
(57)【要約】
　本発明は、固形支持体上でのサンプル中の成分の検出において使用するための方法およ
びキットであって、ナノメートル範囲（すなわち０．１～５００ｎｍの範囲）の直径の金
属粒子を含むコンジュゲートおよびポリマーの使用を含む方法およびキットに関する。本
発明は、固形支持体上でのサンプル中の成分の検出において使用するための方法およびキ
ットであって、コンジュゲートおよび、場合により１種またはそれ以上の超磁性粒子に結
合しているポリマーの使用を含む方法およびキットにさらに関する。本発明は、インビボ
イメージングおよび顕微鏡観察の向上において使用するための方法およびキットにさらに
関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 サ ン プ ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め
の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 下 記 順 序
で 含 む 方 法 ：
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 ；
（ ｂ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｄ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － 複 数 の う ち の １ 種 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ；
（ ｅ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ ｆ ） 固 形 支 持 体 を 読 み 取 り 、 前 記 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 段 階 （ ａ ） を
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階
に 置 き 換 え 、 な ら び に
　 段 階 （ ｂ ） を
（ ｂ ） ビ オ チ ン 標 識 サ ン プ ル と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階
に 置 き 換 え た 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 段 階 （ ａ ） の 前 に 下 記 段 階 （ ａ ０ ） を 行 う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 ：
（ ａ ０ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ 】
　 プ ロ ー ブ を あ ら か じ め ア プ ラ イ し て 固 形 支 持 体 を 供 給 し 、 請 求 項 ２ の 段 階 （ ａ ） ま た は
請 求 項 ３ の 段 階 （ ａ ０ ） が ユ ー ザ ー に よ っ て 実 施 さ れ な い 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が カ ラ ー チ ャ ー ト の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 を 横 切 る コ ン ダ ク タ ン ス お よ び ／ ま た は 電 流 の 変
化 を 検 出 す る の に 適 し た 装 置 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 上 の 磁 場 の 変 化 を 検 出 す る の に 適 し た 装 置 の 使 用
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 上 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 変 化 を 検 出 す る の に 適
し た 装 置 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 段 階 （ ｅ ） の 金 属 増 強 試 薬 が 銀 増 強 試 薬 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 サ ン プ ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め
の キ ッ ト 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 の も の を 含 む
キ ッ ト ：
－ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ； お よ び
－ 固 形 支 持 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 下 記 の も の を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の キ ッ ト ：
　 　 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト ：
　 　 － ビ オ チ ン ；
　 　 － ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 下 記 の も の を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の キ ッ ト ：
－ １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 プ ロ ー ブ が ビ オ チ ン 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 固 形 支 持 体 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ が あ ら か じ め 積 載 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ０
～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ポ リ マ ー が 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 属 粒 子 に 結 合 可 能 な 生 物 学 的 に
不 活 性 な ポ リ マ ー で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ４
の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ポ リ マ ー が ア ル ブ ミ ン ま た は デ キ ス ト ラ ン の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法
ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 、 金 、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル 、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 鉛 、
ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 ロ ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、 テ ル ル 、 セ レ ン 、 ケ イ 素 、 シ リ シ ウ
ム 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ
ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、 モ リ ブ デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ
ム 、 リ チ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は ウ ォ ル フ ラ ム の 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ お よ び １
６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ お よ び １ ６
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 銀 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ お よ び １ ６
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 金 属 粒 子 が ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、
１ ５ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ９ お よ び １ ５ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 で 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ０
～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 磁 気 共 鳴 映 像 法 に 基 づ く 系 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る
た め の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 含 む
方 法 ：
（ ｉ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 系 に 加 え る 段 階 ；
（ ｉ ｉ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 を 系 に 加 え る 段 階 ； お よ び
（ ｉ ｉ ｉ ） 磁 気 共 鳴 映 像 法 を 使 用 し て 映 像 を 取 得 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 磁 気 共 鳴 映 像 法 に 基 づ く 系 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る
た め の キ ッ ト 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 を 含 む キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 で 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ２ ３ ま た は ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 プ ロ ー ブ が 抗 体 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド リ ガ ン ド で あ る 、
請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １
、 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 、 金 、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル
、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 鉛 、 ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ロ ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、
テ ル ル 、 セ レ ン 、 ケ イ 素 （ シ リ シ ウ ム ） 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ
ウ ム 、 ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、
モ リ ブ デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は ウ ォ ル フ ラ ム の 粒 子
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 ２ ２ お よ び ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求
項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １
～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 ２ ２ お よ び ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２
３ ～ ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 銀 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １
～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 ２ ２ お よ び ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２
３ ～ ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 の 金 属 粒 子 が ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有
す る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 ２ ２ お よ び ２ ６ ～ ２ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は
請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ９ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ／ ま た は ア ビ ジ ン を
含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 ２ ２ お よ び ２ ６ ～ ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は
請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び ／ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ
以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 ２ ２ お よ び ２ ６ ～ ３ １ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ３ １ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 み 、 段
階 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） が 実 施 さ れ な い 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ６ ～ ３ ２ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 ２ １ お よ び ２ ６ ～ ３ ２ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 超 常 磁 性 粒 子 が 酸 化 鉄 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ６ ～ ３ ３ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ ～ ３ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 超 常 磁 性 粒 子 の 酸 化 鉄 含 量 が ３ ０ ～ ８ ０ ％ の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 ま た
は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 超 常 磁 性 粒 子 が ５ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、
お よ び ２ ６ ～ ３ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ ～ ３ ５ の
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い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９
、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３
～ ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 プ ロ ー ブ が ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の コ ー ト ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 ３
７ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｖ ） 感 染 の 進 行 を 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン
グ す る た め の 、 請 求 項 ３ ７ ま た は ３ ８ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ８ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ １ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ ３ 、 Ｈ Ｐ
Ｖ ３ ５ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ５ ２ お よ び Ｈ Ｐ Ｖ ５ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に 結 合 可 能 で あ る
、 請 求 項 ３ ８ ま た は ３ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 プ ロ ー ブ が 表 １ に 列 挙 さ れ る 成 分 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ
び ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ ～ ３ ６ の い ず
れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 表 １ に 列 挙 さ れ る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ヒ ト 疾 患 状 態 の 進 行 ま た は そ の 疾 患 状 態 に 対 す
る 罹 患 し や す さ を 、 そ の 成 分 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 核 酸 を 検 出 す る こ と
に よ っ て 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ す る た め の 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 ま
た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、
ま た は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の い ず れ か に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び
２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ
か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ 、 マ イ
コ バ ク テ リ ア 、 ま た は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 起 因 す る 感 染 の 進 行 を 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は
モ ニ タ リ ン グ す る た め の 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ベ ー タ － ア ミ ロ イ ド 、 ｈ Ｔ Ａ Ｕ 、 ホ
ス ホ Ｔ Ａ Ｕ お よ び Ａ Ｐ Ｏ Ｅ に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ６ ～
３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 の 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ に お い て 使 用 す る た め の
、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の Ａ Ｎ Ａ 、 Ｊ ｏ － １ 、 ミ エ ロ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ｐ 、 Ｓ ｃ ｌ － ７ ０ 、 Ｓ ｍ 、 Ｓ Ｓ － Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス お よ び 循
環 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記
載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 悪 性 疾 患 、 自 己 免 疫 ま た は ア レ ル ギ ー 関 連 疾 患 の 進 行 の 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ
タ リ ン グ に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
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　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が 飲 料 水 の 微 生 物 混 入 物 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、
１ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～
２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 細 菌 に 関 し て 水 の 環 境 試 験 を 行 う た め の 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 遺 伝 子 改 変 成 分 、 リ ス テ リ ア お よ び サ ル モ ネ ラ に 関 す る 食 物 成 分 の 環 境 試 験 に お い て 使
用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ ２ ０ 、 お よ び ２ ６ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま
た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ １ 、 ２ ３ ～ ２ ６ ～ ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 細 胞 お よ び ／ ま た は 組 織 切 片 中 の 成 分 を 染 色 す る た め の 方 法 、 こ の 場 合 の 染 色 は 顕 微 鏡
観 察 を 使 用 す る 可 視 化 に 適 す る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 含 む 方 法 ：
Ａ ） 前 記 成 分 を 標 的 に す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ と 切 片 を イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 段 階 ；
Ｂ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
Ｃ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ； お よ び
Ｄ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 固 形 支 持 体 上 で の サ ン プ ル 中 の 成 分 の 検 出 に お い て 使 用 す る た め の 方 法 お よ
び 試 薬 で あ っ て 、 ナ ノ メ ー ト ル 範 囲 （ す な わ ち ０ ． １ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 ） の 直 径 の 金 属
粒 子 お よ び ポ リ マ ー を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ポ リ マ ー の 使 用 を 含 む 方 法 お よ び 試 薬 に
関 す る 。 本 発 明 は 、 固 形 支 持 体 上 で の サ ン プ ル 中 の 成 分 の 検 出 に お い て 使 用 す る た め の 方
法 お よ び 試 薬 で あ っ て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び 、 場 合 に よ り １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超
磁 性 （ supermagnetic） 粒 子 に 結 合 し て い る ポ リ マ ー の 使 用 を 含 む 方 法 お よ び 試 薬 に さ ら
に 関 す る 。 本 発 明 は 、 イ ン ビ ボ イ メ ー ジ ン グ お よ び 顕 微 鏡 観 察 の 向 上 に お い て 使 用 す る た
め の 方 法 お よ び 試 薬 に さ ら に 関 す る 。 本 発 明 は 診 断 用 キ ッ ト に さ ら に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ は タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 診 断 用 の ツ ー ル で あ り 、 核 酸
お よ び タ ン パ ク 質 の 検 出 に 使 用 さ れ る こ と が 多 い 。 こ の よ う な 並 列 処 理 技 術 に よ っ て 、 １
回 の 反 応 ま た は 実 験 で 数 千 の 配 列 の 研 究 が 可 能 に な る 。 ほ と ん ど の 適 用 は 、 数 千 の 目 的 遺
伝 子 の 発 現 を 適 切 に 測 定 す る た め の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 集 中 し て い る 。 現 在 、 マ イ ク
ロ ア レ イ 上 の 分 子 の 結 合 は 特 殊 な 蛍 光 色 素 、 例 え ば Ｃ ｙ ３ お よ び Ｃ ｙ ５ を 使 用 す る こ と に
よ っ て 検 出 さ れ る 。 し か し 、 前 記 技 術 の 精 度 お よ び 再 現 性 は 蛍 光 マ ー カ ー の 安 定 性 に よ っ
て 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 科 学 者 が 疾 患 の 遺 伝 的 基 礎 を 解 明 し 、 そ の 新 規 情 報 を 使 用 し て 医 学 的 診 断 お よ び 処 置 を
改 良 す る た め に 、 配 列 選 択 的 な Ｄ Ｎ Ａ 検 出 は ま す ま す 重 要 に な っ て い る 。 通 常 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 修 飾 基 質 に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 験 を 使 用 し て 、 溶 液 中 の 特
定 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 存 在 が 検 出 さ れ る 。 遺 伝 情 報 を 調 査 す る た め の 組 み 合 わ せ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ の
将 来 性 が 発 達 し て い て 、 将 来 の 科 学 に 向 け て こ れ ら の 混 成 （ heterogeneous） 配 列 ア ッ セ
イ の 重 要 性 を 物 語 っ て い る 。 ほ と ん ど の ア ッ セ イ で は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 標 識 標 的 と 表 面 結
合 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 蛍 光 （ fluoresecence） 顕 微 鏡 観 察 ま た は デ ン シ
ト メ ト リ ー に よ っ て モ ニ タ ー す る 。 蛍 光 の 検 出 は 非 常 に 高 感 度 で あ る が 、 実 験 設 備 の 費 用
お よ び 非 常 に 一 般 的 な 基 質 か ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 発 光 に よ っ て そ の 使 用 は 制 限 さ れ る 。
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さ ら に 、 完 全 に 相 補 的 な プ ロ ー ブ に 関 し て 、 一 塩 基 ミ ス マ ッ チ を 有 す る プ ロ ー ブ を 超 え る
標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 標 的 の 選 択 性 は 乏 し く 、 一 塩 基 多 型 を 検 出 す る た め の 表 面 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 験 の 使 用 は 妨 げ ら れ る 。 別 の 不 都 合 は 、 加 工 済 み の 蛍 光 ベ ー ス の マ イ
ク ロ ア レ イ の 評 価 に は 、 非 常 に 高 価 な レ ー ザ ー 走 査 装 置 、 な ら び に レ ー ザ ー 走 査 装 置 に よ
っ て 生 成 さ れ る デ ー タ を 解 析 す る た め の 非 常 に 洗 練 さ れ た ソ フ ト ウ ェ ア が 必 要 な こ と で あ
る 。 こ の よ う な 設 備 は す べ て の 実 験 室 で 利 用 可 能 で あ る わ け で は な く 、 資 金 が 限 ら れ て い
る 実 験 室 で は ま ず 利 用 で き な い 。 ゆ え に 、 こ の テ ク ノ ロ ジ ー の 主 な 欠 点 は 資 本 経 費 で あ り
、 そ の 使 用 は 十 分 資 金 力 の あ る 実 験 室 に 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 限 ら れ た 数 の 先 行 技 術 の 文 献 に は 、 固 相 ア ッ セ イ で 使 用 す る た め の 検 出 方 法 お よ び ／ ま
た は 試 薬 が 記 載 さ れ て い る が 、 そ れ ぞ れ 多 数 の 不 都 合 を 伴 う 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 酵 素 に
よ る 方 法 ま た は 金 ベ ー ス の 検 出 方 法 は WO 00/72018、 EP 1164201、 EP 1096024、 WO 01/773
72A2、 US 2001/0010906A1に 記 載 さ れ て い る 。 特 許 出 願 番 号 WO 00/72018に は 、 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン 標 識 金 を 使 用 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で ビ オ チ ン 化 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と が 記 載 さ
れ て い る 。 他 の 特 許 文 献 、 例 え ば EP 1164201、 EP 1096024お よ び WO 01/77372A2に は 、 ホ
モ ロ グ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 お よ び 定 量 す る た め の 方 法 お よ び キ ッ ト 、 固 形 担 体 上 で サ ン ド
イ ッ チ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 使 用 し て 診 断 お よ び 定 量 す る た め の 方 法 お よ び キ ッ ト （
US 2001/0010906A1） が 記 載 さ れ て い る 。 特 許 文 献 EP 1164201に は 、 微 流 動 性 （ micro-flu
idity） 技 術 を 使 用 し て バ イ オ チ ッ プ 上 で ヌ ク レ オ チ ド 標 的 配 列 を 同 定 お よ び ／ ま た は 定
量 す る た め の 逆 検 出 （ inverted detection） の 使 用 が 記 載 さ れ て い る 。 特 許 文 献 EP 10960
245に は 、 ブ ド ウ 球 菌 属 （ Staphylococcus） 微 生 物 を 検 出 す る た め の 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ 後 の ホ モ
ロ グ 配 列 の 検 出 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 特 許 文 献 AU8366001、 AU7547501、 CA2397280、 WO 
01/96604お よ び WO 99/20789に は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 結 合 核 酸 を 可 視 化 す る た め の 、 少
な く と も ８ ０ ｎ ｍ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識 金 粒 子 を 使 用 す る 検 出 技 術 が 記 載 さ れ て い る
。 特 許 文 献 US 6451980に は 、 二 重 特 異 性 抗 体 － ポ リ マ ー プ ロ ー ブ を 使 用 し て シ グ ナ ル を 増
強 す る た め の 技 術 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の 場 合 、 前 記 プ ロ ー ブ の 一 方 の 部 分 は 抗 原 を 認 識
し 、 他 方 の 部 分 は Ｄ Ｔ Ｐ Ａ （ ジ エ チ レ ン ペ ン タ 酢 酸 （ diethylenepentaacteic acid） ） を
標 的 に す る 。 特 許 文 献 WO 02/06511（ Genisphere） に は 、 Ｄ Ｎ Ａ デ ン ド リ マ ー ベ ー ス の ア
プ ロ ー チ を 使 用 す る マ イ ク ロ ア レ イ に 適 用 可 能 な 増 幅 技 術 が 記 載 さ れ て い る 。 特 許 文 献 WO
 01/36681（ Digene） に は 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を 特 異 的 に 標 的 に す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し 、 蛍 光 色 素 を 使 用 し て 可 視 化 す る 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ
Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を 検 出 す る た め の テ ク ノ ロ ジ ー が 開 示 さ れ て い る 。 特 許 文 献 WO 96/14314
（ DAKO） に は 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｐ Ｎ Ａ 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド を 検 出 す る た め の 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 使 用 が 記 載 さ れ て い る 。 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 特 に 使 用 す る た め
の 、 ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た レ ク チ ン ま た は デ キ ス ト ラ ン の 使 用 が 特 許 文 献 EP
0151492（ ENZO） に 開 示 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 WO 00/72018
【 特 許 文 献 ２ 】 EP 1164201
【 特 許 文 献 ３ 】 EP 1096024
【 特 許 文 献 ４ 】 WO 01/77372A2
【 特 許 文 献 ５ 】 US 2001/0010906A1
【 特 許 文 献 ６ 】 AU8366001
【 特 許 文 献 ７ 】 AU7547501
【 特 許 文 献 ８ 】 CA2397280
【 特 許 文 献 ９ 】 WO 01/96604
【 特 許 文 献 １ ０ 】 WO 99/20789
【 特 許 文 献 １ １ 】 US 6451980
【 特 許 文 献 １ ２ 】 WO 02/06511
【 特 許 文 献 １ ３ 】 WO 01/36681
【 特 許 文 献 １ ４ 】 WO 96/14314
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【 特 許 文 献 １ ５ 】 EP0151492
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kumar et al. Silanized nucleic acids: a general platform for DNA
 immobilization. Nucleic acids res 2000; 28: p71
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 当 技 術 の 方 法 の 単 純 さ 、 感 度 お よ び 選 択 性 を 改 良 す る 検 出 方 式 は 、 ま だ 実 現 さ れ て い な
い 組 み 合 わ せ 配 列 解 析 の 最 大 の 潜 在 能 力 を 可 能 に し 得 る 。 し た が っ て 、 低 コ ス ト で 高 感 度
お よ び 再 現 性 を 有 し て ア レ イ を 読 み 取 り 、 分 析 す る た め に 、 当 技 術 の 問 題 を 克 服 す る 技 術
が 必 要 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の 要 旨
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定
性 的 に 検 出 す る た め の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、
下 記 段 階 を 下 記 順 序 で 含 む 方 法 で あ る ：
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 ；
（ ｂ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｄ ） 下 記 物 質 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － 複 数 の う ち の １ 種 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ；
（ ｅ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ ｆ ） 固 形 支 持 体 を 読 み 取 り 、 前 記 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 段 階 （ ａ ） を
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階
に 置 き 換 え 、 な ら び に 段 階 （ ｂ ） を
（ ｂ ） ビ オ チ ン 標 識 サ ン プ ル と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階
に 置 き 換 え た 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 段 階 （ ａ ） の 前 に
（ ａ ０ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階
を 含 む 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 固 形 支 持 体 が ア プ ラ イ 済 み プ ロ ー ブ と と も に 供 給 さ れ て い て 、 上
記 第 二 の 態 様 の 段 階 （ ａ ） ま た は 上 記 第 三 の 態 様 の 段 階 （ ａ ０ ） が ユ ー ザ ー に よ っ て 実 施
さ れ な い 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が カ ラ ー チ ャ ー ト の 使 用 を 含 む 上 記 方 法 で
あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 を 横 切 る コ ン ダ ク タ ン ス お
よ び ／ ま た は 電 流 の 変 化 を 検 出 す る の に 適 し た 装 置 の 使 用 を 含 む 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 上 の 磁 場 の 変 化 を 検 出 す る
の に 適 し た 装 置 の 使 用 を 含 む 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 上 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の
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変 化 を 検 出 す る の に 適 し た 装 置 の 使 用 を 含 む 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 段 階 （ ｅ ） の 金 属 増 強 試 薬 が 銀 増 強 試 薬 で あ る 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は
定 性 的 に 検 出 す る た め の キ ッ ト 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ
て 、 下 記 の も の を 含 む キ ッ ト で あ る ：
　 － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ； お よ び
　 － 固 形 支 持 体 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 下 記 の も の を さ ら に 含 む 上 記 キ ッ ト で あ る ：
　 　 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト ：
　 　 － ビ オ チ ン ；
　 　 － ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を さ ら に 含 む 上 記 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 プ ロ ー ブ が ビ オ チ ン 化 さ れ て い る 上 記 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ が 固 形 支 持 体 に あ ら か じ め 積 載 さ
れ て い る 上 記 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ポ リ マ ー が 生 物 学 的 に 不 活 性 な ポ リ マ ー で あ り
、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 属 粒 子 と の 結 合 能 を 有 す る 、 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ポ リ マ ー が ア ル ブ ミ ン ま た は デ キ ス ト ラ ン の い ず れ か で あ る 上 記
方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル 、
ガ ド リ ニ ウ ム 、 鉛 、 ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 ロ ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、 テ ル ル 、 セ レ ン
、 ケ イ 素 、 シ リ シ ウ ム （ silicium） 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ ウ ム
、 ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、 モ リ
ブ デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は ウ ォ ル フ ラ ム の 粒 子 を 含
む 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 粒 子 を 含 む 上 記 方 法 ま
た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 銀 粒 子 を 含 む 上 記 方 法 ま
た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 金 属 粒 子 が ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有
す る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 上 記 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 上 記 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 磁 気 共 鳴 映 像 法 に 基 づ く 系 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の イ メ ー
ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ
て 、 下 記 段 階 を 含 む 方 法 で あ る ：
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（ ｉ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 系 に 加 え る 段 階 ；
（ ｉ ｉ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 を 系 に 加 え る 段 階 ； お よ び
（ ｉ ｉ ｉ ） 磁 気 共 鳴 映 像 法 を 使 用 し て 映 像 を 取 得 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 磁 気 共 鳴 映 像 法 に 基 づ く 系 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の イ メ
ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め の キ ッ ト 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で
あ っ て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 を 含 む キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ を さ ら に 含 む 上 記 キ
ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 上 記 系 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ
る 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 上 記 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 プ ロ ー ブ が 抗 体 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ
チ ド リ ガ ン ド で あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金
、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル 、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 鉛 、 ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ロ ジ ウ
ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、 テ ル ル 、 セ レ ン 、 ケ イ 素 （ シ リ シ ウ ム ） 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー
ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ
シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、 モ リ ブ デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は
ウ ォ ル フ ラ ム の 粒 子 を 含 む 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金
粒 子 を 含 む 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 銀
粒 子 を 含 む 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 の 金 属 粒 子 が ０ ． ６ ～ ４ ０
ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有 す る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ
び ／ ま た は ア ビ ジ ン を 含 む 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び ／ ま た は コ ン ジ ュ ゲ
ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 む 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超
常 磁 性 粒 子 を 含 み 、 段 階 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） を 実 施 し な い 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 超 常 磁 性 粒 子 が 酸 化 鉄 を 含 む 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 超 常 磁 性 粒 子 の 酸 化 鉄 含 量 が ３ ０ ～ ８ ０ ％ の 範 囲 で あ る 上 記 方 法
ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 超 常 磁 性 粒 子 が ５ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有 す る 上 記 方 法
ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に 結 合 可 能
で あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 プ ロ ー ブ が ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス コ ー ト ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 可
能 で あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｖ ） 感 染 の 進 行 を 検 出 、 診 断 お よ
び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ す る た め の 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ８ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３
１ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ ３ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ ５ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ５ ２ お よ び Ｈ Ｐ Ｖ ５ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 遺
伝 子 に 結 合 可 能 で あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 プ ロ ー ブ が 表 １ に 列 挙 さ れ る 成 分 に 結 合 可 能 で あ る 上 記 方 法 ま た
は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 表 １ に 列 挙 さ れ る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ヒ ト 疾 患 状 態 の 進 行 ま た
は そ の 疾 患 状 態 に 対 す る 罹 患 し や す さ を 、 そ の 成 分 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た
は 核 酸 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ す る た め の 上 記 方
法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ
、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、 ま た は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） の い ず れ か に 結
合 可 能 で あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ
Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、 ま た は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 起 因 す る 感 染 の 進 行 を 検 出
、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ す る た め の 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ベ ー タ － ア ミ
ロ イ ド 、 ｈ Ｔ Ａ Ｕ 、 ホ ス ホ Ｔ Ａ Ｕ お よ び Ａ Ｐ Ｏ Ｅ に 結 合 可 能 で あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト
で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 の 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ に
お い て 使 用 す る た め の 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の Ａ Ｎ Ａ 、 Ｊ ｏ
－ １ 、 ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ｐ 、 Ｓ ｃ ｌ － ７ ０ 、 Ｓ ｍ 、 Ｓ Ｓ － Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ
Ｇ サ ブ ク ラ ス お よ び 循 環 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 悪 性 疾 患 、 自 己 免 疫 ま た は ア レ ル ギ ー 関 連 疾 患 の 進 行 の 検 出 、 診
断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ に お い て 使 用 す る た め の 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が 飲 料 水 の 微 生 物 混 入 物 に 結 合 可 能 で
あ る 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 菌 に 関 し て 水 の 環 境 試 験 を 行 う た め の 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 遺 伝 子 改 変 成 分 、 リ ス テ リ ア お よ び サ ル モ ネ ラ に 関 す る 食 物 成 分
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の 環 境 試 験 に お い て 使 用 す る た め の 上 記 方 法 ま た は キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 お よ び ／ ま た は 組 織 切 片 中 の 成 分 を 染 色 す る た め の 方 法 、 こ
の 場 合 の 染 色 は 顕 微 鏡 観 察 を 使 用 す る 可 視 化 に 適 す る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 含 む 方 法 で
あ る ：
Ａ ） 前 記 成 分 を 標 的 に す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ と 切 片 を イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 段 階 ；
Ｂ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
Ｃ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ； お よ び
Ｄ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の テ ク ノ ロ ジ ー の 使 用 を 普 及 さ せ る た め に 、 レ ー ザ ー 走 査 装 置 ま た は 他 の 種 類 の 高 価
な 可 視 化 設 備 を 使 用 せ ず に 、 研 究 者 が 肉 眼 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 結 果 を 評 価 す る こ と
を 可 能 に す る 可 視 化 技 術 を 有 す る こ と が 有 益 で あ ろ う 。 別 法 で は 、 低 コ ス ト の 読 み 取 り 装
置 、 例 え ば 電 気 コ ン ダ ク タ ン ス お よ び ／ ま た は 磁 束 の 変 化 を 検 出 す る 装 置 の 使 用 を 可 能 に
す る シ ス テ ム は 、 高 感 度 の ア レ イ 型 分 析 が 研 究 お よ び 診 断 用 ツ ー ル と し て さ ら に 費 用 効 果
が 高 く な る よ う 役 立 つ で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 、 固 形 支 持 体 上 で の サ ン プ ル 中 の 成 分 の 検 出 に お い て 使 用 す る た め の 方 法 お よ
び 試 薬 で あ っ て 、 ナ ノ メ ー ト ル 範 囲 （ す な わ ち ０ ． １ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 ） の 直 径 の 金 属
粒 子 お よ び ポ リ マ ー を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ポ リ マ ー の 使 用 を 含 む 方 法 お よ び 試 薬 に
関 す る 。 本 発 明 は 、 固 形 支 持 体 上 で の サ ン プ ル 中 の 成 分 の 検 出 に お い て 使 用 す る た め の 方
法 お よ び 試 薬 で あ っ て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び 、 場 合 に よ り １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超
磁 性 （ supermagnetic） 粒 子 に 結 合 し て い る ポ リ マ ー の 使 用 を 含 む 方 法 お よ び 試 薬 に さ ら
に 関 す る 。 本 発 明 は 、 イ ン ビ ボ イ メ ー ジ ン グ お よ び 顕 微 鏡 観 察 の 向 上 に お い て 使 用 す る た
め の 方 法 お よ び 試 薬 に さ ら に 関 す る 。 本 発 明 は 診 断 用 キ ッ ト に さ ら に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 固 形 支 持 体 上 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル を 固 定 し 、 そ れ に
１ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を ア プ ラ イ し 、 結 合 を 検 出 す る 。 ゆ え に 、 本 発 明 の 一 態 様
は 、 サ ン プ ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た
め の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 下 記 順
序 で 含 む 方 法 で あ る ：
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 ；
（ ｂ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｄ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ；
（ ｅ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ ｆ ） 固 形 支 持 体 を 読 み 取 り 、 前 記 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 発 明 者 ら は 、 本 発 明 に し た が っ て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 使 用 し て プ ロ ー ブ と 成 分 間 の 特 異 的 相 互 作 用 の シ グ ナ ル を 増 幅 す る と 、 高 感 度 で
再 現 性 の あ る 、 成 分 の 定 性 的 （ qualititative） お よ び ／ ま た は 定 量 的 指 標 が 示 さ れ る こ
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と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 上 記 段 階 （ ａ ） の 前 に 固 形 支 持 体 に プ ロ ー ブ を ア プ ラ イ す る 。 す
な わ ち
（ ａ ０ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 ；
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｂ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｄ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ；
（ ｅ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ ｆ ） 固 形 支 持 体 を 読 み 取 り 、 前 記 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 サ ン プ ル を ア プ ラ イ す る 前 に 固 形 支 持 体 に プ ロ ー ブ を ア プ ラ イ す る こ と に よ っ て 、 以 後
の 段 階 の 前 に サ ン プ ル は 固 形 支 持 体 に 選 択 的 に 結 合 し 、 し た が っ て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ
ナ ル が 減 少 す る 。 段 階 （ ｂ ） の プ ロ ー ブ は 段 階 （ ａ ０ ） の プ ロ ー ブ よ り 選 択 性 が 低 く て よ
く 、 そ れ で も な お 優 れ た 信 号 雑 音 比 を 提 供 す る 。 段 階 （ ａ ０ ） の プ ロ ー ブ は 段 階 （ ｂ ） の
プ ロ ー ブ と 同 じ で あ っ て も 異 な っ て い て も よ い 。 例 え ば 、 段 階 （ ａ ０ ） の プ ロ ー ブ は モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ く 、 段 階 （ ｂ ） の プ ロ ー ブ は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ い
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 固 形 支 持 体 上 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 定 し 、 そ れ
に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル を ア プ ラ イ す る 。 ゆ え に 、 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 サ ン プ
ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め の 方 法 、
こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 下 記 順 序 で 含 む 方
法 で あ る ：
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 ；
（ ｂ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 サ ン プ ル と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｄ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ；
（ ｅ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ ｆ ） 固 形 支 持 体 を 読 み 取 り 、 前 記 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 に ア プ ラ イ す る こ と に 関 し
て 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ア プ ラ イ す る 」 と は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 合 成 ま た は 生 物
学 的 物 質 を 固 形 支 持 体 上 に 堆 積 さ せ る こ と を 意 味 す る 。 手 動 の 方 式 ま た は 装 置 を 使 用 す る
こ と に よ っ て 堆 積 を 行 っ て よ く 、 し た が っ て 、 非 限 定 的 に ス ポ ッ ト 操 作 、 ピ ペ ッ ト 操 作 、
プ リ ン ト 、 ジ ェ ッ ト プ リ ン ト 、 滴 下 等 の 操 作 を 行 う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 発 明 者 ら は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中 で ナ ノ メ ー
ト ル 規 模 お よ び 時 に は ナ ノ メ ー ト ル よ り 下 位 の 規 模 の 金 属 粒 子 を 使 用 す る と 極 め て 高 い 標
識 指 数 が 得 ら れ る こ と を 発 見 し た 。 こ れ に よ り 検 出 感 度 が 向 上 す る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明
の 方 法 は 最 低 限 の ２ 接 触 段 階 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） し か 必 要 と せ ず 、 し た が っ て 時 間 、 必
要 な 試 薬 の 数 、 お よ び エ ラ ー の 可 能 性 が 大 き く 減 少 す る 。 結 果 と し て 生 じ る 色 の 変 化 に よ
り 、 走 査 装 置 で の 評 価 が 可 能 に な る だ け で な く 、 肉 眼 で の 評 価 が 可 能 に な り 、 し た が っ て
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光 学 的 ま た は 電 気 的 検 出 装 置 が 不 必 要 に な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に ま た 、 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の ナ ノ サ イ ズ の 金 属 粒 子 を 使 用 す る と 種 々 の 閉 じ 込 め
効 果 が 生 じ 、 そ の 効 果 が 金 属 の 特 性 を 劇 的 に 変 化 さ せ る こ と を 発 見 し た 。 こ の よ う な 特 性
は 、 そ の 特 性 の 原 因 で あ る 実 体 ま た は 機 構 が 、 そ の 実 体 ま た は 機 構 に 関 連 す る 臨 界 長 さ （
critical length） よ り 小 さ い ス ペ ー ス 内 に 閉 じ 込 め ら れ た 場 合 に 変 化 す る よ う で あ る 。
こ の よ う な 特 性 の 例 に は 、 非 限 定 的 に 、 電 気 伝 導 率 （ electrical conductivity） 、 比 誘
電 率 （ dielectric constant） 、 絶 縁 耐 力 （ dielectric strength） 、 誘 電 損 失 （ dielectr
ic loss） 、 分 極 （ polarization） 、 誘 電 率 （ permitivity） 、 臨 界 電 流 （ critical curre
nt） 、 超 伝 導 （ superconductivity） 、 圧 電 気 （ piezoelectricity） 、 平 均 自 由 行 程 （ mea
n free path） 、 キ ュ リ ー 温 度 （ curie temperature） 、 臨 界 磁 場 （ critical magnetic fi
eld） 、 透 磁 性 （ permeability） 、 保 磁 力 （ coercive force） 、 磁 歪 （ magnetostriction
） 、 磁 気 抵 抗 （ magnetoresistance） 、 ホ ー ル 係 数 （ hall coefficient） 、 Ｂ Ｈ ｍ ａ ｘ 、
臨 界 温 度 （ critical temperature） 、 融 点 （ melting point） 、 沸 点 （ boiling point） 、
昇 華 点 （ sublimation point） 、 相 変 態 条 件 （ phase transformation conditions） 、 蒸 気
圧 （ vapor pressure） 、 異 方 性 （ anisotropy） 、 付 着 （ adhesion） 、 密 度 （ density） 、
硬 度 （ hardness） 、 延 性 （ ductility） 、 弾 性 （ elasticity） 、 多 孔 度 （ porosity） 、 強
度 （ strength） 、 靭 性 （ toughness） 、 表 面 粗 さ （ surface roughness） 、 熱 膨 張 の 係 数 （
coefficient of thermal expansion） 、 熱 伝 導 度 （ thermal conductivity） 、 比 熱 （ spec
ific heat） 、 潜 熱 （ latent heat） 、 屈 折 率 （ refractive index） 、 吸 光 率 （ absorptivi
ty） 、 放 射 率 （ emissivity） 、 分 散 度 （ dispersivity） 、 散 乱 （ scattering） 、 分 極 （ 偏
光 ） （ polarization） 、 酸 性 度 （ acidity） 、 塩 基 度 （ basicity） 、 触 媒 作 用 （ catalysis
） 、 反 応 性 （ reactivity） 、 エ ネ ル ギ ー 密 度 （ energy density） 、 活 性 化 エ ネ ル ギ ー （ ac
tivation energy） 、 自 由 エ ネ ル ギ ー （ free energy） 、 エ ン ト ロ ピ ー （ entropy） 、 頻 度
因 子 （ frequency factor） 、 環 境 有 益 性 （ environmental benigness） 、 生 物 活 性 （ bioac
tivity） 、 生 体 適 合 性 （ biocompatibility） 、 お よ び 特 性 の 熱 お よ び 圧 力 係 数 （ thermal 
and pressure coefficients of properties） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 サ ン プ ル 」 と は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の 存 在 お よ び ／ ま た は 濃 度 に 関 す る 試 験
対 象 の 実 体 の 少 な く と も 部 分 を 表 す 。 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 動 物 、 植 物 、 細 菌 、 ウ イ ル ス
、 微 生 物 、 血 液 、 血 液 成 分 、 他 の 体 液 、 組 織 、 細 胞 、 ゲ ノ ム 、 プ ロ テ オ ー ム 、 飲 料 水 、 土
壌 、 家 庭 廃 棄 物 、 産 業 廃 棄 物 、 任 意 の 食 品 － 液 状 物 ま た は 固 形 物 、 作 物 、 生 物 学 的 調 製 物
、 生 化 学 的 調 製 物 由 来 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 サ ン プ ル を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ る ビ オ チ ン は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 可 能 な 任 意
の 種 類 で あ っ て よ く 、 変 異 体 お よ び 部 分 が 含 ま れ る 。 サ ン プ ル を ビ オ チ ン 化 す る 方 法 は 追
っ て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 中 の 「 固 形 支 持 体 」 と は 、 成 分 お よ び ／ ま た は サ ン プ ル を 固 定 す る こ と が 可 能
な 任 意 の 固 形 支 持 体 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 固 形 支 持 体 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 非 限
定 的 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ナ イ ロ ン 、 シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド 、 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド 、 プ ラ ス チ ッ ク が 含 ま れ る 。 固 形 支 持 体 は 単 一 ス ポ
ッ ト の サ ン プ ル 、 マ ル チ サ ン プ ル お よ び ／ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ 等 を 保 持 す る こ と が で き
る で あ ろ う 。 固 形 支 持 体 は 好 ま し く は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 段 階 （ ａ ０ ） 、 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） の よ う な 連 続 の ア プ ラ イ お よ び 接
触 段 階 は 、 好 ま し く は 、 各 段 階 の 接 触 領 域 の 少 な く と も 部 分 が 同 一 で あ る よ う に 実 行 す る
。 固 形 支 持 体 上 の １ 点 以 上 の 別 個 の 点 で 接 触 を 行 っ て よ い 。 支 持 体 の 表 面 を 単 一 の 試 薬 で
覆 う こ と に よ っ て 接 触 を 達 成 し て も よ い 。 手 動 の 方 式 ま た は 装 置 を 使 用 す る こ と に よ っ て
接 触 を 達 成 し て も よ く 、 し た が っ て 、 非 限 定 的 に ス ポ ッ ト 操 作 、 ピ ペ ッ ト 操 作 、 プ リ ン ト
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、 ジ ェ ッ ト プ リ ン ト 、 滴 下 、 浸 漬 等 の 操 作 を 行 う 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 段 階 （ ａ ０ ） 、
（ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） の ア プ ラ イ ま た は 接 触 の 領 域 の 少 な く と も 部 分 、 お
よ び 好 ま し く は ほ と ん ど の 領 域 が 、 適 用 可 能 で あ れ ば 、 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 読 み 取 り 」 と は 、 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て
い る 位 置 で の 固 形 支 持 体 の 特 性 の 変 化 か ら 成 分 の 濃 度 を 決 定 す る こ と 、 す な わ ち 定 量 的 読
み 取 り を 意 味 す る 。 同 様 に 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 読 み 取 り 」 と は 、 サ ン プ ル ま た は
プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る 位 置 で の 固 形 支 持 体 の 特 性 の 変 化 か ら 成 分 の 有 無 を 判 定 す
る こ と 、 す な わ ち 定 性 的 読 み 取 り を 意 味 す る 。 本 発 明 で は 、 固 形 支 持 体 の 特 性 の 変 化 は 、
サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る 位 置 で の 色 の 変 化 （ 例 え ば 白 か ら 赤 、 白 か
ら 黒 、 白 か ら 灰 色 ） お よ び ／ ま た は 電 気 伝 導 率 の 変 化 お よ び ／ ま た は 磁 場 の 変 化 で あ っ て
よ い 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 ま た は 偏 光 解 析 法 に よ っ て 特 性 の 変 化 を 読 み 取 る こ と は 本 発 明
の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 読 み 取 り と は 、 通 常 の 視 覚 を 使 用 し て 固 形 支 持 体 上 の 色 の 変 化 を 検 出 し 、 成 分 の 存 在 ま
た は 不 存 在 を 判 定 す る か 、 あ る い は 成 分 の 濃 度 を 決 定 す る こ と を 意 味 し て よ い 。 既 知 の 濃
度 の プ ロ ー ブ ま た は 成 分 の 色 と サ ン プ ル の 色 の 比 較 を 可 能 に す る カ ラ ー チ ャ ー ト を 使 用 し
て 読 み 取 り を 行 う こ と は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 電 気 的 お よ び 光 学 的 測 定 設 備 の 支 援 を 伴
っ て ま た は 伴 わ ず に 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ る 色 の 変 化 を 読 み 取 る こ と は 本 発 明 の 範 囲 内 で
あ る 。 例 え ば 、 以 下 で 考 察 さ れ る 反 射 率 読 み 取 り 装 置 を 用 い て 固 形 支 持 体 の 色 の 変 化 を 読
み 取 っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 反 射 率 読 み 取 り 装 置 を 使 用 し て 色 の 変 化 を 測 定 す る と 、 正 確 な 測 定 結 果 が 得 ら れ 、 プ ロ
ー ブ ま た は 成 分 の 濃 度 を 決 定 す る こ と が で き る 。 未 知 の 成 分 の 濃 度 は 、 複 数 の 濃 度 の プ ロ
ー ブ ま た は 成 分 を 用 い て 取 得 さ れ る 検 量 線 に 対 す る 補 間 に よ っ て 算 出 で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 読 み 取 り と は 、 光 学 式 ス キ ャ ナ ー を 使 用 し て 固 形 支 持 体 上 の 色 の 変 化 を 確 認 し 、 成 分 の
存 在 ま た は 不 存 在 を 判 定 す る か 、 あ る い は 成 分 の 濃 度 を 決 定 す る こ と を 意 味 し て よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 、 読 み 取 り と は 、 装 置 を 使 用 し て 、 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る
固 形 支 持 体 上 の 位 置 で 電 気 伝 導 率 ま た は 電 流 の 変 化 を 測 定 し 、 成 分 の 濃 度 を 決 定 す る こ と
を 意 味 し て よ い 。 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 段 階 （ ｃ ） お よ び ／ ま た は （ ｄ ） で 電 気 伝 導 性 金
属 粒 子 を 使 用 す る と 、 固 形 支 持 体 の 電 気 伝 導 率 の 変 化 が 生 じ る こ と を 発 見 し た 。 こ の 変 化
は 、 固 形 支 持 体 を 横 切 る 伝 導 率 お よ び ／ ま た は 電 流 の 変 化 を 検 出 す る こ と が 可 能 な 装 置 を
使 用 し て 好 都 合 か つ 正 確 に 読 み 取 る こ と が で き る 。 前 記 装 置 は １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 下 記
特 徴 を 含 ん で よ い ： １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 電 気 的 接 触 プ ロ ー ブ 、 伝 導 率 お よ び ／ ま た は 電
流 を 測 定 す る た め の 回 路 網 、 ア ナ ロ グ ・ デ ジ タ ル コ ン バ ー タ ー 。 一 例 で は 、 サ ン プ ル ま た
は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る 位 置 で 固 形 支 持 体 の 上 面 に 装 置 の １ プ ロ ー ブ を 接 触 さ せ
、 下 面 上 の 同 一 位 置 に 第 二 の プ ロ ー ブ を 接 触 さ せ ； そ の プ ロ ー ブ を 横 切 る 伝 導 率 お よ び ／
ま た は 電 流 を 装 置 に よ っ て 測 定 す る 。 別 の 例 で は 、 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ
れ て い る 位 置 で 固 形 支 持 体 の 上 面 に 装 置 の １ プ ロ ー ブ を 接 触 さ せ 、 固 形 支 持 体 の 下 面 全 体
を 導 電 プ レ ー ト に 接 触 さ せ ； そ の プ ロ ー ブ と プ レ ー ト を 横 切 る 伝 導 率 お よ び ／ ま た は 電 流
を 装 置 に よ っ て 測 定 す る 。 後 者 の 例 は １ 種 以 上 の サ ン プ ル の 測 定 に お い て 上 面 に 接 触 す る
プ ロ ー ブ し か 移 動 さ せ る 必 要 が な い と い う 利 便 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 、 読 み 取 り と は 、 装 置 を 使 用 し て 、 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る
固 形 支 持 体 上 の 位 置 で 磁 場 の 変 化 を 測 定 し 、 成 分 の 濃 度 を 決 定 す る こ と を 意 味 し て よ い 。
本 発 明 の 段 階 （ ｃ ） お よ び ／ ま た は （ ｄ ） で 磁 性 で も あ る 金 属 粒 子 を 使 用 す る と 、 固 形 支
持 体 の 磁 場 の 変 化 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 こ の 変 化 は 、 固 形 支 持 体 上 の 磁 性 の 変 化 を
検 出 す る こ と が 可 能 な 装 置 を 使 用 し て 好 都 合 か つ 正 確 に 読 み 取 る こ と が で き る 。 前 記 装 置
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は １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 下 記 特 徴 を 含 ん で よ い ： １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 磁 場 検 出 用 プ ロ ー
ブ 、 磁 場 を 測 定 す る た め の 回 路 網 、 ア ナ ロ グ ・ デ ジ タ ル コ ン バ ー タ ー 。 一 例 で は 、 装 置 の
磁 場 検 出 用 プ ロ ー ブ に よ っ て サ ン プ ル ま た は 分 子 プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る 位 置 で 固
形 支 持 体 の 表 面 を 走 査 し 、 固 形 支 持 体 の 磁 場 を 装 置 に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 読 み 取 り と は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 を 利 用 す る 装 置 を 使 用 し て 、 サ ン プ ル ま た は
プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 上 の 表 面 特 性 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 意 味 し て
よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 、 読 み 取 り と は 、 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 の 表 面
か ら 反 射 さ れ る 偏 光 の 変 化 を 検 出 す る 装 置 を 使 用 す る こ と を 意 味 し て よ い 。 こ の よ う な 装
置 の 例 は エ リ プ ソ メ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
イ ン ビ ボ イ メ ー ジ ン グ
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 系 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の 磁 気 共 鳴 に よ る イ メ ー ジ ン グ を
向 上 さ せ る た め の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記
段 階 を 含 む 方 法 で あ る ：
（ ｉ ） ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 系 に 加 え る 段 階 ；
（ ｉ ｉ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 を 系 に 加 え る 段 階 ； お よ び
（ ｉ ｉ ｉ ） 磁 気 共 鳴 映 像 法 を 使 用 し て 系 の 映 像 を 記 録 す る 段 階 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 発 明 者 ら は 、 段 階 （ ｉ ｉ ） で ナ ノ メ ー ト ル サ イ ズ ま た は ナ ノ メ ー ト ル よ り 下 位 の サ イ ズ
、 例 え ば ０ ． ８ ｍ 、 の 金 属 粒 子 を 使 用 し て 形 成 さ れ た 複 合 体 は 、 よ り 大 き い 粒 子 の 周 り に
構 築 さ れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 比 較 し て 、 基 本 的 に 異 な る 特 性 を 有 し 、 し た が っ て イ ン ビ ボ
イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め の 使 用 に 適 し て い る こ と を 発 見 し た 。 小 さ い ナ ノ 粒 子 は タ
イ ト な 粒 子 表 面 湾 曲 を 有 し 、 し た が っ て そ の 周 り に 構 築 さ れ た 水 双 極 子 層 を 引 き つ け る 可
能 性 が 低 い 。 ゆ え に 、 流 体 力 学 半 径 は 減 少 す る 。 ま た 、 こ れ ら の 小 さ い 金 属 粒 子 は 低 い 正
味 の 負 電 荷 し か 保 持 せ ず 、 ゆ え に サ ン プ ル 表 面 に 接 近 す る 時 に そ れ ら が 受 け る 、 電 荷 に よ
っ て 決 定 さ れ る 反 発 は 少 な い 。 こ れ ら の 特 性 に よ っ て 、 生 物 学 的 系 、 器 官 お よ び 生 物 に お
い て 良 好 な 透 磁 性 が 生 じ る と 思 わ れ る 。 さ ら に ま た 、 段 階 （ ｉ ｉ ） の ナ ノ 粒 子 は 非 常 に 小
さ い の で 、 立 体 障 害 （ steric hinderance） を 引 き 起 こ さ な い 。 し た が っ て 、 経 路 、 例 え
ば ヒ ト の 代 謝 経 路 を 可 視 化 す る た め の マ ー カ ー と し て そ れ ら は 理 想 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の イ メ ー ジ ン グ の 態 様 に 基 づ く 系 は 、 成 分 の 存 在 お よ び 分 布 が 興 味 の 対 象 で あ る
生 物 学 的 実 体 で あ っ て よ い 。 系 の 例 に は 、 ヒ ト 、 動 物 、 植 物 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 、 微 生 物
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 系 中 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め の 方 法 は 技 術 者 が 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 系 中 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め の 方 法 を 使 用 し て 、 医 学 的 症 状 へ の 罹 患 し
や す さ を 検 出 で き る 。 系 中 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め の 方 法 を 使 用 し て 、 患
者 に 存 在 す る 医 学 的 症 状 を 検 出 で き る 。 成 分 お よ び 症 状 の 例 は 表 １ に 提 供 さ れ る 通 り で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 成 分 」 と は 、 そ の 成 分 の 同 定 を 可 能 に す る プ ロ ー ブ に 結 合 可
能 な 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。 成 分 の 例 に は 、 非 限 定 的 に Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 受 容 体 、 リ ガ ン ド 、 シ グ ナ ル 伝
達 タ ン パ ク 質 、 代 謝 産 物 、 毒 素 、 細 胞 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 等 が 含 ま れ る 。 成 分 の 例 は 表 １ に
提 供 さ れ る 通 り で あ る 。 イ メ ー ジ ン グ に よ る 検 出 に 有 用 な 種 類 の 成 分 の 例 に は 、 受 容 体 、
細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 リ ボ 核 酸 、 デ ス オ キ シ リ ボ 核 酸 、 細 胞 質 抗 原 、 核 抗 原 、 膜 抗 原 、 ホ
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ル モ ン 、 代 謝 産 物 、 腫 瘍 抗 原 、 ミ ト コ ン ド リ ア タ ン パ ク 質 、 ミ ト コ ン ド リ ア Ｄ Ｎ Ａ お よ び
ミ ト コ ン ド リ ア Ｒ Ｎ Ａ 、 核 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 成 分 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 任 意 の 化 合 物 を
意 味 す る 。 遺 伝 子 に 結 合 す る 核 酸 オ リ ゴ マ ー 、 受 容 体 に 結 合 す る リ ガ ン ド 、 抗 原 に 結 合 す
る 抗 体 は 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ ／ 成 分 相 互 作 用 の 例 で あ る 。 本 発 明 で は 、 プ ロ ー ブ と 成 分 の
間 の 結 合 の 親 和 性 は 、 １ ０ μ Ｍ 、 ５ μ Ｍ 、 ２ μ Ｍ 、 １ μ Ｍ 、 ０ ． １ μ Ｍ 、 ０ ． ０ １ μ Ｍ ま
た は １ ｎ Ｍ よ り 良 好 で あ る 。 プ ロ ー ブ の 例 に は 、 非 限 定 的 に 核 酸 、 Ｐ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、
ペ プ チ ド 、 抗 体 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 プ ロ ー ブ を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ る ビ オ チ ン は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 可 能 な 任 意
の 種 類 で あ っ て よ く 、 そ の 化 学 変 種 が 含 ま れ る 。 プ ロ ー ブ を ビ オ チ ン 化 す る 方 法 は 追 っ て
説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 」 と は 、 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン お よ び ／ ま た は ア ビ ジ ン お よ び １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 属 粒 子 を 含 む 複 合 体 で あ る
。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な 任 意 の 種 類 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ り 、
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 部 分 ま た は 変 異 体 が 含 ま れ る 。 ア ビ ジ ン は ビ オ チ ン に 結 合 可 能 な 任
意 の 種 類 の ア ビ ジ ン で あ り 、 ア ビ ジ ン の 部 分 ま た は 変 異 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 一 側 面 で
は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ／ ま た は ア ビ ジ ン に 非 共 有 結 合 力 に よ っ て 金 属 粒 子 を 結 合
さ せ て よ い 。 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ／ ま た は ア ビ ジ ン に 共 有
結 合 に よ っ て 金 属 粒 子 を 結 合 さ せ て よ い 。 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 属 粒 子 を 伴 う ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン お よ び ／ ま た は ア ビ ジ ン の 提 供 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 金 属 粒 子 の 種 類 お
よ び そ の 直 径 は 追 っ て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 分 子 で
標 識 さ れ て い る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー 、 お よ び そ の ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属
粒 子 を 含 む 。 ポ リ マ ー を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ る ビ オ チ ン は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び
／ ま た は ア ビ ジ ン に 結 合 可 能 な 任 意 の 種 類 で あ っ て よ く 、 そ の 化 学 変 種 が 含 ま れ る 。 本 発
明 の 一 側 面 で は 、 ビ オ チ ン を 共 有 結 合 に よ っ て ポ リ マ ー に 結 合 さ せ る － そ の た め の 方 法 は
追 っ て 説 明 す る 。 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 ポ リ マ ー に 結 合 さ せ る ビ オ チ ン 分 子 の 数 は 、 ２
、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １
８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ３ ０ ０
、 ４ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ７ ０ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ９ ０ ０ 、 ま た は １ ０ ０ ０ 未 満 で あ っ て よ く
、 好 ま し く は １ ～ ５ ０ ０ 、 １ ～ ４ ０ ０ 、 １ ～ ３ ０ ０ 、 １ ～ ２ ０ ０ 、 １ ～ １ ０ ０ の 範 囲 、 最
も 好 ま し く は ５ ～ １ ０ ０ の 範 囲 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中 に 存 在 す る 「 ポ リ マ ー 」 は 、 分 子 量 が ５ ０ ０ Ｄ ａ 、 １ ０ ０ ０
Ｄ ａ 、 １ ５ ０ ０ Ｄ ａ 、 ２ ０ ０ ０ Ｄ ａ ま た は ２ ５ ０ ０ Ｄ ａ よ り 大 き く 、 最 も 好 ま し く は ５ ０
０ Ｄ ａ よ り 大 き い 任 意 の ポ リ マ ー 性 物 質 で あ る 。 本 発 明 の 側 面 で は 、 ポ リ マ ー は サ ン プ ル
ま た は プ ロ ー ブ に 対 す る 特 異 的 結 合 を 示 さ な い 。 本 発 明 の 側 面 で は 、 ポ リ マ ー は 生 物 学 的
に 不 活 性 で あ る 。 換 言 す れ ば 、 ポ リ マ ー は 他 の 生 物 学 的 分 子 に 対 す る 特 異 的 結 合 を 有 さ ず
、 他 の 生 物 学 的 分 子 は そ れ に 特 異 的 に は 結 合 し な い 。 本 発 明 の 側 面 で は 、 ポ リ マ ー は 静 電
気 的 ま た は 共 有 結 合 性 相 互 作 用 に よ っ て １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 属 粒 子 に 結 合 可 能 で あ る
。 本 発 明 で 採 用 す る こ と が で き る ポ リ マ ー は 化 学 合 成 ポ リ マ ー ま た は 天 然 に 存 在 す る ポ リ
マ ー で あ っ て よ い 。 化 学 合 成 ポ リ マ ー の 例 に は 、 ビ ニ ル ポ リ マ ー （ vinyl polymers） 、 ア
ラ ミ ド ポ リ マ ー （ aramid polymers） 、 ポ リ ビ ニ ル ア ミ ン （ polyvinylamine） 、 ポ リ （ ビ
ニ ル ア ル コ ー ル ） （ poly(vinyl alcohol)） 、 ポ リ （ Ｎ － ビ ニ ル カ ル バ ゾ ー ル ） （ poly (N
-vinylcarbazole)） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ピ リ ジ ン ） （ poly(vinylpyridine)） 、 ポ リ ピ ロ ー ル
（ polypyrrole） 、 ポ リ フ ェ ニ ル ポ リ マ ー （ polyphenyl polymers） 、 ポ リ （ 硫 化 フ ェ ニ レ
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ン ） （ poly(phenylene sulfide)） 、 ポ リ （ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン ） （ poly(vinylidene fluor
ide)） 、 ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ） （ poly(methyl methacrylate)） 、 ポ リ メ チ レ ン ポ
リ マ ー （ polymethylene polymers） 、 ポ リ イ ミ ダ ゾ ー ル （ polyimidazole） 、 ポ リ イ ミ ド
（ polyimide） 、 ポ リ ス チ レ ン （ polystyrene） 、 オ レ フ ィ ン ポ リ マ ー （ olefin polymers
） 、 エ ラ ス ト マ ー （ elastomers） 、 エ ン ジ ニ ア リ ン グ ポ リ マ ー （ engineering polymers）
、 ポ リ オ レ フ ィ ン （ polyolfein） 、 ポ リ エ ス テ ル （ polyester） 、 ポ リ カ ー ボ ナ ー ト （ pol
ycarbonate） 、 エ ン ジ ニ ア リ ン グ プ ラ ス チ ッ ク （ engineering plastics） 、 エ ポ キ シ ポ リ
マ ー （ epoxy polymers） 、 フ ェ ノ ー ル ポ リ マ ー （ phenolic polymers） 、 ポ リ ウ レ タ ン （ p
olyurethane） 、 ポ リ ジ ネ ン ポ リ マ ー （ polydinene polymers） 、 ア ク リ ル ポ リ マ ー （ acry
lic polymers） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド （ polyacrylamide） 、 ポ リ ア ミ ド （ polyamide） 、
ポ リ ア セ タ ー ル （ polyacetal） 、 ポ リ エ ー テ ル （ polyether） 、 ポ リ ア セ チ レ ン （ polyace
tylene） 、 ポ リ ア ニ リ ン （ polyaniline） 、 ポ リ イ ソ ブ チ レ ン （ polyisobutylene） 、 ポ リ
イ ソ プ レ ン （ polyisoprene） 、 ポ リ （ エ チ レ ン テ レ フ タ ラ ー ト ） （ poly(ethylene tereph
thalate)） 、 ポ リ エ ン ポ リ マ ー （ polyene polymers） 、 ポ リ （ 塩 化 ビ ニ リ デ ン ） （ poly(v
inylidene chloride)） 、 ポ リ （ 塩 化 ビ ニ ル ） （ poly(vinyl chloride)） 、 ポ リ カ ー ボ ナ
ー ト （ polycarbonate） 、 ポ リ （ 酢 酸 ビ ニ ル ） （ poly(vinyl acetate)） 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
（ polypropylene） 、 エ チ レ ン ポ リ マ ー （ ethylene polymers） 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 （ ion-ex
change resins） （ 例 え ば Nafion） 、 お よ び シ リ コ ー ン 誘 導 体 （ silicone derivatives）
が 含 ま れ る 。 天 然 に 存 在 す る ポ リ マ ー の 例 に は 、 ア ガ ロ ー ス （ agarose） 、 ゲ ラ ン ガ ム （ g
ellan gum） 、 セ ル ロ ー ス ポ リ マ ー （ cellulose polymers） （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル
セ ル ロ ー ス （ hydroxyethyl cellulose） 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス （ hydroxypropy
l cellulose） 、 お よ び カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス （ carboxymethyl cellulose） ） 、 デ
キ ス ト ラ ン （ dextran） 、 デ キ ス ト リ ン （ dextrin） 、 ア ル ギ ン 酸 塩 （ alginate salts） 、
ヒ ア ル ロ ン 酸 塩 （ hyaluronate salts） 、 ポ リ （ グ ル タ ミ ン 酸 ） （ poly(glutamic acid)）
、 ポ リ （ リ シ ン ） （ poly (lysine)） 、 キ ト サ ン （ chitosan） 、 リ グ ニ ン （ lignin） 、 カ
ラ ゲ ナ ン （ carageenan） 、 絹 フ ィ ブ ロ イ ン （ silk fibroin） 、 寒 天 （ agar） 、 ポ リ ペ プ チ
ド （ polypeptide） 、 ポ リ ペ プ チ ド （ polypeptide） 、 多 糖 （ polysaccharide） 、 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル （ polyethylene glycol） 、 核 酸 鎖 （ nucleic acid chain） 、 ペ プ チ ド 核
酸 （ peptic nucleic acid） （ Ｐ Ｎ Ａ ） 、 ポ リ 糖 タ ン パ ク 質 （ polyglycoprotein） 、 お よ
び ゼ ラ チ ン （ gelatin） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ポ リ マ ー は 、 そ の 誘 導 体 、 ポ リ マ ー お よ び
／ ま た は ポ リ マ ー 誘 導 体 の 中 か ら 選 択 さ れ る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 種 か ら 得 ら れ る コ ポ リ
マ ー 、 ポ リ マ ー － ポ リ マ ー 複 合 体 、 ポ リ マ ー ア ロ イ 、 ポ リ マ ー 混 合 物 、 お よ び 高 分 子 複 合
材 料 で あ っ て も よ い 。 ポ リ マ ー は １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 上 記 特 徴 を 示 す も の で あ っ て よ い
。 本 発 明 の 側 面 で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 本 質 的 に は １ ポ リ マ ー を 含 む 。 本 発 明 の 別 の 側 面
で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は １ 個 を 超 え る ポ リ マ ー を 含 む 。 本 発 明 の 側 面 で は 、 ポ リ マ ー は ア
ル ブ ミ ン ま た は デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 非 共 有 結 合 力 に よ っ て 金 属 粒 子 を ポ リ マ ー に 結 合 さ せ て よ い 。 本
発 明 の 別 の 側 面 で は 、 共 有 結 合 に よ っ て 金 属 粒 子 を ポ リ マ ー に 結 合 さ せ て よ い 。 １ 種 ま た
は そ れ 以 上 の 金 属 粒 子 を 伴 う ポ リ マ ー の 提 供 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 金 属 粒 子 の 種 類
お よ び そ の 直 径 は 追 っ て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 側 面 で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 個 を 超 え る ポ リ マ ー を 含 む 場 合 、 す べ て の ポ リ
マ ー 分 子 は 同 一 で あ る （ 例 え ば 少 な く と も ２ 分 子 の ア ル ブ ミ ン ） 。 別 の 側 面 で は 、 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト が １ 個 を 超 え る ポ リ マ ー を 含 ん で よ い 場 合 、 少 な く と も ２ 個 の ポ リ マ ー は 異 な る
（ 例 え ば １ 分 子 の ア ル ブ ミ ン 、 お よ び １ 分 子 の デ キ ス ト ラ ン ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 個 を 超 え る ビ オ チ ン を 含 む 場 合 、 す べ て の
ビ オ チ ン 分 子 は 同 一 で あ る （ 例 え ば 少 な く と も ２ 分 子 の ビ オ チ ン ） 。 別 の 側 面 で は 、 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト が １ 個 を 超 え る ビ オ チ ン を 含 ん で よ い 場 合 、 少 な く と も ２ 個 の ビ オ チ ン は 異 な
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る （ 例 え ば １ 分 子 の ビ オ チ ン 、 お よ び １ 分 子 の 修 飾 ビ オ チ ン ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 サ ン プ ル 、 プ ロ ー ブ ま た は ポ リ マ ー を ビ オ チ ン 化 す る 工 程 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 タ ン
パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 ま た は 他 の 化 合 物 に 対 し て 実 施 で き る 。 例 え ば 、 核 酸 は 、 目 的 の
配 列 に 特 異 的 な ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー （ 群 ） を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 実 施 す る
こ と に よ っ て ビ オ チ ン 化 し て よ い 。 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ま
た は ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 、 Ｎ 末 端 お よ び ／ ま た は 反 応 性 側 鎖 を ビ オ チ ン 化 す る ビ オ チ ン 化 試
薬 を 使 用 し て ビ オ チ ン 化 し て よ い 。 有 機 ポ リ マ ー 鎖 は 、 例 え ば 、 反 応 性 側 鎖 を 標 的 に す る
ビ オ チ ン 化 試 薬 を 使 用 し て ビ オ チ ン 化 し て よ い 。 場 合 に よ り 、 ビ オ チ ン と 標 的 の 間 に フ レ
キ シ ブ ル リ ン カ ー 、 例 え ば ア ル キ ル 鎖 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 、 等 を 導 入
し て よ い 。 こ の よ う な リ ン カ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 起 因 す る 立 体 障 害 を 減 少 さ せ る こ と に
よ っ て 検 出 を さ ら に 向 上 さ せ る で あ ろ う 。 本 発 明 は 、 サ ン プ ル 、 プ ロ ー ブ ま た は ポ リ マ ー
を ビ オ チ ン 化 す る た め の 任 意 の 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
金 属 粒 子
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 金 属 粒 子 は 、 色 の 変 化
、 電 気 コ ン ダ ク タ ン ス の 変 化 、 磁 場 の 変 化 、 ま た は イ ン ビ ボ イ メ ー ジ ン グ に お い て コ ン ト
ラ ス ト の 改 良 を 提 供 す る 任 意 の も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 粒 子 に は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル 、 ガ ド
リ ニ ウ ム 、 鉛 、 ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ロ ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、 テ ル ル
、 セ レ ン 、 ケ イ 素 （ シ リ シ ウ ム ） 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、
ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、 モ リ ブ
デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 ウ ォ ル フ ラ ム 、 タ リ ウ ム 、 ル テ ニ ウ ム 、 オ
ス ミ ウ ム 、 イ リ ジ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は 導 電 性 ま た は 半 導 電 性 の 金 属 物 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 で 採 用 す る こ と が で き る 遷 移 金 属 に は 、 任 意 の 遷 移 金 属 元 素 種 か ら 構 成 さ れ る 粒
子 が 包 含 さ れ る 。 採 用 す る こ と が で き る 遷 移 金 属 の 例 に は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の Ｓ ｃ 、
Ｙ 、 Ｌ ａ 、 Ａ ｃ （ ス カ ン ジ ウ ム 群 元 素 ） ； Ｔ ｉ 、 Ｚ ｒ 、 Ｈ ｆ （ チ タ ン 群 元 素 ） ； Ｖ 、 Ｎ ｂ
、 Ｔ ａ （ バ ナ ジ ウ ム 群 元 素 ） ； Ｃ ｒ 、 Ｍ ｏ 、 Ｗ （ ク ロ ム 群 元 素 ） ； Ｍ ｎ 、 Ｔ ｃ 、 Ｒ ｅ （ マ
ン ガ ン 群 元 素 ） ； Ｆ ｅ 、 Ｒ ｕ 、 Ｏ ｓ （ 鉄 群 元 素 ） ； Ｃ ｏ 、 Ｒ ｈ 、 Ｉ ｒ （ コ バ ル ト 群 元 素 ）
； Ｎ ｉ 、 Ｐ ｄ 、 Ｐ ｔ （ ニ ッ ケ ル 群 元 素 ） ； Ｃ ｕ 、 Ａ ｇ お よ び Ａ ｕ （ 銅 群 元 素 ） が 含 ま れ る
。 こ れ ら の 遷 移 金 属 元 素 の う ち 、 貴 金 属 、 例 え ば 白 金 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ロ ジ ウ ム 、 イ リ ジ ウ
ム 、 ル テ ニ ウ ム 、 オ ス ミ ウ ム 、 銀 、 お よ び 金 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 遷 移 金 属 の 例 に は 、 貴 金 属 錯 体 お よ び 貴 金 属 の 有 機 金 属 化 合 物 が 含 ま れ る 。 具 体 例 に は
、 白 金 錯 体 、 パ ラ ジ ウ ム 錯 体 、 ロ ジ ウ ム 錯 体 、 イ リ ジ ウ ム 錯 体 、 ル テ ニ ウ ム 錯 体 、 オ ス ミ
ウ ム 錯 体 、 銀 錯 体 、 金 錯 体 、 お よ び そ の 不 定 比 化 合 物 ； お よ び 種 々 の 貴 金 属 錯 体 の イ オ ン
； 例 え ば 、 ア ル キ ル 錯 体 、 ア リ ー ル 錯 体 、 メ タ ラ サ イ ク ル 錯 体 、 カ ル ベ ン 錯 体 、 オ レ フ ィ
ン 錯 体 、 ア レ ー ン 錯 体 、 イ ー タ － ア リ ー ル 錯 体 （ eta-aryl complexes） 、 シ ク ロ ペ ン タ ジ
エ ニ ル 錯 体 、 ヒ ド リ ド 錯 体 、 カ ル ボ ニ ル 錯 体 、 オ キ ソ 錯 体 、 お よ び 窒 素 錯 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 金 属
粒 子 は 同 一 の 金 属 粒 子 で あ る （ 例 え ば 段 階 （ ｃ ） の 複 合 体 お よ び 段 階 （ ｄ ） の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト は と も に 金 粒 子 を 含 む ） 。 本 発 明 の 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体
の 金 属 粒 子 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 金 属 粒 子 は 異 な る （ 例 え ば 段 階 （ ｃ ） の 複 合 体 は 金 粒
子 を 含 ん で よ く 、 段 階 （ ｄ ） の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 銀 粒 子 を 含 ん で よ い ） 。 本 発 明 の 側 面 で
は 、 複 合 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 金 属 粒 子 は 金 属 粒 子 の 異 種 混 合 物 で あ る （ 例 え ば 段 階
（ ｃ ） の 複 合 体 は 金 お よ び 銀 粒 子 の 混 合 物 を 含 ん で よ い ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 サ ン プ ル 中 の 成 分 の 検 出 に お い て 使 用 す る の に 好 ま し く 、 色 の 変
化 を 読 み 取 る 手 段 で あ る 金 属 粒 子 に は 、 非 限 定 的 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 、 銀 、 パ ラ ジ
ウ ム 、 ロ ジ ウ ム 、 イ リ ジ ウ ム 、 白 金 、 お よ び ニ ッ ケ ル が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 サ ン プ ル 中 の 成 分 の 検 出 に お い て 使 用 す る の に 好 ま し く 、 電 気
コ ン ダ ク タ ン ス の 変 化 を 読 み 取 る 手 段 で あ る 金 属 粒 子 に は 、 非 限 定 的 に １ 種 ま た は そ れ 以
上 の 金 、 銀 、 鉄 、 銅 、 お よ び ニ ッ ケ ル が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 サ ン プ ル 中 の 成 分 の 検 出 に お い て 使 用 す る の に 好 ま し く 、 磁 場
の 変 化 を 読 み 取 る 手 段 で あ る 金 属 粒 子 に は 、 非 限 定 的 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 、 銀 、 お
よ び 鉄 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 本 発 明 の イ ン ビ ボ イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め に 使 用 す る の
に 好 ま し い 金 属 粒 子 に は 、 非 限 定 的 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 鉄 お よ び ガ ド リ ニ ウ ム が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 金 属 粒 子 は ナ ノ メ ー ト ル ま た は ナ ノ メ ー ト ル よ り 下 位 の レ ン ジ の
任 意 の 平 均 の 直 径 を 有 す る も の で あ っ て よ い 。 別 の 側 面 で は 、 金 属 粒 子 は 、 ０ ． ６ 、 ０ ．
８ ｎ ｍ 、 １ ｎ ｍ 、 ２ ｎ ｍ 、 ３ ｎ ｍ 、 ４ ｎ ｍ 、 ５ ｎ ｍ 、 ６ ｎ ｍ 、 ７ ｎ ｍ 、 ８ ｎ ｍ 、 ９ ｎ ｍ 、
１ ０ ｎ ｍ 、 １ １ ｎ ｍ 、 １ ２ ｎ ｍ 、 １ ３ ｎ ｍ 、 １ ４ ｎ ｍ 、 １ ５ ｎ ｍ 、 １ ６ ｎ ｍ 、 １ ７ ｎ ｍ 、
１ ８ ｎ ｍ 、 １ ９ ｎ ｍ 、 ２ ０ ｎ ｍ 、 ２ １ ｎ ｍ 、 ２ ２ ｎ ｍ 、 ２ ３ ｎ ｍ 、 ２ ４ ｎ ｍ 、 ２ ５ ｎ ｍ 、
２ ６ ｎ ｍ 、 ２ ７ ｎ ｍ 、 ２ ８ ｎ ｍ 、 ２ ９ ｎ ｍ 、 ３ ０ ｎ ｍ 、 ３ １ ｎ ｍ 、 ３ ２ ｎ ｍ 、 ３ ３ ｎ ｍ 、
３ ４ ｎ ｍ 、 ３ ５ ｎ ｍ 、 ３ ６ ｎ ｍ 、 ３ ７ ｎ ｍ 、 ３ ８ ｎ ｍ 、 ３ ９ ｎ ｍ 、 ４ ０ ｎ ｍ お よ び ０ ． ６
～ １ ． ０ ｎ ｍ 、 １ ． ０ ～ ５ ． ０ ｎ ｍ 、 ５ ． ０ ～ １ ０ ｎ ｍ 、 １ ０ ～ １ ５ ｎ ｍ 、 １ ５ ～ ２ ０ ｎ
ｍ 、 ２ ０ ～ ２ ５ ｎ ｍ 、 ２ ５ ～ ３ ０ ｎ ｍ 、 ３ ０ ～ ３ ５ ｎ ｍ 、 ３ ５ ～ ４ ０ ｎ ｍ 、 好 ま し く は ０
． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 平 均 の 直 径 を 有 し て よ い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー
ト は ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 直 径 を 有 す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 粒 子 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ
ー ト は ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 直 径 を 有 す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 銀 粒 子 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー
ト は ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 直 径 を 有 す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 白 金 粒 子 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー
ト は ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 直 径 を 有 す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の パ ラ ジ ウ ム 粒 子 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 複 合 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中 に 存 在 す る 金 属 粒 子 の 数 は 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、
８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、
４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ６ ０
０ 、 ７ ０ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ９ ０ ０ 、 ま た は １ ０ ０ ０ 未 満 で あ っ て よ く 、 好 ま し く は ５ ～ ５ ０ ０
０ ０ 、 ５ ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 、 ～ ５ ０ ０ ， ０ ０ ０ 、 ５ ～ １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ の 範 囲 で あ っ て
よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 「 金 属 増 強 試 薬 （ metal enhancement reagent） 」 は 任 意 の 金 属 含 有 試 薬
で あ り 、 こ の 試 薬 の 金 属 は 還 元 に 起 因 し て 析 出 す る 。 そ の 例 に は 、 非 限 定 的 に Aurion（ th
e Netherlands） 、 BBI（ UK） 、 Sigma-Aldrich（ USA） 、 ま た は Amersham（ UK） の 銀 増 強 試
薬 が 含 ま れ る 。
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【 ０ １ １ １ 】
超 常 磁 性 粒 子
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び ／ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー
ト は 超 常 磁 性 粒 子 を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 側 面 で は 、 段 階 （ ｃ ） の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び ／ ま た は
段 階 （ ｄ ） の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 ま せ 、 固 形 支 持 体
の 任 意 の 色 の 変 化 を 読 み 取 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト に
１ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 ま せ 、 固 形 支 持 体 の 電 気 伝 導 率 ま た は 磁 場 の 任 意
の 変 化 を 読 み 取 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 段 階 （ ｃ ） の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 に １ 種 ま た
は そ れ 以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 ま せ 、 段 階 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） は 実 施 せ ず 、 固 形 支 持 体 の
電 気 伝 導 率 ま た は 磁 場 の 任 意 の 変 化 を 読 み 取 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ま た 、 超 常 磁 性 粒 子 を 含 む ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び 場 合 に よ り コ ン
ジ ュ ゲ ー ト が 結 合 す る と 電 気 伝 導 率 の 変 化 が 生 じ る た め 、 上 述 の 読 み 取 り 装 置 を 使 用 し て
こ の 特 性 を 都 合 よ く 測 定 で き 、 精 密 光 学 部 品 を 必 要 と し な い 。 ま た 、 こ の よ う な 粒 子 を 使
用 す る と 磁 束 の 変 化 が 生 じ 、 上 述 の 読 み 取 り 装 置 に よ っ て そ の 変 化 を 都 合 よ く 読 み 取 る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 段 階 （ ｉ ｉ ） の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 は １ 種 ま
た は そ れ 以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 む 。 超 磁 性 粒 子 を 磁 気 共 鳴 映 像 法 に お い て 使 用 す る と 高
い 感 度 お よ び コ ン ト ラ ス ト が 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 超 常 磁 性 粒 子 の 例 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 非 限 定 的 に 鉄 、 ラ テ ッ ク ス コ ー テ ィ ン グ
鉄 、 酸 化 鉄 、 お よ び ラ テ ッ ク ス コ ー テ ィ ン グ 酸 化 鉄 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 超 常 磁 性 粒 子 は １ ～ １ ０ ０ ｅ ｍ ｕ ／ ｇ 、 １ ０ ～ ８ ０ ｅ ｍ ｕ ／ ｇ
、 １ ０ ～ ７ ０ ｅ ｍ ｕ ／ ｇ 、 １ ０ ～ ５ ０ ｅ ｍ ｕ ／ ｇ 、 ２ ０ ～ ５ ０ ｅ ｍ ｕ ／ ｇ の 範 囲 、 好 ま し
く は 約 ４ ０ ｅ ｍ ｕ ／ ｇ の 磁 化 率 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 超 常 磁 性 粒 子 は １ ０ ～ ８ ０ ％ 、 ２ ０ ～ ８ ０ ％ 、 ３ ０ ～ ８ ０ ％ 、
４ ０ ～ ８ ０ ％ 、 ５ ０ ～ ８ ０ ％ 、 ６ ０ ～ ８ ０ ％ 、 ７ ０ ～ ８ ０ ％ 、 １ ０ ～ ７ ０ ％ 、 ２ ０ ～ ７ ０
％ 、 ３ ０ ～ ７ ０ ％ 、 ４ ０ ～ ７ ０ ％ 、 ５ ０ ～ ７ ０ ％ 、 ６ ０ ～ ７ ０ ％ の 範 囲 、 好 ま し く は 約 ７
０ ％ の 酸 化 鉄 含 量 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 超 常 磁 性 粒 子 の 直 径 は ５ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ 、 ５ ０ ～ ３ ０ ０ ｎ ｍ 、 ５
０ ～ ２ ０ ０ ｎ ｍ 、 ５ ０ ～ １ ０ ０ ｎ ｍ 、 １ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ 、 １ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ｎ ｍ 、 １ ０ ０
～ ２ ０ ０ ｎ ｍ 、 ２ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ 、 ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ｎ ｍ 、 １ ５ ０ ～ ２ ５ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で
あ り 、 好 ま し く は ２ ０ ０ ｎ ｍ で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 中 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中
の 超 常 磁 性 粒 子 の 数 は 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １
４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０
、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ７ ０ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ９ ０ ０ 、 ま た は
１ ０ ０ ０ 未 満 で あ っ て よ く 、 好 ま し く は ５ ～ ５ ０ ０ ０ ０ 、 ５ ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 、 ～ ５ ０ ０
， ０ ０ ０ 、 ５ ～ １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ の 範 囲 で あ っ て よ い 。
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【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 静 電 気 的 相 互 作 用 を 使 用 し て 超 常 磁 性 粒 子 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン （ ま た は ア ビ ジ ン ） ま た は ポ リ マ ー に 結 合 さ せ る 。 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 超 常 磁 性 粒
子 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ま た は ア ビ ジ ン ） ま た は ポ リ マ ー に 共 有 結 合 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
前 処 理
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 に ア プ ラ イ し 、 ア プ ラ イ 前
に サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ に 追 加 の 試 薬 を 一 切 加 え な い 。 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 サ ン プ
ル 中 の 塩 の 濃 度 を 増 加 さ せ る 前 準 備 手 順 の 後 に サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 に ア
プ ラ イ す る 。 塩 は 当 技 術 分 野 の 任 意 の 解 離 塩 で あ っ て よ く 、 非 限 定 的 に 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、
塩 化 カ リ ウ ム が 含 ま れ る 。 前 準 備 は 、 あ る 容 量 の 既 知 の 濃 度 の 塩 溶 液 を あ る 容 量 の サ ン プ
ル ま た は プ ロ ー ブ に 加 え る 段 階 を 含 ん で よ い 。 前 準 備 段 階 は 、 あ る 容 量 の 既 知 の 濃 度 の 塩
溶 液 を 未 知 の 容 量 の サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ に 加 え る 段 階 を 含 ん で よ い 。 サ ン プ ル 中 の 塩
の 濃 度 は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ～ ５ ０ ０ ｍ Ｍ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ ～ １ Ｍ 、 １ Ｍ ～ １ ． ５ Ｍ 、 １ ． ５ Ｍ ～ ２
Ｍ 、 ２ Ｍ ～ ２ ． ５ Ｍ 、 ２ ． ５ Ｍ ～ ３ Ｍ 、 ３ Ｍ ～ ３ ． ５ Ｍ 、 ３ ． ５ Ｍ ～ ４ Ｍ 、 ３ ． ５ Ｍ ～ ５
Ｍ 、 ０ ． ５ Ｍ ～ ２ ． ５ Ｍ 、 ０ ． ５ Ｍ ～ ３ Ｍ 、 ま た は ０ ． ５ Ｍ ～ ４ Ｍ の 範 囲 に 入 る よ う に 調
節 し て よ い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
乾 燥
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 （ ａ ） の ア プ ラ イ 段 階 の 後 に サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ を 乾 燥 （
dried） ま た は 加 熱 乾 燥 （ baked） せ ず 、 次 い で 段 階 （ ｂ ） を 実 施 す る 。 本 発 明 の 別 の 側 面
で は 、 段 階 （ ａ ） で 固 形 支 持 体 に ア プ ラ イ さ れ た サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ を 乾 燥 さ せ る 。
同 様 に 、 段 階 （ ａ ０ ） の 後 に 、 乾 燥 段 階 を 挟 ま ず に 、 あ る い は 挟 ん で 、 段 階 （ ａ ） を 行 っ
て よ い 。 乾 燥 方 法 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 非 限 定 的 に 、 空 気 中 で の 乾 燥 、 イ ン キ ュ ベ
ー タ ー で の 乾 燥 、 場 合 に よ り 加 熱 を 伴 う 低 圧 条 件 下 の 槽 中 で の 乾 燥 が 含 ま れ 得 る 。 本 発 明
の 別 の 側 面 で は 、 固 形 支 持 体 に ア プ ラ イ さ れ た サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ を 摂 氏 ６ ０ ～ ７ ０
度 、 摂 氏 ６ ５ ～ ７ ５ 度 、 摂 氏 ７ ０ ～ ８ ０ 度 、 摂 氏 ７ ５ ～ ８ ５ 度 、 摂 氏 ８ ０ ～ ９ ０ 度 の 範 囲
の 温 度 、 摂 氏 ６ ５ 度 、 摂 氏 ７ ０ 度 、 摂 氏 ７ ５ 度 、 摂 氏 ８ ０ 度 、 摂 氏 ８ ５ 度 ま た は 摂 氏 ９ ０
度 の 温 度 に さ ら す こ と に よ っ て 加 熱 乾 燥 す る 。 曝 露 時 間 は 、 わ ず か １ ０ 分 間 、 １ ５ 分 間 、
２ ０ 分 間 、 ２ ５ 分 間 、 ３ ０ 分 間 、 ３ ５ 分 間 、 ４ ０ 分 間 、 ４ ５ 分 間 、 ５ ０ 分 間 、 ５ ５ 分 間 ま
た は ６ ０ 分 間 で あ っ て よ い 。 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ に は 、 乾 燥 お よ び そ の 後 の 加 熱 乾 燥
、 乾 燥 の み 、 加 熱 乾 燥 の み を 施 し て よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
保 存
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 （ ａ ） ま た は （ ａ ０ ） の ア プ ラ イ 段 階 の 後 に 固 形 支 持 体 を 保 存
す る 。 サ ン プ ル ま た は プ ロ ー ブ が ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 を 保 存 す る 温 度 は 、 摂 氏
０ ～ １ ０ 度 、 ２ ～ １ ０ 度 、 摂 氏 ３ ～ １ ０ 度 、 摂 氏 ４ ～ １ ０ 度 、 摂 氏 ５ ～ １ ０ 度 、 摂 氏 ６ ～
１ ０ 度 、 摂 氏 ７ ～ １ ０ 度 、 摂 氏 ０ ～ ５ 度 、 摂 氏 １ ～ ５ 度 、 摂 氏 ２ ～ ５ 度 、 摂 氏 ３ ～ ５ 度 の
範 囲 、 摂 氏 １ 度 、 摂 氏 ２ 度 、 摂 氏 ３ 度 、 摂 氏 ４ 度 、 摂 氏 ５ 度 、 摂 氏 ６ 度 、 摂 氏 ７ 度 、 摂 氏
８ 度 、 摂 氏 ９ 度 、 摂 氏 １ ０ 度 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
洗 浄 段 階
　 上 記 方 法 に 洗 浄 段 階 を 導 入 す る こ と は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 等 の 免 疫
測 定 に 関 す る 一 般 に 了 解 済 み の プ ロ ト コ ル に し た が っ て 当 業 者 が 決 定 し て よ い 。 例 え ば 、
１ 種 ま た は そ れ 以 上 の 接 触 段 階 の 後 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 洗 浄 段 階 を 導 入 し て よ く 、 そ
の 洗 浄 段 階 で は バ ッ フ ァ ー 等 の 洗 浄 試 薬 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 段 階 （ ａ ０ ） 、 （ ａ ） 、 （
ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 お よ び （ ｅ ） の 後 に 、 適 用 可 能 で あ れ ば 、 洗 浄 を 実 施 し て よ い 。
好 ま し く は 、 各 段 階 の 後 に 洗 浄 を 実 施 す る 。 バ ッ フ ァ ー の 例 に は 、 生 理 的 溶 液 、 リ ン 酸 緩
衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ バ ッ フ ァ ー 、 Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ ァ ー 、 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ バ ッ フ ァ ー 、 お
よ び 反 応 性 成 分 の 非 特 異 的 結 合 を 減 少 さ せ る た め に 非 特 異 的 結 合 タ ン パ ク 質 が 加 え ら れ て
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い る バ ッ フ ァ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
プ ロ ー ブ ア プ ラ イ 済 み 固 形 支 持 体
　 い く つ か の 上 記 態 様 で 記 載 さ れ る よ う に 、 サ ン プ ル の ア プ ラ イ 前 に １ 種 ま た は そ れ 以 上
の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 に ア プ ラ イ し て よ い 。 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ が あ ら か じ
め ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 プ ロ ー ブ が あ ら か じ
め ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 を 提 供 し 、 こ の 場 合 、 １ 箇 所 ま た は そ れ 以 上 の 位 置 に プ
ロ ー ブ を 配 置 し 、 そ の プ ロ ー ブ は 同 一 の 成 分 を 認 識 す る 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 プ ロ ー ブ
が あ ら か じ め ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 を 提 供 し 、 こ の 場 合 、 １ 箇 所 ま た は そ れ 以 上
の 位 置 に プ ロ ー ブ を 配 置 し 、 そ の プ ロ ー ブ は 種 々 の 成 分 を 認 識 す る 。 プ ロ ー ブ が あ ら か じ
め ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 を 提 供 す る 場 合 の 方 法 に よ っ て 、 プ ロ ー ブ を ア プ ラ イ す
る 段 階 の 実 施 を 必 要 と せ ず に サ ン プ ル の 成 分 を ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 に な る 。 さ ら に ま
た 、 プ ロ ー ブ が あ ら か じ め ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 を 使 用 し 、 プ ロ ー ブ が １ 種 を 超
え る 成 分 を 認 識 す る 方 法 に よ っ て 、 単 一 サ ン プ ル を １ 回 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 複 数 の 成
分 に 関 し て 分 析 す る こ と が 可 能 に な る 。 例 え ば 、 単 一 の 固 形 支 持 体 を 使 用 し 、 単 一 サ ン プ
ル の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 複 数 の 癌 性 ま た は 前 癌 症 状 を 検 出 し て よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 利 点 の １ つ は 、 光 学 的 読 み 取 り 装 置 、 例 え ば レ ー ザ ー ス キ ャ ナ ー ま た は 後 方 散
乱 測 定 設 備 を 必 ず し も 必 要 と せ ず 、 ゆ え に 実 験 室 条 件 を 離 れ た 環 境 で の 使 用 に 好 都 合 で あ
る こ と で あ る 。 本 発 明 に よ っ て 、 サ ン プ ル が 採 取 さ れ た 場 所 、 例 え ば 、 開 業 医 の 外 科 手 術
、 個 人 の 家 、 病 院 、 概 し て 専 門 的 な 分 析 用 機 器 が 一 切 な い 「 現 場 」 で 、 定 量 的 お よ び ／ ま
た は 定 性 的 な 結 果 を 得 る こ と が 可 能 に な る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 蛍 光 を 使 用 す る ア ッ
セ イ と 同 程 度 の 感 度 で あ る か 、 あ る い は よ り 高 感 度 の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 さ ら に ま た 、
専 門 的 な 測 定 設 備 が 必 ず し も 必 要 で は な い た め 、 専 門 家 で な く て も ア ッ セ イ を 実 施 で き る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
キ ッ ト
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 を 含 む 、 サ ン プ ル 中 の 成 分
を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の よ う な キ ッ ト に よ っ て 、 固 形 支 持 体 で の 成 分 の 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 な 検 出
、 お よ び ／ ま た は 磁 気 共 鳴 に よ る 系 中 の 成 分 の 検 出 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト に よ っ て 、 当 業 者 は 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 方 法 の １ 種 ま た は そ れ
以 上 の 段 階 を 好 都 合 な 様 式 で 実 施 す る こ と が 可 能 に な る 。 前 記 キ ッ ト に よ っ て 、 試 薬 の 濃
度 の 測 定 ま た は 決 定 を 必 要 と せ ず に 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る こ と が 可 能 に な り 、 し た が っ
て 高 速 に か つ 再 現 性 を も っ て １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル を ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 に
な る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 固 形 支 持 体 を さ ら に 含 む 、 サ ン プ ル 中 の 成
分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ が あ ら か じ め 積 載 さ れ て い る 固 形
支 持 体 を 含 む 上 記 キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 １ 箇 所 ま た は そ れ 以 上 の 位 置 に プ
ロ ー ブ が 配 置 さ れ 、 そ の プ ロ ー ブ が 同 一 の 成 分 を 認 識 す る 固 形 支 持 体 を 提 供 す る 。 本 発 明
の 一 側 面 で は 、 １ 箇 所 ま た は そ れ 以 上 の 位 置 に プ ロ ー ブ が 配 置 さ れ 、 そ の プ ロ ー ブ が 種 々
の 成 分 を 認 識 す る 固 形 支 持 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 表 １ に 列 挙 さ れ る 成 分
に 結 合 可 能 な １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 伴 う 固 形 支 持 体 を 提 供 す る 。 ゆ え に 、 分 子
プ ロ ー ブ が あ ら か じ め ア プ ラ イ さ れ て い る 固 形 支 持 体 と と も に 供 給 さ れ る キ ッ ト に よ っ て
、 ア プ ラ イ 段 階 の 実 施 を 必 要 と せ ず に サ ン プ ル の 成 分 を ア ッ セ イ す る こ と が 可 能 に な る 。
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さ ら に ま た 、 １ 種 を 超 え る 分 子 プ ロ ー ブ が あ ら か じ め ス ポ ッ ト さ れ て い て 、 各 プ ロ ー ブ が
異 な る 成 分 を 認 識 可 能 で あ る 固 形 支 持 体 と と も に 供 給 さ れ る キ ッ ト に よ っ て 、 単 一 サ ン プ
ル を １ 回 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 複 数 の 成 分 に 関 し て 分 析 す る こ と が 可 能 に な る 。 例 え ば
、 単 一 の 固 形 支 持 体 を 使 用 し 、 単 一 サ ン プ ル の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 下 記 の 複 数 の 前 癌
性 ま た は 癌 性 症 状 を 検 出 し て よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を さ ら に 含 む 、 サ ン プ ル 中 の 成 分 を 定 量 的 お よ び
／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ を さ ら に 含 む 、 本 明
細 書 中 で 開 示 さ れ て い る サ ン プ ル 中 の 成 分 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。 各 プ ロ ー ブ は
検 出 対 象 の サ ン プ ル 中 の 成 分 に 特 異 的 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 金 属 増 強 試 薬 を さ ら に 含 む 、 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る サ ン プ
ル 中 の 成 分 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 金 属 増 強 試 薬 は １ 個 ま
た は そ れ 以 上 の 容 器 に 入 れ る 。 本 発 明 で の 容 器 の 例 は 上 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 プ ロ ー ブ ま た は 試 験 対 象 の サ ン プ ル の ビ オ チ ン 化 用 試 薬 を さ ら に
含 む 、 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る サ ン プ ル 中 の 成 分 を 検 出
す る た め の キ ッ ト で あ る 。 上 に 既 述 の よ う に 、 プ ロ ー ブ お よ び サ ン プ ル を ビ オ チ ン 化 す る
た め の 方 法 お よ び 試 薬 は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 複 合 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ／ ま た は ビ オ チ ン 化 用 試 薬 を 別 々
の 容 器 に 入 れ る 。 本 発 明 で の 容 器 は 、 あ る 量 の 複 合 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ／ ま た は ビ
オ チ ン 化 用 試 薬 を 保 持 す る の に 適 し た 任 意 の 密 封 ま た は 再 密 封 可 能 な 容 器 で あ っ て よ い 。
そ の 例 に は 、 非 限 定 的 に ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ バ イ ア ル 、 プ ッ シ ュ キ ャ ッ プ バ イ ア ル 、 封 を
破 っ て 開 け る バ イ ア ル （ break-seal-to-open vials） 、 シ リ ン ジ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 キ ッ ト は 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る １ 種 ま た は そ
れ 以 上 の 方 法 段 階 を 実 施 す る こ と を 可 能 に す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 部 分 を 含 む 。
前 記 キ ッ ト は 、 当 業 者 が 方 法 全 体 を 実 施 す る こ と を 可 能 に す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 追 加
の 試 薬 を 含 ん で よ い 。 別 の 側 面 で は 、 前 記 キ ッ ト は 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い
る 方 法 を 実 施 す る こ と を 可 能 に す る 、 例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 金 属 粒 子 複 合 体 の み の よ
う な 最 低 限 の 数 の 部 分 し か 含 ま な く て よ い 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 で 開
示 さ れ て い る 方 法 を 実 施 す る こ と を 可 能 に す る 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 任 意 の 組 み 合
わ せ の 部 分 ま た は 試 薬 を 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 キ ッ ト に 使 用 説 明 書 を 含 ま せ る 。 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 そ の
説 明 書 に は 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 本 発 明 の 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 疾 患 の 診 断 、 疾 患 の 罹 患 し や す さ の 診 断 、 疾 患 の 進 行 の モ ニ タ
リ ン グ 、 処 置 期 間 の 疾 患 の 進 行 の モ ニ タ リ ン グ 、 食 物 、 水 、 土 壌 の 検 査 、 汚 染 に 関 す る 検
査 、 遺 伝 子 改 変 （ Ｇ Ｍ ） 食 物 成 分 お よ び ／ ま た は 生 物 の 存 在 に 関 す る 検 査 に 前 記 キ ッ ト を
使 用 し て よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
症 状 の 検 出
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 サ ン プ ル 中 の 成 分 の 存 在 を 検 出 す る た め の 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ
て い る 方 法 お よ び ／ ま た は キ ッ ト で あ り 、 こ の 場 合 、 試 験 対 象 の サ ン プ ル は 疾 患 に 関 連 す
る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 磁 気 共 鳴 に よ っ
て 系 中 の 成 分 を イ メ ー ジ ン グ す る た め の 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 方 法 お よ び ／ ま た は
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キ ッ ト で あ り 、 こ の 場 合 、 系 は 疾 患 に 関 連 す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 含 む 可 能 性 が
あ る 。 一 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ は 、 罹 患 個 体 中 の 前 記 成 分 ま た は そ の 部 分 を 代 表 す る Ｄ Ｎ Ａ
、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 に す る 抗 体 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 プ ロ
ー ブ は 、 罹 患 個 体 中 の 前 記 成 分 ま た は そ の 部 分 を 代 表 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び ／ ま
た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 核 酸 （ 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｐ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー
で あ る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び ／ ま た は キ ッ ト で は 、 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る １ 種 ま た
は そ れ 以 上 の 態 様 が 使 用 さ れ る 。 疾 患 に 関 連 す る 成 分 で あ っ て 、 そ れ ら を 標 的 に す る １ 種
ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 手 段 と し て 本 発 明 の 方 法 お よ び ／ ま た は キ ッ ト を 使 用 し て 検
出 可 能 な 成 分 の 例 は 表 １ に 提 供 さ れ る 通 り で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び ／ ま た は キ ッ ト を 使 用 し て 、 個 体 の 癌 を 診 断 お よ び 検 出 し て よ く 、
例 え ば 、 癌 の 種 類 を 診 断 し 、 癌 を 早 期 に 検 出 し 、 す で に 疾 患 が 診 断 さ れ て い る 個 体 の 癌 の
進 行 を モ ニ タ リ ン グ し 、 癌 の 再 発 を 検 出 し て よ い 。 依 然 と し て 癌 は 主 要 な 疾 患 で あ り 、 平
均 余 命 を 延 ば す た め に 、 前 臨 床 段 階 の 疾 患 を 検 出 す る こ と は 有 益 で あ ろ う 。 そ の 検 出 は 本
明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 診 断 ア ッ セ イ に よ っ て 可 能 に な る 。 癌 ま た は い く つ か の 遺 伝 性
症 状 が 関 連 し て い る 成 分 の 非 限 定 的 な 例 は 表 １ に 提 供 さ れ る 通 り で あ り 、 本 発 明 の 方 法 お
よ び ／ ま た は キ ッ ト を 使 用 し て そ の １ 種 ま た は そ れ 以 上 を 検 出 可 能 で あ る 。 診 断 に は 、 １
種 ま た は そ れ 以 上 の （ one of more of） 列 挙 さ れ て い る 分 子 の 検 出 が 必 要 で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ４ 】
【 表 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － ２ 】
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【 表 １ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － ５ 】
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【 表 １ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － ８ 】
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【 表 １ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ － １ ２ 】
　
　
　
　
　
表 １ ： 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 検 出 可 能 な 疾 患 に 関 連 す る 成 分 の リ
ス ト 。
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【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 、 感 染 症 を 検 出 し て よ い 。 感 染 症 に は 生
命 を 危 う く す る も の が あ り 、 ま た 、 他 の 感 染 と 合 併 し て 発 症 し 得 る 。 ゆ え に 、 そ れ ら を 早
期 に 検 出 お よ び 特 徴 付 け で き れ ば 、 適 切 な 治 療 を 早 期 に 確 立 で き 、 患 者 に と っ て よ り 好 ま
し い 。 上 に 開 示 さ れ て い る キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 、 そ の 感 染 性 物 質 を 検 出
で き る 。 前 記 キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 成 分 は 、 感 染 性
物 質 の 部 分 を 形 成 す る 成 分 お よ び ／ ま た は 感 染 性 物 質 に よ っ て 生 産 さ れ る 成 分 で あ る 。 前
記 キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 に よ っ て 検 出 可 能 な 罹 患 個 体 中 の ウ イ ル ス に は 、 非 限 定 的 に
Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ 、 Ｈ Ｐ Ｖ が 含 ま れ る （ さ ら に 腫 瘍 学 を 参 照 の こ と ） 。
前 記 キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 に よ っ て 検 出 可 能 な 罹 患 個 体 中 の 細 菌 に は 、 非 限 定 的 に マ
イ コ バ ク テ リ ア 、 梅 毒 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が 含 ま れ る （ Ｍ Ｒ Ｓ Ａ の ス ク リ ー ニ ン グ ） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 、 神 経 変 性 疾 患 を 検 出 し て よ い 。 検 出 さ
れ る 可 能 性 が あ る 成 分 は 変 性 疾 患 に 関 与 す る 成 分 で あ り 、 非 限 定 的 に ベ ー タ － ア ミ ロ イ ド
（ ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ） 、 ｈ Ｔ Ａ Ｕ 、 ホ ス ホ Ｔ Ａ Ｕ お よ び Ａ Ｐ Ｏ Ｅ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 、 プ リ オ ン 関 連 疾 患 を 検 出 し て よ い 。 プ
リ オ ン に 関 連 す る 疾 患 に は 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 （ Kreutzfeld Jacob disease）
お よ び Ｂ Ｓ Ｅ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 、 自 己 免 疫 に 関 連 す る 疾 患 を 検 出 し て よ
い 。 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 成 分 は 自 己 免 疫 に 関 与 す る 成 分 で あ り 、 非 限 定 的 に Ａ Ｎ Ａ 、
Ｊ ｏ － １ 、 ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ｐ 、 Ｓ ｃ ｌ － ７ ０ 、 Ｓ ｍ 、 Ｓ Ｓ － Ａ が 含 ま れ る
。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 、 ア レ ル ギ ー に 関 連 す る 疾 患 を 検 出 し て
よ い 。 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 成 分 は ア レ ル ギ ー に 関 与 す る 成 分 で あ り 、 非 限 定 的 に Ｉ ｇ
Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス お よ び 循 環 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を ゲ ノ ミ ク ス の 分 野 で 使 用 し て 、 疾 患 へ の 罹 患 し や
す さ 、 子 孫 の 致 死 条 件 （ passing conditions） の 可 能 性 、 一 塩 基 多 型 等 を 検 出 し て よ い 。
本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 が 適 用 さ れ る 分 野 の 例 に は 、 非 限 定 的 に Ｈ Ｌ Ａ 分 類 、
Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ 感 染 後 の 子 宮 頸 癌 の 発 症 し や す さ （ sensitivity of developing） に 関 連 す る
ｐ ５ ３ 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） 、 高 血 圧 症 、 骨 粗 鬆 症 の 罹 患 し や す さ に 関 す る 多 型 の 検 出 、 因 子 Ｖ
（ Leiden） の 変 異 の 検 出 、 Ｓ Ｉ Ｄ Ｓ （ ゆ り か ご の 死 ） に 関 す る 遺 伝 的 罹 患 し や す さ の 検 出
、 遺 伝 性 ： 親 子 鑑 定 、 等 、 ミ ク ロ サ テ ラ イ ト 不 安 定 性 の 検 出 、 喫 煙 停 止 に 関 連 す る 治 療 の
成 功 率 の 検 出 、 循 環 器 病 、 例 え ば ア テ ロ ー ム 症 （ atheromathosis） に 関 す る 脂 質 、 例 え ば
コ レ ス テ ロ ー ル （ Ｈ Ｄ Ｌ 、 Ｌ Ｄ Ｌ 、 Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ お よ び そ の 受 容 体 ） の 代 謝 の 障 害 の 検 出 、 肥
満 症 に 関 連 す る ゲ ノ ム 欠 損 の 検 出 、 糖 尿 病 に 関 連 す る ゲ ノ ム 欠 損 の 検 出 、 （ Ｈ Ｉ Ｖ 、 等 に
対 す る ） 薬 物 耐 性 に 関 連 す る 変 異 の 検 出 、 シ ス テ ィ ッ ク （ systic） 線 維 症 （ Ｃ Ｆ Ｔ Ｒ 変 異
） の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 検 出 、 い く つ か の 疾 患 、 例 え ば ： 神 経 原 性 筋 力 低 下 、 網 膜 色 素
変 性 症 、 眼 性 ミ オ パ チ ー 、 等 に 関 連 す る ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム の 変 異 の 検 出 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 は 環 境 試 験 に 関 連 す る 分 野 で 使 用 し て よ い 。 多 数 の
適 用 は 水 に 関 す る も の で あ り 、 そ の 場 合 、 非 常 に 少 量 の 混 入 物 ま た は 望 ま し く な い 化 合 物
を 適 度 に 経 済 的 な 様 式 で 検 出 す る に 足 り る 感 度 の テ ク ノ ロ ジ ー を 有 す る こ と が 重 要 で あ る
。 環 境 試 験 の 例 に は 下 記 の も の が 含 ま れ る ：
　 － ス イ ミ ン グ プ ー ル の 水 中 の 酵 母 感 染 の 検 査 （ モ ニ タ リ ン グ ）
　 － 生 物 学 的 汚 染 全 般 の モ ニ タ リ ン グ
　 － 飲 用 水 中 の 生 物 学 的 混 入 物 （ ア メ ー バ 、 大 腸 菌 型 細 菌 、 等 ） 。
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【 ０ １ ５ ２ 】
　 水 質 試 験 に 加 え て 、 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 に し た が っ て 遺 伝 子 改 変 生 物 に
関 す る 環 境 試 験 を 実 施 し て よ い 。 遺 伝 子 改 変 生 物 を 検 出 す る こ と が で き る か 、 あ る い は そ
の 不 存 在 に 関 し て サ ン プ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 し か し 、 見 込 ま れ る 改 変
の 検 査 は 時 に 困 難 で あ り 、 本 方 法 に よ っ て 提 供 さ れ る よ う な 高 感 度 技 術 は そ の 目 的 に 適 し
て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 を 使 用 し て 、 食 物 の 感 染 を 検 出 し て よ い 。 食 物 に 関
連 す る す べ て の 場 所 お よ び 対 象 物 の 点 検 に は 高 感 度 の 方 法 が 必 要 で あ り 、 本 発 明 の キ ッ ト
お よ び ／ ま た は 方 法 は 必 要 な 感 度 を 提 供 す る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た
は 方 法 を 実 施 す る と 、 点 検 が 行 わ れ る 場 所 で 結 果 を 得 る こ と が で き 、 し た が っ て サ ン プ ル
を 実 験 室 に 送 る 必 要 が な く な る 。 ゆ え に 、 必 要 で あ れ ば 即 時 に 段 階 を 行 う こ と が で き る 。
検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 物 質 の 例 に は 、 リ ス テ リ ア 、 サ ル モ ネ ラ 、 （ Ｂ Ｓ Ｅ に 関 す る ） プ
リ オ ン が 含 ま れ る 。 ア ッ セ イ で 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 分 子 は 、 前 記 物 質 の 部 分 を 形 成 す
る 分 子 お よ び ／ ま た は 前 記 物 質 に よ っ て 生 産 さ れ る 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト お よ び ／ ま た は 方 法 は 標 準 的 な 生 化 学 的 検 出 プ ロ ト コ ル に お い て 適 用 し
て よ い 。 す べ て の 既 存 の 種 類 の ブ ロ ッ テ ィ ン グ 技 術 で 、 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 方 法
を 使 用 す る と 感 度 の 向 上 が 示 さ れ る 。 こ の 場 合 、 放 射 性 同 位 体 ま た は 化 学 発 光 （ chemillu
minescent） 検 出 、 例 え ば 感 光 板 、 ま た は 蛍 光 ス ク リ ー ン を 必 要 と し な い 。 本 方 法 を 画 像
解 析 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て よ い ブ ロ ッ テ ィ
ン グ プ ロ ト コ ル の 例 に は 、 非 限 定 的 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 バ キ ュ ー ム ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 コ ン タ ク ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 リ
バ ー ス ラ イ ン ブ ロ ッ ト （ reversed line blot） お よ び 関 連 技 術 、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、
マ イ ク ロ ア レ イ 、 マ ク ロ ア レ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め
の 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト の 使 用 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 磁 気 共 鳴 に
よ っ て 系 中 の 成 分 を イ メ ー ジ ン グ す る た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト の 使 用
で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
顕 微 鏡 観 察 用 ス ラ イ ド の 染 色
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 顕 微 鏡 観 察 を 使 用 す る 可 視 化 に 適 し た 細 胞 お よ び ／ ま た は 組 織 の
切 片 を 染 色 す る た め の 方 法 で あ る 。 顕 微 鏡 の 種 類 は 任 意 の も の で あ っ て よ く 、 非 限 定 的 に
光 学 顕 微 鏡 、 ト ン ネ ル 電 子 顕 微 鏡 、 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 一 側 面 で は 、 細 胞 お よ び ／ ま た は 組 織 切 片 中 の 成 分 を 染 色 す る た め の 方 法 、 こ
の 場 合 の 染 色 は 顕 微 鏡 観 察 を 使 用 す る 可 視 化 に 適 す る 、 は 、 下 記 段 階 を 含 む ：
Ａ ） 成 分 を 標 的 に す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 段 階 ；
Ｂ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
Ｃ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ； お よ び
Ｄ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 種
々 の 金 属 粒 子 に つ い て は 上 に 既 述 の 通 り で あ る 。 本 方 法 に 他 の 段 階 、 例 え ば 洗 浄 段 階 を 導
入 す る こ と は 、 免 疫 組 織 化 学 の 分 野 に 従 事 す る 当 業 者 に 既 知 で あ ろ う 。 好 ま し く は 、 各 段
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階 の 後 に 洗 浄 を 実 施 す る 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー の 例 は 上 記 の 通 り で あ る 。 段 階 Ｄ ） の 「 金 属 増
強 試 薬 」 も ま た 上 記 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 顕 微 鏡 観 察 を 使 用 す る 可 視 化 に 適 し た 細 胞 お よ び ／ ま た は 組 織 の
切 片 を 染 色 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 下 記 の も の を 含 む キ ッ ト で
あ る ：
　 － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体
　 － コ ン ジ ュ ゲ ー ト
　 － ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ
　 － 金 属 増 強 試 薬
　 － ビ オ チ ン 化 用 試 薬 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 切 片 染 色 用 キ ッ ト に よ っ て 、 当 業 者 は 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 方 法 の １ 種
ま た は そ れ 以 上 の 段 階 を 好 都 合 な 様 式 で 実 施 す る こ と が 可 能 に な る 。 前 記 キ ッ ト に よ っ て
、 試 薬 の 濃 度 の 測 定 ま た は 決 定 を 必 要 と せ ず に 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る こ と が 可 能 に な り
、 し た が っ て 高 速 に か つ 再 現 性 を も っ て 切 片 を 染 色 す る こ と が 可 能 に な る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 切 片 染 色 用 キ ッ ト に よ っ て 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て
い る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 方 法 を 実 施 す る こ と が 可 能 に な る 。 前 記 キ ッ ト は 、 当 業 者 が 方
法 全 体 を 実 施 す る こ と を 可 能 に す る 、 試 薬 入 り の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 容 器 を 含 ん
で よ い 。 別 の 側 面 で は 、 前 記 キ ッ ト は 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 方 法 を 実 施
す る こ と を 可 能 に す る 、 例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 の み の よ う な 最 低 限
の 数 の 容 器 し か 含 ま な く て よ い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 キ ッ ト に 使 用 説 明 書 を 含 ま せ る 。 本 発 明 の 別 の 側 面 で は 、 そ の
説 明 書 に は 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 本 発 明 の 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 細 胞 の 切 片 を 染 色 す る た め の 本 発 明 の 方 法 お よ び ／ ま た は キ ッ ト は 、 細 胞 お よ び 組 織 の
可 視 化 が 必 要 な フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 適 用
に お い て 任 意 の 細 胞 ま た は 組 織 に 対 し て 等 し く 満 足 に 実 施 さ れ る で あ ろ う 。 本 明 細 書 中 で
開 示 さ れ て い る 方 法 の 感 度 の お か げ で 、 抗 体 を 用 い て 組 織 お よ び 細 胞 中 の 標 的 抗 原 （ タ ン
パ ク 質 お よ び 他 の 物 質 ） を 可 視 化 す る こ と が で き 、 ま た 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 使 用 し 、 核 酸 プ ロ ー ブ の 使 用 に よ っ て そ れ ら を 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ６ ４ 】
実 施 例
セ ク シ ョ ン １ ： 材 料 お よ び 方 法
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
標 的 ： 5' GGATTATTGTTAAATATTGATAAGGAT 3'
可 視 化 用 オ リ ゴ ： 5' ATCCTTATCAATATT 3'
オ リ ゴ 　 オ ー ピ ー 　 ド レ ジ ャ ー (Oligo　 op drager)： 5' TAACAATAATCC 3'
　 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 炭 疽 菌 致 死 因 子 ゲ ノ ム 由 来 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド
　 Schleicher and Schuellか ら コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド 、 例 え ば Nytranコ ー テ ィ ン グ ス ラ イ
ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド を 購 入 し 、 MICROCASTマ イ ク ロ ア レ イ 作 成 装
置 （ micro-arrayer） を 使 用 し て Ｄ Ｎ Ａ 捕 獲 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ リ ン ト し た 。
　 修 飾 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Eurogentec（ Belgium） に よ る カ ス テ ム メ イ ド で あ り
、 そ れ を 種 々 の 濃 度 で プ リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー （ ６ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ ） に 溶 解 し た 。
　 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ Ｍ の 範 囲 の 諸 濃 度 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー テ ィ ン グ ガ ラ ス
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ス ラ イ ド に プ リ ン ト す る こ と に よ っ て マ イ ク ロ ア レ イ を 製 造 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー
ル は 、 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ま な い プ リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー お よ び 目 的 の 捕 獲 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 同 濃 度 の 、 無 関 係 の 配 列 に 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ
リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー か ら な る も の で あ っ た 。 室 温 で ３ ０ 分 間 乾 燥 し た 後 、 ス ラ イ ド を ８ ０
℃ で ３ ０ 分 間 加 熱 乾 燥 し た 。 以 前 に 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ル に し た が い 、 Ｕ Ｖ 照 射 を 使
用 し て Ｄ Ｎ Ａ プ リ ン ト 済 み Nytranコ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド を 架 橋 結 合 し た 。
　 以 後 の 分 析 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で ス ラ イ ド を 保 存 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド
　 Schleicher and Schuellか ら シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド を 購 入 し 、 MICROCASTマ イ ク
ロ ア レ イ 作 成 装 置 を 使 用 し て Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ リ ン ト し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Eurogentec（ Belgium） に よ る カ ス テ ム メ イ ド で あ り 、 そ
れ を 種 々 の 濃 度 で プ リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 。 以 前 に 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ル に
し た が っ て シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド お よ び 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 活 性 化 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ Ｍ の 範 囲 の 諸 濃 度 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 活 性 化 型 シ ラ ン コ ー
テ ィ ン グ ガ ラ ス ス ラ イ ド に プ リ ン ト す る こ と に よ っ て マ イ ク ロ ア レ イ を 製 造 し た 。 室 温 で
３ ０ 分 間 乾 燥 し た 後 、 プ リ ン ト 済 み ス ラ イ ド を ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
従 来 型 ガ ラ ス ス ラ イ ド
　 従 来 型 の 顕 微 鏡 用 ガ ラ ス ス ラ イ ド を ２ 回 蒸 留 水 で 洗 浄 し 、 次 い で 室 温 の １ ０ ％ Ｎ ａ Ｏ Ｈ
溶 液 に 浸 漬 し 、 次 い で ３ ０ 分 間 超 音 波 処 理 し た 。 流 水 で 数 回 洗 浄 し た 後 、 ス ラ イ ド を ２ 回
蒸 留 水 で 数 回 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 ス ラ イ ド を ８ ０ ℃ で 乾 燥 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ル （ Kumar et al. Silanized nucleic acids: a genera
l platform for DNA immobilization. Nucleic acids res 2000; 28: p71.） に し た が っ
て 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 活 性 化 し 、 ア ミ ノ シ ラ ン と カ ッ プ リ ン グ さ せ た 。
　 シ ラ ン 処 理 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ） に 溶 解 し 、
上 記 の よ う に プ リ ン ト し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
マ イ ク ロ ア レ イ の プ リ ン ト
　 各 濃 度 の 捕 獲 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 上 記 の 適 切 な ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を マ イ ク
ロ ア レ イ に プ リ ン ト し た 。 こ の 作 業 は 合 計 ６ 回 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
セ ク シ ョ ン ２ ： ポ リ マ ー 増 幅 お よ び 他 の テ ク ノ ロ ジ ー と 組 み 合 わ せ て 金 お よ び 酵 素 に よ る
可 視 化 を 使 用 す る 検 出 方 法 の 比 較 実 験
パ ー ト １ － 上 記 固 相 ア ッ セ イ （ solid assays） で の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化 実 験
実 験 １ － パ ー ト １ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て 、 ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ を 使 用 し て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ
イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た
。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ
ァ ー 中 の １ ／ １ ０ ０ ０ 希 釈 物 ） （ Roche Germany） と ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 室
温 の Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー で ３ 回 洗 浄 し た 。
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　 ス ラ イ ド を 適 切 な バ ッ フ ァ ー 中 の ナ フ ト ー ル （ napthol） 基 質 （ Dako, Denmark） と 室 温
で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 を 展 開 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 験 ２ － パ ー ト １ ： 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ streptavin） を 使 用 す る 標
識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） （ Sigma, U.S.A.） と １ ２ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 （ Sigma U.S.A.） に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
実 験 ３ － パ ー ト １ ： 金 粒 子 で 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ス ラ イ ド を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
、 ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） ま た は ３ ０ ｎ ｍ と １ ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 験 ４ － パ ー ト １ ： 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） と １ ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
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　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
実 験 ５ － パ ー ト １ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 、 ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 次 い で 金 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ３
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ
ル ま た は ビ オ チ ン 化 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄
バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ３
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
実 験 ６ － パ ー ト １ ： 金 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 次 い で ビ オ チ ン 化 ア ル ブ ミ ン お よ び 金 粒
子 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ３
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識
さ れ た ア ル ブ ミ ン と ス ラ イ ド を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 次
い で 蒸 留 水 で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
実 験 ７ － パ ー ト １ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ 超 磁 性 粒 子 、 次
い で ビ オ チ ン 化 ア ル ブ ミ ン お よ び 金 粒 子 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
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【 ０ １ ８ ３ 】
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ ナ ノ 粒 子 と イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識
さ れ た ア ル ブ ミ ン と ス ラ イ ド を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 次
い で 蒸 留 水 で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
実 験 ８ － パ ー ト １ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ 粒 子 、 次 い で ポ
リ マ ー お よ び 金 粒 子 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ ナ ノ 粒 子 と イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識
さ れ た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ま た は ポ リ Ｌ － リ シ ン （ poly-L-lysin） ポ リ マ ー と ス ラ イ ド
を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 次 い で 蒸 留 水 で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
パ ー ト ２ ： 上 記 固 相 ア ッ セ イ で 固 定 さ れ て い る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 実 験
実 験 ２ ． １ － パ ー ト ２ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 こ れ に は 適 切 な ポ ジ テ ィ ブ お よ び ネ
ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル が 含 ま れ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 加 熱 乾 燥 し 、 使 用
時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ
ァ ー 中 の １ ／ １ ０ ０ ０ 希 釈 物 ） と ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 室 温 の Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ
ク 質 バ ッ フ ァ ー で ３ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 適 切 な バ ッ フ ァ ー 中 の ナ フ ト ー ル 基 質 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と に よ っ て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 を 展 開 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
実 験 ２ ． ２ － パ ー ト ２ ： 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ
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ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） と １ ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
実 験 ３ － パ ー ト ２ ： 金 粒 子 で 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） 、 ま た は ３ ０ ｎ ｍ と １ ２ ０ 分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 後 、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
実 験 ４ － パ ー ト ２ ： 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
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Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） と １ ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
実 験 ５ － パ ー ト ２ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 、 ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 次 い で 金 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ３
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ
ル ま た は ビ オ チ ン 化 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄
バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ３
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
実 験 ６ － パ ー ト ２ ： 金 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 次 い で ビ オ チ ン 化 ア ル ブ ミ ン お よ び 金 粒
子 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
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　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ３
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識
さ れ た ア ル ブ ミ ン と ス ラ イ ド を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 次
い で 蒸 留 水 で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
実 験 ７ － パ ー ト ２ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ 超 磁 性 粒 子 、 次
い で ビ オ チ ン 化 ア ル ブ ミ ン お よ び 金 粒 子 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ ナ ノ 粒 子 と イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識
さ れ た ア ル ブ ミ ン と ス ラ イ ド を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 次
い で 蒸 留 水 で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
実 験 ８ － パ ー ト ２ ： ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ 粒 子 、 次 い で ポ
リ マ ー お よ び 金 粒 子 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
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Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） を
補 充 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 と ス ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ た 。
　 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 １ ｍ ｌ の 濃 度 の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を ３ ７ ℃ で 一 晩 実 行 し た 。
　 ス ラ イ ド を 室 温 の ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ０ ０ ｎ ｍ ナ ノ 粒 子 と イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識
さ れ た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ま た は ポ リ Ｌ － リ シ ン （ poly-L-lysin） ポ リ マ ー と ス ラ イ ド
を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 次 い で 蒸 留 水 で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
結 果 お よ び 考 察
シ グ ナ ル 増 幅 を 用 い な い 実 験 の 結 果 ：
実 験 １ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 酵 素 を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 使 用 さ れ た 酵 素 お よ び 基 質 に し た が っ て 、 深 い 赤 色 ま た は
濃 褐 色 の ス ポ ッ ト と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト は ス ラ イ ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識
別 可 能 で あ っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は 存 在 し な か っ た 。 ０ ． ２ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ２ ｍ Ｍ の
範 囲 の 濃 度 で ス ポ ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー ブ で 可 視 化 が 達 成 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
実 験 ２ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 金 ０ ． ８ ｎ ｍ お よ び ６ ｎ ｍ を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 使 用 さ れ た 金 属 増 強 に し た が っ て 、 深 い 黒 灰 色 の ス ポ ッ ト
と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト は ス ラ イ ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識 別 可 能 で あ っ た 。
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は 存 在 し な か っ た 。 ０ ． ２ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ２ ｍ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 で ス ポ
ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー ブ で 可 視 化 が 達 成 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
実 験 ３ － 金 ０ ． ８ ｎ ｍ お よ び ６ ｎ ｍ を 伴 う モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 使 用 さ れ た 金 属 増 強 strateに し た が っ て 、 深 い 黒 色 の ス ポ
ッ ト と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト は ス ラ イ ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識 別 可 能 で あ っ
た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は 存 在 し な か っ た 。 ０ ． ２ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ０ ２ ｍ Ｍ の 範 囲 の 濃 度
で ス ポ ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー ブ で 可 視 化 が 達 成 さ れ た 。 た だ し 、 シ グ ナ ル は ０ ． ８ ｎ ｍ の
金 と 比 較 し て ６ ｎ ｍ の 金 の 場 合 に 強 く 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 の 方 式 の 場 合 よ り 鮮 明 で
あ っ た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 比 較 し て 、 シ グ ナ ル は わ ず か に 鮮 明 で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 験 ３ － 金 ３ ０ ｎ ｍ を 伴 う モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 最 も 高 濃 度 の ０ ． ２ ｍ Ｍ の ス ポ ッ ト で の み 淡 い バ ラ 色 （ ro
sa） の ス ポ ッ ト と し て か す か に 可 視 化 さ れ た 。 金 属 増 強 で は 、 は っ き り と し た シ グ ナ ル 増
強 は 生 じ な か っ た 。 か な り の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 が 存 在 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
実 験 ４ － 金 ０ ． ８ ｎ ｍ お よ び ６ ｎ ｍ を 伴 う ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 体 を 用 い る 可 視 化
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　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 使 用 さ れ た 金 属 増 強 strateに し た が っ て 、 深 い 黒 色 の ス ポ
ッ ト と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト は ス ラ イ ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識 別 可 能 で あ っ
た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は 存 在 し な か っ た 。 ０ ． ２ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ０ ２ ｍ Ｍ の 範 囲 の 濃 度
で ス ポ ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー ブ で 可 視 化 が 達 成 さ れ た 。 た だ し 、 シ グ ナ ル は ０ ． ８ ｎ ｍ の
金 と 比 較 し て ６ ｎ ｍ の 金 の 場 合 に 強 く 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 の 方 式 の 場 合 よ り 鮮 明 で
あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
シ グ ナ ル 増 幅 を 用 い る 実 験 の 結 果 ：
実 験 ５ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ 金 － ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 次 い で 金 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 深 い 黒 色 の ス ポ ッ ト と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト は ス ラ イ
ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識 別 可 能 で あ っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は わ ず か で あ っ た
。 ０ ． １ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ０ ０ １ ｍ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 で ス ポ ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー ブ で 可 視 化 が
達 成 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 験 ６ － 金 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ 、 ６ ｎ ｍ お よ び ３ ０ ｎ ｍ ） 、 次 い で ビ
オ チ ン 化 ア ル ブ ミ ン お よ び 金 粒 子 ０ ． ８ 、 ６ ｎ ｍ お よ び ３ ０ ｎ ｍ を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 使 用 さ れ た 金 属 増 強 strateに し た が っ て 、 深 い 黒 色 の ス ポ
ッ ト と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト は ス ラ イ ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識 別 可 能 で あ っ
た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は 非 常 に わ ず か で あ っ た 。 ０ ． １ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ０ ０ １ ｍ Ｍ の 範
囲 の 濃 度 で ス ポ ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー ブ で 可 視 化 が 達 成 さ れ た 。 た だ し 、 シ グ ナ ル は ６ ｎ
ｍ の 金 と 比 較 し て ０ ． ８ ｎ ｍ の 金 の 場 合 に 強 く 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 酵 素 の 方 式 の 場 合
よ り 鮮 明 で あ っ た 。 ３ ０ ｎ ｍ の 金 粒 子 で は 、 肉 眼 で か ろ う じ て 識 別 可 能 な わ ず か な バ ラ 色
の 反 応 （ rosa reaction） が 生 じ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
実 験 ７ － 超 常 磁 性 粒 子 ２ ０ ０ ｎ ｍ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ 金 － ア ル ブ ミ ン ／ 金 ／ ビ オ チ ン
を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 深 い 灰 色 ～ 黒 褐 色 の ス ポ ッ ト と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト
は ス ラ イ ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識 別 可 能 で あ っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は 低 ～ 中
程 度 で あ っ た 。 ０ ． ２ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ０ ０ ２ ｍ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 で ス ポ ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー
ブ で 可 視 化 が 達 成 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
実 験 ８ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 金 ０ ． ８ ｎ ｍ お よ び ６ ｎ ｍ － ポ リ マ ー ／ 金 を 用 い る 可 視 化
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 使 用 さ れ た 金 属 増 強 に し た が っ て 、 深 い 黒 灰 色 の ス ポ ッ ト
と し て 可 視 化 さ れ た 。 ス ポ ッ ト は ス ラ イ ド の 白 色 を 背 景 に し て 容 易 に 識 別 可 能 で あ っ た 。
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 は 存 在 し な か っ た 。 ０ ． ２ ｍ Ｍ ～ ０ ． ０ ０ ０ ２ ｍ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 で
ス ポ ッ ト さ れ た 分 子 プ ロ ー ブ で 可 視 化 が 達 成 さ れ た 。 た だ し 、 シ グ ナ ル は ０ ． ８ ｎ ｍ の 金
と 比 較 し て ６ ｎ ｍ の 金 の 場 合 に 強 く 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 の 方 式 の 場 合 よ り 鮮 明 で あ
っ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
セ ク シ ョ ン ３ ： Ｈ Ｐ Ｖ  Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 お よ び サ ブ タ イ プ 決 定
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 こ の 場 合 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ 、
Ｈ Ｐ Ｖ １ ８ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ １ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ ３ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ ５ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ５ ２ お よ び Ｈ Ｐ Ｖ ５ ８ を 検 出
す る 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー
に 溶 解 し て 最 終 濃 度 を １ ０ μ Ｍ に し 、 Microcast手 動 ア レ イ 作 成 装 置 （ manual arrayer）
を 使 用 し て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 こ れ に は 適 切 な ポ ジ テ ィ ブ お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル
が 含 ま れ る 。 そ の 結 果 、 各 行 が ６ 個 の 同 一 ス ポ ッ ト か ら な る ７ 行 （ 7 seven rows） の マ イ
ク ロ ア レ イ が 得 ら れ る 。 こ れ は ７ 種 の 上 記 Ｈ Ｐ Ｖ 型 に 相 当 す る 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル
は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 含 ま な い プ リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー か ら な り 、 第 二 の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は
無 関 係 の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る も の で あ っ た 。 こ れ

10

20

30

40

50

(40) JP 2007-534948 A 2007.11.29



ら の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を ６ 個 の ス ポ ッ ト か ら な る ２ 行 と し て プ リ ン ト し た 。 そ の 一
方 の 行 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 含 ま な い プ リ ン ト 用 バ ッ フ ァ ー か ら な り 、 他 方 の 行 は 無 関 係 の Ｄ Ｎ Ａ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 行 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 上 記 Ｈ Ｐ Ｖ 型 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 等 モ ル 混 合 物 か ら
な り 、 そ れ を ６ 個 の 同 一 ス ポ ッ ト か ら な る １ 行 に プ リ ン ト し た 。
　 プ リ ン ト 後 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 室 温 で １ ５ 分 間 空 気 乾 燥 し た 。
　 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存
し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 超 音 波 処 理 ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ０ μ ｇ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 ５ ｍ ｌ ） （
Sigma, USA） を 補 充 し た hybrimixハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ Sigma, USA） と ス
ラ イ ド を 室 温 で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 標 識 増 幅 産 物 を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｈ Ｐ Ｖ  Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 中 に 、 ビ オ チ ン 標 識 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 増 幅 産 物 を 標 識 し た 。
　 別 の 実 験 で は 、 ２ 種 の 未 標 識 プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 構 成 し た 。
　 １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を 変 性 溶 液 （ Ｎ Ａ Ｏ Ｈ ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） １ ０ μ ｌ で
変 性 さ せ た 。 変 性 済 み Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を ２ ｍ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 に 加 え た 。 カ
バ ー ガ ラ ス で マ イ ク ロ ア レ イ を カ バ ー し 、 加 湿 槽 で ３ ７ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
　 室 温 の ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 補 充 し た ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 上 記 方 法 の １ つ を 使 用 し て ビ オ チ ン 標 識 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 明 ら か
に し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い る 可 視 化
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ
ァ ー 中 の １ ／ １ ０ ０ ０ 希 釈 物 ） と ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 室 温 の Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ
ク 質 バ ッ フ ァ ー で ３ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 適 切 な バ ッ フ ァ ー 中 の ナ フ ト ー ル 基 質 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と に よ っ て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 を 展 開 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 を 用 い る 可 視 化
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ス ラ イ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） と １ ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
モ ノ ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ビ オ チ ン 抗 体 を 用 い る 可 視 化
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
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　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー
中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ） ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） と １ ２ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 、 次 い で ビ オ チ ン 化 ポ リ マ ー テ ク ノ ロ ジ ー を 用 い る シ グ ナ ル 増 幅
を 使 用 す る 可 視 化
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ３
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 多 数 の ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ま た は ポ リ Ｌ － リ シ ン
ポ リ マ ー と ス ラ イ ド を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 ビ オ チ ン 抗 体 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次
い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
未 標 識 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 イ ン タ ー カ レ ー ト 物 質 を 使 用 す
る 可 視 化 、 ポ リ マ ー テ ク ノ ロ ジ ー お よ び 金 を 用 い る シ グ ナ ル 増 幅
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 Ｈ Ｐ Ｖ  Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 構 成 し た 。
　 本 実 験 の こ の パ ー ト で は 、 ２ 種 の 未 標 識 プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 構 成 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 １ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を 変 性 溶 液 （ Ｎ Ａ Ｏ Ｈ ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） １ ０ μ ｌ で
変 性 さ せ た 。 変 性 済 み Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を ２ ｍ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 に 加 え た 。 カ
バ ー ガ ラ ス で マ イ ク ロ ア レ イ を カ バ ー し 、 加 湿 槽 で ３ ７ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
　 室 温 の ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 補 充 し た ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 マ イ ク ロ ア レ イ で の 未 標 識 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 と そ の 捕 獲 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と カ ッ プ リ ン グ さ れ た Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ ４ '， ６ － ジ ア ミ ジ ノ
－ ２ － フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 二 塩 酸 塩 ） 型 の イ ン タ ー カ レ ー ト 物 質 を 使 用 し て 明 ら か に し た
。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と コ
ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ｄ ａ ｐ ｉ ま た は ド キ ソ ル ビ シ ン と ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で
室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
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　 ビ オ チ ン 化 ア ル ブ ミ ン ／ 金 ま た は 、 ビ オ チ ン 分 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ポ リ Ｌ － リ シ ン
ポ リ マ ー と ス ラ イ ド を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ６
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
結 果 お よ び 考 察
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 済 み マ イ ク ロ ア レ イ は 、 使 用 さ れ る 基 質 に 応 じ て 、 い く つ か の 領 域 で 非
常 に 鮮 明 な 黒 ま た は 赤 色 の ス ポ ッ ト を 有 す る 領 域 を 示 し た 。 他 の 領 域 は 全 く シ グ ナ ル を 示
さ な か っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 全 く 存 在 し な か っ た 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 可 視 化 に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ alkaline phophatase
） 技 術 が 使 用 さ れ た 場 合 は 、 容 易 に 識 別 可 能 な 深 い 赤 色 の 鮮 明 な ス ポ ッ ト と し て 示 さ れ 、
あ る い は 金 － 金 属 増 強 テ ク ノ ロ ジ ー が 使 用 さ れ た 場 合 は 、 深 い 灰 ～ 黒 色 の ス ポ ッ ト と し て
示 さ れ た 。 結 果 は 肉 眼 で 容 易 に 評 価 で き た 。
　 ポ リ マ ー 増 幅 技 術 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 － ア ル ブ ミ ン 方 式 で 金 標 識 抗 体 が 使 用
さ れ た 場 合 に 最 良 の 結 果 が 得 ら れ た 。
　 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 陽 性 の 徴 候 を 全 く 示 さ な か っ た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は
強 く 陽 性 で あ っ た 。 一 実 験 で は 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ の 存 在 が 示 さ れ 、 別 の 実 験 で は 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ８
の 存 在 が 強 調 さ れ た 。 他 の 分 子 プ ロ ー ブ と の ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 確 認 さ れ な
か っ た 。 Ｈ Ｐ Ｖ  Ｄ Ｎ Ａ を 含 ま な い サ ン プ ル で は マ イ ク ロ ア レ イ で シ グ ナ ル が 生 じ な か っ
た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
セ ク シ ョ ン ４ ： 免 疫 組 織 化 学 の 適 用 ： ポ リ マ ー 増 強 増 幅 技 術 に お い て 金 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ
ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る イ ン サ イ チ ュ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 視 化
　 扁 平 上 皮 肺 癌 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 ホ ル マ リ ン 固 定 組 織 か ら ５ μ ｍ の 切 片 を カ ッ ト し 、 ポ リ
Ｉ － リ シ ン コ ー テ ィ ン グ ガ ラ ス ス ラ イ ド に 付 着 さ せ 、 ５ ５ ℃ で 一 晩 乾 燥 し 、 ダ ス ト フ リ ー
で 室 温 で 保 存 し た 。 キ シ レ ン 代 替 物 で ２ 回 す す い で 切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、 次 い で 下
降 系 列 の ア ル コ ー ル ～ 脱 イ オ ン 水 で 再 水 和 （ rehydratation） し た 。 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ （
ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ２ 回 洗 浄 し 、 抗 ｅ ｍ ａ （ 上 皮 膜 抗 原 ） モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 （ Dakopa
tts Denmark） と 製 造 元 の 指 示 書 に し た が っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補
充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し 、 同 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ
ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 マ ウ ス 抗 体 と ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ
ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ス ラ イ ド を 金 粒 子 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ポ リ マ ー （ デ キ ス ト ラ ン ま
た は ポ リ Ｌ － リ シ ン ） と ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た
。
　 場 合 に よ り 、 ス ラ イ ド を ０ ． ８ ｎ ｍ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ビ オ チ ン 化
ア ル ブ ミ ン と ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 そ の 結 果 、 優 れ た コ ン ト ラ ス ト を 有 す る 明 瞭 で 鮮 明 な 染 色 が 示 さ れ た 。
【 配 列 表 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 2月 27日 (2006.2.27)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 サ ン プ ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め
の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 下 記 順 序
で 含 む 方 法 ：
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の サ ン プ ル を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 ；
（ ｂ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｃ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ ｄ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － 複 数 の う ち の １ 種 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ；
（ ｅ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ ｆ ） 固 形 支 持 体 を 読 み 取 り 、 前 記 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 段 階 （ ａ ） を
（ ａ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階
に 置 き 換 え 、 な ら び に
　 段 階 （ ｂ ） を
（ ｂ ） ビ オ チ ン 標 識 サ ン プ ル と 固 形 支 持 体 を 接 触 さ せ る 段 階
に 置 き 換 え た 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 段 階 （ ａ ） の 前 に 下 記 段 階 （ ａ ０ ） を 行 う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 ：
（ ａ ０ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 固 形 支 持 体 上 に ア プ ラ イ す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ 】
　 プ ロ ー ブ を あ ら か じ め ア プ ラ イ し て 固 形 支 持 体 を 供 給 し 、 請 求 項 ２ の 段 階 （ ａ ） ま た は
請 求 項 ３ の 段 階 （ ａ ０ ） が ユ ー ザ ー に よ っ て 実 施 さ れ な い 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が カ ラ ー チ ャ ー ト の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 を 横 切 る コ ン ダ ク タ ン ス お よ び ／ ま た は 電 流 の 変
化 を 検 出 す る の に 適 し た 装 置 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 上 の 磁 場 の 変 化 を 検 出 す る の に 適 し た 装 置 の 使 用
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 段 階 （ ｆ ） の 読 み 取 り が 、 固 形 支 持 体 上 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 変 化 を 検 出 す る の に 適
し た 装 置 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 段 階 （ ｅ ） の 金 属 増 強 試 薬 が 銀 増 強 試 薬 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
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。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 サ ン プ ル 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 を 定 量 的 お よ び ／ ま た は 定 性 的 に 検 出 す る た め
の キ ッ ト 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 の も の を 含 む
キ ッ ト ：
－ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ；
－ 固 形 支 持 体 ； お よ び
－ 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト ：
　 　 － ビ オ チ ン ；
　 　 － ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 す る 金 属 粒 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 下 記 の も の を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の キ ッ ト ：
－ １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 プ ロ ー ブ が ビ オ チ ン 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 固 形 支 持 体 に １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ が あ ら か じ め 積 載 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ０
～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ポ リ マ ー が 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 属 粒 子 に 結 合 可 能 な 生 物 学 的 に
不 活 性 な ポ リ マ ー で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ３
の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ポ リ マ ー が ア ル ブ ミ ン ま た は デ キ ス ト ラ ン の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法
ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 、 金 、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル 、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 鉛 、
ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 ロ ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、 テ ル ル 、 セ レ ン 、 ケ イ 素 、 シ リ シ ウ
ム 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ
ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、 モ リ ブ デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ
ム 、 リ チ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は ウ ォ ル フ ラ ム の 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ４ ま た は １
５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ４ ま た は １ ５
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 銀 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ４ ま た は １ ５
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 金 属 粒 子 が ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、
１ ４ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ９ お よ び １ ４ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に お い て 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の
い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 磁 気 共 鳴 映 像 法 に 基 づ く 系 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る
た め の 方 法 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 含 む
方 法 ：
（ ｉ ） １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 系 に 加 え る 段 階 ；
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（ ｉ ｉ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 を 系 に 加 え る 段 階 ； お よ び
（ ｉ ｉ ｉ ） 磁 気 共 鳴 映 像 法 を 使 用 し て 映 像 を 取 得 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 磁 気 共 鳴 映 像 法 に 基 づ く 系 中 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 成 分 の イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る
た め の キ ッ ト 、 こ の 場 合 、 各 成 分 は プ ロ ー ブ に 結 合 可 能 で あ る 、 で あ っ て 、
－ １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 標 識 プ ロ ー ブ ；
－ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 ； お よ び
－ 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト ：
　 　 － ビ オ チ ン ；
　 　 － ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 す る 金 属 粒 子 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 で 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 プ ロ ー ブ が 抗 体 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド リ ガ ン ド で あ る 、
請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ４ ～ １ ９ 、 お よ び ２ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ ２ ０
、 ２ ２ ～ ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 、 金 、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル
、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 鉛 、 ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ロ ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、
テ ル ル 、 セ レ ン 、 ケ イ 素 （ シ リ シ ウ ム ） 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ
ウ ム 、 ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、
モ リ ブ デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は ウ ォ ル フ ラ ム の 粒 子
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ４ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求
項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 金 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １
～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２
２ ～ ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 銀 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １
～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２
２ ～ ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 の 金 属 粒 子 が ０ ． ６ ～ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有
す る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ２ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は
請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ２ ７ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ／ ま た は ア ビ ジ ン を
含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は
請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 お よ び ／ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト が １ 種 ま た は そ れ
以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ２ ９ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ２ ９ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 超 常 磁 性 粒 子 を 含 み 、 段
階 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） が 実 施 さ れ な い 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ３
０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ お よ び ２ ２ ～ ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の
キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 超 常 磁 性 粒 子 が 酸 化 鉄 を 含 む 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 超 常 磁 性 粒 子 の 酸 化 鉄 含 量 が ３ ０ ～ ８ ０ ％ の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 ま た
は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 超 常 磁 性 粒 子 が ５ ０ ～ ４ ０ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ３ の い ず
れ か に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９
、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、
２ ２ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 プ ロ ー ブ が ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の コ ー ト ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 ３
５ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｐ Ｖ ） 感 染 の 進 行 を 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン
グ す る た め の 、 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ８ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ １ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ３ ３ 、 Ｈ Ｐ
Ｖ ３ ５ 、 Ｈ Ｐ Ｖ ５ ２ お よ び Ｈ Ｐ Ｖ ５ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 に 結 合 可 能 で あ る
、 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 プ ロ ー ブ が 表 １ に 列 挙 さ れ る 成 分 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １
お よ び ２ ４ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ３ ４ の い ず れ
か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 表 １ に 列 挙 さ れ る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ヒ ト 疾 患 状 態 の 進 行 ま た は そ の 疾 患 状 態 に 対 す
る 罹 患 し や す さ を 、 そ の 成 分 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 核 酸 を 検 出 す る こ と
に よ っ て 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ す る た め の 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 ま
た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、
ま た は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の い ず れ か に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お
よ び ２ ４ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ３ ４ の い ず れ か
に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 の Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ 、 マ イ
コ バ ク テ リ ア 、 ま た は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 起 因 す る 感 染 の 進 行 を 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は
モ ニ タ リ ン グ す る た め の 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ベ ー タ － ア ミ ロ イ ド 、 ｈ Ｔ Ａ Ｕ 、 ホ
ス ホ Ｔ Ａ Ｕ お よ び Ａ Ｐ Ｏ Ｅ に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２
４ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 の 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ に お い て 使 用 す る た め の
、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の Ａ Ｎ Ａ 、 Ｊ ｏ － １ 、 ミ エ ロ ペ ル オ キ
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シ ダ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ｐ 、 Ｓ ｃ ｌ － ７ ０ 、 Ｓ ｍ 、 Ｓ Ｓ － Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス お よ び 循
環 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ３ ４ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 悪 性 疾 患 、 自 己 免 疫 ま た は ア レ ル ギ ー 関 連 疾 患 の 進 行 の 検 出 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ
タ リ ン グ に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 少 な く と も １ 種 の プ ロ ー ブ が 飲 料 水 の 微 生 物 混 入 物 に 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ 、
１ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２
２ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 細 菌 に 関 し て 水 の 環 境 試 験 を 行 う た め の 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 ま た は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 遺 伝 子 改 変 成 分 、 リ ス テ リ ア お よ び サ ル モ ネ ラ に 関 す る 食 物 成 分 の 環 境 試 験 に お い て 使
用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ５ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ ～ ３ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方
法 ま た は 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 細 胞 お よ び ／ ま た は 組 織 切 片 中 の 成 分 を 染 色 す る た め の 方 法 、 こ の 場 合 の 染 色 は 顕 微 鏡
観 察 を 使 用 す る 可 視 化 に 適 す る 、 で あ っ て 、 下 記 段 階 を 含 む 方 法 ：
Ａ ） 前 記 成 分 を 標 的 に す る １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ と 切 片 を イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 段 階 ；
Ｂ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
Ｃ ） 下 記 の も の を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ：
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ビ オ チ ン ；
　 － １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 － 前 記 ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 金 属 粒 子 ； お よ び
Ｄ ） 場 合 に よ り 、 金 属 増 強 試 薬 と 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 4月 6日 (2007.4.6)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ２ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － 金 属 粒 子 複 合 体 が １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 、 金 、 銀 、 鉄 、 ニ ッ ケ ル
、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 鉛 、 ウ ラ ン 、 セ シ ウ ム 、 白 金 、 パ ラ ジ ウ ム 、 ロ ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 、
テ ル ル 、 セ レ ン 、 ケ イ 素 （ シ リ シ ウ ム ） 、 銅 、 ス ズ 、 レ ニ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 ア ル ミ ニ
ウ ム 、 ゲ ル マ ニ ウ ム 、 ク ロ ム 、 カ ド ミ ウ ム 、 ニ オ ブ 、 チ タ ン 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ン ガ ン 、
モ リ ブ デ ン 、 ア ン チ モ ン 、 ア メ リ シ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は ウ ォ ル フ ラ ム の 粒 子
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ 、 １ ４ ～ １ ９ 、 ２ １ お よ び ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 ま た は 請 求
項 １ ０ ～ １ ９ 、 ２ ２ ～ ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ １ 】
　 発 明 者 ら は 、 段 階 （ ｉ ｉ ） で ナ ノ メ ー ト ル サ イ ズ ま た は ナ ノ メ ー ト ル よ り 下 位 の サ イ ズ
、 例 え ば ０ ． ８ ｎ ｍ 、 の 金 属 粒 子 を 使 用 し て 形 成 さ れ た 複 合 体 は 、 よ り 大 き い 粒 子 の 周 り
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に 構 築 さ れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 比 較 し て 、 基 本 的 に 異 な る 特 性 を 有 し 、 し た が っ て イ ン ビ
ボ イ メ ー ジ ン グ を 向 上 さ せ る た め の 使 用 に 適 し て い る こ と を 発 見 し た 。 小 さ い ナ ノ 粒 子 は
タ イ ト な 粒 子 表 面 湾 曲 を 有 し 、 し た が っ て そ の 周 り に 構 築 さ れ た 水 双 極 子 層 を 引 き つ け る
可 能 性 が 低 い 。 ゆ え に 、 流 体 力 学 半 径 は 減 少 す る 。 ま た 、 こ れ ら の 小 さ い 金 属 粒 子 は 低 い
正 味 の 負 電 荷 し か 保 持 せ ず 、 ゆ え に サ ン プ ル 表 面 に 接 近 す る 時 に そ れ ら が 受 け る 、 電 荷 に
よ っ て 決 定 さ れ る 反 発 は 少 な い 。 こ れ ら の 特 性 に よ っ て 、 生 物 学 的 系 、 器 官 お よ び 生 物 に
お い て 良 好 な 透 磁 性 が 生 じ る と 思 わ れ る 。 さ ら に ま た 、 段 階 （ ｉ ｉ ） の ナ ノ 粒 子 は 非 常 に
小 さ い の で 、 立 体 障 害 （ steric
hinderance） を 引 き 起 こ さ な い 。 し た が っ て 、 経 路 、 例 え ば ヒ ト の 代 謝 経 路 を 可 視 化 す る
た め の マ ー カ ー と し て そ れ ら は 理 想 的 で あ る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ７ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ７ ８ 】
実 験 ４ － パ ー ト １ ： 金 粒 子 で 標 識 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 可 視 化
　 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に マ イ ク ロ ア レ イ を プ リ ン ト し た 。 ０ ． ０ ０ １ μ Ｍ ～ ２ ０ μ
Ｍ の 範 囲 の す べ て の 濃 度 に つ い て ６ 回 ス ポ ッ ト し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ を ８ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
加 熱 乾 燥 し 、 使 用 時 ま で ダ ス ト フ リ ー で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ３ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ス ラ イ ド を ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を 同 Ｐ Ｂ Ｓ ／ タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー 溶 液 と 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
　 ス ラ イ ド を 特 別 な 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ２ ％ タ ン パ ク 質 を 補 充 し た Ｐ Ｂ Ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ４
） で ５ 分 間 × ２ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ／ 金 ０ ． ８ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ５ ０ 希 釈 物 ）
ま た は ６ ｎ ｍ （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 の １ ／ ２ ０ 希 釈 物 ） と １ ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 室 温 の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ６ 回 洗 浄 し た 。
　 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次 い で 蒸 留 水 で ５ 分 間 × ３ 回 す す い だ 。
　 １ ５ 分 間 の 金 属 増 強 に よ っ て 金 粒 子 を 可 視 化 し た 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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