０Ｂは３２０Ｃ－Ｓと３１０－Ｓの両者に比較して表面凹
凸が低減した表面３２０Ｂ－Ｓをもつ。最後に、表面３１０Ｂ－Ｓ上には第３マトリック
ス層３２０Ａが配置されており、第３マトリックス層３２０Ａは３２０Ｂ－Ｓ、３２０Ｃ
－Ｓ及び３１０－Ｓに比較して表面凹凸が低減した表面３２０Ａ－Ｓをもち、表面３２０
Ａ－Ｓは実質的に平面である（最高点と最低点間の最大鉛直方向偏差が１０ミクロン以下
、より好ましくは１ミクロン以下である）。（マトリックス層に埋込むか又は結合された
）リガンドには抗リガンド３４０が結合されている。
【００３９】
　更に別例では、バイオチップ又は試料液（例えばルシフェラーゼ反応用緩衝液）におけ
る抗リガンドとリガンドの結合又は抗リガンドもしくは他の成分の生化学（酵素又は非酵
素）変換に適した生化学反応環境（例えば核酸ハイブリダイゼーションのための中性ｐＨ
と低塩）を少なくとも部分的に提供する緩衝液又は緩衝液系を更にマトリックス層に加え
ることも考えられる。利用可能な緩衝液及び緩衝液系としては両性緩衝液や、酸性塩と酸
の対応する塩基の対が挙げられる。更に、所期緩衝液及び緩衝液系は特定化学環境を提供
するために添加剤を加えてもよく、利用可能な添加剤としては還元剤、チオール反応剤、
塩、防腐剤等が挙げられる。
【００４０】
　更に別例では、マトリックスの収縮及び膨潤量を抑制又は低減するための１種以上の湿
潤剤を更にマトリックス層に加えることが考えられる。マトリックスの収縮と膨潤の抑制
は特定焦点面を維持するのに有利であると考えられ、利用可能な湿潤剤としてはグリセロ
ール、各種油類、糖類及び選択された界面活性剤が挙げられる。
【００４１】
　更に当然のことながら、各添加剤を別々のマトリックス層に加えてもよいが、１層に１
種以上の添加剤を併用するほうが一般に好ましい。例えば、支持体に結合された第１マト
リックス層に湿潤剤のみを加え、第２層に緩衝液と、支持体の自己蛍光を低減する物質を
加えてもよい。しかし、マトリックス層の１層以上における各添加剤の数と分配は本発明
の主題には必須でないとみなされる。
【００４２】
　リガンドについては、本発明のバイオチップはでリガンドをマトリックス層と所期形態
で連結するので、リガンドの特定化学種は本発明の主題を限定しないとみなすべきである
。従って、所期リガンドとしては単分子、複数の分子の複合体、ウイルス、及び原核及び
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／又は真核細胞又はそのフラグメントが挙げられる。特に好ましい分子の例としては薬理
活性分子、ヌクレオシド、ヌクレオチド、オリゴ及びポリヌクレオチド（１本鎖又は２本
鎖）、糖類、脂質、アミノ酸、オリゴ及びポリペプチド（例えばサイトカイン、酵素、抗
体及び抗体フラグメント）、ホルモン等が挙げられる。特に好ましい複数分子の複合体の
例としては、多成分受容体、抗体（例えばＩｇＭ、ＩｇＥ等）、２本鎖及び３本鎖核酸、
ＰＮＡ等が挙げられる。特に好ましいウイルス及びウイルスフラグメントの例としては、
ＤＮＡ及びＲＮＡウイルス（例えばＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ、ＲＳＶ、ＨＳＶ、インフル
エンザ等）が挙げられ、原核及び真核細胞の例としてはグラム陽性細菌（例えばＢａｃｉ
ｌｌｕｓ種）、グラム陰性細菌（例えばＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ種）、幹細胞、癌細胞、
リンパ系細胞、免役コンピテント細胞等が挙げられる。従って、本発明の所期バイオチッ
プは第１類の分子（例えば核酸－オリゴヌクレオチド）に属する複数の第１リガンドと、
第２類の分子（例えばポリペプチド－サイトカイン）に属する複数の少なくとも第２のリ
ガンドを含むことができると特にみなすべきである。多重類バイオチップの１例２００を
図２に示し、第１類の分子に属する複数の第１リガンド２４０Ａが１つのマトリックス層
上で第２類の分子に属する複数の第２リガンド２４０Ｂの近傍に配置されている。
【００４３】
　所期バイオチップは複数の化学的に別個のリガンドを含むことが一般に好ましいが、バ
イオチップのマトリックス上の特定位置に異なる量のリガンドを配置することにより、同
一リガンドを２個以上含むバイオチップを抗リガンドの定量に利用できるとみなすべきで
ある。
【００４４】
　従って、特定リガンドの量は非常に広い範囲をとることができるが、各リガンドは約１
ｐｍｏｌ未満～約１ｍｍｏｌの量で特定位置に存在すると一般に考えられる。リガンドの
分子量に応じ、特にリガンドが分子の複合体又はウイルス又は細胞である場合には、更に
少量のリガンドも予想され、一般に単コピー～１ｆｍｏｌ以下の範囲である。
【００４５】
　所期リガンドは種々の形態（上記参照）でマトリックス層と連結することができるので
、マトリックス層への添加方法は非常に多様であるとみなすべきである。しかし、リガン
ドを溶媒（例えば緩衝液）に溶かしてマトリックス層の表面に添加した後、連結部分の第
１部分と第２部分の相互作用を介してリガンドをマトリックス層の表面又はその近傍に保
持することが一般に好ましい。第２部分をリガンドと連結する方法は多数のものが当分野
で公知であり、公知方法のいずれも利用できると考えられる（例えばビオチン化ヌクレオ
シド又はオリゴヌクレオチドは一般に市販されており、タンパク性試料のビオチン化キッ
トも市販されている）。あるいは、マトリックス層が硬化する前にリガンドを溶媒（例え
ば緩衝液）に溶かしてマトリックス層の表面又は表面下に添加した後、硬化したマトリッ
クス層との立体相互作用により表面又はその近傍にリガンドを保持してもよい。
【００４６】
　リガンドの量、化学種及び／又はマトリックス層への連結合方法に関係なく、各個リガ
ンドを所定位置でマトリックス層に添加すると、当分野で周知の多数の方法を使用して前
記位置で抗リガンドの結合を検出できると考えられる。例えば、利用可能な検出方法とし
ては放射性同位体検出、光学検出（例えば蛍光、ルミネセンス、吸収等）、及び電気化学
的検出が挙げられる。
【００４７】
　従って、抗リガンド（即ちリガンドと結合する分子又は材料）の種類も非常に多様であ
るとみなすべきであり、所期リガンドとアフィニティー対を形成する全分子又は材料が考
えられる。従って、所期抗リガンドとしては単分子、複数分子の複合体、ウイルス、及び
原核及び／又は真核細胞又はそのフラグメントが挙げられる。
【００４８】
　特に好ましい分子の例としては、薬理活性分子（例えば抗体、抗真菌剤、抗ウイルス剤
、酵素阻害剤、ビタミン類、抗新生物剤、ＤＮＡ又はＲＮＡ結合分子等）、ヌクレオシド
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、ヌクレオチド、オリゴ及びポリヌクレオチド（１本鎖又は２本鎖）、糖類、脂質、アミ
ノ酸、オリゴ及びポリペプチド（例えばサイトカイン、酵素、抗体及び抗体フラグメント
）、ホルモン等が挙げられる。特に好ましい複数分子の複合体の例としては、多成分受容
体、抗体（例えばＩｇＭ、ＩｇＥ等）、２本鎖及び３本鎖核酸、ＰＮＡ等が挙げられる。
特に好ましいウイルス及びウイルスフラグメントの例としては、ＤＮＡ及びＲＮＡウイル
ス（例えばＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ、ＲＳＶ、ＨＳＶ、インフルエンザ等）が挙げられ、
原核及び真核細胞の例としてはグラム陽性細菌（例えばＢａｃｉｌｌｕｓ種）、グラム陰
性細菌（例えばＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ種）、幹細胞、癌細胞、リンパ系細胞、免役コン
ピテント細胞等が挙げられる。
【００４９】
　従って、所期試料液としては抗リガンドの少なくとも１種を含む全液体が挙げられ、特
に所期試料液としては体液（例えば血液、血清、血漿、尿、髄液、唾液、細胞溶解液等）
や非体液（例えば緩衝液、処理体液等）が挙げられ、所期試料液は水性液体が好ましい。
しかし、利用可能な試料液はＤＭＳＯ、ＤＭＦ、アルコール等の非水性液体を適宜加えて
もよいとも考えられる。
【００５０】
　従って、所期バイオチップはリガンドと連結された多機能マトリックス層と連結された
支持体を含み、多機能マトリックス層は支持体の自己蛍光、支持体の入射光吸収、支持体
の電荷効果及び支持体の表面凹凸の少なくとも１種を低減し、試料液がバイオチップと接
触すると、リガンドは試料液に含まれる抗リガンドと特異的に結合すると考えられる。
【００５１】
　更に、所期バイオチップは複数の第１所定位置に配置され、ポリペプチド、ポリヌクレ
オチド、炭水化物、薬理活性分子、細菌細胞、真核細胞及びウイルスから構成される群か
ら選択される類に各々属する複数の第１リガンドと、複数の第２所定位置に配置され、ポ
リペプチド、ポリヌクレオチド、炭水化物、薬理活性分子、細菌細胞、真核細胞及びウイ
ルスから構成される群から選択される類に各々属する複数の第２リガンドを含むことがで
き、第１リガンドの各々の類と第２リガンドの各々の類は同一ではない。本明細書で使用
する「所定位置」なる用語はマトリックス層上の基準位置に対する所定位置と、マトリッ
クス層上のリガンドの位置に対する所定位置を意味する。
【００５２】
　更に、所期バイオチップは支持体と連結されたマトリックス層と、マトリックス層に所
定位置で連結された複数のリガンドを含むことができ、マトリックス層が第１の表面凹凸
をもち、支持体が第２の表面凹凸をもち、第１の表面凹凸が第２の表面凹凸よりも少ない
。
【００５３】
　更に別の側面では、所期バイオチップはマトリックス層で少なくとも部分的に覆われた
支持体を含むことができ、リガンドを液体に加えてマトリックス層に添加すると、リガン
ドは液体からマトリックス層に結合し、リガンドをマトリックス層に添加すると、マトリ
ックス層は実質的に円形のリガンド堆積領域を形成するに十分に電荷効果を低減する。
【００５４】
　更に別の側面では、所期バイオチップはマトリックス層と少なくとも部分的に連結され
た支持体を含むことができ、マトリックス層は更に複数の所定位置で複数のリガンドと連
結されており、試料液がバイオチップと接触すると複数のリガンドの少なくとも１個は試
料液に含まれる抗リガンドと結合する。
【００５５】
　以下、実施例により本発明の目的に係るバイオチップの１例の製造を説明する。しかし
、本明細書に記載する発明の概念から逸脱せずに多数の変形が可能であるとみなすべきで
ある。
【実施例１】
【００５６】
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　マトリックスコーティングとフルオロフォア検出
　Ｄｕｐｏｎｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｄｕｐｏｎｔ　Ｃｏｒｐ．，カタログ番号Ｐ
４Ｃ１Ａ）からゼラチンコーティング付きの光学的に純粋な厚み１００ミクロンのＭｙｌ
ａｒを入手した。後述するようにアガロースの水溶液を調製した。Ｃｙ３マーカー（ＮＥ
Ｎ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を溶液に加え、よく混合して均質懸濁液とした。後述
するようにＬｅｎｅｔａ　Ｗｉｒｅ－Ｃａｔｏｒ（ＢＹＫ－Ｇａｒｄｎｅｒ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ）を使用してＣｙ３－アガロース溶液をキャリヤーに均一に塗布した。塗膜
を放冷させた。Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＭＲＣ－１０４共焦点顕微鏡とＯｍｎｉｃｈｒｏｍｅ　
６４３　１００　Ｋｒ－Ａｒレーザー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｈ
ｅｒｃｕｌｅｓ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を使用して被覆キャリヤーの多重２００ミクロ
ン領域を５５０ｎｍ波長で順次励振した。顕微鏡は５７０ｎｍの検出（発光）波長でマト
リックスの表面の各２００ミクロン領域に画像を検出した。本実施例の結果、親水性介在
層により片側が親水性になった疎水性ポリマー支持体に水性マトリックスが付着すること
が判明した。更に、本実施例の結果、親水性介在マトリックス層は蛍光マーカーの蛍光検
出を妨げないことも判明した。
【実施例２】
【００５７】
　遮光剤の濃度
　遮光剤として酸化鉄６ｇを加えた２％アガロース水溶液を後述するように調製した。実
施例１からのＣｙ３－アガロースを被覆したキャリヤーを実施例１からの支持体に被覆し
、酸化鉄－アガロース溶液の２００ミクロン層を作成し、放冷させた。実施例１と同一手
順を使用し、マトリックスの表面の各２００ミクロン領域で画像を検出した。実施例１の
共焦点顕微鏡を使用してマトリックスの表面に画像が検出されなくなるまで同一支持体で
酸化鉄－アガロースコーティング段階を５回繰返した。Ｃｙ３画像を完全に遮断した酸化
鉄の合計濃度に基づき、キャリヤーを光学的に不活性にするために（即ち支持体からの自
己蛍光又は支持体の入射光吸収を抑制するために）必要な遮光剤の量を確認した。当業者
は上記手順を使用してキャリヤーを光学的に不活性にするために必要な任意遮光剤の量を
決定できると理解すべきである。従って、本実施例はキャリヤーを光学的に不活性にする
ために必要な自己蛍光又は入射光吸収を低減する物質の量の測定方法を実証するものであ
る。
【実施例３】
【００５８】
　単マトリックス層構成
　実施例２で確認した濃度の酸化鉄－アガロース溶液の単層を使用して実施例２の手順を
繰返した。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用した処、Ｃｙ３画像はやはり完全に
遮断された。本実施例はキャリヤーを光学的に不活性にするために必要な遮光剤の合計量
を１回のコーティングで添加できることを実証するものである。
【実施例４】
【００５９】
　リガンドとマトリックスの連結
　２．２５重量％ストレプトアビジンを加えた２重量％アガロース水溶液を後述するよう
に調製した。次に実施例１からの支持体の片面にストレプトアビジンアガロース溶液を塗
布した。次にオリゴＡ（ＮＥＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）のアリ
コートを水性緩衝液に加えて完全マトリックスの表面に堆積させ、ビオチン－ストレプト
アビジン相互作用によりマトリックスと架橋させた。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザー
を使用した処、マトリックスの表面の各２００ミクロン領域に画像が検出された。本実施
例の結果、一部がリガンドに連結され、別の部分がマトリックスに連結された（ここでは
埋め込んだ）連結部分を使用してリガンドをマトリックスと連結できることが判明した。
【００６０】
　オリゴＡ－５’位をビオチン化し、３’位をＣｙ３標識した配列番号１。
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【００６１】
【化１】
　
　
　
【実施例５】
【００６２】
　リガンドとマトリックスの付着
　実施例４の手順を繰返した。但し、オリゴＡの添加後に被覆支持体を脱イオン水で繰返
し洗浄し、感知エレメントがマトリックスの表面にほぼ不可逆的に結合されていることを
確認した。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用した処、マトリックスの表面の各２
００ミクロン領域に画像が検出された。本実施例の結果、連結部分を介してリガンドをマ
トリックスと連結すると、後に脱イオン水で洗浄しても影響ないことが判明した。
【実施例６】
【００６３】
　遮光剤
　実施例４からのストレプトアビジンを加えたアガロース水溶液を実施例１の支持体の片
面に塗布した。次に、実施例３からの遮光剤アガロース溶液を初期マトリックスコーティ
ングの上に塗布した。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用したが、画像は検出され
なかった。本実施例の結果、架橋剤を加えたマトリックスに遮光剤を堆積させるとキャリ
ヤーは光学的に不活性になることが判明した。
【実施例７】
【００６４】
　遮光剤と連結部分を含むマトリックス層
　ＮｕＦＩＸ（登録商標）として市販されているアルデヒド活性化アガロースにストレプ
トアビジンを加えた溶液を後述するよう調製した。実施例６の手順を繰返した。次に、遮
光剤を加えたマトリックス層にＮｕＦＩＸ（登録商標）溶液を塗布し、放冷させた。実施
例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用したが、画像は検出されなかった。本実施例の結果
、遮光剤を加えたマトリックス層に架橋剤を加えたマトリックス層を堆積しても遮光剤が
キャリヤーを光学的に不活性にする能力に影響ないことが判明した。
【実施例８】
【００６５】
　マトリックス層に架橋した標識リガンド
　実施例７の手順を繰返した。次に、マトリックス層の表面に実施例４からのオリゴＡの
アリコートを堆積し、放冷させた。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用した処、マ
トリックスの表面の各２００ミクロン領域に画像が検出された。本実施例の結果、蛍光標
識リガンドは遮光剤を加えたマトリックス層の上面に結合すると検出可能な蛍光シグナル
を発生することが判明した。
【実施例９】
【００６６】
　未標識リガンドは画像を生じない
　オリゴＢ（ＮＥＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）を使用して実施例
７の手順を繰返した。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用したが、画像は検出され
なかった。本実施例の結果、マトリックス層の表面に連結された未標識リガンドは比色シ
グナルを発生しないことが判明した。
【００６７】
　オリゴＢ－５’位をビオチン化し、３’位を標識していない配列番号１。
【００６８】
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【化２】
　
　
　
【実施例１０】
【００６９】
　マトリックス層に結合されたリガンドに結合された抗リガンドの検出
　実施例９の手順を繰返した。オリゴＢに部分的に相補的なオリゴＣ（ＮＥＮ　Ｌｉｆｅ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）のアリコートをマトリックスの表面に堆積させ、
オリゴＢとハイブリダイズさせた。この実験を３回反復し、オリゴＣを４時間、８時間及
び一晩ハイブリダイズさせた。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用した処、マトリ
ックスの表面の各２００ミクロン領域に画像が検出された。本実施例の結果、マトリック
スの表面に結合されたリガンドにハイブリダイズする蛍光標識抗リガンド（例えば核酸）
は蛍光シグナルを発生することが判明した。
【００７０】
　オリゴＢ－５’位をビオチン化し、３’位を標識していない配列番号１。
【００７１】
　オリゴＣ－３’位をＣｙ３標識した配列番号２。
【００７２】
【化３】
　
　
　
　
　
　
【実施例１１】
【００７３】
　バイオチップの形成
　ＴｅｌｅＣｈｅｍ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，Ｃ
ａｌｉｆｏｒｎｉａから２１０ミクロンピンを入手した。ピンスポッターの重量が堆積さ
れるオリゴの量を決定するような対応する４点金属スポッティングブロックを現地金属加
工店で加工してもらった。実施例７の手順を繰返した。次に実施例９からのオリゴＢをマ
トリックスの表面の２点にスポットした。実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用した
が、画像は検出されなかった。次に、デバイスを脱イオン水で洗浄し、共焦点顕微鏡でも
う一度試験した。画像は検出されなかった。本実施例の結果、マトリックスの表面にスポ
ットした未標識核酸リガンドは蛍光シグナルを発生しないことが判明した。
【実施例１２】
【００７４】
　バイオチップのハイブリダイゼーションアッセイ
　実施例１１の手順を繰返した。次に、オリゴＣ（ＮＥＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）のアリコートをマトリックスの表面に堆積させ、オリゴＢとハイブリ
ダイズさせ、マトリックスの表面にスポットした。脱イオン水で洗浄後、実施例１の共焦
点顕微鏡とレーザーを使用した処、マトリックスの表面に２つの別個のスポット画像が検
出された。最後に、ストレイ・ライトをマトリックスの下面に接触させ、共焦点顕微鏡で
もう一度試験した。ストレイ・ライトは検出画像に悪影響を生じなかった。
【００７５】
　本実施例の結果、マトリックスの表面に結合されたリガンドは操作中に固定したままで
マトリックスの表面上を移動しないことが判明した。更に、本実施例の結果、上面以外の
表面からデバイスに入射するストレイ・ライトは遮光剤がキャリヤーを光学的に不活性に
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する能力に影響しないことも判明した。
【実施例１３】
【００７６】
　バイオチップで実施した核酸サンドイッチハイブリダイゼーションアッセイ
　本発明のバイオチップで標準核酸サンドイッチハイブリダイゼーションアッセイを実施
した。実施例１１の手順を繰返した。オリゴＥ（ＮＥＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐ
ｒｏｄｕｃｔｓ）のアリコートをマトリックスの表面に堆積させ、オリゴＢとハイブリダ
イズさせ、マトリックスの表面にスポットした。脱イオン水で洗浄後、オリゴＦのアリコ
ートをマトリックスの表面に堆積させ、オリゴＥとハイブリダイズさせた。脱イオン水で
洗浄後、実施例１の共焦点顕微鏡とレーザーを使用した処、マトリックスの表面に２つの
別個のスポット画像が検出された。核酸サンドイッチハイブリダイゼーションアッセイの
詳細な説明については、当業者はＳａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら，ｖｏｌ．１－３，Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，１９８９を参
照できる。
【００７７】
　オリゴＢ－５’位をビオチン化し、３’位を標識していない配列番号１。
【００７８】
　オリゴＥ－３’位を標識していない配列番号２。
【００７９】
　オリゴＦ－３’位をＣｙ３標識した配列番号３。
【００８０】
【化４】
　
　
　
　
　
　
　
　
【実施例１４】
【００８１】
　ＩＬ－２のサンドイッチイムノアッセイ
　当分野で周知のプロトコールを使用して市販捕獲抗体（例えば抗ＩＬ－２）をビオチン
に結合し、ＰｉｘＳｙｓ　３５００分配ワークステーション（Ｃａｒｔｅｓｉａｎ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＣＡ）を使用してビオチン化抗体をストレプトアビジン被覆マト
リックスに転写した。抗体スポットをマトリックス上で室温で１５分間インキュベートし
、０．１％　Ｔｗｅｅｎ－２０と０．０１％アジ化ナトリウムを加えた０．１Ｍ　Ｔｒｉ
ｓ緩衝液（ｐＨ７．６）を使用して３回洗浄した。インターロイキン－２（１０ｎｇ／ｍ
ｌ）１００μｌをマイクロアレーに分配し、アッセイを４５分間室温でインキュベートし
た。ＩＬ－２インキュベーション後にＣｙ－５標識抗体（抗ＩＬ－２）溶液１００μｌを
加え、アッセイを４５分間室温でインキュベートした。０．１％　Ｔｗｅｅｎ－２０と０
．０１％アジ化ナトリウムを加えた０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ７．６）を使用して
マイクロアレーを３回洗浄した。圧縮空気を使用してスポットを乾燥し、ＳｃａｎＡｒｒ
ａｙ　５０００　ＸＬ（Ｐａｃｋａｒｄ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ，ＭＡ）を使用して１０
ミクロン分解能で走査した。全スポットは実質的に同一の蛍光強度を示した。
【００８２】
　マトリックスの堆積又はコーティング
　マトリックス層を支持体上に堆積させる方法の１例は、マトリックスコーティングとし
て使用するのに適した溶融材料をキャリヤーに迅速に分配する。溶液が支持体の表面に広
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がる直後にＬｅｎｅｔａ　Ｗｉｒｅ－Ｃａｔｏｒ又は１平方メートル当たり規定容量を放
吐出することが可能なフィルムアプリケーターをキャリヤーに適用し、液状マトリックス
材料を支持体の表面に均一に広げる。このようなコーティングアプリケーターはＢＹＫＧ
ａｒｄｎｅｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから市販されている。マトリックス層が乾燥する
まで被覆支持体を室温に維持する。
【００８３】
　第１マトリックス層
　ビーカーに入れた水約１．５リットルを約６０℃になるまで加熱し、１リットルメスシ
リンダーに注入する。１平方メートル当たり５０ｍｌを吐出することが可能な巻線コーテ
ィングロッドをシリンダーに入れて暖める。５．２５インチゼラチン被覆ｍｙｌａｒ（ポ
リエステル）キャリヤー１枚を長さ約２０インチに切断し、実験台等の平坦な表面に一方
の短辺を貼付ける。親水性側（ゼラチン被覆側）を表にする。スパチュラを使用し、円錐
遠心分離機／培養管に２％アガロース１０ｇを配量する。緩衝液Ａ１０ｍｌを加える。管
に緩く栓をして電子レンジに入れ、溶解するまで２０秒ずつ強で加熱する。管を沸騰させ
ないように注意する。迅速に操作し、巻線ロッドを温水から取出し、ペーパータオルで乾
燥させる。支持体に載せる。培養管を水浴から取出し、内容物の約１／２をコーティング
ロッドの上から注ぐ。溶液が支持体に広がる直後にロッドを軽くつかみ、塗膜を延ばす。
被覆支持体を室温で２０分間放置する。その後、少なくとも２時間風乾してもよい。
【００８４】
　第２マトリックス層
　ビーカーに入れた水約１．５リットルを約６０℃になるまで加熱し、１リットルメスシ
リンダーに注入する。１平方メートル当たり２００ｍｌを排出することが可能な巻線コー
ティングロッドをシリンダーに入れて暖める。第１マトリックス層を堆積又は被覆した支
持体を実験台等の平坦な表面にコーティング側を表にして貼付ける。スパチュラを使用し
、円錐遠心分離機／培養管に２％アガロース１０ｇと酸化鉄を配量する。緩衝液Ｂ１０ｍ
ｌを加える。管に緩く栓をして電子レンジに入れ、溶解するまで２０秒ずつ強で加熱する
。管を沸騰させないように注意する。迅速に操作し、巻線ロッドを温水から取出し、ペー
パータオルで乾燥させる。被覆支持体に載せる。培養管を水浴から取出し、内容物の約１
／２をコーティングロッドの上から注ぐ。溶液が被覆支持体に広がる直後にロッドを軽く
つかみ、塗膜を延ばす。被覆支持体を室温で２０分間放置する。その後、少なくとも２時
間風乾してもよい。
【００８５】
　第３マトリックス層
　ＮｕＦＩＸ（登録商標）２０ｇを２リットルビーカーに配量する。脱イオン水１リット
ルを加え、ホットプレートに載せてゆっくりと沸騰させる。アガロース全体が完全に溶解
するまでガラスロッドでときどき撹拌する。熱を止め、塵が入らないようにビーカーにア
ルミニウムホイルをかぶせて混合物を室温まで放冷させる。硬化後にアガロースを標識す
ると、後期使用に備えて冷蔵庫で密閉保存することができる。
【００８６】
　スパチュラを使用し、円錐遠心分離機／培養管に２％ＮｕＦＩＸ（登録商標）１０ｇを
配量する。緩衝液Ｃ２ｍｌを加える。管に緩く栓をして電子レンジに入れ、溶解するまで
２０秒ずつ強で加熱する。管を沸騰させないように注意する。１０ｍｌ使い捨て培養管で
緩衝液Ｃ中の１０ｍｇ／ｍｌストレプトアビジン溶液３．０ｍｌを調製する。ストレプト
アビジン溶液を水浴で５０℃まで暖める。ストレプトアビジン溶液を暖めた後、２．５ｍ
ｌを取出し、上記段階４からの管に加える。ＮｕＦＩＸ（登録商標）／ストレプトアビジ
ン溶液１４．５ｍｌを混合し、５０℃水浴で２時間保温する。ＮｕＦＩＸ（登録商標）／
ストレプトアビジン溶液が反応する間に以下のように調製する。１０ｍｌ使い捨て円錐管
で１．３３Ｍシアノホウ水素化ナトリウム１ｍｌを緩衝液Ｄ１ｍｌに加え、第２の１０ｍ
ｌ使い捨て円錐管で３００ｍＭヒスチジン１．５ｍｌを緩衝液Ｄ２０ｍｌに加える。Ｎｕ
ＦＩＸ（登録商標）／ストレプトアビジン溶液を２時間保温後、３００ｍＭヒスチジン１
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．６７ｍｌを加える。よく混合し、５０℃に１時間保温する。１時間保温後、１．３３Ｍ
シアノホウ水素化ナトリウム０．２９ｍｌを加える。Ｔｗｅｅｎ－２０を０．０４ｇ加え
てよく混合し、１時間５０℃で反応させる。水素ガスが発生する可能性があるので管は密
栓しない。管を通気させる。ビーカーに入れた水約１．５リットルを約６０℃になるまで
加熱し、１リットルメスシリンダーに注入する。１平方メートル当たり２００ｍｌを放出
することが可能な巻線コーティングロッドをシリンダーに入れて暖める。被覆支持体を実
験台等の平坦な表面にコーティング側を表にして貼付ける。迅速に操作し、巻線ロッドを
温水から取出し、ペーパータオルで乾燥させる。被覆支持体に載せる。培養管を水浴から
取出し、内容物の約１／２をコーティングロッドの上から注ぐ。溶液がキャリヤーに広が
る直後にロッドを軽くつかみ、塗膜を延ばす。被覆支持体を室温で２０分間放置する。そ
の後、少なくとも２時間風乾してもよい。
【００８７】
　複数のリガンドをもつアフィニティーマトリックスの作製
　プラットフォームの表面にリガンドを堆積させるには当分野で通常使用される方法を使
用できる。リガンドは一般に好ましくは１２０～２００μｍ間隔で約２０～１０００μｍ
のスポット直径の液滴として堆積する。所期マトリックスは全接触及び非接触法によりス
ポットするのに適している。当分野で公知のスポッティング装置及び方法としてはシリン
ジ－ソレノイド、ソリッドピンレプリケーター、クイルスプリットピン、ピンセット、Ｐ
ｉｎ－ａｎｄ－Ｒｉｎｇ　Ｔ（登録商標）、ジェット圧電ポンプが挙げられるが、これら
に限定されない。スポッティング技術の詳細な説明については、当業者は“Ｍｉｃｒｏａ
ｒｒａｙ　Ｂｉｏｃｈｉｐ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ”，Ｍａｒｋ　Ｓｃｈｅｎａ編，Ｅａ
ｔｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，Ｎａｔｉｃｋ，ＭＡ，２０００を参照できる。
【００８８】
　所期バイオチップ上における抗リガンドとリガンドのインキュベーションは一般に抗リ
ガンドをリガンドに特異的に結合させる条件で数秒間～数時間実施される。インキュベー
ション後にバイオチップを洗浄剤で洗浄してもよく、洗浄剤は緩衝液でもそうでなくても
よいし、界面活性剤を加えてもよい。
【００８９】
　（例えば第１マトリックス層の）２％アガロース：　乾燥アガロース２０ｇを２リット
ルビーカーに配量する。脱イオン水１リットルを加え、ホットプレートに載せてゆっくり
と沸騰させる。アガロース全体が完全に溶解するまでガラス撹拌ロッドでときどき撹拌す
る。熱を止め、塵が入らないようにビーカーにアルミニウムホイルをかぶせて混合物を室
温まで放冷させる。硬化後にアガロースを標識すると、後期使用に備えて冷蔵庫で密閉保
存することができる。
【００９０】
　（例えば第２マトリックス層の）酸化鉄を加えた２％アガロース（遮光剤）：　乾燥ア
ガロース２０ｇを２リットルビーカーに配量する。脱イオン水５００ｍｌを加え、ホット
プレートに載せてゆっくりと沸騰させる。アガロース全体が完全に溶解するまでガラスロ
ッドでときどき撹拌する。酸化鉄６ｇを容器に配量し、完全且つ均一に分散するまで混合
する。第２の２リットルビーカーで脱イオン水約７５０ｍｌを約８０℃まで暖める。８０
℃脱イオン水を加えて酸化鉄調製物の容量を１リットルにする。均一且つ完全に分散する
まで分散液を混合する。熱を止め、塵が入らないようにビーカーにアルミニウムホイルを
かぶせて混合物を室温まで放冷させる。硬化後にアガロースを標識すると、後期使用に備
えて冷蔵庫で密閉保存することができる。
【００９１】
　緩衝液Ａ：　小撹拌棒付き２５０ｍｌ三角フラスコに脱イオン水１００ｍｌを加える。
磁気撹拌機でゆっくりと撹拌する。０．０１モルＨｅｐｅｓ遊離酸を加えて溶解させる。
ｐＨを測定し、０．５モルＮａＯＨ又は０．５モルＨＣｌを使用して７．４±０．０５に
調整する。Ｔｗｅｅｎ－２０を０．０２ｇ加える。脱イオン水を使用してフラスコ内の容
量を２００ｍｌにし、撹拌して内容物を完全に溶解させる。
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【００９２】
　緩衝液Ｂ：　小撹拌棒付き２５０ｍｌ三角フラスコに脱イオン水１００ｍｌを加える。
磁気撹拌機でゆっくりと撹拌する。０．０１モルメタン－エタンスルホン酸（ＭＥＳ）を
加えて完全に溶解させる。ｐＨを測定し、０．５モルＮａＯＨ又は０．５モルＨＣｌを使
用して６．８±０．０５に調整する。Ｔｗｅｅｎ－２０を０．０３ｇ加える。脱イオン水
を使用してフラスコ内の容量を２００ｍｌにし、撹拌して内容物を完全に溶解させる。
【００９３】
　緩衝液Ｃ：　小撹拌棒付き２５０ｍｌ三角フラスコに脱イオン水１００ｍｌを加え、磁
気撹拌機でゆっくりと撹拌する。１．０ｍＭ第二リン酸ナトリウムを加える。ｐＨを測定
し、０．５モルＮａＯＨ又は０．５モルＨＣｌを使用して５．８±０．０５に調整する。
脱イオン水を使用してフラスコ内の容量を２００ｍｌにし、撹拌して内容物を完全に溶解
させる。
【００９４】
　緩衝液Ｄ：　小撹拌棒付き２５０ｍｌ三角フラスコに脱イオン水１００ｍｌを加え、磁
気撹拌機でゆっくりと撹拌する。２．０ｍＭ第二リン酸ナトリウムを加える。ｐＨを測定
し、０．５モルＮａＯＨ又は０．５モルＨＣｌを使用して７．０±０．０５に調整する。
脱イオン水を使用してフラスコ内の容量を２００ｍｌにし、撹拌して内容物を完全に溶解
させる。
【００９５】
　以上、改良バイオチップの特定態様と適用について開示した。しかし、当業者に自明の
通り、本明細書に記載する発明の概念から逸脱せずに上記以外の多数の変形が可能である
。従って、本発明の主題は特許請求の範囲の趣旨以外には制限されない。更に、明細書と
特許請求の範囲の解釈に当たり、全用語は文脈に合わせて可能な限り最も広義に解釈すべ
きである。特に、「含む」及び「含んで」なる用語は要素、成分又は段階を非排他的に表
すものと解釈すべきであり、明示する要素、成分又は段階が存在していてもよいし、これ
らを使用してもよいし、明示しない他の要素、成分又は段階と併用してもよい。
【図面の簡単な説明】
【００９６】
【図１】本発明の主題に係るバイオチップの１例の概略水平断面図である。
【図２】本発明の主題に係るバイオチップの別例の概略平面図である。
【図３】本発明の主題に係るバイオチップの更に別例の概略水平断面図である。
【符号の説明】
【００９７】
　１００　バイオチップ
　１１０　支持体
　１２０Ａ　マトリックス層
　１２０Ｂ　マトリックス層
　１２０Ｃ　マトリックス層
　１３０　リガンド
　１４０　抗リガンド
　１５０　疎水性介在層
　１６０　連結部分
　１６２　第１部分
　１６４　第２部分
　２００　バイオチップ
　２４０Ａ　第１リガンド
　２４０Ｂ　第２リガンド
　３００　バイオチップ
　３１０　凹凸支持体
　３１０－Ｓ　凹凸面
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　３２０Ａ　第３マトリックス層
　３２０Ｂ　第２マトリックス層
　３２０Ｃ　第１マトリックス層
　３４０　抗リガンド。
【配列表】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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