
(57)【要約】

本発明は、包括的には、分子および細胞の生体磁気的検

定に関し、特に、光磁気バイオディスクで行われる分子

および細胞の生体磁気的検定に関する。本発明はさらに

、光磁気バイオディスクおよびＭＯドライブを含む光磁

気バイオディスクシステムに関する。より詳細には、本

発明は、磁気粒子またはビーズを用いた、細胞集団およ

び細胞集団の溶液中の特定の標的細胞を検出して選択的

に操作するための生体磁気的方法（免疫磁気的方法を含

む）と、磁気的に誘導される神経突起成長および神経再

生と、ＭＯＢＤＳを用いて磁気的に形成された神経網と

に関するが、最良の実施の形態により本明細書中以下に

記載される特定の実施の形態に限定されない。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
バ イ オ 磁 気 検 定 を 行 う た め の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク で あ っ て 、
中 心 お よ び 外 縁 を 有 す る 基 板 と 、
　 該 基 板 に 関 連 し た 光 磁 気 ス タ ッ ク 、 お よ び 、
　 前 記 基 板 上 に 設 け ら れ た 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 で あ っ て 、 生 体 磁 気 粒 子 を 結 合 ま た は 解
放 す る 磁 区
を 含 む 、
光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 生 体 磁 気 粒 子 は 常 磁 性 ビ ー ズ で あ り 、 結 合 剤 に 付 着 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 光
磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。  
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 結 合 剤 は 、 抗 原 、 抗 体 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 ビ オ チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 断 片 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ２ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 は 、 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 用 い て 、 前 記 基 板 の 前 記 中 心
お よ び 外 縁 の 間 に 選 択 的 に 形 成 さ れ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 は 、 前 記 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 用 い て 、 選 択 的 に 消 去 さ
れ る 、
　 請 求 項 ４ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 は 、 形 成 お よ び 消 去 さ れ 、 そ れ に よ り 前 記 磁 気 粒 子 は 選 択 的
に 結 合 お よ び 放 出 さ れ る 、
　 請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 光 磁 気 デ ィ ス ク は 、 前 記 磁 区 に あ る 特 徴 物 を 読 み 出 し お よ び 検 出 す る の に 用 い ら れ
る 、
　 請 求 項 ６ 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 基 板 に 関 連 す る 流 路 層 で あ っ て 、 該 流 路 層 は 流 体 回 路 を 形 成 す る 切 り 取 り 部 位 を 有
す る 、 流 路 層 を さ ら に 含 む 、
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 流 路 層 と 関 連 す る キ ャ ッ プ 部 を さ ら に 含 む 、
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 流 体 回 路 は 、 注 入 ポ ー ト 、 混 合 チ ャ ン バ 、 分 離 チ ャ ン バ 、 一 つ ま た は 複 数 の 試 験 チ
ャ ン バ 、 お よ び 排 出 ポ ー ト を 含 み 、 こ れ ら は す べ て が お 互 い に 流 体 連 通 す る 、
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 試 験 チ ャ ン バ は 、 試 験 剤 を 含 む 試 験 溶 液 が あ ら か じ め ロ ー ド さ れ
て い る 、
　 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 薬 物 感 受 性 に 関 し 、 標 的 細 胞 を 検 出 、 定 量 、 お よ び 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 　
　 　 細 胞 の サ ン プ ル を 用 意 し 、
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　 　 前 記 サ ン プ ル を 前 記 注 入 ポ ー ト か ら 前 記 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、
サ ン プ ル 中 の 標 的 細 胞 の 表 面 の 表 面 マ ー カ ー に 特 異 的 な 結 合 剤 に 結 合 し た 、 生 体 磁 気 粒 子
を 用 意 し 、
　 　 前 記 生 体 磁 気 粒 子 を 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、
結 合 剤 が サ ン プ ル 中 の 標 的 細 胞 上 の 表 面 マ ー カ ー と 結 合 し 、 標 識 細 胞 を 形 成 す る の に 十 分
な 時 間 、 前 記 サ ン プ ル お よ び 生 体 磁 気 粒 子 を 培 養 し 、
前 記 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 前 記 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に ロ ー ド し 、
前 記 分 離 チ ャ ン バ 内 の あ ら か じ め 決 め ら れ た 位 置 に 磁 区 を 形 成 し 、
前 記 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 前 記 サ ン プ ル お よ び 生 体 磁 気 粒 子 を 前 記 分 離 チ ャ
ン バ に 移 動 さ せ 、
前 記 生 体 磁 気 粒 子 お よ び 標 識 細 胞 を 、 前 記 分 離 チ ャ ン バ 内 の 前 記 磁 気 区 に 結 合 さ せ 、 そ し
て
前 記 分 離 チ ャ ン バ を 電 磁 放 射 ビ ー ム で 走 査 し 、 磁 区 は 標 識 細 胞 を 含 む か 決 定 す る 、
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 方 法
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
前 記 磁 区 に 結 合 し た 標 識 細 胞 の 数 を 定 量 し 、
　 　 標 識 細 胞 が 結 合 し た 前 記 磁 区 を 選 択 的 に 消 去 し 、 選 択 的 に 該 標 識 細 胞 を 放 出 し 、
　 　 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 試 験 チ ャ ン バ に あ ら か じ め 決 め ら れ た 数 の 標 識 細 胞 を 移 動 す る
た め に 前 記 磁 区 を 続 け て 消 去 お よ び 形 成 し 、 前 記 標 識 細 胞 を 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 試 験 チ
ャ ン バ に 磁 気 的 に 導 き 、
　 　 前 記 標 識 細 胞 を 前 記 試 験 剤 と 共 に 培 養 し 、 そ し て 、
　 前 記 試 験 チ ャ ン バ を 電 磁 放 射 ビ ー ム で 走 査 し 、 生 細 胞 お よ び ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 数 を 決
定 し 、 そ れ に よ り 前 記 試 験 剤 に 対 す る 細 胞 の 感 受 性 を 決 定 す る
ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 流 体 回 路 に お い て 、 生 物 マ ト リ ッ ク ス 中 で 神 経 回 路 網 を 形 成 す る た め の 、 請 求 項 ９
に 記 載 の 光 磁 気 デ ィ ス ク を 用 い る 方 法 で あ っ て 、
　 　 前 記 流 体 回 路 に お い て 前 記 生 物 マ ト リ ッ ク ス を 形 成 し 、
　 　 樹 状 突 起 お よ び 軸 索 を 有 す る 神 経 を 前 記 生 物 マ ト リ ッ ク ス に 用 意 し 、 前 記 神 経 は 磁 気
粒 子 を 組 み 込 ま れ 、
　 　 前 記 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 前 記 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に ロ ー ド し 、
　 　 前 記 流 体 回 路 に お い て 磁 区 を 書 き 込 み お よ び 消 去 し 、 前 記 神 経 の 前 記 樹 状 突 起 お よ び
軸 索 を お 互 い に 向 か っ て 成 長 さ せ 、 そ し て
　 　 前 記 樹 状 突 起 お よ び 軸 索 を 介 し て 前 記 神 経 の 間 で 相 互 作 用 を 可 能 に し 、 そ れ に よ り 前
記 磁 区 に よ り 磁 気 的 に 制 御 さ れ る 前 記 神 経 回 路 網 を 形 成 す る 、
ス テ ッ プ を 含 む 、 用 い る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 検 定 に 用 い る 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム で あ っ て 、
　 　 光 磁 気 ス タ ッ ク を 有 す る 基 板 、 お よ び 、
　 　 光 磁 気 粒 子 を 結 合 お よ び 放 出 す る た め に 採 用 さ れ 、 前 記 基 板 に 設 け ら れ た 、 一 つ ま た
は 複 数 の 磁 区
を 含 む 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 、 お よ び
光 を デ ィ ス ク に 向 け る 光 源 で あ っ て 、 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 を 形 成 ま た は 消 去 す る の
に さ ら に 用 い ら れ る 前 記 光 源 、 お よ び
デ ィ ス ク か ら 反 射 し た 光 ま た は デ ィ ス ク を 通 過 し た 光 を 検 出 し 、 信 号 を 発 す る 、 検 出 器 　
を 含 む 、 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ
を 含 む 、 シ ス テ ム 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 に 結 合 し た も の を 計 数 す る の に 前 記 信 号 を 利 用 す る プ ロ セ ッ
サ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム 。 　
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
　 　 中 心 、 外 縁 、 お よ び 一 つ ま た は 複 数 の 光 磁 気 ス タ ッ ク を 有 す る 基 板 を 用 意 し 、
　 　 前 記 中 心 お よ び 外 縁 の 間 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 を 形 成 し 、 そ し て 、
　 　 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 と 流 体 連 通 す る 分 析 チ ャ ン バ を 形 成 す る
ス テ ッ プ 、 を 含 む 方 法
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 混 合 チ ャ ン バ と 前 記 分 析 チ ャ ン バ と の 流 体 連 通 を 形 成 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求
項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 生 物 マ ト リ ッ ク ス を 前 記 分 析 チ ャ ン バ に 形 成 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ９ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 混 合 チ ャ ン バ に 複 数 の バ イ オ 磁 気 粒 子 を 堆 積 さ せ 、 前 記 バ イ オ 磁 気 粒 子 の 各 々 は 結
合 剤 を 含 む 、
ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、
　 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 混 合 チ ャ ン バ と 関 連 す る 注 入 サ イ ト を 指 定 し 、 該 注 入 サ イ ト は 、 任 意 の 標 的 細 胞 の
存 在 を 試 験 す る た め の 細 胞 の サ ン プ ル の 受 け 入 れ を 行 う 、
ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方 法
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 基 板 に 関 連 し た 情 報 層 に 情 報 を コ ー ド し 、 こ の コ ー ド さ れ た 情 報 は 、 デ ィ ス ク の 回 転 を
制 御 す る の に デ ィ ス ク ド ラ イ ブ ア セ ン ブ リ に よ り 読 み 取 り 可 能 で あ る 、
ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 分 析 チ ャ ン バ と 流 体 連 通 す る 試 験 チ ャ ン バ を 形 成 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求
項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 試 験 チ ャ ン バ を 試 験 剤 で 満 た す ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 流 体 回 路 の 生 物 マ ト リ ッ ク ス に 神 経 網 を 形 成 す る た め に 、
　 　 前 記 生 物 マ ト リ ッ ク ス に 樹 状 突 起 お よ び 軸 索 を 有 す る 神 経 を 用 意 し 、
　 　 磁 気 粒 子 を 前 記 神 経 に 取 り 込 み 、
　 　 前 記 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に ロ ー ド し 、
　 　 前 記 神 経 の 前 記 樹 状 細 胞 お よ び 軸 索 を お 互 い に 向 か っ て 成 長 さ せ る た め に 、 前 記 分 析
チ ャ ン バ 内 に 一 つ ま た は 複 数 の 磁 区 を 消 去 お よ び 形 成 し 、 そ し て
　 　 前 記 樹 状 細 胞 お よ び 軸 索 を 介 し て 前 記 神 経 間 で 相 互 作 用 を 可 能 に し 、 そ れ に よ り 前 記
磁 区 に よ り 磁 気 的 に 制 御 さ れ た 前 記 神 経 回 路 網 を 形 成 す る 、 　
　 ス テ ッ プ を 含 む 、 　 　 　
請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 薬 物 感 受 性 に 関 し 、 前 記 細 胞 の サ ン プ ル 中 の 任 意 の 標 的 細 胞 を 検 出 、 定 量 、 お よ び 試 験
す る 方 法 で あ っ て 、
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　 　 前 記 サ ン プ ル を 前 記 注 入 サ イ ト か ら 前 記 混 合 チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、
　 　 結 合 剤 が サ ン プ ル 中 の 標 的 細 胞 上 の 表 面 マ ー カ ー と 結 合 し 、 標 識 細 胞 を 形 成 す る の に
十 分 な 時 間 、 前 記 サ ン プ ル お よ び 生 体 磁 気 粒 子 を 培 養 し 、
前 記 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 前 記 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に ロ ー ド し 、
前 記 分 析 チ ャ ン バ 内 の あ ら か じ め 決 め ら れ た 位 置 に 磁 区 を 形 成 し 、
前 記 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 前 記 サ ン プ ル お よ び 生 体 磁 気 粒 子 を 前 記 分 析 チ ャ
ン バ に 移 動 さ せ 、
前 記 生 体 磁 気 粒 子 お よ び 標 識 細 胞 を 、 前 記 分 析 チ ャ ン バ 内 の 前 記 磁 気 区 に 結 合 さ せ 、 そ し
て 、
前 記 分 析 チ ャ ン バ を 電 磁 放 射 ビ ー ム で 走 査 し 、 磁 区 は 標 識 細 胞 を 含 む か 決 定 す る 、
ス テ ッ プ を 含 む 、
請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
前 記 磁 区 が 含 む 標 識 細 胞 の 数 を 定 量 し 、
標 識 細 胞 が 結 合 し た 前 記 磁 区 を 選 択 的 に 消 去 し 、 選 択 的 に 該 標 識 細 胞 を 放 出 し 、
前 記 試 験 チ ャ ン バ に あ ら か じ め 決 め ら れ た 数 の 標 識 細 胞 を 移 動 す る た め に 前 記 磁 区 を 続 け
て 消 去 お よ び 形 成 し 、 前 記 標 識 細 胞 を 前 記 試 験 チ ャ ン バ に 磁 気 的 に 導 き 、
　 　 前 記 標 識 細 胞 を 前 記 試 験 剤 と 培 養 し 、 そ し て 、
　 　 前 記 試 験 チ ャ ン バ を 電 磁 放 射 ビ ー ム で 走 査 し 、 生 細 胞 お よ び ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 数 を
決 定 し 、 そ れ に よ り 前 記 試 験 剤 に 対 す る 細 胞 の 薬 物 感 性 を 決 定 す る 、
ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 ［ 発 明 の 背 景 ］
１ ． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 包 括 的 に は 、 分 子 お よ び 細 胞 の 生 体 磁 気 的 検 定 （ biomagnetic assays） に 関
し 、 特 に 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク で 行 わ れ る 分 子 お よ び 細 胞 の 生 体 磁 気 的 検 定 に 関 す る 。 本 発
明 は さ ら に 、 光 磁 気 （ Ｍ Ｏ ） 分 析 デ ィ ス ク お よ び Ｍ Ｏ ド ラ イ ブ シ ス テ ム （ 以 下 、 光 磁 気 バ
イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム （ Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ ） と 呼 ぶ ） に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 磁 気
粒 子 ま た は ビ ー ズ を 用 い た 、 細 胞 集 団 お よ び 細 胞 集 団 の 溶 液 中 の 特 定 の 標 的 細 胞 を 検 出 し
て 選 択 的 に 操 作 す る た め の 生 体 磁 気 的 方 法 （ 免 疫 磁 気 的 方 法 を 含 む ） と 、 磁 気 的 に 誘 導 さ
れ る 神 経 突 起 成 長 お よ び 神 経 再 生 と に 関 す る が 、 最 良 の 実 施 の 形 態 に よ り 本 明 細 書 中 以 下
に 記 載 さ れ る 特 定 の 実 施 の 形 態 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 　 ［ 関 連 技 術 の 相 互 参 照 ］
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ５ ３ ， ２ ８ ３ 号
、 ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ５ ３ ， ９ ５ ８ 号 、 お よ び ２
０ ０ １ 年 ３ 月 １ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ２ ， ５ ２ ５ 号 の 優 先 権 の 利 益 を 主
張 す る 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ９ ７ ， ７ ４ １ 号 の 一 部
継 続 出 願 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 第 １ ０ ／ ０ ９ ９ ， ２ ６ ６ 号
の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 ５ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ５ ， ６ ４ ４
号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ ３ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ６ ， ９ ８ ２ 号 、 ２ ０ ０ ２
年 ２ 月 １ ９ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ８ ， ４ ７ ９ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 １ １ 日
に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ７ ２ ， ０ ０ ７ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ６ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た
米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ８ ， １ ３ ２ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 ４ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出
願 第 ６ ０ ／ ４ ０ ８ ， ２ ２ ７ 号 の 優 先 権 の 利 益 を 主 張 す る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 実 用 出 願 お よ び 仮 出 願 は そ れ ぞ れ 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
２ ． 関 連 技 術 の 説 明
　 あ ら ゆ る 種 類 の 診 断 検 定 お よ び 法 医 学 検 定 を エ ン ド ユ ー ザ に と っ て よ り 迅 速 で よ り ロ ー
カ ル な も の に す る こ と が 大 い に 必 要 と さ れ て い る 。 理 想 的 に は 、 臨 床 医 、 患 者 、 検 査 官 （
investigators） 、 軍 隊 、 他 の 医 療 機 関 職 員 、 お よ び 消 費 者 は 、 自 分 の 身 体 に 特 定 の 因 子
ま た は 指 標 が 存 在 す る か ど う か 、 お よ び 犯 罪 現 場 ま た は 戦 場 に 特 定 の 生 体 物 質 が 存 在 す る
か ど う か を 自 ら 試 験 す る こ と が で き る べ き で あ る 。 現 在 の と こ ろ 、 核 酸 お よ び ／ ま た は タ
ン パ ク 質 が 結 び 付 い た い く つ か の シ リ コ ン ベ ー ス チ ッ プ が 市 販 さ れ て お り 、 ま た は 開 発 中
で あ る 。 こ れ ら の チ ッ プ は 、 エ ン ド ユ ー ザ が 使 用 す る た め の も の で は な く 、 極 め て 専 門 的
な 知 識 お よ び 高 価 な 設 備 を 有 さ な い 人 物 や 事 業 体 が 使 用 す る た め の も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 　 ［ 発 明 の 概 要 ］
　 本 発 明 は 、 生 体 磁 気 学 的 検 定 お よ び 実 験 分 析 を 行 う こ と に 関 し 、 特 に 、 磁 性 、 常 磁 性 、
ま た は 超 常 磁 性 の 粒 子 （ 以 下 、 生 体 磁 気 ま た は 磁 気 粒 子 ま た は ビ ー ズ と 呼 ぶ ） を 、 限 定 は
さ れ な い が Ｃ Ｄ 、 Ｃ Ｄ － Ｒ 、 Ｄ Ｖ Ｄ 、 Ｄ Ｖ Ｄ － Ｒ 、 お よ び Ｍ Ｏ デ ィ ス ク を 含 む 光 バ イ オ デ
ィ ス ク 上 で 用 い る こ と に 関 す る 。 本 発 明 の 生 体 磁 気 的 検 定 は 、 例 え ば 、 免 疫 磁 気 的 検 定 、
お よ び 非 磁 性 お よ び 磁 性 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で 実 施 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た 検
定 な ど の 分 子 磁 気 的 （ molecumagnetic） 検 定 を 含 み 得 る 。 非 磁 性 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 例
え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト お よ び 非 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム を 含 む 。 磁 性 プ
ラ ッ ト フ ォ ー ム は 、 例 え ば 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム （ Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ ） を 含 む 。 Ｍ Ｏ
Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 行 わ れ る 検 定 は 、 本 明 細 書 中 で は Ｍ Ｏ 生 体 磁 気 的 検 定 （ Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ ） と 呼
び 、 非 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 検 定 は 、 本 明 細 書 中 で は 光 デ ィ ス ク 生 体 磁 気 的 検 定
（ Ｏ Ｄ Ｂ Ｍ Ａ ） と 呼 ぶ 。 Ｏ Ｄ Ｂ Ｍ Ａ は 、 例 え ば 、 制 御 可 能 な 電 磁 石 が 関 連 付 け ら れ た 、 改
良 さ れ た 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 用 い て 実 行 さ れ て も よ い 。 本 発 明 は 、 検 定 を 準 備 す る 方 法
と 、 検 定 を 実 行 す る 方 法 と 、 実 験 ま た は 臨 床 分 析 を 行 う 方 法 と 、 検 定 ま た は 分 析 を 行 う デ
ィ ス ク と 、 関 連 す る 検 出 シ ス テ ム と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 生 体 サ ン プ ル と し て は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 髄 液 、 乳 房 吸 引 液 （ breast aspirate） 、
滑 液 、 胸 膜 液 、 腹 水 、 囲 心 腔 液 、 尿 、 唾 液 、 羊 水 、 精 液 、 粘 液 、 体 毛 、 糞 便 、 生 体 微 粒 子
懸 濁 液 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 核 酸 分 子 、 細 胞 、 器 官 、 組 織 、 ま た は 組 織 抽 出 物 、 あ る い は
化 学 的 ま た は 生 物 学 的 プ ロ セ ス に よ り 磁 気 粒 子 に 結 合 し 得 る 標 的 を 含 む 任 意 の 他 の サ ン プ
ル が 挙 げ ら れ る 。 種 々 の 標 的 の 選 択 お よ び 検 出 に 関 連 す る 他 の 態 様 に 関 す る さ ら な る 詳 細
は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出
願 さ れ た 「 Dual Bead Assays for Detecting Medical Targets」 と 題 す る 米 国 仮 特 許 出 願
第 ６ ０ ， ２ ７ ８ ， ６ ９ ７ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 出 願 は そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 対 象 と な る 標 的 は 、 腫 瘍 細 胞 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 ま た は 疾 患 に 特 徴 的 な 核 酸 な ど の 標 的
作 用 物 質 分 子 、 ま た は あ る 人 物 に 特 異 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 あ る い は あ る 生 物 ま た は 細
胞 型 （ 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 、 真 菌 、 植 物 、 ま た は 動 物 で あ り 得 る ） に 特 異 的
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 抗 原 決 定 基 を 含 む こ と が で き る 。 標 的 作 用 物 質 は 、 癌 に 関 連 す
る 核 酸 分 子 ま た は 抗 原 決 定 基 を 含 み 得 る 。 標 的 核 酸 分 子 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ｎ ｅ ｕ 、 ｐ ５ ２ 、 ｐ
５ ３ 、 ｐ ２ １ 、 お よ び ｂ ｃ ｌ － ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 で あ
る 核 酸 を 含 み 得 る 。 標 的 作 用 物 質 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ に 感 染 し た 被 験 体 に の み 存 在 す る 抗 体 、
ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 抗 原 、 ま た は 被 験 体 の 疾 患 状 態 に 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 本
発 明 の 方 法 お よ び 装 置 は 、 被 験 体 が ウ イ ル ス に 感 染 し て い る か 否 か 、 被 験 体 か ら 得 ら れ た
核 酸 が 対 応 す る 野 生 型 核 酸 配 列 に 関 す る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 変 異 （ Ｓ Ｎ Ｍ ） を 示 し て い る か
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否 か 、 ま た は 被 験 体 が 対 象 と な る タ ン パ ク 質 （ 細 菌 タ ン パ ク 質 、 真 菌 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル
ス タ ン パ ク 質 、 Ｈ Ｉ Ｖ タ ン パ ク 質 、 Ｃ 型 肝 炎 タ ン パ ク 質 、 Ｂ 型 肝 炎 タ ン パ ク 質 、 ま た は あ
る 疾 患 に 特 異 的 に 関 連 す る こ と が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 な ど ） を 発 現 し て い る か 否 か を
判 断 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 核 酸 標 的 を 検 出 す る 二 重 ビ ー ズ 実 験 の 一 例 を 、 以 下
の 実 施 例 １ に 提 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ る と 、 複 数 の 標 的 作 用 物 質 （ 例 え ば 、 数 十 、 数 百 、 さ ら に は 数 千
も の 異 な る 標 的 作 用 物 質 ） を １ つ の 光 分 析 デ ィ ス ク 上 で 識 別 す る こ と が で き る 多 重 化 法 （
multiplexing methods） が 提 供 さ れ る 。 複 数 の 捕 捉 剤 が １ つ の チ ャ ン バ の 捕 捉 領 域 に ま と
め て 、 ま た は 別 個 の 捕 捉 領 域 に 別 々 に 供 給 さ れ て も よ い 。 異 な る 波 長 で 蛍 光 を 発 す る ビ ー
ズ や 異 な る サ イ ズ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ reporter beads） な ど の 種 々 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
を 用 い て 、 互 い を 区 別 可 能 に す る こ と が で き る 。 多 重 化 技 法 を 用 い て ２ つ の 異 な る 標 的 を
識 別 す る た め の 実 験 を 行 っ た 。 そ の よ う な 検 定 の １ つ の 例 を 以 下 の 実 施 例 ２ で 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 基 板 と 、 基 板 に 関 連 す る 捕 捉 層 と 、 捕 捉 層 に 結 合 し た
捕 捉 剤 と を 有 し 、 捕 捉 剤 が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に 結 合 す る よ う に な っ て い る 、 光 デ ィ ス ク を
含 む 。 複 数 の 異 な る 捕 捉 剤 が 、 異 な る 型 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に 対 し て 用 い ら れ る 。 デ ィ ス
ク は 、 適 当 な チ ャ ン バ お よ び 流 体 構 造 で デ ィ ス ク に 何 ら か の 二 重 ビ ー ズ 処 理 を 施 す こ と を
可 能 に す る よ う 設 計 す る こ と が で き 、 レ ポ ー タ ー お よ び 捕 捉 ビ ー ズ が あ ら か じ め ロ ー ド さ
れ る こ と に よ り 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 を 形 成 す る の に 加 え る 必 要 が あ る の は サ ン プ ル の
み と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
Ｏ Ｄ Ｂ Ｍ Ａ 細 胞 分 析
　 本 発 明 の 一 態 様 に よ る と 、 ビ ー ズ ま た は ビ ー ズ － 細 胞 検 定 の た め の デ ィ ス ク お よ び デ ィ
ス ク ド ラ イ ブ シ ス テ ム が 提 供 さ れ る 。 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ は 、 単 離 プ ロ セ ス を 行 う た め の 電
磁 石 を 含 む こ と が で き 、 適 切 な 光 源 制 御 お よ び 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 型 の 検 出 を
含 ん で も よ い 。 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ は 、 光 学 式 ま た は 光 磁 気 式 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 デ ィ ス ク に 施 さ れ る 処 理 の た め に 、 ド ラ イ ブ は 電 磁 石 を 含 む こ と が 有 利 で あ り 、 デ ィ ス
ク は 、 混 合 チ ャ ン バ 、 廃 液 チ ャ ン バ 、 お よ び 捕 捉 区 域 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 実 施
の 形 態 で は 、 サ ン プ ル は 混 合 チ ャ ン バ に お い て ビ ー ズ と 混 合 さ れ 、 混 合 チ ャ ン バ 付 近 に 磁
界 が 印 加 さ れ 、 磁 石 に よ り 保 持 さ れ て い な い サ ン プ ル は 廃 液 チ ャ ン バ に 導 か れ 、 そ れ に よ
り 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に 結 合 し て い る か 未 結 合 で あ る か に か か わ ら ず 、 全 て の 磁 気 ビ ー ズ
が 混 合 チ ャ ン バ に 残 る 。 続 い て 、 磁 気 ビ ー ズ は 捕 捉 区 域 に 導 か れ る 。 い く つ か の 異 な る 弁
機 構 の う ち の １ つ を 用 い て 流 れ を 制 御 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム （ Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ ）
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ は 、 生 体 サ ン プ ル と 共 に 用 い る た め に 作 成 さ れ 、 か
つ デ ィ ス ク 上 の 磁 区 す な わ ち 磁 性 領 域 を 選 択 的 に 形 成 す る こ と が で き る デ ィ ス ク ド ラ イ ブ
（ 光 磁 気 （ Ｍ Ｏ ） デ ィ ス ク ド ラ イ ブ な ど ） と 共 に 用 い ら れ る 、 Ｍ Ｏ デ ィ ス ク を 用 い て 行 わ
れ る 。 本 発 明 の こ の Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ 態 様 で は 、 磁 区 は 、 高 度 に 制 御 可 能 か つ 正 確 な 方 法 で Ｍ Ｏ
デ ィ ス ク に 形 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ド メ イ ン は 、 未 結 合 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 含 む 磁
気 ビ ー ズ の よ う な 生 体 磁 気 粒 子 と 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ と の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 含 む 磁 気 複 合
体 、 磁 気 ビ ー ズ － 細 胞 複 合 体 と 、 ま た は 少 な く と も １ つ の 磁 気 粒 子 ま た は 磁 気 特 性 が 関 連
し て い る 任 意 の 生 物 学 的 ま た は 化 学 的 複 合 体 と を 結 合 し 、 こ れ ら の 複 合 体 を 磁 石 ま た は 磁
区 を 用 い て 結 合 で き る よ う に す る こ と が で き る 。 Ｍ Ｏ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ は 、 デ ィ ス ク 上 の
選 択 さ れ た 場 所 に 書 き 込 む こ と が で き 、 続 い て 、 光 学 式 読 み 取 り 装 置 を 用 い て そ れ ら の ド
メ イ ン す な わ ち 領 域 に あ る 特 徴 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。 ド メ イ ン を 選 択 的 に 消 去 す る
こ と に よ り 、 個 々 の ビ ー ズ お よ び 複 合 体 を 選 択 的 に 解 放 す る こ と が で き る 。 分 析 に Ｍ Ｏ Ｂ
Ｄ Ｓ を 用 い る こ と に 関 す る 生 物 医 学 的 用 途 を 以 下 で 説 明 す る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 用 Ｃ Ｄ の 磁 区 す な わ ち 磁 性
領 域 を 形 成 す る こ と を 含 む 、 バ イ オ デ ィ ス ク お よ び ド ラ イ ブ を 用 い る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
こ の 方 法 は さ ら に 、 ビ ー ズ が 磁 区 に お い て 結 合 す る よ う に デ ィ ス ク に 磁 気 ビ ー ズ を 供 給 す
る こ と を 含 む 。 本 発 明 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 用 い て 、 蛍 光 ま た は
光 学 的 イ ベ ン ト 検 出 な ど に よ り 、 磁 気 ビ ー ズ が 生 体 サ ン プ ル に 結 合 す る 場 所 に お い て 検 出
す る こ と を 含 む こ と が 好 ま し い 。 本 方 法 は 、 複 数 の チ ャ ン バ を 使 用 す る こ と に よ り 、 時 間
お よ び 場 所 に 関 し て 複 数 の 段 階 で 形 成 さ れ 得 る 。 ド メ イ ン は 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 所 定
の 場 所 に 選 択 的 に 書 き 込 ま れ 、 磁 気 ビ ー ズ ま た は 磁 気 複 合 体 を 捕 捉 す る た め に 、 サ ン プ ル
を 磁 区 に わ た っ て 移 動 さ せ る 。 続 い て 、 こ の 領 域 を 選 択 的 に 消 去 す る こ と が で き 、 磁 気 ビ
ー ズ ま た は 磁 気 複 合 体 は 個 別 に 解 放 さ れ 、 所 望 の 場 合 は 再 配 置 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 、
一 度 に 多 く の 異 な る 試 験 を 行 う こ と が で き 、 ユ ー ザ と デ ィ ス ク ド ラ イ ブ と の 間 の 対 話 性 の
レ ベ ル が 、 試 験 プ ロ セ ス 中 に さ ら な る 試 験 を 作 成 で き る よ う な も の に す る こ と が で き る 。
光 磁 気 記 録 、 光 磁 気 デ ィ ス ク 上 の 磁 性 領 域 の 正 確 な 作 成 、 お よ び 光 磁 気 検 出 方 法 に 関 す る
さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Maeda, et al.に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 ６ ， ２ １ ２ ， １ ３ ６ 号
、 Ohmori et al.に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ２ ９ ， ５ ０ ３ 号 、 Saito et al.に 付 与 さ
れ た 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ８ ５ ， ８ ８ １ 号 、 Fujiwara et al.に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 ４ ， ８
４ ３ ， ６ ０ ４ 号 、 お よ び Naito et al.に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ８ ４ ， ６ ０ ６ 号 に 開
示 さ れ て い る 。 こ れ ら 特 許 の 全 て は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク は 、 例 え ば Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 光 磁 気 ス タ ッ ク の 光 学 的 特 性 の 最
適 化 を 含 む 種 々 の タ イ プ の Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ 用 途 に 合 わ せ て 最 適 化 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り
、 入 射 追 跡 お よ び 検 出 電 磁 放 射 ビ ー ム が 反 射 層 を 部 分 的 に 通 過 し 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の
作 用 層 （ operative layer） の 別 個 の 検 出 器 お よ び 構 成 要 素 を 用 い て 検 出 さ れ る 透 過 ビ ー
ム は 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 上 に 生 成 さ れ た 磁 界 お よ び 磁 界 の 強 度 が 、 種 々 の タ イ プ の 磁 気
ビ ー ズ が 結 び 付 い て い る 磁 気 複 合 体 を 捕 捉 し て そ れ ら 磁 気 複 合 体 間 を 区 別 す る の に 十 分 な
大 き さ お よ び 強 度 と な る よ う に 修 正 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 種 々 の タ イ プ の 電 磁 放 射 源 を 、 限
定 は さ れ な い が 、 赤 外 線 、 赤 色 、 青 色 、 お よ び 蛍 光 型 光 源 を 含 む Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ と 共 に 用 い る
こ と が で き る 。 磁 気 ビ ー ズ お よ び 磁 気 複 合 体 は 、 例 え ば 図 ２ ８ Ａ 、 図 ２ ８ Ｂ 、 図 ２ ９ Ａ 、
お よ び 図 ２ ９ Ｂ に 関 連 し て 以 下 で 説 明 す る よ う に 、 例 え ば 反 射 お よ び ／ ま た は 透 過 ビ ー ム
の 特 徴 の 分 析 に よ り 、 ま た は 蛍 光 検 出 器 お よ び 蛍 光 標 識 標 的 分 子 ま た は 細 胞 に 関 連 し て 蛍
光 型 光 源 を 用 い る 蛍 光 に よ り 、 光 学 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 生 体 磁 気 ビ ー ズ 検 定 は 、 本 明 細 書 中 で は 分 子 磁 気 的 検 定 と 呼 ぶ 遺 伝 的 検 定
に お い て 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ お よ び 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 共 に 実 施 し て も よ い 。 こ れ ら の
生 体 磁 気 ビ ー ズ ま た は 粒 子 は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ そ れ ぞ れ で 被 覆 さ
れ る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 標 的 配 列 と 相 補 的 で あ る が 、 互 い に は
相 補 的 で は な い 。 捕 捉 ビ ー ズ は 、 様 々 な 量 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 さ れ る 。 未 結 合 の 標 的 は 、
磁 気 ビ ー ズ の 磁 気 濃 縮 （ magnetic concentration） に よ り 溶 液 か ら 除 去 さ れ る 。 そ の た め
、 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 捕 捉 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に 統 合 す る こ と が で き る 。 未 結 合 レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ は 、 磁 気 ビ ー ズ の 磁 気 濃 縮 に よ り 除 去 さ れ る 。 し た が っ て 、 標 的 配 列 の 存 在 下 で の
み 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ は 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
捕 捉 プ ロ ー ブ 結 合
　 Ｅ Ｄ Ｃ 結 合 （ conjugation） を 介 し て 捕 捉 ま た は レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を カ ル ボ キ シ 化 さ
れ た 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ そ れ ぞ れ に 共 有 結 合 さ せ る こ と を 含 む 、 プ ロ ー ブ
を ビ ー ズ に 結 合 さ せ る い く つ か の 異 な る 表 面 化 学 的 性 質 （ chemistries） お よ び 異 な る 方
法 が 調 査 さ れ た 。 プ ロ ー ブ を ビ ー ズ に 結 び 付 け る Ｅ Ｄ Ｃ 結 合 法 を 用 い て 観 察 さ れ た １ つ の
結 果 は 、 プ ロ ー ブ の 非 共 有 結 合 で あ っ た 。 こ の 制 限 は 、 部 分 的 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用
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い て プ ロ ー ブ を 結 び 付 け る 方 法 を 開 発 す る こ と 、 お よ び 結 合 効 率 の 高 い 適 切 な ビ ー ズ タ イ
プ を 選 択 す る こ と に よ り 克 服 さ れ た 。 共 役 プ ロ セ ス に お い て 二 本 鎖 プ ロ ー ブ を 用 い る こ と
に よ り 、 ビ ー ズ へ の プ ロ ー ブ の 非 共 有 結 合 が 著 し く 減 少 し た 。 適 切 な ビ ー ズ タ イ プ お よ び
結 合 条 件 を 用 い る こ と に よ り 、 共 有 結 合 効 率 が ９ ５ ％ も の 高 さ に な っ た 。 固 体 表 面 へ の Ｄ
Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 結 合 に 関 す る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２
月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Decreasing Non-Specific Binding of Beads in Du
al Bead Assays Including Related Optical Bio-discs and Disc Drive Systems」 と 題
す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ８ ７ ， ５ ４ ７ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 出 願 は そ の 内 容 の す
べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 捕 捉 に 磁 気 ビ ー ズ を 用 い る こ と に よ り 、 洗 浄 ス テ ッ プ が 迅 速 化 さ れ 、 結 合
し た も の と 未 結 合 の も の と の 分 離 ス テ ッ プ が 極 め て 円 滑 に な っ た 。 さ ら に 、 標 的 濃 度 が 限
ら れ て い る 場 合 、 各 標 的 分 子 は １ つ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き
る 。 そ の サ イ ズ に よ り 、 １ つ の 標 的 分 子 は い か な る 既 存 の 技 術 に よ っ て も 検 出 す る こ と が
で き な い 。 し か し な が ら 、 １ μ ｍ 以 上 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 様 々 な 方 法 に よ り 容 易 に 検 出
お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ビ ー ズ 検 定 は 、 標 的 捕 捉 の 感 度 を 非 常 に 高 め
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ お よ び 関 連 す る 信 号 処 理 シ ス テ ム
　 さ ら に 別 の 主 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 分 析 デ ィ ス ク 、 修 正 光 デ ィ ス ク 、 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ 、 ま
た は バ イ オ デ ィ ス ク 上 で 上 記 の 方 法 を 実 施 す る こ と も 含 む 。 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ ア セ
ン ブ リ を 用 い て 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 デ ィ ス ク に 記 憶 さ れ た 任 意 の 符 号 化 情 報 を 読 み 出
し て 処 理 し 、 バ イ オ デ ィ ス ク の フ ロ ー 流 路 に お い て 試 験 サ ン プ ル を 分 析 す る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に は 、 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る モ ー タ と 、 デ
ィ ス ク の 回 転 速 度 を 制 御 す る コ ン ト ロ ー ラ と 、 デ ィ ス ク か ら の 帰 還 信 号 お よ び ／ ま た は 透
過 信 号 を 処 理 す る プ ロ セ ッ サ と 、 処 理 さ れ た 信 号 を 分 析 す る 分 析 装 置 と が 設 け ら れ る 。 モ
ー タ の 回 転 速 度 は 、 デ ィ ス ク の 所 望 の 回 転 を 得 る た め に 制 御 さ れ る 。 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ
イ ブ ア セ ン ブ リ を 利 用 し て 、 フ ロ ー 流 路 お よ び 標 的 領 域 の 試 験 物 質 を ド ラ イ ブ の 読 み 取 り
ビ ー ム に よ り 呼 び か け て 分 析 装 置 に よ り 分 析 す る 前 ま た は そ の 後 に 、 バ イ オ デ ィ ス ク に 情
報 を 書 き 込 ん で も よ い 。 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 デ ィ ス ク の 回 転 速 度 を 制 御 し 、 行 う べ き 試 験
の タ イ プ に 特 有 の 処 理 情 報 を 提 供 し 、 バ イ オ ド ラ イ ブ に 関 連 す る モ ニ タ に 結 果 を 表 示 す る
た め の 、 符 号 化 情 報 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 装 置 お よ び 方 法 の 種 々 の 実 施 の 形 態 は 、 専 門 知 識 お よ び 高 価 な 設 備 を 用 い ず に
、 エ ン ド ユ ー ザ に よ っ て 安 価 に 用 い ら れ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 シ ス テ ム は ポ ー
タ ブ ル に す る こ と が で き る た め 、 従 来 の 診 断 設 備 が 一 般 に 利 用 可 能 で は な い 可 能 性 が あ る
遠 隔 の 場 所 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の 検 定 シ ス テ ム の 構 成 要 素 お よ び 信 号 取 得 方 法 に 適
用 可 能 な 他 の 関 連 す る 態 様 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２
年 １ 月 ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assays Including Covalent Linkages For Improve
d Specificity And Related Optical Analysis Discs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０
３ ８ ， ２ ９ ７ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Biological Assays Using Dual Bea
d Multiplexing Including Optical Bio-Disc and Related Methods」 と 題 す る 米 国 仮 出
願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ２ ， ５ ２ ５ 号 、 そ れ ぞ れ ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 １ ４ 日 、 ２ ０ ０ １ 年 ８ 月 ２ ４ 日 、
お よ び ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 、 そ れ ぞ れ 「 Surface Assembly for Immobiliz
ing Capture Agents and Dual Bead Assays Including Optical Bio-Disc and Methods R
elating Thereto」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ５ ， ６ ４ ３ 号 、 第 ６ ０ ／ ３ １ ４ ， ９
０ ６ 号 、 お よ び 第 ６ ０ ／ ３ ５ ２ ， ２ ７ ０ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら 出 願 の 全 て は 、 そ の
内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 、 図 面 、 お よ び 技 術 例 か ら 明 ら か と な る で あ
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ろ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 本 発 明 に 寄 与 す る さ ら な る 特 徴 お よ び 本 発 明 か ら 得 ら れ る 利
点 と 共 に 、 以 下 の 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 の 説 明 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。 本 発 明
の 好 ま し い 実 施 の 形 態 の 説 明 は 、 全 体 を 通 し て 同 様 の 参 照 符 号 が 同 様 の 構 成 要 素 を 示 す 添
付 図 面 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 　 ［ 好 ま し い 実 施 の 形 態 の 詳 細 な 説 明 ］
　 本 発 明 の 以 下 の 説 明 は 、 光 分 析 デ ィ ス ク 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ シ ス テ ム 、 光 デ ィ ス ク に よ
る 生 体 磁 気 的 検 定 、 な ら び に 検 定 化 学 物 質 （ chemistries） お よ び 検 定 技 法 に 関 す る 。 本
発 明 は さ ら に 、 代 替 の 光 磁 気 ド ラ イ ブ シ ス テ ム 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス
ク シ ス テ ム 、 Ｍ Ｏ 生 体 磁 気 的 検 定 、 お よ び 関 連 す る 処 理 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
デ ィ ス ク ド ラ イ ブ シ ス テ ム お よ び 関 連 す る 光 分 析 デ ィ ス ク
　 ま ず 図 １ を 参 照 し て 、 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ １ １ ２ に お い て 用 い る 光 分 析 デ ィ ス ク 、 光 バ
イ オ デ ィ ス ク 、 ま た は 医 療 Ｃ Ｄ １ １ ０ の 斜 視 図 を 示 す 。 ド ラ イ ブ １ １ ２ は 、 ド ラ イ ブ 内 の
ソ フ ト ウ ェ ア と 共 に 、 ま た は 別 個 の コ ン ピ ュ ー タ と 関 連 し て 、 デ ィ ス プ レ イ モ ニ タ １ １ ４
に 画 像 、 グ ラ フ 、 ま た は 出 力 デ ー タ を 表 示 さ せ る こ と が で き る 。 以 下 に 示 す よ う に 、 限 定
は さ れ な い が 光 磁 気 デ ィ ス ク お よ び 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 含 む 、 種 々 の タ イ プ の デ ィ
ス ク お よ び ド ラ イ ブ が 用 い ら れ 得 る 。 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ は 、 制 御 コ ン ピ ュ ー タ と は 別 個 の
ユ ニ ッ ト 内 に あ っ て も よ く 、 ま た は コ ン ピ ュ ー タ 内 の ベ イ に 設 け ら れ て も よ い 。 デ バ イ ス
は 、 ラ ッ プ ト ッ プ コ ン ピ ュ ー タ の よ う に ポ ー タ ブ ル な も の に す る こ と が で き る た め 、 バ ッ
テ リ ー 電 力 を 用 い て 、 一 般 的 に 高 度 な 診 断 設 備 が 配 備 さ れ て い な い 遠 隔 の 場 所 で 使 用 可 能
で あ る 。 ド ラ イ ブ は 、 最 小 限 の ハ ー ド ウ ェ ア 変 更 を 行 っ た か ま た は ハ ー ド ウ ェ ア 変 更 の な
い 従 来 の ド ラ イ ブ で あ る こ と が 好 ま し い が 、 専 用 の バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ ド ラ イ
ブ で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の タ イ プ の ド ラ イ ブ シ ス テ ム お よ び 関 連 す る 信 号 処 理 方 法 に 関
す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 １ ９ ９ ９
年 ８ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus for Analyzing Operational and No
n-operational Data Acquired from Optical Discs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ３ ７
８ ， ８ ７ ８ 号 、 １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus for Optica
l Disc Data Acquisition Using Physical Synchronization Markers」 と 題 す る 米 国 仮 特
許 出 願 第 ６ ０ ／ １ ５ ０ ， ２ ８ ８ 号 、 １ ９ ９ ９ 年 １ ０ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Trackable Op
tical Discs with Concurrently Readable Analyte Material」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第
０ ９ ／ ４ ２ １ ， ８ ７ ０ 号 、 ２ ０ ０ ０ 年 ８ 月 ２ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus 
for Optical Disc Data Acquisition Using Physical synchronization Markers」 と 題 す
る 米 国 仮 出 願 第 ０ ９ ／ ６ ４ ３ ， １ ０ ６ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Op
tical Disc Analysis System Including Related Methods For Biological and Medical 
Imaging」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ４ ３ ， ６ ８ ８ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の
出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 実 施 の 形 態 で 用 い る 光 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ は 、 任 意 の 適 当 な 形 状 、 直 径 、 ま
た は 厚 さ を 有 す る こ と が で き る が 、 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク （ Ｃ Ｄ ） 、 記 録 可 能 Ｃ Ｄ （ Ｃ Ｄ －
Ｒ ） 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｗ 、 デ ジ タ ル 多 用 途 デ ィ ス ク （ Ｄ Ｖ Ｄ ） 、 Ｄ Ｖ Ｄ － Ｒ 、 Ｄ Ｖ Ｄ － Ｒ Ｗ 、 光
磁 気 デ ィ ス ク ま た は 他 の 標 準 的 な 光 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト の も の と 同 様 の 直 径 お よ び 厚 さ
を 有 す る 円 形 デ ィ ス ク で 実 施 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 デ ィ ス ク は 、 好 ま し く は 既 知 の フ ォ
ー マ ッ ト の 、 試 験 ま た は 検 定 を 実 施 、 制 御 、 お よ び 後 処 理 す る た め の 符 号 化 情 報 （ デ ィ ス
ク の 回 転 速 度 お よ び 方 向 、 回 転 調 節 （ timing for rotation） 、 停 止 お よ び 開 始 、 遅 延 期
間 、 サ ン プ ル の 場 所 、 光 源 の 位 置 、 お よ び 光 源 の パ ワ ー を 制 御 す る 情 報 な ど ） を 含 む こ と
が で き る 。 こ の よ う な 符 号 化 情 報 は 、 こ こ で は 包 括 的 に 動 作 情 報 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 デ ィ ス ク は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ に 示 す よ う な 反 射 型 デ ィ ス ク 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ の 透 過 型 デ
ィ ス ク 、 ま た は 反 射 型 お よ び 透 過 型 の 何 ら か の 組 み 合 わ せ で あ っ て よ い 。 反 射 型 デ ィ ス ク
で は 、 入 射 光 ビ ー ム が デ ィ ス ク 上 に （ 通 常 は 情 報 が 符 号 化 さ れ る 反 射 表 面 に ） 合 焦 し 、 反
射 し て 、 光 学 要 素 を 通 っ て 光 源 と 同 じ 側 の デ ィ ス ク 面 に あ る 検 出 器 に 戻 る 。 透 過 型 デ ィ ス
ク で は 、 光 は デ ィ ス ク （ ま た は そ の 一 部 ） を 通 過 し て 、 光 源 と は 反 対 側 の デ ィ ス ク 面 に あ
る 検 出 器 に 届 く 。 デ ィ ス ク の 透 過 部 分 で は 、 一 部 の 光 は 反 射 さ れ て 反 射 光 と し て 検 出 さ れ
る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ２ は 、 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 シ ス テ ム １ １ ６ を 示 す 。 こ の シ ス テ ム は 、 Ｃ Ｄ 、 Ｃ Ｄ
－ Ｒ 、 Ｄ Ｖ Ｄ 、 Ｍ Ｏ 、 ま た は 他 の 既 知 の 類 似 の フ ォ ー マ ッ ト 用 の 従 来 の 読 み 取 り 装 置 、 そ
の よ う な ド ラ イ ブ の 変 更 版 、 ま た は 全 く 異 な る 専 用 デ バ イ ス で あ っ て も よ い 。 基 本 的 な 構
成 要 素 は 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る モ ー タ と 、 光 を 供 給 す る 光 シ ス テ ム と 、 光 を 検 出 す る 検
出 シ ス テ ム と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 次 に 、 図 ２ ～ 図 ４ Ｃ の 全 体 を 参 照 し て 、 光 源 １ １ ８ が 光 学 構 成 要 素 １ ２ ０ に 光 を 供 給 し
て 入 射 光 ビ ー ム １ ２ ２ を 生 成 す る 。 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ の 反 射 型 デ ィ ス ク １ ４ ４ の 場 合 、 帰 還
ビ ー ム １ ２ ４ は 図 ３ Ｃ お よ び 図 ４ Ｃ の 反 射 表 面 １ ５ ６ 、 １ ７ ４ 、 ま た は １ ８ ６ か ら 反 射 さ
れ る 。 帰 還 ビ ー ム １ ２ ４ は 、 光 学 構 成 要 素 １ ２ ０ に 戻 さ れ 、 次 に 底 部 検 出 器 １ ２ ６ に 供 給
さ れ る 。 こ の タ イ プ の デ ィ ス ク で は 、 帰 還 ビ ー ム は 、 動 作 情 報 ま た は 他 の 符 号 化 デ ー タ 、
な ら び に 調 査 中 の 検 査 特 徴 ま た は 試 験 サ ン プ ル に 関 す る 特 徴 情 報 を 運 ぶ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ の 透 過 型 デ ィ ス ク １ ８ ０ の 場 合 、 入 射 ビ ー ム １ ２ ２ か ら の エ ネ ル ギ ー の
一 部 は 検 査 特 徴 ま た は 試 験 サ ン プ ル と の 光 ／ 物 質 相 互 作 用 を 受 け 、 次 に 透 過 ビ ー ム １ ２ ８
と し て デ ィ ス ク を 通 っ て 進 み 、 こ れ が 上 部 検 出 器 １ ３ ０ に よ り 検 出 さ れ る 。 作 用 層 と し て
半 反 射 層 １ ８ ６ （ 図 ４ Ｃ ） を 含 む 透 過 型 デ ィ ス ク の 場 合 、 入 射 ビ ー ム １ ２ ２ か ら の エ ネ ル
ギ ー の 一 部 も ま た 、 動 作 情 報 ま た は 記 憶 デ ー タ を 運 ぶ 帰 還 ビ ー ム １ ２ ４ と し て 作 用 層 か ら
反 射 す る 。 光 学 構 成 要 素 １ ２ ０ は 、 レ ン ズ と 、 ビ ー ム ス プ リ ッ タ と 、 四 分 の 一 波 長 板 と を
含 む こ と が で き 、 四 分 の 一 波 長 板 は 、 光 ビ ー ム の 偏 光 を 変 え て 、 ビ ー ム ス プ リ ッ タ が レ ン
ズ を 通 る 反 射 ビ ー ム を 、 反 射 ビ ー ム が 検 出 器 上 に 合 焦 す る よ う に 導 く よ う に す る 。 円 柱 レ
ン ズ な ど の 非 点 収 差 要 素 が 、 ビ ー ム ス プ リ ッ タ と 検 出 器 と の 間 に 設 け ら れ て 、 反 射 光 ビ ー
ム に 非 点 収 差 を 与 え る 。 光 源 は 、 ユ ー ザ に よ り 導 入 さ れ た か ま た は デ ィ ス ク か ら 読 み 取 ら
れ た デ ー タ に 応 じ た 所 望 の 範 囲 に わ た る 可 変 波 長 お よ び 電 力 レ ベ ル を 提 供 す る よ う に 制 御
可 能 で あ り 得 る 。 こ の 制 御 性 は 、 異 な る 波 長 で 蛍 光 を 発 す る 複 数 の 異 な る 構 造 を 検 出 す る
こ と が 望 ま し い 場 合 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 ２ を 引 き 続 き 参 照 し て 、 検 出 器 １ ２ ６ お よ び ／ ま た は 検 出 器 １ ３ ０ か ら の デ ー タ が 、
プ ロ セ ッ サ １ ３ ４ お よ び 分 析 装 置 １ ３ ６ を 含 む コ ン ピ ュ ー タ １ ３ ２ に 供 給 さ れ る 。 次 に 、
画 像 ま た は 出 力 結 果 が モ ニ タ １ １ ４ に 提 供 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ １ ３ ２ は 、 デ ス ク ト ッ プ
コ ン ピ ュ ー タ 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 ロ ジ ッ ク 、 ま た は 他 の 何 ら か の 処 理 デ バ イ ス と す る こ と が
で き 、 他 の 処 理 お よ び ／ ま た は 記 憶 デ バ イ ス へ の （ イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 す る な ど し た ） 接
続 部 を 含 ん で も よ い 。 ド ラ イ ブ モ ー タ １ ４ ０ お よ び コ ン ト ロ ー ラ １ ４ ２ は 、 デ ィ ス ク １ ４
４ ま た は １ ８ ０ の 回 転 速 度 お よ び 方 向 ま た は 回 転 を 制 御 す る た め に 設 け ら れ る 。 コ ン ト ロ
ー ラ １ ４ ２ お よ び プ ロ セ ッ サ １ ３ ４ を 含 む コ ン ピ ュ ー タ １ ３ ２ は 、 同 じ コ ン ピ ュ ー タ と 遠
隔 通 信 す る か 、 ま た は 同 じ コ ン ピ ュ ー タ 内 で 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な デ ィ ス ク
を 読 み 取 る 方 法 お よ び シ ス テ ム は 、 Gordonに よ る 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ９ ２ ， ５ ７ ７ 号 に も 示
さ れ て お り 、 こ の 特 許 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 検 出 器 は 、 そ の 構 造 ま た は 外 部 フ ィ ル タ を 通 し て 検 出 器 に 到 達 す る 全 て の 光 、 ま た は 特
定 の 波 長 の 光 の み を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ て も よ い 。 検 出 器 を 検 出 可 能 な 波 長 に 関 し て
制 御 可 能 に す る こ と に よ り 、 異 な る 波 長 で 蛍 光 を 発 す る ビ ー ズ ま た は 他 の 構 造 体 を 個 別 に
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検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ハ ー ド ウ ェ ア ト リ ガ セ ン サ １ ３ ８ を 、 反 射 型 デ ィ ス ク １ ４ ４ ま た は 透 過 型 デ ィ ス ク １ ８
０ と 共 に 用 い て も よ い 。 ト リ ガ セ ン サ １ ３ ８ は 、 入 射 ビ ー ム １ ２ ２ が 標 的 領 域 ま た は 検 査
区 域 に あ る 場 合 に の み プ ロ セ ッ サ １ ３ ４ に よ る デ ー タ 収 集 を 可 能 に す る 信 号 を コ ン ピ ュ ー
タ １ ３ ２ に （ ま た は 他 の 何 ら か の 電 子 回 路 に ） に 供 給 す る 。 別 法 と し て 、 デ ィ ス ク か ら 読
み 取 ら れ た ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 デ ィ ス ク 上 の い か な る 物 理 的 マ ー ク に も 関 係 な く プ ロ
セ ッ サ １ ３ ４ に よ る デ ー タ 収 集 を 制 御 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア ま た は
論 理 ト リ ガ は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 ２ ８ 日 に
出 願 さ れ た 「 Logical Triggering Methods And Apparatus For Use With Optical Analys
is Discs And Related Disc Drive Systems」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ２ ， ６ ２
５ 号 に お い て さ ら に 詳 細 に 説 明 さ れ て お り 、 こ の 出 願 は そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 光 分 析 デ ィ ス ク の 基 板 層 は 、 デ ィ ス ク の 最 も 内 側 の 読 み 取 り 可 能 部 分 か ら 開 始 し て 、 デ
ィ ス ク の 最 も 外 側 の 読 み 取 り 可 能 部 分 に 向 か っ て 螺 旋 状 に 出 て 行 く 螺 旋 状 ト ラ ッ ク が 刻 ま
れ 得 る 。 記 録 不 可 能 な Ｃ Ｄ で は 、 こ の ト ラ ッ ク は 異 な る 長 さ を 有 す る 一 連 の エ ン ボ ス ピ ッ
ト か ら 構 成 さ れ 、 そ れ ぞ れ の エ ン ボ ス ピ ッ ト は 通 常 、 デ ィ ス ク を 読 み 取 る の に 用 い ら れ る
光 の 波 長 の 約 １ ／ ４ の 深 さ を 有 す る 。 ピ ッ ト 間 の 異 な る 長 さ お よ び 間 隔 が 、 動 作 デ ー タ を
符 号 化 す る 。 記 録 可 能 Ｃ Ｄ の よ う な デ ィ ス ク の 螺 旋 溝 は 、 ピ ッ ト で は な く 検 出 可 能 な 染 料
を 含 む 。 さ ら に 、 Ｍ Ｏ デ ィ ス ク で は 、 デ ー タ は Ｍ Ｏ デ ィ ス ク 上 に 形 成 さ れ た 磁 区 に 記 憶 さ
れ る 。 こ れ は 、 回 転 速 度 な ど の 動 作 情 報 が 記 録 さ れ る 場 所 で あ る 。 試 験 、 検 定 、 ま た は 調
査 プ ロ ト コ ル に 応 じ て 、 回 転 速 度 は 、 介 在 的 ま た は 連 続 的 な 加 速 、 定 速 、 お よ び 減 速 期 間
を 有 し て 可 変 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 期 間 は 、 例 え ば 、 薬 剤 、 試 薬 、 抗 体 、 ま た は 他 の
物 質 と の 流 体 お よ び 懸 濁 液 の 混 合 、 撹 拌 、 ま た は 分 離 を 行 う よ う に 、 回 転 速 度 お よ び 回 転
時 間 の 双 方 に 関 し て 厳 密 に 制 御 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 で 利 用 さ れ 得 る 、 ま た は 本 発
明 に 容 易 に 適 合 さ れ 得 る 種 々 の 光 分 析 デ ィ ス ク 、 医 療 Ｃ Ｄ 、 お よ び バ イ オ デ ィ ス ク の 設 計
は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 １ ５ 日 に
出 願 さ れ た 「 Optical Bio-discs with Reflective Layers」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９
／ ９ ９ ９ ， ２ ７ ４ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Discs for Measurin
g Analytes」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ５ ， ３ １ ３ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 １ ０ 日
に 出 願 さ れ た 「 Methods for Detecting Analytes Using Optical Discs and Optical Dis
c Readers」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ６ ， ３ ７ １ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 １ ０ 日
に 出 願 さ れ た 「 Multiple Data Layer Optical Discs for Detecting Analytes」 と 題 す る
米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ６ ， ６ ２ ０ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「
Optical Disc Assemblies for Performing Assays」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０
６ ， ６ １ ９ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら の 全 て は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 光 ピ ッ ク ア ッ プ お よ び 関 連 す る 電 子 回 路 の 多 く の 設 計 お よ び 構 成 を 、 本 発 明 の 実 施 の 形
態 の 状 況 で 用 い る こ と が で き る 。 コ ン パ ク ト デ ィ ス ク お よ び 読 み 取 り 装 置 の さ ら な る 詳 細
お よ び 代 替 の 設 計 は 、 Compact Disc Technology, by Nakajima and Ogawa, IOS Press, I
nc. (1992); The Compact Disc Handbook, Digital Audio and Compact Disc Technology
, by Baert et al. (eds.), Books Britain (1995); お よ び  CD-Rom Professional’ s CD
-Recordable Handbook: The Complete Guide to Practical Desktop CD, Starrett et al
. (eds.), ISBN:0910965188 (1996)に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら の 全 て は 、 そ の 内 容 の す べ
て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 し た が っ て 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ ア セ ン ブ リ は 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 デ ィ ス ク に 記 憶 さ
れ た 任 意 の 符 号 化 動 作 情 報 を 読 み 取 っ て 処 理 し 、 デ ィ ス ク の 検 定 領 域 に お い て 液 体 、 化 学
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的 、 生 物 学 的 、 ま た は 生 化 学 的 検 査 特 徴 を 分 析 す る た め に 用 い ら れ る 。 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ
ア セ ン ブ リ は さ ら に 、 検 定 領 域 に あ る 物 質 が ド ラ イ ブ の 読 み 取 り ビ ー ム に よ り 分 析 さ れ る
前 、 そ の 間 、 ま た は そ の 後 に 、 デ ィ ス ク に 情 報 を 書 き 込 む た め に 用 い ら れ 得 る 。 代 替 の 実
施 の 形 態 で は 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ ア セ ン ブ リ は 、 イ ー サ ネ ッ ト を 介 し て ユ ー ザ へ 、 イ ン タ
ー ネ ッ ト を 介 し て 遠 隔 の デ ー タ ベ ー ス へ 、 ま た は こ の よ う な 情 報 が 有 利 に 利 用 さ れ 得 る 任
意 の 場 所 へ な ど 、 種 々 の 可 能 な イ ン タ フ ェ ー ス を 介 し て 検 定 情 報 を 送 る よ う に 実 施 さ れ る
。 こ の タ イ プ の デ ィ ス ク ド ラ イ ブ イ ン タ フ ェ ー ス 接 続 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 出 願 の
譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Interactiv
e System For Analyzing Biological Samples And Processing Related Information And
 The Use Thereof」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ８ ６ ， ０ ７ ８ 号 に 開 示 さ れ て お り 、
当 該 出 願 は そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 次 に 、 図 ３ Ａ 、 図 ３ Ｂ 、 お よ び 図 ３ Ｃ を 特 に 参 照 し て 、 反 射 型 デ ィ ス ク １ ４ ４ を 、 キ ャ
ッ プ １ ４ ６ 、 流 路 層 １ ４ ８ 、 お よ び 基 板 １ ５ ０ を 有 し て 示 す 。 流 路 層 １ ４ ８ は 、 薄 膜 接 着
部 材 に よ り 形 成 さ れ て も よ い 。 キ ャ ッ プ １ ４ ６ は 、 サ ン プ ル を 受 け 取 る 注 入 ポ ー ト １ ５ ２
と 排 出 ポ ー ト １ ５ ４ と を 有 す る 。 キ ャ ッ プ １ ４ ６ は 、 主 に ポ リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 す る
こ と が で き 、 そ の 底 部 が キ ャ ッ プ 反 射 層 １ ５ ６ で 被 覆 さ れ 得 る 。 反 射 層 １ ５ ６ は 、 ア ル ミ
ニ ウ ム ま た は 金 と い っ た 金 属 か ら な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 流 路 層 １ ４ ８ は 、 流 路 層 １ ４ ８ か ら 所 望 の 形 状 を 切 り 抜 く こ と に よ り 、 流 体 回 路 １ ５ ８
を 画 定 す る 。 各 流 体 回 路 １ ５ ８ は 、 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ お よ び 帰 還 流 路 １ ６ ２ を 有 す る こ と
が 好 ま し く 、 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ を 有 す る も の も あ る 。 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ６ は フ ロ ー 流 路
１ ６ ０ に 対 し て 対 称 に 形 成 さ れ る こ と が で き る が 、 オ フ セ ッ ト 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ８ は フ ロ
ー 流 路 １ ６ ０ の 片 側 に 形 成 さ れ る 。 流 体 回 路 １ ５ ８ は か な り 単 純 な 構 成 で あ る が 、 流 体 回
路 は 、 調 製 領 域 ま た は 廃 液 領 域 な ど の 他 の 流 路 お よ び チ ャ ン バ を 含 ん で も よ く 、 こ れ は 例
え ば 、 「 Laboratory in a Disc」 と 題 す る 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ３ ０ ， ５ ８ １ 号 に 示 さ れ て お
り 、 当 該 特 許 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 こ れ ら の 流 体 回 路 は 、 本 明 細 書 中 で 代
替 的 に 用 い ら れ 、 図 ３ ３ Ａ ～ 図 ３ ３ Ｄ 、 図 ３ ４ Ａ ～ 図 ３ ４ Ｃ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図 ３ ６ Ａ ～
図 ３ ６ Ｃ に 関 連 し て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る よ う な も の な ど の 、 弁 お よ び 他 の 流 体 制 御 構 造
を 含 ん で も よ い 。 流 路 層 １ ４ ８ は 基 体 お よ び 上 部 に 結 合 す る た め の 接 着 剤 を 含 ん で も よ い
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 基 板 １ ５ ０ は 、 プ ラ ス チ ッ ク 層 １ ７ ２ を 有 し 、 層 １ ７ ２ の 上 部 に 体 積 し た 基 板 反 射 層 １
７ ４ の 開 口 と し て 形 成 さ れ る 標 的 領 域 １ ７ ０ を 有 す る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 図 ３ Ｃ に 最
も よ く 示 さ れ る 反 射 層 １ ７ ４ は 、 動 作 情 報 を 符 号 化 す る た め に 用 い ら れ る 。 反 射 層 １ ７ ４
は 、 単 一 の 相 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば Ｍ Ｏ デ ィ ス ク 上 の 光 学 ス タ ッ ク な ど の 基 板 １ ５ ０ 上 の
反 射 層 の い く つ か の ス タ ッ ク で あ っ て も よ い 。 プ ラ ス チ ッ ク 層 １ ７ ２ は 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー
ト か ら 形 成 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 任 意 の 所 望 の 形 状 に 基 板 反 射 層 １
７ ４ の 一 部 を 除 去 す る こ と に よ り 、 ま た は 基 板 反 射 層 １ ７ ４ を 塗 布 す る 前 に 標 的 領 域 の 区
域 を マ ス ク す る こ と に よ り 形 成 す る こ と が で き る 。 基 板 反 射 層 １ ７ ４ は 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、
金 、 ま た は 磁 気 合 金 と い っ た 金 属 か ら 形 成 さ れ る こ と が 好 ま し く 、 例 え ば ウ ォ ブ ル 溝 を 通
し た か ま た は ピ ッ ト の 配 列 を 通 し た 入 射 光 で 読 み 取 ら れ る 動 作 情 報 を 符 号 化 す る よ う に 、
基 板 の 残 り の 部 分 と 共 に 構 成 し て も よ い 。 し た が っ て 、 基 板 １ ５ ０ の 下 か ら 入 射 す る 光 は
、 標 的 領 域 １ ７ ０ を 除 い て 層 １ ７ ４ に よ り 反 射 さ れ 、 標 的 領 域 １ ７ ０ を 通 っ た 光 は 層 １ ５
６ に よ り 反 射 さ れ る 。 標 的 領 域 は 、 検 査 特 徴 が 検 出 さ れ る 場 所 で あ る 。 標 的 領 域 が 、 抗 体
、 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 、 ま た は 標 的 に 結 合 し 得 る 他 の 物 質 が あ る 場 所 で あ る 場 合 、 標 的 領 域 は 捕 捉 領
域 と 呼 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 次 に 、 図 ３ Ｃ を 特 に 参 照 す る と 、 光 デ ィ ス ク １ ４ ４ は 、 部 分 断 面 斜 視 図 を 示 す た め に 破
断 し て い る 。 活 性 層 １ ７ ６ が 、 基 板 反 射 層 １ ７ ４ 上 に 形 成 さ れ る 。 活 性 層 １ ７ ６ は 通 常 、
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ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 金 、 活 性 ガ ラ ス 、 変 性 ガ ラ ス （ mo
dified glass） 、 ま た は 例 え ば ポ リ ス チ レ ン 無 水 マ レ イ ン 酸 （ polystyrene-co-maleic an
hydride） な ど の 変 性 ポ リ ス チ レ ン か ら 形 成 さ れ 得 る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 流 路 層 １ ４
８ は 活 性 層 １ ７ ４ 上 に 位 置 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 動 作 の 際 に は 、 サ ン プ ル は キ ャ ッ プ １ ４ ６ の 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ か ら 導 入 さ れ 得 る 。 回 転
す る と 、 サ ン プ ル は 活 性 層 １ ７ ６ に 沿 っ て 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ か ら 外 側 に 移 動 す る 。 い く つ
か の 生 物 学 的 ま た は 化 学 的 な 反 応 ま た は プ ロ セ ス の １ つ に よ り 、 検 査 特 徴 と 呼 ば れ る 検 出
可 能 な 特 徴 物 が 、 標 的 領 域 に 存 在 し 得 る 。 こ の よ う な プ ロ セ ス の 例 は 、 援 用 さ れ る 米 国 特
許 第 ６ ， ０ ３ ０ ， ５ ８ １ 号 に 、 ま た 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 で あ る 、 ２ ０
０ １ 年 １ １ 月 １ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods And Apparatus For Detecting And Quantify
ing Lymphocytes With Optical Biodiscs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ８ ８ ， ７ ２
８ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 ２ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Surface Assembly For Immobilizin
g DNA Capture Probes And Bead-Based Assay Including Optical Bio-Discs And Method
s Relating Thereto」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ３ ５ ， ８ ３ ６ 号 に 示 さ れ て お り 、
こ れ ら 出 願 の 双 方 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 捕 捉 剤 を 有 す る 捕 捉 層 に よ り 標 的 領 域 内 で 捕 捉 さ れ た 検 査 特 徴 は 、 反 射 層 １ ７ ４ と 同 一
平 面 上 に あ る 、 通 常 は 入 射 ビ ー ム が 従 来 型 の 読 み 取 り 装 置 に 合 焦 さ れ る 焦 点 面 に 位 置 す る
よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 検 査 特 徴 は 、 焦 点 面 か ら 離 間 し た 平 面 に 捕 捉
さ れ 得 る 。 前 者 の よ う な 構 成 は 「 近 位 」 型 デ ィ ス ク と 呼 ば れ 、 後 者 は 「 遠 位 」 型 デ ィ ス ク
と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 ４ Ａ 、 図 ４ Ｂ 、 お よ び 図 ４ Ｃ を 参 照 し て 、 透 過 型 光 デ ィ ス ク １ ８ ０ の あ る 特 定 の 実 施
の 形 態 は 、 透 明 キ ャ ッ プ １ ８ ２ と 、 流 路 層 １ ４ ８ と 、 基 板 １ ５ ０ と を 含 む こ と が 示 さ れ て
い る 。 透 明 キ ャ ッ プ １ ８ ２ は 、 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ お よ び 排 出 ポ ー ト １ ５ ４ を 含 み 、 主 に ポ
リ カ ー ボ ネ ー ト か ら 形 成 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 ト リ ガ マ ー ク １ ８ ４ は 、 キ ャ ッ プ １ ８ ２
上 に 含 ま れ 得 る 。 流 路 層 １ ４ ８ は 、 図 ３ Ａ 、 図 ３ Ｂ 、 お よ び 図 ３ Ｃ に 関 連 し て 説 明 し た も
の と 同 様 の 構 造 お よ び 用 法 を 有 し 得 る 流 体 回 路 １ ５ ８ を 有 す る 。 基 板 １ ５ ０ は 、 標 的 領 域
１ ７ ０ を 含 ん で い て も よ く 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 層 １ ７ ２ を 含 む こ と が 好 ま し い 。 基 板 １ ５
０ は 、 層 １ ７ ２ の 上 部 に 堆 積 さ れ た 薄 い 半 反 射 層 １ ８ ６ を 有 し て も よ い が 、 そ の 必 要 は な
い 。 半 反 射 層 １ ８ ６ は 、 反 射 型 デ ィ ス ク １ ４ ４ （ 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ ） の 基 板 １ ５ ０ 上 の 基 板
反 射 層 １ ７ ４ よ り も 大 幅 に 薄 い こ と が 好 ま し い 。 半 反 射 層 １ ８ ６ は 、 単 一 層 に 限 定 は さ れ
ず 、 例 え ば Ｍ Ｏ デ ィ ス ク 上 の 光 学 ス タ ッ ク な ど の 基 板 １ ５ ０ 上 の 半 反 射 層 の い く つ か の ス
タ ッ ク で あ っ て も よ い 。 半 反 射 層 １ ８ ６ は 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 金 、 ま た は 磁 気 合 金 と い っ た
金 属 か ら 形 成 さ れ る こ と が 好 ま し い が 、 入 射 光 ビ ー ム の 一 部 が 層 １ ８ ６ に 貫 通 し て 層 １ ８
６ を 通 過 す る こ と が で き る ほ ど 十 分 に 薄 い 一 方 、 入 射 光 の 一 部 は 反 射 し 戻 さ れ る 。 金 薄 膜
層 １ ８ ６ は 、 た と え ば 、 約 ７ ０ ０ Å を 越 え る 厚 さ で は ９ ５ ％ の 反 射 性 を 有 す る が 、 金 薄 膜
を 通 る 光 の 透 過 は 、 約 １ ０ ０ Å で 約 ５ ０ ％ の 透 過 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 ４ Ｃ は 、 透 過 型 デ ィ ス ク １ ８ ０ の 破 断 斜 視 図 で あ る 。 層 １ ８ ６ の 半 反 射 性 に よ り 、 そ
の 表 面 全 体 が 、 デ ィ ス ク 上 の ト リ ガ マ ー ク ま た は 符 号 化 デ ー タ パ タ ー ン に よ り 画 定 さ れ る
仮 想 領 域 を 含 む 標 的 領 域 に 潜 在 的 に 利 用 可 能 と な る 。 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 図 示 の 形 状 ま た
は 任 意 の 所 望 の 形 状 に 指 定 領 域 を マ ー キ ン グ す る こ と に よ り 形 成 す る こ と も で き る 。 標 的
領 域 １ ７ ０ を 示 す マ ー キ ン グ は 、 半 反 射 層 １ ８ ６ 上 に な さ れ て も よ く 、 ま た は 基 板 １ ５ ０
の 底 部 （ デ ィ ス ク の 下 ） に な さ れ て も よ い 。 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 半 反 射 層 １ ８ ６ 上 の シ ル
ク ス ク リ ー ン イ ン ク に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 半 反 射 層 １ ８ ６ 上 に は 活 性 層 １ ７ ６ が 施 さ れ る 。 活 性 層 １ ７ ６ は 、 層 １ ７ ６ （ 図 ３ Ｃ ）
に 関 連 し て 上 述 さ れ た も の と 同 じ 材 料 か ら 形 成 さ れ て も よ く 、 サ ン プ ル が デ ィ ス ク １ ８ ０
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の 開 口 を 通 し て 供 給 さ れ 、 デ ィ ス ク が 回 転 す る と 、 ほ ぼ 同 じ 目 的 を 果 た す 。 透 過 型 デ ィ ス
ク １ ８ ０ で は 、 透 明 キ ャ ッ プ １ ８ ２ 上 に は 、 反 射 型 デ ィ ス ク １ ４ ４ （ 図 ３ Ｃ ） の 反 射 層 １
５ ６ に 相 当 す る 反 射 層 は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 次 に 図 ５ Ａ を 参 照 し て 、 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ （ 図 １ ） の 反 射 型 デ ィ ス ク
実 施 の 形 態 １ ４ ４ （ 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ ） の ト ラ ッ ク を 横 切 っ た 断 面 図 が 示 さ れ て い る 。 図 示
の よ う に 、 こ の 図 は 、 デ ィ ス ク の 半 径 お よ び フ ロ ー 流 路 に 沿 っ て 長 手 方 向 に 取 ら れ て い る
。 図 ５ Ａ は 、 プ ラ ス チ ッ ク 層 １ ７ ２ お よ び 基 板 反 射 層 １ ７ ４ か ら な る 基 板 １ ５ ０ を 含 む 。
こ の 実 施 の 形 態 で は 、 基 板 １ ５ ０ は 一 連 の 溝 １ ８ ８ を 含 む 。 溝 １ ８ ８ は 、 デ ィ ス ク の 中 心
付 近 か ら 外 縁 に 向 か っ て 延 び る 螺 旋 の 形 態 で あ る 。 溝 １ ８ ８ は 、 呼 び か け ま た は 入 射 ビ ー
ム １ ２ ２ が デ ィ ス ク 上 の 螺 旋 溝 １ ８ ８ に 沿 っ て 追 従 で き る よ う に 実 施 さ れ る 。 こ の タ イ プ
の 溝 １ ８ ８ は 、 「 ウ ォ ブ ル 溝 」 と し て 知 ら れ て い る 。 溝 １ ８ ８ は 、 波 状 す な わ ち 波 形 の 側
壁 を 有 す る 底 部 に よ り 形 成 さ れ る 。 高 く な っ た 、 す な わ ち 立 ち 上 が っ た 部 分 は 、 隣 接 す る
溝 １ ８ ８ を 螺 旋 状 に 分 離 す る 。 こ の 実 施 の 形 態 で 溝 １ ８ ８ 上 に 施 さ れ た 反 射 層 １ ７ ４ は 、
図 示 す る よ う に 、 性 質 上 等 角 で あ る 。 ま た 、 図 ５ Ａ は 、 反 射 層 １ ７ ４ 上 に 施 さ れ た 活 性 層
１ ７ ６ も 示 し て い る 。 図 ５ Ａ に 示 す よ う に 、 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 所 望 の 場 所 の 反 射 層 １ ７
４ の 区 域 ま た は 一 部 を 除 去 す る こ と に よ る か 、 あ る い は 、 反 射 層 １ ７ ４ を 施 す 前 に 所 望 の
区 域 を マ ス ク す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 図 ５ Ａ に さ ら に 示 す よ う に 、 プ ラ ス チ ッ ク 接 着
部 材 ま た は 流 路 層 １ ４ ８ が 活 性 層 １ ７ ６ 上 に 施 さ れ る 。 ま た 、 図 ５ Ａ は 、 キ ャ ッ プ 部 １ ４
６ 、 お よ び 、 当 該 キ ャ ッ プ 部 １ ４ ６ に 関 連 し た 反 射 面 １ ５ ６ も 示 し て い る 。 し た が っ て 、
キ ャ ッ プ 部 １ ４ ６ が 、 所 望 の 切 り 取 り 形 状 を 備 え た プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ ４ ８ に 貼 付 さ
れ る と 、 そ れ に よ っ て 、 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 ５ Ｂ は 、 図 ５ Ａ で 示 し た も の と 同 様 で あ り 、 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ （ 図
１ ） 透 過 型 デ ィ ス ク １ ８ ０ （ 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ ） の 実 施 の 形 態 の ト ラ ッ ク を 横 切 っ た 断 面 図
で あ る 。 こ の 図 は 、 デ ィ ス ク の 半 径 お よ び フ ロ ー 流 路 に 沿 っ て 縦 方 向 に 描 か れ て い る 。 図
５ Ｂ は 、 薄 い 半 反 射 層 １ ８ ６ を 含 む 基 板 １ ５ ０ を 示 す 。 こ の 薄 い 半 反 射 層 １ ８ ６ は 、 光 源
１ １ ８ （ 図 ２ ） か ら の 入 射 ま た は 呼 び か け ビ ー ム １ ２ ２ が デ ィ ス ク を 貫 通 し て 通 過 し 、 上
部 検 出 器 １ ３ ０ に よ り 検 出 さ れ る こ と を 可 能 に す る 一 方 で 、 光 の 一 部 は 帰 還 ビ ー ム １ ２ ４
の 形 態 で 反 射 し 戻 さ れ る 。 薄 い 半 反 射 層 １ ８ ６ の 厚 さ は 、 そ の 追 従 能 力 を 維 持 す る た め に
デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 が 必 要 と す る 反 射 光 の 最 小 量 に よ り 確 定 さ れ る 。 こ の 実 施 の 形 態 の
基 板 １ ５ ０ は 、 図 ５ Ａ で 説 明 し た も の と 同 様 に 、 一 連 の 溝 １ ８ ８ を 含 む 。 ま た 、 こ の 実 施
の 形 態 の 溝 １ ８ ８ は 、 デ ィ ス ク の 中 心 付 近 か ら 外 縁 に 向 か っ て 延 び る 螺 旋 の 形 態 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 溝 １ ８ ８ は 、 呼 び か け ビ ー ム １ ２ ２ を 螺 旋 に 沿 っ て 追 従 で き る よ う に 実 施
さ れ る 。 図 ５ Ｂ は 、 薄 い 半 反 射 層 １ ８ ６ 上 に 施 さ れ た 活 性 層 １ ７ ６ も 示 し て い る 。 図 ５ Ｂ
に さ ら に 示 す よ う に 、 活 性 層 １ ７ ６ 上 に は プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 ま た は 流 路 層 １ ４ ８ が 施
さ れ る 。 図 ５ Ｂ は 、 透 明 キ ャ ッ プ １ ８ ２ も 示 す 。 し た が っ て 、 透 明 キ ャ ッ プ １ ８ ２ が 、 所
望 の 切 り 取 り 形 状 を 備 え た プ ラ ス チ ッ ク 接 着 部 材 １ ４ ８ に 貼 付 さ れ る と 、 そ れ に よ っ て 、
フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ が 形 成 さ れ 、 入 射 ビ ー ム １ ２ ２ の 一 部 が 実 質 的 に 反 射 さ れ ず に そ こ を 通
過 す る こ と が で き る 。 次 に 、 通 過 す る 光 の 量 が 上 部 検 出 器 １ ３ ０ に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ６ Ａ は 、 図 ５ Ａ と 同 様 で は あ る が 、 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ を 半 径 方 向 か ら 観 察 し た 場 合 の
、 反 射 型 デ ィ ス ク と そ の 初 期 屈 折 特 性 と を 示 す 、 デ ィ ス ク の 半 径 に 垂 直 に 取 っ た 図 で あ る
。 並 列 に 比 較 し て 、 図 ６ Ｂ は 図 ５ Ｂ と 同 様 で は あ る が 、 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ を 半 径 方 向 か ら
観 察 し た 場 合 の 、 透 過 型 デ ィ ス ク と そ の 初 期 屈 折 特 性 を 表 す 、 デ ィ ス ク の 半 径 に 垂 直 に 取
っ た 図 で あ る 。 溝 １ ８ ８ に 沿 っ て 断 面 を 切 断 し て あ る た め 、 溝 １ ８ ８ は 図 ５ Ａ お よ び 図 ５
Ｂ で は 見 え な い 。 図 ６ Ａ お よ び 図 ６ Ｂ は 、 こ れ ら の 実 施 の 形 態 で は 、 溝 １ ８ ８ に 垂 直 に 位
置 す る 狭 い フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ の 存 在 を 示 す 。 図 ５ Ａ 、 図 ５ Ｂ 、 図 ６ Ａ 、 お よ び 図 ６ Ｂ は 、
反 射 型 デ ィ ス ク お よ び 透 過 型 デ ィ ス ク そ れ ぞ れ の 全 厚 を 示 す 。 こ れ ら の 図 で は 、 入 射 ビ ー
ム １ ２ ２ は 、 基 板 １ ５ ０ と 最 初 に 相 互 作 用 す る よ う に 示 さ れ て お り 、 こ の 基 板 １ ５ ０ は 、
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図 示 の よ う に 入 射 ビ ー ム の 経 路 を 変 化 さ せ る 屈 折 特 性 を 有 し 、 反 射 層 １ ７ ４ ま た は 薄 い 半
反 射 層 １ ８ ６ 上 に ビ ー ム １ ２ ２ を 合 焦 さ せ る よ う に な っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 流 体 回 路 １ ５ ８ は 、 等 半 径 す な わ ち 「 ｅ － ｒ ａ ｄ 」 フ ォ ー マ ッ ト に 構 成 さ れ て も よ く 、
こ れ は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 ２ ９ 日 に 出 願 さ れ た
「 Optical Discs Including Equi-Radial and/or Spiral Analysis Zones and Related D
isc Drive Systems and Methods」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ５ ３ ， ０ １ ４ 号 に 開 示
さ れ て お り 、 当 該 出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
検 定 化 学 物 質 お よ び 二 重 ビ ー ズ 形 成
　 次 に 図 ７ Ａ ～ 図 １ ０ Ａ 、 お よ び 図 ７ Ｂ ～ 図 １ ０ Ｂ を 参 照 す る と 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と 、
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ の 形 成 と が 示 さ れ て い る 。 捕 捉 ビ ー
ズ １ ９ ０ は 、 免 疫 検 定 （ 図 ７ Ｂ ～ 図 １ ０ Ｂ ） な ど の 生 物 学 的 検 定 、 分 子 検 定 、 お よ び よ り
詳 細 に は 遺 伝 的 検 定 （ 図 ７ Ａ ～ 図 １ ０ Ａ ） を 含 む さ ま ざ ま な 異 な る 検 定 と 共 に 用 い る こ と
が で き る 。 免 疫 検 定 の 場 合 、 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ が ビ ー ズ に 結 合 す る 。 抗 体 輸 送 プ ロ
ー ブ １ ９ ６ は 、 タ ン パ ク 質 標 的 を 捕 捉 す る よ う に 実 施 さ れ る 抗 原 ま た は 抗 体 な ど の タ ン パ
ク 質 を 含 む 。 分 子 検 定 の 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ が ビ ー ズ に 結 合 し
得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は 、 遺 伝 標 的 を 捕 捉 す る よ う に 実 施 さ れ る
Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ な ど の 核 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 ７ Ａ に 示 す よ う に 、 試 験 サ ン プ ル か ら 得 ら れ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ な ど の
標 的 剤 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ で 被 覆 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 添 加
す る 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は 、 所 望 の 核 酸 配 列 か ら 形 成 さ れ る 。 こ の
検 定 系 の 固 相 へ の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 結 合 に 関 す る 態 様 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同
時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Use of Double Stranded DNA for Att
achment to Solid Phase to Reduce Non-Covalent Binding」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０
／ ２ ７ ８ ， ６ ８ ５ 号 に お い て さ ら に 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 こ の 出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ
て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 ７ Ｂ に 示 す よ う に 、 試 験 サ ン プ ル か ら の 標 的 抗 原 ２ ０ ４ な ど の 標 的 剤 は 、 抗 体 輸 送 プ
ロ ー ブ １ ９ ６ で 被 覆 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 添 加 さ れ る 。 こ の 代 替 の 実 施 態 様 で は 、 輸
送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 抗 体 な ど の タ ン パ ク 質 か ら 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ は 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 物 質 懸 濁 液 ま た は 溶 液 か ら 単 離 さ せ る 特 性 を
有 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ は 、 所 望 の サ イ ズ に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き 、 捕 捉 ビ ー ズ を 単 離
可 能 に す る の に 好 ま し い 方 法 は 、 捕 捉 ビ ー ズ が 磁 性 を 有 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 ８ Ａ は 、 本 発 明 の 遺 伝 的 検 定 の 実 施 態 様 に お け る 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 上 の 相 補 的 な 輸
送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ へ の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ の 結 合 を 示 す 。 図 ８ Ｂ は 、 図 ８ Ａ の
免 疫 検 定 バ ー ジ ョ ン を 示 し 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 別 法 と し て 、 標 的 タ ン パ ク 質 ２ ０ ４ に
結 合 す る た め の 抗 体 ま た は 抗 原 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 ９ Ａ は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ （ 図 ８ Ａ を 参 照 ） と 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル プ ロ
ー ブ ２ ０ ６ で 被 覆 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 示 す 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 検
出 お よ び 報 告 の た め の 所 望 の サ イ ズ お よ び 物 質 特 性 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 あ る 特 定 の 実
施 の 形 態 で は 、 ２ ． １ μ ｍ の ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ が 用 い ら れ る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６
は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 捕 捉 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 鎖 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 図 ９ Ｂ は 、 図 ８ Ｂ に 示 す よ う に 、 標 的 剤 ２ ０ ４ に 結 合 す る 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８
で 被 覆 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 示 す 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 検 出 お よ び 報
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告 の た め の 所 望 の サ イ ズ お よ び 物 質 特 性 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 こ れ も ま た 、 ２ ． １ μ ｍ
の ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ を 含 む こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は 、 タ
ン パ ク 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 標 的 を 捕 捉 す る よ う に 実 施 さ れ る 抗 原 ま た は 抗 体 で あ り 得 る
。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 １ ０ Ａ は 、 プ ロ ー ブ １ ９ ８ を 有 す る 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 、 標 的 剤 ２ ０ ２ 、 お よ び プ ロ ー
ブ ２ ０ ６ を 有 す る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ か ら 形 成 す る こ と が で き る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １
９ ４ の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ そ れ ぞ れ に
結 合 し た プ ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び ２ ０ ６ は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ と 相 補 的 で は あ る が 互 い に 相 補 的
で は な い 配 列 を 有 す る 。 標 的 剤 検 出 と 、 ビ ー ズ へ の 標 的 剤 の 非 特 異 的 結 合 を 減 ら す 方 法 と
に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２
３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assays Including Use of Restriction Enzymes to Reduc
e Non-Specific Binding」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ８ ， １ ０ ６ 号 、 お よ び 同 様 に
２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assays Including Use of Chemical Met
hods to Reduce Non-Specific Binding」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ８ ， １ １ ０ 号
に お い て 論 考 さ れ て お り 、 こ れ ら の 双 方 は 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 図 １ ０ Ｂ は 、 プ ロ ー ブ １ ９ ６ を 有 す る 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 、 標 的 剤 ２ ０ ４ 、 お よ び プ ロ ー
ブ ２ ０ ８ を 有 す る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ か ら 形 成 す る こ と が で き る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １
９ ４ の 免 疫 検 定 バ ー ジ ョ ン の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ お よ び レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ １ ９ ２ そ れ ぞ れ に 結 合 し た プ ロ ー ブ １ ９ ６ お よ び ２ ０ ８ は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ に の み 結 合
し 、 互 い に は 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 検 定 系 の 代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 剤 結 合 の 効 率 お よ び 特 異 性 は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ １ ９ ２ と 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と を 一 時 的 に 連 結 す る 切 断 可 能 ス ペ ー サ ま た は 置 換 可 能 ス ペ
ー サ の 使 用 に よ り 高 め る こ と が で き る 。 切 断 可 能 ス ペ ー サ ま た は 置 換 可 能 ス ペ ー サ に よ り
形 成 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 基 本 的 に 、 輸 送 プ ロ ー ブ と シ グ ナ ル プ ロ ー ブ と を 互 い に
近 接 し て 配 置 す る た め 、 両 プ ロ ー ブ へ の よ り 効 率 的 な 標 的 結 合 が 可 能 と な る 。 標 的 剤 が プ
ロ ー ブ に 結 合 す る と 、 次 に 、 結 合 し て い る 標 的 剤 が 二 重 ビ ー ズ 構 造 を 保 持 す る こ と を 可 能
に し つ つ 、 ス ペ ー サ が 切 断 さ れ 得 る 。 切 断 可 能 ス ペ ー サ の 二 重 ビ ー ズ 検 定 系 で の 使 用 は 、
本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual B
ead Assays Using Cleavable Spacers to Improve Specificity and Sensitivity」 と 題
す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ８ ， ６ ８ ８ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 出 願 は 、 そ の 内 容 の す
べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 切 断 可 能 ス ペ ー サ お よ び 置 換 可 能 ス ペ ー サ の 使
用 は 、 図 ４ ２ Ａ ～ 図 ４ ２ Ｄ お よ び 図 ４ ３ Ａ ～ 図 ４ ３ Ｃ に 関 連 し て 以 下 で も 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 次 に 図 １ １ Ａ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 一 態 様 に よ る 、 溶 液 中 で 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 を 作
成 す る 「 シ ン グ ル ス テ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 技 法 を 用 い て 分 子 検 定 を 準 備 す る 方
法 が 示 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 ス テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ
、 お よ び ス テ ッ プ Ｖ と し て 連 続 的 に 示 す ５ つ の 主 な ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ の 方 法 の ス テ ッ プ Ｉ で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ で 被 覆 さ れ た い く
つ か の 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 、 緩 衝 溶 液 ２ １ ０ を 含 む 試 験 管 ２ １ ２ に 入 れ る 。 こ の 方 法 で 用
い ら れ る 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 数 は 、 例 え ば 約 １ ０ Ｅ ＋ ０ ７ で あ り 、 そ れ ぞ れ の 直 径 は 約 １
μ ｍ 以 上 で あ り 得 る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 懸 濁 し 、 ピ ペ ッ
ト ２ １ ４ に よ る 注 入 に よ り 試 験 管 ２ １ ２ に ロ ー ド す る 。 好 ま し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液 は 、 ０ ． ２ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｔ
ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 （ Denhart’ s mix） か ら な る
。 所 望 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は ３ ７ ℃ で あ る 。 こ の 実 施 の 形 態 の 予 備 的 ス テ ッ プ
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で は 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ を 、 Ｅ Ｄ Ｃ 結 合 に よ り ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 合 さ
せ る 。 結 合 法 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２
７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Attaching Capture DNA and Reporter DNA to Solid Ph
ase Including Selection of Bead Types as Solid Phase」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／
２ ７ １ ， ９ ２ ２ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods of Conjugation
 for Attaching Capture DNA and Reporter DNA to Solid Phase」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第
６ ０ ／ ２ ７ ７ ， ８ ５ ４ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら 出 願 の 双 方 は 、 そ の 全 文 が 本 明 細 書 に
援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 剤 ２ ０ ２ と 相 補 的 で あ る 。
し た が っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ は 、 図 ８ Ａ に 示 す よ う に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に
結 び 付 い た 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ の 相 補 配 列 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 次 に ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ を 参 照 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ で 被 覆 さ
れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 ２ １ ０ に 添 加 す る 。 図 ９ Ａ お よ び 図 １ ０ Ａ に も 示 す よ
う に 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ と 相 補 的 で あ る 。 一 実
施 の 形 態 で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ の 一 部 と 相 補 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６
は 、 ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 接 合 す る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ お よ
び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は そ れ ぞ れ 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ と 相 補 的 で は あ る が 互 い に 相 補 的 で
は な い 配 列 を 有 す る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 加 え た 後 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ が 捕 捉 ビ ー
ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が 形 成
さ れ る 。 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と の 間 の
非 特 異 的 結 合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る は ず で あ る 。 標 的 剤 ２ ０ ２ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２
０ ６ は 、 ３ ７ ℃ で ３ ～ ４ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の 実 施 の 形 態 お よ び 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 の 断 続 的 混 合 （
す な わ ち 、 周 期 的 混 合 と そ れ に 続 く 停 止 ） に よ り 、 連 続 的 混 合 よ り も 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の
収 量 が 高 ま る こ と が 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 こ の ス テ ッ プ を デ ィ ス ク 上 で 行 う 場 合 、 図
２ の デ ィ ス ク ド ラ イ ブ モ ー タ １ ４ ０ お よ び コ ン ト ロ ー ラ １ ４ ２ を 用 い て 、 デ ィ ス ク を 周 期
的 に 回 転 さ せ 、 所 望 の 断 続 的 混 合 を 行 う こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 こ れ は 、 回 転 お よ び 停 止
セ ッ シ ョ ン の 好 ま し い デ ュ ー テ ィ サ イ ク ル を 用 い た 規 定 の 方 法 で 、 デ ィ ス ク を 一 方 向 に 回
転 さ せ 、 次 に デ ィ ス ク を 停 止 さ せ 、 そ の 後 デ ィ ス ク を 同 じ 方 向 に 再 び 回 転 さ せ る と い う 、
デ ィ ス ク に 符 号 化 さ れ た 混 合 プ ロ ト コ ル で 実 施 さ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 符 号 化 さ れ た 混 合
プ ロ ト コ ル は 、 回 転 、 停 止 、 お よ び 逆 回 転 セ ッ シ ョ ン の 好 ま し い デ ュ ー テ ィ サ イ ク ル を 用
い て 、 第 １ の 方 向 に デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 次 に デ ィ ス ク を 停 止 さ せ 、 そ の 後 デ ィ ス ク を 逆
方 向 に 再 び 回 転 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ れ ら の 特 徴 は 、 図 ３ ３ Ａ お よ び 図 ３ ５ に
関 連 し て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 次 に 、 図 １ １ Ａ の ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 二 重 ビ ー ズ
複 合 体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ か ら 分 離 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気
特 性 を 用 い て 、 溶 液 を 磁 界 に 曝 露 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １ ９ ４ を 捕 捉 す る こ と が で き
る 。 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内
蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁 液 中 の い か な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
も 除 去 す る よ う に 、 永 久 磁 石 で あ っ て も 電 磁 石 で あ っ て も よ い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合
し て い な い 捕 捉 ビ ー ズ も 単 離 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 別 法 と し て 、 こ の 磁 気 に よ る 除
去 ス テ ッ プ は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ う に オ ン デ ィ ス ク
で 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す 精 製 プ ロ セ ス は 、 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 の 除 去 を 含 む 。 洗 浄 緩 衝 液 を
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試 験 管 に 添 加 し 、 ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る 。 １ ス テ ッ プ 検 定 に 好 ま し い 洗 浄 緩 衝 液 は
、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０
５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 お よ び １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 。 未 結 合
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ８ ２ 、 浮 遊 Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 粒 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ
て 、 上 清 か ら 除 去 さ れ る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 配 列 、 お よ び レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ の マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 重 な り 合 っ た 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の
格 子 構 造 に 捕 獲 さ れ た 浮 遊 粒 子 の 抽 出 の 際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。 捕 捉 ビ
ー ズ へ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る 方 法 に 関 連 す る 他 の 態 様 に 関 す る さ
ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ
た 「 Reduction of Non-Specific Binding in Dual Bead Assays by Selection of Bead T
ype and Bead Treatment」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ２ ， １ ３ ４ 号 、 お よ び ２ ０ ０
１ 年 ３ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Reduction of Non-Specific Binding in Dual Bead Assay
s by Selection of Buffer Conditions and Wash Conditions」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６
０ ／ ２ ７ ５ ， ０ ０ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら 出 願 の 双 方 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 １ １ Ａ に 示 す 最 後 の 主 な ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 分 間 洗 浄 し て か ら 、 検 定 混 合 物 を デ ィ ス ク に ロ ー ド し
て 分 析 に 備 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 １ １ Ｂ は 、 図 １ １ Ａ の 方 法 と 同 様 の 「 シ ン グ ル ス テ ッ プ 抗 原 結 合 」 法 を 用 い て 、 溶 液
中 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 を 形 成 す る 免 疫 検 定 を 示 す 。 こ の 方 法 も 同 様 に 、 ５ つ の 主 な ス
テ ッ プ を 含 む 。 こ れ ら の ス テ ッ プ は 、 図 １ １ Ａ の ス テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ
Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ 、 お よ び ス テ ッ プ Ｖ そ れ ぞ れ を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ に 示 す よ う に 、 例 え ば 、 数 が 約 １ ０ Ｅ ＋ ０ ７ で そ れ ぞ れ の 直 径 が 約 １ μ ｍ 以
上 で あ り 、 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ で 被 覆 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 、 緩 衝 溶 液 ２ １ ０ に
添 加 す る 。 こ の 溶 液 は 、 図 １ １ Ａ に 示 す 方 法 で 用 い ら れ る も の と 同 じ で あ っ て よ く 、 ま た
は 免 疫 化 学 的 検 定 で 用 い る よ う に 特 別 に 調 製 し て も よ い 。 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 標
的 抗 原 ２ ０ ４ に 対 し て 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 。 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 図 ８ Ｂ に も 示 す よ
う に 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ 内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 一 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 抗 原
の 一 部 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 Ｅ Ｄ Ｃ 結 合 を 介 し て ３ μ ｍ の
磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 合 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ へ の 輸 送
プ ロ ー ブ １ ９ ６ の 結 合 は 、 受 動 的 な 吸 着 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 に 図 １ １ Ｂ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ Ｉ を 参 照 し て 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ を 溶 液 に 添 加 す る 。 標 的
抗 原 ２ ０ ４ は 、 図 ８ Ｂ に も 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 び 付 い た 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ
１ ９ ６ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ で 被 覆 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は 、 図 ９ Ｂ お よ び 図 １ ０ Ｂ に
も 提 示 す る よ う に 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 一 実 施 の 形 態 で は
、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 合 す る 。 シ グ
ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は そ れ ぞ れ 、 標 的 抗 原 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る が 、 互 い に は 結 合 し な い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 添 加 し た 後 、 標 的 抗 原 ２
０ ４ が 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 １ ９ ４ が 形 成 さ れ る 。 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と 捕 捉 ビ ー ズ
１ ９ ０ と の 間 の 非 特 異 的 結 合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ で は 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ で の 結 合 後 に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の
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未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ か ら 分 離 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 に 磁
界 を 印 加 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １ ９ ４ を 捕 捉 す る こ と が で き る 。 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２
１ ８ を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ
ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁 液 中 の い か な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も 除 去 す る よ う に 、 永 久
磁 石 で あ っ て も 電 磁 石 で あ っ て も よ い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し て い な い 捕 捉 ビ ー ズ も
単 離 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 別 法 と し て 、 上 記 で 示 し た よ う に 、 こ の 磁 気 に よ る 除 去
ス テ ッ プ は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ う に オ ン デ ィ ス ク で
行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ の 精 製 プ ロ セ ス は 、 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 の 除 去 を 含 む 。 洗 浄 緩 衝 液 を 試 験
管 に 添 加 し 、 ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る 。 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ８ ２ 、 浮 遊 タ ン パ
ク 質 サ ン プ ル 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 粒 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ て 、 上 清 か ら 除 去 さ れ る
。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 抗 原 、 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の マ ト リ ッ ク ス
を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 重 な り 合 っ た 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の 格 子 構 造 に 捕 獲 さ れ た 浮
遊 粒 子 の 抽 出 の 際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 図 １ １ Ｂ に 示 す 最 後 の 主 な ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 分 間 洗 浄 し て か ら 、 検 定 混 合 物 を デ ィ ス ク に ロ ー ド す
る こ と に よ り 、 分 析 さ れ る 状 態 に す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 図 １ ２ Ａ は 、 ６ つ の 主 な ス テ ッ プ を 有 す る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 作 成 す る 、 本 明 細 書 で は
「 ２ ス テ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と 呼 ぶ 代 替 的 な 遺 伝 的 検 定 法 を 示 す 。 概 し て 、 捕
捉 ビ ー ズ を 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 剤 と 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９
８ で 被 覆 し 、 緩 衝 溶 液 中 に 入 れ る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 剤 の 一 部 と 相 補 的 な 輸 送 プ
ロ ー ブ は 、 Ｅ Ｄ Ｃ 結 合 を 介 し て ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ に 結 合 す る 。 固 相 へ の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ の 他 の タ イ プ の 結 合 を 利 用 し て も よ い 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン の 受 動 的 な 吸 着 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 相 互 作 用 の
使 用 を 含 む 。 本 発 明 の こ の 方 法 に よ る こ れ ら ６ つ の 主 な ス テ ッ プ は 、 連 続 し て 図 １ ２ Ａ の
ス テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ 、 ス テ ッ プ Ｖ 、 お よ び ス テ ッ
プ Ｖ Ｉ を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 次 に 、 図 １ ２ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ を よ り 詳 細 に 参 照 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
に 懸 濁 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ か ら 試 験 管 ２ １ ２ に ロ ー ド す る 。 好 ま
し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ
Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物
で あ る 。 望 ま し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は ３ ７ ℃ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ が 溶 液 に 添 加 さ れ 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９
０ に 結 び 付 い た 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ の 相 補 配 列 に 結 合 す る 。 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 実 施
の 形 態 で は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ を 、 ３ ７ ℃ で ２ ～ ３ 時 間 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る 。 し か し な が ら 、 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 室 温 で ３ ０ 分 間 以 内 で 行 う
こ と が で き る 。 高 温 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ほ ぼ 瞬 時 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 次 に ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 を 磁 界
に 曝 露 し て 結 合 し て い る 標 的 配 列 を 単 離 す る こ と に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ に 結 合 し て い る 標 的
剤 ２ ０ ２ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 磁 界 は 、 内 蔵 の 永 久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石
を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 永 久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石 は
、 溶 液 の ピ ペ ッ ト 抽 出 に よ っ て 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁 液 中 に 浮 遊 す る い か な る
未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ も 除 去 す る 。 上 記 の 方 法 に 関 し て 、 こ の 方 法 の オ ン デ ィ ス ク の 方
法 で は 、 こ の 磁 気 に よ る 除 去 ス テ ッ プ は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す
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よ う に 行 っ て も よ い 。 洗 浄 緩 衝 液 を 添 加 し 、 分 離 プ ロ セ ス を 繰 り 返 す こ と が で き る 。 輸 送
プ ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 後 の 好 ま し い 洗 浄 緩 衝 液 は 、 １
４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ
か ら な る 。 ビ ー ズ へ の 標 的 剤 の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法
お よ び 技 法 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出 願
さ れ た 「 Reduction of Non-Specific Binding of Dual Bead Assays by Use of Blocking
 Agents」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ８ ， ６ ９ １ 号 に さ ら に 開 示 さ れ て い る 。 こ の
出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 次 に 図 １ ２ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ Ｖ を 参 照 し て 、 図 １ １ Ａ に 示 す 方 法 に 関 連 し て 説 明 し た
よ う に 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 標 的 剤
２ ０ ２ と 相 補 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ で 被 覆 さ れ る 。 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 実 施 の
形 態 で は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ の 一 部 と 相 補 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ は 、 ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と 結 合 す る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８
は そ れ ぞ れ 、 標 的 剤 ２ ０ ２ と 相 補 的 で は あ る が 互 い に 相 補 的 で は な い 配 列 を 有 す る 。 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 添 加 後 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １ ９ ０ が 形 成 さ れ る 。 当 業 者 に は 容
易 に 明 ら か と な る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 は 、 対 象 と な る 標 的 剤 が 存 在 す る 場 合 に
の み 形 成 さ れ る 。 こ の 形 成 で は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ は 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る 。 好 ま し い 緩 衝 溶 液 を 用 い て 、 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ と 捕 捉 ビ ー ズ と の 間 の 非 特 異 的 結 合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る 。 標 的 剤 ２ ０ ２ お よ
び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ は 、 ３ ７ ℃ で ２ ～ ３ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る こ と が 好 ま し い
。 上 述 の ス テ ッ プ Ｉ Ｉ の よ う に 、 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 室 温 で ３ ０ 分 以 内 で 行
う こ と が で き る 。 よ り 高 温 で は 、 こ の ス テ ッ プ に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ほ ぼ 瞬
時 に 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 次 に 図 １ ２ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｖ を 参 照 し て 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後
、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特
性 を 用 い て 、 溶 液 に 再 び 磁 界 を 印 加 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 単 離 す る 。 な お 、 こ こ
で も 同 様 に 、 単 離 物 は レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し な い 捕 捉 ビ ー ズ を 含 む で あ ろ う 。 こ の 方
法 の オ ン デ ィ ス ク の 方 法 で の 上 記 の ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ の よ う に 、 こ の 磁 気 に よ る 分 離 ス テ ッ
プ は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ う に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 を 除 去 す る 精 製 プ ロ セ ス は 、 緩 衝 液 を 試 験 管 に 添 加 す る こ と 、 お よ
び ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る こ と を 含 む 。 ２ ス テ ッ プ 検 定 に 好 ま し い 洗 浄 緩 衝 液 は 、 １
４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％
　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 お よ び １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 。 未 結 合 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ 、 浮 遊 Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 粒 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ て 、 上 清 か
ら 除 去 さ れ る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 配 列 、 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の
マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 重 な り 合 っ た 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の 格 子 構 造 に
捕 獲 さ れ た 浮 遊 粒 子 の 抽 出 の 際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
、 標 的 剤 、 お よ び 捕 捉 ビ ー ズ の 間 の 非 特 異 的 な 結 合 の 低 減 を 対 象 と す る 他 の 関 連 す る 態 様
は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 「 Mixing
 Methods to Reduce Non-Specific Binding in Dual Bead Assays」 と 題 す る 米 国 仮 出 願
第 ６ ０ ／ ２ ７ ２ ， ２ ４ ３ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assays
 Including Linkers to Reduce Non-Specific Binding」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２
７ ２ ／ ４ ８ ５ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は そ の 内 容 の す べ て が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 図 １ ２ Ａ に 示 す 最 後 の 主 な ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ Ｉ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 二 重 ビ
ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 回 洗 浄 し て か ら 、 検 定 混 合 物 を デ ィ ス ク に ロ
ー ド し て 分 析 す る 。 別 法 と し て 、 こ の ス テ ッ プ の 間 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル お よ び

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-530127 A 2005.10.6



輸 送 プ ロ ー ブ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 デ ィ ス ク 分 析 お よ び 信 号 検 出 プ ロ セ ス 中 の 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 の 分 解 を 防 止 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 に 関 す る さ ら な る 詳
細 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Improved Dua
l Bead Assays Using Ligation」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ８ ， ６ ９ ４ 号 に 開 示 さ
れ て お り 、 当 該 出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ る と 、 図 １ ２ Ｂ は 、 図 １ １ Ｂ の 免 疫 検 定 法 に 関 連 し て 説 明 し 、 図
１ ２ Ａ の 遺 伝 的 検 定 の ス テ ッ プ に 従 う も の と 同 様 の 免 疫 検 定 法 を 示 す 。 こ の 方 法 は 、 こ こ
で は 免 疫 化 学 的 検 定 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 作 成 す る 「 ２ ス テ ッ プ 結 合 」 と も 呼 ば れ る 。 図
１ ２ Ａ に 示 す 方 法 の よ う に 、 こ の 方 法 は 、 ６ つ の 主 な ス テ ッ プ を 含 む 。 概 し て 、 標 的 抗 原
の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ を 、 緩 衝 溶 液
中 に 入 れ る 。 １ つ の 特 定 な 実 施 の 形 態 で は 、 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ を 、 ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー
ズ に 結 合 さ せ る 。 検 定 を 行 う た め に 利 用 さ れ る デ ィ ス ク ド ラ イ ブ お よ び デ ィ ス ク ア セ ン ブ
リ の タ イ プ に 応 じ て 、 異 な る サ イ ズ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ
の 代 替 法 に よ る こ れ ら ６ つ の 主 な ス テ ッ プ は 、 図 １ ２ Ｂ の ス テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス
テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ 、 ス テ ッ プ Ｖ 、 お よ び ス テ ッ プ Ｖ Ｉ そ れ ぞ れ を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 次 に 図 １ ２ Ｂ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ を 特 に 参 照 し て 、 緩 衝 溶 液 ２ １ ０ 中 に 懸 濁 し た 捕 捉 ビ ー
ズ １ ９ ０ を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ か ら の 注 入 に よ っ て 試 験 管 ２ １ ２ に ロ ー ド す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ で は 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ が 溶 液 に 添 加 さ れ 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 び 付 い た
抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ に 結 合 す る 。 標 的 抗 原 ２ ０ ４ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 ３ ７
℃ で ２ ～ ３ 時 間 結 合 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 結 合 時 間 を さ ら に 短 く す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 に 磁 界 を 印
加 し て 、 結 合 し て い る 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ り 、 捕 捉 ビ
ー ズ １ ９ ０ に 結 合 し た 標 的 抗 原 ２ ０ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 磁 界 は 、 内 蔵 の
永 久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石 を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 永
久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石 は 、 溶 液 の ピ ペ ッ ト 抽 出 に よ っ て 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、
懸 濁 液 中 に 浮 遊 す る い か な る 未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ４ も 除 去 す る 。 洗 浄 緩 衝 液 を 添 加 し て
、 分 離 プ ロ セ ス を 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 次 に ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す よ う に 、 図 １ １ Ｂ に 示 す 方 法 に 関 連 し て 説 明 し た よ う に 、 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ に 対
す る 親 和 性 を 有 す る シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ で 被 覆 さ れ る 。 ２ ス テ ッ プ の 免 疫 化 学 的 検 定
の １ つ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 剤 ２ ０ ４ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る シ グ ナ ル プ ロ ー
ブ ２ ０ ８ を 、 ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 合 さ せ る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ
２ ０ ８ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は そ れ ぞ れ 、 標 的 剤 ２ ０ ４ の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 結 合 す
る が 、 互 い に は 結 合 し な い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 添 加 後 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １
９ ０ が 形 成 さ れ る 。 当 業 者 に は 容 易 に 明 ら か と な る よ う に 、 こ れ ら の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構
造 は 、 対 象 と な る 標 的 抗 原 が 存 在 す る 場 合 に の み 形 成 さ れ る 。 こ の 形 成 で は 、 標 的 抗 原 ２
０ ４ は 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る 。 好 ま し い 緩 衝 溶
液 を 用 い て 、 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 捕 捉 ビ ー ズ と の 間 の 非 特 異 的
結 合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る 。 標 的 抗 原 ２ ０ ４ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は 、 ３ ７ ℃ で
２ ～ ３ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る こ と が 好 ま し い 。 上 述 の ス テ ッ プ Ｉ Ｉ の よ う に 、 十 分 な
結 合 は 室 温 で ３ ０ 分 以 内 で 行 う こ と が で き る 。 免 疫 検 定 の 場 合 、 ３ ７ ℃ を 超 え る 温 度 は 、
タ ン パ ク 質 が 変 性 す る た め 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 次 に 図 １ ２ Ｂ に 示 し た ス テ ッ プ Ｖ に 移 り 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す 結 合 後 、 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 こ れ は 、 図 示 の よ う に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁
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気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 を 磁 界 に 曝 露 し 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 単 離 す る こ と に よ り 行 わ
れ る 。 単 離 物 は レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し て い な い 捕 捉 ビ ー ズ を 含 む こ と に 、 再 び 留 意 さ
れ た い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 を 除 去 す る 精 製 プ ロ セ ス は 、 洗 浄 緩 衝 液 を 試 験 管 に 添 加 す る こ と 、
お よ び ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る こ と を 含 む 。 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ 、 浮 遊 タ ン パ ク
質 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 粒 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ て 、 上 清 か ら 除 去 さ れ る 。 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 剤 、 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る こ
と が で き 、 そ こ で 、 重 な り 合 う 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の 格 子 構 造 に 捕 獲 さ れ た 浮 遊 粒 子 の 抽 出 の
際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 １ ２ Ｂ に 示 す 最 後 の 主 な ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ Ｉ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 二 重 ビ
ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 回 洗 浄 し て か ら 、 検 定 混 合 物 を デ ィ ス ク に ロ
ー ド し て 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 上 述 の 他 の い か な る 方 法 と も 同 様 に 、 図 １ ２ Ｂ に 示 す 方 法 の 磁 気 に よ る 除 去 ま た は 分 離
ス テ ッ プ は 、 別 法 と し て 、 図 ３ ３ Ａ ～ 図 ３ ３ Ｄ 、 図 ３ ４ Ａ ～ 図 ３ ４ Ｃ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図
３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す デ ィ ス ク 、 流 体 回 路 、 お よ び 装 置 を 用 い て 、 オ ン デ ィ ス ク で 行 っ
て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 次 に 図 １ ３ を 参 照 し て 、 混 合 ま た は ロ ー ド チ ャ ン バ （ loading chamber） １ ６ ４ の デ ィ
ス ク 層 を 示 す 断 面 図 （ 図 ６ と 同 様 ） が 示 さ れ て い る 。 ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ へ の ア ク セ ス
は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 調 製 液 が デ ィ ス ク シ ス テ ム に ロ ー ド さ れ る 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ に よ り 得
ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 図 １ ４ は 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ で 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が デ ィ ス ク に 注 入 さ れ て い る 、 混
合 ま た は ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ を 示 す 図 １ ３ と 同 様 の 図 で あ る 。 こ の 例 で は 、 複 合 体 は 、
標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ に よ り 互 い に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ お よ び 捕
捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 含 む 。 シ グ ナ ル Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ６ は 、 捕 捉 剤 と 相 補 的 な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と し て
示 さ れ る 。 図 １ ３ お よ び 図 １ ４ に 示 す デ ィ ス ク は 、 上 述 の 免 疫 検 定 お よ び 一 般 的 な 分 子 検
定 を 含 む 他 の 検 定 に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き 、 こ れ ら の 検 定 は 、 代 替 的 に 、 そ れ ぞ れ
に 応 じ て 輸 送 プ ロ ー ブ 、 標 的 剤 、 お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ と し て 実 施 さ れ る 抗 原 ま た は 抗
体 な ど の タ ン パ ク 質 を 用 い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 １ ５ Ａ は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 固 定 さ れ た 後 の 、 フ ロ ー 流 路 １
６ ０ お よ び 標 的 ま た は 捕 捉 領 域 １ ７ ０ を 示 す 。 こ の 実 施 の 形 態 の 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 少 量 の
捕 捉 剤 溶 液 を 活 性 層 １ ７ ６ に 施 し て 、 標 的 領 域 １ ７ ０ の 区 域 内 に 捕 捉 剤 の ク ラ ス タ を 形 成
す る こ と に よ り 、 活 性 層 １ ７ ６ に 結 び 付 け る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 ビ オ チ ン
ま た は Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン を 含 む 。 図 １ ５ Ａ は 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４
の 成 分 と し て の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ お よ び 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ も 示 す 。 こ の 実 施 の 形 態
で は 、 ア ン カ ー 剤 （ anchor agent） ２ ２ ２ を レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 び 付 け る 。 こ の
実 施 の 形 態 で は 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン （ Ne
utravidin） を 含 ん で よ い 。 し た が っ て 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ が 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 接 近
す る と 、 ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 相 互 作 用 に よ っ て ア ン カ ー プ ロ ー ブ ２ ２ ２ ／ ２ ０
６ と 捕 捉 剤 ２ ２ ０ と の 間 に 結 合 が 起 こ り 、 そ れ に よ り 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 １ ９ ４ が 保 持 さ れ る 。 こ の 時 点 で 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 検
出 す る の に 、 標 的 領 域 １ ７ ０ に 送 ら れ る 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 図 １ ５ Ａ お よ び 図 １ ５ Ｂ に 示 す 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ
び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 代 替 的 に 実 施 し て も よ い 。

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-530127 A 2005.10.6



【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 １ ５ Ｂ は 、 そ の 後 に デ ィ ス ク 回 転 速 度 を 変 え た 後 の 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 の レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ １ ９ ２ の 取 り 込 み （ entrapment） を 示 す 、 図 １ ５ Ａ と 同 様 の 断 面 図 で あ る 。 回 転 速
度 の 変 化 に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ か ら 除 去 さ れ 、 最 終 的 に 、
標 的 領 域 １ ７ ０ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 単 離 し て 、 呼 び か け ま た は 読 み 取 り ビ ー ム ２
２ ４ で 検 出 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 １ ６ Ａ は 、 図 １ ５ Ａ と 同 様 の 断 面 図 で あ り 、 図 １ ５ Ａ の 代 替 の 実 施 の 形 態 を 示 し 、 レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ 上 の シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ ま た は ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ が 、 捕 捉 剤 ２
２ ０ に 直 接 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 図 １ ６ Ａ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ で の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４
の 固 体 後 の フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ お よ び 標 的 ま た は 捕 捉 領 域 １ ７ ０ を 示 す 。 こ の 実 施 の 形 態 の
捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 少 量 の 捕 捉 剤 溶 液 を 活 性 層 １ ７ ６ に 施 し て 、 標 的 領 域 １ ７ ０ の 区 域 内 に
捕 捉 剤 の ク ラ ス タ を 形 成 す る こ と に よ り 、 活 性 層 １ ７ ６ に 結 び 付 け る 。 別 法 と し て 、 捕 捉
剤 ２ ２ ０ を 、 活 性 層 １ ７ ６ に 共 有 結 合 す る ア ミ ノ 基 を 用 い て 、 活 性 層 に 付 着 さ せ て も よ い
。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 図 １ ６ Ａ は 、 本 発 明 で 用 い ら れ る よ う な
二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ と し て 、 レ ポ ー タ ー １ ９ ２ お よ び 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ も 示 す 。 こ の
実 施 の 形 態 で は 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 付 着 す る 。 こ の 実 施 の
形 態 の ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２
０ ６ 自 体 と 相 補 的 な 核 酸 の 特 異 的 配 列 で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２
が 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 接 近 す る と 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ と 捕 捉 剤 ２ ２ ０ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン が 起 こ り 、 そ れ に よ り 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が 保 持 さ れ る 。
代 替 の 実 施 の 形 態 で は 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ が 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ の 機 能 を 果 た す 。
こ の 時 点 で 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 検 出 す る の に 、 標 的 領 域 １ ７
０ に 送 ら れ る 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 図 １ ６ Ｂ は 、 そ の 後 に デ ィ ス ク 回 転 速 度 を 変 え た 後 の 、 図 １ ６ Ａ の 実 施 の 形 態 を 示 す 。
回 転 速 度 の 変 化 に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ か ら 除 去 さ れ 、 最 終
的 に 、 標 的 領 域 １ ７ ０ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ２ ０ ２ を 単 離 し て
、 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ で 検 出 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 図 １ ６ Ａ お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 別 法 と し て 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図
５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 次 に 図 １ ７ を 参 照 し て 、 図 １ ５ Ａ に 示 す 実 施 の 形 態 の 代 替 例 が 示 さ れ て い る 。 こ の 実 施
の 形 態 で は 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 代 わ り に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 付 着
す る 。 こ の 実 施 の 形 態 の ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ニ ュ ー ト ラ ビ ジ
ン を 含 ん で よ い 。 図 １ ５ Ａ に お け る よ う に 、 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ で 被 覆 さ れ
て い る 。 捕 捉 剤 は 、 ビ オ チ ン ま た は Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン を 含 ん で よ い 。 図 １ ７ は 、 本 発 明 で 用
い ら れ る よ う な 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ の 成 分 と し て の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ お よ び 捕
捉 ビ ー ズ １ ９ ０ も 示 す 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ が 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 接 近 す る と 、 ビ オ チ ン － ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 相 互 作 用 に よ っ て ア ン カ ー プ ロ ー ブ ２ ２ ２ と 捕 捉 剤 ２ ２ ０ と の 間 に 結 合 が
起 こ り 、 そ れ に よ り 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が 保 持 さ れ る 。 こ の 時
点 で 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 検 出 す る の に 、 標 的 領 域 １ ７ ０ に 送
ら れ る 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 用 い る こ と が で き る 。 図 １ ７ に 示 す 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は
、 別 法 と し て 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て
も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 図 １ ８ は 、 図 １ ６ Ａ に 示 す 実 施 の 形 態 の 代 替 例 で あ る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 ア ン カ ー
剤 ２ ２ ２ は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 代 わ り に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 付 着 す る 。 こ の 実 施 の 形 態
で は 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 上 の 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ ま た は ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 捕 捉 剤 ２ ２
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０ に 直 接 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 核 酸 の 特 異 的 配 列 を
含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 の ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ
グ ナ ル 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ 自 体 と 相 補 的 な 核 酸 の 特 異 的 配 列 で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 捕
捉 ビ ー ズ １ ９ ０ が 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 接 近 す る と 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ と 捕 捉 剤 ２ ２ ０ と の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ り 、 そ れ に よ り 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４
が 保 持 さ れ る 。 こ の 時 点 で 、 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 検 出 す る の に
、 標 的 領 域 １ ７ ０ に 送 ら れ る 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 用 い る こ と が で き る 。 図 １ ８ に 示 す
本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 別 法 と し て 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過
型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 図 １ ９ Ａ ～ 図 １ ９ Ｃ は 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 遺 伝 的 検 定 に 関 連 し て 実 施 さ れ る 本 バ イ オ
デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ７ ６ お よ び 基 板 １ ７ ４ を 示 す 詳 細 な 部 分 断 面 図 で あ る 。 図 １ ９
Ａ ～ 図 １ ９ Ｃ は 、 少 量 の 捕 捉 剤 溶 液 を 活 性 層 １ ７ ６ に 施 し て 、 標 的 領 域 の 区 域 内 に 捕 捉 剤
の ク ラ ス タ を 形 成 す る こ と に よ り 、 活 性 層 １ ７ ６ に 結 び 付 い た 捕 捉 剤 ２ ２ ０ を 示 す 。 捕 捉
剤 ２ ２ ０ と 活 性 層 １ ７ ６ と の 間 の 結 合 は 、 デ ィ ス ク の 回 転 時 に 捕 捉 剤 ２ ２ ０ が 標 的 領 域 内
で 活 性 層 １ ７ ６ に 付 着 し た ま ま で あ る の に 十 分 で あ る 。 図 １ ９ Ａ お よ び 図 １ ９ Ｂ は 、 捕 捉
領 域 に お い て 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 結 合 し て い る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ か ら の 捕 捉 ビ ー ズ １ ９
０ も 示 し て い る 。 こ れ ら の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 図 １ １ Ａ お よ び 図 １ ２ Ａ で 説 明 し た 方 法
な ど に 従 っ て 調 製 さ れ る 。 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 ビ オ チ ン お よ び Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン を 含 む 。 こ の
実 施 の 形 態 で は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 相 互 作 用 に
よ っ て 、 標 的 領 域 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 固 定 す る 。 別 法 と し て 、 標 的 領 域 は 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 し て も よ く 、 ビ オ チ ン 化 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 結 合 し て も よ い 。 図 １
９ Ｃ は 、 図 １ ９ Ａ お よ び 図 １ ９ Ｂ に 関 連 し て 説 明 し た も の に さ ら な る ス テ ッ プ を 含 む 代 替
の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 こ の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 1分 間 あ た り の デ ィ ス ク 回 転 の 分 散
（ variance） に よ り 、 ビ ー ズ の サ イ ズ お よ び ／ ま た は 質 量 の 差 に 基 づ い て 、 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 １ ９ ４ か ら 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 切 り 離 す の に 十 分 な 遠 心 力 が 生 成 さ れ る 。 デ ィ ス ク の
回 転 速 度 に は 変 化 が あ る が 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 標 的 領 域 に 固 定 さ れ た ま ま で あ る
。 し た が っ て 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 標 的 領 域 内 に 維 持 さ れ 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま
た は 医 療 Ｃ Ｄ 読 み 取 り 装 置 を 用 い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 １ ９ Ａ ～ 図 １ ９ Ｃ に 関 連 し て 説 明 す る 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、 図 ５
Ａ 、 お よ び 図 ６ Ａ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ く 、 ま た は 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５
Ｂ お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 図 ２ ０ Ａ 、 図 ２ ０ Ｂ 、 お よ び 図 ２ ０ Ｃ は 、 図 １ ９ Ａ ～ 図 １ ９ Ｃ で 説 明 し た 実 施 の 形 態 の
代 替 の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 図 ２ ０ Ａ ～ 図 ２ ０ Ｃ は 、 免 疫 化 学 的 検 定 に 関 連 し て 実 施 さ れ る
標 的 領 域 の 詳 細 な 部 分 断 面 図 を 示 す 。 図 ２ ０ Ａ お よ び 図 ２ ０ Ｂ は 、 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉
剤 ２ ２ ０ に 結 合 し て い る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ か ら の 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ も 示 し て い る 。
捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 ビ オ チ ン お よ び Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン を 含 む 。 こ れ ら の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、
図 １ １ Ｂ お よ び 図 １ ２ Ｂ で 説 明 し た 方 法 な ど に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 の
形 態 で は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 相 互 作 用 に よ っ て
、 標 的 領 域 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 固 定 す る 。 図 ２ ０ Ａ ～ 図 ２ ０ Ｃ を 参 照 し て 説 明 す
る 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、 図 ５ Ａ 、 お よ び 図 ６ Ａ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク
で 実 施 し て も よ く 、 ま た は 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク
で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 次 に 図 ２ １ Ａ 、 図 ２ １ Ｂ 、 お よ び 図 ２ １ Ｃ を 参 照 し て 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 遺 伝 的 検 定
に 関 連 し て 実 施 さ れ る 本 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ７ ６ お よ び 基 板 １ ７ ４ を 含 む 、
標 的 領 域 の 詳 細 な 部 分 断 面 図 が 示 さ れ て い る 。 図 ２ １ Ａ ～ 図 ２ １ Ｃ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ の 一
体 部 分 で あ る ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ の 使 用 に よ っ て 活 性 層 １ ７ ６ に 結 び 付 い た 捕 捉 剤 ２ ２ ０ を 示
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す 。 図 示 の よ う に 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 標 的 領 域 内 に 位 置 す る 。 ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ と 捕 捉 剤 ２ ２
０ と の 間 の 結 合 、 お よ び ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ と 活 性 層 １ ７ ６ と の 間 の 結 合 は 、 デ ィ ス ク の 回 転
時 に 捕 捉 剤 ２ ２ ０ が 標 的 領 域 内 で 活 性 層 １ ７ ６ に 付 着 し た ま ま で あ る の に 十 分 で あ る 。 好
ま し い ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ は Ｎ Ｈ ２ で あ る 。 別 法 と し て 、 ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ の 代 わ り に チ オ ー ル
基 を 用 い て も よ い 。 本 発 明 の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １
９ ２ と 結 び 付 い た ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ と
相 補 的 な ア ミ ノ 酸 の 特 異 的 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 ２ １ Ｂ は 、 図 １ １ Ａ お よ び 図 １ ２ Ａ で 説 明 し た 方 法 な ど に 従 っ て 調 製 さ れ た 、 標 的 領
域 に お い て 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 結 合 す る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を
示 す 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 向 か っ て 流 れ 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 十 分 に 近
づ く と 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ と 捕 捉 剤 ２
２ ０ と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る 。 し た が っ て 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は
標 的 領 域 内 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ２ を 固 定 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 図 ２ １ Ｃ は 、 図 ２ １ Ａ ～ 図 ２ １ Ｂ に 関 連 し て 説 明 し た も の の さ ら な る ス テ ッ プ を 含 む 代
替 の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 こ の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 1分 間 あ た り の デ ィ ス ク 回 転 の 分
散 に よ り 、 ビ ー ズ の サ イ ズ お よ び ／ ま た は 質 量 の 差 に 基 づ い て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４
か ら 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 切 り 離 す の に 十 分 な 遠 心 力 が 生 成 さ れ る 。 デ ィ ス ク の 回 転 速 度 に
は 変 化 が あ る が 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ２ ０ ２ を 有 す る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 標 的 領 域 に 固
定 さ れ た ま ま で あ る 。 い ず れ の 場 合 も 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 所 望 の と お り に 標 的 領
域 内 に 維 持 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 図 ２ １ Ａ ～ 図 ２ １ Ｃ を 参 照 し て 説 明 す る 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、 図 ５
Ａ 、 お よ び 図 ６ Ａ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ く 、 ま た は 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５
Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 ２ ２ Ａ 、 図 ２ ２ Ｂ 、 お よ び 図 ２ ２ Ｃ は 、 図 ２ １ Ａ ～ 図 ２ １ Ｃ で 説 明 し た 実 施 の 形 態 の
代 替 の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 図 ２ ２ Ａ ～ 図 ２ ２ Ｃ は 、 免 疫 化 学 的 検 定 に 関 連 し て 実 施 さ れ る
標 的 領 域 の 詳 細 な 部 分 断 面 図 を 示 す 。 図 ２ ２ Ａ お よ び 図 ２ ２ Ｂ は 、 図 １ １ Ｂ お よ び 図 １ ２
Ｂ で 説 明 し た 方 法 な ど に 従 っ て 調 製 さ れ た 、 標 的 領 域 に お い て 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 結 合 す る 二
重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ か ら の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 示 す 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉
剤 ２ ２ ０ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ の 一 体 部 分 を な す ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ の 使 用 に よ っ て 標 的 領 域 に 結
合 さ れ た 抗 体 を 示 す 。 別 法 と し て 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 受 動 的 な 吸 着 お よ び 疎 水 性 ま た は イ
オ ン 性 相 互 作 用 に よ っ て 活 性 層 １ ７ ６ に 結 合 し て も よ い 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 特 異 的 抗 体 結 合 に よ っ て 標 的 領 域 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 固 定 す
る 。 図 ２ １ Ｃ に 示 す 実 施 の 形 態 の よ う に 、 図 ２ ２ Ｃ は 、 図 ２ ２ Ａ お よ び 図 ２ ２ Ｂ に 関 連 し
て 説 明 し た も の の さ ら な る ス テ ッ プ を 含 む 代 替 の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 こ の 代 替 の 実 施 の 形
態 で は 、 1分 間 あ た り の デ ィ ス ク 回 転 の 分 散 に よ り 、 ビ ー ズ の サ イ ズ お よ び ／ ま た は 質 量
の 差 に 基 づ い て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ か ら 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 切 り 離 す の に 十 分 な 遠
心 力 が 生 成 さ れ る 。 デ ィ ス ク の 回 転 速 度 に は 変 化 が あ る が 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ を 有 す る レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 標 的 領 域 に 固 定 さ れ た ま ま で あ る 。 い ず れ の 場 合 も 、 レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ １ ９ ２ は 所 望 の と お り に 標 的 領 域 内 に 維 持 さ れ る 。 図 ２ ２ Ａ ～ 図 ２ ２ Ｃ に 関 連 し て 説
明 す る 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、 図 ５ Ａ 、 お よ び 図 ６ Ａ に 示 す 反 射 型 デ ィ
ス ク で 実 施 し て も よ く 、 ま た は 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ
ス ク で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 図 ２ ３ Ａ お よ び 図 ２ ３ Ｂ は 、 遺 伝 的 検 定 に 関 連 し て 実 施 さ れ る 本 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０
の 活 性 層 １ ７ ６ お よ び 基 板 １ ７ ４ を 示 す 詳 細 な 部 分 断 面 図 で あ る 。 図 ２ ３ Ａ お よ び 図 ２ ３
Ｂ は 、 上 記 の 図 １ ９ Ａ お よ び 図 １ ９ Ｂ で 説 明 し た も の の 代 替 の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 図 １ ９
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Ａ お よ び 図 １ ９ Ｂ の 実 施 の 形 態 と は 対 照 的 に 、 本 実 施 の 形 態 で は 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ が レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 代 わ り に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 び 付 く 。 図 ２ ３ Ｂ は 、 二 重 ビ ー ズ
複 合 体 １ ９ ４ か ら の 、 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 結 合 す る 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 示 す
。 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 ビ オ チ ン お よ び Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 捕 捉 ビ
ー ズ １ ９ ０ は 、 ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 相 互 作 用 に よ っ て 、 標 的 領 域 に 二 重 ビ ー ズ
複 合 体 １ ９ ４ を 固 定 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 図 ２ ３ Ａ お よ び 図 ２ ３ Ｂ を 参 照 し て 説 明 す る 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、
図 ５ Ａ 、 お よ び 図 ６ Ａ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ く 、 ま た は 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、
図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 次 に 図 ２ ４ Ａ お よ び 図 ２ ４ Ｂ を 参 照 し て 、 遺 伝 的 検 定 に 関 連 し て 実 施 さ れ る 本 発 明 の バ
イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ の 活 性 層 １ ７ ６ お よ び 基 板 １ ７ ４ を 示 す 詳 細 な 部 分 断 面 図 が 提 示 さ れ
て い る 。 図 ２ ３ Ａ お よ び 図 ２ ３ Ｂ は 、 上 記 の 図 ２ １ Ａ お よ び 図 ２ ２ Ｂ で 説 明 し た も の の 代
替 の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 図 ２ １ Ａ お よ び 図 ２ １ Ｂ の 実 施 の 形 態 と は 対 照 的 に 、 本 実 施 の 形
態 で は 、 ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ が レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 代 わ り に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 び
付 け ら れ る 。 図 ２ ３ Ｂ は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ か ら の 、 捕 捉 領 域 に お い て 捕 捉 剤 ２ ２
０ に 結 合 す る 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 示 す 。 捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ の 一 体 部 分 を な す
ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ の 使 用 に よ っ て 活 性 層 １ ７ ６ に 結 び 付 け ら れ る 。 図 示 の よ う に 、 捕 捉 剤 ２
２ ０ は 標 的 領 域 内 に 位 置 す る 。 ア ミ ノ 基 ２ ２ ６ と 捕 捉 剤 ２ ２ ０ と の 間 の 結 合 、 お よ び ア ミ
ノ 基 ２ ２ ０ と 活 性 層 １ ７ ６ と の 間 の 結 合 は 、 デ ィ ス ク の 回 転 時 に 捕 捉 剤 ２ ２ ０ が 標 的 領 域
内 で 活 性 層 １ ７ ６ に 付 着 し た ま ま で あ る の に 十 分 で あ る 。 本 発 明 の こ の 実 施 の 形 態 で は 、
捕 捉 剤 ２ ２ ０ は 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 び 付 い た ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ と 相 補 的 な ア ミ ノ 酸 の 特 異 的 配 列 を 含 む 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、
捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ は 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ と ア ン カ ー 剤 ま た は 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ と の 間 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 標 的 領 域 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 固 定 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 図 ２ ４ Ａ お よ び 図 ２ ４ Ｂ に 示 す 本 発 明 の 実 施 の 形 態 は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、 図 ５ Ａ 、 お よ
び 図 ６ Ａ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ く 、 ま た は 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ
び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ３ 】
デ ィ ス ク 処 理 法
　 次 に 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２ ５ Ｄ に 移 り 、 デ ィ ス ク の コ ン テ キ ス ト に お い て 図 ２ １ Ａ ～ 図 ２ １ Ｃ
お よ び 図 ２ ４ Ａ ～ 図 ２ ４ Ｂ に 記 載 さ れ る 標 的 領 域 １ ７ ０ が 示 さ れ て お り 、 こ れ は 図 １ １ Ａ
お よ び 図 １ ２ Ａ に 示 す 方 法 な ど に 従 っ て 作 成 さ れ る 溶 液 を 注 入 物 （ input） と し て 用 い る
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 図 ２ ５ Ａ は 、 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ を 通 し て ア ク セ ス 可 能 で あ り 、 か つ フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に
つ な が っ て い る 混 合 ／ ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ を 示 す 。 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に は 、 ク ラ ス タ 状
に 位 置 す る 捕 捉 剤 ２ ２ ０ が あ ら か じ め ロ ー ド さ れ て い る 。 捕 捉 剤 ２ ２ ０ の ク ラ ス タ の そ れ
ぞ れ は 、 各 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 位 置 す る 。 各 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 １ つ の タ イ プ の 捕 捉 剤 ま
た は 複 数 の タ イ プ の 捕 捉 剤 を 有 す る こ と が で き 、 個 別 の 標 的 領 域 は 、 複 数 の 捕 捉 フ ィ ー ル
ド に 、 全 く 同 一 の タ イ プ の 捕 捉 剤 ま た は 複 数 の 異 な る 捕 捉 剤 を 有 す る こ と が で き る 。 本 実
施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ ま た は 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 上 の ア ン カ ー
剤 ２ ２ ２ と 相 補 的 な 核 酸 の 特 異 的 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 図 ２ ５ Ｂ で は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ に 封 鎖 さ れ て い る （ sequestered） Ｄ Ｎ Ａ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ の 試 験 サ ン プ ル を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ に ロ ー ド す る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 、 注 入 ポ
ー ト １ ５ ２ を 通 し て フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に 注 入 す る 。 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ が ピ ペ ッ ト ２ １ ４ か
ら の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 で さ ら に ロ ー ド さ れ る と 、 デ ィ ス ク が 回 転 す る に つ れ て 二 重 ビ ー ズ
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複 合 体 １ ９ ４ は フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ を 進 み 始 め る 。 ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ は 、 切 り 離 し 保 持
壁 （ break-away retaining wall） ２ ２ ８ を 含 む た め 、 複 合 体 １ ９ ４ は フ ロ ー 流 路 を 一 度
に 進 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 図 ２ ５ Ｃ に 示 す よ う に 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 び 付 い た ア
ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 結 合 す る 。 こ の よ う に
し て 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 保 持 さ れ る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９
４ が フ ロ ー 流 路 を ゆ っ く り と 進 む 、 す な わ ち 転 が る （ tumble down） こ と が で き る よ う に
デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る こ と に よ り 、 結 合 を さ ら に 促 進 す る こ と が で き る 。 遅 い 移 動 に よ り
、 さ ら な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 十 分 な 時 間 を 得 る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 後 、 デ ィ ス ク を 同 じ 速 度 で 、 ま た は そ れ よ り も 速 く さ ら に 回 転 さ せ て 、 図 ２ ５ Ｄ に
示 す よ う に 、 い か な る 未 結 合 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を も 標 的 領 域 １ ７ ０ か ら 取 り 除 く
こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 次 に 、 図 ２ ５ Ｄ に 示 す よ う に 、 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 標 的 領 域 １ ７ ０ に 送 り 、 レ ポ ー
タ ー 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 お よ び 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る こ と が で き る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
ま た は Ｒ Ｎ Ａ が 試 験 サ ン プ ル 中 に な い 場 合 、 標 的 領 域 １ ７ ０ に 結 合 し て い る 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 構 造 、 レ ポ ー タ ー 、 ま た は 捕 捉 ビ ー ズ は な い が 、 少 量 の 背 景 信 号 が 、 標 的 領 域 に お い
て 非 特 異 的 結 合 か ら 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 場 合 、 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 標 的 領
域 １ ７ ０ に 送 る と 、 ゼ ロ ま た は 低 い 読 み が 生 じ 、 そ れ に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ が
サ ン プ ル 中 に 存 在 し な か っ た こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 回 転 速 度 、 回 転 方 向 、 お よ び 、 あ る 期 間 に は あ る 速 度 で 、 続 く 別 の 期 間 に は 別 の 速 度 で
な ど の 回 転 の 段 階 は 、 す べ て デ ィ ス ク 上 の 動 作 情 報 に 符 号 化 さ れ 得 る 。 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２ ５
Ｄ に 関 連 し て 説 明 す る 方 法 は 、 上 部 検 出 器 １ ３ ０ を 有 す る シ ス テ ム を 用 い て 、 図 ４ Ａ ～ 図
４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク で 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 図 ２ ６ Ａ ～ 図 ２ ６ Ｄ は 、 図 １ ９ Ａ ～ 図 １ ９ Ｃ お よ び 図 ２ ３ Ａ ～ 図 ２ ３ Ｂ で 説 明 し た 補 足
化 学 物 質 を 含 む 標 的 領 域 １ ７ ０ を 示 す 。 こ の 方 法 は 、 図 １ １ Ａ お よ び 図 １ ２ Ａ に 示 す 方 法
に 従 っ て 作 成 さ れ る 溶 液 を 注 入 物 と し て 用 い る 。 図 ２ ６ Ａ ～ 図 ２ ６ Ｄ は 、 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２
５ Ｄ で 説 明 し た も の の 代 替 の 実 施 の 形 態 を 示 し 、 以 下 で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 異 な る ビ ー
ズ 捕 捉 法 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 ２ ６ Ａ は 、 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ を 通 し て ア ク セ ス 可 能 で あ り 、 か つ フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に
つ な が っ て い る 混 合 ／ ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ を 示 す 。 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に は 、 ク ラ ス タ 状
に 位 置 す る 捕 捉 剤 ２ ２ ０ が あ ら か じ め ロ ー ド さ れ て い る 。 捕 捉 剤 ２ ２ ０ の ク ラ ス タ の そ れ
ぞ れ は 、 各 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 位 置 す る 。 各 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 １ つ の タ イ プ の 捕 捉 剤 ま
た は 複 数 の タ イ プ の 捕 捉 剤 を 有 す る こ と が で き 、 個 別 の 標 的 領 域 は 、 複 数 の 捕 捉 フ ィ ー ル
ド に 、 全 く 同 一 の タ イ プ の 捕 捉 剤 ま た は 複 数 の 異 な る 捕 捉 剤 を 有 す る こ と が で き る 。 本 実
施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ ま た は 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 上 の ア ン カ ー
剤 ２ ２ ２ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 特 異 的 な ビ オ チ ン お よ び Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン を 含 み 得 る 。 ア
ン カ ー 剤 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 図 ２ ６ Ｂ で は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ に 封 鎖 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 試 験 サ
ン プ ル を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ に ロ ー ド す る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 、 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ を 通 し
て フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に 注 入 す る 。 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ が ピ ペ ッ ト ２ １ ４ か ら の 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 で さ ら に ロ ー ド さ れ る と 、 デ ィ ス ク が 回 転 す る に つ れ て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ は フ
ロ ー 流 路 １ ６ ０ を 進 み 始 め る 。 ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ は 、 切 り 離 し 保 持 壁 ２ ２ ８ を 含 む た
め 、 複 合 体 １ ９ ４ は フ ロ ー 流 路 を 一 度 に 進 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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　 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 図 ２ ６ Ｃ に 示 す よ う に 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 び 付 い た ア
ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 相 互 作 用 に よ り 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 結 合 す
る 。 こ の よ う に し て 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 保 持 さ れ る 。 二 重 ビ
ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が フ ロ ー 流 路 を ゆ っ く り と 進 む 、 す な わ ち 転 が る こ と が で き る よ う に デ
ィ ス ク を 回 転 さ せ る こ と に よ り 、 結 合 を さ ら に 促 進 す る こ と が で き る 。 遅 い 移 動 に よ り 、
捕 捉 剤 ２ ２ ０ と ア ン カ ー 剤 ２ ２ ２ と の 間 の さ ら な る 結 合 に 十 分 な 時 間 を 得 る こ と が で き る
。 結 合 後 、 デ ィ ス ク を 同 じ 速 度 で 、 ま た は そ れ よ り も 速 く さ ら に 回 転 さ せ て 、 図 ２ ６ Ｄ に
示 す よ う に 、 い か な る 未 結 合 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を も 標 的 領 域 １ ７ ０ か ら 取 り 除 く
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 次 に 、 図 ２ ６ Ｄ に 示 す よ う に 、 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 標 的 領 域 １ ７ ０ に 送 り 、 レ ポ ー
タ ー 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 お よ び 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る こ と が で き る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
が 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し な い 場 合 、 標 的 領 域 １ ７ ０ に 結 合 し て い る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構
造 は な い 。 少 量 の 背 景 シ グ ナ ル が 、 標 的 領 域 に お い て 非 特 異 的 結 合 か ら 検 出 さ れ る 可 能 性
が あ る 。 こ の 場 合 、 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 標 的 領 域 １ ７ ０ に 送 る と 、 ゼ ロ ま た は 低 い 読
み が 生 じ 、 そ れ に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ が サ ン プ ル 中 に 存 在 し な か っ た こ と が 示
さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 回 転 速 度 、 回 転 方 向 、 お よ び あ る 期 間 に は あ る 速 度 で 、 続 く 別 の 期 間 に は 別 の 速 度 で な
ど の 回 転 の 段 階 は 、 す べ て デ ィ ス ク 上 の 動 作 情 報 に 符 号 化 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 ２ ６ Ａ ～ 図 ２ ６ Ｄ に 関 連 し て 説 明 す る 方 法 は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、 図 ５ Ａ 、 お よ び 図 ６
Ａ に 示 す デ ィ ス ク な ど の 反 射 型 デ ィ ス ク に 関 し て 説 明 さ れ た 。 こ の 方 法 は 、 上 部 検 出 器 １
３ ０ を 有 す る シ ス テ ム を 用 い て 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ
ィ ス ク で 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 次 に 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ を 参 照 し て 、 本 発 明 に よ る さ ら に 別 の 代 替 の 方 法 の ス テ ッ プ を
示 す 一 連 の 側 断 面 図 が 示 さ れ て い る 。 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ は 、 図 ２ ２ Ａ ～ 図 ２ ２ Ｃ に 関 連
し て 説 明 し た 捕 捉 機 構 を 含 む 標 的 領 域 １ ７ ０ を 示 す 。 こ の 方 法 は 、 図 １ １ Ｂ お よ び 図 １ ２
Ｂ に 示 す 調 製 法 に 従 っ て 作 成 さ れ る 溶 液 を 注 入 物 と し て 用 い る 。 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ は 、
免 疫 化 学 的 検 定 お よ び 代 替 的 な ビ ー ズ 捕 捉 法 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 図 ２ ７ Ａ は 、 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ を 通 し て ア ク セ ス 可 能 で あ り 、 か つ フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に
つ な が っ て い る 混 合 ／ ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ を 示 す 。 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ に は 、 ク ラ ス タ 状
に 位 置 す る 捕 捉 剤 ２ ２ ０ が あ ら か じ め ロ ー ド さ れ て い る 。 捕 捉 剤 ２ ２ ０ の ク ラ ス タ の そ れ
ぞ れ は 、 各 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 位 置 す る 。 各 標 的 領 域 １ ７ ０ は 、 １ つ の タ イ プ の 捕 捉 剤 ま
た は 複 数 の タ イ プ の 捕 捉 剤 を 有 す る こ と が で き 、 個 別 の 標 的 領 域 は 、 複 数 の 捕 捉 フ ィ ー ル
ド に 、 全 く 同 一 の タ イ プ の 捕 捉 剤 ま た は 複 数 の 異 な る 捕 捉 剤 を 有 す る こ と が で き る 。 本 実
施 の 形 態 で は 、 捕 捉 剤 は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ ま た は 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 上 の ア ン カ ー
剤 ２ ２ ２ の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 み 得 る 。 別 法 と し て 、 捕 捉 剤 は 、 二 重
ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ 内 の 標 的 抗 原 ２ ０ ４ の エ ピ ト ー プ に 直 接 結 合 し て も よ い 。 ア ン カ ー 剤
２ ２ ２ は 、 標 的 抗 原 、 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ 、 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ 、 ま た は レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ ま た は 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 合 し て お り 、 か つ 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 特 異
的 に 結 合 し 得 る エ ピ ト ー プ を 有 す る 任 意 の 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 ２ ７ Ｂ で は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ に 封 鎖 さ れ て い る 標 的 抗 原 の 試 験 サ ン プ ル を 、
ピ ペ ッ ト ２ １ ４ に ロ ー ド す る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 、 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ を 通 し て フ ロ ー 流
路 １ ６ ０ に 注 入 す る 。 フ ロ ー 流 路 １ ６ ０ が ピ ペ ッ ト ２ １ ４ か ら の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 で さ ら
に ロ ー ド さ れ る と 、 デ ィ ス ク が 回 転 す る に つ れ て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ は フ ロ ー 流 路 １
６ ０ を 進 み 始 め る 。 ロ ー ド チ ャ ン バ １ ６ ４ は 、 切 り 離 し 保 持 壁 ２ ２ ８ を 含 み 得 る た め 、 複
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合 体 １ ９ ４ は フ ロ ー 流 路 を 一 度 に 進 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 図 ２ ７ Ｃ に 示 す よ う に 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 び 付 い た ア
ン カ ー 剤 ２ ２ ２ は 、 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 に よ り 捕 捉 剤 ２ ２ ０ に 結 合 す る 。 こ の よ う に し て
、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 標 的 領 域 １ ７ ０ 内 に 保 持 さ れ る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が
フ ロ ー 流 路 を ゆ っ く り と 進 む 、 す な わ ち 転 が る こ と が で き る よ う に デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る
こ と に よ り 、 結 合 を さ ら に 促 進 す る こ と が で き る 。 遅 い 移 動 に よ り 、 捕 捉 剤 ２ ２ ０ と ア ン
カ ー 剤 ２ ２ ２ と の さ ら な る 結 合 に 十 分 な 時 間 を 得 る こ と が で き る 。 結 合 後 、 デ ィ ス ク を 同
じ 速 度 で 、 ま た は そ れ よ り も 速 く さ ら に 回 転 さ せ て 、 図 ２ ７ Ｄ に 示 す よ う に 、 い か な る 未
結 合 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を も 標 的 領 域 １ ７ ０ か ら 取 り 除 く こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 次 に 、 図 ２ ７ Ｄ に 示 す よ う に 、 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 標 的 領 域 １ ７ ０ に 送 り 、 レ ポ ー
タ ー 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 お よ び 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る こ と が で き る 。 標 的 抗 原 が
試 験 サ ン プ ル 中 に な い 場 合 、 標 的 領 域 １ ７ ０ に 結 合 し て い る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 、 レ ポ
ー タ ー 、 ま た は 捕 捉 ビ ー ズ は な い が 、 少 量 の 背 景 シ グ ナ ル が 、 標 的 領 域 に お い て 非 特 異 的
結 合 か ら 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 場 合 、 呼 び か け ビ ー ム ２ ２ ４ を 標 的 領 域 １ ７ ０ に
送 る と 、 ゼ ロ ま た は 低 い 読 み が 生 じ 、 そ れ に よ り 、 標 的 が サ ン プ ル 中 に 存 在 し な か っ た こ
と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 回 転 速 度 、 回 転 方 向 、 お よ び あ る 期 間 に は あ る 速 度 で 、 続 く 別 の 期 間 に は 別 の 速 度 で な
ど の 回 転 の 段 階 は 、 す べ て デ ィ ス ク 上 の 動 作 情 報 に 符 号 化 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２ ５ Ｄ 、 図 ２ ６ Ａ ～ 図 ２ ６ Ｄ 、 お よ び 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ に 記 載 し た 方 法
は 、 反 射 型 デ ィ ス ク シ ス テ ム １ ４ ４ を 用 い て 実 施 さ れ る 。 上 記 の よ う に 、 こ れ ら の 方 法 お
よ び 他 の ビ ー ズ ま た は 球 体 検 出 は 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ 、 図 ５ Ｂ 、 お よ び 図 ６ Ｂ に 記 載 す る よ
う に 、 透 過 型 デ ィ ス ク の 実 施 の 形 態 １ ８ ０ を 用 い て 実 行 し て も よ い こ と は 理 解 す る べ き で
あ る 。 ま た 、 図 １ １ Ａ お よ び 図 １ １ Ｂ 、 図 １ ２ Ａ お よ び 図 １ ２ Ｂ 、 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２ ５ Ｄ 、
図 ２ ６ Ａ ～ 図 ２ ６ Ｄ 、 な ら び に 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ に 記 載 し た 方 法 は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク
外 で の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 作 成 に 限 定 さ れ ず 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 「 イ ン デ ィ ス ク 」 ま た
は 「 オ ン デ ィ ス ク 」 で の 形 成 を 用 い る 実 施 の 形 態 を 含 む こ と が で き る こ と も 理 解 す る べ き
で あ る 。 こ れ ら の オ ン デ ィ ス ク の 実 施 態 様 で は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク
１ １ ０ の 流 体 回 路 内 に 形 成 さ れ る 。 例 え ば 、 二 重 ビ ー ズ の 形 成 は 、 ロ ー ド ま た は 混 合 チ ャ
ン バ １ ６ ４ に お い て 実 行 す る こ と が で き る 。 一 実 施 の 形 態 で は 、 ビ ー ズ お よ び サ ン プ ル を
、 同 時 に 、 ま た は ほ ぼ 同 時 に デ ィ ス ク に 添 加 す る 。 別 法 と し て 、 サ ン プ ル だ け を 添 加 す れ
ば よ い よ う に 、 プ ロ ー ブ を 有 す る ビ ー ズ を 、 サ ン プ ル と 共 に 将 来 使 用 す る た め に デ ィ ス ク
に あ ら か じ め ロ ー ド し て お い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ビ ー ズ は 通 常 、 長 期 の 保 存 寿 命 を 有 す る が 、 プ ロ ー ブ の 保 存 寿 命 は そ れ よ り も 短 い 。 プ
ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ が デ ィ ス ク 内 に 残 り 得 る 期 間 を 延 長 さ せ る た め に 、 乾 燥 ま た は 凍 結 乾
燥 （ フ リ ー ズ ド ラ イ ） さ れ 得 る 。 プ ロ ー ブ が 乾 燥 し て い る 場 合 、 サ ン プ ル は 基 本 的 に プ ロ
ー ブ を 再 構 成 し 、 次 に ビ ー ズ と 混 ざ り 合 っ て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 が 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 い ず れ の 場 合 も 、 オ ン デ ィ ス ク 処 理 の 基 本 的 な プ ロ セ ス は 、 （ １ ） サ ン プ ル を 、 プ ロ ー
ブ を 有 す る ビ ー ズ を 含 ん だ デ ィ ス ク に 挿 入 す る こ と 、 （ ２ ） デ ィ ス ク 上 で サ ン プ ル と ビ ー
ズ と を 混 合 さ せ る こ と 、 （ ３ ） 磁 界 の 印 加 な ど に よ り 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 保 持 し て 未 結
合 ビ ー ズ を こ こ で は 廃 液 チ ャ ン バ と 呼 ぶ 領 域 な ど に 移 動 さ せ る よ う に 単 離 す る こ と 、 （ ４
） 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 （ お よ び 廃 液 チ ャ ン バ に 移 動 し な か っ た 任 意 の 他 の 材 料 ） を 捕 捉 フ ィ
ー ル ド に 導 く こ と 、 を 含 む 。 検 出 プ ロ セ ス は 、 イ ベ ン ト 検 出 ま た は 蛍 光 分 析 法 な ど に よ る
、 上 述 の プ ロ セ ス の う ち の １ つ と 同 じ で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 上 記 に 加 え て 、 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２ ５ Ｄ 、 図 ２ ６ Ａ ～ 図 ２ ６ Ｄ 、 お よ び 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ
に 示 す デ ィ ス ク 表 面 捕 捉 技 法 お よ び 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 す る た め の 連 結 技 法 を 、 そ の
代 替 の 変 形 形 態 を 作 成 す る た め に 交 換 可 能 で あ り 得 る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う
。 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 核 酸 の 特 異 的 配 列 を 含 む よ う に 実 施 さ れ る 捕 捉 剤 ２ ２ ０ を 用 い
て 、 図 １ ０ Ａ に 示 す Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 図 １ ０ Ｂ に 示 す 抗 体 － 抗 原 相 互
作 用 に よ り 形 成 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 捕 捉 で き る こ と を 意 図 し て い る 。 同 様 に 、 抗 体
を 含 む よ う に 実 施 さ れ る 捕 捉 剤 ２ ２ ０ を 用 い て 、 図 １ ０ Ａ に 示 す Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 法 ま た は 図 １ ０ Ｂ に 示 す 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 に よ り 形 成 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を
捕 捉 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ビ オ チ ン ま た は Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン を 含 む よ う に 実 施 さ れ る 捕
捉 剤 ２ ２ ０ を 同 様 に 利 用 し て 、 図 １ ０ Ａ に 示 す Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 法 ま た は
図 １ ０ Ｂ に 示 す 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 に よ り 形 成 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 捕 捉 す る こ と が
で き る 。 捕 捉 剤 と の 結 合 機 能 を 果 た す 異 な る ア ン カ ー 剤 を 含 む 他 の 組 み 合 わ せ は 、 本 開 示
か ら 容 易 に 明 ら か と な る た め 、 本 明 細 書 に 具 体 的 に 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
検 出 お よ び 関 連 す る 信 号 処 理 法 お よ び 装 置
　 捕 捉 フ ィ ー ル ド ま た は 領 域 に 結 合 さ れ て い る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ 、 標 的 細 胞 、 ま た は 粒 子
の 数 は 、 定 性 的 に 検 出 す る こ と が で き 、 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ り 定 量 す る こ と も で
き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 上 述 の 試 験 法 の い ず れ か の 試 験 結 果 は 、 モ ニ タ １ １ ４ （ 図 １ ） に 即 座 に 表 示 さ れ 得 る 。
本 発 明 に よ る デ ィ ス ク は 、 図 ２ に 示 す よ う な コ ン ト ロ ー ラ 、 プ ロ セ ッ サ 、 お よ び 分 析 装 置
を 制 御 す る た め に 読 み 取 ら れ る 符 号 化 ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む こ と が 好 ま し い 。 こ の 対 話 型 ソ
フ ト ウ ェ ア は 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 方 法 お よ び 結 果 の 表 示 を 容 易 に す る た め に 実 施 さ れ る
。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 ２ ８ Ａ は 、 本 発 明 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ の ト ラ ッ ク Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ
、 お よ び Ｅ に 対 し て 位 置 付 け ら れ る 、 １ つ の ２ ． １ μ ｍ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と ３ μ
ｍ の 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と の グ ラ フ ィ カ ル 表 現 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 図 ２ ８ Ｂ は 、 本 発 明 に よ る 光 ド ラ イ ブ か ら の 検 出 信 号 を 利 用 し て 、 図 ２ ８ Ａ の ビ ー ズ か
ら 得 ら れ る ト ラ ッ ク Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ 、 お よ び Ｅ か ら の 一 連 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス で あ る 。
こ れ ら の グ ラ フ は 、 例 え ば 図 ５ Ａ お よ び 図 ６ Ａ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク の 検 出 さ れ た 帰 還 ビ
ー ム １ ２ ４ 、 ま た は 図 ５ Ｂ お よ び 図 ６ Ｂ に 示 す 透 過 型 デ ィ ス ク の 透 過 ビ ー ム １ ２ ８ を 表 す
。 図 示 の よ う に 、 ２ ． １ μ ｍ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ０ の シ グ ネ チ ャ は 、 ３ μ ｍ の 捕 捉 ビ
ー ズ １ ９ ２ の シ グ ネ チ ャ と は 十 分 に 異 な り 、 ２ つ の 異 な る タ イ プ の ビ ー ズ を 検 出 お よ び 区
別 す る こ と が で き る 。 こ の 検 出 法 は 、 ビ ー ズ ま た は ビ ー ズ 複 合 体 に 限 定 さ れ ず 、 細 胞 ま た
は ビ ー ズ － 細 胞 複 合 体 な ど の 他 の 物 体 を 検 出 す る た め に 用 い て も よ い 。 当 業 者 に は 明 ら か
で あ る よ う に 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 内 の １ μ ｍ の 磁 気 ビ ー ズ か ら の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス と
８ μ ｍ の 細 胞 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス と は 、 例 え ば 、 こ れ ら の 粒 子 を 互 い に 区 別 す る の に 十
分 に 異 な っ て い る 。 ビ ー ズ を 通 過 す る 際 に 検 出 さ れ る 帰 還 ビ ー ム か ら の ト レ ー ス 信 号 の 十
分 な ゆ が み は 、 イ ベ ン ト と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 ２ ９ Ａ は 、 本 発 明 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ の ト ラ ッ ク Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ
、 お よ び Ｅ に 対 し て 位 置 付 け ら れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に 共 に 連 結 さ れ た 、 ２ ． １ μ ｍ の レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ と ３ μ ｍ の 捕 捉 ビ ー ズ と の グ ラ フ ィ カ ル 表 現 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 図 ２ ９ Ｂ は 、 本 発 明 に よ る 光 ド ラ イ ブ か ら の 検 出 信 号 を 利 用 し て 、 図 ２ ９ Ａ の ビ ー ズ か
ら 得 ら れ る ト ラ ッ ク Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ 、 お よ び Ｅ か ら の 一 連 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス で あ る 。
こ れ ら の グ ラ フ は 、 検 出 さ れ た 、 反 射 型 デ ィ ス ク １ ４ ４ の 帰 還 ビ ー ム １ ２ ４ 、 ま た は 透 過
型 デ ィ ス ク １ ８ ０ の 透 過 ビ ー ム １ ２ ８ を 表 す 。 図 示 の よ う に 、 ２ ． １ μ ｍ の レ ポ ー タ ー ビ
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ー ズ １ ９ ０ の シ グ ネ チ ャ は 、 ３ μ ｍ の 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ２ の シ グ ネ チ ャ と は 十 分 に 異 な り 、
２ つ の 異 な る タ イ プ の ビ ー ズ を 検 出 お よ び 区 別 す る こ と が で き る 。 検 出 さ れ る 帰 還 ビ ー ム
か ら の ま た は ビ ー ズ を 通 過 す る 際 に 送 出 さ れ る ト レ ー ス 信 号 の 十 分 な ゆ が み は 、 イ ベ ン ト
と 呼 ば れ る 。 レ ポ ー タ ー お よ び 捕 捉 ビ ー ズ か ら の イ ベ ン ト の 相 対 的 な 近 さ は 、 二 重 ビ ー ズ
複 合 体 の 存 非 を 示 す 。 図 示 の よ う に 、 レ ポ ー タ ー お よ び 捕 捉 ビ ー ズ の ト レ ー ス は 、 互 い に
す ぐ 隣 に あ り 、 こ れ ら ビ ー ズ が 接 合 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に な っ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 別 法 と し て 、 他 の 検 出 法 を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 蛍 光 ま た は 燐 光
で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の レ ポ ー タ ー の 検 出 は 、 蛍 光 ま た は 燐 光 型 の 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り
装 置 で 実 行 す る こ と が で き る 。 他 の 信 号 検 出 法 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て
同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Disc Drive System and Methods fo
r Use with Bio-Discs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ８ ， １ ５ ６ 号 （ 参 照 に よ り 明
示 的 に 援 用 さ れ る ） 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２ ０ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ０ ， ０
９ ５ 号 お よ び ２ ０ ０ １ 年 ５ 月 １ ８ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ９ ２ ， １ ０ ８ 号 、
な ら び に 上 記 で 参 照 さ れ た ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Disc Analysis 
System Including Related Methods For Biological and Medical Imaging」 と 題 す る 米
国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ４ ３ 、 ６ ８ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 図 ３ ０ Ａ は 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 用 い た 濃 度 依 存 標 的 検 出 を 示 す 蛍 光 測 定 器 を 用 い
て 生 成 さ れ る デ ー タ の 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ の グ ラ フ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の モ ル 濃 度 対 検 出 さ れ
た ビ ー ズ の 数 を 示 す 。 グ ラ フ に 示 さ れ る 標 的 検 出 の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ は 、 １ ０ Ｅ － １ ６
～ １ ０ Ｅ － １ ０ モ ル 濃 度 （ モ ル ／ リ ッ ト ル ） で あ る 。 図 示 の 特 定 の グ ラ フ は 蛍 光 測 定 器 か
ら の デ ー タ を 用 い て 生 成 さ れ た が 、 蛍 光 型 光 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 用 い て 結 果 を 生 成 し て も
よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 ３ ０ Ｂ は 、 蛍 光 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お け る 蛍 光 測 定 器 の 感 度 が 約 １ ０ ０ ０ ビ ー ズ で あ る
こ と を 説 明 す る 、 標 準 曲 線 を 提 示 し て い る 。 い か な る 検 定 の 感 度 も 、 検 定 自 体 お よ び 検 出
シ ス テ ム の 感 度 に 依 存 す る 。 図 ３ ０ Ａ ～ 図 ３ ０ Ｃ を 参 照 し て 、 種 々 の 検 出 法 、 例 え ば 、 蛍
光 測 定 器 お よ び 本 発 明 に よ る バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ 検 出 を 用 い た 二 重 ビ ー ズ 検 定
の 感 度 を 検 査 す る た め に 、 さ ま ざ ま な 研 究 を 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 上 述 し 、 か つ 図 ３ ０ Ｂ に 示 す よ う に 、 蛍 光 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お け る 蛍 光 測 定 器 の 感 度 は
約 １ ０ ０ ０ ビ ー ズ で あ る 。 対 照 的 に 、 図 ３ ０ Ａ は 、 １ ０ Ｅ － １ ６ モ ル 濃 度 （ モ ル ／ リ ッ ト
ル ） で も 、 ゼ ロ 濃 度 を 越 え る 十 分 な 数 の ビ ー ズ を 検 出 し て 、 標 的 の 存 在 を 検 知 す る こ と が
で き る こ と を 示 す 。 １ ０ Ｅ － １ ６ モ ル 濃 度 の 感 度 で は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 は 非 常 に 高 感 度 の
Ｄ Ｎ Ａ 検 出 法 と な り 、 こ れ は Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 （ Ｐ Ｃ Ｒ な ど に よ る ） を 必 要 と せ ず 、 こ れ を 用 い
て 単 一 ビ ー ズ で さ え も 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 従 来 の 検 出 法 と は 対 照 的 に 、 Ｃ Ｄ 読 み 取 り 装 置 ま た は 光 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ （ 図 １
） に 接 続 さ れ た 医 療 Ｃ Ｄ ま た は バ イ オ デ ィ ス ク の 使 用 に よ り 、 検 出 の 感 度 が 向 上 す る 。 例
え ば 、 蛍 光 測 定 器 で の 検 出 は 、 約 １ ０ ０ ０ ビ ー ズ に 制 限 さ れ る が （ 図 ３ ０ Ｂ ） 、 図 ２ ９ Ａ
、 図 ２ ９ Ｂ 、 お よ び 図 ３ ０ Ｃ に 示 す よ う に 、 Ｃ Ｄ 読 み 取 り 装 置 に 接 続 さ れ た バ イ オ デ ィ ス
ク の 使 用 に よ り 、 ユ ー ザ は 呼 び か け ビ ー ム に よ っ て １ つ の ビ ー ズ を 検 出 す る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る 生 物 検 定 シ ス テ ム に よ り 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感
度 が 著 し く 向 上 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ を 用 い た 単 一 ビ ー ズ の 検 出 は 、 図 ２ ８ Ａ お よ び 図 ２ ８
Ｂ に 関 連 し て 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 図 ２ ８ Ｂ は 、 医 療 Ｃ Ｄ ま た は バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取
り 装 置 に よ り 検 出 さ れ た 各 ビ ー ズ の シ グ ナ ル ト レ ー ス を 示 す 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 図 ２
９ Ａ お よ び 図 ２ ９ Ｂ に 示 す よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 検 出 か ら 収 集 さ れ た 特 有 の シ グ ネ
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チ ャ ト レ ー ス を 用 い て 、 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ り 識 別 さ れ る こ と が で き る 。 限
定 は さ れ な い が 、 そ れ ぞ れ 図 ３ Ｃ お よ び 図 ４ Ｃ に 示 す 反 射 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト お よ び
透 過 型 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト を 含 む 、 種 々 の 光 バ イ オ デ ィ ス ク プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 、 ビ ー
ズ の 検 出 の た め の 読 み 取 り デ バ イ ス と 共 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 図 ３ ０ Ｃ は 、 遺 伝 的 検 定 に お い て 、 標 的 の 存 在 に よ り 共 に 連 結 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体
の 形 成 を 説 明 す る イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。 上 記 の 図 １ お よ び 図 ２ に 示 す バ イ オ Ｃ Ｄ 読 み 取 り
装 置 を 用 い て 定 量 さ れ る 本 二 重 ビ ー ズ 検 定 で は 、 １ レ ポ ー タ ー 分 子 以 内 ま で の 感 度 が 可 能
で あ る 。 同 様 に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 形 成 は 、 図 ７ Ｂ 、 図 ８ Ｂ 、 図 ９ Ｂ 、 図 １ ０ Ｂ 、 図 １
１ Ｂ 、 お よ び 図 １ ２ Ｂ で 上 述 し た よ う な 免 疫 化 学 的 検 定 フ ォ ー マ ッ ト で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 図 ３ １ は 、 ２ つ の 異 な る 標 的 の 濃 度 依 存 検 出 を 示 す 、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 生 成 さ れ る デ
ー タ を 示 す 。 標 的 検 出 を 、 ２ つ の 異 な る 方 法 （ 一 重 （ single） お よ び 二 重 （ duplex） 検 定
） を 用 い て 実 行 し た 。 一 重 検 定 で は 、 捕 捉 ビ ー ズ は １ つ の 標 的 に 特 異 的 な 輸 送 プ ロ ー ブ を
含 み 、 同 じ 標 的 に 特 異 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ が 、 溶 液 中
で そ の 標 的 と 混 合 さ れ る 。 二 重 検 定 で は 、 捕 捉 ビ ー ズ は ２ つ の 異 な る 標 的 に 特 異 的 な ２ つ
の 異 な る 輸 送 プ ロ ー ブ を 含 む 。 二 重 標 的 検 出 法 の 使 用 に 関 す る 実 験 的 な 詳 細 は 、 表 ２ に お
い て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 ２ つ の 標 的 の う ち の １ つ に 特 異 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ を 含 む
異 な る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ 例 え ば 、 赤 色 お よ び 緑 色 蛍 光 ま た は シ リ カ お よ び ポ リ ス チ レ ン
ビ ー ズ ） の 混 合 に よ り 、 ２ つ の 異 な る 標 的 を 同 時 に 検 出 で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 二 重 ビ ー ズ 二 重 検 定 の 検 出 は 、 以 下 で 説 明 す る 光 磁 気 デ ィ ス ク シ ス テ ム を 用 い て 実 行 し
て も よ い 。 図 ３ ２ お よ び 図 ３ ７ は 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ （ 図 ２ ） 、 光 磁 気 デ ィ ス ク
シ ス テ ム 、 蛍 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム 、 ま た は 任 意 の 同 様 の デ バ イ ス に よ り 検 出 さ れ 得 る 光 デ
ィ ス ク 上 で の 種 々 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 形 成 お よ び 結 合 を 示 す 。 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置
か ら 収 集 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 特 有 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス は 、 上 記 の 図 ２ ９ Ｂ に 示 さ
れ て い る 。 図 ２ ９ Ｂ か ら の ト レ ー ス は 、 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ り 異 な る ビ ー ズ タ イ
プ が 検 出 さ れ 得 る こ と を さ ら に 示 し て い る が 、 そ れ は 、 異 な る ビ ー ズ は 異 な る シ グ ネ チ ャ
プ ロ フ ァ イ ル を 示 す か ら で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 多 重 化 、 光 磁 気 、 お よ び 磁 気 デ ィ ス ク シ ス テ ム
　 標 的 の 捕 捉 に お け る 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 使 用 は 、 多 重 検 定 で の 使 用 も 可 能 で あ る 。 こ の タ
イ プ の 多 重 化 は 、 異 な る サ イ ズ の 磁 気 ビ ー ズ を 異 な る タ イ プ お よ び サ イ ズ の レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 行 わ れ る 。 し た が っ て 、 異 な る 標 的 剤 を 同 時 に 検 出 す る こ
と が で き る 。 図 ３ ２ に 示 す よ う に 、 ４ つ の サ イ ズ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ と ４ つ の サ イ ズ の ３ つ
の タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と に よ り 、 最 大 ４ ８ の 異 な る タ イ プ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 が も
た ら さ れ る 。 し た が っ て 、 多 重 化 検 定 で は 、 異 な る 標 的 に 特 異 的 な プ ロ ー ブ は 、 捕 捉 ビ ー
ズ に こ の よ う に 結 合 さ れ る 。 異 な る 波 長 の 蛍 光 な ど の 異 な る 物 理 的 お よ び ／ ま た は 光 学 的
特 性 を 有 す る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 同 じ 生 体 サ ン プ ル か ら の 異 な る 標 的 剤 の 同 時 検 出 を 可
能 に す る 。 図 ２ ８ Ａ 、 図 ２ ８ Ｂ 、 図 ２ ９ Ａ 、 お よ び 図 ２ ９ Ｂ に 示 す よ う に 、 反 射 光 ま た は
透 過 光 を 検 出 す る こ と に よ り 、 サ イ ズ の わ ず か な 差 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 異 な る 標 的 剤 を 捕 捉 す る た め の 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 は 、 デ ィ ス ク 上 ま た は デ ィ
ス 外 で 実 行 す る こ と が で き る 。 二 重 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 デ ィ ス ク の ポ ー ト に ロ ー ド す る 。 ポ
ー ト を シ ー ル し 、 デ ィ ス ク を デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 で 回 転 さ せ る 。 ス ピ ン 中 、 遊 離 （ 未 結
合 ） レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は デ ィ ス ク の 周 縁 に 向 か っ て ス ピ ン 除 去 さ れ 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ お よ
び 磁 気 ビ ー ズ 複 合 体 ま た は 二 重 ビ ー ズ は 、 磁 気 フ ィ ー ル ド に 、 例 え ば Ｍ Ｏ デ ィ ス ク の 磁 区
に 捕 捉 さ れ る 。 し た が っ て 、 さ ま ざ ま な 標 的 剤 を 検 出 す る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 捕 捉 領 域
に 局 在 化 さ れ る 。 こ の よ う に 、 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ っ て 、 特 異 的 標 的 剤 の 存 在 を 検
出 す る こ と が で き 、 特 異 的 標 的 剤 の 量 を 定 量 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ５ ３ 】
　 図 ３ ３ Ａ は 、 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ る 光 デ ィ ス ク の 概 略 的 表 現 で あ る 。 図 ３ ３ Ａ に 示 す
デ ィ ス ク １ １ ０ を 用 い て 、 上 記 の 図 １ １ Ａ お よ び 図 １ １ Ｂ の シ ン グ ル ス テ ッ プ 法 、 ま た は
図 ６ ５ Ａ お よ び 図 ６ ５ Ｂ 、 な ら び に 図 ６ ６ Ａ お よ び 図 ６ ６ Ｂ に 関 連 し て 以 下 で 説 明 す る 関
連 の シ ン グ ル ス テ ッ プ 法 に ほ ぼ 対 応 す る 方 法 を 実 施 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル お よ び ビ
ー ズ は 、 一 度 に 、 ま た は 順 次 に で は あ る が 近 い 時 間 に 添 加 さ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 デ ィ ス
ク の 一 部 に ビ ー ズ を あ ら か じ め ロ ー ド し て も よ い 。 こ れ ら の 物 質 は 、 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４
内 に 溶 液 を 保 持 す る 切 り 離 し 壁 ２ ２ ８ （ 図 ２ ５ Ａ を 参 照 ） を 有 し 得 る 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４
に 供 給 さ れ 得 る 。 デ ィ ス ク 上 で の サ ン プ ル と ビ ー ズ と の 混 合 は 、 壁 が 壊 れ な い 、 ま た は 毛
管 力 に 打 ち 勝 た な い 程 度 の 速 度 で の 回 転 に よ り 行 わ れ る こ と に な る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 デ ィ ス ク は 一 方 向 に 回 転 し て も よ く 、 ま た は 逆 方 向 に 交 互 に 回 転 し て 、 混 合 チ ャ ン バ 内
の 物 質 を 攪 拌 し て も よ い 。 混 合 チ ャ ン バ は 、 循 環 お よ び 混 合 が 可 能 な ほ ど 十 分 に 大 き い こ
と が 好 ま し い 。 混 合 は 連 続 的 で あ っ て も 断 続 的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 図 ３ ３ Ｂ は 、 弁 と し て 可 動 構 成 要 素 を 用 い る 回 転 ・ 方 向 依 存 弁 機 構 の 一 実 施 の 形 態 を 示
す 。 混 合 チ ャ ン バ は 、 ボ ー ル ２ ４ ６ な ど の 可 動 構 成 要 素 を 有 す る 中 間 チ ャ ン バ ２ ４ ４ に つ
な が っ て い る 。 非 回 転 状 態 で は 、 ボ ー ル ２ ４ ６ は わ ず か に 凹 ん だ 部 分 に 保 持 さ れ て い て よ
く 、 ま た は チ ャ ン バ ２ ４ ４ は 、 周 方 向 に テ ー パ 状 と な っ た 緩 や か な （ gradual） Ｖ 字 形 を
有 し て 、 回 転 し て い な い 時 に ボ ー ル を 中 心 に 保 持 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 図 ３ ３ Ａ お よ び 図 ３ ３ Ｂ に 加 え て 図 ３ ３ Ｃ お よ び 図 ３ ３ Ｄ を 参 照 し て 、 デ ィ ス ク が 時 計
回 り に 回 転 し て い る 場 合 （ 図 ３ ３ Ｃ ） 、 ボ ー ル ２ ４ ６ は 第 １ の 弁 座 ２ ４ ８ に 移 動 し て 、 検
出 チ ャ ン バ ２ ３ ４ へ の 通 路 を 遮 断 し 、 図 ３ ３ Ａ に 示 す 廃 液 チ ャ ン バ ２ ３ ２ へ の 流 れ を 可 能
に す る 。 デ ィ ス ク が 反 時 計 回 り に 回 転 し て い る 場 合 （ 図 ３ ３ Ｄ ） 、 ボ ー ル ２ ４ ６ は 第 ２ の
弁 座 ２ ５ ０ に 移 動 し て 、 廃 液 チ ャ ン バ ２ ３ ２ へ の 通 路 を 遮 断 し 、 検 出 チ ャ ン バ ２ ３ ４ へ の
流 れ を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 図 ３ ４ Ａ ～ 図 ３ ４ Ｃ は 、 デ ィ ス ク の 加 速 に 応 じ て 一 方 向 ま た は 他 方 向 に 移 動 す る ウ ェ ッ
ジ ２ ５ ２ で ボ ー ル が 置 き 換 え ら れ た 、 上 記 実 施 の 形 態 の 変 形 形 態 を 示 す 。 ウ ェ ッ ジ ２ ５ ２
は 、 中 間 チ ャ ン バ ２ ４ ４ の 形 状 に 一 致 す る 円 形 の 外 形 を 有 し 得 る 。 ウ ェ ッ ジ は 、 張 り 付 き
を 回 避 す る た め に 、 チ ャ ン バ ２ ４ ４ に 比 し て 高 密 度 の （ heavy dense） 材 料 か ら で き て い
る こ と が 好 ま し い 。 チ ャ ン バ に 対 す る ウ ェ ッ ジ の 滑 動 を 促 進 す る た め に 、 コ ー テ ィ ン グ を
用 い て も よ い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 デ ィ ス ク が 最 初 に 図 ３ ４ に 示 す よ う に 時 計 回 り に 回 転 す る と 、 角 加 速 度 に よ り 、 ウ ェ ッ
ジ ２ ５ ２ が 検 出 チ ャ ン バ ２ ３ ４ へ の 通 路 を 遮 断 し て 廃 液 チ ャ ン バ ２ ３ ２ へ の 流 れ を 可 能 に
す る よ う に 移 動 す る 。 デ ィ ス ク が 最 初 に 反 時 計 回 り に 回 転 す る と （ 図 ３ ４ Ｃ ） 、 角 加 速 度
に よ り 、 ウ ェ ッ ジ ２ ５ ２ が 廃 液 チ ャ ン バ ２ ３ ２ へ の 通 路 を 遮 断 し て 検 出 チ ャ ン バ ２ ３ ４ へ
の 流 れ を 可 能 に す る 。 加 速 後 の 一 定 の 回 転 中 、 ウ ェ ッ ジ ２ ５ ２ は 適 当 な 通 路 を 遮 断 し て 所
定 位 置 に 留 ま る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 捕 捉 ビ ー ズ が 磁 性 を 有 す る 本 発 明 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 磁 界 発 生 器 ま た は 界 磁 コ イ ル
２ ３ ０ か ら の 磁 界 を 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ に わ た っ て 印 加 し て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 お よ び 未
結 合 の 磁 気 ビ ー ズ を 所 定 位 置 に 保 持 し つ つ 、 磁 気 ビ ー ズ を 有 さ な い 物 質 を 廃 液 チ ャ ン バ ２
３ ２ に 流 す こ と が で き る 。 こ の 技 法 は 、 不 要 な 物 質 が 洗 い 流 さ れ る 前 に 流 体 回 路 ま た は 流
路 内 の 検 定 溶 液 の 混 合 を 補 助 す る た め に も 用 い る こ と が で き る 。 こ の 段 階 で 、 未 結 合 の 、
ま た は 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 一 部 と し て の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の み が 残 る 。 磁 界 が 解 か れ る と 、
磁 気 ビ ー ズ を 有 す る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 が 捕 捉 お よ び 検 出 チ ャ ン バ ２ ３ ４ に 導 か れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】

10

20

30

40

50

(34) JP 2005-530127 A 2005.10.6



　 非 磁 気 ビ ー ズ を 廃 液 チ ャ ン バ ２ ３ ２ に 導 き 、 続 い て 磁 気 ビ ー ズ を 捕 捉 チ ャ ン バ ２ ３ ４ に
導 く プ ロ セ ス は 、 マ イ ク ロ 流 体 構 成 物 （ construction） お よ び ／ ま た は 流 体 構 成 要 素 に よ
り 達 成 す る こ と が で き る 。 流 れ 制 御 弁 ２ ３ ６ ま た は 他 の 何 ら か の 誘 導 機 構 を 用 い て 、 サ ン
プ ル お よ び 非 磁 気 ビ ー ズ を 廃 液 チ ャ ン バ ２ ３ ２ へ 、 続 い て 捕 捉 チ ャ ン バ ２ ３ ４ へ 導 い て も
よ い 。 回 転 依 存 流 に 関 す る い く つ か の 実 施 の 形 態 を 用 い る こ と が で き る 。 流 れ 制 御 機 構 の
使 用 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 １
１ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assays Including Optical Biodiscs and Methods 
Relating Thereto」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ９ ７ ,７ ４ １ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ
の 出 願 は 、 そ の 内 容 す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 図 ３ ５ は 、 本 発 明 に よ る 磁 気 ビ ー ズ お よ び 磁 界 発 生 器 ２ ３ ０ と 共 に 用 い ら れ る 流 体 回 路
の 一 実 施 の 形 態 を 含 む デ ィ ス ク の 斜 視 図 で あ る 。 図 ３ ５ は 、 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ 、 廃 液 チ
ャ ン バ ２ ３ ２ 、 お よ び 捕 捉 チ ャ ン バ ２ ３ ４ も 示 し て い る 。 磁 界 発 生 器 ２ ３ ０ は 、 デ ィ ス ク
１ １ ０ の 上 方 に 位 置 付 け ら れ 、 デ ィ ス ク １ １ ０ の 回 転 の 際 に 磁 界 発 生 器 ２ ３ ０ が 混 合 チ ャ
ン バ １ ６ ４ の 上 方 に 留 ま る よ う な 半 径 を 有 し 、 チ ャ ン バ ２ ３ ２ お よ び ２ ３ ４ か ら 半 径 方 向
に 離 間 し て い る 。 上 述 し た 先 の 実 施 形 態 の よ う に 、 磁 界 発 生 器 ２ ３ ０ か ら の 磁 界 を 混 合 チ
ャ ン バ １ ６ ４ に わ た っ て 印 加 し て 、 さ ら な る 物 質 を 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ に 入 れ つ つ 二 重 ビ
ー ズ 複 合 体 お よ び ／ ま た は 未 結 合 磁 気 ビ ー ズ を 所 定 位 置 に 保 持 す る こ と が で き る 。 磁 界 発
生 器 ２ ３ ０ を 用 い て 磁 気 ビ ー ズ を 所 定 位 置 に 保 持 し な が ら デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る こ の 方 法
を 用 い て 、 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ 内 に 含 ま れ る 検 定 溶 液 が 他 の 場 所 に 導 か れ る 前 に 、 混 合 チ
ャ ン バ １ ６ ４ 内 の 溶 液 を 混 合 す る の を 補 助 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ は 、 図 ３ ５ に 示 す 流 体 回 路 を 用 い た 二 重 ビ ー ズ 検 定 の た め の 分 離 お
よ び 検 出 の 方 法 を 示 す 平 面 図 で あ る 。 図 ３ ６ Ａ は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ お よ び 種 々 の
未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 含 む サ ン プ ル を 保 持 す る 環 状 扇 形 （ annular sector） の
形 状 を し た 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ を 有 す る 回 転 し て い な い 光 デ ィ ス ク を 示 す 。 電 磁 石 が 作 動
さ れ 、 デ ィ ス ク が 反 時 計 回 り に 回 転 し （ 図 ３ ６ Ｂ ） 、 ま た は １ Ｘ ま た は ３ Ｘ な ど の 低 い ｒ
ｐ ｍ で 攪 拌 さ れ 得 る 。 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 有 す る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ は 混 合 チ ャ ン バ １
６ ４ に 残 る が 、 液 体 サ ン プ ル お よ び 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 角 加 速 度 に 応 じ て
混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ の 回 転 方 向 後 端 に 移 動 す る 。 デ ィ ス ク は 、 毛 管 力 に 打 ち 勝 つ の に 十 分
な 速 度 で 図 ３ ６ Ｂ に 示 す 反 時 計 方 向 に 回 転 し 、 サ ン プ ル 中 の 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 廃
液 流 体 回 路 ２ ３ ８ を 通 し て 廃 液 チ ャ ン バ ２ ３ ２ に 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 プ ロ セ ス の こ
の 時 点 で 、 図 示 の よ う な 流 体 回 路 の 物 理 的 な 遠 心 分 離 の た め 、 液 体 は 捕 捉 流 体 回 路 ２ ４ ０
を 進 ま な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 次 に 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ う に 、 磁 石 が 無 効 に さ れ 、 デ ィ ス ク が 時 計 回 り に 回 転 す る 。 二 重
ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ は 、 角 加 速 度 に 応 じ て 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ の 反 対 側 の 後 端 に 移 動 し 、
次 に 捕 捉 流 体 回 路 ２ ４ ０ を 通 っ て 捕 捉 チ ャ ン バ ２ ３ ４ に 移 動 す る 。 プ ロ セ ス の こ の 後 者 の
段 階 で 、 図 示 の よ う な 流 体 回 路 の 物 理 的 レ イ ア ウ ト に よ り 、 二 重 ビ ー ズ 溶 液 は 廃 液 流 体 回
路 ２ ３ ８ を 進 ま な い で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す 実 施 の 形 態 は 、 回
転 依 存 流 お よ び 回 転 速 度 依 存 流 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 こ の 実 施 の 形 態 お よ び 流 体 回 路 が デ ィ ス ク の あ る 領 域 に 形 成 さ れ る 他 の 実 施 の 形 態 で は
、 複 数 の 領 域 を デ ィ ス ク の 周 り に 、 例 え ば 均 衡 を 保 つ た め の 通 常 の 方 法 で 形 成 し 分 布 さ せ
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 上 述 の よ う に 、 回 転 を 制 御 す る 命 令 を デ ィ ス ク に 供 給 し て も よ
い 。 し た が っ て 、 デ ィ ス ク を 読 み 取 る こ と に よ り 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ は 特 定 の 速 度 で 特 定
の 期 間 の 間 回 転 さ せ 、 あ る 期 間 の 間 停 止 さ せ 、 別 の 期 間 の 間 逆 方 向 に 回 転 さ せ る 命 令 を 有
し て よ い 。 さ ら に 、 符 号 化 情 報 は 、 例 え ば 光 源 の 電 力 お よ び 波 長 に 関 す る も の な ど の 、 制
御 命 令 を 含 ん で よ い 。 こ の よ う な シ ス テ ム パ ラ メ ー タ を 制 御 す る こ と は 、 検 出 法 と し て 蛍
光 を 用 い る 場 合 に 特 に 関 連 が あ る 。
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【 ０ １ ６ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 通 路 は 、 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ の レ ー ザ の 影 響 下 で 、 ま た は デ
ィ ス ク に あ ら か じ め ロ ー ド さ れ た 触 媒 ま た は 試 験 サ ン プ ル 中 に 供 給 さ れ た 触 媒 な ど に よ っ
て 、 シ ー ル ま た は 溶 解 さ れ る 物 質 ま た は 構 成 を 有 し て い て も よ い 。 例 え ば 、 ゲ ル は あ る 物
質 の 存 在 下 で は 時 間 を 経 て 凝 固 し 、 こ の 場 合 、 閉 じ る 時 間 は 、 廃 液 チ ャ ン バ へ の 通 路 が 閉
じ る 前 に 未 結 合 捕 捉 ビ ー ズ を 廃 液 チ ャ ン バ に 流 す の に 十 分 な 長 さ に 設 定 す る こ と が で き る
。 別 法 と し て 、 廃 液 チ ャ ン バ へ の 通 路 は 、 検 出 チ ャ ン バ へ の 通 路 が 閉 じ て い る 間 は 開 い て
い て も よ い 。 未 結 合 ビ ー ズ が 廃 液 チ ャ ン バ へ 送 ら れ た 後 、 検 出 チ ャ ン バ へ の 通 路 が レ ー ザ
か ら 導 入 さ れ た エ ネ ル ギ ー に よ り 開 か れ て 、 検 出 チ ャ ン バ へ の 流 れ を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 次 に 図 ３ ７ を 全 体 的 に 参 照 し て 、 光 磁 気 記 録 が 、 外 部 磁 界 の 存 在 下 で 合 焦 さ れ た ビ ー ム
に よ り 薄 膜 を 加 熱 す る こ と に よ り 磁 区 す な わ ち 磁 性 領 域 が 薄 膜 に 書 き 込 ま れ る 、 光 記 憶 技
法 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。 次 に 、 こ れ ら の 磁 区 の 存 在 が 、 同 じ レ ー ザ に よ り 、 層 の 異 な
る 磁 区 間 の 反 射 光 の 偏 光 （ カ ー 回 転 ） の 差 か ら 検 出 さ れ る 。 一 定 の 高 レ ー ザ ー パ ワ ー の 磁
界 の 切 り 替 え 、 ま た は 一 定 の 磁 界 で の レ ー ザ ー パ ワ ー の 変 調 に よ り 、 デ ー タ パ タ ー ン を 層
に 書 き 込 む こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ デ ー タ 記 憶 シ ス テ ム お よ び オ ー デ ィ オ シ ス テ ム （
最 も 顕 著 な も の は Ｍ ｉ ｎ ｉ Ｄ ｉ ｓ ｃ ） を 含 む 、 多 く の 光 磁 気 記 憶 シ ス テ ム が 市 場 に 導 入 さ
れ て い る 。 こ の 分 野 の 現 状 の 説 明 は 、 「 The Principles of Optical Disc Systems」 、  B
ouwhuis et. al. 1985 (ISBN 0-85274-785-3);「 Optical Recording, A Technical Overv
iew」  A.B. Marchant 1990 (ISBN 0-201-76247-1);お よ び 「 The Physical Principles of
 Magneto-Optical Recording」 、 M. Mansuripur 1995 (ISBN 0521461243)に お い て 見 る こ
と が で き る 。 こ れ ら 文 献 の す べ て は 、 そ れ ぞ れ の 内 容 が す べ て 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援
用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 次 に 図 ３ ７ を 特 に 参 照 し て 、 多 重 化 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 用 い る た め の 光 デ ィ ス ク １ １ ０ の
さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 が 示 さ れ て い る 。 こ の 場 合 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ と 共 に 用 い る デ ィ ス ク
は 、 磁 気 ヘ ッ ド で 選 択 的 に 書 き 込 み お よ び 削 除 が で き る 磁 区 す な わ ち 磁 性 領 域 ２ ４ ２ を 有
す る 。 本 明 細 書 中 以 下 で は 、 こ の タ イ プ の デ ィ ス ク を 「 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク 」 ま た は 「
Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 」 と 総 称 す る 。 例 え ば 、 光 磁 気 デ ィ ス ク ド ラ イ ブ は 、 １ 平 方 マ イ ク ロ
メ ー ト ル も の 小 さ い 磁 区 ２ ４ ２ を 作 成 す る こ と が で き る 。 磁 区 ２ ４ ２ の 接 近 断 面 で は 、 隣
接 す る 領 域 に 関 す る 磁 界 の 方 向 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 制 御 性 の 高 い 方 法 で 小 さ い 区 域 に 選 択 的 に 書 き 込 ん で そ の 領 域 に 磁 性 を 与 え る こ と が で
き る こ と に よ り 、 所 望 の 場 所 に 捕 捉 区 域 を 作 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 磁 気 捕 捉 区 域
ま た は ド メ イ ン は 、 １ つ の 流 体 チ ャ ン バ ま た は 複 数 の 流 体 チ ャ ン バ に 任 意 の 所 望 の 構 成 で
、 ま た は 任 意 の 所 望 の 場 所 に 形 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 区 域 は 、 デ ィ ス ク に 施 さ れ
る と 、 磁 気 ビ ー ズ を 捕 捉 し て 保 持 す る 。 ド メ イ ン は 、 所 望 で あ れ ば 選 択 的 に 消 去 す る こ と
が で き る た め 、 非 磁 性 に な っ て ビ ー ズ を 解 放 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 に よ る 磁 気 ビ ー ズ 検 定 の １ つ の 構 成 で は 、 例 と し て 、 １ 組 の 半 径 方 向
に 向 い た ３ つ の 磁 気 捕 捉 領 域 ２ ４ ３ が 示 さ れ て お り 、 図 示 で は こ れ ら の 列 の 磁 気 捕 捉 領 域
に は ビ ー ズ が 結 び 付 い て い な い 。 引 き 続 き 図 ３ ７ を 参 照 し て 、 磁 気 捕 捉 領 域 の 磁 性 区 域 に
個 々 の 磁 気 ビ ー ズ が 磁 気 的 に 結 び 付 い て い る 、 セ ク シ ョ ン Ａ の １ 組 の ４ つ の 列 が 示 さ れ て
い る 。 セ ク シ ョ ン Ｂ に 配 列 さ れ た 別 の 組 の ４ つ の 列 は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ が 結 合 し て 特 定
の 磁 区 す な わ ち 磁 性 区 域 に 結 び 付 い た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 し た 後 の 様 子 が 示 さ れ 、 異
な る 列 が 異 な る タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 有 し て い る 。 セ ク シ ョ ン Ｂ に 示 す よ う に 、 利
用 さ れ る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の い く つ か は サ イ ズ が 異 な っ て お り 、 そ れ に よ り 、 光 磁 気 バ イ
オ デ ィ ス ク ま た は Ｍ Ｏ 医 療 デ ィ ス ク で 実 施 さ れ る 本 発 明 の 多 重 化 態 様 を 達 成 す る 。 セ ク シ
ョ ン Ｃ で は 、 種 々 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の １ つ の 列 が 、 別 個 の 磁 性 区 域 に 個 別 に 結 び 付 い た
種 々 の ビ ー ズ サ イ ズ を 用 い た 多 重 化 検 定 の 別 の 例 と し て 示 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ の よ う な 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク を 用 い る 方 法 で は 、 Ｍ Ｏ ド ラ イ ブ の 書 き 込 み ヘ ッ ド を
用 い て 磁 区 を 作 成 し 、 次 に サ ン プ ル を そ の ド メ イ ン に わ た っ て 導 い て 、 サ ン プ ル 中 に 供 給
さ れ た 磁 気 ビ ー ズ を 捕 捉 す る 。 第 １ の サ ン プ ル セ ッ ト の 導 入 後 、 他 の 磁 区 も 作 成 す る こ と
も で き 、 検 出 の た め に 、 新 た に 作 成 さ れ た 磁 気 捕 捉 領 域 に 別 の サ ン プ ル セ ッ ト を 供 給 す る
こ と が で き る 。 し た が っ て 、 複 数 の サ ン プ ル セ ッ ト の 検 出 を 、 １ つ の デ ィ ス ク 上 で 異 な る
期 間 に 行 う こ と が で き る 。 光 磁 気 ド ラ イ ブ は 、 磁 区 す な わ ち 捕 捉 領 域 を 消 磁 し て 、 所 望 で
あ れ ば 磁 気 ビ ー ズ を 解 放 お よ び 単 離 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に 、 こ の シ ス テ ム は 、 さ
ま ざ ま な 異 な る 生 化 学 的 、 化 学 的 、 ま た は 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら の １ つ ま た は 複 数 の 特 異
的 標 的 分 子 の 制 御 可 能 な 捕 捉 、 検 出 、 単 離 、 お よ び 解 放 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 上 述 の よ う に 、 サ ン プ ル は デ ィ ス ク の 流 体 チ ャ ン バ に 供 給 す る こ と が で き る 。 別 法 と し
て 、 サ ン プ ル は 、 異 な る ビ ー ズ の 組 を 有 す る 複 数 の チ ャ ン バ に 供 給 す る こ と が で き る 。 さ
ら に 、 サ ン プ ル が 回 転 運 動 に よ り １ つ の チ ャ ン バ か ら 次 の チ ャ ン バ に 移 動 す る こ と が で き
、 次 に 各 チ ャ ン バ で 別 個 に 試 験 を 行 う こ と が で き る よ う に 、 一 連 の チ ャ ン バ を 作 成 し て も
よ い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ の よ う な Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク で は 、 多 数 の 試 験 を 一 度 に 行 う こ と が で き 、 か つ 対 話 式
に 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 試 験 が 行 わ れ て 結 果 が 得 ら れ る と 、 シ ス テ ム は 、 新 た
な 組 の 磁 性 領 域 を 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 捕 捉 の た め に 作 成 す る よ う 指 示 さ れ る 。 領 域 は 一 度
に １ つ 、 ま た は 多 数 の 群 で 作 成 す る こ と が で き 、 異 な る ビ ー ズ が あ ら か じ め ロ ー ド さ れ た
一 連 の チ ャ ン バ で 行 う こ と が で き る 。 書 き 込 み 可 能 磁 性 領 域 を 有 す る Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク
で は 、 他 の 処 理 上 の 利 点 を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 「 捕 捉 剤 」 は 基 本 的 に 、 デ ィ ス ク
上 の 磁 性 領 域 に よ り 作 成 さ れ た 磁 界 で あ る た め 、 さ ら な る 生 物 学 的 ま た は 化 学 的 捕 捉 剤 を
加 え る 必 要 が な い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク で 書 き 込 ま れ る か ま た は 消 去 さ れ る 磁 性 領 域 の 場 所 を 制 御 す る 命 令
、 お よ び 回 転 速 度 、 回 転 の 段 階 、 待 機 期 間 、 光 源 の 波 長 、 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ な ど の 他
の 情 報 を 、 デ ィ ス ク 自 体 に 符 号 化 し て 、 そ の 後 デ ィ ス ク 自 体 か ら 読 み 取 る こ と が で き る 。
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 開 示 を 読 ん だ 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る よ う に 、 図 ３ ７ に 示 す Ｍ
Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク は 、 上 述 の 反 射 型 お よ び 透 過 型 デ ィ ス ク の 流 体 回 路 、 混 合 チ ャ ン バ 、 フ
ロ ー 流 路 、 検 出 チ ャ ン バ 、 注 入 ポ ー ト 、 ま た は 排 出 ポ ー ト の 任 意 の も の を 含 む こ と が で き
る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に よ る Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 使 用 の 説 明 例 は 、 以 下 の 実 施 例 ５ お よ
び ６ で 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 し た が っ て 、 要 す る に 、 本 発 明 の 光 磁 気 態 様 の 以 下 の 実 施 の 形 態 は 、 本 発 明 者 ら が 意 図
し た も の で あ り 、 本 明 細 書 で 詳 細 に 説 明 す る 。 ま ず 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 連 し て 遺
伝 的 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 行 う 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 輸 送 プ ロ ー ブ が 共 有 結 合 し た 複
数 の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 Ｄ Ｎ Ａ の 特 異 的 配 列 が 共 有 結 合 し た 複 数 の レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 し て
試 験 す べ き 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む サ ン プ ル を 調 製 す る ス テ ッ プ と 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク
に 設 け ら れ た 注 入 ポ ー ト を 介 し て 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 捕 捉 ビ ー ズ を ロ ー ド す る ス テ
ッ プ と 、 を 含 む 。 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク は 磁 気 捕 捉 層 を 有 す る 。 こ の 方 法 は さ ら に 、 サ ン
プ ル お よ び 複 数 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を バ イ オ デ ィ ス ク に ロ ー ド す る こ と 、 バ イ オ デ ィ ス ク
を 回 転 さ せ る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 任 意 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 、 レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ の Ｄ Ｎ Ａ の 特 異 的 配 列 と の 、 お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 促 進 し て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 す る 、 回 転 さ せ る こ と 、 放 射 エ ネ ル ギ ー 入 射 ビ
ー ム に よ り 、 い く つ か の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ に 呼 び か け る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 い く つ
か の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ そ れ ぞ れ が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 し た か 否 か を 判 定 す る 、 呼 び か け
る こ と 、 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 磁 化 す る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 複 数 の 二 重 ビ ー
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ズ 複 合 体 を そ こ に 結 合 さ せ る 、 磁 化 す る こ と 、 お よ び 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 定 量 す る
こ と 、 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 方 法 は 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り い か な る 未 結
合 ビ ー ズ も 廃 液 チ ャ ン バ へ 導 き 、 次 に 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 消 磁 し て 、 そ れ に よ り 複
数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の い く つ か を 解 放 す る 、 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ
い 。 そ の 後 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ て 、 解 放 さ れ た い く つ か の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を さ ら な る
処 理 の た め に 分 析 区 域 へ 導 き 、 そ れ に よ り 解 放 さ れ た い く つ か の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 が 分 析
区 域 に 封 鎖 さ れ る よ う に す る こ と が で き る 。 分 析 区 域 は 、 封 鎖 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 と
反 応 す る 薬 剤 を 有 す る 分 析 チ ャ ン バ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 光 磁 気 態 様 の 第 ２ の 実 施 の 形 態 に よ る と 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 連 し て 二
重 ビ ー ズ 検 定 を 行 う 別 の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 他 の 方 法 は 、 輸 送 プ ロ ー ブ が 結 び 付 い た
複 数 の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ が 結 び 付 い た 複 数 の レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 設 け ら れ た 注 入 ポ ー ト を 介
し て 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 捕 捉 ビ ー ズ を ロ ー ド す る ス テ ッ プ と 、 を 含 む 。 光 磁 気 バ イ
オ デ ィ ス ク は 磁 気 捕 捉 層 を 有 す る 。 こ の 第 ２ の 方 法 は さ ら に 、 標 的 を 含 む サ ン プ ル お よ び
複 数 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を バ イ オ デ ィ ス ク に ロ ー ド す る こ と 、 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ
る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 標 的 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ と の
結 合 を 促 進 し て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 す る 、 回 転 さ せ る こ と 、 放 射 エ ネ ル ギ ー 入 射 ビ
ー ム に よ り 、 い く つ か の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ に 呼 び か け る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 い く つ
か の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ そ れ ぞ れ が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 し た か 否 か を 判 定 す る 、 呼 び か け
る こ と 、 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 磁 化 す る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 複 数 の 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 を そ こ に 結 合 さ せ る 、 磁 化 す る こ と 、 お よ び 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 定 量 す る
こ と 、 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ の 方 法 は 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り い か な る 未
結 合 ビ ー ズ も 廃 液 チ ャ ン バ へ 導 き 、 次 に 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 消 磁 し て 、 そ れ に よ り
複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の い く つ か を 解 放 す る 、 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ を 同 様 に 含
ん で も よ い 。 そ の 後 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ て 、 解 放 さ れ た い く つ か の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を
さ ら な る 処 理 の た め に 分 析 区 域 へ 導 き 、 そ れ に よ り 解 放 さ れ た い く つ か の 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 が 分 析 区 域 に 封 鎖 さ れ る よ う に す る こ と も 、 こ の 方 法 の 一 態 様 で あ る 。 分 析 区 域 は 、 封
鎖 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 と 反 応 す る 薬 剤 を 有 す る 反 応 チ ャ ン バ を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 光 磁 気 態 様 の 第 ３ の 実 施 の 形 態 に よ る と 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 連 し て 多
重 化 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 行 う 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 多 重 化 方 法 は 、 （ １ ） 少 な く と
も ２ つ の 群 の 異 な る サ イ ズ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 各 群 は 、 同 じ
サ イ ズ の 磁 気 ビ ー ズ を 有 し 、 各 群 に 関 連 す る 異 な る 特 異 的 タ イ プ の 輸 送 プ ロ ー ブ を 有 す る
、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 （ ２ ） 少 な く と も ２ つ の 異 な る タ イ プ の シ グ ナ
ル プ ロ ー ブ が 結 び 付 い た 複 数 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、 （ ３ ） 光 磁 気 バ
イ オ デ ィ ス ク に 設 け ら れ た 注 入 ポ ー ト を 介 し て 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 捕 捉 ビ ー ズ を ロ
ー ド す る ス テ ッ プ と 、 を 含 む 。 上 記 の Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 法 に お け る よ う に 、 こ の 光 磁 気
バ イ オ デ ィ ス ク は 磁 気 捕 捉 層 を 有 す る 。 本 方 法 は 、 （ ４ ） 少 な く と も １ つ の 標 的 を 含 む サ
ン プ ル お よ び 複 数 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を バ イ オ デ ィ ス ク に ロ ー ド す る こ と 、 （ ５ ） バ イ オ
デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 標 的 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 磁 気 捕
捉 ビ ー ズ と の 結 合 を 促 進 し て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 す る 、 回 転 さ せ る こ と 、 （ ６ ） 放
射 エ ネ ル ギ ー 入 射 ビ ー ム に よ り 、 い く つ か の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ に 呼 び か け る こ と で あ っ て 、
そ れ に よ り 、 い く つ か の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ そ れ ぞ れ が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 し た か 否 か を
判 定 す る 、 呼 び か け る こ と 、 お よ び （ ７ ） 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 磁 気 ビ ー ズ の サ イ ズ を 判 定
す る こ と 、 も 含 む 。 こ の 特 定 の 方 法 は 、 （ ８ ） 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 磁 化 す る こ と で
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あ っ て 、 そ れ に よ り 、 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を そ こ に 結 合 さ せ る 、 磁 化 す る こ と 、 お よ
び （ ９ ） 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 定 量 す る こ と 、 で 終 了 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
こ の 特 定 の 方 法 の 一 態 様 に よ る と 、 定 量 す る ス テ ッ プ は 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の サ イ ズ に 従 っ
て 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 定 量 す る こ と を 含 む こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 本 方 法 は 、 デ ィ
ス ク を 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り い か な る 未 結 合 ビ ー ズ も 廃 液 チ
ャ ン バ へ 導 き 、 次 に 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 消 磁 し て 、 そ れ に よ り 、 同 じ サ イ ズ の 磁 気
捕 捉 ビ ー ズ を 含 む 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の い く つ か を 解 放 す る 、 回 転 さ せ る さ ら な る ス
テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 本 方 法 は さ ら に 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る こ と で あ っ て 、 そ れ に よ
り 、 解 放 さ れ た い く つ か の 同 じ サ イ ズ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を さ ら な る 処 理 の た め に 分 析 区
域 へ 導 き 、 そ れ に よ り 解 放 さ れ た い く つ か の 同 じ サ イ ズ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 が 分 析 区 域 に
封 鎖 さ れ る よ う に す る 、 回 転 さ せ る こ と を 含 ん で も よ い 。 分 析 区 域 は 、 封 鎖 さ れ た 同 じ サ
イ ズ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 と 反 応 す る 薬 剤 を 有 す る 反 応 チ ャ ン バ を 含 ん で い て も よ い 。 本 発
明 の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ は Ｄ Ｎ Ａ の 特 異 的 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 光 磁 気 態 様 の 第 ４ の 実 施 の 形 態 に よ る と 、 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 連
し て 多 重 化 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 行 う 別 の 主 な 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の さ ら な る 二 重 ビ
ー ズ 多 重 化 方 法 は 、 （ １ ） 少 な く と も ２ つ の 群 の 異 な る タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 提 供
す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 各 群 は 、 同 じ タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 有 し 、 各 群 に 関 連 す る
異 な る 特 異 的 タ イ プ の シ グ ナ ル プ ロ ー ブ を 有 す る 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 提 供 す る ス テ ッ プ
と 、 （ ２ ） 異 な る タ イ プ の 輸 送 プ ロ ー ブ が 結 び 付 い た 複 数 の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 提 供 す る ス
テ ッ プ と 、 （ ３ ） 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク に 設 け ら れ た 注 入 ポ ー ト を 介 し て 、 光 磁 気 バ イ オ
デ ィ ス ク に 捕 捉 ビ ー ズ を ロ ー ド す る ス テ ッ プ と 、 を 含 む 。 上 記 の Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 法 に
お け る よ う に 、 こ の 特 定 の 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク は 磁 気 捕 捉 層 を 有 す る 。 本 方 法 は 、 （ ４
） 少 な く と も １ つ の 標 的 お よ び 複 数 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 関 し て 試 験 す べ き サ ン プ ル を バ
イ オ デ ィ ス ク に ロ ー ド す る さ ら な る ス テ ッ プ と 、 （ ５ ） バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る さ ら
な る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 任 意 の 標 的 の レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ へ の 、 お よ び 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ へ の 結 合 を 促 進 し て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 す る 、 回 転
さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ と 、 （ ６ ） 放 射 エ ネ ル ギ ー 入 射 ビ ー ム に よ り 、 い く つ か の レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ に 呼 び か け る さ ら な る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 い く つ か の レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ そ れ ぞ れ が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 し た か 否 か を 判 定 す る 、 呼 び か け る さ ら な る ス
テ ッ プ と 、 を 含 む 。 次 に 、 本 方 法 の こ の 特 定 の 実 施 の 形 態 は 、 （ ７ ） 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 中
の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の タ イ プ を 判 定 す る こ と 、 （ ８ ） 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 磁 化 す る
こ と で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を そ こ に 結 合 さ せ る 、 磁 化 す る こ と
、 お よ び （ ９ ） 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 定 量 す る こ と 、 で 終 了 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 の 光 磁 気 態 様 の １ つ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 定 量 す る ス テ ッ プ は 、 レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ の タ イ プ に 従 っ て 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 定 量 す る こ と を 含 む 。 本 方 法 は さ ら に
、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ れ に よ り い か な る 未 結 合 ビ ー ズ も
廃 液 チ ャ ン バ へ 導 き 、 所 望 で あ れ ば 次 に 磁 気 捕 捉 層 の 特 定 の 領 域 を 消 磁 し て 、 そ れ に よ り
、 同 じ タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含 む 複 数 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の い く つ か を 解 放 す る 、
回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ い 。 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ で
あ っ て 、 そ れ に よ り 、 同 じ タ イ プ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を さ ら な る 処 理 の た め に 分 析 区 域 へ
導 き 、 そ れ に よ り 解 放 さ れ た い く つ か の 同 じ タ イ プ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 が 分 析 区 域 に 封 鎖
さ れ る よ う に す る 、 回 転 さ せ る さ ら な る ス テ ッ プ を 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 上 記 の 方 法 の よ う に 、 分 析 区 域 は 、 封 鎖 さ れ た 同 じ タ イ プ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 と 反 応 す
る 薬 剤 を 有 す る 反 応 チ ャ ン バ を 含 ん で い て も よ い 。 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の 方 法 の い ず れ
か を 行 う た め に 用 い ら れ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク と 、 図 １ １ Ａ 、 図 １ １ Ｂ 、 図 １ ２ Ａ 、 図 １ ２
Ｂ に 関 連 し て 上 述 し た 方 法 、 ま た は 図 ６ ５ Ａ お よ び 図 ６ ５ Ｂ 、 図 ６ ６ Ａ お よ び 図 ６ ６ Ｂ 、
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図 ６ ７ Ａ お よ び 図 ６ ７ Ｂ 、 な ら び に 図 ６ ８ Ａ お よ び 図 ６ ８ Ｂ に 関 連 し て 以 下 で 詳 細 に 説 明
す る 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ る 任 意 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 分 析 す る た め に 用 い ら れ る 光 バ イ
オ デ ィ ス ク と を 意 図 し て い る 。 さ ら に 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク は 、 以 下 で 説 明 す る Ｍ Ｏ バ イ
オ デ ィ ス ク を 用 い た 細 胞 捕 捉 お よ び 分 析 法 な ど の 、 免 疫 磁 気 的 お よ び 分 子 磁 気 的 検 定 を 含
む 他 の 生 体 磁 気 的 検 定 で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
検 定 感 度 を 高 め る た め に ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 用 い る 遺 伝 的 検 定
　 図 ３ ８ を 参 照 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ そ れ ぞ れ に 共 有 結
合 し た 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ を 介 し て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ に よ
り 結 合 さ れ た （ held together） 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が 示 さ れ て い る 。 こ の 図 に 示 す
よ う に 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ の ５ ’ 末 端 は 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ の ３ ’ 末 端 の す ぐ 隣
に 保 持 さ れ る 。 こ の 構 成 に よ り 、 リ ガ ー ゼ を 加 え る と プ ロ ー ブ の ３ ’ お よ び ５ ’ 末 端 が ラ
イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。 両 プ ロ ー ブ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 、 標 的 の 存 在 下 で の み 起 こ り 、 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ と 捕 捉 ビ ー ズ と の 間 の 結 合 強 度 を 増 加 さ せ る こ と に よ り 検 定 の 感 度 を 高 め 、
二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 解 離 を 防 止 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 次 に 図 ３ ９ を 参 照 し て 、 酵 素 検 定 に よ り 検 出 さ れ る 遺 伝 試 験 か ら の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ
が あ る 。 輸 送 プ ロ ー ブ に 結 合 し た ３ μ ｍ の 捕 捉 ビ ー ズ を 用 い て 、 こ の 試 験 で 標 的 を 捕 捉 し
た 。 標 的 が 捕 捉 さ れ る と 、 ビ オ チ ン 化 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 導 入 し て 、 標 的 に 結 合 さ せ た
。 次 に 、 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 し て 、 未 結 合 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 除 去 し た 。 次 に 、 溶 液 に リ
ガ ー ゼ を 添 加 し て 、 図 ３ ８ に 示 す よ う に 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 末 端 と 輸 送 プ ロ ー ブ の 末
端 と を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。 一 連 の 洗 浄 ス テ ッ プ 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ を ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 し 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ 上 で ビ オ チ ン と 結 合 さ せ る 。 ビ ー
ズ を 再 び 洗 浄 し 、 色 原 体 （ chromagen） と し て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 を ビ ー ズ 溶 液
に 添 加 す る 。 次 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び 基 質 反 応 に よ り 形 成 さ れ る 色 の 強 度 を
、 分 光 光 度 計 を 用 い て 定 量 す る 。 こ の 定 量 の 結 果 を 図 ３ ９ に 示 す 。 こ の 図 に 提 示 す る デ ー
タ は 、 プ ロ ー ブ が ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 場 合 に シ グ ナ ル が 約 ５ ０ ％ 増 加 す る こ と を 示 す 。
こ の よ う に 、 こ の 実 験 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス テ ッ プ に よ り 、 検 定 感 度 は 著 し く 高 ま る 。 実 施
例 ３ お よ び ４ で は 、 同 様 の 実 験 を 実 行 す る 際 に 従 う 手 順 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 図 ４ ０ は 、 酵 素 検 定 の 代 わ り に 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 実 施 す る ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス テ ッ プ を 用
い た 遺 伝 試 験 か ら の 棒 グ ラ フ を 示 す 。 図 ３ ９ で 説 明 し た 酵 素 検 定 を 用 い て 、 非 二 重 ビ ー ズ
フ ォ ー マ ッ ト で の リ ガ ー ゼ の 活 性 を 確 認 し 、 こ れ は 二 重 ビ ー ズ 実 験 の 対 照 と し て の 役 割 を
果 た す 。 酵 素 検 定 の よ う に 、 輸 送 プ ロ ー ブ に 結 合 し た 同 じ ３ μ ｍ の 捕 捉 ビ ー ズ を 二 重 ビ ー
ズ 検 定 で 用 い た 。 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 用 い る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 ビ ー ズ で
あ っ た 。 二 重 ビ ー ズ は 、 図 １ １ Ａ ま た は 図 １ ２ Ａ で 説 明 し た よ う に 形 成 し た 。 ラ イ ゲ ー シ
ョ ン ス テ ッ プ は 、 図 １ １ Ａ の ス テ ッ プ Ｖ ま た は 図 １ ２ Ａ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ で 実 施 し 、 こ こ で
、 リ ガ ー ゼ を 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 に 添 加 し 、 輸 送 プ ロ ー ブ を シ グ ナ ル プ ロ ー ブ に ラ イ ゲ
ー シ ョ ン さ せ た 。 図 ４ ０ に 示 す デ ー タ は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン が 、 セ ッ ト １ で は 非 ラ イ ゲ ー シ
ョ ン 対 照 処 理 に 比 し て 検 定 の 信 号 お よ び 感 度 を 著 し く 高 め る が 、 セ ッ ト ２ で は そ う で は な
い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 同 様 に 、 図 ４ １ は 、 図 ４ ０ で 説 明 し た も の と 同 じ ラ イ ゲ ー シ ョ ン ス テ ッ プ を 用 い て 、 ３
９ 量 体 ブ リ ッ ジ を 用 い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に 結 合 し た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 示 す 棒 グ ラ
フ で あ る 。 図 ４ ０ に お け る よ う に 、 図 ４ １ の デ ー タ は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン が ス テ ッ プ １ お よ
び ス テ ッ プ ２ の 双 方 で 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 を 著 し く 高 め る こ と を 示 す 。 こ の デ ー タ は 、
３ ９ 量 体 ブ リ ッ ジ の 使 用 が ラ イ ゲ ー シ ョ ン プ ロ セ ス に 役 立 ち 、 し た が っ て 二 重 ビ ー ズ 検 定
で 実 施 さ れ る 両 セ ッ ト か ら の シ グ ナ ル を 高 め る こ と を 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
切 断 可 能 ス ペ ー サ ま た は 置 換 プ ロ ー ブ を 用 い た 二 重 ビ ー ズ 検 定

10

20

30

40

50

(40) JP 2005-530127 A 2005.10.6



　 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お け る 切 断 可 能 ス ペ ー サ の 使 用 は 、 検 定 の 特 異 性 を 高 め る 。 実 際 、 標
的 Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 配 列 に 加 え て 、 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 互 い に 相
補 的 な 配 列 を 含 む 。 こ の 付 加 的 な 要 件 に よ り 、 標 的 捕 捉 に 対 す る 特 異 性 が 高 ま る 。 さ ら に
、 捕 捉 プ ロ ー ブ と レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ と の 水 素 結 合 を 介 し た 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ と の さ ら な る 結 合 は 、 二 重 ビ ー ズ 間 の 相 互 作 用 を 強 化 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 の 非 存 在 下 で 、 捕 捉 プ ロ ー ブ は レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ り 図 ４ ２ Ｂ お よ び 図 ４ ３ Ａ に 示 す よ う な 二 重 ビ ー ズ 複 合 体
が 形 成 さ れ る 。 図 ４ ２ Ｂ お よ び 図 ４ ２ Ｃ に 示 す よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 標 的 捕 捉 後
に 選 択 的 な 制 限 酵 素 消 化 に 付 さ れ る 。 配 列 特 異 的 な 消 化 は 、 図 ４ ２ Ｄ に 示 す よ う な 捕 捉 プ
ロ ー ブ と レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ と の 水 素 結 合 を 選 択 的 に 切 断 す る で あ ろ う 。 標 的 の 非 存 在 下
で は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 保 持 す る 水 素 結 合 の 切 断 に よ り 、 二 重 ビ
ー ズ は 互 い に 解 離 す る 。 標 的 の 存 在 下 で は 、 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 標 的
媒 介 水 素 結 合 を 介 し て 結 合 さ れ た ま ま で あ る （ 図 ４ ２ Ｄ ） 。 し た が っ て 、 捕 捉 さ れ た 標 的
の 量 は 、 酵 素 消 化 後 に 残 っ て い る 二 重 ビ ー ズ の 数 と 相 関 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 別 法 と し て 、 制 限 酵 素 消 化 の 代 わ り に 、 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 保 持
す る 結 合 は 、 置 換 可 能 な リ ン カ ー の 使 用 に よ り 解 く こ と が で き る 。 リ ン カ ー は 置 換 プ ロ ー
ブ を 用 い て 分 離 さ れ る 。 こ の 場 合 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ と 部 分 的 に 相 補
配 列 を 含 み 、 図 ４ ３ Ａ に 示 す よ う な ミ ス マ ッ チ 突 起 （ mismatch overhang） が 生 じ る 。 捕
捉 プ ロ ー ブ と レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 互 い に 解 離 す る た め に 、 複 合 体 は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ か ら
の レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 溶 解 を 開 始 さ せ る 熱 処 理 に 付 さ れ 、 続 い て 過 剰 な 置 換 プ ロ ー ブ が
加 え ら れ る 。 高 濃 度 の 置 換 プ ロ ー ブ お よ び 置 換 プ ロ ー ブ と ミ ス マ ッ チ 突 起 と の 間 の 密 接 な
相 互 作 用 に よ り 、 図 ４ ３ Ｂ お よ び 図 ４ ３ Ｃ に 示 す よ う に 、 捕 捉 プ ロ ー ブ か ら レ ポ ー タ ー プ
ロ ー ブ が 解 か れ る 。 こ れ に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ か ら の レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ の 解 離 が 生 じ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 に よ る 二 重 ビ ー ズ 検 定 は 、 ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ ． １
μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 用 い て 実 施 さ れ 得 る 。 こ れ ら の ビ ー ズ は 、 輸 送 プ ロ ー ブ お
よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ そ れ ぞ れ で 被 覆 さ れ る 。 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ は 、
標 的 配 列 、 例 え ば ｐ Ｕ Ｃ １ ９ と 相 補 的 で あ る こ と に 加 え て 、 図 ４ ２ Ａ 、 図 ４ ２ Ｂ 、 図 ４ ２
Ｃ 、 お よ び 図 ４ ３ Ｄ に 示 す よ う に 、 互 い に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 。 輸 送 プ ロ ー ブ と シ グ ナ ル
プ ロ ー ブ を 結 合 す る 配 列 は 、 Ｎ ｏ ｔ １ を 含 む 非 常 に 稀 な 制 限 酵 素 の 切 断 を 受 け や す い よ う
に 設 計 さ れ る 。 稀 な 制 限 酵 素 お よ び 制 限 部 位 の 使 用 は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 偶 発 的 な 切 断 を 防 止
す る 。 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 さ ま ざ ま な 量 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 さ れ る 。
標 的 捕 捉 後 、 Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 は 、 Ｎ ｏ ｔ １ を 含 む 稀 な 制 限 酵 素 に よ る 制 限 消 化 を 受 け る 。 こ
の 酵 素 に よ る 制 限 消 化 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 ビ ー ズ に 接 続 し て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
が 切 断 さ れ る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 捕 捉 ビ ー ズ か ら 解 離 さ れ
、 磁 気 ビ ー ズ の 磁 気 濃 縮 に よ り 除 去 さ れ る 。 し た が っ て 、 標 的 配 列 の 存 在 下 で の み 、 磁 気
捕 捉 ビ ー ズ は 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 が 行 わ れ る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ
お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ へ の 切 断 可 能 ス ペ ー サ の 導 入 に よ り 、 二 重 ビ ー ズ の 特 異 性 お よ
び 感 度 が 著 し く 向 上 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 置 換 可 能 リ ン カ ー の 形 成 を も た ら す 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
お よ び 捕 捉 ビ ー ズ の プ ロ ー ブ （ プ ロ ー ブ １ お よ び プ ロ ー ブ ２ Ｂ ） の 相 補 配 列 間 の 短 い 重 複
お よ び ミ ス マ ッ チ 突 起 が 、 図 ４ ３ Ａ お よ び 図 ４ ３ Ｂ に 示 す 置 換 プ ロ ー ブ に 関 連 し て 用 い ら
れ る 。 プ ロ ー ブ ２ Ｂ の ミ ス マ ッ チ 突 起 は 、 図 ４ ２ Ｂ に 示 す 置 換 プ ロ ー ブ が 最 初 に 結 合 す る
部 位 で あ る 。 置 換 プ ロ ー ブ が 突 起 に 結 合 す る と 、 置 換 プ ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ １ と プ ロ ー ブ
２ Ｂ と の 重 複 配 列 の 置 換 を 進 め る 。 こ れ を 図 ４ ３ Ｃ に 示 す 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で は 、
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 置 換 プ ロ ー ブ の 作 用 に よ り 捕 捉 ビ ー ズ か ら 解 離 さ れ 、 結 果 と し て 磁
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気 ビ ー ズ の 磁 気 濃 縮 に よ り 除 去 さ れ る 。 し た が っ て 、 標 的 配 列 の 存 在 下 で の み 、 磁 気 捕 捉
ビ ー ズ は 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 非 解 離 が 生 じ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 切 断 可 能 ス ペ ー サ の 一 般 的 な 動 作 は 、 図 ４ ４ 、 図 ４ ５ 、 図 ４ ６ Ａ ～ 図 ４ ６
Ｃ 、 図 ４ ７ 、 図 ４ ８ Ａ 、 図 ４ ８ Ｂ 、 お よ び 図 ４ ９ Ａ ～ 図 ４ ９ Ｃ を 参 照 す る こ と に よ り 、 よ
り 詳 細 に 理 解 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 図 は 、 本 発 明 の ２ つ の 実 施 の 形 態 を 図 式 化 し た も
の で あ る 。 図 ４ ４ を 参 照 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ に 、 複 数 の 切 断 可 能 ス ペ ー サ 分 子 ２ ５ ６ が 結 び
付 い た 誘 導 体 化 表 面 が 設 け ら れ る 。 各 ス ペ ー サ ２ ５ ６ は 、 切 断 部 位 ２ ５ ８ 、 シ グ ナ ル プ ロ
ー ブ ２ ０ ６ 、 お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ を 含 む 。 図 ４ ４ に 示 す よ う に 、 輸 送 プ ロ ー ブ は 、
図 ４ ５ に 関 連 し て 説 明 す る よ う に 、 金 属 元 素 と 共 有 結 合 を 形 成 す る よ う に 反 応 す る チ オ ー
ル 基 を 含 む 。 捕 捉 ビ ー ズ は 、 多 孔 質 で あ っ て も 中 実 で あ っ て も よ く 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ガ ラ
ス 、 マ イ カ 、 シ リ コ ン な ど の よ う な さ ま ざ ま な 材 料 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ ま た は レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 表 面 は 、 切 断 可 能 ス ペ ー サ 分 子 ２ ５
６ を 含 む プ ロ ー ブ そ れ ぞ れ に 共 有 結 合 を 提 供 す る よ う に 誘 導 体 化 さ れ る こ と が 好 都 合 で あ
り 得 る 。 次 に 図 ４ ５ を 参 照 し て 、 標 的 の 存 在 を 検 出 す る た め の 便 利 な 反 射 型 シ グ ナ ル 発 生
手 段 を 提 供 す る 金 属 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ が 示 さ れ て い る 。 金 属 ビ ー ズ の 作 成 に 用 い ら れ る 通
常 の 材 料 は 、 金 、 銀 、 ニ ッ ケ ル 、 ク ロ ム 、 白 金 、 銅 な ど で あ り 、 こ こ で は 金 が 好 ま し い が
、 そ れ は 金 が 、 例 え ば 切 断 可 能 ス ペ ー サ の シ グ ナ ル 応 答 性 末 端 に お け る 遊 離 Ｓ Ｈ 基 の 配 位
結 合 を 介 し て 、 容 易 か つ 緊 密 に 結 合 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 金 属 ビ ー ズ は 、 金 属 固
体 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 金 属 コ ー テ ィ ン グ が 施 さ れ た プ ラ ス チ ッ ク ま た は ガ ラ ス ビ ー
ズ な ど か ら 形 成 さ れ て も よ い 。 ま た 、 金 属 の 代 わ り の 他 の 反 射 材 料 を 用 い て も よ い 。 こ こ
で 好 ま し い 金 球 体 は 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ の チ オ 基 に 直 接 結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 ４ ４ お よ び 図 ４ ５ に 示 す よ う に 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は 、 ア ミ ド 結 合 を 介 し て ア ミ ノ
末 端 に 共 有 結 合 す る 。 切 断 可 能 ス ペ ー サ 分 子 は 、 そ の 切 断 部 位 の 性 質 に 応 じ て 化 学 的 ま た
は 酵 素 的 手 段 、 熱 、 光 な ど に よ り 、 検 定 手 順 中 に 切 断 さ れ や す い 切 断 部 位 ２ ５ ８ を 含 む 。
化 学 的 手 段 は 、 シ ロ キ サ ン 切 断 基 （ cleavage group） 、 お よ び 例 示 的 に そ れ ぞ れ 、 化 学 的
切 断 部 位 お よ び 化 学 的 切 断 剤 の フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム お よ び フ ッ 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 を 用 い る
こ と が こ こ で は 好 ま し い 。 ま た 、 エ ス テ ル 基 や ジ チ オ 基 の よ う な 切 断 さ れ や す い 他 の 基 も
用 い ら れ 得 る 。 金 球 体 が ス ペ ー サ の 切 断 後 に 加 え ら れ る 場 合 、 ジ チ オ 基 が 特 に 有 利 で あ る
。 別 法 と し て 、 切 断 部 位 は 、 制 限 酵 素 を 用 い た 切 断 の 制 限 部 位 で あ っ て も よ い 。 制 限 切 断
は 、 遺 伝 的 ま た は 免 疫 化 学 的 検 定 を 行 う 場 合 に 好 ま し い 方 法 で あ る 。 ス ペ ー サ は 、 全 ス ペ
ー サ の 完 全 な 切 断 を 最 適 化 す る た め に 、 ２ つ 以 上 の 切 断 部 位 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
切 断 可 能 ス ペ ー サ を 用 い た 核 酸 検 定
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ は 、 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在
し 得 る 核 酸 の 相 補 鎖 と 結 合 す る よ う に な っ て い る 。 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 異
的 結 合 対 の 成 員 を 含 み 、 す な わ ち 、 １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 第 ２ の 相 補 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド に 結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 を 図 式 化 し た 図 ４ ６ Ａ ～ 図 ４ ６ Ｃ に よ り 詳 細 に 示 す よ う に 、 輸 送
プ ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ を 含 む 切 断 可 能 ス ペ ー サ 分 子 ２ ５ ６ は 、 捕
捉 ビ ー ズ １ ９ ０ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 表 面 上 の 異 な る 部 位 に 位 置 付 け ら れ る 。
図 ４ ６ Ａ に 示 す よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 剤 ２ ０ ２ は 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び
シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ に 近 接 し て 位 置 付 け ら れ る 。 こ れ ら の 標 的 剤 が 両 プ ロ ー ブ と 相 補
的 で あ る 場 合 、 標 的 剤 ２ ０ ２ 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ 、 お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ ０ ６ の
間 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ り 、 図 ４ ６ Ｂ に 示 す よ う に 二 重 螺 旋 が 形 成 さ れ る 。 標
的 剤 ２ ０ ２ と プ ロ ー ブ と の 間 に 相 補 性 が な い 場 合 、 図 ４ ６ Ｂ に さ ら に 示 す よ う に こ れ ら の
基 の 間 に は 結 合 が な く 、 こ の 場 合 、 二 重 螺 旋 は 形 成 さ れ な い 。
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【 ０ １ ９ ７ 】
　 切 断 部 位 ２ ５ ８ が 切 断 さ れ 、 二 重 螺 旋 結 合 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 結 合 が な い 場 合 、
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ か ら 解 放 さ れ て 解 離 す る 。 こ れ は 、 図 ４ ６ Ｃ
に よ り 詳 細 に 示 さ れ る 。 次 に 、 入 射 光 、 特 に 入 射 レ ー ザ 光 に よ っ て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９
４ の 存 非 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
切 断 可 能 ス ペ ー サ お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 用 い た 核 酸 検 定
　 次 に 図 ４ ７ Ａ を 参 照 す る と 、 架 橋 剤 ２ ６ ０ を 用 い る 代 替 の 実 施 の 形 態 の 概 略 表 現 が 示 さ
れ て い る 。 架 橋 剤 ２ ６ ０ は 、 標 的 が 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ に
結 合 す る と 、 架 橋 剤 ２ ６ ０ が 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ の 末 端 間
の ブ リ ッ ジ と し て 働 く よ う に 標 的 の 一 部 に 結 合 す る た め の 、 比 較 的 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 み 得 る 。 こ れ に よ り 、 図 ４ ７ Ｂ に 示 す よ う な ２ つ の 切 断 箇 所 （ breaks） を 有 す
る 二 重 螺 旋 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 図 ４ ７ Ｃ に 示 す 次 の ス テ ッ プ に 移 り 、 本 発 明 の 核 酸 検 出 の 実 施 の 形 態 の さ ら な る 実 施 の
形 態 に お け る 、 切 断 可 能 ス ペ ー サ に 関 連 し た Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の 使 用 の 概 略 表 現 が 示 さ れ て
い る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 手 順 に よ り 、 二 重 螺 旋 の 切 断 箇 所 が 共 有 結 合 さ れ る 。 こ の 共 有 結 合
は 、 検 体 特 異 的 な 結 合 が 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 接 着 さ せ る 強 度 を 高 め 、 そ れ に よ り 、 こ の 実
施 の 形 態 で は 検 定 の 特 異 性 を 高 め つ つ 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 切 断 可 能 な 反 射 シ グ ナ ル 要 素 が 、 規 定 サ イ ズ の 増 幅 核 酸 、 特 に 、 種 々 の 形 態 の
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） 、 Ｔ ７ お よ び Ｓ Ｐ ６ 　 Ｒ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た 増 幅 法 な ど を 用 い て 増 幅 さ れ た 核 酸 を 検 出 す る こ と に 特 に 適 し
て い る こ と は 、 核 酸 の 検 出 に 熟 練 し た 者 に よ り 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ １ 】
切 断 可 能 ス ペ ー サ を 用 い た 免 疫 検 定
　 図 ４ ８ Ａ ～ 図 ４ ８ Ｃ に 示 す 本 発 明 の さ ら な る 実 施 の 形 態 で は 、 切 断 可 能 ス ペ ー サ ２ ５ ８
は 、 免 疫 検 定 を 可 能 に す る よ う に 修 飾 さ れ た 抗 体 を 含 む 。 修 飾 抗 体 は 、 抗 体 に 共 有 結 合 さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 媒 介 さ れ る 切 断 可 能 ス ペ ー サ ２ ５ ８ に 非 共 有 結 合 さ れ 得 る
。 超 分 子 構 造 の 非 共 有 的 な 組 み 合 わ せ 構 築 を 達 成 す る た め の 相 補 的 核 酸 分 子 の 使 用 は 、 共
有 特 許 で あ り 同 時 係 属 中 の 、 １ ９ ９ ４ 年 １ ０ 月 ３ １ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 ０ ８ ／
３ ３ ２ ， ５ １ ４ 号 、 １ ９ ９ ５ 年 ４ 月 １ ９ 日 に 出 願 さ れ た 第 ０ ８ ／ ４ ２ ４ ,８ ７ ４ 号 、 お よ
び １ ９ ９ ６ 年 ３ 月 ２ ９ 日 に 出 願 さ れ た 第 ０ ８ ／ ６ ２ ７ ， ６ ９ ５ 号 に さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ
て お り 、 こ れ ら は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 抗 体 は 、 従 来
の ク ロ ス リ ン ク 剤 を 用 い て 、 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て 切 断 可 能 ス ペ ー サ に 共 有 結 合 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 抗 体 プ ロ ー ブ は 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 合 し た 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ と 、 レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 合 し た 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ と を 含 む 。 ビ ー ズ お よ び プ ロ ー ブ は
い ず れ も 、 切 断 可 能 ス ペ ー サ ２ ５ ８ に よ り 結 合 さ れ る 。 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ お よ び 抗
体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は 、 対 象 と な る 抗 原 の 異 な る エ ピ ト ー プ 部 位 に 対 す る 親 和 性 を
有 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 図 ４ ８ Ａ ～ 図 ４ ８ Ｃ に 図 式 化 さ れ る 免 疫 検 定 を さ ら に 参 照 し て 、 図 ４ ８ Ａ に 示 す よ う に
、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ ま た は 非 特 異 的 標 的 剤 ２ ０ ０ を 含 む 試 験 溶 液 を 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４
の コ レ ク シ ョ ン に 加 え る と 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ は 、 図 ４ ８ Ｂ に 示 す よ う に 、 抗 体 輸 送 プ ロ ー
ブ １ ９ ６ お よ び 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ に 結 合 す る 。 こ の 結 合 は 、 切 断 部 位 ２ ５ ８ が
例 え ば 化 学 切 断 剤 と の 接 触 な ど に よ り 切 断 さ れ た 場 合 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ の デ カ ッ
プ リ ン グ を 防 止 す る 。 対 照 的 に 、 標 的 剤 ２ ０ ０ に 対 す る 抗 体 の 結 合 親 和 性 の 欠 如 に よ り 、
非 特 異 的 標 的 剤 ２ ０ ０ に よ り 結 合 さ れ て い な い 第 ２ の 切 断 可 能 シ グ ナ ル 要 素 は 、 図 ４ ８ Ｃ
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に 示 す よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 解 離 さ せ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 次 に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ の 存 非 を 、 入 射 光 、 特 に 入 射 レ ー ザ 光 の 反 射 率 ま た は 反
射 率 の 非 存 在 と し て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 明 ら か で あ る よ う に 、 図 示 の よ う な 抗 体 の カ ッ プ リ ン グ は 、 本 発 明 の 二 重 ビ ー ズ 検 定 に
お け る 切 断 可 能 ス ペ ー サ と の 使 用 の た め の 、 標 準 的 な 免 疫 検 定 化 学 特 性 （ chemistries）
お よ び 免 疫 検 定 幾 何 学 特 性 （ geometries） の 適 合 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 従 来 の 免 疫 検 定
幾 何 学 特 性 の い く つ か は 、 １ ９ ９ ２ 年 １ ２ 月 １ 日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 ５ ， １ ６ ８ ， ０
５ ７ 号 に さ ら に 記 載 さ れ て お り 当 該 特 許 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 本 発 明 に 効
果 的 に 適 合 さ れ 得 る 他 の 免 疫 検 定 幾 何 学 特 性 お よ び 技 法 は 、 Diamandis et al. (eds.), I
mmunoassay , AACC Press (July 1997); Gosling et al. (eds.), Immunoassay: Laborat
ory Analysis and Clinical Applications, Butterworth-Heinemann (June 1994); and L
aw (ed.), Immunoassay: A Practical Guide, Taylor & Francis (October 1996)に 開 示
さ れ て お り 、 こ れ ら の 開 示 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 し た が っ て 、 図 ４ ８ Ａ ～
図 ４ ８ Ｃ に 図 式 化 さ れ て い る 検 体 の 直 接 検 出 は 、 本 発 明 の 切 断 可 能 ス ペ ー サ 型 二 重 ビ ー ズ
検 定 お よ び 検 定 デ バ イ ス に 適 合 可 能 な 免 疫 検 定 幾 何 学 特 性 の １ つ に す ぎ な い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ
イ ル ス 、 お よ び ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス を ス ク リ ー ニ ン グ す る 免 疫 検 定 に お い て 特 に 有 益 で
あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 抗 体 は 特 異 的 結 合 対 の 広 い 概 念 を 例 示 す る も の で あ り 得 、 抗 体 は 特 異 的 結 合 対 の 第 １ の
成 員 で あ り 得 、 そ れ が 結 合 す る 抗 原 は 特 異 的 結 合 対 の 第 ２ の 成 員 で あ る と み な す こ と が で
き る こ と が 、 さ ら に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 概 し て 、 特 異 的 結 合 対 は 、 ２ つ の 分 子 と し て 規
定 す る こ と が で き 、 そ の 相 互 親 和 性 は 、 本 発 明 の 実 施 を 可 能 に す る の に 十 分 な 結 合 力 お よ
び 特 異 性 を 有 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 切 断 可 能 ス ペ ー サ は 、 副 次 的 成 員 （ side membe
rs） と し て 他 の 特 異 的 結 合 対 成 員 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 実 施 の 形 態 で は 、 切 断 可 能 シ グ
ナ ル 要 素 の 第 １ の 副 次 的 成 員 は 第 １ の 特 異 的 結 合 対 の 第 １ の 成 員 を 含 み 、 切 断 可 能 ス ペ ー
サ の 第 ２ の 副 次 的 成 員 は 第 ２ の 特 異 的 結 合 対 の 第 １ の 成 員 を 含 み 、 上 記 第 １ の 特 異 的 結 合
対 の 上 記 第 ２ の 成 員 お よ び 上 記 第 ２ の 特 異 的 結 合 対 の 上 記 第 ２ の 成 員 は 、 互 い に 接 続 可 能
に 結 び 付 い て お り 、 以 下 の 一 般 式 の 連 結 ル ー プ （ tethering loop） の 形 成 を 可 能 に す る ：
第 １ の 特 異 的 結 合 対 の 第 １ の 第 １ の 成 員 － 第 １ の 特 異 的 結 合 対 の 第 ２ の 成 員 － 第 ２ の 特 異
的 結 合 対 の 第 ２ の 成 員 － 第 ２ の 特 異 的 結 合 対 の 第 １ の 成 員 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 特 異 的 結 合 対 と し て は 、 生 物 的 受 容 体 お よ び そ の 天 然 の ア
ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト リ ガ ン ド 、 タ ン パ ク 質 お よ び 補 助 因 子 、 ビ オ チ ン お よ
び ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 α ス ペ ク ト リ ン お よ び β ス ペ ク ト リ ン モ ノ マ ー 、
お よ び 抗 体 の Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 お よ び Ｆ ｃ 受 容 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
固 相 へ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 の 方 法
　 ビ ー ズ ま た は バ イ オ デ ィ ス ク な ど の 固 相 へ の プ ロ ー ブ の 結 合 の 成 功 は 、 本 発 明 の 二 重 ビ
ー ズ 検 定 の 重 要 な ス テ ッ プ で あ る 。 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で は 、 プ ロ ー ブ は ビ ー
ズ に 共 有 結 合 す る 。 共 有 結 合 の 効 率 は 、 利 用 す る ビ ー ズ の タ イ プ お よ び 用 い ら れ る 特 定 の
共 役 法 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 図 ４ ９ に 示 す よ う に 、 プ ロ ー ブ 結 合 の た め の 固 相 の 使 用 を 評 価 す る 体 系 的 方 法 が 提 示 さ
れ る 。 こ の 方 法 は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 特 異 性 を 改 善 す る 共 有 結 合 を 特 定 す る 。 こ の 手 法 を
用 い て 、 固 相 の 処 理 （ す な わ ち 、 ビ ー ズ の 表 面 ま た は バ イ オ デ ィ ス ク の 表 面 な ど の 固 相 の
被 覆 ） を 評 価 し 、 そ の 処 理 が 固 相 結 合 効 率 を 改 善 す る か 否 か を 調 べ 得 る 。 第 １ の ス テ ッ プ
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と し て 、 そ の 後 に 結 合 し た プ ロ ー ブ を 検 出 し て そ の 量 を 測 定 す る た め に 、 プ ロ ー ブ に 適 当
な 分 子 で タ グ を 付 け る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 ビ オ チ ン 部 分 （ Ｂ ） を 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の
３ ’ 末 端 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 次 に 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 、 例 え ば Ｅ Ｄ Ｃ （ １ － エ チ ル
３ － ３ ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド － Ｈ Ｃ ｌ ） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 プ
ロ ー ブ を 結 合 さ せ る 。 ク ロ ス リ ン ク 剤 の 存 在 下 で は 、 プ ロ ー ブ は 共 有 結 合 お よ び 非 共 有 結
合 す る 。 あ る い は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 の 非 存 在 下 で は 、 プ ロ ー ブ は ビ ー ズ に 非 共 有 的 に 吸 収
さ れ る 。 適 当 な 洗 浄 ス テ ッ プ が な さ れ た 後 、 プ ロ ー ブ で あ ら か じ め 標 識 さ れ た ビ オ チ ン 分
子 の 特 異 的 結 合 に 検 出 剤 が 加 え ら れ る 。 例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ （ Ｓ － Ａ Ｐ ） を プ ロ ー ブ 結 合 ビ ー ズ に 添 加 す る と 、 Ｓ － Ａ Ｐ は ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ に
特 異 的 に 結 合 す る 。 次 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 を サ ン プ ル に 添 加 す る 。 こ の 基 質
は リ ン 酸 基 を 失 う と 発 色 し 、 色 の 強 度 は ビ ー ズ に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 量 に 相 関 す る 。 適 当
な 培 養 期 間 後 、 溶 液 が 単 離 さ れ 、 適 当 な 波 長 の 溶 液 の 光 学 濃 度 を 、 分 光 光 度 計 ま た は マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 読 み 取 り 装 置 で 測 定 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 図 ５ ０ を 参 照 し て 、 カ ル ボ キ シ ル 化 ビ ー ズ 上 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 結 合 が
示 さ れ て い る 。 プ ロ ー ブ の 結 合 は 、 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 に 実 行 さ れ 得 る 。 図 ５ １ Ａ 、 図
５ １ Ｂ 、 図 ５ ３ Ａ 、 お よ び 図 ５ ３ Ｂ に 関 連 し て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ
検 定 で は 、 プ ロ ー ブ の 共 有 結 合 が 非 共 有 結 合 よ り も 好 ま し い 。 こ の 共 役 プ ロ セ ス は 、 図 １
１ Ａ 、 図 １ １ Ｂ 、 図 １ ２ Ａ 、 お よ び 図 １ ２ Ｂ に 提 示 す る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の ス テ ッ
プ Ｉ の 前 に 行 わ れ る 。 固 体 表 面 に 共 有 結 合 し た プ ロ ー ブ の 量 は 、 固 相 に 共 有 結 合 ま た は 非
共 有 結 合 す る 、 す な わ ち ク ロ ス リ ン ク 剤 （ 例 え ば Ｅ Ｄ Ｃ ） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 非 特
異 的 に 結 合 す る 、 プ ロ ー ブ の 量 を 判 定 す る こ と に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。 非 共 有 結 合
プ ロ ー ブ の 割 合 は 、 式 １ ０ ０ ％ ＊ Ｎ ／ Ｔ に 従 っ て 求 め る こ と が で き 、 共 有 結 合 プ ロ ー ブ の
割 合 は 、 式 １ ０ ０ ％ ＊ （ Ｔ － Ｎ ） ／ Ｔ に よ り 求 め る こ と が で き 、 こ こ で 、 「 Ｔ 」 は 、 ク ロ
ス リ ン ク 剤 の 存 在 下 で 得 ら れ る シ グ ナ ル の 総 量 （ す な わ ち 、 共 有 結 合 お よ び 非 共 有 結 合 し
た プ ロ ー ブ の 総 量 ） を 表 し 、 「 Ｎ 」 は 、 ク ロ ス リ ン ク 剤 を 使 用 し な い 場 合 に 得 ら れ る シ グ
ナ ル の 総 量 を 表 す 。 別 法 と し て 、 共 有 結 合 し た プ ロ ー ブ の 量 は 、 す べ て の 非 共 有 結 合 プ ロ
ー ブ が Ｓ － Ａ Ｐ の 添 加 前 に 除 去 さ れ る 場 合 に 直 接 得 る こ と が で き る 。 こ れ は 、 Ｓ － Ａ Ｐ を
添 加 す る ス テ ッ プ の 前 に ７ ０ ℃ ま で ビ ー ズ を 過 熱 す る こ と に よ り 好 都 合 に 行 う こ と が で き
る 。 非 共 有 結 合 ビ ー ズ の 割 合 が ２ ０ ％ 未 満 で あ る 場 合 、 試 験 さ れ て い る ビ ー ズ は 共 有 結 合
の た め の 固 相 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 適 用 し た 結 果 を 、 図 ５ １ Ａ 、 図 ５ １
Ｂ 、 お よ び 図 ５ ５ に 提 示 す る （ 詳 細 は 実 施 例 ７ を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 図 ５ １ Ａ お よ び 図 ５ １ Ｂ に 示 す よ う に 、 １ ． ８ μ ｍ 、 ２ ． １ μ ｍ 、 お よ び ３ μ ｍ の ビ ー
ズ は 、 少 な く と も ７ ５ ％ の 結 合 効 率 を 有 し 、 プ ロ ー ブ 共 有 結 合 に 適 し た 固 相 を 提 供 す る 。
し か し な が ら 、 １ ～ ２ μ ｍ の ビ ー ズ は 、 ２ １ ％ 未 満 と い う 低 い 共 有 結 合 効 率 の た め 、 プ ロ
ー ブ の 共 有 結 合 に は 適 し て い な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 の 形 態 は 、 核 酸 分 子 を プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る 。 図 ５ ２ Ａ は 、 一 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ と 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と の 構 造 差 を 示 す こ と に よ り 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 方 が よ り 容 易 に 固
相 に 非 共 有 結 合 す る 仕 組 み を 示 す 。 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 、 容 易 に 固 相 に 非 共 有 的 に 吸 収 さ れ 得
る 疎 水 性 塩 基 側 鎖 を 有 す る 。 対 照 的 に 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で は 、 固 相 と の 疎 水 性 塩 基 相 互 作 用
は 通 常 は 起 こ ら ず 、 非 共 有 す な わ ち 非 特 異 的 結 合 は 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と 比 較 し て 制 限 さ れ
る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 種 々 の 実 施 の 形 態 で は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 代 わ り
に 利 用 す る こ と に よ り 、 共 有 結 合 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 固 相 へ の 結 合 を 促 進 す る こ と が で き る （
図 ５ ２ Ｂ ） 。 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 鎖 の １ つ が 固 相 に 共 有 結 合 し た 後 、 非 共 有 結 合 し て
い る 鎖 は 、 適 当 な 緩 衝 液 中 で ７ ０ ℃ で サ ン プ ル を 加 熱 す る こ と に よ り 除 去 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 条 件 下 で 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 分 離 さ れ 、 ビ ー ズ に 共 有 結 合 し て い る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ プ ロ ー ブ の み が 残 っ て 標 的 の 捕 捉 に 用 い ら れ る 。 プ ロ ー ブ 共 有 結 合 の た め の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ の 使 用 に 関 す る 実 験 の 詳 細 は 、 以 下 の 実 施 例 ８ で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
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【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 の 形 態 で は 、 熱 処 理 を 用 い て 、 非 共 有 結 合 プ ロ ー ブ （ 複 数 可 ） を 固
相 か ら 選 択 的 に 除 去 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 固 相 の タ イ プ 、 固 相 の 処 理
、 お よ び 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 を す べ て 最 適 化 し た に も か か わ ら ず 、 固 相 へ の 非 共 有 結 合 が
依 然 と し て 問 題 で あ る 場 合 に 、 有 用 で あ る 。 熱 処 理 の 条 件 は 最 適 化 さ れ て い る 。 最 適 な 緩
衝 液 は 、 ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｍ
ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ で あ る 。 高 温 で は 磁 気 ビ ー ズ が そ の 磁 性 を 失 う 可 能 性
が あ る た め 、 処 理 は 約 ７ ０ ℃ 以 下 の 温 度 で 行 わ れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 特 異 性 を 高 め る 共 有 結 合 を 得 る た め に
最 適 な 条 件 を 決 定 す る 、 本 明 細 書 に 提 示 す る 方 法 は 、 固 相 と し て 用 い ら れ る デ ィ ス ク 表 面
に 適 用 し て も よ い 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 結 合 の た め の 固 体 表 面 を 評 価 す る た め
の 本 明 細 書 中 で 上 述 し た 実 施 の 形 態 に 類 似 の 、 他 の 実 施 の 形 態 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 こ の
よ う な 用 途 は 、 利 用 す る プ ロ ー ブ が 抗 原 ま た は 抗 体 で あ る 場 合 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 次 に 図 ５ ３ Ａ を 参 照 し て 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 用 い る た め の ２ つ の 異 な る 捕 捉 ビ ー ズ 上 の
プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ た 標 的 を 検 出 す る 酵 素 検 定 か ら 収 集 し た 結 果 の 棒 グ ラ フ が 示 さ れ て い
る 。 図 ５ １ Ａ で 上 述 し た よ う に 、 １ ～ ２ μ ｍ の ビ ー ズ は 最 高 ２ ０ ％ の 共 有 結 合 効 率 を 有 し
、 残 り の プ ロ ー ブ は 非 共 有 結 合 し 、 ３ μ ｍ の ビ ー ズ の 共 有 結 合 効 率 は ７ ５ ～ ８ ５ ％ で あ る
。 図 ５ ３ Ａ に 示 す デ ー タ は 、 試 験 さ れ た ビ ー ズ の 双 方 が 、 プ ロ ー ブ が 共 有 結 合 し て い る か
非 共 有 結 合 し て い る か に 関 係 な く 、 同 様 の 量 の 標 的 と 結 合 す る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 共 有
結 合 が 酵 素 検 定 フ ォ ー マ ッ ト に 必 要 で は な い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 図 ５ ３ Ａ と は 対 照 的 に 、 図 ５ ３ Ｂ は 、 図 ５ ３ Ａ で 用 い た 同 じ 捕 捉 ビ ー ズ に よ り 捕 捉 さ れ
た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 調 べ る よ う に 設 計 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 結 果 を 提 示 し て い る
。 図 ５ ３ Ｂ に 示 す 結 果 は 、 検 定 の 感 度 を 高 め る た め に 、 捕 捉 ビ ー ズ へ の プ ロ ー ブ の 共 有 結
合 が 必 要 で あ る こ と を 示 す 。 本 発 明 の こ の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 上 述 の よ う に 、 ３ μ ｍ
の 捕 捉 ビ ー ズ は 、 １ ～ ２ μ ｍ の ビ ー ズ よ り も 多 く の 共 有 結 合 を 含 む 。 こ れ は 、 捕 捉 ビ ー ズ
上 の 共 有 的 に 連 結 さ れ た プ ロ ー ブ が 非 共 有 結 合 プ ロ ー ブ よ り も 高 い 結 合 強 度 を 有 す る た め
、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に お け る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 保 持 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 上 記 の 本 発 明 の 概 要 で 述 べ た よ う に 、 ビ ー ズ の 表 面 す な わ ち 固 相 は 平 坦 で は な く 、 こ れ
が 溶 液 中 の 標 的 へ の プ ロ ー ブ の 可 触 性 を 制 限 す る 。 図 ５ ２ Ａ を 参 照 し て 説 明 し た よ う に 、
プ ロ ー ブ リ ン カ ー を 用 い て プ ロ ー ブ の 長 さ を 延 長 し 、 プ ロ ー ブ の 標 的 へ の 可 触 性 を 高 め る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 次 に 図 ５ ４ を 参 照 し て 、 Ｐ Ｅ Ｇ を リ ン カ ー と し て 用 い て 改 善 さ れ た 標 的 結 合 を 示 す 、 二
重 ビ ー ズ 検 定 か ら 収 集 し た 結 果 の デ ー タ が 提 示 さ れ て い る 。 リ ン カ ー は 、 検 定 感 度 を 約 ５
０ ％ 以 上 高 め る こ と が で き る 。 リ ン カ ー の 使 用 に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ へ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
の 非 特 異 的 結 合 も 低 減 す る 。 本 発 明 の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 プ ロ ー ブ は 、 リ ン カ ー 分 子 に
よ り 固 相 に 結 合 さ れ る 。 リ ン カ ー 分 子 の 使 用 に よ り 、 プ ロ ー ブ の 長 さ お よ び 剛 性 が 増 す 。
こ れ ら の ２ つ の 特 性 は 、 プ ロ ー ブ （ 複 数 可 ） の 可 触 性 を 高 め 、 し た が っ て 、 標 的 捕 捉 の 効
率 お よ び 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 を 最 大 に す る 。 当 業 者 に は 既 知 で あ る よ う に 、 本 明 細 書 に
記 載 す る 基 準 を 満 た す さ ま ざ ま な リ ン カ ー 分 子 を 用 い る こ と が で き る 。 非 限 定 的 な 例 と し
て 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） を リ ン カ ー
分 子 と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の い く つ か の 実 施 の 形 態 で は 、 リ ン カ ー は 、 Ｄ Ｎ
Ａ プ ロ ー ブ の ５ ’ 末 端 に 共 有 結 合 す る 一 連 の ３ ～ １ ０ Ｐ Ｅ Ｇ 分 子 で あ り 得 る 。 リ ン カ ー 分
子 と し て の Ｐ Ｅ Ｇ の 使 用 に 関 す る 詳 細 は 、 以 下 の 実 施 例 ９ で 説 明 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 次 に 図 ５ ５ を 参 照 し て 、 ３ μ ｍ の Spherotech製 ビ ー ズ に 関 す る 共 有 的 な プ ロ ー ブ 濃 度 の
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割 合 の 測 定 を 示 す 棒 グ ラ フ が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の グ ラ フ は 、 ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ お よ
び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 反 応 を 用 い た 酵 素 検 定 か ら 生 成 さ
れ る シ グ ナ ル を 表 す 。 図 ５ ０ を 参 照 し て 説 明 し た よ う に 、 共 有 結 合 効 率 は 、 非 熱 処 理 ビ ー
ズ に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 総 量 を 測 定 す る こ と に よ り 計 算 す る こ と が で き る 。 次 に 、 ビ ー ズ
の 別 個 の ア リ コ ー ト を 加 熱 し て 、 非 共 有 結 合 プ ロ ー ブ を 除 去 し 、 次 に 、 共 有 結 合 プ ロ ー ブ
の 量 を 、 以 下 の 実 施 例 ７ で 説 明 す る よ う に 酵 素 検 定 を 用 い て 測 定 す る 。 次 に 、 こ れ ら の デ
ー タ に よ り 、 プ ロ ー ブ の 共 有 結 合 の 割 合 を 、 以 下 の 式 ： Ｈ ／ Ｔ ＊ １ ０ ０ を 用 い て 求 め る こ
と が で き る 。 こ こ で 、 Ｈ は 熱 処 理 ビ ー ズ か ら の シ グ ナ ル を 表 し 、 Ｔ は 非 熱 処 理 ビ ー ズ か ら
の 全 シ グ ナ ル を 表 す 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 図 ５ ６ は 、 界 面 活 性 剤 を 含 む 種 々 の 遮 断 剤 で の ビ ー ズ の 前 処 理 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ 表 現
で あ る 。 検 定 感 度 は 、 捕 捉 ビ ー ズ へ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 で あ る ベ ー ス ラ イ
ン シ グ ナ ル と 逆 相 関 す る た め 、 ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 さ せ る こ と は 二 重 ビ ー ズ 検 定
に お い て 重 要 で あ る 。 し た が っ て 、 ベ ー ス ラ イ ン が 低 い ほ ど 、 検 定 の 感 度 は よ り 高 ま る 。
図 示 の よ う に 、 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 は 、 こ の 実 験 で 試 験 さ れ た 他 の 遮 断 剤 に 比 し て 、 非
特 異 的 結 合 を 低 減 す る の に 最 も 効 果 が あ っ た 。 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ に よ る 遮 断 は 、 非 特 異 的 結
合 を 約 １ ０ 分 の １ に 低 減 し た 。 し た が っ て 、 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 の 一 態 様 で は ビ ー
ズ の 非 特 異 的 結 合 を 遮 断 す る 好 ま し い 方 法 で あ る 。 Ｂ Ｓ Ａ 、 デ ン ハ ル ト 溶 液 、 お よ び ス ク
ロ ー ス を 含 む 他 の 遮 断 材 を 用 い て も よ い 。 好 ま し く は 、 ビ ー ズ は 、 図 ５ ０ に 示 す よ う な 結
合 お よ び 熱 処 理 の 後 に 、 ま た は 上 記 の 図 １ １ Ａ 、 図 １ １ Ｂ 、 図 １ ２ Ａ 、 お よ び 図 １ ２ Ｂ の
ス テ ッ プ Ｉ の 前 に 、 適 当 な 遮 断 剤 に よ り 遮 断 し て 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 を 高 め る べ き で
あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る 方 法
　 上 述 の よ う に 、 図 ５ ６ は 、 ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る た め の 、 界 面 活 性 剤 を 含 む
種 々 の 遮 断 剤 で の ビ ー ズ の 前 処 理 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。 検 定 感 度 は 、 捕 捉 ビ ー
ズ へ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 で あ る ベ ー ス ラ イ ン シ グ ナ ル と 逆 相 関 す る た め 、
ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 さ せ る こ と は 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お い て 重 要 で あ る 。 し た が っ
て 、 ベ ー ス ラ イ ン が 低 い ほ ど 、 検 定 の 感 度 は よ り 高 ま る 。 図 示 の よ う に 、 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ
の 使 用 は 、 こ の 実 験 で 試 験 さ れ た 他 の 遮 断 剤 に 比 し て 、 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る の に 最 も
効 果 が あ っ た 。 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ に よ る 遮 断 は 、 非 特 異 的 結 合 を 約 １ ０ 倍 低 減 し た 。 し た が
っ て 、 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 発 明 の 一 態 様 で は ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 遮 断 す る 好 ま し い
方 法 で あ る 。 Ｂ Ｓ Ａ 、 デ ン ハ ル ト 溶 液 、 お よ び ス ク ロ ー ス を 含 む 他 の 遮 断 材 を 用 い て も よ
い 。 好 ま し く は 、 ビ ー ズ は 、 上 記 の 図 １ １ Ａ 、 図 １ １ Ｂ 、 図 １ ２ Ａ 、 お よ び 図 １ ２ Ｂ の ス
テ ッ プ Ｉ の 前 に 、 適 当 な 遮 断 剤 に よ り 遮 断 し て 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 を 高 め る べ き で あ
る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 図 ５ ７ は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お い て 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 用 い た 濃 度 依 存 標 的 検 出 を
示 す 、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 生 成 さ れ た デ ー タ の 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ の グ ラ フ は 、 標 的 Ｄ Ｎ
Ａ の ピ コ モ ル 濃 度 対 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に 結 合 し た ビ ー ズ の 数 を 示 す 。 こ の グ ラ フ に 示 す 標
的 検 出 の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ は 、 ０ ． ２ ５ ｐ Ｍ ～ ２ ５ ０ ０ ｐ Ｍ （ ピ コ モ ル ／ リ ッ ト ル ） で
あ る 。 こ の 特 定 の グ ラ フ は 、 蛍 光 測 定 器 か ら の デ ー タ を 用 い て 生 成 し た が 、 蛍 光 型 光 デ ィ
ス ク ド ラ イ ブ を 用 い て 結 果 を 生 成 し て も よ い 。 標 的 濃 度 の 範 囲 の 検 出 に 関 す る 実 験 か ら の
実 験 の 詳 細 は 、 実 施 例 １ ０ で 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 次 に 図 ５ ８ 、 図 ５ ９ 、 図 ６ ０ 、 図 ６ １ Ａ 、 お よ び 図 ６ １ Ｂ を 参 照 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 緩 衝 液 ま た は 検 定 緩 衝 液 中 の 種 々 の 塩 の 最 適 濃 度 ま た は イ オ ン 強 度 を 判 定 す る た
め に 行 わ れ る 実 験 か ら の デ ー タ が 示 さ れ て い る 。 検 定 緩 衝 液 中 の 塩 濃 度 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 効 率 ま た は 結 合 効 率 を 高 め 、 か つ 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の ビ ー ズ の
非 特 異 的 結 合 を 低 減 し て 、 そ れ に よ り 検 定 の 感 度 を 高 め る 信 号 対 雑 音 比 の 低 下 を も た ら す
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よ う に 最 適 化 す る 必 要 が あ る 。 概 し て 、 こ れ ら の 図 に 提 示 さ れ て い る デ ー タ は 、 ４ ０ ｍ Ｍ
　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ３ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ が 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 一 実 施
の 形 態 で の 使 用 に 最 適 な 塩 濃 度 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 図 ５ ８ を 特 に 参 照 し て 、 ビ ー ズ 緩 衝 液 中 の 種 々 の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 と 、 緩 衝 液 の イ オ ン 強 度
の 変 化 の 結 果 と し て の 関 連 す る 非 特 異 的 結 合 と を 用 い た 実 験 か ら 収 集 し た デ ー タ を 示 す 棒
グ ラ フ 表 現 が あ る 。 図 ５ ８ に 提 示 さ れ る 結 果 に 基 づ い て 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 用 い る の に 最
適 な ビ ー ズ 緩 衝 液 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 は ０ ． ２ Ｍ で あ り 、 こ れ は ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合
が こ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 で 最 小 に な る か ら で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 次 に 図 ５ ９ を 参 照 し て 、 種 々 の 標 的 濃 度 を 用 い た 二 重 ビ ー ズ 検 定 感 度 に 対 す る Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
濃 度 上 昇 の 影 響 を 示 す 棒 グ ラ フ が 示 さ れ て い る 。 図 ５ ９ は 、 検 定 緩 衝 液 中 の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の 濃
度 の 影 響 を 受 け た 、 関 連 す る 非 特 異 的 結 合 も 示 す 。 提 示 さ れ て い る デ ー タ に 基 づ い て 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で 用 い る の に 最 適 な Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 緩 衝 液 濃 度 は ４ ０ ｍ Ｍ で あ り 、
こ れ は 二 重 ビ ー ズ 検 定 か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル が こ の 濃 度 で 最 高 に な る か ら で あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 同 様 に 、 図 ６ ０ は 、 種 々 の 標 的 濃 度 を 用 い た 二 重 ビ ー ズ 検 定 感 度 に 対 す る Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度
上 昇 の 影 響 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 を 提 示 し て い る 。 緩 衝 液 の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 の 最 適 化 に 関 す る
ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 デ ー タ は 、 図 ５ ８ に 提 示 さ れ て い る 。 図 ６ ０ に 示 す よ う に 、 二 重 ビ
ー ズ 検 定 で 実 施 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 最 適 な Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 は ０ ． ３ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ
ｌ で あ る 。 こ の デ ー タ を 生 成 す る た め に 用 い ら れ た 実 験 手 順 の 詳 細 な 説 明 は 、 以 下 の 実 施
例 １ １ で 説 明 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 次 に 図 ６ １ Ａ お よ び 図 ６ １ Ｂ に 移 り 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 感 度 お よ び 酵 素 検 定 感 度 そ れ ぞ れ
に 対 す る 、 検 定 緩 衝 液 中 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 濃 度 上 昇 の 影 響 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 現 が 示 さ れ て い る
。 こ れ ら の 図 か ら の デ ー タ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の ３ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２

の 濃 度 が 、 生 成 さ れ る シ グ ナ ル を 増 加 さ せ 、 か つ 検 定 感 度 を 高 め る の に 最 適 で あ る こ と を
示 す 。 図 ６ １ Ａ お よ び 図 ６ １ Ｂ に 示 す デ ー タ に よ る と 、 ３ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 処 理 で は 、
酵 素 検 定 の 方 が 二 重 ビ ー ズ 検 定 よ り も 高 感 度 で あ る と 思 わ れ る 。 こ の 結 論 は 、 種 々 の 標 的
濃 度 か ら の 処 理 群 内 の シ グ ナ ル の 差 に 基 づ く 。 し た が っ て 、 図 示 の よ う に 、 図 ６ １ Ｂ の 酵
素 検 定 の ３ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 群 の 濃 度 曲 線 の 傾 き は 、 図 ６ １ Ａ の 対 応 す る 曲 線 よ り も 急
で あ る 。 実 施 例 １ ２ で は 、 図 ６ １ Ａ に 関 す る 実 験 を 実 行 す る 手 順 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 次 に 図 ６ ２ に 移 り 、 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 を 高 め る た め の プ ロ ー ブ 遮 断 剤 の 使 用 の イ ラ ス ト
表 現 が 示 さ れ て い る 。 こ の 特 定 の 実 施 例 で 用 い ら れ る プ ロ ー ブ 遮 断 剤 は 、 ビ ー ズ の プ ロ ー
ブ と 相 補 的 な ビ オ チ ン 化 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 ビ ー ズ の 過 剰 な プ ロ ー ブ を 遮 断 す る た め に 用 い ら
れ る プ ロ ー ブ 遮 断 剤 の 量 は 、 プ ロ ー ブ の 所 定 部 分 が 遮 断 剤 に よ り 遮 断 さ れ る よ う な 量 で あ
る 。 二 重 ビ ー ズ 検 定 で の プ ロ ー ブ 遮 断 剤 の 使 用 は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 で の １ つ の 捕 捉 お よ び
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ へ の 標 的 結 合 の 確 率 を 高 め る と い う 点 で 、 検 定 の 感 度 を 高 め る 。 こ れ に
よ り 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 ご と に １ つ の 標 的 ま で 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 を 高 め る こ と が で
き る 。 ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ 遮 断 剤 の 使 用 は 、 検 定 の 最 適 化 の た め の プ ロ ー ブ 遮 断 剤 の 遮 断
効 率 の 定 量 を 可 能 に す る 。 ビ ー ズ に 結 合 し た ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ の 量 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｓ － Ａ Ｐ ） を 含 む ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ま た は ニ ュ ー ト
ラ ビ ジ ン 化 （ neutravidinated） 酵 素 お よ び そ の 適 切 な 基 質 を 用 い た 酵 素 検 定 に よ り 定 量
す る こ と が で き る 。 こ の 試 験 に 用 い る 酵 素 お よ び 基 質 の 選 択 は 、 所 望 の タ イ プ の 検 出 に よ
り 決 ま る 。 一 般 的 に 、 酵 素 － 基 質 反 応 に よ り 分 光 光 度 計 で 定 量 さ れ る 色 を 生 成 す る 比 色 試
験 を 実 施 す る 。 別 法 と し て 、 蛍 光 測 定 器 ま た は Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｉ ｍ ａ ｇ ｅ ｒ を 用 い て 定 量 さ れ
得 る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ま た は ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 化 蛍 光 タ グ を 用 い て も よ い 。 比 色 定 量
お よ び 蛍 光 定 量 は い ず れ も 、 図 １ お よ び 図 ２ に 示 す 適 当 な 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 用 い
て 実 行 し て も よ い 。
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【 ０ ２ ３ ０ 】
　 図 ６ ３ は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 中 に 種 々 の 標 的 濃 度 を 用 い
た 、 生 成 さ れ る シ グ ナ ル お よ び 検 定 感 度 に 対 す る 培 養 時 間 の 影 響 を 示 す デ ー タ の 棒 グ ラ フ
表 示 を 示 す 。 デ ー タ は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 最 高 の シ グ ナ ル お よ び 感 度 を 得 る の に 必 要 な 最
短 培 養 時 間 が ２ 時 間 で あ り 、 ４ 時 間 ま た は 一 晩 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 必 要 な い こ と
を 示 す 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 同 様 に 、 図 ６ ４ は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 実 施 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お い て
種 々 の 標 的 濃 度 を 用 い た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 お よ び 検 定 感 度 に 対 す る 培 養 時 間
お よ び 混 合 の 影 響 を 示 す 、 収 集 さ れ た デ ー タ の 棒 グ ラ フ を 示 す 。 図 ６ ３ に お け る よ う に 、
図 ６ ４ も ま た 、 ２ 時 間 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 最 適 時 間 で あ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 時 間 の 延 長 に よ り シ グ ナ ル 生 成 が 増 加 し な い こ と を 示 す 。 さ ら に 、 混 合 に よ り 、 対 照
に 比 し て 、 ２ 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 著 し く 高
ま っ た 。 以 下 に 提 示 す る 実 施 例 １ ４ で は 、 図 ６ ３ お よ び 図 ６ ４ に 示 す デ ー タ を 生 成 す る た
め に 行 わ れ る 実 験 に 関 す る 詳 細 を 説 明 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
非 特 異 的 結 合 複 合 体 の 除 去 を 含 む 二 重 ビ ー ズ 調 製 法
　 以 下 の 調 製 法 は 、 図 １ １ Ａ 、 図 １ １ Ｂ 、 図 １ ２ Ａ 、 お よ び 図 １ ２ Ｂ に 関 連 し て 上 述 し た
対 応 す る 方 法 の よ り 具 体 的 な 代 替 の 実 施 の 形 態 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 次 に 図 ６ ５ Ａ お よ び 図 ６ ５ Ｂ を 参 照 し て 、 本 発 明 の 一 態 様 に よ る 溶 液 中 の 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 構 造 を 作 成 す る 「 シ ン グ ル ス テ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 技 法 を 用 い た 分 子 検 定
の 準 備 法 が 示 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 図 １ １ Ａ に 関 連 し て 上 述 し た 方 法 と 同 様 で あ る 。
本 方 法 は 、 ス テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｖ 、 ス
テ ッ プ Ｖ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ 、 お よ び ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ と し て 連 続 的 に 示 す ８ つ の 主 な ス
テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 こ の 方 法 の ス テ ッ プ Ｉ で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ で 被 覆 さ れ た い く
つ か の 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 、 緩 衝 溶 液 ２ １ ０ を 含 む 試 験 管 ２ １ ２ に 入 れ る 。 こ の 方 法 で 用
い る 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 数 は 、 例 え ば 約 １ ０ Ｅ ＋ ０ ７ で あ り 、 そ れ ぞ れ の 直 径 は 約 １ μ ｍ
以 上 で あ り 得 る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 懸 濁 し 、 ピ ペ ッ ト ２
１ ４ に よ る 注 入 に よ り 試 験 管 ２ １ ２ に ロ ー ド す る 。 好 ま し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
は 、 ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ
ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 か ら な る 。 所 望 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 温 度 は ３ ７ ℃ で あ る 。 こ の 実 施 の 形 態 の 予 備 的 ス テ ッ プ で は 、 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９
８ を 、 Ｅ Ｄ Ｃ 結 合 に よ り ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 合 さ せ る 。 結 合 法 に 関 す る さ
ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Meth
ods for Attaching Capture DNA and Reporter DNA to Solid Phase Including Selectio
n of Bead Types as Solid Phase」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ １ ， ９ ２ ２ 号 、 お よ
び ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods of Conjugation for Attaching Capture
 DNA and Reporter DNA to Solid Phase」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ７ ， ８ ５ ４ 号
に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら 出 願 の 双 方 は 、 そ の 内 容 が す べ て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ
れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 剤 ２ ０ ２ と 相 補 的 で あ る 。
し た が っ て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ は 、 図 ８ Ａ に 示 す よ う に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に
結 び 付 い た 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ の 相 補 配 列 に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 次 に ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ を 参 照 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ で 被 覆 さ
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れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 ２ １ ０ に 添 加 す る 。 図 ９ Ａ お よ び 図 １ ０ Ａ に も 示 す よ
う に 、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ と 相 補 的 で あ る 。 一 実
施 の 形 態 で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ の 一 部 と 相 補 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６
は 、 ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 合 す る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ お よ
び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は そ れ ぞ れ 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ と 相 補 的 で は あ る が 互 い に 相 補 的 で
は な い 配 列 を 有 す る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 加 え た 後 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ が 捕 捉 ビ ー
ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ が 形 成
さ れ る 。 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と の 間 の
非 特 異 的 結 合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る は ず で あ る 。 標 的 剤 ２ ０ ２ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２
０ ６ は 、 ３ ７ ℃ で ３ ～ ４ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 こ の 実 施 の 形 態 お よ び 他 の 実 施 の 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 の 断 続 的 混 合 （
す な わ ち 、 周 期 的 混 合 と そ れ に 続 く 停 止 ） に よ り 、 連 続 的 混 合 よ り も 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の
収 量 が 高 ま る こ と が 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 こ の ス テ ッ プ を デ ィ ス ク 上 で 行 う 場 合 、 図
２ の デ ィ ス ク ド ラ イ ブ モ ー タ １ ４ ０ お よ び コ ン ト ロ ー ラ １ ４ ２ を 用 い て 、 デ ィ ス ク を 周 期
的 に 回 転 さ せ 、 所 望 の 断 続 的 混 合 を 行 う こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 こ れ は 、 回 転 お よ び 停 止
セ ッ シ ョ ン の 好 ま し い デ ュ ー テ ィ サ イ ク ル を 用 い た 規 定 の 方 法 で 、 デ ィ ス ク を 一 方 向 に 回
転 さ せ 、 次 に デ ィ ス ク を 停 止 さ せ 、 そ の 後 デ ィ ス ク を 同 じ 方 向 に 再 び 回 転 さ せ る と い う 、
デ ィ ス ク に 符 号 化 さ れ た 混 合 プ ロ ト コ ル で 実 施 さ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 符 号 化 さ れ た 混 合
プ ロ ト コ ル は 、 回 転 、 停 止 、 お よ び 逆 回 転 セ ッ シ ョ ン の 好 ま し い デ ュ ー テ ィ サ イ ク ル を 用
い て 、 第 １ の 方 向 に デ ィ ス ク を 回 転 さ せ 、 次 に デ ィ ス ク を 停 止 さ せ 、 そ の 後 デ ィ ス ク を 逆
方 向 に 再 び 回 転 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ れ ら の 特 徴 は 、 図 ３ ３ Ａ お よ び 図 ３ ５ に
関 連 し て さ ら に 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 次 に 、 図 ６ ５ Ａ の ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 二 重 ビ ー ズ
複 合 体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ か ら 分 離 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気
特 性 を 用 い て 、 溶 液 に 磁 界 を 印 加 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １ ９ ４ を 捕 捉 す る こ と が で き
る 。 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内
蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁 液 中 の い か な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
も 除 去 す る よ う に 、 永 久 磁 石 で あ っ て も 電 磁 石 で あ っ て も よ い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合
し て い な い 捕 捉 ビ ー ズ も 単 離 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 別 法 と し て 、 こ の 磁 気 に よ る 除
去 ス テ ッ プ は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ う に オ ン デ ィ ス ク
で 行 っ て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す 精 製 プ ロ セ ス は 、 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 の 除 去 を 含 む 。 洗 浄 緩 衝 液 を
試 験 管 に 添 加 し 、 ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る 。 １ ス テ ッ プ 検 定 に 好 ま し い 洗 浄 緩 衝 液 は
、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０
５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 お よ び １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 。 未 結 合
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ８ ２ 、 浮 遊 Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 粒 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ
て 、 上 清 か ら 除 去 さ れ る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 配 列 、 お よ び レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ の マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 重 な り 合 っ た 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の
格 子 構 造 に 捕 獲 さ れ た 浮 遊 粒 子 の 抽 出 の 際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。 捕 捉 ビ
ー ズ へ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る 方 法 に 関 連 す る 他 の 態 様 に 関 す る さ
ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ
た 「 Reduction of Non-Specific Binding in Dual Bead Assays by Selection of Bead T
ype and Bead Treatment」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ２ ， １ ３ ４ 号 、 お よ び ２ ０ ０
１ 年 ３ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Reduction of Non-Specific Binding in Dual Bead Assay
s by Selection of Buffer Conditions and Wash Conditions」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６
０ ／ ２ ７ ５ ， ０ ０ ６ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら 出 願 の 双 方 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
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【 ０ ２ ４ ０ 】
　 図 ６ ５ Ａ に お け る 次 の ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 図 示 の よ う に
、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 分 間 洗 浄 し て か ら 、 制 限 酵 素 、 尿 素 、 酸 （
好 ま し く は 強 酸 ） 、 ま た は 塩 基 （ 好 ま し く は 強 塩 基 ） を 二 重 ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う に し て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 こ れ ら の 解 離 剤 の 作 用 に よ り 解 離 さ れ 、
そ れ に よ り 、 ６ ５ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ に 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ か ら レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ １ ９ ２ を 解 放 す る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 二 重 ビ ー ズ 構 造 の 解 離 後 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 溶 液 中 の 、 未 結 合 と な っ た レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ か ら 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 分 離 す る 。 溶 液 に 磁 界 を 印 加 し て 、 磁 気 捕
捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 捕 捉 す る こ と が で き る 。 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ
ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁 液
中 の い か な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も 除 去 す る よ う に 、 永 久 磁 石 で あ っ て も 電 磁 石 で あ
っ て も よ い 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ の 間 に 分 離 さ れ な か っ た 非 解 離 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 も 溶 液 か ら 除
去 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ の 間 、 解 放 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含 む
上 清 を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 回 収 す る 。 次 に 、 検 定 混 合 物 を 、 デ ィ ス ク １ ４ ４ ま た は
１ ８ ０ に ロ ー ド し て 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ
読 み 取 り 装 置 を 用 い て 分 析 す る こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 分 析 に は 、 透 過 型 バ イ
オ デ ィ ス ク １ ８ ０ を 用 い て も よ く 、 ま た は 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク １ ４ ４ を 用 い て も よ い 。
反 射 型 お よ び 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 す る 詳 細 は 、 そ れ ぞ れ 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ お よ び 図
４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ に 関 連 し て 上 述 さ れ て い る 。 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 分 析 す る た め に 用 い る こ と
が で き る 光 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 お よ び 他 の 代 替 の デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 は 、 図 １
お よ び 図 ２ に 関 連 し て 詳 細 に 上 述 さ れ て い る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ が 蛍 光 で あ る 場 合 、 ス テ
ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ で 単 離 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も ま た 、 蛍 光 測 定 器 ま た は 蛍 光 光 デ ィ ス ク 読 み
取 り 装 置 を 含 む 任 意 の 同 様 の 蛍 光 型 分 析 装 置 を 用 い て 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 図 ６ ６ Ａ お よ び 図 ６ ６ Ｂ は 合 わ せ て 、 図 ６ ５ Ａ お よ び 図 ６ ５ Ｂ の 方 法 と 同 様 に 、 溶 液 中
で 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 を 作 成 す る 「 シ ン グ ル ス テ ッ プ 抗 原 結 合 」 法 を 用 い た 免 疫 検 定 を
示 す 。 こ の 方 法 も 同 様 に 、 ８ つ の 主 な ス テ ッ プ を 含 み 、 図 １ １ Ｂ に 関 連 し て 上 述 し た 方 法
に 関 す る 。 こ の 方 法 の ８ つ の ス テ ッ プ は 、 図 ６ ６ Ａ お よ び 図 ６ ６ Ｂ に お い て 、 そ れ ぞ れ ス
テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ 、 ス テ ッ プ Ｖ 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ 、
ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ 、 お よ び ス ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ と し て 示 す 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 図 ６ ６ Ａ の ス テ ッ プ Ｉ に 示 す よ う に 、 例 え ば 、 数 が 約 １ ０ Ｅ ＋ ０ ７ で そ れ ぞ れ の 直 径 が
約 １ μ ｍ 以 上 で あ り 、 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ で 被 覆 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 、 緩 衝 溶
液 ２ １ ０ に 添 加 す る 。 こ の 溶 液 は 、 図 ６ ５ Ａ お よ び 図 ６ ５ Ｂ に 示 す 方 法 で 用 い ら れ る も の
と 同 じ で あ っ て よ く 、 ま た は 免 疫 化 学 的 検 定 で 用 い る よ う に 特 別 に 調 製 し て も よ い 。 抗 体
輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ に 対 し て 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 。 輸 送 プ ロ ー ブ １
９ ６ は 、 図 ８ Ｂ に も 示 す よ う に 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ 内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 一
実 施 の 形 態 で は 、 標 的 抗 原 の 一 部 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 Ｅ
Ｄ Ｃ 結 合 を 介 し て ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 合 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、
捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ へ の 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ の 結 合 は 、 受 動 的 な 吸 着 に よ り 達 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 次 に 図 ６ ６ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ Ｉ を 参 照 し て 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ を 溶 液 に 添 加 す る 。 標 的
抗 原 ２ ０ ４ は 、 図 ８ Ｂ に も 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 び 付 い た 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ
１ ９ ６ に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ で 被 覆 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 抗 体 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は 、 図 ９ Ａ お よ び 図 １ ０ Ｂ に
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も 提 示 す る よ う に 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 一 実 施 の 形 態 で は
、 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 合 す る 。 シ グ
ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は そ れ ぞ れ 、 標 的 抗 原 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る が 、 互 い に は 結 合 し な い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 添 加 し た 後 、 標 的 抗 原 ２
０ ４ が 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 １ ９ ４ が 形 成 さ れ る 。 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と 捕 捉 ビ ー ズ
１ ９ ０ と の 間 の 非 特 異 的 結 合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る は ず で あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ で は 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ で の 結 合 後 に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の
未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ か ら 分 離 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 に 磁
界 を 印 加 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １ ９ ４ を 捕 捉 す る こ と が で き る 。 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２
１ ８ を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ
ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁 液 中 の い か な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も 除 去 す る よ う に 、 永 久
磁 石 で あ っ て も 電 磁 石 で あ っ て も よ い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し て い な い 捕 捉 ビ ー ズ も
単 離 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 別 法 と し て 、 上 記 で 示 し た よ う に 、 こ の 磁 気 に よ る 除 去
ス テ ッ プ は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ う に オ ン デ ィ ス ク で
行 っ て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ の 精 製 プ ロ セ ス は 、 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 の 除 去 を 含 む 。 洗 浄 緩 衝 液 を 試 験
管 に 添 加 し 、 ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る 。 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ８ ２ 、 浮 遊 タ ン パ
ク 質 サ ン プ ル 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 分 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ て 、 上 清 か ら 除 去 さ れ る
。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 抗 原 、 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の マ ト リ ッ ク ス
を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 重 な り 合 っ た 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の 格 子 構 造 に 捕 獲 さ れ た 浮
遊 粒 子 の 抽 出 の 際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 図 ６ ６ Ａ に お け る 次 の ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 図 示 の よ う に
、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 回 洗 浄 し て か ら 、 尿 素 、 酸 、 ま た は 塩 基 を
解 離 剤 と し て 、 図 示 の よ う に ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 二 重 ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 す る こ と が で
き る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 酸 ま た は 塩 基 は 、 そ れ ぞ れ 強 酸 ま た は 強 塩 基 で あ る こ と が 好
ま し い 。 こ の よ う に し て 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 こ れ ら の 解 離 剤 の 作 用 に よ り 解 離 さ れ 、
そ れ に よ り 、 ６ ６ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ に 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ か ら レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ １ ９ ２ を 解 放 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 二 重 ビ ー ズ 構 造 の 解 離 後 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 溶 液 中 の 、 未 結 合 と な っ た レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ か ら 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 分 離 す る 。 オ ン デ ィ ス ク ま た は オ フ デ ィ ス
ク で 溶 液 に 磁 界 を 印 加 し て 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 捕 捉 す る こ と が で き る 。 こ こ で 示 す
予 備 的 な オ フ デ ィ ス ク 方 法 で は 、 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １
６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁 液 中 の い か
な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も 除 去 す る よ う に 、 永 久 磁 石 で あ っ て も 電 磁 石 で あ っ て も よ
い 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ の 間 に 分 離 さ れ な か っ た 非 解 離 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 も 溶 液 か ら 除 去 さ れ る
こ と に 留 意 さ れ た い 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ で は 、 解 放 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含 む 上 清 を 、
ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 回 収 す る 。 次 に 、 検 定 混 合 物 を 、 デ ィ ス ク に 直 接 ロ ー ド し て 、 ス
テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 用 い て 分 析 す る こ と が で
き る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 分 析 に は 、 透 過 型 バ イ オ デ ィ ス ク １ ８ ０ を 用 い て も よ く 、 ま た
は 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク １ ４ ４ を 用 い て も よ い 。 反 射 型 お よ び 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に
関 す る 詳 細 は 、 そ れ ぞ れ 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ お よ び 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ に 関 連 し て 詳 細 に 説 明 さ れ
て い る 。 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 分 析 す る た め に 用 い る こ と が で き る 光 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取
り 装 置 お よ び 他 の 代 替 の デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 は 、 図 １ お よ び 図 ２ を 参 照 し て 詳 細 に 上 述
さ れ て い る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ が 蛍 光 で あ る 場 合 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ で 単 離 さ れ た レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ も ま た 、 蛍 光 測 定 器 ま た は 蛍 光 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 含 む 任 意 の 同 様 の 蛍 光
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型 分 析 装 置 を 用 い て 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 図 ６ ７ Ａ お よ び 図 ６ ７ Ｂ は 合 わ せ て 、 こ こ で は 「 ２ ス テ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」
と 呼 ば れ る 代 替 の 遺 伝 的 検 定 法 を 示 す 。 こ の 方 法 は 、 図 １ ２ Ａ に 関 連 し て 上 述 し た 方 法 を
変 更 し た 実 施 の 形 態 で あ る 。 本 方 法 は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 作 成 す る こ と を 対 象 と す る ９
つ の 主 な ス テ ッ プ を 有 す る 。 概 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ を 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 剤 と 相 補 的
な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ で 被 覆 し 、 緩 衝 溶 液 に 入 れ る 。 こ の 実 施 の 形 態
で は 、 標 的 剤 の 一 部 と 相 補 的 な 輸 送 プ ロ ー ブ を 、 Ｅ Ｄ Ｃ 結 合 に よ っ て ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ
ー ズ に 結 合 さ せ る 。 固 相 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 プ ロ ー ブ の 他 の タ イ プ の 結 合 を 利 用
し て も よ い 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 受 動 的 な 吸 着 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 相 互
作 用 の 使 用 を 含 む 。 本 発 明 の こ の 方 法 に よ る ９ つ の 主 な ス テ ッ プ は 、 図 ６ ７ Ａ に お け る ス
テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ 、 ス テ ッ プ Ｖ 、 お よ び ス テ ッ プ
Ｖ Ｉ と し て 、 ま た 図 ６ ７ Ｂ に お け る ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 お よ び ス テ ッ プ
Ｉ Ｘ と し て 連 続 的 に 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 次 に 図 ６ ７ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ を よ り 詳 細 に 参 照 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に
懸 濁 し た 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ か ら 試 験 管 ２ １ ２ に ロ ー ド す る 。 好 ま し い
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 で あ
る 。 望 ま し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は ３ ７ ℃ で あ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ２ が 溶 液 に 添 加 さ れ 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９
０ に 結 び 付 い た 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ の 相 補 配 列 に 結 合 す る 。 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 実 施
の 形 態 で は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ を 、 ３ ７ ℃ で ２ ～ ３ 時 間 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る 。 し か し な が ら 、 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 室 温 で ３ ０ 分 間 以 内 で 行 う
こ と が で き る 。 高 温 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ほ ぼ 瞬 時 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 次 に ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 に 磁 界
を 印 加 し て 結 合 し て い る 標 的 配 列 を 単 離 す る こ と に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ に 結 合 し て い る 標 的
剤 ２ ０ ２ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 磁 界 は 、 内 蔵 の 永 久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石
を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 永 久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石 は
、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 溶 液 の ピ ペ ッ ト 抽 出 に よ っ て 懸 濁 液 中 に 浮 遊 す る い か な る 未
結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ も 除 去 す る 。 上 記 の 方 法 に 関 し て 、 こ の 方 法 の オ ン デ ィ ス ク の 方 法
で は 、 こ の 磁 気 に よ る 除 去 ス テ ッ プ は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ
う に 行 っ て も よ い 。 洗 浄 緩 衝 液 を 添 加 し 、 分 離 プ ロ セ ス を 繰 り 返 す こ と が で き る 。 輸 送 プ
ロ ー ブ １ ９ ８ お よ び 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 後 の 好 ま し い 洗 浄 緩 衝 液 は 、 １ ４
５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ か
ら な る 。 ビ ー ズ へ の 標 的 剤 の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 お
よ び 技 法 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ
れ た 「 Reduction of Non-Specific Binding of Dual Bead Assays by Use of Blocking A
gents」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ８ ， ６ ９ １ 号 に さ ら に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 出
願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 次 に 図 ６ ７ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ Ｖ を 参 照 し て 、 図 ６ ５ Ａ に 示 す 方 法 に 関 連 し て 説 明 し た
よ う に 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 標 的 剤
２ ０ ２ と 相 補 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ で 被 覆 さ れ る 。 こ の 方 法 の １ つ の 特 定 の 実 施 の
形 態 で は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ の 一 部 と 相 補 的 な シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ は 、 ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 合 す る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８
は そ れ ぞ れ 、 標 的 剤 ２ ０ ２ と 相 補 的 で は あ る が 互 い に 相 補 的 で は な い 配 列 を 有 す る 。 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 添 加 後 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １ ９ ０ が 形 成 さ れ る 。 当 業 者 に は 容
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易 に 明 ら か と な る よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 は 、 対 象 と な る 標 的 剤 が 存 在 す る 場 合 に
の み 形 成 さ れ る 。 こ の 形 成 で は 、 標 的 剤 ２ ０ ２ は 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る 。 好 ま し い 緩 衝 溶 液 を 用 い て 、 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ と 捕 捉 ビ ー ズ と の 間 の 非 特 異 的 結 合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る 。 標 的 剤 ２ ０ ２ お よ
び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ６ は 、 ３ ７ ℃ で ２ ～ ３ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る こ と が 好 ま し い
。 上 述 の ス テ ッ プ Ｉ Ｉ の よ う に 、 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 室 温 で ３ ０ 分 以 内 で 行
う こ と が で き る 。 よ り 高 温 で は 、 こ の ス テ ッ プ に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ほ ぼ 瞬
時 に 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 次 に 図 ６ ７ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｖ を 参 照 し て 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後
、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特
性 を 用 い て 、 溶 液 に 再 び 磁 界 を 印 加 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 単 離 す る 。 ま た 、 単 離
物 が レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し て い な い 捕 捉 ビ ー ズ を 含 む こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ の 方 法
の オ ン デ ィ ス ク の 方 法 で の 上 記 の ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ の よ う に 、 こ の 磁 気 に よ る 分 離 ス テ ッ プ
は 、 図 ３ ３ Ａ 、 図 ３ ５ 、 お よ び 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ に 示 す よ う に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 を 除 去 す る 精 製 プ ロ セ ス は 、 洗 浄 緩 衝 液 を 試 験 管 に 添 加 す る こ と 、
お よ び ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る こ と を 含 む 。 ２ ス テ ッ プ 検 定 に 好 ま し い 洗 浄 緩 衝 液 は
、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０
５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 お よ び １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 。 未 結 合
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ 、 浮 遊 Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 粒 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ て 、 上
清 か ら 除 去 さ れ る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 剤 、 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
の マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 重 な り 合 っ た 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の 格 子 構 造
に 捕 獲 さ れ た 浮 遊 粒 子 の 抽 出 の 際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ 、 標 的 剤 、 お よ び 捕 捉 ビ ー ズ の 間 の 非 特 異 的 な 結 合 の 低 減 を 対 象 と す る 他 の 関 連 す る 態
様 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 、 ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 ２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 「 Mixi
ng Methods to Reduce Non-Specific Binding in Dual Bead Assays」 と 題 す る 米 国 仮 出
願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ２ ， ２ ４ ３ 号 、 お よ び ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assa
ys Including Linkers to Reduce Non-Specific Binding」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／
２ ７ ２ ， ４ ８ ５ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ ら は そ の 内 容 の す べ て が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る
。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 図 ６ ７ Ａ に 示 す 次 の ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ Ｉ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 １ ９ ４ を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 回 洗 浄 し て か ら 、 検 定 混 合 物 を デ ィ ス ク に ロ ー ド し
て 分 析 す る 。 別 法 と し て 、 こ の ス テ ッ プ の 間 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド シ グ ナ ル お よ び 輸 送 プ
ロ ー ブ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 デ ィ ス ク 分 析 お よ び シ グ ナ ル 検 出 プ ロ セ ス 中 の 二 重 ビ ー ズ
複 合 体 の 分 解 を 防 止 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 に 関 す る さ ら な る 詳 細
は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Im
proved Dual Bead Assays Using Ligation」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ２ ７ ８ ， ６ ９ ４
号 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 出 願 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る
。 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 図 ６ ７ Ａ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ に 示 す よ う に 、 制 限 酵 素
、 尿 素 、 酸 、 ま た は 塩 基 を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 二 重 ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 し て も よ い 。
二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 図 ６ ７ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ に 示 す よ う に 、 こ れ ら の 解 離 材 の 作 用 に よ
り 解 離 さ れ 、 そ れ に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ か ら レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 解 放 す る 。 本
明 細 書 で 用 い ら れ る 酸 ま た は 塩 基 は 、 そ れ ぞ れ 強 酸 ま た は 強 塩 基 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 二 重 ビ ー ズ 構 造 の 解 離 後 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 溶 液 中 の 、 未 結 合 と な っ た
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ か ら 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 分 離 す る 。 溶 液 に 磁 界 を 印 加 し て 、 磁 気
捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 捕 捉 す る こ と が で き る 。 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ を 有 す る 磁 気 試 験 管
ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 懸 濁
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液 中 の い か な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も 除 去 す る よ う に 、 永 久 磁 石 で あ っ て も 電 磁 石 で
あ っ て も よ い 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ の 間 に 分 離 さ れ な か っ た 非 解 離 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 も 溶 液
か ら 除 去 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ の 間 、 解 放 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ を 含 む 上 清 を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 回 収 す る 。 次 に 、 検 定 混 合 物 を 、 デ ィ ス ク に ロ
ー ド し て 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｘ に 示 す よ う に 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 用 い て 分 析 す る
こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 分 析 に は 、 透 過 型 バ イ オ デ ィ ス ク １ ８ ０ を 用 い て も よ
く 、 ま た は 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク １ ４ ４ を 用 い て も よ い 。 反 射 型 お よ び 透 過 型 光 バ イ オ デ
ィ ス ク に 関 す る 詳 細 は 、 そ れ ぞ れ 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ お よ び 図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ に 関 連 し て 詳 述 さ
れ て い る 。 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 分 析 す る た め に 用 い る こ と が で き る 光 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み
取 り 装 置 お よ び 他 の 代 替 の デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 は 、 図 １ お よ び 図 ２ に 関 連 し て 詳 細 に 上
述 さ れ て い る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ が 蛍 光 で あ る 場 合 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ で 単 離 さ れ た レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ も ま た 、 蛍 光 測 定 器 ま た は 蛍 光 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 含 む 任 意 の 同 様 の
蛍 光 型 分 析 装 置 を 用 い て 定 量 す る こ と が で き る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 か ら レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
を 解 放 す る た め に 解 離 剤 を 用 い て 行 わ れ る 実 験 は 、 以 下 の 実 施 例 １ ５ お よ び １ ６ で 詳 細 に
説 明 す る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 こ の 発 明 の 別 の 態 様 に よ る と 、 図 ６ ８ Ａ お よ び 図 ６ ８ Ｂ は 合 わ せ て 、 図 ６ ６ Ａ お よ び 図
６ ６ Ｂ に 関 連 し て 説 明 し 、 か つ 図 ６ ７ Ａ お よ び 図 ６ ７ Ｂ の 遺 伝 的 検 定 の 技 法 に 従 っ た も の
と 同 様 の 免 疫 検 定 法 を 示 す 。 こ の 方 法 は 、 こ こ で は 免 疫 化 学 的 検 定 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を
作 成 す る 「 ２ ス テ ッ プ 結 合 」 と も 呼 ば れ る 。 こ の 方 法 は 、 図 １ ２ Ｂ で 上 述 し た 方 法 に 関 連
す る よ り 具 体 的 な 実 施 の 形 態 で あ る 。 図 ６ ７ Ａ お よ び 図 ６ ７ Ｂ に 示 す 方 法 の よ う に 、 こ の
方 法 は ９ つ の 主 な ス テ ッ プ を 含 む 。 概 し て 、 標 的 抗 原 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 輸 送 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ を 、 緩 衝 溶 液 に 入 れ る 。 １ つ の 特 定 の 実 施 の 形 態
で は 、 抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ を ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ に 結 合 さ せ る 。 検 定 を 行 う た め に 利 用
さ れ る デ ィ ス ク ド ラ イ ブ お よ び デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ の タ イ プ に 応 じ て 、 異 な る サ イ ズ の 磁
気 捕 捉 ビ ー ズ を 用 い て も よ い 。 本 発 明 の こ の 代 替 の 方 法 に よ る ９ つ の 主 な ス テ ッ プ は 、 そ
れ ぞ れ 図 ６ ８ Ａ の ス テ ッ プ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ 、 ス テ ッ プ
Ｖ 、 お よ び ス テ ッ プ Ｖ Ｉ 、 な ら び に 図 ６ ８ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 お よ
び ス テ ッ プ Ｉ Ｘ と し て 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 次 に 図 ６ ８ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｉ を 特 に 参 照 し て 、 緩 衝 溶 液 ２ １ ０ に 懸 濁 し た 捕 捉 ビ ー ズ
１ ９ ０ を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ か ら の 注 入 に よ っ て 試 験 管 ２ １ ２ に ロ ー ド す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ で は 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ を 溶 液 に 添 加 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 び 付 い た
抗 体 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ に 結 合 さ せ る 。 標 的 抗 原 ２ ０ ４ お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ６ は 、 ３
７ ℃ で ２ ～ ３ 時 間 結 合 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 短 い 結 合 時 間 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 ス テ ッ プ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁 気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 に 磁 界 を 印
加 し て 結 合 し て い る 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ り 、 捕 捉 ビ ー
ズ １ ９ ０ に 結 合 し て い る 標 的 抗 原 ２ ０ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 磁 界 は 、 内 蔵
の 永 久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石 を 有 す る 磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、
永 久 磁 石 ２ １ ８ ま た は 電 磁 石 は 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出 し て 、 溶 液 の ピ ペ ッ ト 抽 出 に よ っ て
懸 濁 液 中 に 浮 遊 す る い か な る 未 結 合 標 的 抗 原 ２ ０ ４ も 除 去 す る 。 洗 浄 緩 衝 液 を 添 加 し て 、
分 離 プ ロ セ ス を 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 次 に ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す よ う に 、 図 ６ ６ Ａ に 示 す 方 法 に 関 連 し て 説 明 し た よ う に 、 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 溶 液 に 添 加 す る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ は 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ に 親
和 性 の あ る シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ で 被 覆 さ れ る 。 こ の ２ ス テ ッ プ 免 疫 化 学 的 検 定 の １ つ
の 特 定 の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２
０ ８ は 、 ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ に 結 合 す る 。 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８
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お よ び 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ は そ れ ぞ れ 、 標 的 抗 原 ２ ０ ４ の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る
が 、 互 い に は 結 合 し な い 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 添 加 後 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 １ ９
０ が 形 成 さ れ る 。 当 業 者 に は 容 易 に 明 ら か と な る よ う に 、 こ れ ら の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造
は 、 対 象 と な る 標 的 抗 原 が 存 在 す る 場 合 に の み 形 成 さ れ る 。 こ の 形 成 で は 、 標 的 抗 原 ２ ０
４ は 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と を 連 結 す る 。 好 ま し い 緩 衝 溶 液
を 用 い て 、 特 定 の 完 全 な 洗 浄 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 捕 捉 ビ ー ズ と の 間 の 非 特 異 的 結
合 は 最 小 限 に 抑 え ら れ る 。 標 的 抗 原 ２ ０ ４ お よ び シ グ ナ ル プ ロ ー ブ ２ ０ ８ は 、 ３ ７ ℃ で ２
～ ３ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る こ と が 好 ま し い 。 上 述 の ス テ ッ プ Ｉ Ｉ の よ う に 、 十 分 な 結
合 は 室 温 で ３ ０ 分 以 内 で 行 う こ と が で き る 。 免 疫 検 定 の 場 合 、 ３ ７ ℃ を 超 え る 温 度 は 、 タ
ン パ ク 質 が 変 性 す る た め 好 ま し く な い 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 次 に 図 ６ ８ Ａ に 示 す ス テ ッ プ Ｖ に 移 り 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ に 示 す 結 合 後 に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 １ ９ ４ を 溶 液 中 の 未 結 合 種 か ら 分 離 す る 。 こ れ は 、 図 示 の よ う に 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 磁
気 特 性 を 用 い て 、 溶 液 に 磁 界 を 印 加 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 単 離 す る こ と に よ り 行
わ れ る 。 単 離 物 は レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し て い な い 捕 捉 ビ ー ズ を 含 む こ と に 、 再 び 留 意
さ れ た い 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 浮 遊 粒 子 を 含 む 上 清 を 除 去 す る 精 製 プ ロ セ ス は 、 洗 浄 緩 衝 液 を 試 験 管 に 添 加 す る こ と 、
お よ び ビ ー ズ 溶 液 を 十 分 に 混 合 す る こ と を 含 む 。 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ 、 浮 遊 タ ン パ ク
質 、 お よ び 非 特 異 的 結 合 粒 子 の ほ と ん ど は 、 攪 拌 さ れ て 、 上 清 か ら 除 去 さ れ る 。 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 は 、 捕 捉 ビ ー ズ 、 標 的 剤 、 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る こ
と が で き 、 こ こ で 、 重 な り 合 っ た 二 重 ビ ー ズ 粒 子 の 格 子 構 造 に 捕 獲 さ れ た 浮 遊 粒 子 の 抽 出
の 際 に 、 洗 浄 プ ロ セ ス が さ ら に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 図 ６ ８ Ａ に お け る 最 後 の ス テ ッ プ は ス テ ッ プ Ｖ Ｉ で あ る 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 図 ６ ８ Ａ
の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ に 示 す よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 １ ９ ４ を 洗 浄 緩 衝 溶 液 で 約 ３ ～ ５ 回 洗 浄
し て か ら 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 尿 素 、 酸 （ 好 ま し く は 強 酸 ） 、 ま た は 塩 基 （ 好 ま し く
は 強 塩 基 ） を 二 重 ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 す る こ と が で き る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 こ れ ら の 解
離 剤 の 作 用 に よ り 解 離 さ れ 、 そ れ に よ り 、 次 に 図 ６ ８ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、
捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ か ら レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 解 放 す る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 二 重 ビ ー ズ 構 造 の 解 離 後 、 図 ６ ８ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う に 、 溶 液 中 の 、 未 結
合 と な っ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ か ら 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 分 離 す る 。 溶 液 に 磁 界 を 印 加
し て 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ を 捕 捉 す る こ と が で き る 。 磁 界 は 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ を 有 す る
磁 気 試 験 管 ラ ッ ク ２ １ ６ に 封 入 す る こ と が で き 、 内 蔵 磁 石 ２ １ ８ は 、 磁 気 ビ ー ズ を 引 き 出
し て 、 懸 濁 液 中 の い か な る 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も 除 去 す る よ う に 、 永 久 磁 石 で あ っ て
も 電 磁 石 で あ っ て も よ い 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ の 間 に 分 離 さ れ な か っ た 非 解 離 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 も 溶 液 か ら 除 去 さ れ る こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ の 方 法 の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ の 間 、 解 放 さ
れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 含 む 上 清 を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 回 収 す る 。 次 に 、 検
定 混 合 物 を 、 デ ィ ス ク に ロ ー ド し て 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｘ に 示 す よ う に 、 光 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み
取 り 装 置 を 用 い て 分 析 す る こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 分 析 に は 、 透 過 型 バ イ オ デ
ィ ス ク １ ８ ０ を 用 い て も よ く 、 ま た は 反 射 型 バ イ オ デ ィ ス ク １ ４ ４ を 用 い て も よ い 。 反 射
型 お よ び 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク に 関 す る 詳 細 は 、 そ れ ぞ れ 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ お よ び 図 ４ Ａ
～ 図 ４ Ｃ を 参 照 し て 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ を 分 析 す る
た め に 用 い る こ と が で き る 光 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 お よ び 他 の 代 替 の デ ィ ス ク 読 み
取 り 装 置 は 、 図 １ お よ び 図 ２ に 関 連 し て 詳 細 に 上 述 さ れ て い る 。 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ で 単 離
さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も ま た 、 蛍 光 測 定 器 ま た は 蛍 光 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 含 む 任
意 の 同 様 の 蛍 光 型 分 析 装 置 を 用 い て 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 上 記 の 別 の 方 法 の い ず れ に つ い て も 、 図 ６ ８ Ａ お よ び 図 ６ ８ Ｂ に 示 す 方 法 に お け る 磁 気
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的 な 除 去 ま た は 分 離 ス テ ッ プ は 、 別 法 と し て 図 ３ ３ Ａ ～ 図 ３ ３ Ｄ 、 図 ３ ４ Ａ ～ 図 ３ ４ Ｃ 、
図 ３ ５ 、 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ 、 お よ び 図 ３ ７ に 示 さ れ る デ ィ ス ク 、 流 体 回 路 、 お よ び 装 置
を 用 い て オ ン デ ィ ス ク で 行 っ て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
検 定 感 度 を 高 め 、 か つ ビ ー ズ の 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る た め の 解 離 剤 の 使 用
　 次 に 図 ６ ９ に 進 み 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 非 存 在 下 で の Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ 消 化 効 率 を 説 明 す る
棒 グ ラ フ 表 示 が 示 さ れ て い る 。 こ の 実 験 で は 、 図 ８ Ａ で 上 述 し た よ う に 、 ビ オ チ ン 化 標 的
Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ を 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｓ － Ａ Ｐ ） を
検 定 混 合 物 に 添 加 し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の ビ オ チ ン と 結 合 さ せ た 。 一 連 の 洗 浄 ス テ ッ プ 後 、 Ｓ －
Ａ Ｐ 色 原 体 基 質 を 検 定 溶 液 の ア リ コ ー ト に 添 加 し 、 結 合 し た 標 的 の 量 を 分 光 光 度 計 を 用 い
て 比 色 定 量 し た 。 同 時 に 、 上 記 で 取 っ た も の と 等 量 の ア リ コ ー ト を 、 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ を 含 む
緩 衝 液 中 で 培 養 し た 。 培 養 後 、 検 定 混 合 物 を 洗 浄 し 、 Ｓ － Ａ Ｐ を 溶 液 に 添 加 し 、 Ｄ Ｎ ア ー
ゼ に よ り 消 化 さ れ な か っ た 標 的 残 渣 に 結 合 さ せ た 。 観 察 に よ り 、 対 照 と Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ 消 化 処
理 群 と の シ グ ナ ル の 差 に 顕 著 に 現 れ る 高 い Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ 消 化 活 性 が 示 さ れ た 。 こ こ で 説 明 し
た も の と 同 様 の 実 験 に 関 す る 詳 細 は 、 以 下 の 実 施 例 １ ５ で 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 次 に 図 ７ ０ を 参 照 し て 、 図 ６ ９ で 説 明 し た も の と 同 様 の 実 験 か ら 収 集 し た デ ー タ の 棒 グ
ラ フ 図 が 示 さ れ て い る 。 こ の 実 験 で は 、 図 ６ ９ で 説 明 し た よ う な 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ 単 独 の 代
わ り に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 用 い た 。 こ の 場 合 、 標 的 ２ ０ ２ を 、 図 １ ０ Ａ で 上 述 し た よ う に
、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ と の 間 に 位 置 付 け る 。 図 ６ ５ Ａ の ス テ ッ プ
Ｉ ～ ス テ ッ プ Ｖ で 説 明 し た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 形 成 後 に 、 ス テ ッ プ Ｉ Ｖ （ 図 ６ ５ Ａ ） で 回
収 し た 上 清 中 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 量 と 、 ス テ ッ プ Ｖ （ 図 ６ ５ Ａ ） に 示 す 検 定 混 合 物 中 の
捕 捉 ビ ー ズ に 結 合 し た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 量 と を 、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 定 量 し た 。 次 に 、
Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ を 検 定 混 合 物 に 添 加 し 、 図 ６ ５ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ に 提 示 し た よ う に 、 二 重 ビ
ー ズ 複 合 体 の プ ロ ー ブ に 結 合 し た 標 的 を 切 断 さ せ 、 そ れ に よ り 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ か ら レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ を 解 放 し た 。 次 の ス テ ッ プ は 、 図 ６ ５ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ に 示 す よ う な 、 捕 捉 ビ
ー ズ の 単 離 お よ び 新 た に 解 放 さ れ た 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含 む 上 清 の 回 収 を 伴 う 。 上 清
中 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ か ら の シ グ ナ ル を 、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 定 量 し た 。 非 解 離 レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ も 、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 定 量 し た 。 こ の 実 験 か ら 収 集 し た デ ー タ は 、 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ
Ｉ 酵 素 消 化 が 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 で は 図 ６ ９ で 説 明 し た 単 一 ビ ー ズ 設 定 で の Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ
酵 素 消 化 ほ ど 効 率 的 で は な か っ た こ と を 示 す 。 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ 消 化 活 性 の 低 下 は 、 標 的 へ の Ｄ
Ｎ Ａ ア ー ゼ の ア ク セ ス を 妨 げ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の ビ ー ズ か ら の 立 体 障 害 に よ る 可 能 性 が
あ る 。 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 実 施 さ れ る 制 限 酵 素 消 化 の 使 用 に 関 す る 実 験 の 詳 細 は 、 以 下 の 実
施 例 １ ５ で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 こ の 検 定 で 回 収 さ れ た 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 蛍 光
型 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 ま た は 上 述 の 任 意 の 同 様 の デ バ イ ス と 共 に 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま
た は 医 療 Ｃ Ｄ を 用 い て 定 量 し て も よ い 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 い か な る 検 定 の 感 度 も 、 雑 音 に 対 す る 信 号 の 比 に 依 存 す る 。 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 は 、
捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の 非 特 異 的 結 合 の 最 小 化 に 依 拠 す る 。 標 的 の 非 存 在 下 で
の 二 重 ビ ー ズ 間 の 非 特 異 的 相 互 作 用 は 安 定 し て い る た め 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で の
洗 浄 に よ っ て な く す こ と は で き な い 。 し か し な が ら 、 非 特 異 的 二 重 ビ ー ズ の 寄 与 は 、 標 的
媒 介 二 重 ビ ー ズ の み の 検 出 お よ び 定 量 に よ り な く す こ と が で き る 。 図 ７ １ に 示 す よ う に 、
二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 酵 素 消 化 （ Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ 、 制 限 酵 素 ） に よ り 、 ま た は 化 学 的 お よ び 物
理 的 処 理 （ 熱 処 理 、 尿 素 処 理 、 塩 基 処 理 、 ま た は 酸 処 理 ） に よ り 分 離 す る こ と が で き る 。
さ ら に 、 過 剰 な 未 結 合 捕 捉 ビ ー ズ の 存 在 下 で の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 定 量 は 、 検 出 検 定 の 感
度 を 低 下 さ せ る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 捕 捉 ビ ー ズ か ら レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 分 離 す る
こ と に よ り 、 バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 定 量 が 容 易 に な り 、
し た が っ て 検 定 の 感 度 が 高 ま る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
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　 次 に 図 ７ １ を よ り 詳 細 に 参 照 し て 、 酵 素 消 化 お よ び 物 理 的 ま た は 化 学 的 処 理 に よ る 、 二
重 ビ ー ズ 複 合 体 の 捕 捉 ビ ー ズ か ら の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 分 離 の 概 略 表 現 が あ る 。 図 ７ １ は
、 図 ６ ５ Ａ 、 図 ６ ５ Ｂ 、 図 ６ ７ Ａ 、 お よ び 図 ６ ７ Ｂ に 関 連 し て 説 明 し た 種 々 の 解 離 剤 を 用
い た 二 重 ビ ー ズ 形 成 お よ び 解 離 の 概 要 を 示 す 。 解 放 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 回 収 し た 後
、 蛍 光 測 定 器 、 フ ル オ ル イ メ ー ジ ャ （ fluorimager： 蛍 光 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ） 、 蛍 光 型
光 デ ィ ス ク 読 み 取 り シ ス テ ム 、 Ｃ Ｄ － Ｒ 型 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム 、 あ る い は 微 小 球 ま た は 蛍
光 を 検 出 す る こ と が で き る 任 意 の デ バ イ ス を 含 む 、 い く つ か の 方 法 の う ち の 任 意 の １ つ に
よ っ て 、 ビ ー ズ を 定 量 す る 。 目 下 好 ま し い 検 出 の 方 法 は 、 図 １ 、 図 ２ 、 図 ３ Ａ 、 図 ３ Ｂ 、
図 ３ Ｃ 、 図 ４ Ａ 、 図 ４ Ｂ 、 お よ び 図 ４ Ｃ に 関 連 し て 詳 細 に 説 明 し た よ う な 光 バ イ オ デ ィ ス
ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ シ ス テ ム の 使 用 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 次 に 図 ７ ２ を 参 照 し て 、 図 ７ ０ で 説 明 し た も の と 同 様 の 種 々 の 標 的 濃 度 で の 高 ｐ Ｈ 洗 浄
を 用 い た 、 捕 捉 ビ ー ズ か ら の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 分 離 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 現 が あ る 。 二 重 ビ
ー ズ 複 合 体 は 、 図 ６ ７ Ａ の ス テ ッ プ Ｉ ～ ス テ ッ プ Ｖ Ｉ で 説 明 し た よ う に 形 成 さ れ る 。 二 重
ビ ー ズ が 形 成 さ れ て 単 離 さ れ る と 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ （ 図 ６ ７ Ａ ） に 示 す よ う に 、 強 酸 を 二 重
ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 す る 。 短 時 間 の 培 養 後 、 標 的 と プ ロ ー ブ と の 水 素 結 合 を 妨 害 す る 塩 基 の
作 用 に よ り 二 重 ビ ー ズ が 解 離 し 、 そ れ に よ り 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ （ 図 ６ ７ Ｂ ） に 示 す よ う に
、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 か ら 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ お よ び 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ が 解 放 さ れ る 。 次 の
ス テ ッ プ は 、 図 ６ ７ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ で 説 明 し た よ う な 捕 捉 ビ ー ズ の 単 離 で あ る 。 単
離 さ れ た 捕 捉 ビ ー ズ は 、 非 解 離 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 も 含 む 。 こ の 単 離 物 を 、 こ の 特 定 の 実 施
の 形 態 に お い て 蛍 光 測 定 器 に よ り 定 量 し た 。 図 ７ ２ に 示 す デ ー タ は 、 １ × １ ０ － １ ６ Ｍ ～
１ × １ ０ － １ ４ Ｍ の 標 的 濃 度 で 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 解 離 が １ ０ ０ ％ で あ る こ と を 示 す 。 塩
基 を 解 離 剤 と し て 用 い て 行 わ れ る 実 験 の 詳 細 は 、 以 下 の 実 施 例 １ ６ で 詳 細 に 説 明 す る 。 レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 フ ル オ ル イ メ ー ジ ャ 、 蛍 光 型 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り シ ス テ ム 、 Ｃ Ｄ － Ｒ
型 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム 、 あ る い は 微 小 球 ま た は 蛍 光 を 検 出 す る こ と が で き る 任 意 の デ バ イ
ス を 含 む 、 い く つ か の 方 法 の う ち の 任 意 の １ つ に よ っ て 定 量 す る こ と も で き る 。 好 ま し い
検 出 の 方 法 は 、 図 １ 、 図 ２ 、 図 ３ Ａ 、 図 ３ Ｂ 、 図 ３ Ｃ 、 図 ４ Ａ 、 図 ４ Ｂ 、 お よ び 図 ４ Ｃ に
関 連 し て 詳 細 に 説 明 し た よ う な 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ シ ス テ ム の 使 用 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 次 に 図 ７ ３ Ａ を 参 照 し て 、 尿 素 を 変 性 剤 ま た は 解 離 剤 と し て 用 い た 実 験 か ら 収 集 さ れ た
デ ー タ の 棒 グ ラ フ 図 が あ る 。 こ の 実 験 の 詳 細 は 、 図 ６ ９ に 関 連 し て 説 明 し た も の と 同 様 で
あ る 。 図 ６ ９ に お け る よ う に 、 図 ８ で 上 述 し た よ う に 、 ビ オ チ ン 化 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ を 磁
気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｓ － Ａ Ｐ ） を 検 定 混 合 物 に 添 加
し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ の ビ オ チ ン と 結 合 さ せ た 。 一 連 の 洗 浄 ス テ ッ プ 後 、 Ｓ － Ａ Ｐ 色 原 体
基 質 を 検 定 溶 液 の ア リ コ ー ト に 添 加 し 、 結 合 し た 標 的 の 量 を 分 光 光 度 計 を 用 い て 比 色 定 量
し た 。 同 時 に 、 上 記 で 取 っ た も の と 等 量 の ア リ コ ー ト を 、 ７ Ｍ 　 尿 素 を 含 む 緩 衝 液 中 で 培
養 し た 。 培 養 後 、 検 定 混 合 物 を 洗 浄 し 、 Ｓ － Ａ Ｐ を 溶 液 に 添 加 し 、 ７ Ｍ 　 尿 素 に よ り 変 性
さ れ な か っ た 、 捕 捉 ビ ー ズ の 輸 送 プ ロ ー ブ に 結 合 し た ま ま の 標 的 残 渣 に 結 合 さ せ た 。 こ の
結 果 は 、 対 照 と ７ Ｍ 　 尿 素 処 理 群 と の シ グ ナ ル の 差 に よ り 明 ら か で あ る よ う に 、 比 較 的 効
率 の よ い 変 性 活 性 を 示 し た 。 こ こ で 説 明 し た も の と 同 様 の 実 験 に 関 す る 詳 細 は 、 以 下 の 実
施 例 １ ６ で 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 次 に 図 ７ ３ Ｂ を 参 照 し て 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お い て 尿 素 を 解 離 剤 と し て 用 い た 実 験 か ら
収 集 し た デ ー タ を 示 す 棒 ぐ グ ラ フ が あ る 。 こ の 実 験 の 詳 細 は 、 図 ７ ０ に 関 連 し て 説 明 し た
も の と 同 様 で あ る 。 図 ７ ０ に お け る よ う に 、 図 ７ ３ Ａ で 説 明 し た よ う な 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ 単
独 の 代 わ り に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 用 い た 。 こ の 場 合 、 標 的 を 、 図 １ ０ Ａ で 上 述 し た よ う に
、 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の 間 に 位 置 付 け る 。 図 ６ ７ Ａ の ス テ ッ プ Ｉ ～ ス テ ッ プ
Ｖ Ｉ で 説 明 し た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 形 成 後 に 、 ス テ ッ プ Ｖ （ 図 ６ ７ Ａ ） で 回 収 し た 上 清 中
の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 量 と 、 ス テ ッ プ Ｖ Ｉ （ 図 ６ ７ Ａ ） に 示 す 検 定 混 合 物 中 の 捕 捉

10

20

30

40

50

(58) JP 2005-530127 A 2005.10.6



ビ ー ズ １ ９ ０ に 結 合 し た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ の 量 と を 、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 定 量 し た
。 次 に 、 所 定 量 の 尿 素 を 検 添 加 し 、 検 定 溶 液 の 最 終 尿 素 濃 度 を ７ Ｍ に し た 。 こ れ に よ り 、
図 ６ ７ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ に 提 示 し た よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の プ ロ ー ブ に 結 合 し た 標
的 の 変 性 が 生 じ 、 そ れ に よ り 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ か ら レ ポ ー タ ー ビ ー ズ が 解 放 さ れ た 。 次 の ス
テ ッ プ は 、 図 ６ ７ Ｂ の ス テ ッ プ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ に 示 す よ う な 、 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ の 単 離 お よ び 新
た に 解 放 さ れ た 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ １ ９ ２ を 含 む 上 清 の 回 収 を 伴 う 。 上 清 中 の レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ か ら の シ グ ナ ル を 、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 定 量 し た 。 非 解 離 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ も 、
蛍 光 測 定 器 を 用 い て 定 量 し た 。 こ の 実 験 か ら 収 集 し た デ ー タ は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 検 定 に
お い て 、 図 ７ ０ で 説 明 し た よ う に Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ を 解 離 剤 と し て 使 用 し た 場 合 よ り も ７ Ｍ 　
尿 素 変 性 の 方 が 効 率 的 で あ っ た こ と を 示 す 。 解 離 の 増 加 は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の ビ ー ズ か
ら の 立 体 障 害 が な い た め で あ る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は 尿 素 が Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ よ り も 著 し く 小 さ
い 分 子 で あ る か ら で あ る 。 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 実 施 さ れ る ７ Ｍ 　 尿 素 変 性 の 使 用 に 関 す る 実
験 の 詳 細 は 、 以 下 の 実 施 例 １ ６ で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 こ の 検 定 で 回 収 さ れ た 蛍 光 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ は 、 蛍 光 型 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 ま た は 上 述 の 任 意 の 同 様 の デ バ イ ス と 共
に 光 バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ を 用 い て 定 量 し て も よ い 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
Ｄ Ｎ Ａ 標 的 検 出 の 向 上 の た め の Ｄ Ｎ Ａ 変 性 剤 の 使 用
　 医 学 的 標 的 を 検 出 す る た め に 二 重 ビ ー ズ 検 定 を さ ら に 変 更 す る こ と が 、 本 発 明 の 主 な 態
様 で あ る 。 実 際 の サ ン プ ル で は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 は 二 本 鎖 で あ り 、 非 常 に 長 い 。 二 重 ビ ー ズ 検
定 、 お よ び 任 意 の 他 の Ｄ Ｎ Ａ 診 断 検 定 の 、 全 ゲ ノ ム 内 の 臨 床 上 の 対 象 と な る 配 列 を 検 出 す
る 能 力 は 、 第 １ に 、 対 象 と な る 配 列 に 対 す る プ ロ ー ブ の 特 異 性 に 、 第 ２ に 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 を
変 性 さ れ た 一 本 鎖 の 形 態 に 保 っ て 捕 捉 す る た め の 非 常 に 強 い 界 面 活 性 剤 の 使 用 に 依 存 す る
。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 臨 床 上 の 対 象 と な る 配 列 を 検 出 す る 際 の 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 成 功 は 、 プ ロ ー ブ の 設 計 に 主
に 依 存 す る 。 ヒ ト ゲ ノ ム の 複 雑 性 お よ び 退 化 （ degeneracy） を 考 慮 す れ ば 、 臨 床 上 の 対 象
と な る 配 列 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 診 断 さ れ る 配 列 に 特 有 の も の で あ り
、 か つ 配 列 の 変 異 体 を 認 識 す る の に 十 分 な ほ ど 一 般 的 な も の で な け れ ば な ら な い 。 コ ン ピ
ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た プ ロ ー ブ の 設 計 に よ り 、 配 列 を Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ 検 索 な ど の デ ー タ
バ ン ク に お け る 既 存 の 配 列 と 比 較 す る こ と が で き る 。 対 象 と な る 配 列 に 特 異 的 な プ ロ ー ブ
が 設 計 さ れ る と 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 に 導 入 さ れ る 主 な 変 更 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝
液 中 の 変 性 剤 を 用 い て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 配 列 の 再 ア ニ ー リ ン グ を 防 止 す る こ と を 含 む 。
こ れ に よ り 、 標 的 と プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 可 能 に な る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 発 明 は 、 分 析 デ ィ ス ク 、 改 良 型 光 デ ィ ス ク 、 医 療 Ｃ Ｄ 、 ま た は バ イ オ デ ィ ス ク に 対 し
て 上 記 の 方 法 を 実 施 す る こ と に も 向 け ら れ 得 る 。 図 １ お よ び 図 ２ を 参 照 し て 上 述 し た も の
な ど の バ イ オ デ ィ ス ク ま た は 医 療 Ｃ Ｄ ド ラ イ ブ ア セ ン ブ リ を 用 い て 、 デ ィ ス ク を 回 転 さ せ
、 デ ィ ス ク に 記 憶 さ れ た い か な る 符 号 化 情 報 を も 読 み 取 っ て 処 理 し 、 バ イ オ デ ィ ス ク ま た
は 医 療 Ｃ Ｄ の フ ロ ー 流 路 に お い て Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル を 分 析 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、
バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ に は 、 バ イ オ デ ィ ス ク を 回 転 さ せ る モ ー タ と 、 デ ィ ス ク の 回 転 速
度 を 制 御 す る コ ン ト ロ ー ラ と 、 デ ィ ス ク か ら の 帰 還 信 号 を 処 理 す る プ ロ セ ッ サ と 、 処 理 さ
れ た 信 号 を 分 析 す る 分 析 装 置 と が 設 け ら れ る 。 モ ー タ の 回 転 速 度 は 、 デ ィ ス ク の 所 望 の 回
転 を 得 る た め に 制 御 さ れ る 。 バ イ オ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ ア セ ン ブ リ を 利 用 し て 、 フ ロ ー 流 路
お よ び 標 的 領 域 に あ る 医 療 試 験 物 質 に ド ラ イ ブ の 読 み 取 り ビ ー ム に よ っ て 呼 び か け て 、 分
析 装 置 に よ っ て 医 学 的 に 診 断 す る 前 、 そ の 間 、 ま た は そ の 後 に 、 バ イ オ デ ィ ス ク に 情 報 を
書 き 込 む こ と も で き る 。 本 発 明 の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 分 析 装 置 は 、 専 用 の 診 断 ソ フ ト ウ
ェ ア を 含 む こ と に よ り 、 医 療 エ キ ス パ ー ト シ ス テ ム を 提 供 す る こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 バ
イ オ デ ィ ス ク も 同 様 に 、 デ ィ ス ク の 回 転 速 度 を 制 御 し 、 行 う べ き Ｄ Ｎ Ａ 試 験 の タ イ プ に 特
定 の 処 理 情 報 を 提 供 し 、 か つ バ イ オ ド ラ イ ブ に 関 連 す る モ ニ タ に 結 果 を 表 示 す る た め の 、
対 応 す る 医 療 エ キ ス パ ー ト シ ス テ ム ソ フ ト ウ ェ ア お よ び 符 号 化 情 報 を 含 む こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ７ ９ 】
　 こ の 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 で は 、 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 典 型 的 な 変 性 剤
と し て 用 い る 。 １ ． ５ Ｍ 　 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 変 性 剤 と し て 用 い た 実 験 か ら
収 集 し た デ ー タ を 図 ７ ４ に 示 す 。 こ の 実 験 で 従 う 実 験 手 順 は 、 以 下 の 実 施 例 １ ７ で 詳 細 に
説 明 す る 。 図 ７ ４ は さ ら に 、 適 切 な 量 の 変 性 剤 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で 用 い た 場
合 に 検 定 感 度 が 著 し く 高 ま る こ と を 示 す 。 こ の 特 定 の 検 定 で は 、 図 ８ Ａ に お い て 上 述 し た
よ う に 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ １ ９ ０ 上 で 、 ビ オ チ ン 化 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ を 、 １ ． ５ Ｍ 　 グ ア ニ ジ
ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の 存 在 下 で 輸 送 プ ロ ー ブ １ ９ ８ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｓ － Ａ Ｐ ） を 検 定 混
合 物 に 添 加 し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ ２ の ビ オ チ ン と 結 合 さ せ た 。 一 連 の 洗 浄 ス テ ッ プ 後 、 Ｓ －
Ａ Ｐ 色 原 体 基 質 を 検 定 溶 液 に 添 加 し 、 発 色 に 十 分 な 時 間 を 与 え て 、 結 合 し た 標 的 の 量 を 分
光 光 度 計 を 用 い て 比 色 定 量 し た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 標 的 と プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に し つ つ 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 配 列 の
再 ア ニ ー リ ン グ を 防 止 す る に は 、 適 切 な 量 の グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト が 必 要 で あ る
。 し か し な が ら 、 高 濃 度 で は 、 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト は い か な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン も 防 止 す る 。 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 用 い る た め の グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の 適
切 な 緩 衝 液 濃 度 を 決 定 す る た め に 、 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の 滴 定 を 行 っ た 。 こ の
滴 定 実 験 か ら の デ ー タ を 図 ７ ５ に 示 す 。 図 ７ ５ に 示 す よ う に 、 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ
ー ト の 最 適 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 濃 度 は 、 １ ． ５ Ｍ で あ り 、 こ れ は 、 １ ． ５ Ｍ
　 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト を 添 加 し た 場 合 に 、 ０ ． ０ Ｍ の 標 的 濃 度 と １ ． ０ × １ ．
０ － １ ０ Ｍ の 標 的 濃 度 と の シ グ ナ ル 差 が 最 も 大 き い こ と が 示 さ れ た か ら で あ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム （ Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ ） を 用 い た 特 異 的 細 胞 集 団 の 選 択 、 検 出 、 お よ
び 操 作 の た め の Ｍ Ｏ 生 体 磁 気 検 定 （ Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ ）
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 磁 気 粒 子 ま た は ビ ー ズ を 用 い て 細 胞 集 団 お よ び 細 胞 集 団 の 溶
液 中 の 特 定 の 標 的 細 胞 を 検 出 す る 、 上 述 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ と 呼 ば れ る 磁 気 的 方 法 に 関 す る 。 本
発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ 態 様 の 一 実 施 の 形 態 で は 、 磁 気 ビ ー ズ は 、 １ つ ま た は 複 数 の 結 合 剤 ま た
は 捕 捉 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ 、 そ れ に よ り 生 体 磁 気 粒 子 ま た は ビ ー ズ が 形 成 さ れ る 。 磁 気 粒
子 を 含 む 固 体 支 持 体 へ の 結 合 剤 の 結 合 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ
れ て 同 時 係 属 中 の 、 ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Multi-Purpose Optical Analys
is Disc For Conducting Assays and Various Reporting Agents for use Therewith」 と
題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ １ ９ ４ ， ３ ９ ６ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 出 願 は 、 そ の 内 容
の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 結 合 剤 は 、 例 え ば 、 細 胞 膜 の 特 定 の 抗 原 決
定 基 を 対 象 と す る 標 的 細 胞 関 連 抗 体 の Ｆ ｃ 部 分 を 認 識 す る 抗 体 を 含 ん で も よ い 。 標 的 細 胞
の 捕 捉 、 検 出 、 操 作 、 お よ び 定 量 は 、 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 実 行 さ れ る 。 捕 捉 さ れ
た 細 胞 は 、 細 胞 試 験 を 容 易 に す る た め に 、 磁 気 的 に 操 作 し て 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の あ る
分 析 、 分 離 、 ま た は 試 験 チ ャ ン バ か ら 別 の チ ャ ン バ に 移 動 さ せ る こ と も で き る 。 例 え ば 、
捕 捉 さ れ た 標 的 癌 細 胞 を 等 し い 細 胞 数 で 磁 気 的 に 分 取 し て 癌 治 療 剤 を 含 む 異 な る 分 析 チ ャ
ン バ に 入 れ 、 細 胞 レ ベ ル に 対 す る こ れ ら 薬 剤 の 影 響 を 判 定 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 の
用 途 の 具 体 的 な 例 は 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 マ イ ル ド な 界 面 活 性 剤 お よ び ／ ま た は 第 ２ の 組 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 （ 蛍 光 剤 、 金 属 コ
ロ イ ド （ metallocolloids） 、 生 体 磁 気 粒 子 、 放 射 性 同 位 元 素 、 ビ オ チ ン 複 合 体 ま た は 可
視 化 を 可 能 に す る 特 定 の 酵 素 で あ ら か じ め 標 識 さ れ て い る か ま た は さ れ て い な い ） を 用 い
た 細 胞 懸 濁 液 の 培 養 に よ り 、 上 記 方 法 の 特 異 性 お よ び 感 度 を 劇 的 に 高 め る こ と が で き る 。
本 方 法 は さ ら に 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 磁 気 捕 捉 領 域 で 磁 気 的 に 捕 捉 さ れ た 標 的 細 胞 を 、
動 的 に 単 離 、 精 製 、 操 作 、 お よ び 定 量 す る た め に 用 い て も よ い 。 特 殊 な ま た は 混 合 さ れ た
細 胞 集 団 お よ び 混 合 細 胞 集 団 を 含 む 溶 液 中 の 特 定 の 標 的 細 胞 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る さ ら
な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Fodstad and Kvalheimに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 ６ ， １ ８ ４ ， ０ ４ ３

10

20

30

40

50

(60) JP 2005-530127 A 2005.10.6



号 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 特 許 は 、 そ の 内 容 が す べ て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 結 合 剤 は 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 学 的 ／ 生 化 学 的 エ ン テ ィ テ ィ を 親 和 性 に よ っ て 結 合 す る
こ と が で き る 。 親 和 性 結 合 で は 、 例 え ば 連 結 さ れ る べ き 物 質 に 結 び 付 い て い る 一 対 の 結 合
相 手 が 、 接 触 さ せ ら れ る と 互 い に 結 合 す る 。 細 胞 表 面 の 分 子 は 、 こ の よ う な 連 結 の 結 合 相
手 の 一 方 を 表 し 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 上 の 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 、 酵 素 － 受 容 体 相 互 作 用 、 リ
ガ ン ド － 受 容 体 相 互 作 用 、 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 結 合 、 ハ プ テ ン ／ 抗 ハ プ テ ン 結 合 対 、 お よ
び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 相 補 配 列 結 合 な ど の い く つ か の そ の よ う な 結 合 相 手 シ ス テ ム が 既 知
で あ り 、 そ の 中 で も 抗 原 － 抗 体 結 合 が 最 も 頻 繁 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 結 合 相 手 の 一 方 が 磁 気 粒 子 ま た は ビ ー ズ な ど の 不 溶 性 支 持 体 に 結 び 付 け ら れ る 方 法 、 お
よ び 混 合 細 胞 集 団 中 の 標 的 細 胞 の 単 離 が ネ ガ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン に よ る 単 離 （ negative i
solation） ま た は ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン に よ る 単 離 （ positive isolation） と し て 行 わ
れ る 方 法 が 既 知 で あ る 。 ネ ガ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン に よ る 単 離 の 手 順 で は 、 不 要 な 細 胞 に 特
異 的 な 抗 体 で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ （ 生 体 磁 気 ビ ー ズ ま た は 粒 子 ） と 共 に 細 胞 を 培 養 す る
こ と に よ り 、 不 要 な 細 胞 を 細 胞 調 製 物 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 培 養 後 、 得 ら れ る 細 胞
ビ ー ズ 複 合 体 を 、 磁 気 的 に 除 去 す な わ ち 単 離 し 、 必 要 な 標 的 細 胞 を 残 す こ と が で き る 。 一
方 、 ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン に よ る 単 離 の 手 順 で は 、 対 象 と な る 細 胞 に 対 す る 抗 体 で 被 覆
さ れ た 磁 気 ビ ー ズ （ 生 体 磁 気 ビ ー ズ ） を 用 い て 、 必 要 な 標 的 細 胞 を 混 合 細 胞 集 団 か ら 除 去
す る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ 態 様 の 目 的 は 、 診 断 の た め に 特 定 の 標 的 細 胞 を 検 出 お よ び 研 究 す る
こ と で あ る 。 試 験 サ ン プ ル は 、 血 液 、 骨 髄 、 腹 水 、 お よ び 種 々 の 組 織 ま た は 腫 瘍 か ら の 細
胞 を 含 み 得 る 。 本 発 明 は 、 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 多 数 の 細 胞 を 容 易 に ス ク リ ー ニ ン グ で き 、
手 順 が 迅 速 か つ 簡 単 で あ る 、 さ ま ざ ま な 細 胞 型 を 検 出 す る 高 感 度 の 検 出 シ ス テ ム お よ び 方
法 を 提 示 す る 。 さ ら に 、 本 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ は 、 生 化 学 的 、 生 物 学 的 、 お よ び 免 疫 学 的 検 査 の た
め の 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 特 定 の 遺 伝 子 の 研 究 の た め の 、 細
胞 の 単 離 に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 単 離 ま た は 捕 捉 さ れ た 細 胞 － ビ ー ズ 複 合 体 は 、
細 胞 － ビ ー ズ 複 合 体 の 切 断 を 必 要 と せ ず に 、 関 連 す る Ｍ Ｏ ド ラ イ ブ お よ び ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ
ｏ の 細 胞 傷 害 性 研 究 の た め に 培 養 ま た は 使 用 さ れ る 細 胞 を 用 い て 、 対 象 と な る 細 胞 が 配 置
さ れ る Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 磁 気 捕 捉 領 域 内 の 磁 界 を 遮 断 ま た は 除 去 す る こ と に よ り 、 解
放 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ 態 様 の 別 の 実 施 の 形 態 は 、 混 合 細 胞 集 団 ま た は 生 理 溶 液 中 の 健 常 ま
た は 病 原 性 の 標 的 細 胞 の 免 疫 磁 気 的 な ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン に よ る 単 離 を 含 む 。 本 発 明
の こ の 実 施 の 形 態 で は 、 特 定 の 標 的 細 胞 と 磁 気 ビ ー ズ ま た は 粒 子 な ど の 不 溶 性 支 持 体 と の
間 に 結 合 が 生 じ る 。 粒 子 は 、 標 的 細 胞 の 膜 の 特 定 の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 抗 細 胞 抗 体 で 被 覆
さ れ る か 、 ま た は 粒 子 は 、 標 的 細 胞 の 膜 の 抗 原 決 定 基 に 対 す る 特 異 的 な 抗 細 胞 抗 体 （ 一 次
抗 体 ） の Ｆ ｃ 部 分 に 結 合 す る こ と が で き る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 マ ウ ス ま た は 抗 ヒ ト 抗 体 で 被
覆 さ れ る 。 粒 子 の 被 覆 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 マ ウ ス ／ 抗 ヒ ト 抗 体 を 用 い る 代 わ り に 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル ラ ッ ト 抗 マ ウ ス ／ 抗 ヒ ト 抗 体 を 用 い て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に よ り
、 溶 液 中 の 非 標 的 細 胞 と の 起 こ り 得 る 交 差 反 応 の 危 険 性 を 低 減 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 マ イ ル ド な 界 面 活 性 剤 お よ び ／ ま た は 第 ２ の 組 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 （ 蛍 光 剤 、 磁 気 粒
子 、 金 属 コ ロ イ ド 、 生 体 磁 気 粒 子 、 放 射 性 同 位 元 素 、 ビ オ チ ン 複 合 体 ま た は 可 視 化 を 可 能
に す る 特 定 の 酵 素 で あ ら か じ め 標 識 さ れ て い る 、 混 合 細 胞 捕 捉 物 内 の 捕 捉 細 胞 の う ち の １
つ ま た は 複 数 の 細 胞 型 の 特 定 の 決 定 基 に 結 合 す る ） を 用 い た 細 胞 懸 濁 液 の 培 養 に よ り 、 こ
の 実 施 の 形 態 の 方 法 の 特 異 性 を 劇 的 に 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 上 述 の 免 疫 磁 気 的 な ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン に よ る 単 離 の 実 施 の 形 態 の 詳 細 な 用 途 は 、
検 出 お よ び 単 離 さ れ る 標 的 細 胞 と し て 癌 細 胞 を 用 い て 以 下 で 提 示 さ れ る 。 し か し な が ら 、
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こ の 実 施 の 形 態 は 癌 細 胞 に 限 定 さ れ ず 、 本 開 示 は 、 方 法 を こ の 特 定 の 使 用 分 野 に 限 定 す る
も の で は な い 。 そ れ は 、 こ の 方 法 が 、 例 え ば 免 疫 系 の 細 胞 （ ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 単 球
、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ を 含 む そ の 亜 型 な ど ） 、 細 菌 細 胞 （ Ch
andler, et al., Int. J. of Food Micr., 70:143-154, 2001, and Yu, J. of Immuno. M
thds., 218: 108, 1998） 、 お よ び ペ ル オ キ シ ソ ー ム （ Luers, et al., Electrophoresis,
 19: 1205-1210, 1998） を 対 象 と し た 検 定 を 含 む 細 胞 学 的 応 用 範 囲 で 用 い る の に 適 し て い
る か ら で あ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 癌 患 者 の 管 理 に お い て 、 疾 患 が 局 所 的 か 他 の 組 織 へ の 転 移 が 起 き て い る か に 関 す る 疾 患
の ス テ ー ジ ン グ は 、 患 者 個 人 の 治 療 レ ジ メ ン の 選 択 に 最 も 重 要 で あ る 。 悪 性 細 胞 は 、 周 囲
組 織 へ の 直 接 的 な 侵 襲 に よ り 、 ま た は リ ン パ 管 か ら 、 あ る い は 血 液 中 の 腫 瘍 細 胞 が 骨 髄 、
中 枢 神 経 系 、 お よ び 髄 液 を 含 む 遠 隔 の 器 官 に 分 布 す る こ と に よ り 広 が る 。 転 移 性 腫 瘍 細 胞
の 検 出 は 、 最 近 ま で 、 生 検 し た 腫 瘍 試 料 、 骨 髄 お よ び 抹 消 血 の 塗 布 標 本 、 お よ び 種 々 の 体
液 の 細 胞 遠 心 分 離 後 に 調 製 し た ス ラ イ ド に 対 す る 光 お よ び 電 子 顕 微 鏡 法 を 用 い る 形 態 学 的
方 法 に 依 存 し て き た 。 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 出 現 は 、 種 々 の 型 の 悪 性 細 胞
の 表 面 に 主 に 発 現 す る た め 、 転 移 性 細 胞 の 同 定 は 、 免 疫 細 胞 化 学 お よ び 免 疫 蛍 光 に も か な
り 関 係 し て い る 。 し た が っ て 、 生 検 し た 腫 瘍 ま た は 細 胞 遠 心 分 離 か ら 調 製 さ れ た ス ラ イ ド
は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 理 さ れ 、 腫 瘍 細 胞 へ の こ れ ら の 結 合 が 比 色 法 ま た は 蛍 光 に よ
り 可 視 化 さ れ る 。 後 者 の 方 法 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 の 使 用 、 別 法 と し て 細 胞 懸 濁 液 の 調 製 お よ び
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ の 使 用 を 必 要 と す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 上 記 の 方 法 は 、 感 度 お よ び ／ ま た は 特 異 性 が 制 限 さ れ 、 通 常 は 面 倒 で 時 間 が か か り 、 ま
た 高 度 の 専 門 知 識 を 必 要 と す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 検 査 も 高 価 な 機 器 を 必 要 と す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 血 液 お よ び 骨 髄 中 の 腫 瘍 細 胞 の 検 出 の 形 態 学 的 方 法 は 、 免 疫 細 胞 化 学 お よ び 免 疫 蛍 光 を
伴 う 方 法 よ り も は る か に 感 度 が 低 い （ Beiske, et al., Am. J. Pathology 141 (3), Sept
ember 1992） 。 し か し な が ら 、 後 者 の 方 法 は ま た 、 腫 瘍 細 胞 が 試 験 サ ン プ ル 中 の 細 胞 の 総
数 の １ ％ 未 満 し か な い 場 合 に は 不 適 切 で あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ は 、 顕 微 鏡 の 使 用 を 伴
う 方 法 よ り も 高 い 感 度 を 提 供 す る こ と が で き る が 、 多 数 の 細 胞 が 利 用 可 能 で あ る こ と が 必
要 で あ り 、 ま た い く つ か の 技 術 的 困 難 も 伴 う 。 さ ら に 、 細 胞 の 凝 集 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
に 関 す る 問 題 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ り 、 こ の 方 法 で は 、 標 識 さ れ た 腫 瘍 細 胞 と 非 特 異 的
に 蛍 光 を 発 し て い る 正 常 細 胞 と を 区 別 で き る 可 能 性 が な い 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 多 数 の 細 胞 を 即 座 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 細 胞 － ビ ー ズ 複 合 体 を
Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ に よ り 容 易 に 検 出 お よ び 定 量 す る こ と が で き る た め 、 例 え ば 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の
非 常 に 高 感 度 な 検 出 を 可 能 に す る 。 本 発 明 の 標 的 細 胞 の 検 出 に 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 こ れ ら の 抗 体 が 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 十 分 な 特 異 性 を 有 し て 結 合 し 、 混 合 細
胞 懸 濁 液 ま た は 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 非 標 的 細 胞 に は 結 合 し な い よ う に 選 択 さ れ る 。
試 験 サ ン プ ル は 、 ビ ー ズ が 結 び 付 い て い る 全 細 胞 が 標 的 細 胞 を 表 す よ う な 、 例 え ば 、 血 液
、 骨 髄 、 お よ び 腫 瘍 が 発 現 し て い る 他 の 溶 液 を 含 む こ と が で き る 。 次 に 、 標 的 細 胞 を 、 光
磁 気 （ Ｍ Ｏ ） バ イ オ デ ィ ス ク の 特 定 の 磁 化 区 域 す な わ ち 磁 区 で 捕 捉 し 、 関 連 す る 光 磁 気 ド
ラ イ ブ お よ び ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 定 量 す る 。 さ ら に 、 手 順 は 迅 速 か つ 簡 単 で あ り 、 フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ な ど の 高 価 で 複 雑 な 機 器 を 必 要 と せ ず に 、 調 査 者 に よ り 行 わ れ る こ と が で
き る 。 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ た 同 時 係
属 中 の 、 ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assays Using Cleavable Space
rs and/or Ligation to Improve Specificity and Sensitivity Including Related Meth
ods and Apparatus」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ９ ９ ， ２ ５ ６ 号 、 お よ び ２ ０ ０ ２
年 ３ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Use of Restriction Enzymes and Other Chemical Methods 
to Decrease Non-Specific Binding in Dual Bead Assays and Related Bio-Discs, Meth
ods, and System Apparatus for Detecting Medical Targets」 と 題 す る 上 記 で 参 照 さ れ

10

20

30

40

50

(62) JP 2005-530127 A 2005.10.6



た 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ９ ９ ， ２ ６ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 光 磁 気 記 録 、 光 磁 気 デ ィ ス
ク の 磁 性 領 域 の 正 確 な 作 成 、 お よ び 光 磁 気 検 出 法 に 関 す る 詳 細 は 、 図 ３ ７ に 関 連 し て 上 述
さ れ て お り 、 ま た 例 え ば 、 Tsunashima, Magneto Optical Recording, J. Phys. D: Appl.
 Phys. 34, R87-R102, 2001、 お よ び Coombs, Differential Phase Contrast and Magneto
-optic Edge Detection, Applied Optics, 34(29), 6723-6729, 1995に 記 載 さ れ て お り 、
こ れ ら 双 方 は 、 そ の 全 体 が 繰 り 返 さ れ る の と 同 様 に そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｍ Ａ 態 様 の 免 疫 磁 気 的 な 実 施 の 形 態 は 、 腫 瘍 細 胞 に 存 在
す る 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る が 正 常 細 胞 の 抗 原 は 認 識 し な い 、 ま た は 他 の 目 的 で 正 常 細 胞
の 指 定 さ れ た 亜 集 団 の 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 、 例 え ば マ ウ ス ま た は ヒ ト 由 来 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 含 む 捕 捉 抗 体 を 、 磁 気 粒 子 ま た は ビ ー ズ に 結 合 さ せ て 、 そ れ に よ り 生 体 磁 気
粒 子 を 形 成 す る こ と に 関 す る 。 捕 捉 抗 体 は 、 標 的 細 胞 の 抗 原 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 に 結 合 す る
一 次 抗 体 ま た は 細 胞 結 合 抗 体 の Ｆ ｃ 部 分 に 直 接 結 合 す る こ と が で き る 。 細 胞 結 合 抗 体 は 、
Ｉ ｇ Ｇ 型 ま た は Ｉ ｇ Ｍ 型 、 あ る い は Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 の 断 片 で あ っ て よ い 。 捕 捉 ま
た は 一 次 抗 体 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 関 連 糖 タ ン パ ク 質 ７ ２ （ Ｔ Ａ Ｇ ７ ２ ） 抗 原 （ Ｃ Ｃ ４ ９ 抗 体
） （ Barjer et al., Gynec. Onco. 82: 57-63, 2001） 、 Ｃ Ｄ ５ ６ ／ Ｎ Ｃ Ａ Ｍ 抗 原 （ Ｍ Ｏ
Ｃ － １ 抗 体 ） （ Speirs et al., J. Histochem. Cytochem., 41 (9):1303-10, 1993） 、 上
皮 細 胞 表 面 抗 原 （ Ｂ Ｅ Ｒ － Ｅ Ｐ ４ 抗 体 ） （ Borgen et al., J. Hematother., 6(2):103-11
4, 1997, and Ziggeuner et al. J. Urol., 164: 1834-1837, 2000） 、 ク ラ ス タ ２ 上 皮 抗
原 （ Ｍ Ｏ Ｃ － ３ １ 抗 体 ） （ Rye et al., Am J. Patho., 150(1): 99-106, 1997, and Ree 
et al., Int. J. Cancer, 97: 28-33, 2002） 、 ク ラ ス タ ２ （ Ｍ Ｗ ４ ０ ｋ Ｄ ） 抗 原 （ Ｎ ｒ
Ｌ ｕ １ ０ 抗 体 ） （ Myklebust et al., Br. J. Cancer Suppl. 14: 49-53, 1991） 、 Ｈ Ｍ Ｗ
メ ラ ノ ー マ 関 連 抗 原 （ ２ ２ ５ ． ２ ８ Ｓ 抗 体 ） （ Dell'Erba et al., Anticancer Res., 21(
2A):925-930, 2001)、 ８ ０ ｋ Ｄ 、 肉 腫 関 連 抗 原 （ Ｔ Ｐ － １ お よ び Ｔ Ｐ － ３ 抗 体 ） （ Brulan
d, et al., Cancer Res., 48:5302-5309, 1988） 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 抗 原 （ 全 抗 Ｃ Ｋ 抗 体 （
pan-anti-CK antibody） ） （ Bilkenroth et al., Int. J. Cancer, 92:577-582, 2001）
、 ム チ ン 抗 原 Ｔ Ａ Ｇ １ ２ （ ２ Ｅ １ １ ） （ Diel et al., J. Natl. Cancer Inst., 88(22): 
1652-8, 1996） 、 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 抗 原 （ ４ ２ ５ ． ３ 抗 体 ） （ Merck） を 含 む 抗 原 決 定
基 の 群 に 対 す る 抗 体 で あ り 得 る 。 ４ ２ ５ ． ３ 抗 体 は 、 正 常 細 胞 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 双 方 の 抗
原 に 対 す る も の で あ る 。 捕 捉 抗 体 は さ ら に 、 正 常 細 胞 お よ び 悪 性 細 胞 の 膜 に 発 現 す る 、 お
よ び 悪 性 細 胞 の み に 発 現 す る 発 癌 産 物 、 例 え ば Ｎ ｅ ｕ ／ ｅ ｒ ｂ 　 Ｂ ２ ／ Ｈ Ｅ Ｒ ２ に 加 え て
、 正 常 細 胞 お よ び 異 常 細 胞 の 双 方 の 成 長 因 子 受 容 体 、 例 え ば Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ （ Ａ
お よ び Ｂ ） 受 容 体 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 、 イ ン ス リ ン 様 受 容 体 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 、
Ｎ Ｇ Ｆ お よ び Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 、 イ ン テ グ リ ン の 群 、 お よ び 他 の 接 着 膜 分 子 お よ び Ｍ Ｄ Ｒ タ ン
パ ク 質 、 な ら び に 正 常 細 胞 の 亜 集 団 に 存 在 す る 抗 原 に 対 す る も の で あ っ て も よ い 。 悪 性 細
胞 に 関 し て は 、 こ れ ら は 、 乳 癌 細 胞 、 卵 巣 癌 細 胞 、 お よ び 肺 癌 細 胞 、 消 化 管 お よ び 細 網 内
皮 系 の メ ラ ノ ー マ 癌 細 胞 、 肉 腫 癌 細 胞 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 癌 細 胞 で あ っ て よ く 、 ま た は 標 的
細 胞 は 、 心 臓 血 管 障 害 、 神 経 障 害 、 肺 障 害 、 自 己 免 疫 障 害 、 消 化 管 障 害 、 尿 生 殖 器 障 害 、
細 網 内 皮 障 害 、 お よ び 他 の 障 害 な ど の 非 腫 瘍 性 疾 患 に 関 連 し 得 る 。 さ ら に 、 悪 性 細 胞 集 団
は 、 骨 髄 、 抹 消 血 に あ っ て も よ く 、 胸 水 お よ び 腹 水 、 な ら び に 他 の 体 液 区 画 （ 尿 、 髄 液 、
精 液 、 リ ン パ 液 な ど ） か ら の も の で あ っ て も よ く 、 正 常 組 織 お よ び 器 官 の 固 形 腫 瘍 、 例 え
ば 、 肝 臓 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 肺 、 膵 臓 、 骨 組 織 、 中 枢 神 経 系 、 前 立 腺 、 皮 膚 お よ び 粘 膜 か
ら の も の で あ っ て も よ い 。 改 良 さ れ た 本 発 明 に 関 連 し て 用 い る こ と が で き る 抗 原 決 定 基 お
よ び 対 応 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 部 分 的 な リ ス ト は 、 以 下 の 表 １ に 提 示 す る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 標 的 細 胞 の 密 度 が 低 い 場 合 、 例 え ば 、 悪 性 細 胞 す な わ ち 標 的 細 胞 が 細 胞 の 総 数 の う ち の
非 常 に 低 い 割 合 を 占 め る （ １ ％ 以 下 ） 場 合 、 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ で の 分 析 前 に 、 磁 石 を 用 い て 、 標
的 細 胞 を 非 標 的 細 胞 か ら 確 実 に 分 離 し て 予 備 濃 縮 す る こ と が で き る 。 次 に 、 単 離 し た 標 的
細 胞 を 、 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 計 数 す る こ と が で き 、 最 初 の 細 胞 懸 濁 液 の 細 胞 の 総 数 に 対 す
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る 標 的 細 胞 の 割 合 を 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ で の 薬 物 感 受 性 検 定
　 上 述 の よ う に 、 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 標 的 細 胞 の 単 離 、 操 作 、 お よ
び 研 究 を 行 う こ と が で き る 。 標 的 細 胞 に 対 し て 行 う こ と が で き る １ つ の 検 定 は 、 薬 物 へ の
曝 露 に 続 く 薬 物 誘 導 性 細 胞 死 を 測 定 す る た め の 細 胞 傷 害 性 、 化 学 的 感 受 性 、 薬 物 感 受 性 、
ま た は 薬 物 耐 性 検 定 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 標 的 細 胞 は 、 例 え ば 、 悪 性 腫 瘍 生 検 材 料 、 細
菌 、 植 物 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 単 細 胞 生 物 か ら 回 収 さ れ て も よ い 。 標 的 細 胞 は 、 上 述 の よ う
に Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の １ つ ま た は 複 数 の チ ャ ン バ に お い て 免 疫 磁 気 的 に 単 離 さ れ 、 そ れ
に よ り 単 離 物 を 構 成 す る 。 標 的 細 胞 が 単 離 さ れ る と 、 単 離 物 か ら の 所 定 数 の 細 胞 を 、 試 験
チ ャ ン バ を 含 む Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 内 の 種 々 の チ ャ ン バ に 向 け て 磁 気 的 に 移 動 ま た は 操 作
す る 。 こ れ ら の チ ャ ン バ は 、 限 定 は さ れ な い が 、 化 学 療 法 剤 、 抗 生 物 質 、 ま た は 抗 ウ イ ル
ス 剤 を 個 別 に ま た は 組 み 合 わ せ て 含 む 薬 物 を 、 種 々 の 所 定 の 投 与 量 で 含 み 得 る 。 化 学 療 法
剤 は 、 例 え ば 、 乳 癌 、 肺 癌 、 脳 腫 瘍 、 肝 臓 癌 、 お よ び 卵 巣 癌 の 制 癌 剤 を 含 む こ と が で き 、
こ れ ら と し て は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ト ポ テ カ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン （ １ ） 、 マ イ ト
マ イ シ ン － Ｃ 、 ナ ベ ル ビ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ド キ ソ
ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 ト リ メ ト レ キ セ ー ト 、 お よ び 限 定 は さ れ な い が 、 シ ス プ ラ チ ン お
よ び ト ポ テ カ ン 、 シ ス プ ラ チ ン お よ び タ キ ソ ー ル 、 シ ス プ ラ チ ン お よ び ゲ ム シ タ ビ ン （ １
） 、 シ ス プ ラ チ ン お よ び ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 な ら び に シ ス プ ラ チ ン お よ び ５ － フ
ル オ ロ ウ ラ シ ル を 含 む そ れ ら の 種 々 の 組 み 合 わ せ な ど が 挙 げ ら れ る 。 次 に 、 単 離 細 胞 を 所
定 の 条 件 で 、 種 々 の 濃 度 お よ び 薬 物 の 組 み 合 わ せ で 培 養 す る 。 培 養 後 、 生 細 胞 の 数 を 、 Ｍ
Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 計 数 し 、 全 薬 物 か ら の Ｉ Ｃ ５ ０ （ 薬 物 ま た は 薬 物 の 組 み 合 わ せ へ の 曝 露
の 結 果 と し て 細 胞 の ５ ０ ％ が 死 滅 す る 薬 物 濃 度 ） を 計 算 し 、 患 者 に と っ て 最 良 の 治 療 レ ジ
メ ン を 決 定 す る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 活 性 で あ る と 判 明 し た 薬 物 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で
不 活 性 で あ る と 判 明 し た 薬 物 に 比 し て 約 １ ０ 倍 も 臨 床 的 に 効 果 的 で あ る 可 能 性 が 高 い た め
、 こ の 試 験 は 非 常 に 重 要 で あ る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ の 薬 物 感 受 性 検 定 は 、 当 該 技 術 分 野 に お
い て 既 知 で あ る 。 （ Bosanquet et al., Leukemia 16(6): 1035-44, 2002; Nagourney et 
al., J. Clin. Onco. 18:11, 2245-49, 2000; Bosanquet et al., Br. J. Haem., 106:71
-77, 1999; and Cortazar et al., J. Clin. Onco., 17:5, 1625-31, 1999） 。 従 来 技 術
の 検 定 は 、 ほ と ん ど が マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い て 行 わ れ て お り 、 細 胞 の 計 数 お よ
び 分 析 は 、 生 細 胞 ま た は 死 細 胞 の 選 択 染 色 に よ っ て 、 顕 微 鏡 を 用 い て 、 ま た は マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト 読 み 取 り 装 置 を 用 い て 比 色 法 に よ り 行 わ れ て 、 生 細 胞 の 数 が 判 定 さ れ る 。
本 発 明 は 、 顕 微 鏡 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 読 み 取 り 装 置 な ど の 別 個 の 分 析 デ バ イ
ス を 必 要 と せ ず に 、 細 胞 の 選 択 、 操 作 、 培 養 、 分 析 、 お よ び Ｉ Ｃ ５ ０ の 判 定 が Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ
を 用 い て 行 わ れ る プ ロ セ ス を 自 動 化 す る 。 自 動 プ ロ セ ス は 、 こ れ ら の 薬 物 感 受 性 検 定 の 効
率 お よ び 精 度 を 高 め る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
サ ン プ ル 調 製
　 上 述 し た 本 発 明 の 免 疫 磁 気 的 な 実 施 の 形 態 を 行 う ス テ ッ プ は 、 検 査 さ れ る 組 織 の タ イ プ
に 応 じ て 異 な る 。 例 え ば 、
　 ａ ） 固 形 組 織 ま た は 腫 瘍 針 生 検 材 料 か ら の 細 胞 を 、 機 械 的 に 、 ま た は マ イ ル ド な 酵 素 処
理 に よ り 分 離 し て 単 独 細 胞 の 懸 濁 液 を 生 成 し 、 こ れ に 特 異 的 な 一 次 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を
、 直 接 添 加 す る か 、 ま た は ウ シ 胎 児 血 清 、 ウ シ 血 清 、 ウ マ 血 清 、 ブ タ 血 清 、 ヤ ギ 血 清 、 ま
た は ヒ ト 血 清 な ど を 含 む か ま た は 含 ま な い リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ま た は 培 養 培 地 で 細 胞 懸
濁 液 を 洗 浄 し た 後 に 添 加 す る 。
　 ｂ ） 胸 水 ま た は 腹 水 、 髄 液 、 尿 、 リ ン パ 液 、 ま た は 種 々 の 形 態 の 関 節 炎 に 罹 患 し て い る
患 者 の 関 節 の 浸 出 液 な ど の 体 液 中 の 細 胞 、 特 異 的 な 捕 捉 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 、 サ ン プ ル
に 直 接 添 加 す る か 、 ま た は 洗 浄 し た か ま た は せ ず に 遠 心 分 離 の 後 に 添 加 す る か 、 サ ン プ ル
中 の 細 胞 を 遠 心 沈 降 さ せ て 懸 濁 液 中 に 戻 す 前 ま た は そ の 後 に 添 加 す る 。
　 ｃ ） 血 液 ま た は 骨 髄 吸 引 液 か ら の 単 核 細 胞 を 勾 配 遠 心 分 離 に よ り 単 離 し 、 洗 浄 お よ び 再
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懸 濁 時 ま た は そ の 前 に 、 捕 捉 抗 体 を 単 離 し た 単 核 細 胞 に 加 え る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 　 ［ 表 １ ］
関 連 抗 原 お よ び 関 連 抗 原 結 合 抗 体 の 例 の リ ス ト
抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

　 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ 　 ３ ６ １ １ ４ 、
（ α ５ β イ ン テ グ リ ン ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｔ Ｃ 　 ２ １ ／ ２ ２
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ３ ４ １ ６ ４ ９
　 イ ン テ グ リ ン α ３ β 　 １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ － Ｋ ｉ ｏ ｌ 　 ２
　 ビ ト ロ ネ ク チ ン 受 容 体
（ α γ β ３ イ ン テ グ リ ン ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ｐ ３ ６ ． １ 、 　 Ｂ Ｔ Ｃ 　 ４ １ ／ ４ ２
　 イ ン テ グ リ ン α ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ４ ０ ７ ２ ７ ７
　 イ ン テ グ リ ン α ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ４ ０ ７ ２ ７ ８
　 イ ン テ グ リ ン α ４ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ４ ０ ７ ２ ７ ９
　 イ ン テ グ リ ン α ５ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ４ ０ ７ ２ ８ ０
　 イ ン テ グ リ ン α Ｖ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ４ ０ ７ ２ ８ １
　 イ ン テ グ リ ン β ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ４ ０ ７ ２ ８ ３
　 イ ン テ グ リ ン β ４ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ４ ０ ７ ２ ８ ４
　 Ｇ ｐ Ｉ Ｉ β Ｉ Ｉ Ｉ α 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ８ ２ ２ １
　 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ （ Ｃ Ｄ ５ ４ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ５ ７ － ６ ０ 、 Ｃ Ｌ ２ ０ ３ ． ４ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ Ｒ １ ／ １
　 Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ 　 ２ １ ３ ７ － ０ １
　 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ 　 ２ １ ３ ８ － ０ １
　 Ｅ － セ レ ク チ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｂ Ａ 　 ８
　 Ｐ － セ レ ク チ ン ／ Ｇ Ｍ Ｐ － １ ４ ０ 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｔ Ｃ 　 ７ １ ／ ７ ２
　 Ｌ Ｆ Ａ － ３ （ Ｃ Ｄ ５ ８ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ｓ 　 ２ ／ ９
　 Ｃ Ｄ ４ ４ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ４ ４ １ 　 ２ ７ ２ 、 ２ ５ ． ３ ２
　 Ｃ Ｄ ４ ４ 変 異 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ １ ． ２ ４ 、 １ １ ． ３ １ 、 １ １ ． １ ０
　 Ｎ － Ｃ Ａ Ｍ （ Ｃ Ｄ ５ ６ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｏ Ｃ － １
　 Ｈ － Ｃ Ａ Ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｃ Ａ ９
　 Ｌ － Ｃ Ａ Ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ４ ４ １ 　 ８ ９ ２
　 Ｎ － Ｃ Ａ Ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ｕ Ｒ Ａ － ２ ７
　 Ｍ Ａ Ｃ Ａ Ｍ － １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｒ Ｉ － Ｍ ９
　 Ｅ － カ ド ヘ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｔ Ｃ 　 １ １ １ 、 Ｈ Ｅ Ｃ Ｄ － １ 、 ６ Ｆ ９
　 Ｐ － カ ド ヘ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｃ Ｃ － Ｃ Ａ Ｄ － ２ ９ ９
　 テ ネ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ４ ５ ２ 　 １ ９ ３ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ５ ８ ０ ６ ６ ４
　 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 受 容 体 （ Ｃ Ｄ ３ ６ ） 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ４ ４ １ 　 ２ ６ ４
　 Ｖ Ｌ Ａ － ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ １ ． ４ ３

　 Ｈ Ｎ Ｋ － １ エ ピ ト ー プ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ Ｎ Ｋ － １

　 Ｔ － 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ Ｈ ８ 、 Ｈ Ｔ － ８
　 Ｔ ｎ － 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ｋ Ｈ ６ 、 Ｂ ａ Ｇ ｓ ２
　 シ ア リ ル Ｔ ｎ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ｋ Ｈ － ２
　 消 化 器 癌 関 連 抗 原 （ Ｍ Ｗ ２ ０ ０ ｋ Ｄ ） 　 　 　 　 Ｃ Ａ １ ９ － ９
　 癌 腫 関 連 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ － ５ ０
　 Ｌ ｅ ｙ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｌ ｕ Ｃ １ 、 Ｂ Ｒ ９ ６ 、 Ｂ Ｒ ６ ４
　 ジ － Ｌ ｅ Ｚ 、 ト リ － Ｌ ｅ １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ ３
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接 着 分 子

ラ ミ ニ ン 受 容 体

炭 水 化 物 抗 原



　 ダ イ メ リ ッ ク Ｌ ｅ １ エ ピ ト ー プ 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｃ Ｃ － Ｓ Ｔ － ４ ２ １
　 Ｈ － ２ 型 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ １
　 Ｃ Ａ １ ５ － ３ エ ピ ト ー プ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ Ａ １ ５ － ３
　 Ｃ Ｅ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ － ９ 、 Ｉ － １ ４ 、 Ｉ － ２ ７ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ Ｉ － １ ０ 、 Ｉ － ４ ６ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ２ ５ ０ ７ ２ ９
　 Ｇ ａ ｌ ｂ １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ ａ ｃ
（ ｎ Ｌ ４ ， ６ ， ８ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ Ｂ ２
　 Ｈ － Ｉ Ｉ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｅ ２
　 Ａ － ３ 型 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ Ｈ ８
　 ラ ク ト － Ｎ － フ コ ペ ン タ ノ ー ス Ｉ Ｉ Ｉ
（ Ｃ Ｄ １ ５ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ Ｍ － ８ １

　 Ｇ Ｄ ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｅ 　 ３ ６ ． １ 、 Ｒ ２ ４
　 Ｇ Ｄ ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｅ 　 ３ ６ ． １ 、 ３ Ｆ ８ 、 １ ４ ． １ ８
　 Ｇ ｂ ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ ８ － １ ３
　 Ｇ Ｍ ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ ２ ５ ９ ０
　 Ｇ Ｍ ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｋ Ｉ － ８ 、 Ｍ Ｋ Ｉ － １ ６
　 Ｆ ｕ ｃ Ｇ Ｍ １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ Ｄ ７ 、 Ｆ １ ２

　 Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ ２ ５ ． ３ 、 ２ ． Ｅ ９ 、 ２ ２ ５
　 ｃ － ｅ ｒ ｂ Ｂ － ２ （ Ｈ Ｅ Ｒ ２ ） 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ３ ７ ８ 　 ９ ８ ８ 、 ８ ０ ０ 　 Ｅ ６
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ α 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ １ ２ ６ ４ － ０ ０
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ β 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 　 Ｐ 　 ７ ６ ７ ９
　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｏ Ｋ Ｔ 　 ９ 、 Ｄ ６ ５ ． ３ ０
　 Ｎ Ｇ Ｆ 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ １ ９ ８ 　 ６ ３ ７
　 Ｉ Ｌ － ２ 受 容 体 （ Ｃ Ｄ ２ ５ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ２ ９ ５ 　 ８ ０ ２ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ３ ６ １ 　 ９ ３ ７
　 ｃ － キ ッ ト 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 ４ ２ ８ 　 ６ １ ６ 、 １ ４ 　 Ａ ３ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ Ｄ ９ ． ３ Ｄ ６
　 Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ １ ９ ９ ５ － ０ １ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ Ａ Ｌ － Ｍ １
　 Ｎ Ｇ Ｆ 受 容 体

　 高 分 子 量 抗 原 （ Ｈ Ｍ Ｗ ２ ５ ０ ． ０ ０ ０ ） 　 　 　 ９ ． ２ ． ２ ７ 、 Ｎ ｒ Ｍ Ｌ ５ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ２ ５ ． ２ ８ 、 ７ ６ ３ ． ７ ４ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ｐ ４ １ ． ２ ， Ｉ Ｎ Ｄ １
　 Ｍ Ｗ １ ０ ５ メ ラ ノ ー マ 関 連 糖 タ ン パ ク 質 　 　 　 Ｍ Ｅ ２ ０
　 １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ 抗 原 （ メ ラ ノ ー マ ／ 癌 腫 ） 　 　 　 ３ ７ ６ ． ９ ６
　 ｇ ｐ １ １ ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｕ Ｃ １ ８
　 ｐ ９ ５ － １ ０ ０ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ Ａ Ｌ － Ｍ ２
　 Ｓ ｐ ７ ５ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ５ ． ７ ５
　 ｇ ｒ １ ０ ０ － １ ０ ７ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ｋ Ｉ － ｂ ｅ ｒ ｅ ｂ
　 Ｍ Ａ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ ９ ． ２
　 Ｍ Ｑ １ ２ ５ ｋ Ｄ （ ｇ ｐ １ ２ ５ ） 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ ａ ｂ ４ ３ ６

　 Ｔ Ｐ － １ お よ び Ｔ Ｐ － ３ エ ピ ト ー プ 　 　 　 　 Ｔ Ｐ － １ 、 Ｔ Ｐ － ３
　 Ｍ Ｗ ２ ０ ０ ｋ Ｄ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ９ － １ ３ 、 ２ ９ ． ２
　 Ｍ Ｗ １ ６ ０ ｋ Ｄ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ ５ － １ ６ 、 ３ ０ － ４ ０
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糖 脂 質

成 長 因 子 受 容 体

メ ラ ノ ー マ 抗 原

肉 腫 抗 原

癌 腫 マ ー カ ー



　 Ｍ Ｏ Ｃ － ３ １ エ ピ ト ー プ
（ ク ラ ス タ ２ 上 皮 抗 原 ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｏ Ｃ － ３ １ 、 Ｎ ｒ Ｌ ｕ １ ０
　 Ｍ Ｕ Ｃ － １ 抗 原
（ Ｄ Ｆ ３ エ ピ ト ー プ （ ｇ ｐ ２ ９ ０ ｋ Ｄ ） な ど ） Ｍ Ｕ Ｃ － １ 、 Ｄ Ｆ ３ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｃ Ｐ － ７ ～ － １ ０
　 Ｍ Ｕ Ｃ － ２ お よ び Ｍ Ｕ Ｃ ０ ３ 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ Ｍ Ｈ １
　 Ｌ Ｕ Ｂ Ｃ Ｒ Ｕ － Ｇ ７ エ ピ ト ー プ
（ ｇ ｐ ２ ３ ０ ｋ Ｄ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ Ｕ Ｂ Ｃ Ｒ Ｕ － Ｇ ７
　 前 立 腺 特 異 的 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ 　 １ ２ ７ ６ 　 ９ ７ ２
　 前 立 腺 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ ４ － Ｓ Ｆ
　 前 立 腺 高 分 子 抗 原 Ｍ Ｗ ＞ ４ ０ ０ ｋ Ｄ 　 　 　 　 Ｐ Ｄ ４ １
　 多 形 性 上 皮 性 ム チ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｍ － ２ 、 Ｂ Ｍ － ７ 、 １ ２ － Ｈ － １ ２
　 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 （ Ｃ ｙ ｔ － ３ ５ ６ ） 　 　 ７ Ｅ １ １ － Ｃ ５
　 ヒ ト 乳 脂 グ ロ ブ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ 　 Ｈ Ｍ Ｆ Ｇ － １ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ７ ． １
　 ４ ２ ｋ Ｄ 乳 癌 エ ピ ト ー プ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ ／ ９ １ ８ ９
　 Ｍ Ｗ ＞ １ ０ ６ ム チ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ａ Ｇ － ７ ２ 、 Ｃ Ｃ － ４ ９ 、 Ｃ Ｃ － ８ ３
　 卵 巣 が ん Ｏ Ｃ １ ２ ５ エ ピ ト ー プ
（ Ｍ Ｗ ７ ５ ０ ｋ Ｄ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｏ Ｃ １ ２ ５
　 膵 臓 Ｈ Ｍ Ｗ 糖 タ ン パ ク 質 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｄ Ｕ － Ｐ Ａ Ｎ － ２
　 結 腸 抗 原 Ｃ ｏ １ ７ － １ Ａ （ Ｍ Ｗ ３ ７ ０ ０ ０ ） 　 １ ７ － １ Ａ
　 Ｇ ９ エ ピ ト ー プ （ 結 腸 癌 ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ９
　 ヒ ト 結 腸 ス ル ホ ム チ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ９ １ ． ９ Ｈ
　 Ｍ Ｗ ３ ０ ０ ｋ Ｄ 膵 臓 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｕ Ｓ Ｅ １ １
　 Ｇ Ａ ７ ３ ３ ． ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ Ａ ７ ３ ３ 、 Ｋ Ｓ １ ． ４
　 Ｔ Ａ Ｇ ７ ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ ７ ２ ． ３ 、 Ｃ Ｃ ４ ９ 、 Ｃ Ｃ ８ ３
　 未 定 義 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｏ ａ ｔ １ 、 Ｓ Ｍ １
　 膵 臓 癌 関 連 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｕ Ｓ Ｅ １ １
　 全 癌 （ Pancarcinoma） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ Ｃ ４ ９
　 前 立 腺 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ Ｄ ４ １
　 Ｍ Ｗ １ ５ ０ － １ ３ ０ ｋ Ｄ 肺 腺 癌 　 　 　 　 　 　 　 Ａ Ｆ － １ ０
　 ｇ ｐ １ ６ ０ 肺 癌 抗 原
（ Cancer Res. 48, 2768, 1988） 　 　 　 　 　 　 　 抗 ｇ ｐ １ ６ ０
　 Ｍ Ｗ ９ ２ ｋ Ｄ 膀 胱 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ Ｇ ２ － Ｃ ６
　 Ｍ Ｗ ６ ０ ０ ｋ Ｄ 膀 胱 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ３
　 膀 胱 癌 抗 原 （ Cancer Res. 49, 6720, 1989） 　 Ａ Ｎ ４ ３ 、 Ｂ Ｂ ３ ６ ９
　 Ｃ Ａ Ｒ － ３ エ ピ ト ー プ Ｍ Ｗ ＞ ４ ０ ０ ｋ Ｄ 　 　 　 Ａ Ｒ － ３
　 Ｍ Ａ Ｍ － ６ エ ピ ト ー プ （ Ｃ １ ５ ． ３ ） 　 　 　 　 １ １ ５ Ｄ ８
　 高 分 子 卵 巣 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｏ Ｖ Ｘ １ 、 Ｏ Ｖ Ｘ ２
　 ム チ ン エ ピ ト ー プ ｌ ａ ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｌ ａ ３
　 肝 細 胞 癌 抗 原 Ｍ Ｗ ９ ０ ０ ｋ Ｄ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ Ｍ － ２
　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｒ ｎ ａ ｌ エ ピ ト ー プ （ ｇ ｐ ４ ３ ）
　 肝 細 胞 癌 ａ ｇ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｍ ａ － １
　 Ｏ 結 合 ム チ ン 含 有
　 Ｎ － グ リ コ リ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ Ｅ １ ． ２
　 Ｍ Ｗ ４ ８ ｋ Ｄ 結 腸 直 腸 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｄ ６ １ ２
　 Ｍ Ｗ ７ １ ｋ Ｄ 乳 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｂ Ｃ Ａ ２ ２ ７
　 １ ６ ． ８ ８ エ ピ ト ー プ （ 結 腸 直 腸 癌 抗 原 ） 　 　 １ ６ ． ８ ８
　 Ｃ Ａ Ｋ １ （ 卵 巣 癌 ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ １
　 結 腸 特 異 的 抗 原 ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ ｕ － １ 、 Ｍ ｕ － ２
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　 肺 癌 抗 原 Ｍ Ｗ ３ ５ ０ － ４ ２ ０ ｋ Ｄ 　 　 　 　 　 　 Ｄ Ｆ － Ｌ １ 、 Ｄ Ｆ － Ｌ ２
　 ｇ ｐ ５ ４ 膀 胱 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ １ ６
　 ｇ ｐ ８ ５ 膀 胱 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ４ ３
　 ｇ ｐ ２ ５ 膀 胱 癌 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ １ ３ ８

　 神 経 芽 細 胞 腫 関 連
（ Ｕ Ｊ １ ３ Ａ エ ピ ト ー プ な ど ） 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｕ Ｊ １ ３ Ａ

　 Ｍ ｅ ｌ － １ ４ エ ピ ト ー プ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ ｅ ｌ － １ ４

　 Ｍ Ｗ １ ８ － ２ ２ ｋ Ｄ 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ ４ ８

　 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ｐ ２ ５ ． ９ ９
　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ Ｆ １ ９ Ｌ Ｌ ６ ７
　 Ｈ Ｌ Ａ － Ｂ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ ２ － １ ４ ９ ＿ １
　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ Ｓ １
　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ Ｂ Ｃ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｗ ６ ． ３ ２
　 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｄ Ｑ 、 Ｄ Ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｑ ５ ／ １ ３ 、 Ｂ ８ ． １ １ ． ２
　 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ Ａ Ｍ Ｂ －

　 Ａ ｐ ｏ － １ エ ピ ト ー プ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｐ ｏ 　 １

　 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ 抗 原 お よ び
　 受 容 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル
　 ｐ － 糖 タ ン パ ク 質 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ ２ １ ９ 、 Ｍ Ｒ Ｋ １ ６ 、 Ｊ Ｓ Ｂ － １ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ６ ５ ／ Ｆ ４
　 カ テ プ シ ン Ｄ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ Ｉ Ｓ － Ｄ ｉ ａ ｇ ｎ ｏ ｓ ｔ ｉ ｃ ｉ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Italy）
　 胆 管 上 皮 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ Ｅ Ａ １ ２ ５
　 神 経 腺 抗 原 （ Ｃ Ｄ ６ ３ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ Ｅ ４ ９ １ 、 Ｎ Ｋ Ｉ － Ｃ ３ 、 Ｌ Ｓ ６ ２
　 Ｃ Ｄ ９ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ Ａ Ｐ Ａ － １ 、 Ｒ ２ 、 Ｓ Ｍ ２ ３
　 全 ヒ ト 細 胞 抗 原 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｐ ａ ｎ － Ｈ
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ 態 様 の 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 細 胞 は 、 二 次 元 ま た は 二 重 パ ラ メ
ー タ 免 疫 磁 気 的 細 胞 分 離 法 に よ り 分 離 す る こ と が で き 、 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 Partington
, et al., A Novel Method of Cell Separation Based on Dual Parameter Immunomagnet
ic Cell Selection, J. of Immuno. Mthds., 223: 195-205, 1999に 記 載 さ れ て お り 、 当
該 文 献 は 、 そ の 内 容 が す べ て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 生
体 磁 気 粒 子 を 用 い た 標 的 細 胞 の タ グ 付 け お よ び 分 離 を 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 流 体 回 路 内
で 行 う こ と が で き る 。 こ の 手 法 は 、 市 販 の 免 疫 磁 気 ビ ー ズ お よ び ／ ま た は 粒 子 間 の サ イ ズ
の 差 と 、 種 々 の 強 度 の 磁 界 へ の 吸 引 に 関 す る そ れ ら の 異 な る 特 性 と を 利 用 す る 。 例 え ば 、
分 離 の 第 １ の ス テ ッ プ は 、 ５ ０ ｎ ｍ の ビ ー ズ を 利 用 し た 細 胞 の ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン で
あ り 得 る 。 次 に 、 第 １ の ス テ ッ プ で 単 離 さ れ 、 ５ ０ ｎ ｍ の ビ ー ズ で ロ ゼ ッ ト 化 さ れ た ま ま
の 細 胞 を 、 前 も っ て ビ ー ズ を 除 去 す る 必 要 な く 、 よ り 大 き い ビ ー ズ 、 例 え ば Ｍ ２ ８ ０ ま た
は Ｍ ４ ５ ０ の ダ イ ナ ビ ー ズ （ Dynabeads） を 用 い て さ ら に ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン ま た は
ネ ガ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン に 付 す こ と が で き る 。 第 ２ の 分 離 ス テ ッ プ の 間 の 磁 界 の 強 度 は 、
Ｍ Ｏ デ ィ ス ク の 磁 区 に 発 生 し た 磁 力 が よ り 大 き い ダ イ ナ ビ ー ズ の み を 吸 引 す る に は 十 分 で
あ る が ５ ０ ｎ ｍ の ビ ー ズ は 吸 引 し な い 程 度 で あ る よ う に 変 調 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の 二
重 パ ラ メ ー タ の 実 施 の 形 態 は 、 対 象 と な る 細 胞 を 単 離 お よ び 精 製 す る よ り よ い 方 法 を 提 供
す る 。
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膠 腫 抗 原

頭 頚 部 癌 抗 原

Ｈ Ｌ Ａ 抗 原

ア ポ ト ー シ ス 受 容 体

そ の 他



【 ０ ２ ９ ８ 】
　 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ 態 様 の さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 標 的 細 胞 は 、 弾 動 移 入 （ ballis
tic transfer） に よ り 磁 気 粒 子 で 標 識 ま た は タ グ 付 け す る こ と が で き る 。 弾 動 移 入 技 術 は
、 機 械 力 に よ り 物 質 を 細 胞 内 に 運 ぶ 微 粒 子 を 加 速 さ せ る た め に 冷 ガ ス 衝 撃 波 を 用 い る 。 本
発 明 の こ の 実 施 の 形 態 は 、 感 磁 性 に さ れ た こ と に よ り 強 磁 界 で そ れ ら を 保 持 す る こ と で 分
離 さ れ 得 る 標 的 細 胞 の 分 離 を 可 能 に す る 方 法 に 関 す る 。 次 に 、 タ グ 付 け さ れ た 細 胞 を 、 Ｍ
Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 捕 捉 、 分 析 、 操 作 、 お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。 磁 気 粒 子 で の 細 胞 の
弾 動 的 タ グ 付 け に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば Wittigに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ４
８ ， ３ ３ ８ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 特 許 は 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
援 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 の 形 態 は 、 上 述 の よ う に 、 Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 、 免 疫 磁 気 的 な 細
胞 選 択 に よ り 細 胞 の 分 析 、 操 作 、 お よ び 定 量 を 行 う こ と 、 お よ び Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の ト
ラ ッ ク 上 の 細 胞 の 整 列 な ど 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 上 に 標 的 細 胞 を 種 々 の 所 定 の 構 成 に 整 列
さ せ る こ と で あ る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 細 胞 を Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 上 で 磁 気 的 に 選 別 し
て 整 列 さ せ 、 Ｍ Ｏ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ お よ び 関 連 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 分 析 す る 。 関 連 す
る 免 疫 磁 気 的 細 胞 分 析 の 方 法 お よ び シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 Tibbe et al., Cytometry, 43:
31-37, 2001、 お よ び Tibbe et al., Cytometry, 47:163-172, 2002に 記 載 さ れ て お り 、 こ
れ ら は い ず れ も 、 そ の 内 容 が す べ て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 従 来 技 術 の こ れ ら
の 方 法 は 、 蛍 光 検 出 を 含 む 専 用 デ バ イ ス お よ び シ ス テ ム を 必 要 と す る 。 本 発 明 は 、 標 準 的
な Ｍ Ｏ デ ィ ス ク ド ラ イ ブ を 用 い て 上 述 の 免 疫 磁 気 的 な 細 胞 の 選 択 、 操 作 、 検 出 、 定 量 、 お
よ び 分 析 を 行 う こ と が で き る と い う 点 で 、 こ れ ら の 専 用 デ バ イ ス の 必 要 を 回 避 す る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ 生 体 磁 気 的 検 定 の 分 子 の 応 用
　 単 離 さ れ た 標 的 細 胞 は 、 特 定 の 生 化 学 的 お よ び 生 物 学 的 特 徴 の 存 在 に 関 し て 特 徴 付 け ら
れ 得 る 。 特 に 重 要 な の は 、 分 子 生 物 学 の 研 究 の た め の こ の よ う な 細 胞 の 使 用 で あ る 。 従 来
技 術 の 上 記 の 方 法 と は 対 照 的 に 、 本 方 法 は 、 磁 気 粒 子 － 標 的 細 胞 結 合 の 切 断 を 行 う 必 要 な
く 、 標 的 細 胞 の 研 究 お よ び 成 長 を 可 能 に す る 。 い く つ か の 目 的 の た め に 、 血 液 、 骨 髄 、 お
よ び 他 の 体 液 （ 例 え ば 、 尿 、 髄 液 、 精 液 、 リ ン パ 液 ） に 存 在 す る 、 ま た は そ れ 以 外 の 正 常
組 織 お よ び 器 官 （ 例 え ば 、 肝 臓 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 肺 、 膵 臓 、 骨 組 織 、 中 枢 神 経 系 、 前 立
腺 、 皮 膚 お よ び 粘 膜 ） か ら の 腫 瘍 生 検 材 料 お よ び 腫 瘍 細 胞 と の 両 方 で 、 ま た 細 胞 学 的 検 定
の 他 の 区 域 で 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 、 純 粋 な 標 的 細 胞 集 団 に お
け る 特 定 の 遺 伝 子 を 検 査 す る こ と が 重 要 で あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 従 来 技 術 の 方 法 で は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
で 得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 生 検 材 料 中 の 正 常 細 胞 お よ び 腫 瘍 細 胞 を 表 す 。 １ つ の 細 胞 懸 濁 液
を 最 初 に 腫 瘍 材 料 か ら 調 製 し 、 次 に 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ を 用 い て 腫 瘍 細 胞 を ポ ジ テ ィ ブ セ
レ ク シ ョ ン に よ り 免 疫 磁 気 的 に 検 出 お よ び 分 離 す る と 、 こ の 材 料 に 対 し て 行 わ れ た い か な
る 遺 伝 子 研 究 も 、 標 的 細 胞 の み を 表 す 。 こ れ は 、 例 え ば 、 骨 髄 、 抹 消 血 、 胸 水 お よ び 腹 水
、 な ら び に 他 の 体 液 （ 例 え ば 、 尿 、 髄 液 、 精 液 、 お よ び リ ン パ 液 ） を 含 む 哺 乳 類 組 織 に 存
在 す る 悪 性 細 胞 に も 関 連 す る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） お よ び マ イ ク ロ ア レ イ 法
を 伴 う 研 究 も ま た 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 装 置 を 用 い て 得 ら れ る 純 粋 な 標 的 細 胞 集 団 に 対 し
て 行 っ た 場 合 、 特 異 性 お よ び 信 頼 性 の 向 上 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク シ ス テ ム （ Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ ） で の 神 経 生 物 学 的 検 定
　 本 発 明 の Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ 態 様 の さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 で は 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に お い て 、
ニ ュ ー ロ ン を 単 離 し て 刺 激 し 、 生 物 マ ト リ ッ ク ス ま た は 溶 液 中 で 成 長 お よ び 再 生 さ せ る こ
と が で き る 。 生 物 マ ト リ ッ ク ス は 、 細 胞 の 固 体 支 持 体 を 提 供 し つ つ 、 細 胞 の 生 存 を 可 能 に
す る よ う に 必 須 栄 養 素 お よ び 気 体 を 通 す 、 ゲ ル ま た は 任 意 の 生 体 適 合 性 材 料 か ら 形 成 す る
こ と が で き る 。 生 物 マ ト リ ッ ク ス は 、 マ ト リ ッ ク ス 内 で の 細 胞 お よ び そ の 構 成 要 素 の 成 長
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お よ び 移 動 （ 軸 索 突 起 お よ び 樹 状 突 起 の 移 動 な ど ） も 可 能 に す る 。 軸 索 突 起 お よ び 樹 状 突
起 、 お よ び 細 胞 の 成 長 の 方 向 お よ び 速 度 は 、 Ｍ Ｏ ド ラ イ ブ に よ り 生 成 さ れ る Ｍ Ｏ バ イ オ デ
ィ ス ク の 磁 界 に よ り 制 御 す る こ と が で き る 。 こ の 実 施 の 形 態 で は 、 神 経 突 起 （ neurites）
に は 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ン お よ び そ の 軸 索 突 起 に 吸 収 さ れ る か ま た は 積 極 的 に 組 み 込 ま れ
る 磁 気 ナ ノ 粒 子 ま た は ビ ー ズ が 設 け ら れ 得 る 。 次 に 、 こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン の ア レ イ は 、 Ｍ
Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 上 の 生 物 マ ト リ ッ ク ス 内 の 所 定 の 場 所 に 整 列 さ れ る 。 次 に 、 整 列 し た ニ
ュ ー ロ ン ま た は 神 経 突 起 に 、 所 望 の 軸 に 沿 っ て 磁 気 粒 子 負 荷 （ magnetic-particle-loaded
） ニ ュ ー ロ ン お よ び そ の 軸 索 突 起 を 移 動 さ せ て ア レ イ の ニ ュ ー ロ ン 間 の １ つ ま た は 複 数 の
ギ ャ ッ プ を 埋 め る よ う に 変 位 さ れ た 磁 界 が 印 加 さ れ る 。 Ｍ Ｏ デ ィ ス ク に 発 生 し た 磁 性 領 域
は 比 較 的 小 さ く 、 厳 密 に 制 御 で き る た め 、 本 発 明 の 磁 気 誘 導 性 神 経 突 起 成 長 の 実 施 の 形 態
の 使 用 に よ り 、 従 来 技 術 の 方 法 に 比 し て 神 経 突 起 成 長 の よ り 厳 密 な 制 御 が 可 能 に な る 。 ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 磁 気 誘 導 性 神 経 突 起 成 長 お よ び ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 神 経 再 生 は 、 当 該
技 術 分 野 で は 既 知 で あ る （ Moorman et al., Brain Res. Bulletin, 35(5-6):419-422, 19
94, Dubey et al., Exp. Neuro., 158:333-350, 1999, Macias et al., Bioelectromagne
tics, 21:272-286, 2000, Shah et al., Bioelectromagnetics, 22:267-271, 2001、 お よ
び Halpernに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 ６ ， １ ３ ２ ， ３ ６ ０ 号 （ こ れ ら は す べ て 、 そ の 内 容 が
す べ て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） ） 。 本 発 明 の こ の 実 施 の 形 態 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ
ｒ ｏ で の 神 経 突 起 成 長 の 厳 密 な 磁 気 的 制 御 の 研 究 の た め の Ｍ Ｏ Ｂ Ｄ Ｓ の 使 用 、 お よ び ｉ ｎ
　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 神 経 回 路 網 の 作 成 を 対 象 と し て い る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 次 に 図 ７ ６ を 参 照 し て 、 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ 、 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ 、 分 離 ま た は 分 析 チ ャ
ン バ ３ ０ ０ 、 お よ び 試 験 チ ャ ン バ ３ ０ ２ を 含 む 流 体 回 路 を 有 す る 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク の
一 部 の 平 面 図 が 示 さ れ て い る 。 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク は 、 図 ３ Ａ ～ 図 ３ Ｃ 、 図 ４ Ａ ～ 図 ４
Ｃ 、 図 ３ ３ Ａ ～ 図 ３ ３ Ｃ 、 図 ３ ５ 、 図 ３ ６ Ａ ～ 図 ３ ６ Ｃ 、 お よ び 図 ３ ７ に 関 連 し て 上 述 し
た バ イ オ デ ィ ス ク の １ つ ま た は 複 数 の 構 成 要 素 を 含 み 得 る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 次 に 図 ７ ７ Ａ ～ 図 ７ ７ Ｅ を 参 照 し て 、 図 ７ ６ に 示 す 流 体 回 路 で の 細 胞 の 分 離 お よ び 試 験
の 方 法 を 示 す 平 面 図 が 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の こ の 特 定 の 方 法 で は 、 試 験 細 胞 ３ ０ ６ を 、
ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 注 入 ポ ー ト １ ５ ２ を 通 し て 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ に ロ ー ド す る （ 図
７ ７ Ａ ） 。 次 に 、 生 体 磁 気 粒 子 ３ ０ ８ を 、 ピ ペ ッ ト ２ １ ４ を 用 い て 混 合 チ ャ ン バ １ ６ ４ に
ロ ー ド す る 。 生 体 磁 気 粒 子 は 、 サ ン プ ル 中 の 対 象 と な る 細 胞 の 表 面 マ ー カ ー に 特 異 的 な 結
合 剤 で 被 覆 さ れ る 。 結 合 剤 は 、 例 え ば 、 表 １ に 上 記 し た 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 次 に 、
細 胞 ３ ０ ６ お よ び 生 体 磁 気 粒 子 ３ ０ ８ を 、 結 合 剤 と 細 胞 表 面 マ ー カ ー と の 結 合 に よ り 、 対
象 と な る 細 胞 に 生 体 磁 気 粒 子 ３ ０ ８ を 結 合 さ せ る の に 十 分 な 時 間 の 間 培 養 す る 。 培 養 後 、
対 象 と な る 細 胞 す な わ ち 標 的 細 胞 は そ れ に よ り 生 体 磁 気 粒 子 で 標 識 さ れ 、 標 識 細 胞 ３ １ ０
と な る 。 こ れ に よ り 、 標 識 細 胞 ３ １ ０ が 磁 気 操 作 を 受 け や す く な る 。 磁 区 す な わ ち 磁 性 領
域 ２ ４ ６ は 、 培 養 前 ま た は 培 養 後 に 光 磁 気 ド ラ イ ブ を 用 い て 分 離 チ ャ ン バ ３ ０ ０ に 形 成 す
る こ と も で き る 。 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク の 磁 区 ２ ４ ６ の 形 成 に 関 す る 詳 細 は 、 図 ３ ７ に 関
連 し て 上 述 さ れ て い る 。 培 養 が 終 了 す る と 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ を 用 い て デ ィ ス ク を 所 定 の 速
度 で 所 定 の 持 続 時 間 の 間 回 転 さ せ 、 非 標 識 細 胞 ３ ０ ６ 、 生 体 磁 気 粒 子 ３ ０ ８ 、 お よ び 標 識
細 胞 ３ １ ０ を 含 む 懸 濁 液 を 、 分 離 チ ャ ン バ ３ ０ ０ に 移 動 さ せ る （ 図 ７ ７ Ｂ ） 。 懸 濁 液 が 分
離 チ ャ ン バ 内 を 移 動 す る と 、 標 識 細 胞 ３ １ ０ お よ び 自 由 な す な わ ち 未 結 合 の 生 体 磁 気 粒 子
３ ０ ８ が 、 分 離 チ ャ ン バ ３ ０ ０ 内 の 磁 区 ２ ４ ３ に 磁 気 的 に 結 合 す る 。 次 に 、 デ ィ ス ク を 別
の 所 定 の 速 度 で 別 の 所 定 の 時 間 の 間 回 転 さ せ 、 懸 濁 液 中 の 未 結 合 お よ び 非 標 識 細 胞 ３ ０ ６
を 分 離 チ ャ ン バ ３ ０ ０ の 底 部 に 移 動 さ せ る （ 図 ７ ７ Ｃ ） 。 次 に 、 磁 区 ２ ４ ６ を 順 次 消 去 お
よ び 形 成 し 、 磁 気 的 に 結 合 し た 標 識 細 胞 ３ １ ０ を 選 択 的 に 解 放 す る （ 図 ７ ７ Ｄ ） 。 次 に 、
磁 区 ２ ４ ６ を 順 次 消 去 お よ び 形 成 す る こ と に よ り 、 標 識 細 胞 ３ １ ０ を １ つ ま た は 複 数 の 試
験 チ ャ ン バ ３ ０ ２ に 磁 気 的 に 導 く （ 図 ７ ７ Ｅ ） 。 試 験 チ ャ ン バ ３ ０ ２ に は 、 限 定 は さ れ な
い が 、 化 学 療 法 剤 、 抗 生 物 質 、 お よ び 抗 ウ イ ル ス 薬 を 含 む 試 験 剤 を 含 む 試 験 溶 液 が あ ら か
じ め ロ ー ド さ れ て い て も よ い 。 次 に 、 標 識 細 胞 ３ １ ０ を 試 験 剤 と 共 に 培 養 す る こ と が で き
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る 。 次 に 、 電 磁 放 射 ビ ー ム を 試 験 チ ャ ン バ ３ ０ ２ に わ た っ て 走 査 さ せ て 、 生 細 胞 お よ び ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 を 定 量 し 、 そ れ に よ り 、 試 験 剤 に 曝 露 し た 場 合 の 細 胞 の 感 受 性 を 判 定 す る
こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 、 膜 泡 、 細 胞 収 縮 、 タ ン パ ク 質 断 片 化 、 ク ロ マ チ ン 凝
縮 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 分 解 を 特 徴 と し 、 こ れ ら す べ て は 細 胞 の 光 学 的 特 性 を 変 化 さ せ 、 光 デ ィ
ス ク 読 み 取 り 装 置 を 用 い て 非 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 か ら 区 別 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様
　 こ の 発 明 ま た は そ の 種 々 の 態 様 は 、 以 下 の 本 発 明 の 譲 受 人 に 譲 渡 さ れ て 同 時 係 属 中 の 特
許 出 願 に 開 示 さ れ て い る デ ィ ス ク 、 検 定 、 お よ び シ ス テ ム の 多 く で 容 易 に 実 施 す る こ と が
で き る か 、 ま た は 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 「 Method
s and Apparatus for Analyzing Operational and Non-operational Data Acquired from
 Optical Discs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ３ ７ ８ ， ８ ７ ８ 号 、 １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ２ ３
日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus for Optical Disc Data Acquisition Using Ph
ysical Synchronization Markers」 と 題 す る 米 国 仮 特 許 出 願 第 ６ ０ ／ １ ５ ０ ， ２ ８ ８ 号 、
１ ９ ９ ９ 年 １ ０ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 「 Trackable Optical Discs with Concurrently Re
adable Analyte Material」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ４ ２ １ ， ８ ７ ０ 号 、 ２ ０ ０ ０
年 ８ 月 ２ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus for Optical Disc Data Acquisitio
n Using Physical Synchronization Markers」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ６ ４ ３ ， １
０ ６ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 １ ５ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Bio-discs with Reflective La
yers」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ９ ９ ， ２ ７ ４ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ２ ０ 日 に 出 願
さ れ た 「 Methods And Apparatus For Detecting And Quantifying Lymphocytes With Opt
ical Biodiscs」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ８ ８ ， ７ ２ ８ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 １
９ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus for Blood Typing with Optical Bio-discs
」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ８ ８ ， ８ ５ ０ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ２ ０ 日 に 出 願 さ れ
た 「 Apparatus and Methods for Separating Agglutinants and Disperse Particles」 と
題 す る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ８ ９ ， ６ ８ ４ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 「
Dual Bead Assays Including Optical Biodiscs and Methods Relating Thereto」 と 題 す
る 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ９ ７ ， ７ ４ １ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Appa
ratus and Methods for Separating Components of Particulate Suspension」 と 題 す る
米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ９ ９ ７ ， ８ ９ ５ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical 
Discs for Measuring Analytes」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ５ ， ３ １ ３ 号 、 ２ ０
０ １ 年 １ ２ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Detecting Analytes Using Optical Dis
cs and Optical Disc Readers」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ６ ， ３ ７ １ 号 、 ２ ０
０ １ 年 １ ２ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Multiple Data Layer Optical Discs for Detecting 
Analytes」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ０ ６ ， ６ ２ ０ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 １ ０ 日 に
出 願 さ れ た 「 Optical Disc Assemblies for Performing Assays」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願
第 １ ０ ／ ０ ０ ６ ， ６ １ ９ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Detection System F
or Disc-Based Laboratory And Improved Optical Bio-Disc Including Same」 と 題 す る
米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ２ ０ ， １ ４ ０ 号 、 ２ ０ ０ １ 年 １ ２ 月 ２ １ 日 に 出 願 さ れ た 「 Surfac
e Assembly For Immobilizing DNA Capture Probes And Bead-Based Assay Including Op
tical Bio-Discs And Methods Relating Thereto」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ３ ５
， ８ ３ ６ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Dual Bead Assays Including Covalent 
Linkages For Improved Specificity And Related Optical Analysis Discs」 と 題 す る 米
国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ３ ８ ， ２ ９ ７ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Di
sc Analysis System Including Related Methods For Biological and Medical Imaging
」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ４ ３ ， ６ ８ ８ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た
「 Optical Disc Analysis System Including Related Signal Processing Methods and S
oftware」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ４ ８ ， ７ ６ ７ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 ２ ６ 日 に 出 願
さ れ た 「 Methods For DNA Conjugation Onto Solid Phase Including Related Optical B
iodiscs and Disc Drive Systems」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ８ ６ ， ９ ４ １ 号 、 ２
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０ ０ ２ 年 ３ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods for Differential Cell Counts Including L
eukocytes and Use of Optical Bio-Disc for Performing Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第
６ ０ ／ ３ ６ ３ ， ９ ４ ９ 号 、 ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た 「 Methods and Apparatus 
for Use in Detection and Quantitation of Cell Populations and Use of Optical Bio
-Disc for Performing Same」 と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ２ ， ９ ４ ４ 号 、 ２ ０ ０ ２
年 ５ 月 ３ ０ 日 に 出 願 さ れ た 「 Optical Disc Systems For Determining The Concentration
 Of Cells Or Particles In A Sample And Methods Relating thereto」 と 題 す る 米 国 仮
出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ４ ， ２ ０ ５ 号 。 こ れ ら の 出 願 は す べ て 、 そ の 内 容 の す べ て が 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 出 願 は 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書 に お い て 繰 り
返 さ れ る の と 同 様 に 、 本 明 細 書 を 支 持 す る も の と し て 背 景 お よ び 関 連 の 開 示 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
実 験 の 詳 細
　 本 発 明 を 図 面 を 参 照 し て 詳 細 に 説 明 し て き た が 、 本 発 明 の 一 定 の 例 お よ び さ ら な る 例 示
を 以 下 に 提 供 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 図 １ ２ Ａ で 説 明 し た ２ ス テ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 、 こ の 実 施 例 の 二 重 ビ ー ズ
検 定 を 行 う 際 に 用 い た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
Ａ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 こ の 実 施 例 で は 、 男 性 に 存 在 す る が 女 性 に は 存 在 し な い 遺 伝 子 配 列 Ｄ Ｙ Ｓ を 検 出 す る た
め に 二 重 検 定 を 実 行 し た 。 検 定 物 は 、 共 有 結 合 し た 捕 捉 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た ３ μ の 磁 気
捕 捉 ビ ー ズ 、 共 有 結 合 し た Ｄ Ｙ Ｓ 遺 伝 子 に 特 異 的 な 配 列 で 被 覆 さ れ た ２ ． １ μ の 蛍 光 レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ 、 お よ び Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 を 含 む 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か ら 構 成 す る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 合
成 の ８ ０ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 ４
０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 と 相 補 的 で あ る が 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 検 定 物 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ ト ル の サ ケ
精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ × １ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １
時 間 処 理 す る こ と を 含 む 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 図 ３ ８ に 示 す よ う に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在
下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の 非 共 有 結 合 が 低 減 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ を 、 上 清 を
除 去 し て 磁 気 的 に 濃 縮 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝
液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ
ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ
ト ル の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） を 捕 捉 ビ ー ズ に 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 １ 、 １ ０ 、 １
０ ０ 、 １ ０ ０ ０ フ ェ ム ト モ ル の 範 囲 の 種 々 の 濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混 合 し
な が ら 添 加 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ
イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７
． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し
た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 次 に 、 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５
、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ ト ル の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ
Ａ ） 中 ２ × １ ０ ７ の 量 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 添 加 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を
再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で さ ら に ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 培 養 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 磁 気 的 に
濃 縮 し 、 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の
洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ
Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、
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ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰
り 返 し た 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 最 後 の 洗 浄 後 、 ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 結 合 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ ） 中 に
ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 こ の 実 施 例 の 以 下 の パ ー ト Ｂ で 説 明 す る よ う に 調 製 し た デ ィ ス ク に
、 １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 を ロ ー ド し た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
Ｂ ． デ ィ ス ク の 調 製
　 金 デ ィ ス ク を 無 水 マ レ イ ン 酸 ポ リ ス チ レ ン （ maleic anhydride polystyrene） で 被 覆 し
た 。 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ （ ま た は 捕 捉 剤 ） と 相 補 的 な ア ミ ン Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 デ ィ ス ク の 個
別 の 反 応 領 域 に 固 定 し た 。 サ ン プ ル 注 入 の 前 に 、 流 路 を 遮 断 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ
、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 １ ％ 　
Ｂ Ｓ Ａ 、 １ ％ ス ク ロ ー ス ） で 遮 断 し て 、 デ ィ ス ク 表 面 へ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 非 共 有 結 合
を 防 止 し た 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 捕 捉 剤 ２ ２ ０ 、 捕 捉 領 域 １ ７ ０ 、 お よ び 流 体 回 路 を 示 す
デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ の 斜 視 図 は 、 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２ ５ Ｄ に 詳 細 に 示 さ れ て い る 。 別 法 と し て
、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 す る 場 合 、 捕 捉 ゾ ー ン は 、 受 動 吸 着 に よ
り デ ィ ス ク （ ポ リ ス チ レ ン で 前 処 理 さ れ て い る ） に 固 定 さ れ 得 る Ｂ Ｓ Ａ ビ オ チ ン な ど の 捕
捉 剤 で 作 成 し て も よ い 。 ビ オ チ ン 捕 捉 剤 の 使 用 を 示 す デ ィ ス ク ア セ ン ブ リ の 斜 視 図 は 、 図
２ ６ Ａ ～ 図 ２ ６ Ｄ に 提 示 さ れ て い る 。 デ ィ ス ク へ の ビ ー ズ の こ の タ イ プ の 固 定 で 用 い る 種
々 の 方 法 も 、 図 １ ５ Ａ お よ び 図 １ ５ Ｂ 、 図 １ ７ 、 図 １ ９ Ａ ～ 図 １ ９ Ｃ 、 お よ び 図 ２ ３ Ａ お
よ び 図 ２ ３ Ｂ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
Ｃ ． デ ィ ス ク 上 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 の 捕 捉
　 上 記 の パ ー ト Ａ で 説 明 し た よ う に 調 製 し た １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 二 重 ビ ー ズ 混 合
物 を デ ィ ス ク チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、 注 入 ポ ー ト を 密 閉 し た 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の レ ポ ー タ
ー プ ロ ー ブ と 捕 捉 剤 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 さ せ る た め に 、 デ ィ ス ク を 低 速 （
８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で １ ５ 分 ま で 遠 心 分 離 し た 。 デ ィ ス ク を 、 速 度 ４ 倍 速 （ 約 １ ６ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ ） で ５ 分 間 、 Ｃ Ｄ 読 み 取 り 装 置 で 読 み 取 っ た 。 こ れ ら の 条 件 下 で 、 未 結 合 磁 気 捕 捉 ビ
ー ズ を 遠 心 分 離 し て 捕 捉 領 域 か ら 除 去 し た 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に あ る 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ は 、
捕 捉 領 域 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 結 合 し た ま ま で あ っ た 。 デ ィ ス ク を 用 い て 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 を 捕 捉 お よ び 分 析 す る こ と に 関 す る ス テ ッ プ は 、 図 ２ ５ Ａ ～ 図 ２ ５ Ｄ 、 図 ２ ６ Ａ ～ 図 ２
６ Ｄ 、 お よ び 図 ２ ７ Ａ ～ 図 ２ ７ Ｄ に 詳 細 に 提 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
Ｄ ． 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 の 定 量
　 捕 捉 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 は 、 捕 捉 磁 気 ビ ー ズ の 数 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 定 量
す る こ と に よ り 確 定 （ enumerate） す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 各 タ イ プ の ビ ー ズ が 別 個
の シ グ ネ チ ャ を 有 す る か ら で あ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ３ １ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 え ば 図 ３ ２ を 参 照 し て 上 述 さ れ た よ う な 二 重 ビ ー ズ 多 重 化 お よ び 関
連 す る 検 定 を 対 象 と す る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
Ａ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定 多 重 化
　 こ の 実 施 例 で は 、 ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 を 同 時 に 検 出 す る た め に 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 実 行 し た
。 検 定 物 は 、 ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ か ら 構 成 さ れ る 。 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の １ つ の 集 団 を Ｄ
Ｎ Ａ 標 的 １ と 相 補 的 な 捕 捉 プ ロ ー ブ １ で 被 覆 し 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の 別 の 集 団 を Ｄ Ｎ Ａ 標 的
２ と 相 補 的 な 捕 捉 プ ロ ー ブ ２ で 被 覆 す る 。 別 法 と し て 、 ２ つ の 異 な る タ イ プ の 磁 気 捕 捉 ビ
ー ズ を 用 い て も よ い 。 検 定 で は ２ つ の 別 個 の タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ が あ る 。 こ れ ら ２
つ の タ イ プ は 、 化 学 組 成 物 （ 例 え ば シ リ カ お よ び ポ リ ス チ レ ン ） お よ び ／ ま た は サ イ ズ が
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異 な る 。 多 重 二 重 ビ ー ズ 検 定 フ ォ ー マ ッ ト で 用 い る こ と が で き る ビ ー ズ の 種 々 の 組 み 合 わ
せ は 、 図 ３ ２ に 示 さ れ て い る 。 １ つ の タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 １ と 相 補
的 な レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ １ で 被 覆 す る 。 他 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 ２ と 相 補 的
な レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ で 被 覆 す る 。 こ の 場 合 も 、 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー
ブ は 、 各 標 的 と は 相 補 的 で あ る が 、 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 二 重 ビ ー ズ 検 定 多 重 化 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子
Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ × １ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間
処 理 す る こ と を 含 む 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ と の 非 共 有 結 合 が 低 減 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ を 、 上 清 を 除 去 し て 磁 気 的 に 濃 縮 し た
。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、
１ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、
お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ ト ル の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ
） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 １ 、 １ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ フ ェ ム ト モ ル の 範 囲 の 種
々 の 濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 捕 捉 ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し た 。 懸 濁 液 を ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混 合 し
な が ら 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ
イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７
． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し
た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 次 に 、 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５
、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ミ リ リ ッ ト ル の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ
Ａ ） 中 ２ × １ ０ ７ の 量 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 添 加 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を
再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で さ ら に ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 培 養 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 磁 気 的 に
濃 縮 し 、 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の
洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ
Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、
ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰
り 返 し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 最 後 の 洗 浄 後 、 ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 結 合 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ ） 中 に
ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 こ の 実 施 例 の 以 下 の パ ー ト Ｂ で 説 明 す る よ う に 調 製 し た デ ィ ス ク に
、 １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の こ の 溶 液 を ロ ー ド し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
Ｂ ． デ ィ ス ク 調 製
　 金 デ ィ ス ク を 無 水 マ レ イ ン 酸 ポ リ ス チ レ ン で 上 記 の よ う に 被 覆 し た 。 ２ つ の タ イ プ の レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ 用 に 個 別 の 反 応 領 域 を 作 成 し た 。 各 反 応 領 域 は 、 各 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ （
ま た は 捕 捉 剤 ） と 相 補 的 な ア ミ ン Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら な る 。 サ ン プ ル 注 入 の 前 に 、 流 路 を 遮 断
緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５
％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 １ ％ ス ク ロ ー ス ） で 遮 断 し て 、 デ ィ ス ク 表 面 へ の 二
重 ビ ー ズ 複 合 体 の 非 共 有 結 合 を 防 止 し た 。 別 法 と し て 、 多 重 化 二 重 ビ ー ズ 検 定 フ ォ ー マ ッ
ト で 用 い ら れ る 磁 気 ビ ー ズ は 、 光 磁 気 デ ィ ス ク お よ び ド ラ イ ブ を 用 い て 検 出 し て も よ い 。
磁 気 デ ィ ス ク フ ォ ー マ ッ ト の 化 学 反 応 領 域 は 、 図 ３ ７ に 関 連 し て 説 明 し た よ う な 明 確 に 離
間 し た 磁 気 捕 捉 領 域 で 置 き 換 え ら れ る 。 以 下 の 実 施 例 ５ お よ び ６ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ２ １ 】
Ｃ ． デ ィ ス ク 上 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 の 捕 捉
　 上 記 の こ の 実 施 例 の パ ー ト Ａ で 説 明 し た よ う に 調 製 し た １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 二
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重 ビ ー ズ 混 合 物 を デ ィ ス ク チ ャ ン バ に ロ ー ド し 、 注 入 ポ ー ト を 密 閉 し た 。 レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ の レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ と 捕 捉 剤 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 さ せ る た め に 、 デ ィ
ス ク を 低 速 （ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で １ ５ 分 ま で 遠 心 分 離 し た 。 デ ィ ス ク を 、 速 度 ４ 倍 速 （
約 １ ６ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） で ５ 分 間 、 Ｃ Ｄ 読 み 取 り 装 置 で 読 み 取 っ た 。 こ れ ら の 条 件 下 で 、 未 結
合 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 遠 心 分 離 し て 流 路 か ら 除 去 し た 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 レ ポ ー タ ー プ
ロ ー ブ と そ の 相 補 的 な 薬 剤 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 捕 捉 領 域 に 結 合 し た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
Ｄ ． 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 構 造 の 定 量
　 捕 捉 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ １ お よ び ２ の 量 は 、 各 反 応 領 域 に お け る 各 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数
を 定 量 す る こ と に よ り 確 定 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 は 、 二 重 ビ ー ズ を つ な ぎ 合 わ せ る 標 的 媒 介 結 合 の 強 度 に 依 存 す る
。 二 重 ビ ー ズ は 水 素 結 合 に よ り つ な ぎ 合 わ せ ら れ る 。 結 合 の 強 度 は 、 二 重 ビ ー ズ を つ な ぎ
合 わ せ る 結 合 が 共 有 結 合 で あ る 場 合 に 著 し く 高 ま る 。 こ の た め に 、 標 的 の 捕 捉 後 に 、 ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 実 行 し て 、 図 ３ ８ で 上 述 し た よ う な 捕 捉 プ ロ ー ブ と レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ
と の 共 有 結 合 を 形 成 す る 。 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の ５ ’ 末 端 は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 で 必 要
と さ れ る リ ン 酸 基 を 保 持 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 実 験 ： 検 定 物 は 、 共 有 結 合 し た 捕 捉 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た ３ μ ｍ の 磁 気
捕 捉 ビ ー ズ （ Spherotech, Libertyville, IL） 、 共 有 結 合 し た Ｄ Ｙ Ｓ 遺 伝 子 に 特 異 的 な 配
列 で 被 覆 さ れ た ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ Molecular Probes, Eugene, OR） 、
お よ び Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 を 含 む 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か ら 構 成 さ れ る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 合 成 ８ ０ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
で あ り 、 Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 と 相 補 的 で あ る が 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 検 定 物 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ ×
１ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間 処 理 す る こ と を
含 む 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の
非 特 異 的 結 合 が 低 減 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ を 、 上 清 を 除 去 し て 磁 気 的 に 濃 縮 し た 。 次 に 、 １ ０
０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０
ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混
合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 １ 、 １ ０
、 １ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ フ ェ ム ト モ ル の 範 囲 の 種 々 の 濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 捕 捉 ビ ー ズ 懸 濁 液
に 添 加 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に
濃 縮 し 、 未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液
（ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０
５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し
、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回
繰 り 返 し た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 次 に 、 １ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ お よ び ５ × デ
ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） 中 ２ × １ ０ ７ の 量 の レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ を 添 加 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で さ ら に ２ 時 間 混
合 し な が ら 培 養 し た 。 培 養 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を
含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５
０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５
％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー
ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
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【 ０ ３ ２ ７ 】
　 最 後 の 洗 浄 後 、 ２ ０ μ ｌ の 結 合 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、
１ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ － ２ ０ 、 １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ ） 中 に ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た
。 次 に 、 実 施 例 ２ の パ ー ト Ｂ で 説 明 す る よ う に 調 製 し た バ イ オ デ ィ ス ク に 、 １ ０ μ ｌ を ロ
ー ド し た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
Ａ ． 捕 捉 ビ ー ズ の 調 製
　 上 記 検 定 物 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で
１ × １ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間 処 理 す る こ
と を 含 む 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
と の 非 特 異 的 結 合 が 低 減 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ を 、 上 清 を 除 去 し て 磁 気 的 に 濃 縮 し た 。 次 に 、
１ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、
１ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル
ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 １ 、
１ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ フ ェ ム ト モ ル の 範 囲 の 種 々 の 濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 捕 捉 ビ ー ズ 懸
濁 液 に 添 加 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気
的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩
衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０
． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添
加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を
２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
Ｂ ． 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 架 橋 配 列 （ Bridging Sequence） へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 ０ モ ル 、 １ Ｅ － １ ４ モ ル 、 １ Ｅ － １ ３ モ ル 、 １ Ｅ － １ ２ モ ル 、 お よ び １ Ｅ － １ １ モ ル と
い う 濃 度 で の 種 々 の 濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 捕 捉 ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を
、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を
含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５
０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５
％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー
ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。 捕 捉 ビ ー ズ を 、
５ ０ μ Ｌ の ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 溶 液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
Ｃ ． レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ま た は レ ポ ー タ ー ビ ー ズ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 次 に 、 １ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ ×
デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） 中 ２ × １ ０ ７ の 量 の レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ ま た は １ ０ ０ ｐ モ ル の レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 添 加 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 し た 。
ビ ー ズ を 再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で さ ら に ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 培 養 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を
磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ ま た は 未 結 合 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 含 む 上 清 を
除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ
ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ
Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的
に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
Ｄ ． ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応
　 １ ０ μ Ｌ 容 量 の １ ０ × ラ イ ゲ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ 最 終 濃 度 ６ ６ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ．
６ 、 ６ ． ６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ６ ６ μ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ ） お よ び ４ ユ ニ ッ
ト の リ ガ ー ゼ （ 濃 度 １ ０ ユ ニ ッ ト ／ μ Ｌ ） を 、 ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン
反 応 を 室 温 で ２ 時 間 実 行 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５
０ ｍ ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 ０ ． ２
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５ ％ Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ ） で ３ 回 洗 浄 し た 。 対 照 用 試 験 管 に は リ ガ ー ゼ を 添 加 し な か っ た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
Ｅ ． 酵 素 検 定
　 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 量 を 、 捕 捉 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 と 直 接 相 関 さ せ た 。 し た が っ て
、 捕 捉 さ れ た 標 的 を 定 量 す る １ つ の 方 法 は 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 量 を 定 量 す る こ と で あ
る 。 こ の 検 定 の 原 理 は 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ が ビ オ チ ン 化 さ れ た こ と で あ る 。 し た が っ て
、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 濃 度 は 、 酵 素 で あ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
が ビ オ チ ン 部 分 に 結 合 す る 酵 素 検 定 に よ り 求 め る こ と が で き る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
の 色 原 体 基 質 で あ る ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を レ ポ ー タ ー と し て 用 い た 。 こ の 無 色 基 質
は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り 加 水 分 解 さ れ 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 有 す る 黄 色 の 生
成 物 と な る 。 ビ ー ズ を １ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ （ ２ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ
、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ

２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ３ ） で 洗 浄 し 、 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ホ ス フ ァ
タ ー ゼ １ ０ ０ μ ｌ と 共 に ３ ７ ℃ で １ 時 間 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ． ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ） で ３ 回 洗 浄 し 、 未
結 合 Ｓ － Ａ Ｐ を 除 去 し た 。 ビ ー ズ を １ ０ ０ μ ｌ の Ｓ － Ａ Ｐ 基 質 で あ る ｐ － ニ ト ロ リ ン 酸 塩
と 共 に 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ １ ０ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 中 ３ ． ７ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で 、 室
温 で ５ ～ １ ５ 分 間 培 養 し た 。 上 清 の 発 色 を ４ ０ ５ ｎ ｍ で 監 視 し た 。 色 の 強 度 は 、 ビ オ チ ン
化 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 量 、 し た が っ て 捕 捉 さ れ た 標 的 の 量 と 直 接 相 関 す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
Ｆ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 量 は 、 捕 捉 さ れ た 標 的 の 量 と 直 接 相 関 し た 。 し た が っ て 、 捕 捉 さ れ
た 標 的 を 定 量 す る １ つ の 方 法 は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 量 を 定 量 す る こ と で あ っ た 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 後 、 ビ ー ズ を ２ ０ ０ μ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し 、 レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ の 量 を 、 蛍 光 測 定 器 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｏ ｍ ａ ｘ － ２ に よ っ て 、 Ｅ ｘ ＝ ５ ０ ０ ｎ ｍ
、 ス リ ッ ト ＝ ２ ． ０ 、 Ｅ ｍ ＝ ５ ３ ０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ＝ ２ ． ０ で 定 量 し た 。 別 法 と し て 、 上
述 の よ う に 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を バ イ オ Ｃ Ｄ 読 み 取 り 装 置 に よ り 定 量 し て も よ い
。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 二 重 ビ ー ズ 検 定 で の 切 断 可 能 ス ペ ー サ の 使 用 に よ り 、 検 定 の 感 度 が 高 ま る 。 以 下 の 実 施
例 は 、 切 断 可 能 ス ペ ー サ を 用 い た 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 対 象 と す る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
Ａ ． 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 設 計
　 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 設 計 は 、 切 断 可 能 ス ペ ー サ を 用 い た 二 重 ビ ー
ズ 検 定 の 成 功 に 重 要 で あ る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 図 で 上 述 さ れ る
よ う な ３ つ の 枝 を 含 む 。 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ま た は 捕 捉 プ ロ ー ブ の １ つ の 枝 は 、 標 的 捕 捉
に 関 与 す る 。 い く つ か の リ ン カ ー （ Ｐ Ｅ Ｇ 基 ） を 、 捕 捉 プ ロ ー ブ ま た は レ ポ ー タ ー プ ロ ー
ブ に 導 入 し て 、 プ ロ ー ブ の 螺 旋 化 を 最 小 に し 、 標 的 捕 捉 効 率 を 高 め る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ ま た
は レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 第 ２ の 枝 は 、 末 端 に ビ オ チ ン が 続 く ３ つ の リ ン カ ー を 含 む 。 カ ル
ボ キ シ ル ま た は ア ミ ン な ど の 他 の 官 能 基 を 用 い る こ と も で き る 。 ビ オ チ ン は 、 固 相 へ の 捕
捉 プ ロ ー ブ ま た は レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 結 合 に 関 与 す る 。 捕 捉 プ ロ ー ブ の 第 ３ の 枝 は 、 レ
ポ ー タ ー プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 制 限 酵 素 消 化 が 捕 捉 プ ロ ー ブ ま た は レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 切 断 を 選 択 す る 方 法 で あ る 場
合 、 制 限 部 位 を プ ロ ー ブ の 配 列 に 導 入 す る 。 制 限 部 位 の 選 択 は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ
ー タ ー プ ロ ー ブ を 保 持 す る （ そ し て 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 保 持 し な い ） 配 列 の み を 切 断 す る よ う に
特 有 で あ る （ 共 通 で は な い ） 必 要 が あ る と い う 点 で 重 要 で あ る 。 標 的 の 存 在 下 で の 捕 捉 プ
ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 形 成 は 、 上 記 の 図 ４ ２ Ｃ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
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　 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 置 換 が 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 切 断 を 選 択 す る
方 法 で あ る 場 合 、 捕 捉 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 与 す る レ ポ ー タ ー プ ロ ー
ブ の 配 列 は 比 較 的 短 い （ 約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） 。 残 り の 配 列 は 捕 捉 プ ロ ー ブ と 相 補 的 で は
な い た め 、 置 換 プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 レ ポ ー タ ー
プ ロ ー ブ （ プ ロ ー ブ ２ Ｂ ） へ の 捕 捉 プ ロ ー ブ （ プ ロ ー ブ １ ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
示 す た め に 、 図 ４ ３ Ａ お よ び 図 ４ ３ Ｂ に 包 括 的 に 上 述 さ れ て い る 。 こ の 実 施 例 で は 、 用 い
ら れ る プ ロ ー ブ は Biosource（ Camarillo, CA） で 合 成 さ れ た 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
Ｂ ． ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー ズ へ の 捕 捉 プ ロ ー ブ の 固 定
　 １ ． 捕 捉 ビ ー ズ の 調 製 ： こ の 検 定 の 第 １ の ス テ ッ プ は 、 固 相 へ の 捕 捉 プ ロ ー ブ の 結 合 で
あ る 。 こ の 実 施 例 で は 、 Dynal製 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ た ２ ． ８ μ ｍ の 磁 気 ビ
ー ズ を 固 相 と し て 用 い た 。 通 常 、 ６ ． ７ × １ ０ ７ の Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ ビ ー ズ を 結 合 ご と に 用 い た
。 ビ ー ズ を ２ ０ ０ μ ｌ の 結 合 お よ び 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ．
５ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） に 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清
を 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 ２ ． 捕 捉 ビ ー ズ へ の 捕 捉 プ ロ ー ブ の 結 合 ： 磁 気 ビ ー ズ を 、 ４ ０ ０ μ ｌ の 結 合 お よ び 洗 浄
緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
） に 再 懸 濁 し 、 最 終 濃 度 を ５ μ ｇ ビ ー ズ ／ μ ｌ に し た 。 次 に 、 水 中 ６ ０ ０ ピ コ モ ル の 捕 捉
プ ロ ー ブ を ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し た 。 混 合 物 の 最 終 塩 濃 度 は １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で あ る 。 効 率
的 な 結 合 に は 高 塩 濃 度 が 必 要 で あ る こ と に 留 意 す べ き で あ る 。 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ２ ～ ４ 時
間 、 時 々 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 ビ ー
ズ を 結 合 お よ び 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ 、 ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 ３ ． 結 合 効 率 の 決 定 ： 結 合 前 お よ び 結 合 後 の 上 清 の 光 強 度 を 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ で 測 定 し 、 結
合 さ れ た 捕 捉 プ ロ ー ブ の 量 を 定 量 し た 。 通 常 、 ５ ０ ％ を 超 え る 捕 捉 プ ロ ー ブ が ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン ビ ー ズ に 結 合 し た 。 プ ロ ー ブ の 密 度 は 、 ０ ． ５ × １ ０ ６ ～ １ × １ ０ ６ プ ロ ー ブ ／
ビ ー ズ で あ っ た 。 以 下 の 表 ２ で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 気 ビ ー ズ へ の ビ オ チ ン 化 プ
ロ ー ブ の 結 合 効 率 の 決 定 の 例 の リ ス ト を 提 示 し て い る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 ４ ． ビ ー ズ 上 の 残 り の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 部 位 の 遮 断 ： ビ ー ズ を 、 ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ビ オ
チ ン を 含 む ４ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 、 回 転 混 合 機 に お い て １ 時 間 培 養 し 、 Ｄ ｙ ｎ ａ ｌ 磁 気
ビ ー ズ の 残 り の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 部 位 す べ て を 遮 断 し た 。 磁 気 ビ ー ズ を 、 結 合 お よ び 洗
浄 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ
ｌ ） で ３ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） に 再 懸
濁 し た 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ３ 】
Ｃ ． レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ へ の 捕 捉 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 １ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ： １ ０ ０ ０ μ ｌ の ビ ー ズ 懸 濁 液 の う ち 、 ４ ０ ０ μ ｌ を １ ナ
ノ モ ル の レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ Ａ を 含 む ４ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ 緩 衝 液 と 混 合 し 、 ４ ０ ０ μ ｌ を
１ ナ ノ モ ル の レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ Ｂ を 含 む ４ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ 緩 衝 液 と 混 合 し 、 ２ ０ ０ μ
ｌ を 陰 性 対 照 と し て ２ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ （ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） と 混 合 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で ２ 時 間 実 行 し た 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 ２ ． 洗 浄 ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 磁 気 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ） で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 ３ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 の 決 定 ： こ こ で 、 ８ ０ ０ μ ｌ の う ち の ５ ０ μ ｌ を ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 に つ い て 検 定 し た 。 こ の 検 定 の 原 理 は 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ Ａ
お よ び ２ Ｂ が ビ オ チ ン 化 さ れ た こ と で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ の 濃 度 は 、 酵
素 で あ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が ビ オ チ ン 部 分 に 結 合 す る 酵 素 検 定
に よ り 求 め る こ と が で き る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 色 原 体 基 質 で あ る ｐ － ニ ト ロ フ ェ
ニ ル リ ン 酸 を レ ポ ー タ ー と し て 用 い た 。 こ の 無 色 基 質 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り
加 水 分 解 さ れ 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 有 す る 黄 色 の 生 成 物 と な っ た 。 ビ ー ズ を １ ０ ０ μ ｌ
の Ｃ Ｄ Ｂ （ ２ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 １ ． ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ３ ） で 洗
浄 し 、 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ １ ０ ０ μ ｌ と 共 に ３ ７ ℃ で
１ 時 間 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ
Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ） で ３ 回 洗 浄 し 、 未 結 合 Ｓ － Ａ Ｐ を 除 去 し た 。 ビ ー ズ
を １ ０ ０ μ ｌ の Ｓ － Ａ Ｐ 基 質 で あ る ｐ － ニ ト ロ リ ン 酸 塩 と 共 に 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ
Ｈ １ ０ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 中 ３ ． ７ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で 、 室 温 で ５ ～ １ ５ 分 間 培 養 し た 。 上 清
の 発 色 を ４ ０ ５ ｎ ｍ で 監 視 し た 。 色 の 強 度 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ビ オ チ ン 化 レ ポ ー タ ー
プ ロ ー ブ ２ Ａ ま た は ２ Ｂ の 量 と 直 接 相 関 す る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 こ の 時 点 で 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は そ の ビ オ チ ン 部 分 を 介 し て 別 の 固 相 に 結 び 付 く こ と
が で き る 。 こ の 代 替 の 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 場 合 、 異 な る タ イ プ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ビ
ー ズ 、 す な わ ち ポ リ ス チ レ ン ま た は 蛍 光 を 、 ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を
形 成 さ せ る 。 固 相 が バ イ オ デ ィ ス ク の 表 面 で あ る 場 合 、 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー
ズ の 混 合 物 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 デ ィ ス ク 表 面 上 で 培 養 す る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
Ｄ ． 標 的 Ｄ Ｎ Ａ へ の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 １ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ： こ の 実 施 例 で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 一 本 鎖 の ８ ０ 量 体 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド で あ っ た 。 ０ 、 １ 、 お よ び １ ０ ０ ０ ピ コ モ ル の 範 囲 の 種 々 の 濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ
Ａ を 、 ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た
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。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 ２ ． 洗 浄 ： ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０
マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ．
５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、
１ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を
再 び 除 去 し た 。 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
Ｅ ． 制 限 酵 素 消 化 ま た は プ ロ ー ブ 置 換 に よ る 標 的 媒 介 捕 捉 の 識 別
　 １ ． 制 限 酵 素 消 化 ： 捕 捉 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ に 導 入 し た 制 限 酵 素 部 位 は
Ｎ Ｏ Ｔ １ で あ っ た 。 こ の 制 限 酵 素 部 位 は 稀 で あ り 、 こ の モ デ ル 系 で は 他 の ど の 部 位 に も 見
ら れ な い 。 ビ ー ズ を ４ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ （ ２ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、
ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２

、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ３ ） に 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 ７ つ の 試 験 管 、 す な わ ち １ つ
の 対 照 用 試 験 管 お よ び ６ つ の 消 化 用 試 験 管 に 分 取 し た 。 酵 素 Ｎ Ｏ Ｔ １ を 、 製 造 業 者 の 取 扱
説 明 書 に 従 っ て 調 製 し た 。 次 に 、 ５ ユ ニ ッ ト の 酵 素 を 各 消 化 用 試 験 間 に １ ０ ０ μ ｌ の 総 容
量 で 添 加 し た 。 対 照 用 試 験 管 に は 水 を 添 加 し た 。 消 化 を ３ ７ ℃ で ３ ～ ４ 時 間 実 行 し た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 ２ ． 置 換 プ ロ ー ブ に よ る レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 置 換 ： ビ ー ズ を ４ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ （ ２
％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ０
ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ３ ） に 再 懸 濁 し た 。 ビ
ー ズ 懸 濁 液 を 、 ２ つ の 試 験 管 、 す な わ ち １ つ の 対 照 用 試 験 管 お よ び １ つ の 置 換 用 試 験 管 に
分 取 し た 。 ビ ー ズ を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で ５ ５ ℃ で ５ 分 間 加 熱
し た 。 熱 処 理 を 用 い て 、 捕 捉 プ ロ ー ブ か ら の レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ Ｂ の 溶 解 を 誘 導 し た 。
こ の 時 点 で 、 １ ０ 倍 過 剰 な 置 換 プ ロ ー ブ を ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し 、 混 合 物 を ３ ７ ℃ で 数 時
間 培 養 し た 。 対 照 用 試 験 管 に は 水 を 添 加 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
Ｆ ． 酵 素 検 定 に よ る 捕 捉 さ れ た 標 的 の 定 量
　 制 限 酵 素 消 化 ま た は プ ロ ー ブ 置 換 後 の 残 っ て い る レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 量 は 、 捕 捉 さ れ
た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 と 直 接 相 関 し た 。 し た が っ て 、 捕 捉 さ れ た 標 的 を 定 量 す る １ つ の 方 法 は
、 残 り の レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の 量 を 定 量 す る こ と で あ っ た 。 こ の 検 定 の 原 理 は 、 レ ポ ー タ
ー プ ロ ー ブ ２ Ａ お よ び ２ Ｂ が ビ オ チ ン 化 さ れ た こ と で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の プ ロ ー
ブ の 濃 度 は 、 酵 素 で あ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が ビ オ チ ン 部 分 に 結
合 す る 酵 素 検 定 に よ り 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 色 原 体 基 質 で あ る ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を レ ポ ー タ ー と
し て 用 い た 。 こ の 無 色 基 質 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り 加 水 分 解 さ れ 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ
の 吸 光 度 を 有 す る 黄 色 の 生 成 物 と な っ た 。 ビ ー ズ を １ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ （ ２ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、
５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ
ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ３ ） で 洗 浄 し 、 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ １ ０ ０ μ ｌ と 共 に ３ ７ ℃ で １ 時 間 培 養 し た 。 ビ ー ズ を
洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ． ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ
ｗ ｅ ｅ ｎ ） で ３ 回 洗 浄 し 、 未 結 合 Ｓ － Ａ Ｐ を 除 去 し た 。 ビ ー ズ を １ ０ ０ μ ｌ の Ｓ － Ａ Ｐ 基
質 で あ る ｐ － ニ ト ロ リ ン 酸 塩 と 共 に 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ １ ０ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ

２ 中 ３ ． ７ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で 、 室 温 で ５ ～ １ ５ 分 間 培 養 し た 。 上 清 の 発 色 を ４ ０ ５ ｎ ｍ で 監 視
し た 。 色 の 強 度 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ビ オ チ ン 化 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ Ａ ま た は ２ Ｂ の
量 と 直 接 相 関 す る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
Ｇ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定 に よ る 捕 捉 さ れ た 標 的 の 定 量
　 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ を 蛍 光 ま た は ポ リ ス チ レ ン ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ビ ー ズ な ど の 別
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の 固 相 に 固 定 す る 場 合 、 捕 捉 さ れ る 標 的 の 量 は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 に よ り 定 量 す る こ と が で
き る 。 制 限 酵 素 消 化 ま た は プ ロ ー ブ 置 換 後 に 残 っ て い る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 は 、 蛍 光 測
定 器 （ 蛍 光 ビ ー ズ の 場 合 ） ま た は バ イ オ Ｃ Ｄ 読 み 取 り 装 置 に よ り 計 数 す る こ と が で き る 。
こ れ は 、 各 タ イ プ の ビ ー ズ が 別 個 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る か ら で あ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 図 ３ ７ に 関 連 し て 説 明 し た 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ な ど の 磁 気 的
に 書 き 込 み 可 能 か つ 消 去 可 能 な 分 析 デ ィ ス ク で 実 行 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 説 明 す る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 こ の 実 施 例 で は 、 男 性 に 存 在 す る が 女 性 に は 存 在 し な い 遺 伝 子 配 列 Ｄ Ｙ Ｓ を 検 出 す る た
め に 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 実 行 し た 。 検 定 物 は 、 共 有 結 合 し た 輸 送 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た ３ μ
ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ Spherotech, Libertyville, IL） 、 共 有 結 合 し た Ｄ Ｙ Ｓ 遺 伝 子 に 特
異 的 な 配 列 で 被 覆 さ れ た ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ Molecular Probes, Eugene
, OR） 、 お よ び Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 を 含 む 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か ら 構 成 さ れ る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 合 成 の
８ ０ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 ４ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 で あ り 、 Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 と 相 補 的 で あ る が 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 検 定 物 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ ×
１ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間 処 理 す る こ と を
伴 っ た 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と
の 非 特 異 的 結 合 が 低 減 す る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で の 前 処 理 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 、 注 入 ポ ー ト を 介 し て Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク
内 に ロ ー ド し た 。 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク は 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ に よ り 生 成 さ れ た 磁 性 領 域 を 含
む 。 こ れ に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ は Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 特 定 の 磁 性 領 域 内 に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 次 に 、 ２ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ ×
デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） 中 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ を 含 む サ ン プ ル を 、 注 入 ポ ー ト を 介 し て Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に 添 加 す る 。 次 に
注 入 ポ ー ト を 密 閉 す る 。 磁 界 を 解 放 す る 。 デ ィ ス ク を ド ラ イ ブ に お い て 非 常 に 低 速 （ ８ ０
０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で 回 転 さ せ て 、 捕 捉 ビ ー ズ へ の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 さ せ る 。 ド ラ イ ブ の 温 度 は 常 に ３ ３ ℃ に 保 つ 。 ２ 時 間 の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ に よ り 磁 界 を 生 成 す る 。 こ の 段 階 で 、 未 結 合 で あ る
か ま た は 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 一 部 と し て の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の み が Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に 残
る 。 未 結 合 の 標 的 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か に よ り 廃 液 チ ャ ン バ
に 導 く 。 次 に 、 ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ
　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 Ｐ ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ
Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 す る 。 磁 界 を 解 放 し 、 デ ィ ス ク を 低 速
（ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で ５ 分 間 回 転 さ せ て 、 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の い か な る
非 特 異 的 結 合 も 除 去 す る 。 次 に 磁 界 を 再 印 加 す る 。 洗 浄 緩 衝 液 を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か
に よ り 廃 液 チ ャ ン バ に 導 く 。 こ の 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 す 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 こ の 段 階 で 、 未 結 合 で あ る か ま た は 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 一 部 と し て の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の
み が 残 る 。 磁 界 を 解 放 し 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 検 出 チ ャ ン バ に 導 く 。 次 に 、 捕 捉 さ れ た 標
的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 を 、 捕 捉 磁 気 ビ ー ズ の 数 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 定 量 す る こ と に よ り
確 定 す る 。 こ れ は 、 図 ２ ８ Ａ 、 図 ２ ８ Ｂ 、 図 ２ ９ Ａ 、 お よ び 図 ２ ９ Ｂ で 上 述 し た よ う に 、
各 タ イ プ の ビ ー ズ が 別 個 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る か ら で あ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ３ ６ ０ 】
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　 こ の 実 施 例 で は 、 図 ３ ２ お よ び 図 ３ ７ に 関 連 し て 上 述 し た 多 重 化 技 法 を 用 い た 二 重 ビ ー
ズ 検 定 を 、 図 ３ ７ を 参 照 し て 説 明 し た Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ な ど の 磁 気 的 に 書 き 込 み
可 能 か つ 消 去 可 能 な 分 析 デ ィ ス ク で 実 行 す る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 を 同 時 に 検 出 す る た め に 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 実 行 す る 。 検 定 物 は 、
３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ Spherotech, Libertyville, IL） か ら 構 成 さ れ る 。 磁 気 捕 捉 ビ
ー ズ の １ つ の 集 団 を Ｄ Ｎ Ａ 標 的 １ と 相 補 的 な 輸 送 プ ロ ー ブ １ で 被 覆 す る 。 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ
の 別 の 集 団 を Ｄ Ｎ Ａ 標 的 ２ と 相 補 的 な 輸 送 プ ロ ー ブ ２ で 被 覆 す る 。 別 法 と し て 、 ２ つ 以 上
の 異 な る タ イ プ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 用 い て も よ い 。 検 定 で は ２ つ 以 上 の 別 個 の タ イ プ の レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ が あ る 。 こ れ ら の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 化 学 組 成 物 （ 例 え ば シ リ カ お よ び
ポ リ ス チ レ ン ） お よ び ／ ま た は サ イ ズ が 異 な る 。 １ つ の タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 、 Ｄ
Ｎ Ａ 標 的 １ と 相 補 的 な レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ １ で 被 覆 す る 。 他 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 Ｄ Ｎ
Ａ 標 的 ２ と 相 補 的 な レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ で 被 覆 す る 。 こ の 場 合 も 、 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び
レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 各 標 的 と は 相 補 的 で あ る が 、 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 二 重 ビ ー ズ 検 定 多 重 化 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子
Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ × １ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間
処 理 す る こ と を 伴 っ た 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 図 ３ ８ に 示 す よ う に 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下
で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の 非 特 異 的 結 合 が 低 減 す る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で の 前 処 理 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に ロ ー ド す る 。 特 定 の
捕 捉 ビ ー ズ に 対 し て 異 な る 磁 気 領 域 を 生 成 す る た め に 磁 界 を 印 加 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ は 、 １
０ μ ｍ ２ あ た り １ つ の 捕 捉 ビ ー ズ の 密 度 で 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 上 に 保 持 す る こ と が で き
る 。 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に ビ ー ズ が 堆 積 す る の に 使 用 可 能 な 表 面 積 は 、 約 ３ × １ ０ ９ μ ｍ
２ で あ る 。 所 与 の 密 度 の ３ μ ｍ の ビ ー ズ に 対 す る Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 容 量 は 、 約 ３ × １
０ ８ ビ ー ズ で あ る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 対 象 と な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む サ ン プ ル を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液
（ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ
－ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ ） 中 で 種 々 の タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 混 合 し 、 注 入 ポ ー ト を 介 し て Ｍ Ｏ バ イ オ デ
ィ ス ク に 添 加 す る 。 次 に 注 入 ポ ー ト を 密 閉 す る 。 磁 界 を 解 放 す る 。 デ ィ ス ク を ド ラ イ ブ に
お い て 非 常 に 低 速 （ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で 回 転 さ せ て 、 種 々 の タ イ プ の 捕 捉 ビ ー ズ へ の 標
的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 さ せ る 。 ド ラ イ ブ の 温
度 は 常 に ３ ３ ℃ に 保 つ 。 ２ ～ ３ 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ に よ り
磁 界 を 再 生 成 す る 。 こ の 段 階 で 、 未 結 合 で あ る か ま た は 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 一 部 と し て の
磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の み が Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に 残 る 。 未 結 合 の 標 的 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か に よ り 廃 液 チ ャ ン バ に 導 く 。 次 に 、 ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の
洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 Ｐ ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ
Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
） を 添 加 す る 。 磁 界 を 解 放 し 、 デ ィ ス ク を 低 速 （ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で ５ 分 間 回 転 さ せ て
、 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の い か な る 非 特 異 的 結 合 も 除 去 す る 。 次 に 磁 界 を 再 印
加 す る 。 洗 浄 緩 衝 液 を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か に よ り 廃 液 チ ャ ン バ に 導 く 。 こ の 洗 浄 手 順
を ２ 回 繰 り 返 す 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 こ の 段 階 で 、 磁 界 を 解 放 し 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 検 出 チ ャ ン バ に 導 く 。 種 々 の タ イ プ の
標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 は 、 対 応 す る 捕 捉 磁 気 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 定 量 す る こ と
に よ り 確 定 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 上 記 の 図 ２ ８ Ａ 、 図 ２ ８ Ｂ 、 図 ２ ９ Ａ 、 お よ び 図
２ ９ Ｂ に 示 し た よ う に 、 各 タ イ プ の ビ ー ズ が 別 個 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る か ら で あ る 。
【 実 施 例 ７ 】
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【 ０ ３ ６ ６ 】
　 こ の 実 験 は 、 種 々 の ビ ー ズ 上 の 共 有 結 合 プ ロ ー ブ の 量 を 求 め て 、 ど の ビ ー ズ タ イ プ が プ
ロ ー ブ の 共 有 結 合 に 最 適 で あ る か を 決 定 す る た め に 行 っ た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
Ａ ． 共 役
　 Polysciences製 の 磁 気 ビ ー ズ （ １ ～ ２ μ ｍ ） 、 Spherotech製 の 磁 気 ビ ー ズ （ ３ μ ｍ ） 、
Polysciences製 の 蛍 光 ビ ー ズ （ １ ． ８ μ ｍ ） 、 お よ び Molecular Probes製 の 蛍 光 ビ ー ズ （
２ ． １ μ ｍ ） を 、 こ の 実 施 例 で 評 価 し た 。 約 ５ × １ ０ ８ の ビ ー ズ を 共 役 反 応 ご と に 用 い た
。 ビ ー ズ を 洗 浄 し 、 ０ ． ０ ５ Ｍ 　 Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ２ － Ｎ － モ ル ホ レ ノ （ morpholeno） － エ
タ ン ス ル ホ ン 酸 ） 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ に 再 懸 濁 し 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｃ （ １ － エ チ ル － ３ － ３ ジ メ
チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド － Ｈ Ｃ ｌ ） の 添 加 に よ り １ ５ 分 間 活 性 化 し た 。 活 性 化
後 、 ビ ー ズ 溶 液 の ｐ Ｈ を Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 用 い て お よ そ ７ ． ５ に 調 節 し た 。 次 に 、 ０ ． ５ ナ ノ モ
ル の ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ を 溶 液 に 添 加 し た 。 プ ロ ー ブ を 、 回 転 混 合 機 に お い て 室 温 で ２ ～
３ 時 間 結 合 さ せ た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 ビ ー ズ に 結 合 し て
い る ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ の 量 を 推 定 す る た め に 、 結 合 前 お よ び 結 合 後 に 上 清 の 光 学 濃 度 （
２ ６ ０ ｎ ｍ ） を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
Ｂ ． 共 有 結 合 効 率 の 決 定
　 上 述 の よ う に ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ と 結 合 し た 、 通 常 は １ ～ ５ × １ ０ ７ の ビ ー ズ を 、 プ ロ
ー ブ の 共 有 結 合 効 率 の 決 定 に 用 い た 。 こ れ ら の ビ ー ズ を 、 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し 、 ２ ０
０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ２ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、
１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ２ ） に 再 懸 濁
し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 ビ ー ズ を 、 ５ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｓ － Ａ Ｐ ） を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ に 再
懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 培 養 し て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が プ ロ ー ブ の ビ オ チ ン に 結 合 す る
の に 十 分 な 時 間 を 与 え た 。 Ｓ － Ａ Ｐ と の 培 養 後 、 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 の Ｓ －
Ａ Ｐ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ の 基 質 と し て １ ０ ０ μ ｌ の ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 （ ｐ Ｎ Ｐ Ｐ ） を 、 ０ ． １ Ｍ
　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ １ ０ 中 ３ ． ７ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 一 定 の 時 間 間 隔 で ビ ー ズ に 添
加 し 、 培 養 時 間 の 差 に よ る 変 動 を 最 小 に し た 。 基 質 と の 培 養 時 間 は 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 信 頼 性
の 高 い Ｏ Ｄ を 得 る た め に 必 要 と さ れ る よ う に （ ２ 分 ～ ３ ０ 分 ） 変 化 さ せ た 。 こ れ は 、 発 色
の 時 間 が プ ロ ー ブ の 濃 度 に 応 じ て 変 わ る か ら で あ る 。 ４ ０ ５ ｎ ｍ 波 長 で 分 光 光 度 計 か ら 得
ら れ た 光 学 濃 度 は 、 ビ ー ズ に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 量 に 比 例 し た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 実 験 の 結 果 を 図 ５ １ Ａ お よ び 図 ５ １ Ｂ に 示 す 。 図 示 の よ う に 、 ３ μ ｍ の Spherotech製 ビ
ー ズ の 非 共 有 結 合 プ ロ ー ブ が １ ５ ％ で あ る の と 比 較 し て 、 Polysciences製 の １ ～ ２ μ ｍ の
磁 気 ビ ー ズ に 結 合 し た プ ロ ー ブ の ８ ７ ％ が 非 共 有 結 合 で あ っ た 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 図 ５ ３ Ａ お よ び 図 ５ ３ Ｂ を 参 照 し て 、 共 有 結 合 効 率 と 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 と の 相 関 を
示 す デ ー タ が 提 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 共 有 結 合 効 率 が 高 い ほ ど 、 二 重 ビ ー ズ 検
定 の 感 度 お よ び 特 異 性 が 高 い こ と を 示 す 。 共 有 結 合 プ ロ ー ブ の 量 は 、 以 下 の パ ー ト Ｃ の ス
テ ッ プ を 行 っ た 後 に 、 こ の パ ー ト Ｂ の ス テ ッ プ を 繰 り 返 す こ と に よ り 計 算 で き る 。 共 有 結
合 の 量 の 計 算 は 図 ５ ５ に 提 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
Ｃ ． 非 共 有 結 合 プ ロ ー ブ の 除 去 に お け る 熱 処 理
　 ど の ビ ー ズ タ イ プ が 所 望 の 共 有 結 合 効 率 を 有 す る か を 判 定 し た 後 、 非 ビ オ チ ン 化 プ ロ ー
ブ お よ び 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 用 い る の に 適 し た ビ ー ズ タ イ プ を 用 い て 、 上 記 の パ ー ト Ａ お よ
び パ ー ト Ｂ の ス テ ッ プ を 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 結 合 後 、 非 共 有 結 合 プ ロ ー ブ を 、 ビ ー ズ の 熱 処 理 に よ り 選 択 的 に 除 去 す る こ と が で き る
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。 こ の た め に 、 最 高 ３ × １ ０ ７ の ビ ー ズ を 、 ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 し た １ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ
Ｂ 溶 液 に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 即 座 に 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 ビ ー ズ を
、 洗 浄 緩 衝 液 で ２ 回 、 Ｃ Ｄ Ｂ で １ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ に 再 懸 濁 し た 。 こ の 時 点
で 、 ビ ー ズ は 二 重 ビ ー ズ 試 験 で 使 用 さ れ る 準 備 が 整 っ て い る 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 固 相 上 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 共 有 結 合 効 率 を 高 め る た め の プ ロ ー ブ 結 合 の 間 の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ
Ａ の 使 用 を 評 価 す る た め に も 、 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
Ａ ． 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 形 成
　 利 用 さ れ た 捕 捉 プ ロ ー ブ は 、 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 ５ ’ 末 端 に ア ミ ノ 基 （ Ｎ Ｈ ２

） と 、 Ｐ Ｅ Ｇ （ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） リ ン カ ー の い く つ か の 鎖 と を 含 ん で い た 。 こ の
実 験 で 用 い ら れ る ア ミ ノ 化 プ ロ ー ブ と 相 補 的 な 鎖 は 、 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 ５ ’ 末
端 に ビ オ チ ン 基 を 含 ん で い た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 、 ３ ７ ℃ の ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 、 過 剰 な 相 補 的 プ ロ ー ブ を 用 い て 実 行 し た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
Ｂ ． ビ ー ズ 上 の 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 結 合
　 Polysciences製 の 磁 気 ビ ー ズ （ １ ～ ２ μ ｍ ） 、 Spherotech製 の 磁 気 ビ ー ズ （ ３ μ ｍ ） 、
Polysciences製 の 蛍 光 ビ ー ズ （ １ ． ８ μ ｍ ） 、 お よ び Molecular Probes製 の 蛍 光 ビ ー ズ （
２ ． １ μ ｍ ） を 、 こ の 実 施 例 で 評 価 し た 。 約 ５ × １ ０ ８ を 共 役 反 応 ご と に 用 い た 。 ビ ー ズ
を 洗 浄 し 、 １ ｍ ｌ の ０ ． ０ ５ Ｍ 　 Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ２ － Ｎ － モ ル ホ レ ノ － エ タ ン ス ル ホ ン 酸
） 、 Ｐ ｈ ６ ． ０ に 再 懸 濁 し 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｃ （ １ － エ チ ル － ３ － ３ ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ
ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド － Ｈ Ｃ ｌ ） の 添 加 に よ り １ ５ 分 間 活 性 化 し た 。 活 性 化 後 、 ｐ Ｈ を Ｎ ａ
Ｏ Ｈ を 用 い て お よ そ ７ ． ５ に 調 節 し た 。 次 に 、 ０ ． ５ ナ ノ モ ル の 容 量 の プ ロ ー ブ を 溶 液 に
添 加 し た 。 プ ロ ー ブ 結 合 を 、 回 転 混 合 機 に お い て 室 温 で ２ ～ ３ 時 間 実 行 し た 。 次 に 、 ビ ー
ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 ビ ー ズ に 結 合 し て い る プ ロ ー ブ の 量 を 推 定 す る た
め に 、 結 合 前 お よ び 結 合 後 に 上 清 の 光 学 濃 度 （ ２ ６ ０ ｎ ｍ ） を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 結 合 後 、 ビ ー ズ 上 の す べ て の 未 反 応 カ ル ボ キ シ ル 基 を 、 １ ｍ ｌ の ０ ． １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ －
Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ で 、 混 合 機 に お い て 室 温 で １ 時 間 遮 断 し た 。 次 に 、 い か な る 非 特 異 的
タ ン パ ク 質 結 合 部 位 も 遮 断 す る よ う に 、 ビ ー ズ を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ Ｂ Ｓ Ａ １ ｍ ｌ
中 で 、 混 合 機 に お い て 室 温 で ３ ０ 分 間 遮 断 し た 。 遮 断 後 、 ビ ー ズ を Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、
保 存 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 ５ ％ 　 グ リ セ ロ ー ル 、 ０ ． １ ％ 　 ア ジ 化 ナ ト リ ウ
ム を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ） に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
Ｃ ． 共 有 結 合 効 率 の 決 定
　 ２ × １ ０ ８ の 磁 気 ビ ー ズ の ア リ コ ー ト を 上 記 の 結 合 ビ ー ズ か ら 取 り 出 し 、 ０ ． １ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で 室 温 で １ 時 間 前 処 理 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄
し 、 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 ２ ０ ０ ピ コ モ ル の 遮 断 プ ロ ー ブ お よ び １ ０
０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 を ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 し た 。 遮 断 プ ロ ー ブ を 、 ３ ７
℃ で ２ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し
、 上 清 を 除 去 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 、 磁 気 濃 縮 を 用 い て 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 ビ ー
ズ を ５ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｓ － Ａ Ｐ ） を 含 む
１ ０ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 を 用 い て 再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 培 養 し た 。 Ｓ － Ａ Ｂ と の 培 養 後 、
ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 Ｓ － Ａ Ｐ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 で
３ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 質 と し て 、 ３ ． ７ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 の
１ ０ ０ μ ｌ の ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト （ ｐ Ｎ Ｐ Ｐ ） を 一 定 の 時 間 間 隔 で ビ ー ズ に
添 加 し 、 培 養 時 間 の 差 に よ る 変 動 を 最 小 に し た 。 発 色 の 時 間 は 、 プ ロ ー ブ の 濃 度 に 応 じ て
変 わ る 。 基 質 と の 培 養 時 間 は 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 信 頼 性 の 高 い Ｏ Ｄ を 得 る た め に 必 要 と さ れ る
よ う に 、 ２ 分 ～ ３ ０ 分 で 変 化 さ せ た 。 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 光 学 濃 度 は 、 ビ ー ズ に 結 合 し た プ ロ ー
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ブ の 量 に 比 例 し た 。 こ れ ら の 二 本 鎖 結 合 実 験 の １ つ か ら の 結 果 は 、 上 記 の 図 ５ ２ Ａ お よ び
図 ５ ２ Ｂ に 提 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
Ｄ ． 捕 捉 プ ロ ー ブ か ら 相 補 鎖 を 分 離 す る た め の 熱 処 理 の 使 用
　 １ ０ ０ μ ｌ の ビ ー ズ の ア リ コ ー ト を ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮
し 、 上 清 を 即 座 に 取 り 出 し た 。 高 温 の 洗 浄 緩 衝 液 で １ 回 、 Ｃ Ｂ Ｄ で １ 回 洗 浄 し た 。 次 に Ｃ
Ｂ Ｄ に 再 懸 濁 し た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 結 合 の 効 率 と 固 相 に 結 び 付 い た プ ロ ー ブ の 接 触 性 お よ び 剛 性 と を 高 め る た め の よ り 長 い
ス ペ ー サ の リ ン カ ー の 使 用 を 試 験 す る た め に も 、 実 験 を 行 っ た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 捕 捉
プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ っ た 。 こ れ ら の 合 成 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 対 象 と な る 検 体 に 特 異 的 で あ っ た 。 こ の 実 施 例 で は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ の ５ ’
末 端 お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ の ３ ’ 末 端 は 、 共 役 す る ３ つ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 部
分 を 含 ん で い た 。 こ れ ら の 共 有 結 合 リ ン カ ー を 、 プ ロ ー ブ 合 成 の 間 に プ ロ ー ブ に 導 入 し た
。 こ れ ら の 実 験 の １ つ か ら 収 集 し た デ ー タ は 、 上 記 の 図 ５ ４ で 示 さ れ て い る 。 図 ５ ４ に 示
す よ う に 、 リ ン カ ー の 使 用 に よ り 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 が 著 し く 高 ま る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 こ の 特 定 の 検 定 で 用 い ら れ た ビ ー ズ は 、 Spherotech製 の ３ μ ｍ の 磁 気 ビ ー ズ お よ び Mole
cular Probes製 の ２ ． １ μ ｍ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ で あ っ た 。 プ ロ ー ブ を 上 述 の よ う に ビ ー
ズ に 共 役 結 合 さ せ た 。 検 定 ご と に ２ × １ ０ ７ の プ ロ ー ブ 結 合 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ６ × １ ０ ７

の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の ア リ コ ー ト を 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ビ ー ズ を １ ０ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の 水 中 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で 、 室 温 で １ 時 間 前 処 理 し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ ０ ．
１ ４ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ
－ ２ ０ ） で ３ 回 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７
． ５ 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で １
回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 図 １ ２ Ａ に 提 示 す る よ う な ２ ス テ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 、 こ の 実 施 例 の 二 重
ビ ー ズ 検 定 を 行 う 際 に 用 い た 。 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ５ × デ ン ハ ル ト
溶 液 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で 希 釈 し た 、 対 照 （ ０ フ ェ ム ト モ ル ） 、 １ ０ フ
ェ ム ト モ ル 、 １ フ ェ ム ト モ ル 、 ０ ． １ フ ェ ム ト モ ル 、 ０ ． ０ １ フ ェ ム ト モ ル 、 ０ ． ０ ０ １
フ ェ ム ト モ ル 、 ０ ． ０ ０ ０ １ フ ェ ム ト モ ル を 含 む 種 々 の 濃 度 の １ つ の 標 的 を 用 い た 。 次 に
、 種 々 の 標 的 溶 液 を 捕 捉 ビ ー ズ と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し て 、 ビ ー ズ の 捕 捉 プ ロ ー
ブ へ の 標 的 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 十 分 な 時 間 を 与 え た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後
、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で
１ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 標 的 を 含 む 捕 捉
ビ ー ズ 溶 液 を 、 １ ０ ０ μ ｌ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 混 合 し 、 混 合 を 続 け な が ら ３ ７ ℃ で ２ 時
間 培 養 し た 。 次 に 、 新 し い 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ
Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ
Ｍ ） で ６ 回 、 Ｐ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 含 む 洗 浄 溶 液 を 、 ２ ５ ０
μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ か ら の か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル を
、 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 結 果 は 、 ３ つ の Ｐ Ｅ Ｇ リ ン カ ー を 捕 捉 プ ロ ー ブ に 導 入 し た 場 合 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お け
る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 低 下 し 、 リ ン カ ー の な い プ ロ ー ブ と 比 較 し て 検 定 感 度 が 著 し く 向 上
し た こ と を 示 し た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
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【 ０ ３ ８ ３ 】
　 こ の 研 究 は 、 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 検 定 感 度 お よ び 検 出 の 範 囲 を 明 ら か に す る た め に
行 っ た 。 結 果 を 図 ５ ７ に 示 す 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
Ａ ． 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 調 製
　 こ の 実 験 で 用 い た ビ ー ズ は 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ ３ μ ｍ の Spherotech製 ） お よ び 黄 色 蛍 光
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ １ μ ｍ の Polysciences製 ） で あ り 、 そ れ ぞ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 輸 送 プ ロ ー ブ お
よ び Ｄ Ｎ Ａ シ グ ナ ル プ ロ ー ブ そ れ ぞ れ と 共 有 結 合 し て い る 。 約 １ × １ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お
よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を こ の 実 験 に 用 い た 。 こ れ ら の ビ ー ズ を Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回
洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 消 化 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む １ ｍ ｌ の 水 に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、
サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 中 の ビ ー ズ 溶 液 を 室 温 で １ 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩
衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ
ｎ ） で ３ 回 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ

２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で １ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 ビ ー
ズ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ） に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
Ｂ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 １ ０ ０ フ ェ ム ト モ ル 、 １ ０ フ ェ ム ト モ ル 、 １ フ ェ ム ト モ ル 、 ０ ． １ フ ェ ム ト モ ル 、 ０ ．
０ １ フ ェ ム ト モ ル 、 お よ び ０ フ ェ ム ト モ ル （ 陰 性 対 照 ） を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 標 的 剤 の 連 続 希 釈 液
を 調 製 し た 。 次 に 、 等 量 の 捕 捉 ビ ー ズ を 種 々 の 標 的 溶 液 と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し
て 、 標 的 を ビ ー ズ の ５ ’ 捕 捉 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 培 養 後 、 ビ ー ズ 溶 液 を 洗
浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ
ｅ ｅ ｎ ） で ３ 回 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ
Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で １ 回 洗 浄 し 、 次 に 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ） に 再 懸 濁 し た
。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 ビ ー ズ 溶 液 と 混 合 し 、 回 転 混 合 機 に お い て ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養
し た 。 培 養 後 、 ビ ー ズ 溶 液 を ０ ． ５ ｍ ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ
　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ
Ｆ Ｄ Ｍ ） で ６ 回 洗 浄 し 、 ２ ５ ０ μ ｌ の 水 に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 結 合 し た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
の 数 を 、 励 起 ＝ ５ ０ ０ ｎ ｍ 、 発 光 ＝ ５ ３ ０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ＝ 励 起 － ２ 、 発 光 － ２ 、 お よ び
０ ． １ 秒 の 積 分 時 間 で 、 蛍 光 測 定 器 に よ り 定 量 し た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 こ の 研 究 は 、 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 型 検 定 で 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の 最 適 な
塩 濃 度 を 求 め る た め に 行 っ た 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
Ａ ． 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 調 製
　 こ の 実 験 で 用 い た ビ ー ズ は 、 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ ３ μ ｍ の Spherotech製 ） お よ び 黄 色 蛍 光
レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ ２ ． １ μ ｍ の Molecular Probes製 ） で あ り 、 そ れ ぞ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 輸 送 プ
ロ ー ブ お よ び Ｄ Ｎ Ａ シ グ ナ ル プ ロ ー ブ そ れ ぞ れ と 共 有 結 合 し て い る 。 ビ ー ズ を ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、
５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で １ 回 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 、 ０ ． １ ％ の Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ お
よ び サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で 、 室 温 で 1時 間 前 処 理 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ
ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ ） で ３ 回 、 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で １ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ビ ー ズ を ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。
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【 ０ ３ ８ ９ 】
Ｂ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 セ ク シ ョ ン Ａ で 調 製 し た 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 、 ２ ４ 個 の １ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に 分 割 し た 。
６ 組 の ア リ コ ー ト を 、 種 々 の 濃 度 の Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ０ ｍ Ｍ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 、 ３ ０ ０ ｍ Ｍ 、 お よ び
４ ０ ０ ｍ Ｍ ） を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 希 釈 し た 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を 、 以 下
の 濃 度 ： １ ０ ０ ｆ モ ル 、 １ ０ ｆ モ ル 、 １ ｆ モ ル 、 ０ ． １ ｆ モ ル 、 ０ ． ０ １ ｆ モ ル 、 ０ フ ェ
ム ト モ ル （ 陰 性 対 照 ） の さ ま ざ ま な 塩 濃 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 で 作 成 し た
。 次 に 、 種 々 の 標 的 溶 液 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の 塩 濃 度 に 従 っ て そ れ ぞ れ の
ビ ー ズ 溶 液 と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し て 、 標 的 を 捕 捉 ビ ー ズ の ５ ’ 輸 送 プ ロ ー ブ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 検 定 溶 液 を 、 各 処 理 群 に 必 要 な 適 切
な 量 の Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ０ ｍ Ｍ 、 ０ ． １ ４ ５ ｍ Ｍ 、 ０ ． ３ ｍ Ｍ 、 ０ ． ４ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ ） を 含 む
洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ
を 、 適 切 な 量 の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 種 々 の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 （ ０ ｍ Ｍ 、 ０ ． １ ４ ５ ｍ Ｍ 、 ０ ． ３ ｍ Ｍ 、 ０ ． ４ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ ）
を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の １ ０ ０ μ ｌ 容 量 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 、 適 当 な
検 定 溶 液 に 添 加 し 、 同 じ 濃 度 の Ｎ ａ Ｃ ｌ が 異 な る 処 理 群 内 で 維 持 さ れ る よ う に し た 。 次 に
、 こ れ ら の 検 定 溶 液 を 、 回 転 混 合 機 に お い て ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 種 々 の 溶
液 を 、 適 切 な 量 の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ０ ． ５ ｍ ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 で ６ 回 、 同 様 に 各 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 と 等 し い 濃 度 の Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ０ ｍ Ｍ 、 ０ ． １ ４ ５ ｍ Ｍ 、 ０ ． ３ ｍ Ｍ 、 ０ ．
４ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ ） を 含 む 水 で 1回 洗 浄 し た 。 次 に 、 種 々 の 二 重 ビ ー ズ 溶 液 を ２ ５ ０ μ ｌ
の 水 に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 結 合 し た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 、 励 起 ＝ ５ ０ ０ ｎ ｍ 、 発 光 ＝
５ ３ ０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ＝ 励 起 － ２ 、 発 光 － ２ 、 お よ び ０ ． １ 秒 の 積 分 時 間 で 、 蛍 光 測 定 器
を 用 い て 定 量 し た 。 こ の 検 定 か ら の 結 果 は 上 記 の 図 ６ ０ に 示 さ れ て い る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合
体 の 検 出 は 、 図 ２ に 関 連 し て 説 明 し た よ う な 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム 、 光 磁 気 デ ィ ス ク シ ス テ
ム 、 蛍 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム 、 ま た は 任 意 の 同 様 の デ バ イ ス を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る
。 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 か ら 収 集 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 特 有 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス
は 、 上 記 の 図 ２ ９ Ｂ に 示 さ れ て い る 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ３ ９ １ 】
　 こ の 場 合 、 Spherotech製 の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ ３ μ ｍ ） お よ び Molecular Probes製 の 黄 色
蛍 光 （ ２ ． １ μ ｍ ） レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 評 価 し た 。 こ の 研 究 は 、 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 型 検 定
で 用 い ら れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の 最 適 な Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 濃 度 を 求 め る た め に 行
っ た 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
Ａ ． 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 調 製
　 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ お よ び 黄 色 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ そ れ ぞ れ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 輸 送 プ ロ ー ブ お よ
び Ｄ Ｎ Ａ シ グ ナ ル プ ロ ー ブ そ れ ぞ れ と 共 有 結 合 さ せ た 。 結 合 後 、 ビ ー ズ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０
ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で 1回 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子
Ｄ Ｎ Ａ で 室 温 で 1時 間 前 処 理 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、
５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２
５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ ） で ３ 回 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０
ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　
Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で 1回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ビ ー ズ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝
液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 Ｂ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 パ ー ト Ａ で 調 製 し た 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 、 ２ ４ 個 の １ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト に 分 割 し た 。 ６ 組
の ア リ コ ー ト を 、 種 々 の 濃 度 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ （ ０ ｍ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 、 お よ び ３ ０ ｍ
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Ｍ ） を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 希 釈 し た 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物 を 、 以 下 の 濃 度 ：
１ ０ ０ ｆ モ ル 、 １ ０ ｆ モ ル 、 １ ｆ モ ル 、 ０ ． １ ｆ モ ル 、 ０ ． ０ １ ｆ モ ル 、 ０ ｆ モ ル （ 陰 性
対 照 ） の さ ま ざ ま な 量 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 で 作 成 し た 。
次 に 、 種 々 の 標 的 溶 液 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の 塩 濃 度 に 従 っ て そ れ ぞ れ の ビ
ー ズ 溶 液 と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し て 、 標 的 を 捕 捉 ビ ー ズ の ５ ’ 輸 送 プ ロ ー ブ と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 検 定 溶 液 を 、 各 処 理 群 に 必 要 な 適 切 な
量 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ （ ０ ｍ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 、 ３ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） を 含 む 洗 浄 緩 衝
液 で ３ 回 、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 、 適 切
な 量 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ を 含 む 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 種 々 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 濃 度 （ ０ ｍ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 、 ３ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） を 含 む
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の １ ０ ０ μ ｌ 容 量 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 、 適 当 な 検 定 溶
液 に 添 加 し 、 同 じ 濃 度 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ が 異 な る 処 理 群 内 で 維 持 さ れ る よ う に し た 。 次 に 、 こ
れ ら の 検 定 溶 液 を 、 回 転 混 合 機 に お い て ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 種 々 の 溶 液 を
、 適 切 な 量 の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ０ ． ５ ｍ ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 で ６ 回 、 同 様 に 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 緩 衝 液 と 等 し い 濃 度 の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ を 含 む 水 で 1回 洗 浄 し た 。 次 に 、 種 々 の 二 重 ビ ー
ズ 溶 液 を ２ ５ ０ μ ｌ の 水 に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 結 合 し た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 、 励 起 ＝
５ ０ ０ ｎ ｍ 、 発 光 ＝ ５ ３ ０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ＝ 励 起 － ２ 、 発 光 － ２ 、 お よ び ０ ． １ 秒 の 積 分
時 間 で 、 蛍 光 測 定 器 に よ り 定 量 し た 。 こ の 検 定 か ら の 結 果 は 上 記 の 図 ６ １ Ａ に 示 さ れ て い
る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 は 、 図 １ お よ び 図 ２ に 示 す よ う な 光 デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 を 用 い て
定 量 す る こ と も で き る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 以 下 の 実 験 は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 に 対 す る 、 ビ ー ズ の プ ロ ー ブ の 密 度 を 低 減 す る た
め の プ ロ ー ブ 遮 断 剤 の 使 用 の 影 響 を 判 定 す る た め に 行 っ た 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
Ａ ． 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 調 製
　 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ ３ μ ｍ の Spherotech製 ） お よ び 黄 色 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ ２ ． １ μ
ｍ の Polysciences製 ） そ れ ぞ れ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び Ｄ Ｎ Ａ シ グ ナ ル プ ロ ー ブ そ
れ ぞ れ と 共 有 結 合 さ せ た 。 結 合 後 、 ビ ー ズ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 　
Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５
） で 1回 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で 室 温 で 1時 間 前 処 理 し
た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ．
５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ ） で ３ 回 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で 1回
洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ビ ー ズ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
Ｂ ． プ ロ ー ブ 遮 断
　 ビ オ チ ン 化 輸 送 遮 断 プ ロ ー ブ を 、 以 下 の 最 終 濃 度 ： ５ ０ ０ ｐ モ ル 、 ５ ０ ｐ モ ル 、 ３ ５ ｐ
モ ル 、 ３ ０ ｐ モ ル に 希 釈 し た 。 １ ３ μ ｌ （ ２ × １ ０ ７ ） 容 量 の 磁 気 ビ ー ズ を 各 試 験 管 （ 合
計 ５ 本 の 試 験 管 ） に 用 い た 。 上 記 で 調 製 し た ５ μ ｌ の 量 の 遮 断 プ ロ ー ブ お よ び ３ ２ μ ｌ の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 を 、 各 試 験 管 に 添 加 し た 。 次 に 、 遮 断 プ ロ ー ブ お よ び 輸 送
プ ロ ー ブ を ３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （
１ ４ ５ ｎ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｎ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ） で
３ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｄ Ｂ （ ２ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７
． ５ 、 １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ．
０ ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ３ ） に 再 懸 濁 し た 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 、 ビ オ チ ン 化 レ ポ ー タ ー 遮 断 プ ロ
ー ブ を 用 い て 同 様 に 調 製 し た 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
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Ｃ ． 遮 断 剤 処 理 後 の ビ ー ズ の プ ロ ー ブ 密 度 判 定
　 パ ー ト Ｂ で 調 製 し た 各 組 の ビ ー ズ 溶 液 の ア リ コ ー ト を 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｓ － Ａ Ｐ （ １ ４ ２
０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ３ ７ ℃ で １ 時 間 培 養 し 、 次 に 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ０ ．
１ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ｐ Ｈ １ ０ 中 ３ ． ７ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 の 、 １ ０ ０ μ
ｌ 容 量 の Ｓ － Ａ Ｐ 基 質 と し て の ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を 、 ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 し た 。 発
色 に 十 分 な 時 間 を 与 え た 後 、 分 光 光 度 計 （ ４ ０ ５ ｎ ｍ の Ｏ Ｄ ） を 用 い て 溶 液 を 分 析 し た 。
ビ ー ズ の 遮 断 プ ロ ー ブ の 量 を 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 か ら 計 算 し た 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
Ｄ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 パ ー ト Ｂ で 調 製 し た ビ ー ズ を 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ５ × デ
ン ハ ル ト 溶 液 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 溶 液 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 物
を 、 以 下 の 濃 度 ： ０ ｆ モ ル の 対 照 、 １ ０ ｆ モ ル 、 １ ｆ モ ル 、 ０ ． １ ｆ モ ル 、 ０ ． ０ １ ｆ モ
ル 、 ０ ． ０ ０ １ ｆ モ ル 、 ０ ． ０ ０ ０ １ ｆ モ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 で 調 製 し
た 。 次 に 、 標 的 溶 液 を 等 量 の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時
間 培 養 し た 。 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 各 組 の 検 定 混 合 物 に つ き 同 量 の プ ロ
ー ブ 遮 断 剤 で 遮 断 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 １ ０ μ ｌ の １ ０ ｆ モ ル 標 的 を 、 そ れ ぞ れ ５ ０ ｐ
モ ル の 遮 断 プ ロ ー ブ で 遮 断 さ れ た １ ０ ０ μ ｌ の レ ポ ー タ ー お よ び 捕 捉 ビ ー ズ 溶 液 に 添 加 す
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 検 定 溶 液 を 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
緩 衝 液 で １ 回 洗 浄 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ
Ａ お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 溶 液 を 含 む ） に 再 懸 濁 し た 。 検 定 溶 液 を 濃 縮 し 、 ２ ５ ０ μ ｌ の 水
に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 結 合 し た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 、 励 起 ＝ ５ ０ ０ ｎ ｍ 、 発 光 ＝ ５ ３
０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ＝ 励 起 － ２ 、 発 光 － ２ 、 お よ び ０ ． １ 秒 の 積 分 時 間 で 、 蛍 光 測 定 器 に よ
り 定 量 し た 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 以 下 の 実 験 は 、 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 最 適 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 培 養 時 間 を 求 め
る た め に 実 施 し た 。 こ の 実 験 か ら の 結 果 は 、 上 記 の 図 ６ ３ お よ び 図 ６ ４ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
Ａ ． 捕 捉 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 調 製
　 こ の 実 験 で 用 い た ビ ー ズ は 、 共 有 結 合 に よ り 結 び 付 い た ５ ’ 輸 送 プ ロ ー ブ を 伴 っ た ２ ５
μ ｌ の 捕 捉 ビ ー ズ （ １ ． ５ × １ ０ ７ ビ ー ズ ／ μ ｌ の 濃 度 の ３ μ ｍ の カ ル ボ キ シ 化 磁 気 粒 子
） と 、 ４ ０ ０ μ ｌ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ ６ ． ６ × １ ０ ６ ビ ー ズ ／ μ ｌ の 濃 度 の ２ μ ｍ の Ｙ
Ｆ ビ ー ズ ） で あ っ た 。 こ れ ら の ビ ー ズ を Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精
子 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ０ ． １ ％ 　 Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ で 室 温 で １ 時 間 前 処 理 し た 。 次 に 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩
衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ
ｎ ） で ３ 回 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５
、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） で １ 回 洗 浄 し た 。 次
に 、 捕 捉 ビ ー ズ を ２ ５ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ を ４ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
Ｂ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 １ 組 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 、 以 下 の 濃 度 ： ０ ピ コ モ ル 、 １ ピ コ モ ル 、 １ ０ ピ コ モ ル 、 １ ０
０ ピ コ モ ル の 標 的 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 で 作 成 し た 。 １ ０ μ ｌ の 捕 捉 ビ ー
ズ 、 １ ５ μ ｌ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ 、 １ μ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び ７ ４ μ ｌ の 標 的 溶 液
を 全 て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に 含 む 試 験 サ ン プ ル を 調 製 し た 。 こ の 試 験 サ ン プ ル
の ア リ コ ー ト を 、 種 々 の 培 養 時 間 、 ３ ０ 分 間 、 １ 時 間 、 ２ 時 間 、 ３ 時 間 、 ４ 時 間 、 お よ び
一 晩 で 分 析 し た 。 １ つ の 組 を 混 合 せ ず に ３ ７ ℃ で 培 養 し 、 他 の 組 を 回 転 混 合 機 に お い て 混
合 し た 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ
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　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ
Ｆ Ｄ Ｍ ） で ６ 回 洗 浄 し 、 次 に ２ ０ ２ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 結 合 し た レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ の 数 を 、 励 起 ＝ ４ ５ ０ ｎ ｍ 、 発 光 ＝ ４ ８ ０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ＝ 励 起 － １ ． ３ ６ ５ 、
発 光 － １ ． ０ ５ 、 お よ び ０ ． １ 秒 の 積 分 時 間 で 、 蛍 光 測 定 器 に よ り 定 量 し た 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 図 ６ ７ Ａ に 関 連 し て 説 明 し た よ う に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 形 成 し た 後 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
を 、 Ｄ Ｎ Ａ 依 存 手 順 で 捕 捉 ビ ー ズ か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 、 Ｄ Ｎ
Ａ ｓ ｅ （ Ｄ Ｎ Ａ を 特 異 的 に 切 断 す る 酵 素 ） に 付 す 。 こ の 処 理 に よ り 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ お
よ び 捕 捉 ビ ー ズ を 結 合 し て い る Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と に よ っ て 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉
ビ ー ズ か ら 分 離 す る 。 こ れ に よ り 、 非 標 的 媒 介 二 重 ビ ー ズ は 影 響 を 受 け な い 。 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ
処 理 後 に 解 放 さ れ る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 を 示 す 。
こ の 実 験 で は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 に お け る Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ の 影 響 を 評 価 し た 。 こ の 実 験 か ら の
結 果 は 、 図 ６ ９ お よ び 図 ７ ０ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
Ａ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 実 施 例 １ の パ ー ト Ａ で 上 述 し た よ う に 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 実 行 し た 。 簡 潔 に 言 え ば 、 検
定 物 は 、 共 有 結 合 し た 輸 送 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た ３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ Spherotech, 
Libertyville, IL） 、 共 有 結 合 し た レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ （ Molecular Probes, Eugene, OR） 、 お よ び 対 象 と な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か
ら 構 成 さ れ る 。 こ の 実 施 例 で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 合 成 の ８ ０ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る
。 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と
相 補 的 で あ る が 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 検 定 物 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ ×
１ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間 処 理 す る こ と を
含 む 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の
非 特 異 的 結 合 が 低 減 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ を 、 上 清 を 除 去 し て 磁 気 的 に 濃 縮 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ
容 量 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合
物 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 １ 、 １ ０ 、 １
０ ０ 、 １ ０ ０ ０ フ ェ ム ト モ ル の 範 囲 の 種 々 の 濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 捕 捉 ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添
加 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮
し 、 未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 の 洗 浄 緩 衝 液
（ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０
５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し
、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 こ の 洗 浄 手 順 を
２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 次 に 、 １ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 　 Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ ×
デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） 中 ２ × １ ０ ７ の 量 の レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ を 添 加 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で さ ら に ２ 時 間
混 合 し な が ら 培 養 し た 。 培 養 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、
５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２
５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ
ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 こ の 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
Ｂ ． Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ 検 定
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　 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ は 配 列 特 異 的 で な い た め 、 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ を こ の 目 的 に 選 択 し た 。 洗 浄 後 、
二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を ８ ７ ． ５ μ Ｌ の 水 に 再 懸 濁 し た 。 １ ０ ユ ニ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ （ ２ ．
５ μ ｌ ） お よ び １ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ 反 応 緩 衝 液 （ ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０
ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ） を 、 再 懸 濁 し た ビ ー ズ に 添 加 し た 。 消 化 反 応 を
３ ７ ℃ で １ 時 間 実 行 し た 。 消 化 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含
む 上 清 を 除 去 し た 。 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を １ ０ ０ μ ｌ の 水 で ２ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 水 を 上 清
と 合 わ せ た 。 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 、 励 起 ５ ０ ０ ｎ ｍ 、 発 光 ５ ３ ０ ｎ ｍ 、 お よ び ス リ ッ
ト サ イ ズ ２ ． ０ で 、 蛍 光 測 定 器 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｏ ｍ ａ ｘ － ２ に よ り 定 量 し た 。 こ の 実 験 か ら の
結 果 に つ い て は 図 ６ ９ お よ び 図 ７ ０ を 参 照 さ れ た い 。 別 法 と し て 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
の 数 は 、 上 述 の よ う な バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ ４ ０ ９ 】
こ の 実 施 例 で は 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 な 処 理 に よ り 分 離 す る 。 二 重
ビ ー ズ 検 定 を 、 実 施 例 １ ５ で 上 述 し た よ う に 実 行 し た 。 洗 浄 後 、 ビ ー ズ 生 成 物 を 洗 浄 緩 衝
液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ．
０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） で ５ 回
洗 浄 し 、 ４ つ の 組 に 分 割 し た 。
　 １ ． 対 照 ： 未 処 理 、 ビ ー ズ を ２ ０ ０ μ Ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ２ ． 酸 洗 浄 ： ビ ー ズ を ０ ． １ Ｍ 　 酢 酸 （ ｐ Ｈ ４ ） を 含 む ２ ０ ０ μ Ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 で ２ 回
洗 浄 し た 。
　 ３ ． 塩 基 洗 浄 ： ビ ー ズ を ０ ． １ Ｍ 　 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ９ ） を 含 む ２ ０ ０ μ Ｌ の 洗
浄 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ４ ． 尿 素 ： ビ ー ズ を ７ Ｍ 　 尿 素 を 含 む ２ ０ ０ μ Ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 物 理 的 ま た は 化 学 的 処 理 の 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 解 放 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ を 含 む 上 清 を 保 存 し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 物 を 保 存 し た 。 磁
気 捕 捉 ビ ー ズ を ４ ０ ０ μ Ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 捕 捉 ビ ー ズ の 上 清 中 お よ び 溶 液 中
の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 量 を 、 励 起 ＝ ５ ０ ０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ２ ． ０ 、 発 光 ＝ ５ ３ ０ ｎ ｍ 、 ス
リ ッ ト ＝ ２ ． ０ で 、 蛍 光 測 定 器 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｏ ｍ ａ ｘ － ２ に よ り 定 量 し た 。 別 法 と し て 、 蛍
光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 、 上 述 の よ う な バ イ オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ り 定 量 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 こ の 実 施 例 か ら 明 ら か で あ る よ う に 、 高 ｐ Ｈ で の 洗 浄 に よ り 、 低 い 標 的 濃 度 で レ ポ ー タ
ー ビ ー ズ を 捕 捉 ビ ー ズ か ら 解 離 す る こ と が で き る 。 図 ７ ２ の 実 験 結 果 に よ り 示 さ れ る よ う
に 、 塩 基 洗 浄 は 、 低 い 標 的 濃 度 で レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 ビ ー ズ か ら 完 全 に 解 離 し た 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 こ の 実 験 の 結 果 は 、 ７ Ｍ の 尿 素 で の 処 理 が 、 感 度 を 著 し く 低 下 さ せ る こ と な く 、 レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 ビ ー ズ か ら 効 率 的 に 解 離 す る こ と も 証 明 す る 。 図 ７ ３ Ａ お よ び 図 ７ ３ Ｂ
の 棒 グ ラ フ に 提 示 す る 実 験 結 果 に よ り 示 さ れ る よ う に 、 尿 素 処 理 は 、 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を
捕 捉 ビ ー ズ か ら 効 率 的 に 解 離 す る 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ ４ １ ３ 】
　 上 述 の 実 施 例 １ ５ お よ び １ ６ で は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 一 本 鎖 で あ っ た 。 臨 床 的 サ ン プ ル を 用
い る 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ は 二 本 鎖 で あ る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 は グ ア ニ ジ ン イ ソ
チ オ シ ア ネ ー ト な ど の 変 性 試 薬 を 必 要 と す る 。 検 定 に 用 い ら れ る 変 性 試 薬 の 濃 度 は 、 二 重
ビ ー ズ 検 定 の 特 異 性 お よ び 感 度 に 主 に 寄 与 す る 。 こ の 実 施 例 で は 、 Ｈ Ｓ Ｖ を 検 出 す る た め
の 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 、 １ ． ５ Ｍ の グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の 存 在 下 で 行 っ た 。
【 ０ ４ １ ４ 】
Ａ ． 捕 捉 ビ ー ズ の 調 製
　 二 重 ビ ー ズ 検 定 物 は 、 共 有 結 合 し た ５ ’ Ｈ Ｓ Ｖ 輸 送 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た ３ μ ｍ の 磁 気
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捕 捉 ビ ー ズ （ Spherotech, Libertyville, IL） 、 お よ び ３ ’ Ｈ Ｓ Ｖ レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ に
結 合 し た Molecular Probes（ Eugene, OR） 製 の ２ ． １ μ ｍ 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ 、 お よ び
対 象 と な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か ら 構 成 さ れ る 。 こ の 実 施 例 で は 、 標 的 は 、 ３ ０ サ イ ク ル 増 幅
し て Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ カ ラ ム で 精 製 し た 、 Ｈ Ｓ Ｖ 遺 伝 子 配 列 を 含 む 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 で あ っ た
。 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と
相 補 的 で あ る が 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 検 定 物 の 調 製 に 用 い た 特 定 の 方 法 は 、 １ × １ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ を １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で 室 温 で １ 時 間 処 理 す る こ と を 伴 っ
た 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の 非
特 異 的 結 合 が 低 減 さ れ る 。 捕 捉 ビ ー ズ を 、 上 清 を 除 去 し て 磁 気 的 に 濃 縮 し た 。 捕 捉 ビ ー ズ
を 、 ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 お よ び １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ６ ０ ０ μ Ｌ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ． ５ Ｇ ｕ Ｓ Ｃ Ｎ 、 ８ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ
ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ４ １ ６ 】
Ｂ ． 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 調 製
　 標 的 は 、 ３ ０ サ イ ク ル 増 幅 し て Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ カ ラ ム で 精 製 し た 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 で あ っ
た 。 標 的 を 適 切 な 濃 度 に 希 釈 し 、 ９ ５ ℃ で ５ 分 間 過 熱 し て 、 二 本 鎖 を 変 性 し 、 氷 上 で 急 速
に 冷 却 し た 。
【 ０ ４ １ ７ 】
Ｃ ． 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 合 計 １ ２ ． ５ μ Ｌ の 冷 却 し た 標 的 を 、 １ ０ ０ μ Ｌ の 前 処 理 し た 捕 捉 ビ ー ズ に 添 加 し た 。
０ 、 １ ０ － １ ６ 、 １ ０ － １ ５ 、 １ ０ － １ ４ 、 １ ０ － １ ３ 、 お よ び １ ０ － １ ２ モ ル の 種 々 の
濃 度 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 、 捕 捉 ビ ー ズ 懸 濁 液 に 添 加 し た 。 ビ ー ズ 懸 濁 液 を 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 混
合 し な が ら 培 養 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し て 、 未 結 合 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 上 清 を 除 去 し
た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ
、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱
脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮
し 、 上 清 を 再 び 除 去 し た 。 こ の 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ４ １ ８ 】
Ｄ ． 二 重 ビ ー ズ 検 定
　 ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む １ ０ ０ μ ｌ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ． ５ 　 Ｇ ｕ Ｓ Ｃ Ｎ 、 ８ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ
ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 ２ × １ ０ ７ の 量 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 添 加 し て 、 捕 捉 ビ ー ズ を 洗 浄 し
た 。 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で さ ら に ３ 時 間 混 合 し な が ら 培 養 し た 。 培 養 後 、 捕 捉 ビ ー
ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 未 結 合 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 含 む 上 清 を 除 去 し た 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ
ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １
％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 し 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ ー ズ を 磁 気 的 に 濃 縮 し 、 上 清 を 再 び 除 去 し
た 。 こ の 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ４ １ ９ 】
Ｅ ． 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 定 量
　 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を ２ ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し 、 標 的 の 量 を 、 励 起 ＝ ５ ０ ０ ｎ ｍ 、
ス リ ッ ト ２ ． ０ 、 発 光 ＝ ５ ３ ０ ｎ ｍ 、 ス リ ッ ト ＝ ２ ． ０ で 、 蛍 光 測 定 器 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｏ ｍ ａ
ｘ － ２ に よ り 定 量 し た 。 別 法 と し て 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 、 上 述 の よ う な 光 バ イ
オ デ ィ ス ク 読 み 取 り 装 置 に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ ４ ２ ０ 】
以 下 の 実 施 例 は 、 図 ３ ７ に 関 連 し て 説 明 し た 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ な ど の 磁 気 的 に
書 き 込 み 可 能 か つ 消 去 可 能 な 分 析 デ ィ ス ク で 実 行 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 説 明 す る 。
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【 ０ ４ ２ １ 】
　 こ の 実 施 例 で は 、 男 性 に 存 在 す る が 女 性 に は 存 在 し な い 遺 伝 子 配 列 Ｄ Ｙ Ｓ を 検 出 す る た
め に 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 実 行 し た 。 検 定 物 は 、 共 有 結 合 し た 輸 送 プ ロ ー ブ で 被 覆 さ れ た ３ μ
ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ Spherotech, Libertyville, IL） 、 共 有 結 合 し た Ｄ Ｙ Ｓ 遺 伝 子 に 特
異 的 な 配 列 で 被 覆 さ れ た ２ ． １ μ ｍ の 蛍 光 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ （ Molecular Probes, Eugene
, OR） 、 お よ び Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 を 含 む 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 か ら 構 成 さ れ る 。 標 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 合 成 の
８ ０ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 輸 送 プ ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 ４ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 で あ り 、 Ｄ Ｙ Ｓ 配 列 と 相 補 的 で あ る が 互 い に は 相 補 的 で は な い 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 検 定 物 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ ×
１ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間 処 理 す る こ と を
伴 っ た 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と
の 非 特 異 的 結 合 が 低 減 す る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で の 前 処 理 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を 、 注 入 ポ ー ト を 介 し て Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク
内 に ロ ー ド し た 。 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク は 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ に よ り 形 成 さ れ た 磁 性 領 域 を 含
む 。 こ れ に よ り 、 捕 捉 ビ ー ズ は Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 特 定 の 磁 性 領 域 内 に 保 持 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 次 に 、 ２ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ ×
デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ） 中 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び レ ポ ー
タ ー ビ ー ズ を 含 む サ ン プ ル を 、 注 入 ポ ー ト を 介 し て Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に 添 加 す る 。 次 に
注 入 ポ ー ト を 密 閉 す る 。 磁 界 を 解 放 す る 。 デ ィ ス ク を ド ラ イ ブ に お い て 非 常 に 低 速 （ ８ ０
０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で 回 転 さ せ て 、 捕 捉 ビ ー ズ へ の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 さ せ る 。 ド ラ イ ブ の 温 度 は 常 に ３ ３ ℃ に 保 つ 。 ２ 時 間 の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ に よ り 磁 界 を 生 成 す る 。 こ の 段 階 で 、 未 結 合 で あ る
か ま た は 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 一 部 と し て の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の み が Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に 残
る 。 未 結 合 の 標 的 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か に よ り 廃 液 チ ャ ン バ
に 導 く 。 次 に 、 ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ
　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ
Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 添 加 す る 。 磁 界 を 解 放 し 、 デ ィ ス ク を 低 速
（ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で ５ 分 間 回 転 さ せ て 、 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の い か な る
非 特 異 的 結 合 も 除 去 す る 。 次 に 磁 界 を 再 印 加 す る 。 洗 浄 緩 衝 液 を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か
に よ り 廃 液 チ ャ ン バ に 導 く 。 こ の 洗 浄 手 順 を ２ 回 繰 り 返 す 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 こ の 段 階 で 、 未 結 合 で あ る か ま た は 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 一 部 と し て の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の
み が 残 る 。 磁 界 を 解 放 し 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 検 出 チ ャ ン バ に 導 く 。 次 に 、 捕 捉 さ れ た 標
的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 を 、 捕 捉 磁 気 ビ ー ズ の 数 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 定 量 す る こ と に よ り
確 定 す る 。 こ れ は 、 図 ２ ８ Ａ 、 図 ２ ８ Ｂ 、 図 ２ ９ Ａ 、 お よ び 図 ２ ９ Ｂ で 上 述 し た よ う に 、
各 タ イ プ の ビ ー ズ が 別 個 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る か ら で あ る 。
【 実 施 例 １ ９ 】
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 こ の 実 施 例 で は 、 図 ３ ２ お よ び 図 ３ ７ に 関 連 し て 上 述 し た 多 重 化 技 法 を 用 い た 二 重 ビ ー
ズ 検 定 を 、 図 ３ ７ を 参 照 し て 説 明 し た Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク １ １ ０ な ど の 磁 気 的 に 書 き 込 み
可 能 か つ 消 去 可 能 な 分 析 デ ィ ス ク で 実 行 す る 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 ２ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 を 同 時 に 検 出 す る た め に 二 重 ビ ー ズ 検 定 を 実 行 す る 。 検 定 物 は 、
３ μ ｍ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ （ Spherotech, Libertyville, IL） か ら 構 成 さ れ る 。 磁 気 捕 捉 ビ
ー ズ の １ つ の 集 団 を Ｄ Ｎ Ａ 標 的 １ と 相 補 的 な 輸 送 プ ロ ー ブ １ で 被 覆 す る 。 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ
の 別 の 集 団 を Ｄ Ｎ Ａ 標 的 ２ と 相 補 的 な 輸 送 プ ロ ー ブ ２ で 被 覆 す る 。 別 法 と し て 、 ２ つ 以 上
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の 異 な る タ イ プ の 磁 気 捕 捉 ビ ー ズ を 用 い て も よ い 。 検 定 で は ２ つ 以 上 の 別 個 の タ イ プ の レ
ポ ー タ ー ビ ー ズ が あ る 。 こ れ ら の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ は 、 化 学 組 成 物 （ 例 え ば シ リ カ お よ び
ポ リ ス チ レ ン ） お よ び ／ ま た は サ イ ズ が 異 な っ て い て も よ い 。 １ つ の タ イ プ の レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 １ と 相 補 的 な レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ １ で 被 覆 す る 。 他 の レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 標 的 ２ と 相 補 的 な レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ ２ で 被 覆 す る 。 こ の 場 合 も 、 輸 送 プ
ロ ー ブ お よ び レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ は 、 各 標 的 と は 相 補 的 で あ る が 、 互 い に は 相 補 的 で は な
い 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 二 重 ビ ー ズ 検 定 多 重 化 の 調 製 に 用 い ら れ る 特 定 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の サ ケ 精 子
Ｄ Ｎ Ａ 中 で １ × １ ０ ７ の 捕 捉 ビ ー ズ お よ び ２ × １ ０ ７ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 室 温 で １ 時 間
処 理 す る こ と を 伴 っ た 。 こ の 前 処 理 に よ り 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 非 存 在 下 で の 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ
ー タ ー ビ ー ズ と の 非 特 異 的 結 合 が 低 減 す る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ で の 前 処 理 後 、 捕 捉 ビ ー ズ を Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に ロ ー ド す る 。 特 定 の
捕 捉 ビ ー ズ に 対 し て 異 な る 磁 気 領 域 を 形 成 す る た め に 磁 界 を 印 加 す る 。 捕 捉 ビ ー ズ は 、 １
０ μ ｍ ２ あ た り １ つ の 捕 捉 ビ ー ズ の 密 度 で 、 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク 上 に 保 持 す る こ と が で き
る 。 Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に ビ ー ズ が 堆 積 す る の に 使 用 可 能 な 表 面 積 は 、 約 ３ × １ ０ ９ μ ｍ
２ で あ る 。 所 与 の 密 度 の ３ μ ｍ の ビ ー ズ に 対 す る Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク の 容 量 は 、 約 ３ × １
０ ８ ビ ー ズ で あ る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 対 象 と な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む サ ン プ ル を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液
（ ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ
－ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 お よ び ５ × デ ン ハ ル ト 混 合 物 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ ） 中 で 種 々 の タ イ プ の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と 混 合 し 、 注 入 ポ ー ト を 介 し て Ｍ Ｏ バ イ オ デ
ィ ス ク に 添 加 す る 。 次 に 注 入 ポ ー ト を 密 閉 す る 。 磁 界 を 解 放 す る 。 デ ィ ス ク を ド ラ イ ブ に
お い て 非 常 に 低 速 （ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で 回 転 さ せ て 、 種 々 の タ イ プ の 捕 捉 ビ ー ズ へ の 標
的 Ｄ Ｎ Ａ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 さ せ る 。 ド ラ イ ブ の 温
度 は 常 に ３ ３ ℃ に 保 つ 。 ２ ～ ３ 時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 光 磁 気 ド ラ イ ブ に よ り
磁 界 を 再 生 成 す る 。 こ の 段 階 で 、 未 結 合 で あ る か ま た は 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 一 部 と し て の
磁 気 捕 捉 ビ ー ズ の み が Ｍ Ｏ バ イ オ デ ィ ス ク に 残 る 。 未 結 合 の 標 的 お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ
を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か に よ り 廃 液 チ ャ ン バ に 導 く 。 次 に 、 ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の
洗 浄 緩 衝 液 （ １ ４ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 Ｐ ｈ ７ ． ５ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ
Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 ０ ． ２ ５ ％ 　 Ｎ Ｆ Ｄ Ｍ （ 脱 脂 粉 乳 ） 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
） を 添 加 す る 。 磁 界 を 解 放 し 、 デ ィ ス ク を 低 速 （ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 未 満 ） で ５ 分 間 回 転 さ せ て
、 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー ビ ー ズ と の い か な る 非 特 異 的 結 合 も 除 去 す る 。 次 に 磁 界 を 再 印
加 す る 。 洗 浄 緩 衝 液 を 、 上 述 の 機 構 の い ず れ か に よ り 廃 液 チ ャ ン バ に 導 く 。 こ の 洗 浄 手 順
を ２ 回 繰 り 返 す 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 こ の 段 階 で 、 磁 界 を 解 放 し 、 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 検 出 チ ャ ン バ に 導 く 。 種 々 の タ イ プ の
標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 量 は 、 対 応 す る 捕 捉 磁 気 ビ ー ズ お よ び レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 定 量 す る こ と
に よ り 確 定 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 上 記 の 図 ２ ８ Ａ 、 図 ２ ８ Ｂ 、 図 ２ ９ Ａ 、 お よ び 図
２ ９ Ｂ に 示 し た よ う に 、 各 タ イ プ の ビ ー ズ が 別 個 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る か ら で あ る 。
【 実 施 例 ２ ０ 】
【 ０ ４ ３ ２ 】
Ａ ． 常 磁 性 ビ ー ズ に 結 び 付 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｃ Ｄ ４ 抗 体 を 用 い た 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 患 者 に お け
る Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の 分 離
　 サ ン プ ル （ 全 血 ま た は 単 核 細 胞 ） を 、 混 合 ／ ロ ー ド チ ャ ン バ に 注 入 し 、 こ の チ ャ ン バ で
、 抗 Ｃ Ｄ ４ 被 覆 常 磁 性 ビ ー ズ （ 生 体 磁 気 粒 子 ） と 混 合 す る 。 １ ５ 分 間 の 培 養 後 、 常 磁 性 ビ
ー ズ を Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 に 結 合 さ せ る た め に 、 Ｍ Ｏ ド ラ イ ブ の レ ー ザ を 用 い て 、 流 路 ま た は 分
析 チ ャ ン バ 内 に 磁 区 を 形 成 す る 。 次 に 、 標 的 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 を こ れ ら の 磁 区 に 結 合 さ せ 、 デ
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ィ ス ク が 所 定 の 速 度 お よ び 時 間 で 回 転 す る と 、 タ グ 付 け さ れ て い な い 細 胞 お よ び 細 胞 成 分
が フ ロ ー 流 路 を 進 ん で 廃 液 チ ャ ン バ に 移 動 す る よ う に す る 。 次 に 、 磁 区 に 結 合 し た Ｃ Ｄ ４
＋ 細 胞 の 数 を Ｍ Ｏ 読 み 取 り 装 置 に よ り 定 量 す る 。 こ の よ う に し て 求 め ら れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞
の 数 は 、 患 者 の 健 康 状 態 を 示 す 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
Ｂ ． 選 択 さ れ た Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の 操 作
　 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 が 他 の 細 胞 成 分 か ら 分 離 さ れ た 後 、 次 に 磁 区 を 消 去 す る 。 次 に 、 デ ィ ス ク
を 所 定 の 速 度 お よ び 方 向 に 回 転 さ せ て 、 新 た に 解 放 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 が フ ロ ー 流 路 を 通
っ て 異 な る 試 験 チ ャ ン バ に 移 動 す る よ う に し 、 こ こ で 細 胞 が 、 そ の Ｈ Ｉ Ｖ 分 解 に 対 す る 感
受 性 を 低 減 し 得 る 種 々 の 薬 物 治 療 に 付 さ れ る 。 流 体 回 路 の 設 計 お よ び デ ィ ス ク の 回 転 速 度
お よ び 方 向 は 、 日 常 的 な 実 験 の み に よ っ て 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ３ ４ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に よ る 光 デ ィ ス ク シ ス テ ム の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 光 学 式 読 み 取 り シ ス テ ム の ブ ロ ッ ク イ ラ ス ト 図 で あ る
。
【 図 ３ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 反 射 型 デ ィ ス ク の 分 解 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 反 射 型 デ ィ ス ク の 上 面 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 反 射 型 デ ィ ス ク の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 透 過 型 デ ィ ス ク の 分 解 図 で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 透 過 型 デ ィ ス ク の 上 面 図 で あ る 。
【 図 ４ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 透 過 型 デ ィ ス ク の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 Ａ は 、 内 部 に 形 成 さ れ た ウ ォ ブ ル 溝 を 示 す 、 図 ３ Ａ 、 図 ３ Ｂ 、 お よ び 図 ３ Ｃ に 示
す 反 射 型 光 デ ィ ス ク の 長 手 方 向 部 分 断 面 図 で あ る 。 　 　 　 Ｂ は 、 内 部 に 形 成 さ れ た ウ ォ ブ
ル 溝 を 示 す 、 図 ４ Ａ 、 図 ４ Ｂ 、 お よ び 図 ４ Ｃ に 示 す 透 過 型 光 バ イ オ デ ィ ス ク の 長 手 方 向 部
分 断 面 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 Ａ は 、 図 ５ Ａ に 示 す デ ィ ス ク の 半 径 方 向 部 分 断 面 図 で あ る 。 　 　 　 Ｂ は 、 図 ５ Ｂ
に 示 す デ ィ ス ク の 半 径 方 向 部 分 断 面 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 Ａ は 、 遺 伝 的 検 定 に 関 連 し て 利 用 さ れ る 捕 捉 ビ ー ズ の 概 略 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｂ
は 、 免 疫 化 学 的 検 定 に 関 連 し て 用 い ら れ る 捕 捉 ビ ー ズ の 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ８ 】 Ａ は 、 遺 伝 的 検 定 に 関 連 し て 利 用 さ れ る 捕 捉 ビ ー ズ の 概 略 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｂ
は 、 免 疫 化 学 的 検 定 に 関 連 し て 用 い ら れ る 捕 捉 ビ ー ズ の 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ９ 】 Ａ は 、 遺 伝 的 検 定 に 関 連 し て 利 用 さ れ る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 概 略 表 現 で あ る 。 　
　 　 Ｂ は 、 免 疫 化 学 的 検 定 に 関 連 し て 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ａ は 、 遺 伝 的 検 定 に 関 連 し て 利 用 さ れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 概 略 表 現 で あ る 。
　 　 　 Ｂ は 、 免 疫 化 学 的 検 定 に 関 連 し て 用 い ら れ る 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 １ １ Ａ 】 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 一 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現
で あ る 。
【 図 １ １ Ｂ 】 免 疫 化 学 的 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 一 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト
表 現 で あ る 。
【 図 １ ２ Ａ 】 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表
現 で あ る 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 免 疫 化 学 的 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス
ト 表 現 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 混 合 ま た は ロ ー ド チ ャ ン バ と 組 み 合 わ せ た デ ィ ス ク 層 を 示 す 長 手 方 向 断 面 図 で
あ る 。
【 図 １ ４ 】 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 が ロ ー ド さ れ た 混 合 チ ャ ン バ を 示 す 図 １ ３ と 同 様 の 図 で
あ る 。
【 図 １ ５ 】 遺 伝 的 検 定 に お い て 薬 剤 を 捕 捉 す る た め の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 結 合 の 一 実 施 の
形 態 を 示 す 、 デ ィ ス ク お よ び 標 的 領 域 の 半 径 方 向 断 面 図 で あ る 。
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【 図 １ ６ 】 遺 伝 的 検 定 に お い て 薬 剤 を 捕 捉 す る た め の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 結 合 の 別 の 実 施
の 形 態 を 示 す 、 デ ィ ス ク お よ び 標 的 領 域 の 半 径 方 向 断 面 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 遺 伝 的 検 定 に お い て 薬 剤 を 捕 捉 す る た め の 捕 捉 ビ ー ズ の 結 合 の 一 実 施 の 形 態 を
示 す 、 デ ィ ス ク お よ び 標 的 領 域 の 半 径 方 向 断 面 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 遺 伝 的 検 定 に お い て 薬 剤 を 捕 捉 す る た め の 捕 捉 ビ ー ズ の 結 合 の 別 の 実 施 の 形 態
を 示 す 、 デ ィ ス ク お よ び 標 的 領 域 の 半 径 方 向 断 面 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 遺 伝 的 検 定 に お い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 層 に 結 合 さ せ
る 本 発 明 に よ る 方 法 の 一 実 施 の 形 態 を 示 す 部 分 断 面 図 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 免 疫 化 学 的 検 定 に お い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 層 に 結 合
さ せ る 本 発 明 に よ る 方 法 の 一 実 施 の 形 態 を 示 す 部 分 断 面 図 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 遺 伝 的 検 定 に お い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 層 に 結 合 さ せ
る 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 を 示 す 部 分 断 面 図 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 免 疫 化 学 的 検 定 に お い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 層 に 結 合
さ せ る 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 を 表 す 部 分 断 面 図 を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 遺 伝 的 検 定 に お い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 捕 捉 ビ ー ズ を 捕 捉 層 に 結 合 さ せ る 本 発
明 に よ る 方 法 の 一 実 施 の 形 態 を 示 す 部 分 断 面 図 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 Ａ は 、 遺 伝 的 検 定 に お い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 捕 捉 ビ ー ズ を 捕 捉 層 に 結 合 さ せ
る 本 発 明 に よ る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 を 示 す 部 分 断 面 図 を 示 す 。 　 　 　 Ｂ は 、 遺 伝 的 検 定
に お い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の レ ポ ー タ ー ビ ー ズ を 捕 捉 層 に 結 合 さ せ る 本 発 明 に よ る 方 法 の
別 の 実 施 の 形 態 を 示 す 部 分 断 面 図 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 利 用 し て 遺 伝 サ ン プ ル 中 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 存 在
を 検 出 す る 本 発 明 に よ る 方 法 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 利 用 し て 遺 伝 サ ン プ ル 中 の 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 存 在
を 検 出 す る 本 発 明 に よ る 別 の 方 法 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 光 バ イ オ デ ィ ス ク を 利 用 し て 生 体 試 験 サ ン プ ル 中 の 標 的 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る
本 発 明 に よ る 方 法 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 Ａ は 、 本 発 明 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク の ト ラ ッ ク に 対 し て 位 置 付 け ら れ た 個 別
の ２ ． １ μ ｍ レ ポ ー タ ー ビ ー ズ お よ び ３ μ ｍ 捕 捉 ビ ー ズ の グ ラ フ ィ カ ル 表 現 で あ る 。 　 　
　 Ｂ は 、 本 発 明 に よ る 光 ド ラ イ ブ か ら の 検 出 信 号 を 利 用 し て 図 ２ ８ Ａ の ビ ー ズ か ら 得 ら れ
る 一 連 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 Ａ は 、 本 発 明 に よ る 光 バ イ オ デ ィ ス ク の ト ラ ッ ク に 対 し て 位 置 付 け ら れ た 、 共
に 連 結 し て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 に な っ た ２ ． １ μ ｍ レ ポ ー タ ー ビ ー ズ お よ び ３ μ ｍ 捕 捉 ビ ー
ズ の グ ラ フ ィ カ ル 表 現 で あ る 。 　 　 　 Ｂ は 、 本 発 明 に よ る 光 ド ラ イ ブ か ら の 検 出 信 号 を 利
用 し て 図 ２ ９ Ａ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 か ら 得 ら れ る 一 連 の シ グ ネ チ ャ ト レ ー ス で あ る 。
【 図 ３ ０ Ａ 】 本 発 明 に よ る 二 重 ビ ー ズ 検 定 か ら の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ０ Ｂ 】 蛍 光 測 定 器 を 用 い て 検 出 さ れ た 蛍 光 ビ ー ズ の 検 出 限 界 を 示 す 標 準 曲 線 を 示 す
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ０ Ｃ 】 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 形 成 を 説 明 す る イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ３ １ 】 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 用 い る デ ィ ス ク ド ラ イ ブ 検 出 の 感 度 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る
。
【 図 ３ ２ 】 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に よ る 二 重 ビ ー ズ 検 定 多 重 化 の た め の ビ ー ズ の 結 合 の 概 略
表 現 で あ る 。
【 図 ３ ３ － １ 】 磁 気 ビ ー ズ の 移 動 を 制 御 す る 磁 界 発 生 器 に 関 連 し て 利 用 さ れ る 、 本 発 明 に
よ る 流 体 回 路 の 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ３ ３ － ２ 】 本 発 明 の 流 体 輸 送 態 様 の 一 実 施 の 形 態 に よ る 、 図 ３ ３ Ａ の 弁 構 造 を 実 施 す
る 第 １ の 流 体 回 路 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 本 発 明 の 流 体 輸 送 態 様 の 別 の 実 施 の 形 態 に よ る 、 図 ３ ３ Ａ の 弁 構 造 を 実 施 す る
第 ２ の 流 体 回 路 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 磁 界 発 生 器 と 、 本 発 明 に よ る 磁 気 ビ ー ズ に 関 連 し て 用 い ら れ る 流 体 回 路 の 一 実
施 の 形 態 を 含 む デ ィ ス ク と の 斜 視 図 で あ る 。
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【 図 ３ ６ 】 図 ３ ５ に 示 す 流 体 回 路 を 用 い た 二 重 ビ ー ズ 検 定 の た め の 分 離 お よ び 検 出 の 方 法
を 示 す 平 面 図 で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ る 、 磁 区 す な わ ち 磁 性 領 域 、 磁 気 的 に 結 合 し た 捕 捉 ビ ー
ズ 、 お よ び 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の 形 成 を 示 す 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 捕 捉 ビ ー ズ と レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 す る ラ イ ゲ ー シ ョ ン
の 使 用 を 示 す 。
【 図 ３ ９ 】 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 実 験 に お い て 酵 素 検 定 に よ り 検 出 さ れ た 遺 伝 試 験 か ら の 結 果 を
示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ た 場 合 お よ び 行 っ て い な い 場 合 の ２ ． １ μ ｍ レ ポ ー タ ー
ビ ー ズ を 用 い て 結 合 し た ビ ー ズ の 数 を 標 的 濃 度 に 応 じ て 比 較 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ １ 】 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ た 場 合 お よ び 行 っ て い な い 場 合 の ３ ９ 量 体 ブ リ ッ ジ を 用
い て 結 合 し た ビ ー ズ の 数 を 標 的 濃 度 に 応 じ て 比 較 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ２ Ａ 】 本 発 明 に よ る 切 断 可 能 ま た は 置 換 可 能 な ス ペ ー サ を 用 い て 二 重 ビ ー ズ 複 合 体
で 用 い ら れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 種 々 の プ ロ ー ブ 構 造 の 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ４ ２ Ｂ 】 標 的 の 結 合 前 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 接 続 す る 切 断 可 能 ス ペ ー サ を 示 す イ ラ ス
ト に よ る 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ４ ２ Ｃ 】 標 的 の 結 合 後 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 接 続 す る Ｎ ｏ ｔ ｌ を 含 む 切 断 可 能 ス ペ ー
サ を 示 す 、 図 ４ ２ Ｂ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ２ Ｄ 】 標 的 の 結 合 後 お よ び Ｎ ｏ ｔ ｌ に よ る 切 断 後 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 示 す 、 図 ４
２ Ｃ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ３ Ａ 】 標 的 の 結 合 前 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 接 続 す る 置 換 可 能 ス ペ ー サ を 示 す イ ラ ス
ト に よ る 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ４ ３ Ｂ 】 標 的 の 結 合 後 に 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 接 続 す る 置 換 可 能 ス ペ ー サ へ の 置 換 プ ロ
ー ブ の 最 初 の 結 合 を 示 す 、 図 ４ ３ Ａ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ３ Ｃ 】 標 的 媒 介 結 合 の 存 在 下 で 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 接 続 す る 置 換 プ ロ ー ブ の 完 全 な
置 換 を 示 す 、 図 ４ ３ Ｂ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ４ 】 本 発 明 に よ る 捕 捉 ビ ー ズ に 共 有 結 合 す る 切 断 可 能 ス ペ ー サ の イ ラ ス ト 表 現 で あ
る 。
【 図 ４ ５ 】 金 属 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ に 共 有 結 合 す る 切 断 可 能 ス ペ ー サ に 結 び 付 い た チ オ ー ル
基 を 示 す 、 図 ４ ４ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ６ － １ 】 Ａ は 、 標 的 の 結 合 前 に 切 断 可 能 ス ペ ー サ に よ り 共 に 結 合 さ れ た 一 対 の 二 重
ビ ー ズ 複 合 体 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ４ ６ － ２ 】 Ｂ は 、 標 的 の 結 合 後 お よ び 標 的 の 結 合 が な い 場 合 の 切 断 可 能 ス ペ ー サ に よ
り 共 に 結 合 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 示 す 、 図 ４ ６ Ａ と 同 様 の 図 で あ る 。 　 　 　 Ｃ は 、 酵
素 切 断 後 に 解 離 し た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の う ち の 一 方 と 、 標 的 の 存 在 に よ り 結 合 さ れ た 他 方
と を 示 す 、 図 ４ ６ Ｂ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ７ － １ 】 Ａ は 、 一 対 の 切 断 可 能 ス ペ ー サ に よ り 形 成 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 と 、 標
的 に 結 合 し た ブ リ ッ ジ の 使 用 と の イ ラ ス ト 表 示 で あ る 。
【 図 ４ ７ － ２ 】 Ｂ は 、 ２ つ の 切 断 箇 所 を 含 む 二 重 螺 旋 と な る 、 ブ リ ッ ジ を 含 む 標 的 結 合 後
の 図 ４ ７ Ａ と 同 様 の 図 で あ る 。 　 　 　 Ｃ は 、 切 断 可 能 ス ペ ー サ の 制 限 消 化 お よ び 二 重 螺 旋
の 切 断 箇 所 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 後 の 、 図 ４ ７ Ｂ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ８ Ａ 】 標 的 抗 原 結 合 の 前 に 免 疫 化 学 的 検 定 に お い て 実 施 さ れ る 、 一 対 の 切 断 可 能 ス
ペ ー サ に よ り そ れ ぞ れ が 共 に 接 合 さ れ た ２ つ の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ４ ８ Ｂ 】 標 的 結 合 が あ る 場 合 お よ び な い 場 合 の 切 断 可 能 ス ペ ー サ に よ り 共 に 結 合 さ れ
た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 示 す 、 図 ４ ８ Ａ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ８ Ｃ 】 酵 素 消 化 後 に 解 離 し た 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 の う ち の 一 方 と 、 標 的 の 存 在 に よ り
共 に 結 合 さ れ た 他 方 と を 示 す 、 図 ４ ８ Ｂ と 同 様 の 図 で あ る 。
【 図 ４ ９ 】 プ ロ ー ブ の 共 有 結 合 の た め に 固 相 を 評 価 す る 方 法 を 提 示 す る 概 略 図 で あ る 。
【 図 ５ ０ 】 固 体 基 板 に 共 有 結 合 し た プ ロ ー ブ お よ び 非 共 有 結 合 し た プ ロ ー ブ の 定 量 の 種 々
の ス テ ッ プ を 詳 細 に 示 す 概 略 図 で あ る 。
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【 図 ５ １ 】 Ａ は 、 プ ロ ー ブ の 共 有 結 合 の た め の 磁 気 ビ ー ズ 担 体 の 種 々 の 試 験 の 実 験 結 果 の
グ ラ フ 表 示 で あ る 。 　 　 　 Ｂ は 、 プ ロ ー ブ の 共 有 結 合 の た め の 蛍 光 ビ ー ズ 担 体 の 種 々 の 試
験 の 実 験 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ２ Ａ 】 プ ロ ー ブ と し て の そ の 使 用 に 関 連 す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と の 構 造
的 相 違 を 示 す イ ラ ス ト 表 現 で あ る 。
【 図 ５ ２ Ｂ 】 固 相 へ の 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 結 合 特 性 を 評 価 す る よ う に 計 画 さ れ た
実 験 の 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ３ 】 Ａ は 、 二 重 ビ ー ズ 検 定 で 用 い る ２ つ の 異 な る 捕 捉 ビ ー ズ の ス ク リ ー ン の 酵 素 検
定 結 果 で あ っ て 、 プ ロ ー ブ が 共 有 結 合 し て い る か 非 共 有 結 合 し て い る か に か か わ ら ず 、 試
験 し た ビ ー ズ の 両 方 が 同 様 の 量 の 標 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 　
　 　 Ｂ は 、 ２ つ の 異 な る 捕 捉 ビ ー ズ に よ り 捕 捉 さ れ た レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 数 を 調 べ る よ う
に 設 計 さ れ た 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 結 果 で あ っ て 、 捕 捉 ビ ー ズ へ の プ ロ ー ブ の 共 有 結 合 に よ り
検 定 感 度 が 大 幅 に 向 上 す る こ と を 示 す 結 果 の グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ４ 】 プ ロ ー ブ へ の Ｐ Ｅ Ｇ リ ン カ ー の 導 入 に よ り 標 的 媒 介 結 合 が 著 し く 向 上 す る こ と
を 説 明 す る グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ５ 】 ３ μ ｍ ビ ー ズ を 用 い た プ ロ ー ブ 密 度 測 定 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ６ 】 非 特 異 的 結 合 を １ ０ 分 の １ に 低 減 し た 、 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 種 々 の 界 面 活 性
剤 で の ビ ー ズ の 前 処 理 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ７ 】 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 検 出 範 囲 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ５ ８ 】 様 々 な 濃 度 の Ｎ ａ Ｃ ｌ の 使 用 お よ び 関 連 す る 非 特 異 的 結 合 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ
る 。
【 図 ５ ９ 】 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 濃 度 の 上 昇 お よ び 関 連 す る 非 特 異 的 結 合 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ６ ０ 】 Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 の 上 昇 お よ び 関 連 す る 非 特 異 的 結 合 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ６ １ 】 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ の 濃 度 の 上 昇 お よ び 関 連 す る 非 特 異 的 結 合 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ
る 。
【 図 ６ ２ 】 ビ ー ズ 検 定 の 感 度 を 高 め る た め の プ ロ ー ブ 遮 断 剤 の 使 用 を 示 す イ ラ ス ト に よ る
概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ６ ３ 】 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 中 の 培 養 時 間 の 影 響 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ６ ４ 】 二 重 ビ ー ズ 結 合 の 効 率 を 高 め る こ と を 目 的 と し た 混 合 方 法 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示
で あ る 。
【 図 ６ ５ Ａ 】 図 ６ ５ Ｂ と 合 わ せ て 、 図 １ １ Ａ に 関 連 し て 説 明 し た 方 法 に 関 す る 遺 伝 的 二 重
ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 構 成 す る 。
【 図 ６ ５ Ｂ 】 図 ６ ５ Ａ と 合 わ せ て 、 図 １ １ Ａ に 関 連 し て 説 明 し た 方 法 に 関 す る 遺 伝 的 二 重
ビ ー ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 構 成 す る 。
【 図 ６ ６ Ａ 】 図 ６ ６ Ｂ と 合 わ せ て 、 図 １ １ Ｂ に 示 す も の と 同 様 の 免 疫 化 学 的 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 形 成 す る 。
【 図 ６ ６ Ｂ 】 図 ６ ６ Ａ と 合 わ せ て 、 図 １ １ Ｂ に 示 す も の と 同 様 の 免 疫 化 学 的 二 重 ビ ー ズ 複
合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 形 成 す る 。
【 図 ６ ７ Ａ 】 図 ６ ７ Ｂ と 合 わ せ て 、 図 １ ２ Ａ に 示 す 方 法 に 関 す る 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 複 合 体
溶 液 を 生 成 す る 方 法 の さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 示 す 。
【 図 ６ ７ Ｂ 】 図 ６ ７ Ａ と 合 わ せ て 、 図 １ ２ Ａ に 示 す 方 法 に 関 す る 遺 伝 的 二 重 ビ ー ズ 複 合 体
溶 液 を 生 成 す る 方 法 の さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 示 す 。
【 図 ６ ８ Ａ 】 図 ６ ８ Ｂ と 合 わ せ て 、 図 １ ２ Ｂ に 示 す も の と 同 様 で あ る 免 疫 化 学 的 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 示 す 。
【 図 ６ ８ Ｂ 】 図 ６ ８ Ａ と 合 わ せ て 、 図 １ ２ Ｂ に 示 す も の と 同 様 で あ る 免 疫 化 学 的 二 重 ビ ー
ズ 複 合 体 溶 液 を 生 成 す る 方 法 の さ ら に 別 の 実 施 の 形 態 の イ ラ ス ト 表 現 を 示 す 。
【 図 ６ ９ 】 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 非 存 在 下 で の Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ 消 化 の 効 果 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ
表 示 で あ る 。
【 図 ７ ０ 】 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ｉ 酵 素 消 化 の 効 果 に よ る 二 重 ビ ー ズ 検 定 の 効 率 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示
で あ る 。
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【 図 ７ １ 】 酵 素 消 化 お よ び 物 理 的 ま た は 化 学 的 処 理 に よ る 捕 捉 ビ ー ズ か ら の レ ポ ー タ ー ビ
ー ズ の 分 離 の 概 略 表 現 で あ る 。
【 図 ７ ２ 】 塩 基 性 溶 液 中 で の 洗 浄 前 お よ び 洗 浄 後 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示
で あ る 。
【 図 ７ ３ Ａ 】 ７ Ｍ の 尿 素 溶 液 中 で の 洗 浄 前 お よ び 洗 浄 後 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 示 す 棒 グ ラ
フ 表 示 で あ る 。
【 図 ７ ３ Ｂ 】 尿 素 で の 洗 浄 後 の 解 離 レ ポ ー タ ー ビ ー ズ の 検 出 を 含 む 、 ７ Ｍ の 尿 素 溶 液 で の
洗 浄 前 お よ び 洗 浄 後 の 二 重 ビ ー ズ 複 合 体 を 表 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ７ ４ 】 二 重 ビ ー ズ 検 定 中 の 変 性 剤 と し て の １ ． ５ Ｍ の グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
の 使 用 を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ７ ５ 】 二 重 ビ ー ズ 検 定 中 に 変 性 剤 と し て 用 い ら れ る 様 々 な 濃 度 の グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト を 示 す 棒 グ ラ フ 表 示 で あ る 。
【 図 ７ ６ 】 流 体 回 路 を 有 す る 光 磁 気 バ イ オ デ ィ ス ク の 一 部 の 平 面 図 で あ る 。
【 図 ７ ７ Ａ 】 図 ７ ６ に 示 す 流 体 回 路 を 用 い て 細 胞 を 分 離 お よ び 試 験 す る 方 法 を 示 す 平 面 図
で あ る 。
【 図 ７ ７ Ｂ 】 図 ７ ６ に 示 す 流 体 回 路 を 用 い て 細 胞 を 分 離 お よ び 試 験 す る 方 法 を 示 す 平 面 図
で あ る 。
【 図 ７ ７ Ｃ 】 図 ７ ６ に 示 す 流 体 回 路 を 用 い て 細 胞 を 分 離 お よ び 試 験 す る 方 法 を 示 す 平 面 図
で あ る 。
【 図 ７ ７ Ｄ 】 図 ７ ６ に 示 す 流 体 回 路 を 用 い て 細 胞 を 分 離 お よ び 試 験 す る 方 法 を 示 す 平 面 図
で あ る 。
【 図 ７ ７ Ｅ 】 図 ７ ６ に 示 す 流 体 回 路 を 用 い て 細 胞 を 分 離 お よ び 試 験 す る 方 法 を 示 す 平 面 図
で あ る 。
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ Ａ 】 【 図 １ １ Ｂ 】
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【 図 １ ２ Ａ 】 【 図 １ ２ Ｂ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】
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【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ Ａ 】

【 図 ３ ０ Ｂ 】 【 図 ３ ０ Ｃ 】
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【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ － １ 】 【 図 ３ ３ － ２ 】

(108) JP 2005-530127 A 2005.10.6



【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ 】

【 図 ３ ６ 】 【 図 ３ ７ 】
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【 図 ３ ８ 】

【 図 ３ ９ 】

【 図 ４ ０ 】

【 図 ４ １ 】

【 図 ４ ２ Ａ 】 【 図 ４ ２ Ｂ 】
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【 図 ４ ２ Ｃ 】 【 図 ４ ２ Ｄ 】

【 図 ４ ３ Ａ 】 【 図 ４ ３ Ｂ 】
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【 図 ４ ３ Ｃ 】 【 図 ４ ４ 】

【 図 ４ ５ 】

【 図 ４ ６ － １ 】 【 図 ４ ６ － ２ 】
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【 図 ４ ７ － １ 】 【 図 ４ ７ － ２ 】

【 図 ４ ８ Ａ 】 【 図 ４ ８ Ｂ 】
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【 図 ４ ８ Ｃ 】 【 図 ４ ９ 】

【 図 ５ ０ 】 【 図 ５ １ 】
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【 図 ５ ２ Ａ 】 【 図 ５ ２ Ｂ 】

【 図 ５ ３ 】 【 図 ５ ４ 】
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【 図 ５ ５ 】 【 図 ５ ６ 】

【 図 ５ ７ 】 【 図 ５ ８ 】
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【 図 ５ ９ 】

【 図 ６ ０ 】

【 図 ６ １ 】

【 図 ６ ２ 】 【 図 ６ ３ 】
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【 図 ６ ４ 】 【 図 ６ ５ Ａ 】

【 図 ６ ５ Ｂ 】 【 図 ６ ６ Ａ 】
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【 図 ６ ６ Ｂ 】 【 図 ６ ７ Ａ 】

【 図 ６ ７ Ｂ 】 【 図 ６ ８ Ａ 】
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【 図 ６ ８ Ｂ 】 【 図 ６ ９ 】

【 図 ７ ０ 】

【 図 ７ １ 】 【 図 ７ ２ 】
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【 図 ７ ３ Ａ 】 【 図 ７ ３ Ｂ 】

【 図 ７ ４ 】 【 図 ７ ５ 】
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【 図 ７ ６ 】 【 図 ７ ７ Ａ 】

【 図 ７ ７ Ｂ 】 【 図 ７ ７ Ｃ 】
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【 図 ７ ７ Ｄ 】 【 図 ７ ７ Ｅ 】
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本发明一般涉及分子和细胞生物磁性测定，尤其涉及在磁光生物盘上进
行的分子和细胞生物磁性测定。本发明还涉及包括磁光生物盘和MO驱动
器的磁光生物盘系统。更具体地，但不限于根据最佳实践模式在下文中
描述的特定实施方案，本发明涉及用于检测和选择性操作细胞群中的特
定靶细胞和细胞群溶液的生物磁方法，包括免疫磁性方法，使用磁性粒
子或珠子，并使用MOBDS磁力引导神经突生长，神经再生和磁性神经网
络。


