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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の標的分子を検出するためのデバイスであって、
　（ａ）試料中の前記標的分子を測定するための試料容器と、
　（ｂ）磁性粒子と、
を備え、
　前記磁性粒子は、
　　（ｉ）前記標的分子に特異的に結合することができる第１の結合分子であって、前記
磁性粒子に付着される、第１の結合分子と、
　　（ｉｉ）前記磁性粒子の表面に直接付着して、前記磁性粒子の前記表面を覆うことで
結果として前記磁性粒子の立体反発を生じる、反発表面構造と、
　によって官能化され、
　当該デバイスはさらに、
　（ｃ）前記磁性粒子が直接的に、または間接的に結合することができる第２の結合分子
を備えるセンサー表面を備え、
　結合される前記磁性粒子の個数は、前記試料中に存在する標的分子の量に正比例または
反比例し、前記反発表面構造が、前記センサー表面の方への立体プッシング効果を前記磁
性粒子に伝える、
　デバイス。
【請求項２】
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　試料中の標的分子を検出するためのデバイスであって、
　（ａ）試料中の前記標的分子を測定するための試料容器と、
　（ｂ）少なくとも２種類の磁性粒子の混合物と、
　を備え、
　　（ｉ）前記少なくとも２種類の磁性粒子の混合物のうちの第１の種類は、前記標的分
子に特異的に結合することができる第１の結合分子によって官能化され、前記第１の結合
分子は、前記磁性粒子に付着され、
　　（ｉｉ）前記少なくとも２種類の磁性粒子の混合物のうちの第２の種類は、前記磁性
粒子の表面に直接付着する反発表面構造によって官能化され、前記反発表面構造は、前記
磁性粒子の表面を覆うことで、結果として前記磁性粒子の特異的正味電荷および／または
立体反発を生じ、
　当該デバイスはさらに、
　（ｃ）前記磁性粒子が直接的に、または間接的に結合することができる第２の結合分子
を備えるセンサー表面を備え、
　結合される前記磁性粒子の個数は、前記試料中に存在する標的分子の量に正比例または
反比例し、前記反発表面構造が、前記センサー表面の方への静電および／または立体プッ
シング効果を前記磁性粒子に伝える、
　デバイス。
【請求項３】
　前記第１の結合分子は、リンカー分子を介して前記磁性粒子に付着し、前記リンカー分
子は、前記反発表面構造より長い請求項１または２に記載のデバイス。
【請求項４】
　前記リンカー分子は、前記反発表面構造であるか、または含む請求項３に記載のデバイ
ス。
【請求項５】
　前記反発表面構造は、前記標的分子に特異的に結合することができる第１の結合分子に
よってさらに官能化される請求項１から３のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項６】
　前記プッシング効果は、少なくとも１％の表面相互作用の増加によって決定される請求
項１から５のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項７】
　前記反発表面構造は、荷電構造または立体コーティングである請求項２に記載のデバイ
ス。
【請求項８】
　（ｉ）前記荷電構造は、少なくとも２５ｍＶのゼータ電位を前記磁性粒子に伝え、およ
び／または（ｉｉ）前記立体コーティングは、前記磁性粒子の半径の少なくとも１０５％
の前記磁性粒子の流体力学的半径を伝える請求項７に記載のデバイス。
【請求項９】
　前記荷電構造は、ｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ分子、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－Ｄ
ＮＡ二本鎖などの核酸分子、ヒドロゲル、および重合体からなる群から選択される分子で
あるか、または含む請求項７または８に記載のデバイス。
【請求項１０】
　前記第１の結合分子は、抗体もしくはその断片、アプタマー、または相補的核酸である
請求項１から９のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項１１】
　前記リンカー分子および／または反発表面構造は、デオキシリボヌクレアーゼおよび／
または二本鎖核酸分子を切断することができる制限酵素によって開裂可能でない請求項３
から９のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項１２】
　前記核酸分子は、好ましくはｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ分子、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、および
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ＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖であり、
　前記核酸分子は、長さが５０から１０００ヌクレオチドである請求項９または１１に記
載のデバイス。
【請求項１３】
　試料中の標的分子の存在または量を検出する方法であって、
　（ａ）請求項１から１２のいずれか１項に記載のデバイス内で、前記試料と、粒子に付
着している第１の結合分子とを接触させるステップと、
　（ｂ）前記試料を、
　　ｉ）センサー表面に付着することができる第２の結合分子であって、前記第１の結合
分子および／または前記第２の結合分子は、前記標的分子に特異的に結合することができ
る、第２の結合分子、および、
　　ｉｉ）前記センサー表面に付着している標的類似分子であって、前記標的分子は、前
記標的類似分子への前記第１の結合分子の結合を妨げることができる、標的類似分子と
　接触させるステップと、
　（ｃ）前記センサー表面に結合された粒子の個数を検出するステップとを含み、
　前記粒子を前記センサー表面に近接近させるために磁力が印加され、前記結合された粒
子の前記個数は、前記試料中に存在する標的分子の量に正比例または反比例する方法。
【請求項１４】
　前記標的分子は、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）、ＮＴ－ｐｒｏＢＮＰ、または副甲状
腺ホルモンである請求項１から１２のいずれか１項に記載のデバイス。
【請求項１５】
　前記標的分子は、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）、ＮＴ－ｐｒｏＢＮＰ、または副甲状
腺ホルモンである請求項１３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中の標的分子を検出するためのデバイスに関する。当該デバイスは試料
中の標的分子の測定のための試料容器と、磁性粒子と、センサー表面とを備える。前記磁
性粒子は、前記標的分子に特異的に結合することができる、前記磁性粒子に付着している
第１の結合分子と、前記磁性粒子の表面に直接付着して、前記磁性粒子の表面を覆うこと
で、結果として磁性粒子の特異的正味電荷および／または立体反発を生じる、反発表面構
造（repulsive　surface　structure）とによって官能化される。前記センサー表面は第
２の結合分子を備える。前記磁性粒子は前記センサー表面の前記第２の結合分子を直接的
に、または間接的に結合することができる。結合粒子の個数は、試料中に存在する標的分
子の量に正比例または反比例し、前記反発表面構造は、前記磁性粒子上の静電および／ま
たは立体プッシング効果（electrostatic　and/or　steric　pushing　effect）を前記セ
ンサー表面の方へ伝える。第２の態様では、本発明は、試料中の標的分子を検出するため
のデバイスを説明する。当該デバイスは少なくとも２種類の磁性粒子の混合物と、センサ
ー表面とを備える。前記少なくとも２種類の磁性粒子の混合物のうちの第１の種類は、前
記標的分子に特異的に結合することができる、この粒子に付着している第１の結合分子に
よって官能化される。前記少なくとも２種類の磁性粒子の混合物のうちの第２の種類は、
前記粒子の表面に直接付着して、磁性粒子の表面を覆うことで、結果として磁性粒子の特
異的正味電荷および／または立体反発を生じる、反発表面構造によって官能化される。前
記センサー表面は第２の結合分子を備える。前記磁性粒子はセンサー表面の前記第２の結
合分子を直接的に、または間接的に結合することができる。さらに、本発明では、試料中
の標的分子の存在または量を検出する方法、さらには試料中の標的分子を検出するための
磁性粒子の使用を説明する。
【背景技術】
【０００２】
　広く利用できる効果的なヘルスケアに対する需要の高まりにより、体外診断薬の分野は
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総合的ランダム・アクセス／ポイントオブケア診断に向かっている。このような診断の達
成は困難である。検査は、迅速であること、高感度であること、定量的であること、およ
び正確であることが求められる。さらに、検査を実施する際に用いるプラットフォームの
使い易さ、およびコンパクトさも要求される。
【０００３】
　親和性アッセイは生体分子を利用して、試料から特異的標的分子を捕獲し、その濃度の
判定を可能にする。典型的には、親和性捕獲は、捕獲分子でコーティングされたナノまた
はマイクロ粒子を試料流体内で分散させることによって達成される（Ｌｕｃｈｉｎｉら、
２００８年、Ｎａｎｏ　Ｌｅｔｔ．、８（１）、３５０～３６１頁）。したがって、典型
的な親和性に基づくアッセイは、典型的には特異的生体分子に向かう高結合親和力によっ
て特徴付けられる、例えば、抗体などの、親和性分子を使用することによる、診断アッセ
イ、研究におけるタンパク質、ペプチド、および核酸などの生体分子の検出、などの膨大
な数の用途において使用されている。原理上、官能化された磁性粒子はセンサー表面に付
着し、これらの粒子は、間接的に、つまり、捕獲された検体により、または直接的に、表
面にプリントされた抗体などの捕獲プローブに結合することができる。結合粒子の個数は
、試料中に存在する標的分子の量に正比例または反比例する。典型的には、このようなバ
イオセンサー用途において、粒子は、表面付近にある粒子に対して敏感である技術を使用
して検出することができ、多くの場合、このような技術は、例えばＢｒｕｌｓら、Ｌａｂ
　Ｃｈｉｐ、２００９年、９、２５０４～３５１０頁で説明されているような散乱光の検
出または漏れ全反射（ＦＴＩＲ）などの光学的検出に基づく。米国特許出願公開第２００
９／０１４８８６３Ａ１号では、官能化されたナノ粒子に基づく超低レベルの検出におい
て有用な組成物を開示している。説明されているナノ粒子の表面は、生体部分を結合する
ように適合された第１の単分子層成分を備えることができる。ナノ粒子表面は、表面上の
第１の単分子層成分を露出するのを助けるように適合された、第２の単分子層構成要素を
さらに備えることができる。本願では、貴金属ナノ粒子、特にＡｇナノ粒子に注目する。
【０００４】
　しかし、従来技術において説明されているような親和性アッセイの重大な課題は、標的
分子を表面に結合した官能化された粒子の結合は依然として非常に遅く、律速的で、かつ
不効率なことである。この反応が遅いことの理由の１つは、粒子と表面との相互作用が制
限されていることにある。本出願の発明者らは、そのようなアッセイにおいて、図２から
わかるように磁場がオフにされたときに粒子は典型的には表面から拡散して離れてゆき、
それにより結合を実行するために表面の近くで粒子が費やす時間が短くなることを見いだ
した。また、底部にある粒子を表面に向けてさらに押し下げることができる粒子雲の最上
位層を生成するためにより多くの粒子を使用することも、粒子毎の結合確率を下げるとい
う不利点を有する。
【０００５】
　そこで、粒子の量を増やすことなく粒子と表面との接触を増大させるための手段および
方法を提供することが強く求められている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明ではこれらの要求に応え、表面へ粒子が結合する効率を高めるための手段を提供
する。上記の目的は、具体的には、試料中の標的分子を検出するためのデバイスによって
達成され、このデバイスは試料中の標的分子を測定するための試料容器と、磁性粒子と、
センサー表面とを備える。前記磁性粒子は、前記標的分子に特異的に結合することができ
る、この粒子に付着している第１の結合分子と、前記粒子の表面に直接付着して、前記磁
性粒子の表面を覆うことで、結果として前記磁性粒子の特異的正味電荷および／または立
体反発を生じる、反発表面構造とによって官能化される。前記センサー表面は第２の結合
分子を備える。前記磁性粒子は前記センサー表面の前記第２の結合分子を直接的に、また
は間接的に結合することができる、結合粒子の個数は、試料中に存在する標的分子の量に
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正比例または反比例し、前記反発表面構造は、前記磁性粒子上の静電および／または立体
プッシング効果を前記センサー表面の方へ伝える。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　特に、本発明では、表面接触、したがって磁性ナノ粒子の結合確率が粒子上に反発表面
構造を設けることで如何にして増大するのかを説明する。驚くべきことに、粒子上での高
電荷または立体コーティングに由来する反発力は、２つの重要な効果を有することを見い
だすことができた。第１に、粒子間の反発力が高まることで、粒子同士の非特異的結合に
関して有利である粒子の凝集の減少につながる。第２の重要な効果は、反発力が全体的な
「押す」力の形成をもたらし、その結果粒子濃度を高めずとも粒子を表面の方へ押すとい
う効果が生じることである。図４に示されているような実験において、磁性粒子は、可変
長のｄｓＤＮＡで官能化されており、ゼータ電位による粒子上での電荷が測定された。光
磁気アッセイにおいて、発明者らは、粒子の表面接触が粒子の電荷とともに増大すること
を見いだすことができた。図５を見るとわかるように、表面接触に対応する信号振幅は、
粒子に付着する荷電分子の個数に比例する。したがって、理論に束縛されることを望むこ
となく、表面接触の増大により、反応速度が高くなり、最終的に、アッセイの終わりに信
号変化が増大する（例えば、図６を参照）。以下で詳しくさらに説明される、上記及び他
の発見に基づき、発明者らは、反発力を発生させるのに適した磁性ナノ粒子の反発表面の
設計手法および磁性ナノ粒子の結合確率を有利に高めるプッシング効果の概念を発展させ
た。この概念は、反発表面構造を備える単一の種類の磁性粒子、またはその代わりに、少
なくとも２種類の磁性粒子の混合物を使用して実現されうる。前記少なくとも２種類の磁
性粒子の混合物のうちの第１の種類は、前記標的分子に特異的に結合することができる第
１の結合分子で官能化され、前記第１の結合分子は、この粒子に付着し、第２の種類は、
反発表面構造で官能化される。
【０００８】
　したがって、本発明は、第２の態様において、試料中の標的分子を検出するためのデバ
イスに関する。当該デバイスは試料中の標的分子の測定のための試料容器と、少なくとも
２種類の磁性粒子の混合物と、センサー表面とを備える。前記少なくとも２種類の磁性粒
子の混合物のうちの第１の種類は、前記標的分子に特異的に結合することができる第１の
結合分子で官能化され、前記第１の結合分子は、この粒子に付着し、前記少なくとも２種
類の磁性粒子の混合物のうちの第２の種類は、前記粒子の表面に直接付着して、前記磁性
粒子の表面を覆うことで、結果として前記磁性粒子の特異的正味電荷および／または立体
プッシングを生じる、反発表面構造によって官能化される。前記センサー表面は第２の結
合分子を備える。前記磁性粒子は前記センサー表面の前記第２の結合分子を直接的に、ま
たは間接的に結合することができる。結合粒子の個数は、試料中に存在する標的分子の量
に正比例または反比例し、前記反発表面構造は、前記磁性粒子上の静電および／または立
体プッシング効果を前記センサー表面の方へ伝える。
【０００９】
　本発明の好ましい一実施形態において、前記第１の結合分子は、リンカー分子を介して
粒子に付着する。
【００１０】
　本発明の別の好ましい実施形態において、前記リンカー分子は、反発表面構造より長い
。
【００１１】
　本発明の別の好ましい実施形態において、前記リンカー分子は、前記反発表面構造であ
るか、またはこれを含む。
【００１２】
　本発明のさらに別の好ましい実施形態において、前記反発表面構造は、前記標的分子に
特異的に結合することができる第１の結合分子によってさらに官能化される。
【００１３】
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　本発明の別の好ましい実施形態において、前記プッシング効果は、表面相互作用を少な
くとも１％増加させることによって決定される。
【００１４】
　本発明のさらに好ましい一実施形態において、上述のような反発表面構造は、荷電構造
または立体コーティングである。
【００１５】
　本発明のさらに別の好ましい実施形態において、前記荷電構造は、好適な条件の下で測
定された少なくとも約２５ｍＶのゼータ電位を前記磁性粒子に伝え、および／または前記
立体コーティングは、前記磁性粒子の半径の少なくとも約１０５％の前記磁性粒子の流体
力学的半径を伝える。
【００１６】
　本発明のさらに別の好ましい実施形態において、前記第１の結合分子は、抗体もしくは
その断片、アプタマー、または相補的核酸である。
【００１７】
　本発明のさらに好ましい一実施形態において、荷電構造は、核酸分子、ヒドロゲル、ま
たは重合体であるか、またはこれらを含む。
【００１８】
　本発明のさらに特に好ましい一実施形態において、核酸分子は、ｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ分
子、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖からなる群から選択される。
【００１９】
　本発明のさらに別の好ましい実施形態において、リンカー分子および／または前記反発
表面構造は、デオキシリボヌクレアーゼおよび／または二本鎖核酸分子を切断することが
できる制限酵素によって開裂可能でない。
【００２０】
　本発明のさらに好ましい一実施形態において、核酸分子－好ましくはｄｓＤＮＡ、ＰＮ
Ａ分子、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖－は、長さが約５０～１０
００ヌクレオチドである。
【００２１】
　本発明の特に好ましい一実施形態において、核酸分子－好ましくはｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ
分子、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖－は、長さが約１００ヌクレ
オチドである。
【００２２】
　他の態様では、本発明は、試料中の標的分子の存在または量を検出する方法に関する。
当該方法は本明細書で説明されているように試料とデバイス内で粒子に付着している第１
の結合分子とを接触させるステップと、試料をセンサー表面に付着することができる第２
の結合分子を接触させるステップであって、第１の結合分子および／または第２の結合分
子は、前記標的分子、及び任意で、センサー表面に付着している標的類似分子に特異的に
結合することができ、標的分子は、標的類似分子への第１の結合分子の結合を妨げること
ができる、ステップと、任意で、本明細書で定義されているような反発表面構造を備える
磁性粒子を加えるステップと、センサー表面に結合された粒子の個数を検出するステップ
であって、粒子をセンサー表面に接近させるために磁力が印加され、結合粒子の個数は、
試料中に存在する標的分子の量に正比例または反比例する、ステップとを含む。
【００２３】
　本発明のさらなる一実施形態において、結合粒子の検出は、漏れ全反射（ＦＴＩＲ）を
介して、または表面の近くの前記結合粒子からの散乱光の測定を介して実行される。
【００２４】
　別の態様では、本発明は、本願明細書の上述の記載でまたは以降の記載で定義されてい
るような、標的分子を検出するための試料中の磁性粒子の使用に関するものである。
【００２５】
　本発明の特に好ましい一実施形態において、上記のデバイス、方法、または使用の文脈
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において述べられているような標的分子は、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）、ＮＴ－ｐｒ
ｏＢＮＰ、または副甲状腺ホルモンである。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】ＦＴＩＲ検出の原理を示す図である。光源からの光はカートリッジへ入射し、カ
ートリッジ／流体界面から反射され、検出器上で結像される。粒子がこの界面に形成され
るエバネセント場内に存在している場合、反射光の強度は減少する。
【図２】Ｍａｇｎｏｔｅｃｈ技術を使用するサンドイッチ免疫測定法を示す図である。パ
ネル（１）では、標的に近接するように導かれる一次抗体でコーティングされた磁性粒子
は、試料液体中に分散し、標的と結合する。パネル（２）では、上部コイルおよび底部コ
イルが磁性粒子をパルス状に作動させ、その結果、センサー表面に結合し、センサ表面で
は二次抗体が結合した標的分子に結合しうる。パネル（３）では、非結合粒子がセンサー
表面から取り除かれ、結合粒子がエバネセント場を使用して検出される。
【図３】磁石がスイッチ・オンまたはオフされる磁性粒子を示している。磁石のスイッチ
がオンになったされた場合（左）、粒子は大きな列を形成する。その結果、十分に検出で
きる表面に近い粒子が少なくなる（破線で示されている領域）。磁石のスイッチがオフに
なったされた場合（右）、粒子はセンサー表面へ向かうように拡散し、上部粒子によって
部分的に「プッシング」されうる。
【図４】ストレプトアビジン分子で官能化され、可変長の異なる量のビオチン官能化ｄｓ
ＤＮＡに結合された５００ｎｍ　Ａｄｅｍｔｅｃｈ粒子に対するゼータ電位の測定値を示
す図である。
【図５】Ｍａｇｎｏｔｅｃｈ　ＦＴＩＲアッセイ実行時のバイオセンサー・ソフトウェア
のスクリーンショットである。左側に、エバネセント場の画像が示されている。異なる関
心領域内で取得される信号は、右のグラフに時間の関数として表示される。矢印は、表面
接触の尺度である、信号の振幅を示している。
【図６】ストレプトアビジン・タンパク質で官能化された、５００ｎｍ　Ａｄｅｍｔｅｃ
ｈ超常磁性粒子に付着した可変量のビオチン標識９７ｂｐ　ｄｓＤＮＡを用いて実行され
るアッセイに対するＦＴＩＲ信号振幅を示す図である。１粒子当たりのＤＮＡ分子が多け
れば多いほど、表面接触は広くなる。
【図７】ＦＴＩＲアッセイの終了時の信号変化を示す図である。最初に、分子の一端にビ
オチン、ＤＮＡの他端にテキサスレッド分子を保持する単一の９７ｂｐ　ｄｓＤＮＡ断片
が、ストレプトアビジン粒子に結合されていた。その後、類似の９７ｂｐ　ＤＮＡ分子－
ただしテキサスレッド分子を欠いていた－が、粒子毎に指示された量まで加えられた。す
べての粒子が、抗テキサスレッド抗体のプリントされたスポットを用いてＦＴＩＲアッセ
イで検査された。
【図８】短ＤＮＡ断片および長ＤＮＡ断片の両方によって官能化されている粒子を示す図
である。短ＤＮＡ断片は、大きな電荷を帯びているが、捕捉剤を持つより長いＤＮＡ断片
の十分に自由な移動を許容するくらいには短い。
【図９】ストレプトアビジン分子で官能化され、可変長の異なる量のビオチン官能化ｄｓ
ＤＮＡに結合された５００ｎｍ　Ａｄｅｍｔｅｃｈ粒子に対する流体力学的測定サイズ（
ｎｍ）およびゼータ電位の測定値（ｍＶ）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　本発明は、試料中の標的分子を検出するための手段および方法に関するものである。本
発明は、特定の実施形態に関して説明されるけれども、この説明は、制限的な意味で解釈
されるべきでない。
【００２８】
　本発明の例示的な実施形態を詳細に説明する前に、本発明を理解するうえで重要な定義
を与える。
【００２９】
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　本明細書および付属の請求項で使用されているように、英語原文中で冠詞「ａ」および
「ａｎ」で示される単数形は、文脈上明らかに複数でないことを示していない限りそれぞ
れの複数形も含む。
【００３０】
　本発明の文脈において、「約」および「おおよそ」という言い回しは、当業者であれば
注目する特徴の技術的効果をそのまま保証すると理解する精度の間隔を表す。この言い回
しは、典型的には、±２０％、好ましくは±１５％、より好ましくは±１０％、なおいっ
そう好ましくは±５％の指示された数値からの偏差を示す。
【００３１】
　「含む、備える（英語原文のｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という言い回しは制限的でない
ことは理解されるであろう。本発明の目的のために、「からなる（英語原文のｃｏｎｓｉ
ｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」という言い回しは、「から構成される（英語原文のｃｏｍｐｒｉｓ
ｉｎｇ　ｏｆ）」の好ましい一実施形態と考えられる。これ以降、群が少なくともいくつ
かの数の実施形態を含むと定義された場合、これは、好ましくはこれらの実施形態のみか
らなる、群を包含することも意図される。
【００３２】
　さらに、説明および請求項中の序数「第１の」、「第２の」、「第３の」、または項目
番号「（ａ）」、「（ｂ）」、「（ｃ）」、「（ｄ）」など、および同様のものは、類似
の要素を区別するために使用され、必ずしも順次的または時間的順序を記述するために使
用されない。こうして使用される語は、適切な状況の下で交換可能であること、および本
明細書で説明されている本発明の実施形態は、本明細書で説明されているか、または例示
されているのとは別の順序での操作が可能であることは理解されるであろう。
【００３３】
　序数「第１の」、「第２の」、「第３の」、または項目番号「（ａ）」、「（ｂ）」、
「（ｃ）」、「（ｄ）」、「ｉ」、「ｉｉ」などが方法、または使用、またはアッセイの
ステップに関係する場合、上でまたは下で述べているように出願の中で断りのない限り、
ステップ間に時間または時間間隔の首尾一貫性はない、つまり、ステップは同時に実行さ
れうるか、または秒、分、もしくは時の時間間隔がステップ間にありうる。
【００３４】
　本発明は、異なることがあるものとして本明細書で説明されている特定の方法論、プロ
トコル、試薬などに限定されないことは理解されるであろう。また、本明細書で使用され
ている用語は、特定の実施形態のみを説明することのみを目的としており、付属の請求項
でのみ制限される本発明の範囲を制限することを意図されていないことは理解されるであ
ろう。断りのない限り、本明細書で使用されるすべての技術および科学用語は、当業者に
通常理解される意味と同じ意味を有する。
【００３５】
　上で述べたように、本発明は、一態様において、試料中の標的分子を検出するためのデ
バイスに関するものであり、このデバイスは試料中の標的分子を測定するための試料容器
と、磁性粒子と、センサー表面とを備える。前記磁性粒子は、前記標的分子に特異的に結
合することができる、この粒子に付着する第１の結合分子と、前記粒子の表面に直接付着
して、前記磁性粒子の表面を覆うことで、結果として前記磁性粒子の特異的正味電荷およ
び／または立体反発を生じる、反発表面構造とによって官能化される。前記センサー表面
は第２の結合分子を備える。前記磁性粒子はセンサー表面の前記第２の結合分子を直接的
に、または間接的に結合することができる。結合粒子の個数は、試料中に存在する標的分
子の量に正比例または反比例し、前記反発表面構造は、前記磁性粒子上の静電および／ま
たは立体プッシング効果を前記センサー表面の方へ伝える。
【００３６】
　本発明で企図されているのは、好ましくはバイオセンサー・システムを使用して標的分
子を検出するための、好適なデバイスである。試験試料または試料体積中の検体の存在お
よび／または量を検出するためのさまざまな分析手順が当技術分野で知られている。典型
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的には、そのような検出システムは、注目している検体を結合するために好適な結合分子
で官能化された、磁性粒子を光学的に検出することができる。検体の存在または量は、磁
性粒子に結合された検体の数から結論されうる。本発明の意味の範囲内で、本明細書で説
明されているようなデバイスを備えるバイオセンサー・システムは、単一の磁性粒子を検
出し、磁場発生器によって発生した磁場により磁性粒子を作動させることができるものと
してよい。
【００３７】
　本明細書で使用されているような「磁場発生器」は、典型的には、試料室とともに磁場
を発生するための本明細書で説明されているような光磁気デバイス内に１つまたは複数の
磁石を備え、前記磁場は、接触表面の方へ磁性粒子を誘導するものとする。磁場は、典型
的には、磁力を磁性（双極子）粒子にかけることを可能にする非ゼロの勾配を有する。こ
のような磁場発生器、またはそのような磁場発生器を備える好適なシステムの好適な例は
、当業者に知られているであろう。本発明の特定の実施形態において、磁場発生器は、Ｂ
ｒｕｌｓら、Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ、２００９年、９．　２５０４～３５１０頁で説明されて
いるような磁場発生器であるか、またはＲａｎｚｏｎｉら、２０１１年、Ｎａｎｏ　Ｌｅ
ｔｔ．、１１、２０１７～２０２２頁で説明されているようなシステムに含まれるか、ま
たはその一部であるものとしてよい。
【００３８】
　典型的には、磁性粒子は、分析手順が加速されるように磁場を印加することによって作
動されうる。本発明の特定の実施形態において、磁場を使用することで非特異的結合粒子
が取り除かれ、バックグラウンド信号を低減することも企図される。
【００３９】
　本発明で使用するのに適している光磁気システム、例えば、試料容器を備えるバイオセ
ンサー・カートリッジ、磁性粒子を感知するためのセンサー・デバイス、検出システム、
および磁場発生器を備えることができる。システムは、さらなる実施形態において、読み
出しシステム、例えば、画面もしくはプリンタ、データベースもしくはコンピュータ・シ
ステム用のインターフェース、キャリブレーションユニット、高スループットデバイスと
の直接的もしくは間接的接続機能などの１つまたは複数の追加機能ユニットを備えること
ができる。
【００４０】
　さらに本発明により企図されているのは、アッセイ・フォーマットを含むカートリッジ
を挿入できる迅速に、また瞬時に分析するためのハンドヘルド・デバイスである。典型的
には、そのようなデバイスは、電源、好ましくは充電式バッテリーの形態の電源、ディス
プレイ、データベースに素早くアクセスするためのＷＬＡＮなどのワイヤレス接続機能、
または研究室情報システムへのアクセス機能を備える。典型的なバイオセンサー・システ
ムは、例えば、Ｂｒｕｌｓら、Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ、２００９年、９．　２５０４～３５１
０頁に説明されている。
【００４１】
　特に好ましいのは、磁性粒子の光学的検出に基づく感知デバイスである。これに限定さ
れることなく、光源および光検出システムを備える例示的なデバイスが図１に示されてい
る。
【００４２】
　本明細書で使用されているような「試料」は、本明細書で定義されているような標的分
子を含む、任意の試料を指す。このような試料としては、例えば、排泄物、全血、血清、
血漿、涙、唾液、鼻水、痰、耳液、生殖器液、乳汁、乳、初乳、胎盤液、羊水、汗、滑液
、腹水、脳脊髄液、胆汁、胃液、房水、硝子体液、胃腸液、浸出液、濾出液、胸膜液、心
嚢液、精液、上気道液、腹水、免疫反応部位から回収された液、貯留採取部位から回収さ
れた液、気管支洗浄、尿、例えば、すべての好適な臓器、例えば肺、筋肉、脳、肝臓、皮
膚、膵臓、胃などからの生検材料、有核細胞試料、粘膜面、髪、または皮膚に付随する液
に由来する、または含む試料が挙げられる。それに加えて、環境要因から試料、例えば、
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水試料、食肉または家禽試料、潜在的汚染源からの試料などが使用されうる。
【００４３】
　本明細書で使用されているような「標的分子」という用語は、結合分子によって結合さ
れた任意の分子を指し、例えば、生体分子、好ましくはバイオマーカー、複合体、細胞分
画、または細胞などの生物学的物質であってよい。好ましくは、本発明の文脈の範囲内の
標的分子は、核酸、例えば、ＤＮＡ、もしくはＲＮＡ分子、またはＤＮＡもしくはＲＮＡ
オリゴヌクレオチドなどのオリゴヌクレオチドである。なおいっそう好ましいのは、ペプ
チド、ポリペプチドもしくはタンパク質、タンパク質もしくはポリペプチド断片、または
機能タンパク質もしくはポリペプチドドメイン、薬物分子、小分子、またはビタミンなど
の標的分子である。
【００４４】
　標的分子は、上で説明されているように試料から直接的に得ることができる。他の状況
では、試料は、例えば、標的分子を結合パートナーからアクセスしやすくする、つまり本
明細書で定義されているような親和性分子にする、部分精製を含む、例えば、標準プロト
コルに基づく試料調製技術による処理を受けることができる。例えば、血液試料を遠心分
離して血清から全細胞または膜を含む分画を分離することができ、糞便試料を区分けして
生理学的に許容可能な緩衝液および洗剤で均質化することができ、痰試料を液化して分画
することができる。さらに、存在している生命体の追加成長を防ぐために抗生物質または
殺菌剤が試料に加えられうる。全細胞も取り除かれうるか、または溶解されてその内容物
を放出することができる。
【００４５】
　本明細書で使用されているような「試料容器」は、ガラス、透明プラスチック、または
試料が測定される半導体のような好適な材料から作られた容器を指す。本明細書で説明さ
れているような磁性粒子は、試料が導入されたときに試料容器内にすでに存在しているか
、または試料と一緒に導入されるか、または試料が試料容器内に注入された後に導入され
うる。試料容器は、第２の結合分子を備えるセンサー表面をさらに備えることができる。
好ましくは、センサー表面は、試料容器の底部に配置される。試料容器は、特定の実施形
態において、交換可能カートリッジ内に、例えば、センサー・デバイスから分離している
スタンドアロン・コンポーネント内に配置されうる。試料を汚染する可能性があるため、
このようなカートリッジは、好ましくは、例えば射出成形によりプラスチックから作られ
た、使い捨て品であってよい。さらに企図されるのは、洗浄または殺菌されうる、リサイ
クル可能なカートリッジまたはリサイクル可能なカートリッジ部品、例えば、カートリッ
ジまたはカートリッジ部品である。
【００４６】
　本明細書で使用されているような「センサー表面」は、実際のセンサー・イベントが発
生するか、または検出される領域を画成する。典型的には、センサー表面は、試料容器の
底部に配置される。センサー表面は、試料中に存在する標的分子の量に正比例または反比
例する、結合粒子の個数の検出に使用されうる。本発明の文脈の範囲内で使用されうるこ
のようなセンサー表面および対応するセンサーの例は、Ｂｒｕｌｓら、２００９年、Ｌａ
ｂ　Ｃｈｉｐ、９、３５０４～３５１０頁に与えられている。
【００４７】
　本明細書で使用されているような「磁性粒子」は、体積または質量などの物理的特性を
帰すことができる小さな局在物体を意味する。「磁性粒子」という用語は、永久磁性粒子
と磁化可能粒子の両方、例えば、超常磁性粒子を含むものとする。
【００４８】
　本明細書で使用されているような「超常磁性」という用語は、小さな強磁性または強磁
性ナノ粒子中に現れる磁気の一形態を記述するものである。十分に小さなナノ粒子におい
て、磁化は、温度の影響の下で方向をランダムに反転することができることが当技術分野
で知られている。反転から次の反転までの時間は、ネール緩和時間と称される。外部磁場
が存在しない場合、ナノ粒子の磁化を測定するために使用される時間がネール緩和時間に
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比べてかなり長いときに、磁化は、平均ゼロである、つまり、常磁性状態にあるように見
える。このような状態では、外部磁場は、常磁性体と同様にナノ粒子を磁化することがで
きる。しかし、磁化率は、常磁性体と比べてかなり大きい。
【００４９】
　本発明の特に好ましい実施形態では、材料、または粒子、例えば、ナノ粒子は、超常磁
性粒子であってよく、これらは典型的には、水溶液中に分散され、小さな電荷、例えば、
負もしくは正の電荷を保持するか、または特定のゼータ電位を有してコロイド安定性を確
実にし、粒子の分離状態を保ち、非特異的クラスタリングを回避する。
【００５０】
　さらに、粒子は、本質的に、輸送および特性に関して全体として挙動する。磁性粒子は
、したがって、対称的な、球形、本質的に球形もしくは球状であるか、または不規則な、
非対称的形状もしくは形態をとりうる。
【００５１】
　本発明によって企図される磁性粒子のサイズは、典型的には３ｎｍから５０μｍの範囲
内である。好ましいのは、ナノメートルおよびマイクロメートルから数マイクロメートル
までの範囲内の磁性粒子である。特に好ましい実施形態では、粒子径は、１００ｎｍを超
える。本明細書で使用されているような「直径（ｄｉａｍｅｔｅｒ）」という用語は、粒
子の中心を通過し、端点が粒子表面上にある直線分を指す。非球状または半球状粒子の場
合、直径は、粒子の中心を通過し、端点が粒子表面上にある最長および最短直線分の平均
直径として理解される。本明細書で定義されているような粒子の半径は、上で定義されて
いるような直径の半分であることはさらに理解される。特に好ましいのは、磁性ナノ粒子
、例えば約１００ｎｍから１０マイクロメートル、より好ましくは１００ｎｍから３μｍ
、なおいっそう好ましくは３００ｎｍから１０００ｎｍ、例えば、３００ｎｍ、３１０ｎ
ｍ、３２０ｎｍ、３３０ｎｍ、３４０ｎｍ、３５０ｎｍ、３６０ｎｍ、３７０ｎｍ、３８
０ｎｍ、３９０ｎｍ、４００ｎｍ、４１０ｎｍ、４２０ｎｍ、４３０ｎｍ、４４０ｎｍ、
４５０ｎｍ、４６０ｎｍ、４７０ｎｍ、４８０ｎｍ、４９０ｎｍ、５００ｎｍ、５１０ｎ
ｍ、５２０ｎｍ、５３０ｎｍ、５４０ｎｍ、５５０ｎｍ、５６０ｎｍ、５７０ｎｍ、５８
０ｎｍ、５９０ｎｍ、６００ｎｍ、６２０ｎｍ、６５０ｎｍ、６７０ｎｍ、７００ｎｍ、
７２０ｎｍ、７５０ｎｍ、７７０ｎｍ、８００ｎｍ、８２０ｎｍ、８５０ｎｍ、８７０ｎ
ｍ、９００ｎｍ、９２０ｎｍ、９５０ｎｍ、９７０ｎｍ、１０００ｎｍ、またはこれらの
間の任意の値の直径の粒子である。なおいっそう好ましいのは、約５００ｎｍの直径を有
する磁性ナノ粒子である。
【００５２】
　本発明による磁性粒子は、第１の結合分子で官能化される。本発明によって企図されて
いるのは、本明細書で説明されているような反発表面構造をさらに備える磁性粒子でもあ
る。
【００５３】
　本明細書で使用されているような「結合分子」という用語は、第２の分子、つまり、相
互作用の相手に対する高い結合親和力を有する分子を指す。本発明の意味における結合分
子は、典型的には、生体分子もしくはバイオマーカーなどの本明細書で定義されているよ
うな特異的標的分子を結合することができるか、または例えば、ウイルス、細胞もしくは
細胞断片、または組織に由来する材料などの分子含有標的実体を結合することができる結
合もしくはキャプチャ部分を備える。
【００５４】
　特に好ましい一実施形態において、結合分子は、アプタマー、ペプチド、タンパク質、
オリゴヌクレオチド、特に相補的核酸および分子インプリント重合体、リガンドもしくは
受容体、およびレクチンからなる群から選択され、結合分子は、好ましくは、抗体もしく
はその断片、または相補的核酸である。
【００５５】
　結合分子の文脈の範囲内で使用されるような「アプタマー」は、短核酸分子、例えば、
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ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、ＣＮＡ、ＨＮＡ、ＬＮＡ、もしくはＡＮＡ分子または当業者に
知られている他の好適な核酸フォーマットとすることができ、これは本明細書で定義され
ているような標的分子を、好ましくは本明細書で定義されているような核酸標的分子に結
合することができる。さらに、本発明では、特異アミノ酸配列（複数可）を含むペプチド
・アプタマー、つまり、タンパク質（複数可）、ポリペプチド（複数可）、またはペプチ
ド（複数可）に特異的に結合することができるアプタマーを企図する。
【００５６】
　「ＰＮＡ」という用語は、ペプチド核酸、つまり、生物学研究および医療処置で使用さ
れ、天然に存在することが知られていないＤＮＡまたはＲＮＡに類似の人工的に合成され
た重合体に関係する。ＰＮＡ骨格は、典型的には、ペプチド結合によって結合されたＮ－
（２－アミノエチル）－グリシン単位の繰り返しからなる。さまざまなプリンおよびピリ
ミジン塩基が、メチレン・カルボニル結合によって骨格に結合される。ＰＮＡは、一般的
に、ペプチドのように示され、第１の（左）位置にＮ末端があり、右にＣ末端がある。Ｄ
ＮＡおよびＲＮＡは、デオキシリボースおよびリボース糖骨格をそれぞれ有するが、ＰＮ
Ａ骨格は、ペプチド結合によって結合されたＮ－（２－アミノエチル）－グリシン単位の
繰り返しからなる。ＰＮＡオリゴマーも、相補的ＤＮＡに結合する際により大きな特異性
を示すことが当技術分野で知られている。さらなる詳細は、好適な文献ソースまたは教科
書から知ることができ、例えば、Ｎｉｅｌｓｅｎ　ＰＥ、Ｅｇｈｏｌｍ　Ｍ（１９９９年
）、「Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄ」、Ｃｕｒｒ．　Ｉｓｓｕｅｓ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　１　（２）：　８９～１０
４頁を参照されたい。
【００５７】
　「ＣＮＡ」という用語は、アミノシクロヘキシルエタン酸核酸に関係する。さらに、こ
の用語は、シクロペンタン核酸、つまり、例えば２’－デオキシカルバグアノシンを含む
核酸分子に関係する。
【００５８】
　「ＨＮＡ」という用語は、ヘキシトール核酸、つまり、標準核酸塩基およびリン酸化さ
れた１，５－アンヒドロヘキシトール骨格から構成されるＤＮＡ類似体に関係する。
【００５９】
　「ＬＮＡ」という用語は、ロックト核酸に関係する。典型的には、ロックト核酸は、修
飾された、したがってアクセス不可能なＲＮＡヌクレオチドである。ＬＮＡヌクレオチド
のリボース部分は、２’および４’炭素をつなぐ特別な架橋で修飾されうる。このような
架橋は、リボースを３’－ｅｎｄｏ構造立体配座中に固定する。固定されたリボース立体
配座は、塩基の積み重ねおよび骨格前組織化を高める。これは、オリゴヌクレオチドの熱
安定性、つまり、融解温度を著しく高めることができる。
【００６０】
　「ＡＮＡ」という用語は、アラビノン核酸またはその誘導体に関係する。本発明の文脈
の範囲内の好ましいＡＮＡ誘導体は、２’－デオキシ－２’－フルオロ－ベータ－Ｄ－ア
ラビノヌクレオシド（２’Ｆ－ＡＮＡ）である。
【００６１】
　典型的には、ペプチド・アプタマー（複数可）は、例えば、１０から２０個のアミノ酸
を含む、可変ペプチド・ループ（複数可）である。本発明の文脈において、ペプチド・ア
プタマー（複数可）は、特定の実施形態において、一端または両端で骨格構造に付着され
うる。骨格構造は、良好な溶解特性を有する、分子、好ましくはタンパク質、例えば、タ
ンパク質であってよい。当業者であれば、好適な骨格分子を知っている。本発明の文脈の
範囲内の使用に適した骨格分子の一例は、細菌タンパク質チオレドキシン－Ａである。ア
プタマー・ペプチド・ループは、好ましくは、骨格分子の還元活性部位内に挿入されうる
。あるいは、タンパク質Ｚまたはリポカリンなどのブドウ球菌タンパク質Ａおよびそのド
メインおよびこれらのドメインの誘導体は、本発明の文脈の範囲内で骨格構造として使用
されうる。核酸またはペプチド・アプタマーは、当業者に知られている好適な方法により
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、例えば、ＰＣＲまたは分子合成法または酵母ツーハイブリッド法を介して生成されうる
。
【００６２】
　結合分子の文脈の範囲内で使用されるような「ペプチド」は、２から３５のアミノ酸、
アミノ酸誘導体、またはその混合物の伸長を含むか、または代替的にそれらからなるもの
としてよい。ペプチドは、直鎖、分岐鎖、環状、またはその混合であってよい。ペプチド
親和性分子も、上で定義されているような骨格構造に付着されうる。
【００６３】
　結合分子の文脈の範囲内で使用されるような「タンパク質」は、約３５を超えるアミノ
酸、アミノ酸誘導体、またはその混合物の伸長を含むか、または代替的にそれらからなる
ものとしてよい。タンパク質は、直鎖、分岐鎖、環状形態を有するか、またはこれらの形
態の混合からなるものとしてよい。タンパク質結合分子も、上で定義されているような骨
格構造に付着されうる。
【００６４】
　結合分子の文脈の範囲内で使用されているような「オリゴヌクレオチド」は、約５から
１２０のヌクレオチドの伸長、例えば、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８
０、９０、または１００のヌクレオチドの伸長、好ましくは約１５から６０のヌクレオチ
ドの伸長を含むか、または代替的にそれらからなるものとしてよい。オリゴヌクレオチド
結合分子は、好ましくは、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子または両方の混合物であってよい
。
【００６５】
　企図されるのは、相補的核酸分子である、結合分子である。「相補的核酸分子」という
用語は、一本鎖が互いに相補的である定義済み配列の分子を指す。二本鎖核酸分子の相補
鎖は、塩基対合の形成により互いに強い親和性を有することが当技術分野で知られている
。さらに企図されるのは、一本鎖オリゴヌクレオチド配列であり、これらは本明細書で定
義されているようなリンカー分子構造に付着されるか、または組み込まれる。特に好まし
い実施形態では、このような好適なリンカーも、核酸分子を含むか、またはそれからなる
。一本鎖の伸長は、高親和性を有する注目している相補的ヌクレオチド配列を認識し、ハ
イブリッド形成することができる。このような分析において、標的分子は、結合分子に相
補的であるか、またはほとんど相補的であるオリゴヌクレオチドを含む。
【００６６】
　本明細書で使用されているような用語「分子インプリント重合体」は、後で抽出され、
相補的空洞を残す分子の存在下で形成された重合体を指す。典型的には、分子インプリン
ト重合体は、元の分子に対して特定の化学的親和性を示す。分子インプリント重合体は、
当業者に知られている好適な重合体単位から構成されうる。これを生成するための技術は
、バルク、沈殿、乳化、懸濁、分散、ゲル化、および多段膨潤重合などの重合技術を含む
。特に好ましいのは、階層インプリント法（hierarchical　imprinting　methods）であ
る。
【００６７】
　結合分子の文脈の範囲内で使用されているような「抗体」は、免疫グロブリン分子およ
び免疫グロブリン分子の免疫学的活性部分、つまり、抗原を免疫特異的に結合する抗原結
合部位を含む分子を指す。本発明の免疫グロブリン分子は、免疫グロブリン分子の任意の
型（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ、およびＩｇＹ）、クラス（例え
ば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、およびＩｇＡ２）、またはサ
ブクラスであるものとしてよい。本発明の抗体は、認識または特異的に結合する、標的分
子、例えば、本発明のポリペプチドの、エピトープ（複数可）または部分（複数可）に関
して記述されるか、または指定されうる。当業者であれば、特異的エピトープおよびそれ
と抗体との相互作用を知っている。本明細書で使用されているような「特異的に結合する
」という言い回しは、抗原エピトープへの抗体の免疫特異的検出および結合を指す。「特
異的に結合する」という言い回しは、非特異的結合を除外するが、必ずしも、他の抗原、
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特にこの抗体によって検出される同じ抗原エピトープを含む抗原との交差反応を除外しな
い。
【００６８】
　抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、多特異的、ヒト、ヒト化もしくはキメラ抗
体、一本鎖抗体でありうるか、またはＦａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆａｂ発現ライブラリ
によって生成される断片、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ジスルフィド結合Ｆｖ、低分子化抗体
、二重特異性抗体、ｓｃＦｖ、ｓｃ（Ｆｖ）２、全免疫グロブリン分子、小モジュラー免
疫薬（ＳＭＩＰ）、結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質、ラクダ化抗体、ＶＨＨ

含有抗体、抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体、上記のどれかのうちのエピトープ結合断片
（複数可）であってよい。最も好ましくは、抗体は、本発明のヒト抗原結合抗体断片であ
り、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｖ、一本鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）、ｓｃ（
Ｆｖ）２、一本鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖｓ（ｓｄＦｖ）、およびＶＬまたはＶＨド
メインのいずれかを備える断片を含む。
【００６９】
　本発明による抗体は、鳥類および哺乳類を含む動物起源に由来するものとしてよい。好
ましくは、抗体は、ヒト、ネズミ（例えば、マウスおよびラット）、ロバ、サル、ウサギ
、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマ、またはニワトリの抗体である。
【００７０】
　本発明による抗体は、単一特異性、二重特異性、三重特異性、またはこれ以上の多特異
性を有するものとしてよい。多特異的抗体は、標的分子、例えば、本発明によるポリペプ
チドの異なるエピトープに対して特異的であるか、または標的分子、例えば、本発明によ
るポリペプチドとさらには異種ポリペプチドもしくは固相担持物質などの、異種エピトー
プの両方に対して特異的であるものとしてよい。好ましいのは、単一特異的抗体である。
【００７１】
　本明細書で使用されているような「リガンド」という用語は、生体分子などの標的分子
との複合体を形成し、それにより、結合親和力の高い分子に特異的に結合しうる物質を指
す。特に、リガンドは、標的タンパク質上のある部位に結合することができる信号トリガ
ー分子（signal　triggering　molecule）であってよい。リガンドは、受容体と称される
ことが多い結合パートナーに結合することが多い。標的分子の検出で使用するための受容
体－リガンド結合システムが、当技術分野で知られている。典型的には、受容体に結合す
るリガンドは、化学的立体配座、つまり、受容タンパク質の三次元形状を変える。受容タ
ンパク質の立体配座状態が、受容体の機能状態を決定する。本発明の文脈の範囲内におけ
る好適なリガンドは、例えば、酵素基質、酵素阻害薬、受容体作用薬、受容体拮抗薬、Ｄ
ＮＡ結合タンパク質などの活性化因子、または神経伝達物質を含みうる。
【００７２】
　本明細書で使用されているような「レクチン」という用語は、認識されたグリコシル・
リガンドのどれかの共有構造を変えることなく複雑な複合糖質の炭水化物成分を特異的認
識し、可逆結合することができるタンパク質または糖タンパク質を指す。本発明の文脈の
範囲内において好適なレクチンの例は、細菌性および植物性毒素のような一価レクチンを
含み、これらは細胞壁または膜内の糖成分に結合することができる。本発明の意味の範囲
内で好適な他のレクチンは、マンノース結合レクチン、ガラクトース／Ｎ－アセチルガラ
クトサミン結合レクチン、Ｎ－アセチルグルコサミン結合レクチン、Ｎ－アセチルノイラ
ミン酸結合レクチン、またはフコース結合レクチンである。
【００７３】
　本明細書で使用されているような「第１の結合分子」という言い回しは、試料中の標的
分子に特異的に結合することができる、本明細書で説明されているような結合分子を指す
。第１の結合分子は、好適な方法によって、または当業者に知られている好適な様式で、
例えば、リンカー分子および／または以下で定義されるような反発表面構造を介して、ま
たは磁性粒子表面との直接的接触によって、磁性粒子表面に付着されうる。
【００７４】
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　本明細書で使用されているような「粒子に付着される」という言い回しは、磁性粒子へ
の第１の結合分子の共有または非共有結合またはカップリングを指す。特に、このような
カップリングは、例えば、共有結合、ファンデルワールス結合、または層間の静電結合で
あるものとしてよい。磁性粒子への付着は、可逆であるか、または、例えば、ｐＨ、温度
、イオンの濃度を変化させること、光を照射すること、酵素分解もしくは酵素的切断など
によって、終端可能であるものとしてよい。第１の結合分子は、いくつかの実施形態では
、リンカー構造、例えば、本明細書で定義されているようなリンカー分子を介して粒子に
付着されうる。第１の結合分子は、この目的のために、リンカー分子にカップリングされ
るものとしてよく、次いで、このリンカー分子が直接的にまたは間接的に粒子表面に付着
される。また、第１の結合分子は、本明細書で説明されているように反発構造にカップリ
ングされることも企図されうる。また本発明で企図されるのは、第１の結合分子が磁性粒
子表面と直接接触しうることである。
【００７５】
　本発明の特定の実施形態において、磁性粒子、または粒子表面、または平坦なセンサー
表面への第１の結合分子のカップリング、結合、または付着は、直接的または間接的結合
でありうる。
【００７６】
　本明細書で使用されているような「直接的結合」という用語は、第１の結合分子が中間
体、架橋もしくはコネクタ分子、または官能基が存在することなく磁性粒子への直接的な
つながりを有することを意味する。
【００７７】
　本明細書で使用されているような「間接的結合」という用語は、結合分子が、磁性粒子
の表面に直接的に付着されていないが、例えば、他の結合分子、リンカー分子、または荷
電構造などの、さらなる中間体、架橋、またはコネクタ分子を介して間接的に連結されう
ることを意味する。例えば、アビジン、ストレプトアビジン誘導体、（ストレプト）アビ
ジン、アビジン関連タンパク質、タマビジン１および２、ブラダビジン、ＮｅｕｔｒＡｖ
ｉｄｉｎなどのアビジン様実体は、磁性粒子とビオチンなどの適合する結合部分を含む相
互作用分子との間のコネクタとして使用されうる。特定の実施形態において、磁性粒子は
、アビジンまたはストレプトアビジンコネクタでコーティングされるか、または覆われう
る。コネクタ分子として有用な相互作用の対のさらなる好ましい例は、ビオチン／アビジ
ン、抗体／抗原の対、例えば、抗ＦＩＴＣ、ＦＩＴＣ、抗ＴｅｘａｓＲｅｄ／Ｔｅｘａｓ
Ｒｅｄ、抗ジゴキシゲニン／ジゴキシゲニン、および上で述べたような核酸相補鎖である
。本発明によって企図されるのは、特に、ほとんど無制限の特定の組み合わせにより多重
化の程度が大きいので、核酸相補鎖の使用である。また、核酸配列からなる、または含む
そのようなコネクタ分子がリンカー構造内に容易に組み込まれうることは当業者に理解さ
れるであろう。
【００７８】
　本明細書で使用されているような「反発表面構造」という用語は、本明細書で説明され
ているような磁性粒子の表面に直接的にまたは間接的に付着されうる構造を指す。反発表
面構造が磁性粒子の表面に直接的に付着されること、つまり、中間体、架橋もしくはコネ
クタ分子、または官能基が存在することなく磁性粒子への直接的なつながりを有すること
が好ましい。
【００７９】
　本発明の意味の範囲内の反発表面構造は、分子、重合体、またはおよび／または反発力
を与えることができる分子のメッシュを備える。本明細書で使用されているような「反発
力」という用語は、分子または粒子の反発を引き起こす、力を指す。好ましくは本発明に
よって企図されるのは、磁性粒子の反発である。一般に、粒子間の反発力は、排除体積反
発、静電反発、エントロピー力、または重合体被覆表面の間の立体力などの粒子間力の結
果とすることができる。「排除体積反発」という用語は、固体粒子間の、または該当する
場合には、粒子上に存在する表面構造を備える固体粒子間の重なりの不可能性を意味する



(16) JP 6148245 B2 2017.6.14

10

20

30

40

50

。
【００８０】
　粒子間の「静電反発」は、粒子が正味電荷を帯びたときに観察される。２つの粒子が同
じ正味電荷、つまり、正または負のいずれかの電荷を帯びている場合、これらは反発し合
う。「エントロピー的な力」という用語は、エントロピーが最大化される状態へシステム
が進む傾向を記述する、熱力学の第二法則に基づく力を指す。これの結果、固体球、例え
ば、磁性粒子間に有効反発力が生じうる。「立体反発力」という用語は、立体効果に基づ
く。原子レベルでは、立体効果は、分子内のそれぞれの原子が特定の大きさの空間を占有
するという事実から生じることが理解されるであろう。原子が互いに近づくと、関連する
エネルギーのコストは、電子雲の重なりにより高くなり（パウリまたはボルンの反発力）
、分子の好ましい形状または立体配位および反作用に影響を及ぼしうる。したがって、立
体障害または立体効果は、個別の原子の電子雲同士の反発力と見なすことができ、原理上
、原子レベルでの静電反発の結果として定義されうる。
【００８１】
　本明細書で使用されているような「前記反発表面構造が、前記センサー表面の方への静
電および／または立体プッシング効果を前記磁性粒子に伝える」という言い回しは、粒子
の集合全体がセンサー表面の方へプッシングされることを意味する。この全体的プッシン
グ効果は、磁性粒子の反発表面構造の静電プッシング効果、例えば、２つもしくはそれ以
上の粒子の間の静電プッシング効果、または磁性粒子の反発表面構造の立体プッシング効
果、例えば、２つもしくはそれ以上の粒子の間の立体プッシング効果、またはこの両方の
組み合わせ、例えば、２つもしくはそれ以上の粒子の間の、磁性粒子の静電プッシング効
果および立体プッシング効果に基づくか、またはこれらによって引き起こされる。全体的
プッシング効果は、例えば、アッセイにおける粒子の個数、センサー表面の付近の粒子の
個数、２つまたはそれ以上の粒子の総電荷、静電気対立体プッシングの割合、当業者に知
られているさらなるパラメータに依存しうる。これらのパラメータは、デバイスまたは本
明細書で説明されているように実施されるアッセイの実施形態の特定の必要物および要求
事項に応じて調整され、および／または修正されうる。
【００８２】
　本発明のさらに好ましい一実施形態において、上で定義されているような全体的プッシ
ング効果は、表面相互作用の増大を測定することによって判定される。本明細書で使用さ
れているような「表面相互作用の増大」という言い回しは、本発明による磁性粒子の間の
反発力の結果としてセンサー表面に、またはセンサー表面の近くに存在する粒子の量また
は個数の増大を指す。言い換えると、表面相互作用の増大は、したがって、粒子とセンサ
ー表面との相互作用の増大を意味する。表面相互作用の増大は、粒子がセンサー表面に密
接するのに費やす時間の長さを用いて測定することができる。「密接する」という言い回
しは、適切な測定方法を使用して、センサー表面に十分に近づいたときに、信号を、例え
ば光信号を発生するように粒子が表面に近いか、または表面にあることを意味する。セン
サー表面の近くにある、またはセンサー表面にある磁性粒子の測定のための好適な方法は
当業者に知られており、例えば、Ｂｒｕｌｓら、Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ、２００９年、９．　
２５０４～３５１０頁に説明されている。
【００８３】
　本発明の好ましい実施形態において、表面相互作用の増大は、アッセイ中に信号振幅を
測定することによって判定される。これに限定されることなく、表面相互作用の増大を判
定する企図された一例は、本明細書で説明されているような漏れ全反射（ＦＴＩＲ）を介
した信号振幅の測定である。次いで、その結果得られるＦＴＩＲ信号振幅は、エバネセン
ト場内に存在する粒子の個数に対応する。
【００８４】
　表面相互作用の増大は、非官能化磁性粒子を使用して、つまり、反発表面構造なしで、
測定結果から得られる信号振幅に関して本明細書で定義されているような反発表面構造で
官能化された磁性粒子を使用して測定結果から得られる信号振幅から計算される。例えば
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、表面接触の増大が２倍になると、つまり、反発表面構造で官能化された磁性粒子を使用
する信号振幅が非官能化磁性粒子の信号振幅の２倍である場合、表面相互作用の増大は１
００％である。
【００８５】
　本発明の好ましい実施形態において、粒子とセンサー表面との間の表面相互作用の増大
は、少なくとも約１％であるものとしてよい。表面相互作用の増大は、例えば、１％、２
％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１５％、２０％、２５％、３
０％、３５％、４０％、４５％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、
１２０％、１４０％、１６０％，１８０％、２００％、２２０％、２４０％、２６０％、
２８０％、３００％、３２０％、３４０％、３６０％、３８０％、４００％、４２０％、
４４０％、４６０％、４８０％、５００％、または５００％超であってよい。
【００８６】
　本発明の特に好ましい実施形態では、反発表面構造は、磁性粒子上に存在する荷電構造
または立体コーティングであってよい。
【００８７】
　本明細書で使用されているような「立体コーティング」は、コーティングの形態で磁性
粒子上に存在しうる、また磁性粒子間に反発力をもたらす表面構造を指す。本発明によっ
て企図される重要な一効果は、そのような立体コーティングが存在すると、結果として、
磁性粒子の相互反発力が増大し、その反発力が次いでプッシング力の形成に至り、その結
果、当技術分野で説明されているような磁性粒子濃度を増大させなくても平坦なセンサー
の方への磁性粒子のプッシングが生じるというものである（プッシング効果）。そのよう
な立体コーティングの立体障害は、本明細書で説明されているような立体プッシング効果
を生じることは理解されるであろう。したがって、企図される方法は、磁性粒子の表面接
触が磁性粒子の反発力とともに増大し、それにより反応速度が上昇し、最終的にアッセイ
の終わりに信号変化が増大するという効果を有する。立体プッシング効果は、以下で説明
されているように磁性粒子の流体力学的半径により測定されうることを当業者であれば理
解するであろう。
【００８８】
　本発明では、すなわち無関係の分子の非特異的結合を防ぐために立体コーティングまた
は障壁として働きうる、または他の分子もしくは磁性粒子を特定の距離内に保持する、磁
性粒子表面上の分子のメッシュを構成することによってそのような立体プッシング効果が
どのように達成されうるかを説明する。そのような立体コーティングを、例えば、分子の
メッシュを含むコーティングの形態で有する磁性粒子が、特定の立体反発力を加えること
ができることを当業者であれば理解するであろう。
【００８９】
　磁性粒子上のコーティングは、分子のネットワークまたはメッシュを形成するようなコ
ーティングであるものとしてよい。したがって、本発明によるコーティングの層は、小さ
な単位または実体からなるものとしてよく、これらは同一のもしくは類似の化学的、物理
的、および／または生物学的特性を有する。好ましくは、本明細書で説明されているよう
なコーティングの層は、特定の長さの重合体を形成することができる生物学的または化学
的分子を含みうる。好適な重合体は、例えば、炭水化物類、脂質類、ポリエチレン・グリ
コール、多糖類、デンドリマー、デンドロン、ナノチューブ、またはこれらの混合物であ
る。好ましくは、これらの重合実体は、リンカーまたはスペーサー分子内に置かれる。本
発明の特定の実施形態において、コーティングは、単一の表面層または多層シェル構造か
らなるものとしてよい。
【００９０】
　本明細書で使用されているような「スペーサー分子」という用語は、もっぱらスペーサ
ーの機能を有する、分子を指す。この目的のために、これらの重合体分子は、特定の長さ
および強度を有し、これにより、重合体繊維のように働くことができる。
【００９１】
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　本発明の特定の実施形態において、スペーサー分子は、約５００ｎｍまでの長さ、例え
ば約４５０、４００、３５０、３００、２５０ｎｍ、２００、１５０、１００、９０、８
０、７０、６０、５０、４０、３０、２０、または１０ｎｍまでの長さを有することがで
きる。
【００９２】
　本発明のさらなる特定の実施形態において、スペーサー分子は、直鎖、環状、または分
岐鎖様分子、またはその混合物であってよい。分岐鎖である場合、これらは、異なる程度
で分岐しているものとしてよく、例えば、２、３、４、４以上の階層レベルを示す。本発
明では、さらに、ネットワーク、層、またはシェル構造内のスペーサー分子の異なる種類
、例えば、直鎖と分岐鎖、異なる分岐度、異なるスペーサー長などの組み合わせを企図し
ている。本発明の代替的実施形態において、スペーサー分子またはスペーサー分子の混合
物は、均一なメッシュまたはネットワーク、つまり、本質的に同じサイズの開口部を持つ
等間隔のメッシュまたはネットワークを形成する。また、メッシュは開口部を備えること
も企図される。これは、メッシュがそのように均一である場合に特に好ましく、したがっ
て、分子の接近性および分子の運動自由度に関するメッシュの機能特性は均一である。こ
れらのパラメータは、スペーサー分子の長さ、分岐度などによって調整されうる。
【００９３】
　本発明のさらなる特定の実施形態において、スペーサー分子は、分子の三次元メッシュ
を形成するように直接的にまたは間接的に相互連結されうる。そのような相互連結は、分
子の末端の官能基に基づくか、または例えば、分岐が企図されている場合に、分子の中心
に配置されうる。相互連結、その程度などの制御は、例えば、「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔ
ｅ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、２ｎｄ　Ｅｄ．　Ａｃａｄｅｍｉｃ
　Ｐｒｅｓｓ、Ｅｌｓｅｖｉｅｒまたは「Ｄｅｎｄｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｐｏｌｙｍｅｒｓ」Ｆｒｅｃｈｅｔ　ａｎｄ　Ｔｏｍａｌｉａ、Ｊ
．　Ｗｉｌｅｙなどの公認教科書からの、当業者に知られている原理および方法に従って
実装されうる。
【００９４】
　本発明の文脈の範囲内の好適なスペーサー分子は、例えば、炭水化物類、脂質類、ポリ
エチレン・グリコール（ＰＥＧ）、多糖類、デンドリマー、デンドロン、もしくは本明細
書で定義されているようなナノチューブ、またはこれらの好適な誘導体もしくは組み合わ
せとすることができる。スペーサー分子の群は、炭化水素ベースの界面活性剤、コレステ
ロール、糖脂質類、胆汁酸、サポニン、脂肪酸、合成両親媒性ブロック共重合体、卵黄リ
ン脂質のような天然産物をさらに含みうる。
【００９５】
　立体コーティングに適したスペーサー分子の好ましい一例は、ポリエチレン・グリコー
ル（ＰＥＧ）分子である。ポリエチレン・グリコール分子は、表面上に分子の高密度大体
積のメッシュを形成することができる。また、ＰＥＧ分子は相互連結されて、上で説明さ
れているように好適な立体コーティングを形成することができることも当業者であれば理
解するであろう。ＰＥＧ分子の相互連結に適した分子は、本明細書で説明されているよう
なコネクタ分子である。長さは、結果として得られるコーティング層の企図された全体的
な厚さ、リンカー分子の企図された長さ、リンカー分子の企図された柔軟性、剛性、もし
くは安定性、および／または磁性粒子１個当たりの構造分子の企図された個数に依存する
ようになされうる。
【００９６】
　また本発明によって企図されるのは、磁性粒子上に付着したポリエチレン・グリコール
分子の個数である。磁性粒子に付着する分子が多ければ多いほどコーティング層の密度が
高く、厚さが大きくなり、立体効果を通じて粒子間の反発を引き起こすことは理解される
。したがって、磁性粒子の立体反発力は、コーティング層の厚さに依存し、これは磁性粒
子上のＰＥＧ分子の個数、ＰＥＧ分子の長さ、およびＰＥＧ分子間の結合数に依存する。
粒子１個当たりの分子の個数は、少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７
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０、８０、または９０、より好ましくは少なくとも約１００、１５０、２００、２５０、
なおいっそう好ましくは少なくとも約３００、３５０、４００、または４５０、最も好ま
しくは少なくとも約５００、または１０００であってよい。
【００９７】
　本発明のさらなる実施形態において、磁性粒子に付着された上で定義されているような
ポリエチレン・グリコール分子の個数は可変であるものとしてよい。特定の実施形態にお
いて、磁性粒子１個当たりのポリエチレン・グリコール分子の個数は、約１０、２０、３
０、４０、５０、６０、７０、８０、または９０、より好ましくは約１００、１５０、２
００、２５０、なおいっそう好ましくは約３００、３５０、４００、または４５０、最も
好ましくは約５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９０
０、９５０、または１０００に設定されうる。さらなる実施形態において、磁性粒子１個
当たりのポリエチレン・グリコール分子の個数は、約１１００、１２００、１３００、１
４００、１５００、１６００、１７００、１８００、１９００、２０００、２１００、２
２００、２３００、２４００、２５００、２６００、２７００、２８００、２９００、３
０００、３１００、３２００、３３００、３４００、３５００、３６００、３７００、３
８００、３９００、４０００、４１００、４２００、４３００、４４００、４５００、４
６００、４７００、４８００、４９００、５０００、６０００、７０００、８０００、９
０００、１００００、１５０００、２００００、２５０００、３００００、３５０００、
４００００、４５０００、５００００、５５０００、６００００、６５０００、７０００
０、７５０００、８００００、８５０００、９００００、９５０００、１０００００、１
１００００、１２００００、１５００００、またはそれ以上に設定されうる。磁性粒子１
個当たりのポリエチレン・グリコール分子の個数は、磁性粒子のサイズもしくは直径、付
着が可能であるか、もしくは適している面積、磁性粒子のサイズもしくは直径と磁性粒子
の長さとの比、ポリエチレン・グリコール分子の分子的同一性、または当業者に知られて
いる他の好適なパラメータに依存するようにさらになされうる。
【００９８】
　さらなる実施形態において、ポリエチレン・グリコール分子による磁性粒子の表面被覆
率は、磁性粒子の表面全体の約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０
％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、もしくは１００％またはこれらの値の間
の任意の値とすることができる。
【００９９】
　さらなる好ましい一実施形態では、本明細書で定義されているような立体コーティング
は、本明細書で定義されているような磁性粒子の半径の少なくとも約１０５％の本発明に
よる磁性粒子の流体力学的半径を伝える。本明細書で使用されているような「磁性粒子の
流体力学的半径」という言い回しは、溶液中に立体コーティングを含む水和粒子の有効半
径、または溶液中に立体コーティングを含む粒子の見かけのサイズを指す。好ましくは、
立体コーティングは、本明細書で説明されているような立体効果に寄与する多数の、例え
ばすべての、分子を指す。本明細書で定義されているような立体コーティングを含む粒子
の流体力学的半径は、本明細書で定義されているような磁性粒子の半径、特にそのような
立体コーティングを含まない磁性粒子の半径の少なくとも約１０５％であってよい。本明
細書で定義されているような立体コーティングを含む粒子の流体力学的半径は、例えば、
本明細書で定義されているような磁性粒子の半径、特にそのような立体コーティングを含
まない磁性粒子の半径の約１０５％、１１０％、１２０％、１２５％、１３０％、１４０
％、１５０％、１６０％、１７０％、１８０％、１９０％、２００％、２５０％、または
これらの値の間の任意の値、またはそれ以上であってよい。
【０１００】
　本発明の他の特に好ましい実施形態において、磁性粒子は荷電構造を備え、これにより
、粒子間に反発力を発生させることができる。本明細書で使用されているような「荷電構
造」という用語は、本発明による磁性粒子の正味電荷に寄与する、実体を指す。本発明に
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よる荷電構造は、正または負のいずれかである正味電荷を有することができる。荷電構造
は、特定の種類または形態の分子に限定されないことは理解される。荷電構造は、例えば
、１種類の分子の重合体もしくは異なる２種類以上の分子、異なる分子もしくは実体の複
合体、または異なる電荷、例えば、異なる正電荷、異なる負電荷、もしくは（異なる）正
と負の電荷を有し、その結果総正味電荷が正もしくは負になるいくつかの分子を含む化合
物を含みうる。電荷計算のためのツールおよび方法は、例えば、Ｄｅｗａｒ、Ｍ．Ｊ．Ｓ
．、「Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｏｒｂｉｔａｌ　Ｔｈｅｏｒｙ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎ
ｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」、ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，　ａｎｄ　Ｉｎｃ．、１９６９
年、またはＳｔｅｗａｒｔ、Ｒ．、「Ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｏｎ：　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ　ｔｏ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　
Ｉｎｃ．、１９８５年、７２頁から、業者に知られている。
【０１０１】
　本発明の特定の実施形態において、荷電構造は磁性粒子に直接的または間接的に付着さ
れ、その結果、磁性粒子に特異的正味電荷が生じうる。特異的正味電荷は正または負のい
ずれかであってよい。また、異なる荷電構造が同じ磁性粒子上に付着され、その結果、荷
電構造の混合が生じることも企図されうる。本発明の文脈の範囲内において、荷電構造は
磁性粒子の表面を覆い、これにより、特異的正味電荷を有する全体的な荷電分子を形成す
ることができる。ナノ粒子の正味電荷は、例えば、ゼータ電位の測定を介して判定できる
ことは当業者に知られている。
【０１０２】
　企図される一利点は、磁性粒子上に高められた電荷が存在することにより反発力が増大
し、それにより静電反発力が増大し、磁性粒子の非特異的凝集が最小限度に抑えられる点
である。非特異的凝集が減少することで、界面活性剤を使わずにバックグラウンドレベル
を下げやすくなり、したがって、本明細書で説明されているような光磁気検出アッセイに
おけるブランクレベルが改善され、これにより検出の制限が改善される。本発明によって
企図される別の重要な効果は、負または正のいずれかの電荷である、磁性粒子上の増大し
た電荷が存在すると、結果として、磁性粒子の相互静電反発力が増大し、その反発力が次
いで静電気「プッシング」力の形成に至り、その結果、当技術分野で説明されているよう
な磁性粒子濃度を増大させなくても平坦なセンサーの方への磁性粒子のプッシングが生じ
るというものである。企図される方法は、磁性粒子の表面接触が磁性粒子の電荷とともに
増大し、それにより反応速度が上昇し、最終的にアッセイの終わりに信号変化が増大する
という効果を有する。
【０１０３】
　さらなる好ましい実施形態において、磁性粒子上の電荷の存在が増えることは、荷電構
造を備えるか、もしくは荷電構造からなる本明細書で説明されているようなリンカー分子
を供給するか、またはリンカー分子に加えて磁性粒子に付着されている荷電構造を供給す
ることによって達成されうる。
【０１０４】
　本発明の特定の実施形態において、荷電構造は磁性粒子の表面全体を覆い、これにより
、特異的正味電荷を有する全体的な荷電分子を形成することができる。代替的実施形態で
は、荷電構造は、磁性粒子の一部のみ、領域、またはセクタ、例えば磁性粒子の表面全体
の１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％
、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％、もしくは１００％以下またはこれらの値の間の任意の割合の部分を被
覆することができる。
【０１０５】
　本発明のさらなる実施形態において、磁性粒子に付着された荷電構造分子の個数は、例
えば、磁性粒子の企図された総正味電荷に応じて可変である。磁性粒子の総正味電荷は変
化し、例えば、磁性粒子に付着される荷電分子の個数に応じて増減することは理解される
。ゼータ電位（ｍＶ）は、分子の長さの増加とともにしかるべく増大しうる（負に）。
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【０１０６】
　したがって、磁性粒子上に存在する電荷の総和は総正味電荷に寄与することも企図され
うる。磁性粒子の総正味電荷は、就中、磁性粒子上に存在する分子の個数および分子の長
さ、その正または負の電荷などの関数であることもさらに理解される。特定の実施形態に
おいて、磁性粒子１個当たりの荷電構造分子の個数は、約１０、２０、３０、４０、５０
、６０、７０、８０、または９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、
４００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、
９００、９５０、１０００、１１００、１２００、１３００、１４００、１５００、１６
００、１７００、１８００、１９００、２０００、２１００、２２００、２３００、２４
００、２５００、２６００、２７００、２８００、２９００、３０００、３１００、３２
００、３３００、３４００、３５００、３６００、３７００、３８００、３９００、４０
００、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００、１００００、１５０００、
２００００、２５０００、３００００、３５０００、４００００、４５０００、５０００
０、５５０００、６００００、６５０００、７００００、７５０００、８００００、８５
０００、９００００、９５０００、１０００００、１１００００、１２００００、１５０
０００、またはそれ以上に設定されうる。磁性粒子１個当たりの荷電構造分子の個数は、
異なるか、または磁性粒子のサイズもしくは直径、付着が可能であるか、もしくは適して
いる面積、磁性粒子のサイズもしくは直径と磁性粒子の長さとの比、荷電構造分子の分子
的もしくは化学的同一性、企図された使用、例えば、アッセイ、または当業者に知られて
いる他の好適なパラメータに依存するようになされうる。
【０１０７】
　本明細書で説明されているようなこの静電プッシング効果を得るために適している荷電
構造は、核酸、リボ核酸、ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質、炭水化物、脂質
、または多糖、またはこれらの好適な誘導体もしくは組み合わせなどの特異的正味電荷に
寄与することができる生物学的または化学的構造または化合物を備えることができる。さ
らに企図されるのは、ヒドロゲル、および重合体荷電構造である。好ましいのは、核酸ベ
ースの荷電構造分子の使用である。
【０１０８】
　「核酸ベースの荷電構造分子」は、核酸分子、またはその誘導体もしくは類似体であっ
てよい。このような荷電構造分子は、例えば、一本鎖および／または二本鎖ＤＮＡもしく
はＲＮＡ分子、または任意の種類のその誘導体を含みうる。このような荷電構造分子は、
上で定義されているようなＰＮＡ、ＣＮＡ、ＨＮＡ、ＬＮＡ、もしくはＡＮＡ分子、また
はこれらの混合物もしくは組み合わせ、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、ＣＮＡ、ＨＮ
Ａ、ＬＮＡ、およびＡＮＡのうちのどれか１つまたはＬＮＡヌクレオチドとＤＮＡもしく
はＲＮＡ塩基との混合物の組み合わせ、または本明細書で定義されているような他の荷電
構造分子との混合物または組み合わせをさらに含むか、またはこれらからなるものとして
よい。核酸ベースの荷電構造の文脈の範囲内で、核酸またはその類似体はそれに加えて電
荷を帯びた化学基または単位を備えることができる。例えば、リン酸基、荷電した窒素誘
導体または荷電した硫黄誘導体が含まれるか、または加えられうる。さらに、電荷は、少
なくとも１つの分子が電荷を備える二本鎖分子、例えば、二本鎖を備えるＤＮＡを供給す
ることによって蓄積されうる。
【０１０９】
　本発明の特に好ましい実施形態では、磁性粒子は、荷電構造、変化する長さを有するこ
とができる、例えば、一本鎖または二本鎖核酸、特にｄｓＤＮＡで官能化されうる。磁性
粒子上の電荷は、ゼータ電位を使ってしかるべく測定されうる。本発明によって企図され
るのは、磁性粒子の表面接触が磁性粒子の電荷とともに増大し、それにより反応速度が上
昇し、最終的にアッセイの終わりに信号変化が増大することである。本発明のいくつかの
実施形態において、核酸などの荷電構造は、二本鎖形態または二本鎖体で存在しうる、つ
まり、１つの鎖と、鎖の間の塩基対合によって関連付けられる核酸分子の相補的もしくは
逆平行逆鎖、または核酸分子のセンスもしくはアンチセンス鎖を備えるものとしてよい。
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あるいは、荷電構造は、一本鎖核酸または一本鎖リボ核酸分子を含みうる。
【０１１０】
　本発明の特に好ましい一実施形態において、荷電構造は、二本鎖またはｄｓＤＮＡ、二
本鎖またはｄｓＲＮＡ、ＰＮＡ、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖か
らなる群から選択された分子を含む。本発明のさらなる好ましい実施形態によってさらに
企図される、有利な一態様は、ＰＮＡおよびＰＮＡ／ＤＮＡまたはＰＮＡ／ＤＮＡ二本鎖
が酵素分解に対する耐性を付けるヌクレアーゼまたはプロテアーゼのいずれかによって容
易に認識されないことである。
【０１１１】
　本発明のさらなる実施形態において、好適な核酸ベースの荷電構造分子は、異なる塩基
組成および／または長さの一本鎖ＤＮＡ分子も備えるか、またはそれらの分子からなるも
のとしてよい。一本鎖分子は、例えば、塩基配列の繰り返しを包含するか、または完全に
ランダムであるか、または天然に由来するか、または１つの塩基のみであるものとしてよ
い。
【０１１２】
　上で定義されているような核酸ベースの荷電構造分子またはそれらの組み合わせは、異
なる塩基組成および／または長さの分子でありうる。分子の長さは、約５ヌクレオチドか
ら約５０００ヌクレオチドまでの範囲内、好ましくは約５０ヌクレオチドから約３０００
ヌクレオチドまでの範囲内、なおいっそう好ましくは約１００ヌクレオチドから約２００
０ヌクレオチドまでの範囲内、最も好ましくは約４００ヌクレオチドから約１０００ヌク
レオチドまでの範囲内とすることができる。さらに企図されるのは、他の長さまたは指示
された範囲内の任意の長さの値である。分子は、例えば、約１０、２０、３０、４０、５
０、６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４０
０、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９０
０、９５０、１０００、１１００、１２００、１３００、１４００、１５００、１６００
、１７００、１８００、１９００、２０００ヌクレオチド以上の長さ、または述べた値の
間に含まれるヌクレオチドの数の長さを有することができる。
【０１１３】
　核酸ベースの荷電構造分子の長さは、企図された全体的な特異的正味電荷、リンカー分
子の企図された長さ、リンカー分子の企図された柔軟性、剛性、または安定性、および／
または磁性粒子１個当たりの荷電構造分子の企図された個数に依存するようになされうる
。正味電荷の計算に適した方法は、当業者に知られるものであるか、または好適な文献ソ
ースから得られる。
【０１１４】
　本発明のさらなる実施形態において、磁性粒子に付着された上で定義されているような
核酸ベースの荷電構造分子の個数は、例えば、磁性粒子の企図された総正味電荷に応じて
可変である。磁性粒子の総正味電荷は変化し、例えば、磁性粒子に付着される核酸ベース
の荷電構造分子の個数に応じて増減することは理解される。特定の実施形態において、磁
性粒子１個当たりの核酸ベースの荷電構造分子の個数は、約１０、２０、３０、４０、５
０、６０、７０、８０、または９０、より好ましくは約１００、１５０、２００、２５０
、なおいっそう好ましくは約３００、３５０、４００、または４５０、最も好ましくは約
５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９５０、
または１０００に設定されうる。さらなる実施形態において、磁性粒子１個当たりの核酸
ベースの荷電構造分子の個数は、約１１００、１２００、１３００、１４００、１５００
、１６００、１７００、１８００、１９００、２０００、２１００、２２００、２３００
、２４００、２５００、２６００、２７００、２８００、２９００、３０００、３１００
、３２００、３３００、３４００、３５００、３６００、３７００、３８００、３９００
、４０００、４１００、４２００、４３００、４４００、４５００、４６００、４７００
、４８００、４９００、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００、１０００
０、１５０００、２００００、２５０００、３００００、３５０００、４００００、４５
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０００、５００００、５５０００、６００００、６５０００、７００００、７５０００、
８００００、８５０００、９００００、９５０００、１０００００、１１００００、１２
００００、または１５００００に設定されうる。磁性粒子１個当たりの核酸ベースの荷電
構造分子の個数は、磁性粒子のサイズもしくは直径、付着が可能であるか、もしくは適し
ている面積、磁性粒子のサイズもしくは直径と磁性粒子の長さとの比、核酸ベースの荷電
構造分子の分子的同一性、または当業者に知られている他の好適なパラメータに依存する
ようにさらになされうる。さらなる実施形態において、核酸ベースの荷電構造分子による
磁性粒子の表面被覆率は、磁性粒子の表面全体の約１０％、１５％、２０％、２５％、３
０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８
０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、もしくは１００％ま
たはこれらの値の間の任意の値とすることができる。
【０１１５】
　ペプチド分子、ポリペプチド分子、またはタンパク質分子、例えば、上で定義されてい
るようなものも、アミノ酸内の荷電実体の存在により好適な荷電構造であるか、または含
みうる。アミノ酸に見られるアミンおよびカルボン酸官能基は、これらの分子に両親媒性
を付与することができることは当技術分野において説明されている。カルボン酸基（－Ｃ
Ｏ２Ｈ）は脱プロトン化されて、負電荷を持つカルボキシラート（－ＣＯ２

－）になり、
αアミノ基（ＮＨ２－）はプロトン化されて、正電荷を持つαアンモニウム基（＋ＮＨ３

－）となるものとしてよい。当業者は、カルボン酸基のｐＫａより大きいｐＨ値では、負
電荷を持つカルボキシラート・イオンが優勢であることも知っている。αアンモニウム基
のｐＫａより低いｐＨ値では、窒素は正電荷を持つαアンモニウム基として優勢にプロト
ン化される。当業者は、アミノ酸の正味電荷がｐＨおよびｐＫａ値に依存するという事実
にさらに気づいている。アミノ酸、ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質の正味電
荷を計算するためのツールおよび方法は、当業者に知られているか、またはＵｎｉＰｒｏ
ｔ　Ｋｎｏｗｌｅｄｇｅｂａｓｅ（Ｓｗｉｓｓ－ＰｒｏｔまたはＴｒＥＭＢＬ）エントリ
のリストについて、またはユーザー入力配列について理論的ｐＩ（等電点）とＭｗ（分子
量）を計算することを可能にするＣｏｍｐｕｔｅ　ｐＩ／Ｍｗツールなどの公認された参
考文献から導かれうる（Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ　Ｅ．ら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｉｄｅｎｔｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｔｏｏｌｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＥｘＰＡＳｙ
　Ｓｅｒｖｅｒ、（Ｉｎ）　Ｊｏｈｎ　Ｍ．　Ｗａｌｋｅｒ　（ｅｄ）：Ｔｈｅ　Ｐｒｏ
ｔｅｏｍｉｃｓ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，　Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ
　（２００５年））。
【０１１６】
　このようなペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質荷電構造は、異なるアミノ酸組
成および／または長さのものであってよい。長さは、企図された全体的な特異的正味電荷
、リンカー分子の企図された長さ、リンカー分子の企図された柔軟性、剛性、または安定
性、および／または磁性粒子１個当たりの荷電構造分子の企図された個数に依存するよう
になされうる。磁性粒子の総正味電荷は、磁性粒子上のタンパク質またはペプチド分子の
個数および分子の長さの関数であることは理解される。
【０１１７】
　本発明のさらなる実施形態において、磁性粒子に付着された上で定義されているような
荷電ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質分子の個数は、例えば、磁性粒子の企図
された総正味電荷に応じて可変である。特定の実施形態において、磁性粒子１個当たりの
荷電ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質分子の個数は、約１０、２０、３０、４
０、５０、６０、７０、８０、または９０、より好ましくは約１００、１５０、２００、
２５０、なおいっそう好ましくは約３００、３５０、４００、または４５０、最も好まし
くは約５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９
５０、または１０００に設定されうる。さらなる実施形態において、磁性粒子１個当たり
の荷電ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質分子の個数は、約１１００、１２００
、１３００、１４００、１５００、１６００、１７００、１８００、１９００、２０００



(24) JP 6148245 B2 2017.6.14

10

20

30

40

50

、２１００、２２００、２３００、２４００、２５００、２６００、２７００、２８００
、２９００、３０００、３１００、３２００、３３００、３４００、３５００、３６００
、３７００、３８００、３９００、４０００、４１００、４２００、４３００、４４００
、４５００、４６００、４７００、４８００、４９００、５０００、６０００、７０００
、８０００、９０００、１００００、１５０００、２００００、２５０００、３００００
、３５０００、４００００、４５０００、５００００、５５０００、６００００、６５０
００、７００００、７５０００、８００００、８５０００、９００００、９５０００、１
０００００、１１００００、１２００００、１５００００、またはそれ以上に設定されう
る。磁性粒子１個当たりの荷電ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質分子の個数は
、磁性粒子のサイズもしくは直径、付着が可能であるか、もしくは適している面積、磁性
粒子のサイズもしくは直径と磁性粒子の長さとの比、荷電ポリペプチドもしくはタンパク
質分子の分子的同一性、または当業者に知られている他の好適なパラメータに依存するよ
うにさらになされうる。さらなる実施形態において、荷電ペプチド、ポリペプチド、また
はタンパク質分子による磁性粒子の表面被覆率は、磁性粒子の表面全体の約１０％、１５
％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５
％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９
％、もしくは１００％またはこれらの値の間の任意の値とすることができる。
【０１１８】
　荷電構造は、さらなる実施形態において、磁性粒子上の総正味電荷に寄与することがで
きる荷電実体を含む、炭水化物分子、例えば、上で定義されているようなものであるか、
または備えることもできる。このような炭水化物類は、異なる組成および／または長さの
ものであってもよい。長さは、企図された全体的な特異的正味電荷、リンカー分子の企図
された長さ、リンカー分子の企図された柔軟性、剛性、または安定性、および／または磁
性粒子１個当たりの荷電構造分子の企図された個数に依存するようになされうる。
【０１１９】
　本発明のさらなる実施形態において、粒子に付着された上で定義されているような荷電
炭水化物分子の個数は、例えば、磁性粒子の企図された総正味電荷に応じて可変である。
特定の実施形態において、磁性粒子１個当たりの荷電炭水化物分子の個数は、約１０、２
０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、または９０、より好ましくは約１００、１５
０、２００、２５０、なおいっそう好ましくは約３００、３５０、４００、または４５０
、最も好ましくは約５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０
、９００、９５０、または１０００に設定されうる。さらなる実施形態において、磁性粒
子１個当たりの荷電炭水化物分子の個数は、約１１００、１２００、１３００、１４００
、１５００、１６００、１７００、１８００、１９００、２０００、２１００、２２００
、２３００、２４００、２５００、２６００、２７００、２８００、２９００、３０００
、３１００、３２００、３３００、３４００、３５００、３６００、３７００、３８００
、３９００、４０００、４１００、４２００、４３００、４４００、４５００、４６００
、４７００、４８００、４９００、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００
、１００００、１５０００、２００００、２５０００、３００００、３５０００、４００
００、４５０００、５００００、５５０００、６００００、６５０００、７００００、７
５０００、８００００、８５０００、９００００、９５０００、１０００００、１１００
００、１２００００、１５００００、またはそれ以上に設定されうる。磁性粒子１個当た
りの荷電炭水化物分子の個数は、磁性粒子のサイズもしくは直径、付着が可能であるか、
もしくは適している面積、磁性粒子のサイズもしくは直径と磁性粒子の長さとの比、荷電
炭水化物分子の分子的同一性、または当業者に知られている他の好適なパラメータに依存
するようにさらになされうる。さらなる実施形態において、荷電炭水化物分子による磁性
粒子の表面被覆率は、磁性粒子の表面全体の約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％
、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％
、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、もしくは１００％または
これらの値の間の任意の値とすることができる。
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【０１２０】
　好適な荷電構造は、さらに、磁性粒子上の総正味電荷に寄与することができる荷電実体
を含む、脂質分子、例えば、上で定義されているようなものであってもよい。脂質類、特
にリン脂質類の電荷は、典型的には、頭部基の電荷によって決定される。脂質分子の正味
電荷を付与することができる好適な頭部基の好ましい例は、ホスファチジルコリン（ＰＣ
）、ホスファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジル・エタノールアミン（ＰＥ）、およ
びホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、またはこれらの組み合わせからなる群から選択
された頭部基である。
【０１２１】
　このような脂質類は、異なる組成および／または長さのものであってもよい。長さは、
企図された全体的な特異的正味電荷、リンカー分子の企図された長さ、リンカー分子の企
図された柔軟性、剛性、または安定性、および／または磁性粒子１個当たりの荷電構造分
子の企図された個数に依存するようになされうる。
【０１２２】
　本発明のさらなる実施形態において、磁性粒子に付着された上で定義されているような
荷電脂質分子の個数は、例えば、磁性粒子の企図された総正味電荷に応じて可変である。
特定の実施形態において、磁性粒子１個当たりの荷電脂質分子の個数は、約１０、２０、
３０、４０、５０、６０、７０、８０、または９０、より好ましくは約１００、１５０、
２００、２５０、なおいっそう好ましくは約３００、３５０、４００、または４５０、最
も好ましくは約５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９
００、９５０、または１０００に設定されうる。さらなる実施形態において、磁性粒子１
個当たりの荷電脂質分子の個数は、約１１００、１２００、１３００、１４００、１５０
０、１６００、１７００、１８００、１９００、２０００、２１００、２２００、２３０
０、２４００、２５００、２６００、２７００、２８００、２９００、３０００、３１０
０、３２００、３３００、３４００、３５００、３６００、３７００、３８００、３９０
０、４０００、４１００、４２００、４３００、４４００、４５００、４６００、４７０
０、４８００、４９００、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００、１００
００、１５０００、２００００、２５０００、３００００、３５０００、４００００、４
５０００、５００００、５５０００、６００００、６５０００、７００００、７５０００
、８００００、８５０００、９００００、９５０００、１０００００、１１００００、１
２００００、１５００００、またはそれ以上に設定されうる。磁性粒子１個当たりの荷電
脂質分子の個数は、磁性粒子のサイズもしくは直径、付着が可能であるか、もしくは適し
ている面積、磁性粒子のサイズもしくは直径と磁性粒子の長さとの比、荷電脂質分子の分
子的同一性、または当業者に知られている他の好適なパラメータに依存するようにさらに
なされうる。さらなる実施形態において、荷電脂質分子による磁性粒子の表面被覆率は、
磁性粒子の表面全体の約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４
５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９
５％、９６％、９７％、９８％、９９％、もしくは１００％またはこれらの値の間の任意
の値とすることができる。
【０１２３】
　荷電構造を備える「ヒドロゲル」は、水が分散媒であるコロイド状ゲルとしてときには
見つかる親水性の重合体鎖の三次元のネットワークを指す。典型的には、ヒドロゲルは、
高吸収性を有する、つまり、９９．９％を超える水、天然または合成重合体を含有するこ
とができ、またネットワーク構造の保存性により多量の水を保持することができる。ヒド
ロゲルは、著しい水分があるため、自然組織に非常によく似た柔軟度も持つことができる
。水分含有量が高い結果、ヒドロゲルは、一般的に、生体適合性材料と考えられ、生物医
学的応用および医薬品応用に関して特に関心を持たれている。ヒドロゲルの共通の構成要
素は、例えば、ポリビニル・アルコール、ポリアクリル酸ナトリウム、アクリレート重合
体、および親水基を豊富に有するアクリレート共重合体を含みうる。さらに企図されるの
は、アガロース、メチルセルロース、ヒアルロナン、および他の天然由来の重合体を含む
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材料などの天然ヒドロゲル材料である。ヒドロゲルは、それに加えて、磁性粒子表面の荷
電コーティングとして使用されうる、荷電重合体または他の荷電分子または部分などの荷
電要素を備えるか、含むか、またはそれらの要素からなることがさらに好ましい。均質な
ヒドロゲル構造は、有利には、磁性粒子の静電反発をもたらす磁性粒子の総正味電荷に寄
与しうる。特定の実施形態において、リンカー分子およびコーティングまたは表面構造の
他の構成要素は、水溶性ヒドロゲル骨格系内に埋め込むことができ、これは分子の確実な
安定性をさらにもたらしうる。当業者であれば、総正味電荷を持つヒドロゲルを得るため
に好適な荷電重合体を選択する仕方を知っている。それに加えて、好適なヒドロゲルを生
成し、これらを磁性粒子表面に付着させるための手段および方法も当技術分野で知られて
いる。上で説明されているようなヒドロゲルは、本明細書で説明されているような荷電高
分子も含みうる。
【０１２４】
　荷電構造は、さらなる実施形態において、「荷電高分子」であってもよい。本明細書で
使用されているような「荷電高分子」または「荷電重合体」という用語は、負電荷または
正電荷を持つ繰り返し単位から選択された複数の繰り返し単位を含む重合体または共重合
体を指す。このような重合体または共重合体は、したがって、高分子電解質として働く。
電荷は、繰り返し単位内の負電荷または正電荷を持つ基に由来しうることは理解される。
特に好ましいのは、第四級アンモニウム基、第一級アミン基、第二級アミン基、第三級ア
ミン基、第四級ホスホニウム基、第三級ホスホニウム基、アミド基、ヘテロ芳香族窒素基
、およびスルホニウム基からなる群から選択された正電荷を持つ基である。
【０１２５】
　その結果得られる正電荷を持つ重合体は、カチオン性重合体とも称される。荷電高分子
の正電荷は、有利には、コイル状重合体の形成を妨げることができる。これにより、伸長
状態における粘度への寄与が高まりうるが、それは伸長重合体がより多くの空間を占める
からである。
【０１２６】
　好ましい負電荷を持つ重合体として、限定はしないが、硫酸エステル基、カルボン酸エ
ステル基、リン酸エステル基、スルホン基、スルフィド基、ジスルフィド基、オルト・エ
ステル基、無水物基、およびβケトスルホン基、またはこれらの組み合わせが挙げられる
。
【０１２７】
　高分子電解質は、高分子電解質多層（ＰＥＭ）として知られている新しい種類の材料の
形成で利用されている。これらの薄膜は、逐次（ＬｂＬ）蒸着法を使用して製作される。
ＬｂＬ蒸着を行うときに、好適な増殖基質（通常は荷電している）は、正電荷および負電
荷を持つ高分子電解質溶液の希釈槽の間で行きつ戻りつして浸漬される。それぞれの浸漬
において、少量の高分子電解質が吸着され、表面電荷が反転され、これにより、多価陽イ
オン－多価陰イオン層の静電気架橋膜を徐々に、制御しながら形成することができる。こ
のような高分子電解質多層は、正または負の総正味電荷を本発明の磁性粒子に与えるのに
適していることが理解される。
【０１２８】
　さらなる好ましい一実施形態では、本明細書で定義されているような荷電構造は、ゼー
タ電位を好適な条件の下で測定された少なくとも約２５ｍＶの本発明による磁性粒子に伝
える。当業者は、粒子の絶対正味電荷が、ゼータ電位の測定を介して判定されうることを
知っている。本明細書で使用されているような「絶対正味電荷」という用語は、正符号ま
たは負符号を示すことなく粒子の正味または総電荷を指す。本明細書で使用されているよ
うに、「ゼータ電位」または「ζ電位」は、コロイド系における運動電位の尺度である。
ゼータ電位は、滑り面の位置と界面から離れるバルク流体における一地点とにおける界面
二重層（ＤＬ）内の電位として表すことができる。言い換えると、ゼータ電位は、分散媒
と分散粒子に付着された流体の静止層との間の電位差である。ゼータ電位は、分散液中の
隣接する類似する電荷を持つ粒子の間の反発の程度を示す。ナノ粒子、例えば、磁性ナノ
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粒子のゼータ電位を判定するのに適した手段および方法は、当業者に知られるものである
か、または好適な文献ソースから得られる。ゼータ電位は、直接的に測定可能なものでは
ないが、理論モデルと実験により決定された電気泳動移動度または動的電気泳動移動度を
使用して計算されうる。「好適な条件の下で測定」という言い回しは、ゼータ電位が分散
媒に関して測定されることを意味する。測定は、分散媒の特定の条件の下で実施されるこ
とは理解されるであろう。本発明の特定の実施形態において、ゼータ電位は、特定の緩衝
液濃度で判定される。当業者は、磁性粒子の分散およびゼータ電位の測定に適した緩衝液
を知っている。本発明の特定の好ましい実施形態では、ゼータ電位は、１ｍＭ、５ｍＭ、
１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、もしくは５０ｍＭ、またはこれらの間の任意の値の濃度
を有するリン酸緩衝液を使用して測定される。ゼータ電位は、好ましくは、１０ｍＭのリ
ン酸緩衝液の濃度で判定されうる。さらなる特定の実施形態において、ゼータ電位は、特
定のｐＨを有する媒体中で判定される。好ましくは、媒体のｐＨ値は、６．５、６．６、
６．７、６．８、６．９、７．０、７．１、７．２、７．３、７．４、７．５、７．６、
７．７、７．８、７．９、８．０、８．１、８．２、８．３、８．４、または８．５であ
る。ゼータ電位は、ｐＨ７．４で判定されることが特に好ましい。特定の好ましい一実施
形態において、データ電位は、好ましくは、特定の条件で、例えば、特定の緩衝液濃度お
よび特定のｐＨで判定されうる。ゼータ電位は、１０ｍＭのリン酸緩衝液の濃度、および
ｐＨ７．４で判定されることが最も好ましい。
【０１２９】
　したがって、荷電構造は、約＋２５ｍＶまたは－２５ｍＶのゼータ電位を伝えることが
できる。この文脈における「荷電構造」という用語は、本明細書で定義されているように
、１つの粒子上の、１つの荷電構造、または好ましくは多数の荷電構造、例えば、すべて
の荷電構造を指す。
【０１３０】
　特定の実施形態において、本明細書で定義されているような荷電構造を備える粒子のゼ
ータ電位は、約２５ｍＶ、３０ｍＶ、３５ｍＶ、４０ｍＶ、４５ｍＶ、５０ｍＶ、６０ｍ
Ｖ、７０ｍＶ、８０ｍＶ、９０ｍＶ、１００ｍＶ、またはこれらの間の値、または１００
ｍＶを超える値とすることができる。
【０１３１】
　本発明のさらなる実施形態において、１つの粒子上の、本明細書で定義されているよう
な荷電構造、特に多数の荷電構造、例えば、すべての荷電構造は、前記荷電構造なしの粒
子のゼータ電位と比較して少なくとも１ｍＶの前記粒子のゼータ電位の増大を伝えること
ができる。前記荷電構造なしの粒子のゼータ電位と比較した前記粒子のゼータ電位の増大
は、例えば、約１ｍＶ、２ｍＶ、３ｍＶ、４ｍＶ、５ｍＶ、６ｍＶ、７ｍＶ、８ｍＶ、９
ｍＶ、１０ｍＶ、１５ｍＶ、２０ｍＶ、２５ｍＶ、３０ｍＶ、３５ｍＶ、４０ｍＶ、５０
ｍＶ、またはこれらの値の間の値、または５０ｍＶを超える値とすることができる。
【０１３２】
　本発明のさらに別の実施形態において、１つの粒子上の、本明細書で定義されているよ
うな荷電構造、特に多数の荷電構造、例えば、すべての荷電構造は、前記荷電構造なしの
粒子のゼータ電位と比較して少なくとも５％の粒子のゼータ電位の増大を伝えることがで
きる。前記荷電構造なしの粒子のゼータ電位と比較した前記粒子のゼータ電位の増大は、
例えば、約５％、７％、１０％、１２％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４
０％、５０％、５５％、６０％、７０％、８０％、１００％、もしくはこれらの値の間の
値、または１００％を超える値とすることができる。
【０１３３】
　本明細書で使用されているような「第２の結合分子」という言い回しは、本明細書で説
明されているようなセンサー表面に直接的にまたは間接的に付着されている結合分子を指
す。第２の結合分子は、第１の結合分子と同じ種類の分子であるか、または異なる分子で
あってもよい。本発明の好ましい実施形態において、第１および第２の結合分子は同じ分
子である。本発明の特定の実施形態において、第２の結合分子は、抗体もしくはその断片
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、好ましくは上で定義されているような抗体である。本発明の特定の好ましい実施形態で
は、第２の結合タンパク質は試料中の標的分子を特異的に認識して結合することができる
が、ただし、第１の結合分子によって認識されるのと異なる、標的分子の結合部位または
エピトープのところで結合することができる。さらなる好ましい一実施形態では、第２の
結合分子は、第２の抗体、例えば、上で定義されているような抗体であってもよく、これ
は第１の結合分子、例えば、上で定義されているような抗体であってもよい第１の抗体を
認識する。
【０１３４】
　本発明の好ましい一実施形態において、第１の結合分子は、リンカー分子を介して磁性
粒子に付着する。
【０１３５】
　さらなる好ましい実施形態において、第２の結合分子は、本明細書で説明されているよ
うなリンカー分子を介してセンサー表面に付着されうる。
【０１３６】
　本明細書で説明されているような「リンカー分子」という用語は、表面への第１の結合
分子の付着をもたらすのに適した任意の構造を指すものとしてよい。当業者であれば、リ
ンカー分子を磁性粒子表面にカップリングするための手段および方法に気づくことであろ
う。この目的のために、磁性粒子および／またはリンカー分子の表面は、リンカーを表面
にカップリングすることができる固定部分を備えることができる。
【０１３７】
　この目的のために、表面および／またはリンカー分子は、リンカーを表面にカップリン
グすることができる固定部分を備えることができる。本明細書で使用されているような「
固定部分」は、リンカー分子または１つまたは複数の反発構造表面分子と表面との間のコ
ネクタとして理解されるべきである。したがって、特に関連するのは、上で説明されてい
るような架橋またはコネクタ分子である。例えば、アビジン、ストレプトアビジン誘導体
、（ストレプト）アビジン、アビジン関連タンパク質、タマビジン１および２、ブラダビ
ジン、ＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎなどのアビジン様実体は、リンカー分子と本明細書で説明
されているような表面または表面構造とを固定するために使用されうる。例えば、固定部
分は、ビオチンを含むことができ、表面は、ストレプトアビジンでコーティングされるか
、または官能化される。表面をストレプトアビジンでコーティングするための手段および
方法は、当業者に知られているか、または公認された教科書または文献ソースから得られ
る。
【０１３８】
　固定するためのコネクタ分子として適している相互作用の対のさらなる好ましい例は、
ビオチン／アビジン、抗体／抗原の対、例えば、抗ＦＩＴＣ、ＦＩＴＣ、抗ＴｅｘａｓＲ
ｅｄ／ＴｅｘａｓＲｅｄ、抗ジゴキシゲニン／ジゴキシゲニン、上で述べたような核酸相
補鎖である。固定部分は、ほとんど無制限の特定の組み合わせにより多重化の程度が大き
いので、核酸相補鎖も含むことができる。また、核酸配列からなるそのようなコネクタ分
子がリンカー構造内に容易に組み込まれうることは当業者に理解されるであろう。
【０１３９】
　また、本発明によって企図されるのは、表面または表面に結合された分子へのカップリ
ングの化学的作用によって共有結合（架橋）されうる、化学基を含むか、またはそれから
なる固定部分である。架橋は、バイオ共役と称されることの多いに共有結合により２つま
たはそれ以上の分子を化学的に結び付けるプロセスである。典型的には、架橋試薬（また
は架橋剤）は、タンパク質官能基、例えば、第一級アミン（－ＮＨ２）、カルボキシル（
－ＣＯＯＨ）、スルフヒドリル、もしくはカルボニル（－ＣＨＯ）などの、タンパク質も
しくは他の分子上の特異的官能基、またはカルボジイミド（例えば、ＥＤＣ）、ＮＨＳエ
ステル、イミドエステル、ＰＦＰエステル、ヒドロキシメチル・ホスフィン、マレイミド
、ハロアセチル（臭素またはヨウ素）、ピリジルジスルフィド、ビニル・スルホン、ヒド
ラジド、ジアザリン、アリール・アジド、またはイソシアネートなどの架橋剤反応基に付
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着することができるか、または化学的に付着する２つまたはそれ以上の反応性末端を含む
分子である。
【０１４０】
　また本発明で企図されているのは、リンカー分子がスペーサー分子として働くために、
つまり、結合分子と磁性粒子表面との特定の距離を与えるために特定の長さを有すること
である。このような距離を定めることで、以下のいくつかの他の利点が得られることは理
解される。
【０１４１】
　最初に、特定の距離をとることで、結果として、磁性粒子と他の分子との非特異的結合
および磁性粒子同士の非特異的結合を減らすことができる。さらに、通常出現する磁性粒
子の非特異的クラスタリングが最小限度に抑えられうる。
【０１４２】
　結合分子と磁性粒子表面との間の末端間距離が大きいという第２の技術的利点は、本明
細書で説明されているように大きな磁性粒子をセンサー表面などの表面に結合する確率が
、標的を特定の長さを有する磁性粒子リンカー分子に付着させることによって著しく高ま
りうることである。
【０１４３】
　本発明の好ましい実施形態において、より効果的な結合を実現するために長い剛性のあ
るリンカー分子を使用して結合の問題を解決する。効果的な結合は、付着点が磁性粒子か
らより離れた位置にある場合に磁性粒子が表面に強く結合できる可能な配向の数が増大す
るという観察結果に基づく。長いだけでなく剛性のあるリンカー分子を使用して磁性粒子
表面から離れた位置に結合分子を置くことにより、表面に磁性粒子を結合する反応速度が
著しく高まる。こうして、結果として得られる、分子の輪郭長および剛性の関数である末
端間距離は、結合反応速度の向上に寄与する。
【０１４４】
　したがって、本発明によるリンカー分子は、コネクタ分子の機能および／またはスペー
サーの機能を有することができる。この目的のために、これらの重合体分子は、好ましく
は、特定の長さ、強度、および／または剛性を有し、これにより、重合体繊維のように働
くことができる。
【０１４５】
　また本発明によって企図されるのは、例えば、二量化またはより高次の多量体化によっ
て、集まって繊維になる重合体の使用である。また企図されるのは、より高次の構造を確
立するのを助ける「補助分子」の使用である。企図される一例は、一本鎖核酸分子であり
、これは集まって二量体ヘリックス構造を構成し、次いで、補助分子と一緒に集まりうる
。補助分子に対する他の企図される例は、ｓｓＤＮＡ、ｄｓＤＮＡ、もしくは両方（例え
ば、ＤＮＡ結合タンパク質）またはｓｓＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ、もしくは両方（例えば、Ｒ
ＮＡ結合タンパク質）などに核酸を結合することができるタンパク質である。このような
因子またはタンパク質の結合は、好ましくは、核酸分子、例えば、ｄｓＤＮＡまたはｓｓ
ＤＮＡまたはｓｓＲＮＡ中に存在しうる、結合タンパク質によって認識された特異的結合
モチーフによって誘導されうる。このような結合因子が、核酸分子上で結合された後リン
カーの剛性は増強され、大きな平均伸展長を持つリンカーが得られうる。このようなリン
カー修飾は、アッセイの前またはアッセイ中に実施されうる。本発明のさらなる特定の実
施形態において、ＲＮＡまたはＤＮＡ結合タンパク質などの補助分子は、タンパク質－タ
ンパク質間ドメイン、例えば、ＳＨ３、ＰＤＺ、１４－３－３、ＳＨ２ドメインまたは当
業者に知られている他の好適なドメインを含みうる。親和性のある認識ドメインまたは相
互作用ドメインを含む、二次結合因子は、しかるべく備えられ、補助分子による核酸結合
を含む複合体を組み立てることが可能になり、次いで、二次相互作用分子によって結合さ
れうる。さらなる実施形態において、剛性のあるリンカー構造は、重合ポリペプチドの形
態で、例えば、コラーゲン、またはＳｃｌ１、Ｓｃｌ２、ＳｃｌＡ、もしくはＳｃｌＣな
どのコラーゲン様タンパク質の形態および／または分子的同一性に基づいて、実現されう
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る。これらの分子は、本明細書で定義されているような他のリンカー分子または官能基と
さらに組み合わせることができる。
【０１４６】
　本発明のさらなる特定の実施形態において、重合リンカー分子は、好適な条件の下で自
己集合することができる重合体分子であってよい。したがって、重合体分子は、磁性粒子
と併せて用意され、磁性粒子の表面上に重合体の集合を形成することができる。自己集合
は、好適なパラメータ、例えば、重合に必要な単量体または重合単位の濃度、単量体また
は重合単位に対する架橋因子の濃度、反応環境のｐＨ、温度、イオンの存在、タンパク質
などの補助因子の存在などによって制御されうる。自己集合重合体は、さらなる実施形態
において、そのような好適な条件の変化に基づき、例えば、ｐＨの変化、因子または単量
体の濃度の減少または増大、温度の変化などによって、分解しうる。
【０１４７】
　また、リンカー分子は、本明細書で定義されているような荷電構造を備えるか、または
それからなるか、または本明細書で説明されているような立体表面構造に組み込まれうる
ことも企図されうる。
【０１４８】
　本発明のさらなる特定の実施形態において、リンカー分子は、直鎖、環状、または分岐
鎖様分子、またはその混合であってよい。
【０１４９】
　本発明の文脈の範囲内の好適なリンカー分子は、例えば、核酸、リボ核酸、ペプチド、
ポリペプチド、タンパク質、炭水化物類、脂質類、ポリエチレン・グリコール、多糖類、
デンドリマー、デンドロン、ナノチューブ、もしくは金ナノ粒子、またはこれらの好適な
誘導体もしくは組み合わせとすることができる。
【０１５０】
　上で定義されているような核酸分子は、有利には、「核酸リンカー分子」として使用す
ることもできる。リンカー分子は、一本鎖および／または二本鎖ＤＮＡ分子、または上で
定義されているような任意の種類のその誘導体を含みうる。ＤＮＡは、例えば、Ａ－ＤＮ
Ａ、Ｂ－ＤＮＡ、もしくはＺ－ＤＮＡ、またはこれらの形態の混合物の形態を、例えばと
りうる。リンカー分子は、ＰＮＡ、ＣＮＡ、ＨＮＡ、ＬＮＡ、もしくはＡＮＡ分子、また
はこれらの混合もしくは組み合わせ、または本明細書で定義されているような他のリンカ
ー分子と、例えばＤＮＡまたはＲＮＡなどの任意の種類の核酸との混合もしくは組み合わ
せとすることもできる。特定の実施形態において、リンカー分子は、リボ核酸分子、また
はリボ核酸と他の述べた核酸分子のどれか、もしくは本明細書で定義されているような他
のスペーサー分子との混合である。核酸またはリボ核酸分子は、上で定義されているよう
な異なる塩基組成および／または長さの分子であってよい。リンカー分子の長さは、磁性
粒子のサイズもしくは直径、上で定義されているような反発表面構造分子の存在、サイズ
、もしくは長さ、特に核酸分子はリンカーとして使用された場合に磁性粒子に特異的正味
電荷を付与しうるので、磁性粒子の企図された総特異的正味電荷および／または立体反発
、結合分子と粒子表面との間の企図された末端間距離、またはリンカー分子の企図された
柔軟性、剛性、もしくは安定性に依存するようになされうる。本発明のいくつかの実施形
態において、核酸リンカー分子は、荷電または非荷電分子とすることができる。本明細書
で使用されているような「非荷電核酸リンカー分子」という用語は、約０の分子の正味電
荷に関係する。
【０１５１】
　本発明の特に好ましい一実施形態において、リンカー分子は、二本鎖またはｄｓＤＮＡ
、二本鎖またはｄｓＲＮＡ、ＰＮＡ、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本
鎖からなる群から選択された分子であるか、またはこれらを含む。
【０１５２】
　本発明のさらなる好ましい実施形態によってさらに企図される、有利な一態様は、ＰＮ
ＡおよびＰＮＡ／ＤＮＡまたはＰＮＡ／ＤＮＡ二本鎖が酵素分解に対する耐性を付けるヌ
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クレアーゼまたはプロテアーゼのいずれかによって容易に認識されないことである。
【０１５３】
　上で定義されているようなペプチド分子は、有利には、本発明の文脈の範囲内で「ペプ
チド・リンカー分子」として使用することもできる。このようなペプチドは、上で定義さ
れているような異なるアミノ酸組成および／または長さのものであってよい。ペプチド分
子のリンカー分子の長さは、磁性粒子のサイズもしくは直径、上で定義されているような
荷電構造分子の存在、サイズ、もしくは長さ、特にペプチド分子はリンカーとして使用さ
れた場合に磁性粒子に特異的正味電荷および／または立体反発力を与えうるので、磁性粒
子の企図された総特異的正味電荷および／または立体反発、結合分子と粒子表面との間の
企図された末端間距離、またはリンカー分子の企図された柔軟性、剛性、もしくは安定性
に依存するようになされうる。本発明のいくつかの実施形態において、ペプチド・リンカ
ー分子は、荷電または非荷電分子とすることができる。本明細書で使用されているような
「非荷電ペプチド・リンカー分子」という用語は、約０の分子の正味電荷に関係する。
【０１５４】
　上で定義されているようなタンパク質またはポリペプチド分子は、有利には、本発明の
文脈の範囲内で「タンパク質分子リンカー分子」または「ポリペプチド・リンカー分子」
として使用することもできる。このようなタンパク質は、上で定義されているような異な
るアミノ酸組成および／または長さのものであってよい。タンパク質またはポリペプチド
・リンカー分子の長さは、磁性粒子のサイズもしくは直径、上で定義されているような荷
電構造分子の存在、サイズ、もしくは長さ、特にタンパク質またはポリペプチド分子はリ
ンカーとして使用された場合に磁性粒子に特異的正味電荷および／または立体反発力を与
えうるので、磁性粒子の企図された総特異的正味電荷および／または立体反発、結合分子
と粒子表面との間の企図された末端間距離、またはリンカー分子の企図された柔軟性、剛
性、もしくは安定性に依存するようになされうる。本発明のいくつかの実施形態において
、ポリペプチドまたはタンパク質リンカー分子は、荷電または非荷電分子とすることがで
きる。本明細書で使用されているような「非荷電ポリペプチドまたはタンパク質分子」と
いう用語は、約０の分子の正味電荷に関係する。
【０１５５】
　上で定義されているような炭水化物分子は、有利には、本発明の文脈の範囲内で「炭水
化物リンカー分子」として使用することもできる。上で説明されているようなこのような
炭水化物類は、上で定義されているような異なる組成および／または長さのものであって
よい。炭水化物リンカー分子の長さは、磁性粒子のサイズもしくは直径、上で定義されて
いるような荷電構造分子の存在、サイズ、もしくは長さ、特に炭水化物分子はリンカーと
して使用された場合に磁性粒子に特異的正味電荷および／または立体反発力を与えうるの
で、磁性粒子の企図された総特異的正味電荷および／または立体反発、結合分子と粒子表
面との間の企図された末端間距離、またはリンカー分子の企図された柔軟性、剛性、もし
くは安定性に依存するようになされうる。本発明のいくつかの実施形態において、炭水化
物リンカー分子は、荷電または非荷電分子とすることができる。本明細書で使用されてい
るような「非荷電炭水化物分子」という用語は、約０の分子の正味電荷に関係する。
【０１５６】
　上で定義されているような脂質分子は、有利には、本発明の文脈の範囲内で「脂質非ア
フィン・スペーサー分子」として使用することもできる。このような脂質類は、上で定義
されているような異なる組成および／または長さのものであってよい。脂質非アフィン・
スペーサー分子の長さは、磁性粒子のサイズもしくは直径、上で定義されているような荷
電構造分子の存在、サイズ、もしくは長さ、特に脂質分子はリンカーとして使用された場
合に磁性粒子に特異的正味電荷および／または立体反発力を与えうるので、磁性粒子の企
図された総特異的正味電荷および／または立体反発、結合分子と粒子表面との間の企図さ
れた末端間距離、またはリンカー分子の企図された柔軟性、剛性、もしくは安定性に依存
するようになされうる。本発明のいくつかの実施形態において、脂質スペーサー分子は、
荷電または非荷電分子とすることができる。本明細書で使用されているような「非荷電脂
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質分子」という用語は、約０の分子の正味電荷に関係する。
【０１５７】
　上で定義されているようなポリエチレン・グリコール分子は、有利には、本発明の文脈
の範囲内で「ポリエチレン・グリコール・リンカー分子」として使用することもできる。
このようなポリエチレン・グリコールは、上で定義されているような異なる組成および／
または長さのものであってよい。ポリエチレン・グリコール・リンカー分子の長さは、磁
性粒子のサイズもしくは直径、上で定義されているような荷電構造分子の存在、サイズ、
もしくは長さ、特に電荷を帯びたポリエチレン・グリコール分子誘導体が使用された場合
の磁性粒子の企図された総特異的正味電荷および／または立体反発、または結合分子と粒
子表面との間の企図された末端間距離、またはリンカー分子の企図された柔軟性、剛性、
もしくは安定性に依存するようになされうる。本発明のいくつかの実施形態において、ポ
リエチレン・グリコール・リンカー分子、特にその誘導体もしくはその修飾された誘導体
は、荷電または非荷電分子とすることができる。本明細書で使用されているような「非荷
電ポリエチレン・グリコール分子」という用語は、約０の分子の正味電荷に関係する。
【０１５８】
　「デンドリマー」または「デンドリマー・リンカー分子」は、繰り返し分岐された、お
およそ球状の大分子とすることができる。このようなデンドリマーは、異なる組成および
／または長さ、および／または分岐度を有するものとしてよい。長さは、企図された全体
的な特異的正味電荷および／または立体反発、結合分子と粒子表面との間の企図された末
端間距離、リンカー分子の企図された柔軟性、剛性、または安定性、および／または磁性
粒子１個当たりの荷電分子の企図された個数に依存するようになされうる。本発明によっ
て企図されているようなデンドリマーは、低分子量または高分子量の化学種を含むものと
してよい。本発明によるデンドリマーは、好ましくは、電荷を有しない、つまり、分子は
０の正味電荷を示す。
【０１５９】
　また本発明によって企図されるのは、リンカーの一部として本発明によるデンドリマー
を使用することである。この目的のために、デンドリマーは、いくつかの実施形態におい
て、分子表面上に官能基、例えば、親水基を備え、あるいは、内部的な機能性を有するこ
とができる。本発明の目的のため企図されているようなデンドリマーは、第１、第２、第
３、第４、またはそれ以上の世代のデンドリマーとすることができる。好ましいデンドリ
マーは、例えば、ニューコム・デンドリマー（newkome　dendrimer）またはアルボロール
（arbolol）、およびポリアミドアミン（ＰＡＭＡＭ）を含みうる。当業者であれば、デ
ンドリマーは、上で説明されているようなリンカー分子がそのような構造の一部であるか
、または中に埋め込まれている粒子表面または平坦な表面上に大体積の立体表面構造を構
成するために有利に使用されうる構造をもたらすことを理解するであろう。本発明の文脈
の範囲内で使用されるべきさらなる変更形態、さらには合成方法なども、当業者に知られ
ているか、または「Ｄｅｎｄｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　
ｐｏｌｙｍｅｒｓ」、Ｆｒｅｃｈｅｔ　ａｎｄ　Ｔｏｍａｌｉａ、Ｊ．　Ｗｉｌｅｙなど
の好適な文献から得られる。
【０１６０】
　「デンドロン」または「デンドロン・リンカー分子」は、デンドリマーの単一の化学的
に取り扱い可能な群、つまり、上で定義されているようなデンドリマーの焦点を含むもの
として理解される。本発明によるデンドロンは、好ましくは、電荷を有しない、つまり、
分子は０の正味電荷を示す。本発明の特定の実施形態において、デンドロンは、本明細書
で定義されているようなリンカーの一部として使用されうる。
【０１６１】
　本明細書で使用されているような「ナノチューブ」という用語は、炭素ナノチューブ、
つまり円筒形ナノ構造を持つ炭素の同素体を指す。そのようなナノチューブは、単層ナノ
チューブまたは多層ナノチューブであってよい。本発明では、異なる種類、形態、および
複雑度のフラーレン構造ファミリー、例えば、球状、または楕円形のバッキーボール形態
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、バッキーボール・フラーレン、またはナノチューブとバッキーボールとの組み合わせな
どのリンカー分子も企図している。本発明によるナノチューブまたは当業者に知られてい
る他のリンカーの好適なリンカー分子は、好ましくは、電荷を有しない、つまり、これら
の分子は０の正味電荷を示す。
【０１６２】
　本発明の別の好ましい実施形態において、リンカー分子は、反発表面構造、例えば、本
明細書で定義されているような荷電核酸分子、ペプチド分子、脂質分子などよりも長いも
のとしてよい。本明細書で使用されているような「より長い」という言い回しは、リンカ
ー分子の平均伸展長が、表面構造の平均伸展長より大きいことを意味する。平均伸展長の
差は、５％、１０％、１５％、２０％、３０％、５０％、７５％、１００％、２００％、
３００％、５００％、１０００％以上であるものとしてよい。
【０１６３】
　本明細書で使用されているような「平均伸展長」という用語は、リンカー分子の末端間
距離の二乗平均平方根√＜Ｒ２＞であり、これは次のようにミミズ鎖モデルに従って記述
することができる。
　　＜Ｒ２＞＝２ＰＩ［１－（Ｐ／Ｉ）（１－ｅ－Ｉ／Ｐ）］，
ただし、Ｐは、重合体の持続長であり、ｌは、リンカーの輪郭長である。
【０１６４】
　本明細書で使用されているような「輪郭長」という用語は、最大の物理的に可能な伸展
における長さとしての重合体鎖の輪郭長を指す。
【０１６５】
　いくつかの生物学的に重要な重合体は、二本鎖ＤＮＡおよびＲＮＡ、非構造ＲＮＡおよ
び非構造ポリペプチドを含む、ミミズ鎖として有効にモデル化されうる。Ｋｒａｔｋｙ－
Ｐｏｒｏｄのミミズ鎖モデルは、末端間距離および持続長を近似するために半柔軟性重合
体のモデリングに適している。しかし、当業者は、末端間距離および持続長を近似するた
めに、例えば、以下で説明されているような、多数の他の理論モデルに気づいている。
【０１６６】
　本明細書で使用されているような「持続長、Ｐ」という言い回しは、重合体または鎖の
堅さまたは剛性を定量化する基本的な機械的特性を指し、接線の方向の相関が失われてい
る長さとして定義される。化学では、これは、無限に長い鎖内の結合ｉに関するすべての
結合ｊ≧ｉの射影の平均総和として定義することもできる（Ｆｌｏｒｙ、Ｐａｕｌ　Ｊ．
（１９６９年）、Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｍｅｃｈａｎｉｃｓ　ｏｆ　Ｃｈａｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌｅｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ
ｓ）。位置０（ゼロ）における重合体に対する接線となるベクトルと位置０から距離Ｌだ
け離れている接線ベクトルとの成す角度θについて、この角度のコサインの期待値は距離
とともに指数関数的に減少する。
　　＜ｃｏｓθ＞＝ｅ－（Ｌ／Ｐ）

ただし、Ｐは、持続長であり、角括弧はすべての開始位置にわたってとった平均を表す。
ＰＥＧなどの柔軟性重合体は、フローリー・モデル（ランダム・ウォーク）を使用して記
述することができる。
【０１６７】
　持続長は、曲げ剛性ＢＳ、ヤング率Ｅ、およびＭｏｆｒａｄ、Ｍ．Ｒ．Ｋ、「Ｃｙｔｏ
ｓｋｅｌｅｔａｌ　ｍｅｃｈａｎｉｃｓ：　ｍｏｄｅｌｓ　ａｎｄ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅ
ｎｔｓ」、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖ　Ｐｒｅｓｓ、２００６年において説明されて
いるような重合体鎖の切断面を使用しても定義されうる。
【０１６８】
　　Pl=Bs/kBT
　　Bs=EI
【０１６９】
　剛性のある均一な棒の場合には、Ｉは以下のように表すことができる。
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【０１７０】
　　I=πa4/4
 
ここでａは半径である。
【０１７１】
　高分子科学では、持続長は、クーン長の１／２、つまり、鎖が自由に接合されていると
考えられる仮説的線分の長さとして定義することもできる。持続長は、無限鎖長の制限範
囲内の鎖末端のところで鎖輪郭の接線への末端間ベクトルの平均射影に等しい。
【０１７２】
　本明細書で使用されているように、「堅さ」とも称される「剛性」または「剛性のある
」は、変形に抵抗する固形物の特性を定義する。リンカー分子の剛性は、平均伸展長に本
質的に寄与することが理解される。本明細書で使用されているような「柔軟な」は、容易
に変形できる、固形物の特性を指す。本発明の文脈において、柔軟な分子、重合体、また
はリンカーは、したがって、本明細書で定義されているような低い剛性を有し、その結果
、分子の曲がりおよび折り畳みが生じうる。
【０１７３】
　本発明の特定の実施形態において、リンカー分子の剛性は、上で定義されているような
リンカーの末端間距離の二乗平均平方根√＜Ｒ２＞を用いて決定される。いくつかの実施
形態において、剛性は、本明細書で定義されているような輪郭長と比較してリンカーの末
端間距離の二乗平均平方根または平均伸展長に関してしかるべく測定されうる。したがっ
て、例えば、リンカー分子の平均伸展長に本質的に等しいリンカー分子の輪郭長は、リン
カー分子の剛性が高いことを示す。その一方で、前記リンカーの平均伸展長より著しく大
きいリンカー分子の輪郭長は、リンカー分子の剛性が低いことを示す。
【０１７４】
　本発明では、リンカー分子が、第１の結合分子と磁性粒子表面との間の平均伸展長を長
くするためにしかるべく特定の長さを有することが企図される。付随して存在する反発構
造によってもたらされる効果、つまり、反発力の増大は、例えば、多数の比較的短い反発
構造、例えば、立体コーティングまたは荷電分子が本明細書で定義されているように磁性
粒子上に存在することによっても達成されうることを企図することができる。本発明は、
したがって、好ましい一実施形態において、本明細書で説明されているような有利な特徴
を組み合わせてセンサー表面への結合を高めるために、長いリンカー分子および短い反発
表面構造分子、例えば、立体コーティングまたは荷電分子を有する磁性粒子を企図してい
る。本発明のさらなる特定の実施形態において、長いリンカー分子は、短い荷電分子と組
み合わされる。さらなる特定の実施形態において、リンカー分子は、反発表面構造分子の
機能を同時に有することはありえない。例えば、リンカー分子は、本明細書で定義されて
いるような電荷を持たないリンカー分子であってもよい。
【０１７５】
　本発明のいくつかの実施形態において、リンカー分子が有する平均伸展長は、少なくと
も約６０ｎｍ、好ましくは最大約５００ｎｍまで、好ましくは少なくとも約６５ｎｍ、７
０ｎｍ、７５ｎｍ、８０ｎｍ、８５ｎｍ、９０ｎｍ、９５ｎｍ、または１００ｎｍ、なお
いっそう好ましくは少なくとも約１１０ｎｍ、１２０ｎｍ、１３０ｎｍ、１４０ｎｍ、１
５０ｎｍ、１６０ｎｍ、１７０ｎｍ、１８０ｎｍ、１９０ｎｍ、または２００ｎｍ、なお
いっそう好ましくは少なくとも約２２０ｎｍ、２５０ｎｍ、２７０ｎｍ、または３００ｎ
ｍ、最も好ましくは少なくとも３２０ｎｍ、３５０ｎｍ、３７０ｎｍ、または４００ｎｍ
であるものとしてよい。さらなる実施形態において、リンカー分子の平均伸展長は、４０
０ｎｍを超えてもよい。リンカー分子は、指示された値の間の他の好適な平均伸展長を有
することもできる。
【０１７６】
　本発明の別の好ましい実施形態において、リンカー分子は、本明細書で定義されている
ような反発表面構造であるか、または含む。結合力を高めるために、磁性粒子に、長いリ
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ンカー分子に由来する、また反発表面構造の存在に由来する有利な特徴を、例えば、荷電
構造を含むリンカー分子を使用することによって組み込むことができる。このアプローチ
は、したがって、長いリンカーおよび反発表面構造の要件を満たす、１つの種類の分子の
みが生成されなければならないという利点を有し、これにより、より均質な、生成しやす
い粒子が得られる。本発明では、異なる種類または形態のリンカー分子および／または反
発表面構造の組み合わせも企図している。
【０１７７】
　本発明のさらに別の好ましい実施形態において、反発表面構造は、前記標的分子に特異
的に結合することができる第１の結合分子でさらに官能化される。本発明の特定の実施形
態において、第１の結合分子でさらに官能化される、反発表面構造は、磁性粒子上の第１
の結合分子の量を増大するか、またはさらに増大させうる。第１の結合分子は、好ましく
は、上で定義されているような抗体もしくはその断片、上で定義されているようなアプタ
マー、または上で定義されているような相補的核酸である。
【０１７８】
　リンカー分子および／または反発表面構造が、デオキシリボヌクレアーゼおよび／また
は二本鎖核酸分子を切断することができる制限酵素によって開裂可能でないことは特に好
ましい。このようなデオキシリボヌクレアーゼによる非開裂性は、デオキシリボヌクレア
ーゼ酵素に対する基質または認識モチーフを表さないリンカー分子または反発表面構造を
構成することによって達成されうる。典型的には、この効果の達成は、上で定義されてい
るようなＰＮＡ、ＣＮＡ、ＨＮＡ、ＬＮＡ、またはＡＮＡ分子などのＤＮＡ類似体を使用
すると可能である。
【０１７９】
　二本鎖の核酸分子を切断することができる制限酵素による非開裂性は、二本鎖の核酸分
子を切断することができる制限酵素に対する基質または認識モチーフを表さないリンカー
分子または反発表面構造を構成することによって達成されうる。典型的には、この効果の
達成は、上で定義されているようなＰＮＡ、ＣＮＡ、ＨＮＡ、ＬＮＡ、またはＡＮＡ分子
などのＤＮＡ類似体を使用するか、または一本鎖であるＤＮＡ分子を使用するか、または
制限酵素の結合および／または活性に必要な特異的配列モチーフを含まないＤＮＡ分子を
使用すると可能である。さらなる詳細は、当業者に知られるものであるか、または好適な
文献ソースから得られる。
【０１８０】
　本発明のさらなる特定の実施形態において、本明細書で定義されているようなリンカー
分子および／または本明細書で定義されているような反発表面構造は、リボヌクレアーゼ
によって開裂可能でない。このようなリボヌクレアーゼによる非開裂性は、リボヌクレア
ーゼ酵素に対する基質または認識モチーフを表さないリンカー分子または反発表面構造を
構成することによって達成されうる。
【０１８１】
　本発明のさらに好ましい一実施形態において、ｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ分子、ＰＮＡ－ＤＮ
Ａ二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖などの核酸分子は、長さが約５０から１０００ヌ
クレオチドである。ｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ分子、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－Ｄ
ＮＡ二本鎖などの核酸分子は、例えば長さが約５０、６０、７０、８０、９０、１００、
１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、
２２０、２５０、２７０、３００、３２０、３５０、３７０、４００、４２０、４５０、
４７０、５００、５２０、５５０、５７０、６００、６２０、６５０、６７０、７００、
７２０、７５０、７７０、８００、８２０、８５０、８７０、９００、９２０、９５０、
９７０、もしくは１０００ヌクレオチド、または指示された値の間の長さであるものとし
てよい。さらなる特定の実施形態において、ｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ、ＰＮＡ－ＤＮＡ二本鎖
、またはＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖などの核酸分子は、指示された値より短い場合も、長い場
合もある。
【０１８２】
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　本発明の特に好ましい一実施形態において、ｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ分子、ＰＮＡ－ＤＮＡ
二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖などの核酸分子は、長さが約１００ヌクレオチドで
ある。
【０１８３】
　本発明の特に好ましい一実施形態において、核酸分子は、ｄｓＤＮＡ、ＰＮＡ分子、Ｐ
ＮＡ－ＤＮＡ二本鎖、およびＲＮＡ－ＤＮＡ二本鎖からなる群から選択される。
【０１８４】
　上で述べた目的は、試料中の標的分子を検出するためのデバイスを説明する本発明の第
２の態様によっても解決される。当該デバイスは、少なくとも２種類の磁性粒子の混合物
と、センサー表面とを備える。前記少なくとも２種類の磁性粒子の混合物のうちの一方の
種類は、前記標的分子に特異的に結合することができる第１の結合分子によって官能化さ
れ、前記第１の結合分子は、この粒子に付着し、前記少なくとも２種類の磁性粒子の混合
物のうちの第２の種類は、前記粒子の表面に直接付着して、前記磁性粒子の表面を覆うこ
とで、結果として前記磁性粒子の特異的正味電荷および／または立体反発を生じる、反発
表面構造によって官能化される。前記センサー表面は第２の結合分子を備える。前記磁性
粒子は前記センサー表面の前記第２の結合分子を直接的に、または間接的に結合すること
ができる。結合粒子の個数は、試料中に存在する標的分子の量に正比例または反比例し、
前記反発表面構造は、前記磁性粒子上の静電および／または立体プッシング効果を前記セ
ンサー表面の方へ伝える。
【０１８５】
　本発明の第１の態様について上で述べた定義および実施形態は、本発明の第２の態様に
も適用される。本発明の第２の態様は、同じ原理、つまり、前記センサー表面の方へ向か
う前記磁性粒子上の静電および／または立体プッシング効果の発生に基づく。しかし、こ
の効果は、少なくとも２種類の磁性粒子の混合物を供給することによって達成される。
【０１８６】
　本明細書で使用されているような「少なくとも２種類の磁性粒子の混合物」という言い
回しは、第１の結合分子で官能化された磁性粒子に加えて、本明細書で定義されているよ
うな反発表面構造によって主に官能化される第２のまたはさらなる種類の磁性粒子（反発
磁性粒子）が上で説明されているようなデバイスで使用されうることを意味する。特定の
実施形態において、この第２の、またはさらなる種類の反発磁性粒子は、第１の結合分子
によって官能化されない。このような磁性粒子は、特に官能化された磁性粒子と組み合わ
せて使用される場合に、官能化されることなく反発表面構造をしかるべく備えるのみであ
ってよい。
【０１８７】
　本発明では、特定の実施形態において、第１の結合分子で官能化されたただ１つの第１
の種類の磁性粒子と一緒にただ１つの第２の種類の反発磁性粒子を使用することを企図し
ている。さらに企図されるのは、第１の結合分子で官能化されたただ１つの第１の種類の
磁性粒子と一緒に複数の種類の反発磁性粒子を使用することである。例えば、異なる反発
表面構造を有するか、または上で定義されているような異なる荷電分子もしくは立体コー
ティングなどの異なる分子を含む反発磁性粒子が使用されうる。さらに、反発磁性粒子は
、例えば、サイズまたは直径、磁気特性などが異なりうる。さらに企図されるのは、第１
の結合分子で官能化されたただ１つまたは複数の種類の磁性粒子と一緒に１つまたは複数
の種類の反発磁性粒子を使用することである。第１の結合分子で官能化されたこれらの１
つまたは複数の種類の磁性粒子は、例えば、第１の結合分子、サイズまたは直径、磁気特
性などが異なりうる。
【０１８８】
　このような方法は、反発磁性粒子が粒子を捕獲する機能から明確に分離される大きな利
点を有するものとしてよい。言い換えると、結合特性の改善をもたらす機能は、これによ
り分離され、２つまたはそれ以上の種類の粒子に分散される。そのため、一利点は、反発
表面構造の分子が標的分子に関して非特異的であり、さまざまな用途に使用できることに
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あると思われる。反発磁性粒子は、例えば、注目する標的分子に対して特異的である非反
発磁性粒子に加えられうる。したがって、本発明では、結果として得られる磁性粒子の混
合物の反発磁性粒子が、結合分子で官能化された磁性粒子がセンサー表面の方へプッシン
グされるように静電プッシング効果を形成する働きをしうることが企図される。
【０１８９】
　本発明の特定の実施形態において、前記標的分子に特異的に結合することができる第１
の結合分子で官能化された第１の種類の磁性粒子は、それに加えて、荷電分子または上で
定義されているような立体コーティングなどの反発表面構造を備えることができる。
【０１９０】
　本発明のさらなる特定の実施形態において、前記標的分子に特異的に結合することがで
きる第１の結合分子で官能化された第１の種類の磁性粒子は、それに加えて、上で定義さ
れているような荷電分子を備えることができる。
【０１９１】
　第１の種類の磁性粒子と第２の種類の磁性粒子との比、例えば、少なくとも２種類の磁
性粒子の混合物内の荷電磁性粒子と非荷電磁性粒子との比は、１０：９０から９０：１０
までの範囲内とすることができる。例えば、第１の種類の磁性粒子：第２の種類の磁性粒
子の比、例えば、荷電磁性粒子と非荷電磁性粒子との比は、１０：９０、２０：８０、３
０：７０、４０：６０、５０：５０、６０：４０、７０：３０、８０：２０、または９０
：１０の比であってよい。さらに企図されるのは、指示された値の間の任意の他の比であ
る。
【０１９２】
　本発明の別の好ましい実施形態において、本明細書で定義されているようなリンカー分
子は、少なくとも１つの短い柔軟なスペーサーをさらに備える。本明細書で定義されてい
るようなリンカー構造、好ましくは本明細書で定義されているような長い、剛性のあるリ
ンカーは、一端または両端に短い柔軟なスペーサーを持つことが、本発明によりしかるべ
く企図される。そのような柔軟なスペーサーの存在による一定の柔軟性が剛性のあるリン
カー分子に加えられることは理解される。柔軟なスペーサー構造は、したがって、全体的
な剛性を保持しながらリンカー分子の可動性に寄与する柔軟な接合部として働きうる。リ
ンカー分子の可能な配向の数は、そのような柔軟なスペーサーによって増やせる。柔軟な
スペーサーは、好適な柔軟な分子、例えば、高分子、ペプチド、化学基などとすることが
できる。
【０１９３】
　特に好ましい一実施形態において、短い柔軟なスペーサーは、一本鎖核酸、例えば、本
明細書で定義されているような一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡ分子、または本明細書で定義さ
れているような、または当業者に知られているような他の一本鎖核酸形態を含む。
【０１９４】
　さらなる一態様では、本発明は、試料中の標的分子の存在または量を検出する方法に関
するものであり、この方法は本明細書で説明されているように試料とデバイス内で磁性粒
子に付着している第１の結合分子とを接触させるステップと、試料をセンサー表面に付着
することができる第２の結合分子を接触させるステップであって、第１の結合分子および
／または第２の結合分子は、前記標的分子および、任意で、センサー表面に付着している
標的類似分子に特異的に結合することができ、標的分子は、標的類似分子への第１の結合
分子の結合を妨げることができる、ステップと、任意で、本明細書で定義されているよう
な反発表面構造を備える磁性粒子を加えるステップと、センサー表面に結合された粒子の
個数を検出するステップであって、粒子をセンサー表面に近接近させるために磁力が印加
され、結合粒子の個数は、試料中に存在する標的分子の量に正比例または反比例する、ス
テップとを含む。本発明によって企図されるのは、アッセイ形式であり、これは標的分子
の存在および／または量の検出のための典型的な競合または非競合アッセイのいずれかと
することができる。当業者であれば、上で説明されているようなデバイス、さらには本発
明による方法は、そのような分析を実施するのに適していることを理解するであろう。
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【０１９５】
　「センサー表面に付着することができる」という言い回しは、第２の結合分子が、所定
の仕方で付着されているセンサー表面に必ずしも常に結合されていない、つまり、アッセ
イの開始時にすでに表面に必ずしも付着していないことを意味する。直接的なまたは上で
定義されているようにリンカー分子を介した表面への第２の結合分子の付着は、アッセイ
中の任意の時点において生じうると理解される。当業者であれば、付着の選択的な時点に
よりアッセイを実施する広範な可能性が開くことは理解するであろう。本発明により企図
されるのは、したがって、表面への結合とは無関係な別の分子として働きうる第２の結合
分子－リンカー複合体である。当業者であれば、センサー表面に常に固定または付着され
ていない第２の結合分子－リンカー複合体はいくつかの利点を有する可能性のあることを
さらに理解するであろう。企図される一利点は、付着していない第２の結合分子－リンカ
ー複合体は、自由に、かつ高速に拡散し、それにより、標的分子への結合を介して捕獲複
合体（capture　complex）への結合を高められることである。「捕獲複合体」という用語
は、第１の磁性粒子に直接的にまたは間接的に付着している第１の結合分子または捕獲分
子が標的分子を捕獲している状態を記述するものである。この例では、第１の結合分子に
よって捕獲された標的分子への第２の結合分子／リンカー分子の結合は適時に独立して生
じる、つまり表面への付着の前に生じうる。
【０１９６】
　特定の好ましい実施形態では、センサー表面への前記第２の結合分子の付着は、標的分
子への第２の結合分子の結合の前または後に生じうる。本発明の特定の実施形態において
、第２の結合分子は、好ましくは本明細書で定義されているようなリンカー分子を介して
、アッセイの第１のステップにおいて、または上で定義されているような試料が追加され
たときの時点である、アッセイの開始前に、表面に付着することが許される。このような
場合、キャプチャ複合体が最初に形成され、その後のステップで、表面に付着した第２の
結合分子を含む事前形成された表面構造に結合する。
【０１９７】
　本発明のさらなる好ましい実施形態において、第２の結合分子－リンカー・モジュール
は、最初に標的分子への特異的結合によりキャプチャ複合体に結合し、全体的キャプチャ
－第２の結合分子－リンカー複合体が、その後、センサー表面に誘導され、これにより、
キャプチャ複合体が表面に連結される。第２の抗体に付着している長いリンカーによって
距離が生じうるが、第１の結合分子は第１の粒子の表面に直接的に付着する。言い換える
と、リンカーを付着させている第２の結合分子は、結合反応速度を高める効果をもたらす
。
【０１９８】
　企図されている非競合アッセイ形式において、第１の結合分子および第２の結合分子は
両方とも、標的分子に特異的に結合することができる。第１のステップにおいて、第１の
磁性粒子上に存在する第１の結合分子は、標的を認識して結合することができることが企
図されうる。第２のステップで、標的分子を結合している第１の磁性粒子は、拡散または
磁気的作動によって、センサー表面上に存在する第２の結合分子へ向けられるものとして
よい。センサー表面への結合には、標的への第２の結合分子の結合が介在する。また企図
されるのは、１つまたは複数の洗浄ステップであり、そのステップで、非特異的結合磁性
粒子が表面から取り除かれる。本発明の特定の実施形態において、そのような洗浄ステッ
プは、パルスを用いた磁気作動を介して行われる。センサー表面にその後結合される粒子
の個数が、その後判定される。結合粒子の個数は、試料中に存在する標的分子の個数に直
接対応する。
【０１９９】
　また企図されているのは、競合アッセイに基づくアッセイ形式であり、これは典型的に
は競合因子または標的類似体の存在を必要とする。本明細書で使用されているような「標
的類似分子」という用語は、本明細書で定義されているような第１の結合分子への結合の
ため標的分子と競合する任意の分子を指す。そのような場合、標的分子は、標的類似分子
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への第１の結合分子の結合を妨げうる。本発明によって企図されているのは、競合または
阻害アッセイ形式であり、そこでは、第１の結合タンパク質は平坦な表面または上で定義
されているような磁性粒子の表面に付着する標的類似分子を結合することができる。この
結合は、本明細書で説明されているような標的分子が試料中に存在する場合、およびこの
標的分子が最初に抗体に結合する場合に、妨げられうる。例えば、小さな薬物分子は、薬
物分子の類似体が、例えば、平坦なセンサー表面に固定化される場合に企図された方法を
使用して検出されうる。薬物分子が試料中に存在しない場合、結合分子が標的分子を認識
するすべての粒子が、表面上の標的類似分子に結合しうる。しかし、この結合を妨げる、
薬物（標的）分子の存在下で、抗薬物結合分子は、表面上の標的類似体に結合しえないか
、またはあまり結合できない。そのような場合、表面上の粒子の量は、標的分子の量に反
比例する。
【０２００】
　本発明によって企図されているのは、磁性粒子が、分析手順が加速されるように磁場を
印加することによって作動されうることである。磁場を使用することで非特異的結合粒子
が取り除かれバックグラウンド信号を低減することも本発明によって企図される。本発明
による検出の方法に適した例示的な光磁気システムが図１に示されている。
【０２０１】
　特に好ましいのは、磁性粒子の光学的検出に基づく感知デバイスである。対応する詳細
は、光源と光検出システムとを備える図１に示されている例示的なデバイスから得られる
。検出に使用される光学的方法では、典型的には、光信号の変化を測定するが、この光信
号の変化は磁性粒子から反射された、光学的手段によって検出されうる、光の差を意味す
る。例えば、このような方法は、散乱光の検出または全反射（ＴＩＲ）もしくは漏れ全反
射（ＦＴＩＲ）に基づく検出などの技術を含みうる。好ましくは、光信号の変化は、セン
サー表面への第２の結合分子の結合によって結合されている磁性粒子のみを指す。詳細は
、当業者に知られているか、またはＢｒｕｌｓら、Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ、２００９年、９．
　２５０４～３５１０頁などの好適な参考文献から得られる。
【０２０２】
　本明細書で使用されているように、「全反射」という用語は、光が一方の物質の中に特
定の角度より大きい入射角でより高い屈折率を持つ別の材料から入るときにいくつかの物
質中に存在する条件を記述するものである。これが生じる特定の角度は、臨界角とも称さ
れる、両方の物質の屈折率に依存し、数学的に計算することができる（スネルの法則、屈
折の法則）。磁性粒子が存在しない場合、屈折は生じず、光源からの光線は全反射される
。磁性粒子が表面に近い位置にあるか、または表面と接触している場合、光線は、粒子に
よって漏れると言われ、その地点の反射はもはや全反射ではない。
【０２０３】
　全反射信号の減少として定義されうる信号は、計算して求めることができる。信号は、
表面上の粒子の濃度（表面密度n（チルダ））に程度の差はあるが直線的に依存する。信
号は、次のように表すことができる。
【０２０４】
　　S=β・n（チルダ）
ここでＳは％で表される測定信号の変化であり、βは表面密度から信号変化への変換係数
である。
【０２０５】
　本発明の好ましい一実施形態において、結合粒子の検出は、漏れ全反射（ＦＴＩＲ）を
介して、または表面の近くの前記結合粒子からの散乱光の測定を介して実行される。
【０２０６】
　別の態様では、本発明は、本明細書で定義されているような磁性粒子を使用して試料、
例えば、上で定義されているような試料中の標的分子を検出するステップに関するもので
ある。
【０２０７】
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　本発明の特に好ましい一実施形態において、上記のデバイス、方法、または使用の文脈
において述べられているような標的分子は、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）、ＮＴ－ｐｒ
ｏＢＮＰ、または副甲状腺ホルモンである。本発明は、さらなる標的分子またはクラスの
検出または標的分子も対象とする。特に好ましいのは、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）で
ある。
【実施例】
【０２０８】
実施例１－ゼータ電位に対する負電荷を持つＤＮＡ分子の効果
　負電荷を持つＤＮＡ分子の効果が分析された。このために、大きな負電荷を持つＤＮＡ
分子が粒子に結合された。粒子の電荷がゼータ電位として測定された。電荷は、粒子に結
合された大きな負電荷を持つＤＮＡ分子の量が増えると増大する。さらに、より長いＤＮ
Ａ分子を持つ（より多くの電荷がある）粒子に対してより高い電荷が測定される。
【０２０９】
　ストレプトアビジン分子で官能化され、可変長の異なる量のビオチン官能化ｄｓＤＮＡ
に結合された５００ｎｍ　Ａｄｅｍｔｅｃｈ粒子に対するゼータ電位値が、ｐＨ７．４の
１０ｍＭリン酸緩衝液中で測定された（図４を参照）。
【０２１０】
実施例２－９７ｂｐ　ｄｓＤＮＡの数を増やした場合の効果
　９７ｂｐ　ｄｓＤＮＡの数を増やした場合の効果を調べるために、ストレプトアビジン
・タンパク質で官能化された、５００ｎｍ　Ａｄｅｍｔｅｃｈ超常磁性粒子に付着した可
変量のビオチン標識９７ｂｐ　ｄｓＤＮＡを用いて実行されるアッセイに対するＦＴＩＲ
信号振幅を判定した。図６からわかるように、１粒子当たりのＤＮＡ分子が多ければ多い
ほど、表面接触は広くなった。
【０２１１】
実施例３－ＦＴＩＲアッセイの終了時の信号変化
　さらなる実験で、ＦＴＩＲアッセイの終了時の信号変化を調べた。最初に、分子の一端
にビオチン、ＤＮＡの他端にテキサスレッド分子を保持する単一の９７ｂｐ　ｄｓＤＮＡ
断片を、ストレプトアビジン粒子に結合した。その後、類似の９７ｂｐ　ＤＮＡ分子、た
だし、テキサスレッド分子を欠いたものを、粒子毎に指示された量まで加えた。すべての
粒子が、抗テキサスレッド抗体のプリントされたスポットを用いてＦＴＩＲアッセイで検
査された（図７を参照）。
【０２１２】
実施例４－流体力学的サイズに対する負電荷を持つＤＮＡ分子の効果
　粒子の流体力学的サイズに対する負電荷を持つＤＮＡ分子の効果を分析した。このため
に、大きな負電荷を持つＤＮＡ分子を粒子に結合した。粒子の流体力学的サイズまたは流
体力学的半径を測定した。流体力学サイズまたは流体力学的半径は、粒子に結合されたＤ
ＮＡ分子の量が増えると増大する。
【０２１３】
　ストレプトアビジン分子で官能化され、可変長の異なる量のビオチン官能化ｄｓＤＮＡ
に結合された５００ｎｍ　Ａｄｅｍｔｅｃｈ粒子に対する流体力学的サイズおよび対応す
るゼータ電位値を、ｐＨ７．４の１０ｍＭリン酸緩衝液中で測定した（図９を参照）。



(41) JP 6148245 B2 2017.6.14

【図１】 【図２】

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】



(42) JP 6148245 B2 2017.6.14

【図８】 【図９】



(43) JP 6148245 B2 2017.6.14

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   　　　　                                Ｃ１２Ｍ    1/34     　　　Ｆ        　　　　　

(74)代理人  100091214
            弁理士　大貫　進介
(72)発明者  エフェルス，トーン　ヘンドリク
            オランダ国，５６５６　アーエー　アインドーフェン，ハイ・テク・キャンパス・ビルディング　
            ４４
(72)発明者  ファウルニール，マティアス
            オランダ国，５６５６　アーエー　アインドーフェン，ハイ・テク・キャンパス・ビルディング　
            ４４

    審査官  三木　隆

(56)参考文献  国際公開第２０１０／０７３１８２（ＷＯ，Ａ１）　　
              特開２００４－２１９２４１（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００８－２２４２７４（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２０１０－２２９４４０（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００８－５２５７６３（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００８－１５１７６１（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００８－０７０２１４（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００９－１２８１６９（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１０－５０４１８７（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１３－５１３１０８（ＪＰ，Ａ）　　　
              米国特許出願公開第２００９／０１４８８６３（ＵＳ，Ａ１）　　
              特開２００８－２７５５３４（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２０１１－０３３４５４（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００９－１１５５９０（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２０１１－０４７９２３（ＪＰ，Ａ）　　　
              米国特許出願公開第２００６／０２５７９４５（ＵＳ，Ａ１）　　
              米国特許出願公開第２００４／０２４１７４８（ＵＳ，Ａ１）　　
              特表２０１４－５３３８３１（ＪＰ，Ａ）　　　
              D. M. Bruls，Rapid integrated biosensor for multiplexed immunoassays based on actuated
               magnetic nanoparticles，Lab on a Chip，２００９年，Vol.9，Page.3504-3510
              JEROEN NIEUWENHUIS，MAGNOTECH: RELIABLE AND FAST MAGNETIC POINT-OF-CARE BIOSENSOR TECH
              NOLOGY，INTERNET CITATION [ONLINE]，２００９年　４月１６日，ＵＲＬ，http://scholar.goo
              gle.com/scholar?q=%22Magnotech%3A+Reliable+and+Fast+Magnetic+Point-of-Care+Biosensor+T
              echnology%22

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５４３　　　
              Ｃ１２Ｍ　　　１／３４　　　　
              Ｃ１２Ｑ　　　１／６８　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５３　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５５３　　　



专利名称(译) 用于增强磁性粒子免疫测定中的表面接触的粒子排斥

公开(公告)号 JP6148245B2 公开(公告)日 2017-06-14

申请号 JP2014541801 申请日 2012-11-16

[标]申请(专利权)人(译) 皇家飞利浦电子股份有限公司

申请(专利权)人(译) 皇家飞利浦NV哥德堡

当前申请(专利权)人(译) 皇家飞利浦NV哥德堡

[标]发明人 エフェルストーンヘンドリク
ファウルニールマティアス

发明人 エフェルス,トーン ヘンドリク
ファウルニール,マティアス

IPC分类号 G01N33/543 G01N33/553 G01N33/53 C12Q1/68 C12M1/34

CPC分类号 G01N33/54373 C12Q1/68 C12Q1/6825 G01N33/54326 G01N33/54346

FI分类号 G01N33/543.593 G01N33/553 G01N33/53.M C12Q1/68.A C12M1/34.Z C12M1/34.F

代理人(译) 伊藤忠彦

审查员(译) 三木隆

优先权 61/560450 2011-11-16 US
2011191453 2011-12-01 EP

其他公开文献 JP2014533832A

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及用于检测样品内的靶分子的装置，其包括用于测量样品内的
靶分子的样品容器，磁性颗粒，其中所述颗粒用能够特异性结合所述所
述样品的第一结合分子功能化其中所述第一结合分子附着于所述颗粒的
靶分子和直接附着于所述颗粒表面的排斥性表面结构，其中所述排斥性
表面结构覆盖所述磁性颗粒的表面以便产生特异性所述磁性颗粒的净电
荷和/或空间排斥以及包含第二结合分子的传感器表面，其中所述磁性颗
粒能够直接或间接结合所述传感器表面的所述第二结合分子;其中结合的
颗粒的数目与样品中存在的靶分子的量直接或相反地相关;并且其中所述
排斥表面结构向所述传感器表面传递对所述磁性粒子的静电和/或空间推
动作用。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/5517f9c3-0791-4393-9af6-67d1c692e145
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/045346266/publication/JP6148245B2?q=JP6148245B2

