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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　基板および該基板の一部に密着可能なカバーを備え、該カバーと該基板との間に空隙を
有するマイクロアレイであって、該カバーがそれを貫通する少なくとも１つの孔を有し、
該カバーの内側表面が帯電防止性を有するマイクロアレイ。
【請求項２】
　前記カバーの内側表面の表面抵抗率が１０１２Ω以下である請求項１に記載のマイクロ
アレイ。
【請求項３】
　前記カバーが樹脂製である請求項１または２に記載のマイクロアレイ。
【請求項４】
　前記樹脂が帯電防止剤が混練された樹脂である請求項３に記載のマイクロアレイ。
【請求項５】
　前記カバーの内側表面が帯電防止剤で被覆された請求項１～３のいずれかに記載のマイ
クロアレイ。
【請求項６】
　前記カバーと基板との間の空隙に微粒子が封入された請求項１～５のいずれかに記載の
マイクロアレイ。
【請求項７】
　前記基板が複数の凹凸構造を有し、その凸部の上面に選択結合性物質が固定された請求
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項１～６のいずれかに記載のマイクロアレイ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、基板および該基板の一部に密着可能なカバーを備え、該カバーの内側表面が
帯電防止性を有するマイクロアレイに関する。
【背景技術】
【０００２】
　マイクロアレイは、数百～数万という多数の遺伝子発現を同時に測定するための小型装
置であり、ガラス、シリコンなどの基材の基板上にＤＮＡなどの分子を高密度に配置した
ものである。マイクロアレイを使用することによって、各種疾患動物モデルや細胞生物学
現象における体系的かつ網羅的な遺伝子発現解析を行うことができる。具体的には、遺伝
子の機能、すなわち遺伝子がコードするタンパク質を明らかにするとともに、タンパク質
が発現する時期や作用する場所を特定することが可能になる。生物の細胞又は組織レベル
での遺伝子発現の変動をマイクロアレイによって解析し、生理学的、細胞生物学的、生化
学的事象データと組み合わせて遺伝子発現プロファイルデータベースを構築することによ
って、疾患遺伝子、治療関連遺伝子の検索や治療方法の探索が可能になると思われる。
【０００３】
　現在、マイクロアレイの作製は、主に２つの基本的な方法、すなわちＧｅｎｅＣｈｉｐ
法及びｃＤＮＡマイクロアレイ法が採用されている。
【０００４】
　ＧｅｎｅＣｈｉｐ法はＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ社によって開発された方法で、フォトリソ
グラフ法によりガラス板上で２５マー（ｍｅｒ）程度のオリゴＤＮＡを合成し、１つの遺
伝子あたり、塩基配列データから１６カ所から２０カ所の２５マーを設定し、２５マーの
完全一致と１３塩基目を意図的に違えた１塩基ミスマッチのオリゴマーセットを組にして
プローブＤＮＡとする。この方法は、プローブＤＮＡの長さが一定であり、配列が既知な
ため、ハイブリダイゼーションの強さに影響をあたえるＧＣ含量を一定にすることができ
るので、発現量の定量的解析には理想的なアレイと考えられている。一方、ｃＤＮＡマイ
クロアレイ法は、Ｓｔａｎｆｏｒｄ大学によって開発された方法で、キャピラー状のペン
によるスポッティング方式や、インクジェット方式などの手法により、ガラス板にＤＮＡ
を固定するものである。いずれの方法も、あらかじめ蛍光標識した測定する試料（遺伝子
）を、マイクロアレイ上のプローブとハイブリダイゼーションにより結合させ、スキャナ
ーを用いてその蛍光強度を測定することにより、遺伝子の発現を測定するものである。
【０００５】
　マイクロアレイデータの解析の１つとして、階層的クラスタリングがある。これは、発
現パターンの類似した遺伝子を集めて系統樹を作製することができる方法であり、多数の
遺伝子の発現レベルが色で模式的に表示されうる。このようなクラスタリングによって、
ある疾患に関連する遺伝子を識別することができる。
【０００６】
　マイクロアレイは、ＤＮＡ等の核酸だけでなく、タンパク質や糖類などの検査、解析手
段としても利用されるようになってきた。とりわけ、プロテインマイクロアレイでは、抗
体、抗原、酵素基質などのタンパク質が基板上に固定される。
【０００７】
　マイクロアレイの使用時は、調製した検体溶液を、マイクロアレイ上の選択結合性物質
が設けられた領域全体に広がるようにアプライすることが必要である。
【０００８】
　特許文献１では、あらかじめ微粒子を検体ＤＮＡ溶液に添加しておいた微粒子分散溶液
をマイクロアレイにアプライして、カバーガラスを被せ、シール剤により密閉し、カバー
ガラス、マイクロアレイ及びシール剤により規定される密閉された空隙を形成することが
開示されている。これにより微粒子の運動を利用して撹拌を行いながら検体溶液の蒸発を
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防いでハイブリダイゼーションを行うことができる。
【０００９】
　しかしながら、直径が０．０１～１０μｍと非常に小さな微粒子の分散溶液をピペット
で注入する操作は、微粒子が沈殿したり、気泡が混入したりするのを注意する必要がある
ため、非常に煩雑な作業となる。また、検体溶液を密閉する操作においては、検体溶液が
シール剤に接触し、シール剤が検体溶液にコンタミネーションしてバックグラウンドノイ
ズが上昇したり、検体溶液が漏れてロスするといった不都合がしばしば起きる。したがっ
て、特許文献１に開示される技術に従って良好な分析を行うには、熟練した技術が必要と
なる問題があった。
【００１０】
　また、特許文献２には、ハイブリダイゼーション容器内の反応液を磁気ビーズにより効
率よく攪拌できる方法が開示されている。これにより、磁気ビーズを移動させて攪拌を行
い、安定したハイブリダイゼーションを行うことができる。
【００１１】
　しかしながら、特許文献１と同様に、磁気ビーズの直径が１～１００μｍと非常に小さ
いため、その分散溶液をピペットで注入する操作は、微粒子が沈殿したり、気泡が混入し
たりするのを注意する必要があるため、非常に煩雑な作業となる。したがって、特許文献
２に開示される技術に従って良好な分析を行うには、熟練した技術が必要となる問題があ
った。
【００１２】
　このような、微粒子を用いるマイクロアレイにおいては、微粒子を分散溶液としてマイ
クロアレイに注入する際に、注入操作が困難であるため、気泡の混入又は残留が起こり、
ハイブリダイゼーション時に反応むらが生じることがあった。その結果、検体の分析にお
いて、検出感度のばらつき又は低下を生じる可能性があった。
【特許文献１】特許第３５５７４１９号公報
【特許文献２】特開２００３－２４８００８号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　本発明は、前記課題を解決するもので、微粒子分散溶液又は検体溶液を基板上にアプラ
イする際に、マイクロアレイ空隙内へのスムーズな注入が可能であり、また微粒子分散溶
液又は検体溶液を注入する際の気泡の混入又は残留を防止して、検体と固定化された選択
結合性物質との選択的な反応を効率よく且つ安定して行うことが可能なマイクロアレイを
提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　上記課題に鑑みて、本発明者らは鋭意検討した結果、基板に接着するカバーの表面に帯
電防止性を付与することにより、上記課題を解決できることを見出し、本発明を完成させ
た。
【００１５】
　すなわち本発明は、基板およびその一部に密着可能なカバーを備え、該カバーがそれを
貫通する少なくとも１つの孔を有し、該カバーと該基板との間に空隙を有するマイクロア
レイであって、該カバーの内側表面が帯電防止性を有するマイクロアレイを提供するもの
である。
【００１６】
　本発明の好ましい１つの態様は、カバーの内側表面の表面抵抗率が１０１２Ω以下であ
るマイクロアレイである。
【００１７】
　また、本発明の好ましい１つの態様は、カバーが樹脂製であるマイクロアレイであり、
また該樹脂が、帯電防止剤が混練された樹脂であるものである。
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【００１８】
　さらに、本発明の好ましい１つの態様は、カバーの内側表面が帯電防止剤で被覆された
マイクロアレイである。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明のマイクロアレイにおいて、カバーの内側表面に帯電防止性を付与することで、
基板とカバーの空隙に容易かつスムーズに微粒子を封入でき、かつ微粒子の凝集を防ぎ、
ハイブリダイゼーション時における空隙内での気泡の混入又は残留を抑えることができる
ため、従来のマイクロアレイと比較して反応むらが少なく、かつＳ／Ｎ比および検出感度
を大幅に改善することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　以下に、本発明をさらに具体的に説明する。
【００２１】
　本発明のマイクロアレイは、カバーの内側表面が帯電防止性を有するものである。カバ
ーは、成形時に帯電防止性を有するもの、あるいは成形後に帯電防止性が付与されたもの
のいずれであってもよい。
【００２２】
　本発明のマイクロアレイのカバーの材質としては、例えば、ガラス、セラミック、シリ
コンなどの無機材料、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）、ポリエチレンテレフタレ
ート（ＰＥＴ）、ポリカーボネート（ＰＣ）、ポリスチレン（ＰＳｔ）、ポリエチレン（
ＰＥ）、ポリプロピレン（ＰＰ）、酢酸セルロース、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ
）、ポリメチルペンテン（ＴＰＸ）、ＡＢＳ樹脂、ＡＳ樹脂、ポリ酢酸ビニル、ポリ塩化
ビニル、ポリアミド、ポリアセタール、シリコーンゴムなどの樹脂が好ましく用いられる
。より好ましくは、成形が容易な樹脂材料が用いられる。特に、貫通孔を容易に形成でき
ることから、ＰＭＭＡやポリカーボネート、ポリスチレン、ポリエチレンテレフタレート
などのポリマーがより好ましく用いられる。
【００２３】
　本発明のマイクロアレイのカバーは、カバーと基板との間の空隙に面する内側表面が帯
電防止性を有するものであって、カバー内側表面の少なくとも一部の表面が帯電防止性を
有していればよいが、カバー内側表面の全面が帯電防止性を有していることが好ましい。
カバー内側表面の全面が帯電防止性を有することで、摩擦が生じても静電気が蓄積する事
態を効率よく避けることができる。
【００２４】
　本発明のマイクロアレイのカバーに帯電防止性を付与するには、カバーの表面に親水性
を付与して吸湿性を増したり、イオン性を付与して絶縁物表面の導電性を増加させたりす
ることで達成される。具体的には、カバーの表面に帯電防止性を付与する材料、すなわち
帯電防止剤、親水性セグメントを持った高分子化合物又は金属類等を塗布、コーティング
、真空蒸着、物理的吸着、スパッタリング、めっき等により表面を被覆する、あるいはカ
バーの材料に帯電防止性を付与する材料を混練してから成形することにより達成される。
帯電防止性を付与する材料としては、例えば種々の帯電防止剤、親水性セグメントを持っ
た高分子化合物、金属フィラー、カーボンフィラー、金属ウィスカ等が挙げられる。
【００２５】
　本発明のマイクロアレイのカバーの内側表面の表面抵抗率は、好ましくは１０１２Ω以
下であり、より好ましくは１０１０Ω以下である。カバーの内側表面の表面抵抗率が１０
１２Ω以下であれば、帯電しない、あるいは帯電してもすぐに減衰する状態であるため、
静電気の影響を受けることなく微粒子を封入することが可能となり、結果的に作業効率が
著しく向上することになる。
【００２６】
　ここで、表面抵抗率とは、電気絶縁性の指標の一つで、単位表面積あたりの抵抗を表す
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ものであり、単位は［Ω］（オーム）であるが、単なる抵抗と区別するために［Ω／□］
あるいは［Ω／ｓｑ］（ともにオーム・パー・スクエア）と表すこともある。表面抵抗率
の測定は、例えばＪＩＳ　Ｋ６９１１（１９９５）に記載された方法により行うことがで
きる。なお、測定は、温度２０±２℃、相対湿度６５±５％の条件で行う。
【００２７】
　表面抵抗率が１０１２Ω以下であるカバーは、後記するように、例えば、カバーの内側
表面を帯電防止剤で被覆することによって得ることができる。また、樹脂製の場合は、特
に帯電防止剤が混練された樹脂を用いて成形することによっても得ることができる。
【００２８】
　本発明のマイクロアレイのカバーは、帯電防止剤、親水性セグメントを持った高分子化
合物又は金属類等を、カバーの内側表面にコーティング、塗布、蒸着、めっき等を施して
被覆処理することにより、あるいはカバーの材料にこれらが混練された樹脂、なかでも帯
電防止剤が混練された樹脂を用いることにより、帯電防止性を付与することができる。帯
電防止性を付与することによって、絶縁物の表面に親水性が付与されて吸湿性が増したり
、イオン性が付与されて絶縁物表面の導電性が増加したりする。そのため、基板とその一
部に接着されたカバーとの空隙に微粒子を封入する際に生じるカバーの帯電を防ぎ、微粒
子の封入が困難になる事態を回避できる。したがって、カバーに設けられた貫通孔から基
板とカバーの空隙に、微粒子を無理なく封入することが可能となる。なお、図１に示す空
隙は、複数の貫通孔以外とは外部と連通しない閉じた空間である。
【００２９】
　内側表面が帯電防止剤で被覆されたカバーは、帯電防止剤をコーティング、塗布等して
被覆することで得ることができる。ここで用いられる帯電防止剤としては、低分子型帯電
防止剤、高分子型帯電防止剤、π共役系導電性ポリマー等が利用される。
【００３０】
　低分子型帯電防止剤としては、例えばグリセリン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレン
アルキルエーテル、ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル、アルキルジエタノー
ルアミン、ヒドロキシアルキルモノエタノールアミン、ポリオキシエチレンアルキルアミ
ン、ポリオキシエチレンアルキルアミン脂肪酸エステル、アルキルジエタノールアミド、
アルキルスルホン酸塩、アルキルベンゼンスルホン酸塩、アルキルホスフェート、テトラ
アルキルアンモニウム塩、トリアルキルベンジルアンモニウム塩、アルキルベタイン、ア
ルキルイミダゾリウムベタイン等が好ましく利用できる。また、塩化ナトリウム、塩化カ
リウム等のアルカリ金属塩、塩化カルシウム、塩化バリウム等のアルカリ土類金属塩も好
ましく用いられる。
【００３１】
　高分子型帯電防止剤としては、例えばポリエチレンオキシド、ポリエーテルエステルア
ミド、エチレンオキシド－エピハロヒドリン共重合体、メトキシポリエチレングリコール
（メタ）アクリレート共重合体、４級アンモニウム塩基含有（メタ）アクリレート共重合
体、４級アンモニウム塩基含有マレイミド共重合体、４級アンモニウム塩基含有メタクリ
ルイミド共重合体、ポリスチレンスルホン酸ナトリウム、カルボベタイングラフト共重合
体、ポリアクリル酸塩、ポリスチレンスルホン酸塩、ポリスチレンスルホン酸アミン塩、
スチレンを必須の構成単量体とするスチレンポリマーのブロックと親水性ポリマーのブロ
ックの交互ブロック共重合体、ポリスチレン系樹脂にポリエチレングリコールを導入した
（メタ）アクリル酸エステルをグラフトした樹脂、ポリエーテル化合物を帯電防止セグメ
ントとした親水性ポリマー、ポリマレイン酸塩、ポリマレイン酸アミン塩が好ましく用い
られる。
【００３２】
　π共役系導電性ポリマーとしては、例えばポリアセチレン、ポリ（パラフェニレン）、
ポリピロール、ポリチオフェン、ポリアニリン、ポリ（フェニレンビニレン）が好ましく
用いられる。
【００３３】
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　本発明のマイクロアレイのカバー内側表面を被覆するのに用いられる具体的な帯電防止
剤としては、例えばファインケミカルジャパン（株）のＥＰ－８、ファインＥＳＤコート
、ショーワ（株）のＳＢ－８、コルコート（株）のノンダスト、コルコート、ティーエー
ケミカル（株）のコニソル、ナガセケムテックス（株）のデナトロンシリーズ等が挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００３４】
　本発明のマイクロアレイのカバーは、帯電防止剤が混練された樹脂で成形されてもよい
。このとき用いられる帯電防止剤としては、カバーに帯電防止性を付与できるものであれ
ば特に限定されず、例えば、上記に記載した低分子型帯電防止剤、高分子型帯電防止剤、
π共役系導電性ポリマー等を用いることができる。
本発明のマイクロアレイのカバーの材料に混練する具体的な帯電防止剤としては、ペレス
タット（登録商標、三洋化成工業）、アーモスタット（ライオン・アクゾ）、エレガン、
ニューエレガン（日本油脂）、ＥＣＸ（登録商標、三菱化学）、エレクトロストリッパー
（登録商標、花王）、エレストマスター（登録商標、花王）、ＴＰＡＥシリーズ（富士化
成工業）等の市販品を利用できる。また、金属フィラー（例えば金属粉、金属フレーク、
金属ファイバー）、カーボンフィラー（例えばカーボンブラック、グラファイト、炭素繊
維、活性炭）、導電性ウィスカ（例えばチタン酸カリウム、ホウ酸アルミニウム、酸化チ
タン、酸化スズ、酸化亜鉛）が混練された樹脂を用いて、本発明のマイクロアレイのカバ
ーを成形することも好ましい。
【００３５】
　また、本発明のマイクロアレイのカバーは、種々の親水性高分子をアロイ化した永久帯
電防止樹脂を用いて成形しても良い。このとき使用される永久帯電防止樹脂は特に限定さ
れず、例えばトヨラックパレル（登録商標、東レ）、アディオン（登録商標、旭化成）、
バイヨン（登録商標、クレハ）、ＳＴＡＴ－ＲＩＴＥ（登録商標、ＢＦ　Ｇｏｏｄｒｉｃ
ｈ）等を用いることができる。
【００３６】
　本発明のマイクロアレイのカバーは、基板内部の状態を確認可能なように、その全体又
は一部が透明性を有することが好ましい。透明であれば、検体溶液をアプライする際に、
液が注入される様子を確認でき、また微粒子による攪拌状態を確認することが可能になる
ため好ましい。このとき、無色透明でも有色透明でもよい。
【００３７】
　本発明のマイクロアレイは、製造工程で基板とカバーの空隙に微粒子を封入してもよい
し、ユーザーが製品を使用する際に封入してもよいが、ユーザーの利便性を考慮すると、
製造工程で微粒子が封入されていることが好ましい。カバーに帯電防止剤が塗布されるな
どして、帯電防止性を有することにより、空隙内で微粒子をスムーズに動かすことが可能
である。よって、例えば検体溶液を貫通孔を通してアプライする前に、マイクロアレイを
傾けるなどして、封入されている微粒子を空隙内に均一に分散させることが可能であり、
検体溶液のアプライ時に気泡の混入を防ぐことが可能となるため好ましい。
【００３８】
　本発明の基板は、微細な凹凸構造を有することが好ましい。凹凸構造を有する本発明の
マイクロアレイの例を図２及び図３に示す。凹部及び凸部の形状は特に限定されないが、
特に凸部は角柱、円柱、円錐台などの柱状構造が好ましい。また凸部の上面の形状は、円
形又は三～八角形などの角形が好ましい。凹部又は凸部は完全に又は実質的に同一の構造
を有しており、また交互に規則的に配列していることが好ましい。このような規則的な配
列の場合、凸部の形状に応じて凹部の形状が決まる。
【００３９】
　凸部のサイズは、例えば高さ１０～２００μｍ、幅５０～１５０μｍであるが、このよ
うな範囲に限定されない。凸部と凸部の間隔は、例えば５０～６００μｍであるが、好ま
しくは複数の微粒子が入ることが可能なサイズである。また、ハイブリダイゼーション後
にスキャナでスキャンする際に、各シグナルのレベルに強度差が殆ど生じないことから、
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凸部の高さについては、その周りの平坦部と同じ高さであることが好ましい。凸部と平坦
部の関係については、図２および図３に例を示す。
【００４０】
　凸部の上面には、図３に示すように、選択結合性物質が固定化される。それゆえ、凸部
の上面とカバーとの間には、選択結合物質と被検物質とが結合しうるための空間を設ける
必要がある。そのような空間のサイズは、例えば高さ方向で、１～５００μｍである。１
μｍより小さいと、固定された選択結合性物質に被検物質が接触する機会が極端に少なく
なり、ハイブリダイゼーション後のシグナルが著しく小さくなるため、一方空間サイズが
５００μｍを超えると、多くの液量が必要となり、微量な検体を用いる場合、検体液の濃
度が薄くなってハイブリダイゼーションの反応性が低下し、検出時のシグナルが弱くなる
ため、それぞれ好ましくない。
【００４１】
　基板の材質としては、例えば、ガラス、セラミックス、シリコンなどの無機材料、ポリ
メチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）、ポリエチレンテレフタレート、酢酸セルロース、ポ
リカーボネート、ポリスチレン、ポリジメチルシロキサン、シリコンゴムなどのポリマー
を挙げることができる。好ましくは、成形が容易な合成ポリマー、例えばＰＭＭＡである
。
【００４２】
　本発明の基板の成形方法は、例えば、樹脂の場合は射出成形法、ホットエンボス法等、
ガラスやセラミックの場合はサンドブラスト法など、シリコンの場合は公知の半導体プロ
セスで使用される方法がそれぞれ好ましく用いられる。
【００４３】
　本発明のマイクロアレイは、基板上面、凹凸構造を有する基板の場合は凸部の上面に、
選択結合性物質を固定化することができる。選択結合性物質が固定される面は、選択結合
性物質と結合可能な官能基（例えばアミノ基、ヒドロキシ基、カルボキシル基、アルデヒ
ド基、エポキシ基など）を含むことができる。このような官能基を導入するために、例え
ば表面にプラズマ処理や放射線処理（例えばγ線、電子線など）を施し、この後さらにグ
ラフト重合処理することによって極性基を導入したり、ポリカチオン（例えばポリ－Ｌ－
リジン、シランカップリング剤など）をコートしたりすることができる。ここで用いられ
るシランカップリング剤としては、例えば３－アミノプロピルトリエトキシシラン、３－
アミノプロピルトリメトキシシラン、３－アミノプロピルジエトキシメチルシラン、３－
（２－アミノエチルアミノプロピル）トリメトキシシランなどが挙げられる。
【００４４】
　基板は、その全体又は一部を黒色にすることができる。黒色とは、可視光範囲（波長４
００～８００ｎｍ）において、基板の黒色部分の分光反射率が特定のスペクトルパターン
を持たず、一様に低い値、好ましくは７％以下であり、かつ、黒色部分の分光透過率も特
定のスペクトルパターンを持たず、一様に低い値、好ましくは２％以下であることを意味
する。基板の少なくとも一部を黒色にすることによって、Ｓ／Ｎ比を向上させることがで
きる。黒色にする手段として、基板材料又は絶縁材料に黒色物質、例えばカーボンブラッ
ク、グラファイト、チタンブラック、アニリンブラック、金属（Ｒｕ，Ｍｎ，Ｎｉ，Ｃｒ
，　Ｆｅ，Ｃｏ，Ｃｕなど）の酸化物、Ｓｉ，Ｔｉ，Ｔａ，Ｚｒ，Ｃｒの炭化物を混入さ
せることにより達成される。
【００４５】
　本発明で使用可能な好ましい基板及びその製法は、例えば特開２００４－２６４２８９
、バイオテクノロジージャーナル：２００５年７－８月号、４１８－４２０頁、などに記
載されたものである。
【００４６】
　さらに、基板とカバーの間の空隙に微粒子を含むことができる。その例を図３に示す。
空隙に検体溶液を注入して攪拌を行う際に、微粒子が攪拌子の役割を担うため、攪拌効率
が著しく高くなる。その結果、ハイブリダイゼーションの反応促進効果がもたらされる。
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ここで、本発明で用いられる微粒子のサイズは直径数十～数百μｍであることが好ましく
、これは基板の凹部で複数個の微粒子が自由に動き得るサイズである。微粒子の材質は特
に限定されないが、例えばガラス、セラミックス（例えばイットリア安定化ジルコニア）
、ステンレス等の金属類、ナイロン、ポリスチレン等のポリマーなどが挙げられる。中で
も、物理的、化学的に安定であり、かつ比重が大きいことから、セラミックの微粒子が好
ましく用いられる。このような微粒子をハイブリダイゼーションの際に移動させることに
より、検体溶液が効率よく撹拌される。なお、微粒子を移動させる手段としては、好まし
くは基板を回転させて重力方向に微粒子を落下させる方法や、振盪機に微粒子を含んだ基
板をセットし基板を振盪させる方法、磁性微粒子を用いて磁力により微粒子を移動させる
方法が用いられるが、基板を振盪機にセットし、水平面内で旋回回転させる方法が、微粒
子の移動範囲が大きくなり、その結果効率よく液を攪拌できるため好ましい。このとき、
旋回回転の回転数は、好ましくは１０～１０００回転／分、より好ましくは１００～５０
０回転／分である。
【００４７】
　微粒子にセラミックビーズを用いる場合、表面の粗さをコントロールすることにより、
ビーズを封入する際の静電気の発生が抑制される。ここで、セラミックビーズの表面粗さ
の好ましい範囲としては、中心線表面粗さ（Ｒａ）で０．０４～０．２０μｍである。カ
バーの表面抵抗率を１０１２Ω以下とし、上記のＲａの範囲の表面粗さを有するセラミッ
クビーズを封入することで、静電気がより発生しにくくなり、さらに効率よくビーズ封入
作業を行うことが可能となる。
【００４８】
　微粒子の大きさ（直径）は特に限定されないが、１０～５００μｍが好ましく、５０～
３００μｍがより好ましい。１０μｍより小さいと撹拌の効果が十分得られない場合があ
るため、５００μｍより大きいと微粒子を封入するためにカバーと基板との間の空隙を大
きくする必要があり、結果的に必要な液量が多くなるため、それぞれ好ましくない。また
、基板とカバーとの間の空隙に検体等の溶液を入れて、封入された微粒子を移動させるこ
とで攪拌することを考えると、溶液や微粒子がカバーの貫通孔からこぼれてしまわないよ
うに、基板にカバーを密着させて、それらを保持しておくことが好ましい。また、操作性
を考えると、あらかじめ基板とカバーの間に微粒子を封入しておくことが好ましい。さら
に、ハイブリダイゼーション後にそのシグナル（蛍光）を測定することを考慮すると、カ
バーはハイブリダイゼーション後に脱離可能であることが好ましい。
【００４９】
　カバーに帯電防止性が付与された基板には、貫通孔を通して微粒子を効率よく空隙に封
入可能であり、また基板を傾けることで、封入された微粒子を動かすことができる。一方
、帯電防止性が付与されていないカバーを接着した基板に微粒子を封入しようとすると、
静電気により貫通孔付近で微粒子が動かなくなり、結局少量の微粒子しか封入できないこ
とがあり、さらに封入された微粒子が静電気で固まってしまい、基板を傾けても動かない
ことがある。このとき、静電気は空隙の中で発生しているため、除電器などで取り除くこ
とは容易ではない。したがって、カバーに帯電防止性が付与されていない場合、生産性が
非常に低下することがある。さらに、帯電防止剤を塗布することにより、検体溶液をアプ
ライする際に微粒子を空隙内に分散させることができるため、溶液の注入が容易となり、
液中に気泡が混入又は残存する現象を防ぐ効果もある。
【００５０】
　カバーは、基板の凹凸部の周囲に設けた平坦部に密着される。例えば、カバーがギャッ
プ構造を有しているか、スペーサーを介して平坦部とカバーとが貼り付けられていれば、
カバーを基板に密着させた後、凸部の上面との間に空間が生じる。密着は、基板の平坦部
上部に接着剤層を設けて、この接着剤層を介してカバーを接着するなどの方法で行うこと
ができる。接着剤層は、合成樹脂などのポリマー同士、ガラス同士、シリコーン同士、ポ
リマーとガラス、ポリマーとシリコーン、ガラスとシリコーン、等の材質間を接着可能な
ものであれば特に限定されないが、ハイブリダイゼーション後に脱離可能であることが好
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ましい態様であることを鑑みると、両面テープや、ＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）
を好ましく用いることができる。
【００５１】
　上記のようなカバーの製造方法は特に限定されず、例えば、樹脂の場合は射出成形法、
ホットエンボス法等、削り出し等の方法、ガラスやセラミックの場合はサンドブラスト法
、シリコンの場合は公知の半導体プロセスで使用される方法等が用いられるが、量産性を
考えると樹脂を射出成形して製造する方法が好ましい。
【００５２】
　カバーは、前記選択結合性物質固定化基板の表面の少なくとも一面の一部を覆い、基板
とカバーとの間に空隙を有するよう接着されることができる。そして、基板は、好ましく
はその表面であって空隙内に位置する領域上に固定された選択結合性物質を有する。すな
わち、好ましくは、選択結合性物質が固定された領域が空隙内に存在するように、カバー
は選択結合性物質固定化基板に接着される。カバーは、空隙が形成される限りにおいて、
どのような態様で接着されてもよいが、好ましくは、両面テープ、樹脂組成物等の接着層
を介して接着される。
【００５３】
　本発明のマイクロアレイのカバーは、空隙に連通する１つ以上の貫通孔を有する。この
孔は、被検試料、結合用バッファなどの液体を注入するためのものであり、また同時に、
基板内部の圧力を大気圧に保持するためのものでもある。貫通孔は、一つの空隙に対して
複数あることが好ましく、中でも３～６個とすることにより、検体溶液の充填が容易とな
るので特に好ましい。カバーが複数の貫通孔を有する場合、それらの孔径は、同一でも異
なっていてもよいが、複数の貫通孔のうちの一つを注入口とし、他の貫通孔を空気の抜け
口として機能させる場合、検体溶液のアプライの容易さ及び検体溶液の密閉保持性の点か
ら、注入口を検体溶液の注入に必要となる広い孔径とし、その他の貫通孔をより狭い孔径
とすることが好ましい。具体的には、注入口の貫通孔サイズは直径０．０１～２．０ｍｍ
の範囲とし、その他の貫通孔の直径を０．０１～１．０ｍｍの範囲とすることが好ましい
。
【００５４】
　貫通孔は、その少なくとも１つが、その径を変化させて、上端に径の広い部分、いわゆ
る液面駐止用チャンバーを備えてもよい。ここで駐止とは、必要部位にとどめることを意
味する。液面駐止用チャンバーを備えることにより、貫通孔からアプライされ空隙に充填
された検体溶液の液面の上昇を抑え、貫通孔を封止部材で封止する際に容易かつ確実に行
うことが可能となるとともに、検体溶液の中に多数の気泡が入ったり、検体溶液が流出し
たりすることを防ぐことができるので好ましい。液面駐止用チャンバーの形状は特に限定
されるものではなく、円柱形、角柱形、円錐形、角錐形、半球形、又はこれに近似した形
状とすることができる。これらのうち、製造の容易さ及び検体溶液の上昇を抑制する効果
の高さ等の観点から、円柱形が特に好ましい。
【００５５】
　貫通孔の孔径サイズについては特に限定されるわけではないが、図４に示す縦断面形状
の円筒形の貫通孔及び液面駐止用チャンバーとの組み合わせの場合を例に挙げると、貫通
孔の孔径サイズ（直径）は、０．０１～２．０ｍｍが好ましく、０．３～１．０ｍｍがよ
り好ましい。孔径を０．０１ｍｍ以上とすることにより、検体溶液のアプライを容易に行
うことができる。一方、貫通孔の直径を１．５ｍｍ以下とすることにより、アプライ後封
止前の検体溶液の蒸発などをより効果的に抑制することができる。液面駐止用チャンバー
の孔径サイズ（直径）については、１．０ｍｍ以上が好ましい。１．０ｍｍ以上とするこ
とにより、貫通孔とのサイズの差を十分に得ることができ、その結果、十分な液面駐止効
果が得られるため好ましい。液面駐止用チャンバーの直径の上限は、特に限定されないが
、１０ｍｍ以下とすることができる。また、液面駐止用チャンバーの深さは、特に限定さ
れないが、０．１～５ｍｍの範囲内とすることができる。
【００５６】
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　このようなカバーは、脱着可能な強度、態様で前述の選択結合性物質固定化基板に接着
されていることが好ましい。本発明の分析用チップをＤＮＡチップとして用いる場合、通
常、ＤＮＡチップを専用スキャナーで読み取る必要があるが、カバーが接着された状態で
は、専用スキャナーにセットすることが難しく、セットできたとしてもスキャン操作を実
施するとカバーとスキャナーの光学系部品が接触し、故障の原因となることがある。また
、カバーを介しての読み取りが可能であっても、読み取り値が不正確となりうる。そのた
め、読み取りの工程においてカバーを取り外せるように、カバーが脱離可能であることが
好ましい。
【００５７】
　カバーを選択結合性物質を固定した基板に脱着可能な状態で接着する態様は、特に限定
されないが、カバーと基板が損傷されることなく脱離することが可能である態様が好まし
く、例えば、両面テープ、樹脂組成物等の接着層を介して接着することができる。
【００５８】
　接着層として両面テープを用いる場合、両面テープの態様は特に限定されないが、両面
で接着力の異なる両面テープを用いることが好ましく、具体的には、両面テープの接着力
の弱い面を基板側に接着し、接着力の強い面をカバー側に接着することが好ましい。この
ような両面テープを用いることにより、カバーを剥離する際に、両面テープがカバーに接
着した状態で同時に基板より脱離し易く、それにより、基板上への接着層の残存による読
み取りの工程における不都合を回避することができる。このような両面テープとしては、
日東電工株式会社製の製品番号Ｎｏ．５３５Ａ、住友スリーエム株式会社製の製品番号９
４１５ＰＣ及び４５９１ＨＬ、並びに株式会社寺岡製作所製の製品番号Ｎｏ．７６９１等
が挙げられる。
【００５９】
　接着層として樹脂組成物を用いる場合、当該樹脂組成物としては、アクリル系ポリマー
、シリコーン系ポリマー、及びこれらの混合物からなる群より選択されるポリマーを含む
樹脂組成物等を用いることができる。これらの樹脂組成物を利用することにより、両面テ
ープに比べて密閉性を高めることが可能となるとともに、両面テープに比べて、長期間の
インキュベーションに対しても安定であるため、そのような長期間のインキュベーション
が必要な分析系においては特に好ましい。特に、接着層としてシリコーン系のエラストマ
ーを用いると、密閉性が良好であり、しかも、容易に脱離が可能な状態でカバーを接着す
ることができる。このようなエラストマーとしては、具体的には、ダウコーニング社のシ
ルガード（登録商標）や、信越化学工業社製の型取り用二液型ＲＴＶゴムを挙げることが
できる。
【００６０】
　上記カバーの形状は、前記選択結合性物質固定化基板の表面の少なくとも一面の一部を
覆い、基板とカバーとの間に空隙を有するよう接着できるものであれば特に限定されない
が、その外周部分において、基板に近い部分より基板に遠い部分において突出した部分を
有する構造、すなわちオーバーハング構造が設けられたものとすることができる。オーバ
ーハング構造を設けることにより、基板を損傷せずにカバーを脱離することが容易となる
ので好ましい。本発明のマイクロアレイにおいては、基板の凸部上面に選択結合性物質が
固定化される。
【００６１】
　本発明の選択結合性物質は、被検物質と直接的又は間接的に、選択的に結合しうる物質
をいう。その例として、核酸、タンパク質、糖類、又は他の抗原性化合物が挙げられる。
核酸は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、
相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、相補的ＲＮＡ（ｃＲＮＡ）などを含む。タンパク質は、抗体
およびその断片、抗原、酵素基質を含む。糖類は、オリゴ糖、多糖類を含む。他の抗原性
化合物は、ペプチド、小分子を含む。好ましい選択性化合物は、核酸及びタンパク質（特
に抗体、抗原など）である。この点で、本発明の好ましいマイクロアレイの例は、ＤＮＡ
マイクロアレイ（ＤＮＡチップともいう）又はプロテインマイクロアレイである。また、



(11) JP 4984729 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

このような選択結合性物質は、市販のものでもよいし、あるいは、合成するか、生体組織
又は細胞などの天然源から調製したものでもよい。
【００６２】
　特性及び一次構造（塩基配列）が明らかな遺伝子などのＤＮＡについては、その配列に
基づいてプローブ又はプライマーを作製し、例えば生物組織から調製したｃＤＮＡライブ
ラリーから目的のＤＮＡを選抜することができる。あるいは、生物組織から全ＲＮＡを抽
出し、オリゴｄＴカラムを使用してｐｏｌｙＡ　ＲＮＡ（すなわち、ｍＲＮＡ）を精製し
、ｃＤＮＡクローニングによってｃＤＮＡ、さらにはｃＲＮＡを作製することができる。
得られた核酸の検出は、サザン又はノザンブロット法、サザン又はノザンハイブリダイゼ
ーション法などの公知の方法、制限酵素による切断及びマップ化、配列決定などの方法で
行うことができる。また、得られた核酸の増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、遺
伝子組換え技術（例えばベクターの使用）などによって行うことができる。あるいは、１
００マー以下のＤＮＡを、ＤＮＡ合成装置を用いて合成することも可能である。上記の一
連の技術は、例えばＡｕｓｂｅｌら，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　ＵＳ
　（１９９３）；　Ｓａｍｂｒｏｏｋら，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　ＵＳ　（１９８９）などを参照することができる。
【００６３】
　タンパク質は、天然から文献記載の方法に従って精製するか、あるいは、遺伝子組換え
技術（ベクター／宿主系）によって合成することができる。タンパク質を抗原として、ウ
サギ、マウス、ヤギなどの非ヒト哺乳動物を免疫することによって、該タンパク質に対す
る抗体を作製することができる。また、マウスなどのネズミにおいては、目的の抗原によ
る免疫刺激を受けた脾臓細胞と骨髄腫細胞との融合を含む方法によりモノクローナル抗体
を作製することができる。抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、抗ペプ
チド抗体などが含まれる。これらの抗体の作製は周知の方法を利用して行うことができる
。
【００６４】
　モノクローナル抗体については、例えばＭｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
，　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ：　Ａ　Ｎｅｗ　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｅｓ，　Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，　ＵＳ　（１９８０）；岩崎
辰夫ら,　単クローン抗体　ハイブリドーマとＥＬＩＳＡ,　講談社サイエンティフィク（
１９８７）など、また、ポリクローナル抗体については、例えば松橋直ら,　免疫学実験
入門（生物化学実験法１５）,　学会出版センター（１９８２）を参照することができる
。
【００６５】
　抗ペプチド抗体については、例えばタカラバイオ（株）などが合成委託をしているので
それを利用して入手することも可能である。簡単に説明すると、タンパク質の一次配列に
ついて可動予測、親水・疎水性予測、二次構造予測、極性予測などを行い、タンパク質表
面に位置する部位を予測するとともに、免疫動物が本来もたない配列であることをホモロ
ジー検索（ＤＮＡＳＩＳソフト）によって予測し、ペプチド配列を決定する；次いで、そ
の配列に基づいて、ペプチド合成によりペプチドを合成し；ウサギなどの動物に免疫し；
血液から抗ペプチド抗体を分離し、親和性カラムなどを用いて精製する。
【００６６】
　糖類は、化学的に合成するか、あるいは、糖タンパク質からグリコシダーゼにより切り
出すことによって得ることができる。
【００６７】
　選択結合性物質を基板に固定化するには、例えばキャピラー状のペンでスポッティング
する方式、インクジェット方式などの公知の手法を利用することができる。スポッティン
グ方式は、スポッターまたはアレイヤーと呼ばれる高密度分注機を用いて選択結合性物質
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をスポットする方法である。具体的には、例えば多数のウエルをもつプレートの各ウエル
に異なる溶液を入れておき、この溶液をピン（針）で取り上げて基板上に順番にスポット
する。インクジェット方式は、ノズルから微少な液滴を圧電素子などにより噴射し、選択
結合性物質を基板に吹き付ける方法である。具体的には、ノズルより遺伝子を噴射し、基
板上に高速度で選択結合性物質を整列配置する。あるいは、選択結合性物質が核酸の場合
、フォトリソグラフ法により基板上で順次ヌクレオチド合成を行うことができる。
【００６８】
　本発明のマイクロアレイは、それに固定化された選択結合性物質と直接的又は間接的に
結合しうる被検試料中の物質の存在又は量の測定に使用することができる。ここでいう選
択結合性物質とは、上記の核酸、タンパク質、糖類又は他の抗原性化合物である。
【００６９】
　ここでいう被検試料とは、生物学的試料である。生物学的試料は、例えば植物や動物由
来の生物学的試料、ヒトを含む哺乳動物由来の組織、細胞、体液などの生物学的試料など
を含む。具体的には、例えばヒト疾患関連遺伝子、その発現産物（タンパク質）などであ
る。さらに、生物学的試料には、細菌などの原核生物、酵母、担子菌、藻類、昆虫などの
上記以外の真核生物由来の生物学的試料、ウイルス由来の試料などが含まれる。
【００７０】
　測定は、基板上に固定化された選択結合性物質と、被検試料中の物質との結合を検出す
ることを含む。選択結合性物質が核酸の場合、測定はＤＮＡ／ＤＮＡハイブリダイゼーシ
ョン、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリダイゼーション又はＲＮＡ／ＲＮＡハイブリダイゼーショ
ンに基づく。また、選択結合性物質がタンパク質の場合、測定は抗原抗体反応、すなわち
免疫学的反応に基づく。反応温度、時間、バッファなどの条件は、ハイブリダイズさせる
核酸の種類や鎖長、免疫反応に関与する抗原及び／又は抗体の種類などに応じて適宜選択
される。
【００７１】
　ハイブリダイゼーションは、一般にはストリンジェントな条件下で行われる。そのよう
な条件は特に限定されないが、例えば３０～５０℃で、３～４×ＳＳＣ、０．１～０．５
％ＳＤＳ中で１～２４時間のハイブリダイゼーション、その後の２×ＳＳＣ及び０．１％
ＳＤＳを含む溶液による洗浄を含むことができる。ここで、１×ＳＳＣは、１５０ｍＭ塩
化ナトリウム及び１５ｍＭクエン酸ナトリウムを含む溶液（ｐＨ７．２）である。
【００７２】
　ＤＮＡマイクロアレイでは、生物の細胞又は組織から抽出されたｍＲＮＡからｃＤＮＡ
を合成し、ｃＤＮＡをＣｙ等の染料で標識したのち、これを試料として基板上のＤＮＡと
ハイブリダイゼーションを行うことができる。
【００７３】
　免疫学的反応は、例えば基板上に固定化された抗体と、被検試料中の抗原との反応であ
る。検出は、抗体と抗原との免疫複合体を、例えば分光学的方法を用いて測定することに
よって行われる。測定としては、例えば酵素免疫測定法（ＥＩＡ、ＥＬＩＳＡ）、放射性
免疫測定法、蛍光抗体法などの酵素、放射性同位元素又は発蛍光剤を標識とする方法が望
ましいだろう。例えば、基板上の抗体と試料中の抗原とを結合させたのち、形成された免
疫複合体の抗原と結合可能な標識抗体（すなわち二次抗体）を作用させることによって、
標識の強度に基づいて、目的抗原の量又は存在を測定することができる。基板には、抗体
ではなく抗原を予め固定化することも可能である。
【００７４】
　上記のハイブリダイゼーションや免疫反応を行った後、マイクロアレイ上をスキャナー
を用いてスキャンし、標識が発する蛍光などのシグナルの強度又は存在を測定する。必要
に応じて、測定したデータをコンピュータで解析する。
【００７５】
　本発明のマイクロアレイは、カバー表面又はその近傍での気泡の発生が実質的にないた
め、凹凸構造をもつ基板を特徴とするマイクロアレイが本来的にもつ良好なＳ／Ｎ比、高
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検出感度などの特性を維持し、測定値のばらつきを改善し、正確で信頼性の高い測定を可
能にする。
【００７６】
　本発明は、以下の実施例によってさらに具体的に説明するが、本発明は、これらの実施
例に限定されないものとする。
【実施例】
【００７７】
　本発明を以下の実施例によってさらに詳細に説明する。もっとも、本発明は下記実施例
に限定されるものではない。
【００７８】
　なお、本実施例において、各評価は以下のように実施した。
【００７９】
　（カバーの表面抵抗率）
　カバーの表面抵抗率はＪＩＳ　Ｋ６９１１（１９９５年）に従い、温度２０℃、相対湿
度６０％の測定条件において、ハイレスタＵＰ ＭＣＰ－ＨＴ４５０（三菱化学）を使用
して測定した。
【００８０】
　（微粒子封入の操作性）
　微粒子には直径１８０μｍのジルコニア製微粒子（東ソー（株））を用い、それをカバ
ーに設けられた貫通孔から、基板とカバーの空隙内に１２０ｍｇ封入した。操作性の評価
基準は、微粒子の動きが固まることなく、容易かつスムーズに全量封入できた場合は「◎
：封入が容易」、微粒子の動きが固まることがあっても、特に無理することなく全量封入
できた場合は「○：封入が可能」、貫通孔付近で微粒子が固まり、全量封入するのに相当
の時間がかかった場合は「△：封入がやや困難」、貫通孔付近で微粒子が固まり、全量封
入できなかった場合は「×：封入が困難」、とした。
【００８１】
　（封入後の微粒子の動き）
　微粒子を封入したマイクロアレイを傾けて、側面を軽く叩いたとき、微粒子が動くかど
うか観察した。評価基準は、微粒子全体がスムーズに動いたときは「○：動く」、大部分
の微粒子は動くが、動かない微粒子もあるときは「△：一部が動く」、微粒子が殆ど動か
ないときは「×：動かない」、とした。
【００８２】
　（気泡残存率）
　マイクロアレイによりハイブリダイゼーションを行う際に、カバーの貫通孔から検体溶
液をアプライした後、注入された検体溶液中に気泡がないか、目視で観察して判定した。
それぞれの実施例において、全２０枚のマイクロアレイのうち、気泡が観察されたマイク
ロアレイの枚数の割合を算定し、その割合を気泡残存率（％）とした。
【００８３】
　（シグナルの蛍光強度、シグナルのＣＶ値、バックグラウンドノイズ、蛍光強度／ノイ
ズ）
　ハイブリダイゼーション後、洗浄した基板を、マイクロアレイスキャナにより励起波長
５３２ｎｍでスキャンしたときの蛍光強度について、それぞれの実施例において、２０枚
の平均値を算定し、それをシグナルの蛍光強度とした。また、それぞれの実施例において
、２０枚のシグナルの蛍光強度の変動係数、すなわち「蛍光強度の平均値／標準偏差）×
１００」の計算値をシグナルのＣＶ値とした。ＣＶ値が小さいほど、バラツキが小さいこ
とを意味する。なお、プローブＤＮＡが固定化されていない部分の蛍光強度をバックグラ
ウンドノイズとし、それぞれの実施例において２０枚の平均値を求め、さらに蛍光強度／
ノイズの比（Ｓ／Ｎ比）を求めた。
【００８４】
　実施例１
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　（ＤＮＡ固定化基板の作製）
　公知の方法であるＬＩＧＡ（Ｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｉｅ　Ｇａｌｖａｎｏｆｏｒｍｕｎ
ｇ　Ａｂｆｏｒｍｕｎｇ）プロセスを用いて、射出成形用の型を作製し、射出成型法によ
り後述するような形状を有するＰＭＭＡ製の基板を得た。なお、この実施例で用いたＰＭ
ＭＡの平均分子量は５万であり、ＰＭＭＡ中には１重量％の割合で、カーボンブラック（
三菱化学製　＃３０５０Ｂ）を含有させており、基板は黒色である。この黒色基板の分光
反射率と分光透過率を測定したところ、分光反射率は、可視光領域（波長が４００ｎｍか
ら８００ｎｍ）のいずれの波長でも５％以下であり、また、同範囲の波長で、透過率は０
．５％以下であった。分光反射率、分光透過率とも、可視光領域において特定のスペクト
ルパターン（ピークなど）はなく、スペクトルは一様にフラットであった。なお、分光反
射率は、ＪＩＳ　Ｚ　８７２２の条件Ｃに適合した照明・受光光学系を搭載した装置（ミ
ノルタカメラ製、ＣＭ－２００２）を用いて、基板からの正反射光を取り込んだ場合の分
光反射率を測定した。
【００８５】
　基板の形状は、大きさが縦７６ｍｍ、横２６ｍｍ、厚み１ｍｍであり、基板の中央部分
を除き表面は平坦であった。基板の中央に、縦・横２２ｍｍ、深さ０．１５ｍｍの凹んだ
部分が設けてあり、この凹みの中に、直径０．１５ｍｍ、高さ０．１５ｍｍの凸部を１２
９６（３６×３６）箇所設けた。凹凸部分の凸部上面の高さ（１２９６箇所の凸部の高さ
の平均値）と平坦部分との高さの差を測定したところ、３μｍ以下であった。また、１２
９６個の凸部上面の高さのばらつき（最も高い凸部上面の高さと最も低い凸部上面との高
さの差）、さらには、凸部上面の高さの平均値と平坦部上面の高さの差を測定したところ
、それぞれ３μｍ以下であった。さらに、凹凸部分の凸部のピッチ（凸部中央部から隣接
した凸部中央部までの距離）は０．５ｍｍであった。
【００８６】
　上記のＰＭＭＡ基板を１０Ｎの水酸化ナトリウム水溶液に７０℃で１２時間浸漬した。
これを、純水、０．１ＮのＨＣｌ水溶液、純水の順で洗浄し、基板表面にカルボキシル基
を生成した。
【００８７】
　（プローブＤＮＡの固定化）
　配列番号１で表される塩基配列を有するＤＮＡ（６０塩基、５’末端アミノ化）を合成
した。なお、このＤＮＡは５’末端がアミノ化されている。
【００８８】
　このＤＮＡを、純水に０．３ｎｍｏｌ／μＬの濃度となるよう溶解させて、ストックソ
リューションとした。基板に点着する際は、ＰＢＳ（ＮａＣｌを８ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４・
１２Ｈ２Ｏを２．９ｇ、ＫＣｌを０．２ｇ、ＫＨ２ＰＯ４を０．２ｇ純水に溶かし１Ｌに
メスアップしたものにｐＨ調整用の塩酸を加えたもの、ｐＨ５．５）で１０倍希釈して、
プローブＤＮＡの終濃度を０．０３ｎｍｏｌ／μＬとし、かつ、基板表面のカルボン酸と
プローブＤＮＡの末端のアミノ基とを縮合させるため、１－エチル－３－（３－ジメチル
アミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）を加え、この終濃度を５０ｍｇ／ｍＬとした
。そして、これらの混合溶液をアレイヤー（日本レーザー電子製；Ｇｅｎｅ　Ｓｔａｍｐ
―II）で基板凸部上面の全てにスポットした。次いで、基板を密閉したプラスチック容器
に入れて、３７℃、湿度１００％の条件で２０時間程度インキュベートした。最後に純水
で洗浄し、スピンドライヤーで遠心して乾燥した。
【００８９】
　（カバーの作製）
　射出成形法により図１に示す貫通孔を４つ有するカバー（外周部にオーバーハング構造
有り）を作製した。
【００９０】
　カバーを洗浄剤（クリーンエース（アズワンカタログ、品番：４－０７８－０１）２５
倍希釈溶液）に浸漬して５分間超音波洗浄した後、逆浸透水（ＲＯ水）で十分にすすぎ、
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エアブローにより乾燥させた。この状態におけるカバーの表面抵抗率を、ＪＩＳ　Ｋ６９
１１の方法で測定したところ、２×１０１６（Ω）であった。次いで、帯電防止剤ＥＰ－
８（日本ファインケミカル（株））を直接吹き付けて塗布し、均一に塗り伸ばした後、室
温にて風乾した。このとき、カバーの表面抵抗率は、５×１０８（Ω）であった。
【００９１】
　（微粒子の封入）
　上記で得られたプローブＤＮＡを固定した基板２０枚のプローブＤＮＡの固定化領域の
外側に、ＰＤＭＳポリマー（東レダウコーニングシリコーン）を塗布し、上記の帯電防止
加工を施したカバーを接着した。５０ｇの重しを載せた状態で４２℃で２時間キュアして
、ＰＤＭＳポリマーを硬化させた後、検体溶液の注入口から直径１８０μｍのジルコニア
製微粒子（東ソー（株））を、基板とカバーの空隙内に１２０ｍｇ封入した。このとき、
すべての基板において、容易に微粒子封入作業を行うことができた。
【００９２】
　（検体ＤＮＡの調製）
　検体ＤＮＡとして、上記ＤＮＡ固定化基板に固定化されたプローブＤＮＡとハイブリダ
イズ可能な配列番号４で表される塩基配列を持つＤＮＡ（９６８塩基、以下、配列番号４
のＤＮＡともいう）を用いた。調製方法を以下に示す。
【００９３】
　配列番号２で表される塩基配列を有するＤＮＡ（以下、配列番号２のＤＮＡともいう）
と配列番号３で表される塩基配列を有するＤＮＡ（以下、配列番号３のＤＮＡともいう）
を合成した。これを純水に溶解して濃度を１００μＭとした。次いで、ｐＫＦ３　プラス
ミドＤＮＡ（タカラバイオ（株））（配列番号５で表される塩基配列を有するＤＮＡ：２
２６４塩基）を用意して、これをテンプレートとし、配列番号２および配列番号３のＤＮ
Ａをプライマーとして、ＰＣＲ反応（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉ
ｏｎ）により増幅を行った。
【００９４】
　ＰＣＲの条件は以下の通りである。すなわち、ＥｘＴａｑ　２μｌ、１０×ＥｘＢｕｆ
ｆｅｒ　４０μｌ、ｄＮＴＰ　Ｍｉｘ　３２μｌ（タカラバイオ（株）製）、配列番号２
のＤＮＡの溶液を２μｌ、配列番号３のＤＮＡの溶液を２μｌ、テンプレート（配列番号
５で表される塩基配列を有するＤＮＡ）を０．２μｌ加え、純水によりトータル４００μ
ｌにメスアップした。これらの混合液を、４つのマイクロチューブに分け、サーマルサイ
クラーを用いてＰＣＲ反応を行った。これを、エタノール沈殿により精製し、４０μｌの
純水に溶解した。ＰＣＲ反応後の溶液の一部をとり電気泳動で確認したところ、増幅した
ＤＮＡの塩基長は、およそ９６０塩基であり配列番号４のＤＮＡ（９６８塩基）が増幅さ
れていることを確認した。
【００９５】
　次いで、９塩基のランダムプライマー（タカラバイオ（株）製）を６ｍｇ／ｍｌの濃度
に溶かし、上記のＰＣＲ反応後精製したＤＮＡ溶液に２μｌ加えた。この溶液を１００℃
に加熱した後、氷上で急冷した。これらにＫｌｅｎｏｗ　Ｆｒａｇｍｅｎｔ（タカラバイ
オ（株）製）付属のバッファーを５μｌ、ｄＮＴＰ混合物（ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＧＴ
Ｐの濃度はそれぞれ２．５ｍＭ、ｄＣＴＰの濃度は４００μＭ）を２．５μｌ加えた。さ
らに、Ｃｙ３－ｄＣＴＰ（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス製）を２μｌ加えた。この溶
液に１０ＵのＫｌｅｎｏｗ　Ｆｒａｇｍｅｎｔを加え、３７℃で２０時間インキュベート
し、Ｃｙ３で標識された検体ＤＮＡを得た。なお、標識の際ランダムプライマーを用いた
ので、検体ＤＮＡの長さにはばらつきがある。最も長い検体ＤＮＡは配列番号４のＤＮＡ
（９６８塩基）となる。なお、検体ＤＮＡの溶液を取り出して、電気泳動で確認したとこ
ろ、９６０塩基に相当する付近にもっとも強いバンドが現れ、それより短い塩基長に対応
する領域に薄くスメアがかかった状態であった。そして、これをエタノール沈殿により精
製し、乾燥した。
【００９６】
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　この標識化された検体ＤＮＡを、１重量％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、５×ＳＳＣ
（５×ＳＳＣとは、２０×ＳＳＣ（シグマ製）を純水にて４倍に希釈した液を指す。同様
に、２０×ＳＳＣを純水で２倍に希釈した液を１０×ＳＳＣ、１００倍に希釈した液を０
．２×ＳＳＣと表記する）、０．１重量％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、０．０１
重量％サケ精子ＤＮＡの溶液（各濃度はいずれも終濃度）、４００μｌに溶解し、ハイブ
リダイゼーション用のストック溶液とした。
【００９７】
　以下の実施例、比較例において、ハイブリダイゼーション用の検体ＤＮＡ溶液は、特に
断りのない限り、上記で調製したストック溶液を、１重量％ＢＳＡ、５×ＳＳＣ、０．０
１重量％サケ精子ＤＮＡ、０．１重量％ＳＤＳの溶液（各濃度はいずれも終濃度）で２０
０倍に希釈したものを用いた。なお、この溶液の検体ＤＮＡ濃度を測定したところ、１．
５ｎｇ／μＬであった。
【００９８】
　（ハイブリダイゼーション）
　マイクロピペットを用いて、基板とカバーの空隙（反応槽）にハイブリダイゼーション
検体溶液１６５μＬを貫通孔より注入した。このとき、容易に溶液を注入でき、気泡が混
入することはなかった。封止材としてカプトンテープ（アズワン）を用い、４つの貫通孔
を塞いだ。ハイブリダイゼーションチャンバー（Ｔａｋａｒａ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉ
ｏｎ　ｃｈａｍｂｅｒ（タカラバイオ（株））をシート振盪台（東京理化器械（株）製　
ＭＭＳ　ＦＩＴ－Ｓ）に密着させて固定し、基板をハイブリダイゼーションチャンバー内
にセットした。このとき、基板をセットする位置の両端の凹みに、１５μＬずつ超純水を
滴下した。ハイブリダイゼーションチャンバーのふたを閉めた後、６本の固定ネジを締め
て固定し、４２℃に設定した恒温チャンバー（東京理化器械（株）製　ＦＭＳ－１０００
）内に据え付けた振盪機（東京理化器械（株）製　ＭＭＳ－３１０）の上に載せて固定し
た。恒温チャンバーの前面をアルミホイルで遮光して、２５０回転／分で旋回振盪しなが
ら、４２℃で１６時間インキュベートした。インキュベート後、ハイブリダイゼーション
チャンバーから基板を取り出し、基板に接着したカバーと両面テープを脱離した後、洗浄
、乾燥した。
【００９９】
　（測定）
　ＤＮＡチップ用のスキャナー（Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社製　ＧｅｎｅＰｉ
ｘ　４０００Ｂ）に上記処理後の基板をセットし、レーザー出力３３％、フォトマルチプ
ライヤーの電圧設定を５００にした状態において、前記のとおり、シグナルの蛍光強度、
シグナルのＣＶ値、バックグラウンドノイズ、蛍光強度／ノイズを測定した。結果を表１
に示す。十分な蛍光シグナルが得られ、バックグラウンドノイズも低く抑えられた。２０
枚のＤＮＡチップを使用したが、操作も簡便であって、気泡が残ることは全くなかった。
ハイブリダイゼーション後の蛍光強度、ＣＶ値は良好であった。
【０１００】
　実施例２
　帯電防止剤にＳＢ－８（ショーワ（株））を用いた以外は、実施例１と同様の操作を行
った。結果を表１に示す。処理後のカバーの表面抵抗率は、５×１０８（Ω）であった。
このとき、２０枚すべての基板において、容易に微粒子封入作業を行うことができた。ま
た、容易に検体溶液を注入でき、気泡が混入することはなかった。ハイブリダイゼーショ
ン後の蛍光強度、ＣＶ値は良好であった。
【０１０１】
　実施例３
　帯電防止剤にファインＥＳＤコート（日本ファインケミカル（株））を用いた以外は、
実施例１と同様の操作を行った。結果を表１に示す。処理後のカバーの表面抵抗率は、５
×１０７（Ω）であった。このとき、２０枚すべての基板において、容易に微粒子封入作
業を行うことができた。また、容易に検体溶液を注入でき、１枚だけ少量の気泡が混入し
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値は良好であった。
【０１０２】
　実施例４
　帯電防止剤にコルコートＮＲ－１２１－Ｘ９（コルコート（株））を用いた以外は、実
施例１と同様の操作を行った。結果を表１に示す。処理後のカバーの表面抵抗率は、２×
１０７（Ω）であった。このとき、２０枚すべての基板において、容易に微粒子封入作業
を行うことができた。また、容易に検体溶液を注入でき、気泡が混入することはなかった
。なお、コルコートＮＲ－１２１－Ｘ９は、刷毛を用いてカバー表面に均一に塗布後、風
乾させた。ハイブリダイゼーション後の蛍光強度、ＣＶ値は良好であった。
【０１０３】
　実施例５
　帯電防止剤にコニソル（ティーエーケミカル（株））を用いた以外は、実施例１と同様
の操作を行った。なお、コニソルはイソプロパノール／水（１／１）で２倍希釈してから
、刷毛を用いてカバー表面に均一になるよう塗布後、風乾させた。結果を表１に示す。処
理後のカバーの表面抵抗率は、１×１０６（Ω）であった。このとき、２０枚すべての基
板において、容易に微粒子封入作業を行うことができた。また、容易に検体溶液を注入で
き、１枚だけ少量の気泡が混入したが、他は気泡が混入することはなかった。ハイブリダ
イゼーション後の蛍光強度、ＣＶ値は良好であった。
【０１０４】
　比較例１
　帯電防止加工を行っていないカバーを基板に接着した場合の実験を行った。図１に示す
カバーを何も処理をせずに基板に接着する以外は、全て実施例１と同様に実験を行った。
結果を表１に示す。すべての基板において、微粒子封入作業中に帯電が生じ、微粒子が注
入孔付近で固まってしまったため、非常に作業性が悪かった。また、検体溶液を注入した
ところ、２０枚中１４枚に気泡が残存した。さらに、気泡が生じた基板については、ハイ
ブリダイゼーション後のシグナルにむらが生じ、ＣＶ値が実施例と比較して高い結果とな
った。実施例１～４と比べて蛍光強度が低く、かつＣＶ値が大きい結果であり、バラツキ
が大きかった。
【０１０５】
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【表１】

【産業上の利用可能性】
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【０１０６】
　本発明のマイクロアレイは、基板とカバーの空隙に微粒子を封入する作業を容易に行う
ことができるため、ハイブリダイゼーション反応に十分量の微粒子を封入可能である。ま
た、本発明のマイクロアレイは、微粒子を空隙内を移動させて分散させてから検体溶液を
注入できるため、カバー表面又はその近傍での気泡の発生が実質的にない。したがって、
凹凸構造をもつ基板を特徴とするマイクロアレイが本来的にもつ良好なＳ／Ｎ比、高検出
感度などの特性を維持し、測定値のばらつきを改善し、正確で信頼性の高い測定を可能に
する。このため、生物学、医学、微生物学などの分野で多用されているマイクロアレイの
精度向上が可能となり、産業上、非常に有用である。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】
【図１】基板とカバーとを含む本発明のマイクロアレイの概略図及び断面図。
【図２】本発明のマイクロアレイを構成する基板の概略図及び断面図。
【図３】本発明のマイクロアレイをの一例を概略的に示す縦断面図。
【図４】本発明のマイクロアレイを構成するカバーにおける貫通孔及び液面駐止チャンバ
ーの一例を示す部分断面図。
【符号の説明】
【０１０８】
　１　カバー
　２　基板
　３　接着層
　４　液面駐止チャンバー
　５　貫通孔
　６　空隙
　７　封止材
　８　基板に固定化された選択結合性物質
　９　微粒子（ビーズ）
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