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(57)【要約】
　本発明は、エバネッセント場検出を利用して、未加工
の試料中の非精製でラベルされていない検体を検出また
は評価することを特徴とする。被検体と結合する能力の
ある捕捉分子を、エバネッセント場センサの検出表面に
固定化することが可能である。未加工の試料中の被検体
と固定化された捕捉分子の間の相互作用によって、検出
表面の屈折率を変化させ、それによって表面からの反射
光中に検出可能なシグナルを生じさせる。本発明に従っ
た未加工の試料としては、限定はしないが、細胞溶解物
、組織抽出物、体液、または生物由来の試料が挙げられ
る。本発明に適したエバネッセント場センサには、限定
はしないが、格子結合型導波路が含まれる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　未加工の試料をエバネッセント場センサの検出表面と接触させる工程であって、ここで
、前記未加工の試料が被検体を含み、前記検出表面が捕捉分子でコーティングされている
工程、および
　前記接触の後、前記検出表面における屈折率を検出する工程であって、ここで、比較対
照の屈折率と比較した、前記屈折率における変化が、前記被検体が前記捕捉分子と相互作
用するか否かを示すものである工程、
を有してなる分子間相互作用を評価する方法。
【請求項２】
　前記エバネッセント場センサが、少なくとも１つの格子結合型の導波路を備えているこ
とを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記格子結合型の導波路が、
　　１．５以下の屈折率を有する基材；
　　回折格子；および
　　前記検出表面を備え、かつ、前記基材よりも高い屈折率を有する導波路フィルム；
を備えていることを特徴とする請求項２記載の方法。
【請求項４】
　前記エバネッセント場センサが、複数のウェルを含んだマイクロプレートを備え、かつ
、各前記ウェルが検出表面を含む格子結合型の導波路を含むまたは組み込むことを特徴と
する請求項１記載の方法。
【請求項５】
　前記未加工の試料が、培養細胞の溶解物もしくは上清、体液試料、または組織抽出物で
あることを特徴とする請求項１～４のいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
　前記被検体が、タンパク質、脂質、多糖、または核酸であることを特徴とする請求項１
～５のいずれか１項記載の方法。
【請求項７】
　未加工の試料を格子結合型の導波路の検出表面と接触させる工程であって、ここで、前
記未加工の試料が被検体を含み、前記検出表面が捕捉分子でコーティングされる工程、
　光線を前記格子結合型の導波路内に導き入れる工程であって、ここで、前記光線が回折
して、前記検出表面を越えて広がるエバネッセント・テイルを生じさせる工程、
　前記格子結合型の導波路から反射光を受信する工程、および
　前記接触後の共振状態を検出する工程であって、比較対照の共振状態と比較した、前記
共振状態における変化が、前記被検体が前記捕捉分子と相互作用するか否かを示す工程、
を有してなる分子間相互作用を評価する方法。
【請求項８】
　前記未加工の試料が、体液試料、組織抽出物、または、培養細胞の溶解物もしくは上清
であることを特徴とする請求項７記載の方法。
【請求項９】
　未加工の試料をエバネッセント場センサの検出表面と接触させる工程であって、ここで
、前記検出表面が前記被検体と結合する能力のある捕捉分子でコーティングされている工
程、および
　前記接触後の前記検出表面において屈折率を検出する工程であって、ここで、比較対照
の屈折率と比較した、前記屈折率における変化が、前記未加工の試料中の前記被検体の存
在または不在を示す工程、
を有してなる、未加工の試料中の被検体の存在または不在を検出する方法。
【請求項１０】
　前記エバネッセント場センサが、少なくとも１つの格子結合型の導波路を備えているこ
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とを特徴とする請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　前記格子結合型の導波路が、
　　１．５以下の屈折率を有する基材、
　　回折格子、および
　　前記検出表面を備え、かつ、前記基材よりも高い屈折率を有する導波路フィルム、
を備えていることを特徴とする請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　前記未加工の試料が、体液試料、組織抽出物、培養細胞の溶解物もしくは上清、食物も
しくは飲料試料、または環境試料であることを特徴とする請求項９～１１のいずれか１項
記載の方法。
【請求項１３】
　前記被検体が、タンパク質、脂質、多糖、核酸、または病原体もしくは毒物であること
を特徴とする請求項９～１２のいずれか１項記載の方法。
【請求項１４】
　未加工の試料を格子結合型の導波路の検出表面と接触させる工程であって、ここで、前
記検出表面が前記被検体と結合する能力のある捕捉分子でコーティングされている工程、
　光線を前記格子結合型の導波路内に導き入れる工程であって、ここで、前記光線が回折
して、前記検出表面を越えて広がるエバネッセント・テイルを生じさせる工程、
　前記格子結合型の導波路から反射光を受信する工程、および
　前記接触後の共振状態を検出する工程であって、ここで、比較対照の共振状態と比較し
た、前記共振状態における変化が、未加工の試料中の前記被検体の存在または不在を示す
工程、
を有してなる、未加工の試料中の被検体の存在または不在を検出する方法。
【請求項１５】
　前記未加工の試料が、体液試料、組織抽出物、培養細胞の溶解物もしくは上清、食物も
しくは飲料試料、または環境試料であることを特徴とする請求項１４記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願との相互参照】
【０００１】
　本出願は、引用することによりそのすべてが本明細書中に包含される、２００４年１２
月３０日に"Label-Independent Detection Of Unpurified Analytes"という発明の名称で
出願された米国特許出願第１１／０２６，３８７号明細書の利益を主張する。
【技術分野】
【０００２】
　本発明は、ラベルされていない、非精製の被検体を検出または評価するためのエバネッ
セント場検出の利用方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ハイスループット・スクリーニング環境における分子間相互作用の研究は、薬の発見と
開発のプロセスにとって非常に重要である。
【０００４】
これらのスクリーニング方法の多くが、研究すべき分子の精製を必要とする。しかしなが
ら、この処理は、多大な時間を費やし、また、多くの労働力を要する。さらには、一旦、
分子が単離されてしまうと、種類の異なる分子間の相互作用をモニタするために、ラベル
を必要とすることが多い。このラベリング処理もまた、費用が嵩み、あるいは、時間がか
かるであろう。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
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　したがって、精製および検出可能なラベルのどちらも要求されない、新しいスクリーニ
ング方法が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、非精製のラベルされていない被検体を検出または評価するためのエバネッセ
ント場検出技術の利用を特徴とする。被検体と結合する能力のある捕捉分子を、エバネッ
セント場センサの検出表面に固定することが可能である。非精製のラベルされていない検
体の捕捉分子への結合は、検出表面の屈折率を変化させ、それによって表面からの反射光
における検出可能なシグナルを生ずる。
【０００７】
　ある態様では、本発明は、非精製の検体と捕捉分子の間の相互作用を評価またはモニタ
するためのエバネッセント場検出の利用方法を提供する。これらの方法は、
　未加工の試料をエバネッセント場センサの検出表面と接触させる工程であって、ここで
、未加工の試料は検体を含み、検出表面は捕捉分子でコーティングされている工程；およ
び、
　検出表面で屈折率における変化を検出する工程、
を有してなる。屈折率の変化は、検体が捕捉分子と相互作用する能力があるか否かを示す
。
【０００８】
　多くの実施態様において、本発明で用いられるエバネッセント場センサは、米国特許第
４，８１５，８４３号明細書または米国特許出願 "Substrate Index Modification for I
ncreasing the Sensitivity of Grating-Coupled Waveguides"（代理人整理番号： SP03-
081 (WJT003-0036)）などに記載されている格子結合型の導波路(grating-coupled wavegu
ides)である。格子結合型の導波路の操作は、典型的には：
　導波路に光線（例えば、レーザー光）を導き入れて、捕捉分子でコーティングされた検
出表面を越えて広がるエバネッセント・テイルを生じさせ、かつ
　導波路から反射した光線を受信し、試料中の検体が固定化された捕捉分子と結合するか
否かを示す共振状態を検出する、
各工程を含む。
【０００９】
　本発明に従った未加工の試料としては、限定はしないが、細胞溶解物、培養細胞の上清
、体液、組織抽出物、食物または飲料試料、医薬品試料、臨床試料、もしくは他の実質的
に精製されていない試料が挙げられる。ある例では、分析される未加工の試料は培養細胞
の溶解物または上清であり、非検体は培養細胞によって発現される組み換えタンパクであ
る。
【００１０】
　多くの場合、比較対照用の試料は、検出表面における屈折率変化のベースラインを検出
するのに用いられる。被検体が検出表面に結合することに起因する屈折率の変化などの所
望のシグナルは、目的とする未加工の試料によって生じる屈折率の変化をベースラインの
屈折率変化と比較することにより、抽出できる。比較対照用の試料は、分析される未加工
の試料と同じソースから調製されることが好ましい。ウシ血清アルブミンもしくは他のタ
ンパクを含むブロッキングバッファーなどの他のタイプの比較対照用の試料もまた利用可
能である。
【００１１】
　別の態様では、本発明は、マルチサンプル式のフォーマットにおける分子相互間作用を
評価またはモニタする方法を特徴とする。これらの方法は：
　複数の未加工試料をエバネッセント場センサの各検出表面と接触させる工程であって、
ここで各未加工の試料は被検体を含み、各検出表面は捕捉分子でコーティングされている
工程、および、
　検出表面で屈折率における変化を検出する工程、
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を有してなる。各検出表面における屈折率の変化は、その表面に固定化された捕捉分子が
、対応する未加工の試料中の非検体と相互作用するか否かを示す。
【００１２】
　ある実施の態様では、エバネッセント場センサは、複数のウェルを包含するマイクロプ
レートからなる。各ウェルは、捕捉分子でコーティングされた検出表面を含む格子結合型
の導波路を含むもしくは組み込んでいる。
【００１３】
　本発明は、また、未加工の試料中の被検体の存在または不在を検出する方法をも特徴と
する。これらの方法は、
　未加工の試料をエバネッセント場センサの検出表面と接触させる工程であって、ここで
検出表面は、被検体と結合する能力のある捕捉分子でコーティングされている工程、およ
び、
　検出表面において屈折率の変化を検出する工程、
を有してなる。屈折率の変化は、未加工の試料中の被検体の存在または不在を示す。
【００１４】
　ある実施の態様では、未加工の試料は体液試料（例えば、血液、血清、唾液、涙液、汗
、精液または尿）もしくは組織抽出物（例えば、脳または肺抽出物）であり、被検体は、
病原体（ウイルスまたは細菌など）のエピトープに特異的な抗体である。固定化された捕
捉分子は、病原体のエピトープを含み、ゆえに、被検体によって認識可能である。別の実
施の態様では、被検体はガン細胞マーカーであり、固定化された捕捉分子は、ガン細胞マ
ーカーに特異的な抗体である。
【００１５】
　本発明の他の特徴、目的、および利点は、後述の詳細な説明で明らかにする。しかしな
がら、詳細な説明は、本発明の好ましい実施態様を示すのと同様に、説明の目的でのみ与
えられるものであり、限定されないことが、理解されるべきである。本発明の範囲内にお
ける様々な変更および修正が、詳細な説明から、当業者にとって明らかとなるであろう。
【００１６】
　本特許もしくは特許出願は、少なくとも１枚の着色された図面を含むものである。着色
された図面を伴った本特許もしくは特許出願公開の公報が、申請および所定の手数料の納
付の上で、特許庁から提供されるであろう。図面は説明のためのものであり、限定される
ものではない。
【００１７】
　本発明は、未加工の試料中の非精製のラベルされていない検体を検出または評価するた
めのエバネッセント場検出の利用を特徴とする。被検体と結合する能力のある捕捉分子を
、エバネッセント場センサの検出表面に固定化することができる。未加工の試料中の被検
体および固定化された捕捉分子の間の相互作用は、検出表面における屈折率を変化させる
、言い換えれば、表面からの反射光に検出可能なシグナルを生ずる。本発明に従った未加
工の試料としては、限定はしないが、細胞溶解物、組織抽出物、体液、もしくは他の生物
由来の試料が挙げられる。細菌試料、食物／飲料試料、もしくは、実質的に精製されてい
ない他の加工されていない試料もまた、本発明に従って分析可能である。非特異結合に対
するエバネッセント場検出表面の検出感度の理由から、エバネッセント場検出による未加
工の試料中のラベルされていない検体を検出する能力は、予想外のことである。従って、
本発明は、ラベルフリー検出の分野における飛躍的な進歩を意味する。
【００１８】
　エバネッセント場検出は、生物学的事象についてのラベルフリーの光学モニタを可能に
する。光が表面に沿って導かれるか、もしくは、薄層に捕捉される場合、結合電磁場は、
表面から離れた短い距離（典型的には、約１００～１，０００ｎｍ）を貫通し、いわゆる
エバネッセント電磁場を生ずる。この電磁場は、表面に付着した分子と相互作用可能であ
る。エバネッセント電磁場の表面付着分子との相互作用は、試料中の検体が、表面に固定
化された分子と結合する際に起こる、表面上の屈折率変化の検出に利用可能である。
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【００１９】
　多くの実施の態様において、本発明で用いるエバネッセント場センサは、格子結合型の
導波路である。格子結合型の導波路の限定されない例には、引用することにより本明細書
中に完全に包含される、米国特許第４，８１５，８４３号明細書または米国特許出願 "Su
bstrate Index Modification for Increasing the Sensitivity of Grating-Coupled Wav
eguides"（代理人整理番号： SP03-081 (WJT003-0036)）に記載されているものが含まれ
る。格子結合型の導波路は、典型的には、基材、回折格子、および導波路フィルムを含む
。回折格子は、直接、導波路フィルムまたは基材に組み立てることができる。回折格子は
、また、導波路フィルムの光学的近接して、もしくは、導波路フィルム自身にさえも設置
可能である。光線（例えば、干渉レーザー光）は、基材の底表面から導波路へ導入可能で
あり、回折格子および導波路フィルムと相互作用し、導波路フィルムより上部にある検出
領域内へと広がる、エバネッセント・テイルを生じる。導波路から反射する光を受信およ
び分析し、導波路フィルムの上にある検出領域において被検体の存在または不在を示す共
振状態を検出する。
【００２０】
　ある実施の態様では、米国特許出願 "Substrate Index Modification for Increasing 
the Sensitivity of Grating-Coupled Waveguides"（代理人整理番号： SP03-081 (WJT00
3-0036)）に記載される格子結合型の導波路は、未加工の試料中のラベルされていない検
体の検出に用いられる。これらの格子結合型の導波路は、屈折率が１．５未満の基材、お
よび基材よりも高い屈折率を有する導波路フィルムを含む。低屈折率の基材は、センサ表
面から広がるエバネッセント・テイルの磁界の強さを増し、それゆえに、導波路の検出感
度を飛躍的に向上させる。低屈折率の基材の作製に適した材料としては、限定はしないが
、フッ化ビニリデン、ポリメチルペンテン、フッ化ビニリデン／ポリメタクリル酸メチル
の混合物、またはフッ素重合体（例えば、フルオロアクリレート）などの熱可塑性プラス
チック材料が挙げられる。
【００２１】
　１．５よりも大きい屈折率を持つ材料もまた、本発明に用いられる格子結合型の導波路
の基材の調製に利用可能である。さらには、ガラス、ＳｉＯ２、石英、ポリカーボネート
（ＰＣ）、ポリ（メチルメタクリレート）（ＰＭＭＡ）、ポリイミド（ＰＩ）、ポリスチ
レン（ＰＳ）、ポリエチレン（ＰＥ）、ポリエチレン・テレフタレート（ＰＥＴ）、ポリ
ウレタン（ＰＵ）、または他の材料も格子結合型の導波路の基材の作製に利用可能である
。
【００２２】
　別の実施の態様では、アレイ式の格子結合型の導波路（多セル型フォーマット(multi-c
ell format)など）が、未加工の試料のラベルされていない検体の検出に用いられる。多
くの方法がマルチウェル・フォーマットに格子結合型の導波路を作製するために利用可能
である。例えば、米国特許出願 "Substrate Index Modification for Increasing the Se
nsitivity of Grating-Coupled Waveguides"（代理人整理番号： SP03-081 (WJT003-0036
)）を参照。ある例では、格子結合型の導波路は、まず、低屈折率の紫外線硬化可能な材
料に回折格子を調製し、次に、低屈折率の材料をウェル内に移動し、続いて、ウェルを紫
外線に曝露して低屈折率の基材を形成することにより、マイクロプレート・ウェルに内蔵
される。低屈折率の基材は、実質的に導波路フィルムでコーティング可能である。
【００２３】
　表面プラズモン共鳴もしくは共振ミラーなどの他のエバネッセント場検出方式もまた、
未加工の試料のラベルされていない検体の検出に利用可能である。表面プラズモン共鳴(
ＳＰＲ)は、光線のエバネッセント場から、ある材料における電子と光子の連成振動(elec
tron-photon coupled oscillation)への電磁エネルギーの共鳴移動に基づく。幅広く展開
されるＳＰＲ技術は、プリズムを利用し、その一表面に全反射を生じさせている。この表
面は、表面プラズモン波（ＳＰＷ)をサポートする薄い金属膜でコーティングされており
、ＳＰＷの伝搬速度は、材料表面に近接している媒質の屈折率によって、ほぼ決定される
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。例えば、米国特許第５，９９１，４８８号および同第４，８８９，４２７号の各明細書
を参照のこと。表面の屈折率変化は、共鳴が起こる角度を変化させる。表面は、被検体に
対して強い親和力を有する捕捉分子の固定化層であらかじめコーティング可能である。こ
れらの捕捉分子は、被検体を表面と結合させ、それによって、表面における屈折率が変更
され、ＳＰＲ曲線または産出光度における検出可能なシフトを生じる。
【００２４】
　本発明は、タンパク質、脂質、多糖、核酸、もしくは対象となる他の化合物など、いず
れのタイプの検体をも検出または評価することを意図する。本発明に従う検体の具体例と
しては、限定はしないが、抗原（細菌またはウイルス抗原など）、抗体（感染またはアレ
ルギー反応を引き起こすものなど）、癌マーカー、増殖因子、キナーゼ、ホスファターゼ
、プロテアーゼ、代謝酵素、補酵素、Ｇタンパク質結合受容体、ホスホリパーゼ、ホルモ
ン受容体、Ｇタンパク質制御因子、成長因子受容体、サイトカイン、栄養因子、シグナル
伝達因子(signaling effectors)、神経伝達物質、イオンチャネル、ステロイド、ホルモ
ン、コレステロール、リポ蛋白、ペプチド阻害剤、ペプチド模倣体、治療化合物、非合法
ドラッグ、毒物、キレート剤、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡ、遺伝子配列片、オリゴヌ
クレオチド、発現配列標識、細胞片、細胞基盤(cellular substructures)、シナプス、細
胞小器官、ガン細胞、組織サンプル、ウイルス、細菌、原生動物、もしくは他の伝染体ま
たは病原体などが挙げられる。被検体の分子量は、いずれの範囲でも良い。多くの場合、
検出される検体は、少なくとも１０ｋＤａ、２０ｋＤａ、３０ｋＤａ、４０ｋＤａ、５０
ｋＤａ、６０ｋＤａ、７０ｋＤａ、８０ｋＤａ、９０ｋＤａ、１００ｋＤａまたはそれ以
上の分子量を有する。１０ｋＤａ未満の分子量を持つ検体も、本発明に従って評価するこ
とができる。
【００２５】
　ある実施の態様では、被検体はウイルス性または細菌性抗原、もしくはそれらに対する
抗体である。ウイルス性抗原の限定されない例としては、ヒト免疫不全ウイルス（例えば
、ＨＩＶ－１およびＨＩＶ－２）、インフルエンザウイルス（例えば、インフルエンザＡ
、ＢおよびＣ型ウイルス）、コロナウイルス（例えば、ヒト呼吸器コロナウイルス）、肝
炎ウイルス（例えば、肝炎ウイルスＡ～Ｇ）、またはヘルペス・ウイルス（例えば、ＨＳ
Ｖ１～９）に由来するものが挙げられる。細菌性抗原の限定されない例としては、バチル
ス属（例えば、炭素菌またはセレウス菌）、エシェリキア属（例えば、大腸菌）、ヘモフ
ィルス属（例えば、インフルエンザ菌またはヘモフィルス・パラインフルエンザ菌）、リ
ステリア菌（例えば、リステリア・モノサイトゲネス菌）、ナイセリア菌（淋菌または髄
膜炎菌）、ノカルジア菌（例えば、ノカルジア・アステロイデス）、サルモネラ菌（例え
ば、チフス菌またはネズミチフス菌）、スタヒロコッカス属（例えば、黄色ブドウ球菌、
腐生ブドウ球菌、または表皮ブドウ球菌）、もしくは連鎖球菌（例えば、化膿連鎖球菌ま
たは肺炎連鎖球菌）に由来するものが挙げられる。ウイルス抗原または細菌性の抗原とし
ては、例えば、タンパク質、脂質、多糖、または核酸の可能性がある。
【００２６】
　別の実施の態様では、被検体は癌マーカーである。ガン細胞における多くの遺伝子が過
剰発現をする。したがって、これらの遺伝子の発現産物は、関連する癌の診断用のバイオ
マーカーとして利用可能である。癌マーカーの例としては、限定はしないが、ＣＡ１２５
（卵巣癌）、ＣＡ１５－３および２７－２９（乳癌）、ＣＡ１９－９（膵臓、結腸、胃癌
）、癌胎児性抗原（卵巣、肺、乳、膵臓、および消化管の癌）、α－フェトプロテイン（
肝臓および睾丸癌）、β－ＨＣＧ（睾丸癌）、カルシトニンまたはサイログロブリン（甲
状腺癌）、およびＰＳＡ（前立腺癌）が挙げられる。
【００２７】
　さらに別の実施の態様では、被検体はシグナル伝達経路の成分、またはそれらの結合相
手（例えば、阻害剤、刺激剤、アゴニスト、またはアンタゴニスト）である。本発明に従
ったシグナル伝達経路の限定されない例としては、アポトーシス経路（カスパーゼカスケ
ード、ｐ５３シグナル伝達経路、ＡＴＭ／ｐ５３シグナル伝達経路、またはＦａｓシグナ
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ル伝達経路）、サイトカイン、増殖因子またはホルモン（ＥＧＦ受容体シグナル伝達経路
、ＴＮＦシグナル伝達経路、インスリン経路、または糖質コルチコイド受容体シグナル伝
達）を含む経路、ＪＡＫ／ＳＴＡＴシグナル伝達経路、ＳＴＡＴ３シグナル伝達経路、Ｐ
ＰＡＲシグナル伝達経路、Ｔ細胞受容体シグナル伝達、Ｂ細胞受容体シグナル伝達、イノ
シトール・リン脂質シグナル伝達、ユビキチンプロテアソーム経路、Ａｋｔシグナル伝達
、マイトジェン活性化プロテインキナーゼカスケード、酸化的ストレス経路、脂質媒介細
胞シグナル伝達(lipid-mediated cell signaling)、およびノルアドレナリン、ドーパミ
ンまたはセロトニン経路などが挙げられる。
【００２８】
　本発明は、未加工の試料中のラベルされていない検体の検出を特徴とする。本明細書中
では、未加工の試料とは、実質的に精製されていない試料のことをいう。これらの試料と
しては、限定はしないが、血液、血清、唾液、唾、涙液、汗、精液、尿、糞、脳脊髄液、
間質液、細胞抽出物、組織抽出物または他の分泌、排泄、または生物由来の液もしくは試
料が挙げられる。細菌試料、食物／飲料試料、医薬品試料、臨床試料、土壌試料、もしく
は、複合的な組成を有する他の自然発生または人工的な試料もまた、本発明に従って分析
可能である。さらには、部分的に精製された試料中の検体も本発明に従って検出可能であ
る。多くの場合、未加工の試料中の調査する検体の量は、試料中の他の有機成分に比べて
（例えば、重量%またはモル％による）、少量である。一例を挙げれば、調査する検体は
、試料中の総タンパク質含量（または核酸含量）の１重量%、０．５重量%、０．１重量%
、または０．０１重量%未満の要素となるタンパク質(または核酸)である。別の例では、
未加工または部分的に精製された試料は、従来式のゲル電気泳動またはクロマトグラフィ
ー（例えば、タンパク質用のＳＤＳ－ＰＡＧＥ、DNA/RNA用のアガロース・ゲル、および
脂質または多糖用の薄層クロマトグラフィー）による検体の検出を妨げる、大量の他のタ
ンパク質、核酸、多糖もしくは脂質を含んでいる。
【００２９】
　さらに別の例では、未加工の試料は培養細胞の溶解物または上清であり、調査する検体
は、培養細胞から発現される組み換えタンパクである。本目的に適した宿主細胞としては
、真核細胞（例えば、哺乳類細胞、昆虫細胞または酵母）または原核細胞（例えば、細菌
）が挙げられる。適切な真核宿主細胞の限定されない例としては、チャイニーズハムスタ
ー卵巣細胞（ＣＨＯ）、ヒーラ細胞、ＣＯＳ細胞、２９３細胞、またはＣＶ－Ｉ細胞が挙
げられる。適切な真核宿主細胞の限定されない例としては、大腸菌（例えば、ＨＢ１０１
、ＭＣ１Ｏ６１）または枯草菌が挙げられる。
【００３０】
　ある実施の態様では、調査する検体は、宿主細胞中の細胞または膜タンパク質として発
現される。宿主細胞の溶解物を、直接、エバネッセント場検出表面に適用し、検体および
表面に固定化された捕捉分子の間の相互作用を検出する。他の実施の態様では、調査する
検体は分泌タンパク質として発現されるものであり、宿主細胞の溶解物を検出表面に適用
して、分泌された検体および表面に固定化された捕捉分子の間の相互作用を検出する。
【００３１】
　いずれのタイプの捕捉分子も、エバネッセント場検出表面に固定化可能である。これら
捕捉分子の限定されない例としては、抗体、擬似抗体、高親和性結合剤、抗原、ペプチド
、タンパク質、脂質、多糖、オリゴヌクレオチド、核酸（例えば、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡ、
ｍＲＮＡ）、タンパク質－結合リガンド、受容体、小分子、化合物、細胞片、細胞基質、
シナプス、細胞小器官、ガン細胞、組織サンプル、ウイルス、細菌、または他の微生物が
挙げられる。本発明に適した抗体としては、限定はしないが、ポリクローナル抗体、モノ
クローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、合成した抗体、Ｆａｂフラグメント、または
Ｆａｂ発現ライブラリーから産生されるフラグメントが挙げられる。被検体に特異的な抗
体の調製方法は、本技術分野において周知である。多くの実施態様において、固定化され
た捕捉分子のそれぞれの検体に対する結合親和性は、少なくとも１０４Ｍ－１、１０５Ｍ
－１、１０６Ｍ－１、１０７Ｍ－１、１０８Ｍ－１、もしくは、さらに大きい。
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【００３２】
　非常に多くの方法が、捕捉分子をエバネッセント場検出表面に固定化するのに用いられ
ている。多くの実施態様では、捕捉分子を、接着促進層(adhesion promoting layer)を介
して検出表面に付着させる。この層を形成可能な、様々な方法がある。１つは、検出表面
をシラン化処理してシラン分子の層を形成する方法であり、もう1つは、自己組織化単層
膜（ＳＡＭ）を利用する方法である。捕捉分子を固定化するさらなる方法としては、
　検出表面を反応性基で化学修飾し、また、捕捉分子を適切なリンカーで化学修飾する(M
askos and Southern, NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 20: 1679-84 (1992))、
　検出表面および捕捉分子を光反応性リンカー／官能基で化学修飾する（国際公開第９８
／２７４３０ 号パンフレットおよび国際公開第９１／１６４２５号パンフレット）、
　クーロン力の相互作用を介して固定化する（欧州特許出願公開第ＥＰ０４７２９９０Ａ
２号明細書）、または、
　キレート反応におけるタグを介してカップリングする、
などの方法がある。
【００３３】
　一例を挙げれば、検出表面は、３－（グリシジルオキシプロピル）トリメトキシシラン
、（３－アミノプロピル）トリメトキシシラン、またはメルカプトメチルジメチルエトキ
シシランなどの化合物でシラン化処理される。複数のアミノ基を含むタンパク質（たとえ
ば、抗体）は、シランのエポキシ官能基と反応可能である。このことにより、これらのタ
ンパク質はシラン処理された表面と共有結合することができる。核酸または他の捕捉分子
は、アミノ基で修飾可能であり、それによってこれらの分子をシラン化処理した表面に固
定化できる。
【００３４】
　別の例では、検出表面はアビジンでコーティングされ、捕捉分子はビオチン部分と共役
する。ビオチンとアビジンの間の高親和性結合によって、捕捉分子が検出表面に安定に付
着可能である。
【００３５】
　接着促進層を、さらに、化学的に修飾し、表面特性を変化させることも可能である。例
えば、シラン化処理された表面を、官能性の飽和または不飽和の、有機／へテロ有機／無
機の分子または誘導体と反応させ、表面の疎水性／親水性バランスを操作することが可能
である。さらには、イオンまたは潜在的イオン化合物を用いて、表面における正電荷また
は負電荷を生成することが可能である。ある例では、３－アミノ－１－プロパノールが、
シラン処理された表面特性の改質に用いられている。表面に導入された窒素（アミン基）
は、陽子によって四級化され、それゆえに、ＤＮＡ、ＲＮＡ、または他の種類の核酸分子
などの負電荷を帯びた分子と相互作用するための正電荷を提供する。別の例では、ポリエ
チレングリコール（ＰＥＧ）またはその誘導体を用いて、検出表面を、タンパク質が表面
に非特異的に吸収されることを防ぐことが可能な親水性にする。
【００３６】
　反応性または光反応性の基もまた、エバネッセント場検出表面に付着させることができ
る。これらの基は、捕捉分子が表面に安定的にカップリングするためのアンカー基として
機能することができる。ある例では、シラン化処理された検出表面は、エチレンジアミン
基に由来するＰＥＧでコーティングされる。エチレンジアミン基は、酸化されたタンパク
質（例えば、抗体）中のチオール基と反応し、タンパク質をシラン化処理された表面に共
役結合させる。
【００３７】
　ＳＡＭは、例えば、検出表面を両親媒性のアルキルリン酸エステル（例えばリン酸ステ
アリル）で処理することにより、入手可能である。リン酸の頭部は表面でヒドロキシル基
と反応し、両親媒性のアルキルリン酸エステルの秩序のある(ordered)単層を形成する。
疎水性のアルキル鎖は、表面を疎水性に変え、よって、抗体または他のタンパク質の物理
吸着を可能にする。ＳＡＭは、また、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはＰＮＡなどの他の捕
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捉分子の固定化にも利用可能である。これらの場合には、両親媒性のリン酸エステル、ま
たはアミンまたはエポキシ基で修飾されたリン酸エステルが利用可能である。
【００３８】
　接着促進層もまた、例えば、所望の疎水性、接触角または電荷密度などの望ましい表面
特性を作り出すため、複数の層を含むことが可能である。中間接着促進層としては、化学
結合分子または光化学結合分子の利用もまた、考えられる。こういった層または分子の様
々な官能性を調整された組合せによって、個々の分子とは異なる官能性を提供する、超分
子構造を創り出すことが可能である。
【００３９】
　さらには、接着促進は、微小孔層またはゲルをエバネッセント場検出表面に堆積させる
ことによって達成可能である。微小孔層またはゲルの利用は、捕捉分子の表面付着を増進
できる。また、被検体の検出感度をも向上させることができる。微小孔層の作製に適した
材料としては、限定はしないが、重合体、ガラス、石英、セラミック、または石英ガラス
が挙げられる。
【００４０】
　検出表面に固定化する捕捉分子の濃度は、約１～約１０分子／ｃｍ２、約１０～約１０
２分子／ｃｍ２、約１０２～約１０３分子／ｃｍ２、約１０３～約１０４分子／ｃｍ２、
約１０４～約１０５分子／ｃｍ２、約１０５～約１０６分子／ｃｍ２、約１０６～約１０
７分子／ｃｍ２、またはさらに高いなど、いずれかの望ましい範囲であってよい。捕捉分
子は、検出表面に無作為に分散されるか、あるいは、所定のパターン（規則正しく間の空
いた配列など）に組織化されていてもよい。各検出表面は、1種類の捕捉分子のみを含ん
でもよい。また、２種類以上の捕捉分子を含めることも可能である。
【００４１】
　本発明は、エバネッセント場検出を利用して未加工または部分的に精製された試料中の
ラベルされていない検体を検出することを特徴とする。未加工または部分的に精製された
試料は、エバネッセント場検出表面に直接適用可能である。試料中の検体と固定化された
捕捉分子の間の相互作用は表面の屈折率を変化させる、言い換えれば、共振波長または共
振角のシフトを生ずる。これらの共振状態は、関連する屈折率変化を検出する目的で、反
射光を観察することにより調べることができる。多くの方法がこの目的のために利用可能
である。例えば、格子結合型の導波路が用いられる場所では、屈折率変化はスペクトル調
査または角度の調査のいずれかによってモニタ可能である。スペクトルの調査では、わず
かに平行になった広帯域光を格子結合型の導波路内に送り、反射光を回収し、スペクトロ
メータでモニタする。共振波長（ピーク）のスペクトル位置の観察により、エバネッセン
ト場検出表面上または近くで、結合もしくは屈折率変化をモニタ可能である。角度の調査
では、公称で単一波長が集中して、一連の照射角を生じ、格子結合型の導波路内に導かれ
る。反射光は、ＣＣＤカメラまたは他の光検知器でモニタ可能である。格子結合型の導波
路によって反射された共振角の位置をモニタすることによっても、エバネッセント場検出
表面上または近くの結合もしくは屈折率変化をモニタ可能である。
【００４２】
　多くの実施態様において、エバネッセント場検出はラベルされていない非精製の検体を
、１０－７Ｍ未満の濃度で検出可能である。場合によっては、エバネッセント場検出は、
ラベルされていない非精製の検体を、１０－９Ｍ、１０－１０Ｍ、１０－１１Ｍ、１０－

１２Ｍ未満などの１０－８Ｍ未満の濃度で検出可能である。
【００４３】
　被検体の所望のシグナルを、非特異的なシグナルを排除することによって、増強するこ
とが可能である。これは、検出表面との弱いまたは非特異的な相互作用を分離または減じ
ることにより達成可能である。界面活性剤、塩、もしくは他の添加剤を加えることによっ
てなど、本技術分野で既知のいずれの方法も、本目的のために利用可能である。検出表面
もまた、前処理して非特異的結合部位を遮断することができる。さらには、比較対照サン
プルも利用可能である。これらの比較対照用の試料で観察される屈折率変化は、ベースラ
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イン変化として利用可能であり、目的の試料で観察される屈折率変化から差し引くことに
よって非特異的結合の寄与を排除または減じることができる。
【００４４】
　未加工または部分的に精製された試料を用いたエバネッセント場検出は、多様な用途に
利用可能である。これらの用途の限定されない例としては、診断（例えば、血液または他
の体液中の病原体またはそれらの抗体の検出）、バイオテロの検知または防止（例えば、
食物または環境試料中の炭素菌または天然痘の検出）、癌スクリーニング（例えば、組織
試料からの癌マーカーの検出）、分子間相互作用（例えば、タンパク質－タンパク質、タ
ンパク質－核酸、タンパク質－脂質、タンパク質－炭水化物、タンパク質－小分子、核酸
－核酸、核酸－小分子、または脂質－小分子相互作用の検出）、ハイスループット・スク
リーニング（例えば、キナーゼ、ホスファターゼ、イオン・チャネル、Ｇタンパク質結合
受容体、プロテアーゼ、または他の薬剤ターゲット）、トキシコプロテオミクス、遺伝子
発現、スプライシング変異体の検出、単一ヌクレオチド多型、または結合活性の速度パラ
メータの決定（例えば、親和定数）が挙げられる。これらの用途は、一般に、未加工の試
料をエバネッセント場検出表面に適用し、表面の屈折率変化をモニタして、試料中の検体
と固定化された捕捉分子の間の相互関係を決定することを包含する。分子間相互作用の検
出または評価を含む他の用途もまた、本発明に従って行うことが可能である。
【００４５】
非精製のラベルされていない検体の検出は、定性または定量のいずれかで行うことが可能
である。定量分析では、被検体の既知の濃度からなる試料を参照として用いて、検出表面
における濃度に依存した屈折率変化を決定することができる。次に、テスト試料中の被検
体の濃度を、参照試料と比較することにより決定可能である。
【００４６】
　上記の実施態様および下記の実施例は説明のために用いるのであって、限定するもので
はないことが、理解されるべきである。本発明の範囲内での様々な変更および修正は、本
明細書から、当業者にとって明らかとなるであろう。
【実施例】
【００４７】
　ラベルされていないストレプトアビジンおよび固定化されたビオチンの間の相互関係の
評価には、コーニング・インコーポレイテッド社によって開発されたラベルフリー検出（
ＬＩＤ）系を利用した。このＬＩＤ方式は、マルチウェル光学式読取装置および使い捨て
のマイクロプレート（例えば、９６－または３８４－ウェルマイクロプレート）からなる
。マイクロプレートの各ウェルは、エバネッセント場検出のための格子結合型導波路を含
む。検出表面は、第1級アミン基を含む分子を付着させる界面化学層（surface chemistry
 layer）を有する（例えば、ビオチン－アミン）。ストレプトアビジンまたは他の被検体
は検出表面と結合するため、表面における屈折率が変化する。光学モードは検出表面に近
接した屈折率変化を伝播し、察知する。「共鳴する」光のみが強く反射し、共鳴の正確な
波長は、センサ表面の屈折率の感度関数である。
【００４８】
　典型的な処理においては、マイクロプレートのベースラインの読み取りを、まず最初に
行う。結合相手を加えることにより、ベースラインからのピコメーター（ｐｍ）のシフト
として表示される、検出表面の屈折率の変化が起こる。各マイクロプレートは、結合相手
の添加前、添加中および添加後に、光学式読取装置で読み取られる。共振波長のシフト（
「応答（ｐｍ）」）を時間関数としてプロットする。
【００４９】
　細胞溶解物は、２ｍｇ／ｍｌのストックを１００μｍ／ｍｌの最終濃度まで希釈して調
製した。コーニング社製の９６－ウェル透明ポリスチレン未処理平底プレート（コーニン
グ社カタログ＃３３７０）をソースプレートの調製に用いた。ＬＩＤ機器のマルチチャネ
ル・ロボット式ピペッター(multi-channel robotic pipettor)によって試料溶液の効率的
なピックアップを容易にするため、ソースプレートの各ウェルに余分の溶液(extra solut
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ion)を含めた。１Ｘリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ；１ｍＭのＫＨ２ＰＯ４、１０ｍＭの
Ｎａ２ＨＰＯ４、１３７ｍＭのＮａＣｌ、および２．７ｍＭのＫＣｌ）の溶液を、ベース
ライン測定用の最初の追加工程として用いた。１ＸのＰＢＳを溶媒とした２００ｎＭ（１
２μｇ／ｍｌ）のストレプトアビジン（シグマ社カタログ＃Ｓ－４７６２）溶液を、スト
レプトアビジンのみのソースウェルに用いた。細胞溶解物を同一濃度で調製し、ソースプ
レートにおける最終濃度が等しくなるようにした。
【００５０】
　ソースプレートを以下のようにセットした：ＰＢＳを、ソースプレートのカラム１およ
び２のウェルＡ～Ｈに加えた（図１）。ストレプトアビジンを含む細胞溶解物（ＳＴＲ＋
ｌｙｓ）を、ソースプレートのカラム７および８のウェルＡ、Ｂ、およびＣに加えた。細
胞溶解物のみ（ｌｙｓ）をカラム７および８のウェルＣ、Ｄ、およびＧに加えた。ストレ
プトアビジンのみ（ＳＴＲ）をカラム７および８のウェルＥおよびＨに加えた。
【００５１】
　ソースプレート上の試料を選択し、調査用のＬＩＤマイクロプレートに移した。マイク
ロプレートを以下のようにセットした：ビオチン－アミンを、１５０ｍＭのホウ酸緩衝液
（ｐＨ９．２）を溶媒とした１０μＭ（３．７μｇ／ｍｌ）のビオチン－アミン（Pierce
社カタログ＃２１３４６）溶液を用いて調製した。１５０ｍＭのホウ酸緩衝液（ｐＨ９．
２）を溶媒とした２００ｍＭのエタノールアミン（ＥＡ）溶液も調製した。固定化は、７
５μｌのビオチン－アミン溶液（「ＢＩＯＴＩＮ」）、または、７５μｌのエタノールア
ミン（ＥＡ）溶液（「ＥＡ」）を関連するウェルに添加して行い、続いて、室温で３０分
培養した（図１）。
【００５２】
　精製されたストレプトアビジンおよび固定化されたビオチンの間の相互作用を、最初に
評価した（図２）。ビオチンを、ターゲットとしてマイクロプレートに固定化した。ＰＢ
Ｓを加えて、ベースラインの読み取りを行った（Ａ点以前）。精製されたストレプトアビ
ジンを次に加え、固定化されたビオチンへの結合によって、バルク率の増加（ベースライ
ンからのピコメーターシフト、すなわち、「応答（ｐｍ）」として表示される）を生じさ
せた（Ａ点－Ｂ点間）。ホウ酸緩衝液（ｐＨ９）を溶媒としたエタノールアミンを加える
ことにより、バルクシフトさせ（Ｂ点以降）、ＰＢＳ緩衝液で洗浄して除去した（Ｃ点以
降）。応答曲線Ａ～Ｅは、固定化されたビオチンに加えられた、精製されたストレプトア
ビジンの複製であり；応答曲線Ｆ～Ｇは、固定化されたデキストランに加えられた精製さ
れたストレプトアビジンであり（ターゲット陰性のコントロール）；および、応答曲線Ｈ
は、固定化されたエタノールアミンに加えられた、精製されたストレプトアビジンである
（別のターゲット陰性の比較対照）。
【００５３】
　図３は、精製されたストレプトアビジンと固定化されたビオチンとの結合に起因する、
バルク率のシフトを示す、補正されたＬＩＤ応答曲線を描いている。図２の応答曲線Ｆ～
Ｈを平均し、次に応答曲線Ａ～Ｅの平均から差し引いた。得られた曲線（図３）は、スト
レプトアビジンのビオチンへの結合に起因する、バルク率のシフトを示している（Ａ点以
降）。ホウ酸緩衝液を溶媒としたエタノールアミン（Ｂ点－Ｃ点間）は、ターゲット領域
と結合していないように見え、また、洗浄に相当する位置（Ｃ点以降）では、ストレプト
アビジンのビオチンへの結合は壊れていなかった。
【００５４】
　図４は、非精製のストレプトアビジンと固定化されたビオチンを用いた試験結果を示し
ている。図２に示されるストレプトアビジンの濃度と同一のヒーラ細胞の全細胞溶解物を
ＬＩＤマイクロプレートに加えた。応答曲線Ａ～Ｂは、固定化されたビオチンに加えられ
たストレプトアビジンを含む細胞溶解物の複製であり；応答曲線Ｃ～Ｄは、固定化された
ビオチンに加えられたストレプトアビジンを含む細胞溶解物の複製であり（シグナル応答
における溶解物の影響を測定するため）；応答曲線Ｅは、固定化されたビオチンに加えら
れた、精製されたストレプトアビジン（陽性の比較対照として）；応答曲線Ｆは、デキス
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陰性比較対照）；および、応答曲線Ｇは、デキストラン上のストレプトアビジンを含まな
い細胞溶解物である（非特異的結合を測定するための別の陰性比較対照）。図２のように
、ＰＢＳを加えてベースラインの読み取りを行った（図４におけるＡ点以前）。細胞溶解
物試料またはコントロールを加え、固定化されたビオチンとの相互作用に起因したバルク
率のシフトを生じさせた（図４におけるＡ点－Ｂ点間）。ホウ酸緩衝液を溶媒としたエタ
ノールアミンを次に加え（Ｂ点以降）、ＰＢＳ緩衝液で洗浄して除去した（Ｃ点以降）。
【００５５】
　図４の反応曲線ＡおよびＨは、ノイズが多かったため、除外した。反応曲線Ｃ～Ｄの値
を平均し、この値を反応曲線Ｂから除去し、次に、Ｆ～Ｇの平均についての補正を行い、
図５に示すストレプトアビジンのビオチンへの結合の、補正された応答を得た。
【００５６】
　本発明の上述の説明は、実例および説明を提供するものであり、本発明を、完全なもの
として、または開示された内容のみに厳格に限定されることを意図するものではない。上
述の技術と調和する修正および変化が、本発明を実践することによって得られるであろう
。ゆえに、本発明の範囲が、特許請求の範囲およびその均等物によって定義されることを
意味する。
【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】本発明に用いられるソースプレートおよびラベルフリー検出（ＬＩＤ）試験プレ
ートの配置を示す表。
【図２】精製されたストレプトアビジンと固定化されたビオチンの間の相互作用のＬＩＤ
検査。
【図３】精製されたストレプトアビジンと固定化されたビオチンの間の相互作用に起因す
るバルク率のシフトを示す補正後のＬＩＤ応答曲線。
【図４】細胞溶解物中のストレプトアビジンと固定化されたビオチンの間の相互作用のＬ
ＩＤ検査の実証。
【図５】細胞溶解物中のストレプトアビジンと固定化されたビオチンの間の相互作用に起
因するバルク率のシフトを示す補正後のＬＩＤ応答曲線。
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