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(57)【要約】
本発明は、哺乳類（例えば、ヒトまたはヒト以外の哺乳類）で１つ以上のアレルギー（例
えば、ＩｇＥ媒介アレルギー反応（即時型過敏症）を引き起こす）の速やかな検出および
／または診断および／または特徴付けのためのデバイスおよび方法を提供する。ある実施
態様では、デバイスはマイクロカンチレバーアレイを備え、前記アレイを構成するカンチ
レバーは異なる抗原を有する。カンチレバーでＩｇＥが抗原へ結合すると、カンチレバー
が曲がり、容易に検出することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
アレルギーを検出し、そして特徴付けを行うためのデバイスであって、
　サンプルチャンバと、
　マイクロカンチレバーのアレイであって、検出したいそれぞれのアレルギーに対して異
なる種の抗原が存在し、また異なる種の抗原が該アレイの異なるマイクロカンチレバーに
存在するように、該アレイを構成するマイクロカンチレバーに抗原を付着させた、マイク
ロカンチレバーのアレイと、
を備え、該マイクロカンチレバーの自由端は該サンプルチャンバに突出している、デバイ
ス。
【請求項２】
前記デバイスは、それぞれに異なる結合部分を付着させた少なくとも４つのマイクロカン
チレバーを備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項３】
前記デバイスは、それぞれに異なる結合部分を付着させた少なくとも１０のマイクロカン
チレバーを備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項４】
前記デバイスは、それぞれに異なる結合部分を付着させた少なくとも１００のマイクロカ
ンチレバーを備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項５】
前記デバイスは、タンパク質による結合に抵抗するよう処理されたネガティブコントロー
ルマイクロカンチレバーを備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項６】
前記デバイスは、ＩｇＥ抗体に結合する抗体を固着させたポジティブコントロールマイク
ロカンチレバーを備える、請求項１または５に記載のデバイス。
【請求項７】
ＩｇＥ抗体に結合する前記抗体は単鎖抗体である、請求項６に記載のデバイス。
【請求項８】
ＩｇＥ抗体に結合する前記抗体はモノクローナル抗体である、請求項６に記載のデバイス
。
【請求項９】
前記カンチレバーの結合部分が標的検体に結合したときの該カンチレバーの偏向を検出す
る第１の手段をさらに備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項１０】
前記カンチレバーの結合部分が標的検体に結合したときの該カンチレバーの偏向を検出す
る第２の手段をさらに備える、請求項９に記載のデバイス。
【請求項１１】
前記第１の手段および前記第２の手段は、光学的検出手段、ピエゾ抵抗検出手段、圧電検
出手段、およびエバネセント波検出手段から成る群から独立して選択される、請求項９ま
たは１０のデバイス。
【請求項１２】
前記アレルゲンは、ペットアレルゲン、ほこり、カビ胞子、花粉、食物アレルゲン、およ
び虫刺されアレルゲンから成る群から選択される、請求項１に記載のデバイス。
【請求項１３】
対象におけるアレルギーを特定する方法であって、
　ＩｇＥ抗体を含む、該対象由来の生体サンプルを提供するステップと；
　該生体サンプルまたはその成分を、請求項１～１２のいずれか１つに記載のデバイスと
接触させるステップと；
　ＩｇＥによる結合に反応する、該マイクロカンチレバーアレイの１つ以上のカンチレバ
ーの偏向を検出するステップであって、該カンチレバーの結合は、該対象が該偏向された
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カンチレバーに存在する該抗原に対してアレルギー反応を有することを示す、ステップと
、
を含む、方法。
【請求項１４】
前記検出は、光信号の検出、ピエゾ抵抗信号の検出、光信号の検出、エバネセント波信号
の検出から成る群から選択される方法を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記検出するステップは、少なくとも２つの異なる検出方法を使用するステップを含む、
請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記サンプルは、全血、血漿、または血清を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
複数の検体の存在、非存在、または量を検出するためのデバイスであって、
　サンプルチャンバと、
　マイクロカンチレバーのアレイであって、検出されるそれぞれの種の検体を特異的に、
または優先的に結合させる異なる種の結合部分が存在し、かつ異なる種の結合部分が該ア
レイの異なるマイクロカンチレバーに存在するように、該アレイを構成するマイクロカン
チレバーに結合部分を付着させた、マイクロカンチレバーのアレイと、
を備え、
該マイクロカンチレバーの自由端は該サンプルチャンバに突出している、デバイス。
【請求項１８】
前記デバイスは、それぞれに異なる結合部分を付着させた少なくとも４つのマイクロカン
チレバーを備える、請求項１７に記載のデバイス。
【請求項１９】
前記デバイスは、それぞれに異なる結合部分を付着させた少なくとも１０のマイクロカン
チレバーを備える、請求項１７に記載のデバイス。
【請求項２０】
前記カンチレバーの結合部分が標的検体に結合したときの該カンチレバーの偏向を検出す
る第１の手段をさらに備える、請求項１７に記載のデバイス。
【請求項２１】
前記カンチレバーの結合部分が標的検体に結合したときの該カンチレバーの偏向を検出す
る第２の手段をさらに備える、請求項２０に記載のデバイス。
【請求項２２】
前記第１の手段および前記第２の手段は、ピエゾ抵抗検出手段、圧電検出手段、および光
学的検出手段から成る群から独立して選択される、請求項２０または２１のデバイス。
【請求項２３】
前記第１の手段および前記第２の手段は、光ビーム偏向を検出する手段、光移相を検出す
る手段、光強度変動を検出する手段、および蛍光のエバネセント場励起を検出する手段か
ら成る群から選択される光学的検出手段である、請求項２２に記載のデバイス。
【請求項２４】
サンプルを支持し、そして全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）における蛍光のエバネセント
場励起を提供するためのデバイスであって、
　２つの実質的に平行な面を備える、実質的に平面の光導波路と；
　結合器から生成された光が該導波路に入るように、該導波路と付着または並列される能
動型光結合器であって、蛍光プローブでない、能動型光結合器と、
を備える、デバイス。
【請求項２５】
サンプルを支持し、そして全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）における蛍光のエバネセント
場励起を提供するためのデバイスであって、
　２つの実質的に平行な面を備える、実質的に平面の光導波路と；
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　結合器から生成された光が該導波路に入るように、該導波路と付着または並列される能
動型光結合器と、
　屈折率が該導波路と空気との間にある材料から構成される角フィルターであって、所定
範囲内の角度における該導波路での光伝搬を実質上低減するように、該導波路の表面に配
置される角フィルターと、
を備える、デバイス。
【請求項２６】
サンプルを支持し、そして全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）における蛍光のエバネセント
場励起を提供するためのデバイスであって、
　２つの実質的に平行な面を備える、実質的に平面の光導波路と；
　結合器から供給される光が該導波路に入るように、該導波路と付着または並列される受
動型光結合器と、
を備える、デバイス。
【請求項２７】
前記能動型光結合器は電動結合器または光励起レーザーである、請求項２４または２５の
いずれかひとつに記載のデバイス。
【請求項２８】
前記能動型光結合器は、発光ダイオード（ＬＥＤ）、半導体レーザー、エレクトロルミネ
セント素子、およびマイクロプラズマ放電デバイスから成る群から選択される電動結合器
である、請求項２７に記載のデバイス。
【請求項２９】
前記能動型光結合器は蛍光プローブである、請求項２５に記載のデバイス。
【請求項３０】
前記受動型光結合器は、レンズ、プリズム、ファセット、格子、鏡、グラジエントインデ
ックス構造、および散乱構造から成る群から選択される、請求項２６に記載のデバイス。
【請求項３１】
前記デバイスは、屈折率が前記導波路と空気との間にある材料から構成される角フィルタ
ーをさらに備え、該角フィルターは該導波路での光伝搬を実質上低減するように、該導波
路の表面に配置される、請求項２４または２６のいずれかに記載のデバイス。
【請求項３２】
前記角フィルターは、前記導波路の表面に対して垂直、かつ該導波路内に引かれた直線に
対して相対的に計測される、臨界角に満たない角度の該導波路での光伝搬を実質的に排除
または低減し、該臨界角は約３５度から約７０度の範囲である、請求項３１に記載のデバ
イス。
【請求項３３】
前記角フィルターは、前記導波路の表面に対して垂直、かつ該導波路内に引かれた直線に
対して相対的に計測される、臨界角に満たない角度の該導波路での光伝搬を実質的に排除
または低減し、該臨界角は約３５度から約７０度の範囲である、請求項２５に記載のデバ
イス。
【請求項３４】
前記導波路は屈折指数が約１．４以上である、請求項２４、２５、または２６のいずれか
１つに記載のデバイス。
【請求項３５】
前記導波路は、厚さが約５０μｍから約１ｍｍの範囲である、請求項２４、２５、または
２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項３６】
前記導波路は、厚さが約５０μｍから約５００μｍの範囲である、請求項３５に記載のデ
バイス。
【請求項３７】
前記導波路は、厚さが約１００μｍから約２００μｍの範囲である、請求項３５に記載の
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デバイス。
【請求項３８】
前記導波路は、ガラス、プラスチック、および結晶質材料から成る群から選択される材料
から構成される、請求項２４、２５、または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項３９】
前記導波路は、石英、サファイア、シリコン炭化物、フッ化カルシウム、窒化アルミニウ
ム、窒化ガリウム、アルミニウム窒化ガリウム、フッ化マグネシウム、およびニオブ酸リ
チウムから成る群から選択される結晶質材料から構成される、請求項３８に記載のデバイ
ス。
【請求項４０】
前記導波路はカバースリップを備える、請求項３８に記載のデバイス。
【請求項４１】
前記デバイスは、前記導波路のすぐ下に、実質上平面の低屈折率材料をさらに備える、請
求項２４、２５、または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項４２】
前記低屈折率材料は、前記導波路より少なくとも０．０５下回る屈折性、および少なくと
も１μｍの厚さを有する、請求項４１に記載のデバイス。
【請求項４３】
前記光結合器は、前記導波路に積層される、請求項２４、２５、または２６に記載のデバ
イス。
【請求項４４】
前記デバイスは、すべてまたは一部のサンプルが前記光導波路からエバネセント場にさら
されるように、該サンプルを支持するか、または付着させるための手段をさらに備える、
請求項２４、２５、または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項４５】
前記手段は１つ以上の液体レザバを備える、請求項４４に記載の前記デバイス。
【請求項４６】
前記デバイスは、励起光の強度を測定するための手段をさらに備える、請求項２４、２５
、または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項４７】
励起強度を測定する前記手段は、目的の前記サンプルを励起するのに使用されるものと同
じエバネセント場によって励起され、そして励起強度に比例する蛍光を放射する、１つ以
上の蛍光プローブを備える、請求項４６に記載のデバイス。
【請求項４８】
前記蛍光プローブは、既知の、かつ容易に区別できるパターンで前記導波路の表面上に分
散される、請求項４７に記載のデバイス。
【請求項４９】
励起強度を測定する前記手段は、前記励起光の一部を遮断する光ダイオードを備える、請
求項４６に記載のデバイス。
【請求項５０】
前記デバイスは、前記導波路の表面からのサンプル距離を定量化するための手段をさらに
備える、請求項２４、２５、または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項５１】
サンプル距離を定量化する前記手段は、前記導波路の表面から既知の距離に蛍光マーカー
を備える、請求項５０に記載のデバイス。
【請求項５２】
サンプル距離を定量化する前記手段は、有意に異なる波長の光によって励起することがで
きるサンプル蛍光プローブとともに、有意に異なる波長の光を放射する２つ以上の結合器
を備える、請求項５０に記載のデバイス。
【請求項５３】



(6) JP 2009-509124 A 2009.3.5

10

20

30

40

50

前記デバイスは、前記導波路の表面に配置された流体の境界、またはそれらの流体を含有
する構造の境界で、励起光の分散を低減する構造をさらに備える、請求項２４、２５、ま
たは２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項５４】
前記構造は、反射防止層および／または吸収層を備える、請求項５３に記載のデバイス。
【請求項５５】
前記構造と前記基板との間の接点で分散される光が前記構造の別の部分によってその後遮
断および吸収されるように、該構造は、該含有される流体とほとんど等しい屈折指数を有
する材料から製作される構造、およびリエントリー型を有する構造から成る群から選択さ
れる、請求項５３に記載のデバイス。
【請求項５６】
前記サンプルの反対側の前記平面は、厚さが約１マイクロメートルより厚く、屈折指数が
前記導波路より低い、滑らかで透明な層でコーティングされ、該導波路で全反射によって
捕捉される光が、該層の該表面に一過性的に浸透しないようにする、請求項２４、２５、
または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項５７】
前記平面に対していくらかの範囲の伝搬角度以内で前記導波路内に伝搬する励起光が、前
記基板から出て固体または液体層へ伝達され、続いて前記デバイスから離れて伝達される
か、または吸収されるように、該固体または液体層が該基板に配置される、請求項２４、
２５、または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項５８】
選択された波長のサンプル蛍光のみが前記フィルターを通して伝達されるように、前記サ
ンプルと反対側の平面は、吸収性または反射性光学フィルターでコーティングされる、請
求項２４、２５、または２６のいずれか１つに記載のデバイス。
【請求項５９】
前記デバイスは使い捨てである、請求項２４、２５、または２６のいずれか１つに記載の
デバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は診断の分野に関する。特に、本発明は免疫学的アレルギー検査のための微細加
工大型デバイスを提供する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　アレルギーの診断においては３つの主要な手法が使用されてきた。これらは、皮膚試験
、ＩｇＥ血中濃度のアッセイ、およびヒスタミン遊離試験を含む。皮膚試験はアレルギー
の診断に最も一般に利用される手段である。従来の皮膚試験は、皮膚に取り込まれた抗原
が、前もって産生されたメディエーター放出、血管透過性亢進、局所浮腫および掻痒を引
き起こす、Ｉ型膨疹および発赤反応アッセイである。かかる皮膚試験は、治療的背景に基
づいて行われる特異的なアレルギーの診断に対して有用な補強証拠を提供する。しかしな
がら、不適切に行われると、皮膚試験は偽陽性または偽陰性の結果につながる場合がある
。とりわけ、陽性反応は、アレルギーのない一部の個人では、どんなアレルギー症状もな
く皮膚検査に対して膨疹および発赤反応を引き起こす特異的なＩｇＥ抗体を有するので、
疾患が事実上アレルギー性であることを必ずしも意味しないことが問題である。
【０００３】
　皮膚試験で観察されるＩｇＥ媒介の偽陽性現象は、患者血清中のアレルゲン特異的なＩ
ｇＥを分析するためのｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法では観察されない（Ｈｏｍｂｕｒｇｅｒおよ
びＫａｔｚｍａｎｎ（１９９３）Ｍｅｔｈｏｄｓｉｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｉｍｍｕ
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ｎｏｌｏｇｙ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　Ａｌｌｅｒｇｙ、Ｐｏ．５５４－５７２Ｉ
ｎ：Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ、編集者Ｍｉｄ
ｄｌｅｔｏｎら、Ｍｏｓｂｙ出版、第４版、第１巻、第２１章参照）。通常、アレルゲン
特異的なＩｇＥ値は、患者の血清が、抗原コーティングされた吸収剤粒子でインキュベー
トされ、標識抗体により抗原に結合される特異的なＩｇＥが検出される、放射性アレルギ
ー吸着試験（ＲＡＳＴ）によって測定される（例えば、Ｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇら（１
９７５）Ｊ．Ｉｍｕｎｏｌ．、１１５：１５７７－１５８３参照）。
【０００４】
　血清ＩｇＥ総値もまた、アレルギーの診断に使用される。ＩｇＥ総値は通常、Ｈｏｍｂ
ｕｒｇｅｒおよびＫａｔｚｍａｎｎによって説明された上記の放射免疫検出法または免疫
測定検定法によって測定されてきた。ＩｇＥ値はアレルギー性疾患でしばしば上昇し、寄
生虫の繁殖で著しく上昇する。アトピー性疾患の存在について小児または成人を評価する
と、正常なＩｇＥ総値はアトピーを除外しないが、ＩｇＥ値が上昇すると診断の助けとな
る。臨床症状の発生に重要な役割を果たす遺伝因子および環境因子があるので、総ＩｇＥ
の単独の測定により、アレルギー状態が予測されることはない。アレルギー診断での血清
ＩｇＥ総値の数値データはまた、健常人では広範囲のＩｇＥ血清濃度によって制限される
。成人健常者でのＩｇＥ濃度の度数分布は、幅広の９５パーセンタイル限界値および不均
衡な数の低いＩｇＥ値により著しく非対称になる。したがって、正常なＩｇＥ値の９５パ
ーセンタイル限界値を計算する際は、ほとんどの治験責任医師は、算術的平均と比較する
と非常に高くなる正常血清ＩｇＥの上限を設定する対数変換によってデータを処理する。
正常血清ＩｇＥのこれらの最上限により、臨床アレルギーのスクリーニングでの血清Ｉｇ
Ｅ検査の診断価値を損なう。
【０００５】
　ヒスタミン遊離試験は、患者血清での機能的な、アレルゲン特異的なＩｇＥを検出する
方法を提供する。通常、ヒスタミン遊離試験は、患者で発生するアレルゲン特異的な反応
を模倣する（例えば、非特許文献１参照）。この反応は、患者の血液と異なるアレルゲン
を混合し、その後続いて起こるアレルギー反応のそれぞれの間に遊離したヒスタミンの量
を測定することによって体外で生成されてきた。ｉｎ　ｖｉｔｒｏヒスタミン遊離試験は
最初に、全血および／または遊離型ヒスタミンの多様な抽出から白血球が単離することが
必要である。細胞単離およびヒスタミン抽出を回避するために、白血球ヒスタミン遊離試
験は続いて精密化および自動化される（例えば、非特許文献２参照）。現在のところ、市
販の白血球ヒスタミン遊離試験キットは、２．５ｍｌの全血を使用して最大１００の分離
測定が可能である。しかしながら、血液サンプルは、アッセイに先立ち２４時間より前に
は保存することができない。さらに、試験は、アレルゲン抽出の毒性またはその他の要因
によって生成される非特異的なヒスタミン遊離により、偽陽性の結果を生み出す。さらに
、品質管理研究は、ヒスタミンの測定において研究室間で相当数のばらつきを報告してい
る（非特許文献３）。
【０００６】
　さらに、アレルギー症状、陽性皮膚試験および明らかに検出可能なＩｇＥ抗体をを有す
る特異的な患者では、ｉｎ　ｖｉｔｒｏヒスタミン遊離は、アレルゲンを有する患者の好
塩基球から得ることができない。ポジティブコントロールが利用できない場合、これによ
りヒスタミン遊離の結果を解明することが不可能となり、アレルギー性疾患を診断する際
の試験の有用性が限定される。非特許文献４は、アレルゲン特異的なＩｇＥ、続いて体外
のアレルゲンチャレンジで受動感作すると、アレルギーのない個人のわずか２０から３０
％からの白血球がヒスタミン遊離を示すと報告した。非特許文献５は、重水（Ｄ２Ｏ）に
よる白血球のインキュベーションは、抗ブタクサ血清を有する白血球およびブタクサ抗原
を有するチャレンジの受動感作によって誘導されるヒスタミン遊離を増進することを示す
ことによって試験の有用性を拡大した。非特許文献６は、遊離しないアレルギー患者から
の血清、続いてアレルゲン誘導性ヒスタミン遊離を有するアレルギーのない患者からの、
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単離した、ＩｇＥ喪失の白血球の受動感作を報告した。しかしながら、この方法は、アレ
ルギーのないドナーの全血からの制御白血球の単離、続いてドナー細胞へ結合されるＩｇ
Ｅの除去が必要となる。さらに、多様な手順は、上記のその他のヒスタミン遊離試験の有
用性を限定する同じヒスタミンアッセイのばらつきを影響を受けやすい。
【非特許文献１】ｄｅｒ　Ｚｅｅら（１９８８）Ｊ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．、８２：２７０－２８１
【非特許文献２】Ｓｉｒａｇａｎｉａｎら（１９７６）Ｊ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．、５７：５２５－５４０
【非特許文献３】ＧｌｅｉｃｈおよびＨｕｌｌ（１９８０）Ｊ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉ
ｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，６６：２９５－２９８
【非特許文献４】ＬｅｖｙおよびＯｓｌｅｒ（１９６７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、９９：
１０６２－１０６７
【非特許文献５】Ｉｓｈｉｚａｋａら（１９７３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１１１：５０
０－５１１
【非特許文献６】Ｐｒａｈｌら（１９８８）アレルギー，４３：４４２－４４８
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　発明の要旨
　本発明は、哺乳類（例えば、ヒトまたはヒト以外の哺乳類）で１つ以上のアレルギー（
例えば、ＩｇＥ媒介アレルギー反応（即時型過敏症）を引き起こす）の速やかな検出およ
び／または診断および／または特徴付けのためのデバイスおよび方法を提供する。ある実
施態様では、デバイスはマイクロカンチレバーアレイを備え、前記アレイを構成する異な
るカンチレバーは異なる抗原を有する。カンチレバーでＩｇＥが抗原へ結合すると、カン
チレバーが曲がり、容易に検出することができる。
【０００８】
　したがって、ある実施態様では、本発明は、アレルギーを検出して特性を示すためのデ
バイスを提供する。前記デバイスは通常、サンプルチャンバと、マイクロカンチレバーの
アレイであって、検出したいそれぞれのアレルギーに対して異なる種の抗原があり、また
異なる種の抗原が前記アレイの異なるマイクロカンチレバーにあるように、前記アレイを
構成するマイクロカンチレバーに抗原を付着させた、マイクロカンチレバーのアレイとを
備え、前記マイクロカンチレバーの自由端は前記サンプルチャンバに突出する。ある実施
態様では、前記デバイスは、少なくとも２つ、好ましくは少なくとも４つ、６つまたは１
０、より好ましくは少なくとも２０、５０、１００、または５００、最も好ましくは少な
くとも１０００のマイクロカンチレバーを備え、それぞれに異なる結合部分を付着させる
。様々な実施態様では、前記デバイスは、タンパク質による結合に抵抗するよう処理され
た１つ以上のネガティブコントロールマイクロカンチレバー、または生体サンプルに存在
することができるその他の部分を備える。様々な実施態様では、前記デバイスは、ＩｇＥ
抗体に結合する抗体を固着させた、１つ以上のポジティブコントロールマイクロカンチレ
バーを備える。ある実施態様では、ＩｇＥ抗体に結合する前記抗体は単鎖抗体、または全
抗体、または抗体フラグメントである。ある実施態様では、前記抗体はモノクローナルま
たはポリクローナル抗体である。前記デバイスは、カンチレバーの結合部分が標的検体を
結合したときの前記カンチレバーの偏向を検出する第１の手段をさらに任意に備えること
ができ、またカンチレバーの結合部分が標的検体を結合したときの前記カンチレバーの偏
向を検出する第２の手段を任意に備えることができる。様々な実施態様では、前記第１の
手段および存在する場合には前記第２の手段は、ピエゾ抵抗検出手段、圧電検出手段、お
よび光学的検出手段より成る群から独立して選択され、後者は、光ビーム偏向、光移相、
光強度変動、および／または蛍光のエバネセント場励起を検出するための手段を備える。
ある実施態様では、前記アレルゲンは、ペットアレルゲン、ほこり、カビ胞子、花粉、食
物アレルゲン、および虫刺されアレルゲンより成る群から選択される。
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【０００９】
　様々な実施態様では、本発明は、対象のアレルギーを特定する方法を提供する。前記方
法は通常、ＩｇＥ抗体を含む前記対象からの生体サンプルを用意するステップと、前記生
体サンプルまたはその成分を、本明細書に説明するマイクロカンチレバーデバイスと接触
させるステップと、ＩｇＥによる結合に反応して前記マイクロカンチレバーアレイの１つ
以上のカンチレバーの偏向を検出するステップであって、前記カンチレバーの結合は、前
記対象が前記偏向されたカンチレバーに存在する前記抗原に対してアレルギー反応を有す
ることを示す、ステップとを必要とする。ある実施態様では、前記検出するステップは、
光信号を検出するステップ、ピエゾ抵抗信号を検出するステップ、光信号を検出するステ
ップ、エバネセント波信号を検出するステップより成る群から選択される方法を含む。あ
る実施態様では、前記検出するステップは、少なくとも２つの異なる検出方法を使用する
ステップを含む。様々な実施態様では、前記サンプルは、全血、血漿、血清、リンパ液、
口腔液、または脳脊髄液を含む。
【００１０】
　さらにその他の実施態様では、本発明は、複数の検体の存在、非存在、または量を検出
するためのデバイスを提供する。前記デバイスは通常、サンプル領域またはチャンバと、
マイクロカンチレバーのアレイであって、検出されるそれぞれの種の検体を特異的に、ま
たは優先的的に結合させる異なる種の結合部分があり、また異なる種の結合部分が前記ア
レイの異なるマイクロカンチレバーにあるように、前記アレイを構成するマイクロカンチ
レバーに結合部分を付着させた、マイクロカンチレバーのアレイとを備え、マイクロカン
チレバーの自由端は前記サンプルチャンバに突出する。ある実施態様では、前記デバイス
は少なくとも２つ、好ましくは少なくとも４つ、６つまたは１０、より好ましくは少なく
とも２０、５０、１００、または５００、最も好ましくは少なくとも１０００のマイクロ
カンチレバーを備え、それぞれに異なる結合部分を付着させる。適切な結合部分は、核酸
、抗体、受容体、炭水化物、タンパク質、糖タンパク質、および同等物を含むが、それら
に限定されない。前記デバイスは、カンチレバーの結合部分が標的検体を結合したときの
前記カンチレバーの偏向を検出する第１の手段をさらに任意に備えることができ、またカ
ンチレバーの結合部分が標的検体を結合したときの前記カンチレバーの偏向を検出する第
２の手段を任意に備えることができる。様々な実施態様では、前記第１の手段および存在
する場合には前記第２の手段は、光学的検出手段、ピエゾ抵抗検出手段、圧電検出手段、
およびエバネセント波検出手段より成る群から独立して選択される。
【００１１】
　本発明はまた、全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）で使用するための改良されたデバイス
を提供する。すなわち、ある実施態様では、本発明は、サンプルを支持するための、また
全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）のエバネセント場励起を提供するためのデバイスであっ
て、前記デバイスは、実質上平行な面を２つ備える実質上平面の光導波路と、結合器から
生成された光が前記導波路に入るように前記導波路と付着または並列される能動型光結合
器であって、蛍光プローブでない能動型光結合器とを備える。ある実施態様では、前記デ
バイスは、サンプルを支持するための、また全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）のエバネセ
ント場励起を提供するためのデバイスであって、前記デバイスは、実質上平行な面を２つ
備える実質上平面の光導波路と、結合器から生成された光が前記導波路に入るように、前
記導波路と付着または並列される能動型光結合器と、屈折率が前記導波路と空気との間に
ある材料を備える角フィルターであって、前記導波路での光伝搬を実質上低減するために
、前記導波路の表面に配置される角フィルターとを備える。ある実施態様では、前記デバ
イスは、サンプルを支持するための、また全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）のエバネセン
ト場励起を提供するためのデバイスであって、前記デバイスは、実質上平行な面を２つ備
える実質上平面の光導波路と、結合器から供給される光が前記導波路に入るように、前記
導波路と付着または並列させる受動型光結合器とを備える。ある実施態様では、前記能動
型光結合器は電動結合器または光励起レーザーである。様々な実施態様では、前記能動型
光結合器は、発光ダイオード（ＬＥＤ）、半導体レーザーより成る群から選択される電動
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結合器である。様々な実施態様では、前記能動型光結合器は蛍光プローブである。ある実
施態様では、前記受動型光結合器は、レンズ、プリズム、ファセット、格子、鏡、グラジ
エントインデックス構造、および散乱構造より成る群から選択される。様々な実施態様で
は、前記デバイスは、屈折率が前記導波路と空気との間にある材料を備える角フィルター
をさらに備え、前記角フィルターは前記導波路での光伝搬を実質上低減するために、前記
導波路の表面に配置される。様々な実施態様では、前記角フィルターは、前記導波路の表
面に対して垂直な、前記導波路内に引いた直線に対して相対的に計測される、ある臨界角
に満たない角度で前記導波路での光伝搬を実質上排除または低減し、用途に応じて、前記
臨界角は約３５度から約７０度に及ぶ。様々な実施態様では、前記導波路は屈折指数が約
１．４以上である。ある実施態様では、前記導波路は、厚さが約５０μｍから約１ｍｍ、
好ましくは約５０μｍから約５００μｍ、より好ましくは約１００μｍから約２００μｍ
に及ぶ。適切な導波路は通常、ガラス、プラスチック、および結晶質材料（例えば、石英
、サファイア、シリコン炭化物、フッ化カルシウム、窒化アルミニウム、窒化ガリウム、
アルミニウム窒化ガリウム、ニオブ酸リチウムなど）より成る群から選択される材料を含
む。ある実施態様では、前記導波路はカバースリップを備える。
【００１２】
　ある実施態様では、前記光結合器は、前記導波路に積層、化学吸着、またはセメント接
着される。ある実施態様では、前記光結合器は前記導波路の本来の位置で製作される。様
々な実施態様では、前記デバイスは、すべてまたは一部のサンプルが前記光導波路からエ
バネセント場にさらされるように、前記サンプルを支持する、または付着させるための手
段（例えば、液体レザバ、台座、ウェルなど）をさらに任意に備える。前記デバイスは、
励起光の強度を測定するための手段をさらに任意に備えることができる（例えば、エバネ
セント場）。ある実施態様では、励起強度を測定する前記手段は、当該の前記サンプルを
励起するのに使用されるものと同じエバネセント場によって励起され、また励起強度に比
例する蛍光を放射する１つ以上の蛍光プローブを備える。前記蛍光プローブは、容易に区
別できる既知のパターン、または任意的および／または偶然的パターンで前記導波路の表
面上に分散することができる。ある実施態様では、励起強度を測定する前記手段は、前記
励起光の一部を遮断する光ダイオードを備える（例えば、エバネセント場）。前記デバイ
スは、前記導波路の表面からのサンプル距離を定量化するための手段をさらに任意に備え
ることができる。ある実施態様では、サンプル距離を定量化する前記手段は、前記導波路
の表面から既知の距離に蛍光マーカーを備える。ある実施態様では、サンプル距離を定量
化する前記手段は、有意に異なる波長の光によって励起することができるサンプル蛍光プ
ローブとともに、有意に異なる波長の光を放射する２つ以上の結合器を備える。前記デバ
イスは、前記導波路の表面に配置された流体の境界、またはそれらの流体を含有する構造
の境界で、励起光の分散を低減する構造をさらに含むことができる。ある実施態様では、
前記構造は、反射防止層および／または吸収層を備える。ある実施態様では、前記構造と
前記基板との間の接点で分散される光が前記構造のその他の部分によってその後遮断およ
び吸収されるように、前記構造は、前記含有流体とほとんど等しい屈折指数を有する材料
から製作される構造、およびリエントリー型を有する構造より成る群から選択される。様
々な実施態様では、前記サンプルの反対側の前記平面は、厚さが約１マイクロメートルよ
り厚く、屈折指数が前記導波路より低い、滑らかで透明な層でコーティングされ、前記導
波路で全反射によって捕捉される光が、前記層の前記表面に一過性的に浸透しないように
する。このようにして、様々な実施態様では、前記デバイスは、前記導波路のすぐ下に、
実質上平面の低屈折率材料をさらに備える。通常、前記低屈折率材料は、屈折性が前記導
波路より少なくとも０．０２、好ましくは少なくとも０．０５、より好ましくは少なくと
も０．１０下回り、厚さが少なくとも１μｍ、好ましくは少なくとも２μｍ、より好まし
くは少なくとも５μｍまたは１０μｍである。ある実施態様では、前記平面に対していく
らかの範囲の伝搬角度以内で前記導波路内に伝搬する励起光が、前記基板から出て固体ま
たは液体層へ伝達され、続いて前記デバイスから離れて伝達される、または吸収されるよ
うに、前記固体または液体層は前記基板に配置される。様々な実施態様では、選択された
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波長のサンプル蛍光のみが前記フィルターを通して伝達されるように、前記サンプルと反
対側の平面は、吸収性または反射性光学フィルターでコーティングされる。
【００１３】
　ある実施態様では、前記能動型結合器は蛍光プローブではない。前記除外は、自然放出
ではなく誘導放出によって放射する、光励起レーザーの内側での蛍光プローブを使用する
ことを除外することを意図するものではない。したがって、別に指定がない限り、前記除
外は自然放出によって放射する蛍光プローブのみを排除する。その他のある実施態様では
、誘導放出によって放射する蛍光プローブを除外する
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　定義
　本明細書で使用する際は、「抗体」とは、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリン
遺伝子のフラグメントによって実質上コード化される１つ以上のポリペプチドより成るタ
ンパク質を指す。存在が認められている免疫グロブリン遺伝子は、無数の免疫グロブリン
可変領域遺伝子と同様に、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロンおよ
びミュー定常領域遺伝子を含む。軽鎖はカッパまたはラムダのどちらかに分類されている
。重鎖はガンマ、ミュー、アルファ、デルタ、またはイプシロンに分類されていて、それ
らは免疫グロブリンクラス、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥをそれぞれ定
義する。
【００１５】
　標準的な免疫グロブリン（抗体）構造単位は、四量体より成ることが知られている。そ
れぞれの四量体は、２つの相同対のポリペプチド鎖から成り、それぞれの対は１つの「軽
」鎖（約２５ｋＤ）および１つの「重」鎖（約５０～７０ｋＤ）を有する。それぞれの鎖
のＮ端は、抗原認識に対して最終的な要因である約１００から１１０またはそれ以上のア
ミノ酸の可変領域を定義する。用語可変軽鎖（ＶＬ）および可変重鎖（ＶＨ）とは、これ
らの軽鎖および重鎖をそれぞれ指す。
【００１６】
　抗体は無傷免疫グロブリンとして、または各種ペプチダーゼよる消化によって生成され
る、十分特徴付けられている多くのフラグメントとして存在する。このようにして、例え
ばそれ自体がジスルフィド結合によってＶＨ－ＣＨ１に結合される軽鎖であるＦ（ａｂ）
’２、Ｆａｂの二量体を生成するために、ペプシンはヒンジ領域でジスルフィド結合より
も下位で抗体を消化する。Ｆ（ａｂ）’２は軽度の状態では低減される場合があり、ヒン
ジ領域でのジスルフィド結合を分離することによって、（Ｆａｂ’）２二量体をＦａｂ’
モノマーに変換する。Ｆａｂ’モノマーは本質的に、ヒンジ領域の一部を有するＦａｂで
ある（その他の抗体フラグメントのより詳細な説明については、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、編集者Ｗ．Ｅ．Ｐａｕｌ、ＲａｖｅｎＰｒｅｓｓ、ニューヨーク
（１９９３）を参照）。様々な抗体フラグメントは無傷抗体の消化されたものとして定義
されているが、当業者は、かかるＦａｂ’フラグメントを化学的に、または組み換えＤＮ
Ａ方法論を使用することによって新たに合成してもよいことを理解するであろう。このよ
うにして、用語抗体はまた、本明細書で使用する際は、全抗体を修正することによって生
成される、または組み換えＤＮＡ方法論を使用して新たに合成される抗体フラグメントを
含む。好ましい抗体は、単鎖抗体（単一のポリペプチド鎖として存在する抗体）、より好
ましくは、可変重鎖と可変軽鎖が結合され（直接またはペプチドリンカーにより）、連続
ポリペプチドを形成する、一本鎖Ｆｖ抗体（ｓＦｖまたはｓｃＦｖ）を含む。一本鎖Ｆｖ
抗体は、共有結合しているＶＨ－ＶＬヘテロ二量体であり、それは直接結合される、また
はペプチドコードリンカーによって結合されるＶＨおよびＶＬコード配列を含む核酸から
発現する場合がある。Ｈｕｓｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．米国、８５：５８７９－５８８３。ＶＨとＶＬは単一のポリペプチド鎖としてそれぞれ
に結合するが、ＶＨとＶＬ領域は非共有結合する。線状ファージの表面に発現する第１の
機能的抗体分子は一本鎖Ｆｖ’ｓ（ｓｃＦｖ）であったが、しかしながら、代替の発現戦
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略もまた成功であった。例えば、鎖（重または軽）のうちの１つが、ｇ３カプシドタンパ
ク質と融合し、相補鎖が可溶性分子としてペリプラズムへ転送されたならば、Ｆａｂ分子
はファージに示すことができる。２つの鎖は、同じ、または異なるレプリコンでコード化
することができ、重要な点は、それぞれのＦａｂ分子の２つの抗体鎖が翻訳後に結集し、
二量体は、例えば、ｇ３ｐへの、鎖のうちの１つの結合によってファージ粒子に組み込ま
れることである（例えば、Ｕ．Ｓ．ＰａｔｅｎｔＮｏ：５７３３７４３参照）。ｓｃＦｖ
抗体、および自然に会合するが、化学的に分離するポリペプチド軽鎖および重鎖を、抗体
Ｖ領域から、抗原結合部位の構造と実質上類似している三次元構造に折り畳まる分子に変
換する多くのその他の構造が当業者に知られている（例えば、米国特許第５，０９１，５
１３号、第５，１３２，４０５号および第４，９５６，７７８号参照）。とりわけ好まし
い抗体は、ファージに示されたすべてを含むべきである（例えば、ｓｃＦｖ，Ｆｖ，Ｆａ
ｂおよびジスルフィド結合Ｆｖ（Ｒｅｉｔｅｒら（１９９５）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．
８：１３２３－１３３１）。
【００１７】
　用語「結合パートナー」または「捕捉剤」、または「結合対」の員とは、その他の分子
に特異的に結合して、抗体－抗原、レクチン－炭水化物、核酸－核酸、ビオチン－アビジ
ンなどのような結合複合体を形成する分子を指す。
【００１８】
　用語「特異的に結合した」とは、本明細書で使用する際では、生体分子（例えば、タン
パク質、核酸、抗体など）を指す場合、分子（例えば、タンパク質およびその他の生物製
剤）の不均一集団では存在生体分子を決定する結合反応を指す。したがって、指定条件で
は（例えば、抗体の場合は免疫測定条件、または核酸の場合はストリンジェントハイブリ
ダイゼーション条件）。特異的リガンドまたは抗体は、特異的な「標的」分子に結合し、
サンプルに存在する他の分子にかなりの量が結合するわけではない。
【００１９】
　用語「優先的に結合する」とは、同じサンプルに存在する他の標的よりも大きな親和性
または結合活性を有する特異的な標的に結合する部分を指す。したがって、優先的な結合
は、標的検体（例えば、特異的なＩｇＥ）の存在および／または量がサンプルに存在する
手段を提供する。
【００２０】
　用語「サンプル」または「生体サンプル」とは、例えば、アレルギーアッセイに関して
本明細書で使用する場合は、通常ＩｇＥ抗体を含有する生体物質のサンプルを指す。かか
るサンプルは、例えば、全血、血清などを含む。サンプルは、対象から単に採取された「
生」サンプルであってもよく、またはサンプルは、例えば、細胞残屑を除去するなど処理
することもできる。
【００２１】
　用語「アレルギー」とは、体が物質（例えば、カビ胞子、花粉、，昆虫毒，動物の鱗屑
，ある種の薬物および食物など）に対して過剰反応を有する状態を指す。過敏性としても
また知られている。
【００２２】
　「アレルゲン」とは、アレルギー反応を誘発する物質を指す。
【００２３】
　用語「抗原」とは、免疫系によって抗体の産生を刺激する、通常体に対して異質である
物質を指す。抗原は、異種タンパク、細菌、ウイルス、花粉、その他の物質を含む。
【００２４】
　光結合器とは、光を導波路に取り込むことができるデバイスを指す。光結合器は、例え
ば、電気入力または光入力に反応して光を生成する能動型光結合器、および入射光線を単
に分散、反射、さもなければ方向を変える受動型光結合器を含むが、それらに限定されな
い。
【００２５】
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　高角度光とは、光導波路の平面から浮上する光を指す。
【００２６】
　詳細な説明
　ある実施態様では、本発明は、哺乳類（例えば、ヒトまたはヒト以外の哺乳類）で１つ
以上のアレルギー（例えば、ＩｇＥ媒介アレルギー反応（即時型過敏症）を引き起こす）
の速やかな検出および／または診断および／または特徴付けのためのデバイスおよび方法
を提供する。従来の方法による１つまたは少数のアレルゲンを一度に試験する代わりに、
本明細書に説明する本デバイスおよび方法は、何百ものアレルゲンの同時検査を可能にす
る。前記方法は、速やかで、経済的で、患者の不快感を大幅に低減させる。通常、アッセ
イは数分程度しか時間がかからず、１ｍｌに満たない血液サンプルを必要とする。
【００２７】
　現在のところ、即時型過敏性には２つの主なアレルギー試験、皮膚検査および血清中の
アレルギー特異的なＩｇＥ検査がある。皮膚試験の間は、可能性があるアレルゲンを皮膚
に付着させ、反応を観測する。血清中のアレルゲン特異的なＩｇＥを検出するためには、
患者の血清を試験管内の基板に固着させたアレルゲンと混合し、血清ＩｇＥがアレルゲン
と反応するかどうか決定するために、放射活性物質で標識した（放射性アレルギー吸着試
験、ＲＡＳＴ）抗ＩｇＥ抗体をその後で加える（二次抗体もまた、化学発光／蛍光マーカ
ーで標識化することができる）。
【００２８】
　皮膚検査は一般に、アレルゲンに対して最も信頼性のある試験と見なされているが、現
在の環境での多くの異なるアレルゲンが存在するため、多くの異なる少数のアレルゲンの
皮膚試験を実施することは、時間と費用がかかり実用的ではない。様々なアレルゲンを試
験する多くの皮膚試験はまた、患者に著しい不快感を与え、まれに、皮膚試験は生命にか
かわる可能性のある過敏症、重度のアレルギー反応を誘発する可能性がある。
【００２９】
　様々な実施態様では、本発明のアレルゲンアッセイは、微細加工カンチレバーアレイ（
例えば、図１および図２参照）、およびカンチレバーの自由端の変位を監視するための検
出システムを使用する。マイクロカンチレバーは、様々なソリッドステート製作技術（例
えば、フォトリソグラフィー）を使用して容易に製作することができる。様々な実施態様
では、それぞれのカンチレバーは、一端が支持基盤に固着された状態の細長いビームを備
える（例えば、図２参照）。抗原を有するそれぞれのカンチレバーが、一種類の抗原を有
するように、マイクロカンチレバーアレイを構成する様々なカンチレバーは、抗原を付着
させている。アレイを構成する異なるカンチレバーは、異なる種の抗原を有することがで
き、アレイ全体では、通常複数の異なる抗原種を備える。したがって、ある実施態様では
、カンチレバーアレイは、少なくとも２つ、好ましくは少なくとも５または１０、より好
ましくは少なくとも２０または少なくとも５０、さらにより好ましくは少なくとも７５ま
たは少なくとも１００、最も好ましくは少なくとも１５０、２００、５００、または少な
くとも１０００の異なる抗原を備える。
【００３０】
　ある実施態様では、カンチレバーアレイは、流体のかん流および交換を可能とする小さ
な流体セル（例えば、容積＜０．２ｃｍ３）に設置される（例えば、図３参照）。ある実
施態様では、流体セルは、カンチレバーへの光アクセスを可能にする、光学的に透明な表
面（例えば、薄いガラスカバースリップ）によって、上部および下部に留められる。流体
かん流システムおよび流体セルの温度は通常、制御および監視することができる。例えば
、本明細書に説明する、任意の蛍光顕微鏡イメージングシステムを取り付けることができ
る。
【００３１】
　それぞれの「試験」カンチレバーでは、精製した特異的なアレルゲン抽出の種を、カン
チレバーに固着、例えば、共有結合させる。ある実施態様では、アレルゲンはマイクロカ
ンチレバーの一面だけに結合するが、どんなタンパク質の固着も回避するために、対辺は
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化学修飾される。
【００３２】
　対象が特異的なアレルゲンにアレルギーがあれば、そのアレルゲンに特定して結合する
ＩｇＥが血清中に存在するはずである。血清が取り込まれた場合、特異的なＩｇＥは、カ
ンチレバーアレイでの多くのカンチレバーのうちのそれぞれに各標的アレルゲンに結合す
る。特定のカンチレバーでの優先的な結合は、これらのカンチレバーの自由端で変位（曲
げ）を誘発する（例えば、図４参照）。特定のカンチレバーの変位は、固着したアレルゲ
ンに特異的なＩｇＥのサブクラスの存在を示す。カンチレバーの変位は、様々な方法のい
ずれにより、例えば、光学的な位置決定／検出方法を使用して、ピエゾ抵抗または圧電材
料でカンチレバーを製作すること、および同等物により検出し、任意に定量化することが
できる。
【００３３】
　様々な実施態様では、カンチレバーのアレイは、「試験」カンチレバーに割り当てられ
た特定のカンチレバーと、「コントロール」カンチレバーに割り当てられた特定のカンチ
レバーとを含むことができる。「試験」カンチレバーは通常、ＩｇＥ結合を検出するのに
使用される抗原を持っている。
【００３４】
　「コントロール」カンチレバーは、ポジティブコントロールおよび／またはネガティブ
コントロールカンチレバーを含むことができる。ネガティブコントロールカンチレバーの
表面は通常化学的に修飾されるので、タンパク質はこれらのカンチレバーに固着しない。
参照としてすぐ近くに取り付けるネガティブコントロールカンチレバーを使用して、流体
の乱れおよび気温の変動のための、カンチレバーの動きを減じ、ひいては最小限にするこ
とが可能である。
【００３５】
　ポジティブコントロールカンチレバーは通常、カンチレバーに固着された抗ＩｇＥ抗体
を有する。抗ＩｇＥはすべてのＩｇＥ分子と結合することになる。これらのポジティブコ
ントロールを使用して、検出システムの感度を測定することができる。
【００３６】
　基本的に、マイクロカンチレバーアレイを構成するどんなカンチレバーも、「試験」ま
たはポジティブおよび／またはネガティブの「コントロール」用に使用することができる
。ある実施態様では、少数の正および／またはネガティブコントロールカンチレバーと、
多数の「試験」カンチレバーがあってもよく、すなわち、試験カンチレバーはコントロー
ルカンチレバーより、例えば、少なくとも１．５、２、３、またはさらに４、または５以
上だけ数が多くてもよい。ある実施態様では、それぞれの「試験」カンチレバーは、関連
する正および／またはネガティブコントロールカンチレバーを有する。したがって、例え
ば、図５に図示するように、それぞれの「試験」カンチレバーは、関連する正およびネガ
ティブコントロールカンチレバーを有することができる。
【００３７】
　本発明のマイクロカンチレバーアレイを一般的な単一の平面アレイとして図示したが、
その他の配置もまた適切あることが理解されるであろう。すなわち、例えば、図６Ａは、
支持材の両側に突出しているマイクロカンチレバーを図示する。任意に、支持材は任意の
バリアで二等分し、２つの別個のサンプルチャンバを形成することができる。．ある実施
態様では、マイクロカンチレバーは、単一の平面に限定される必要はない。すなわち、例
えば、　６Ｂは、２つの平面にカンチレバー備えるマイクロカンチレバーアレイを図示す
る。
【００３８】
　前述の実施態様は、例示的であり、限定的でないことを意図する。本明細書に記載され
た教示を使用すると、その他の適切な実施態様が当業者には明白となるであろう。
【００３９】
　検出
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　カンチレバーの曲げは、当業者に知られている多くの方法のいずれにより検出し、また
任意に定量化することができる。すなわち、例えば、簡易的な実施態様では、曲げは、ビ
ーム偏向の簡易的な視覚化によって（例えば、顕微鏡を使用して）測定することができる
。ある実施態様では、ビーム偏向は、デジタル画像解析を伴う光学顕微鏡法を使用してさ
らに分析することをができる。
【００４０】
　ある実施態様では、カンチレバー偏向は、微細加工プロセスの間にマイクロカンチレバ
ーの上面および／または下面に形成される、金属または半導体ひずみゲージの伝導率の変
化によって測定することができる。さらに、またはあるいは、カンチレバーは圧電性また
はピエゾ抵抗性材料から製作することができ、曲げは、デバイスの電位の発生および／ま
たは電気抵抗の変化によって測定することができる。
【００４１】
　ビーム偏向はまた、様々な反射性および／または干渉法によって測定することができる
。すなわち、例えば、図７に図示する一実施態様では、光源（例えば、レーザー）はカン
チレバーに向けられ、例えば、光電子増倍管、ＣＣＤデバイス、またはその他の検出器を
使用して、反射ビームは検出することができる。ビームが屈曲すると、反射光は移動する
か、または強度を変えることによってビーム検出を測定する。
【００４２】
　ある実施態様では、アレルゲン特異的なＩｇＥの検出は、二次的な抗体を使用すること
によってさらに増進することができる。特異的なＩｇＥをカンチレバーへ結合した後で、
カンチレバーアレイを食塩緩衝液で洗浄し、非結合ＩｇＥ分子を除去し、続いて流体セル
へ抗ＩｇＥ抗体をかん流させる。抗ＩｇＥ抗体は、ＩｇＥを固着させた状態で優先的にカ
ンチレバーに結合し、それはまた優先的なカンチレバーの変位を誘発し、アレルゲン特異
的なＩｇＥが存在するものを示す。蛍光的に共役した抗ＩｇＥ抗体を使用する場合は、Ｉ
ｇＥへの抗ＩｇＥ抗体の結合もまた確認することができる。
【００４３】
　ある実施態様では、検出は、本明細書に説明するエバネセント場励起を伴うことも可能
である。
【００４４】
　全反射蛍光顕微鏡用の改良されたデバイス
　様々な実施態様では、顕微鏡を用いた方法は、マイクロカンチレバーの変位を検出およ
び／または定量化するのに使用することができる。ある好ましい実施態様では、顕微鏡を
用いた方法は全反射蛍光顕微鏡（ＴＩＲＦＭ）を含むが、それに限定されない。ＴＩＲＦ
Ｍでは、全反射によって導波路内に捕捉される光は、導波路の表面でエバネセント光場を
生成する。導波路の表面でのエバネセント光場は、照射する、例えば、導波路の表面から
さらに離れた種で蛍光を励起することなく、導波路の表面に近接している、当該の分子、
粒子、物体（例えば、マイクロカンチレバー）、またはセルでの蛍光を励起するのに使用
される。
【００４５】
　ＴＩＲＦＭ方法は当業者によく知られているが、様々な実施態様では、本発明は改良さ
れたＴＩＲＦＭ方法を提供する。とりわけある実施態様では、本発明はエバネセント場照
射および／または蛍光の励起のための改良されたデバイスを提供する。本発明は、従来の
ＴＩＲＦＭ方法に関連する経費および配置問題の両方を排除し、簡易的な光学顕微鏡を使
用したＴＩＲＦＭ測定を可能にさせる。
【００４６】
　顕微鏡使用では、導波路から出て、血清、細胞培養基、サンプル移動に使用される緩衝
液、マイクロデバイス、および同等物などの、当該のサンプルを含有する領域へ分散され
る励起光の量を制限することはとりわけ重要である。かかる分散光は、観察下に置かれる
成分と同様の、または異なる、他のサンプル成分で蛍光を励起する場合がある。付加的な
蛍光は信号対バックグラウンド比を低下させ、当該のサンプルでの特性を観察または測定
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する能力を制限することになる。本発明のある革新は、この分散を制限する構造である。
【００４７】
　エバネセント場顕微鏡法またはセンシングでは、エバネセント光場がサンプルに浸透す
る距離は、カップリングプリズムなど、全反射に使用される、表面への励起光の入射有効
角によって決定する。現在の技術では、入射の角度は光成分を調整することによって測定
し、使用に当たっては注意深く測定しなければならない。本発明のその他の革新は、製造
中に固定、または一連の入射角から選択するようユーザーによって可変の簡易的なフィル
ターを使用することであり、確実に制御することができるエバネセント場侵入度をもたら
す。
【００４８】
　定量的ＴＩＲＦ顕微鏡法もしくはセンシング、または長期にわたるサンプル蛍光の監視
のために、励起光の強度は好ましくは、制御または監視をしなければならない。本発明の
革新は、励起強度を監視するために、導波路の表面と一体化される手段を含むことである
。ある実施例では、モニターは、当該のサンプル蛍光プローブを励起するのに使用される
同じ光によって能率的に励起する蛍光プローブを含み、広範囲の励起強度にわたる励起強
度に比例する蛍光を含む。様々な実施態様では、時間、温度、総露出、および化学環境に
対して安定している蛍光プローブが選択される。モニター蛍光プローブは、これらの性質
をいずれも改善することができる屈折指数がサンプルまたはサンプルを含有する流体に近
い保護層で覆うことができる。モニター蛍光プローブが容易に区別できる既知のパターン
で導波路の表面に分散されるべき場合に、モニター蛍光プローブは、サンプル蛍光に重な
る波長に放射する。あるいは、モニター蛍光プローブが導波路の表面のわたり任意に分散
してもよい場合は、モニター蛍光プローブは、分光フィルタリングによってサンプル蛍光
および励起波長の両方から容易に分離される波長に放射してもよい。励起強度を監視する
代替の手段は、励起強度に比例する信号（例えば、電気信号）が生成されるように、モニ
ター光ダイオードまたはその他の光学検出器を導波路の表面に組み込むことである。
【００４９】
　ＴＩＲＦ顕微鏡法では、表面からのサンプル蛍光プローブ（例えば、生体細胞または細
胞成分、マイクロカンチレバー、蛍光プローブを有するマイクロカンチレバーなど）の距
離を測定し、長期にわたりまたは刺激に反応した時点でこの距離を監視することはしばし
ば望ましい。サンプルが安定して蛍光プローブを含有する場合は、蛍光強度は、全反射の
表面、この場合は、導波路の表面からの距離の相対的適応として働く。本発明の革新は、
定量的な距離の測定のための距離マーカーとして働く、導波路の表面からの既知の距離で
、サンプルでの蛍光種と同一または類似の蛍光マーカーを組み込むことである。かかる蛍
光プローブの薄層は、顕微鏡の視界と比較して小さな領域での、導波路の表面に直接、お
よび／または導波路の表面の上の既知の厚さを有する透明な層に配置することができるの
で、かかる距離測定の１つ以上のマーカーは常に可視的である。
【００５０】
　導波路の表面からの距離を定量的に測定するための代替の手段は、波長が長いほど深く
浸透する、エバネセント場侵入度の波長依存性を頼りにする。したがって、有意に異なる
波長により励起することができる蛍光プローブは吸収係数および量子収量を適切に測定し
て後は、比較的長い波長励起により比較的明るく蛍光を発することになる。
【００５１】
　ある実施態様では、異なる励起波長を有する２つ以上蛍光プローブ、または２つ以上異
なる励起波長を要する蛍光プローブを組み込む。かかる実施態様では、異なる励起波長か
らの蛍光強度比は、導波路の表面からのサンプル蛍光プローブの距離を計算するのに使用
することができる。
【００５２】
　本発明の例示的な一実施例は、図８に図式的に示す。滑らかな、おおよそ平行な２つの
面を備える実質上平面の光導波路５は、観察されるサンプル蛍光の励起および発光波長の
両方に対して透過的な材料から製作される。通常、光導波路は、約１．２または１．４よ
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り大きく、好ましくは約１．６より大きく、より好ましくは約２．０より大きく、約１．
４と２．４との間が適当な範囲である屈折率を有する。
【００５３】
　平面導波路の厚さは通常、約２５μｍから約１ｍｍ、好ましくは約５０μｍから約４０
０μｍまたは３００μｍ、より好ましくは約７５μｍから約２５０μｍ、また最も好まし
くは約１００μｍから約２００μｍに及ぶ。ある実施態様では、平面導波路の厚さは、お
およそ１００～２００マイクロメートルであり、一般的な倒立顕微鏡対物レンズ１０を使
用する高拡大表示に適している。
【００５４】
　この実施例では波長１の光１５である一次的な励起源は、波長１で能率的に励起され、
波長２で能率的に放射する、この実施例ではポンプ蛍光プローブ２０である能動型結合器
に向けられる。この蛍光性光結合器から放射される光は、多数の角度で平面基板に合わせ
られる。２つの光線２５および３０でここに示すように、この光の一部は導波路から出て
、一部は導波路内に全反射によって捕捉される。屈折率が導波路とサンプルを含む媒体と
の間（通常、サンプルが空気中に含まれる場合は１．０、またはサンプルが水中に含まれ
る場合は１．３４）にある材料４０は、導波路の少なくとも１つの平面上に配置され、光
結合器２０と見るべきサンプル３５との間に位置付けられ、全反射に対して特定の臨界角
（導波路の表面に対して垂直な、導波路内に引いた直線に対して相対的に計測される、通
常約３５度から約７０度）を得るために選ばれる。臨界角を下回る角度で、導波路と材料
４０との間の接合部分への入射光線は、導波路から出て材料４０へ部分的に伝達される。
臨界角より大きな角度での入射光線は、全体的に反射されることになる。材料４０に伝達
される光４５は吸収される可能性があり、または任意の第２の材料５０（例えば、非蛍光
性染料または色素、ポリマー、アモルファスまたは結晶半導体など）にさらに伝達され、
吸収される可能性がある。導波路内で何度か反射した後、材料４０に沿って経路を横切る
と、高角度光２５は実質上排除されるが、材料４０が角フィルターとして働くように、低
角度光３０は実質上伝達される。
【００５５】
　導波路に残留している波長２の光は、サンプル３５の付近にさらに伝播される可能性が
あり、導波路の表面５５からさらにサンプル成分を照射することなく、導波路に近接して
サンプル成分に一過性的に照射する（例えば、蛍光を励起する）。波長３６０でのサンプ
ル蛍光は、従来の手段によって収集および分析される、顕微鏡対物１０に向かって放射さ
れる。
【００５６】
　レンズの開口数を増加させ、分解能を向上させるために、対物レンズと顕微鏡用スライ
ドまたはカバーガラスとの間に少量の水または油６５を使用する、液浸対物レンズを使用
することは、高分解能光学顕微鏡法では一般的な方法である。この場合は、サンプル蛍光
波長３に対して透過的であり、導波路５よりも低い屈折率の、材料７０の層を、顕微鏡対
物の最も近い導波路の表面に配置することができる。層７０の厚さは通常、励起光３０の
エバネセント場が層の外面に著しく浸透しない、また浸漬の液滴のメニスカスからの分散
しないように選ばれる。
【００５７】
　血清、細胞培養基、バッファ、および同等物など、流体に浸漬したサンプルを観察する
ことは多くの顕微鏡使用で一般的である。その場合には、液体レザバ７５は導波路に構成
することができる。液体レザバ構造によって液体レザバへのポンプ光３０の分散８０を低
減するために、導波路と接触する液体レザバの一部は、屈折率が含有流体８５とほぼ一致
している材料から製作することができる。あるいは、図８に示すように、液体レザバ構造
はリエントリー型に、また分散光が液体レザバ構造によって大部分が遮断されて吸収され
るように、波長２に吸収できる材料から製作することができる。
【００５８】
　本明細書に記載した教示を使用すると、多数の修正は当業者の１人にとって利用可能と
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なる。例えば、図では２０と示した結合器は、能動型または受動型結合器であり得る。結
合器が能動型構造の場合は、一次的な励起エネルギー、例えば、導波路の表面に対してお
およそ垂直に向けられる波長１の光を、導波路の表面対してほぼ平行に向けられる、波長
２の二次的な励起光に変換する。ある実施態様では、これは蛍光プローブを用いて達成す
ることができる。蛍光プローブは当業者によく知られており、有機分子または無機分子、
原子、イオン、宿主に注入されたイオン、誘電体、半導体、または金属ナノ粒子、半導体
層、および同等物を含むが、それらに限定されない。例示的な蛍光プローブは、シアニン
色素，クマリン色素，フルオレセインおよびその誘導体、ローダミン（ローダミンおよび
ローダミン誘導体）、テキサスレッド色素、ピレンおよびピレン誘導体ならびに同等物を
含むが、それらに限定されない。
【００５９】
　一般に、様々な励起光源のために有用である蛍光プローブが利用でき、顕微鏡で使用さ
れる発光波長はよく知られている。一実施例では、４７３ｎｍから８５０ｎｍ、または４
５０ｎｍから８００ｎｍの波長で有効な蛍光を有するポリイミド材料が利用でき、基本的
に可視スペクトル全体を覆う。しかしながら、近赤外線および紫外線での蛍光プローブを
使用し、サンプルならびに利用可能な照射源および検出に対して適切な環境を与えてもよ
い。
【００６０】
　他の能動型結合器は、一次的電気的励起源を光学的励起源に変換する、光励起レーザー
、電気ポンプ発光ダイオード（ＬＥＤ）、ダイオードレーザー、および同等物を含むが、
それらに限定されない。ある実施態様では、結合器は、そのような場合に波長２となるよ
う選ばれる、一次的励起光（１５）を単に捕捉し、方向を変える受動型構造であってもよ
い。適切な受動型結合器は、以下の微細加工レンズ、プリズム、ファセット、格子、鏡、
グラジエントインデックス構造、散乱構造のうちの１つ以上を含むが、それらに限定され
ない。これらの様々な結合器の代替の位置は、導波路の平面と導波路の端部のどちらか、
または両方を含む。
【００６１】
　能動型電気／光結合器を使用した、本発明の例示的な実施例を図９に図式的に示す。平
面光導波路１０５は、屈折指数が比較的低い基板１１０上に製作される。ＬＥＤ１３０か
らの一部分の放射が導波路層に入り、導波路の上面および下面で全反射によってその内側
に捕捉されるように、比較的低い接点１１５、発光１２０、および上部接点１２５層を備
える発光ダイオードは導波路上に製作される。ＬＥＤ構造の上面および側面からの光の放
射は、誘電体層１４０によって構造の一部から単離される接点金属１３５によって遮られ
、導波路に近接していない蛍光種の励起を回避する。導波路内で捕捉されないＬＥＤの下
端から放射される光１４５は、反射防止層１５０および／または吸収層１５５を併用する
ことによってデバイスの下面で吸収することができ、サンプルの方へ戻る反射を回避する
。
【００６２】
　デバイスへの第２の電気接触は、導体パッド１６０を通して行うことができる。様々な
実施態様では、表面１６５に近接しているサンプルの蛍光種または領域は蛍光を発するが
、表面１７０から離れたサンプルの種または領域は、エバネセント場によって励起せず蛍
光を発しないように、サンプルは直接導波路の表面に設置される。蛍光１７５は、導波路
および基板が蛍光の光に対して透過的であれば導波路の下方から、または導波路の上方か
ら、一般的な顕微鏡光学により観察することができる。任意に、スペクトルフィルター１
８０を加えて、異なる蛍光の種を区別する、または背景光からの蛍光をさらに分離させる
ことができる。センシング使用では、蛍光は光検出器、画像センサ、または視覚的に検出
してもよい。図８に示す実施例と同様に、低分散のために設計されたサンプルの液体レザ
バは、図９の実施例に組み込むことができる。明確にするために、これは図９から削除さ
れている。
【００６３】
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　図９の実施態様を実施するための１つの方法は、照明用途および表示目的のためにすで
に大量生産されているＬＥＤデバイスと類似している、（Ａｌ、Ｇａ、Ｉｎ）Ｎの合金、
サファイア基板のエピタキシャル成長から製作することである。しかしながら、一般的な
ＬＥＤｓと異なって、様々な実施態様では、金属接点は全く不透明で、ＬＥＤ構造の端部
まで広がり、サンプル領域へのＬＥＤ放射を除去する。基板の下面での光分散は、基板に
蒸着された反射防止層および／または吸収層により除去される。エピタキシャル層の厚さ
は、導波路へのＬＥＤ放射の効率的結合、およびエバネセント場によるサンプルへの効率
的結合のために最適化することができる。ＬＥＤの形状および大きさ、ならびに導波路層
は、使用目的に応じて、サンプル領域の激しく均一な照射を得るために調整することがで
きる。いくつかの選択可能物を、図１０、パネルＡの平面図に示す。このパネルは、比較
的広い面積を図示することができる、ストライプ配置を示す。導波路での光学的励起出力
を監視する光ダイオードとして動作する、第２のＬＥＤ構造を示す。図１０、パネルＢは
、比較的狭い面積にわたる比較的高い照度を提供するリング配置を示す。図１０、パネル
Ｃは、ＬＥＤの電力散逸によって生成される熱からサンプルを隔離すると同時に高照度を
得るための、楕円鏡の一焦点での円盤状ＬＥＤ、および他の焦点に設置されたサンプルを
示す。楕円鏡は、導波路層を所望の形状にエッチングし、次いで反射性材料で側壁をコー
ティングすることによって形成することができる。同様の集束または平行設計は、成形す
るために導波路をエッチングまたは研磨し、続いて端部へ反射性または半反射性コーティ
ングを施すことにより、図８に図示する実施例に組み込み製作してもよい。
【００６４】
　図９に図示する実施態様を実施するためのその他の手法は、ＧａＡｓまたはＧａＰ基板
で、（Ａｌ、Ｇａ、Ｉｎ）（Ａｓ、Ｐ）などの（Ａｌ、ＧＡ、Ｉｎ）Ｎにより、接近可能
な比較的長い波長で励起するためのその他の材料系を使用することである。そのような場
合には、導波路層のすぐ下の低屈折率材料は、ＡｌＡｓもしくはＡｌＧａＡｓをＡｌＯｘ

へ酸化させることによって、または半導体導波路層の有無に関わらず、ガラスまたはプラ
スチックなどの新しい比較的低い屈折率基板に半導体ＬＥＤ構造を移動させることによっ
て形成することができる。かかるエピタキシャル転位またはウェハー融着技術は、デバイ
スのウェハースケール加工が、遠紫外線から近赤外線への励起波長に接近することを可能
にする。
【００６５】
　可能性のある変形物は、一連の適用を容易に適合するために、ＬＥＤ／導波路構造を、
顕微鏡用スライド、培養皿、マイクロアレイプレート、および他の一般的なサンプルを取
り扱うデバイスに組み込むことを含む。
【００６６】
　図１１は、倒立光学顕微鏡で使用するときの、本発明の一変形を図式的に示す。例えば
、図８のＴＩＲＦＭデバイス（２０５）は、倒立顕微鏡２１０のステージに載っている。
簡易的な電源２２０によって電力供給されるＬＥＤ２１５は、カップリング構造２２５を
照射する。ＴＩＲＦＭチップに載っているサンプル２３０の液滴内のセルからの蛍光は、
倒立顕微鏡２１０の対物レンズによって収集される。
【００６７】
　本明細書に説明されているＴＩＲＦＭデバイスは、簡易的な電源または電池によって電
力供給することができる、大量生産できる成分を提供することが理解されるであろう。デ
バイス全体は、頑丈で、アライメントフリーで、使い捨てにできるほど費用のかからない
ものである。ＴＩＲＦＭの機能を標準蛍光学顕微鏡に付加するのに使用してもよく、また
簡易的な放射フィルターをデバイスに含めた状態で、蛍光およびＴＩＲＦＭの機能を一般
的な光学顕微鏡に付加するのに使用してもよい。遠紫外線から近赤外線への励起波長は、
デバイスが製作される材料を選ぶことにより利用可能となる。デバイスは広範囲のサンプ
ルセルまたは顕微鏡用スライドに容易に組み込むことが可能であり、また基本発明の適合
は、運搬可能で、感度がよく、高多重生化学センサーの基礎を形成する。
【００６８】
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　ある実施態様では、ＴＩＲＦＭデバイスは、マイクロカンチレバー偏向を測定する際に
使用することを意図している。したがって、ある実施態様では、導波路は、マイクロカン
チレバーアレイ（例えば、液体レザバ中に配置された、など）で１つ以上のカンチレバー
を備えることができることが理解されるであろう。サンプルがアレイに接して、抗アレル
ゲンＩｇＥの特異的な結合を得た後、マイクロカンチレバーアレイは、例えば、捕捉され
たＩｇＥに特異的に結合することによって、エバネセント場により励起し、マイクロカン
チレバーにＩｇＥ（または他の検体）の存在を示す信号を生成することができる、マイク
ロカンチレバー表面に近接する蛍光の種を置く、蛍光標識された抗体と接することができ
る。
【００６９】
　ある実施態様では、蛍光の材料を組み込む、またはかかる材料を付着させることができ
るように、マイクロカンチレバーを製作することができる。マイクロカンチレバー（例え
ば、抗原結合に反応して）の偏向は、例えば、上述のサンプル距離（例えば、導波路から
の）を検出する方法および手段を使用して、検出／定量化することができる。
【００７０】
　本明細書に説明するＴＩＲＦＭデバイスは、マイクロカンチレバー偏向を測定する際に
使用するよう意図しているが、デバイスはかかる使用に限定される必要はなく、蛍光顕微
鏡法において感度およびコントラストを向上させるのに一般に有用となり、また蛍光顕微
鏡法サンプルの限られた断面を検査できることがさらに留意される。このようにして、本
発明はまた、薬剤開発、臨床スクリーニング、環境モニタリング、科学捜査、安全確保、
および同等物に適用する場合に、生化学センシング（例えば、抗体結合、核酸交配、リガ
ンド／受容体結合などを検出すること）に対して有用である。
【００７１】
　本発明は、具体的に図示された実施態様に限定されるものではないことが理解されるで
あろう。本明細書に記載の技術を使用すると、他の実施態様は当業者に利用可能となるで
あろう。
【００７２】
　製作
　ＴＩＲＦＭ装置の製作
　本明細書に説明されるＴＩＲＦＭ装置は、光学コーティングおよび／またはアセンブリ
および／または微細加工のための標準方法を使用して製作することができる。かかる方法
は、例えば、以下に説明するような、フォトリソグラフィーエッチングおよび／または蒸
着法と同様に、積層法、セメント接着法、溶接法を含むが限定されない。
【００７３】
　マイクロカンチレバーアレイの製作
　好ましい一実施態様では、マイクロカンチレバーアレイは、固体エレクトロニクス産業
ではよく知れらているマイクロマシニングプロセス（例えば、フォトリソグラフィー）を
使用して製作することができる。一般に、マイクロデバイスは、集積回路を形成するため
に使用される半導体ウエハーの形で広く利用できる結晶シリコンなどの半導体基板、また
はガラスから構築される。材料の共通性のために、半導体ウエハー基板からのマイクロデ
バイス製作は、集積回路（ＩＣ）製造のための半導体プロセス産業によって開発された表
面エッチングおよびバルクエッチングの両方での広範囲の経験を活用することができる。
【００７４】
　半導体ウエハーでの薄い表面パターンを定義するためのＩＣ製造で使用される表面エッ
チングは、可動要素を作り出すために半導体材料の薄層の犠牲アンダーカットエッチング
を可能にするよう修正することができる。深堀りが異方性エッチングプロセスを使用して
ウエハーに形成される場合に通常ＩＣ製造で使用されるバルクエッチングは、マイクロデ
バイスでの機械端部または堀り部に精密に使用することができる。ウエハーの表面エッチ
ングおよびバルクエッチングの両方は、非マスク材料をウエハーから除去するために溶液
中の水酸化カリウムなどの化学物質を使用して、「湿式処理」を進めることができる。マ
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イクロデバイス構築するために、材料の異なる結晶方位、または様々なチャネル要素を定
義するために、電気化学エッチング停止の使用に依存する異方性湿式処理技術を使用する
ことはさらに可能性がある。
【００７５】
　マイクロデバイス設計の自由度を大幅に許容するその他のエッチングプロセス技術は、
「乾式エッチングプロセス」として一般に知られている。このプロセス技術は、微細構造
の異方性エッチングにとりわけ適している。乾式エッチングプロセスは、ウエハー原子を
気相（例えば、イオンビーム加工）に置き換えるために、ウエハーを高エネルギー原子ま
たはイオンを衝突させる高異方性スパッタリングプロセスから、揮発性反応生成物の生成
を誘導するために、化学反応性の高いイオンを含むプラズマ流をウエハーに向ける、やや
等方性の低エネルギープラズマ技術に及ぶ気相またはプラズマ相エッチング技術を包含す
る。
【００７６】
　高エネルギースパッタリング技術およびエネルギープラズマ技術の中間物は、反応性イ
オンエッチングとして知られている乾式エッチングプロセスにとりわけ有用である。反応
性イオンエッチングは、イオンを含むプラズマ流を半導体、または同時に起こるスパッタ
リングおよびプラズマエッチングのための他のウエハーに向けるステップを伴う。反応性
イオンエッチングは、反応性プラズマイオンとウエハーとの接触に反応する気相反応生成
物の形成のために反応性プラズマイオンをまだ提供する一方で、スパッタリングに関連す
る異方性の利点のいくつかを保持する。実際のところは、ウエハー材料除去の割合は、ど
ちらか単独で使用されるスパッタリング技術または低エネルギープラズマ技術に対して大
いに高まる。したがって反応性イオンエッチングは、比較的高い異方性エッチング速度を
維持できる状態で、マイクロデバイスを構築するための優れたエッチングプロセスとなる
可能性を有する。多くの他のものと同様に、上述のマイクロマシニング技術は、当業者に
よく知られている（例えば、Ｃｈｏｕｄｈｕｒｙ（１９９７）Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ
　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ、Ｍｉｃｒｏｍａｃｈｉｎｉｎｇ、ａｎｄ　
Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ、Ｓｏｃ．Ｐｈｏｔｏ－Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｉｎｓｔｒ
ｕ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒ、Ｂａｒｄ＆Ｆａｕｌｋｎｅｒ（１９９７）Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａ
ｌｓ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ参照）。さらに、シリコンまたはホウケ
イ酸ガラスチップのマイクロマシニング技術の使用の例は、米国特許５，１９４，１３３
、５，１３２，０１２、４，９０８，１１２、および４，８９１，１２０に見出だすこと
ができる。
【００７７】
　一実施態様では、チャネルは、カンチレバー、チャンバ、任意のチャネル、サンプル処
理チャンバ、接続ポート、および同等物をパターン化するための標準フォトリソグラフィ
ー技術を使用して、シリコンウエハーにマイクロマシン化される。ある実施態様では、エ
チレンジアミンピロカテコール（ＥＤＰ）は２段階エッチングに使用することができ、Ｐ
ｙｒｅｘ７７４０オーバープレートは、液体閉鎖系を提供するために、シリコンの表面に
陽極的に接合することができる。この場合には、液体接続はシリコンの裏面に行うことが
できる。
【００７８】
　上述のように、ある実施態様では、デバイスはガラス、石英、または他の同様な材料か
ら製作することができる。
【００７９】
　抗原または他の結合部分の結合
　様々な固体表面への生体分子（例えば、抗原、抗体など）の固定化のための多くの方法
が当技術で知られている。所望の成分は、特異的または非特異的結合により、共有結合ま
たは非共有結合することができる。
【００８０】
　化合物と表面との共有結合が所望であるならば、表面は通常多官能性であるか、または
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多官能性になることができる。表面に存在する可能性があり、結合に使用される官能基は
、カルボン酸、アルデヒド、アミノ基、シアノ基、エチレン基、ヒドロキシル基、メルカ
プト基および同等物を含む。多種多様な化合物を様々な表面に結合させる方法はよく知ら
れており、文献に十分に例証されている。例えば、Ｉｃｈｉｒｏ　Ｃｈｉｂａｔａ（１９
７８）Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ、Ｈａｌｓｔｅｄ　Ｐｒｅｓｓ、ニュー
ヨーク、およびＣｕａｔｒｅｃａｓａｓ、（１９７０）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２４５
：３０５９を参照されたい。
【００８１】
　共有結合に加えて、成分（例えば、抗原）を非共有結合するための様々な方法を使用す
ることができる。非共有結合は通常、表面に対する化合物の非特異的な吸収である。様々
な実施態様では、カンチレバー表面は、標的の非特異的結合を防止するために、第２の化
合物で閉鎖される。あるいは、表面は、非特異的な１つの成分に結合するが、特異的にも
う１つに結合しないように設計される。例えば、コンカナバリンＡなどのレクチンを有す
る表面は炭水化物含有化合物と結合するが、グリコシル化が足りない標識タンパク質には
結合しないことになる。アッセイ成分の非共有結合で使用するための様々な固体表面は、
米国特許第４，４４７，５７６号および第４，２５４，０８２号で概説されている。
【００８２】
　ある実施態様では、結合部分（例えば、抗原、抗ＩｇＥ抗体など）は、リンカー（例え
ば、ホモまたはヘテロ二官能性リンカー）を用いることでカンチレバーに固定化される。
生物学的結合パートナーを結合するために適切なリンカーは、当業者によく知られている
。例えば、タンパク質または核酸分子は、ペプチドリンカー、直鎖または分鎖炭素リンカ
ーを含むが、それらに限定されない様々なリンカー、または複素環炭素リンカーによって
結合してもよい。Ｎ－エチルマレイミドの活性エステルなどのヘテロ二官能性架橋剤が広
く使用されてきた（例えば、Ｌｅｒｎｅｒら（１９８１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．米国、７８：３４０３－３４０７およびＫｉｔａｇａｗａら（１９７６）Ｊ．Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．、７９：２３３－２３６、ならびにＢｉｒｃｈおよびＬｅｎｎｏｘ（１９
９５）Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ第４章：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａ
ｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、ニューヨーク参照）。
【００８３】
　一実施態様では、抗原、結合部分、または抗体は、ビオチン／アビジン相互作用を利用
して、カンチレバーに固定化される。一手法では、光解離性保護基を有するビオチンまた
はアビジンは、カンチレバー表面に固着させることができる。はっきりと識別できるカン
チレバーの照射は、その場所に照射されるカンチレバーへのビオチンまたはアビジンの結
合をもたらす。次いで、それぞれのビオチンまたはアビジンを有する抗原または他の結合
部分は、それぞれの結合パートナーに結合し、また照射を受けたカンチレバーに局限する
チャネル内に設置される。前記プロセスは、結合パートナーに結合するよう所望されるそ
れぞれの異なった位置で反復することができる。
【００８４】
　その他の適切な光化学結合手法は、Ｓｉｇｒｉｓｔら（１９９２）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ、１０：１０２６－１０２８によって説明されている。この手法では、リガン
ドと有機または無機表面との相互作用は、リンカー分子として働く、カルベン生成トリフ
ルオロメチルアリールジアジリンを有する光活性化することができるポリマーによって媒
介される。３５０ｎｍでのアリールジアジリノの光活性化は、極めて反応性に富むカルベ
ンを生成し、また共有結合は、リガンドおよび不活性な表面の両方へカルベンを同時に挿
入することによって達成される。このようにして、反応性官能基はリガンドにも、支持材
にも必要とされない。
【００８５】
　さらにその他の手法では、マイクロカンチレバーは、カンチレバー表面を有機コーティ
ングで覆うために、エポキシ（Ｅｐｏｔｅｋ３５０）の薄層でコーティングされる。かか
る表面をエポキシでコーティングするためのプロトコルは、Ｌｉｕら（１９９６）Ｊ．Ｃ
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ｈｒｏｍａｔｏｇｒ．７２３：１５７－１６７によって説明されている。コーティングを
施したマイクロカンチレバーは次いで、特異的な結合部分の溶液で洗い流すことができる
。溶液はマイクロカンチレバーと反応し、疎水性および静電相互作用によって、アレルゲ
ンまたは他の結合部分を結合してもよい。
【００８６】
　タンパク質結合の阻害
　ある実施態様では、マイクロカンチレバーアレイは、タンパク質の結合を防止するため
に処理されるネガティブコントロールマイクロカンチレバーを備える。タンパク質結合を
防止するための表面処理の方法は、当業者に知られている。かかる方法は、ｐｐ４Ｇ、プ
ラズマ重合テトラグリム（例えば、Ｈａｎｅｉｎら（２００１）Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ
　ＡｃｔｕａｔｏｒｓＢ８１：４９－５４参照）、界面活性剤、および同等物などの材料
で表面をコーティングすることを含むが、それに限定されない。
【００８７】
　キット
　ある実施態様では、本発明は、本明細書に説明する様々な方法を実践するためのキット
を提供する。キットは、例えば、マイクロカンチレバーアレイ、および／または本明細書
に説明するＴＩＲＦＭデバイスを含むことができる。様々な実施態様では、マイクロカン
チレバーは、ＴＩＲＦＭデバイスの要素として提供することができる（例えば、本明細書
に説明する導波路のウェルに配置される）。
【００８８】
　マイクロカンチレバーデバイスおよび／またはＴＩＲＦＭデバイスが液体レザバを包含
する場合には、液体レザバは任意に、要求に応じて１つ以上のバッファ、標識および／ま
たは生物活性剤（例えば、抗ＩｇＥ抗体、蛍光プローブなど）を含むことができる。ある
実施態様では、生物活性剤または他の薬剤は、保存期間を長くするために、流体状態より
も乾燥状態で提供される。
【００８９】
　キットは任意に、本明細書に説明するアッセイのうちの１つ以上を実行するために、バ
ッファ、シリンジ、サンプルコレクターおよび／または他の試薬および／またはデバイス
をさらに備えてもよい。
【００９０】
　キットを構成する要素は通常、１つ以上の容器に入っている。ある好ましい実施態様で
は、容器は殺菌してあるか、または殺菌することができる（例えば、施設内での殺菌プロ
トコルを許容する）。
【００９１】
　キットは、ユーザーにキットのデバイスの使用法を指導する教材を備えることができる
。例えば、教材は、対象（例えば、ヒトの患者）の１つ以上のアレルギーを診断するため
に、および／またはＴＩＲＦＭデバイスを動作するために、アッセイデバイス（例えば、
マイクロカンチレバーアレイおよび／またはアレイ読取器）の使用に関する指示を与える
ことができる。
【００９２】
　教材は通常、資料または印刷物を含むが、そのようなものに限定されない。かかる使用
説明書を保存し、それをエンドユーザーに伝達できるどんな媒体も本発明によって意図さ
れる。かかる媒体は、電子記憶媒体（例えば、磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チ
ップ）、光媒体（例えば、ＣＤＲＯＭ）、および同等物を含むが、それらに限定されない
。かかる媒体は、かかる教材を提供するインターネットサイトへのアドレスを含んでもよ
い。
【００９３】
　本明細書に説明した実施例および実施態様は単なる例示目的であり、その観点から様々
な修正または変化が当業者に提案され、本出願の精神および範囲ならびに添付の特許請求
の範囲内に含まれるものであることが理解される。本明細書に引用したすべての出版物、
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特許、および特許出願は、参照することによりその全体が本明細書において組み込まれる
。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】図１は、本発明のカンチレバーアレイの一実施態様を図示する。寸法は通常、約
１から３ｃｍである。
【図２】図２は、アレイを構成する別個のカンチレバーを図示する。
【図３】図３は、流体セルの中のカンチレバーを図示する。
【図４】図４は、カンチレバーの変位（曲げ）を引き起こす、カンチレバー表面で架橋さ
れた抗原へのＩｇＥの結合を図示する。
【図５】図５は、検出するようアレイを設計した３つの抗原のそれぞれに対して、正およ
びネガティブコントロールのカンチレバーと同様に「試験」カンチレバーを示す、マイク
ロカンチレバーアレイの実例となる１つの構成を提供する。
【図６】図６Ａおよび図６Ｂは、本発明のマイクロカンチレバーアレイの可能性のある多
様な構成を図示する。図６Ａは、２つのサンプルチャンバに突出している双数のカンチレ
バーを図示する。図６Ｂは、マイクロカンチレバーアレイの複数の平面構成を図示する。
【図７】図７は、マイクロカンチレバーからの光源（例えば、レーザー）の反射に基づく
検出システムを図示する。
【図８】図８は、方法による、蛍光のエバネセント場励起のためのデバイスの一実施態様
を図式的に示す。
【図９】図９は、本明細書に説明した方法による、蛍光のエバネセント場励起のためのデ
バイスの一実施態様を図式的に示す。
【図１０】図１０のパネルＡ、Ｂ、およびＣは、ＬＥＤおよび導波路構造のための異なる
配置を図示する。ＬＥＤ電気接点を薄灰色および濃い灰色で示す。
【図１１】図１１は、倒立光学顕微鏡で使用中の、本明細書に説明した、エバネセント場
ベースの検出システムの一実施態様を図式的に示す。
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